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서 론

우리나라 망둑어과 어류는 현재 66종이 보고되었으며, 이

중 짱뚱어와 남방짱뚱어는 말뚝망둥어아과에 속하며 이들

2종은 형태학적으로 유사하며 가슴지느러미 기저부의 흰색

가로 줄무늬로 구분하고 있다 (Iwata and Jeon, 1987; 김,

1997; 한 등, 2012). 특히 남방짱뚱어의 경우 Itawa and Kim

(1987)에 의해 근래에 기록된 종이다. 어류는 일반적으로

주로 형태학적 분류 방법에 의해 분류되었으나, 지리적, 환

경적 변화에 따른 형태적 변이 등이 나타나기도 한다(Park

and Song, 2010). 망둑어과 어류 중 짱뚱어 (Boleophthalmus

pectinirostris)와 남방짱뚱어 (Scartelaos gigas)는 종간에 생

리∙생태적으로 매우 유사하며 (Ryu et al., 1995), 형태 및

서식환경 또한 비슷하여 환경적응과 관련된 종의 분화 및

계통분류에 어려움이 남아 있다. 이들 종들에서 현재까지 연

구 보고된 것으로는 산란행동 및 출현 (Dotsu and Nakano,

1982), 인공증식(Koga et al., 1989), 생태와 생활사(Ryu et al.,

1995), 연령과 성장(Jeong et al., 2004)에 관한 보고가 있다. 

최근 분자유전학적 연구를 통해 이들의 집단간 유전자 변

이의 다양성 및 종 또는 아종 수준에서 계통학적 관계를 확

인하는 연구가 활발히 진행되고 있지만 (Wang et al., 2001;

Kim et al., 2004; Keith et al., 2005), 미토콘드리아 DNA 염

기서열에 관한 연구는 유전학적 및 진화적 측면에서 매우
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중요하나 지금까지 조사된 것은 genome의 약 3~5% 정도

로 집단 간 계통적 연구와 비교∙분석된 자료는 극히 적다

(Hillis et al., 1996; Lee et al., 1999). 근래들어 PCR을 이용한

DNA 증폭이 용이함으로서 미토콘드리아 유전자의 염기서

열 자료를 활용한 관련 연구들이 보고되고 있다(Perdices et

al., 2004). 망둑어과 어류의 분자유전학적 계통관계에 관하

여 현재까지 연구 보고된 것으로는 12S rRNA를 이용한 문

절망둑 Acanthogobius hasta (Kim et al., 2004)과 망둑어류

(Wang et al., 2001) 그리고 mitochondria cytochrome b 유전

자의 염기서열 변이 (Kim et al., 2003) 등이 보고되어 있다.

본 연구는 망둑어과 어류 중 형태학적으로 흡사한 짱뚱어

(B. pectinirostris)와 남방짱뚱어 (S. gigas)를 상으로 12S

rRNA, 16S rRNA 및 mitochondria cytochrome b 유전자의 염

기서열 분석을 통해, 우리나라 짱뚱어의 종내 지리적 분자

계통분류학적 위치를 밝히고 또한 이 종들의 분자유전학적

특성을 파악하고자 하 다. 한편 짱뚱어와 함께 남방짱뚱어

를 순천과 해남에서 채집해 한국산 망둑어과 내에서 계통

학적 위치를 비교∙분석하 다.

재료 및 방법

1. 표본 채집

짱뚱어 (B. pectinirostris)는 2010년 4월부터 2011년 3월

까지 순천지역(전남 순천시 별량면 마산리)과 군산지역(군

산 옥구읍 어은리)에서 채집된 표본을 살아있는 상태로 실

험실로 옮겨와 사용하 고, 남방짱뚱어(S. gigas)는 순천(전

남 순천시 별량면 마산리)과 해남지역(전남 해남군 황산면

부곡리)에서 채집하여 실험에 사용하 다.

2. 짱뚱어의 종내 (intra-species) 집단간 유전자 변이 비교

먼저 종내 유전자의 변이정도를 비교하기 위해 짱뚱어를

상으로 순천과 군산지역에서 각각 16개체와 21개체를

상으로 DNA를 분리하 다. 종내의 유전자 변이와 유전적

다형현상을 밝히기 위해, 12S rRNA와 16S rRNA, 그리고

mitochondrial cytochrome b 유전자의 염기서열을 통해 비교

하고자 하 다. 

3. 짱뚱어와 남방짱뚱어의 종간의 변이 비교

또한 망둑어과내 짱뚱어와 함께 말뚝망둥어아과(subfam-

ily)에 속하며 유사종인 남방짱뚱어를 상으로 두 종간에

유전자 변이를 밝히기 위해 순천과 해남지역에서 채집하여

짱뚱어와 동일한 방법으로 3가지 역의 염기서열을 비교∙

분석하 다.

4. 연구방법

1) DNA의 추출

실험 재료는 성체를 상으로 종별, 지역별로 구분하여

분류한 후 사용하 다. 근육 조직 0.5~1.0 g 정도를 막자사

발에 넣어 액화질소가스(-196�C)로 충분히 냉각시킨 다음

분쇄하여 DNeasy Tissue Kit (Qiagen, cat No. 69504)를 이용

하여 DNA를 분리하 다(Sambrook et al., 1989).

2) 12S와 16S rRNA 및 mitochondria cytochrome b유전자

증폭

12S rRNA는 먼저 external primers로 12SH (5′-tgactgcaga

gg gtgacggggcggtgtgt-3′)와 12SL (5′-aaaaagcttcaaactgggattag

ataccccactat-3′) (Huyse et al., 2004)을 사용하여 증폭하 다.

PCR 반응은 GeneAmp PCR System 9600 (Perkin Elmer)을

사용하여 추출한 DNA를 주형(template)으로 TakaRa ExTak

Kit (Takakra Co., LTD.)를 사용하여 denaturing (95�C에서

30초), annealing (54�C에서 30초), extension (72�C for 45초)

을 35회 반복하 으며, 이후 4�C에서 처리하 다. PCR 증폭

후, 1.5% agarose gel을 사용 전기 동하여 증폭된 크기를

확인하 다. 이를 다시 DNA Purification Kit (Ultra Clean 15,

MO BIO, cat no. 121000-300)를 사용하여 DNA를 순수 정

제하 다. 염기서열 결정은 PCR 증폭산물을 Ligation 반응

(New Improved 2x Rapid ligation buffer, promega, A1360)을

시켰으며, 이것을 재조합 DNA를 만들기 위해 pGem T-Easy

Vector System II (Promega, cat. no. A1380)를 사용하 다.

Plasmid DNA의 추출은 QiaPrep Spin Miniprep Kit (Qiagen,

cat. No. 27106)를 사용하 다. 벡터내 insert DNA를 확인하

기 위해 EcoRI digest (promega R6011)를 처리하여 확인한

후 염기서열을 분석하 다. 

한편, 16S rRNA의 primer는, 16SH (5′-ccggtctgaactcagatca

cgt-3′)와 16SL (5′-cgcctgtttatcaaaaacat-3′)를 사용하 다

(Garcia-Vazquez et al., 2006). PCR 반응은 initial denaturation

(95�C에서 5분), denaturing (95�C에서 20초), annealing (48�C

에서 20초), extension (72�C에서 20초)을 30회 반복하 으

며, 다시 72�C에서 7분간 1회 처리하 다. 나머지 염기서열

분석방법은 12S rRNA 방법과 동일하게 적용하 다. 또한,

mitochondria cytochrome b 유전자를 위한 primer는, L15803

(5′-tggggcggtttctcagtag-3′)와 H16526 (5′-ctttgggagyyrrgggt

grga-3′)를 사용하 다(Keith et al., 2005). PCR 반응은 initial

denaturation (95�C에서 1분), denaturing (91�C에서 1분),

annealing (52�C에서 1분), extension (72�C에서 2분 30초)을

30회 반복한 후 다시 denaturing (91�C에서 1분), annealing

(52�C에서 1분), extension (72�C에서 10분)을 1회 처리하

다. 나머지 염기서열 분석방법은 12S rRNA 방법과 동일하

게 적용하 다.
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3) 계통 유전학적 분석

염기서열을 결정한 후 Clustal X 프로그램(Thompson et al.,

1997)을 사용하여 염기서열을 배열하 다. 계통수의 극성을

결정하기 위한 참조분류군 (outgroup)으로 GenBank로부터

망둑어과에 속하는 4종, Sicyopterus pugnans (AY929275),

B. pectinirostris (AF265363), 그리고 Luciogobius guttatus

(AB108569)를 사용하 다. 계통분석은 Kimura-2-Parameters

Distance에 사용되는 distance method는 MEGA version 3.0

(Kumor et al., 2004)을 사용하여 Neighbor-Joining tree를 만

들었다. 

결 과

1. 짱뚱어의 두 지역 (순천지역과 군산지역)간 12S와

16S rRNA 유전자 및 mitochondria cytochrome b

유전자의 염기서열 분석

본 실험을 통해 밝혀진 한국산 짱뚱어의 순천지역과 군

산지역의 12S rRNA 유전자와 16S rRNA 유전자 및 mito-

chondria cytochrome b 유전자의 염기서열을 정열(alignment)

한 결과는 Table 1에서 Table 3에 나타낸 바와 같다. 짱뚱어

의 두 지역간 염기서열을 분석한 결과, 12S rRNA는 434 bp

(base pair)의 염기서열을 얻었으며, 순천지역과 군산지역의

개체간에는 100% 동일한 염기서열을 보 으며, 16S rRNA

유전자 비교에서는 총 484 bp의 염기서열 중 99.6%의 차이

로 2 bp가 치환된 것으로 나타났고, mitochondria cytochrome

b 유전자의 분석 결과, 444 bp의 염기서열을 얻었으며, 두 지

역간 100% 염기서열의 일치도를 보 다(Tables 4~6).

이상의 3가지 유전자를 비교해본 결과를 종합해 보면, 한

국산 짱뚱어의 순천지역과 군산지역의 개체군 내에서 나타

난 유전적 다형은 0~2 bp로서 차이를 보이지 않았다.

2. 짱뚱어와 남방짱뚱어 종간의 변이

망둑어과내 짱뚱어와 남방짱뚱어를 상으로 12S와 16S

rRNA 유전자 및 mitochondria cytochrome b 유전자의 염기

Table 1. Consensus sequences of the 12S rRNA genes for Korean Gobiidae



서열을 비교∙분석하 다. 

먼저 망둑어과 내 2종을 상으로 한 12S rRNA 유전자

의 염기서열 차이는 순천지역에서 채집된 짱뚱어와 남방짱

뚱어는 17~18 bp의 차이를 보 으며, 종내 개체 차이는 짱

뚱어는 순천지역과 군산지역 개체군간에 100%의 상동성을

나타냈으며, 남방짱뚱어는 순천지역 집단에서는 개체간 변

이가 없으며 해남지역 집단에서는 하나의 염기서열의 차이

를 보 다. 16S rRNA 유전자의 경우, 2종간에 염기서열 차

이는 짱뚱어와 남방짱뚱어 사이에서 29 bp를 보 으며, 종

내 개체 차이는 짱뚱어는 99.6%로 단지 2개의 염기서열의

차이를 보 으나, 남방짱뚱어는 순천지역과 해남지역 개체

군간에 100% 동일하 다. mitochondria cytochrome b 유전

자의 2종간 염기서열 차이는 짱뚱어와 남방짱뚱어 사이에

서는 76~77 bp의 차이를 보 고, 종내 개체 차이는 짱뚱어

는 지역간 차이가 없었으나, 남방짱뚱어는 순천지역과 해남

지역 개체군간에 2 bp의 차이를 보 다. 

3. 분자계통수 (phylogenetic tree)

12S와 16S rRNA와 mitochondria cytochrome b 유전자에

근거한 분자계통수는 Fig. 1에서 Fig. 3에 나타내었다. 짱뚱

어와 남방짱뚱어는 두 그룹으로 분리되었다. 3가지 유전자

를 활용해서 작성한 계통수의 분지양상(tree topology)을 보

면, 망둑어과의 어느 조상종으로부터 남방짱뚱어로 분화되

었으며, 그 후 짱뚱어로 분화되었을 것으로 추정되었다.
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Table 3. Consensus sequences of the mitochondrial cytochrome b genes for Korean Gobiidae

Table 4. Pairwise differences (nucleotide differences) among 12S rRNA genes of Korean Gobiidae

Species 1 2 3 4 5

1. B. pectinirostris (Suncheon) 100% (0) 95.9% (18) 96.1% (17) 99.3% (3)
2. B. pectinirostris (Gunsan) 95.9% (18) 96.1% (17) 99.3% (3)
3. S. gigas (Suncheon) 99.8% (1) 95.2% (21)
4. S. gigas (Haenam) 95.4% (20)
9. B. pectinirostris (AF265363)

Table 5. Pairwise differences (nucleotide differences) among 16S rRNA genes of Korean Gobiidae

Species 1 2 3 4 5

1. B. pectinirostris (Suncheon) 99.6% (2) 94.0% (29) 94.0% (29) 90.3% (47)
2. B. pectinirostris (Gunsan) 94.0% (29) 94.0% (29) 89.9% (49)
3. S. gigas (Suncheon) 100% (0) 89.9% (49)
4. S. gigas (Haenam) 89.9% (49)
5. L. guttatus (AB108569)



고 찰

형태학적으로 유사한 종들간에 형태형질을 제외한 종간

에 분류 및 계통에 세포질내 유전물질인 미토콘드리아 유

전물질이 진화나 계통분석에 널리 이용되고 있다. 최근에

미토콘드리아 DNA 기법이 소개되면서 어류의 종내 (intra-

species) 또는 종간 (inter-species)의 계통유연관계 분석이

가능해 지기 시작하 다. 특히 12S rRNA와 16S rRNA, mito-

chondria cytochrome b 등의 유전자 염기서열을 이용한 분자

생물학적 연구는 분자계통학 연구에 있어 매우 중요한 도

구로 사용될 수 있는 커다란 잠재력과 실용성이 입증되었다

(Huyse et al., 2004; Peng et al., 2004; Kim et al., 2004; Keith

et al., 2005; Eva et al., 2006). 

먼저 짱뚱어 종내 개체간 유전적 차이를 밝히기 위해

mitochondria내에 3가지 유전자를 분석한 결과, 순천지역과

군산지역간의 염기서열은 12S rRNA는 총 434 bp (base pair)

154 최기호∙정의 ∙박갑만

Table 6. Pairwise differences (nucleotide differences) among mitochondrial cytochrome b genes of Korean Gobiidae

Species 1 2 3 4 9

1. B. pectinirostris (Suncheon) 100% (0) 82.7% (77) 82.9% (76) 79.7% (90)
2. B. pectinirostris (Gunsan) 82.7% (77) 82.9% (76) 79.7% (90)
3. S. gigas (Suncheon) 99.5% (2) 82.7% (77)
4. S. gigas (Haenam) 82.9% (76)
5. S. pugnans (AY929275)

Fig. 1. Tree dipicting relationships among the family Gobiidae inferred from 12S rRNA gene sequences data using Sicyopterus pectinirostris
(AF265363) as an outgroup. Kimura-2-parameter model and the tree constructed using the Neighbor-Joining method.
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100

0.005

Fig. 3. Tree dipicting relationships among the family Gobiidae inferred from mitochondrial cytochrome b gene sequences data using Sicyopterus
pugnans (AY929275) as an outgroup. 
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Fig. 2. Tree dipicting relationships among the family Gobiidae inferred from 16S rRNA gene sequence data using Luciogobius guttatus
(AB108569) as an outgroup. 
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의 염기서열을 얻었으며 이를 비교 분석한 결과, 순천지역

과 군산지역의 집단 간에는 100% 동일한 염기서열을 보

고, 16S rRNA 유전자는 총 484 bp의 염기서열 중 99.6%의

차이로 단지 2 bp가 치환된 것으로 나타났고, mitochondria

cytochrome b 유전자의 경우, 444 bp의 염기서열을 얻었으

며 두 지역 간 염기서열은 100%의 일치도를 보 다. Kim

et al. (2004)은 우리나라 망둑어과 어류 중 문절망둑(Ancan-

thogobius hasta)을 상으로 16,663 bp 길이인 전체 mito-

chondria를 분석하 으며, 전체 미토콘드리아 genome은 two

RNA, 22tRNA와 13개의 protein-coding 유전자로 구성된 것

으로 보고한 바 있다. 최근에 담수산 어류인 자가사리를

상으로 지역개체군간 유연관계를 cytochrome b 유전자를 이

용하여 분석한 결과, 개체군간에 크게 3집단으로 유전적 격

리가 일어난 것으로 보고하 다 (Kim et al., 2006). 한국산

짱뚱어를 상으로 한 동일한 종내에서 서식지 (서해, 남해)

에 따른 유전적 차이나 지리적 거리의 차이가 있을 것으로

예상하 으나 이상의 3가지 유전자를 비교해 본 결과를 종

합해 보면, 종내 개체 변이와 지역별 변이는 일어나지 않은

것으로 밝혀졌다. 

또한 짱뚱어와 남방짱뚱어 2종간 비교 (inter-species)에서

는 순천지역 짱뚱어와 해남지역 남방짱뚱어를 12S rRNA

유전자와 16S rRNA 유전자 및 mitochondria cytochrome b

유전자 염기서열을 비교 분석한 결과, 각각 96.1% (17 bp),

94.0 (29 bp), 그리고 82.9% (76 bp)로 나타나 두 종의 유전

학적 차이는 크게 나타났다. Chen et al. (1998)은 망둑어과

2종 (Rhinogobius maculafasciatus, R. giurinus)을 상으로

mitochondria DNA의 control region 부위 유전자를 비교 분

석한 결과, 두 종간에 11.3~11.7% 그리고 R. giurinus의 종

내 변이는 0.8~1.8% 차이를 보 다고 보고한 바 있다. 따

라서 본 연구에서 짱뚱어와 남방짱뚱어 두 종간에 3.9~

17.1%의 차이를 보여 서로 다른 종으로 볼 수 있을 것으로

사료되었다. 어류의 분화시기를 추정하기 위한 분자시계 개

념이 도입되어 분화시간을 여러 학자들에 의해 보고되었다

(Cantatore et al., 1994; Orti et al., 2004; Sota et al., 2005).

Cantatore et al., (1994)은 cytochrome b 유전자를 이용한 연

구에서 0.8% 염기차이를 백만년으로 계산하 고, Orti et al.,

(2004)은 2.8% 당 백만년으로 계산하 다. 본 연구에서 짱

뚱어와 남방짱뚱어의 경우, cytochrome b 유전지에서 17.1%

의 차이를 보여 이를 분자시계에 도입하여 2종간에 분화시

기를 계산해 보면, 최소 6백만년전에 분화된 것으로 추정할

수 있다. Peng et al. (2004)은 중국산 종어의 지역간 근연관

계를 밝히고자 미토콘드리아 cytochrome c oxidase subunit I

유전자와 12S ribosomal RNA 유전자를 비교한 바, 12S 유전

자의 경우 1개의 염기변이만이 관찰되었고, cytochrome c

유전자의 경우 100% 일치하는 것으로 보고하 다. 앞으로

망둑어와 남방짱뚱어에 한 추가 연구로 집단 유전학 연구

에 주로 이용되는 핵내 DNA 중 microsatellite (msDNA) 

역의 유전자 분석을 통해 립유전자의 차이를 살펴볼 필

요가 있다고 생각된다. 

이와 같이 형태학적으로 흡사한 짱뚱어와 남방짱뚱어는

유전적으로 차이를 보 으며, 분자생물학적 연구에서 지역

간 개체 차이는 외부형태학적 차이에 의한 종 분류보다 많

은 정보를 제공하 으나 앞으로 망둑어 과내 좀 더 많은

종이나 지역을 상으로 세 한 연구가 이루어지면 한국산

망둑어과의 종내 계통유전학적 관계가 밝혀질 것으로 사료

된다.

요 약

우리나라 망둑어과 어류 중 말뚝망둥어아과에 속하며 형

태학적으로 흡사한 짱뚱어 (B. pectinirostris)와 남방짱뚱어

(S. gigas)를 상으로 12S rRNA, 16S rRNA 및 mitochondria

cytochrome b 유전자의 염기서열 분석을 통해, 종내 및 종

간의 분자유전학적 특성을 파악하고자 하 다. 짱뚱어 종내

개체간 유전적 차이를 밝히기 위해 mitochondria내에 3가

지 유전자를 분석한 결과, 순천지역과 군산지역간의 염기서

열은 12S rRNA는 총 434 bp (base pair)의 염기서열을 얻었

으며 이를 비교 분석한 결과, 순천지역과 군산지역의 집단

간에는 100% 동일한 염기서열을 보 고, 16S rRNA 유전자

는 총 484 bp의 염기서열 중 99.6%의 차이로 단지 2 bp가

치환된 것으로 나타났고, mitochondria cytochrome b 유전자

의 경우, 444 bp의 염기서열을 얻었으며 두 지역 간 염기서

열은 100%의 일치도를 보 다. 한국산 짱뚱어를 상으로

한 동일한 종내에서 서식지 (서해, 남해)에 따른 유전적 차

이나 지리적 거리의 차이가 있을 것으로 예상하 으나 이

상의 3가지 유전자를 비교해 본 결과를 종합해 보면, 종내

개체 변이와 지역별 변이는 일어나지 않은 것으로 밝혀졌

다. 또한 짱뚱어와 남방짱뚱어 2종간 비교 (inter-species)에

서는 순천지역 짱뚱어와 해남지역 남방짱뚱어를 12S rRNA

유전자와 16S rRNA 유전자 및 mitochondria cytochrome b

유전자 염기서열을 비교 분석한 결과, 각각 96.1% (17 bp),

94.0 (29 bp), 그리고 82.9% (76 bp)로 나타나 두 종의 유전학

적 차이는 크게 나타났다. 따라서 본 연구에서 나타난 짱뚱

어와 남방짱뚱어 두 종간에 3.9~17.1%를 보여 서로 다른

종으로 볼 수 있을 것으로 사료되었다.
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