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Analysis of assessment factors for egg quality

by spawning-induced hormone treatment

of red spotted grouper Epinephelus akaara

Da Som Lee

Department of Marine Biology, The Graduate School,

Pukyong National University

Abstract

Control of spawning is essential for the sustainability of aquaculture

production in captivity and egg quality management is an important

for healthy seed production of fish. The red spotted grouper

Epinephelus akaara, have high commercial value in Korea, Japan,

China, and Southeast Asia. However, commercial production is still

very limited due to problems of spawning induction and

synchronization. The objective of this study is to improve the quality

of spawned eggs through hormone treatment and the quality was
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evaluated by morphological characteristics, fatty acid composition and

maternal gene expression (cathepsin B and D). Red spotted grouper

broodstocks were injected intramuscularly with human chorionic

gonadotropin (hCG), prostaglandins (PGs; PGE2 and PGF2α), and

luteinizing hormone-releasing hormone analog (LHRHa). Spawning

occurred 36 to 40 hours after hormone treatment. The spawning rate

was 47.8±3.95% at hCG treatment, 41.7±8.33% at PGF2α treatment

and 37.5±12.50% at LHRHa treatment group. Fertilization rate was

81.4±14.30% at hCG treatment, 92.8% at PGF2α treatment and

99.1±0.46% at LHRHa treatment. The spawning rate was highest at

hCG treatment group. The highest fertilization rate was observed at

LHRHa treatment group. Egg and lipid droplet diameters were

observed after 1, 2, 3, 6, 12, 24 and 36 hours of fertilization and the

resorption rates of yolk in larvae were analyzed after 0, 2, 12 and 24

hours of hatching. In LHRHa treatment group, the volumetric ratio of

lipid droplet/egg (L/E) was higher than that of hCG treatment group.

The yolk volume in the LHRHa treatment group was higher than

that of the hCG treatment group. The docosahexaenoic acid (DHA) in

PGF2α treatment group was higher than that of LHRHa and hCG

treatment groups. Cathepsin B expression of LHRHa treatment group

was higher than hCG treatment group until 36 hours after

fertilization. The results of this study indicate that LHRHa treatment

is effective for egg quality improvement in E. akaara, although the

spawning rate is lower than the hCG treatment group.
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Ⅰ. 서론

경골어류의 난소발달 과정은 시상하부-뇌하수체-생식소의 축(Hypoth-

alamus-pituitary-gonad axis; H-P-G axis)에 의해 조절되며, 생식선자

극호르몬(gonadotropins, GtH)인 황체형성호르몬(luteinizing hormone,

LH)의 혈장 내 농도 증가와 함께 LH에 의해 성숙유도호르몬

(maturation-inducing hormone, MIH) 분비를 자극함으로써 난모세포의

성숙과 배란이 이루어진다(Lubzens et al., 2010). 경골어류의 주요 MIH

로 알려져 있는 prostesterone의 유도체인 17α,20β-dihydroxy-4-pregnen

-3-one (17α20βP)와 17α,20β,21-trihydroxy-4-pregnen-3-one (17α20β

21P)는 난모세포의 최종 성숙을 유도하며(Nagahama et al., 1994;

Nagahama and Yamashita, 2008; Yoshizaki et al., 2001; Patino et al.,

2003; Lubzens et al., 2010; Kagawa, 2013), 이 후 난모세포의 여포 층

으로부터 난모세포가 방출되는 배란이 시작된다(Goetz, 1983).

일반적으로 실내 양식 환경에서 어류의 성숙 및 생식소 발달은 가능하

지만 난모세포의 최종 성숙(final oocyte maturation, FOM)에 실패하거

나 산란을 하지 않는 경우가 많다(Mehdi and Ehsan et al., 2013). 어류

양식에서 호르몬에 의한 산란 유도는 수정란을 동시에 생산하여, 생산시

기를 조절하기 위해 필수적이며, 해양 어류에서는 대부분 human

chorionic gonadotropin (hCG)와 luteinizing hormone-releasing hormone

analog (LHRHa)가 이용된다(Wahbi et al., 2017). LHRHa는 GtH의 분

비를 촉진하며, hCG는 GtH와 같은 역할을 한다. 최근에는 배란과 LH

대량분비(surge)에 관여하는 것으로 알려져 있는(Stacey and Goetz,
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1982) prostaglandins (PGs)도 이용된다(Takahashi et al., 2018).

인위적인 산란 유도를 하는 과정에서 난질 평가는 필수적이다. 난질

은 수정, 부화 및 첫 먹이 섭취 시기의 생존율을 통해 정의되며

(Bromage et al., 1992), 난질을 평가하기 위해서는 난이 수정되고 정상

적인 배(embryo)로 발달하는 시기까지 관찰해야 한다(Bobe and Labbé,

2010).

여러 연구에서 어류의 난질을 평가하기 위한 다양한 형태학적, 생화학

적, 분자생물학적 지표들이 제안 되고 있다(Bobe and Labbé, 2010;

Valdebenito et al., 2013). 형태학적 지표는 배란 직후의 미수정란부터

수정란과 안구형성기까지의 생존율, 수정률, 난할 패턴, 그리고 부상란의

경우 부상력(buoyancy)이 사용된다(Sakai et al., 1985; Kjörsvik et al.,

1990; Mansour et al., 2007; Bobe and Labbé, 2010). 생화학적 분석을

통한 난질 평가 지표는 주로 수분, 단백질, 아미노산, 비타민, 총 지질량,

지방산 조성 등이 사용되며, 지방산 조성에서는 특히 docosahexaenoic

acid (DHA)와 DHA/Eicosapentaenoic acid (EPA) 및 n3:n6 지방산의 비

율이 사용된다(Seaborn et al., 2009; Lanes et al., 2012; F.G da Silva et

al., 2018). 분자생물학적 지표는 초기 배 발달 동안의 난황 대사에 관여

하는 것으로 알려진 cysteine protease cathepsin B, cathepsin L 및

aspartic protease cathepsin D가 연구되고 있으며(Carnevali et al., 2001;

Kwon et al., 2001; Carnevali et al., 2006; Cerdà et al., 2007; Finn and

Fyhn, 2010; Tingaud-Sequeira et al., 2011), 이외에도 다양한 지표들에

대한 연구가 진행되고 있다.

붉바리는 한국, 중국, 일본, 동남아시아 등에서 상업적으로 중요한 고

부가가치 어종이지만 세계자연보전연맹(IUCN)의 적색목록(red list)에 의

하면 멸종위기(endangered, EN)종으로 분류되어 있어 양식을 통한 종자
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생산을 필요로 하고 있다. Okumura et al., (2002)에 의하면 붉바리를 인

공 수정시킨 경우 수정률은 84.3%로, 수조에서 자연 산란하여 자발적으

로 수정시킨 수정률(19.0%)보다 유의하게 높았으나 자연산란 유도에 어

려움을 겪고 있다.

따라서 본 연구에서는 산란 유도 호르몬을 처리한 후 인공수정하여,

호르몬에 따른 난과 유구의 크기, 수정 후 난할과정동안의 형태적 특징

과 산란율, 수정률, 생존율, 지방산 조성, 그리고 cathepsin mRNA 유전

자 발현의 차이를 통해 난질을 평가하고자 하였다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

2.1 실험어 및 산란 유도 호르몬 처리

실험어는 광주기 및 수온 조절에 의해 성숙 유도된 붉바리(Epinephelus

akaara) 친어 개체를 사용하였다. 실험은 총 4회(2017년 6월, 2017년 7월,

2018년 2월 그리고 2018년 6월)에 걸쳐 수행되었다. 1, 2차 실험은 붉바리

의 산란 유도를 위한 적정 호르몬의 종류를 조사하기 위하여 Table 1.과

같이 여러 호르몬을 처리하였다. 암컷 개체는 hCG (Sigma-Aldrich Co.

St. Louis, MO, USA), LHRHa (Sigma-Aldrich Co. St. Louis, MO,

USA), PGE2 및 PGF2α (Sigma-Aldrich Co. St. Louis, MO, USA) 그리

고 17α20βP (Sigma-Aldrich Co. St. Louis, MO, USA)를 근육주사

(intramuscularly injection)하였다. 수컷 개체는 500IU/kg body weight

(BW)의 hCG를 처리하였다. 1, 2차 실험 결과를 바탕으로 3, 4차 실험은

hCG와 LHRHa를 각각 500IU/kg BW와 100 µg/kg BW로 처리하였다. 각

실험에 사용된 붉바리 친어의 평균 전장(total length, TL)과 평균 체중

(BW)은 Table 1. 과 같다.
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Table 1. Water temperature at each experiment, mean (±standard error, SE) total length and body weight,

injected hormone type and dose, and number of females of red spotted grouper Epinephelus akaara,

broodstock.

Experiment

[Date]

Water

temperature

Total length (cm)

(Mean ± SE)

Body weight (g)

(Mean ± SE)
Hormone type

Hormone dose

(/kg BW)
N

1

[June 2017]

22±1.0°C 42.1±0.55 1,058.3±35.8 hCG 500 IU 42

PGE2 10 µg 3

PGF2α 10 µg 3

2

[July 2017]

26±1.0°C 41.5±1.25 1,014.3±50.02 hCG 500 IU 23

PGF2α 1 µg 2

PGF2α+17α20βP 1 µg 2

LHRHa 1 µg 2

3

[February 2018]

21±1.0°C 42.2±1.02 994.2±55.03 hCG 500 IU 8

LHRHa 100 µg 8

4

[June 2018]

21±1.0°C 30.1±0.33 409.53±12.78 hCG 500 IU 55

LHRHa 100 µg 6
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2.2 수정 및 난과 자어의 초기 발생 과정 분석

호르몬을 근육 주사하여 산란을 유도한 후 36시간 부터 3∼4시간 간격

으로 복부압박을 통해 산란시켰고, 호르몬 처리에 따른 산란된 개체 수

를 관찰하였다. 난과 정자는 유리비커에서 습식법으로 인공 수정하였고,

수정 직후 부상란의 부피를 통해 수정률을 조사하였다. 수정란은 즉시

실험실로 옮겨 1L 유리비커에서 친어의 사육수온(Table 1)과 같이 유지

하며 배양하였다.

난 발생 과정은 미수정란, 수정 직후, 수정 후 1, 2, 3, 6, 12, 24시간째

의 부상란을 이미지 촬영장치가 장착된 광학현미경으로 촬영하여 관찰하

였다. 난경과 유구경의 측정은 Motic image-plus 2.0 프로그램으로 0.1

㎛ 까지 측정하였다(Fig. 1-A). 생존율(survival rate)은 시간 별 침강란

을 계수하여 계산하였다.

부화 후 자어의 난황 흡수는 부화 직후, 부화 후 1, 12, 24, 48시간에

난황의 부피를 측정하여 조사하였다. 난황의 부피는 Fig. 1-B와 같이

Blaxter and Hempel (1963)의 방법을 인용하여 난황의 가로 길이와

(Yolk length, YL) 세로 길이(Yolk depth, YD)를 측정하여 계산하였다.

난황 부피 계산식은 다음과 같다.

    × × 
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Fig. 1. Measurement of red spotted grouper Epinephelus akaara, (A)

egg and lipid droplet diameters (ED and LD), (B) yolk length and

depth (YL and YD).
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2.3 지방산 분석

지방산 분석은 호르몬 처리구 별 0.4-1.5 g의 미수정란에 14% Boron

trifluoride (14% BF3, Sigma Chemical co., USA)를 첨가한 후 2분간

100℃에서 가열한 뒤 n-heptane 2-5 ml을 첨가하고 1분간 더 가열하였

다. 이 후 Sodium chloride 포화용액을 첨가하여 상층에서 약 1 ml의

heptane을 취한 후 소량의 Sodium sulfate를 탈수시켜 지방산 분석용 시

료로 사용하여 Gas Chromatography-mass spectrometry (GC/MS)로 분

석하였다. GC 분석은 fused silica capillary column (Supelco Inc., USA)

과 99.9% helium을 carrier gas로 사용하였다. 각 지방산은 동일한 조건

에서 표준지방산 methyl ester mixture (Sigma Chemical Co., USA)와

retention time을 비교하여 동정하였으며, 각 peak의 면적을 상대백분율

로 나타내어 정량하였다.
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2.4 난질 관련 유전 인자 발현 분석

호르몬 처리구 별 미수정란, 수정 직후, 수정 후 6, 12, 24, 36시간 후

부상란을 샘플하여 즉시 –75℃에 보관 하여 난질 관련 유전인자 분석에

사용하였다.

Total RNA는 RNeasy protect mini kit (Qiagen, Germany)를 이용하

여 추출하였고, cDNA는 QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen

Inc., Valencia, CA, USA)을 이용하여 합성하였고, 모든 실험은

manufacturer’s protocol을 따라 수행하였다. 실험에 사용된 primer는 붉

바리의 cathepsin B (Gwon et al., 2017)와 18S rRNA (Lee and Baek,

2018) primer 및 orange-spotted grouper (Epinephelus coioides)의

cathepsin L primer (Liang et al., 2012)를 이용하여 실험하였다(Table

2). Quantitative real-time PCR은 Chromo4 Real-Time PCR System

(Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA)을 이용하였으며, 94℃

에서 3분간 initial denaturation, 94℃에서 30초간 denaturation, 65℃에서

20초간 annealing, 72℃에서 30초간 elongation 하였으며 35 cycle을 반

응시켜 주었다. 각 샘플은 18S rRNA를 이용하여 상대정량하였다.
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Table 2. List of primers used in this study.

Name Gene Primer sequence (5’-3’)

ctsb Cathepsin B
Forward CTGTTGATTAGTCCCGTGTAGAG

Reverse GTGTCGCCCTCTAGTGATTAT

ctsl Cathepsin L
Forward CCACATCCTCTCCCTGGAAGCCATAAC

Reverse CAGAGTTGTATGTGGGGTCGTAGTGGC

18s 18S-rRNA
Forward CGGTAATTCCAGCTCCAATAGCG

Reverse CTTAATCATGGCCCCAGTTCAGAG
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2.5 통계 분석

산란 유도 호르몬 처리에 따른 붉바리의 산란율, 수정률, 생존율, L/E

ratio, 난황흡수, 지방산 및 cathepsin 발현량은 모두 평균±표준오차로 나

타냈다. IBM SPSS Statistics (Version 21.0)을 통해 Levene’s test로 분

산의 동질성을 검정하였으며, Kruskal-Wallis test를 실시하였다.

Turkey test 사후 분석을 통해 95% 신뢰수준에서 산란 유도 호르몬에

따른 실험구간의 L/E ratio의 유의차 검정을 실시하였다(P<0.05).
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Ⅲ. 결과

3.1 형태학적 특징 분석

3.1.1 산란 및 수정

붉바리의 인위적 산란 유도를 위해 사용된 호르몬은 hCG, LHRHa,

PGF2α, PGE2 이다. 각 실험의 산란율, 산란량과 수정률은 Table 3과 같

고 호르몬에 따른 평균 산란율은 hCG 처리한 실험구가 47.8±3.95%,

LHRHa가 37.5±12.50%, 그리고 PGF2α가 41.7±8.33%였으며, PGE2 처리

구 에서는 산란이 관찰되지 않았다. 산란량은 산란율과 유사한 경향이

관찰되었다. 산란된 난의 평균 수정률은 hCG 처리한 실험구는

81.4±14.30%, LHRHa는 99.1±0.46%, 그리고 PGF2α가 92.8% 였다(Fig.

2).
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Experiment Hormone treatment Spawning rate (%) Mean volume of spawning eggs (mL) Fertilization rate (%)

1 hCG 50.0 168.3±11.67 -

PGF2α 33.3 70.0 -

2 hCG 56.5 101.7±20.88 95.4

LHRHa 50.0 75.0 98.3

PGF2α 50.0 50.0 92.8

3 hCG 37.5 30.0±7.64 52.8

LHRHa 12.5 35 99.9

4 hCG 42.3 67.5±22.41 96.0

LHRHa 50.0 35.0±7.64 99.0

Table 3. Spawning rate, mean (±SE) volume of spawning eggs and fertilization rate at each experiment of

hormone-treated red spotted grouper Epinephelus akaara.



14

Hormone treatment

hCG LHRHa PGF2α PGE2

P
e

rc
e
n

ta
g

e
 (

%
)

0

20

40

60

80

100

Mean spawning rate (%)
Mean fertilization rate (%)

V
o

lu
m

e
 (

m
L

)

0

20

40

60

80

100

120

140

Mean volume of spawning eggs (mL)

Fig. 2. Mean spawning and fertilization rates, and volume of
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akaara.
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3.1.2 수정란 관찰

가. 난 발생 과정

모든 호르몬 처리구에서 수정 직후 배반이 관찰되었으며(Fig. 3), 수정

1시간 후 제 1 난할이 시작되어 2세포기의 수정란이 관찰되었다. 수정 2

시간 후 8세포기, 3시간 후 상실기로 발달하였으며 호르몬 처리에 따른

발생과정의 차이는 관찰 할 수 없었다. 포배기로 발달하는 수정 6시간

후부터 호르몬 처리에 따른 난할 패턴의 차이가 관찰되었다. 6시간 후

PGF2α 처리를 통해 생산된 수정란에서 hCG와 LHRHa 처리를 통해 생

산된 수정란과 비교하여 비정상적인 난할이 진행되었으며, 12시간 후 낭

배기로 발달한 후에도 균일하지 않은 난할이 관찰되었다. 24시간 이후

안구가 관찰되었으며 근절이 형성되었으나 PGF2α 처리를 통해 생산된

수정란은 전체 폐사하였다. hCG와 LHRHa 처리를 통해 생산된 수정란

은 36-40시간에 부화하였다.
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Fig. 3. The observation of egg and lipid droplet during egg development in fertilized eggs of

hormone-treated red spotted grouper Epinephelus akaara.

HPF, Hours post fertilization.

Scale bars indicated 1mm.
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나. 난과 유구의 부피비

수정 직후 시간 경과에 따른 난과 유구의 부피 비를 측정한 결과(Fig.

4), 1차 실험의 경우 hCG 처리로 생산된 수정 직후의 수정란은

1.14±0.089%, PGF2α 처리로 생산된 수정란은 1.14%로 수정 직후의 부피

비가 가장 낮게 관찰되었다. 이후 hCG 처리구는 수정 9시간 후

1.28±0.032%, PGF2α는 수정 12시간 후 1.27%로 가장 높은 부피비가 관

찰되었다. 2차 실험의 hCG, LHRHa 그리고 PGF2α 처리로 생산된 수정

란의 난과 유구의 부피 비는 수정 직후에 각각 1.54±0.142%, 1.80% 그리

고 1.45%로 가장 높은 부피비가 관찰되었다. 다른(1, 3, 4차) 실험의 난

과 유구의 부피 비의 범위가 0.9∼1.4%였으며, 2차 실험은 1.0∼1.8%의

범위로 나타났다. PGF2α의 경우 수정 후 24시간 뒤에 생존된 난을 관찰

할 수 없었다.
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Fig. 4. The volumetric ratio of lipid droplet/egg (L/E) in fertilized

eggs of hormone-treated red spotted grouper Epinephelus akaara.

A, 1st experiment (June 2017); B, 2nd experiment (July 2017);

C, 3rd experiment (February 2018); D, 4th experiment(June 2018)
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다. 호르몬 별 생존율 차이

수정 후 시간에 따른 호르몬 별 생존율은 Fig. 5와 같다. hCG 처리를

통해 생산된 수정란은 부화 2시간 후 81.5±14.97%의 급격한 생존율 감

소를 관찰되었으며 이후 부화시기까지 천천히 감소하여 36시간 이후

59.7±20.64%의 수정란이 생존하였다. LHRHa 처리를 통해 생산된 수정

란은 부화 24시간까지 91.1%의 생존율을 보였으며, 36시간 후에도

82.7%의 수정란이 생존하였다. PGF2α 처리를 통해 생산된 수정란의 부

화 2시간 후 생존율은 26.5%으로, 가장 높은 생존율 감소가 관찰되었고,

수정 12시간 후 8.6%, 24시간 후 7.2%의 수정란이 생존하였으며 이후

전체 폐사하였다.
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Fig. 5. The survival rate in fertilized eggs of hormone-treated red

spotted grouper Epinephelus akaara.
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3.1.3 자어 난황 흡수 관찰

hCG와 LHRHa 처리를 통해 생산된 난의 부화 후 자어의 난황 부피를

측정한 결과(Fig. 6, 7), 부화 직후 hCG 처리구는 10.6±0.60 ㎣, LHRHa

처리구는 18.1 ㎣였으며, 7.51 ㎣의 차이로 LHRHa가 1.7배 더 컸다. 부

화 2시간 후 자어의 난황부피는 hCG 처리구는 9.8±0.23 ㎣, LHRHa 처

리구는 11.4㎣로, hCG는 7.5%, LHRHa는 37.0%의 난황이 흡수되었다.

부화 12시간과 24시간 후 난황의 부피는 hCG 처리구는 8.4±0.83 ㎣과

2.9±0.91 ㎣이며, LHRHa 처리구는 9.8 ㎣과 4.3 ㎣로 1.4 ㎣의 부피 차가

관찰되었다.
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Fig. 6. The observation of yolk during larval development of hormone-treated red spotted grouper

Epinephelus akaara.

HPH, Hours post hatching
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Fig. 7. The yolk volume in hatching larvae of hormone-treated red

spotted grouper Epinephelus akaara.
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3.2 지방산 분석

3.2.1 미수정란의 지방산 조성

호르몬(hCG; n=8, LHRHa; n=4, PGF2α; n=1)처리를 통해 생산된 미수

정란의 총 지방산 양은 유의한 차가 없었다. Table 4와 같이 총 지방산

양에 대한 각 지방산의 비율을 통해 다른 호르몬을 처리하여 생산된 미

수정란의 지방산 조성을 비교한 결과, 모든 호르몬 처리구에서 n-3 계열

의 고도불포화지방산(n-3 polyunsaturated fatty acid, n-3 PUFA)에 속

하는 DHA (C22:6)가 가장 높은 조성비가 관찰되었다. 호르몬 처리에 따

른 DHA 조성비는 hCG 처리구는 26.5±1.24%, PGF2α 처리구는 40.0%,

그리고 LHRHa 처리구는 26.3±0.45%로, PGF2α 처리구의 DHA가 가장

높은 비율의 지방산 조성을 나타냈다. 다음으로 palmitic acid (C16:0)와

oleic acid (C18:1) 높았으며, 각각의 조성비는 hCG 처리구는 19.1±0.48%

와 17.2±0.42%, LHRHa 처리구는 20.2±0.26%와 16.7±.81%, 그리고

PGF2α 처리구는 14.4%와 14.3%로, PGF2α 처리구가 가장 낮은 조성비

가 관찰되었다.
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Table 4. The total fatty acid composition of unfertilized eggs of

hormone-treated red spotted grouper Epinephelus akaara.

Fatty acids (%) hCG LHRHa PGF2α

14:00 3.46±0.28 3.62±0.14 2.15

15:00 0.48±0.02 0.53±0.03 0.32

16:00 19.09±0.48 20.23±0.26 14.44

18:00 6.22±0.17 6.97±0.24 5.49

20:00 0.11±0.02 0.06±0.03 0.10

∑ SFA 29.38±0.68 31.42±0.50 22.49

16:1 7.74±0.44 7.27±0.21 6.37

18:1(n−9) 0.25±0.02 0.28±0.03 0.22

18:1(n−7) 17.23±0.42 16.66±0.81 14.26

20:1(n−11) 1.07±0.04 0.89±0.31 0.93

∑ MUFA 26.28±0.60 25.10±1.01 21.78

18:2(n−6) 4.18±0.46 3.89±0.36 2.60

18:3(n−6) 0.39±0.30 0.06±0.03 0.13

20:2(n−6) 0.32±0.02 0.48±0.11 0.23

20:3(n−6) 0.30±0.01 0.25±0.09 0.22

∑ n−6 PUFA 5.20±0.54 4.68±0.50 3.18

18:3(n−3) 0.76±0.05 0.69±0.03 0.66

20:3(n−3) 0.07±0.02 0.06±0.03 0.13

20:5(n−3) EPA 7.63±0.27 8.11±0.60 8.20

22:6(n−3) DHA 26.54±1.24 26.33±0.45 40.04

∑ n−3 PUFA 34.99±1.14 35.19±0.91 49.04

∑ PUFA 40.19±1.01 39.87±1.20 52.22

n−3:n−6 7.40±0.97 7.75±0.77 15.44

EPA/DHA 0.29±0.02 0.31±0.02 0.20

Values are weight % of total fatty acids.
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Fig. 8. The major fatty acid composition in unfertilized eggs of

hormone-treated red spotted grouper Epinephelus akaara.
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3.3 Cathepsin 분석

3.3.1 붉바리 수정란의 cathepsin 발현 양상

산란 유도 호르몬을 처리 한 붉바리의 수정란의 시간별 cathepsin B,

D와 L 유전자의 발현량을 real-time PCR로 정량분석한 결과, cathepsin

B는 난 발생 시간에 따라 증가하는 경향이 관찰되었으며 LHRHa가

hCG 처리 수정란에 비해 높게 유지되었다. Cathepsin L은 호르몬 종류

에 따라 발현량 및 발현 양상의 차이를 관찰 할 수 없었으나, 수정 후

12시간에 감소하였고 이후 증가하는 경향을 보였다.
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Fig. 9. Transcript levels of cathepsin B and L in fertilized eggs of

hormone-treated red spotted grouper Epinephelus akaara.
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Ⅳ. 고 찰

많은 바리과(Serranidae) 어류에서 호르몬 처리를 통한 난질 평가를

수행하고 있다. Dusky grouper (Epinephelus marginatus)는 자연조건에

서는 배란이 유도되지 않았지만 30-60 µg/kg의 GnRHa를 이식(implant)

한 결과 배란이 유도되었다(Marino et al., 2003). 능성어(Epinephelus

septemfasciatus)에서는 ovaprim (0.5 mL/kg)과 hCG (500 IU/kg)보다

LHRHa (100µg/kg)와 LHRHa+pimozide (100+1,000 µg/kg)를 처리하였

을 때 더 높은 생존력을 관찰하였으며, LHRHa 처리가 가장 안정적으로

수정란을 확보 할 수 있다고 보고하였다(Hong et al., 2015). Leopard

grouper (Mycteroperca rosacea)는 LHRHa보다 hCG를 처리했을 경우

수정률과 생존력이 더 높았다(Kiewek-Martinez and Gracia-Lopez,

2010). Black sea bass (Centropristis striata)의 배란 유도를 위한 실험

에서 LHRHa를 사용하였으며, 펠렛이식 및 근육주사를 통한 호르몬 처

리 결과 모두 배란이 유도되었으며(Berlinsky et al., 2005), hCG와

LHRHa를 근육주사 한 결과 hCG 처리한 수정란의 수정률이 더 높았다

(Denson et al., 2007).

농어목(Perciformes) 전갱이과(Carangidae)에 속하지만, 붉바리와 유사

하게 5-8월에 산란하고 온대 및 아열대 연안에 서식하는 부시리(Seriola

lalandi)의 GnRHa를 통한 배란 유도 연구에서는 산란율은 증가하였으나,

자연 산란된 난에 비해 난질이 저하되었다고 보고하였다(Setiawan et

al., 2016). 따라서 호르몬에 의한 산란 유도에 있어 산란 유도율 뿐만 아

니라 수정률과 수정 이후 수정란의 난질 평가가 필수적으로 수행되어야

한다.
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본 연구에서는 붉바리에 hCG 처리를 한 경우 높은 산란율을 나타내었

지만 LHRHa 처리를 통해 생산된 난이 수정률 및 생존율이 높았으며,

난에 대한 유구의 부피가 더 크게 관찰되었다. 유구의 분포 및 부피는

안구 형성기 단계의 배로 발달하는 난의 비율과 관련이 있으므로

(Mansour et al., 2007), LHRHa가 hCG 처리를 통해 수정된 난보다 산

란 유도율은 낮았으나, 더 고품질의 난인 것으로 판단된다.

Wolffish (Pavlov and Moksness, 1994)와 turbot (Kjorsvik et al.,

2003)의 연구에서 비정상적인 할구의 비율은 성공적인 부화와 관련이 있

다고 하였다. 본 연구에서 PGF2α 처리에 의한 산란 유도율과 생산된 수

정란의 수정률은 다른 호르몬 처리(hCG, LHRHa)와 유의한 차는 없었으

나, 수정 6시간 후 포배기 단계부터 비정상적인 난할 패턴이 관찰되었으

며, 낮은 생존율이 관찰되었고, 24시간 이후 폐사하여 부화하지 못했다.

따라서 PGF2α 처리를 통해 생산된 난은 저품질의 난으로 판단된다.

친어의 산란과 난을 배양할 때의 수온은 난질에 큰 영향을 미치는 것

으로 알려져 있다(Brooks et al., 1997; Ochokwu et al., 2015). 특히 발달

중인 배의 대사와 구조(Kinne and Kinne, 1961), 그리고 난과 배의 형태

및 생존능력에도 영향을 주는 요인이다(Brown et al., 1995). 본 연구에

서 총 4회의 실험 중 2017년 7월에 수행된 2차 실험의 난과 유구의 부피

비가 hCG, LHRHa 그리고 PGF2α 처리로 생산된 수정란에서 모두 1.0∼

1.8%의 범위로 나타났으며, 다른 (1, 3, 4차) 실험의 부피비는 0.9∼1.4%

였다. 친어의 사육수온과 같은 수온으로 유지하며 수정란을 배양하였기

떄문에 21 또는 22±1.0°C의 수온을 유지한 1, 3, 4차의 실험과 달리 2차

실험은 26±1.0°C로 수행되었다. 수정란 배양 수온의 차이로 난과 유구의

부피비 차이가 관찰된 것으로 생각된다.

어류의 주요 지방산은 대부분 DHA와 EPA로 구성되는 n-3 PUFA와
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palmitic acid (C16:0) 및 oleic acid (C18:1)로 알려져 있으며 어체 내 지

방산 중 함량이 높다고 보고되어있고, 일반적으로 해산어류는 n-3

PUFA를 필요로 한다고 알려져 있다. 본 연구에서 붉바리 미수정란의

지방산 조성을 분석한 결과, 낮은 초기 생존율을 나타낸 PGF2α 처리를

통해 산란된 미수정란의 DHA가 가장 높은 조성을 나타내었다. 그러나

palmitic acid (C16:0)와 oleic acid (C18:1) 조성비는 hCG와 LHRHa 처

리를 통해 산란된 난에서 보다 낮게 나타났다. Cruzado et al., (2011)에

의하면 해양 어류에서 DHA와 EPA는 초기자어 발달에 중요한 역할을

한다고 알려져 있으나, 생존율과 수정률이 높은 난에서 유의하게 낮은

DHA와 높은 EPA 조성이 관찰되었다. 이외에도 난 내 지방산 조성에

대한 다양한 연구가 진행되고 있으나, 종에 따라 매우 다양한 결과가 제

시되고 있어 붉바리의 지방산 조성에 대한 연구가 추가적으로 수행되어

야 할 것으로 생각된다.

Cathepsin B, D, 그리고 L 등은 cathepsin family 단백질 중에서 어류

의 난황형성과정 및 수정 후 초기 배 발생 과정에서 발현되며, 에너지원

으로 중요한 작용을 하는 단백질로 알려져 있다(Carnevali et al.,2008).

Tingaud-Sequeira et al., (2011)에 의하면 배 발생 과정 동안

mummichog (Fundulus heteroclitus)의 cathepsin B mRNA 발현량이

증가하였다고 보고하였으나, Kwon et al., (2001)에서는 무지개송어

(Oncorhynchus mykiss)의 배 발생 과정동안 cathepsin B 발현량은 낮게

유지되었으며, Palomino et al., (2017)의 부시리(Seriola lalandi)

cathepsin B mRNA 발현량은 배 발생 초기에 높은 발현을 보이며 포배

기에 감소하였다. Gwon et al., (2017)에 의하면 난질 평가 지표로 추측

되는 붉바리 수정란의 cathepsin mRNA 발현량이 고품질의 난에서 수정

후 0 및 4시간에 높게 나타났고, 24시간에 감소하였으며, cathepsin D
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mRNA 발현량은 난질에 따른 유의한 발현량의 차이가 관찰되지 않았다

고 보고하였다.

본 연구에서 cathepsin B와 L을 분석한 결과 유의한 차이는 관찰되지

않았으나, hCG 처리를 통해 생산된 수정란에 비해 난황부피가 크고, 초

기 난황흡수가 빠르게 진행 되었던 LHRHa 처리를 통해 생산된 수정란

의 cathepsin B mRNA 발현이 더 높게 나타났으며, 난 발생과정동안 증

가하는 경향을 관찰하였다. Cathepsin L은 호르몬 종류에 따라 발현량

및 발현 양상의 차이를 관찰 할 수 없었으나, 일반적으로 고품질의 난을

평가하기 위한 대표적인 지표로 알려져 있으므로 추가적인 연구가 요구

된다.

본 연구에서는 산란 유도 호르몬을 처리한 후 형태학적, 생화학적, 그

리고 분자생물학적 지표를 통해 난질을 평가하였다. 실험어의 개체수 부

족으로 난질 평가 지표 간 유의한 차가 관찰되지 않았으나, 난질 평가

지표의 경향을 관찰할 수 있었으며 정확한 평가를 위한 반복실험이 요구

된다.
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