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Cloning and Identification of Differentially Expressed Genes Induced by Fungal 
Infection from Silkworm, Bombyx mori 
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We tried to identify differentially expressed genes (DEGs) from a silkworm, Bombyx mori, involved 
in fungal (Aspergillus niger) infection. A total RNA purified from fungal-induced and normal B. mori 
(5th instar larvae) was used for the cDNA synthesis. Differentially expressed genes were screened by 
annealing control primer (ACP)-based PCR technique. Comparing the gene expression profiles be-
tween fungal infection and control silkworm, we detected 10 genes that were differentially expressed 
in fungal induction and performed molecular cloning and nucleotide sequencing of the 10 genes. We 
confirmed the expression patterns of 3 DEGs by RT-PCR. The 3 DEGs over-expressed in fungal in-
fection were identified as lysozyme, enbocin and an unknown gene. They were first identified to be 
genes induced by fungal infection. Although the detailed functions of 3 genes and their products re-
main to be determined, the genes will provide insight into the molecular mechanisms of in-
sect-immune systems induced by fungal infection.
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서   론

곤충은 병원체의 침입에 대한 혈 림프의 유도 방어 수단으

로 항 세균성 펩타이드를 생산하여 적극적 면역반응을 수행한

다[4]. Boman 등[2]이 처음으로 Hyalophora cecropia에서 cecro-

pin, sttacin 및 lysozyme등의 항 세균성 단백질을 분리한 이

후, 곤충을 포함한 여러 동물에서 수 많은 항 세균성 단백질이 

분리되고 있다. 지금까지 분리된 항 세균성 단백질은 분자량

이 작은 펩타이드 형태로서 숙주 특이성을 가지며 면역원의 

종류, 양 그리고 감염 경과 시간에 따른 항 세균 활성이 서로 

다르게 나타난다고 보고되고 있다[12]. 

H. cecropia에서 처음으로 분리된 cecropin은 4 kDa의 항 

세균성 펩타이드로서 7종이 보고되고 있는데 이중에서 주로 

그람 양성 및 음성 세균에 활성을 갖는 cecropin A, B 및 D 

형태가 잘 알려져 있다[18]. 한편, Schmidt 등이 H. cecropia에

서 발견한 hemoline은 면역반응시 면역원을 인지하여 혈 림프

에 존재하는 단백질과 면역원의 안정화를 위한 복합체 형성에 

관여하여 초기 단계의 면역과정에 관여하는 항 세균 단백질로 

알려져 있다[19]. Hultmark 등[10]이 발견한 attacin은 cecro-

pin계의 항세균 단백질 보다 큰 분자량을 갖는 그람 음성 세균

에 특이적인 항 세균 활성을 나타낸다. 또한, 대부분의 인시목 

곤충에서 발견되는 내재적 항 세균 단백질 중에서 lysozyme

은 cecropin이 작용한 후, 세균의 세포벽 성분을 가수분해하는 

것이 주요 기능으로 다른 항 세균성 펩타이드와 달리 발현 

수준이 수일 동안 유지되는 특성을 갖는다[17].

한편, 현재까지 곤충에서 분리, 보고된 항 세균성 단백질로

는 defensin, moricin, manduca D, diptercin A, abaecin, 등이 

보고되고 있지만[1,3,5-7,9,11], 이러한 항 세균 단백질은 그람 

음성 및 양성세균에 특이적인 것으로 진균 특이적인 단백질, 

즉 항 진균성 단백질의 발견은 거의 보고되고 있지 않다. 따라

서 본 연구는 annealing control primer (ACP)-based PCR 기

술[13]을 이용하여 누에에 Aspergillus niger를 감염 시켜서 유

도 발현되는 항진균성 단백질을 암호화하는 유전자의 클로닝

과 동정을 목적으로 수행되었다.

재료 및 방법

면역 유도

본 연구에 이용된 누에는 표준 사육기준에 따라서 사육된 

누에를 농촌진흥청 농업과학원으로부터 분양 받아 A. niger 

(KCCM 6014)의 감염을 위한 기주 곤충으로 사용하였다. 면역

원인 A. niger 는 potato dextrose agar 배지(Himedia, India)에

서 순수분리 하여 5령기 누에 유충의 체강에 약 6×10
8 

colony 

per unit로 주사하여 면역반응을 유도시킨 뒤 6시간이 경과한 

후에 -70oC에 냉동 보관하여 RNA 추출용 시료로 사용하였다.
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Total RNA 분리 및 추출

Altas™ total RNA kit (Clontech, USA)을 일부 변형하여 

A. niger에 감염된 5령기 누에 유충으로부터 total RNA를 분리

하였다. 우선 A. niger로 감염시킨 누에 및 대조군인 비유도 

누에 유충을 액체질소로 급속 냉동시켜 유발에 균질화 한 다

음, 12.5ml의 변성용액(4 M guanidine isothiocyanatem 5 mM 

EDTA, 1% β-mercaptoethanol, 25 mM sodium acetate)을 첨

가하였다. 얼음에 5분간 방치하고 여기에 시료 중량과 동량의 

phenol과 chloroform을 넣고 12,000× g로 원심분리하여 RNA

가 포함된 상층액을 새로운 튜브에 옮겼다. 이 과정을 1회 더 

반복한 다음 -20oC의 isopropanol을 동량의 비율로 넣고 다시 

12,000 xg로 원심분리하여 RNA침전물을 얻었다. 마지막으로

80% ethanol로 RNA pellet을 2회 세척하고 실온에서 건조하

여 total RNA를 분리, 추출하였다.

cDNA 합성

분리된 total RNA를 역전사 반응을 통해서 1st cDNA를 합

성하였다. 역전사 반응은 3ug의 total RNA, 4 ul의 5x reaction 

buffer (Promega, USA), 5ul의 dNTPs (각 2 mM), 2ul의 10 

uM dT-ACP1 primer (5’-CGTGAATGCTGCGACTACGAT 

IIIII(T)18-3’, Seegene, Korea), RNase inhibitor (40 U/ul, 

Promega, USA), 1ul의 molony murine leukemia virus re-

verse transcriptase (200 U/ul, Promega, USA)가 함유된 20 

ul 용액을 42oC에서 2시간 동안 반응시켜 1st cDNA를 합성하

였다. 합성된 cDNA는 100 ul의 멸균 증류수에 녹여 -20oC에 

보관하였다.

PCR-based differential display

GeneFishing™ DEG kit (Seegene, Korea)를 사용하여 A. ni-

ger에 의해서 유도되는 누에의 발현 유전자를 ACP기술에 기

초로 한 PCR-based differential display법에 의해 선별하였다. 

우선 약 50 ng(3~5ul)으로 희석된 1st strand cDNA, 1ul의 

dT-ACP2 (10 uM), 1ul의 10 uM arbitrary ACP, 10ul의 2X 

master mix가 포함된 최종 20ul의 용액을 95oC에서 1분, 50oC

에서 3분, 72oC에서 1분 동안 반응하여 double-strand cDNA

를 합성하였다. 다음 단계로 94oC에서 30초, 65oC에서 30초, 

72도에서 1분을 1회로 하여 총 40회 반복한 후, 최종적으로 

증폭된 PCR 산물은 ethidium bromide  (10ug/ml)가 함유된 

2%의 agarose gel에서 분리, 확인하였다.

Cloning 및 nucleotide sequencing

Agarose gel 전기영동에 의해서 차별적 발현이 확인된 밴드

들은 Core-One™ Gel elution kit (CorebioSystems, Korea)를 

사용하여 분리, 추출한 다음, 94oC에서 30초, 65oC에서 30초, 

72oC에서 1분을 1회로 하여 총 40회 반복하였다. 마지막으로 

72oC에서 5분간PCR 반응을1회 더 실시한 후, TOPO TA vec-

tor system (Invitrogen, USA)를 사용하여 클로닝하였다. 이후 

X-gal/IPTG를 이용하여 재조합된 대장균을 순수 분리하였다. 

Table 1. Arbitrary primers for the differential-display PCR used 

from this study 

Primers Sequences

dT-ACP01

dT-ACP02

ACP 01

ACP 02

ACP 03

ACP 04

ACP 05

ACP0 6

ACP 07

ACP 08

ACP 09

ACP 10

ACP 11

ACP 12

ACP 13

ACP 14

ACP 15

ACP 16

ACP 17

ACP 18

ACP 19

ACP 20

CTGTGAATGCTGCGACTACGATIIIII(T)18

CTGTGAATGCTGCGACTACGATIIIII(T)15

GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIIGCCATCGACC

GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIIAGGCGATGCC

GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIICCGGAGGATG

GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIIGCTGCTCGCG

GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIIAGTGCGCTCG

GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIIGGCCACATCG

GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIICTGCGGATCG

GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIIGGTCACGGAG

GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIIGATGCCGCTG

GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIITGGTCGTGCC

GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIICTGCAGGACC

GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIIACCGTGGACG

GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIIGCTTCACCGC

GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIIGCAAGTCGGC

GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIICCACCGTGTG

GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIIGTCGACGGTG

GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIICAAGCCCACG

GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIICGGAGCATCC

GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIICTCTGCGAGC

GTCTACCAGGCATTCGCTTCATIIIIIGACGTTGGCG

Core-One™ Miniprep kit (CorebioSystems, Korea)를 사용하

여 분리한 대장균으로부터 plasmid DNA를 추출한 다음, ABI 

PRISM™ 3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA)

를 이용하여 염기서열을 결정하였다. 이후 NCBI의 BLASTX 

상동성 검색을 통해서 차별적으로 발현되는 유전자를 동정하

였다.

Reverse transcriptase (RT)-PCR

발현 차이를 보이는 유전자들은 해당하는 primer를 사용하

여 reverse transcriptase-PCR(RT-PCR) 방법을 통해서 A. ni-

ger 감염에 의해서 유도되어 발현되는지를 최종 확인하였다. 

1st strand cDNA를 β-actin 유전자(Forward primer: 5’- 

TGACGGGGTCACCCACACTGTGC, Reverse primer: 5’- 

CTAGAAGCATTTGCGGTGGACGGATGGAGGG)를 이용

하여 표준화시킨 후 주형으로 사용하였다. 약 50 ng의 희석시

킨 1st cDNA, 각 1ul (10 uM)의 5’, 3’ primer (각10 uM) 그리고 

10 ul의 2X master mix (Seegene, Korea)가 포함된 20ul의 반

응액을 상기에서와 같은 PCR 조건으로 증폭하였다. 증폭된 

PCR 반응액은 2%의 agarose gel 전기영동법으로 분리, 확인

하였다.

결과 및 고찰

ACP-based PCR 방법을 이용한 GenFishing™ DEG 
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Fig. 1. Agarose gel electrophoresis of genes induced by infection of A. niger. C: normal, I: A. niger infection, M: 100 bp DNA 

size marker. The arrows indicate up-and down-regulated genes by A. niger infection.

Table 2. Differentially expressed genes from silkworm by infection of A. niger

Clone No. Homology Amino acids similarity (E-value)

DEG 01

DEG 01

DEG 02

DEG 03

DEG 04

DEG 05

DEG 06

DEG 07

DEG 08

DEG 09

DEG 10

lysozyme

Lysozyme

Enbocin

Lysosomal thiol reductase IP30

Internal transcribed spacer 1

Unknown

Unknown

Unknown

High basic serine protease

Unknown

Unknown

476/485 (0.0)

476/485 (0.0)

139/139 (5e-71)

277/283 (3e-140)

168/169 (4e-87)

 

 

 

554/596 (0.0)

 

  

(Differentially Expressed Gene) 방법을 통해서 A. niger에 의

해서 유도되거나 억제되는 10개의 밴드를 확인 할 수 있었다

(Fig. 1). Agarose gel에서 확인된 9개의 밴드(DEG 1, 2, 3, 5, 

6, 7, 8, 9 및 10)는 A. niger의 감염에 의해서 유도 발현되는 

유전자이며 DEG 4는 A. niger의 감염에 의해서 발현이 억제되

는 유전자로 확인되었다. 이들 밴드들을 agarose로부터 분리

하여 클로닝을 하고 염기서열을 분석한 다음, NCBI의 

BLASTX 상동성 검색을 수행한 결과, DEG 1, 2, 3, 4, 8 등 

5개의 유전자 정보를 확인하였다(Table 2). 하지만 DEG 5, 6, 

7, 9와 10은 GenBank 상의 어떠한 유전자들과 유의한 상동성

을 보여 주지 않는 현재까지 보고되지 않은 유전자들이었다. 

BLASTX 상동성 분석으로 A. niger의 감염에 의해서 발현이 

증가되는 유전자는 lysozyme (DEG 1), enbocin (DEG 2),  ly-

sosomal thiol reductase IP30 (DEG 3) 및 high basic serine 

protease (DEG 8)등이 동정되었고 발현이 감소하는 DEG 4는 

internal transcribed spacer 1과 유의한 상동성(4e-87)을 보이

는 것으로 나타났다.

1차 스크리닝을 통해서 A. niger 감염에 의해서 발현이 증가 

혹은 감소되는 상기 10개 DEGs에대해서 RT-PCR을 수행하여 

A. niger에 의한 유도 발현을 검증하였다. 여기에 사용된 pri-

mer는 Table 3과 같다.  Internal control 유전자로 사용한 β

-actin의 발현량을 기준으로 하여 A. niger 처리 누에와 미처리 

누에 사이의 RT-PCR 산물의 감도를 비교해서 보면, DEG 1 

Table 3. Nucleotide sequences of DEGs-specific primers for 

the RT-PCR

Clone 
No.

Annealing 
Temperature

Primer sequence (5’-3’)

DEG 01 55oC
F : ACGGCAATAGGAATGTTTTA

R : TTTCAAGGCCTGATTGTACT

DEG 02 50
o
C

F : GCTCGCGTTCACAAATTGCT

R : ATTAATATCTCCAAAAGGCA

DEG 03 55oC
F : GTACGGTGATAAAACGGATG

R : CATTTTACGAGCAGATCGAC

DEG 04 55oC
F : CTGTGAATGCTGCGACTAC

R : TTTTCTTAACGTGTGTGTGC

DEG 05 63
o
C

F : AACCGCGTATTCGTACTGTCC

R : TTTTAAGTTGGCAAGCGTCC

DEG 06 55oC
F : TTTGAGATTTGCCATGTACGT

R : AGCAGATAGAGCACATGAATT

DEG 07 63oC
F : GGCCAGACTTCCAAGTACGA

R : CGGCCTCCTCTTCTTCTTCT

DEG 08 55
o
C

F : GCACAGCTAACATCTTCTCC

R : CAATGATCACATTGTTTCCA

DEG 09 55oC
F : CTGTGAATGCTGCGACTAC

R : ACGCAGTGAATCTTTCTGAT

DEG 10 63oC
F : ATGCAGCTATCATTCCCCAG

R : AGAGGGTATGATGGGGGTTC

F: Forward, R: reverse
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(lysozyme), DEG 2 (enbocin) 및 DEG 9 (unknown gene) 등 

3개의 유전자가 A. niger의 감염에 의해서 누에에서 발현이 

크게 증가하는 유전자로 최종 확인되었다(Fig. 2). 하지만, 

DEG 3, 5, 6, 7, 8 및 10 등, 6개의 유전자는 A. niger에 의한 

유도발현이 미 처리군에 비해서 약한 발현 증가만을 보여주었

다. 또한, A. niger에 의해 발현이 억제되는 DEG 4 (internal 

transcribed spacer 1)의 RT-PCR 결과는 미약하게 발현이 감

소되는 것으로 확인되었다(Fig. 2).

본 연구는 PCR법을 이용하여 누에에 A. niger을 감염시킬 

때 유도 발현되는 유전자를 동정하여 지금까지 보고되지 않은 

항 진균성 단백질 또는 이와 관련한 유전자를 탐색하는 것이

다. 유전자의 유도성 발현 차이를 확인하는 방법으로 최근에 

많이 사용되는 DNA chip은 시험의 비용과 통계적 분석등 아

직까지 연구에 적용하기 위한 접근성이 떨어지는 반면에[20] 

PCR을 응용한 방법은 발현의 차이를 직접 agarose gel에서 

직접 비교할 수 있기 때문에 기존의 방법이 갖는 낮은 재현성

과 높은 위양성율을 극복할 수 있는 장점이 있어 현재도 다양

한 방법으로 응용되는 기술이다[8,21,22]. 따라서 본 연구는 

PCR 기법 중에서 Seegene사의 ACP 기술을 기초로 한 

GeneFishing DEG Kit를 이용한 Differential Display-PCR법

을 통해서 A. niger에 의해서 유도 발현되는 누에의 유전자를 

분리, 동정하고자 하였다.

본 연구로부터 분리 확인된 DEG 1은 곤충의 혈림프에 존재

하는 11~12 kDa의 분자량을 갖는 항 세균성 펩타이드인 lyso-

zyme으로 H.  cecropia의 lysozyme과 높은 상동성(E-value: 

5e-83)을 보였다. Jolles 등[14]은 H. cecropia에서 분리한 lyso-

zyme이 120개의 아미노산으로 구성되며 곤충의 다양한 체액

성 면역기구를 구성하도록 attacin과 cecropin과 함께 상호 보

안 작용을 한다고 보고하고 있다. 따라서 누에의 lysozyme이 

A. niger에 의해서 유도 발현되는 것으로 보아 lysozyme이 세

Fig. 2. RT-PCR profiles of 10 DEGs. β-actin gene was used as 

a house-keeping gene for a internal control. N: normal, 

I: A. niger infection.

균에 의한 체액성 면역 뿐 아니라 곰팡이 감염에 대한 체액성 

면역 기전에도 중요한 역할을 하는 것으로 추정할 수 있었다. 

또한, A. niger에 의해서 과 발현이 유도되는 enbocin (DEG 

2)은 cecropin family에 속하는 항 세균성 펩타이드로서 cecro-

pin이 그람 음성 세균에 강한 활성이 있는데 반해 enbocin은 

그람 양성 균에 강한 활성을 갖는 것으로 알려져 있다[16]. 하

지만, enbocin이 A. niger에 의해서 유도되어 과발현되며 항 

진균 활성이 있다는 보고[15]는 현재까지 없는 바, 향후 enbo-

cin에 대한 in vivo 항 진균 활성에 대한 검증이 필요할 것으로 

생각한다. 마지막으로 RT-PCR을 통해서 A. niger에 의한 유도 

발현이 가장 높은 DEG 9는 현재까지 보고되지 않는 유전자로 

앞으로 이 유전자에 대한 기능 연구를 통해 새로운 항 진균 

성 단백질의 발견 가능성을 기대해 본다. 

이상의 연구 결과로부터 A. niger의 감염으로 유도 발현되

는 누에의 유전자들을 미 처리구를 대조군으로 하여 항 진균 

활성 기전과 관련된 몇 개의 유전자들을 분리할 수 있었다. 

특히 기존의 유전자와 상동성을 보이지 않는 DEG 9가 

RT-PCR을 통해서 잠정적으로 곰팡이 균에 의해서 과 발현되

는 유전자라는 것을 검증됨으로써 앞으로 이 유전자의 다양한 

기능연구가 필요할 것으로 생각된다.
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