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Carbonic anhydrase isozymes (CAs) are widespread zinc-containing metalloenzyme family. The en-
zyme catalyzes the reversible interconversion of CO2 and HCO3. This reaction is the main role of CA
enzymes in physiological conditions. CA III, one of the CA isozymes, has been identified in many
tissues. It is distinguished from the other isozymes by several characteristics, particularly by a lower
specific activity and by its resistance to acetazolamide. However, the physiological function of CA III
in fish is unknown. In this study, we examined the detection of CAs in the Shaggy sea raven
Hemitripterus villosus, using SDS-PAGE, isoelectric focusing (IEF), and western blot analysis. We de-
tected a significant protein band with molecular weight about 30 kDa from the tissues of H. villosus
by SDS-PAGE and western blotting. A specific band of CA III with pI 7.0 was detected by IEF and
western blotting in gill and muscle. The immunoreaction of anti-CA III expressed in the gill of H. vil-
losus was much stronger than other tissues. One explanation for this result is that the fish gill is the
only organ that is exposed to the external environment and that plays an important role in acid-base
relevant ion transfer, the transfer of H+ and/or HCO3

–, for the maintenance of systemic pH. This is
the first report on the identification of a carbonic anhydrase III-like protein from H. villosus.
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서 론

Carbonic anhydrase (CA)는 동ㆍ식물 및 미생물 등에 다양

하게 존재하는 금속성효소(Metalloenzyme)로서 CO2가 hy-

dration 되어 H+과 HCO3
-을 생산하는 가역적인 반응을 촉매

하는 역할을 한다는 것이 알려져 있다. 이는 동물에서는 mon-

omer의 형태로, 식물에서는 hexamer 또는 octamer 의 형태로 

존재하여 호흡, 산염기 평형, 이온수송, 광합성, 뼈 재흡수 등

과 같은 생리학적인 과정에서 중요한 역할을 수행한다고 알려

져 있으며[16], 특히 어류에서는 pH 조절과 기체 균형, 석회화,

삼투조절, 이온조절과 질소대사로부터의 노폐물 제거와 같은 

과정에서 핵심적인 역할을 한다고 밝혀졌다[14].

이러한 CA의 Isozymes (CAs) 중의 하나인 CA III는 생물체 

내 다양한 조직 내부에서 확인되었다[3]. 일반적인 CA iso-

zyme와는 다르게 구분되는CA III만의 몇 가지 특징이 존재하

는데, 비교적 낮은 특이적 활성과 acetazolamide에 대한 저항

성이 그것이다[3, 7]. CA III의 생리학적 기능에 대해서는 아직 

확실히 알려진 바는 없지만 주로 산화적 스트레스, 과산화 지

방질, 단백질의 산화, 세포의 항상성의 방해, 세포의 죽음 및 

병리학적인 상처 등으로부터 세포를 보호하는 역할을 수행하

는 것으로 알려져 있다. 이중 산화적 스트레스(Oxidative

stress)는 친산화성물질(Prooxidants)과 항산화성물질(Anti-

oxidants) 간의 균형이 무너져 산화적 손상이 발생하는 경우를 

말한다. 즉, 산화제로 작용하는 활성산소종이 체내 항산화방

어계와 균형이 깨지면서 발생하는 산화적 손상을 의미하며 

이는 DNA 손상, 세포 내 유리칼슘과 철 이온 농도 증가, 생체

막의 이온 수송계 손상, 단백질 손상, 지질과산화를 포함한 

세포대사에 심각한 문제를 일으키고 있어 현재 생물학적으로 

많은 연구가 진행되어 있다.

이러한 산화적 스트레스와 CA III의 연관성은 수계환경에 

의존하는 해양생물의 경우 수온, 용존산소의 결핍, pH의 변

화, 수질오염 및 어획 등으로 스트레스를 받기 때문에 매우 

크다고 할 수 있다. 특히 어류는 스트레스를 받게 되면 1차적

으로 내분비계와 신경계가 자극을 받고 2차적으로 삼투압 조

절 이상[15], 대사 에너지 증가[1], 3차적으로 성장감소[6], 생

식억제[4], 면역력 저하[12, 13]가 발생하여 결국 감염률 및 폐

사의 비율이 증가하게 된다. 그에 따라서 현재 항산화단백질

인 CA III에 관련된 많은 연구들이 보고되고 있으나 대부분 

의학분야에 국한되어 있고 실험대상도 인체 혹은 인간과 근연

에 있는 쥐나 토끼 또는 유전자가 단순한 효모와 박테리아를 

중심으로 한 연구가 대부분이다[10]. 최근 국내에서는 문치가

자미[9], 농어, 무지개송어[10]를 대상으로 한 연구가 이루어져 

- Note -
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있으나 아직 어류와 해양생물에 대해서는 자료가 부족한 실정

이다.

이와 같이 어류가 환경적 스트레스에 반응하여 생체 내에서 

항산화 단백질인 CA III의 발현량이 증가하기 때문에 어류 

내 CA III의 존재유무와 발현량을 측정하여 어류와 해양생물

의 수계환경 변화를 측정하는 지표로 활용할 수 있다고 사료

된다[10].

따라서 본 논문에서는 항산화 단백질인 CA III 연구의 기본

적인 자료획득을 위해 최근 양식품종 다양화와 연안어장의 

어족자원 증대를 위해 지역 특성에 적합한 새로운 대체 양식 

어종으로 알려져 있으며, 다른 어종과 달리 아가미로 해수에 

녹아 있는 산소를 흡수하고 체내의 이산화탄소를 수중에 배출

하면서 피부로 가스교환을 하는 종인 삼세기(Shaggy sea rav-

en, Hemitripterus villosus)를 실험재료로 하여 CA III의 존재를 

파악하고 그 발현양상을 관찰하고자 SDS-PAGE와 IEF 전기영

동법을 이용하여 CA III 단백질을 분리하고, Western blot

analysis를 시행하여 발현정도를 확인하였다.

재료 및 방법

실험어 및 조직준비

본 연구에 사용된 삼세기는 2010년 10월과 11월 사이에 전

라남도 여수시 연안 해역에서 어획된 수컷(체장 23±1 cm) 3마

리를 해수가 채워진 아이스박스에 넣고 어류 이동에 따른 스

트레스를 최소화하기 위해서 차광막을 설치하여 산소부족에 

대비하여 에어레이션을 사용하면서 전남대학교 생리학 실험

실로 수송하였다.

수송 후 바로 마취를 하지 않은 상태에서 절개하여 조직(혈

액, 근육, 신장, 심장, 간, 장, 아가미)를 적출 후 바로 액화질소

에 담가 급속 동결시켜 사용 전까지 -80℃에 보관 하였다.

단백질의 분리

각 조직 0.3 g에 900 μl의 ice-cold Tris buffer (10 mM, pH

7.2)를 더하여 얼음 속에서 homogenizer로 분쇄하여 균질액을 

만들었다. 균질액은 4℃에서 저속으로(3,000× g) 3분 동안 3회 

원심분리하여 상층액을 분리한 다음 분리한 상층액을 다시 

4℃에서 고속으로(14,000× g) 90분 동안 2회 원심분리하여 상

층액과 pellet을 구분하였다. Pellet의 부피는 200 μl로 준비하

였다.

가용성 단백질의 농도 분석

가용성 단백질의 농도는 BSA를 사용한 Bradford [2]의 방

법을 사용하여 분광광도계로 정량화하였다. 세포질 추출물 각 

100 μl에 단백질 정량용 Bradford 시약(Bio-rad, USA) 50 μl를 

가하고 발색 반응시켜 590 nm에서 흡광도를 측정하며 표준 

단백질 BSA (Bovine Serum Albumin, Sigma-Aldrich, USA)

와 시료 대신 증류수를 넣은 바탕 시험구와 함께 동일한 방법

으로 흡광도를 측정하고 표준곡선을 작성하여 단백질 농도를 

계산하였다.

항체의 제조

항체의 제조는 Chai et al. [5]의 방법을 이용하여 쥐 간에서 

추출한 carbonic anhydrase III를 정제하여 항원으로 이용하였

으며 정제된 항원 100 μg에 보조시약인 Freund
,
s complete ad-

juvent (0.5 ml)를 섞어 여섯 달이 된 New Zealand rabbit에 

주사하고 2주 후 같은 방법으로 보강 접종하여 항체 생성도가 

1:500에 달했을 때 토끼 귀에서 채혈하여 다량의 항체(anti-CA

III IgG)를 분리하였다.

SDS-PAGE와 Isoelectric focusing (IEF)

SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel

electrophoresis)는 Laemmli [11]의 방법을 이용하여 12% pol-

yacrylamide separating gel과 5% polyacrylamide stacking

gel로 구성된 discountinuous system에 전기영동하여 분리하

였다. 세포질 단백질에 sample buffer (1 M Tris-HCl, pH 6.8;

2-% Glycerol, Fluka, Switzerland; 2% β-mercaptoethanol,

Hanawa, Japan; 1% bromophenol blue, Sigma-Aldrich, USA;

10% SDS, Sigma, USA)를 4:1 (v/v)로 eppendorf tube에 넣고 

혼합한 후 100℃에서 3분간 열처리를 한 다음 표준단백질과 

함께 각각의 조직의 상층액이 단백질농도 4 μl를 포함하도록 

계산하여 알맞은 양으로 넣고 Power pack universal power

supply (Bio-rad, USA)에 연결 후 loading 하여 단백질을 음이

온 하전시켰다. 이 때 표준단백질인 phosphorylase B (MW

103,034), bovine serum albumin (MW 80,664), ovalbumin

(MW 49,491), carbonic anhydrase (MW 36,545), soybean

trypsin inhibitor (MW 28,82), lysozyme (MW 19,445)을 함유

하고 있는 SDS-Standards (Bio-rad, USA)를 사용하여 전체 시

료가 gel 유리판 하단에 하전될 때까지 25 mA에서 30분 동안 

2회로 시행하고 육안으로 식별하며 전기영동을 진행하였다.

IEF (Isoelectric focusing)는 세포질 단백질을 시료로 사용

하여 수평형 slab gel (4.5% acrylamide, 1% ampholyte)에 표

준단백질과 함께 각각 10 μl를 넣고 pH 3.5~9.5에서 loading

하였다. 이 때 표준단백질인 cytochrome C (pI 9.6), lentil lec-

tin (pI 8.0), human hemoglobin C (pI 7.5), human hemoglo-

bin A (pI 7.1), equine myoglobin (pI 7.0), human carbonic

anhydrase (pI 6.5), bovine carbonic anhydrase (pI 6.0), β

-lactoglobulin B (pI 5.1), phycocyanin (pI 4.65)을 함유하고 

있는 IEF Standards (Bio-rad, USA)을 사용하였다.

Electric transfer

전기영동 후 분리된 각각의 gel을 polyvinylidene fluoride

(PVDF) membrane (Millipore, USA)에 전이시키기 위해 gel
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 M

              G         B         I         L       K        M        H

kDa

36 ―

28 ―

Fig. 1. Presence of Carbonic Anhydrase III-like protein in tissue of Shaggy sea rave. SDS-PAGE and Western blot analysis of cytosolic

protein from various tissues of Shaggy sea raven. (B, Blood; M, Muscle; K, Kidney; H, Heart; L, Liver; I, Intestine; G, Gill)

       M               CAⅢpI
6.0 ―

7.0 ―

8.0 ―

←

Fig. 2. Isoelectric focusing and western blot analysis of carbonic

anhydrase III-like protein in the muscle of Shaggy sea

raven. M, pI Marker; CA III, immunostaining with an-

ti-CA III IgG.

       M            CAⅢpI
6.0 ―

7.0 ―

8.0 ―

←

Fig. 3. Isoelectric focusing and western blot analysis of carbonic

anhydrase III-like protein in the gill of Shaggy sea raven.

M, pI Marker; CA III, immunostaining with anti-CA III

IgG.

과 동일한 크기의 PVDF membrane을 transfer buffer (25 mM

Tris-base, Sigma, USA; 192 mM Glycine, Sigma-Aldrich,

USA; 20% MeOH, Hayman, England)에 10분간 처리하고 

Transfer blot semi-dry cell (Bio-rad, USA)로 25 mA에서 25

분간 단백질을 전이하였다.

Western blot analysis

전이된 membrane을 TBST (Tris Buffered Saline with

Tween 20, Sigma-Aldrich, USA)로 세척 후 7.5% skimmed

milk를 포함한 TBST로 실온에서 1시간 동안 반응시켰다. 이

후 7.5% skimmed milk를 포함한 TBST에 primary antibody

를 넣고 실온에서 2시간 동안 반응시킨 다음 TBST로 10분간 

3번 수세하고 secondary antibody (Anti-Rabbit IgG, Sigma-

Aldrich, USA)를 실온에서 2시간 동안 반응시킨 후 TBST로 

10분간 3번 수세하였다. 이후 각 lane 의 band들은 발색시약

인 BCIP/NBT (5-bromo-4-chloro-3-Indolyl Phosphate /

Nitro blue Tetrazolium, Sigma-Aldrich, USA)에 10~15분간 

반응시키고 발색된 밴드를 이미지스캐닝 하였다.

결과 및 고찰

Carbonic Anhydrase (CA)는 아연(Zinc) 이온이 함유된 금

속성 효소로서 CO2의 hydration과 bicarbonate의 dehy-

dration을 촉매하는 기능을 하기 때문에 생물체에서 호흡, 산·

염기 평형, 이온 수송, 광합성, 뼈 재흡수 등과 같은 생리학적

인 과정에서 중요한 역할을 한다[16]. 어류에서는 CA가 pH

조절, 석회화, 삼투조절, 이온조절, 질소대사로부터 노폐물 제

거 등과 같은 역할을 수행하는 것으로 알려져 있다[14]. 특히 

Carbonic Anhydrase Isozymes (CAs) 중 CA III는 항산화단

백질로서 다른 동위효소들과 구별되는 특징을 갖는다. 이러한

CA III는 생물체 내에서 산화적 스트레스, 과산화 지방질, 단백

질의 산화, 세포의 항상성 저해, 세포의 죽음, 병리학적 상처 

등의 많은 과정으로부터 세포를 보호하는 역할을 수행한다.

그러므로 본 연구에서는 연안 어장의 어족자원 증대를 위한 

지역특성에 적합한 새로운 양식 대체 어종이면서 아가미 호흡

과 피부호흡을 병행하여 호흡량이 많은 삼세기를 실험재료로 

하여 항산화 단백질인 CA III의 존재여부를 관찰하였다.

삼세기의 혈액, 근육, 신장, 심장, 간, 장, 아가미를 적출하여 

각각의 세포질 단백질을 Bradford법으로 분석하여 가용성 단

백질 농도를 비교하였으며, 그 후 각 조직의 세포질 단백질을 

정제하여 SDS-PAGE와 IEF로 단백질을 분리한 후 Western

blot analysis를 통하여 CA III의 발현여부를 확인하였다.

SDS-PAGE와 Western blot analysis 결과, 삼세기의 각 조

직에서 CA III의 분자량인 30 kDa의 위치에서 band가 확인되

었으며(Fig. 1), 이는 쥐와 가자미에서 추출한 CA III의 분자량

과 일치하였다[8, 9]. 또한 SDS-PAGE 시행 결과에 근거하여 

삼세기의 아가미와 근육 조직에서 CA III의 pI 값을 확인하기 

위해 IEF와 Western blot analysis를 시행한 결과 두 조직 모두 

pI 7.0 부근에서 band의 형성이 관찰되었다(Fig. 2, Fig. 3).
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SDS-PAGE와 IEF 실험 결과 삼세기의 각 조직에서 CA III

의 전반적인 발현정도가 아가미조직에서 상대적으로 우세한 

양상이 확인되었다. 이는 어류인 삼세기의 체내기관 중 아가

미만이 유일하게 외부와 직접 접촉이 가능한 조직으로서 활성

산소에 대한 손상을 최소화하기 위한 것으로 사료된다.

또한 삼세기의 각 조직에서 CA III의 발현양상은 각각 다르

지만 존재유무는 파악되는 것에 근거하여 CA III가 생리학적 

과정에서 중요한 역할을 하는 것으로 추측된다.

그러므로 본 연구결과는 어류 및 해양생물과 환경적 스트레

스와의 비교분석에 대한 기본적인 데이터를 제공했다는 것에 

있어서 그 의의가 있다고 할 수 있다.
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초록：삼세기(Shaggy sea raven, Hemitripterus villosus)의 carbonic anhydrase III에 관한 연구

권록은 ·고강희*

(전남대학교 수산해양대학 양식생물학전공)

본 논문에서는 삼세기(Shaggy sea raven, Hemitripterus villosus)를 실험 재료로 선택하여 Carbonic Anhydrase

Isozymes (CAs) 중의 하나인 CA III에 대한 연구를 SDS-PAGE, Isoelectric Focusing (IEF), Western blot analysis

의 방법을 통하여 진행하였다. SDS-PAGE와 Western blot 결과 삼세기 아가미, 혈액, 장, 간, 신당, 근육, 심장조직

에서 CA III의 분자량인 30 kDa의 band가 확인되었다. 삼세기의 근육과 아가미에 대한 등전점 전기영동(IEF)과 

Western blot analysis 결과 pI 7.0 부근에서 band가 형성되는 것을 확인할 수 있었다. 특히 SDS-PAGE와 IEF 실험 

결과 삼세기의 아가미 조직에서 CA III의 발현량이 다른 조직들에 비하여 우세하게 나타났다. 이는 아가미가 다른 

조직들과 달리 어류의 생체기관 중 유일하게 외부와 직접 접촉이 가능한 조직으로서 활성산소에 대한 손상을 최

소화하기 위한 것으로 사료된다.


