
Expression of Human KCNE1 Gene in Zebrafish

Hyeon Jeong Park and Min Yoo*

Department of Biological Sciences, Keimyung University, Daegu 42601, Korea

Received January 19, 2017 /Revised January 31, 2017 /Accepted January 31, 2017

This study was aimed  to produce a transgenic zebrafish expressing the human KCNE1 gene. Initially, 
the entire CDS of the human KCNE1 gene was amplified from a human genomic DNA sample by 
polymerase chain reaction using a primer set engineered with restriction enzyme sites (EcoRⅠ, BamH
Ⅰ) at the 5’ end of each primer. The resultant 402 bp KCNE1 amplicon flanked by EcoR1 and BamH1 
was obtained and subsequently cloned into a plasmid vector pPB-CMVp-EF1-GreenPuro. The integrity 
of the cloned CDS sequence was confirmed by DNA sequencing analysis. Next, the recombinant vec-
tor containing the human KCNE1 (pPB-CMVp-hKCNE1-EF1-GreenPuro) was introduced into fertilized 
eggs of zebrafish by microinjection. Successful expression of the recombinant vector in the eggs was 
confirmed by the expression of the fluorescence protein encoded in the vector. Finally, in order to as-
sure that the stable expression of the human KCNE1 gene occurred in the transgenic animal, RNAs 
were extracted from the animal and the presence of KCNE1 transcripts was confirmed by RT-PCT as 
well as DNA sequencing analysis. The study provides a methodology to construct a useful transgenic 
animal model applicable to the development of diagnostic technologies for gene therapy of LQTS 
(Long QT Syndrome) as well as tools for cloning of useful genes in fish.
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서   론

Zebrafish (Danio rerio)는 분류학상 잉어목(Cypriniformes), 

잉어과(Cyprinidae)에 속하며 인도와 파키스탄 등 남아시아의 

일부 지역에 분포한다[2, 3]. 연중 산란하여 알을 쉽게 얻을 

수 있고 또한 유전적 스크리닝 및 인간과의 유전자 상동성 

비교에서도 높은 일치율을 나타내어 질병 등 기전연구에 유용

하게 사용될 수 있다[12, 19]. Zebrafish는 질환관련 유전자를 

포함하여 적어도 70% 이상의 유전자가 인간과 동일하게 존재

한다. 또한 수정란은 투명하여 발생과정을 관찰하기 쉽기 때

문에 유전자 조작을 통한 특정 DNA 또는 mRNA 발현을 확인

하는데 매우 유리하다[10, 13]. 그리고 수정에서 부화까지 소요

되는 시간은 5일 정도로 다른 척추동물 보다 발생 속도가 빠르

며, 세대 기간도 2~3개월로 다른 척추동물 보다 짧은 장점을 

갖고 있다. 최근에는 척추동물의 발생과 배아 조작, 유전자 

도입 등을 연구하는데 좋은 실험동물로 각광받고 있는 추세이

다[1, 4, 8]. 

KCNE1은 QT 연장증후군(LQTS)의 원인 유전자중 하나이

다[17, 20]. 이 유전자는 내이, 심장, 콩팥을 포함한 여러 장기에

서 발현되고 있으며, 이 유전자에 의해 생산되는 단백질은 K⁺
을 세포 밖으로 운반하는 통로(channel)의 형성에 중요한 역할

을 한다. 기능에 장애가 생기면 심장 근육의 재분극(repolari-

zation)이 지연되고 부정맥(심실 빈맥, 심실 세동, 심정지 등)

을 일으킴으로서 심장 질환을 야기시킨다. LQTS는 이러한 심

장의 신호전달 장애 때문에 발병하는 질환으로 심박동을 유지

하기 위한 재분극이 정상적으로 일어나지 못해 의식을 잃거나 

돌연사 하는 질환이다[9, 11, 14, 21]. 보고에 의하면 LQTS 환자 

중 일부는 가족력을 나타낸다고 알려져 있다. 이는 이 질환에 

유전적 소인이 강하게 작용하고 있음을 시사하는 것이다[16]. 

심지어는 후천적인 경우일지라도 유전자의 염기서열이 돌연

변이가 된 경우가 많기 때문에 유전자 차원에서의 진단 및 

치료 연구가 반드시 요구되는 질환이다.

본 연구에서는 인간의 genomic DNA에서 KCNE1 유전자를 

분리하였고, 분리된 인간의 KCNE1 유전자를 PBTS (PiggyBac 

Transposon system) 형광단백질벡터에 클로닝하였다. 그런 

다음 클로닝된 플라스미드를 zebrafish 수정란에 micro-

injection하여 부화된 치어에서 형광발현을 확인하였다. 또한 

RT-PCR 및 염기서열 분석을 통해 형광발현된 zebrafish 치어

에 인간 KCNE1 유전자가 제대로 삽입되었는지 최종 확인하

였다. 이 결과를 통해 transgenic zebrafish를 이용한 유전자 

치료용 동물모델의 발판을 마련하였고, 동시에 유산균 등 미

생물의 유용 유전자를 분리하여 해양생물에서 발현시키기 위

한 가능성을 확인하였다. 
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재료 및 방법

Zebrafish 수정란

실험에 필요한 수정란을 얻기 위해 3~5월령의 성체 zebra-

fish를 사육, 교배시켰다. 총 30 cm3 가량의 플라스틱 수조에 

여과장치를 거친 담수를 채우고 그 속에서 사육하였으며, 표

준조건에 따라 히터를 이용해 수온은 28±1℃를 유지하였다. 

조명과 타이머를 설치하여 광주기를 명기 14시간, 암기 10시

간으로 설정하였다. 먹이(Tetra Werke)는 하루 2번 급여하였

으며, 먹이를 줄 때 마다 15분 동안 먹을 수 있도록 급여하였

다. Zebrafish의 수정란을 채취하기 위해 이전날 암기로 들어

가기 전, 알을 아래쪽에서 수집할 수 있도록 특수한 망이 설치

된 mating cage에 암컷과 수컷 성어를 1:1~2 비율로 넣고 칸막

이로 분리시켰다. 다음날 광주기 시작 직후 칸막이를 분리하

여 암수를 섞어 소음을 최소화하고 빛을 쬐어 수정효과를 높

였다. 매 10분마다 확인하여 배란에서부터 수정까지 확인 후 

거름망과 스포이드를 이용하여 알을 채취하였다. 알을 채취할 

때, 난질이 좋지 않은 수정란은 제거하였고 남은 수정란은 오

염을 방지하기 위해 zebrafish의 배양수조에 있던 물(fish wa-

ter)과 methylene blue를 섞어 만든 blue water에 세척하였다.

사용한 vector 및 시약

본 실험에 사용한 zebrafish는 대구 인근 지역의 수족관에

서 구입하여 사육하였다. Vector system은 PBTS (PiggyBac 

Transposon system)였고, plasmid로는 PBTS vector 중 하나

인 pPB-CMVp-EF1-GreenPuro vector를 사용하였다. 본 연구

에 사용한 일반 시약은 lonza (USA), Sigma (USA), Merck 

(Germany), BD (USA), Bio Basic (Canada) 등에서 구입하였

다. RNA 추출은 RNeasy mini kit (QIAGEN, USA)를 이용하

였으며, PCR 시약은 Solgent (Korea) 등에서 구입하였다. 

cDNA 합성은 PrimeScriptTM RT-PCR kit (TaKaRa, Japan)를 

이용하였다. Microinjection 용 capillaries는 World Precision 

Instrument Inc, (Germany)의 제품을 사용하였다. 척추동물 

실험을 위해 계명대학교 동물윤리위원회의 승인을 받았고(승

인번호 KM 2016-004), LMO 연구실 설치운영신고가 완료된 

실험실에서 실험이 진행되었다.

KCNE1 유전자 분리

Human genomic DNA에서 PCR을 통해 hKCNE1 유전자

를 분리하였다. PCR primer는 hKCNE1의 5’쪽 ORF-F (GAA 

TTC ATG ATC CTG TCT AAC ACC AC)와 hKCNE1의 3’쪽 

ORF-R (GGA TCC TCA TGG GGA AGG CTT CGT CT)를 

제작하여 사용하였다. PCR 반응은 pre-denaturation을 94℃

에서 5분간 1회 반응시킨 뒤, denaturation 반응을 94℃에서 

30초, annealing 반응을 60℃에서 1분, extension 반응을 72℃

에서 1분씩 모두 35회 실시하였다. Post-extension 반응은 72℃

에서 10분간 실시하였다. PCR 산물은 PCR clean up kit 

(MACHEREY-NAGEL)를 사용하여 정제하였다.

 

Zebrafish 발현용 plasmid 제작

Zebrafish 수정란에 microinjection하기 위한 plasmid를 만

들기 위해 증폭된 hKCNE1과 pPB-cMVp-EF1-GreenPuro vec-

tor를 재조합 클로닝하였다. 클로닝 효율을 높이기 위해 먼저 

hKCNE1 PCR 산물을 pGEM-T easy vector에 클로닝 하였고, 

이를  제한효소 처리하여 EcoRⅠ과 BamHⅠ 염기서열이 양 

끝에 붙은 hKCNE1 insert를 추출해 내었다. 이렇게 준비된 

hKCNE1 insert를 EcoRⅠ과 BamHⅠ으로 처리된 pPB-CMVp- 

EF1-GreenPuro vector에 다시 클로닝하였고, DNA 염기서열 

분석을 통해 완성된 pPB-CMVp-hKCNE1-EF1-GreenPuro를 

최종 확인하였다.

Microinjection

pPB-CMVp-hKCNE1-EF1-GreenPuro plasmid와 PBTS를 

활성화하기 위한 pCMV-transposase vector를 동시에 zebra-

fish 수정란 속으로 microinjection하였다. Capillaries를 puller

로 잡아당겨 0.2~0.4 μm인 microneedle을 만든 후 여기에 

DNA 용액을 담아 zebrafish의 수정란 1세포기 때 micro-

injection하였다. DNA 주입 시 수정란 1개 당 498 ng/μl을 녹

인 DNA 용액을 65~80 pl씩 microinjection 하였으며, 이때 주

입하는 DNA의 양은 수정란 1개당 약 32~39 pg이었다. 

Sample이 수정란에 잘 injection 되었는지 확인하기 위해 

DNA 용액과 phenol red solution을 1:1 비율로 섞어서 사용하

였다. 한 개의 수정란에 microinjection하는 DNA의 정확한 양

을 알기 위해 수정란에 microinjection하는 sample의 부피를 

hemacytometer와 heavy oil을 이용하여 측정하였다. 수정란

에 microinjection하게 되는 DNA 용액과 동일한 부피의 sam-

ple을 injector를 이용하여 heavy oil에 loading하였는데, 이 

때 loading된 용액은 구의 형태를 띠게 되므로 hemacy-

tometer로 이 구의 반지름을 측정하여 부피를 계산하였다(구

의 부피 = 4/3πr³). 이 부피를 이용하여 알고 있는 농도의 stock 

DNA로부터 수정란 1개당 microinjection한 DNA 양을 산출

해 낼 수 있었다[5]. Microinjection한 zebrafish의 수정란에서 

부화한 치어는 형광현미경을 이용하여 관찰하였다. 

pPB-CMVp-hKCNE1-EF1- GreenPuro 발현 plasmid의 GFP 

발현양상은 실체현미경과 형광현미경으로 관찰하였고, 사진은 

D5300 디지털 카메라(Nikon)를 이용하여 촬영하였다.

RT-PCR

pPB-CMVp-hKCNE1-EF1-GreenPuro를 microinjection한 

치어와 injection하지 않은 대조군 치어로부터 RNA를 추출하

였다. RNA 추출은 RNeasy mini kit를 이용하였으며, 실험은 

kit의 설명서를 따라 진행하였다. 분리된 RNA를 주형으로 해
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Fig. 1. Electrophoresis of PCR product of hKCNE1 (M: 100 bp 

ladder).

Fig. 2. Map of pPB-CMVp-hKCNE1- 

EF1-GreenPuro plasmid.

서 PrimeScriptTM RT-PCR kit를 이용해 cDNA를 합성하였

다. 합성된 pPB-CMVp-hKCNE1-EF1-GreenPuro를 micro-

injection한 치어와 injection하지 않은 대조군 치어의 cDNA에

서 RT-PCR을 진행하기 위해 hKCNE1 primer (hKCNE1 ORF- 

F, hKCNE1 ORF-R)를 이용하였다. Pre-denaturation을 95℃

에서 2분간 1회 반응한 후, denaturation은 95℃에서 20초, an-

nealing은 60℃에서 40초 반응시켰다. Extension은 72℃에서 

1분간 반응시켰고 이 과정을 총 35회 반복한 후 post-extension

을 72℃에서 5분간 실시하였다. 전기영동을 통해 결과를 확인

하였고 pPB-CMVp-hKCNE1-EF1-GreenPuro를 microinjection

한 치어의 RT-PCR 산물을 골라 염기서열을 분석하였다. 

결   과

hKCNE1 유전자 확인

 Genomic DNA으로부터 hKCNE1을 분리하기 위해 제작

된 hKCNE1 primer로 PCR을 진행한 결과 약 402 bp band가 

확인되었다. 이는 본 유전자 염기서열의 길이(390 bp)와 각각

의 primer에 포함된 제한효소의 염기서열(6자리)를 포함하여 

예상했던 크기(402 bp)와 일치하는 결과였다(Fig. 1).

Zebrafish에서 KCNE1을 발현시키기 위한 plasmid 제작

과 이용

상기의 hKCNE1 PCR 산물을 먼저 pGEM-T easy vector에 

클로닝하여 pGEM-T easy-hKCNE1 plasmid를 만들었고, 여

기에 EcoRⅠ과 BamHⅠ을 처리해 분리한 hKCNE1 insert (제

한효소 염기서열이 추가됨)를 다시 pPB-CMVp-EF1-Green 

Puro vector에 클로닝하여 pPB-CMVp-hKCNE1-EF1-Green 

Puro plasmid를 제작하였다. 클로닝 결과는 제한효소 처리에 

따른 전기영동과 DNA 염기서열 분석으로 최종 확인하였다. 

이로써 microinjection에 사용될 pPB-CMVp-hKCNE1-EF1- 

GreenPuro plasmid 벡터를 완성하였다(Fig. 2).

Zzebrafish에서 KCNE1 형광발현 확인

클로닝된 pPB-CMVp-hKCNE1-EF1-GreenPuro plasmid를 

pCMV-transposase vector와 혼합하여 zebrafish의 수정란 1

세포기에 microinjection하였다. Microinjection한지 5일 후에 

부화한 치어들을 형광현미경으로 관찰한 결과 대조군에 비하

여 pPB-CMVp-hKCNE1-EF1-GreenPuro plasmid를 micro-

injection한 실험군에서 훨씬 선명한 형광빛이 발현되고 있음

을 확인할 수 있었다(Fig. 3). Microinjection을 진행하였던 수

정란의 개수는 100여개 이며 그 중 약 10%가 부화 및 이때까지

의 생존율을 보였고 치어의 평균 수명은 약 2~5일 정도였다.  

RT-PCR을 통한 zebrafish에서의 KCNE1 발현 확인

KCNE1은 전체 CDS (coding DNA sequence)가 exon 하나

에만 몰려 있는 것이 특징이다. 때문에 간단한 PCR로도 충분

히 DNA의 삽입 여부를 확인 가능하였다. pPB-CMVp- 

hKCNE1-EF1-GreenPuro에는 두 개의 promoter가 있는데 

hKCNE1을 발현시키는 CMV promoter와 형광단백질을 발현

시키는 EF1 promoter가 그들이다. 때문에 형광단백질인 GFP 

(Green fluorescent protein)가 발현되었다 하더라도 hKCNE1 
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A B

Fig. 3. Results of zebrafish fries. Uninjected 

(A) and injected (B) with pPB- 

CMVp-hKCNE1-EF1-GreenPuro 

plasmid.

Fig. 5. Result of DNA sequencing of 

RT-PCR product from PK 

(zebrafish fry injected with 

pPB-CMVp-hKCNE1-EF1-Gre

en Puro plasmid). 

Fig. 4. Electrophoresis of RT-PCR product of cDNA in PK 

(zebrafish fry microinjected with pPB-CMVp-hKCNE1- 

EF1-GreenPuro plasmid). (M: 100 bp ladder).

역시 동시에 발현되었는지 여부는 형광발현을 관찰하는 것만

으로는 확인할 수 없었다. 따라서 hKCNE1의 발현을 확인하기 

위해 형광발현이 확인된 치어에서 RNA를 분리하여 cDNA를 

합성하였고 hKCNE1 primer (hKCNE1 ORF-F, hKCNE1 

ORF-R)를 이용하여 PCR을 진행하였다. 그리고 전기영동한 

결과 원하는 밴드의 크기인 402 bp를 확인하였다(Fig. 4). 이를 

다시 DNA 염기서열 분석한 결과 100% hKCNE1과 일치하는 

것을 확인할 수 있었다(Fig. 5).

고   찰

본 연구는 인간의 KCNE1 유전자 (hKCNE1)를 zebrafish에

서 발현시킬 수 있는지 여부를 확인하는 것이 일차적 목표였

다. KCNE1은 exon과 intron을 포함한 유전자가 구조가 비교

적 간단하여 전체 CDS가 exon 3 하나에 모두 들어있다[22]. 

Zebrafish에서는 KCNE1 유전자가 밝혀지지 않았으나 같은 

어류 중 붕어(Carassius carassius)의 경우 인간 KCNE1과의 일

치율이 78%로 보고되어있다. 이러한 결과를 토대로 zebrafish

에 존재하지 않는 인간의 KCNE1을 발현시켜 LQTS의 유전자 

치료의 동물모델로서 접근해보고자 하였다.

인간의 KCNE1을 zebrafish 속으로 옮기기 위해 PBTS sys-

tem을 사용하였다. PBTS는 transposase를 이용하여 염색체 속 

특정 부위의 TTAA 염기서열에 원하는 유전자를 집어넣어 유

전자 삽입의 효율을 높여주는 시스템이다[7, 15]. 인간의 

KCNE1 유전자를 옮겨주는 벡터로는 PBTS의 벡터 중 하나인 

pPB-CMVp-EF1-GreenPuro vector를 사용하였다. 이 벡터는 

형광단백질벡터이며 벡터만 단독으로 microinjection하거나 

cell infection을 진행해도 형광단백질의 발현을 약하게 볼 수 

있지만 transposase와 함께 넣게 되면 형광단백질의 발현이 

더욱 높아지는 것이 장점이다. 또한 pPB-CMVp-EF1-Green 
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Puro vector는 유용유전자를 발현시키는 CMV promoter와 형

광유전자(copGFP)를 발현시키는 EF1 promoter를 따로 가지

고 있어 유용단백질과 형광단백질이 각각 별도로 발현되는 

특징이 있다. 따라서 클로닝된 벡터를 microinjection한 후 형

광발현의 확인과 함께 RT-PCR, DNA sequencing으로 zebra-

fish 속에서 인간 KCNE1 유전자의 최종 삽입여부를 확인할 

필요가 있었다. 

클로닝한 pPB-CMVp-hKCNE1-EF1-GreenPuro plasmid를 

pCMV-transposase vector와 함께 microinjection한 수정란도 

아무것도 찔러 넣지 않은 대조군과 동일하게 부화까지는 5일

이 소요되었다. 그리고 형광현미경으로 확인한 결과 대조군 

치어에 비하여 microinjection된 치어에서 훨씬 밝은 형광발현

이 관찰되었다. 그러나 생존율이 차이가 있었는데 micro-

injection한 치어의 경우 생존율이 10%에 불과하였고, 대부분 

부화후 2~5일 정도 생존하였다. 이는 95% 이상의 부화 및 장기 

생존율을 나타낸 대조군에 비해 현저히 떨어지는 수치였다. 

원인으로는 DNA 용액의 과다 주입, microinjection시 기술 부

족으로 인한 수정란 손상, hKCNE1의 독성효과 등이 제시되고 

있지만 추후 검토가 적극적으로 필요한 부분이다. 비록 생존

율은 떨어질지라도 zebrafish에서 인간 KCNE1 유전자를 발현

시킨 예는 아직 없었다. 따라서 hKCNE1의 발현은 기존의 신

경세포 연구에 쓰였던 patch-clamping이나 knockout model

과 병행하여 신경자극 전도 연구에 이용될 수 있을 것으로 

사료된다. 특히 수정란이 아닌 2~4세포기에 선택적으로 mi-

croinjection함으로써 생존율도 높이고, 조직별 모자이크 발현

을 유도할 수 있을 것으로 판단된다. 

최근에 형질전환 동물들로부터 factor VIII 등 유용단백질을 

만들어내는 연구가 활발하게 진행되고 있다[6, 18]. 유산균 등 

미생물에서도 bacteriocin같은 유용 유전자들이 계속 알려지

고 있다. 본 연구는 LQTS을 유전자 차원에서 분석, 치료하는 

방법을 찾는 발판 마련과 동시에, 유용 유전자들을 어류에서 

발현시키기 위한 동물모델의 기초를 제공할 것으로 기대된다. 
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초록：Zebrafish에서 인간 KCNE1 유전자 발현에 관한 연구

박현정․유  민*

(계명대학교 생명과학전공)
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