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StudiesonPhysiologicalActivityofAdultShell,EggDevelopmentand

LarvalCryopreservationinSurfClam Mactrachinensis

foritsSpeciesConservation

JunHyungRyu

DepartmentofFisheriesBiology,TheGraduateSchool,

PukyongNationalUniversity

Abstract

Thepresentresearchwascarriedouttoinvestigatethephysiologicalactivity

ofmaturedadult,eggdevelopmentandlarvalcryopreservationinsurfclam

(Mactrachinensis)foritsspeciesconservation.

Thesurvivalrateofmaturedadultwas92.5% in30psuupto216h,65.0%

in 20psuupto216h,whilein10psu,severemortalitywasrecordedafter

48handalldiedupto96h.

Totalhemocytecountwasmaintainedaconsistentlevelin30psu.Whilein

20psu,ittendedtodecreaseupto24handafterwards,recoveredgradually.

Inthecaseof 10psu,itwasincreasedupto6handtendedtodecrease

lateron.

Osmolalityofhemolymphwasfollowedsimilarlevelwiththeexperimental

waterafter3hin30and20psurespectively,whilein10psu,itwasnot

completelyfollowedtheexperimentalwaterupto48h.Na+ andCl-concen-

trationsofhemolymphwerealmostsimilarwiththepatternofosmolality.In

thecaseofK+,Ca2+ and Mg2+,ionicconcentrationsofhemolymph were
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followedsimilarlevelwiththeexperimentalwaterafter3hin30and20psu

respectively,butin10psu,ionicconcentrationswereincreasedthantheinitial

level,maintainedforawhileandafterwardsdecreased.

Levelofhemolymphglucosewasrecordedtobesignificantlyincreasedat72

hin20psu.In10psu,itwassignificantlyincreasedat12hfirstandsharply

increased at48 h.However,there were no differences among different

experimentalgroupsintotalproteinandtotalcholesterol.Levelsofhemo-

lymphaspartateaminotransferase(AST),alanineaminotransferase(ALT),alkaline

phosphatase(ALP),lactatedehydrogenase(LDH)weresignificantlyincreased

at48hin10psusimultaneously.

Oxygen consumption ofmatured adultsignificantly increased with rising

watertemperatureandsignificantlydecreasedbelow 20psu.

Ammoniaexcretionwassignificantlyincreasedin15℃ comparedto10℃ and

therewasnosignificantincreasein20℃.

O:N ratiowasrecorded toincreasein20℃ andtendedtodecreasewith

declineofsalinity.

Optimum conditionsforearlyeggdevelopmentwerefoundtobe25℃ and

30~35psu.Requiredtimesforeachdevelopmentalstagewereshortenedwith

risingwatertemperatureand3.22℃ wascalculatedasabiologicalminimum

temperature.

IninvestigationsofoptimumCPAs(cryoprotectiveagents)forlarvalcryopreservation,

ethyleneglycol2.0M (30min),dimethylsulfoxide1.5M (10min)andmethanol

2.0M (20min)wereselectedfortrochophore,andethyleneglycol2.0M (30min),

dimethylsulfoxide2.0M (30min)andmethanol2.0M (30min)wereselectedfor

D-shapedlarva.

Resultsoflarvalcryopreservationshowedthatthesurvivalrateof2.37% and

4.72% forpost-thawedtrochophoresandD-shapedlarvae,respectively.
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Ⅰ.서 론

한국의 패류양식 생산량은 1980년대 후반 연평균 40만톤에 이르렀다가,

1990년대 후반과 2000년대 초반에는 연평균 20만톤 수준으로 감소하여 쇠

퇴기를 겪었으며,2003년 이후 연평균 35만톤 가량으로 다시 회복되는 추

세에 있다.

그러나 패류의 양식생산에 있어 환경오염과 질병,해적생물,종묘 확보

의 어려움,근친교배로 인한 유전적 열성화 등 개선해야 할 부분들이 현

재 산적해 있으며,특히 양식용 종묘의 구득이 어려워 양식생산에 큰 걸

림돌이 되고 있다.그 예로 그동안 자연 종묘생산을 해오던 참굴은 채묘

부진으로 인해 부족분을 인공종묘로 대체하고 있으며,피조개,가리비,바

지락 등과 같이 국내에서 인공종묘 대량생산이 여의치 않은 종들은 상당

량을 수입산 종묘에 의존하고 있다(이,2003;국립수산과학원,2008).

따라서 빠른 시일 내에 안정적인 패류 종묘생산 체계가 구축되어야 하

며,보다 효과적인 종묘수급을 가능케 할 방법 또한 요구되고 있다.그 방

법 중 하나로 냉동보존을 들 수 있는데,패류양식에서 배우자 및 발생배

의 냉동보존을 통해 얻을 수 있는 장점은 다음과 같다.배우자나 발생배

를 대량으로 냉동보존해 두면,언제든지 해동하여 사용할 수 있어 연중 

종묘생산이 가능해지며,종묘생산용 모패의 구득 및 운반의 필요성이 없

어진다.또한,냉동보존한 패류의 알이나 유생은 고급 어류의 자치어 생산

에서 먹이생물로서 이용 가능하고,우수한 형질을 가진 개체,멸종위기종 

및 토착종의 보존에도 활용할 수 있으며,연구재료로서의 활용가치도 높

다.

생명체의 냉동보존에 관하여는 황소 정자의 냉동보존이 최초로 이루어

졌으며(Polgeetal.,1949),이후 다양한 동물들의 배우자 및 발생배를 대

상으로 연구가 진행되어 왔다.포유류에서는 쥐,소,돼지,인간 등에 대한 
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다수의 연구가 이루어져,시험관 아기,우량형질의 가축 생산 등 의학 및 

축산 분야에서 냉동보존 기술이 적극적으로 활용되고 있다(Woodsetal.,

2004;Yoonetal.,1999).

육상동물에 이어 해양동물에 있어서도 어류의 정자를 비롯하여 무척추

동물의 정자,알,발생배의 냉동보존에 관한 연구가 꾸준히 이루어지고 있

다(ChaoandLiao,2001).그 중 패류의 발생배에 대한 연구는 굴류,담치

류,진주조개(Choietal.,2003;ChoiandChang,2007),백합(Chaoetal.,

1997),북방대합(Choietal.,2008),피조개(Joetal.,2002)등 다양한 종에

서 이루어졌다.굴류는 Paniagua-Chavezetal.(1998)이 버지니아굴의 담

륜자를 해동후 성패로 발달시켰다고 보고한 바 있고,담치류는 Paredes

etal.(2012)이 초록입홍합의 담륜자를 해동후 부착기 유생으로 발달시켰

다고 하였다.Wangetal.(2011)도 지중해담치의 D형유생을 해동후 부착

기 유생으로 발달시켰다고 보고한 바 있다.

그러나 아직 산업적으로 활용되지는 못하고 있으며,해동후 낮은 발생

진행률,장기간 보존 시 생존율의 감소,경제성 등 해결해야 할 과제들이 

남아있다.또한,성공적인 냉동보존을 위해서는 냉동기술의 개발에 앞서,

건강한 모패와 그로부터 얻어지는 건강한 발생배가 기본적으로 확보되어

야 하는 만큼,적정 모패 관리 조건 및 난발생 조건의 확립이 요구된다.

본 연구에서 재료로 선택한 개량조개 Mactrachinensis(Fig.1)는 백합목

(Veneroida)개량조개과(Mactridae)에 속하며,한국,일본,중국,대만 등지

에 널리 분포한다.한국에서는 주로 동해남부,서해 및 남해안 조간대로부

터 수심 10m 전후의 모래나 펄에 서식한다(RyuandKim,2001).산업적

으로 중요한 패류인 개량조개는 구득이 용이하고,산란기가 5~9월까지로 

길어 알과 정자를 구하기 쉬우며,난핵포붕괴(germinalvesiclebreakdown)

이전에 수정이 가능하므로,위와 같은 연구를 수행하기에 적합한 종으로 

판단된다.
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Fig.1.Externalshapeofsurfclam Mactrachinensis.
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따라서,개량조개의 종보존을 위한 연구의 일환으로,환경변화에 따른 

모패의 생리활성과 적정 난발생 조건에 대해 조사하였다.아울러,건강한 

모패로부터 얻은 건강한 발생배를 재료로 하여,결빙억제제(cryoprotective

agent,CPA)의 침투실험 및 냉동보존 실험을 수행하였다.



- 5 -

Ⅱ.재료 및 방법

1.모패의 생리활성

(1)실험재료

실험용 개량조개는 부산광역시 강서구 명지동 수역(Fig.2)에서 채집하

였다.

염분에 따른 경시별 생존율 및 혈림프 성상을 조사하기 위해,채집지 인

근의 부산광역시수산자원연구소로 운반하여 180L지수식 원형수조(15℃,

30psu)에서 1일간 안정시킨 다음,실험에 사용하였다.수온 및 염분별 대

사율을 분석하기 위하여는,부경대학교 번식생리학연구실로 운반하여 15℃

및 30psu로 유지한 순환여과수조(Fig.3)에 수용해 1일간 안정시킨 후,

실험에 사용하였다.

(2)염분별 생존율 및 혈림프 성상

1)생존율

염분 변화에 따른 생존율을 조사하기 위해 30,20,10psu의 해수가 들

어있는 180L원형수조(수온 15℃)6개에 20개체씩 총 120개체의 개량조

개를 수용하여 3,6,12,24,48,72,96,120,144,168,192,216시간째의 

생존율을 조사하였다.생사여부는 패각을 벌리고 있거나,막대에 의한 물

리적 자극에 반응을 보이지 않는 개체를 죽은 것으로 판단하였다.

실험에 사용한 개량조개의 크기는 Table1과 같다.실험용수의 염분조

절은 해수와 담수로 하였고,수질악화를 막기 위해 1일 1회 전량 환수하

였으며,실험은 2반복으로 수행하였다.
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Fig.2.MapshowingsamplingareaofMactrachinensis.
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Fig.3.Recirculationwatersystem foracclimationofMactrachinensis.C:

cooler,CF:coralsandfilter,FC:filtrationcotton,P:pump,RT:

rearingtanks,SF:sandfilter,Arrows:waterflow.
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Table1.SizesofMactrachinensisusedinexperimentsofabruptchanges

ofsalinity

Experiment
Salinity

(psu)

SL

(mm)

SH

(mm)

SW

(mm)

TW

(g)

Survival

10 60.5±3.9 45.3±4.6 28.7±1.8 40.7±7.5

20 61.0±3.6 45.4±2.4 28.7±1.8 41.3±7.4

30 60.4±4.5 45.7±4.9 28.4±2.0 41.0±9.8

Hemolymph

property

10 59.7±2.7 44.3±1.9 28.5±1.9 39.8±6.9

20 59.6±2.8 44.3±2.5 28.9±1.6 41.2±6.7

30 59.7±4.1 45.0±3.2 29.0±1.9 41.0±6.7

SL:shelllength,SH:shellheight,SW:shellwidth,TW:totalweight.
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2)혈림프 채취 및 보관

염분 변화에 따른 생리적 변화를 조사하기 위해 30,20,10psu의 해수

가 들어있는 180L원형수조(수온 15℃)에 각각 45,45,130개체씩 총 220

개체의 개량조개를 수용하여 실험을 수행하였다.실험에 사용한 개량조개

의 크기는 Table1과 같다.실험구와 실험개체수는 생존율 실험 결과에 

준하여 설정하였다.혈림프(hemolymph)는 3,6,12,24,48,72시간째에 실

험구당 5개체로부터 후폐각근(pm)부위(Fig.4)에 1mLsyringe를 삽입하

여 채취하였다.혈구수 조사를 위한 일부를 제외하고 모두 원심분리

(10,000×g,4℃,10분)하였으며,그 혈청(supernatant)을 –80℃에 분석 전까

지 보관하였다.

3)혈구수

채취한 혈림프의 일부를 취하여 실험구마다 pooledsample을 만든 후,

Bachereetal.(1991)의 개량된 혈액응고방지액(Modified anti-aggregant

solution,MAS:glucose20.8g,sodium citrate8.0g,EDTA 3.36g,

sodium chloride22.5g,distilledwater1L)과 1:3의 비율로 혼합하여 냉

장보관하였다.보관한 sample은 혈구계산판을 이용해 광학현미경(×100~400)

으로 12시간 내에 4반복 계수하였다.

4)혈청 성상

혈청의 삼투질농도는 VaproPressureOsmometer(Vapro5520;Wescor

Co.,USA)를 이용해 측정하였고,이온(Na+,K+,Cl-,Ca2+,Mg2+),글루코

스,총단백질,총콜레스테롤,aspartateaminotransferase(AST),alanine

aminotransferase(ALT),alkalinephosphatase(ALP),lactatedehydrogenase

(LDH)는 BiochemistryAutoanalyzer(Fujifilm Dri-Chem 4000i,Japan)로 

측정하였다.
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Fig.4.AnatomyofMactrachinensis.A:male,B,female,am:anterior

adductormuscle,d:digestivegland,es:exhalantsiphon,f:foot,

g:gill,is:inhalantsiphon,m:mantle,o:ovary,pm:posterior

adductormuscle,s:shell,t:testis,u:umbo.
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(3)수온 및 염분별 대사율

1)산소소비량

개량조개의 수온 및 염분별 산소소비량을 조사하기 위해 밀폐지수식 산

소소비 측정장치(Fig.5)를 사용하였다.호흡실(183mm ×133mm ×160mm)

은 아크릴로 제작하였고,윗부분에 직경 67mm의 구멍을 뚫어 산소 

probe를 부착하였다.또한,직경 5mm의 구멍을 뚫어 투명한 비닐관을 

연결해 호흡실 내부의 공기가 제거되도록 하였다.호흡실 내의 용존산소

는 윗부분에 부착된 산소 probe를 통해 10분 간격으로 측정되었고,그 값

은 6channelmultidataloggersystem (Oxyguard,Denmark)을 통해 컴

퓨터에 입력되었다.

수온별 실험은 염분 30psu의 수온 10,15,20℃에서 수행하였고,염분

별 실험은 수온 15℃의 염분 30,20,10psu에서 수행하였다.실험용수는 

실험에 앞서 12시간동안 강하게 포기하여 95% 전후의 산소포화도에 이르

게 한 후 사용하였다.실험용수를 채운 호흡실에는 개량조개 3개체씩을 

수용하였고,교반기를 이용해 호흡실 내의 물이 정체하지 않게 하였으며,

수온은 다단배양기(Taitec,Japan)내에서 각각 설정ㆍ유지되도록 하였다.

모든 실험은 폐사가 발생하지 않으면서 동시에 수중 산소포화도가 50%

이하로 감소하지 않는 12시간째까지 수행하였다.실험 종료후,개량조개를 

해부해 연체부(softpart)를 드라이오븐에서 건조(80℃,24시간)시킨 뒤,건

중량을 측정하여 이를 바탕으로 아래의 계산식(WiandChang,1976)에 

따라 산소소비량(OC)을 구하였다.실험은 3반복으로 수행하였다.실험에 

사용한 개량조개의 크기는 Table2에 나타내었다.

OC t×W

Ct  Ci×V
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Fig.5.Schematicdiagram ofoxygenconsumptionmeasuringsystem.C:

clam,DL:datalogger,MB:magneticbar,MS:magneticstirrer,

P:probe,PC:personalcomputer,RC:respiratorychamber.
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Table2.SizesofMactrachinensisusedinexperimentsofoxygencon-

sumptionandammoniaexcretion

Experiment Condition
SL

(mm)

SH

(mm)

SW

(mm)

TW

(g)

Water

temperature

10℃ 62.0±3.2 46.5±2.4 30.1±1.6 40.3±8.9

15℃ 63.6±2.8 48.6±2.2 31.1±2.0 40.6±7.7

20℃ 61.2±3.9 46.5±4.7 29.2±1.9 41.6±7.9

Salinity

10psu 63.2±3.3 46.7±2.8 29.5±1.3 44.8±6.2

20psu 63.1±3.0 47.0±1.7 29.8±1.6 45.8±6.7

30psu 63.4±2.3 47.9±2.2 30.4±1.4 42.4±7.1

SL:shelllength,SH:shellheight,SW:shellwidth,TW:totalweight.
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OC:산소소비량 (mgO2/kg/h)

Ci,Ct:측정개시 및 t시간 후의 용존산소 (mgO2/L)

t:측정시간 (hour)

V:용기 내의 수량 (L)

W :연체부의 건중량 (kg)

2)암모니아 배설량

수온 및 염분별 암모니아 배설량을 조사하기 위해,산소소비 측정 전후

에 채수한 실험용수의 암모니아 농도를 phenolhypochlorite법(Solorzano,

1969)에 따라 분광광도계(Ultrospec3300pro;Amersham Biosciences,UK)

를 이용해 측정하였다.이를 바탕으로 Leungetal.(1999)의 방법을 변형

한 아래 계산식에 따라 암모니아 배설량(AE)을 구하였다.실험은 3반복으

로 수행하였다.실험에 사용한 개량조개의 크기는 Table2에 나타내었다.

AE t×W

Ct  Ci×V

AE:암모니아 배설량 (mgNH4-N/kg/h)

Ci,Ct:측정개시 및 t시간 후의 암모니아 (mgNH4-N/L)

t:측정시간 (hour)

V:용기 내의 수량 (L)

W :연체부의 건중량 (kg)

3)O:N 원자비 

수온 및 염분별 O:N 원자비는 산소소비량과 암모니아 배설량을 바탕으

로 아래 계산식(HawkinsandBayne,1991;WiddowsandJohnson,1988)

에 따라 구하였다.
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O N mg NH Nindt

mg O indt

O:N :산소:질소의 원자비

ind:개체수

t:측정시간 (hour)

2.난발생

(1)실험재료

난발생 과정,수온 및 염분별 발생률 및 수온별 난발생 속도를 조사하

기 위해,부산광역시 강서구 명지동 해역에서 채집된 개량조개 모패를 실

험실로 운반하여 순환여과수조에서 1일간 안정시킨 후,산란유발에 사용

하였다.산란유발에 사용한 개량조개 모패 암,수의 크기는 각각 각장 

59.5±3.6mm,61.7±4.4mm 및 전중 41.2±7.4g,43.1±9.7g이었다.

산란유발은 모패를 실내에서 2시간동안 공기노출 시킨 후,사육수보다 

수온이 약 5℃ 높은 해수에 수용하는 순서로 하였다.얻은 알과 정자는 

인공수정 후,여과해수로 세란하여 그 수정란을 각 실험에 사용하였다.

(2)난발생 과정

개량조개의 난발생 과정을 조사하기 위해,수정란을 20℃로 유지한 1L

비커에 수용하였다.이때,밀도는 50개/mL로 하였고,염분은 33psu로 하

였다.그리고 광학현미경(×100)으로 20분마다 관찰하여,수정란으로부터 

D형유생까지의 난발생 과정을 조사하였다.수온은 다단배양기를 이용해 

조절하였다.
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(3)수온 및 염분별 발생률

개량조개의 수온별 발생률을 조사하기 위해,수정란을 수온별(15,20,

25,30℃)로 각각 1L비커에 수용하였다.이때,밀도는 50개/mL로 하였

고,염분은 33psu로 하였다.수정후 48시간까지,광학현미경(×100)으로 

부화율과 D형유생으로의 발생률을 조사하였다.

이어서 염분별 발생률을 조사하기 위해,수정란을 염분별(10,15,20,

25,30,35,40psu)로 각각 1L비커에 수용하였다.이때,밀도는 50개

/mL로 하였고,수온은 수온별 난발생 실험에서 가장 높은 발생률을 보인 

25℃로 유지하였다.수정 48시간 후,광학현미경(×100)으로 부화율과 D형

유생으로의 발생률을 조사하였다.수온은 다단배양기를 이용해 조절하였

으며,염분은 증류수와 천일염으로 조절하였다.

(4)수온별 난발생 속도

개량조개의 수온별 난발생 속도를 조사하기 위해,수정란을 각 수온별

(15,20,25,30℃)로 1L비커에 수용하였다.이때,밀도는 50개/mL로 하

였고,염분은 33psu로 하였으며,수온은 다단배양기 내에서 유지하였다.

각 발생단계에 이르는 시간은 20분 간격으로 검경하여 조사하였고,각 발

생단계는 발생배의 50% 이상이 해당 발생단계에 이른 시점을 기준으로 

구분하였다.

3.유생의 냉동보존

(1)실험재료

개량조개 담륜자와 D형유생의 냉동보존을 위한 적정 CPA탐색 및 냉동보

존 실험을 위해,전술한 방법으로 얻은 수정란을 25℃,33psu여과해수
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가 담긴 25L수조에 50개/mL밀도로 수용하였다.수정 16시간 및 24시

간 후,담륜자 및 D형유생을 20㎛ 망을 이용하여 수집해 이를 실험에 사

용하였다.담륜자와 D형유생의 구득을 위해 사용한 개량조개 모패 암,수

의 크기는 각각 각장 60.5±0.7mm,61.6±1.2mm 및 전중 40.0±2.3g,

41.1±3.5g였다.

(2)CPA침투ㆍ용출후 유생활성지수 및 발생진행률

개량조개 담륜자 및 D형유생의 CPA 침투ㆍ용출후 유생활성지수와 발

생진행률을 조사하기 위해,CPA 침투ㆍ용출은 다음과 같은 과정으로 수

행하였다.먼저,CPA 침투를 위해 15mLtube에 각각의 CPA 액을 채우

고,여기에 담륜자 및 D형유생을 각각 투입한 뒤 잘 혼합해 주었고,CPA

용출은 침투를 마친 후 여과해수를 이용해 세척하였다.

유생활성지수는 위와 같은 과정에 따라 담륜자와 D형유생 모두 CPA

침투전,침투후,용출후의 운동성을 광학현미경(×100)으로 검경한 후,

Table3에 따라 그 값을 산정하였다.

발생진행률의 경우,담륜자를 위의 과정에 따라 CPA 침투ㆍ용출시킨 

후,20mLwell에 100개/mL의 밀도로 수용하였다.그리고 12시간 후,각 

well마다 34% formaldehyde15µL를 첨가해 유생의 운동을 정지시킨 

뒤,D형유생으로의 발생진행과 형태이상 여부를 광학현미경(×100)으로 검

경하였다.

실험에 사용한 CPA액은 인공해수(NaCl2.7g,KCl0.07g,NaHCO3

0.05g,CaCl20.12g,MgCl20.46g,Milli-Q water100mL)를 기본용액

으로 하였다.또,세포외성 CPA는 모든 실험구에서 sucrose를 최종농도 

0.2M이 되도록 하였고,세포내성 CPA는 ethyleneglycol(EG),dimethyl

sulfoxide(DMSO),methanol(MET)을 각각 사용하였으며,최종농도는 0.5,

1.0,1.5,2.0M로 설정하였다.또한,침투시간은 10,20,30분으로 설정하였

다.
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Index Score Motilitycharacteristics

Ⅰ 4 Larvadisplayspiralmovementrapidly

Ⅱ 3 Larvadisplayspiralmovementslowly

Ⅲ 2 Larvadisplayalittlemovement

Ⅳ 1 Larvadisplaycillialmovementonly

Ⅴ 0 Immobilelarva

Table3.Numericalmethodforevaluationofciliatedlarvalactivityindex

LAI=score×% motilelarvae/100
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(3)냉동 및 해동후 생존율

개량조개 담륜자 및 D형유생의 냉동보존을 위해,CPA 침투 및 용출실

험을 통해서 얻은 결과를 토대로 선정한 적정 CPA를 유생과 혼합한 후,

0.25mLstraw (FHK,Japan)에 봉입하였다.그리고 이를 프로그램냉동기

(SamwonFreezingEngineeringCo.,Korea)를 이용해 Initialtemperature

0℃ → Freezing rate (-1℃/min)→ -12℃ → Seeding (10 min)→ 

Freezingrate(-1℃/min)→ -35℃ → Holding(30min)→ LN2(-196℃)

의 순으로 냉동하였다.해동은 LN2(-196℃)→ Freshwater(20℃)의 순

으로 하였다.

해동후,유생을 여과해수와 1:9의 비율로 희석하여 침투된 CPA를 용출

시켰고,광학현미경(×100)으로 생사 여부를 검경하였다.

4.통계처리

실험결과의 자료값(mean±S.E.)사이의 유의차 유무는 SPSS통계패키지

(ver.18)에 의한 Oneway-ANOVA 및 Duncan’smultiplerangetest로 

검정하였다.
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Ⅲ.결 과

1.모패의 생리활성

(1)염분별 생존율 및 혈림프 성상

1)생존율

수온 15℃의 30,20,10psu해수에서 개량조개의 경시별 생존율은 Fig.

6에 나타낸 바와 같다.

30psu에서는 실험 개시후 216시간째에 92.5%가 생존하였고,20psu에

서는 24시간째부터 폐사가 시작되어,216시간째에는 65.0%가 생존하였다.

10psu에서는 24시간째부터 폐사가 시작되었고,48시간째에 폐사개체가 

급격히 증가하여 5.0%만이 생존하였으며,96시간째에는 모두 폐사하였다.

2)혈구수

수온 15℃의 30,20,10psu해수에서 개량조개 혈림프의 혈구수는 Fig.

7에 나타난 바와 같다.

30psu에서는 실험 개시시(5.3×106 cells/mL)로부터 72시간째(5.1×106

cells/mL)까지 다소 증감이 있었으나,평균 5.2×106cells/mL의 수준으로 

혈구수가 유지되었다.20psu에서는 3시간째에 5.8×106 cells/mL로 실험 

개시시(5.3×106cells/mL)에 비해 다소 증가했고,이후 24시간째에 2.8×106

cells/mL에 이르기까지 점차 감소하였다.그러나 이후 다시 증가하여 72

시간째에는 5.4×106 cells/mL로 실험 개시시의 수준으로 회복되었다.반

면,10psu에서는 3시간째에 3.3×106cells/mL로 감소하였다가,6시간째에는

6.7×106cells/mL로 증가하였다.이후,점차 감소하여 48시간째에는 2.2×106
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cells/mL으로 감소하였고,72시간째에는 폐사로 인해 혈림프를 채취할 수 

없었다.

3)혈청 성상

① 삼투질농도

수온 15℃의 30,20,10psu해수에서 개량조개 혈청의 삼투질농도는 

Fig.8에 나타낸 바와 같다.

30psu에서는 실험 개시시부터 72시간동안 환경수의 삼투질농도(893.1

mOsm/kg)와 유사한 수준(904~920mOsm/kg)을 유지하였다.20psu에서

는 실험 개시후 3시간째부터 환경수의 삼투질농도(597.5mOsm/kg)와 유

사한 수준(605.2±5.23mOsm/kg)으로 감소하였고,72시간째까지 594~605

mOsm/kg을 유지하였다.반면,10psu에서는 실험 개시후 3시간째에 845.6±

17.7mOsm/kg의 삼투질농도를 나타내,환경수의 삼투질농도인 301.9mOsm

/kg수준으로 감소하지 않았다.이후 6시간째에 815.0±33.5mOsm/kg,

12시간째에 794.0±14.6mOsm/kg,24시간째에 638.6±87.3mOsm/kg,48시

간째에 445.8±21.8mOsm/kg로 점차 감소하여,10psu에서는 환경수의 

삼투질농도에 곧바로 순응하지 않는 경향을 나타냈다.72시간째에는 폐사

로 인해 혈림프를 채취할 수 없었다.

② 이온 농도

가.Na+,K+,Cl-

수온 15℃의 30,20,10psu해수에서 개량조개 혈청의 Na+,K+,Cl-농

도는 Fig.9에 나타낸 바와 같다.

Na+ 농도는 30psu에서 실험 개시시부터 72시간째까지 환경수의 Na+

농도(442.8mmol/L)와 유사한 439.0~455.0mmol/L를 유지하였고,20psu

에서는 실험 개시후 3시간째부터 Na+농도가 감소하여 환경수(295.3mmol
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/L)와 유사한 282.6±3.8mmol/L로 되었으며,이후 72시간째까지 280.8~298.8

mmol/L를 유지하였다.반면,10psu에서는 3시간째에 419.0±7.6mmol/L로 

되어,환경수(147.8mmol/L)와 유사한 수준으로 Na+ 농도가 감소하지 않

았다.이후 12시간째까지 점차 감소하여 391.6±11.6mmol/L로 되었다가,

24시간째부터 급격히 감소하여 299.4±42.0mmol/L로 되었으며,48시간째

에 200.2±12.1mmol/L로 되었다.즉,30및 20psu에서 Na+농도는 환경

수에 순응하는 경향을 나타냈으나,10psu에서는 곧바로 순응하지 않는 

경향을 나타냈다.

K+ 농도는 30psu에서 실험 개시시부터 24시간째까지 6.1~7.1mmol/L

로,환경수(8.2mmol/L)에 비해 다소 낮게 나타났고,48시간 및 72시간째

에는 8.7~8.8mmol/L로 되었다.20psu에서는 실험 개시후 3시간째부터 

72시간째까지 5.8~6.7mmol/L를 유지하여,환경수(5.6mmol/L)의 K+ 농

도에 비해 다소 높게 나타났다.반면,10psu에서는 3시간째에 K+농도가 

9.6±0.2mmol/L로 상승하여 환경수(3.0mmol/L)및 실험 개시시(6.5±0.2

mmol/L)보다 높은 값을 나타냈고,12시간째까지 9.3~9.6mmol/L를 유지

하였다.24시간째(6.0±0.9mmol/L)부터는 감소하기 시작해,48시간째에는 

5.5±0.5mmol/L로 되었다.즉,K+ 농도는 30및 20psu에서 환경수보다 

다소 낮거나 높은 농도로 순응하는 경향을 나타냈으나,10psu에서는 환

경수에 순응하지 않는 경향을 나타냈다.

Cl-농도는 30psu에서 실험 개시시부터 72시간째까지 환경수의 Cl-농

도(430.2mmol/L)보다 다소 낮은 399.0~414.0mmol/L를 유지하였다.20

psu에서는 실험 개시후 3시간째부터 Cl- 농도가 감소하여 환경수(282.7

mmol/L)보다 다소 낮은 259.8mmol/L로 되었고,이로부터 72시간째까지 

259.8~276.0mmol/L를 유지하였다.반면,10psu에서는 3시간째(385.0±9.2

mmol/L)에 환경수(135.2mmol/L)와 유사한 수준으로 Cl-농도가 감소

하지 않았고,12시간째까지 점차 감소하여 356.6±8.0mmol/L로 되었으며,
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이후 급격히 감소해 24시간째에는 284.0±40.65mmol/L,48시간째에는 186.6

±10.93mmol/L로 되었다.즉,30및 20psu에서 Cl-농도는 환경수보다 다

소 낮은 농도로 순응하는 경향을 나타냈고,10psu에서는 환경수에 곧바로 

순응하지 않는 경향을 나타냈다.

나.Ca2+,Mg2+

수온 15℃의 30,20,10psu해수에서 개량조개 혈청의 Ca2+,Mg2+농도

는 Fig.10에 나타낸 바와 같다.

Ca2+농도는 30psu에서 실험 개시시부터 72시간째까지 환경수(13.3mmol

/L)와 유사한 11.9~14.4mmol/L를 유지하였다.20psu에서는 실험 개시후 

3시간째(10.1±0.1mmol/L)부터 Ca2+농도가 감소하여 환경수(9.1mmol/L)

와 유사한 수준으로 되었고,이로부터 72시간째까지 10.1~11.2mmol/L를 

유지하였다.반면,10psu에서는 3시간째(13.0±0.2mmol/L)부터 Ca2+ 농

도가 상승하여 환경수(5.0mmol/L)및 실험 개시시(12.3±0.1mmol/L)보

다 높은 값을 나타냈고,이후 점차 상승하여 24시간째에는 19.5±2.9mmol

/L로 되었으며,48시간째에는 17.0±1.6mmol/L으로 감소하였다.

Mg2+ 농도는 30 psu에서 실험 개시시부터 72시간째까지 21.0~28.6

mmol/L로,환경수(29.3mmol/L)에 비해 다소 낮은 농도를 유지하였다.

20psu에서는 실험 개시후 3시간째(18.2±0.7mmol/L)부터 Mg2+ 농도가 

감소하여 환경수(20.1mmol/L)와 유사한 수준으로 되었고,이로부터 72시

간째까지 18.2~21.1mmol/L를 유지하였다.반면,10psu에서는 3시간째

(25.0±0.5mmol/L)부터 Mg2+ 농도가 상승하여 환경수(10.9mmol/L)및 

실험 개시시(23.7±0.3mmol/L)보다 높은 값을 나타냈다.이후 점차 상승

하여 12시간째에 26.1±0.53mmol/L로 되었으며,24시간째(20.9±2.6mmol

/L)부터 감소하여,48시간째에는 15.3±0.7mmol/L로 되었다.
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즉,Ca2+및 Mg2+농도는 30및 20psu에서 환경수보다 다소 높거나 낮

은 농도로 순응하는 경향을 나타냈으나,10psu에서는 환경수에 곧바로 

순응하지 않는 경향을 나타냈다.

③ 글루코스,총단백질,총콜레스테롤

수온 15℃의 30,20,10psu해수에서 개량조개 혈청의 글루코스 농도

는 Fig.11에 나타낸 바와 같다.

30psu에서는 실험 개시시부터 72시간동안 1.0~1.2mg/dL를 유지하였고,

20psu에서는 실험 개시시부터 48시간째까지 1.0~2.0mg/dL를 유지하다

가,72시간째에 4.4±1.4mg/dL로 유의하게 증가하였다.10psu에서는 실

험 개시후 3시간 및 6시간째까지 2.6~3.4mg/dL를 유지하다가,12시간째부

터 유의하게 증가하여 24시간째까지 3.8~4.0mg/dL,48시간째에 9.8±2.2

mg/dL로 급격히 증가하였다.즉,염분이 낮을수록,시간이 경과할수록 글

루코스 농도가 상승하는 경향을 나타냈다.

총단백질 및 총콜레스테롤은 모든 실험구에서 0.1g/dL및 1.0mg/dL

의 값을 나타내 실험구간의 차이가 나타나지 않았다.

④ AST,ALT,ALP,LDH

수온 15℃의 30,20,10psu 해수에서 개량조개 혈청의 AST,ALT,

ALP,LDH는 Fig.12과 13에 나타낸 바와 같다.

AST는 30psu에서 실험 개시시부터 72시간째까지 7.0~16.8IU/L를 유

지하였고,20psu에서는 실험 개시시부터 72시간째까지 9.8~27.2IU/L의 

값을 나타내 30psu실험구와 유의적인 차이를 보이지 않았다.10psu에서

는 실험 개시후 6시간째까지 9.6~10.2IU/L를 유지하였으나,12시간째부터 

점차 값이 증가하여 48시간째에 50.2±9.0IU/L의 값을 나타내,30및 20

psu실험구와 유의적인 차이를 나타냈다.
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ALT는 30psu에서 실험 개시시부터 72시간째까지 6.4~13.2IU/L를 유

지하였고,20psu에서는 실험 개시시부터 72시간째까지 6.8~12.8IU/L를 

유지하였다.10psu에서는 실험 개시시부터 24시간째까지는 8.0~11.8IU/L

를 유지하였고,48시간째에 29.8±6.8IU/L로 유의하게 증가하였다.

ALP는 30psu에서 실험 개시시부터 72시간째까지 15.8~25.0IU/L를 유

지하였고,20psu에서는 실험 개시시부터 72시간째까지 15.8~29.0IU/L를 

유지하였다.10psu에서는 실험 개시시부터 24시간째까지는 16.8~21.8IU/L

를 유지하였고,48시간째에 49.2±5.9IU/L로 유의하게 증가하였다.

LDH는 30psu에서 실험 개시시부터 72시간째까지 5.2~6.4IU/L를 유

지하였고,20psu에서는 실험 개시시부터 72시간째까지 6.0~6.6IU/L를 

유지하였다.10psu에서는 실험 개시시부터 24시간째까지는 6.2~8.4IU/L

를 유지하였고,48시간째에 12.8±1.5IU/L로 유의하게 증가하였다.

즉,AST,ALT,ASP,LDH는 공통적으로 10psu에서 48시간째에 유의

하게 증가하는 경향을 보였다.

(2)수온 및 염분별 대사율

1)산소소비량

30psu의 10,15,20℃ 해수에서 개량조개의 산소소비량은 10℃에서 

38.7±2.0mgO2/kg/h,15℃에서 103.6±12.3mgO2/kg/h,20℃에서 218.2±

39.7mgO2/kg/h였다(Fig.14).즉,수온이 높아질수록 산소소비량이 유의

하게 증가하였고,Q10값은 10~15℃의 범위에서 7.2,15~20℃의 범위에서 

4.4로 나타났으며,지수함수식의 기울기(b)는 0.1729로 나타났다.또한,산

소소비 경향의 기울기 값에 대한 r2은 0.9936으로 높은 상관관계를 나타냈

다(Fig.15).
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15℃의 30,20,10psu해수에서 개량조개의 산소소비량은 30psu에서 

99.0±8.8mgO2/kg/h,20psu에서 16.0±3.7mgO2/kg/h,10psu에서 6.5

±1.8mgO2/kg/h로 20및 10psu에서 유의하게 감소하였다(Fig.14).

2)암모니아 배설량

30psu의 10,15,20℃ 해수에서 개량조개의 암모니아 배설량은 10℃에

서 2.1±0.6mgNH4-N/kg/h,15℃에서 5.5±1.1mgNH4-N/kg/h,20℃에

서 3.6±0.1mgNH4-N/kg/h였다(Fig.16).15℃에 비해 10℃에서 암모니

아 배설량이 유의하게 낮았고,20℃에서도 15℃에 비해 암모니아 배설량

이 감소하였으나,유의한 차이는 나타나지 않았다.

15℃의 30,20,10psu해수에서 개량조개의 암모니아 배설량은 30psu

에서 4.9±0.8mgNH4-N/kg/h,20psu에서 1.3±0.7mgNH4-N/kg/h,10

psu에서 1.0±0.7mgNH4-N/kg/h로 20및 10psu에서 유의하게 감소하

였다(Fig.16).

3)O:N 원자비

수온 및 염분별 개량조개의 산소소비량과 암모니아 배설량을 바탕으로 

구한 O:N 원자비는 Fig.17과 같다.

30psu의 10,15,20℃ 해수에서 O:N 원자비는 10℃에서 17.0,15℃에서 

16.6,20℃에서 52.2이었다.10℃와 15℃에서 O:N 원자비가 유사하였고,

20℃에서는 상승하는 경향을 나타냈다.

15℃의 30,20,10psu해수에서 개량조개의 O:N 원자비는 30psu에서 

17.6,20psu에서 11.1,10psu에서 4.3이었다.즉,염분이 낮아짐에 따라 

O:N 원자비는 감소하는 경향을 나타냈다.
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2.난발생

(1)난발생 과정

개량조개 수정란은 분리침성란이었으며,수정후 난핵포가 소실되었고 

이어서 극체가 방출되었다.이후 난할이 개시되어 2세포,4세포,8세포,16세

포,상실배를 거쳐 포배로 발달하였으며,이때부터 섬모운동에 의한 회전

이 관찰되었다.포배는 부유생활을 하는 낭배로 발달하였고,이어서 소화기

관이 형성되는 담륜자,면반과 D형의 유각이 형성되는 D형유생으로 발달

하였다(Fig.18).

(2)수온 및 염분별 발생률

개량조개 수정란의 수온별 발생률은 Fig.19에 나타낸 바와 같다.부화율

은 15℃에서 97.4±1.4%,20℃에서 97.7±0.9%,25℃에서 94.4±1.0%였고,30℃

에서는 0.0%였으며,30℃를 제외한 실험구간에는 유의한 차이를 보이지 않

았다.D형유생으로의 발생률은 15℃에서 44.4±1.4%,20℃에서 64.0±0.6%,

25℃에서 71.3±0.6%로 나타나 25℃에서 유의하게 높은 발생률을 보였다.

D형유생으로의 발생률이 가장 높은 결과를 나타낸 25℃에서의 염분별 

발생률은 Fig.20에 나타낸 바와 같다.부화율은 10및 15psu에서는 0.0%

였고,20psu에서 85.0±1.9%,25psu에서 93.8±1.9%,30psu에서 98.1±0.3%,

35psu에서 98.8±0.4%,40psu에서 18.3±1.2%였다.D형유생으로의 발생률

은 10,15및 20psu에서는 0.0%,25psu에서 46.0±1.8%,30psu에서 76.5

±1.4%,35psu에서 74.7±0.9%,40psu에서 0.2±0.2%였으며,30및 35psu

에서 유의하게 높은 발생률을 보였다.

(3)수온별 난발생 속도

개량조개의 수정후 각 발생단계까지의 소요시간은 Table4에 나타낸 바

와 같다.15,20,25℃에서는 수온이 높아질수록 각 발생단계까지의 소요
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Developmental

stage

Elapsedtimeafterfertilization(hour:minute)

15℃ 20℃ 25℃ 30℃

2-cell 2:20 1:50 1:30 1:20

4-cell 2:40 2:10 1:50 1:40

8-cell 4:00 2:40 2:20 2:10

16-cell 5:10 3:00 2:40 2:30

Morula 6:10 4:10 3:20 2:50

Blastula 11:30 7:10 6:20 Dead

Trochophore 24:30 14:30 12:30 Dead

D-shapedlarva 46:20 26:00 20:10 Dead

Table4.Therequiredtimes(hour:minute)from fertilizationtoeach

developmentalstageindifferentwatertemperaturesinMactra

chinensis
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시간이 짧았으나,30℃에서는 상실배 이후 발생이 진행되지 않았다.수온

과 각 발생단계까지의 소요시간을 그림으로 나타냈을 때,수온별 발생속

도는 지수함수적 관계를 나타냈다.Fig.21에서 X축은 수온,Y축은 소요시

간의 역수를 나타내고 있으며,이로부터 얻어진 수온(WT:℃)과 각 발생

단계별 소요시간(t:hour)의 관계식은 다음과 같았다.

8세포    1/t=0.0179WT-0.0060(R2=0.9518)

상실배      1/t=0.0138WT-0.0416(R2=0.9948)

포배        1/t=0.0071WT-0.0137(R2=0.9290)

담륜자      1/t=0.0039WT-0.0151(R2=0.9402)

D형유생 1/t=0.0028WT-0.0195(R2=0.9861)

이들 관계식을 기초로 Y축의 값이 0일 때,회귀직선이 X축에 접하는 수

온,즉 초기 발생에 있어 난발생이 정지하는 생물학적 영도(biologicalminimum

temperature)는 3.22℃로 산정되었다.

Fig.22은 수온별로 각 발생단계에 이르기까지의 소요시간과 수온에 대

한 회귀직선식과 생물학적 영도를 이용하여 도출한 것이다.X축은 시간,

좌측의 Y축은 각 수온에서 생물학적 영도를 뺀 값의 시간에 따른 적산치

이며,우측의 Y축은 각 발생단계이다.

3.유생의 냉동보존

(1)CPA침투ㆍ용출후 유생활성지수 및 발생진행률

개량조개 담륜자의 CPA 침투ㆍ용출후 유생활성은 Fig.23에 나타낸 바

와 같이,모든 실험구에서 CPA 침투후 감소하였다가,용출후에 다시 회

복하였다.
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담륜자의 CPA 침투ㆍ용출후 유생의 발생진행률 및 형태이상률은 Fig.

24와 25에 나타낸 바와 같다.발생진행률은 EG,MET의 모든 농도 및 침투

시간 실험구에서 95% 이상이었고,DMSO에서는 2.0M 실험구에서 88.5~

92.4%의 발생진행률을 나타낸 것 외에,모든 실험구에서 90% 이상의 발

생진행률을 보였다.CPA 침투ㆍ용출후의 담륜자로부터 발달한 D형유생 

중 일부는 Fig.26과 같이 유각이 제대로 형성되지 않았다.그 비율은 EG

의 모든 실험구에서 20% 이하로 나타났고,DMSO에서는 20분 이상 침투 

실험구 모두에서 50% 이상의 형태이상률을 나타냈으며,10분 실험구의 

0.5,1.0및 1.5M 실험구에서 30% 이하의 형태이상률을 나타냈다.MET

에서는 30분 침투의 모든 실험구에서 29.6~32.8%의 형태이상률을 나타냈고,

10및 20분 침투의 모든 실험구에서 20% 이하의 형태이상률을 나타냈다.

즉,DMSO,MET,EG의 순으로 담륜자에 대한 독성이 더 높은 것으로 나

타났고,DMSO는 농도가 높고,침투 시간이 길어질수록,담륜자의 정상적

인 발생에 영향을 주었으며,MET역시 침투시간이 길어질수록 유생 발생

에 영향을 미치는 것으로 나타났다.

이상의 결과를 바탕으로 담륜자 냉동보존을 위한 적정 CPA는 EG 2.0

M (30분),DMSO1.5M (10분),MET2.0M (20분)으로 선정하였다.

D형유생의 유생활성은 Fig.27에 나타낸 바와 같이,모든 실험구에서 

CPA 침투후 감소하였다가,용출후에 다시 회복하였다.이에 따라 D형유

생의 냉동보존을 위한 적정 CPA는 EG 2.0M (30분),DMSO 2.0M (30

분),MET2.0M (30분)으로 선정하였다.

(2)냉동 및 해동후 생존율

개량조개 담륜자와 D형유생의 냉동 및 해동후 생존율은 Table5에 나

타낸 것과 같다.담륜자는 EG 2.0M (30분)실험구에서 2.37±0.44%의 생

존율을 나타냈고,D형유생은 EG 2.0M (30분)실험구에서 4.72±0.58%의 

생존율을 나타냈다.
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Fig.26.NormalandabnormalD-shapedlarvaofMactrachinensis.A:

normalD-shapedlarva,B:abnormalD-shapedlarva.Bar=50㎛.
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Fig.27.LarvalactivityindexesofD-shapedlarvabeforepermeation,post

-permeationandpost-dilutionofCPA inMactrachinensis.Each

valuerepresentsmean±S.E.(n=3).
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Developmental

stage
CPA

Concentration

(M)

Permeation

time(min)

Survival

rate(%)

Trochophore

EG 2.0 30 2.37±0.44

DMSO 1.5 10 0.00

MET 2.0 20 0.00

D-shaped

larva

EG 2.0 30 4.72±0.58

DMSO 2.0 30 0.00

MET 2.0 30 0.00

Table5.Survivalratesofpost-thawedtrochophoreandD-shapedlarva

ofMactrachinensis

Eachvaluerepresentsmean±S.E.(n=3).
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Ⅳ.고 찰

본 연구에서는 실험재료로 낙동강 하구에서 채집된 개량조개를 사용하

였다.낙동강 하구는 한국의 대표적인 개량조개 산지 중 하나로서,본래 

담수와 해수의 혼합에 인한 염분의 변화가 빈번한 수역이었으나,1987년 

낙동강 하구둑이 준공된 후에는 담수의 유입량이 조절되고 있다.그러나 

강우량이 많은 여름철에는 낙동강 하구둑의 수문을 개방해 다량의 담수를 

방류하므로,주변 수역이 저염분화 될 수 있다(Byun,2011;Yoonetal.,

2008).또한,낙동강 하구 수역이 저염분화되는 시기는 개량조개의 산란기

인 5~9월과 겹치는데,서식환경이 급변하면 모패의 생리활성과 난질에 영

향을 받을 수 있다.

본연구에서 최종적으로 하고자하는 발생배의 냉동보존에 있어서,냉동

ㆍ해동 후 생존과 발생진행에 큰 영향을 미치는 요인 중 하나가 발생배의 

질(quality)이므로,이를 위한 모패 관리 및 난발생의 적정 조건에 대해 조

사가 선행될 필요가 있다.따라서,먼저 모패의 환경변화에 따른 생존율,

생리활성 및 대사율에 대해 조사하였다.

생존율은 염분이 낮아짐에 따라 감소했는데,15℃의 20psu에서는 24시

간째부터 폐사하기 시작해 216시간째에 65.0%가 생존하였고,10psu에서

는 24시간째부터 폐사하기 시작해 48시간째에 폐사가 급격히 증가하였으

며,96시간째에 모두 폐사하였다.즉,20psu에서는 개체간의 차이를 보이

나,저염분 환경에 적응하여 일정기간 동안 생존이 가능한 것으로 보이며,

10psu에서는 24시간째부터 생존에 치명적인 영향을 받는 것으로 생각된

다.Shinetal.(2000)은 바지락(Ruditapesphilippinarum)을 18℃의 6.4및 

12.8psu에 노출시켰을 때,각각 6및 12일째에 모두 폐사했다고 하였고,

Shinetal.(2004)은 홍합(Mytiluscoruscus)치패를 15℃의 3.4psu에 노출

시켰을 때,8일째에 모두 폐사했다고 하였다.또,MoonandShin(2010)
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은 꼬막(Tegillarcagranosa)을 25℃의 3.4psu에 노출시켰을 때,11일째에 

모두 폐사했다고 하였다.즉,개량조개는 하구에서도 서식하는 패류이지

만,저염분에 대한 내성이 상대적으로 약한 것으로 보인다.

생리활성의 변화를 조사하기 위해 분석한 혈림프 성상 가운데 혈구수는 

이매패류의 주요 면역반응 지표로서 활용되는데,환경변화와 질병 등에 

의해 그 수에 증감이 있을 수 있다(Yu,2011).또한,혈구수의 증가는 혈

구의 증식 또는 조직으로부터 혈림프로의 혈구 이동을 의미하고,감소는 

혈구용해 또는 혈림프로부터 주변 조직으로의 혈구 이동을 의미한다고 알

려져 있다(PipeandColes,1995).본 연구에서는 30psu에서 증감이 있었

지만 일정 수준을 유지하였고,20psu에서는 24시간째까지 감소하는 경향

을 보이다 72시간째에 실험 개시시의 수준을 회복하였으며,10psu에서는 

6시간째에 증가한 이후,48시간째에 이르기까지 점차 감소하는 경향을 나

타냈다.즉,20psu에서는 저염분으로 인해 조직의 손상이 생겨,이를 방

어하기 위한 작용의 일환으로 24시간째까지 혈구가 조직으로 이동하였다

가 이후 회복한 것으로 추정된다.또한,10psu에서는 6시간째에 저염분 

스트레스로 인해 혈구가 증식되었고,이후 손상된 조직으로의 이동이 일

어난 것으로 보인다.Matozzoetal.(2007)은 백합과의 일종인 Chamelea

gallina를 28psu에 7일간 수용했을 때,34psu에 수용한 것에 비해 혈구

수가 유의하게 증가했다고 하였고,Reidetal.(2003)은 바지락(Ruditapes

philippinarum)을 20psu에 5주간 수용했을 때,30psu에 수용한 것에 비

해 혈구수가 유의하게 감소했다고 하였다.또한,Busselletal.(2010)은 

진주담치(Mytilusedulis)를 16psu에 2일간 수용했을 때,32psu에 비해 

혈구수가 유의하게 감소했다고 하였다.즉,저염분에 따른 혈구수의 증감

은 염분 및 수용기간에 따라 영향을 받는 것으로 보이며,종에 따라서도 

차이가 있는 것으로 생각된다.따라서 이에 대한 보다 자세한 연구가 필

요할 것으로 판단된다.
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삼투질농도는 30및 20psu에서 3시간째부터 환경수에 순응하였지만,

10psu에서는 12시간째까지 서서히 삼투질농도가 감소하다가 이후 감소

폭이 커졌으며,마지막 혈림프 채취구인 48시간째에도 환경수에 완전히 

순응하지 않았다.이온 농도 가운데 Na+ 및 Cl-은 삼투질농도와 같은 경

향을 나타냈다.반면,K+,Ca2+,Mg2+의 경우,30및 20psu에서 72시간동

안 환경수보다 다소 낮거나 높은 수준을 유지하였지만,10psu에서는 실

험 개시시보다 농도가 상승하였다가 24시간째를 전후해 점차 감소하는 경

향을 나타냈다.해양 무척추동물은 대부분 삼투순응형(Osmoconfomer)동

물로,체액의 삼투질농도는 종에 따라 적응 및 저항의 범위와 기간이 다

르긴 하나 환경수에 순응한다.그중 패각을 가진 이매패류의 경우,갑작스

런 염분의 변화시 패각을 닫아 짧은 기간 동안 수분 및 이온의 출입을 억

제할 수 있다(Bergeretal.,1997;Shumway,1977).즉,30및 20psu에서

와 달리 10psu에서 개량조개는 패각을 닫고 저염분에 대해 저항한 것으

로 보이며,12시간 이후부터는 저항능력을 잃어 서서히 환경수에 순응한 

것으로 보인다.

글루코스는 어류에서 스트레스 지표로 활용되는데,패류에서는 글루코

스의 상승이 여분의 에너지원이 필요하다고 여겨지는 스트레스에 대한 반

응에서 기인한다고 알려져 있다(Gustafonetal.,2005).본 연구에서는 20

psu에서 72시간째에 유의하게 상승하였고,10psu에서는 12시간째부터 유

의하게 상승하였다가 48시간째에 급격히 상승하였다.즉,20psu에서는 

72시간째부터,10psu에서는 12시간째부터 저염분에 대한 스트레스 반응

을 보이는 것으로 생각되며,10psu에 48시간 이상 노출될 경우 상당한 

스트레스를 받는 것으로 보인다.

AST,ALT,ALP,LDH는 인간의 간기능 검사에서 활용되며,이들 중 

AST와 ALT는 패류의 혈림프 내에 평소 미량 존재하고 있으나,조직에 

염증 및 조직에 손상이 생길시 혈중으로 유리되어 상승하는 것으로 알려
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져 있다(Casillasetal.,1982).또한,LDH는 에너지 생성의 혐기성 경로에

서 작용하며,유해물질에 노출되는 등의 환경변화에 의해서도 상승하는 

것으로 알려져 있다(DeCoenetal.,2001;Vieiraetal.,2008).본 연구에

서 개량조개의 혈림프 내 AST,ALT,ALP,LDH는 모두 10psu에서 48시

간째에 유의하게 상승하였다.이는 Anetal.(2010)이 피조개(Scapharca

broughtonii)를 25psu에 수용하였을 때,35psu에 수용한 것에 비해 혈림

프의 AST및 ALT농도가 상승하였다는 결과와 유사하다.즉,개량조개 

모패는 10psu의 48시간째에 조직의 손상이 증가했으며,패각을 닫은 상

태에서 오랜 시간 저염분에 저항하면서 저산소 상태가 되어,혐기성 경로

를 통한 에너지 생성도 증가한 것으로 추정된다.

대사율을 조사하기 위해 측정한 산소소비량,암모니아 배설량,O:N 원

자비는 패류의 대사율을 파악하는데 이용할 수 있는 주요한 지표로서,수

온,염분,용존산소,먹이 섭취,질병,개체의 크기 등에 의해 영향을 받는

다(정 외,2008).

산소소비량 측정 실험에서 모패의 산소소비량은 10~20℃의 범위에서 

수온의 증가에 따라 유의하게 증가하여 변온동물의 일반적인 생리적 반응

을 보였고,Q10 값은 10~15℃에서 7.2,15~20℃에서 4.4로 나타났다.Q10

값은 온도변화에 적응하기 위한 동물의 대사량으로서,온도 상승으로 인

한 체내 효소반응과 생리학적 작용으로 유발된 에너지 요구량을 나타낸

다.즉,15~20℃ 보다 저온인 10~15℃에서의 수온 상승이 상대적으로 스

트레스로 작용하는 것으로 보인다.염분별로는 10~30psu의 범위에서 20

psu 이하로 염분이 감소하였을 때,산소소비량이 유의하게 감소하였다.

그 원인은 20psu이하의 저염분에 대해 민감하게 반응하여 패각을 닫고,

대사를 억제하였기 때문일 것으로 보인다.이는 Lange(1972)가 이매패류

는 염분이 급격하게 변화할 시,세포용적과 관련한 대사를 감소시키기 위

해 즉시 패각을 닫고 대사를 감소시킨다고 한 것과 부합한다.또한,동죽
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(Mactraveneriformis),바지락(Ruditapesphilippinarum),홍합(Mytiluscoruscus)

의 산소소비량이 염분이 낮아질수록 감소하였다고 한 것과도 일치한다

(Lee,1996;Shinetal.,2000;Shinetal.,2004).

암모니아 배설량은 수온별실험에서 15℃에서 10℃에 비해 유의하게 증

가하였고,20℃에서는 10및 15℃에 비해 유의한 차이가 나타나지 않아,

변온동물의 일반적인 경향과는 다소 차이가 있었다.염분별로는 20psu

이하에서 암모니아 배설량이 유의하게 감소하였는데,이는 저염분에 따라 

대사를 억제했기 때문인 것으로 보인다.

O:N 원자비는 에너지 대사에서 단백질 이용지표로 이용되고 있으며,

단백질 대사가 많아질수록 감소한다.(BayneandThompson,1970).수온

별실험에서 O:N 원자비는 10℃(17.0)및 15℃(16.6)에 비해 20℃(52.5)에서 

상승하였다.이는 10℃ 및 15℃에서 단백질대사의 비중이 증가했기 때문

인 것으로 보인다.또한,Bayne(1973)이 30이하의 O:N 원자비는 스트레

스를 받은 개체를 나타낸다고 한 것에 비추어 볼 때,20℃가 모패의 적정 

수용조건인 것으로 생각된다.염분별실험에서는 염분이 낮아질수록 O:N

원자비가 감소하는 경향을 보였는데,이는 저염분에서 모패가 스트레스를 

받았기 때문인 것으로 보인다.또한,수온별실험의 20℃ 실험구(52.5)를 제

외하고 O:N 원자비가 모두 30이하의 값을 나타냈는데,이는 산란기에 

모패의 단백질대사가 전반적으로 증가한 상태였기 때문일 것으로 생각된

다(Shinetal.,2008;Shinetal.,2011),

이상의 결과를 종합하여 봤을 때,개량조개 모패는 수온별로는 20℃에

서 가장 안정적인 대사율을 나타냈다.염분별로는 20psu에서는 환경수에 

순응하긴 하나,12시간 동안 대사를 거의 하지 않으며,72시간째부터는 스

트레스로 인해 생존에도 영향을 받는 것으로 보인다.또한,10psu에서는 

12시간동안 패각을 닫고 외부와의 물질출입을 억제하면서 환경수에 곧바

로 순응하지 않는 경향을 보이며,대사를 거의 하지 않는다.12시간째부터 
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스트레스에 대한 반응을 보이기 시작하며,24시간째부터는 개체간의 차이

가 있으나 체액의 삼투질농도와 전해질 균형이 무너지기 시작한다.48시

간째에는 스트레스에 대한 반응이 더욱 커지며,거의 모든 개체에서 체액

의 삼투질농도와 전해질 균형이 붕괴되고,조직의 손상이 일어나기 시작

해 폐사가 급격히 늘어난다.따라서 환경수의 염분이 20psu의 경우 72시

간 이상,10psu의 경우 12시간 이상 유지될 시,모패의 생리활성에 상당

한 악영향을 미치는 것으로 판단된다.

이어서 양질의 발생배를 얻기 위한 수정란의 적정 부화관리 조건 탐색 

실험에서,D형유생으로의 발생률은 25℃에서 가장 높았고,30~35psu의 

염분범위에서 가장 높게 나타났다.이는 23℃ 및 30~35psu가 개량조개의 

적정 발생 수온 및 염분이라고 한 MinandKim (2010)의 결과와 부합하

였다.또한,15~25℃의 범위에서 수온이 높을수록 각 발생단계에 이르는 

시간이 짧아졌으며,생물학적 영도는 3.22℃로 산정되었다.이 결과는 

MinandKim (2010)이 개량조개에서 보고한 8.0℃와는 차이를 보였는데,

이는 초기 발생단계 관찰값의 차이에서 기인한 것으로 생각된다.

앞선 실험에서 얻은 결과를 바탕으로,적정 조건에서 얻은 양질의 발생

배를 이용해 수행한 적정 CPA 탐색 실험에서는 담륜자의 경우,CPA의 

농도가 높아질수록,침투시간이 길어질수록 이후 발달한 D형유생의 형태

이상률이 증가하는 경향을 나타냈다.CPA의 독성은 DMSO,MET,EG의 

순으로 강하게 나타났는데,이는 굴 발생배에 대한 DMSO의 독성이 다른 

CPA보다 낮은 것으로 보고한 Chaoetal.(1994)의 결과와 상반되었다.

또한,CPA 침투 및 용출에 따른 유생활성지수(LAI)는 용출후 모두 대조

구에 가까운 활성을 회복하였다.D형유생의 경우도 마찬가지로 침투 및 

용출에 따른 유생활성지수(LAI)는 용출후 모두 대조구에 가까운 활성을 

보였다.

이에 따라 냉동보존을 위한 적정 CPA로 담륜자는 EG 2.0M (30분),



- 60 -

DMSO 1.5M (10분),MET2.0M (20분)을,D형유생은 EG 2.0M (30분),

DMSO2.0M (30분),MET2.0M (30분)을 선정하였다.

선정한 CPA를 사용한 냉동보존 실험에서는 담륜자와 D형유생 모두 

EG 실험구에서만 해동후 생존하였다.그러나 생존율이 모두 5% 이하로 

나타나 참굴 담륜자 75% (Chao etal.,1997),북방대합 담륜자 97%

(Changetal.,2001),진주조개 D형유생 87% (ChoiandChang,2003),피

조개 D형유생 52% (Joetal.,2002)등의 결과와 비교하였을 때 낮았다.

따라서 추후 냉동속도와 식빙온도 및 해동온도 등에서 보다 자세한 연구

가 필요할 것으로 보인다.

결론적으로,개량조개 모패는 수온 10~20℃의 범위에서는 20℃에서 가

장 안정적인 대사작용이 이루어지는 것으로 나타났고,난발생은 25℃에서 

발생률이 가장 높게 나타났다.염분과 관련해서는 개량조개가 하구에서도 

서식하는 종이지만,모패가 20psu이하의 염분에 장시간 노출될시 체액

의 삼투압 균형 붕괴 및 그로 인한 스트레스와 조직손상으로 인해 생존과 

대사에 영향을 받는 것으로 나타났다.난발생 역시 25psu이하에서 D형

유생으로의 발생진행에 지장을 받으므로,개량조개의 산란기인 5~9월에 

다량의 담수유입이 있을 경우,모패의 생리활성 및 난발생에 상당한 악영

향을 미치게 될 것으로 보인다.최근의 자원 감소도 이와 관련이 있을 것

으로 추정되므로,치패의 방류 위치 선정 등 자원관리에 있어 이러한 점

을 고려할 필요가 있을 것으로 판단된다.

또한,발생배의 냉동보존에 있어 해동후 생존율을 높일 수 있는 적정 

CPA,냉동 및 해동 방법을 탐색할 필요성이 있고,나아가 개량조개를 비

롯한 패류 발생배의 대량 냉동보존기술을 개발하여 이를 자원관리 및 안

정적인 패류종묘생산 시스템 개발과 연계한다면,패류양식산업의 발전에 

기여할 수 있을 것으로 생각된다.
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Ⅴ.요 약

본 연구에서는 개량조개의 종보존을 위해 모패의 환경생리활성과 난발

생,유생의 냉동보존에 대해 조사하였다.

염분에 따른 모패의 경시별 생존율은 30및 20psu에서 216시간째에 

각각 92.5% 및 65.0%였으며,10psu에서는 48시간째부터 급격히 폐사가 

늘어나 96시간째에 모두 폐사하였다.

혈림프의 혈구수는 30psu에서 72시간동안 일정 수준을 유지하였고,20

psu에서는 24시간째까지 점차 감소하는 경향을 보이다 72시간째에 실험 

개시시의 수준을 회복하였으며,10psu에서는 6시간째에 증가한 이후,점

차 감소하는 경향을 보였다.

혈청의 삼투질농도는 30및 20psu에서 3시간째부터 환경수에 순응하

였고,10psu에서는 48시간째까지 완전히 순응하지 않는 경향을 나타냈

다.Na+와 Cl-도 삼투질농도와 같은 경향을 나타냈으며,K+,Ca2+,Mg2+의 

경우,30및 20psu에서 3시간째부터 환경수에 순응한 반면,10psu에서

는 실험 개시시보다 농도가 상승하였다가 점차 감소하였다.

글루코스는 20psu에서 72시간째에 유의하게 증가하였고,10psu에서는 

12시간째부터 유의하게 증가하여 48시간째에 급격히 증가하였다.총단백

질 및 총콜레스테롤은 실험구간 차이가 나타나지 않았다.AST,ALT,

ALP,LDH는 10psu에서 48시간째에 공통적으로 유의하게 증가하였다.

수온 및 염분에 따른 모패의 산소소비량은 수온이 높아질수록 유의하게 

증가하였고,20psu이하의 염분에서 유의하게 감소하였다.

암모니아 배설량은 15℃에서 10℃에 비해 유의하게 증가하였고,20℃에

서는 유의한 증가가 나타나지 않았으며,20psu이하의 염분에서 유의하

게 감소하였다.

O:N 원자비는 20℃에서 상승하였고,염분이 낮아질수록 감소하는 경향
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을 보였다.

발생에 적합한 수온은 25℃,염분은 30~35psu로 나타났고,난발생은 

15,20,25℃에서 수온이 높을수록 각 발생단계에 이르는 걸리는 시간이 

짧아졌으며,생물학적 영도는 3.22℃로 산정되었다.

CPA 침투 및 용출실험 결과,냉동보존을 위한 적정 CPA는 담륜자의 

경우 EG 2.0M (30분),DMSO 1.5M (10분),MET2.0M (20분),D형유

생은 EG 2.0M (30분),DMSO 2.0M (30분),MET2.0M (30분)으로 선

정하였고,냉동 및 해동후 생존율은 담륜자에서 2.37%,D형유생에서 

4.72%로 나타났다.
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