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ABSTRACT

This study examined the physiological responses of cockles exposed to thermal stress in order to optimize 
techniques for measurement of physiological alternations in cockles and understand the importance of thermal 
stress on summer mortality events. For these reasons, cockles acclimated to 25°C were exposed to 30°C, 35°C, 
or 40°C for 4h/day over eight days, and the condition index, nitric oxide (NO) concentration, burrowing rates and 
mortality rates were measured after each heat treatment. From the 1st day of exposure, and each day after, NO 
concentrations in cockles significantly increased when the temperatures was > 30°C. In contrast, decreases in 
phagocytosis rates were observed when specimens were exposed to 30°C from the 2nd day of exposure while the 
burrowing rates started to decline from the 6th day of exposure when exposed to > 35°C. In addition, the mortality 
rate of cockles exposed to 35°C for 5 days increased. This study confirmed that cockles exposed to temperatures 
above 30°C may experience physiological stress, possibly leading to death, depending on the exposure time.
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서  론

꼬막 (Tegillarca granosa) 과 새꼬막 (Scapharca 

subcrenata) 은 고부가가치의 해산이매패로서 우리나라에서 

사회ㆍ경제적으로 매우 중요한 수산자원이다. 이들은 실트질이 

우세하며 조간대가 발달한 남서해안에 주로 서식하며, 2019년

도에 새꼬막과 꼬막이 각각 8,370 톤과 37 톤이 생산되었다 

(KOSIS 2020). 그러나 최근 꼬막 및 새꼬막의 대량 폐사가 

동절기와 하절기에 주기적으로 발생하고 있으며, 이러한 폐사

의 원인이 명확히 규명되지는 않았으나 서식 적온을 벗어난 고

수온과 저수온이 지목되고 있다 (Shin and Moon, 2005; 

NIFS, 2018; Yoon and Jeong, 2018; Lee et al., 2020). 

해수온 상승은 전 세계가 겪고 있는 문제지만 특히 우리나라

의 경우 타 해역보다 급격한 상승이 발생하고 있다 (Hyun et 

al., 2020; 기상청, 2020). 꼬막류의 주 서식지인 조간대는 조

석에 따라 급격한 온도변화에 노출되어 있는 곳이다 

(Mangano et al., 2002). 특히 여름철 한낮에 간조가 발생하

면 지온의 급격한 상승이 일어나며 이 때 지온은 수온보다 1

0℃이상 높아 여기에 노출된 이매패류는 극심한 생리적 변화

를 겪게 될 것으로 추정 된다 (Nam et al., 2018). 따라서 간

조 시 고온에 노출된 꼬막 역시 생리적 스트레스에 노출될 수 
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있으며, 이러한 현상은 최근 발생하고 있는 꼬막류의 여름철 

대량폐사와 밀접한 연관이 있을 것으로 판단된다. 

이매패의 폐사를 이해하는데 아치사 상태의 혈구를 이용한 

면역반응 측정은 매우 유용하다 (Rahman et al., 2019). 이매

패류는 개방혈관계 (Open blood-vascular system) 로 혈구

는 혈관뿐만 아니라 모든 조직 사이를 순환하며 산소 및 영양

분 공급 등 다양한 기능을 수행한다 (Kang et al., 2000; 

Song et al., 2010). 특히, 이매패류의 혈구는 체내 항상성을 

유지하기 위해 오염물질 노출 (Pipe and Coles, 1995; 

Renault, 2015), 병원체 침입 (Huntley et al., 2014), 환경

변화 (Gainey and Greenberg, 2003; Matozzo and Marin, 

2011) 등의 각종 자극에 대한 즉각적이고 다양한 변화를 나타

내 패류의 생리적 상태를 이해하는데 이용되고 있다. 이러한 

병원체나 환경변화에 대한 패류의 면역 반응을 측정하는 대표

적인 방법으로는 백혈구에 의한 식균 작용 (Labreuche et al., 

2006; Rahman et al., 2019) 을 비롯해 식균 작용 시 활성화 

되는 혈구 내 활성산소나 일산화질소 (Nitric Oxide, NO) 등

이 있다 (Tafalla et al., 2003; Nam et al., 2013; Park, 

2013; Wang et al., 2018). 

따라서 이 연구는 꼬막류 중 새꼬막에 비해 생산량은 적으나 

부가가치가 높은 꼬막을 대상으로 이들을 고온에 노출시키고 

혈구의 NO 농도변화, 식세포작용, 잠입율 등을 정량함으로써 

고온에 의한 꼬막의 면역반응 측정 기술을 개발하고 이를 통해 

여름철 꼬막의 대량폐사를 이해하고자 수행되었다.

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 채집지인 가로림만으로 이 지역의 하절기 (2016

년 7-9월) 일평균 갯벌 지온 및 기온, 수온 자료를 바탕으로 실

험 노출 온도 (25℃, 30℃, 35℃, 40℃) 를 설정하였다 (Fig. 

1). 노출 시간은 일반적인 꼬막 서식지의 간조시간을 감안하여 

4시간/일로 설정하였다.

2. 시료 

실험에 사용된 꼬막은 2016년 8월 충청남도 태안군 당산리 

(36˚ 51` 19.5``N, 126˚ 18` 11.8``E) 에서 채집한 2년생 

약 400 개체를 전라북도 군산시에 위치한 갯벌연구센터로 옮

긴 후 수온 25℃ 염분 31.9 psu의 환경에서 48시간동안 순치

하였다. 

3. 고온 노출 

수조 바닥에 9 cm 두께의 저질 (실트질 89.8%, 점토 9.8%) 

이 깔린 4 개의 사각 수조 (30 × 50 × 30 cm) 에 유사한 각장

의 꼬막 100 마리씩을 25℃ (대조구), 30℃, 35℃, 40℃로 설

정된 저온인큐베이터 (IL-11-4C, Jeio tech) 에 넣고 매일 4

시간 동안 공기중에 노출 시켰다. 노출이 끝난 후 시료를 수온 

25℃의 해수가 들어있는 수조에 다시 넣었으며, 20시간 후 인

큐베이터의 각 온도에 재노출 하였다. 이러한 해수-고온 공기 

노출을 9일간 반복하였으며, 사육수는 1일 1회 전량 환수하였

다. 수온, 염분 및 DO는 YSI MPS 550을 이용해 매일 측정

하였으며, 실험 기간 중 먹이는 공급하지 않았다.

4. 잠입율 및 생존율

인큐베이터에서 고온 노출 후 수조로 복귀한 꼬막이 다음 날 

고온 노출전까지 잠입한 개체를 계수 하여 잠입율 {(잠입 개체/

전체 개체 수) ⅹ100} 을 산정하였고, 잠입하지 않은 개체 중 

패각이 열려있는 개체를 조사해 생존율을 조사하였다.

Fig. 1. Tegillarca granosa condition index (A), cumulative 
mortality rates (%) (B) and burrowing rates (%) (C) after 
heat exposure.
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5. Diaminofluorescein (DAF) 을 이용한 NO 정량 

인큐베이터에서 고온 노출이 완료된 꼬막을 매일 무작위로 10 

개체씩 선택하고 후폐각근에서 혈림프액을 약 1 ml씩 주사기를 

이용해 추출하였다. 혈림프액 100 μl에 diaminofluorescein-2 

diacetate (DAF-2DA, Sigma, D2813) 을 넣어 최종농도가 

5 μM이 되도록 희석한 다음 암실에서 10분간 반응 시켰다. 

멸균해수 100 μl를 넣고 유세포분석기 (Beckman coulter, 

GiliosTM) 를 이용하여 FSC-HLin (gain 2, volts 106) / 

SSC-HLin (gain 20, volts 303, Discr. 43)  density plot 

상에서 혈구집단을 선정한 다음 혈구 5,000개의 형광량을 

FL1 (gain 2, volts 433) histogram으로 나타냈다. NO 농

도는 Kaluza 1.2 (Beckman coulter) 프로그램을 이용하여 

혈구의 평균 형광량 (relative fluorescence unit, RFU) 으로 

나타냈다.

6. 식세포율 (%)
꼬막의 혈림프액 100 μl 를 30 μl 의 FITC가 코팅된 형

광 bead (working solution = 1.5 ml seawater + 30 μl 

stock solution, Polyscience, USA) 와 혼합 후, 실온에서 1

시간동안 incubation한 다음 Flow cytometer (Gallius, 

Beckman, USA) 를 이용해 식세포율 (%) 을 분석하였다. 식

세포율은 전체 혈구 중 2개 이상의 형광 bead를 섭이한 혈구

의 비를 Phagocytosis rate (%) 으로 표현하였다.

7. 각장, 각고, 비만도

각 그룹별로 혈액 채취가 완료된 꼬막 10 개체의 각장, 각

고, 습중량, 육질건중량 및 패각건중량을 측정하였으며, 비만도

는 육질건중량/패각건중량으로 계산하였다.

8. 통계분석 

각 노출 온도와 노출 기간에 따른 NO 농도와 phagocytosis 

rate 의 변화를 검증하기 위해 SPSSWIN 25.0프로그램을 사

용하여 two-way ANOVA를 실시한 후, LSD (least 

significant difference) 로 집단 간 사후검증을 실시하였다. 

이 때 통계적 유의도는 p < 0.05로 하였다. 

결  과

1. Biometric factor
실험기간동안 측정한 꼬막의 크기는 실험기간동안 평균 각

장 23.7-24.2 mm 였으며, 총중량은 4.5-4.8 g, 습중량은 

0.9-1.0 g 으로 모든 그룹에서 유의적인 차이가 없었다. 비만

도 역시 전 실험기간동안 0.07-0.08의 범위로써 그룹간 유의

적인 차이가 없었다 (Fig. 1A).

2. 누적폐사율

40℃에 노출된 그룹은 노출 1일째부터 폐사한 개체가 나타

나기 시작하였으며, 이후 급격히 증가하여 5일째에는 23.0%를 

기록하였고 실험 종료 시에는 76.2%를 기록하였다 (Fig. 1B). 

35℃에 노출된 그룹은 3일째부터 폐사한 개체가 나타나기 시

작하였으며 5일째에 8.1%를 나타냈고 이는 실험 종료시까지 

이어졌다. 반면 30℃에 노출된 그룹에서는 종료시까지 1.3%의 

폐사율을 나타냈다. 대조구의 경우 노출 3일째에 1.3%의 폐사

율을 나타냈고 종료시에는 3.0%를 기록하였다.

3. 잠입율

대조구 (25℃) 와 30℃에 노출된 꼬막의 잠입율은 첫째 날 

99-100%의 잠입율을 보였으며, 실험기간동안 93-100%를 기

록하여 두 집단 간 현저한 차이는 없었다. 그러나 35℃와 40℃

에 노출된 꼬막의 경우 노출 첫째 날부터 94%와 95%를 기록

하였으며, 실험기간동안 35℃에 노출된 그룹은 88.9-95.6%를 

나타냈으며, 40℃에 노출된 그룹은 47.6-95.0을 기록하였다. 

Day 25℃ (Control) 30℃ 35℃ 40℃

0 32.3 ± 0.2 32.9 ± 1.1 33.1 ± 1.6 33.2 ± 1.9

1 34.4 ± 0.9 35.9 ± 4.4 28.7 ± 1.0 26.9 ± 1.0

2 36.1 ± 1.1 31.5 ± 0.8 28.6 ± 0.8 27.1 ± 1.1

3 35.5 ± 0.9 31.1 ± 0.8 28.0 ± 0.6 24.8 ± 2.7

4 35.1 ± 0.4 30.6 ± 0.4 27.5 ± 0.3 24.4 ± 1.2

5 36.1 ± 2.7 31.9 ± 3.2 26.8 ± 1.3 24.8 ± 0.6

6 36.1 ± 0.9 32.1 ± 0.4 26.1 ± 0.6 24.2 ± 0.3

7 34.1 ± 1.3 31.8 ± 1.4 26.3 ± 0.2 24.2 ± 0.1

8 33.6 ± 0.9 32.0 ± 0.5 27.1 ± 2.8 25.2 ± 0.9

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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특히, 이 그룹의 꼬막은 노출 3일째에 75.9%로 현저한 잠입율 

감소를 나타냈고 노출 7일째 47.6%로 감소하였다 (Fig. 1C). 

4. NO
노출 이전 각 그룹의 NO 농도는 45.04-46.06 (RFU) 로써 

그룹간 유의한 차이가 없었으나, 노출 1일째부터 대조구를 제

외한 30-40℃에 노출된 모든 그룹의 NO 농도가 대조구에 비

하여 유의하게 증가하였으며, 이런 경향은 실험 종료 시까지 

이어졌다 (Table 1, 2). 노출기간동안 대조구의 NO 농도는 

45.99-51.79 (RFU)을 나타낸 반면, 30℃에 노출된 그룹은 

52.05-55.77 (RFU), 35℃에 노출된 그룹은 52.19-54.54 

(RFU), 40℃에 노출된 그룹은 52.14-54.65 (RFU)을 나타냈

다.  

5. 식세포율 (%)
노출 이전 각 그룹의 식세포율은 32.3-33.2%로 유의한 차

이가 없었으나 고온 노출 후 노출 온도와 기간에 따라 식세포

율의 변화가 나타났다 (Table 3, 4). 대조구의 경우 전 실험 

기간 동안 33.6-36.1%의 식세포율을 나타낸 반면, 30℃에 노

출된 그룹에서는 노출 2일째부터 31.5-35.9%의 감소된 식세

포율을 나타냈고, 35℃에 노출된 그룹은 노출 1일째부터 

26.1-28.7%의 식세포율을 나타냈으며, 가장 높은 온도인 4

0℃에 노출된 그룹은 24.2-27.1%의 가장 낮은 식세포율을 나

타냈다.

고  찰

본 연구에서 꼬막은 공기 중 노출과 고수온이라는 두 가지 

스트레스에 노출되었다. 현재까지 다양한 논문들이 패류의 공

기 중 노출과 고온 노출 시 생리적 반응을 기술하고 있다. 패류

의 공기 중 노출 시 oxygen consumption과 metabolic 

response의 감소가 발생하며 (Widdows et al., 1979; 

Nicchitta and Ellington, 1983), 고온에 노출 시 면역력의 

변화가 보고되었다 (Rahman et al., 2019). 또한, 공기중 노

출과 고온 노출이 동시에 진행될 경우 cockle 이나 mussel의 

폐사율이 증가한다 (Tarnowska et al., 2012; Yin et al., 

2017; De Andrade et al., 2020). 따라서 공기중 노출과 고

온이라는 두 가지의 스트레스에 노출된 본 연구의 시료는 공기

Source Type III sum of squares df Mean squared F Sig.

Corrected model 1834.551a 35 52.416 29.607 .000

Intercept 488010.194 1 488010.194 275653.794 .000

Day 1149.421 8 143.678 81.157 .000

Temperature 522.505 3 174.168 98.379 .000

Day*Temperature 162.624 24 6.776 3.827 .000

error 254.934 144 1.770

Total 490099.678 180

Corrected total 2089.484 179

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

Day 25℃ (Control) 30℃ 35℃ 40℃

0 46.06 ± 1.5 45.04 ± 1.7 45.21 ± 0.9 45.71 ± 0.1

1 45.99 ± 2.4 52.50 ± 1.6 52.19 ± 1.5 52.14 ± 1.1

2 47.79 ± 3.1 52.52 ± 0.9 53.85 ± 1.1 54.61 ± 0.7

3 48.67 ± 2.0 52.56 ± 0.5 53.88 ± 1.3 54.45 ± 1.7

4 48.91 ± 1.5 53.69 ± 0.8 53.67 ± 1.1 54.65 ± 1.6

5 50.35 ± 1.6 53.94 ± 0.3 53.94 ± 0.9 54.34 ± 0.5

6 51.79 ± 0.9 54.82 ± 1.1 54.54 ± 1.1 54.54 ± 1.2

7 51.01 ± 0.8 55.43 ± 2.3 54.21 ± 0.4 54.48 ± 1.2

8 51.57 ± 1.2 55.77 ± 0.2 54.52 ± 0.7 54.24 ± 0.8

Table 3. Descriptive analysis of phagocytosis rates (%) in the hemocytes of cockles exposed to various temperatures 
for 8 days. (standard deviation, SD)
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중 노출이나 고온노출의 단일 스트레스 보다 더 높은 스트레스

에 노출된 것으로 추정된다. 이러한 사실은 본 연구 결과가 실

제 꼬막양식장에서 발생하는 고온 스트레스를 적절히 반영하

고 있지는 않을 것으로 판단되나 꼬막의 스트레스 반응 측정기

술 개발과 고수온기 꼬막의 스트레스 및 하절기 대량폐사를 이

해하는데 유용한 정보를 제공할 수 있을 것으로 기대된다. 

패류의 잠입율은 종과 저질 타입, 조석주기, 온도 및 질병 

등 다양한 요인에 따라 다르게 나타 난다 (Roberts et al., 

1989; Alexander et al., 1993; Pariseau et al., 2007; 

Song et al., 2008; Waki and Yoshinaga, 2018). 이러한 

사실은  조간대 서식 패류의 잠입속도와 잠입률이 패류의 생물

학적 활성을 판단할 수 있는 유용한 척도가 될 수 있음을 시사

한다 (Song et al., 2008). 

한편, 패류의 식세포작용은 세포면역반응의 일환으로 혈구세포 

(주로 과립구) 가 외부 유래 물질을 탐식하는 현상을 정량화 한 

것으로써 패류의 면역력을 나타내는 주요 지표로 널리 이용되고 

있다. 현재까지 다수의 연구에서 고수온에 노출된 패류의 식세포

작용이 측정되었다. Rahman et al. (2019) 은 굴 (Crassostrea 

gigas), 지중해담치 (Mytilus galloprovincialis) 및 mud 

cockle (Katelysia rhytiphora) 이 고수온에 노출 시 식세포

율이 증가함을 보고함으로써 본 연구에서 대조구에 비해 고수

온에 노출된 꼬막의 식세포율이 감소한 것과 대조를 이뤘다. 

이 같은 상이한 결과는 이들의 실험이 최고 수온 25℃에 설정

되었기 때문에 30-40℃에 노출된 본 연구와 다른 수온범위 때

문인 것으로 판단된다. 식세포율 이외에도 다수의 면역관련 인

자들을 이용한 고수온에 따른 면역력의 변화를 측정한 실험에

서 노출 온도가 30℃이하로 제한된 경우가 매우 많다 

(Matzzo and Marin, 2011). 따라서 여름철 조간대의 지온이 

30℃를 넘는 우리나라의 환경 특성을 고려한 패류 면역반응에 

관한 추가 연구가 필요한 것으로 판단된다. 

NO는 L-arginine (아미노산) 이 nitric oxide synthase 

(NOS) 에 의해 산화되어 생성되는 물질이다. NOS는 NOS-I 

(neuronal NOS, nNOS), NOS-II (inducible NOS, 

iNOS), NOS-III (endothelial NOS, eNOS) 등 3가지 

isotype 이알려져 있으며 체내에 일정하게 유지되나 iNOS는 

염증 등 면역 방어기전에 관여하는 cytokine의 자극이 있으면 

전사조절에 의해 발현 된다 (Yim, 2010). NO는 superoxide

와 반응하여 peroxynitrite (ONOO-) 를 형성하여 세포독성

에 관여 한다. iNOS에 의해 생성된 NO는 염증반응을 촉진시

킬 뿐 아니라 prostaglandins과 같은 염증매개체의 생합성을 

촉진하여 염증을 심화 시킨다 (Salvemini et al., 1993; Guo 

et al., 2015). 따라서 NO 농도의 변화는 염증량을 진단하는

데 널리 이용되고 있으며, 이는 생물의 생리적 특성을 이해하

는 방법으로써 매우 유용하다 (Nam et al., 2013). Lee et al. 

(2020) 에 의하면 0℃ 이하의 온도에 노출된 꼬막 혈구의 NO 

농도가 대조구 (4℃) 에 비해 현저하게 증가한다. 온도 하락과

는 반대로 본 연구에서는 기온 30℃도 이상 고온의 공기중으

로 노출된 꼬막의 혈구에서도 NO 농도가 증가하는 것이 확인

되었다. 따라서 꼬막의 NO 변화는 저수온과 고수온 스트레스

를 나타내는 지표로서 매우 유용한 것으로 판단된다. 

패류의 폐사는 지속적인 고온스트레스가 발생할 때 더 많이 

발생 한다 (Seuront et al., 2019). 본 연구에서 꼬막의 폐사

는 35℃ 이상의 고온에 노출 후 6일째부터 발생하는 것으로 

나타났다. 따라서 본 시료를 채집한 해역의 기온, 수온 및 지온

을 고려할 때 지온이 30℃가 넘는 고온 환경이 7월초부터 8월 

하순까지 2개월에 걸쳐 지속적으로 유지되고 있어 이러한 환

경에 서식하는 꼬막은 생리적 스트레스에 노출될 수 있을 가능

성이 높다. 더구나 8월 중순에는 35℃가 넘는 지온이 4일 이

상 지속되는 시기이므로 이러한 환경에서는 thermal stress

는 더욱 상승하여 대량폐사로 이어질 수 있을 것이다. 본 연구

와 유사한 실험을 수행한 Shin and Moon (2005) 의 보고에 

의하면 수온 31℃에 노출된 성패의 생존율은 노출 4일 만에, 

40℃에 노출된 꼬막은 노출 1일 째 전량 폐사하였다. 물론 이 

실험은 실험실내에서 연속적으로 고수온 노출을 의도한 것으

Source Type III sum of squares df Mean squared F Sig.

Corrected model 2781.533a 35 79.472 39.542 .000

Intercept 164993.452 1 164993.452 82093.307 .000

Day 240.795 8 30.099 14.976 .000

Temperature 2102.564 3 700.855 348.714 .000

Day*Temperature 438.174 24 18.257 9.084 .000

error 289.415 144 2.010

Total 168064.400 180

Corrected total 3070.948 179

Table 4. Two-way ANOVA, the effect of exposure temperature and dates on changes in phagocytosis rates 
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로써 본 연구나 양식장의 실제 환경과의 차이가 있으나 고수온

은 꼬막의 폐사율을 높이는 주된 요인임을 암시하고 있다 

(Hwang, 2012). Nam et al. (2018) 또한 조간대 서식 바지

락이 기온 30℃ 이상, 지온 32-37℃ 이상인 기간이 1주일이상 

지속될 때 바지락의 대량폐사가 발생함으로 보고한 바 있어 장

기간에 걸친 고수온 또는 고지온 환경에 노출된 꼬막은 다양한 

생리적 스트레스를 경험하게 되는 것으로 판단된다.

본 연구에서 고온에 노출된 꼬막의 생리적 반응을 잠입율, 

식세포작용 및 NO 농도 정량 등을 통해 조사하였다. 그 결과 

각 조사 방법에 따라 생리적 반응의 발생 시기 및 그 정도가 

다르게 나타났다. 잠입율의 경우 대조구에 비해 현저한 감소가 

나타나는 온도는 35℃이상의 온도였으며 발생 시기는 노출 후 

6일 째였다. 식세포작용의 경우 30℃에 노출된 시료는 노출 2

일 째 대조구에 비해 낮은 값을 나타냈다. 한편 NO 농도의 변

화는 30℃에 노출된 경우 노출 1일 만에 발생했다. 이러한 사

실은 NO 농도 측정이 타 측정 방법에 비해 고온에 노출된 꼬

막의 생리적 변화를 조기에 진단할 수 있다는 장점이 있는 것

으로 확인되었다. 이러한 기술은 꼬막 양식 적지를 판단하는데 

유용하게 이용될 수 있을 것으로 판단된다. 
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