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Cytochrome P450(CYP) 효소는 내인성 화합물, 
환경 오염 물질, 약물 등의 생체 내 변환에 관여하

며, 잠재적인 독소로부터 유기체를 보호하는 데 중

요한 역할을 한다(Kim et al., 2013). CYP 효소는 

halogenated hydrocarbons(HHs), polycyclic aromatic 
hydrocarbon(PAHs) 등 물질들의 생체 내 대사나 제

거 과정에 관여한다. 보통 CYP 효소에 의한 화학

물질의 분해는 해독과정으로서 대사물이 모(母) 
화합물보다 생물학적으로 활성이 적게 된다. CYP 
효소를 생성하는 CYP 유전자는 환경오염물질에 

의해 발현 유도된다고 알려져 있다(Lee and Ahn, 
2020).

어류에서 이 CYP 유전자는 18종이 밝혀져 있는

데 CYP1, CYP2, CYP3, CYP4, CYP5, CYP7, CYP8, 
CYP11, CYP17, CYP19, CYP20, CYP21, CYP24, 
CYP26, CYP27, CYP39, CYP46 및 CYP51이 있다
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(Nelson, 2003). 이 중 CYP1은 또다시 CYP1A, 1B, 
1C 및 1D의 4개의 subfamily로 나누어진다. 대부분 

어류는 single CYP1A와 CYP1B1 유전자와 두 개의 

paralogous CYP1C gene인 CYP1C1과 CYP1C2를 

가지고 있다(Godard et al., 2005). 
CYP1A, CYP1B 및 CYP1C1 mRNA 및 단백질 발

현이 여러 어종에서 aryl hydrocarbon receptor(AhR) 
작용제에 의해 유도된다는 것이 밝혀졌다(Bugiak 
and Weber, 2009; Wang et al., 2010). 또한 CYP1A, 
1B 및 1C는 어류에서 약물 대사 효소로서 AhR 작
용제에 노출된 동물에서 강하게 유도될 뿐만 아니

라 PAHs 계열의 환경오염물질들에 대해서도 매우 

특이적으로 반응하여 유도된다(Williams et al., 
1998; Hu et al., 2007; Jonsson et al., 2010). Benzo[a] 
pyrene(B[a]P)은 전형적인 PAHs 물질로서 수생생

물에서 유전독성 및 돌연변이 유발 물질로 알려져 

있다(Scott et al., 2011). 또한 B[a]P는 0.1 μg/L의 

낮은 환경 수준에서 초기 단계의 형태학적 발달에 

부정적인 영향을 미치는 것으로 나타났다(Hose et 
al., 1981). Channel catfish(Ictalurus pntatus)에서는, 
CYP1B는 B[a]P 노출 후 아가미, 간, 혈액 및 생식

샘에서 높은 수준의 발현을 보였다(Willett et al., 
2006). 이와 비슷한 연구에서는 은연어 간, 아가미 

및 신장에서 CYP1B의 강한 유도를 보였다(Jöns-
son et al., 2007). 그러므로, CYP 유전자 및 단백질 

발현은 수서 환경 오염의 생체지표로서 중요성이 

있다고 할 수 있다(Murk et al., 1996; Williams et 
al., 2000; Nebert and Karp, 2008).

뱀장어는 우리나라를 비롯하여 일본, 중국, 대만

에 주로 분포하는 강하성 어류로, 2019년 국내 생

산량은 10,942톤에 달하고 있다. 그중 10,885톤이 

거의 양식에 의해  충당되는 이 어종은 양식어종 

중에서 유일하게 인공 생산이 불가능하여 자연산 

실뱀장어를 잡아 양식용 종자로 이용하고 있는데, 
최근에는 극동산 뱀장어(Anguilla japonica)의 자원 

감소에 의한 실뱀장어의 어획량 급감으로 뱀장어 

양식산업 자체의 위기감도 고조되고 있다. 원인으

로는 지구온난화, 환경 오염 및 서식지 감소 등에 

의해 어획량이 감소하고 있다고 추측되고 있다. 특
히 양식장 환경의 오염이 주요한 원인으로 부각되

고 있는데, 오염지역에 노출된 유럽산 뱀장어(An-

guilla Anguilla)에서 CYP 발현이 증가하였으며

(Agradi et al., 2000), 공장 폐수에 노출된 유럽산 

뱀장어 (A. anguilla)와 잉어(Leuciscus alburnoides)
에서 glutathione S-transferase(GST) 활성이 증가한 

것으로 보고된 바 있다(Lopes et al., 2001; Maria 
et al., 2003). 

따라서 본 연구에서는 AjCYP1 gene을 뱀장어 

양식환경에서 오염 물질 노출의 위험을 감지하는 

생체지표로 활용 가능한지를 알아보고자 뱀장어

(A. japonica)에서 AjCYP gene을 확인하고, B[a]P의 

농도 변화에 따른 AjCYP1 gene의 발현 경향을 분

석하였다.

재료 및 방법

실험어

본 연구에서 사용된 총 50마리의 건강한 뱀장어 

(70±5ｇ)를 고창의 한 양식장에서 구매하여 300L 
수조(수온 15℃, pH 6.5-7.0)에 5마리씩 7일 동안 

순치시켰다. 

총 RNA 분리 및 cDNA 합성

무작위로 선택된 뱀장어 한 마리에서 간을 채취

하였다. 총 mRNA는 Trizol™(Invitrogen, Carlsbad, 
CA, USA)을 사용하여 추출하였다. 추출된 RNA는 

Nanodrop(Thermo Scientific™, NanoDrop™ Lite Spec-
trophotometer)를 사용하여 260/280 nm의 O.D.(opti-
cal density)를 기준으로 정량하였다. 모든 검체의 

흡광도 비율은 1.8부터 2.1까지로 만족스러운 순도

를 나타내었다. cDNA는 cDNA Synthesis kit(Enzo-
Life Science Inc., Farmingdale, NY, USA)를 사용하

여 합성하였고, 합성된 cDNA는 사용할 때까지 -80  
℃에서 저장하였다. 

AjCYP1A, AjCYP1B 및 AjCYP1C1의 클로닝

AjCYP1A, AjCYP1B 및 AjCYP1C1 mRNA의 유

전자 발현분석을 위해 MG. Max Ⅱ DNA Polymer-
ase(MG med, Korea)를 이용하여 polymerase chain 
reaction(PCR)을 실시하였다. 본 실험에서 사용된 

primer는 Table 1에 나타내었다. PCR 반응 용액

(Table 2)을 0.2 mL PCR 튜브에 넣은 후 LifeECO 
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ThermalCycler(Bioer Technology, Hangzhou, China)
을 이용하여 DNA를 증폭시켰다(Table 3). 증폭된 

PCR product는 1.2% agarose gel을 사용하여 PCR 
여부를 확인하였고, FaverPrep™ GEL/PCR Purifi-
cation Mini kit (FAVORGEN, Seoul, South Korea)를 

이용해 추출하고 pGEM®-T Easy Vector(Promega)
를 이용하여 ligation을 진행하였고, E. coli DH5α 
MCR competent cells을 이용하여 XALB(ampicillin 
100μg/ml)배지에 beads로 도말하여 형질전환 하여 

37℃에서 overnight하여 배양하였다. White colony
를 선별하여 colony PCR을 진행하였고 Gel Doc 
image analysis system(Bio Rad, USA)를 통해 확인

하였다. Target sample을 선별해 ALB 배지에 배양

액 100㎕를 넣어 37℃에서 160 rpm으로 overnight

하였다. 확인된 gel을 추출하여 DNA 염기서열은 

T7 Promoter/ SP6 primer를 사용하여 MACROGEN 
Co, Ltd.,(DNA Sequencing Service, Seoul, Korea)에
서 분석하였다.

AjCYP1 isoform의 염기서열 분석

염기서열 비교는 National Center for Biotechnol-
ogy Information(NCBI)에 등록된 염기서열을 이용

하였다. 염기서열 정렬은 BioEdit Sequence Align-
ment Editor와 Basic Local Alignment Search Too 
l(BLAST)을 이용하였으며, ClustalW multiple alihn-
ment(Bioedit)를 이용하여 확인하였다. ClustalW 
multiple alihnment를 사용하여 유전자 서열을 분석

하고(Hall, 1999), 이를 zebrafish의 CYP1 protein se-
quence와 비교하였다. 그리고 단백질의 분자량은 

ExPASy(http://prosite.expasy.org)를 사용하여 측정

하였다.

B[a]P 노출

300L 수조(수온 15℃, pH 6.5-7.0)에 5마리씩 7일
간 순치가 끝난 뱀장어를 얼음 마취 후 20, 200 
mg/kg bw의 용량으로 DMSO에 용해된 B[a]P(Sig-
ma–Aldrich Co., MO, USA)을 복강 주사하였다. 대
조군 5마리에도 DMSO만 동등한 양을 주사하였

다. 주사 후 12시간, 24시간 그리고 48시간에서 뱀

장어를 MS-222(Sigma, USA)로 마취시켜 간, 아가

미, 신장 및 비장을 채취하였다.

AjCYP1A, AjCYP1B 및 AjCYP1C1 발현의 정량 

분석

AjCYP1A, AjCYP1B 및 AjCYP1C1 total RNA 
isolation 및 first strand cDNA 합성은 위에서 언급

Table 1. Primers sequence sets used to amplify CYP gene for PCR

Primer name 5’-3’ sequence Product size (bp)
AjCYP1A-F
AjCYP1A-R

ATGGCACTGATGATTCTACCCTTGG
CTTAAACTGAATGTGCGCGCACAAC 1,603

AjCYP1B-F
AjCYP1B-R

ATGGACATTCAGGAGGTGATGGA
TTAGTTCTGTTCTGAGGATGTGCTTT 1,619

AjCYP1C1-F
AjCYP1C1-R

ATGGCACTGTGGGACTCAGAGTTT
TCATGCTGGTGAAACCAAGCCTAGA 1,580

Table 2. Condition of working solution for PCR

Components of PCR Volume
10X reaction buffer
dNTP mixture
GC solution
F (10 pmole/㎕)
R (10 pmole/㎕)
DNA Polymerase
Template DNA
DEPC water

5 ㎕
5 ㎕

2.5 ㎕
1 ㎕
1 ㎕

0.5 ㎕
0.5 ㎕

34.5 ㎕

Table 3. Condition of CYP gene for PCR

Step Temp (℃) Time Cycle
Initial denaturation 94 2 min

Denaturation
Annealing
Extension

95
55
72

30sec
30sec
30sec

30

Final elongation 72 5 min
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한 RNA 추출 및 cDNA 합성 과정과 같이 진행하였

다. 이때 사용된 primer는 Table 4와 같다. Quantita-
tive polymerase chain reaction(qPCR)은 quantitative 
thermal cycler(LightCycler®480 II; Roche Diagnos-
tics Ltd., Rotkreuz, Switzerland)를 이용하여 실시하

였다. 그리고 반응 용액은 TOP real qPCR 2×Pre-
mix(SYBR Green, Enzynomics, Daejeon, Korea)이 

제시하는 설명서에 따라 만들고(Table 5), PCR 조
건은 Table 6와 같이 설정하였다. 실험 결과는 내부 

대조군으로 사용된 AjGAPDH의 표준화 이후 −ΔΔ 
method에 의해 계산하였다.

통계

결과의 통계 처리는 SPSS Version 25 program 

(SPSSⓇStatistics)을 사용하여 one way ANOVA를 

실시한 후, Duncan's test로 그룹 평균 간의 유의성

(P<0.01)을 사후검정하였다.

결   과

AjCYP1A, AjCYP1B 및 AjCYP1C1의 클로닝

T7/SP6 Primer를 통하여 분석한 DNA 염기서열

이 AjCYP1A, AjCYP1B 및 AjCYP1C1임을 확인하

였으며 그리고 AjCYP1A, AjCYP1B 및 AjCYP1C1
의 Full-length cDNA을 얻었고, 535, 540, 532 크기

의 단백질을 인코딩하는 1,605 bp, 1,620 bp 및 1,597 
bp ORF가 포함되어 있다. ExPASy에서 AjCYP1A의 
theoretical pI/Mw는 7.07/57733.28이며 AjCYP1B의 

theoretical pI/Mw는 8.27/59363.23 AjCYP1C1의 

theoretical pI/Mw는 8.83/61024.05임을 확인하였다.

A. japonica CYP1 protein의 특징적인 구조의 특성

CYP450의 전체적인 구조는 종들 사이에서 일반

적으로 잘 보존되어있다. 특히 CYP 효소의 활성부

위에 있는 6개의 substrate recognition site(SRS)은 

기질의 결합과 효소 변환에 중요한 역할을 한다. 
AjCYP1A, AjCYP1B 및 AjCYP1C1의 유전자 서열 

정렬과 D. rerio CYP1 protein에서 6개의 분리된 

SRS를 볼 수 있다(Fig. 1 and 2). SRS의 위치와 아미

노산 서열은 Jönsson et al. (2007)에 따라 표시하였

다. 뱀장어의 CYP1 단백질에서 6개의 SRS 역할은 

상대적 중요도에 따라 다를 수 있지만 다른 어종의 

CYP1 효소와 유사하게 기질의 인식과 결합에 관

련 부분에 해당할 가능성이 있다.

Table 4. Oligonucleotide primers used for qPCR

Primer name 5’-3’ sequence Product size (bp)

AjGAPDH-F
AjGAPDH-R

CAATGGAGACACCCACTCCT
TGCTGTAGCCGAACTCATTG 106

AjCYP1A-F
AjCYP1A-R

GGAGGGTGAGTACCTGGTGA
TCCTGGTCATCGTGGTTGTA 143

AjCYP1B-F
AjCYP1B-R

CAGGGTTTAACAAGCTCTACGG
CGGGAACCTTACAAGTACCAGA 137

AjCYP1C1-F
AjCYP1C1-R

CCATAGGGAAGAGAAGATGTATTG
GCTTATTTCCTGGGAAGGGTTG 115

Table 5. Condition of working solution for qPCR

Components of PCR Volume

TOP real qPCR 2 × preMIX
DEPC water
F (10 pmol/㎕)
R (10 pmol/㎕)
Template DNA 

10.0 ㎕
 7.0 ㎕
 1.0 ㎕
 1.0 ㎕
 1.0 ㎕

Table 6. PCR condition of CYP gene for qPCR

Step Temp (℃) Time Cycle
Initial denaturation 95 15 min 1

Denaturation
Annealing
Extension

95
variant

72

10 sec
15 sec
20 sec

40

Final elongation 72 5 min 1
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AjCYP1 mRNA의 조직 발현

B[a]P 20, 200mg/kg bw 또는 대조군에서는 사망

률이 관찰되지 않았다. B[a]P는 4개 조직(간, 비장, 
아가미 및 신장) 모두에서 AjCYP1A, AjCYP1B 및 

AjCYP1C1의 발현을 유도하였다. B[a]P 20mg/kg 
bw에서는 시간이 지남에 따라 발현이 증가하는 것

을 볼 수 있었다. 4개의 조직 중 특히 신장에서 크

게 발현이 되는 것을 볼 수 있는데, 대조군보다 

AjCYP1A은48시간에서 5배 이상, AjCYP1B는24시
간에서 6배 이상, AjCYP1C1은24시간에서 4배 이

상 발현하였다. 그러나 AjCYP1A와 AjCYP1B에서

는 대조군과 비교해 통계적으로 유의한 차이는 나

타나지 않았으며, AjCYP1C1에서는 비장과 아가

미에서 48시간에서 대조군과 비교해 통계적 유의

한 차이를 보였다(Fig. 3).
B[a]P 200mg/kg bw에서도 20mg/kg bw 그래프와 

Fig. 1. Sequence alignment of A. japonica and D. rerio CYP1 family proteins. Locations of the heme binding site 
and substrate recognition sites(SRS 1~6) of the putative enzymes are indicated by red shading, respectively. Residues 
identical to the AjCYP1A, AjCYP1B and AjCYP1C1 sequence are indicated by dots.

Fig. 2. Sequence alignment of SRS(1~6) of A. japonica and D. rerio CYP1 enzymes.



Fig. 3. Relative expression of AjCYP1A, AjCYP1B and AjCYP1C1 in liver, spleen, gill, head kidney of A. japonica 
exposed to 20mg/kg B[a]P. GAPDH gene expression was determined by qPCR. Gene expression is presented as 
relative levels. Each value represents a mean value ± SD of five replicates(n=5). Significant different from control 
by Duncan's test (p<0.01) 

Fig. 4. Relative expression induction of AjCYP1A, AjCYP1B and AjCYP1C1 in liver, spleen, gill, head kidney 
of A. japonica exposed 200mg/kg B[a]P. GAPDH gene expression was determined by qPCR. Gene expression is 
presented as relative levels. Each value represents a mean value ± SD of five replicates(n=5). Significant different 
from control by Duncan's test (p<0.01) 
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같이 비슷한 양상의 그래프를 볼 수 있다. 대조군

과 비교했을 때 AjCYP1A는 4개 조직(간, 비장, 아
가미 및 신장) 모두에서 큰 차이를 보이지 않았지

만, AjCYP1B은 비장에서 24시간에 약 4배 이상, 
아가미에서는 48시간에 4배 발현이 되었으며, 
AjCYP1C1은 48시간에 비장과 신장에서 각각 3.7
배, 4.3배 이상 발현되었다. 그러나 AjCYP1A와 

AjCYP1C1에서는 대조군과 비교해 통계적으로 유

의적 차이는 나타나지 않았으며, AjCYP1B에서는 

비장에서만 24시간에 대조군보다 유의적인 차이

를 보였다 (Fig. 4). 

고   찰

AjCYP1A, AjCYP1B 및 AjCYP1C1을 DNA 염기

서열과 NCBI에 등록되어있는 BLAST DNA 서열

과 비교 분석하였다. CAP Contig assembly program 
(www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html)을 이용하여 
AjCYP1A는 1,561bp, AjCYP1B는 1,680bp, AjCYP1C
는 1,581bp까지 염기서열을 비교하여 확인하였다. 
AjCYP1A는 152bp, 433bp, 803bp, 819bp 및 1,081bp
에서, AjCYP1B는 204bp, 407bp, 687bp, 1,359bp, 
1,439bp 및 1,585bp에서, AjCYP1C는 609bp, 1,081 
bp, 1,206bp, 1,233bp 및 1,290bp 부분의 염기서열이 

일치하지 않았다. 그 이유로는 같은 뱀장어의 CYP 
유전자지만 개체 간의 차이가 있을 것으로 사료된

다. 그러나 NCBI에 등록된 BLAST DNA 염기서열

과 본 실험의 DNA 염기서열이 번역되어 생성되는 

단백질이 같은 것을 확인하였다. 따라서 위의 염기

서열의 차이가 결과에는 영향을 미치지 않는 것을 

알 수 있었다.
한편 다른 많은 연구에서 CYP1 gene은 PAHs 계

열의 환경오염물질들에 매우 특이적으로 반응하

여 유도된다고 알려져 있다. AhR의 작용제로써 

CYP1A의 유도물질이며 환경 오염 물질인 b-naph-
thoflavone(b-NF)를 처리한guilthead seabream(Sparus 
aurata)와 grey mullet(Liza aura)에서 CYP1A의 발

현 정도를 확인 하였다(Cousinou et al., 2000). 또한, 
dexamethasone에 노출한 rainbow trout(Oncorhyn-
chus mykiss)가 CYP1A를 더 많이 발현하는 것을 

볼 수 있었다(Burkina et al., 2015). TBT에 노출한 

common carp(Cyprinus carpio) CYP의 연구에서도 

CYP1A, CYP1B 및 CYP1C가 변화됨을 확인할 수 

있었고(Li et al., 2016), 그뿐만 아니라 B[a]P에 노

출한 조피볼락(Sebastes schcledlii)에서는 대조군과 

비교하여 CYP1A와 CYP1B의 mRNA 발현은 비장에

서 각각 450배와 17배로 상향 조정되었고, CYP1C1
은 아가미에서 45배 증가하였고, CYP1C2는 변하

지 않은 상태를 유지하여, 여러 조직에서 다환 방

향족 탄화수소에 의한 CYP1 발현의 차이를 나타

냈다(Woo and Chung, 2020). 또한, 오염 물질뿐 아

니라 절식, 염도 변화 및 oil이 함유된 먹이 급여와 

같은 스트레스 상황을 주었을 때 javanese ricefish 
(Oryzias javanicus)에서는 CYP1B와 CYP1C 변화

를 볼 수 있었다(Tuan et al., 2014). 이러한 결과들

로부터 CYP1이 수서 환경 오염의 생체지표가 된

다는 것을 알 수 있다. 
본 연구에서도 B[a]P에 노출된 4개의 조직 (간, 

비장, 아가미 및 신장)의 AjCYP1 발현이 조직마다 

서로 다르게 나타나는 경향을 보였다. B[a]P 20 
mg/kg bw 노출에서 AjCYP1A는 신장(대조군 대비 

약 5배), 비장(대조군 대비 약 3배)에서 강하게 발

현이 유도되었고 AjCYP1B도 신장(대조군 대비 약 

6배), 비장(대조군 대비 약 3배) 발현이 유도되었

다. AjCYP1C1 또한 신장, 비장(대조군 대비 약 4
배)에서 발현이 유도된 것을 볼 수 있다. 200 mg/kg 
bw 노출에서는 AjCYP1A는 대조군과 비교에서 큰 

차이를 보이지 않았다. AjCYP1B 신장과 아가미

(대조군 대비 약 4배), AjCYP1C1 신장과 비장(대
조군 대비 약 4배) 강하게 발현된 것을 볼 수 있다. 
20 mg/kg bw와 200 mg/kg bw에서 공통적으로 신장

과 비장에서 상대적으로 강하게 유도된 것을 볼 

수 있는데 이는 신장과 비장에서 B[a]P를 빠르게 

제거했다는 것을 설명할 수 있다. 이와 비슷한 실

험으로 zebrafish(Danio rerio)는 간, 아가미 및 신장

에서 AjCYP1B의 강한 유도를 보였다(Jönsson et 
al., 2007).

결론적으로, 본 연구를 통해 얻은 결과들을 종합

하여 보면, AjCYP1의 발현은 뱀장어 양식환경에

서 오염 물질을 감지하는 유용한 도구로 활용할 

수 있으리라 사료된다.
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