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요 약

목.Ⅰ

자 송사리 독 체를 용 계 경 해 평가 개

연구개 목 요.Ⅱ

경 염 질 인 건강과 불어 모든 생 생존에 커다란 향 미 고 있어

이들에 평가 동향 악이 요 다 경 잔 염 질들이 생 체.

내에 었 이에 손상 시키 해 생 들이 포내 나타내,

게 는 것 이용해 경 염 질 해 평가를 이 마커 개 고 그 변,

를 분 여 민감 고 간편 계 해 평가를 실 고자 다.

연구개 내용 범.Ⅲ

모든 계에 식 는 자 송사리를 상 목 자 분리 동 통해 PAHs,․

등 경 해 질 특이 인 독 체 지 를 굴 고 능POPs, EDCs ,

고찰 며 이들 탑재 를 개 여 경 해 질 해, HazChem Fish Array ,

는 법 작 다.

연구개 결과.Ⅳ

계 경 해 평가용 개 종 이상 이 마커 고 경DNA chip (1,000 ) ,

해 질 특이 인 독 체 지 를 굴 다 그 지 들 능 고찰 며. ,

차 인 를 개 여 경 해 질 해 법 작2 HazChem Fish Array

다.

연구개 결과 용계획.Ⅴ

과 같DNA chip O 이용 진단 립 여 신약 신 질n-chip tool

생 해 독 고 계 경 보건분야에 공 있다.

장 용 법 산업 지구 경변 에 생태계 변동 뿐 아니

라 장 경규 립 경 책과 연계시키고자 다.



S U M M A R Y

요 약( )

. Title of the studyⅠ

Technical development for aquatic environmental risk assessment using Javanese

medaka toxicogenomes

. Objectives and significance of the studyⅡ

When the hazard chemicals are observed into body, the organisms start

responding against them from cellular level so this study aims to develop it as

the risk assessment biomarkers and analyze it for easy and sensitive risk

assessment.

. Contents and Scope of the studyⅢ

Javanese medaka are exposed to persistent organic pollutants and the

chemicals-specific biomarkers are developed. Its functions would be discussed

and HazChem Fish Array is constructed. Also the prediction methods are

established for environmental hazard chemicals risks.

. Results and Discussion of the studyⅣ

The primary DNA chip including about 1K biomarkers was obtained and

toxicogenomic indicators were developed. The indicators were classified and the

functions were discussed. HazChem Fish Array was accomplished after analysis

of DNA chip hybridizations and the risk prediction procedures were prepared

for the environmental hazard chemicals assessment.

. Perspectives of the studyⅤ

Diagnostic tools based on DNA chip are to be applied for biological toxicity

prediction of newly developed drugs/chemicals and aquatic environmental health

assessment. The results can be associated with establishment of the prolonged

environmental policy and regulations for persistent conservation of ecosystem.
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연구개 요 요1

가. 경 산업 요․

인 가 이룩 산업 는 도시 를 통 인 집 고 료 보건20 ,

스 는 인 명 연장에 인구 증가를 가속 다 이에 라 인간 동에.

자연 경 변 는 다양 생 들 생존 태롭게 고 있 며 궁극,

는 인 생존에도 큰 이 고 있다 라 경 는 인 가 당면 고 있는.

안이라 생각 다 우리나라 경우 지난 여 간 약 인 산업 다양 해. 40

질에 토양 계 염 야 고 특히 계 경우에는 량 산업폐, ,

생 래 다 자연 경 출 산업폐 는 천 강등 담 계 경. , ,

역 해양 계 경 염시키고 있다 질 염이 요 사회, .

후 이후부 경 는 인간과 생태계 안 과 직결 는 매우 요80

며 민감 이슈 다루어지고 있다, .

해 질이란 공업 농업 등 인간 동 부 생 어 인간 포함 생 들 건강, ,

는 질 미 여 속 합 겐 합 등 나 어진다, , , .

이들 경에 출 어 랫동안 잔 면 생태계 이사슬 통해 생 체에 축 는

잔 염 질 는(POPs: Persistent Organic Pollutants, PBTs: Persistent

험 이 특히 시 고 있다 잔 갖고 심각Bioaccumulative and Toxics) .

띄는 질들 는 다 향족탄 소 (PAHs: Polycyclic Aromatic Hydrocarbons),

합 폴리클 리 이티드 페닐(VOCs: Volatile Organic Compounds), (PCBs:

주 합 염소계 농약 질소 향족 는 속계Poly Chlorinated Biphenyl), , ,

합 인 함 료 에스트 계열 합 그리고 카드뮴등과 같 속, , , ,

종 등이 있다 염 질들 인 합 염 질 생체내 면 거 분.

해 지 않고 체내 지질에 착 어 내분 계 능 란시키 도 며 특히 이들 내분,

장애 질 이라 다(EDCs: Endocrine Disrupting Chemicals) .

는 연료나 이 풍부 질 연소에 해 생 며 산업폐 소각산PAHs , , ,

자동차 가스등이 요 입원 알 있고 동 이나 사람 몸에 들어가 암 돌연, ,

변이를 며 르몬 작용 해 란 는 것 보고 고 있다 원 부 직, , .

입 거나 과 에 입 도 며 부 질에 쉽게 착 어 계 질에 퇴,

면 소 과 잔 에 퇴 에 높 농도 축 있다 실 미국. NOAA

사업 조사에 조사 에NS&T Hudson/Raritan estuary 29324 ng/g dw, Long

조사 에 에 등Island Sound 10395 ng/g dw, Boston Harbor 15405 ng/g dw

퇴 농도가 매우 높게 조사 었고 우리나라 경우 경 만 남동공단에PAH , 1207.9



인천 만 부 부근에 각각 포항 등ng/g dw, 4025.7, 2607.4 ng/g dw, 3618.6 ng/g dw

높 농도를 다PAH .

합 질 계 종 이상이 사용 고 있다 이 에 지속 이 강60,000 .

등 염소계 농약 등 생산이나 사용 여러 진국에 지 었지만DDT PCBs ,

염소계 농약 그간 상에 축 것 부 아직 지 천 해양에 입 고 있 며,

경우도 과거에 생산 품 등에 계속 경내 출 고 있 에 진국PCBs

에 는 모니 링 항목 채택 고 있다 행 해 평가 법 그 개 에 막 용이.

소요 므 주 미국 경보 청 과 경 개 구 를 심 연구(US EPA) (OECD)

가 이루어 개 해 평가 지침 가 계 사용 고 있다 우리나라 경우 자.

체 인 해 질에 해 평가는 거 없는 이며 재 개별 질에 향,

평가는 폐 출 처리장 질 해양 등과 같, ,

향평가는 매우 미 다.

지난 월 체결 잔 염 질 조 사용 지 는 스톡 름 조약이2001 5

월 효 에 라 특 잔 염 질 감과 국가 노 과 함께2004 5

업 출 감시 공 개 등 통 단계 감 자국내 염 질,

해 평가에 공 보를 탕 심사 원회가 각 질에 해 지 규POPs

요 외 조 요 등 단 게 이다 클 데 살충 헥사 모, . ( ),

페닐 난연 헥사클 시클 헥산 살충 등에 이용 벤타 노지페닐에 난연( ), ( ), ( )

벨 탄스르폰산 이 추가 것이 월 회 에 시(PFOS) 2005 11 EU

노르웨이 스웨덴 부에 해 안 가운데 자국내 잔 염 질에 해, ,

평가 평가결과는 국 규 직 향요인이 시 사항이다.

이에 본 연구는 경잔 염 질들이 침 는 미립자상 질 과 이를 통해,

생 체내에 었 염 질에 생리 손상 시키 해 생 들이 포내,

사과 조 는 나타내게 는 것 이용 여 특 생리 작과 생태 변 를 연

결시킨 포내 변 를 경 염 질 해 평가를 이용 여 그 이 마biomaker ,

커들 변 를 분 여 민감 고 간편 계 해 평가를 실 해 보고자 는 시도이다.

경 염 질 인 건강과 불어 모든 생 생존에 커다란 향 미 고 있 므 이

들에 평가 동향 악이 요 다 이를 통해 염 질 험 경고 고. ,

질 이용 엄격 규 리에 입각 자원 생 자원 효 인 이용 실 여

료 용 뿐 만 아니라 산업 장에 염 질 거 감 해 입 는 부가 용 등,

감함 써 경 이득 취 있 과 동시에 국 규 상 질에 조약 근

거자료 시 어 국 경 권고 부 는 불이익 막는 요 지니게

것이다.

나 연구개 요.

이동통 인 천 그리고 거 에 식 는 동식 나 경이 구 며, ,

양 질 는 사람 생존과 건강 어 생태계에 향 미 에 해·



질 노출에 른 해 인 평가 는 작업 해 질 해·

효과 리 는 것이 요 다.

계 해 질 해 평가 법 독 질 농도 노출시간에 라 독 평가

만 독 평가 구분 며 시스 구 원리에 라 체, (static non-renewal),

체 연속 출 법 분 여 생 군집평가 생(static renewal) (flow-through) , ,

독 시험 생 행태시험 생 농축 어 병리연구를 행 고 있다 생 에 염, , , .

질 독 악 는 법 는 일 LC50 (Lethal Concentration) EC50

등 시험생 체 사나 부동과 같이 단이 쉬운 지 가 이용(Effective Concentration) ,

다.

그러나 이 같 지 들 염 질에 생 체 사변 극단 인 종 결과이므

높 농도에 노출 경우에만 산출 가능 다는 그리고 합 이 실험에 이용,

었 경우에는 생리 변 원인이 는 해 합 특 이에 생

조 는 분자 작 규명에는 효과 이지 못 등이 단 작용 다 이를( . 8).

체 있는 것이 생리 손상이 인 훨씬 이 에 나타나는

자 단 질 생 변 검출이다.

염 질 독 시험에는 일 담 계 경우에는 벼룩 송어 붕어 잉어 등, , ,

이 역과 해양 계 경우에는 요각 단각 담 다모 그리고 어 써는 해산, , , , ,

멸 등 이용이 추천 고 있다 연안 역 염 부분 상 담 원이minnow, .

므 계 염 연 갖는다 그러나 천과 역 독 시험이 동시에, .

가능 생 아직 지 개 지 못 고 있 에 각 다른 생 이용 여 독 시험,

이 진행 고 있다 즉 강이나 천 구역 염 해 평가 는 독 평가를 실시. ,

경우 상이 종 이상 생 이 요 며 종 특이 에 른 결과 곡이 생 가능, ,

도 없다 역 경우 염도가 높아짐에 라 염 질들 계내 염이나.

다른 합 등과 결합 여 담 에 는 다른 생 독 향 나타내게 며 이 역시 생,

독 평가 어 운 작용 다 라 만일 천과 역 독 시험에 동시에 용.

가능 시험생 종이 개 다면 이 같 없이 일 있는 결과를 얻 있 것이

며 특 염 질 동태를 천 구역에 연속 그리고 효 추 있, ,

것 생각 다.

자 송사리 (Oryzias javanicus)는 역 어 담 해 에 이르는 염,

분 보이는 것 근 알 며 작 크(Inoue and Takei, 2002, 2003), (4

미만 짧 산란능 사 용이 등 실험 생 갖추어야 조건들 모cm ), ,

만족시키고 있다 특히 송사리. (Oryzias latipes 진 매우 가 울 것 상 는)

송사리에 축 어 있는 다양 생 보를 참고 있는 장 도 가지고 있다, .

미국 에 는 담 어인 일본송사리USEPA (Oryzias latipes 사 법 생 사를 이용)

생 검 지침 를 시 여 다양 질 만 독 식 에 포함 첨가,

독 연구에 이용 고 있고 일본 랜 간 동안 일본송사리를 이용 생 검 에,

연구를 진행해 고 있다 계 시험어종인. Atlantic salmon, rainbow



들과 함께 독 시험법 사trout, common carp, fathead minnow, zebra fish

법 생 사 등이 연구 어 시험어종 담 송사리를 용 고 있는 자 송사리를 이용,

경 평가 개 이러 담 송사리에 립 보를 탕 담 해

계를 아우르는 다양 염 질 장시료에 평가를 가능 게 있 것이

다 자 송사리를 이용 평가 해양 경 뿐만 아니라 구역에 일어날 있는.

염 상 조 에 진단 고 는데 크게 여 여 국 시험어종 를 해

볼 있다.

본 연구에 는 자 송사리 (Oryzias javanicus 독 체) 를 이용 여 계 경잔

염 질인 다 향족탄 소 합 내분 장애(PAHs), (VOCs)

질 존재여부 단이 가능 개 여(EDCs) DNA chip , PAHs, VOCs EDCs

해 평가에 용 고 계 경 염 질 해 사 있는 경독 체,

립 것이다.

재 개 어 해 평가에 리 용 고 있는 분자생 법 단 질 에 효

소 도 법 통 염 질 특이 단 질 량법등이다 자 경우에는ELISA .

통 glutathione reductase (GR), glutathione peroxidase (GPx), catalase (CAT),

등 여 평glutathione S-transferase (GST), superoxide dismutase (SOD)

가에 사용 고 있 나 단 질 변 험 이 있 며 질과 특이 이 떨어짐 써 생, ,

는 가 항시 동 다 후자 경우 특 단 질 량 해 는 실험 생. ,

특 단일클 항체 가 요 나 항체 작에 많 용과 시간이 소(monoclonal antibody) ,

요 므 부분 간편 며 상용 어 있는 다클 항체 가 사, , (polyclonal antibody)

용 고 있는 실 이다 그러므 이 법 역시 항원 항체 특이 이라는 면에 심각. -

를 내포 고 있다.

지난 여 간 단 질 포 리아 등과 같 이 질 분 시10 DNA, RNA, , ,

도체 축 마이크 계 리 상 극 용 여,

이나 개 해 다 마이크 스 일에 생 분 행DNA chip microfluidic chip .

에는 이 샘 과 는 면 과 부 가 크면 클 분 이 용이 게 다 칩.

이용 여 분 행 면 면 부 가 획 증가 에 칩 이용 생

분 에 연구가 계 히 진행 고 있다 이 히 복해. DNA chip

행 는 분 나 칩 에 동시에 병 처리 함 써 분 효 높이는 마이크

어래이 태 개 어 다.

노동과 시간 집약 이 존 분 법에 여 여러 가지 이 가지고DNA chip

있다 를 들어 샘 분 시간이 단축 고 귀 생 질 소 도 일 있 며. , , ,

집 도가 높아 복잡 분 과 나 칩에 행 있어 분 과 자동 여 향

상 분 결과를 도 있다 인해 는 단 질 경우. PAHs, VOCs EDCs

그 농도가 아주 낮아 존 법 감지 면 많 양 샘 과 분 시간 다양 장 등,

이 요 게 어 장에 실시간 감지 어 운 면이 있다 라 본 연구에 는.

이러 장 극 용 여 극소량 샘 만 사용 여 도 른 시간 안에DNA chip



효과 인 분 있는 해 평가에 용 고자 다POPs .

본 연구에 는 독 체 경 해 평가에 용 여 해 질 해 평가용

자 송사리 개 고 그 이용법 여 천 구역등 계 경DNA chip , ,

개 에 이 지 고자 다.

연구개 국내외 황2

가 해외 개 동향시장. ․

미국 에 는 담 어인 송사USEPA (United State Environmental Protection Agency)

리 (Oryzias latipes 사 법 생 사를 이용 생 검) (USEPA, 1991a)

지침 를 시 다양 질 만 독(USEPA, 1991b) , (Holcombe et al.,

식 에 포함 첨가 독1996; El-Alfy et al., 2001; Johnson et al., 2002), (Geter

연구에 이용 고 있 며 인트 스강 구 뉴베드포드 버 같 염et al., 2000) , ,

지역에 어 를 이용 여 퇴 염 도를 감지 는 시스 개 있다.

일본 경우 랜 간 동안 송사리, (Oryzias latipes 를 이용 생 검 에 연구가)

진행 어 다 (Yamamoto, 1975; Ishikawa et al., 1984; Klaunig et al., 1984;

Hyodo-Taguchi and Egami. 1985).

지 생 별 독 향 평가분야에 는 독일 베를린 공 미국 미시건 등, , , USEPA

어 난황단 질 검출 시험법에 용 고 노르웨이CYP1A, (vitellogenin, VTG) , B

사에 는 품 여 일부 어종에 여 시 이다.

나 국내 개 동향시장. ․

본 시험어종과 사 종인 담 송사리 는 소 어 상 생 사 사망, ,

암 연구 간 독 분 자연구 장 생식 독 등에 해 연구, , , (aromatase), ,

에 있고 나 강등 염 법 를 이용, zebra fish

분 법 등이 이용 고 있 나 모든 계 담 연안역Metallothionein (MT) , ( , )

해 평가에는 계가 있다.

재 국해양연구원 남해특 연구부에 는 역에 채집 자 송사리를 보 여 종

지 차원에 양 고 있 며 본 생 사 악 지가 가능 상태이며 근 이 어, ,

종 이용 경독 평가 연구가 진행 있다.

자 송사리를 이용 생 독 평가 개 어 양 어체 생 검, ,

이 마커 개 자 조작 극미량 생체축 질 분 등 이미 본 연, ,

구 이 국내외 경쟁우 를 지 며 보 고 있다.

연구개 상 차별3



해산시험어종 부재 인해 야 는 담 어종에 연구결과 외삽에 른-

해결 고자 며,

존 독 시험법과 불어 아 사 독 농도에 나타나는 포내- (sub-lethal)

에 지 개 포함 고 있다.

담 에 해 경 지 생존 생식이 가능 자 송사리를 상 함- (0 ) (35 )‰ ‰

써 새 운 연구 트 드 고 리드 것 다, , .

다양 해 질에 가능 지 독 시험법 시함 써 신규 질- ,

에 조 가능 법 시 것이다.

인 생태계 생존이 걸린 경 염 조 에 진단 여 미래에 이 가능- ,

생체지 그 이용 법 시 것이다.



장2 연구개 목 내용



장 연구개 목 내용2

연구 종목1

계 경 해 평가용 개 종 이상 이 마커- DNA chip (1,000 )

이용 경 해 질 해 법 작- DNA chip

연도별 연구개 목 평가 법2

구분 연구개 목 연구개 평가 법

차 도1
계 경에 해PAHs

평가용 개DNA chip

특이 구축- PAHs cDNA library

염 열 분 여부

자 를 통 능검색 여부- DB

후보 자 별 여부-

용 자 별 여부-

작 검 여부- DNA chip

차 도2
계 경에 해POPs

평가용 개DNA chip

특이 구축- POPs cDNA library

염 열 분 여부

자 를 통 능검색 여부- DB

후보 자 별 여부-

용 자 별 여부-

작 검 여부- DNA chip

차 도3
계 경 해 평가용 통합

개DNA chip

특이 자 후보 굴- EDCs

여부

해 질- 특이(EDCs) 변

공통 변 자 분 여부
해 질별 자 변-

량 여부
통합 작 평가- DNA chip ,

보 여부



연도별 추진체계3
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장 연구개 결과 용계획3

연구개 결과 토1

가 특이 구축. PAHs (Polycyclic Aromatic Hydrocarbons) Subtractive cDNA library

인간 경우 달리 자 다 송사리 경우에는 체 구조에 많 연구결, ( )

과가 축 어 있지 않 므 경 해 질 노출에 량이 변 는 특이 자 후, ,

보들 탐색이 행 어야 다 재 이 같 근 해. , subtractive cDNA library

감산라이 러리 구축 차등 합효( ) , differential display polymerase chain reaction (

소 연쇄 이종간 마이크 어래이 실험), heterologous microarray hybridization ( )

목 자 분리 등과 같 법들이 이용 고 있는데 본 연구에 는 특이 자, PAHs

후보 굴 해 인 인, PAHs benzo[a]pyrene(B[a]P, 100 ppb)

에 자 송사리를 노출 고 간 출 여benzo[k]fluoranthene (B[k]F, 10 ppb) ,

를 구축 고 각 클 들 작 통해 후보subtractive cDNA library , sequencing ,

자들 굴 다 그 법 아래에 간단히 고 결과에 해 논 해 보고자 다. , .

재료 법(1)

노출PAHs①

실험실 조건에 시 는 에 자 송사리를B[a]P (100 ppb) B[k]F (10 ppb) 24

시간 동안 노출 다 실험에는 부 후 개월 컷 자 송사리를 이용. 12-14

다 에 노출 지 않 자 송사리를 조군 다. PAHs .

추출RNA②

에 노출 자 송사리 부 간 출 여 이 부 를 추출 보 다PAHs , RNA , .

추출에는 이용 며 추출 는RNA Trizol (Sigma, USA) , RNA denatured agarose

법에 해 분리 고 에 해 도를 인 다gel electrophoresis , UV spectrophotometry .

특이 구축B[a]P B[k]F cDNA library③

추출 를 를 이용 여RNA PCR-select cDNA subtraction kit (BD Sciences)

특이 를 구축 다POPs cDNA library .

클 들 염 열 분④

구축 각 에 작 택 약 클 씩 클subtractive cDNA library 1,000 , 2,000

에 해 염 열 분 실시 다.



특이 자들 능검색PAHs⑤

자 를 이용 여 자들 능 검색 고 목 다DB .

결과(2)

구축에 특이 자 분리Subtractive cDNA library PAHs①

특이 자 분리 보B[a]P㉮

자 송사리를 에 시간 동안 노출 후 간 출 여100 ppb B[a]P 24 , subtractive

를 구축 다 약 클 에 염 열 분 고 를 통해cDNA . 1,000 , BLAST search

종 자들 별 다22 ( 1).

부 얻어진 특이 자 목< 1> Subtractive cDNA library benzo[a]pyrene

Subject ID Annotation

XM_778806.2
PREDICTED: Strongylocentrotus purpuratus similar to Ribophorin II
(LOC578649), mRNA

M12530.1 Human transferrin mRNA, complete cds

XM_789095.1

PREDICTED: Strongylocentrotus purpuratus similar to Ficolin 2
precursor (Collagen/fibrinogen domain-containing protein 2)
(Ficolin-B) (Ficolin B) (Serum lectin p35) (EBP-37) (Hucolin)
(LOC589457), mRNA

DQ296039.1 Arachis hypogaea acidic proline-rich protein PRP25 precursor-like
mRNA, complete sequence

AY522617.1 Oreochromis mossambicus ribosomal protein L9-like mRNA, partial
sequence

AB042026.1
Oncorhynchus mykiss LBP/BPI-2 mRNA for LBP (LPS binding
protein)/BPI (bactericidal/permeability-increasing protein) like-2,
complete cds

AY156726.1 Pseudopleuronectes americanus 1-Cys peroxiredoxin mRNA, partial
cds

NM_076366.3 Caenorhabditis elegans AdaPtin, Small chain (clathrin associated
complex) family member (aps-2) (aps-2) mRNA, complete cds

XM_680269.1 PREDICTED: Danio rerio similar to Glucose-6-phosphatase
(G6Pase) (G-6-Pase), transcript variant 1 (LOC563180), mRNA

XM_792372.1 PREDICTED: Strongylocentrotus purpuratus similar to aldolase a,
fructose-bisphosphate (LOC592868), mRNA

BC045924.1 Danio rerio inter-alpha (globulin) inhibitor H2, mRNA (cDNA clone
MGC:56119 IMAGE:5411593), complete cds

AB020962.1 Paralichthys olivaceus mRNA for complement component C8 beta,
complete cds

XM_588051.2 PREDICTED: Bos taurus similar to NPC1 (Niemann-Pick disease,
type C1, gene)-like 1 (LOC539550), mRNA

NM_001031676.
1

Danio rerio poly A binding protein, cytoplasmic 1 a (pabpc1a),
mRNA

AF012465.1 Pleuronectes americanus aminopeptidase N (ampN) mRNA,
complete cds

DQ535181.1 Oryzias latipes betaine aldehyde dehydrogenase (Aldh9A1) mRNA,
complete cds

AB025575.1 Oryzias latipes Orla C3-1 mRNA, complete cds



특이 자 분리 보B[k]F㉯

자 송사리를 에 시간 동안 노출 후 간 출 여10 ppb B[k]F 24 , subtractive cDNA

를 구축 다 약 클 에 염 열 분 고 를 통해 종. 1,000 , BLAST search 43

자들 별 다 ( 2).

부 얻어진 특이 자 목< 2> Subtractive cDNA library benzo[a]pyrene

AY297923.1
Oryzias latipes cytochrome P450 1A (CYP1A) mRNA, complete
cds

AB023582.1 Cyprinus carpio mRNA for ATP synthase beta-subunit, complete
cds

NM_214759.1 Danio rerio legumain (lgmn), mRNA

DQ660324.2 Oryzias javanicus heat shock protein mRNA, partial cds

Subject ID Annotation

EF208039.1
Zoarces elongatus isolate 309 cytochrome c oxidase subunit I
gene, partial cds; mitochondrial

AY847462.2 Acanthopagrus schlegelii antiquitin mRNA, complete cds

NM_212724.1 Danio rerio aldehyde dehydrogenase 7 family, member A1
(aldh7a1), mRNA

DQ122784.1 Medicago sativa clone C43 putative splicing factor Prp8 mRNA,
partial cds

AJ844288.1 Platichthys flesus mRNA for apolipoprotein AI precursor (apoa1
gene), clone PfIL002d09

AB070746.1 Vigna angularis AdGt-3 mRNA for glucosyltransferase-3,
complete cds

AB232923.1 Oryzias latipes hox gene cluster, complete cds, contains hoxDa

AB000899.1 Oryzias latipes mRNA for membrane guanylyl cyclase OLGC3,
complete cds

AB232920.1 Oryzias latipes hox gene cluster, complete cds, contains hoxBa,
evx homologue on hoxBa

AB183488.1 Oryzias latipes DNA, MHC class I region

AY522608.1 Oreochromis mossambicus 14 kDa apolipoprotein-like mRNA,
partial sequence

EF581895.1 Paralichthys olivaceus fibrinogen beta chain precursor, mRNA,
complete cds

XM_522461.2 PREDICTED: Pan troglodytes similar to F1FO-type ATPase
subunit d (LOC467061), mRNA

XM_001341513.
1

PREDICTED: Danio rerio similar to Apoa4 protein
(LOC100001579), mRNA

U34341.1 Oncorhynchus mykiss 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

AM086629.1 Spisula solidissima mRNA for nerve hemoglobin (nHb gene)
AB025575.1 Oryzias latipes Orla C3-1 mRNA, complete cds

XM_796763.2
PREDICTED: Strongylocentrotus purpuratus similar to
Adaptor-related protein complex 2, beta 1 subunit, transcript
variant 3 (LOC577543), mRNA

AY296113.1 Ixodes scapularis beta-adaptin mRNA, partial cds

AB025576.1 Oryzias latipes Orla C3-2 mRNA, complete cds
AJ310811.2 Ostertagia ostertagi mRNA for heat shock protein 20 (hsp20



나 이종간 마이크 어래이 실험 통 노출 자 송사리 자 일링. B[a]P

근 리고 마이크 어래 개 분에 체 에 자 분 이cDNA

가능 게 었다 마이크 어래이 매우 강 도구 인식 고 있고 생생 생. , ,

리 독 과 같 생 과 다양 분야에 용 고 있다 뿐만 아니라 이. ,

자 차등 미생 검출 과 체 분야에 용 고 있다, , SNP genotypying .

그러나 마이크 어래이 작 인간 포함 소 모델 생 들과 같이 포 인 자

자료가 축 어 있는 생 에 만 가능 다 모델 생 경우에는 체.

자 결과가 축 어 있지 않 에 마이크 어래이 용이 가능 지 않다 이.

gene)

XM_001331870.
1

PREDICTED: Danio rerio similar to C1q-like adipose specific
protein (LOC793037), mRNA

EF546464.1 Oryzias latipes cytochrome P450 2P3 mRNA, complete cds

AB006593.1
Oryzias latipes orla-B2m mRNA for b2-microglobulin, complete
cds

DQ660321.1 Oryzias javanicus transferrin mRNA, partial cds

AB207138.1
Oryzias latipes nppc3 and nppb genes for C-type natriuretic
peptide-3 precursor, B-type natriuretic peptide precursor,
complete cds

AY342000.1
Oreochromis mossambicus receptor for activated protein kinase C
mRNA, complete cds

AY500892.1
Anemonia viridis mitochondrial 60 kDa heat shock protein mRNA,
complete cds; nuclear gene for mitochondrial product

D84063.1 Oryzias latipes Bf/C2 mRNA, complete cds

AB111382.1
Oryzias latipes mRNA for fructose-bisphosphate aldolase B, partial
cds

AJ508061.1
Spodoptera frugiperda mRNA for allatotropin (at gene), clone
T7-R9-2

NM_001093250.
1 Xenopus laevis MGC81149 protein (MGC81149), mRNA

AB046829.2 Homo sapiens mRNA for KIAA1609 protein, partial cds
AY461597.1 Synthetic construct arsenic-like protein gene, complete cds

U34341.1 Oncorhynchus mykiss 28S ribosomal RNA gene, partial sequence

M36717.1 Human ribonuclease/angiogenin inhibitor (RAI) mRNA, complete
cds

AF501322.1 Acanthopagrus schlegelii liver-basic fatty acid binding protein
mRNA, partial cds

AB084472.1 Triakis scyllium mRNA for beta actin, complete cds

EF581895.1 Paralichthys olivaceus fibrinogen beta chain precursor, mRNA,
complete cds

AB110698.1 Oryzias latipes OlGC-R2 gene for guanylyl cyclase, exon 1-25,
complete cds

XM_392027.3 PREDICTED: Apis mellifera similar to Chloride intracellular
channel CG10997-PA (LOC408481), mRNA

AB022280.1 Oryzias latipes gene for soluble guanylyl cyclase alpha subunit,
complete cds

AB092690.1 Oryzias latipes GnRH-R1 gene for gonadotropin-releasing
hormone receptor 1, complete cds



러 극복 해 이종간 는 종간 마이크 어래이 분 이 생리 변 를,

는 차등 자 모니 링에 용 있다 이종간 마이크(Eddy et al., 2008).

어래이 분 용 통해 경변 에 는 자들 굴과 같 생태독

용 매우 요 데 그 이 는 자연에 식 고 있는 생 들 부분이 모델 생 이,

에 이들 종 상 마이크 어래이 개 이 불가능 이다 (Buckley,

2007).

다 향족탄 소 는 계 경에 지속(Polycyclic aromatic hydrocarbons, PAHs)

이 매우 강 염 질이며 이들에 염 연료 불 연소, , ,

출과 같 인간 동에 재해 등에 해 매 증가추 에 있다 이들 생 농축 잠, .

재 이 생 식 담 다모(Warshawsky et al., 1995), (Nesto et al., 2007),

어 에 보고 있다(Morales-Caselles et al., 2008) (Cheikyula et al., 2008) .

벤조 이 생태독 질 써 동 에PAH , (Benzo[a]pyrene, B[a]P) ,

암효과 면역 능 해 등이 포 보고 고 있다 는 생 미 단계에. B[a]P

체 생 해 는 등 독 효과를 보이며 이는 산업에 경 손실,

생태계 내 이망 란 원인이 다 라 경 염 이 농도에 생 에.

생 효과를 검출 는 것이 요 다고 생각 다B[a]P .

경 체 연구에 어 모델 요 이미 알 진 있 나 (Cossins et al.,

재는 소 해산 어 만이 국 구에 해 독 시험 어 추천 어 있다2005),

라 새 운 해산 시험어 개 이 강 이 요구 고 있는데 자 송사리(OECD, 1992). ,

가 매우 좋 후보가 있다고 생각 다 독 시험어 이들 잠재 에 해 는.

이미 보고 있다 본 연구에(Yu et al., 2006; Imai et al., 2007; Woo et al., 2009).

는 담 송사리 마이크 어래이 과cDNA (Medaka 750 Medaka Early-stage Embryo 2200

어래이 를 이용 여 에 노출 자 송사리 간, Ecogenomics Inc, Fukuoka, Japan) , B[a]P

에 차등 자 분 다 여 에 얻어진 차등 자들 노출 생. B[a]P

지 독 에 해 도 는 분자 연구 자료 용, B[a]P B[a]P

있 것 생각 다.

재료 법(1)

실험생 질 노출, RNA①

부 후 개월 컷 개체를 노출군에 용 다 자 송사리를12-14 . B[a]P

에 시간 동안 노출 고 실험군과 조군 부 간 출 여(Supelco, USA) 100 ppb 24 , ,

를 이용 여 를 추출 다RNeasy Mini Kit (Qiagen, Germany) RNA , . First strand

합 시에는 체 합 주 사용 며cDNA RNA 1 g cDNA , T7-oligoμ

를 이용 다 를 이용 과 에 해dT primer . Amino-allyl UTP in vitro transcription

를 합 다 시료는 염료 지 고 후double strand cDNA . aRNA Cy5 ,

마이크 어래이 실험에 이용 다 역 사 과 에 합 과medaka cDNA . Cy5-aRNA

에는 를 이용Amino Allyl MessageAMP aRNA kit (Ambion Inc., Austin, TX, USA)



다.

마이크 어래이를 이용 자 분cDNA②

본 연구에 이용 마이크 어래이는 사 에 해cDNA Ecogenomics (Fukuoka, Japan)

개 것 담 송사리 체 원 개 원 개 를 탑재 고 있다, 833 2222 .

지 각 시료는 마이크 어래이에 다 용액 조cDNA hybridize . Hybridize 50%

같 며 에 시간 동안 진행 다formamide/5x SSC/0.5% SDS , 42 16 . 1x℃

용액 분과 분간 회에 걸쳐 다 계속 여SSC/0.2% SDS 5 15 2 . 0.1x SSC/0.2%

용액 분간 회 다 가 난 마이크 어래이 슬라이드는SDS 5 2 . GenePix

해상도 스캐닝4000B scanner (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) 10 mμ

다.

통계분③

얻어진 마이크 어래이 데이 는 독립 여 각 마GenePix 400B scanner ,

이크 어래이에 평균 량 얻었다 얻어진 결과는 에 해 분. ArrayStat z-test

며, P 에 검증 다< 0.01 .

결과 고찰(2)

독 에 해 도 는 자들 동 해 담 송사리 마이크 어래B[a]P , cDNA

이를 이용 여 노출 자 송사리 간 자 일링 행 다 분 결, B[a]P .

과 종 자 량이 향 것 악 다38 (P 이들 자 종< 0.01). 23

자 이 도 었 며 종 이 억 었다 분리 종 자, 15 ( 9). 38

들 능 포 주 생 내분 생식 면역, (2, 5.3%), (4, 10.5%), / (9, 23.7%),

사 핵산 단 질 결합 신 달 등 구(4, 10.5%), (9, 23.7%), / (7, 18.4%), (2, 5.3%)

분 었 며 나 지 종 범주에 포함 지 않는 것이었다, 1 ( 3).

본 연구 목 는 이종간 마이크 어래이 실험 통해 새 운 해양 시험어종인 자 송사

리에 잠재 생 효과를 추 는 것이다 스크리닝 결과 능B[a]P . ,

암 내분 계 장애 계 장애 면역 해독작용 분자샤페 산소 조건 신, , , , , , ,

경계 장애 타 생 등에 속 는 종 차등 자를 동 다 이들38 .

자 변 에 가능 해 아래에 논해보고자 다.



법에 해 얻어진 노출에 해 이 도 는< 3> Heterologous hybridization B[a]P

억 는 자 목 시 자는 조군에 해 증가 는 감소 량 나타.

냄 (P < 0.01)

Category Gene FD* Accession No.

Up-regulated 　

Cell cycle Cyclin D2 2.90 AU241108

Receptor of activated protein

kinase C1 (RACK1)

2.29 AF025331.1

Development HOXC5A 3.86 AB026960

Growth differentiation factor 11

(Gdf11)

2.90 AF411599.2

Otx2 2.74 AJ000939

Endocrine/

Reproduction

Gonadotrophin-releasing hormone

receptor 1 (GnRHR1)

2.37 AB092690.1

Immune Complement factor (Bf/C2) 2.03 D84063

Orla C3-1 2.47 AB025575

Orla C4 2.23 AB025577

Metabolism Cytochrome P450 1A 11.73 AY297923

Transferrin 2.76 D64033

Angiotensin converting enzyme

(ACE)

2.23 L40175.1

Proteasome activator 28 alpha

subunit (PA28)

2.06 AF527990.1

Procollagen lysine 2-oxoglutarate

5-dioxygenase precursor (PLOD)

2.05 AF054274.1

Nuc./Prot.

binding

Translocon-associated protein

-chain (Trap -chain)γ γ

2.96 AV669630

Muscle-specific beta 1 integrin

binding protein 2 (MIBP2)

2.57 BC066586.1

Warm-temperature-acclimation-

related-65kDa-protein-like-protein

(Wap65)

2.38 AB075199

Heat shock protein 70 cognate 2.11 D13669.1

Eukaryotic translation initiation

factor 3, subunit 2 (beta)

2.07 BC029625.1

Chaperonin containing TCP1,

subunit 5

1.97 AY398321.1

Signal- Annexin max 4 2.50 Y11255



*FD: Fold difference

① 암

는 포 주 조 자이며 자D-type cyclins (Cyclin D1, D2 D3) , D2

과 에 간격 좁게 만드는 것 알 있고 이에G0 S (Quelle et al., 1993),

해 인간 암 포 침입능이 증가 는 것이 인 있다 본 연구(Liu et al., 2002).

마이크 어래이 분 에 는 노출에 해 이 약 증가 는 것B[a]P cyclin D2 2.9

인 었다.

Receptor of activated protein kinase C1 (RACK1) protein tyrosine phosphatase

일종 이 신 달 분자는 포 장 착 분 사분열과 암 등 포(PTP) , , ,

과 조 는 것 알 있다 근 증가가 특 암종 요. RACK1

지 안 있다 노출 자 송사리 간에 도(Wang et al., 2009). B[a]P RACK1

transduction

Non-

categorized

Receptor protein tyrosine

phosphatase (RPTP )σ σ

Equilibrative nucleoside transporter

2 (ENT2)

2.23

3.06

AY369838.1

AV670713

Down-regulated

Development Wnt 10A -2.56 AF359593

Endocrine/ Estrogen receptor α -2.17 AB033491

Reproduction Vitellogenin precursor -2.22 AU179717

Vitellogenin I

Vitellogenin II

Vitellogenin III precursor

-2.78

-4.34

-2.38

AB064320

AB074891

BM309828

Choriogenin H

Choriogenin H minor

-3.12

-4.17

D89609

AB025967

Choriogenin L -3.70 AF500194

Immune

Metabolism

MHC Class I

Chymotrypsin precursor

-1.92

-5.26

BA000027.2

AU179002

Histone deacetylase 1 -1.85 BC085375.1

RNA (guanine-9-)

methyltransferase

-1.92 BC090650.1

Angiotensin II receptor, type 1

(Agtr1)

-1.96 BC097125.1

Nuc./Prot.

binding

Nuclear receptor related 1

(NURR1)

-2.44 AJ278700



자 이 도 증가 는 것 인 다2.29 .

생과 분 조 능 는 것 알Growth differentiation factor 11 (Gdf11)

있고 근 결장암 자 조직에 자 이 높게 나타나는 것이 인, Gdf11

었다 본 마이크 어래이 분 에 도(Yokoe et al., 2007). Gdf11 mRNA B[a]P

노출에 해 증가 는 것이 인 었 며 이 결과는 노출에 해 자 송사리2.90 , B[a]P

에 특 암이 도 있 시사 다.

칼슘과 결합 단 질 포공 포막 합 포낭 송Annexin phospholipid , , ,

조 등과 같 다양 능 갖고 있다 근 연구에phospholipidase A2 .

면 자 차등 이 특 종양 달과 계있다고 다annexin (Mussunoor et al.,

본 연구에 도 인간 상동 자인 자 이2008). annexin 11 annexin max4

노출에 해 가량 증가 는 것이 인 었다B[a]P 2.5 .

진핵생 자 에 해 조 는다histone acetylation . Histone

복합체는 과 작용 여 포deacetylase (HDAC) retinoblastoma tumor suppressor protein

증식과 분 조 에 매우 요 역 며 암 억 인자 알 있다, (Zupkovitz et

본 연구에 자 노출에 해 간에 감소al., 2006). HDAC1 B[a]P 1.85

는 것이 인 었다 이는 에 해 도 는 암 아마도 억 에 해. B[a]P , HDAC1

생 는 것일 있다는 것 암시 다.

내분 계 장애②

에스트 용 는 스 이드 사이 이드 르몬 핵 용(estrogen receptor, ER) /

그룹 나 써 작용 에 해 는 사 도인자이다, (Evans, 1988). ER , ER ,α β

등 태가 알 있 며 결 변 에 이들 이 변 는 것ER ,γ

알 있고 외부 는 내분 계 장애 질 에, (endocrine disrupting chemicals, EDCs)

해 자 이 조 는다 본 연구에(Hawkins et al., 2000; Orlando et al., 2006).

는 이 억 는 것 나타났다 여러 가지 들 에스트ER 2.17 . EDCα

가지고 있어 과 결합 여 복합체를 고 이는, ER EDC-ER , estrogen-

결합 여 자 다responsive element (ERE) vitellogenin .

는 난황단 질 구 질 써 암컷 고 에 만 다 난황단 질Vitellogenin (Vtg) , .

간에 합 후 난모 포에 축 장 어 생과 동안 에 지원 이용 다, , , . Vtg

는 에 해 경 내에 일어나는 컷어 여 를 지시 는 강 생 지 이용EDC

고 있다 본 연구에 는 노출에 해 구단(Sumpter et al., 1995). B[a]P Vitellogenin

질 구 단 질 등(2.22 ) Vitellogenin I (2.78 ), II (4.34 ), III (2.38 ) Vtg

단 질 자들 증가가 억 는 것이 인 었다.



간 래 단 질 난각 내막 구 요소이다 과Choriogenin , . Choriogenin L H

태가 존재 다 상 인 경우 단 질 암컷 개체에 에스트 에 여 간에. ,

합 이 도 다 그러나. E2에 해 컷에 도 이 도 이 인 었다 (Murata et

본 마이크 어래이 분 에 는al., 1997). Choriogenin H (3.13 ), H minor (4.17 )

도가 인 었다L (3.70 ) .

는 척추동 에Gonadotrophin-releasing hormone (GnRH) gonadotrophic hormone

합 분 를 자극 는 단 질 알 있다 본 연구 결과 이(Moncaut et al., 2005). ,

르몬 용 인 자 량gonadotrophin-releasing hormone receptor (GnRHR)

이 노출에 해 증가 이 찰 었다B[a]P 2.37 .

계 이상③

는 는Angiotensin converting enzyme (ACE) exopeptidase , angiotensin I

부 압 요 질인 매 다 본 연구에angiotensin II (Imig, 2004).

는 사 노출에 해 증가 는 것이 인 었다 과ACE B[a]P 2.32 . ACE

합 증가시킴 써 압 상승과 심장 이상 래 것angiotensin II ,

다 편 량 감소 도 찰 었는데. angiotensin II receptor type 1 (Agtr1) (1.96 ) ,

이는 에 압상승 보 는 해 다angiotensin II .

면역④

면역계 일부 써 생 연속 이며 감염 리아나Complement system , ,

이러스를 거 는데 도움 다 는 주 간에 합 며 약 종. Complements , 20

가 알 있다 는 단 도 여 생 갖는complement . bf/C2 C3 C3a

가 도 돕는다 는 구 분 알 있다C3b . C4 C3 C5 convertase (Reid

면역 결 과 다양 질병과 능 갖et al., 1981). Complement system

고 있는 것 추 며 알 이 같 퇴행신경 질병과 에 심이 모아지고,

있다 본 연구에 는 량이 각각 증가 는. bf/C2, C3-1 C4 2.03 , 2.47 , 2.23

것이 인 는데 이는 가 면역결 신경계 퇴행 도 는 것 암시 다, B[a]P .

는Warm temperature acclimation-related protein 65-kDa (Wap65) rat henopexin

상동 단 질 송사리에 는 과 등 종 가 분리 동 있, mWaP65-1 mWap65-2 ,

다 동안 본 자 량 변 는(Hirayama et al., 2004). ,

철 지 않았다고 다 면 자는 같 스트 스에 해 량이 증. , WaP65 hypoxia

가 었다고 다 본 연구에 는 자 량 증(Gracey et al., 2001). mWap65

가 가 노출에 해 도 었다 는 면역 능도 갖고 있는 것(2.38 ) B[a]P . Wap65



알 있는 노출에 해 자 송사리 면역계가 손상(Kikuchi et al., 1995), B[a]P

입 것 생각 다.

는 획득 천 면역 에 여Major histocompatibility complexes (MHC)

자군이다 노출 자 해(Sambrook et al., 2005). B[a]P MHC class 1 (1,92

를 도 는 것이 찰 었다 라 는 생 면역계에 악 향 미 는 것) . B[a]P

해 다.

해독작용⑤

다양 인간 원 염 질 살충 연료 등Cytochrome P450 (CYP1A) ,

포내 사에 여 고 있다 독 염 질에 도는 다양 어. CYP1A mRNA

에 보고 었다 산 스트 스에(Schlezinger et al., 2001). CYP1A

억 도 간 포에 인 있다 본 마이크 어래이 분 에 는(Barker et al., 1994).

노출에 해 이 증가 는 것이 인 었다B[a]P CYP1A 11.73 .

는 당단 질 간에 주 합 어 액 분 는데 이들 철Transferrin (Tf) , ,

이 사에 큰 역 다 근 노출에 도가 어. Cd Tf mRNA croaker

에 보고 었고, 노출에 장 내 철 이 증가가 구 생 증가시 고 이Cd ,

에 해 자 이 도 것 다 본 연구에 도Tf (Chen et al., 2008).

노출에 해 자 이 증가 는 것 인 있었다 다송B[a]P Tf 2.76 .

사리에 도 에 같 시나리 가 상 다croaker .

분자샤페⑥

단 질 임과 돕는 단 질 포 소Heat shock protein 70 (Hsp70) ,

간에 단 질 이동 작 분자 단 질 분해 불안 단 질 분해 등 능 갖고, ,

있 며 다양 생 스트 스에 해 이 도 는 것이 알 있다, (Bukau et al.,

본 연구에 도 노출에 해 증가 다 라1998). Hsp mRNA B[a]P 2.11 .

노출 부 단 질들 변 억 해 이 도 것B[a]P Hsp mRNA

다.

다양 포내 단 질이 른Chaperonin tailless complex polypeptide 1 (TCP1)

차 구조를 이룰 있도 돕는 단 질 포내 골격 주요소이며 신경 달 질 향3 , ,

도 는 요소인 과 생 에 요 역 고 있다tubulin actin (Yaffe et al.,

본 연구에 는 에 해 이 증가 는 것이 찰1992). B[a]P TCP1, subunit 5 1.97

었다.



산소 조건⑦

합Procollagen lysine 2-oxoglutarate 5-dioxygenase precursor (PLOD) collagen

에 요 효소이다 생 상 실험. PLOD mRNA hepatoma cell line

에 낮 산소 분압에 해 량이 증가 는 것이 찰 었다 (Hofbauer et al., 2003).

본 연구에 는 노출 실험군에 이 증가 는 것 분 었B[a]P PLOD 2.05

다.

신경계 장애⑧

신경계 능Receptor protein tyrosine phosphatases (RPTPs) growth cone ,

장 시냅스 연결에 이다 는 장 조 는 능 갖는 것axon . RPTP axonσ

다 본 연구에 노출군(Sapieha et al., 2005). RPTP mRNA B[a]Pσ

에 증가 는 것이 찰 었다2.23 .

뇌 에Nuclear receptor related 1 (NURR1) mesencephalic dopaminergic neuron

주 며 뇌 지에 요 역 다, dopaminergic system (Zetterstrom

본 연구에 노출에 해 이 감소 는 것이et al., 1996). B[a]P NURR1 2.44

인 었다.

⑨ 타 생

에 결합 여 시킴 써Proteasome activator 28 (PA28) 20 S proteasome ,

가 분해를 시키는 역 행 는 것 알 있다non-ubiquitinated peptide

본 연구에 자는 노출 실험군에 증가(Song et al., 1996). PA28 B[a]P 2.06α

는 것 인 다.

는 포막Translocon-associated proteins (TRAPs) aqueous protein-conduction

는 능 고 있는 것 나 그 능channel (Fons et al., 2003) ,

아직 알 있지 않다 노출에 자 증가. B[a]P TRAP -chain (2.96γ

가 본 연구에 인 었다) .

는 분 인 골격근 근Muscle-specific 1 integrin binding protein (MIBP)β

포에 며 근 생 조 는 능 갖고 있는 단 질이다 가 과, . MIBP

면 과 분 해가 래 는 것 알 있다 본, myogenic fusion (Li et al., 1999).

마이크 어래이 분 에 는 노출에 해 자 이 증가 는 것B[a]P MIBP2 2.57

이 인 었다.

는 포막 통Members of equilibriative nucleoside transporter (ENT) nucleoside

이동에 요 역 다 는 산소 조건에(Griffith et al., 1996). ENTs



자 이 억 는 것이 인 있다 본 연구에(Eltzschig et al., 2005). ENT2

노출군에 증가 는 것이 찰 었는데 그 이 는 아직 추 가능 지B[a]P 3.06 ,

않다.

결 이종간 마이크 어래이 분 통해 노출에 해 량이 변 는B[a]P

자들 인 다 이들 자들 노출에 생 지 용 가능 것. B[a]P

생각 다 이들 자들 생 능 고찰함 써 노출에 해 도 는 생. , B[a]P

독 분자 해보았다.

다 목 자 분리.

산 스트 스 자들 분리(1)

재료 법①

산 스트 스 있는 Catalase, CYP1A, G6PD, GPx, GR, GST, SOD등 종7

자 포 스트 스 있는 Ubiquitin 자등 종 자를 분리 해8

에 등 어 있는 어 자 보를 탕 를 합 고 이를GenBank primer ( 4),

이용 역 사 법에 해 해당 자를 분리 다PCR . 간 부 출 체 RNA 2 μ

주g , oligo-d(T)15 를primer Reverse Transcription System(Promega, USA)

이용 여 를 합 다 목 자 단편 증폭first-strand cDNA . PCR

를 회 실시 며 본 에 들어가 분95 /30 , 56 /30 , 72 /30 30 , , 95 /5℃ ℃ ℃ ℃

변 과 그리고 마지막 에 분 신장과 행 다 증폭 산 클, 72 /7 . ,℃

닝 과 자 염 열 분 일 인 법에 라 동일 게 실시 다.

결과 고찰②

높 상동 보이는 단편 얻어 라 명명 고CAT 171 bp cDNA OjaCAT ,

에 등 다 상동 나타내는DDBJ/EMBL/GenBank (DQ660330). CYP1A 252 bp

단편 라 명명 다 높 상동 보이는cDNA OjaCYP1A (DQ660328). G6PD 136

단편 얻어 라 명명 다 상동 보이는bp OjaG6PD (DQ660331). GPx 205 bp

단편 라 등 다OjaGPx ( 얻었다DQ660323). 170 bp OjaGR (DQ660329). GST

상동 보이는 단편 라 등 다 높 상209 bp OjaGST (DQ660325). SOD

동 보이는 단편 라 명명 고 자 에 등 다304 bp OjaSOD , DB

자 상동 보이는 단편 얻었 며 이를(DQ660322). Ubiquitin 328 bp , OjaUB

등 다 이들 자 포내 능 간단히 알아보면 다 과 같다(DQ660326). .

는 해독과 에 주 효소Catalase (CAT) hydrogen peroxide , hydrogen

를 과 산소 는 과 매 여 생 항산 손상 부 보 는 역peroxide ,

다 속 노출에 어 에 해 는 근 지 효소 변 에 해. CAT

많 연구가 진행 있고 (Atli et al., 2006; Gravato et al., 2006; Liu et al., 2006),

송어 를 상 변 변 를 동시에Hansen et al. (2006) CAT mRNA



다 는. Cytochrome p450 (CYP1A) polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs),

살충 계 질 등 인간 동 래 독 염polychlorinated biphenyls (PCBs),

질 사에 는 효소이다 염 질에 도에 해 는 매. CYP1A mRNA

우 잘 알 있다 (Schlezinger et al., 2001; Dong et al., 2002; Williams et al., 2003;

그러나 산 스트 스는 이들 억 다는 연구 결과도 보고Fisher et al., 2006).

있어 상 는 결과에 검증이 요 고 생각 다(Barker et al., 1994), .

산 스트 스 자 자 증폭 목< 4> Ubiqutin primer

Gene Primer Sequence Reference

OjaCAT
CATUP

CATDN

5'-gttcaaggtgtctccagatgtggc-3'

5'-gtctgaaccctgtttccatagtct-3'

Danio rerio (BC051626)

Oplegnathus fasciatus
(AY734528)

OjaCYP1
A

CYPUP

CYPDN

5'-gaagctagatgagaacgcgaa-3'

5'-gatgtgcaatgagggatagtga-3'

Dicentrarchus labrax
(U78316)

OjaG6PD
G6PDUP

G6PDDN

5'-gttatctcgatgatcccacc-3'

5'-gtcccccggcacgtctgtga-3'

Thunnus alalunga
(AB159515)

Fugu rubripes (X83611)

OjaGPx
GPxUP

GPxDN

5'-ggaaccaggagccaggcact-3'

5'-gaccctctcggtcgatcaaa-3'

Danio rerio (AY216591)

Tetraodon nigroviridis
(CR642966)

OjaGR
GRUP

GRDN

5'-ggcaagaaggactccaagtt-3'

5'-gcccacacacaccagcttca-3'

Sparus aurata (AJ937873)

Platichthys flesus

(AJ578037)

OjaGST

GSTUP-1

GSTDN-1

GSTUP-1NE

GSTDN-1NE

5'-gaagaacctgcagggctaca-3'

5'-gtcaggccctcaaacatgcg-3'

5'-gaacctgcagggctacaacc-3'

5'-ggccctcaaacatgcgttgg-3'

Pleuronectes platessa
(X95200)

OjaSOD
SODUP-1

SODDN-1

5'-gaagctcacaggagaaatca-3'

5'-gccagacgtccaccagcgtt-3'

Acanthopagrus schlegelii
(AJ000249)

OjaUB

UBUP

UBDN

UBUP-NE

UBDN-NE

5'-gcagatcttcgtgaaaac-3'

5'-gcgcaggttgttggtgtg-3'

5'-accatcaccctcgaggt-3'

5'-ttcttcttgcgacagtt-3'

Pagrus major
(AY190746)

는 산소 해독 돕는 효소Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) ,

생 증가시킴 써 원nicotinamide ademine dinucleotide phosphate (NADPH)

공 는 역 는 것 알 있다 (Pandey et al., 2003). Glutathione

는 해독과 에 요 역 며 산 스트 스를 는 다양S-transferase (GST) ,

경 염 질에 포 민감도를 결 는 요 요소라고 알 있다 (Hayes et

는 과산 소 에 어 에 여 여al., 1995). Glutathione peroxidase (GPx) ,

매우 효과 인 항산 보 역 행 다 속 노출에 효소 변 에 해. GPx

는 몇몇 어 에 보고 있고 (Ahmad et al., 2005, 2006; Gravato et al., 2006;

특히 송어 에 는 효소 변 자 변 사이에 상 계가Liu et al., 2006),



찰 도 다 는 요 항산(Hansen et al., 2006). Glutathione reductase (GR)

인 원 매함 써 포를 보 는 역 다gluthatione . Glutathione

는 해독과 에 요 역 며 산 스트 스를 는 다양S-transferase (GST) ,

경 염 질에 포 민감도를 결 는 요 요소라고 알 있다 (Hayes et

는 항산 효소al., 1995). Superoxide dismutase (SOD) , superoxide anion radical

불 를 매 는 것 산 스트 스 부 생 보 는 역 며 노출에, Cd

해 자 이 도 는 상이 럽산 에 보고 있다 (Williams et al.,

는 포에 거 운명에 처해진 단 질에2003; Sheader et al., 2006). Ubiquitin (UB)

공 결합 는 작 단 질이다 이러 공 결합 이라 며 이 신 에 해 해. ubiqutination ,

당 단 질 에 해 분해 다 경 스트 스 에 다proteasome (Hochstrasser, 1996). ,

양 효소들 손상 입게 어 고 능 잃게 는데 이 같이 변 단 질들 포,

내에 분해 어 야 며 이러 조건 에 자 이 증가 어 변 단, , ubiquitin

질 거를 진 게 다.

이상과 같이 분리를 시도 자들 앞 다양 경 해 질에 생

지 용 있 것 신 다.

담 송사리 자 자 송사리 분리(2) homologues

경 해 질에 특이 인 자지 후보들 굴 고자 자 송사리 진 연,

계가 담 송사리를 상 개 사 에 탑재Ecogenomic medaka cDNA chip

어있는 에 자 송사리 들 분리를 시도 다833 probe homologues gene .

재료 법①

에 등 어 있는 이들 자 염 열 인 고 를 자인 여 역GenBank , primer

사 행 다 얻어진 자 단편들 아가 즈 이용 동법에 해 분PCR .

리 여 인 며 를 이용 여 분리, , DNA Gel Extraction Kit (Qiagen, Germany) ,

다 단편 삽입 등 일 인. T-vector , B/W colony selection, plasmid

일 과 거쳐 각 클 들 염 열 인 다.

결과②

담 송사리 인 사 에cDNA chip Ecogenomics (Fukuoka, Japan) Medaka ED 833 chip

있는 자들 자 송사리 분리 고자 종 자 염homologues gene , 833

열 여 작 들 이용 여 역 사 행 다 행 결과 약primer PCR .

여종 자들 보 며 그 목 에 나타내었다110 , 5 .



역 사 에 해 보 자 송사리 자 목< 5> PCR

Subject ID Annotation

AY522629.1
Oreochromis mossambicus 14-3-3 protein beta/alpha-like mRNA, partial

sequence

AY909419.1
Siniperca chuatsi clone C45-3 40S ribosomal protein S7 mRNA, partial

cds

NM_213219.1 Danio rerio A kinase (PRKA) anchor protein 8-like (akap8l), mRNA

DQ897366.1 Oryzias latipes aldehyde dehydrogenase (ALDH1A2) mRNA, complete cds

NM_199690.1 Danio rerio ancient ubiquitous protein 1 (aup1), mRNA

L40175.1 Gallus gallus angiotensin converting enzyme (ACE) mRNA, 3' end of cds

D84063.1 Oryzias latipes Bf/C2 mRNA, complete cds

AB025576.1 Oryzias latipes Orla C3-2 mRNA, complete cds

AB025577.1 Oryzias latipes Orla C4 mRNA, complete cds

AY554372.1 Takifugu rubripes claudin 29a (cldn29a) gene, complete cds

AJ617734.1 Caiman crocodilus partial cryaA gene for alphaA-crystallin, exons 1-2

NM_212591.1
Danio rerio cyclin-dependent kinase 9 (CDC2-related kinase) (cdk9),

mRNA

AB105880.1
Oryzias latipes CYP 11B mRNA for cytochrome P450 11beta, complete

cds

AF251272.1 Oryzias latipes cytochrom P450 3A40 (CYP3A40) mRNA, complete cds

AF257257.1
Oryzias javanicus country Singapore cytochrome b (cytb) gene, partial

cds; mitochondrial gene for mitochondrial product

AY297923.1 Oryzias latipes cytochrome P450 1A (CYP1A) mRNA, complete cds

EF427655.1
Chaetodon mertensii cytochrome P450 CYP2N (CYP) mRNA, complete

cds

AF035573.1
Oryzias latipes developmental transcription factor (Gsh-1)

mRNA,complete cds

M86621.1
Rat dihydropyridine-sensitive L-type calcium channel alpha-2 subunit

(CCHL2A) gene, complete cds

NM_194380.1 Danio rerio dual specificity phosphatase 6 (dusp6), mRNA

XM_862488.1

PREDICTED: Canis familiaris similar to Elongation factor 1-gamma

(EF-1-gamma) (eEF-1B gamma), transcript variant 2 (LOC611396),

mRNA

NM_198366.1
Danio rerio eukaryotic translation initiation factor 4A, isoform

1A(eif4a1a), mRNA

NM_200458.2 Danio rerio eukaryotic translation elongation factor 2, like (eef2l),mRNA

AY518736.1 Oryzias latipes clone OLa20.03b Fas mRNA, complete cds

NM_131430.1 Danio rerio fibroblast growth factor receptor 4 (fgfr4), mRNA

XM_536971.2

PREDICTED: Canis familiaris similar to G1 to S phase transition protein 1

homolog (GTP-binding protein GST1-HS), transcript variant 1

(LOC479846), mRNA

AB111433.1
Callorhinchus callorynchus G6PD mRNA for glucose-6-phosphate

1-dehydrogenase, partial cds

AB029474.1 Oryzias latipes gene for E1 olfactory receptor, complete cds

D43633.1
Oryzias latipes gene for G protein-coupled seven-transmembrane

receptor, complete cds



AB207984.1 Oryzias latipes gene for hoxA13a, complete cds

AB021490.2 Oryzias latipes gene for membrane guanylyl cyclase OlGC1, complete cds

AB251575.1 Oryzias latipes gene for mesp, complete cds

AB010101.1 Oryzias latipes gene for tyrosinase precursor, complete cds

AB006573.1 Oryzias latipes gene for WNT 4, partial cds

AB029480.1 Oryzias latipes gene for Y3 olfactory receptor, complete cds

NM_001097086.1 Xenopus laevis growth arrest specific 7 (gas7), mRNA

AJ421522.1
FRU421522 Fugu rubripes guca1b gene for guanylate cyclase activating

protein2, exons 1-4

NM_212994.1 Danio rerio heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K (hnrpk), mRNA

AB252855.1 Pagrus major HL mRNA for hepatic lipase, partial cds

AB232921.1 Oryzias latipes hox gene cluster, complete cds, contains hoxBb

AB232922.1 Oryzias latipes hox gene cluster, complete cds, contains hoxCa

AB232923.1 Oryzias latipes hox gene cluster, complete cds, contains hoxDa

AB232924.1 Oryzias latipes hox gene cluster, complete cds, contains hoxDb

NM_001030417.1 Xenopus tropicalis hpd protein (hpd), mRNA

AY842407.1
Oncorhynchus mykiss inhibitor of DNA binding/differentiation 2B gene,

complete cds

NM_212804.1 Danio rerio insulin induced gene 2 (insig2), mRNA

AB091387.1 Oryzias latipes Iro3 mRNA for iroquois homeobox protein iro3,partial cds

XM_001371039.1
PREDICTED: Monodelphis domestica similar to ketohexokinase, transcript

variant 2 (LOC100025922), mRNA

XM_001336729.1
PREDICTED: Danio rerio similar to lactase-phlorizin hydrolase

(LOC796436), mRNA

AB071189.1 Oryzias latipes lim1 mRNA for LIM-homeodomain protein, partial cds

DQ512334.1
Triticum aestivum MADS-box transcription factor TaAGL16 (AGL16)

mRNA, complete cds

AY326404.1 Danio rerio map kinase phosphatase 3 (mkp3) mRNA, complete cds

BA000027.2 Oryzias latipes DNA, MHC Class I Region

AF040760.1
Xiphophorus maculatus MHC class II beta chain Xima-DAB

(Xima-DAB*01 allele) mRNA, partial cds

AJ496411.1
Antrodia camphorata partial mnsod gene for manganese superoxide

dismutase, exons 1-3, strain B85

AJ508061.1 Spodoptera frugiperda mRNA for allatotropin (at gene), clone T7-R9-2

Y11253.1 O.latipes mRNA for annexin max2

AJ844288.1
Platichthys flesus mRNA for apolipoprotein AI precursor (apoa1 gene),

clone PfIL002d09

AJ843113.1 Quercus petraea mRNA for calmodulin (caM-3 gene)

AB025967.1 Oryzias latipes mRNA for choriogenin Hminor, complete cds

D82968.1
Oryzias latipes Ovarian Follicles mRNA for cytochrome P-450 aromatase,

complete cds

D89627.1 Oryzias latipes mRNA for cytoplasmic actin OlCA1, complete cds

AB029756.1 Paralichthys olivaceus mRNA for elastase 2 precursor, partial cds

AB026052.1 Oryzias latipes mRNA for embryonic alpha-type globin, complete cds

AB095907.1 Oryzias latipes mRNA for GBX1, partial cds

AJ310811.2 Ostertagia ostertagi mRNA for heat shock protein 20 (hsp20 gene)

AB026974.1 Oryzias latipes mRNA for HOXA10A, partial cds



AB026961.1 Oryzias latipes mRNA for HOXA5A, partial cds

AB026975.1 Oryzias latipes mRNA for HOXD10A, partial cds

AB035889.1 Mus musculus mRNA for IRK2 channel, partial cds

D89724.1 Oryzias latipes mRNA for LMP2, partial cds

D89725.1 Oryzias latipes mRNA for LMP7, partial cds

AB001573.2 Oryzias latipes mRNA for Me-FKH1, complete cds

AJ973596.1
Homo sapiens mRNA for polyglutamine binding protein variant 4 (PQBP1

gene)

AB240047.1
Oryzias latipes OlPGRMC1 mRNA for progestin receptor membrane

component 1, partial cds

NM_001104903.1 Oryzias latipes Rx2 transcription factor (rx2), mRNAemb

AJ715983.1 Equus caballus mRNA for solute carrier family 2 (slc2A2 gene)

AJ245396.1 Oryzias latipes mRNA for SOX3 protein

Y12590.1 X.laevis mRNA for translation initiation factor eIF4A I

Z83328.1 S.salar mRNA for transport-associated protein Tap2A

AJ250401.1 OLA250401 Oryzias latipes partial mRNA for Vax1 transcription factor

NM_212779.1 Danio rerio myeloid-specific peroxidase (mpx), mRNA

DQ357202.1

Pogonias cromis NADH dehydrogenase subunit 4L and NADH

dehydrogenase subunit 4 genes, complete cds; tRNA-His gene, complete

sequence; and tRNA-Ser gene, partial sequence; mitochondrial

AB091388.1 Oryzias latipes nk2.2 mRNA for nk2.2 protein, partial cds

AB207138.1
Oryzias latipes nppc3 and nppb genes for C-type natriuretic peptide-3

precursor, B-type natriuretic peptide precursor, complete cds

NM_001008206.1 Xenopus tropicalis oprs1 protein (oprs1), mRNA

AB111386.1 Oryzias latipes PGK mRNA for phosphoglycerate kinase, partial cds

NM_199681.1 Danio rerio prohibitin 2 (phb2), mRNA

NM_131392.2
Danio rerio proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 8

(psmb8), mRNA

NM_001039603.1
Gallus gallus protein kinase, AMP-activated, alpha 1 catalytic subunit

(PRKAA1), mRNA

NM_204376.2
Gallus gallus protein phosphatase 3 (formerly 2B), regulatory subunit B,

alpha isoform (PPP3R1), mRNA

NM_033096.1
Rattus norvegicus protein phosphatase 1B, magnesium dependent, beta

isoform (Ppm1b), mRNA

BC001416.2
Homo sapiens protein phosphatase 4 (formerly X), catalytic subunit,

mRNA (cDNA clone MGC:1882 IMAGE:3140324), complete cds

L18960.1 Human protein synthesis factor (eIF-4C) mRNA, complete cds

NM_001090363.1 Xenopus laevis protein/lipid phosphatase Pten (Pten), mRNA

AY342000.1
Oreochromis mossambicus receptor for activated protein kinase C mRNA,

complete cds

NM_212743.1 Danio rerio ribosomal protein, large P2 (rplp2), mRNA

AB291578.1 Solea senegalensis rpS25 mRNA for ribosomal protein S25, complete cds

AJ250405.1 Oryzias latipes mRNA for Rx2 transcription factor

XM_853903.1

PREDICTED: Canis familiaris similar to Serine/threonine protein

phosphatase 4 catalytic subunit (PP4C) (Pp4) (Protein phosphatase X)

(PP-X), transcript variant 5 (LOC489947), mRNA



NM_026943.1 Mus musculus small nuclear ribonucleoprotein D2 (Snrpd2), mRNA

BC065730.1
Homo sapiens S-phase kinase-associated protein 1A (p19A), mRNA

(cDNA clone MGC:72058 IMAGE:6672613), complete cds

AB033382.1 Oryzias latipes TAP2 mRNA, partial cds

BC097054.1
Danio rerio tetraspanin 7, mRNA (cDNA clone MGC:113978

IMAGE:2351948), complete cds

AY538266.1 Danio rerio TGF-beta-activated kinase TAK1 mRNA, complete cds

AB234024.1 Paralichthys olivaceus TLR9 gene for Toll-like receptor 9, complete cds

NM_001025458.1
Danio rerio transmembrane phosphatase with tensin homology

(tpte),mRNA

AB010101.1 Oryzias latipes gene for tyrosinase precursor, complete cds

AB181837.1 Gambusia affinis VgC mRNA for phosvitinless vitellogenin, complete cds

BC042329.1
Danio rerio voltage-dependent anion channel 2, mRNA (cDNA clone

MGC:55795 IMAGE:3817427), complete cds

NM_001024579.1
Gallus gallus WNT1 inducible signaling pathway protein 1 (WISP1),

mRNA

NM_212617.1 Danio rerio YY1 transcription factor (yy1), mRNA

U51640.1 Gallus gallus zinc finger 5 protein (ZF5) gene, complete cds

NM_001104750.1 Oryzias latipes ZPC domain containing protein 4 (LOC100049336),mRNA

AF331674.1 Oryzias latipes ZPC4 gene, complete cds

NM_212591.1
Danio rerio cyclin-dependent kinase 9 (CDC2-related kinase) (cdk9),

mRNA



라 항산 스트 스 자들 변 량.

법 이용 여 노출 후 앞에 분리 동 포Real-time quantitative PCR , B[a]P , ,

내 산 스트 스 자들 량 변 를 량 분 함 써 이들 자,

경 해 질 생 독 지 가능 인 다.

재료 법(1)

자 송사리는 여과 자연 해 에 양 다 개월 이상 개체를, 25 . 6℃

상 가지 농도 에 해 노출 실시 다 노출B[a]P (1, 10, 100, 1000 ppb) .

시간 이후 간 출 여 를 이용 여24 , Trizol Reagent (Invitogen, Carlsbad, CA, USA)

체 를 분리 다 노출에 상 자 앞에 분리 동 항산RNA , . B[a]P ( ,

스트 스 자 이들과는 독립 분리 동 속 해독 자인,

량 변 는 분 에 해 량 다Metallothionein) real-time quantitative PCR .

를 이용 여Real-time quantitative PCR (qRT-PCR) 384-well plate , Applied

Biosystems Prism 7900 Sequence Detection System (Allpied Biosysems, Foster City,

행 었 며 회 복 실시 었다 조 자 는 포내 골격 자 일CA, USA) , 3 .

종인 이용 며 분 에 이용 라이 염 열 에 나타내었다-actin , 6 .β

그림 노출에 자 송사리 스트 스 자들 량 변< 1> B[a]P

결과 고찰(2)

자 송사리를 여러 농도 에 시간 동안 노출 후 간(1, 10, 100, 1000 ppb) B[a]P 24 ,

출 여 종 스트 스 자들8 (OjaCAT, OjaGPx, OjaGR, OjaMT, OjaGST,

OjaSOD, OjaUB, OjaCYP1A 량 변 를 법 이용 여 량) Real-time PCR

분 결과 부분 자들 량 농도 존 임 인 다 그림 본B[a]P ( 1).

연구는 특히 염에 용 가능 분자생 지 를 굴 목 시도 었다PAHs, B[a]P .

본 연구를 통해 노출에 해 종 생 지 자 량이 변 는 것 인B[a]P 8



있었다 라 본 실험에 상 자들 노출에 생 사. PAHs

변 를 인 있는 자 지 가능 이 인 었 며 법 용이, qRT-PCR

효함도 인 있었다.

에 이용 스트 스 자< 6> Real-time quantitative PCR -actinβ 자

목primer

마 특이 자 굴. Toxaphene

복합 합 써 범 살충효과를 나Toxaphene polychlorinated monoterpene ,

타낸다 그 사용이 지 지 계 가장 많이 사용 살충 악 다. 1982 .

미국과 캐나다에 는 어 산 양식 사업에 불 요 어종 거를 해 사용 도

다 그러나 과 에 해 경지속 이 높다는 것이 알 진. Lee et al. (1977) Webb (1980)

이후 에 사용이 자 도 다 근에, . toxaphene DDT

함께 매우 심각 경 해polychlorinated biphenyls (PCB) organochlorines

질 인식 고 있다 본 연구에 는 계 경 염 잔 를 악 있는. toxaphene

어 생 지 굴 계획 다.

법에 자 송사리(1) Differential display polymerase chain reaction (DD-PCR)

Gene Nucleotide sequence

OjaCAT Forward 5’-GCGGTACAACAGCGCCGATGAA-3’

Reverse 5’-GGATGGACGGCCTTCAAGTTCT-3’

OjaCYP1A Forward 5’-CGTCCAGATGTCCGATGAGA-3’

Reverse 5’-TCCTTCAGTTCTTGATAAAG-3’

OjaMT Forward 5´-GCGAGTGCTCTAAGACTGGA-3´

Reverse 5´-GTGTCGCACGTCTTCCCTTT-3´

OjaGPx Forward 5’-CATCATCACCAACGTTGCCTC-3’

Reverse 5’-CTTACTGAACAGATCAAAATG-3’

OjaGR Forward 5’-GGACTACCCGTGCATTCCCACAGT-3’

Reverse 5’-CACTGACTCTTCMTGCGTGTGATG-3’

OjaGST Forward 5’-TCGACAAGATGGAGCACAAATCCC-3’

Reverse 5’-TTCAAGTCTCAGGGGAACAAACTG-3’

OjaSOD Forward 5’-GAGCATGGTTTCCATGTCCATGCT-3’

Reverse 5’-GGGTGATTACTTTGTCCGTGAAGT-3’

OjaUB Forward 5’-CTCCTGATCAGCAGCGTCTGATTT-3’

Reverse 5’-ATCATCTTGTCGCAGTTGTATTTC-3’

-actinβ Forward 5’-GATCTGGCATCACACCTTCTACAA-3’

Reverse 5’-TACATGGCAGGGGTGTTGAAGGTC-3’



특이 자 분리

재료 법①

노출 추출Toxaphene RNA㉮

실험실 조건에 시 는 에 자 송사리를 시간Toxaphene (ChemService) 300 ppb 24

동안 노출 다 용 노출 농도 는 본 연구에 인. (300 ppb) Toxaphene 24 h

LC50 값 약 에 해당 다 에 노출 자 송사리 부 부를( 1.5 ppm) 1/50 . Toxaphene

분리 고 간 출 여 이들 부 를 추출 보 다 추출에는, , RNA , . RNA Trizol

이용 며 추출 는 법에(Sigma, USA) , RNA denatured agarose gel electrophoresis

해 분리 고 에 해 도를 인 다, UV spectrophotometry .

에 이용 스트 스 자< 7> Real-time quantitative PCR -actinβ

자 목primer

DD-PCR㉯

노출에 해 량이 변 는 자 후보들 분리를 해 부 간Toxaphene

부 추출 를 상 사 이용 여, RNA Seegene (Seoul, Korea) DEG kit

행 다 추출 체 를 주differential display PCR (DD-PCR) . RNA(3.0 )㎍

라이 를 효소 사용 여 조군과 실험군dT-ACP1 , MMLV RT-ase

Gene Nucleotide sequence

Liver

biotinidase fragment 1 Forward 5’-cag gct tgc gca gtt cg-3’

Reverse 5’-tct ccc atc ctc agt ttt ctc-3’

RPS13 Forward 5’-gcc tgt gga tcc tgc tct caa tg-3’

Reverse 5’-ttc gct tcg tca ctg gca ac-3’

fatty acid binding

protein-like protein
Forward 5´-gcc tgt gga tcc tgc tct caa tg-3´

Reverse 5´-cca gtt ttg cag acc agt tta c-3´

Head
betaine-homocysteine

methyltransferase
Forward 5’-tcg ggg aca gac agg gaa gg-3’

Reverse 5’-cac atc agg gcg gta gca gag g-3’

myosin IXb Forward 5’-tcg cag gga aag tca agt atc-3’

Reverse 5’-ccc ggc ctc gtt aaa agc ag-3’

gamma M3-crystallin Forward 5’-cag atc ttt gac tgc cag tc-3’

Reverse 5’-tca gca gga atc cat gat tc-3’
(Internal control)

-actinβ Forward 5’-gat ctg gca tca cac ctt cta caa-3’

Reverse 5’-tac atg gca ggg gtc ttg aag gtc-3’



를 합 다 합 를 주cDNA . first strand cDNA dT-ACP2 arbitrary

종 를 라이 이용 여 실시 다 상 조건 에 분ACPs(120 ) PCR . PCR 94 1 ;℃

에 분 에 분 실시 고 에 에 에 를50 3 ; 72 1 , 94 40 ; 65 40 ; 72 40℃ ℃ ℃ ℃ ℃

회 실시 후 에 분간 실시 다 산 아가 스 이용 여 분리40 , 72 5 . PCR 2%℃

고 이를 통해 인 특이 증폭 산 후 벡 시스 이용, PCR , T-

여 클 닝 고 라스미드 를 추출 여 염 열분 실시 다(cloning) , (plasmid) .

통해 얻어진 특이 자 후보 별 자들에 해 분 통DD-PCR qRT-PCR

량 변 를 인 다 별 자 그 염 열 에 나타내었다. primer 8 .

자 송사리 항산 어계에 미 는 향 보 해 차 도에 분리 동Toxaphene , 1 ,

항산 효소 자 스트 스 자 량 변 를 real-time quantitative

법 량 다 사용 염 열 과 같 며 그 법 앞에PCR . primer 7 ,

것과 같다.

결과 고찰②

DD-PCR㉮

자 송사리를 에 시간 동안 노출 후 부 간 부 를300 ppb toxaphene 24 , RNA

분리 여 각각에 해 행 다 그림, , differential display PCR ( 2).

그림 특이 자 굴 결과 부 간< 2> Toxaphenen DD-PCR (A, ; B, ).

조군 노출군 특이 자 후보들 살 시C, ; E, .

부 부 개 이들에 염 열분 실시 여 다 과 같 종 자를 얻었20 , , 7

다.

- Aryl hydrocarbon receptor 1b

- GammaM3-crystallin

- Adenylosuccinate synthase

- Myosin-IXb

- Coiled-coil domain-containing protein 98

- RPL36a



- Betaine-homocysteine methyltransferase

간 부 개 특이 단편 얻어 염 열분 실시 고 그 결과 다17 DNA , ,

과 같 종 자를 얻었다9 .

- Hsp70-binding protein

- Liver hepcindin propeptide mRNA

- RPL P2, RPS13

- NFkB activating protein-like mRNA

- Kalliklectin

- Biotinidase fragment 1

- Fatty acid binding protein-like protein

- Aldo-keto reductase family 1

- Hox Db

법에 자 변 량 분qRT-PCR㉯

부 얻 특이 자 후보들 간DD-PCR toxaphene , biotinidase fragment 1,

부RPS13 fatty acid binding protein-like protein; betaine-homocysteine

등에 해 실시 여methyltransferase, myosin IXb, gammaM3-crystallin qRT-PCR ,

량 변 를 재 인 며 이 항산 효소계 스트 스 자, toxaphene

에 미 는 향 인 다 그림 간 조직에 인 종real-time PCR ( 2, 3).

자 변 는 결과 잘 일 다DD-PCR . , CAT, G6PD, GR UB

자 량이 게 증가 는 것 나타났 며 이들 민감도가 높, UB GR

것 인 었다 그림 부에 인 종 자 별 종 자( 2). 7 3

량 변 를 인 결과 결과 일 는 것 인 다 그림qRT-PCR , DD-PCR (

3).

인계 농약 노출에 자 송사리 자 에.

농업 생산에 계 농약 염 범 계 인 이다 특히 인계 농약이 시.

는데 낮 경 잔 에 리 사용 어 나 근 연구에 면 이들 인계, ,

농약이 강 다 그리고 퇴 에 검출 고 있다, , (Zulin et al., 2002; Comoretto et al.,

민국에 사이에 사2007; Hirano et al., 2007; Kumari et al., 2008). 2000-2005

용 평균 농업 질 양 에 달 며 략 톤이 매 사용 것13 kg/ha 25,000

집계 어있다 새만 만에 에 사이에 해 를 분 결과 인. 2002 2003

계 농약인 가 강 구에 높 검출 었다Iprobenfos (IBP) (Li et al., 2005).

인계 농약 에 잘 용해 에 이들이 계 이동 는 것 매우 험 것 인

식 어 라 이들이 분포 축 그리고 분해 등에 범 연구들이 행 있다, ,

(Hernandez-Romero et al., 2004; Sanchez et al., 2004; Konstantinou et al., 2006).



본 연구에 는 자 송사리를 상 인계 농약 노출에 주요 항산 효소 자

인 자 사 에CAT, GPx, GR, GST SOD G6PD, CYP1A ubiquitin

량 변 를 량 분 고 이를 통해 이들 자들 낮 농도 질 염,

에 해양생 건강진단에 도입 있는지를 인 고자 다.

그림 노출에 간조직 항산 효소계 스트 스 자들< 3> Toxaphene

량 변 .

그림 노출에 부에 분리 동 자 자들 량< 4>Toxaphene ,

변



재료 법(1)

실험생 질 노출, RNA①

부 후 개월 컷 개체씩 각 노출군에 용 다12-14 . IBP

농도 별 가지 실험군(ChemService, West Chester, PA, USA) (1, 10, 100, 1000

과 노출 지 않 나 조군 다 노출 농도는 민국 황해 연안에ppb) .

견 는 농도 어 에(298-1840 ng/L) 96 h LC50 값 잉어 고 여 결( : 5.1 mg/L)

다 자 송사리를 에 시간 노출 후 장 간. IBP 24 , , 근 출 여 각 조직 부,

를 이용 여 를 추출 다Trizol Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) RNA , .

법에 량Real-time quantitative PCR (qRT-PCR) mRNA②

농도 에 노출 후 종 생 지 자들 량 변 를 법에IBP , 8 qRT-PCR

해 량 다 증폭 에 이용 각 자 특이 라이 는 과 같다. 8 .

에 이용 항산 스트 스 자< 8> Real-time quantitative PCR ,

-actinβ 자 염 열primer

통계분③

모든 자료는 평균값 편차 시 다 그룹 평균± (SD) . one-way ANOVA

를 행 며 통계Duncan's multiple range test , p 에 검증< 0.05

었다.

결과 고찰(2)



노출에 변IBP OjaCAT①

장과 근 에 량 노출에 해 향 지 않는 것 나타났다OjaCAT IBP .

면 간에 는 에 에 에 량 증가가1 ppb 5.5 , 10 ppb 8.5 , 100 ppb 10.5

인 었다 그림( 4A).

노출에 변IBP OjaCYP1A②

농도 에 노출시 장에 량IBP 100 ppb (1.6 ) 1000 ppb (2.3 ) , OjaCYP1A

증가가 도 었다 간 경우 에 에 자 증가. , 100 ppb 1.6 , 1000 ppb 2.9

가 인 었다 근 경우에는 에 노출했 만 인 변 가 인. 1000 ppb 1.3

었다 그림( 4B).

노출에 변IBP OjaG6PD③

자 송사리 자 장에 과 에 노출시 증G6PD 1 1000 ppb 1.4 2.0

가가 찰 었다 간 조직에 는 를 외 나 지 농도에 약 가량 량 증. 1 ppb

가가 인 었다 근 에 는 노출시 량이 증가 었 나 에. 1 ppb , 10, 100 1000 ppb

는 약 가량 감소 었다 그림3.5 ( 4C).

노출에 변IBP OjaGPx④

장에 자 량 노출시 노출시 증OjaGPx 100 ppb 4.0 , 1000 ppb 6.0

가 었고 간에 는 에 에 에 증가가, 10 ppb 8.4 , 100 ppb 8.6 , 1000 ppb 21

찰 었다 근 경우 에 만 증가 었다 그림. 1000 ppb 3.0 ( 4D).

노출에 변IBP OjaGR⑤

장에 량 변 는 에 인 었고 간100 ppb(34.0 ) 1000 ppb(38.0 ) ,

경우 에 에 에 증가가 찰 었10 ppb 9.0 , 100 ppb 32.0 , 1000 ppb 34.0

다 근 에 는 노출에 자 량 변 가 찰 지 않았다 그. IBP OjaGR (

림 4E)

노출에 변IBP OjaGST⑥

장에 량 에 에 에OjaGST 1 ppb 1.4 , 100 ppb 2.1 , 1000 ppb 2.6

증가 었고 간에 는 모든 농도에 량 증가가 인 었다 근 경우에는, .

노출시에만 증가가 찰 었다 그림1000 ppb 1.6 ( 4F).

노출에 변IBP OjaSOD⑦

장에 는 경우를 외 나 지 노출 농도에 통계10 ppb OjaSOD

량 증가가 도 었다 간에 는 모든 노출 농도에 량 증가가 인 었고 근. ,

경우 에 에 에 량이 증가 다, 1 ppb 1.4 , 10 ppb 1.3 , 1000 ppb 1.3



그림( 4G).

노출에 변IBP OjaUB⑧

장에 량 노출 모든 농도 에 만 증가 추 를 보 다 즉OjaUB IBP . , 1

에 에 에 에 증가 다 간ppb 2.3 , 10 ppb 2.1 , 100 ppb 3 , 1000 ppb 4.5 .

에 는 에 에 에 에1 ppb 4.4 , 10 ppb 11.6 , 100 ppb 14.9 , 1000 ppb 61.8

증가를 보 고 근 에 도 에 각각 증가 다 그림, 1 ppb 10 ppb 2.2 2.9 (

4H).

많 농업 공업 질이 개 고 남용 인해 경독 이들 경,

지속 이 시 고 있다 살충 등이 계 러 들어가게 써 특히 생태계. ,

염이 주목 고 있다 계 생 들 이러 질 체내 여 외부 스트 스 인.

식 고 이에 어 작 작동 는 과 같 나타낸다 농업 질들, .

개 특 생 에 택 독 나타내도 개 었 나 이상 인 택 독 갖는,

질 개 거 불가능해 보인다 인계 농약 다른 종 농약에 해 잔 이.

낮아 다양 해충 구 에 이용 고 있다 그러나, . 체내에 축 후 산 어, oxonium

를 게 는데 이들 인계 농약 자체 보다 상당히 높 독 나타낸compound ,

다.

본 연구는 경 염 특히 인계 농약 염에 용 가능 분자생 지 를 굴 목,

시도 었다 노출 실험 실 사용 는 양보다 상당히 낮 농도에 이루어 는데. IBP ,

이는 높 농도에 독 보다는 실 생태계에 존재 는 낮 농도에 생

알아보 함이었다 본 연구 결과 는 간 장에 상 분자생 지. , 1 ppb IBP

이 도 는 것이 인 었다 라 경 염 질에 자 에 생.

평가 해 는 간이 가장 조직이라고 생각 다 본 연구를 통해 노출에 해. IBP 8

종 생 지 자 량이 변 는 것 인 있었다 이러 자들.

조 경 스트 스가 스트 스 는 해독과 에 여 는 단 질 에 향 주

는 것 미 다 라 외부 스트 스에 자 에 생 생리.

생 변 를 공함 써 개체 는 군집 에 생태 해 에 조 경보,

체재 립에 용 것이다.



그림 자 송사리 장 간 근 에 분 노출 이후 자 변< 5> , , IBP

. A, OjaCAT; B, OjaCYP1A; C, OjaG6PD; D, OjaGPx; E, OjaGR; F, OjaGST; G,

OjaSOD; H, OjaUB. Black, 0 ppb; white, 1 ppb; gray, 10 ppb; dotted, 100 ppb;

lined, 1000 ppb

사 자 송사리 자 량 굴 구축. cDNA library

재료 법(1)

용 자 량 굴 해 자 송사리 간 부 를 추출 고 이를RNA ,

를 이용 여SMART cDNA Library Construction kit (BD Sciences) , cDNA library

를 구축 다 구축 각 에 작 택 약 클 에 해 염. cDNA library 5,500

열 분 실시 고 자 를 이용 여 자들 능 검색 고 목 작 다, DB .

결과(2)

에 자 송사리를 시간 동안 노출 후 간 부 분리Toxaphene (300 ppb) 24 , ,

를 이용 여 를 구축 고 약 클 에 염 열분 실시RNA cDNA library , 5,500



결과 특이 자 후보 개 얻었 며 이들 능별, toxaphene 664 unigene ,

분 면 다 과 같다.

METABOLISM 194

Energy production and conversion 48

Carbohydrate transport and metabolism 36

Amino acid transport and metabolism 42

Coenzyme transport and metabolism 3

Lipid transport and metabolism 32

Inorganic ion transport and metabolism 14

Secondary metabolites biosynthesis, transport and catabolism 19

INFORMATION STORAGE AND PROCESSING 88

Translation, ribosomal structure and biogenesis 66

RNA processing and modification 16

Replication, recombination and repair 3

Chromatin structure and dynamics 2

Transcription 1

CELLULAR PROCESSES AND SIGNALING 188

Posttranslational modification, protein turnover, chaperones 58

Cytoskeleton 21

Cell cycle control, cell division, chromosome partitioning 13

Signal transduction mechanisms 58

Defense mechanisms 9

Intracellular trafficking, secretion, and vesicular transport 21

Cell wall/membrane/envelope biogenesis 8

POORLY CHARACTERIZED 193

General function predicted only 57

Function unknown 136

Total 664

아 노출에 자 일 변. Polychlorinated biphenyl, Arochlor 1260

는 지속 염 질 분 며 변압 등Polychlorinated biphenyls (PCBs) , ,

연체 페인트 착 살충 등 이용 어 다 이들 놀라운 안 인해, , . ,



경에 출 었 분해 지 않고 생 농축 는 경향 보이며 계 경보건에 큰, ,

를 일 키고 있다 노출 인간 면역계에 향 미 며. PCB (Nakanishi et al.,

간과 계 암 도 는 것 알 있다 어 에1985), (Kuratusne et al., 1987).

게도 내분 계 장애를 일 키는 것이 찰 었다 (Khan et al., 2001; Mortensen et al.,

그러나 노출에 자 변 에2006; Mortensen and Arukwe, 2008). PCB

해 는 등 소 에 해 만 알 있다 이에CYP1A, vitellogenin estrogen receptor .

본 연구에 는 일종인 노출에 잠재 인 생 지 를 굴PCB Arochlor 1260

해 담 송사리 를 이용 여 독 체 법에 스크리닝 행cDNA microarray

다 자 일이 변 자 종 별 여. 12 real-time quantitative

통해 노출에 변 를 재 인 다PCR Arochlor 1260 .

재료 법(1)

실험생 질 노출, RNA①

부 후 개월 이상 담 송사리 컷 개체를 노출군에 용 다 담 송사6 , .

리를 에 시간 동안Arochlor 1260 (ChemService, West Chester, PA, USA) 100 ppb 24

노출 다 노출 농도는 지개송어. 24 h LC50 (200 ppb) 96 h LC50 (232 ppb)

를 고 여 결 다 추출 합 등(Mayer and Ellersieck, 1986) . RNA cDNA

나 이종간 마이크 어래이 실험 통 노출 자 송사리 자 일‘ . B[a]P

링 에 것과 같 법 행 다’ .

마이크 어래이를 이용 자 분cDNA②

나 이종간 마이크 어래이 실험 통 노출 자 송사리 자 일‘ . B[a]P

링 에 것과 같 법 행 다’ .

qRT-PCR③

마이크 어래이 분 통해 차등 이 인 자들 종 자를 별 여 이12

들에 해 법 이용 여 변 를 량 다 증폭 에 이용 각qRT-PCR .

자 특이 라이 는 같다9 .

통계분④

나 이종간 마이크 어래이 실험 통 노출 자 송사리 자 일‘ . B[a]P

링 에 것과 같 법 행 다 결과에 해 그룹 평균’ . qRT-PCR

를 행 며 통계one-way ANOVA Duncan's multiple range test , p <

에 검증 었다0.05 .

결과 고찰(2)

노출 담 송사리 자 특이Arochlor 1260①



생 독 에 자 변 일링 담 송사리에 행Arochlor 1260

다 마이크 어래이를 이용 여 스크리닝 결과 종 자 이. Medaka cDNA 26

향 것 분 었 며 이 종 자들 량이 증가 고 나 지 종, 12 , 14

자들 량이 감소 는 것 인 었다 ( 10, P < 0.01).

별 종 자 분 특이 염 열< 9> 12 qRT-PCR primer

에 자 변 검증qRT-PCR②

마이크 어래이 결과를 인 해 별 개 후보 자에 해12 qRT-PCR

실시 다 얻어진 자 차등 량 결과는 에 나타내었다. 11 . Arochlor 1260

노출에 해 난황단 질인 량이 증가 고 종 난각vitellogenien 1 586.1 ,

자인 각각 량이 증choriogenin H minor choriogenin L 18.70 13.88

가 다 자 증가 는 것이 인 었다. Estrogen receptor 6.39 .α

Gene Nucleotide sequence

Vitellogenin 1 Forward 5'-AATGGACGCTTGGCCAGAAA-3'

(ol-vit1) Reverse 5'-GCAACTGCAGGCAAGGTGAG-3'

Choriogenin H minor Forward 5'-GATGCTGACTACCCTGTCAC-3'

Reverse 5'-GCTAGGGTCAGATGGAGAAG-3'

Choriogenin L Forward 5'-AAGGAGGTCAGTGGAGCAGA-3'

Reverse 5'-CCTTCCCATTCCAGAACTGA-3'

Estrogen receptor α Forward 5'- GAGGCAAGATCAAACCTGAG-3'

Reverse 5'- AGGTGCAGTCAGTCAACTTG-3'

Cytokeratin 17 Forward 5'- TGGTCTTGGTTCTGGTGGTT-3'

Reverse 5'- CATTGAGGTTCTGCATGGTG-3'

Annexin max3 Forward 5'-CTGGATGACACTAAAGGAGAC-3'

(anxa1) Reverse 5'-TGCACGTGATCTGAATGCAC-3'

Wap65 Forward 5'-CGATGCTGCATTTGTCTGCC-3'

Reverse 5'-CCGTGCATTCAGTCCTGTCA-3'

Hepatic lipase Forward 5'-CCACATGTTCCTCCACACAG-3'

(lipc) Reverse 5'-ATCAAGAAGGTTCGCACAGG-3'

TRAP r-chain Forward 5'-GAAACGCTCTCATCGTCTCC-3'

(ssrg) Reverse 5'-TAGCCTCGTAGTCCGCTACC-3'

Kallikrein precursor Forward 5'-TCAGACAGCCTGTCAGAACA-3'

Reverse 5'-CTGACACTGGTCTGCATTATC-3'

Complement component C4 Forward 5'-GAAGGAGAACTCTGTCCGAG-3'

(c4) Reverse 5'-CTGGCATGTTAGCTGATTGG-3'

Cytochrome P450 2D Forward 5'-CGCTGCTTCTTCCATTTCTC-3'

Reverse 5'-CCACAGTTGGCTGAAACGTA-3'

-tubulinα Forward 5'-AAGGCATACCACGAGCAGTT-3'

Reverse 5'-TTGCTAAGCATGCAGACAGC-3'



경우 그리고 는 량이 증가 었다Cytokeratin 17 36.96 , annexin max3 1.70 .

인 는putative rat hemopexin homologue Wap65 5 , hepatic lipase 3.7 , TRAP

는 는-chain 5 , kallikrein precursor 7.14 , complement component C4 5.26 ,γ

는 량이 감소 는 것이 인 었다cytochrome P450 2D 5 .

어 자 단 질 에 미 는 향PCBs CYP1A, aryhl hydrocarbon

등과 같 소 자에 해 만 알 있 뿐이다receptors (AhRs) vitellogenin .

즉 어 에 에 자 변 일 축 어 있는 것이 많지 않다 본, PCBs .

연구에 얻어진 자들 생 에 일어나는 에 분자 이해PCB- PCB

는 분자생 지 매우 용 다는 것 시 다 아래에 는 량이 변 자들이.

능 고 여 노출 이후 나타날 있는 생 사 변 에 해 시도해보고자PCB

다.

암③

상 포 주 단 구조 조직 상 인 구조 능에Keratin cytoskeleton ,

이다 상 포 분 과 상 계가 있다 는 암. Cytokeratin (CK) . CK

종 매우 요 지 이용 다 암에(Chu and Weiss, 2002; Chu et al., 2009).

이 증가 다는 것이 면역조직 법에 해 진 있다cytokeratin 17 (van de

본 연구에 자 이 증가 는 것이 인Rijn et al., 2002). cytokeratin 17 ,

어 에 도 암 는 것 상 다Arochlor 1260 .

칼슘 인지질 결합단 질 막 합 포낭 이동Annexin , channel , , ,

조 등과 같 다양 신 달 조 는 역 다 근phospholipase A2 .

자 변 가 특 암종과 이 있다고 보고 있다annexin (Mussunoor and

본 연구에 는 노출에 과 이 찰Murray, 2008). Arochlor 1260 annexin max3

었다.

는 매우 다양 양상 보이며 다양Kallikreins (KLKs) serine protease , ,

능 갖고 있다 자 단 질 이 암종 과 과 과 어 있어. KLK

종양 생 지 용 다고 알 있다 사(Borgono and Diamandis, 2004). KLKs

가 에 해 조 다는 것 매우 미롭다 본 연구에steroid sex hormone . kallikrein

자 이 노출에 해 감소 는 것이 인 었다precursor Arochlor 1260 .

내분 계 장애④

나 참조-(2)-②

면역⑤

생 연쇄 써 면역계 부분 이룬다 이 단 질Complement system , .

들 주 간에 합 다 이루는 종 단 질과 단 질 단편. Complement system 20

에 는 를 구 다 어 에 는 가 연C4 C3 C5 convertase (Reid and Porter, 1981). C4



골어 경골어(Dodds et al., 1998) (Nakao and Yano, 1998; Kuroda et al., 2004)

에 분리 었다 본 연구에 송사리 자는 그 량이 감소 는 것이 인 었다. C4 .

이러 결과는 노출이 송사리 면역 에 부 인 결과를 래 다는 것 시사PCB

다.

에 해 는 나Warm temperature acclimation-related protein 65-kDa (Wap65)

에 있다 본 연구에 노출 송사리에 자 이 억-(2)- . PCB Wap65④

는 것이 인 었 며 이는 노출이 심각 면역계 손상 래 다는 것, Arochlor 1260

암시 다.

< 노출 후 담 송사리 자 변 결과10> Arochlor 1260



별 자들에 변 량< 11> 12

타 생⑥

는 사 해독과 매 다Cytochrome P450 heme-thiolate enzyme ,

는 약 식품 경 염 질과 같(Lewis et al., 1998). Cytochrome P450 2D (cyp2D) ,

에 여 다 본 연구에 는xenobiotics monooxygenation (Hiroi et al., 2002). PCB

노출에 해 이 억 는 것 나타났는데 재 이에 해 내리는 것cyp2D ,

가능 지 않 것 단 다.

는 다양 태 가 분해를Hepatic lipase (HL) lipolytic enzyme lipoprotein

매 다 근 연구에 면 는 자 사를 억 다고 다. E2 HL (Jones et al.,

에 노출 송사리에 자 이 억 는 것이 인2002). Arochlor 1260 HL ,

는 내분 계 장애 효과를 가지고 있는 것 생각 다Arochlor 1260 .

진핵 포 단 질이 소포체 막 통과 여 이동 는 부분 종Translocon

구 고 이들 는( , , , ) subunit translocon-associated proteinsα β γ δ

라고 불리어 진다 본 연구에TRAPs (Hartmann et al., 1993). 자TRAP -chainγ

이 노출 이후 감소 는 것이 인 었다 이는 이 송사리 간 포에PCB , . Arochlor 1260

단 질 송에 부 향 미 것이라는 암시 다.

결 본 연구에 는 공 노출에 특이 자를 동, Arochlor 1260

다 이들 자들 내분 계 신 달 암 면역 타 생. , ,

나 있었다 동 모든 자 단 질들 내분 계 장애 질에 염 경.

조 에 탐지 있는 분자생 지 매우 용 것이다 이들 에 해. PCB

도 는 신 달 스트 스 경 이해를 도울 것 생각 다.



자 작. HazChem Fish Array ver. 1

아래 같이 포함 는982 clone PAHs, POPs HazChem Fish Array ver. 1

작 고 탑재 자들 원 아래 같다, .

차 도에 보 특이 자 후보1 PAHs∙ 199 clone

법에 해 분리 목 자RT-PCR∙ 119 clone

Standard cDNA library clones∙ 664 clone

982 clone

마이크 어래이 작 법 아래 같다.

컨 보를 통해 분리 동 를 는, clone DNA 10 pmole/ l T7 SP6 T3μ

조합 사용 여 증폭 행 다 증폭T7 universal primer PCR . PCR product

를 사용 여 품 에 라 고QIAQuick 96 PCR purification kit protocol , PCR

사용 여 인 다product 5 l 1.5% agarose gel electrophoresis . PCRμ

를 시간 동안 상 에 건조시 다 건조 에 증 를 첨product 16 . PCR product 10 lμ

가 후 분간 가열 여 를 히 녹여 만들었다65 10 DNA probe solution . 384 well℃

에 를 후 동일 양 첨가 고 여러 번100% DMSO 7 l , probe solutionμ

여 잘 어 를 만들었다 모든 에pipetting spotting mixture . probe solution 384 well

후 고 사용 지 에 보 다, 384 well spin down , -20 . spotting℃

를 인mixture , Microarrayer OmniGridTM 를Microarrayer (GeneMachines, SanCarlos, CA)

이용 여 silane-coated glass-slide (GAPS-IITM 에, Corning, Charlotte, NC) spotting

다 이 료 마이크 어래이는 상 에 시간 동안 건조시키고. Spotting 16 , 300 mJ

여 시킨 후 진공 포UV irradiation (Stratalinker, Stratagene, LaJolla, CA) crosslinking

장 여 사용시 지 습 가 고 이 차단 는 장소에 보 다 작 마이크 어래이, .

리스캔 이미지를 그림 에 실었다5 .

차 이용 경 해 질 특이 자 동. HazChem Fish Array ver.1

작 이용 여 경 해 질인HazChem Fish Array ver.1 , B[a]P, PCB

노출 후 자 변 일링 실시(Arochlor 1260), IBP Toxaphene

다.

재료 법(1)

실험생 질 노출, RNA①

부 후 개월 컷 개체를 노출군에 용 다 자 송사리를12-14 . B[a]P

(Supelco, USA) 100 ppb, Arochlor 1260 (ChemService, West Chester, PA, USA) 100

ppb, IBP (ChemService, West Chester, PA, USA) 100 ppb Toxaphene

에 시간 동안 노출 다 해 질에 노출 지 않 자 송(ChemService) 300 ppb 24 .

사리를 조군 용 다 실험군과 조군 부 간 출 여. , Trizol Reagent



를 이용 여 추출 다 량 도(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) , RNA . RNA

분 도계를 이용 여 에 도를 여 량 다: 260 nm .

그림 리스캔 이미지 는 개임< 6> HazChem Fish Array ver.1 (Spot 1165 )

cDNA synthesis②

체 씩RNA 1 g Agilent's Low RNA Input Linear Amplification Kit PLUSμ

를 사용 여 지 다 즉 를(Agilent Technologies) . , RNA(1 g) dT-promoterμ

합 후 에 시간 동안 역 사 행 고primer MMLV-RT 40 2 , T7℃

를 첨가 여 에 시간 동안 행 다 증폭과polymerase 40 2 linear amplification .℃

통해 조군 실험군 시료는 각각 지 다Cy3-CTP Cy5-CTP .

Hybridization scanning③

질이 라벨링 시료를 사용 여 고 증cRNA Qiagen PCR purification kit ,

용출 다 지 시료를. -cRNA hybridization buffer (3x SSC, 0.3%

에 첨가 후SDS, 50% formamide, 20 ug Cot-1 DNA, 20 ug yeast tRNA) , microcon

농축 여 를 만들었다 를YM-30 hybridization mixture . Hybridization mixture 95℃

분 동안 가열 여 변 시키고 에 간 원심분리 며 도를 식 다 조 자3 12,000 g 30 .

송사리 마이크 어래이에 덮고 변 시킨 를cDNA coverslip , hybridization mixture

다 마이크 어래이를 에 고 에 시간 동안 시pipetting . GT-Hyb Chamber 65 16℃

다.

이 난 후 에 마이크 어래이를 꺼내어 아래 척과Hybridization , chamber

행 고 마이크 어래이를 여 건조 후 지 암실에 보, spin scanning

다 실험이 료 송사리 마이크 어래이를. Axon GenePix 4000B scanner (Axon

를 사용 여 다 에Instrument, USA) scan . GenePix Pro 6.0 program , scan image

부 각 이용 여 고 여 각spot gridding file gridding , quantitation spot



등 분 값이 포함 얻었다Cy5/Cy3 intensity ratio GPR file .

마이크 어래이 자료 분④

에 얻어진 부 분 그램인GenePix Pro Program GPR file , GeneSpring 7.3.1

를 이용 여 아래 같이 분 행 다(Agilent Technologies, USA) .

를 이용Normalization: LOWESS (locally weighted regression scatterplot smoothing)

여 행 다.

값이 값보다 낮거나 각 값 편Reliable gene: sum of medians background , pixel

차가 지 않 함 써 자를 얻었다spot flag-out .

값이 이상 차이를 보이는 별 다Significant genes : normalized ratio 2 spot .

결과 고찰(2)

노출 후 자 변 일링B[a]P①

생 독 에 자 변 일링 자 송사리에 행 다B[a]P .

이용 여 스크리닝 결과 그 량이 이상 변 증HazChem Fish Array ver.1 , 2 (

가 는 감소 자는 다 과 같다) .

량이 이상 증가 는 자2

Cytochrome P450 1A

C3-1 mRNA

C3-2 mRNA

Choriogenin H minor

Fatty acid binding protein (liver-basic)

Cytochrome c oxidase subunit III

NADH dehydrogenase subunit 4

Mitochondrial DNA

Sphaerichthys osphromenoides 12S ribosomal RNA gene, partial sequence;

Ribosomal protein L15

Ribosomal protein SA

Ribosomal protein large P0-like protein

Rpl13a-prov protein

C43 putative splicing factor Prp8

Cytochrome C oxidase proteins

14 kDa apolipoprotein-like mRNA

Glucose-6-phosphatase (G6Pase)

Tumor necrosis factor receptor-1

Eukaryotic translation initiation factor 4A



량이 이상 감소 는 자2

Retinoic acid receptor responder protein 3

Phospholipase B

C1q-like factor

NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex, 4

Selenoprotein W2a

Meningioma expressed antigen 5

Synovial sarcoma translocation

Solute carrier family 13 (sodium-dependent dicarboxylate transporter), member 2

Solute carrier family 16 (monocarboxylic acid transporters), member 9a

Acyl-CoA synthetase short-chain family member 2

Sp3 transcription factor

Alcohol dehydrogenase Class VI (ADH8) mRNA

Mosin heavy chain

Autophagy protein 5

Angiotensin I converting enzyme

Mitogen-activated protein kinase 6 (mapk6)

Arylamine N-acetyl transferase

Glutathione S-transferase

Villin 2 (ezrin) like

Cystathionine-beta-synthase

Krt4 protein

Glucose-6-phosphate dehydrogenase

Sodium potassium ATPase beta subunit

Warm-temperature-acclimation-related-65 kDa-protein

노출 후 자 변 일링PCB (Arochlor 1260)②

생 독 에 자 변 일링 자 송사리에 행Arochlor 1260

다 이용 여 스크리닝 결과 량이 이상 변. HazChem Fish Array ver.1 , 2

증가 는 감소 자는 다 과 같다( ) .

량이 이상 증가 는 자2

Choriogenin H minor

Insulin-like growth factor 2

Ubiquitin-Conjugating Enzyme Ubch5b

Progesterone receptor membrane component 1



C1q-like adipose specific protein

Tubulin, beta 5

량이 이상 감소 는 자2

Warm-temperature-acclimation-related-65 kDa-protein

Embryonic alpha-type globin

Mitochondrial DNA, complete genome

Glucose-6-phosphate dehydrogenase

Synovial sarcoma translocation

노출 후 자 변 일링IBP③

생 독 에 자 변 일링 자 송사리에 행 다IBP .

이용 여 스크리닝 결과 량이 이상 변 증가HazChem Fish Array ver.1 , 2 (

는 감소 자는 다 과 같다) .

량이 이상 증가 는 자2

Cytochrome P450 2K5

Cytochrome P450 3A

Ubiquitin-Conjugating Enzyme Ubch5b

Complement component C8 beta

량이 이상 감소 는 자2

40S ribosomal protein S24-like protein

Claudin

Cytochrome P450 1A (CYP1A)

Glucose-6-phosphate dehydrogenase

Myosin heavy chain

Sp3 transcription factor

Krt4 protein

Fatty acid binding protein (liver-basic)

Warm-temperature-acclimation-related-65 kDa-protein

노출 후 자 변 일링Toxaphene④

생 독 에 자 변 일링 자 송사리에 행Toxaphene

다 이용 여 스크리닝 결과 량이 이상 변 증. HazChem Fish Array ver.1 , 2 (

가 는 감소 자는 다 과 같다) .



량이 이상 증가 는 자2

Choriogenin H minor

C3-1 mRNA

A2M-2 mRNA for alpha-2-macroglobulin-2

Ceruloplasmin

Cytochrome P450 2K5 (CYP2K5)

Glucose-6-phosphatase (G6Pase)

Phosphoenolpyruvate carboxykinase

Carboxylesterase 2

량이 이상 감소 는 자2

Retinoic acid receptor responder protein 3

Sorcin (22 kDa protein)

Trypsinogen

Ribosomal protein S3

Acyl-CoA synthetase short-chain family member 2

40S ribosomal protein S24-like protein

Transmembrane 4 L6 family member 4

Angiotensin I converting enzyme

Phospholipase B

MHC Class I Region

Solute carrier family 13 (sodium-dependent dicarboxylate transporter),

member 2 (slc13a2)

Sorcin isoform a

Embryonic alpha-type globin

Apolipoprotein E1

Glucose-6-phosphate dehydrogenase

Sp3 transcription factor

Proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 8 (psmb8)

Autophagy protein 5

Solute carrier family 16 (monocarboxylic acid transporters), member 9a

B2-microglobulin

Cystathionine-beta-synthase

Warm-temperature-acclimation-related-65 kDa-protein

Krt4 protein

Tubulin, beta 5

Sodium potassium ATPase beta subunit



Na/K/2Cl cotransporter (nkcc2beta/BSC1beta gene), isoform SLC12a1

주 분분 에 해 종 경 해 질 클러(Principal Component Analysis)

스 링 행 결과 각 해 질들 자 에 다른 생 도 는,

것 나타났다 그림( 6).

그림 주 분 분 에 종 경 해 질 차원 공간< 7> 3 plotting

카 내분 계 장애 질 특이 자 후보 량 굴.

계 경에 특히 시 고 있는 내분 계 장애 질 (endocrine disrupting

에 특이 자 지 굴 해 자 송사리를chemicals, EDCs) , 17 -estradiolβ

에 노출 후 간조직 상 를 작 다 약 클 에(E2) , cDNA library . 6,000

작 염 열 분 통해 약 여종 단일 자를 얻었다1200 .

재료 법(1)

부 후 개월 컷 다 개체를 노출군에 용 다 자 송사리를12-14 . E2

에 시간 동안 노출 고 실험군과 조군 부 간 출 여 를 분리100 ppb 24 , , RNA



고 이를 를 이용 여, SMART cDNA Library Construction kit (BD Sciences) ,

노출 를 구축 다 구축 각 에 작 택 약E2 cDNA library . cDNA library

클 에 해 염 열 분 실시 고 자 를 이용 여 자들 능 검6,000 , DB

색 고 목 작 다.

결과(2)

작 작 염 열 분 통해 개 단일 자들 동cDNA library 1268

다 이들 에 해 능별 분 결과는 다. Eukaryotic Orthologous Groups (KOG)

과 같다.

Information storage and processing

[J] Translation, ribosomal structure and biogenesis 90

[A] RNA processing and modification 17

[K] Transcription 38

[L] Replication, recombination and repair 2

[B] Chromatin structure and dynamics 8

Cellular processes and signaling

[D] Cell cycle control, cell division, chromosome partitioning 7

[Y] Nuclear structure 2

[V] Defense mechanisms 10

[T] Signal transduction mechanisms 62

[M] Cell wall/membrane/envelope biogenesis 6

[N] Cell motility 3

[Z] Cytoskeleton 30

[W] Extracellular structures 9

[U] Intracellular trafficking, secretion, and vesicular transport 52

[O] Posttranslational modification, protein turnover, chaperones 90

Metabolism

[C] Energy production and conversion 60

[G] Carbohydrate transport and metabolism 24

[E] Amino acid transport and metabolism 41

[F] Nucleotide transport and metabolism 13

[H] Coenzyme transport and metabolism 8

[I] Lipid transport and metabolism 52

[P] Inorganic ion transport and metabolism 9

[Q] Secondary metabolites biosynthesis, transport and catabolism 12



Poorly characterized

[R] General function prediction only 90

[S] Function unknown 55

이상 종Non categorized 390 1180

AJ 8, JO 1, DKT 1, AK 1, BK 2, OK 2, KT 1, TR 3, TV 3, IT 3, UT 1, PT 1,

TW 6, TU 10, DT 2, TZ 4, RT 3, TR 1, BT 1, OR 2, OW 2, IO 1, UO 1, OU 1, IR

3, IU 2, QI 1, FQ 1, HC 2, EH 1, DV 1, DZ 1, UD 1 10, LA 1, AR 1, GC 1, YU 1,

이상 종EI 1, MU 1, MW 1, CE 2, ZR 1, DZU 1, ZUD 1, CIQ 1 13 ( 88 )

타 작. HazChem Fish Array ver. 2

앞 차항과 같이 작 에 탑재 어 있는 자들과 카항에HazChem Fish Array ver.1

얻어진 단일 자 종 추가 여 를 작 다 그1268 HazChem Fish Array ver.2 .

법 차 에 것과 같다 작 마이크 어래이 리스캔 이미지를 그림 에-(1) . 7

실었다.

<그림 리스캔 이미지 는 개임8> HazChem Fish Array ver.2 (Spot 2450 )

를 이용 경 해 질 특이 자 동. HazChem Fish Array ver.2



(1) 17 -estradiol (E2)β

앞 항과 같이 작 이용 여(12) HazChem Fish Array ver.2 , 17 -estradiolβ

에 노출 후 간 조직 부 차등 자 일링 행 다(E2) , .

재료 법①

부 후 개월 컷 다 개체를 노출군에 용 다 자 송사리를12-14 . E2

에 시간 시간 동안 노출 고 실험군과 조군 부 간 출 고100 ppb 24 48 , ,

를 이용 여 를 분리 다Trizol Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) RNA . cDNA

합 마이크 어래이 실험 결과 분 항과 같이 행 다, (10) .

결과 고찰②

를 이용 분 결과 시간 노출 다송사리 간에HazChem Fish Array ver.2 , 24

클 자 이 향 것 인 었 며 이 클 량이 감740 , 368

소 었고 클 량이 증가 었다 에 시간 노출 다송사리 경우에는, 372 . E2 48

클 자 이 변 었고 이 클 량이 감소 었고 클722 , 387 , 335

량이 증가 는 것 인 었다 클 에 변 일링 집궤분. 918

결과를 그림 에 나타내었다8 .

그림 에 시간 시간 노출 다송사리 간에 인 차등 자들< 9> E2 24 48



이미지hierarchical cluster

노출에 해 자 변 가 찰 자들 시간 노출 시료를E2 , 24

변 량 변 가 큰 자들 에 나타내었다 량이 크게 증가 자들12 13 .

에 나타내었는데 등과 같 내분 계 단 질12 , vitellogenin choriogenin ,

등 포내cytochrome oxidase, glutathione reductase, NADH-cytochrome reductase

산 원 효소 등이 주목 다 앞 이들 이외 다양 자들 능에- .

고찰이 요 다고 생각 다.

노출에 해 량이 증가 자 목 시간 노출< 12> E2 (24 )

Gene Fold Change

E2 24h E2 48h

Vitellogenin 1 53.16 59.13

Iduronate 2-sulfatase precursor 36.83 49.14

Exosome complex exonuclease RRP4

putative mRNA
35.26 21.76

Choriogenin H minor 34.29 25.44

40S ribosomal protein S24-like protein

mRNA
26.84 14.65

Tax1binding protein 1b 25.09 23.46

RAB3 GTPase activating protein subunit 2 23.79 17.29

Bromodomain containing 2 (RING3) gene 22.41 25.62

Mannose-P-dolichol utilization defect 1b 21.65 23.60

Adenylosuccinate synthetase isozyme 2

putative mRNA
21.59 27.81

Vitellogenin II (vit-6) 20.88 14.91

rRNA 2-O-methyltransferase fibrillarin 20.57 31.75

NADH-cytochrome b5 reductase 3 putative

mRNA
19.74 16.41

Amino-terminal enhancer of split 18.11 4.70

Microsomal triglyceride transfer protein 18.01 37.05

Tetraspanin-3 putative mRNA 17.90 17.46

Acyl-CoA synthetase long-chain family

member 1
17.31 40.03

Inositol oxygenase putative mRNA 17.18 11.51

TPA 17.10 16.31

Longevity assurance 2 17.09 19.34

Protein involved in sexual development 15.42 17.54

Selenoprotein 15 13.35 9.86



는 량이 크게 약 감소 자들 에 나타내었12 ( 20 - 3 ) 13

다 생 이 해독과 에 큰 역 는 것 알 있는 계열. Cytochrome P450

자들 천 면역에 요 역 고 있는 항산 효소인, complements,

다양 가 분해 효소들 등이glutathione S-transferase, catalase, , protein kinase C

주목 다.

< 노출에 해 량이 감소 자 목 시간 노출13> E2 (24 )

Cysteine-rich with EGF-like domains 2 13.03 9.61

Exs-related protein 13.02 16.78

Pyrroline-5-carboxylate reductase 1 12.89 11.82

Ribosomal protein L13a 11.74 8.38

ATP citrate lyase 11.27 13.75

Cytochrome oxidase subunit I 10.68 10.54

Mitochondrial 60 kDa heat shock protein

mRNA
10.60 0.56

ATPase, H+ transporting, V1 subunit F 10.48 1.61

Selenoprotein M 10.12 7.70

Cytochrome c-1(cyc1) 10.09 8.66

C-C chemokine receptor 9 9.98 0.95

Choriogenin L 9.78 12.12

Synaptogyrin 2b 9.60 0.410

Pyrroline-5-carboxylate reductase 1 9.24 6.88

Transmembrane emp24 protein transport

domainmRNA
9.01 4.33

Apolipoprotein AI precursor 9.00 0.35

Glutathione reductase 8.82 11.78

Gene Fold Difference

E2 24h(L) E2 48h(L)

Dimethylglycine dehydrogenase 0.05 0.21

Fructose-bisphosphate aldolase B 0.07 0.11

Fatty acid binding protein 10, liver basic 0.08 0.10

Claudin 0.09 0.12

Cytochrome P450 2P3 0.10 0.21

Aldolase B mRNA 0.11 0.15

Glycerol-3-phosphate dehydrogenase 0.13 0.20

Kelch-like 18 0.13 0.15

Leukocyte elastase inhibitor 0.13 0.16



Vitronectin 0.14 0.28

Glutamate dehydrogenase 1b 0.15 0.19

hpd protein (hpd), mRNA 0.15 0.27

Progestin receptor membrane component 1 0.16 0.28

Tryptophan 2,3-dioxygenase 0.17 0.38

Cytochrome P450 3A 0.17 0.25

Fetuin-B precursor 0.18 0.38

Complement C5 precursor 0.18 0.37

Complement C3 precursor alpha chain 0.18 0.21

Isocitrate dehydrogenase 1 (NADP+) 0.19 0.47

Calcium/calmodulin-dependent protein kinase

(CaM kinase) II delta 1
0.19 0.30

Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 0.20 0.38

Deoxyribonuclease II, lysosomal 0.21 0.62

Insulin 0.21 0.53

Solute carrier family 31 (copper transporters) 0.2 0.29

Ficolin 2 precursor 0.21 0.63

Glutathione S-transferase 0.22 0.23

Glutamate oxaloacetate transaminase 2 0.22 0.37

Voltage-dependent anion channel 0.23 0.44

Villin 2 (ezrin) like 0.23 0.49

fibrinogen beta chain precursor 0.23 0.56

Serum response factor (SRF) 0.23 0.39

Complement C3-2 mRNA 0.23 0.21

Alpha-2-macroglobulin mRNA 0.23 0.43

Choriogenin H mRNA 0.23 0.62

Transferrin mRNA 0.24 0.27

HSP-90 0.24 0.23

Protein kinase C, delta 0.244 0.52

Apobec-1 complementation factor isoform 1 0.24 0.37

Phenylalanine hydroxylase 0.25 0.27

Peripheral-type benzodiazepine receptor 0.25 0.42

Tumor suppressor 0.25 0.51

Cytochrome P450 CYP2N 0.26 0.47

Alpha-tectorin 0.26 0.60

Pyridoxal phosphate phosphatase 0.26 0.25

Progesterone receptor membrane component 1 0.26 0.30

MHC Class I Region 0.26 0.48

Ceruloplasmin 0.27 0.47



연구개 결과 요약2

새 운 연안 경 해 질 시험 어종인 자 송사리 (• Oryzias javanicus 사)

분자생 연구 립

작 법 이종간 마이크 어래이Standard subtractive cDNA library ; DD-PCR ;•

용 법에 목 자 분리 등 통 자 송사리 원; RT-PCR PAHs, POPs,

생 독 독 체 지 굴EDCs

자 차등 에 경 해 질 생 독 시도•

자 송사리 경 해 질 생 해 평가를 마이크 어래이 (HazChem•

개Fish Array ver.2)

연도별 연구개 목 달 도3

S-adenosylhomocysteine hydrolase-like

protein
0.27 0.41

Annexin A2 0.27 0.50

Ceruloplasmin 0.27 0.51

Complement component C8 beta 0.27 0.49

Alpha-2-macroglobulin-2 0.28 0.91

Ependymin precursor 0.28 0.33

Catalase 0.28 0.32

Cyclin I 0.28 0.28

Apcs protein 0.29 0.43

Cytochrome P450 1A 0.29 0.37

Acetylserotonin O-methyltransferase 0.30 0.33

Betaine aldehyde dehydrogenase (Aldh9A1) 0.30 0.32



구분 부연구개 목 달 도

차1

도

특이 구축PAHs cDNA library 100%

특이 자 보PAHs 100%

평가용 개PAHs DNA chip 100%

차2

연도

특이 구축POPs cDNA library 100%

특이 자 보POPs 100%

평가용 개POPs DNA chip 100%

차3

연도

해 질 특이 변 자(PAHs, POPs EDCs)

공통 변 자 분
100%

해 질 노출에 른 자(PAHs, POPs EDCs)

변 량
100%

통합 작 평가 보DNA chip ,

이용 경 해 질 해 법 작DNA chip 100%

종

평가

계 경 해 평가용 개DNA chip 100%

계 경 해 평가용 이용 해 질DNA chip

해 시스 시
100%

연도별 연구 과 논 특허 등4 ( )․

연구논

구분 목 지명 일자

고
(SCI
여부/

impact
factor)

논 1

Molecular Parameters for Assessing

Marine Biotoxicity: Gene Expressions of

Rockfish (Sebastes schlegeli) exposed to

Polycyclic Aromatic Hydrocarbons

Molecular &

Cellular

Toxicology

2007.
12.30 SCI/0.3

논 2

Gene Expression Profile in Iprobenfos

Exposed Medaka Fish by Microarray

Analysis

Molecular &

Cellular

Toxicology

2008.
6.30 SCI/0.3

논 3

Differentially Expressed Genes in Marine

medaka fish (Oryzias javanicus) Exposed

to Cadmium

Molecular &

Cellular

Toxicology

2008.
12.30 SCI/0.3



논 4

Effects of heavy metals on antioxidants

and stress-responsive gene expression in

Javanese medaka (Oryzias javanicus)

Comparative

Biochemistry and

Physiology

C-Toxicology &

Pharmacology

2009.
4.1

SCI/2.5

논 5

Transcripts level responses in a marine

medaka (Oryzias javanicus) exposed to

organophosphorus pesticide

Comparative

Biochemistry and

Physiology

C-Toxicology &

Pharmacology

2009.
4.1

SCI/2.5

논 6

Heterologous Microarray Hybridization

Used for Differential Gene Expression

Profiling in Benzo[a]pyrene-exposed

Marine Medaka

Molecular &

Cellular

Tocicology

2009.
12.31 SCI/0.6

논 7

Changes in gene expression profile of

medaka fish with acute toxicity of

Arochlor 1260, a Polychlorinated Biphenyl

mixture

Comparative

Biochemistry and

Physiology

C-Toxicology &

Pharmacology

2010.
1.1 SCI/2.5

논 8

Differential gene expression profiling in

Iprobenfos-exposed marine medaka by

heterologous microarray hybridization

Toxicology and
E n v i r o n m e n t a l
Health Science

2010.
2.28



특허

구분 특허명 출원 등 번/
출원 등/

일자
고

특허1
벤조 이 노출 여부 인용 이 마커

이를 이용 인 법
2008-70551

2008.
7.21

특허2
벤조 란 노출 여부 인용 이 마커

이를 이용 인 법
2008-75999

2008.
8.4

회

구분 목 회명 일자
고

1

Screening of Benzo[a]pyrene

Responsive Genes in Marine Medaka

Using Japanese Medaka cDNA

Microarray

회 국생 과62

회

회

2007.8.10

2

Gene Expressions in

Organophosphoric Pesticide Exposed

Oryzias javanicus

회 국생 과62

회

회

2007.8.10

3

Stress responsive genes expression

in intestine, liver and muscle of

marine medaka fish

EUROTOX 2007

44th Congress of

the European

Societies of

Toxicology

2007.10.8

4

Effects of heavy metals on

transcription levels of antioxidant and

stress responsive genes of Javanese

medaka Oryzias javanicus

Society of

Environmental

Toxicology and

Chemistry North

America 26th

Annual Meeting

2007.11.02

5
Benzo(a)pyrene responsive gene

candidates in marine medaka

3th International

Conference on

Toxicogenomics

2007.11.01

6
Transcriptional changes induced heavy

metal in marine medaka fish

3th International

Conference on

Toxicogenomics

2007.11.01

7

Organophosphorus pesticide-induced

genes expression changes in Oryzias

javanicus

3th International

Conference on

Toxicogenomics

2007.11.01



8
EcoArray for our Earth: with regard

to environmental changes

독 단 체

회 웍샾
2008.4.24

9

Gene Expression Profile in Iprobenfos

Exposed Medaka Fish by Microarray

Analysis

Society of

Toxicologic

Pathology 27th

Annual

symposium

2008.6.22

10

Altered Gene Expression Profile in

Medaka Fish by Acute Toxicity of

Polychlorinated biphenyls

The 8th

Asia-Pacific

Marine

Biotechnology

conference

2008.11.15

11

Gene Expression Profile in PCBs

Exposed Medaka Fish by Microarray

Analysis

SETAC (Society

of Environmental

Toxicology &

Chemistry) North

America 2008

29th Annual

Meeting

2008.11.17

12

Transcripts level responses in a

marine medaka (Oryzias javanicus)

exposed to organophosphorus

pesticide

4th International

Congress on

Toxicogenomics

2008.11.20

13

Differentially Expressed Genes in

Marine medaka fish (Oryzias

javanicus) Exposed to Cadmium

4th International

Congress on

Toxicogenomics

2008.11.20

14

Toxicogenomic approach to a new

marine test fish for ecotoxicology,

Oryzias javanicus

4th International

Congress on

Toxicogenomics

2008.11.20

15 해양 생 독 체 평가 법

경 해 보건

과 회

그램

2009.4.23

16

Aquatic Environment Health

Assessment the Ecotoxicogenomic–

Challenges

5th International

Conference on

Toxicogenomics

2009.9.23



분야 여도5

모델 생 상 생태독 체 연구 모델 시함•

구축 법 통 특이 자 굴 용Subtractive cDNA library DD-PCR•

인

이종간 마이크 어래이 실험 용 통해 해 질 노출에 차등 자•

일링 가능 인

같 어 원 마이크 어래이 개 과 그 용 검증HazChem Fish Array•

어 를 이용 종합 경 해 질 생 독 해 구축•

연구개 결과 용계획6

경 해 질 생리 해 연구에 인 장 꾀 있 며 본 연,

구를 통해 시험어종 가능 이 인 자 송사리 분자마커는 국내 경 평

가 등과 공동연구를 통해 다양 해 염 질들에 구체 량

생 독 평가 자료를 구축 여 국내 시험어종 용 도 추진 고 나,

아가 계 인 시험어종 용 가능 도 추진 것이다 본 연구결과.

과를 면 경 면, 경 산업 면에 리 면 아래 같다.․

가 면.

• 과 같DNA chip O 이용 경 염 진단 립n-chip tool

용 리 가능 실험어 보 단 간 노출 다 해 평가•

가능

• 경 염 특이 자 굴 이 축 이 다른 요인에 특이.

자 굴에도 이용 어 료 약 식품 연구에도 용 가능, ,

자 송사리를 이용 생 검 법이 립 면 우리나라는 계 모든•

계 생 독 평가용 모델 어 개 이라는 인 과를 이룰 있

나 경 면.

17

Heterologous microarray hybridization

used to differential gene expression

profiling in Benzo[a]pyrene

exposed marine medaka

5th International

Conference on

Toxicogenomics

2009.9.23



자 송사리를 이용 생 검 개 다양 어 를 이용 생 독•

평가 식 개 여 다양 염 질 장시료에 평가가 가능해,

짐

자 송사리를 이용 생 검 법이 립 면 담 구역에 일어날 있는•

염 상 조 에 진단 고 는데 크게 여 것

다양 생 마커 개 독 체 데이 베이스 를 통해 신규•

질 해 실

다 경 산업 면. ․

존 고 용 독 분 체 있는 독 체 법에 분•

자생 지 보 용

신 질 독 평가시 자 송사리를 이용 용• ․고효 해 평가 실

경 해 질 해 평가용 장 용 법 산업• 장 경

규 립 경 책과 연계

모든 계 해 질 해 평가에 용 가능 어 모델 개 생태계•

험 경 리 공

연간 생산 는 만 종 이상 신 질 독 평가시 역 식 생 이용함4•

써 실에 가 운 독 이 가능

미량 해 질에도 민감 게 는 생 검 법 도입 계 염•

조 에 진단 고 평가 여 계 경 보존에 여함
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