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퉁퉁마디로부터 2CysPrx 유전자분리및특성분석1a
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요 약

염생식물 퉁퉁마디의 종자 발아에 영향을 미치는 환경 요인을 조사하고 환경 스트레스에 의해 유도되는 2CysPrx 
유전자를 클로닝한 후 스트레스 조건에 따른 2CysPrx 유전자의 발현 양상에 대하여 조사하였다. 염생식물에 대한 

가장 대표적인 스트레스는 염분 스트레스로서 퉁퉁마디 발아에 중요한 요인으로 작용하고 있다. 퉁퉁마디의 발아에 

대한 NaCl의 한계 농도는 7%로 나타났고, 최적의 발아 조건은 NaCl이 없는 상태로 확인되었다. 퉁퉁마디 발아에서 

최적 온도는 20℃로 98%의 발아율을 보였다. 스트레스에 유도되는 유전자 후보군 중 2CysPrx 유전자의 cDNA를 

클론하여 분석한 결과 275개의 아미노산으로 이루어져 있고 두 개의 시스테인 잔기를 가지고 있으며 분자량은 30.1kDa
으로 나타났다. 2CysPrx 유전자는 서던 블롯에 의해 유전체에 한 카피 존재하는 것으로 나타났고, 6개의 인트론과 

7개의 엑손으로 구성되어 있다. qPCR에 의한 2CysPrx 유전자의 전사율을 분석한 결과, 3.5% NaCl과 40mM H2O2 

처리 조건에서 전사율이 가장 높게 나타났고, 고온(40℃)과 75µM ABA 처리 조건에서는 처리 후 8시간에 최고의 

전사율을 보였으며, 저온(4℃)에서는 유전자 발현이 일어나지 않는 것으로 나타났다. 우리는 여러 환경 스트레스에 

의해 유도되는 다른 유전자의 클로닝을 시도하고 있다.   

주요어: 염생식물, 염분농도, 환경스트레스, 발아율, 퍼옥시레독신
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ABSTRACT

This study is focused on  the investigation of the genes which are induced by various stresses of the halophyte 
Salicornia  herbacea. One of the factors influencing in the germination of Salicornia  herbacea is salt stress. 
The highest germination rate was found in the condition without NaCl, and the upper limit of the NaCl 
concentration for the germination of Salicornia herbacea was 7%. The optimal temperature of 20℃ showed 
a germination rate of 98%. Among genes induced by stress the 2CysPrx gene was cloned and analyzed for this 
study. The 2CysPrx gene has two cysteine conserved residues and is composed of 275 amino acids with 
molecular weight of 30.1kDa. The 2CysPrx gene appeared to be one copy in the genome and consists of 6 introns 
and 7 exons. Quantitative real-time PCR revealed that the highest transcription rate induced by NaCl and H2O2  

appeared to be at the concentration of 3.5% NaCl and 40mM H2O2, respectively. The amount of transcript 
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induced by  high temperature(40℃) and 75µM of ABA was respectively highest.  The gene at low temperature
(4℃) appeared not to be expressed. We are conducting to clone other peroxyredoxin genes induced by various 
environmental stresses.

KEY WORDS: HALOPHYTE, SALT CONCENTRATION, ENVIRONMENTAL STRESS, GERMINATION 
RATE, PEROXIREDOXIN

서 론

퉁퉁마디(Salicornia herbacea L.)는 칠면초, 해홍나물, 
나문재와 함께 우리나라 서·남해안의 갯벌과 염전 주변에 

자생하는 대표적인 염생식물로써 높은 염분 농도 환경에서 

생육이 가능하고 염류를 흡수하여 체내에 저장하는 능력을 

가지고 있는 식물이다(Park et al., 2004). 이들 염생식물 

서식지역은 다른 식물군의 생육이 어렵기 때문에 호염성 

식물군으로 한정되고, 생육 환경에서 토양의 염분 농도는 

다른 환경 조건보다 크게 관여하며(Kim et al., 2012a) 염분

에 대한 적응 반응에 따라 염 배제형과 염 축적형으로 분류

할 수 있다(Kinzel, 1989). 퉁퉁마디는 염 축적형 식물로 

염전 주변처럼 염분 농도가 높은 지역에 주로 서식하며 흡

수된 염을 액포에 저장하고 수분 유입을 증가시켜 흡수된 

염 이온을 희석함으로써 염분 스트레스에 대한 내성을 보이

고 있으며 급격한 염분 농도 변화에도 빠른 삼투 적응을 

보여 염습지 환경에 성공적으로 생육할 수 있다(Breckle, 
1990). 염분 농도에 따른 퉁퉁마디의 발아율은 높은 염분농

도에서 염분 스트레스로 인해 낮게 나타나지만 일단 발아가 

이루어진 이후 높은 농도의 토양 염분조건에서 생존할 수 

있는 것은 체내에 염분을 축적하여 높은 삼투압을 갖는 환

경에서 수분 흡수를 용이하게 할 수 있는 적응 능력 때문이

다(Jo et al., 2002). 퉁퉁마디에 대한 연구는 염에 의해 유도

되는 aldolase 유전자 분리 및 발현 분석(Cha et al., 2003), 
당뇨 유발 쥐에 퉁퉁마디를 섭취시켰을 시 신장에서 당뇨로 

인하여 증가한 Glutathione S-transferase(GST) 활성 감소

(Bang et al., 2002), 퉁퉁마디 추출물에서 SOD 유사활성 

측정 결과 농도 의존적인 활성증가(Kim et al., 2009), 퉁퉁

마디의 항산화 효과에 관한 연구(Han and Kim, 2003) 등이 

있다.
퍼옥시레독신은 항산화 효소 특성을 보이는 퍼옥시다제

로 생명체 내에서 4개의 작은 그룹으로 분류되며, 식물에서 

발견되는 퍼옥시레독신은 1CysPrx, 2CysPrx, TypeⅡPrx, 
그리고 PrxQ가 있다. 애기장대의 유전체에서 10개의 Prx를 

암호화하는 유전자가 발견되었다(Horiling et al., 2002). 모
든 퍼옥시레독신은 보존된 시스테인 잔기를 가지고 있으며 

1CysPrx는 1개, 2CysPrx, TypeⅡPrx, PrxQ는 두 개의 시

스테인 잔기를 포함한다(Dietz, 2003; Laura et al., 2004). 
식물의 2CysPrx는 보리와 시금치에서 처음으로 클로닝 되

었으며, 아미노산 서열은 세균의 AhpC와 사람 및 효모의 

Tpx와 높은 유사성을 보인다(Baier and Dietz, 1996). 식물

을 포함한 고등 진핵 생물의 2CysPrx는 구조적, 기능적 변

화를 통해 H2O2 신호전달 과정을 민감하게 조절하고 식물

체 외부의 스트레스로부터 식물을 보호하기 위해 산화-환원 

의존적으로 단백질의 구조와 위치를 변화시킨다(Jang et 
al., 2006).     

본 연구는 여러 생육조건에서 퉁퉁마디 종자의 발아율을 

조사하였으며, 환경스트레스에 의해 유도되는 퍼옥시레독

신 유전자 중 2CysPrx 유전자를 클로닝 한 후 NaCl 농도 

및 노출 시간, H2O2 농도 및 노출 시간, 건조 스트레스, 저온 

및 고온 등의 환경스트레스 조건에 따른 유전자 발현 양상

을 조사하였다. 이 결과는 향후 각각의 스트레스 환경에서 

2CysPrx 유전자의 기능 연구에 기초자료를 제공할 것이며, 
퍼옥시레독신의 다른 유전자의 클로닝과 특성 분석에 초점

을 맞추어 연구가 진행 중에 있다. 

재료 및 방법

1. 연구대상 및 생장조건

유전체 DNA 및 cDNA 합성을 위한  RNA를 추출하기 

위하여 퉁퉁마디(Salicornia herbacea L.)는 염습지 토양과 

버미큘라이트를 1:3으로 혼합한 토양에 파종하여 발아시킨 

후 16시간 실내 광조건과 22℃의 온도에서 4주간 생장시킨 

유식물을 사용하였다. 염분 농도에 따른 퉁퉁마디의 발아율

을 확인하기 위해 0%, 1.75%, 3.5%, 7%, 10.5% 그리고 

14%의 NaCl을 사용하였다. 종자는 각각의 NaCl 농도를 

갖는 용액과 2% NaOCl로 멸균시킨 후 페트리접시에 각각 

200립씩 치상하고 12시간 간격으로 발아된 종자의 수를 조

사하였다. 추가적으로 3.5%와 7% 사이에서 발아율의 차이

가 크게 나타나 4%, 5%, 6% NaCl 농도에서 발아율을 측정

하였다. 온도 조건에 따른 퉁퉁마디 발아율을 확인하기 위

해 증류수와 2% NaOCl를 사용하여 멸균 한 후 페트리접시
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 cDNA region Primers Sequence(5'→3')

Conserved 
region primers 2Cys2 GGGCAMACYTCATCNGGGTT*

3'-raced 
primers

KSQT GGAATTCCGCTCTAGAGCGGGATCCCGGAAGC
TTCTTTTTTTTTTTTTTTTT

KSQ1 GGAATTCCGCTCTAGAGC
KSQ2 CGGGATCCCGGAAGCTTC

2CysP1 TGATGTAACCAAGTCCGTCG
2CysP2 TGTTCTAATCCCAGACCAGG

5'-raced 
primers

2CysRT (P)TTCATCAACACTGCGGCCAA
2CysA1 TCTCAAATTCACCATGACGG
2CysA2 GAGAAAACGCTGTCGATGGA
2CysS1 TGATGTAACCAAGTCCGTCG
2CysS2 TGTTCTAATCCCAGACCAGG

Open Reading 
Frame

Sh2CysF GAGAAGCGACAATGGCTTCCGCAGCAT

Sh2CysR GGCATACTATGAGACAATTTAAATGGC

* N: A+T+G+C, M: A+C, Y: C+T 

Table 1. 2CysPrx primer sequences used for RACE-PCR in 
this study

에 200립씩 치상하고 4℃, 10℃, 15℃, 20℃ 그리고 25℃의 

온도조건에서 발아하였으며, 24시간 간격으로 발아된 종자

의 수를 세어 백분율로 환산하였다. 환경스트레스 조건에서 

유도되는 유전자의 발현 양상을 확인하기 위한 식물 재료는 

발아 후 1주간 생장시킨 유식물에 각각의 스트레스 환경을 

적용한 후 RNA를 추출한 후 -80℃ 냉동고에 보관하여 사용

하였다. 유전자 발현을 유도하기 위한 환경스트레스 조건은 

염분 농도 및 노출시간, 과산화수소 농도 및 노출시간, 
75µM ABA의 노출시간 그리고 저온(4℃) 및 고온(40℃)을 

적용하였다. 

2. RNA 추출 및 full-length cDNA 합성

cDNA 합성을 위한 total RNA는 4주간 생장시킨 퉁퉁마

디 유식물로부터 TRI reagent(Sigma, USA)를 사용하여 추

출하였다. 추출한 RNA는 포름알데히드 RNA 겔에서 전기

영동하여 확인한 후 분광광도계(Beckman, USA)를 이용

해 순도 확인 및 정량한 후, PrimeScript™ 1st strand cDNA 
synthesis kit(TAKARA, Japan)를 사용하여 1st strand cDNA
를 합성하였다. oligo dT를 변형한 프라이머(GGAATTC 
CGCTCTAGAGCGGGATCCCGGAAGCTTCTTTTTTT
TTTTTTTTTT)를 제작하여 2CysPrx 유전자의 full-length 
cDNA를 합성하였다. 2CysPrx 유전자의 cDNA를 합성하

기 위해 GenBank(http://www.ncbi.nin. nih.gov/)에서 아미

노산 서열을 검색하여 보존적 공통염기서열을 분석한 후 프

라이머를 제작하여 partial cDNA 서열을 확보한 후 RACE- 
PCR방법을 이용하여 full-length cDNA를 합성하였으며 

5'DNA를 합성하기 위해 5'-Full RACE Core set(TAKARA, 

Japan)를 이용하였다(Table 1).

3. cDNA 클로닝과 염기서열 분석

PCR을 통해 합성된 cDNA는 pGEM T-easy vector system 
(Promega, USA)을 사용하여 plasmid vector에 삽입한 후 

42℃ 열충격 방법으로 대장균 DH5에 형질전환하였으며, 
앰피실린과 X-gal을 첨가한 LB 배지에 도말하여 cDNA 삽
입 콜로니를 선발하였다. Plasmid DNA 추출은 Axyprep 
plasmid miniprep kit(Axygen, USA)를 사용하였으며, 제한

효소 EcoRⅠ으로 절단하여 삽입된 cDNA를 확인하였다. 
cDNA 염기서열은 ABI PRISM 3700 GENETIC analyzer 
(Applied Biosytems, USA)를 사용하여 확보하였다. 염기

서열 분석은 DNASIS®MAX 프로그램을 사용하여 GenBank
에 등록되어 있는 염기서열과 비교 검토하였으며, 아미노산 

서열을 밝힌 후 보존적 도메인을 확인하여 유전자를 동정하

였으며 MEGA6 프로그램을 이용하여 계통수를 작성하였

다. 

4. 서던 블롯 및 엑손, 인트론 구조 분석

유전체 DNA는 4주간 생장시킨 퉁퉁마디 유식물을 액체

질소로 곱게 마쇄한 후 DNeasy® plant nini kit(Qiagen, 
Germany)를 사용하여 추출하였다. 서던 블롯에 사용한 

DNA는 제한효소로 절단한 후 1.0% 아가로스 겔에서 전기

영동하여 크기별로 분리된 DNA를 Sambrook and Russell 
(2000)의 방법에 따라 Hybond-N nylon membrane(GE 
Healthcare, UK)에 전이시키고 254nm UV로 고정하여 핵

산교잡반응을 실시하였다. 핵산교잡반응에 사용한 탐침은 

Amersham Alkphos direct labeling kit(GE Healthcare, 
UK)를 사용하여 표지하고 CDP-Star™ Detection Reagent 
(GE Healthcare, UK)를 사용하여 반응시킨 후 X-ray 필름

에 노출하여 탐색하였다. 
엑손, 인트론 구조 분석은 유전체 DNA를 PCR을 이용하

여 증폭 한 후 프라이머 워킹 방법을 사용하여 염기서열을 

확인하였으며 gDNA 염기서열과 cDNA 염기서열을 비교

하여 확인하였다.   

5. 유전자 발현 양상 분석을 위한 qRT-PCR

스트레스에 유도되는 유전자 2CysPrx 유전자의 발현 양

상을 확인하기 위해 NaCl 농도 및 노출 시간, 과산화수소 

농도 및 노출 시간, 75µM ABA 노출 시간, 저온 및 고온 

환경 조건을 조절하여 진행하였다. 각각의 스트레스로 처리

된 퉁퉁마디 유식물로부터 TRI reagent(Sigma, USA)를 사
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Figure 2. Seeds of S. herbacea treated with more than
7% NaCl for 7 days can be germinated when 
transferred in 0% NaCl solution

용하여 total RNA를 추출한 후 PrimeScript™ 1st strand 
cDNA synthesis kit(TAKARA, Japan)를 사용하여 cDNA
를 합성하였다. qRT-PCR(quantitative real time PCR) 반응

을 위하여 ABI StepOne Real Time PCR System(Applied 
Biosystems, USA)과 TAKARA SYBR®Premix EX Taq™
(TAKARA, Japan)을 사용하였다. Endogenus control로 퉁

퉁마디의 actin 유전자를 사용하였다(Table 2).  

name Primer Primer sequence(5′-3′)

2CysPrx
Sh2CysPrxRTF ACAGCGTTTTCTCGCACCTT
Sh2CysPrxRTR GATCACCCAAACCACCAGATTT

Actin
ShActinRTF CTCTGCCATTGAGAAGAACT
ShActinRTR GATACCAGCAGCTTCCATAC

Table 2. Primer pair sequences used in the qRT-PCR

결과 및 고찰

1. 퉁퉁마디 발아율에 영향을 미치는 환경요인

1) NaCl 농도

NaCl 농도 조건에 따른 퉁퉁마디의 발아율은 12시간 후

에 0% NaCl에서 4%의 발아율을 보였으며 1.75%~14%까

지의 농도에서는 발아하지 않았다. 24시간 후 발아율은 0% 
NaCl에서 8%, 1.75%와 3.5% NaCl에서 1%의 발아율을 

보였으며 7% 이상의 NaCl 농도에서 발아되지 않았다. 36
시간 후 발아율은 0% NaCl에서 70%의 발아율을 보였으며, 
1.75% NaCl에서 31%, 3.5% NaCl에서 18%의 발아율을 

보였으며 7% NaCl 이상에서는 발아되지 않았다. 48시간 

후 0% NaCl에서 90%의 발아율을 보였으며 1.75%와 3.5% 
NaCl에서 각각 59%와 18%의 발아율을 보였으며 72시간 

후 퉁퉁마디의 발아율은 0% NaCl에서 97%, 1.75% NaCl
에서 83% 그리고 3.5% NaCl에서 54%의 발아율을 보여 

시간이 경과함에 따라 꾸준히 증가하는 것으로 나타났다. 
한편 7% NaCl에서의 발아율은 60시간 이후 2%의 발아율

을 보였으며 10.5% NaCl에서는 1%, 14% NaCl에서는 발

아되지 않았다. 종자 치상 6일 후 0% NaCl과 1.75% NaCl
에서 각각 98%와 95%의 발아율을 나타내었으며 3.5% 
NaCl에서 88%의 종자가 발아하였으며 7일 후에는 91%의 

발아율을 보여 퉁퉁마디의 발아율은 염분의 농도가 낮을수

록 빠르게 발아하며 해수의 농도범위인 3.5% NaCl에서 시

간 경과에 따라 높은 발아율을 보여 자연상태의 해안에서도 

충분히 발아가 이루어질 것으로 판단된다. 염분 농도에 따

른 퉁퉁마디의 발아율의 한계는 7%의 NaCl로 나타났으며 

4%, 5%, 6% NaCl 농도에서의 발아율을 확인해 본 결과 

7일 경과 후 퉁퉁마디 발아율은 4% NaCl에서 60%, 5% 
NaCl에서 31% 그리고 6% NaCl에서 8%의 발아율을 보여 

해수 농도보다 높은 염분농도에서는 발아가 잘 이루어지지 

않는 것으로 나타났다(Figure 1). 

Figure 1. Comparison of germination rate of S. herbacea
under various NaCl concentration.Seeds were 
germinated only in less than 7% NaCl 

퉁퉁마디의 종자는 고염도 환경에서 발아기능을 상실하

지 않고 휴면상태를 유지하며, 염분 농도가 낮아지면 발아

를 진행하게 되며 7일 동안 7%, 10.5%, 14% NaCl에서 발

아되지 않은 종자를 0% NaCl 농도 조건으로 옮겨 치상하였

을 때 24시간 후 7% NaCl에 있던 종자는 40%가 발아하였

고 10.5%와 14% NaCl에 있던 종자는 각각 5%가 발아하였

으며, 72시간 후에 높은 염분농도에서 휴면을 유지하던 종

자가 각각 94%, 97% 그리고 98%의 발아율을 보였다

(Figure 2). 퉁퉁마디의 발아율에 관한 연구는 Jo et al, 
(2002)에 의해 보고되었으며 1.5% NaCl 농도에서 30%의 

발아율을 보이는 결과로 본 연구에서 제시한 4% NaCl 농도
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에서 60%의 발아가 이루어진 것에 비해 큰 차이를 보이고 

있다. 이러한 결과는 퉁퉁마디 발아 한계가 일반적인 해수

의 염분 농도보다 높기 때문에 염전과 같은 염분이 축적된 

토양에서 자생할 수 있는 근거를 제시할 수 있다. 염분이 

퉁퉁마디 종자의 발아에 영향을 미치는 요인으로 삼투 스트

레스에 따른 수분 포텐셜의 감소가 그 원인으로 판단되며, 
높은 염분 농도에서 발아되지 않은 종자에 대한 낮은 농도

에서 재 발아를 통해 삼투스트레스가 해소되면 발아가 이루

어지는 것을 알 수 있다. 

2) 온도 조건

온도 조건에 따른 퉁퉁마디의 발아율은 24시간 후 4℃에

서는 발아되지 않았으며 10℃에서 8%, 15℃에서 30%, 2
0℃에서 86% 그리고 25℃에서 82%가 발아하였다. 48시간 

경과 후 4℃에서 4%, 10℃에서 34%, 15℃에서 54%, 20℃
에서 92%, 25℃에서 86%가 발아하였으며, 염분이 없는 농

도에서 대부분의 종자가 발아되는 72시간 후 4℃에서 6%, 
10℃에서 48%, 15℃에서 86%, 20℃에서 98% 그리고 2
5℃에서 86%가 발아하였다. 이러한 결과로 미루어볼 때 

퉁퉁마디의 발아를 위한 온도 조건은 10℃ 이상 되어야 발

아가 이루어지며, 최적의 온도조건은 20℃임을 알 수 있다

(Figure 3). Jeong et al,(2013)의 연구에서 온도에 따른 퉁퉁

마디의 발아율은 10℃에서 발아가 지연되고 20℃에서 5일 

경과했을 때 최대 발아율을 보이는 결과와 같았으나 30℃
에서 가장 빠르게 발아가 이루어지는 결과와는 차이가 나타

난다. 자연 상태에서 퉁퉁마디의 발아에 영향을 미치는 중

요한 요인으로 강수량과 기온이 있으며 퉁퉁마디의 발아는 

적어도 10℃ 이상의 온도에서 이루어지며 충분한 강수량이 

동반되어 토양의 염분농도가 희석되면 빠르게 발아하는 것

으로 보여진다. 

Figure 3. Comparison of germination rate of S. herbacea
under various temperature

  

 

2. 퉁퉁마디의 내염성 연관 유전자 탐색 및 발현양상 

1) 퉁퉁마디 2CysPrx 유전자 클로닝 및 특성

퉁퉁마디 2CysPrx 유전자를 탐색하기 위해 GenBank에 

등록되어있는 식물 종의 2CysPrx 아미노산 서열 중 보존되

어 있는 공통 아미노산 서열을 바탕으로 프라이머를 제작하

고 PCR을 수행하여 얻은 부분 염기를 증폭하고 이를 중심

으로 5' RACE와 3' RACE를 실시하여 2CysPrx 유전자의 

full-length cDNA 염기서열을 확보하였다(Accession No. 
KU847997). 2CysPrx 유전자는 아미노산 서열에 2개의 보

존된 시스테인 잔기를 포함하고 있다. cDNA 염기서열은 

1,181bp로 이루어져 있으며 단백질을 번역하는 ORF(Open 
Reading Frame)는 275개의 아미노산을 암호화하고 있으

며, 단백질의 분자량은 30.1kDa이다. 2CysPrx 유전자 내에 

존재하는 보존된 시스테인 잔기의 위치는 128번과 250번째 

아미노산 서열에 위치하고 있다(Figure 4). 

2) 퉁퉁마디 2CysPrx 유전자 탐색 및 발현 분석

(1) 2CysPrx 유전자 염기서열 분석

퉁퉁마디 2CysPrx 유전자의 염기서열은 1,181bp이며 5' 

UTR은 57bp이며 ORF는 825bp이고 3' UTR은 299bp이다. 
퉁퉁마디 2CysPrx의 아미노산 서열을 데이터베이스에서 

검색한 결과 염생식물에 대한 선행연구는 검색되지 않았으

며 식물 2CysPrx를 대상으로 미나리, 연, 뽕나무, 참외, 카
카오 그리고 애기장대의 아미노산 서열과 비교하여 분석하

였다. 그 결과 활성부위로 트레오니 및 아르기닌과의 수소

결합을 통해 촉진되는 보존된 시스테인 티올 촉매 도메인을 

확인할 수 있었으며 과산화물 기질 환원 시 발생되는 술펜

산 중간체 분해를 위한 이황화결합 형성 시스테인 도메인이 

존재하였다(Figure 4). 고등 식물의 2CysPrx 유전자는 보리

와 시금치에서 처음 발견되었으며(Baier and Dietz, 1996), 
동종이량체 효소로 N-말단과 C-말단에 위치한 시스테인이 

각각 촉매로 작용하여 과산화물질을 환원한다(König et al., 
2002).  

퉁퉁마디 2CysPrx 아미노산 서열을 이용하여 각 식물 

종 간 상동성을 확인해본 결과 연과 80%의 상동성으로 가

장 높게 나타났으며 참외 78%, 뽕나무 77%, 미나리 76%, 
카카오 75% 그리고 애기장대 65%의 상동성을 나타내었고 

계통수를 작성하여 유연관계를 확인해본 결과 뽕나무와 가

장 가까운 유연관계를 보이고 있다(Figure 5). 

(2) 서던 블롯 및 엑손, 인트론 구조 분석

퉁퉁마디 유전체에 존재하는 2CysPrx 유전자의 copy 수
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Figure 4. Alignment analysis of the deduced amino acid sequences of 2CysPrxs in S. herbacea(KU847997) and 
other plants. The accession numbers is C. jubata (ADX30686.1), N. nucifera (XP010246607.1), M. notabilis
(XP010104788.1), A. thaliana (NP187769.1), C. melo (XP008442899.1), T. cacao (XP007027930.1). The
white asterisks indicate the conserved cysteine residues, and black asterisks indicate the thiol cysteine 
activity site
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Figure 6. 2CysPrx Southern blot analysis of 
genomic DNA from S. herbacea.
genom ic DNA was digested with 
EcoRⅠ, XbaⅠ, HindⅢ, fractionated
on a 1.0% agarose gel and transferred to
a nylon membrane. The filter was allowed
to hybridize with alkaline phosphatase
labeled fragment of the S. herbacea
2CysPrx cDNA

Figure 5. Phylogenetic analysis of 2CysPrxs using the program MEGA6 in S. herbacea and other plants. 
Bar below diagram represents genetic distance

를 확인하기 위해 서던 블롯을 수행하였다. 퉁퉁마디로부터 

분리한 유전체 DNA를 2CysPrx cDNA를 자르지 못하는 

제한효소 EcoRⅠ과 XbaⅠ그리고 1개의 절편을 갖는 Hind

Ⅲ를 사용하여 반응시킨 후 핵산 교잡반응하여 검출한 결과 

EcoRⅠ과 XbaⅠ에서 1개의 밴드가 검출되었으며 HindⅢ
에서 2개의 밴드가 검출되었다. 따라서 퉁퉁마디 2CysPrx
유전자는 유전체 상에 1개의 copy로 존재하는 것으로 추정

된다(Figure 6). 애기장대에서 확인된 2CysPrx A형과 B형

에서 1개의 copy로 나타나는 결과와 같았으며 퉁퉁마디의 

2CysPrx는 B형의 유전자로 확인되었다(Baier and Dietz, 
1997, 1999).   

퉁퉁마디 유전체 DNA의 2CysPrx 유전자의 엑손과 인트

론 구조를 분석하기 위해 ORF를 포함하는 cDNA 염기서열

을 이용하여 제작한 프라이머를 가지고 약 4kb 길이의 PCR 
산물을 증폭한 후 프라이머 워킹 방법으로 3,875bp의 염기

서열을 결정하였다. 결정된 유전체 DNA 염기서열과 

cDNA 염기서열을 비교 분석하여 엑손과 인트론의 수와 

위치를 분석하였다. 퉁퉁마디 유전체 DNA 상의 2CysPrx 
유전자는 7개의 엑손과 6개의 인트론으로 구성되는 것으로 

나타났다. 이 결과는 콩과식물인 벌노랑이에 있는 2CysPrx 
유전자의 엑손 수와 일치하였지만 인트론의 염기서열은 많

은 차이를 나타냈다(Tovar-Méndez et al, 2011). 퉁퉁마디

의 엑손, 인트론 구조를 데이터베이스(GenBank)에 등록되

어 있는 다른 식물 종의 것과 비교한 결과 명아주과의 근대

와 가장 유사하게 나타났으며 기타 다른 식물 종들과는 많

은 차이를 보였다. 근연 계통 간 콩과 식물인 벌노랑이와 

돌콩의 인트론 구조가 유사하게 나타나 진화과정에서 엑손

과 인트론 구조의 변화가 있는 것으로 나타났다(Figure 7).
(3) qRT-PCR을 이용한 2CysPrx 유전자 발현 분석

환경 스트레스에 유도되는 2CysPrx 유전자 발현 양상을 

알아보기 위해 여러 환경 스트레스 조건에 노출시킨 퉁퉁마

디 유식물의 RNA를 추출하고 cDNA를 합성한 다음 

qRT-PCR을 실시하였으며 반응은 3회 반복하고 cDNA는 

반응 시 새로 합성하여 사용하였다. Endogenus control 
DNA로 퉁퉁마디의 actin 유전자를 사용하였다. 
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Figure 7. Exon-intron organization of the 2CysPrx gene of S. herbacea. The untranslated regions are depicted as 
gray boxes and open reading frames are indicated by black boxes, and introns are shown as white 
boxes. Exon and intron sizes are indicated in numbers of base pairs. The plants species are Sh(S. 
herbacea), Bv(B. vulgaris), Cm(C. melo), Nn(N. nucifera), Mn(M. notabilis), Tc(T. cacao), At(A. thaliana),
Lj(L. japonicus), Fv(F. vesca) and Gm(G. max)

NaCl 처리에 따른 2CysPrx 유전자 발현 양상은 0% 
NaCl을 기준으로 1.75% NaCl에서 1.166, 3.5% NaCl에서 

1.325로 발현량이 가장 높게 나타났으며 7% NaCl에서 

1.048로 감소하기 시작하여 10.5%와 14% NaCl 농도에서 

각각 0.552와 0.520으로 감소하였다. NaCl 처리 후 시간 

경과에 따른 유전자 발현량을 알아보기 위해 해수 농도 

3.5% NaCl를 처리하고 유전자 발현양상을 확인한 결과 시

간 경과에 따라 유전자 발현량이 증가하였으며 8시간 후 

2.259로 두 배 이상 증가하였으며 32시간이 경과하여도 

2.287로 지속적인 유전자 발현이 이루어지고 있었다. 애기

장대에서 NaCl 스트레스에 의해 발현되는 2CysPrx 유전자

의 발현 양상은 감소하는 것으로 나타났으나(Horling et al, 
2002) 퉁퉁마디에서는 3.5% NaCl 농도까지 증가하다 그 

이상의 염분 농도에서 감소하는 경향을 보이는 점에서 차이

가 나타냈다. 시간 경과에 따른 유전자 발현 양상은 Guo 
et al,(2004)의 좁은해홍나물의 2CysPrx 유전자 발현 양상

과 같은 결과를 보였다. Kang and Shim(1998)과 Kim et 
al,(2002)의 연구에 의하면 명아주과 염생식물은 염분 처리

에도 강한 내성을 보이고 있다고 보고하였으며 이는 퉁퉁마

디의 내염성이 해수와 유사한 농도에서 지속적인 유전자 

발현을 통해 염분 스트레스에 대항하는 것으로 판단된다.  
과산화수소 농도에 따른 2CysPrx 유전자 발현 양상은 

10mM H2O2 1.247, 20mM H2O2 1.289, 30mM H2O2 1.229 

그리고 40mM H2O2에서 1.405로 가장 높게 나타났다. 
10mM H2O2를 처리한 후 시간 경과에 따른 유전자 발현량

은 18시간 경과 후 1.132로 증가하여 24시간 경과하였을 

때 1.288로 가장 높은 발현량을 나타냈다. Dietz et 
al.(2002)의 연구에서 보리의 2CysPrx와 대장균의 티오레

독신의 이종 발현 결과에서 50µM에서 높은 활성이 나타났

으며, 1,000µM에서 활성이 낮게 나타난다고 보고한 결과와 

다른 양상을 보이고 있다. 
온도 조건에 따른 2CysPrx 유전자 발현량은 4℃에서 6시

간 후 0.787, 12시간 0.780, 18시간 0.910, 24시간 후 0.857
로 나타나 유전자 발현이 거의 일어나지 않는 것으로 나타

났고, 40℃에서는 6시간 후 1.415, 12시간 2.414, 18시간 

1.197 그리고 24시간 후 1.512로 나타나 유전자 발현이 증

가하는 것으로 나타났다. 배추에 45℃ 열 충격을 가했을 

때 2CysPrx와 TypeⅡPrx 유전자의 발현이 감소한다는 결

과(Kim et al, 2012b)와 다르게 나타났다.  퉁퉁마디의 고온 

조건은 하절기 생장온도 보다 약간 높은 온도에서 생장 반

응을 지속시킨 것에 반하여 배추의 열 충격 조건은 짧은 

시간에 강한 열을 가한 결과로 예측된다. 건조 스트레스에 

대한 2CysPrx 유전자의 발현 양상은 75µM ABA를 처리하

고 4시간 경과 했을 때 1.255로 증가하였으며 8시간 후 

2.803으로 가장 높은 발현량을 보였다(Figure 8). 
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Figure 8. Analysis of relative transcript amounts by quantitative real time-PCR for the 2CysPrx gene under 
environment stress in S. herbacea. Salt stress with various NaCl concentration(a) and treatment 
time(b) in 3.5% NaCl, oxidative stress with various H2O2 concentration(c) and treatment time(d) in 
10mM H2O2, temperature stresses in 4℃(e) and 40℃(f), drought stress in 75µM ABA(g) was treated 
time for 0hr~32hr
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