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A highly efficient, rapid, and reliable multiplex polymerase chain reaction based method for distin-
guishing ten species of genus Cynoglossus (C. senegalensis, C. abbreviates, C. macrolepidotus, C. arel, C. 
semilaevis, C. interruptus, C. joyneri, C. lingua, C. robustus, and C. monodi) is described. The species-spe-
cific primer sets were designed base on the cytochrome oxidase subunit I gene (1,500 bp). The optimal 
PCR conditions and primers were selected for ten of Cynoglossus species to determine target base se-
quences using single PCR. Multiplex PCR using the ten pairs of primers either specifically amplified 
a DNA fragment of a unique size or failed, depending on each species DNA. The length of amplifica-
tion fragment of 208 bp for C. senegalensis, 322 bp for C. abbreviates, 493 bp for C. macrolepidotus, 754 
bp for C. arel, 874 bp for C. semilaevis, 952 bp for C. interruptus, 1,084 bp for C. joyneri, 1,198 bp for 
C. lingua, 1,307 bp for C. robustus, and 1,483 bp for C. monodi with the species-specific primers, vi-
sualized by agarose gel electrophoresis, allowed perfectly distinction of the Cynoglossus species. The 
multiplex PCR assay can be easily performed on multiple samples and attain final results in less than 
6 hours. This technique should be a useful addition to the molecular typing tools for the tentative 
identification of Cynoglossus species.
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서   론

현대 사회의 국민소득 증가와 생활수준 향상으로 소비자들

은 건강관리와 웰빙(well-being)에 대한 관심이 증가하였다. 

식생활에서도 웰빙은 기본 조건이 되었으며, 수산물은 단순히 

단백질 공급을 위한 식재료가 아닌 건강식품으로 인식이 전환 

되어 수산물에 대한 관심과 수요가 점차 증가하고 있다[5, 15]. 

뿐만 아니라, 소비자들의 기호가 다양해지고, 해외 식자재에 

대한 관심의 증가에 따라 수입수산물의 소비 또한 점차 증가

하고 있는 추세이다[6]. 이에 따라, 최근 동시다발적 FTA 협상

의 증가로 수산물의 수입량이 점차 증가하고 있으며, 비교적 

저렴한 가격에 다양한 수산물을 구입할 수 있게 되었다. 그러

나, 최근에는 이러한 수입 수산물의 정확하지 않은 국명과 학

명의 표기가 알려지며 식품안전성에 심각한문제가 야기되고 

있다[9]. 

소비자들의 수입수산물에 대한 신뢰도를 높이기 위하여 국

립수산과학원에서는 ‘수입어종 분류기술서’를 출간하여 형태

학적 및 분자생물학적 방법을 통해 84종의 수입 수산물을 정

확히 분류하였다. 그중 참서대과(Cynoglossidae) 어류의 경우 

수입명과 표준명이 전혀 일치하지 않은 것을 확인할 수 있었

다. 서대 혹은 홍서대라는 이름으로 수입되지만, 큰비늘개서

대(Cynoglossus arel), 긴개서대(C. lingua), 큰입개서대(C. mac-

rolepidotus), 기니개서대(C. monodi), 세네갈개서대(C. senegal-

ensis)로 분류 되었다. 참서대과 어류는 다른 생선들보다 수분

함량이 높고, 고단백 저지방식품으로 맛이 뛰어나며, 일부 지

역에서 지리적 상품으로 개발하는 등 상업적으로 가치가 높은 

어종으로 평가 되고 있다. 하지만, 국내 참서대과 어류의 어획

량은 최근 무분별한 남획과 불법 조업으로 인한 자원량 감소, 

산란장 파괴등의 원인으로 점차 줄어들고 있는 실정으로 대부

분의 국내 유통되는 참서대과 어류는 수입에 의존하고 있는 

실정이다[7]. 참서대과 어류는 형태학적으로 매우 유사하여 육

안으로 종을 구분하는 것은 매우 어렵기 때문에 정확한 분류

가 이루어지지 않은 수입 참서대과 어류의 국내 유통은 소비

자의 권리와 유통 질서를 어지럽히는 결과를 초래할 수 있다. 

최근 식품의약품안전처에서는 불량식품 근절을 위하여 중

합효소 연쇄반응(Polymerase chain reaction: PCR) 분석 기술

을 이용해 주재료를 검출 하는 방법을 개발하여 ‘식품중 사용

원료 진위 판별 지침서’를 발간하였다. PCR 분석법은 민감도

와 특이도가 우수하며, 짧은 시간에 많은 시료를 분석할 수 

있기 때문에 DNA 서열 분석을 통한 종판별에 비해 간편하여 

최근 널리 활용이 되고 있는 방법이다[4]. ‘식품중 사용원료 
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Table 1. Information of genus Cynoglossus species used in this 

study

Scientific name Sample site From

Cynoglossus monodi

Cynoglossus robustus

Cynoglossus lingua

Cynoglossus joyneri

Cynoglossus interruptus

Cynoglossus semilaevis

Cynoglossus arel

Cynoglossus macrolepidotus

Cynoglossus abbreviatus

Cynoglossus senegalensis

Mozambique

Korea

Bangladesh

Korea

Korea

Korea

Bangladesh

Bangladesh

Korea

Spain

NIFS

PKNU

NIFS

PKNU

PKNU

PKNU

NIFS

NIFS

PKNU

NIFS

NIFS, National Institute of Fisheries Science, busan, korea

PKNU, Pukyong National Nuniversity, busan, korea

진위 판별 지침서’에는 현재까지 수입 수산물을 대상으로한 

분석법은 미비한 실정이며, 특히 참서대과 어류에 대한 분석

법은 연구된 바가 없다. 

국내에 서식하는 참서대과 어류는 3속 8종이 있으며[10], 

그중 유통이 활발한 용서대(C. abbreviatus), 박대(C. semilaevis), 

칠서대(C. interruptus), 참서대(C. joyneri), 개서대(C. robustus)

와 수입 참서대과 어류를 포함하면 국내에 유통되는 참서대과 

어류는 모두 10종이 넘는 것으로 확인이 된다. 이들의 정확한 

분류 기술은 수입 수산물의 관리뿐만 아니라 국민의 식생활 

안전을 위해 필수적이라 할 수 있다. 따라서, 본 연구에서는 

모계유전으로 유전자 재조합이 일어나지 않아 유사 종간의 

계통 유연관계 연구에 유용한 미토콘드리아 DNA의 cyto-

chrome c oxidase I영역의 서열 분석을 바탕으로 형태학적 구

분이 어려운 참서대과 어류 10종의 종간 유연관계를 분석하

고, 신속하고 정확한 종판별을 위한 종특이 프라이머와 최적

의 PCR조건을 제시하고자 하였다.

재료  방법

실험 시료 확보

본 연구에 사용된 참서대과 어류는 2013년 7월부터 2014년 

4월까지 총 3회동안 스페인, 방글라데시와 모잠비크로부터 수

입되어 국립수산과학원 전략양식연구소 생명공학과에서 수

장고에 보관중인 어류 5종(세네갈개서대, 큰비늘개서대, 큰개

서대, 긴개서대, 큰입개서대)의 표본 시료 40개체와 부경대학

교 해양어류자원 기탁 등록 보존기관으로부터 제공받은 어류 

5종(용서대, 박대, 칠서대, 참서대, 개서대)의 표본 시료 15개체

를 사용하였다(Table 1).

DNA 추출

각 시료로부터 genomic DNA의 추출 및 정제는 Asahida 

et al. [1]의 방법에 따라 TNES-Urea buffer를 사용하였다. 약 

50 mg 의 근육 시료를 480 μl의 TNES-Urea buffer (8 M urea, 

10 mM Tris-HCl pH 7.5, 125 mM NaCl, 10 mM EDTA, 1% 

SDS)와 20 μl의 Proteainase K (20 mg/ml)에 혼합하여 56℃에

서 근육조직이 완전히 분해될 때까지 반응시킨다. 그리고 500 

μl의 Phenol :  Chloroform : Isoamylalcohol = 25 : 24 : 1 을 

넣고 vortexing하여 완전히 섞은 후 13,000 rpm (15,493x g)에

서 10분 동안 원심분리 하였다. 그후 상층액을 phenol과 섞이

지 않도록 하여 새로운 tube로 옮긴 후 2배의 99.9% ethanol과 

0.1배의 3 M sodium acetate를 첨가하여 -70℃에서 약 30분간 

반응시킨다. 4℃ 13,000 rpm (15,493x g)에서 10분 동안 원심분

리 한 후, 상층액을 제거하고, 1 ml의 70% ethanol을 넣고 vor-

texing 후 13,000 rpm (15,493x g)에서 5분 동안 원심분리 하였

다. 그후 ethanol을 완전히 제거하고 상온에서 10분간 건조하

였다. 100 μl의 TE-buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.0, 500 mM 

EDTA)를 넣고 DNA pellet을 녹인 후 5 μl의 RNase (20 μg/ 

ml)를 첨가하여 37℃에서 1시간 반응시킨 후 80℃에서 5분간 

반응시킨다. 추출 및 정제한 genomic DNA의 정량은 spec-

trophotometer (NonoVue, GE healthcare, Sweden)을 이용하

였으며, 최종 농도를 10 ng/μl로 정량 후 실험에 사용 하였다.

염기분석 라이머 제작

미토콘드리아 DNA의 Cytochrome Oxidase subunit I 

(COI) 영역 전체 유전자 분석을 위해 미국의 National Center 

for biotechnology Information (NCBI, www.ncbi.nlm.nih)에 

등록된 Cynoglossus 속 중 미토콘드리아 DNA의 염기 서열이 

완벽하게 분석된 Cynoglossus semilaevis (Accession No. NC 

012825), C. zanzibarensis (Accession No. KJ433559), C. joyneri 

(Accession No. NC030256), C. gracilis (Accession No. NC 

028540), C. abbreviates (Accession No. NC014881), C. itinus 

(Accession No. NC023446), C. lineolatus (Accession No. NC 

023230), C. puncticeps (Accession No. NC023230), C. bilineatus 

(Accession No. NC023226), C. sinicus (Accession No. NC 

023224)의 유전자 서열을 바탕으로 Bioedit 플랫폼의 Clustal 

W 프로그램을 사용하여 COI 영역에서의 프라이머 위치를 확

인하였다(Table 2). 

염기서열 분석

PCR 혼합물 20 μl는 10 pM 참서대과 특이 프라이머 각 

1 μl, 10x Takara buffer 2 μl, dNTP 0.8 μl, Takara Ex Taq 

0.2 μl, 증류수 14 μl, DNA 1 μl로 구성되었다. PCR 반응조건으

로는 먼저 94℃에서 7분간 변성시키고, 94℃에서 45초, 60℃에

서 45초, 72℃에서 1분씩 총 35회 반복, 마지막으로 72℃에서 

7분간 신장시켜주는 과정을 거쳤다. 증폭된 PCR 산물은 염기

서열 분석에 사용하기 위하여 Expin PCR SV (GeneAll 

Biotechnology, South Korea)를 사용하여 정제하였다. Sanger 

sequencing은 BigDye terminator v1.1 (Applied Biosystems) 
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Table 2. Alignment of primer regions with complete mitochondrial sequences of reference species
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Table 3. Universal primers for genus cynoglossus designed from 

conserved region of COI gene

Primer 

name
Sequence

Fragment

size

Cyno-F

Cyno-R

5'-TACCTGTGATAATTACACG-3'

5'-GTTCGTACGAAAGACGGTTC-3'
1,500 bp

에 의해 진행 되었다. 정제된 PCR 반응물 1 μl, 5x BigDye 

therminator v1.1 sequencing buffer 2 μl, BigDye terminator 

reaction mix v1.1 0.8 μl, 0.1 pM 정방향 또는 역방향 프라이머 

1 μl, 증류수 5.9 μl로 전체 10 μl의 반응액을 준비하였다. 

Sequencing PCR 조건은 96℃에서 2분간 변성시키고 96℃에

서 15초, 50℃에서 5초, 60℃에서 2분씩 총 25회 반복하였다. 

Sequencing PCR로 증폭된 DNA에 50 ml EDTA (pH 8.0) 1 

μl, 600 mM sodium acetate (pH 5.2) 1 μl와 99.9% ethanol 

25 ul를 첨가하고, 4℃ 조건의 3,000 rpm (2,272× g)에서 45분

간 원심분리 하였다. 그 후 70% ethanol로 세척하였으며, 상온

에서 10분간 건조시킨 후 10 μl Hi-Di formamide (Applied 

BIosystems)로 DNA pellet을 녹여 ABI 3730 Genetic Analyz-

er (Applied Biosystems)로 서열 분석을 진행 하였다. 

결   과

참서 과 10종의 종특이 역 탐색

NCBI database에 등록되어있는 COI 유전자 내에서 유전적

으로 변이가 심하지 않은 보존서열을 가진 부위를 선택하여 

참서대과 특이 정방향 및 역방향 프라이머를 제작 하였다

(Table 3). 제작된 참서대과 특이 프라이머는 참서대과 어종 

10종 모두에 적합한 증폭을 나타내었으며, 이를 통해 얻어진 

염기서열은 DNASTAR 프로그램의 SeqMan software (Madi-

son, USA)를 이용하여 분석 되었다. 정방향과 역방향 프라이

머를 통해 얻어진 서열은 하나의 서열로 조합되었으며, 약 

1,500 bp의 COI 유전자 서열을 확보할 수 있었다. DNA 

Sequence Polymorphism (DnaSP, ver. 5.10.01) 프로그램을 사

용하여 종별 haplotype을 분석하였으며, 종내 유전자 변이를 

배제하고 모든 개체의 염기서열이 일치하는 동시에 종간에 

차이를 나타내는 단일염기다형성(Single Nucleotide Poly-

morphism, SNP) 유전자 부위를 확인하였다. 이후 종간 약 100 

bp 이상의 서열 차이를 두고 최적의 프라이머 부위를 선택하

였으며, 단일염기다형성 유전자가 3’ 말단에 위치하도록 종특



Table 4. Alignment of species specific primer regions with COI gene

　 　 　 　 　 30 40 　 50 　
C. monodi C C G G A A T A G T T G G A A C C G C T C T T A G C C T
C. robustus C T G G A A T A G T A G G A A C T G C C C T C A G C C T
C. lingua C T G G T A T A G T A G G A A C T G C C C T A A G C C T
C. joyneri C C G G A A T A G T A G G A A C T G C C C T A A G C C T
C. interruptus C T G G A A T A G T C G G C A C A G C T T T A A G C T T
C. semilaevis C C G G A A T G G T A G G A A C T G C C C T C A G C C T
C. arel C C G G A A T A G T A G G T A C C G C C C T A A G T C T
C. macrolepidotus C T G G A A T A G T A G G T A C T G C A C T C A G T C T
C. abbreviatus C C G G A A T A G T A G G A A C T G C T C T C A G C C T
C. senegalensis C C G G A A T A G T T G G T A C T G C C C T C A G C T T

　 　 　 160 　 　 　 　 　 　 　 170 　 　 　 　 　 　 　 180 　 　 　
C. monodi T A A T G C C G A T T A T A A T T G G A G G A T T T G G
C. robustus T A A T A C C C A T C A T A A T C G G A G G G T T T G G
C. lingua T A A T G C C T A T T A T A A T T G G A G G A T T T G G
C. joyneri T A A T G C C T A T T A T G A T T G G A G G C T T C G G
C. interruptus T T A T G C C T A T T A T A A T T G G A G G C T T T G G
C. semilaevis T T A T A C C C A T T A T A A T T G G G G G T T T T G G
C. arel T A A T A C C T A T C A T A A T C G G A G G C T T T G G
C. macrolepidotus T A A T A C C T A T C A T A A T C G G A G G T T T C G G
C. abbreviatus T T A T G C C T A T T A T A A T T G G A G G C T T T G G
C. senegalensis T A A T A C C T A T T A T G A T T G G A G G C T T T G G

　 310 　 　 　 　 　 　 　 320 　 　 　 　 　 　 　 330 　 　 　 　 　
C. monodi G G A G C T G G T A C A G G A T G G A C C G T T T A T C
C. robustus G G G G C T G G T A C A G G A T G A A C C G T G T A C C
C. lingua G G A G C T G G T A C A G G T T G A A C T G T C T A C C
C. joyneri G G A G C T G G T A C A G G T T G A A C T G T T T A C C
C. interruptus G G G G C T G G A A C A G G C T G A A C T G T T T A T C
C. semilaevis G G G G C T G G T A C A G G A T G A A C T G T T T A C C
C. arel G G A G C T G G T A C A G G C T G A A C C G T A T A T C
C. macrolepidotus G G A G C T G G T A C A G G A T G A A C A G T A T A T C
C. abbreviatus G G G G C T G G T A C A G G A T G A A C C G T T T A C C
C. senegalensis G G A G C T G G A A C G G G A T G A A C T G T A T A C C
　 　 　 　 　 　 　 430 　 　 　 　 　 　 　 440 　 　 　 　 　 　 　 　
C. monodi C T A G G G G C T A T T A A C T T C A T T A C T A C A A
C. robustus C T G G G G G C T A T T A A C T T T A T T A C A A C T G
C. lingua C T T G G G G C T A T T A A T T T T A T C A C T A C A G
C. joyneri T T A G G G G C A A T C A A T T T T A T T A C C A C A G
C. interruptus T T A G G T G C T A T T A A T T T T A T T A C T A C A A
C. semilaevis T T A G G C G C T A T T A A C T T C A T C A C A A C A G
C. arel T T A G G C G C T A T T A A T T T T A T T A C A A C A G
C. macrolepidotus C T A G G T G C A A T T A A C T T T A T C A C A A C A G
C. abbreviatus T T G G G G G C T A T C A A C T T T A T T A C A A C A G
C. senegalensis T T A G G T G C C A T T A A C T T C A T T A C T A C T A

　 　 　 560 　 　 　 　 　 　 　 570 　 　 　 　 　 　 　 580 　 　 　
C. monodi T G C T G G A A T T A C T A T A C T T T T A A C A G A C
C. robustus T G C A G G T A T C A C A A T A C T A T T G A C T G A T
C. lingua T G C A G G T A T T A C A A T A C T G T T A A C A G A T
C. joyneri T G C T G G A A T T A C T A T A C T A C T C A C A G A T
C. interruptus G G C G G G C A T C A C T A T G C T C C T T A C C G A C
C. semilaevis T G C A G G A A T T A C T A T A C T T C T C A C A G A T
C. arel T G C A G G T A T T A C A A T A C T A T T A A C A G A C
C. macrolepidotus T G C A G G T A T T A C A A T G C T A C T A A C A G A C
C. abbreviatus T G C T G G A A T T A C C A T A C T T C T C A C G G A T
C. senegalensis A G C A G G A A T C A C A A T A C T C C T C A C A G A C
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Table 4. Continued

　 　 　 　 　 　 　 　 　 640 　 　 　 　 　 　 　 650 　 　 　 　 　 　
C. monodi C C A A T C C T C T A C C A A C A C C T A T T C T G A T
C. robustus C C C A T T T T A T A C C A A C A T C T C T T T T G A T
C. lingua C C T A T C C T A T A T C A G C A C C T T T T C T G A T
C. joyneri C C A A T C C T C T A C C A A C A C C T A T T C T G A T
C. interruptus C C T A T T T T A T A C C A A C A C C T A T T C T G A T
C. semilaevis C C T A T T C T T T A T C A A C A C C T A T T C T G G T
C. arel C C C A T T T T A T A T C A G C A C C T T T T C T G A T
C. macrolepidotus C C T A T C T T A T A T C A A C A T C T C T T C T G A T
C. abbreviatus C C T A T T C T T T A C C A A C A C C T A T T C T G A T
C. senegalensis C C T A T C C T C T A C C A A C A C C T G T T C T G A T
　 　 　 　 　 　 　 　 760 　 　 　 　 　 　 　 770 　 　 　 　 　 　 　 　
C. monodi C G G C T A C A T A G G C A T A G T A T G A G C T A T A
C. robustus C G G T T A C A T G G G T A T A G T T T G A G C T A T G
C. lingua C G G C T A C A T G G G C A T G G T T T G A G C T A T A
C. joyneri T G G A T A T A T A G G T A T A G T A T G A G C T A T A
C. interruptus C G G T T A C A T G G G T A T G G T C T G A G C T A T G
C. semilaevis T G G T T A T A T A G G A A T A G T A T G A G C T A T G
C. arel C G G T T A T A T G G G T A T A G T A T G G G C C A T A
C. macrolepidotus C G G C T A C A T G G G T A T G G T T T G A G C T A T A
C. abbreviatus T G G T T A C A T G G G A A T A G T A T G A G C T A T A
C. senegalensis T G G C T A C A T A G G A A T A G T A T G A G C T A T A

　 　 　 　 　 　 　 1,020 　 　 　 　 　 1,030 　 　 　 　 　 　 　
C. monodi G T A T C G T C T T A T C A A A C T C T T C C C T T G A
C. robustus G T A T T G T C C T C T C C A A C T C T T C C C T T G A
C. lingua G A A T C G T T T T A T C T A A T T C C T C T C T T G A
C. joyneri G G A T T G T C C T G T C A A A C T C C T C C C T C G A
C. interruptus G A A T T G T T C T T T C A A A T T C T T C A C T T G A
C. semilaevis G A A T T G T A T T A T C T A A T T C C T C C C T T G A
C. arel G G A T T G T T C T A T C T A A C T C C T C T T T A G A
C. macrolepidotus G A A T T G T T C T C T C T A A C T C T T C C C T G G A
C. abbreviatus G T A T T G T A T T A T C T A A T T C C T C C C T C G A
C. senegalensis G T A T T G T C C T G T C C A A C T C C T C A T T A G A

　 　 　 　 　 　 1,190 　 　 　 　 　 1,200 　 　 　 　 　 　 　
C. monodi T C C A C T T T G G A G T G A T A T T C T T A G G A G T
C. robustus T A C A T T T C C T G G T A A T A T T T G T A G G G G T
C. lingua T A C A T T T C C T G G T G A T A T T T G T A G G A G T
C. joyneri T T C A C T T C C T A G T A A T A T T C G T A G G G G T
C. interruptus T A C A T T T C C T C G T C A T G T T T G T T G G A G T
C. semilaevis T T C A C T T C T T G G T A A T A T T T G T A G G G G T
C. arel T A C A T T T C G T A G T A A T A T T T G T A G G G G T
C. macrolepidotus T A C A T T T C C T A G T A A T A T T T G T G G G A G T
C. abbreviatus T T C A T T T C C T G G T A A T A T T C C T A G G T G T
C. senegalensis T C C A T T T T G G G G T Y A T A T T T G T T G G A G T

　 　 　 　 　 　 　 　 1,310 　 　 　 　 　 1,320 　 　 　 　 　 　
C. monodi C A C A G T C T C C T C C A T T G G C T C C A T G A T C
C. robustus T A C A G T T T C A T C A A T C G G G T C A A T A A T T
C. lingua C A C T G T T T C A T C A A T T G G A T C C A T A A T C
C. joyneri T A C A G T C T C A T C A A T T G G T T C A A T A A T C
C. interruptus T A C C G T G T C A T C T A T T G G C T C A A T A A T T
C. semilaevis T A C A G T C T C A T C C A T T G G T T C A A T A A T T
C. arel C A C A G T C T C A T C A A T T G G G T C A A T A A T C
C. macrolepidotus C A C G G T T T C A T C A A T T G G C T C A A T A A T T
C. abbreviatus T A C A G T T T C A T C C A T T G G T T C A A T A A T C
C. senegalensis T A C A G T C T C A T C C A T C G G C T C T A T A A T C
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Table 5. Species specific forward primers designed from COI gene

Primer name Sequence Target species Fragment size

F-MON
F-ROB

F-LIN
F-JOY
F-INT

F-SEM
F-ARE
F-MAC

F-ABB
F-SEN

5'-
5'-

5'-
5'-
5'-

5'-
5'-
5'-

5'-
5'-

AATAGTTGGAACCGCTCTT
TACCCATCATAATCGGAGGG

GCTGGTACAGGTTGAACTGTC
GGGGCAATCAATTTTATTACC
GGGCATCACTATGCTCCTT

CTATTCTTTATCAACACCTATTCTGG
TTATATGGGTATAGTATGGGCC
TTGTTCTCTCTAACTCTTCCCTG

CATTTCCTGGTAATATTCCTAGGT
AGTCTCATCCATCGGCTCT

-3'
-3'

-3'
-3'
-3'

-3'
-3'
-3'

-3'
-3'

C. monodi
C. robustus

C. lingua
C. joyneri
C. interruptus

C. semilaevis
C. arel
C. macrolepidotus

C. abbreviatus
C. senegalensis

1,483
1,307

1,198
1,084
 952

 874
 754
 493

 322
 208

Fig 1. Multiplex PCR product patterns of COI region on mitochondrial DNA using species specific primers. Three specimens of 

each species were used for the multiplex PCR. A total of 2 μl of each of the multiplex PCR products was separated on 

a 1% agarose gel. Lane M: 100 bp DNA ladder (iNtRON, South Korea). 

이 정방향 프라이머를 제작하였다(Table 4).

참서 과 종특이 단일 PCR법

개체 특이성 및 재현성 검증을 위해 각 종당 3개체의 시료를 

대상으로 분석을 수행하였다. 먼저 결합 온도의 최대 한계를 

확인하기 위하여 gradient PCR 반응을 진행 하였으며, Takara 

EX Taq을 사용하여 온도 조건을 52℃, 54℃, 56℃, 58℃, 60℃, 

62℃로 수행하였다. 증폭된 PCR 산물은 1% agarose gel에서 

전기영동을 하여 증폭 여부를 확인하였다. 사용된 프라이머 

조합은 세네갈개서대 F-SEN/Cyno-R, 용서대 F-ABB/Cyno- 

R, 큰입개서대 F-MAC/Cyno-R, 큰비늘개서대 F-ARE/Cyno- 

R, F-SEM/Cyno-R, 칠서대 F-INT/Cyno-R, 참서대 F-JOY/ 

Cyno-R, 긴개서대 F-LIN/Cyno-R, 개서대 F-ROB/Cyno-R 그

리고 기니개서대는 F-MON/Cyno-R을 사용하여 수행하였다. 

후에 다중 PCR 반응 동안 발생할 수 있는 비특이적 증폭 및 

프라이머-dimer 형성을 제어하기 위하여 역방향은 프라이머

(Cyno-R)를 공통으로 사용하였다. 그 결과, 58~62℃의 anneal-

ing 온도에서 모든 종에 대한 종특이적인 증폭 반응이 나타남

을 확인할 수 있었다.

참서 과 종특이 다  PCR법

다중 PCR 증폭을 위한 프라이머 조성은 각각 0.3 μl씩의 

정방향 프라이머(F-SEN/F-ABB/F-MAC/F-ARE/F-SEM/F- 

INT/F-JOY/F-LIN/F-ROB/F-MON)와 0.6 μl의 역방향 프라

이머(Cyno-R)를 혼합하여 사용하였으며, 단일 PCR 반응을 통

해 확립된 60℃의 annealing 온도에서 동일한 조건으로 PCR 

증폭을 수행하였다. 증폭된 PCR 산물 2 μl를 1% agarose gel에

서 1x redsafe (iNtRON, South Korea)와 함께 전기영동하여 

확인 하였다. PCR 산물의 크기 차이에 따라 세네갈개서대(208 

bp), 용서대(322 bp), 큰입개서대(493 bp), 큰비늘개서대(754 

bp), 박대(874 bp), 칠서대(952 bp), 참서대(1,084 bp), 긴개서대

(1,198 bp), 개서대(1,307 bp) 그리고 기니개서대(1,483 bp)임을 

확인이 가능 하였으며, 비특이적인 증폭 또한 일어나지 않는 

것을 확인할 수 있었다(Fig. 1). 확립된 다중 PCR 분석법의 

신뢰성을 검증하기 위해, 실험법의 민감도(sensitivity)를 측정

하였다. 종특이 프라이머의 최저 검출농도를 측정하기 위하여 

서대류 10종의 genomic DNA를 농도별로 10 ng/μl, 1 ng/μl, 

0.1 ng/μl, 0.01 ng/μl으로 희석하여 다중 PCR에서의 민감도

를 측정하였으며, PCR은 전술한 바와 같이 Takara EX Taq을 

사용하여 동일한 조건으로 진행하였다. 세네갈개서대와 칠서

대는 1 ng/μl까지 검출되었고, 용서대, 큰입개서대, 큰비늘개

서대, 박대, 참서대, 긴개서대, 개서대, 그리고 기니개서대는 

0.1 ng/μl까지 검출됨을 확인할 수 있었다(Fig. 2). 

고   찰

참서대과 어류는 외형이 매우 유사하여 형태학적 분석으로

는 종의 구별에 어려움이 있었으나 최근에는 다양한 분자생물
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Fig. 2. Sensitivity analysis. Electrophoresis on a 1% agarose gel stained with 1x redsafe (iNtRON, South Korea) showing the PCR 

reactions for the genomic DNA of ten species of genus Cynoglossus with a 10-fold serial diluted from 10 ng/μl to 0.01 ng/μl. 

Lanes: (M) 100 bp DNA ladder (iNtRON, South Korea); (1) 10 ng; (2) 0.1 ng; (3) 0.01 ng; (4) 0.001 ng.

학적 연구의 발달로 미토콘드리아 유전자 분석을 통해 일부 

종에 대한 명확한 종의 동정이 이루어 졌다[13, 14]. 하지만, 

유전자 서열 분석을 이용한 종판별은 소비되는 시간과 값비싼 

분석 비용의 문제로 경제적 부담이 따른다. 이를 해결하기 위

한 일환으로, 비특이적인 프라이머를 사용한 RFLP-PCR [16]

과 RAPD-PCR [11]을 이용하여 다양한 종을 판별하는 분석법

들이 개발이 되었으나, 각각의 종을 식별하기 위해서는 많은 

유전좌위를 필요로 하기 때문에 분석할 수 있는 대상종의 수

에 한계가 있다[2]. 하지만, 다중 PCR 분석법의 경우 보다 저렴

한 비용과 한번의 PCR반응을 통해 신속하고 정확하게 여러 

종의 판별이 가능하기 때문에 최근 미토콘드리아 16S rRNA 

유전자내 종특이적 서열을 이용한 식육의 감별[3], 오징어류의 

종판별[9]과 젓새우의 원산지판별[8] 등, 수산물과 가공식품을 

대상으로 한 분석법에 많이 활용되고 있다. 현재까지 다중 

PCR을 이용하여 가장 다양한 종을 분석한 연구로는, 뱀장어

속 어류 7종을 판별하는 분석법이나 일부종에 대한 비특이적

인 증폭이 관찰되어 다중 PCR 분석 또한 분석 대상의 수에 

한계가 나타난다는 것을 알 수 있다[2]. 

종특이적 PCR 분석법의 정확성을 결정하는 가장 중요한 

요소는 프라이머의 제작이다[17]. 일반적으로 서로 다른 속의 

경우 유전적인 차이가 크기 때문에 특이 프라이머의 제작이 

간편하나 동일한 속의 유사 종간에는 분석대상 종이 많아질수

록 종특이적 유전자 영역을 찾는 것이 어렵다. 또한, 다중 PCR

의 조건을 확립하기 위해서는 종특이 프라이머들의 결합 온도 

조건이 동일하여야 하며, 비특이적인 PCR 반응이 일어나지 

않아야 함과 동시에 PCR 증폭 산물의 크기가 서로 달라야 

하는 등 여러가지 반응 조건이 부합하여야 한다[12, 18]. 

본 연구에서는 해당하는 조건에 부합하는 종특이적 프라이

머를 제작 하였으며, 참서대과 어류 10종에 대한 프라이머의 

종특이성 및 활용 가능성을 검증하였다. 본 분석법은 감별력

이 우수하여 참서대과 어류 10종의 정확한 종명 표기가 가능

하므로, 향후 수입 수산물의 건전한 유통질서 확립 및 수산물 

먹거리 안전성 확보에 기여하여 활용될 수 있을 것이라 사료

된다.
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