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목단피의 감별을 위한 ITS-PCR 분석
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ABSTRACT : The application of PCR analysis on the herbal medicine Moutan Cortex (Paeonia suffruticosa Andrews) was

evaluated by the comparison of the genetic relationship based on the DNA sequence with Paeoniae Radix (Paeonia lactiflora

Pallas) following development of specific primers. Moutan Cortex and Paeoniae Radix were distinguished through the PCR

analysis based on the internal transcribed spacer (ITS-PCR) from nuclear ribosomal DNA region. The 294 bp PCR prod-

ucts both of Moutan Cortex and Paeoniae Radix was amplified by MIF1 and MIR1. And a Moutan Cortex specific 225 bp

PCR amplification product was amplified by MIF2 and MIR1 primers. The 225 bp sequence could be successfully amplified

from Mortan Cortex of dried herbal preparations. PCR analysis based on ITS (ITS-PCR) may be an efficient tool for the

discrimination of Moutan Cortex.
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서 언

Paeonia속 식물은 현재 세계적으로 35종이 알려져 있는데,

우리나라에서 자생하는 Paeonia속 식물 중 작약은 Paeonia

japonica, Paeonia lactiflora, Paeonia ovobata이며 목단류로

는 Paeonia suffruticosa가 보고되고 있다 (Lee, 1976). 그리

고 약용으로 재배되고 있는 작약의 대부분 Paeonia lactiflora

계통인 것으로 분류되어 있다 (Kim et al., 1997).

목단피 Moutan Cortex는 작약과의 목단 Paeonia

suffruticosa Andrews의 뿌리껍질로 paeonol, paeonoside,

paeonolide, paeoniflorin, oxypaeoniflorin, benzoylpaeoniflorin

등이 포함되어 있다 (Li, 1988). 목단피는 통풍·류마티즘 관

절염의 진통, 피부발진에 대한 항염증 효과가 있으며 (Wang

et al., 1994), 실험적 동맥경화 억제효과 (Dai et al., 1999),

혈소판 응집억제효과 (Lin et al., 1999), 패혈증 억제효과 (Li

et al., 2004), carrageenan 유발 염증에 대한 억제효과 및 진통

효과 (Chou, 2003), 비만세포로부터 히스타민 유리억제효과 및

TNF-α 생성저해효과 (Kim et al., 2004) 등이 보고되어 있다.

작약 Paoniae Radix (Paeonia lactiflora Pallas)은 작약과의

다년생 초본으로 주된 약재성분으로는 paeonol, paeoniflorin

등이 있다 (Aimi et al., 1969; Akata et al., 1980). 작약은

자양보혈, 지경지통, 강압작용, 제산작용 등의 효능이 있어 부

인병 치료에 주로 이용되어 왔다 (Kim et al., 2002).

이들 두 약재는 모두 Paeonia속 식물로 목단은 목본식물,

작약은 초본식물이므로 분류 기준은 외형적 특성에 따르고 있

으나, 정확한 기원의 약재사용에 대한 필요성이 제기되고 있

어 쉽고 명확한 판별법이 요구되어지고 있다. 따라서, 분자생

물학적 방법인 PCR 분석으로 약재를 구별하기 위한 노력이

진행되고 있으며, Lee 등 (2008)은 Artemisiae 약재로부터

Artemisia iwayomogi를 동시에 구별할 수 있는 multiplex

PCR 방법을 보고하였고, Chung 등 (2009)은 SSR 마커를 이

용하여 품종판별을 시도하였고, An 등 (2006)은 황정과 위유

의 분류를 위해 RAMP (Random Amplified Microsatellite

Polymorphism) 방법으로 유전적인 분류를 시도하였다. 

지금까지 목단과 작약에 대해 연구된 분야는 주로 접목 등

과 관련된 재배방법이나 (Kim et al., 2002) 성분분석과 추출
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물 등에 대한 연구가 대부분이었고 (Choi and Park, 2005;

Kim et al., 2007; Kim et al., 2008; Park et al., 2004;

You et al., 2009) 그 외의 유전학적 연구로는 ITS (Internal

Transcribed Spacer)부위의 분석을 통해 작약류의 종을 구분하

고 유연관계 분석을 통해 작약류를 비교한 바 있으며 (Kim

et al., 1997; Sang et al., 1995), GPAT (glycerol-3-

phosphate acyltransferase) 유전자의 이용을 통해 작약류의 유

연관계를 분석한 연구가 있다 (Tank and Sang, 2001). 또한

ITS 영역의 염기서열분석은 무화과의 계통분석 (Ghada et al.,

2009)과 황기의 구별 (Lu et al., 2009) 자생 밀의 계통분석

(Gulbitti-Onarici et al., 2009), 형개의 기원 및 유연관계 분석

(Baigalmaa et al., 2009) 등 주로 계통간의 차이를 찾고자 할

때 이용되고 있다.

본 연구에서는 nuclear ribosomal DNA의 ITS 부위의 염기

서열을 기초로 하여 Paeonia 계통의 Paeonia suffruticosa와

Paeonia lactiflora의 염기서열상의 차이를 비교하고, Paeonia

속 (species)에서 Paeonia suffruticosa만을 구별할 수 있는

ITS-PCR 방법을 제시하고자 한다.

재료 및 방법

1. 실험재료

본 실험에서 목단과 작약의 ITS 부위 염기서열을 결정하기

위해 목단은 국내외에서 수집한 생체시료 5개와 유통건조 약

재 23개를 포함한 28개 시료를, 작약은 국내산 유통건조 약재

4개와 중국산 유통건조 약재 6개를 포함한 10개 시료, 총 38

개 시료를 대상으로 하여 실험에 이용하였다 (Table 1).

2. DNA 추출

약 100㎎의 시료를 막자사발에 넣고 액체질소를 사용하여

미세분말 상태로 마쇄한 후 Nucleospin® Plant kit (Macherey-

Nagel, Germany)를 이용하여 DNA를 추출하였다. 추출된

DNA를 0.8% agarose gel에서 전기 영동하여 확인한 후,

ND-1000 spectrophotometer (NanoDrop Tech, USA)로 DNA

순도검정 및 정량을 실시하였다.

3. ITS 부위 증폭 및 염기서열 분석

분리된 genomic DNA로부터 ITS 부위를 증폭하기 위해

White 등 (1990)이 보고한 primer ITS1과 ITS4를 이용하여

PCR 증폭을 실시하였다 (Table 2). PTC-200 (MJ Research,

USA)을 이용하여 PCR을 실시하였고 PCR 조성은 Smart 2X

PCR Pre-mix (Solgent, Korea) 15 ul, DNA 5 ng/ul, 10

pmole/ul primer 각 1 ul를 넣고 DW를 12 ul를 넣어 최종

30 ul로 하였다. PCR 조건은 95℃에서 4분간 predenaturation

한 후 95℃에서 30초 denaturation, 55℃에서 40초간

Table 1. List of P. suffruticosa and P. lactiflora sample used in this
study.

Sample Number Collected Place Scientific Name

MOUTAN 1

Fresh

Yongin, Korea P. suffruticosa

MOUTAN 2 Qinghai, China P. suffruticosa

MOUTAN 3 Jinan, Korea P. suffruticosa

MOUTAN 4 Beijing, China P. suffruticosa

MOUTAN 5 Shandong, China P. suffruticosa

MOUTAN 6

Dry

Uiseong, Korea P. suffruticosa

MOUTAN 7 Boseong, Korea P. suffruticosa

MOUTAN 8 Yongin, Korea P. suffruticosa

MOUTAN 9 Qinghaii, China P. suffruticosa

MOUTAN 10 China P. suffruticosa

MOUTAN 11 China P. suffruticosa

MOUTAN 12 China P. suffruticosa

MOUTAN 13 China P. suffruticosa

MOUTAN 14 China P. suffruticosa

MOUTAN 15 China P. suffruticosa

MOUTAN 16 China P. suffruticosa

MOUTAN 17 China P. suffruticosa

MOUTAN 18 China P. suffruticosa

MOUTAN 19 China P. suffruticosa

MOUTAN 20 China P. suffruticosa

MOUTAN 21 China P. suffruticosa

MOUTAN 22 China P. suffruticosa

MOUTAN 23 China P. suffruticosa

MOUTAN 24 China P. suffruticosa

MOUTAN 25 China P. suffruticosa

MOUTAN 26 China P. suffruticosa

MOUTAN 27 China P. suffruticosa

MOUTAN 28 China P. suffruticosa

PEONY 1

Dry

Imsil, Korea P. lactiflora

PEONY 2 China P. lactiflora

PEONY 3 Jangsu, Korea P. lactiflora

PEONY 4 Imsil, Korea P. lactiflora

PEONY 5 Korea P. lactiflora

PEONY 6 Korea P. lactiflora

PEONY 7 Korea P. lactiflora

PEONY 8 Korea P. lactiflora

PEONY 9 Sangju, Korea P. lactiflora

PEONY 10 China P. lactiflora

Table 2. PCR primers used in this study.

Primer Sequence

ITS1 5' - TCC GTA GGT GAA CCT GCG G - 3'

ITS4 5' - TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC - 3'

MIF1 5' - TCG AAC CTG CCT AGC AGA AC - 3'

MIF2 5' - CTC CTT CAT CCC ACG TCC GA - 3'

MIR1 5' - GAG ATA TCC GTT GCC GAG AG - 3'
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annealing, 72℃에서 1분간 extension을 35회 수행하고 마지막

으로 72℃에서 5분간 반응시켰다. 증폭한 산물은 1.5%

agarose gel에서 30분간 전기 영동하여 EtBr로 염색한 뒤 관

찰하였고, Wizard SV gel and PCR cleanup system

(Promega, USA)를 이용하여 정제하였다. 

정제된 유전자 증폭 산물을 pGEM T-easy vector (Promega,

USA)에 넣고 상온에서 2~3시간 동안 ligation 수행 후, 형질

전환 (transformation) 하였다. LB agar plate에 일정량을 분

주하고 37℃ 배양기에서 12~16시간 동안 배양하여 white

colony만을 선별하고 24시간 배양하였다. 그 후 LB 액체배지

로 다시 24시간 배양한 후, 배양액을 원심 분리하여 Plasmid

mini-prep Kit (Solgent, Korea)를 이용하여 plasmid만을 분리,

정제하였다.

염기서열의 비교 분석은 NCBI (http://www.ncbi.nlm.

nih.gov)에서 염기서열을 확인한 후 Bioedit (Tom Hall, USA)

로 정렬하였고 DNASTAR® Lasergene® 7.2 (DNASTAR,

USA)를 이용하여 phylogenetic analysis를 실시하였다.

4. 특이염기서열을 이용한 ITS-PCR 분석

목단의 감별을 위한 ITS-PCR 분석에 이용하기 위해 특이

염기서열을 이용하여 primer 8개를 제작한 후, 그 중 가장 효

율이 좋은 primer MIF1, MIF2, MIR1을 선별하였다 (Table

2). PCR 조성은 Smart 2X PCR Pre-mix (Solgent, Korea)

15 ul, DNA 5 ng/ul, MIF1 0.5 ul, MIF2 1 ul 그리고 MIR1

1 ul를 넣고 DW를 12.5 ul로 하여 최종 30 ul로 하였다. PCR

조건은 95℃에서 4분간 predenaturation 한 후 95℃에서 30초

denaturation, 59℃에서 40초간 annealing, 72℃에서 1분간

extension을 26회 수행하고 마지막으로 72℃에서 5분간 반응

시켰다. 증폭한 산물은 1.5% agarose gel에서 30분간 전기 영

동하여 EtBr로 염색한 뒤 관찰하였다.

결과 및 고찰

1. ITS 부위 염기서열분석을 통한 목단과 작약 비교

목단과 작약의 기원을 확인하기 위해 대상 시료로 부터

DNA를 추출한 후 ITS 부위의 염기서열을 분석하기위해 PCR

증폭을 실시한 결과, 5.8S RNA를 포함한 ITS 영역의 PCR

증폭 부위는 750 bp 크기의 염기서열을 나타냈다. ITS 부위의

분석된 염기서열을 바탕으로 목단과 작약의 유연관계를 확인

한 결과, 목단과 작약이 각각 다른 집단으로 나뉘어져 Group

1과 Group 2로 구분되었으며 (Fig. 1), 이 결과는 Kim 등

(1997)이 발표한 목단과 작약의 RAPD에 의한 유연관계 분석

과도 같은 결과를 보임을 확인할 수 있었다. 목단의 ITS 부위

는 268 bp 부터 431 bp까지 163 bp의 5.8S rDNA를 포함한

652 bp의 염기서열을 가지고 있었다. 이 염기서열을 NCBI

Blast를 통해 확인한 결과 목단 (Paeonia suffruticosa,

U27692, identities = 652/653 (99%))과 가장 일치하는 것으로

나타났다. 그 외에 목단과 유사한 식물로는 Paeonia lutea

(AY328312, identities = 647/653 (99%)), Paeonia delavayi

(U27679 identities = 646/654 (98%))등이 있었다. 본 실험 대

Fig. 1. Phylogenic analysis of P. suffruticosa and P. lactiflora based on seguence data from ITS region.
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상 시료인 목단의 염기서열들은 NCBI GenBank의 목단

(Paeonia suffruticosa, U27692)과 1 bp 또는 4 bp 차이로

99% 일치함을 나타내었는데 그 중 22개 시료는 공통적으로

448 bp에서 NCBI에 등록되어 있는 목단 (U27692)과는 달리

C 염기가 deletion되는 차이점을 보였다. 

본 연구결과에서 100% 동일한 대상 시료의 염기서열인 17

개의 목단 염기서열을 새로운 목단의 염기서열로 NCBI

GenBank에 등록하였다 (Paeonia suffruticosa, EU224272). 작

약은 ITS 부위 염기서열 PCR 증폭 결과 268 bp부터 431 bp

까지 163 bp의 5.8S rDNA를 포함한 654 bp의 염기서열로 목

단보다 2 bp 더 긴 염기서열을 가지고 있음을 확인할 수 있었

다. 또한 작약 염기서열들을 NCBI Blast로 분석을 실시한 결

과 8개의 시료는 NCBI에 등록되어 있는 작약 (Paeonia

lactiflora, FJ514403)과 염기서열이 100% 일치함을 알 수 있

었고, Peony-4는 2 bp, Peony-10은 7 bp의 차이를 보임을 알

수 있었다. 

목단과 작약의 염기서열을 비교해본 결과, 총 654 bp에서

634 bp가 일치하여 96%의 일치를 보였다. 작약과 목단의 ITS

부위 염기서열의 크기는 작약이 목단보다 2 bp 더 길었으며,

염기서열 배열의 차이에 있어서는 20 bp 차이가 있었다. 따라

서 목단과 차이를 보이는 작약 염기서열은 총 22 bp였으며,

A + T와 G + C의 함량으로 서로 비교해 보았을 때 목단의 경

우에는 7:13으로 G+C의 함량이 더 높았으나 작약의 경우

14 : 8로 A + T의 함량이 더 높은 것을 확인할 수 있었다. 

목단에서는 17개 시료들의 염기서열이 100% 일치하는 것

으로 나타났으며, 나머지 11개의 시료들은 1~5 bp의 차이가

나타났다. Moutan-6은 91 bp에서 G가 T로 치환되어 1 bp의

차이를 보여 가장 적은 차이를 보인 것을 알 수 있었고

Moutan-21은 공통적인 염기서열을 갖는 17개 시료의 목단들

과 비교했을 때 5 bp의 차이를 보여 가장 많은 차이를 보였

다. ITS 부위의 91 bp에서는 공통적으로 Moutan-4, 6, 7, 8,

10, 11의 6개 시료들이 G 염기가 T 염기로 치환된 것을 확

인할 수 있었고 629 bp에서는 Moutan-4, 7, 8, 10, 15의 5

개 시료들은 A 염기가 T 염기로 치환된 것을 알 수 있었다.

작약은 총 10개 시료들 중 7개 시료들의 염기서열이 100%

일치함을 알 수 있었고, Peony-4는 457 bp에서 A 염기가 C

염기로 치환되어 1 bp의 차이를 보이는 것을 알 수 있었으며

Peony-10은 457 bp에서 A 염기가 C 염기로 치환되었음을 알

수 있었다.

2. 특이염기서열을 이용한 목단 구별 ITS-PCR 분석

목단과 작약의 ITS 부위 염기서열 분석을 실시한 결과, 두

시료는 전체 654 bp 크기에서 22 bp의 염기서열 차이를 보였

으며 (Fig. 2), 목단과 작약을 구별할 수 있는 ITS-PCR 분석

을 위해 이 염기서열 차이를 이용하였다. 총 8개의 primer를

제작하여 특이 염기서열의 차이를 확인한 후, 가장 효율적인

MIF1, MIF2, MIR1을 선별하였으며 목단과 작약에서의 구별

primer 부위는 Fig. 2에 제시하였다. 이 primer를 이용하였을

경우, MIF2와 MIR1 primer에서는 목단과 작약 중 목단만을

감별할 수 있는 225 bp의 특이 band가 형성되도록 하였으며,

Fig. 2. Comparison of the nucleotide sequence of PCR products of P. suffruticosa and P. lactiflora amplified using ITS1/ITS4 primer. In the
boxes nucleotides indicate a designed primer set for the discrimination of P. suffruticosa and P. lactiflora.
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MIF1과 MIR1 primer에서는 목단과 작약 두 시료에 공통적으

로 증폭되는 294 bp의 band가 형성되도록 하였다 (Fig. 3).

제작된 primer의 적용성을 확인하기 위해 유통 중인 건조 약

재에 대해 PCR 증폭을 실시한 결과, 목단과 작약에서 공통적

으로 증폭되는 internal band가 294 bp에서 뚜렷이 증폭되었고,

목단에서만 증폭되는 목단 특이 band는 225 bp에서 증폭되었

다 (Fig. 4). 따라서 한약재를 구별할 수 있는 방법으로 ITS-

PCR 방법을 효율적으로 이용할 수 있으며, 목단을 간편하게

구별할 수 있는 방법으로 적용할 수 있을 것으로 보인다

rDNA의 ITS 영역을 포함한 18S 영역부터 28S 영역까지의

염기서열 분석은 식물의 계통분류에 많이 이용되고 있고

(Baldwin and Markos, 1998; Gulbitti-Onarici et al., 2009),

작약류 또한 RAPD와 ITS 부위 분석을 통해 계통분류를 실시

하였다 (Kim et al., 1997; Sang et al., 1995). 

본 연구에서는 ITS 영역을 이용한 염기서열의 비교를 통해

간단하게 목단을 구별할 수 있는 ITS-PCR 방법을 개발하였으

며, 이를 응용하여 형태적 구분이 어렵고 불분명한 한약재들

의 종 감별 분석에 효율적으로 이용할 수 있을 것이다. 
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