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Multiplex PCR을 이용한 돌조개상과 (Bivalvia: 

Arcoidae) 이매패류 4종의 신속한 종 판별법 개발
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ABSTRACT

A multiplex PCR primers (the species-specific primers) set using molecular biological methods targeting four 
species of ark shells (Anadara kagoshimensis, Tegillarca granosa, Anadara broughtonii and Cucullaea labiata) 
distributed in Korea were built, and a rapid and accurate species identification method was developed. The 
species-specific primer was designed within the nucleotide sequence of about 573 bp corresponding to the 
cytochrome c oxidase subunit 1 (co1) gene region of mitochondrial DNA, and considering the single nucleotide 
polymorphism (SNPs) representing inter-species variation excluding intra-species variation, it was designed with 
an interval of 80-100 bp for each species. As a result, it was confirmed that species-specific bands were formed in 
the order of A. kagoshimensis (160 bp), T. granosa (245 bp), A. broughtonii (351 bp), and C. labiata (471 bp). In 
addition, in order to measure the limit of multiplex PCR amplification according to the concentration of genomic 
DNA (gDNA) and the number of PCR amplification repetitions, 15 experimental groups were divided and 
measured. As a result, when the number of amplification repeats was 25 cycles, the concentration of gDNA was 
detected down to a minimum of 1 ng/μl. Therefore, the multiplex PCR primer set for four species of ark shells 
developed in this study is expected to be of great help in accurately and rapidly identifying species in the field, it is 
thought that economic damage and academic errors caused by misidentification can be prevented.
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서  론

연체동물문 (Mollusca) 이매패강 (Bivalvia) 돌조개목 

(Arcoida) 돌조개상과 (Arcoidea)에 속하는 돌조개과 

(Arcidae) 및 고깔조개과 (Cucullaeidae) 이매패류는 북서 인

도양에서부터 중국, 우리나라 그리고 일본을 아우르는 인도-태
평양 지역에 널리 분포하고 있으며 (Boss, 1971; Poutiers 
1998; Bañón et al., 2015; Strafella et al., 2017), 주로 조

간대 하부 수심 10-150 m 이내의 갯벌 지역에 서식하는 것으

로 알려져 있다 (Nicol, 1950; Yoo, 2000; Kim et al., 2007; 
Jung et al., 2010; Sougi and Radhakrishnan, 2013; 
Kim et al., 2019). 또한, 우리나라를 비롯한 동남아시아, 인

도양, 서태평양 등지의 여러 나라에서 식용 및 양식 대상 종으

로서 수산 산업적 가치를 널리 인정받고 있다 (Sougi and 
Radhakrishnan, 2013; Suh et al., 2017; Kang et al., 
2020). 

최근 우리나라의 피조개 수입량은 2019년을 기준으로 

517,426 MT을 기록하였으며, 이러한 통계치는 2012년 

323,117 MT과 비교하면 약 62.5%의 높은 증가량을 기록하
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였다 (수산물수출정보포털, https://kfishinfo.co.kr/). 또한, 우
리나라의 꼬막류 양식 생산량은 최근 2019년을 기준으로 

11,446 MT을 기록하였으며, 2,715 MT을 기록하였던 2012
년과 비교하면 약 421%의 매우 가파른 성장세를 보이고 있다 

(해양수산부 통계시스템, https://www.mof.go.kr/statPortal/ 
main/portalMain.do). 이에 따라, 우리나라는 꼬막류와 피조

개류와 같은 돌조개상과 이매패류를 ‘국산 수산물 및 원양산 

수산물 원산지표시 대상 품목’ 중 해면패류로 분류하여 소비자

의 알권리 보장과 공정 거래 유도 등 국가 정책을 시행하여 제

도적으로 보호하고 있다 (Lee and Hur, 2017).
돌조개상과 이매패류의 성체는 일반적으로 패각에 있는 방

사륵의 개수와 방사구의 형태 등의 분류학적 진단 형질로 종 

동정이 가능하지만, 가공 과정에서 패각으로부터 가식 부위가 

분리되어 휠레 형태로 유통되거나, 자연에서 양식용 치패를 채

묘하는 과정에서 여러 종의 치패들이 함께 출현하게 되면 형태

학적 종 동정이 매우 어렵기 때문에 오동정으로 인한 경제적 

손실과 양식 효율이 감소할 수 있다 (Kim and Woon, 2018). 
따라서 국내 수산물 유통 질서 확립을 통한 국민 먹거리 안전 

정책 차원에서 이들을 명확히 식별해줄 수 있는 종 판별 유전

자 마커 개발이 필요한 실정이다.
분자계통학적 분석 기법을 기반으로 하는 종 판별 유전자 마

커 기술은 일반적으로 감수분열 (meiosis) 및 유전자 재조합 

(gene recombination) 과정에 참여하지 않고 모계유전 

(maternal inheritance)을 하는 특성을 가진 미토콘드리아 

DNA의 유전자 영역을 기반으로 활발하게 연구되고 있으며 

(Avise, 2004; Ladoukakis and Zouros, 2017; Rifai et al., 
2018), 이를 이용한 mutltiplex PCR 종 판별법은 염기서열 

상에서 직접 종내 및 종간 단일염기다형성 (single nucleotide 
polymorphisms, SNPs) 부위를 탐색한 후, 종 특이 프라이머

를 제작하기 때문에 제한효소 단편 길이 다형성 (restriction 
fragment length polymorphism, RFLP) 및 증폭 단편 길

이 다형성 (amplified fragment length polymorphism, 
AFLP) 그리고 무작위 증폭 다형성 DNA (Random 
amplification of polymorphic DNA, RAPD) 등 재래식 방

법보다 간편하며, 재현성과 안정성이 뛰어난 것으로 알려져 있

다 (Cho et al., 2010; Noh et al., 2017).
본 연구에서는 국내에서 유통되는 돌조개상과 이매패류인 

새꼬막 (Anadara kagoshimensis), 꼬막 (Tegillarca 
granosa), 피조개 (Anadara broughtonii) 및 고깔조개 

(Cucullaea labiata) 등 4종에 대한 신속하고 정확한 종 판별

법을 개발하기 위하여 미토콘드리아 DNA의 cytochrome c 
oxidase subunit 1 (co1) 유전자 영역을 바탕으로 총 4쌍의 

종 특이 프라이머를 개발하였으며, 이를 하나의 multiplex 
PCR 프라이머 세트로 조합하여 국내에서 유통되는 돌조개상

과 이매패류 4종에 대한 분자생물학적 종 판별에 활용하고자 

하였다.

재료 및 방법

1. 종 동정 및 시료확보

 본 연구에서 사용된 돌조개상과 이매패류 시료에 대한 분

류학적 종 동정과 분류 체계는 국내ㆍ외 이매패류의 분류학적 

문헌들을 참고하였다 (Poutiers, 1998; Lee and Min, 2007; 
Lee, 2013; Lee, 2016; Kang et al., 2021).

국내로 수입되어 유통되고 있는 베트남산 고깔조개는 식품

의약안전처 (Ministry of Food and Drug Safety, Republic 
of Korea) 에서 운영하는 수입식품정보마루 (Imported Food 
Information Maru, https://impfood.mfds.go.kr/) 에서 수

입업체와 원산지 조회가 가능한 제품을 구매하여 20개체를 선

별한 후 분석에 사용하였으며, 국내산 피조개를 비롯한 새꼬막

과 꼬막은 전라남도 함평군 및 보성군 연안 일대에서 포획된 

개체들을 현지에서 각각 20개체를 구매하여 사용하였다.

2. Genomic DNA 추출

 본 연구에서 사용된 돌조개상과 이매패류 시료의 Genomic 
DNA (gDNA) 는 HiGeneTM Genomic DNA Prep Kit 
(BIOFACT Co., Ltd., Daejeon, Republic of Korea) 를 사
용하여 추출한 후, NanoDrop ND-1000 분광광도계 

(NanoDrop Technologies/Thermo Scientific, Wilmington, 
DE, USA) 를 이용하여 260/280 nm의 파장대에서 순도와 

추출량을 확인한 후 분석에 사용하였다.

3. 미토콘드리아 DNA의 co1 유전자 PCR 및 염기서열 분석

추출된 돌조개상과 이매패류의 gDNA 시료는 Folmer et al. 
(1994) 와 Jung et al. (2018) 에서 사용된 universal DNA 
primer (LCO1490 5'-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3', 
HCO2198 5'-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3') 
및 PCR 실험 방법에 따라, 미토콘드리아 DNA의 cytochrome 
c oxidase subunit 1 (co1) 유전자 영역을 PCR 증폭한 후 염

기서열을 확보하였다. 
확보된 co1 유전자 염기서열 데이터는 Sequencher® ver. 

4.1.4 (Gene codes Corporation, Ann Arbor, MI, USA) 를 

이용하여 trimming을 수행하였으며, BioEdit ver. 7.0.9 
(Hall, 1999) 의 clustalW (Thompson et al., 1994) 방법을 

이용하여 다중염기서열정리 (multiple-alignment) 를 수행하

였다. 확보된 573 bp의 co1 유전자의 염기서열 데이터는 

DnaSP, ver. 6.12.03 (Rozas et al., 2017) 을 사용하여 각

각의 haplotype을 선별한 후, 미국 국립생물공학정보센터 
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Species Haplotype GenBank Acc. No. References
Anadara kagoshimensis Hap. 1 OL629073 This study
Anadara kagoshimensis Hap. 2 OL629074 This study
Anadara kagoshimensis Hap. 3 OL629075 This study
Tegillarca granosa Hap. 1 OL629076 This study
Tegillarca granosa Hap. 2 OL629077 This study
Anadara broughtonii Hap. 1 OL629071 This study
Anadara broughtonii Hap. 2 OL629072 This study
Cucullaea labiata Hap. 1 OL629068 This study
Cucullaea labiata Hap. 2 OL629069 This study
Cucullaea labiata Hap. 3 OL629070 This study

Table 1. GenBank accession numbers for the cytochrome c oxidase subunit 1 (co1) gene haplotypes of mitochondrial DNA of 
each species used in the present study are shown

(National Center for Biotechnology Information, NCBI) 
에서 운영하는 Genbnak®에 등록하여 accession number를 

부여 받았다 (Table 1). 이후, BLAST® 웹 프로그램 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 에서 Nucleotide 
BLAST (blastn) 기능을 사용하여 분자계통학적 및 분류학적 

선행 연구 (Liu et al., 2013; Bañón et al., 2015; Feng et 
al., 2015; Sun et al., 2015; Feng et al., 2017) 에서 발굴

된 미토콘드리아 DNA의 co1 유전자 염기서열 정보를 참조하

여 분석한 후, 종 특이 프라이머 제작에 사용하였다.

4. 종 특이 프라이머 제작 및 Multiplex PCR 프라이머 세트 

구축

국내ㆍ외 돌조개상과 이매패류 4종에 대한 종 특이 프라이

머 (species-specific primer) 제작에 앞서 프라이머 제작의 

기본적인 개념은 Dieffenbach et al. (1993) 를 참고하였으며, 
각 종의 co1 유전자 염기서열 상에 나타나는 종내 유전적 변이 

(intraspecific genetic variation) 를 제외한 종간 유전적 변

이 (interspecific genetic variation) 를 나타내는 SNPs 부
위를 탐색하였다. 종 특이 프라이머는 종간 유전적 변이를 나

타내는 SNPs 부위를 고려하여 Primer3web ver. 4.1.0 
(Koressaar and Remm, 2007; Untergasser et al., 2012; 
Koressaar et al., 2018) 으로 서로 다른 크기의 특이 밴드 

(specific band) 를 갖는 4쌍의 종 특이 프라이머를 제작하였

다. 이후, singleplex PCR을 실시하여 반응 조건을 확립한 

후, 4쌍의 종 특이 프라이머들을 조합하여 교차 검증 과정을 

거쳐 1개의 multiplex PCR 프라이머 세트를 구축하였다.

5. Multiplex PCR 증폭 조건 및 특이 밴드 확인

추출된 돌조개상과 이매패류 4종의 gDNA 시료와 구축된 

multiplex PCR 프라이머 세트를 이용한 증폭 조건 구축 실험

은 20 μl 용적의 AccuPower® PCR Premix Kit 
(BIONEER Corp., Daejeon, Republic of Korea) 를 사용

하였으며, gDNA의 5개 농도 구간 (100 ng/μl, 10 ng/μl, 1 
ng/μl, 0.1 ng/μl, 및 0.01 ng/μl) 에 따라 4쌍의 종 특이 프

라이머를 10 pmole로 희석하여 함께 첨가하고, 확립된 

singleplex PCR 반응 조건을 참고하여 증폭 반복 수를 20회, 
25회, 30회 등 세 개 구간으로 나눈 후, 세 번의 반복 실험을 

통하여 multiplex PCR 증폭 조건 탐색을 수행하였다.
증폭된 PCR 산물은 BIOFACTTM의 100 bp Plus DNA 

Ladder (BIOFACT Co., Ltd., Daejeon, Republic of 
Korea) 와 1.5% 아가로즈 겔을 이용하여 TAE buffer가 담긴 

전기영동조에서 20분간 100 v의 전압으로 전기영동을 수행한 

후, 특이 밴드를 1차적으로 확인하였다. 이후, 고해상도의 정밀

한 특이 밴드 위치를 탐색하기 위하여 전자동 모세관 전기영동

장치 (Fragment Analyzer; Applied Biosystems, Foster 
city, CA, USA) 를 이용하여 전기영동을 수행한 후, 
PROsize ver. 3.0.1.6 (Agilent Technologies Inc., 
Waldbronn, Germany) 을 이용하여 최종적으로 특이 밴드를 

분석하였다.

결  과

1. 돌조개상과 4종 간 co1 유전자의 SNPs 영역 탐색 

본 연구에서 확보된 돌조개상과 4종의 미토콘드리아 DNA 
co1 유전자 영역 (573 bp) 에 대한 총 80개체의 염기서열들을 

분석한 결과, 전체 돌연변이 수 (total number of 
mutations) 는 280개인 것으로 관찰되었으며, 이 중에서 222
개의 염기서열 위치에서 돌연변이가 나타나, 다형성 부위 
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Fig. 1. The single nucleotide polymorphisms (SNPs) and species-specific primer design positions of the cytochrome c oxidase 
subunit 1 (co1) gene for the four species of ark shells. Green box, Anadara kagoshimensis; Sky blue box, Tegillarca granosa; 
Red box, Anadara broughtonii; Yellow box, Cucullaea labiata.

(polymorphic site) 는 전체의 48.9%로 비교적 높았다. 또한, 
다형성 부위에서 싱글톤 변이 부위 (singleton variable site) 
는 관찰되지 않았으며, 파시모니 정보 부위 (parsimony 
informative site) 는 222개인 것으로 관찰되었다. 이에 따라, 
꼬막과 피조개는 각각 2개의 haplotype이 관찰되었으며, 새꼬

막과 고깔조개는 각각 3개의 haplotype이 관찰되었다. 

2. 돌조개상과 4종 간 종 특이 프라이머 제작

돌조개상과 4종 간 co1 유전자의 SNPs 부위 탐색 과정에서 

관찰된 각 종의 haplotype을 토대로 종내 유전적 변이를 제외
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Fig. 2. Multiplex PCR product band positions of the cytochrome c oxidase subunit 1 (co1) gene on mitochondrial DNA 
using species-specific primers. Lane 1-3, Anadara kagoshimensis; Lane 4-6, Tegillarca granosa; Lane 7-9, Anadara 
broughtonii; Lane 10-12, Cucullaea labiata; Lane 13, mixture of four species (ark shells); LM, 35-500 bp ladder 
marker; U, upper marker; L, lower marker. 

Species Primers Sequence (5′→3′) Product size Target gene

Anadara kagoshimensis
AKco1_F GTTTCACATTCGTCTCAACC

160 co1a

AKco1_R TAAGGGCACTAATCAGTTTCCG

Tegillarca granosa
TGco1_F GAGCTATTCCTGGTGCGTTG

245 co1a

TGco1_R AAAATACAGGCATCCGCTCC 

Anadara broughtonii
ABco1_F GGACATATCACATCCTCGTC

351 co1a

ABco1_R CCAACACAGGCAAAGAAAGTAG

Cucullaea labiata
CLco1_F GGATTTAGGTTTCATATTCGGC

471 co1a

CLco1_R ATCCGTTCTGGAATCAACC 

aThe cytochrome c oxidase subunit 1 gene of mitochondrial DNA

Table 2. Information on one multiplex PCR primer set for detection of four species of ark shells developed in present study

한 종간 유전적 변이를 나타내는 SNPs 부위만을 선별하였으

며, 이에 따라, 약 80 bp에서 100 bp 정도의 염기서열 간격을 

두고, 각각의 종간 SNPs 부위가 정방향 및 역방향 프라이머의 

3’ 말단에 위치하도록 종 특이 프라이머를 제작하였다 (Fig. 1; 
Table 2).

3. 돌조개상과 4종 간 종 특이 프라이머를 이용한 singleplex 
PCR

제작된 돌조개상과 4종 간 종 특이 프라이머에 대한 재현성

을 검증하기 위하여 각 종당 3개체의 시료를 무작위로 선별한 

후 singleplex PCR 분석을 수행하였다. 해당 종 특이 프라이

머의 결합 온도 (annealing temperature) 구간을 파악하기 

위하여 40-70℃ 구간에서 gradient PCR을 통해 교차 반응을 

수행하여 결합 온도 구간 및 최적 결합 온도를 확인하였다. 새
꼬막 (AKco1_F/AKco1_R) 과 고깔조개 (CLco1_F/CLco1_R) 
의 경우에는 모두 40-64℃ 온도 범위에서 종 특이적 증폭 반응

이 일어났으며, 최적 결합 온도는 58℃로 나타났다 (Table 3). 
피조개 (ABco1_F/ABco1_R) 와 꼬막 (TGco1_F/TGco1_R) 
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Primer Steps Temp. Time Cycles

Singleplex PCR

AKco1_F/AKco1_Ra

Initial denaturation 95℃ 5 min 1
Denaturation 95℃ 30 sec

25Annealing 58℃ 30 sec
Extension 72℃ 30 sec

Final extension 72℃ 5 min 1
Storage 4℃ Infinite -

TGco1_F/TGco1_Rb

Initial denaturation 95℃ 5 min 1
Denaturation 95℃ 30 sec

25Annealing 60℃ 30 sec
Extension 72℃ 30 sec

Final extension 72℃ 5 min 1
Storage 4℃ Infinite -

ABco1_F/ABco1_Rc

Initial denaturation 95℃ 5 min 1
Denaturation 95℃ 30 sec

25Annealing 58℃ 30 sec
Extension 72℃ 30 sec

Final extension 72℃ 5 min 1
Storage 4℃ Infinite -

CLco1_F/CLco1_Rd

Initial denaturation 95℃ 5 min 1
Denaturation 95℃ 30 sec

25Annealing 58℃ 30 sec
Extension 72℃ 30 sec

Final extension 72℃ 5 min 1
Storage 4℃ Infinite

Multiplex PCR
AKco1_F/AKco1_Ra

TGco1_F/TGco1_Rb

ABco1_F/ABco1_Rc

CLco1_F/CLco1_Rd

Initial denaturation 95℃ 5 min 1
Denaturation 95℃ 30 sec

25Annealing 58℃ 30 sec
Extension 72℃ 30 sec

Final extension 72℃ 5 min 1
Storage 4℃ Infinite -

aAnadara kagoshimensis, bTegillarca granosa, cAnadara broughtonii, dCucullaea labiata

Table 3. Four singleplex primer and one multiplex primer set PCR conditions to detect four species of ark shells 

의 경우에는 각각 40-60℃와 40-68℃ 온도 범위에서 종 특이

적인 증폭 반응이 일어났으며, 최적 결합온도는 각각 58℃와 

60℃로 나타났다 (Table 3). 이에 따라, 돌조개상과 4종 간 종 

특이 프라이머의 singleplex PCR 최적 반응 조건은 Table 3
에 나타내었다.

4. 돌조개상과 4종 간 종 특이 프라이머를 이용한 Multiplex 
PCR

구축된 singleplex PCR 반응 조건을 참고하여 multiplex 
PCR 검증을 수행한 결과, 비특이적 증폭 반응 및 프라이머 

dimer 현상이 나타나지 않는 최적 결합 온도 (optimal 

annealing temperature) 는 58℃로 나타났으며, multiplex 
PCR 반응 조건은 Table 3에 나타내었다. 증폭된 multiplex 
PCR 산물의 크기를 명확하게 확인하기 위하여 전자동 모세관 

전기영동장치를 이용하여 확인한 결과, multiplex PCR 산물

의 증폭 크기 차이에 따라 새꼬막 (160 bp), 꼬막 (245 bp), 
피조개 (351 bp) 및 고깔조개 (471 bp) 순으로 특이 밴드가 

명확하게 관찰되었다 (Fig. 2). 또한, 비특이적인 증폭 반응 여

부를 확인하기 위하여 전기영동도 (electropherogram) 를 살

펴본 결과, 모든 종의 개체에서 특이 밴드 이외의 비특이적인 

증폭 반응은 일어나지 않았다 (Fig. 3).
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Fig. 3. Results of multiplex PCR DNA fragment analyzer to 
discriminate four species of ark shells. The Y-axis represents 
the RFU (Relative Fluorescence Units; indicates the amount 
of PCR product amplified at a specific band size), and the 
X-axis represents the size of the ladder marker for each 
section as DNA fragments are separated during capillary 
electrophoresis. L, lower marker; U, upper marker.

5. 돌조개상과 4종 간 Multiplex PCR 증폭 한계 측정

확립된 돌조개상과 4종에 대한 multiplex PCR 분석 방법

의 증폭 한계를 검증하기 위하여 최저 검출 농도 측정과 최소 

증폭 반복 수를 측정하였다 (Table 4). 종 특이 프라이머의 최

저 검출농도를 측정하기 위하여 돌조개상과 4종의 gDNA를 

100 ng/μl, 10 ng/μl, 1 ng/μl, 0.1 ng/μl 및 0.01 ng/μl 
등 5개의 농도로 희석한 후, 확립된 multiplex PCR 반응 조

건을 이용하여 각 종당 3개체씩 증폭 반복 수를 20회, 25회 및 

30회 적용하여 민감도를 측정한 결과, 증폭 반복 수가 20회일 

경우에는 모든 농도 구간에서 종별 특이 밴드가 검출되지 않았

으나 (Table 4), 25회 및 30회일 경우에는 농도 구간 100 ng/
μl, 10 ng/μl 및 1 ng/μl에서 종별 특이 밴드가 검출되었으

며, 비특이적 밴드는 검출되지 않았다 (Table 4). 따라서 돌조

개상과 4종 간의 multiplex PCR 프라이머 세트에 대한 효율

적인 증폭 한계는 시간과 시료의 양을 고려할 경우, 증폭 반복 

수가 25회일 때, gDNA의 농도는 1 ng/μl인 것으로 나타났다 

(Table 4).

고  찰

돌조개상과 이매패류는 주로 식용을 목적으로 유통되는 분

류군으로서 상업적 가치가 매우 높다. 이들 분류군은 패각이 

존재할 경우, 형태학적 분석을 통하여 종 판별이 가능하지만, 
가공 과정에서 가식 부위만 채취되어 휠레 상태로 유통될 경

우, 형태학적인 종 판별이 불가능한 한계점을 가지고 있다. 따
라서 유전자 수준의 정확한 종 판별법이 요구되는 분류군이다. 
생물의 유전자는 열과 염 처리 등의 가공 형태에 따라 주형 유

전자가 파괴되는 수준이 각각 다르기 때문에 650 bp 이상의 

염기서열을 확보하여 종간 식별에 사용하는 것은 효율성이 낮

은 경우가 많다 (Park et al., 2012). 따라서 PCR 증폭 산물

의 크기를 최소화하여 종 특이 프라이머를 설계하고 특이 밴드 

수준에서 종 판별을 진행하는 것이 간편하며 경제적 측면에서 

유리한 것으로 알려져 있다 (Park, 2012). 과거에는 주로 

RFLP와 AFLP 그리고 RAPD PCR 분석 방법을 이용하여 

집단 수준을 구별하거나 순종과 잡종 등을 판별하는 분석 방법

들이 연구되었으며 (Andre et al., 1999; Vannarattanarat 
et al., 2013; Razak et al., 2019), 최근에는 분자생물학적 

분석 방법의 다양화와 발달로 미토콘드리아 DNA의 유전자 영

역의 SNPs 부위를 활용한 식육 가공품의 사용원료 판별법 

(Park et al., 2012), 오징어류의 multiplex PCR 종 판별법 

(Kim et al., 2015), 참서대과 어종의 multiplex PCR 종 판

별법 (Noh et al., 2016) 그리고 duplex PCR을 이용한 홍합 

Mytilus coruscus의 신속한 종 판별법 (Kim and Yoon, 
2018) 등 다양한 분류군에 대한 종 판별법들이 개발되었다.
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Cycles Primer
Density (ng/μl)

100 10 1 0.1 0.01

Multiplex PCR

20

AKco1_F/AKco1_Ra

✕ ✕ ✕ ✕ ✕TGco1_F/TGco1_Rb

ABco1_F/ABco1_Rc

CLco1_F/CLco1_Rd

25

AKco1_F/AKco1_Ra

○ ○ ○ ✕ ✕TGco1_F/TGco1_Rb

ABco1_F/ABco1_Rc

CLco1_F/CLco1_Rd

30

AKco1_F/AKco1_Ra

○ ○ ○ ✕ ✕TGco1_F/TGco1_Rb

ABco1_F/ABco1_Rc

CLco1_F/CLco1_Rd

aAnadara kagoshimensis, bTegillarca granosa, cAnadara broughtonii, dCucullaea labiata

Table 4. The PCR amplification limit experiment was analyzed by performing PCR at 20 to 30 cycles using genomic DNA (gDNA) 
diluted from 0.01 to 100 ng/μl, respectively 

미토콘드리아 DNA의 유전자 영역들은 일반적으로 핵 

DNA의 유전자 영역들보다 진화 속도가 빠르며, 염기서열 상

에서 보존 및 변이 영역이 비교적 잘 구분되어 있기 때문에 많

은 생물의 분자계통 및 분류학적 연구에 보편적으로 활용되고 

있다 (Miura et al., 2000). 특히 미토콘드리아 DNA의 co1 
유전자 영역은 일반적으로 대부분의 분류군에 통용되는 대표

적인 DNA barcoding 영역으로 알려져 있으며 (Meyer and 
Paulay, 2005; Wiemers and Fiedler, 2007), 돌조개류의 

경우, 미토콘드리아 DNA 마커를 이용한 계통 발생 연구 

(Tanaka and Aranishi, 2013), 아드리아해의 새꼬막 

Anadara kagoshimensis의 형태학적 분석, 분자분류학, 공간 

분포 및 예측연구 (Strafella et al., 2017) 등 기존의 분류체

계 내에서 종을 식별하거나 새로운 종을 발굴하는 데 활용되고 

있다. 
본 연구에서는 우리나라를 비롯하여 세계적으로 생산량과 

소비량이 높은 수산 자원으로 알려진 새꼬막, 꼬막, 피조개 및 

고깔조개 등 4종의 돌조개상과 이매패류를 대상으로 미토콘드

리아 DNA의 단백질 코딩 유전자 (protein coding gene, 
PCG) 인 co1 유전자의 염기서열 상에서 SNPs 부위를 탐색하

고 종 특이 프라이머를 제작하여 최종적으로 돌조개상과 4종을 

신속히 판별할 수 있는 multiplex PCR 분석 방법을 개발하였

다. 또한, 종 판별 분석에 사용된 multiplex PCR 프라이머 세

트는 종마다 PCR 산물의 크기를 달리하여 설계하였으며, 증폭 

한계 측정을 통하여 효율성을 검증하였기 때문에, 실제 산업 현

장에서 신속하고 간편한 방법으로 정확한 종 판별을 수행하는 

데 활용될 수 있을 것으로 예상된다. 더불어 국내에서 유통되는 

국내산 및 수입산 돌조개상과 유사 이매패류에게도 해당 기술

을 활용하거나 응용하여 오동정으로 인한 경제적 피해를 줄이

고 학술적 오류를 방지할 수 있을 것으로 생각된다.

요  약

국내에서 유통되는 국내산 및 수입산 돌조개상과 이매패류 

4종 (새꼬막 Anadara kagoshimensis, 꼬막 Tegillarca 
granosa, 피조개 Anadara broughtonii, 고깔조개 

Cucullaea labiata) 을 대상으로 분자생물학적 분석 방법을 

통하여 종 특이 프라이머를 설계하고, multiplex PCR 프라이

머 세트를 구축하여 특이밴드 수준에서 신속하고 정확한 종 판

별 방법을 개발하고자 하였다. 종 특이 프라이머는 미토콘드리

아 DNA의 cytochrome c oxidase subunit 1 (co1) 유전자 

영역에 해당하는 약 573 bp의 염기서열 내에서 설계하였으며, 
종내 변이를 제외한 종간 변이를 나타내는 단일염기다형성 

(single nucleotide polymorphism, SNPs) 부위를 고려하여 

종별로 약 80-100 bp의 간격을 두고 설계하였다. 그 결과, 새
꼬막 (160 bp), 꼬막 (245 bp), 피조개 (351 bp) 및 고깔조개 

(471 bp) 순으로 종간 특이밴드가 형성됨을 확인하였다. 또한, 
gDNA의 농도와 PCR 증폭 반복 수에 따른 multiplex PCR 
증폭 한계를 측정하기 위하여 15개의 실험구로 나누어 분석한 

결과, 증폭 반복 수가 25회일 때 gDNA 농도는 최저 1 ng/μl
까지 특이 밴드가 검출되었다. 따라서 본 연구에서 개발된 국
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내산 및 수입산 돌조개상과 4종의 multiplex PCR 프라이머 

세트는 현장에서 신속하고 간편한 방법으로 정확한 종 판별을 

수행하는 데 활용될 수 있을 것으로 예상되며, 동정 착오로 인

한 경제적 피해를 줄이고 학술적 오류를 방지할 수 있을 것으

로 생각된다.
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