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서 론. Ⅰ

는 르몬 펩티드 장인자 신Phospholipase C , , 

경 달 질 면역 불린 등  포함  일  , 

포내 신 달 에 요  역  는 

포막 인지질 분해효소이다  는 . PLC

phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2 를 가)

분해해 차 질인 2 inositol 1,4,5-trisphosphate 

(IP3 를 생 다 ) diacylglycerol (DAG) (Rhee et 

생  는 al., 1992). DAG protein kinase C (PKC)

를 생리   시키고, IP3 는 포 내 장  

부 부  Ca2+  리 진시킨다 (Hansmann et 

재 지 포 에  클 닝   al., 1989). 13

개   는 가지 PLC isozymes PLC- subfamily 4β 

 분 며 이는  다른 조직(PLC- 1~4) , β

과 단  조  가진다 G (Berridge MJ & 

는 공통  Irvine RF, 1989). PLC- isoformsβ 

개  N-terminal pleckstrin homology (PH) domain, 4

EF hand, (X+Y) catalytic TIM barrel domain, C2 

그리고  구domain C-termial (CT) domain

어 있다 (Singh & Murray, 2003). Heterotrimeric G 

단  -subunits ( q, α α α11, α14 and α16  ) 

는 를 자극시킨다 PLC- isoform (Sternweis β 

에 PC & Smrcka AV, 1992). Noh et al. (1995) 
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르면 는  범  포  조직에 분PLC- 3β

포 어 있고 근  말 신경 모집단에 특히 , 

분포가 많  것  다 (Han et al., 2006). 

 이 과 연  포PLC- isoform chemokineβ 

송 조 에 여 고 특히 (Vatter et al., 2016) 

  T cell chemotaxis cell proliferation, apoptosis 

, CD4+ CDㆍ 8+ 분 에   T cell 

능에 여 는 것   있다 lymphocyte 

그러나 면역과  (Bach et al., 2007). , PLC-

포신 달  요 에도 불구 고isoform , β 

계  생 인 어 에  연구가 거  PLC 

없는 실 이다 본 연구에 는 민국  양. 

식어종인 (Paralichthys olivaceus 를 사용 여 ) 

병원체 면역 인자  리  경변  자극

인   조직별 시간  별 PoPLC- 3 β

량  보고자 다. 

재료  방법. Ⅱ

실험어1. 

 마리  건강   를 포항 양40 (28±11g)

식장에  구입 여   염도 500L 20 , ℃

조에 마리  주일 동  시30±0.2 10 1‰ 

다 조구  시험어는 . phosphate buffered saline 

를 주사 다 면역자극 실험어 는 (PBS) 500 . ㎕

  500 lipopolysaccharide, (LPS, 100 / )㎕ ㎍ ㎖

를 복강주사concanavalin A (ConA, 100 / ) ㎍ ㎖

다 주사 후 시간 경과 시 각 시. 0, 1, 3, 6, 24 

간마다 마리  해부 여 신장과 장  샘 링 3

다. 

물리  환경 자극 분석 2. 

변 를 실험  해 에  주일 20 1℃

시킨 를 사용 다 시간 당  . 2.5℃ 

 상승시  종 실험 인 에 도달  시30℃

부  시간 후 모든 장 를 샘 링 다24 . 

염도변  실험에 사용  어 는 에  주일30 1‰

간 시킨 후 시간당  감소시  종 염5‰ 

도 에 도달  시 부  시간 후 모든 장0 24‰

를 샘 링 다.

넙치의 추출과 합성 3. mRNA cDNA 

는 Total RNA GeneAll® 를 사용해  Hybrid-R™

 조직  에 라 추출 다 추출  protocol . 

는 합  해 주  RNA first-strand cDNA 

사용 다 분리  는  . RNA 260 optical ㎚

에  density UV spectrophotometer(Ultrospec 6300 

를 사용 여 량pro, Amersham Biosciences)

다 량  는 . cDNA Transcriptor First-Strand 

를 사용 여 작cDNA Synthesis kit(Roche)

다 이후 에  분 동  다. 65 10 denaturation . ℃

5X buffer 4 , dNTP 2 , RNase inhibitor 0.5 ,  ㎕ ㎕ ㎕

첨가  뒤 에  시간 에  RTase 0.5 50 1 , 85㎕ ℃ ℃

분 동  다5 polymerase chain reaction (PCR) .

을 통한 조직 4. Reverse Transcription PCR

별 유 자 발 분석 

 조직별 자 분PoPLC- 3 mRNAβ

 해  Reverse Transcription PCR (RT-PCR) 

다  를  사용. 18S rRNA control

다 본 실험에  사용  는 에 . primer <Table 1> 

나타내었다. initial denaturation (94 , 5min) 1 ℃

cycle; denaturation (94 , 30sec), annealing (55 , ℃ ℃

30sec), extension (72 , 30sec) 30 cycles; final ℃

조건  elongation (72 , 7min) 1 cycle ℃

다 증폭  polymerase chain reaction (PCR) .  

는 를 포함  PCR product Ethidium bromide 1.2% 

 사용 여 동 고agarose/TAE gel , 

를 Gel Doc image analysis system(Bio Rad, USA)

통해 인 다 산  . PCR agarose gel 

extraction (QIAquick® 를 통해  Gel Extraction kit)

분리 고 sequence(COSMO co, Ltd., DNA 

를 분 다Sequencing Service, Seoul, Korea) .
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을 통한 조직별 유 자 발5. Quantitaive PCR

 정량분석 

 조직별 자  량PoPLC- 3 mRNAβ

분  해 를 이용해  gene-specific primer

 실시 다  Quantitaive PCR . 18s rRNA 

  사용 다  internal control . qPCR

quantitative thermal cycler (LightCycler®480II, 

Roche Diagnostics Ltd., Rotkreuz, Switzerland) 

를 이용 여    20 10 Master Mix ㎕ ㎕

(LightCycler® 480 SYBR Green, Roche, Ⅱ 

 각각    Switzerland), 1 primer 0.5 ㎕ ㎕

를 사용 다  cDNA . qPCR initial denaturation 

(95 , 5min) 1 cycle; denaturation (95 , 10sec), ℃ ℃

annealing (58 , 10sec), extension (72 , 10sec) ℃ ℃

조45cycles; final elongation (72 , 10sec) 1 cycle ℃

건  다 증폭polymerase chain reaction (PCR) . 

 는 PCR product 2- CTΔΔ 를 통해 상 method

량  분 다  (Giulietti et al., 2001). 

이자  염증 인 lymphocyte mitogen cytokine

 도 함께 분interleukin 1 (IL-1 )β β

다.

Primer name 5’-3’ sequence Description

IL-1 -Fβ AACAGCCAAGGCAAAGATTG GenBank 

accession no: 

AB070835IL-1 -Rβ AATGTCCAGCTCCTCCTTCA

18s-rRNA-F GTTGGTGGAGCGATTTGTCTGG GenBank 

accession no : 

DQ26793718s-rRNA-R CATCTAAGGGCATCACAGACCTG

PoPLC- 3-Fβ GGCCAAGATGGCTGAGTACTGC
For RT-PCR and 

qRT-PCR
PoPLC- 3-Rβ GTCAACAGGCCGTCAGTGTTGG

<Table 1> PCR primers used in this study

결 과. Ⅲ

의 조직 특이  발1. PoPLC- 3β

상   조직 특이   PoPLC- 3β

보  해  조직인 뇌 가미12 , , , 

심장 식도 간 장 장 신장 그리, , , , , , , 

고 근  조직  를 이용해 과 cDNA RT-PCR qPCR

 실시 다 모든 포에 고루 는 . 

 일종인 과 housekeeping gene -actin 18s rRNAβ

를  사용 다 부분 조직에  control . 

가 골고루 었고 그 장PoPLC- 3 , , β

가미 식도에  높게 는 것  나타, , 

났다([Fig. 1]).

[Fig. 1] Tissue-specific distribution of the PoPLC-

3 mRNA. The olive flounder 18s rRNA β

gene was used as a reference gene to 

normalize the expression mRNA levels 

between sample tissues. Each value is 

the average of three replicate samples 

and data are shown as means ±S.E.

면역 자극에 따른 변화2. 

자극시 장과 신장에 는 자극 후 시간LPS 3

째에 양이 어들다가 시간이 지PoPLC- 3 β

남에 라 증가 다 는 자극 후 시간째. IL-1 1β

에 증가 다가 차 감소 다 마찬([Fig. 2]). 

가지  자극시 장과 신장에 는 자극 후 ConA 
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시간째에 양이 어들다가 시간3 PoPLC- 3 β

이 지남에 라 차 증가 다 는 자극 . IL-1β

후 시간째에 증가 다가 차 감소 다 1

([Fig. 3]).

(A)

(B)

[Fig. 2] RT-PCR and qRT-PCR analysis of IL-1β

and PoPLC- 3 following stimulation with β

LPS from (A) spleen and (B) kidney at 

0,1,3,6,24H. Each value is the average of 

three replicate samples and data are 

shown as means ± S.E.

(A)

(B)

[Fig. 3] RT-PCR and qRT-PCR analysis of IL-1β

and PoPLC- 3 following stimulation with β

ConA from (A) spleen and (B) kidney at 

0,1,3,6,24H. Each value is the average 

of three replicate samples and data are 

shown as means ± S.E.

물리  환경 자극에 따른 변화3. 

 리  경 자극변 에 른 특  
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자   차이를 고자 housekeeping 

 일종인  과 를  gene -actin 18s rRNA controlβ

사용 다 그 결과   염도변  가지 자. 2

극 모  에 향  미쳤다  PoPLC- 3 . β

자극  가 상 어  조직 30 PoPLC- 3℃ β

과 해 에 게 모  십  가량 감소

다 그  가미 장 장 신장 조직  경우 . , , , 

약  량이 감소 다 90% - 85% ([Fig. 

마찬가지  염도 자극에 는 4]). 0 PoPLC- 3‰ β

가 가미 장 조직에  약  , , 85% - 72% 

량이 감소 다 ([Fig. 5]).
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[Fig. 4] RT-PCR and qRT-PCR analysis of IL-1β

and PoPLC- 3 following temperature β

increased after 24H. Each value is the 

average of three replicate samples and 

data are shown as means ± S.E.

고 찰. Ⅳ

는 포내 트워크  단  PLC- isoform G β 

과  주요 신 달 효소  나이다 본 . 

실험에 는   조직 내  PLC- 3β

도  면역 자극  리  경 자극에 른 

 도를 분 다. 
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[Fig. 5] RT-PCR and qRT-PCR analysis of IL-1β

and PoPLC- 3 following salinity β

decreased after 24H. Each value is the 

average of three replicate samples and 

data are shown as means ± S.E.

포  가 뇌 간 이 에  PLC- 3 , , β

이 높  것과는 달리 (Rössler et al., 1998), 

 는 주  소 계나 가미에  PLC- 3β

이 높  것  보  조직 특이  는 것

 나타났다 이는 어 가 포  달리 계. 

라는 독특  경에  식 며 이에 른 특

 생리  능  가지  에 인 것  추

다 (Beitinger & Fitzpatrick, 1979). 

 는  면역자극 인자  경골어 에 LPS ConA

다양  질병  는 것   있다 특. 

히 는 그람 균  포벽에  견 는 LPS

 천  면역체계에  에 해 endotoxin TLR4

인식 며 는 불린  (Swain et al., 2008) ConA

일종  포 분열 진  작용과 각종 T

인 루킨 인자들  생  진시킨다 (Kremer et 

  가 al., 1990). Wang et al.(2007) PLC- 3β

동맥 병소에  연속  분  포 Macrophage T 

 인 루킨과  염증  일 킨다고 
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다 라  본 연구에  이들 면역 자극 인자. 

들이  시간에 른 에 향PLC- 3 β

 주었    있었다. 

어 에  스트 스 요인  리  요인과 

 요인  나 어진다 이  리  요인. 

 도 염도 양식 도 등이 있 며 , , , DO 

도  염도 스트 스는 (Barton & Iwama, 1991), 

장 번식 사 삼  조  그리고 면역 능에 , , , 

향  미 다 연(Conte, 2004). An et al.(2010) 

구에 르면 도 상승 과 삼  감소 (30 ) (10 ℃

시  간조직에  스psu and 0 psu) black porgy 

트 스를  인 다 편. , Testerink & 

는 인자에 라 Munnik (2005) stress phosphatidic 

 에 인지질가 분해acid (PA) up and downstream

효소가 향  다고 다. 

본 연구에 는 리  외부 경 변 에 른 

  면역  증가  인해 stress 

 가 감소    있었다 이러PLC- 3 . β

 연구결과는 어   조직별 능  PLC- 3β

이해 고 면역  외부 리  경 자극에  

면역체계를 이해 는데 요  자료가  것이

다.  
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