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Abstract Angelica is a perennial plant used widely for 

medicinal purposes. Information on the genetic diversity of 

Angelica populations is important for their conservation and 

germplasm utilization. Although Angelica is an important 

medicinal plant genus registered in South Korea, no 

molecular markers are currently available to distinguish 

individual species from other similar species in different 

countries, in particular, China and Japan. In this study, we 

developed single nucleotide polymorphism (SNP) markers 

derived from internal transcribed spacer regions of the 

nuclear ribosomal DNA to identify a distinct domestic 

species, Angelica gigas Nakai, via a high-resolution melting 

(HRM) curve analyses. We also performed HRM curve 

analysis of intentionally mixed genomic DNA samples from 

five Angelica species. Finally, we investigated A. gigas 

Nakai and A. sinensis using varying ratios of mixed genomic 

DNA templates. The SNP markers developed in this study 

are useful for rapidly identifying A. gigas species from 

different countries.

Keywords Angelica, High-resolution melting, Internal 

transcribed spacer regions of rDNA, Single nucleotide 

polymorphisms

서 언

산형과(Umbelliferae)의 Angelica속에 속하는 당귀는 coumarin

계의 umbelliferon, β-sitosterol, decursin, nodakenetin 등의 성분

이 함유된 것으로 알려져 있으며(Kim et al. 2007), 약용 성분 

및 식용 가치 측면에서 다양한 영양소 및 유용물질을 함유하

고 있어 한약재와 함께 기능성 고부가 가치 식품으로서 개발 

가치가 높은 편이다(Kim and Joung 2006). 그러나 우리나라

는 참당귀(Angelica gigas Nakai)를 당귀 약재의 기원식물로 

규정하고 있으나, 중국은 중국당귀(Angelica sinensis), 일본

은 일당귀(A. acutiloba)로 각각 그 기원식물을 달리하고 있

다. 이들은 기능성 화합물과 지표성분과 약효 등이 서로 상

이한 종이 다른 것임에도 불구하고 이름이 유사한 당귀로 

혼･오용이 심각한 실정이다(Kim et al. 2011).

  특히 이들 식물체의 형태학적 성상이 상호 구분이 어렵고, 

일부 부분적인 가공에 의한 말린 절편 또는 분말가루로 유통

되기 때문에 유통시장에서 더욱더 혼란을 가중시키고 있다. 

뿐만 아니라 유럽의 구당귀(歐當歸. Levisticum officinale 

W.D.J.Koch)는 아예 속명이 다른 종임에도 불구하고 중국당

귀라는 이름으로 유통되는 사례가 빈번히 발생하고 있다 

(Kim et al. 2016). 또한, 세발당귀(Angelica gigas Jiri)는 우리나

라의 지리산 고산지대에서 자생하는 토종 당귀로 일반 노지

에서는 재배가 어려워 농가에서 대량으로 재배하지 못하기 
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때문에 시중에 유통되는 대부분의 세발당귀는 자연산 참당귀

일 가능성이 높다. 하지만 참당귀와 비교하여 형태학적 특성

은 매우 유사하여 구분이 어려우며 단지 세발당귀의 뿌리가 참

당귀에 비하여 가늘다는 차이만 알려져 있다(Lee et al. 2021).

  최근, 약용작물을 포함한 다양한 식물종의 분자생물학적 

구분에 관한 연구는 차세대 염기서열 분석(next generation 

sequencing, NGS) 등의 염기서열분석 기술의 발달과 함께 급

속도로 발전하고 있다. 특히 바코드(barcode) 기술을 이용한 

종의 판별에 관한 기술은 기존의 형태학적 특성이나 성상으

로는 구분이 어렵고 애매하여 혼･오용이 심각한 한약재에 

대한 종의 기원 판별에 큰 발전을 가져오게 하였다. 특히 

PCR 기법을 이용한 단일염기다형성(single nucleotide poly-

morphism, SNP) 및 simple sequence repeat (SSR) 등은 소량의 

DNA를 이용하여 식물의 생장과 관계없이 모든 조직에서 안

정적으로 탐색할 수 있으며 비교적 적은 비용으로 빠른 시간 

안에 분석할 수 있다는 장점을 가진다(Jo et al. 2013).

  당귀 속 식물에서는 현재까지 RAPD 및 SSR 분자마커 등

을 사용한 종 식별에 대한 연구 사례들이 보고된 바 있으며

(Jeong et al. 2019; Lee et al. 2001; Liao et al. 2013; Mei et al. 

2015), 최근 본 연구팀에서는 핵내 리보솜 RNA를 암호 하는 

유전자 단편 내 Internal Transcribed Spacer (ITS) 영역의 염기

서열을 비교하여 SNP를 확인하고 이를 이용한 Amplification 

Refractory Mutation System (ARMS)-PCR기술을 적용하여 국

내 토종 당귀계통인 참당귀와 세발당귀를 외래 당귀 계통인 

일당귀, 중국당귀, 구당귀와 판별한 바 있다(Lee et al. 2021). 

최근에는 이러한 SNP를 포함하는 특정 barcode단편을 이용

하여 High Resolution Melting (HRM) curve 패턴 분석기술로 

특정 계통의 판별에 관한 연구보고가 많아지고 있다. HRM 

curve 패턴 분석기술은 SNP를 포함하는 약 200 bp의 DNA단

편을 대상으로 서서히 온도를 상승시키면서 나타나는 melting 

curve 패턴을 비교하여 계통 간의 구분이 가능할 뿐만 아니

라 이들 계통들이 서로 혼재되어 있는 경우 그 농도까지 예

측이 가능한 기술이다(Han et al. 2015; Kim et al. 2018). 실지로 

가짜 올리브오일을 판별하기 위하여 해바라기, 땅콩, 옥수

수, 참깨, 쌀 등에서 추출한 오일과 올리브오일을 대상으로 

HRM curve패턴을 비교한 결과 상호 구분이 가능하였으며 

이들이 혼재되어 있는 경우에도 판별이 가능하였다고 하였

다(Vietina et al. 2013). 또한 Jaakola et al. (2010)은 HRM 분석기

술을 이용하여 야생형을 포함한 다양한 베리(berry)계통의 

판별이 가능하였다고 보고하였다. 또한 크리스마스 장미

(Helleborus niger)와 영국에서 “Black Hellebore”로 불리우는 

Veratrum niger가 1:1,000의 비율로 혼재되어 있는 경우에도 

판별이 가능하였다고 하였다(Mader et al. 2011). 본 연구팀에

서도 국내외에서 수집한 다양한 엉겅퀴 계통(Thistle)들의 엽

록체 DNA단편내 단일염기다형성을 포함하는 ITS 유전자 

단편을 대상으로 HRM분석을 수행하여 상호 구분이 가능하

였을 뿐만 아니라, 서로 혼합되어 있는 경우에 혼입 농도의 

추정도 가능하였다(Lee et al. 2019). 이러한 연구결과를 바탕

으로 본 연구에서는 한국산 국내 토종 및 해외에서 수집된 

다양한 당귀계통을 대상으로 핵내 리보솜 RNA를 암호 하는 

유전자 단편 내 ITS 영역에서 SNP를 이용한 판별 프라이머

를 확보하였으며, 이를 이용하여 HRM 분석기술을 적용하

여 시중에서 혼･오용 사례와 건제품 또는 분말로 혼합하여 

유통되는 사례 등을 확인하는데 적용이 가능한 기술을 개발

하기 위하여 본 연구를 수행하였다.

재료 및 방법

실험 재료

실험에서 사용한 당귀 계통은 선행연구에서 사용된 국내 자

생하는 참당귀(Angelica gigas Nakai) 및 세발당귀(A. gigas Jiri), 

일당귀(A. acutiloba), 중국당귀(A. sinensis), 및 구당귀(Levisticum 

officinale)를 대상으로 조사하였다(Lee et al. 2021). 이들 계통

들은 국립원예특작과학원 인삼특작부, 경남농업기술원 약

용자원연구소, 경북농업기술원(봉화), 충북농업기술원(오창), 

미국(horizon Herbs, Williams, OR)과 국내 한약재 유통 회사 

등으로 부터 수집하였다. 수집된 계통들은 DNA를 추출하여 

5.8S와 25S rRNA를 포함하는 ITS2 영역에 대한 염기서열분

석 후 NCBI를 통하여 등록된 염기서열과 비교하여 진위 여

부를 확인한 후 HRM 분석 연구를 수행하였다.

DNA 분리

수집된 계통별로 일정량의 식물체, 종자 및 한약재 재료 등

을 액체질소에 급속 냉동시킨 후 곱게 갈아서 얻은 분말을 

이용하여 GeneAll사의 ExgeneTM Plant SV 키트를 이용하여 

회사에서 제공한 실험방법에 따라 염색체 DNA를 분리하였

다. 정제된 DNA는 1% agarose gel에서 전기영동을 실시하여 

DNA의 분리 과정에서의 분해 정도를 확인한 후 Micro- 

spectrometer (BioPrince, SD-2000, Gangwon, South Korea)를 이

용하여 234 nm, 260 nm, 280 nm에서 각각 흡광도를 측정하여 

A260/A280 값이 1.8-2.2 범위 그리고 A234/A260 값이 0.5-0.8 

범위 내 포함 여부를 조사하여 RNA 및 단백질 등의 오염 정

도를 확인하여 순수한 DNA를 확인하였다.

ITS의 증폭 및 염기서열 분석

ITS 유전자 내의 SNP를 확인하고자 유전자 단편의 증폭을 

위하여 유전자의 염기서열정보를 사용하여 선행연구에서 

제작된 프라이머를 이용하였다(Lee et al. 2021). 유전자의 증

폭은 iNtRON 회사(Gyeonggi Province, South Korea)에서 제공

하는 PCR 반응용 완충 용액 및 i-pfu DNA polymerase를 사용
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Table 1 Primer sequences for high-resolution melting analysis of the internal transcribed spacer (ITS) fragments

Gene Primers Sequences (5'–3') Tm (°C) Size (bp)

ITS
Forward CGAGTCTTTGAACGCAAGTT 54.6

244
Reverse CTAAGATGACGAGGATTCGC 54.4

하여 중합반응과정에서 야기될 수 있는 돌연변이를 최소화

하였다. 제조사에서 제공하는 실험방법에 따라 순수 분리한 

DNA 50 ng과 프라이머를 각각 10 pmole을 혼합한 후 94℃에

서 5분간 DNA를 변성 시킨 후 94℃에서 30초, 60℃에서 10

초, 72℃에서 30초를 1 cycle로 하여 35 cycle 반복 후 72℃에

서 5분간 연장반응을 시킨 후 4℃에서 반응을 종료하고 증

폭된 DNA밴드는 2.0% agarose gel을 이용하여 전기영동 하

여 그 결과를 확인하였다. 증폭되어진 각 유전자 단편의 클

로닝 과정에서 돌연변이가 일어날 수도 있으므로 클로닝을 

하지 않고 증폭된 DNA단편을 ExpinTM PCR SV (GeneAll, 

Seoul, South Korea) Kit를 사용하여 순수 정제한 후 직접 염기

서열분석을 의뢰하였다. 또한 최종적으로 확인된 SNP는 최

소 5반복 이상 수행하여 검정하였다.

HRM 분석

Table 1에서 제시된 프라이머를 이용하여 HRM (High 

Resolution Melting) curve 패턴을 분석하기 이전에 이들 프라

이머가 목표 유전자 단편을 정확하게 증폭 하는지의 여부를 

조사하기 위하여 각각의 프라이머 조합을 이용하여 각 당귀 

시료들에서 분리한 DNA를 주형으로 PCR로 증폭시켜 전기

영동을 통해 확인하였다. 또한 확인된 밴드들을 순수 정제

하여 염기서열분석을 한 결과 각각의 종에서 확인된 ITS 유

전자와 100% 일치하는 것을 확인한 후 HRM curve 패턴 분석

을 실시하였다. 각 당귀 시료에서 분리한 DNA를 각각 10 ng

씩 넣고, 프라이머를 각각 5 pmol 넣고 10 μl의 SsoFast™ 

EvaGreen　Supermix BIO-RAD, 172-5200 premixture를 넣고 전

체 반응액을 20 μl로 맞춘 후 Mx3005P QPCR Systems (Agilent 

Technologies, Santa Clara, USA)을 사용하여 HRM curve 분석

을 수행하였다.

결과 및 고찰

당귀 계통의 판별을 위한 ITS 유전자 단편의 HRM 분석

선행연구에서 국내 토종 당귀[참당귀(A. gigas Nakai) 및 세

발당귀(A. gigas Jiri)]와 해외에서 수집된 [일당귀 (A. acutiloba), 

중국당귀(A. sinensis), 구당귀(Levisticum officinale)] 시료들의 

ITS 유전자 단편의 염기서열 분석을 한 결과, 동일한 Angelica

속이라도 국내에서 자생하는 참당귀(A. gigas, Nakai) 및 세발

당귀(A. gigas Jiri)와 종이 다른 일당귀(A. acutiloba), 중국당

귀(A. sinensis), 구당귀(Levisticum officinale)사이에는 많은 수

의 SNP를 확인할 수 있었다(Lee et al. 2021). 본 연구에서는 

핵 내의 ITS 유전자를 이용한 HRM 패턴 분석용 프라이머는 

염기서열을 비교하여 가장 많은 SNP를 포함하는 단편으로 

약 200 bp 이내의 단편을 증폭할 수 있도록 5종의 당귀계통

의 ITS 단편을 증폭할 수 있는 범용 프라이머를 제작하였다

(Table 1 and Fig. 1A). 제작된 프라이머를 이용하여 PCR 분석

을 통해 증폭된 ITS 유전자 단편을 전기영동한 결과, 5종의 

당귀계통에서 모두 동일한 위치에 증폭된 밴드가 확인되었

으며, 특히 국내 토종당귀인 참당귀와 세발당귀, 그리고 구

당귀의 밴드가 강하게 증폭되는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 

1B). PCR로 증폭된 DNA 단편을 이용하여 HRM 패턴을 비교 

분석한 결과, 5종의 당귀 계통의 구분이 가능하였으며 특히 

참당귀와 세발당귀는 증폭된 염기서열에서 단 하나의 SNP

를 포함하지만 구분이 가능하여 HRM 패턴 비교기술의 정

확성을 확인할 수 있었다(Fig. 1C).

ITS 유전자 단편을 이용한 HRM 분석에 의한 참당귀의 농도 

및 다른 당귀 계통의 혼합 비율 분석 

HRM 분석을 위해 사용될 참당귀 시료의 적정량을 조사하

기 위해, 참당귀에서 순수 분리한 DNA를 희석하여 50, 25, 6, 

3, 1%를 포함하도록 만든 일정 용액을 대상으로 HRM 패턴

을 분석하였다(Fig. 2A). DNA의 농도에 따라 비교분석을 수

행한 결과, 점차적으로 농도에 비례하여 melting curve의 

peak가 상대적으로 낮아지는 것을 확인할 수 있었으며, 이 

결과를 이용하여 표준 농도곡선으로 한다면 어느 정도의 농

도를 추산할 수 있을 것으로 사료되었다. 또한, 참당귀를 기

준으로 다른 당귀 계통의 DNA를 동일 비율로 혼합한 시료

에 대한 HRM 패턴을 비교한 결과, 많은 종류의 시료가 혼합

될수록 melting curve의 peak가 비례하여 낮아지는 결과를 확

인 할 수 있었다(Fig. 2B). 이는 Fig. 2A의 참당귀의 농도가 낮

아지는 경우와 유사한 패턴을 보임으로서, 실제로 표준 곡

선을 활용하여 혼재된 시료 내의 참당귀의 순도를 확인할 수 

있을 것으로 생각된다.

ITS 유전자단편을 이용한 HRM 분석에 의한 중국당귀와의 혼합 

비율 분석

실제로 시중에서 참당귀가 중국당귀와 혼재되어 있는 경우
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Fig. 1 Sequence alignment, PCR products, and high-resolution melting (HRM) curve analysis using the internal transcribed spacer 

(ITS) nuclear intergenic regions in five Angelica species. (A) Sequence alignment and position of HRM primers of the ITS nuclear 

intergenic region in each species. The gray box indicates the same sequences in two or three species, whereas the black box indicates 

the same sequence in all species. Arrows indicate the positions of the ITS primers developed in this study. (B) PCR results using 

ITS primers. M, marker. (C) Melting curves of ITS from various samples using ITS primers. Experiments for the HRM curve pattern 

analyses were repeated at least three times with each set of collected samples

Fig. 2 High-resolution melting curve analysis of intentionally mixed genomic DNA samples from five Angelica species. (A) Melting 

curve in the differentially purified DNA samples of A. gigas Nakai. (B) Melting curve of intentionally mixed genomic DNA samples 

from A. gigas Nakai and the others. All experiments were repeated at least three times with collected samples
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Fig. 3 High-resolution melting curve analysis of intentionally mixed genomic DNA samples from A. gigas Nakai and A. sinensis. 

(A) Melting curve in the differential ratio DNA samples of A. sinensis and A. gigas Nakai. (B) Melting curve in the differential 

ratio DNA samples of A. gigas Nakai and A. sinensis. All experiments were repeated at least three times with collected samples

를 가정하여 참당귀와 중국당귀의 순수 분리한 DNA를 일정

비율로 혼합하여 HRM 패턴을 분석하였다(Fig. 3). 참당귀를 

기준으로 하여 중국당귀의 농도별( 50, 25, 6, 3, 1%) 비율로 

혼합한 경우. 혼합한 중국당귀의 농도가 낮아짐에 따라 peak

가 낮아지는 경향을 보이는 것을 확인 할 수 있었다(Fig. 3A). 

반대로, 중국당귀를 기준으로 참당귀를 동일한 비율로 혼합

한 경우에도 유사한 패턴을 보였다(Fig. 3B). 즉 순수한 중국

당귀의 경우 고유한 낮은 peak를 보이는 것이 50%의 비율로 

참당귀를 혼합한 경우, 참당귀의 패턴과 유사하게 peak가 증

가한 후 농도가 낮아짐에 따라 점차 peak가 비례하여 낮아지

는 경향을 보였다. 결론적으로 종합하면, 순수한 하나의 계

통만을 대상으로 한 경우에는 농도가 높아짐에 따라 비례하

여 peak가 증가하지만, 다른 당귀 계통을 혼합한 경우 간섭

에 의하여 peak가 달라지며 혼합 계통의 농도가 증가함에 따

라 peak도 높아지는 것을 알 수 있었다. 그러나 3종류 이상의 

다양한 당귀계통을 혼합 할 경우는 패턴의 예측이 쉽지 않은 

경향을 보였다.

  이상의 연구결과를 종합하여 보면 ITS 단편내 단일염기

다형성을 포함하도록 제작한 범용 프라이머 조합은 국내외

에서 수집된 5종의 다양한 당귀계통들에 대하여 정확하게 

예상한 크기의 DNA 단편을 확인하였다. 이들 증폭된 DNA

단편에 대한 염기서열 분석을 통하여 핵산증폭반응 과정에 

어떠한 변이현상이 일어나지 않았음을 확인한 후, HRM 패

턴을 비교한 결과 5계통을 확실하게 구분할 수 있었다. 특히 

국내 자생종인 세발당귀는 참당귀와 비교할 때 식물의 형태

학적으로 거의 구분이 불가능한 자생형 ecotype으로 본 연구

에서 확인한 ITS 단편내에도 단 하나의 SNP만 확인될 정도

로 염기서열도 거의 동일하였다. 하지만 서로 다른 HRM 패

턴을 보여 본 기술의 정확도를 확인할 수 있었다. 따라서 선

행연구에서 보고된 ARMS-PCR 기술을 적용하여 개발한 판

별 마커(Lee et al. 2021)를 사용하여 시중에서 수집된 시료를 

대상으로 먼저 진위 여부를 확인하고 HRM 분석기술로 재

확인을 한다면 유통시장에서 무작위로 수집된 시료에 대한 

판별의 신뢰도를 높이는데 크게 기여할 수 있을 것으로 사료

된다.

  이에 더하여, 순수 분리한 DNA의 농도를 달리한 경우에 

확인된 농도 별 HRM 패턴은 향후 표준곡선으로 활용이 가

능할 것으로 사료되었다. 또한, 다양한 당귀 계통들이 식물 

그 자체 또는 건조 등의 부분적인 가공과정을 거친 시료들이 

서로 혼합하여 유통되는 경우에도 확인이 가능할 것으로 조

사되었다. 하지만 본 연구에서는 공인된 당귀계통들에 대한 

시료를 확보하여 염기서열분석을 통하여 해당 당귀 계통의 

진위여부를 확인한 계통들을 대상으로 순수 분리 정제한 

DNA를 서로 혼합하여 수행한 연구결과로, 향후 유통현장에

서 실용화하기 위하여서는 생체 시료, 건제품 또는 분말 상

태에서 혼합된 시료를 대상으로 한 분석이 먼저 수행되어야 

할 것이다. 또한, DNA가 분해되기 쉬운 탕재 및 각종 가공된 

한약재와 식품 등을 대상으로 추가 연구가 수행되어야 할 것

으로 사료된다.

적 요

당귀는 약용으로 널리 사용되는 대표적인 다년생 식물이다. 

다양한 당귀 계통의 유전적 다양성에 대한 정보는 당귀의 유

전자원의 발굴 및 보존의 차원에서 매우 중요하다. 당귀는 

현재 한국에 등록 된 중요한 약용 식물 종이지만, 다른 나라

의 다른 유사한 종과 구별 할 수 있는 분자표지가 없는 실정

이다. 그러므로, 본 연구에서는 HRM 분석을 통해 국내 토종 

당귀계통인 참당귀를 식별하기 위해 유전체 염기서열의 핵 
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리보솜 DNA 내부(ITS)영역에서 단일염기다형성(SNP) 분자

표지를 개발하였다. 본 연구에서는 또한 5가지 당귀계통들

의 혼합된 염색체 DNA 시료를 이용하여 HRM 분석을 수행

하였으며, 최종적으로는 혼합된 염색체 DNA의 다양한 비율

을 사용하여 혼용되는 대표적인 당귀계통인 참당귀와 중국

당귀를 재료로 HRM 분석을 진행하였다. 그러므로, 본 연구

에서 개발된 SNP 분자표지는 다양한 지역 또는 국가에서 서

식하는 당귀 계통들의 신속한 확인을 위해 매우 유용하게 이

용될 것으로 생각된다.
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