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대하 Penaeidin 3-2 유전자의 동정 및 발현
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Abstract Penaeidins are members of a special family of antimicrobial peptides existing in several 
species of shrimp and play a crucial role in the immunological defense of shrimp. In this study, 
we isolated and characterized one EST clone (penaeidin) from cDNA library of fleshy prawn 
Fenneropenaeus chinensis hemocytes. Amino acids sequence comparison and phylogenetic analy-
sis with other known penaeidins revealed that our clone was completely identical to F. chinensis 
Penaeidin 3-2 (Accession no. ABC33920), which composed of 71 amino acids with a putative 
signal peptide (1-19) and a cysteine-rich domain (C-terminal part). The expression and distribution 
of Penaeidin 3-2 transcripts in shrimp were detected in hemocytes, hepatopancreas, and muscles, 
and that Penaeidin 3-2 was constitutively expressed mainly in hemocytes. The artificial infection 
of white spot syndrome virus to F. chinensis resulted in Penaeidin 3-2 mRNA up-regulation in 
hemocytes, suggesting that the possible role of Penaeidin 3-2 in host defense system of F. 
chinensis. 
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서 론

항미생물성펩티드들 (antimicrobial peptides; AMPs)
은 외부 병원체에 대한 1차 면역을 구성하는 중요한 

인자로서, 식물, 척추동물, 무척추동물 등 거의 모든 

종에서 발견되고 있다. 새우류의 면역계는 적응면역 

반응은 존재하지 않고 대신 내재적 면역반응이나 체

액성 면역반응만이 존재한다고 알려져 있기 때문에, 
새우류에서는 미생물 감염에 대한 면역반응에서 항

미생물성펩티드들 (AMPs)의 직접적이고 즉각적인 

작용이 매우 중요하다 [2,3]. 새우의 항미생물성펩티

드로서 Pacific white shrimp Litopenaeus (Penaeus) 
vannamei로부터 Penaeidin이 처음 분리ㆍ동정되었다 [6]. 

Penaeidins은 구조적으로 N-말단에 proline이 풍부

한 부위를 가지고 C-말단에는 6개의 cysteine을 통해 

3개의 이중황화결합을 형성한다 [6]. Penaeidins은 아

미노산 서열상에서 특정 잔기의 위치에 따라 

Penaeidin 2, Penaeidin 3, Penaeidin 4의 3가지 그룹으로 

나뉘었는데, 최근 Penaeidin 5가 대하 (Fenneropenaeus 
chinensis)로부터 동정되었다 [11]. Penaeidins의 기능

은 새우의 조직 표면에 발현하여 접촉한 미생물의 

대사를 억제시킨다고 알려져 있고 [9,15,20], Penaeidin 
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3의 경우 새우의 면역 반응에서 중요한 역할을 한다

는 보고가 있다 [10,16,17]. Penaeidins이 그람양성균

과 곰팡이 균에 대해서는 아주 강한 항균활성 (MIC 
of 0.3-5uM)을 보이고, 그람음성균에 대해서는 보통 

정도의 항균활성 (MIC of 10-33uM)을 나타내었다 

[6,7,12]. 
Penaeid shrimp의 혈구와 혈장에는 Penaeidin이외

에 Crustins과 anti-lipopolysaccharide factors (ALFs)이 

있다. Crustins은 L. vannamei와 L. setiferus, Penaeus 
monodon에서 동정되었는데 [5], 정확한 기능이나 그 

작용 기작은 아직 밝혀지지 않았고, 다만 단백질분

해효소 저해제들에서 많이 발견되는 whey acidic 
protein (WAP) 도메인이 발견되는 것으로부터 Crustin
이 미생물활성 뿐만아니라 단백질분해효소의 활성

을 저해하는 것으로 보인다 [21]. ALFs는 투구게에

서 처음 보고되었고 [18], 최근 새우류에서도 동정되

었으며 [13,19], 그람 양성균과 그람 음성균 모두에 

대해서 항균 작용을 한다고 알려져 있다 [1,14].
본 연구에서는 우리나라 서해안에 서식하는 대하 

(F. chinensis) 혈구세포의 cDNA library로부터 분리

된 EST 클론이 Penaeidin 3-2 유전자와 아미노산 수

준에서 동일함을 밝히고, 다른 새우류에서 보고된 

Penaeidins과 아미노산 서열상의 연관성을 조사하였

다. 그리고 대하의 각 조직별 Penaeidin 3-2 유전자의 

발현 양상을 조사하고, 대하에서 흰반점바이러스의 

인위감염으로 인한 Penaeidin 3-2 유전자의 발현 변

화를 조사하였다.

재료 및 방법

염기서열결정 및 EST 클론 분석

대하의 혈구 cDNA library를 분석하기 위하여 각 

클론들의 염기서열을 결정하였다. 염기서열 결정을 

위한 반응은 ABI Prism BigDye Terminator Cycle 
Sequencing Ready Reaction Kits v3.1의 프로토콜에 

준하여 실시한 후, 반응이 끝난 산물은 에탄올 침전

법으로 형광 표지된 DNA를 모으고, formamide에 녹

여서 Automatic sequencer ABI3730lxl (Applied 
Biosystems, USA)에 running하였다. 결정된 염기서열

은 NCBI (National Center for Biotechnology Information, 
USA)에서 제공하는 BLAST (Basic Local Alignment 
Search Tool) 서비스를 이용하여 데이터베이스 상의 

유사유전자를 검색하였다. 각 클론의 염기서열은 

BLAST X에 query하여 e-value가 높은 것을 선별하

였으며, Clustal W program을 이용하여 multiple align-
ment를 실시하였다.

계통 분석

Penaeidins의계통분석학적 관계를 비교해 보기 위

하여, NCBI GenBank로부터 새우류의 Penaeidins에 

대한 아미노산 정보를 얻고 이를 바탕으로 분석프로

그램 MEGA3.0 (http://www.megasoftware.com)을 이

용하여 계통 분석도를 그렸다. 계통 분석도는 neigh-
bor-joining algorithm방법을 이용하여 계통수를 작성

하였으며, 계통수의 topology는1000회 반복을 통한 

bootstrap 분석에 의하여 결정되었다. 분석에 사용된 

유전자들은 다음과 같다: fPEN3-2 (F. chinensis fle-
shy prawn, Accession no. ABC33920); fPEN3-1 (F. 
chinensis fleshy prawn, Accession no. AAP33450); 
bPEN (P. monodon black tiger shrimp, Accession no. 
AAQ05769); pPEN2-2 (Farfantepenaeus paulensis 
pink shrimp, Accession no. AAX58696); sPEN (F. sub-
tilis southern brown shrimp, Accession no. ABO93321); 
wPEN-3c (Litopenaeus vannamei Pacific white shrimp, 
Accession no. P81060); wPEN-3j (L. vannamei Pacific 
white shrimp, Accession no. Q963D9); wPEN-3a (L. 
vannamei Pacific white shrimp, Accession no. P81058); 
wPEN-3d (L. vannamei Pacific white shrimp, Accession 
no. Q963D0); wPEN-3b (L. vannamei Pacific white 
shrimp, Accession no. P81059); bPEN2 (L. stylirostris 
blue shrimp, Accession no. AAQ62565).

RNA 분리

대하의 혈구세포를 분리하여 Trizol reagent 
(Invitrogen, USA) 1 ml에 넣고 vortex를 이용하여 균

질화하고, 대하의 간췌장과 근육 조직은 각각 액체 

질소를 이용하여 급속 냉각 후 파쇄하여 Trizol re-
agent를 처리하였다. 균질화된 용액에 Chloroform 
200 μl를 첨가하여 충분히 섞은 다음 상온에 5분간 

정치하였다. 반응액을 4℃, 12,000 rpm에서 15분간 

원심분리한 후 상층액을 새 튜브로 옮기고, iso-
prophyl alcohol 500 μl를 첨가하여 잘 섞은 다음 

12,000 rpm에서 10분간 원심분리를 하여 RNA를 침

전시켰다. 75% Ethanol/DEPC 500 μl를 첨가하여 침
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전물을 세척한 후 7500 g에서 5분간 원심분리를 하

였다. 상층액을 제거하고 침전물을 말린 뒤 DEPC가 

처리된 물에 녹여서, spectrophotometer를 이용하여 

정량하였다. 

Semi-quantitative RT-PCR 수행

Advantage RT-for-PCR kit (BD Biosciences, USA)
를 사용하여 total RNA 를 cDNA로 합성하였다. 
RNA 1 μg, oligo(dT) 1 μl와 RNase free water를 전체 

반응용액이 12.5 μl가 되도록 섞어 70℃에서 2분간 

정치하였다. 5 x RT buffer 4 μl, dNTP mix 1.5 μl, 
MMLV reverse transcriptase 1 μl와 RNase inhibitor 1 
μl을 섞은 다음 37℃에서 60분간 반응시켰다. 만들어

진 cDNA를 가지고 Penaeidin 3-2 유전자에 대한 증

폭반응을 수행하였다. Penaeidin 3-2의 경우 forward 
primer: CACCTCACAAGCTCGT와 reverse primer: 
GGACCTGCTGGGACAAA를 사용하여 283bp의 

PCR 산물을 생성하였다. Internal control인 β-actin의 경

우 forward primer: CAGACTACCTGCTGCAGATCC와 

reverse primer: ATTCCATGCCCAAGAATGA를 사용

하여 255bp의 증폭산물을 얻었다. 각각의 증폭산물

들은 1.5% agarose gel에서 ethidium bromide 염색으

로 확인하였다. Penaeidin 3-2에 대한 PCR 반응은 9
4℃에서 5분간 변성시킨 후, 94℃ 30초, 58℃ 30초, 
72℃ 30초의 조건으로 25 cycles 진행한 다음 72℃에

서 5분 동안 신장하였다. β-actin에 대한 PCR 반응은 

94℃에서 5분간 변성시킨 후, 94℃ 30초, 56℃ 30초, 
72℃ 30초의 조건으로 25 cycles 진행한 다음 72℃에

서 5분 동안 신장하였다.

바이러스 인위감염 실험

흰반점바이러스 주사액은 바이러스에 감염되어 

죽은 대하로부터 분리하였다. 바이러스에 감염되어 

죽은 새우는 국립수산과학원 서해특성화연구센터

로부터 동결된 상태로 분양받았다. 먼저 새우의 근

육 조직을 분리한 후, 무게를 측정하고 중량의 5-10
배의 생리식염수를 첨가하였다. 조직을 4℃로 유지

하면서 polytron을 이용하여 파쇄한 후, 4℃, 12,000 
rpm에서 15분간 원심분리 하였다. 상층액을 0.45 um 
syringe filter를 이용하여 여과한 후 인위감염 실험에 

이용하였다. 감염군은 흰반점바이러스액 100 ul를 

체장이 약 8~10 cm 정도인 대하의 복부마디 사이에 

주사하였으며, 비감염군은 100 ul의 생리식염수를 

주사하였다. 주사액 주사 시 새우들은 cold shock을 

주어 마취상태를 유지하였으며 이 후 수조에서 다시 

활발하게 움직임을 확인하였다. 바이러스 주사 후 

1, 4, 7 일 후에 살아있는 개체를 각 2 마리씩 선택하

여 이들로부터 total RNA를 분리하였다. 이후의 과

정은 일반적인 RT-PCR 과정과 동일하게 진행하였다.

결과 및 고찰

대하 Penaeidin 3-2 EST 클론의 분석

대하의 혈구세포 cDNA library로부터 얻어진 EST 
클론들의 염기서열을 NCBI (National Center for 
Biotechnology Information, USA)에서 제공하는BLAST 
(Basic Local Alignment Search Tool) 프로그램 중 

blastx 서비스를 이용하여 데이터베이스 상의 유사

유전자를 검색하였다. 대하의 한 EST 클론으로부터 

번역된 단백질의 아미노산 서열을 분석한 결과 대

하 Penaeidin 3-2 (fPEN3-2, Accession no. ABC33920)
와 100% 일치함이 밝혀졌다. 대하의 Penaeidin 3-2와 

이미 보고된 다른 새우류의 Penaeidins의 아미노산 

서열과 비교한 결과를 그림 1에 나타내었다. 대하의 

Penaeidin 3-2은 signal peptides로 예상되는 19개 아

미노산 잔기를 포함하여 전체 71개의 아미노산 잔

기로 이루어져 있었고, Penaeidin family 단백질들에

서 공통적으로 나타나는 이중황화결합을 형성할 수 

있는 6개의 cysteine 잔기를 가지는 cysteine-rich do-
main이 C-말단에 존재하였다 (Fig. 1). 그러나 

Penaeidins family의 특징 중 하나인 N-말단의 pro-
line-rich domain (보통 7-9개의 잔기로 구성됨)은 대

하의 Penaeidin 3-2에서 발견되지 않았고 대신 6개의 

glycine 잔기를 가지는 glycine-rich domain을 포함하

고 있었다. 따라서 대하의 Penaeidin 3-2는 N-말단에 

proline 대신 glycine-rich domain을 통하여 helix 구조

를 형성하고 있을 것이라 예상된다 [22]. 새우류의 

몇몇 항미생물성펩티들은 chitin-binding domain을 

통하여 항미생물성 활성과 chitin assembly 또는 상

처 치유 과정에 관여하는 것으로 예상되고, 이러한 

성질은 외부 환경 감염에 대한 새우의 방어 기작에

서 중요한 역할을 하는 것으로 생각된다. 대하의 

Penaeidin 3-2 또한 C-말단에 chitin-binding domain을 

가지고 있는 것이 확인되었다 [8].
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Fig. 1. Multiple alignment of amino acids sequences of Penaeidin 3-2 from F. chniensis with those of other Penaeidins 
from black tiger shrimp (bPEN), pink shrimp (pPEN2-2), southern brown shrimp (sPEN), blue shrimp (bPEN2), and pacific 
white shrimp (wPEN-3c, wPEN-3j, wPEN-3a, wPEN-3d, and wPEN-3b). Identical amino acids are highlighted by black 
boxes.

대하 Penaeidin 3-2의 계통수 분석

대하의 Penaeidin 3-2와 이미 보고된 다른 새우류

의 Penaeidins의 상동성을 조사하고자 계통 분석을 

실시하였다. 새우류의 Penaeidins에 대한 아미노산 정

보를 NCBI GenBank로부터 얻고 이를 바탕으로 분석

프로그램 MEGA3.0 (http://www.megasoftware.com) 
(Kumar et al., 2004)을 이용하여 계통수를 그렸다. 
대하의 Penaeidin 3-2 (fPEN3-2, Accession no. 
ABC33920)은 대하의 penaeidin 3-1 (fPEN3-1, Accession 
no. AAP33450)과 98%, black tiger shrimp (P. mono-
don) 의 bPEN (Accession no. AAQ05769)과 71%, pink 
shrimp (F. paulensis)의 pPEN2-2 (Accession no. 
AAX58696), southern brown shrimp (F. subtilis)의 

sPEN (Accession no. ABO93321), blue shrimp (L. styl-
irostris)의 bPEN2 (Accession no. AAQ62565)과는 

67%, Pacific white shrimp (L. vannamei)의 Penaeidin 
3 family member (wPEN-3c, Accession no. P81060; 
wPEN-3j, Accession no. Q963D9 wPEN-3a, Accession 
no. P81058; wPEN-3d, Accession no. Q963D0; 
wPEN-3b, Accession no. P81059)들과는 66-68%의 아

미노산 수준에서의 유사성을 보였다 (Fig. 2). 

대하 Penaeidin 3-2 유전자의 발현 조사

대하 Penaeidin 3-2의 조직별 발현 양상을 조사하

고자 대하 5 마리로부터 혈구, 간췌장, 근육 조직을 

각각 얻어서 total RNA를 분리하고 RT-PCR을 실시

하였다. 대하 Penaeidin 3-2의 전사체는 혈구, 간췌장, 
근육 조직에서 모두 발견되었고 특히 혈구세포에서 

매우 강하게 발현되었다 (Fig. 3). 이는 Penaeidins의 

발현이 혈구세포에서 주로 나타난다는 이전의 연구 

Fig. 2. Phylogenetic analysis of Penaeidins from shrimp using 
the sequence information from Fig. 1. A phylogenetic tree 
of the aligned sequences was constructed using the Neighbor-
Joining algorithm within MEGA 3.0. The degree of confidenc
e for each branch point was determined by bootstrap analysis 
(1000 repetitions). The origins and accession numbers of the 
Penaeidins amino acids sequences are described in Materials 
and Methods.

(A)

(B)

  

   
Fig. 3. Semi-quantitative RT-PCR analysis of thetissue distrib
ution of Penaeidin 3-2 (A) and the change of Penaeidin 3-2 
expression after WSSV infection in shrimp (B). (A) Lane 
1, hemocytes; lane 2, hepatopancreas; lane 3, muscle. (B) 
Lane 1, no infection; lanes 2-3, 1 day after infection; lanes 
4-5, 4 days after infection, lanes 6-7, 7 days after infection.Ex
pression of a gene encoding the β-actin was used as a control. 
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결과들과도 일치하는 결과이다. Penaeidin 3-2의 발

현이 간췌장과 근육 조직에서 나타나는 것은 새우와 

같은 개방형 혈관계를 가지는 무척추 동물의 면역관

련 유전자들의 발현에서 흔히 조사되는 infilterating 
hemocytes에 의한 것이라 예상된다 [4].
바이러스 감염 후의 대하 Penaeidin 3-2의 발현 변

화를 조사하기 위하여 흰반점바이러스의 인위감염 

실험을 실시하였다. 바이러스 감염 후 1, 4, 7일 째 

새우의 혈구세포를 채취하여 total RNA의 변화를 

RT-PCR의 방법으로 조사하였다. 대하 Penaeidin 3-2
의 발현이 증가하였는데, 이는 침입한 바이러스의 

생육을 저해하고자 하는 새우의 면역반응으로 생각

된다. 이상의 결과들로부터 대하 Penaeidin 3-2가 자

체 방어 작용에서 중요한 역할을 할 것으로 예상된다. 

요 약

Penaeidins은 새우류에 존재하는 항미생물성펩티

드의 한 종류로서 새우의 외부 병원체에 대한 방어 

기작을 구성하는 중요한 인자이다. 본 연구에서는 

대하 혈구세포의 cDNA library로부터 분리된 EST 클
론을 분리ㆍ동정하였다. 아미노산 염기서열 분석과 

계통수 분석을 통하여 본 연구에서 분리한 EST 클론

이 대하의 Penaeidin 3-2 유전자와 아미노산 수준에

서 동일함을 밝혔다. 대하의 Penaeidin 3-2는 signal 
peptides로 예상되는 19개 아미노산 잔기를 포함하여 

전체 71개의 아미노산 잔기로 이루어져 있고, C-말
단에는 3개의 이중황화결합을 형성할 수 있는 6개의 

cysteine가 존재하였다. 대하 Penaeidin 3-2 전사체는 

혈구세포, 간췌장, 근육 조직에서 발현되었으며, 특
히 혈구세포에서 주로 많이 발현되었다. 흰반점바이

러스의 인위감염 실험에서 바이러스 감염 후 대하 

Penaeidin 3-2의 발현이 증가하였다. 이상의 결과들

로부터 대하 Penaeidin 3-2가 자체 방어 작용에서 중

요한 역할을 할 것으로 예상된다.
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