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목적: 한국관박쥐의 망막에서 원뿔세포의 middle/long(ML) opsin cone photoreceptors의 분포를 분석하여 박쥐의

시각계를 이해하고자 하였다. 방법: 표준면역세포화학법을 이용하여 성체 한국관박쥐의 망막을 대상으로 조사하였

다. 결과: 4 개체의 망막 전체에서 추정된 ML opsin은 27,336±2,130개였으며, 평균밀도는 7,854±268 cells/mm2이었

다. S opsin은 외핵층에 위치한 세포외절에서 일부 면역반응성을 보였다. 결론: ML opsin의 조직화된 분포와 S opsin의

발현 결과는 한국관박쥐가 밝은 빛에도 반응하며 색을 구별할 수 있는 기능을 가지고 있다는 것을 알 수 있다.

주제어: 한국관박쥐, ML opsin, S opsin
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서 론

유일하게 날수 있는 포유류인 박쥐는 그 종류가 약

1,100여종에 이르는데 크게 큰박쥐아목(megachiroptera)과

작은박쥐아목(microchiroptera)으로 나뉜다. 큰박쥐아목에

속하는 종들은 주로 시각기능(vision)을 사용하여 활동하

는 것으로 알려진 반면, 작은박쥐아목의 종들은 일반적으

로 작은 크기의 눈을 가지며 시각기능이 발달되어 있지

않고 주로 반향정위능력(echolocation)과 자외선 탐지능력

에 의해 포식자를 피하고 꽃의 꿀 위치를 파악하는 것으

로 알려져 있다.[1-2] 이번 실험의 대상인 한국관박쥐

(greater horseshoe bat, Rhinolophus ferrumequinum)는 유

럽, 아시아, 아메리카에 걸쳐 넓게 분포하는 대표적인 작

은박쥐아목의 한 종으로 주로 동굴과 같이 어두운 곳에

서식하며, 야행성으로 알려져 있다.[3-5] 이런 생태적 특징

에도 불구하고 한국관박쥐는 눈이라는 시각기능에 있어

중요한 기능을 담당하는 기관을 분명히 가지고 있다. 즉,

한국관박쥐 망막에서 원뿔세포(cone cell), 막대세포(rod

cell)와 같은 광수용체세포[6]와 이들 두 가지 종류의 광수

용체세포에서 이어지는 신호전달과정에 모두 관여하는 것

으로 알려진 AII 무축삭세포(AII amacrine cell)[7] 및 이들

에서 이어진 신호를 뇌의 시각계 관련 여러 부위에 전달

하는 신경절세포(ganglion cell)[8]와 같은 대표적인 망막세

포들이 특징적으로 분포하는 것으로 알려져 있다. 따라서

본 연구는 이전의 연구들에서 이미 망막에서의 신경회로

(neural circuit) 구성 가능성이 제기된 바 있어 나아가 세

분화된 시각 기능연구에 있어 훌륭한 연구대상이 될 수

있다. 

망막에서 빛에 반응하는 광수용체세포 중 원뿔세포는 명

소시 혹은 색각시, 분해능과 탐지능력, 공간지각능력과 형태

각 같은 시각능력을 가지고 있는 것으로 알려져 있다.[9-15]

원뿔세포의 외절(outer pigment)은 푸른빛인 430 nm파장

에 반응하는 S (short) opsin, 초록빛인 530 nm파장에 반

응하는 M (middle) opsin, 붉은빛인 560 nm파장에 반응하는

L (long) opsin, 이 세 가지 종류의 시색소(photopigment)가

위치하는 곳이다. 이들 특이한 가시광선 파장에 반응하는

opsin 단백질은 색 구별 능력에 있어 반드시 필요한 요소

이다. 망막에서 이들의 분포 및 밀도에 관한 연구는 척추

동물의 시각 기능과 관련된 망막 형태학적 구조의 관점에

서 볼 때, 시각기능의 특징과 그 발달된 정도를 판단하는

데 있어 반드시 필요한 가치가 있다. 

이러한 점에서 이번 연구의 목적은 아직 이루어지지 않

았던 한국관박쥐 망막에서 색의 구별과 관계되는 opsin 단

백질들의 분포에 대한 형태학적 분석을 통해, 한국관박쥐

망막의 구조에 대한 이해 뿐 아니라, 일반적으로 낮은 시

각기능을 가진 것으로 알려진 한국관박쥐의 색의 구별능력,

망막에서 이루어지는 명소시(photopic vision), 그리고 이에

대한 신경회로(neural circuit)의 구성 가능성을 제시하여 한

국관박쥐의 시각계에 대하여 이해, 고찰하는 것이다. 

*Corresponding author: Chang-Jin Jeon, TEL: +82-53-950-5343, E-mail: cjjeon@knu.ac.kr
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대상 및 방법

1. 대상

한국관박쥐(greater horseshoe bat, Rhinolophus ferrume-

quinum) 4 개체의 망막을 대상으로 실험 하였다. 한국관박

쥐 성체를 ketamine hydrochloride(30~40 mg/kg)와 xylazine

(3~6 mg/kg)의 혼합액으로 마취한 다음, 순목반응(eye

blink)을 억제하기 위해 각막에 국소마취제(proparacaine

hydrochloride, 100~200 µl)를 점안하여 안구를 적출하고

동종의 마취제를 과다 투여하여 안락사 시켰다. 적출한 안

구는 전반부 조직들을 제거하고, 망막을 외막에서 분리하

여 4% paraformaldehyde(0.1M phosphate buffer, pH 7.4)

에 2시간 동안 4~5oC에서 고정시킨 후 0.1 M phosphate

buffer(pH 7.4)로 10분 간격으로 3회 세척하였다. 온조직표

본(whole mount)으로 처리한 조직 외에, 수직조직표본은

4% agarose에 고정한 후 vibratome을 이용하여 50 µm 두

께로 절단하였다. 이 모든 실험과정은 National Institute of

Health의 the Care and Use of Laboratory Animals 지침을

따랐다.

2. 방법

표준면역세포화학법의 실시를 위하여 ML opsin에 대한

항체(polyclonal antibody against middle-to-long wave sensitive

cone opsin)는 Sigma Chemical (Sigma, USA)에서 제작한

것을 1:200의 비율로 처리했고, 면역반응 확인을 위해 2차

항체는 anti-rabbit Ig G (Vector Lab., USA)와 결합한

fluorescein (FITC)를 사용하였다. 

S opsin에 대한 항체(polyclonal antibody against short

wave sensitive cone opsin)는 Sigma Chemical (Sigma,

USA)에서 제작한 것을 1:100의 비율로 처리했고 면역형

광검사법으로 확인하기 위해 2차 항체는 anti-goat Ig G

(Vector Lab., USA)와 결합한 Texas Red를 사용하였다. 이

전 과정은 Jeon 등(1998)의 연구에 제시된 표준면역세포

화학법[16]을 이용하여 실험하였다. 다른 4 개의 조직은 대

조군으로 1차 항체 처리 없이 같은 용액에서 실험하였다.

세포밀도는 망막 표면의 mm2 당 면역화학반응 세포들의

수로 나타내었다. 3개 망막의 온조직표본에서 40× 대물렌

즈(Plan-Apochromat, Zeiss, Germany)와 디지털카메라

(AxioCam HRc, Zeiss, Germany)를 이용해 시상축(dorso-

ventral)과 관상축(nasotemporal)을 따라 100 µm의 간격으

로 컴퓨터 모니터 상에서 관찰했다. S opsin을 발현하는

원뿔세포를 관찰하기 위하여 1개 망막에서 위와 동일한

방법으로 수직조직표본에서 면역화학반응 세포들을 관찰

하였다. ML opsin을 발현하는 원뿔세포의 분포를 구하기

위한 표본 영역은 100×100 µm2로 하였고 투명종이를 컴

퓨터모니터 상에 올려놓아 세포를 표지하여 측정하였다.

각각의 표본영역에서의 세포수를 cells/mm2 단위로 추정하

여 표시하였고 한 개의 망막에서는 세포의 전체 수를 측

정하여 등고선 그래프로 도식하였다. 

결 과

Fig. 1에서는 50 µm 두께로 절편한 망막조직에서 ML

opsin 면역반응성을 지닌 세포의 형태를 보여준다. 박쥐망

막의 외핵층에 존재하는 세포의 외절부위에서의 ML

opsin 면역반응성은 Fig. 1의 수직절편상과 Fig. 2의 평면

상의 온조직표본의 망막에서 관찰되었는데, 이는 사람,[17]

원숭이,[18] 쥐(mouse)[19] 등에서 일반적으로 관찰되는 ML

opsin 면역반응성과 유사한 양상을 보였다. 

ML opsin 면역반응성을 지니는 전체적인 원뿔세포의

분포는 Fig. 3과 Table 1에서 보여주는 바와 같다. 전체망

Fig. 1. Anti-ML opsin immunoreactivity in a vertical section of

fluorescence-reacted bat retina. ONL, outer nuclear

layer; OPL, outer plexiform layer; INL, inner nuclear

layer. Bar=20 µm.

Fig. 2. Anti-ML opsin immunoreactivity in a whole mount of

fluorescence-reacted bat retina. Bar=20 µm.
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막에서 추정되는 ML 원뿔세포는 4개의 망막에 대해

27,336±2,130개였으며 평균밀도는 7,854±268 cells/mm2

이었다. 외핵층에 위치하는 ML 원뿔세포는 망막에서 부

위에 따라 밀도의 차이를 보이는데, 한 개 망막에서 세포

의 밀도를 등고선에 따라서 나타낸 Fig. 3A에서 보이는

것과 같이 ML 원뿔세포의 밀도는 망막의 외측(temporal)

에서 가장 높게 나타나며, 등쪽(dorsal)과 후두부(nasal)에

서 낮게 나타난다. 또한 시상축과 관상축을 따라 세포밀도

를 측정한 결과에 의하면(Fig. 3B, 3C), 최고밀도는 시신

경중심(optic nerve head)에서 배쪽(ventral)으로 약 0.6

mm떨어진 지점에서 보였으며(9,533 cells/mm2, 평균;

n=4), 최저밀도는 등 쪽으로 약 0.8 mm 떨어진 지점에서

보였다(6,600 cells/mm2, 평균; n=4). 

박쥐망막에서 원뿔세포가 푸른빛인 430 nm 파장에

반응하는 S opsin을 가지는지 확인하기 위해 면역세포

화학실험을 실시한 결과 Fig. 4에서와 같이 50 µm로 절

편한 조직의 외핵층에 위치한 세포외절에서 면역반응성

을 보였다. 대조군으로 실험한 다른 4개의 조직에서

ML opsin과 S opsin 모두에 대한 면역반응은 관찰되지

않았다. 

Fig. 3. ML cones in the bat retina. (A). Distributions of ML cones

in whole mount retina. The map shows isodensity lines

and the density values are given as cells/mm2. (B), (C).

The two graphs show the numbers of neurons

encountered along the two axes intersecting the optic

nerve head.

Table 1. Total ML opsin immunoreactive neurons in bat retina

Retina
Sampled Area

(mm2)

Neurons

Counted

Total Retinal Area 

(mm2)

Mean Density

(cells/mm2)

Total ML opsin-IR 

neurons

Retina1R 180,000 1,455 3,486,474 8,083 28,182

Retina2L 180,000 1,403 3,572,710 7,749 27,847

Retina3R 190,000 1,539 3,643,169 8,100 29,509

Retina4L 3,400,000 23,807 3,244,279 7,439 23,807

Mean±S.D. 7,854±268 27,336±2,130

IR, immunoreactive; L, left; R, right; S.D., standard deviation

Fig. 4 Anti-S opsin immunoreactivity in a vertical section of

fluorescence-reacted bat retina (A). (B). Anti-S opsin

immunoreactivity was overlapped in the differential

interference micrograph. Bar=10 µm.
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고 찰

기존 연구에서 작은관박쥐목에 속하는 한국관박쥐는 이

미 망막에 어두운 빛에 반응하는 막대세포와 밝은 빛과

400 nm 이하의 자외선에 반응하는 원뿔세포를 함유하는

것으로 밝혀졌다.[1,2,6] 망막에서 원뿔세포의 평균밀도는

9,535±1,070이었는데, 본 연구에서 ML 원뿔세포의 평균

밀도가 7,854±268로서 전체 원뿔세포 중 약 76.9%가 ML

opsin을 발현하였다. 한국관박쥐는 전체 광수용체세포 중

원뿔세포가 2.5%로서 시각기능을 가지는 것으로 알려진

큰박쥐아목에 속하는 종보다 원뿔세포의 비율이 상대적으

로 높은데, 이 중 약 76.9%가 색의 인식 및 구별에 관여

하는 ML opsin을 가진다는 것은 작은박쥐아목이 특정의

가시광선 파장에 반응하며 그 파장을 인식할 수 있다는

가능성을 제시한다. 

또한 일부 광수용체세포에서는 S opsin에 대한 면역반

응성을 보였다. 2004년 Wang 연구팀의 큰박쥐아목과 작

은박쥐아목에 속하는 종 모두에서 높은 파장과 낮은 파장

에 반응하는 opsin을 발현하는 기능적 유전자가 있는 것으

로 밝혀졌는데,[20] 이와 더불어 한국관박쥐 망막의 외절

부위에서 S opsin에 대한 면역반응성을 일부 보였다는 것

은 한국관박쥐가 일반적으로 포유동물에서 색을 구별하는

데 사용하는 빛인 붉은색, 초록색, 푸른색에 반응하는 기

능을 가져 명확히 색을 구별할 수 있는 다른 포유동물과

유사한 시각계를 가지고 있을 가능성을 보여준다. 

한국관박쥐 망막에는 AII 무축삭세포가 일정한 분포를

나타내어 존재한다. AII 무축삭세포는 내망상층의 ON,

OFF 층 모두에서 시냅스를 형성할 뿐 아니라 원뿔세포와

막대세포에서 이어지는 신경전달신호 모두를 받아들여 망

막에서 명반응회로와 암반응회로를 구성하는데 중요한 역

할을 하는 세포이다.[21-23] 이렇게 명반응회로 구성에 중요

하게 작용하는 AII 무축삭세포의 존재와 이 세포에 신호

를 전달하는 역할을 하는 원뿔세포 중 다수가 ML opsin

에 대한 면역반응성을 전체 망막에서 규칙적 분포를 보이

고, 일부 S opsin에 대한 면역반응성도 보였다는 것은 한

국관박쥐 망막에 가시광선의 색을 구별할 수 있는 시스템

이 형성되어있다는 것을 시사하고 있으며, 작은박쥐아목

에 속하는 종들이 단지 반향정위에 의해서만 활동하고 시

각기능은 퇴화되어있다는 일반적으로 알려져 왔던 내용에

반해 작은박쥐아목에 속하는 종 또한 분명한 시각적 기능

을 가지고 있을 가능성을 강력하게 제시하는 것이다. 

결 론

본 연구에서 한국관박쥐는 망막에 조직화된 ML 원뿔세

포가 전체 원뿔세포에서 약 76.9%로서 3/4 정도를 차지하

고 있었으며 일부 S 원뿔세포를 가지고 있었다. 일반적으

로 반향정위능력을 이용하는 것으로 알려져 있는 것에 더

하여, 주로 어두운 곳에 서식하는 것으로 알려진 작은박쥐

아목에 속하는 한국관박쥐가 분명 ML opsin의 조직화된

분포를 보이며 일부 광수용체세포는 S opsin을 발현했다

는 것은 한국관박쥐가 어두운 빛에서 뿐 아니라 밝은 빛

에도 반응하고, 또한 색을 구별할 수 있는 기능적 눈을 가

지고 있다는 것을 제시하며, 이는 여러 동물 종에서의 연

구결과와 더불어 아직 밝혀지지 않은 시각기능을 연구하

는데 반영되어야 할 것으로 사료된다.
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Purpose: This study was done to understand the visual system of bat by analyzing the distribution of middle/long

(ML) opsin cone photoreceptors in the retina of the greater horseshoe bat. Methods: Experiments have been

performed by standard immunocytochemical techniques on retina of the greater horseshoe bat Rhinolophus

ferrumequinum. Results: The estimated numbers of ML cones were 27,336±2,130 cells and the mean density of them

was 7,854±268 cells/mm2 among the four retinas. S opsin was appeared a little immunoreactivity in the outer

segments of outer nuclear layer of cones. Conclusions: From the well organized spatial distributions of ML opsin

and the immunoreactivity of S opsin in the retinas, the greater horseshoe bats have the functions not only reacting

in the photopic vision but being able to distinguish the colors.

Key words: the greater horseshoe bat Rhinolophus ferrumequinum, ML opsin, S opsin 


