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This study was conducted to analyze genome of red sea cucumber and to use it as basic data for 
the development of genetic markers for red sea cucumber. Microsatellite marker analysis of Ulleungdo_ 
normal and Ulleungdo_native red sea cucumbers revealed that dinucleotide simple sequence repeats 
(SSRs) had the highest ratio, at 81.3～81.4%, and the number of the detected SSRs tended to decrease 
as the number of repeating sequence units in SSRs increased. In general, microsatellites with between 
5 and 10 iterations were most common. As the size of the SSR repeating sequence units increased, 
the SSR iterations gradually decreased. The di-, tri-, and tetra-nucleotides in SSRs were detected in 
the highest numbers as (AT)5, (AAT)5, and (AAAT)5, respectively. (CG) and (CCG) had very low 
frequencies compared to the numbers of other repeating SSR units. The numbers of di-and tri-nucleotide 
repeats were up to 35 and 32, respectively, and then increased discontinuously up to 44 and 43 repeats, 
respectively. Tetra-, penta-, and hexa-nucleotides in SSRs occurred in numbers up to 25, 21 and 14, 
respectively. This analysis of red sea cucumber indicated that it maintains its own repetition sequence 
and repetition number; therefore, we suggest that using it as basic data for molecular marker will 
be possible in future research.
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서 론

해삼은 연근해에 서식하는 해양 무척추동물 중의 하나

로써 한국, 중국, 일본 등에서 많이 소비되고 있으며[6], 
콜라겐 및 뮤코다당류가 많이 포함되어 건강기능성 식품

으로 각광받고 있다[4, 12]. 국내에서 최근래 각 지차체에

서 수행하고 있는 해삼씨뿌림 사업으로 고갈되어 가던 

해삼을 개체수를 점차 확장 시켜오고 있다. 국내에서 식

용으로 사용하는 해삼은 청해삼, 흙해삼, 홍해삼 등으로 

분류되며, 국내에서 씨뿌림사업으로 종자 생산을 수행하

는 것은 청해삼과 홍해삼이 진행되고 있다. 시중에서 해

삼의 가격은 청해삼, 흙해삼, 홍해삼 순서로 나타나고 있

다. 국내에서 수산자원 중에 해삼 무척추동물에 대한 연

구는 매우 미흡하고, 대부분의 연구는 어류에 대해 집중

적으로 되어 오고 있다. 
해삼은 세계적으로 약 1,400종이 분포하며[17, 23], 이 

중에서 식품으로 활용이 가능한 것은 40종 이상으로 분류

되어 있다[21]. 해삼 종 중에서 상업적으로 중요한 것은 

11종으로 알려져 있다[14, 16]. 해삼은 중국 및 말레이시아

에서 고혈압, 천식, 류마티스, 베인 상처, 화상, 발기부전, 
변비 등의 전통적 치료제로써 사용되어져 오고 있다[19, 
22]. 영양적으로 해삼은 비타민 B1 (티아민), 비타민 B2 
(리보플라빈), 비타민 B3 (니아신), 미네랄 등이 많이 함유

되어 있다[1, 20].
청해삼, 흙해삼, 홍해삼 등은 해삼의 표면 색상에 의해 

분류된 것이지만, 분류학적으로 같은 종에 포함되는 것이

다[9]. 청해삼은 국내에서 생산되는 해삼의 주류를 형성하

며, 어릴 때는 내만의 해조류 서식장, 암초지대 등 홍해삼

과 유사한 영역에서 서식하지만, 성장함에 따라 보다 외양

으로 이동한다. 홍해삼보다 넓게 분포하는 특성이 있으며, 
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조류 소통이 좋고 용존산소가 풍부한 해역에 많이 서식한

다[3, 15]. 홍해삼은 제주지역의 특산품으로 강원도, 울릉

도 등 일부 지역에서만 서식하며, 생산량이 매우 적다. 
홍해삼은 청해삼보다 칼슘, 인, 마그네슘 등이 많고, 크기

도 큰 경우가 많아 청해삼보다 비싸게 거래된다[9, 10]. 
초위성체를 이용하는 유전자 마커는 법의학, 암진단 및 

생물계통발생 등의 확인을 위해 최근래 다양한 생물 종에

서 개발되고 있다[8]. 척추동물이나 식물의 경우에는 유전

자 마커 개발이 비교적 활발하게 진행되고 있다[8]. 청해

삼은 해삼 씨뿌림 사업을 수행하기 위해 유전자 마커가 

개발되어 유전자분석을 실시하고 있다. 그러나 다른 생물 

종에 비교하여 해양무척추동물에 대한 전세계적인 연구

가 아직 미흡한 관계로 완전한 청해삼 유전체 서열에 대

해 알려진 바가 없고, 단지 부분적 유전체 분석이 진행되

어 있는 현황이다. 홍해삼은 최근래 제주도를 비롯하여 

다양한 지역에서 씨뿌림 사업을 진행하여 그 영역을 확장

해 오고 있다. 청해삼과 홍해삼은 같은 종내에 포함되어 

동일한 유전자 마커로서 유전자 분석을 실시할 수 있을 

것으로 예상되었다. 그러나 홍해삼은 청해삼 유전자 마커

로 실시할 경우에는 유전자 증폭이 대부분이 발생되지 

않아 청해삼 마커로써 분석을 실시하는 것이 불가능한 

것으로 나타났다. 이와 같은 이유에 기인하여 유전자 분

석을 위한 마커 개발이 요구되고 있는 실정이다.
따라서 본 연구에서는 홍해삼의 microsatellite 부위를 

분석하고 simple single repeats (SSRs)의 특성을 분석하여 

향후 유전자 마커 개발을 위한 기초 자료로 활용하기 위

해 수행되었다. 

재료 및 방법

홍해삼 시료에서 게놈 DNA 분리 및 서열 분석 준비

홍해삼 시료는 제주, 남해, 울주, 울진, 울릉도 양식(일
반) 및 토착종 등을 포함하여 다양하게 포획하여 본 연구

에 사용하였다. 
홍해삼의 게놈 DNA 추출은 QuickGene DNA Whole 

Blood Kit S, (KURABO, Osaka, Japan)을 사용하여 분리하

였고, 이 DNA를 DNA-Seq (DNA sequencing)에 사용하였다.

DNA Library 구축 및 sequencing

분리된 DNA는 Covaris S2 ultra sonicator system을 이용

하여 fragmentation 단계를 거친 후, Truseq Nano DNA sam-
ple prep kit (Illumina, Inc., San Diego, CA)을 이용하여 350 
bp의 DNA 단편으로 구성된 라이브러리를 구축하였다. 이
러한 최종 산물은 2100 BioAnalyzer를 이용하여 확인하였

다. DNA 단편들은 blunt end로 제작되었고, 인산화한 후

에, single “A” 뉴클레오티드가 single “T” overhang을 가지

는 어뎁터에 라이게이션을 위해 3‘-말단에 추가되었다. 게

놈 DNA 단편의 양 말단에 어뎁터 라이게이션은 게놈 단

편에 각 가닥의 5′-와 3′-말단에 다른 서열을 제공했다. 라
이브러리의 질은 capillary electrophoresis (Bioanalyzer, 
Agilent)에 의해 입증되었다.

구축된 라이브러리는 QX200 Droplet Digital PCR 
System (Bio-Rad)에 의해 정량 후에, Whole-genome se-
quencing을 Illumina NovaSeq 6000 system (Illumina)에 의

해 수행하였다.

유전체 정보 확보를 위한 생물정보학 분석

확보된 sequence reads은 sickle (v1.33)와 BWA ver. 
0.7.12.을 사용하여 고품질의 reads만 필터하여 얻었고, 이
것은 홍해삼에 대해 mapping 및 genome assembly을 하는

데 사용되었다. Mapping이후, local realignment는 GATK 
ver. 3.1-1을 사용하여 수행하였고, duplicates는 Picard ver. 
1.98 (http://picard.sourceforge.net)을 사용하였다. 서열상의 

변이들은 GATK ver 3.1-1을 통해 calling이 이루어 졌으며, 
변이에 대한 annotation은 SnpEff (v.4.1)에 의해서 수행되

었다. 

결과 및 고찰

게놈 추출 및 유전체분석결과

본 연구에서는 제주, 울릉도, 울진, 울주, 남해, 거제도 

등 다양한 지역에서 홍해삼을 수거하였다. 그러나 울릉도

_일반, 울릉도_토착, 제주, 울진, 울주 등의 영역을 제외하

고, 나머지 영역에서는 유전체 추출이 효과적으로 수행되

지 못했다(data not shown). 유전체 분리가 완전하지 못한 

것은 홍해삼을 수거 운반하는 과정에서 보관이 잘못되었

거나, 잘 알려지지 않은 원인에 기인하여 유전체 분리가 

제대로 수행되지 못해서 나타나는 현상으로 추정된다. 울
릉도_일반을 포함하는 5 국내지역에서 분리된 홍해삼 유

전체는 비교적 양호한 상태로 나타났지만, 울진 홍해삼 

게놈 추출물에서 약간 낮은 정제도를 나타내는 것으로 

관찰되었다(Table 1). 다른 한편으로 제주에서는 다른 지

역에 비교하여 약간 낮은 게놈 농도 및 정제도(260/230)를 

나타내었다. 유전체 분석결과 울릉도_일반, 울릉도_토착, 
울주 등은 제주나 울진에 비교하여 각각 2.8배와 5.2배 

이상의 read수가 차이가 나타났다(Table 2). 따라서 게놈의 

정제도는 게놈 정량과 상관관계가 있는 것으로 추정되었

다. 분석된 서열의 질적인 양상은 >Q30 bases가 93.58 이
상으로 높게 형성되어 read가 효과적으로 진행된 것으로 

나타났다. 다른 한편으로 SSRs의 분석 결과, 울릉도_토착

과 울주는 모든 SSRs가 일치하는 것으로 나타났기 때문에 

동일한 유전체 서열을 가지는 것으로 추정되었다.
유전체 분석결과를 종합하면, 울릉도_일반 및 토착을 

제외하고 나머지는 대체적으로 전체 유전체 분석 수가 
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Table 1. Results of genomic DNA extraction

Sample ID Nanodrop Conc.
(ng/ml) 260/280 260/230 Qubit Conc.

(ng/ml) Vol. (ml) Total (mg)

Ulleungdo_Normal
Ulleungdo_Native
Jeju
Uljin
Ulju

74.6
86.0
55.9
72.9
72.3

1.81
1.81
1.84
1.79
1.87

2.23
2.20
2.00
1.77
2.24

71.0
85.2
56.0
70.2
66.9

28 
29 
29
29
28 

1.99
2.47
1.62
2.04
1.87

Table 2. Results of genomic analyses

Sample_ID Yield (Bases) Reads % of >= Q30 
Bases (PF)

Mean Quality 
Score (PF)

Ulleungdo_Normal
Ulleungdo_Native
Jeju
Uljin
Ulju

25,924,394,985
25,106,869,811
 9,382,545,966
 5,020,448,151
24,587,812,747

171,684,735
166,270,661
 62,136,066
 33,248,001
162,833,197

94.28
93.86
93.71
93.59
93.88

36.08
36.01
35.98
35.97
36.02

A B

Fig. 1. Dispersion of SSRs in genomics of red sea cucumber. (A) Ullengdo_normal and (B) Ullengdo_native. The genomics 
were analyzed for red sea cucumbers, Ulleungdo_normal and native. SSR units were evaluated from di-nucleotides to 
hexa-nucleotides. X- and Y-axes in Figures indicate SSR units and detected numbers in each SSR units, respectively.

낮은 관계로 본 연구에서는 다른 지역의 유전체 정보를 

제외하였고, 울주는 울릉도_토착과 SSRs가 일치한 관계

로 이후 연구에서 울릉도_일반 및 토착 두 영역에 해당하

는 것만을 추가 연구의 대상으로 하였다. 울릉도_일반 및 

토착 지역에 해당하는 SSRs의 분석 결과 di->tri->te-
tra->penta->hexa-nucleotide 반복 수의 개수로써 양쪽 지역

의 SSRs의 특성이 유사한 양상을 나타내었다(Fig. 1). 본 

연구에 사용된 울릉도_일반에 포함된 SSRs에 대한 유전

자 부위 조사에서 intergenic 영역과 intron이 각각 38%와 

56%로 두 영역에 포함된 SSRs가 94% 이상인 것으로 나타

났다(data not shown). Exon 및 유전자 발현과 연관된 영역

은 낮은 빈도로 SSRs가 존재하였다. 이와 같은 결과는 이

전에 연구된 결과에서도 유사하게 intron 부위에서 높게 

탐색 되는 것으로 관찰되었다[5, 11].

낮은 반복 단위 SSRs의 특성   
Di-와 tri-nucleotide SSRs은 일반적으로 stutter나 우선 

증폭(preferential amplification)이 발생될 수 있기 때문에 

법의학에서는 활용이 전혀 되지 않는다[2]. Di-와 tri-nu-
cleotides SSRs은 전체 SSRs에 대해 96%를 차지하는 것으

로 나타났으며, 특히 dinucleotides SSRs은 81.3% 이상의 

높은 비율을 차지하는 것으로 나타났다(Fig. 2). 이와 같은 

양상은 대부분의 유전체 분석에서 나타나는 일반적인 현

상인 것으로 추정된다[7, 11, 13, 18]. 
Dinucleotide SSRs는 AC, AG, AT, CG 등으로 구성되며, 

이 중에서 AT가 울릉도_일반 및 토착에서 57.3%로 가장 

높게 구성되어 있다. AC와 AG는 각각 22.7와 19.7%로 나

타난 반면에 CG는 0.1(울릉도_토착)과 0.3%(울릉도_일
반)로 관찰되었다. 이와 같은 결과는 Acipenser dabryanus
의 전사체 분석결과에서 나타난 전체 SSRs에 대해 AC, 
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A

B

Fig. 2. Dispersion of SSRs composed of each di-nucleotide. (A) Ullengdo_normal and (B) Ullengdo_native. SSRs composed 
of di-nucleotides such as AC, AG, AT and CG were observed in ranges from 5 repeats to 44 repeats. X- and Y-axes 
in Figures mark numbers of each SSR and numbers of the detected each SSR among red sea cucumber genomics, 
respectively.

AT, AG에 대해 각각 25.7, 22.2, 17.3%로 나타난 것에 대해 

다른 양상이었다[13]. 다른 한편으로, 14종 어류의 경우에

는 exon 내부에 AC와 AG가 비교적 높게 관찰되었다[11]. 
그러나 CG는 모두 낮게 조성되는 것으로 추정된다. 따라

서 유전체 또는 전사체 등 분석 방법이나 존재하는 위치

에 따라 SSRs의 패턴이 변경될 가능성이 높은 것으로 추

정된다.  
본 연구에서 4 종류의 di-nucleotide SSRs는 모두 5 반복

수의 개수가 가장 높게 관찰되었고, 반복수의 증가에 따

라 점차 관찰되는 개수가 감소되는 양상을 보였다(Fig. 2). 
그러나 이전 연구의 Little millet의 경우에서 6 반복수가 

가장 높게 나타났고, 다음에 8 반복수가 높은 것으로 나타

났다[5]. 이와 같은 현상은 little millet에 나타나는 고유한 

현상일 수도 있지만, 이 연구가 전사체 분석으로 나타난 

SSRs에 기인하여 나타나는 패턴일 수도 있을 것으로 추정

된다.
Trr-nucleotide SSRs는 10 종류가 존재했으며, 두 유전체

의 SSRs 사이에는 동일한 SSRs 타입을 보유한 것으로 나

타났다(Fig. 3). Tri-nucleotide SSRs 중에서 AAT가 41%로 

울릉도 두 샘플에서 모두 가장 높은 것으로 관찰되었다. 
Acipenser dabryanus의 전사체 분석결과에서 AAT가 전체 

SSRs에 대해 17.25%로 tri-nucleotide 중에서 가장 높은 것

으로 평가된 것과 동일한 양상을 보였지만[13], 본 연구에

서 AAT가 tri-nucleotide 중에서 보다 높은 빈도로 검출되

는 현상을 볼 수 있었다. 그 외에 tri-nucleotide SSRs의 빈

도는 AAG>AAC>ATC 등의 순서로 나타났다. tri-nucleo-
tide SSRs의 반복수는 5 반복수가 가장 높았고, 그 이후에

는 점차적으로 감소되는 경향성을 보였다(Fig. 3). 그러나 

이전 연구의 Little millet의 경우에서 8 반복수가 가장 높

게 나타났고, 다음에 6 반복수가 높은 것으로 나타났다[5].
종합적으로 낮은 반복 단위 SSRs은 특정 서열의 SSRs

이 분석 방법이나 염색체 위치에 따라 다양하게 나타날 

가능성을 보였고, 낮은 반복수가 많이 존재하는 것으로 

나타났다.

높은 반복 단위 SSRs의 특성

4~6 SSRs는 포렌식에 일반적으로 활용되어 오고 있지

만, 취급 방법이나 보존된 상태에 따라 분해에 취약한 단

점을 가지고 있다[2]. Tetra-nucleotides는 울릉도_일반과 

토착에서 각각 32와 31 SSR 타입들을 보유하고 있다. 울
릉도_일반에서 특이적으로 보유된 SSR 타입은 ACCG, 
CCGG인 반면에 울릉도_토착에서는 AGCG가 특이적으

로 존재했다. 낮은 반복 단위에 비교하여 대체적으로 각 

SSR들은 낮은 빈도로 분포되어 있었으며, ATTT>ACAT> 
AGGG>AATG 등의 순서로 분포되어 있었다(Fig. 4). 이와 

같은 결과는 Acipenser dabryanus의 전사체 분석결과에 

ATTT가 가장 높게 나타났지만, ATTT>ACAG>AAAC 등
의 순서와는 약간 상이한 것으로 관찰되었다[13]. Penta- 



694 생명과학회지 2022, Vol. 32. No. 9

A

B

Fig. 3. Dispersion of SSRs composed of each tri-nucleotide. (A) Ullengdo_normal and (B) Ullengdo_native. SSRs composed 
of tri-nucleotides were exhibited in ranges from 5 repeats to 43 repeats. X- and Y-axes in Figures mark numbers of 
each SSR and numbers of the detected each SSR among red sea cucumber genomics, respectively.

A

B

Fig. 4. Dispersion of SSRs composed of each tetra-nucleotide. (A) Ullengdo_normal and (B) Ullengdo_native. SSRs composed 
of tetra-nucleotides were showed in ranges from 5 repeats to 39 repeats. X- and Y-axes in Figures mark numbers of 
each SSR and numbers of the detected each SSR among red sea cucumber genomics, respectively.
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  A

B

Fig. 5. Dispersion of SSRs composed of each penta-nucleotide. (A) Ullengdo_normal and (B) Ullengdo_native. SSRs composed 
of penta-nucleotides were observed in ranges from 5 repeats to 28 repeats. X- and Y-axes in Figures mark numbers 
of each SSR and numbers of the detected each SSR among red sea cucumber genomics, respectively.

A

B

Fig. 6. Dispersion of SSRs composed of each hexa-nucleotide. (A) Ullengdo_normal and (B) Ullengdo_native. SSRs composed 
of hexa-nucleotides were exhibited in ranges from 5 repeats to 17 repeats. X- and Y-axes in Figures mark numbers 
of each SSR and numbers of the detected each SSR among red sea cucumber genomics, respectively.
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및 hexa-nucleotide SSR은 모두 각각 5% 미만으로 존재하

는 것으로 나타났다(Fig. 5, Fig. 6). Penta-nucleotide SSR은 

울릉도_일반과 토착에서 각각 76과 66개 타입으로 존재

했다(Fig. 5). 울릉도_일반에서는 AAACG, AACCG, AACCT, 
AAGAG, AAGGT, AAGTG, AATCG, ACACG, ACACT, 
ACCCG, ACCGT, ACGCT, ACTAG, AGCCG, AGCGC, 
AGCTC, ATCGC 등 17 SSRs가 특이적으로 존재했다. 반면

에 울릉도_토착에서는 AAGCT, AATGT, AATCC, ACAGC, 
ACGAG, ACGCC, ACGGC 등 7 SSR들이 특이적으로 존

재하는 것으로 나타났다. Hexa-nucleotide SSR은 39개로 

동일한 것으로 관찰되었지만, 실재로 구성된 SSR 타입은 

매우 다양한 것으로 관찰되었다(Fig. 6). 울릉도_일반에서

는 AAATAT, AAATGC, AACCCG, AACCTC, AATATG, 
AATGAT, ACATGT, ACCATG, ACGAGG, ACGCCC, AC 
GGGG, ACTCCC, AGCCAT, AGCCTG, ATCCGC, ATCGGC 
등 16 SSR들이 특이적으로 존재했다. 반면에 울릉도_토
착에서는 AAAAGC, AAAATT, AAACAC, AAATAT, AA 
GACT, AAGAGG, AATAGG, ACACCG, ACCCTC, ACTATG, 
AGATCG, AGCAGG, AGGGCG, ATATGC, ATCATG, 
ATCCCC 등 16 SSR들이 특이적으로 나타났다. 높은 반복 

단위 SSR들은 5~7 반복 단위에 집중적인 것으로 관찰되

었다(Fig. 4, Fig. 5, Fig. 6). 이런 결과는 Acipenser dabrya-
nus의 전사체 분석결과에서 5~8 사이에 집중으로 나타나

는 결과와 유사하였다[13]. 그러나 이전 연구에서는 높은 

반복 단위 SSR들이 8 반복에서도 높게 검출되는 데 비교하

여 본 연구에서는 8 반복이 낮게 관찰되는 것이 상이하였다.
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초록：홍해삼 유전체 분석에 의한 microsatellite의 분포도 연구

이태욱1․김삼웅2․김정선3․지원재4․방우영5․김장현6․양철웅6․방규호1․갈상완1*

(1경상국립대학교 제약공학과, 2경상국립대학교 농식품바이오융복합연구원, 3㈜비오스, 4국립생물자원관 
미생물자원과, 5국립생물자원관 유용자원활용과, 6경상국립대학교 수의학과)

본 연구는 홍해삼의 유전체를 분석하여 홍해삼의 유전자 마커 개발을 위한 기초 자료로 활용하기 위해 

수행되었다. 울릉도_일반과 울릉도_토착으로 microsatellite marker 분석을 실시하였다. 그 결과 dinucleotide 
repeat 서열이 81.3~81.4%로 가장 많이 차지 되었으며, 반복서열 개수가 증가될수록 감소되는 경향을 보였

다. 일반적으로 microsatellite는 5~10 반복수 사이에 집중적으로 존재하였으며, 반복 서열의 크기가 클수록 

반복수가 적어지는 양상을 보였다. Di, tri, tetra-nucleotides 반복에서 각각 (AT)5, (AAT)5, (AAAT)5 등이 

가장 높은 것들로 나타났다. (CG), (CCG) 등은 동일 반복 단위의 다른 반복 단위에 비교하여 매우 낮게 

관찰되었다. Di-와 tri-nucleotide는 반복수가 각각 35와 32까지 지속적으로 나타난 다음에 비연속적으로 

44와 43 반복까지 계수 되었다. Tetra-, penta- 및 hexa-nucleotide는 각각 25, 21 및 14까지 연속적으로 나타났

다. 본 분석결과에 따르면 microsatellite는 특이서열반복에 대해 편중되는 경향성을 보이는 것으로 나타났

다. 따라서 홍해삼의 microsatellite 분석에서 고유의 반복 서열과 반복수를 유지하는 것으로 추정되므로 

향후 연구를 위한 기초 자료로 활용하는 것이 가능할 것으로 판단된다.
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