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토양 및 퇴적토 환경 시료로부터 DNA 추출하는 방법에 대한 고찰
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ABSTRACT

In soil and sediment environment, microorganisms play major roles in biochemical cycles of ecological significant
elements. Because of its ecological significance, microbial diversity and community structure information are useful as
indexes for assessing the quality of subsurface ecological environment and bioremediation. To achieve more accurate
assessment, it is requested to gain sufficient yield and purity of DNA extracted from various soil and sediment samples.
Although there have been a large number of basic researches regarding soil and sediment DNA extraction methods, little
guideline information is given in literature when choosing optimal DNA extraction methods for various purposes such as
environmental ecology impact assessment and bioremediation capability evaluation. In this study, we performed a
thorough literature review to compare the characteristics of the current DNA extraction methods from soil and sediment
samples, and discussed about considerations when selecting and applying DNA extraction methods for environmental
impact assessment and bioremediation capability evaluation. This review suggested that one approach is not enough to
gain the suitable quantity and yield of DNA for assessing microbial diversity, community structure and population
dynamics, and that a careful attention has to be paid for selecting an optimal method for individual environmental purpose.
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요 약 문

토양미생물은 토양 및 퇴적토 환경에서 생물학적 물질순환의 중요한 역할을 맡고 있다. 이러한 중요성으로 인해 토

양미생물 생태 다양성과 군집구성이 토양 및 퇴적토 생태환경과 자연저감능력을 평가하는 지표로 유용하게 쓰일 수

있다. 보다 정확한 다양성과 군집구조 분석을 위해서는 다양한 토양 및 퇴적토 시료로부터 분석에 필요한 DNA수율

과 순도를 확보해야 한다. 지금까지 토양 및 퇴적토에서 DNA추출하는 방법들에 대한 다양한 기초연구가 이루어졌

지만, 실제 환경생태영향평가와 분해기능평가에 사용시 DNA추출방법 선정에 대한 지침 및 정보는 매우 부족하다.

이에 본 연구에서는 문헌조사를 통해서 다양한 방법들의 토양 및 퇴적토 내 미생물 DNA 추출 특성을 비교·분석

하고, 현재 주로 사용되고 있는 DNA추출방법을 토양 및 퇴적토 환경평가나 오염지하수토양 자연저감능평가에 활용

할 경우 고려해야 할 기술적 사항에 대해 고찰하였다. 본 연구를 통해 하나의 특정 추출 방법으로는 미생물다양성,

군집구성 및 개체간 상호작용에 대한 정보를 얻기에는DNA양과 순도 차원에서 충분하지 않으며, 토양 및 퇴적토 미

생물 군집분석의 목적에 따라 적합한 방법의 선택이 매우 중요함을 알 수 있었다. 

 주제어 : 토양 DNA추출, 직접용해 추출, 간접용해 추출, 토양미생물
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토양생태계란 토양이라는 물리적인 기반과 영양분을 의

미하는 화학적인 매체에 생물학적인 특성이 서로 얽혀 상

호 긴밀한 작용을 주고 받는 살아 숨쉬는 자연을 의미한

다(Sylvia et al., 2005). 바로 이러한 살아 있는 자연계

의 구성원으로서 토양 및 퇴적물 내에서 고유의 기작을

수행하는 주체를 토양미생물이라 할 수 있다. 토양미생물

은 토양 유기물의 1% 보다 적게 차지하고 있음에도 불구

하고, 효소학적 반응으로 유기물과 결합된 무기물을 분해

하는 등 토양 및 퇴적물 내 생화학적 물질대사에 관여하고

있다. 토양미생물은 물질의 분해·생산 등을 통한 환경정

화 및 양분 순환의 기능과 양분 저장고로서 그 중요성이

매우 크기 때문에 토양 및 퇴적토 환경을 평가하고 관리

하는 지표로서 현재 널리 이용되고 있다(서장선 외, 2000).

현재 미생물 다양성에 대한 연구는 주로 실험실에서 세

포를 포함한 미생물을 배양하고 분리하는데 초점을 맞추

어 왔다(Martin-Laurent et al., 2001). 실제 실험실 배양

은 토양 내부와 토양 표면 입자들로부터 세포를 분리해내

기 위한 토양의 분산, 원심분리 기반의 유기물 입자와 토

양으로부터의 미생물 세포 분리 등으로 구성된다. 실험실

배양 방법은 특정한 기질을 이용하여 신진대사를 하거나

유독한 화학물질을 분해하는 능력을 알아보기 위해 대상

균주를 선택적으로 배양할 때는 유효한 방법이다(Lindahl

and Bakken, 1995). 그러나 주어진 실험실 환경에서 분

리배양되는 미생물 개체 수는 제한되어 있다. 최근 미생

물 생태에 대한 분자생물학적 접근방법은 다양한 환경에

존재하는 미생물 중 1% 미만의 개체만이 실험실 조건에

서 배양된다는 것을 밝혀냈다(Amann et al., 1995). 복잡

한 환경에서의 미생물 다양성에 대한 분자적 분석은

DNA/DNA hybridization, 재조합 kinetics 연구 그리고

주로 16S rDNA 증폭에 의존한다(Torsvik et al., 1990;

Von Wintzingerode et al., 1997). 이런 방법들은 환경

시료에서 흔히 발견되는 수많은 방해 물질들로부터 DNA

를 추출할 수 있어야 하며, 대상 미생물 군집 전체를 대표

할 수 있는 DNA 획득을 전제로 한다(Wilson et al.,

1997). 이를 위해서는 DNA 추출 과정에서 고려해야 할 사

항들이 매우 복잡하다.

현재까지는 토양과 퇴적토에서 DNA를 추출해서 미생

물 군집과 기능을 분석하기 위한 최적화되고 표준화된 방

법이 제안되어 있지 않다. 토양 및 퇴적토 내 미생물 군

집 분석에 사용되는 국내 연구들을 보면, 몇몇 실험실 기

반의 방법들이나 상용화된 kit 방법들을 주로 사용하고 있

는 것이 현실이다. 이러한 상황은 토양 및 퇴적토 환경에

서 미생물 군집 DNA를 추출하는 경우에 어느 방법을 선

정해야 하는지에 대한 지침이나 정보가 문헌에 그다지 충

분하지가 않기 때문이다. 이에 본 연구에서는 토양 및 퇴

적토 환경 내 미생물 생태와 기능에 대한 연구를 위해서

문헌에서 사용되고 있는 다양한 DNA 추출 방법에 대해

서 문헌조사를 하고 방법들의 특성을 분석하여서 토양과

학기술자들이 토양 미생물 DNA 추출시 방법을 선정하거

나 응용시 고려해야 할 점에 대해서 고찰하였다.

토양 및 퇴적토 시료로부터 핵산을 추출하는 방법은

Fig. 1에서 보는 바와 같이 크게 2가지로 분류된다. 첫

번째는 직접용해추출법으로서in situ로 세포를 용해하고 토

양 시료로부터 핵산을 직접 추출한 후, 핵산을 정제하는

방식이다(Ogram et al., 1987). 두 번째는 간접용해추출법

으로, 먼저 토양 입자에서 미생물 세포를 분리하고 용해

한 후 핵산을 추출하고, 정제하는 방법이다(Holben et

al., 1988; Courtois et al., 2001). 두 가지 추출방법들은

DNA의 수율, 목적에 맞는 DNA의 순도 등에 각각 장단

점을 갖고 있다(Roose-Amsaleg et al., 2001). 아래에서

는 토양 및 퇴적토 내 미생물 생태를 대표할 수 있는 효

율적인 DNA 추출방법들을 제안하기 위해 직접용해추출

법과 간접용해추출법에 대해 비교·분석 하였고, 문헌을

통해 각 방법들이 주로 사용되는 분야의 특성에 대해 구

체적으로 고찰하였다. 

2. 직접 용해 추출법

직접 in situ 세포 용해 추출 방법은 지난 10년 동안

널리 사용되어 왔다. 모든 미생물이 완전하게 in situ 용

해된다고 가정하는 이 방법은 일반적으로 적당한 시간 내

에 최고의 DNA 수율을 제공한다. Ogram et al.(1987)의

Fig. 1. Schemes of two different approaches to nucleic acid
extraction from soil sample.
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절차에서 유래된 이 기술은 2가지 중요한 단계로 요약된

다(Fig. 1). 첫 번째 단계는 미생물 세포벽의 붕괴에서 모

든 세포내의 핵산이 방출되도록 하는 것이다. 이 단계는

용해에 대한 세포벽의 민감도, 미세 구조 내 세포의 위치,

그리고 토양 입자간의 상호관계로부터 영향을 받는다. 두

번째 단계에서는 핵산을 토양 입자들로부터 분리하고, 이

렇게 추출된 핵산을 분석 목적 별 분자생물학적 반응을

위해서 정제하는 과정이다.

2.1. 세포 용해 

현재 세포 용해(또는 막붕괴)방법은 Table 1과 같이 (i)

물리적 붕괴, (ii) 화학적 붕괴, 그리고 (iii) 효소를 이용

한 붕괴, 세 가지의 방식이 독립적으로 또는 조합되어 사

용되고 있다(Hurt et al., 2001). 토양구조를 파괴하는 물

리적 처리는 토양 미세입자 내 깊게 자리잡고 있는 세포

를 포함한 전체 세포 군집에 대해 최대 접근성을 갖는

경향이 있다. 가장 흔히 사용되는 물리적 붕괴 방법은 동

결-해빙(freezing-thawing), 동결-비등(freezing-boiling) 또

는 bead를 이용한 분쇄 균질화(bead-mill homogeni-

zation)이다(Steffan et al., 1988; More et al., 1994;

Degrange et al., 1995; Miller et al., 1999; Maarit

Niemi et al., 2001; Miller et al., 2001). Mortar mill

grinding, 액화질소분쇄, 초음파, 마이크로파 열충격과 같

은 다른 물리적인 방법들도 보고된 바 있다(Picard et al.,

1992; Tebbe et al., 1993; Zhou et al., 1996; Porteous

et al., 1997; Orsini et al., 2001). Frostegard et

al.(1999)은 분쇄되기 전의 토양의 건조과정이 용해 효율

을 향상시켰음을 관찰하였다. 일반적으로 물리적 방법들

은 식물성 형태(vegetative form), 작은 세포와 생식세포

의 붕괴에 효율성을 보여 왔지만 종종 심각하게 DNA를

절단하는 결과를 초래하기도 한다(Liesack et al., 1991;

Simonet et al., 1991; Miller et al., 1999). 심하게

DNA가 절단된 경우에는 고분자 유전체 DNA가 필요한

분석(Fosmid나 Cosmid와 같은 metagenomic cloning에서

고분자 유전체 DNA가 요구되거나 operon의 발현이 요구

되는 분자생물학적 분석과정)에는 사용이 제한되는 문제

가 있다.

화학적 용해 방법은 독립적으로 사용되기도 하고 물리적

방법들과 조합되어 사용되기도 한다. 가장 흔한 방법은 세

포막의 소수성 물질들을 용해시키는 sodium dodecyl

sulfate(SDS)와 같은 세정제를 이용하는 것이다. 세정제들

의 일반적인 특징들은 Table 1에 기재되었다. 한 비교연

구에서 Chelex 100을 이용한 처리가 DNA 수율을 낮추

는 효과를 낸다는 것을 확인하였다(Miller et al., 1999).

Table 1. Characteristics of cell lysis methods

Cell Lysis
method

Class Characteristics

물리적

동결-해빙 (freezing-thawing) •가장 흔하게 사용되는 물리적 붕괴방법.

동결-비등 (freezing-boiling) •가장 흔하게 사용되는 물리적 붕괴방법.

bead를 이용한 분쇄 균질화
(bead-mill homogenization) •가장 흔하게 사용되는 물리적 붕괴방법.

Bead-beating •더 오래, 더 빠른 속도로 beating 하고 추출 용액 (extraction buffer)의 양을 줄
이면 DNA 수율이 증가하지만, DNA가 전단되는 손실이 있음

화학적

세포막의 소수성 물질들을 용해시키는 
sodium dodecyl sulfate (SDS)와 같은 세정제

•가장 흔하게 사용되는 화학적 용해방법.
•세정제는 종종 열처리와 조합되어 사용되거나 EDTA, Chelex 100, 다양한 

Tris buffer나 sodium phosphate buffer 등의 킬레이트 시약 (chelating agent)
과 조합되어 사용됨

•몇몇 연구에서EDTA 농도를 증가시킨 결과 추출제와 용해제가 강화되어 수
율을 높였으나, 분리된 핵산의 순도는 낮아졌음을 보임

Cetyltrimethyl-ammonium boromide 
(CTAB)

•부식질의 물질(humic compound)을 부분적으로 제거.
•변형된 단백질이나 다당류, 세포 파편과 불용성의 결합물을 형성함

Polyvinylpolypyrrolidone 
(PVPP)

•부식질의 물질(humic compound)을 부분적으로 제거.
• CTAB에 비하여 DNA 손실을 초래함
• PVPP는 세포 용해에 있어 비효율적이지만, 핵산 정제 단계에서 spin column
을 사용할 때는 효과적임

효소이용

리소자임 처리
(lysozyme treatment)

•효소를 이용한 붕괴방법에서 가장 일반적인 방법.
•리소자임 가수분해로 DNA 순도를 증가시킬 수 있음.

achromopeptidase •처리가 복잡한 Gram-positive 세균의 용해를 증진시키는데 사용
Proteinase K •방해가 되는 단백질을 제거 
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세정제의 핵산추출의 부정적 효과를 최소화하기 위해서

다양한 방법들이 제시되어 왔다. Selenska 와Klingmüller

(1991)가 보고한 신속한 DNA추출 방법은 단지 70에서

SDS-sodium phosphate buffer 내의 토양 현탁액을 부드

럽게 흔들어주는 것에 기반을 두고 있다. 이 “완속교반”

에 의해서 평균 약 25 kb의 상당히 크기가 큰 핵산이 얻

어진다. 핵산 추출에 순기능이 있는 것으로Cetyltrimethyl-

ammonium boromide(CTAB)와 polyvinylpolypyrrolidone

(PVPP)의 첨가 또한 보고되었다(Von Wintzingerode et

al., 1997; Kresk et al., 1999; Nalin et al., 1999). 다

른 변형 물질인 guanidine isothiocyanate는 토양으로부터

mRNA를 추출하는데 사용되어 왔지만 토양으로부터의

DNA 추출에 효용성이 있는지는 아직 밝혀지지 않았다

(Tsai et al., 1991; Miller et al., 1999; Orsini et al.,

2001; Marrit Niemi et al., 2001).

효소를 이용한 용해 방법들도 발전되어왔다(Bruce et

al., 1992). 리소자임 처리(lysozyme treatment)는 세포 표

면을 용해하는 가장 일반적인 방법이다(Rochelle et al.,

1992; Tebbe et al., 1993). 그 밖에 세포벽 용해가 쉽지

않은 Gram-positive 세균의 용해를 위해서 achromo-

peptidase를 사용하기도 하고, 분자생물학적 분석에 방해

가 될 수 있는 단백질의 제거를 위해서 proteinase K를

범용적으로 사용한다.(Table 1) 효소를 이용하는 방법은

물리적, 화학적 용해방법에 비해서 순도 높은 DNA 추출

이 가능하나, 그 과정이 시간이 많이 걸리고 알코올 정제

과정이 반복되어서 최종 DNA 수율이 감소하는 단점이

있다.

2.2. 핵산 추출과 정제

토양 구성요소에서 핵산을 분리하고 정제하는 몇 가지

방법들이 연구되어 왔다(Zhou et al., 1996). 주요 토양

구성요소인 부식질 산(humic acid)은 DNA의 restriction

enzyme digestion과 polymerase chain reaction(PCR)을

방해하고 hybridization signal을 낮춤으로써 정량적인

membrane hybridization결과를 변형시킨다(Tebbe et al.,

1993; Alm et al., 2000). 부식질 산내의 phenolic group은

amide에 붙거나 또는 산화되어 DNA와 공유결합을 통해

서 퀴논(quinone)을 형성하고, 이 반응성 물질은 생물학적

분자들을 변성시킨다(Young et al., 1993). 

세포 용해 후에 용출된 DNA를 정제하는 과정은 대부

분의 연구에서 ethanol, isopropanol 또는 polyethylene

glycol을 이용한 침전에 이은 유기용매 추출(phenol이나

chloroform 이용)로부터 얻어진다(Steffan et al., 1988).

이러한 초기 추출물(crude extracts)은 DNA의 물리, 화학

적 성질에 기반한 다양한 방법들로 처리 되어 왔다

(Ogram et al., 1987). 핵산이 붙은 hydroxyapatite column

로부터 성공적으로 DNA가 추출되었고, 토양과 퇴적물 시

료로부터 DNA와 rRNA 가 모두 추출되었다(Steffan et

al., 1988; Purdy et al., 1996). Cesium chloride(CsCl)

density gradient centrifugation 방법 또한 정제된 핵산의

추가적인 효소 제한 처리로 인해 가능하였다(Ogram et

al., 1987; Porteous et al., 1991). 반면, Steffan et al.

(1988)은 CsCl gradient centrifucation과 hydroxyapatite

chromatography를 이용한 대량의 정제에서 조차 DNA

손실이 발생하였고, 부식질 산을 모두 제거하지는 못했음

을 보인 바 있다. 불균질한 부식질 산이 CsCl gradient에

골고루 분포하기 때문에, 약간의 부식질 물질들이 DNA

band와 함께 추출 될 수 있고, 이는 잔류 부식질 산을

희석하기 위해 추가적인 CsCl gradient centrifugation을

필요로 한다. 그 밖의 시간 소모가 적고 많은 수의 시료

처리에 적합한 방법들과 그 특징들을 Table 2에 정리 하

였다(Harry et al., 2000). 생태적, 분자적 PCR 기반의

연구들은 부식질 산과 다른 오염물질들을 제거하기 위해

대량의 정제된 핵산을 필요로 한다. 대량의 정제 동안 발

생하는 DNA 손실은 수가 적은 DNA 염기서열의 검측을

어렵도록 만든다. 

Table 2. Nucleic acid purification methods

Purification method Characteristics

•아가로스 젤 전기영동 • DNA 세포들은 전기용리를 사용한 젤로부터 얻어짐
(agarose gel electrophoresis) • PVP(Polyvinylpyrrolidone)를 사용한 젤 전기영동이 

부식질 산으로부터 DNA분리를 촉진함

• Sephadex G200과 G150, • Sepharose 수지는 부식질 산으로부터 DNA를 더 잘 분리함
Sepharose 2B, 4B, 6B
• Biogel P100과 P200

• Microspin Sepharcryl S-300과 S-400 columns (Pharmacia Biotech)은 초기오염 DNA 추출물을 정
제하는데 사용

•기타
(Promega, Amicon, Quigen 등)

•초기에 추출된 부식질 산의 97%가 이온 교환 크로마토그래피 
(ion-exchange chromatography)를 통해 제거가 가능함
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Jacobsen et al.(1995)은 변형된 magnetic capture

hybridization(MCH) 방법을 이용하여 PCR을 방해하는 부

식질 산의 영향을 성공적으로 제거하였다. Fig 2와 같이

MCH는 전체 DNA와 부식질 산을 포함한 방해 요소들로

부터 특정 DNA만을 분리한다. 비오틴(Biotin)이 표지된

특정 단일 나선 DNA(single-stranded DNA)는 probe의

기능을 하여서 토양 시료의 불특정 핵산들과 결합하는데

사용된다. 자기 추출(magnetic extraction)과 세척을 통한

특정 DNA-DNA 결합물의 회수 후, PCR을 통한 증폭이

수행될 수 있다. Chandler et al.(2000)은 이와 유사한

방법으로 특정부위 대상 결합 유도체로서 PNA(peptide

nucleic acids) clamp과 저중합체(oligomer)를 이용하여

affinity magnetic capture를 수행하였다. 이러한 affinity

capture 방법은 특히 적은 양의 토양 시료나 적은 생물량

을 가진 토양 시료에서 특정 DNA 염기서열을 대상으로

할 때 매우 효과적이다.

토양 및 퇴적토 환경 내 미생물 생태환경을 대표할 수

있는 유전체 핵산을 확보하기 위해서는 모든 미생물의 유

전체 핵산은 다양한 토양 구성 요소로부터 고르게 추출

되어야 한다. 만약 일부 미생물의 유전체 핵산 추출이 다

른 미생물 개체보다 수월하다고 한다면, 추출된 전체

DNA 분석을 통해서 얻어지는 미생물 군집 정보는 엄밀

한 의미에서 현장의 미생물 생태를 대표한다고 할 수 없

을 것이다. 이를 위해서 토양교질(soil colloids)에 강하게

흡착된 미생물이나 토양 입자의 미세 공극 내에 위치한

세포들로부터 DNA가 효과적으로 추출되어야 한다

(Ranjard et al., 1998). 

3. 간접 용해 추출법

미생물 추출 후에 DNA를 용해하고 추출하는 간접 용

해 추출법(Fig. 1)은 Faegri et al.(1977) 그리고 Torsvik

and Goksoyr(1978) 에 의해 보고되었다. 직접용해추출법

에 비해서 간접용해추출법은 미생물이 토양 및 퇴적토에

서 분리되는 정도에 민감하다. Hattori(1988)는 배양 가능

한 Gram-positive 세포들이 토양의 거대 공극 사이에 더

많이 존재하고, Gram-positive 세포들은 미세 공극에서 우

점종을 차지함을 밝혔다. 미생물의 종류 별로 발생되는 추

출 차이가 군집분석시 정량적인 오류를 가져올 수도 있다.

반면 직접용해추출법의 경우에는 죽은 세포의 DNA와 살

아있는 미생물의 DNA를 분별할 수 없다. 하지만 간접용

해추출법은 미생물 내의 DNA를 추출하므로 죽은 세포의

DNA를 분석하는 오류를 극복할 수 있다. 또한 간접용해

추출법은 미생물내의 온전한 유전체 DNA에서 추출을 시

작할 수 있으므로 직접용해추출법에 비해서 크기가 큰 미

생물 유전체 DNA를 추출할 필요가 있을 경우에 적합한

방법이다. 

간접용해추출법은 토양 입자의 분산, 퇴적 속도, 부력

밀도 또는 두 가지 모두에 따른 원심분리를 이용한 토양

입자로부터의 세포들의 분리, 추출된 세포들의 용해 그리

고 DNA 정제의 순차적 단계에 기초를 두고 있다

(Bakken et al., 1995). 

3.1. 토양 분산 방법

토양 입자 내 미생물의 위치와 토양 입자에 부착된 미

생물들로 인해, 직접 용해 추출 방식에 있어 물리학적 또

는 화학적 방법에 의한 토양 시료의 분산은 중요한 단계

이다. 현재 토양을 분산시키는 방법에는 혼합분쇄를 사용

하는 방법이 널리 사용되고 있고, 초음파 분해와 진동을

이용한 분해, 그리고 회전분쇄와 같은 다른 방법들도 사

용되고 있다(Faegri et al., 1977; Ramsay et al., 1984;

Turpin et al., 1993; Lindahl et al., 1995; Bakken et

al., 1995). 이러한 방법들을 비교해 보면, 혼합분쇄와 회

전분쇄가 각각 많은 양의 토양 시료와 적은 양의 토양

시료 분산에 가장 효율적인 방법이라 판단된다(Lindahl et

al., 1995).

화학적 분산은 기계적인 방법과 종종 함께 사용된다

Fig. 2. MCH (Magnetic Capture Hybridization)-PCR Procedure
(Jacobsen., 1995).
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(Lindahl et al., 1995). 양이온 교환 수지(Chelex 100)은

토양 분산에 효과적임이 증명되었으나, Bakken(1995)은

토양 분산에 있어 증류수와 hexametaphosphate 간의 큰

차이점을 발견하지 못했다(Bakken et al., 1985; Jacobsen

et al., 1992). 따라서 양이온 교환수지(Chelex 100)가 아

닌 다른 화학 물질들을 사용하는 방법들이 제안되었다. 미

생물의 리포다당류(lipopolysaccharides)와 상호작용을 일

으키는 세정제들(sodium cholate와 sodium deoxycholate),

소수성 물질을 용해시키는 polyethylene glycol(PEG)와

SDS, 부식질 산을 제거하는 PVPP 등이 대체 화학 물질

로써 사용되어 왔다. 그러나 화학적 물질들은 부작용을 일

으킬 수 있다(McDonald et al., 1986; Steffan et al.,

1988). 예를 들어, SDS와 Chelex 화학 물질이 혼합되어

사용될 때, 세포의 adenosine triphosphate의 수치에 따라

토양 미생물에 부정적인 영향을 미칠 수 있다(Bakken et

al., 1995). 

3.2. 원심분리 기반의 세포 분리

원심분리 속도에 따른 토양 입자의 미생물 분리는

Faegri(1977)에 의해 처음으로 밝혀졌다. 이 방법에는 저

속원심분리와 고속원심분리가 있다. 저속원심분리는 세포

의 Pelleting과 Nuclei, Chloroplast등의 거대 세포 구성성

분의 분리에 이용된다. 일반적으로 6,000 rpm(6,000 × g)

이하의 속도에서 2~15분 정도 원심분리를 하며, 주로 세

포나 핵 등과 같이 쉽게 침전되는 시료의 원심분리에 이

용된다. 하지만 속도와 온도의 정밀한 조절이 어려운 단

점이 있다. 토양 및 퇴적토 내 미생물 시료의 경우 보통

3,000 rpm 이상에서 15~20분 정도 원심분리 하여 세포를

분리한다.

Holben et al.(1988)은 토양 내 미생물 시료에서 15분

동안 저속 원심분리(1000 × g) 하여 fungal biomass와

soil debris를 침전시키고, 상등액을 20분 동안 고속 원심

분리(23,000 × g)하여 세포를 분리하였다. 이 연구진은 저

속 원심분리 후 상등액을 고속 원심분리 한 것을 1

round로 하여 실험하여 각 round에서 토양에 존재하는 전

체 세포 중 약 10%를 얻을 수 있다고 보고 하였다. 이

연구진들에 의하면, 한 round 후에 얻어지는 토양 세포들

은 여러 round를 거치면서 전체 세포 군집을 대표할 수

있을 만큼 세포를 분리할 수 있다고 한다. 하지만 세포의

회수량을 고려해 볼 때 위 연구진의 방법은 충분한 검토

가 필요하다. 

저속 원심분리로부터 얻어지는 상등액에는 비세포적 물

질이나 부식질 산과 같은 방해 물질들이 포함될 수 있다.

Jacobsen(1992)은 양이온교환수지방법(Cation-Exchange

Resin Method)으로 몇몇 토양 시료의 세포 분리 시

CaCl2(0.1,1, or 10 mM)를 이용한 세포 파편과 점토

(clay) 입자가 응집되어 세포 회수량을 상당히 감소되는

문제점을 발견 하였다. 이러한 단점을 보완하기 위해 밀

도 구배 원심분리(density gradient centrifugation)에 기반

을 둔 고속 원심분리 방법이 세포들의 부력 밀도를 이용

하여 분리하기 위해 개발되었다(Bakken et al., 1985).

고속 원심분리 방법은 보통 10,000-25,000 rpm(60,000

× g)으로 밀도기울기 분리에 이용할 수 있으며 주로 세포,

핵, 세포내 소기관 등의 분리에 이용된다. 일반적으로 순

도가 높은 plasmic DNA를 얻기 위해서는, CsCl density

gradient와 고속 원심분리를 이용하는 방법이 오래 전부터

이용되었다. 그러나 이런 방법은 40시간 이상의 고속 원

심분리에 의해서만 가능하였다. 초고속 원심분리기의 개

발로 원심분리 시간이 16시간 정도로 단축되기는 했으나

비교적 고가인 CsCl와 또한 초고속 원심분리기의 구매나

유지비용은 일반 연구자에게는 상당한 부담이 되고 있다

(이영재 외 1998). 1990년대에 들어 chromatography 법

을 이용한 획기적인 방법이 개발되어 CsCl와 고속 원심

분리를 이용한 방법을 대치하였으며, 이런 chromato-

graphy법을 이용한 DNA분리법은 CsCl와 초고속 원심분

리를 이용한 DNA 분리법에 비해 조금도 손색이 없는 순

수한 DNA를 분리할 수 있고 3~4시간 내에 그 처리가

완료될 수 있다는 큰 장점을 갖고 있어서 현재 거의 대

부분의 연구자들은 이런 kit를 사용하고 있다. 그러나 이

런 kit는 최상의 조건에서 분리할 수 있는 DNA의 양이

500 µg 밖에 되지 않는다는 결점을 갖고 있으며, 분자생

물학 및 토양 및 퇴적토의 연구에 있어서 이보다 많은

양의 DNA가 필요할 때가 있다. 

DNA의 순도와 수율이 높은 상태로 토양 및 퇴적토에

서 세포를 분리 하기 위해 Percoll, metrizamide, Ficoll

400, Nycodenz, stractan과 같은 각종 gradient material

을 이용한 방법, 세포가 플라스틱 또는 유리표면에 부착

하는 정도의 차이를 이용한 방법, 그리고 효소를 이용하

여 불필요한 세포만을 제거하는 방법 등이 소개 되었다

(Alpini et al., 1994). 그러나 이상의 방법들은 아직까지

도 분리하고자 하는 세포의 순도와 수율에 있어서 만족스

럽지 못한 경우가 많으며, 몇몇 방법들은 높은 순도에도

불구하고 그 과정이 복잡하고 많은 시간이 요구되며, 따

라서 세포 수율이 낮아지는 문제점이 발생된다. 현재까지

원심분리에서 세포를 분리할 때 어느 방법을 선정할지는

목적에 따라 적용 방법이 다르고, 지침이나 문헌에 정보
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가 충분하지 않기 때문에 세밀한 검토를 필요로 한다. 

3.3. 핵산 분리와 정제

토양미생물 DNA는 Table 1에서 언급된 물리적, 화학

적, 효소적 방식들을 통해 정제된 세포들로부터 추출할 수

있다. Cesium chloride–ethidium bromide equilibrium

density centrifugation는 커다란 크기(최소 48 kb)의 순수

한 DNA 를 성공적으로 회수하였다(Tiedje et al., 1988;

Jacobsen et al., 1992; Courtois et al., 2003). Torsvik

(1990)은 세포의 용해제가 hydroxyapatite column을 통과

함으로써 정제되는 방법을 개발하였다. 고농도의 요소

(urea)는DNA와 부식질 산(humic acid) 사이의 수소결합

을 떨어지게 하는데 사용되었다. Steffan(1988)등은 PVPP

에 의한 부식질 산(humic acid)의 제거가 DNA 순도를

크게 향상 시키지만, DNA의 회수를 약간 떨어뜨리는 것

을 발견하였다(Steffan et al., 1988). CsCl 밀도 원심분리

(density centrifugation)과 hydroxyapatite column chromato-

graphic purification은 spectrophotometer의 A260/280 비율

과 A260/230 비율을 통해 측정되는 DNA 순도를 높여주지

만 두 경우 모두 DNA 추출량 차원에서는 손실을 일으킨

다(Steffan et al., 1988). 

부드러운 세포 용해를 수행하기 전의 agarose gel

electrophoresis는 기계적인 전단에 한계가 있는 수백 kb의

DNA 들을 회수할 수 있다. 이 방식은 몇몇 미생물

(Methanosarcina thermophila, Bacillus cereus, Myco-

bacterium tuberculosis, Pseudomonas aeruginosa)의 큰

DNA 들을 포함하고 있는 BAC clone library를 수립하

는데 사용되었다(Brosch et al., 1998; Dewar et al.,

1998; Diaz-Perez et al., 1997; Rondon et al., 1999). 

4. 토의 및 결론

몇 가지 추출 방법들에 대한 비교 연구에서, 직접용해

추출방법이 대상 군집 미생물의 DNA를 대부분 추출할

수 있고, 덜 노동 집약적이며, 더 높은 핵산 수율을 낸다

고 알려져 왔다(Table 3). 직접용해추출방법은 DNA 소모

가 많은 실험에 다량의 핵산이 필요할 때, 환경영향평가

와 같이 통계적으로 의미 있는 미생물들의 검측시, 그리

고 환경 시료의 전체 다양성과 군집구성을 대표할 수 있

는 샘플링이 수반되어야 하는 경우에 사용된다. 

하지만 직접추출법을 이용해서 미생물 개체간의 상호작

용 특히 기능적인 정보 획득에는 다소 부적절할 수도 있

다. Leff et al.(1993)은 Ogram et al.(1987)이 사용했던

bead-beating-SDS 방법이 가장 높은 DNA 수율을 내지만,

Tsai and Olson(1991)은 부드러운 동결-해빙 리조자임

(gentle freezing-thawing lysozyme) 방법이 위의 방법과

비교하여 DNA 전단이 증가한다는 결과를 설명 하였다.

이와 같이 핵산 추출의 결과물은 대개 전단 변형이 일어

나고 부식질 산(humic acid)에 의해 오염된다. 게다가, 추

출물은 종종 알 수 없는 양의 체외세포 및 진핵생물의

DNA를 포함한다. 이러한 직접용해추출방법의 단점을 보

완하기 위해서 낮은 DNA 수율을 내지만 DNA 전단 정

도가 적어 가장 높은 DNA 순도를 보이는 간접용해추출

방법이 사용 되고 있다(Jacobsen and Rasmussen, 1992).

간접용해추출방법들은 원핵생물 군집만을 대상으로 하거

나, 자연저감평가와 같이 방해물질에 민감한 고순도의

DNA가 필요한 실험들 그리고 분자량이 큰 DNA 회수가

필요할 때 사용될 수 있다. 하지만 시간소모가 크기 때문

에 노동 집약적이며 핵산 수율이 낮은 단점이 있다. 

미생물 군집 구성와 기능에 대한 정보 획득이라는 차원

에서 현재까지 사용되고 있는 직접과 간접용해추출방법이

Table 3. Comparison of “direct” and “indirect” extraction methods

Method of
extraction

Application Advantage Drawback

Direct extraction

• DNA소모가 많은 실험시
•다량의 핵산이 필요할 때 
•통계적으로 의미있는 미생물들의 검측시
•활동시료 전체 다양성을 대표할 수 있는 
샘플링이 수반되어야 할 경우

•대상 군집의 미생물DNA를 거의 추
출할 수 있음

•덜 노동 집약적임
•더 높은 핵산 수율
• DNA 회수율이 높음

•핵산 추출의 결과물은 대개 전단 
변형이 일어남

•부식질 산에 의해 오염됨
•추출물은 종종 알 수 없는 양의 체
외 세포 및 진핵 생물의 DNA를 
포함함

Indirect extraction

•원핵생물 군집만을 대상 •고순도의 DNA를 •시간소모가 큼

•고순도의 DNA가 필요할 얻을 수 있음 •핵산 수율이 낮음

경우 (방해물질에 민감한 •분자량이 큰 DNA •노동 집약적임

실험들을 수행할시) 회수가 쉬움

•분자량이 큰 DNA 회수가 필요할 경우
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얼마만의 차이를 제공하는지에 대한 과학적 연구들이 수

행되어 왔다. Steffan et al.(1988)은 회수된 DNA의 제한

효소 처리(restriction endonuclease digestion)에 필요한

순도가 사용되는 제한 효소에 따라 달라짐을 보였다.

CsCl 정제 후 PvuII는 추가적인 hydroxyapatite 정제를

필요로 하지 않은 반면, EcoRI을 이용한 대상 DNA의

제한 효소 처리는 대량의 CsCl-hydroxyapatite 정제를 통

한 세포 분류 방법을 이용하여 DNA를 회수하였을 때만

관찰되었다. 두 추출 방법 모두 SalI을 이용한 제한 효소

처리에는 실패하였다. 추출 방법들 간의 차이를 보기 위해

몇몇 저자들은 Denaturing gradient gel electrophoresis

(DGGE)를 사용하였다(Heuer et al., 1997; Krsek et al.,

1999; Maarit Niemi et al., 2001). Krsek et al.(1999)

은 DGGE band의 강도가 추출 방법에 따라 달라지는 것

을 알아 내었다. 또한, 토양미생물의 다양성에 대한

ribosomal intergenic spacer analysis(RISA)를 통해 세포

군집의 존재 정도와 우점종이 추출 방법에 의해 영향을

받는다는 점이 밝혀졌다(Martin-Laurent et al., 2001). 이

와 같이 연구자에 따라 다소 차이가 있지만 직접과 간접

두 추출방법이 미생물 군집분석에 영향을 미친다는 것은

과학적으로 입증 되었다. 따라서 미생물 군집분석의 구체

적인 목적에 따라서 적합한 추출방법을 선택하는 것이 필

요하다고 결론을 내릴 수 있을 것이다. 하지만DNA추출

방법의 영향에 대한 현재의 지식이 부족하므로 좀 더 체

계적인 실험평가를 통해서 DNA 추출 방법이 미생물 군

집분석에 미치는 영향에 대한 추가적 연구가 필요하다는

결론도 본 연구의 결과를 토대로 얻을 수 있었다. 
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