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 갯벌의 건강 수준에 대한 평가는 갯벌에 서식하는 생물의 건강에 의해 평가될 수 있다. 생체지
표유전자의 발현 분석을 통하여 갯벌에 서식하는 생물의 건강 수준을 평가할 수 있다. 본 연구
의 목적은 heat shock protein 70 (Hsp70), heat shock protein 90 (Hsp90), glutathione S-transferases 
(GST) 및 thioredoxin (TRX)과 같은 생체지표유전자를 이용하여 서해안 갯벌의 건강을 평가하는 
것이다. 이들 유전자는 스트레스, 면역 및 항산화 관련한 유전자들로서 이들 유전자의 발현을 
통해 생물의 건강 정도를 관찰하는 데 사용할 수 있다. 본 연구에서는 서해안의 8개 정점에서 
바지락(Ruditapes philippinarum)을 수집했다. 유전자의 발현은 RT-qPCR 방법으로 분석하였다. 
연구 결과 Hsp70, Hsp90, GST 및 TRX 유전자들의 발현이 8개 정점에서 차별적으로 발현되는 
것으로 나타났다. 특히, Hsp90 및 GST의 발현 또는 Hsp70 및 TRX의 발현은 유사하였다. 이것
은 각 유전자에 특이적으로 반응하는 물질이 존재하는 것으로 생각된다. 따라서 이화학적 분석 
결과에 근거하여 분석에 적합한 유전자를 선택할 수 있다고 생각한다. 이 결과는 Hsp70, Hsp90, 
GST 및 TRX 유전자는 갯벌의 건강을 평가하기 위한 생체지표유전자로서의 역할을 수행함을 
시사한다. 
 
The assessment of level of health of the tidal flats can be evaluate by health of organisms 
inhabit the tidal flats. It is possible to evaluate the precise health level of organisms inhabit 
the tidal flats using analysis of expression of biomarker genes. The purpose of this research 
is to evaluate the health of the tidal flats on the west coast using biomarker genes such 
as heat shock protein 70 (Hsp70), heat shock protein 90 (Hsp90), glutathione S-transferases 
(GST) and thioredoxin (TRX). These genes are stress, immune, and antioxidant related genes 
that can be used to look at the health of an organism through gene expression. In this 
study, we collected manila clam (Ruditapes philippinarum) in 8 analysis areas on the west 
coast. Expression of the genes was analyzed by RT-qPCR method. Results showed that, 
the expression of Hsp70, Hsp90, GST and TRX genes were differentially expressed in the 
8 analysis areas. In particular, the expression of Hsp90 and GST or the expression of Hsp70 
and TRX were similar. This means that there is a substance that reacts specifically to each 
gene. Therefore, I think suggest that the based on the results of physicochemical analysis, 
it can be selected genes suitable for analysis. These results suggest that Hsp70, Hsp90, 
GST and TRX were played roles in biomarker for assessment of the health of tidal flats. 
 
Keywords: Ruditapes philippinarum(바지락), Tidal flat(갯벌), Health(건강), RT-qPCR(역전
사실시간장량적PCR), Biomarker gene(생체지표유전자) 
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서 론 

갯벌의 어장 환경은 기후 변화 및 오염원 유입 등의 원인에 의

해 과거와 비교하여 갯벌 어업의 생산성 하락 및 생물의 군집 변

화 등이 나타나고 있다. 효과적이고 과학적인 갯벌 어장 환경을 

관리하기 위하여 정부나 지방자치단체는 생물 서식 조사 및 이화

학적 분석을 통한 조사 등의 모니터링을 시행하고 있다. 이러한 

모니터링 조사 연구를 통해 환경기준설정의 기초자료 생산, 효율

적인 사용방안 마련 및 복원 계획을 수립하고 있다. 자연생태계 환

경모니터링 조사 방법의 일환으로 생체지표유전자(biomarker gene)

의 활용이 부각되고 있다. 생물은 스트레스에 노출되면 항상성을 

유지하기 위하여 세포 수준에서 스트레스 완화를 위한 기전이 작

용하는데, 이에 관여하는 유전자를 개발 및 분석 평가하면 생물의 

스트레스에 따른 건강 상태를 평가할 수 있다. 또한 생체지표유전

자를 활용하여 평가하면 빠른 시간에 생물의 건강 상태를 평가할 

수 있기에 저비용 및 고효율의 경제성도 장점이라 할 수 있다. 생

체지표유전자로 활용 가능한 유전자의 개발은 다양한 기능의 유

전자군에서 개발 가능하다. 해양생물에서는 수생태계 서식의 특성

에 의해 수온, 염분 및 외래유입 오염물질에 따른 노출 스트레스

에 대처한 항상성에 관여하는 유전자군으로서 열충격단백질(heat 

shock protein, Hsp), 산화스트레스(oxidative stress) 및 면역(immune) 

관련 유전자군들이 주요하게 선정되고 있다. 

Hsp는 온도 변화에 따른 세포 보호의 기전을 가진 단백질로 알

려져 있으며 많은 연구가 이루어졌다. 최근에는 온도, 염분, 중금

속(heavy metal), 내분비계장애물질(endocrine disrupting chemicals, 

EDCs) 및 산화스트레스(oxidative stress) 영향과의 연구 등을 통

해 이들 인자와 Hsp 유전자 발현에 관한 연구 등이 보고되었다

(Parsell and Lindquist, 1993; Feder and Hofmann, 1999; Kregel, 2002; 

Fangue et al., 2006; Colinet et al., 2010; Xu and Qin, 2012; You et 

al., 2013). Hsp는 면역 상태의 지표를 나타내는 단백질로서 분자

량을 기준으로 Hsp110, Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60 및 저 분자

량 Hsp 등으로 존재하고 있다(Li et al., 2009; Colinet et al., 2010; 

Xu and Qin, 2012; Teixeira et al., 2013). 이 중에서 Hsp70은 진화적

으로도 잘 보존되어 있으며, 환경요인의 영향에 따라 발현에 차

이를 보이는 대표적인 유전자이다(Chirico et al., 1988; Bukau and 

Horwich, 1998). 해양생물에서 환경요인 스트레스인 고수온과 빈산

소 등은 Hsp70 유전자의 발현을 증가시킨다는 보고가 있다(Dong 

et al., 2008; Lee et al., 2012; Kim et al., 2015). Hsp90은 세포분

화 및 발생에 관여하고, 스트레스에 반응 시 단백질조절, 세포사

(apoptosis) 조절 및 신호전달에 관여한다고 알려져 있다(Jakob et 

al., 1995; Galea-Lauri et al., 1996; Imai and Yahara, 2000; Richter and 

Buchner, 2001; Soetaert et al., 2006; Wu and Chu, 2008; Li et al., 

2009). 약물대사효소계 phaseⅡ로 알려진 glutathione S-transferase 

(GST)는 모든 생물체에 존재하며 다양한 기전을 가진 단백질이다. 

온도(temperature), 염분(salinity) 등의 환경요인을 비롯하여 외인성

생물화합물(xenobiotic compound), 중금속(heavy metal), 병원체

(pathogen) 등에 의해 생성된 산화 스트레스(oxidative stress) 등의 

독소를 체외로 배출시키거나, 반응성이 적은 물질로 분해하여 해

독시키는 작용에 관여한다(Clark, 1989: Hayes and Pulford, 1995; 

Kampranis et al., 2000; Mueller et al., 2000; Agrawal et al., 2002; 

Smith et al., 2004; Hayes et al., 2005). GST의 이러한 작용기전은 

독성시험의 지표로 활용되어 polychlorinated biphenyls (PCBs), 

dichloro-diphenyl-trichloroethane (DDT), polycyclic aromatic hydro- 

carbons (PAHs), 내분비계장애물질(endocrine disrupting chemicals; 

EDCs) 및 중금속 등과 GST와의 상관관계에 대한 연구가 많이 진

행되었다(Looise et al., 1996: Hansson et al., 2006; Hamed et al., 

2003; Koutsogiannaki et al., 2014; Luchmann et al., 2014; Zhang et 

al., 2014). 패류에서의 연구 결과로는 비단가리비(Chlamys farreri), 

가리비(Chlamys islandica), 녹색홍합(Perna viridis), 굴(Crassostrea 

brasiliana), 지중해담치(Mytilus galloprovincialis) 등에서 환경요

인 및 EDCs와 GST의 고발현에 관한 연구가 보고되었다(Lau and 

Wong, 2003; Luca-Abbott et al., 2005; Myrnes and Nilsen, 2007; Hu 

et al., 2015; Boukadida et al., 2017; Lima et al., 2018). Thioredoxin 

(TRX)은 원핵생물 및 진핵생물 모두에서 발견되는 단백질로서 활

성산소종(reactive oxygen species, ROS)의 활성조절 효소로 면역학

적으로 매우 중요하다고 알려져 있다(Liyanage et al., 2018). 활성산

소는 산소의 정상적인 대사작용에 의해서 자연스럽게 생기며, 세

포신호와 항상성에 중요한 역할을 하는데 환경적인 스트레스에 

노출되면 매우 빠르게 증가하여 세포를 손상시키는데 이것이 산

화 스트레스(oxidative stress)이다(Devasagayam et al., 2004). TRX

는 산화 스트레스로 세포 손상이 발생하면 발현이 증가함으로써 

산화 스트레스 상태에서 생체 방어 및 적응 반응을 하는데, 자체 

환원력을 이용한 산화물을 제거하는 항산화 작용을 하거나 산화

적 손상을 받은 단백질의 재생 및 산화-환원 반응을 통해 NF-kB 

(nuclear factor kappa B), AP-1 (activator protein-1) 전사인자 활성 

조절, interleukin, tumor necrosis factor와 같은 cytokine의 생산을 

증가시켜 세포증식 및 세포사(apoptosis)를 방지하는 등 여러 생물

학적 현상을 유발함으로써 산화-환원 반응에 의한 생체의 신호전

달체계에서 중심적인 역할을 하는 단백질이다(Spector et al., 1988; 

Fernado et al., 1992; Mitsui et al, 1992; Yodoi and Uhyama, 1992; 

Schenk et al., 1994). 

본 연구의 목적은 갯벌생물 중에서 서해안에 많이 서식하는 양

식생물인 바지락(Ruditapes philippinarum)을 대상으로 갯벌어장의 

환경에 의해 발생 가능한 스트레스로 인한 건강 정도를 생체지표

유전자를 이용하여 바지락 개체의 건강 상태를 평가함과 동시에 

바지락이 서식하는 갯벌의 건강 도를 평가하고자 한다. 평가에는 

Hsp70, Hsp90, GST 및 TRX를 생체지표유전자로 선정하였고 이들 

유전자의 상대적 발현을 통해 평가를 하였다. 
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재료 및 방법 

1. 실험동물 및 시료 

서해안 갯벌어장 8개 정점(중앙, 주교, 원청, 만풍, 선유도, 백미

리, 파도리, 고남리)에서 2018년 6월 바지락을 채집하였다. 채집한 

바지락은 염수에 불순물을 세척한 후, 패각을 열어 내장을 포함한 

육질 부위를 분리 수집하였다. 수집한 바지락 육질 부위는 생리식

염수를 이용하여 세척한 후, 멸균 필터페이퍼를 이용하여 수분을 

제거하였다. 수분이 제거된 육질 부위는 RNAlater (Life techno- 

logies, Carlsbad, CA, USA) 용액이 첨가된 용기에 담은 후, 저온에

서 운반 및 4℃ 보관한 후 실험에 사용하였다. 시료 준비를 위한 

바지락은 정점당 10개체를 채집하여 사용하였다. 

2. Total RNA 추출 

Total RNA 추출은 RNAiso Plus (TaKaRa Co. Shiga, Japan) 시약 

용액을 사용하였다. 저온 보존된 바지락 조직을 액체질소에 침지

시킨 후, 막자사발을 이용해 마쇄시켰다. 마쇄된 조직은 RNAiso 

plus 용액(1 ml/100 mg)이 들어있는 tube에 넣고 혼합한 후 실온

에서 5분간 방치하였다. Chloroform 0.2 ml를 넣어주고 혼합 후 

실온에서 2분간 방치하였다. 원심분리를 시행하여 상등액을 새로

운 tube에 옮겨 담고 isopropyl alcohol 1.0 ml를 넣어 10분간 실온

에서 방치하였다. 원심분리를 시행하여 pellet를 생성시킨 후, 상

등액을 제거하고 75% EtOH로 세척한 후 DEPC-DW로 녹여 추출

하였다. 추출한 total RNA는 분광광도계(NanoVue, GE Healthcare, 

Boston, MA, USA)를 이용하여 정성 및 정량하였고, RNA quality

는 260/280 ratio 1.8 이상을 확인하였으며, 역전사 반응(Reverse 

Transcription: RT) 전까지 -80℃ 초저온 냉동고에 보관하였다. 정점

당 채집한 10개체에서 추출한 total RNA는 동량을 얻은 후, 합쳐

서 실험에 사용하였다. 

3. 중합효소연쇄반응(RT-qPCR) 

cDNA 합성을 위한 역전사 반응(Reverse Transcription, RT)은 

iScript cDNA synthesis kit (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)를 이용하

였다. Total RNA 1 μg, iScript 5×Master mix 4 μl, iScript reverse 

transcriptase 1 μl 및 DEPC-DW를 넣어 최종 반응 용액 20 μl을 맞

춘 후, 42℃에서 1시간 반응하여 cDNA를 합성하였다. 중합효소연

쇄반응(qPCR)은 iQ SYBR Green Supermix kit (Bio-Rad, Hercules, CA, 

USA)를 이용하여 수행하였다. cDNA 1 μl, primer 각각 1 μl, iQ 

SYBR Green Supermix (2×) 10 μl 및 DEPC-DW를 넣어 최종 반응 

용액 20 μl 되게 맞춘 후, real-time PCR machine (CFX96, Bio-Rad, 

Hercules, CA, USA)를 이용하여 증폭하였다. 생체지표유전자로 선

정된 바지락 특이적인 유전자인 Hsp70 (Genbank Accession No: 

KM 280636), Hsp90 (Genbank Accession No: KJ 569080), GST 

(Genbank Accession No: JN 593116) 및 TRX (Genbank Accession 

No: JF 499393)의 염기서열을 바탕으로 Primer3Plus 프로그램을 이

용하여 프라이머를 제작하였다. PCR 반응을 위한 생체지표유전자 

프라이머의 염기서열 및 annealing temperature는 Table 1에 명기

하였다. 유전자 증폭을 위한 반응 조건은 95℃에서 5분 1회, 95℃

에서 30초, 각 유전자 annealing temperature에서 30초, 72℃에서 

30초를 35회 반복하였으며, 마지막으로 72℃에서 10분간 1회 반

응하였다. Melting curve의 분석은 0.5℃ 간격으로 50℃에서부터 

95℃까지 상승시켰다가, 이후 30℃에서 5분간 유지하였다. 상대

적인 유전자 발현량의 결정은 2-∆∆Ct 방법(comparative Ct method)

을 이용하여 유전자의 발현량을 분석하였다. 내재표준유전자로는 

house keeping 유전자인 β-actin (ACTB)을 사용하여 발현량을 nor- 

malization시켰다. 실시간 중합효소연쇄반응은 5회 반복 실험하

였다. 

4. 통계학적 분석 

실험군간의 유의성 검정은 Student's t-test로 비교하였으며, p가 

0.05 이하인 것만 유의한 것으로 하였다. 

결과 및 고찰 

인간의 활동에 의하여 발생되는 오염물질은 하천을 통하여 연

안 해역으로 유입되는데 이러한 원인으로 해양에서 차지하는 오

염물질은 많은 부분 육상기원이라 알려지고 있다. 특히, 유입된 오

염물질 중에서 중금속은 퇴적물에의 축적율이 높으며, 다른 오염

Table 1. Primer sequence for RT-qPCR 

Gene Primer Sequence Tm 
(℃) 

Hsp90 
F 5'-TGGCAGCAAAGAAACATCTG 

53 
R 5'-GGGATGTGTTGTTGGCTCTT 

Hsp70 
F 5'-TGAAAGACAATAAACGTGCTG 

60 
R 5'-AATTTCAATGCTGGCTTGTGT 

GST 
F 5'-CTGTGGTTGACTTCCCAATGT 

60 
R 5'-CTGCGTAGCAATGTCTTTCTTG 

TRX 
F 5'-GGACGTTGATGATGTTTCGGAGGT 

58 
R 5'-TTTCCAGTTCATCAGCATCAGC 

β-actin 
F 5'-ATCCAGGCTGTCCTGTCACT 

53 
R 5'-GAGGAAGTGCGTAACCTTCAT 
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물질보다 상대적으로 긴 반감기를 가지고 있어 해양생물에게 생

리적 장애 유발이 가능하다(DeForest et al., 2007; Atici et al., 2008). 

해양으로 유입되는 오염물질에 의한 해양생태계 건강도의 수준 

판단을 위한 평가에의 중요성이 인식되면서 특정 유해물질을 이

화학적으로 분석하여 기준치와 비교하는 조사 방법이 실시되어 

사용되고 있다(Zhang et al., 2017; Lv and Wang, 2018). 이화학적

인 분석은 유해물질에 대한 개별 정보의 제공에서는 매우 유용하

나, 유해물질 상호작용에 의해 발생 가능한 독성치의 상승(syn- 

ergism), 부가(addition) 및 길항(antagonism) 작용에 대해서는 정확

히 알 수 없다는 단점이 있다(Ahlf et al., 2002; Chu and Chow, 

2002). 이러한 이화학적 분석 방법의 한계성을 보완하기 위해 생

물을 대상으로 하는 생물 반응을 통한 생물의 생리 상태를 이용

한 통합적인 독성을 평가하는 해양생태독성 연구가 활발하게 진

행되고 있으며(Beiras et al. 2003; Han et al. 2008) 이 같은 방법의 

하나로 생체지표유전자를 이용한 평가도 진행되고 있다(Lin et al., 

2018; Sivula et al., 2018). 
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본 연구의 목적은 갯벌의 환경과 서식생물과의 상관관계를 통

한 갯벌 환경의 건강도를 평가하는데 목적을 두고 있다. 우리나

라 서해안 갯벌의 주요 양식생물인 바지락을 대상으로 바지락의 

건강 상태를 파악하여 그들의 서식지인 갯벌의 건강도 상태를 평

가하였다. 바지락의 건강 상태 평가는 스트레스 및 면역 관련 유

전자인 Hsp70, Hsp90, GST 및 TRX의 발현 양상을 통해 분석하였

다. 서해안 8개의 정점(중앙, 주교, 원청, 만풍, 선유도, 백미리, 파

도리, 고남리)에서 서식한 바지락 개체에서의 생체지표유전자 발

현은 지역에 따라 차별적 발현 양상을 보여주었다(Fig. 1, 2, 3, 4). 

유전자의 발현이 높게 나타난 지역은 상대적으로 정점당 서식 바

지락이 환경요인에 따른 스트레스를 상대적으로 많이 받아서 건

강 상태가 좋지 않은 상태라 생각된다. 따라서 바지락 서식처의 

갯벌 건강도도 좋지 않다고 판단 가능하다. 이러한 연구는 다양한 

생물종에서 시도가 되고 있는데 최근에는 해초(Zostera japonica)

를 대상으로 중금속의 노출에 따른 생체지표유전자의 발현 양상

을 통해 이들 해초가 서식하는 해수의 중금속 오염 정도를 파악

하는 연구의 결과가 보고되었다(Lin et al., 2018). 그러나 특정 중

금속과 생체지표유전자와의 상관관계에 대해서는 보고되지 않았

다. 해양생물인 가리비와 굴 등을 대상으로 중금속과 생체지표유

전자의 발현에 관한 연구에서도 농도 의존적인 발현의 증가를 보

고하며 오염 정도와 생체지표유전자의 관련성을 제시하였다(Meng 

et al., 2014; Meng et al., 2015; Taylor et al., 2015). 

본 연구에서는 생체지표유전자의 차별적 발현 양상과 더불어 

생체지표유전자로 선정한 유전자의 특이적인 발현 양상이 관찰되

었다. 정점 별로 Hsp90과 GST의 발현 양상이 유사하게 나타났고

(Fig. 1, 2), Hsp70과 TRX의 발현 양상이 정점에 따라 매우 유사하

게 발현이 나타났다(Fig. 3, 4). 이와 같은 결과는 생체지표유전자

로 선정한 유전자들은 중금속을 비롯한 각각의 환경요인에 대해 

민감하게 반응하는 물질이 존재함을 의미한다. 현재, 생체지표유

전자와 중금속 등의 환경요인과의 복합 노출에 따른 위해 정도의 

연구는 존재하나, 각 중금속과 생체지표유전자와의 민감도 크기 

및 순서에 대한 연구는 극히 미약한 현실이다. 따라서 이에 대한 

연구는 매우 필요하며 또한 갯벌 생태의 건강도 평가에서 이화학

적인 분석 자료 및 민감도를 토대로 생체지표유전자를 선정하고 

관찰하는 게 생체지표유전자를 이용한 주기적인 평가의 목적에 

부합되리라 생각된다. 

본 연구에서 생체지표유전자로 선정한 유전자들의 주요 기능은 

스트레스 및 면역 관련 유전자로서 갯벌 생태계에 서식하는 바지

락 개체에서 민감하게 반응함으로 인해 갯벌의 건강 상태를 간접

적으로 평가 가능하게 하였다. 따라서 육상 환경 오염원에 의해 

노출된 갯벌의 건강 상태의 주기적인 점검이 매우 중요하다고 인

식되고 있는 상황에서 생체지표유전자의 활용은 매우 중요하다고 

생각된다. 그러나 생체지표유전자와 오염원에 따른 민감도의 차

이가 존재하기에 점검에 있어서 이화학적인 분석의 자료를 참고

하여 생체지표유전자를 선정한 후, 갯벌생태계의 주기적인 점검

이 경제적이고 유용하다고 판단된다. 생체지표유전자 분석 방법

은 생물의 건강도 평가 및 환경생태계의 평가에도 적용 가능함으

로 환경 오염원에 대비한 선제적 적응 대책의 수립, 지역별 서식

환경과 생물 간의 관계에 대한 모니터링 및 데이터베이스 구축

을 통한 안정적인 생산성 예측을 위한 기반 확보로도 주요하게 사

용 가능하다고 생각된다. 
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