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CORE 
BIOLOGY

(Cytology)
- 한 생물 내의 세포에 집중. 세포의 구성 및 종류, 세포 내에서의 대사에 대한 연구

(Histology, Anatomy)
- 같은 종류의 세포의 집단인 조직에 대한 구분과 상호작용에 대한 연구
- 조직이 이루는 기관의 역할에 대한 연구

Mendel의 유전법칙 발견

조직학, 해부학

생리학

유전학

분자생물학

발생학

(Immunology)

(Genetics)
- 생물의 유전정보의 전달을 연구

(Molecular Biology)
- 분자수준에서 생명현상을 이해함

(Proteomics)

유전공학, 생명공학

진화학

(Evolutionary Biology)

유전체학

(Genomics)

…

…
면역학 단백질체학

- 한 생물 내에서의 기능을 연구

(Physiology)

생태학

생물정보학

(Bioinformatics)

INTEGRATIVE 
BIOLOGY

계통학

(Phylogenetics)

(Ecology)
- 생물간의 상호작용을 연구

- 개체에서의 형태 형성 과정에 대한 연구

(Developmental  Biology)

(Genetic Engineering
Biotechnology)

Watson and Click 
DNA 구조 해독

(고전적의미의) 분류학 - 분류학=생물학의 시대. 생물 종에 대한 탐험, 발견, 기재(Classical Taxonomy)

Hooke의 현미경 개발

세포학

(현대적 의미의) 분류학 (Modern Taxonomy)

생물학의 발달 과정



I. Introduction: 염기서열 결정의 진화



The first generation sequencing:
Sanger sequencing

현재 가장 많이 쓰는 모델: 
ABI 3730 (Thermo Fisher)

• Applied Biosystems Co.
 Thermo Fisher Co.

• Ca. 900 bp/capillary
• 384 capillary/run
• 900 X 384 

= ca. 350 kbp

Frederick Sanger (영국)

• 두 번의 노벨상 수상자

• “termination” method

• One-dye four lane 

system에서 four-dye 

one lane system으로

발전.



DNA 사슬의 뼈대를 이루는 인산과 당의 결합은 매우 단단한 공유결합이지만, 두 가닥의

사슬이 서로 붙는 염기쌍이 이루는 결합은 상대적으로 약한 수소결합으로 이루어져 있다. 

그러므로 높은 온도에서 또는 높은 pH에서 DNA 두 사슬은 서로 분리되어 단일사슬이

되며, 이를 DNA의 변성(denaturation)이라고 한다. 높은 온도에서 변성이 일어난 DNA

를 다시 온도를 낮추면 염기들의 배열 순서에 따라 서로 상보적인 DNA 사슬들이 결합하

여 다시 이중나선의 구조를 이루게 되고, 이를 재생(renaturation)이라 한다. G와 C에 의

한 DNA의 결합은 3중 수소결합이기 때문에 전체 DNA에서 G와 C의 비율이 높아지면

DNA가 단일사슬로 변하는 중간온도(Tm 값)가 더 높아진다.

Denaturation and Renaturation



dATP, dCTP, dGTP, dTTP 를 합쳐서
dNTP 라고 함.

• DNA의 합성은 반드시 앞선

뉴클레오티드의 3번 탄소와

뒤쪽 뉴클레오티드의 5번 탄

소간에 일어난다. 즉 DNA는

뉴클레오티드의 3번탄소 방

향으로만 합성이 일어난다.

뉴클레오티드들의 탈수축합에 의한 중합과정

dATP (deoxyadenosine triphosphate) 의 구조



3) DNA POLYMERASE

GT T T TC CA A G G G

2) PRIMER
3’5’

AC TA C G TA CG TA C GT G T C CT AC G G TT CT T CT T A G T TG T A C CA CA G TA C TCG TA C T CG TA C T AAA

1) TEMPLETE3’ 5’
…

4) dNTP’s pool 
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Newly synthesized strand

C A A G G A CG T C CA A A T G C A A G A A A A A A AG G G G GT T T T T TC C C CA AG G

DNA가 합성되려면 다음과 같은 다섯 가지의 요소가 필요하다.  

이중 나선이 풀어진 1) DNA의 단일 사슬은 DNA 합성을 위한 주형이 된다. 18개 정도의 단일

사슬 염기로 이루어진 2) 프라이머가 주형 DNA의 특정부위에 상보적으로 부착하여 이중사슬

을 형성하면 3) DNA 중합효소가 이를 인식하여 붙게 된다. 이후 반응이 일어나기 위해서는 일

정농도 이상의 4) dATP, dCTP, dGTP, dTTP의 pool이 존재하여야 하고, 조효소로서 5) Mg2+

가 필요하다. 

DNA 중합효소에 의한 DNA 합성과정



Maxam-
Gilbert 
method

최초의 염기서열 결정 방법으로
여러가지 조건의 용액으로 염기
서열을 “partial cleavage” 하는 것
을 기본 원리로 한다. 0.1N NaOH
를 5초간 처리하면 전체 염기서열
에서 특정 염기 (예를 들어 A와 G)
를 한 개 또는 두 개 정도 자르는
역할을 함. 다른 조건들은 G 만을, 
T와 C를, C만을 자르게 디자인 되
어 있다. 



Sanger method

One-dye (or isotope) four-lane system

Sanger method의 특징은 ddNTP를 이용하여 polymerization을 “termination” 시키는 것이
다!



Four-dye one-lane system

List of developed florescence dye



Radioisotope + gel type manual Sanger sequencing

Gel dryer

Intensifying screen

Vertical electrophoresis kit

~1990년대 말



Gel-type Automatic sequencer
- One lane four dye 의 florescent dye에 의한 gel running의

detection 방법을 자동화 한 것

1990년대 중반~약 10년

ABI 377





Capillary-type Automatic sequencer
- Gel 이 아닌 capillary를 이용한 전기영동 방법으로 정확도를 증가시키고, running 
시간을 획기적으로 줄였다. 전체 기기의 염기서열 결정 용량은 capillary 수에 따라
다르다. 주로 96 well plate를 이용하여 96개 단위로 running이 이루어지며, 현재는
대부분 각각의 well을 4등분하여 96X4=384 well plate를 이용한다. 

ABI 3100

- ABI (Applied Biosystem) 3730기기는 현재도 Sanger 
sequencing 서비스에 사용되고 있다. 한 개의 반응에서 얻어
질 수 있는 sequence는 현재 약 900bp 로서 384 plate를 이용
한 한번의 반응에 약 350kbp를 얻게 된다.

2000년대 중반~현재

ABI 3730:



https://www.youtube.com/watch?v=2KoLnIwoZKU

https://www.youtube.com/watch?v=2KoLnIwoZKU


Next Generation Sequencing (차세대 염기서열 결정)
1) The second generation sequencing:

1) emulsion based clonal amplification (emPCR)의 기술,

2) DNA 분자가 합성될 때 형광을 발하는 염기서열 결정기술 (pyrosequencing)

3) 광섬유들을 평행하게 붙여 만든 pico-titer plate

등의 신기술을 이용하여 염기서열 결정 용량은 획기적으로 증가.

대표적 기업 / 기술:

Roche (454) / 454 (최초의 NGS; 2005)

Solexa / Illumina   MGI (Illumina 유사 기술에 의한 중국 기업/제품)

ABI / SOLiD

Hilicos / Ion Torrent

 대부분 없어지고, 현재 Illumina (and MGI)가 가장 널리 쓰임.



Next Generation Sequencing 기기들

Solexa; Illumina

SOLiD; ABI

GS-Titanium; Roche 454

Helicos; Helicos Bioscience



Nature 지에 출판된 최초의 NGS 시스템(454)



- 454 technique 
단점: 동일한염기서열이 길게 반복될 때
(polyN) 반복 수를 정확히 판단하기 어려워
에러를 발생시킬 수 있다. 
장점: 경쟁 기술인 Solexa/Illumina 기술에
비해 한번에 읽어 낼 수 있는 sequence의
길이가 길다(현재 약 450bp 정도 임)

454 기술은 2016년 현재 이미 더 이상 기술
개발이 없이 단종된 기술이 되고 말았다.

454 Technology

http://www.youtube.com/watch?v=bFNjxKHP8Jc


Micro-titer plate의 원료:
Optic fibers (광섬유). 매우 작은
well을 만들어내어 한 개의 bead가
들어갈 수 있어 bead의 위치를 고
정시킨다.



Pico-titer plate 의 현미경 사진(80배).

육각형의 격자에 PCR 반응이 일어난 구슬들이 각각 들어간다.



• CCD camera가 잡은 454 system의 발광 사진



Illumina를 이용한 결과의 특징:  

• 한 가닥의 DNA로 부터 염기서열을 결

정할 때 순방향과 역방향으로 각각

약 100~150 bp 정도 읽게 됨.

• 그러므로 DNA를 일정크기로 잘라 만

든 조각이 500bp일 경우 좌우로

100bp씩을 얻게 되고, 중간의 300bp

는 모르는 서열로 연결되게 됨.

100bp 100bp약 300bp의
모르는 서열

Solexa / Illumina Technology

Illumina read의 예

https://www.youtube.com/watc/h?v=womKfikWlxM


※ Illumina 기술에 의한 염기서열 결정은 “매우” 

많은 염기서열을 한번에 얻을 수 있음. 그러

므로 종종 많은 시료를 섞어서 염기서열을

결정하기도 한다. 이때 섞은 시료들을 구분하

기 위하여 시료 각각을 구분하는 index 

sequence 를 각각의 시료에 붙임. 전체 염기

서열 결정 후 index sequence로 시료들은 구

분한 후 각각 정렬하여 결과를 얻게 됨.

※ index sequence: 여러 시료를 섞어 실험할

때 각각의 시료를 구분할 수 있는 짧은 염기

서열. 실험의 첫 단계인 adaptor를 붙이는 과

정에 index sequence를 삽입한다.

Solexa / Illumina Technology

https://www.youtube.com/watch?v=fCd6B5HRaZ8

https://www.youtube.com/watch?v=fCd6B5HRaZ8


많은 “짧은” read 들로서 하나의 consensus sequence를 만들어내는 과정

Contig: 결정된 짧은 염기서열들을 조합하여 만들어낸 긴 염기서열
Coverage: contig의 각 부분에 original read 들이 얼마나 많이 중복적으로 기여했는지를 나타냄



Illumina data 의 assemble 과정



• Illumina sequence는 최근까지 유전체

결정에 있어서 주된 data로 사용되어 옴.

• Macrogen Co. service: 

HiSeq X ten, HiSeq4000, NextSeq

• 진정한 인간유전체 결정 $1,000 시대

• 최근에는 유사한 원리이지만 특허를 우

회한 MGI seq 또한 널리 보급됨.



하지만… 무엇이 문제인가?

 100~150 bp의 너무 짧은(short-read) 서열을 제공하고

있기 때문에, 이것을 이어 붙여 유전체를 조립하면 구조

적인 에러를 발생할 확률이 높아짐.

1) Mate-pair sequencing에 의한 해결

2) Long-read data를 생산하는 것이 궁극적 해결 방법임.



Mate-pair sequencin에 의한

Genome assembl의 과정 (Illumina)

1) 추출된 DNA를 적당한 크기로 자른다.

2) 잘린 DNA 절편들 중 약 500 bp 의 크기를 갖는 절편들만 정제한다.

3) Illumina paired-end sequencing에서는 잘린 절편의 양쪽 끝의 각

각 약 100bp 정도의 데이터를 얻을 수 있다(reads).

4) Assembly program을 이용하여 각각의 read들을 정렬하여 contig

들을 생성해 낸다. 

5) 이와는 별도로 추출된 DNA를 보다 긴 길이의 절편으로 잘라 (1K, 

2K, 5K…) 이들 절편의 양쪽 끝 100bp 의 염기서열들을 결정한다

(mate-pair library).

6) 일반 paired-end sequencing을 통해 생성된 contig들과 mate-pair 

결과를 합쳐 assembly한다. 이를 통해 결과적으로 전체 유전체는

부분적으로 염기서열이 완성된 contig들이 mate-pair 에 의해 연결

되어 많은 gap을 포함하지만 서로의 위치관계가 명확해진 긴 염기

서열을 얻게 된다. 이를 scaffold 또는 super contig라 한다



Next Generation Sequencing (차세대 염기서열 결정)
2) The Third generation sequencing:

• 100-150 bp 길이의 short-read를 생성해 내는 2세대 염기서열결정장치와

는 달리 수십 kbp 에 달하는 long-read를 생성해 내는 기술

• 대표적 기업 / 기술:

1) PacBIO / PacBioHiFi

2) Oxford Nanopore Technology (ONT) / Nanopore
• PacBioHiFi 주로 10~15 kbp (up to 25 kbp)의 제한된 길이의 대용량 데

이터를 생산하여 고가의 장비로 일반적으로 sequencing service 업체에

의해 운영됨.

• Nanopore는 연구실 단위의 실험이 가능하고, 추출된 DNA의 길이만큼

훨씬 긴 서열의 생성이 가능함.



PacBio Technology

• 대형 genome project에서 현재 가장 많이 활용

됨.

• 비싸고 대용량! 장점이자 단점.

• 두 가지 모드: 

- CLR (Continuous Long Read): 

최대 길이로 읽을 수 있지만, 정확도 85% 수준

- CCS (Circular Consensus Sequencing): 

15-20kbp reads, 정확도 >99%

https://www.youtube.com/watch?v=_lD8JyAbwEo

https://www.youtube.com/watch?v=_lD8JyAbwEo


https://www.youtube.com/watch?v=E9-Rm5AoZGw

• Oxford Nanopore Technologies (ONT): 2005년에

University of 로부터 설립.

• “Nanopore (나노포어)”라는 막단백질을 이용한 획기적인

NGS. 

• 막단백질의 pore 직경이 수 나노미터를 이루기 때문에 이런

이름이 붙여짐. 

• 세포에서는 막에 위치하는 나노포어를 통해 이온들이 막 내

외로 이동하는데, 이온이 지나가면서 막에 전류를 발생시키

게 됨. 그런데 나노포어로 DNA나 RNA를 통과시키면, 이들

이 이온의 흐름을 방해하여 여기서 발생하는 전류에도 변화

가 생기게 되어 이런 막 단백질의 전류의 변화를 측정하는

것임. 

• 즉, A, C, G, T 각 염기서열마다 이온의 흐름을 방해시키는 정

도가 다르고 이에 의해 전류가 변화하는 정도도 달라지게 되

므로, 이를 분석하여 서열을 파악할 수 있음.

ONT 시퀀싱에 사용되는 나노포어인 CsgG의 구조

ONT / Nanopore technology

https://www.youtube.com/watch?v=E9-Rm5AoZGw


Nanopore Sequenicng

기기 모델들

가장 작은 model인 MinION은 노트
북에 연결하여 현장사용도 가능하다.



Molecular weight
T: 126.11 g/mol
A: 135.13 g/mol
G: 151.13 g/mol
C: 190.24 g/mol






Errors 

~ 0.1 %

~1 %
High error rate 
in homopolymer

< 1 %

< 0.2 %

~ 1 %

~ 0.1 %

현재 사장된 기술들

Summary: Comparison of NGS Platforms   



II. 실험 스케쥴



(주) 필코리아: 

Oxford Nanopore Technology의

Korean distributor

최종 목표: 대상 식물의 미토콘드리아 유전체 조립

강의 및 실습 스케쥴
8월 4일(월)

9:00~12:00 성신여대 김상태 (A235 실험실)
- DNA 추출 이론 강의

13:00~16:00 성신여대 김상태 (A235 실험실)
- High-Molecular-Weight DNA 추출 1일차

8월 5일(화)
9:00~12:00 성신여대 김상태 (A235 실험실)

- High-Molecular-Weight DNA 추출 2일차
- DNA 전기영동, Qubit에 의한 정량, 정성 분석 의뢰
- Nanopore 이론 강의

13:00-16:00 성신여대 최상철 (A235 실험실)
- Organelle DNA assembly 이론 및 실습

8월18일(월)
9:00~16:00 ONT 안종화, ㈜필코리아 한종민 (A235 실험실)

- Library작성 실습
- Nanopore sequencing running

8월 25일(월)
9:00-12:00 ONT 안종화, ㈜필코리아 한종민 (A235 실험실)

- 결과 생성 및 sequencing 결과 분석
13:00-16:00 성신여대 최상철 (B-109 PC실)

- Long-read에 의한Mitochondrial genome assembly 
- Short-read에 의한 polishing



• 조교: 식물분자계통학실 서정우(석박통합과정), 서지예(석사과정)

• DNA 추출 실험: 7개 조로 한 조당 1개 시료로 추출 진행. 

• Nanopore sequencing: 

추출한 DNA의 QC 이후 가장 품질이 좋은 DNA 네 개의 시료를 선발하여 running.

1조 정세인 정회수 (충남대)

2조 허준현 곽도현 (카톨릭대)

3조 강현준 최윤경 (대전대학교)

4조 김윤수 서화정 (대전대학교)

5조 김이선 (성균관대학교)

6조 김우호 임지은 (한림대학교)

7조 문현지 (성신여대)



N50 • 일반적으로 유전체 수준에서 assembly가 잘 되었는지 안되었는지는 N50 값으로 제시함.

• Nanopore 실험으로 생성된 데이터 또한 N50 값으로 얻은 길이에 대한 평가가 가능.

• 전체 contig 들을 크기순으로 배열하여 큰 것으로부터 크기를 차례로 더하여 더한 값이

전체 유전체 크기의 50%를 넘는 순간의 contig의 크기를 N50라 함.

• N50 는 평균값 또는 중간값과는 다른 의미의 수치임!!!

• 3 3 4 6 7 8 8 9 9 9 10 11 13  25  의 길이의 contig들이 있을 때

Mean = 125/14= 8.93 (sum=125)             Median = (3+25)/2= 14

125/2= 62.5 sum of contig lengths reach to 62.5  (from the largest to the smallest)

25+13+11+10=59

25+13+11+10+9=68    

Therefore, N50 = 9



N50  계산의 실제 예
- NGS data에 의한 de novo assembly

의 결과 아래와 같이 16개의 contig들

을 얻었다고 가정 할 때 아래 표는 이

들을 길이 순으로 정렬한 것이다. 

- 이때 전체 contig들의 합은 105,721이

고, 이 길이의 50%에 해당하는 수치는

52,860.5이다. 길이가 긴 것부터 차례

로 누적값을 만들어 이 누적값이

52,860.5를 넘을 때의 contig의 길이가

바로 N50이다.

Contig 번호 각각의 contig 길이 누적값

1 33407 33407

7 15243 48650

6 14172 62822 52860.5 N50= 14172

8 9250 72072

2 8275 80347

10 5714 86061

3 5406 91467

13 5227 96694

4 3683 100377

11 2849 103226

9 1251 104477

14 663 105140

5 442 105582

12 136 105718

16 2 105720

15 1 105721

합계 105721

합계 /2 52860.5



되도록 긴 서열들을 얻는 것이 좋음!  (N50가 높아야 함)



그런데…

재료가 좋아야 좋은 결과가 나옴.

 일반 DNA 추출과정으로는 조각난 DNA가 추출됨.

 그러므로 되도록이면 “긴” DNA를 추출하는 것이 성공적인

Nanopore sequencing의 1차적 관건임!

※ Long DNA = High-Molecular Weight (HMW) DNA 



III. HMW DNA 추출 이론



DNA 추출 기초지식: DNA의 추출을 위한 버퍼와 DNA의 성질

• 조직을 파쇄 하면 즉시 DNase가 방출되어 DNA를 파괴하게 된다. 그러나 다음과 같은 buffer의 작용으로 DNA 파괴

를 막는다.

1) Extraction buffer 속의 CTAB은 계면활성제의 일종으로 계면활성제는 모든 물질들을 각각 물리적으로 분리시켜 서로 반

응 하지 못하도록 한다. 또한 세포막의 주성분인 인지질을 녹이는 역할을 한다.

2) Extraction buffer 속의 EDTA는 킬레이트(chelate) 작용을 하며, 효소작용에 필수적인 Mg2+ 같은 금속이온을 둘러싸서

효소를 불활성화 시킨다.

※ 킬레이트: 한 개의 리간드가 금속 이온과 두 자리 이상에서 배위결합을 하여 생긴 착이온을 뜻한다.

3) 이후 chloroform등의 단백질 비활성화 물질을 처리함으로서 모든 효소작용을 정지시킨다.

• DNA는 염(salt)의 존재 하에서 70%정도의 EtOH에서 엉기는 (pellet을 형성) 성질을 갖고 있다. 이 때 원심분리를 하면 엉

긴 DNA는 가라앉고 다른 이물질은 용액속에 남아있게 된다. 이러한 성질을 이용하여 순수한 DNA를 추출할 수 있다. 

• DNA는 물과 TE (Tris-EDTA) buffer에서 용해 되는데, 특히 TE에서는 매우 잘 용해된다.

• 전통적인 식물 DNA 추출방법: CTAB method http://amborella.net/2024-Nanopore-Lecture/04-CTAB-DNAextraction-Doyle-Sangtae.pdf

• 최근에는 소량의 추출 시 주로 commercial kit 이용 http://amborella.net/2024-Nanopore-Lecture/05-Kit-DNAextraction-GeneAll.pdf

http://amborella.net/2024-Nanopore-Lecture/04-CTAB-DNAextraction-Doyle-Sangtae.pdf
http://amborella.net/2024-Nanopore-Lecture/05-Kit-DNAextraction-GeneAll.pdf


상업용 킷트에 의한 일반적인 DNA 추출법:

Filter-binding method에 의한 방법

그러나 매우 짧은 단편화된 DNA가 추출됨.

 PCR 등 일반 실험을 위해서는 문제 없지만,

Nanopore로는 적합하지 않음.



최근 성신여자대학교 식물

분자계통학실에서 개발하

여 출판된 식물 HMW 

DNA 추출 방법

(2023년 6월 APPS 출판)

본 프로그램의 첫 part는

이 논문의 protocol에 준

하여 수행 됨.

Applied in Plant Sciences

의 DNA추출을 위한 특별

호에 개제됨. 

https://bsapubs.onlinelibrary.wiley.com/toc/21680450/2023/11/3

https://bsapubs.onlinelibrary.wiley.com/toc/21680450/2023/11/3


Kang et al. (2023) 내용 요약:















액체 질소를 전용 버켓에 붓는다.

CATB에 의한

DNA extraction 

과정



시료를 파쇄하기 전 막자사발에 액체 질소를 부어 충분히 온도를 낮춰 준다.



시료를 액체질소에 넣고 막자사발로 파쇄 한다. 
면장갑 두개를 겹쳐 끼고, 그 위에 폴리그로브를 끼고 파쇄 한다.



약수저도 액체질소에 보관하여 충분히 온도를 낮추어 시료를 옮기는데 사용한다. 
2g의 시료 사용. 스페츌라도 액체질소에 보관!



5ml의 2X CTAB buffe를 넣고(1ml pipette 사용), 65도에서 10분간 중탕한다.



Chloroform:Isoamyl alchole=24:1 solutio을 넣고 뚜껑을 잘 닫고 vortaxing.



Centrifuge 후 상등액 만을 새로운 tube로 옮긴다.



2/3 volum의 isopropanol을 넣는다.



뚜껑을 닫고 tube를 뒤집어 섞어 주면 엉긴 DNA를 확인할 수 있다. 



Desktop centrifuge로 원심분리하여 pellet을 가라앉힌다. 



Tube를 뒤집어 상등액을 버리
면 가라앉아 있는 DNA pellet
을 확인할 수 있다. 
Pellet이 아래로 떨어져 없어
질 수 있으니 계속 지켜보면
서 tube 안쪽을 kimwipe로
닦아준다. 



DNA를 TE로 다시 녹인 후
1/10 volume의 ammonium acetate를 넣고,
2 volume의 99.9% EtOH 첨가하여 침전시킴.







IV. HMW DNA 추출 실험



V. HMW DNA 추출 결과의 QC



Agarose gel electrophoresis에 의한 정량
- 100 ng/ul의 농도를 갖고있는 DNA를 serial dilution 하여 다양한 농도의 DNA를 만든 후 이를 한꺼번에

전기영동하여 gel 상에서의 DNA 농도 차이를 확인한다.

- Serial dilution

Lambda DNA DW  총량

① 1/3 시료 (33.3 ng/ul):  원래 농도의 시료 3ul + 6ul  = 9 ul

② 1/9 시료 (11.1 ng/ul): ①번 시료 3ul + 6ul = 9 ul

③ 1/27 시료: (3.7 ng/ul): ②번 시료 3ul + 6ul = 9 ul

④ 1/81 시료: (1.2 ng/ul): ③번 시료 3ul + 6ul = 9 ul

- Loading 하는 방법

1) Parafilm을 잘라 놓고 loading dye (BPB; 푸른색)를 loading할 시료 수 만큼 1ul씩 분주하여 방울을 만

들어 놓는다.

2) 1번 lane에 준비된 ladder를 3ul loading

3) 준비한 각 시료(① ~ ④번 시료) 5ul를 취하여 1ul의 loading dye 와 pipette으로 잘 섞고 (기포가 생기

면 안됨; 전체 6ul) 2~5 번 lane에 loading함.



Band test: 농도를 알고있는 standard DNA의 serial dilution과 농도를
알고자 하는 DNA의 비교를 통한 DNA 정량



정확한 DNA 정량법

- 일반적으로 추출된 DNA를 정확히 정량 하기 위해서는 spectrophotometer를 이용한다. DNA는 염기는 공명구조를 가

지는 화학적 특성상 UV를 흡수하는데 특히 260nm에서 나타나는 OD (optical density)값이 DNA 양과 비례한다. 이를

이용하여 DNA의 양을 측정한다. 

- 단백질은 aromatic amino acid(방향족 아마노산) 때문에 UV를 흡수하며 단백질 존재를 확인하는 흡수파장은 280nm

이다. 따라서 OD 260/280 값은 추출된 DNA가 얼마나 순수한지를 측정하는 지표로 사용된다. 일반적으로 260/280의

값이 1.8 이상이면 순도가 좋다고 취급한다. 1.8 이하의 수치일 때는 단백질오염이 의심된다. 

- OD 230은 carbohydrate나 추출과정에서 남은 phenol의 오염 측정을 위한 indicator 이다. OD 260/230의 값이 2.0이

상인 경우 순도가 좋다고 취급한다.

- Spectrophotometer를 이용하기 위해서는 일정부피 (cuvette의 크기에 따라 약 1ml~100ul 정도)이상이 필요하며, OD 

값 또한 측정을 위한 유효한 범위가 존재하기 때문에 일반적으로 추출된 DNA는 1/10~1/100정도로 희석하여 측정한다.

- Spectrophotometer는 소량의 DNA의 정량에는 한계가 있다.

- 최근 개발된 특수한 형태의 spectrophotometer인 Nanodrop과 같은 측정장치는 1ul정도로도 정량이 가능하므로 소량

의 DNA의 정밀한 정량이 가능해졌다.



Spectrophotometer:
전통적인 방법의 DNA 정량 도구.
측정을 위해 너무 많은 부피의
DNA가 필요하다.



Nanodrop:
Spectrophotometer의 일종이지만, 1ul 정도의 소량의 DNA
도 정밀 측정이 가능하도록 설계되어 DNA를 이용한 분자생
물학 실험에 널리 쓰인다.



Qubit:
DNA와 결합하는 형광물질을 이용하여 DNA 농도를 측정하는 방법으로
spectrophotometer에 의한 방법 보다 오차가 적다. 이에 따라 차세대염기서열
분석장치(NGS) 실험 등을 위한 DNA 정량에 반드시 필요한 장치이다.



다양한 DNA 길이 측정 도구들: HMW DNA 측정을 위해서는 반드시 Femto Pulse 사용!

TapeStation BioanalyzerPulse-Field 
gel electrophoresis

Femto Pulse System



IV. Nanopore long-read에 의한

mitochondrial genome assembly 이론

8월 5일 오후. 성신여자대학교 최상철



IV. Nanopore Sequencing running

8월 18일 오전, 오후. Oxford Nanopore Technologies 안종화



IIV. Nanopore Sequencing 결과 분석

8월 25일 오전. Oxford Nanopore Technologies 안종화



IIIV. Nanopore long-read에 의한

mitochondrial genome assembly 실습

8월 25일 오후. 성신여자대학교 최상철
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