
 

서 론 

담수산 참다슬기, Semisulcospira coreana는 복족강(gastropoda)

에 속하며, 한국, 일본, 중국 남부 그리고 타이완 등을 포함한 동

아시아 대부분의 지역에서 널리 서식하고 있는 종이다(Lee et al., 

2007; Köhler, 2017). 우리나라에서는 건강보조식품으로서 각광받

으며 국내소비량이 점차 증가하고 있으며, 특히 국내산 선호도가 

 

높아 다슬기는 경제성이 높은 고급기호품종으로 양식산업에서 경

쟁력이 있는 대상종으로서 인지되고 있다(Song and Kang, 2016). 

그러나 현재 수질오염과 무분별한 개발 등으로 인한 담수생태계 

감소 및 무분별한 남획 등으로 인하여 다슬기 자원량이 급격하게 

줄어들고 있다. 이러한 배경으로 인하여 다슬기 양식 기술개발 필

요성이 대두되어, 인공종묘생산, 사료 기술개발 등 다양한 연구가 

시도되고 있다. 
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 참다슬기 아가미 조직으로부터 heat shock protein 70 유전자를 분리 · 동정하였다. 참다슬기
HSP70 cDNA의 open reading frame (ORF)는 1,917 bp로 639개의 아미노산을 암호화하여 분자
량은 약 70 kDa으로 예측되었다. 생물정보학 배열분석에 의해 HSP 유전자 기능과 관여되어 
있는 3가지 주요 signature motifs와 보존된 도메인을 확인하였다. 계통학적 분석을 통하여 참
다슬기 HSP70 유전자는 왕우렁이 Pomacea canaliculate와 같은 클러스트에 포함된다는 사실을 
확인하였다. 수온 및 염분 변화에 따라, 참다슬기 HSP70 mRNA 유전자 레벨은 유의적으로 증
가하였으며(p < 0.05), 이는 외부자극요인을 파악할 있는 분자생물학적 마커로서 활용될 수 있
을 것으로 사료된다. 
 
We have identified a heat shock protein 70 gene from freshwater snail, Semisulcospira 
coreana. The freshwater snail HSP70 gene encode a polypeptide of 639 amino acids. Based 
on bioinformatic sequence characterization, HSP70 gene possessed three classical signature 
motifs and other conserved residues essential for their functionality. The phylogenetic 
analysis showed that S. coreana HSP70 had closet relationship with that of golden apple 
snails, Pomacea canaliculata. The HSP70 mRNA level was significantly up-regulated in 
response to thermal and salinity challenges. These results are in agreement with the results 
of other species, indicating that S. coreana HSP70 used be a potential molecular marker 
in response to external stressors and the regulatory process related to the HSP70 
transcriptional response can be highly conserved among species. 
 
Keywords: Semisulcospira coreana(참다슬기), Heat shock protein 70(열충격단백질), 
Temperature(수온), Salinity(염분) 
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수생동물의 아가미 조직은 외부환경과 접하면서 체표면이 가장 

넓은 조직이며, 미생물학적 감염 혹은 조직 손상에 대한 1차 방어

를 담당하는 점막표층으로 둘러싸여 있다(Tort et al., 2003). 이외

에도 아가미 조직은 가스교환, 삼투조절, 질소 노폐물 배출 및 산

-염기 균형 등을 포함하는 생리작용에 중요한 역할을 하는 것으

로 알려져 있다(Evans et al., 2005). 세포는 주위환경으로부터 자극

을 받으면 세포의 본래 기능을 유지하고 어려워지고, 몇몇 단백

질에 의해 세포의 원래 기능이 유지되도록 발현된다. 열충격단백

질(Heat shock proteins, HSPs)은 다양한 생물학적 혹은 비생물학적 

요인들에 반응하며 발현하는 단백질로서 스트레스 단백질로도 알

려져 있다(Srivastava, 2002). 스트레스가 가해지지 않은 경우에도 

세포 내 단백질 접힘, 기능 저하, 단백질 구조 변형을 방지하는 등

의 분자 샤페론으로서 작용하고 있으며, 세포의 항상성 유지를 돕

는 역할을 한다(Hightower, 1991; Kim et al., 2013). HSP 단백질은 

분자량에 따라 HSP90 (85~90 kDa), HSP70 (68~73 kDa), HSP60, 

HSP47 그리고 저분자량 HSPs (16~24 kDa)로 분류된다(Feder and 

Hofmann, 1999; Trent, 1996). 그 중에서도 HSP70 family는 가장 

잘 보존되어 있으며, 세균에서 식물, 그리고 포유류에 이르기까지 

다양한 생물체 내에서 많은 화학적 혹은 생물학적 자극을 통해

서 발현되는 것으로 알려져 있다(Song et al., 2014). HSP70 family 

중에서 가장 많이 연구된 유전자는 Hsc73 (heat shock cognate 

73 kDa protein)과 HSP70이다. Hsc73 유전자는 대부분의 세포에

서 발현되며, 발현 유도가 매우 낮은 특징을 가지며, 스트레스에 

노출되었을 경우에는 핵과 인으로 이동한다(Welch and Feramisco, 

1984). 이에 반해 HSP70은 정상적인 상태에서는 발현이 적다가 

자극을 받았을 때만 급격하고 반응하여 상당양의 증가를 나타낸

다. 세포질 HSP70은 부분적으로 합성된 펩타이드 서열에 결합하

므로써 기능을 차단시키거나 단백질이 합성되면 HSP70은 떨어져 

나와 3차구조로 접히게 한다(Morimoto, 1998). 이외에도 직접적으

로 세포사멸을 억제하는 기능을 가지는 것으로 알려졌다. 이와 

같이 자극이 가해지면 세포 내에서 외부자극에 대한 변화를 탐지

해 낼 수 있는 생체지표로서도 많이 활용되고 있으며, 세포 내 기

관에 존재하고 있어 스트레스에 의한 손상으로부터 세포를 보호

하는 기능을 수행하고 있다. 복족류 HSP 유전자의 분자적 특징

과 발현에 대한 정보는 유럽전복 Haliotis tuberculate, 참전복 H. 

discus hannai, 달팽이 Biomphalaria glabrata, 애기삿갓조개 Cellana 

toreuma 같은 종에 국한되어 있다(Laursen et al., 1997; Cheng et al., 

2007; Farcy et al., 2007; Han et al., 2013). 다슬기 양식 현장에서는 

다슬기 어미의 이동이나 자연에서 유입되는 거머리(Glossiphonia 

sp.)를 제거하는데 많은 어려움을 겪고 있다. 거머리가 한번 발생

하면 구제하기가 어렵고, 다슬기와 거머리가 모든 약품이나 환경

내성이 비슷하여 거머리만 선택적으로 폐사시키기 쉽지 않다(Kim 

et al., 2009). 거머리를 제거할 수 있는 방안을 강구하기 위하여 거

머리가 염분도 12.96 psu까지 생존 및 적응할 수 있다는 기존 연

구 결과(Mcattleadanmohanrao, 1960)를 근거로 하여 담수산 참다

슬기의 염분 적응력을 파악하고자 하였다. 다양한 환경 스트레스

를 제어하는데 중요한 역할을 하는 다슬기 HSP 단백질에 대한 

분자생물학적 구명 및 환경 변화에 대한 참다슬기의 생리학적 해

석에 대한 연구는 미비한 실정이다. 따라서, 본 연구에서는 참다

슬기 아가미 세포에서 발현되는 HSP70 유전자의 분자생물학적 

특성을 구명하고 수온 및 염분 변화에 따른 HSP70 유전자 발현 

양상을 분석하였다. 이러한 결과들은 참다슬기의 환경에 따른 생

리학적 지표를 설정하는 기초자료로 이용될 수 있을 것으로 사료

된다. 

재료 및 방법 

1. 실험동물 및 실험조건 

본 연구에 사용된 개인양식장에서 구입한 참다슬기를 강릉원

주대학교 실험실로 운반하여 30마리 정도 순환수조에서 넣어 일

주일 동안 순치시켰다. 수온 변화의 조건을 설정하기 위해서 물

환경정보시스템(http://water.nier.go.kr/main/mainContent.do)에서 

2018년 금강 월평균 수온을 조사하였다. 참다슬기의 산란이 시작

되는 6월의 월평균 수온인 24℃를 대조구로, 월평균 수온이 가장 

높은 8월의 평균 수온인 30℃를 고수온으로 정의하였다. 수온 변

화는 1시간당 2℃씩 상승하도록 설정하여, 24℃(대조구), 고수온 

조건(30℃ 및 30℃ 도달한 후 24시간)으로 나누어 샘플링을 실시

하였으며, 각 3마리 다슬기의 아가미 조직을 채취하여 -80℃ 냉장

고에 보관하였다. 다슬기의 염분 적응력을 시험하기 위해서 거머

리의 염분 적응력(Mcattleadanmohanrao, 1960)을 근거로 하여 담

수조건(0 psu)을 대조구로 하여, 다슬기 개체를 5개의 실험구 4, 6, 

8, 10 psu로 나누어 24시간 동안 노출시켰다. 

2. 참다슬기 HSP70 유전자 클로닝과 분자적 특징
분석 

실험실 내 참다슬기 NGS database에서 기존에 알려진 HSP과 

높은 상동성을 나타내는 NGS clones을 수집하여 확보된 HSP70 

cDNA 전체 배열을 BLAST를 이용하여 확인하였다. Specific primer 

pair set (FW: 5'-ATGGGATCGAATAAAGCTCC-3', RV: 5'-TTAGTCGA- 

CCTCCTCCACGG-3')에 의한 RT-PCR 증폭을 통하여 HSP70 cDNA 

전체 배열을 확인하였다. 다슬기와 다른 종과의 상동성을 비교

분석하기 위해서 BLAST searches를 검색하였다. CLUSTAL W 프

로그램을 이용하여 Multiple sequence alignments를 수행하였다

(Thompson et al., 1994). HSP70의 단백질 도메인은 InterPro soft- 

ware을 이용하여 분석하였다(Hunter et al., 2009). Molecular Evolu- 

tionary Genetics Analysis (MEGA) program (ver. 5.2)을 이용하여 

neighbor-joining 방법으로 계통수 분석을 실시하였다. 
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3. Total RNA 추출 및 cDNA 합성 

자극에 따른 참다슬기 HSP70 유전자 mRNA 발현를 분석하기 

위해 대조구 및 실험구 다슬기 개체에서 아가미 조직을 분리하여 

RNAiso Reagent (Takara Bio, Shiga, Japan)을 이용하여 total RNA를 

추출하였다. Nanodrop ND-2000 (Thermo Scientific, Waltham, USA) 

분광광도계를 사용하여 흡광도를 측정한 후 RNA를 정량하였다. 

RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany)와 RNase-free 

DNase set (Qiagen)을 이용하여 추가적인 정제작업을 진행하였다. 

cDNA 합성은 PrimeScript RT reagent kit (Takara)을 사용하여 제조
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자의 매뉴얼에 따라 RNA 역전사 반응을 유도하였다. 

4. Quantitative real-time RT-PCR (qPCR) 

참다슬기의 아가미 조직 내 HSP70 유전자의 발현분석을 위해

서 Thermal Cycler DiceTM real-time PCR system (Takara)과 SYBR 

premix ExTaqII Kit (Takara)을 사용하였다. HSP70 증폭에는 oligo- 

nucleotide primer pairs, qscHSP70-FW (5'-AGAGTTTGAGGACAAG- 

CTGC-3')와 qSCHSP70-RV (5'-TGATCTAATGTCCAATGCGC-3')을 이용

하였고, 증폭되는 사이즈는 188 bp이다. Reference gene으로서 참

다슬기 ribosomal protein L7 (RPL7) (FW: 5'-CATTGCTCACGATGTCG- 

ATC-3', RV: 5'-TGTCTTCACTGTTGACGGTG-3')을 사용하였으며, nor- 

malization control로서 각 실험구간 상대정량을 실시하였다. Real-

time PCR 조건은 초기 변성으로 95℃ 30초간 1 cycle, 이어서 95℃

에서 5초, 60℃에서 30초를 45 cycles로 수행하였다. 유전자의 실

험 결과는 Schmittgen and Livak (2008) 방법에 따라 2-ΔΔCt 값으로 

계산하였다. 

5. 통계분석 

실험 결과는 mean ± standard error (SEM)로 나타냈으며 SPSS 

25.0 software (SAS Inc., Cary, NC, USA)을 이용하여 one-way 

ANOVA 및 Duncan's multiple range tests를 실시하여 유의성(p < 

0.05)을 분석하였다. 

Table 1. Protein sequence identities of freshwater snail HSP70 with
other orthologues 

Gene Species 
Accession 

NO. 
Identity 

(%) 

HSP70 
 

Crassostrea 
hongkongensis 

FJ15365.1 
 

76 
 

 Crassostrea gigas AB122063.1 76 

 Crassostrea virginica AJ271444.1 77 

 
Scapharca 
broughtonii 

KY660263.1 
 

76 
 

 Cristaria plicata HQ148706.1 79 

 Pomacea canliculate KF356182.1 86 

 
Biomphalaria 
glabrata 

L44127.1 
 

79 
 

 
Mytilus 
galloprovincialis 

AY861684.1 
 

75 
 

HSP70-1 
 

Mytilus 
galloprovincialis 

AJ585375.1 
 

75 
 

HSP70A Alpysia californica Z15037.1 82 

HSP70B Alpysia californica Z15038.1 80 

HSP70Aa 
 

Drosophila 
melanogaster 

NM_169441.2 
 

72 
 

HSP70Bbb 
 

Drosophila 
melanogaster 

NM_176486.2 
 

72 
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결과 및 고찰 

1. 참다슬기 heat shock protein (HSP) 70 cDNA 
유전자의 분자유전학적 특성 

참다슬기의 아가미 조직으로부터 heat shock protein 70 

(scHSP70) cDNA를 분리하여 분자생물학적 특징을 분석하였다. 

HSP70 cDNA의 open reading frame (ORF)는 1,917 bp로 639개

의 아미노산을 암호화하여 분자량은 약 70 kDa으로 예측되었다

(Fig. 1). 참다슬기 HSP70의 deduced amino acid sequences 정보

에서 3개의 signature motifs (11-18 aa, IDLGTTYS; 199-212 aa, 

IFDLGGGTFDVSIL; 337-351 aa, VVLVGGSTRIPRVQK)가 확인되었으며 

이는 모든 HSP70 family에서 매우 잘 보존된 영역으로 알려져 있

다. Cytoplasmic HSP70의 C 말단에는 consensus EEVD tail (636-

639 aa)이 확인되었다. 이외에도 추가적으로 putative adenosine 

triphosphate (ATP)-guanosine triphosphate (GTP) binding domain 

(AEAYLG)와 potential nonorganelle eukaryotic consensus motif 

(RARFEEL)와 gylocosylation domain (NKSI)이 확인되었다. Multiple 

sequence alignment 결과, 왕우렁이 P. canaliculate와 민물달팽이 

Biomphalaria glabrata와는 84.7%와 79%, 높은 상동성을 나타내었

고 다른 종과도 유사한 상동성을 나타내었다(72~80%) (Table 1, 

Fig. 2). 뿐만 아니라 배열분석과 구조적 특징을 통해서 참다슬기 

아가미 조직으로부터 새롭게 동정된 HSP은 전형적인 열유도성 

HSP70 family에 속하는 유전자로 확인되었다. 그러나, HSP70의 구

조적인 특성 중 하나이며, 단백질 co-chaperon 상호작용을 조절

하는데 관여한다고 알려진 GGMP tetrapeptide repeats의 존재는 

확인되지 않았다(Piano et al., 2005). 계통수 분석에서도 다른 복족

류 HSP70과 같은 cluster 안에 포함되는 것을 확인하였다(Fig. 3). 

2. 수온 및 염분변화에 따른 참다슬기 HSP70 발현 
분석 

환경스트레스로 인한 참다슬기의 생리적 변화를 검토하기 위해 

수온 및 염분 변화에 따른 HSP70 유전자 변화를 검토하였다(Figs. 

4, 5). 참다슬기 HSP70 발현양은 대조군(24℃) 및 30℃에서는 유의

적인 차이를 나타내지 않았으나, 30℃에 도달한 후 24시간 후에는 

약 2배 이상 유의적인 높은 발현양을 나타내었다(Fig. 4). HSP70 

mRNA은 열충격을 가하지 않은 상태, 적정수온 범위에 있는 다슬

기 아가미 조직에서도 열충격을 가한 30℃ 구간에서 유사한 발현

양이 확인되었다. 이는 HSP70 유전자가 정상적인 생리학적 조건

에서도 분자 샤페론으로 작용하여 단백질의 합성, 접힘 등을 돕

는 등 이는 생물체 내 생리작용 혹은 세포 항상성을 유지하는데 

에너지를 소모하고 있다는 사실을 예측할 수 있다. 다슬기의 최

적 수온, 24℃ 구간과 고수온 30℃에 도달한 시점에서는 HSP70 

유전자의 유의적인 차이를 나타내지 않았으나, 고수온에 도달한 

후 24시간이 경과된 시점에서 유의적인 발현증가를 나타내었다. 

이는 참다슬기의 고온 스트레스에 대한 효과를 경감시키기 위한 

반응으로 파악되며, 이는 생체 내에서 HSP 발현양과 열적응력
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(heat tolerance) 사이에서 양의 상관관계가 있다는 것을 시사하고 

있다. 이러한 증가하는 경향은 유럽전복(Farcy et al., 2007), 지중해

담치 Mytilus galloprovincialis (Cellura et al., 2006), 넓적굴 Ostrea 

edulis (Piano et al., 2002), 둥근전복 Haliotis discus hannai (Cheng 

et al., 2007)와 같은 연체동물 종 일부에서 확인되고 있다. 이와 같

이 HSP family 중에서도 HSP70 유전자는 환경 변화 스트레스에 

민감하는 열스트레스 단백질로 알려져 있으며, 세포의 성장과 억

제에 대한 빠른 분자적 반응을 나타내어 스트레스 지표유전자로

서 다양한 연구가 진행 중이다. 

생리학적 변화를 유도하는 요인 중 하나인 염분 변화는 생물

의 신진대사, 성장, 면역 등 영향을 미치는 것으로 알려져 있다

(Baltzegar et al., 2013; Moshtaghi et al., 2016). 본 연구에서는 염분

에 노출된 지 24시간 경과 후 10 psu 실험구를 제외한 모든 실험

구에서는 폐사가 확인되지 않았다. 염분 노출로 인한 참다슬기 

HSP70 발현량을 살펴보면, 대조구에 비해서 염분 8 psu 구간에 

노출된 참다슬기 아가미 조직에서 유의적으로 약 2배 정도 증가

된 HSP70 양을 확인할 수 있었다(Fig. 5). 해수에 노출된 꽃게 

Scylla paramamosain와 해삼 Apostichopus japonicus에서도 HSP70 

발현양이 증가하는 것이 보고되었다(Yang et al., 2013; Wang et al., 

2014). 담수에 서식하는 깔따구 Chironomus riparius의 경우 염분 

농도 5, 10 psu에 노출시켰을 때 HSP70 유전자 발현이 약 2.5배

~4배 이상 증가하였다(Kim et al., 2017). 이는 환경 중의 이온이 체

내로 유입됨으로써, 생리적인 불균형을 유발하고 이는 유해물질

과 유사한 생태독성학적 반응을 나타내었다. 염분 유입과 같은 

환경 변화는 담수에서만 서식할 수 있는 생물체 내에 해로운 영

향력을 미칠 수도 있다는 사실을 반증하고 있다. 염분(8 psu)에 

24시간 노출된 담수 참다슬기 개체 중에서 폐사가 확인되지 않았

으나, 거머리는 동일한 염분 농도와 노출시간을 적용시켰을 때 폐

사가 관찰되었다(data not shown). 이러한 결과는 염분을 이용한 

친환경적인 방법을 이용하여 담수 참다슬기 양식 시 거머리를 제

거할 수 있는 근거를 제공할 수 있을 것으로 예상된다. 또한 추후 

더 세밀한 실험설계로 염분 변화 시 일어나는 이온 이동에 관여

하는 막단백질과의 HSP70 유전자의 상관관계를 검토함으로써 수

산생물의 삼투생리를 심도있게 이해할 수 있는 분자적 마커로서 

활용할 수 있을 것으로 예상된다. 
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