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범죄현장에서 발견되는 시료는 불안정한 환경에 노출된 후

에 발견되는 경우가 많다. 이 때문에 이들 시료에서 추출한

DNA는 여러 손상원에 의해 분해되었을 가능성이 크며,1) DNA

가닥의 길이는 짧고 증폭에 이용할 수 있는 DNA 총량은 매우

적다. 그러므로 중합효소 연쇄 반응(polymerase chain

reaction; PCR)을 통한 STR 유전자 검사를 실시하고자 할 경

우, 성공률이 낮으며 유전자 분석이 어렵게 된다.2) 현재까지 이

러한 문제점을 극복하기 위하여 miniSTRs에 한 연구가 활

발하게 진행되어 왔으나,3-5) PCR 증폭산물의 크기를 작게 구

축하는 것은 한계가 있어 동시에 많은 STR을 증폭할 수 없다

는 단점이 있다.1) 또한 miniSTR 전략으로는 DNA의 손상된 부

분을 개선하지 못하며, DNA의 손상된 부분이 PCR 증폭을 방

해하는 요인이 되므로 이를 보완하고자 하는 노력이 필요하다. 

DNA는 여러 가지 내적∙외적 요인들에 의해 다음과 같은

DNA 손상 과정이 진행된다.6, 7) 생리적 조건에서 DNA는 H2O

에 의해 탈퓨린/탈피리미딘 부위(apurine/apyrimidine, AP

site)가 형성되고, 하이드록시 라디칼(hydroxyl radical)과 같

은 활성 산소종(reactive oxygen species; ROS)과 가수분해

반응에 의해 구아닌, 시토신과 같은 염기는 변형이 된다.8, 9) 건

조한 환경에 노출된 DNA는 틈새(nick)가 형성되고 분절화가

진행된다. 또한 산과 열은 DNA에 AP site를 형성하며, 포르말

린(formalin) 노출에 의해 DNA는 교차연결(cross-link)된다.

자외선(ultraviolet)에 노출된 티민 염기는 인접한 티민 염기와

이량체를 형성한다.10) 여기서는 각 손상원에 의한 표적인 손

상만을 나열한 것이나 실제 DNA 손상은 복합적으로 진행된
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DNA found at the scene of a crime is often damaged and degraded to small frag-
ments and remained in low quantity. Therefore, there are some difficulties in forensic
STR typing of these DNA samples. In this study, to overcome these limitations as dif-
ferent approach, we applied repairing enzyme to damaged DNA. The efficacy of a
repair enzyme system (PreCR Repair Mix) was evaluated by using several types of
artificially damaged and naturally damaged DNA. The results showed that autosomal
STR amplification produced increased yield in the DNA damaged by UV irradiation,
oxidation, or acid/heat, and DNA from dried blood spot and dried saliva spot by treat-
ment of a repair enzyme, but not in DNA extracted from old skeletal remains. In con-
clusion, a repair enzyme will be efficiently applied to forensic samples which were
damaged by UV irradiation, oxidation, and acid/heat.
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다. 살아있는 세포 내에서 이러한 손상은 DNA 복구 과정을 통

하여 복구가 가능하지만, 죽은 세포에서는 복구 과정이 일어날

수 없으므로 외부에 노출된 시료의 DNA는 시간이 지남에 따

라 계속적인 분해가 진행되게 된다.

근래에 시험관내에서 DNA 손상을 회복시키는 PreCR

Repair Mix (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) 라는

복구효소(repair enzyme)가 개발되었다. 이에 따라 손상된 시

료에서 복구효소의 복구 효과를 검증하기 위한 이전의 연구들

이 있었으나,11, 12) 상 시료의 손상 종류가 제한적이었으므로

복구효소의 실제 사용을 위하여 더 다양한 손상 시료에서 추가

적인 검증이 필요할 것이다. 

따라서 본 연구에서는 다양한 방법으로 손상된 시료를 상

으로 복구효소를 이용한 복구 반응을 수행하고, 15개 상염색체

STR 유전자의 증폭률을 비교함으로써 복구효소의 복구 효율

을 정량화하 다. 또한 자연적으로 분해된 시료에서 복구효소

를 적용시켜 복구효소가 실제로 얼마나 유용성이 있는지에

해서 평가하 다.

재료 및 방법

1. 인위적으로 손상된 DNA 준비

인위적으로 손상된 DNA는 다음과 같은 방법으로 준비되었

으며, 시료의 개수는 각 손상 종류에 따라 5개씩 준비하 다. 

자외선에 의해 손상된 DNA 시료를 만들기 위하여 1 ng/㎕

농도의 9948 표준 DNA (Promega, Madison, WI, USA)를

CL-1000 Ultraviolet Crosslinker (UVP, Upland, CA, USA)

를 이용하여 2분간 자외선을 조사하 다. 분절된 DNA 시료를

만들기 위하여 1.7 μg의 K562 high molecular DNA (K562

DNA; Promega)에 0.006 unit의 DNase I (New England

Biolabs)을 37。C에서 10 � 15분간 처리함으로써 DNA를 절

단하 고, 이어 75。C에서 10분간 처리하여 효소의 절단 작용

을 중지시켰다. 산화에 의해 손상된 DNA는 펜톤 반응(Fenton

reaction)에 의해 생성되었다.13, 14) 1.0 mM의 ferric chloride

(FeCl2,; Sigma-Aldrich, Strinheim, Germany) 와 2.0 mM의

etylenediaminetetraacetic acid (EDTA; USB corporation,

Cleveland, OH, USA)의 혼합물에 3.0 mM의 hydrogen

peroxide (H2O2; Sigma-Aldrich)와 1.7 μg의 K562 DNA를

넣고 37。C에서 15분간 처리하여 DNA를 산화 시켰다.15, 16) 산

과 열에 의한 손상 시료를 만들기 위하여 최종 농도 0.1 M,

0.01 M 이 되도록 sodium chloride (NaCl; Sigma-Aldrich)

와 sodium-citrate (Na citrate; Sigma-Aldrich)를 넣고 탈퓨

린화 완충액(pH 5.0)을 만들었다. 여기에 1.7 μg의 K562

DNA를 넣어 70。C에서 10시간 동안 처리하여 DNA가 산과 열

에 의해 손상을 받도록 하 다.15, 17) 산화 시료와 산/열 손상시

료는 QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden,

Germany)를 이용하여 정제함으로써 손상 반응을 정지시키고

염 이온을 제거하 다. 각각의 반응에서 얻어진 DNA는 1.5%

아가로즈 젤에서 전기 동 하여 DNA의 손상정도를 확인하

다.

2. 자연적으로 손상된 DNA 준비

피험자 모집 공고를 통하여 건강한 한국인 5명의 자원자부

터 각 100 ㎕의 혈액과 타액을 기증 받았다. 본 과정은 연세

학교 의과 학 연구심의위원회와 유전자연구 생명윤리심의위

원회의 승인을 받아 수행되었다(승인번호 4-2009-0671).

수집된 혈액과 타액 시료는 세포 배양 시 주로 사용되는 6 well

Nunc Multidish (Nunc, Thermo Fisher Scientific, Rockford,

IL, USA)에 각각 10 ㎕ 씩 분주하여 자연광 및 기 중에 2주

간 노출시켰으며, 비 또는 눈이 내리는 날은 25。C의 실내에 두

어 자연 건조되도록 하 다. 시료의 노출 기간 동안 외부 온도

는 하 2.9 � 상 13.8。C의 범위 으며, 비 또는 눈이 내린

날은 총 8일이었다. QIAamp DNA Investigator Kit (Qiagen)

를 이용하여 건조된 혈액과 타액 시료로부터 DNA를 추출하

으며, 추출된 시료는 NanoDrop 1000 Spectrophotometer

(Thermo. Fisher scientific, Waltham, MA, USA)를 이용하여

정량 한 후, -20。C 에서 보관하 다. 

매우 오랜 시간에 걸쳐 자연적으로 분해된 시료에서도 복구

효소의 효율을 평가하기 위하여 50년 이상 된 유해로부터 Lee

등18)의 방법에 따라 추출된 DNA도 실험 상에 포함되었다.

3. 손상된 시료의 복구 반응 및 PCR 증폭

앞서 준비한 손상시료는 다음과 같은 방법을 통해 복구 및

PCR 증 폭 되 었 다 . AmpFℓ STR� Identifiler� PCR

Amplification Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA,

USA)에 포함된 Identifiler Reaction Mix 9.5 ㎕와 10×

NAD+ 2.5 ㎕, 2.5 unit의 AmpliTaq Gold� DNA polymerase

(Applied Biosystems), 0.5 ㎕의 PreCR Repair Mix를 넣고

손상된 DNA 1.0 ~ 5.0 ng을 넣어 37�C, 20분간 복구 반응을

수행하 다. 복구 반응 후 5.0 ㎕의 Identifiler Primer Set 첨가

하여, 총량을 25.0 ㎕로 하여 PCR 증폭을 시작하 다. PCR 증

폭은 95。C에서 11분간 변성시킨 뒤, 94。C에서 1분, 59。C에서

1분, 72。C에서 1분의 조건으로 총 28회 중합하 으며, 최종적

으로 60。C에서 60분간 유지한 후 반응을 종결시켰다.

오래된 유해에서 추출된 DNA는 그 양이 매우 적어 총 33

cycle로 PCR 증폭하 고, PCR 증폭 저해제가 포함되어 있을

가능성을 고려하여 AmpliTaq Gold� DNA polymerase의 양

을 늘려 3.5 unit을 사용하 다.

복구 및 PCR 증폭을 위한 반응 총량은 25.0 ㎕ 또는 10.0 ㎕

로 수행되었으며(Table 1), 복구 반응을 수행하지 않고 PCR
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증폭만 수행한 조군 역시 같은 반응 총량으로 수행하여 복구

전과 후의 증폭량을 비교하는데 반응 총량의 변화에 향을 받

지 않도록 하 다. 

각 시료에 한 복구 및 PCR 증폭은 한번 수행되었으나, 복

구 효과가 없는 것으로 확인될 경우 두 번의 반복시험을 통해

같은 결과를 나타내는지 확인하 다.

4. PCR 증폭산물의 유전자형 결정 및 증폭 효율 비교

PCR 증폭산물은 ABI PRISM� 310 Genetic Analyzer

(Applied Biosystems)에서 형광 측정법으로 그 크기를 측정

하 고, ABI Genotyper� software version 3.7 (Applied

Biosystems)을 사용하여 AmpFℓSTR� Identifiler� PCR

Amplification Kit에 포함된 립유전자 사다리와 비교하여 유

전자형을 결정하 다. 

복구 및 PCR 증폭 반응을 수행한 증폭물과 PCR 증폭만을

수행한 조군에서 각 STR 유전자에서 측정된 립유전자형

의 피크 높이를 비교함으로써 손상에 따른 복구효소의 복구 효

율을 비교하 다. 이때 각 결과에서 GeneScanTM 500 LIZ�

Internal Size Standard (Applied Biosystems)의 높이를 비교

하여 전기 동 기기의 해상도에 차이가 없음을 확인하 다. 

결 과

1. 인위적으로 손상된 시료의 복구 효율 평가

자외선 조사 시료와 DNase I 처리된 시료, 산화된 시료, 그리

고 산/열 손상된 시료를 상으로 복구 반응 및 상염색체 STR

증폭 반응을 수행한 후 형광 측정법으로 측정된 손상 시료의

복구 전과 후의 립유전자 피크 높이를 각 STR 유전좌위 별

로 비교하 다(Fig. 1).  DNase I 처리된 시료의 경우는 복구

반응 후에 오히려 다소 낮은 증폭률을 보 으나, 자외선이 조

사된 시료와 산화된 시료, 산/열 손상된 시료에서는 복구 과정

후에 립유전자 피크 높이가 증가된 것을 관찰할 수 있었다.

복구 효과를 나타낸 시료에서 립유전자 피크 높이 증가율

을 비교하 을 때, 자외선이 조사된 시료에서는 최소 1.4배 �

최 7.6배의 증가율을 보 으며, 평균 4.0배의 증가율을 나타

내었다. 산화된 시료의 경우는 최소 1.1 � 최 2.7배의 증가

율을 보이며, 평균 1.8배의 증가율을 나타내었다. 또한 산/열

손상된 시료에서는 최소 1.3배 � 최 4.7배의 증가율을 보

으며, 평균 2.2배의 증가율을 가졌다. 종합해보면, 자외선이 조

사된 시료에서 복구효소의 복구율이 가장 크게 나타나는 것을

확인할 수 있었다.

2. 자연적으로 손상된 시료의 복구 효율 평가

건조된 혈액 및 타액시료의 복구 전과 후의 증폭물의 양을

비교 을 때, 건조된 혈액 및 타액 시료는 복구 반응 후 STR

증폭된 반응물의 립유전자 피크 높이가 다소 증가한 것을 볼

수 있었으며, 증가율을 비교하 을 때에는 건조된 혈액 DNA

에서 최소 1.1배 � 최 1.6배의 증가율을 보 고, 평균 1.3배

의 증가율을 가졌다. 건조된 타액 시료의 경우는 최소 1.6배 �

최 5.6배의 증가율을 보이며, 평균 2.3배의 증가율을 나타내

어 혈액 시료보다 건조된 타액 시료에서 조금 더 높은 증가율

을 보이는 것을 확인하 다(Fig. 2a, b). 

또한 오래된 유해에서 추출한 DNA 시료를 사용하여 같은

116 심정은 외 4인

Table 1. Compositions of Reaction Mixture and Steps for Autosomal STR Amplification after Application of a Repair Enzyme

Reagents Repair (㎕) Control (㎕)

dH20 6.0 1.5 9.0 2.8
Identifiler Reaction Mix 9.5 3.8 9.5 3.8 
10× NAD+ 2.5 1.0 - -
AmpliTaq Gold� DNA polymerase (5 unit/㎕) 0.5 0.4 0.5 0.4
PreCR Repair Mix 0.5 0.3 - -
Damaged DNA1 1.0 1.0 1.0 1.0

Place in ice after incubation at 37�C, 20 min for repairing - -

Identifiler Primer Set 5.0 2.0 5.0 2.0

Total reaction volume 25.00 10.00 25.00 10.00

Thermal cycling for PCR amplification2

95�C for 11 min; 
94�C for 1 min: 59�C for 1 min: and 72�C for 1 min × 28 cycles;

a final extension at 60�C for 60 min.
1Concentration of damaged DNA was 1 ng/㎕. UV damaged DNA, DNase I treated DNA, oxidized DNA, and acid/heat damaged DNA were
tested in this study.
2In case of DNA obtained from skeletal remains, 3.5 unit of AmpliTaq Gold� DNA polymerase and 2.0 ㎕ of template DNA was used with 5
more amplification cycle.



방법으로 증폭률을 비교하 을 때, 복구 후에 오히려 낮은

립유전자 피크 높이를 나타내었으며 PCR 증폭물 말단에 아데

닌 염기가 붙지 않아 생기는 갈라진 립유전자 피크와 시료와

는 관계없는 비 특이적인 피크들이 관찰되었다. 그러나 5개의

시료 중, 분해의 정도가 덜 하다고 생각되었던 3개의 시료에서

는 10개의 유전자 좌에서 관찰되던 립유전자 불균형 현상이

복구 반응 후에 5개로 감소된 것을 관찰할 수 있었다(Fig. 2c).
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Fig. 1. Comparison of peak heights
after DNA amplification of artificially
damaged DNA between those with and
without a repair enzyme in autosomal
STR analysis; a: UV damaged DNA; b:
DNase I treated DNA; c: oxidized DNA;
d: acid/heat damaged DNA.

Fig. 2. Peak height comparison of
naturally damaged DNA amplification
with or without application of a repair
enzyme in autosomal STR analysis; a:
DNA from dried blood spots; b: DNA
from dried saliva spots; c: DNA from
skeletal remains.
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c
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고 찰

현재 법의학 분야에서 STR의 유전자형 분석을 위한 PCR은

고온 개시(hot start)법에 기반하여 수행되는 경우가 부분이

다. 특히 DNA가 매우 양이 적거나 분해되었을 경우에는 비특

이적인 반응을 막기 위하여 PCR 수행 시 고온 개시법을 사용

하는 것이 필수적이며, 이러한 용도로 사용되는 가장 표적인

중합효소로 AmpliTaq Gold� DNA polymerase가 있다.

AmpliTaq Gold� DNA polymerase는 pH 7.0 이하에서 활성

화되는 효소로,1) 중합효소가 활성화되기 위해서는 함께 사용

되는 반응 완충액의 역할이 중요하다. 그러나 손상된 DNA의

복구와 PCR 증폭을 연계하기 위하여 복구효소 키트에 포함된

ThermoPol Reaction Buffer와 AmpliTaq Gold� DNA

polymerase를 함께 사용하여 PCR을 수행하는 경우에 반응물

의 pH가 7.0 이하로 되지 않아 AmpliTaq Gold� DNA

polymerase가 활성화되지 못하여 복구 반응이 일어나더라도

PCR에 의한 주형 DNA를 증폭할 수 없는 제한점이 있었다. 그

러므로 본 연구에서는 STR 증폭에 이용되는 PCR 완충액(i.e.,

Identifiler Reaction Mix)을 복구 과정에 사용하여 복구 후 바

로 PCR 증폭을 수행하도록 실험과정을 설계하여 진행하 다

(Table 1). 그 결과 복구 반응의 완충액을 PCR 완충액으로 교

체하여도 복구 효과가 나타남을 확인하 으며, PreCR Repair

Mix를 구성하는 효소들은 복구 반응을 수행하는데 있어 완충

액의 조성과 같은 환경에 향을 크게 받지 않는 것으로 생각

할 수 있었다. 

복구효소인 PreCR Repair Mix는 효소 혼합물이며, 이를 구

성하는 효소들은 우라실-DNA 리코실화효소(uracil DNA

glycosylase, UDG), formamidopyrimidine-DNA

glycosylase (Fpg), 핵산내부가수분해효소 IV, VIII, T4 핵산

내부가수분해효소 V(T4 PDG), Bst DNA 중합효소, 그리고

Taq DNA 연결효소(ligase)이다. 각 효소들이 가지는 효소활

성을 근거로 본 연구에서 상이 된 손상시료들 중 복구 효과

를 보 던 시료들(i.e., 자외선에 의해 손상된 시료, 산화된 시

료, 산/열 손상시료)은 다음과 같은 복구 반응이 수행되었을 것

으로 생각해볼 수 있다. 자외선이 조사된 DNA에 생성된 비정

상적인 티민 이량체는 T4 PDG에 의해 절단되고, 인산이에스

테르 결합을 잘라 틈새를 형성한다. 산화에 의해 생성된 8-옥

소-구아닌 및 변형된 염기는 Fpg, UDG, 핵산내부가수분해효

소 VIII 등 에 의해 제거되고, AP site가 형성된다. 이렇게 형성

된 AP site 및 산/열 손상에 의해 형성된 AP site는 핵산내부가

수분해효소 IV에 의해 인식되고 3�과 5�의 인산이에스테르 결

합을 잘라 DNA 단일가닥에 틈새를 형성한다. 이러한 과정을

통해 형성된 틈새는 최종적으로 Bst DNA 중합효소에 의해 틈

새번역(nick translation)을 통해 제거되고 신생 가닥과 본래

가닥에 사이에 생성된 간격은 Taq DNA 연결효소에 의해 연결

되어 복구 반응이 마무리 된다. 그러므로 손상된 DNA를 복구

하고 STR 분석을 수행한 경우 PCR 증폭량이 증가되고 소실되

었던 립유전자가 일부 회복되는 것을 볼 수 있었다(Fig. 1).

그러나 아예 분절된 시료는 앞서 본 반응에 의해서 회복될 수

없는 손상이므로 핵산분해효소를 처리하여 분절된 DNA 시료

에서는 복구효소를 이용한 복구 반응에 효과가 없었던 것으로

짐작해 볼 수 있다. 

직사광선 및 기 중에 건조된 혈액 및 타액에서 추출된

DNA의 복구 전 후 증폭 결과를 비교해 보았을 때, 복구 후에

증폭률이 다소 증가한 것을 알 수 있었다(Fig. 2a, b). 복구된

과정을 짐작해보면, 혈액 및 타액은 직사광선에 노출되었으므

로 자외선에 향을 받았을 것이며, 기 중에 노출되어 수분

이 증발하고, 상과 하의 기온을 반복하면서 물리적인 스트

레스를 받았을 것으로 예상할 수 있다. 이로써 자외선에 의해

티민 이량체가 형성되었으며, 건조와 물리적인 스트레스에 의

해 DNA 산화, AP site 형성, 그리고 틈새 및 DNA 절단과 같은

손상이 발생되었을 것으로 생각된다. 여기서 DNA 절단을 제

외한 나머지 손상들은 복구효소로 복구가 가능한 손상이므로

복구효소를 이용하여 복구 반응을 수행한 후, PCR 증폭하 을

때 증폭률이 상승하는 효과를 보 던 것으로 생각할 수 있다.

그러나 오래된 유해에서 추출한 DNA를 상으로 복구 및

PCR 증폭하 을 때, 복구 효과는 미미하게 나타났다(Fig. 2c).

유해에서 추출된 DNA는 체로 짧게 분절되어 있고 DNA 총

량이 적어 복구효소가 복구 반응을 수행하는데 한계가 있어 부

분적인 복구 효과만을 나타냈을 것으로 생각된다.

본 연구에서는 복구효소의 효과를 확인하고자, 전기 동 상

에서 나타난 STR 립유전자의 립유전자 피크 높이를 비교

하는 방법을 사용하 다. 시료의 상태가 좋은 경우 관찰된 피

크 높이가 일부 증가하는 것은 큰 의미를 가지지 않는다. 그러

나 DNA가 분해되어 유전자 분석이 어려운 상황에서 STR 

립유전자의 피크 높이 증가는 검출한계선(analytic threshold)

이상으로 나타날 수는 있는 립유전자 수를 증가시켜 립유

전자 소실을 감소시켜 줄 수 있다. 그러므로 피크 높이 증가는

결과적으로 식별력 증가라는 큰 의미를 가져올 수 있어, 본 연

구에서 검증된 복구효소의 작용이 극적인 증폭 향상 결과를 가

져오지 않더라도 이를 법의학 분야 시료에 이용할 만한 이유는

충분하다고 생각한다. 

정리하면, 분해의 정도가 심해 이미 분절된 시료나 농도가

매우 낮은 시료에서는 복구효소의 복구 효과가 낮게 나타났으

며, 그 외에 자외선이 조사된 시료, 산화된 시료, 산과 열에 손

상을 받은 시료에서는 복구효소의 복구 효과가 있는 것으로 나

타났다. 그러므로 복구효소는 이러한 손상들에 노출된 실제 법

의학 분야 시료의 분석에 유용하게 이용될 수 있을 것으로 기

된다. 한편, 현장 증거물은 습도와 온도에도 많은 향을 받

으므로 본 연구 결과를 바탕으로 습도 및 온도의 변화와 시간

경과에 따른 복구효소의 복구 효과에 한 평가가 필요할 것으

118 심정은 외 4인
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로 판단된다.
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