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PCR에 의한 DNA 증폭에 미치는 온도와 Cycle 수
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The Effect of Temperature and Cycles on Amplification of DNA by PCR
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  In order to study the effect of temperature of denaturation, annealing and extension and cycles on 
amplification of DNA by PCR method, We isolated the hepatitis B virus DNA from hepatitis B patient blood 
and compared the density of DNA amplified by Reference PCR Program (denaturation at 94℃ for 30 sec., 
annealing at 60℃ for 1 min., extension at 72℃ for 1 min., holding at 72℃ for 5min., 30 cycles) that is 
usually used in laboratory to the density of DNA amplified by PCR program changed only the denaturation 
temperature or annealing temperature or extension temperature. We amplified about 341bp of hepatitis B virus 
DNA by Reference PCR Program from hepatitis patient blood, but the  DNAs denatured at 72℃ or 60℃ 

were not detectable on photoradiography film. The DNA amplified at 37℃ of annealing temperature was not 
detectable, but the DNA annealed at 72℃ was detectable the lower density of DNA  than the DNA amplified 
by Reference PCR Program. Each DNA amplified by PCR program changed only the extension temperature 
to 37℃ or 60℃ was almost same density as DNA amplified by Reference PCR Program. 
  We compared the density of hepatitis B virus DNA amplified by Reference PCR Program for 30 cycles, 
20 cycles, 10 cycles, and 5 cycles. The DNA cycled for 20 cycles was not amplified well as cycled for 30 
cycles, but the DNA was detectable on the photoradiography film. The DNAs amplified for 10 cycles or 5 
cycles were not detectable on photoradiorgaphy film. The concentration of hepatitis B virus DNA amplified 
in Reference PCR condition for 30 cycles, 20 cycles, 10 cycles, and 5 cycles  were 72㎍/㎖, 83×10-3㎍/㎖, 
27×10-6

㎍/㎖, and nondetectable, respectively.

Key Words:  PCR, Hepatitis B virus DNA

대한임상검사학회지 : 36권 제1호, 33-37, 2004

1)I. 서      론

DNA가 합성 증폭하려면 target template DNA가 존재
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하여야 하고 시발체, dNTP(denucleotide triphosphate)들, 
DNA 중합효소 그리고 이온결합에 영향을 미치는 Mg과 

같은 금속이온들이 필요하다(Engelke 등, 1988; Erlich 등, 
1988). 

DNA의 합성은 가장 먼저 2중 나선인 DNA가 변성되

어 단일 가닥이 되고 여기에 상보적으로 시발체가 결합

함으로써 DNA 중합효소가 합성을 시작한다. DNA가 변
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성 될려면 68℃ 이상 높은 온도에서 가능하기 때문에 37 
℃를 유지하는 인체 내에서는 DNA helicase의 작용에 의

하여 DNA가 변성 된다(Farr 등, 1988; Gyllensten 등, 
1988; Krawetz 등, 1989; Kwok 등, 1989). 

시험관내에서 polymerase chain reaction(PCR)법에 의

하여 DNA를 증폭하는 방법은 1976년 Chien 등(1976)에 

의하여 Thermus aquaticus로부터 95℃에서도 활성을 잃

지 않는 Taq. DNA 중합효소를 발견함으로써 Saiki 등

(1985)이 처음 PCR protocol을 제시하였다. 
이후 많은 연구자들은 PCR의 조건에 관한 연구를 하

였으며 시험관내에서 DNA를 증폭하는데 활용하였다

(Mullis 등, 1986; Mullis 등, 1987; Li 등, 1988; Ochman 
등, 1988; Oste, 1988; Saiki 등, 1988b). 

본 연구에서는  PCR의 변성반응 온도, 결합반응 온도, 
그리고 연장반응 온도의 변화와 반응회수가 DNA의 증폭

에 미치는 영향을 연구하기 위하여 B형 간염 바이러스 

양성인 사람의 혈액으로부터 분리한 DNA를 B형 간염 

바이러스 cDNA로부터 합성한 시발체들을 사용하여 각 

온도 조건과 반응회수를 달리하면서 PCR 하였다. 

II. 재료 및 방법

DNA 분리

B형 간염 바이러스 양성인 환자 혈액을 12,000 rpm에 

10분 동안 원침하여 분리한  혈청 50㎕와 세포용해 완충

액 50㎕를  1.5㎖ Ependorp 시험관에 넣고 혼합 한 후 

mineral oil를 1방울 가하고 microwave heater에서 1분 동

안 가열후 1분동안 진탕을 5회 반복한 후 12,000 rpm에

서 10분 동안 원침하고 상층 DNA를 PCR에 사용하였다.

PCR 
DNA를 증폭하는 PCR의 온도 조건에 의한 DNA 증폭 

정도를 확인하기 위하여 Thiers 등(1988)이 사용한 PCR 
변법을 기준 PCR 방법으로 실험에 사용하였다. 기준 PCR 
방법은 B형 간염 바이러스 DNA와 PCR에 필요한 시약들

을 혼합한 후 94℃에서 5분 동안 전변성한 후 94℃에서 

30초 동안 변성, 60℃에서 1분동안 결합, 그리고 72℃에서 

1분 동안 연장하는 과정을 30 회수 실시하고 72℃에서 5
분 동안 보존 반응한다. 기준 PCR 방법에 의하여 증폭한 

DNA와 변성, 결합 그리고 연장 온도를 변화시키면서 증

폭한 DNA를 비교하였다. 주형 DNA인 B형 간염 바이러

스 DNA를 PCR에 의하여 증폭하기 위하여 B형 간염 바

이러스 양성인 환자 혈청을 사용하였으며 기준 방법에 의

하여 환자의 혈청이 양성임을 확인하였고 Promega 
(Madison, WI, USA)에서 구입한 PCR 시약들과 Taq. 
polymerase의 활성을 확인한 후 실험에 사용하였다.  사용

한 Primer는 B형 간염 바이러스 cDNA 로부터 합성한 시

발체 I(sense, 5'-GTTCAAGCCTCCAAGCTGTGCCTTG- 
3')과 시발체 II(antisense, 5'-AATAGTTGTCTGATTTTT-
AGGCCCATATTAAC-3')를 사용하였고 Perkin- Elmer에
서 제조한 GeneAmp PCR System 2400 (Perkin Elmer, 
Boston, NE, USA)을 사용하여 DNA를 증폭하였다.

1% agarose gel 전기영동과 Photoradiography 
증류수 100㎖에 agarose 2g를 가하고 Microwave heater

에서 용해한 후 증류수 80㎖과 10X TBE buffer(pH, 8.0, 
tris base 121g, boric acid 61.7g, EDTA-2Na-2H2O 7.44g) 
20㎖ 그리고 10㎎/㎖ 농도인 ethidium bromide 20㎕를 혼

합 하고 gel를 만들었다. 각 PCR product 20㎕를 loading
하고 110V에서 1시간 동안 전기영동하였다. 전기 영동한 

gel를 VILBER LOURMAT회사의 TFX-20M UV- Illumi-
nator(Marne La Vallee, france)에 놓고 FP-3000B film 
(Fuji photo Film co., Tokyo, Japan)을 사용하여 photo-
radiography하였다. 기타 실험에 사용한 시약은 Sigma 
Chemical Co(St. Louis, Mo, USA)로부터 구입하였다.

III. 결      과 

B형 간염 바이러스 양성인 환자 혈청으로부터 DNA를 

분리하고 변성, 결합 그리고 연장 온도의 변화에 따른 

DNA 증폭도를 실험하기 위하여 환자혈청에 B형 간염 

바이러스의 DNA 존재를 확인하고 PCR에 사용하는 시약

들의 기능을 확인하였다(Fig. 1).
기준 PCR방법에서 유지하는 변성 온도인 94℃를     

72℃, 60℃로 각각 변화시킨 DNA 증폭도를 비교한 결과 

72℃, 60℃에서는 증폭되지 않았다(Fig. 2).
결합 기준 온도 60℃를 37℃, 72℃로 변화시켜 DNA를 

증폭한 결과 37℃ 조건에서는 증폭되지 않았고, 72℃조건

에서는 기준온도인  60℃에서 증폭된 DNA보다는 낮은 

양의 DNA가 증폭되었다(Fig. 3).
연장 표준온도 72℃를 37℃, 60℃로 변화시킨 조건에

서 DNA를 증폭한 후  비교한 결과, 표준 조건에서 증폭

된 DNA 양과 유사한 결과를 나타내었다(Fig. 4).
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Fig. 1. PCR products of hepatitis B virus DNA amplipiedby 
Reference PCR Program.Non reactive contronwithout 
hepatitis B virus DNA(lane 1), without PrimerI and II(lane 2), 
without dNTPs(lane 3), without Taq. Polymerase(lane 4 ), 
reactive control(lane 5) and marker DNA(lane 6).

1 2 3 4 5 6

-500bp
-341bp

PCR의 반응회수에 의한 DNA 증폭도를 비교하기 위하

여 기준 조건에서 30회 반응, 20회 반응, 10회 반응, 5회 

반응 동안 증폭한 결과 30회 반응과 20회 반응 동안 증폭

한 결과는 감광 사진에서 확인할 수 있었으나 10회 반응

과 5회 반응 동안 증폭한 결과는 확인할 수 없었다(Fig. 5)
또 각 증폭한 반응회수별 DNA 농도를 260nm에서 비

색 정량한 결과 5 회 반응에서 증폭한 PCR 생성물에서는 

DNA를 정량할 수 없었다(Table 1).

Table 1. Concentration of DNA amplified by PCR method

Cycles 5 10 20 30

Concentration 
ug/ml nondetectable 30×10-6 75×10-3 72

Fig. 1. PCR products of hepatitis B virus DNA amplipied by 
Reference PCR Program. Non reactive contron without 
hepatitis B virus DNA(lane 1), without Primerl and II(Lane 2), 
without dNTPs(lane 3), without Taq. Polymerase(lane 4), 
reactive control(lane 5) and marker DNa(lane 6).

1  2  3  4  

-500bp
-341bp

Fig. 3. PCR products of hepatitis virus B DNA amplified by 

PCR program denatured at 94 °C, annealed at 72 °C and 

extended at 72 °C (lane 1), by PCR program denatured at 

94 °C, annealed at 37 °C  and extended at 72 °C (lane 2), 

by Reference PCR program(lane 3) and Marker DNA(lane4).

Fig. 3. PCR products of hepatitis B DNA amplipied by PCR 
Program. dematired at 94℃, annealed at 72℃ and extended at 
72℃(lane 1), by PCR program denatured at 94℃, annealed at 
37℃ and extended at 72℃(lane 2), by Reference PCR 
program(lane 3) and Marker DNA(lane 4).

1  2  3  4   

-500 bp
-341bp

Fig. 2. PCR products of hepatitis virus B DNA amplified 

by PCR program denatured at 60 °C, annealed at 60 °C 

and extended at 72 °C (lane 1), by PCR program denatured 

at 72 °C, annealed at 60 °C  and extended at 72 °C (lane 2), 

by Reference PCR program(lane 3) and Marker DNA(lane 4).

Fig. 2. PCR products of hepatitis virus B DNA amplified by 
PCR Program denatured at 60℃, annealed at 60℃ and 
extended at 72℃(lane 1), by PCr program denatured at 72℃, 
annealed at 60℃ and extended at 72℃(lane 2), by Reference 
PCr program(lane 3) and Marker DNa(lane 4).

Fig. 4. PCR products of hepatitis virus B DNA amplified by

PCR program denatured at 94 °C, annealed at 60 °C and 

extended at 60 °C (lane 1), by PCR program denatured at 

94 °C, annealed at 60 °C  and extended at 37 °C (lane 2), 

by Reference PCR program(lane 3) and Marker DNA(lane 4).

1  2  3  4  

-500bp
-341bp

Fig. 4. PCR products of hepatitis virus B DNA amplified by 
PCR program denatured at 94℃, annealed at 60℃ and 
extended at 60℃(lane 1), by PCR program denatured at 94℃, 
annealed at 60℃ and extended at 37℃(lane 2), by Reference 
PCR program(lane 3) and Marker DNA(lane 4).

1 2 3 4 5 6

-500bp
-341bp

Fig.5. PCR products of hepatitis B virus DNA amplified 

by Reference PCR program for 0 cycle(lane 1), 5 cycles

(lane 2), 10 cycles(lane 3), 20 cycles(lane 4), 30 cycles

(lane5) and marker(lane 6).

Fig. 5. PCR products of hepatitis B virus DNA amplified 
by Reference PCR program for 0 cycle(lane 1), 5 
cycles(lane 2), 10 cycles(lane 3) 20 cycles(lane 4) 30 
cycles(lane 5) and marker(lane 6).
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IV. 고      찰

B형 간염 바이러스에 의한 감염을 진단하기 위하여 혈

액내의 B형 간염 바이러스 DNA를 PCR에 의하여 증폭 

확인하는 방법이 개발되어 사용된다. 검체내의 DNA가 

PCR에 의하여 증폭되기 위하여 검체내의 target DNA, 시
발체 I and II , Taq DNA 중합효소 그리고 PCR 혼합시약

이 필요하다. 환자 혈청의 B형 간염 바이러스 DNA의 존

재와 PCR 시약들의 기능을 확인한 결과 341bp의 B형 간

염 바이러스 DNA가 증폭되었다. 이 결과는 시발체 I과 

시발체 II를 재조할 때 계획한 DNA크기와 일치하며 병

원에서 B형 간염 진단에 활용하는 크기와 일치하는 결과

이다. 변성 반응 온도를 72℃ 또는 60℃로 변화시키면 감

광사진에 증폭된 DNA를 확인 할 수 없는 것은 DNA의 

변성이 낮은 온도에서는 잘 일어나지 않는 것을 의미한

다. 이 결과는 Saiki 등(1988)이 94-95℃에서 이중나선 

DNA가 완전히 단일가닥으로 변성된다는 보고와 유사한 

결과이다. 결합 온도를 37℃로 변화시키면 증폭된 DNA
를 확인할 수 없었고 결합 온도가 72℃ 일 때 60℃ 보다 

DNA 증폭도가 높게 나타난 것은 Foukes 등(1988)이 최

적 결합 온도는 72℃이며 37℃ 이하에서는 결합 되지 않

는 다는 보고와 일치한다. 연장 온도를 37℃와 60℃로 변

화 시키더라도 72℃와 유사한 결과를 나타내는 것은 연

장반응 온도가 37-72℃내에서는 DNA 증폭도에 현저하게 

영향을 미치지 않음을 나타낸다. 이 결과는 연장 온도가 

65-85℃를 유지하는 것이 좋다는 보고(Foulkes 등, 1988; 
Kima과 smithies, 1988; Oste, 1988)와 상이한 결과이나 

holding 온도를 72℃로 유지한 것이 다른 조건이다. 
간염환자의 혈청으로부터 B형 간염 바이러스의 존재

를 PCR에 의하여 증폭한 후 감광사진에서 확인할 수 있

는 반응회수는  20 반응회수 이상으로 나타났고 증폭한 

DNA를 정량할 수 있는 반응 회수는 10회 반응 이상으로 

나타났다(Table 1). 이 결과는 감광사진에 의하여 확인할 

수 없는 PCR 생성물도 증폭된 DNA를 정량할 필요성을 

나타내고 있다. 

V. 결      론
 
B형 간염 바이러스 양성인 환자 혈청으로부터 분리한 

B형 간염 바이러스 DNA를 기준 PCR방법(변성 94℃ 30
초, 결합 60℃ 1분, 연장 72℃ 1분)에 의하여 증폭한 결과

와 변성 온도, 결합 온도, 그리고 연장 온도가 다른 방법

에서 증폭한 결과를 비교하였다. 기준 방법에 의하여 

341bp의 B형 간염 바이러스 DNA가 증폭되었고 변성 온

도가 94℃에서 72℃ 또는 60℃로 변화시키면 증폭되지 

않았다. 
결합 온도가 37℃에서는 증폭되지 않았으며 72℃에서

는 증폭되었으나 60℃보다 작은 양이 증폭되었다. 연장 

온도를 37℃ 또는 60℃를 유지하여도 72℃에서 증폭한 

결과와 유사하게 증폭되었다. 기준 PCR 방법에 의하여 

반응 회수에 다른 DNA 증폭정도를 비교한 결과 20 cycle
동안 증폭한 DNA는 감광사진에서 확인할 수 있었으나 

10회 반응 이하 증폭한 결과는 확인할 수 없었다. 각 반

응 회수 동안 증폭한 PCR 생성물의 DNA농도를 정량한 

결과 72 ㎍/㎖ (30회 반응), 75×10-3 ㎍/㎖ (20회 반응),  

30×10-6 ㎍/㎖ (10회 반응)이었으나 5회 증폭한 생성물에

서는 정량 되지 않았다. 
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