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실험 목표 

역전사 중합효소 연쇄반응(RT-PCR, Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction)은 검사의 

민감성과 특이성으로 인해 SARS-Cov-2 검출을 위한 중요한 방법입니다. 이 모의의 RT-PCR 실

험 키트에서 학생들은 COVID-19 확산을 모니터링 하기위해 전 세계적으로 사용되는 진단 테스

트를 탐구하게 됩니다. 이 실험을 위해 PCR머신이 필요합니다. 

 

제품 구성품  

구성물품 보관시 온도 

·   PCR EdvoBeads Plus 실온 

A.  LyphoPrimer Mix -20℃ 

B.  EdvoQuick DNA Ladder -20℃ 

C.  음성대조군 -20℃ 

D.  양성 대조군 -20℃ 

E.  환자 #1 샘플 -20℃ 

E.  환자 #1 샘플 -20℃ 

F.  환자 #2 샘플 -20℃ 

G.  환자 #3 샘플 -20℃ 

H.  TE Buffer -20℃ 

  

PCR EdvoBead Plus에는 dNTP Mixture, Taq DNA Polymerase Buffer, Taq DNA Polymerase, MgCl2, 

Reaction Buffer가 들어있습니다. 

주의: A와 C~G 제품은 동결건조된 상태로 제공됩니다. 

 

제공되는 시약 

·   UltraSpec-Agarose 

·   전기영동 버퍼(50X) 

·   SYBR Safe DNA stain 

·   FlashBlue Liuid Stain 
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·   Microcentrifuge tube 

·   0.2mL PCR Tubes 

 

필요 장비 및 준비물 

Thermal Cycler(PCR기기), 전기영동 장치, 전원공급장치, 원심분리기, UV Transilluminator, 피펫과 피

펫팁, 전자레인지(핫플레이트), 250mL삼각플라스크, 안전장갑, 증류수, 염색용 트레이, 테이프, 가

위, 안전장갑, 일회용 실험장갑, 검은펜, 파란펜 
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배경지식 

PCR(Polymerase Chain Reaction)은 의학에서 강력한 진단 도구입니다. 이 기술은 특정 DNA 

부분을 신속하고 신뢰성 있게 증폭시켜 의사나 임상의사들이 개인의 유전체 돌연변이를 관찰하고 

유전적인 질환 또는 암을 확인할 수 있게 해줍니다. 또한 환자의 샘플에서 다른 생물체(세균 및 

바이러스)를 감지하고 식별하여 감염을 진단할 수 있습니다. 그러나 감염을 일으키는 생물체에게 

DNA 가 없는 경우는 어떻게 될까요? 병원성 세균, 균류, 원생동물 및 기생충은 모두 DNA 를 

가지고 있지만 많은 바이러스는 그렇지 않습니다. 이러한 바이러스는 유전자 물질로 ribonucleic 

acid(RNA)을 사용합니다. 뎅기열 바이러스, C 및 E 형 간염 바이러스, West Nile fever, 에볼라 

바이러스 질병, 광견병, 소아마비, 홍역 및 COVID-19 등 인간 질병 중 일부는 RNA 바이러스로 

인해 발생합니다. 다행히 역전사 PCR(Reverse transcription PCR)이라는 PCR 기술을 사용하면 

의사들은 먼저 RNA 를 DNA 로 변환한 후 바이러스 유전체의 복사본을 증폭시킬 수 있습니다. 

 

The polymerase Chain Reaction 

1984 년, Kary Mullis 박사가 PCR 기술을 발명했습니다. Mullis 는 핵내 DNA 복제와 유사한 

방식으로 단일 규모의 DNA oligonucleotides (프라이머)와 DNA Polymerase I 을 사용하여 in 

vitro 에서 DNA 를 복제할 수 있다는 것을 인식했습니다. 더욱이, 연구자들은 프라이머를 사용하여 

특정 유전자를 대상으로 맞춤형 할 수 있으므로, 이 방법은 선택된 DNA 서열을 신속하게 증폭할 

수 있게 해주었습니다. 이 기술은 이후 Thermus aquaticus 세균에서 얻은 thermostable DNA 

polymerase 인 Taq 를 PCR 반응에서 사용하기 시작한 Randy Saiki 박사에 의해 개선되었습니다. 

이 효소는 프로세스에서 발생하는 큰 온도 변화에 견딜 수 있어, PCR 을 자동화하고 더욱 접근 

가능하고 저렴하게 만들 수 있게 했습니다. 
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PCR 를 수행하기 위해 정제된 이중나선 DNA 는 프라이머, Taq polymerase, 그리고 

뉴클레오타이드와 혼합됩니다. 그 다음, 혼합물을 94°C 로 가열하여 DNA 이중나선 구조를 단일 

가닥으로 "denaturation"합니다. 그런 다음, 샘플은 45°C-60°C 로 냉각되어 프라이머가 대상 DNA 

서열과 결합하도록 허용됩니다 (이를 "annealing"이라고 함). 마지막으로, 옵티멀한 Taq 

polymerase 활성화 온도인 72°C 로 온도가 올라가면서 프라이머가 확장되어 새로운 DNA 서열이 

합성됩니다. 각각의 "PCR 사이클" (denaturation, annealing, extension)은 5 분 이내에 대상 

DNA 양을 2 배로 증폭시킵니다 (Figure 1). 분석을 위한 충분한 DNA 를 얻기 위해서는 20~40 

사이클이 필요할 수 있습니다. 이 프로세스를 간소화하기 위해 "thermal cycler" 또는 "PCR 

기기"라는 전문 장비가 개발되었습니다. 

진단용 PCR 에서는 종종 여러 프라이머가 사용됩니다. 이러한 프라이머를 하나의 반응으로 

결합하면 다중 반응(multiplex reaction)이라고 합니다. 생물체 유전체의 두 개 이상의 영역을 

증폭함으로써, 다중 반응 검사는 병원체가 존재할 경우 검출 확률을 높입니다. 또한 내부 제어가 

모든 반응에서 증폭되도록 합니다. 이 제어는 종종 "하우스키핑 유전자"라고 불리는 인간에서 

발견되는 일반적인 DNA 서열로, 실험이 성공적인지 여부를 나타냅니다. 결과적으로, 다중 반응은 

진단 검사의 민감도와 특이도를 높이는 데 도움이 됩니다. (Box 1) 

증폭된 DNA 를 분석하기 위해서 과학자들은 

전기영동 기술을 사용합니다. 전기영동법에서, 

증폭된 DNA 분자의 혼합물은 well 안에 로딩되며, 

그런 다음 전기적인 전류가 챔버를 통과합니다. 

전류는 음이온이 있는 DNA 분자들을 양극으로 

밀어냅니다. 작은 DNA 단편들은 이 채널을 통해 

쉽게 이동할 수 있지만, 큰 DNA 단편들은 이동이 더 

어렵습니다. 결과적으로, 크기가 다른 분자들은 

분리되어 여러 "밴드(band)"를 형성합니다 (Figure 2). 

예상되는 밴드들이 존재하면 양성, 없으면 

음성입니다. 

과학자들은 형광 염료를 사용하여 실시간으로 PCR 

결과를 시각화할 수 있습니다. 이러한 염료는 DNA 가 증폭될 때 활성화됩니다. 결과적으로, PCR 

반응은 각 사이클 동안 생성된 DNA 복사본 수에 비례하는 형광을 방출합니다. 이러한 검사는 

빠르게 양성 또는 음성 결과를 제공할 수 있습니다. 이런 검사는 양적 PCR (또는 qPCR)라고 

불리며 원래 얼마나 많은 유전자 물질이 있었는지 추정하는 데도 사용될 수 있습니다. 

Reverse-Transcription Polymerase Chain Reactions 

Reverse Transcription (RT) PCR 은 대상 유전 물질이 DNA 가 아닌 RNA 인 경우 사용됩니다. 이 

기술은 위에서 설명한 PCR 과정과 동일하지만 RNA 를 먼저 DNA 로 전환하는 과정이 추가됩니다. 
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이 단계는 Taq polymerase 가 DNA 에 대해서만 작동하기 때문에 필요합니다. 유전 정보는 

일반적으로 DNA 에서 RNA 로 (그리고 결국 단백질로) 한방향으로 흐르지만, 이와는 반대로 

역전사효소(reverse transcriptase)는 RNA 템플릿에서 DNA 를 만들 수 있습니다. RT-PCR 에서는 이 

효소가 사용되어 먼저 합성된 DNA가 일반적인 PCR 방법으로 증폭됩니다. 이렇게 합성된 DNA는 

complementary DNA 또는 간단히 cDNA 라고 합니다. 

Box 1: 

감도(Sensitivity): 질병이 있는 사람을 올바르게 양성으로 식별하는 능력. 높은 감도를 가진 

검사는 거짓 음성의 비율이 낮을 것입니다. 이는 질병이 있는 경우를 놓치는 경우가 적을 것을 

의미합니다. 

특이도(Specificity): 질병이 없는 사람을 올바르게 음성으로 식별하는 능력. 높은 특이도를 

가진 검사는 거짓 양성의 비율이 낮을 것입니다. 이는 질병이 없는 사람이 검사에서 양성으로 

나오고 불필요한 치료를 받거나 불필요한 예방조치를 취하는 경우가 적을 것을 의미합니다. 

RT-PCR 에서는 RNA, 프라이머, 뉴클레오티드 및 역전사효소를 포함하는 시료가 먼저 가열되어 

RNA 의 이차 구조를 denature 합니다(Figure 3a). 그런 다음, 프라이머가 RNA 에 결합하도록 

시료가 냉각됩니다(Figure 3b). 다음으로, 반응물이 약간 가열되어 역전사효소가 활성화되고 RNA 

분자를 템플릿으로 사용하여 새로운 DNA 가 생성됩니다.  
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RT-PCR 는 원-스텝 또는 투-스텝 반응으로 수행될 수 있습니다. 원-스텝은 역전사 효소와 Taq 

효소가 미리 섞여 하나의 관에 반응이 전부 이루어지는 것이고, 이는 오염 위험을 줄이고 

프로세스를 간소화하여 보다 구체적으로 만들지만, 테스트의 민감도가 낮아질 수 있습니다. 투-

스텝은 더 높은 민감도를 가지며 보다 넓은 범위의 증폭이 가능하지만 오염 위험이 있으며 설정 

및 수행에 더 많은 시간이 걸립니다. 

 

RT-PCR 을 이용한 COVID-19 진단 

SARS-CoV-2 는 전 세계적인 호흡기 질환 COVID-19 의 발생 원인이 된 신종 

코로나바이러스입니다. 이 바이러스는 나선형 캡시드로 둘러싸인 일차원 RNA 유전체를 가지며, 

호스트 세포에서 유래한 단백질로 뒤덮인 외피를 가지고 있습니다(Box 2). COVID-19 의 증상에는 

열, 기침 및 호흡 곤란 등이 포함됩니다. 증상의 경우 폐렴, 호흡 곤란, 급성 신부전, 장기적인 

신경 및 심혈관 손상 등이 발생할 수 있습니다(Figure 4). 안타깝게도, 이러한 감염은 치명적일 수 

있습니다. 

COVID-19 는 예방이 중요합니다. COVID-19 치료에는 가벼운 경우에는 휴식, 수분 섭취 및 일반 

감기약이 사용되며 중증 증상의 경우 항바이러스 약물, 스테로이드 및 산소 공급이 필요합니다. 

그러나 예방이 가장 좋은 치료입니다. 전 세계적으로 연구자 및 정부가 백신을 개발하고 

배포하도록 노력하고 있습니다. 이 바이러스는 액체 방울을 통해 주로 사람과 사람 사이에 

전파되므로 사회적 거리두기, 마스크 착용 및 자주 손 씻기는 감염 위험을 크게 줄일 수 

있습니다. 

아마도 중요한 것은 COVID-19 양성으로 판정된 개인들을 격리시키는 것입니다. COVID-19 감염을 

확인하기 위한 여러 진단 검사가 있습니다. 가장 일반적인 두 가지는 RT-PCR 과 효소 연결 면역 

흡착검사(ELISA)입니다. 병원에서 이러한 검사는 의사가 환자를 가장 효과적으로 치료하고 자신과 

다른 사람들을 감염에서 보호하기 위해 필요한 예방 조치를 취할 수 있도록 합니다. SARS-CoV-

2 는 경증 또는 증상이 전혀 없는 감염자에 의해 전파될 수 있기 때문에 이러한 검사는 

이상적으로 빠르고 광범위한 인구 검사 프로그램의 일부입니다. 이러한 프로그램을 통해 

개인들은 자신을 반복적으로 검사한 후 바이러스 검출 시 자가격리 및 다른 사람들에게 알리는 

것이 가능합니다. 또한 참여하는 개인들이 여행이나 수업 참여와 같은 더 높은 위험 활동을 더 

자신 있게 할 수 있도록 합니다. 따라서 정기적인 검사는 연락 추적, 마스크 착용, 거리 유지 및 

손 씻기와 결합하여 일상적인 생활의 일정 수준의 정상화를 회복하는 데 중요한 역할을 합니다. 

RT-PCR 검사는 높은 감도와 특이성으로 인해 활성 감염을 식별하는데 있어서 standard 로 

간주됩니다. 대부분의 COVID-19 RT-PCR 검사는 세 개의 프라이머 세트를 결합합니다. 첫 번째 두 

세트는 SARS-CoV-2 N 단백질 내의 영역을 대상으로 하고, 세 번째 세트는 인간 유전자 RNase 

P(RP)를 증폭합니다. 또한 이 검사의 또 다른 강점은 대부분의 항체 기반 검사보다 더 이른 
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시점에서 감염을 식별할 수 있다는 것입니다. 그러나 SARS-CoV-2 게놈은 인간 게놈과 달리 HIV 

및 다른 레트로바이러스와 같이 인간 게놈에 통합되지 않습니다. 이로 인해 SARS-CoV-2 의 RT-

PCR 검사는 ELISA 항체 검사와 달리 과거 감염을 식별할 수 없습니다. RT-PCR 검사는 또한 더 

오래 걸리고 (2-4 시간) 특수 장비가 필요합니다. 일반적인 RT-PCR 검사 과정은 다음과 같습니다 

(Figure 5): 

1. 채취: 환자로부터 검체를 채취합니다. 이상적으로는 바이러스 입자가 높은 농도로 존재하는 

곳에서, 보통 상기도로부터 채취하지만 침샘 분비물 샘플도 사용될 수 있습니다. 

2. 추출: 용액 내의 세포가 파괴(림종)되고 RNA 가 추출됩니다. RNA 는 자주 존재하는 RNA 소화 

효소인 RNase 의 존재로 인해 빠르게 분해될 수 있어 이 단계는 어렵습니다. 추출이 성공하면, 

샘플은 바이러스와 인간 호스트 모두의 다양한 RNA 분자의 혼합물을 포함합니다. 

3. 역전사: RNA 분자가 상보적인 DNA 로 변환됩니다. 사용되는 프라이머에 따라 이 단계는 

메신저 RNA 라는 하위 유형의 RNA, 특정 RNA 서열 또는 샘플에 존재하는 모든 RNA 를 

대상으로 할 수 있습니다. 

4. PCR: 특이적 프라이머와 Taq polymerase 를 사용하여 대상이 되는 cDNA 영역의 백만 개의 

사본을 만듭니다. 이 단계는 a) an initial denaturation, b) multiple cycles of denaturation, 

annealing, elongation, c) a final elongation 사이클로 구성될 수 있습니다. 

5. 분석: 결과를 관찰하고 분석합니다. 환자는 양성, 음성 또는 결정적인 검사 결과를 받게 되며, 

일부 경우에는 추정 바이러스 양도 제공됩니다. 
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IMAGE CREDITS: 

BOX2 image by https://www.scientificanimations.com/wiki-images/,CCBY-SA4.0, 

https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=86436446 

Figure4: 

https://en.wikipedia.org/wiki/Coronavirus_disease_2019#/media/File:Symptoms_of_coronavirus_disease_2019_3.

0.svg  

 

양성 결과는 SARS-CoV-2 RNA 의 존재를 나타냅니다. 그러나 이는 환자가 심각하게 병을 앓게 될 

것이라는 것을 의미하지는 않습니다. 또한 다른 동시 감염 가능성을 제외하지는 않습니다. 그러나 

이는 사람이 자가 격리하고, 접촉한 사람들에게 알리며, 증상이 악화될 경우 의료 도움을 받아야 

한다는 것을 의미합니다. 음성 결과는 SARS-CoV-2 RNA 의 부재를 나타내지만 조심스럽게 

해석해야 합니다. RT-PCR 결과는 시작 샘플만큼 정확합니다. 환자 샘플이 올바르게 수집되지 

않았거나 잘못 보관되었거나 개인의 감염 수준이 일정 수준에 도달하기 전에 수집된 경우 모두 

잘못된 부정적인 결과를 초래할 수 있습니다. 이것은 왜 검사의 시기와 반복 검사가 중요한지를 

설명합니다. 불확실하거나 의심스러운 검사 결과는 두 가지 SARS-CoV-2 대상 중 하나만 증폭될 

때 발생합니다. 이는 종종 반복 검사로 확인할 수 있는 추정 양성 검사로 간주됩니다. 

 

이 실험에서는 먼저 모듈 I에서 RNA에서 cDNA 합성을 시뮬레이션합니다. 그런 다음 모듈 II에서 

COVID-19 치료를 받고 있는 친구와 접촉한 환자 3 명과 두 개의 대조군으로부터 5 개의 cDNA 

샘플에서 PCR 을 수행합니다. 마지막으로, 전기 영동법을 사용하여 PCR 제품을 분리하고 생성된 

밴드 패턴을 분석하여 각 환자를 진단합니다. 
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실험 전 준비  

모듈 I 준비  

16 페이지(RNA EXTRACTION), 17 페이지(PRIMER STRIPS, PEN TAGS)를 출력하여 학생들에게 

나눠줍니다. 

 

모듈 II 준비  

이 키트는 EDVOTEK® LyphoPrimer™ Mix 와 LyphoTemplate™가 특징입니다. 시약을 올바르게 

혼합하였다면 PCR 반응은 주황색으로 보입니다. 이러한 기술혁신은 성공인 실험을 보장합니다. 

제공되는 cDNA 샘플은 다섯 가지가 있습니다. 

 

DNA 템플릿(template) 준비 

1. 각 LyphoTemplate™ (튜브 C-G)에 75 μL TE Buffer (튜브 H)를 넣고, 용해되도록 혼합합니다. 

2. 다음과 같이 원심분리기 튜브 25 개에 표기합니다. 

- 5 개 음성 대조군 

- 5 개 양성 대조군 

- 5 개 환자 #1 샘플 

- 5 개 환자 #2 샘플 

- 5 개 환자 #3 샘플 

3. 각각의 라벨에 맞는 튜브에 10μL 의 cDNA 템플릿을 넣습니다.  

 

Primer Mix 준비 

1. LyphoPrimer™ Mix (튜브 A)에 1 mL 의 TE Buffer (튜브 H)를 넣고, 뚜껑을 닫고 혼합한다. 

용액은 연한 노란색이 되며 고체 조각이 남아 있지 않아야 합니다. 

2. 희석된 프라이머 믹스를 150 μL 씩 라벨된 원심분리기 튜브 5 개에 피펫으로 넣는다. 

3. 희석된 프라이머 믹스를 각 학생 그룹에 하나씩 나눠줍니다.  
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모듈 III 준비  

전기영동을 이용한 PCR 생성물 분리 

TE 전기영동 버퍼 준비: 

실험을 위해 1X 버퍼를 대량으로 준비하는 것이 좋습니다. 사용하지 않은 남은 버퍼는 나중에 

사용이 가능합니다. 

1. 증류수를 2,940mL 측정하여 큰 용기에 넣습니다.  

2. 50X 버퍼 60mL 를 용기에 첨가하고 잘 섞습니다. 

 

SYBR® Safe 염료 제조: 

SYBR® Safe 를 희석하려면, SYBR® Safe 튜브에 250μL 의 1X TE 버퍼를 추가하고 몇 번 흔들어 

혼합합니다. 희석된 SYBR® Safe 는 아가로스 젤 제조 중에 사용됩니다. 

 

아가로스젤 준비 

이 실험은 한 그룹당 1.0% 아가로스 젤 하나가 필요합니다. 7 x 7 cm 크기의 젤이 권장됩니다. 

젤을 미리 준비할 것인지 학생들이 직접 준비할 것인지 선택할 수 있습니다. 이 과정은 30-40분 

정도 필요합니다. 아래 3가지 방법 중 하나를 택하도록 합니다. 

 

 개별 준비 

각 학생 그룹은 실험을 실험 중에 만들 수 있습니다 (모듈 III 참조). 학생들은 50X 전기영동 

완충액, 증류수, 아가로스 분말 및 희석된 SYBR® Safe 염료가 필요합니다 (용량비에 대한 Table 

A 는 모듈 III 쪽을 참조하십시오) 

 

 일괄적으로 젤을 만들기 
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시간을 절약하기 위해, 수업 전체가 공유할 수 있는 더 큰 양의 아가로스 용액을 제조할 수 

있습니다. 지침은 부록 B 를 참조하십시오. 

 

 미리 젤을 만드는 경우 

젤은 미리 만들어 나중에 사용할 수 있습니다. 고체화된 젤은 밀봉 봉지에 작은 양의 버퍼를 

첨가하여 냉장고에 최대 1주일 동안 저장할 수 있습니다. 우리는 봉지에 2mL 의 버퍼를 추가하는 

것을 권장합니다. 과다한 버퍼는 SYBR® Safe 가 젤에서 확산되는 것을 방지합니다. SYBR® Safe 가 

들어간 젤은 빛에 노출되는 것을 피해 어둡고 서늘한 곳에서 보관해야 합니다. 

 

-20℃에 젤을 보관하지 마세요. 얼리면 파괴될 수 있습니다. 보관용기에서 뺀 젤은 트레이(접시)에  

아가로스 몇 방울을 떨어뜨려 접촉 고정시킵니다. 이 방법은 트레이와 챔버에서 미끄러지는 것을 

방지할 수 있습니다. 

 

추가 재료: 

각 1.0%젤에는 EdvoQucik DNA Ladder 와 학생이 가진 PCR 반응이 로딩되어야 합니다. 

• EdvoQuick DNA ladder (튜브 B)를 라벨링된 원심분리기 튜브에 30µL 씩 나누어 담아 하나씩 

나눠줍니다. 

 

모듈 III 을 위해 

각 조별로 50X TE Buffer, UltraSpec-Agarose™ Powder, 희석된 SYBR® Safe 튜브(30 μL), 

EdvoQuick™ DNA Ladder (30 μL), 모듈 I 에 사용할 PCR 샘플들이 주어져야 합니다. 
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모듈 1: Reverse Transcription 시뮬레이션 

이 실험은 SARS-CoV-2 N 단백질에 대한 특이적 시퀀스 프라이머 (N1 프라이머 또는 N2 

프라이머)와 인간 housekeeping 유전자 RNase P (RP 프라이머)를 사용하여 역전사를 

시뮬레이션합니다. 시뮬레이션은 환자 샘플을 채취하고 RNA 추출 후 Denatured 된 직후부터 

시작됩니다. 

1. 프라이머 중 하나를 선택합니다. : N1   N2   RP 

2. 17 페이지의 “PRIMER STRIPS”그림 중 선택한 프라이머와 두 개의 효소 태그 스트립을 가위로 

자릅니다. 

 

3. 프라이머 스트립을 점선으로 표시된 검은 선을 따라 한번 접어 상자와 프라이머 시퀀스가 

바깥쪽으로 나오도록 준비합니다. 

 

4. "reverse transcriptase" 플래그를 파란색 펜에 부착하고 "DNA polymerase" 

플래그를 검은색 펜에 부착하여 효소로써 준비합니다. 

 

ANNEAL PRIMER 

5. 15 페이지 Table 1a 을 참고해 DNA 와 RNA 간의 염기 결합을 가이드로 삼아, 당신의 프라이머 

염기서열과 맞는 상보적인 RNA 서열을 16 페이지 (RNA EXTRACTION )에서 찾습니다. 

 

6. 이러한 짝이 맞는 염기들을 사용하여 프라이머 스트립을 이 

RNA 분자와 올바르게 정렬하십시오. 스트립이 고정되게 약간의 

테이프를 붙입니다.  
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SYNTHESIZE COMPLEMENTARY DNA 

7. 프라이머 시퀀스의 왼쪽에 있는 첫 번째 빈 상자를 찾습니다. (DNA polymerase 와 비슷하게, 

reverse transcriptase 는 프라이머나 cDNA 염기 서열의 3' 끝에 뉴클레오티드를 결합하여 

DNA 를 만듭니다.) 

 

8. 당신의 역전사(파란색펜)를 잡습니다. 이 공백 상자 위의 RNA 서열과 

상보적인 염기 쌍이 규칙(Table 1b)을 따라 DNA 염기를 적습니다. 

짝지어진 박스를 계속해서 채우면서 RNA 분자의 끝에 도달할 때까지 

진행합니다. 

9. 조심스럽게 테이프를 제거합니다. 이 스트립은 모듈 II 에서 증폭할 

cDNA 입니다. 

 

MODEL PART OF THE FIRST PCR CYCLE 

10. Table 2 를 참고해 적합한 forward 프라이머를 찾습니다. 스트립에서 이 프라이머와 상보적인 

대상 시퀀스를 찾으십시오. (상보적인 염기서열 맞춤법을 사용하세요! 15 페이지 Table 1C 참조) 

 

11. 프라이머 스트립을 펼칩니다. 이 영역 아래의 상자에 forward 프라이머 시퀀스를 기입합니다. 

이 프라이머를 시각화하기 위해 이 상자를 강조 표시하는 것이 도움이 될 수 있습니다. 

 

12. DNA polymerase (검은색) 펜을 사용하여 forward 프라이머 오른쪽의 빈 칸에 상보적인 

염기쌍을 계속 씁니다. (최종 cDNA 스트립에서 forward 프라이머 왼쪽에 빈 칸이 있을 수 

있습니다. 이는 이후 PCR 단계에서 증폭될 영역을 초과하는 추가 염기를 포함할 수 있으므로 

괜찮습니다.) 
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모듈 II: PCR 증폭 

 

1. PCR 튜브에 -, +, P1, P2, P3와 같이 5개의 표기를 합니다. 각 관에 본인의 이니셜이나 그룹 번

호를 적습니다. 

2. 모든 PCR 반응은 다음과 같이 준비됩니다. : 20μL의 프라이머 혼합액(노랑), 5μL의 cDNA 샘플

(-, +, P1, P2, 또는 P3) (빨강), 그리고 PCR EdvoBead™ PLUS 한 개를 적절히 0.2mL PCR 튜브

에 첨가합니다. 

3. 모든 PCR 샘플을 혼합합니다. PCR EdvoBeads™ PLUS가 완전히 용해되었는지 확인합니다. 참

고: 프라이머 혼합액과 cDNA가 함께 섞였는지 확인하기 위해 PCR튜브 내 혼합물의 색상을 

확인합니다. 혼합물은 프라이머와 cDNA가 섞인 주황색이어야 합니다. 

4. 샘플을 몇 초간 원심분리하여 튜브의 하단에 샘플이 모이게 합니다. 

5. PCR을 사용하여 DNA를 증폭합니다. 

 Initial denaturation 94℃  3분 

94℃에서 30초 

55℃에서 30초       30 cycles 

72℃에서 65초 

72℃에서 Final extension 4분 

6. PCR완료 후 튜브는 얼음에 꼽아둡니다.  
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모듈 III: 전기영동을 이용한 PCR 결과물 분리 

  

1. 50X 버퍼와 증류수를 Table A 참조하여 적정용량을 플라스크에 넣고 섞어 희석합니다. 

2. 아가로스 분말 적정량을 1X 버퍼가 담긴 250 mL 플라스크에 넣습니다(Table A 참조). 

3. 아가로스 분말을 용해시키기 위해 용액을 끓입니다. 1분 동안 전자레인지에서 강력하게 가열

한 다음 조심스럽게 플라스크를 꺼내서 흔들어 섞습니다. 아가로스가 완전히 용해될 때까지 

15초 간격으로 가열을 계속합니다(용액은 물과 같이 맑아집니다). 

4. 플라스크를 주의해서 흔들어 열을 균일하게 퍼뜨린 후, 아가로스를 60℃까지 냉각시킵니다. 

5. 아가로스가 냉각되는 동안, 젤 캐스팅트레이의 끝부분을 고무 캡으로 막습니다. 적절한 노치

에 comb을 끼워 넣습니다. 

6. 60도로 식힌 아가로스에 희석된 SYBR® Safe 염료를 넣고 섞습니다(Table A 참조). 중요: 

SYBR® Safe를 아가로스 용액에 첨가하기 전에 반드시 본인 또는 선생님께서 희석하셨는지 

확인하세요. 

7. 냉각된 아가로스 용액을 젤 캐스팅트레이에 부어 굳힙니다. 완전히 굳어지는 데 20분이상 소

요됩니다. 젤은 굳어질수록 더 굳고 불투명해집니다. 

8. 고무 캡과 comb을 분리합니다. well에 손상을 입히지 않도록 특히 comb 제거 시 주의합니다.  
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9. 젤을 전기영동 챔버에 넣고 1X 전기영동 버퍼(Table B 참조)를 넣어 완전히 잠기게 합니

다. 

10. Table 3: Gel Loading 참조, 각 샘플을 젤의 well에 마이크로 피펫으로 ~25 μL씩 로딩합니

다. 

11. 덮개를 덮고 +, - 극을 잘 연결했는지 확인합

니다. 

12. 전원공급장치에 연결하여 실험을 시작합니다. 

(전압과 시간은 Table C 참조). 전기영동을 마

친 후 장치에서 젤을 꺼냅니다.  
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14. 젤을 조심스럽게 트랜스 일루미네이터에 올립니다. 

15. 결과를 확인하고 사진을 찍습니다. 

16. 사용 후에는 깨끗하게 트랜스일루미네이터를 닦습니다. 
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