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A new heat shock protein 70 was identified in red-spotted grouper (Epinephelus akaara) based on an 
expression analysis. The cDNA of red-spotted grouper Hsp70 (designated RgHsp70) was cloned by 
the rapid amplification of cDNA ends (RACE) techniques. The full-length of RgHsp70 cDNA was 
2,152 bp, consisting of a 5’-terminal untranslated region (UTR) of 105 bp, a 3’-terminal UTR of 274 
bp, and an open reading frame (ORF) of 1,773 bp that encode a polypeptide of 590 amino acids with 
a theoretical molecular weight of 64.9 kDa and an estimated isoelectric point of 5.2. Multiple align-
ment and phylogenetic analyses revealed that the RgHsp70 gene shares a high similarity with other 
Hsp70 fish genes. RgHsp70 contained all three classical Hsp70 family signatures. The results indicated 
the RgHsp70 is a member of the heat shock protein 70 family. RgHsp70 mRNA was predominately 
expressed in the liver, with reduced expression noted in the head-kidney tissues. The expression anal-
ysis of different water temperatures (21, 18, 15 and 12℃) for sampled livers revealed that expression 
gradually increased at 12℃ compared to 21℃. In this study, the effects of water temperature lowering 
on the physiological conditions were investigated, and the results revealed that novel RgHsp70 may 
be an important molecule involved in stress responses.  
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서   론

Heat shock protein (Hsp)은 원핵생물과 진핵생물에 이르

기까지 세포 내 어디에서나 다양하게 존재하고, 계통발생학적

으로 매우 잘 보존되어진 단백질이다[15, 23]. 대부분의 Hsps

는 다양한 생리학적 혼란이나 수온, 염분, 용존산소, 미생물의 

감염 및 기타 요인으로 인해 발현의 변화를 보이며, 어류의 

스트레스 biomarker로 잘 알려져 있다[23, 25]. 또한 Hsps는 

단백질의 응집을 돕는 molecular chaperones로써의 기능을 가

지며, 스트레스로 인해 손상된 세포를 회복시키는 역할과 더

불어 병원체에 대한 면역반응을 증가시키는데 관여한다[2, 20, 

27]. Hsps는 스트레스 반응과 분자생물학적인 진화에 관한 연

구에 유용하게 이용되고 있고[7, 12, 17, 23], 분자량(molecular 

weight)에 기초하여 Hsp90 (85-95 kDa), Hsp70 (68-73 kDa), 

Hsp60과 Hsp47, 저분자량의 Hsps (16-24 kDa)의 등급으로 

나눌 수 있다[19].

이 중, Hsp70은 온도에 의한 스트레스로 인해 유도되는 단

백질로 잘 알려져 있으며, 분자 샤페론(molecular chaperone)

의 기능적 측면에서 외부의 요인으로부터 세포 내 단백질간의 

상호작용을 일으킴으로써, 세포 내 단백질을 보호한다[7, 19]. 

세포 내 단백질의 손상이 발생하면 발현의 변화를 보이고, 발

생된 heat shock factors (HSFs)를 의해 변성된 단백질을 시토

졸(cytosol) 및 다른 Hsps family들간의 상호작용을 통해 

HSFs를 분열시키면서 단백질을 활성화시킨다. 다양한 요인으

로 인해 발생된 스트레스로부터 생체를 보호하기 위한 기작으

로 Hsp70은 세포 내 단백질의 다양한 전사와 합성을 유발하

며, 세포 내 단백질의 본래 기능 및 회복을 돕는다[24].

선행의 연구에서 어류로부터 알려진 Hsp70 gene에 관한 

연구가 다수 보고되어진 바 있으며 이 중, Wuchang bream, 

Megalobrama amblycephala [16], channel catfish, Ictalurus punc-

tatus [22], zebrafish, Danio rerio [8], rainbow trout, Oncorhyn-

chus mykiss [18], humphead snapper, Lutjanus sanguineus [26]

등의 경골어류로부터 Hsp70에 대한 분자생물학적인 특성 및 

발현에 관한 연구가 있다.

붉바리(Epinephelus akaara)는 한국, 일본 등 서태평양 해역

의 암반에 주로 서식하고, 온대성 어종으로 알려져 있다. 또한, 

붉바리는 한국과 일본에서 고급 어종으로 소비되며 그 수요가 

증가하고 있는 추세이다. 특히, 한국에서는 이미 붉바리의 종

묘생산 및 양성에 관한 기술을 확립한 바 있으며, 최근 NIFS 
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Table 1. Primers used in this study 

Primer Sereal no. Sequence (5'-3') Location

Degenerate primers
F1

R1

CASKCSGACATGAAGCACTGG

TGATGGTGATCTTGTTCTCC

221-252

1,483-1,502

5' RACE
F2

R2

GGAGGATGAGGGGCTTFGCTG

TTCATCGTTCTCGGCAGTCT

1,693-1,713

1,788-1,807

3' RACE
F3

R3

TCTACACCTCCATCACCAGG

TGATGCTCTTGTTCACCAGG

850-869

1,062-1,081

Real-time PCR RgHsp70
F4

R4

TGTTGTCGCTGATGTCCTTC

TTCATCCTTCTCGGCAGTCT

1,602-1,621

1,679-1,698

RT-PCR RgHsp70
F5

R5

TGAGGTCAAGTCCACAGCAG

TGGCAAGATCAGTGAAGACG

576-595

675-694

Rgβ-actin
F6

R6

CTCTTCCAGCCTCCTTCCT

GTGTTGGCGTACAGGTCCTT

781-799

871-890

(National Institute of Fisheries Science)에서는 이 어종에 대

한 해외수출 및 장거리 수송을 위한 기술을 개발하고 있다. 

이에 본 연구에서는 아직까지 밝혀지지 않은 붉바리의 Hsp 

70 gene을 cloning 및 RACE technique를 이용하여 RgHsp70 

full-length cDNA를 확보하고, 분자생물학적인 특성과 발현

을 분석하였으며, 수온별로 노출시킨 붉바리 간 조직으로부터 

Hsp70 mRNA 발현과의 관련성을 확인하고자 하였다. 이 후, 

본 연구결과를 바탕으로 해외수출 및 장거리 수송 에 따른 

붉바리의 적정 수온을 구명하는데 있어 주요 스트레스 지표로 

응용하고자 하였다. 

재료 및 방법

실험어 및 실험조건

실험어는 국립수산과학원에서 사육하고 있는 평균 전장 

11.2±1.5 cm, 평균 전중 75.0±10.5 g의 건강한 붉바리를 실험에 

사용하였고, 1 ton 원형수조에서 aeration을 공급하며 25.0±0.

5℃의 조건으로 사육하였다. 수온별 실험을 위해, 히터와 냉각

기가 설치되어 있는 50 l 사각수조에 21, 18, 15 및 12℃ 구간으

로 나누어 각각 20마리씩 수용하였고, 수온별 노출 48시간 후, 

생존율 및 발현분석을 위한 조직을 적출하는데 이용하였다. 

48시간의 노출조건은 중국 및 대만의 해외 장거리 수송 시 

소요되는 시간으로써, 이 연구에 적용하였다.

RgHsp70 full-length cDNA의 Cloning 및 sequencing 

붉바리 Hsp70 full-length cDNA의 확인을 위해 이전에 보

고된 orange-spotted grouper Hsp70 (Accession No. FJ600726) 

sequence를 토대로 primer를 제작하여 분석하였다. 이 실험에 

사용된 primer는 Table 1에 나타내었다.

Total RNA는 실험어로부터 적출한 간 조직으로부터 TRizol 

Reagent (Gibco/BRL, USA)를 이용하여 추출하였다. 분리된 

1 μg의 RNA를 주형으로 하여 Transcriptor First Strand cDNA 

synthesis Kit (Roche, USA)를 통해 제작자의 지시에 따라 

cDNA로 합성하였다. PCR은 TaKaRa Taq (TaKaRa, Japan)을 

이용하여 수행하였고, 그 조건은 다음과 같다: 95℃에서 3분 

동안 initial denaturation 과정을 거친 후에, 95℃에서 30초 

동안 denaturation, 56℃에서 30초 동안 annealing, 72℃에서 

1분 동안 extension 반응을 30 주기 수행한 후에, 마지막 주기

에서 5분 동안 extension 반응을 시켰다. 증폭된 PCR 산물은 

agarose gel에 전기영동 하여 얻어진 DNA 밴드를 잘라내고 

정제하였다. 준비된 DNA 산물을 pGEM-T Easy Vector (Pro-

mega, USA)와 ligation 시킨 후, ligation시킨 반응물은 DH5α 

competent cells (RBC Life Sciences, Korea)를 이용하여 형질

전환 하였다. Plasmid DNA는 LaboPass Plasmid DNA 

Purification Kit (Cosmo, Korea)를 이용하여 분리하였고, 추출

된 plasmid DNA를 ABI DNA Sequencer (Applied Biosys-

tems, USA)를 이용하여 염기서열을 확인하였다.

확인된 nucleotide 및 아미노산 sequence는 multiple se-

quence alignment 분석을 위해 Genetyx ver. 8.0을 사용하였

다. Hsp70 cDNA의 sequence는 National Center for Biotech-

nology Information (NCBI)에서 비교, 분석하였다. 

붉바리 Hsp70의 계통발생분석은 MEGA4 software pack-

age에서 neighbor-joining (NJ) 법을 이용하여 분석하였다. 이

전에 보고된 Hsp70 family의 아미노산 분석을 위해, 다양한 

경골어류들과 비교하였으며, 2,000번의 bootstrap 반복, 수행

하여 확인하였다.

RgHsp70 full-length cDNA의 확인

RgHsp70 full-length cDNA sequence를 얻기 위해 oligo 

(dT) anchor primer (5’-CTG TGA ATG CTG CGA CTA CGA 

T(T)18-3’)와 CapFishingTM adaptor (Seegene, Korea)를 이용하

여 합성하였다. 간의 RACE-Ready cDNA를 template로 하여 
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Fig. 1. The cDNA and deduced amino acid sequences of RgHsp70 from red-spotted grouper, Epinephelus akaara. Amino acid residues 

in the mature protein are assigned a positive number, and those in the single peptide are assigned negative number. The 

RbHsp70 primers (forward and reverse) are arrow, its polyadenylation signal sequence AATAAA and poly (A) tail are in 

boxed.

target primer (TP)와 gene specific primer (GSP)를 이용한 일

련의 RACE-PCR을 진행하였다.

3’ RACE및 5’ RACE에 사용된 gene specific primer (GSP)

와 target gene primer (TGP)는 Table 1에 각각 나타내었다. 

5 μl의 cDNA는 GSP와 TGP를SeeAmpTaq Plus Master Mix가 

포함된 50-μl PCR시약을 이용하여 분리하였다. PCR 조건은9

5℃에서 10분간 denaturation 과정을 거친 후에, 95℃에서 1분 

동안의 denaturation, 62℃에서 30초 동안의 annealing, 72℃

에서2분 동안의 extension반응을 40주기 수행한 후에, 마지막 

주기에서 5분 동안 extension 반응을 시켰다. 

증폭된 PCR산물은 1% agarose gel을 이용한 전기영동을 

통해 분리하였으며, 그 다음 과정은 앞에서 서술한 cDNA의 

합성방법과 동일하다.

RgHsp70 발현분석(RT-PCR 및 QPCR)

조직별 발현분석을 위하여 정상어로부터 간, 두신, 후신, 비

장, 아가미, 장, 뇌와 근육을 적출했고, 수온별 간 조직의 발현

분석을 위해 수온별 50 l 사각수조에서 3마리씩 샘플링하여 

48시간 후에 간 조직을 적출 한 뒤, total RNA와 cDNA를 확보

하여 RT (reverse transcription)-PCR 및 real-time PCR 분석에 

사용되었다. Total RNA와 cDNA의 분리는 위와 동일한 방법

을 통해 확보하였다. 

조직별 발현분석 및 수온별 간 조직에서 Hsp70 gene의 

mRNA transcription을 조사하기 위해, real-time PCR 반응조

건은 다음과 같다. 95℃에서 20초 동안 denaturation, 56℃에서 

20초 동안 annealing을 총 40회 실시하였다. 마지막 주기에서 

5분 동안 extension 반응을 시켰다.



Fig. 2. Multiple-sequence alignment of the RgHsp70 with Hsp70 of 14 other fish Hsp70. They were aligned using ClustalX. The 

Hsp70 family signatures are shaded grey and the ATP/GTP binding site is boxed. The bipartite nuclear localization signal 

sequence is underlined and the EEVD consensus sequence is shaded black. The Hsp70 family used in the alignment are 

as follows : Poecilia formosa XP_007541686, Austrofundulus limnaeus XP_013888455, Monopterus albus AGO01986, Acanthopagrus 

schlegelii AAX07834, Ctenopharyngodon idella ACJ03596, Poecilia reticulate XP_008400612, Lutjanus sanguineus ADO32584, 

Paralichthys olivaceus AGZ01970, Nothobranchius furzeri XP_015816161, Fundulus heteroclitus XP_012712369, Oreochromis niloticus 

NP_001266600, Hypophthalmichthys molitrix ACJ03595, Xiphophorus maculates XP_005813814, Maylandia zebra XP_004574972.  
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Table 2. The similarity of Hsp70 amino acid sequences between Epinephelus akaara and other fish species

본 연구에서 이용된 primer들은 Hsp70 gene의 full-length 

cDNA sequence를 바탕으로 하여, forward primer와 reverse 

primer를 제작하였다. 사용된 Hsp70 specific primer (forward 

and reverse)와 대조구로 사용된 house keeping gene으로 알

려진 β-actin primer는 Table 1에 나타내었다.

통계분석

분석결과의 자료값은 평균±표준오차로 나타내었으며, SPSS 

통계프로그램(ver. 18.0)을 사용하여 one-way-ANOVA 및 

Duncan’s multiple range test로 유의성을 검정하였다(p<0.05). 

결과 및 고찰

RgHsp70 full-length cDNA cloning 및 아미노산 비교 

본 연구에서는 같은 바리과에 속하는 GeneBank에 등록된 

orange-spotted grouper의 Hsp70 염기서열을 바탕으로 Rapid 

Amplification of cDNA Ends (RACE)의 방법을 통해 붉바리

의 간으로부터 full-length cDNA를 확보하였다. 확보된 

RgHsp70 full-length cDNA는 NCBI의 BLASTX program을 

통해 다른 어종에서 확인된 Hsp70 family들과의 유사성을 확

인 및 분석에 이용하였다. 또한, 조직별 발현 및 붉바리의 간 

조직으로부터 수온별 발현패턴에 관한 분석을 함으로써 수온

에 따른 스트레스로 어류의 생물학적 기능에 있어 Hsp70 gene

의 유도에 어떤 영향을 미치는지에 대해 밝혀보고자 하였다. 

RgHsp70 full-length cDNA의 염기서열과 추정되는 아미

노산 서열간의 분석은 그림(Fig. 1 - Fig. 3)에 나타내었다. Rg 

Hsp70 cDNA의 전체 sequence의 길이는 2,152 bp이고, 590개

의 아미노산을 암호화하는 1,773 bp의 open reading frame 

(ORF)로 이루어져 있었고, 3’UTR에는 polyadenylation signal 

(AATAAA), poly A(+) tail을 확인하였다(Fig. 1). 

RgHsp70 cDNA의 아미노산 비교분석은 GenBank에 등록

되어 있는 다양한 어종들의 Hsp70 family 아미노산과 Genetyx 

7.0 program을 사용하여 상동성과 고전적으로 보존하고 있는 

Hsp70 domain 및 motif를 비교, 분석하였다. 그 결과, RgHsp 

70과 Maylandia zebra Hsp70 (99.5%)과 Poecilia reticulate 

Hsp70 (98.5%)에서 가장 높은 상동성을 보였고(Table 2), mul-

tiple alignment 분석에서는 Hsp70 family signature, ATP/ 

GTP binding site 및 EEVD consensus sequence를 다른 어종

들의 Hsp70과 마찬가지로 잘 보존하고 있었다(Fig. 2).

RgHsp70 cDNA의 계통발생학적 분석은 Mega 4 software 

package와 neighbor joining (NJ)법을 사용하여 분석하였다. 

다른 어종들과의 계통수 분석 결과, 다양한 경골어류들과 

cluster를 형성했고, 특히, 농어목 어류인 Dicentrarchus labrax 

(AAR01102), Epinephelus coioides (ACN52063), Lutjannus san-
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Fig. 3. Neighbour-joining tree of heat shock protein 

70 and other Hsp70 members constructed 

with MEGA 4. The bootstrap confidence 

values shown at the nodes of the tree are 

based on 2,000 bootstrap replications. The 

Hsp70 family fishes of selected genes are in-

dicate within brackets and its Percifomes 

group are boxed.

Fig. 4. Expression of RbHsp70 mRNA in various tissues of healthy red-spotted grouper, brain, gill, trunk-kidney, muscle, head-kidney, 

liver, intestine, and spleen were examined. The data are presented as the mean relative ratio RbHsp70/β-actin mRNA levels. 

Errors bars represent SEM (n=3).

guineus (ADO32584), Acanthopagrus schlegelii (AAX01834)와 

cluster를 잘 형성하고 있는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 3).

RgHsp70은 heat shock protein 그룹 중 하나로써, 다른 생

물 종에서 많이 알려져 있다. 그리하여 Hsp70 family와의 아미

노산 비교 결과, 다른 어류의 Hsp70과 마찬가지로, 다양한 수

온 및 환경 변화에 적응함에 있어 중추적인 기능을 할 것으로 

추정되는 Hsp70 family signature, ATG/GTP binding site 

motif 및 EEVD consensus sequence를 확인할 수 있었다.

수온은 어류의 성장, 번식, 분포에 영향을 미치는 중요한 

요인으로 작용하는데, 일교차나 계절적 온도 변화 등에 따른 
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Fig. 5. Expression of heat shock protein 70 mRNA in livers of 

red-spotted grouper at differential temperatures (21, 18, 

15 and 12℃). The levels of Hsp70 transcript were quanti-

fied by expressed relative to the β-actin transcript level. 

Data are presented as mean ± SD from three in-

dependent cDNA samples with three replicates from 

each red-spotted grouper stimulated temperatures livers 

sampled at 48 h. Asterisks indicate significant difference 

(p<0.05) as determined by one-way ANOVA.

스트레스는 생물체의 생리 및 생태학적 상태에 영향을 미치고 

있으며, 미세한 온도변화에도 생존에 위협을 받는 것으로 알

려져 있다[14]. 이러한 Hsp70은 온도변화에 따른 유지와 적응 

및 비자가 인식시스템에 있어 매우 중요한 단백질로써의 역할

을 수행한다[11]. 이러한 결과로, 본 연구에서 확인된 RgHsp70

에서도 특징적인 sequence를 나타낸 바, 다른 어종에서 알려

진 정보와 마찬가지로 중요한 생물학적 기능을 수행할 것으로 

여겨진다.  

RgHsp70의 발현

붉바리 미성어로부터 분리한 조직들은 quantitative re-

al-time PCR법을 통해 RgHsp70 유전자의 발현을 분석하였다. 

그 결과, 간에서 높은 mRNA 발현량을 보였고(Fig. 4), 다른 

조직에 비해 유의적으로 높은 결과값을 나타내었다(p<0.05). 

간 조직에서 유의적으로 높은 발현량을 보인 결과를 바탕으로 

수온별(12, 15, 18 및 21℃) 자극 48시간 후 각각 3마리씩 sam-

pling한 실험어의 간을 적출하여 분석에 사용하였다. 낮은 수

온으로 갈수록 높은 발현능을 보였고, 12℃와 15℃ 그룹에서 

21℃ 그룹에 비해 유의적인 차이를 보였다(Fig. 5). 

어류에 있어 연골어류의 간은 10-20%이며, 부레 대신 간의 

지질로 부력조절에 관여한다고 보고되고 있으며, 경골어류의 

경우는 4-10%를 차지하고 있다고 알려지고 있다[3]. 어류의 

산란기 동안 암컷의 경우 간이 매우 커지게 되며, 어종에 따라 

수컷보다 2-3배나 되기도 한다. 자성 호르몬의 분비가 활발하

게 되므로 간에서 난소의 난황 단백질의 합성 등이 활발해지

기 때문이다[13]. 또한, 인간과는 달리 조혈작용이 없지만, 다

량의 간세포를 함유하고 있으며 탄수화물 대사, 단백질 대사, 

지방대사, 간에서 장으로 배설되는 흐름을 조절하는 기능을 

가지는 담즙을 생성하는 등의 주요한 기능을 담당하는 조직이

다[21]. 이와 유사한 결과로써, Hsp70 발현에 관한 연구는 sil-

ver seabream, Sparus sarba [5, 6]과 carp, Cyprinus carpio [1] 

및 Wuchang bream, Megalobrama amblycephala Yin [16]의 간 

조직으로부터 높은 발현량을 나타내었다. 또한 수온변화에 있

어 Hsp70 mRNA 발현은 Wuchang bream, Megalobrama am-

blycephala Yin [16]과 Emerald rockcod, Trematomus bernacchii 

[9], gilt-head seabream, Sparus aurata [5] 등의 보고가 있다. 

Slver seabream, Sparus sarba [6]과 carp, Cyprinus carpio [1]에

서도 이와 비슷한 결과가 나타났다. 하지만, 어류가 적정수온

에서 낮은 수온으로 변화함에 따른 Hsp70 발현에 관한 보고는 

아직 미흡한 실정이다. 이러한 결과는 수온변화에 따른 Hsp70 

gene의 조절기작은 정상적인 생리적 기능을 유지하기 위해 

주로 간 세포에서 Hsp70 mRNA가 주요하게 발현이 높아지는 

것으로 판단된다. 또한 면역시스템에 있어 수온과 같은 다양

한 환경적 요인에 의해 해양생물인 어류나 무척추동물은 환경

적응 및 자기방어수단을 위한 활성능력을 가진다[10]. 경골어

류에 있어 Hsp70 gene의 생리 및 면역학적인 기능을 밝히는 

것은 Hsp70 mRNA 조절기작에 있어 많은 기초적 지식을 제

공할 수 있을 것으로 생각된다.

요약하자면, 본 연구의 결과는 붉바리로부터 분리된 Hsp70 

gene이 급격한 저수온으로의 변화가 Hsp70 mRNA의 발현패

턴을 보여주고 있고, 저수온에서 높은 발현을 보인 Hsp70 

mRNA는 스트레스로 인해 손상된 세포를 보호하기 위한 기작

으로 여겨진다. 따라서, RgHsp70 gene은 붉바리의 생체를 유

지하는데 영향을 미침과 더불어, 수온 및 환경변화에 있어 면

역체계를 강화시키고 생물학적 활성을 충분히 가지고 있는 

단백질로써 붉바리의 장거리 및 해외수출을 위한 수송조건과 

양식산업에 있어 기초적인 지식을 제공해 줄 것으로 기대된

다.
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초록：수온변화에 따른 붉바리(Epinephelus akaara)의 heat shock protein (Hsp) 70 mRNA 발현

민병화1․허준욱2․박형준3*

(1동해수산연구소 양식산업과, 2생물모니터링센터, 3국립수산과학원 양식관리과)

한국의 고급 양식대상 어종인 붉바리(Epinephelus akaara)로부터 새로운 heat shock protein (Hsp) 70을 동정하였다. 

붉바리 Hsp70 (RgHsp70)의 cDNA는 RACE (rapid amplification of cDNA ends)법을 사용하였고, RgHsp70 cDNA의 

전장은 2,152 bp이고, 5’-terminal untranslated region (UTR)은 105 bp, 3’-terminal UTR은 274 bp, 590개의 아미노산을 

암호화하는 open reading frame (ORF)는 1,773 bp였으며, 분자무게(molecular weight)는 64.9 kDa 및 등전위값

(isoelectric point, pI)은 5.2였다. 추정되는 아미노산 비교 및 계통발생학적 분석 결과, 다른 어종과 마찬가지로 Hsp70 

고유의 signature를 포함하는 것을 비롯하여 높은 유사성을 나타내었으므로 RgHsp70이 Hsp70 family임을 확인할 수 

있었다 RgHsp70 mRNA는 간과 두신 조직에서 높은 발현을 보였으며, 48시간 동안 수온별(21, 18, 15 및 12℃) 노출 

후 간 조직에서 대조구인 21℃보다 12℃에서 발현이 증가함을 확인하였다. 본 연구에서는, 수온이 하강함에 따라 

RgHsp70 mRNA 발현에 주요한 영향을 미치는 것으로 보아, 수온변화에 따른 스트레스로 인해 발현의 변화를 나타내는 

주요 스트레스성 단백질임을 확인할 수 있었다.


