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Multiplex PCR을 이용한 독활 류 식물로부터 Aralia continentalis 감별
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ABSTRACT : ‘Angelicae Pubescentis Radix’ (APR) is an important oriental medical preparation. In Korea, Aralia conti-

nentalis has been recognized as the source plant of APR. Aralia cordata, which is difficult to distinguish from A. continentalis,

and Heracleum moellendorffii, which is frequently used in lieu of A. continentalis, are traded in Korean herbal markets. In

contrast, in China, Angelica pubescens is recognized as the source plant of APR. In this study, we devised a method not only

to discriminate A. contientalis from A. cordata, but also to discriminate both A. contientalis and A. cordata from H. moellen-

dorffii and A. pubescens. Based on the discrepancy in the sequences of specific regions of ITS, we designed a Cont F/ Cont R

primer set to amplify a 173 bp PCR band that appears only in A. continentalis. Additionally, we designed an Ara F/ Ara R

primer set to amplify a 278 bp PCR band that appears in both A. continentalis and A. cordata. Using these primer sets and

the ST R primer to confirm the PCR amplification results, we developed a simple multiplex PCR method for differentiating

A. continentalis from A. cordata and to concurrently differentiate both A. continentalis and A. cordata from other APR herbs.

Key Words : Angelicae Pubescentis Radix (APR), A. contientalis, A. cordata, A. pubescens, H. moellendorffii, ITS (internal tran-
scribed sequences) multiplex PCR

서 언

우리나라에서 전통적으로 사용되고 있는 한약재인 독활

(Angelicae Pubescentis Radix)은 류마티즘, 관절통, 신경통,

요통 등에 치료 효과가 있는 것으로 알려져 있다 (Kim and

Kang, 1998; Moon, 1999). 그 외에 독활은 해열 (Moon,

1999)과 항염증 효과 (Han et al., 1983)도 있는 것으로 알려

져 있다. 대한약전 (2007)에 의하면, 우리나라에서는 독활의

기원식물을 두릅나무과 (Araliaceae)의 Aralia continentalis

Kitagawa로 하고, 그의 뿌리를 독활로 규정하고 있다. 반면

에, 중국에서는 우리나라에서 ‘중치모당귀’라 불리는 산형과

(미나리과, Umbelliferae)의 Angelica pubescens를 독활의 기

원식물로 규정하고 있다 (Zhang, 1993). 일본에서는 A.

continentalis와 동속 근연식물인 Aralia cordata를 화강활 (和

羌活)이라 하고, A. pubescens를 당독활 (唐獨活)이라 하여 사

용하고 있다 (Ministry of Health, Labour and Welfare, 1989).

일부 문헌에는 A. cordata와 A. continentalis가 동일한 종

으로 기재되어 있다 (Lee, 1996; Kim et al., 2006). 그러나

두 식물은 이미 다른 종으로 구분되었고 (Kitagawa, 1935),

ITS (Internal Transcribed Spacer) 염기서열의 비교 (Artyu-

kova et al., 2005)와 RAPD 분석 (Zhuraavlev et al., 2003)

을 통해 두 식물이 서로 다른 종임이 확인되었다. 또한 두 식

물은 성숙한 약 (葯, anther)과 화분 (花粉, pollen)의 형태적

특징으로도 구분할 수 있다 (Reunov et al., 2007). 하지만

A. cordata와 A. continentalis의 외부형태로만으로는 서로 구

분하기가 대단히 어려워 우리나라에서는 A. cordata가 A.

continentalis와 구분 없이 혼용되고 있는 실정이다 (Korea

Institute of Oriental Medicine, 2005). 또한, 우리나라에서는

오래전부터 ‘어수리’라 불리는 미나리과의 Heracleum moe-

llendorffii가 독활 대용으로 유통되고 있다 (Lee et al., 2001).

이들 독활 류 식물을 감별하기 위하여 HPLC (High Per-

formance Liquid Chromatography)를 이용한 지표물질 함량분
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석과 같은 이화학적 연구가 수행되었으며 (Kim et al., 2006)

입체경과 현미경을 이용한 약용식물의 내, 외부 형태구분법이

연구되었다 (Kim et al., 2006; Lee et al., 2001). 그러나,

독활 류 약용식물은 건조된 뿌리가 잘게 잘려져 유통되기 때

문에 약재의 외부 형태 혹은, 내부의 미세구조의 차이로 감별

하기가 어렵다 (Lee et al., 2008). 그리고, 약용식물에 존재하

는 대사물질과 각 물질의 농도는 계절에 따라, 생육된 장소에

따라, 수확시기에 따라 그리고 시료에 따라 상당히 변화되는

것으로 알려져 있다 (Lee et al., 2008; Vesela et al., 1999)

는 단점이 있다.

이를 극복하기 위해 RAPD (Random Amplified Polymorphic

DNA)와 같은 분자생물학적 기법도 독활 류 약용식물들의 감

별을 위해 사용되었다 (Lee et al., 2001). 

본 연구에서는 RAPD 기법의 재현성 문제를 보완하고 정확

성과 효율성을 높이기 위해, 식물의 분류와 감별에 이용되고

있는 ITS의 염기서열의 차이를 이용하여 A. continentalis를

다른 독활 류 식물로부터 효율적으로 감별 할 수 있는

multiplex PCR (Polymerase Chain Reaction) 방법을 개발하

고자 하였다. 이를 위하여 두릅나무과의 A. continentalis와 A.

cordata 모두를 다른 독활 류 약용식물로부터 감별할 수 있는

DNA 마커와 A. continentalis를 A. cordata로부터 감별 할 수

있는 DNA 마커를 개발하였다. 

재료 및 방법

1. 실험 재료

본 연구에 사용된 32 개의 독활 류 약용식물 시료들을

Table 1에 제시하였다. 이들 시료는 한국한의학연구원에 의해

서 수집되었고 일부 A. pubescens 시료는 중국으로부터 구입

하였다. 

2. 게놈 DNA 준비

게놈 DNA 추출을 위해, 생체시료는 잎과 줄기 부분이 주

로 사용되었으며, 건조시료로는 독활로 유통되는 건조된 뿌리

절편을 사용하였다. 각 시료의 게놈 DNA는 PureGene DNA

purification kit (Gentra, U.S.A.)의 매뉴얼에 따라서 추출하였

다. DNA의 순도를 높이기 위해 10% cetyltrimethyl ammo-

nium bromide (CTAB)와 0.7 M NaCl를 사용하여 페놀화합물

과 다당류를 제거하였다.

3. PCR 증폭 

ITS 증폭을 위한 PCR은 T-personal cycler (Biometra,

Germany)를 사용하여 White 등(1990)의 방법으로 수행하였다.

600 nM의 ITS1 (5'-TCCGTA-GGTGAACCTGCGG-3')과 ITS4

(5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') 프라이머, 1U의 Taq

polymerase (ABgene, U.S.A.) 그리고 각 시료로부터 추출한

50 ng의 게놈 DNA를 PCR 증폭에 사용하였다. 95℃에서 5

분간 게놈 DNA를 전 변성 시킨 후 변성과정 (denaturation)

은 95℃에서 30 초, 결합과정 (anneling)은 50℃에서 30 초,

신장과정 (extension)은 72℃에서 40 초로한 PCR 과정을 25

회 반복하였다. 최종 신장 과정은 72℃에서 7 분간 수행하였

다. 독활 류 약용식물의 감별을 위한 PCR은 250 nM의 프라

이머들을 사용하였다. 그리고 ITS 증폭 때와 동일하게 50 ng

의 게놈 DNA와 1 U의 Taq polymerase를 사용하였으며 95℃

에서 5 분간 게놈 DNA를 전 변성시켰다. 변성과정은 95℃에

서 30 초, 결합과정은 A. continentalis를 감별하기위해서는

53.5℃에서, A. continentalis와 A. cordata를 동시에 감별하기

위해서는 53℃에서 각각 30 초간 수행하였다. 신장과정은 A.

continentalis를 감별하기 위해서는 72℃에서 20 초간, A.

continentalis와 A. cordata를 동시에 감별하기 위해서는 72℃

에서 25 초로한 PCR 과정을 24 회 반복하였다. 최종 신장 과

정은 72℃에서 7 분간 수행하였다. Multiplex PCR은 400 nM

의 Cont F, 200 nM의 Cont R, 100 nM의 Ara F, 450 nM의

Ara R, 150 nM의 ST R 프라이머를 사용하였다. 95℃에서 5

분간 전 변성 후 95℃에서 30 초간, 54℃에서 30 초간 그리

고, 72℃에서 21 초의 과정을 23 회 반복하였다. 최종 신장

과정은 72℃에서 7 분간 수행하였다. 증폭된 PCR 산물은

1.5% agarose 겔을 사용하여 전기영동 한 후에, EtBr (Sigma,

U.S.A.)로 염색하였으며, MyImage (Seoulin Biotechnology,

Korea)를 사용하여 증폭산물들을 분석하였다. 

4. PCR 산물의 염기서열 결정

Agarose 겔로부터 분리한 PCR 산물은 pGEM T-easy

vector I (Promega, U.S.A.)를 사용하여 클로닝 하였다. 클로

닝 된 PCR 산물의 염기서열은 Macrogen (Korea)에 의뢰하여

결정하였다. 

 

5. 염기서열 분석 및 dendrogram 제작

DNA 염기서열은 Bioedit v7.0.9 (http://mbio.ncsu.edu/

BioEdit/page2.html)의 ClustalW Multiple sequence alignment

이용하여 분석하였다. Dendrogram의 작성은 Bioedit의

DNADist를 이용하였다. 

결과 및 고찰

1. 시료의 ITS 염기서열 결정 및 분석

본 연구에서는 독활 류 약용식물로부터 A. continentalis를

감별을 위해서 ITS 염기서열에서의 차이를 이용한 분자생물학

적 감별방법을 개발하려하였다. ITS 염기서열은 속 (genus) 이

하 단위에서의 계통분류 분석과 감별에 효율적으로 이용되고
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있다 (Baldwin et al., 1995). ITS 염기서열은 옻나무속

(Rhus)의 자원식물들 (Lee et al., 2004)과 Rubus 재배종 (Eu

et al., 2009)의 계통분류 연구에 이용되었으며 Atractylodes

속 (Shiba et al., 2006), Bupleurum 속 (Xie et al., 2009),

Phyllanthus 속 (Lee et al., 2006) 약용식물의 감별에도 효율

적으로 이용되었다. 또한, NCBI의 GenBank에 연구의 대상인

A. continentalis (NCBI accession no. AJ786232), A. cordata

(NCBI accession no. AJ786236), H. moellendorffii (NCBI

accession no. AY548226)와 Angelica pubescens (NCBI

accession no. DQ263567) 등 4 종 식물의 ITS 염기서열이

등재되어있어, 이를 수집된 시료를 동정 (identification)하고 동

일 종 내에서의 염기서열 변이를 분석하는데 이용하였다.

Table 1에 제시한 시료를 대상으로 ITS1, 5.8s rRNA 암호

부위 그리고, ITS2의 지역이 포함된 599 bp - 610 bp의 PCR

증폭산물의 염기서열을 결정하였다 (Fig. 1). 결정된 각 시료

의 ITS 염기서열을 NCBI의 GenBank에 수록되어 있는 ITS

염기서열 정보를 기준으로 비교하여 각 시료를 동정하였다. 32

개의 시료 중 2 개가 A. continentalis, 18 개가 A. cordata

로 확인되었으며 4 개의 시료가 H. moellendorffii 그리고 8

개의 시료가 A. pubescens임을 확인하였다 (Table 1).

A. continentalis의 ITS 염기서열을 A. cordata의 ITS 염기

서열과 비교한 결과, 결정된 610 bp의 염기서열 중 ITS1 지역

에서 3 곳, ITS2 지역에서 5 곳에서 일관된 염기의 치환이

있음을 확인하였다 (Fig. 1). 일반적으로 염기치환의 원인이 되

는 transition은 transversion과 거의 비슷하거나 경우에 따라

transversion보다 높게 일어나는 것으로 알려져 있다 (Gibson

Table 1. List of Angelicae Pubescentis Radix used for the ITS sequencing in this study.

Scientific name Locality Nationality Date of collection Lane

Aralia continentalis Myeongjisan (Mt) Korea 99.10.06 1

 Imsil Korea 08.06.30 2

Aralia cordata

Ullungdo Korea 99.10.23 3

Ullungdo Korea 99.10.23 4

Seongnam Korea 07.06.13 5

Suwon Korea 07.07.18 6

Hamyang Korea 07.07.12 7

Imsil Korea 07.08.30 8

Imsil Korea 07.09.05 9

Imsil Korea 99.10.23 10

Muju Korea 07.06.13 11

Imsil Korea 99.09.20 12

Imsil Korea 04.06.25 13

Imsil Korea 07.07.12 14

Imsil Korea 07.07.23 15

Imsil Korea 06.05.10 16

Andong Korea 07.05.09 17

Uiseong Korea 07.08.30 18

Imsil Korea 07.08.30 19

Imsil Korea 07.09.05 20

Heracleum moellendorffii

Geomdansan (Mt) Korea 99.09.08 21

Geomdansan (Mt) Korea 99.09.08 22

Geomdansan (Mt) Korea 99.09.15 23

Taegisan (Mt) Korea 99.09.20 24

Angelica pubescens

Sichuan China 06.05.10 25

Sichuan China 07.08.30 26

Jinan Korea 99.10.06 27

Hubei China 99.09.08 28

Jinan Korea 99.09.20 29

Jeonju Korea 04.06.25 30

Qinghai China 07.07.25 31

Sichuan China 08.06.30 32



이권진·도의정·고병섭·이미영·오승은

332

and Muse, 2009). A. continentalis와 A. cordata의 경우,

ITS1 지역에서는 2 곳에 transition과 1 곳에 transversion이

그리고 ITS2 지역에서는 3 곳에 transition이, 2 곳에

transversion이 일어남을 알 수 있다.

수집된 각 독활 류 약용식물의 종 내 염기변이를 확인한 결

과, A. continentalis의 경우 610 bp 크기의 ITS 염기서열 중

1 곳에서만 염기변이가 있었고 610 bp의 A. cordata의 경우 9

곳에, 601 bp의 H. moellendorffii의 경우 7 곳에 그리고 599

bp의 A. pubescens의 경우 49 곳에 염기변이가 있었다. 각 약

용식물 시료의 개수가 서로 달라 식물간의 종 내 염기의 변이

정도를 비교하기는 어렵지만 A. pubescens는 다른 독활 류 약

용식물보다 종 내의 염기변이가 심하게 일어남을 확인하였다.

ITS 염기서열에서의 차이로 종 간 즉, 4 종의 독활 류 약용식

물을 구분 할 수 있는지 그리고, ITS에서 관찰된 종 내 염기

변이가 ITS 염기서열을 이용한 약용식물의 구분에 영향을 미

치는지를 확인하기 위하여 ITS 염기서열을 이용하여

dengrogram을 작성하였다 (Fig. 2). 작성된 phenogram에 의하

면, 두릅나무과의 A. continentalis와 A. cordata 시료들로 형성

된 두 개의 그룹은 산형과의 H. moellendorffii와 A. pubescens

시료들로 형성된 두 개의 그룹과 확연히 구분되었다. 또한 두
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릅나무과의 A. continentalis와 A. cordata 시료들로 형성된 그

룹들도 서로 명확히 구분되었다. Fig. 2의 결과로, ITS 염기서

열의 차이로 4 종의 독활 류 약용식물을 서로 구분할 수 있

음을 확인하였다. 

2. A. continentalis 감별 마커 개발

A. continentalis와 A. cordata 간의 염기서열 차이가 ITS1

보다 ITS2 지역에서 현저히 나타나기 때문에 (Fig. 1), ITS2

지역에 위치하고 있는 173 bp 크기의 A. continentalis 특이

Fig. 1. Multiple alignment of the nucleotide sequences of ITS of samples listed in Table 1.
The dots indicate the consensus nucleotide, and the dashes represent the gaps. The names of species represent the nucleotide
sequences of the ITS deposited in the NCBI Genbank database. The 5.8S rRNA nucleotide sequence is presented in the bold
box. Relative to the bold box, the left shows the nucleotide sequences of ITS1 and the right shows the nucleotide sequences of
ITS2. Other bold boxes with letters are primer sequences represented in Fig. 3. Cont F and Con R are primers for the
amplification of A. continentalis. The Ara F and Ara R primers are used for the amplification of both A. continentalis and A.
cordata. The ST R primer is used for the amplification of internal standards.
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마커 (Fig. 3)를 증폭할 수 있는 ContF (5'-TCATGGGAGTC

GAGGCA-3')와 Cont R (5'-CGCAACAGGGTCATCAGA-3')

프라이머를 고안하였다 (Fig. 1과 Fig. 3). 제작된 프라이머를

사용하여 PCR을 수행한 결과, A. continentalis 시료에서만 예

상했던 173 bp의 크기의 특이적 PCR 증폭산물이 생성되었으

며 A. cordata와 H. moellendorffii, A. pubescens 시료에는

어떠한 증폭산물도 생성되지 않았다 (Fig. 4). 

3. A. continentalis와 A. cordata의 감별을 위한 multiplex

기법 

개발된 173 bp 크기의 A. continentalis 감별마커를 이용해,

일회의 PCR 과정을 수행함으로써 A. continentalis와 A.

cordata를 H. moellendorffii와 A. pubescens로 부터 구별하고

동시에 A. contientalis와 A. cordata를 서로 구분 할 수 있는

multiplex 기법을 개발하였다. 먼저 A. continentalis와 A.

cordata 시료를 H. moellendorffii와 A. pubescens 시료로부터

동시에 구분 할 수 있는 278 bp 크기의 A. continentalis와 A.

cordata 공동 마커를 증폭하기 위하여 (Fig. 3) Ara F (5'-

CTCGCATCGATGAAGAACGTA-3')와 Ara R (5'-GACACG

GGAGGCCAGTAT-3')를 고안하였다 (Fig. 1과 Fig. 3). 각

시료의 PCR 증폭여부를 확인하기 위한 internal standard는 4

종의 독활 류 약용식물의 염기서열이 동일한 5.8s rRNA 암호

Fig. 2. Dendrogram constructed on the basis of ITS sequences shown in Fig 1.

Fig. 3. Primer sets designed in this work and the expected base

pair (bp) of PCR products amplified by these primers.

Cont F and Con R primers are used for the amplification

of A. continentalis. Ara F and Ara R are primers for the

amplification of both A. continentalis and A. cordata. The

ST R primer is used to amplify the internal standard. The

nucleotide sequence of each primer is shown in the bold

box in Fig. 1.

Fig. 4. PCR product amplified by primer set (Cont F/ Cont R) to
discriminate Aralia continentalis from other plants.
M, 100 bp ladder.
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지역의 91 bp 크기의 단편으로 하였다 (Fig. 1과 Fig. 3). 이

단편을 특이적으로 증폭할 수 있는 Ara F와 ST R (5'-

GGCGCAACTTGCGTTCA-3') 프라이머 (Fig. 1)를 고안하였

다. 이상의 5 개의 프라이머 (Cont F, Cont R, Ara F, Ara

R, ST R)를 동시에 사용하여 multiplex PCR를 수행한 결과,

A. continentalis 시료에는 173 bp와 278 bp의 두 개의 증폭산

물이 동시에 증폭되었으며 A. cordata 시료에는 278 bp의 증

폭산물만이 증폭되었다. 반면에 H. moellendorffii와 A.

pubescens 시료에는 어떠한 증폭산물도 증폭되지 않았다 (Fig.

5). 이상의 결과로 본 연구에서 개발된 multiplex 방법은 A.

continentalis를 A. cordata, H. moellendorffii 그리고 A.

pubescens로부터 효율적으로 감별할 수 있음을 확인하였다. 이

러한 효율적인 multiplex PCR 방법은 PCR 과정 중, 기술적

인 문제로 증폭산물이 증폭되지 않는, false negative 발생 여

부를 확인할 수 있고, primer 한 쌍만을 사용하는 각각의

uniplex PCR 보다 경제적이며, 실험과정의 시간을 단축 할 수

있는 장점도 갖고 있다 (Edward and Gibbs, 1994). 
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