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Microarray 분석을 이용한 대하 (Fenneropenaeus chinensis) 
유생의 카드뮴 단기 노출에 따른 유전자변화
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Abstract

Microarray technology provides a unique tool for the determination of gene expression at the level of messenger RNA 

(mRNA). This study,  the mRNA expression profiles provide insight into the mechanism of action of cadmium in Fleshy 

shrimp (Fenneropenaeus chinensis). The ability of genomic technologies was contributed decisively to development of new 

molecular biomarkers and to the determination of new possible gene targets. Also, it can be approach for monitoring of trace 

metal using oligo-chip microarray-based in potential model marine user level organisms.  

15K oligo-chip for F. chinensis that include mostly unique sets of genes from cDNA sequences was developed. A total of 

13,971 spots (1,181 mRNAs up- regulated and 996 down regulated) were identified to be significantly expressed on 

microarray by hierarchical clustering of genes after exposure to cadmium for different conditions (Cd24-5000 and 

Cd48-1000). Most of the changes of mRNA expression were observed at the long time and low concentration exposure of 

Cd48-1000. But, gene ontology analysis (GO annotation) were no significant different between experiments groups. It was 

observed that mRNA expression of main genes involved in metabolism, cell component, molecular binding and catalytic 

function. It was suggested that  cadmium inhibited metabolism and growth of F. chinensis .
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1)1. 론

하(Fenneropenaeus chinensis)는 태평양 연

안, 한 , 본, 남 에 포하고 (Changcheng, 

1984; Kubo, 1949; Lee  Lee, 1992), 내에 는 연

안  심  한  포  하고 다. 들  생 사

 볼  근 경 개  하게 진행 고 는 

과 하고 는 해가 주  식지 , 산란장  것

 알  다. 1980 지 하는 주 어  한

에  어 는  새우  17% (1,124MT)  차지

하 다(Sheridan 등, 1984). 그러나, 1990  진행  

내 규모 간척사업과(Lee  Lee, 1992) 2000  
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 WTO가  후 가한 GDP  비 하여 하  어

량도 2000 도 후 연간 546만톤  생산량  하

는  그쳤다(Ministry of Oceans and Fisheries, 2013). 

다양한 간들  동  해 연  는 

 양보다  고 도   연안해역 강 나 

역에 (Eysink 등, 1988a, 1988b) 검 었고, 여

에 식하고 는 해양생  직에 도 검 었다 

(Carvalho 등., 2000, 2001).  염 지 않  

해  평균 드뮴 도는 약 0.05 Cd/L 지만, 

근 해 근 연안에 는 가하는  보여 0.1 

Cd/L 상 심지어 10 Cd/L  하는 지역도 었

다(Soegianto 등, 1999). 드뮴뿐 아니라 아연과 같  

 도도 4-800 Zn/l
-1

  한 도  검

었다(Wu  Chen, 2004) .

 질  드뮴  비 필  원  해양과 연안

에 식하는 생 들에 강한 독 향  미 는 질  

 알  (Papathanassion, 1983; Wu  Chen, 

2004), 특  비  상태  아   가장 

 것  알  다 (Mance, 1987). 특   

사과 나 생체막  송과 같  생리  과  

에 향  미 는 것  알  고(Maroni 등, 

1986), 갑각 에 는 사 동  비 한 많  생리학  

변 가 어난다고 보고 고 다(Barbieri 등, 2005; 

Barbieri, 2009) .

어 , 갑각  용한 다양한   

질에 한 독 평가는 미 래  시도 고 

, 경모니 링에 용 고 다(Benjamin  Carols, 

2011; Kim 등, 2010). 그러나 질  체내에 

게 지만 해나   루어지지 않는다는 

특 (Eimers 등, 2001; Landrum 등, 1990; Reynoldon, 

1987) 고 해볼  비  에 는 생 에 한 독

향 평가가 다. 

 생  생리 , 사 동 등  어하는 

능  단   단독 능  아니라 여러 들

 연쇄 에 결과다(Geard  Wiles, 2005; Schilstra 

과 Bolouri, 2002; Vohradsky, 2001).   

러한 에  량  들  변  한 에 효

과  처리하는  용 한 라고 할  다

(Benjamin  Carols, 2011; Ki 등, 2009; Leu 등, 

2011) .  

본 연 에 는  질  드뮴  미 는 향

 생 에  규 하고  한   

용하여 연  하  같  상  비 에 하고 

는 생  질에 었   향 는 

  별하고,  용하여 비  생 모

니 링  하는  용하고  한다. 

2. 재료 및 방법

2.1. 실험방법

하 생 (F. chinensis, postlarvae 20 , 평균 체  

25.57 ± 12.15 mg) 1,000마리  충남 산에 한 청

산 양식장에  송하여 23 1톤 에  3

간 하 다. 간 알 미아   하 , 

매  하 다(Buikema 등, 1982). 해 는 1차 모래

여과 , 2차 트리지필  (100, 50 )  용하여 필  

한 후 마지막  살균 한 해  24시간 폭  후 사

용하 다. 

도별 생  실험  1 L 리비커  용하 , 

24 , 30psu, 용 산  4.5  mg/L, pH 8.0 해 에 0, 

10, 100, 1000, 5000 Cd/L 드뮴 도별 실험  

5 복  비하 다. 드뮴 시험용액  3차 에 

염 드뮴(CdCl2, Sigma- Aldrich, USA)   용액

 시험용액  용하 다. 각 실험 별 10마리  

 하  고 찰하 다. 죽  개체는 시 리막

 용하여 거하 고, 12, 24, 48, 72, 96 시간별 

시간에  생  개체  하 다. 

사 도는 probit   95% 신

뢰 에  계산하 다(Finney, 1952; Litchfield  

Wilcoxon, 1949).  

Microchip assay 에는 24시간 5000 cd/L 

고 도   시험  (Cd24- 5000)  사 도

 알 진 (Cd48- 1000)에   시료  각각 

하 다. 각 시험 별 5마리 3 복  1 ml RNA later® 

(Qiagen, Valencia, CA, USA)가 들어 는 2 ml 균

브 채집하여, -80 에  지 보 하 다. 

2.2. RNA 추출 

실험새우  RNA  Trizol ® regent (Invitrogen, 

CA, USA)  용하여 하 다. 쇄한 직  Trizol® 
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Regent  합하여 용해  지 어  뒤, 1 ml  

1.5 ml 마  브에 주하여 13000 rpm , 10

간 원심 리 하 다. 상 액  리하여 새 브에 고, 

chloroform 200 μl  첨가하여  어  뒤 다시 

13000 rpm  10 간 원심 리하여  집하 다. 

집한 펠  75% 에탄  척하여 건 시킨 후 

DEPC (0.1%) 처리  에 다. microarray 실

험  해 보  RNA 시료는 Bioanalyzer 2100 (Agilent 

Technologies Inc, CA, USA)  용하여 RNA 도  

하 다. Bioanalyzer 2100  통해 얻어지는 28S/ 

18S rRNA  integrity가 직에  한 RNA  경우

에는 1.3 상  것  사용하 다.

2.3 cDNA oligo-microarray 작 및 

본 실험실에  연 , 보 하고 는 16,600개  하 

cDNA 베 스  용하여 득한 13,971개  독

립  염 열  토  50bp  15K microarray

 하 다(Table 1, Microarray. com, NJ, USA). 

Table 1. Selection of sequence for 15K F. chinensis oligo 

microarray

Characteristics Number

Total Sequence pool (isotigs) 16600

Total Probe number 13971

Chip format 3 x 15K

Overlapped isotigs 0

Probes per sequence (replication) 1

Probe length About 50 bases

에  리한 RNA는 cyanine 3-labeled (Cy 3, 

reference) 색 지 하 고, 실험 에  리  

RNA는 cyanine 5-labeled (Cy 5, target) 색 

지 하 다. RNA amplification  labeling  

Agilent사  Low RNA Input Linear Amplification kit 

(Agilent Technologies Inc, CA, USA)  사용하 다.

지  2.2에  한 RNA 시료 1 과 

T7 promoter primer 1.2  합하고, 65 에  10

간  후, 각각  용 에 cDNA master mix 

(5X First strand buffer, 0.1M DTT, 10mM dNTP 

mix, RNaseOut, and MMLVRT)에 합하고, 다시 40 

에  2시간 시킨다. Transcription master mix 

(4X Transcription buffer, 0.1M DTT, NTP mix, 50% 

PEG, RNaseOut, Inorganic pyrophosphatase, T7RNA 

polymerase, Cyanine 3/5-CTP)에 dsDNA  합하

고 40 에  2시간 사  시킨다. Amplification  

labeling  cRNA는 RNase mini column (Qiagen, USA)

 용하여 하고, ND-1000 도계 (NanoDrop 

Technologies, Inc., Wilmington, DE)  용하여 도

 도 효  하 다. 효  한 후 750 

ng  Cy 3  Cy 5 cRNA  용하여 후처리 과  

행한다 (10X blocking  25X fragmentation, 60 , 

30 min).  끝난 후, 2X hybridization buffer 

(Microarray. com, NJ, USA)  첨가한 후, 펫  

 어  뒤, Agilent Hybridization oven (Agilent 

Technologies Inc, CA, USA)  용하여, Oligo micro 

-array chip에 65 에  17시간 동안 5 rpm 도  합

(hybridization)  실시한 뒤 42 에  24시간 

시킨다.  끝난  42 척용액1(2X SSC, 

0.1% SDS)에  5 , 실 에  척용액 2(0.1X SSC, 

0.1% SDS)에  10 , 그리고 마지막 , 실 에  

0.1X SSC 용액에 1  동안 4 에 걸쳐 척한다. 척

 끝난  650 rpm  5 간 건 시킨다. 건 한 

 GenePix Pro 6.0 software (Axon Instrument, Union 

City, CA)  용하여 암실에  스 하고, 량

 한다. 각 spot에 한 평균신  경  강도는 

local background 값  하고, Feature Extraction 

Software (Agilent Technologies Inc, CA, USA)  

용하여 계산하 다.

2.4 이터 및 통계

Microarray 들  GeneSpring 7.3.1 (Silicon 

Genetics, Redwood, CA, USA)  용하여 , 통

계   집  시행하 다. LOWESS (Locally 

Weighted Scatter plot Smoothing, Cleveland, 1979) 

알고리  용하여  실시하 다.  과

 Cross-gene error model에 해 산  값  용하

여 별 업  행하고 용 가능한 들  한 

뒤, 별   용하여 산 도 (Scatter Plot)  

하 다. 통계  한 Fold change는 다 과 같
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Species Stage 
concentration

( cd/L)
Reference

L. vannamei 7.13 1,070 Wu  Chen, 2004

L. vannamei PL 12 1,500 Frı´as-Espericueta 등, 2001

M. japonicus PL1 1,297 Bambang 등, 1994

M. japonicus PL10 3,405 Bambang 등, 1994

P. penicillatus PL 1,000 Munshi 등, 1996

F. chinensis PL 20 794.3 This study

Table 2.  96-hr LC50 values ( cd/L) of total Cd. For several crustacean species

 공식  계산하 다.

Fold change 

= 색염료 강도 (Cy 5) / 색염료 강도 (Cy 3)

각 건에  fold change  비  각 본  계산

하여 up-regulated 는 1.5-fold, down-regulate 

는 0.66-fold change   하고, 

들    p<0.05  하여 T-검  통해 

 검  하 다. 또한 각 실험 별  하게 감한

(up, down regulate) 들  (euclidean) 알

고리  용하여 들 간 거리  하고, 집

 실시하 다(MultiExperiment Viewer, MA, USA). 

2.5 유 자 기능별 색인 (Gene Ontology Annotation)

는 능별 색 (Gene ontology annotation)  

통해 게 포 , 생 학  과  그리고 능 

 다(http: Geneontology.org). 는, 생

학  시스  용하는  효과   본 연 에

는 각 염 열 사  사한 역  찾  해 blast 

(http://ftp.ncbi.nih.gov/blast/db/)  행하여 가장 

 도 값  보 는 쿼리   능 색  할당

하 다.  

3. 결과 

3.1 생 율

 다  새우 들  실험  탕  평균 

사 도 1000 cd/L (Cd48-1000)  하(F. 

chinensis) 생  시간에  생  찰한 결과, 

 24시간 지는  차  보 지 않았 나, 

48시간  사망개체가 찰  시 하 , 료 시 

96시간  후 생  40%  나타났다. 본 연 결과

 탕  사 도  계산한 결과 하(F. 

chinensis) 생  드뮴 사 도(LC50)는  794.3 

cd/L  나타났다. 

째 실험  드뮴 도별 실험  시료채집

 한 한 개체가 남는 시  료시간  하고, 

하 다. 그 결과 고 도  드뮴(Cd24-5000) 실험

에  하가 30시간째 20% 생  보 고, 

  한 시료채집  해 실험  료하 다. 

3.2 Microarray 이터의 신뢰 과 발  양상

드뮴 독 에 한   변  알아보

 해 도별, 별    실험에 한 

 실시하 다. 첫 째는 Cd24-5000실험  

Cd48-1000 실험 에  각각 채집한 하 (F. chinensis) 

시료  한 RNA  시험 (target)  용하고, 

(reference)는 각 실험   해 에  채집

한 시료  용하 다. 각 실험 간  프  

신  값  상용 (log10) 값  변 하여 비 과 

신  에 한 함  는 산 도  통

해 신뢰도  검 하 다. 드뮴  도가 5000 

cd/L에  1000 cd/L  도가 감 함에 라 

들  포도가 어지는 것  볼  다(Fig. 1 a, b). 

산 도  통해  처리 후 별  들  

 검  통해   감 한 들

 생 학  과 , 포 , 능 가지 

 하 다(Table 3a, b). 

별  가장   변  보 는 상 3개 집

 Cd24-5000과 Cd48-1000 실험 별 가  
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(a) Up-regulated 

GO Category
Cd24-5000 Cd48-1000

Genes Up-regulated Genes Up- regulated

Biological process

Unclassified 11.2 Unclassified 12.1

metabolic process 20.6 metabolic process 17.8

cellular process 23.8 cellular process 21.8

Cellular component

Unclassified 13.8 Unclassified 15.4

organelle 17.2 organelle 17.1

cell part 37.5 cell part 35.9

Molecular function

Unclassified 15.7 transcription regulator activity 16.5

catalytic activity 27.7 structural molecule activity 21.6

binding 37.8 catalytic activity 38.1

(b) Down-regulated 

GO Category
Cd24-5000 Cd48-1000 

Genes Down- regulated Genes Down- regulated

Biological process

biological regulation 9.13 Unclassified 9.93

metabolic process 15.85 metabolic process 19.02

cellular process 20.23 cellular process 20.70

Cellular component

organelle part 13.74 Unclassified 15.15

organelle 14.72 organelle 16.60

cell part 36.69 cell part 37.03

Molecular function

structural molecule activity 12.23 Unclassified 14.15

catalytic activity 21.44 catalytic activity 26.12

binding 41.49 binding 39.28

Fig. 1. Reproducibility of hybridizations and independent experiments. a) RNAs from the control and Cd24-5000 were 

labeled with CH2 (Cy3) and CH1 (Cy5) hybridized to the same microarray. b) RNAs from the control and 

Cd48-1000 were labeled with CH2 (Cy3) and CH1 (Cy5) hybridized to the same microarray. A scatter plot 

comparing the log10 raw fluorescent signal intensities of CH2 (Cy3) and CH1 (Cy5) is shown, indicating that 99.8% 

of the ESTs were within a 2-fold range.

Table 3. Gene annotation of Fenneropenaeus chinensis 15K microarray showing proportion of genes involved in biological 

process, cellular components and molecular function. A total of ~14000 genes were annotated
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Fig. 2. Hierarchical clustering of expressed genes (13,971 spots) over the concentration/time in Cd-exposed shrimps for 

Cd24-5000 and Cd48-1000. (a) Spots representing down-regulated genes, (b) spots representing up-regulated genes 

and (c) total spots. 

(up-regulated)  집  결과 생 학  과 에 는 

포과  가 각각 23.8, 21.8%  가장  비  

차지하 다. 다  주 단 질 하는 사에 

여하는 가 20.6%, 17.8% 그 뒤  었다. 포

에 한  비 하  ,  

포   하는 포  하는 가 

37.5, 35.9% 고, 다   하는 

가 17%  나타났다(Table 3a). 능과  는 
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들  Cd24-5000과 Cd48-1000 실험 에  차

 보 는 , Cd24-5000에  결합 능  하는 

동  37.8%  주  , Cd48-1000에 는 매

동  하는 들  38.1%  다  보 다. 감

(down-regulated) 변  보 는 하 3개 집  

Cd24-5000과 Cd48-1000  실험 간  차  보

지 않았다. 생 학  과 에  사  포  

하여 20%, 17%  앞  가한 과 사하

, 능과 한  또한 결합 능과 매

동과 하여 각각 40, 20%  비슷한 경향  보 다

(Table 3b).  

다  변  보  들간  거리  계통  

통해 한 결과   13,971개   Cd24-5000 

시험 에  934개, Cd48-1000 시험 에  1,181개 

가  각각 가(>1.5 fold)하 고, 831, 996개 

가 각각 감 (<0.66 fold)하는 경향  보 다(Fig. 2).  

4. 고찰

본 연  결과에  하 (F. chinensis) 생  

드뮴 사 도는 794.3 cd/L , 앞  연  보

리새우과(Penaeid), 다리새우(Litopenaeus vannamei) 

생(1,500 cd/L), 보리새우(Marsupenaeus japonicus) 

생 (3,405 cd/L)  사 도에 비해 각각 1/2, 

1/4  낮  고, 닭새우과(Panulirus) 가지뿔닭새

우(Panulirus penicillatus)에 비해 도 낮았다(Table 

2). Bambang 등 (1994)  결과에  보리새우(M. 

japonicus)는 드뮴에 한  달단계가 지남에 

라 함께 가하는 경향  보 , 러한 결과는 개

체 가 커지고, 탈피 지 시간  어지는 본 생리

과  효  가   다고 하 다. 그러나 본 실험

에 용한 하(F. chinensis)는 생  20 , Bambang 

등(1994)  실험한 보리새우(M. japonicus) 생보다 

10  후 단계 에도 하고,  낮  드뮴 도

에  사망하 다. 라 , 하(F. chinensis) 생  단

계에 계없  다  새우 에 비해 드뮴 독 에 민감

한 것  사료 다. 

드뮴 독 에 한 하(F. chinensis) 생   

변   보  한 Microarray  각  다

 건  시료들 간에 십만 개     변

 하는 것 , 실험  함과  신뢰

 우  보 어야 한다. 산 도  러

한  신뢰  검 하  한 료  시 어 

다(Irizarry 등, 2003; Tusher 등, 1998). 본 연 에  

산 도 결과, Cd24-5000 실험 가 Cd48-1000 실

험 에 비해 들  포가 게 나타나는 것  

할  었고(Fig. 1), 하(F. chinensis) 생  고

도  드뮴에  단시간 었    많  

들  하게 향  았다는 것  알  었다.  

그러나, 한 변  보  들  가

(up-regulated) 또는 감 (down-regulated) 경향  보

는 들에 한 능   결과 Cd24-5000,  

Cd48-1000 실험  체에  사 동과 포 또는 

 하는 능  하는 들  체  

20 ~ 40%   향   것  나타났다 (Table 3b). 

러한 결과  볼 , 드뮴 독  하(F. chinensis)

생  사 동과 포  여하는 mRNA 에 

란   생리  능  사 동에 향  미  

것  보 다. 는 앞  드뮴 독  한 연 결과

들과도 하고 다(Barbieri 등, 2005; Barbieri, 

2009; Maroni 등, 1986).

Microarray  용한  량  들  단

시간에 효  탐색하고, 얻어진  보  

용하여 베 스   할  는 장  가지고 

다(Geard  Wiles, 2005; Ki 등, 2009).  보

들  능  알 진  비 해 아직 능  알

 지 않 (Unclassified) 들에 한 프

링  통해 생 들  갖고 는 복잡한 사단계  통한 

커니  해하는  도움    다(Leu 등, 

2011). 그러나, 아직 새우  비 한 해양생 에 

 연 는 미비한 실 다.  

본 연 는 에  하(F. chinensis) 생  

드뮴에 었   변    통해 변

 찰하고, 가 또는 감  태  향   

들에 하여 능  에  하 다. 그 결

과 사과 과 포,  하는 능  갖는 

들  향  는 것  나타났다. 향후 다  

들  용한 실험  통해 공통  향   

들  별하여 목  개 한다 , 간 진단

키트 태  경 생태모니 링  하는  용 가능할 



 경 장

것  사료 다.  

본 연 는 립 산과학원 경상과  (RP-2013-AQ 

-164)에 하여 행 었  연 에 도움  주신 해

산연  양식연  연 원들께 감사 드립니다.
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