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서   론

흰다리새우(Litopenaeus vannamei)는 국내 양식 

대하(Fenneropenaeus chinensis)의 대안으로 2003년 

미국 하와이로부터 도입되어 현재는 새우양식의 

주요 품종으로 자리 잡았고, 2021년 양식생산량은 

약 9,545톤으로 우리나라 양식새우 생산에 대부분

을 차지하고 있다(KOSIS, 2022). 최근 들어 노지 

2모작 양식을 위해 3월부터 새우종자를 바이오플

아질산 노출이 흰다리새우, Litopenaeus vannamei의 
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Juveniles of the white leg shrimp Litopenaeus vannamei (Weight 0.18±0.08 g) were exposed to 
nitrite-N at 0, 25, 50, 100, 200 and 400 mg/L for 72 hours, and the lethal concentration, heamolymph 
and genes regulation were evaluated. The lethal concentration 50 (LC50) of L. vannamei exposed 
to nitrite-N was 141.2 mg/L at 25℃ and 33 psu. In Total protein, total cholesterol, and BUN in 
heamolymph temporarily increased after the start of the experiment and then stabilized, but glucose, 
an indicator of stress, decreased over time in the entire experimental group, and creatines, an indicator 
of tissue damage, decreased with nitrite concentration until the first 12 hours. The genes of immune-re-
lated showed that masquerade-like serine proteinase(Mas) increased at 50 and 400 ppm for 24 hours, 
and then gradually decreased depending on concentration. In the case of prophenoloxidase, it was 
highest at 400 ppm for 40 hours, and other genes(Ras-related nuclear protein, Masquerade-like serine 
proteinase, proPO-activating enzyme) showed a response for 48 hours and then gradually decreased. 
The results of this study indicate that exposure to nitrite can affect the survival and hematological 
physiology of L. vannamei.
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락(Biofloc Technology, BFT) 기술을 이용하여 그린

하우스 시설에서 중간육성을 하는 곳이 많아졌다.
바이오플락을 이용한 양식방법은 양식 사육 과

정에서 발생하는 배설물과 사료찌꺼기 등을 미생

물총을 활용하여 제거하고 수질을 안정화하여 생

물이 살아갈 수 있는 수준으로 유지 한다(Yu et al., 
2023). 또한 무환수 및 반환수로 환경에 대한 통제

가 가능하여 외부로부터 유입되는 질병을 차단할 

수 있기 때문에 항생제 등 약품을 전혀 쓰지 않는 

친환경적 생산이 가능토록 한다. 이처럼 BFT는 사

육용수의 환수 없이 유해물질을 제거할 수 있는 

친환경 양식기술로 보급 확산되고 있다(Day et al., 
2016; Kim et al., 2014). BFT는 미생물의 질화과정

을 이용하여 양식에서 발생하는 독성 있는 암모니

아와 아질산을 제거하는데, BFT 사육수가 불안정 

한 경우 사육수에는 아질산이 높은 농도로 유지되

기도 한다. 
아질산은 양식생물이 배출한 암모니아의 산화 

과정 또는 질산염의 환원 과정으로부터 생성되는 

중간산물이고, 일반적으로 해양환경에서는 수중 

생물에게 영향을 미치는 0.5 μmol/l 이하의 농도로 

유지된다(Zhang et al., 2022; Moon et al., 2015). 그
러나 사육수의 교환이 거의 없는 지수식 양식장이

나 고밀도로 양식 환경에서는 높은 수준으로 증가

할 수 있고, 이는 수산생물 체내로 흡수되어 독성

으로 작용하기도 한다(Cheng et al., 2019; Jia et al., 
2016). 아질산 이온(NO2

-)은 수중생물의 아가미 조

직에서 염화물(Cl-)/중탄산염(HCO3
-)이온과 친화

성을 가지기 때문에, 염화이온(Cl-)과 동일한 부위

에서 경쟁적으로 작용하여 삼투 장애를 초래할 수 

있다. 흰다리새우의 사육과정에서 배설되는 암모

니아, 아질산은 pH에 따라 독성으로 작용하여 제

거되지 않을 경우 새우에게 스트레스와 대량폐사

를 일으키는 원인으로 작용하기도 한다(Li et al., 
2019; Tseng and chen, 2004; Le Moullac and Haffner, 
2000). 수중에서의 아질산 노출은 아가미 이온교

환을 통해 순환기계로 유입되어 혈액 내의 산염기 

불균형 및 이온 항상성 교란을 유발할 수 있다. 또
한, 혈액 내의 아질산은 혈구의 산소와 반응하여 

혈중 산소 농도의 감소를 유발할 수 있다(Zhang 
et al., 2021; Gutiérrez et al., 2019). 최근 국내에서 

흰다리새우 2모작, 초기 생존율 향상, 성장촉진, 초
기 사육관리 효율성 등의 이유로 BFT를 이용한 실

내 중간육성 방법이 확산되고 있다. 그러나 BFT 
양성 초기 타가영양세균들의 활성화와 사육수의 

안정화되기 전 높은 아질산에 의한 피해가 다수 

발생하였다. 하지만, 아질산 급성 노출에 따른 흰

다리새우의 독성 영향에 대한 연구는 국내에서 거

의 이루어지지 않았다. 이에 본 연구에서는 아질산 

노출에 따른 흰다리새우의 영향을 검토하기 위해 

흰다리새우의 아질염에 대한 반수치사농도, 혈액

학적 성상 및 혈장 성분을 통해 아질산 노출에 따

른 독성 내성한계를 제시하고 생리적 영향을 확인

하는 데 있다.
 

재료 및 방법

실험설계  

반수치사농도(Lethal concentration, LC50) 실험에 

사용한 흰다리새우는 평균체중 0.18±0.08 g 유생을 

사용하였다. 10 L 아크릴 수조를 사용하였으며, 실
험구는 여과 해수에 아질산염을 0, 25, 50, 100, 200 
및 400 mg/L의 농도로 설정하고, 어린새우를 수조 

당 100마리씩 수용하였다. 실험은 72시간 수조 별 

폐사 유무를 확인하고, 폐사 개체는 제거해주었다. 
72시간 후 아질산 노출에 따른 최종 폐사 개체를 

바탕으로 통계프로그램(SPSS Inc, IL, USA, probit 
model)을 이용하여 반수치사농도 수치를 산출하

였다.

체액분석

체액분석은 각 실험구마다 9마리씩 무작위로 선

택하여 무게를 측정하고 한 마리씩 증류수 3 mL에 

넣어 마쇄 한 후 원심분리(8,000 rpm, 10분, 4°C)하
여 상등액을 혈액분석기(Fuji Dri-Chem, 3500i, 
Japan)로 total protein(TP), total cholesterol(TCH), 
glucose(GLU), triglyceride(TG), creatine(CRE), 혈중 

요소성 질소(BUN), Na+, K+, Cl-를 측정 하였다. 실
험구간의 시료 크기에 따른 오차를 줄이기 위하여 

측정된 시료의 무게로 각 분석값을 환산하였다. 즉 

mg/dL와 mEq/L를 mg/g으로 환산하여 비교하였다.
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사육수 수질 측정

실험기간 사육수 수질변화는 수온, 염분, 용존산

소(DO), pH는 수질측정기(YSI EXO 2, Yellow 
Springs Instrument Co., Inc., USA)로 매일 측정하였

다. 아질산은 해양공정시험법을 이용하여 분석하

였다. 

면역 관련 유전자 분석 

quantitative Real-Time PCR로 각 농도별 면역관

련 유전자의 발현을 비교하기 위해 primer와 probe
를 제작하였고, 표적 유전자와 GenBank accession 
번호는 Table 1에 나타내었다. 시료는 실험이 끝나

고 각 농도별 실험구에서 3마리의 어린새우를 랜덤 
채취하여 액체질소에 넣고 RNA 추출에 사용할 때

까지 -80℃에 보관하였다. RNeasy Mini Kit(Qiagen, 
Valencia, CA, USA)로 총 RNA를 추출한 후 DNase 
I(Qiagen, Valencia, CA, USA)로 정제하여 template
로 사용하였다. TaqMan qRT-PCR법을 이용하여 

prophenoloxidase(proPO), masquerade-like serine pro-
teinase(Mas), ras-related nuclear protein(Ran)와 proPO- 
activating enzyme(PPAE) 4개 면역 관련 유전자의 

mRNA 발현량을 조사하였다(Kim et al., 2014). 상
대적인 발현은 β-actin 비교 역치 사이클 방법(2-ΔΔCT 
method, Livak and Schmittgen, 2001)에 따라 결정하

였다.

통계처리

통계처리는 SPSS(Statistical Package for Social 
Science, version 13. software) 통계프로그램으로 실

험구간의 일원 분산분석(one-way ANOVA, Turkey’s 
honest test(p<0.05))에서 유의성검증을 실시하였다.

결과 및 고찰

수질환경변화

실험기간 동안 실험구간 용존산소는 5.3-5.5 mg/ 
L, 염분은 33.1-33.4 psu, pH는 8.0-8.1, 온도는 25.5- 
26.8℃ 범위로 흰다리새우 생존 가능 범위를 유지

하였고, 수조별 수질환경 값은 Table 2에 표시하였

다. 흰다리새우 생존 가능 범위의 환경조건으로는 

성장 적정수온은 28℃이고, 하한 수온으로 13℃에

서 성장, 먹이활동과 유영중단 및 폐사로 이어질 

수 있는 수온이고(Wang et al., 2019), 수온이 낮아

지면 체내에서는 간췌장의 분비세포 수와 부피가 

크게 증가하고, 세뇨관 내강이 확장되면, 상피세포

층이 얇아지는데, 수온을 다시 적정수온까지 올리

면 대사물질이나 유전자 발현량 모두 정상수준으

로 회복됨이 확인되어, 흰다리새우는 일정 수준의 

Table 1. Immune related genes primers and probes sequences

Primers Primer sequence(5’→3’) Accession No. & Remarks

proPO1-RT- F
proPO1-RT- R
proPO1-RT- P*

Ran-RT- F
Ran-RT- R
Ran-RT- P*
Mas-RT- F
Mas-RT- R
Mas-RT- P*
PPAE-RT- F
PPAE-RT- R
PPAE-RT- P*
β-actin-RT- F
β-actin-RT- R
β-actin-RT- P*

CGAGGGTGGAGAAGCTAGACA
CCGGAGTTGCTGATAGTCAGTTT
TGGCGCATTCCCATCAAGGACG

CCAAGAGAAATTGGGAGGTCTTC
GGGAACATTCTTGTACGTGACTCTAG

ATGGTTACTACATCCAGGCCCACTGTGC
TGGGATTGCTCCGCACA

ATTTCCGCCCCTGGAAGAT
CCCCGTCTGCTTGCCTTCTCAGG

GGTGACGGTGCCCATCTG
CGCACAGCTGCTTGTCGAT

CTTGCGACGACGCCTACGAACAGAA
CCGAGCGTGGCTACACCTT

GCACAGCTTCTCCTTGATGTCA
CCACCGCCGAGCGAGAAATCG

JX644447, present study
JX644447, present study
JX644447, present study

JX644455, Kim et al., 2014
JX644455, Kim et al., 2014
JX644455, Kim et al., 2014

JX644444, present study
JX644444, present study
JX644444, present study
JX644446, present study
JX644446, present study
JX644446, present study

present study
present study
present study

*probe
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온도 변동에 적응할 수 있음이 확인되었다. 염분 

조건에서는 3-32 psu까지 적응 할 수 있고(Li et al., 
2008), pH는 6.65-9.81 범위까지 생존 가능하지만, 
적정 pH는 8.14-8.31이며(Han et al., 2018a), 용존산

소는 0.8~3.5 mg/L 범위이면 심각하거나 어느 정도 

저산소증 피해를 입을 수 있고, 정상 용존산소 범

위는 6.4~7.5 mg/L(Han et al., 2018b)로 제시되어 

있다. 본 연구에서의 환경조건은 적정 환경수준에

서 수행되었음을 확인할 수 있다. 

생존율과 반수치사농도(LC50) 

아질산 농도에 따른 노출 72h 후 생존율은 100 mg/ 
L NO2-N 이하에서는 95%의 생존율을, 200 mg/L 
NO2-N 농도에서는 31%, 400 mg/L NO2-N 농도에

서는 2%의 생존율을 보여(Fig. 1) 반수치사농도는 

6h은 437.7 mg/L, 12h은 402.9 mg/L, 24h은 285.7 
mg/L, 48h은 244.3 mg/L, 72h은 180.2 mg/L로 Table 
3에 나타내었다. 조금 큰 개체(3~5g)의 24h 반수치

사농도는 848 mg/L로 아질산에 대한 내성이 3배정

도 높게 나타나(Data not shown), 성장에 따라 아질

산에 대한 내성이 높게 나타났다. Lin과 Chen(2003)
의 연구에서 제시한 흰다리새우의 아질산에 대한 

반수치사농도는 염분이 15, 25와 35 psu 일 때 염분

이 증가할수록 아질산에 대한 반수치사농도가 높

게 나타났고, 크기가 56±9.6 mm(3.96±1.42 g)의 경

우, 35 psu에서 24h, 48h 및 72h LC50는 각각 521, 
424 및 375 mg/L로 유사한 결과를 보였다. 본 연구

에서 아질산염에 대한 흰다리새우 72 h LC50은 180.2 
mg/L 보였는데, 이는 흰다리새우가 대하, 홍다리얼

룩새우(Penaeus monodon), 인도새우(Penaeus pen-
icillatus), 및 곧은뿔중하(Metapenaeus ensis) 등에 

비해 아질산염에 대한 내성이 더 강한 것으로 나타

났다(Table 4, Chen and Lei, 1990; Chen et al., 1990a, 
Chen et al., 1990b; Chen and Lin, 1991). 이들 결과

를 종합하여 흰다리새우 치어 사육시 아질산염에 

대한 안전수준은 18℃, 35 psu의 경우 25.7 mg/L 
이하로 판단하였다. 

체액분석 

아질산염 농도별 체내 이온비율 분석결과 K+ 이
온은 농도별, 시간별 이온간 차이는 나타나지 않았

으나, 혈림프 내 Na+, Cl-은 시간이 경과할수록 높

아지는 추세를 보였으며 대조구보다 높은 값을 보

였고, 72시간 400 ppm농도에서 전 개체가 폐사하

였다(Fig. 1, 2). 보리새우(P. japonicus)의 경우 아질

산염의 농도에 반비례하여 Na+와 Cl- 이온 농도는 

감소하는 경향을 보인다고 보고되었으나(Cheng 
and Chen, 1998), 본 연구 흰다리새우에서는 Na+와 

Cl- 가 아질산 농도에 비례하여 증가하고 400 mg/L
에서는 전량 폐사하여 체내에 Na+와 Cl- 량이 증가

Table 2. Water quality in trial tanks for lethal concen-
tration 50% druring 72 h

Concentration
(NO2 mg/L)

DO
(mg/L)

Salinity
(psu) pH Temperature

(℃)
0

25
50

100
200
400

5.5
5.5
5.4
5.3
5.3
5.3

33.1
33.3
33.3
33.3
33.4
33.2

8.0
8.1
8.1
8.1
8.1
8.1

25.6
25.5
25.7
26.3
26.7
26.8

Table 3. Lethal concentration 50% of L. vannamei ex-
posed to nitrite (NO2).

Exposure time NO2 concentration (mg/L)
 6 h
12 h
24 h
48 h
72 h

437.7
402.9
285.7
244.3
180.2

Fig. 1. Survival rate of L. vannamei (B.W 0.11~0.29 
g) under different nitrite (NO2) concentration (0, 25, 50, 
100, 200 and 400 mg/L).
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하면서 폐사에 영향을 미친 것으로 사료된다(Fig. 2). 
혈액분석결과늘 Fig. 3에 나타내었다. 총 단백질

(TP), 총콜레스테롤(TCH), 혈중요소성질소(BUN)
는 실험시작 후 일시적으로 높아지다가 안정화 되

었다. 스트레스 지표인 글루코스는 전체 실험구가 

시간이 지남에 따라 감소하였으며, 조직손상도 지

표인 creatine은 초기 12시간까지는 아질산 농도에 

의한 차이를 보이지 않았으나 24시간, 48시간에는 

Table 4. The 96-h LC50 of nitrite-N on several species of penaeid juveniles

Species(size) Salinity (psu) Nitrite-N (mg/L)  Reference
Fenneropenaeus chinensis (39.6 mm)
Penaeus monodon (35.4 mm)
Penaeus penicillatus (38.5-47.5 mm)
Metapenaeus ensis (14.0 mm)
Litopenaeus vannamei (56 mm)
Litopenaeus vannamei (3.3 g)
Litopenaeus vannamei (0.18±0.08 g), (72h)

33
20
25
25
35
30
33

37.71
54.76
38.52
50.71
321.7
10.6

180.2 

Chen et al.(1990a)
Chen and Lei(1990)
Chen and Lin(1991)
Chen at al.(1990b)

Lin and Chen(2003)
Valencia- Castaneda et al.(2019)

This study

Fig. 2. Ions changes (Na+, K+ and Cl-) in hemolymph of L. vannamei exposed to different NO2 concentrations.

Fig. 3. Changes of hemolymph compositions (TP, TCH, GLU, TG, BUN, CRE) of L. vannamei exposed to different 
NO2 concentrations. The error bars represents the standard deviation. The use of a small letter denotes significant 
differences between experimental groups (p<0.05).
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아질산 농도에 비례하여 증가하였다. P. japonicus
의 경우 아질산염의 농도에 반비례하여 혈액내 총

단백질, total free amino acid는 감소하였고, Urea는 

농도에 비례하여 증가하는 추세를 보였다(Cheng 
and Chen, 1998). Li 등(2019)의 연구에서는 혈림프

에서 아질산염 수준이 용량 의존적으로 크게 증가

하였고, 옥시헤모시아닌 함량이 시간이 증가할수

록 크게 감소하였다. 또한 글리코겐의 농도도 대조

군에 비교하여 감소한 것으로 나타났다. 반면 tri-
glyceride(TG) 함량은 농도 의존적으로 증가하였

다. 이들 결과는 아질산염 스트레스에 노출되면 혈

림프 내 아질산염 농도가 증가하고 oxygenation과 

헤모시아닌 합성이 감소하여 조직 저산소증이 발

생하여 혐기성 대사가 가속화되고 호기성 대사가 

억제될 수 있음을 보고하였다. 결과적으로 양식 시

스템에서 아질산염 스트레스는 흰다리새우의 헤

모시아닌 합성과 에너지 대사에 영향을 미쳐 폐사

에 이르게 할 수 있음을 시사한다. 

면역관련유전자 분석

면역관련유전자 분석결과에서는 MAS가 24시
간 50, 400 ppm에서 증가하여 이후 농도별로 감소

하였고, proPO는 40시간 400 ppm에서 가장 높게 

나타났으며 다른 유전자들도 48시간 반응을 보인 

후 낮아졌다(Fig. 4). 본 연구에서 선정된 proPO, 
PPAE, Mas 및 Ran 4개 유전자는 새우의 비특이적 

면역반응과 관련이 있는 것으로 알려져 있다(Fran-
cisco & Gloria, 2000; Lee et al., 2002; Han & Zhang, 
2007). 새우 면역반응에서 PPAE는 proPO를 자극

하여 PO를 활성시키고 PO는 phenol을 quinone으로 

변환시켜 멜라닌을 생성하여 주요 병원체에 대응

하는 것으로 알려져 있다(Amparyup et al., 2013). 
본 연구에서도 PPAE와 proPO가 동시 up-regulation
되는 양상을 보였는데 이는 아질산염이 체내에 증

가하면서 이물질로 인식하고 면역반응을 보인 것

으로 사료된다. PPAE는 proPO 시스템의 필수 분자

로 알려져 있으며, proPO는 세균 감염에 대한 새우 

방어 메커니즘에서 매우 중요한 역할을 하는 것으

로 보고되어 있다(Amparyup & Charoensapsri, 2009). 
Jang 등(2011) 은 L. vannamei의 PPAE를 동정 결과 

P. monodon의 PPAE과 94% 유사함과 PPAE 발현이 

비브리오 감염부위 아가미에서 유의하게 증가하

고 작용한다는 것을 보고하였는데 이는 세균 감염

에 따른 새우 체내 면역반응에 따른 것으로 해석하

였다. Cerenius와 Soderhall(2004)은 비활성 proPO 
zymogen이 PPAE라고 하는 clip domain serine pro-

Fig. 4. Expression of immune related genes(proPO, RAN, MAS, PPAE) in different NO2 concentrations. The tran-
scription levels were detected by TaqMan qRT-PCR. Gene expression level was normalized to β-actin (±SD, N=9, 
P<0.05). 
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teinase(Clip-SP)에 의해 active phenoloxidase(PO)로 

전환되는 것을 확인하였다. 이 과정들은 곤충과 갑

각류의 면역관련 pathway에 잘 정립되어 있다

(Kwon et al., 2000; Sritunyalucksana & Soderhall, 
2000; Wang et al., 2001). Mas는 곤충 PPAF(N-말단 

클립 도메인 및 C-말단 세린 단백질분해효소 유사 

도메인)의 구조적 특성 대부분을 가지고 있는 유사 

세린 단빌질 분해효소 동족체로 알려져 있고, 세균 

감염시 면역에 관여한다(Amparyup at al., 2007). 
WSSV에 감염된 M. japonicus에서 Ran 유전자가 

up-regulate 되는 것으로 보고되었으며, 이는 Ran 
단백질이 새우의 항바이러스 면역에 관여함을 시

사하였다(Han & Zhang, 2007). 아질산 농도에 따라 

흰다리새우 체내 proPO, PPAE, Mas 및 Ran 유전자

의 up-regulation은 아질산 노출 환경에서 관찰되었

다. 이러한 결과는 L. vannamei의 아질산 노출 환경

이 면역 관련 유전자의 발현을 up-regulation에 관

여할 수 있음을 시사한다.
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