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Effects of water temperature on HSP70 family gene and plasma 

glucose levels in the Korean rose bitterling, Rhodeus uyekii

Jung Hyun Kim

Department of Marine Biology, Graduate School, 

Pukyong National University, Busan 608-737, Korea

Abstract

 Temperature is one of common variables in the aquatic environment that directly 

affect survival of aquatic organisms. Temperature also changes the physiological 

functions associated with the stress response of fish. Heat shock protein and glucose 

levels in plasma can be used as general stress indicators in fish. The objective of the 

present study was to investigate the expression of heat shock protein 70 family 

mRNAs as cellular stress responses and the levels of plasma glucose in Korean rose 

bitterling, Rhodeus uyekii exposed to water temperature. The experimental fish (TL; 

4.0±0.5cm, BW; 0.75±0.3g) were divided into 4 groups that were exposed at 20, 24, 

28 and 32℃, respectively. The expression of RuHSP70 family mRNA and the levels 

of plasma glucose were investigated. RuHSP70 family mRNA was expressed highly 

in the hepatopancreas, testis and ovary of normal R. uyekii. Quantitative real-time 

PCR analysis showed the expression of RuHSP70 family mRNA was elevated by 

higher water temperature (32℃) in primary hepatopancreatic cells of R. uyekii. The 

plasma glucose level was the highest in R. uyekii exposed to higher water 

temperature (28℃). In addition, histological observation of gill tissue in R. uyekii, gill 

lamella was damaged or curved at the higher temperature. These results showed that 

the expression of RuHSP70 family mRNA as well as the change of plasma glucose 

level in R. uyekii are influenced by the high water temperature.
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Ⅰ.서 론

수서생물의 가장 일반적인 스트레스는 서식처 환경의 온도 변화이다.

개체의 적정 생체 온도 이하일 경우 저온 충격이 가해지며,이상일 경우

열 충격이 가해져 스트레스의 원인으로 작용을 한다.

열충격단백질(Heatshockprotein,HSP)은 고온에 노출되었을 때 발현되

는 단백질로,대표적인 스트레스 단백질로 알려져 있으며(Robertsetal.,

2010),모든 생물에 공통적으로 존재하는 단백질이다.생물이 자신의 서식

적정 온도를 벗어나면 세포내의 열충격단백질 합성 및 다양한 생리적인

변화가 일어나게 된다(Schlesingeretal.,1992).살아있는 생물의 열충격

단백질 유전자 발현은 서식처의 온도(CurrieandTufts,1997;Pianoet

al.,2005)뿐만 아니라 유기오염물질(Sanders etal.,1991),미량금속

(Sandersetal.,1991;Schilletal.,2003),중금속(Wagneretal.,1999),

삼투농도(Kultz,1996),산소 결핍(Myrmeletal.,1994),그리고 비브리오

감염(Celluraetal.,2006)등과 같은 다양한 스트레스 반응이 증가할 때

나타난다.

열충격단백질은 분자량을 기초로 하여 HSP90,HSP70,그리고 저분자량

HSP(sHSP)등 3개의 주요한 family로 나누어진다(Basua etal.,2002;

GeorgopoulosandWelch,1993).그 중에서 HSP70은 가장 잘 알려진 스

트레스 단백질 중 하나로,열 스트레스에 민감하게 반응한다.HSP70은

생체 내 조직과 세포에 열 충격의 정도 및 노출기간에 따라 발현량이 다

르게 나타난다(Iwamaetal.,1998,1999).어류는 그들의 갑작스런 서식환

경 변화,특히 수온 스트레스에 반응하여 HSP70 mRNA와 단백질

(HSP70)의 발현량이 증가한다고 보고하였다(Kong etal.,1996;Currie

andTufts,1997;Currieetal.,2000;Hightoweretal.,1999;Lundetal.,
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2002;Ojimaetal.,2005a,b).HSP70은 사람(Rouxetal.,1994),제브라피

쉬(Graseretal.,1996),참돔(DeaneandWoo,2005)그리고 무지개 송어

(Ojimaetal.,2005a)등과 같은 여러 어류들과 그 상동성이 매우 높은 것

으로 알려져 있으며, 환경 조건의 변화시 글루코르티코이드

(glucocorticoid)수용체의 합성을 위해 가장 잘 발현되는 스트레스 단백

질이다(Hutchisonetal.,1994).또한 생물체의 혈장 내 glucose는 스트레

스 지표(indicator)로 널리 사용되고 있으며,어류가 스트레스를 받을 때에

그것에 저항하는 하나의 에너지 기질(energysubstrates)로서 잘 알려져

있다(Afonsoetal.,2008).

각시붕어(Rhodeus uyekii)는 잉어과(Cyprinidae), 납자루아과

(Acheilognathinae)에 속하는 우리나라 토종 담수어류이다.각시붕어의 전

장은 4-5cm이며,유속이 완만하고 수초가 비교적 많이 있는 얕은 하천이

나 저수지에 살면서 미세한 부착조류와 동물성 플랑크톤을 먹고 산다.산

란기는 4월 하순부터 6월 중순이며 서식처의 바닥에 사는 조개의 새강에

산란관을 이용하여 알을 낳는 어종으로,최근에는 국내 관상용 어류로 관

심이 집중되고 있는 어종이다(Kangetal.,2005).각시붕어에 대한 연구

는 산란관의 신장(Chae.,2001),첨가 사료에 의한 체색변화(Kim etal.,

1999),마취효과(Kangetal.,2005),생식주기에 미치는 광주기 및 수온의

영향(An.,1995),그리고 골격학적 연구(Kim.,1997)등이 있으나 서식환경

변화,특히 얕은 하천의 수온변화에 따른 각시붕어의 생물학적 반응과 관

련된 연구는 여전히 부족한 실정이다.

본 연구에서는 우리나라 고유종인 각시붕어를 대상으로 수온변화에 따른

HSP70family유전자의 발현양상과 혈장 내의 glucose농도변화를 조사

하였으며 온도변화에 반응하는 아가미의 조직학적 관찰도 병행하였다.
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Ⅱ.재료 및 방법

1.실험어

실험어는 경상남도 의령군 양천강에서 채집한 우리나라 고유종인 각시붕

어(Fig.1)로 채집 즉시 국립수산과학원(NFRDI)으로 수송하여 사육하였

다.사육하는 동안 먹이는 냉동장구벌레를 매일 2회 공급하였고 수온은

20±1℃,광주기는 12L/12D로 유지하였다.실험에 사용한 각시붕어의 평균

전장은 4.0±0.5cm,그리고 체중은 0.75±0.3g이었다.

Fig.1.Koreanrosebitterling,Rhodeusuyekii
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2.세포배양 (invitro실험)

실험어 2마리로부터 간췌장(hepatopancreas) 조직을 절취한 뒤

Trypsin-EDTA용액으로 간췌장 세포를 각각 분리한 후 ACK lysing

buffer(GIBCOBRL)로 3분간 유지 후 Phosphatebuffersaline(PBS)로 세

척하였다.이후 20°C의 배양기에서 10% heat-inactivated fetalbovine

serum(FBS; GIBCO BRL)이 함유된 Dulbecco's modified Eagle's

medium(DMEM)배지에,1% (v/v)antibiotic–antimycotic(AA;GIBCO

BRL)항생제를 첨가하여 24-wellplate에 배양하였다.

배양된 4개의 세포 실험구는 각각 20,24,28그리고 32℃ 배양기에서 2

시간 노출시킨 뒤 실온에서 3시간 유지 후,–80℃의 초저온 냉동고에 보

관하였다.

3.HSP70familymRNA 분리 및 cDNA 합성

각각의 실험구(20,24,28,32℃)시료로부터 TRIzol
Ⓡ
reagent(Invitrogen,

Carlsbad,CA,USA)를 이용하여 totalRNA를 추출하였다.PCR을 수행

하기 위한 프라이머의 설계는 각시붕어 cDNA library의 EST분석으로부

터 확보한 HSP70과 HSP70family 유전자의 염기서열을 참고로 하여,

PrimerExpress
Ⓡ
software(AppliedBiosystem)를 이용하여 프라이머를

설계하였다(Table 1). Transcriptor First Strand cDNA Synthesis

Kit(Roche)를 사용하여 cDNA를 합성하였다.
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Gene Primer Sequence(5’-3’)
Productsize

(bp)

RuHSP70
Ru-HSP70-RT-F

Ru-HSP70-RT-R

GGA TGACGTCCAAAGAGAAAAGG

ATCTTCAACGGTGGA CTTCATGT
82

RuHSP70

12A-like

Ru-HSP12A-RT-F

Ru-HSP12A-RT-R

AGCGTA TAAGGCTGGTCTGGTTT

ATGCAGCTTCTGGTTCCA AAG
74

RuHSP70

4-like

Ru-HSP4-RT-F

Ru-HSP4-RT-R

CCTGGCAGGGCGTTCA

GGCATCTGA GCAAGA TCA AAGA
74

RuGrp78
Ru-Grp78-RT-F

Ru-Grp78-RT-R

CCA CCA GAGTGAAGGGAA AAA A

CGTGAA GCCACGAGGAAA GA
74

ß-actin
Ru-b-Actin-F

Ru-b-Actin-R

GATTCGCTGGAGATGATGCT

ATA CCGTGCTCA ATGGGGTA
167

Table.1.Primers used forthe real-time RT-PCR ofthe Korean rose

bitterlingRuHSP70familyandb-Actin.
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4.정량적 real-timePCR

HSP70mRNA의 온도별 발현양상을 조사하기 위해 Real-timePCR을

실시하였다.

TotalRNA는 실험구의 세포 및 조직으로부터 추출하였으며,Real-time

PCR을 수행하기 위한 각시붕어 HSP70와 3종류의 HSP70family유전자

에 대한 프라이머는 Table1에 나타내었다.

TotalRNA 2µg을 사용한 Real-timePCR은 FastSYBRGreenMaster

Mix(ABI)를 사용하여 AppliedBiosystems7500Real-timePCR시스템에

서 holdingstage를 50℃에서 2분,95℃에서 10분,cycling stage에서는

95℃에서 15초,60℃에서 30초를 40회 반복하였고,그리고 meltcurve

stage를 95℃에서 15초,60℃에서 1분,95℃에서 30초,60℃에서 15초로

실시하였다.HSP70및 HSP70family유전자의 발현량은 Gelpro3.1(KBT,

Korea)컴퓨터 프로그램을 사용하여 2
-ΔΔCт 

방법으로 내부표준 유전자인

ß-actin의 발현량에 대한 비율로 환산하여 정량하였다.
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5.혈장 내 glucose농도 분석 (invivo실험)

총 24마리의 각시붕어는 4개의 수조에 각각 6마리씩 수온 20,24,28그

리고 32℃의 실험구에 3일간 노출시켰다.수온 조절은 시간당 1℃씩 점차

적으로 증가시켰다. 혈장 내 glucose 분석을 위해 실험어는

2-phenoxyethanol(300ppm)으로 마취시킨 뒤,헤파린 처리한 모세관을 사

용하여 혈액을 채취하였다.수온별로 6마리의 혈액을 혼합한 후 원심분리

(4℃,13000rpm,15분)한 뒤 분리된 혈장은 분석 전까지 –80℃의 초저

온 냉동고에 보관하였다.

수온 실험구별로 추출된 혈장 내 glucose 농도는 Biochemistry

Autoanalyzer(DRI-CHEM NX500i,FUJIFILM Co.,Japan)를 이용하여 분

석하였다.혈장 내 glucose농도는 FUJIDRI-CHEM NX500i전용 분석

용 kit를 사용하였으며,이때 사용된 분석용 kit는 측정범위 10-600mg/dL

의 GLU-PIII(Co.FUJIFILM,Japan)를 사용하였다.
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6.조직 절편 제작

각 수온에 노출된 각시붕어의 아가미 조직은 Bouin’s용액에 고정 후

파라핀으로 포매한 뒤 5-6 μm 두께로 연속절편을 만들어 Mayer’s

hematoxylin과 eosin으로 비교 염색하였다.제작된 아가미 조직은 광학현

미경(BX-50,Olympus,Japan)으로 관찰하였다.

7.계통수 및 통계분석

발현서열 꼬리표(expressed sequence tag,EST)클론은 각시붕어의

totalcDNA libraries에서 plasmidminiprepkit(Qiagen)를 사용하여 분리

하였다. 그리고 서열은 T3 reverse primers(Promega)를 사용해

ABI3730xlautomaticsequencer(AppliedBiosystems,Inc.)로 분리하였다.

그 cDNA 서열은 GenBank의 BLASTX

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)를 사용하여 주석을 달았다.

다중서열배치(multiplesequencealignment)는 ClustalW 2.1을 사용하여

만들었다.도출된 아미노산 서열(deducedaminoacidsequence)에 기반을

둔 계통수(phylogenetictree)는 neighbor-joiningalgorithm을 사용하여

구성하였다. 그리고 분지의 신뢰도(reliability of the branching)는

bootstrapresamplingwith1000pseudo-replicates을 사용하여 검정하였

다.

실험결과는 모두 평균±표준편차로 나타내었다.
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Ⅲ.결과

1.각시붕어 HSP70familycDNA의 분리

각시붕어의 cDNA library의 EST분석으로부터 HSP70familycDNA를

분리한 결과는 Fig.2와 같다.
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Fig.2.Continued.
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Fig.2.Continued



- 12 -

Fig.2.NucleotideanddeducedaminoacidsequencesofKoreanrosebitterling

HSP70 family cDNA.a :RuHSP70 4-like,b :RuHSP70,c:RuHSP70

12A-like,d:RuGrp78
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2.각시붕어 HSP70familycDNA의 염기서열 분석

PCR에 의하여 증폭된 각시붕어의 HSP70familycDNA 단편의 아미노

산 배열을 이용하여,타 어종과의 상동성을 ClustalW를 사용하여 비교,

분석하였다(Fig.3).

각시붕어의 RuHSP704-like는 Bicolordamselfish(Stegastespartitus,

XP_008296412) HSP70 4-like와 Amazon molly(Poecilia formosa,

XP_007562090) HSP70 4-like와 87%,박대(Cynoglossus semilaevis,

XP_008331072)HSP105와 제브라피쉬(Daniorerio,NP_999881)HSP4a

와 84%의 상동성을 나타내었다.RuHSP70은 Prussian carp(Carassius

gibelio,AAO43731)HSP70과 99%,백연어(Hypophthalmichthysmolitrix,

ACJ03595)HSP70과 피라미(Pimephalespromelas,AAS46619)HSP70과

98%, 제브라피쉬(Danio rerio, NP_001103873) HSP71과 초어

(Ctenopharyngodonidella,ACJ03596)HSP70과 97%로 높은 상동성을

나타내었다. RuHSP70 12A-like는 제브라피쉬(Danio rerio,

NP_001038900)HSP12A와 92%,Mexican tetra(Astyanax mexicanus,

XP_007244701) HSP70 12A와 91%,Zebra mbuna(Maylandia zebra,

XP_004572562)HSP7012A-like와 Bicolordamselfish(Stegastespartitus,

XP_008305029)HSP7012A-like와 85%의 상동성을 나타내었다.그리고

Grp78은 초어(Ctenopharyngodonidella,ACJ65009)Grp78과 95%,제브

라피쉬(Danio rerio, AAH63946) HSP5와 93%, Southern

platyfish(Xiphophorusmaculatus,XP_005803813)Grp78과 90%의 상동성

을 확인할 수 있었다(table.2).계통 발생의 분석에 의하면 각시붕어의

RuHSP704-like,RuHSP70,RuHSP7012A-like,RuGrp78을 MEGA 3.1

을 사용하여 잘 알려진 다른 종들과의 계통수를 나타내었다(Fig.4).
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Fig.3.Continued.
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Fig.3.Continued.
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Fig.3.Continued.
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Fig.3.Continued.
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Fig.3.MultiplealignmentoftheaminoacidsequencesoftheKoreanrose

bitterlingheatshockprotein70family(RUHSP70family)andrelated

sequences.AmultiplealignmentofaminoacidsequencesofHSP70family

wasproducedusingClustalW 1.81.GenBankaccessionnumbersforthe

analyzedsequencesarethefollowing:

a.Haplochromisburtoni(XP_005921284),Oryziaslatipes(XP_004073389),

Cynoglossussemilaevis(XP_008331072)Stegastespartitus(XP_008296412),

Poeciliaformosa(XP_007562090),Daniorerio(NP_999881),Homo

sapiens(AAH02526),Papioanubis(XP_003900145),Musmusculus(EDL33602),

Vicugnapacos(XP_006212876).

b.aniorerio(NP_001103873),Hypophthalmichthysmolitrix(ACJ03595),

Carassiusgibelio(AAO43731),Pimephalespromelas(AAS46619),

Ctenopharyngodonidella(ACJ03596),Ictaluruspunctatus(ABD77547),Bos

taurus(AAI54390),Homosapiens(AAH08907),Cricetulusgriseus(EGW02963),

Musmusculus(BAE29904).

c.Daniorerio(NP_001038900),Astyanaxmexicanus(XP_007244701),Maylandia

zebra(XP_004572562),Pundamilianyererei(XP_005747498),Stegastes

partitus(XP_008305029),Bostaurus(XP_002698580),Ovisaries(XP_004020391),

Homosapiens(XP_005269729),Falcoperegrinus(XP_005237627),Python

bivittatus(XP_007433493).

d.Poeciliareticulata(XP_008422585),Xiphophorusmaculatus(XP_005803813),

Neolamprologusbrichardi(XP_006789208),Ctenopharyngodonidella(ACJ65009),

Daniorerio(AAH63946),Homosapiens(EAW87621),Papio

anubis(XP_003911999),Musmusculus(AAA37315),Loxodonta

africana(XP_003407784),Columbalivia(XP_005513063).

Identicalresiduesareindicatedbyasterisks(*);conservativesubstitutionsare

indicatedbydots(.:).
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Fig.4.Continued
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Fig.4.Continued
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Fig.4.PhylogeneticrelationshipsoftheKoreanrosebitterling heatshock

protein70familywiththoseofotherspecies.A phylogeneticanalysisbased

onthededucedaminoacidsequenceswasperformedusingtheNJalgorithm,

andthereliabilityofthebranchingwastestedusingbootstrapre-sampling

(1000 pseudo-replicates)using MEGA 3.1.Sequences were obtained from

GenBank:

a. Haplochromis burtoni(XP_005921284), Oryzias latipes(XP_004073389),

Cynoglossus semilaevis(XP_008331072)Stegastes partitus(XP_008296412),

Poecilia formosa(XP_007562090), Danio rerio(NP_999881), Homo

sapiens(AAH02526),Papio anubis(XP_003900145),Musmusculus(EDL33602),

Vicugnapacos(XP_006212876).

b. anio rerio(NP_001103873), Hypophthalmichthys molitrix(ACJ03595),

Carassius gibelio(AAO43731), Pimephales promelas(AAS46619),

Ctenopharyngodon idella(ACJ03596), Ictalurus punctatus(ABD77547), Bos

taurus(AAI54390),Homosapiens(AAH08907),Cricetulusgriseus(EGW02963),

Musmusculus(BAE29904).

c.Daniorerio(NP_001038900),Astyanaxmexicanus(XP_007244701),Maylandia

zebra(XP_004572562), Pundamilia nyererei(XP_005747498), Stegastes

partitus(XP_008305029),Bostaurus(XP_002698580),Ovisaries(XP_004020391),

Homo sapiens(XP_005269729), Falco peregrinus(XP_005237627), Python

bivittatus(XP_007433493).

d.Poecilia reticulata(XP_008422585),Xiphophorusmaculatus(XP_005803813),

Neolamprologusbrichardi(XP_006789208),Ctenopharyngodonidella(ACJ65009),

Danio rerio(AAH63946), Homo sapiens(EAW87621), Papio

anubis(XP_003911999), Mus musculus(AAA37315), Loxodonta

africana(XP_003407784),Columbalivia(XP_005513063).
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Species Accessionnumber Identity(%)

HaplochromisburtoniHeatshock70kDaprotein4-like XP_005921284 80

OryziaslatipesHeatshock70kDaprotein4-like XP_004073389 81

CynoglossussemilaevisHeatshockprotein105kDaisoform X1 XP_008331072 84

StegastespartitusHeatshock70kDaprotein4-like XP_008296412 87

PoeciliaformosaHeatshock70kDaprotein4-like XP_007562090 87

DaniorerioHeatshockprotein4a NP_999881 84

HomosapiensHeatshock70kDaprotein4 AAH02526 72

PapioanubisHeatshock70kDaprotein4 XP_003900145 73

MusmusculusHeatshockprotein4,isoform CRA_b EDL33602 74

VicugnapacosHeatshock70kDaprotein4isoform X2 XP_006212876 74

Species Accessionnumber Identity(%)

DaniorerioHeatshockcognate71kDaprotein NP_001103873 97

HypophthalmichthysmolitrixHeatshockprotein70 ACJ03595 98

CarassiusgibelioHeatshockcognate70kDaprotein AAO43731 99

PimephalespromelasHeatshockcognate70kDaprotein AAS46619 98

CtenopharyngodonidellaHeatshockprotein70 ACJ03596 97

IctaluruspunctatusHeatshockcognate70kDaprotein ABD77547 95

BostaurusHSPA8protein AAI54390 92

HomosapiensHSPA8protein AAH08907 92

CricetulusgriseusHeatshockcognate71kDaprotein EGW02963 91

MusmusculusUnnamedproteinproduct BAE29904 95

Table2.PairwiseClustalW analysisandcomparisonofthededucedamino

acidsequenceRUHSP704-like,RuHSP70,RuHSP7012A-like,RuGRP78with

HSP704-like,HSP70,HSP7012A-like,GRP78-relatedsequencesfrom other

species.

a:RuHSP704-like,b:RuHSP70,c:RuHSP7012A-like,d:RuGRP78

a.

b.

Table2.Continued.
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Species Accessionnumber Identity(%)

DaniorerioHeatshockprotein12A NP_001038900 92

AstyanaxmexicanusHeatshock70kDaprotein12A isoform X1 XP_007244701 91

MaylandiazebraHeatshock70kDaprotein12A-likeisoform X4 XP_004572562 85

PundamilianyerereiHeatshock70kDaprotein12A-likeisoform X5 XP_005747498 84

StegastespartitusHeatshock70kDaprotein12A isoform X3 XP_008305029 85

BostaurusHeatshock70kDaprotein12Aisoform X1 XP_002698580 76

OvisariesHeatshock70kDaprotein12A XP_004020391 75

HomosapiensHeatshock70kDaprotein12Aisoform X1 XP_005269729 75

FalcoperegrinusHeatshock70kDaprotein12A XP_005237627 74

PythonbivittatusHeatshock70kDaprotein12A-likeisoform X1 XP_007433493 74

Species Accessionnumber Identity(%)

Poeciliareticulata78kDaglucose-regulatedprotein XP_008422585 89

Xiphophorusmaculatus78kDaglucose-regulatedprotein-like XP_005803813 90

Neolamprologusbrichardi78kDaglucose-regulatedprotein-like XP_006789208 88

CtenopharyngodonidellaGRP78 ACJ65009 95

DaniorerioHeatshockprotein5 AAH63946 93

HomosapiensHeatshock70kDaprotein5 EAW87621 84

Papioanubis78kDaglucose-regulatedprotein-like XP_003911999 84

MusmusculusImmunoglobulinheavychainbindingprotein AAA37315 82

Loxodontaafricana78kDaglucose-regulatedprotein XP_003407784 86

Columbalivia78kDaglucose-regulatedprotein XP_005513063 86

c.

d.
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3.각시붕어 HSP70familymRNA의 조직별 발현

본 실험에 사용된 각시붕어의 HSP70familymRNA 조직별 발현양상을

조사한 결과(Fig.5),RuHSP704-like는 난소,정소,간췌장에서 높게 나

타났다.RuHSP70은 간췌장과 정소에서 높게 발현되었으며,RuHSP70

12A-like는 난소에서 높게 발현되었다.그리고 RuGrp78의 mRNA 발현

량은 간췌장,비장,그리고 난소에서 높게 나타났다.

각시붕어의 RuHSP70family는 간췌장(hepatopancreas)과 생식소(정소,

난소)에서 높게 발현되는 것을 관찰 할 수 있었다.
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Fig.5.Continued.
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Fig.5.TissuedistributionoftheKoreanrosebitterlingRuHSP70family.

Quantitativereal-timeRT-PCR wasperformed on equalamountsoftotal

RNA isolatedfrom tissuesofnormalconditionedfish.Koreanrosebitterling

b-Actinwasusedasaninternalcontrol.Expressionlevelsofa(RuHSP70

4-like), b(RuHSP70), c(RuHSP70 12A-like), d(RuGrp78) transcript were

quantifiedbyexpressionrelativetotheβ-Actintranscriptlevel.B,brain;E,

eye;G,gills;F,fin;Si,smallintestine;H,hepatopancreas;St,stomach;Sp,

spleen;I,intestine;M,muscle;T,testis;O,ovary.Thevaluesrepresentthe

mean±SD(n=3).
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4.각시붕어 HSP70familymRNA의 발생단계별 발현

각시붕어의 부화 후 1일,3일,6일,15일,21일차의 발생단계별 RuHSP70

familymRNA 발현양상을 조사한 결과(Fig.6),RuHSP704-like의 발현

은 부화 1일차에 비해 3,6,15,21일차에 현저히 낮게 나타나는 것을 볼

수 있었다.RuHSP70의 발현은 부화 1일차에 비해 3,6,15,21일차에 높

게 나타났으며 6일차에는 일시적으로 조금 낮아졌다가 부화 일수에 따라

조금씩 높게 발현이 나타나는 것을 관찰하였다.RuHSP7012A-like의 발

현은 부화된 지 15일차에 부화 1일차보다 2배 이상 높게 나타났으며,3,6

일차에는 변화가 거의 없었다.그리고 RuGrp78의 발현은 부화 된지 15일

차에 부화 1일차보다 4.5배 높게 나타났으며,부화 6일차에는 거의 나타나

지 않았다.
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Fig.6.DevelopmentalstageoftheKoreanrosebitterlingRuHSP70family.

Quantitativereal-timeRT-PCR wasperformed on equalamountsoftotal

RNA isolatedfrom duringdevelopmentalstageofwholebodyinfish.Korean

rosebitterlingb-Actinwasusedasaninternalcontrol.Expressionlevelsof

a(RuHSP704-like),b(RuHSP70),c(RuHSP7012A-like),d(RuGrp78)transcript

werequantifiedbyexpressionrelativetotheβ-Actintranscriptlevel.The

valuesrepresentthemean±SD(n=3).
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5.수온변화에 따른 각시붕어 HSP70familymRNA의 발현

각시붕어의 간췌장(hepatopancreas) 세포 내에서의 수온변화에 따른

HSP70familymRNA 발현양상을 조사한 결과(Fig.7),RuHSP704-like

는 20,24,28℃에서는 변화가 거의 없었고,32℃에서 대조구(control)인

20℃보다 9배 높게 발현되었으며,RuHSP70는 20℃에 비해 24℃에 조금

낮아졌다가 28℃부터는 수온이 상승할 때 높게 발현이 되었다.RuHSP70

12A-like는 20℃보다 24℃에 낮아지다가 28,32℃로 수온이 상승함에 따

라 발현이 높게 나타나는 것을 볼 수 있었다.그리고 RuGrp78은

RuHSP704-like와 비슷하게 수온이 올라감에 따라 뚜렷한 변화가 없었

고,32℃때에 5배정도 높게 나타났다.

본 실험 결과를 종합하여 보면,각시붕어의 HSP70family유전자는 대

조구(control)인 20℃에 비해 24,28℃에는 별다른 변화가 없었고,32℃에

는 높게 발현되는 경향을 나타내었다.
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Fig.7.HeatshocktreatmentoftheKoreanrosebitterlingRuHSP70family.

Quantitativereal-timeRT-PCR wasperformed on equalamountsoftotal

RNA isolatedfrom hepatopancreascelloftemperaturedifferenceconditioned

fish.Fish were exposed to 20,24,28,32℃ by incubator.Korean rose

bitterling b-Actin was used as an internalcontrol.Expression levels of

a(RuHSP70 4-like),b(RuHSP70),c(RuHSP70 12A-like),and d(RuGrp78)

transcriptwerequantifiedby expressionrelativetothe β-Actin transcript

level.Thevaluesrepresentthemean±SD(n=3).
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6.수온변화에 따른 각시붕어 혈장 내 glucose농도 분석

수온변화에 따른 각시붕어 혈장 내 glucose농도를 조사한 결과 Fig.8

과 같다.

대조구인 20℃에서는 89mg/dl,24℃에서는 84mg/dl,그리고 28℃에서

는 가장 높은 값,149mg/dl을 나타내었다.그러나 32℃ 실험구에서는 가

장 낮은 값인 70mg/dl로 관찰되었다.
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Fig.8.ChangesofglucoselevelsinKoreanrosebitterlingexposedtowater

temperature.Thevaluesrepresentthemean±SD(n=3).



- 33 -

7.수온변화에 따른 각시붕어 아가미의 조직학적 관찰

수온(20,24,28,32℃)에 직접적으로 노출된 각시붕어 아가미의 조직학적

관찰 결과는 Fig.9과 같다.20℃에서는 아가미 조직의 1차 새변(gill

filament),2차 새변(gilllamella),그리고 점액세포(mucuscell)에 경시적

인 변화는 나타나지 않았으며(Fig.9-a,b),24℃에는 20℃보다 2차 새변

이 불규칙적으로 굽어지고 손상이 되었으며,상피세포의 괴사(necrosis)현

상 및 점액세포의 증식(proliferation)이 관찰되었다(Fig.9-c,d).28℃에서

아가미의 2차 새변이 더 굽어지고 손상이 심해졌으며,상피세포의 손상도

관찰되었다(Fig.9-e,f).그리고 32℃에는 상피세포의 증생(hyperplasia)으

로 인한 2차 새변의 융합(fusion)부분이 증가하였고,2차 새변의 굽어짐과

손상이 상대적으로 가장 심한 것을 확인하였다(Fig.9-g,h).

본 실험 결과를 종합해보면,각시붕어의 아가미조직의 2차 새변이 수온

이 상승함에 따라 굽어지거나 손상이 심해지고,상피세포와 점액세포의

증식 및 아가미의 조직괴사와 변성이 나타나는 것을 알 수 있었다.
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Fig.9.HistologicalobservationinthegilltissueofKoreanrosebitterling

exposedtowatertemperaturefor3days.(a,b:20℃;c,d:24℃;e,f:28℃;

g,h:32℃.gf:gillfilament,gl:gilllamella,arrowshyperplasia,destructionof

mucuscellsandnecrosisofepithelialcells)
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Ⅳ.고찰

수온은 어류의 성장과 생존에 직접적인 영향을 미치는 것으로 알려져 있

다(Kangetal.,2013).특히,수온변화는 어체의 생리적 변화를 야기시키

고 스트레스 요인으로 작용하여,생체 내 대사와 혈액성상의 변화를 일으

키는 것으로 보고되었다(BartonandIwama,1991).

HSP70family는 어류에서 가장 광범위하게 연구가 되어져 있는 스트레

스 단백질로 무지개송어(Kothary et al., 1984), medaka, Oryzias

latipes(Arai et al., 1995), zebrafish(Lele et al., 1997), 틸라피아,

Oreochromismossambicus(Molinaetal.,2000),그리고 자주복,Fugu

rubripes(Lim andBrenner,1999)등 여러 어종으로부터 분리되었다.또한

HSP70은 수온과 관련된 환경적 스트레스 요인에 민감하게 반응하는 것

으로 보고되었다(FederandHofmann,1999).

본 연구에서는 수온(20,24,28,32℃)에 따른 각시붕어의 스트레스 반응

으로, 4종류의 HSP70 family 유전자(RuHSP70 4-like, RuHSP70,

RuHSP70 12A-like, RuGrp78)의 발현양상을 조사하였다. 각시붕어

HSP70familymRNA의 조직(뇌,눈,아가미,지느러미,소장,간췌장,위

장,비장,장,근육,정소,난소)별 발현양상은 간췌장과 생식소(정소,난

소)에서 높게 발현되었다. 금강모치(Im et al, 2013)와 Paphia

undulata(Wuetal.,2014)에서도 HSP70은 간과 생식소에서 높게 발현되

는 결과를 볼 수 있었다.포유류의 경우 HSP70은 스트레스로 인해 발생

하는 apoptosis(세포사멸)로부터 세포를 보호한다고 알려져 있다(Mosser

etal.,1997;Mallouketal.,1999).비정상적인 HSP70의 발현은 생식세포

의 apoptosis를 초래하며(Dixetal.,1996),또한 이 단백질은 정세포의 성



- 36 -

숙(Allenetal.,1988;MatsumotoandFujimoto,1990)과 황체 퇴화와 관

련이 있는 것으로 알려져 있다(Khannaetal.,1995).본 연구에서는 수온

변화에 따른 HSP70family유전자의 발현양상은 생식소보다 간췌장에서

더 높게 관찰되었다.

따라서 각시붕어의 간췌장 세포를 온도(20,24,28,32℃)에 노출시켜

HSP70 family 유전자의 발현양상을 조사한 결과,32℃에서 HSP70

familymRNA 발현량이 가장 높게 나타났다.이전까지 보고된 수온변화

에 따른 HSP70 유전자의 발현에 관한 연구로는 chinook salmon,

Oncorhynchustshawytscha(Kongetal.,1996),무지개송어,Oncorhynchus

mykiss(Currie and Tufts.,1997;Currie etal.,2000;Ojima etal.,

2005a,b),Poeciliopsis 종의 사막어류들(Hightoweretal.,1999),그리고

MiramachiAtlanticsalmon,salmosalar(Lundetal.,2002)등에서도 32℃

와 같은 고온에서 HSP70유전자의 발현량이 높게 나타났으며 본 연구결

과와 유사하였다.

일반적으로 혈장 내의 glucose는 스트레스에 의해 증가되며,Bartonand

Iwama(1991)는 cortisol의 농도가 높아짐에 따라 glucose의 농도도 함께

높아지는 현상은 스트레스에 의한 호르몬 상승 반응에 의한 2차반응의 결

과라고 보고하였다.이러한 결과는 숭어,Mugilcephalus(ChangandHur,

1999),고등어,Odontesthes bonariensis(Tsuzukietal.,2001),넙치

(Paralichthysolivaceus:Chang etal.,2002),감성돔,Acanthopagrus

schlegeli(Changetal.,2006),조피볼락,Sebastesschlegeli(Baecketal.,

2014)등에서 보고되었다.본 연구에서는 수온 20,24,28그리고 32℃에서

각각 3일간 노출시킨 뒤 각시붕어의 혈장 내 glucose의 농도를 조사하였

다.20℃에는 89mg/dl,24℃에는 84mg/dl,28℃에는 149mg/dl,32℃에

는 70mg/dl로,20℃와 24℃에서는 큰 변화가 없었고,28℃에서는 대조



- 37 -

구인 20℃에 비해 약 2배 정도 높게 나타났다.이러한 결과는 적정 수온

이상이 되면 혈장 내의 glucose농도가 높아지는 것을 알 수 있었다.그

러나 혈장 내의 glucose농도가 32℃에 이르면 대조구인 20℃보다 더 낮

은 값을 보였는데,32℃에서의 각시붕어는 오히려 수온 스트레스에 적응

을 하였거나 스트레스에 의해 증가된 혈장 내 glucose의 농도에 비해 해

당과정의 소비량이 더 많은 결과로 인하여 혈장 내 glucose농도가 낮아

졌을 것이라고 보고되어 있다(Changetal.,1999).

일반적으로 어류가 수온,염분,독성 등의 환경적인 스트레스에 노출되면

아가미조직이 1차적으로 손상된다고 보고하였다(Schwaiger,1997).본 연

구에서도 3일 동안 수온노출(20,24,28,32℃)에 따른 각시붕어의 아가미

를 조직학적으로 관찰한 결과,20℃에서는 아가미 조직의 일부인 1차 새

변,2차 새변 및 점액세포에 경시적인 변화는 나타나지 않았으나,수온이

24,28.32℃로 높아질수록 아가미 조직의 세포 괴사,2차 새변의 손상 및

융합이 심해지는 것을 알 수 있었다.

본 연구 결과들을 기초로 각시붕어에 대한 수온변화 영향뿐만이 아니라

여러 스트레스 요인들이 주는 영향을 확인하기 위해 invivo와 invitro

조건에서 실험을 다양하게 수반한 세부적인 연구가 요구된다.
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Ⅴ.요약

생물의 가장 일반적인 스트레스는 환경에 의한 온도의 변화이다.수

온변화는 어류의 성장과 생존에 많은 영향을 미치는 것으로 알려져 있

다.우리나라 고유종인 각시붕어는 수온과 관련된 환경적 스트레스에

쉽게 노출된 서식환경을 가진다.열충격단백질(HSP)의 발현과 혈장 내

glucose농도변화는 생물체의 스트레스 지표로 널리 사용되고 있으며,

어류가 스트레스를 받을 때에 그것에 저항하는 하나의 기질로서 잘 알

려져 있다.

본 연구에서는 각시붕어를 대상으로 수온변화(20,24,28,32℃)에 따

른 invitro상의 세포배양실험을 통한 4종류의 HSP70family유전자

(HSP70 4-like,HSP70,HSP70 12A-like,Grp78)의 발현양상과 in

vivo상의 혈장 내 glucose농도 변화,그리고 아가미의 조직학적 관찰

도 조사하였다.

각시붕어의 간췌장(hepatopancreas)세포 내에서 수온변화에 따른 발

현양상을 조사한 결과,RuHSP70 family 유전자 발현은 대조구

(control)인 20℃에 비해 24,28℃에는 거의 변화가 없었고,32℃에는

높게 발현되는 것을 알 수 있었다.

각시붕어의 혈장 내에서 수온변화에 따른 glucose농도 변화를 조사

한 결과,20,24℃에는 거의 변화가 없다가 28℃에서 높은 농도를 보였

고 32℃에는 다시 대조 구의 농도와 비슷하게 낮아지는 것을 알 수 있

었다.

수온에 직접적으로 노출된 각시붕어 아가미의 조직학적 관찰한 결과,

아가미 조직의 괴사현상이 고수온(28℃와 32℃)에서 관찰되었다.
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