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(57) 요 약

본 발명은 무지개송어의 건강 상태 진단 방법에 관한 것이다. 더욱 상세하게는 빈산소 스트레스, 수온 스트레스,

과다급이 스트레스 등의 검사 결과값에서 무지개 송어의 이상을 검출하는 방법에 관한 것이다. 이러한 무지개송

어의 여러 스트레스 인자 맞춤형 진단을 가능하게 해줌으로써 현재의 무지개 송어의 상태를 정확하게 분석할 수

있을 뿐만 아니라 향후에 예상되는 대량 폐사나 성장불균형 등을 조기에 예방할 수 있는 효과가 있다. 

나아가 본 발명에서 제시하는 데이터해석은 무지개송어의 성장에 따른 혈액생화학적 인자들의 변화패턴과 다양한

혈액생화학적 인자의 복합적인 관계가 고려되었기 때문에 복잡한 통계학적 계산이 선행되어야 된다는 단점이 있

어, 이를 좀 다 빠르고 쉽게 적용하기 위해 무지개송어 간강성 평가 프로그램을 제작하여 제공하는데에 그 의의

가 있다. 
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명 세 서

청구범위

청구항 1 

a) 무지개송어 무병어를 확보하는 단계;

       b) 상기 무지개송어 무병어로부터 Hematocrit, RBC count, Hemoglobin 등의 혈액학적 데이터 및  GOT,

GPT, ALP, GLU, BUN, TCHO, TP, LDH, Ca 등의 혈액생화학적 데이터를 수집하는 단계;

c) 상기 측정한 혈액학적 데이터 및 혈액생화학적 데이터를 통해 정상치를 탐색하는 단계;

d) a)단계의 또 다른 무지개송어 무병어에 대해 스트레스 등으로 환경요인을 변화시켰을 때 혈액학적 데이터 및

혈액생화학적 데이터의 변화를 모니터링하는 단계;

e) 분석 대상이 되는 무지개 송어의 상기 b) 단계에서 제시한 혈액학적 데이터 및 혈액생화학적 데이터를 수집

하는 단계;  

f) 상기 c) 단계에서 얻어진 정상치의 데이터와 상기 e) 단계에서 얻어진 데이터를 비교하여 무지개송어의 이상

여부를 판단하는 단계를 포함하는 무지개송어의 건강성 평가 방법.    

청구항 2 

제1항에 있어서,

상기 c) 단계에서 얻어진 혈액학적 데이터의 정상치 범주는 하기의 값을 포함하는, 방법. 

청구항 3 

제1항에 있어서,
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상기 c) 단계에서 얻어진 혈액생화학적 데이터의 정상치 범주는 하기의 값을 포함하는, 방법. 

청구항 4 

제1항에 있어서, 

상기 d) 단계에서의 스트레스는 과다급이, 온도 변화, 빈산소 스트레스인 것을 특징으로 하는 무지개송어의 건

강성 평가방법.

청구항 5 

제1항에 있어서, 

상기 f)단계에서의 데이터 비교 결과 TP, ALP, TCHO 값이 증가한 경우 과다급이 스트레스에 따른 질병으로 판단

하는 것을 특징으로 하는 무지개송어의 건강성 평가방법. 

청구항 6 

제1항에 있어서, 

상기 f)단계에서의 데이터 비교 결과 LDH, GOT, GPT 값이 증가한 경우 온도스트레스 또는 빈산소 스트레스에 따

른 질병으로 판단하는 것을 특징으로 하는 무지개송어의 건강성 평가방법.  

청구항 7 

제1항에 있어서, 

상기 b)단계에서의 GOT, GPT, TCHO, TP값이 어체중과 양의 상관관계가 있는 것을 특징으로 하는 무지개송어의

건강성 평가방법. 

청구항 8 

컴퓨터에서 제1항 내지 제7항 중 어느 한 항에 기재된 각 단계를 실행시키기 위한 컴퓨터 판독이 가능한 기록매

체에 저장된 컴퓨터 프로그램. 

발명의 설명

기 술 분 야

본 발명은 무지개송어의 건강 상태 진단 방법에 관한 것이다. 보다 상세히 서술하면 빈산소 스트레스, 수온 스[0001]

트레스, 과다급이 스트레스 등의 검사 결과값에서 무지개 송어의 이상을 평가하는 방법에 관한 것이다. 

배 경 기 술

공개특허 10-2018-0128632

- 4 -



식료 자원으로서의 어류는 세계적으로 감소하는 경향에 있을 뿐만 아니라 어획량은 크게 변동한다. 따라서 최근[0002]

의 수산양식산업의 성장이 가속화되고 있다. 양식 기술을 향상시켜 안정된 생산성을 확보하기 위해서는 어류의

건강 상태와 이상 유무를 재빨리 인지하는 것이 필요하다. 현재 양식이 행해지고 있는 예로 해산어에는 방어,

마래미, 자주복, 참돔, 연어와 담수어에는 잉어, 무지개송어, 은어, 장어 등이 있고,  그 생산량은 해마다 증가

하는 경향을 나타내고 있다. 특히 우리나라의 수산물 생산은 2005년 270만 톤에서 2010년 311만톤으로 증가하였

으며, 이 기간 양식이 차지하는 비율은 2005년 39%에서 2010년 45%로 매년 차이는 있으나 그 비율이 증가하고

있다. 이에 따라 수산생물의 질병을 제어하고 위생적인 수산생물을 생산하는 것은 수산양식업 성패를 좌우하는

전제조건이지만, 최근 수질 악화와 같은 여러 스트레스 요인에 의해 면역력 저하와 질병 발생의 증가로 인해 우

리나라 수산양식업은 심각한 어려움을 겪고 있다. 

질병에 대한 대처법은 예방과 치료로 대별할 수 있는데, 지금까지 어류 임상에서는 질병 예방법으로 사육환경[0003]

소독과  외부  병원성  인자의  차단,  백신  및  면역강화제와  같은  면역학적  제제나  영양보조제의  적용이

대부분이며, 치료법도 육상의 고등동물에 비하여 그 다양성이 매우 결여되어 있고, 항생제 및 구충제 투여가 치

료법의 대부분을 차지한다. 

이러한 질병의 예방 및 치료법은 거의 모두 원인체 제어에 역점을 두고 있는 실정이며 다양한 원인체 대처법이[0004]

개발되고 있는데도 불구하고 새로운 병원성 인자가 출현하거나 기존의 병원체가 복합감염의 형태로 나타나 대규

모 폐사피해가 나타나는 등 아직 질병발생 수, 종류 및 폐사로 인한 경제적 피해가 줄지 않고 있어 보다 효과적

인 질병 예방 및 대처법이 요구되는 실정이다. 

나아가 기존의 원인 병원체 위주의 수산생물질병의 대처법에서 벗어나 숙주의 건강성을 평가하고 건강성을 향상[0005]

시키는 수산생물질병 예방법으로 전환해야할 필요성이 최근 대두되고 있다. 이러한 필요성에 비해 국내 주요 양

식어류의 건강도를 나타낼 수 있는 표준화된 방법 등의 연구 부족으로 양식개발에 어려움이 있다. 이에 따라 인

체의 건강검진 정상범위처럼 양식어류도 건강성의 정도를 판단할 수 있는 생물학적 지표의 정상범위 기준치를

마련하고, 생물학적 지표들의 분석법 매뉴얼화 및 정상범위 구축을 통해 새로운 기준안 마련이 필요하다. 

선행기술문헌

특허문헌

(특허문헌 0001) 대한민국 공개특허 제10-2015-0176870호 [0006]

발명의 내용

해결하려는 과제

본 발명의 목적은 무지개송어의 건강성의 정도를 판단할 수 있는 생물학적 지표의 정상범위 기준치를 마련하고,[0007]

이에 따라 신속하게 무지개송어의 이상여부를 판단할 수 있는 방법을 제공하는 데에 있다. 

구체적으로 무병어 무지개송어의 혈액학적 데이터 및 혈액생화학적 데이터의 정상치를 탐색하고 빈산소 스트레[0008]

스, 수온 스트레스, 과다급이 스트레스 등의 실험 결과 이러한 데이터의 변화양상을 모니터링 한다. 이를 바탕

으로 변화된 인자와 스트레스 간의 상관관계를 통하여 무지개송어의 질병의 원인을 판단할 수 있는 방법을 제공

하고자 한다.  

본 발명의 다른 목적은 상시 혈액학적 검사를 바탕으로 어류의 정상여부를 신속하게 판단할 수 있는 프로그램을[0009]

제공하는 데에 있다. 

과제의 해결 수단

상기의  목적을  달성하기  위하여  a)  무지개송어  무병어를  확보하는  단계;  b)  상기  무지개송어  무병어로부터[0010]

Hematocrit, RBC count, Hemoglobin 등의 혈액학적 데이터 및  GOT, GPT, ALP, GLU, BUN, TCHO, TP, LDH, Ca

등의 혈액생화학적 데이터를 수집하는 단계; c) 상기 측정한 혈액학적 데이터 및 혈액생화학적 데이터를 통해

정상치를 탐색하는 단계; d) 상기 a)단계의 또 다른 무지개송어 무병어에 대해 스트레스 등으로 환경요인을 변

화시켰을 때 혈액학적 데이터 및 혈액생화학적 데이터의 변화를 모니터링하는 단계; e) 분석 대상이 되는 무지

개 송어의 상기 b) 단계에서 제시한 혈액학적 데이터 및 혈액생화하적 데이터를 수집하는 단계; f) 상기 c) 단
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계에서 얻어진 정상치의 데이터와 상기 e) 단계에서 얻어진 데이터를 비교하여 무지개송어의 이상여부를 판단하

는 단계를 포함하는 무지개송어의 건강성 평가 방법을 제공한다.    

상기 c) 단계에서 얻어진 혈액학적 데이터의 정상치 범주는 하기의 값에 해당한다.  [0011]

[0012]

또한 상기 c) 단계에서 얻어진 혈액생화학적 데이터의 정상치 범주는 하기의 값에 해당한다.  [0013]

[0014]

상기 d)단계에서의 스트레스는 과다 급이, 온도 변화, 빈산소 인 것을 특징으로 한다.  [0015]

또한 상기 f)단계에서의 데이터 비교 결과 TP, ALP, TCHO 값이 증가한 경우 과다급이 스트레스에 따른 질병으로[0016]

판단하는 것을 특징으로 하며 비교결과 LDH, GOT, GPT 값이 증가한 경우에는 온도 또는 빈산소 스트레스에 따른

질병으로 판단하는 것을 특징으로 한다.   

나아가 상기 b)단계에서의 GOT, GPT, TCHO, TP는 어체중과 양의 상관관계가 있는 것을 특징으로 한다. [0017]

다른 한편으로 컴퓨터에서 상기 기재된 각 단계를 실행시키기 위한 컴퓨터 판독이 가능한 기록매체에 저장된 컴[0018]

퓨터 프로그램을 제공하고자 한다.  

발명의 효과

본 발명은 무엇보다 다양한 혈액학적 기준 등에 대한 통계학적 분석을 통하여 무지개송어의 이상여부를 신속,[0019]

정확하게 판단하는 효과가 있다. 이러한 조기 진단은 어류의 집단 폐사를 방지하여 양식생산량을 증가시키고 질

좋은 무병어를 양식하므로 국민의 소비심리에도 긍정적인 영향을 끼쳐 위축된 국내 경제를 활성화 시키는 긍정

적 효과가 있다. 

도면의 간단한 설명

도 1은 무지개송어의 혈액학적 바이오마커에 대한 정상치를 탐색한 표이다. [0020]

도 2는 무지개송어의 혈액생화학적 바이오마커에 대한 정상치 탐색을 나타낸 표이다. 

도 3은 에어차단 후 시간 경과에 따른 사육수내 용존산소량을 측정한 그래프이다. 

도 4는 빈산소 스트레스에 따른 혈액학적 인자에 대한 모니터링을 한 표이다. 
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도 5는 수온 상승 후 10, 20, 30, 60, 120 분 뒤의 사육수의 수온 변화정도를 나타낸 그래프이다. 

도 6은 고수온 스트레스에 따른 혈액학적 인자에 대한 모니터링을 한 표이다. 

도 7은 과다급이 실험 중 무지개송어의 만복급이 사료량을 나타낸 그래프이다. 

도 8은 만복급이에 따른 무지개 송어의 혈액학적 인자의 발현정도를 나타낸 표이다. 

도 9는 Control, 과급이, 빈산소, 온도 스트레스에 따른 GOT, GPT, LDH, BUN 값의 변화 모니터링을 한 그래프이

다. 

도 10은 Control, 과급이, 빈산소, 온도 스트레스에 따른 ALP, TCHO, TP, GLU, Ca 값의 변화 모니터링을 한 그

래프이다. 

도 11은 GLU, TP, ALP, TCHO, Ca, LDH, GOT, GPT 값에 대한 상관관계를 나타낸 heatmap 이다. 

도  12는  PCA  분석을  위한  공분산  행렬,  표분분산-공분산  행렬,  Eihemvalues  of  the  Convariance  matrix,

Eigenvectors를 나타낸 행렬 표이다. 

도 13은 PCA 분석을 통한 각 항목별 벡터 방향을 나타낸 그래프이다. 

도 14는 정상(Control), 과급이, 빈산소, 고수온 스트레스에 대한 dot plot을 나타낸 그래프이다.(둥근 점 = 초

기 스트레스, 세모 점 = 중, 후기 스트레스 자극) 

도 15는 Control(정상개체), 과급이, 빈산소, 온도 스트레스 자극에 따른 분포를 나타낸 그래프이다. 

도 16은 현장 샘플링이 진행된 무지개 송어의 양식장 위치를 나타낸 사진이다. 

도 17은 무지개송어의 성장에 따른 혈액생화학적 인자(GOT, GPT, TCHO, TP) 상관관계 및 이에 따른 증가 함수를

나타낸 표이다. 

도 18은 무지개송어 건강성 평가 프로그램 사용 실시의 예를 나타낸 사진이다.

도 19는 실험실 과다급이 실험 결과를 TP-ALP 그래프에 대입(왼쪽 그래프), 현장에서 비감염어에 대해 TP-ALP

plot 적용한 그래프이다. 

도 20은 무지개송어의 선별예보시스템을 각 양식장별로 적용 및 활용가능성을 검증한 그래프이다. 

도 21은 우리나라 수산물 생산량과 양식이 차지하는 비율의 변동 추이를 나타낸 그래프이다.  

발명을 실시하기 위한 구체적인 내용

이하, 본 발명을 실시 예에 의해 상세히 설명하기로 한다. 그러나 이들 실시 예는 본 발명을 보다 구체적으로[0021]

설명하기 위한 것으로서, 본 발명의 범위가 이들 실시 예에 한정되는 것은 아니다. 

1. 실험대상 무지개송어 무병어 확보 [0023]

1) 충북 충주시 소재의 달천 양시장에서 무지개송어(80-150g)을 구매하여, 실험실 내 500 리터 사육조에 15℃의[0024]

수온으로 1주일 이상 순치시켰으며 매일 어체중의 1%의 사료를 공급하여 정상적인 상태의 무지개송어를 유지한

다. 

2) 샘플링하기 하루전날은 절식을 실시하여 사료섭이에 따른 여러 혈액/면역학적 인자의 오차를 줄였으며, 샘플[0025]

링시  아가미와  피부를  생검하여  기생충  감염여부를  확인하였고,  비장의  체액을  BHIA(Brain  Heart  Infusion

Agar)에 접종하여 세균감염여부를 확인했으며 L-15 + 2% FBS 배지에 비장을 갈아서 EPC(Epithelioma papulosum

cyprini) cell line에 접종하여 CPE(Cytophatic effect)의 확인으로 바이러스 감염여부를 확인했다. 감염성 질

병(기생충/세균/바이러스)에 감염되지 않았으며, 총 36마리의 정상개체를 확보하여 분석을 진행하였다. 

3) 샘플링은 전혈을 채혈하여 Heparin 처리 또는 Sodium citrate 처리를 하여 실험을 진행하였다. [0026]

2. 정상범위 도출을 위한 통계학적 분석방법[0028]
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1)  측정된  결과는  통계학적으로  정규분포를  형성하는지  확인하기  위해  정규  P-P  도표를  작성했으며,[0029]

Kolmogorov-Smirnov 와 Shapiro-Wilk 정규성 검정법을 이용하여, 유의확률 0.05 이상일 때 해당 측정항목이 정

규분포를 따르고 있다고 판단하였다. 

2) 정규분포를 따르고 있다고 판단되는 항목에 대해서는 정규분포 히스토그램과 곡선을 그렸으며, 확률밀도함수[0030]

로 변환하여 정상개체 범위의의 90%를 정상 A로 정상개체 범위의 95%를 정상 B의 범위로 가정하여 정상치를 도

출하였다. 

3) 또한, 여러 기술 통계학적 분석을 도입하여 각 항목에 대한 평균, 모평균의 추정을 위한 구간 추정(Interval[0031]

Estimation) 5% 절삭평균, 중위수, 분산/표준편차, 최소값, 최대값, 범위, 사분위수 범위, 왜도, 첨도 등을 계

산하여 나타내었다. 

4) 각 항목에 대한 상관관계를 분석하기 위해 Spearman-rho 분석방법을 이용한 상관관계 검정을 실시했으며 유[0032]

의확률 0.05 이하일 때 유의적인 관계가 있다고 판단하였다. 

3. 혈액학적 바이오마커의 정상치 탐색[0034]

1) 무지개 송어 Hematocrit[0035]

기본적인 혈액학적 정보수집을 위해 Heparinized capillary tube를 이용해서 12,000 rpm 10min의 조건으로 원[0036]

심분리해서 결과를 측정하였다. 

2) 무지개송어 RBC count[0037]

기본적인 혈액학적 정보 수집을 위해 Hepainized capillary tube를 이용해서 12,000 rpm 10min의 조건으로 원[0038]

심분리해서 결과를 측정하였다.

3) 무지개송어 Hemoglobin[0039]

Hemoglobin의 측정은 Sigma Hemoglobin assay kit(Sigma:USA)를 이용해 실험이 진행되었으며, 제작사의 매뉴얼[0040]

에 따라 분석하였다. 

4) 무지개송어 MCV(Mean Corpuscular Volume)[0041]

MCV의 측정은 기존의 RBC count와 Hematocirt치의 데이터를 이용하여, 아래의 공식과 같이 정리하였다. 여기에[0042]

서 평균 적혈구 용적(μm
2
) = (Hematocrit(%) / RBC count as million unit) * 10을 의미한다. 

5) 무지개송어 MCH(Mean Corpuscular Hemoglobin) [0043]

MCH의 측정은 기존의 RBC count와 Hematocirt치의 데이터를 이용하여, 아래의 공식과 같이 정리하였다. 여기에[0044]

서 평균 적혈구 혈색소량(μm
2
) = (Hemoglobin(g/dl) / RBC count as million unit) * 10을 의미한다

6) 무지개송어 MCHC(Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration)[0045]

MCHC의 측정은 기존의 RBC count 와 Hematocirt 치의 데이터를 이용하여 아래의 공식과 같이 정리하였다. 평균[0046]

적혈구 혈색소농도(%) = (Hemoglobin(g/dl) / Hematocrit(%)) * 100을 의미한다. 

나아가 상기의 각 항목에 대한 정상기준치는 도 1에 나타내었다. [0047]

4. 혈액생화학적 바이오마커의 정상치 탐색[0049]

1)  정상 무지개송어개체의 plasma를 건식생화학 혈액분석기(Fuji-drichem  4000)를 이용하여 GOT,  GPT,  ALP,[0050]

GLU, BUN, TCHO, TP, LDH, Ca 값을 분석하였다. 

2) 이에 대한 혈액생화학적 바이오마커의 정상 기준치를 도 2에 나타내었다. [0051]

5. 혈액학적 바이오마커의 특성 확인[0053]
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(1) 급성 빈산소 스트레스에 따른 혈액학적 인자 변화 모니터링[0054]

 1) 무지개송어의 급성 빈산소 스트레스에 따른 혈액학적 인자의 변화를 모니터링 하기 위해 2개의 0.5 ton 사[0055]

육수조에 각각 15마리씩 1주일간 순치한 뒤, 에어공급을 차단해줌으로써 급성 빈산소 스트레스를 유발시켰다.

(도 3) 

 2) 이후 10, 20, 30, 60, 90, 120, 150분 후에 용존산소량(DO: Disolved Oxygen)을 측정하였다. 계속적인 에[0056]

어공급시에 사육수의 DO 농도는 8mg/l 이상이였으나 에어를 1 시간 차단한 뒤에 사육수의 농도는 4mg/l 정도였

으며, 150분 뒤에는 2mg/ㅣ로 까지 떨어지는 것을 확인하였다. 무지개송어의 샘플링 시점은 DO농도가 4mg/l로

떨어지는 시점에 한번, DO 농도가 2mg/l로 떨어지는 시점에 한 번 더 샘플링(n=10)을 실시하여 이전에 실시된

방법과 동일하게 혈액학적 인자들의 변화를 모니터링 했으며 그 결과를 도 4에 나타내었다. (도 4) 

3) 그 결과 혈액내 RBC 수와 GPT, LDH의 값이 유의적으로 증가하는 것을 확인할 수 있었다. [0057]

(2) 급성 고수온 스트레스에 따른 혈액학적 인자 변화 모니터링 [0059]

 1) 무지개송어의 급성 고수온 스트레스에 따른 혈액학적 인자의 변화를 모니터링 하기 위해 사육수의 수온을[0060]

15℃에서 25℃로 30분 만에 상승시킨 뒤 4, 24, 72, 240시간 뒤에 혈액학적 인자들의 변화를 확인하였으며(도

5)  대조구는  온도스트레스를  주지  않은  상태의  무지개송어를  이용하여  동일한  시점에  샘플링을  실시하였

다.(n=5)

2) 온도 스트레스 이후에 GOT, GPT, LDH에 대한 값이 유의적으로 변화하는 것을 관찰할 수 있었으며 특히 72시[0061]

간 뒤에 그 변화가 매우 두드러지게 나타났으며 GOT, GPT, LDH가 온도스트레스에 상대적으로 민감하게 반응한다

는 것을 확인할 수 있었다. (도 6) 

(3) 급성/만성 과다급이에 따른 혈액학적 인자 변화 모니터링[0063]

1) 무지개송어의 과다급이에 따른 혈액학적 변화인자들을 모니터링하기 위해 상업용 사료를 무지개송어가 만복[0064]

으로 급이할 때 까지 계속 공급하였으며 매일매일 먹은 사료의 양을 확인하여 도 7에 나타내었다.(도 7) 

2) 또한 만복급이 실험 진행 후 1, 2, 4, 8주 뒤에 혈액학적 인자들의 변화정도를 모니터링 했으며 그 결과를[0065]

도 8에 나타내었다. (도 8)

3) 그 결과 여러 혈액학적 인자들이 변화했지만 ALP, GLU, TCHO, TP값이 두드러지게 증가하는 결과를 확인할 수[0066]

있었다. 

(4) 빈산소, 온도스트레스, 과다급이에 따른 혈액생화학적 발현 비교[0068]

1) 다양한 스트레스 인자에 따른 여러 혈액생화학적 인자에 대한 발현차이와 본 발명에서 제시한 정상 기준치[0069]

(95%)가 얼마나 잘 일치하는지 확인하기 위해, 각각의 항목(Control, 과급이 1W, 과급이 2W, 과급이 4W, 과급이

8W, 빈산소 DO-2,  빈산소 DO-4,  온도 stress(0d-4h), 온도 stress(1d), 온도 stress(3d), 온도 stress(10d)

group에 대한 box  plot을 그리고 정상 기준치를 y축에 점선으로 표기하여 GOT,  GPT,  LDH,  BUN  값을 도 9에

ALP, TCHO, TP, GLU, Ca를 도 10에 나타내었다. 

2) 도 9에서와 같이 GOT, GPT, LDH 값 모두 control의 경우 정상범위 내에 들어가는 것을 확인할 수 있었지만[0070]

빈산소 스트레스(DO-2), 온도스트레스(24, 72, 240h)에서는 해당 수치의 발현양이 유의적으로 증가하는 것을 확

인할 수 있었다. (도 9)

3) 도 10에서와 같이 ALP, TCHO, TP값이 control의 경우 정상범위 내에 들어가는 것을 확인할 수 있었지만 과다[0071]

급이 스트레스에서는 해당 수치의 발현양이 유의적으로 증가하는 것을 확인할 수 있었다. (도 10)

4) 또한, 각 혈액학적 생화학인자들에 대한 이해를 돕기 위해 상관관계 분석을 진행하여 heatmap으로 도 11에[0072]

나타내었다. (도 11)

5) 그 결과 TP-ALP-TCHO간에 강한 상관관계가 있는 것으로 확인 되었으며 LDH-GOT-GPT간에 강한 상관관계가 있[0073]

는 것을 확인하였다. 또한 여러 스트레스에 따른 혈액생화학적 발현 모니터링 결과 TP-ALP-TCHO는 영양성 질병
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(과다급이)를 확인할 수 있는 바이오마커로 판단되며 LDH-GOT-GPT의 경우 급성/만성 온도스트레스, 빈산소 스트

레스 기타 질병 감염을 확인할 수 있는 바이오마커로 판단할 수 있다. 

6. 탐색한 혈액학적 바이오마커에 대한 새로운 기준치 제시[0075]

1) 본 연구에서 여러 혈액생화학적 인자를 통합하여 건강성 평가를 진행할 수 있도록 하기 위해 주성분 분석[0076]

(Principal Analysis)을 실시하여 새로운 벡터값을 도출했으며, 자세한 사항은 도 12에 나타내었다. (도 12)

2) 나아가 도출된 component 1(comp 1) 과 component 2(comp 2)에 대한 그림을 작성하여 도 13에 나타내었다.[0077]

(도 13)

3) 그 결과 LDH, GOT, GPT 같은 방향의 벡터를 TCHO, TP, GLU, ALP가 같은 방향의 벡터를 가지는 것으로 확인[0078]

하였다. 해당 결과를 바탕으로 각 항목에 대한 component 1 과 component 2를 아래와 같이 구하였다. 

vector component 1(V comp 1) = (0.398*V GOT+0.389*V GPT-0.429*V ALP-0.148*V GLU-0.435*V TCHO-0.367*V[0079]

TP + 0.38*V LDH+0.126*V Ca)

vector component 2(V comp 2) = (0.437*V GOT+0.47*V GPT+0.378*V ALP+0.183*V GLU+0.376*V TCHO+0.356*V TP[0080]

+ 0.367*V LDH)

4) 상기 vector component 1 및 vector component 2를 사용하여 모든 무지개송어의 혈액생화학적 성상을 분석[0081]

하였다. (도 14) 그 결과 정상개체, 과급이 스트레스, 고수온 스트레스, 빈산소 스트레스가 정상과 다른 분포에

해당되는 것을 확인하였으며 좀 더 자세한 내용에 대하여는 도 15에 나타내었다. (도 15) 

5) 도출된 결과치를 바탕으로 component 1의 기준치를 220으로 component 2의 기준을 1850으로 하여 데이터를[0082]

분석하였으며 이를 도 15에 나타내었다. 도 15에서와 같이 정상 개체가 plot A에 포함될 확률은 97.14%로 매우

높았지만 과급이 자극시에는 초기에 54.55%, 후기에는 0%가 포함되었으며 초기와 후기 빈산소 스트레스 자극시

에는 각각 70%, 30% 정도가 포함되었다. 그리고 고수온 스트레스 역시 초기에는 60%가 plot A에 포함되어 있었

지만 후기에는 10%만 포함되는 결과를 확인할 수 있었다. plot C의 경우 과급이 스트레스가 진행되었을 때만 특

이적으로 해당분포를 가지는 것으로 확인했으며, plot B의 경우 고온과 빈산소 스트레스 진행시에 해당분포를

가지는 것으로 확인되었다. 

또한 성장에 따른 각 혈액학적 인자의 기준치가 변동할 수 있기 때문에 실제 무지개송어 양식장 4곳을 방문하여[0083]

총 220마리의 무지개송어를 봄/여름/가을/겨울에 다양한 크기의 무지개송어를 샘플링 하여 성장에 따른 혈액생

화학적 성상의 변화가능성을 확인하였으며, 220마리의 무지개송어 중 세균/기생충/바이러스 검사 및 병리조직검

사를 진행하여 큰 이상이 없다고 판단되는 100마리의 무지개 송어만을 이용하여 데이터를 분석하였다. 

샘플링 한 무지개송어 양식장의 위치를 도 16에 나타내었다. 그 결과 도출된 무지개송어의 혈액생화학적 성상[0084]

데이터와 무게별 상관관계를 확인하였으며, GOT, GPT, TCHO, TP는 어체중이 증가함에 따라서 정상이라고 판단되

는 무지개송어의 혈액생화학적 수치도 조금 증가인자라고 확인 되었으며 그 관계를 도 17에 나타내었다.(도 17)

향후 건강성 평가를 진행함에 있어서 도 17에서와 같이 성장에 따른 GOT, GPT, TP, TCHO와 어체중과의 상관관계

를 적용시켜 건강성 평가를 진행하는 것이 합리적일 것으로 생각된다. 

7. 탐색한 바이오마커의 적용 프로그램 제작 [0086]

본 발명에서 제시하는 데이터해석은 무지개송어의 성장에 따른 혈액생화학적 인자들의 변화 패턴과 다양한 혈액[0087]

생화학적 인자의 복합적인 관계가 고려되었기 때문에 복잡한 계산이 선행되어야 된다는 단점이 있어, 이를 좀

더 빠르게 적용하기 위해 무지개송어 건강성 평가 프로그램을 파이썬 3.6(python 3.6)언어를 사용하여 프로그램

을 작성했으며, 해당 프로그램의 코딩을 아래와 같이 진행하였으며, 실시예를 도 18에 나타내었다. 

from tkinter import *[0089]

class App:[0090]

   def __init__(self,r):[0091]
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      frame=Frame(r)[0092]

      frame.pack()[0093]

      Label(frame, text='GOT').grid(row=0,column=0)[0095]

      self.c_var=DoubleVar()[0096]

      Entry(frame,textvariable=self.c_var).grid(row=0,column=1)[0097]

      Label(frame, text='GPT').grid(row=1,column=0)[0099]

      self.c_var2=DoubleVar()[0100]

      Entry(frame,textvariable=self.c_var2).grid(row=1,column=1)[0101]

      Label(frame, text='ALP').grid(row=2,column=0)[0103]

      self.c_var3=DoubleVar()[0104]

      Entry(frame,textvariable=self.c_var3).grid(row=2,column=1)[0105]

      Label(frame, text='GLU').grid(row=3,column=0)[0107]

      self.c_var4=DoubleVar()[0108]

      Entry(frame,textvariable=self.c_var4).grid(row=3,column=1)[0109]

      Label(frame, text='TCHO').grid(row=4,column=0)[0111]

      self.c_var5=DoubleVar()[0112]

      Entry(frame,textvariable=self.c_var5).grid(row=4,column=1)[0113]

      Label(frame, text='TP').grid(row=5,column=0)[0115]

      self.c_var6=DoubleVar()[0116]

      Entry(frame,textvariable=self.c_var6).grid(row=5,column=1)[0117]

      Label(frame, text='LDH').grid(row=6,column=0)[0119]

      self.c_var7=DoubleVar()[0120]

      Entry(frame,textvariable=self.c_var7).grid(row=6,column=1)[0121]

      Label(frame, text='Ca').grid(row=7,column=0)[0123]

      self.c_var8=DoubleVar()[0124]

      Entry(frame,textvariable=self.c_var8).grid(row=7,column=1)[0125]
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      Label(frame, text='').grid(row=8,column=0)[0127]

      Label(frame, text='어체중').grid(row=9,column=0)[0129]

      self.c_var9=DoubleVar()[0130]

      Entry(frame,textvariable=self.c_var9).grid(row=9,column=1)[0131]

      Label(frame, text='').grid(row=10,column=0)[0133]

      Label(frame, text='계산결과').grid(row=11,column=0)[0134]

      self.result=DoubleVar()[0136]

      Entry(frame,textvariable=self.result).grid(row=11,column=1)[0137]

      button=Button(frame,text='감염/급성자극 계산',command=self.convert)[0138]

      button.grid(row=12,column=1)[0139]

      Label(frame, text='감염/급성자극 계산 정상 기준 1850 이하').grid(row=13,column=1)[0140]

      button=Button(frame,text='과다급이 계산',command=self.ofconvert)[0141]

      Label(frame, text='').grid(row=14,column=0)[0142]

      button.grid(row=15,column=1)[0143]

      Label(frame, text='과다급이 계산 정상 기준 220 이상').grid(row=16,column=1)[0144]

   def convert(self):[0146]

      GOT=self.c_var.get()[0147]

      GPT=self.c_var2.get()[0148]

      ALP=self.c_var3.get()[0149]

      GLU=self.c_var4.get()[0150]

      TCHO=self.c_var5.get()[0151]

      TP=self.c_var6.get()[0152]

      LDH=self.c_var7.get()[0153]

      Ca=self.c_var8.get()[0154]

      w=self.c_var9.get()[0155]

      CalGOT=GOT+0.4257*(83-w)[0156]

      CalGPT=GPT+0.0017*(83-w)[0157]

      CalTCHO=TCHO+0.2536*(83-w)[0158]

      CalTP=TP+0.0017*(83-w)[0159]

                         [0160]

      print (0.437*CalGOT+0.470*CalGPT+0.378*ALP+0.183*GLU+0.376*CalTCHO+0.356*CalTP+0.367*LDH)[0161]

      self.result.set(0.437*CalGOT+0.470*CalGPT+0.378*ALP+0.183*GLU+0.376*CalTCHO+0.356*CalTP+0.367*LD[0162]
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H)

   def ofconvert(self):[0164]

      GOT=self.c_var.get()[0165]

      GPT=self.c_var2.get()[0166]

      ALP=self.c_var3.get()[0167]

      GLU=self.c_var4.get()[0168]

      TCHO=self.c_var5.get()[0169]

      TP=self.c_var6.get()[0170]

      LDH=self.c_var7.get()[0171]

      Ca=self.c_var8.get()[0172]

      w=self.c_var9.get()[0173]

      [0175]

      print(0.398*GOT+0.389*GPT-0.429*ALP-0.148*GLU-0.435*TCHO-0.367*TP+0.38*LDH+0.126*Ca,self)[0176]

      self.result.set(0.398*GOT+0.389*GPT-0.429*ALP-0.148*GLU-0.435*TCHO-0.367*TP+0.38*LDH+0.126*Ca)[0177]

root=Tk()[0179]

root.wm_title('copyrighted by 형진^^')[0180]

Label(root, text="무지개송어 건강성 평가 프로그램 v1.2 ").pack()[0181]

root.geometry("400x400")[0182]

app=App(root)[0183]

Label(root, text=" ").pack()[0184]

button2=Button(root, text="종료하기", command=quit)[0185]

button2.pack()[0186]

root.mainloop()[0187]

상기 프로그래밍 소스는 무지개송어의 혈액학적 건강성 평가 기준을 통한 어류의 건강성 평가를 위한 프로그램[0189]

이다. 각 혈액학적 항목에 대한 기준치 제시를 통하여 사람과 같은 건강검진 결과를 분석할 수 있어 매우 용이

하다. 

도 18에 기재된 실시 예와 같이 혈액학적 항목과 어체중만 넣게 되면, 해당 결과를 산출해서 나타내어 주고 이[0190]

를 통해 양식어민이나 수산질병관리사, 수의사가 현재 상태를 확인할 수 있어 향후에 많은 사용이 예상됩니다. 

도 19는 무지개송어의 특정 혈액생화학적 특성과 계군분석을 통한 어류선별 예보시스템에 대한 것이다. 구체적[0191]

으로 무지개송어의 과급이시 특정 혈액학적 항목(ALP, TCHO, TP, GLU)들의 발현이 증가하는 것에 착안하여 과급

이한 어류와 그렇지 않은 어류와의 계군분석을 통한 조기 선별 예보 분석을 나타낸 것이다.(도 19) 그 결과 현

장의 비감염어에서도 과다급이로 의심되는 어류가 많이 발견 되었고 이는 어류의 건강저하, 사료효율의 감소로

이어 질 수 있어 빠른 예방이 중요하다. 

또한 선별 예보시스템을 각 양식장별로 적용하여 도 20에 나타내었다. 그 결과 16KR11, 16KR21, 16KR22 양식장[0192]
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의 경우 고른 분포를 보여주어 양식 어류가 잘 관리되고 있음을 확인할 수 있었으나 16KR23, 16KR32, 16KR33등

의 양식장은 상대적으로 불량한 분포를 보여주어 빠른 시일 내에 선별이 필요할 것으로 분석된다. 

본 연구에서 제시한 계군분석방법이 실험실내에서만 통용되는 것이 아니라 현장에서 적용이 가능함이 현장 검증[0193]

을 통해 확인되었고 이러한 적용은 현재 사육자의 직관에 의존하고 있는 무지개송어의 양식을 좀 더 과학에 근

거하여 체계적으로 산업화 하는데 큰 도움을 줄 것으로 판단된다. 
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