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            초록
          
        

        
          The sexual maturation of the male eel can be induced by injection with human chorionic gonadotropin (hCG). However, sexual maturation via hCG injection results in the irregular production of low quality sperm. Low quality sperm have issues with low fertilization and development rates, even when fertilizing good quality eggs. For the stable production of fertilized eel eggs, the development of an effective technology for the induction of sexual maturation in male eels is needed. The current study used varying hCG concentrations (1 IU/g body weight (BW) or 5 IU/g BW), and injection intervals (once a week or twice a week) for the artificial induction of sexual maturation, in order to observe the treatment effects on the quantity and quality of male eel sperm. In addition, the milt from eels obtained after induction of sexual maturation was collected to compare and analyze the production periods, production volumes, motility, and velocity of the sperm. There was no significant difference in sperm motility or velocity with varying hCG concentrations or injection intervals. However, the treatment group with once weekly injections of 1 IU/g BW hCG began sperm production at 7 weeks, while the treatment group with once weekly injections of 5 IU/g BW hCG began sperm production at 6 weeks. The treatment groups that were injected twice per week with either 1 IU/g BW or 5 IU/g BW hCG began sperm production earlier than the other groups, at 5 weeks. The treatment group with weekly injections of 5 IU/g BW hCG had a sperm production volume of 55.3 ml, higher than those of other treatment groups.
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      Ⅰ. 서 론
      뱀장어(eel, Anguilla japonica)양식은 소상하는 실뱀장어를 채포하여 키우는 불완전 양식으로만 수행되고 있지만 기후변화, 환경오염, 남획 등으로 뱀장어 자원량이 급격하게 감소하고 있는 실정이다. 이로인해 실뱀장어 가격이 폭등하였고 뱀장어 양식어가의 경영이 어려워져 동아시아 4개국의 뱀장어 인공종자생산 기술에 관한 연구가 활발히 진행되고 있다(Lin et al., 1998; Liao et al., 2001; Tanaka et al., 2001; Lee et al., 2015; Tanaka et al., 2015). 뱀장어 인공종자생산 기술은 1970년대 부화자어 생산을 성공한 후(Yamamoto et al., 1974) 2000년대 실뱀장어 생산까지 성공하였으나(Tanaka et al., 2003; Lee et al., 2015), 인공적인 성숙유도로 생산한 수정란의 수정률 및 부화율 등이 낮아 안정적인 종자생산이 어려운 실정이다(Kim et al., 2009).

      뱀장어 친어에게 외인성 호르몬을 처리하지 않고 3개월 이상 해수에서 사육하면 암컷 뱀장어의 생식소중량지수 (gonadosomatic index; GSI)가 약 2~3 % 수준으로 증가하고 난모세포가 초기 난황형성기까지 발달하지만 더 이상 난 발달 및 난모세포 성숙이 일어나지 않는다(Kagawa et al., 1998; Kim et al., 2007). 반면, 수컷 뱀장어의 경우 전혀 정소발달이 진행되지 않는다고 알려져 있다(Ohta et al., 1997b; Kim et al., 2006). 이와 같이, 뱀장어는 수온과 광주기와 같은 인위적인 사육환경 조절을 통한 생식소 발달 및 성성숙 유도가 어려워(Kagawa et al., 2009), 암컷 뱀장어의 경우 외인성 호르몬인 연어뇌하수체추출물(salmon pituitary extract; SPE)을 반복 주사하여 성성숙을 유도하고(Ohta et al., 1996a; Kagawa et al., 2003; Kim et al., 2007), 수컷 뱀장어의 경우 인간 태반성 성선자극호르몬(humanchorionic gonadotropin; hCG)의 반복주사를 통해 정자형성(spermatogenesis) 및 배정(spermiation)을 유도한다(Yamamoto et al., 1972; Miura & Miura., 2001; Kim et al., 2006).

      뱀장어 자원량이 급감함에 따라 암컷 뱀장어의 성성숙유도 기술 연구는 활발히 진행되어오고 있지만(Ohta et al., 1997b; Kagawa et al., 2003; Kim et al., 2013), 정자의 질 향상을 위한 수컷의 성성숙유도 기술 연구는 상대적으로 부족하다. 성성숙유도를 위해 주로 사용하는 hCG 반복주사를 통해 획득한 정자의 양과 운동성은 개체간에 큰 차이를 보이며(Ohta et al., 1996b), 낮은 정자의 질은 인공종자 생산시 수정율과 발생률의 저하를 야기한다. 안정적인 뱀장어 종자생산을 위해서는 난질 향상 뿐만 아니라 수컷의 성성숙유도 기술을 확립하여 정자의 질을 향상시킬 필요성이 있다.

      따라서 본 연구에서는 hCG의 주사 농도 및 간격에 따른 배정량(cumulative milt volume), 정자의 운동성(sperm motility), 평균운동속도(the average path velocity; VAP), 직선운동속도(the straight line velocity; VSL), 나선운동속도(the curvilinear velocity; VCL)를 비교 분석하여 양식산 수컷 뱀장어의 정자의 양과 운동성을 향상 시키기 위한 기초자료를 제공하고자 하였다.

    

    

  
    
      Ⅱ. 재료 및 방법
      
        1. 실험어
        실험어로 이용한 양식산 수컷 뱀장어 (Body weight : 345±39g)는 전남 영광군 소재의 민물장어 양식수협 친어연구센터에서 사육중인 개체를 국립수산과학원 뱀장어연구동으로 이송하여 일주일에 걸쳐 해수에 서서히 순치하였다. 순치가 완료된 실험어는 실험전까지 무작위로 분배하여 1 ton FRP 수조에 수용하였다. 사육수는 필터된 해수를 유수식으로 공급하였고 수온은 20±0.5℃로 유지하였으며, 별도의 차광막을 설치하여 실험어가 안정을 취하도록 하였다. 실험기간동안 별도의 먹이는 공급하지 않았다.

        개체 식별을 위해 실험어의 등 근육에 micro ID chip (∅2.1×12mm, DESTRON techonologies, USA)를 삽입하여, mini portable reader (HS5900LF, DESTRON technologies, USA)로 개체 ID를 확인하였다.

      

      
        2. 호르몬처리
        
          가. hCG 농도에 따른 정자 활성 비교
          hCG (10000 IU, Daesung microbiological labs. co., Korea)는 Nagae et al. (1996)의 방법에 따라 eel’s ringer solution (150 mM NaCl, 3.0 mM KCl, 3.5 mM MgCl2, 5.0 mM Cacl2, 10 mM Hepes, pH 7.4)을 제조하여 적정 농도로 희석하여 사용하였다. hCG 농도에 따른 성성숙유도 효과 및 정자활성을 조사하기 위해 각 실험구의 호르몬 투여농도는 1 IU/g Body Weight (n=8)와 5 IU/g Body Weight (n=8)로 설정하였다. 실험농도로 희석된 hCG를 12주간 주 1회 복강내 반복 주사하여 성성숙을 유도하였다. 호르몬 주사 전, 실험어는 2-phenoxyethanol (200 ppm, Sigma, USA)에 마취시켜 핸들링에 의한 스트레스를 최소화 하였고 호르몬 주사 후, 상처를 통한 감염을 예방하기 위해 30분간 OTC (Oxytetracycline-Hcl, 30 ppm, Yuhan, Korea) 약욕과정을 거친 후 사육수조에 수용하였다. 채정은 주 2회(호르몬 주사 직전과 호르몬 주사후 3일째) 실시하였다.

        

        
          나. hCG 투여 간격에 따른 정자 활성 비교
          위와 동일한 방법으로 제조한 hCG를 1 IU/g Body Weight (n=10) 또는 5 IU/g Body Weight (n=10) 농도로 매주 2회 (3일 간격) 복강 주사하여 12주간 성성숙유도 실험을 진행하였다. 마취 및 약욕 과정은 상기 기술한 방법과 동일하게 수행하였고 채정은 주 2회, 호르몬주사 직전에 실시하였다.

        

      

      
        3. 채정량 조사
        채정은 깨끗한 천을 이용하여 생식공 주위의 해수 및 오염원을 제거한 후 부드럽게 복부를 압박하여 채정하였다. 채정시마다 채정량을 측정하였고, 정자는 채정 즉시 Ohta et al. (1996c)의 방법에 따라 제조한 인공정장액 (Artifical seminal plasma; ASP, 149.3 mM NaCl, 15.2 mM KCl, 1.3 mM CaCl2, 1.6 mM MgCl2, pH 8.2)에 1: 49의 비율로 희석하여 정자 운동성 및 운동속도를 분석하기 전까지 4℃에서 냉장보관하였다.

      

      
        4. 정자의 운동성 및 운동속도 분석
        정자의 운동성 및 운동속도를 측정하기 위해 정장액에 희석보관된 정자와 필터된 해수를 1:9의 비율로 섞어 정자의 활성을 유도 후, 정자 화상분석기(Hemilton Thorne, IVOS Ⅱ)를 이용하여 정자의 운동성(sperm motility)과 운동속도(VAP, VSL, VCL)를 각 3회 측정하였다. 측정한 결과는 실험구 별로 계산하여 평균±표준편차로 나타냈다.

      

      
        5. 통계처리
        통계처리는 분산분석 후, Ducan’s new multiple range test에 의해서 유의성 검정을 실시하였다(p<0.05).

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 결 과
      
        1. 주 1회 hCG 농도(1 또는 5 IU/g BW) 차에 따른 정자의 운동성 및 운동속도 조사
        hCG를 1 IU/g BW 또는 5 IU/g BW 의 농도로 주 1회 주사하여 성성숙을 유도하였다. 1 IU/g BW 실험구의 경우 실험 7주차에 첫배정을 시작하였고, 첫 배정이후 시간에 따라 배정량이 증가하였다. 5 IU/g BW 실험구의 경우 실험 6주차에 첫 배정을 시작하였고, 8주차부터 배정량이 급격하게 증가하였다([Fig. 1]). 특히, 5 IU/g BW 실험구는 1 IU/g BW 실험구와 비교하였을 때 8주차와 10주차의 배정량이 유의하게 높게 나타났다(p<0.05).

        
          
          

          [Fig. 1] 
				
          

          
            Changes in collected milt volume during the experimental period. Milt is collected before injection with human chorionic gonadotropin (hCG). * indicates significant differences between 1 IU/g BW and 5 IU/g BW (p<0.05). The vertical lines represent the means ± SEM.
          
          

          

        

        실험종료시 1 IU/g BW 실험구의 누적배정량은 10.25 ml 이었고, 5 IU/g BW 실험구의 누적배정량은 55.34 ml 로 나타나 1 IU/g BW 실험구보다 5 IU/g BW 실험구의 배정량이 많았다.

        hCG를 주 1회 1 IU/g BW 또는 5 IU/g BW의 농도로 주사하였을 때 정자 운동성을 조사하였다([Fig. 2]). 모든 실험구에서 정자운동성은 채정시마다 차이를 보였다. 10주차에 채정한 정자의 운동성은 1 IU/g BW 실험구가 유의하게 높았고, 11주차는 5 IU/g BW 실험구의 운동성이 유의하게 높았다(p<0.05). 그러나 10주와 11주를 제외하고 정자 운동성은 유의한 차이를 나타내지 않았다. 정자의 운동성은 hCG 농도와 관계없이 감소와 증가를 반복하였다.

        
          
          

          [Fig. 2] 
				
          

          
            Changes in the sperm motility in milt collected before injection with human chorionic gonadotropin (hCG) (white bar: 1 IU/g BW/once a week; gray bar: 5 IU/g BW/once a week). * indicates significant differences between 1 IU/g BW and 5 IU/g BW (p < 0.05). The vertical lines represent the mean ± SEM.
          
          

          

        

        hCG 농도에 따른 정자의 운동속도(VAP, VSL, VCL)를 조사하였다([Fig. 3]). 1 IU/g BW 실험구 에서 채정된 정자의 운동속도는 VAP : 77.25±7.33 μm/sec, VSL : 66.98±7.06 μm/sec, VCL : 126.46±9.37 μm/sec로 나타났으며, 5 IU/g BW 실험구에서 채정된 정자의 운동속도는 VAP : 78.25±4.96 μm/sec, VSL : 68.09±4.96 μm/sec, VCL : 126.71±5.60 μm/sec로 나타났다. hCG 농도 차이에 따른 정자 운동속도 간의 유의한 차이는 나타나지 않았지만, 5 IU/g BW 실험구의 정자운동속도가 조금 빠른 경향을 보였다.

        
          
          

          [Fig. 3] 
				
          

          
            The velocity (average path velocity, VAP; straight line velocity, VSL; curvilinear velocity, VCL) of the experimental groups (white bar: 1 IU/g BW/once a week; gray bar: 5 IU/g BW/once a week), during the 12 week injection period of human chorionic gonadotropin (hCG). The vertical lines represent the mean ± SEM.
          
          

          

        

      

      
        2. 주 2회 hCG 농도(1 또는 5 IU/g BW) 차에 따른 정자의 운동성 및 운동속도 조사
        hCG를 1 IU/g BW 또는 5 IU/g BW 의 농도로 주 2회 주사하여 성성숙을 유도하였다. 그 결과, 주 2회 1 IU/g BW 실험구의 경우 실험 5주차에 첫 배정을 시작하였고 10주 이후부터 배정량이 급격하게 증가하였다. 주 2회 5 IU/g BW 실험구도 실험 5주차에 첫 배정을 시작하였고, 7주차까지 배정량이 증가하였지만 이후 일정한 경향을 나타내지 않았다([Fig. 4]).

        
          
          

          [Fig. 4] 
				
          

          
            Changes in collected milt volume during the experimental period. Milt is collected before injection with human chorionic gonadotropin (hCG). * indicates significant differences between 1 IU/g BW and 5 IU/g BW (p < 0.05). The vertical lines represent the mean ± SEM.
          
          

          

        

        실험종료시 1 IU/g BW 실험구의 누적배정량은 44.38 ml 이었고, 5 IU/g BW 실험구의 누적배정량은 25.60 ml로 나타나 5 IU/g BW 실험구보다 1 IU/g BW 실험구의 누적배정량이 많았다.

        hCG를 주 2회 1 IU/g BW 또는 5 IU/g BW의 농도로 주사하였을 때 정자 운동성을 조사하였다. 모든 실험구에서 정자운동성은 채정시마다 차이를 보였으나 10주차에 채정한 정자의 운동성은 1 IU/g BW 실험구가 유의하게 높았다(P<0.05). 10주를 제외하고 정자 운동성은 유의한 차이를 나타내지 않았다. 정자의 운동성은 주 2회 투여에서도 hCG 농도와 관계없이 감소와 증가를 반복하였다([Fig. 5]).

        
          
          

          [Fig. 5] 
				
          

          
            Changes in the sperm motility in milt collected before injection with human chorionic gonadotropin (hCG) (shaded bar: 1 IU/g BW/twice a week, black bar: 5 IU/g BW/twice a week). * indicates significant differences between 1 IU/g BW and 5 IU/g BW (p < 0.05). The vertical lines represent the mean ± SEM.
          
          

          

        

        주 2회 hCG 투여 농도에 따른 정자의 운동속도(VAP, VSL, VCL)를 조사하였다. 1 IU/g BW 실험구에서 채정된 정자의 운동속도는 VAP : 81.56±3.31 μm/sec, VSL : 70.51±3.39 μm/sec, VCL : 138.71±3.06 μm/sec로 나타났으며, 5 IU/g BW 실험구에서 채정된 정자의 운동속도는 VAP : 76.25±4.90 μm/sec, VSL : 63.59±5.55 μm/sec, VCL : 129.53±4.61 μm/sec로 나타났다. hCG 농도에 따른 정자 운동속도 간의 유의한 차이는 나타나지 않았지만, 주 2회 1 IU/g BW 실험구의 정자운동속도가 빠른 경향을 보였다([Fig. 6]).

        
          
          

          [Fig. 6] 
				
          

          
            The velocity (average path velocity, VAP; straight line velocity, VSL; curvilinear velocity, VCL) of the experimental groups (shaded bar: 1 IU/g BW/twice a week, black bar: 5 IU/g BW/twice a week), during the 12 week injection period of human chorionic gonadotropin (hCG). The vertical lines represent the mean ± SEM.
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      Ⅳ. 고 찰
      본 연구결과 hCG 농도와 투여 간격에 따른 정자 운동성과 운동속도에 유의한 차이는 없었다. 그러나 주 1회 5 IU/g BW 실험구에서 배정량이 가장 많았고, 주 1회 1 IU/g BW 실험구보다 배정이 빨라지는 효과가 있었다.

      일반적인 경골어류에서 정자형성(Spermatogenesis)은 정원세포 (Spermatogonia)가 증식하여 1차 정모세포기(primary spermatocyte)와 2차 정모세포기(secondary spermatocyte)를 거쳐서 반수체의 정세포(spermatids)로 발달하고 정자변태 (spermiogenesis)를 통해 정자(spermatozoa)가 되는 과정이다(Miura et al., 2002). 뱀장어의 정자형성과정에서 hCG는 Leydig cell를 자극하여 11-Keto testosterone (11-KT)의 합성을 유도한다. 합성된 11-KT는 Sertoli cell을 자극하며 정소를 성숙시켜 수컷 뱀장어의 인위적 성성숙을 위한 외인성 호르몬으로 주로 hCG가 사용되고 있다(Miura et al., 1991a; Ohta et al., 1996b; Kim et al., 2006). Ohta et al. (1997a)의 hCG투여 후 수컷 뱀장어의 혈중 호르몬 농도변화에 관한 연구에 따르면 hCG 주사 후 1일차에 혈중 hCG의 농도가 최고치를 보인 후 감소하고, 이어서 주사 후 3일차에 혈중 11-KT의 농도가 최고치를 보인 후 서서히 감소하였다. 또한 Miura et al. (1991b)의 hCG 단일 투여에 따른 혈중 hCG와 11-KT의 관계에 대한 in vitro 연구에서 혈중 11-KT는 hCG 농도 의존적으로 반응하여 생성됨이 보고되었다. 본 연구 결과도 1 IU/g BW로 주사한 실험구보다 5 IU/g BW로 주사한 실험구의 첫배정이 1주 빨리 시작되었는데 이와 같은 결과는 hCG 농도 차이에 의한 것으로 보여진다. 또한 주 2회(3일 간격) hCG를 주사한 실험구의 첫 배정이 5주차에 시작한 것은 주사한 hCG에 의해 체내 11-KT의 농도가 지속적으로 유지되어 정소의 성숙기간이 비교적 짧아진 것으로 판단된다. 이를 뒷받침하여 양식산 수컷 뱀장어의 인위적 성성숙유도 연구에서 주사 횟수가 증가할수록 성성숙 기간이 단축된다고 보고 되었다(Ohta et al., 1997b). 이처럼 hCG의 농도와 투여 횟수는 성성숙 기간을 조절하는 중요한 요인으로 판단된다.

      Ohta et al. (1996b)의 연구에서 hCG 주사 7주와 8주에 정자 운동성은 40%, 9주 이후로는 정자 운동성이 60% 이상으로 나타났다. 하지만 본 연구에서는 첫 배정시 60%로 높게 나타났다. 그리고 배정율은 상대적으로 낮게 나타났으며, 각 실험구의 개체 간 배정량은 hCG 농도 및 간격과 관계없이 큰 차이를 보였다. 이와 같은 개체간의 차이는 실험어의 영양상태와 밀접한 연관이 있다고 판단된다. 친어의 영양상태는 정자 및 난질에 큰 영향이 있다고 알려져 있는데(Izquierdo et al., 2001), 무지개송어(Oncorhynchus mykiss)에서 영양결핍은 정자의 농도와 운동성을 감소시키고(Ciereszko & Dabrowski, 1995), 농어에게 지방산(fatty acid)이 풍부한 사료를 공급시 배정량, 정자 농도 그리고 부화율이 증가한다고 보고되었다(Astuarino et al., 2001). 본 연구에서 실험어로 사용된 뱀장어의 경우 해수에 순치 후 먹이를 먹지 않았으며, 연구가 진행되는 동안 영양공급이 전혀 없었기에 실험어의 영양상태가 안좋아졌다고 생각된다. 이와 같은 이유로 결과에서 개체간의 배정량과 정자 운동성의 차이가 발생한 것은 실험어의 건강 및 영양상태에 의한 것으로 추정된다. 또한, 본 연구에서 배정율은 Ohta et al. (1996b)의 결과보다 상대적으로 낮게 나타났으며, 이전 연구보다도 낮게 나타났다(Kim et al. 2006). 동일한 방법으로 실험하였음에도 이러한 연구결과의 차이가 나타난 것은 성육과정에서 친어의	영양상태 차이 또는 본 연구에 사용된 실험어의 평균 체중은 345 g 이지만 이전 연구는 평균 체중 220 g 의 개체를 사용한 결과이기 때문에 실험어의 체중 및 연령 차이에 의한 것으로 추측된다.

      주 1회 실험구는 hCG 투여 횟수가 증가함에 따라 배정량이 증가하는 경향을 나타내었지만, 주 2회 실험구는 hCG 투여 횟수에 따른 배정량의 차이가 없었다. 잦은 핸들링은 실험어에게 스트레스로 작용하고(Bonga, 1997), 스트레스는 실험어의 면역력 저하 및 폐사로 이어진다고 알려져 있다(Tort, 2011). 본 연구에서도 주 2회 실험구는 실험어 체표에 염증이 발견되었다. 염증반응은 호르몬 주사를 위한 잦은 핸들링이 스트레스요인으로 작용하고 면역력 약화로 이어진 것으로 보이며, 이로 인해 실험어의 배정량이 일정하지 못한 것으로 판단된다.

      정자의 운동성 및 운동속도는 정자의 수정능력(fertility)을 판단하는 중요한 요인으로써(Rurangawa et al., 2004), 잉어(Cyprinus carpio) 및 무지개송어 등 여러 어종에서 정자의 운동성과 운동속도가 높을수록 수정에 유리하다고 알려져있다(Lahnsteiner, 2000; Linhart et al., 2000). 본 연구에서 hCG 농도 및 간격에 따라 배정된 정자의 운동성은 일정하지 않았다. 정자는 DHP (17α,20β-dihydroxyprogesterone)에 의해 최종성숙과정을 거쳐 운동성을 가지게 되는데(Miura & Miura, 2001), hCG의 단일 투여만으로는 수컷 뱀장어의 정자성숙에 충분한 DHP의 생성이 이루어지지 않는다(Miura et al., 1991c). 본 연구의 결과에서 모든 실험구의 정자 운동성이 큰 차이를 보인 것은 정자성숙에 필요한 DHP가 체내에서 충분하게 생성되지 못한 것으로 판단된다. 또한, 실험구 간의 정자 운동속도 (VAP, VSL, VCL)도 유의한 차이를 보이지 않았으며, 이는 hCG의 농도와 간격의 조절로는 정자 운동속도에 영향을 주지 않는 것으로 보여진다.

      뱀장어와 유럽산 뱀장어(A. anguilla)의 hCG 주사 후 채정시기에 대한 이전 연구에서 hCG를 주사 1일후 채정된 정자가 가장 높은 정자 운동성을 나타내고 주사 3일후 정자의 운동성이 가장 낮게 나타났다(Ohta et al., 1997a; Perez et al., 2000). 본 연구에서는 hCG를 주사하고 3일 이후 채정을 실시하였으므로 조사된 정자운동성은 최저치를 나타내고 있다고 보여지며, 향후 hCG를 주사하고 1일 후 채정을 진행한다면 본 논문에서 측정된 운동성보다 향상된 운동성을 얻을 수 있을것으로 판단된다.

    

    

  
    
      Ⅴ. 결 론
      본 연구에서는 수컷 뱀장어의 효율적인 배정유도 기술개발 및 정자의 질을 향상시키기 위해 hCG의 농도 및 주사간격을 달리하여 효과를 비교 분석하였다. 그 결과, hCG 투여 농도(1 IU 또는 5 IU/g BW) 및 투여 간격(주 1회 또는 2회)에 따른 정자 운동성과 운동속도의 유의한 차이는 없었다. 그러나 주 1회 5 IU/g BW 농도로 투여한 실험구는 실험종료시 55.3 ml로 가장 많은 양을 배정하였고, 주 1회 1 IU/g BW 실험구보다 1주 빨리 배정하였다. 향후 정자의 질을 향상시키기 위해서 뱀장어에게 투여된 호르몬의 대사과정 및 반응기작에 관계된 추가적인 연구가 수행되어야 할 것으로 판단된다.
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