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Development and Validation of Ultra Fast PCR based

Assay to Determine Cephalopods Based on

Mitochondrial DNA

Department of Microbiology Hye Jeong Lee

Directed by Professor Gun-Do Kim

In this study, single PCR, real time PCR and Ultra-Fast PCR were examined for 

identification of six types of Cephalopod (Two skin Webfoot octopus, One skin 

Webfoot octopus, Long arm octopus, Octopus vulgaris, Japanese common squid, Loligo 

chinensis) purchased from markets. 

To design the species-specific PCR primers difference the nucleotide sequence of the 

mitochondrial cytochrome C oxidase subunit I (COI) genes of Two skin Webfoot 

octopus, One skin Webfoot octopus, Long arm octopus, Octopus vulgaris, Japanese 

common squid and Loligo chinensis was analyzed for the identification of each species 

registered in the GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) and has been analyzed.

In order to obtain the size variation of amplified fragments through Ultra-Fast PCR, I 

designed COI (Am_COI_2-1), COI (Af_COI_2-1), COI (Om_COI_2), COI (Tp_COI_3), 

16S rRNA (Octopus vulgaris), 16S rRNA (Loligo chinensis) primers for each species. 

The optimal PCR conditions and primers were selected for six types of Cephalopod to 

determine target base sequence in its PCR products. 

In the case of ordinary PCR, Two skin Webfoot octopus was only amplified by COI 

(Am_COI_2-1), One skin Webfoot octopus was only amplified by COI (Af_COI_2-1), 

Long arm octopus was only amplified by COI (Om_COI_2), Japanese common squid 

was only amplified by COI (Tp_COI_3), Octopus vulgaris was only amplified by 16s 

rRNA (Ov) and Loligo chinensis was only amplified by 16s rRNA (Lc) primer. 

As a result, 85, 100, 97, 135, 81 and 168 bp of specific PCR products were 
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confirmed for each major material such as Two skin Webfoot octopus, One skin 

Webfoot octopus, Long arm octopus, Japanese common squid, Octopus vulgaris and 

Loligo chinensis respectively. The method using species specific primers developed in 

this study can be easily performed on distinguishing 6 types of Cephalopod and it 

takes in less than 30 minutes.

I developed diagnostic PCR primer sets for the Ultra-Fast PCR to discriminate 6 

different Cephalopod that can run an analysis within 30 minutes and this system is 

very prompt and precise that it can be applied to not only the living organism but 

also marine products. Thus, I determined that this analysis method can be utilized for 

the food safety management and protection of consumer's right.
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Ⅰ. 서론

한국농촌경제연구원의 식품수급표[1]와 통계청의 어업생산통계조사[2] 등에 따르면 

우리나라 1인당 수산물 소비량은 2009년 49.8 kg에서 2014년 1인당 수산물 소비량 

58.9 kg로 늘어난 수치를 보이고 있다[3]. 해양수산부의 수산정보포털[4]에서 두족

류 소비 패턴을 살펴보면 이 역시 꾸준히 증가하고 있는 추세이다.

두족류 중 봄철 대표 수산물중 하나인 주꾸미는 서해안에서 어획량이 크게 줄어 

가격이 높아져 수입률이 증가하고 있는 실정으로 국산 주꾸미 어획량은 지난 

2007년부터 2010년까지 4천 톤 이상을 유지했으나, 2012년에는 3,415톤 2013년에

는 2,340톤, 2014년에는 2,525톤, 2015년에는 2,232톤, 2016년에는 2,312톤[5] 등으로 

연간 어획량이 2천 톤 대에 머물고 있다. 이처럼 최근 10년 사이 주꾸미 수요는 

늘고 있는데, 국내산 어획량은 약 70% 급감하여 동남아 일대 및 중국에서 주꾸미

를 수입하여 요구 물량을 대체하고 있는 추세이며, 주로 가공 또는 절편 형태로 

수입되고 있다.  

주꾸미(Amphioctopus fischer)는 낙지(Octopus minor), 돌문어(Octopus vulgaris), 문어

(Octopus dofleini)와 함께 두족강(Cephalopoda), 문어목(Octopoda), 문어과

(Octopodidae)에 속하는 두족류로써, 우리나라 남서해안 및 동남아시아 (중국, 태국, 

베트남, 인도네시아)에서 출현한다. 

주꾸미속(Amphioctopus)은 팔의 길이는 외투장의 2-3배 정도이고, 팔의 길이는 유사

하거나 옆쪽 팔이 등쪽 팔에 비하여 길고 강건하다. 등쪽 완간막의 깊이는 다른쪽 

완간막에 비하여 얇다[6].
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Figure 1. 주꾸미속 Amphioctopus 사진

주꾸미는 원스킨(One skin)과 투스킨(Two skin)으로 구분되는데, One skin 주꾸미 

(Amphioctopus fangsiao)는 한국 연안에서 출현하고, 중국, 베트남에서도 주요 수출

되며 완장비는 3> 4=2> 1이고, 외투 등 면에 나타나는 4-6개의 갈색 세로줄과 양 

눈 사이에 백색 반점의 특징이 있다. Two skin 주꾸미 (A. marginatus)는 베트남이

나 태국에 수출이 가능한 종으로 체표면은 실핏줄 모양의 무늬를 이루고, 양 눈 

사이 ∧ 무늬가 거치상이다. 또한 팔 가장자리에 검은 세로줄 띠가 있고, 대부분 

외투 등 면에 연한 백색 세로띠가 없다[6].

그러나 가공 및 절편의 형태로 수입되는 주꾸미류의 경우 형태학적으로 One skin

과 Two skin 주꾸미를 구별할 수 없다. 이 뿐만 아니라 절편된 Two skin 주꾸미의 

경우 낙지, 오징어류와도 구별이 힘들기 때문에 절편된 Two skin 주꾸미를 이용하

여 가짜식품(Economically Motivated Adulteration, EMA food) 제조에 이용되는 사례

가 발생하고 있다. 

또한 사회적으로 수산물의 안전성을 위협하는 일들이 많이 발생하고 있다. “페루

산 오징어 다리 52톤을 문어 다리와 유사하게 가공한 후 ‘초밥용 문어다리’로 둔

갑하여 판매한 사례 (2009.8.12. 매일경제)” 와, “수입산 낙지와 주꾸미를 ‘국내산 
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둔갑’이라고 속여 전국의 초･중･고등학교에 급식재료로 납품한 사례 (2015.7.30. 

MBC뉴스)” 등을 예로 들 수 있다. 이는 수산물에 대한 소비자 불신을 증대시키고 

신뢰를 형성하지 못하게 함으로써, 소비자들이 마음 놓고 관련 수산물들을 먹을 

수 없는 상황까지 초래했다[7]. 

이에 소비자를 기만하는 행위 근절을 위하여 검사지침 마련이 요구되어 식품의약

품안전처에서는 2014년 식품 중 사용원료 진위 판별 지침서(Ⅳ)를 통해 PCR 

(Polymerase Chain Reaction)을 이용한 동물 및 식물성 원료 중 164종에 대한 판별

법을 수록하였으며[8], 두족류에 해당하는 오징어, 한치, 주꾸미, 낙지에 대한 판별

법을 마련하였다. 종 판별을 위한 유전자 증폭에는 일반 프라이머(universal primer)

를 이용하는 방법[9-12]과 종 특이 프라이머(species-specific primer)를 이용하여 종

을 판별하는 방법[13, 14]이 있는데, 일반 프라이머의 경우 대부분 PCR 산물의 크

기가 650 bp 이상으로 가공식품에 적용하기에 한계가 있다[15]. 

국외에서도 미토콘드리아 16S rRNA, cytochrome b, RFLP (Restriction Fragmnet 

Length Polymorphism) PCR을 이용한 두족류의 종 판별 연구가 보고되고 있으나

[16-18], 이것은 single PCR에 대한 조건으로, 증폭산물의 size variation이 고려되지 

않은 universal primer를 이용한 증폭에 기반한 것이다. 따라서 이러한 방법으로 종 

판별을 하기 위해서는 최종적으로 유전자 염기서열 분석과정을 거쳐야하기 때문

에 많은 시간과 비용이 소모된다. 특히 RFLP PCR의 경우 재현성이 낮아 신뢰도

가 떨어지는 문제점[19]과 현장 적용이 어려워 실시간으로 분석할 수 없는 단점이 

있고, PCR 증폭산물을 아가로즈 겔 상에서 판별해야 하는 등 여러 번거로움이 있

다.

  Real-time PCR 기기는 PCR 반응 중 온도의 증감에 소요되는 시간이 길고, PCR 

반응액의 양이 20 µl 이상으로 많아 PCR 과정에서 빠른 온도변화를 저해하는 요

인으로 작용하며, 반응액 내부온도 불균형에 의하여 annealing 효과를 감소시킴으

로써 비특이적인 생산물을 합성하는 요인으로도 지적되고 있다[20]. 최근, 이러한 

단점을 보완하기 위하여 전용 3차원 마이크로플루이딕 폴리머칩을 사용하여 PCR

의 분석에 소요되는 시간을 극단적으로 단축시키고, PCR 반응액의 양을 10 µl 이

하 수준으로 감소시킨 Ultra-Fast PCR 기법이 개발되었다[21, 22].
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Ultra-Fast PCR system은 특수한 폴리머 칩(Rapi:chip)을 사용함으로써 일반적인 튜

브를 사용하는 경우보다 PCR 반응액의 빠른 열전달이 가능하며, 유전자 증폭 메

커니즘은 8 °C/sec의 초고속 가열, 냉각으로 12분 이내에 30 cycle의 PCR 반응을 

성공적으로 수행하도록 하여 PCR의 정성분석 결과를 확인 할 수 있게 해준다. 또

한 형광분석 모듈을 통해 유전자 증폭 과정에서 발현되는 형광을 실시간으로 감

지, 기록함으로써 Ultra-Fast PCR의 소프트웨어를 통해 실시간으로 반응 과정을 관

찰, 분석할 수 있게 해준다. 콤팩트하고 휴대하기 쉬운 디자인을 가지고 있어 편

리한 위치에 휴대할 수 있으며, 차량 전원 연결 키트를 장착하여 차량 전원에 연

결 할 수 있다. 이에 따라 시료가 존재하는 현장으로 이동하여 시료 수집 및 필요

한 준비 과정 직후에 현장에서 현장 PCR작업을 수행할 수 있는 큰 장점이 있다. 

따라서 본 연구에서는 미토콘드리아 DNA 염기서열의 16s rRNA, Cytochrome C 

Oxidase subunit I (COI) 유전자 분석법을 통하여 두족류에 해당하는 Two skin 주꾸

미(Amphioctopus marginatus), One skin 주꾸미(Amphioctopus fangsiao), 낙지(Octopus 

minor), 살오징어(Todarodes pacificus), 돌문어(Octopus vulgaris), 한치꼴뚜기(Loligo 

chinensis)의 유전자 분석을 통해 종 특이 프라이머를 제작하였고, 상기 문제점을 

극복하기 위해 현장에서 적용이 가능한 Ultra-Fast PCR 시스템을 이용하여 30분 내

에 6종의 두족류 품종 판별이 가능한 시스템을 연구하였다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

1.1. 시료 준비

재료는 수산물 수입업체로부터 베트남에서 수입되는 절단주꾸미(Two-skin 주꾸미, 

Amphioctopus marginatus), 부산 부전시장에서 유통되는 국내산 주꾸미(One-skin 주

꾸미, Amphioctopus fangsiao), 국내산 낙지(Octopus minor), 국내산 살오징어

(Todarodes pacificus), 국내산 돌문어(Octopus vulgaris) 국내산 한치꼴뚜기(Loligo 

chinensis)를 사용하였으며, 각 품종별 10 개체씩의 다리 조직을 채취하여 시료로 

사용하였다.
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A
B

C D

E F

Figure 2. 대표적인 두족류[5]. (A) Octopus minor, (B) Octopus vulgaris, (C) 

Amphioctopus fangsiao, (D) Amphioctopus marginatus, (E) Loligo chinensis, (F) 

Todarodes pacificus
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1.2. Genomic DNA 추출 및 정제

㈜바이오니아에서 판매되는 genomic DNA extraction kit를 이용하여 genomic DNA 

추출하는 방법과, Phenol-chloroform법을 이용하여 추출하였다. 각 샘플의 다리 근

육 약 1 g을 파쇄하여 튜브에 담고, 2 mL의 0.1 N NaOH를 첨가한다. Homogenizer

로 시료를 파쇄한 후 99℃에서 3분간 incubation 시킨다. 600 μL 상층액을 채취하

여 새로운 튜브에 담은 후 동일 부피의 Phenol-chloroform을 첨가한다. 0.1 부피의 

3 M sodium acetate를 첨가한 후 동일 부피의 ice-cold absolute ethanol (100%)를 첨

가하여 –80℃에서 10분간 incubation한 다음 13,000 rpm에서 10분간 원심분리 하

였다. 상층액을 제거한 후 침전물을 건조하여 ethanol을 제거한 후 20 μL TE 

buffer로 용해시켜 사용한다.

1.3. 두족류 Primer design

종 특이 프라이머를 설계하기 위하여 미국 국립보건원에서 운영하는 유전자은행 

National Center for biotechnology Information (NCBI, www.ncbi.nlm.nih.gov)에 등록되

어 있는 One skin 주꾸미(Amphioctopus fangsiao), Two skin 주꾸미(Amphioctopus 

marginatus), 낙지(Octopus minor), 돌문어(Octopus vulgaris), 살오징어(Todarodes 

pacificus), 한치꼴뚜기(Loligo chinensis)의 미토콘드리아 DNA의 16S rRNA gene 부

위와 Cytochrome C Oxidase subunit I (COI) gene의 염기서열을 수집하였다. 수집된 

염기서열을 비교하여 종 특이적인 부분을 대상으로 primer를 디자인하여 사용하였

으며, 이들의 염기서열은 Table 1과 같다. 
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1.4. 일반 PCR 조건

PCR 반응은 1 ㎕의 gDNA와 200 μM의 dNTP, 0.5U의 GO Taq (Promega), 1.5 mM 

MgCl2, 1 X GO Taq buffer, primer (0.5 pM)을 섞은 후 DNA engine (MJ Research, 

Inc.)에서 반응시켰다. PCR 반응 온도는 94℃에서 3분간 pre-denaturation 시킨 후, 

35 cycle로 94℃ 1분, 42~48℃ 1분, 72℃ 1분 조건으로 반응시키고, final extension

은 72℃에서 7분간 진행하였다. 5 ㎕의 PCR product를 1.5% agarose gel에 전기영

동한 후 EtBr에 염색하여 UV transiluminator 위에서 확인하였다. 남은 PCR product

는 QIAquick PCR purification kit (Qiagen)를 사용하여 DNA를 정제한 후 COSMO 

genetech (Busan, Korea)에 의뢰하여 염기 서열을 분석하였다. 분석한 염기 서열은 

ClustalX 및 Genedoc을 이용하여 alignment하여 서열 간의 유사성을 확인하며, 계통

수 분석은 MEGA6 (molecular evolutionary genetics analysis)을 이용한 

neighbor-joining method로 분석하였다.
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Table 1. Ordinary PCR 및 Ultra-Fast PCR에 사용된 프라이머 세트

Target gene Primer Sequence
Product 

size

Amphioctopus fangsiao COI
Left 25mer (5'- ATTACTTTCCTCAGCTGCGGTAGA -3')

100 bp

Right 24mer (5'- ATCGACGGAGGGTCCTATATGAGC -3')

Octopus minor COI

Left 24mer (5'- TCTGCAGCTGTTGAAAGAGGAGTA -3')

97 bp

Right 24mer (5'- TTGCTAGGTCTACAGATGGTCCTG -3')

Octopus vulgaris 16S rRNA

Left 24mer (5'- GAGCAGGCCCAACTCTTCATTAAA -3')

81 bp
Right 26mer (5'- GGAATTTGGCAAGGATAAATTTCGCC -3')

Todarodes pacificus COI
Left 23mer (5'- CTCCTTACCAGTGCTAGCAGGTG -3')

135 bp
Right 25mer (5'- TCGGGATGCCCAAAGAATCAAAATA -3')

Loligo chinensis 16S rRNA
Left 24mer (5'- TCGTCCCCTTAAGAAATTCAAGCT -3')

168 bp
Right 24mer (5'- TGAAACGTTTTAACAGCTGCGGTA -3')

Amphioctopus marginatus COI
Left 24mer (5'- CCCCAGATATAGCATTTCCCCGTA -3')

85 bp
Right 24mer (5'- GCAGCTGAGGAAAGGAGTAAGGTT -3')
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1.5. Ultra-Fast PCR 및 유전자형 분석

실시간 고속 유전자증폭 반응은 UF-150 GeneChecker Ultra-Fast PCR system (Gene 

System, Korea)을 이용하여 수행하였다. PCR 반응 혼합 조성물(10 ㎕)은 genomic 

DNA 1 ㎕ (20 ng/㎕), 2X Rapi Master Mix (Gene System) 5 ㎕, 각 프라이머 0.5 

㎕ (10 pmole/㎕), 멸균 3차 증류수 3 ㎕를 사용하였으며, PCR 반응 조건은 95℃

30초 반응 후 95℃ 5초, 62℃ 5초, 72℃ 5초의 3단계로 PCR을 50 cycle 수행하였

다(Table 2). 

Two skin 주꾸미, One skin 주꾸미, 낙지, 살오징어, 돌문어, 한치에 대한 유전자 

판별 분석은 상기의 PCR 조건으로 각 품종 당 해당하는 1쌍의 프라이머를 이용하

여 수행하였으며, PCR 수행이 끝난 후 결과는 UF-150 GeneChecker Ultra-Fast PCR 

system 기기에 연결되는 PC (labtop)의 Gene recoder (Gene System) 프로그램을 통해 

실시간으로 확인하였다.
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Table 2. PCR 반응 조건의 비교

(A) Condition for ordinary PCR & Real-time PCR

Step Temperature Time Cycles

Pre-denaturation 95℃ 5 min 1 cycle

Denaturation 95℃ 30 sec

35 cyclesAnnealing 62℃ 30 sec

Extension 72℃ 30 sec

Final extension 72℃ 7 min 1 cycle

(B) Condition for Ultra-Fast PCR

Step Temperature Time Cycles

Pre-denaturation 95℃ 30 sec 1 cycle

Denaturation 95℃ 5 sec

50 cyclesAnnealing 62℃ 5 sec

Extension 72℃ 10 sec

Final extension 72℃ 0 sec 1 cycle
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Ⅲ. 결과 및 고찰

1.1. 두족류 6종의 종특이 영역 탐색

NCBI database에 등록되어있는 16S rRNA와 COI 유전자 내에서 유전적 변이가 심

하지 않은 보존서열을 가진 부위를 선택하여 특이 정방향 및 역방향 프라이머를 

제작하였으며 이 결과로부터 Single PCR 뿐만 아니라 Ultra-Fast PCR의 적용성까지 

고려하여 최적의 프라이머를 선정하였다(Table 1).

1.2. 종 특이 프라이머를 이용한 두족류 시료의 확인

본 연구에서 디자인된 종 특이 프라이머를 이용하여 시장에서 구입한 두족류 6종 

Two skin 주꾸미(Amphioctopus marginatus), One skin 주꾸미(Amphioctopus 

fangsiao), 낙지(Octopus minor), 살오징어(Todarodes pacificus), 돌문어

(Octopus vulgaris), 한치꼴뚜기(Loligo chinensis) )에 대한 PCR을 통해 각 종의 

선택적인 증폭을 확인하고자 하였다(Figure 3).

PCR을 통하여 증폭된 결과물을 전기영동하여 아가로스 겔상에서 확인한 결과는 

Figure 2와 같이 한치는 168 bp, 살오징어는 135 bp, One skin 주꾸미는 100 bp, 낙

지에서는 97 bp, Two skin 주꾸미는 85 bp, 돌문어는 81 bp 크기와 비슷한 위치에

서 PCR 증폭산물이 관찰되었다(Figure 4). 

QIAquick PCR purification kit (Qiagen)를 사용하여 DNA를 정제한 후 COSMO 

genetech (Busan, Korea)에 의뢰하여 염기서열을 분석하였다. 분석한 염기서열은 서

열 간의 유사성을 ClustalX 및 Genedoc을 이용하여 alignment하여 확인하였으며, 계

통수 분석은 MEGA6 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis)을 이용한 

neighbor-joining method로 분석하였다. 계통수 분석은 Figure 5, Figure 6에 나타내었

다. 

계통수 분석 결과 A. fangsiao와 A. marginatus는 두족강(Class Cephalopoda Cuvier, 

1789), 문어목(Order Octopoda Leach, 1818), 문어과(Family Octopodidae d'Orbigny, 
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1840), 주꾸미속(Genus Amphioctopus Fischer, 1882)에 속한다.

O. minor 과 O. vulgaris는 두족강(Class Cephalopoda Cuvier, 1789), 문어목(Order 

Octopoda Leach, 1818), 문어과(Family Octopodidae d'Orbigny, 1840), 문어속(Genus 

Octopus Cuvier, 1798)에 속한다.

L. chinensis는 두족강(Class Cephalopoda Cuvier, 1789), 오징어목(Order Teuthoida 

Naef, 1916), 꼴뚜기과(Family Loliginidae Lesueur, 1821), 한치꼴뚜기속(Genus 

Uroteuthis Rehder, 1945)에 속하고,

T. pacificus는 두족강(Class Cephalopoda Cuvier, 1789), 오징어목(Order Teuthoida 

Naef, 1916), 살오징어과(Family Ommastrephidae), 참살오징어속(Genus Todarodes 

Steenstrup, 1880)에 속한다[6].
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A. Two skin 주꾸미(Amphioctopus marginatus)의 Mitochondria COI 염기서열

B. One skin 주꾸미(Amphioctopus fangsiao)의 Mitochondria COI 염기서열
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C. 돌문어(Octopus vulgaris)의 Mitochondria 16s rRNA 염기서열

D. 낙지(Octopus minor)의 Mitochondria COI 염기서열
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E. 살오징어(Todarodes pacificus)의 Mitochondria COI 염기서열

F. 한치꼴뚜기(Loligo chinensis)의 Mitochondria 16s rRNA 염기서열

Figure 3. 두족류 6종에 대한 Mitochondrial DNA 염기서열 분석 결과. 

(A) Amphioctopus marginatus, (B) Amphioctopus fangsiao, (C) Octopus vulgaris, (D) 

Octopus minor, (E) Todarodes pacificus, (F) Loligo chinensis
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Figure 4. Genomic DNA를 추출하여 PCR 수행한 결과. M: 100 bp DNA ladder, 1; 

돌문어, 2; Two skin 주꾸미, 3; 낙지, 4; One skin 쭈꾸미, 5; 오징어, 6; 한치. 
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Figure 5. MEGA6 프로그램을 이용한 Mitochondria 16s rRNA gene 계통수 분석
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Figure 6. MEGA6 프로그램을 이용한 Mitochondria COI gene 계통수 분석
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1.3. 두족류 qPCR 분석

두족류에 대하여 qPCR을 진행한 결과(Figure 7), 두족류의 Real-time PCR 효율범위

는   value (0.983 ~ 0.999), slope (-0.28 ~ -0.32), Efficiency (89 ~ 109%)이었다. 

대상 6종의 최소 검출 범위는 10 pg ~ 0.1 pg이다.
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A. Two skin 주꾸미(Amphioctopus marginatus)

B. One skin 주꾸미(Amphioctopus fangsiao)
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C. 돌문어(Octopus vulgaris)

D. 낙지(Octopus minor)
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E. 살오징어(Todarodes pacificus)

F. 한치꼴뚜기(Loligo chinensis)

Figure 7. 두족류 6종의 DNA에 대한 Real-time PCR 결과

(A) Amphioctopus marginatus, (B) Amphioctopus fangsiao, (C) Octopus vulgaris, (D) 

Octopus minor, (E) Todarodes pacificus, (F) Loligo chinensis
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1.4. 두족류 Ultra-Fast PCR 분석

두족류 6종의 Cloned DNA와 genomic DNA를 사용하여 특이성을 확인할 수 있었

다. 검출한계는 0.1 pg ~ 1 pg이고, Genomic DNA에서 PCR결과는 Standard의 1 pg 

~ 100 pg 사이에서 나타났다. Negative 반응은 cycle 후반부에서만 일부의 증폭이 

관측되었다. Melting curve와 peak에서 Real-time PCR의 결과와 약간의 차이를 보였

다. Ultra-Fast PCR 결과는 Figure 8에 나타내었다.
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A. Two skin 주꾸미(Amphioctopus marginatus)

B. One skin 주꾸미(Amphioctopus fangsiao)
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C. 돌문어(Octopus vulgaris)

D. 낙지(Octopus minor)



27

E. 살오징어(Todarodes pacificus)

F. 한치꼴뚜기(Loligo chinensis)

Figure 8. 두족류 6종의 DNA에 대한 Ultra-Fast PCR 결과

(A) Amphioctopus marginatus, (B) Amphioctopus fangsiao, (C) Octopus vulgaris, (D) 

Octopus minor, (E) Todarodes pacificus, (F) Loligo chinensis
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1.5. 고찰

수산물 가공식품이 EMA (Economically Motivated Adulteration) 식품으로 제조, 유통

되는 사례가 급증하고 있다. 수산물을 이용한 EMA 식품의 경우 일반 소비자들이 

형태학적으로 구분하기 힘들어 저가의 수입산 또는 유사 생물을 이용한 제품을 

만들어 소비자들에게 판매하는 경우가 많다. 특히 최근 들어 우리나라 연안에 서

식하는 주꾸미의 경우 무분별한 남획으로 개체수가 급감하여 동남아 일대 또는 

중국에서 수입하여 대체하고 있다. 동남아 일대에 서식하는 주꾸미류는 One skin 

주꾸미와 Two skin 주꾸미가 동시에 서식하고 있는데 우리나라의 경우 식품으로 

이용되는 주꾸미는 One skin 주꾸미이며, 우리나라 연안에 서식하지 않는 Two 

skin 주꾸미의 경우 식품으로 이용되는 사례가 없다. 

우리나라 연안에 서식하는 주꾸미의 개체수가 급감하여 중국이나 동남아 일대에

서 주꾸미를 수입하고 있으며, 가공 또는 절편으로 만들어 수입하게 된다. 하지만 

가공 및 절편으로 수입되는 주꾸미류의 경우 형태학적으로 One skin과 Two skin 

주꾸미를 구별 할 수 없다. 

이러한 이유로 본 연구에서는 두족류에 포함되어진 대표적인 6가지 (One skin 주

꾸미, Two skin 주꾸미, 낙지, 돌문어, 살오징어, 한치꼴뚜기)를 대상으로 명확한 

종 판별을 확립하기 위한 방법과 목적하는 DNA단편을 특이적으로 실시간 고속 

PCR 분석법에 의해 상대적 정량 측정법을 제시하고자 한다. 

현재 두족류에 대한 종 판별 연구가 미토콘드리아 16S rRNA, cytochrome b, RFLP 

(Restriction Fragment Length Polymorphism) PCR 등을 이용하여 보고되고 있으나[, 

이들은 모두 Single PCR에 의한 조건이며, 증폭산물의 size variation이 고려되지 않

은 universal primer를 이용한 증폭에 기반한 것으로 최종적인 종 판별을 위해서는 

유전자 염기서열 분석과정을 거쳐야 하기 때문에 많은 시간과 비용이 소모된다. 

특히 RFLP PCR 경우 재현성 부분에서 신뢰도가 많이 떨어지는 문제점이 있어 실

제로 이를 적용하기에는 위험성이 따른다[19]. 또한 기존에 연구되어진 multiplex 

PCR을 이용한 오징어류 종 판별법은 single PCR과 비교하여 시간적인 측면에서 

뿐만 아니라 경제적으로도 장점이 있는 방법이지만, 각 유전자의 PCR 조건을 일

치시켜야 하며 또한 증폭산물의 크기가 다르도록 디자인함으로써 아가로스 겔 전
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기영동분석에서 확인 가능하여야 하는 번거로움이 있다. 또한 기존의 판별법은 오

징어류 4종에 대한 종 판별만 가능하였기 때문에 본 연구에서는 이 이외의 다른 

두족류 구분을 위해 미토콘드리아 Cytochrome C oxidase I (COI)의 유전자 부위를 

타겟으로 하는 프라이머를 설계하여 이를 이용한 두족류 6종 분류법을 제시하였

다. 두족류의 생물학적 시료로부터 간단한 방법으로 Ultra-Fast PCR을 수행하기 위

한 DNA를 확보하여 시료 준비 시간을 단축시킬 수 있을 뿐만 아니라, Ultra-Fast 

PCR 결과만으로도 종 판별이 가능하며 시료 전처리부터 결과확인까지 30분 이내 

종 판별이 가능한 분석법을 연구하였다.

본 연구에서는 보여준 Ultra-Fast PCR은 PCR이 가지고 있는 높은 민감도를 크게 

희생시키지 아니하며, 30분내의 신속성을 보여준 것이다. 휴대가 불가능했던 기존

의 PCR 기기가 가지는 단점은 Ultra-Fast PCR 기기의 소형화 개발 등으로 쉽게 극

복될 수 있고 뿐만 아니라 실시간 PCR이 가지고 있는 정량적 분석도 가능하다는 

장점을 감안한다면, 정밀 진단을 현장에서 바로 적용시킬 수 있는 민감하고도 신

속한 분석방법이 될 수 있을 것이다[23]. 

이러한 결과를 토대로 기존의 종판별 방법보다 두족류를 신속, 정확하게 현장에서 

판별 할 수 있어 앞으로 다른 분류군에서도 적용하고 현장에 활용할 수 있을 것

으로 사료된다.
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Ⅳ. 요약

본 연구에서는 미토콘드리아 DNA 염기서열의 Cytochrome C oxidase I (COI) 유

전자 분석법을 통하여 두족류에 해당하는 Two skin 주꾸미, One skin 주꾸미, 돌문

어, 낙지, 살오징어, 한치꼴뚜기 품종의 외투 조직에서 추출된 게놈 DNA 중에서 

실시간 고속 PCR 반응에 의해 상기 전술한 특정 염기서열 지역의 DNA만을 신속

하고, 정확하게 증폭하며, 그 증폭량을 정량적으로 측정할 수 있어, Two skin 주꾸

미, One skin 주꾸미, 낙지, 돌문어, 살오징어, 한치꼴뚜기 6 품종을 확실하게 구분

할 수 있다.

PCR 반응은 94℃에서 5 분간 초기변성 후, 94℃ 30 초 변성, 62℃ 30초 결합 및 

72℃ 30초 신장을 총 35회 반복 수행하였고, 마지막으로 72℃에서 5 분간 최종 신

장 반응을 수행하였다. 증폭된 Single PCR 산물은 2% 아가로스 겔에서 전기영동 

한 후 EtBr로 염색하여 이미지분석기에서 각 품종의 유전자 증폭산물을 확인하였

으며, Two skin 주꾸미, One skin 주꾸미, 낙지, 돌문어, 살오징어, 한치꼴뚜기 품종

에 대한 PCR 산물들을 유전자 클로닝한 후, 품종 간의 염기서열을 비교 분석한 

결과, Two skin 주꾸미는 85 bp, One skin 주꾸미는 100 bp, 낙지는 97 bp, 돌문어

는 81 bp, 살오징어는 135 bp 한치꼴뚜기는 169 bp 크기의 DNA 단편이 관찰되었

다.

실시간 고속 유전자증폭 반응은 UF-150 GeneChecker Ultra-Fast PCR system (Gene 

System, Korea)을 이용하여 수행하였다. PCR 반응 조건은 95℃ 30초 반응 후 95℃

5초, 62℃ 5초, 72℃ 10초의 3단계로 PCR을 50 사이클 수행하였다. 결론적으로, 두

족류의 생물학적 시료로부터 간단한 방법으로 Ultra-Fast PCR을 수행하기 위한 

DNA를 확보하여 시료 준비 시간을 단축 시킬 수 있고, 정성 분석이 모두 가능하

며, 상대적 정량 분석이 가능할 것으로 사료되며, 선발된 각 종 특이 프라이머 세

트를 이용한  Two skin 주꾸미, One skin 주꾸미, 낙지, 돌문어, 살오징어, 한치꼴

뚜기 품종의 판별이 30분내에 가능한 시스템을 개발하여 빠르고 안전하고 정확하

게 수행될 수 있어서 생물 생태뿐만 아니라 수산물 가공식품에 대해서도 이를 판
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별할 수 있어 식품안전관리에 활용할 수 있을 것으로 기대된다.
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