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요 약. 결핵은 전 세계적으로 심각한 공중보건문제로 남아있다. 최근에는 결핵의 발병률이 증가하고 있는 

추세이며 이에 따른 결핵의 정확한 조기치료와 심각한 부작용, 그리고 전염을 방지하기 위해서는 신속하고 정 

확한 결핵의 진단이 절실하게 필요하다. 본 연구에서는 결핵유전자를 빠르게 검출하는데 있어서 등온증폭법 

이 가지고 있는 높은 특이성과 신속성에 대하여 평가하였다. 결핵 DNA의 순차적 10배위 정량희석 DNA를 사 

용하였으며 일반PCR 방법과 등온증폭법의 실험방법의 검출한계, 민감성, 특이성, 재현성을 비교하였다. 그 결 

과 등온 증폭법은 빠른 증폭 시간과 높은 민감성, 높은 특이성을 가지고 있었으며 병원이나 연구실, 진단 검 

사실 등에서 결핵유전자를 빠르고 정확하게 진단할 수 있는 유용한 방법이 될 수 있을 것이다.

주제 어: 결핵, PCR, 등온증폭법, FIP(Forward Inner Primer), BIP(Back Inner Primer)

ABSTRACT. Mycobacterium tuberculosis (MTB) remains a major worldwide public health problem. In recent years, 
the incidence of MTB has been rising. Rapid and reliable diagnosis of Mycobacterium tuberculosis is essential to initiate 
correct treatment, avoid severe complications, and prevent transmission. LAMP was used to develop a rapid and sensitive 
laboratory diagnostic system for the MTB. In this research, the loop-mediated isothermal amplification method (LAMP) 
that amplifies DNA with high specificity and rapidity at an isothermal condition was evaluated for rapid detection of 
MTB. Undiluted DNA (2.10x l^copy/mL), 10气 10% 10% 104, 105 and 10^(copy/mL) of MTB DNA were amplified 
by PCR and LAMP to determine the sensitivity of the assay. At results, the LAMP assay reported here has the advantages 
of rapid amplification, high sensitivity, and high specificity and will be useful for rapid and reliable clinical diagnosis 
of MTB in hospital clinical laboratory.

Keywords: MTB(Mycobacterium Tuberculosis), PCR, LAMP(Loop Mediated Isothermal Amplification), FIP(Forward 
Inner Primer), BIP(Back Inner Primer)
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서 론

결핵은 Mycobacterium tuberculosis 감염으로 생기 

는 전염성 질환으로서 감염으로 결절을 만드는 만성 

전염성 질환이다. 주로 비말핵의 형태로 호흡기를 통 

해서 흡입되어 전파된다. 결핵 감염 위험성이 높은 경 

우는 주로 면역 기능이 약화된 경우인데 영양 결핍, 
알콜 중독, 에이즈, 당뇨병, 만성 신부전 등이 있다. 
대부분은 처음 감염 시 별다른 증상 없이 자연 치유 

되고 일부가 휴지기 상태로 오랜 기간 지내다가 개체 

의 저항력이 감소하여 결핵균 증식에 유리한 상태가 

되면 다시 성장하여 발병하게 된다.伐

인체에서 발생하는 결핵 중 가장 흔한 형태가 폐결 

핵인데, 이는 예방과 관리 및 화학 요법의 발달로 오 

늘날 결핵으로 인한 사망은 많이 감소되었으나, 사회 

경제적으로 낙후된 나라에서는 아직도 결핵에 의한 

높은 사망률을 보이고 있다.3』

결핵의 진단방법으로는 tuberculin 반응, 흉부 X선 

촬영, ROREKA 도말 검사, 면역학적 검사에 의하여 

진단한다. 현재 결핵을 진단하는 중합효소 연쇄반응 

(PCR) 방법에서는 여러 종류의 유전자 부위를 사용 

하고 있는데 일반적으로 IS6110과 rpoB gene, hsp65 

gene 등이 이용되고 있다.对 이렇듯 결핵을 진단하는 

방법으로 여러 가지가 있지만 방법과 절차가 까다로 

워 신속하고 정확한 진단에 어려움이 많다. 게다가 빠 

르고 신속한 진단을 요구하는 결핵균에 대한 진단은 

실제로 많은 시간이 소요 되어 어려움이 많은 실정이 

다. 따라서 임상 진단에서 바로 쓰일 수 있고 기존의 

방법보다 빠르고 간편한 결핵 진단 방법이 절실이 요 

구 되고 있어 이와 같은 문제점을 해결해야 할 필요 

성을 느끼고 기존의 방법보다 빠르고 정확한 등온증 

폭법으로의 결핵균 검출 방법이 연구되고 있다이2
등온증폭법은 2000년 Notomi에 의해 알려진 방법 

으로 기존의 중합효소 연쇄반응법과 유사하지만 기 

존의 중합효소 연쇄반응이 변성(denaturation), 접합 

(annealing), 신장(extension) 세 가지 단계를 거치면서 

온도의 변화를 주어야 하는 반면, 일정한 온도에서 접 

합 및 신장이 가능하다는 특징이 있다. 별도의 온도 

구배를 두지 않고 주형 DNA의 증폭이 가능하게 됨 

에 따라 PCR 증폭법보다 소요시간을 줄일 수 있으며 

무엇보다 고가의 PCR 장비가 아닌 등온 유지가 가능 

한 항온 수조나 오븐, 온장고 등 저가의 장비에서도 

증폭이 가능하며, 장소에 구애 받지 않게 됨에 따라 

임상진단 실험실과 현장 및 기타 어느 장소에서도 결 

핵균에 대한 진단이 가능한 강점을 가지고 있다.W7 
본 연구에서는 결핵의 주요 원인균인 인형 

Mycobacterium tuberculosis DNA를 등온증폭법을 이 

용하여 검출하여 이를 기존 PCR법과 비교하여 보고 

자 한다. 또한 등온증폭법의 검출한계와 재현성, 분석 

시간에 대한 실험을 통하여 그 최적조건을 확립하고 

결핵균 검출에 등온증폭법을 이용할 수 있는 방법을 

제시하고자 한다.

실험 및 방법

시료

본 연구에서는 단국대학교병원의 결핵으로 진단된 

환자에서 분리된 인형 (Mycobacterium tuberculosis) 결 

핵 균주를 대상으로 하였다.

시약 및 기기

시약

결핵균에서 DNA 추출에는 PrimePrep™ Genomic 
DNA Isolation Kit(GeNet Bio, Korea)를 사용하였고, 
전기영동의 agarose 는 QA-Agaros^M(Q-bio gene, 
USA)을 이용하였다.
기기

DNA의 증폭은 GeneAmp PCR System 2700(Applied 
Biosystems, USA), Chromo 4” System(Bio-Rad, USA) 

을 사용하였고, 중합효소 연쇄반응 산물 확인은 Mupid- 
a(Advance, Japan) 전기영동장치를 이용하였다.

실험 방법

인형(Mycobacterium tuberculosis) 결핵 균주에서 

genomic DNA를 추출하여 PCR을 이용하여 rpoB 유 

전자 부위를 증폭을 시킨 후 증폭된 DNA를 전기 영 

동법에 의해 확인하였고 이를 정제하였다. 정제된 증 

폭산물이 결핵균 DNA가 맞는지 최종적으로 확인하 

기 위해서 DNA 염기서열분석법을 시행하였다.

결핵균주에서 genomic DNA 의 추출

오가와 배지에 배양한 결핵균주에 1 M의 NaOH를 

1 mL 넣고 배지 전체에 닿도록 위아래로 섞어준다. 
끓는 물에 15분 동안 중탕하여 처리한 용액을 2 mL 
원심분리 튜브 (tube)로 옮겼다. 1.5 mL 원심분리 튜 
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브에 proteinase K(20 mg/mL) 20 卩L, 전처 리 용액 

200 卩L와 조직분해 완충용액(tissue lysis buffer) 200 卩L 
를 넣고 5 초 동안 섞은 후 항온 수조에서 60C로 1시 

간 동안 반응시켰다. 그리고 튜브에 동량의 PCI-9 
(phenol chloroform isoamylic alcohol 25:24:1)를 넣고 

5 분간 13,000 rpm 에서 원심분리한 후 상층액을 새로 

운 1.5 mL 원심분리 튜브로 옮겼다. 상층액에 2M 
sodium acetate를 30 pL와 차가운 100% ethanol를 

900 pL 넣은 후 가볍게 섞 어준다. DNA의 수율을 최 

대화하기 위해 -20C에서 30분 동안 두었다. 그 후 

13,000 rpm에서 5분 동안 원심분리 한 후 상층액을 

버렸다. 70% ethanol를 500 pL 넣고 가볍게 섞 어 준 

후 13,000 rpm에서 5 분간 원심분리 시킨 후 상층액 

을 제거했다. Ethano을 완전히 제거하기 위해 오븐에 

서 1시간 반 동안 건조 시킨 후 50 pL의 용리 완충용 

액 (elution buffer)을 넣어 줬다. 이렇게 분리한 DNA 
는 곧바로 실험에 사용하거나 4C 에 보관하고, 장기 

간 보존하기 위해서는 -20C 에 저장해 두었다.

중합효소연쇄반응 (PCR)
Table 1의 PCR primer set를 이용하여 각 시료의 증 

폭 산물을 얻었다. 각각 25 pL의 반응 용액(Table 2) 
을 0.2 mL 반응 튜브에 넣은 후, GeneAmpPCR System 
2700 (Applied Biosystems, USA) 을 이용해 DNA를 증

Sequence of primers
Forward (5' T 3'), Reverse (5' T 3')

Table 1. Primer sequence sets used to amplify rpoB gene fOr PCR

Size of 
fragment 

(bp)
Forward ACT CGA CAT CCT CGA TGG AC 
---------------------------------------------------------- 230 
Reverse CCA ACA AGA AGG CGT ACT CG

Table 2. Condition of working solution for PCR and PCR 
cycle condition of rpoB gene for PCR

Components of PCR Volume
10X reaction buffer (tris-HCl; pH 9.0, (NH小SO, 2 卩 L一 

20 mM MgCb, PCR enhancers)
10 mM dNTP mix (2.5 mM each.) 2.5 卩 L
Forward primer (10 pmole/卩L) 1卩L
Reverse primer (10 pmole/卩L) 1卩L
Taq. polymerase (5 U/卩L) 0.1 卩 L
Template DNA (1 ng/卩L) 1卩L
Deionized water 17.4 卩L
Total 25卩L

Table 3. Condition of PCR cycle

Step TempfC) Time(sec) Cycle
Initial denature 94 300 1

Denature 94 30
Annealing 58 30 33
Extension 72 45

Last extension 72 210 1

폭 (Table 3) 시켰다.

Agarose gel 전기영동에 의한 증폭산물의 확인

1.5%(w/v) agarose gel을 이용하여 Mupid-a(Advance, 
Japan) 전기 영동장치로 PCR 산물을 분석하였다. 
Agarose 1.5 g을 삼각플라스크(250 mL) 에 넣고, 0.5X 
TBE(tris boric acid EDTA) 완충용액 100 mL을 채운 

후에 전자렌지에서 2~3 분 동안 녹인 후 용액을 gel 
용기에 부어서 30분 정도 굳혔다. Gel이 완전히 굳은 

것을 확인하고 comb을 뽑고 gel을 수거하였다. 수거 

한 gel을 전기영동장치에 넣고 0.5X TBE 완충용액으 

로 채운다. 그리고 PCR 산물 4 pL와 6X BPB(bromo 
phenol blue) dye 0.8 pL를 섞 어서 4 pL씩 loading하고 

100 V에서 25분 동안 전기영동 하였다. 그 후에 gel 
을 떼어내어 EtBr(ethidium bromide)로 10 분간 염색 

하고 다시 10 분간 증류수로 DNA와 결합하지 못한 

EtBr을 씻어냈다. 마지막으로 UV transilluminator 위 

에 agarose gel을 올려놓고 PCR 여부를 확인하였다.

PCR 산물의 정제

1.5 mL 원심 분리 관에 PCR 산물과 PCR 산물의 5 
배 양의 결합완충용액을 넣어 혼합한 후 이를 스핀 

컬럼으로 조심히 옮긴 후 8,000 rpm에서 30초간 원심 

분리하여 여과되어 모아진 용액은 버리고 700 pL 세 

척완충용액(washing buffer)을 넣고 13,000 rpm에서 

30 초간 원심 분리하였다. 여과되어 모아진 용액을 버 

리고 마지막으로 13,000 rpm 에서 2 분간 원심 분리하 

였다. 그리고 수집 컬럼을 깨끗한 시험관에 옮긴 후 

PCR 산물과 동일한 양의 용리완충용액 (elution buffer) 
을 넣고 실온에서 2 분간 반응하고 모아진 용액을 

4C 에 보관하였다.
등온증폭반응山AMP)
Table 4의 등온증폭 반응 primer set를 이용하여 각 

시료의 증폭산물을 얻었다. 총 20 pL의 등온증폭 반 

응용액(Table 5)은 premix 18.5 pL오｝ DNA 1.5 pL로 

구성되었으며 premix는 한번에 제조하여 0.2 mL PCR
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Table 4. Primer sequence sets used to amplify rpoB gene for LAMP

Sequence of primers Forward (5' T 3'), Reverse (5' T 3') Size of fragment (bp)
Forward ACTCGACACCTCGATGGAC
Reverse CCAACAAGAAGGCGTACTCG

230
FIP GGTTGGATGCCTGCCTCGGCATACGGATAGGGGATCTCAGT
BIP AGCGGTCGGAAGCTCCTATGACAGGGTTTG ATCAGCTCGGTCT

Table 5. Condition of working solution for LAMP

Components of premix solution Volume
Bst.10X reaction buffer (10 mM tris-HCl, 10 mM 2 卩 L
KCl, 10 mM (NH)?SO4.10 mM MgSO4)
10 mM dNTP mix(2.5 mM each.) 2 卩 L
Forward(10 pmole/卩 L) 0.6 卩L
Reverse primer(10 pmole/卩L) 0.6 卩L
FIP(10 pmole/^L) 1.4 卩 L
BIP(10 pmole/^L) 1.4 卩 L
Bst. polymerase(5 U/卩L) 1.5 卩L
Deionized water 9 卩 L
Total 20 卩L

Table 6. Condition of the LAMP cycle

Condition Temperature(°C) Time(min) Cycle
Initial denature 63

Denature 63
Annealing 63 60 .
Extension 63

반응 튜브에 18.5 卩L씩 동량 분주한 후, DNA를 첨가 

하여 Table 6의 등온 증폭법을 이용해서 DNA를 증폭 

(Table 6)시켰다.

DNA 염기서열분석법에 의한 유전자 판별

등온 증폭법에 사용된 primer 중 forward 와 reverse 
primer만을 이용해 얻은 DNA증폭산물을 염기서열분 

석법 (ABI 3730刈 DNA analyser, Applied Biosystem, USA) 
으로 분석하여 NCBI(National Center for Biotechnology 
Information) 에서 비교 후 결핵군임을 확인하였다.
재현성 실험

인형 (Mycobacterium tuberculosis)결핵균 DNA(2.10x 
10%opy/mL)을 일반 PCR방법과 등온증폭법을 이용하 

여 한번에 6개의 동일 시료를 30번 반복 시행하여 각 

실험간 재현성을 테스트 하였다.
민감성 검사

인형 (Mycobacterium tuberculosis) 균 DNA 원액 

(2.10x10 copy/mL)을 단계희 석을 하여 2.10x 106~2.10x 10。 

copy/mL 의 농도에서 검출 테스트를 하였다.

결과 및 고찰

General PCR 에 의한 결핵균 검출

Table 1의 PCR primer set를 이용하여 230bp증폭 산 

물을 얻었다(Fig. 2).

등온증폭법에 의한 결핵균 검출

Table 4의 등온증폭 반응 primer set를 이용하여 사 

다리 형태의 증폭산물을 얻었다(Fig. 3).

Sequencing 결과
General PCR에 사용된 primer와 등온증폭법에 사용 

된 primer 중 forward 와 reverse만을 사용하여 얻은 

증폭산물을 정제하여 sequencing 한 결과 결핵균임을 

확인하였다(Fig. 4).

재현성

인형 (Mycobacterium tuberculosis)결핵균 DNA(2.1 x 
106copy/mL)을 일반 PCR방법과 등온증폭법을 이용하 

여 한번에 6개의 동일 시료를 30번 반복 시행하여 각 

실험간 재현성을 테스트 하였다. 실시간 모니터링 시 

스템은 master mix속에 들어있는 SYBR Green I 이 

DNA 이중나선 사이로 결합되어 나타나는 형광을 측 

정함으로써 Ct와 Tm을 알 수 있고 이를 통해 시료의 

농도, 증폭여부 및 종을 확인 할 수 있다. Ct 값은 증 

폭물이 나타나면서 형광이 증가하기 시작하는 점으로 

주형의 농도가 많을수록 빠른 시간 내에 나타난다. Tm 
값은 반응이 끝난 후 65~95C까지 온도를 올려주게 

되면 DNA의 이중나선이 단일 가닥으로 떨어지면서 

SYBR Green【이 방출되게 되는데 염기서열의 길이 

및 구성에 따라 방출되는 온도가 다르다. 이 특정 온 

도를 이용하여 타겟 DNA가 맞는지 확인할 수 있다. 
재현성 테스트 결과 General PCR의 경우 2.1乂106~ 
2.1x103 copy/mL 에서만 증폭을 확인할 수 있었고, 등 

온증폭법의 경우는 88.3 ± 0.7C와 18.5 ± 0.4 cycle로 

나타났다(Table 7, Fig. 5, 6).
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Ut" Rl R*>
Template DNA

F3 F2 Fl BlcB2c B3c

Primers
Inner Primer

HP: MH 5-Flc-Fl

BIP： $,<Blc-B2

Outer Primer

FIc F2 Fl Bic B2c B3c
(4)

(5 冏?点gfPrimcr으 5

Starting Material 
_Flc

H2c ■■ B2

미 Structure A B,c

Fig. 1. Schematic representation of LAMP reaction.

Fig. 2. Detection limit of rpoB gene using general-PCR 
assay Varying dilutions of the rpoB gene genomic DNA 
ranging undiluted DNA to 10° were used for the reactions. 
Lane U-undiluted rpoB gene DNA Lane 1~6 : 10气 10그, 10-3, 
10耳，10"and 10，(copy/ mL) of DNA, Lane 7 : Negative, 
Lane M: Marker.

Fig. 3. Detection limit of rpoB gene using LAMP assay. 
Varying dilutions of the rpoB gene genomic DNA ranging 
undiluted DNA to 10° were used for the reactions. Lane U- 
undiluted rpoB gene DNA Lane 1〜6:10, 10그, 10', 104, 10，and 
10，(copy/ mL) of DNA, Lane 7: Negative, Lane M: Marker
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Fig. 4. Sequencing analysis of rpoB gene genomic DNA.

Table 7. Comparison of the PCR results conducted on gen- 
eral-PCR assay with LAMP assay

Machine
Test

General-PCR assay LAMP assay

Detection range 2.10x10〜2.10x10 2.10x10〜2.10项
copy/mL copy/mL

PCR time 90 min 60 min
PCR volume 25卩L 20卩L
Ct/deviation - 18.5±0.4 cycle
Tm/deviation - 88.3±0.7C

一
I

q>:

三elQS은
으

ILL

10 20 30 40
Eyc0e|

Fig. 5. Isothermal amplification of rpoB gene DNA(2.10x10° 
copies/mL).

Fig. 7. In situ monitoring of LAMP assays with a broad 
range of concentration fom 2.10x10〜2.10x10 copy/mL of 
rpoB gene DNA, fom left to right (10, 10, 10, 10, 10, N).

드 _오NE
O i—O폭법의 민감성

인형 (Mycobacterium tuberculosis) 균 DNA 원액 

(2.10x10'copy/mL)을 단계희석을 하여 2.10乂10'~ 
2.10x10° copy/mL의 농도에서 검출 테스트를 한 결과 

등온증폭법 에서 농도별 Ct 값의 간격 이 3~4 cycle을 

유지하며 나타나는 것을 확인하였다(Fig. 7).

-ev

lglo

lvls흔

。.
二느

. 80 ,
|Teni()eEu»e|

Fig. 6. Melting curve analysis of isothermal amplification.
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결 론

등온증폭법은 기존의 중합효소 연쇄반응에서 사용 

되는 Taq. DNA polymerase와는 다르게 Bst. DNA 
polymerase롤 사용하므로 가능한 실험방법이다. Bst. 

DNA polymerase 는 Taq. DNA polymerase와는 달리 

5't3' exonuclease의 성격을 가지고 있어 DNA의 이 

중나선 구조를 열에 의한 변성을 거치지 않고 Tm 값 

에 가까운 접합 온도에서 접합 및 신장이 수행된다. 
또한 중합효소 연쇄반응에서 사용되는 primer 한 쌍 

외에 별도의 primer 한 쌍을 추가 사용하여 타겟 부 

위에 대한 특이성을 높일 수 있으며 초기 주형 DNA 
의 양이 적어도 general PCR 보다 더 많은 증폭산물 

의 증폭이 가능하여 민감도 또한 우수하다(Fg. 1).
장비 또한 특별히 사용되는 것 없이 온도만 유지 

된다면 general PCR 장비, real-time PCR 장비, 항온 

수조, 오븐 등 그 어떤 것도 사용할 수 있다는 장점 이 

있다. 증폭산물은 general PCR과 유사한 결과를 보이 

지만 등온증폭법은 절편형태의 사다리 형태로 결과 

를 나타낸다. 처음 증폭될 때 사용되는 primer는 general 
PCR과 같은 형태가 사용되지만 따로 사용되는 한 쌍 

(FIP, BIP)의 primer는 증폭산물의 양 끝을 loop 형태 

로 만들어 계속된 사다리모양을 만들 수 있다.如끄

단국대학교 병원에서 결핵으로 진단된 환자로부터 

분리된 인형 (Mycobacterium tuberculosis) 결핵 균주를 

대상으로 genomic DNA를 추출하여 PCR을 이용하여 

증폭하고자 하는 부위의 DNA 단편을 real-time PCR 
을 이용하여 등온증폭방법을 사용하여 증폭하고자 하 

는 부위의 DNA 단편을 증폭하였다. 증폭산물을 정제 

하여 sequencing후 NCBI(National Center for Biotechnology 
Information)를 이용하여 확인한 결과 인형 (Mycobacterium 

tuberculosis)결핵균의 rpoB 유전자가 증폭됐음을 확인 

하였다.
검출 가능한 농도 범위 테스트 결과는 일반 PCR의 

경우는 2.10씨03~2.10씨06 copy/mL의 범위내에서 검 

출되었고, 등온증폭법의 경우는 2.10x10~2.10x106 
copy/mL 의 범위내에서 검출되어 등온증폭법이 일반 

PCR의 경우보다 더 높은 검출 한계를 가지고 있음을 

알 수 있었다.
DNA 추출 후 PCR primer set(Table 1) 및 LAMP 

primer set( Table 2)을 이용하여 유전자를 증폭시킨 후 

정제를 거쳐 DNA 염기서열분석법(ABI 3730xl DNA 
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analyser) 을 통하여 인형 (Mycobacterium tuberculosis) 
결핵균의 rpoB DNA를 최종 확인하였다.
그 외에 PCR에 소요되는 시간은 일반 PCR이 90분, 

등온증폭법법은 60분이 소요되었다. 그러나 등온증폭 

법은 한 온도에서 PCR의 기본단계인 변성, 접합, 신 

장에서 온도의 변화를 두지 않고 한 온도에서 세 단 

계를 모두 시행함에 따라서 실험소요시간을 단축할 

수 있다는 사실을 알 수 있었다.
본 저자는 앞으로 등온증폭법의 검출 한계를 넓혀 

서 현 결과보다 더 낮은 copy수의 주형 DNA에서도 

검출 가능한 조건을 확립할 계획이며 결핵 균 이외에 

도 살모넬라, 브루셀라, 바실러스 시리우스, 스타필로 

코커스 등 다양한 병원성 미생물에 적용할 계획이다. 
또한 결핵균 진단이 필요한 현장 및 기타 장소에서도 

실험을 시행하여 임상 진단 시스템으로 사용 할 수 

있도록 할 것이며, 진단시간을 획기적으로 단축 시켜 

병원성 미생물의 조기 검출의 새로운 대안을 제시하 

고자 한다.

본 연구는 교육과학기술부와 한국산업기술재단의 

지 역혁신인력 양성사업으로 수행된 연구결과임
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