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서   론

최근 육류의 소비는 점차 줄어드는 반면 수산물의 소비는 계
속 증가하고 있으며(FAO, 2015), 특히, 우리나라와 일본 중심
이었던 활어 소비문화가 전 세계적으로 확대되어 국가 간의 활
어 교역량 또한 증가할 전망이다. 기존의 활어 수송 방법은 활어
차를 이용한 운송법과 항공기를 이용한 항공 수송법이 사용되
어 왔다(Piper et al., 1982; Davis and Parker, 1986). 하지만 활
어차를 이용한 수송은 운반 가능 시간이 짧아 거리상 가까운 일
본 외 수송 시간이 24시간 이상 걸리는 먼 거리로의 수송이 불
가능하다. 따라서 현재까지 장거리 수송은 넙치만을 소량 미국
으로 항공 운송하고 있다. 
하지만 이러한 항공 운송은 신속하다는 장점이 있으나 운송비
가 비싸며 수송 품종이 다양하지 못하다는 문제가 있다(Piper 
et al., 1982; Berka, 1986). 이러한 단점을 극복하고자 현재까
지 많은 수송관련 연구가 이루어졌고(Ferreira et al., 1984; Yo-

shikawa et al., 1989; Cho et al., 1994), 이중 수온을 저하시켜 
운반하는 저온 수송법이 가장 효과적이지만 냉각수조, 산소발
생기 및 여과기 등의 기계 장치 개발 미흡으로 인해 그 동안 상
용화 되지 못했다. 하지만 현재 기술적인 부분이 해결되어 2012
년 활어 저온 수송이 가능한 수송용 컨테이너가 개발된 상태이
다(MOF, 2014). 그러나 수송생물의 생리대사 특성을 고려하지 
못한 장시간의 활어 수송은 극심한 스트레스 요인으로 작용하
여 건강도 하락으로 인해 상품의 가치를 떨어뜨리거나 폐사를 
유발하므로, 안정적인 활어패 수송을 위해서는 적정 수온·염분 
등의 수송조건의 탐색이 선행되어야 한다(Wedemeyer, 1996; 
Harmon, 2009). 
조피볼락(Sebastes schlegeli)은 2014년 생산량이 약 24,598
톤으로 전체 어류양식 생산량의 29% 정도를 차지하는 우리나
라 대표 양식 어종이다(MOF, 2015). 하지만 양식장 증가 및 생
산 기술 발달로 인해 국내 소비량에 비해 과잉 생산되고 있어 새
로운 해외 시장 개척과 확대가 절실한 실정이다. 따라서 본 연구
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는 조피볼락의 장거리 수송을 위한 기초 생물학적 자료를 확보
하기 위하여 적정 수온 및 염분을 구명하고자 이를 위해 각 요인
에 대한 혈액 성상과 혈구 사멸률 조사를 통해 스트레스 반응과 
건강도를 파악하고자 하였다.

재료 및 방법

실험어 및 조건

실험을 위하여 조피볼락(전장 28.6±1.8 cm, 전중 409.0± 
70.4 g)을 경남 거제에 소재한 양식장에서 구입하여 국립수
산과학원내 사육실로 옮긴 후, 유수식 원형 FRP 수조(2톤)에
서 14일간 적응시켰다. 적응기간 동안 수온은 15±1℃ 염분은 
33.5±0.5 psu였으며, 배합사료를 매일 2회 만복 공급하였다. 
적정 수송 조건을 탐색하기 위해 수온 4조건(4, 6, 8, 10℃) 및 
염분 3조건(10, 18, 34 psu)을 교차하여 총 12 조건에서 실험을 
하였다. 냉각기가 설치된 순환여과식 아크릴수조(200 L) 12개
에 실험 조건 별로 14일간 순치시킨 조피볼락을 각각 15마리
씩 수용한 뒤 실험 수온으로 도달시켰다. 실험기간은 국내에서 
미국 로스엔젤레스까지 활컨테이너를 이용하여 활어를 수송하
는 시간을 감안하여 14일로 설정하였으며, 실험 종료 시 각 조
건 별로 실험어의 혈액성상과 혈구개체군 및 혈구 사멸률을 조
사하였다. 실험기간 동안 광주기는 12L:12D, 용존산소는 포화
농도의 90% 이상으로 유지하였다. 매일 폐사어를 확인하여 생
존율을 조사하였으며, 실험기간 동안 모든 실험어는 100% 생
존하였다.

혈액 채취

실험 종료 시(14일째) 각 실험수조에서 모든 실험어를 잡아 
150 ppm의 2-phenoxyethanol (Junsei, Japan)로 마취시킨 후, 
heparin sodium을 처리한 주사기로 미부혈관에서 채혈하였다. 
채혈된 혈액의 일부는 hematocrit (Ht), hemoglobin (Hb) 측정 
및 혈구 사멸률 조사를 위해 즉시 분석에 사용하였으며, 나머지
는 원심분리(14,000 g, 4℃, 10 분) 후 혈장을 분석 전까지 -80℃
에 보관하였다.

혈액 성분 분석

Ht는 혈액을 모세유리관에 넣어 원심분리(10,000 g, 10분)하
여 Ht 측정판(MICRO-HAEMATOCRIT READER, Hawks-
ley Co, UK)으로 측정하였다. Hb, glucose, aspartate amino-
transferase (AST), alanine aminotransferase (ALT)는 건식임
상화학자동분석장치(FUJI DRI-CHEM 4000i, Japan)를 이용
하여 측정하였다.
혈중 cortisol은 효소면역분석법(enzyme immunoassay, EIA)
을 이용한 cortisol EIA kit (Oxford, USA)를 사용하여 다음과 
같이 측정하였다. 혈장 100 μL에 1 mL ethyl ether를 첨가하여 
cortisol을 추출한 후, 시료의 상층액을 분리하여 이를 N2 가스

로 증발시켰다. 잔여물을 100 μL의 extraction buffer에 녹인 
후 다시 extraction buffer로 100배 희석시켜 이를 샘플로 사용
하였다. Standard solution 또는 샘플을 50 μL씩 microplate에 
2반복으로 넣은 후, 동량의 Cortisol-HRP Conjugate를 첨가하
여 1시간 동안 상온에서 반응시켰다. 반응 후 washing buffer로 
3회 세척한 후, Tetramethyl benzidine (TMB) substrate를 150 
μL씩 넣은 후 30분 동안 반응시켜, microplate reader (Bio-Tek, 
USA)로 650 nm에서 값을 측정하였다. Cortisol 분석 시 Inter-
assay coefficients of variation (CV) 및 Intra-assay CV는 각각 
7.1%와 5.5%이었다. 

 유세포 분석

혈구 사멸률은 PE Annexin Ⅴ Apoptosis Detection Kit (BD 
Pharmingen™, USA)를 사용하여 혈구를 PE Annexin Ⅴ와 
7-Amino-Actinomycin (7-AAD)로 이중염색을 하여 측정하였
다. 혈구수가 106-107 cells/mL로 유지하기 위해 혈액을 binding 
buffer로 희석 시킨 후 희석한 혈액 100 μL에 PE Annexin Ⅴ
와 7-AAD를 각각 5 μL씩 첨가한 후 암실에서 실온으로 15분
간 반응 시켰다. 이후 binding buffer (0.1 M Hepes/NaOH (pH 
7.4), 1.4 M NaCl, 25 mM CaCl2) 400 μL를 첨가한 다음, 유세
포분석기(Galios flow cytometry, Beckman Coulter, USA)로 1
시간 이내에 분석하였다. 혈구들은 염색 유무에 따라 live cells 
(염색 반응 없음), apoptotic cells (Annexin Ⅴ 염색), necrotic 
cells (7-AAD 염색)로 분류하였다(Fig. 1).

통계처리

실험의 결과값은 평균±표준편차로 나타내었으며, 실험구간 
유의성(P<0.05)은 SPSS program (Ver. 17.0)을 사용하여 One-
way ANOVA test 또는 Two-way ANOVA test와 Duncan test
로 검증하였다.

결   과

혈액 parameter 변화

Ht와 Hb는 실험 종료 시 수온 및 염분에 따른 유의한 변화가 

Table 1. P-values from two-way ANOVAs of blood parameters in 
rockfish Sebastes schlegeli exposed across various temperatures 
(4, 6, 8, 10℃) and salinities (10, 18, 34 psu) on 14 days

Parameters Salinity 
(psu)

Temperature 
(℃) Salinity×Temperature

Hematocrit 0.065 0.124 0.136
Hemoglobin 0.295 0.125 0.221
AST <0.001 <0.001 <0.001
ALT 0.006 0.001 <0.001
Glucose 0.001 <0.001  0.005
Cortisol <0.001 <0.001 <0.001
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나타나지 않았다(Fig. 2, Table 1).
Cortisol은 실험 종료 시 모든 염분구에서 4℃에서 가장 높았
으며(Fig. 3), 염분이 낮아질수록 유의하게 감소하여 수온, 염분 
및 수온×염분 상호작용에 영향을 받는 것으로 나타났다(Table 
1). Glucose는 실험 종료 시 34 psu에서는 4℃, 18 psu에서는 

6℃ 그리고 10 psu에서는 8℃부터 유의하게 증가하였다(Fig 3). 
Glucose는 수온, 염분 및 수온×염분 상호작용에 영향을 받는 
것으로 나타났다(Table 1).

AST는 실험 종료 시 34 psu 염분구에서는 수온간 유의한 차
이가 없었으나, 10, 18 psu에서는 4℃일 때 가장 높게 나타났

34 psu 18 psu 10 psu

10℃

8℃

6℃

4℃

Fig. 1. Flow cytometric determination of live cell, apoptotic cell and necrotic cell in the hemocyte populations of rockfish Sebastes schlegeli 
exposed across various temperatures (4, 6, 8, 10℃) and salinities (10, 18, 34 psu) on 14 days. A, necrosis; B, late apoptosis; C, live; D, early 
apoptosis (n=15).
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다(Fig. 4). AST는 수온, 염분 및 수온×염분 상호작용에 영향
을 받는 것으로 나타났다(Table 1). ALT는 실험 종료 시 10 psu 
4℃일 때 가장 높게 나타났으며(Fig. 4), 수온과 염분 및 수온×
염분 상호작용에 영향을 받는 것으로 나타났다(Table 1).

혈구 사멸률 변화

실험 종료 시 수온과 염분에 따른 혈구 사멸률은 Table 2에 나
타내었다. Live cell은 모든 실험구에서 99.0-99.6% 범위로 실
험구간의 유의한 차이는 나타나지 않았다. Apoptotic cell은 모
든 실험구에서 유의한 차이가 없었다. Necrotic cell은 34 psu에
서는 4℃, 18 psu에서는 8℃와 6℃, 10 psu에서는 6℃와 4℃에
서 가장 높게 나타나 수온 및 수온×염분 상호작용에 영향을 받
는 것으로 나타났다.

고   찰

Ht, Hb, glucose, AST, cortisol 등의 혈액 성상은 어류의 건강
도 지표로 사용 된다(Davis and Parker, 1990). Ht와 Hb는 산소 
운반능력을 나타내는 생리 활성의 지표로써 스트레스를 받으
면 증가하거나 감소한다(Davis and Parker, 1990). Adeyemo 

et al. (2003)은 African catfish (Clarias gariepinus)의 경우 수
온이 낮아질수록 Ht가 감소한다고 하였다. 본 연구에서 모든 실
험구에서 Ht와 Hb의 유의한 차이가 나타나지 않아 10-18 psu
와 4-10℃의 조건은 조피볼락의 Ht와 Hb에는 영향을 미치지 
않는 것으로 여겨진다. Cortisol과 glucose는 어류의 스트레스 
지표로서 사용되며, 스트레스를 받으면 혈중 농도가 증가한다
(Thomas and Robertson, 1991; Van Raaij et al., 1996).
본 연구결과 cortisol 농도는 모든 염분구에서 4℃일 때 가장 
높게 나타나 glucose와 유사하였고, 4℃ 이하의 수온은 조피볼
락에게 스트레스를 주는 것으로 여겨진다. 한편, cortisol은 해수 
적응 호르몬으로 알려져 있지만(McCormick, 2001), 담수적응 
시 아가미의 염류세포를 조절하는 역할도 함께 하므로(Laurent 
and Perry, 1990) 염분이 낮아질 경우 일반적으로 혈중 농도가 
증가한다. 하지만 본 연구에서 cortisol 농도는 염분이 낮아질수
록 유의하게 감소하였다. 이에 대해 Marshall et al. (1999)은 염
분 차에 의한 삼투조절작용에 cortisol이 계속 사용되어 저염분
일수록 혈중 cortiosl 농도가 낮아진다고 하였다. 다른 예로 숭
어(Mugil cephalus)의 경우 33 psu에서 0 psu로 옮겼을 경우 
cortisol 농도가 급격히 낮아졌으며(Chang and Hur, 1999), 기
수에 적응된 killifish (Fundulus grandis)를 담수로 옮겼을 때 

Fig. 2. Levels of hematocrit and hemoglobin in rockfish Sebastes 
schlegeli exposed across various temperatures (4, 6, 8, 10℃) and 
salinities (10, 18, 34 psu) at 14 days. Means±S.D. Same capital 
letters mean not significant difference between salinity and small 
letters between temperature (P>0.05).
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Fig. 3. Levels of cortisol and glucose in rockfish Sebastes schlegeli 
exposed across various temperatures (4, 6, 8, 10℃) and salinities 
(10, 18, 34 psu) on 14 days. Means±S.D. Different capital letters 
indicate significant difference between salinity and small letters 
between temperature (P<0.05).
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혈장 cortisol이 감소한다고 보고된 바 있다(Scott et al., 2006).
또한 Marley et al. (2008)은 cortisol과 반대의 역할을 하는 담
수 적응 호르몬인 prolactin은 혈중 cortisol의 농도에 영향을 준
다고 하였다. 본 연구에서 prolactin은 측정하지 않았지만 염분
이 낮아질수록 cortisol 농도가 유의하게 감소하는 것은 시간에 
지남에 따라 cortisol 을 대신해 prolactin 분비가 증가하였기 때
문으로도 추측된다.
실험 종료 시 glucose농도는 34 psu에서는 가장 낮은 수온인 

4℃일 때 가장 높게 나타나 수온 급강하 시 넙치의 glucose변화
와 유사하게 나타났다(Chang et al., 1999). 또한, 18 psu에서는 
4-6℃, 10 psu에서는 4-8℃일 때 가장 높게 나타나 저염분과 저
수온의 복합작용이 뚜렷이 나타났다.
혈장 효소인 AST와 ALT는 간 건강 지표로 사용되며, 간 손상 
시 혈중으로 다량 유출되어 농도가 상승한다(Smith and Ramos 
1980). 본 연구에서 AST는 10, 18 psu에서 4℃일 때 가장 높게 
나타났다. ALT는 10 psu에서 4℃일 때 가장 높게 나타났다. 따
라서 10, 18 psu의 염분과 4℃의 수온에서는 간기능이 저하되
며, 또한 저염분과 저수온이 복합적으로 작용할 경우 더 많은 스
트레스를 받는 것으로 나타났다.
어류가 수송 하루 혹은 일주일 이후에 폐사하는 현상을 de-

layed mortality syndrome이라 한다(Harmon, 2009). 이에 대
한 원인은 아직까지 명확하게 밝혀지지 않았지만, Portz et al. 
(2006)는 수송 시 받은 스트레스로 인한 면역기능의 저하를 원
인 중 하나로 보고한 바 있다.
세포 사멸은 크게 apoptosis (세포자살)과 necrosis (괴사)로 
구분된다. Apoptosis는 p53, Bcl2/Bax, cytochrome c, caspase 
family protein 등과 같은 apoptosis-related molecule에 의해 이
루어지는 능동적인 세포 사멸과정을 말한다. 반면 necrosis는 
독성 및 외부환경의 변화에 따른 물리적인 충격에 의해 세포가 
터져 죽게 되면서 염증을 동반 하는 것을 말하며, 이러한 세포 
사멸은 외부 스트레스나 질병에 의해 촉진되므로 어류의 경우
에 면역력 평가 지표로 사용이 가능하다(Kiss, 2010; Ray et al., 
2013; Cheng et al., 2015).
복어(Takifugu obscurus)의 경우 34℃의 고온에서는 3시간째
부터 apoptotic cell 비율이 적정 서식 수온인 24℃에 비해 유의
하게 높아졌으며, 48시간째 12.23%까지 증가하여 수온 스트
레스를 받을 경우 혈구의 apoptosis 비율이 증가하였다(Cheng 
et al., 2015). 또한 잉어의 경우 Trypanoplasma borreli에 감염
되어 면역력이 낮아졌을 때, 혈구의 apoptosis와 necrosis 비율
이 높아진다고 보고된 바 있다(Fink et al., 2015). 본 연구에서 
apoptotic cell은 실험구간 유의한 차이가 없었으나, necrotic 

Fig. 4. Levels of AST and ALT in rockfish Sebastes schlegeli ex-
posed across various temperatures (4, 6, 8, 10℃) and salinities 
(10, 18, 34 psu) on 14 days. Means±S.D. Different capital letters 
indicate significant difference between salinity and small letters 
between temperature (P<0.05).
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Table 2. Percentage of live cell, apoptotic cell and necrotic cell in 
the hemocyte populations of rockfish Sebastes schlegeli exposed 
across various temperatures (4, 6, 8, 10℃) and salinities (10, 18, 
34 psu) on 14 days

Temperature
(℃)

Live cell 
(%)

Apoptotic cell 
(%)

Necrotic cell 
(%)

34 psu

10 99.0±0.3a 0.55±0.19a 0.21±0.07ab

8 99.5±0.1a 0.38±0.05a 0.17±0.04b

6 99.4±0.1a 0.34±0.02a 0.25±0.03ab

4 99.3±0.1a 0.39±0.09a 0.29±0.03a

18 psu

10 99.6±0.1a 0.29±0.11a 0.15±0.09b

8 99.1±0.2a 0.53±0.17a 0.30±0.12a

6 99.3±0.1a 0.46±0.17a 0.29±0.04a

4 99.5±0.2a 0.38±0.19a 0.13±0.04b

10 psu

10 99.5±0.1a 0.35±0.04a 0.16±0.04b

8 99.3±0.3a 0.30±0.07a 0.32±0.09a

6 99.2±0.1a 0.39±0.10a 0.31±0.05a

4 99.4±0.1a 0.29±0.02a 0.30±0.05a

P-value from two-way ANOVAs 
Salinity 0.453 0.166 0.148
Temperature 0.448 0.788 0.009
Salinity×Temperature 0.061 0.097 0.001
Different small letters indicate significant difference between tem-
peratures (P<0.05). 
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cell은 10 psu 에서는 8℃ 이하부터 유의하게 높아졌다.
따라서 본 연구결과를 종합해봤을 때 스트레스 지표인 corti-

sol, glucose, AST 및 ALT는 4℃, 10 psu에서 가장 높게 나타
났으며, 또한 혈구 사멸률과 같은 면역 지표를 비교했을 때도 
18-34 psu, 6-10℃에서 10 psu, 4℃보다 스트레스를 적게 받는 
것으로 나타나 조피볼락의 장거리 수송 적정 수온 및 염분 조건
은 6-10℃, 18-34 psu인 것으로 사료된다.
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