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견과류로부터 효율적인 DNA 추출 방법 비교
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Abstract This study aimed to explore efficient DNA extraction methods using tree nuts. Four different DNA extraction
procedures, including silica membrane method, modified silica method, cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) method,
and modified CTAB method were examined for their relative efficiency in extracting DNA from pistachio, pine nut,
almond, hazelnut, cashew nut, walnut, and peanut. The quality and quantity of the extracted DNA were subsequently
assessed by spectrometric measurements, gel electrophoresis, and PCR amplifications. CTAB method was the most
appropriate one for extracting DNA from pine nut, cashew nut, pistachio, and peanut. However, it could be replaced by
the silica membrane method for walnut and modified CTAB method for almond and hazelnut.
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서 론

견과류는 단백질과 비타민, 지방이 풍부하게 함유되어 있고, 특

히 불포화지방산의 양이 많이 포함되어 있기 때문에 심혈관질환

에 효과적인 식품으로 알려져 있다(Kim 등, 2000). 이러한 효능

들이 발견되면서 견과류 판매 시장과 초콜릿, 유제품 등의 가공

식품 시장도 성장하고 있고, 2013년 관세청의 보도자료에 따르면

주요 견과류의 수입량은 2003년보다 7배 이상 증가했다고 보도

한 바 있다(Korea Customs Service, 2013). 그러나, 건강을 위해

견과류를 섭취하는 사람들이 있는 반면 견과류는 민감한 사람들

에게 알레르기를 유발하는 식품으로도 잘 알려져 있다(Crespo 등,

2006). 견과류로 인해 발생하는 알레르기는 구강에 발생하는 경

우가 많지만, 아나필락시스와 같은 치명적인 반응이 발생할 수

있기 때문에 가공식품 등에서 견과류를 신속하게 검출할 수 있

는 분석방법이 필요하다(Suzanne 등, 2003).

최근 분자생물학적 방법으로 식품을 분석하는데 가장 많이 사

용되는 중합효소연쇄반응(polymerase chain reaction, PCR)법은 정

확도와 민감도가 뛰어나고, 분석시간이 짧다는 장점이 있다

(Holzhauser 등, 2000; Lee 등, 2009; Park 등, 2013). PCR 반응에

서 정확하고 재현성 있는 결과를 얻기 위해서는 우선적으로 순수

한 DNA의 분리 및 정제가 필요하다(Di Pinto 등, 2007). DNA 추

출은 SDS, CTAB 등과 같은 계면활성제로 세포벽을 파괴하고, 이

소프로판올 등으로 DNA를 침전시켜 정제하는 세틸트라이메틸 암

모늄 브로마이드(cetyltrimethyl-ammonium bromide, CTAB)법과

DNA를 실리카 막에 부착시켜 농축하는 실리카 막 법이 있으며,

대부분 상업적으로 판매하는 키트들을 사용하고 있다. 또한 PCR

반응의 저해 작용을 하는 것으로 알려져 있는 탄수화물, 지방산,

페놀화합물 등을 효과적으로 제거할 수 있는 DNA 추출방법을 확

립하는 것이 중요하다(Iniesto 등, 2013; Shin 등, 2016). 이런 이유

로 시료의 종류나 구성성분에 따라 변형된 DNA 추출방법이 사

용되고 있다(Di Pinto 등, 2007; Shin 등, 2016; Verbylaite 등,

2010). 지방, 단백질이 많은 시료들은 클로로폼이나 페놀을 첨가

하여 불순물을 침전시켜 효율적으로 DNA를 분리할 수 있다고 보

고된 바 있다(Chapela 등, 2007; Kehrmeyer 등, 1996; Volossiouk

등, 1995). 식물성 시료의 경우 PCR 반응의 저해제로 잘 알려진

폴리페놀 화합물들이 많이 포함되어 있기 때문에 폴리바이닐 폴

리피롤리돈(polyvinyl-pyrrolidone, PVP)나 베타메캅토-에탄올(beta-

mercaptoethanol)을 첨가하여 DNA를 분리하는 방법이 사용되고

있다(Rohland과 Hofreiter, 2007; Sghaier 등, 2005). Herman 등

(2003)과 Koppel 등(2010)은 땅콩과 헤이즐넛을 대상으로 하였고,

Garino 등(2016)은 잣을 대상으로 실리카 막 법을 사용하여 DNA

를 추출하였다. Engel 등(2009)은 피스타치오 너트, 아몬드, 헤이

즐넛, 캐슈너트, 호두, 땅콩, 피칸 너트, 브라질넛/너트 등에서 변

형된 CTAB법을 사용하여 DNA를 추출하였다. Costa 등(2015)은

아몬드와 헤이즐넛을 대상으로 7가지 방법을 통해 DNA를 추출

하였다. 견과류의 종류에 따라 다양한 추출방법이 사용되고 있으

며 명확한 추출법이 확립되지 않기 때문에, 식품분석을 위한 효

율적인 DNA 추출법 선정이 필요한 실정이다. 따라서 본 연구에

서는 견과류 DNA를 효율적으로 추출할 수 있는 방법을 선별하

기 위해 7종(피스타치오 너트, 잣, 아몬드, 헤이즐넛, 캐슈너트, 호

두, 땅콩)에 대하여, 4가지 방법을 통해 DNA를 추출하고 식물 내

재유전자에 대해 PCR을 수행하여 DNA의 추출 효율을 비교하였다.
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재료 및 방법

재료

본 연구에서 사용 된 견과류 7종(피스타치오 너트, 잣, 아몬드,

헤이즐넛, 캐슈너트, 호두, 땅콩)은 경기도 수원시내의 대형 마트

에서 구매하였다. 피스타치오 너트와 캐슈너트는 열처리된 시료

를 사용하였고, 이를 제외한 각 시료는 건조되거나 조리되지 않

은 제품을 사용하였다. 액체질소를 사용하여 균질화한 후 실험에

사용하기 전까지 −20oC에서 보관하였다.

DNA 추출

DNA의 추출에는 실리카 막(silica membrane)을 활용한 Qiagen

(Hilden, Germany)사의 DNeasy plant mini kit (QM)를 이용한 방

법, 지방 성분을 제거하기 위해 QM법에 클로로폼을 추가한 방

법(MQ)을 사용하였다. 또한 DNA를 침전하여 분리하는 CTAB

또는 CT법(Meyer, 1999), CT법을 실리카법과 혼합한 Mini CTAB

(MC)법(Dover과 Lee, 2007; Koppel 등, 2010)을 사용하였다.

DNA 추출에는 총 800 mg의 시료를 사용하였다. QM법은 제조사

에서 제공하는 방법에 따라 진행하였다. MQ법에서는 DNeasy

Mini Spin Column에 용액을 넣기 전에 클로로폼을 500 µL 첨가

하여 13,000 rpm에서 15분간 원심분리한 후 상층액을 사용하였

다. CT법과 MC법은 참고문헌에 게시되어 있는 방법을 사용하였

으며, MC법의 경우 이소프로판올을 처리하지 않고, 상층액을 사

용하여 Qiagen사의 DNeasy Mini Spin Column을 사용하여 정제

하였다. 4가지 방법 모두 총 200 µL의 DNA를 얻을 수 있었다.

DNA의 농도와 순도는 UV/VIS 분광광도계(Mecasys, Daejeon,

Korea)를 사용하여 측정하였다. 추출된 DNA (50 ng/µL)는 1% 아

가로스 젤에 각각 2 µL를 전기영동하였다.

통계분석

각 방법간의 차이를 비교하기 위해 통계처리를 실시하였다. 모

든 시료에 대하여 3회 반복 추출하였으며, 각 자료는 평균과 표

준오차로 나타내었다. 4가지 방법으로 추출한 DNA의 농도는 통

계처리 프로그램인 SAS (Statistical analysis program) software

version 8 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA)을 이용하여 95%

유의수준에서 평균값과 표준편차를 던컨의 다중검정 시험으로 각

방법간의 유의적인 차이를 확인하였다.

PCR 조건

추출방법에 따른 PCR 증폭 유무를 확인하기 위해 식물 내재

유전자 및 각 견과류를 특이적으로 증폭하는 프라이머(Table 1)

를 대상으로 Ex Taq DNA polymerase (TaKaRa, Tokyo, Japan)

를 사용하여 PCR을 진행하였으며, 반응물의 조성은 다음과 같다.

10x Ex Taq buffer 2.5 µL, dNTP 200 µM, forward 및 reverse

primer 각각 400 nM, Ex Taq polymerase 0.5 U, 주형 DNA 10

ng을 사용하여 반응액이 총 25 µL가 되도록 조성하였다. 식물 내

재 유전자를 대상으로 한 PCR은 GeneAtlas (ASTEC, Fukuoka,

Japan)을 이용하여 94oC에서 5분간 최초 변성 후, 94oC에서 30초,

60oC에서 30초, 72oC에서 30초의 과정을 35회 반복하고, 72oC에

서 7분 동안 최종 신장하였다. 각 견과류를 대상으로 실시한 PCR

은 95oC에서 10분간 최초 변성 후, 94oC에서 30초, 58-63oC에서

30초, 72oC에서 30초의 과정을 35회 반복하고, 72oC에서 7분 동

안 최종 신장하였다(Table 1). PCR 반응의 증폭 결과는 2% 아가

로스 젤에서 전기영동을 수행하였다.

결과 및 고찰

DNA 추출 방법 비교

4가지 추출방법을 통해 견과류로부터 DNA를 추출하였다. DNA

의 농도 및 순도와 식물 내재 유전자 및 각 견과류에 특이적인

유전자를 통한 증폭 정도로 효율성을 판단하였다. 먼저 추출한

DNA를 같은 양으로 1% 아가로스 젤에 전기영동한 결과, 7개의

견과류에서 4가지 방법을 사용하여 추출한 DNA 모두 2 kb 이상

의 거대한 DNA분자를 확인할 수 있었다(Fig. 1). 캐슈너트의 경

우 1차 가공으로 DNA가 분해, 파괴되어 DNA의 형상이 흐리게

나타난 것으로 생각된다. CT법을 사용하여 피스타치오 너트, 아

몬드, 땅콩에서 DNA를 추출하였을 때, 밴드의 밝기가 QM, MQ,

MC법보다 낮게 확인되었다.

4가지 추출법을 이용하여 각각의 시료 800 mg의 DNA를 추출

하였으며, 순도는 각 방법간의 차이를 보이지 않았다. 각 시료의

Table 1. Primer information

Target Primer name Sequence (5'-3')
Product size 

(bp)
Annealing 

temperature (oC)
Reference

Pistachio
Pis-F
Pis-R

ATCTGCCTTCGCATTCCTCATCCTG
TTGGCTCTTCTGGACCTCCTGTT

173 58 Cheng et al., 2016

Pine nut
Pin-F
Pin-R

CCTCGTCCAACCTTTTATTCC
AAACTGGCGATCAGAACTTGA

161 63 Garino et al., 2016

Almond
Prd5-1F
Prd5-1R

GGTTGTTGCAGCATACTTGTTGGC
GCTCCAACAGAGCCAAGGATGTCC

90 63 Costa et al., 2012

Hazelnut
Haz-1F
Haz-R

TCTTGAAGAGCATCAGCAAGTACC
CATCGGAGTGTGCCAAGAGGTAG

137 58 Cheng et al., 2016

Cashew nut
Cashew-F
Cashew-R

AACAGCCAGTGAATTGCC
AACGCCAGAGTTGTGAAG

146 58 Cheng et al., 2016

Walnut
Wal-F
Wal-R

GATCTATATTGTTGGAAAATGTAG
GGTTAGAATCATTAGTGGAAATCAG

120 63 Yano et al., 2007

Peanut
Pea-F
Pea-R

CCATATGATCGGAGAGGC
TTGAGGCAAGTTCCTGAG

194 58 Cheng et al., 2016

Plant
18S-F
18S-R

TGTTGGCCTTCGGGATCGGAGTA
GCTTTCGCAGTTGTTCGTCTTTCA

111 60 Mano et al., 2009
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농도를 측정한 결과 피스타치오 너트는 29.5-386.8 ng/µL, 잣은

182.5-836 ng/µL, 아몬드는 13.9-135 ng/µL, 헤이즐넛은 16.7-110

ng/µL, 캐슈너트는 8-442 ng/µL, 호두는 39.3-228 ng/µL, 땅콩은

72.5-585 ng/µL로 측정되었다(Table 2). 던컨의 다중검정 시험으로

방법간의 차이를 비교한 결과 CT법으로 추출한 경우 모든 시료

에서 시료 사용량에 비해 가장 많은 양의 DNA를 얻을 수 있었

다. 호두와 땅콩을 제외한 시료들은 MC법을 사용하였을 때 CT

법 다음으로 많은 양의 DNA가 추출되었으며, 피스타치오 너트,

헤이즐넛, 캐슈너트에서 QM, MQ법과 유의적인 차이가 있는 것

으로 나타났다. 호두와 땅콩은 QM법이 CT법 다음으로 많은 양

의 DNA가 추출되었다. 견과류를 대상으로 유전자 분석법을 사

용한 기존의 연구와 비교했을 때, PVP를 첨가하거나 본 연구에

서 사용되지 않은 상업적 키트들보다 CT법이 더 효율적으로 추

출된 것을 확인할 수 있었다(Engel 등, 2009; Garino 등, 2016;

Herman 등, 2003; Koppel 등, 2010; Sghaier 등, 2005). 그러나,

DNA 추출에 2일 정도가 소요되는 CT법은 2-4시간이 소요되는

다른 3가지 추출법에 비해 수배이상 시간이 오래 걸린다는 한계

점이 있고, 유기용매를 사용한다는 단점이 있다. 다만 각 방법간

추출된 DNA 양의 차이가 큰 잣, 캐슈너트, 피스타치오 너트, 땅

콩의 시료는 CT법이 가장 효율적인 추출법으로 판단되며, 호두,

헤이즐넛, 아몬드의 시료는 MC법 및 QM법이 CT법을 대체할 수

있을 것으로 판단된다.

견과류의 경우 지방산, 탄수화물, 페놀화합물 등 PCR반응의 저

해 요소로 작용할 수 있는 물질들이 많이 함유되어있기 때문에

PCR을 통한 유전자 분석법 결과에 영향을 미칠 수 있다. DNA

추출방법에 따라 PCR 저해 요소들의 잔존여부를 판단하기 위해

4가지 방법으로 추출된 DNA들을 식물 내재유전자를 통해 PCR

분석을 실시하였다. 식물 내재 유전자의 경우 추출 방법에 관계

없이 모두 유사한 크기에서 증폭산물을 확인할 수 있었다. 견과

류에 특이적인 유전자의 경우 모두 예상되는 크기에서 증폭산물

을 확인할 수 있었다(Fig. 2). 본 연구에서 사용된 4가지 추출방

법 모두 PCR반응의 저해/억제 요소를 효과적으로 제거하였으므

로, 추출 시간 및 추출된 DNA 양을 대상으로 효율적인 견과류

추출법을 선택할 수 있을 것으로 판단된다.

Fig. 1. Agarose gel electrophoresis of genomic DNA extracted from pistachio (A), pine nut (B), almond (C), hazelnut (D), cashew nut (E),
walnut (F) and peanut (G) by four methods. Lane M, Lambda DNA/Hind III marker; lane 1, QM; lane 2, MQ; lane 3, CT; lane 4, MC

Table 2. Purity and content of DNA extracted from 800 mg of tree nuts by four extraction methods

(ng/µL)
Pistachio Pine nut Almond Hazel nut

Purity Min Max Mean1)±SD2) Purity Min Max Mean±SD Purity Min Max Mean±SD Purity Min Max Mean±SD

QM 1.6 29.5 58.5 41.1±15.3c 1.7 234.8 295.0 262.6±30.4b 1.6 20.5 38.5 26.9±10.1b 1.6 27.2 44.5 34.6±8.9c

MQ 1.6 50.0 55.0 52.3±3.1c 1.7 182.5 294.0 247.7±58.1b 1.6 13.9 34.5 22.9±10.6b 1.7 16.7 41.8 27.3±13.0c

CT 1.8 358.00 386.80 375.9±15.6a 1.7 685.0 836.0 786.4±87.8a 1.7 53.0 135.00 84.3±44.3a 1.7 54.5 110.00 83.4±27.8a

MC 1.8 67.0 121.50 98.5±28.2b 1.6 227.0 303.5 258.2±40.2b 1.7 26.5 61.0 40.2±18.3b 1.6 30.3 61.2 47.3±15.7b

(ng/µL)
Cashew nut Walnut Peanut

Purity Min Max Mean±SD Purity Min Max Mean±SD Purity Min Max Mean±SD

QM 1.5 14.9 22.0 17.7±3.8c 1.4 100.2 148.0 128.2±25.0b 1.7 170.3 225.0 198.6±27.4b

MQ 1.6 14.1 36.0 21.9±12.2c 1.4 057.2 097.0 78.4±20.1c 1.7 108.0 172.0 153.7±39.8c

CT 1.9 329.00 442.00 402.3±63.6a 1.8 146.3 228.0 174.2±46.6a 1.7 437.0 585.0 522.3±76.6a

MC 1.6 8.0 35.0 24.56±14.5b 1.5 039.3 048.5 45.1±5.0d 1.8 072.5 139.0 102.3±33.8d

1)Values for each sample with different superscript letters differ significantly (p<0.05) by Duncan’s multiple-range test.
2)Standard deviation
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요 약

본 연구에서는 견과류로부터 식품 분석에 사용될 DNA를 4가

지 방법으로 추출하고 그 효율을 비교하였다. 동일한 양의 시료

를 사용하여 추출된 DNA의 양은 CTAB법이 가장 우수한 것으

로 확인되었지만, 추출 시간이 수배이상 오래 걸리고 유기용매를

사용한다는 한계점이 있다. 다른 방법들과 DNA 추출 양의 차이

가 큰 잣, 캐슈너트, 피스타치오 너트, 땅콩의 시료는 CTAB법이

가장 효율적인 방법으로 판단되며, 호두, 헤이즐넛, 아몬드의 시

료는 변형 CTAB법과 실리카 막법이 CTAB법을 대체할 수 있을

것으로 판단된다. 추출된 DNA를 식물 내재유전자 및 각 견과류

에 특이적인 유전자를 사용하여 PCR을 진행하였으며, 모든 추출

방법에서 DNA가 정상적으로 증폭되는 것을 확인하였다.
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