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Abstract

Species-specific PCR assay was developed for detection of cattle, sheep, goat, horse, dog, pig, chick-
en, duck, goose, and turkey using mitochondrial 12S rRNA and 16S rRNA as target genes. Also, an 
internal positive control was used to detect possible false negatives by using 18S rRNA gene. We de-
signed species-specific primers with amplicon length of 190, 219, 350, 467, 241, 119, 171, 229, 111 
and 268 bp for cattle, sheep, goat, horse, dog, pig, chicken, duck, goose, and turkey respectively. The 
specificity of the primers was tested against the other 10 non-target animal species and a cross-re-
action was not observed. We developed two multiplex PCR assays for the simultaneous identification 
of Korea's major livestock species (cattle, pig, chicken and duck) and poultry species (chicken, duck, 
goose and turkey) from analogous samples, retaining the same specificity. The limit of detection of the 
multiplex PCR assay (cattle, pig, chicken and duck) ranged between 1 pg and 0.1 pg of template 
DNA extracts from raw meat. Applying multiplex PCR assays to DNA extracts from experimental 
pork/beef and pork/chicken tested raw and heat-treated (120oC for 30 min) mixtures respectively, de-
tection limit was 0.1% level beef in pork, pork in beef and chicken in pork and 1.0% level pork in 
chicken. In conclusion, this assay using gel-based capillary electrophoresis would be very useful in 
highly sensitive and rapid identification of animal species or ingredients in minced meat and other 
meat products.

Key words : Multiplex polymerse chain reaction, Species identification, Mitochondrial 12S rRNA, 
16S rRNA

서    론

우리나라에서 축산물을 대표하는 소, 돼지, 닭 및 

오리는 식생활에 중요한 부분을 차지하는 육류 식품

으로, 경제 성장으로 소득수준의 향상과 식생활의 서

구화로 육류 소비가 폭발적으로 증가하였다. 현재 축

산식품에 대한 소비자의 가장 큰 관심은 축산식품의 

안전성과 품질일 것이다. 축산물의 안전성 측면에서 
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알레르기 유발 물질 중 난류(계란)와 돼지고기는 표

시사항에 반드시 표시하도록 하고 있어, 육류를 가려

먹어야 하는 소비자에게는 매우 중요한 표시사항 중 

하나일 것이다. 채식주의자와 유기농 식품을 선호하

는 생활 양식의 차이, 돼지고기를 먹지 않는 종교적 

이유, 식이요법 그리고 알레르기 물질과 같은 건강에 

대한 우려 때문에 축산물의 표시사항을 자세히 살펴

보고 구매하는 소비자가 증가하였다. 부가적으로 정

확한 표시사항은 공정한 거래 질서를 확립하는데 매

우 중요하다(Ballin, 2010).
농림수산검역검사본부(2011)에서 고시한 축산물의 

가공기준 및 성분규격으로 채택된 식육감별법은 gly-
cogen 검사법, 지방검사법 및 자비법이 있다. 그러나 

이 검사법의 감별기준은 모호하거나 매우 주관적이

고, 유전자혼성화법과 혈청학적 검사법인 면역혈청침

강반응, 미량겔 확산법 그리고 한천겔 확산법은 근연

종에서 교차반응이 발생하며, 히스티딘 디펩타이드법

은 두 가지 이상의 혼합육에서는 식육을 감별할 수 

없는 단점이 있다. 미국의 식품안전검사청(FSIS)에서 

승인한 식육감별법은 두 가지로써 ELISA-TEKTM 
(ELISA Technologies, USA)과 같은 상업용 검사키트

와 FSIS 실험실에서 식육감별에 일반적으로 사용하

지 않는 agar gel immunodiffusion 검사법이 있다(FSIS, 
2005).

식육감별의 일반적인 방법은 DNA와 단백질 분석

이다. 단백질은 동물이 도축되고 나서 생물학적 활성

이 사라지고, 세포 분류에 따라 특성이 달라지며, 열
과 압력 처리 과정을 거치는 동안 변성되기 때문에 

가공된 시료에서 축종을 감별하기는 매우 어렵다

(Montiel-Sosa 등, 2000). DNA도 단백질처럼 열에 의

해 일부 변성되지만, 안정되어 있기 때문에 이런 단

점을 극복할 수 있다. DNA에 기반을 둔 검사 방법 

중 현재까지 가장 잘 활용되는 분자생물학적 방법은 

polymerase chain reaction (PCR)이며, 식품 중에 동물

에서 유래한 구성 성분을 검출하는 데 있어서 편리

성, 신속성 그리고 높은 민감도와 특이성을 지닌 분

석 도구이다(Fajardo 등, 2010).
Mitochondrial DNA (mt DNA) 유전자는 여러 가지 

장점을 지니고 있어 식육감별을 위한 PCR 기법에 널

리 사용되고 있다 (Bottero와 Dalmasso, 2011; Montiel- 
Sosa 등, 2000). mt DNA 유전자는 첫 번째로 핵 내 

DNA보다 세포당 수천 개의 copy number가 있어 열

변성에 의해 야기된 DNA 단편으로부터 적절한 크기

로 증폭될 수 있다. 두 번째로 다양한 축종에서 보고

된 염기서열의 유용성 뿐만 아니라 동물 mt DNA 유
전자 구성에 관한 방대한 정보를 이용하여 PCR 증폭

을 위한 축종별 특이 primer를 쉽게 설계할 수 있다. 
세 번째로 mt DNA의 큰 변이성 때문에 혼합물에서 

신뢰성 있는 축종감별이 가능하다. DNA에 기반을 둔 

PCR 방법에 널리 이용된 유전자는 12S rRNA, 16S 
rRNA, 그리고 cytochrome b (cyt b)와 같은 mt DNA 
유전자이며, 반추류(소, 면양, 산양, 사슴), 가금류(닭, 
칠면조, 오리, 거위), 개, 고양이, 그리고 돼지와 같은 

축종을 감별하였다(Ha 등, 2006; Martín 등, 2007a; 
Martín 등, 2007b; Tanabe 등, 2007).

mt DNA 유전자에서 일정한 보존부위의 염기서열

에 존재하는 돌연변이를 분석하는 PCR-restriction 
fragment length polymorphism (RFLP) 방법은 여러 개의 
근연종을 감별하는데 사용되었다(박 등, 2007; Girish 
등, 2007; Lanzilao 등, 2005; Montiel-Sosa 등, 2000; 
Pfeiffer 등, 2004; Wolf 등, 1999). 근연종 감별이나 다

양한 동물종을 동시에 감별하는데 여러 개의 제한효

소가 종종 필요하므로 RFLP 방법은 비용적인 측면에

서 식육감별에 적합하지 않다(Bottero와 Dalmasso, 
2011). Random amplified polymorphic DNA (RAPD) 분
석법은 일련의 PCR 증폭산물을 만들 수 있는 ge-
nomic DNA의 여러 부위와 상보적인 짧은 임의의 pri-
mer를 사용한다(민 등, 1996; Calvo 등, 2001; Rastogi 
등, 2007). RAPD는 DNA 염기서열 정보가 거의 없어

도 표준물질과 비교를 할 수 있다면 매우 효과적인 

기술이다. 이 방법은 DNA 서열 정보가 사전에 필요

하지 않기 때문에 가축과 희귀 동물종 감별에 적절하

다(Ballin, 2010). 하지만 이 기술은 재현성이 떨어지

고 광범위하게 핵산이 붕괴한 가열 처리된 가공식품

에 적용하기에는 제약이 따른다(Fajardo 등, 2010). 염
기서열 분석법은 정확하고 신뢰성이 있는 방법이지만 
두 가지 이상의 축종이 혼합된 시료에는 적용할 수 없

어서 일상적인 진단실험에는 적절하지 않다(Bottero
와 Dalmasso, 2011).

Laube 등(2003)은 mt DNA 유전자가 아닌 핵 내 

DNA를 이용하여 소, 돼지, 닭 등의 가축을 real-time 
PCR 방법으로 감별하고 정량하였다. Real-time PCR
은 반응 후 증폭 산물을 전기영동으로 확인할 필요가 

없고 간편하고 신속하게 결과를 얻을 수 있고 교차오

염의 위험이 낮고 정량까지 가능하지만, 고가의 시약

과 장비 그리고 특이성 높은 probe를 설계하기 위해

서는 염기서열 부위를 선정하는데 여러 가지 제약조

건이 따른다. 최근에는 유전적 변이성을 검출하는 
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DNA chip (microarray)이 식육감별 목적에도 적용되

었다(Felmer 등, 2008). 
두 가지 이상 혼합된 축산물 시료에서 여러 개 축

종을 신속하고 간편하게 동시에 감별해 낼 수 있는 장

점이 있는 방법은 multiplex PCR 방법이다(Dalmasso 
등, 2004; Matsunaga 등, 1999; Tobe와 Linacre, 2008). 
하지만 multiplex PCR 방법을 총족시키기 위해서는 

축종별 특이적인 primer의 PCR 온도 조건의 일치, 증
폭산물의 적절한 크기, 목적 유전자 간에 교차반응을 

제거하여야 하는 등 여러 가지 조건이 있다. 이런 이

유로 현재까지 수많은 연구자가 PCR 방법을 통해 식

육감별에 관한 보고를 하였지만, multiplex PCR 방법

에 대한 연구는 미미한 실정이다.
닭고기와 같은 식육을 분쇄하여 식품에 첨가하여 

가공ㆍ제조하는 생산자는 원료육 등 각종 첨가물에 

대한 정보를 제품에 표시할 것을 의무화하고 있다. 
축산식품의 표시사항을 허위로 기재하거나 비의도적

으로 잘못 표시하거나, 저가의 육류를 부정하게 혼합

된 제품 등에 대한 검증과 부정유통을 예방하고 검사

할 수 있는 신뢰성 있는 정확한 유전자 검사방법이 

현행 축산물의 가공기준 및 성분규격에 시급히 도입

되어야 한다. 따라서 이번 연구에서는 소, 면양, 산양, 
말, 개, 돼지, 닭, 오리, 거위 및 칠면조의 종에 대한 

mt DNA 유전자 중 12S rRNA와 16S rRNA 부위를 이

용한 PCR 방법을 개발함과 동시에 국내 식생활에 중

요한 부분을 차지하는 소, 돼지, 닭 그리고 오리를 동

시에 감별할 수 multiplex PCR 방법을 개발하였다.

재료 및 방법

공시재료 및 DNA 추출

축종감별을 위한 시료는 소, 돼지, 닭, 오리고기 각 

1건을 도축장에서 채취하였다. 동물원에서 사육 중인 

말, 면양, 산양, 거위 및 칠면조 혈액 각 1점을 채취하

였다. 개와 고양이의 혈액은 동물보호소에 보호 중인 

유기동물의 진료시에 각 1건을 채취하였다. 채취된 

혈액은 항응고제 처리를 하지 않았다.
소 등 11개 동물종에 대한 각 시료에서 DNA 추출

은 Sambrook와 Russell (2001)의 방법을 일부 수정하

여 다음과 같이 실시하였다. 시료 0.1∼0.3 g과 0.5 ml
의 extraction buffer [1 mM Tris-HCl (pH 8.0), 0.1 M 
EDTA (pH 8.0), 0.5% SDS]와 proteinase K (10 mg/ml) 

10 μl를 MagNA Lyser green bead tube (Roche, 
Germany)에 넣고 MagNA Lyser (Roche, Germany)기기

에서 6,000 ×g에서 40초간 2회 분쇄하였다. 분쇄된 시

료는 1.5 ml eppendorf (EP) tube에 옮겨 65oC에서 30
분간 반응시켰다. 이 혼탁액에 phenol:chloroform:iso-
amylalcohol (25:24:1, v/v) 용액 0.5 ml를 넣고 혼합한 

후 실온에서 14,500 ×g으로 3분간 원심 분리하여 단

백질을 침전시켰다. 상층액을 새로운 1.5 ml EP tube
로 옮겨 isopropanol 600 μl와 혼합하여 실온에서 

14,500 ×g로 3분간 원심분리하여 DNA를 침전시켰다. 
침전된 DNA가 포함된 EP tube에 70% ethanol 700 μl
로 2회 세척 후 건조하여 멸균된 3차 증류수를 100∼

200 μl 가하여 실험에 사용하였다.
소고기와 돼지고기 혼합육 그리고 닭고기와 돼지

고기 혼합육에 대한 동시감별과 검출한계 실험을 위

해 시료를 가위로 세절하여 준비하였다. 혼합 함량에 

따른 검출한계를 검사하기 위하여 소고기와 닭고기 

시료들을 각각 돼지고기에 0.1, 1.0, 2.0, 10.0 그리고 

50.0% 함유되도록 각각 100 g를 준비하였다. 혼합육

에 대한 원료육과 열처리에 따른 검출실험을 위해서 

각각의 시료를 120oC에서 30분 동안 가열한 열처리

육에서 상기와 같은 방법으로 genomic DNA를 추출

하였다.
추출된 DNA는 NanoDropⓇ ND-1000 UV-Vis Spectro-

photometer (NanoDrop Technologies, USA)를 이용하여 

260:280 nm에서 정량한 후 10∼100 ng/μl 농도로 정

량하여 실험에 사용하였다. 소고기와 돼지고기 또는 

닭고기와 돼지고기 혼합육에서 추출한 DNA의 농도

는 원료육과 가열 처리육 모두 100 ng/μl 농도로 정량

하여 PCR 실험에 사용하였다.

Primer 설계

동물종별 특이 primer는 clustal X (Ver. 1.8)으로 

GenBank database에서 제공된 염기서열을 정렬하여 

mt DNA (12S rRNA, 16S rRNA)의 각각 다른 부위를 

표적으로 하여 Table 1과 같이 설계한 후 합성하였다

(Bioneer, Korea). 동물종별 특이적인 primer 디자인은 

PCR annealing 온도 차이를 최소화하면서 각기 다른 

크기로 증폭되도록 설계하였다.
내재성 유전자용(internal positive control, IPC) pri-

mer 설계는 11개 동물종에 공통으로 대응하도록 18S 
rRNA의 최대 공통부위를 검색하여 primer를 설계하

였다(Fig. 1).
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Fig. 1. Clustal X multi-alignment of 18S rRNA sequences of the consensus sequence of each species in the eukaryotes primer pairs. Asterisks 
correspond to conserved nucleotides in all sequences, whereas the non-regions of asterisk in the representative sequences correspond to 
not-conserved nucleotides in a given species.

Table 1. DNA sequences of the oligonucleotide primers used in this study

Common 
name Scientific name Oligonucleotide Sequence (5' → 3') Genes Product 

(bp)

Cattle Bos taurus Bos12S-1150F ATTCTCTACACCAAGAGAATCAAGC 12S rRNA 190
Bos12S-1339R CCTCTCATGTAGCTAGTGCGTTTA

Sheep Ovis aries Sheep-916Fc CACCCTCCTCAAGTAAATATGATAT 12S rRNA
  ∼16S rRNA

219
Sheep-1135Rc TATTTAAACTGGAGAGTGGGAGA

Goat Capra hircus Goat-808F AATACGAAAGCCATTATGAAATTAATG 12S rRNA
  ∼16S rRNA

350
Goat-1157R GGTAAATGTTTTGTTTTAGACTGTTTT

Horse Equus caballus Horse-810F AAGAACAAGAACTTTAACCCGG 12S rRNA
  ∼16S rRNA

467
Horse-1276R TTTGCTGTTTAGTACTTTTAATGCA

Dog Canis familiaris Dog-1970F CCTGCCCGGTGACACTTG 16S rRNA 241
Dog-2210R TGCCTTGTAGGTATCTAGTATCCATAAG

Pig Sus scrofa domestica Pig12S-712F GAACAATAGTAAGCACAATCATAGCA 12S rRNA 119
Pig12S-830R ATAAAAACTTTCGTGTGGTGGATATT 

Chicken Gallus gallus Chicken12S-171F TGAGCTCAATAGCCCCTCG 12S rRNA 171
Chicken12S-R CGTCTTAAAGTGAGCTTAGGGGG

Duck Anas platyrhynchos
 ×Cairina muschata 

Duck-1837Fc GTCAAGGTATAGCCTATC*GGAC 12S rRNA 229
Duck-229R CGACTTACCTCATCTTTGGCA

Goose Anser anser Goose-281F GACTTAGTTATAGCAACAGCCTAACTTC 12S rRNA 111
Goose-391R CACTCTTTACGCCGTGTCAATA

Turkey Meleagris gallipavo Turkey-2355F AACGCATCAAAGTACTAATAGTAATTT 16S rRNA 268
Turkey-2622R CTTTCGTACTAGGAGGAGTTCTTA

IPC Eukaryotes IPC12S-2514F CGGTCTGAACTCAGATCACGTA 18S rRNA 152∼153
IPC12S-2363R CTAGGGATAACAGCGCAATC

*The guanine that original sequence was changed to a cytosine in order to eliminate non-specific reaction.



식육감별을 위한 미토콘드리아 12S rRNA와 16S rRNA 유전자의 종 특이적 multiplex PCR 기법 개발 421

Table 2. Optimum concentration of primers for multiplex PCR

BSGA 
multiplex PCR Primer (μM) GAAM 

multiplex PCR Primer (μM)

Cattle 0.4 Chicken 0.5
Pig 0.4 Duck 0.5
Chicken 0.4 Goose 0.5
Duck 0.4 Turkey 0.5
IPC 0.3 IPC -

Singleplex PCR 반응조건

Singleplex PCR 반응액은 Table 1에서 같은 동물종

별 특이 primer를 0.5 μM과 IPC primer를 0.25 μM 되
도록 사용하였고, 추출한 DNA (10∼100 ng/μl) 2 μl, 
비특이 반응을 억제하기 위해서 DMSO를 0.4 μl를 첨

가하여 최종부피는 멸균된 3차 증류수로 20 μl로 조

정하여 PCR을 하였다. PCR premix 제품은 Maxime 
PCR PreMix Kit (i-StarTaq, iNtRON biotechnology, 
Korea)을 사용하였다. 동물종별 primer에 대한 특이성 

검사를 위해서 소, 면양, 산양, 말, 개, 고양이, 돼지, 
닭, 오리, 거위 그리고 칠면조 축종에 대해서 교차반

응 여부를 검사하였다. 
PCR 반응조건은 95oC에서 5분간 가열하여 변성을 

유도하고, 95oC 30초, 57oC 35초, 및 72oC 35초씩 35
회 반복하였으며, 최종적으로 72oC에서 5분 반응시켰

다. PCR 산물은 QIAxcel system (Qiagen, USA) 장비

로 QIAxcel DNA High Resolution kit을 사용하여 전기

영동 하였다. 획득된 자료는 전기영동 제조사에서 공

급한 Bio Calculator 소프트웨어를 사용하여 분석하였다.

Multiplex PCR 반응조건 및 검출한계

소, 돼지, 닭 그리고 오리 동시감별과 조류 4종(닭, 
오리, 거위 그리고 칠면조)을 위한 multiplex PCR 반
응액에 사용된 primer 농도는 Table 2와 같이 사용하

였으며, 나머지 반응액 조성은 singleplex PCR 반응과 

같았다. 조류 4종 동시감별을 위한 multiplex PCR 반
응액에는 IPC primer를 첨가하지 않았다.

소, 돼지, 닭 및 오리 동시 검출과 조류 4종 동시 

검출을 위한 multiplex PCR은 singleplex PCR용으로 

설계한 각각의 primer를 사용하였다. 동시감별을 위

한 온도조건 설정을 위해 54oC부터 65oC까지 12개의 

온도 구역을 설정하여 PCR을 하였다.
동물종별 학명의 머리글자에 기초하여 소, 돼지, 

닭 그리고 오리 동시 감별을 위한 PCR은 BSGA mul-
tiplex PCR로 표기하고 닭, 오리, 거위 그리고 칠면조 

동시 감별을 위한 PCR은 GAAM multiplex PCR로 표

기하였다.
소, 돼지, 닭 그리고 오리 동시감별에 대한 DNA 

민감도 검사를 위해서 4개 축종의 DNA를 100 ng/μl
으로 정량한 후 10배 계단 희석하여 4개 축종 DNA 
혼합물 4 μl를 BSGA multiplex PCR에 이용하였다.

결    과

Singleplex PCR 특이성

소 등 10개 동물종별 primer의 특이성을 확인하기 

위하여 동물종별 시료에서 DNA를 추출하여 single-
plex PCR을 하였다. 동물종별 primer를 이용하여 소 

190 bp, 면양 219 bp, 산양 350 bp, 말 467 bp, 개 241 
bp, 돼지 119 bp, 닭 171 bp, 오리 229 bp, 거위 111 bp 
그리고 칠면조 268 bp의 PCR 산물이 증폭되었다(Fig. 
2). 동물종별 특이 primer에 대한 교차반응 여부를 확

인하기 위해서 나머지 10개 축종에서도 singleplex 
PCR을 실시한 결과 칠면조를 제외한 소 등 나머지 9
개 축종에서는 IPC primer와 간섭없이 PCR 산물이 

확인되었다.
칠면조에 특이적인 primer는 IPC primer와 함께 

PCR을 수행하면 고양이, 오리 그리고 칠면조에서 비

특이 증폭산물이 확인되었다(Fig. 2J). 그래서 IPC pri-
mer를 PCR 반응액에 첨가하지 않고 유전자를 증폭하

면 고양이, 오리 그리고 칠면조에서 비특이 증폭산물

이 관찰되지 않았다(Fig. 4B).

Multiplex PCR 특이성

국내에서 많이 소비되는 대표적 축종으로 소, 돼

지, 닭 그리고 오리를 동시에 감별하기 위한 BSGA 
multiplex PCR의 최적 조건을 설정하기 위해 54oC에

서 65oC까지 12개의 온도를 설정하고 PCR을 수행한 

결과 4개 축종 모두에서 뚜렷한 유전자 증폭을 보인 

온도는 54.0∼60.0oC 범위였다. 따라서 BSGA multi-
plex PCR과 GAAM multiplex PCR의 annealing 온도는 

57oC로 설정하였다(Fig. 3).
BSGA multiplex PCR과 GAAM multiplex PCR 검사 

결과는 Fig. 4에서 보이는 것과 같이 각 축종에서 원
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Fig. 2. Multicapillary electrophoresis size determination panel of singleplex PCR amplification products obtained using (A) cattle-, (B) sheep-, (C) 
goat-, (D) horse-, (E) dog-, (F) pig-, (G) chicken-, (H) duck-, (I) goose-, (J) turkey-specific primers. Lanes: (M) 50∼800 bp (Qiagen); (1) 
cattle; (2) sheep; (3) goat; (4) horse; (5) dog; (6) cat; (7) pig; (8) chicken; (9) duck; (10) goose; (11) turkey; (12) no template control. C1 (15 
bp) and C2 (1,000 bp): internal size calibration markers. Separation was performed by method M500 with a 10 seconds injection time.

하는 크기의 PCR 산물이 확인되었으며, 4개 축종의 

DNA 혼합물에서도 역시 각 축종별 PCR 산물이 교차

반응이 없이 증폭되었다. GAAM multiplex PCR 검사

에는 IPC primer를 포함하지 않았다.

BSGA multiplex PCR 검출한계

BSGA multiplex PCR에 대한 검출한계 검사를 위해

서 4개 축종의 DNA를 100 ng/μl으로 정량한 후 혼합

물을 10배 계단희석하여 실험하였다. 축종별 genomic 
DNA의 검출한계는 소(190 bp)와 닭(171 bp)은 100 
fg/μl까지, 돼지(119 bp)와 오리(229 bp)는 1 pg/μl까지 

확인이 가능하였으며, IPC는 1 fg/μl까지 검출이 가능

하였다(Fig. 5).
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A B

Fig. 4. Species specificity of the multiplex PCR assay at annealing temperature of 57.0oC. (A) The BSGA multiplex PCR amplification of cattle, 
pig, chicken and duck with specific primer sets respectively. (B) The GAAM multiplex PCR amplification of chicken, duck, goose and 
turkey with specific primer sets respectively. Lanes: (M) 50∼800 bp (Qiagen); (1) cattle; (2) sheep; (3) goat; (4) horse; (5) dog; (6) cat; (7) 
pig; (8) chicken; (9) duck; (10) goose; (11) turkey; (12) The mixed DNA of cattle, pig, chicken and duck (A), the mixed DNA of chicken, 
duck, goose and turkey (B); (13) no template control.

Fig. 5. Sensitivity of the multiplex assay for the detection of cattle, 
pig, chicken and duck with specific primer sets respectively. 
The sensitivity of the assay was determined by amplifying 
10-fold serial dilutions of DNA from cattle, pig, chicken and 
duck. Lanes 1 to 11, genomic DNA serially ten fold diluted 
from 100 ng/μl to 0.01 fg. Lanes: (M) 50∼800 bp (Qiagen); 
(1) 100 ng; (2) 10 ng; (3) 1 ng; (4) 100 pg; (5) 10 pg; (6) 1 
pg; (7) 100 fg; (8) 10 fg; (9) 1 fg; (10) 0.1 fg; (11) 0.01 fg.

A : Beef in a pork mixture (Raw meats) B : Beef in a pork mixture (Autoclaving of meats)

Fig. 6. Evaluation of assay sensitivity: progressive dilution of know amounts of a beef in a pork mixture. (A) Samples of raw meats. (B) Samples 
of autoclave treated meats (121oC for 30 min). Lanes: (M) 50∼800 bp (Qiagen); (1) beef 0.1%; (2) beef 1.0%; (3) beef 2.0%; (4) beef 
10.0%; (5) beef 50.0%. 

Fig. 3. Multicapillary electrophoresis size determination panel of 
BSGA multiplex PCR for determination on of optimal 
annealing temperature. The annealing temperature of 
efficient amplification of cattle, pig, chicken and duck was 
obtainted at 54.0∼60.0oC. Lane M: 50∼800 bp (Qiagen). 

분쇄 혼합육에 대한 BSGA multiplex PCR 검출한계

분쇄 혼합육에서 소, 돼지 그리고 닭고기의 함량

(0.1∼50.0%)에 따른 검출한계 실험을 위해, 소고기와 

돼지고기 분쇄 혼합육 그리고 닭고기와 돼지고기 분

쇄 혼합육 각각의 원료육과 가열 처리육 100 g으로부

터 DNA를 추출하여 100 ng/μl 농도로 정량하여 

BSGA multiplex PCR 실험에 사용하였다.

돼지고기에 소고기가 0.1∼50.0% 함유된 분쇄 혼

합육의 원료육과 가열 처리육에서 소고기의 검출한

계는 0.1%이었다(Fig. 6). 소고기에 돼지고기의 함량

별 분쇄 혼합육의 원료육과 가열 처리육에서 돼지고

기의 검출한계는 0.1%이었다(Fig. 7). 닭고기에 돼지

고기가 0.1∼50.0% 함유된 분쇄 혼합육의 원료육과 
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A : Chicken in a pork mixture (Raw meats) B : Chicken in a pork mixture (Autoclaving of meats)

Fig. 9. Evaluation of assay sensitivity: progressive dilution of know amounts of a chicken in pork mixture. (A) Samples of raw meats. (B) Samples 
of autoclave treated meats (121oC for 30 min). Lanes: (M) 50∼800 bp (Qiagen); (1) chicken 0.1%; (2) chicken 1.0%; (3) chicken 2.0%; (4) 
chicken 10.0%; (5) chicken 50.0%.

A : Pork in a chicken mixture (Raw meats) B : Pork in a chicken mixture (Autoclaving of meats)

Fig. 8. Evaluation of assay sensitivity: progressive dilution of know amounts of a pork in a chicken mixture. (A) Samples of raw meats. (B) 
Samples of autoclave treated meats (121oC for 30 min). Lanes: (M) 50∼800 bp (Qiagen); (1) pork 0.1%; (2) pork 1.0%; (3) pork 2.0%; (4) 
pork 10.0%; (5) pork 50.0%.

A : Pork in a beef mixture (Raw meats) B : Pork in a beef mixture (Autoclaving of meats)

Fig. 7. Evaluation of assay sensitivity: progressive dilution of know amounts of a pork in a beef mixture. (A) Samples of raw meats. (B) Samples 
of autoclave treated meats (121oC for 30 min). Lanes: (M) 50∼800 bp (Qiagen); (1) pork 0.1%; (2) pork 1.0%; (3) pork 2.0%; (4) pork 
10.0%; (5) pork 50.0%. 

가열 처리육에서 돼지고기의 검출한계는 1.0%이었다

(Fig. 8). 돼지고기에 닭고기의 함량별 분쇄 혼합육에

서 닭고기의 검출한계는 원료육과 가열 처리육에서 

0.1%이었다(Fig. 9).

고    찰

이번 연구에서 mt DNA 유전자 중 12S rRNA와 

16S rRNA 유전자의 동물종 간 염기서열 변이를 이용

하여 설계된 종 특이적인 primer로 포유류 6종(소, 면
양, 산양, 말, 개 그리고 돼지)과 가금류 4종(닭, 오리, 
거위 그리고 칠면조)을 검출하고 감별할 수 있는 

PCR 기법을 개발하였다. 그리고 국내 식생활에 중요

한 부분을 차지하는 소, 돼지, 닭 그리고 오리를 동시

에 감별할 수 multiplex PCR 기법과 가금류 4종을 동

시에 검출할 수 있는 multiplex PCR 기법을 개발하였

다.
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mt DNA는 모계 유전방식으로 다음 세대로 전달되

며 세포핵이 아닌 세포질에 많은 수가 존재한다

(DiMauro, 2007). 세포질에 존재하는 한 개의 mt DNA
는 핵 DNA보다 세포당 copy number가 많아 동물종 

판별에 매우 효과적인 방법으로 보고되었다(Montiel- 
Sosa 등, 2000). 주로 mt DNA 유전자를 이용한 PCR- 
RFLP 방법으로 소, 돼지, 닭, 오리를 비롯한 사슴 등의 
야생 동물종을 감별하였다(박 등, 2007; Fajardo 등, 
2006; Girish 등, 2007; Lanzilao 등, 2005; Montiel-Sosa 
등, 2000; Pfeiffer 등, 2004; Wolf 등, 1999). RFLP 방
법은 종간 공통적으로 보존되어 있는 염기서열 영역

을 선택하여 이곳에 존재하는 단일염기다형성 부위

를 인식하는 제한효소로 PCR 증폭산물을 처리하여 

절단된 DNA의 크기를 조합하여 동물종을 감별하였

다.
12S rRNA 염기서열 부위로 동물종을 감별하기 위

해서 박 등(2007)은 Tsp509I와 MboI를 사용하여 포유

류 6종(말, 염소, 돼지, 양, 사슴, 소)과 가금류 3종(닭, 
오리, 칠면조)을 감별하였고, Girish 등(2007)은 HinfI, 
Mph1103I, MvaI 및 Eco47I를 사용하여 가금류 5종
(닭, 오리, 칠면조, 메추리 및 guinea fowl)을 감별하였

다. 그리고 Fajardo 등(2006)은 유럽에서 인기가 증가

하고 있는 사슴고기 3종과 소, 면양 그리고 산양을 

감별하는데 MseI, MboII, BslI 그리고 ApoI를 사용하

였다. Pfeiffer 등(2004)은 cyt b 부위로 TSP509만 사용

하여 소, 면양, 산양, 노루, 그리고 고라니를 감별하였

지만 돼지 등 다른 동물종에 대한 특이성 실험이 이

루어지지 않았다. Lanzilao 등(2005)은 cyt b 유전자를 

이용하여 낙농산업에서 중요시되는 소, 면양, 산양 

그리고 water buffalo를 감별하였고, Wolf 등(1999)은 

tRNAglu/cyt b 부위로 11종의 제한효소를 사용하여 소, 
돼지, 면양, 산양, 그리고 사슴 등 다양한 야생 동물종

까지 감별하였다. 한편, Montiel-Sosa 등(2000)은 D-loop 
부위로 소, 닭, 양을 제외한 돼지만 증폭되는 영역을 

선정하여 돼지고기와 멧돼지를 AvaII를 이용하여 감

별하였고 검출한계는 원료육에서 5%였다. 이번 실험

에서 multiplex PCR 방법으로 원료육과 가열 처리육

에서 소고기와 혼합한 돼지고기의 검출한계는 0.1%
였고, 닭고기와 혼합한 돼지고기의 검출한계는 1.0%
였다.

RFLP 방법은 아가로스겔에서 낮은 해상도와 분별

력으로 판독에 어려움이 있으며, 계통발생학적으로 

연관성이 있는 축종감별을 위해서는 두 가지 이상의 

제한효소가 필요한 경우가 많으며 PCR 증폭산물의 

절단에 요구되는 제한효소 온도가 각기 달라서 큰 비

용과 많은 시간이 소요되는 단점이 있지만 다양한 야

생 동물종을 감별할 수 있는 연구가 이루어졌다. 이
번 실험에서는 사슴에 대한 특이성 실험과 감별을 위

한 primer가 제시되지 않았지만, 우리나라에서도 양

록산업이 점차 발전하고 있어 감별 기술이 필요할 것

으로 생각한다.
사슴에 대한 감별은 우리나라에서 민 등(1996)이 

소와 함께 면양과 산양에 대해서 RAPD 방법을 적용

하여 소와 사슴은 감별하였지만, 사슴이 면양과 산양

에 대해서는 차이점이 나타나지 않았다. Rastogi 등

(2007)은 RAPD 방법으로 mt DNA와 핵 내 DNA 활
용성의 비교 실험에서 mt DNA가 효과적이라고 보고

하였고, Calvo 등(2000)은 돼지, 닭, 오리, 칠면조 그리

고 거위를 감별하였고 돼지와 오리고기의 혼합육과 

닭고기와 오리고기의 혼합육에 대해서 각 축종을 감

별하였다고 보고하였지만, 해상도가 떨어져 쉽게 판

독하기 곤란하였으며 실험한 원료육의 DNA 검출한

계는 250 pg이었다. 이처럼 RAPD 방법은 가열 처리

되거나 혼합된 식육제품의 식육감별이 까다로울 뿐

만 아니라 검출한계도 이번 연구에서 보고된 검출한

계보다 우수하지 않았다.
Ha 등(2006)은 12S rRNA-tRNAval-16S rRNA 부위로 

소, 산양, 면양 그리고 사슴을 검출하고 감별하기 위

해서 동일한 annealing 온도에서 99∼108 bp 범위의 

PCR 산물이 증폭되어 가열 처리된 식육에 대해서 감

별이 가능하였고, 혼합된 시료에서 검출한계 0.05%이

었다. Haunshi 등(2009)은 D-loop 영역의 식용 비둘기 

특이 마커(401 bp)를 이용하여 121oC에서 고압 처리

한 시료에서 DNA 검출이 가능하였지만, 835 bp를 증

폭시키는 돼지고기의 특이 마커는 고압 처리된 시료

에서 추출된 DNA를 증폭할 수 없었다. Martín 등

(2007a; 2007b)은 가열 처리된 육류에서 추출한 DNA
는 저분자 형태로 붕괴되어 있음을 증명하였고, 고양

이, 개 그리고 랫트 또는 쥐를 감별하기 위해서 96∼

108 bp 안의 범위에서 그리고 유전적 근연관계가 가

까운 닭, 칠면조, 오리 그리고 거위를 감별하기 위해

서 64∼122 bp 안의 범위에서 각기 다른 PCR 온도조

건에서 12S rRNA 유전자를 증폭하였고 검출한계는 

0.1%이었으며, 오리는 64 bp에 불과한 PCR 증폭산물 

때문에 primer dimer와 흔히 혼동될 우려가 있었다. 
이들 방법은 PCR 산물의 크기의 차이가 몇 bp에 불

과하고 PCR annealing 온도가 대부분이 달라 multi-
plex PCR 방법을 수행하기에는 곤란하였다. 이번 연
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구에서는 multiplex 방법으로 닭, 칠면조, 오리, 거위 

그리고 칠면조를 동시 감별하기 위해서 PCR 증폭산

물의 크기의 적절한 배분과 일정한 annealing 온도가 

되도록 primer를 설계하여 효율적으로 축종을 감별하

였다(Table 1).
그리고 오리, 칠면조 그리고 거위로부터 닭을 감별

하기 위해 Table 1에 제시한 Chicken12S-171F primer
의 5'말단에 CAACAG를 추가하고 3'말단에 네 개의 

연속된 cytosine 염기 중 한 개를 adenine으로 교체

(CCCC→CCaC)하여 설계함으로써 증폭산물의 크기

가 171 bp에서 175 bp로 증가하고 Chicken12S-R pri-
mer와 상보적인 염기서열을 변화시킴으로써 비특이 

반응도 억제할 수 있었다(자료 미제시). 이번 연구에

서 제시된 PCR 증폭산물의 크기는 multiplex PCR을 

실시한 후 증폭산물을 확인하기 위해 아가로스겔를 

사용하기에는 변별력이 떨어져 자동모세관 전기영동

장치(Qiagen, USA)를 이용하였다. 이번 실험에서 

multiplex PCR 방법으로 소와 닭의 검출한계는 Martín 
등(2007a)이 보고한 닭고기 검출한계 0.1%와 같았지

만 Ha 등(2006)의 소고기 검출한계 0.05%보다는 떨어

지는 수준이었다. 이번 연구에서 multiplex PCR 방법

으로 돼지고기의 DNA를 1 pg/μl까지 검출하였는데 

Tanabe 등(2007)이 보고한 cyt b 유전자를 singleplex 
PCR 방법으로 검출한 수준과 같았다.

오리에 특이적인 forward primer인 Duck-1837Fc 
(Table 1)의 밑줄 쳐진 이탤릭체의 C 염기는 원래 G 
염기로서 3개가 연이어 있어서 변형하지 않은 primer
로 PCR을 수행하면 같은 종에서 175 bp의 비특이 절

편(자료 미제시)이 증폭되어 이를 제거하기 위해서 

PCR annealing 온도를 변경하였으나 효과가 없었다. 
하지만 본래의 G 염기를 C 염기로 변경한 primer로 

실험하면 이 문제점이 해소되었으며 Fig. 2H에서처럼 

다른 축종에서 교차반응이 발생하지 않고 특이적으

로 작동하였다. 
Dalmasso 등(2004)이 12S rRNA와 16S rRNA 등 mt 

DNA 유전자의 각기 다른 영역을 이용하여 가열 처

리된 제품에서 PCR이 이루어지도록 300 bp 이하의 

크기로 primer를 디자인하여 사료에 사용된 반추류

(소, 산양 그리고 면양), 가금(닭, 칠면조), 돼지 그리

고 어류 성분을 동시에 검출하였다. 이 방법은 소해

면상뇌증을 예방하기 위해 사료에 사용 금지된 축종

과 식육제품의 표시사항 검사를 위한 1차 검색에 유

용한 방법으로 생각한다. 이들이 개발한 multiplex PCR 
방법은 소, 산양 그리고 면양의 감별이 불가능하며, 

닭과 칠면조 역시 구분되지 않아 정확한 축종 감별을 

위해서는 추가적인 실험이 필요하다. 따라서 정확한 

축종 감별을 위해서는 Martín 등(2007a)이 제시한 가

금류 4종과 이번 연구에서 개발한 소, 면양, 산양을 

감별할 수 있는 PCR 방법을 병용한다면 식육제품에 

사용된 동물종을 신속하고 정확하게 확인할 수 있을 

것으로 생각한다. Matsunaga 등(1999)은 cyt b 염기서

열 부위로 multiplex PCR 방법으로 여섯 가지 촉종

(소, 면양, 산양, 돼지, 닭 및 말)을 동시에 감별하였

고, 민감도는 0.25 ng 수준으로 이번 연구 결과보다 

우수하지는 않았다. Haunshi 등(2009)이 보고했던 것

처럼 Matsunaga 등(1999)도 120oC에서 30분간 가열 

처리된 시료 중 말의 439 bp PCR 산물은 증폭되지 

않았다. 이번 연구결과에서 말의 PCR 증폭산물은 

467 bp로 가열 처리육에 대한 민감도 실험은 이루어

지지 않았으나 이들과 같은 결과가 예측된다. Xu 등
(2008)은 Matsunaga 등(1999)이 제시한 방법을 응용한 

multiplex 방법을 제시하여 산양을 제외한 다섯 가지 

축종을 감별하였고 혼합육의 검출한계는 이번 연구

의 결과와 비슷한 0.1% 수준이었고, 이들의 민감도는 

0.1 ng으로 축종별로 우리의 결과와 유사하거나 민감

하지 못했다.
이번에 개발된 PCR 방법으로 국내에서 유통되는 

제품에 대한 표시사항 검증이 이루어져 식육의 유통

과 축산물 가공산업에서 저가의 육류를 부정하게 혼

합하여 제조하는 것을 방지함으로써 유통구조를 개

선하고, 식품에 대한 올바른 정보가 제공되어 소비자

의 신뢰를 확보할 수 있을 것으로 생각한다.

결    론

소 등 10개 동물종을 감별하기 위해 mt DNA 유전

자에 존재하는 핵산 염기서열의 변이에 근거한 종 특

이적인 PCR 방법과 여러 가지 동물종을 감별할 수 

있는 multiplex PCR 방법을 개발하였고 소와 돼지 또

는 닭고기를 혼합하여 가열 처리된 분쇄육에 대한 

multiplex PCR 방법이 성공적으로 적용되었다.
1. 종 특이적인 primer를 이용하여 소 190 bp, 면양 

219 bp, 산양 350 bp, 말 467 bp, 개 241 bp, 돼지 119 
bp, 닭 171 bp, 오리 229 bp, 거위 111 bp 그리고 칠면

조 268 bp의 각각 다른 크기의 PCR 산물이 증폭되도

록 singleplex PCR 방법을 개발하였다.
2. 소, 돼지, 닭 그리고 오리를 동시 감별할 수 있
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는 BSGA multiplex PCR 방법과 닭, 오리, 거위 그리

고 칠면조를 감별할 수 있는 GAAM multiplex PCR 
방법을 개발하였다.

3. BSGA multiplex PCR 방법을 통한 축종별 최소 

검출가능 범위는 소와 닭은 100 fg/μl까지, 돼지와 오

리는 1 pg/μl까지 확인이 가능하였으며, IPC는 1 fg/μl
까지 검출할 수 있었다.

4. BSGA multiplex PCR 방법으로 원료육과 가열 

처리된 분쇄 혼합육에서 소와 닭고기의 검출한계는 

0.1%이었고, 돼지고기의 검출한계는 0.1∼1.0% 범위

이었다.
이번 연구에서 개발된 PCR 방법은 식육제품을 가

공ㆍ제조하는 생산자의 실험실 품질 관리와 축산식

품의 표시사항에 대한 허위 기재, 비의도적으로 표시

오류 그리고 저가의 육류를 부정하게 혼합한 제품 등

에 대한 검증에 활용되어 소비자의 신뢰를 확보하는

데 유용한 검사법이 될 것이다.
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