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It is reported that about 80% of deer antlers (Cervi Pantotricuhum Cornu) produced in the world are
consumed in Korea. Fraudulent replacement or mislabeling of costly deer antlers with cheaper ones,
however, is one of the most common problems in the Korean deer antler market. Therefore, there is
a continuous need for the development of genetic markers to discriminate between genuine and frau-
dulent deer antlers. This study was performed to develop a method for the identification and au-
thentication of deer antlers using nucleotide sequence analysis against displacement loop of mitochon-
drial genome among four deer antlers, Cervus eleaphus sibericus, Cervus eleaphus bactrianus, Cervus ele-
aphus Canadensis, and Cervus eleaphus, originated from Russia, China, North America and New
Zealand, respectively. As a result, multiple-alignment of mitochondrial displacement (D) loop region
in 1.2 kb showed that, among the four deer antlers, a deleted sequence of about 70 bps was only
found in Cervus elaphus bactrianus from China. Finally, Cervus elaphus bactrianus among nine samples
of deer antlers were successfully identified by PCR using primer amplifying deleted D-loop. Cervus
elaphus bactrianus was also confirmed from cloning the PCR products and their nucleotide sequence
analyses were confirmed. However, no marker to identify Cervus eleaphus sibericus, Cervus eleaphus
canadensis and Cervus eleaphus were found in the nucleotide sequences of mitochondrial D-loop. Our
results suggest that PCR for deleted D-loop region of mitochondrial DNA are useful for identification
and authentication of deer antlers of Cervus elaphus bactrianus originating from China.
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서 론

우리나라에서 녹용은 인삼과 함께 으뜸으로 취급하는 한약

재이다[19]. 녹용은 사슴(Cervus elaphus)뿔의 한약재 명으로

수사슴의 뿔이 경화되어 각질화되기 전에 잘라서 약재로 사용

하는 것을 일컫는데 이때 새로 돋아나는 뿔을 채취하여 건조

한 것이 녹용이다[21]. 현재 우리나라는 세계 최대의 녹용 수입

국이자 소비국으로 세계 녹용 생산량의 80% 이상을 소비하고

있다[30]. 우리나라에서 한약재로 유통되고 있는 녹용의 수입

국으로는 러시아, 뉴질랜드, 중국, 캐나다로서 각각 원용(C.

elaphus sibericus), 적록(C. elaphus), 깔깔이(C. elaphus bac-

trianus), 대록(C. elaphus canadensis) 등으로 불리는데 이중에

서도 러시아에서 수입되는 녹용은 다른 녹용에 비해 고가로

유통되기 때문에 부정 유통의 주요 표적이 되고 있다[7]. 또한,

캐나다 등 북미주에 서식하는 대록은 만성소모성질병이 발생

하여 10여 년 전부터 국내 수입이 금지되고 있음에도 불구하

고 중국산으로 불법 유통되는 사례가 빈번히 발생되는 등 소

비자 피해가 발생되고 있다.

최근 유전자를 이용한 다양한 분석기법의 발달로 동물의

종 및 그 이하 단위의 분류 군의 구분이 가능해 지고 있다

[1,4,8,9]. 특히 진핵세포의 세포질 DNA 중 하나인 미토콘드리

아 DNA는 핵 DNA보다 염기치환 율, 즉 돌연변이 율이 빠르

며 이에 따라 종내 및 종간의 변이 축적이 매우 높고 독특한

모계유전 특성을 갖고 있어 동물 종의 동정과 근연관계를 이

해하는데 중요한 재료가 되고 있다[2,3,5,6].

따라서 본 연구는 미토콘드리아 DNA상에서 변이의 축적

이 가장 높은 것으로 알려진 미토콘드리아 복제기점인 dis-

placement 영역(D-loop)의 염기서열 특성[6,9,10,11,12]을 분석

함으로써 국내에서 유통되는 녹용의 원산지 구분에 대한 분자

적 동정의 가능성을 탐색한 결과, 중국산 녹용의 D-loop 영역

에서 원산지 특이적인 결실 영역이 존재하고 있음을 확인하여

이를 보고하고자 한다.

재료 및 방법

녹용 시료

본 연구에 사용된 녹용은 서울의 경동시장에 위치한 녹용

수입회사로부터 수입면장을 확인한 러시아산 원용(Cervus ela-

phus sibericus, 마록), 중국산 깔깔이(Cervus elaphus bac-
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trianus, 마록), 뉴질랜드산 뉴자(Cervus elaphus, 적록) 등 각

13개씩을 구입하여 공시재료로 사용하였다. 또한, 북미산 녹

용(Cervus elaphus canadensis)은 실제 국내 유통이 금지되었으

나 북미에서 수입되어 중국산으로 판매되는 제품을 녹용 수입

회사를 통해서 13점을 구매하여 사용하였다. 이중에서 각 10

개의 시료는 D-loop 영역의 염기서열을 위한 시료로 나머지

3개의 시료들은 원산지 동정을 위한 검정용으로 사용하였다.

Total genomic DNA의 분리, 추출

녹용 시료로부터 genomic DNA의 분리 및 정제는

Matsunaga 등[23]의 방법을 일부 변형하여 다음과 같이 실시

하였다. 녹용 1 g에 3배 분량의 lysis buffer (155 mM NH4Cl,

10 mM KHCO3, 1 mM EDTA)를 첨가한 다음, homogenizer를

사용하여 균질화시킨 후 3,000× g로 15분간 원심분리 하였다.

침전된 pellet에 lysis buffer II (100 mM Tris-HCl, pH 8.0,

10mM EDTA, 10 mM NaCl, 0.5% SDS)를 3 ml 넣고 protei-

nase K (50 ug/ml)를 첨가한 후에 55oC의 항온기에서 1시간

동안 방치하였다. 이후 RNase (50 ug/ml)을 첨가한 다음 37
o
C

에서 1시간 동안 처리하였다. 이들 혼합액에 6 M NaCl 1.5

ml과 chloroform 3 ml을 첨가하고 잘 혼합한 후에 12,000×

g 에서 15분간 원심분리 하였다. 이후 상층액을 버리고 DNA

침전물을 TE buffer (10 mM TrisHCl pH 8.0, 1 mM EDTA)에

용해하여 분광광도계를 사용하여 260 nm에서 UV 흡광도를

측정하여 분리한 녹용 DNA의 농도를 결정한 후 TE buffer

(10 mM TrisHCl pH 8.0, 1 mM EDTA)를 사용하여 최종 농도

가 50 ng/ul이 되도록 희석한 후 냉동 보관하였다. 또한 일부

genomic DNA 추출이 잘 되지 않는 녹용은 Genomic DNA

isolation kit (Qiagen, Germany)를 사용하여 분리, 추출하였다.

미토콘드리아 DNA의 D-loop 영역 PCR

녹용으로부터 미토콘드리아 DNA의 D-loop 영역의 PCR은

NCBI의 GenBank로부터 염기서열이 공개된 AY970666.1

(Cervus elaphus canadensis)과 AF058371.1 (Cervus elaphus si-

bericus)의 D-loop 염기서열을 alignment를 통해서 5‘-TAA

TATACTGGTCTTGTAAACC와 5’-GGGTCGGAAGGCTTG

GGACCAAACC의 서열을 설계하여 각각 forward (DL-F)와

reverse primer (DL-R) 명명한 후 합성하였다(Bioneer, Korea).

PCR 을 위한 반응시약의 조성은 다음과 같이 준비하였다. 즉

최종 PCR 반응액을 20 ul로 기준으로 할 때 PCR 전용 tube에

template DNA를 약 100 ng, primer 각 0.5uM, dNTP 각

200uM, 10x PCR buffer 그리고 ampliTaq DNA polymerase

(Applied Biosystens, USA) 2 unit를 첨가하였다. Thermal cy-

cler Dice (Takara, Japan)를 이용한 PCR 반응 조건은 94
o
C에

서 5분간 최초 변성 후, 94
o
C에서 45초, 54

o
C에서 45초 그리고

72
o
C에서 70초를 1회로 하여 총 35회 반복한 다음 마지막으로

72
o
C에서 3분간 last extension을 수행하였다. 또한, 미토콘드

리아 D-loop 영역 중에서 결실이 일어나는 부분을 확인하기

위한 primer로서 DL-F1 (5'- AACCTTATGCGCTCGTAGTA)

과 DL-R1 (5'-AGTGAAAAGTACATGCTTATA)을 설계하여

사용하였다(Bioneer, Korea). 중국산 녹용의 D-loop 영역 안의

결실 부위를 확인하기 위한 PCR 조건은 94oC에서 5분간 최초

변성 한 다음, 94
o
C에서 30초, 55

o
C에서 30초 그리고 72

o
C에서

30초를 1회로 하여 총 35회 반복한 후, 최종적으로 72oC에서

3분간 last extension을 수행하였다. 이때 사용한 PCR 반응시

약은 Top Taq DNA polymerase premix kit (Bioneer, Korea)

를 사용하였다.

D-loop 영역의 클로닝

D-loop 영역의 결실부위를 확인하기 위해서 DL-F1과

DL-R1 primer를 통해서 확보된 PCR 산물은 PCR purification

kit (CoreBio System, Korea)로 정제한 후, pGEM T vector sys-

tem (Promega, USA)를 사용하여 16
o
C에서 12시간 동안 liga-

tion을 수행하였다. HitTM-DH5α competent cell (RBC, Taiwan)

을 제조사가 권장하는 방법에 따라서 형질전환 한 다음 LB

agar (X-gal, 40 ug/ml; IPTG, 4 mg/ml; ampicillin, 100 ug/ml)

에 100ul 도말하고 37
o
C 항온기에서 16시간 동안 배양하여 흰

색의 집락을 선별하였다. 이후 이 집락을 LB broth (ampicillin,

100 ug/ml)에 접종시켜 16시간 동안 진탕 배양 한 후 Plasmid

DNA miniprep kit (Qiagen, Germany)를 이용하여 분리, 정제

하여 염기서열 해석을 위한 주형 DNA로 사용하였다.

PCR 산물과 Plasmid DNA의 염기서열 결정

녹용의 미토콘드리아 D-loop 영역 및 D-loop 영역의 결실

부위는 PCR purification kit (Qiagen, Germany)을 이용하여

PCR 증폭산물을 정제한 다음, ABI PRISM 3730 DNA ana-

lyzer (Appilied Biosystems, USA)를 사용한 direct sequenc-

ing 에 의한 염기서열 분석(Bionics, Korea)을 통해서 확인하였

다. 이때 D-loop 영역의 염기서열 결정을 위한 sequencing pri-

mer로는 DL-F와 DL-R primer를, D-loop 영역 내 삽입 및 결

실 부위에 대한 염기서열 결정을 위한 sequencing primer로는

pGemT vecter의 M13 universal forward 및 reverse primer를

이용하여 양방향으로 염기서열을 결정하였다.

염기서열 상동성 및 multiple alignment 분석

녹용 미토콘드리아 D-loop 영역에 대한 염기서열 상동성

분석은 NCBI의 BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)

프로그램을 이용하였으며 녹용의 원산지 특이적인 염기서열

을 분석하기 위한 multiple alignment 분석은 EMBL-EBI의

ClustalW2 프로그램을 사용하였다.

결 과

녹용은 매년 수요가 증가하는 고가의 한약재로 간주되고
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있다. 하지만 국내 수요량의 많은 부분을 수입 녹용에 의존하

는 실정이다. 이러한 상황에서 저가의 녹용이 고가로 둔갑 판

매되거나 10 여 전부터 수입이 금지된 북미 산 녹용이 유통되

는 문제는 과학적인 녹용의 감별 기술 개발을 요구하고 있다.

본 연구는 변이 축적 율이 가장 높아 종간의 분류 지표로

주로 사용되고 있는 미토콘드리아 D-loop 영역의 염기서열

분석을 통해서 원산지 특이적인 녹용의 염기서열을 탐색하

고자 수행하였다[16-19]. NCBI의 GenBank에서 북미산 사슴

(AY970666.1, Cervus elaphus Canadensis) 과 러시아산 사슴

(AF058371.1, Cervus elaphus sibericus)의 미토콘드리아 DNA

의 D-loop 영역을 선정하고 이들의 염기서열 비교를 통해서

이들 영역을 증폭하기 위한 PCR용 primer를 합성하여 약

1,100~1200 bp로 예상되는 크기의 PCR 산물을 얻었다(Fig.

1). 아가로스 겔 전기영동을 통해서 증폭이 확인된 PCR 산물

은 direct 염기서열 결정법을 통해서 염기서열을 확보한 후

BLAST 상동성 분석을 수행하였다. BLAST 상동성 분석 결과

(Table 1)를 보면 각 10개의 러시아산, 북미산, 뉴질랜드산 녹

용의 미토콘드리아 D-loop의 염기서열은 C. elaphus cana-

densis와 가장 높은 염기서열 상동성을 보여주었다. 전체적

으로 녹용 미토콘드리아 DNA의 D-loop 영역에 대한

BLAST 상동성은 97%~99% 정도로 본 연구에서 해석한 염기

서열이 D-loop 영역임을 알 수 있었다. 하지만 BLAST 상동

성 결과에서 보면 러시아산, 북미산 및 뉴질랜드산 녹용이 C.

elaphus canadensis에서 유래하는 미토콘드리아 D-loop 유전

자와 가장 유사하게 나타났다. 일반적으로 C. elaphus cana-

densis는 북미를 서식처로 하는 녹용 사슴으로 분류되는데

반해서 BLAST 분석에서는 다른 녹용 사슴과 높은 상동성을

보이는 일부의 결과로 볼 때 미토콘드리아 DNA를 이용한

BLAST 상동성 분석은 녹용의 원산지 판별에 유용하지 않음

을 알 수 있었다. 또한, 중국산 녹용의 경우는 러시아산, 북미

산, 뉴질랜드산의 경우보다 낮은 94~95%의 상동성 결과를

나타냈으며 구체적으로 보면 중국산 10개 시료 중에서 3개의

시료(C02, C03, C07)는 Cervus elaphus macneilli와, 나머지 7

개의 시료(C01, C04, C05, C06, C08, C09, C10)는 Cervus ela-

phus red deer의 D-loop 유전자와 가장 높은 상동성을 보여

주었다. 따라서 중국산의 경우도 BLAST 분석을 통해서는 정

확한 원산지 확인이 어려운 것으로 분석되었다. 결국, 이러한

BLAST 상동성 분석 방법은 미토콘드리아의 D-loop 영역의

염기서열 유사성을 통해서 해당하는 유전자가 녹용사슴으로

부터 유래한 것을 확인하는 데에는 유용할 수는 있지만 녹용

사슴의 원산지를 확인 또는 동정하는 데에는 유용한 방법이

아님을 알 수 있었다.

한편, Fig. 1에서 보는 것과 같이 중국산 녹용의 PCR 산물이

러시아산, 북미산, 뉴질랜드산의 것보다 크기가 작게 검출되

어 중국산 녹용의 D-loop 영역 내에 결실 부분의 존재를 예상

할 수 있었다. 이러한 D-loop 영역의 결실 부위는 DNA 염기서

Fig. 1. Agarose gel electrophoresis of D-loop region amplified

using DL-F and Dl-R primers from antlers exported

from Russia (R), China (C), North america (NA), and

New Zealand (N), respectively. M indicates a 100 bp

ladder as DNA size marker. The arrow indicates target

amplicon (about 1.2 kb) of mitochondrial D-loop region

of deer antler.

열 결정 후 ClustalW2 프로그램을 이용한 multiple alignment

를 통해서 확인할 수 있었다(Fig. 2). Fig. 2는 원산지 별로 각

10개의 녹용 시료, 즉 40 개의 미토콘드리아 D-loop 영역의

multiple alignment 결과 중에서 D-loop의 결실 부위를 포함

하는 일부분을 나타낸 것으로 중국산 녹용의 D-loop 영역에

약 60~70 bp의 결실이 있음을 확인할 수 있었다.

녹용의 유연관계에 분석을 통해서 중국산 녹용의 D-loop

영역의 결실부위가 중국산 녹용을 하나의 그룹으로 묶여주는

특성이 되는지를 확인해 보고자 neighbor joining 방법을 통한

phylogenetic tree 분석을 수행하였다. 그 결과 10개의 중국산

녹용은 하나로 그룹화 됨을 볼 수 있는 반면에 러시아산, 북미

산 및 뉴질랜드산 녹용들은 수입 국가별 분류와는 다르게 혼

재되어 분지되어 그룹화되어 있었다. 이러한 결과로부터 녹용

의 D-loop 영역 내 결실 부분은 중국산 녹용을 동정하기 위한

유용한 분자마커가 될 수 있을 것으로 생각된다(Fig. 3). 하지

만 미토콘드리아 D-loop 영역의 multiple alignment 분석에서

는 러시아산, 뉴질랜드산, 북미산 녹용을 특정하는 원산지 특

이적인 염기서열 또는 Restriction Fragment Length

Polymorphisms (RFLPs)을 보이는 단일 염기변이성 마커 등

을 확인할 수 없었다. 한편, D-loop 영역의 결실 특성을 이용하

여 중국산 녹용의 분자 동정이 가능한 지를 검증해 보고자

D-loop 영역의 결실을 확인할 수 있는 DL-F1과 DL-R1 primer

를 선정하여 각 3개의 러시아산, 중국산, 뉴질랜드산 녹용 시

료를 대상으로 PCR 검증을 실시하였다. 결과적으로 Fig. 3에

서처럼 중국산 녹용의 PCR 산물이 러시아산, 북미산 및 뉴질

랜드산에서 보다 약 60~70 bp 작은 크기로 나타나 PCR법을

통한 중국산 녹용의 원산지 추정이 가능함을 확인할 수 있었

고 최종적으로 중국산 녹용에 존재하는 결실 부위의 해석은

이들 9개의 PCR 산물을 pGem T vector에 클로닝 한 후 염기

서열 분석을 통해서 확인할 수 있었다(Fig. 5).

고 찰

녹용(Cornu Cervi Pantotrichum, deer antler)은 우리나라

에서 가장 많이 소비되는 동물성 생약으로써 신농본초경에서
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Table 1. BLASTN results of 16 rDNA sequences from reference strains used in this study

Sample name* Best matched subject Nucleotide maximum identity(%)

C01

C02

C03

C04

C05

C06

C07

C08

C09

C10

NA01

NA02

NA03

NA04

NA05

NA06

NA07

NA08

NA09

NA10

R01

R02

R03

R04

R05

R06

R07

R08

R09

R10

N01

N02

N03

N04

N05

N06

N07

N08

N09

N10

Cervus elaphus macneilli D-loop

Cervus elaphus D-loop

Cervus elaphus D-loop

Cervus elaphus macneilli D-loop

Cervus elaphus D-loop

Cervus elaphus D-loop

Cervus elaphus macneilli D-loop

Cervus elaphus D-loop

Cervus elaphus D-loop

Cervus elaphus D-loop

Cervus elaphus canadensis D-loop

Cervus elaphus canadensis D-loop

Cervus elaphus canadensis D-loop

Cervus elaphus canadensis D-loop

Cervus elaphus canadensis D-loop

Cervus elaphus canadensis D-loop

Cervus elaphus canadensis D-loop

Cervus elaphus canadensis D-loop

Cervus elaphus canadensis D-loop

Cervus elaphus canadensis D-loop

Cervus elaphus canadensis D-loop

Cervus elaphus canadensis D-loop

Cervus elaphus canadensis D-loop

Cervus elaphus canadensis D-loop

Cervus elaphus canadensis D-loop

Cervus elaphus canadensis D-loop

Cervus elaphus canadensis D-loop

Cervus elaphus canadensis D-loop

Cervus elaphus canadensis D-loop

Cervus elaphus canadensis D-loop

Cervus elaphus canadensis D-loop

Cervus elaphus canadensis D-loop

Cervus elaphus canadensis D-loop

Cervus elaphus canadensis D-loop

Cervus elaphus canadensis D-loop

Cervus elaphus canadensis D-loop

Cervus elaphus canadensis D-loop

Cervus elaphus canadensis D-loop

Cervus elaphus canadensis D-loop

Cervus elaphus canadensis D-loop

1073/1131 (95%)

1072/1130 (95%)

1070/1134 (95%)

1073/1132 (95%)

1069/1133 (95%)

1073/1131 (95%)

1071/1131 (95%)

1076/1129 (95%)

1077/1135 (95%)

1078/1136 (94%)

1187/1203 (99%)

1182/1200 (99%)

1185/1199 (99%)

1186/1199 (99%)

1184/1208 (99%)

1186/1207 (99%)

1181/1208 (98%)

1191/1213 (99%)

1191/1213 (99%)

1187/1212 (98%),

1180/1220 (97%)

1179/1203 (99%)

1185/1205 (99%)

1184/1206 (99%)

1185/1205 (99%)

1183/1206 (99%)

1184/1208 (99%)

1183/1207 (99%)

1182/1204 (99%)

1183/1207 (99%)

1185/1204 (98%)

1183/1205 (99%)

1185/1205 (99%)

1183/1204 (99%)

1181/1205 (99%)

1183/1204 (99%)

1183/1204 (99%)

1180/1206 (98%)

1184/1205 (99%)

1184/1204 (99%)

*R. C. NA, and N indicate antlers exported from Russia, China, North America, and New Zealand, respectively.

는 강장보신의 효능이 있어 여러 가지 허약증을 치료하는 대

표적인 전신 강장약으로 알려져 왔다[7,15]. 최근 녹용의 생물

학적 활성 검색에 의하면 조혈모세포의 생성을 촉진시켜 조혈

작용과 신체활성을 증가시키고 당 대사를 개선시켜 생장 및

발육을 촉진시키는 효과가 있으며 소화기관 계통의 기능 촉

진, 그리고 심혈기관을 항진시킴으로써 강심효과 및 면역 증

강 효과를 나타내는 것으로 알려져 있다[19,21]. 그러나 Lee

등의 녹용의 원산지에 따른 약효의 비교연구는 녹용이 직접적

인 조혈촉진 및 회복 효과의 차이가 없다고 하는 반면에, Kim

등의 조혈과 관련한 유전자인 IL3, GM-CSF 및 TPO 등의 유전

자 발현에서 녹용이 원산지별, 부위별로 약간의 차이가 있으

나 CD34의 발현과 형태적 변화 관찰에서는 원산지 별로 통계

학적으로 유의한 효과를 얻지 못했다는 보고로 볼 때 녹용의

원산지에 따른 효능의 규명이 원산지의 감별보다 더 시급한

과제가 아닐까 생각된다.

우리나라에서 사슴 생산물의 이용은 주로 한약제인 녹용에

편중되고 있다. 최근 경제성장과 함께 녹용의 소비량은 매년

꾸준한 증가세를 보이고 있으며 수입량 또한 지속적으로 증가
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Fig. 2. Multiple-alignment of mitochondrial D-loop region of antlers exported from Russia (R), China (C), North america (NA),

and New Zealand (N), respectively. Dash (-) and asterisks (*) indicate deleted sequences and perfect alignment among

sequences.

Fig. 3. Phylogenetic tree using nucleotide sequences of mi-

tochondrial D-loop region. R. C. NA, and N indicate

antlers exported from Russia, China, North America,

and New Zealand, respectively.

Fig. 4. PCR detection of deleted mitochondrial D-loop region

of antler exported from China (C). R. NA, and N indicate

antlers exported from Russia, North america, and New

Zealand, respectively. LaneM is 100 bp ladder as DNA

size marker.

하고 있다. 하지만 유통과정에서 저가의 녹용을 값비싼 러시

아산 녹용으로 둔갑시키거나 수입이 금지 된 북미산 녹용을

중국을 통해 반입하는 부정 유통 등이 사회적으로 문제시되고

있다.

지금까지의 녹용의 원산지 판별은 단지 형태적 특징이나

관능검사 수준에서 머물러 있어 정확한 녹용의 원산지 구분이

어렵고 판정에 대한 신뢰성이 현저히 떨어져 녹용의 감별 기

술이 시급히 필요한 시점이다. 현재 사용되는 한약재 중에서

산삼, 웅담, 녹용 등의 고가 한약재에 대한 진위 검사법은 주로

외관 관찰에 의한 형태적 방법과 향미, 색상 등의 관능검사에

의해서 주로 의존하고 있으며[21] 그 밖에 화학적 조성을 조사

하는 이화학적 방법 등이 고려되고 있지만 판별기준에 대한
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Fig. 5. Multiple alignment to confirm deleted D-loop region of antler exported from China. B01~3, EO1~3 and S01~3 indicate antlers

exported from China, New Zealand, and Russia. The asterisk and dash (-) indicate 100% conservative nucleotides and dele-

tion/addition sites, respectively.

절대적인 객관성이 부족하다. 따라서 최근 분자생물학적 기술

을 이용한 생물의 종 판별 보고 사례를 통해서 녹용의 원산지

판별에도 이들 기술의 활발한 적용 사례가 보고되고 있다

[20,24,25,27-29].

국내에서 소비되는 국산 녹용은 매화록과 마록으로 크게

구별되어 각각 사슴과(Cervidae)에 속하는 일본사슴(Cervus

nippon terminck), 붉은사슴(Cervus elephus L.) 그리고 북미산

wapiti라고 알려진 북미사슴(Cervus canadensis)의 어린 뿔을

잘라 건조시킨 것을 사용하고 있다. 이외에도 녹용은 생산되

는 원산지에 따라서 러시아로부터 주로 수입되는 원용, 중국

동북부 지방에서 생산되는 동마록, 신장 지방의 서마록, 그리

고 일반적으로 적록 또는 뉴자로 일컫는 뉴질랜드산과 비교적

체구와 뿔이 큰 것으로 알려진 북미산 사슴인 대록 등의 품목

이 유통되고 있다.

한편, 한약재의 유통구조 개선 및 가공 산업 육성방안연구

와 보건복지부 주도의 한약재 품질표준화가 추진되면서 한약

재의 사용 및 한약의 객관성 확립을 위한 연구가 활발해지고

있다. 최근 서양에서도 동양의학에 대한 관심이 고조되면서

동양의학의 원리, 치료법 및 한약의 약리효과에 관한 많은 논

문들이 보고되고 있으며 그 중에서도 최근 Chan은 한약의 과

학화를 이루기 위한 방안으로 한약재의 품질표준화, 한약재의

독성평가와 함께 한약재의 진품판별(authentication)을 중요

한 과제로 제시하고 있다[7]. 이러한 측면에서 한약재 중에서

대부분을 수입에 의존하는 녹용의 원산지 판별은 다른 어떤

한약재보다 시급하지만 이에 대한 대책은 전무한 상태이다.

대부분의 진핵 세포는 핵 안에 존재하는 핵 DNA (nuclear

DNA)와 세포질안에 존재하는 미토콘드리아 및 엽록체 DNA

로 구성되어 있는데 이들 유전물질은 개체간에서는 차이가

있으나 동일 개체 내에서는 부위에 상관없이 일정하다. 개체

간 DNA의 변이를 확인하기 위해서 염기서열의 변이를 기초

로 한 RAPD-PCR (random amplified polymorphic DNA),

PCR-RFLP (restriction fragment length polymorphisms)과

같은 PCR을 이용한 분자생물학적 방법이 주로 사용되고 있다

[16,17,22,27]. 실제로 한우와 젖소의 MC1R (melanocortin 1

receptor) 유전자의 염기서열 중에서 한 개의 염기에서의 결실

돌연변이에 기초한 한우고기 유전자 판별법은 실제로 유통현

장에서 적용되고 있다[12,26].

본 연구에서는 세포질 유전물질인 미토콘드리아 DNA를

대상으로 녹용의 원산지 동정을 수행하였다. 미토콘드리아

DNA를 대상으로 한 것은 미토콘드리아 DNA의 염기치환율

이 핵 DNA보다 약 5~10배 이상 빨라 종간 및 종내 염기치환

에 의한 많은 돌연변이를 보유하고 있어[3,5,6] 이들의 염기서

열 정보는 동물의 기원, 진화과정, 집단의 유전적 구조 및 종간

의 유전적 유연관계 및 계통분화 연구 등에 유용한 정보를

제공해 주기 때문이다[11,14,23]. 특히 미토콘드리아 DNA에

존재하는 13개의 단백질 암호화 유전자, 22개의 tRNA 유전자,

2개의 rRNA 유전자 및 DNA 복제개시 부위인 D-loop

(displacement loop) 중에서 D-loop 영역은 미토콘드리아

DNA에서 유래하는 여러 유전자들보다 약 5배의 높은 염기치

환 율을 갖는 것으로 추정되고 있어 이 영역을 이용한 생물

종의 감별과 유연관계 연구가 활발히 진행되고 있다[2,3]. 따라

서 본 연구에서도 녹용 사슴의 미토콘드리아 DNA의 D-loop

영역을 대상으로 한 원산지 감별의 가능성을 타진해 보았으

며, 결과적으로 미토콘드리아 DNA의 D-loop 영역의 염기서

열 분석으로 중국산 녹용의 분자적 동정에 유용한 분자마커를

확인하였다. 이러한 중국산 녹용의 미토콘드리아 D-loop영역

내 결실은 본 연구에 사용된 10종의 중국산 녹용 모두에서

확인되었으며 추가로 확보한 3종의 중국산 녹용 시료에서도

결실 부분을 특이적으로 증폭할 수 있는 PCR 검출과 이 PCR

산물의 클로닝을 통한 염기서열 분석을 통해서 최종적으로

확인할 수 있었다.

본 연구를 통해서 중국산 녹용에서만 발견되는 결실 부위를

확인하기 위한 PCR 법은 수입 녹용 중에서 약 22%를 차지하

는 중국산 녹용의 감별과 중국산 녹용이 러시아산 녹용으로

둔갑 판매되는 것을 방지하는 데 대단히 유용하게 사용할 수

있을 것으로 사료된다(2006년 한국의약품수출입협회). 하지

만, 미토콘드리아 DNA에서 가장 염기치환 율이 높다고 알려

진 D-loop 영역의 염기서열 분석으로는 러시아산, 뉴질랜드산

그리고 북미 산 녹용을 특정하는 원산지 특이적인 염기서열과

RFLP 부위 등을 확인 할 수 없었다. 이러한 결과는 지리적으로

떨어져 있는 녹용 사슴 간에 상당히 높은 근연 관계가 있음을

보여주는 결과가 아닌가 생각된다. 따라서 앞으로 러시아산,
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북미산 및 뉴질랜드산 녹용의 원산지 감별은 D-loop 영역 이

외에 ATPase 6, ATPase 8, NADH 4, NADH 6 및 Cyt b 등과

같은 미토콘드리아 유래의 다양한 유전자를 대상으로 한 보다

심도 깊은 연구 및 다양한 원산지로부터 다수의 녹용 시료를

대상으로 한 연구가 함께 진행된다면 보다 정확한 녹용의 원

산지 감별이 가능하지 않을까 생각된다.
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초록：미토콘드리아 displacement loop 영역의 염기서열을 이용한 녹용의 원산지 동정

유현숙
1
․이기남

1
․이진성

2
*

(
1
원광대학교 한의학 전문대학원,

2
성균관대학교 유전공학과)

우리나라는 세계 녹용 생산량의 80% 이상을 소비한다. 하지만, 중국산, 뉴질랜드산 녹용과 수입이 금지된 북미

산 녹용이 원용이라고 불리는 고가의 러시아산 녹용으로 둔갑 판매, 유통되는 문제가 다수 보고되고 있다. 따라서

본 연구에서는 녹용의 원산지 동정 기술을 개발하고자 러시아, 중국, 뉴질랜드 및 북미산 녹용으로부터 미토콘드

리아 D-loop 영역에 대한 원산지 특이적인 분자 마커를 탐색할 목적으로 수행되었다. 결과적으로 중국산 녹용으

로부터 약 60~70 bp의 결실 부위를 확인하고 이들 부위를 특이적으로 확인할 수 있는 PCR법을 통해서 중국산

녹용의 정확한 감별 가능성을 확인하였다. 따라서 본 연구는 미토콘드리아 DNA 유래의 유전자들에 대한 염기서

열 분석과 이를 이용한 PCR 동정법이 녹용의 원산지 감별에 적용될 수 있음을 보여주는 사례라 생각된다.


