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Metabolism of lactate dehydrogenase (EC 1.1.1.27, LDH) was studied to identify the function of 
LDH-C. Tissues of LDH liver-specific Ldh-C expressed Carassius auratus and eye-specific Ldh-C ex-
pressed Lepomis macrochirus after starvation were studied. LDH activity in liver tissue from C. auratus 
was increased after starvation. And LDH specific activity (units/mg) and LDH/CS were increased in 
tissues. It means the anaerobic metabolism was taking place in C. auratus after starvation. LDH B4 iso-
zyme was decreased in skeletal muscle and increased in heart tissue. LDH C4 isozymes those showed 
in eye and brain tissues were identified as liver-specific C4 isozymes and disappeared after starvation. 
And C hybrid in eye, A4 isozyme in brain, and both C hybrid and C4 isozyme in liver tissue were 
increased, respectively. In L. macrochirus, the level of variation of LDH activities was low but greatly 
increased especially in eye tissue and LDH A4 and AC hybrid were increased in brain tissue. The 
LDH activities in tissues from C. auratus and L. macrochirus remained 30.30-18.64% and 25-18.75%, re-
spectively, as a result of the inhibition by 10 mM of pyruvate. The Km

PYR
 values of LDH in C. auratus 

were increased. As a result, LDH liver-specific C4 isozyme was expressed in liver, brain and eye tis-
sues during starvation. It seems metabolism of lactate was predominant in brain tissue. After starva-
tion, the liver-specific LDH-C was affected more than eye-specific LDH-C.
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서   론

젖산탈수소효소(EC. 1.1.1.27, lactate dehydrogenase, LDH)

는 NADH/NAD
+의 존재하에 피루브산과 젖산을 상호 전환

시키는 Ldh-A, B, C에 의해 사량체로 만들어진 동위효소이다

[25]. LDH는 혐기적 대사에 관여하는 것으로 알려져 있으며 

LDH A4 동위효소는 피루브산을 젖산으로, B4 동위효소는 젖

산을 피루브산으로 전환시켜 생명체가 처한 환경에 따라 LDH 

동위효소를 조절하고, 종·조직에 따라 특이성을 나타내므로 

조직의 LDH 동위효소의 조성에 따라 대사를 확인할 수 있다

[12]. 또한 LDH/CS (EC. 4.1.3.7, citrate synthase, CS)로서 조

직내 혐기적대사/호기적대사 비율을 확인할 수 있다[42]. 젖

산과 피루브산은 원형질막 또는 미토콘드리아막의 mono-

carboxylate transpoter (MCT)에 의해 수송되어 산화적 에너

지 생성에 관여된다는 lactate shuttle로써 설명되고[5] 종양세

포의 산화적 대사 기질로도 사용되며[15, 24], 피루브산이 눈과 

뇌조직에서 항산화제로서 기능을 하는 것으로 보고되어[46] 

중요성이 대두되고 있다. 그리고 LDH C4 동위효소는 포유류

와 조류의 특정 종의 정소에서만 발현되어 LDH testis-specific 

C4라 하였고 정자에서 에너지 생성과정의 ATP 항상성에 관여

되는 것이 밝혀졌으며, 난자에서도 확인 됨이 보고되었다[10, 

19, 29]. 최근 저산소내성 토끼인 Ochotona curzonial의 골격근

에서도 확인되었고[44], 종양세포 형성 단계에서도 급격하게 

발현되어 암 지표 유전자로 사용되는 것으로 보고되었다[23, 

37]. 또한 어류 농어목의 눈조직에서 발현되는 LDH eye-spe-

cific C4와 잉어목과 대구목의 간조직에서만 발현되는 LDH 

liver-specific C4 동위효소가 왜 특정 종의 특정조직에서만 발

현되는지에 대해 연구 중이지만 에너지 생성과정에서의 

LDH-C의 기능에 대해서는 미흡한 실정이다. LDH eye-specif-

ic C4는 로돕신 재생성에 중요한 역할을 하고 NADH/NAD+ 

전환에 작용하는 것으로 알려진 후[48] 농어목 얼룩동사리

(Odontobut isinterrupta) 및 풀망둑(Acanthogobius hasta)의 눈과 

뇌조직에서 LDH C4 활성이 높으나 가물치(Channa argus)에서 

LDH 활성이 상대적으로 낮게 확인되어 서식 방법과 먹이 습

득 행동 방식에 따라서 활성이 다른 것으로 보고되었다[32, 

33, 50]. 또한 용존산소를 급격히 증가시킨 환경에 꺽지와 모래

무지를 순응시킨 경우 골격근에서 LDH A4가 증가되나, 심장

조직에서 B4가 증가되었고[8], 온도를 증가 시켰을 경우 Ldh-C

가 발현된 간조직은 C4를 증가시켜 조절하였으므로[21] 종과 

조직의 산소수요와 관련된 LDH 동위효소의 발현에 대한 문제

도 제기된 바 있다. 그리고 LDH liver-specific C4 동위효소는 
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잉어목과 대구목의 간조직에서만 나타나는 것으로 보고되었

고[34], 온도에 따른 대구 백색근과 간조직 LDH의 특성[52] 

및 붕어 간조직의 LDH 및 MCT 발현에 대한 연구에 의하면 

LDH가 세포질은 물론 퍼옥시좀에서도 NADH/NAD+ 전환

에 관여되는 것이 보고되어[49] 에너지 대사와의 관련성이 대

두되었다. 따라서 본 실험에서 LDH-C의 기능을 확인하기 위

해서 기아 조건에서 Ldh-C의 발현을 연구하고자 하였다.

기아는 많은 어류가 자연환경에서 이동과 생식 중에 겪고, 

견뎌내야 하는 상황이므로[20, 27], 기본과정을 유지하기 위한 

에너지를 얻기 위해 저장 대사물을 동원하며 종에 따른 대사

적 변화를 필요로 하므로[45] 종의 섭식 습관이 먹이 부족에 

대한 대사 반응에 영향을 미친다고 보고하였다[3]. 일부 어종

에서, 먹이 고갈에 직면해 우선시되는 에너지원은 간 글리코

겐이고[26], 이후 저장 지방, 근 단백질 순으로 사용된다[30]. 

그러나 일부 종은 간 글리코겐을 보존하기위해 지방 또는 단

백질을 에너지 기질로서 동원하여 당신생성을 한다[18]. 따라

서 기아 상태의 어류에서 케톤체가 중요한 에너지원이 아니라

는 보고와[2] 케톤체가 중요 기관의 활성을 유지한다는 보고가

[13, 40] 논쟁 중이다. 피루브산, 젖산 및 케톤체 같은 momo-

carboxylates는 탄수화물, 지방, 아미노산 대사에서 중심 역할

을 하므로, 에너지 공급이 제한 될 때 모든 조직에 에너지를 

공급하기위해 중심이 되며[28], monocarboxylates는 세포의 

원형질막, 미토콘드리아막 및 퍼옥시좀에서도 MCT에 의해 

수송되어 LDH에 의해 에너지를 생성하는 것으로 확인되었다

[6]. 기아와 재섭식이 농어(Dicentrarchus labrax)의 혈장내 대사

물, LDH 및 CS에 영향을 미치고[7], 단식시킨 쥐에서 MCT를 

조절하여 조직에 에너지를 공급한다는 보고[22] 및 오랜 기아 

상태의 철갑상어와 송어에 대한 대사 효과가 보고되었지만

[16], LDH 동위효소의 대사와 관련된 보고는 미흡한 실정이

다. 

따라서 LDH-C의 기능을 확인하는 연구의 일환으로 liv-

er-specific Ldh-C가 발현되는 붕어와 eye-specific Ldh-C가 발

현되는 파랑볼우럭을 기아상태로 일정기간 유지시키면서 

Ldh-C가 발현되는 조직과 Ldh-A, B만 발현되는 조직에서 LDH 

대사를 확인하고자 하였다. 

 

재료 및 방법 
 

실험 재료, 환경 조건 및 조직 추출액 준비

경골어류 잉어목 붕어과 붕어(Carassius auratus, 20~25 cm)

는 충청북도에 위치한 생체 시료상에서 구입하였고, 농어목 

검정우럭과 파랑볼우럭(Lepomis macrochirus, 13~15 cm)은 충

청북도 보은군 회남면 용호리 저수지에서 채집하여 기포발생

기(DH-10000, 대화전자산업사)를 사용하여 살아있는 상태로 

실험실 수조(90×30×45 cm)에 운반하였으며, 온도 20±1℃, pH 

7±0.5, DO 6±1 ppm 조건에서 사육하였다. 붕어는 1월 28일부

터 6주간, 그리고 파랑볼우럭은 2월 1일부터 4주간 기아 상태

로 순응 시킨 후 LDH의 변화를 확인하였다. 기아상태가 시작

된 첫날을 대조군(이하 C, n=5), 마지막 날을 기아군(이하 S, 

n=5)으로 표기하였다. 

붕어 및 파랑볼우럭 대조군과 기아군의 골격근, 심장, 간, 

눈 및 뇌조직을 적출하고 혈액을 제거한 후 0.1 M potassium 

phosphate buffer (pH 6.85, 4℃)를 3배(v/w) 가하여 4℃에서 

glass homogenizer로 파쇄하였다. 조직 파쇄액은 4℃, 20,000× 

g에서 1시간씩 2회 원심분리(Mega 21R, Hanil) 하였으며, 상

등액을 시료로 사용하였다. 본 실험은 청주대학교 동물실험윤

리위원회의 승인(승인번호: CJUIACUC–B131008)을 받아 동

물윤리 준칙에 의거하여 실험을 진행하였다.

 

Lactate dehydrogenase와 citrate synthase의 활성 

측정 및 단백질 정량 

LDH 활성은 Whitt의 방법을 변형하여 0.5 mM 피루브산과 

0.14 mM NADH를 포함한 0.1 M potassium phosphate buffer 

(pH 6.85) 3 ml에 시료를 가한 다음 NADH로부터 NAD+로 

산화되는 정도를 분광광도계(UV-160A, Shimadzu)를 사용하

여 25℃, 340 nm에서 측정하였다[47, 51]. CS 활성은 0.2 mM 

acetyl-CoA, 0.1 mM 5,5'-dithiobis(2-nitrobenzoic acid) (DTNB), 

0.5 mM oxaloacetic acid를 포함한 0.1 M Tris-HCl buffer (pH 

7.5) 3 ml에 시료를 가한 후, DTNB가 전환되는 정도를 분광광

도계로 25℃, 412 nm에서 측정하였다[41]. 활성의 단위(unit)

는 1분 동안 기질 1 μM을 전환시키는 효소의 양으로 LDH는 

millimolar extinction coefficient 6.22, CS는 millimolar ex-

tinction coefficient 13.6을 사용하여 계산하였고, LDH/CS로 

대사 정도를 확인하였다. 단백질은 BSA를 표준단백질로 사용

하여 분광광도계로 595 nm에서 Bradford의 방법에 따라 정량

하였고[4], LDH 및 CS의 비활성(units/mg)을 각각 구하여 대

사를 확인하였다. 

 

Native-polyacrylamide gel 전기영동

Native-PAGE는 Davis의 방법에 따라 polyacrylamide ver-

tical slab system (SE 250, Hoefer)으로 4℃에서 7.5% acryl-

amide separation gel 및 2.67% acrylamide stacking gel로 이

루어졌다[11]. 시료에 sucrose와 bromophenol blue 용액을 

1:1(v/v)로 섞어 가한 후 5 mM Tris-glycine buffer (pH 8.3)를 

사용하여 100 V에서 20분간, 200 V에서 130분간 전기영동 하

였다. LDH는 DL-lactate, NBT, PMS 및 NAD+를 혼합한 용액

으로 37℃에서 염색한 후, 15% 초산용액으로 고정하였다[47]. 

 

Lactate dehydrogenase의 면역침강반응 및 Western 

blotting 

붕어 간, 눈 및 뇌 조직 추출물에 대구(Gadus macrocephalus) 

LDH liver-specific C4와 고등어(Scomber japonicus) LDH 
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Table 1. LDH activity, CS activity and protein concentration in various tissues from C. auratus and L. macrochirus (C: control; S: 

starvation)

Species Tissues
LDH activity

(units/g)

CS activity

(units/g)

Protein

(mg/g)

LDH/

CS

Specific activity

LDH  

(units/mg)

CS

(units/mg)

C. auratus

Skeletal

muscle

C

S

147.58±0.58*

151.64±0.13*

2.30±0.11*

1.09±0.05*

42.34±0.92*

28.18±0.96*

64.17*

139.12*

3.49*

5.38*

0.054*

0.039*

Heart
C

S

41.19±0.45*

126.17±2.41*

2.07±0.19*

1.32±0.06*

18.14±1.46*

37.94±1.32*

19.90*

95.58*

2.27*

3.33*

0.114*

0.035*

Liver
C

S

35.40±1.09*

243.08±2.52*

0.89±0.01*

2.02±0.05*

25.94±0.73*

35.29±0.68*

39.78*

120.34*

1.36*

6.89*

0.034*

0.057*

Eye
C

S

30.77±0.09*

44.08±0.11*

1.89±0.10*

0.75±0.02*

77.82±0.67*

68.32±0.84*

16.28*

58.77*

0.40*

0.65*

0.024*

0.011*

Brain
C

S

109.96±5.79*

119.51±1.87*

2.62±0.40*

2.12±0.12*

27.37±1.12*

14.62±1.35*

41.97*

56.37*

4.02*

8.17*

0.096*

0.145*

L. macrochirus

Skeletal

muscle

C

S

233.05±3.54*

202.57±3.06*

1.55±0.07*

0.12±0.01*

49.96±0.90*

47.51±0.63*

150.36*

1688.08*

4.66*

4.26*

0.031*

0.003*

Heart
C

S

199.67±1.93*

84.28±1.81*

2.78±0.11*

0.60±0.03*

120.45±1.74*

45.13±1.50*

71.82*

140.47*

1.66*

1.87*

0.023*

0.013*

Liver
C

S

5.95±0.01*

5.07±0.03*

0.76±0.06*

0.55±0.01*

47.61±0.61*

43.36±0.78*

7.83*

9.22*

0.13*

0.12*

0.016*

0.013*

Eye
C

S

20.28±0.71*

23.38±0.28*

1.24±0.07*

0.11±0.01*

61.88±0.52*

60.59±0.51*

16.36*

212.55*

0.33*

0.39*

0.020*

0.002*

Brain
C

S

58.69±0.35*

42.54±0.71*

0.86±0.08*

0.37±0.01*

83.85±1.34*

10.37±0.55*

68.24*

114.95*

0.70*

4.10*

0.010*

0.036*

Data are mean ± SD, n=5, *Significantly different from the corresponding control value using the Student’s  t-test, p<0.05.

eye-specific C4 (anti-LDH liver-specific C4, anti-LDH eye-spe-

cific C4)에 대한 항혈청[7, 35]을 각각 1:0.5, 1:1(v/v)로 가하고 

25℃에서 1시간, 4℃에서 12시간 방치시킨 후 4℃, 20,000× g에

서 1시간 동안 원심분리 한 후 상등액을 전기영동하여 항원-항

체 복합체를 이루지 않은 LDH 동위효소를 확인하였다. 붕어 

눈조직 추출액을 native-PAGE 한 후 LDH를 확인하기 위해 

Western blotting 하였고, 1차 항체는 본 연구실에서 제작한 

LDH liver-specific C4에 대한 항혈청(1:200)을 사용하였다[9]. 

Native-PAGE 후 gel은 semi-dry transfer (Trans-blot SD, 

Bio-Rad)에서 0.015 M Tris-glycine buffer (pH 8.3)를 사용하

여 25 V에서 30분간 nitrocellulose 막에 전이시켰다. 막을 5% 

skim milk/TBS (0.01 M Tris buffered saline, pH 7.5) 용액에 

넣고 25℃에서 1시간 반응 시킨 후 TBS 용액으로 10분간 3회 

세척하였다. 1% skim milk/TBS를 사용하여 희석시킨 1차 항

체 용액에 막을 넣고 25℃에서 1시간 반응시킨 후 TBS 용액으

로 10분간 2회 세척하였다. 1% skim milk/TBS를 사용하여 

희석시킨 2차 항체(anti-rabbit IgG, 1:500~1:1,000) 용액에서 

1시간 반응시키고 TBS 용액으로 10분간 3회 세척하였다. 전개

용액(chloronaphtol, methanol, TBS, 30% H2O2)으로 반응시키

고 증류수로 세척한 후 밴드를 확인하였다. 

 

LDH의 피루브산에 대한 기질의존성 측정

피루브산 0.01~10 mM에서 붕어와 파랑볼우럭 대조군과 기

아군의 골격근, 심장, 간, 눈 및 뇌조직 추출액의 LDH 활성을 

측정하였고, 최대 활성을 기준으로 측정된 활성(V/Vmax, %)

으로 피루브산에 대한 억제 정도를 확인 하였으며, Linewea-

ver- Burk plot에 의해 조직별 KmPYR과 VmaxPYR을 구하였다.  

 

결과 및 고찰 
 

기아상태 붕어의 lactate dehydrogenase와 citrate 

synthase 활성과 단백질 정량 

LDH-C의 기능을 확인하기 위해서 LDH liver-specific C가 

발현되는 붕어를 기아상태로 유지시킨 후 대조군과 기아군의 

골격근, 심장, 간, 눈 및 뇌조직의 LDH 활성을 비교하였다

(Table 1). 기아군 골격근의 LDH 활성은 대조군과 거의 유사

하였고, 눈과 뇌조직은 조금 증가되었으나, 심장은 126.17 

units로 3.06배, 간조직은 243.08 units로 6.87배로 가장 크게 

증가되었다. 따라서 DO가 급격히 증가 시 꺽지의 뇌와 간조직 

LDH 활성의 변화가 컸고, 모래무지 간조직에서도 LDH 활성

이 증가되었다는 결과[8]와 유사하였다. 단백질양은 기아군에

서 심장 37.94 mg, 간조직 35.29 mg으로 증가되었고, 골격근, 
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눈 및 뇌조직의 단백질양은 감소되었지만 LDH 비활성(units/ 

mg)은  골격근, 심장, 간, 눈, 및 뇌조직에서 모두 증가되었다. 

특히 간조직이 6.89로 5.03배 증가되었고, 뇌조직이 8.17로 2.03

배 증가되었다. CS 활성은 기아군 간조직만 2.02 units로 증가

되었고, 다른 조직은 감소되었다. LDH/CS는 기아군의 심장

이 95.58로 4.8배, 간조직이 120.34로 3.04배, 눈 58.77, 골격근 

139.12, 뇌조직 56.37로 모두 증가되어 혐기적 대사 비율이 증

가되었다. 송어는 먹이 섭취를 차단시킨 후 간조직의 LDH 활

성이 5일부터 급격히 증가한 후 기아 기간 동안 일정하게 유지

되어, 6주에 2,100 units/mg와 비교하면 붕어 간조직은 6,888 

units/mg 이므로 LDH 활성이 큰 것으로 확인되었다. 그리고 

송어 백색근 LDH 활성은 11 units/mg로 큰 변화를 나타내지 

않았고, 기아 기간 중에 당신생 기질로  젖산을 우세하게 이용

한다는 보고[16]와 비교시 붕어 골격근 5.38 units/mg이므로 

낮게 확인되었다. 따라서 기아 기간 중에 종에 따라 생존 기구

를 갖고 있으며, 골격근보다 간조직에서 종에 따라 현저하게 

대사적 차이를 나타냈다는 보고[16,17]와 유사하였다. 그러나 

기아군 붕어 뇌조직의 LDH 비활성이 8.17 units/mg 이므로 

lung fish Arapaima gigas 뇌조직의 LDH 비활성 140 units/mg, 

Protopterus aethiopicus 뇌조직의 LDH 비활성 58 units/mg 및 

얼룩동사리 뇌조직의 LDH 비활성 51.45 units/mg보다 상당

히 낮게 나타났다[14, 33].

따라서 본 실험결과 간조직에서 LDH 활성이 증가된 것은 

효모균 퍼옥시좀 내에서 LDH가 확인되었고, NADH를 재산

화 하는 장소라는 보고[43], 전자현미경에 의해 간조직에서 세

포질 뿐만아니라 퍼옥시좀에 LDH가 확인되었다는 보고[1]와 

원형질막, 미토콘드리아 및 퍼옥시좀 막에서 MCT를 확인하

여 퍼옥시좀의 산화환원균형에 대한 증명은 물론 지방 대사와

의 관련성을 제시한 결과[49]로 뒷받침될 수 있다.  

 

기아상태 파랑볼우럭의 lactate dehydrogenase와 citrate 

synthase 활성과 단백질 정량 

LDH eye-specific C가 발현되는 파랑볼우럭의 경우 대조군

과 기아군 조직의 LDH 활성을 측정하였다(Table 1). 기아군 

골격근조직의 LDH 활성은 202.57 units, 심장 84.28 units, 간 

5.07 units, 눈 23.38 units 및 뇌조직 42.54 units로, 대조군에 

비해 눈조직만 조금 증가되었고 심장조직이 가장 크게 감소되

었으며, 간조직도 감소되었다. 따라서 기아군 붕어 간조직 

LDH 활성의 변화 폭이 큰 것에 반해 파랑볼우럭은 변화 정도

가 작았다. 따라서 DO 증가에 순응 시 LDH liver-specific C가 

발현된 모래무지가 LDH eye-specific C가 발현된 꺽지에 비해 

LDH 활성이 크게 증가되었고, 동위효소의 변화 정도도 크게 

나타냈다는 보고[8]와 유사하였다. 단백질양은 기아 후 심장조

직이 45.13 mg으로 크게 감소되었으나 LDH 비활성은 심장, 

간 및 눈조직이 거의 유사하였고, 뇌조직은 10.37 mg으로 크게 

감소되어 LDH 비활성이 4.10 units/mg으로 5.86배 증가된 것

이 특징적이었다. 붕어의 경우 뇌조직의 비활성이 대조군에 

비해 2.03배 증가되었으나, 파랑볼우럭 뇌조직에서 크게 증가

되어 뇌조직에서의 LDH의 역할을 확인할 수 있었다. 그러나 

LDH eye-specific C4를 지닌 얼룩동사리 뇌조직의 LDH 비활

성 25.22 units/mg [33]에 비해 상당히 낮았다. 

파랑볼우럭의 CS 활성은 대조군의 심장조직이 2.78 unit로 

가장 컸으며, 기아군 모든 조직에서 활성이 감소되었고, LDH/ 

CS의 경우 모든 조직에서 증가되었다. 골격근이 150.36에서 

1688로, 눈조직이 16.36에서 212.55로 크게 증가되어 혐기적 

대사를 하는 것으로 확인되었으며, 심장 140.47, 뇌조직 114.95

로 증가되어 혐기적 대사가 조금 더 우세하였으나, 간조직의 

경우 9.22로 조금 증가되어 혐기적 대사 비율이 가장 낮고 변

화 폭이 작았다. 따라서 LDH/CS 경우, LDH liver-specific C4

가 발현되는 붕어의 경우 기아 시 간조직에서 증가 폭이 컸으

나 LDH eye-specific C4를 지닌 파랑볼우럭의 경우 골격근과 

눈조직에서 증가 폭이 큰 것으로 확인되었다. 얼룩동사리 CS 

비활성이 0.35-0.50 units/mg으로 낮다는 보고[33]와 비교해 

파랑볼우럭 CS 비활성은 0.01 units/mg으로 더욱 낮게 확인

되었고, 가물치의 CS 활성 10.9~20.7 units와 비교하여도 파랑

볼우럭의 CS 활성이 낮았으며, LDH/CS도 가물치 간 0.09, 

눈 10.9 및 뇌조직 11.6[32]과 비교해 파랑볼우럭이 상당히 높

아 혐기적 대사가 우세한 것으로 나타났다. 그러나 풀망둑의 

LDH 활성 눈 53.25, 뇌 28.79 및 간조직 3.67 units에 비해 파랑

볼우럭 LDH 활성은 눈조직에서 낮았지만 뇌조직에서 높았으

며, 풀망둑 눈조직의 LDH/CS 6.38[50]에 비해 특히 파랑볼우

럭 눈조직이 212.55로 높게 확인되어 혐기적 대사를 하며 눈조

직에서 젖산 대사의 중요성이 확인되었다.  

 

기아상태 붕어 LDH 동위효소의 native polyacrylamide 

gel electrophoresis, 면역침강반응 및 Western blot 

잉어목과 대구목 종의 간조직에서만 LDH liver-specific C

가 확인되는 것으로 보고되었으나[34, 35, 39], LDH-C가 간조

직 뿐만 아니라 기아 대조군의 눈과 뇌조직에서 나타나므로 

LDH liver-specific C4와 LDH eye-specific C4에 대한 항체를 

사용하여 면역침전 및 Western blotting하여 확인하였다(Fig. 

1). 붕어 간조직에 anti-LDH liver-specific C4를 1:0.5와 1:1로 

반응시 C4 동위효소가 없어졌지만, anti-LDH eye-specific C4

를 반응시킨 경우 모든 밴드가 확인되었다. 따라서 C4 밴드가 

LDH liver-specific C4로 확인되어(Fig. 1.1-3) Yeon의 결과[49]

가 재확인되었다. 붕어 뇌와 눈 조직에 anti-LDH liver-specific 

C4를 1:1로 반응시 뇌조직은 A4, A2B2가 확인되었고, B4, C hy-

brid, C4 밴드가 매우 흐려졌으며, 눈조직은 A4만 남았고 다른 

밴드는 없어졌다. 그러나 anti-LDH eye-specific C4에 반응시

키면 모든 밴드가 나타나므로 뇌와 눈조직의 C4 밴드도 liv-

er-specific C4인 것으로 확인되었다(Fig. 1.4-9). 그리고 눈조직

에 anti-LDH liver-specific C4를 사용하여 Western blotting 
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Fig. 1. Immunoprecipitation and Western blotting (W) of LDH 

isozymes in various tissues of C. auratus using antiserum 

from Scomber japonicus LDH eye-specific C4 (anti-LDH 

eye-specifc C4) and Gadus macrocephalus LDH liver- 

specific C4 (anti-LDH liver-specifc C4). L, liver; 1, L+ 

anti-liver C4 (1:0.5); 2, L+anti-liver C4 (1:1); 3, L+anti-eye 

C4 (1:0.5); B, brain; 4, B+anti-liver C4 (1:0.5); 5, B+anti- 

liver C4 (1:1); 6, B+anti-eye C4 (1:0.5); E, eye; 7, E+anti- 

liver C4 (1:0.5); 8, E+anti-liver C4 (1:1); 9, E+anti-eye C4 

(1:0.5); 10, (W) E+anti-liver C4.

Fig. 2. Native-polyacrylamide gel electrophoresis zymograms of 

LDH isozymes in tissues from  C. auratus (C: control; 

S: starvation). M, skeletal muscle; H, heart; L, liver; E, 

eye; B, brain.

Fig. 3. Native-polyacrylamide gel electrophoresis zymograms of 

LDH isozymes in tissues from L. macrochirus (C: control; 

S: starvation). M, skeletal muscle; H, heart; L, liver; E, 

eye; B, brain.

한 결과 C hybrid가 흐리게 나타나고 C4 밴드가 확인되었다

(Fig.1.10). 따라서 간, 뇌 및 눈조직에서 나타나는 C4 동위효소

는 LDH liver-specific C4인 것으로 확인되었고, C4 동위효소가 

A4 동위효소보다 B4 동위효소와 더 유사한 것으로 확인되었

다. 기아 후에 골격근조직은 A4가 강하고, A3B가 약하게 나타

나고 B4와 A2B2 동위효소는 감소되었다(Fig. 2M). 기아가 진행

되면서 B4 활성이 낮아진 것으로 확인되었다. 심장조직은 A4

와 A3B, A2B2가 나타나고 B4가 증가되었다(Fig. 2H). 간조직은 

A4가 조금 감소하고, AB3는 증가되나 B4는 나타나지 않았고, 

C hybrid와 C4 활성이 증가되었다(Fig. 2L). 용존산소를 급격

히 증가시킨 환경에 모래무지를 순응시 골격근은 A4가 증가되

고 다른 조직은 B4가 증가되나 간조직은 liver-specific C4가 

증가되고 A4가 감소되어 조절되었다는 보고[8]와 유사하였다. 

눈조직은 기아 초기에 A4, A2B2가 강하고, B4와 C hybrid가 

흐리고, C4 활성이 뚜렷이 나타났으므로 Yeon의 보고[49]에 

비해 C hybrid와 C4가 뚜렷하게 나타난 것이 특징적이었다. 

기아 후 A4, A2B2, B4가 증가되었고, C hybrid가 조금 증가되나 

C4가 나타나지 않았다(Fig. 2E). 뇌조직도 A4, A3B, A2B2, B4가 

확인되었고 C4 밴드가 진하게 확인되었으나, 기아 후 A4와 

A3B 활성이 증가되었고, A2B2, AB3, B4가 조금 감소되고 C hy-

brid가 약해지나, C4 밴드는 나타나지 않았다(Fig. 2B). 기아 

초기 대조군 뇌조직에서 C4가 확인되었지만, 기간이 길어지면 

A4가 증가되고 C4 동위효소가 나타나지 않으므로 젖산이 생성

되는 방향으로 대사가 진행되는 것이 특징적이었다. 

 

기아상태 파랑볼우럭 LDH 동위효소의 native polyacry-

lamide gel electrophoresis

파랑볼우럭 조직을 전기영동한 결과(Fig. 3), 기아 시 대조

군에 비해 골격근은 A4가 증가되나 A2B2와 B4 동위효소는 감

소되어 흐리게 확인되었다. 심장은 A4와 B4가 조금 감소되었

고, 간조직은 A4가 나타나고 A2B2는 증가되고 B4 동위효소는 

감소되었다. 눈은 B4  동위효소가 감소되었고, A4는 유사하였

으며, A2B2는 증가되었고, C hybrid와 C4는 감소되었다. 뇌조

직은 A4 및 AC hybrid가 조금 증가되는 것이 특징적이었다. 

기아 시에 파랑볼우럭 LDH eye-specific C4 동위효소가 붕어

의 LDH liver-specific C4보다 영향을 적게 받는 것으로 확인되

었다. 꺽지 골격근에서 A4가 증가되고 하부단위체 C를 포함하

는 동위효소가 감소되나, 눈조직은 eye-specific C4와 C hybrid

가 감소되어 조절된다는 보고[8]와 유사한 결과를 얻었다.  

 

기아상태 붕어와 파랑볼우럭 조직의 LDH 기질 의존성 측

정 및 피루브산 저해 

기질에 대한 LDH의 역학적 실험은 하부단위체의 구조와 

대사 및 조직 간의 진화를 이해하고[38] 환경에 대한 종과 조직

의 적응을 이해하는데 유용하다[31]. 피루브산 0.01-10 mM 까

지 농도별로 LDH 활성을 측정하여 피루브산에 대한 기질 의

존성을 측정하였다(Fig. 4). 피루브산 0.01 mM에서 기아 후 

붕어는 심장>간>눈>뇌>골격근 순으로 대조군에 비해 간조직

의 LDH 활성이 23.15에서 28.08%로 증가되었고, 피루브산 

0.2-0.6 mM 사이에서 조직들의 LDH가 최대 활성을 나타내므

로 LDH 활성 측정시 Whitt의 방법[47]에 따른 피루브산 1.5 

mM에서 측정하지 않고, 피루브산 0.5 mM에서 측정하였다. 

피루브산 10 mM에서 30.30-18.64%의 LDH 활성이 남았고, 골

격근조직만 31.13%에서 30.30%로 조금 더 억제되었고, 나머지 
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Fig. 4. Effect of pyruvate concentrations on the activity of LDH isozymes in various tissues from C. auratus and L. macrochirus 

(C: control; S: starvation). ●, skeletal muscle; ◯, heart; ▼, liver; ▽, eye; ■, brain.  

조직은 억제 정도가 조금 낮게 확인되었다(Fig. 4S). 그리고 

피루브산에 의해 LDH가 억제되는 정도가 심장>간>눈>뇌>골

격근 조직의 순으로 확인되므로 LDH 하부단위체의 억제는 

B>C>A로 하부단위체 B가 가장 크게 억제된 것으로 확인되었

다. 

피루브산 농도에 따라 LDH eye-specific C를 지닌 파랑볼

우럭의 LDH 활성을 측정한 결과, 피루브산 0.01 mM에서 눈

조직의 LDH 활성이 컸으나 기아 후 뇌조직에서 39.22%로 피

루브산에 대한 친화력이 증가되었고, 0.4 mM에서 최대 활성

에 빠르게 도달되었다. 또한 눈조직은 피루브산 0.2 mM에서 

가장 빠르게 최대 활성에 이르고, 기아 후 0.3 mM로 조금 느려

졌으나, 다른 조직은 기아가 진행되어도 동일하였다. 피루브

산 10 mM에서 25.97-17.12%였으나 기아 후 25.00-18.75%로, 

골격근과 심장조직은 유사하였고, 뇌조직은 17.12에서 19.61%

로 억제되는 정도가 감소되는 것을 확인할 수 있었으나 간과 

눈조직은 억제되는 정도가 증가되었다(Fig. 4). 파랑볼우럭 뇌

조직이 피루브산 0.01 mM에서 친화력이 크고 10 mM에서 억

제정도가 조금 감소된 것이 특징적이었다. 따라서 뇌조직에서 

젖산이 노폐물로 제거되는 것은 일부분이고 대부분의 젖산이 

에너지원으로 사용된다는 가설을 뒷받침하였다[36]. 붕어 뇌

조직에서 기아 후 억제 정도가 감소되므로 젖산이 필요한 것

으로 확인되었다. 피루브산 10 mM에서 저산소 환경에 적응되

어져 풀망둑의 조직이 35.22-40.76% 활성이 남아 조직 간에 

유사하게 진화되어졌으며[50], 소(Bos taurus) B4는 22% 및 꺽

지(Coreoperca herzi) A4는 72% 활성이 남아 있다는 보고[9]와 

비교시 붕어 심장의 12.82, 21.20%, 파랑볼우럭 심장 20.00, 

20.77%이므로 소 B4 동위효소 보다 억제 정도가 컸으며 골격

근과 심장조직의 억제되는 정도의 차이가 작으므로 저산소 

상태에 순응된 것으로 나타났다. 심장 같은 호기적 조직에서 

피루브산 농도가 높은 경우 B4 동위효소가 A4 동위효소보다 

억제되는 정도가 크므로 A4 동위효소에 의해 젖산이 축적되게 

되므로[12] LDH 동위효소의 기능적인 특성이 환경에 대해 종, 

조직이 순응하는 과정에서 중요한 역할을 한다. 기아 후 붕어

와 파랑볼우럭 조직의 KmPYR 및 VmaxPYR을 측정하였다(Table 

2).  붕어 기아군 조직의 KmPYR은 대조군에 비해 모두 조금 

크게 측정되어 친화력이 감소되었음을 알 수 있었다. 간조직 

KmPYR 0.032, 0.035 mM, VmaxPYR 86.00에서 111.74 units/g으

로 다른 조직에 비해 피루브산과 NADH에 대해 친화력이 가

장 크지만, 기아 후 친화력이 조금 낮아졌고, Vmax
PYR은 증가

된 것으로 확인되었다. 파랑볼우럭 심장 및 눈조직은 KmPYR 

0.028, 0.029 mM로 다른 조직에 비해 피루브산에 대한 친화력

이 컸으나, 기아 후 친화력이 낮아졌다. 기아 후 골격근 Km
PYR
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Table 2. Apparent Michaelis-Menten constant values for LDH in tissues from C. auratus and L. macrochirus (C: control; S: starvation)

　 Tissues
C. auratus L. macrochirus

C S C S

KmPYR (mM)

Skeletal muscle

Heart

Liver

Eye

Brain

 0.050

 0.039

 0.032

 0.041

 0.052

 0.057

 0.040

 0.035

 0.045

 0.059

 0.086

 0.028

 0.052

 0.029

 0.040

 0.118

 0.036

 0.035

 0.035

 0.031

Vmax
PYR (units/g)

Skeletal muscle

Heart

Liver

Eye

Brain

105.33

116.27

86.00

114.43

113.54

115.00

114.70

111.74

113.55

115.04

129.13

 99.60

116.10

114.74

108.38

146.34

 97.41

107.79

102.16

103.38

0.118 mM로 친화력이 가장 낮은 것으로 확인되었고, 눈조직

도 친화력이 조금 낮아졌으며 간조직과 뇌조직도 각각 0.035 

mM, 0.031 mM로 감소되어 친화력이 증가되었다. 기아 후 골

격근을 제외한 나머지 조직은 피루브산에 대한 친화력이 풀망

둑 조직의 KmPYR 0.080-0.089 mM[50]에 비해 큰 것으로 확인

되었고, 잉어 골격근 A4의 KmPYR 0.173 mM, 송어 골격근 A4의 

KmPYR 0.209 mM[18]보다 친화력이 크므로 저산소 환경에 적

응되어져 피루브산에 대한 반응이 상당히 빠른 것으로 확인되

었다. 

따라서 기아 시 LDH liver-specific C가 발현되는 붕어가 

LDH eye-specific C가 발현되는 파랑볼우럭 LDH보다 영향을 

더 크게 받았으며, LDH 활성이 증가되어 혐기적 대사가 증가

된 것으로 확인되었다. 또한 간조직에서만 나타나던 LDH-C

가 눈과 뇌조직에서도 발현되었으며, Ldh-A, B, C가 발현되는 

경우 간조직에서는 C hybrid와 C4, 눈조직은 기아 초기에는 

C4가 확인되었으나 기아가 진행되면서 C hybrid가 확인되었

고, 뇌조직은 A4 동위효소 활성이 증가되었다. 피루브산에 의

한 KmPYR도 증가되며 피루브산에 의한 억제정도도 감소되어 

젖산에 의해 대사가 이루어지는 것으로 보이므로 뇌조직에서

의 LDH 대사에 대한 연구가 이루어져야 할 것으로 사료된다. 
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초록：기아상태에서 Ldh-C가 발현된 어류 조직의 젖산탈수소효소의 대사 

염정주*․김규동

(청주대학교 생명과학과)

젖산탈수소효소(Lactate dehydrogenase, EC 1.1.1.27, LDH) LDH-C의 기능을 확인하기 위해 liver-specific 

Ldh-C가 발현된 붕어(Carassius auratus)와 eye-specific Ldh-C가 발현된 파랑볼우럭(Lepomis macrochirus)을 기아 상

태로 유지시킨 후(S) 조직들의 LDH 대사를 연구하였다. 기아 후 붕어 간조직의 LDH 활성이 크게 증가되었으며 

LDH 비활성(units/mg)과 LDH/CS는 조직들에서 증가되어 혐기적 대사가 이루어짐을 확인하였다. 기아 후 LDH 

B4 동위효소가 골격근조직에서 감소되었고 심장조직에서 증가되었다. 눈과 뇌조직에 나타났던 LDH C4 동위효소

는 liver-specific C4로 확인되었으며 기아 후에 없어지고, 눈조직은 C hybrid, 뇌조직은 A4, 간조직은 C hybrid와 

C4 동위효소가 각각 증가되었다. 그러나 파랑볼우럭 조직에서 LDH 활성의 변화는 작았으나 눈조직에서 가장 크

게 증가되었으며, 뇌조직은 LDH A4와 AC hybrid가 증가되었다. 피루브산 10 mM에 의해 기아 후 붕어 조직의 

LDH 활성은 30.30-18.64%, 파랑볼우럭 조직의 LDH는 25-18.75% 남았으며, 붕어는 KmPYR 값이 증가되었다. 실험

결과 LDH liver-specific C 동위효소가 기아 중에 간, 뇌 및 눈조직에서 발현되었고, 기아 후  뇌조직에서 젖산의 
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