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서 론

일반적으로 어류의 난모세포는 여포세포층(follicular layer)

과 방사 (zona radiata) 그리고 난세포질 (oocyte plasma

membrane) 등 3층으로 구성되어 있다. 특히 여포세포층은

theca cell과 follicular cell (==granulosa cell)로 구성되는데

theca cell은 방어기능을 수행하는 반면에 여포세포는 호흡,

난모세포와 배 발생에 양공급, 효소분비, 난황 및 steroid

형성 등 많은 기능을 수행하고 있다 (Kjesbu and Kryvi,

1989; Hirai, 1993; Riehl and Greven, 1993). 이러한 다양한

기능 이외에도 일부 어류에서는 여포세포층에서의 난막 구

조변화 (egg membrane, adhesive material, adhesive mem-

brane, egg envelope, vitelline envelope)가 나타나기도 한다.

이러한 난막구조는 종의 산란습성과 관련된 부착기능 (ad-

hesive function), 수압 조절, 배아 보호 기능뿐 아니라 분류

학적 목적으로도 널리 이용되어 왔다(Blaxter, 1969; Lagler

et al., 1977; Laale, 1980; Groot and Alderdice, 1985; Erickson

and Pikitch, 1993; Thiaw and Mattei, 1996; Park and Kim,

2001a, b; Kim and Park, 2013). 또한 체외수정을 선택한

부분의 담수어류의 정자 머리에는 첨체를 보유하지 않기

때문에 난자의 동물극 쪽에 위치한 난문(micropyle)을 통

해 수정이 이루어지는데 이들의 난문은 종마다 모양과 크

기가 다양하게 나타남으로써 종특이성을 가지고 있다. 일반

적으로 어류에서 난문은 다른 종의 정자가 침입하는 것을

방해하고 다수정을 방지하는 역할을 수행하는 형태적 특이

성을 가지고 있어 종을 분류하는 중요한 특징으로 이용되

고 있다(Park, 1996; Yoon, 1999; Chen et al., 1999; Mori-
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sawa, 1999; Debus et al., 2002).

돌상어는 잉어목 잉어과 모래무지아과에 속하는 담수어

류로 물이 깨끗하고 유속이 빠르며, 바닥에 자갈이 깔린 곳

에 서식하고 주로 수서곤충을 먹고 산다. 우리나라의 한강,

임진강, 금강에만 서식하는 한국고유종 현재 멸종위기 야생

생물 II급으로 지정되어 보호받고 있다 (Kim and Park,

2002). 돌상어에 관한 연구는 난발생 및 초기생활사(Ko et

al., 2011), 식성 (Choi et al., 2001b), 산란생태 (Choi et al.,

2001a) 등은 있었지만 난자형성과정과 난막의 형태에 관한

연구는 아직까지 보고된 바 없고, 현재 서식처 교란으로 인

해 개체수가 급격히 감소하고 있는 현 실정에서 생식세포

형성과정에 한 연구의 필요성이 절실하다. 따라서 돌상어

의 난자형성과정과 산란특성에 따른 부착구조를 조사하여

국내에 출현하는 3종의 꾸구리속(Gobiobotia) 어류 연구에

한 기초자료를 얻고자 한다.

재료 및 방법

1. 실험재료

돌상어 포획은 금강유역환경청의 포획허가(허가번호 제

2014-7)를 받은 후 2014년 5월에 충남 금산군 제원면 용화

리 일 에서 족 (망목 4×4 mm)를 이용하여 5개체(전장

8.5~10.3 cm)를 채집하 다. 이후 살아있는 상태의 돌상어

를 실험실로 운반하여 실험을 진행하 다.

2. 실험방법

1) 광학현미경 관찰

채집된 5개체 중 3개체의 난소를 적출하여 4�C의 10%

formalin에 12시간 고정한 후 12시간 수세하 다. 일반적인

ethanol 탈수법으로 탈수한 다음 xylene으로 치환하여 paraf-

fin으로 포매하 고 block을 제작하 다. Block은 microtome

(Leica-820, Germany)으로 5μm 간격으로 절단하여 hema-

toxylin과 eosin으로 이중 염색하여 표본을 제작하 다. 광학

현미경(Carl zeiss, AX10, Germany)을 이용하여 난소를 관찰

하 고 난소 내 분화단계별 세포의 면적은 Axio vision (Carl

zeiss, Germany)으로 0.01μm2까지 측정하여 백분율로 환산

하 다.

2) 주사전자현미경 관찰

2014년 5월에 채집한 성체로부터 직접압박법을 통해 얻

은 난을 재료로 0.1 M phosphate buffer (pH 7.4)로 조정된

2.5% glutaraldehyde에 4�C에서 4시간 전고정 후 1% osmi-

um tetroxide (OSO4)로 90분간 후고정하여 ethanol series를

통해 탈수시켰다. Tert-butyl alcohol (TBA)을 이용하여 동결

건조시킨 뒤 OSO4를 증착시켜 주사전자현미경(JEOL JSM-

6400, Japan)으로 관찰하 다.

결 과

산란기의 돌상어 난소는 체강의 등 쪽에 낭상형으로 배치

되어 있었으며, 길이는 체강과 비슷하 다. 제작된 슬라이드

를 광학현미경으로 관찰한 결과, 난소 내에는 염색인기

(chromatin-nucleolus stage), 주변인기(peri-nucleolus stage),

난황포기(yolk vesicle stage), 난황구기(yolk granule stage),

성숙기(mature stage) 등 다양한 분화단계의 생식세포들이

존재하 다(Fig. 2A). 이러한 난세포들의 상 면적은 성숙

란(74.5%)이 가장 많은 부분을 차지하고 있었으며, 난황물

질이 형성되는 난황구기(16.6 %), 난황포기(6.6%), 그리고

주변인기(2.3%) 순으로 구성되었다(Figs. 1, 2).

염색인기의 난세포는 주변인기로 진행되었고 핵막의 안

쪽에는 여러 개의 인(nucleolus)들이 배열하고 있었으며, 세

포질은 hematoxylin에 강하게 염색되었다. 난세포의 외측에

는 단층의 편평상피세포(squamous epithelial cell)로 구성된

여포세포층이 뚜렷하게 발달하기 시작하 다. 주변인기의

난세포는 직경 98.9~215.4μm (평균 160.1±39.5μm)로 다

양한 크기를 보 다(Fig. 2B). 난황포기의 난세포에서는 핵

내에 존재하는 인들의 크기가 작아지면서 핵막 인근으로 이

동하 고, 세포질에는 외측에서부터 난황포(yolk vesicle)가

형성되기 시작하 다 (Fig. 2C). 난황구기의 난세포에서는

호산성의 난황 과립들이 핵막 주변의 내질층으로부터 피질
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Fig. 1. Cell-type distribution represented by relative area of four dif-
ferent types of oocytes in ovaries of Gobiobotia brevibarba in May
2014. MS, mature stage; PNS peri-nucleolus stage; YGS, yolk granule
stage; YVS, yolk vesicle stage.
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Fig. 2. Photos of a light microscopy (A-F) and a scanning electron microscopy (G and H). A-F, Transverse section with hematoxylin and eosin
staining. A, There are various development stages in the full-grown ovary. B, Early perinucleolus stage with many nucleolus arranged along inner
nuclear membrane. C, Late yolk vesicle stage during vitellogenesis. The formation of follicular layer (f), villus (v) on the zona radiata (z) begins
rapidly. D, Early yolk granule stage. E, Mature stage. F, Follicular layer has theca cell (t) and granulosa cell (g). H, Lots of villi (v) cover  the whole
full grown oocyte (z). f, follicular layer; gv, germinal vesicle; mo, mature oocyte; mp, micropyle; n, nucleolus; op, ooplasm; v, villi; yg, yolk
granule; yv, yolk vesicle; z, zona radiata. Scales indicate 200μm (A), 50μm (B), 10μm (C), 20μm (D), 200μm (E), 10μm (F), 67μm (G), 7μm
(H), respectively. 



층으로 확산되었다(Fig. 2D). 발달과정이 진행됨에 따라 성

숙기의 난세포는 평균 1151.3±64.7 (1052.2~1251.3)μm까

지 커졌으며 이미 형성된 난황 과립들은 서로 융합하면서

세포질의 부분을 차지하고 있었다(Fig. 2E). 난황구기에

서 성숙기로 진행되면서 여포세포와 theca cell로 구성된 2

층의 여포세포층이 증가하 으며, 세포질과 여포세포층 사

이에 줄무늬모양(striated appearance)의 방사 는 두꺼워졌

다(Fig. 2D). 성숙란 시기의 방사 는 약 10~15μm 두께를

가지며 호산성을 보 다(Fig. 2D, F). 방사 와 여포세포층

사이에 존재하는 융모(villi)는 난황포기의 난세포에서 출현

하기 시작하여 성숙란에서는 그 길이가 2~3μm까지 길어

졌다(Fig. 2C, D, F, G, H).

주사전자현미경을 이용하여 관찰한 결과, 성숙란의 표면

에는 깔때기 모양의 난문이 관찰되었으며, 그 외경은 약 13

μm 으나 내경이 점차 작아지는 특징을 보 다(Fig. 2G).

또한 난문을 제외한 부분의 난표면에는 2~3μm 길이의

미세융모가 일정하게 분포하고 있었다(Fig. 2H).

고 찰

경골어류 성어의 난소는 나출형과 낭상형으로 구분되는데

(Park,1996; Parenti and Grier, 2004; Koya and Munoz, 2007),

돌상어의 난소는 체강의 앞쪽에서 좌우 한 쌍으로 나타났

으며 항문 부근에서 융합된 낭상형으로 체강의 길이와 비슷

한 크기로 존재하고 있었다. 이러한 특징은 모래무지아과

어류인 Coreoleuciscus splendidus (Kim et al., 2010), Pseu-

dorasbora parva (Kim et al., 2007)의 난소와 유사한 형태를

보이고 있었다. 이는 여울부에 서식하는 저서성 어류 모래

무지아과에서 나타나는 특징으로 보인다. 부레를 갖는 Rhyn-

chocypris oxycephalus (Kim et al., 2009)와 해산어류인 양볼

락과 어류 Scorpaena notata (Munoz et al., 2002)의 난소들

은 쌍으로 구성되어 있어 돌상어와는 차이를 보 다.

성숙한 돌상어의 난소 내에는 핵 안에 인이 산재한 주변

인기와 세포질 외측에 난황포가 형성되는 난황포기, 난황포

에 난황구를 축적하여 난황물질이 핵막 주변의 내질층으로

부터 피질로 확산 중인 난황구기 등 다양한 분화단계의 생

식세포들이 관찰되었고 성숙기 난세포의 평균 크기는 1151.3

(1052.2~1251.3)μm로 이전의 난발생 연구(Ko et al., 2011)

와 거의 일치하 다. 또한 성숙기 난세포의 최외각에는 편

평한 모양의 여포세포가 층을 이루고 있었으며 약 10~15

μm 두께의 방사 가 관찰되었다. 일반적으로 난막의 두께는

부성란이 아닌 침성란, 난태생어류보다 난생어류, 친어가 알

을 보호하지 않는 경우, 유속이 더 빠른 곳에 서식하는 어

류에서 더 두꺼운 것으로 알려져 있다(Guraya, 1986). 따라

서 두꺼운 난막을 가지는 돌상어는 난생의 침성란으로 유속

이 빠른 곳에서 산란하는 생태학적 특성을 잘 반 한다고

사료된다.

돌상어의 난막 표면을 광학현미경과 주사전자현미경으로

관찰한 결과, 많은 수의 융모가 관찰되었는데 이러한 미세

융모는 난황포가 형성되는 시기에 발달하기 사작하여 난황

물질들이 형성됨에 따라 더욱 뚜렷해졌다. 이와 같이 난막

에 존재하는 다양한 구조들은 부착기능, 수압 조절, 배아 보

호 기능 등을 수행하는 것으로 알려져 있다(Laale, 1980;

Hiromi, 1984; Rizzo et al., 2002). 특히 저서성 어류인 한국

산 미꾸리과 어류는 난막표면 구조물을 과립형 (granular

form), 융모형(villous form), 사상형(filamental form), 거치형

(saw-shaped form), 소구형 (hillock-shaped form), 울타리형

(fence-shaped form) 그리고 무구조형(non-structural form) 등

7가지로 분류하 고, 이러한 구조는 산란 장소와 깊은 관계

가 있는 것으로 보고하 다(Park 1996). 또한 이러한 난막

의 부착구조는 서식환경과 접한 생태적 연관성을 보이고

있으며 일부 분류군에서는 분류학적 특징으로 이용되기도

한다 (Groot and Alderdice, 1985; Hirai, 1993; Yoon, 1999;

Park and Kim, 2001a, 2001b; Rizzo et al., 2002; Kim et al.,

2011; Kim and Park, 2013). 돌상어의 난막에서는 외경이 크

고 내경이 작아지는 깔때기 모양의 한 개의 난문이 관찰되

었는데 이는 종의 특이성을 보일 뿐 아니라 다른 종의 정자

가 침입하는 것을 방어하고 다수정 방지 기능을 수행하는

것으로 알려져 있다(Grierson and Neville, 1981; Cameron

and Hunter, 1984). 또한 일부 어류에서는 난문의 수가 2개

이상 나타나고 있어 중요한 분류학적 특징으로 이용되고 있

다(Chen et al., 1999; Morisawa, 1999; Debus et al., 2002).

이상과 같이 돌상어의 난자형성과정과 난막의 미세구조

에 한 연구는 국내의 멸종위기 야생생물로 지정된 꾸구리

속 어류 3종의 생태학적 특성을 파악할 수 있는 기초자료와

분류학적 특성을 제공할 수 있을 것으로 생각된다.

요 약

잉어과(Pisces, Cyprinidae)에 속하는 멸종위기 어류인 돌

상어 Gobiobotia brevibarba의 난막미세구조 및 난자형성과

정을 광학현미경과 주사전자현미경을 이용하여 관찰하 다.

2014년 5월의 돌상어 난소 내에는 다양한 발생단계의 생식

세포들이 관찰되었다. 난모세포들의 상 면적은 성숙란(74.5

%), 난황물질이 형성되는 난황구기(16.6%), 난황포기(6.6%),

그리고 미숙한 발달단계인 주변인기(2.3%) 순으로 구성되

어 있었다. 주변인기 단계의 세포질은 hematoxylin에 강하

게 염색되며, 핵막의 안쪽에는 다수의 인들이 존재하 다.

난황형성물질인 난황포기와 초기 난황구기 단계에서는 여

포층과 방사 가 뚜렷하게 형성되기 시작되었으며, 방사
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위에는 미세융모의 난막구조가 더욱 뚜렷해졌다. 난황구기

및 성숙란의 단계에서는 난황구 일부가 융합되면서 강한

호산성을 보 다. 또한 성숙란의 표면에는 깔때기 모양의

난문이 관찰되었으며, 2~3μm 길이의 미세융모가 일정하

게 분포하 다.
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