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요 약. p53 종양억제유전자(tumor-suppressor gene)는 유방암종과 관련하여 높은 돌연변이 비율로 나타나고

있는 것으로 보고되어지고 있다. p53 유전자는 20kb의 크기를 갖는 유전자로써 인간 염색체의 17p13.1에 위치

하고 있다. 본 실험에서는 유방암으로 진단 받고 수술한 환자의 조직 100개와 환자와 전혀 상관없는 정상 조

직 103개를 대상으로 DNA를 추출하고 PCR-DHPLC(polymerase chain reaction - denaturing high performance

liquid chromatography) 방법으로 단일 염기 다형성을 검출하였다. 또한 컬럼의 충진물질과 DNA의 결합에 의

한 분리능을 확인하기 위해 충진물이 다른 컬럼의 단일 염기 다형성을 실험하였다. 그 결과 100개의 유방암 조

직 중 exon 5에서 11개(11%)의 C/A, C/G genotype을, exon 8에서 42개(42%) T del genotype을 확인하였다.

103개의 정상 조직에서 exon 5에서 2개(2.9%), exon 8에서 9개(8.7%)의 polymorphism을 확인하였다. 컬럼의 분

리능 실험에서는 PS-DVB(poly styrene - divinylbenzene)으로 충진된 컬럼이 C18으로 충진된 컬럼보다 더 좋은

분리능을 보였다. 

주제어: p53 유전자, 유방암, PCR-DHPLC, 돌연변이

ABSTRACT. p53 tumor-suppressor gene has emerged that it is related of breast cancer with high sensitivity. p53 gene

is located on chromosome 17p13.1 in human with 20 kb. In this study we extracted DNA from 100 tissues of breast can-

cer patients and 103 normals. Then we confirmed single-nucleotide polymorphism(SNP) using PCR-DHPLC(poly-

merase chain reaction-denaturing high performance liquid chromatogrphy). Also, we studied SNP of samples using

several columns to identify relation between packing materials of column and resolution. As a result, we identified 4 C/

A, C/G genotypes(4%) in exon 5 and 37 T del genotypes(37%) in exon 8 among 100 breast cancer tissues and 2 in exon

5, 9 in exon 8 among 103 normal samples. In resolution test, we confirmed that PS-DVB(poly styrene-divinylbenzen)

column is more efficient than C18 column.

Keywords: p53 Gene, Breast Cancer, PCR-DHPLC, Mutation



2006, Vol. 50, No. 2

DHPLC의 화학적 특성을 이용한 질병 유전자의 분석 시스템 개발 117

서 론

유방암은 미국 등 서구에서는 여성악성 종양 중 가

장 많은 질환으로 심각한 문제가 되고 있고 한국에서

도 자궁경부암, 위암에 이어 세 번째로 많은 여성 질

환으로 최근 들어 유방암의 발생 빈도가 증가하는 추

세이다. 유방암의 발생 원인으로는 선천적인 유전요

인과 후천적 환경요인이 있다. 한국의 유방암의 발병

빈도 및 발병연령은 외국의 발병연령에 비해 약 10년

내지 15년 조기 발병한다고 보고 되였지만 적절한 원

인분석이 없어 유전자 연구를 통하여 예후 인자의 하

나인 p53 종양 억제 유전자의 변이 특성에 대한 연구

가 필요하다.

대표적인 종양억제 유전자의 하나인 p53의 돌연변

이는 유방, 난소, 폐, 식도, 피부, 대장 등의 여러 인체

암에서 나타나는 가장 흔한 유전자 변이이다. p53 유

전자는 17번 염색체 단완(17p13.1)에 위치하고 약 20 kb

크기로 11개의 exon과 10개의 intron로 구성되었으며

세포의 비정상적 분열과 증식을 억제하고, 세포 자연

사를 유도하며 DNA가 손상되었을 때에 이를 정상 복

구하는 기능을 가진 종양억제유전자이다. 이 종양억

제유전자의 돌연변이는 393개의 아미노산 서열 중

DNA 결합부위인 ‘Hot Spot'으로 불리는 codon 130~290

번 사이인 exon 5~8에서 주로 관찰되며 점(point)돌연

변이가 가장 흔하고, 삽입(addition), 결실(deletion), 대

립인자의 부분적 또는 전체적 소실(LOH: Loss of

heterozygosity)등 다양한 형태를 통해서 p53유전자의

양쪽대립인자를 불활성화 시킴으로서 p53의 기능을

억제한다.

또한 p53은 세포가 악성으로 전환되는 것을 보호하

는 핵심적인 경로를 조절하고 있다. 그러나 많은 암

에서 p53의 이러한 보호 작용은 작동하지 않게 된다.

이는 MDM2 단백질 과다 발현의 결과로서 MDM2 단

백질은 p53의 전이활성(transactivation) 부위에 결합하

여 이의 transcription을 활성화하는 능력을 차단하게

된다. 따라서 MDM2가 p53에 부착하는 것을 억제하

는 것은 항암 치료의 한 접근법으로 제시되어왔으며,

최근 ‘Science’에서 MDM2-p53상호작용에 대한 저분

자량 길항제가 암세포에서 p53 신호경로를 활성화하

여 생쥐에서 종양의 성장을 억제함을 보여주고 있다.

한편 유방암종에서도 p53 유전자의 돌연변이는 exon

5~8에서 약 40~60%로 보고되고 있다.1-7

p53 유전자의 돌연변이를 직접염기서열(Direct

sequencing)분석법으로 모든 검체를 다 확인하기에는

많은 시간과 경비가 필요하므로 여러 분자생물학적

진단을 통해서 돌연변이를 검출하는 방법을 사용한

다.8-12

현재 RFLP(restriction fragment length polymorphism),

ASO(allele specific olionucleotide), DGGE(denaturing

gradient gel electrophoresis), PCR-SSCP(polymerase chain

reaction-single strand conformational polymorphism),

HA(heteroduplex analysis), CMC(chemical mismatch

cleavage)등의 여러 분자생물학적 방법이 사용되고 있

으나 일반적으로 자동화 시스템이 아니기 때문에 많

은 시간과 노동력이 소모되며 실험의 재현성이나 정

확도에서 많은 차이를 보여 왔다.13-15 

최근 단일 염기 다형성 연구에 많이 사용되어지고

있는 PCR-DHPLC(polymerase chain reaction - denaturing

high performance liquid chromatography)는 1996년에

Underhill와 Oefner에 의해서 처음으로 보고되었으며

돌연변이를 검출할 부분적인 DHPLC 분석방법은 분

석할 시료인 PCR 산물을 정제하지 않고도 분석이 가

능하며 그리고 그 크기가 200~1000bp 정도에서도

95~100% 가까운 정확도를 나타낸다. 그리고 시료당

분석에 걸리는 시간이 5~7분 내외로 다량의 시료를

분석하는데 매우 유용한 방법이다. 

최근에는 DHPLC 방법이 자궁경부암에서 p53 유전

자의 돌연변이를 검출하는데 정확도 및 경제성 등이

뛰어나고, 많은 양의 샘플을 처리할 수 있는 우수한

방법으로 보고되고 있다.16-21

따라서 본 연구에서는 유방암에서 발생하는 p53 유

전자의 돌연변이를 PCR-DHPLC방법으로 분석하고

최종적으로 자동염기서열분석기를 통해서 돌연변이

검출법의 효율성을 분석했다. 그리고 충진물이 다른

컬럼을 사용하여 충진물에 따른 분리능을 확인하였

다. p53 유전자의 분자생물학적인 진단을 위하여 PCR-

DHPLC방법을 이용하여 신속한 분석과 효과적인 자

동화 검사방법을 개발 하여 질병 유전자 진단 및 치

료에 관한 연구에 기초 자료를 제공하고자 한다.

실험 및 방법

시료

본 연구에서는 단국대학교 병원에서 유방암으로 진
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단 받고 수술 받은 환자의 조직 100개와 정상 조직

103개를 대상으로 하였다.

시약 및 기기

시약

조직에서 genomic DNA 추출에는 AccuPrepTM Genomic

DNA Extraction Kit, PCR산물 정제에는 AccuPrepTM

PCR Purification Kit (Bioneer, Korea)을 사용하였고,

Taq. polymerase (GeNet Bio, Korea)을 사용하였다. 전

기영동의 agarose는 QA-AgaroseTM (Q-bio gene, USA)

을 이용하였다. DHPLC의 이동상으로 triethylammonium

acetate (TEAA) (Transgenomic, USA)와 acetonitrile

(ACN) (Merck, USA)을 사용하였다. 

기기

DNA의 증폭은 GeneAmp
®
 PCR System 2700 (Applied

Biosystems, USA)을 사용하였고, PCR 증폭물 확인은

Mupid-a (Advance, Japan) 전기영동장치를 이용하였

다. DHPLC는 WAVE
®

 SYSTEM (Transgenomic, USA)

를 사용해 돌연변이를 검출하였다. 

실험방법

유방암 환자와 정상인 조직에서 genomic DNA를

추출하여 PCR을 통해 원하는 부위를 증폭한 후 전기

영동법과 돌연변이에 기초한 DHPLC법에 의해 p53

유전자 중 exon 5~8 일어나는 돌연변이를 검출하였다. 

조직에서 genomic DNA의 추출

액체질소를 이용해 곱게 간 조직 25 mg을 1.5 mL

원심 분리 관에 proteinase K(20 mg/mL) 20 µL와 분

해완충용액(lysis buffer - 0.5 M EDTA, 10% SDS, 1M

Tris-HCl(pH 8.0))과 함께 넣고 56 oC에서 1~3 시간 반

응시킨 후에 결합완충용액(binding buffer - 7 M Guanidine,

10% Triton X-100, 10 mM Tris-HCl(pH 8.0)) 200 µL

넣고 72 oC에서 10분간 반응시켰다. 

2 mL 시험관에 수집 컬럼(collection column)을 넣

고 컬럼에 반응한 결합 완충용액을 옮긴 후 8000 rpm

에서 1분간 원심 분리하여 여과되어서 모아진 용액은

버리고 500 µL 세척완충용액(washing buffer - 70%

Ethanol)으로 세척하였다. 이것을 다시 8000 rpm에서

1분간 원심 분리 후 여과되어서 모아진 용액을 버리

는 작업을 두 번 하였다. 마지막으로 13,000 rpm에서

10초간 원심 분리하였다. 그리고 200 µL 용리완충용

액(elution buffer- 1 M Tris-HCl, 0.5M EDTA, D.W)을

넣고 실온에서 1분간 반응하고 8000 rpm에서 1분 동

안 원심 분리하여 모아진 용액을 1.5 mL 마이크로 시

험관에 옮긴 후 UV 분광광도계를 이용해 DNA의 농

도를 측정하고 4 oC에 보관하거나, 장기간 보관하기

위해서는 -20 oC에 저장하였다.

중합효소연쇄반응 (PCR)

PCR primer set (Table 1)을 이용하여 25 µL의 PCR

반응 용액(reaction solution)을 0.2 mL PCR 반응 시험

관에 넣은 후, DNA thermal cycler(Bioneer, MyGene

32 thermal block, Korea)를 이용해서 우선 94 oC에서

5분간 주형 DNA를 완전히 변성시킨 후(hot start) 다

시 94 oC에서 45초간 변성(denaturation), 57 oC에서 45

초간 결합(annealing), 72 oC에서 50초간 신장(extension)

단계를 35회 반복한 후 마지막으로 72 oC에서 5분간

신장(last extension)시켜 DNA를 증폭시켰다.

2 mL 마이크로 시험관에 결합 컬럼(binding column)

을 장치한 후 PCR 산물과 PB(PCR buffer)을 1:5 비

율로 섞어 결합 컬럼 시험관에 옮겨 1분간 원심 분리

한다. 결합 컬럼을 분리하여 새로운 2 mL 시험관에

결합하고 세척 완충용액을 750 µL를 넣고 원심 분리

한 후 다시 결합 컬럼을 분리하여 1.5 mL 시험관에

장치하고 용리완충용액 30 µL를 결합 컬럼 시험관에

넣어 1분간 상온에 방치 후 1분간 원심 분리하여 DNA

를 회수한다.

Table 1. Primer sequence used to amplify p53 gene

Exon

Sequence of primers

Sense (5'→3')

Antisense (3'→5')

Size of 

fragment (bp)

Location 

(bp)

5 CTCTTCCTACAGTACTCCCCTGCGCCCCAGCTGCTCACCATCGCTA 211 13043~13253

6 GATTGCTCTTAGGTCTGGCCCCTCGGCCACTGACAACCACCCTTAACC 182 13308~13489

7 GTGTTATCTCCTAGGTTGGCTCTG CAAGTGGCTCCTGACCTGGAGTC 139 13986~14124

8 ACCTGATTTCCTTACTGCCTCTGGC GTCCTGCTTGCTTACCTCGCTTAGT 200 14404~14603
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PCR-DHPLC 방법에 의한 단일 염기 다형성 검출

PCR 산물을 정제 과정을 거치지 않고 곧바로 돌연

변이에 기초한 DHPLC 방법으로 단일 염기 다형성을

검출하였다. 컬럼의 재현성과 완충용액 이동상의 상

태를 확인하기 위해 mutant standard(Trangenomic,

USA)를 5 µL씩 3번 주입하여 분석하였다. 이 후 PCR

산물을 0.9 mL/min의 이동상의 속도로 하여 5 µL 주

입해 WAVEMAKERTM software에 의해 정해진 gradient

조건으로 분석하였고 UV 검출기로 260 nm에서 검출

하였다.

컬럼 충진물질 의한 단일 염기 다형성 검출

PCR-DHPLC 방법에 따라 분석된 돌연변이 샘플을

C18 컬럼을 사용하여 다시 한번 분석하였다. 실험 방

법은 PCR-DHPLC 방법과 동일하게 사용하였다.

결과 및 고찰

PS-DVB컬럼과 C18 컬럼에 의한 단일 염기 다형성

검출

DHPLC 분석방법은 IP-RPC(ion pair reversed phase

chromatography) 방식을 이용한다. PCR방법에 의해

증폭된 이중가닥의 DNA를 완전히 변성시켰다가 다시

천천히 식혔을 때 형성되는 이형접합체(heteroduplex)

가 동형접합체(homoduplex)보다 zolumn에서 머무름

시간이 더 짧아지는 점을 이용하여 단하나의 염기서

열의 삽입, 제거 그리고 치환형태의 돌연변이까지 검

출할 수 있다(Fig. 1).

PS-DVB(poly styrene - divinylbenzene) 컬럼은 양친

매성으로 TEAA(triethylammonium acetate)가 컬럼 표

면에 결합하여 양이온을 띄고 DNA의 인산기와 결합

하여 ion pairing 상태를 만든다. 그런 다음 TEAA 보

다 DNA와 결합력이 더 강한 유기용매인 ACN(acetonitrile)

에 의해서 컬럼으로부터 분리된다. 또한 열에 강한

polymer 형태이기 때문에 높은 온도에서도 안정한 구

조를 유지할 수 있다. 반면에 C18 컬럼은 높은 온도

에서 불안정한 구조를 이루기 때문에 DNA와의 결합

력이 약해져 효과적으로 돌연변이를 검출할 수 없다

(Fig. 2).

PCR-DHPLC 의한 단일 염기 다형성 검출

DHPLC 분석법은 DNA 돌연변이를 검출하거나 정

제하는 새로운 방법으로 PCR 산물이나 RFLP 산물을

정제하지 않고 바로 분석할 수 있으며 시료 하나당

10분이면 분석이 가능하고 분석 과정을 실시간으로

확인할 수 있기 때문에 노동력과 시간을 절약할 수

있다. 또한 모든 실험 과정이 자동화되어 있어 분석

결과의 재현성이 뛰어나다. 

 정제 과정을 거치지 않은 PCR 산물을 자동 시료

주입기(auto sampler)에 장착하면 syringe에 의해 컬럼

Fig. 1. Process of the separation of DNA by ion pair reversed-phase liquid chromatography on a special column.
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으로 주입되어 적절한 이동상의 gradient로 분리하면

DNA 단편의 돌연변이 유무에 의해 단일 염기 다형

성을 검출할 수 있다.

우선 컬럼의 재현성과 이동상 완충용액의 상태를

확인하기 위해서 mutant standard를 5 µL씩 3번 주입

하여 분석하였다(Fig. 3). 다음으로 PCR 산물을 5 µL

주입하여 단일 피크과 돌연변이 피크로 나오는지 확

인하였다(Fig. 4, 5). 100개의 유방암 PCR 산물을 5 µL

씩 주입하여 분석한 결과 exon 5 에서 11개(11%), exon

8에서 42개(42%)를 확인하였다. 103개의 정상 조직에

Fig. 2. Impact of column on the resolution of heteroduplex. (A) C18 coulmn (B) PS-DVB coulmn.

Fig. 3. Chromatograms produced DHPLC analysis of wild mutant standard.
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서 exon 5에서 2개(2.9%), exon 8에서 9개(8.7%)의

polymorphism을 확인하였다(Table 2). 결과의 정확성

을 판단하기 위해 direct sequencing을 통해 최종 확인

하였다(Fig. 6, 7). 이와 같은 결과는 PCR-DHPLC로

분석한 결과와 동일함을 보였다.

Fig. 4. Chromatograms produced DHPLC analysis of wild type (A) and mutant type (B) in breast cancer exon 5.

Fig. 5. Chromatograms produced DHPLC analysis of wild type (A) and mutant type (B) in breast cancer exon 8.

Table 2. Distribution of the two genotypes(C/A and T del)

between healthy controls and cancer patients 

 Samples
Genotypes (%)

Exon 5(C/A) Exon 8(T del)

Cancer patients (100) 11 (11%) 42 (42%)

Healthy controls (103) 2 (1.9%) 9 (8.7%)

Fig. 6.Automatic sequencing analysis of exon 5 in breast can-

cer. (A) wild type, (B) mutant type (C13202>A, C13204>G).
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결 론

100개의 유방암과 103개의 정상 조직을 대상으로

genomic DNA를 추출하여 PCR을 이용해 분석하고자

하는 부위의 DNA 단편을 증폭하고, 돌연변이에 기초

한 PCR-DHPLC로 확인하는 방법으로 p53 유전자의

exon 5에서 exon 8까지 단일염기 다형성을 검출하였

다. 그 결과 유방암조직에서는 exon 5 에서 11개(11%)

의 C/A, C/G의 C13202>A, C13204>G genotype을,

exon 8 에서 42개(42%)의 14484 del T genotype을 확

인하였다. 103개의 정상 조직에서는 exon 5에서 2개

(1.9%), exon 8에서 9개(8.7%)의 단일 염기 다형성을

검출하였다.

 또한 컬럼의 충진물과 DNA와의 결합에 따라서 분

리능이 다르게 나타날 수 있다는 것을 알 수 있었다.

일반적으로 사용되는 C18 컬럼은 DNA분석에 적합

하지 않다는 것이 실험을 통해 나타났다.

 본 연구를 통하여 p53 유전자의 단일 염기 다형성

은 유방암뿐만 아니라 여러 종류의 인체암에서 발생

하기 때문에 환자의 예후 관찰에 있어서 보다 빠르고

정확한 단일 염기 다형성 검출 도구로PCR-DHPLC 분

석 방법이 상당히 유용할 것으로 생각되며 향후 size

detection, primer extension과 같은 새로운 단일 염기

다형성 검출 방법에 DHPLC를 도입하여 겔 상에서

판단하기 힘든 하나의 염기 크기 차이도 빠르고 정확

하게 검출할 수 있는 방법을 모색해야 할 것이다.

이 연구는 2005년도 단국대학교 대학연구비의 지

원으로 연구되었음.
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