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우리나라 미승인 유전자변형 장미의 duplex PCR검출법
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Abstract. A duplex PCR method was developed to detect a transformation vector pSPB130 used in the 
development of a genetically modified (GM) rose plant. To detect a GM rose plant, the anthocyanin synthase 
(ANS) was used as an endogenous reference gene of rose in PCR detection. The primer pair RHANS-KF/KR 
producing 107 bp amplicon was used to amplify the ANS gene and no amplified product was observed in 
any of the 9 different plants used as a template. The primer pair GMRH-KF/KR was designed to amplify 
the junction sequence between 35S promoter and flavonoid 3’,5’-hydroxylase (F3’5’H) gene in pSPB130. 
The detection limit of the duplex PCR method is approximately 0.5%. This result indicates that this duplex 
PCR method could be useful for monitoring unauthorized GM rose in Korea.
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서   언

2010년 3월까지 AGBIOS GM database(http://www.agbios. 
com)에 따르면 전 세계적으로 22종의 유전자변형 작물에서 

144개의 이벤트가 개발된 것으로 보고되고 있으며, 이들을 

승인한 국가들도 25개국에 이른다(James, 2010). 우리나라의 

경우 한국바이오안전성정보센터(http://www.biosafety.or.kr)
에서 보고한 우리나라 유전자변형 작물 위해성 심사 승인 

현황을 살펴 보면 2010년 3월 기준으로 콩, 옥수수, 면화, 
카놀라, 감자, 사탕무, 알팔파에 대해서 사료용 54건, 식품용 

66건이 승인된 것으로 나타났다. 
우리나라에서는 식품의약품안전청에서 인체안전성 심사

를 진행하고 있으며, 농촌진흥청에서 환경위해성 심사기준을 

마련하여 여러 유전자변형 작물을 식품 또는 사료의 용도로 

수입을 승인하고 있다(Korea Food & Drug Administration, 
2007; Kim 등, 2010). 최근에는 농촌진흥청을 통해 화훼작

물로는 처음으로 유전자변형 카네이션 4종에 대해서 심사를 

진행하였으나, 제출자료 미비로 심사가 취소된 바 있다. 따

라서 현재 우리나라에서 승인된 유전자변형 화훼작물은 없

으며 앞으로 보다 다양한 유전자변형 화훼작물에 대한 심사

가 진행될 것으로 생각되며 이에 따른 화훼작물류의 혼입에 

대한 관리제도가 필요한 실정이다. 
화훼시장에서 가장 많은 판매량을 기록하고 있는 품목은 절

화류로서 꽃을 잘라 판매를 목적으로 재배하는 장미, 국화, 백
합, 카네이션 등이 있다. 특히, 장미(Rosa hybrida)의 경우 2010
년 1월에 보고된 농림수산식품부(http://www.mifaff.go.kr)의 

2009년 농림수산식품통계연보의 2008년 기준으로 우리나

라 절화류 전체 재배면적인 2267.5ha의 약 1/4인 578.8ha, 
전체 생산액 약 3,548억의 36.6%인 1,300억 정도를 차지하

고 있는 가장 중요한 화훼작물이다(Ministry Agr. & For., 
2009; Yu 등, 2006).

우리나라에서는 현재까지 유전자변형 화훼작물로써 수입

이 승인된 품종이 없으나 꾸준하게 화훼류가 수입되고 있는 

실정이므로 이에 대한 검역 강화가 필요할 것으로 생각된다. 
대표적인 유전자변형 화훼작물로는 오스트레일라아의 플로리

진(Florigene)사에서 개발한 유전자변형 카네이션(Moondust, 
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Table 1. Oligonucleotides used in this study

Primer name Sequence(5’-3’) Target Amplicon size (bp)
RHANS-KF GCGAGTACGCCAAGGAACTG ANSz 107
RHANS-KR GAGTCCACCGACCTCCTTCT 

GMRH-KF CCACTATCCTTCGCAAGACC P-35S/F3’5’H 310
GMRH-KR GCATGATCGGACCATACTTC 
zantocyanin synthase

Moonshadow, Moonlite, Moonvista, Moonaqua 등)과 일본

의 산토리(Suntory)사에서 개발한 유전자변형 장미가 있다

(Tanaka, 2006; Katsumoto, 2007). 우리나라에서는 김 등

(2010)에 의해 유전자변형 카네이션에 대한 검사법 개발이 

보고된 바 있으나 아직까지 유전자변형 장미에 대한 검사법

이 마련되어 있지 않아 미승인 유전자변형작물의 관리차원

에서 이에 대한 연구가 시급하다.
일본 산토리사에서 최초로 개발된 유전자변형 장미는 플

라보노이드 생합성 경로를 변화시킨 것으로써 팬지(Viola × 
wittrockiana)꽃으로부터 델피니딘(delphinidin)이라는 안토

시아닌(anthocyanin) 계열의 색소합성에 관여하는 flavonoid 
3’,5’-hydroxylase(F3’5’H) 유전자를 장미에 삽입하여 전통

적인 육종법으로 만들 수 없었던 파란 화색을 갖도록 한 것이

다(Katsumoto, 2007). 그러나 델피니딘의 생성으로 완전한 

파란 화색을 갖는 장미가 만들어 진 것이 아니라 보라색에 

가까운 장미가 개발되고 있다. 이것은 세포의 pH, 다른 색소

의 존재 등 여러 가지 환경 요인에 따라 순수한 파란색을 만

들지 못하고 보라색, 자주색 등의 화색을 나타나는 것이다. 
본 연구에서는 이러한 유전자변형 장미를 간단하게 검출

할 수 있는 duplex PCR 분석법을 개발하였다. 현재 산토리

사에서 유전자변형 장미 개발에 사용하고 있는 형질전환 벡

터(pSPB130)에 삽입된 유전정보를 기초로 하여 제작한 한 

쌍의 primer와 장미 내재유전자인 anthocyanin synthase (ANS) 
유전자에 특이적인 한 쌍의 primer를 개발하였다. 이러한 두 

쌍의 primer를 이용하여 한 번의 PCR로 간편하고 신속하게 

유전자변형 장미를 확인할 수 있도록 하였다. 본 연구에서 

개발한 유전자변형 장미 검사법은 수입 절화 장미에 대한 

검역, 우리나라에 유통중인 장미 종자에 대한 유전자변형 

장미 모니터링 등에 활용될 수 있을 것으로 기대된다. 

재료 및 방법

공시재료

유전자변형 장미는 일본 산토리사에서 개발한 것을 사용하

였고, 유전자변형이 되지 않은 일반 장미(Rosa hybrida), 카네

이션(Dianthus caryophyllus L.), 해바라기(Helianthus annuus), 
국화(Chrysanthemum morifolium), 백합(Lilium longiflorum), 
카라(Zantedeschia aethiopica), 담배(Nicotiana tabacum), 호
박(Cucurbita pepo), 및 치코리(Cichorium intybus)는 우리

나라 화훼시장 또는 식품유통매장에서 구입하여 실험 재료

로 사용하였다. 유전자변형 카네이션 1종은 국립식물검역원

으로부터 분양 받았고, 유전자변형 콩 2종(RRS, A2704-12)
과 유전자변형 옥수수 8종(MON810, MON863, NK603, GA21, 
Bt11, T25, TC1507, DAS59122-7)은 미국유지화학회(AOCS, 
USA)와 Simga-Aldrich(USA)사로부터 구입하여 본 연구에 

이용하였다.

DNA 추출

유전자변형 장미를 포함한 실험에 사용된 모든 식물체는 모

두 1g씩 시료를 준비하여 막자 사발에 넣고 액체질소를 가하

여 분말 형태로 만들어 DNeasy Plant Maxi kit(Qiagen, USA)
를 이용하여 genomic DNA를 추출하였다. 추출된 genomic 
DNA는 UV-visible spectrophotometer(Shimadzu, Japan)를 

이용하여 260nm와 280nm에서 정량하여 260/280nm 비율

이 1.8 이상인 DNA 만을 사용하였다.

Primer 제작

장미의 내재유전자인 Rosa hybrida anthocyanin synthase 
(ANS, GenBank no. AB239791) 유전자의 염기서열을 기초

로 하여 특이적인 한 쌍의 primer를 제작하여 107bp의 PCR 
산물을 얻을 수 있도록 하였다. 또한 산토리사에서 유전자

변형 장미 개발을 위해 제작한 pSPB130 형질전환용 벡터에 

삽입된 유전정보를 기초로 하여 특이적인 한 쌍의 primer를 

제작하였다(Table 1). 모든 primer는 Primer Designer Program, 
version 3.0(Scientific and Educational Software)을 이용하

여 제작되었다.

PCR 조건

PCR 반응 용액은 한 시료당 25μL로 만들어 사용하였다. 
반응 조성은 2.5μL의 10 × PCR buffer(Applied Biosystems, 
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Fig. 1. Specificity analysis of the primer pair RHANS-KF/KR 
for rose endogenous gene. Lane M: marker (100 bp DNA 
Ladder); lanes 1-9: rose, carnation, chrysanthemum, lily, 
kara, sunflower, chicory, tobacco, and squash; lane 10: no 
template.

Fig. 2. Specificity analysis of the primer pair GMRH-KF/KR. 
Lane M: marker (100 bp DNA Ladder); lane 1: GM rose; lane 
2: GM carnation; lanes 3-4: GM soybean RRS and A2704-12; 
lanes 5-12: GM maize MON810, MON863, NK603, GA21, 
Bt11, T25, TC1507, and DAS59122-7); lane 13: no template. 

Fig. 3. (A) Schematic diagram of the genetic elements of transformation vector pSPB130 in GM rose plant, (B) The target sequences 
between P-35S and F3’5’H amplified with GMRH-KF/KR primers. Arrows indicate PCR primers and the italic letters indicate 
the F3’5’H gene, ATG is the start codon.

USA), 2μL의 dNTPs(2.5 mM each, Applied Biosystems), 
1.5μL의 1.5mM MgCl2(Applied Biosystems), 50ng의 template 
DNA가 포함되도록 하였고, 반응은 thermocycler PC808 
(ASTEC, Japan)을 이용하여 수행하였다. PCR 반응 조건은 

첫 cycle에서 94℃에서 5분간 수행하였고, 다음 cycle로 94℃ 
30초, 59℃ 30초, 72℃ 30초를 40회 반복 수행한 후 마지막 

단계에서 72℃ 8분간 수행한 후, 4℃에서 PCR 산물을 보관하

였다. PCR 산물은 2% agarose gel 전기영동과 Agilent 2100 
bioanalyzer와 DNA 1000 LabChip kit(Agilent Technologies, 
USA)를 이용하여 분석되었다. 

PCR 산물의 염기서열 분석

각 식물들에서 추출된 genomic DNA를 template로 각각

의 primer 쌍을 이용하여 PCR 반응을 수행한 후, 증폭된 

PCR 산물은 T-easy vector(Promega, USA)에 cloning 한 후 

Automated DNA Sequencer ABI 3700(Applied Biosystems)
을 이용하여 양방향 두 번 반복하여 염기서열을 분석하여 

결과물로 이용하였다.

결과 및 고찰

Primer 쌍의 제작 및 특이성 확인

장미를 포함하여 카네이션, 국화, 백합, 카라, 해바라기, 
치코리, 담배, 호박까지 9종의 다른 식물체로부터 분리된 

genomic DNA를 template로 하여 장미의 내재 유전자(ANS)의 

염기서열을 기초로 제작한 한 쌍의 primer(RHANS-KF/KR)를 

이용하여 PCR를 수행한 결과 장미에서만 특이적인 PCR 산
물을 얻었다(Fig. 1). 

산토리사에서 개발한 유전자변형 장미는 플라보노이드 생

합성 경로를 개변한 것으로 이러한 목적을 위해 삽입된 35S 
promoter와 Viola × wittrockiana flavonoid 3’, 5’-hydroxylase 
(F3’5’H) 유전자 사이를 증폭시킬 수 있는 한 쌍의 primer 
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Fig. 4. Duplex PCR results of GM and non-GM rose plants. 
Lane M: marker (100 bp DNA Ladder); lane 1; GM rose; lane 
2: non-GM rose; lane 3: no template.

Fig. 5. Sensitivity analysis of the duplex PCR. Lane M: marker (100 bp DNA Ladder); lanes 1-6: 10, 5, 3, 1, 0.5, and 0.1% of 
GM rose containing pSPB130; lane 7: non-GM rose; (A)-(F): Peaks produced by the two PCR products when analyzed with 
the Agilent 2100 bioanalyzer and DNA 1000 LabChip kit. The reference materials containing 10, 5, 3, 1, 0.5, and 0.1% of the 
GM rose were prepared by mixing GM DNA from GM rose with non-GM DNA from the control rose in order to determine the 
LOD value of the duplex PCR. FU: fluorescence, a and b: alignment marker. 

(GMRH-KF/KR)를 제작하였다. Fig. 2에서 보는 바와 같이 

GMRH-KF/KR primer 쌍을 이용하여 12종의 유전자변형 

작물(장미 1종, 카네이션 1종, 콩 2종, 옥수수 8종)에 대하여 

PCR을 실시한 결과 유전자변형 장미에서만 310bp의 PCR 
산물을 얻었다. 이러한 PCR 산물의 염기서열 분석을 통해

서 35S promoter와 F3’5’H 유전자 사이가 정확히 증폭된 

것을 확인하였다(Fig. 3).
따라서 본 연구에서 제작한 장미 내재 유전자 확인을 위

한 primer쌍(RHANS-KF/KR)과 유전자변형 장미에 특이적

인 primer쌍(GMRH-KF/KR)이 유전자변형 장미 분석을 위

해 적용될 수 있음을 확인하였다.

유전자변형 장미에 대한 duplex PCR 분석

본 연구에서는 형질전환 벡터 pSPB130을 포함하는 유전
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자변형 장미에 특이적인 primer 쌍과 장미의 내재유전자를 

확인 할 수 있는 primer쌍을 동시에 이용하여 한 번의 PCR 
반응으로 유전자변형 장미를 확인 할 수 있는 duplex PCR 
분석법을 개발하였다. Duplex PCR 결과 Fig. 4와 같이 유전

자변형 장미에서는 내재유전자와 외래유전자가 모두 증폭

되었으며, 일반 장미에서는 내재유전자만이 확인되었다. 
현재까지 많은 나라에서 여러 연구자들이 PCR 기법을 이

용하여 콩을 비롯한 옥수수, 카놀라, 면화, 호박 등 다양한 

유전자변형 작물에 대해 검사법을 보고하였다(Kim 등, 2008, 
2009; Li 등, 2009; Oguchi 등, 2009). 지금까지 보고된 PCR 
검사법은 각국의 실정에 따라 유전자변형작물의 표시제 기

준에 맞춰 비의도적 혼입허용치(유럽연합 0.9%, 일본 5%, 
한국 3%)를 확인할 수 있는 범위까지 검출이 가능하도록 개

발되었다(European Commission, 2003; Matsuoka, 2001; 
Ministry of Agr. & For., 2000). 본 연구에서 개발한 유전자

변형 장미의 duplex PCR 검사법의 검정한계치를 확인하기 

위하여 10, 5, 3, 1, 0.5, 0.1% 유전자변형 장미 표준시료를 

준비하여 각각 50ng의 농도로 PCR을 실시한 결과 Fig. 5와 

같이 검정한계치가 0.5%인 것으로 확인되었다. 이러한 검정

한계치는 정확성을 위해 agarose gel 전기영동과 Agilent 2100 
bioanalyzer와 DNA 1000 LabChip kit(USA)을 함께 사용하

여 분석되었다.
본 연구에서 개발한 유전자변형 장미의 검사법은 현재 일

본에서 개발한 형질전환 벡터 pSPB130을 포함하는 유전자

변형 장미 분석에만 적용이 가능하다. 따라서 앞으로 추가적

인 유전자변형 장미가 개발될 가능성이 있으며, 이들 유전자

에 따라 지속적인 연구 및 검사법 개발이 필요할 것이다.
일본에서 유전자변형 장미가 개발되어 승인됨에 따라 우

리나라를 포함한 이러한 장미를 수입할 가능성이 있는 대부

분의 나라는 이것을 분석할 수 있는 검사법 및 체계적인 관

리방안이 마련되어야 할 것으로 생각한다. 더 나아가 우리

나라에서는 식용 또는 사료용으로 사용되는 콩, 옥수수, 카
놀라, 면화 등에 대한 검사법이 개발되었을 뿐 장미를 포함

한 카네이션, 호박, 토마토 등의 우리나라에서 승인되지 않

은 미승인 유전자변형 작물에 대한 검사법 개발이 필요할 

것으로 생각된다. 

초   록

유전자변형 장미 개발에 이용된 형질전환 벡터 pSPB130
을 검출할 있는 duplex PCR이 개발되었다. 유전자변형 장

미를 검출하기 위해 anthocyanin synthase(ANS)가 장미 내

재유전자로 PCR 검사법에 이용하였다. 107bp의 PCR 산물

을 얻을 수 있는 RHANS-KF/KR primer가 ANS 유전자를 

증폭시키는데 이용되었고, 이것을 이용하여 9개의 다른 식물

에 대해서 PCR한 결과 장미에서만 특이적인 증폭산물이 확

인되었다. GMRH-KF/KR primer가 형질전환 벡터 pSPB130
에 삽입된 35S promoter와 flavonoid 3’,5’-hydroxylase(F3’5’H)
사이의 염기서열을 확인할 수 있도록 제작되었다. 본 연구

에서 개발된 duplex PCR의 검정한계치는 약 0.5%이며, 이
러한 duplex PCR이 우리나라 미승인 유전자변형 장미를 모

니터링 하는데 유용하게 사용될 수 있을 것이다.

추가 주요어 : flavonoid 3’,5’-hydroxylase, pSPB130, 프라

이머, 형질전환 벡터 
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