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서     론

담수생태계의 부영양화로 인한 유해 남조류 대발생은 

전 세계적으로 빈번하게 발생하고 있으며 40종 이상의 남

담수환경에서 eDNA와 eRNA를 이용한 Microcystin 합성 남조류 탐색 및 

세포 내 Microcystin 생합성 활성 변화
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Abstract Targeting Microcystin (MC), which is most abundantly detected in the North-Han River water 
area, we analyzed the relationship between the MC biosynthesis gene (mcyA gene), cyanobacteria cell 
density, and MC concentration, derived an RNA-MC conversion formula, and derived the cyanobacteria. 
The concentration of MC present in cells was predicted. In the North-Han River waters, the mcyA gene was 
found mainly at downstream sites of the North-Han River after Muk-Hyeon Stream junction, and higher copy 
numbers were found on average than other sites. In the Uiam Lake waters upstream of the North-Han River, 
the mcyA gene copy number increased at the Kong-Ji Stream point, and after September, the mcyA gene copy 
number decreased throughout the North-Han River waters. The expression of the mcyA gene was concentrated 
in the short period of summer due to the spatio-temporal difference between upstream and downstream water 
bodies. The mcyA gene expression level was not only highly correlated with MC concentration, but also 
correlated with the cell density of Microcystis aeruginosa and Dolichospermum circinale, which are known 
to biosynthesize MC. Six conversion formulas derived based on the RNA-MC relationship showed statistical 
significance (p<0.05) and exhibited high correlation coefficients (r) of 0.9 or higher. The expression level of 
MC biosynthesis gene present in eRNA determines the synthesis of cyanotoxin substances in water, quickly 
quantifies gene activity, and can be fully utilized for early warning of MC development.
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조류가 생산하는 다양한 남조독소 (Cyanotoxin)는 수생태

계 건강성을 악화시키고 수자원 이용에 경제적 피해를 줄 

수 있다 (Christoffersen and Kaas, 2000; Olsen et al., 2016). 

Microcystin을 비롯한 다양한 남조독소는 세포 성장 기간 동

안 세포 내부에서 합성 및 축적되며 세포가 사멸할 때 수중

으로 용출된 남조독소를 물리적으로 제어하는 것은 매우 어

렵다 (Zamyadi et al., 2012; Sklenar et al., 2016; Waters and 

Dugan, 2016). 따라서 수중의 남조독소를 효율적으로 제어

하기 위해 세포 내부에 존재하는 남조독소의 생합성을 신속

히 파악하는 것은 상수원 관리 측면에 있어서 매우 중요하다. 

많은 연구에서 남조류의 남조독소 생합성을 신속히 파

악하기 위해 남조독소 농도를 측정하였으며 대표적으로 

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) 분석법과 

HPLC (High Performance Liquid Chromatography) 분석

법이 사용되었다 (Chorus and Bartram, 1999; Mathys and 

Surholt, 2004; Qu et al., 2013; Shamsollahi et al., 2015). 하

지만 ELISA 분석법은 신속하게 남조독소를 분석할 수 있으

나 남조독소의 존재상태 (입자성, 용존성)를 구분하지 않고 

측정하기 때문에 유해 남조류의 남조독소 합성상태를 정확

히 파악하기 어렵다 (Crush et al., 2008; Jeon et al., 2017). 

HPLC 분석법은 현재 남조독소 분석 방법 중에서 가장 정확

한 분석이 가능하지만 전처리와 분석을 위해 많은 시간이 소

요되며 (McElhiney and Lawton, 2005; Shabnam, 2013), 초

음파 파쇄 과정에서 고온으로 인한 남조독소 물질의 손실이 

발생할 수 있다 (MOE, 2016). 뿐만 아니라 ELISA 분석법과 

HPLC 분석법 모두 생합성이 완료된 단백질을 분석하며, 독

소 단백질은 세포 내부에서 분해되지 않고 10일 이상 장기간 

존재하기 때문에 특정 시기의 정확한 남조독소의 농도를 측

정하기는 어렵다 (Chen et al., 2014; Park et al., 2016). 또한 

남조독소 합성은 독소 형성 유전자의 genotype과 같이 유전

적 요인이 독소합성의 첫 번째 요인으로 작용하기 때문에 유

전자 발현 이후 단백질 수준에서만 남조독소 농도를 모니터

링하는 것은 남조독소의 합성활성에 대한 불확실성을 가지

고 있다 (Vezie et al., 1998; Park et al., 2000; Vaitomaa et al., 

2003; Boopathi and Ki, 2014). 

이러한 물질수준의 남조독소 모니터링 한계점을 개선하

고자 최근 분자유전학적 방법으로써 환경에 존재하는 생물

체의 유전물질을 탐색하는 방법이 거론되었다. 특히 eDNA 

(environmental DNA) 기반의 유전자 탐색법은 수체의 

eDNA에서 남조독소 형성 유전자를 탐색하고 이를 기반으

로 유해 남조류의 분포를 파악함과 동시에 남조류가 대발

생하기 이전에 유해물질 발생 가능성을 판단할 수 있고 유

전자 primer에 따라서 종 수준의 특이성을 확인할 수 있다 

(Tamura and Nei, 1993; Ueno et al., 1996; Vaitomaa et al., 

2003; Tsao et al., 2014; Savela et al., 2015; Kim et al., 2018b).  

뿐만 아니라 eRNA (environmental RNA) 발현 분석을 통

해 남조류의 남조독소 합성시기를 판단할 수 있으며 이를 통

해 대발생하는 남조류의 독소물질 생합성 활성 여부를 판단

할 수 있다 (Stelzer et al., 2013). 따라서 환경 유전자를 이용

한 유해 남조류 탐색법은 HPLC와 ELISA 분석법보다 다양

한 생태적 정보를 제공할 수 있으며 이는 상수원에서 대발생

하는 유해 남조류의 특성을 빠르게 파악하고 이들의 분포를 

파악하는 데 매우 유용하다 (Kim et al., 2018b; Chun et al., 

2019; Lee et al., 2020).

본 연구는 담수환경의 eDNA와 eRNA에 존재하는 남조

독소 형성 유전자 중 Microcystin 생합성 유전자 (mcyA)를 

분석하여 잠재적인 Microcystin 생합성 남조류의 분포 및 

Microcystin 생합성 활성 변화를 파악하였으며 이를 통해 수

환경에 분포하는 유전물질과 유해남조류 및 남조독소 사이

의 관계를 파악하였다.

재료 및 방법

1. 조사지점 및 시료채집

북한강 수역의 9개 지점에서 2015년 1월~2016년 3월까

지 매월 1회 (n = 14) 조사하였다 (Fig. 1). 모든 지점에서 Van 

dorn water sampler (Geo Scientific Ltd, Vancouver, Canada)

를 사용하여 표층 30 cm 내외의 현장수를 채집하였고 2 L 채

수병과 250 mL PET 병에 각각 옮겨 담았다. 현장에서 채수

한 시료는 냉암소 조건에서 24시간 안에 실험실로 운반하였

다. 2 L 채수병의 현장수에서 1.5 L는 microcystin 형성 유전

자 (mcyA) 분석에 사용하였고, 500 mL는 수중의 microcystin 

농도를 분석하는 데 사용하였다. 250 mL PET 병의 현장수는 

Lugol 용액으로 고정한 후 실험실에서 남조류 세포를 계수

하였다. 

2. eDNA와 eRNA 추출

실험실로 운반한 현장수는 GF/F glass fiber filter (pore 

size: 0.7 μm, diameter: 45 mm, Whatman Co., UK)와 poly- 

carbonate membrane filter (pore size: 1.0 μm, diameter: 45 

mm, Whatman Co., UK)로 여과하여 남조류 세포를 농축

하였으며 mcyA 유전자의 시·공간적 분포와 유전자 발현

량을 파악하기 위해 eDNA와 eRNA를 추출하였다. 각 시

료의 여과량은 여과지의 폐쇄현상이 발생하기 직전까지 여

과하였으며, 매번 여과량을 기록하였다. eDNA를 추출하

기 위해 Freezing thaw 방법과 Bead beating 방법으로 GF/F  
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glass fiber filter로 여과된 남조류 세포를 물리적으로 파쇄

하였으며 kit (Nucleospin soil kit, Macherey-nagel, Dűren, 

Germany)의 protocol에 따라서 eDNA를 추출하였다 (Laza- 

revic et al., 2013).

eRNA를 추출하기 위해 Trizol 성분의 Riboex 용액을 사용 

하였으며 polycarbonate membrane filter에 존재하는 남조류 

세포의 RNA를 용출하였다. 용출된 RNA는 RNA purification 

kit (Hybrid-RTM, Geneall, Korea)를 사용하여 정제하였다. 

eDNA와 eRNA 추출을 확인하기 위해 E-gelTM Power Snap 

Electrophoresis system (ThermoFisher Scientific, USA)의 

2% agarose gel에서 전기영동을 수행하였고 E-gelTM Power 

Snap Camera (ThermoFisher Scientific, USA)로 증폭산물

을 확인하였다. 전기영동에서 유전자 band가 확인된 시료는 

Nanodrop (One, Thermo Scientific Co., Waltham, USA)으

로 농도를 측정하였다.

3. eDNA와 eRNA의 정량분석 (Quantitative analysis)

수층에서 mcyA 유전자를 탐색하고 DNA copy number와  

유전자 발현량을 분석하기 위해 quantitative PCR 분석을 수

행하였다. mcyA gene primer는 문헌에서 보고된 mcyA-Cd 1F 

(5′-AAA AGT GTT TTA TTA GCG GCT CAT-3′)와 mcyA- 

Cd 1R (5′-AAA ATT AAA GCC GTA TCA AA-3′)를 사용하

였다 (Hisbergues et al., 2003). mcyA 유전자 발현 (RNA gene  

expression)은 RNA 염기서열의 상보적인 DNA (comple- 

mentary DNA: cDNA)를 사용하여 quantitative PCR 분석

하였다. cDNA를 합성하기 위해 Easy cDNA synthesis Kit 

(EcDNA100, Nanohelix Co., Daejeon, Korea)를 사용하였

으며 kit의 protocol에 따라 2 step으로 나누어 수행하였다. 

합성된 cDNA는 quantitative PCR 분석 전까지 -20℃에서 

보관하였다.

DNA와 RNA의 copy number를 분석하기 위해 polymer- 

ase와 mixture를 혼합한 후 quantitative PCR machine 

(Rotorgene, TAKARA, Japan)으로 분석하였다. Polymerase

는 intercalate type의 2 ×  Real-Time PCR Master Mix: 

including SFCgreen®I in mixture (DQ362-40h, Biofact Co., 

Korea)를 사용하였으며 정량분석을 위해 PCR Master Mix 

10 μL, forward primer (10 pmole μL-1) 1 μL, reverse primer 

(10 pmole μL-1) 1 μL, template DNA 3 μL, nuclease free 

water 5 μL를 모두 혼합하였다. 분석 조건은 95℃에서 15 

min 동안 반응한 후 95℃에서 5 sec, 62℃에서 10 sec, 72℃
에서 15 sec 과정을 35회 반복하였으며 72℃ 단계에서 형광 

값을 측정하였다. Quantitative PCR 분석에서 각 유전자 Ct 

값 계산과 copy number (NCN)는 표준곡선 식 (Equation 1)을  

이용하여 산출하였다 (Oh, 2009). 

 CT × AN
Ncn = ------------------------  (1)
 SA × MWbp × 106

AN는 아보가드로의 수, MWbp는 염기쌍의 평균 분자 무게,  

SA는 Microcystis의 genome 크기, CT는 외부 표준곡선을 통

해 계산된 DNA 시료의 대상유전자 copy number를 의미한 

다. 표준곡선을 산출하기 위해 표준 남조류 strain으로 Micro- 

cystis aeruginosa UTEX 2385를 사용하였으며 cloning 

method를 사용하여 표준곡선의 copy number를 계산하였다 

(Oh, 2009).

4. 남조류 세포밀도 및 Microcystin (MC) 분석

Lugol 용액으로 고정한 시료는 72 hr 이상 자연침강으로  

농축하였다. 농축한 시료는 균일하게 혼합한 후 1 mL를 

Sedgwick-Rafter counting chamber에 옮겨 담고 10 min 이

상 침전시켜 광학현미경으로 관찰하였다. 출현종의 동정을 

위한 형태적 특징은 광학현미경에 부착된 카메라로 단일세

포의 형태를 촬영하였으며 세포 길이 (μm), 폭 (μm), 형태 등

Fig. 1. Map of North-Han River watershed and sampling sites. PD, 
CP and UA indicate Paldang, Chungpyeung and Uiam, respectively.
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을 문헌 및 도감 (Jung, 1993; Park, 2012a, b)과 비교하였다.

Microcystin (MC) 분석은 먹는 물 감시 공정시험법에 따

라서 수행하였다 (MOE, 2016). MC는 4가지 형태를 모두 측

정하였으며 전체를 합산한 농도를 총 MC 농도로 판단하였

다. 현장수 10 mL를 초음파 파쇄기를 이용하여 30 min 동안  

세포를 파쇄한 후, 현미경으로 세포 파쇄를 확인하였으며 파

쇄가 90% 이상 발생하지 않았을 경우에는 동일한 과정을  

반복하였다. 세포 파쇄 이후 주사기필터 (syringe filter, pore 

size: 0.25 μm, Whatman, UK)를 사용하여 세포 잔여물 (cell  

debris)을 여과하였다. 여과한 시료를 고상 카트리지에 통과 

시켜 MC을 추출하였으며 추출된 MC 시료를 liquid chroma- 

tography/mass spectrophotometer (Agilent, USA)의 ODS 

C18 컬럼을 사용하여 분석하였다. MC 농도는 대상 체류시간

에 발생한 chromatogram peak 면적을 통해 계산하였다. 

5. 통계분석 

수층에서 mcyA DNA copy number와 mcyA RNA copy 

number를 heatmap으로 분석하였다. DNA와 RNA 모두 

copy number mL-1 단위로 계산된 자료를 사용하였으며, R 

window (version 3.6.0, Boston, USA)와 R studio (version 

1.1.463, Boston, USA)를 사용하여 자료를 분석하였고 

ggplot2 package (version 3.1.1)의 2d heatmap package를 

사용하여 분석 결과를 확인하였다 (Wickham, 2016). R에

서 분석한 heatmap 결과는 Datagraph 프로그램 (version 4.4, 

Visual Data Tools Inc., Chapel Hill, North Carolina, USA)

에 입력하여 시각화하였다.

수중의 MC 농도와 mcyA RNA expression 사이의 회귀

방정식을 도출하기 위해 각각 8개 data를 excel sheet에서 

indirect 함수와 rand 함수를 사용하여 gene expression 값을 

무작위 추출 (Random sampling)하였다. 추출된 RNA 발현

값과 동일한 시기의 MC 농도값을 이용하여 무작위 표본 회

귀공식을 산출하였다. 50회 이상 무작위 추출하였고 MC 농

도와 mcyA RNA expression 사이의 상관계수 (r)가 0.9 이

상인 표본 회귀공식을 선별하였다. 또한 남조류 세포밀도, 

MC 농도, mcyA DNA copy number, mcyA RNA expression 

양 사이의 상관관계를 분석하기 위해 R window와 R studio

의 performance analytics package (version 3.6.3)의 Chart 

Correlation tool 분석을 사용하였다 (Peterson et al., 2018). 

결     과

1. 수층에서 mcyA DNA copy number의 시·공간적 변이

모든 지점에서 mcyA DNA는 6월에서 12월 사이에 주로 

발생하였으며, 또한 상류수역과 하류수역의 mcyA DNA 발생

은 시간적 차이가 존재하였다 (Fig. 2A). 8~9월 사이에 copy 

number가 매우 높았으며 주로 하류수역 (PD1~PD4)에서 높

은 copy number가 발견되었다. mcyA DNA는 6월에 급증

하였으며 하류수역 (PD2~PD4)에서 평균 5.8 × 1014 copies 

mL-1으로 상류수역 (CP1~UA4)보다 9배 높았다. 특히 묵현

천이 유입되는 PD3와 PD4 지점이 7.5 × 1014 copies mL-1 

으로 가장 높았다 (Fig. 2B). 8월에는 팔당댐을 포함하는 하

류수역 모든 지점에서 mcyA DNA copy number가 평균 1.0×  

1014 copies mL-1 이상 급격히 증가하였으며 상류는 의암댐  

(UA1) 지점과 공지천 (UA2)에서도 8.6 × 1012~1.2 × 1013 

copies mL-1으로 copy number가 높았다. mcyA DNA copy  

number가 급격히 증가한 8월에는 수중의 남조류 밀도 역

시 급격히 증가하였다. 하류수역은 9월에 copy number가 감 

소하였으나 상류수역은 8월보다 5배 이상 증가하였다 (Fig.  

2B). 의암댐을 비롯하여 의암호 내 지점 전체에서 8.5 ×  

1012~2.6 × 1013 copies mL-1의 높은 copy number가 분포하

였다. 9월 이후 대부분 지점에서 mcyA DNA는 11월까지 감

소하였으며 특히 UA2 지점은 11월에 3.7 × 1010 copies mL-1

으로 가장 낮았다. 하지만 묵현천이 합류하는 지점 (PD3)

은 mcyA DNA copy number가 10월과 12월에 일시적으로 

2.1 × 1013 copies mL-1까지 급증하였으며 12월에는 PD3 지

점뿐만 아니라 PD2 지점까지 copy number가 일시적으로 

8.2 × 1012 copies mL-1 이상 급격히 증가하였다 (Fig. 2B). 

CP1과 PD4 지점에서도 10월과 12월에 mcyA DNA copy 

number가 증가하였으나 3.1 × 1012~5.1 × 1012 copies mL-1

으로 PD3와 PD2보다 낮았다 (Fig. 2).

북한강 수역에서 mcyA DNA는 주로 묵현천 합류 이후 하

류에서 관찰되었으며 다른 지점보다 평균적으로 높은 copy 

number가 검출되었다. 상류의 의암호 수역은 공지천에서 가

장 먼저 mcyA DNA copy number가 증가하였으며 이후 9월

에는 의암호 수역 전체에서 copy number가 증가하였다. 9

월 이후 대부분의 지점에서 mcyA DNA copy number는 점

차 감소하였으나 묵현천의 영향을 받는 PD2 지점과 PD3 지

점은 12월까지 mcyA DNA copy number의 일시적인 증가를 

확인하였다.

2. 수층에서 mcyA 유전자 발현 (RNA gene expression)의 

시·공간적 변이

북한강 수역에서 mcyA 유전자 발현 (RNA gene expression)

은 6~9월 사이에 매우 짧은 시간 동안 관찰되었으며 발현

량 증가는 청평댐을 기준으로 상류와 하류수역에서 시간

적 차이가 존재하였다 (Fig. 3A). 6월에 mcyA 유전자의 발현
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이 관찰되기 시작하였으며 공지천 (UA2)과 인근지점 (UA3,  

UA4)에서 1.0 × 1013 copies mL-1 이상으로 다른 지점의 발

현량보다 3배 이상 높았다. 공지천 지점 (UA2)과 의암호 

내 지점 (UA3)은 6월부터 9월까지 지속적으로 mcyA gene 

expression이 관찰되었으며 UA2 지점은 9월에 발현량이 

8.5 × 1013 copies mL-1 이상 급증하여 북한강 수역 전체에서 

발현량이 가장 높았다 (Fig. 3B). UA2 지점은 10월에 1.0 ×  

1013 copies mL-1이 발현하였으며 가장 늦은 시기까지 mcyA 

gene expression이 관찰되었다. 이와 반대로 청평댐 하류수

역에서 mcyA gene expression은 6월에 청평댐과 묵현천 합

류 지점에서만 관찰되었으나 8월에 청평댐 하류수역 모든 

지점에서 mcyA gene expression이 급격히 증가하였다 (Fig. 

3A). 8월에 청평댐 하류수역의 mcyA gene expression은 평

균 4.3 × 1013 copies mL-1으로 청평댐 상류수역보다 10배 이

상 높았으며 특히 PD2 지점에서 7.6 × 1013 copies mL-1으로 

북한강 수역 전체에서 발현량이 가장 높았다 (Fig. 3B). 8월 

이후 청평댐 하류수역에서 mcyA gene expression은 급격히 

감소하였으며 9월부터 수중에서 mcyA gene expression은 발 

견되지 않았다 (Fig. 3A).

북한강 수역에서 MC 합성에 관여하는 mcyA gene exp- 

ression은 시·공간적인 차이가 존재하였으며 오랜 시간에 걸

쳐서 지속적으로 발현하기보다는 여름철 짧은 시기에 집중

적으로 발현하였다. 수체에서 mcyA gene expression의 시·공 

간적 변화는 MC 농도 변화와 유사한 발생 특성을 나타내었 

을 뿐만 아니라 수중의 Dolichospermum circinale와 Micro- 

cystis aeruginosa의 세포밀도 변화와 유사하였다 (Fig. 3, 

Supplementary data 1).

3. eRNA발현과 Microcystin (MC) 농도 사이의 관계

북한강 수역에서 분석된 mcyA 유전자 DNA copy number

와 RNA expression은 남조류 세포밀도 및 MC 농도와 양

의 선형적 관계가 존재하였다 (Fig. 4) (Supplementary data 

1). mcyA DNA는 남조류 세포밀도와 비교하였을 때 통계적

으로 유의하였으나 (r = 0.22, p<0.05) 이러한 선형적 관계

는 D. circinale와 M. aeruginosa에서 서로 다르게 나타났다. 

mcyA DNA copy number는 M. aeruginosa 세포밀도와 상관

계수는 낮지만 (r = 0.20) p<0.05 수준에서 통계적으로 유의

하였고 D. circinale의 세포밀도와는 유의한 상관성을 나타

내지 않았다. 수중의 MC 농도는 mcyA DNA copy number

와 상관도가 낮고 통계적인 유의성이 존재하지 않았다 (Fig. 

4). mcyA DNA copy number와 세포밀도 사이의 관계를 보

다 정확하게 파악하기 위해 M. aeruginosa와 D. circinale의 

Fig. 2. Spatio-temporal distribution of microcystin producgin gene (mcyA) and microcystin concentration in the surface water of the North-
Han River during January 2015~March 2016. (A) The heatmap shows log transformed copy numbers of mcyA DNA potential and Micro-
cystin concentration. Grey color squares indicate sites that were not sampled because of ice cover. (B) Line graph shows log transformed 
copy number of mcyA DNA.

(A) (B)
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Fig. 3. Spatio-temporal distribution of mcyA gene expression and microcystin concentration in the surface water of the North-Han River 
during January 2015~March 2016. (A) The heatmap shows log transformed gene expression of mcyA and microcystin concentration. Grey 
color squares indicate sites that were not sampled because of ice cover. (B) Bar graph shows log transformed gene expression of mcyA.

(A) (B)

Fig. 4. Chart correlation of mcyA gene copies (copies mL-1), mcyA gene expression, cyanobacterial cell density, and microcystin concen-
trations (μg L-1) in lake water samples. Spearman correlation coefficients (ρ) between two variables are shown in the boxes on the top right, 
bivariate scatter plots on the bottom left, histogram of each variable on the diagonal, and significance levels are shown as stars (p<0.001***; 
p<0.01**; p<0.05*). Doli means Dolichospermum circinale, Mic means Microcystis aeruginosa, MC means Microcystin and Cell means 
Total cell density.
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세포밀도와 mcyA DNA 또는 mcyA RNA가 모두 발견된 자

료를 추출하였다 (Fig. 5). Chart correlation 분석과 다르게 

M. aeruginosa와 D. circinale 세포밀도 합은 p<0.05 수준

에서 mcyA DNA copy number와 상관성이 존재하였으며 각

각의 분류군에서도 mcyA DNA copy number와 p<0.01 및 

p<0.05 수준에서 상관관계가 존재하였다 (Fig. 5). MC 농도

는 mcyA DNA copy number와 p<0.05 수준에서 상관관계

가 존재하였으나 상관계수가 0.27로 매우 낮았다. 

mcyA RNA expression과 M. aeruginosa와 D. circinale 세 

포밀도 총합 사이에는 상관계수가 높지 않았으나 (r = 0.57) 

p<0.01 수준의 통계적 유의성이 존재하였다 (Fig. 4). 두 남

조류 분류군을 각각 나누어 비교하였을 때 분류군에 따라서 

mcyA RNA expression과 상관관계는 서로 다르게 나타났

으며 D. circinale 세포밀도와는 p<0.01 수준의 상관관계가  

존재하였으나 (r = 0.74) M. aeruginosa 세포밀도와는 mcyA 

RNA expression에 대하여 상관계수가 0.12로 매우 낮을 뿐

만 아니라 통계적 유의성이 존재하지 않았다 (Fig. 5A, C). 

mcyA RNA expression과 MC가 모두 검출된 시료는 총 24

개로써 MC 농도는 50∼2,671 ng L-1의 범위를 나타냈다 

(Supplementary data 1). 24개 시료의 mcyA RNA expression

과 MC 농도 사이의 상관관계는 chart correlation 분석의 상

관계수보다 조금 높았으며 (r = 0.88) p<0.01로 통계적으로 

매우 유의하였다 (Fig. 5B, D).

mcyA gene expression과 MC 농도 사이의 관계를 보다 명

확하게 분석하기 위해 mcyA gene expression과 MC 농도

가 모두 검출된 24개의 시료 중에서 8개의 시료를 무작위 추

출 (Random sampling)한 결과 6개의 무작위 표본을 선정하

였고 이들의 회귀방정식을 산출하였다 (Fig. 6). 6개 무작위 

표본의 상관계수는 0.938∼0.989로 매우 높았으며 모두 양 

(positive)의 선형상관관계를 나타내었다. 6개의 회귀방정식

을 사용하여 수중의 mcyA gene expression을 기반으로 예

측된 MC (cMC: calculated MC)의 농도는 실제 측정한 MC 

(aMC: analyzed MC)의 농도보다 높게 계산되었다 (Fig. 7). 

6개의 회귀방정식을 이용하여 계산된 cMC의 평균 농도는 

185∼359 ng L-1 범위로 cMC의 농도와 aMC 농도 차이는 

-119∼55 ng L-1 범위로써 2배 이상의 큰 차이가 존재하였 

다 (Fig. 7). 1번 회귀식을 제외하고 2번∼6번 회귀식의 cMC 

농도는 aMC보다 낮았으며 1번 회귀식의 cMC은 대부분 

aMC보다 최소 1.5배 이상 높았다. 전체 회귀식 중에서 6번 

회귀식의 cMC이 aMC와 가장 유사하였으나 대부분 계산된 

결과는 실측 농도보다 낮게 계산되었다 (Fig. 7).

Fig. 5. Relation among microcystin producing gene (mcyA), cyanobacterial cell density, and concentration of harmful materials detected in 
the water column of study sites of the North Han River from January 2015 to March 2016. Cyanobacterial cell density combine M. aerugi-
nosa and D. circinale was known that producing micorcystin in study site.

(A)

(C) (D)

(B)
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고     찰

많은 연구에서 유해물질을 생성하는 세포의 밀도와 유해

물질의 농도 사이에는 항상 양의 상관관계가 존재하지 않았

으며 유해물질의 종류 또는 남조류 분류군에 따라서 통계적

인 유의성이 서로 다르게 나타났다 (Trapp and Croteau, 2001; 

Smith et al., 2008; Westrick et al., 2010; Srinivasan and 

Sorial, 2011). 본 연구에서도 D. circinale와 M. aeruginosa 

각각의 세포밀도는 세포밀도 총 합보다 상관계수가 낮

은 것으로 확인되었는데, 이는 북한강 수계에 존재하는 D. 

circinale와 M. aeruginosa 분류군 사이에 독성과 비독성 균

주 (strain)가 혼합되어 분포하는 영향인 것으로 판단된다. 

MC를 합성하는 남조류는 mcyA 유전자 오페론 (operon)의 

돌연변이 발생에 따라서 독성 strain과 비독성 strain으로 구

분할 수 있으며, 독성 strain 내에는 MC 생산력의 차이가 나

Fig. 6. Relationship between RNA gene expression and microcystin concentration. All plot that composed each regression curve has ran-
dom sampling from analyzed data in surface water.

(A)

(C)

(E) (F)

(D)

(B)

Fig. 7. Range of differences for calculated microcystin using re-
gression curve and analyzed microcystin analyzed using HPLC. 
All samples collected in the surface water. Each circle plot beside 
the box plot means raw value of difference between analyzed and 
calculated.



eDNA와 eRNA를 이용한 유해남조류 탐색 9

타난다 (Neilan et al., 1997; Kaebernick et al., 2001; Tillett 

et al., 2001). 선행 연구를 통해 북한강 수역에서 비슷한 시기

에 분리된 M. aeruginosa 세포는 각각 독성과 비독성 strain

으로 구분되었으며 북한강 수역에서 분리한 D. circinale에

서 mcyA 유전자가 존재한 것으로 확인되었다 (NIER, 2014; 

Kim et al., 2018a). 본 연구에서도 공지천 수역 (UA2)과 북

한강 하류 (PD3) 지점에서 D. circinale의 세포밀도가 급증하

였을 때 MC 농도는 800~2,000 ng L-1 이상으로 매우 높았

지만, 의암호 내 UA3 지점은 D. circinale 세포밀도가 5,000 

cells mL-1 이상 급증하였음에도 불구하고 MC 농도는 200 

ng L-1 이하로 매우 낮았다. 또한 팔당댐 앞 (PD1) 지점에서

는 M. aeruginosa 세포밀도가 20,000 cells mL-1 이상으로 

급증하였지만 MC 농도는 400 ng L-1이 검출되었다. 따라서 

북한강 수계에 존재하는 M. aeruginosa와 D. circinale는 독

성과 비독성 strain이 존재하며 독성 D. circinale strain 안에

서 MC 생산력이 서로 다른 두 개의 strain이 존재한다고 판

단된다. 

회귀분석을 통해 도출된 6개의 회귀직선식 중에서 3번과 

6번 회귀식은 RNA 발현량과 MC 농도 사이에 표준편차가 

낮고 두 요인 사이의 상관계수가 0.97 이상으로 매우 높았다. 

하지만 이러한 회귀식을 이용하여 mcyA gene expression량

을 MC 농도로 환산하였을 때 MC 농도 예측값은 실제 검출

된 농도보다 최소 2배~최대 100배 이상 높게 나타났다. 일

반적으로 RNA 발현은 단백질 합성으로 직접적으로 이어지

므로 RNA 발현과 단백질 농도 사이에는 선형관계를 형성한

다 (Ngwa et al., 2014; Dong et al., 2016). 본 연구에서 mcyA 

RNA 발현량을 기반으로 계산된 cMC과 aMC 농도의 편

차는 100 ng L-1 이상 존재하였다. 이러한 편차가 발생하는 

몇 가지 원인 중 주요한 원인은 다음과 같다. 첫 번째, mcyA 

RNA 발현량을 분석하기 위한 역전사 (Reverse transcript) 과

정이 원인으로 판단된다 (Pacheco et al., 2016). 역전사 과정

에서 cDNA는 RNA를 주형 (template)으로 합성되는 DNA 

가닥을 의미하며 단백질 발현 정도를 분석할 때 주로 합성

한다 (Meis and Khanna, 2009). 하지만 단일가닥 RNA에서 

이중가닥 DNA로 합성되는 과정에서 분류군 사이에 존재하

는 작은 copy number의 차이가 PCR 증폭 과정에서 더욱 증

가할 수 있으며 이로 인해 단백질 농도와 RNA 발현량을 통

한 예측값이 과대산출될 가능성이 매우 큰 것으로 판단된다 

(Kim et al., 2013). 두 번째, 수중의 질소농도에 따라서 세

포 내부에서 합성된 MC는 세포 내부에 축적되지 않고, 대

부분 세포 밖으로 용출되어 수중의 MC 농도를 증가시킨다 

(Kuzuyama, 2002; Seravalli et al., 2003; Monchamp et al., 

2014; Pimentel and Giani, 2014). 이로 인해 세포 내부에 축

적되어 있는 MC의 농도와 수중에 용존되어 있는 MC의 농

도 사이에 큰 차이가 발생할 수 있으며 세포 내부의 입자성 

MC 농도가 매우 낮게 유지될 수 있다. 이는 mcyA RNA 발현

을 기반으로 계산된 cMC 농도와 수중에 존재하는 aMC 농

도 차이로 이어질 수 있다. 

eRNA 기반의 남조독소 유전자 탐색법은 세포 내부에 존

재하는 MC 합성 유전자의 활성을 정량적으로 분석하여 세

포 내부에서 합성되는 MC의 농도 변화를 파악할 수 있으

며 이를 통해 수중에서 MC의 농도가 급증하기 전에 MC 

농도 증가를 예측할 수 있다. 특히 단백질 구조의 남조독소 

(cyanotoxin)가 생성되기 위해서는 세포의 central dogma 

과정으로 DNA에서 RNA로의 전사 (Transcription)가 반드

시 발생하게 된다. 따라서 수중의 MC 농도가 증가하기 이

전에 반드시 RNA가 증가하게 되며, 이를 이용한다면 수중

의 MC가 발생하기 전, 또는 발생 초기에 이를 탐색할 수 있

다. 이는 유해남조류의 사전경보 (early warning) 지표로써 충

분한 가치가 있으며 Microcystin의 농도와 함께 조류경보제

의 주요한 항목이 될 수 있을 것으로 판단된다. 또한 RNA

는 활성을 가지는 세포에서 주로 생성되며, 특히 세포분열과

정에서 16S rRNA (16S ribosomal RNA) 및 rbcL (Ribulose 

bisphosphate carboxylase large chain)과 같은 하우스키핑 유 

전자 (Housekeeping gene)가 발생한다. 이러한 16S rRNA

를 탐색하는 것은 수중에 존재하며 활발하게 세포분열하

는 남조류 세포를 탐색하는 것으로써 보다 정확한 유해남조

류 발생 모니터링 정보를 제공할 수 있다. 이러한 eDNA와 

eRNA 기반의 탐색법은 유전자 primer의 설계에 따라서 매

우 다양한 2차 대사산물과 유해남조류의 발생을 선택적 

(Specific)이고 통합적 (Universal)으로 탐색할 수 있으며 

상수원 관리 측면에서 매우 중요한 정보를 제공하는 지표로

써 충분히 활용할 수 있을 것으로 판단된다.

적     요

북한강 수역에서 가장 많이 검출되는 Microcystin (MC)

을 대상으로 하여 MC 생합성 유전자 (mcyA gene), 남조류 

세포밀도, MC 농도 사이의 관계를 분석하여 RNA-MC 환산

식을 도출하고 남조류 세포 내 존재하는 MC 농도를 예측하

였다. 북한강 수역에서 mcyA 유전자는 묵현천 합류 이후 북

한강 하류 지점에서 주로 발견되었으며 평균적으로 다른 지

점보다 높은 copy number가 발견되었다. 북한강 상류 의암

호 수역의 경우, 공지천 지점에서 mcyA 유전자 copy number

가 증가하였으며 9월 이후 북한강 수역 전체에서 mcyA 유전

자 copy number는 감소하였다. mcyA gene expression은 상

류와 하류 수역의 시·공간적 차이가 존재하였으며 여름철 
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짧은 시기에 집중적으로 발현하였다. mcyA gene expression 

양은 MC 농도와 상관성이 매우 높을 뿐만 아니라 MC

을 생합성하는 것으로 알려진 Microcystis aeruginosa와 

Dolichospermum circinale의 세포밀도와도 통계적으로 유의

한 상관성이 존재하였다. RNA-MC 관계를 기반으로 도출된 

6개의 환산식은 통계적 유의성을 보이며 (p<0.05) 0.9 이상

의 높은 상관계수 (r)를 나타냈다. eRNA에 존재하는 MC 생

합성 유전자 발현량은 수중의 남조독소 물질 합성을 판단하

고 유전자의 활성 정도를 빠르게 정량하여 MC 발생 조기경

보에 충분히 활용할 수 있을 것으로 판단된다.
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Supplementary data 1. Spatio-temporal fluctuation of major cyanobacteria (M. aeruginosa and D. circinale) that known to microcystin 
producer and concentration of microcystin at the study sites of the North Han River between February 2015 and March 20.


