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서     론

환경유전자 (environmental DNA: eDNA)는 수중, 토양, 

그리고 대기 중에 존재하는 생물체에서 유래된 DNA를 의

미하며 문헌에 따라서 eDNA를 추출하고 분석하는 기술

적 부분을 의미하기도 한다 (Ficetola et al., 2008; Thomsen 

et al., 2015). eDNA는 존재 상태에 따라서 Intracellular

와 Extracellular의 두 가지 형태로 구분할 수 있다 (Ogram 

et al., 1987; Cheng et al., 2011). Intracellular eDNA는 세

포 내부에 존재하며 세포벽 또는 세포막 등이 유전물질을 

보호하기 때문에 환경에서 오랜 시간 동안 존재할 수 있
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Abstract	 Environmental DNA (eDNA) is a genetic material derived from organisms in various environments 

(water, soil, and air). eDNA has many advantages, such as high sensitivity, short investigation time, investigation 
safety, and accurate species identification. For this reason, it is used in various fields, such as biological 
monitoring and searching for harmful and endangered organisms. To collect eDNA from a freshwater ecosystem, 
it is necessary to consider the target organism and gene and a wide variety of items, such as on-site filtration 
and eDNA preservation methods. In particular, the method of collecting eDNA from the environment is directly 
related to the eDNA concentration, and when collecting eDNA using an appropriate collection method, accurate 

(good quality) analysis results can be obtained. In addition, in preserving and extracting eDNA collected from the 
freshwater ecosystem, when an accurate method is used, the concentration of eDNA distributed in the field can be 
accurately analyzed. Therefore, for researchers at the initial stage of eDNA research, the eDNA technology poses 
a difficult barrier to overcome. Thus, basic knowledge of eDNA surveys is necessary. In this study, we introduced 
sampling of eDNA and transport of sampled eDNA in aquatic ecosystems and extraction methods for eDNA in 
the laboratory. In addition, we introduced simpler and more efficient eDNA collection tools. On this basis, we 
hope that the eDNA technique could be more widely used to study aquatic ecosystems and help researchers who 
are starting to use the eDNA technique. 
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다. Intracellular eDNA는 주로 다세포 생물의 표피세포 또

는 산란과정에서 발생하는 체세포뿐만 아니라 단세포 세균

의 세포 또한 Intracellular eDNA로 분류된다. Extracellular 

eDNA는 세포벽 및 세포막이 분해되어 세포 내부물질들이 

세포 밖으로 용출된 상태로서 다양한 환경으로 인해 단시간

에 자연분해될 수 있다. Extracellular eDNA는 단세포 및 다

세포 생물의 세포에서 용출된 DNA가 모두 포함된다.

이러한 eDNA는 수생태에서 생산과 분해 과정을 반

복, 순환하며 존재한다 (Sassoubre et al., 2016). 일반적으

로 수생태계에서 eDNA는 Intracellular 형태로 유입된다 

(Barnes et al., 2016). 이들은 생물 성장에 따른 표피세포

의 탈리 (secession) 및 산란과정에 배출되는 체세포의 형태

뿐만 아니라 퇴적층 및 생물막에서 남조류의 휴면포자 발

아 (Germination) 및 세포 분열을 통해 수생태계로 유입된

다 (Ficetola et al., 2008; Jerde et al., 2011; Merkes et al., 

2014; Kim, 2018). 수층으로 유입된 eDNA는 수체의 흐름에 

따라서 상류에서 하류로 흐르게 되며 다세포 생물의 세포는 

서서히 분해가 발생하지만 단세포 생물의 세포는 지속적으

로 분열하면서 eDNA의 농도를 증가시킨다. 수환경에 장시

간 노출된 Intracellular eDNA는 세포벽과 세포막이 붕괴됨

에 따라 세포 밖으로 용출되며 Extracellular eDNA 형태로 

전환되어 수층에 분포하게 된다. 하지만 일부 남조류는 휴면

포자의 형태로 전환되어 Intracellular eDNA 형태를 유지하

게 되며 퇴적층으로 침강, 퇴적되어 분포하게 된다 (Ogram 

et al., 1987; Levy-Booth et al., 2007). 이렇게 수생태계에

서 순환하는 eDNA를 채집하고, 추출함으로써 수생태계에 

서식하는 생물의 다양성을 탐색할 수 있다 (Bohmann et al., 

2014).

이러한 eDNA를 이용한 수생태계 모니터링은 높은 민감

도, 조사 시간 및 비용 절감, 생물 서식처 교란의 최소화, 분

석결과의 재현성 부분에 있어 큰 강점을 보여 많은 연구

에서 활용하고 있다 (Smart et al., 2015; Creer et al., 2016; 

Shaw et al., 2016; Boussarie et al., 2018). 해외에서는 이

미 많은 분야에서 eDNA를 활용하고 있으며 사용자의 범

위 또한 시민부터 과학자까지 매우 다양하다. U.S.EPA에서

는 eDNA를 이용하여 호소의 유해 남조류 발생과 분포를 파

악하고 있으며 남조독소의 기능유전자를 이용하여 특정 독

소를 합성할 수 있는 남조류들을 선택적으로 탐색하고 있다 

(Creer et al., 2016; Hobbs et al., 2017; Howard 2018). 이외

에도 수중의 eDNA를 이용하여 어류군집 및 외래 침입종의 

분포를 탐색하였다 (Lucy et al., 2021; Hoffman et al., 2016; 

Shu et al., 2020). USGS에서도 강과 하천의 어류 및 양서·

파충류 분포와 멸종위기종 탐색에 eDNA를 활용하여 모니

터링을 수행할 뿐만 아니라 eDNA sampling protocol을 공

정시험법의 techniques and methods로 채택하였다 (Carim 

et al., 2015; Laramie et al., 2015). 유럽의 WFD (Water 

Framework Directive)에서는 EU 소속 국가들 사이에 eDNA 

network (DNAqua-Net)를 형성하여 유럽 전역에서 eDNA

를 이용한 생물 모니터링을 수행하고 있으며 영국과 프랑스

에서는 하천 기질의 생물막에 존재하는 돌말류 (Diatom)의 

eDNA를 기반으로 생물건강성 평가를 수행하고 있다 (Kelly 

et al., 2018; Tapolczai et al., 2019; Apothéloz-Perret-Gentil 

et al., 2020; Blancher et al., 2021). 일본에서도 eDNA를 이

용한 생물모니터링이 활발하게 이루어지고 있으며 담수뿐

만 아니라 해수에서 생물자원의 탐색에 eDNA를 활용하

고 있다 (Takahara et al., 2013; Miya et al., 2015; Hayami 

et al., 2020; Kitagawa et al., 2020). 더욱이 미국과 많은 유

럽 국가에서는 eDNA 연구가 시민과학 (Citizen Science)과 

결합되어 시민들까지 eDNA를 이용한 생물모니터링에 참

여하고 있으며 주로 eDNA를 채집하는 단계에서 시민들의 

참여가 이루어지고 있다 (Biggs et al., 2015; Pocock et al., 

2018; Larson et al., 2020; Westfall et al., 2021). 국내에서

는 내성천에서 서식하는 멸종위기종 흰수마자 (Gobiobotia 

naktongensis)의 개체를 확인하기 위해 eDNA를 이용하

고 있으며, 상수원에서 이취미 물질을 생산하는 남조류의 

분포를 eDNA 기반으로 탐색하고 있다 (HRWEMD, 2019, 

2020; Kim et al., 2020a, 2020b). 또한 광양만 연안의 표층

수층 eDNA 분석을 통해 수생물의 공간분포를 살펴보기도 

하였고, 4대 강의 깔따구 유충의 위 내용물 먹이원 분석에도 

eDNA 기법을 적용하기도 하였다 (Kim et al., 2019; Na et 

al., 2020). 하지만 아직까지 국내 eDNA의 적용은 매우 미

진한 수준이며, 채집법 및 분석법의 높은 난이도로 인해 학

교와 일부 기관들을 위주로 eDNA를 이용한 생물모니터링

이 수행되고 있다.

본 연구는 eDNA가 수생태계를 연구하기 위한 도구로서 

보다 널리 이용되며, eDNA를 이용하기 시작하는 연구자들

에게 도움을 주고자 수생태계에서 eDNA를 채집하고 및 운

반하는 방법과 실험실에서 eDNA를 추출하는 방법을 소개

하였다.

재료 및 방법

1. eDNA 채집 여과지 (Sampling filter)

eDNA를 채집 (Sampling)하기 위한 여과지 선택은 매우 

중요하다. 여과지의 공극 및 여과지의 재질에 따라서 eDNA 

채집 효율 및 채집농도의 차이가 발생할 수 있으며 이는 연

구 결과에 큰 영향을 미칠 수 있다 (Turner et al., 2014a). 
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eDNA를 여과하기 위한 여과지는 크게 두 가지 형태로 나눌 

수 있다. 여과세트와 함께 사용하는 일반적인 여과지 (Filter 

paper) 형태와 Sterivex filter와 같이 여과세트와 여과지가 하

나로 결합되어 있는 형태로 구분할 수 있으며, 현재 두 가지 

형태 모두 많은 eDNA 연구에서 사용되고 있다 (Spens et al., 

2017; Takahashi et al., 2020; Wong et al., 2020; Vautier et 

al., 2021). 두 가지 형태 모두 장점과 단점이 명확하며 사용

조건에 따라서 적합한 형태를 사용하여 eDNA를 채집한다.

1) 여과지 (Filter paper) 형태 

종이형태의 여과지는 가장 일반적인 실험도구로서 매우 

다양한 재질과 공극 (pore size)이 존재한다 (Fig. 1). eDNA 

채집에서 가장 많이 사용되는 여과지는 membrane 여과지

와 유리섬유 (Glass fiber: GF) 여과지가 존재하며 이 밖에도 

polycarbonate 재질 등의 필름 여과지가 사용된다 (Turner et 

al., 2014b; Hinlo et al., 2017; Pilliod et al., 2017; Majaneva 

et al., 2018; Wang et al., 2020) (Fig. 2a~c).

Membrane 여과지는 재질에 따라서 Cellulose acetate, 

Cellulose ester, Nitrocellulose 등으로 구분할 수 있으며 공

극의 크기가 0.25~1.00 μm까지 다양하다. Membrane 여

과지는 레이저 등 기계를 이용하여 제작하였기에 모든 공

극의 크기가 일정하다. 이와 마찬가지로 필름 여과지는 재

질에 따라서 Polyether sulfone, Polyvinylidene difluoride, 

Polycarbonate로 구분할 수 있으며 0.2~1.0 μm까지 공극 

종류가 다양하다. Membrane 여과지와 필름 여과지는 공극

이 균일하여 수중의 eDNA를 균일하게 채집할 수 있는 장점

이 존재하지만, 입자성 물질로 인한 여과지 폐쇄가 발생하기 

쉬워서 여과량이 상대적으로 적다. 또한 필름 여과지는 두

께가 매우 얇아서 여과 과정 중에 압력으로 인한 파손이 발

생할 수 있기 때문에 필름 여과지 밑에 membrane 여과지를 

추가하여 이중으로 사용한다. 이로 인해 필름여과지의 경우 

eDNA 채집을 위해서 더 높은 압력이 필요할 수 있다.

유리섬유 (Glass fiber: GF/F)의 공극 크기는 0.1~5.0 μm 

이상으로 범위가 매우 넓으며 유리섬유 여과지의 공극 크

기에 따라서 GF/D, GF/C, GF/F 등이 존재한다. 유리섬유

를 쌓아서 제작하기 때문에 여러 층 (Multi-layer)으로 구성

되어 있으며 이로 인해 압력으로 인한 파손이 발생하기 어

렵다. 하지만 여러 층으로 구성되어 있기 때문에 하나의 여

Fig. 1. eDNA capture methods from water samples. Referred from Wang et al. (2021) The percentage of pore size and material of filters 
used for filtration in eDNA capture. (CN): Cellulose nitrate, (MCE): mixed cellulose ester membrane, (PES): Polyether sulfone, (PCM): 
Polycarbonate membrane, (PCTE) Polycarbonate track etched.
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과지에 서로 다른 공극이 존재할 수 있으며 이러한 공극 차

이 때문에 균일한 양의 eDNA를 확보하기 어려운 것으로 알

려져 있다 (Turner et al., 2014b; Barnes et al., 2016; Hinlo 

et al., 2017). 이와 반대로 일부 연구에서는 유리섬유 여과지

에서도 eDNA의 농도가 매우 높았으며, 유리섬유 여과지의 

종류와 대상 생물에 따라서 eDNA 농도 차이가 존재하였다 

(Spens et al., 2017; Sanches et al., 2019; Takahashi et al., 

2020; Pall-Coporation, 2021). 이런 이유로 일본 eDNA 학

회에서는 eDNA를 채집할 때 GF/F 여과지를 사용하는 것을 

제안하고 있으며 이 밖에도 많은 연구에서도 여전히 유리섬

유 여과지를 사용하고 있다 (Carim et al., 2016; Shu et al., 

2020; Minamoto et al., 2021).

2) Sterivex filter 형태

종이형태의 여과지는 eDNA를 채집하기 위해서 반드시 

여과세트와 함께 사용해야 하며 지점수가 많을 경우에는 지

점별로 여과지만 교체하여 eDNA를 채집한다. 하지만 지속

적으로 여과지를 교체하여 eDNA를 채집하는 경우에는 시

료 사이의 교차오염 (Cross Contamination)이 발생할 수 있

기 때문에 여과세트를 지속적으로 세척해야 하는 번거로움

이 존재한다. 이러한 번거로움을 줄이고자 여과지와 여과세

트를 결합한 일체형 여과세트가 eDNA 채집에 사용되었다 

(Blankenship et al., 2017; Li et al., 2018; Majaneva et al., 

2018; Pawlowski et al., 2020; Wong et al., 2020).

Sterivex filter는 멸균된 제품이 개별포장되어 있어 사용하

기 매우 간편하다 (Fig. 2d). 외부가 플라스틱으로 둘러싸여 

있어 eDNA의 유실을 방지하며, 내부의 여과지로 둘러싸인 

부위에 eDNA가 채집된다. Sterivex filter를 사용하여 eDNA

를 채집하는 경우에는 주사기와 같은 주입장치를 사용하여 

Sterivex filter 내부에 현장수를 주입한다. 사용자가 손으로 

주사기의 피스톤을 밀어내어 여과하는 것이 일반적이나, 여

과지가 폐쇄되어 여과가 잘 안되는 경우에는 실리콘 주입기 

(Fig. 3)를 이용하여 주사기의 피스톤을 밀어낸다. Sterivex 

filter는 1회용 제품으로 eDNA를 채집한 후 보존용액 (RNA 

later 또는 에탄올)을 주입하고 밀봉하여 냉암소 상태로 실험

실로 운반한다. 실험실로 운반된 Sterivex filter는 eDNA를 

추출하기 위해 간단한 전처리 과정이 요구된다. 클램프와 줄

톱을 이용하여 Sterivex filter 외부 하단부를 잘라낸 후 내부

에 존재하는 여과지를 수술용 메스로 잘라내어 2 mL micro 

tube에 옮겨 담는다. 이렇게 2 mL tube에 옮겨 담은 여과지

에서 eDNA를 추출한다 (Kast, 2016; Cruaud et al., 2017).

하지만 많은 수의 Sterivex filter를 일일이 잘라내는 것

은 시간소모가 매우 크기 때문에 이를 개선하기 위해 다양

한 방법들이 수행되었다. 가장 대표적인 방법은 Sterivex 

filter 내부에 Lysis Cocktail (Lysis buffer + Proteinase 

K + Phosphate buffered Saline)을 주입하여 하단부를 절단하

지 않고 내부 여과지로부터 eDNA를 추출하는 것이다. 현재

는 이러한 Lysis Cocktail 뿐만 아니라 Silica bead를 함께 주

입한 후 Vortex 과정을 통해 화학적-물리적 방법으로 eDNA

를 추출하고 있다 (Ushio, 2019; Minamoto et al., 2021).

Fig. 2. Various type of filter paper and Sterivex filter. (a) Glass fiber filter paper, (b) Cellulose membrane filter paper, (c) Polycarbonate filter 
paper, (d) Sterivex filter set.

(a)

(c)

(b)

(d)
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3) eDNA 채집을 위한 여과지 선정

Sterivex 필터는 부피가 작고 무게가 가벼워서 현장에서 

사용하기 매우 용이한 형태이다. 또한 여과지와 여과세트가 

일체화되어 있기 때문에 현장에서 즉시 교체하여 사용 가

능하며 이로 인해 서로 다른 지점 사이의 교차오염을 최소

화할 수 있다. 하지만 가장 큰 단점으로 개당 단가가 매우 

비싸기 때문에 조사 지점이 많을 경우에는 모든 지점에서 

Sterivex filter를 사용하는 것이 매우 큰 부담으로 작용할 수 

있다.

2000년대 초~중반, eDNA 연구 초기에는 대부분의 연구

에서 종이 형태의 여과지를 이용하여 eDNA를 채집하였다. 

환경에 따라서 서로 다른 공극과 재질의 여과지를 사용하여 

eDNA를 채집하였으며 일부 연구에는 현장수를 고정하여 

실험실로 운반하였다 (Table 1) (Schrock et al., 2013; Turner 

et al., 2014a; Williams et al., 2016; Schill, 2020). 이후 장비

가 개발됨에 따라 종이 및 필름 여과지뿐만 아니라 Sterivex 

filter를 사용하여 eDNA를 채집하였으며, 현재 Sterivex 

filter를 기반으로 다양한 방법과, Sterivex filter의 단점을 보

완하는 새로운 eDNA 채집 filter가 개발되고 있다 (Thomas 

et al., 2019). 향후 연구 대상 생물의 eDNA를 채집하기 위

한 최적의 여과지 유형 및 여과 방법을 비교 검증하는 연구

가 반드시 필요하며 이를 기반으로 적절한 여과지과 여과 

펌프를 선택함으로써 많은 양의 eDNA를 효율적으로 채집

할 수 있을 것으로 판단된다.

2. �eDNA 채집 도구 및 방법  

(Sampling methods and tools)

수생태계에 존재하는 eDNA를 채집하기 위한 적절한 방 

법은 현장수를 여과 (Filtering) 하는 방법이다. 주로 Intra

cellular eDNA를 대상으로 하며 여과를 통해 여과지에 남아

있는 eDNA를 추출한다. eDNA를 채집하기 위한 현장수 여

과는 1 L를 권장하지만 (Laramie et al., 2015; Hobbs et al., 

2017), 최소 50 mL부터 최대 톤 (ton) 단위로 연구자가 원

하는 용량을 여과하며 여과용량이 많을수록 eDNA의 수율 

(Yield)과 농도가 높다 (Schabacker et al., 2020). 현장수 여

과를 위해 다양한 여과장치를 사용하고 있으며 eDNA의 변

성을 방지하지 위해 가급적 현장에서 여과하는 방식을 사

용하고 있다 (Hobbs et al., 2017). 현장수를 여과하기 위해

서 현장수를 채수하는 방법은 크게 두 가지로 나눌 수 있다 

(Laramie et al., 2015). 현장수를 채수하여 여과장치에 옮

겨 담는 방법 (Collect and Pour)과 여과 장치에 연결된 여과

지를 현장수에 집어넣어 여과하는 방법 (Direct)이 존재하며 

사용자의 여과환경에 따라서 적정한 방법을 사용하면 된다. 

일반적인 호소 및 저수지와 하천의 경우에는 Direct 방법과 

Collect and Pour 방법 모두 사용할 수 있으나, 논이나 수심

이 얕은 물 웅덩이의 경우에는 하상의 실트 입자가 여과지 

폐쇄를 유발할 수 있기 때문에 Collect and Pour 방법을 통

해 상층수를 조심스럽게 채수하여 여과하는 방법이 여과량

을 최대화할 수 있다.

Fig. 3. Use of a Sterivex filter for sampling of eDNA in Water column. (1) Injection of field sampling to syringe, (2) Injection of water sam-
ple to Sterivex filter, (3) When you hard to push, using silicon injector, (4) Injection of preservation solution.
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1) 핸드펌프

eDNA를 현장에서 여과할 때 가장 쉽게 사용할 수 있는 

장비는 핸드펌프 (Hand-operated vacuum pump)이다 (Fig. 

4). 핸드펌프는 수동으로 압력을 형성하여 여과하기 때문에 

전기사용이 불필요하다. 더욱이 장비 구입 비용이 저렴할 뿐

만 아니라 작동원리가 간단하여 사용자의 사용 접근성이 매

우 용이하다. 또한 장비가 소형화되어 소지가 간편하기 때문

에 현장에서 운반이 용이하다. 핸드펌프는 여과세트와 결합

하여 사용하며 채수한 현장수를 즉시 여과세트에 옮겨 담고 

핸드펌프로 여과세트 내부에 압력을 형성하여 eDNA를 여

과한다. 

이와 같이 핸드펌프는 사용 난이도가 낮고, 운반이 간편

한 장점이 존재하지만 압력을 유지하기 위해서 지속적으

로 펌프를 수동 가동해야 하는 번거로움이 존재한다. 또한, 

수동으로 형성된 압력은 실험실의 전동진공펌프 (Electric 

vacuum pump)보다 약하기 때문에 많은 양의 현장수를 여

Table 1. Overview on published methods and quantities used for filtering eDNA from macrofauna in natural freshwater systems. Modified 
from Mächler et al. (2016).

Year Organism Filter material Filter pore size (μm) Sampled water volume (mL)

2011 Amphibian Cellulose nitrate 0.45 5,000~10,000

2011 Carp Glass fiber 1.5 2,000

2012 Fish Polycarbonate 3 2,000

2012
Hellbender 
(amphibian)

Glass fiber 1.5 8,000

2012 Fish Cellulose acetate 3 2,000

2012 Fish Nylon 0.45 500

2013 Snail Cellulose nitrate 0.45 4,000

2013 Carp Glass fiber 1.5 2,000

2013 Carp Glass fiber 1.5 2,000

2013 Amphibian Cellulose nitrate 0.45 1,000

2013 Amphibian Polyethylensulfone - 600

2013 Fish Cellulose acetate 3 1,000

2013 Fish - 0.45 300

2013 Fish Glass fiber 1.5 6,000

2014 Carp Glass fiber 1.5 200

2014 Fish Glass fiber 1.5 6,000

2014 Fish Polyethylensulfone 0.22 2,000

2014 Macroinvertebrate Glass fiber 0.7 900

2014 Amphibian Cellulose nitrate 0.45 2,000

2015 Carp Galss fiber 1.5 2,00

2015 Amphibian Glass fiber 0.7 4,000

2015 Fish Glass fiber 1.5 2,000

2-15 Fish Cellulose nitrate 0.45 1,000

2015 Amphibian Cellulose nitrate 0.45 1,000

Fig. 4. Use of a hand pump for eDNA sampling. (1) Pour sample slowly into filter funnel, (2) Engage hand pump to begin filtration, (3) Re-
move funnel cup, (4) Fold filter, (5) Place filter in 2 mL o-ring tube of ethanol (Goldberg et al., 2017).

1 2 3 4 5
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과하는 데 어려움이 존재한다. 더욱이 저수지 및 호소에

서 녹조가 발생한 경우에는 핸드펌프의 압력수준으로 여과

할 수 있는 현장수의 용량은 매우 낮다. 따라서 Collect and 

Pour 방법으로 현장수를 채수, 여과하는 방법에 활용되며, 

Direct 채수 방법과는 혼합 적용이 어렵다.

2) 휴대용 전동펌프 

휴대용 전동펌프 (Handy Electric pump)는 핸드펌프의 압

력한계를 해결하기 위한 방안으로 실험실에서 사용하는 자

동펌프와 배터리를 결합하여 현장에서 사용 가능하게 한 

것이다. 휴대용 전동펌프는 두 가지 형태가 존재한다. 자동

진공펌프 (Vacuum pump)의 형태와 롤러펌프 (Peristaltic 

pump) 형태가 존재하며 두 형태 모두 현장에서 사용되고 있

다 (Fig. 5a, b). 전기로 작동하는 펌프이기 때문에 여과압력

이 핸드펌프보다 우수하며, 지속적으로 압력을 유지하기 위

한 번거로움이 없다. 따라서 Direct 방법과 Collect and Pour 

방법을 모두 사용할 수 있다.

진공펌프 형태는 실험실에서 사용하는 진공펌프의 형

태 및 원리가 동일하며 여과된 현장수가 모이는 진공병 

(Vacuum bottle)과 결합하여 사용한다 (Majaneva, 2018; 

Smith-Root, 2021). 진공펌프 형태는 현재 존재하는 여과장

치 중에서 가장 높은 압력으로 여과할 수 있기 때문에 가장 

빠른 시간에 많은 용량을 여과할 수 있다. 또한 실험실에서 

사용하는 진공펌프와 형태가 유사하기 때문에 사용자가 쉽

게 사용할 수 있다. 하지만 진공병과 반드시 결합하여 사용

하기 때문에 진공병의 용량을 초과하였을 시, 펌프내부로 물

이 역류하여 기기고장의 원인으로 작용하기도 한다. 또한 펌

프의 무게로 인해 손으로 운반하였을 때 무게로 인한 운반 

피로도가 발생할 수 있다. 롤러펌프는 롤러가 관을 밀어내는 

압력으로 현장수를 여과하며, 깔때기 및 플라스틱 비커와 함

께 사용한다 (Carim et al., 2015; Morrison et al., 2019). 롤

러펌프는 현장수를 여과하는 동안 압력이 균일하며 여과된 

물을 즉시 배출하기 때문에 장시간 여과에서 기기고장 및 

여과지가 파손되어 eDNA 시료가 손실될 확률이 낮다. 롤러

펌프는 펌프기계를 배터리와 연결하여 사용하거나 롤러펌

프 헤드를 분리한 후, 전동드릴과 결합하여 사용하기도 한다 

(Blankenship et al., 2017; Schwartz et al., 2017) (Fig. 6). 전

동드릴의 힘을 이용하는 경우에는 롤러펌프 기계보다 소형

Fig. 5. Process of electronic handy pump for eDNA sampling. (a) Handy vacuum pump that made by smith-root Co. Referred from “https://
www.smith-root.com/”, (b) Peristaltic pump with Sterivex filter. Referred from “https://www.fishsciences.net/expertise/”.

(a)

(b)

Fig. 6. eDNA filtration using a peristaltic pump support by power 
drill.
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화가 가능하며 롤러 펌프보다 빠른 속도로 여과할 수 있다. 

하지만 전동드릴을 이용하여 롤러펌프를 작동하는 경우 적

절한 전동드릴과 배터리의 전압을 선택해야 한다. 전동드릴 

전압은 볼트 (V)로 표기하며 높을수록 전동드릴 모터의 힘이 

증가한다. 배터리의 전압은 암페어 (Ah)로 표기하며 현재 시

중에 판매되는 일반적인 전동드릴의 배터리는 1.3~1.5 Ah

로 구성되어 있다. 현장에서 전동드릴을 장시간 사용하는 경

우에는 2.0 Ah 이상의 대용량 배터리가 필요하지만 배터리

의 용량이 증가할수록 전동드릴의 크기와 무게가 함께 증가

하기 때문에 사용자의 사용환경에 따라서 적절한 제품을 선

정해야 한다. 이 밖에도 전동드릴의 분당회전수 (rpm)와 회

전력 (토크: Nm)은 롤러펌프의 여과압력을 결정하는 요인으

로서 분당회전수와 회전력이 모두 높을 때 여과압력이 가장 

높다. 하지만 전동드릴의 속도를 조절할 수 없으며 장시간 

여과할 시, 전동드릴의 모터에 부담이 될 수 있다. 더욱이 전

동드릴의 배터리 용량은 롤러펌프 외부 배터리 (오토바이 배

터리: 6~14 Ah)의 30~40% 정도밖에 안되기 때문에 장시간 

지속적으로 전동드릴을 가동하였을 때 배터리가 빠르게 소

모될 수 있다.

3) eDNA 채집 전용 여과펌프

최근 기존 eDNA 채집장비들의 단점들을 보완하며 eDNA 

채집에 보다 다양한 기능이 존재하는 전문 여과장치가 개발

되어 판매되고 있다 (Thomas et al., 2018; Edmunds et al., 

2019; Sepulveda et al., 2020). eDNA 전문 채집장비는 종

류에 따라서 크기와 무게가 다양하여 사용자의 용도 및 필

요도에 따라서 선택할 수 있다. 전문 채집장비는 크게 여과

펌프, 여과세트, 채집막대 3개 부위로 나눌 수 있으며 사용

자의 필요에 따라서 채집막대를 제외하고 사용하기도 한다 

(Fig. 7b).

eDNA 전문 채집장비의 여과펌프는 롤러펌프 및 전동펌

프의 형태로 제작되었으며 가격대에 따라서 다양한 기능이 

존재한다. 전문 채집장비는 모두 Direct 방법으로 여과하며 

Collect and Pour 방법은 사용하지 않는다. 고가의 전용펌프

는 현장수 여과 용량 및 여과압력, 여과유속 등을 설정할 수 

있기 때문에 여과지의 부담을 현격히 줄일 수 있다. 또한 수

중의 입자성 물질이 다량으로 존재하여 여과지 폐쇄가 발생

하였을 때 기기 내부에서 알람을 울려서 여과지 및 펌프의 

파손을 막을 수 있다. 고가의 전용펌프는 주로 가방형태로 

제작되어 사용자가 운반할 수 있는 형태이지만, 무게가 무

겁고, 큰 부피로 인해 장비 운반 시 사용자의 피로도를 증가

시킬 수 있다. 저가 전용펌프의 경우 오직 펌프 기능만 존재

하는 기기부터 여과속도 및 여과량을 실시간으로 확인할 수 

있는 기기까지 다양하게 존재한다 (Fig. 7a). 이러한 저가형 

전용펌프는 무게가 가볍고, 부피가 작아 사용자의 피로도가 

상대적으로 낮다.

eDNA 전용 여과펌프는 진공펌프 형태가 아니기 때문

에 여과 배출수를 저장할 필요가 없으며 배출 호스를 통

해 배출한다. 사용자의 필요에 따라서 배출수를 저장하여 

Extracellular eDNA를 채집할 수 있지만 배출호스를 교체하

거나 전동펌프 내부의 물을 제거할 수 없기 때문에 지점 사

이의 eDNA 오염이 발생할 수 있다.

4) eDNA 채집을 위한 도구 선정

eDNA를 채집할 때 사용자의 채집환경 (하천, 강, 호소, 저

수지 등) 및 채수 방식에 따라서 적절한 도구를 사용해야 한

다. 더욱이 eDNA 분석결과는 eDNA 채집단계부터 많은 영

향을 받을 수 있기 때문에 적절한 채집장비를 사용하고 적

절한 채수 방법으로 eDNA를 채집하는 것이 매우 중요하다. 

하지만 현재 대부분의 eDNA 채집은 현장수를 채수하여 실

험실에서 진공펌프를 사용하여 여과하는 방식을 사용하고 

있으며 현장 여과를 위한 기반시설 및 장비들이 매우 부족

하다. 하지만 현장수를 운반하는 과정에서 발생하는 문제점

Fig. 7. Developed sampling pump for eDNA in freshwater. (a) 
Hand-held eDNA pump and associated 3D-printed filter cartridge 
and vinyl tubing (Edmunds et al., 2019), (b) environmental DNA 
sampling using the ANDeTM system (Thomas et al., 2018).

(a)

(b)
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들을 해결하기 위해서는 현장에서 즉시 여과하여 eDNA를 

채집하는 방식으로 변화해야 한다. 이러한 eDNA 현장 채집 

방식을 보급화하기 위해 저가형 eDNA 채집 전용 여과펌프

는 개발이 진행되고 있으며 Proto-type이 완성되어 현장 검

증을 진행하고 있다 (Fig. 8). 따라서 이러한 eDNA 채집 전

용펌프들이 지속적으로 개발된다면 국내 eDNA 연구가 더

욱 활발하게 이루어질 수 있을 것으로 판단된다. 또한 시민

과학과 eDNA가 융합됨에 따라 eDNA 채집 장비를 사용하

는 사용자 또한 전문 연구자 부터 일반 시민까지 매우 다양

해질 것으로 판단된다. 이를 위해 eDNA 채집 장비는 더욱 

단순화되고 사용하기 편리한 방향으로 발달하며 비전문가 

집단도 충분히 사용할 수 있는 제품으로 kit화될 것으로 판

단된다.

3. eDNA 보존 및 고정 (Preservation of Sampled eDNA)

eDNA는 환경에 노출된 순간부터 서서히 분해되기 시작

하며 장시간 노출되었을 때 Intracellular eDNA는 Extra

cellular eDNA로 전환되며, Extracellular eDNA는 조각 

(fragment) 단위로 분해되어 사라지게 된다 (Barnes et al., 

2014; Strickler et al., 2015) (Table 2). 이러한 이유로 현장

에서 eDNA가 채집된 여과지 (Filter paper)를 아무런 처리

없이 실험실로 운반하였을 경우, 실험실로 운반하는 과정에

서 eDNA의 농도 차이가 발생할 수 있다. 시료의 변질을 방

지 및 최소화하기 위해 가장 보편적으로 사용되는 방법은 냉

암소 조건 (4℃, 암조건)에서 시료를 보관, 운반하는 것이다. 

(Rees et al., 2014). 이러한 냉암소 보관법은 eDNA를 2일

까지 보존시킬 수 있으나 2일 이후 eDNA가 급속도로 분해

되어 PCR 분석이 불가능한 상태로 변질된다 (Ladell et al., 

2019; Licul et al., 2021). 이러한 이유로 현장에서 채집된 

eDNA는 12시간 이내에 여과하거나 즉시 보존용액 또는 고

정용액을 첨가하여 eDNA의 양적 변질을 예방해야 한다.

1) 에탄올 (Ethanol 99.9%, Ethanol Absolute)

에탄올은 DNA가 구조를 유지하는 데 안정적인 물질

로서 많은 연구에서 사용되고 있다 (Piškur et al., 1995; 

Cheatham et al., 1997). USGS의 Snake River Field Station 

자체 eDNA protocol에서는 eDNA를 채집하고 보존하는

데 에탄올을 첨가하는 것으로 안내하고 있으며 USGS의 공

식 protocol에서도 현장에서 채집된 eDNA 시료를 보존하기 

위해 Molecular 수준의 에탄올을 첨가하도록 지침을 제시

하고 있다 (Laramie et al., 2015; Hobbs et al., 2017; Pilliod 

et al., 2017). 에탄올을 첨가한 eDNA 시료는 7일까지 분해

되지 않고 유지되며 에탄올을 첨가하지 않고 저온 (4℃)에

서 보관하는 방법보다 보존량이 2배 이상 우수하였다 (Licul 

et al., 2021). 뿐만 아니라 eDNA의 보존은 Molecular grade

의 에탄올 33 mL와 3 M의 Sodium-acetate를 혼합하여 주입

하였을 때 가장 효과적이었으며 7일 이상 보존이 가능하였

다 (Ladell et al., 2019) (Table 3). 오히려 에탄올과 Sodium-

acetate를 주입한 후 저온 (4℃)에서 보관하였던 eDNA 시

료는 15% 정도 분해되어 농도가 감소하였다. 에탄올과 

Sodium-acetate가 저온에 노출되었을 때 불안정해지는 원인

에 대해서는 정확히 알려지지 않았으나 이러한 결과를 통해 

보존방법을 혼합하여 사용하였을 때 eDNA의 농도가 감소

할 수 있는 가능성을 판단할 수 있다.

2) RNA later

에탄올이 eDNA 보존에 있어서 많은 장점이 존재하지만 

강력한 휘발성으로 인해 현장에서 운반과정에 부담이 존재

한다. 또한 미국에서는 주 정부에 따라서 에탄올 성분의 용

액 운반이 금지되어 있기 때문에 현장에서 사용이 어려운 

경우가 발생한다 (Pilliod et al., 2017). 또한 여름철 기온이 

증가함에 따라 에탄올의 휘발속도가 증가하며 이로 인해 시

료병이 파손되는 경우가 발생할 수 있다. 따라서 에탄올과 

같이 DNA를 안정적으로 보관할 수 있으며 휘발성이 낮은 

보존용액의 필요성이 대두되었다. RNA later는 동물세포 배

양 실험에서 세포의 RNA를 보존하기 위해 주입하는 용액

으로, DNA 보존에도 탁월한 효과가 있는 것으로 알려져 있

다 (Lee et al., 2002; Michael et al., 2013; Junior 2020). 일

본 eDNA 학회는 현장에서 eDNA를 채집한 후 RNA later 

1~2 mL를 주입하여 여과지와 RNA later가 충분히 접촉하

는 것을 권장하고 있다 (Miya, 2019; Minamoto et al., 2021). 

RNA later를 주입한 이후에는 여과세트의 주입구를 밀봉하

Fig. 8. Prototype of sampling pump of low-cost for eDNA in freshwa-
ter (Application number: 10-2021-0124789). (a) Name of each part, (b) 
Illustrating of eDNA sampling using the low-cost sampling pump. 

(a) (b)
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여 공기여과세트와의 접촉을 최소화한다. RNA later가 주입

된 eDNA는 37℃에서 24시간 동안, 상온 (25℃)에서는 1주

일 동안 보관이 가능하며 4℃~초냉각 (-20~-80℃) 온도

에서는 6개월 이상 보관이 가능하다 (ThermoFisher, 2021). 

RNA later가 공기에 장시간 노출되면 용액속의 RNA later 

성분이 침전되어 흰색의 가루가 형성되고 수분은 증발하여 

굳어버린다. 굳어버린 RNA later는 증류수를 첨가해도 사용

이 불가능하며, 여과세트 내부에서 굳어버린 RNA later는 

여과세트 배출구 폐쇄 현상의 원인이 될 수 있다. 또한 RNA 

later는 고가의 용액으로서 비용면에 있어서 연구에 부담이 

될 수 있다.

Table 2. Summary of major finding on eDNA persistence. Modified from Barnes et al. (2016).

Environment Target organism Major finding

Laboratory 
freshwater
aquaria

Common carp
(Cyprinus carpio)

eDNA concentration decreased exponentially; after 4 days the probability 
of detection was <5%. Rare detections occurred as late as 14 days. 
Degradation rate negatively correlated with indices of microbial activity 

(biochemical oxygen demand, total DNA concentration, and chlorophyll a 
concentration) and pH

Laboratory 
freshwater 
mesocosms and 
small natural ponds

American bullfrog
(Rana catesbeiana) and
Siberian Sturgeon
(Acipenser baerii)

eDNA remained detectable with >5% probability for 25 days in glass 
beakers, while fish eDNA in small ponds demonstrated >5% detection 
probability for 17 days

Laboratory 
freshwater
aquaria and 
eutrophic 5th order 
river

New Zealand mudsnail 
(Potamopyrgus antipodarum)

eDNA remained detectable for 21 days following snail removal

Lentic environment
Exogenous plasmid pEGFP 
(Clontech, USA)

Plasmid DNA was undetectable within 170 h in
untreated water, while no degradation was observed in the presence of 
antimicrobial agent EDTA. Culling the bacterial community via filtration 
also resulted in reduced DNA degradation rates

Mesocosms 
floated in 
experimental ponds 
and laboratory 
freshwater aquaria

Silver Carp 
(Hypophthalmichthys molitrix) 
carcasses, fecal samples of eagles 
(Haliaeetus leucocephalus) 
which had eaten Silver Carp

DNA could be recovered from swabbed carcasses for up to 28 days of areal 
environmental exposure, independent of ambient temperature, humidity, 
precipitation, and UV exposure. Silver Carp eDNA was also detected from 
fecal samples of birds who had eaten Silver Carp, and detections occurred 
from feces which had been deposited up to 30 days prior

Laboratory 
freshwater aquaria

Idaho giant salamander 
(Dicamptodon aterrimus)

eDNA decreased exponentially in light and shaded treatments but was no 
longer detectable in full- sun treatments after 8 days, detectable in shaded 
treatments after 11 days, and detectible in refrigerated controls after 18 days

Laboratory 
freshwater
mesocosms

Bullfrog
(Lithobates catesbeianus)

eDNA decreased exponentially but remained detectable <1~54 days 
following organism removal. Higher temperatures and lower pH decreased 
degradation rates. UV-B intensity interacted with other factors but appeared 
to have a positive relationship with eDNA degradation

Outdoor freshwater
mesocosms

Common spadefoot toad 
Pelobates fuscus and great 
crested newt Triturus cristatus

eDNA persisted 7~14 days following removal of live organism

Experimental 
ponds

Bighead and Silver Carp 
(Hypophthalmichthys spp.)

eDNA was observed in pond sediments for >130 days after fish removal, 
but was not detected in pond water after the same period

Groundwater and 
riverine
environments

Transgenic Bt
(Bacillus thuringiensis)
corn plasmid DNA
(Zea mays)

Plasmid DNA degraded to undetectable levels within 48~96 h in aquatic 
environments; however, eDNA remained detectable throughout a 192 h 
experiment when water was sterilized by autoclave
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Table 3. Summary of sample collection and preparation methods used to detect eDNA in water bodies. Modified from Rees et al. (2014).

Environment
Volume of 
samples

Filter type Preservation method DNA extraction method

Mesocosm 250 mL Membrane filter Stored at -20℃ Modified DNA extraction procedure

Containers 15 mL - Addition of 3M sodium acetate 
and 100% ethanol

Quick-gDNA spin-column kit

Beaker, artificial/ 
experimental pond, 
natural pond

15 mL - DNA precipitation followed by 
DNeasy blood and tissue kit

Aquaria, natural 
pond

15 mL - DNA precipitation followed by 
QIAamp blood and tissue kit

Stream 5 L or 
10 L

Cellulose nitrate Filter stored in 95% ethanol Filter air-dried then Qiashredder/
DNeasy kit

River 4 L or 5 L Cellulose nitrate Filter air-dried then Qiashredder/
DNeasy kit

River 2 L Glass fiber Filter stored at -20℃ MoBio kit

Aquaria 20 L Durapore 
membrane filter

Filter stored at -80℃ Bead beating then DNeasy kit

River 2 L Glass fiber Filter stored at -20℃ MoBio kit

River 2 L isopore 
polycarbonate 
filter

Sample immediately 
transferred to laboratory for 
filtration

DNeasy kit

Tank 120 mL - Addition of 3M sodium acetate 
and 100% ethanol

DNeasy kit

Tank 2, 4, 8 L glass fiber Filter stored at -20℃ MoBio kit

River 2 L - Addition of 3M sodium acetate 
and 100% ethanol

MoBio kit

Tank (trash can)/
field site

5 L glass fiber - MoBio kit or 
QIAamp DNA Micro kit

Aquaria/glass 
mason containers 
Streams

500 mL Cellulose nitrate Filter stored in 95% ethanol Filter air-dried then Qiashredder/
DNeasy kit

1 or 2 L

Tank 20 mL or 
50 mL

Amicon Ultra 15 
centrifugal filter

Filtrate stored at -25℃ DNeasy kit

Pond 2 L polycarbonate 
filter

Pond 1 L polycarbonate 
filter

Pond/lake, 
stream, 
mesocosm

15 mL - Samples stored at 
20℃followed by addition of 
3 M sodium acetate and 
100% ethanol

DNA precipitation followed by 
DNeasy kit

Stream 6 L glass fiber Filters stored on ice MoBio kit
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3) 그 외 보존방법

에탄올과 RNA later 이외에 eDNA를 보존하는 방법으로

는 Silica bead 속에 보관하는 방법, DNA lysis buffer를 주입

하여 여과 직후 세포를 파쇄하는 방법, 현장수를 채수한 후 

고농도의 Longmire’s 용액을 현장수에 주입하여 현장수 자

체를 실험실로 운반하는 방법이 있다 (Williams et al., 2016; 

Spens et al., 2017; Licul et al., 2021).

eDNA를 채집한 여과세트를 Silica bead에 보관하는 방법

은 여과지에 존재하는 수분을 완전히 제거하여 eDNA를 보

존하는 방법으로 사용되었으나 보존기간 및 보존량이 매우 

낮아 현장 적용이 매우 어렵다. Silica bead를 이용하여 수분

을 완전히 제거하였을 때 7일 이후 eDNA 농도는 에탄올 보

존시료의 20~30% 수준을 나타내었다 (Allison et al., 2021).

DNA lysis buffer를 주입함으로써 여과직후 세포를 파쇄

하는 방법은 Silica bead보다 우수한 보존상태를 나타내었다 

(Majaneva et al., 2018). 더욱이 eDNA 추출과정에서 Lysis 

단계를 미리 선행함으로써 추출과정의 간소화를 가능하게 

하였다. Lysis buffer를 주입한 시료에서 eDNA 농도는 에

탄올을 주입한 시료의 60~70% 수준을 나타냈으며 Silica 

bead 보관법보다 약 5배 높은 농도를 유지하였다 (Licul et 

al., 2021). 하지만 eDNA 시료가 Lysis buffer에 장시간 노출

될 경우 DNA의 파손원인으로 작용할 수 있기 때문에 장시

간 보관에 적합하지 않다.

Silica bead 보관법 및 DNA lysis buffer 주입법은 여과 후, 

여과세트에 적용하는 방법이지만 Longmire’s 용액 주입법은 

현장수에 주입하는 방법으로서 현장에서 여과할 수 없는 경

우, 실험실로 운반하는 동안 eDNA 변질을 방지하기 위해서 

현장수에 고농도의 Longmire’s 용액을 직접 주입하는 것이

다 (Schrock, 2013; Wegleitner et al., 2015; Williams et al., 

2016). 하지만 현장수를 채수하여 실험실로 운반하는 방법

은 채수용량 및 운반량의 한계로 인해 많은 지점에서 eDNA

를 채집하기에는 적합하지 않은 eDNA 채집방법으로 판단

된다.

4) eDNA 보존 및 고정방법 선정

eDNA를 보존하기 위해 다양한 용액 (buffer)들이 사용되

어 왔으며, 현재까지 에탄올과 RNA later가 가장 많이 사용

되었다. 향후 eDNA를 보존하는 방법은 앞선 두 용액을 기

반으로 다양한 첨가물을 혼합하여 사용하는 방향으로 연구

가 진행될 것으로 판단된다. 하지만 혼합에 사용하는 각각

의 용액이 단일로는 eDNA 보존이 우수할 수 있으나, 여러 

용액들의 혼합에 따른 영향을 사전연구 없이 적용하는 것

은 용매 간 반발작용에 따라 보존 효율을 저해시킬 수 있다. 

U.S.EPA에서도 공식적인 eDNA protocol 지침서를 발간하

였으며 에탄올과 RNA later 모두 사용 가능하기 때문에 연

구 대상생물에 따라서 적합한 보존액을 사용하는 것을 권장

하고 있다 (Hobbs et al., 2017). 따라서 본격적인 eDNA 채

집이 이루어지기 이전에 사용자의 대상 생물군 DNA 보존에 

적합한 보존용액을 선정하여 사용해야 한다.

4. eDNA 추출방법 (Crude eDNA extract method)

추출과정은 세포 내부에 존재하는 Intracellular eDNA를 

세포 밖으로 꺼내는 과정으로서 정제과정까지 포함하여 지

칭한다 (McDill, 2009). 특히 eDNA 추출 과정에 사용되는 

기법과 시약의 종류에 따라서 eDNA의 농도와 순도의 차이

가 발생하며 이는 eDNA 실험결과에 많은 영향을 미친다. 

현재 eDNA 연구에서 사용되는 DNA 추출 kit는 DNeasy 

Blood and Tissue DNA extraction kit (hereafter DNeasy, 

Qiagen, Hilden, Germany), PowerWater DNA Extraction 

Kit (PowerWater, Qiagen), PowerSoil DNA Extraction Kit 

(PowerSoil, Qiagen), PowerMax Soil (Qiagen), QIAamp 

DNA Stool Mini Kit (Qiagen), DNeasy mericon Food Kit 

(Qiagen) 등이 사용되고 있으며 kit 종류에 따라서 추출과

정과 시약의 성분 및 조합의 차이가 존재한다 (Tsuji et al., 

2019; Shu et al., 2020). 추출과정과 시약의 차이는 추출하는 

eDNA의 농도 및 순도의 차이로 이어질 수 있으며, 이는 동

일한 시료에서 서로 다른 결과가 나타날 수 있는 가능성을 

증가시킨다. DNA 추출 kit가 다양해짐에 따라 서로 상이한 

DNA 추출 Protocol이 존재하지만, 크게 나누어 보면 모든 

Protocol은 ① 파쇄 및 추출 (Cell lysis and crude extraction), 

② 농축 및 정제 (Concentration and Purification), ③ 용출 

(Elution)의 세 단계로 나눌 수 있다. 농축 및 정제 방법은 

거의 모든 kit에서 컬럼을 이용한 정제방법을 사용하고 있으

며 Nuclease Free water 또는 TAE buffer를 이용하여 eDNA

를 용출하고 있다. 따라서 본 연구에서는 파쇄 및 추출방법

을 중심으로 기술하였다.

1) eDNA 추출을 위한 세포파쇄

파쇄 및 추출 단계 (Lysis and extraction)는 물리적 및 화

학적 방법을 이용하여 DNA를 보호하는 세포벽 및 세포

막을 파쇄하고 세포 내부에 존재하는 DNA를 용출시키는 

과정이다. 물리적 방법 (Mechanical lysis)과 화학적 방법 

(Chemical/Enzymatic Lysis)으로 구분할 수 있으며 다양한 

물리적 도구 및 효소물질을 주로 사용한다 (Table 4).

물리적 방법에서 많이 이용하는 Freeze thaw 방법은 세포

를 -80℃에서 30분 동안 초냉동 (Deep freezing)한 뒤, 즉

시 60℃ 중탕하여 세포를 급격히 해동하는 과정을 3~5회 

반복한다. 이 과정에서 세포가 수축과 팽창을 반복하며 파쇄
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되는 원리로 eDNA를 추출한다 (Fraser et al., 2005). 이를 위

해 초냉동고 (Deep freezer) 또는 액체질소가 반드시 필요하

며 주로 수층 eDNA 및 배양시료 DNA를 추출하는 방법으

로 사용된다. Bead beating 방법은 eDNA 시료가 담겨있는 

Micro tube에 Silica 성분의 Micro bead를 적당량 옮겨 담

은 후, 5~10분 동안 Vortex 한다 (Tsai et al., 1991; Fujimoto 

et al., 2004). 이 과정에서 발생하는 Bead의 물리적 충격으

로 세포를 파쇄하고 DNA를 용출시킨다. Bead beating 방법

은 주로 퇴적층의 eDNA를 추출하기 위한 방법으로 사용된

다 (MacGregor et al., 1997; Hurt et al., 2001; Costa et al., 

2004). Bead-beating 파쇄법은 수층의 eDNA 추출과정에서

도 자주 사용되며 수층 eDNA를 추출하는 경우에는 에탄올 

보다는 냉동 (-10℃ 이하) 상태에서 더 많은 eDNA가 추출

되었다 (Hundermark et al., 2020). 다만 현재 존재하는 토양 

DNA kit는 소량 (0.5~0.8 g)의 퇴적물을 사용하여 eDNA를 

추출한다. 퇴적층 내 존재하는 남조류 및 식물플랑크톤을 대

상으로 한다면 0.5~0.8 g은 매우 적은 양이며 충분한 농도

의 eDNA를 확보하기 위해서는 3~5 반복의 eDNA 추출이 

필요하다.

화학적 방법은 분해효소 (ex: Proteinase K) 또는 다양한 

세포 용출 (Lysis) 용액을 시료에 주입하여 세포를 파쇄하

고 eDNA를 추출하는 방법이다 (Smalla et al., 1993; Zhou 

et al., 1996; Abdel-Latif et al., 2017). Lysis 용액은 SDS 

(Sodium Dodecyl Sulfate) 및 NaOH, EDTA (Ethylene-

diamine-tetra acetic acid) 등의 성분으로 많은 DNA 추출 

kit에서 제공하는 시약이다 (Chauhan, 2018). 해당 시약들은 

세포벽 및 세포막에 작용하여 이를 융해시켜 DNA를 추출

할 수 있는 작용을 하며, 일부 연구에서는 효소와 화학물질

이 혼합된 Lysis Cocktail을 제작하여 사용한다 (Osmundson 

et al., 2013; Gargouri et al., 2018). 화학적 파쇄법은 시약을 

주입하는 간편한 방법으로 세포를 파쇄할 수 있으나 세포의 

종류와 구조에 따라서 세포파쇄 효율이 달라질 수 있으며, 

이로 인해 물리적 파쇄법에 비해서 추출 효율이 낮을 수 있

다.

현재 연구자들은 DNA 추출 kit에서 제시하는 Protocol을 

사용하거나 연구실 자체에서 kit protocol을 변형하여 eDNA

를 추출하고 있으며 대부분 사용이 간편하고, eDNA 추출 

효율이 보장된 DNA 추출 kit protocol을 사용하여 eDNA를 

추출하고 있다 (Ficetola et al., 2008). 특히 과거 2008~2012

년에는 거의 대부분 연구에서 eDNA 추출이 DNA 추출 kit

를 사용하여 이루어졌으며 2012~14년부터 DNA 추출 kit

의 protocol을 변형하여 eDNA를 추출하였다 (Barnes et al., 

2014; Turner et al., 2014a; Renshaw et al., 2015). 하지만 

70% 이상의 많은 연구에서 DNA 추출 kit의 Protocol을 그

Table 4. Overview of variables examined in nucleic acid extraction methods. Modified from Lever et al. (2015).

Method Mechanism

Mechanical 
methods

Bead-beating Break up particles containing cells, dislodge cells, and/or mechanically destroy cells

Homogenizer Break up particles containing cells, dislodge cells, and/or mechanically destroy cells

Freeze-thawing Cell cracking by ice crystals

Heat Heat-stimulation of chaotropic chemicals, surfactants, protein, lipid-, and 
peptidoglycan-degrading enzymes

Chemical 
and 
Enzymatic 
methods

Tris Hydrochloride (Tris-HCl) Buffers pH of lysis solutions at levels that are suited for enzymatic treatments

Na2EDTA (EDTA) Inactivates nucleases

Guanidium hydrochloride Denatures proteins

Triton X-100 Disrupts cell membranes

Sodium dodecyl sulfate (SDS) Anionic surfactant that disrupts cell membranes and denatures proteins

Phenol-chloroform-isoamylalcohol  
(PCI; 25 : 24 : 1)

Phenol denatures proteins. Chloroform dissolves/ binds nonpolar constituents. 
Isoamylalcohol stabilizes interface of phenol-choroform and aqueous extract

Cetyl trimethylammonium bromide 
(CTAB)

Cationic surfactant that disrupts cell membranes

Proteinase K Destroys proteins (structural, membrane-bound and enzymatic)

Lysozyme (muramidase) Hydrolyzes N-acetylmuramic acid N-acetylglucosamine bonds

Lipase Typ7 Hydrolysis of lipids

2-hydroxyquinoline Antioxidant; prevents phenol oxidation.

β-mercaptoethanol Antioxidant, prevents phenol oxidation, and reduces disulfide bonds

tris(2-carboxyethyl) phosphine (TCEP) Same as β-mercaptoethanol
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대로 적용하였으며 일부 15% 정도의 연구에서만 변형된 

Protocol을 사용하였다 (Tsuji et al., 2019).

물리-화학 복합 파쇄법은 액체질소를 이용한 Freezing 

thaw 또는 Bead-beating 과정에서 Lysis 용액 (Proteinase 

K와 SDS 용액) 혹은 보존제 (RNA later)를 첨가하여 세

포파쇄 효율을 증가시키는 방법으로서 담수 및 해양 환경

에서 eDNA를 추출할 때 사용하였다 (Ushio, 2019). 이러

한 화학적-물리적 방법은 기존의 화학적 파쇄법의 단일 처

리군보다 1.5~10배 가까이 DNA 농도가 증가하였을 뿐

만 아니라 eDNA를 통해 분석할 수 있는 종 풍부도 또한 

1.5배 이상 증가하였다. 이 밖에도 물리-화학 파쇄법을 적

용하여 용출된 eDNA 시료의 수율 (Yield)을 높이기 위해 

Chloroform : isoamyl alcohol (24 : 1) 용액을 첨가한 후 원심

분리하여 상층에 DNA를 농축하는 방법이 사용되었다 (Park 

et al., 2012; Park et al., 2018)

2) 일본 eDNA 학회의 eDNA 추출 방법 

일본은 eDNA 학회를 통해 eDNA 추출만을 위한 전용 추

출법을 지침서에 제시하고 있다 (Minamoto, 2019; Miya, 

2019; Minamoto et al., 2021). 화학적 방법을 기반으로 유

리섬유 (GF/F) 여과지를 사용하는 방법과 Sterivex filter를 

이용하여 추출하는 방법을 모두 제시하였으며 두 방법은 

eDNA 학회 추출법만의 특징이 존재한다. 유리섬유 추출법

의 큰 특징은 의학계에서 사용하는 Salivette tube를 eDNA 

추출과정에 적용함으로써 eDNA가 채집된 여과지를 보관

할 뿐만 아니라 언제든지 tube를 교체하지 않고 eDNA를 추

출할 수 있다. 또한 Salivette tube는 원심분리를 통해 여과

지로부터 추출된 eDNA를 분리할 수 있으며, eDNA가 제

거된 여과지를 쉽게 제거할 수 있다. Sterivex filter 추출법

은 원심분리를 통해 내부에 존재하는 eDNA 추출물을 수확 

(Harvesting)할 수 있다. 일본 eDNA 학회 방법은 Sterivex 

filter를 이용하여 eDNA를 채집한 후, 내부에 Lysis Cocktail

을 주입하고 56℃, 30분 동안 Rotator로 회전시키며 배양한

다. 배양과정에서 세포가 파쇄되어 세포 밖으로 DNA가 용

출되고, 원심분리하여 Sterivex filter 내부에 존재하는 eDNA 

용출액을 수거한다. 이를 통해 Sterivex filter를 파손하거나 

내부 여과지를 절단하지 않고 eDNA 추출이 가능하다. 두 

가지 방법 모두 추출이 완료된 후 DNA extraction kit (Blood 

and Tissue kit, Qiagen Co.)의 정제 컬럼을 사용하여 eDNA

의 순도를 높인다. 이 과정에서 외부오염이 발생하기 쉽기 

때문에 실험자의 주의가 요구된다. 더욱이 eDNA 추출과정

에서 세포 잔여물이 대량으로 발생하였을 때, 정제과정에서 

컬럼 폐쇄현상이 발생할 수 있기 때문에 추출물을 옮기는 

과정에서 주의가 필요하다.

3) 수생태계 eDNA 추출 및 정제방법 제시

eDNA는 실제 관찰을 하지 않더라도 생물군집 및 대상생

물 탐색을 수행할 수 있는 장점이 특징이다. 또한 한 번에 많

은 수의 시료를 분석함으로써 연구자 한 명이 보다 넓은 지

역에 대해서 분석할 수 있다. 또한 여과하는 현장수의 부피

가 클수록 eDNA의 농도가 증가하기 때문에 보다 다양한 생

물의 eDNA를 채집할 수 있다. 하지만 eDNA 시료 수는 지

점의 수와 함께 급격히 증가하기 때문에 이로 인한 eDNA 

추출 과정의 소요시간을 효과적으로 감소시킬 필요가 있다. 

작은 저수지에서 eDNA를 채집한다고 가정하였을 때, 현재 

사용되고 있는 Sterivex filter는 여과면적이 약 10 cm2로 평

균적으로 100~200 mL의 현장수를 여과할 수 있다. 하지만 

100~200 mL의 현장수가 저수지 전체를 대변할 수 없으며, 

이를 대변하기 위해 3~4개 지점에서 eDNA를 추가 채집

해야 한다. 결과적으로 작은 저수지의 생물다양성을 파악하

기 위해서는 3~4개의 Sterivex filter가 소모된다. 더욱이 저

수지의 수가 증가하거나 저수지의 크기가 클수록 소모되는 

Sterivex filter의 수는 급격히 증가하며 높은 가격으로 인해 

연구비의 부담이 발생할 수 있다.

따라서 Sterivex filter보다 여과면적 및 여과량이 우수한 

여과세트를 구축, 활용한다면 eDNA 채집 효율을 극대화할 

수 있다고 판단된다. 또한 Sterivex filter의 주입구 내경 지름

은 약 0.5 cm 수준으로 매우 좁다. 이러한 좁은 내경 지름은 

현장수를 주입할 때 높은 압력을 요구한다. 따라서 현장수 

주입구 내경 지름을 보다 크게 하여 현장수 여과 시 필요압

력 기준을 낮출 필요가 있다. 현재 개발이 진행중인 eDNA 

채집 kit는 이러한 Sterivex filter의 한계점을 개선하였고, 기

존의 추출과정에 적용할 수 있도록 디자인되었다 (Fig. 9). 새

로운 eDNA 채집 kit의 여과면적은 약 421.2 cm2로 Sterivex 

filter 여과면적보다 약 40배 이상 크다. 따라서 Sterivex 

filter와 비교하여 최소 10배 이상 여과량이 높을 것으로 판

단된다. 이는 저수지의 eDNA를 채집한다고 가정하였을 때, 

하나의 eDNA 채집 kit를 사용하여 5개 지점에서 200 mL씩 

여과할 수 있으며 eDNA 채집 kit 소모량을 대폭 감소시킬 

수 있다.

이외에도 DNA 정제 단계에서 많은 DNA 추출 kit는 

DNA 순도를 높이기 위해 컬럼을 사용하고 있다. 이러한 컬

럼을 이용한 DNA 정제는 간편하지만 6000 G 또는 12,000 

rpm으로 고속 원심분리해야 하기 때문에 반드시 초원심분

리기가 필요하다. 해당 장비들은 전기를 필수적으로 사용해

야 하기 때문에 eDNA 추출이 실험실에서만 수행 가능하다. 

또한 앞서 설명한 것과 같이 eDNA 추출물에 세포 잔여물 

(Debris)이 대량으로 존재할 경우에는 컬럼 폐쇄 현상이 발

생할 수 있으며 이로 인해 컬럼의 정제효율이 급격히 감소
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할 수 있다.

이러한 컬럼의 한계점을 개선하기 위해 일부 DNA 추

출 kit는 정제 과정에서 Magnetic bead를 사용하고 있다 

(Kovačević 2016; Biofact, 2021). Magnetic bead는 nano 

(nm) 크기의 자력을 가진 bead로서 표면에 DNA와 결

합할 수 있는 물질로 둘러싸여 있다 (Bosnes et al., 1997; 

Berensmeier, 2006; Azimi et al., 2011). 유리섬유 여과지를 

이용하여 채집한 eDNA를 Magnetic bead로 정제하였을 때, 

eDNA의 수율 (Yield)은 컬럼방식의 수율보다 약 1.5배 이

상 우수하였다 (Gane, 2019; Sanches et al., 2019). Magnetic 

bead가 DNA를 정제하는 과정은 다음과 같다 (Fig. 10). 세

포가 파쇄되어 용출된 DNA 물질과 Magnetic bead를 혼합

한 후 30초~1분 동안 약하게 교반 (Tapping)하여 DNA와 

Magnetic bead를 결합시킨다. 이후 자석을 이용하여 DNA

와 결합된 Magnetic bead를 분리하고, DNA 세척용액으로 

옮겨 담는다. 30초~1분 동안 약하게 교반하여 배양한 뒤, 

자석을 이용하여 새로운 세척용액으로 옮겨 담는다. 동일한 

과정을 반복하여 DNA를 정제한다. Magnetic bead를 이용

한 eDNA 정제는 원심분리를 하지 않기 때문에 전기가 필

요하지 않으며 피펫만 있으면 현장에서도 사용이 가능하다. 

즉, 현장에서 eDNA의 채집뿐만 아니라 추출 및 정제와 용

출까지 가능한 장점이 있다.

결     론

eDNA를 이용한 수생태계 생물 모니터링 방법은 대상 생

물을 채집하지 않아도 수층에 존재하는 DNA를 분석함으로

써 대상 생물의 서식 여부를 판단할 수 있는 기술이다. 이러

한 eDNA를 이용한 수생태 모니터링 및 지표생물 탐색은 이

Fig. 9. eDNA filtering kit Prototype design (Application number: 10-2021-0124789). (a) Front view with injection hole, (b) Back side view 
with outlet hole.

(a) (b)

Fig. 10. Suggestion of eDNA extraction and purification methods using magnetic bead. (F/Sh) Filter paper by shred (No salivet tube). (F/Sa) 
Filter paper with Salivet tube (No Shred).
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미 세계적으로 많은 지역에서 수행되고 있다. eDNA 기술의 

특성으로 인해 생물을 채집하기 위한 전문적인 기술이 필요

하지 않으며 eDNA를 채집하기 위한 기본적인 지식만 있으

면 수생태계에 존재하는 생물들을 모니터링할 수 있다는 것

을 의미한다.

국내 eDNA 연구는 초기 단계로써 방법론 적인 통일이 필

요한 시기이다. eDNA 연구가 지속적으로 사용되고 발전하

며 나아가 국가적 모니터링 방법으로서 인정받기 위해서는 

수질 공정시험법과 같이 공인된 조사 및 분석 지침이 마련

되어야 한다. 뿐만 아니라 전문적인 채집도구의 개발이 필수

적으로 이루어져야 한다. 이를 위해 다양한 생물과 다양한 

도구들을 이용한 eDNA 채집 및 추출 효율이 가장 높은 방

법에 대한 개발연구가 수행되어야 한다. 또한 다양한 수환경 

(하천, 하구, 논, 습지 등) 별로 각각에 최적화된 eDNA를 채

집하고 추출하기 위한 방법들이 지침으로서 제시되어야 한

다.

현재 국내에서는 공식적으로 통일된 eDNA 추출 방법이 

존재하지 않는다. 동일한 환경과 시료에서도 연구자가 사용

하는 DNA 추출 kit에 따라서 효율과 추출농도가 다를 수 있

으며, 이는 동일한 시료에서 서로 다른 결과를 초래할 수 있

을 것으로 판단된다. 따라서 eDNA 전용 추출법의 제안은 유

전자를 추출하는 연구자가 서로 다르더라도 유사한 농도와 

순도의 추출결과를 얻을 수 있는 안정전장치로 작용할 수 있

다. 현재는 일본의 eDNA 추출 방법이 가장 간편하고 빠르며, 

eDNA 채집 시료 보관도 매우 용이하다. 하지만 이러한 일본

의 eDNA 추출 방법을 지속적으로 사용하기에는 국내 연구

방향과 연구환경에 적합하지 않을 수 있으며 이를 위해 국내 

환경에 적합한 eDNA 추출 방법을 개발해야 한다.

eDNA를 채집하기 위한 여과지의 공극 및 재질, 여과펌

프, 여과세트, eDNA 보존시약, 추출 방법 등 다양한 요인들

을 복합적으로 고려해야 하며, 특히 여과지의 재질과 보존시

약은 eDNA 추출 방법에 가장 주요한 영향을 미칠 수 있기 

때문에 연구 대상 및 환경에 따라 eDNA 실험 전반적인 내

용을 고려하여 결정해야 한다. 이러한 지침들과 전문적인 채

집도구가 개발되면 eDNA를 이용한 생물 모니터링은 전문

가 집단을 넘어 비전문가 집단 (예: 시민)까지 활용할 수 있

으며 이를 통해 eDNA 연구가 시민과학과 연계되어 한단계 

더 발전할 것으로 판단된다.

적     요

환경유전자 (eDNA)는 다양한 환경 (수중, 토양, 대기)에 존

재하는 생물체로부터 유래된 유전물질을 의미한다. eDNA

는 높은 민감도, 짧은 조사시간 등 많은 장점들이 존재하

며 이로 인해 생물 모니터링 및 유해생물과 멸종위기 생물

을 탐색하는 분야에 다양하게 활용되고 있다. 이러한 eDNA

를 채집하기 위해서는 대상생물 및 대상유전자뿐만 아니라 

현장 여과방법 및 eDNA 보존방법과 같이 매우 다양한 항

목들을 고려해야 한다. 특히 환경에서 eDNA를 채집하는 방

법은 eDNA 농도와 직결되는 항목으로서 적절한 채집방법

을 사용하여 eDNA를 채집할 때 정확한 분석결과를 얻을 

수 있다. 또한 현장에서 채집한 eDNA를 보존하고 추출하는 

과정에서도 정확한 방법을 사용하였을 때 현장에 분포하는 

eDNA의 농도를 정확하게 파악할 수 있다. 특히 eDNA 연구

를 시작하는 연구자들에게 eDNA 분야는 초기 진입 장벽이 

매우 높은 기술로서 이를 위한 기초 자료가 매우 절실하다. 

본 연구에서는 본 연구는 eDNA가 수생태계를 연구하기 위

한 도구로서 보다 널리 이용되며, eDNA를 이용하기 시작하

는 연구자들에게 도움을 주고자 수생태계에서 eDNA를 채

집하고 및 운반하는 방법과 실험실에서 eDNA를 추출하는 

방법을 소개하고, 보다 간편하고 효율적인 eDNA 채집 도구

와 방법을 제시하였다.
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