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이희중1, 송재희2, 정희도2, 박경일3

1국립수산과학원 남동해수산연구소, 2국립수산과학원 서해수산연구소 갯벌연구센터, 
3군산대학교 해양과학대학 수산생명의학과

Effect of cold stress on nitric oxide concentration in blood cockle 
(Tegillarca granosa)

Hee-Jung Lee1, Jae-Hee Song2, Hee-Do Jeung2 and Kyungil Park3

1South East Sea Fisheries Research Institute, NIFS, Tongyeong 39769, Korea
2Tidal Flat Research Institute, NFIS, Gunsan 54014, Korea

3Department of Aquatic Life Medicine, College of Ocean Science and Technology, Kunsan National University, Gunsan 54150, Korea

ABSTRACT

Winter mortality of blood cockles (Tegillarca granosa) is one of the main concerns of cockle aquaculture in Korea. 
Thus, we investigated the physiological alternation of cockles when they were placed in abnormally cold 
temperatures. For this purpose, cockles were exposed to temperatures of 4°C (control), 2°C, 0°C, –2°C, and –5°C 
for four hours/day over eight days, and the condition index, nitric oxide concentration, and mortality rates were 
measured after each cold treatment. The results showed that the cockle nitrite concentration increased 
significantly in all groups, except for the control group, from the 1st day of exposure, and that this NO increase 
continued until the end of the experiment. In addition, cockles exposed to –5°C for 5 days showed an increase 
mortality rate. These results suggested that cockles experienced physiological stress when they were exposed to 
< 2°C, and might have resulted in mortality under severe hypothermic conditions in winter. Our study also 
suggested that the measured NO concentration in the hemocytes of cockles is an efficient biomarker for 
diagnosing physiological stress in cockles exposed to cold shock.
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서  론

꼬막류는 돌조개목 돌조개과의 이매패류로 꼬막 

(Tegillarca granosa) 과 새꼬막 (Scapharca subcrenata) 

이 국내에서 양식생산량과 종사 인구가 많아 사회ㆍ경제적으

로 매우 유용한 자원이다. 꼬막은 실트 (silt) 가 우세하고 4시

간 정도의 간출 시간이 유지되는 조간대에서 최대 7 cm 깊이

의 저질에 잠입하여 서식 한다 (Moon, 2005; Marsden et 

al., 2009). 따라서 국내 꼬막과 새꼬막의 주 생산지는 실트 저

질이 잘 발달된 전라남도로서 2019년도 우리나라 전체 새꼬막

과 꼬막의 생산량 8,412 톤 (새꼬막 8,375 톤, 꼬막 37 톤) 중 

8,407 톤이 전남에서 생산되었으며, 이 지역에서 새꼬막과 꼬

막은 각각 8,370 톤과 37 톤이 생산되었다 (KOSIS, 2020). 

그러나 최근 꼬막 및 새꼬막의 대량 폐사를 비롯해 성장도 

감소 및 자연 채묘율 부진 등이 빈번히 발생하고 있으며, 이로 

인해 연간 꼬막류의 생산량 변동폭이 크다 (NIFS, 2018; 

KOSIS, 2020), 특히 새꼬막과 꼬막의 대량폐사는 동절기와 

하절기에 주기적으로 발생하고 있어 사회적 관심을 많이 받고 

있다 (Yoon and Jeong, 2018; Yonhapnews, 2018). 이에 

대해 기후변화나 과도한 밀식 등이 폐사의 원인으로 추정된 바 

있으나 현재까지 원인규명을 위한 노력은 미진한 편이다 

(NIFS, 2018). 
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꼬막류 폐사의 원인을 규명하는데 있어 아치사 (Sub-lethal) 

상태의 시료에 대한 생리학적 진단은 폐사 발생 이전의 이상 

징후를 파악하는데 유용하다 (Handy and Depledge, 1999; 

Sherry, 2003). 이런 목적에 현재 다양한 종류의 면역반응 측

정이 이용되고 있으며 (Park et al., 2012), 다양한 면역 지표 

중 이매패류의 혈림프액 또는 혈구의 nitric oxide (NO) 농도

가 다양한 해양환경 변화를 잘 대변하는 것으로 보고되고 있음

을 고려할 때 (Taffala et al., 2003; Chakraborty et al., 

2013; Nam et al., 2013; Park, 2013; Kim and Park, 

2018), NO 정량은 꼬막의 건강도를 판정하는 지표로서 유용

하게 이용될 수 있을 것으로 판단된다. NO는 세포 내 신경전

달 물질로써 이온의 항상성을 유지하는데 관여하며 과다하게 

분비될 경우 활성산소 (유리 라디칼) 로 작용하여 세포에 독성 

작용을 일으키는 물질이다 (Chung et al., 2003). 이러한 활

성산소의 증가는 사이토카인 등 염증 물질의 분비를 증가시켜 

생체 내 염증량의 증가로 이어진다 (Guo et al., 2015). 

따라서 본 연구는 새꼬막과 꼬막 중 생산량은 낮으나 부가가

치가 높은 꼬막을 남해안에서 서해안 중부해역의 조간대로 이

식하였을 때 꼬막의 생리적 특성을 진단할 수 있는 NO농도를 

측정함으로써 기존 서식지인 남해안보다 동절기 서식지 온도

가 낮은 서해안에서의 양식 가능성을 판단하는데 기초자료로 

이용하기 위하여 수행되었다. 또한 동절기에 발생하고 있는 꼬

막류 폐사의 원인규명과 폐사 예측 기술 개발에 NO 측정 기

법이 기여할 수 있는지 가능성을 검토하였다.

재료 및 방법

1. 실험 환경 설정 

본 실험의 꼬막 노출 온도를 결정하기 위하여 국립수산과학

원 갯벌연구센터의 ‘갯벌어장정보시스템’ (갯벌 지온) 및 기상

청 (기온), 국립해양조사원 (수온) 의 자료를 활용하였다. 관측 

정점은 꼬막 이식 예정지 인근의 가로림만으로 이 지역의 동절

기 (2014년과 2015년 1-4월) 일평균 갯벌 지온 및 기온, 수온 

자료를 바탕으로 실험실내 노출 온도 4℃ (대조구), 0℃, 2℃, 

–2℃, –5℃를 설정하였다 (Fig. 1). 온도 노출 시간은 일반적으

로 꼬막 서식지의 간조시간을 감안하여 4시간/일로 설정하였다 

(Moon et al., 2004; Shin et al., 2002).

　　

2. 시료 

실험에 사용된 꼬막은 2020년 3월 전라남도 강진군 (34° 

34' 17''N 126° 46' 1''E) 에서 채집한 2년생 약 500개체를 전

라북도 군산시에 위치한 갯벌연구센터로 옮긴 후 수온 4℃ 염

분 31.9 psu의 환경에서 48시간동안 순치시켰다. 

　　

3. 저온 노출 

수조 바닥에 9 cm 두께의 저질이 조성된 4 개의 사각 수조

(30 × 50 × 30 cm) 에 유사한 각장의 꼬막을 100 마리씩 넣

은 다음 수온 4℃에서 48 시간 동안 안정화시켰으며, 뒤이어 

이들을 수조에서 꺼내 4℃ (대조구), 2℃, 0˚C, –2℃ 및 –5℃

로 설정된 저온배양기 (IL-11-4C, Jeio tech) 에 넣고 4시간 

동안 공기중에 노출 시켰다. 이후 꼬막을 수온 4℃의 해수가 

들어있는 수조에 다시 넣었으며, 20시간 후 다시 배양기에 넣

어 저온 환경에 재노출 하였다. 이러한 해수-고온 공기 노출을 

8일간 반복하였다. 해수는 1일 1회 전량 환수하였고, 실험 기

간 동안 수온, 염분 및 DO는 YSI MPS 550을 이용해 매일 

측정하였다. 저온배양기의 기온은 수은 온도계로 측정하였다. 

실험 기간 중 먹이는 공급하지 않았다.

     

4. Diaminofluorescein (DAF) 을 이용한 NO 정량 

Fig. 1. Time series of daily mean air, sediment and water
temperatures measured between January 1 to March 1, 
2014 and 2015 at the monitoring station in the Taean
tidal flat, Choongnam Province, Korea. 
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배양기에서 4시간동안 저온 노출이 완료된 꼬막을 매일 무

작위로 10개체씩 선택하고 혈림프액을 후폐각근에서 1 ml 주

사기를 이용해 추출하였다. 혈림프액을 멸균여과해수에 20배

로 희석하여 1.5 ml tube에 분주한 뒤 diaminofluorescein-2 

diacetate (DAF-2DA, Sigma, D2813) 을 첨가하여 최종농

도가 5 μM이 되도록 한 다음 암실에서 10분간 반응 시켰다. 

이후 1.5 ml tube에 100 μl의 혈림프액을 넣고 유세포분석

기 (Beckman coulter, GiliosTM) 를 이용하여 FSC-HLin 

(gain2, vlots 106) / SSC-HLin (gain 20, volts 303, 

Discr. 43) 상에서 density plot를 설정하였고 혈구 5,000개

의 형광량을 FL1 (gain 2, volts 433) histogram으로 나타냈

다. 데이터 분석은 Kaluza 1.2 (Beckman coulter) 프로그램

을 이용하였다. 혈구의 평균 형광량은 relative fluorescence 

unit, RFU로 나타냈다.

     

5. 각장, 각고, Condition index
혈액 채취가 완료된 꼬막시료의 각장, 각고는 버어니어캘리

퍼스를 이용해 0.01 mm 단위까지 측정하였으며, 습중량은 꼬

막을 개각하고 전자저울 이용해 0.01 g까지 측정하였다. 뒤이

어 동결 건조 후 0.0001 g까지 육질건중량과 패각건중량을 측

정하였다. 비만도는 육질건중량/패각건중량으로 계산하였다.

     

7. 통계분석 

각 노출 온도별 NO 농도의 차이를 검증하기 위해 

SPSSWIN 25.0프로그램을 사용하여 two-way ANOVA를 

실시한 후 LSD (least significant difference) 로 집단간 사

후검증을 실시하였다. 이 때 전체적인 통계적 유의수준은 p < 

0.05에서 확인하였다. 

결과 및 고찰

본 연구는 겨울철 조간대 서식 꼬막의 생리적 특성의 변화를 

이해하기 위하여 다양한 온도에 꼬막을 노출시키고 NO 농도

를 DAF 측정법을 이용하여 측정하였다. 각 그룹간 바지락의 

각장, 습중량 및 비만도는 유의적 차이가 없어 동일한 크기의 

개체들이 본 연구에 사용된 것으로 확인되었다 (P > 0.05, 

data not shown). 

그러나 동일한 크기의 개체들이라 하더라도 각 온도에 노출

된 꼬막의 NO 농도를 비교한 결과 수온이 낮을수록 NO 농도

는 현저히 증가하였다 (P < 0.001, Table 1, 2). 이러한 NO 

농도의 증가는 노출 1일째부터 2℃에 노출된 꼬막을 제외한 

전 그룹에서 유의하게 나타나기 시작하였으며, 이후 모든 그룹

에서 지속적으로 상승함으로써 대조구와의 현저한 격차가 확

인되었다 (P < 0.001, Table 1, 2). 특히 실험 종료시점인 노

출 8일째에는 –2℃와 –5℃에 노출된 시료의 NO 농도가 그 이

전보다 더욱 급격하게 증가하였다. 

그러나 일반적으로 조간대에 서식하는 꼬막은 간조시 저질

에 잠입하므로 본 연구와 같이 공기중으로 노출된 상황은 아니

다. 따라서 금번 연구 결과처럼 급격한 NO의 농도 변화를 나

타내지는 않을 것으로 추정된다. 그러나, 가로림만의 일평균 

저질 온도 자료 (Fig. 1) 에 따르면 꼬막 이식 대상 해역인 태

안지역 조간대 저질의 1월-3월 기간 중 일평균 온도가 –1.6℃ 

Day

Temperature (℃)

–5.00 –2.00 .00 2.00 4.00 Total

Mean ± SD Mean ± SD Mean ± SD Mean ± SD Mean ± SD Mean ± SD

0 69.52 ± 18.22 51.38 ± 7.75 71.46 ± 9.33 66.75 ± 5.02 52.85 ± 6.84 62.39 ± 12.95 

1 80.39 ± 4.96 74.31 ± 7.53 45.97 ± 2.00 52.33 ± 5.31 44.97 ± 5.36 59.59 ± 15.91 

2 85.71 ± 7.39 75.55 ± 10.78 57.54 ± 4.72 82.19 ± 3.37 54.05 ± 5.03 71.01 ± 14.54 

3 101.12 ± 4.45 106.38 ± 8.31 100.09 ± 6.76 64.60 ± 2.73 59.78 ± 7.30 86.40 ± 21.13 

4 124.13 ± 5.21 125.84 ± 7.14 100.09 ± 6.76 71.31 ± 3.09 65.33 ± 3.91 97.34 ± 26.45 

5 142.08 ± 6.68 138.65 ± 4.48 123.44 ± 3.97 76.39 ± 2.52 78.62 ± 2.15 111.83 ± 29.59 

6 157.84 ± 9.87 139.45 ± 5.52 165.59 ± 3.59 118.36 ± 16.24 86.66 ± 2.44 133.58 ± 30.31 

7 171.08 ± 12.27 173.12 ± 21.66 180.71 ± 10.15 115.29 ± 4.39 87.78 ± 1.87 145.60 ± 39.52 

8 248.73 ± 22.79 278.78 ± 25.77 193.11 ± 4.85 111.46 ± 15.85 88.28 ± 1.77 184.07 ± 77.53 

Total 131.18 ± 55.04 129.27 ± 65.89 115.33 ± 51.95 84.30 ± 24.56 68.70 ± 16.64 105.76 ± 52.71 

Table 1. Descriptive analysis of NO concentrations in the hemocytes of cockles exposed to various temperatures for 8 
days (standard deviation, SD)
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를 기록한 경우도 있으므로 일최저 (daily minimum) 지온은 

이보다 현저히 낮을 것으로 판단되며, 이는 저질에 잠입한 꼬

막이라 하더라도 저온 스트레스에 노출될 가능성이 매우 높음

을 추정케 한다. 따라서 남해안 꼬막을 충남 태안지역으로 이

식할 경우 원 서식지보다 심화된 저온스트레스에 노출 될 수 

있음을 고려해야 할 것이다.

실험 기간 동안 꼬막의 폐사율은 –5℃에 노출된 그룹에서만 

노출 5일째부터 6.7%로 증가하였고 실험 종료시에는 55.6 %

로 급격한 증가를 나타냈다 (Fig. 2). 따라서 이러한 결과는 꼬

막이 낮은 온도에 노출될 경우 생리적 저하뿐만 아니라 대량 

폐사가 발생할 수 있음을 의미한다. 한편, 저온 노출 8일째에 

꼬막의 대량폐사가 나타난 것은 동일 기간에 발생한 NO 증가

와 유사한 패턴이다. 그러나 NO 농도는 폐사가 발생하지 않은 

노출 1일째부터 급격히 증가한 것을 고려하면 NO 농도의 변

화는 폐사에 앞서 저온스트레스를 받는 꼬막의 생리적 상태를 

나타내는 유용한 지표로 평가된다.

물리적 변동이 큰 조간대나 천해역에서 서식하는 이매패류

는 이동성이 낮기 때문에 동절기 기온의 급격한 저하에 따른 

서식지의 수온이나 지온 변화에 적응하여 생존해야 하나 그렇

지 못한 경우 대량폐사가 발생하는 경우가 있다. 일본의 바지

락 동계폐사는 저수온과 먹이부족 (Kakino et al., 1995), 

giant clam 유생의 동절기 폐사는 박테리아 감염과 저수온의 

복합작용 (Norton et al., 1993), Rangia cuneata의 겨울철 

착저 후 대량 폐사는 장기간에 걸친 저온에 의한 건강 악화가 

원인으로 보고되었다 (Kornijów et al., 2018). 따라서 현재 

우리나라 조간대와 조하대에서 발생하고 있는 꼬막류의 대량

폐사는 서식지 수온 또는 지온의 저하뿐만 아니라 다양한 요인

들과의 복합 작용에 의해 발생할 수도 있음을 고려해야 한다. 

한편, 저온에 노출된 패류의 지질대사는 패류 종마다 상이하며 

이러한 차이가 저온에 대한 저항성의 차이를 유발한다고 보고

되고 있으므로 꼬막류의 지질대사효율에 대한 조사는 겨울철 

폐사를 이해하는데 중요한 단서를 제공할 수도 있을 것으로 판

단된다 (Pernet et al., 2007).

본 연구에서 NO 농도의 변화가 꼬막 폐사 발생 이전부터 

급격히 증감함이 확인됨으로써 바이오마커로서 NO의 유용성

이 확인됐다. 이러한 저온 스트레스에 대한 NO 농도 정량을 

통한 저온 노출 생물의 생리적 변화를 측정하는 사례는 다양한 

생물군에서 보고되고 있다. Zhang et al., (2011) 은 만성적인 

저온 쇼크에 노출된 병아리에서 NO 농도의 증가를 확인하였

으며, Cantrel et al. (2010) 은 애기장대 (Arabidopsis 

thaliana) 와 같은 식물의 경우에도 냉장 시 NO 농도가 증가

함을 보고한 바 있다. 

 결론적으로, 저온 노출 생물의 NO 정량은 저온스트레스를 

진단할 수 있는 방법이며, 꼬막류와 같은 경제적, 생태학적 중

요성이 높은 패류의 생리적 상태를 진단하고 나아가 폐사를 예

측하는데 유용하게 이용될 수 있을 것으로 기대된다.
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Source Type III sum of squares df Mean squared F Sig.

Corrected model 606494.687a 44 13783.970 156.018 .000

Intercept 2516510.828 1 2516510.828 28483.853 .000

Temperature 140610.957 4 35152.739 397.886 .000

Day 354912.485 8 44364.061 502.147 .000

Temperature * Day 110971.245 32 3467.851 39.252 .000

error 15902.763 180 88.349

Total 3138908.277 225

Corrected total 622397.450 224
aR2 = .974 (corrected R2 = .968)

Table 2. Two-way ANOVA, the effect of exposure temperature and dates on changes in NO concentrations 

Fig. 2. Tegillarca granosa cumulative mortality rates (%) after 
cold exposure. 
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