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            Abstract
          
        

        
          This study was conducted to investigate the effect of dietary taurine levels on change of retina development of juvenile olive flounder. Three different taurine level diets were prepared by supplementation of taurine (T-0, 0.5 and 1.5%) to the basal diet. Fish meal washed with 70% ethanol to remove taurine was used as the sole protein source. Feeding experiments were carried out at 20℃ for 4 weeks by using size of fish (average body weight: 0.3 g). The feeding behavior of fish was observed throughout the experimental period. At the end of experiments, fish were killed for using the histological observation of the developing retina on juvenile olive flounder. In contrast to retina of T-1.5% group, the most prominent morphological feature of T-0% group was progressive retinal degeneration. The outer and inner photoreceptor segments of T-0% group were much smaller than those of T-1.5% group. These flounder might show a loss of vision due to severe retinal degeneration. This study identifies an important role of the taurine for the development and maintenance of retinal function and morphology. These finding suggests that the taurine is essential for the normal retinal development related with the feeding behavior avoided predation in juvenile olive flounder.
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      Ⅰ. 서 론
      어분은 필수아미노산과 지방산이 다량 함유하고 있고 소화율이 높으며, 탄수화물과 항소화물질이 적어서 육식성 어류의 사료를 만드는 가장 중요한 원료이다. 육식성 어류는 다른 초식성이나 잡식성 어류에 비하여 사료 중 높은 단백질 함량을 요구한다. 전 세계 어분 생산량은 세계 어획량의 35%를 차지하고 있으며 최근에는 가격상승과 불안정한 공급량 때문에 양식산업를 제한하는 요소가 되고 있다. 어분대체 원료를 찾는 연구가 최근 국제적으로 중요시 되고 있으며 경제적으로 중요한 연구로 자리매김하고 있다. 어분의 성분 중 타우린(2-aminoethanesulfonic acid)은 그 중요성에 대하여서는 알려지지 않고 있으나 유리아미노산 중에는 그 성분이 가장 많이 함유되고 있는 성분으로 중추 신경계 및 망막의 발달, 칼슘 조절, 막 안정화, 담즙산 조성, 생식 및 면역과 같은 생리 기능에 관여하는 것으로 알려져 있다(Huxtable, 1992; Limbardini et al., 1979; Sturman, 1988, 1993; Sturman and Chesney, 1995). 포유동물에서 타우린의 주요 생합성경로는 cysteine이 산화에 의해 cysteine sulfinate가 되고 다시 decarboxy화에 의해 hytaurine이 되고 다시 이것은 타우린이 된다(Weinstein and Griffith, 1987). Cystein sulfinate decarboxylase는 타우린 생합성 경로에서 매우 중요하다. Cystein sulfinate decarboxylase(CSD)는 Cystein sulfinate의 decarboxy화 반응을 촉매하여 hypotaurine을 형성한다. 고양이, 원숭이 및 인간의 간에서 타우린 생합성에 중요한 효소인 CSD의 낮은 활성은 망막 내 타우린 부족에 의한 결핍성을 나타내고 섭취에 의한 타우린 공급이 중요하다고 발표하였다(Lombardini, 1991). 어류 조직에서는 일반적으로 많은 양의 타우린이 포함되어 있지만, 어류의 황 함유 아미노산 대사와 관련하여 타우린 전구체에 대한 정보는 거의 없다. 어류에서는 CSD 활성이 어종마다 다르다는 것이 알려져 있고 특히, 참다랑어, 방어, 넙치의 간 조직내 CSD는 비교적 낮은 활성을 보인다(Yokoyama et al., 2001). Kim et al.(2005)은 타우린 섭취가 넙치의 담낭 내 담즙산 구성 및 성장에 영향을 미친다고 보고하였다. 또한 Kim et al.(2005)은 넙치 치어는 최소 타우린이 사료 내 15 mg/g이 필요하다는 것을 발견하였다. Kim et al.(2008)은 이전연구에서 사료 내 타우린 첨가가 성장을 개선하고 타우린 0% 실험구에서 다중 섭취행동(포식되기 쉬운 행동)의 관찰을 보고하였다. 최근 미국, EU, 일본에서는 타우린을 사료첨가제로 인정하고 식물성 단백질을 이용한 어분대체 사료에 타우린 사용이 가능하게 되었다(Salze et al., 2015). 어분에는 일반적으로 높은 농도의 타우린이 포함되어 있지만 식물성 단백질에는 함유되어 있지 않다. 하지만 어류에서 타우린의 역할에 대한 정보는 단편적이며, 특히 망막 내 조직발생에 미치는 영향에 대한 연구는 없다. 따라서, 본 연구는 사료 내 타우린을 0%, 0.5%, 1.5%를 첨가한 사료를 넙치 치어에 공급한 후 치어의 망막 발생을 관찰하여 타우린 첨가가 망막 발생에 미치는 영향을 조직학적 관찰을 통해 조사하였다.

    

    

  
    
      Ⅱ. 연구 방법
      
        1. 실험어 사육관리 및 실험재료
        본 실험은 Kim et al.(2005b)의 사육실험 후 채취된 실험어의 망막조직을 조직학적 분석을 통해 타우린 첨가가 치어의 망막에 미치는 영향을 조직학적 관찰을 통해 분석하였다. 본래 어분에도 타우린이 존재하기 때문에 어분을 70% 에탄올로 씻어서 다시 건조시킨 후 어류의 섭취 유인물질로 알려진 IMP와 inosine을 첨가하고 타우린을 0%, 0.5%, 1.5% 첨가하여 실험사료를 제작하였다. 넙치 실험어는 평균무게 0.3g 내외인 넙치 치어를 30마리씩 투명 아크릴 사각수조(60L, 60×35×30 cm3)에서 타우린 0%, 0.5%, 1.5%를 첨가한 배합사료를 이용하여 사육실험을 2반복으로 실시하였다.

      

      
        2. 조직학적 분석
        사육시작 시기의 초기 넙치 5마리와 실험 종료되는 시점(4주 후)에서 각 실험구별 5마리의 넙치 치어를 10% 중성포르말린 용액에 24시간 동안 고정하였다. 그 후 안구가 있는 두부를 절개하여 다시 10% 중성포르말린에 24시간 재고정 한 후 24시간 동안 흐르는 물에 수세하였다. 그 후 표본조직가공기를 이용하여 70%, 80%, 90%, 95%, 100% 순으로 1시간씩 단계별 에탄올 탈수과정을 거친 후 파라핀 포매기를 이용해 포매를 하였다. 포매 된 시료는 5 ㎛로 연속 절편하여 조직표본을 제작한 후 Harris hematoxylin-eosin Y (H-E) 대비 염색을 하여 광학-형광 현미경(Leica, DM6000B)으로 관찰하였다. 망막 면적 측정의 정확도를 높이기 위해, 각 개체 마다 연속 절편된 샘플 중 눈 단면이 가장 두꺼운 3곳을 선정한 뒤 망막의 가장 두꺼운 부분을 디지털카메라(AxioCam MRc5; Carl Zeiss, Göttingen, Germany)가 연결된 실체현미경(SteREO Discovery V20; Carl Zeiss, Germany)으로 촬영하였다. 이후 폭 0.286 mm안의 Pigment epithelium, Outer nulear layer, Inner nulear layer, Inner plexiform layer에 대해 이미지 분석 소프트웨어(Carl Zeiss ZEN 2012 ver., Germany)를 이용하여 면적을 측정하여 평균을 구하였다.

      

      
        3. 통계처리
        모든 분석자료는 3회 반복하여 측정한 평균치(mean)와 표준편차(SD)로 나타내었으며, 결과의 통계처리는 SPSS statistics ver. 25 (IBM, Chicago, IL, USA)을 사용하여 Kruskal-Wallis test를 실시하였다(P<0.05).

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 결과 및 고찰
      본 연구에서는 사료 내 타우린 첨가량 차이가 넙치 치어의 안구, 특히 망막조직 내에 미치는 영향에 대하여 연구하였다. 사료 내 타우린 함량이 0.5%인 기존사료에 비해 1.5%인 실험구에서 초기 성장 및 사료효율 향상에 도움이 되고, 사료 내 타우린 함량의 증가에 따라 근육, 간, 뇌, 등의 타우린 함량이 증가하여 체내 축적이 되었다(Kim et al., 2003, 2005a), 또한 사료 내 타우린 첨가에 의해 담낭내의 담즙산인 taurocholic acid와 taurochenodeoxycholic acid의 함량이 증가하였다(Kim et al., 2007, 2008b). 이러한 담즙산은 소장으로 분비되어 지방의 소화, 분해에 영향을 주는 주요한 성분이다(Kim et al., 2005a). Kim et al. (2005b)의 연구에서 사료 내 타우린 성분 차이에 따라 넙치 치어의 섭취행동을 분석한 결과, 타우린 첨가구에서 자연산 넙치 치어의 행동에 가까운 행동패턴이 관찰되었고 타우린 결핍사료 실험구에서는 한번의 저층 이탈에 의해 여러 번 사료를 섭취하는 다중 섭취행동이 관찰되어 타우린 첨가가 행동에 미치는 영향을 확인하였다. 이러한 행동학적 차이는 여러 가지 원인이 있을 것으로 예상되며 본 논문에서는 넙치 치어의 망막 내 발달단계를 조직학적 분석을 통해 비교 분석하였다. 넙치 망막조직은 pigment epithelium, outer nuclear layer, inner nuclear layer, inner plexiform layer, ganglion cell layer가 관찰되었다([Fig 1]). 사료 내 타우린 함량에 따라 조직학적으로 망막 내 pigment epithelium과 outer nuclear layer의 발달단계 있어서 비정상적인 형태적 차이를 보이고 있으며, 실험사육 최초 넙치 치어의 망막 조직과 비교하면 오히려 일부 조직에서 비정상적인 발달로 인해 퇴화하는 경향을 보여주고 있다([Fig. 2]).

      
        
        

        [Fig. 1] 
				
        

        
          Histological analysis of the retinal development of olive flounder juvenile.
        
        

        

      

      
        
        

        [Fig. 2] 
				
        

        
          Histological analysis of the retinal development of olive flounder juvenile with different taurine supplement diets.
        
        

        

      

      이러한 조직학적 차이를 규명하기 위해 망막조직 내 각 부분의 면적을 계산하여 조사한 결과 특정 조직의 발달이 퇴화하였고 특히 여러 가지 망막조직 내 층중에 pigment epithelium과 outer nuclear layer의 면적이 유의적으로 감소하였다(<Table 1>). 특히 pigment epithelium 조직은 망막의 가장 바깥에 단층으로 존재하며, 망막의 발달에 관여하고 간상세포와 원추세포를 보호하는 역할을 한다고 알려져 있다. 사료 내 타우린 결핍에 의해 넙치 치어의 망막조직의 pigment epithelium 및 outer nuclear layer 조직에서 퇴화하는 경향을 보인 결과를 통해 타우린이 통상 알려져 있는 삼투압 조절물질, 신경전달 물질, 항산화 작용 등의 기존 연구결과와 함께 망막조직에 영향을 주는 빛에 의해 조직이 파괴되어 퇴화하였다고 사료된다.

      
        <Table 1> 
				
        

        
          Area analysis of each layer in retinal tissue by histological observation according to the different taurine level in experimental diets.
        
        

      

      
        
          
            	
            	Pigment epithelium (㎜2)
            	Outer nuclear layer (㎜2)
            	Inner nuclear layer (㎜2)
            	Inner plexiform layer (㎜2)
          

        
        
          	Initial
          	0.011 ± 0.002
          	0.006 ± 0.001
          	0.005 ± 0.001
          	0.014 ± 0.002
        

        
          	Taurine-0%
          	0.009 ± 0.001a
          	0.004 ± 0.001a
          	0.004 ± 0.001a
          	0.011 ± 0.002a
        

        
          	Taurine-0.5%
          	0.010 ± 0.002ab
          	0.007 ± 0.002ab
          	0.004 ± 0.002a
          	0.010 ± 0.004a
        

        
          	Taurine-1.5%
          	0.011 ± 0.001b
          	0.007 ± 0.001b
          	0.004 ± 0.001a
          	0.010 ± 0.002a
        

      

      
        
          Mean values in the same column with different superscripts are significantly different (P<0.05).
        

      

      

      타우린은 중추신경계에 매우 중요한 역할을 한다는 연구결과가 다수 있다(Chesney et al., 1998; Huxtable, 1992; Jacobsen and Smith, 1968; Moriis et al., 1990; Sturman and Hayes, 1980). 타우린은 신경계의 유리 아미노산중 50% 이상을 차지하고 있고, 지속적으로 세포내 삼투압을 유지하기 위해서 타우린을 삼투압 조절물질로 이용한다는 연구결과가 발표되어 있다(Forster and Goldstein, 1979). Chesney et al.(1998)는 타우린이 중요한 삼투압 조절물질로 특히 유아기의 뇌와 신장 형성에 중요하다고 발표하였다. 삼투압에 관련된 타우린의 중요성을 발표한 여러문헌에서와 같이 타우린은 세포를 유지하는 삼투압 조절 및 급박한 삼투압 변화에 따른 세포팽창 및 수축을 도와주는 중요한 물질임을 알 수 있다. 또한 이러한 역할은 유아기 및 태아시기때 그 중요성이 높아 임신기의 필수 영양성분으로 타우린의 중요성이 부각되고 있다(Chesney et al., 1999). Sturman and Messing(1991)은 체내 타우린 생성능력이 낮은 것으로 알려져 있는 고양이에게 타우린 결핍사료를 공급하여 임신한 어미고양이가 가지고 있는 태아의 발생에 문제가 발생하였으며 특히 안구조직의 비정상적인 발생을 관찰하였다. 특히 pigment epithelium는 망막 감각신경 부분의 바깥에 존재하며, 색소가 있는 세포로 망막의 발달에 관여하고 간상세포와 원추세포를 보호하는 역할을 하는데 pigment epithelium는 여러 가지 역할이 있으며 망막에서 산란된 빛을 흡수하는 광수용 역할과 혈액 망막 장벽을 형성하여 망막 내의 대사산물과 수분을 망막 외부로 내보내는 역할 등을 한다.

      Lombardini(1991)은 타우린이 모든 종류의 동물 망막에 다량 함유되어 있으며 이러한 동물들 특히 타우린 합성의 중요 효소인 cysteinesulfinec acid decarboxylase의 활성이 낮은 고양이, 원숭이, 사람에서 타우린은 먹이원내 섭취가 중요한 공급원이 된다고 하였다. 또한 타우린은 빛과 화학성분에 대한 rod outer segments의 보호기능이 있으며, 망막 내 칼슘 전이 조절의 역할이 있다고 알려져 있다. 어류에서도 Lima et al.(1993)은 금붕어 망막에서 타우린이 칼슘 유입을 증가시킴으로써 분쇄 후 망막 외식 편에 재생 효과를 부분적으로 발휘함을 시사하였다. 또한 Nusetti et al.(2005)은 금붕어 망막 외식편의 생장에 최적의 아연 농도가 필요하고 아연 결핍 망막에서 타우린이 성장을 자극 할 수 있음을 나타내었다. 넙치에서도 Omura and Yoshimura(1999)는 넙치의 망막에 다량의 타우린이 함유되어 있으며 이러한 타우린이 망막의 광수용체와 신경계에 존재하고 있고 이러한 타우린이 광수용체의 outer segment의 자극을 타우린에 의해서 보호하고 있다는 연구결과를 발표하였다.

      이상의 결과로부터, 넙치 치어기의 망막발달에 타우린 결핍이 발생단계에 영향을 주고 있으며, 이러한 영향은 타우린이 광자극에 의한 급격한 망막 내 삼투압 변화에 적응하기 위해 타우린이 삼투압 조절역할을 하고 있으나 결핍에 의해 조직 내 부족 시 특정부분의 조직발달이 저하되어 망막의 기능에 문제가 발생할 가능성이 높다. 또한 망막의 발생단계에 미치는 영향에 의해 섭취행동에 영향을 주었다고 할 수 있다. 사료 내 타우린 첨가에 의해 넙치 치어 망막이 정상적으로 발달이 되고, 넙치 치어 단계에서는 타우린이 필수 영양소이라는 것을 증명한다. 본 연구결과는 타우린이 성장 및 생존 뿐 만 아니라 담즙산 조성에 영향을 주며 또한 정상적인 섭취행동에 영향을 미치는 망막의 정상적인 발달에도 관여한다는 과학적인 연구결과를 제공한다.
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