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소화맹낭 세포 내 리소솜 활동 측정에 관한 연구
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Abstract : Digestive cells of the bivalves have a highly developed lysosomal system and the system is

known to be sensitive to changes in environmental qualities. In this study, we measured lysosomal

responses of the digestive cells in wild oyster, Crassostrea gigas using frozen section. Oysters were

collected in June 2010 from intertidal areas in the inner and outer bay of Gwangyang off the south coast of

Korea. From the tissue sections, we measured the digestive cell lysosomal membrane stability (LMS), level

of neutral lipids (NL), lipofuscin (LF) and the digestive gland atrophy (DGA). The DGA and condition

index of oysters from the inner bay were significantly lower (P<0.05). The statistical test indicated that

LMS levels of oysters in the inner bay and the outer bay were not significantly different since a shorter

activity was displayed by oysters from the inner bay than that of oysters in outer bay. The LF deposition

level of the oysters in the inner bay displayed significantly higher levels than the outer bay (P<0.05). In

contrast, the NL accumulation measured from oysters in outer bay was significantly higher than the level

observed in the inner bay (P<0.05). Different levels of DGA and LF that were observed in the inner and

outer bays were thought to be associated to different level of environmental contamination and these two

assays are considered to be good biomarkers.
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1. 서 론

해산 이매패류는 어류나 다른 무척추동물에 비해 활동

범위가 제한적인 고착성의 여과 섭식자로 연안 환경 오염

에 대한 지표종(sentinel species)으로 널리 사용되고 있다

(Krishnakumar et al. 1994; Petrovi  et al. 2001; Kagley

et al. 2003; Moore et al. 2004; Viarengo et al. 2007). 해산

이매패류는 수중으로부터 다양한 생체이물질(xenobiotics)

과 독성 화합물을 여과 섭식하여 소화맹낭 혹은 그 주변

조직 세포에 축적하며, 축적된 물질은 패류의 생리학적 기

능에 영향을 미친다(O’Connor and Lauenstein 1989;

Livingstone 1991; Petrovi  et al. 2001; Kagley et al.

2003; Moore et al. 2004). 참굴 소화맹낭 상피 세포는 소

화 세포(digestive cell or secretory-absorbtive cell)와 호염

성 세포(basophil cell)로 구성되며, 그 모양은 길고 원통형

으로 섬모가 없다(Winstead 1995; Eble and Scro 1996).

소화맹낭은 먹이와 염분에 따라 위축되거나 팽창하기도

한다(Winstead 1995; Kang et al. 2010). 또한 해산 이매

패류의 소화맹낭은 먹이의 소화, 흡수뿐만 아니라 오염물

질의 해독 및 배출 작용에도 관여한다(Livingstone 1991;

Krishnakumar et al. 1994). 이 소화맹낭 기능의 주된 역할

은 소화맹낭 상피세포에 존재하는 리소솜(lysosomes)이

수행한다(Moore 1985; Viarengo et al. 1987; Petrovi  et

al. 2001).

리소솜은 세포내 단일막에 둘러싸인 소기관(organelle)

으로 약 300개의 산성 가수분해효소(acid hydrolases)를

함유하고 있어 외, 내부의 물질을 소화, 분해시키는 기능

을 한다(Moore 1976; Pipe 1993; Chung 2003; Ferreira

and Dolder 2003; Viarengo et al. 2007). 리소솜은 효모에

서 인간까지 모든 진핵생물 세포에 존재하며, 주로 세포벽

주변에 분포한다(Klionsky and Emr 2000; Moore et al.

2006). 리소솜 가수분해효소는 리소솜 내 pH가 약 5.0 이

하가 되는 산성 pH에서 활성을 보이며 단백질, 핵산, 다당

체(polysaccharide), 지질 등 세포 내 모든 성분들을 소화

할 수 있는 능력을 지니고 있다(Chung 2003). 생체이물질

혹은 환경오염 등의 스트레스를 받은 생물체의 리소솜은

리소솜 막 안정성이 저하되면서 리소솜 내 가수분해효소

가 세포질로 확산되거나 Neutral Lipids(NL) 혹은

Lipofuscin(LF)과 같은 물질이 비정상적으로 리소솜 내에

축적된다. 그 결과 병리학적인 자가탐식(autophagy) 혹은

세포 사멸(cell death), 리소솜 저장병(lysosomal storage

disease) 등 세포에 해로운 영향을 미친다(Petrovi  et al.

2001; Chung 2003; Cuervo 2004; Moore et al. 2007). 

오염물질 노출로 인한 이매패류 소화맹낭 상피세포에

손상이 일어난 경우, 리소솜의 막 투과정도(membrane

permeability) 및 융합(fusion) 현상의 변화, 리소솜 구성물

질의 변화가 일어난다(Hawkins 1980; Moore 1988;

Krishnakumar et al. 1994; Moore et al. 2004). 리소솜 막

투과 정도는 리소솜 막 안정성(Lysosomal Membrane

Stability, LMS)을 나타내는 지표로서 일반적으로 두 가지

측정 방법이 사용된다. 첫 번째는, 살아있는 세포(e.g. 혈

구)를 이용하여 Neutral Red(NR) 염료가 세포에서 빠져

나오는 시간(Neutral Red Retention time, NRR time)을

측정하는 방법으로, 스트레스를 받을수록 NRR time이 짧

아지게 된다. 이 측정 방법은 해산 이매패류(Ostrea edulis,

Crassostrea gigas, Pecten maximus)에 활용된 바 있다

(Hauton et al. 2001; Jo et al. 2002; Moore et al. 2004;

Cho and Jeong 2005). 두 번째는, 조직(tissue) 동결절편을

이용하여 조직세포 내 리소솜이 화학적인 변화를 일으키

는데 걸리는 시간을 측정하는 것이다. 이때, 리소솜의 화

학적인 변화는 리소솜 막이 불안정 해져 기질이 리소솜

막을 투과해야 일어난다. 이 기질은 리소솜 내 가수분해효

소(e.g. N-acetyl-β-hexosaminidase, NAH)에 의해 분해되

며, 분해된 기질에 결합하는 diazonium salt(e.g. fast violet

B, fast red violet LB)로 염색하여 리소솜의 화학적인 변

화를 관찰할 수 있다. 따라서 동결 절편된 조직에 산성 용

액(acidic buffer)으로 인위적인 스트레스를 가해 리소솜

막을 불안정화시키고, 리소솜의 화학적인 변화가 일어나

는데 걸리는 시간(labilization time)을 결정한다. 이때, 이

미 스트레스를 받은 세포는 짧은 시간의 산성 용액 처리

에도 쉽게 리소솜 막이 불안정화 된다(Moore 1988;

Krishnakumar et al. 1994; Petrovi  et al. 2001; Kagley et

al. 2003; Moore et al. 2004). 담치(Mytilus edulis)의 경우,

소화맹낭 세포의 LMS는 환경오염물질 노출지역에서 대

조지역에 비해 리소솜 막 불안정화 시간(labilization time)

이 짧아지며, 인위적으로 오염물질의 농도 구배를 준 경우

에도 오염물질의 농도가 높을수록 리소솜 막 불안정화 시

간은 짧아진다는 것이 보고된 바 있다(Moore 1988;

Krishnakumar et al. 1994; Petrovi  et al. 2001; Kagley et

al. 2003). 이와 같이, 위의 두 가지 방법을 이용한 LMS

평가의 공통점은 환경오염물질 혹은 스트레스에 의해 생

물체가 영향을 받으면 LMS가 저하되어 투과력이 증가하

는 것이다. 또한 리소솜 막 안정성은 다른 리소솜 작용

(e.g. neutral lipid 축적, lipofuscin 축적)과 밀접한 연관성

을 가지고 있어 스트레스가 생물체에 끼치는 영향에 대해

좋은 biomarker로써 사용되고 있다(Moore et al. 2006,

2007; Viarengo et al. 2007).

NL은 트리아실글리세리드(triacylglyceride) 혹은 콜레

스테롤 에스테르(cholesterol esters)와 같이 물에 녹지 않

는 지질로, 세포막의 주된 구성성분이며 에너지 저장에 관

여한다(Zweytick et al. 2000; Li et al. 2007). 그러나 NL

의 세포 내 과잉 축적은 세포의 사멸(cell death) 혹은 세
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포의 기능을 상실하게 한다(Li et al. 2007). 이와 같은 세

포 내 NL의 과잉 축적은, 세포화학적인 방법을 통한 현장

조사 혹은 실내 수조 실험 등 많은 연구에서, 환경오염물

질에 노출된 담치류(M. edulis and M. galloprovincialis)가

오염물질에 영향을 받을수록 소화맹낭 내 NL 축적량이

증가된다고 보고된 바 있다. 이는 패류 소화맹낭 리소솜

막이 불안정해져 리소솜 내 가수분해효소의 활성이 증가

하여, 과도한 지방산 대사로 리소솜 내 NL이 축적 되기

때문이며, 이와 같은 NL의 축적은 팽창된 리소솜 염색에

의하여 평가될 수 있다(Moore 1988; Krishnakumar et al.

1994; Dimitriadis et al. 2004; Raftopoulou et al. 2006). 

LF는 리소솜 가수분해효소에 의해 분해되지 않고 리소

솜에 축적되는 물질이다. LF는 세포분열 시 철의 촉매작

용으로 세포 내 구성물질이 산화되어 생성된다. 따라서 세

포분열이 많이 일어날수록, 세포 내 LF 축적이 증가하기

때문에 노화색소라고도 불린다(Viarengo and Nott 1993;

Dimitriadis et al. 2004; Terman and Brunk 2004). 그러나

스트레스의 영향을 받은 세포에서는 비정상적인 리소솜

내 LF 축적이 일어나기도 한다. 이와 같은 리소솜 내 비

정상적인 LF의 축적은, 외부 스트레스 인자로 인해 생체

내 활성산소가 증가하게 되면, 이에 대응하는 항산화효

소 활성이 증가하고, 이는 지질 과산화 작용을 촉매 하여

그 결과 불용성 LF의 리소솜 내 축적이 일어난다고 보고

된 바 있다(Terman and Brunk 2004; Moore et al.

2006). 해산 이매패류에서도, 담치류(M. edulis and M.

galloprovincialis)의 소화맹낭 리소솜 내 LF 축적이 유류

및 중금속, polycyclic aromatic hydrocarbons(PAHs),

polychlorinated biphenyls(PCBs) 등의 농도에 따라 증가

되는 것이 보고 된 바 있다(Moore 1988; Krishnakumar et

al. 1994; Kagley et al. 2003; Dimitriadis et al. 2004). 또

한 항구 주변이나 공업단지 주변에 서식하는 담치의 소화

맹낭에도 LF 축적이 높은 것을 세포화학적인 방법을 통해

많은 연구에서 보고된 바 있다(Lowe 1988; Moore 1988;

Viarengo and Nott 1993; Krishnakumar et al. 1994;

Kagley et al. 2003; Moore et al. 2004). 

일반적인 조직학적 관찰은 세포의 구조 혹은 고품질의

절편을 제공하는 장점 있다. 그러나 조직관찰을 위한 파라

핀 블록 제작은 그 준비 기간이 오래 걸리며, 고정과 포매

과정에서 지질성분 혹은 효소의 활성을 잃어버리는 단점

이 있다(Fink 1986). 반면, 동결절편은 생물체의 상태 그

대로를 동결하여 세포막의 인지질 성분 및 효소의 활성을

유지하는 장점이 있다. 동결절편을 이용한 세포화학적인

평가는 소량의 조직을 이용해 환경오염물질에 대한 생물

체의 세포 혹은 조직 반응을 직접적으로 연결해 주는 역

할을 하고, 짧은 시간 내에 정량적이고 정성적인 측정을

가능하게 하는 장점이 있다(Fink 1986; Lowe 1988;

Moore 1988; Krishnakumar et al. 1994; Dimitriadis et al.

2004). 이와 같은 이유로, 대부분의 해산 이매패류 소화맹

낭 리소솜 활성의 연구는 동결절편 된 조직에서 세포화학

적인 방법을 이용하여 이루어지고 있다(Lowe 1988;

Moore 1988; Krishnakumar et al. 1994; Petrovi  et al.

2001; Kagley et al. 2003; Dimitriadis et al. 2004). 또한

동결절편은 세포막의 지질성분을 파괴하지 않기 때문에

전자현미경 및 면역조직화학기법 등 다양한 각도에서 연

구가 가능하다(Dimitriadis et al. 2004).

광양만은 남해안의 대표적인 반 폐쇄성 지역으로서, 여

수해만 북측에 위치하며 우리나라에서 유일하게 하구언을

축조하지 않은 자연형 하구를 가지고 있는 만이다. 그러나

광양만 주변 육상에는 주요 항만, 산업 공단, 그리고 대도

시들이 분포하고 있어 개발에 의한 해안선 변형, 생활하수

와 산업 폐기물과 같은 물질들이 연안해역으로 유입되고

있다(Hong et al. 2011). 광양만 내만과 외만 지역의 해수,

저질, 저서생물에 축적되어 있는 PCBs의 양은 내만이 외

만에 비해 높은 것으로 보고되었다(Hong et al. 2011). 또

한 유기주석화합물인 Tributyltin과 Triphenyltin이 축적된

고둥류 대수리(Thais clavigera)에서 imposex 현상이 보고

된 바 있다(Shim et al. 2000). 

이 연구에서는 광양만 해양환경을 평가하는 방법의 일

환으로, 광양만 내, 외만 조간대에 분포하는 참굴(C.

gigas)의 번식학적 특성, 소화맹낭위축도, NL 및 LF 등을

동결절편제작법에 의하여 분석하였다.

2. 재료 및 방법

시료 채집 

분석에 이용된 시료는 2010년 6월 광양만의 내만 지

역인 초남대교와 차면리, 외만 지역인 신덕리와 평산리

의 조간대에서 채집되었으며, 조간대 암반에 부착한 자

연산 참굴(C. gigas)을 채집하였다(Fig. 1). 각 지역에 서

식하는 참굴의 크기가 5 cm 이상인 개체를 채집하였으

며, 즉시 실험실로 옮겨와 지역별로 15개체를 선별, 분석

하였다.

비만도(Condition Index, CI) 측정

채집된 참굴은 각고(shell height, mm)와 총 부피(total

volume, ml)를 측정 후, 개각하여 조직과 패각으로 구분해

조직의 습중량(tissue wet weight, g)과 패각 부피(shell

volume, ml)를 측정하였다. 참굴의 총 부피와 패각 부피는

메스실린더에 일정량의 해수를 채운 후 참굴 혹은 참굴

패각만을 투입하였을 때 증가하는 해수의 부피를 측정하

였으며, 이 때, 총 부피와 패각 부피와의 차이를 패각 내

부피로 정의하였다(internal cavity volume, Kang and

có
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Choi 1999). 참굴의 비만도(condition index)는 다음의 식

으로 계산하였다.

비만도(CI) = 습중량(tissue wet weight) /

            패각 내 부피(internal cavity volume)

동결절편제작

참굴의 조직학적 관찰과 세포화학적 특성을 분석하기

위해 동결절편을 제작하였다. 동결절편의 제작은 Howard

and Smith(1983)와 Kang et al. (2010)의 방법에 따라 생

식소와 소화맹낭이 모두 포함되게 육질 중앙부위를 5 mm

두께로 cross-section하여 O.C.T compound(Tissue-Tek)에

포매 후, 액체질소로 냉각된 butanol 용액에 급속 동결하

였다. 이 후, −70oC에 동결 보존된 동결절편 시료는

cryostat(LEICA CM1850)에서 10 µm 두께로 절단하여

조직학적 관찰과 세포화학적 특성 분석에 사용하였다.

생식소 발달단계(Reproductive Stage, RS) 관찰

참굴의 생식소 관찰을 위해 동결절편 된 시료는 Baker’s

calcium-formol 용액(4% formalin, 1% calcium chloride)

으로 4°C에서 10분간 고정하였다. 고정된 시료는 Harrison’s

Hematoxylin과 Eosin Y로 염색하여 RS를 관찰하였다. 참

굴의 RS는 현미경하에서 임의로 선정된 생식소조직 4개

지점을 0; 미분화기(indifferent stage), 1; 초기발달기(early

development stage), 2; 후기발달기(late development), 3;

완숙기(ripe stage), 4; 부분산란기(spawning stage), 5; 소

모기(spent stage)의 6 단계로 나누어 판단하였고, 그 평균

값을 각 개체의 생식소 지수로 결정하였다(Kang et al.

2010).

소화맹낭 위축도(Digestive Gland Atrophy, DGA)

생식소 발달 단계에 이용한 슬라이드를 DGA 평가에

이용하였다. DGA는 참굴의 먹이 섭이에 따른 영양상태를

Table 1. Semi-quantitative scale for digestive gland atrophy (Kang et al. 2010) 

Numerical score Histological description

0 Normal wall thickness in most tubules (0% atrophy),

Lumen nearly occluded, few tubules even slightly atrophied

1 Average wall thickness less than normal, but greater than one-half 

Normal thickness, most tubules showing some atrophy, some tubule still normal

2 Wall thickness averaging about one-half as thick as normal

3 Wall thickness less than one-half of normal, most tubules walls 

Significantly atrophied, some walls extremely thin (fully atrophied)

4 Wall extremely thin (100% atrophied), nearly all tubules affected

Fig. 1. The map shows sampling site. Crassostrea gigas collected form four sites (Chamyeon, Chonam, Sindeok and

Pyeongsan) of Kwangyang bay, off the south coast of Korea 
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나타내는 지수로, 소화맹낭 임의의 4개 지역을 선정하여

위축 정도를 0-4단계로 나누어 판단하였으며(Kang et al.

2010), 그 평균값을 각 개체의 DGA 값으로 결정하였다.

DGA 단계의 기준은 Table 1과 같으며, 이 기준에 따르

면 그 값이 클수록 소화맹낭이 많이 위축되어 있음을 의

미한다.

리소솜 막 안정성(Lysosomal Membrane Stability, LMS)

평가

LMS는 인위적으로 리소솜 막을 불안정화하여, 리소솜

내 N-acetyl-β-hexosaminidase(NAH)의 효소활성이 최대

에 이르는 시간(labilization period, minute)을 측정하여 평

가하였다. 염색을 제외한 각 반응단계는 37oC에서 실시하

였다(Moore 1988; Krishnakumar et al. 1994). 연속절편

된 슬라이드는 0.1 M citrate buffer(pH 4.5, 2.5% NaCl)에

각각 0, 2, 5, 10, 15, 20, 30분간 반응시켜 리소솜 막을 불

안정화 하였다. 리소솜 막이 불안정화 된 조직 슬라이드는

리소솜 막을 투과하는 기질이 포함된 용액에 20분간 반응

시켰다. 이 때, 리소솜 투과반응에 쓰인 용액은 20 mg

naphtol AS-BI N-acetyl-β-D-glucosaminide(Sigma)를

2.5 ml 2-methoxy ethanol(Sigma)에 혼합한 후, 조직 유화

제인 Polypep low viscosity(Sigma) 3.5 g과 0.1 M citrate

buffer를 첨가 하여 총 부피가 50 ml가 되도록 하였다

(Moore 1988; Krishnakumar et al. 1994). 반응이 완료된

슬라이드는 3% NaCl 수용액으로 2분간 세척하고,

diazonium salts(1 mg/ml fast violet B in 0.15 M phosphate

buffer)로 상온에서 염색하였다. 염색된 시료는 차가운

Baker’s calcium-formol 용액으로 10분간 고정한 뒤,

NAH 활성을 광학현미경으로 관찰하였다. 염색된 슬라이

드는 광학현미경에 연결된 카메라를 이용해 촬영하였고,

임의로 선정한 소화맹낭 3개 영역을 400배 배율의 동일한

조건에서 촬영하여 화상분석 소프트웨어(Image Analyzing

Software)를 이용하여 분석하였다.

NL 염색

참굴 소화맹낭 내 NL의 축적은 Moore (1988)와

Krishnakumar et al. (1994)의 Oil Red O 염색법을 이용하

여 분석하였다. 4oC Baker's calcium-formol  용액에 고정

된 동결절편은 60% triethyl phosphate(Sigma)에 3분간 반

응시킨 후, 1% Oil Red O 용액(1% Oil Red O in 60%

triethyl phosphate, Sigma)으로 15분 동안 염색하였다. 염

색이 완료된 슬라이드는 60% triethyl phosphate에 30초간

세척 후, 증류수로 다시 세척한 뒤, 광학현미경으로 NL의

축적 정도를 관찰하였다. NL의 축적 정도는, 임의로 선정

된 소화맹낭 4개 영역을 LMS과 동일한 방법으로 촬영하

여 화상 분석에 이용하였다. 

LF 염색

참굴 소화맹낭 내 LF 축적 정도는 Moore (1988)와

Krishnakumar et al. (1994)의 Schmorl’s 염색법에 따라 분

석하였다. 이를 위하여, 4oC Baker’s calcium-formol 용액

에 10분간 고정된 동결절편은 Schmorl’s 용액(1% ferric

chloride : 1% potassium ferricyanide, 3:1 v/v)에 5분간 반

응시켜 염색하였다. 염색이 완료된 슬라이드는 1% acetic

acid로 1분간 세척 후, 봉입하여 광학현미경으로 LF 축적

정도를 관찰하였다. LF의 축적 정도는 임의로 선정한 소

화맹낭 4개 영역을 LMS과 동일한 방법으로 촬영하여 화

상 분석에 이용하였다.

컴퓨터 화상분석방법

참굴 소화맹낭에서 관찰된 LMS 및 NL과 LF의 축적은

Krishnakumar et al. (1994)의 방법에 따라 화상분석 소프

트웨어를 이용하여 정량화 하였다. 촬영된 이미지의 면적

은 Image J 1.44(NIH) 프로그램으로 측정하였다. 면적의

Fig. 2. Threshold pictures of digestive gland tissue sections derived for image analysis by removing the background

from original images. (A) normal digestive gland of oyster from Chamyeon, (B) enlarged lysosome by excess

accumulation of neutral lipid in digestive gland of oysters from Pyeongsan
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측정방법은 촬영된 이미지를 320 × 240 pixel의 8-bit gray

scale로 전환하여 염색이 되지 않은 배경을 제거하고, 배

경이 제거된 이미지의 검은색 점의 면적을 pixels로 나타

내었다(Fig. 2).

통계 분석

측정된 자료는 각 지역의 평균 값과 표준편차(standard

deviation)로 표현하였으며, 지역별 차이는 one-way ANOVA

test 후, 95%의 신뢰수준에서 Duncan’s multiple range

test를 실시하였다.

3. 결 과

참굴의 건강도(CI), 생식소 발달단계(RS) 및 소화맹낭위

축도(DGA)

광양만 조간대에 서식하는 참굴의 건강도(CI)는 내만에

위치한 차면리(0.34 ± 0.08)와 초남대교(0.37 ± 0.07)에서

외만에 위치한 신덕리(0.45 ± 0.08)와 평산리(0.45 ± 0.08) 보다 유의적으로 낮았다(Table 2). 반면, 참굴의 RS는 일

부 개체에서 생식세포가 성숙중인 후기 발달기(late

development)가 관찰되었으나, 대부분이 성숙한 생식세포

를 갖는 완숙기(ripe) 상태로 지역간 유의적인 차이는 관

찰되지 않았다(Fig. 3).

참굴의 DGA는 내만에 위치한 초남대교의 참굴에서 유

의적으로 높게(3.0 ± 0.6) 관찰되었다. 또한 내만에 위치한

차면리에서 채집된 참굴의 DGA는 2.2 ± 0.8로 외만에 위

치한 신덕리(1.7 ± 0.7)와 평산리(1.9 ± 0.6) 보다 높았으나

통계적 유의차이는 없었다(Fig. 4).

리소솜 막 안정성(LMS)

NAH 효소활성은 Fig. 5에서와 같이 개체 별로 다르게

나타났다. Fig. 5A는 NAH 효소활성이 전혀 일어나지 않

은 소화맹낭의 대표적인 예이다. 반면, NAH 효소가 활성

화 되면, Fig. 5B와 Fig. 5C에서 보는 바와 같이 리소솜이

diazonium salt로 염색되어 황갈색 반점의 밀도가 높아졌

다. 또한 과도한 NAH 효소활성은 Fig. 5D에서 보는 바와

같으며, 소화맹낭 대부분에서 황갈색의 팽창된 리소솜이

관찰되었다. 

광양만 4개 정점에서 채집된 참굴의 소화맹낭 LMS는

내만에 위치한 차면리와 초남대교가 각각 12.2 ± 6.4 min,

10.6 ± 7.4 min으로 짧았고, 외만에 위치한 신덕리와 평산

리는 각각 18.0 ± 8.6 min, 13.2 ± 9.8 min으로 비교적 그

시간이 길었지만, 지역간 LMS 수치의 통계적인 유의 차

는 없었다(Fig. 6).

Neutral Lipid(NL)

참굴 소화맹낭 내 NL의 축적 정도는 개체 별로 변이를

Table 2. Biometric data of C. gigas from four sites and its

condition index. SH: shell height, CI: condition

index. Data was expressed mean±standard

deviation (SD)

　Site N SH (mm) CI

Sindeok 15 56.58 ± 2.51 0.45 ± 0.08

Chamyeon 15 51.58 ± 4.53* 0.34 ± 0.08**

Chonam 15 55.33 ± 3.53 0.37 ± 0.07**

Pyeongsan 15 56.61 ± 4.26 0.45 ± 0.08

*Significantly different: P<0.005, **Significantly different: P<0.0001

Fig. 3. Reproductive stage (RS) of oysters. RS was

significantly no difference among 4 sites. SD:

Sindeok, CM: Chonam, CN: Chamyeon, PS:

Pyeongsan 

Fig. 4. Digestive gland atrophy (DGA) of oysters. DGA

of oysters from Chonam was significantly higher

than other sites. *significantly different (P<0.0001).

SD: Sindeok, CM: Chonam, CN: Chamyeon, PS:

Pyeongsan 
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보였으며, 그 결과는 Fig. 7과 같다. Fig. 7A는 NL축적이

일어나지 않은 개체이며, 반면에 Fig. 7B는 소화맹낭 주변

부위에 축적된 NL를 보이고 있다. 또한, NL 축적 정도가

증가하면 Fig. 7C에서 볼 수 있듯이 팽창된 리소솜이 소

화맹낭 주변에서 높은 밀도로 출현한다. Fig. 7D는 평산리

에서 채집된 참굴에서 관찰된 NL으로, 소화맹낭 주변에

서 매우 높은 밀도의 NL 축적이 관찰되었다. 

이미지 분석을 통한 지역별 NL 축적 정도는 외만에 위

치한 평산리에서 10.4 ± 8.9 pixels로 다른 지역에 비해 유

의적으로 높게 나타났다. 반면, 외만에 위치한 신덕리 참

굴의 소화맹낭 내 NL 축적도는 6.3 ± 3.6 pixels로 내만에

위치한 차면리(5.9 ± 3.3 pixels), 초남대교(3.6 ± 1.7 pixels)

보다 높게 나타났으나, 지역간의 통계적인 유의차는 없었

다(Fig. 8).

Lipofuscin(LF) 

Fig. 9는 남해안 조간대에 분포하는 참굴에서 관찰된 소

화맹낭 내 LF의 축적 정도를 보여주고 있다. Fig. 9A는

소화맹낭 내 LF 축적이 거의 일어나지 않은 개체이며,

Fig. 9B와 9C는 LF 축적이 진행되는 개체를 나타내고 있

다. Fig. 9B와 9C의 경우 Schmorl’s 용액에 염색된 LF은

짙은 청색의 반점 형태로, 주로 소화맹낭 주변에서 관찰되

었다. Fig. 9D는 LF 축적이 많이 진행된 개체의 소화맹낭

으로, 소화맹낭 전체가 Schmorl’s 용액에 염색된 LF로 덮

여있다.

광양만 참굴의 LF 지역별 축적 정도는 내만에 위치한

차면리의 참굴이 23.0 ± 8.2 pixels로 다른 지역에 비해 유

Fig. 5. Some examples of N-acetyl-β-hexosaminidase (NAH) activity in digesitive gland (DG) of oyster tissue section. (A)

no NAH activity (Pyeongsan), (B) lower NAH activity (Chamyeon), (C) higher NAH activity (Chamyeon), (D)

enlarged lysosomes showing increased NAH activity (Sindeok). DGT: digestive gland tubules, L: lumen, Arrow:

N-acetyl β-hexosaminidase  

Fig. 6. Labilization period of oysters which was estimated

by NAH activity. Statistically no difference was

observed within four sites. SD: Sindeok, CM:

Chonam, CN: Chamyeon, PS: Pyeongsan 
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의적으로 높은 LF의 축적량을 보였다. 반면, 외만에 위치

한 신덕리와 평산리, 그리고 내만에 위치한 초남대교에서

측정된 LF 축적도는 각각 15.4 ± 8.2 pixels, 18.4 ± 6.7

pixels, 17.0 ± 6.5 pixels로, 지역간의 통계적인 유의차는

관찰되지 않았다(Fig. 10).

4. 고 찰

동결절편을 이용한 패류의 조직학적, 세포화학적 관찰

해양환경 모니터링 연구에 있어 이매패류는 오랫동안

지표종으로 이용되어 왔으며, 특히 굴과 홍합의 조직학

적, 세포생물학적 특성은 연안의 환경영향 평가 연구에서

바이오 마커로써 널리 쓰여 왔다(Bayne et al. 1984;

Huggett et al. 1992; Kramer 1994; Bianchi and Canuel

2011). 과거 환경모니터링 연구 에서는 시간이나 공간에

따른 굴, 홍합의 번식생리적 특성 또는 병리학적 특성을

구명, 환경의 변화를 유추하였으며, 이를 위하여 조직학적

방법을 이용하였다. 전통적인 조직학적 절편제작 과정은

알코올 및 유기용매인 자일렌 등을 탈수 및 세정 과정에

이용하며, 이 때 세포가 지닌 생화학적, 세포생물학적 특

성을 잃게 된다. 따라서 시료가 지닌 생화학적, 세포생물

학적 특성을 유지하게 하는 조직학적 방법으로 동결절편

제작법이 이용되며, 동결절편제작은 형광면역학적 방법이

나 다양한 세포생물학적 분석에 이용되어 왔다(Fink

1986; Moore et al. 2004). 

이 연구에서는 참굴 소화맹낭 동결절편을 제작하여 소

화맹낭 리소솜 활동을 세포화학적인 방법으로 평가하였

다. 유럽의 경우, 해양 환경 모니터링에 있어 M. edulis나

Fig. 7. Some examples of neutral lipids (NL) accumulations in digestive gland (DG) of oyster tissue section. (A) no NL

accumulations (Chamyeon), (B) lower accumulation of NL (Sindeok), (C) enlarged NL accumulation

(Pyeongsan), (D) pathogenic enlarged NL accumulation (Pyeongsan). DGT: digestive gland tubules. L: lumen

Arrow: neutral lipid

Fig. 8. Neutral lipids (NL) of oysters. NL of oysters

from Pyeongsan was significantly higher than

other sites. * significantly different (P<0.01). SD:

Sindeok, CM: Chonam, CN: Chamyeon, PS:

Pyeongsan
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M. galloprovincialis와 같은 담치류의 소화맹낭을 분석하

였는데, 이들 연구에서는 동결절편 제작 및 분석을 위해

미량(일반적으로 5 mm3)의 소화맹낭 부위만을 취해 분석

에 이용하였다(Moore 1988; Moore et al. 2004; Dimitriadis

et al. 2004). 반면 이 연구에서는, 미량의 소화맹낭 세포

대신, Kang et al. (2010)에서 제시한 바와 같이 참굴 조직

종 단면 전체에 관한 동결절편을 제작, 분석하였다. 이에

따라, 이 연구에서 제작된 참굴 동결절편 종 단면은 소화

맹낭 세포 내 리소솜 활성도 측정도 뿐만 아니라, 소화맹

낭 위축도 및 생식소 발달과 같은 다른 생리학적 특성 분

석을 가능케 하였으며, 특히 참굴 소화기관에 포함된 지질

(lipid) 및 세포 내에 포함된 효소의 활성 측정도 가능케

하였다. 

해산이매패류의 소화맹낭위축도

소화맹낭위축도는 해산이매패류의 주요한 영양학적 상

태와 생리학적 건강도를 나타내는 지수로 소화맹낭 내벽

의 두께와 소화맹낭 공간의 빈정도에 따라 구분된다. 이

지수는 먹이량 변동(Kang et al. 2010), 물리적 환경과 환

경오염 물질과 같은 다양한 스트레스 인자들에 영향을 받

는다고 알려져 있다(Winsted et al. 1995). 이 연구에서는

광양만 내만인 초남대교에서 채집된 참굴의 소화맹낭 위

축도가 다른 지역과 비교하여, 유의하게 높음을 알 수 있

었다(Fig. 4). Kang et al. (2010)에 따르면, 참굴의 DGA

는 연중생식주기와 연관되어 있으며, 그 변동은 먹이가 부

족한 가을이나, 산란 후에 높게 관찰되었다. 또한, 저염분

에 노출된 버지니아 굴(C. virginica)에서도 DGA가 증가

하는 경향을 나타냈다(Winsted 1995). 그러나, 이 연구에

Fig. 9. Some examples of lipofuscin (LF) in digesitive gland (DG) of oyster tissue section. (A) lowest LF deposition

(Sindeok), (B) Lower LF deposition (Chonam), (C) and (D) higher LF deposition (Chamyeon). DGT: digestive

gland tubules, L: lumen, Arrow: lipofuscin 

Fig. 10. Lipofuscin (LF) of oysters. LF of oysters from

Chamyeon was significantly higher than other

sites. P=0.0513 SD: Sindeok, CM: Chonam, CN:

Chamyeon, PS: Pyeongsan
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서 채집된 초남대교 참굴은 번식상태가 대부분 완숙기였

으며, 한국해양연구원 (2010)의 보고에 따르면 광양만 내

만의 클로로필 a의 양이 5월 4.60 µg/l에서 8월 33.30 µg/l

로 증가하였다. 따라서, 초남대교 참굴의 높은 DGA는 먹

이와 염분의 영향이 아닌 다른 환경인자의 영향으로 사료

된다. 이매패류의 소화맹낭 위축현상의 원인으로 Lowe et

al. (1981)과 Moore et al. (1989)은 원유 또는 PAHs에 노

출된 담치(M. edulis)에서 소화맹낭 세포 내 리소솜 활동

이 자가탐식(autophagy)를 유도하여 세포의 기능상실과

세포 사멸(cell death)에 의한 것으로 보고한 바 있다. 이

연구 지역인 광양만은 여천공단 및 광양제철소, 율촌공단,

컨데이너 부두, 화력발전소 등과 같은 대규모 산업단지가

위치하고 있고, 인구 15만의 광양시, 10만의 순천시, 20만

의 여수시가 위치하여, 산업활동으로 인한 부산물이 광양

만으로 유입되고 있는 것으로 알려지고 있다. Hong et al.

(2011)은 광양만 지역의 퇴적물에 다양한 종류의 유기화

합물(PAHs, PCBs와 TBT)이 축적되어 있음을 보고한 바

있다. 그러나, 이 연구에서는 참굴 채집시 서식지역내 환

경오염 물질의 오염 정도와 축적량에 관한 분석이 수행되

지 않아, 특정 또는 여러 화합물의 노출에 의한 참굴

DGA의 변동에 관한 추가적인 연구가 필요하다.

LMS활성에 따른 참굴의 생리학적 특성

이 연구에서 분석된 참굴 소화맹낭의 LMS의 범위는

10-18분으로 광양만 내만이 외만 지역에 비해 짧은 경향

을 보였지만, 통계적인 유의차는 없었다(Fig. 6). 해산 이

매패류 소화맹낭의 LMS에 관한 다양한 연구에서는 환경

오염이 진행된 지역에 서식하는 담치류(M. edulis, M.

galloprovincialis)의 LMS 활성이 대조지역에 비해 리소솜

막 불안정화 시간이 짧음을 보고한 바 있다(Moore 1988;

Petrovi  et al. 2001; Ringwood et al. 2002; Kagley et al.

2003; Moore et al. 2004). Krishnakumar et al. (1994)은

PAHs와 PCBs 수준이 높은 도시 근교의 연안에 분포하는

담치의 LMS 시간이 10분 미만이라고 보고하였다. 또한,

Viarengo et al. (2007)은 해산 이매패류의 LMS 시간에 따

라 생물체의 생리학적 건강도를 다음과 같이 정의하였다.

생물체의 LMS가 20분 이상인 경우 스트레스에 영향을

받지 않는 건강한 상태이며, 10분 이상 20분 미만일 때는

개체가 스트레스를 받았지만 이를 회복할 수 있는 상태,

10분 미만의 LMS를 보이는 경우는 생물체가 병리학적 증

상을 보이는 스트레스 상태라고 설명하였다. 그러나

Moore (1988)는 퇴적물 내 PAHs와 PCBs 농도가 높은 지

역에 분포하는 담치(M. edulis)의 LMS 분석한 결과, 이

지역 담치의 LMS가 다른 지역에 비해 길게 관찰되는 상

반된 결과를 보고한 바 있다. Moore (1988)는 이러한 상

반된 현상이 장기적 오염물질 노출에 대한 담치개체군의

내성 증가의 결과로 설명하였다. 이 연구에서 측정된 광양

만 참굴 LMS 활성에 대한 지역적인 유의 차는 관찰되지

않았으며, Viarengo et al. (2007)에 따르면, 광양만 조간대

에 분포하는 참굴은 스트레스를 받는 상태이나, 회복이 가

능한 상태인 것으로 판단된다.

환경스트레스에 의한 참굴의 NL과 LF 축적

환경스트레스에 대한 해산 이매패류의 반응은 종종 비

정상적인 지방산 대사를 초래하여, 리소솜 내부에 NL과

LF의 축적을 유도하는 것으로 알려져 있다(Lüllman-

Rauch 1979; Moore 1988; Krishnakumar et al. 1994;

Kagley et al. 2003; Moore et al. 2004; Viarengo et al.

2007). 광양만 참굴에 축적된 NL은 3-10 pixels로 외만에

위치한 참굴에서 높은 축적을 보였다(Fig. 8). 반면, LF의

축적은 15-23 pixels로 내만에 위치한 참굴에서 높은 축적

을 보였다(Fig. 10). 이와 관련하여 담치(M. edulis)를 이용

한 다른 연구를 살펴보면, 리소솜 내 NL 과 LF의 축적은

환경스트레스 요인이 많은 항구 주변과 내만에 위치 할수

록 유의적으로 높은 축적을 보였으며, 리소솜 내 과도한

지질의 축적은 LMS를 저하 시킨다고 보고된 바 있다

(Moore 1988; Krishnakumar et al. 1994; Kagley et al.

2003; Moore et al. 2004; Viarengo et al. 2007). 또한

Capuzzo and Leavitt (1988)는 환경오염이 많이 진행된 지

역과 그렇지 않은 대조구에서 채집된 담치(M. edulis) 소

화맹낭의 지방산을 분석한 결과, 비교적 환경오염이 많이

진행된 지역에서 채집된 홍합의 경우, 극성 지방(polar

lipid)의 양은 상대적으로 낮고, NL의 양은 높음을 알 수

있었다. 따라서 광양만 내만에 분포하는 참굴에서 관찰된

높은 LF 축적은 환경스트레스에 기인한 것으로 사료된다.

그러나 외만 참굴에서 관찰된 높은 NL 축적은 DGA,

LMS, LF 결과 및 다른 연구자들의 연구 결과와 다소 부

합하지 않는다. Dimitriadis et al. (2004)은 그리스 에게해

에 분포하는 지중해담치(M. galloprovincialis) 소화맹낭의

리소솜 LF, NL 및 NAH(N-acetyl-β-hexosaminidase) 효소

활성도를 측정한 결과, LF가 높게 나타난 홍합에서 낮은

수준의 NL 및 약한 NAH 효소활성을 보고한 바 있다. 이

와 같은 현상은, 과도한 LF 축적이 리소솜 내 NAH 효소

활성을 저하시키고, 리소솜 내 NL을 지질 과산화 작용

(lipid peroxidation)을 통하여 LF로 전환하였기 때문이라

고 설명하였다. 그러나 리소솜 내 NL이 지질 과산화 작용

을 통한 LF로의 전환에 대한 자세한 메커니즘은 아직 명

확히 설명되지 않고 있다(Dimitriadis et al. 2004).

5. 요 약

이매패류의 소화맹낭은 고도로 발달된 리소솜 시스템을

có
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지니고 있어 소화작용과 함께 오염물질의 해독과 배출작

용을 담당한다. 따라서 소화맹낭의 리소솜 시스템은 환경

변화에 민감하게 반응한다고 알려져 있다. 이 연구에서는

동결절편을 이용한 조직학적 방법으로 조간대에 서식하는

참굴 소화맹낭의 리소솜 활동을 측정하였다. 참굴은 2010

년 6월 광양만 내만의 초남대교, 차면리와 외만의 신덕리,

평산리 조간대에 서식하는 굴을 채집하였다. 제작된 동결

절편을 이용하여 lysosomal membrane stability(LMS) 및

lipofuscin(LF) 축적, neutral lipid(NL) 축적, 소화맹낭 위

축도(digestive gland atrophy, DGA)를 평가하였다. 비만

도 및 소화맹낭 위축도는 내만에 서식하는 참굴이 다른

지역에 비해 유의적으로 낮았다(P<0.05). LMS는 내만이

외만에 비해 짧은 리소솜 막 불안정화 시간을 보였지만

지역별 통계적인 유의차는 없었다. LF 축적은 내만에 서

식하는 참굴이 유의적으로 높은 축적을 보였지만(P<0.05),

NL 축적의 경우 외만에 서식하는 참굴이 유의적으로 높

은 축적을 보였다(P<0.05). DGA와 LF의 경우 내만과 외

만에서 뚜렷한 차이를 보였고, 이는 환경오염의 수준과 관

련 있을 것으로 사료된다. 따라서 이 두 가지 분석항목은

연안환경평가에서 좋은 biomarker로 사용될 수 있을 것으

로 기대된다. 
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