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일산화질소 (nitric oxide) 정량을 통한 바지락 

(Ruditapes philippinarum) 의 흔들림 스트레스 측정
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ABSTRACT 

This study aimed to evaluate the effects of shaking stress in the hemolymph of the Manila clam Ruditapes 
philippinarum by quantification of nitric oxide (NO) levels. The clams were divided into 3 groups as follows: clams 
placed in a plain container (control), clams injected with nitro-L-arginine methyl ester (NAME, an NO inhibitor), and 
clams in a container filled with nylon fiber at a density of 1 kg/m3. Subsequently, each group was placed in sea 
water and shaken at 100 rpm for 6 h. The concentration of NO was quantified by using DAF assay and Griess 
assay. Both the assays showed that while shaking significantly increased the NO concentration, the NO inhibitor 
reduced the NO concentration in the hemolymph of the clams tested. In addition, the nylon fiber, which was used 
as a filler, effectively prevented the increase in NO concentration. This result suggests that measurement of NO 
concentration is a useful tool for evaluation of physiological stress in marine bivalves. In addition, it should be 
considered that a filler is necessary when dredge fishing or the suspended clam culture method is developed.
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서  론

바지락 (Ruditapes philippinarum) 은 수산업적으로 중

요한 위치를 차지하는 해산 이매패로서 우리나라 서·남해안에 

널리 분포하는 종이다. 바지락 생산은 조간대의 갯벌에 종패를 

살포한 후 수확하는 천해양식과 조하대의 바지락을 기구를 이

용하여 채취하는 일반해면어업으로 나뉜다. 바지락 천해양식

의 경우 2011년 현재 약 2만6천여 톤을 생산하고 있으나 이

는 1990년대 초반 약 5만여 톤의 생산량에 비해 1/2수준으로 

매년 그 생산량의 변화가 크며 (KOISIS, 2013), 이러한 생산

량의 변화는 봄철과 가을철 대량 폐사와 서식지 환경악화 및 

조간대 매립으로 인한 서식지 면적의 감소에 기인한 것으로 추

정된다 (NFRDI, 2011). 한편 조하대의 바지락을 채취하는 

일반 해면어업의 생산성은 2008년 이후 매년 약 1-2만 톤의 

생산량을 유지하고 있어 경제적으로 천해양식에 버금가는 중

요성을 갖고 있다(KOISIS, 2013). 따라서 바지락 생산 방식

이 조간대 천해양식으로 집중되어 있는 현재 상황을 타개하고 

안정적인 바지락 생산을 위해서는 조하대 서식 바지락의 대량 

생산 방법에 대한 적극적인 기술 개발이 필요하다.

조하대 바지락의 수확은 우리나라의 경우 근해형망 

(dredge) 에 의한 채취가 주를 이루며, 형망에 수류분사장치

를 부착하여 수확 효과를 높인 어구 (hydraulic dredge) 가 

미국과 유럽을 중심으로 이용되고 있다 (Froglia, 1989; 

Hauton et al., 2003). 형망에 의한 바지락의 해면어업 외에

도 최근 들어 해산 이매패의 수하식 양성에 대한 관심이 점증

하고 있다. 간조 시 공기 중에 노출되어 먹이 섭취가 불가능한 

천해 조간대 양식과는 달리 수하식 양성 방법은 24시간동안 

지속적으로 먹이 섭취가 가능한 장점을 갖고 있으며, 또한 동
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절기와 하절기에 간조 시 급격한 온도변화에 노출되는 조간대 

(Lee et al., 2005) 와는 달리 계절과 관계없이 물리적으로 안

정된 서식환경을 제공하는 장점이 있다. 수하식 양성법을 적용

한 이매패 사육은 빠른 성장, 높은 비만도와 낮은 폐사율을 나

타내는 것으로 알려져 있다 (Boscolo et al., 2003; Pais et 

al., 2006).

그러나 형망에 의한 채취는 그 과정에서 생물에 다양한 형

태의 생리학적/생화학적 변화를 유발하며, 수하식 양성 역시 

밀물과 썰물, 조류나 태풍 등의 영향으로 조간대의 잠입 환경

과는 달리 유동성이 강한 환경을 제공하기 때문에 흔들림 스트

레스에 노출 될 수 있을 것으로 판단된다. 현재까지의 연구에 

의하면 해산 이매패는 흔들림 스트레스에 노출될 경우 여과율, 

호흡율, 성장률 및 생존율이 감소하는 것으로 알려져 있다 

(Marin et al., 2005; Moschino et al., 2008). 또한 혈액중

의 스트레스 호르몬인 catecholamine의 분비가 증가하고 

(Lacoste et al., 2001b), Vibrio splendidus에 대한 감수성

이 증가하는 것으로 알려져 있다 (Lacoste et al., 2001a). 

일산화질소 (nitric oxide, NO) 는 심혈관, 신경 및 면역계 

내의 세포질과 세포 간 신호전달에 관여하는 분자로 주로 대식

세포의 nitric oxide synthase (NOS) 에 의해 합성되어 생

체 내에서 항균작용, 면역조절, 염증유도 등의 역할을 하는 것

으로 알려져 있다 (Palmer et al., 1987; Bogdan, 2001; 

Aktan, 2004; Menaka et al., 2009). 그러나 과다한 NO 

형성은 세포독성을 유발함으로써 염증발생으로 인한 병리적 

효과가 있는 것으로 보고되고 있다 (Cirino et al., 2006). 따

라서 생체 내 NO 농도의 변화는 생리적 특성을 나타내는 주

요 지표로 이용되고 있다. 최근 들어 무척추동물 또한 척추동

물의 NO 발생 기작과 유사한 기작에 의해 NO가 발생하는 것

으로 밝혀짐에 따라 (Colasanti and Venturini, 1998) 생체 

내 NO량의 급격한 변화는 무척추동물의 생리적 변화를 인지

할 수 있는 마커로서 중요하게 인식되고 있다.

따라서 본 연구는 바지락 혈림프액의 NO량을 DAF assay

와 Griess assay를 이용해 측정함으로써 바지락이 흔들림에 

노출될 때 나타나는 생리적 스트레스를 진단하기 위한 기술 개

발을 목적으로 수행되었다. 

재료 및 방법

1. 바지락

실험에 사용된 바지락은 경북 울진군에서 채집 후 4℃에서 

보관하여 실험실로 운반하였다. 바지락 (평균 각장 약 40 

mm, 평균 각고 30 mm) 은 실험 전까지 수온 20℃와 염분 

30 psu에서 사육되었으며, 먹이로는 매일 Isochrysis sp.와 

Chlorella sp.를 1:1로 혼합하여 약 2.14 x 108 cell/l를 공급

하였다.

2. 흔들림 스트레스

바지락 중 45개체를 무작위로 선택하여 각각 15개체씩 3개

의 그룹으로 나눈 후 Group A는 가로 25 cm x 세로 18 cm 

x 높이 7.5 cm이고, 두께 0.3 cm인 플라스틱 상자의 육면 전

체가 다수의 통공이 형성된 케이지 내부에 바지락을 넣었다. 

Group B의 경우 Group A와 동일한 조건을 조성한 후 바지

락에 NO 형성 억제제 (nitric oxide synthase inhibitor) 인 

nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) 를 Kang et 

al. (2006) 의 방법에 따라 20 μM로 희석하여 50 μl씩 바

지락의 심장에 주사하였다 (Jeffroy and Pillard, 2011). 그

룹 C의 경우 Group A와 동일한 조건을 조성한 후 수조에 나

일론 섬유사를 1 kg/m3 밀도로 충전하여 바지락이 움직이지 

않도록 하였다. 이후 모든 바지락은 교반기 (LabTech 

shaking incubator LSI-3016R) 에서 100 rpm의 속도로 6

시간동안 흔들림에 노출시켰다. 

 

3. DAF assay
3개 그룹의 바지락의 후폐각근에서 혈림프를 추출한 뒤, 혈

구계수판 (Mrienfeld, Germany) 을 이용하여 혈구의 수를 

측정한 후 marine saline (12 mM CaCl2·2H2O, 11 mM 

KCl, 26 mM MgCl2·6H2O, 45 mM Tris-HCl, 6.45 mM 

NaCl, pH 7.4) 을 이용하여 혈구 1 x 106 cells/ml로 희석하

였다. 그 후 DAF assay를 이용하여 NO농도의 차이를 비교

하였다. NO 정량은 NO 정량 키트인 nitric oxide synthase 

detection system, fluorimetric (Sigma, FCSNOS1) 을 

이용하였다. 간략히 설명하면 혈림프액 1 ml에 250 μM의 

DAF-2 10 μl를 넣어 최종 2.5 μM을 만들고 여기서 20 μl

를 슬라이드 글라스에 놓은 다음 형광현미경 (Olympus 

BX43, U-FBW filter) 하에서 이미지분석프로그램 (Image 

J, NIH) 을 이용하여 fluorescence brightness value (BV) 

값을 측정하였다 (Ferreira and Rasband, 2012). 이때 사진 

촬영은 노출값 1,500으로 고정하였으며, 바지락 1개체 당 50

개 혈구 세포의 평균 BV를 바지락 한 개체의 NO 농도로 결

정하였다. 각 Group 당 3개체의 바지락을 실험에 이용하였다.

4. Griess assay
3개 그룹의 바지락 혈구를 1 x 106 cells/ml의 농도로 맞춘 

후 Griess assay를 이용하여 각 그룹의 NO 농도를 측정하였

다. NO는 Nitrate/Nitrite Colormetric Assay Kit 

(Caymanchem, 780001) 를 이용하여 측정하였다. 측정 방

법은 혈림프액 80 μl에 nitrate reductase enzyme 

cofactor mixture 10 μl와 nitrate reductase enzyme 10 

μl를 혼합 후 1시간 동안 실온에서 incubation하여 NO3
-을 

NO2
-이온으로 변환한 뒤 Griess reagent R1 (1% 



Korean J. Malacol. 29(1): 1-6, 2013

- 3 -

Fig. 1. Comparison of the nitrite levels in the hemolymph of 
the Manila clams exposed to mechanical stress for 6 h 
measured using DAF assay. During shaking, clams 
belonging to Group A were exposed to mechanical
stress, while clams belonging to Group B were injected 
with nitro-l-arginine methyl ester (NAME), and clams 
belonging to Group C were protected from shaking using 
a nylon filler. 

Fig. 2. Comparison of the nitrite levels in the hemolymph of 
the Manila clams exposed to mechanical stress for 6 h 
measured using Griess assay. During shaking, clams 
belonging to Group A were exposed to mechanical 
stress, while clams belonging to Group B were injected 
with nitro-l-arginine methyl ester (NAME), and clams 
belonging to Group C were protected from shaking using 
a nylon filler.

Sulfonamide) 50 μl와 Griess reagent R2 (0.1% 

nitro-L-arginine methyl ester, NAME) 50 μl를 첨가하

여 혼합물을 제조하였다. 이를 실온에서 10분간 incubation

한 후 UV Spectrophotometer (Nanoquant infinite 

M200, Techan) 를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하

였다. 측정된 결과는 아질산염 (NO2-) 이온 농도로 나타내었

다. 각 Group 당 8개체의 바지락을 실험에 이용하였다.

5. 통계

모든 실험값은 평균±표준편차로 표시했고, 본 연구에서 사

용된 3개 그룹의 평균 형광량과 NO 농도의 차이는 통계프로

그램인 SPSS 10.0의 one-way ANOVA와 Duncan의 사후

분석을 수행하였으며, p < 0.05 인 경우 유의한 것으로 판단

하였다. 

결  과

1. DAF assay
DAF assay에 의해 측정된 바지락 혈구의 형광량은 흔들림

에 노출된 경우 (Group A) 9.499 ± 1.365 BV (n = 3) 였

으나, 흔들림+NAME (NO 저해제) 를 주입한 경우 (Group 

B) 7.650 ± 0.641 BV (n = 3) 로 감소하였고, 흔들림이 방

지된 경우 (Group C) 형광량은 3.749 ± 1.042 BV (n = 3) 

로 감소하였다 (Fig. 1, p < 0.05). 

2. Griess assay
Griess assay를 이용하여 혈림프액의 NO 농도를 측정한 

결과 흔들림에 노출된 그룹(Group A) 은 6.261 ± 0.866 μ

M (n = 8) 였으나, 흔들림+NAME (NO 저해제) 인 경우 

(Group B) 3.494 ± 0.938 μM (n = 8) 로 감소하였고, 흔

들림을 방지한 그룹 (Group C) 에서도 NO 농도가 3.268 ± 

0.665 μM (n = 8) 로 감소하였다 (Fig. 2, p<0.05).

고  찰

본 연구는 수중의 흔들림이 바지락에 스트레스로 작용하는

지를 조사하기 위하여 바지락 혈림프액 내 일산화질소량 

(NO) 을 측정함으로써 바지락의 생리적 반응을 측정하고자 

하였다. 이를 위하여 바지락을 3개 그룹으로 나누어 첫째 그룹

은 대조구로써 흔들림을 방치한 그룹, 두 번째는 L-NAME를 

바지락 심장에 주사하여 흔들림이 발생하더라도 L-arginine 

기질과 NOS가 반응하지 않아 NO 생성을 억제한 그룹, 세 번

째는 바지락이 들어 있는 상자 내부에 나일론 섬유사를 충전하

여 흔들림을 방지한 그룹으로 나누고 흔들림 스트레스를 조성

한 다음 혈림프액을 추출한 후 DAF assay와 Griess assay

를 이용하여 NO량을 측정하였다. 실험결과 DAF assay와 

Griess assay 모두 흔들림에 의해 NO량이 유의하게 증가하

였고, 반대로 충전재가 삽입되어 흔들림이 억제되거나 NAME

에 의해 NO 생성이 억제된 실험구의 경우 NO량이 감소하였

다. 따라서 바지락은 흔들림에 의해 생리적으로 부정적인 반응



NO concentration in response to shaking stress

- 4 -

이 발생함이 본 연구를 통하여 확인되었다.

NO는 대식세포의 L-arginine에서 nitric oxide synthase 

(NOS) 에 의해 합성되어 항균작용, 면역조절 및 염증유도 등

의 역할을 함으로써 생체 내 생리적 반응을 조절하는 것으로 

알려져 있다 (Palmer et al., 1987; Menaka et al., 2009). 

NO를 생산하는 NOS는 neuronal NOS (nNOS), 

inducible NOS (iNOS), endothelial NOS (eNOS) 등 3

가지 종류의 형태가 존재하며, 이들은 L-arginine을 기질로 

NADPH를 이용하여 NO을 합성한다. 그 중 eNOS와 nNOS

는 receptor자극에 의해 소량의 NO를 합성하지만, 이와는 대

조적으로 iNOS는 염증자극 시 pro-inflammatory cytokine 

(IL-1, TNF, endotoxin 및 LPS) 에 의해 발현이 증가하고, 

이렇게 증가된 iNOS에 의해 많은 량의 NO가 지속적으로 생

산되어 원래 소량으로 일정하게 유지되던 체내의 NO를 상승 

시킨다 (Moncada et al., 1991; Aktan, 2004). 이렇게 대량

으로 생성된 NO는 Pro-inflammatory enzyme인 

Cyclooxgenase를 활성화 시키고, 항박테리아 활성을 증가시

키며, 혈액 관류 (tissue perfusion) 를 향상 시킨다 (Plamer 

et al., 1987). 따라서 NOS에 의해 증가된 NO은 대부분 염

증에 의해 유발된 것으로 판단된다 (Moncada et al., 1991; 

Zamora et al., 2000; Skaleric et al., 2006). 그러나 해산 

이매패의 NO 생성 기작에 관한 연구는 매우 빈약한 실정으로 

NO 생성과 염증과의 연관성은 명확히 밝혀진 바 없으나, 최

근 연구에 의하면 바지락은 염증유도물질인 LPS에 의해 NO

량이 유의하게 증가하거나, 반대로 염증 억제물질 

(non-steroidal anti-inflammatory drugs, NSAIDs) 인 

ibuprofen과 diclofenac에 의해 감소함이 관찰됨에 따라 NO

량과 염증과의 연관성은 척추동물과 마찬가지로 매우 밀접한 

관계가 있는 것으로 판단된다 (Park, unpublished data). 따

라서 본 연구에서 측정된 바와 같이 흔들림 스트레스에 노출된 

바지락 혈구의 NO량 변화는 척추동물의 예와 마찬가지로 염

증에 의해 유발된 것으로 추정된다.

본 연구에서 NO 정량을 위해 사용된 방법은 DAF assay와 

Griess assay로 먼저, DAF assay는 4,5-Diamino-fluorescein 

diacetate (DAF-2DA) 를 세포와 반응시킬 경우 세포내로 침

투하여 세포내에 존재하는 esterase에 의해 DAF-2가 된 후 

세포가 생성하는 NO와 선택적으로 반응하여 Triazolo- 

fluorescein (DAF-2T) 이라는 형광물질이 되는 원리를 이용

하여 세포내에 생성되는 NO를 육안적 관찰 또는 이때 생성되

는 형광량을 정량하는 방식이다 (Kojima et al., 1998, 

Navarro-Antolin et al., 2001). 형광량 정량은 혈구의 형광 

이미지를 이미지 분석 프로그램인 Image J를 이용하여 측정

하였다. 이 프로그램은 NIH에서 배포하는 Software로서 촬

영한 사진의 단위 pixel을 RGB table 값에 근거하여 분석하

는 프로그램이다. 즉, 각 세포의 형광영역만을 선택한 후 발광 

값을 측정하여 그 평균을 비교할 수 있다. 이때의 형광 값은 

혈구 세포 하나당 해당 범위의 pixel들이 나타내는 RGB 

model값의 평균 (Red + Green + Blue / 3 / Area) 으로 

계산된다 (Ferreira and Rasband, 2012). 본 연구 결과, 

DAF assay는 개별 세포내에서 생성되는 NO를 정량할 수 있

기 때문에 흔들림 스트레스에 의해 변화되는 해산 연체동물의 

생리적 반응을 세포수준에서 정량할 수 있는 기술로써 유용하

게 사용될 수 있을 것으로 기대된다.

세포에서 생성된 후 체액 내에 유리된 일산화질소 (NO) 는 

산소와 반응해 NO2
-와 NO3

-의 이온으로 존재하게 되는데 총 

NO의 생성량은 NO2
-과 NO3

-을 합산하여 추정할 수 있다 

(Knowles and Moncada, 1992; Feldman et al., 1993; 

Eich et al., 1996; Sun et al., 2003). Griess assay는 생체 

내의 NO3
-를 카드뮴 (Cd)이나 Bacterial nitrate reductase

를 이용하여 NO2
-로 환원 후 NO2

-를 Sulfanilamide와 

N-naphthyl-ethylenediamine을 이용하여 안정된 아조 화합

물로 만들어 이를 측정하는 방식이다. 이 때 생성된 아조 화합

물은 파장 540 nm에서 흡광량 측정을 이용한 정량이 가능하

다. 이 기술을 이용하여 생리적 변화를 측정하며 나아가 척추

동물의 경우 생체 내 NO 농도의 주된 변동은 iNOS에 의한 

염증량의 변화에 기인하는 점을 감안하여 염증정량을 위한 기

술로 이용되고 있다 (Green et al., 1982; Gillam et al., 

1993; Verdon et al., 1995; Vodovotz, 1996; Guevara et 

al., 1998; Sun et al., 2003). 실제로 Gagne et al. (2005; 

2008) 에 의하면 Griess assay를 이용해 민물산 담치류 

(Elliptio complanata) 의 혈림프에서 수질오염에 따른 염증 

정량을 수행 바 있다. 또한 논우렁이류 (Viviparus spp.) 의 

혈림프에 염증유발물질인 LPS, 포도상구균 (Staphylococcus 

aureus), 흡충 (Schistosoma mansoni) 의 sporocyst 등을 

노출시켰을 때 NO량이 증가됨이 보고된 바 있고 (Conte 

and Ottaviani, 1995; Franchini et al., 1995; Hahn et 

al., 2001), 바지락속 이매패인 (Ruditapes decussatus) 이 

비브리오 (Vibrio tapetis) 에 감염 시 NO량의 증가가 보고된 

바 있다(Taffala et al., 2003). 따라서 연체동물의 NO 농도

의 변화는 병원성 생물의 감염과 수질 오염 등 다양한 요인에 

의해 발생함이 보고됨으로써 NO 농도의 측정은 연체동물의 

비특이적 면역반응을 진단하는데 유용한 도구로 이용되고 있

다.

흔들림 스트레스를 측정하기 위하여 Lacoste et al. (2001b) 

은 본 연구와 유사하게 굴 (Crassostrea gigas) 을 100 rpm의 

흔들림에 노출시켰을 때 비브리오에 대한 감수성과 폐사율이 

증가하였으며, 또한 신경내분비물질 (neuroendocrine) 인 

noradrenaline이 상승하였음을 보고하였다. 특히 신경내분비
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물질의 경우 흔들림 자극이 시작된 지 5분 만에 상승한 것을 

감안할 때 스트레스를 인지할 수 있는 매우 민감한 측정법으로 

사료된다. 본 연구에서는 시간에 따른 NO량의 변화를 측정하

지 않음으로써 스트레스에 대한 민감성을 신경내분비물질 측

정법과 비교하기는 어려우나 NO 측정은 경제적이며 신속하게 

측정할 수 있다는 장점이 있다.

결론적으로, 본 연구 결과 흔들림은 바지락의 NO 농도를 

상승시킴으로써 면역반응에 부정적 영향을 끼쳐 스트레스로 

작용 할 수 있음을 DAF assay와 Griess assay를 이용하여 

확인하였다. 특히 흔들림 스트레스에 대한 대책으로 충전재를 

삽입한 경우 NO 농도가 증가하지 않은 사실을 감안 할 때 바

지락 수하 양식 시 흔들림을 방지할 수 있는 충전재 등의 사용

이 고려되어야 할 것으로 판단된다. 

요  약

본 연구는 바지락이 흔들림 스트레스에 노출될 경우 나타나

는 생리적 변화를 측정하기 위하여 일산화질소량 (NO) 을 측

정하였다. 이를 위하여 흔들림 방지 장치가 없는 그룹, 

NAME (NO 저해제) 를 주사한 그룹, 나일론 섬유 충전재 

(밀도 1 kg/m3) 로 흔들림이 방지된 그룹 등 총 3개 그룹으로 

나눈 후 교반기에서 100 rpm으로 6시간동안 교반 한 후 

DAF assay와 Griess assay를 이용하여 바지락 혈림프액의 

NO 농도를 측정하였다. 조사결과 흔들림 스트레스에 노출된 

바지락에서 NO 농도가 급격히 증가하였고 반면 NO 저해제

가 주입된 바지락에서는 NO 농도가 감소하였다. 또한 흔들림 

방지 장치가 들어간 그룹에서 NO 농도가 감소함이 확인되었

다. 이러한 결과는 DAF assay와 Griess assay 실험에서 모

두 동일하게 나타났다. 결론적으로 NO 측정은 바지락의 생리

적 스트레스를 측정하는데 유용한 방법임이 확인되었으며, 형

망에 의한 바지락 채취시나 수하식으로 양식할 경우 흔들림에 

의한 스트레스를 방지할 수단이 필요함을 시사하였다.
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