
서 론

중형저서동물은 1 mm의 체를 통과하고 38 μm의 체에

남는 크기를 갖는 저서동물을 말한다. 중형저서동물에

대한 연구는 아직도 많은 어려움이 있으며, 이는 중형저

서동물의 크기가 작고 이것들을 저질로부터 추출하기가

어려운데 기인 한다 (Higgins and Thiel 1988). 실제 중형

저서동물을 대상으로 연구를 진행하기 위해서는 채집된

퇴적물에서 생물만을 분리하는 과정이 필수적이다 (Bur-

gess 2001).

중형저서동물의 경우 시료로부터 추출된 생물을 동정

하고 분류하는데 일차적으로 형태학적인 특징이 매우

중요하게 작용하나, 추출과정에서 손상된 시료나, 그 크

기가 작은 시료, 또한 형태분류의 비전문가의 경우에는

유전학적 정보를 이용하는 것이 매우 유용하며, 다양한

유전자를 대상으로 연구가 진행되고 있다 (Floyd et al.

2002; Herbert et al. 2003; De Ley et al. 2005). 그 중에서도

미토콘드리아 DNA (mtDNA)를 이용한 연구가 상대적으

로 활발하다고 할 수 있는데, 이는 미토콘드리아 DNA가

모계로만 유전되어 재조합이 거의 없다는 것 뿐 아니라,

형태적으로 구분이 어려운 종을 정확하게 분류할 수 있

다는 장점이 있기 때문이다 (Avise 1986). 이러한 이유로

미토콘드리아 DNA를 이용하여 생물의 유전학적 정보

를 구축하고 이를 활용하여 생물의 분류계통학적 연구

를 진행하고자 DNA barcoding 작업이 활발히 진행되고
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있다 (Blaxter et al. 2005; Ratnasingham and Herbert 2007;

Bradford et al. 2010). 

유전학적 지표를 이용하여 특정 종을 분류하고 연구

하는 방법은 박테리아와 같은 형태적으로 단순한 생물

로부터 시작되었으며 (Pace 1997; Allander et al. 2001;

Hamels et al. 2001), 이후 이러한 연구는 범위가 확장되

어 현재는 분류학적으로 보다 상위단계에 있는 생물까

지 폭넓게 적용되고 있다 (Bucklin et al. 1999; Trewick

2000; Eyun et al. 2007; Bradford et al. 2010). 또한 유전정

보는 생물의 분자적지표 (Barcode)로서 근연종과의 형태

적 구분이 명확하지 않은 종을 대상으로 분류계통학적

연구를 진행하고 (Floyd et al. 2002; Hebert et al. 2003;

Guidetti et al. 2005; Bhadury et al. 2006), 특정 종의 분포

에 관한 생물지리학적 연구를 위해서도 활용이 가능하

다 (Garrick et al. 2004).

저서생물은 현장에서 생물을 채집하고 이들을 분석하

기 위해 고정액을 사용하며 이때 사용하는 고정액은 중

성 포르말린이 일반적이다 (Boufahja et al. 2011; Brinke

et al. 2011; Liu et al. 2011). 그러나 포르말린으로 생물을

고정할 경우 생물 조직의 DNA가 시간이 지남에 따라

분해 (degradation)된다고 알려져 있기 때문에 (Hamazaki

et al. 1993; Miething et al. 2006), 포르말린으로 고정된

생물조직에서 DNA를 추출하고, 이를 이용하여 계통학적

연구를 하는 것은 적합하지 않은 방법이라 할 수 있다.

이러한 문제점을 해결하기 위해서 시료 고정 및 DNA추

출에 있어 다양한 방법이 제안되어 활용되고 있는데,

Fukatsu (1999)는 고정액으로 아세톤을 사용하여 생물을

고정한 뒤 DNA를 추출하는 방법을 제안하기도 하였다.

이 밖에도 일단 고정액에 의해 보존된 시료에 열을 가

한 뒤에 DNA를 추출하는 방법이 개발되어 적용되었고

(Truett 2000; Shi et al. 2002; Alasaad et al. 2008), 특정 시

약을 이용하여 고정된 생물의 조직을 녹여 DNA를 추출

하는 방법 (Walsh et al. 1991; Höss and Pääbo 1993; Schan-

der and Halanych 2003)과 고정용액과 특정 완충용액을

혼합한 뒤 이를 이용해 시료를 고정하는 방법 등이 개

발되었다 (Teske et al. 2008).

이번 연구에 사용된 Ludox와 Rose Bengal은 중형저서

동물의 생태학적 연구에서 많이 사용된 물질이다. Ludox

추출법은 1977년에 De Jonge와 Bouwman에 의해 개발

된 방법으로 작은 실리카 입자로 된 수용성 콜로이달

실리카인 Ludox를 일종의 완충용액으로 사용하고 비중

차이를 이용해 퇴적물에서 생물을 추출하는 방법이다.

이러한 방법은 지금까지 다양한 방법으로 개선되어 현

재 중형저서동물의 연구를 위해 기본적으로 사용되고

있다 (Burgess 2001). Rose Bengal은 염색시약의 일종으

로 화학 및 생물학 연구에 다양하게 사용되는 물질이다.

Ludox를 이용하여 퇴적물을 분리한 이후 Rose Bengal로

염색하면 생물과 무생물을 구분할 수 있기 때문에, 중형

저서동물 시료의 정량분석을 보다 손쉽게 할 수 있다는

장점이 있다 (Mason and Yevich 1967).

현재 중형저서동물을 대상으로 한 DNA 추출 및 계통

학적 연구가 일부 연구자에 의해 진행되었기는 하지만

이는 소수의 특정 분류군에 집중한 연구가 대부분이고,

그 밖에도 실제 연구에 사용되었던 실험방법에 관한 적

합성 여부는 제시되지 않았다 (Thomas et al. 1997; Floyd

et al. 2002; De Ley et al. 2005; Bhadury et al. 2006; Sands

et al. 2008). 이에 이번 연구에서는 중형저서동물의 생태

학적 연구에서 시료의 고정을 위해 일반적으로 사용되

어 온 99% 에탄올 또는 4% 포르말린에 시료를 고정한

뒤, 중형저서동물의 추출을 위한 전처리 과정에서 사용

하는 Ludox와 Rose Bengal을 처리하고 미토콘드리아 유

전자의 하나인 cytochrome c oxidase subunit I (COI)를 추

출하여 고정방법에 따른 DNA 추출 효율을 정량적으로

비교하고자 한다. 또한 상기 실험을 통해 Ludox와 Rose

Bengal의 사용에 따른 DNA 추출율을 비교하고 이렇게

얻어진 결과를 통해 중형저서동물을 대상으로 한 실제

연구에 적용 가능한 방법을 제안하는 데 목적이 있다.

재료 및 방법

1. 시료채집 및 동정

저서성 요각류 중 우리나라 연안에서 우점하여 분포하

는 Tigriopus japonicus s.l.을 실험생물로 선정하고 2010

년 1월 15일 전라남도 여수시 만성리 해수욕장 부근의

조수 웅덩이 (북위 34�46′51′′, 동경 127�44′51′′)에서 소

형 핸드넷 (망목 63 μm)을 이용하여 시료를 채집하였다.

현장에서 해수와 함께 채집한 시료는 살아있는 상태로

연구실로 옮긴 뒤 해부현미경 (Olympus SZX12) 및 광학

현미경 (Olympus BX51)을 통해 실험생물의 추출 및 동

정을 진행하였다. 

2. 시료의 고정 및 전처리

GF/F 필터 (47 mm φ)를 이용하여 해수를 완전히 거른

뒤 99% 에탄올 또는 4% 중성 포르말린으로 구분하여

고정하였으며 50일이 지난 뒤, 설계된 실험조건에 따라

다음과 같이 시료의 전처리 과정을 거쳤다. 

1) 에탄올 고정 실험군

실험군과의 결과 비교를 위해 최초 시료를 99% 에탄
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올로 고정한 뒤 아무런 물질을 처리하지 않은 것은 대

조구로 설정하였으며, Ludox HS40의 영향을 알아보기

위해서 Burgess (2001)의 방법에 따라 Ludox HS40을 에

탄올에 고정된 시료와 20분간 반응시켰다. Rose Bengal

의 영향 여부는 시료와 Rose Bengal을 24시간 동안 반

응시켰으며 마지막으로 Ludox HS40과 Rose Bengal 모

두를 시료와 동일한 조건으로 반응시켰다.

2) 포르말린 고정 실험군

Ludox HS40의 영향을 확인하기 위해 4% 중성 포르말

린에 고정된 시료를 Ludox HS40과 20분간 반응시켰으

며, Rose Bengal의 영향 여부는 고정된 시료를 24시간

동안 Rose Bengal에 반응시켜 염색이 충분히 되도록 하

였다. 그리고 4% 중성 포르말린에 고정한 후 아무런 물

질을 처리하지 않은 개체는 대조구로 삼아 실험군의 결

과와 비교하고자 하였다.

3. DNA 추출 및 증폭

각 실험조건에 따라 준비된 시료는 멸균증류수로 고정

액을 세척한 뒤, 1.5 mL 튜브에 한 개체의 시료를 넣고

Micro homogenizer를 이용하여 시료를 분쇄하였다. 이후

PCR premix (AccuPowerTM PCR PREMIX, BIONEER

CO.)와 혼합하여 PCR을 진행하였다. PCR 조건은 94�C

에서 5분간 initial denaturation를 진행한 뒤, 94�C에서 1

분간 denaturation, 46�C에서 2분간 annealing, 72�C에서

3분간 extension을 40회 반복한 후 최종적으로 72�C에

서 10분간 final extension을 진행하였다. 이때, 사용된

primer는 기존 연구를 통해 갑각류의 mtCOI 유전자 증

폭에 효과적으로 알려진 LCO-1490 (5′-GGT CAA CAA

ATC ATA AAG ATA TTG G-3′)과 HCO-2198 (5′-TAA

ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA-3′) (Folmer et

al. 1994)을 사용하였으며 PCR과정을 거쳐 증폭된 산물

은 1% agarose gel에 전기영동하여 mtCOI 유전자의 추

출 및 증폭여부를 확인하였다. 이때, 모든 실험군은 정량

적 비교를 위해 30회 반복하여 실험군 간 결과를 비교

하였다.

4. 실험방법의 재검증

앞에서 진행한 다양한 실험 중 가장 효율이 높은 전

처리방법을 선택한 뒤 이를 현장에서 사용이 가능한지

의 여부를 다시 한 번 재검증하기 위하여 2010년 5월

14일 충청남도 태안군 천리포 해수욕장 (북위 36�48′10′′,
동경 128�08′56′′)에서 중형저서동물을 채집하고 해부현
미경 (Olympus SZX12)에서 대분류군 수준에서 분류한

뒤, 앞선 실험과 같은 조건으로 PCR을 진행하고 그 산

물을 전기영동하여 mtCOI 유전자의 증폭여부를 확인하

였다.

결과 및 고찰

실험 대상 생물인 Tigriopus japonicus s.l.를 99% 에탄

올로 고정한 경우, 시료 고정 이후에 어떤 시약도 처리

하지 않은 대조구에서는 30회의 반복실험 모두 DNA가

추출되었다. 또한 99% 에탄올로 고정한 뒤, Ludox HS40

에 20분간 반응시킨 경우에도 30회의 실험 모두 DNA

가 추출되었다. 그리고 99% 에탄올로 고정하고 이후

Rose Bengal으로 시료를 염색시키고 PCR을 진행하였을

때에는 30회 반복실험 중 총 29회의 실험에서 DNA가

추출되어 96.7±3.3%의 추출율을 보였으며, 마지막으로

Ludox HS40에 20분간 반응시킨 뒤, Rose Bengal에 24시

간 동안 염색시킨 이후에 PCR을 진행한 경우, 총 30회

의 반복실험 중 30회 모두 DNA가 추출되어 100%의

추출율을 나타냈다 (Fig. 1). 
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Fig. 1. The rates of amplified DNA at each experimental group after
99% Ethanol fixation.

100

80

60

40

20

0
Control Ludox HS40 Rose Bengal Ludox HS40++

Rose Bengal

R
at

e 
of

 a
m

pl
if

ie
d 

D
N

A
(%

)

Fig. 2. The rates of amplified DNA at each experimental group
after 4% Formalin fixation.
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그러나 시료를 4% 포르말린으로 고정한 경우에는 어

떤 시약도 처리하지 않은 대조구에서 총 30회의 실험 중

8회만 DNA가 추출되어 약 26.7±8.2%의 추출율을 나타

냈다. 그리고 4% 포르말린으로 고정하고 Ludox HS40에

20분간 반응시킨 후 시행한 총 30회의 실험 중 단 1회

의 실험에서만 DNA가 추출되어 3.0±3.0%의 추출율을

보였다. 4% 포르말린으로 고정된 시료를 Rose Bengal에

24시간 반응시킨 후의 DNA 증폭실험을 진행한 결과 총

30회 실험 중 2번의 실험에서만 DNA가 추출되어 6.6±

4.6%의 추출율을 보였으며, Ludox HS40에 20분간 반응

시킨 뒤, Rose Bengal에 24시간 반응시킨 후 실험을 한

결과 총 30회의 실험 중 단 1회만 DNA가 추출되어 3.0

±3.0%의 추출율을 확인할 수 있었다 (Fig. 2).

이러한 결과를 종합하면, 4% 포르말린을 사용한 실험

군에 비하여 99% 에탄올을 이용하여 시료를 고정한 실

험군에서 높은 DNA 추출율을 보이는 것을 알 수 있다.

또한 4% 포르말린으로 시료를 고정한 후, Ludox HS40

과 Rose Bengal을 처리한 실험군에서의 DNA 추출율은

포르말린만을 사용한 대조구에 비하여 낮은 효율로 DNA

가 증폭된 것에 비하여 99% 에탄올로 고정하였을 때에

는 Ludox HS40과 Rose Bengal을 사용한 실험군 모두

높은 DNA 추출율을 보였으며 대조구와 비교하였을 때

별다른 차이를 보이지 않아 시료의 DNA에 영향을 주

지 않는다는 것을 알 수 있다. 그러므로 시료에서 DNA

를 추출하고자 할 때에는 99% 에탄올이 4% 포르말린에

비하여 고정액으로 적합하며, 99% 에탄올로 시료를 고

정한 후에는 Ludox HS40과 Rose Bengal을 사용하여도

DNA 추출에 영향이 없는 것으로 나타나 추후 시료의

전처리 과정에서 충분한 활용이 가능하다.

이처럼 가장 효율이 높은 방법을 사용하여 실제 현장

에서 연구방법에 적용하고 그 결과를 재검증하기 위해

중형저서동물을 대상으로 한 연구에 활용하기 위하여

퇴적물 시료를 채집한 뒤, 99% 에탄올로 즉시 고정하였

다. 이후 Burgess (2001)의 방법에 따라 Ludox HS40을

이용하여 퇴적물에서 생물만을 분리해 낸 뒤, Rose Ben-

gal로 염색하여 해부현미경 (Olympus SZX12)을 이용하

여 분류하여 선충류(Nematoda)와 저서성 요각류(Harpac-

ticoida), 그리고 패충류 (Ostracoda)가 출현하였음을 확인

하였다 (Fig. 3). 그리고 이 분류군들을 대상으로 PCR을

진행하여 mtCOI 유전자를 추출한 결과, 모든 분류군에

서 mtCOI DNA가 추출된 것을 확인할 수 있었다(Fig. 4).

이번 연구를 통해 기존에 활용하고 있던 연구방법을

이용하여 중형저서동물을 대상으로 유전학적 정보를 확

인할 수 있고 이러한 유전정보는 기존의 분류체계를 대

신하는 것이 아닌 형태적 정보 및 생태적 정보와 함께

이용함으로써 보다 정확한 종 분류가 가능할 것 (Costa
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Fig. 3. Meiofaunal Organisms under Stereo Microscope. A: Nematoda; B: Harpacticoida; C: Ostracoda. Scale bar==300 μm.

A B C

Fig. 4. Photograph of PCR amplified band on 1% agarose gel elec-
trophoresis of Mitochondrial COI genes of Meiofauna. Lane
M: 100 bp DNA ladder; lane 1, 2: Nematoda; lane 3: Harpac-
ticoida; lane 4: Ostracoda.
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et al. 2007)이라 생각되기 때문에 향후 진행될 중형저서

동물의 분류학적 연구에 많은 도움을 줄 수 있을 것으

로 기대된다. 기존의 중형저서동물의 연구에서 채집된

시료는 보편적으로 포르말린에 고정되어 왔는데, 이렇게

고정된 시료에서는 DNA의 추출이 어렵고 99% 에탄올

에 고정된 시료에서의 추출효율이 현저하게 높았다는

결과가 제시되었다. 이는 향후 중형저서동물에서 DNA

정보의 비교를 통한 연구일 경우에는 반드시 99% 에탄

올에 고정하여야 함을 명확히 해주었다. 과거에 포르말

린으로 고정되어 보관되어 오던 시료들도 Ludox나 Rose

Bengal을 사용하지 않은 경우는 99% 에탄올 고정시료

에 비해서는 비록 효율이 떨어지나, 에탄올 고정시료가

없는 경우에는 차선책으로 시도가 가능함도 제시되었다.

본 연구에서 제시된 DNA 추출의 효율성 자료는 특히

대량의 저서생물시료에서 DNA를 추출하는 연구를 시

도할 때 크게 참고가 되리라고 생각된다. 

적 요

이번 연구에서는 중형저서동물의 생태학적 연구에 사

용하는 Ludox와 Rose Bengal을 처리하였을 때, 고정액

의 종류에 따른 DNA (mtCOI)의 추출 효율을 비교하고

자 하였다. 실험을 위해 저서성 요각류 Tigriopus japoni-

cus s.l.를 실험동물로 사용하였으며, 99% 에탄올과 4%

포르말린의 두 종류의 고정액을 사용한 뒤 이들을 각각

대조구로 삼았다. 그리고 (1) Ludox HS40, (2) Rose Bengal,

(3) Ludox HS40++Rose Bengal을 각각 시료와 반응시킨

뒤, mtCOI 유전자를 추출하였다. 이후 PCR을 진행하고

산물을 전기영동하여 유전자의 증폭여부를 확인하였다.

또한 모든 실험은 30회 반복하여 실험간의 결과를 비교

하였다. 그 결과, 에탄올의 경우에는 대조구를 포함한

(1), (2), (3)의 실험 모두에서 96% 이상의 효율을 보였지

만, 포르말린의 경우에는 대조구에서 27% 증폭되었으며,

(1)과 (3)에서 약 3%, (2)에서 약 7%만 증폭되어 두 고

정액에 따른 차이가 뚜렷하게 나타났다. 결과적으로 현

재의 연구를 통해서 99% 에탄올이 중형저서동물에서

DNA를 추출하는 데 적합한 고정액임을 확인하였다. 
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