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Abstract

Sex determination in some reptiles, amphibians, and fishes is known to be influenc

ed greatly by environmental factors. 

Aromatase is the key enzyme in estrogen production and therefore is a reliable ma

rker of female differentiation. 

Aromatase cytochrome P450 (P450arom) is the enzyme complex responsible for 

conversion of androgens to estrogens in vertebrates. Consequently, in some fishes its 

activity appears critical to ovarian differentiation. Olive flounder (Paralichthys olivaceus) 

is a commercially important flatfish in which females grow larger than males and sex 

determination is temperature sensitive. Through cloning of the P450arom gene in ovary 

and quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction, we developed a 

biomarker for early female differentiation in olive flounder. The deduced amino acid 

sequence for olive flounder P450arom is similar to other teleosts. 

The part of a gonad was subjected to sex discrimination experiment using aromatase 

marker, and the rest part, by histological observation. The result of sex discrimination 

by using markers developed in this study was absolutely correspondent to the result 

acquired from histological observation, confirming its high accuracy as an useful marker. 

Gonadal histology confirmed predictions of sex based on P450arom expression in 

juvenile flounder, demonstrating that the patterns of P450arom expression observed relate 

to sex-specific differentiation. Also, in order to apply the method, developed in this 

study, juvenile (fry) flounder from fish farm were examined, and it revealed that sex 

discrimination of flounders under early sex differentiation is successful. This research 

represents a unique approach to assessing sex differentiation in a natural population, and 

a powerful technique for better understanding mechanisms of flounder sex determination 

and rapidly defining conditions for controlling sex for aquaculture assessing sex 

responses using the aromatase marker.
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 I. 서 론

최근 1~2년 사이에, 여름철에 생산된 넙치 치어를 입식한 제주지역 양식어가에서

평년에 비해 더딘 성장으로 인한 출하지연으로 경제적 피해가 발생되고 있다. 이는, 

종묘 본래의 유전적 형질의 문제가 아니라 넙치의 암․수간에 나타나는 차이로, 성분

화시기의 고수온 사육으로 인하여 암컷에 비해 성장이 더딘 수컷으로의 분화가 촉진

되어 일어나는 현상이다. 또한, 이러한 웅성화로 인한 생산성 저하로 발생되는 경제

적 손실은 1회성에 그치지 않고, 연간 2~3회의 입식과 출하를 반복하는 제주지역의

양식생산 시스템에서 다음 입식시기의 지연을 초래하는 악순환으로 연결되고 있다. 

이러한 이유로 제주지역 양식생산자 단체에서는 수컷보다 성장이 상대적으로 빠른

넙치의 암컷을 종묘단계에서 선별할 수 있는 기술개발을 요구하고 있는 실정이다.

넙치양식업의 발전을 위해서는 우선, 생산성 향상 및 생산비 절감을 위한 여러

가지 방면에서의 기술 개발이 다각적으로 이루어져야 할 필요가 있다. 이러한 기술

개발에는 앞서 언급한 육종기술 뿐만 아니라, 환경요인 조절을 통한 성장촉진 기술

개발 또는, 넙치의 성별 성장률 차이를 이용한 암컷 위주의 종묘생산 기술개발, 종

묘의 암수판별기술 개발 등을 비롯한 여러 가능한 기술개발들이 동시에 이루어질

필요가 있다.

육종기술개발이나 사육환경 기술개발이 현재는 성장위주의 연구에 집중되어 있는

실정인데 이는, 생산기간 단축을 통한 생산비 절감과 생산성 향상에 목적을 두고 있

음이다. 앞으로는 생산비 및 생산성을 포함하여 맛과 품질 등에도 포커스가 맞춰진

양식기술개발이 요구될 수 있겠으나, 현 시점에서 요구되는 고성장 넙치 생산 기술

이 인위적 호르몬 투여나 유전자 조작이 아닌 사육환경조절을 통해 생산성 향상을

이끌어 낼 수 있는 방식으로 개발된다면, 차후에 육종기술 등이 개발되더라도 이와

접목하여 보다 효과적인 생산성 향상 기술로서 부각 될 수 있으리라 판단된다.

최근 들어, 이러한 노력중의 하나로 넙치 양식 시 필요한 양적 형질(속성장, 질

병내성, 환경내성, 산란시기, 산란량, 육질, 체색)을 선발하여 우수한 형질의 종묘를

생산하는 넙치 육종 프로그램도 시도되고 있다.

하지만, 아무리 좋은 형질의 종묘라 하더라도 그 성장률은 넙치의 경우, 생후
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1년을 기준으로 할 때 암컷이 수컷보다 2배 이상 빠르기 때문에, 넙치종묘의 자성

화를 유도하는 것이 무엇보다도 효과적이며 중요하다.

본 연구개발은 염색체 조작이나 인위적인 호르몬 투여 없이 넙치의 생리적 성특

성을 이용한 환경적 요인의 조절만으로 자성화를 유도하고자 하는 것이며, 이는 저

비용으로 친환경적이면서 높은 식품안정성과 빠른 성장 및 생산을 기대할 수 있는

일석이조의 기술이라 사료된다.

또한, 이러한 암․수의 판별에 있어 종묘단계에서의 조기판별이 중요한데, 기 활용

중인 암컷 특이적 vitellogenin을 이용하는 방법은 성숙시기에만 유용한 것으로, 넙치

가 약 8~9개월(평균체중 약 600 g)이상 성장한 이후에나 판별이 가능하다. 하지만, 

본 연구에서 이용하고자 하는 것은 자성화의 지표 호르몬인 estrogen 생성과 연관하

여 시간적, 공간적으로 발현량의 차이를 나타내는 전사체를 측정하는 방법으로서, 

치어단계(체장 5~7 cm)에서 빠르고 정확하게 암․수를 판별할 수 있는 효과적인 방법

이므로, 종묘 선택 시 정확한 판단기준을 제시해 줄 수 있을 것으로 기대된다.

 상업적으로 중요한 어종인 넙치는 암컷이 수컷보다 성장이 빠른 특징이 있기

때문에, 암컷만 생산하는 편이 양식에 있어 유리하다. 하지만, 유전적으로 암컷이라

하더라도 성분화시기의 사육수온에 따라 수컷이 높은 비율로 출현하기 때문에 종묘

단계에서 적정 수온관리를 통해 암컷으로의 분화를 유도하는 것이 매우 중요하다. 

하지만, 아직까지 넙치의 자성화 유도에 적절한 수온이나 수온관리 시기에 대한 연

구보고는 이루어지지 않고 있는 현실이다.

넙치이외에도 어류에서는 암․수에 따라 경제적 가치가 상이한 경우가 많다. 예를

들어, 뱀장어나 넙치 등에서는 암컷의 성장속도가 더 빠르지만, 틸라피아에서는 수

컷의 성장속도가 더 빠르다. 또한, 암․수간의 체색에 있어서도 연어나 참돔의 경우

암컷에 대한 기호성이 더 높으며, 생식소를 식용하는 숭어와 은어에서는 알을 가지

고 있는 암컷에 대한 산업적 가치가 높다. 

따라서, 종묘단계에서 산업적 가치가 있는 성만을 선별하여 사육하는 것이 양식

에 있어서 매우 가치 있는 일이지만, 어류의 치어단계에서 육안으로 구별하기란 불

가능하다. 일반적으로 어류는 자웅이체이지만, 체색(놀래기, 붉돔, 납자루 등)이나

형태(연어, 해마 등)로 암․수를 구별할 수 있는 어류는 적고, 식용으로 익숙한 정강

이, 정어리, 고등어, 넙치, 그리고 복어류 등의 경우, 외형만으로는 구별할 수 없다. 
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연어, 쥐치, 쏨뱅이 등과 같이 자웅이 함께 산란하는 어종에서는 상대방의 성별

을 알리기 위해 외관상의 차이를 보이는 경우도 있다. 암컷의 몸에 기생하는 일부

아귀류를 제외하고 어류의 성별은 몸의 크기로 구별하기 어려우나, 암․수간의 성장

속도가 다르거나, 최대체장이 다른 경우가 있다. 예를 들어, 아귀와 넙치는 암컷이

최소 성숙체장 면에서 수컷에 비해 크다.

따라서 이번 연구에서는 넙치의 성분화전후 과정중의 생식선 발달을 관찰하여

성판별의 기초자료로서 활용하고자 한다.

성염색체에 의해 성이 결정되는 포유류의 경우, Y염색체에 존재하는 수컷 특이

적 반복염기서열을 이용한 PCR법에 의한 배(胚)의 성판별법이 확립되어 있다. 그러

나,어류에서는 성염색체를 갖는 종이 많지 않을 뿐 아니라, 성염색체만으로는 기능

적 성이 결정되지 않으며, 성분화시기의 수온 등과 같은 환경적인 영향에 의해 성

이 변하는 종이 많다. 

성염색체에 존재하는 암․수간의 유전자 차이를 이용하는 방법이　아니라, 동일한

게놈을 갖더라도 암․수간에 발현량이 다른 유전자를 이용하는 방법이 필요하다. 이

러한 목적에 합당한 유전자는 그 발현이 암․수간에 시간적 또는 공간적으로 차이가

있어야만 한다. 따라서, 유전적 성(genetic sex)과는 달리 표현되는 생식선의 기능적

성(gonadal sex)을 치어단계에서 빠르고 정확하게 구별할 수 있는 기술의 개발이 필

요하다

넙치의 성은 통상적으로 유전적으로 결정되어 XX개체는 암컷으로, XY개체는 수

컷으로 분화한다. 하지만, XX개체에 androgen(17α-methyltestosterone)투여 또는 고수

온처리를 하면 수컷으로의 성 분화가 일어나고, XY개체에 estrogen (estradiol-17β)투

여를 실시하면 암컷으로 분화하는 것으로 알려졌다. 

또한, 유전적 암컷(XX개체)이라 하더라도 고수온 및 저수온에서 사육을 하면 기

능적 수컷으로 성분화가 이루어지며, 이와 같이 넙치의 성 분화에 있어 유전적 암

컷에서 수컷으로의 성전환과정에서 일어나는 estrogen량 감소 현상의 원인은 아직

구체적으로 밝혀진 것은 없으나, 수온차에 의해 estrogen 생성에 중요한 효소인

aromatase 발현이 억제됨으로 나타나는 E2의 감소가 주요한 요인으로 작용할 것이라

보고되고 있다. 
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대부분의 척추동물에서 수컷과 암컷은 수정 시에 성염색체의 조합에 의해 유전

적으로 결정되어진다. 하지만, 어류를 비롯한 파충류, 양서류 등과 같은 일부 종에

서는 성염색체의 조합뿐만 아니라, 환경조건에 의해서도 성 결정 및 분화가 좌우되

는 것으로 알려져 있다. 

종래 어류의 성 판별법에는 암컷 특유의 단백질(vitellogenin)을 이용하는 방법이

주로 알려져 있었다. 하지만, 이 방법은 난소가 성숙하는 시기에 이르러야 암․수를

구별할 수 있기 때문에, 조기 성판별이 어려운 문제점이 있어, 현실적으로는 성어가

된 이후에 나타나는 외견상의 특징 및 생식선의 형태로 구별하는 수 밖에 없었다.

Vasa 유전자는 DEAD(Asp-Glu-Ala-Asp) protein family로서 germ-line cell linage 

(PGCs)에 특이적인 발현을 나타내는 유전자이며 노랑초파리에서 첫 보고가 이루어

진 이후 포유류에 이르기까지 여러 종의 생물에서 밝혀지고 있다. Vasa 유전자는

PGCs 발달에 직접적인 영향을 미치며, zebrafish에서의 연구결과, Vasa의 발현을 억

제하면 생식세포가 거의 형성되지 않게 된다고 보고되고 있다. 발생초기 뿐 아니라

성숙한 생식소에서도 Vasa 유전자가 특이적으로 발현한다고 보고되었다. 잉어 등에

서의 실험결과, Vasa 유전자는 성숙한 정소와 난소에서 매우 높게 발현되었고 뇌, 

간, 신장, 비장, 근육, 그리고 심장과 같은 체세포에서는 발현되지 않음이 보고되고

있다. 그 외에도 어류에서만 감성돔, 배스, 다랑어, 대구, 민어, 참돔, 송어, 고등어, 

쏨벵이, 방어, 전갱이, 붕어, 메기, 초어, 드렁허리 등, 여러 종에서의 Vasa 유전자가

분리되었고 생식소에 특이적인 발현양상을 나타낸다고 보고되고 있다. 

본 연구에서는 넙치 생식선에서 vasa full-length cDNA를 분리하여 생식소 조직에

특이적인 house-keeping 유전자로 사용하고, aromatase mRNA를 활용한 암수판별

marker를 개발하는데 목적을 두었다.
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Ⅱ. 재료 및 방법 실험방법 및 결과

1.  조직학적 관찰을 통한 넙치의 암수판별

넙치의 생식선 발달상태를 조직학적으로 관찰하기 위하여 치어 및 중간육성어로

부터 생식선을 적출하였다 (그림 1). 생식선은 Bouin's solution에 하루 동안 고정한

후 70% EtOH로 치환시켜주었다. 고정된 조직은 단계별 탈수 과정을 거친 후 파라

핀으로 포매하였으며, 절편법에 의해 7 ㎛의 두께의 조직표본으로 만들었다. 조직표

본은 Hansen's haematoxylin과 0.5% eosin으로 비교염색을 실시하여 광학현미경하에

서 검경하였다. 

그림 1.샘플 채취과정.A.샘플의 체중과 체장 측정,B.개복해부를 하여 생식선

부위를 적출

1) 미분화 상태

넙치에서 미분화된 상태의 생식선은 복강의 아래 양쪽으로 길게 뻗어나온 상태

로 연승되어 있었다. 이 상태에서 암수간의 조직학적 특징은 관찰할 수 없었다. 다

만 추후에 난소로 발달할 것으로 예상되는 개체에서는 난소강의 안쪽에 해당하는

부위에 세포들의 cyst가 형성되는 것을 관찰할 수 있었다 (그림 2).
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그림 2. 미분화상태의 넙치 생식선 조직사진. A. 복강막에 연수된 상태의

생식선 원기, B. 생식선원기의 확대사진

2) 정소로의 분화

전개체에서 성분화가 종료된 상태로 정소로 분화된 개체에서는 생식세포의 분화

는 관찰되지 않았으며, 생식선 중간에 공포상이 관찰되어 전형적인 정소의 조직 특

성이 관찰되었다. 또한 생식선의 크기도 암컷과 비교하여 상대적으로 작았다 (그림

3). 

조직학적 관찰을 통한 생식선의 암수판별에 있어서는 2가지 관점에 유의하여야

한다. 우선 생식선의 생식세포의 발달상태를 바탕으로 판별하는 것이 가장 일반적

이지만, 성적으로 미성숙상태에서는 생식세포가 분화되지 않기 때문에 판단하기 어

려운 점이 있다. 다음으론 체세포의 발달 양상으로도 암수의 판별이 가능하다. 다시

말해 정소에서는 초기 분화단계에서는 생식세포의 발달이 둔화되고 생식선에 공포

상이 관찰이 되며, 난소에서는 난소강이 형성되어 형태적으로 암수의 구분이 가능

하다.

3) 난소로의 분화

암컷으로 분화한 개체들에서는 대부분 난소강의 형성이 완료되었으며 난소소협

이 발달, 생식세포의 체세포분열이 많이 진행되고 있었으며, 일부 개체에서는 감수

분열이 이루어져 주변인기 난모세포까지 분화한 개체들도 관찰되었다 (그림 4). 
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그림 3. 정소로 분화된 개체들의 생식선 조직상.  A. 수컷으로 분화된 개

체, B. 수컷으로 분화된 개체, C. 수컷으로 분화된 개체, D. 수컷으로 분화

된 개체, E. 수컷으로 분화된 개체, F. 수컷으로 분화된 개체. 
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그림 4. 암컷으로 분화된 개체들의 생식선 조직상. A. 암컷으로 분화된

개체, B. 암컷으로 분화된 개체, C. 암컷으로 분화된 개체, D. 확대상. 

감수분열중인 생식선, E. 수컷으로 분화된 개체, F. 암컷으로 분화된 개체. 

주변인기 난모세포까지 분화한 정소. 
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2.  암수판별을 위한 marker 개발

 

1) 생식선 특이적 Vasa 유전자 cloning

(1) Degenerated primer design

  넙치의 생식소로부터 Vasa 유전자를 Polymerase Chain Reaction (PCR)법으로 증폭, 

분리하기 위한 degenerated primer set들은 타 어종에서 보고된 Vasa 유전자 서열을

참고로 제작하였다. National Center for Biotechnology Information (NCBI) data base를

검색하여 타 종의 Vasa 유전자서열들을 multiple alignment하여 nulceotide sequence 

level에서의 homology가 가장 높고 primer로서의 조건을 최대한 갖춘 부분을 참고하

였다((de)VASA F1～F3, R1～R3). 또한, 넙치와 같은 가자미목 어종인 박대의 Vasa 

mRNA 서열에서도 별도의 primer를 제작하여 넙치 Vasa 유전자 탐색에 사용하였다

(Cs-VASA F1, R1). 각 참고서열의 GenBank accession number는 다음과 같다. A.s. 

(Acanthopagrus schlegelii vasa protein mRNA, partial CDs) Accession number 

DQ399799; L.p. (Leucopsarion petersii mRNA for vasa homologue, complete CDs) 

Accession number AB098252; N.m. (Nibea mitsukurii vasa mRNA, complete CDs) 

Accession number GQ404692; P.m. (Pagrus major vasa mRNA for DEAD 

(Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 4, complete CDs) Accession number AB378581; S.l. 

(Salvelinus leucomaenis vasa mRNA, complete CDs) Accession number EU448254; S.j. 

(Scomber japonicus vasa mRNA, complete CDs) Accession number GQ404693; S.a. 

(Sparus aurata vasa-like mRNA, partial CDs) Accession number AF520608; T.o. 

(Thunnus orientalis vasa mRNA, complete cds.) Accession number EU253482; T.j. 

(Trachurus japonicus vas mRNA for vasa, complete cds.) Accession number AB362788; 

C.s. (Cynoglossus semilaevis vasa mRNA, complete cds.) Accession number HQ727561. 

각 Primer들은 20∼23 mer 길이, 53.5∼59.8 ℃ Tm, 45.7～60 %의 GC 함량을 갖게

구성하였고, 제작된 primer stock은 100pmole/ul의 농도로, working primer는

10pmole/ul의 농도로 Nuclease-free water에 녹였다. 제작한 각 primer들의 정보는 표

1과 같다.
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표 1.본 연구에 사용한 degeneratedprimer의 서열 및 정보

Set Name Sequence
Length

(mer)

Tm

(℃)
G.C%

1
(de)VASA F1 5'-GGCAGAGATCTCATGGCCTG-3' 20 56.69 60

(de)VASA R1 5'-CANGDVGGCACTTCCTGCTG-3' 20 59.8 62.5

2
(de)VASA F2 5'-AAAACGGCTGCATTCCTGCT-3' 20 58.30 50

(de)VASA R2 5'-GTBGCMACCAGGACNGGACA-3' 20 58.4 62.5

3
(de)VASA F3 5'-CCATCCTVCAKCAGCTGATG-3' 20 55.6 50

(de)VASA R3 5'-AGYTGVTCCCTCTTKGAGAACTT-3' 23 55.1 45.7

4
(de)VASA F4 5'-TTCAGYGAGCTVCAGGAGCC-3' 20 57.7 55

(de)VASA R4 5'-CATVTCHGGCTCRAAGCCCAT-3' 21 59.8 54.8

5
Cs-VASA F1 5'-ATAGGCGGAGCATCATCATC-3' 20 53.7 50

Cs-VASA R1 5'-GCAACCAGGACTGGACATTT-3' 20 53.5 50

* R(A,g), Y(C,T), M(A,C), K(g,T), V(A,C,g), H(A,T,C), B(g,T,C), D(g,A,T), N(A,g,C,T)

(2) 넙치 Vasa mRNA의 partial sequence cloning

  가. 넙치 Total RNA 분리

  Total RNA는 약 800 g 크기의 암컷과 수컷을 사용하였다. 넙치의 정소와 난소 및

암컷의 뇌, 간, 신장, 비장, 심장, 아가미, 소장, 위, 근육, 그리고 피부 조직들을 적

출하여 RNA 분리에 사용하였다. 적출한 각 조직들은 즉시 Easy blue (iNtRON) 800 

ul를 첨가, pestle을 사용하여 homogenization 후 200 ul의 chloroform을 넣어 20초 간

vortex 시켜 RNA를 분리하였다. 상온에서 10분 간 반응시킨 후 4℃ 12,000 rpm에서

15분 간 원심분리하였고, 분리된 상등액 400 ul를 새 tube에 옮긴 뒤 동량의

isopropanol을 첨가하여 5분 간 원심분리함으로 RNA를 침전시켰다. 침전된 RNA 

pellet에 에탄올 800 ul를 첨가 후 5분 간 원심분리하여 정제한 뒤 에탄올을 제거, 

nuclease-free water 200 ul에 녹였다. 분리된 각 조직의 total RNA는 분광광도계

(NanoVue, GE)를 사용하여 흡광도를 측정하였고, 260/280 nm 흡광도의 비율이 1.9 

이상인 것만을 사용하였다 (표 2). 분리된 total RNA들의 정성분석을 위하여 1% 

nuclease-free agarose gel 상에서 total RNA 2 ul를 100Volt, 20분 간 전기영동하여

rRNA의 상태를 확인하였고, rRNA의 각 subunit들이 intact함이 확인된 시료만을

cDNA 합성에 사용하였다 (그림 5).



-12-

표 2. 넙치 각 조직에서 분리한 total RNA들의 260/280 nm ratio 및 농도

Tissue 난소 정소 뇌 간 신장 비장 심장 아가미 소장 위 근육

Ratio 1.975 2.002 1.985 1.982 1.965 2.006 2.039 1.944 1.958 2.000 1.961

Conc.

(ng/ul)
498.4 400.4 431.2 526.4 361.6 499.2 481.2 405.2 372.0 507.2 379.6

난소 정소 뇌 간 신장 비장 심장 아가미 소장 위 근육

그림 5.넙치 각 조직으로부터 분리된 totalRNA전기영동 결과

  나. cDNA 합성

  분리된 각 조직의 Total RNA로부터 Maxime RT PreMix Kit Oligo (dT) Primer 

(iNtRON)를 사용하여 cDNA를 합성하였다. 분리된 각 조직의 total RNA를

RNase-free DNase (Promega)로 처리하여 오염되었을 수 있는 DNA를 제거한 후

cDNA 합성에 사용하였다. DNase가 처리된 RNA 1 ug을 넣고 최종 20 ul가 되도록

nuclease-free water를 첨가한 후 pipette으로 잘 녹이고 cDNA 합성반응을 수행하였다. 

준비된 시료들을 45 ℃에서 60분 간 RTase 반응시켜 RNA 상보적 가닥을 합성하였
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고, 90 ℃에서 5분 간 반응시켜 RTase를 불활성화 시켰다. 합성된 각 cDNA에 30 ul

의 nuclease-free water를 추가하여 최종 농도를 20 ng/ul가 되도록 하였다.

  다. Polymerase Chain Reaction (PCR)을 통한 넙치 Vasa 유전자 증폭

  합성된 정소와 난소 cDNA를 주형으로 하여 제작한 각 primer set을 사용하여 넙

치 Vasa cDNA를 증폭하였다. 100 ng의 cDNA를 주형으로 하여 각 5 pmole의 primer 

set과 250 uM/each의 dNTP mix, 그리고 1 rxn/tube의 reaction buffer와 polymerase 

(Phire
TM Hot Start DNA Polymerase; FINNZYMES)를 사용하여 final 20 ul에 반응시켰

다. 반응 조건은 98 ℃에서 pre-denature 후, 98 ℃에서 8초 간 denature, 60 ℃에서 8

초 간 annealing, 72 ℃에서 40초 간 extension을 1 cycle로 하여, 총 35 cycle을 반응

시킨 뒤, 72 ℃에서 1분 간 post extension하였다. 증폭산물을 확인하기 위한 전기영

동은 1 % agarose gel에 PCR 산물을 모두 loading 한 후, 100 volt에서 20분 간 수행

하였다 (그림 6). 증폭산물의 크기를 비교하기 위한 marker DNA는 1 Kb DNA 

Ladder (iNtRON) 5 ul를 사용하였다. 전기영동 결과, (de)-Vasa F2/R2 primer set에서

약 1.3 kb 크기와 (de)-Vasa F4/R4 primer set에서 약 500 bp 크기의 산물이 확인되었

다. (de)-Vasa F4/R4 primer set의 산물의 경우, 분류학상 같은 목 (order)에 해당하는

Cynoglossus semilaevis (박대)의 예상 부위 크기인 약 300 bp의 크기보다 큰 것으로

서, 분류학적으로 가장 유연관계가 높은 종이었으나, Vasa 유전자에 대한 유전학적

유연관계는 높지 않을 수 있음을 추정하게 한다.

  라. Elution

  Degenerated primer ((de)-Vasa F4/R4 set)를 사용하여 증폭된 난소 cDNA의 PCR 산

물은 cloning을 위하여 Agarose Gel Extraction-Ultra Kit (SolGent)로 elution하였다. 정

제할 DNA를 포함하는 gel 부분을 잘라내어 무게를 측정하여 1.5 ml microtube로 옮

긴 뒤, 잘라낸 gel의 3배 부피의 UB buffer를 첨가한 후 60 ℃에서 10분 간 처리하

였다. Gel이 완전히 녹은 뒤, gel 부피만큼의 isopropanol을 첨가하여 섞어주고, 100 

ul의 Super BinderTM Solution으로 activation 시킨 spin column으로 옮겨 10,000 rpm에

서 30초 간 원심분리하여 DNA만을 column에 결합시킨 후, 80 %의 에탄올로 12,000 

rpm에서 30초 씩 2회 세척하고, 동일 조건으로 3분 간 더 원심분리하여 건조시켰다. 

건조된 column을 새 microtube로 옮기고 nuclease-free water 30 ul를 처리하여 상온에
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Cs-VasaF1/R1primerset (de)-VasaF1/R1primerset

난소 정소 난소+정소 M 난소 정소 난소+정소 M

(de)-VasaF2/R2primerset (de)-VasaF3/R3primerset

난소 정소 난소+정소 M 난소 정소 난소+정소 M

(de)-VasaF4/R4primerset

난소 정소 난소+정소 M

그림 6. RT-PCR 전기영동 결과

M: 1 kb DNA Ladder marker
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M
Elution
product

250bp

500bp

750bp

그림 7. 난소 cDNA의 PCR 산물에 대한 elution 산물 전기영동 결과

M: 1 kb DNA Ladder marker

서 1분 간 보관 후, 12,000 rpm에서 1분 간 원심분리하여 DNA를 용출하였다. 분리

된 DNA는 260 nm 파장에서의 흡광도를 측정하여 정량하였고, 260/280 nm 값이 1.8 

이상으로서 direct sequencing 및 cloning에 사용하였다. 각 DNA들을 확인하기 위하

여 1 % agarose gel에 10 ul를 loading한 후, 100 volt에서 30분 간 전기영동하였다

(그림 7). 전기영동의 DNA marker로는 1 kb DNA Ladder (iNtRON) 5 ul를 사용하였

다.

  마. 재조합 DNA 준비 (ligation)

  Elution을 통하여 정제한 넙치의 Vasa target PCR product는 cloning을 위하여

T-Blunt vector (Solgent)에 ligation 시켰다. T-Blunt vector는 lacZ 유전자를 코딩하고

있어 blue/white colony 색깔을 통하여 선별이 가능하며, 형질전환체로 하여금 항생

제 ampicillin과 kanamycin에 내성을 갖게하는 벡터이다 (그림 8). 사용한 벡터의 양

은 10 ng 이었으며, molar ration는 3, ligation에 필요한 insert(각 elution DNA들)의 양

은 벡터의 크기인 약 4 kb를 기준으로 하여, “사용한 벡터의 양 (ng) × 사용한 insert 

DNA의 크기 (kb) × molar ratio / 사용한 벡터의 크기 (kb)”의 공식에 대입함으로 계
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그림 8. T-Blunt vector의 모식도 및 주요 코딩 유전자 정보. Multiple cloning 

site, LacZ와 함께 kanamycin 및 ampcillin 저항성 유전자를 가지고 있다.

산하였다. 6×T-Blunt buffer (1.2 M NaCl, 0.06 M MgCl2)와 nuclease-free water를 사용

하여 최종 volume이 6 ul 되게 한 후, 상온 (24 ℃)에서 1시간 동안 반응시켜 형질

전환에 사용하였다.

  바. 재조합 DNA에 대한 DH5-α 수용성세포로의 형질전환

  T-Blunt vector에 ligation시킨 넙치 Vasa partial cDNA nucleotide를 cloning하기 위하

여 수용성세포에 형질전환시켰다. 수용성세포는 E. coli 세포주인 DH5-α (Solgent) 50 

ul를 사용하였고, ligation mixture 4 ul를 Inoue 방법을 수정하여 형질전환시켰다. -80 

℃에 보관중인 수용성세포를 얼음에 꽂아 녹이고, ligation mixture를 첨가한 후, 30분

간 반응시켰다. 42 ℃에서 40초 간 heat-shock을 주고, 다시 얼음에 꽂아 두었다가, 

37 ℃에 보관해 두었던 SOC broth 배지 400 ul를 추가하여 37 ℃, 180 rpm shaking 

incubator에서 120분 간 배양한 뒤, 200 ul를 LB agar 배지 plate에 spreading bead를

사용하여 도말하였다. LB agar 배지에는 80 mg/ml의 X-gal, 0.5 mM의 IPTG, 50 

ug/ml의 ampicillin 및 kanamycin을 처리하였다. 넙치 각 유전자들이 형질전환된 수용

성세포들이 도말된 plate는 37 ℃ incubator에서 15시간 동안 배양하였다. 배양결과, 

형질전환 수용성세포들이 도말된 plate에서 blue 및 white-colony가 양호하게 형성되

어 있었음을 확인하였고, white colony 8개를 innoculation하여 50 ug/ml의 농도로

kanamycin과 ampicillin이 처리된 LB broth 배지 5 ml에 넣고 37 ℃에서 180 rpm으로

12시간 배양하여 plasmid DNA를 분리하였다.
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  사. Plasmid DNA의 분리

  LB broth 배지에서 배양된 넙치 Vasa partial cDNA nucleotide를 함유하는 수용성

세포로부터의 plasmid DNA는 GeneAll
TM Exprep

TM Plasmid Isolation Kit (GeneAll)을

사용하여 분리하였다. 2 ml의 세포배양액을 microtube에 넣고 30초 간 spin-down하여

상등액을 제거한 후, RNase가 함유된 resuspension buffer (S1 buffer) 170 ul에 잘 현

탁하였다. 현탁된 세포에 cell lysis buffer 170 ul를 첨가하여 inverting 시킴으로 세포

벽을 파괴하고, 250 ul의 Neutralization buffer (G3 buffer)를 첨가하여 중화시킴으로

cell debris를 뭉치게 하였다. 내용물 모두를 EzClear
TM Column에 옮기고 15,000 rpm

에서 30초 간 원심분리하여 plasmid DNA를 SV Column에 binding 시켰다. 80 % 에

탄올 700 ul를 넣고 15,000 rpm에서 30초 간 원심분리하여 column 내의 salt등을 제

거한 후, 동일 조건에서 1분 간 추가 원심분리하여 건조시키고, 최종 50 ul의

nuclease-free water에 녹여 plasmid DNA를 분리하였다. 분리된 plasmid DNA들은 1 

ul씩을 취하여 1 % agarose gel에 loading 한 후, 100 volt에서 30분 간 전기영동을

수행하였다 (그림 9). Plasmid DNA의 크기를 비교하기 위한 marker DNA는 1 kb 

DNA Ladder (iNtRON) 5 ul를 사용하였다. 확인결과, 8개의 white colony로부터의

plasmid DNA들은 깨끗하게 분리가 되었고, 재조합시키지 않은 T-Blunt vector의 크

기와 비교하였을 때, 8개 중 6 개의 plasmid DNA가 넙치 Vasa target PCR product를

재조합 DNA로 포함하고 있을 것으로 판단되었다.

아. 제한효소 처리

  분리된 plasmid DNA들에 대하여 넙치 Vasa target PCR product 포함 여부를 확인

하기 위하여 제한효소인 EcoR I으로 vector와 insert DNA를 분리하였다. 분리된

plasmid DNA 8 ul에 EcoR I 및 10×EcoR I buffer (Promega)를 첨가하여 37 ℃에서

60분 간 처리하였다. 제한효소가 처리된 plasmid DNA는 2 ul씩을 취하여 1 % 

agarose gel에 loading 한 후, 100 volt에서 30분 간 전기영동을 수행하였다 (그림 10). 

전기영동 결과, 1, 2, 3, 6, 7, 8번 plasmid DNA가 degenerated primer를 사용하여 증

폭된 PCR 산물의 크기와 비슷한 약 500 bp의 위치에서 잘 확인됨을 알 수 있었다. 

한편, 4번과 5번은 제한효소 처리 후, 단일 밴드만이 확인되어 넙치 Vasa target PCR 

product를 갖고 있지 않음을 알 수 있었다.



-18-

PlasmidDNAsfrom whitecolony

M 1 2 3 4 5 6 7 8 Vector M

10kb

1kb

3kb

그림 9.분리된 plasmidDNA의 전기영동 결과.8개의 whitecolony로부터

분리된 plasmidDNA와 재조합되지 않은 vector를 각 1ul씩 전기영동하였

다.1,2,3,6,7,8번 plasmidDNA가 넙치 VasatargetPCRproduct를 갖

고 있을 것으로 판단되었다.M:1kbDNALaddermarker

EcoRIcutplasmidDNAsfrom whitecolony

M 1 2 3 4 5 6 7 8 Vector

10kb

500bp

3kb

그림 10. 분리된 plasmid DNA의 제한효소 EcoR I 처리 전기영동 결과. 8개

의 white colony로부터 분리된 plasmid DNA를 제한효소 처리하여 재조합되

지 않은 vector와 함께 각 2 ul씩 전기영동하였다.

* M: 1 kb DNA Ladder marker

* Yellow arrow: insert DNAs
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  A

  B

  1 TTCAGCGAGCTGCAGGAGCCTGAAGCCATCATCGTGGCCCCGACCAGGGAGCTCATCTGCCAGATCTTCCTGGAGGCCAGGAAGTTTGCCTTTGGGTATA 100

101 GTTTAGATTTCGATAAAGAACCATTTAACGCTGTAATCACCACCCCACACATAAAGGATGCAAAAATGAATTATTTTTTTCCTGGCTTGTTGAATTTATA 200

201 GAACATGTGTGCGTCCAGTGGTTGTTTATGGTGGAGTCAGTACTGGACACCATATAAGAGAAATCTCAAGAGGATGTAATATACTGTGTGGAACACCAGG 300

301 AAGACTGTTGGACATGATTGGACGAGGAAAGGTAAATTAAGATTTTTCATTTCTTCTGTCTTTAGCTTAAGTCTCAAACATGTAAACGATGTATGTGCTT 400

401 CAGGTCGGGTTGCAGAAGCTGCGGTACTTAGTGCTGGATGAGGCTGACCGCATGTTGGACATGGGCTTCGAGCCGGATATG                    481

그림 11. 넙치 Vasa partial cDNA의 nucleotide sequence 결정. A: 분리된 6개

plasmid DNA의 서열 및 alignment 결과. B: 넙치 Vasa cDNA의 partial sequence 

결정

  자. 넙치 Vasa partial cDNA의 nucleotide 서열 결정

  넙치의 난소 cDNA로부터 cloning하여 분리한 Vasa cDNA의 nucleotide 서열을 확

인 및 결정하기 위하여 plasmid DNA에 대한 sequencing을 진행하였다. Sequencing은

국내 대행 전문업체인 (주)제노텍에 의뢰하여 sequencing하였고, 결과가 인정되는

data만을 분석에 활용하였다. 결정된 넙치 각 유전자의 nucleotide 서열들은 National 

Center for Biotechnology Information (NCBI)의 Nucleotide blast search 프로그램

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/)을 사용하여 유전자은행에 보고된 서열들을 대상으로 비

교, 예측하였다. 분석결과, cloning된 PCR product는 Vasa의 nucleotide 서열임이 확인

되었으며 (data not shown), PCR product 및 elution 전기영동 결과와 비슷한 481 bp 

크기를 갖는 것으로 나타났다 (그림 11).
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그림 12. 넙치 Vasa partial cDNA의 nucleotide sequence와 제작 primer의 위치

표 3. 본 연구에 사용한 넙치 Vasa cDNA-specific primer의 서열 및 정보

Primer Name Sequence Length Tm G.C%

PO Vasa=-RTF1 5' - CAGGAAGTTTGCCTTTGGAA - 3' 20 54.1 45

PO Vasa-RT F2 5' - TACAGGAGCCTGAAGCCATC - 3' 20 54 55

PO Vasa-RT R1 5' - GACCTTTCCTCGTCCAATCA - 3' 20 53.6 50

PO Vasa-RT R2 5' - CGTCCAATCATGTCCAACAG - 3' 20 53.2 50

(3) 넙치 Vasa 유전자의 full-length cDNA sequence 분리

  가. Target-specific primer design

  넙치 Vasa 유전자의 full-length cDNA를 분리하기 위하여 Rapid Amplification of 

cDNA Ends (RACE)에 사용할 primer를 design 하였다. 넙치 Vasa mRNA에 특이적인

primer set은 기 분리한 넙치 Vasa cDNA의 partial sequence를 참고로 각 방향별 2개

씩 추가로 제작하여 2
nd, 3

rd RACE PCR용 primer로 사용하였고, (de)Vasa F4/R4 

primer를 1
st RACE PCR용으로 사용하였다. 각 Primer들은 20 mer 길이, 53.2∼54.1 

℃ Tm, 45～55 %의 GC 함량을 갖게 구성하였고, 제작된 primer stock은 100 

pmole/ul의 농도로, working primer는 10 pmole/ul의 농도로 Nuclease-free water에 녹였

다. 제작한 2
nd, 3

rd primer들의 위치와 정보는 그림 12 및 표 3과 같다.
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  나. Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE)

  - First-strand Full-length cDNA 합성

    넙치 Vasa partial cDNA의 nucleotide로부터 full-length cDNA를 분리하기 위하여

CapFishing
TM Full-length cDNA Premix Kit (Seegene)로 first-strand full-length cDNA를

합성하였다. 넙치 난소 RNA 2 ug, 5 mM dNTP 4 ul, 10 mM dT-adaptor 2 ul를

microtube에 넣어 75 ℃에서 3분 간 반응시킨 후, 얼음에 2분 간 두어 3‘ 말단에

dT-adaptor를 넙치 난소 RNA에 labeling 하였다. 표지된 RNA에 5× RT buffer 4 ul, 

CapFishing solution 1 ul, BSA (1 mg/ml) 2 ul, RNase inhibitor (40 Unit/ul) 0.5 ul, 

Reverse transcriptase (200 Unit/ul) 1 ul를 첨가한 후 42 ℃에서 1시간 동안 역전사 반

응을 유지하였다. Double-stranded mRNA의 5’ 말단의 Cap 구조를 labeling 하기 위하

여 75 ℃로 denature 시킨 CapFishing adaptor 3 ul를 넣은 후, 역전사효소 0.3 ul를 추

가, 42 ℃에서 30분 간 반응시켰다. 70 ℃ 및 94 ℃에서 역전사효소 활성을 없앤

후, 최종 200 ul로 희석하여 RACE 반응에 주형으로 사용하였다.

  - 5‘- and 3'-RACE

  넙치 난소의 first-strand full-length cDNA로부터 Vasa full-length cDNA를 분리하기

위하여 RACE PCR을 수행하였다. 각기 3개의 넙치 Vasa-specific primer를 사용하여

5‘- 및 3’- 말단으로의 RACE PCR을 수행할 수 있도록 구상하였다 (그림 13). First 

RACE PCR은 first-strand cDNA 5 ul, SeeAmp Taq Plus Master Mix 25 ul, 10 uM 

5'-RACE primer (5‘-RACE PCR용) 1 ul, 또는 3‘-RACE primer (3'-RACE PCR용) 1 ul, 

증류수 18 ul를 섞어 최종 50 ul로 수행하였다. Target-specific primer의 경우, 

5’-RACE first PCR을 위해 (de)Vasa R4, PO Vasa-RT R1, PO Vasa-RT R2 primer를, 

3’-RACE first PCR을 위해 (de)Vasa F4, PO Vasa-RT F2, PO Vasa-RT F1 primer를 사

용하였다. First PCR 반응조건은 94 ℃에서 3분 간 pre-denature 후, 94 ℃에서 40초

간 denature, 60 ℃에서 40초 간 annealing, 72 ℃에서 2분 간 extension을 1 cycle로

하여, 총 35 cycle을 반응시킨 뒤, 72℃에서 5분 간 post extension하였다. 증폭산물을

확인하기 위한 전기영동은 1% agarose gel에 PCR 산물 20 ul를 loading 한 후, 100 

volt에서 30분 간 수행하였다 (그림 14). 증폭산물의 크기를 비교하기 위한 marker 

DNA는 1 Kp (+) DNA Ladder (Enzynomics)와 100 bp DNA Ladder (Enzynomics) 각

5 ul를 사용하였다. Second RACE PCR은 전기영동 후 남긴 first PCR product 30 ul
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를 정제하여 2 ul를 주형으로 사용하였고, SeeAmp Taq Plus Master Mix 25 ul, 10 

uM 5'-RACE primer (5‘-RACE PCR용) 1 ul, 또는 3‘-RACE primer (3'-RACE PCR용) 

1 ul, 증류수 21 ul를 섞어 최종 50 ul로 수행하였다. Target-specific primer의 경우, 

5’-RACE second PCR을 위해 PO Vasa-RT R1과 PO Vasa-RT R2 primer를, 3’-RACE 

second PCR을 위해 PO Vasa-RT F2과 PO Vasa-RT F1 primer를 사용하였다 (그림

15). 

그림 13. 넙치 Vasa full-length cDNA를 분리하기 위한 first RACE PCR 반응의

구상.

Second PCR 반응조건은 94 ℃에서 3분 간 pre-denature 후, 94 ℃에서 40초 간

denature, 60 ℃에서 40초 간 annealing, 72 ℃에서 90초 간 extension을 1 cycle로 하

여, 총 35 cycle을 반응시킨 뒤, 72℃에서 5분 간 post extension하였다. 증폭산물을

확인하기 위한 전기영동은 1% agarose gel에 PCR 산물 30 ul를 loading 한 후, 100 

volt에서 30분 간 수행하였다(그림 16). 증폭산물의 크기를 비교하기 위한 marker 

DNA는 1 Kp (+) DNA Ladder (Enzynomics)와 100 bp DNA Ladder (Enzynomics) 각

5 ul를 사용하였다. 5‘-RACE PCR 결과, first PCR에서 약 1.3 kb와 1.2 kb 크기의

product가 확인되었고, second PCR에서도 internal target-specific primer의 예상 결과인

약 1.2 kb 크기의 product가 확인되었다. 3’-RACE PCR 결과, first PCR에서 약 1.5 

kb와 1.4 kb 크기의 product가 확인되었고, second PCR에서도 예상 크기의 product가

확인되었다. Second PCR까지의 결과가 예상 크기의 product를 보이는 결과를 나타냈

고, 해당 product를 clonig하기에 충분함으로 third PCR은 수행하지 않았다.
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5'-RACE 3'-RACE

M (de)Vasa
R4

Vasa-RT
R1

Vasa-RT
R2

(de)Vasa
F4

Vasa-RT
F2

Vasa-RT
F1 M

2kb

100bp

1kb

그림 14. First RACE PCR 전기영동 결과.

* M: marker

그림 15. 넙치 Vasa full-length cDNA를 분리하기 위한 second RACE PCR 반

응의 구상. First PCR primer에 적용된 second primer를 적색으로 표시 하였다.
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5'-RACE 3'-RACE

M Vasa-RT
R1

Vasa-RT 
R2

Vasa-RT 
R2

Vasa-RT 
F2

Vasa-RT 
F1

Vasa-RT 
F1 M

2kb

100bp

1kb

그림 16. Second RACE PCR 전기영동 결과.

* Arrow: Cloning에 사용한 PCR products

* M: marker

  - RACE PCR product의 Cloning

  RACE PCR 결과 넙치 난소의 Vasa cDNA로 추정되는 두 개의 product (그림 16. 

arrows)를 cloning하였다. 대상 산물을 gel로부터 잘라내어 앞의 방법과 동일하게

agarose gel로부터 증폭된 DNA를 elution하였다. pGEM-T easy vector (Promega, 그림

17)와 elution DNA를 ligationt시켜 형질전환에 사용할 재조합 DNA를 제작하였다. 형

질전환에 사용한 수용성세포는 E. coli 세포주인 DH5-α (Solgent) 50 ul를 사용하였

고, ligation mixture 5 ul를 Inoue 방법을 수정하여 형질전환시켰다. -80 ℃에 보관중

인 수용성세포를 얼음에 꽂아 녹이고, ligation mixture를 첨가한 후, 40분 간 반응시

켰다. 42 ℃에서 60초 간 heat-shock을 주고, 다시 얼음에 꽂아 두었다가, 37 ℃에 보

관해 두었던 LB broth 배지 500 ul를 추가하여 37 ℃, 200 rpm shaking incubator에서

120분 간 배양한 뒤, 50 ul와 300 ul를 각각 LB agar 배지 plate에 spreading bead를

사용하여 도말하였다. LB agar 배지에는 80 mg/ml의 X-gal, 0.5 mM의 IPTG, 50 
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ug/ml의 ampicillin을 처리하였다. 넙치 각 유전자들이 형질전환된 수용성세포들이 도

말된 plate는 37 ℃ incubator에서 16시간 동안 배양하였다. 배양결과, 형질전환 수용

성세포들이 도말된 plate에서 blue 및 white-colony가 양호하게 형성되어 있었음을 확

인하였고 (그림 18), 5‘-RACE PCR 산물을 형질전환시킨 LB agar plate에서 white 

colony 5개, blue colony 1개를, 그리고 3‘-RACE PCR 산물을 형질전환시킨 LB agar 

plate에서 white colony 6개를 innoculation하여 50 ug/ml의 농도로 ampicillin이 처리된

LB broth 배지 5 ml에 넣고 37 ℃에서 180 rpm으로 10시간 배양하여 plasmid DNA

를 분리하였다.

그림 17. Ligation에 사용한 pGEM-T eassy vector의 모식도. Multiple cloning site과

함께 LacZ, ampicillin 저항성 유전자를 가지고 있다.

그림 18. 5‘-RACE PCR product가 형질전환된 plated에서의

white 및 blue colony.
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  - Plasmid DNA의 분리

  LB broth 배지에서 배양된 clone들로부터 넙치 Vasa cDNA의 5‘- 및 3’-RACE PCR 

product를 포함하는 plasmid DNA는 GeneAll
TM Exprep

TM Plasmid Isolation Kit 

(GeneAll)을 사용하여 앞의 방법과 동일하게 분리하였다. 분리된 plasmid DNA들은 1 

ul씩을 취하여 1 % agarose gel에 loading 한 후, 100 volt에서 50분 간 전기영동을

수행하였다 (그림 19). Plasmid DNA의 크기를 비교하기 위한 marker DNA는 1 Kp 

(+) DNA Ladder (Enzynomics)와 100 bp DNA Ladder (Enzynomics) 5 ul를 사용하였

다. 확인결과, 5'-RACE의 white colony로부터 분리된 5개 및 3‘-RACE의 6개 plasmid 

DNA들은 blue colony로부터 분리된 재조합되지 않은 vector의 크기와 비교할 때, 모

두 insert DNA를 포함하고 있을 것으로 판단되었다.

  - PCR을 통한 plamid DNA 확인

  분리된 plasmid DNA들이 넙치 Vasa cDNA-specific primer를 통하여 증폭된 product

를 insert DNA로 가지고 있으나, internal primer (VASA-RT F2/R2 set for 5', 

VASA-RT F1/R1 set for 3')를 가지고 PCR을 수행하여, 얻어진 plasmid DNA들이 넙

치 Vasa cDNA와 일치하는 지 확인하였다. 0.1 ul의 분리한 plasmid DNA들을 주형

으로 하여 각 5 pmole의 primer set과 250 uM/each의 dNTP mix, 그리고 1 rxn/tube의

5'-RACE
Blue

3'-RACE Plate

M 01 02 03 04 05 01 02 03 04 05 06 M Clone #

5kb

1kb

2kb

그림 19. 5'- 및 3‘- RACE PCR 산물을 포함하는 plasmid DNA의 전기영동 결과.

* M: marker
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reaction buffer와 polymerase (Phire
TM Hot Start DNA Polymerase; FINNZYMES)를 사

용하여 final 20 ul에 반응시켰다. 반응 조건은 98 ℃에서 pre-denature 후, 98 ℃에서

15초 간 denature, 55 ℃에서 15초 간 annealing, 72 ℃에서 90초 간 extension을 1 

cycle로 하여, 총 25 cycle을 반응시킨 뒤, 72 ℃에서 1분 간 post extension하였다. 증

폭산물을 확인하기 위한 전기영동은 1 % agarose gel에 PCR 산물을 모두 loading 한

후, 100 volt에서 40분 간 수행하였다 (그림 20). 증폭산물의 크기를 비교하기 위한

marker DNA는 1 Kb (+) DNA Ladder (Enzynomics) 5 ul를 사용하였다. 전기영동 결

과, 각 primer set에 대하여 예상크기인 약 200 bp와 150 bp의 PCR 산물을 확인할

수 있었으며, Vasa cDNA 서열을 포함하고 있지 않은 blue colony로부터 분리한

plasmid에서는 증폭산물이 확인되지 않아, 넙치 Vasa cDNA가 잘 cloning 되었을 것

으로 판단되었다.

   다. 넙치 Vasa의 full-length cDNA sequence 결정 및 분석

  RACE를 통하여 얻어진 넙치의 Vasa cDNA 서열 확인은 (주)제노텍에 의뢰, 

Applied Bioscience 3730XL 장비를 사용하여 forward 및 reverse 방향으로 sequencing

PO Vasa-RT F2×R2 - PO Vasa-RT F1×R1 Primer set

208 F2/R2 151 Size(=bp)

5'-RACE - 3'-RACE Plate

01 02 03 04 05 M Blue 01 02 03 04 05 Clone #

300bp

100bp

200bp

그림 20. 5'- 및 3‘- RACE PCR 산물을 포함하는 plasmid DNA를 주형으로

internal primer set을 사용한 PCR의 전기영동 결과.

* M: marker
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한 후, 각 clone에 대한 서열을 결정하였다. 5‘-RACE 결과 얻어진 각 서열들을 비교

한 후 최종 5개 clone 모두가 넙치의 Vasa cDNA 서열임이 확인되었으며, 약 1,200 

bp 크기를 나타냈다 (그림 21). 특이한 것은 2번 clone의 5’ 말단 부분이 나머지 4개

clone보다 약 60 bp 정도 크게 나타난 것으로, 이는 넙치 Vasa 유전자가 alternative 

splicing에 의해 다른 종류의 transcript를 만들어 내거나 subtype이 존재할 수 있음을

추론케 하였다. 3‘-RACE 결과 얻어진 서열들은 5개 중 3개의 clone이 넙치의 Vasa 

cDNA 서열을 포함하고 있었고, 신뢰할 수 있는 결과만을 선별하여 비교한 결과, 모

든 clone들은 약 1,300 bp 크기로 나타났다 (그림 22). 5’- 및 3‘-RACE 결과로 얻어

진 서열들은 선택된 서열 내에서 151 bp가 서로 overlap되었고, 넙치의 Vasa cDNA

의 크기는 최종 2461 bp인 것으로 나타났다 (그림 23). 얻어진 nucleotide sequence에

대한 NCBI 검색 결과, 유효 구간 내 상동성이 Euthynnus affinis (점다랑어), 

Lateolabrax japonicus (농어), Katsuwonus pelamis (가다랑어)와 가장 높게 나타났다. 

Deduced amino acid 서열은 176-2116 bp 구간으로 646개의 amino acid를, 175개의

5’-UTR과 345개의 3‘-UTR을 갖고 있는 것으로 나타났다 (그림 24). 넙치 Vasa의

deduced amino acid를 타 종과 비교해 본 결과, Seriola quinqueradiata (방어) 및

Trachurus japonicus (전갱이)와 같은 그룹으로 나뉘었으며, 같은 가자미목인

Cynoglossus semilaevis (박대)와는 거리가 있는 것으로 나타났다 (그림 25). 넙치

Vasa 단백질에는 arginine과 glycine이 반복적으로 나타나고 있었으며, D-E-A-D box

가 특징적으로 존재하였다 (그림 24). 넙치 Vasa 단백질을 3차원 공간충진모형으로

구성해 본 결과, ATP binding ste, Mg2+ binding site 등의 functional site들이 내부에

존재하고 있었다 (그림 26). 최종 결정된 넙치 Vasa cDNA의 서열은 accession 

number JQ070418로 GenBank에 등록하였다 (그림 27). 
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Clone Sequence Number Clone Sequence Number

5-4   GTCTACCAGGCATTCGCTTCATGGGGGATAGGG--------------------------- 33
5-5   GTCTACCAGGCATTCGCTTCATGGGGGATAGGG--------------------------- 33
5-3   GTCTACCAGGCATTCGCTTCATGGGGGATAGGGGGC------------------------ 36
5-2   --CTACCAGGCATTCGCTTCATGGGGGATAGGGGGCGAAGGCAGCGGAACTGGCAACCCT 58
5-1   GTCTACCAGGCATTCGCTTCATGGGGGATAGGGGAC------------------------ 36
      *******************************                           

5-4   -----------------------------------------------------------A 34
5-5   -----------------------------------------------------------A 34
5-3   ------------------------------------------------CCCGACACGAGA 48
5-2   GGGCACCTGTCGCCGTGCACGGTGCGCGCTCTGCTGTCTGCACACGGCCCCGACACGAGA 118
5-1   -------------------------------------------ACGGCCCCGACACGAGA 53
                                                                 *

5-4   CGTGACCCACGAGCTGAAGTGCACCGCGACGGCACGAGACGACCACCGAGCTCTTCCCCA 94
5-5   CGTGACCCACGAGCTGAAGTGCACCGCGACGGCACGAGACGACCACCGAGCTCTTCCCCA 94
5-3   CGTGACCCACGAGCTGAAGTGCACCGCGACGGCACGAGACGACCACCGAGCTCTTCCTCA 108
5-2   CGTGACCCACGAGCTGAAGTACACCGCGACGGCACGAGACGACCACCGAGCTCTTCCTCA 178
5-1   CGTGACCCACGAGCTGAAGTGCACCGCGACGGCACGAGACGACCACCGAGCTCTTCCTCA 113
      ********************G************************************T**

5-4   CAAACATTTGCAAATAAATAAATAAAAAATGGACGAGTGGGAGGAAACGGAAACTACTAA 154
5-5   CAAACATTTGCAAATAAATAAATAAAAAATGGACGAGTGGGAGGAAACGGAAACTACTAA 154
5-3   CAAACATTTGCAAATAAATAAATAAAAAATGGACGAGTGGGAGGAAACGGAAACTACTAA 168
5-2   CAAACATTTGCAAATAAATAAATAAAAAATGGACGAGTGGGAGGAAACGGAAACTACTAA 238
5-1   CAAACATTTGCAAATAAATAAATAAAAAATGGACGAGTGGGAGGAAACGGAAACTACTAA 173
      ************************************************************

5-4   TGGTTGTGTTGCACCAACCAGCTACGCATCAAGTGAAGCCCCACAAGGAGACTCCTGGAA 214
5-5   TGGTTGTGTTGCACCAACCAGCTACGCATCAAGTGAAGCCCCACAAGGAGACTCCTGGAA 214
5-3   TGGTTGTGTTGCACCAACCAGCTACGCATCAAGTGAAGCCCCACAAGGAGACTCCTGGAA 228
5-2   TGGTTGTGTTGCACCAACCAGCTACGCATCAAGTGAAGCCCCACAAGGAGACTCCTGGAA 298
5-1   TGGTTGTGTTGCACCAACCAGCTACGCATCAAGTGAAGCCCCACAAGGAGACTCCTGGAA 233
      ************************************************************

5-4   CGGTGATTGTGGTGGATTTGGAAAAGGCCCTGGAGGAAGAGGCAGACGAGGAGGATTTTC 274
5-5   CGGTGATTGTGGTGGATTTGGAAAAGGCCCTGGAGGAAGAGGCAGACGAGGAGGATTTTC 274
5-3   CGGTGATTGTGGTGGATTTGGAAAAGGCCCTGGAGGAAGAGGCAGACGAGGAGGATTTTC 288
5-2   CGGTGATTGTGGTGGATTTGGAAAAGGCCCTGGAGGAAGAGGCAGACGAGGAGGATTTTC 358
5-1   CGGTGATTGTGGTGGATTTGGAAAAGGCCCTGGAGGAAGAGGCAGACGAGGAGGATTTTC 293
      ************************************************************

5-4   AGGCTCCTTTTCCTCAGTTGGGGATGAGAATGGTAATGATGGGGACAGCTCGAACAAAAC 334
5-5   AGGCTCCTTTTCCTCAGTTGGGGATGAGAATGGTAATGATGGGGACAGCTCGAACAAAAC 334
5-3   AGGCTCTTTTTCCTCAGTTGGGGATGAGAATGGTAATGATGGGGACAGCACGAACAAAAC 348
5-2   AGGCTCCTTTTCCTCAGTTGGGGATGAGAATGGTAATGATGGGGACAGCTCGAACAAAAC 418
5-1   AGGCTCCTTTTCCTCAGTTGGGGATGAGAATGGTAATGATGGGGACAGCTCGAACAAAAC 353
      ******C******************************************T**********

5-4   AGGAGGAGAAACAGGTGGTTTCAGAGGAAGAGGACGTGGCAGAGGGTTTGGCAGAGTGGA 394
5-5   AGGAGGAGAAACAGGTGGTTTCAGAGGAAGAGGACGTGGCAGAGGGTTTGGCAGAGTGGA 394
5-3   AGGAGGAGAAACAGGTGGTTTCAGAGGAAGAGGACGTGGCAGAGGGTTTGGCAGAGTGGA 408
5-2   AGGAGGAGAAACAGGTGGTTTCAGAGGAAGAGGACGTGGCAGAGGGTTTGGCAGAGTGGA 478
5-1   AGGAGGAGAAACAGGTGGTTTCAGGGGAAGAGGACGTGGCAGAGGGTTTGGCAGAGTGGA 413
      ************************A***********************************

5-4   CAGAAGTGAAATGACTGGAGACGATGACGGAATGTGTGGGTTTAGAGGAGGAAGTCGAGG 454
5-5   CAGAAGTGAAATGACTGGAGACGATGACGGAATGTGTGGGTTTAGAGGAGGAAGTCGAGG 454
5-3   CAGAAGTGAAATGACTGGAGACGATGACGGAATGTGTGGGTTTAGAGGAGGAAGTCGAGG 468
5-2   CAGAAGTGAAATGACTGGAGACGATGACGGAATGTGTGGGTTTAGAGGAGGAAGTCGAGG 538
5-1   CAGAAGTGAAATGACTGGAGACGATGACGGAATGTGTGGGTTTAGAGGAGGAAGTCGAGG 473
      ************************************************************

5-4   AGGAAGAGGCAGCAGAGGAGGTTTCAGACAAGGTGACCAGGGTGGCAGAGGAGGACTTGG 514
5-5   AGGAAGAGGCAGCAGAGGAGGTTTCAGACAAGGTGACCAGGGTGGCAGAGGAGGACTTGG 514
5-3   AGGAAGAGGCAGCAGAGGAGGTTTCAGACAAGGTGACCAGGGTGGCAGAGGAGGACTTGG 528
5-2   AGGAAGAGGCAGCAGAGGAGGTTTCAGACAAGGTGACCAGGGTGGCAGAGGAGGACTTGG 598
5-1   AGGAAGAGGCAGCAGAGGAGGTTTCAGACAAGGTGACCAGGGTGGCAGAGGAGGACTTGG 533
      ************************************************************

5-4   AGGAGGTTACCGTGGAAAAGATGAACAAATCTTTTCTCAAGGTAAAGATAAAAATCCAGA 574
5-5   AGGAGGTTACCGTGGAAAAGATGAACAAATCTTTTCTCAAGGTAAAGATAAAAATCCAGA 574
5-3   AGGAGGTTACCGTGGAAAAGATGAACAAATCTTTTCTCAAGGTAAAGATAAAAATCCAGA 588
5-2   AGGAGGTTACCGTGGAAAAGATGAACAAATCTTTTCTCAAGGTAAAGATAAAAATCCAGA 658
5-1   AGGAGGTTACCGTGGAAAAGATGAACAAATCTTTTCTCAAGGTAAAGATAAAAATCCAGA 593
      ************************************************************

5-4   ACAGAAGGATGCAGCTGAGGGTGAAAGACCAAAGGTCACCTACATTCCTCCAACTCTCTG 634
5-5   ACAGAAGGATGCAGCTGAGGGTGAAAGACCAAAGGTCACCTACATTCCTCCAACTCTCTG 634
5-3   ACAGAAGGATGCAGCTGAGGGTGAAAGACCAAAGGTCACCTACATTCCTCCAACTCTCTG 648
5-2   ACAGAAGGATGCAGCTGAGGGTGAAAGACCAAAGGTCACCTACATTCCTCCAACTCTCTG 718
5-1   ACAGAAGGATGCAGCTGAGGGTGAAAGACCAAAGGTCACCTACATTCCTCCAACTCTCTG 653
      ************************************************************

5-4   TGAGGATGAAGAGGCCATTTTTGCCCACTATGAACGTGGCATCAACTTTGACAAGTATGA 694
5-5   TGAGGATGAAGAGGCCATTTTTGCCCACTATGAACGTGGCATCAACTTTGACAAGTATGA 694
5-3   TGAGGATGAAGAGGCCATTTTTGCCCACTATGAACGTGGCATCAACTTTGACAAGTATGA 708
5-2   TGAGGATGAAGAGGCCATTTTTGCCCACTATGAACGTGGCATCAACTTTGACAAGTATGA 778
5-1   TGAGGATGAAGAGGCCATTTTTGCCCACTATGAACATGGCATCAACTTTGACAAGTATGA 713
      ***********************************G************************

5-4   TGACATTATGGTGGACATCAGTGGAACCAACCCACCGCAAGCAATCATGACTTTTGAAGA 754
5-5   TGACATTATGGTGGACATCAGTGGAACCAACCCACCGCAAGCAATCATGACTTTTGAAGA 754
5-3   TGACATTATGGTGGACATCAGTGGAACCAACCCACCGCAAGCAATCATGACTTTTGAAGA 768
5-2   TGACATTATGGTGGACATCAGTGGAACCAACCCACCGCAAGCAATCATGACTTTTGAAGA 838
5-1   TGACATTATGGTGGACATCAGTGGAACCAACCCACCGCAAGCAATCATGACTTTTGAAGA 773
      ************************************************************

5-4   GGTACAATTGTGCGAATCCCTGGCAAAAAATGTCAACAAATCTGGTTACGTGAAGCCGAC 814
5-5   GGTACAATTGTGCGAATCCCTGGCAAAAAATGTCAACAAATCTGGTTACGTGAAGCCGAC 814
5-3   GGTACAATTGTGCGAATCCCTGGCAAAAAATGTCAACAAATCTGGTTACGTGAAGCCGAC 828
5-2   GGTACAATTGTGCGAATCCCTGGCAAAAAATGTCAACAAATCTGGTTACGTGAAGCCGAC 898
5-1   GGTACAATTGTGCGAATCCCTGGCAAAAAATGTCAACAAATCTGGTTACGTGAAGCCGAC 833
      ************************************************************

5-4   CCCTGTGCAGAAGCATGGCATTCCAATCATTTCTGCTGGCAGAGATCTCATGGCGTGTGC 874
5-5   CCCTGTGCAGAAGCATGGCATTCCAATCATTTCTGCTGGCAGAGATCTCATGGCGTGTGC 874
5-3   CCCTGTGCAGAAGCATGGCATTCCAATCATTTCTGCTGGCAGAGATCTCATGGCGTGTGC 888
5-2   CCCTGTGCAGAAGCATGGCATTCCAATCATTTCTGCTGGCAGAGATCTCATGGCGTGTGC 958
5-1   CCCTGTGCAGAAGCATGGCATTCCAATCATTTCTGCTGGCAGAGATCTCATGGCGTGTGC 893
      ************************************************************

5-4   CCAAACTGGATCCGGTAAAACGGCTGCATTTCTCCTCCCCATCCTGCAGCAGCTGATGGC 934
5-5   CCAAACTGGATCCGGTAAAACGGCTGCATTTCTCCTCCCCATCCTGCAGCAGCTGATGGC 934
5-3   CCAAACTGGATCCGGTAAAACGGCTGCATTTCTCCTCCCCATCCTGCAGCAGCTGATGGC 948
5-2  CCAAACTGGATCCGGTAAAACGGCTGCATTTCTCCTCCCCATCCTGCAGCAGCTGATGGC 1018
5-1   CCAAACTGGATCCGGTAAAACGGCTGCATTTCTCCTCCCCATCCTGCAGCAGCTGATGGC 953
      ************************************************************

5-4   AGACGGTGTGGCAGCCAGTCGCTTCAGTGAGCTGCAGGAGCCTGAAGCCATCATCGTGGC 994
5-5   AGACGGTGTGGCAGCCAGTCGCTTCAGTGAGCTGCAGGAGCCTGAAGCCATCATCGTGGC 994
5-3   AGACGGTGTGGCAGCCAGTCGCTTCAGTGAGCTGCAGGAGCCTGAAGCCATCATCGTGGC 1008
5-2   AGACGGTGTGGCAGCCAGTCGCTTCAGTGAGCTGCAGGAGCCTGAAGCCATCATCGTGGC 1078
5-1   AGACGGTGTGGCAGCCAGTCGCTTCAGTGAGCTGCAGGAGCCTGAAGCCATCATCGTGGC 1013
      ************************************************************

5-4   CCCGACCAGGGAGCTCATCTGCCAGATCTTCCTGGAGGCCAGGAAGTTTGCCTTTGGAAC 1054
5-5   CCCGACCAGGGAGCTCATCTGCCAGATCTTCCTGGAGGCCAGGAAGTTTGCCTTTGGAAC 1054
5-3   CCCGACCAGGGAGCTCATCTGCCAGATCTTCCTGGAGGCCAGGAAGTTTGCCTTTGGAAC 1068
5-2   CCCGACCAGGGAGCTCATCTGCCAGATCTTCCTGGAGGCCAGGAAGTTTGCCTTTGGAAC 1138
5-1   CCCGACCAGGGAGCTCATCTGCCAGATCTTCCTGGAGGCCAGGAAGTTTGCCTTTGGAAC 1073
      ************************************************************

5-4   ATGTGTGCGTCCAGTGGTTGTTTATGGTGGAGTCAGTACTGGACACCATATAAGAGAAAT 1114
5-5   ATGTGTGCGTCCAGTGGTTGTTTATGGTGGAGTCAGTACTGGACACCATATAAGAGAAAT 1114
5-3   ATGTGTGCGTCCAGTGGTTGTTTATGGTGGAGTCAGTACTGGACACCATATAAGAGAAAT 1128
5-2   ATGTGTGCGTCCAGTGGTTGTTTATGGTGGAGTCAGTACTGGACACCATATAAGAGAAAT 1198
5-1   ATGTGTGCGTCCAGTGGTTGTTTATGGTGGAGTCAGTGCTGGACACCATATAAGAGAAAT 1133
      *************************************A**********************

5-4   CTCAAGAGGATGTAATATACTGTGTGGAACACCAGGAAGACTGTTGGACATGATTGGACG 1174
5-5   CTCAAGAGGATGTAATATACTGTGTGGAACACCAGGAAGACTGTTGGACATGATTGGACG 1174
5-3   CTCAAGAGGATGTAATATACTGTGTGGAACACCAGGAAGACTGTTGGACATGATTGGACG 1188
5-2   CTCAAGAGGATGTAATATACTGTGTGGAACACCAGGAAGACTGTTGGACATGATTGGACG 1258
5-1   CTCAAGAGGATGTAATATACTGTGTGGAACACCAGGAAGACTGTTGGACATGATTGGACG 1193
      ************************************************************

5-4   AGGAAAGGTC 1184
5-5   AGGAAAGGTC 1184
5-3   AGGAAAGGTC 1198
5-2   AGGAAAGGTC 1268
5-1   AGGAAAGGTC 1203
      **********

그림 21. 5‘-RACE PCR product가 형질전환된 각 clone들의 insert nucleotide 서열.
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Clone Sequence Number Clone Sequence Number

3-2   CAGGAAGTTTGCCTTTGGAACATGTGTGCGTCCAGTGGTTGTTTATGGTGGAGTCAGTAC 60

3-5   CAGGAAGTTTGCCTTTGGAACATGTGTGCGTCCAGTGGTTGTTTATGGTGGAGTCAGTAC 60

3-3   CAGGAAGTTTGCCTTTGGAACATGTGTGCGTCCAGTGGTTGTTTATGGTGGAGTCAGTAC 60

      ************************************************************

3-2   TGGACACCATATAAGAGAAATCTCAAGAGGATGTAATATACTGTGTGGAACACCAGGAAG 120

3-5   TGGACACCATATAAGAGAAATCTCAAGAGGATGTAATATACTGTGTGGAACACCAGGAAG 120

3-3   TGGACACCATATAAGAGAAATCTCAAGAGGATGTAATATACTGTGTGGAACACCAGGAAG 120

      ************************************************************

3-2   ACTGTTGGACATGATTGGACGAGGAAAGGTCGGGTTGCAGAAGCTGCGGTACTTAGTGCT 180

3-5   ACTGTTGGACATGATTGGACGAGGAAAGGTCGGGTTGCAGAAGCTGCGGTACTTAGTGCT 180

3-3   ACTGTTGGACATGATTGGACGAGGAAAGGTCGGGTTGCAGAAGCTGCGGTACTTAGTGCT 180

      ************************************************************

3-2   GGATGAGGCTGACCGCATGTTGGACATGGGCTTTGAGCCAGACATGCGCCGTCTGGTGGG 240

3-5   GGATGAGGCTGACCGCATGTTGGACATGGGCTTTGAGCCAGACATGCGCCGTCTGGTGGG 240

3-3   GGATGAGGCTGACCGCATGTTGGACATGGGCTTTGAGCCAGACATGCGCCGTCTGGTGGG 240

      ************************************************************

3-2   CTCCCCTGGAATGCCATCCAAAGAGAACCGCCAGACTCTGATGTTCAGTGCCACGTACCC 300

3-5   CTCCCCTGGAATGCCATCCAAAGAGAACCGCCAGACTCTGATGTTCAGTGCCACGTACCC 300

3-3   CTCCCCTGGAATGCCATCCAAAGAGAACCGCCAGACTCTGATGTTCAGTGCCACGTACCC 300

      ************************************************************

3-2   TGAGGACATCCAGAGGTTGGCAGCAGACTTTCTCAAGATTGACTACCTGTTCTTAGCTGT 360

3-5   TGAGGACATCCAGAGGTTGGCAGCAGACTTTCTCAAGATTGACTACCTGTTCTTAGCTGT 360

3-3   TGAGGACATCCAGAGGTTGGCAGCAGACTTTCTCAAGATTGACTACCTGTTCTTAGCTGT 360

      ************************************************************

3-2   GGGTGTGGTGGGCGGAGCCTGCAGTGATGTAGAGCAGTCATTTGTCGAAGTTACCAAATT 420

3-5   GGGTGTGGTGGGCGGAGCCTGCAGTGATGTAGAGCAGTCATTTGTCGAAGTTACCAAATT 420

3-3   GGGTGTGGTGGGCGGAGCCTGCAGTGATGTAGAGCAGTCATTTGTCGAAGTTACCAAATT 420

      ************************************************************

3-2   CTTAAAGCGGGAGCAGCTTCTTGACCTGCTGAAGATCACGGGAATGGAACGCACCATGGT 480

3-5   CTTAAAGCGGGAGCAGCTTCTTGACCTGCTGAAGATCACGGGAATGGAACGCACCATGGT 480

3-3   CTTAAGGCGGGAGCAGCTTCTTGACCTGCTGAAGATCACGGGAATGGAACGCACCATGGT 480

      *****A******************************************************

3-2   GTTTGTGGAGACCAAGAGACAAGCTGATTTTATTGCGGCTTTCTTGTGCCAGGAGAAAGT 540

3-5   GTTTGTGGAGACCAAGAGACAAGCTGATTTTATTGCGGCTTTCTTGTGCCAGGAGAAAGT 540

3-3   GTTTGTGGAGACCAAGAGACAAGCTGATTTTATTGCGGCTTTCTTGTGCCAGGAGAAAGT 540

      ************************************************************

3-2   TCCAACCACCAGCATACATGGTGACCGTGAGCAGCGGGAACGAGAGCTGGCACTGACAGA 600

3-5   TCCAACCACCAGCATACATGGTGACCGTGAGCAGCGGGAACGAGAGCTGGCACTGACAGA 600

3-3   TCCAACCACCAGCATACATGGTGACCGTGAGCAGCGGGAACGAGAGCTGGCACTGACAGA 600

      ************************************************************

3-2   CTTCCGCTCTGGCAAATGTCCAGTCCTGGTTGCAACCTCTGTAGCTGCCCGCGGTCTGGA 660

3-5   CTTCCGCTCTGGCAAATGTCCAGTCCTGGTTGCAACCTCTGTAGCTGCCCGCGGTCTGGA 660

3-3   CTTCCGCTCTGGCAAATGTCCAGTCCTGGTTGCAACCTCTGTAGCTGCCCGCGGTCTGGA 660

      ************************************************************

3-2   TATTCCAGATGTGCAGCATGTGGTGAACTTTGACCTCCCCAACAACATCGATGAGTATGT 720

3-5   TATTCCAGATGTGCAGCATGTGGTGAACTTTGACCTCCCCAACAACATCGATGAGTATGT 720

3-3   TATTCCAGATGTGCAGCATGTGGTGAACTTTGACCTCCCCAACAACATCGATGAGTATGT 720

      ************************************************************

3-2   CCACCGTATTGGGAGAACTGGCCGCTGTGGTAATACTGGGAAGGCTGTGTCTTTCTACGA 780

3-5   CCACCGTATTGGGAGAACTGGCCGCTGTGGTAATACTGGGAAGGCTGTGTCTTTCTACGA 780

3-3   CCACCGTATTGGGAGAACTGGCCGCTGTGGTAATACTGGGAAGGCTGTGTCTTTCTACGA 780

      ************************************************************

3-2   CCCAGATGTTGATGGTCAGTTGGCCCGCTCTTTGGTTACAATCCTGTCCAAGGCCCAGCA 840

3-5   CCCAGATGTTGATGGTCAGTTGGCCCGCTCTTTGGTTACAATCCTGTCCAAGGCCCAGCA 840

3-3   CCCAGATGTTGATGGTCAGTTGGCCCGCTCTTTGGTTACAATCCTGTCCAAGGCCCAGCA 840

      ************************************************************

3-2   AGTAGTTCCCTCGTGGTTAGAAGAGTATGCGTTCAATGCCCCCAGTAGTAATGATGCCAA 900

3-5   AGTAGTTCCCTCGTGGTTAGAAGAGTATGCGTTCAATGCCCCCAGTAGTAATGATGCCAA 900

3-3   AGTAGTTCCCTCGTGGTTAGAAGAGTATGCGTTCAATGCCCCCAGTAGTAATGATGCCAA 900

      ************************************************************

3-2   CCCTTCCAGGAGGAACTTTACTTCCACAGACTCCAGAAAGGGTCATGAACGAGGATTCTC 960

3-5   CCCTTCCAGGAGGAACTTTACTTCCACAGACTCCAGAAAGGGTCATGAACGAGGATTCTC 960

3-3   CCCTTCCAGGAGGAACTTTACTTCCACAGACTCCAGAAAGGGTCATGAACGAGGATTCTC 960

      ************************************************************

3-2   TCAGGACAGCACAGCGAAGAGCCCAGCTGCGGCGGCTCCGGCTGCATCTGATGAGGAAGA 1020

3-5   TCAGGACAGCACAGCGAAGAGCCCAGCTGCGGCGGCTCCGGCTGCATCTGATGAGGAAGA 1020

3-3   TCAGGACAGCACAGCGAAGAGCCCAGCTGCGGCGGCTCCGGCTGCATCTGATGAGGAAGA 1020

      ************************************************************

3-2   CTGGGAGTAGAGGGAATATTGGTGCAGCCCAGCCACCCACACATGGACCTGAGCTGCTCT 1080

3-5   CTGGGAGTAGAGGGAATATTGGTGCAGCCCAGCCACCCACACATGGACCTGAGCTGCTCT 1080

3-3   CTGGGAGTAGAGGGAATATTGGTGCAGCCCAGCCACCCACACATGGACCTGAGCTGCTCT 1080

      ************************************************************

3-2   TATTTGCTGTTTAGCTTGTTGCGGTTCTATCACTGATTTTGTTTCAATGGAAAACAGAAT 1140

3-5   TATTTGCTGTTTAGCTTGTTGCGGTTCTATCACTGATTTTGTTTCAATGGAAAACAGAAT 1140

3-3   TATTTGCTGTTTAGCTTGTTGCGGTTCTATCACTGATTTTGTTTCAATGGAAAACAGAAT 1140

      ************************************************************

3-2   ATGTCAAGTGAGATGTTTAAATAGAGAAACCAGATATTTCTCCCTAACGTTCTTAATCTT 1200

3-5   ATGTCAAGTGAGATGTTTAAATAGAGAAACCAGATATTTCTCCCTAACGTTCTTAATCTT 1200

3-3   ATGTCAAGTGAGATGTTTAAATAGAGAAACCAGATATTTCTCCCTAACGTTCTTAATCTT 1200

      ************************************************************

3-2   CACAGACCTGCATGTTGTGGAAAGTTTTTTTGTTTTATTCTATTTTTTTTAAATTATCAC 1260

3-5   CACAGACCTGCATGTTGTGGAAAGTTTTTTTGTTTTATTCTATTTTTTTTAAATTATCAC 1260

3-3   CACAGACCTGCATGTTGTGGAAAGTTTTTTTGTTTTATTCTATTTTTTTTAAATTATCAC 1260

      ************************************************************

3-2   TTGCATGAAAATGGTTAATGTCTGAGAAGAGAGAACAATAAATAATTGTGTTCCAAGCAA 1320

3-5   TTGCATGAAAATGGTTAATGTCTGAGAAGAGAGAACAATAAATAATTGTGTTCCAAGCAA 1320

3-3   TTGCATGAAAATGGTTAATGTCTGAGAAGAGAGAACAATAAATAATTGTGTTCCAAGCAA 1320

      ************************************************************

3-2   AGACTTGAAGATTAAAAGCAAGTTCCAACTGTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAATCGT 1380

3-5   AGACTTGAAGATTAAAAGCAAGTTCCAACTGTAAAAAAAAAAAAAAAAA------ATCGT 1374

3-3   AGACTTGAAGATTAAAAGCAAGTTCCAACTGTAAAAAAAAAAAAAAAAAAA----ATCGT 1376

      *************************************************      *****

3-2   AGTCGCAGCATTCACAG 1397

3-5   AGTCGCAGCATTCACAG 1391

3-3   AGTCGCAGCATTCACAG 1393

      *****************

그림 22.3‘-RACEPCRproduct가 형질전환된 각 clone들의 insertnucleotide서열.
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5'-RACE

    5'-RACE Primer
>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>>  Adaptor
--CTACCAGGCATTCGCTTCATGGGGGATAGGG   
                                 GGCGAAGGCAGCGGAACTGGCAACCCT 58
GGGCACCTGTCGCCGTGCACGGTGCGCGCTCTGCTGTCTGCACACGGCCCCGACACGAGA 118
CGTGACCCACGAGCTGAAGTGCACCGCGACGGCACGAGACGACCACCGAGCTCTTCCTCA 178
CAAACATTTGCAAATAAATAAATAAAAAATGGACGAGTGGGAGGAAACGGAAACTACTAA 238
TGGTTGTGTTGCACCAACCAGCTACGCATCAAGTGAAGCCCCACAAGGAGACTCCTGGAA 298
CGGTGATTGTGGTGGATTTGGAAAAGGCCCTGGAGGAAGAGGCAGACGAGGAGGATTTTC 358
AGGCTCCTTTTCCTCAGTTGGGGATGAGAATGGTAATGATGGGGACAGCTCGAACAAAAC 418
AGGAGGAGAAACAGGTGGTTTCAGAGGAAGAGGACGTGGCAGAGGGTTTGGCAGAGTGGA 478
CAGAAGTGAAATGACTGGAGACGATGACGGAATGTGTGGGTTTAGAGGAGGAAGTCGAGG 538
AGGAAGAGGCAGCAGAGGAGGTTTCAGACAAGGTGACCAGGGTGGCAGAGGAGGACTTGG 598
AGGAGGTTACCGTGGAAAAGATGAACAAATCTTTTCTCAAGGTAAAGATAAAAATCCAGA 658
ACAGAAGGATGCAGCTGAGGGTGAAAGACCAAAGGTCACCTACATTCCTCCAACTCTCTG 718
TGAGGATGAAGAGGCCATTTTTGCCCACTATGAACGTGGCATCAACTTTGACAAGTATGA 778
TGACATTATGGTGGACATCAGTGGAACCAACCCACCGCAAGCAATCATGACTTTTGAAGA 838
GGTACAATTGTGCGAATCCCTGGCAAAAAATGTCAACAAATCTGGTTACGTGAAGCCGAC 898
CCCTGTGCAGAAGCATGGCATTCCAATCATTTCTGCTGGCAGAGATCTCATGGCGTGTGC 958
CCAAACTGGATCCGGTAAAACGGCTGCATTTCTCCTCCCCATCCTGCAGCAGCTGATGGC 1018
AGACGGTGTGGCAGCCAGTCGCTTCAGTGAGCTGCAGGAGCCTGAAGCCATCATCGTGGC 1078
CCCGACCAGGGAGCTCATCTGCCAGATCTTCCTGGAGGC

Overlap
               (Overlap start)         CAGGAAGTTTGCCTTTGGAAC 1138
ATGTGTGCGTCCAGTGGTTGTTTATGGTGGAGTCAGTACTGGACACCATATAAGAGAAAT 1198
CTCAAGAGGATGTAATATACTGTGTGGAACACCAGGAAGACTGTTGGACATGATTGGACG 1258
AGGAAAGGTC                   (Overlap end)                   1268

3'-RACE

                               GGGTTGCAGAAGCTGCGGTACTTAGTGCT 180
GGATGAGGCTGACCGCATGTTGGACATGGGCTTTGAGCCAGACATGCGCCGTCTGGTGGG 240
CTCCCCTGGAATGCCATCCAAAGAGAACCGCCAGACTCTGATGTTCAGTGCCACGTACCC 300
TGAGGACATCCAGAGGTTGGCAGCAGACTTTCTCAAGATTGACTACCTGTTCTTAGCTGT 360
GGGTGTGGTGGGCGGAGCCTGCAGTGATGTAGAGCAGTCATTTGTCGAAGTTACCAAATT 420
CTTAAAGCGGGAGCAGCTTCTTGACCTGCTGAAGATCACGGGAATGGAACGCACCATGGT 480
GTTTGTGGAGACCAAGAGACAAGCTGATTTTATTGCGGCTTTCTTGTGCCAGGAGAAAGT 540
TCCAACCACCAGCATACATGGTGACCGTGAGCAGCGGGAACGAGAGCTGGCACTGACAGA 600
CTTCCGCTCTGGCAAATGTCCAGTCCTGGTTGCAACCTCTGTAGCTGCCCGCGGTCTGGA 660
TATTCCAGATGTGCAGCATGTGGTGAACTTTGACCTCCCCAACAACATCGATGAGTATGT 720
CCACCGTATTGGGAGAACTGGCCGCTGTGGTAATACTGGGAAGGCTGTGTCTTTCTACGA 780
CCCAGATGTTGATGGTCAGTTGGCCCGCTCTTTGGTTACAATCCTGTCCAAGGCCCAGCA 840
AGTAGTTCCCTCGTGGTTAGAAGAGTATGCGTTCAATGCCCCCAGTAGTAATGATGCCAA 900
CCCTTCCAGGAGGAACTTTACTTCCACAGACTCCAGAAAGGGTCATGAACGAGGATTCTC 960
TCAGGACAGCACAGCGAAGAGCCCAGCTGCGGCGGCTCCGGCTGCATCTGATGAGGAAGA 1020
CTGGGAGTAGAGGGAATATTGGTGCAGCCCAGCCACCCACACATGGACCTGAGCTGCTCT 1080
TATTTGCTGTTTAGCTTGTTGCGGTTCTATCACTGATTTTGTTTCAATGGAAAACAGAAT 1140
ATGTCAAGTGAGATGTTTAAATAGAGAAACCAGATATTTCTCCCTAACGTTCTTAATCTT 1200
CACAGACCTGCATGTTGTGGAAAGTTTTTTTGTTTTATTCTATTTTTTTTAAATTATCAC 1260
TTGCATGAAAATGGTTAATGTCTGAGAAGAGAGAACAATAAATAATTGTGTTCCAAGCAA 1320
AGACTTGAAGATTAAAAGCAAGTTCCAACTGTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
ATCGTAGTCGCAGCATTCACAG
<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<<
    3'-RACE Primer

그림 23.5'-및 3‘-RACE결과의 overlap및 분리된 넙치 VasacDNA의 최종 서열.
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        1 GGCGAAGGCAGCGGAACTGGCAACCCTGGGCACCTGTCGCCGTGCACGGTGCGCGCTCTG
       61 CTGTCTGCACACGGCCCCGACACGAGACGTGACCCACGAGCTGAAGTGCACCGCGACGGC
                                                                 M  D    2
      121 ACGAGACGACCACCGAGCTCTTCCTCACAAACATTTGCAAATAAATAAATAAAAAATGGA
           E  W  E  E  T  E  T  T  N  G  C  V  A  P  T  S  Y  A  S  S   22
      181 CGAGTGGGAGGAAACGGAAACTACTAATGGTTGTGTTGCACCAACCAGCTACGCATCAAG
           E  A  P  Q  G  D  S  W  N  G  D  C  G  G  F  G  K  G  P  G   42
      241 TGAAGCCCCACAAGGAGACTCCTGGAACGGTGATTGTGGTGGATTTGGAAAAGGCCCTGG
           G  R  G  R  R  G  G  F  S  G  S  F  S  S  V  G  D  E  N  G   62
      301 AGGAAGAGGCAGACGAGGAGGATTTTCAGGCTCCTTTTCCTCAGTTGGGGATGAGAATGG
           N  D  G  D  S  S  N  K  T  G  G  E  T  G  G  F  R  G  R  G   82
      361 TAATGATGGGGACAGCTCGAACAAAACAGGAGGAGAAACAGGTGGTTTCAGAGGAAGAGG
           R  G  R  G  F  G  R  V  D  R  S  E  M  T  G  D  D  D  G  M  102
      421 ACGTGGCAGAGGGTTTGGCAGAGTGGACAGAAGTGAAATGACTGGAGACGATGACGGAAT
           C  G  F  R  G  G  S  R  G  G  R  G  S  R  G  G  F  R  Q  G  122
      481 GTGTGGGTTTAGAGGAGGAAGTCGAGGAGGAAGAGGCAGCAGAGGAGGTTTCAGACAAGG
           D  Q  G  G  R  G  G  L  G  G  G  Y  R  G  K  D  E  Q  I  F  142
      541 TGACCAGGGTGGCAGAGGAGGACTTGGAGGAGGTTACCGTGGAAAAGATGAACAAATCTT
           S  Q  G  K  D  K  N  P  E  Q  K  D  A  A  E  G  E  R  P  K  162
      601 TTCTCAAGGTAAAGATAAAAATCCAGAACAGAAGGATGCAGCTGAGGGTGAAAGACCAAA
           V  T  Y  I  P  P  T  L  C  E  D  E  E  A  I  F  A  H  Y  E  182
      661 GGTCACCTACATTCCTCCAACTCTCTGTGAGGATGAAGAGGCCATTTTTGCCCACTATGA
           R  G  I  N  F  D  K  Y  D  D  I  M  V  D  I  S  G  T  N  P  202
      721 ACGTGGCATCAACTTTGACAAGTATGATGACATTATGGTGGACATCAGTGGAACCAACCC
           P  Q  A  I  M  T  F  E  E  V  Q  L  C  E  S  L  A  K  N  V  222
      781 ACCGCAAGCAATCATGACTTTTGAAGAGGTACAATTGTGCGAATCCCTGGCAAAAAATGT
           N  K  S  G  Y  V  K  P  T  P  V  Q  K  H  G  I  P  I  I  S  242
      841 CAACAAATCTGGTTACGTGAAGCCGACCCCTGTGCAGAAGCATGGCATTCCAATCATTTC
           A  G  R  D  L  M  A  C  A  Q  T  G  S  G  K  T  A  A  F  L  262
      901 TGCTGGCAGAGATCTCATGGCGTGTGCCCAAACTGGATCCGGTAAAACGGCTGCATTTCT
           L  P  I  L  Q  Q  L  M  A  D  G  V  A  A  S  R  F  S  E  L  282
      961 CCTCCCCATCCTGCAGCAGCTGATGGCAGACGGTGTGGCAGCCAGTCGCTTCAGTGAGCT
           Q  E  P  E  A  I  I  V  A  P  T  R  E  L  I  C  Q  I  F  L  302
     1021 GCAGGAGCCTGAAGCCATCATCGTGGCCCCGACCAGGGAGCTCATCTGCCAGATCTTCCT
           E  A  R  K  F  A  F  G  T  C  V  R  P  V  V  V  Y  G  G  V  322
     1081 GGAGGCCAGGAAGTTTGCCTTTGGAACATGTGTGCGTCCAGTGGTTGTTTATGGTGGAGT
           S  T  G  H  H  I  R  E  I  S  R  G  C  N  I  L  C  G  T  P  342
     1141 CAGTACTGGACACCATATAAGAGAAATCTCAAGAGGATGTAATATACTGTGTGGAACACC
           G  R  L  L  D  M  I  G  R  G  K  V  G  L  Q  K  L  R  Y  L  362
     1201 AGGAAGACTGTTGGACATGATTGGACGAGGAAAGGTCGGGTTGCAGAAGCTGCGGTACTT
           V  L  D  E  A  D  R  M  L  D  M  G  F  E  P  D  M  R  R  L  382
     1261 AGTGCTGGATGAGGCTGACCGCATGTTGGACATGGGCTTTGAGCCAGACATGCGCCGTCT
           V  G  S  P  G  M  P  S  K  E  N  R  Q  T  L  M  F  S  A  T  402
     1321 GGTGGGCTCCCCTGGAATGCCATCCAAAGAGAACCGCCAGACTCTGATGTTCAGTGCCAC
           Y  P  E  D  I  Q  R  L  A  A  D  F  L  K  I  D  Y  L  F  L  422
     1381 GTACCCTGAGGACATCCAGAGGTTGGCAGCAGACTTTCTCAAGATTGACTACCTGTTCTT
           A  V  G  V  V  G  G  A  C  S  D  V  E  Q  S  F  V  E  V  T  442
     1441 AGCTGTGGGTGTGGTGGGCGGAGCCTGCAGTGATGTAGAGCAGTCATTTGTCGAAGTTAC
           K  F  L  K  R  E  Q  L  L  D  L  L  K  I  T  G  M  E  R  T  462
     1501 CAAATTCTTAAAGCGGGAGCAGCTTCTTGACCTGCTGAAGATCACGGGAATGGAACGCAC
           M  V  F  V  E  T  K  R  Q  A  D  F  I  A  A  F  L  C  Q  E  482
     1561 CATGGTGTTTGTGGAGACCAAGAGACAAGCTGATTTTATTGCGGCTTTCTTGTGCCAGGA
           K  V  P  T  T  S  I  H  G  D  R  E  Q  R  E  R  E  L  A  L  502
     1621 GAAAGTTCCAACCACCAGCATACATGGTGACCGTGAGCAGCGGGAACGAGAGCTGGCACT
           T  D  F  R  S  G  K  C  P  V  L  V  A  T  S  V  A  A  R  G  522
     1681 GACAGACTTCCGCTCTGGCAAATGTCCAGTCCTGGTTGCAACCTCTGTAGCTGCCCGCGG
           L  D  I  P  D  V  Q  H  V  V  N  F  D  L  P  N  N  I  D  E  542
     1741 TCTGGATATTCCAGATGTGCAGCATGTGGTGAACTTTGACCTCCCCAACAACATCGATGA
           Y  V  H  R  I  G  R  T  G  R  C  G  N  T  G  K  A  V  S  F  562
     1801 GTATGTCCACCGTATTGGGAGAACTGGCCGCTGTGGTAATACTGGGAAGGCTGTGTCTTT
           Y  D  P  D  V  D  G  Q  L  A  R  S  L  V  T  I  L  S  K  A  582
     1861 CTACGACCCAGATGTTGATGGTCAGTTGGCCCGCTCTTTGGTTACAATCCTGTCCAAGGC
           Q  Q  V  V  P  S  W  L  E  E  Y  A  F  N  A  P  S  S  N  D  602
     1921 CCAGCAAGTAGTTCCCTCGTGGTTAGAAGAGTATGCGTTCAATGCCCCCAGTAGTAATGA
           A  N  P  S  R  R  N  F  T  S  T  D  S  R  K  G  H  E  R  G  622
     1981 TGCCAACCCTTCCAGGAGGAACTTTACTTCCACAGACTCCAGAAAGGGTCATGAACGAGG
           F  S  Q  D  S  T  A  K  S  P  A  A  A  A  P  A  A  S  D  E  642
     2041 ATTCTCTCAGGACAGCACAGCGAAGAGCCCAGCTGCGGCGGCTCCGGCTGCATCTGATGA
           E  D  W  E  *                                               646
     2101 GGAAGACTGGGAGTAGAGGGAATATTGGTGCAGCCCAGCCACCCACACATGGACCTGAGC
     2161 TGCTCTTATTTGCTGTTTAGCTTGTTGCGGTTCTATCACTGATTTTGTTTCAATGGAAAA
     2221 CAGAATATGTCAAGTGAGATGTTTAAATAGAGAAACCAGATATTTCTCCCTAACGTTCTT
     2281 AATCTTCACAGACCTGCATGTTGTGGAAAGTTTTTTTGTTTTATTCTATTTTTTTTAAAT
     2341 TATCACTTGCATGAAAATGGTTAATGTCTGAGAAGAGAGAACAATAAATAATTGTGTTCC
     2401 AAGCAAAGACTTGAAGATTAAAAGCAAGTTCCAACTGTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
     2461 A

그림 24.넙치 Vasa서열 및 특징.우측번호 및 지시서열은 아미노산,좌

측번호 및 지시서열은 nucleotide 서열이다. DEAD-box는 box로,

arginine-glycinerichregion들은 진한 기울임체로,개시 및 종결코돈은

진한 청색,polyAsignal은 적색 문자에 밑줄로 표시되었다.
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그림 25.넙치 Vasa및 타 종의 Vasaaminoacid에 대한 phylogenetic

tree.넙치 Vasa의 결과는 적색 밑줄로 표시하였다.

그림 26.넙치 Vasaprotein의 공간충진모형.ATP binding ste,Mg2+

bindingsite등의 functionalsite들이 내부에 존재하고 있다.
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그림 27.넙치 VasacDNA nucleotide및 deducedaminoacidsequence의 GenBank

등록결과 capture일부.AccessionnumberJQ070418.
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표 4.본 연구에 사용한 Real-TimePCR용 primerset의 서열 및 정보

PrimerName Sequence Length Tm G.C%

Vasa-RealF1 5'-CAGGAAGTTTGCCTTTGGAA-3' 20 60.22 45

Vasa-RealF2 5'-TACAGGAGCCTGAAGCCATC-3' 20 60.36 55

Vasa-RealR1 5'-CGTCCAATCATGTCCAACAG-3' 20 59.96 50

Vasa-RealR2 5'-GACCTTTCCTCGTCCAATCA-3' 20 60.05 50

2) Vasa 유전자의 primer set 개발

  (1) Primer design

  분리된 넙치 vasa full-length cDNA 서열로부터 생식소 특이적인 Real-Time PCR용

primer set을 구상하였다. Primer는 NCBI primer design tool과 primer3 

(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/)를 참고하여 선택하였다 (표 4). 선택된 서열

로 primer 제작을 의뢰하였고, HPLC grade로 정제하여 PCR에 사용하였다. 제작된

primer stock은 100 pmole/㎕의 농도로, working primer는 10 pmole/㎕의 농도로

neclease-free water에 녹였다.

  (2) RT-PCR

  제작된 primer를 통하여 넙치 각 조직에서 합성된 cDNA에서의 PCR 증폭여부를

확인하였다. 기 보고된 넙치 Ef1-alpha 유전자의 서열을 바탕으로 primer를 합성하였

고 (표 5), house keeping gene으로 하여 각 조직별 발현양상을 비교하였다 (그림

28). 합성한 넙치 각 조직의 cDNA 5 ul를 주형으로 하여, 각 5 pmole의 primer set과

250 uM/each의 dNTP mix, 그리고 1 rxn/tube의 reaction buffer와 polymerase 

(PRIME-Taq Polymerase; T&I)를 사용하여 final 20 ul에 반응시켰다. 반응 조건은 95 

℃에서 pre-denature 후, 95 ℃에서 30 초 간 denature, 60 ℃에서 20 초 간 annealing, 

72 ℃에서 30 초 간 extension을 1 cycle로 하여, 총 30 cycle을 반응시킨 뒤, 72 ℃에

서 5 분 간 post extension하였다. 증폭산물을 확인하기 위한 전기영동은 1 % agarose 
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표 5.본 연구에 사용한 Ef1-aprimerset의 서열 및 정보

PrimerName Sequence Length Tm G.C%

F-EF1a-F1 5'-GCAGCTCATTGTTGGAGTCA-3' 20 53.2 50

F-EF1a-R1 5'-ACACTTGCAGGGTTGTAGCC-3' 20 53.9 55

그림 28.넙치 각 조직들에서 Vasa 유전자의 발현.Vasa 유전자의 발현을

housekeeping 유전자인 Ef1-a와 비교하였다.Negative control로는 주형으로

cDNA대신 증류수를 사용하였다.

gel에 PCR 산물을 모두 loading 한 후, 100 volt에서 30 분 간 수행하였다 (그림 28). 

증폭산물의 크기를 비교하기 위한 marker DNA는 100 bp Plus DNA Ladder (Bioneer) 

4 ul를 사용하였다. 전기영동 결과, 예상 크기인 303 bp 정도의 산물이 넙치의 각

조직들 중, 정소 및 난소에서 매우 강하게 나타남이 확인되었으나, 나머지 다른 조

직들에서는 뇌에서 약하게 확인될 뿐 전혀 발현되지 않았다 (그림 28. upper). 

Housekeeping gene인 Ef1-a는 모든 조직에서 균일하게 발현되어 결과에 대한 신뢰성

을 확인하였고 (그림 28. lower), 이러한 결과는 분리된 넙치 Vasa 유전자가 넙치 암

컷 및 수컷 생식소에 특이적으로 발현함을 확인시켜주는 결과라 할 수 있다.
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그림 29.Real-TimeRT-PCR을 통한 넙치 치어 각 조직들에서 Vasa유전자

의 발현. Vasa 유전자의 발현을 housekeeping 유전자인 Ef1-a로

normalization한 후 생식소의 발현값을 1로 각 조직의 발현량을 비교하였다.

*bar:StandardErroroftriplicates.

  (3) Real-Time Quantitative RT-PCR

  Real-Time RT-PCR 기법을 활용하여 넙치의 각 조직으로부터 Vasa 유전자의 발현

양상을 비교하였다. 분리된 넙치의 생식소 및 뇌, 간, 신장, 비장, 심장, 아가미, 소

장, 위, 근육, 그리고 피부 조직의 RNA를 사용하여 앞의 방법에 따라 cDNA를 합성

하여 RT-PCR을 수행하였다. 100 ng의 cDNA를 주형으로 하여 각 5 pmole의 PO 

Vasa-RT F1/R1 primer set 및 internal control로 house keeping gene인 Ef1-a에 대한

primer set을 사용하여 DyNAmo ColorFlash SYBR Green qPCR Kit (FINNZYMES)로

최종 20 ul에 반응시켰다. 반응 조건은 95 ℃에서 7분 간 pre-denature 후, 95 ℃에서

20초 간 denature, 60 ℃에서 20초 간 annealing, 72 ℃에서 30초 간 extension을 1 

cycle로 하여, 총 45 cycle을 반응시킨 뒤, 72 ℃에서 5분 간 post extension하였다. 매

extension 반응이 끝나면 증폭산물과 결합한 SYBR의 형광값을 측정하였다. Melting 

curve는 최종 증폭산물 65 ℃에서 95 ℃까지 증가시키며 형광값을 측정함으로 확인

하였다. Vasa 발현값은 Ef1-a의 발현값으로 normalize시킨 후, 생식소의 값을 1로 하

였을 때의 각 조직의 상대적 발현량을 3반복하여 측정하였다. 분석결과, 넙치 Vasa 

유전자는 생식소에서 매우 강하게 발현하였고, 뇌에서 아주 약하게, 그리고 나머지

다른 조직들에서는 전혀 발현하지 않는 것으로 나타났다 (그림 29). 이는

conventional RT-PCR의 결과와 일치하는 것이며, Real-Time RT-PCR을 통하여서도

넙치 Vasa 유전자의 생식소 특이적 발현 특징을 명확히 확인할 수 있음을 의미한다.
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표 6.본 연구에 사용한 넙치 aromataseprimerset의 서열 및 정보

PrimerName Sequence Length Tm G.C%

FArom-F1 5'-CTCCCACAGACCAACAACCT-3' 20 53.4 55

FArom-F2 5'-AGGCACAGCCTGCAACTACT-3' 20 53.8 55

FArom-F3 5'-TGGCTACAGGGTACCAAAGG-3' 20 53.8 55

FArom-R1 5'-GAGTGTTTGCCAGCTTCCTC-3' 20 53.6 55

FArom-R2 5'-TCCCAAAACGTGACGTGTAA-3' 20 53.6 45

FArom-R3 5'-GAACCGAATGGCTGGAAGTA-3' 20 53.9 50

3) Aromatase 유전자의 primer set 개발

  (1) Genomic DNA sequence (intron) spaning primer design

  생식소에서 넙치의 자성화를 유도하는 aromatase-target primer가 genomic DNA의

intron 서열을 함유하도록 구상하기 위하여 aromatase genomic DNA partial nucleotide 

sequence를 cloning하였다. Partial cloning에 사용한 primer는 기 보고된 넙치의

aromatase nucleotide 서열을(Paralichthys olivaceus P450arom mRNA for P450 

aromatase, complete cds. AB017182) 참고하여 제작하였다 (표 6).

  (2) 넙치 aromatase와 vasa partial genomic DNA cloning

  넙치 간 조직 20 mg을 액체질소를 담은 막자사발에 넣고, 미세한 가루가 될 때까

지 빻은 후 Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega)를 사용하여 DNA를 분

리하였다. 얼음에 꽂아둔 Nuclei Lysis buffer 600 ul를 첨가한 후, 65 ℃에서 30분 간

반응시켜 세포핵을 파괴하였고, 3 ul의 RNase를 추가한 뒤 37 ℃에서 30분 간 반응

시켜 혼합되어있는 RNA를 제거하였다. 상온으로 식은 시료에 200 ul Protein 

Precipitation Solution을 넣어 20초 간 vortex한 뒤 얼음에 5분 간 꽂아둠으로 단백질

을 제거하기 위하여 응집시켰다. 응집된 단백질과 조직의 잔여물들은 15,000 rpm에

서 4분간 원심분리시켜 pellet화 하고, 상등액을 새 tube에 옮긴 후 600 ul의

isopropanol을 첨가하여 genomic DNA를 침전시켰다. 침전된 DNA는 15,000 rpm에서

1분 간 원심분리한 뒤, 600 ul의 70 % 에탄올로 남아있는 salt들을 제거하고, 상온에
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서 10분 간 건조시킨 후, 100 ul의 Nuclease-free water에 녹였다. 분리된 genomic 

DNA는 260 nm 파장에서의 흡광도를 측정하여 정량하였고, 260/280 nm 값이 1.7 이

상인 DNA를 실험에 사용하였다. 분리된 Genomic DNA 및 이전 실험에서 사용하였

던 생식소 cDNA를 주형으로 하고 VASA-Real primer set 또는 aromatase의 primer 

set을 사용하여 PCR을 수행하였다. 이하 실험방법은 앞의 방법을 응용하였고, 1 % 

agarose gel 전기영동을 통하여 확인하였다. VASA-Real primer set에 대한 cDNA 및

genomic DNA의 PCR 결과, cDNA에서 예상했던 크기의 증폭산물을 확인할 수 있었

고, genomic DNA를 주형으로 한 결과에서는 cDNA의 크기보다 큰 산물을 확인하였

다 (그림 30). 이 중, genomic DNA를 주형으로하여 증폭된 PCR 산물을 앞서 기술

한 방법대로 cloning 및 sequencing한 결과, design한 넙치 Vasa-target primer로 증폭된

genomic DNA에는 106 bp의 intron sequence가 포함되어 있었다 (그림 31). 따라서, 

본 primer를 통하여 Real-Time RT-PCR을 수행할 시, melting curve 및 Tm 값을 확인

함으로써, 결과에 큰 영향을 미치는 genomic DNA의 오염여부를 쉽게 확인할 수 있

어 성판별 실험의 오류를 줄이고, 더욱 정확한 검사를 할 수 있을 것으로 기대된다. 

넙치 aromatase primer set에 대한 cDNA 및 genomic DNA의 PCR 결과 역시 cDNA

에서 예상되는 크기의 증폭산물보다 큰 산물을 genomic DNA를 주형으로 한 결과에

서 확인할 수 있었다 (그림 32, 33). 넙치 aromatase gene의 nucleotide sequence 역시

앞의 방법대로 cloning 및 sequencing한 결과, design한 넙치 aromatase primer로 증폭

된 genomic DNA에는 384 bp의 intron sequence가 포함되어 있었다 (그림 34). 따라

서, 본 primer를 통하여 Real-Time RT-PCR을 수행할 시, Vasa primer와 함께 넙치 치

어에 대한 성판별 검사를 더욱 정확하게 할 수 있을 것으로 기대된다.

그림 30.cDNA및 genomicDNA를 주형으로 한 Vasa유전자의 PCR결과.

*M:Marker,G:GenomicDNA
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TTCAGCGAGCTACAGGAGCCTGAAGCCATCATCGTGGCCCCGACCAGGGAGCTCATCTGCCAGATCTTCCTGGAGGCCAGGAAGTTTGCCTTTGGGTATAGTTTAGATTTCGATA

          >>>>>>>>>>>>>>>>>>>>                                               >>>>>>>>>>>>>>>>>>

             Vasa-Real F2                                                       Vasa-Real F1

AAGAACCATTTAACGCTGTAATCACCACCCCACACATAAAGGATGCAAAAATGAATTATTTTTTTCCTGGCTTGTTGAATTTATAGAACATGTGTGCGTCCAGTGGTTGTTTATG

                        [Genomic DNA sequence-intron]                                 >>

GTGGAGTCAGTACTGGACACCATATAAGAGAAATCTCAAGAGGATGTAATATACTGTGTGGAACACCAGGAAGACTGTTGGACATGATTGGACGAGGAAAGGTCGGGTTGCAGAA

                                                                          <<<<<<<<<<<<<<<<<<<<

                                                                               Vasa-Real R2

                                                                                    <<<<<<<<<<<<<<<<<<<<

                                                                                        Vasa-Real R1         

그림 31.보유 Vasaprimerset을 사용하여 분리된 넙치 genomicDNA의

nucleotidesequence및 관련 primer정보.Primer대응 sequence는 적색 및 화

살표로 표시했고,intron영역은 녹색 및 밑줄로 나타냈다.

그림 32.넙치 genomicDNA로부터의 aromatasegene에 대한 PCR결과.
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   TGGCTACAGGGTACCAAAGGGCACAAACATCATCCTCAACACGGGCCGCATGCACCGCACAGAGTTCTTCTGCAAGCCTAATGAATTC

   >>>>>>>>>>>>>>>>>>>>

      FArom F3 Primer

   CGCCTGGACAACTTTGAGAAAACCGTAAGAAGAGGTTTCTTTTTTTATTAAGTTGAAGGTGAATAAATTGATTCATACACTGATCTTT

   TTATCCAACCTCTTACTGTGAGCTTGTGTGACGTGGGCATGGCCTGATGAAAAACTTTATGTCATATATTCCTGTTCACCAGTAAGGA

   GTCAGTCACATTTGAATCAGAATTTCACAATAGTTGTCTTTTAATGAGGCTACTGTCAATAAAATCTGATGAAATGACACGTACACAT

   GAAGAAGATTAGCTTAGAGACGTTCAGACTTATAAATAAATAATATAAATAATACATATGTCATAAATACTTGTGACAAATAATTTTT

   TTGAAGTTTTCAGGGTTTCTCATCTGTCCTCTGTCTCACCCTCCGTCCTCCTCCATGCTCCTCGACGTTACTTCCAGCCATTCGGTTC

                                                                       <<<<<<<<<<<<<<<<<<<<

                                                                          FArom R3 Primer

그림 34.aromataseprimerset을 사용하여 분리된 넙치 genomicDNA의

nucleotidesequence및 관련 primer정보.Primer대응 sequence는 적색

및 화살표로,intron영역은 녹색 및 밑줄로 나타냈다.

PO Arom F3/R3 Primerset

528 528 528 144 144 144 Size(=bp)

M G G G cDNA cDNA cDNA Template

750bp

250bp

500bp

그림 33.cDNA 및 genomicDNA를 주형으로한 aromatase의 PCR

결과.

*M:Marker
*G:GenomicDNA
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(3) Real-Time RT-PCR을 통한 primer quality 평가

  각각 10 개체의 넙치로부터 분리, 합성한 난소와 정소 cDNA 및 genomic DNA를

주형으로 하고 aromatase와 Vasa primer를 사용하여 Real-Time RT-PCR을 수행함으

로 결과분석 방법을 평가하였다. 실험은 앞의 방식을 기준으로 진행하였고, 

aromatase와 Vasa 각각에 대한 melting curve를 확인함으로 primer의 specificity와

cDNA 및 genomic DNA의 Tm 값을 확인하였다. 실험결과, aromatase와 Vasa 각각에

대하여 높은 specificity가 확인되었고, 난소 cDNA와 genomic DNA의 Tm 값이 구분

됨을 알 수 있었다 (그림 35). 난소 cDNA 및 genomic DNA에서의 aromatase 결과, 

난소 cDNA에서는 모든 개체가 많은 증폭산물을 보이며 높은 specificity를 갖는 동

일한 Tm 값을 나타내는 반면, genomic DNA는 보다 높은 Tm 값을 보임을 알 수 있

어, 성판별 실험 시 주형 cDNA의 genomic DNA 오염여부를 쉽게 확인할 수 있었다

(그림 35A). 또한, 난소 cDNA 및 genomic DNA에서의 Vasa 결과, 모든 개체에서

Vasa 유전자가 높은 specificity를 보이며 발현되고 있었고, aromatase의 결과와 마찬

가지로 cDNA 및 genomic DNA의 Tm 값이 달라, 주형 cDNA의 genomic DNA 오염

여부를 쉽게 확인할 수 있었다 (그림 35B). 한편, 정소 cDNA 및 genomic DNA에서

의 aromatase 결과는 극명하게 나뉘었다. 정소 cDNA의 모든 개체에서 specific한

amplicon이 확인되지 않았으며 non-specific한 산물만이 보여졌다. Genomic DNA를

주형으로 한 결과는 specific한 aromatase의 amplicon이 확인되었으며, 이러한 결과들

은 넙치 aromatase 유전자의 암컷 특이적 발현특징을 본 실험방법으로도 훌륭히 판

별할 수 있음을 의미한다 (그림 35C). 정소 cDNA 및 genomic DNA에서의 Vasa 결

과는 모든 시료에서 예상 Tm 값과 함께 specific한 산물을 확인할 수 있었으며

cDNA 및 genomic DNA의 Tm 값이 다름을 보여주었다. 이는 본 실험방법을 통하여

적출된 조직 내의 생식선 포함여부를 효과적으로 판단할 수 있을 뿐 아니라, 

aromatase의 값을 normalization 시킬 때 기존의 housekeeping gene보다 더욱 정밀한

정보를 제공할 수 있을 것임을 추론케 하였다 (그림 35D).
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A B

cDNA

GenomicDNA

cDNA

GenomicDNA

C D

cDNA

GenomicDNA

cDNA

GenomicDNA

그림 35.넙치 난소와 정소 cDNA 및 genomicDNA를 주형으로 한 aromatase와

Vasa의 Real-TimePCR결과.A:난소 cDNA 및 genomicDNA에서의 aromatase

결과.B:난소 cDNA 및 genomicDNA에서의 Vasa결과.C:정소 cDNA 및

genomicDNA에서의 aromatase결과.D:정소 cDNA 및 genomicDNA에서의

Vasa결과.
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3.  개발된 암수판별 marker를 이용한 넙치 종묘의 암수판별

1) 넙치 시료 Sampling

넙치 성 판별 기술개발을 위한 시료는 각기 다른 도내 양식장으로부터 사육중인

치어 30미 씩 확보하여 생식선 전체를 포함하여 주변 부위의 조직 약 100∼200 ㎎

을 채취하여 분석하였다. 시료는 전장을 측정하여 크기별로 3개 그룹으로 구분하였

다. 각 실험구별 평균전장은 Exp-L 9.9 cm, Exp-M 8.1 cm, Exp-S 7.0 cm였다. 

Real-Time RT-PCR을 이용한 primer quality 측정에는 약 800 g 크기의 생식소 형태

로 암수 판별이 가능한 개체들을 사용하였다.

2) Total RNA의 분리, cDNA 합성, Real-Time RT-PCR

본 연구를 통하여 개발된 넙치 성판별기법을 사용하여 도내 양식어가의 넙치 성

어 및 치어에 대한 성판별 실증실험을 수행하였다. Total RNA 분리, cDNA 합성, R

eal-Time PCR은 앞서 설명한 방식으로 Vasa-Real F1과 Vasa-Real R1 primer set, 그리고 F

Arom F1과 FArom R1 primer set을 사용하여 수행하였다. 생식소의 육안검사를 통하여

성 판별이 명확하게 가능한 넙치 성어의 생식소 total RNA로부터 cDNA를 합성하

고, 개발된 마커를 활용하여 성판별 실험을 진행, 그 결과를 비교하였다. 검사결과, 

생식소 육안검사를 통해 수컷으로 판명된 12 개체에서는 aromatase의 발현이 전혀

검출되지 않았고, 암컷으로 판명된 18개체에서는 매우 강하게 발현됨이 확인 되어

기능적 생식소의 육안검사 결과와 본 연구를 통해 개발된 마커를 활용한 유전자검

사 결과가 동일하게 나타났다 (표 7, 그림 36). 본 결과는 개발한 primer marker가

성 판별에 있어 매우 효과적이고 정확한 것임을 나타낸다고 할 수 있다. 또한 세

곳의 양식장에서 각각 넙치 치어 30미 씩을 구입하여 각 개체의 전장을 측정하고

앞의 방식대로 성판별 실험을 실시, 분석하였다. 실험결과, 각 시료들에 대한 암컷

특이적 aromatase 유전자의 발현양상을 거의 non or all 하게 판단할 수 있었고, 기

존의 housekeeping gene인 Ef1-a를 사용할 때 문제가 되었던 normalization의 오류를

없앨 수 있었다 (표 8, 그림 37). 또한, genomic DNA의 오염여부 역시 최종 결과분

석을 통하여 다시 한 번 확인할 수 있어 성판별 기법의 많은 부분이 개선되었고, 

보다 정확한 넙치 치어의 성판별을 가능케 한 것으로 평가된다.
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표 7.넙치 정소 및 난소 성판별의 육안검사 및 유전자 분석 결과 비교

시료번호
생식소

형태검사

유전자

검사
일치여부 시료번호

생식소

형태검사

유전자

검사
일치여부

1 ♀ ♀ 일치 16 ♀ ♀ 일치

2 ♀ ♀ 일치 17 ♀ ♀ 일치

3 ♂ ♂ 일치 18 ♀ ♀ 일치

4 ♀ ♀ 일치 19 ♂ ♂ 일치

5 ♂ ♂ 일치 20 ♀ ♀ 일치

6 ♂ ♂ 일치 21 ♂ ♂ 일치

7 ♀ ♀ 일치 22 ♀ ♀ 일치

8 ♀ ♀ 일치 23 ♀ ♀ 일치

9 ♂ ♂ 일치 24 ♂ ♂ 일치

10 ♂ ♂ 일치 25 ♀ ♀ 일치

11 ♀ ♀ 일치 26 ♀ ♀ 일치

12 ♂ ♂ 일치 27 ♀ ♀ 일치

13 ♀ ♀ 일치 28 ♀ ♀ 일치

14 ♀ ♀ 일치 29 ♂ ♂ 일치

15 ♂ ♂ 일치 30 ♂ ♂ 일치
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수

컷

Amp.Plots

Meltingcurve

암

컷

Amp.Plots

Melting curve

그림 36. 넙치 정소 및 난소 조직에 대한 유전학적 성판별 결과. 발현량 (Amp. 

Plots)은 각 개체의 생식소에서 aromatase 유전자의 조직 내 발현정도를 나타내며, 

발현산물의 정확성(Melting Curve)은 발현값이 정확한 target (aromatase) amplicon에

의한 것인지에 대한 quality를 보여준다.
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표 8. 넙치 치어 각 시료별 전장 및 유전자분석을 통하여 확인된 성별

Site 1 Site 2 Site 3

시료번호 전장(cm) 성별 시료번호 전장(cm) 성별 시료번호 전장(cm) 성별

1 9.7 ♀ 1 7.4 ♂ 1 6.8 ♂

2 9.0 ♀ 2 8.3 ♀ 2 6.8 ♂

3 9.8 ♀ 3 8.5 ♀ 3 6.9 ♂

4 10.2 ♀ 4 8.0 ♂ 4 7.4 ♂

5 10.8 ♀ 5 8.8 ♀ 5 6.6 ♂

6 10.0 ♂ 6 7.9 ♂ 6 7.6 ♂

7 10.6 ♀ 7 8.1 ♂ 7 7.0 ♂

8 10.0 ♀ 8 8.4 ♂ 8 7.5 ♀

9 9.5 ♀ 9 7.6 ♂ 9 6.7 ♂

10 10.2 ♂ 10 7.8 ♀ 10 7.0 ♀

11 10.6 ♂ 11 8.4 ♂ 11 6.5 ♂

12 10.7 ♂ 12 8.3 ♂ 12 6.9 ♂

13 10.2 ♂ 13 7.8 ♂ 13 7.4 ♂

14 9.8 ♂ 14 7.8 ♂ 14 6.8 ♂

15 9.6 ♂ 15 7.8 ♂ 15 6.8 ♂

16 9.8 ♂ 16 8.2 ♂ 16 6.9 ♂

17 9.3 ♂ 17 8.2 ♂ 17 6.8 ♂

18 10.0 ♂ 18 8.3 ♂ 18 6.9 ♀

19 10.5 ♂ 19 8.5 ♂ 19 6.9 ♂

20 10.5 ♂ 20 8.2 ♂ 20 7.4 ♂

21 9.8 ♂ 21 7.6 ♀ 21 7.2 ♀

22 9.5 ♂ 22 8.3 ♂ 22 7.4 ♂

23 10.2 ♂ 23 8.3 ♀ 23 6.8 ♂

24 10.3 ♂ 24 8.8 ♂ 24 6.4 ♂

25 10.3 ♀ 25 8.4 ♂ 25 6.5 ♂

26 9.2 ♀ 26 7.4 ♂ 26 7.0 ♀

27 9.0 ♂ 27 8.4 ♀ 27 6.8 ♀

28 8.8 ♂ 28 7.8 ♀ 28 7.2 ♂

29 9.5 ♀ 29 8.2 ♂ 29 6.9 ♀

30 9.0 ♂ 30 8.3 ♂ 30 7.0 ♂
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Site 1

Site 2

Site 3

그림 37. 도내 양식장 3 곳의 넙치 치어에 대한 성판별 검사결과. 각 패널 내 그

래프의 우측 황색 막대는 normalize된 housekeeping Vasa gene의 발현 값이며, 좌

측 보라색은 기능적 암컷으로의 분화를 유도하는 aromatase gene에 대한 각 개체

별 발현 값을 나타낸다.
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III. 고 찰

포유류에서의 성결정(Sex determination)은 성염색체 상에 성결정유전자(SRY 등)

의작용에 의해 표현적 성(phenotype sex)이 결정되는 것을 말한다. 이에 비해 성분화

(sex differentiation)는 보통 성결정을 받은 생식선의 성분화, 생식선과 부속 분비기관

등의 내부 성징의 분화, 2차성징을 포함한 외부 성징의 분화, 그리고 중추신경계의

작용과 행동의 분화 등 일련의 현상을 일컫는다. 일반적으로 유전적으로 결정된

성에 따라 생식선과 내분 성징의 성분화가 일어나고, 분화한 생식선에서 분비되는

성스테로이드호르몬 작용에 의해 각각의 성에 따른 외부 성징과 신경계의 성분화가

진행된다. 그러나 어류에서는 유전적인 성결정 기작이 불안정하고 가역적으로

분화되는 경우에는 환경조건 등과 같은 요인의 작용에 영향을 받아 결과적으로

유전적 성과 표현적 성이 일치하는 경우가 종종 일어난다.

다른 척추동물과 마찬가지로 어류에서도 암수 성의 발현은 유전적 요소에서

기원하지만 어류에서는 성결정의 유전적 작용은 매우 불안정해서 예를 들어 환경요인의 

작용 등에 의해 비교적 쉽게 성분화에 영향을 끼치는 걸로 생각된다. 이러한 근거

로서 현재 지구상에는 약 3만 여종의 어류가 있지만 이중 성염색체 (sex 

chromosome)가 확인되는 어종은 겨우 50여종에 불과하다. 또한 어류에서는 고등

척추동물과 달리 성을 결정하는 유전자(DMRT)가 송사리와 틸라피아의 일부 어종에

서만 확인이 되었다. 

이제까지 조사된 어종은 얼마 되지 않지만, 어류에서는 XX-XY계가 가장 보편적인

성결정기작이라고 여겨진다. 그러나 ZW-ZZ계라고 추정되는 어종도 적지 않다. 예를

들어 틸라피아 종류에는 어떤 종에서는 XX-XY계의 다른 종에서는 ZW-ZZ계(Z염색

체는 Y염색체와 같고 여겨져서 YW-YY로 표현하기도 한다)의 성염색체상에 위치한

결정인자에 의해 제어된다. ZW-ZZ계의 성결정기작은 swordtail의 일종인

Xiphophorus alvarezi에서도 알려져 있고, 틸라피아류에서는 Oreochromis niloticus에서

는 XX-XY, O. aureus에서는 ZW-ZZ이기 때문에, 전자의 XX(♀)과 후자의 ZZ(♂)과

교잡하면 이론적으로는 100% XZ(♂)이 된다. 이처럼 틸라피아류의 종간교잡에 의해

성장이 빠른 수컷만을 생산하는 기법은 이미 실용화되어 있다.  
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포유류에서는 여러 가지 이유에서 태생기에 생식선이 형성되지 않은 경우, 성체는

외관적으로 반듯이 암컷이 된다. 이는 배발생 과정중인 성적으로 미분화생식선은

생식선조직을 정소로 분화를 유도하는 인자(성분화유도물질)의 작용이 없는 한, 

아마도 난소 결정인자의 작용하에서 자율적으로 난소로 분화하는 성질을 갖는 것으로 

생각된다. 이와 같은 정소유도인자는 Y염색체상의 결정유전자의 작용에 의해 발현

되지만, Y염색체가 있으면 수컷으로 없으면 암컷이 된다.

자웅동체의 어종중에서 자성선숙형이 압도적으로 많으며, 유시자웅동체형 등에서

볼 수 있는 생식선의 변화도 성적 미성숙생식선에서 난소로, 그 다음 정소로 변한다. 

물론 어류에는 웅성선숙형의 자웅동체현상을 보이는 어종도 다수 존재한다. 하지

만 웅성선숙형 자웅동체에 있어서도 성적 미분화생식선은 먼저 난소로 분화하려는

경향을 보여 어류에서도 자성의 우월성(primacy of femaleness)이 보편적인 현상으로

받아들여진다.   

어류의 표현적 성의 분화 출발점은 생식선의 성분화이다. 생식선의 성분화는

보통 유전적으로 결정된 과정에 따라 진행되지만, 환경적 요인과 인위적인 조작등에

의해서 유전적 결정과는 다른 방향으로 진행되기도 한다. 그러나 얼마 전까지만

하더라도 이와 같은 환경요인의 효과를 실험적으로 입증한 예는 의외로 적었다. 

이는 환경의 효과가 한 개의 요인에 의한 것이 아니라, 그 성질을 정량화하기 어려운

여러 개의 요인에 의한 것이고, 이 요인들을 정확하게 실험조건으로 잡아내기 힘들

었기 때문이다. 

관상어의 일종인 Betta splendens의 성비는 온도, 사료, 사육밀도, 수질조건 등이

적절하면 1:1이지만, 이중 어느 조건이든 부적절하게 되면 웅성화가 촉진된다. 뱀장

어류에 있어서는 번식생태가 아직 잘 알려지지 않았지만, 유럽산 뱀장어, Anguilia 

anguilla는, 라인강에서의 조사에 의하면, 하구에서 포획된 것은 87%가 수컷이지만, 

상류로 갈수로 수컷 비율이 감소해서 100km상류 지점에서는 76%이 되며, 650 km

상류에서는 암컷만 포획되었다. 이 성비의 편중현상의 원인은 명확하지는 않지만, 

암컷의 행동력이 수컷보다 크거나, 성적 미분화기가 긴 유럽산 뱀장어의 성분화가

하천의 상류에서는 자성화가 일어나거나, 소하(遡河)에 따라서 수컷에서 암컷으로

성전환이 일어날 가능성 등이 추측되고 있다. Kuhlman(1975)는 유럽산 뱀장어의

생식선 성분화과정을 조사하면서 유생을 서로 다른 온도조건과 사료조건에서 사육

하여 성분화에 미치는 영향을 조사하였다. 그 결과 환경조건에 대해서는 명확한
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결과를 얻지 못했지만, 성분화가 연령, 수온, 영양과는 관계없이 체장 15~25cm에서

시작하여, 대형 유생은 암컷으로, 소형 유생은 수컷이 되는 경향이 있다고 보고했지만, 

그 후 Wiberg(1983)은 유럽산 뱀장어의 성결정에 환경에 영향을 받아, 어떤 생육

조건하에서는 성전환이 일어날 수 있음을 시사했다. 한편 우리나라에서 서식하는

뱀장어 Anguilla japonica에 있어서도 거의 같은 체장에서는 암수의 비가 자연산에서

는 3:5인데 비해 양식산에서는 1:28이 되었다. 이는 양만지에서는 보통 상대적으로

고수온과 고밀도가 수컷으로 분화를 조장하는 것으로 생각된다.

성비에 일정한 계절적 변동을 보이는 것으로 알려진 대서양산의 Menidia menidia

의 성분화에도 온도가 큰 영향을 가져, 자어기의 특정단계에서의 상대적 고온(17~2

5℃)에서는 수컷의 비율이 높아지고, 반대로 상대적 저온(11~19℃)에서는 암컷의

비율이 높다. 또한 모계 친어가 다르면 성비도 현저히 달라지고 온도에 대한 반응성

에도 차이가 보이는 등, 온도효과에 있어 유전적 요인의 영향이 현저하다. 태생어인

Poeciliopsis lucida에서의 성분화도 유전과 환경의 양쪽 영향을 받는다. 어떤 계통의

친어는 고온(30℃)에서 93%의 수컷을 출산하지만, 저온(24℃)에서는 수컷이 38%에

그친다. 계통간의 교잡실험의 결과에서, 이 온도의존방식의 성분화가 모계의 유전자

기작이 성비에 영향을 주도록 난소환경에서 생기는 것이 아니라, 발생도중의 유전

자형에 근거하다는 것을 알았다. 더욱이 이 온도의존형의 형질이 부계에 의해서

전달되는 우성 형질임이 시사되었다. 또한 최근에 넙치을 비롯해 아메리카 메기

Ictalurus punctatus, zebrafish Danio rerio, 그리고 송사리 Oryzias latipes 등 많은 어종

에 있어서 수온의존성 성결정기작을 갖음을 알게 되었다.

넙치의 성은 통상적으로 유전적으로 결정되어 XX개체는 암컷으로, XY개체는

수컷으로 분화한다. 하지만 유전적 암컷(XX)개체에 androgen(17α-methyltestosterone)

투여 하게 되면 생리적 수컷으로, 유전적 수컷(XY)개체에 estrogen(estradiol-17β; E2) 

투여를 실시하면 생리적 암컷으로 분화하는 것으로 알려졌다. 또한 유전적 암컷(XX

개체)라 하더라도 고수온 사육을 하거나 저수온에서 사육을 하면 생리적 수컷으로

성분화가 이루어지며, 이와 같이 넙치에서 유전적 암컷에서 수컷으로의 성전환과정

에서 estrogen량의 감소 현상의 원인은 아직 구체적으로 밝혀진 것은 없으나, 고수온에

의해 estrogen의 생성에 중요한 효소인 aromatase 발현이 억제되어 E2의 감소가 주요

한 요인으로 작용하는 것으로 사료되고 있다. 
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최근 제주지역에서는 여름철 고수온기에 생산된 하계 종묘를 입식한 넙치 양성

양식어가에서 눈에 띠는 성장둔화로 불만이 고조되고 있다. 이는 종묘 본래의 유전

적 형질의 문제가 아니라 넙치의 암수간에 나타나는 차이로, 성분화시기에 고수온

사육으로 인해 성장이 더딘 수컷으로 분화가 촉진되어 일어나는 현상이다.

또한 같은 가자미과 어류인 노랑가자미의 경우, 인공 사육시 암컷의 출현율이 약

10%로 매우 낮다. 노랑가자미의 성도 수온의 영향을 받아 전장 4cm까지 14℃이하

에서 사육하면 암수비가 1:1이 된다고 보고되었다. 또한 수조의 명도에 따라서도

성비가 변화됨이 보고되었다. 따라서 가지미과 어류에서는 수온과 더불어 다른

환경적인 요인이 성분화에 영향을 미칠 가능성이 높다. 

상업적으로 중요한 어종인 넙치는 암컷이 수컷보다 성장이 빠른 특징이 있기

때문에, 암컷만 생산하는 것이 양식에 있어 유리하다. 하지만 기본적으론 유전적으로 

전암컷이라 하더라도 성분화시기의 사육수온에 따라서는 수컷이 높은 비율로 출현

하기 때문에 종묘단계에서 적정 수온관리를 통해 암컷으로 분화를 유도하는 것이

매우 중요하다. 하지만 아직까지 넙치의 자성화 유도에 적절한 수온이나 수온관리

시기에 대한 연구보고는 이루어지지 않고 있는 것이 현실이다. 

국내 넙치양식산업의 생산면에서는 사육기술이나 생산량에서는 상당히 높은

수준까지 올라와 있지만 양식현장을 자세히 들여다보면 아직도 개선해야할 점들이

많이 있으며 수온이나 수조의 명도 등과 같은 환경적 요인이 성분화, 특히 자성화에 

미치는 영향에 대해서는 거의 연구가 진행되지 않은 상태이며 넙치의 자성화 종묘

생산을 위한 가이드라인도 없어 제주산 양식넙치의 국제경쟁력 약화의 한 요인으로

작용하고 있다.

생식선의 성 판별은 상업적인 양식에서는 매우 중요하며, 생식생태 등을 연구하

는데도 필수 불가결해서 쉽고 정확한 판정법의 확립이 필요하다. 

예를 들어 뱀장어나 넙치 등에서는 암컷이 체성장이 더 나으며 반대로 틸라피아

에서는 수컷의 체성장이 더 빠르다. 또한 암수간의 체색에 있어서도 연어나 참돔의

경우 암컷에 대한 기호성이 더 높으며, 생식소를 식용하는 숭어와 은어에서는 알을

가지고 있는 암컷에 대한 산업적 가치가 높다. 종묘단계에서 산업적 가치가 있는

성만을 선별하여 사육하는 것이 양식에 있어서 매우 중요하지만 어류의 성을, 특히나

치어단계에서 육안적으로 구별하기란 불가능하다. 
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어류는 일반적으로 자웅이체이지만, 체색(놀래기, 붉돔, 납자루 등)이나 형태(연어, 

해마 등)로 암수를 구별할 수 있는 어류는 적고, 식용으로 익숙한 정강이, 정어리, 

고등어, 넙치, 복어류 등에서는 외견만으론 구별할 수 없다. 

연어, 쥐치, 쏨뱅이 등과 같이 자웅이 함께 산란하는 어종에서는 상대방의 성별을 

알리기 위해 외관상의 차이를 보이는 경우도 있다. 암컷이 몸에 기생하는 일부

아귀류를 제외하고 어류의 자웅은 몸의 크기로 구별되지 않지만, 암수간에 성장속도가 

다르거나, 최대체장이 다른 경우가 있다. 예를 들어 아귀와 넙치는 암컷이 최소

성숙 체장이 크다.

또 산란기의 성숙개체의 경우에는 비뇨생식공 근처의 복부를 앞쪽에서 꼬리쪽을

향해 압박하면 정액 또는 난이 배란되어 정확한 성을 판별할 수 있다. 그러나 미숙

한 개체나 번식기 이외의 성어에서는 이 방법을 적용할 수 없다. 발달도중의 생식

선은 외과적으로 체벽의 작은 구멍을 내서 생식선의 외형이나 색깔의 정도로 판단

하는 개복법이 있지만, 가장 확실한 방법은 생식선의 조직표본을 관찰하여 난소와

정소를 식별하는 것이다. 또 어종에 따라서는 가는 실리콘 튜브를 생식공안으로

삽입하여 조직을 주사기로 흡입채집하는 방법이 사용되기도 한다. 놀래기류와 철갑

상어류의 성판별에는 이렇게 채취한 조직을 포르말린에 고정 후, acetocarmine액과

슬라이드글래스 위에 놓고 커버글래스로 눌러서 바로 현미경 관찰을 한다(Squash 

method). 대서양연어(Salmo salar)에서는 초음파도형법(ultrasonography)에 의해서 간접

적으로 생식선의 형태를 조사하여 성을 판별하기도 하고, 오오츠크숭어

Micropterus salmoides에서는 개조된 otoscope(耳鏡)을 생식공으로 삽입해서 생식선을

직접 관찰하기도 하지만, 내시경을 이용 등을 포함해 기술적인 문제점이 많다. 

성숙도중 또는 성숙어의 성은 성호르몬의존 2차성징에 근거해서 판별할 수 있지만, 

이것이 가능한 경우는 그다지 많지 않다. 외형형태에 암수간의 차이가 있는 어종에

서는 이것을 성판별의 지표로 사용하기도 한다. 틸라피아류에서는 비뇨생식공부분이

암컷은 2개, 수컷은 3개로 되어 있어, 비뇨생식돌기부분을 식용색소 Azorubin 수용

액에 담그면 식별이 용이하다. 이처럼 비뇨생식돌기나 비뇨생식공의 형태적 차이도

성판별의 지표가 된다.

성에 상대적으로 특이적인 생리활성물질의 생화학적 검출도 성판별에 사용된다. 

난황단백질의 전구체로서 간에서 합성되어 혈액을 통해 난모세포로 운반되는

vitellogenin은 외인성난황형성기, 다시말해 성숙도중의 암컷의 혈장중에는 높은 농도로 
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존재하지만, 수컷이나 미성숙 암컷의 혈장내에서는 소량밖에 존재하지 않기 때문에

생식주기의 특정한 시기에는 성판별에 이용된다. 은연어 Oncorhynchus kisutch에서는

산란전 8개월이전에 암컷의 피부점액에서도 vitellogenin이 검출되어 성숙전 연어류

의 성을 판별할 수 도 있다. 이외에도 어류의 특유 androgen인 11-ketotestosterone의

혈중량이 성판별의 지표가 되기도 한다. 하지만 이와 같은 암컷 특유의 단백질이나

혈중 호르몬량의 측정을 통한 방법은 생식선이 어느 정도 성숙한 이후에나 가능하기 

때문에, 조기 성판별이 어려운 문제점이 있어 현실적으로는 성어가 된 이후 외견상의 

특징 및 생식선의 형태로 구별하는 수밖에 없었다.

넙치의 경우 단일 품목으로 우리나라 수산물 생산의 8%를 차지할 정도로 비중인

생물자원임에도 불구하고 아직까지 양식산업화로 가기 위한 기초적인 연구가 거의

되지 않은 상태이다. 이번 연구를 통해서 넙치 성장과 성분화에 관련된 환경요인과

의 상관관계에 대한 기초 연구와 현장 실용화 기술을 개발을 통해 양식어가의

실질적 기술 지원 및 소득 증대가 기대된다.

양식의 생산 효율성을 위해서는 육종학적 방법이 매우 중요하며, 넙치는 암수에

따라 성장차가 현저하여 암컷의 성장이 좋다. 또한 수컷의 성장 정체는 양식효율을

저해할 뿐만 아니라 넙치의 대형어 생산에 장애가 된다. 기존의 염색체 조작이나

호르몬 투여에 의한 성제어 기술은 기술적인 측면에서 평가될 수 있는 부분도 있지만 

법적 규제나 식품안정성 등 사회적인 문제를 가지고 있다. 따라서 이번 사육수온과

같은 친환경적인 방법을 이용한 넙치 양식용 종묘생산 기술개발로 이와 같은 문제를 

해결할 수 있을 것으로 기대된다. 

양식효율을 높이기 위한 이제까지의 많은 노력들이 있었음에 불구하고 현장에서

실제로 사용되지 않고 있는 것은 현장에서 적용하기 어려운 복잡한 기술이나 막대한 

시설 투자를 필요로 하는 실용성이 많이 떨어진 기술 개발들이었다. 하지만 이번

연구 개발되는 기술은 현장에서 쉽게 이해하고 이용할 수 있는 내용들이면서 번식

생리 연구기법의 선진화도 기대가 된다. 친환경적인 방법으로 종묘단계에서 생산성이

높은 암컷만을 생산하게 된다면 넙치양식에서 생산의 효율성을 극대화 할 수 있어

생산단가를 현재의 수준보다 현저히 낮출 수 있을 것으로 기대된다.
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2012년 기준 제주도내 어류양식 생산량은 24,989톤으로 전국 생산량(76,308톤)의

32.7%에 이르는 것으로 전국 1위이다. 생산금액도 2,754억원으로 국내 전체 생산량

의 37.5%를 점유했다. 이중 넙치의 생산량은 24,575톤으로 전체의 98%를 차지하고

있다. 지역내 양식장을 대상으로 한 사전 암수판별실험 결과, 암수의 비율이 약 7:3 

정도였다. 따라서 단순히 자성화 유도만을 통해서 지금보다 약 30% 이상의 생산성

향상을 가정하더라도 약 3,580 여억원으로 약 826억원의 추가 생산액 증대가 가능

하며, 이는 단순한 생산액 증대뿐만 아니라, 생산원가의 절감으로 이어져 추후 넙치의

가공산업 및 해외수출에도 큰 도움을 줄 것으로 예상된다. 

아직 국내에서 환경요인이 어류의 성분화에 미치는 영향이나 환경요인을 이용한

성분화 제어에 대한 연구개발은 미진한 상태이다. 환경요인이 성분화에 미치는

영향에 대해서는 어류보다는 다른 양서류, 파충류와 조류 등을 중심으로 연구가 일부

진행중에 있으며, 환경요인을 이용한 기술에 있어서는 성숙시기와 배란시기의 조절에 

관한 연구개발은 일부 어종에서 이루어지고 있지만 성분화 제어에 관한 연구개발이나

현장에서 적용될 수 있는 기술보급은 이루어지지 않고 있다.

어류의 성분화 특성, 넙치처럼 이 성분화시기에 외부 환경요인에 의해 성분화가

조절되는 어종에 있어서, 특히 암수의 성에 따라 산업적 가치가 차이가 나는 어종에 

있어서는 다른 염색체 조작이나 호르몬 투여에 의한 인위적인 성제어보다, 종특이

적인 생리적 특성을 이용한 기술개발을 통해 보다 양식현장의 효율적인 양식생산과

소비자들의 식품안전성에 대한 높은 기대를 충족시킬 수 있는 기술 개발이 필요하다.  

 

  본 연구에서는 넙치에서 밝혀지지 않았던 Vasa cDNA를 최초로 분리, 그 서열을

확인하였다. 넙치 Vasa cDNA는 2461 bp 크기인 것으로 나타났으며 (그림 19) 

Deduced amino acid는 이중 176-2116 bp 구간에서 암호화되어 646개의 amino acid를

갖는 단백질을 만들어 내는 것으로 확인되었다. 또한, 175개의 5’-UTR과 345개의

3‘-UTR을 갖고 있고, 넙치 Vasa 단백질에는 arginine과 glycine이 반복적으로 나타나고

있었으며, D-E-A-D box가 특징적으로 존재하였다. 최종 결정된 넙치 Vasa cDNA의

서열은 accession number JQ070418로 GenBank에 등록하였다. 본 결과는 넙치에서

뿐만 아니라 타 어종에 대한 연구자료로서 활용도가 높은 정보를 제공할 수 있을

것으로 기대된다.
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  본 연구를 통해 분리한 넙치 Vasa 유전자가 생식소 특이적 발현특징을 보이는

유전자임을 밝혔다. Conventional RT-PCR과 Real-Time RT-PCR을 통하여 넙치 치어

및 성어의 여러 조직들 중 생식소에서 특이적으로 발현됨을 보여주었다. 분리된

넙치의 Vasa 유전자는 정소와 난소 및 뇌, 간, 신장, 비장, 심장, 아가미, 소장, 위, 

피부, 그리고 근육들 중, 정소와 난소에서 특이적으로 강한 발현을 보였다. 본 결과

는 Y 염색체가 있으나, 성장과정에 있어 환경 및 상염색체상의 유전자에 의해 기능

적 성이 바뀌게 되는 넙치의 성 분화 특성에 비추어 볼 때, 생식소 유전자 분석에

있어 최적의 housekeeping gene으로서 본 연구결과에서 얻어진 Vasa 유전자가 활용

될 수 있음을 보여주고 있다.

  본 연구에서 넙치 Vasa cDNA 뿐 아니라 Vasa 및 aromatase genomic DNA의

partial nucleotide sequence도 분리하였다. Genomic DNA를 주형으로하여 증폭된 PCR 

산물을 cloning 및 sequencing한 결과, design한 넙치 Vasa 및 aromatase primer로 증폭

된 genomic DNA에는 각각 106 bp 및 384 bp의 intron sequence가 포함되어 있었다. 

본 결과들은 학술적 의의 뿐 아니라 진단 primer의 specificity를 높이고 성판별기술의

정확성을 더욱 높이는 데 응용될 수 있었다.

  본 연구를 통하여 분리, 확인된 넙치 Vasa와 aromatase의 cDNA 및 genomic DNA 

서열을 바탕으로 성판별 Real-Time PCR에 사용되는 primer set의 specificity를 높이고

진단기술의 정확성을 더욱 높일 수 있었다. 한 개체의 모든 체세포는 동일한 유전

자를 가지고 있으나 성장시기, 생리주기 및 조직별로 발현되는 유전자의 종류에는

차이가 있으며, 넙치의 기능적 성분화는 생식소에서 작용하는 핵심 유전자들에 의해

유도된다. 따라서, 분자생물학적 유전자 분석 기법을 적용하기 위한 생식소 조직만

의 정확한 적출이 요구되지만 넙치 치어에서부터 생식선 조직만을 적출해 내기는

거의 불가능하다. 본 연구의 핵심은 다른 조직으로 오염된 생식선 조직에서 분리된

RNA라 할지라도 온전히 생식선에서만 발현되는 특이적인 유전자를 찾아내고 성판

별의 목적 유전자로 활용할 수 있다는 것이다. 본 연구에서 사용한 primer는 넙치

생식선에서만 발현하는 Vasa와 aromatase 유전자를 목적 유전자로 하기에, 조직

적출 과정에서 다른 조직과 섞인다 하더라도 생식선에만 제한된 유전자 발현 현상을

검출할 수 있다. 넙치 Vasa 유전자는 발생 초기 생식선 분화가 시작되는 시기에서

부터 성체시기에 이르기까지 생식선 또는 생식소에서 꾸준히 발현되는 유전자이다. 
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또한, 넙치 aromatase 유전자는 치어시기에 암컷으로의 성분화가 유도될 때부터

성숙한 난소상태의 시기에 이르기까지 높게 발현되는 유전자이다. 결국, 생식선에서

의 aromatase 유전자 발현정도를 확인함으로 성판별이 가능하며, Vasa 유전자로

normalization 함으로 실험의 오류를 배제시킬 수 있는 것이다. 한편, 넙치 Vasa와

aromatase 유전자의 발현 값 모두는 genomic DNA의 오염과 매우 밀접한 관계에 있다. 

모든 체세포에는 한 개체가 지닐 수 있는 유전정보 전체가 포함되어 있으며, 모든

체세포는 동일한 양의 genomic DNA를 가지고 있다. 따라서, 비록 넙치 Vasa와

aromatase 유전자가 성분화시기 및 생식선 조직에 특이적으로 발현된다 하더라도

분리된 RNA에 genomic DNA가 조금이라도 섞여있다면 그 분석결과는 신뢰할

수 없는 것이 된다. 일반적 방법에서 오염된 genomic DNA를 제거하는 과정을 거치

지만, 그럼에도 불구하고 genomic DNA를 완벽하게 제거하기란 쉽지 않은 과정이며, 

genomic DNA를 제거하는 과정에서 부차적인 오염으로 RNA의 quality가 떨어질 수

있다. 본 연구를 통하여 넙치 Vasa와 aromatase genomic DNA의 nucleotide sequence를

분리, 보고하였고, 성판별 진단실험과정에서 쉽게 검출할 수 있는 방법을 개발하여

진단 결과의 정확성 및 분석의 효율을 높일 수 있었다. 본 기술에서 사용하는

primer set은 RNA로부터 합성된 cDNA에 존재할 수 있는 genomic DNA오염 여부를

melting curve 분석을 통하여 쉽게 가려낼 수 있도록 제작되었다. 이러한 연구결과들을

토대로 더욱 정확하고 편리한 넙치 치어 성판별 기술을 개발한 것이 큰 의의라

하겠다.
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IV. 요 약

일부 파충류와 양서류, 그리고 어류의 성 결정은 환경적인 요인에 의해 크게 영

향을 받는다고 알려져 있다.

Aromatase는 estrogen 생성에 있어 핵심적인 효소로 작용하여 암컷으로의 분화를

유도함으로, 성 분화의 방향을 확인하는데 있어 좋은 마커이다.

척추동물의 aromatase cytochrome P450 (P450arom)은 androgen을 estrogen으로 전환

시키는 단백질이다. 따라서, aromatase는 일부 어류에 있어 난소로의 분화가 유도될

때 특이적으로 발현된다. 넙치는 상업적으로 중요한 어류인데, 암컷이 수컷보다 빨

리 자라며 그 성 결정이 수온에 민감하게 반응하는 어종이다. 넙치의 난소에서

P450arom 유전자를 cloning하고 정량 RT-PCR을 수행하는 방법으로 넙치의 초기 성

분화를 확인할 수 있는 바이오마커를 개발하였다. 분리된 넙치 aromatase 유전자는

다른 경골어류의 aromatase가 암호화하고 있는 아미노산 서열과 매우 유사했다.

생식소의 일부분을 본 연구에서 개발한 marker를 사용하여 성 판별을 수행하였

고, 나머지 부분을 조직학적 방법으로 그 성을 구분하였다. 그 결과, 본 연구를 통

해 개발된 방법은 조직학적 방법의 결과와 모두 일치함을 확인하였고, 성 판별

marker로서 유용함을 확인시켜 주었다. 넙치 치어에서 생식소의 조직학적 분석결과

는 aromatase의 발현에 의해 구분한 성과 일치하여 그 발현양상이 성 특이적임을 확

인시켜 주었다. 또한, 본 연구결과의 현장적용을 위한 실험의 일환으로, 도내 양식

장에서 사육중인 넙치 치어에 적용해 본 결과, 입식 초기의 넙치의 암수 구분이 가

능하였다. 본 연구는 넙치의 성을 판별하는데 유용하게 활용될 수 있을 것이며, 넙

치의 성 결정 기작을 이해하는데 도움을 줄 것이다.
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특히 제주미래의 양식산업을 한단계 발전 시킬수 있도록 넙치 조기 암수판별기법
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