
 
1. 서론 

환경유전자, 즉 eDNA란 environmental DNA의 약자로 수중이나 
토양 및 대기와 같은 특정 환경에 존재하는 생물체에서 유래한 
DNA를 의미한다(Taberlet et al., 2012; Wilcox et al., 2013). 생물들
은 서식하고 있는 환경에서 배설물이나 각질, 점액 등을 체외로 
분비하는데, 이러한 DNA 분자들이 모여 eDNA를 구성한다(Barnes 
et al., 2014). 환경 시료로부터 얻은 eDNA를 활용하면 해당 환경 

 
에 어떤 생물이 서식하는지 간접적으로 확인하고, 더 나아가 생
물 종의 구성과 분포 및 다양성과 관련된 다양한 연구를 수행할 
수 있다(Ruppert et al., 2019; Xing et al., 2022). 과거에는 주로 재
래식 모니터링 방법을 통해 특정 환경에 서식하는 생물들을 직접 
채집하여 해당 환경의 생물 구성 및 종 다양성 연구를 수행하였
다. 하지만 서식하는 모든 생물을 채집하기에는 한계가 있어 다
양한 생물 종을 조사할 경우 시간과 비용 측면에서 비효율적이
며, 채집 과정의 위험성과 환경 파괴 가능성이 높다(Thomsen and 
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 eDNA (environmental DNA)란 특정 환경에 서식하는 생물로부터 유래한 DNA를 의미한다. 환경 
시료로부터 추출한 eDNA를 활용하면 해당 환경에 서식하는 생물들의 효율적이고 정확한 모
니터링을 수행할 수 있다. 해수 시료로부터 얻은 eDNA를 기반으로 해양생물 다양성 연구를 
수행할 수 있다. 해수 시료를 채집하고 이로부터 eDNA를 추출한 뒤, metagenome 분석을 통
해 서식하는 해양생물의 종 동정과 다양성 분석이 가능하다. 본 리뷰에서는 이처럼 해수의 
eDNA를 활용하여 해양 지역의 생물 다양성 연구를 수행하는 전체적인 과정을 제시하고 있다. 
아직 국내에는 해양생물 다양성 연구를 위해 eDNA를 적용하는 방법이 보편화 되어있지 않으
며, 본 리뷰를 기반으로 이와 같은 eDNA 연구 방법을 정립하는데 도움을 줄 수 있을 것이다. 
 
eDNA, an abbreviation for environmental DNA, means DNA derived from organisms 
inhabiting in a specific environment. The utilization of eDNA extracted from environmental 
samples allows for efficient and accurate monitoring of organisms inhabiting the respective 
environment. Specifically, eDNA obtained from seawater samples can be used to analyze 
marine biodiversity. After collecting seawater samples and extracting eDNA, metagenome 
analysis enables the taxonomic and diversity analysis among marine organisms inhabiting 
the sampled area. This review proposed an overall process of marine biodiversity analysis 
by utilizing eDNA from seawater. Currently, the application of eDNA for analyzing marine 
biodiversity in domestic setting is not yet widespread. This review can contribute to 
establishment of marine eDNA research methods in Korea, providing valuable assistance 
in standardizing the use of eDNA in marine biodiversity studies. 
 
Keywords: eDNA(환경유전자), Metagenome(군 유전체), NGS(차세대 염기서열 분석), 
Marine organisms(해양생물), Biodiversity(생물다양성) 
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Willerslev, 2015). 반면 eDNA는 높은 민감도를 가져 다양한 생물의 
종 동정이 가능하고, 직접 생물을 채집하는 방법에 비해 상대적으
로 안전할 뿐 아니라 환경 교란을 최소화할 수 있으며, 조사 시
간과 비용이 절감된다는 다양한 장점이 있다(Smart et al., 2015; 
Deiner et al., 2017). 

최근에는 이러한 eDNA의 특성을 활용하여 다양한 환경의 생태
계 모니터링 연구가 활발히 수행되고 있으며, 특히 해수로부터 
얻은 eDNA를 기반으로 해양생태계를 분석하는 연구가 진행되고 
있다(Rees et al., 2014). 국내에서는 동해의 6 지점에서 채집한 해
수의 eDNA metabarcoding 분석을 통해 해당 지역에 서식하는 
식물플랑크톤의 군집구조를 분석하고 종 다양성을 평가한 연구 
결과가 존재한다(Yoon et al., 2016). 또한 국내 남해안 연안의 해수
와 퇴적물의 eDNA를 이용한 metagenome 분석을 통해 미생물 
군집구조를 파악하여 인위적으로 발생한 환경오염이 미친 영향을 
연구한 바가 있다(Won et al., 2017). 해외에서도 eDNA를 활용한 
다양한 연구 결과가 존재한다. 미국에서는 뉴저지 연안에 서식하
는 해양어류의 계절 별 다양성 분석을 위해 트롤망을 사용하여 
어류를 채집하는 방법과 eDNA를 활용하여 분석하는 방법을 비교
하였으며, eDNA를 활용한 분석법이 더 효율적이고 정확한 결과
를 도출했음을 밝혔다(Stoeckle et al., 2021). 또한 대서양과 태평양
에서 채집한 해수를 기반으로 eDNA metabarcoding 분석을 통해 
해양에 서식하는 작은 동물플랑크톤의 종 다양성을 규명한 연구 
결과가 보고되었다(Garcia-Vazquez et al., 2021). 더 나아가 eDNA는 
극지나 심해와 같이 극한 환경 조건에 서식하는 다양한 생물들의 
모니터링 연구에도 활발히 활용되고 있다(Cowart et al., 2018; 
Kawato et al., 2021; Jensen et al., 2022). 

이처럼 해양 환경으로부터 얻은 eDNA를 기반으로 한 수생태
계 모니터링을 통해 다양한 연구를 수행할 수 있다. 특히 최근에
는 차세대 염기서열 분석 기법(NGS: Next Generation Sequencing)
을 적용한 eDNA 분석 기술이 빠르게 발전하고 있으며 생물 유
전 정보 데이터베이스 또한 계속해서 업데이트가 되고 있어 더욱 
빠르고 정확한 분석이 가능하다(Berry et al., 2020; Othman et al., 
2023). 다양한 생태계를 효율적으로 분석하고 파악하기 위해서는 
eDNA 연구가 필연적이며, 정확한 eDNA 연구를 수행하기 위해서
는 전반적인 연구 과정에 대한 이해를 필요로 한다. 본 리뷰는 해
양생물 다양성 연구를 위해 해양 환경에서 해수 시료를 채집하고, 
이로부터 분자생물학적 기법을 통해 추출한 eDNA를 기반으로 
Metagenome 분석을 수행한 결과의 해석까지 연구의 전반적인 
과정에 대해 살펴보고자 한다. 

2. eDNA 연구 방법 

eDNA를 활용한 해양생물 다양성 연구의 시작은 특정 해양 환
경으로부터 해수 시료를 채집하고, 이로부터 eDNA를 추출하는 
것이다. 이후 분석을 위해 NGS 기법을 적용할 수 있도록 분자생

물학적 기법을 통한 실험 처리 과정을 거쳐야 한다(Fig. 1). 본 리
뷰는 eDNA 연구를 위해 환경 시료를 채집하는 방법과 시료로부
터 eDNA를 추출하는 방법, 그리고 추출된 DNA를 증폭하고 NGS 
기법을 적용하여 eDNA 염기서열을 분석하여 생물 종을 동정하는 
방법에 대해 설명하고자 한다. 

2.1 해수 시료의 채집 

해양환경으로부터 해수를 채집하기 위해서는 먼저 채집 지점 
및 정점과 깊이 등을 설정하여야 한다. 해수 채집은 연안이나 해
양 한가운데, 또는 심해까지 매우 다양한 환경에서 수행할 수 있
다. 연구 목적에 따라 채집 환경도 달라지며, 해수 시료의 채집 
방법에도 차이가 생길 수 있다(Fig. 2). 예를 들어, 해수 표면과 같
이 얕은 해양 환경에 서식하는 생물 군집을 분석하기 위해서는 
채집자가 직접 채수병을 사용하여 표층 해수를 채집할 수 있다. 
하지만 심해처럼 수심이 깊은 곳의 해수를 채집하기 위해서는 
NiskinTM bottle이나 CTD Rosette와 같은 장비를 사용해야 한다
(Suter et al., 2016; Kanhai et al., 2018). 

채집하는 해수의 양은 연구 목적과 채집 방법에 따라 수십 mL
부터 수십 L까지 다양하지만, 주로 한 지점 당 1~2 L의 해수를 채
집한다(Xing et al., 2022). 일반적으로 멸균된 채수병이나 sodium 
hypochlorite로 내부를 세척한 광구병 등을 사용하여 2 L 가량의 
해수를 채집할 수 있다. 채집 과정 동안 외적인 요인에 의해 오염
이 일어나지 않도록 주의하며, 특히 채집자의 DNA가 시료에 들
어가지 않도록 채집 과정 동안 멸균글러브를 착용하거나, 해수 
시료와 채수병 입구에 채집자의 신체 부위 및 외부 물질이 닿지 
않도록 유의하여야 한다(Cowart et al., 2022). 

채집한 해수는 정확한 eDNA 추출을 위해 채집 직후 바로 여과
를 진행하는 것이 좋지만, 현장 여과가 불가능할 경우에는 -20℃
에서 -80℃의 냉각 상태로 보관하여 eDNA의 손상 및 분해를 지
연시킬 수 있다. 해수 시료는 암조건의 4℃에서 최대 2일까지 보
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존할 수 있으나, 이후에는 eDNA가 급속도로 분해되어 추후에 분
석이 불가능한 상태로 변질될 수 있다(Kim et al., 2021a). 추가적
으로, 채집한 해수 시료에 Longmire's 용액(100 mM Tris, 100 mM 
EDTA, 10 mM NaCl, 0.5% SDS, 0.2% sodium azide)과 같은 특수 
보존용액이나 에탄올과 아세트산 나트륨의 혼합용액과 같은 고정
용액을 첨가하여 eDNA의 변질을 지연시키는 방법도 존재한다
(Williams et al., 2016; Ladell et al., 2018). 

2.2 해수 시료의 여과(Filtering) 

채집한 해수 시료로부터 eDNA를 추출하기 위해서는 여과 과정
을 거쳐야 한다. 여과 시에는 주로 진공 펌프를 사용하며, 여과를 
거친 여과지로부터 eDNA를 추출할 수 있다. 일반적으로 많은 양
의 해수 시료를 여과할수록 추출되는 eDNA의 수율과 농도가 증
가하지만, 연구 목적에 따라 적절한 양의 해수 시료를 여과하는 
것이 좋다(Xing et al., 2022). 한 연구에서는 15 mL 부터 2 L 사이
의 적은 양의 해수 시료로부터 eDNA를 추출하였을 때, 2 L의 
해수 시료로부터 가장 많은 양의 eDNA가 검출되었음을 밝혔다
(Muha et al., 2019). 최근 많은 연구에서는 2 L 가량의 해수 시료
를 기반으로 해양생물 다양성 분석을 수행하고 있다(Juhel et al., 
2020; Sigsgaard et al., 2020; Suter et al., 2021). 

공극 크기(pore size)와 재질에 따른 여과지의 종류도 eDNA의 
추출에 영향을 미친다. 해수 시료를 여과하기 위해 사용되는 여과
지의 공극 크기는 0.22부터 5 μm까지 매우 다양하다. 일반적으
로 해양어류의 다양성 분석에는 0.22 또는 0.45 μm 공극 크기의 
여과지가 사용되지만, 0.22 μm의 여과지로부터 더 광범위한 범위
의 eDNA를 얻을 수 있었다는 연구 결과가 존재한다(Kawakami 
et al., 2023). 해수 시료 용으로 주로 사용되는 여과지 종류로는 크

게 membrane 여과지와 유리섬유 여과지(glass fiber/glass micro- 
fiber: GF)가 있다. Membrane 여과지는 재질에 따라 CA (cellulose 
acetate), CN (cellulose nitrate), MCE (mixed cellulose acetate and 
nitrate) 등으로 나뉠 수 있으며, 유리섬유 여과지는 공극 크기에 
따라 GF/F (0.7 μm), GF/C (1.2 μm), GF/D (2.7 μm) 등으로 나뉜다. 
이외에도 PES (polyethersulfone), PC (polycarbonate), PVDF (poly- 
vinylidene fluoride)와 같은 필름 재질의 membrane 여과지도 존
재하지만, 이들보다 CN 여과지를 사용한 경우에 eDNA의 수율
이 더 높았음을 보인 연구 결과가 있다(Majaneva et al., 2018). 
Membrane 여과지는 공극 크기가 일정하여 수중의 eDNA를 균일
하게 확보할 수 있지만, 수중의 입자성 물질로 인해 여과지가 쉽
게 막힐 수 있어 여과량이 상대적으로 적다. 여러 층의 유리섬유
로 구성된 유리섬유 여과지의 경우, 공극 크기가 일정하지 않아 
균일한 양의 eDNA를 확보하기에는 어려움이 있지만 다른 재질의 
여과지에 비해 eDNA 수율이 높은 것으로 나타났다(Sanches and 
Schreier, 2019). 최근에는 filter capsules (Sterivex enclosure filter, 
GP) 또는 Bottle Top Vacuum Filter와 같은 일체형 여과세트도 많은 
연구에 사용되고 있다(Searle et al., 2016; Wong et al., 2020). 이처
럼 다양한 종류의 여과지가 존재하므로 연구의 목적과 해수 시료
의 상태에 적절한 여과지를 선택하는 것이 중요하다. 

2.3 eDNA 추출 

해수 시료를 여과한 여과지로부터 분자생물학적 기법을 적용
하여 eDNA를 추출할 수 있다. eDNA 추출을 위해 다양한 DNA 
추출 kit가 사용될 수 있으며, 그 중에서도 MP Biomedicals사의 
FastDNATM SPIN Kit for Soil, Qiagen 사의 DNeasy Blood and Tissue 
DNA extraction kit, DNeasy PowerSoil DNA Extraction Kit 그리고 
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DNeasy PowerWater DNA Extraction Kit 등이 주로 사용된다. Kit 
종류마다 DNA 추출 방법과 시약에 차이가 있기 때문에 추출되는 
eDNA의 수율과 농도 및 순도에 영향을 줄 수 있다(Eichmiller et 
al., 2016; Shu et al., 2020). 

eDNA 추출 과정은 kit마다 조금씩 차이가 있지만, 공통적으로 
모든 과정은 크게 파쇄 및 추출(Cell Lysis and crude extraction), 
농축 및 정제(Concentration and Purification), 그리고 용출(Elution) 
단계로 나눌 수 있다(Kim et al., 2021a). 파쇄 및 추출 단계에서는 
해수 시료를 여과한 여과지를 물리적 및 화학적 방법을 사용하
여 세포를 파쇄하고 세포 내부로부터 DNA를 추출한다. 이후 대
다수의 kit에서는 컬럼과 에탄올 등이 포함된 다양한 buffer를 이
용하여 농축과 정제를 거친 뒤, TE 또는 TAE와 같은 DNA elution 
buffer를 사용하여 eDNA를 용출하는 방법을 주로 사용하고 있
다. 이외에도 kit에서 제시하는 방법을 변형하여 PCI (Phenol-
Chloroform-Isoamyl), CTAB (Cetyltrimethylammonium bromide) 등
의 용액을 활용한 방법을 통해 eDNA를 추출할 수 있다(Hunter et 
al., 2019). 

2.4 PCR을 통한 유전자 증폭 

추출된 eDNA를 기반으로 종 특이적 마커(species-specific 
marker)를 사용하여 PCR (Polymerase chain reaction)을 수행하면 
분석하고자 하는 생물 종의 특정 유전자 부위만을 증폭할 수 있
다(MacDonald and Sarre, 2017). 현재까지 많은 eDNA 연구에서 
다양한 종 특이적 마커를 사용하여 특정 해양생물 종의 존재 유
무를 확인하였고, 더 나아가 멸종위기종이나 외래종 등을 탐지하
기 위한 프라이머(primer)도 개발되고 있다(Knudsen et al., 2019; 
Kim et al., 2021b). 더욱 정확한 종 탐지를 위해 qPCR (real-time 

quantitative PCR)이나 ddPCR (droplet digital PCR)과 같은 다양한 
PCR 방법이 적용되기도 하며, 해양 척추동물을 규명하기 위해 발
전된 nested PCR 기법인 'GoFish'와 같이 새로운 PCR 기법들도 제
시되고 있다(Stoeckle et al., 2018). 하지만 종 특이적 마커는 하나
의 생물 종에만 초점을 맞추어 특정 종의 유전 정보만 특이적으
로 증폭할 수 있는 프라이머이므로, 이를 생물 다양성 연구에 적
용하기에는 어려움이 있다. 

eDNA로부터 다양한 생물을 분석하기 위해서는 여러 생물 종
의 유전자를 동시에 증폭할 수 있는 유니버설 프라이머(universal 
primer)가 필요하다(Stat et al., 2017). 모든 생물에는 종을 구분할 
수 있는 종간 변이 염기서열 부위가 존재하는데, 이를 hyper- 
variable region이라고 한다. Hypervariable region의 앞뒤로는 모
든 종에 공통적으로 보존된 염기서열이 존재하며, 이 부위를 
conservative region이라고 한다. Universal primer을 사용하면 이
러한 conservative region의 서열을 타겟하여 hypervariable region
을 증폭시킬 수 있다(Fig. 3). 유니버설 프라이머의 종류에 따라 
타겟하는 서열 위치가 다르며, 생물마다 분석을 위해 주로 타겟
하는 서열 부위가 다르기 때문에 다양한 종류의 유니버설 프라
이머가 생물 다양성 분석에 사용된다. 예를 들어 미생물을 분석
하는 경우에는 주로 16S rRNA 지역을 타겟하며, 그 중에서도 V3, 
V4 region을 증폭하기 위한 유니버설 프라이머가 주로 사용된다
(James, 2010; Takahashi et al., 2014). 어류 및 해양 척추동물의 
경우에는 미토콘드리아의 12S rRNA 지역을 타겟하는 유니버설 
프라이머 세트인 'MiFish-U/E'가 주로 사용되고 있다(Miya et al., 
2015). 이외에도 동물플랑크톤 및 해양 무척추동물과 같은 진핵생
물의 분석에는 18S rRNA 또는 미토콘드리아의 COI (cytochrome c 
oxidase I) 지역을 주로 타겟하며(Djurhuus et al., 2018; Giebner et 
al., 2020), 식물플랑크톤 및 조류를 분석하는 경우에는 23S rRNA 
지역을 타겟하는 경우가 많다(Sherwood and Presting, 2007; Yoon 
et al., 2016). 이처럼 유니버설 프라이머를 활용하여 특정 환경에 
존재하는 다양한 생물상을 규명하는 메타바코딩(metabarcoding) 
분석 기법은 해양생물 다양성 연구에 활발히 적용되고 있다. 

2.5 NGS를 이용한 환경유전체 분석 

PCR을 통해 증폭된 특정 서열은 NGS 기법을 기반으로 한 염기
서열 분석, 즉 시퀀싱을 수행할 수 있다. eDNA 시퀀싱에는 주로 
short-read 서열 분석 장비인 Illumina (https://www.illumina.com) 사
의 Miseq, NovaSeq, Hiseq, NextSeq 등과 Thermo Fisher (https:// 
www.thermofisher.com) 사의 Ion Torrent sequencer가 사용되고 
있다(Stat et al., 2017; Peters et al., 2018; Singer et al., 2019; Qu 
et al., 2020). Long-read 서열 분석 시에는 Pacific Biosciences 
(https://www.pacb.com) 또는 Oxford Nanopore Technologies 
(https://nanoporetech.com) 사의 분석 기술을 적용하기도 한다
(Patin and Goodwin, 2022). PCR로 증폭된 염기서열 길이에 따라 



15 December 2023; 8(2): 93-103 해양생물 다양성 연구를 위한 환경유전자(eDNA)의 적용 97 

http://jmls.or.kr 

시퀀싱하는 유전자 서열 길이가 달라지므로 상황에 맞는 서열 분
석 장비를 선택해야 한다. 또한 시퀀싱을 수행하기 전에는 분석 
장비에 적합한 어댑터(adapter) 및 인덱스(index)를 해당 염기서열
에 부착하여 시퀀싱이 가능한 형태의 라이브러리(library)를 제작
하여야 한다(Head et al., 2014). 

시퀀싱을 통해 얻은 염기서열 조각들을 유전자 정보 데이터베
이스(database)를 기반으로 검색하면 해당 서열에 대한 종 동정
을 진행할 수 있다. 현재까지도 여러 해양생물의 종 동정을 위해 
다양한 레퍼런스 데이터베이스가 활용되고 있으며, 데이터베이
스 내의 유전 정보도 계속해서 업데이트되고 있다(Mineta and 
Gojobori, 2016). 가장 대중적으로 활용되는 유전 정보 데이터베
이스인 NCBI (National Center for Biotechnology Information, 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov) 외에도 rRNA 유전 정보들을 기반으
로 한 SILVA (from Latin silva, forest, https://www.arb-silva.de), 다
양한 유전체 시퀀싱 프로젝트와 관련된 메타데이터를 다루는 
GOLD (Genomes Online Database, https://gold.jgi.doe.gov), 대규
모의 진핵생물 DNA 바코드 정보를 제공하는 BOLD (Barcode od 
Life Database, https://boldsystems.org) 등이 eDNA 연구에 활용되
고 있다(Lacoursiere-Roussel et al., 2018; Mukherjee et al., 2021; 
Kwak et al., 2022; Minardi et al., 2022). 

3. eDNA 기반 Metagenome 연구 

eDNA는 대체로 특정 환경에 서식하는 다양한 생물 종의 유
전 정보가 포함되어 있다. 앞서 언급한 메타바코딩 기법을 통
해 eDNA로부터 미생물부터 척추동물까지 포괄적인 생물 군집
의 다양성을 규명할 수 있다. 반면, 다양한 genome의 집합을 
Metagenome이라고 하는데, 이처럼 eDNA를 기반으로 한 Meta- 
genome 연구를 통해 특정 환경에 서식하는 생물의 분류학적 분
석 및 생물 종 다양성 분석이 가능하다. 해양생물 다양성 연구에
도 해수 시료를 기반으로 하여 Metagenome 연구를 수행할 수 
있다. Metagenome 연구는 생물정보학적 파이프라인(bioinfor- 
matics pipeline)을 활용하여 시퀀싱 데이터를 소프트웨어 알고리
즘을 기반으로 분석하고, 분석 결과를 분류학적 및 다양성 측면
과 더 나아가 유전자 기능적 차원에서 해석하는 과정으로 수행
된다. 

3.1 생물정보학적 파이프라인(Bioinformatics pipe- 
line)을 활용한 Metagenome 분석 

Metagenome 분석을 위해 주로 활용되는 파이프라인으로는 
QIIME 2 (Bolyen et al., 2019)를 포함하여, Phylopythia (McHardy et 
al., 2007), Mothur (Schloss et al., 2009), Usearch (Alloui et al., 2015), 
OBITools (Boyer et al., 2016) 등이 있다. 특히 QIIME 2는 다양한 운
영 체제에서 실행이 가능하기 때문에 Metagenome 분석에 자주 

사용된다(Kuczynski et al., 2012). 파이브라인마다 분석 과정에 조
금씩 차이가 있지만 일반적인 Metagenome 분석 과정은 raw 시
퀀스 데이터로부터 Demultiplexing, Denoising, Clustering 그리고 
Taxonomy classification 단계로 나뉠 수 있다(Liu et al., 2021; Xing 
et al., 2022). Demultiplexing은 각각의 시퀀싱 read가 어떤 샘플로
부터 유래했는지 나누는 단계이며, Denoising 단계에서는 오류 
및 불필요한 서열들을 제거하는 quality filtering을 수행한다. 이
후 Clustering 단계에서는 filtering된 read를 OTUs (Operational 
Taxonomic Units) 또는 ASVs (Amplicon Sequence Variants) 단위로 
묶어준다. 마지막으로 Taxonomy classification 단계에서는 앞서 형
성된 OTUs 또는 ASVs를 특정 유전 정보 데이터베이스의 분류군
과 비교하여 분류학적인 종 동정을 수행한다. 파이프라인과 데이
터베이스의 종류에 따라 Metagenome 분석 결과가 달라질 수 있
으며, 분석 결과를 해석하는 방법도 다양하기 때문에 연구 목적에 
맞는 분석 방법을 적용하는 것이 중요하다. 

3.2 Metagenome 분석 결과의 해석 

생물정보학적 파이프라인을 통해 얻은 Metagenome 분석 결과
로 다양한 생물 종을 규명할 수 있을 뿐 아니라, 결과 데이터를 
활용하여 분류학적 차원에서의 생물 종 동정과 다양성 분석, 더 
나아가 유전자의 기능적 차원에서의 분석과 같은 추가적인 분석
이 가능하다(Liu et al., 2021). 

3.2.1 Taxonomy analysis 

Metagenome 분석 결과 중 데이터베이스를 기반으로 한 종 
동정 결과를 활용하여 eDNA에 존재하는 다양한 유전 정보가 각
각 어떤 생물 종에 해당하는 것인지를 분류학적으로 확인할 수 
있다. 일반적으로 생물분류 기본 단위를 기반으로 구분하여 계
(kingdom)부터 종(species)까지의 생물 종 동정이 가능하다. 분류
학적 분석 결과는 특정 분류 단위에 따라 시료 별 또는 그룹 별 
누적 막대 그래프로 나타낼 수 있으며, 이를 통해 생물 종 구성을 
확인할 수 있다(Van Rossum et al., 2016). 일반적으로 상대적인 종 
구성 비율을 비교하기 위해 100% 기준 비율 누적 그래프를 통해 
결과를 나타내며, 절대적인 구성 종의 수를 확인하려면 비율 그래
프가 아닌 개수 누적 그래프로 확인할 수 있다(Fig. 4A). 

3.2.2 Diversity analysis 

생물 다양성 연구에 적용되는 분석법은 크게 시료 내 생물 종 
다양성을 분석하는 Alpha diversity 분석과, 시료 간 생물 다양성
의 유사도를 비교 분석하는 Beta diversity 분석으로 나뉠 수 있다
(Calle, 2019). Metagenome 분석 결과를 통계학적 처리를 통해 다
양성 분석 결과를 나타낼 수 있으며, 결과를 시각적으로 나타내 
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기 위해 R 및 RStudio (https://www.r-project.org/)와 같은 프로그
램을 사용하여 plot을 그릴 수 있다. 

(1) Alpha diversity analysis 

Alpha diversity 분석에서는 다양한 Alpha diversity index를 활용
하여 시료 내의 종 풍부도(sample richness) 및 생물 종 분포의 균
등도(evenness)를 평가한다. 주로 사용되는 Alpha diversity index
로는 종 풍부도를 평가할 수 있는 Observed Features (species or 
OTUs), Chao1, Faith's PD (Phylogenetic Diversity), ACE (Abundance-
based Coverage Estimators) 등과 균등도를 함께 평가할 수 있는 
Simpson index, Shannon index, 그리고 Pielou's evenness 등이 적
용되고 있다(Liu et al., 2018; Zhao et al., 2022). Metagenome 분석 
결과로 시료 별 각 alpha diversity index에 대한 값(value)를 기반으 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

로 특정 그룹 별로 묶어 alpha diversity 값에 대한 box plot 형태로 
나타낼 수 있으며, 그룹 별 비교가 불가능할 경우 alpha diversity 
value의 값 자체를 시료 별로 비교하기도 한다(Fig. 4B). 

또한 Good's coverage index 및 Rarefaction curve를 통해 시
퀀스 수에 따른 생물 다양성 변화를 평가할 수 있다(Zhou et al., 
2020). Good's coverage 값이 1.0, 즉 100%에 가까울수록, 또는 
Rarefaction curve가 어느 한계점 이상에서 완만 곡선을 그리는 형
태를 보일수록 시퀀스의 양이 생물 종의 군집 분포를 나타낼 수 
있을 정도로 충분하다는 분석 결과의 신뢰성을 확인할 수 있다
(Fig. 4C). 

다양한 alpha diversity를 기반으로 다양성 분석을 하는 것 외에
도, Metagenome 분석 파이프라인을 통해 분류된 OTU 또는 ASV 
개수를 기반으로 벤 다이어그램을 통해 시료 별 OTU 및 ASV 풍
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부도(abundance)를 나타낼 수 있다(Fig. 4D). 이를 통해 시료마다 
고유하게 갖는 OTU 및 ASV의 개수와 시료 별로 중복되어 관찰되
는 개수는 몇 개인지 직관적으로 파악이 가능하다. 

(2) Beta diversity analysis 

Beta diversity 분석에서는 시료 간의 유사도 거리를 측정하여 그 
다양성을 비교 분석 할 수 있다. Classical scaling이라고도 알려진 
PCoA (Principal Coordinates Analysis)를 통해 Beta diversity 분석 
결과를 scatter plot으로 나타낼 수 있다(Fig. 4E). 이때 시료 간 유
사도 거리 측정을 위해 다양한 distance index가 사용되며, 일반적
으로 Metagenome 분석 결과를 나타내기 위해 활용되는 index
로는 Jaccard, Bray-Curtis, Unweighted UniFrac 그리고 Weighted 
UniFrac 등이 있다(Liddicoat et al., 2022). Jaccard와 Unweighted 
UniFrac의 경우 시료 간 공유하는 생물 종의 유무를 확인하며, 
Bray-Curtis와 Weighted UniFrac은 생물 종의 유무와 풍부도까지 
고려하여 유사도 거리를 측정한다. 또한 Unweighted UniFrac과 
Weighted UniFrac은 Phylogenetic tree에 기반하여 유사도 거리를 
측정한다는 점에서 Jaccard, Bray-Curtis와 차이가 있다. 

Beta diversity 분석에 사용되는 유사도 거리 측정 index를 기반
으로 UPGMA tree (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic 
Mean)를 그릴 수 있다(Wang et al., 2018). UPGMA Tree는 분석하
고자 하는 분류군 중 가장 가까운 관계끼리 하나의 군으로 묶어 
나가는 직관적인 유사도 거리 계산을 반복하여, 최종적으로 얻은 
계통 관계도는 서로 유사한 특징을 가질수록 더 가까이 연관되어 
있다. UPGMA Tree와 시료 별 분류학적 생물 종 구성 그래프를 함
께 묶어 분석 결과를 나타낸다면 직관적으로 시료 별 유사도와 
함께 생물 구성 비교도 가능하다(Fig. 4F). 

3.2.3 Functional analysis 

대부분의 eDNA를 활용한 Metagenome 분석은 분류학적 분석
과 생물 다양성 분석에 초점이 맞춰져 있지만, 생태계와 생물 간
의 상호작용을 파악하기 위해 기능적 분석도 수행할 수 있다. 일
반적으로 eDNA 내 유전 정보를 기반으로 KEGG (Kyoto Encyclo- 
pedia of Genes and Genomes)나 COG (Clusters of Orthologous 
Groups of proteins) 데이터베이스를 활용하여 대사 활동 네트워크 
분석을 수행할 수 있다(Raiyani and Singh, 2020). 특히 KEGG 경
로는 유전자 산물 간의 상호작용을 예측하여 수많은 분자 간의 
상호작용과 대사 활동을 나타내는 네트워크 도표로, Metagenome 
기능 분석에 흔히 사용된다. KEGG 데이터베이스 분석 결과는 
PICRUSt (Phylogenetic Investigation of Communities by Recon- 
struction of Unobserved States)와 같은 소프트웨어를 사용하여 특
정 레벨을 기준으로 관찰된 KEGG 경로의 상대적인 비율을 시료 
별로 막대 그래프 형태로 나타낼 수 있다(Fig. 4G). 

 

4. 결론 

특정 해수 시료로부터 얻은 eDNA를 활용하면 해당 지역에 서
식하는 해양생물들의 종 다양성을 파악할 수 있다. eDNA를 활용
한 해양생물 다양성 연구는 현재까지도 활발히 진행되고 있다. 더 
효율적인 연구를 위해 eDNA 분석에 활용되는 각종 실험 및 분석 
기기도 개발되고 있으며, 분석에 활용되는 각종 파이프라인과 데
이터베이스 또한 계속해서 업데이트 되고 있어 더욱 빠르고 정확
한 분석이 가능해지고 있다. 

하지만 eDNA 분석 연구에도 한계점이 존재한다(Burian et al., 
2021). 직접적인 생물 종의 관찰에 의존하지 않고 간접적으로 그 
존재를 확인할 수 있기 때문에, 이미 해당 환경에 서식하지 않는 
특정 생물이 과거에 분비한 DNA가 검출될 수 있다. 또한 민감도
가 높기 때문에 채수 및 실험 과정에서 오염에 의한 오류가 발생
할 확률이 높다. 생물적인 요인 외에도 수온, 일조량 그리고 유속
과 같은 물리적인 변수도 eDNA에 영향을 줄 수 있다. 따라서 이
러한 한계점을 인지하고 이를 보완하여 정확한 분석을 위해 다양
한 변수의 보정이 필요하다. 

아직까지 국내에서는 보편화된 eDNA 활용 해양생물 다양성 연
구 방법이 존재하지 않는다. 연구의 목적에 따라 차이점이 있을 
수 있지만 연구 과정에서 다양한 변수에 따른 오류를 최소화하기 
위해서는 시료 채집부터 실험과 분석 과정의 통일성이 필요하다. 
본 리뷰는 국내 해양 지역에 보편적으로 적용할 수 있는 eDNA를 
활용한 해양생물 다양성 연구 방법의 정립에 대한 기초 자료로 
활용될 수 있다. 아직까지 생태계 모니터링이 이루어지지 않은 국
내 해양 환경에 이러한 eDNA 연구 방법을 적용하여 해양생물 다
양성을 파악할 수 있을 것이다. 
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