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CombinedeffectofCuandtemperatureonphysiologicalandbiochemical

changeofrockfish,Sebastesschlegeli

SuKyongBaeck

DepartmentofFishPathology,GraduateSchool,

PukyongNationalUniversity

Abstract

Copper(Cu)isanessentialmetalforallorganismsincludingfish.Ithasan

importantroleinmetabolism anditsconcentrationiswellregulated.However,Cu

isoneofthemosttoxicmetalstofishandaffectsvariousbloodparameters,

growth,behavior,enzymeactivity,andreproduction.

Exposedtothistoxicant,fishisunderstress,andconsequently,itcanalso

affectabilitytomaintainhomeostasis.

Thisstudywasconductedtoinvestigateeffectsonhematologicalparmetersand

oxidativestressand concentration ofcortisolin rock fish,Sebastesschlegeli

exposed copperfor4days.Temperaturecondition was18℃,23℃ and 28℃,

copperconcentrationwas100ppm,200ppm,respectively.

TheRBC countand Htweresignificantly decreased in exposed rock fish

comparedtocontrolgroup.

The rock fish exposed to all copper concentration started to increase

significantlyinserum calcium.Serum magnesium startedtoincreasesignificantly
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toallcopperconcentrationbutalittledecreasedat23℃.

Although serum total protein concentrations was significantly increased

comparedtothecontrolgroupatcopperconcentration100ppm,serum glucose

concentrationwasfoundtobesignificantlyincreasedoverthecontrolgroup.A

significantincrementofGOT,GPT andLDH activitiesintherockfishserum

wasnoticedatalltemperatureconditions.

GSH andGST activitiesintherockfishserum wasincreasedinliver,gilland

kidney,GPxactivitieswasdecreased.GRactivitieswasincreasedinliverandgill

however,significancewasconfirmedonlyinkidney.

InSummary,coppercanleadtostresstofish,homeostasiswaswreckedin

metabolicprocesses.
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Ⅰ.서론

2007년 발생한 삼성-HebelSpirit호 원유 유출사고를 비롯하여,1967년의 Torrey

Canyon호 사고와 1978년 AmocoCadiz호 사고 같은 대형 유조선의 기름유출사고와

인구증가와 더불어 급속한 산업화,도시화에 따른 공장폐수,농업폐수,슬러지

(sludge)들이 연안으로 유입되면서 해양생태계의 환경오염은 큰 문제가 되고 있다.

해양생태계는 더 이상 오염원에 대한 자연의 자정작용만으로 유지,보존되기 어려워

졌으며,오염물질이 수서생태계에 축적,잔류함에 따라 나타나는 여러 가지 영향은

상당 기간 동안 지속될 것이다.인류가 발전해 오면서 발견되거나 인위적으로 만들어

내는 다양한 물질과 화학물질의 종류는 엄청나며 매년 새로운 화학물질과 독성물질

이 추가되고 있다.이러한 물질 중에는 중금속도 포함되는데 금속 중 비중이 4∼5이

상인 모든 금속류를 중금속이라 한다.중금속 중 아연,철,구리,코발트 등과 같은

금속은 인체 내에 생체의 정상적인 구성 성분이며,생리 기능을 유지하며 물질대사에

관여하는 효소의 보조인자로 작용한다 (GreatandBebianno,2004).그러나 중금속은

비록 미량일지라도 수중생물에 농축,축적이 가능하며,특히 어류에 급ㆍ만성 독성을

가지고 있는 독성 물질들은 연안 해역으로 유입된 후 장ㆍ단기적으로 해양생태계에

여러 가지 영향을 미칠 수 있다.먹이연쇄를 통해 인체에까지 영향을 끼치므로 중금

속에 의한 수서생물의 오염은 인류의 공중보건에도 직결되는 심각한 문제가 될 수

있다 (FribergandVostal,1972).

구리는 (원자기호:Cu,원자번호:29번,비중:8.65,녹는점:1,083℃)각종 전기 전자

제품 제조에 이용되고,다양한 합금의 원료,열전기전도율이 뛰어나므로 전선이나 열

선,화학촉매제,선체 부착생물 방지용 도료제조,조류부착방지제 및 목재 보존 재료

의 다양한 용도로 쓰이고 있으며 (Clark,1996)양어지와 부화장의 질병치료에도 효
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과가 있음이 알려지면서 양어장에서도 종종 사용하고 있다 (Tucker,1985).황산구리

의 경우 상업적으로 개조된 어장에서 살조제로서 널리 사용되었으며,어류의 병원성

원생동물인 기생충에 대해서 효과적으로 처리되어 많이 사용된다.또한 구리는 모든

생물에게 필수적인 미량원소로,건강한 성인의 체내에는 약 80mg의 구리가 존재한

다.동물에서는 근육,간,뇌를 비롯하여 여러 조직에 널리 존재한다.생체 내에서 구

리는 많은 종류의 구리 단백질 또는 구리 효소로 존재하며,전자전달,산소운반,산화

환원 등에서 광범위하고 중요한 기능을 담당한다.아즐린이나 플라스토시아닌 등의

짙은 청색을 띠는 청색 구리 단백질은 세균이나 엽록체의 전자전달을 담당하며,갑각

류나 연체동물의 호흡색소인 헤모시아닌의 중요한 성분으로,동물의 hemoglobin내

부의 철과 마찬가지로 산소를 운반하는 역할을 한다 (Zollaetal.,1984).

그러나 고농도로 존재하게 될 경우에는 독성을 나타내며,일반적으로 구리는 경골

어류에 높은 독성이 있는 것으로 알려져 있다 (PerschbacherandWurts,1999).특히

어류는 물이라는 환경적 취약성을 가지고 있으며,아가미는 수중 환경의 구리가 들어

가는 주요한 표적기관이 되기 때문에 구리 독성의 mechanism은 주로 아가미에 집중

된다.게다가 구리 노출은 이온 수송 장애를 일으키고 가스교환 과정에서 이온 및 삼

투조절장애,호흡과 산-염기 장애를 일으킨다.또한 세포사이에 있는 단백질 조직을

변형시키고 직접적으로 효소를 변성시키거나 간접적으로 활성산소를 야기 시킨다.중

요한 세포 독성역할로 ROS(reactiveoxygenradical)가 생성되는데 O2
-
(superoxide

anion),H2O2(hydrogenperoxide),OH
-(hydroxylradical)등이 포함된다.산화적 스

트레스가 초래되면 DNA의 손상,세포내의 유리 칼슘과 철 이온 농도의 증가,생체막

의 이온 수송계 손상,단백질 손상,지질과 산화를 포함한 세포대사의 심각한 이상을

초래하게 된다.생체 내에서 지질의 산화는 돌연변이를 일으키거나 효소를 불활성화

시키며 세포막의 유동성을 감소시키고 막 단백의 기능을 저하시킨다.핵산의 경우는

염기나 당의 부가 생성물 합성,단일 혹은 이중나선의 파괴,다른 분자들의 교차결합
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을 초래하고,단백이 산화되면 아미노산의 산화적부가물 생성,단백-단백 간의 교차

결합 펩타이드 분열 등이 초래될 수 있다 (Valavanidisetal.,2006).

이처럼 다양한 용도로 사용된 구리는 환경 유입에 있어서 필연적이고,해수로 유입

되는 구리의 양이 증가하면서 많은 수생동물에 영향을 끼치게 되었다.또한 우리나라

는 고밀도 집약적인 어류양식이 행해지고 있어,해양환경을 악화시킬 뿐만 아니라 어

류에게도 여러 가지 스트레스 요인으로 작용하여 각종 질병을 유발시키고 있다 (Lee

etal.,2002).

스트레스는 어떤 상황에서 주어지는 외적 혹은 내적 요구가 유기체의 능력 범위를

넘어설 때 발생하는 생리적·심리적 적응 과정으로,일반적으로 스트레스의 개념은 자

극으로서의 스트레스,반응으로서의 스트레스,개인과 환경 간의 역동적인 상호 작용

으로서의 스트레스 등 크게 세 가지로 나눌 수 있다.어류에서 스트레스는 항상성이

라는 역학적인 평형이 내적 외적 자극으로 인해 피해를 받거나 방해를 받는 상태를

말한다 (ChrousosandGold,1992).

스트레스를 일으키는 요인에는 온도 및 탁도와 같은 물리적 환경이나,낮은 수중의

수소이온 농도 (pH),중금속,유기 오염 물질에 의한 수질오염 (SmetandBlust,

2001),밀식,선별,이동 등 양식 환경에서 발생하는 여러 가지 문제들이 영향을 미칠

수 있다.

스트레스는 어류의 카테콜아민과 콜티졸을 과다 분비하는 내분비 반응을 유도함으

로써 비축된 에너지원의 빠른 소비를 유발하여 (BartonandIwama,1991;Pickering

etal.,1993)성장을 둔화시킬 수 있으며 (Pickering,1990),어체에 생화학적인 작용

을 가함으로써 건강도에도 영향을 미칠 수 있다 (SpeckerandSchreck,1980).

스트레스에 대하여 어체는 일반적으로 1,2및 3차의 반응을 나타나는데,1차 반응

에서는 혈중 카테콜아민과 코르티코스테로이드의 빠른 교환이 일어난다.이는 스트레

스로 인한 건강상태에 적응하려는 어류의 반응이며,이 적응반응이 과도하면 어체에
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해로운 2,3차 반응으로 이어지게 된다 (Mazeaudetal.,1977).

스트레스에 대한 생리적 반응의 종류는 다양하지만 여기서는 스트레스의 1차적 반

응 지표인 혈중 cortisol호르몬 (Igeretal.1995)의 농도변화를 조사하고자 한다.어

류에서 콜티졸 (cortisol)같은 일차적인 반응 호르몬의 측정에 의한 정량은 스트레스

에 대한 영향을 판단하기 위해서 사용 된다 (Gamperletal.,1994).

혈장에서 콜티졸과 카테콜아민의 분비는 일반적으로 쉽게 측정할 수 있는 신뢰성

있는 스트레스 지표이며,스트레스를 받지 않은 상태에서는 매우 낮은 상태이지만 급

성적인 스트레스가 유도되면 정상적인 상태보다 증가한다.하지만 수질이라는 특정한

환경에 있을 때에는 정상적인 상태보다 낮게 측정되는 경우도 있다 (Pickeringetal.,

1982;BartonandIwama,1991).

콜티졸은 시상하부-뇌하수체-간신선 (hypothalamus-pituitary-interrenalaxis,HPI

axis)에 의해 자극되고 분비되는 corticosteoidhormone의 대표적인 구성요소이며,직

접적 간접적으로 에너지 대사에 관여하고 (VijayanandMoon,1994;Vijayanetal.,

1994,1996,1997),이온과 삼투조절 (McCormick,1995),면역기능에 중요한 역할을

한다 (WendelaarBonga,1997).그리고,탄수화물,단백질,지질대사에 관여하며 간에

서 글루코즈의 생성에 관여한다.콜티졸의 농도가 스트레스 상황 하에서 항상 증가하

는 것은 아니다 (Mauleetal.,1993).

조피볼락,Sebastesschlegeli은 우리나라 연안에 서식하는 대표적인 난태생 어류이

다.체외에 알을 낳아서 번식하는 난생어류와 달리 이 종은 약 50일간의 임신기간을

거친 후 (YamadaandKusakari,1991)작은 새끼 물고기를 출산한다.출산 시기는 4

∼6월,수온이 15∼16℃ 전후되는 4∼6월경에 연안의 암초지대에서 전장 7mm 전후

되는 새끼를 낳는다.포란수는 전장 33∼37cm(3년생)은 2만∼6만개,42∼45cm(6년

생)은 약 10만∼19만개,58cm는 약 41만개이다.주로 어류를 잡아먹으며,그 외 새

우,게류 등 갑각류와 오징어류 등도 포식한다.밤에는 흩어져 중층이나 표층으로 떠
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올라 그다지 활동을 하지 않으나,낮에는 가라 앉아 무리를 지어 활발히 활동하고,

특히 아침,저녁에 왕성한 활동을 보인다.이 종은 또한 성장이 빠르고 겨울철 저수

온에도 강하여 넙치와 더불어 우리나라 대표적인 해산 양식어종으로 개발되어 있다.

뿐만 아니라 우리나라 전 연안에 분포하여 환경생태학적 중요성도 높다.

급격한 온도의 변화는 항상성 유지에 필요한 생체 내 대사와 혈액성상,호르몬 분

비에 변화를 일으킨다.이러한 변화는 어류의 생존,성장,생식,삼투작용 등에 큰 영

향을 나타내며,갑작스런 온도의 상승과 하강은 섭이,성장,생식,면역 등에 영향을

줄 수 있다 (BartonandIwama,1991).

현재 구리의 축적에 따른 패류 (참굴,갈굴,백합,진주 담치,우렁쉥이)에 관한 연

구들이 주로 이루어지고 있고,어류 (방어,돌돔)와 곤쟁이의 급성과 만성독성에 대한

보고가 있으나 구리에 의한 스트레스 반응과 독성에 관한 연구는 미비한 실정이다.

따라서,본 연구는 조피볼락 양식 과정과 연안오염으로 인해 발생할 수 있는 온도,

구리노출에 대한 스트레스 반응을 검토하고,혈액성상,혈중 호르몬의 변화,글루타치

온 (GSH)과 그와 관련된 효소 (GST,GR)와 항산화효소 (GPx,SOD)의 활성을 조사

하고 생화학적 반응을 검토하여 환경 생태분석,모니터링 및 수질오염의 지표로 사용

될 수 있으며,수서 생물의 중금속에 대한 이해와 피해 예방의 기준을 마련하고자 한

다.
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Ⅱ.재료 및 방법

1.실험어

본 실험에 사용한 실험어 조피볼락,Sebastesschlegeli은 경상남도 고성 양식장에

서 구입한 전장 13.29±1.03cm,체중 29.76±1.04g인 어류로,실험실에서 일주일

이상 순치시킨 후 외관상 질병의 증세가 없는 건강한 개체를 선별하여 39×54×30

40L유리 수조에 각 12마리씩 9구간으로 입식하였다.
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2.실험 조건

사육수는 대형 수조에 받은 후,하루 이상 폭기시켜 수온을 일정하게 유지시킨 후

환수하였다.온도 변화는 Electronictherostat(MS701-H,Mink,Korea)히터기를 사

용하였으며,Heatshock를 주기 위해서 18℃,23℃,28℃로 유지시켰다.

수질은 Table1에 나타내었다.

구리의 표준 용액은 Copper(Ⅱ)Sulfateminimum 99% (sigma,F.W.:159.6)로

만들어 사용하였으며 노출구간은 급성독성 실험을 통하여 각 온도의 농도는 100ppm,

200ppm으로 설정하였다.

시료채취는 온도 shock에 의한 반응을 보기위해 노출 4일 후에 채취하였고,오류와

오차 범위를 줄이기 위해 2번 반복 실험 하였다.각 실험마다 전장,체중을 측정하고,

조직 내 생화학적인 변동을 알아보기 위해 실험어에서 간,신장,아가미를 채취하였

다.
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Table1.Thechemicalcomponentsofseawaterandexperimentalconditionused

intheexperiments

Item Value

Temperature(℃) 18.0±2

pH 8.10±0.3

Salinity(‰) 33.1±0.5

DissolvedOxygen(mg/L) 6.9±0.5

ChemicalOxygenDemand(㎍/L) 1.32±0.4

Ammonia(㎍/L) 12.58±1.6

Nitrite(㎍/L) 1.33±1.5

Nitrate(㎍/L) 10.55±0.5
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3.전혈

실험어는 Ethylp-aminobensoate(Sigmachemical,St.Louis,MO)으로 마취시킨

뒤,혈액응고를 막기 위해 heparine-Na(5,000I.U.,중외제약)을 처리한 주사기를 사

용하여 미부정맥에서 채혈하였다.

채혈한 즉시 적혈구 수 (RedBloodCellcount),hemoglobin(Hb)및 hematocrit

(Ht)를 측정하였다.적혈구수는 Hendrick'sdilutingsolution으로 혈액을 1:200으로

희석한 후,hemo-cytometer(ImprovedNeubauer,Germany)를 이용하여 광학 현미

경으로 계수하였다.

혈중 Hb 농도는 시판되고 있는 임상용 kit(Sigma Co.,USA)를 이용하여

Cyan-methemoglobin법으로 측정하였으며,Ht은 hematocrit모세관으로 혈액을 채혈

한 후,microgematocritcentrifuge(HAWKSLEY AND SONS Ltd.,England)에서

12,000 rpm으로 5 분간 원심분리한 다음 판독판 (Micro-Haematocrit reader,

HAWKSLEYANDSONS,England)으로 측정하였다.

4.혈청

채취한 혈액은 4℃,6000rpm으로 5분간 원심분리하여 (MICRO 22R,Hettich,

Germany)혈청을 분리하였다.

혈청의 무기성분은 칼슘 (calcium)은 ArsenasoⅢ법,마그네슘(magnesium)측정은

Xylidylblue-Ⅰ법을 사용하였다 (AsanPharm Co.,Ltd).

혈청의 유기성분의 변화는 총단백질 (totalprotein)과 글루코즈 (glucose)의 변동을

조사하였으며 각각 Biuret법,GOD/POD법을 사용하는 임상용 키트 (AsanPharm.

Co.,Ltd)를 사용하여 측정하였다.

혈청 중 효소 활성의 변화는 GOT (glutamicoxalatetransaminase),GPT (glutamic

pyruvatetransaminase)를 측정하였다.GOT와 GPT는 Reitman-Frankel법으로 측정하였다.
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5.조피볼락의 콜티졸 (Cortisol)분석

혈액을 상온에서 20분간 방치한 뒤,원심분리 (12000×g,25분)에 의해 혈장을 추

출하여 –70℃에 보관하면서 콜티졸 (cortisol)의 분석에 사용하였다.콜티졸 추출은

조피볼락 혈장 250㎕에 3ml의 핵산을 첨가하여 강하게 혼합한 후 5∼10분간 안정

시킨 뒤,-70℃의 냉동고에서 20분간 결빙시킨 뒤 에테르 층 (freesteroids)을 시험관

에 옮겨 진공원심분리기로 건조 시겼다.위의 과정을 2회 반복한 뒤 완전 건조된 스

테로이드 추출물은 0.1% gel-PBSbuffer(pH=7.5)에 다시 용해한 후 방사면역측정법

(RIA-Radioimmunoassay)으로 분석하였다.본 실험에 사용된 방사선 표지 cortisol은

[1,2,6,7-
3
H]cortisol(Amersham)이며,cortisol항체는 Sigma (Anticortisol,

antibodyproducedinrabbit)제품을 사용하였다.

6.생화학적 분석

간,신장,아가미 조직은 효소 활성 등을 측정하게 위해 먼저 washingbuffer(0.1

M KCl,pH 7.4)로 세척하였다.세척 후,각 조직은 homogenizingbuffer(0.1M

K2HPO4,0.15M KCl,1mM DTT,1mM EDTA and0.1mM PMSF)를 이용하여

teflon-glasshomogenizer(099CK4424,Glass-Col,Germany)로 균질화 하였다.이것

을 4℃에서 12,000×g로 25분간 원심분리하여 상등액을 얻은 후 실험 전까지 –7

5℃ (MDF-U53V,SANYOElecricCo.Ltd.,Japan)에 보관하였다.

6-1.GSH (Glutathionelevel)

총 글루타치온 (GSH)함량은 RichardsonandMurphy(1975)의 방법에 의하여 측

정되었다.일정 시료에 0.01M 5,5'-dithiobis,2-nitrobenzoixacid(DTNB),0.1M

PBSbuffer(pH 8.0)을 첨가하여 파장 412nm에서 측정하였다 (Zenyth200,Anthos

LabtecInstrumentsGmbh,Austria).GSH 함량 계산은 10nM reducedglutathione
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standardsolution을 사용한 검량선을 바탕으로 측정하였다.

6-2.GST (GlutathioneS-transferase)

GST효소 활성은 Habigetal.(1974)의 방법을 응용하여 측정하였다.일정량의 시

료에 0.2M potassium phosphate(pH 6.5)와 증류수를 넣어 혼합시킨 뒤 10mM

GSH와 10mM CDNB를 첨가한다.실온에서 1분 정도 반응 시킨 뒤에 분광광도계

(Zenyth200,AnthosLabtecInstrumentsGmbh,Austria)를 사용하여 파장 340nm

에서 5분동안 30초 단위로 증가하는 값을 측정하여 활성을 nmol/min/mgprotein으로

표시하였다.

6-3.GPx(Glutathioneperoxidase)

GPx효소는 Belletal.(1985)의 방법으로 수정한 것으로 H2O2를 기질로,sodium

axide를 catalase억제제로 사용하였다.시료에 1mM GSH,0.1mM NADPH,0.5U

GSH-reductase,1mM EDTA,2mM sodium azide및 50mM 인산완충용액 (pH

7.4)이 포함된 혼합용액을 가한 후 5분 동안 20℃에서 배양하였다.반응은 2.5mM

H2O2를 넣는 동시에 시작되었다.NADPH가 산화되는 비율은 340nm에서 4분 동안

20초 단위로 분광광도계 (Zenyth200,AnthosLabtecInstrumentsGmbh,Austria)로

측정하였고,단위는 nmol/min/mgprotein으로 표시하였다.

6-4.GR(Glutathionereductase)

GR 효소는 Beutler(1984)의 방법을 통하여 측정하였다.시료에 1mM EDTA가

포함된 potassium phosphate(pH 7.5),2mM oxidizedglutathione(GSSEG)및 3

nM DTNB를 첨가한다.반응은 당일 조제한 NADPH의 첨가로 시작한다.NADPH가

산화형 글루타치온 (GSSG)을 환원형 글루타치온 (GSH)으로 환원시킨 후,DTNB에
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의하여 발색된 용액을 분광 흡광도 412nm에서 30초 단위로 4분 동안 측정하였고

(Zenyth 200,AnthosLabtecInstrumentsGmbh,Austria),단위는 nmol/min/mg

protein으로 표시하였다.

6-5.SOD(Superoxidedismutase)

SOD활성은 각각의 조직시료를 0.1M PBSbuffer로 단계희석하여 시판되는 SOD

AssayKit-WST (DojindoLaboratories.Co.,Japan)로 분광흡광도 450nm에서 측정

하였다.SOD 1unit은 WST*의 붕괴율을 50% 억제하는 Cu,Zn-SOD의 양을 나타

낸다.

*WST=2-(4-lodophenyl)-3-(4nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophynyl)-2H-tetrazolium,

monosodium salt)

6-6.Protein

조직의 단백질 함량의 측정은 Bradford (1976)방법으로 측정하였다.Bovine

gammaglobulin(Sigma,USA)을 사용하여 표준 검량선을 작성하였다.

7.유의성 검정

결과의 통계처리는 SPSS통계 프로그램 (SPSSInc.)을 이용하여 ANOVA test를

실시한 후에 사후 다중비교로서 Tukey-Kramermethod를 통해 평균간의 유의성

(P<0.05)을 비교하였다.
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Ⅲ.결 과

1.혈청분석

1-1.혈액성상

구리에 노출된 조피볼락의 혈액 성상의 변화는 Table 2에 나타내었다.Ht

(Heamatocrit)은 18℃,23℃의 경우 control,100ppm,200ppm의 모든 구간에서 감소

하는 경향은 나타났으나 유의성은 관찰되지 않았고,28℃에서는 100ppm,200ppm의

농도구간에서 유의성이 나타났다.

RBC(RedBloodCells)count의 경우 18℃에서는 100ppm,200ppm 농도구간에서

유의적 감소가 나타났고,23℃에서는 200ppm 구간에서만 유의적 감소가 나타났고,

28℃에서는 Control,100ppm,200ppm 모든 구간에서 감소하는 경향은 관찰되었으나

유의성은 나타나지 않았다.

Hb(hemoglobin)의 경우,18℃에서는 전반적으로 Control,100ppm,200ppm 구간의

농도에 따라 증가하는 경향이 나타났으나 유의성은 관찰되지 않았고,23℃,28℃구간

에서도 마찬가지로 증가하였고,100ppm 구간에서 최고 값을 나타냈으나 유의성은 나

타나지 않았다.
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Table2.Hematologicaldatafrom rockfishexposed100ppm and200ppm at18℃,

23℃ and28℃ for4days

control 100ppm 200ppm

18℃ 47.33±3.17
a

36.66±5.78
a

39.00±1.0
a

Hematocrit(%) 23℃ 39.00±5.85
a

37.33±1.66
a

40.66±1.20
a

28℃ 33.00±1.73
a

26.33±3.05
ab

25.66±2.84
b

18℃ 551.66±58.11
b

463.33±31.79
ab

328.33±8.81
a

RBC(×104/mm3) 23℃ 498.33±45.12a 498.33±24.55a 618.33±13.0b

28℃ 468.33±7.63
a

388.33±82.51
a

435±52.67
a

18℃ 28.45±1.68
a

35.04±2.41
a

43.09±10.72
a

Hemoglobin(g/dL) 23℃ 31.64±3.26
a

35.58±1.96
a

34.41±0.24
a

28℃ 34.78±0.67
a

44.12±8.61
a

36.02±9.30
a

Values are means ± S.E.(n=5).Values with different superscript are

significantlydifferent(P<0.05)asdeterminedbyTukey-Kramermethod.
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2.혈청 내 성분 분석

2-1.혈액무기성분

혈청 무기성분의 변화는 Table3에 나타내었다.혈청 내 칼슘 (calcium)의 농도는

18℃,23℃에서는 100ppm,200ppm에서 모두 유의적 증가를 나타냈으며,28℃에서는

200ppm 구간에서 유의적 증가를 나타냈다.

마그네슘 (magnesium)의 경우는 18℃,23℃,28℃에서 control과 비교하였을 때,

100ppm과 200ppm 농도 구간에서 모두 유의적인 증가가 나타났으나 100ppm과

200ppm 농도 사이에서는 유의성이 나타나지 않았다.
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Table3.Changesofplasmacalcium andmagnesium in rockfishexposedto

variousconcentrationsofcopperfor4days

control 100ppm 200ppm

18℃ 8.58±0.18
a

10.47±0.25
b

11.96±0.19
c

Calcium (mg/dL) 23℃ 9.82±0.08
a

10.58±0.15
b

11.69±0.14
c

28℃ 10.2±0.92
a

10.5±3.2
a

13.1±1.65
b

18℃ 3.45±0.13
a

3.60±0.03
ab

3.84±0.67
b

Magnesium (mg/dL) 23℃ 3.41±0.1
a

3.75±0.04
b

3.76±0.08
b

28℃ 3.17±0.51a 3.62±0.14ab 3.44±0.66b

Values are means ± S.E.(n=5).Values with different superscript are

significantlydifferent(P<0.05)asdeterminedbyTukey-Kramermethod.
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2-2.혈액유기성분

혈액 유기성분의 변화는 Table4에 나타내었다.총 단백질 (totalprotein)의 경우

18℃,100ppm,200ppm 농도 구간에서 유의적 증가를 나타냈으며,23℃구간에서는

100ppm,200ppm 구간에서 모두 유의적 증가를 나타냈으나,농도간의 유의성은 관찰

되지 않았다.28℃에서는 18℃와 마찬가지로 100ppm,200ppm의 모든 구간에서 유의

적 증가가 나타났다.

글루코즈 (glucose)의 경우에는 18℃에서는 100ppm,200ppm농도 구간에서 유의적

증가가 나타났으나 농도간의 유의성은 관찰되지 않았고,23℃에서는 200ppm 농도 구

간에서만 유의적 증가가 관찰되었고,28℃에서는 Control과 비교하였을 때 100ppm,

200ppm 농도구간 모두에서 유의적 증가가 나타났다.
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Table4.Changesofplasmatotalproteinandglucoseinrockfishexposedto

variousconcentrationsofcopperfor4days

control 100ppm 200ppm

18℃ 5.42±0.99
a

6.39±0.12
b

7.27±0.15
c

totalprotein(g/dL) 23℃ 6.45±0.18
a

7.75±0.28
b

8.00±0.10
b

28℃ 7.15±0.16a 8.18±0.14b 8.95±0.28c

18℃ 37.69±0.43
a

44.08±1.41
b

47.15±1.87
b

glucose(g/dL) 23℃ 59.15±0.56
a

58.57±1.27
a

62.76±0.99
b

28℃ 55.95±1.96
a

70.97±1.77
b

88.19±1.26
c

Values are means ± S.E.(n=5).Values with different superscript are

significantlydifferent(P<0.05)asdeterminedbyTukey-Kramermethod.
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2-3.혈청효소성분

각각 다른 온도와 농도의 구리에 노출된 조피볼락의 혈청 효소 성분으로는 GOT

(Glutamicoxaloacetictransaminase),GPT (Glutamicpyruvictransaminase),LDH

(Lactatedehydrogenase)를 측정하였고,그 결과는 Table5에 나타내었다.

GOT의 경우 18℃,23,28℃의 모든 온도에서 Control과 비교하여 100ppm,200ppm

구간에서 유의적 증가가 관찰되었다.

GPT의 경우 GOT와 마찬가지로 18℃,23℃,28℃에서는 control과 비교하여

100ppm,200ppm 구간에서 모두 유의적 증가가 나타났다.

LDH의 경우 18℃,23℃,28℃에서 control과 비교하였을 때 100ppm,200ppm 모든

구간에서 유의적인 증가를 나타냈다.
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Table5.ChangesofplasmaGOT,GPT andLDH inrockfishexposedtovarious

concentrationsofcopperfor4days

control 100ppm 200ppm

18℃ 40.63±0.48
a

57.35±0.29
b

88.29±0.33
c

GOT(karmenunit) 23℃ 55.78±0.32
a

60.74±0.19
b

67.72±0.66
c

28℃ 42.77±0.36
a

47.76±0.22
b

53.66±0.75
c

18℃ 30.96±0.06
a

36.44±0.26
b

42.65±0.25
c

GTP(karmenunit) 23℃ 31.16±0.25
a

38.77±0.29
b

44.21±0.42
c

28℃ 34.82±0.12
a

39.89±0.36
b

42.52±0.27
c

18℃ 55.70±0.18
a

64.79±0.24
b

77.50±0.18
c

LDH(IU/L) 23℃ 57.67±0.22
a

68.47±0.22
b

80.61±0.12
c

28℃ 56.78±0.19
a

63.68±0.10
b

76.91±0.22
c

Values are means ± S.E.(n=5).Values with different superscript are

significantlydifferent(P<0.05)asdeterminedbyTukey-Kramermethod.
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3.조피볼락의 콜티졸 (cortisol)농도 변화

구리에 노출된 조피볼락의 콜티졸 농도 변화는 Fig.1에 나타내었다.18℃에서는

control과 비교하여 100ppm,200ppm 구간에서 모두 유의적인 증가가 나타났다.23℃

에서는 control과 비교하였을 때 100ppm,200ppm의 모든 농도 구간에서 유의성이 관

찰되지 않았다.마지막으로 28℃구간에서는 100ppm,200ppm 농도구간에서 모두 증가

하는 경향이 나타났으며 100ppm농도 구간에서 가장 높은 값을 나타내었다.



- 22 -

18℃ 23℃ 28℃

C
o
rt

is
o

l(
p

g
/m

L
)

0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

control
100

200

a
a

b b

b
b

ab

c

c

Figure1.Cortisollevelintheplasmaofrockfish,Sebastesschlegeliexposedto

thedifferentconcentrationsofcopperat18℃,23℃,28℃ inseawater.Verticalbar

denotes a standard error.Values with differentsuperscriptare significantly

different(P<0.05)asdeterminedbyTukey-Kramermethod.
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4.생화학적 분석

4-1.총 글루타치온 (GSH)함량

구리에 노출된 조피볼락의 GSH의 함량은 Fig.2∼4에 나타내었고,control에 비하

여 증가한 것으로 나타났다.

먼저 간에서의 GSH의 함량은 18℃,23℃,28℃의 모든 구간에서 control에 비해서

100ppm,200ppm 모든 농도에서 유의적인 증가가 나타났고,100ppm농도 구간에서 최

고 값을 나타내었다.

아기미의 경우 18℃에서는 100ppm,200ppm의 농도구간에서 모두 증가하였고,유의

성을 나타냈다.23℃에서도 100ppm,200ppm의 모든 구간에서 유의적 증가 관찰되었

으며,100ppm 농도구간에서 최고 값을 나타내었다.28℃에서는 100ppm,200ppm 모

든 구간에서 유의적 증가가 관찰되었다.

마지막으로 신장의 경우 18℃에서는 control과 비교하였을 때 100ppm,200ppm 모

든 구간에서 유의적 증가가 나타났고,23℃에서는 Control과 비교하였을 때 100ppm,

200ppm모든 구간에서 유의적 증가가 나타났으나 농도간의 유의성은 관찰되지 않았

다,28℃에서는 control과 비교하였을 때 100ppm,200ppm 모두 유의적 증가가 관찰

되었다.
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Figure 2.Glutathione reductase activity in the liverofrock fish,Sebastes

schlegeliexposedtothedifferentconcentrationsofcopperat18℃,23℃,28℃ in

seawater.Verticalbardenotesastandarderror.Valueswithdifferentsuperscript

aresignificantlydifferent(P<0.05)asdeterminedbyTukey-Kramermethod.
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Figure3.Glutathionereductaseactivityinthegillofrockfish,Sebastesschlegeli

exposedtothedifferentconcentrationsofcopperat18℃,23℃,28℃ inseawater.

Verticalbardenotes a standard error.Values with differentsuperscriptare

significantlydifferent(P<0.05)asdeterminedbyTukey-Kramermethod.
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Figure 4.Glutathionereductaseactivity in thekidney ofrockfish,Sebastes

schlegeliexposedtothedifferentconcentrationsofcopperat18℃,23℃,28℃ in

seawater.Verticalbardenotesastandarderror.Valueswithdifferentsuperscript

aresignificantlydifferent(P<0.05)asdeterminedbyTukey-Kramermethod.
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4-2.GlutathioneS-transferase(GST)

구리에 노출된 조피볼락의 간에 나타난 GST 효소의 활성은 Fig.5에 나타내었고,

아가미에서의 활성은 Fig.6에,신장에서의 활성은 Fig.7에 나타내었다.

GST의 경우 간,아가미,신장의 모든 조직의 18℃,23℃,28℃ 100ppm,200ppm의

모든 농도 구간에서 Control과 비교 하였을 때 모두 유의적으로 증가하는 경향이 관

찰되었다.
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Figure5.GlutathioneS-Transferaseactivityintheliverofrockfish,Sebastes

schlegeliexposedtothedifferentconcentrationsofcopperat18℃,23℃,

28℃ inseawater.Verticalbardonotesastandarderror.Valueswithdifferent

superscriptaresignificantlydifferent(P＜0.05)asdeterminedbyTukey-Kramer

method.
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Figure6.GlutathioneS-Transferaseactivityinthegillofrockfish,Sebastes

schlegeliexposedtothedifferentconcentrationsofcopperat18℃,23℃,

28℃ inseawater.Verticalbardonotesastandarderror.Valueswithdifferent

superscriptaresignificantlydifferent(P＜0.05)asdeterminedbyTukey-Kramer

method.
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Figure 7.Glutathione S-Transferase activity in the kidney of rock fish,

Sebastesschlegeliexposedtothedifferentconcentrationsofcopperat1

8℃,23℃,28℃ inseawater.Verticalbardonotesastandarderror.Valueswith

differentsuperscriptare significantly different(P ＜0.05) as determined by

Tukey-Kramermethod.
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4-3.Glutathioneperoxidase(GPx)

GPx효소의 활성은 간에서 18℃,23℃,28℃의 100ppm,200ppm 모든 구간에서 유

의적 감소가 관찰되었다.

아가미의 활성은 간과 마찬가지로 18℃,23℃,28℃에서는 control과 비교하였을 때

100ppm,200ppm 모든 구간에서 유의적 감소가 나타났으며,28℃에서는 Control과 비

교하였을 때 모든 구간에서 유의적 감소가 나타났으나,100ppm구간에서 감소했다가

200ppm구간에서 증가하는 경향이 관찰되었다.

마지막으로 신장에서는 18℃에서는 200ppm 구간에서만 유의적 감소가 나타났으며,

control과 100ppm의 농도 구간에서는 변화가 관찰되지 않았다.23℃에서는 control과

비교하였을 때 100ppm,200ppm 농도구간에서 모두 유의적 감소가 나타났다.28℃에

서는 Control과 비교하였을 때 100ppm,200ppm 모든 농도 구간에서 유의적 감소가

나타났으나,100ppm,200ppm농도 사이에서는 유의성이 관찰되지 않았다.

위의 모든 결과는 Fig.8∼10에 나타내었다.
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Figure 8.Glutathioneperoxidaseactivity in theliverofrock fish,Sebastes

schlegeliexposedtothedifferentconcentrationsofcopperat18℃,23℃,28℃ in

seawater.Verticalbardenotesastandarderror.Valueswithdifferentsuperscript

aresignificantlydifferent(P<0.05)asdeterminedbyTukey-Kramermethod.
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Figure 9.Glutathione peroxidase activity in the gillofrock fish,Sebastes

schlegeliexposedtothedifferentconcentrationsofcopperat18℃,23℃,28℃ in

seawater.Verticalbardenotesastandarderror.Valueswithdifferentsuperscript

aresignificantlydifferent(P<0.05)asdeterminedbyTukey-Kramermethod.
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Figure10.Glutathioneperoxidaseactivityinthekidneyofrockfish,Sebastes

schlegeliexposedtothedifferentconcentrationsofcopperat18℃,23℃,28℃ in

seawater.Verticalbardenotesastandarderror.Valueswithdifferentsuperscript

aresignificantlydifferent(P<0.05)asdeterminedbyTukey-Kramermethod.
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4-4.Glutathionereductase(GR)

구리에 노출된 조피볼락의 GR 효소의 활성을 관찰하였고,그 결과는 Fig.11∼13

에 나타내었다.

간에서의 활성은 18℃에서는 100ppm,200ppm 모든 농도구간에서 유의적 증가가

관찰되었다.23℃에서도 Control과 비교하였을 때 100ppm,200ppm 모든 농도구간에

서 유의적 증가는 나타났으나 Control과 100ppm 농도 사이에서 유의성은 관찰되지

않았다.28℃에서는 control과 비교하여 100ppm 농도구간에서는 유의적 감소가 관찰

되었고,200ppm농도 구간과의 비교에서는 유의적 변화가 관찰되지 않았다.

아가미의 경우 18℃ 100ppm,200ppm농도 구간에서 모두 유의적 증가가 나타났으

며,23℃의 경우 100ppm,200ppm모든 구간에서 증가하는 경향은 나타났으나 유의성

은 관찰되지 않았다.28℃에서는 control과 비교하였을 때 100ppm,200ppm 모든 구

간에서 유의적 증가가 관찰되었다.

그러나 위의 결과와는 달리 신장에서는 18℃,23℃,28℃에서 control과 비교하였을

때 100ppm,200ppm 모든 농도구간에서 유의적 증가를 나타내었다.
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Figure 11.Glutathionereductaseactivity in theliverofrockfish,Sebastes

schlegeliexposedtothedifferentconcentrationsofcopperat18℃,23℃,

28℃ inseawater.Verticalbardenotesastandarderror.Valueswithdifferent

superscriptaresignificantlydifferent(P＜0.05)asdeterminedbyTukey-Kramer

method.
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Figure 12.Glutathionereductase activity in the gillofrock fish,Sebastes

schlegeliexposedtothe differentconcentrationsofcopperat18℃,23℃,

28℃ inseawater.Verticalbardenotesastandarderror.Valueswithdifferent

superscriptaresignificantlydifferent(P＜0.05)asdeterminedbyTukey-Kramer

method.
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Figure13.Glutathionereductaseactivityinthekidneyofrockfish,Sebastes

schlegeliexposedtothedifferentconcentrationsofcopperat18℃,23℃,

28℃ inseawater.Verticalbardenotesastandarderror.Valueswithdifferent

superscriptaresignificantlydifferent(P＜0.05)asdeterminedbyTukey-Kramer

method.
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4-5.Superoxidedismutase(SOD)

이물질 해독에서 활성산소를 제거하는데 주요한 효소인 SOD의 활성은 Fig.14∼

16에 나타내었다.

간에서의 SOD의 활성은 18℃,23℃에서는 Control과 비교하였을 때 100ppm,

200ppm의 모든 농도 구간에서 유의적 감소가 나타났다.28℃에서는 Control과 비교

하였을 때 100ppm구간에서는 유의적인 증가가,200ppm 구간에서는 유의적인 감소가

관찰되었다.

아가미의 활성은 18℃,23℃에서 Control과 비교하였을 때 100ppm 농도 구간에서

는 유의적인 증가가 관찰되었고,200ppm 농도 구간에서는 Control과 비교하였을 때

유의적인 감소가 나타났다.28℃에서는 control과 비교하여 100ppm,200ppm 모든 구

간에서 유의적 감소가 나타났다.

신장에서의 활성은 18℃의 100ppm,200ppm 농도에서 Control과 비교하였을 때 유

의적 증가가 관찰되었으며,100ppm 농도구간에서 최고 값을 나타내었다.23℃,28℃

의 경우 Control과 100ppm 농도 구간을 비교하였을 때 유의적 증가가 관찰되었으며,

200ppm 농도구간에서는 유의적 감소가 나타났다.
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Figure 14.ChangeofSOD in liverrock fish,Sebastesschlegeliexposed to the

differentconcentrationsofcopperat18℃,23℃,28℃ inseawater.Verticalbar

denotes a standard error.Values with differentsuperscriptare significantly

different(P<0.05)asdeterminedbyTukey-Kramermethod.
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Figure 15.ChangeofSOD in gillrock fish,Sebastesschlegeliexposed to the

differentconcentrationsofcopperat18℃,23℃,28℃ inseawater.Verticalbar

denotes a standard error.Values with differentsuperscriptare significantly

different(P<0.05)asdeterminedbyTukey-Kramermethod.
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Figure16.ChangeofSOD inkidneyrockfish,Sebastesschlegeliexposedtothe

differentconcentrationsofcopperat18℃,23℃,28℃ inseawater.Verticalbar

denotes a standard error.Values with differentsuperscriptare significantly

different(P<0.05)asdeterminedbyTukey-Kramermethod.
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Ⅳ.고 찰

생태학적 위해성은 특정한 화학물질과 혼합된 화학물질의 노출 (exposure)과 유해

성 (hazard)에 있어서 동등하게 적용될 때 나타난다 (LandisandYu,1999).생태계

는 보통의 경우에 각종 금속 및 오염물질에 노출되어있다.미량의 금속이 생태계에

배출되면 이는 먹이사슬을 경유해서 결국 최종소비자인 인간에게 영향을 미치게 된

다.

금속은 생체 내에서 분해되지 않기 때문에 독성이 쉽게 발현하므로 비중이 큰 중

금속일수록 독성이 강하다.일반적으로 중금속의 산화물은 수용성이 낮아 독성발현은

침입한 부위에서 강하게 나타난다.따라서 어류의 경우 일부분은 피부로 침입하고 대

부분은 아가미를 경유하므로 호흡 기관에 타격을 받게 되는 것이다.그리고 미량의

중금속에 장기간 노출 될 경우 중금속과 핵산의 염기,인산 등과 결합하여 핵산의 수

복효소의 기능을 저하시켜 어류의 항상성을 무너뜨리고 기형 또는 암 발생의 원인이

되기도 한다 (Kiane,1993,Yamashitaetal.,1990,BlackandBauman,1991).

구리는 척추동물 내 많은 수의 생물학적 반응을 수반하는 필수원소이며,또한 이온

수송과 산화효소반응 그리고 헤모글로빈 합성을 포함한다.구리는 수중 내 산소의 환

원을 촉매하는 cytochromecoxidase의 구성 물질이며,이것은 세포호흡에 있어서 중

요한 단계로 작용한다.그러나 필요이상의 농도에 노출되면 세포 내부의 구조적 이상

또는 생체 기능의 장애를 일으킬 수 있다.사람의 경우 구리 결합단백질은 신경적 증

상 (멘케스병,윌슨병)과 같은 결핍이상 그리고 신경퇴행성 질환 (알츠하이머병)에서

의 금속이온 항상성의 지속과 유지에 있어서 중요한 역할을 수행하는 것으로 알려져

있다.

구리의 수서생물에서의 작용 메카니즘에 관한 연구는 경골어류에 의하여 많이 알
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려져 있으며 (Tayloretal.,1996;Clearwateretal.,2002),어류 내 연속적인 세포학

적 그리고 생리학적 변화에서 급성 독성 노출에 관한 연구들이 주로 수행되고 있다

(Handy,2003).또한 전 세계적으로 수서동물에 대한 구리의 독성 연구를 살펴보면

Zyadah와 Abdel-Baky(2000)는 일부 수서생물에서 구리 노출 시간이 길고 농도가

높을수록 사망률이 높아진다는 것을 연구하였으며, 또한 가재류 (Combarus

bartonii),틸라피아 (Oreochromismossambicus),돔류 (Sparussarba),무지개송어

(Oncorhynchusmykiss)그리고 잉어 (Cyprinuscarpio)에 대한 구리 노출에 따른 사

망률,성장 그리고 생리학적 변화에 대하여 연구되어졌다 (Nusseyetal.1995;Marr

etal.1996;Wongetal.1999;McGeeretal.2000;Sherbaetal.2000;Fliketal

2002).

구리에 노출된 실험어의 혈액성상을 보면 Ht는 18℃,23℃의 모든 구간에서는 유의

적 변화는 나타나지 않았고,28℃에서는 100ppm,200ppm 농도 구간에서는 유의적인

감소가 관찰되었다.

RBC는 18℃,23℃에서는 유의적 감소와 증가가 관찰되었으나 28℃의 100ppm,

200ppm의 농도에서는 유의적인 변화가 나타나지 않았다.헤모글로빈의 경우는 18℃,

23℃,28℃의 100ppm,200ppm 모든 농도 구간에서 유의적인 변화는 관찰되지 않았

다.

RBC는 영양소,산소,노폐물 등을 배출하는 기능을 하는데 본 연구의 결과로 보아

이는 구리에 의해 아기미가 손상되어 기능이 저하된 것으로 판단되며 이로 인해 산

소결핍이 유도되거나 비정상적혈구의 생성 또는 RBC가 용해되어 빈혈이 일어난 것

으로 판단된다 (NemcsókandBorss.,1982).또한 적혈구가 조혈기관으로부터 나오게

되는데 체내에서 용혈이 나타남으로 미성숙된 적혈구가 조혈기관으로부터 나오면서

Ht이 감소하는 경향이 나타나게 된다 (BhagwantandBhikajee,2000).이 상태에서

정상적인 적혈구가 증가하면 헤모글로빈의 양이 증가하게 되는데 이것은 산소가 결
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핍되면서 조직에 산소를 공급하기 위한 것으로 생각된다.

혈액은 스트레스를 유발하는 오염물질들에 의하여 그 구성이 변동되므로 어류의

혈액학적 변수 (hemtologicalparameters)에 대한 연구는 환경의 오염 수준을 감시하

시 유용한 수단으로서 연구되고 있다 (ChandrasekarandJayabalan,1993).

혈장의 무기성분으로는 칼슘과 마그네슘이 있는데 혈청 내 칼슘 (calcium)의 농도

는 18℃,23℃에서는 100ppm,200ppm에서 모두 유의적 증가를 나타냈으며,28℃에서

는 200ppm 구간에서 유의적 증가를 나타냈다.마그네슘 (magnesium)의 경우는 18℃,

23℃,28℃에서 control과 비교하였을 때,100ppm과 200ppm 농도 구간에서 모두 유

의적인 증가가 나타났으나 100ppm과 200ppm 농도 사이에서는 유의성이 나타나지 않

았다.칼슘과 마그네슘은 혈장 내에서 삼투압을 일정하게 유지시켜 주는 역할을 하는

데,칼슘과 마그네슘의 농도변화는 혈액 삼투압 조절능력이 영향을 받았다는 것을 추

측할 수 있다 (Waringetal.,1992;허 등,2001).

또한 본 연구에서는 혈청의 유기성분으로는 총단백질,글루코즈를 조사하였다.혈

청의 총 단백질은 전반적인 건강상태의 지표이다.혈청내의 수분 변동과 단백질 분해

효소의 활성증가에 의해 단백질이 양이 증가하거나 감소하는 경우에는 단백의 합성,

분해,흡수에 이상이 올 수 있다.총 단백질 (totalprotein)의 경우 18℃,100ppm,

200ppm 농도 구간에서 유의적 증가를 나타냈으며,23℃구간에서는 100ppm,200ppm

구간에서 모두 유의적 증가를 나타냈으나,농도간의 유효성은 관찰되지 않았다.28℃

에서는 18℃와 마찬가지로 100ppm,200ppm의 모든 구간에서 유의적 증가가 나타났

다.

글루코즈 (glucose)의 경우에는 18℃에서는 100ppm,200ppm농도 구간에서 유의적

증가가 나타났으나 농도간의 유의성은 관찰되지 않았고,23℃에서는 200ppm 농도 구

간에서만 유의적 증가가 관찰되었고,28℃에서는 Control과 비교하였을 때 100ppm,

200ppm 농도구간 모두에서 유의적 증가가 나타났다.
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혈청 중의 효소 성분으로는 GOT,GPT는 간 세포의 변성이나 괴사를 반영하는 효

소로서 간 장애의 조기진단에 불가결한 요소로 간 조직 손상 시 다량 혈중으로 유출

되기 때문에 간 손상정도를 나타내는 지표로 널리 사용되고 있다 (Takedaetal.,

1964).LDH는 젖산을 분해하고,재합성하는 효소이며,일반적으로 어체가 스트레스를

받으면 젖산이 생성되어 혈액이 산성화 될 수 있고,이렇게 되면 산소급수에 문제가

발생 할 수 있다.이번 실험에서는 GOT,GPT,LDH 모두 18℃,23℃,28℃에서

Control과 비교하여 100ppm,200ppm 구간에서 모두 유의적 증가가 관찰되었다.이러

한 결과를 조합해 보면 어류가 온도와 구리에 의해 스트레스를 받은 것으로 판단된

다.

스트레스 반응은 기본적으로 생존을 위한 적응이지만,지나치게 활성화 되거나 만

성적으로 오랜기간 지속되면 신체적인 손상이 올 수 있다 (유와 우,2001).

콜티졸은 스트레스에 대한 정도를 평가하기 위해 가장 널리 사용되고 있는 지표이

다 (Gamperletal.,1994).콜티졸은 seawaterhormone이라고 불리기도 하며 이온

과 삼투 조절에 중요한 역할을 한다 (ChesterJones,1980;PerryandLaurent,1989).

이번 연구에서는 18℃에서 control과 비교하여 100ppm,200ppm 구간에서 모두 유

의적인 증가가 나타났다.23℃에서는 control과 비교하였을 때 100ppm,200ppm의 모

든 농도 구간에서 유의성이 관찰되지 않았다.마지막으로 28℃구간에서는 100ppm,

200ppm 농도구간에서 모두 증가하는 경향이 나타났으나 100ppm농도 구간에서 가장

높은 값을 나타내었다.

콜티졸의 농도가 스트레스 상황에서 항상 증가하는 것은 아닌데 면역 기능의 감소

와 질병에 대한 저항력이 감소되었을 때,오염물질이 콜티졸의 반응을 둔감시킬 때

나타난다 (Mauleetal.,1993;Pickeringetal.,1982).

스트레스를 받은 어류에서는 콜티졸 이외에 높은 젖산과,글루코즈의 변화량이 조

사 된다 (VanRaaijetal.,1996).혈중에서 증가된 젖산은 gluconeogenisis로 글루코
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즈의 생산과 간의 LDH 활성의 부수적인 증가는 젖산을 이용한 간의 능력이 스트레

스를 받은 어류에서 증가했다는 것을 제시하는데 (Soldatov,1996),반드시 젖산 농도

와 콜티졸,카테콜라민의 농도가 반드시 정비례하는 것은 아니다.

GSH는 유황을 가지는 비단백질성 항산화물질로 외인성 물질의 해독과 배설 등의

중요한 기능을 수행하고,이런 물질로 인해 유발되는 산화스트레스반응에 대하여 세

포를 보호하는 방어기작에서 가장 먼저 관여하는 것으로 알려져 있다 (Hasspielaret

al.,1994;OttoandMoon,1995).일반적으로 오염원에 노출 되었을 때 GSH가 증가

하는 것으로 알려져 있지만 심한 산화스트레스 반응으로 어체의 viability에 장애가

생기면 GSH의 함량이 감소 될 수 있다 (장 등,2001).이번 실험에서 GSH 함량을

분석한 결과 간에서의 GSH의 함량은 18℃,23℃,28℃의 모든 구간에서 control에 비

해서 100ppm,200ppm 모든 농도에서 유의적인 증가가 나타났고,100ppm농도 구간에

서 최고 값을 나타내었다.아가미의 경우 18℃에서는 100ppm,200ppm의 농도구간에

서 모두 증가하였고,유의성을 나타냈다.23℃에서도 100ppm,200ppm의 모든 구간에

서 유의적 증가 관찰되었으며,100ppm 농도구간에서 최고 값을 나타내었다.28℃에

서는 100ppm,200ppm 모든 구간에서 유의적 증가가 관찰되었다.신장의 경우 18℃에

서는 control과 비교하였을 때 100ppm,200ppm 모든 구간에서 유의적 증가가 나타났

고,23℃에서는 Control과 비교하였을 때 100ppm,200ppm모든 구간에서 유의적 증가

가 나타났으나 농도간의 유의성은 관찰되지 않았다.28℃에서는 control과 비교하였을

때 100ppm,200ppm 모두 유의적 증가가 관찰되었다.이러한 결과는 생체내로 들어온

구리가 독성물질로 인지되어 구리를 배설하기 위한 방어기작으로 생각되어진다.

글루타치온과 관련된 효소로는 GST,GR,GPx가 있으며 산화 스트레스와 관련하

여 외인성 물질을 해독하는 효소로 환경적 영향을 나타낸다고 알려져 있다

(Rodriguezetal.,1993;Livingstone,1998).GST는 산화적 손상으로부터 개체를 보

호하는 역할을 하며,세포수송과 해독화 작용에 있어서 매우 중요한 기능을 수행하
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고,방어 작용을 담당하는 것으로 알려져 있다 (Fournieretal.,1992).본 실험에서는

GST의 경우 간,아가미,신장의 모든 조직의 18℃,23℃,28℃ 100ppm,200ppm의 모

든 농도 구간에서 Control과 비교 하였을 때 모두 유의적으로 증가하는 경향이 관찰

되었다.상대적으로 수온이 증가하면 호흡 빈도가 증가 하게 되고,이로 인해 구리의

흡수를 가속화시킬 수 있다.

구리의 경우 저온보다 고온에서 증가된 산소소비로 인하여 독성이 증가하였다는

연구가 보고된 바 있으며 (CarvalhoandFernades,2005),온도와 구리의 농도가 증

가할수록 독성이 증가한다는 연구도 보고되고 있다.

GPx효소의 활성은 간에서 18℃,23℃,28℃의 100ppm,200ppm 모든 구간에서 유

의적 감소가 관찰되었다.아가미의 활성은 간과 마찬가지로 18℃,23℃,28℃에서는

control과 비교하였을 때 100ppm,200ppm 모든 구간에서 유의적 감소가 나타났으며,

28℃에서는 Control과 비교하였을 때 모든 구간에서 유의적 감소가 나타났으나,

100ppm구간에서 감소했다가 200ppm구간에서 증가하는 경향이 관찰되었다.신장에서

는 18℃에서는 200ppm 구간에서만 유의적 감소가 나타났으며,control과 100ppm의

농도 구간에서는 변화가 관찰되지 않았다.23℃에서는 control과 비교하였을 때

100ppm,200ppm 농도구간에서 모두 유의적 감소가 나타났다.28℃에서는 Control과

비교하였을 때 100ppm,200ppm 모든 농도 구간에서 유의적 감소가 나타났으나,

100ppm,200ppm농도 사이에서는 유의성이 관찰되지 않았다.

GR의 경우 간에서의 활성은 18℃에서는 100ppm,200ppm 모든 농도구간에서 유의

적 증가가 관찰되었다.23℃에서도 Control과 비교하였을 때 100ppm,200ppm 모든

농도구간에서 유의적 증가는 나타났으나 Control과 100ppm 농도 사이에서는 유의성

이 관찰되지 않았다.28℃에서는 control과 비교하여 100ppm 농도구간에서는 유의적

감소가 관찰되었고,200ppm농도 구간과의 비교에서는 유의적 변화가 관찰되지 않았

다.아가미의 경우 18℃ 100ppm,200ppm농도 구간에서 모두 유의적 증가가 나타났으
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며,23℃의 경우 100ppm,200ppm모든 구간에서 증가하는 경향은 나타났으나 유의성

은 관찰되지 않았다.28℃에서는 control과 비교하였을 때 100ppm,200ppm 모든 구

간에서 유의적 증가가 관찰되었다.신장의 경우 위의 결과와는 달리 18℃,23℃,28℃

에서 control과 비교하였을 때 100ppm,200ppm 모든 농도구간에서 유의적 증가를 나

타내었다.

GPx는 어체의 산화스트레스로 인한 방어기작으로 생성된 과산화수소의 환원을 촉

매하고 환원제로 사용하여 과산화수소를 알콜로 환원시키므로 활성산소의 생성을 막

는다.

GR은 NADPH를 NADP
+
로 산화시킴으로써,산화형 글루타치온 (GSSG)을 환원형

글루타치온 (GSH)을 환원시키는 역할을 한다 (WorthingtonandRosemeyer,1974).

따라서 GR은 GSH와 GSSG의 균형을 유지하는데 중요한 역할을 하게 된다

(WinstonandDiGiulio,1991).

구리 스트레스로 인해 발생된 활성산소는 SOD에 의해 과산화수소로 변환되어 해

독화가 진행되는데 (Nebotetal.,1993),간과 아가미에서의 SOD는 간의 경우 18℃,

23℃에서는 Control과 비교하였을 때 100ppm,200ppm의 모든 농도 구간에서 유의적

감소가 나타났다.28℃에서는 Control과 비교하였을 때 100ppm구간에서는 유의적인

증가가,200ppm 구간에서는 유의적인 감소가 관찰되었다.아가미의 활성은 18℃,2

3℃에서 Control과 비교하였을 때 100ppm 농도 구간에서는 유의적인 증가가 관찰되

었고,200ppm 농도 구간에서는 Control과 비교하였을 때 유의적인 감소가 나타났다.

28℃에서는 control과 비교하여 100ppm,200ppm 모든 구간에서 유의적 감소가 나타

났다.신장에서의 활성은 18℃의 100ppm,200ppm 농도에서 Control과 비교하였을 때

유의적 증가가 관찰되었으며,100ppm 농도구간에서 최고 값을 나타내었다.23℃,2

8℃의 경우 Control과 100ppm 농도 구간을 비교하였을 때 유의적 증가가 관찰되었으

며,200ppm 농도구간에서는 유의적 감소가 나타났다.
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이는 구리노출에 의한 손상을 최소화 시키려는 방어기작에 따른 생리작용으로 추

정된다.대부분의 연구에서 SOD는 중금속이나 독성물질에 노출되면 활성이 증가한다

고 하나,구리와 아연에 노출 되었을 때 SOD활성이 감소되었다는 연구가 보고된 바

있다 (Krolletal.1995,Shaheenetal.,1995).높은 농도 구간에서 SOD 활성이 감

소한 것은 노출 (exposure)과 유해성 (hazard)의 균형이 무너져 조피볼락의 어체가

스트레스로 인한 방어기작의 한계를 넘어서 손상 단계로 넘어간 것이라 생각된다.

최근 일본 원자력 연구소의 방사능사고와 그로 인한 방사성 물질로 인해 연안의

해수가 오염되면서 인류의 보건과 건강에 대한 직접적인 영향이 나타나면서 건강과

수산물에 대한 관심이 높아지고 있다.조피볼락은 넙치와 더불어 우리나라에서 가장

많이 양식하고 소비하는 수산물이며,우리나라는 일본과 더불어 세계적으로 1인당 수

산물 소비량이 많은 국가이며,최근 국민소득수준의 향상에 따라 건장증진에 대한 국

민의 관심이 급속도로 높아지고 있어 육류보다 수산물을 통한 단백질 섭취가 늘어나

고 있는 추세이다.

어류가 자연 생태계에서 주 먹이로 이용하는 다모류,이매패류,복족류,게류 그리

고 조류에서 높은 농도의 구리 축적이 보고되기도 하였는데 (Bryan,1976),이는 먹

이연쇄를 통해 인류의 건강에 해를 끼칠 수 있다.

조피볼락은 구리에 대한 내성이 낮기 때문에 광산 폐수나 선박 도료,공장폐수의

유입으로 인한 구리의 오염은 주의할 필요가 있으며 (최와 키나에,1994),온도와 축

적에 관한 연구,혹은 각 환경에서 나타날 수 있는 독성에 관한 전반적인 평가,양식

과정에서 발생할 수 있는 여러 스트레스 환경 등에 관한 더 많은 연구가 필요할 것

으로 생각된다.
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Ⅴ.요 약

구리(Cu)는 모든 생물에게 필요한 미량원소이지만,중금속에 속하기 때문에 비록 미

량일지라도 수중생물에 농축,축적이 가능하며,특히 어류에 급ㆍ만성 독성을 일으키고

장ㆍ단기적으로 해양생태계에 여러 가지 영향을 미칠 수 있고,어체의 혈액성상,성장,

행동,효소활동,축적 등을 일으킬 수 있고 먹이연쇄를 통해 인체에까지 영향을 미치므

로 수생물의 오염은 인류의 공중보건에도 직결되는 심각한 문제가 될 수도 있다.

혈액성상의 변화는 Ht (Heamatocrit),RBC (Red Blood Cells) count,Hb

(hemoglobin)을 조사하였다.Ht,RBCcount의 경우 18℃,23℃,28℃의 경우 control,

100ppm,200ppm의 모든 구간에서 대체적으로 감소하는 경향이 나타났으며,Hb의 경

우,18℃,23℃,28℃에서 control,100ppm,200ppm의 모든 구간에서 대체적으로 증가

하는 경향이 관찰되었다.

혈액 무기성분 중 혈청 내 칼슘 (calcium),마그네슘 (magnesium)의 농도는 18℃,

23℃,28℃의 100ppm,200ppm에서 모두 유의적 증가를 나타냈다.

총 단백질 (totalprotein)의 경우 18℃,23℃,28℃에서 Control과 비교했을 때

100ppm,200ppm 모든 농도 구간에서 유의적 증가를 나타냈고,글루코즈(glucose)도

총 단백질과 마찬가지로 18℃,23℃,28℃ 100ppm,200ppm 모든 농도 구간에서 유의

적 증가를 나타냈다.

혈청효소성분인 GOT,GPT,LDH는 모든 구간에서 모두 유의적인 증가가 나타났

다.혈장 콜티졸과 항산화 작용을 하는 GSH,GST는 간,아가미,신장에서 모두 증가

하였고,GPx의 활성은 간,아가미,신장에서 모두 감소하였다.GR은 간과 신장에서는

모든 구간에서 유의적 증가를 나타냈으나 신장의 23℃ 100ppm,200ppm 농도 구간에

서는 유의성이 관찰되지 않았다.
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도움 주신 엄용환 선배와 보성이에게도 감사드립니다.

그리고 함께 학교 생활했던 06학번 동기들과 함께 졸업했으면 더 좋았을 민경이와

투정도 받아주고 얘기도 잘 들어주는 유미와 세희에게도 고마움을 전하고 싶습니다.

늘 곁에서 힘이 되어주는 많은 친구들에게도 고맙다는 말을 하고 싶습니다.또한 한

국에서 학교생활 할 때에도 일본이라는 낯선 나라에 가있을 때에도 늘 잊지 않고 챙

겨주던 두미,고은,지영,슬기,숙영이에게도 고맙다는 말을 하고 싶습니다.

논문이 나오기까지 많은 배려를 해주신 협성 검정의 자상한 송근배 상무님,카리스

마 이안열 부장님과 최성권 부장님,컴퓨터 능력자 김정윤 차장님,시크 박경찬 과장

님,적응 잘하고 생활 할 수 있도록 친언니 오빠처럼 챙겨주신 임도영 대리님,동근

오빠,승민오빠,유진언니,경미언니와 두 귀염둥이 미선이,명아,엄마 같은 룸메이트

소현이에게도 감사의 말을 전하고 싶습니다.

마지막으로 세상에서 가장 사랑하는 가족들에게 고마움을 전하고 싶습니다.새벽마

다 저를 위해서 기도해 주시는 할머니,항상 사랑으로 보살펴 주시고 지켜봐 주시고

운전 기사노릇까지 열심히 해주신 부모님,늦은 밤에도 심부름 해주던 듬직한 동생

승훈이에게도 감사드립니다.

제가할 수 있는 것은 최선을 다하게 해주시고,제가 할 수 없는 것은 체념 할 줄

아는 용기를 주시며,이 둘을 구분할 수 있는 지혜를 주소서.감사합니다.
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