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본 발명은 국내에서 개발된 해충저항성 유전자변형 배추의 정성분석을 위한 프라이머에 관한 것이다. 배추의 내

재 유전자로써 KR 50010-3을 선별하였고, 상기 내재유전자를 특이적으로 증폭시킬 수 있는 프라이머 세트(Bra F-

14, Bra R-14)를 제조하고 유전자변형 배추에 삽입된 Cry1Ac 유전자와 NOS 터미네이터(terminator) 연결부위를

증폭시킬 수 있는 프라이머 세트(mBT120 F-1, mBT120 R-1)를 제조하여 상기 두쌍의 프라이머 세트를 이용하여 이

중 중합연쇄반응으로 국내에서 개발된 해충저항성 유전자변형 배추를 정성분석 할 수 있는 뛰어난 효과가 있다. 
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특허청구의 범위

청구항 1 

서열번호 1(Bra F-14) 내지 2(Bra R-14)에 기재된 염기서열을 가지며 배추의 내재 유전자 중 121 bp가 특이적

으로 증폭됨을 특징으로 하는 중합연쇄반응용 프라이머 세트.

청구항 2 

서열번호 3(mBT120 F-1) 내지 4(mBT120 R-1)에 기재된 염기서열을 가지며 해충저항성 유전자변형 배추에서 특

이적으로 161 bp가 증폭됨을 특징으로 하는 중합연쇄반응용 프라이머 세트.

청구항 3 

제 1항 내지 2항에 기재된 프라이머 세트를 이용하여 이중 중합연쇄반응으로 확인함을 특징으로 하는 해충저항

성 유전자변형 배추의 정성분석법.

명 세 서

발명의 상세한 설명

    기 술 분 야

본 발명은 국내에서 개발된 해충저항성 유전자변형 배추의 정성분석을 위한 프라이머에 관한 것이다. 보다 상세<1>

하게는 해충저항성 유전자변형 배추의 정성분석을 위한 배추의 내재유전자 KR 50010-3를 특이적으로 증폭시킬

수 있는 프라이머 세트(Bra  F-14,  Bra  R-14)  및 유전자변형 배추에 삽입된 Cry1Ac  유전자와 NOS 터미네이터

(terminator) 연결부위를 증폭시킬 수 있는 프라이머 세트(mBT120 F-1, mBT120 R-1)에 관한 것이다.

    배 경 기 술

오늘날 미국,  스위스,  독일  등의 거대 종자기업들은 제초제 및 해충저항성 유전자(Cry1Ac,  Cry1Ab,  Cry3A,<2>

Cry9C, Cry1F 등)들을 삽입한 다양한 유전자 변형 작물들을 개발하여 판매함으로써 세계의 종자시장을 장악하고

있다.  중국과  일본  또한  토양으로부터  균주를  분리하여  순수배양한  바실러스  쓰린지엔시스(Bacillus

thringiensis; Bt) 균주로 배추 좀나방, 배추흰나비, 왕담배나방에 대한 살충효과를 연구하고 있는 실정이다.

이에 국내에서도 농촌진흥청 산하 농업과학기술원에서는 1990년 초부터 국내에서 소비량이 많은 8개 농작물(벼,<3>

고추, 배추, 양배추, 담배, 토마토, 오이, 들깨) 19종의 유전자를 변형시키는 실험을 수행해 왔다. 이 가운데

현재 벼, 고추, 배추, 들깨 등 4가지는 개발이 완료돼 상품화가 임박한 단계다. 특히 유전자변형 배추는 바실러

스 쓰린지엔시스(Bacillus thringiensis; Bt)가 생산하는 Bt 단백질의 유전자를 이식하여 증폭시키는 방법을 이

용한 것이다. 

Bt 단백질은 전구체 상태로 생합성되어 살충 활성이 없지만, 해충이 먹게 되면 알칼리성인 곤충의 위 속에서 효<4>

소에 의해 단백질이 가수분해 됨으로써 곤충의 장세포막에 있는 특이한 수용체와 결합하고 채널을 형성하여 해

충의 소화기를 파괴해 죽임으로써 살충 효과를 나타내게 된다. 이와 같이 국내 농작물 유전자변형기술은 세계적

인 수준을 갖춘 것으로 평가된다.

종래 유전자변형 식물체를 중합연쇄반응을 이용한 분석방법으로는 대한민국 특허출원번호 10-2005-7699호에 공<5>

지된 유전자변형 콩의 혼입률 정량분석법, 특허출원번호 10-2005-52089호에 공지된 유전자변형 옥수수에 대한

정량, 정석 분석방법 및 대한민국 특허등록번호 10-0514432호에 공지된 유전자변형 식물체 분석용 프라이머 세

트, 프로브 및 표준플라스미드 등이 있다. 

그러나 해충저항성 유전자변형 배추의 상업화에 앞서 유전자변형 배추에 대한 검증 및 정성분석법에 관한 발명<6>

은 미비한 실정이다.

이에 본 발명자들은 유전자변형 배추의 검증 및 정성분석법에 관하여 연구를 거듭한 결과 프라이머 세트를 이<7>

용한 검증 및 정성분석법에 관한 본 발명에 이르게 되었다.

    발명의 내용
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        해결 하고자하는 과제

본 발명의 목적은 배추의 내재유전자와 특이적으로 증폭하는 프라이머 및 해충저항성 유전자변형 배추에서 특이<8>

적으로 증폭하는 프라이머를 제공하는데 있다.

본 발명의 또 다른 목적은 상기 두 세트의 프라이머를 이용하여 중합연쇄반응으로 국내 해충저항성 유전자변형<9>

배추의 정성분석법을 제공하는데 있다.

        과제 해결수단

본 발명의 상기 목적은 국내에서 개발한 유전자변형 배추에 대한 정성분석을 위해 배추의 내재유전자 KR 50010-<10>

3을 선별하고 상기 내재유전자에서 특이적인 증폭하는 프라이머 세트(Bra F-14, Bra R-14)를 제작한 다음 유전

자변형 배추에 삽입된 Cry1Ac 유전자와 NOS terminator의 연결부위를 증폭시킬 수 있는 프라이머 세트(mBT120

F-1, mBT120 R-1)를 제작하고 상기 제작된 두 세트의 프라이머를 이용하여 이중(duplex) 중합연쇄반응을 수행함

으로써 해충저항성 유전자변형 배추를 정성분석함으로써 달성하였다.

본 발명은 서열번호 1(Bra F-14) 내지 2(Bra R-14)에 기재된 염기서열을 가지며 배추의 내재 유전자 중 121 b<11>

p가 특이적으로 증폭되는 중합연쇄반응용 프라이머 세트를 제공함을 특징으로 한다.

본 발명은 서열번호 3(mBT120 F-1) 내지 4(mBT120 R-1)에 기재된 염기서열을 가지며 해충저항성 유전자변형 배<12>

추에서 특이적으로 161 bp가 증폭되는 중합연쇄반응용 프라이머 세트를 제공함을 특징으로 한다.

또한 본 발명은 상기 프라이머 세트를 이용하여 이중 중합연쇄반응으로 확인하는 해충저항성 유전자변형 배추의<13>

정성분석법을 제공함을 특징으로 한다.

        효 과

본 발명은 배추의 내재유전자 KR 50010-3을 이용하여 다른 작물들과 구별할 수 있도록 특이적으로 증폭하는 프<14>

라이머 세트 및 해충저항성 유전자변형 배추에서 특이적으로 증폭하는 프라이머 세트를 이용하여 이중 중합연쇄

반응을 통하여 유전자변형 배추를 정성분석할 수 있는 뛰어난 효과가 있으므로 식품산업상 매우 유용한 발명인

것이다.

    발명의 실시를 위한 구체적인 내용

이하 본 발명이 구체적인 실시예를 들어 상세히 설명하고자 하지만 본 발명의 권리범위는 이들 실시예에만 한정<15>

되는 것은 아니다.

본 발명은 해충저항성 유전자변형 배추의 제노믹(genomic) DNA를 농촌진흥청 농업생명공학연구원으로부터 분양<16>

받아 사용하였다. 이는 배추의 게놈(genome)에 Cry1AC 유전자와 Nos터미네이터가 삽입된 것으로, 배추의 게놈에

대한 염기서열은 아직까지 밝혀지지 않았다.

본 발명은 유전자변형이 되지 않은 배추를 포함한 카놀라, 감자, 면화, 들깨, 옥수수, 보리, 녹두, 콩, 고추,<17>

쌀, 밀, 메밀, 팥 및 오이 등 15개 작물들을 농업생명공학연구원 유전자원과로부터 분양받거나 국내 시장에서

구입하여 사용하였다.

본 발병에서 %별 유전자변형 배추는 유전자변형 배추와 일반배추의 상대적인 비율을 의미하며, 0.1% 유전자변형<18>

배추는 나머지 99.9%는 일반배추가 포함되어 있는 것이다.  

본 발명은 해충저항성 유전자변형 배추에서 특이적으로 증폭하는 프라이머를 제작하는 단계; 작물 15종으로부터<19>

DNA를 추출하는 단계 및 이중 연쇄중합반응으로 해충저항성 유전자변형 배추의 민감도를 측정하는 단계로 구성

된다.

이하, 본 발명을 상세히 설명한다.<20>

실시예 1: 배추에서 특이적으로 증폭하는 프라이머 제작<21>

배추의 내재 유전자인 KR 50010-3 유전자의 염기서열을 기초로 하여 특이적인 프라이머 세트를 제작하여 121 bp<22>

의 중합연쇄반응 산물을 얻을 수 있도록 제작하였고, 해충저항성 유전자변형 배추에 삽입된 Cry1Ac  유전자와

NOS terminator를 증폭시켜 161 bp의 중합연쇄반응 산물을 얻을 수 있도록 특이적인 프라이머 세트를 제작하였
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다. 

[표 1]은  상기 본 발명 프라이머 두 세트에 대한 각각의 염기서열을 나타낸 것이다.<23>

표 1

본 발명 프라이머의 염기서열<24>

구분 프라이머 명칭 염기서열(5′-3′) 대 상 크기(bp)

서열번호 1 Bra F-14 GCTTGCGCTTGTTCTAGAGT 배추 내재 유전자 121

서열번호 2 Bra R-14 GGCAGAAGAATGTCATC

서열번호 3 mBT120 F-1 GCAGGAGTGATCATTGACAG Cry1Ac 161

서열번호 4 mBT120 R-1 GGCTAGCGTTAACACTAGTCAG NOS terminator

실시예 2: 배추로부 DNA 추출 및 중합연쇄반응 <25>

해충저항성 유전자변형 배추, 유전자변형이 되지 않은 배추, 그리고 카놀라, 감사, 면화, 들깨, 옥수수, 보리,<26>

녹두, 콩, 고추, 쌀, 메밀, 팥 및 오이 등 다른 15종의 작물들로부터 각각 1 g씩의 시료를 각각 준비하여 막자

사발에 넣고 액체질소를 가하여 분말 형태로 만들어 DNeasy Plant Maxi kit(Qiagen, USA)을 이용하여 제노믹

(genomic) DNA를 추출하였다. 상기 추출된 DNA는 UV-visible spectrophotometer UV-1700(Shimadzu, Japan)를

이용하여 260 nm와 280 nm에서 정량하였으며 260 nm/280 nm가 1.8~2.0 사이인 것을 사용하였다.

중합연쇄반응 용액은 한 시료 당 25 ㎕를 사용하였으며 2.5 ㎕의 10 X PCR buffer(Applied Biosystems, USA),<27>

2 ㎕의 dNTP(2.5 mM each, Applied Biosystems), 1.5 ㎕의 1.5 mM MgCl2(Applied Biosystems), 이중 중합연쇄

반응 일 경우에는 15 uM의 Bra F-14, Bra R-14 프라이머 세트와 10 uM의 mBT 120 F-1, mBT120 R-1 프라이머 세

트를 사용하였으며, 배추 내재유전자의 특이성 확인을 위한 단일 중합연쇄반응 일 경우에는 10  uM의 Bra  F-

14/R-14 프라이머 세트만을 사용하였다. 

각각의 중합연쇄반응은 50 ng의 DNA 주형을 포함하였으며 반응은 thermocycler PC808(ASTEC, Japan)를 이용하<28>

여 수행하였다. 중합연쇄반응 조건은 95℃에서 5분간 반응시킨 후 95℃에서 30초, 58℃에서 30초, 72℃에서 30

초간 40회 반복 반응시키고 72℃에서 8분간 반응시킨 다음 4℃에서 중합연쇄반응 산물을 보관하였다. 

배추 내재유전자의 특이성을 확인하기 위하여 상기 중합연쇄반응 산물을 3% 아가로스 젤 상에서 전기영동한 결<29>

과, [도 1]과 같이 해충저항성 유전자변형 배추 시료에서만 121 bp가 증폭되는 것을 확인할 수 있었다.

그리고 이중 중합연쇄반응을 수행한 결과, [도 2]와 같이 Cry1Ac 유전자와 NOS terminator 가 삽입되어 있는 유<30>

전자변형 배추에서 121 bp와 161 bp가 증폭되는 것을 확인하였다.

유전자변형 배추를 검출할 수 있는 특이적인 mBT120 F-1, mBT120 R-1 프라이머 세트는 상기 실시예 2에서의 중<31>

합연쇄반응 조건에서 161 bp의 중합연쇄반응 산물을 얻을 수 있었으며 상기 중합연쇄반응 산물을 DNA sequencer

분석기를 이용하여 분석한 결과 [도 3]의 염기서열을 확인하였고 본 발명 mBT120 F-1, mBT120 R-1 프라이머 세

트의 염기서열이 포함된 것을 확인할 수 있었다.

또한 특이적인 Bra F-14, Bra R-14 프라이머 세트를 이용한 중합연쇄반응 조건에서 121bp의 중합연쇄반응 산물<32>

을 얻을 수 있었으며, 상기 중합연쇄반응 산물을 DNA sequencer 분석기를 이용하여 분석한 결과 [도 4]의 염기

서열을 확인할 수 있었다.

실험예: 이중 중합연쇄반응을 이용한 해충저항성 유전자변형 배추의 정성분석<33>

0.01, 0.05, 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 50 및 100% 유전자변형 배추의 제노믹 DNA 50 ng을 주형으로 본 발명 mBT120<34>

F-1, mBT120 R-1 프라이머 세트 및 Bra F-14, Bra R-14 프라이머 세트를 이용하여 이중 중합연쇄반응으로 해충

저항성 유전자변형 배추의 정성분석을 측정하였다. 그 결과 [도 5]와 같이 배추 내재유전자를 증폭시켜 121 bp

에서 중합연쇄반응 산물을 얻을 수 있는 프라이머 세트와 유전자변형 배추에 삽입된 외래유전자를 증폭시켜 161

bp의 중합연쇄반응 산물을 얻을 수 있는 프라이머 세트를 이용하여 하나의 튜브에서 %별 유전자변형 배추의 제

노믹(genomic) DNA를 증폭시킨 결과 1% 이상의 유전자변형 배추에서 중합연쇄반응 산물을 확인할 수 있었다.
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도면의 간단한 설명

도 1은 본 발명 Bra F-14, Bra R-14 프라이머 세트가 배추에서 특이적으로 증폭된 것을 나타내는 사진이다.<35>

도 2는 본 발명 Bra F-14, Bra R-14 프라이머 세트 및 mBT120 F-1, mBT120 R-1 프라이머 세트를 이용하여 해충<36>

저항성 Cry1Ac 유전자가 있는 유전자변형 배추에서 증폭된 것을 나타내는 사진이다.

도 3은 본 발명 mBT120F-1, mBT120R-1 프라이머 세트의 염기서열이 포함된 유전자변형 배추의 중합연쇄반응 산<37>

물인 161bp의 염기서열을 나타낸 것이다.

도 4는 배추 내재 유전자인 KR 50010-3의 염기서열과 본 발명 BraF-14, BraR-14 프라이머 세트의 염기서열이 포<38>

함된 유전자 변형 배추의 중합연쇄반응 산물인 121bp의 염기서열을 나타낸 것이다.

도 5는 해충저항성 유전자변형 배추를 본 발명 Bra F-14, Bra R-14 프라이머 세트 및 mBT120 F-1, mBT120 R-1<39>

프라이머 세트를 이용하여 이중 연쇄중합반응으로 정성분석한 것이다.

도면

    도면1
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    도면2

    도면3
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    도면4
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    도면5

서 열 목 록

<110>    Industry Academic Cooperation Foundation Kyunghee

<120>    Primer sets for qualitative analysis of insects resistant

         genetically modified Chinese cabbage

<160>    4

<170>    KopatentIn 1.71

<210>    1

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    Bra F-14

<400>    1

gcttgcgctt gttctagagt                                                     20

<210>    2

<211>    17

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>
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<223>    Bra R-14

<400>    2

ggcagaagaa tgtcatc                                                        17

<210>    3

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    mBT120 F-1

<400>    3

gcaggagtga tcattgacag                                                     20

<210>    4

<211>    20

<212>    DNA

<213>    Artificial Sequence

<220>

<223>    mBT120 R-1

<400>    4

ggctagcgtt aacactagtc                                                     20
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