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제한효소 패턴에 의한 DNA 지문분석

[ 제품 구성 ]

전기영동을 위한 Ready-To-Load DNA 샘플

- A : 효소1로 자른 범죄 현장의 DNA

- B : 효소2로 자른 범죄 현장의 DNA

- C : 효소1로 자른 용의자 1의 DNA

- D : 효소2로 자른 용의자 2의 DNA

- E : 효소1로 자른 용의자 2의 DNA

- F  : 효소2로 자른 용의자 2의 DNA

시약 & 기구

- 아가로스 분말

- 50X 전기영동 버퍼

- FlashBlue DNA 염색약

- InstaStain Blue 카드

- 연습용 겔 로딩 용액

- 1ml 파이펫

- 분주용 파이펫

[ 기타 실험에 필요한 장비 - 별도 구매 ]

• DNA 전기영동 장치

• D.C 전원 공급장치

• 마이크로 파이펫 & 팁

• 저울

• 전자레인지 혹은 핫플레이트

• 250ml 플라스크 혹은 비커

• 장갑

• 겔 염색약 제거를 위한 플라스틱 통

• 백색광 조명 (White LED 트랜스 일루미네이터)

• 증류수

※ 주의

모든 제품 구성품은 교육적 연구를 목적으로 개발되었으며 인간 또는 동물의 진료용으로 사용될 

수 없습니다.
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[ 실험 목적 ]

이 실험의 목적은 학생들이 다음의 내용을 배우는 것이다.

• DNA 지문분석의 기본적인 실험방법을 이해한다. 

• 제한효소로 절단되는 DNA 패턴의 다양성을 분석한다.

• DNA 지문분석을 이용해 범인을 식별한다.

[ 배경지식 ]

1. DNA 지문분석

DNA 프로파일 분석(DNA 지문분석)은 게놈 전체에 위치한 몇 가지 특정 가변 DNA 서열을 검사

하여 유기체의 게놈 DNA를 분석하는 프로세스이다. 현재 인간의 경우 DNA 지문은 다양한 식별 

목적으로 일상적으로 사용된다.

인간 DNA 지문분석은 1984 년 레스터 대학의 Alex Jeffreys 박사에 의해 개척되었으며, 이로 인해 

영국에서 1987년 9월 최초의 DNA 지문분석으로 살인범이 체포되었다. 두 달 후, 플로리다 올랜도

에서 DNA 지문에 근거한 미국 최초의 유죄 판결이 났다. 그 이후로 DNA 지문의 사용은 수천 건

의 범죄 유죄 판결을 받았으며 수십 건의 면죄 판결도 받았다

피의자를 제외할 수 있는 혈액형과 같은 이전의 방법론과는 대조적으로 DNA 지문 감식은 매우 

정확하게 신원확인을 제공할 수 있다. 범죄 식별 사례 외에도, DNA 지문 감식은 현재 아버지의 

결정과 유전병 "표지자"의 식별에 일상적으로 사용된다. 전쟁 사상자 등 유해 확인에도 사용되며 

2001년 9월 11일 세계무역센터(WTC)와 펜실베이니아주 샨크스빌 인근 야적장에서 추락한 비행기

에 탑승한 승객과 희생자를 확인하는 데 광범위하게 사용됐다.

인간 세포에는 두 가지 유형의 DNA가 있다. 첫 번째 유형은 세포핵에 있는 23개의 염색체 세트

로 포장 된 체세포 염색체 DNA이다. 양쪽 부모로부터 얻은 이 DNA는 개인의 결합 된 부모의 유

전적 정보를 반영한다. 체세포 DNA를 활용 한 DNA 지문은 특정 유전자에 대한 두 대립 유전자

의 서열 분석을 포함한다.

두 번째 유형의 DNA는 체세포 DNA와는 다르며 세포의 에너지를 생산하는 기관인 미토콘드리아

에만 존재한다. 미토콘드리아 DNA는 남성과 여성 모두에게 모성적으로 유전된다. 예를 들어, 같은 

어머니를 공유하는 형제, 자매, 이복 형제 또는 이복 자매는 같은 미토콘드리아 DNA를 물려받게 

된다. 식별은 1만6569개의 염기쌍으로 구성된 단일 원형 염색체인 미토콘드리아 DNA 내의 특정 

부위를 염기서열을 분석하여 결정한다.

Jeffreys 박사가 개발한 DNA 지문분석은 제한효소 분해 및 Southern blot 분석에 체세포 염색체 

DNA를 사용한다. 인간 DNA가 제한효소에 의해 절단되면 매우 많은 수의 DNA 단편이 생성된다. 

아가로스 겔 전기영동으로 분리하면 수많은 DNA 단편이 겔에 나타난다. 라벨링 된 프로브는 

DNA 내의 RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphic) 영역을 감지하는 데 사용되며, DNA 

RFLP 분석은 통계적으로 매우 정확하지만 상대적으로 많은 양의 DNA가 필요하고 수행하는 데 며

칠이 걸린다.
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최근에는 RFLP 방법 대신 PCR(Polymerase Chain Reaction) 방법이 주로 사용되고 있다. PCR은 훨

씬 적은 양의 DNA를 사용하여 DNA 지문분석이 가능하다. PCR은 적은 양의 DNA를 증폭해 분석

을 용이하게 하기 때문이다. 또한 PCR은 Southern Block보다 분석 속도가 더 빠르다는 장점도 있

다. 한 PCR 사이클에는 세 단계가 있어 DNA 양이 두 배로 증가한다. 중합효소 연쇄반응(PCR) 방

법은 표적 DNA 시퀀스를 증폭시켜 AMRFLP라고 한다. PCR은 범죄현장에서 발견된 극소량의 

DNA를 DNA 지문분석을 위해 증폭시킬 수 있도록 했다.

이 실험에서는 RFLP 분석과 관련된 개념에 중점을 둔다. 실험 활동은 아가로스겔 전기영양증으로 

분리된 제한 단편화 패턴을 분석하여 DNA 식별에 초점을 맞출 것이다.

2. 제한효소

DNA 지문은 제한효소에 의해 생성 된 DNA 단편 크기의 전기영동을 통해 분석한다. 제한효소는 

두 DNA 가닥 내에서 인산염 결합의 절단을 촉매하는 ‘엔도뉴클레아제’이다. 각각의 제한효소는 일

반적으로 길이가 4~8 염기쌍인 각각의 인식 부위의 매우 특정한 염기서열만 절단한다.
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[ 실험과정 Overview ]

[ 전기영동 샘플 ]

1. 퀵스트립™ 튜브에서 샘플을 꺼내려면 마이크로 피펫 끝으로 호일 

상단을 찌른 후 샘플을 빨아들인다.

2. 때로는 많은 양의 샘플이 튜브 벽면에 붙어 있다. 샘플을 젤에 로딩하기 전에 튜브를 원을 

그리며 돌리거나 튜브를 가볍게 두드려 샘플이 튜브 하단에 떨어지게 한다.

3. 튜브에 있는 샘플을 젤의 두께에 따라 30~40μl 정도 웰에 로딩한다.
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[ 실험과정 1 : 전기영동]

1~2. 50x 전기영동 버퍼와 증류수, 아가로즈를 [표1]에 따라 혼합하여 삼각플라스크에 넣는다.

3. 삼각플라스크를 전자렌지에 넣고 아가로즈가 완전히 녹아 투명해질 때 까지 가열한다.

[주의] 한번에 가열하면 버퍼가 끓어 넘칠 수 있으니 30씩 나눠서 가열.

4. 아가로즈가 완전히 녹은 다음 60℃까지 냉각시킨다.

5. 아가로즈가 냉각되는 동안 젤트레이를 조립한다.

6. 아가로즈를 젤트레이에 붓고 20분동안 굳힌다.

[주의] 아가로즈를 굳히는 동안 젤 트레이는 수평을 유지해야 한다.

7. 아가로즈가 완전히 굳은 다음 젤트레이에서 고무캡과 콤을 제거한다.

겔 트레이 크기 50× 버퍼 증류수 아가로스 총 부피

7 × 7 0.6ml 29.4ml 0.23g 30ml

7 × 10 1.0ml 49.0ml 0.39g 50ml

7 × 14 1.2 58.8ml 0.46g 60ml

[표A] 0.8% 울트라스펙 아가로스 겔
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8. [표B]에 따라 1x 전기영동 버퍼를 만들어 전기영동 챔버를 채운다.

전기영동기 50× 버퍼 증류수 총 부피

M12 8ml 392ml 400ml

M36 20ml 980ml 1000ml

[표B] 1x 전기영동 버퍼

9. 아래의 순서로 35μl의 샘플을 각 웰에 로딩한다.

Lane Tube Sample

1 A 효소1로 자른 범죄 현장의 DNA

2 B 효소2로 자른 범죄 현장의 DNA

3 C 효소1로 자른 용의자 1의 DNA

4 D 효소2로 자른 용의자 2의 DNA

5 E 효소1로 자른 용의자 2의 DNA

6 F 효소2로 자른 용의자 2의 DNA

10. 전극방향을 잘 맞추어 두껑을 덮는다.

11. 전원공급장치에 전극을 연결하고 전기영동을 실시한다.
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[ 실험과정 2 : 젤 염색]

● FlashBlue™ Stain

1. 10ml의 10x FlashBlue™ 와  90ml의 증류수를 삼각플라스크에 잘 혼합하여 1x 염색버프를 만든다.

2. 전기영동을 마친 아가로즈젤을 염색 트레이로 옮긴다.

3. 염색 트레이에 젤이 충분히 잠길 정도로 염색버퍼를 넣고 5분 동안 염색한다. [참고] 최상의 결

과를 위해서는 3시간 이상 염색하는 것이 좋다.

4. 염색된 아가로즈젤을 새로운 트레이에 옮겨담고 젤이 충분히 잠길 정도로 증류수를 채워 20분

간 탈색한다.

5. 젤을 White LED 트랜스 일루미네이터에 올려 놓고 관찰한다.

● InstaStain® Blue

1~2. 전기영동을 마친 아가로즈젤을 평평한 트레이로 옮긴 후 전기영동 버퍼를 몇방을 떨어뜨린다.

3~4. InstaStain® Blue 카드를 젤위에 올힌다음 손으로 잘 펴준다.

5. InstaStain® Blue 카드 위에 젤 트레이와 비이커를 올려 젤과 InstaStain® Blue 카드가 잘 밀착

되도록 하여 10분간 염색한다. [참고] 최상의 결과를 위해서는 3시간 이상 염색하는 것이 좋다.

6~7. InstaStain® Blue 카드를 제거하고 젤이 충분히 잠길 정도로 증류수를 채워 20분간 탈색한다.

8. 젤을 White LED 트랜스 일루미네이터에 올려 놓고 관찰한다.
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[실험결과 분석]

Lane Tube Sample

1 A 효소1로 자른 범죄 현장의 DNA

2 B 효소2로 자른 범죄 현장의 DNA

3 C 효소1로 자른 용의자 1의 DNA

4 D 효소2로 자른 용의자 2의 DNA

5 E 효소1로 자른 용의자 2의 DNA

6 F 효소2로 자른 용의자 2의 DNA

1. 레인 1과 2 (세트 1)는 두 개의 다른 제한효소에 의해 절단된 범죄현장 DNA를 나타내며, 이는 

뚜렷하게 다른 DNA 밴딩 패턴을 생성한다.

2. 레인 3과 4 (세트 2)는 용의자 1의 DNA를 나타낸다. 용의자 1의 DNA는 레인 1과 2에서와 동

일한 두 가지 제한효소로 절단되었다.

3. 레인 5와 6 (세트 3)은 용의자 2의 DNA를 나타낸다. 또한 범죄현장 DNA (레인 1 및 2)와 용의

자 1 (레인 3 및 4)의 DNA와 동일한 2개의 효소로 절단되었다.

4. DNA 지문분석 결과 범죄현장 DNA와 용의자 2의 일치는 용의자 2가 현장에 있었다는 강력한 

증거를 제공합니다.
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