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서     론

황성대과 (Peristediidae)의 남방황성대 (Peristedion liorhyn- 
chus)는 일본 (Ochiai and Yatou, 1984), 대만 (Monkolprasit et 
al., 1997), 필리핀 (Richards, 1999), 인도네시아 (Gloerfelt-Tarp 
and Kailola, 1984), 호주 (Paxton et al., 2006), 괌 (Richards, 
1999), 뉴칼레도니아 (Richards, 1999) 등 서태평양을 축으로 남

반구와 북반구에 걸쳐 광범위한 해역에 분포한다.
최근 서태평양의 북반구에 위치한 한국의 제주도 근해에서 

이 종의 치어 한 마리 (14.1 mm SL; 2019년 5월 5일)가 출현하

였다 (Jang et al., 2020a). 동일 속의 미동정 치어 (Peristedion sp. 
12.4 mm SL; 1983년 5월 30일; Okiyama, 2014)도 일본의 태평

양 연안에서 발견되었다. 황성대속 치어의 출현은 한국을 포함

한 서태평양 북반구가 이들 어종의 산란장으로 이용되고 있을 

가능성을 시사한다. 하지만 치어의 출현과 체장 등의 제한적인 

정보만으로 산란장과 산란시기는 물론 성체 유입을 추정하기에

는 불충분하다. 
자치어와 달리 어란은 산란장 탐색의 직접 증거로 사용 가능

하다. 대표적인 사례는 어란의 DNA 바코드 (16S rRNA) 분석을 

통한 담수산 뱀장어 (Anguilla japonica)의 산란장-북서태평양의 

마리아나 해연 부근의 해산-발견이다. 이곳에서 뱀장어의 알과 
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한국해 유입 증거 혼합 어란의 대용량 염기서열 분석법   

(high-throughput sequencing)으로 발견
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ABSTRACT	 The appearance of larvae of a rare species, Peristedion liorhynchus, in Korean waters 
is suggestive of spawning or adult intrusion. We conducted high-throughput sequencing (HTS) on 
31,776 pelagic fish eggs collected from 123 stations off the Korean Peninsula during May to August 
in 2013, 2014 and 2017. A total of 21,621,874 HTS reads were mapped onto the P. liorhynchus COX1 
reference sequence. Three consensus sequences (313 bp) were constructed from the three samples, 
respectively, off Uljin and Goeje Islands in May and off Ulsan in July. These samples were formed a 
clade with P. liorhynchus in the maximum likelihood tree of Peristedion. The average genetic distance 
within the P. liorhynchus clade (0.0054±0.0046) was less than that among clades (0.1475±0.0396). The 
results indicate that the HTS analysis of mixed fish eggs is useful for monitoring the intrusion of rare 
species such as P. liorhynchus in Korean waters.
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유생은 물론 산란에 참여한 성체도 발견되었다. 이 연구에서 산

란장 탐색의 핵심은 DNA 바코드를 이용한 뱀장어 알의 정확한 

종 동정이었다 (Tsukamoto et al., 2011). 
현재 어류의 DNA 바코드 정보는 다양한 분류군의 어란 종 

동정에 활용되고 있다. 앨퉁이 (Kim et al., 2008), 황아귀 (Oh 
and Kim, 2015), 뱀장어목 어류 (Choi et al., 2018), 참조기 (Jang 
et al., 2020b) 등 소수 종의 어란 동정을 넘어 다양한 종의 산란 

모니터링으로 그 영역이 점점 넓어지고 있다 (Han et al., 2015, 
2017; Harada et al., 2015; Lin et al., 2016). 이와 같이 어란 동

정에 DNA 바코드를 적용하면, 한국 연근해 어류 산란생태 연구

에서 최고의 약점 - 한국 주변해에서 형태형질만으로 종 수준의 

동정이 가능한 어란은 멸치와 앨퉁이 등 소수에 불과함 - 을 극

복할 수 있어, 어란을 기반으로 한 연구 활성화로 인해 다양한 

어류의 산란 정보 확보가 증가할 것이다. 
어류의 생활사 - 어란, 난황자어, 자어, 치어, 유어 등 - 에 따른 

사망률을 고려하면 발생 단계별 개체수 밀도는 발생 초기의 어

란이 가장 높다 (Houde, 1987). 뿐만 아니라 방란 직후의 어란은 

산란 모체와 함께한다. 이러한 어류의 산란 생태를 고려하면, 희
귀 어종일지라도 산란기에는 자치어나 성체보다 동종의 알 발

견 확률이 수천에서 수만 배 높을 것이다. 
우리는 한국 연안 어류의 산란 생태 연구를 위해 수집한 혼

합 어란의 COX1 염기서열을 대용량 염기서열 분석법 (high-
throughput sequencing)으로 확보하였다. 이를 분석하는 과정에

서 남방황성대 어란을 발견하였다. 이에 희귀종인 남방황성대가 

한국 주변 해역으로 산란 회유했을 가능성을 이 논문을 통해 보

고한다. 

재료 및 방법

서태평양 북반구에서 남방황성대 (Peristedion liorhynchus)의 

성체 유입 탐사에 사용한 어란 시료는 한국 연안의 155개 정점 

중 123개 정점에서 2013, 2014, 2017년 5~8월에 수집하였다 

(Fig. 1; Table 1). 어란 수집에 사용한 난자치어 네트는 망목이 

300 μm이고, 망구는 60 cm와 80 cm인 두 종류였다 (Table 1). 현
장에서 채집한 표본을 95% 에탄올에 보관하였다. 해부현미경을 

이용하여 123개 표본에서 분리한 어란은 총 31,776개였다. 조

Fig. 1. Sampling stations for pelagic fish eggs off the coasts of Korea. 
This map and Fig. 4 were prepared with QGIS software v.3.14.16-Pi 

(https://qgis.org).

Table 1. Information on sampling and high-throughput sequencing for the pelagic fish eggs

Survey areas Sampling date Sampling gears Number of 
stations

Number of 
eggs

Number of 
mixed egg samples

Total 
sequence reads*

Off Uljin
6 August 2013

Mouth diameter, 60 cm, 
Mesh size, 300 μm

10 3,491 10 2,059,750
23 July 2014 10 3,136 10 2,275,592

Gwangyang 
Bay

28 August 2013 10 1,833 7 1,448,360
25 July 2014 10 4,026 10 1,416,520

Korean 
coastal waters

2 May~19 June 2017 Mouth diameter, 80 cm, 
Mesh size, 300 μm

57 9,421 37 6,723,862
23 July~29 August 2017 58 9,869 49 7,893,808

Total 155 31,776 123 21,817,892

*, COX1 reads sequenced by MiSeq (Illumina, USA)
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사 해역의 수온과 염분 측정에 Sea-Bird SBE 9 또는 Sea-Bird 
SBE 19 plus V2 (Sea-Bird Electronics, USA)를 이용하였다. 

정점별 혼합 어란에서 gDNA를 추출하기 위해 에탄올을 제

거하고 phosphate buffered saline으로 2회 세척하였다. 이후 

gDNA 추출 과정은 MagListoTM 5 M genomic DNA Extraction 
Kit (Bioneer, Korea)의 절차를 따랐다. 혼합 어란의 COX1 영
역을 MiSeq (Illumina, USA)으로 분석하기 위한 라이브러리를 

제작하였다. 2단계 PCR로 이루어지는 라이브러리 제작 순서는 

Amplicon et al. (2013)을 따랐다. 먼저 MiSeq 어댑터를 포함한 

COX1 영역 증폭 프라이머로 1차 PCR을 실시하였다 (Table 2a). 
MagListoTM 5 M PCR Purification Kit (Bioneer, Korea)를 이용

해 1차 PCR 산물을 정제한 후 index 염기서열 (Table 2a)을 부착

하는 2차 PCR을 실시하였다. 1차와 2차 PCR 조건은 Table 2b
와 같다. 1차 PCR 산물의 정제법과 동일하게 처리한 2차 PCR 
산물의 농도를 NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo 
Scientific, USA)로 측정하였다. 2차 PCR 산물을 동일한 농도로 

혼합한 후 MiSeq (2 × 300 bp; Illumina, USA)에서 분석한 결과 

총 21,817,892개 리드 (reads)를 확보하였다 (Table 1). 이들 양

방향 리드 (프라이머 영역을 제거한 평균 길이, 313 bp)를 병합

한 후 남방황성대 (Peristedion liorhynchus)의 COX1 참조염기

서열 (reference sequence) (NCBI/GenBank accession number, 
JN312126)에 Geneious 11.1.5 (http://www.geneious.com)를 

이용하여 매핑 (mapping)하였다. 작성된 일치서열 (consensus 
sequence)을 종으로 결정하기 위해 황성대속 (Persistedion)과 

외집단 (Sebastes koreanus NC023265; Jang et al., 2014)의 염

기서열을 NCBI/GenBank (Clark et al., 2016)에서 추출하였

다. 어란의 일치서열과 외집단을 포함한 황성대속의 이용 가능

한 모든 염기서열을 CLUSTAL W (Thompson et al., 1994)로 

정렬한 후, 종간 종내 유전적 거리와 maximum-likelihood tree 

(GTR + G + I 모델)를 MEGA-X로 분석하였다 (Nei and Kumer, 
2000; Kumar et al., 2018). 

남방황성대의 지리분포 정보는 FishBase (Kaschner et al., 

Table 2. Primers (a) and PCR conditions (b) for high-throughput sequencing of the mixed pelagic fish eggs

a

PCR Primer sequences (5′-3′) Direction

1st PCR

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG
GGWACWGGWTGAACWGTWTAYCCYCC† Forward

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG
TAIACYTCIGGRTGICCRAARAAYCA† Reverse

2nd PCR
AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC-index2-TCGTCGGCAGCGTC‡ Forward

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT-index1-GTCTCGTGGGCTCGG‡ Reverse

†, The underline indicates sequences from Leray et al. (2013) for amplifying COX1 gene. 
‡, All sequences without underlines from Amplicon et al. (2013). Index1 names and sequences: N701, TCGCCTTA; N702, CTAGTACG; N703, TTCTGCCT; N704, 
GCTCAGGA; N705, AGGAGTCC; N706, CATGCCTA; N7070, GTAGAGAG; N710, CAGCCTCG; N711, TGCCTCTT; N712, TCCTCTAC; N714, TCATGAGC; 
N715, CCTGAGAT; N716, TAGCGAGT. Index2 names and sequences: S502, CTCTCTAT; S503, TATCCTCT; S505, GTAAGGAG; S506, ACTGCATA; S507, 
AAGGAGTA; S508, CTAAGCCT; S510, CGTCTAAT; S511, TCTCTCCG (https://dnatech.genomecenter.ucdavis.edu/wp-content/uploads/2013/06/illumina-adapter-
sequences_1000000002694-00.pdf).

b

Step
Temperature (℃) Time Number of cycles

1st PCR 2nd PCR 1st PCR 2nd PCR 1st PCR 2nd PCR

Initial denaturation
95

3 min 1

Denaturation
30 sec

40 8Annealing 46 55

Extension
72

1 min 30 sec

Final extension 5 min 1

Hold 4 ∞ ∞
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2019; Froese and Pauly, 2020)에서 추출하였다. 이와 동시에 동

일 종의 자치어 (Jang et al., 2020a)와 동일 속의 미동정종 자치

어 (Okiyama, 2014)의 출현 정보도 수집하였다.

결     과

한국 연안의 123개 정점에서 채집한 혼합 어란 시료의 COX1 
영역을 대용량 염기서열 분석 (high-throughput sequencing, 
HTS)하여 총 21,817,892개 리드 (reads)를 확보하였다. 이들 대

량 리드를 남방황성대 (Peristedion liorhynchus) COX1 참조

염기서열 (JN312126)에 매핑 (mapping)한 결과 울진과 거제 

(5월), 울산 (7월) 연안의 3개 정점에서만 일치서열 (consensus 
sequence)이 작성되었다 (Table 3). 일치서열이 작성된 3개 정점

의 표층 수온은 10.6~17.2℃, 저층은 6.6~14.9℃, 염분은 표층

이 32.7~34.7 psu, 저층이 34.1~34.2 psu였다 (Table 3).
COX1 참조염기서열 (JN312126)에 매핑된 리드수는 44~ 

1,319개, 매핑에 사용한 정점별 리드수는 73,524~158,076개였

다. 이때 HTS 분석에 사용한 어란의 수는 56~151개였다 (Fig. 2; 
Table 3). 남방황성대 COX1 참조염기서열에 대한 매핑으로 생

성된 일치서열은 길이가 326 bp이고, 모두 동일하였다 (GenBank 
Accession Number: MW881369~MW881371). 

어란의 일치서열은 황성대속 7종의 COX1 maximum-likeli- 
hood tree에서 남방황성대 계통군에 속하였다 (Fig. 3). 종을 대

표하는 각각의 계통군 내 평균 유전적 거리는 0.0057±0.0032 

(0.0025±0.0025~0.0122±0.0058)로 종 구분의 기준이 되는 계

통군 간 평균 유전적 거리 0.1475±0.0396보다 적었다. 흥미롭 

게도 남방황성대 (P. liorhynchus)로 기록된 염기서열 KU893057 

Table 3. Information of sampling stations and reference mapping of reads from the mixed pelagic fish eggs 

Survey areas Sampling 
date Locations Temperature 

(℃)
Salinity 

(psu)
Number of 

eggs
HST reads

(merged reads)
Consensus coverage  
reads (merged reads)

Sequence 
length

Off Uljin 11 May 2013
36°56′49″N
129°26′06″E

S (1 m), 10.6
B (39 m), 6.6

34.7
34.2

56 73,524 (17,149) 1,319 (248) 313

Off Ulsan 26 July 2014
35°26′35″N
129°24′31″E

S (1 m), 17.2
B (32 m), 9.9

32.7
34.3

155 158,076 (72,620) 44 (19) 313

Off Goeje Is. 26 May 2017
34°45′45″N
128°40′40″E

S(1 m), 15.6
B(19 m), 14.9

34.1
34.1

151
140

150,514 (70,211)
134,270 (62,747)

364 (162)
ND 

313
ND

S, surface; B, bottom; ND, Peristedion liorhynchus not detected from the reference mapping

Fig. 2. A snapshot on the reference mapping results from analyzing high-throughput sequencing reads from the mixed fish eggs using Geneious 
11.1.5 (http://www.geneious.com).
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은 황성대 (Peristedion orientale) 계통군에 속하였다. 이 염기서

열은 남방황성대와 황성대 두 계통군을 구성하는 염기서열과 유

전적 거리가 각각 0.0247±0.0045와 0.0122±0.0058로 전자보

다 후자와 유전적 유사성이 높았다. 

고     찰

어란은 형태적 유사성이 높아 형태형질기록을 이용하여 동정

하는 것은 매우 어렵다 (Shao et al., 2001; Ikeda et al., 2014). 이
용 가능한 어란의 형태학적 분류형질 정보가 매우 적고, 난의 배

아는 발생에 따라 형태가 급격하게 변하기 때문이다. 대안은 생

활사에 따라 변하지 않는 DNA 바코드 염기서열을 어란 종 동

정 지표로 사용하는 것이다. DNA 바코드는 종간 종내 유전적 거

리를 기반으로 종 동정의 기준으로 사용할 수 있는 일종의 분류

형질이다 (Hebert et al., 2003; Kim et al., 2008; Oh and Kim, 
2015; Delrieu-Trottin et al., 2018; Choi et al., 2018).

본 연구에서도 어란 종 동정에 미토콘드리아 COX1 영역을 

DNA 바코드로 활용하였다. 하나의 어란을 분석하는 생어 염기

서열 분석법 (Sanger sequencing) 대신, 대량의 혼합 어란 분석에 

효과적인 대용량 염기서열 분석법 (high-throughput sequencing, 
HTS) (Duke and Burton, 2020; 종 동정이 완료된 어란 시료를 

혼합한 표본을 대상으로 HTS의 가능성을 확인한 첫 연구 사

례)을 응용하였다. HTS는 동물플랑크톤의 종조성 (Song et al., 
2021)이나 eDNA를 이용한 어류 종 탐사 (Kim and Song, 2021)

Fig. 3. Phylogenetic relationships of COX1 gene sequences among the seven Peristedion species and one outgroup as exhibited in the maximum 
likelihood tree.
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에도 활용되고 있다. 우리는 HTS를 통해 확보한 혼합 어란의 

대량 리드 (reads)를 목표 종인 남방황성대의 COX1 참조염기

서열 (JN312126)에 매핑 (mapping)하여 일치서열 (consensus 
sequence) 3개를 작성하였다 (Fig. 2; Table 3). 

DNA 바코드 기반의 종 동정은 종간 종내 유전적 거리와 계통

수 분석을 기본으로 한다 (Kim et al., 2008; Oh and Kim, 2015; 
Song et al., 2021). 이와 같은 방법으로 본 연구에서 남방황성대

와 유사한 3개의 일치서열 (consensus sequence)과 황성대속의 

COX1 maximum-likelihood tree를 분석하여 3개 일치서열이 남

방황성대 염기서열 (KU893057)이 포함된 계통군에 속함을 확인

하였다 (Fig. 3). 뿐만 아니라 종을 대표하는 각각의 계통군 내 평

균 유전적 거리 (0.0057±0.0032)는 종 동정의 기준이 되는 계통

군 간 평균 유전적 거리 (0.1475±0.0396)보다 적었다. 위의 두 

결과를 종합하여 3개의 동일한 일치서열 (consensus sequence)
을 남방황성대로 결정하였다. 

한편, 남방황성대 (P. liorhynchus)로 기록된 염기서열 KU893 
057은 maximum-likelihood tree에서 황성대 (P. orientale) 계통군

에 속하였다 (Fig. 3). 이 염기서열은 남방황성대와 황성대 두 계

통군과의 유전적 거리가 각각 0.0247±0.0045와 0.0122±0.0058
로 전자보다 후자와 유전적 유사성이 높았다. 남방황성대로 보고

된 KU893057는 황성대의 종 동정 오류일 가능성이 높다. 
HTS는 분석 효율을 높이기 위해 다양한 시료에 index 염기

서열을 부착한 후 혼합하여 동시에 분석한다 (Amplicon et al., 
2013). 이때 오염 발생 가능성이 있다 (Ballenghien et al., 2017). 
뿐만 아니라 현미경을 이용한 어란 분리 과정에서 어란에서 유

출된 DNA가 시료 간 오염을 일으킬 수 있다. 그러나 어란은 두

꺼운 난막이 배아 세포를 감싸고 있어 난막에 손상이 가지 않

는 한 DNA 유출은 없는 것으로 알려져 있다 (Takeuchi et al., 
2019). 우리는 거제도 연안의 한 정점에서 수집한 어란 시료를 

양분하여 2개 표본을 HTS한 결과에서 한 시료에서만 남방황성

대 일치서열 (consensus sequence)을 확인하였다. 이와 같은 결

과는 어란 시료 처리과정의 오염은 물론 HTS 염기서열 분석 과

정의 오류가 없음을 시사한다. 따라서 본 연구는 혼합 어란의 

HTS 분석을 통해 3개 정점의 남방황성대 탐지 오류는 없는 것

으로 판단된다. 
본 연구에 사용한 혼합어란 시료는 부유생물 채집에 적합한 

동물플랑크톤 네트로 수집하였다 (Table 1). 이와 같은 시료 채집

정보로부터 남방황성대는 부유성 어란을 산란하는 종으로 추론

이 가능하다. 아쉽게도 개별 어란 대신 어란을 혼합하여 추출한 

gDNA로 HTS를 실시하였기 때문에 남방황성대 어란에 대한 형

태 정보 추출은 불가능하였다.
남방황성대의 주 분포 해역은 대륙붕의 모래가 있는 저층이

다 (May and Maxwell, 1986). 본 연구 해역에서 조사 당시 표층

과 저층의 염분은 큰 차이가 없었다 (34.02±0.68 psu; Table 3). 
수온은 염분과 달리 표층과 저층은 물론 정점 간 차이가 컸다 

(12.47±4.07℃). 자료가 축적되면 이 어종의 산란 선호 수온을 

특정할 수 있을 것이다. 
남방황성대는 서태평양의 남반구와 북반구에 걸쳐 광범위하

게 분포한다 (Fig. 4). 현재 한국 주변 해역에서 남방황성대의 성

체 출현 기록은 없다 (Jang et al., 2020a; National list of species 
of Korea, 2020). 본 연구에서 발견한 동종의 어란 (5월, 거제

와 울진; 7월, 울산)과 자치어 (5월, 제주도 동남부; Jang et al., 
2020a) 출현이 유일하다. 이들 어종의 최고 출현 위도는 본 연

구의 어란이 출현한 울산 (36.57°N)이었다. 남방황성대의 분포 

한계인 남반구의 호주 (39.75°S)와 북반구의 일본 태평양 연안 

(37.25°N), 어란과 자치어 출현을 고려하면 (Fig. 4), 이 종은 한

반도 주변 해역에서 산란은 물론 서식이 가능한 것으로 보인다. 

요     약

한국 근해에서 희귀종 남방황성대 (Peristedion liorhynchus) 
치어의 출현은 이 종의 산란이나 성체의 유입 가능성을 암시한

다. 우리는 2013, 2014, 2017년 5~8월 한국 연안의 123개 정점

에서 수집한 어란 31,776개의 미토콘드리아 COX1 유전자에 대

해 대용량 염기서열 분석 (high-throughput sequencing, HTS)
을 실시하였다. 확보한 21,621,874개 리드 (reads)를 남방황성

대 (P. liorhynchus) COX1 참조염기서열 (reference sequence)
에 매핑 (mapping)하여 이 종과 유전적 유사성이 높은 일치서열 

Fig. 4. Distributions of Peristedion liorhynchus eggs, larvae and adults 
in the Western Pacific. Closed circles, eggs (in this study); closed dia-
mond, larva (Jang et al., 2020); open diamond, larva (Peristedion sp.; 
Okiyama, 2014); and crosses, adults (FishBase; Kaschner et al., 2019; 
Froese and Pauly, 2020). 
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(consensus sequence) (313 bp)을 거제도와 울진 (5월), 울산 (7월) 
주변해에서 발견하였다. 이 일치서열은 황성대속 maximum-
likelihood tree에서 남방황성대 계통군에 속하였다. 남방황성대 

계통군의 평균 유전적 거리 (0.0054±0.0046)는 황성대속 내 계

통군 간 평균 유전적 거리 (0.1475±0.0396)보다 적었다. 이는 

HTS 기반의 혼합 어란 분석을 남방황성대와 같은 희귀종 모니

터링에 적용할 수 있음을 시사한다.
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