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Abstract

 The objective of this study is to make the faster-growing transgenic 

zebrafish than the non-transgenic control. For this purpose, a transgenic 

vector has been constructed by using several genes such as β-actin 

promoter, first exon and intron regions of β-actin, growth hormone and 

GFP (green fluorescent protein). The recombinant vector was delivered to 

the one-cell stage of zebrafish eggs through the microinjection method. The 

expression of transgene in the zebrafish was monitored by observing GFP 

expression temporally and spatially.

 As a result, GFP expression first appeared in the shape of sporadic spots 

on the embryo at the gastrula period of 50%-epiboly. Later, these spots 

were transformed to be the rod-shape of GFP expressions at the 

segmentation period. At the pharyngula and hatching period, GFP was 

sporadically expressed at the epidermis, muscle tissue, yolk sac, fin-ray, 

etc.

 Among 1,000 eggs microinjected, 16.03% were hatched out. 53.21% of 

hatched embryos showed GFP expression and some of them showed a 

maximum of 1.5-fold larger body length than their non-transgenic siblings.
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Ⅰ. 서론

 Zebrafish (Danio rerio)는 분류학상 잉어목(Cypriniformes), 잉어과(Cyprinidae)

에 속하며 인도와 파키스탄 등 남아시아의 일부 지역에 분포한다(Axelrod and 

Schultz, 1955; Bhimachar and Suba Rau, 1942). 이 어류는 소형 열대성 민물 

어류로서 아름다운 색체를 띠어 세계적으로 인기가 있는 관상어 대상 어종이다. 

Zebrafish는 연중 산란하여 알을 쉽게 얻을 수 있고, 1회 최대 포란 수는 

1,500-1,800개이며, 일반적으로 150-400개의 알을 낳는다(Hisaoka and Firlit, 

1962). 이 어류의 수정란은 투명하여 발생과정을 관찰하기 쉽기 때문에 유전자 

조작을 통한 특정 DNA 또는 mRNA 발현을 확인하데 매우 유리하다(Gibbs and 

Schmale, 2000; Ju et al., 2004). 그리고 수정에서 부화까지의 소요되는 시간은 

5일 정도로 다른 척추동물 보다 빠른 발생속도를 갖으며, 세대 기간도 2-3개월

로 다른 척추동물 보다 짧은 장점을 갖고 있기 때문에 최근에는 척추동물의 발

생과 배아 조작, 유전자 도입 등을 연구하는데 좋은 실험동물로도 각광받고 있다

(Amsterdam et al., 1999; Driever et al., 1994). 

 Growth hormone은 뇌하수체 전엽에서 생산되는 약 22 kDA 정도의 

single-chain polypeptide hormone으로서, 척추동물의 초기 발생과 성장에 관여

하는 것으로 알려져 있다(Knobil and Hotchkiss, 1964). 또한 growth hormone

은 삼투압조절과 번식에 관여 할 뿐만 아니라 탄수화물, 지방 그리고 단백질 대

사에도 관여하며(Le Bail and Boeuf, 1997) 포유류와 어류에서 안정적인 단백질 

동화 작용을 일으켜 생체 내 질소 유지를 조절하는 역할도 한다(Mauras and 

Haymond, 2005). 따라서 growth hormone이 과다 발현 되는 어류의 경우 성장

뿐만 아니라 형태, 생리, 대사, 면역 그리고 행동의 넓은 범위까지 영향을 줄 수 

있기 때문에 이 호르몬에 대한 연구가 수행되어지고 있다(Devlin et al., 2006).

 속성장 또는 거대성장 형질전환 어류를 생산하기위해 바이러스에서 어류에 이

르기까지 다양한 promoter (촉진자)가 사용되고 있으며(Bearzotti et al., 1992; 

Gaiano et al., 1996), 특히 유전적으로 근연종의 growth hormone과 promoter를 

사용하였을 때 효과적인 성장을 보이는 것으로 보고되어졌다(Betancourt et al., 
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1993; Alam et al., 1992). 현재까지 이루어진 연구에서는 다양한 promoter를 

이용한 대서양 연어, coho 연어 그리고 artic charr을 포함한 연어과 어류를 대상

으로 growth hormone을 과다 발현시켜 6배에서 14배의 높은 성장 촉진 효과 

관찰할 수 있었다(Du et al., 1992 a, b; Devlin et al., 1994; Pitkanen et al., 

1999). 또한 태평양 연어에서 대조구 보다 중량이 37배 증진된 것이 관찰되었고

(Devin et al., 1994), 틸라피아(Oreochromis niloticus)에서는 3배 정도의 성장 

촉진효과를 보였으며(Rahman et al., 1998), 미꾸라지(Misgurnus mizole)를 이

용한 연구에서는 35배나 빠른 성장 속도를 보였다(Noh et al., 1999; Nam et 

al., 2001).

 성장 호르몬의 과다 발현을 위해 다양한 promoter를 이용한 연구가 보고되고 

있다. 앞에 언급한 연어과 어류에서는 모든 연어들이 보유하고 있는 

metallothionein-B promoter를 사용하였고, 틸라피아의 경우 ocean pout의 

antifreeze gene promoter를 사용하였으며, 미꾸라지의 경우에는 실험 동일어종

의 β-actin promoter를 사용하였다(Devin et al., 1994; Rahman et al., 1998; 

Nam et al., 2001). 최근에는 actin promoter 유전자를 이용한 성장 호르몬 과

다 발현 연구가 수행되고 있다(Noh et al., 1999; Nam et al., 2001).

 Actin은 진화 과정에서 가장 잘 보존되어 있는 단백질 중 하나로서 세포의 미

세섬유의 기본적인 구성물로 중요한 역할을 한다(Pollard and Cooper, 1986). 

이들 actin은 골격, 심장, 위와 대동맥을 구성하는 α-actin과 세포질 actin인 β-, 

γ-actin으로 이루어져 있다(Vandeserckhove and Weber, 1979). α-actin 네 개

의 조직에 집중되어 특별한 역할을 하며, β, γ-actin은 많은 조직에서 발현되어

져 세포내에서 다양한 기능을 하는 것으로 알려져 있다(Clarke and Spudich, 

1997). 이들 actin promoter를 이용한 연구에서 zebrafish의 α, β-actin 

promoter를 이용한 reporter 유전자인 EGFP (Enhanced Green Fluorescent 

Protein) 재조합 발현 vector를 zebrafish에 microinjection하였을 때 GFP  발현

이 다음 세대까지 유지되었다는 보고가 있다(Higashigima et al., 1997). 또한 

잉어(common carp)의 β-actin promoter의 TATA box, CAAT box와 CArG 

motif를 보유하는 1000 bp와 β-actin 1st exon, 1st intron 지역 까지를 이용한

CAT (bacterial chloramphenicol acetyltransferase) 발현 vector는 1000 bp의 
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promoter만을 이용했을 때보다 5배 정도 CAT의 강한 발현을 한다고 보고되어

졌다(Liu et al., 1990). 이러한 β-actin promoter는 속성장 어류를 생산하는데 

있어 유용한 유전자로 볼 수 있다.

 어류의 형질전환을 하는데 있어 외래유전자를 수정란에 도입하는 방법에는  

microinjection (미세주입법), electroporation (전기 천공법), 바이러스를 이용한 

방법, embryonic stem cell (배아줄기세포) 등이 있으나, 현재 가장 많이 시행되

어지며 손쉽고 정확하게 수정란에 도입 유전자(transgene)를 주입 할 수 있는 

것은 microinjection이다. 

 따라서 이 연구에서는 zebrafish의 β-actin promoter를 Liu et al. (1990)의 방

법을 인용한 β-actin promoter의 TATA box, CAAT box와 CArG motif를 보

유하는 1000 bp와 β-actin 1st exon1과 1st intron까지를 사용하는 promoter와 

zebrafish의 growth hormone, pEGFP-1 vector의 reporter 유전자인 EGFP를 

조합한 발현 vector를 제작하여, 이를 microinjecter를 통해 수정란에 

microinjection하였을 때 나타나는 GFP 발현 양상과 성장에 대하여 분석을 하였

다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1. 사육조건과 수정란 수집

 성숙한 zebrafish (Dinio rerio)를 20 ℓ 수조에 암수를 따로 구분하여 수용하

였으며, 사육수의 온도는 heater를 이용하여 28℃를 유지하였다. 광주기는 명기 

14시간, 암기 10시간으로 autotimer를 이용하여 조절하였다. 사육 시 먹이는 하

루 3회 dry pellet과 brine shrimp, 소간을 병행하여 주었다. 주 1회 깨끗한 물을 

1/2만 교환 하였으며, aeration을 이용하여 산소를 충분이 공급하였다.

 수정란을 받기 위해 암기가 시작되기 1시간 전에 암수를 2:1의 비율로 5 ㎜ 

net와 heater, aeration을 설치한 10 ℓ 비커로 옮겼으며, 다음날 명기가 시작될 

때 소음을 최소화 하고 강한 빛 쬐어 수정 효과를 높였다. 친어는 5 ㎜ net를 분

리하여 다른 비커로 옮겨 다시 수정할 수 있도록 하였고, 비커에 남아있는 수정

란은 0.3 ㎜ net를 이용하여 난을 수집하였다. 분리된 수정란은 수생균의 증식을 

억제하기 위해서 5 ppm 메틸렌 블루를 첨가한 egg water로 1회 세척 후 2 ppm 

메틸렌 블루를 첨가한 egg water에 옮겼다. 난질이 좋지 않은 수정란은 제거하

였다. 수정이 끝난 친어는 교배 시 상처로 인한 세균 감염을 막기 위해 옥시테트

라사이클린계 약제 25 ppm으로 약욕하였다.
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2. DNA 조작

 실험에 사용한 zebrafish의 β-actin promoter (accession no. AL929031.3)와 

growth hormone (accession no. AJ937858) 서열은 NCBI (National Center for 

Biothechnology information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)를 통해 얻을 수 있었

으며 이를 기초로 하여 PCR primer를 제작하였다.

 1) β-actin promoter 분리

β-actin promoter는 zebrafish 한 마리의 근육을 채취하고, genomic DNA prep 

kit (Bioneer co., Korea)을 이용하여 genomic DNA를 얻은 후, β-actin 

promoter와 1st exon, 1st intron을 포함하는 지역(약 2.7 kb)을 PCR 증폭하기 

위해 primer zebactin F (5′-GAGAGAATTCTCTGAGAAACTTCCATATTTT 

AGAGGTAA-3′)와 zebactin R (5′-GAGAGGTACCGGCTGAACTGTAAAAGA 

AAGGGA-3′)를 이용하였다. Zebactin F primer에는 제한효소 EcoRI (Takara 

Bio Inc., Japan) 지역을 두었고, zebactin R primer에는 KpnI (Takara Bio Inc., 

Japan) 지역을 두었다(밑줄). PCR 반응은 genomic DNA 1 ㎕, 10× Ex Taq 

Buffer 5 ㎕, 10 mM dNTP mix 4 ㎕, primer zebactin F (10 pmole/㎕) 2 ㎕, 

zebactin R (10 pmole/㎕) 2 ㎕, 1 unit Ex Taq polymerase (Takara Bio Inc., 

Japan)를 이용하였으며, 증류수를 이용하여 total volume이 50 ㎕가 되도록 하였

다. 이때 반응 조건은 94℃에서 2분간 변성시킨 후 denaturation 94℃에서 45초, 

annealing 53℃ 1분, extension 72℃에서 2분 50초간을 30회 반복하였으며, 최

종 extension은 72℃에서 7분간 반응하였다. PCR 증폭 산물은 1% agarose gel

에서 전기 영동하여 2.7 kb정도의 예상 밴드를 확인하였다.
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 2) Growth hormone cDNA 분리

 Growth hormone mRNA는 1-2 마리의 zebrafish 뇌하수체를 채취하고, 

Micro-FastTrack 2.0 Kit (Invitrogen, USA)을 이용하여 total mRNA를 분리한 

후, 이 total mRNA를 Superscript III First-strand Synthesis System For 

RT-PCR  (Invitrogen, USA)을 이용하여 cDNA를 합성하였다.

 cDNA 합성은 mRNA 5 ㎕, 50 μM oligo (dt)20 1 ㎕, 10 mM dNTP mix 1 

㎕, DEPC-treated water 3 ㎕를 넣어 65℃에서 5분간 반응한 후 10× RT 

buffer 2 ㎕, 25 mM MgCl2 4 ㎕, 0.1 M DTT 2 ㎕, RNaseOUT (40 unit/㎕) 

1 ㎕, SuperScript III RT (200 unit/㎕) 1 ㎕를 넣어 50℃에서 50분, 85℃에서 

5분간 반응한다. 반응이 끝나면 다시 RNase H 1 ㎕를 넣은 후 37℃에서 20분

간 반응하였고 합성된 cDNA를 이용하여 growth hormone을 PCR 증폭하는데 사

용하였다.

 이 cDNA에서 growth hormone 지역을 PCR 증폭하기 위해 primer zebgh F 

(5′-GAGAGGTACCATGGCTAGAGCATTGGTGCTGTTG-3′)와 zebgh R (5′

-GAGAACCGGTCAGGGTACAGTTGGAATCCAGG-3′)를 이용하였다. zebgh F 

primer에는 제한효소 KpnI (Takara Bio Inc., Japan) 지역을 두었고, zebgh R 

primer에는 제한효소 AgeI (New England BioLabs, England) 지역을 두었다(밑

줄). PCR 반응은 cDNA 1 ㎕, 10× Ex Taq Buffer 5 ㎕, 10 mM dNTP mix 4 

㎕, primer zebgh F (10 pmole/㎕) 2 ㎕, zebgh R (10 pmole/㎕) 2 ㎕, 1 unit 

Ex Taq polymerase (Takara Bio Inc., Japan)를 이용하였으며 증류수를 이용하

여 total volume이 50 ㎕가 되도록 하였다. PCR 조건은 94℃에서 2분간 변성시

킨 후 denaturation 94℃에서 45초, annealing 55℃ 1분, extension 72℃에서 

50초간을 30회 반복하였으며, 최종 extension은 72℃에서 7분간 반응하였다. 

PCR 증폭산물은 1% agarose gel에서 전기 영동하여 630 bp정도의 예상 밴드를 

확인하였다.
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 3) pβGH-EGFP 발현 vector 제작

 이 실험에서 사용된 pEGFP-1 (BD Biosciences Clontech, USA) vector는 β

-actin promoter와 β-actin 1st exon과 1st intron의 활성과 growth hormone 

cDNA의 발현을 확인을 위한 reporter 유전자인 EGFP를 보유하고 있다.

 pβGH-EGFP 발현 vector 제작은 growth hormone PCR 산물과 pEGFP-1 

vector를 KpnI (Takara Bio Inc., Japan)과 AgeI (New England BioLabs, 

England)으로 다음과 같은 방법으로 절단하였다. 먼저 10× L buffer 5 ㎕와 1 

unit KpnI (Takara Bio Inc., Japan), 각각의 DNA 44 ㎕를 37℃에서 12시간 동

안 반응하여 절단하였다. 반응이 끝난 후 1% agarose gel에서 전기 영동하여 

vector가 잘린 것을 확인하고 PCR Purification kit (Bioneer Co., Korea)으로 

정제하였으며 다시 10× NEbuffer1 5 ㎕와 1 unit AgeI (New England 

BioLabs, England), 앞서 정제 된 DNA 44 ㎕를 KpnI (Takara Bio Inc., Japan)

과 동일한 반응 조건으로 절단하였다. 반응 후 잘린 DNA를 1% agarose gel에 

모두 전기 영동하여 해당 size의 band만을 떼어내어 Gel Extraction kit 

(Bioneer Co., Korea)를 이용하여 분리하였다. 분리한 growth hormone cDNA와 

pEGFP-1 vector는 agarose gel상에서 농도를 확인 한 후 T4 DNA ligase 

(Takara Bio Inc., Japan)를 사용하여 ligation하였다. Ligation 반응 조건은 10× 

ligation buffer 1.5 ㎕, pEGFP-1 2 ㎕, growth hormone cDNA 2 ㎕, 1 unit 

ligase를 이용하였으며, 증류수를 넣어 total volume이 15 ㎕가 되도록 하여 1

6℃에서 18시간 동안 반응시켰다. pEGFP-1과 growth hormone ligation 산물 5 

㎕는 E. coli DH5α competent cell (Takara Bio Inc., Japan) 50㎕에 혼합하여 

얼음에서 40분, 42℃에서 90초, 다시 얼음에서 2분 간 넣은 후 LB broth 95 ㎕

를 넣어 37℃에서 30분 동안 배양하는 과정을 거쳐 형질전환 하였으며 형질전환 

한 cell은 kanamycin 저항성을 이용하여 kanamycin (50 ㎍/㎖)이 들어있는 LB 

(Luria-Bertani) plate에 70 ㎕를 도말하여 37℃에서 16시간 배양하였다. 생성

된 colony를 kanamycin (50 ㎍/㎖)이 들어있는 LB broth 4 ㎖에 접종하여 37℃

에서 16시간 배양한 후 Plasmid Miniprep kit (Bioneer Co., Korea)을 이용하여 

plasmid DNA (pGH-EGFP)를 분리하였다. 
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 분리한 pGH-EGFP와 β-actin promoter PCR 산물은 제한효소 EcoRI (Takara 

Bio Inc., Japan)과 KpnI (Takara Bio Inc., Japan)으로 절단하였다. 먼저 10× 

H buffer 5 ㎕와 1 unit EcoRI (Takara Bio Inc., Japan), 각각의 DNA 44 ㎕를 

37℃에서 12시간 동안 절단하였다. 반응이 끝난 후 1% agarose gel에서 전기 

영동하여 pGH-EGFP가 잘린 것을 확인하고 PCR Purification kit (Bioneer Co., 

Korea)으로 정제하였으며, 다시 10× L buffer 5 ㎕와 1 unit KpnI (Takara Bio 

Inc., Japan), 앞서 정제 된 DNA 44 ㎕를 EcoRI (Takara Bio Inc., Japan)과 동

일한 반응 조건으로 절단하였다. 반응 후 잘린 DNA를 1% agarose gel에 모두 

전기 영동하여 해당 size의 band만을 떼어내어 Gel Extraction kit (Bioneer Co., 

Korea)를 이용하여 분리하였다. 분리한 pGH-EGFP와 β-actin promoter를 

agarose gel상에서 농도를 확인 한 후 T4 DNA ligase (Takara Bio Inc., Japan)

를 사용하여 ligation하였으며, 10× ligation buffer 1.5 ㎕, pGH-EGFP 1 ㎕, β

-actin promoter 2 ㎕, 1 unit ligase를 이용하였으며, 증류수를 넣어서 total 

volume이 15 ㎕가 되도록 하여 16℃에서 18시간 동안 반응시켰다. pGH-EGFP

와 β-actin promoter ligation 산물 5 ㎕는 E. coli DH5α competent cell 

(Takara Bio Inc., Japan) 50㎕에 혼합하여 얼음에서 40분, 42℃에서 90초, 다

시 얼음에서 2분 간 넣은 후 LB broth 95 ㎕를 넣어 37℃에서 30분 동안 배양

하는 과정을 거쳐 형질전환 하였으며 형질전환 한 cell은 kanamycin 저항성을 

이용하여 kanamycin (50 ㎍/㎖)이 들어있는 LB plate에 70 ㎕를 도말하여 37℃

에서 16시간 배양하였다. 생성된 colony는 kanamycin (50 ㎍/㎖)이 들어있는 

LB broth 4 ㎖에 접종하여 37℃에서 16시간 배양한 후 Plasmid Miniprep kit 

(Bioneer Co., Korea)을 이용하여 plasmid DNA (pβGH-EGFP 발현 vector)를 

분리하였다. 

 구조 확인은 먼저 plasmid DNA를 primer zebactin F와 zebgh R을 이용한 PCR 

반응을 통하여 얻어진 PCR 산물을 제한효소 KpnI (Takara Bio Inc., Japan)으

로 자른 후 1차적으로 band size를 확인하였고 2차적으로 (주)솔젠트에 

sequence 의뢰를 하였다. PCR 반응은 plasmid DNA 0.5 ㎕, 10× Ex Taq 

Buffer 2 ㎕, 10 mM dNTP mix 2 ㎕, primer zebactin F (10 pmole/㎕) 1 ㎕, 

zebgh R (10 pmole/㎕) 1 ㎕, 1 unit Ex Taq polymerase를 이용하였으며 증류
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수를 이용하여 total volume이 20 ㎕가 되도록 하였다. PCR 조건은 94℃에서 2

분간 변성시킨 후 denaturation 94℃에서 45초, annealing 53℃ 1분, extension 

72℃에서 3분 30초간을 30회 반복하였으며, 최종 extension은 72℃에서 7분간 

반응하였다. 제한효소 반응은 pβGH-EGFP 발현 vector 제작 시 방법과 동일하

게 하였다.
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3. Microinjection

 앞서 준비된 zebrafish 수정란을 1.5% agarose gel로 된 홈 두께가 1 ㎜정도인 

holding slide에 세포가 위를 향하도록 정렬한 후 제 1세포기 때 1×90 ㎜ micro 

capillary (Narishige, Japan)를 microelectrode puller (Sutter Instrument Co., 

USA)를 이용하여 needle로 만든 후 광학현미경(Olympus SZX9 Stereo 

Microscope, Japan) 상에서 microinjector (WPI micromanupilator)를 사용하여 

DNA를 세포에 주입하였다. DNA 용액은 100 ng/㎕ pβGH-EGFP 발현 vector

와 0.5% phenol red (Junsei, Japan)가 함유된 0.1 M KCl buffer를 1:1로 혼합

하였으며, 수정란 당 약 100 pg이 되도록 microinjection을 실시하였다.
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4. 형광 현미경을 통한 GFP 발현 확인 및 체장 측정

 Microinjection한 zebrafish의 수정란과 부화한 치어는 형광현미경(ZEISS 

Axioskop 40 FL, USA)을 이용하여 pβGH-EGFP 발현 vector의 GFP 발현양상

을 관찰하였으며, 동일한 친어로 부터 얻은 injection을 하지 않은 수정란을 따로 

수용하여 GFP를 발현하는 microinjected group과 같은 조건에서 사육하였고 10

일 간격으로 현미경 계측장치(K. K. KogaKu)와 vernier calipers를 이용하여 체

장을 측정하였다. Microinjection한 group의 생존률과 발현률을 계산하였으며, 

injection 하진 않은 group과 비교하여 체장을 비교하였다. 체장 비교는 통계 프

로그램 SYSTAT 10 software를 이용하여 유의성 검증을 실시하였다.
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Ⅲ. 결과

 1. pβGH-EGFP 발현 vector 제작

 Zebrafish의 β-actin promoter 유전자와 growth hormone 유전자는 이미 NCBI

의 database에 등록 되어있는 유전자 서열을 기초로 특정 primer zebactin F, R

과 zebgh F, R을 각각 제작하였으며, 각각 PCR 증폭을 통하여 해당 size의 

DNA (growth hormone cDNA, 630 bp; β-actin promoter gene, 2.7 kb)를 얻

을 수 있었다(Fig. 2).

 증폭된 β-actin promoter와 growth hormone PCR product를 pEGFP-1 

vector를 이용하여 재조합 하였으며, Fig. 1과 같은 구조를 갖는 pβGH-EGFP 

발현 vector를 제작하였다. 이 pβGH-EGFP 발현 vector는 primer zebactin F과 

zebgh R를 이용한 PCR 증폭과 제한효소 KpnI을 이용한 반응을 통해 구조를 확

인하였다(Fig 2). 
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Fig. 1. Schematic diagram of constructs pβGH-EGFP. First and second lines: structure of the 

β-action promoter gene. Third line: structure of the pEGFP-1 contained partial MCS 

(Multiple Cloning Site) and EGFP gene. Fourth and fifth line: structure of the growth 

hormone gene. Symbols; ▨, 5'-flanking β-actin sequence; ■, exon; □, intron. Restriction 

enzyme sites: E, EcoRI; K, KpnI; A, Agel.
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Fig. 2. Electrophoresis of PCR product (growth hormone and β-actin promoter) and βGH PCR 

product with KpnI digestion. Lane M1: 100 bp marker; lane M2: 1 kb marker; lane 1: growth 

hormone PCR product; lane 2: β-actin promoter PCR product; lane 3: βGH PCR product 

produced by zebatin F/zebgh R primer using pβGH-EGFP; lane 4: β-actin promoter and 

growth hormone digested by KpnI using βGH PCR product.
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2. pβGH-EGFP 발현 양상

 Zebrafish의 β-actin promoter와 β-actin 1st exon, 1st intron, growth 

hormone을 pEGFP-1 vector에 삽입한 후 재조합 된 pβGH-EGFP 발현 vector

를 zebrafish의 수정란에 microinjection하였다. 이 결과 Microinjection 된 

zebrafish의 수정란과 치어에서 reporter 유전자인 GFP의 발현을 확인 할 수 있

었다. 이를 통해 promoter의 기능과 growth hormone의 발현을 간접적으로 확인 

할 수 있었다.

 제 1 세포기의 수정란에 microinjection 하였을 때, 수정 후 12시간 이전인 

blastula period(포배기)까지는 분열하고 있는 세포에서 GFP의 발현을 관찰 할 

수 없었다(Fig. 3). 12시간 이후 gastrula period(낭배기) 50%-epiboly로 진행

되었을 때부터 GFP의 발현을 형광현미경 상에서 최초로 관찰 할 수 있었으며

(Fig. 4. E, F), 발현 양상은 난황을 감싸고 있는 피포에 산발적인 점 형태로 발

현되었다(Fig. 4. H, I). 또한 발생이 진행됨에 따라 GFP의 발현 양상도 부위에 

따라 조금씩 달라지는 것을 확인 할 수 있었다. 세부 기관으로 분화되어지는 

segmentation period(분할기)로 진행 되었을 때 GFP 발현 양상은 gastrula 

period 50%-epiboly 때와는 다르게 분절(somite) 주위의 근육조직에서 얇은 막

대 모양으로 변하는 것을 확인 할 수 있었다(Fig. 5. B, C, E, F, H, I). 

Pharyngula period와 hatching period일 때에는 segmentation period보다 좀 더 

자세히 발현을 확인 할 수 있었다. 두부나 꼬리지느러미, 난황을 싸고 있는 부위

에서는 gastrula period와 유사한 점 형태로 발현하고 있는 GFP를 관찰 할 수 

있었고 밝기는 gastrula period보다 더 밝은 것이 관찰되었다. 등 부위의 근육조

직에서의 발현 양상은 segmentation period와 동일하였으며 밝기는 다른 조직과 

같이 더욱 밝아지는 것을 관찰 할 수 있었다(Fig. 6 and Fig. 7).
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Normal Fluorescence Fluorescence and dark

C

6

h

6 

h

Fig. 3. Development during the blastula period (6 h). A, B, C: Control group (non injection) 

D, E, F: microinjection group. Normal: bright field microscopy; fluorescence: fluorescence 

field microscopy; dark fluorescence: dark and fluorescence field microscopy.

Nomal Fluorescence Dark fluorescence 

C

12

h

12

h

15

h

Fig. 4. Development during the gastrula period (C 12 hr: non-injected group; 12 hr, 15 hr; 

microinjected group).
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Nomal Fluorescence Fluorescence and dark

21

h

24

h

30

h

Fig. 5. Development during the segmentation period (12 hr, 24 hr, 30 hr; microinjected 

group). Normal: bright field microscopy; fluorescence: fluorescence field microscopy; dark 

fluorescence: dark and fluorescence field microscopy.

Fig. 6. Development during the pharyngula period (only microinjected group; A: bright field 

microscopy; B: fluorescence field microscopy; C, D, E, F: dark and fluorescence field 

microscopy.



- 18 -

N

F

Fig. 7. Development during the hatching period (only microinjected group; N: bright field 

microscopy; F: dark and fluorescence field microscopy).
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3. pβGH-EGFP 발현 zebrafish의 생존률 및 체장 측정

 총 973개의 수정란에 pβGH-EGFP 발현 vector를 microinjection하여 156마리

가 부화 되었으며(부화율 16.03%) injection을 하지 않은 group은 480마리 중 

452마리가 부화되었다(부화율 94.17%)(Table 1). Microinjection한 zebrafish 

가운데 발생 과정 중 기형 어류를 제외한 GFP를 발현하는 개체는 83마리였고 

생존한 개체 중 발현율은 53.21%였으며(Table 1) microinjection을 시행한 수정

란 수에 대한 발현율은 8.63%였다.

 부화한지 40일 경과 후, 39마리의 GFP를 발현하는 zebrafish의 체장을 측정한 

결과, GFP를 발현하는 zebrafish의 체장은 injection을 하지 않은 group의 체장

보다 1.1배 정도 긴 차이를 확인 할 수 있었으나 유의적 차이는 나타나지 않았

다(data not shown). 그러나 체장 측정에 사용된 GFP를 발현하는 zebrafish 중 

5마리가 injection을 하지 않은 group의 평균값보다 1.5배 정도 긴 체장으로 인

해 유의적 차이를 나타났다(Fig. 7).
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Table 1. Hatching and expression incidence of injection group and control group of zebrafish

No. of 
individual

No. of 
hatching

Hatching 
rates (%)

No. of 
expression fish

Expression rate 
to hatching (%)

Injection 
group

973 156 16.03 83 53.21 

Control 
group

480 452 94.17 - -
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Fig. 8. Frequency distribution of body length in non-injected and microinjected groups of 

zebrafish at 40 day after hatching. Microinjected group is expressed the EGFP gene. ＊P < 

0.05 compared with control.
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Ⅳ. 고찰

 유전자 재조합 기술과 도입 기술이 발달하여 전 세계적으로 많은 나라에서 특

이적인 기능을 갖는 재조합 유전자를 어류에 도입하여 기존의 어류보다 뛰어난 

기능을 갖는 어류를 생산하기 위해 많은 연구를 하고 있다(Du et al., 1992a,b; 

Devlin et al., 1994; Rahman et al., 1998; Pitkanen et al., 1999; Noh et al., 

1999; Nam et al., 2001; Lorenzen et al., 1999; LaPatra et al., 2001; Yazawa 

et al., 2006 ; Shears et al,. 1991; Wang et al., 1995; Low et al., 1998). 이 

논문에서 다루어진 성장에 관한 연구뿐만 아니라 병원균에 대한 저항력을 갖거

나 추위에 대한 저항성을 갖는 특이적인 유전자에 대한 연구도 꾸준히 이루어지

고 있다.

 이 연구는 실험 어류로서 흔히 사용되는 zebrafish를 대상으로 기존의 어류보다 

성장이 빠른 어류를 생산하는데 목적이 있다. 앞서 Liu et al. (1990)이 제시한 

잉어(common carp)의 β-actin promoter와 1st exon, 1st intron을 이용한 연구

를 기초로 zebrafish의 고유 β-actin promoter와 β-actin 1st exon과 1st 

intron을 제작하여 promoter로 활용하였으며, 이 결과 수정란과 치어에서의 

reporter 유전자인 EGFP의 발현으로 promoter로써 기능을 하는 것을 확인 할 

수 있었다. β-actin promoter를 이용한 reporter 유전자인 EGFP의 발현양상은 

최초 gastrula period(낭배기) 50%-epiboly 때에 관찰되어졌으며 피포(epiboly) 

전 지역에 점 형태로 GFP가 발현 되어졌다. Segmentation period(분할기)로 진

행 되었을 때에는 점 형태의 발현이 대부분 얇은 막대 모양으로 변화하였으며, 

난황을 감싸고 있는 배 조직 보다는 체절(somite)이 생성되는 등 부위에서 관찰

되어졌다. Pharyngula period와 hatching period에서는 발현이 일어나는 지역에 

따라 점 또는 얇은 막대 모양의 발현 양상과 segmentation period(분할기)에 비

해 더욱 선명해진 밝기를 확인 할 수 있었다. 기존에 Higashigima et al. (1997)

의 연구에서는 β-actin promoter와 α-actin promoter를 이용한 GFP의 발현 양

상을 확인 하였고, 또한 in situ hybridization을 통하여 β-actin이 몸 전체에서 

발현되어지는 것이 보고되어졌으며, 이 연구와 유사한 결과를 나타내었다.
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 형질전환 transgene을 microinjection하였을 때 부화율에 대해서는 사용 된 유

전자와 유전자량, 유전자 길이, 실험어종, needle 굵기에 따라 다양한 변수가 나

타난다는 보고가 있다(한국과학기술부, 2000). 또한 zebrafish 수정란에 

microinjection을 수행한 연구에서는 promoter에 따라 부화율과 발현율의 차이가 

있음을 보여주었다(Ju et al., 1999). 이 연구에서 microinjection을 수행하였을 

때 zebrafish의 생존율은 16.03%로 기존의 연구에 비해 낮은 생존율을 보여 

microinjection 테크닉에 의한 문제로 생각되어지나 다른 문제로 인해 낮은 생존

율이 보일 수 있기 때문에 추가적인 조사가 필요하다. 부화된 어류에 따른 발현

율은 53.21%였으나, GFP의 발현 부위와 발현량이 차이가 있는 것을 확인 할 수 

있었다. 

 Growth hormone transgene을 이용한 속성장 또는 거대성장의 형질을 갖는 어

류가 많은 연구를 통하여 생산되어지고 있다(Du et al., 1992a,b; Devlin et al., 

1994; Rahman et al., 1998; Pitkanen et al., 1999; Noh et al., 1999; Nam et 

al., 2001). 이 논문에서는 Nam et al. (2001)과 Noh et al. (1999)의 연구와 

유사하게 실험 어종의 고유 β-actin promoter와 growth hormone 유전자를 이

용하여 실험을 수행하였다. 이 결과 GFP가 발현되는 일부 zebrafish의 개체는 

control의 평균값과 비교 하였을 때 최대 1.5배 정도의 큰 차이를 보였다

(P<0.05). 하지만 GFP 발현이 일어나는 zebrafish와 control 간의 평균을 비교

하였을 때, 약 1.1배 체장차를 보여, group 간 유의차가 나타나지 않았다(data 

not shown).  

 마지막으로 선행되어진 GFP의 fusion protein에 대한 연구에서 angiotensin II 

receptor-GFP, metabotropic glutamate receptor-GFP, cholecystokinin 

receptor type A-GFP, gonadotropin releasing hormone receptors-GFP fusion 

protein이 기존의 receptor와 동일한 기능과 활성을 갖는다는 보고가 있다

(Tarasova et al., 1997; Doherty et al., 1999; Chen et al., 2000; Avitan et 

al., 2007). 위 연구처럼 receptor 유전자에 관한 보고뿐만 아니라 GST 

(glutathione S-transferase) 유전자에 세포염증과 세포주화성에 관계된 재조합 

5Ca 유전자를 융합한 fusion protein을 이용한 활성 실험에서도 GST를 제거한 

재조합 5Ca와 동일한 활성을 보였다는 보고가 있다(Boshra et al., 2004). 하지
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만 hormone은 hormone receptor 간 특이적인 결합을 하므로 앞서 연구된 결과

만으로 growth hormone과 growth hormone receptor 간 GFP가 영향을 주지 않

는다고 할 수 없다. 따라서 추가적으로 GFP reporter 유전자를 제거한 growth 

hormone과 growth hormone receptor 사이에 활성에 대한 연구가 필요할 것으

로 사료되어진다.
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Ⅴ. 요약

 이 연구의 목적은 기존의 zebrafish보다 빠르게 성장하는 zebrafish를 만드는 데 

있다. 이를 위한 도입유전자의 vector 조합은 pEGFP-1 vector에 β-actin 

promoter 부위와 β-actin 유전자의 1st exon과 1st intron까지를 포함하는 

promoter 영역, 그리고 growth hormone 유전자를 사용하였다. 재조합 백터 도

입 방법은 미세주입방법을 사용하였으며 도입된 유전자의 발현 양상은 GFP 표

식유전자의 발현을 관찰함으로써 모니터링하였다.

 그 결과, 형질전환 zebrafish (Danio rerio)에서 표식유전자의 발현은 최초 

gastrula period (50%-epiboly)에서 피포를 감싸고 있는 산발적인 점 형태로 나

타났다. 또한 segmentation period에서 GFP 발현양상은 일부 점이 가는 막대 모

양으로 바뀌는 것을 관찰 할 수 있었다. Pharyngula period와 hatching period에

서는 상피, 근육조직, 난황낭, 지느러미에서 GFP의 발현이 관찰되었다. 

 Microinjection한 약 1,000 개의 수정란 중 16.03%의 알이 부화되었으며, 부화

한 치어 중 53.21%에서 GFP 발현이 관찰되었다.

 GFP 발현을 보이는 어류와 대조구 어류 사이에 약간의 성장차이를 나타내었으

며, microinjection한 어류에서 대조구의 평균보다 최대 1.5배 빨리 성장하는 어

류가 관찰되었다.
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