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서     론

우리나라 연안에서 포획되는 해삼 (sea cucumber)은 참해

삼이라 일컫는 돌기해삼 (Apostichopus japonicus)으로 한국, 

중국, 일본 및 러시아에 서식한다 (Liao 1997). 우리나라에서 

해삼의 생산은 잠수기 어업으로 자연산 해삼을 채취하여 생

산하는데 연안어장의 환경변화에 의한 산란 및 서식장의 축

소에 기인하여 생산량이 감소하는 추세이다 . 이에 대한 대

책으로 해삼자원의 증강을 위해 인공종묘생산기술의 개발을 

통해 생산된 종묘의 방류 및 해삼 양식을 통한 생산량의 확

대를 추진하고 있다. 그러나 해삼 양식은 기술력 부재와 기
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Abstract - The Apostichopus japonicus is an important species in some Asia countries including 
Korea, China and Japan. The purpose of the present study was to investigate the differential gene 
expression of heat shock protein90 (Hsp90) and ferritin as a biomarker for the thermal stress 
during water temperature rising in the sea cucumber, A. japonicus. The A. japonicus (1.4 g) was 
cultured in incubator of separate temperature (15°C, 20°C, 25°C and 30°C) for each 0, 3, 6, 12, 
24, 48 hours. The mRNA expression levels of Hsp90 and ferritin were examined using RT-PCR 
assay. Results showed that, the expression of Hsp90 mRNA was not significantly changed at 15°C. 
The expression of Hsp90 mRNA was significantly increased at high temperature such as 20°C and 
25°C. Furthermore, Hsp90 mRNA was early increased at 25°C than 20°C. The ferritin mRNA was 
similar expression pattern with Hsp90. But, Hsp90 mRNA was more sensitive than ferritin mRNA 
at high thermal stress. These results indicate that Hsp90 and ferritin mRNAs were involved in the 
temperature changes response and may be play an important role in mediating the thermal stress 
in A. japonicas. 
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초생물학적 특성에 대한 연구 부족 등으로 많은 어려움을 

겪고 있다.
해삼은 저온성 변온동물로서 다른 해양생물과 달리 여름 

잠을 자는 독특한 생태생리적 습성을 지니고 있으며 수온에 

의해 성장, 성숙 및 분포 등이 결정되고 있다. 해삼의 성장

에 적합한 수온은 8~15°C이나 적응범위는 매우 넓어 견딜 

수 있는 수온은 -2~30℃까지이며, 수온이 20°C 이상 상승

하면 성숙한 개체들은 먹이섭취를 중단하고, 산소소비를 감

소하며 하면기 (aestivation stage)에 들어간다 (Li et al. 1996; 
Liu et al. 1996; Yang et al. 2006).

수온은 생물의 생식 및 성장에 영향을 미치는 중요한 요

인으로서 특히 해양생물은 수온변화에 매우 민감하게 반응

하는 것으로 알려져 있다 (Logue et al. 1995). 해삼에서 수온

변화는 생리 및 생화학적 기작에 영향을 주어 성장 및 에너

지대사에 영향을 미친다는 보고가 있다 (Li et al. 2002; Yang 
et al. 2006; Dong et al. 2008). 또한 해삼에서 수온의 상승

은 superoxide dismutase 및 catalase 등의 항산화효소의 증

가를 유도한다는 보고가 있다 (Wang et al. 2008). 열충격단

백질인 heat shock protein (Hsp)은 스트레스 반응 단백질로

서 온도, 염분 및 중금속 등의 환경요인에 의해 발현에 차

이를 보이는 대표적인 유전자이며, 면역상태의 지표를 나

타내는 유전자이다 (Parsell and Lindquist 1993; Feder and 
Hofmann 1999; Kregel 2002; Fangue et al. 2006; Colinet et 
al. 2010; Xu and Qin 2012; You et al. 2013). Hsp는 분자량

을 기준으로 Hsp110, Hsp100, Hsp90, Hsp70, Hsp60 및 저분

자량 Hsp 등이 있다 (Georgopoulos and Welch 1993; Parsell 
and Lindquist 1993; Feder and Hofmann 1999). 환경요인 스

트레스에 의한 생리적 변화에 따른 유전자의 발현에 있어서 

수온의 상승은 해삼에서 Hsp70 유전자의 발현을 증가한다

는 보고가 있다 (Dong et al. 2008). Hsp90은 세포분화 및 발

생에 관여하며, 다양한 생물에서 스트레스 반응 시 단백질조

절, 세포사 (apoptosis)의 조절 및 신호전달에 관여한다 (Jacob 
et al. 1995; Galea-Lauri et al. 1996; Imai and Yahara 2000; 
Richter and Buchner 2001; Soetaert et al. 2006; Wu and Chu 
2008; Li et al. 2009).

Ferritin은 동물, 식물, 미생물 등의 대부분의 세포에 존재

하는 단백질로서, 주요 기능은 세포 내 철분의 과잉에 따른 

손상에 대비하며, 또한 철분 부족 시 capturing을 통한 철분

의 보충 등 세포 내 철분의 항상성 조절을 한다 (Theil 1987; 
Picard et al. 1996; Picard et al. 1998; Konijn et al. 1999; Ka-
khlon et al. 2001). 또한, 세포 내 중금속의 농도 수준이 높으

면 중금속을 해독하여 항상성을 유지하는 기능이 있다 (Har-
rison and Arosio 1996). 환경적요인중에 온도 변화에 기인한 

세포 스트레스가 해삼 및 굴 (Crassostrea gigas) 등의 무척

추동물에서 선천성 면역 반응을 변화시킬 수 있다는 보고가 

있다 (Gagnaire et al. 2006; Wang et al. 2008). 온도 스트레스

는 세포 내 활성산소종 (reactive oxygen species, ROS)을 생

성하여 산화적 스트레스를 유도 함으로서 면역 및 대사에 

영향을 미치는데 ferritin은 산화적 스트레스를 조절하는 기

능이 있다는 보고가 있다 (Tsuji et al. 2000). 이외에도 수생태 

생물인 깔따구 (Chironomus riparius)를 이용하여 내분비계

장애물질로 알려진 제초제 2,4-D (2,4-dichlorophenoxyacetic 
acid)를 노출시켰을 때 ferritin 유전자의 발현이 증가함이 보

고되어 ferritin이 내분비계장애물질 모니터링을 위한 생체

지표유전자 (biomarker gene)로서의 가능성을 제시한 보고도  

있다 (Park et al. 2010). 따라서 온도, 산화적 스트레스, 내분

비계장애물질 및 중금속 등의 환경의 변화에 의한 ferritin의 

발현 관찰은 세포 내 스트레스 정도를 평가하는 데 있어서 

중요한 생체지표유전자로 판단된다.
본 연구는 수온의 변화가 해삼의 성장시기에 미치는 체내 

스트레스 정도에 관한 연구의 일환으로 온도 스트레스 지표 

유전자로 알려진 Hsp90과 ferritin 유전자의 발현 양상의 관

찰을 통해 체내에 미치는 스트레스 정도를 조사하고자 한다. 
본 연구를 통해 생성된 결과는 해삼양식에 있어서 적정 수

온의 범위를 설정하는 데 중요한 기초자료가 되리라 생각된

다.

재료 및 방법

1. 실험동물

실험에 사용한 해삼은 중량 약 1.4 g 정도의 치삼으로 국

립한국농수산대학교 생물사육장에서 사육한 생물이다. 수온

에 따른 사육 조건은 15°C, 20°C, 25°C 및 30°C로 설정하였

으며 한국농수산대학교 사육실에서 48시간 사육하였다. 사
육을 위한 해수로는 멸균해수를 사용하였으며 사육용기로는 

2 L 유리소재 비이커를 사용하였다. 사육조건에 따라 온도가 

설정된 다연실배양기 (multi incubator)에 온도조건에 따라 

사육용기를 3회 반복 실험수행과 동일시 시키기 위해서 각

각 3개씩 설치하여 멸균해수의 수온을 맞춘 후 각각의 실험

군 사육용기에 20마리의 치삼을 수용하여 사육하였다. 단기

간인 2일간 즉 48시간 사육의 실험조건을 두었기에 사육용

기에 해삼의 서식처를 위한 별도의 기질은 마련하지 않았다. 
실험 기간 중 해수의 교환 및 먹이의 공급은 없었다. 사육중

인 치삼은 0, 3, 6, 12, 24, 48시간 간격으로 각각의 실험군에 

위치한 3개의 사육용기에서 각각 3개체씩을 수집하여 실험

에 사용하였다. 대조군인 0시간의 실험개체는 각각의 실험

군 온도에 노출시킨 후 즉시 사육용기에서 각각 2개체씩 총 
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6개체를 수집한 것을 대조군으로 사용하였다.

2. Total RNA 추출

Total RNA의 추출은 RNAiso Plus (TaKaRa Co.)시약 용

액을 이용하여 추출하였다. Total RNA의 추출을 위해 사용

한 조직은 치삼의 중앙부 몸통조직으로 내장 부분을 제거시

킨 0.5 g 정도의 몸통 조직을 수집하여 사용하였다. 몸통조

직은 식염수로 깨끗하게 세척 및 식염수를 제거한 다음, 액
체질소에 침지시켰다. 침지시킨 조직은 마이크로 튜브에 넣

은 후에 실험에 사용하기 전까지 -80°C 초저온냉동고에 보

관하였다. Total RNA의 추출은 제조사가 준비하고 제시한 

방법에 따라 시행하였다. 추출한 total RNA는 역전사반응 

(Reverse Transcription: RT)전까지 -80°C 초저온냉동고에 

보관하였다.

3. 역전사-중합효소연쇄반응 (RT-PCR)

Total RNA는 분광광도계 (NanoVue, GE Healthcare)를 

이용하여 정량였다. cDNA합성을 위한 RT는 1 μg의 total 
RNA, oligo(dT)18(0.5 μg)와 AccuPower RT premix (Bioneer 
Co.)를 이용하여 최종 반응용액 20 μL로 42°C에서 1시간 수

행하였다. 중합효소연쇄반응 (Polymerase Chain Reaction: 
PCR)은 RT를 통해 얻은 20 μL의 cDNA 중에서 cDNA 
1 μL와 각각의 유전자 primer인 Hsp90 (Accession No: 
HQ689677.1, product size: 84 bp) forward (5ʹ-TGGTGTT 
GGCTTTTACTCTGCTT-3ʹ), reverse (5ʹ-CACCTGTAGCAT 
TCGTCATCGT-3ʹ), Fer ritin (Accession No: JF796141.1, 
product size: 135 bp) forward (5ʹ-CGATGATGTCGCCC 
TTCC-3ʹ), reverse (5ʹ-AGCCGTGATGTCCTTGAGC-3ʹ), 내
재표준유전자로 사용한 β-actin (Accession No: EU668024.1, 
product size: 157 bp) primer forward (5ʹ-ACAGAGGCTCC 
ATTCAACCC-3ʹ), reverse (5ʹ-CGTCTCCTGAGTCCA 
TGACG-3ʹ) 및 AccuPower HotStart PCR premix (Bioneer 
Co.)를 이용하여 최종 반응용액 20 μL로 시행하였다. 각 

유전자의 RT-PCR 조건은 Hsp90 및 ferritin의 경우 pre-
denaturation 95°C, 5분; denaturation, annealing, extension 
각각 95°C 30초, 60°C 30초, 72°C 30초에서 28회; extension 
72°C, 10분 수행하였다. 내재표준유전자 β-actin의 PCR 조
건은 pre-denaturation 95°C, 5분; denaturation, annealing, 
extension 각각 95°C 30초, 55°C 30초, 72°C 30초, 25회; 
extension 72°C, 10분 수행하였다. RT-PCR은 3회 반복 수행

하였다. PCR 산물은 ethidiumbromide (100 ng mL-1)가 포함

된 2% NuSieve 3:1 (Lonza Co.) 아가로즈겔 전기영동을 통

해 확인하였으며 band intensity는 Gel DocTM XR +  System 

(Bio-Rad)을 이용하여 분석하였다.

4. 통계학적 분석

대조군과 실험군과의 유의성 검정은 Student’s t-test로 비

교하였으며, p가 0.05 이하인 것만 유의한 것으로 판단하였

다.

결     과

1. 수온 및 시간의 경과에 따른 치삼의 생존

치삼을 사육온도 15°C, 20°C 및 25°C에서 48시간 사육하

였을 때 개체는 100% 생존하였다. 그러나 30°C에서 사육하

였을 경우 사육중인 전 개체는 3시간 경과 시 20%, 6시간 

경과 시 65% 및 12시간 경과 시 100% 폐사하였다. 따라서 

Hsp90 및 ferritin 유전자 발현의 관찰은 수온 30°C에서 사육

한 개체에서의 연구결과는 생성시키지 못했다.

2. 수온 및 시간의 경과에 따른 Hsp90 유전자의 발현

치삼을 수온 15°C에서 48시간 사육한 후에 시간의 경과에 

따른 Hsp90 유전자 발현 양상을 살펴보았다. 연구결과 15°C 
사육수온에 노출한 치삼들에서의 Hsp90 유전자 발현은 유

의적 차이가 나타나지 않았다 (Fig. 1). 15°C에서 48시간 사
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Fig. 1. The expression of Hsp90 in cultured A. japonicas at 15°C.
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육한 치삼은 수온에 따른 스트레스는 받지 않는 것으로 판

단된다.

수온 20°C에서 48시간 사육한 치삼에서 Hsp90 유전자 발

현은 대조군에 비하여 6시간 경과째부터 발현이 유의적으로 

증가하기 시작하여, 12시간 경과째 가장 높은 발현 양상을 

나타냈다. 그리고 24시간째부터 48시간째까지 발현이 유의

적으로 감소하였다 (Fig. 2).
25°C 수온에서 사육한 치삼들에서 Hsp90 유전자 발현은 

대조군 비교 3시간 경과째부터 유의적으로 증가하기 시작하

여 6시간 경과째 가장 높은 발현 양상을 나타내다가 12시간 

경과째부터 48시간째까지 유의적으로 감소하였다 (Fig. 3).

3. 수온 및 시간의 경과에 따른 ferritin 유전자의 발현

치삼을 15°C 수온에서 48시간 사육한 후에 시간의 경과

에 따라 ferritin 유전자 발현 양상을 살펴본 결과, 15°C 사육

수온에서 사육한 치삼에서 ferritin 유전자 발현은 유의적인 

차이가 나타나지 않았다 (Fig. 4). 사육수온 15°C는 치삼에게 

환경적 온도 스트레스로 작용하지 않는 것으로 생각된다.
사육수온 20°C에서 48시간 사육한 치삼들을 대상으로 

ferritin 유전자 발현 양상을 살펴본 결과 ferritin의 발현은 대

조군에 비하여 48시간 경과째부터 유의적인 증가가 나타나

기 시작하였다 (Fig. 5).
25°C 수온에서 사육한 경우, ferritin 유전자의 발현은 대조

군에 비하여 12시간 및 24시간 경과째부터 유의적인 증가가 

나타나기 시작하여 48시간 경과째 가장 높은 발현 양상이 

나타났다 (Fig. 6).
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Fig. 4. The expression of ferritin in cultured A. japonicas at 15°C.
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Fig. 3.   The expression of Hsp90 in cultured A. japonicas at 25℃. 
*Significant different from vehicle control by Student-t test 

(*P<0.05, **P<0.01).
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Fig. 2.   The expression of Hsp90 in cultured A. japonicas at 20°C. 
*Significant different from vehicle control by Student-t test 

(*P<0.05, **P<0.01).
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고     찰

해삼의 생활주기는 보통 활동기, 하면전기, 하면기, 회복

기로 나누어진다. 활동기에는 성장 및산란을 하고, 하면기

에는 단식 및 활동을 멈춘 수면상태를 유지한다. 이렇게 생

활주기가 구분되는 주요한 요인은 해수의 수온이다. 수온이 

6~12°C인 시기는 활동기로서 수온이 올라가는 3월과 4월

은 최고의 활동성기이다. 수온이 17.5~19°C인 시기는 하면

전기, 24.5°C 이상이면 하면기, 수온이 상승하였다가 하강하

는 시기를 회복기, 19°C 이하로 내려가면 다시 활동기로 돌

입한다.
하면이라는 독특한 생활주기를 가지고 있는 해삼에서 수

온이 해삼에게 미치는 스트레스 정도를 스트레스관련 단백

질인 Hsp90 및 ferritin mRNA 유전자 발현을 통해 살펴보았

다.
치삼을 15°C, 20°C 및 25°C의 수온에서 사육 후 시간의 

경과에 따른 Hsp90 유전자 발현은 15°C 사육수온에서는 발

현의 차이가 나타나지 않았다. 이러한 결과는 15°C의 수온

은 치삼의 성장과 관련하여 환경적 스트레스로 작용하지 않

는 것으로 생각할 수 있다 (Fig. 1). 치삼을 20°C 및 25°C의 

수온에서 사육한 경우 Hsp90 유전자의 발현은 사육온도가 

높으면 짧은 사육기간에도 유전자 발현이 증가하였다. 본 연

구에서 20°C의 경우 Hsp90 유전자 발현은 6시간 경과째부

터 유의적으로 증가하여 12시간째 최고의 발현을 나타낸 후 

감소하기 시작하였으며 (Fig. 2), 사육수온 25°C의 경우는 3
시간 경과째부터 유의적으로 증가하여 6시간 경과째 최고의 

발현을 나타낸 후 감소하기 시작하였다 (Fig. 3). 따라서 치삼

에서 Hsp90 유전자는 생태적 환경수온이 높을수록 빠르게 

반응하여 발현이 나타나는 것으로 생각된다. 해양생물에서 

온도와 관련한 Hsp90의 연구는 해삼과 같은 무척추동물에 

비해서 척추동물인 어류에서 많이 보고되었다 (Palmisano et 
al. 2000; Sathiyaa et al. 2001; Murtha and Keller 2003). 무
지개송어 (Oncorhynchus mykiss)의 간세포를 이용한 온도 스

트레스와 Hsp90의 연관을 살펴보면 배양온도가 높을 경우 

Hsp90 유전자 발현은 온도에 비례하여 발현이 높아졌으며 

일정시간 경과 후 발현이 낮아지는 양상을 보였다 (Sathiyaa 
et al. 2001). 연어 (Oncorhynchus tshawytscha)의 경우도 사

육수온이 높을 경우 Hsp90의 발현은 높게 나타났으며, 특히 

심장조직에서 발현이 높게 나타났다 (Palmisano et al. 2000). 
송사리 (Danio rerio)의 경우 온도 스트레스를 주었을 경우 

Hsp70의 발현은 초기에 높게 나타나며 시간의 경과에 따

라 감소하는 경향을 나타냈으나, Hsp90의 발현은 차이가 나

타나지 않았다 (Murtha and Keller 2003). 송사리를 시험대

상어로 조사한 경우 Hsp90 유전자는 온도에 민감하게 반응

하지 않았고, Hsp70 유전자는 온도 스트레스에 민감하게 반

응하는 것으로 보아 Hsp90과 Hsp70 유전자는 생물 종에 따
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Fig. 6.   The expression of ferritin in cultured A. japonicas at 25℃. 
*Significant different from vehicle control by Student-t test 

(*P<0.05, **P<0.01).
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Fig. 5.   The expression of ferritin in cultured A. japonicas at 20℃. 
*Significant different from vehicle control by Student-t test 

(*P<0.05).

 Con 3 h 6 h 12 h 24 h 48 h

Ferritin

B-actin

*



Chul Won Kim, Young Guk Jin, Tae Ik Kim, Dal Sang Jeong and Han Seung Kang438

라서 환경적 온도 스트레스에 노출 되었을 경우, 서로 다른 

기능을 수행하는 것으로 생각된다. 해삼 (A. japonicas)에서 

Hsp90의 연구 보고에 의하면 26°C 온도 스트레스를 받을 

경우 4시간째에서 가장 높은 발현을 보이며 6시간째까지 유

지하고 그 이후 시간째부터 감소하는 경향을 나타냈다 (Zhao 
et al. 2011). Zhao et al. (2011)의 연구결과는 25°C에서 사육

한 본 연구의 결과와 매우 유사하다. 수온 25°C에서 사육한 

치삼 개체들에서의 Hsp90 유전자 발현이 3시간 경과째부터 

유의적으로 증가하기 시작하여 6시간 경과째 가장 높은 발

현을 보이다가 이후 감소하는 경향과 유사하다. 또한 Xu et 
al. (2014)이 해삼 (A. japonicas)을 대상으로 수온이 생존과

의 연관관계를 살펴본 결과 16°C 및 32°C에서 5일간 사육한 

결과 16°C에서 사육한 개체에서는 개체의 죽음이 관찰되지 

않았으나 32°C에서 사육한 개체에서는 6시간 경과부터 죽

은 개체들이 발생하기 시작하여 24시간 경과 시 가장 많은 

개체가 죽었으며 그 후, 96시간 경과까지 개체의 죽음이 관

찰되었다. 이 연구 결과에서 보듯이 30°C 이상의 수온은 해

삼의 사육에 적합하지 않으며, 적합 수온은 15~16°C 정도임

을 알 수 있다. 본 연구에서 30°C에서 사육 결과 3시간을 견

디지 못하고 전 개체가 죽었다. Xu et al. (2014)의 연구와 비

교하여 살펴보면, 본 실험에 사용한 개체의 중량은 1.4 g 정
도였고 Xu 등의 연구에 사용한 개체는 10 g 정도로 개체의 

크기에 따른 수온에 대응한 면역력의 정도 차이라 생각된다.
해삼 및 무척추동물에서 Hsp90과 온도 스트레스와 관련

한 연구는 많지 않다. 본 연구결과를 척추동물인 어류의 연

구결과 및 일부 해삼에서의 연구결과를 통해 고찰해 보면 

Hsp90은 온도 스트레스에 반응하는 단백질이며, Hsp90을 

이용한 연구결과를 통해 살펴보면 해삼이 온도 스트레스를 

받지 않고 생활할 수 있는 최적의 수온은 15°C 정도로 생각

된다. 이 연구결과는 해삼의 성장 및 산란을 위한 생태계내

의 활동기의 온도와 근접한 것으로 스트레스 관련 유전자인 

Hsp90 유전자 발현 양상을 통해 증명한 것으로 판단된다.
Ferritin 유전자의 경우 치삼을 15°C, 20°C 및 25°C의 수

온에서 사육한 후 시간의 경과에 따른 발현양상은 15°C 온
도에서는 차이가 나타나지 않았다 (Fig. 4). 그러나 대조군과 

비교하여 20°C 사육수온에서는 48시간 경과째부터 유의적

으로 증가하였으며 (Fig. 5), 25°C 사육수온에서는 12시간 경

과째부터 유의적으로 증가하여 48시간째 최고의 발현을 나

타내었다 (Fig. 6). Ferritin 유전자는 Hsp90과 마찬가지로 사

육온도가 높을수록 빠른 시간의 경과째에 유의적인 발현의 

증가가 나타났다 (Figs. 5, 6). Zhang et al. (2013)의 보고에 의

하면 해삼 (A. japonicas) 사육수의 온도 조건을 16°C와 25°C
에서 7일간 사육시킨 후, ferritin mRNA 유전자 발현 양상을 

보면 16°C에 비해 25°C에서 1.2배 정도 발현이 높게 나타났

다. 온도 스트레스 노출기간의 차이는 있지만 ferritin 유전자

의 경우 온도 스트레스에 반응하여 발현은 나타나지만 민감

도는 약한 것으로 판단된다. Ferritin의 주요 기능은 스트레

스에 의해 생성된 체내 활성산소종을 제거하는 항산화기능

이 있다 (Tsuji et al. 2000). Hsp90은 수온의 변화에 즉시 반

응하여 열 충격에 따른 스트레스에 즉시 대응하며, ferritin의 

경우는 온도 스트레스에 의해 체내에서 활성산소종이 생성

된 후 이를 제거하는 항산화기작에 관여하기에 스트레스에 

따른 민감도는 Hsp90에 비해 낮은 것으로 생각된다.
본 연구결과 및 이전 연구결과를 바탕으로 Hsp90과 

ferritin mRNA 유전자 발현을 비교한 결과 동일 사육수온

에서 Hsp90이 ferritin에 비해 온도 스트레스에 대한 반응이 

보다 민감한 것으로 나타났다. 이는 ferritin에 비해 Hsp90
이 동일 사육수온에서 보다 빠른 시간의 경과에 유의적인 

발현의 증가가 나타나는 것으로 보아 알 수 있다. Hsp90 및 

ferritin mRNA 유전자들의 발현 양상을 통해본 해삼의 최적 

사육수온은 15°C 정도가 스트레스 없이 적정한 것으로 생각

되며 Hsp90 및 ferritin 유전자는 해삼의 적정 사육조건을 판

단할 수 있는 생체지표유전자 (biomarker gene)로 활용이 가

능하다고 생각된다.
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