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PNA 바이오칩을 이용한 고려인삼 품종 판별
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ABSTRACT : This study was carried out to identify Korean ginseng cultivars using peptide nucleic acid (PNA) microarray.

Sixty-seven probes were designed based on nucleotide variation to distinguish Korean ginseng cultivars of Panax ginseng.

Among those PNA probes, three (PGB74, PGB110 and PGB130) have been developed to distinguish five Korean ginseng

cultivars. Five Korean ginseng cultivars were denoted as barcode numbers depending on their fluorescent signal patterns of

each cultivar using three probe sets in the PNA microarray. Five Korean ginseng cultivars, Chunpoong, Yunpoong, Gopo-

ong, Gumpoong and Sunpoong, were simply denoted as ‘111’, ‘222’, ‘211’, ‘221’ and ‘122’, respectively. This is the first

report of PNA microarray which provided an objective and reliable method for the authentication of Korean ginseng culti-

vars. Also, the PNA microarray will be useful for management system and pure guarantee in ginseng seed.
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인삼 (Panax ginseng C. A. Mey.)은 두릅나무과 (Araliaceae),

인삼속 (Panax)에 속하는 대표적인 약용작물로써 동양에서는

2천여년이 넘게 귀중한 한약재로 이용되어져 왔다 (Hu, 1976).

인삼속은 약 12종이 알려져 있는데, 10종은 동아시아에 분포

하며, 나머지 2종은 아메리카 북동부 지역에 분포한다. 이들

12종의 인삼 중에서 고려인삼 (P. ginseng C. A. Mey.)과 삼

칠삼 (P. notoginseng (Burkill) F. H. chen ex C. H. Chow)

및 미국삼 (P. quinquefolius L.)의 3종만이 약효와 경제적인

가치를 인정받고 있는데, 주로 한국, 중국, 미국, 캐나다에서

재배·생산되어 한약재 및 다양한 건강기능식품의 원재료로

이용되고 있다 (Wen and Zimmer, 1996).

인삼은 한 세대가 4년이어서 품종을 육성하는데 오랜 시간

이 소요되고, 유전적으로 유사도가 매우 높아서 우량형질을 지

닌 개체를 선발하거나 유전적인 변이를 창출하기가 무척 어려

운 작물로 알려져 있다 (Kim, 2012). 또한 신규 재배 면적

감소, 해가림 시설 설치 등 인삼 생산에 소요되는 투자 비용

증가, 농촌의 고령화로 인한 노동력 감소 등의 문제로 인하여

국내 인삼 재배 여건은 점차 악화되고 있는 실정이다.

이러한 문제를 해결하기 위하여 인삼 품종 육성 분야에서는

수량성이 높고, 품질이 좋은 인삼 신품종을 개발하기 위한 연

구가 진행 되어져 왔다 (Choi et al., 1982; Kwon et al.,

1991). 국내 인삼 품종 육성은 1970년대에 농가 산지 포장에

서 수삼의 품질과 수량성이 좋은 우량 개체를 선발하여 2, 3

세대의 증식과정과 계통육성시험, 생산력 검정시험 및 지역적

응시험을 거쳐 천풍 등의 주요 품종들이 개발되었다 (Kwon et

al., 1998, 2000, 2003). 현재까지 개발된 인삼 품종 중에서 농

가에서 주로 재배하고 있는 품종은 천풍 등 4품종으로써, 천풍

과 고풍은 뿌리의 조직이 치밀하고 균열과 흠집이 없어 천지

삼 (天地蔘)의 생산 비율이 높아 고품질 홍삼 제조에 적합한

특성을 가졌고, 연풍은 지하부의 형질이 양호하여 수량성이 높

으며, 금풍은 병해충에 강한 품종으로 알려져 있다.

우리나라가 원산지인 고려인삼 (P. ginseng C. A. Mey.)은
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오랜 기간 동안 축적되어온 재배기술과 홍삼, 백삼 등의 차별

화된 가공기술 덕분에 전 세계적인 명성을 유지해오고 있다.

하지만 최근에 우리나라에서 생산된 고려인삼에 비교하여 값

이 싸고 안전성이 의심되는 외국산이 국내산으로 불법 유통되

어 인삼 산업 발전을 가로막는 저해요인으로 지적을 받고 있

다. 또한 국내에서는 상대적으로 가격이 싸고 종자의 균일성

이 떨어지는 재래종이 국내산 신품종으로 둔갑·유통되어 신

품종을 재배하는 농가에게 피해를 주고 있는 실정이다.

따라서 이러한 문제를 해결하기 위하여 DNA 마커 등을 이

용한 분자생물학적 기법 연구가 진행되어왔다. 인삼은 벼 등

의 다른 주곡작물에 비해 비교적 늦게 DNA 마커를 활용한

유전분석 연구가 진행되어 왔는데, 초창기에는 고려인삼과 미

국삼 등의 인삼 종들을 구분하기 위한 연구 결과가 보고되었

다 (Shaw and But, 1995; Wen and Zimmer, 1996;

Fushimi et al., 1997; Ngan et al., 1999).

2000년대 초반에 국내에서 인삼이 품종출원 됨에 따라 개발

된 품종들을 구분하기 위한 분자기법 개발에 관한 연구가 수

행되었는데, ribosomal DNA와 Internal Transcribed Region

(Yang et al., 2001; Kim et al., 2007; Lee et al., 2010),

Simple Sequence Repeat (Dan et al., 2009; Bang et al., 2011a,

b), Sequence Tagged Site-Cleaved Amplified Polymorphic

Sequence (Bang et al., 2010) 마커를 이용한 연구가 보고되었다.

한편, Genomics 분야에서 DNA를 이용한 바이오칩에 대한

기술적 완성도가 높아져, 의약산업 중 인체진단 분야가 가장

빠른 성장을 보이면서 산업적으로 많이 활용되고 있다. 바이

오칩이란 유리나 실리콘과 같은 고체 기판 위에 분석하고자

하는 DNA나 protein 같은 바이오 물질들을 집적시켜 붙여 놓

은 것인데, 일반적으로 DNA chip과 protein chip 등이 이용

되고 있다 (Park et al., 2002).

Nielsen 등 (1994)은 1991년 핵산 DNA와 구조가 비슷한

고분자 화학물질인 Peptide Nucleic Acid (PNA)를 처음으로

개발하였는데, PNA는 생화학적으로 매우 안정된 특성을 갖고

있는 인공합성 DNA로써 DNA/RNA와의 결합 능력이 매우

우수한 것으로 보고하였다. 한편 국내 벤처기업 (Panagene

Co.)에서는 PNA를 대량으로 합성할 수 있는 기술을 개발하였

으며, 이를 기반으로 PNA를 이용한 바이오칩을 제작하는데

성공하였다 (Choi et al., 2009). PNA 바이오칩은 DNA 바이

오칩에 비교하여 강한 결합력, 우수한 민감성, 특이성과 안정

성을 가지고 있는 것으로 보고되고 있다 (Choi et al., 2009;

Singh et al., 2010). 또한 최근에는 PNA 바이오칩이 동물과

식물의 병과 관련된 진단뿐만 아니라, 식물의 기원 구분과 유

전자 변형 농산물의 판별 등 다양한 유전적 분석에 유용한 방

법으로 활용되고 있다 (Pellestor et al., 2008; Lee et al.,

2010; Sforza et al., 2011).

따라서 본 연구는 국내에서 개발된 고려인삼의 과학적 품종

판별을 위하여, 유용한 유전자 정보를 바탕으로 PNA 프로브

를 디자인 및 선발하고, 생명공학 (Biology Technology)과 정

보기술 (Information Technology)이 융합된 정확하고 신속한

바이오칩을 개발하고자 수행되었다.

재료 및 방법
 

1. 시험재료

본 연구에 사용된 재료는 농촌진흥청 국립원예특작과학원

인삼특작부의 재배포장에서 증식중인 고려인삼, 천풍 등 5품

종이며, 연근 (年根)은 4년생을 기준으로 하였다 (Table 1). 인

삼을 재배할 두둑은 2007년 10월에 두둑폭 90㎝, 고랑폭

90㎝, 두둑높이 30㎝ 이상으로 만들고, 2008년 3월에 7 × 10

주 (90 × 180㎝), 식재거리는 15 × 20㎝로 이식한 후, 출아

전 목재A형 후주연결식 해가림을 설치하고, 청색3 +흑색1의

4중직 차광망을 피복한 후, 5월 하순 고온장해 예방을 위해 흑

색 2중직 차광망을 덧 씌웠다. 병해충 방제, 잡초제거 및 기타

관리는 인삼 GAP 표준재배지침서에 준하였다 (RDA, 2009).

2. DNA 추출 및 정량

Genomic DNA는 4년생 잎을 채취하여 세척한 후 액체질소

로 급랭시켜 막자사발을 이용하여 분말상태가 되도록 마쇄한

다음 DNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, Germany)을 이용하

여 추출하였다. 추출된 DNA는 1% agarose gel에서 Lambda

DNA (Promega)와 함께 전기영동한 후, EtBr (Ethidium

Bromide)로 염색하여 DNA band의 밝기를 상대 비교하여 농

도를 측정하였다. 농도 측정이 완료된 DNA샘플들은 멸균된

증류수를 이용하여 최종 DNA농도를 5 ng/µL로 정량하였다.

3. STS 마커를 이용한 PCR 분석

고려인삼 품종 간 유전분석을 위하여 Lee (2010)에 의해서

제작된 STS 마커를 이용하였으며, 고려인삼 품종 간 유전분

석을 수행하여 최종적으로 품종 간 다형성을 보이는 3종의

STS 마커 (UFGp74, MFGp110A, MFGp130A)가 선발되었다

(Table 2).

PCR 수행을 위하여 사용된 혼합용액의 조성은 genomic DNA

약 10 ng/2 µL, primer 20 pmole, 2.5 mM MgCl2, 0.25 mM

dNTPs, 0.5 unit Taq polymerase (Neurotics, Deajeon, Korea)로

Table 1. Information of Korean ginseng cultivars used in this study.

No. Cultivar name Collection sites Voucher No.

1 P. ginseng cv. Chunpoong

Eumsung, 
Chungbuk, Korea

MPS002375

2 P. ginseng cv. Yunpoong MPS002380

3 P. ginseng cv. Gopoong MPS002385

4 P. ginseng cv. Gumpoong MPS002390

5 P. ginseng cv. Sunpoong MPS002395
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총 반응액의 volume은 25 µL이었다. DNA 증폭기기는

Tprofessional thermocycler (Biometra, Gottingen, Germany)

을 사용하였고, PCR 반응은 95℃에서 5분간 초기변성 후, 95℃

30초 변성, 65℃ 30초 결합 및 72℃ 1분 신장의 조건으로 총

40 cycles를 수행하였고, 마지막으로 72℃에서 10분간 신장 반

응을 수행하였다. 한편, MFGp110A와 UFGp74 primer는

PCR을 수행한 후 37℃에서 5시간 동안 HinfI의 제한효소를

처리하였다. 그 후 0.5×TBE buffer를 사용하여 1.5% agarose

gel에서 전기영동 하여 EtBr (Ethidium Bromide)로 염색한

후 유전적 양상을 확인하였다.

4. PNA 프로브 디자인 및 합성

PNA 프로브 디자인은 UFG0074, MFG0110, MFG0130

클론을 대상으로 고려인삼 품종 간에 염기서열의 변이를 보이

는 곳을 타겟으로 하였다. 또한 프로브의 길이는 15 ~ 25 mer

로 하였으며, Bts (benzothiazole-2-sulfonyl)를 사용하여 합성

하였다. 합성된 프로브의 순도 측정은 액체크로마토그래피 기

기 (Agilent 1100, Agilent Technologies, Wilmington, USA)

를 이용하였고, 정성검사는 MALDI-TOF (AX1MA-CFR,

SHIMADZ Co, Kyoto, Japan)를 이용하였다. 합성된 PNA

프로브는 슬라이드글라스 표면 위에 50 uM씩 Qarray mini

Microarrayer (Genetix, New Milton, UK) 기기를 이용하여

부착하였으며, 상기의 모든 과정은 ㈜ 파나진에 의뢰하였다.

5. PNA 바이오칩에서의 혼성화 반응

혼성화 반응을 위해서 우선 biotin이 표지된 PCR 산물

5 µL를 95℃에서 5분간 유지하여 DNA 이중가닥을 단일 가닥

으로 변성시켰다. 여기에 Cy5-streptavidin (Amersham Pharmaia

Biotech UK Limited, Buckinghamshire, England)이 포함된

PNA 혼성화 buffer를 75 µL 혼합한 후, PNA 바이오칩에 40℃

에서 2시간 동안 반응시켰다. 반응 후에는 washing buffer를

이용하여 5분씩 두 번 세척하여 건조하였다. 건조된 바이오칩

은 비공초점 형광 스캐너 (non-confocal fluorescent scanner)

GenePix 4000B (Axon Instrument, Union City, USA)로 스캐닝

하였다. 형광 시그널은 탐침과 목표 DNA의 이중나선의 혼성

화 신호로 계산하였으며, 이때 신호의 강도는 3,000 이상인 것

을 기준으로 하였다.

결과 및 고찰

1. STS 마커를 이용한 PCR 및 염기서열 변이 탐색

고려인삼 품종 판별을 위하여 우선 Lee (2010)가 보고한 3

종의 STS 프라이머 (UFGp74, MFGp110A, MFGp130A)를

이용하여 PCR을 수행한 후 품종 간에 증폭되는 DNA 단편의

차이점을 관찰하였다.

MFGp130A 프라이머를 이용한 PCR 결과 300 bp에서

400 bp 사이의 위치에서 품종 간에 차이를 보이는 DNA 단편이

관찰되었는데, 천풍, 고풍, 금풍은 375 bp 크기의 DNA 단편이,

연풍과 선풍은 322 bp 크기의 DNA 단편이 관찰되었다. 한편

UFGp74와 MFGp110A 프라이머를 이용하였을 때는 5품종에서

Table 2. Three STS primer sets for discriminating five Korean ginseng cultivars.

gDNA Library STS primer

Clone information†

Primer name
Primer sequence‡ PCR information§

ID
Insert size 

(bp)
Gene Bank 

Acc.
Forward (5´→3´)
Reverse (5´→3´)

Expected size 
(bp)

Anneal. temp. (℃)

UFG0074 748 HN339415 UFGp74
GCGAATTTCACAGAATTAGACG

639 65
ACAGGTCTCGAAACAATTGAAG

MFG0110 1129 HN339416 MFGp110A
AGTCCCAACGGAATTTCATC

930 65
GTTTTCCGCTTATGTTGCAG

MFG0130 1224 HN339417 MFGp130A
GGAAAGCGTTCAGCTCTTACG

322 65
TAAATGCTGTCAAGCCCAGAG

†Primer were designed based on sequences of the corresponding clones from the gDNA library of P. ginseng cv. Yunpoong. MF and UF, stand for
‘methylation filtered’ and ‘methylation unfiltered’.
‡The expected PCR size of the genomic DNA of P. ginseng cv. Yunpoong by using the recommended annealing temperature (Anneal. temp.).

Fig. 1. Amplification products of five Korean ginseng cultivars
using STS-PCR. The monomorphic bands were amplified
by (A) UFGp74 and (B) MFGp110A, and In Del
polymorphisms were detected with (C) MFGp130 among
five Korean ginseng cultivars, respectively. lane 1,
Chunpoong; lane 2, Yunpoong; lane 3, Gopoong; lane 4,
Gumpoong; lane 5, Sunpoong; M, size marker (2log
DNA ladder; New England Biolabs).
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639 bp와 930 bp의 단일 DNA 단편이 각각 관찰되었다 (Fig. 1).

Fig. 2는 고려인삼 품종 간 염기서열의 변이를 관찰한 결과

로서, UFG0074 클론에서는 174 bp와 202 bp에서 천풍과 선

풍의 염기서열이 A (adenine)로 같았으며, 반면 연풍, 고풍,

금풍은 G (guanine)로 같아 2 가지의 유전양상이 나타났다.

MFG0110에서는 154 bp와 157 bp에서 단일염기서열 변이가

관찰되었는데 천풍과 고풍은 C (cytosine)와 T (thymine)의

유전자형으로 연풍, 금풍, 선풍은 T (thymine)와 C (cytosine)

의 유전자형을 나타냈다. MFG0130에서는 1,042 ~ 1,094 bp에

서 염기서열의 삽입 또는 결실 (Insertion or deletion)이 관찰되

었는데, 연풍과 선풍에서 53 bp 크기의 염기서열이 결실되어

322 bp의 DNA 단편이 관찰되었으며, 천풍, 고풍, 금풍은 375 bp

크기의 DNA 단편이 관찰되어 같은 유전자형을 나타내었다.

2. PNA 프로브 선발 및 바이오칩 활용 인삼 품종 판별

천풍 등 국내산 인삼 5품종의 판별을 위하여 우선 품종 간

변이가 관찰된 UFG0074, MFG0110, MFG0130 지역의 염기

Fig. 2. Nucleotide sequence alignment of polymorphic fragments amplified from Chunpoong, Yunpoong, Gopoong, Gumpoong and
Sunpoong by UFGp74 (A), MFGp110A (B) and MFGp130A (C). The nucleotide sequence enclosed by box indicated single
nucleotide polymorphism. Position of the target sequence for forward and reverse primers, and PNA probes were indicated as
arrow and underline, respectively.

Table 3. Information of PNA probe used in this study.

No. Probe name Sequence (N → C)† Targed cultivars

1 PGB74a gcgtttaacAaatcctcaa
Chunpoong,
Sunpoong

2 PGB74g gcgtttaacGaatcctca
Yunpoong,
Gopoong
Gumpoong

3 PGB110ct tttCcgtTgtaaataattaa
Chunpoong,
Gopoong

4 PGB110tc tttTcgtCgtaaataatt
Yunpoong,
Gumpoong,
Sunpoong

5 PGB130wt‡ CCCGACTATTTCCGCTT
Chunpoong,
Gopoong,
Gumpoong

† Targeted sequences were capitalized and indicated in bold.
‡ “wt” stands for ‘wild type’.

Fig. 3. Fluorescent patterns of five Korean ginseng cultivars using
the PNA microarray.
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서열을 토대로 총 67종의 PNA 프로브를 디자인하였다. 그 후

디자인된 프로브 들을 이용하여 품종 간 구별성이 좋고 시그

널의 강도가 높은 PGB74a, PGB74g, PGB110ct, PGB110tc,

PGP130wt의 총 3세트 (5종)의 프로브를 최종 선발하였다

(Table 3).

최종 선발된 3세트의 PNA 프로브를 이용하여 인삼 5품종

간의 바이오칩 반응 양상을 관찰한 결과는 Fig. 3과 Table 4

와 같다. 우선 PGB74a와 PGB74g 프로브를 이용하여 인삼 5

품종의 유전자형을 확인한 결과, 천풍과 선풍은 PGB74a에서

반응을 나타냈고 (바코드 타입 숫자 1로 표기), 연풍, 고풍 및

금풍은 PGB74g에서 반응을 나타냈다 (2로 표기).

PGB110ct와 PGB110tc 프로브를 이용하여 인삼 5품종의 유

전자형을 확인한 결과, 천풍과 고풍은 PGB110ct에서 반응을

나타냈고 (1로 표기), 연풍, 금풍 및 선풍은 PGB110tc에서 반

응을 나타냈다 (2로 표기).

한편, PGB130wt 프로브를 이용하였을 때는, 천풍, 고풍 및

금풍은 반응을 나타낸 반면 (1로 표기) 연풍, 선풍은 반응이

없어 (2로 표기) 2가지의 유전양상을 나타냈다.

결론적으로, 인삼 5품종의 유전자 양상을 바코드 타입으로 나

타내면 천풍은 ‘111’, 연풍은 ‘222’, 고풍은 ‘211’, 금풍은 ‘221’,

선풍은 ‘122’으로 판정할 수 있어, 이들 바코드 타입의 유전자

양상으로 고려인삼 5품종 모두를 정확하게 판별할 수 있었다.

현재까지 보고된 연구결과에 의하면 고려인삼은 유전적인

다양성이 작고, 품종, 육성계통, 국내 재배종 간의 유전적인 유

사도가 높아서 이들을 구분하기가 무척 어렵다고 알려져 있다

(Lim et al., 1993; Yang et al., 2001; Choi et al., 2003;

Bang et al., 2011b).

따라서 인삼 품종을 판별하기 위해 RAPD, ISSR, ITS,

SSR 등의 다양한 분자적 기법이 적용되었지만 구별성과 재현

성에 문제가 있어 품종 판별이 어려웠다. Bang 등 (2010)과

Lee (2010)는 이러한 문제를 해결하기 위하여 인삼으로부터

직접 genomic DNA 라이브러리를 만들어 다양한 클론들의 염

기서열 분석을 통해 STS 프라이머를 제작하였으며, 제작된 프

라이머의 스크리닝을 통하여 품종 간에 차이를 보이는 DNA

마커를 개발하였다.

하지만 이러한 인삼 품종 간의 차이는 단일염기서열 변이

(SNP, Single Nucleotide Polymorphism) 또는 염기서열의 삽

입·결실 (InDel, Insertion or Deletion)에 의한 것으로, 단일

염기서열의 변이를 확인하기 위해서 제한효소를 처리 후 전기

영동을 통해 결과를 확인해야 하기 때문에 실험과정이 까다롭

고 실험에 소요되는 시간이 긴 단점을 갖고 있다 (Kim et

al., 2007; Bang et al., 2010).

바이오칩 실험은 작은 크기의 슬라이드글라스 위에 인삼 품

종 간 변이를 나타내는 유전자를 심어서 그 결과를 스캐너로

확인하는 것이기 때문에, 분석시간이 약 10 ~ 24시간이 소요되

는 DNA 마커에 의한 판별보다 적게 소요되고 단일염기서열

의 변이를 보다 쉽고, 정확하게 판정할 수 있는 장점을 지닌

판별 방법이다 (Choi et al., 2009).

Lee 등(2010)은 고려인삼과 미국삼을 구분하기 위하여 ITS

(internal transcribed spcaer) 영역 내 포함된 4개의 SNP를

타겟으로 PNA 칩을 제작하였는데, PNA 칩이 DNA 칩보다

형광 시그널의 강도가 높아서 반응 특이성과 반응 감도가 상

대적으로 우수하다고 보고하였다.

본 연구를 통하여 국내에서 최초로 개발된 인삼 품종 판별

용 바이오칩은, 인삼 육종연구기관과 품질인증기관 등에서 인

삼 신품종의 대내외 지적재산권 보호를 위한 구별성 확보 및

종자순도 향상 등의 과학적인 종자관리 체계 구축의 목적으로

활용될 수 있을 것으로 판단된다. 또한 외국산과 일반 재래종

이 국내산 신품종으로 둔갑하는 것을 방지할 수 있어 부정유통

단속 등 품질관리 기술로도 활용될 수 있을 것으로 사료된다.
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