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Actin 단백질은 진핵세포에 있어서 가장 풍부하게 존

재하는 단백질로서, 그 DNA 및 아미노산 서열은 진화과

정동안 매우 잘 보존되어진 것으로 알려져있다 (Gallwitz

and Sures, 1980; Ng and Abelson, 1980). 포유류에서 발

견되는 actin 단백질은 근육형 (muscle type)과 비근육형

(non-muscle type)으로 크게 나뉘어지고, 각각 4개의 근

육형과 두개의 비근육형의 유사형태가 보고되어져있다

(Vandekerckhove and Weber, 1979). 근육형 actin 단백

질은 특정 조직에서만 발현되고 근육수축에 관련된 기

능을 수행하는 반면, 비근육형 actin은 모든 유형의 세

포에서 발견되며 세포운동, 유사분열, 세포골격 (cytosk-

eleton)의 유지 등과 같은 다양한 기능을 가지고 있다

(Clarke and Spudich, 1977; Lazarides and Revel, 1979). 
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최근 β-actin 유전자 서열정보를 계통학적으로 분석

하는 방법이 다양한 생물체에 대해 시도되어졌고, 특히

비근육형 actin 단백질에 하나인 β-actin은 높은 유사도

(similarity)를 나타내고 다양한 속 (genus)들의 서열정보

가 풍부하게 존재하기 때문에 계통학적인 표지유전자로

서의 연구가 활발히 이루어지고있다 (Venkatesh et al.,

1996; Lee, 2000; Lee et al., 2000a, b; Lee and Gye, 2001).

특히 intron 2 부분에 대한 sequence variation을 이용하

여 어류의 속 (genus) level에서의 분류가 시도되었고

(Lee and Gye, 2001), 요각류 Tigriopus japonicus에서 종

내변이 (intraspecific variation)에 관한 연구도 진행되었

다 (Kim et al., 2003). 

점박이송사리 Rivulus marmoratus (Cyprinodontifor-

mes, Rivulidae)는 자가수정이 가능한 암수동체 어류로

서 환경생물학, 발암기전 및 형태유전학 등에 있어 중요

한 동물실험 모델로 제시되어왔다 (Lee et al., 1994, 1995,

1998, 1999, 2000c; Park et al., 1994; Kweon et al., 1998).

점박이송사리 β-actin 유전자에 대한 DNA 서열은 2000

년에 발표되었고 (Lee, 2000; GenBank AF18615), 인간을

비롯한 6종의 어류들 (Atlantic sal-mon, common carp,

grass carp, sea bream, zebrafish, medaka)의 β-actin 단

백질과 아미노산 서열을 비교한 결과 점박이송사리와

98.4~98.9%의 높은 상동성 (homology)을 나타내는 것

으로 보고되었다 (Lee, 2000). 특히 Lee and Gye (2001)의

논문에 따르면, β-actin 유전자의 intron 2의 DNA 서열

이 어류의 분류학적인 표지인자로서 사용될 수 있다고

보고되어 β-actin 유전자의 분자계통학적으로 유용성이

강조되고있다.

본 연구에서는 유전적으로 동일한 종 (species)에서의

특정 유전자의 염기서열 변화를 확인하고자, 암수동체로

서 유전적으로 완전한 동형접합체 (homozygosity)를 만

드는 점박이송사리의 β-actin 유전자 16개의 염기서열

을 분석하고 비교함으로써 암수동체 어류에서의 유전적

다양성 및 변이 pattern을 파악하고자 하였다. 

재료 및 방법

1. 점박이송사리 사육

점박이송사리, Rivulus marmoratus는 한양대학교 자

연과학대학 생명과학과 박은호 교수에게서 분양받았고,

이들의 사육은 점박이송사리 표준사육법에 따라 실험실

내 수조에서 12시간 간격으로 빛을 비추면서 실온에서

사육하였다. 실험재료는 체장 3~4 cm 내외의 성체를 선

택하여 사용하였다.

2. Genomic DNA의 추출, PCR 증폭 및 클로닝

점박이송사리 간으로부터 genomic DNA의 추출은 이

전에 발표된 방법 (Lee et al., 1995)에 따라 수행되었다.

약 100 mg의 간 조직을 적출하여 추출 용액 (100 mM

NaCl, 10 mM Tris-Cl, pH 8.0, 25 mM EDTA, 0.5%

sodium dodecyl sulfate, 100 µg/mL proteinase K, 1 µg/

mL RNase)에서 균질화한 후, 55�C 항온수조에서 하룻밤

동안 반응시켰다. 반응액을 페놀과 클로로포름으로 처리

하고, genomic DNA는 0.2배의 10 M ammonium acetate

와 0.5배의 isopropanol을 첨가하여 9,000 rpm에서 10

분간 원심분리하여 회수하였다. 회수된 genomic DNA는

70% 에탄올로 세정한 후 TE 용액 (10 mM Tris-Cl, pH

8.0, 1 mM EDTA)에 녹여 4�C에 보관하였다. β-actin 유

전자의 증폭은 특이적인 5′-F (5′-ATG GAT GAT GAA

ATT GCC G-3′)과 3′-R (5′-TTA GAA GCA TTT GCG

GTG-3′)의 PCR 프라이머와 5 unit의 Taq polymerase

(Stratagene)를 사용하여 위에서 분리된 genomic DNA

(1 ng)을 주형으로 하여 PCR을 수행하였다. 온도 조건

은 95�C 1분, 53�C 1분, 72�C 2분으로 전체 30 cycle을

수행하였다. 증폭된 β-actin 유전자는 pCR 2.1 벡터

(Invitrogen, USA)에 클로닝하였다. 선별된 재조합클론

을 대상으로 벡터의 multicloning site 양끝에 위치하는

M13F 및 M13R 프라이머를 이용하여 염기서열을 분석

하였다. 또한 필요에 따라 walking primer로 내부의 염

기서열 또한 분석하였다. 염기서열의 분석은 ALF ex-

press automated DNA sequencer를 이용하였다. 

확인된 DNA 염기서열은 Clustal X (version 1.81)를 이

용하여 다중정렬 (multiple alignment)하였고, 이미 보고

된 점박이송사리의 β-actin 유전자 (GenBank AF168615)

와 송사리 (Oryzias latipes)의 β-actin 유전자 (GenBank

S74868)에 대한 염기서열정보와 비교 분석하였다. 

결과 및 고찰

점박이송사리, Rivulus marmoratus에서 클로닝한 16

개의 β-actin 유전자는 1,764~1,769 bp로서 기존에 보

고된 점박이송사리를 비롯한 6개 어류 (Southern top

mouth minnow, common fat minnow, common carp,

grass carp, medaka, European flounder, fugu)의 β-
actin 유전자의 구조와 거의 동일하였지만 (Lee and Gye,

2001), exon 1 지역 및 intron 2 부위에서 차이를 나타내
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어 이를 점박이송사리 β-actin 2 유전자로 명명하였다. 

16개 점박이송사리 β-actin 2 sequence간의 차이를 보

기위하여 Clustal X로 multiple alignment를 수행하였다

(Fig. 1). 기존의 점박이송사리 β-actin 유전자 (AF168615)

와 본 실험에 사용된 점박이송사리 β-actin 유전자의

아미노산 수준에서의 차이는 약 1~2% 정도였다. 예컨
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Fig. 1. The representative β-actin gene originated from R. marmoratus individual. The information of exon/intron
structure was obtained from Lee (2000). 



대, 실험에 사용된 16개 점박이송사리들은 모두 동일하게

aspartic acid (11번째)와 phenylalanine (31번째)인 반면에

GenBank에 등록되어져 있는 점박이송사리 (AF168615)는

alanine (11번째)과 leucine (31번째)으로 차이를 나타내

었다. 그리고 exon 1부위의 leucine (L)도 phenylalanine

(F)으로 바뀌었다 (Fig. 2). 또한, 각각의 singletone마다
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Fig. 2. Comparison of 18 β-actin amino acid sequences by multiple alignment method. Sixteen β-actin amino acid
sequences were deduced from the DNA sequences of R. marmoratus. The amino acid sequences of R. marmoratus
β-actin (AF168615) was obtained from GenBank database. The deduced amino acids sequences were aligned by
multiple alignment method using Clustal X program. The identical sequences were presented as dot. The primer
region was presented as bold character. 
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Fig. 3. Comparison of sequence variations in intron 2 region of R. marmoratus β-actin 2 gene. The 16 β-actin 2 DNA
sequences were obtained from this study. The DNA sequence of R. marmoratus β-actin (AF168615) was obtained
from GenBank database. After confirmation of the exon and intron information in obtained β-actin genes, only
intron 2 sequences were used in multiple alignment. The identical sequences were presented as dot and the gaps
were presented as dash.



분석된 β-actin 유전자간에 한두개의 돌연변이 양상이

나타났다. 이는 점박이송사리가 유전적으로 homozygous

함에도 불구하고 개체내에서 다양한 모양의 variation을

보여주는 증거이다. 

β-actin 2 유전자의 intron 2 영역의 DNA 서열에서도

실험에 사용된 점박이송사리와 GenBank에 등록된 점

박이송사리 (AF168615)간에 약 4~5% 정도의 차이를

나타내었다 (Fig. 3). 그러나 다른 intron이나 exon 부분

에서는 큰 변화가 없었다. 점박이송사리에 있어 intron 2

sequence의 차이 유형은 주로 intron 2 뒷부분의 T가 연

속되어지는 영역에서 발생하였는데, 이미 보고된 점박이

송사리 β-actin 유전자 (AF168615)에서는 6~7개 T의

결실이 확실하게 보였다. 그러나 이부분에 있어 송사리

β-actin 유전자 (S74868)는 연속되는 T의 영역이 없어서

점박이송사리와 확실한 구분이 가능하였다. 또한 intron

2의 78번 (A), 189번 (G), 203번 (T) 그리고 339번 (A)의

DNA 염기서열에 있어 보고된 점박이송사리와 실험에

사용된 16개체들과 뚜렷한 차이를 나타내고 있다. 

따라서 이상과 같은 결과에 의해 본 논문에서 확인된

점박이송사리의 β-actin 2 유전자는 이미 보고되어져 있

는 점박이송사리 (AF168615)의 β-actin유전자와는 다른

이성체 (isoform)인 것으로 확인되었다. 이러한 β-actin

유전자의 종내변이는 이미 다른 종에서도 보고되어져 있

는데, 요각류 Tigripus japonicus에서 3가지 (AF466279,

AF466280, AF466281), Artemia species에서 4가지

(X52602, X52603, X52604, X52605), zebrafish (Danio

rerio)에서 2가지 (AF025305, AF057040), 송사리 (Ory-

zias latipes)에서 2가지 (S74868, D89627), 자주복 Taki-

fugu rubripes에서 3가지 (U37499, U38848, U38849),

Coryphaenoides  acrolepis에서 2가지 (AB021650,

AB021652)의 다른 유형들이 각각 GenBank에 등록되

어져 있다 (Macias and Sastre, 1990; Kim et al., 2003;

Hwang et al., 2002). 

점박이송사리는 이미 알려진 것처럼 척추동물에서 유

일한 자웅동체의 개체로서 자가수정을 통하여 번식을

하는 복제계통 (clonal lineage)으로 개체간의 유전형질이

유사하다. 또한 집단내에서 유전적 재조합이 발생하지

않는 것으로 알려져 있어 종내변이에 대한 확률이 매우

적으며 실제로 자연계에서 형성된 점박이 송사리 집단

은 거의 homozygote clone인 것으로 보고되어졌다

(Turner et al., 1990). 그럼에도 불구하고 본 연구에서는

점박이송사리 β-actin 2 유전자의 뚜렷한 종내변이가

exon과 intron에서 모두 확인되었다. 점박이송사리 집단

에서의 유전적인 복제다양성 (clonal diversity)은 DNA

fingerprinting 방법의 도입으로 인하여 1992년에 Tur-

ner et al. (1990, 1992)에 의해 실험실에서 번식이 되는

계통은 물론 자연적으로 채집된 집단에서도 확인되었다.

일반적으로 점박이송사리에서는 유전자 재조합에 대한

내용이 보고되어 있지 않아 이러한 변이는 돌연변이를

통하여 발생되는 것으로 추정되었다 (Turner et al.,

1992). 그러나 실제로 종내변이의 빈도가 높은 부분

(loci)에 대한 돌연변이율은 비교적 적은 것으로 확인되

었으며 현장적용연구 (field transplantation study)를 통

하여 몇세대 이후까지 개체의 유전형질이 보존되는 것

이 확인됨에 따라 이러한 종내변이의 원인이 돌연변이

는 아닌 것으로 추정되었다 (Laughlin et al., 1995). 

이것은 본 연구에서 확인된 β-actin 2 유전자의 종내

변이 역시 실험개체의 단순한 돌연변이는 아니라는 것

을 의미한다. 이와 관련하여, 최근 Sato et al. (2002)은 8

개 다른 지역에서 채집된 점박이송사리 major histocom-

patibility complex (Mhc) class I 유전자의 서열분석에서

약 44%에서 heterozygote Mhc loci를 가지는 것으로 확

인되어 점박이송사리에 있어 allelic lineage의 조상이

있으며 현재의 자웅동체성 (hermaphrodite)은 진화과정

에서 돌연변이를 통하여 획득한 형질이라고 추정하였다

(Sato et al., 2002). 따라서 이번에 확인된 β-actin 2 유전

자의 종내변이 유형은 이전의 진화단계에서 얻어진 유

전형질일 것으로 추정되며 이를 확인하기 위하여 다양

한 지역에서 채집된 많은 개체들의 genomic DNA 서열

은 물론 mRNA 수준에서의 염기서열 또한 분석하여 진

화적인 관점에서 고찰하여야 할 필요성이 있을 것으로

사료된다. 

적 요

점박이송사리, Rivulus marmoratus에서 기원된 16개

의 β-actin 유전자의 염기서열 분석 결과 1,764~1,769

bp 범위를 가지는 β-actin 유전자를 분리하였다. 이는

기존에 보고된 점박이송사리 β-actin 유전자와 exon 1

및 intron 2지역에서 다소의 차이를 보여 우리는 이를

점박이송사리 β-actin 2 유전자라 명명하였다. Multiple

alignment를 이용하여 유전자 서로간의 차이를 비교한

결과, 점박이송사리 β-actin 유전자는 variation을 볼 수

있었다. 따라서 본 연구에서는 점박이송사리에 있어 β-
actin 유전자의 종내 변이 (intraspecific variation)를 확

인하였다. 
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