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Cholecystokinin (CCK) is gastrointestinal hormone and secreted in the brain and the intestines. 

CCK play important role in the regulation of digestive enzyme secretion and intestinal peristalsis 

regulation. In this study, we identified of CCK partial sequence from the brain. CCK partial sequence 

composed total 360 base pairs fragments and 120 amino acids. The amino acid sequence homology of 

red spotted grouper CCK investigated with other teleost fish. Red spoiled grouper CCK showed high 

homology with black rockod Notothenia cor』ceps C(乂 (95.8%). Among the fish species, Japanese 

eel, Anguilla japonica CCK was showed vely low amino acid similarity (57.8%) with red spotted 

grouper. Further we need to know relationship of CCK activation with digestive system in red spotted 

grouper. 
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서 론 

붉바리.4edspotted grouper, Epinephelus akaara) 

는 바리과（Serranidae）에 속하는 어류로서 한국 

에서는 자바리（longtooth grouper, Epinephelus 

bruneus), 능성어（sevenband grouper, Epinephelus 

septemfasciatus）와 함께 매우 고급어종에 속하 

는 어류이다． 하지만 바리과 어류 잉＝＝식은 안정 

적인 수정란 생산 및 종묘생산에 어려움을 겪 

고 있으며， 바리과 어류의 안정적인 양식을 위 
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한 연구가 이루어지고 있다（Bright et al., 2016; 

Glamuzina et al., 2000; Lee et al., 2008). 어류 

양식 및 종묘생산에 있어서 부화자어의 소화 

생리 작용은 매우 중요한 부분을 담당한다． 소 

화생리작용 및 소화관발달단계에 따라서 먹이 

섭이행동과 영양분 흡수작용이 결정되며， 이는 

부화자어시기에서의 생존여부를 결정짓는 중 

요한 요인으로서 작용하게 된다． 하지만 어류 

의 소화생리작용과 소화관발달단계는 어종마 

다 다른 특징을 가지고 있 ㅇ ㅁ로， 붉바리에 있 

어서 소화생리작용 및 소화관발달단계에 대한 

연구가 필요하다고 생각된다． 

소화호르몬인 Cholecystokinin (CCK）는 소화 

생리 작용에 있어서 매우 중요한 호르몬 중 하 

나이다． 주로 뇌와 장에서 분비되는 CCK는 주로 

먹이섭이를 조절하고， 췌장에서의 소화효소 분 

비조절， 담낭 수축 및 장 연동운동 등의 역할 

* 한T1-(cummings and Overduin, 2007, Jhonsen, 

1998; Liddle, 1995; Olsson et al., 1999). 또한 

일부 어류에 있어서는 CCK가 식욕에도 영향 

을 미친다고 알려지고 있다（Feng et al., 2012; 

Webb et al., 2010). 또한 어류에 있어서 CCK의 

발현이 주로 공복시기에 감소하는 것으로 알 

려지고 있다 (Babichuk and Volko蠟 201긔 Ji et 

al., 2015; MacDonald and Volkoff, 2009). 이러 

한 CCK는 CCK수용쳬가 존재하며， 수용쳬의 

활성에 따라 다양한 소화작용이 조절된다 

(Furutani et al., 2013). 이 연구는 주요 소화효 

소분비 및 소화활동에 관여하는 CCK가 붉바 

리에 미치는 영향을 알아보기 위한 연구의 일 

환으로서 붉바리 CCK 유전자의 cloning을 수 

행하였다．  

재료 및 방법 

1. Total RNA 추출 및 cDNA 합성 

Total RNA롤 추출하기 위하여 붉바리 뇌 조 

칙을 적출하여 실험에 사용하였다． 적‘출한 뇌 

조직에 	R沁0Ex Th4RiboEx Reagent (Gene세） 500 m를 

참가한 후 homogenizer를 이용하여 완전히 분 

쇄하였다． Chloroform 100 비을 첨가하여 혼합 

하여 원심분리 한 후， RNA가 포함된 상층액만 

을 튜브로 옮겨 동일량의 iso-propan이을 첨가 

하여 ㅁ000 rpm, 4℃에서 10분간 원심분리하여 

RNA pellet을 침전시켰다． DBPC가 침가된 75% 

에탄올을 이용하여 RNA pellet을 수세한 후 에 

탄올을 제거하여 RNase- free 증류수로 RNA pellet 

을 용해시켜 total RNA를 얻었다． 이후 Total 

RNA 2.0 pg 을 주형으로 RQ1 RNase-Free DNase 

(Promega, USA）를 이용하여 DNase 처리를 하 

였다． Total RNA와 증류수를 첨가하여 7.5 p1 

부피를 맞추고 RQ NRase-Free DNase loxReaction 

buffer I ul, RQ RNase-Fee DNase 1.5 p1를 총 

부피 10 iii가 되도록 첨가하였다． 이후 37℃에 

서 30분간 반응 후 1 iii의 Stop Solution을 첨 

가하여 65 'C에서 10분간 반응시켰다． total RNA 

는 Nano Vue (GE Healthcare, Ver.l.0.1, UK)를 

이용하여 농도를 측정하였고， A260/A280nm의 비 

율이 1.7-2그 범위 내의 값을 갖는 RNA만을 선 

택하여 실험에 사용하였다． cDNA는 DNase 처리 

된 total RNA 0.5 pg을 주형으로 PrimeScript玔 

1st strand cDNA Synthesis Kit (Takara, Japan)를 

사용하여 합성하였다． 합성이 끝난 후 각각의 
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cDNA에 40 iii의 Nuclease-free 증류수를 첨가 

하여 최종부피를 50 미가 되게 희석하였다． 

2. CCK cDNA 분석 

붉바리 의 CCK eDNA를 분리하기 위 하여 

National Center for Biotechnology Information 

(N C Bi）에 등록된 다른 어종들의 CCK eDNA 

정보를 이용하여 degenerate primer를 제작하였 

다（Table 1). Degenerate primer를 PCR 기법을 

통하여 유전자를 증폭시켰으며 증폭된 산물은 

1% agarose gel을 이용하여 전기영동을 통하여  

확인하였다． PC R 산물이 포항된 agarose gel을 

DNA purification system (Promega, Madison 

WI USA）을 이용하여 PCR 산물을 획득한 후， 

T-blunt vector (Solgent, Daejeon, Korea)에 삽입 

하여 competent cell 에 형질전환 시켰다． 배양 

된 competent cell에서 Wizard⑧ SV 96 Plasmid 

DNA Purification System (Promega, Madison, 

WI, USA）을 이용하여 plasmid DNA를 분리하 

였고， Genotech (Korea）에 의뢰 후 부분염기서열 

을 분석하였다‘ 부분염기서열은 NCB】의 BLAST 

검색을 통하여 확인하였다． 

Table .1. Sequence of primers used in the identification of CCK cDNA in Epinep/ze/us akoara 

IDegenerate primers 
CCK F 

CCK R 

Sequence 

5'-CTGTGTGTGTGTGTCGTGCT-3' 

5'-AGTCCATCCAGCCCATGTAG-3. 

Table 2. Gene information of used for multiple alignment 

l 	Gene 	』 Species 닙＊샌‘「 Accession number 

Epinep/iclus ‘쌌aara 

No/o〃’enib cor沚＇'／祗 xP 이0792967 

Sciaenops ace/laws ACF04738 

Serio/a quinqueradiata BAE16613 

Dip/odus sargus AEU08492 

／孔id／쟈'cell/ron canadurn AGN03938 

!lap/ochrornis zmrro茁 XP 005940924 

May/audio zebra XP 004574396 

Stegastes par/i/us XP 008297983 

Para/ic/ithvs olivaceus 057312 

Tak(Jhgu rubripes XP 003969006 

／깃7ec市α reticula砂 XP 008419687 

Oryzias /a야？es XP 004073921 

Te/raodon ＇〃groi心Idis BAC44894 

（기icorhynchus mykiss NP 001117816 

At겡ui//a /‘〃’α版cα BADO 1500 
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3. 염기서열 분석 

붉바리 CCK의 종간계통유연관계 분석은 

PHYLII〕 프로그램을 이용하여 분석하였다． 분 

석에 이용된 다른 어종들의 아미노산 서열 

Multi이e alignment는 이ustal Omega 프로그램 

을 이용하여 분석하였고， BOOTSTRIP 분석은 

SEQBOOT 프로그램을 이용하여 1000회 반복 

하였다． SEQBOOT에 의해 align된 1000 set은 

PRODIST 프로그램을 이용하여 distance matrices 

를 계산하였다． 계산된 distance matrices는 

NEIGHBOR 프로그램의 tree 작성 input 데이 

터로 이용하였고， CONSENSE 프로그램을 이 

용하여 consense tree를 작성하였다． 각 유전자 

의 multiple alignment에 이용된 종과 유전자는 

Table 2에 나타내었다． 

결과 및 고찰 

붉바리의 뇌 조직을 대상으로 CC.K eDNA를 

분리하여 부분염가서열을 분석한 결과 총 360 

bp 길이의 부분염기서열과 】20개의 아미노산  

서열이 확인되었다（Fig. I). 붉바리에서 확인된 

CC.K eDNA와 다른 어종들의 CCK cDNA를 비 

교하여 아미노산서열의 상동성을 분석한 결과 

농어목 (Perc i form e s) 어류인 Black rockcod 

(Notothenia corliceps）와 95.8% 가장 높은 상동 

성을 보였다（Table 3). 그리고 같은 농어목의 

어류인 Red drum (Sciaenops ocellatuD 95%, 방 

어 (Japanese amberjack, Seriola quinqueradiata) 

Table 3. Partial amino acid identities of CCK 

between Epinephelus akaara and other 

Ii삵1 

I 

	
Species 

Epinephelus a/warn 

Notothenia coriiceps 

Sciaenops ocellatus 

Serbia quinqueraJia/a 
f기／71odus sargus 

꾜achycenu-on canadum 

Hap/ochro;nis burtoni 

Mayiant냥Ia zebra 

Stegastes partitus 

Paralich i/iyS olivaceus 

Takfugv rubr:jws 

Anguilla japo价‘〕α 

CC.K 
Homology(%)  

95.8 

95.0 

892 

87.5 

87.5 

87.5 

86.8 

85.8 

82.5 

75.8 

57.8 

1 CTGT《 jTGTGTGtGTC GTGCTGGCAGTCTI'G TE汁ACGAGCTGTTTG GGGCTbcccl,七TCㅇ T尤CAc《，bCCTCGXC. 

夕古 LiG GAGG茗bVbb竇 Cc1 V V Lc A VAcTc AtGTCCtGCC藏 CGAAG조 Scb Cc. Lㅇ G L凝CCxeA驪騙＾QA台pd.AGGAGAGC컫 DdcAb 
E: G H R 8 	" 8 )` ^ s 	E A. 工． t· E A D' ' 珊r P 	1. G 乙 F' H 

226 C쁜GCGLS 숟GCTGCT? aL L 듯＾鷺ACTCATCTCC TCCAGGAL 1 S ;5 R 숯AGGTTCT GTGCGCAGMC1tC AS V B R. :N $ 투AGCAAACA
A N 竇CAGAR 301 GJCAACGGACTGAGT GCCAACCACCGGATA GCAGACAGGGXCTAC ATGGGCTGGA쐬GAC 

`r N G L S A IJ ㅐ r궉 T A D 요 D Y N c “ " D 

Fig. I. The CCK partial nucleotide and deduced amino acid sequence obtained from the brain of red 

spotted gjouper, Epinephelus akaara. It was 360 base pairs long and encoding 120 amino acids. 
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89.2%, White seabream (Diplodus "irgus）과 

Cobia (Rachycentron canadum), I-Iaplochromis 

burtoni에서 87.5％의 상동성을 나타내었다． 가 

자미목（Pleuronectiformes）의 넙치（olive flounder, 

Paralichthys olivaceus)에서는 82.5％의 상동셩을 

보였으며， 복어목-(Tetraodontiformes）의 자주복-(Tiger 

puffer, Ta/qfugu rubripes）에서는 75.8％의 상동 

성을 보였다． 하지만 뱀장어목 (Anguilliformes) 

의 뱀장어（Japanese eej, Anguilla japonica）에서 

는 57.8％로 가장 낮은 상동성을 보였다． 그리 

고 붉바리에서 확인된 CCK의 종간게통유연관 

계를 분석한 갈과 Black rockeod와 가장 인접 

한 유연관계임을 확인하였다（Fig. 2). 

어류에 있아서 이러한 CCK의 존재와 기능에 

대한 연구는 일부 확인되고 있다（Murashita et 

al., 2006; Yuan et al., 2016)). 금 *어(go1d fish, 

Carassius auratu" ）에서 인위 적으로 CCK를 투여  

하였을 때 먹이섭이활동 억제되는 갈과를 나 

타냈다（Volkoff et al., 2003). 하지만 무지개송 

어（rainbow trout, Onchorhynchus inykiss）에서는 

반대로 CCK의 투여가 먹이섭이활동을 증진시 

켰다（Gelineau and Boujard, 2001). 이러한 갈과 

들은 어류어！ 있어서 CCK가 먹이섭이에 관여 

하지만 종특이적으로 서로 다른 작용을 하는 

것으로 생각된다． 

최근연구에서 붉바리와 같은 바리과 어류에 

속하는 자바리에 있어서 CCK와 CCK 수용쳬 

의 존재가 확인되었다（Hur, 2이1). 이 연구에서 

자바리 자어시기에 따른 CCK mRNA의 발현양 

상을 조사한 결과， 부화자어의 개구가 이루어 

지는 부화 후 2 일째에 CCK mRNA의 발현이 

처음으로 확인되었으며， 먹 이 생물을 처음으로 

섭이한 부화 坪l 4 일째 발현이 감소되었다． 그러 

므로 소화관발달단계 및 CCK mRNA의 발현이 

〃〃 八,pioid receptor 

Poec葯눙 ret/cu/eta 

	  Sc台enops ace/laWs 

Ep/nep/7ehis締aara 

〃．柏枋en/a co辦沈/朽 

Dip/a dus sargus 

	  Senb(a 4idnquera레ata 

	  Rachycentr仇？cana跳／m 

	 Stegaste伊artitus 

Hap?bc力porn台＊urton/ 

May/a nth뇰Xebpa 

Parab논沚hys a//va ceus 

Oryzia톼'a嶼es 

Tetrac don n/gro v/rid/s 

TakifqgU.rubh,es 

OncorhyAc/ws mykiss 

Angui//a japan/ca 

Fig. 2. Phylogenetic relationship of CCK cDNA between red spotted grouper, Epinephelus akaara and 

other fish species. 
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초기 먹이섭이에 관여하는 것으로 생각되며， 

이러한 연구결과가 초기 바리과 종묘생산에 

있어서 먹이생물급여시기를 결정하는데 있어서 

중요한 역할을 할 수 있을 것이라 생각된다． 

본 연구에서는 붉바리에 있어서 CCK 유전 

자의 부분염기서열을 확인하였다． 추후 이러한 

CCK 유전자정보를 이용하여 붉바리 부화시기 

에 따른 CCK의 발현량 조사 및 먹이섭이와 

CCK의 상관관계를 확인 할 수 있는 연구가 

필요할 것이라 생각된다． 
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