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Real Time PCR 이전 단계인 RNA 증폭에 대한 FAQ

NGS•Microarray Applications

1. qPCR도 증폭인데, 왜 전 단계에서 증폭해야 하나요?

생검biopsies, LCM(Laser Capture Microdissection), cell sorting과 

같이 작은 샘플에서 추출한 RNA 양은 매우 한정적입니다. 좋은 qPCR 

실험 디자인은 다양한 종류의 컨트롤과 3회 반복 실험을 필요로 하기 

때문에 충분한 양의 RNA가 필요합니다. 그러므로 관심 있는 유전자의 

수가 증가함에 따라 샘플양도 증가합니다. 게다가 발현량이 적은 유

전자들은 일반적으로 검출 레벨이 낮고, 이러한 한계는 양이 적고 구

하기 힘든 샘플에서는 보다 더 중요하게 대두됩니다. qPCR 분석전에 

RNA를 증폭하면 발현량이 적은 샘플들을 검출 가능한 범위로 올려, 

높은 민감도와 재현성 높은 결과를 얻을 수 있습니다. 그러므로 RNA 

증폭은 적은 생물학적인 샘플에서 충분한 양으로 많은 유전자에 대하여 

보다 좋은 디자인, 유익한 정보를 주는 qPCR 검출을 가능하게 합니다. 

2. 샘플양이 많은데, 증폭해야 할 이유가 있나요?

물론 있습니다. 예를 들어 전체 기관Whole organ과 같이 샘플양이 많다

는 것이 qPCR에 사용할 수 있는 샘플이 많다는 것을 의미하는 것은 아

닙니다. 

첫 번째, 유전자 발현 연구의 주요 목적 중 하나는 관찰된 표현형이나 

병리학적 현상과의 발현패턴의 연관성을 알아 보는 것입니다. 이 목적

은 가능한 한 동일한 샘플을 이용하는 것이 가장 좋은 결과를 얻을 수 

있습니다. 전체 기관이나 다른 기관의 많은 부분에 있는 서로 다른 분

포의 세포는 발현 프로파일링이 겹치거나 낮은 분석능resolution을 나타

낼 수 있으며, 다양한 소스로부터 유래한 RNA를 이용하여 실험할 경

우 표현형과 발현 프로파일링 관계를 민감하고, 명확하게 연결시키

기 힘들 수도 있습니다. LCM, cell sorting, 그외 다른 세포집단분류

cell population classification 등에 대한 접근 기술이 발전하면서, 대부분의 샘

플은 동일한 세포의 모집단을 모을 수 있어서 보다 좋은 하위 분류sub-

classification가 가능합니다. 이것은 qPCR을 이용한 유전자분석에서 보

다 소중하고 정확한 생물학적인 결론을 가능하게 할 수 있습니다. 

두 번째, mRNA 레벨에서 유전자의 differential expression은 반응상

에서 다음에 있는 경로pathway의 첫 번째 지표인 경우가 있습니다. 이러

한 지표 뒤에 정확한 생물학적인 연구를 위해서 단백질 발현, 단백질 

변형modification, in situ hybridization 혹은 면역염색법 중의 하나로 꼭 

검증해야 합니다. RNA 증폭은 원래 샘플을 활용하여 downstream 연

구를 진행할 수 있게 해줍니다. 게다가 보다 큰 생물학적인 샘플은 종

종 다양한 세포 타입과 하위 세포 타입이 혼합되어 있는 경우가 있습

니다. RNA 증폭은 같은 조직샘플에서 다른 세포 타입에 대한 연구를 

분리해서 가능하게 할 수 있으므로, 절개dissection나 cell sorting에 의

한 세포 타입 분리도 가능하게 합니다. 

3. 관심 있는 유전자가 적은데, 왜 RNA를 증폭해야 하나요?

수행하고 있는 연구가 한정된 수의 유전자에 집중되어 있다면 현재는 

증폭의 필요성을 느끼지 못할지도 모릅니다. 그러나 과학은 매우 빠르

게 새로운 기술과 발견, 조사와 분석적인 접근방법이 발전되고 있습니

다. 예를 들어, 과거에 분석하지 못했던 새로운 array 데이터를 당신이 

관심 갖고 있는 분야나 새로운 논문에서 발견하게 될 수도 있습니다. 

당신이 cDNA 샘플을 증폭한다면, 원래 RNA 샘플을 보다 더 안정적이

고 풍부하게 합성할 수 있습니다. 이 cDNA를 이용하면 증폭한 샘플과 

데이터를 다시 만들 필요가 없으며 RNA 샘플의 추가적인 소모없이 주

어진 시간 내에 연구할 수 있습니다. 따라서 cDNA합성은 유전자의 수

를 늘리면서 미래의 qPCR 응용연구에 적용하기 위해 보존할 수 있는 

유용한 단계입니다. 

4. 실험 디자인에 RNA 증폭이 주는 가장 큰 장점은 무엇인가요?

•• RNA 증폭은 실험 디자인에 중요한 영향을 줍니다. 

현재 당신은 qPCR을 위한 많은 샘플을 가지고 있으므로 생물

학적 샘플에 대한 요구는 덜 할 것입니다. 하지만 다음 스텝의 

연구 디자인을 위해 RNA 증폭의 유무를 고려하세요.

•• 증폭을 하지 않으면, 

연구를 위한 적당한 양의 샘플을 확보하기 위해 샘플에 대한 

pooling이 필요하거나 많은 수의 샘플을 수집하고 만들어야 합

니다.

••증폭을 하면

       -. Pooling에 의한 나타날 수 있는 내재되어 있는 생물학적인 

다양성을 줄이면서 양이 적은 샘플에 대한 연구를 할 수 있

습니다. 

       -. 예를 들면 실험동물과 같이 수집하고 만들어 내야 하는 샘플

의 수를 줄일 수 있습니다.  

       -. 수집한 샘플 내의 하위 모집단subpopulation과 특정한 세포 타

입에 대한 연구를 할 수 있습니다. 그러므로 연구의 민감도

를 증가시킬 수 있고 보다 중요한 생물학적인 데이터를 얻

을 수 있습니다. 

•• 증폭을 하지 않으면, 

구하기 어렵고 양이 적은 임상샘플은 제한적인 연구에만 사용

될 수 밖에 없습니다. 
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••증폭을 하면 

       -. 한정된 샘플로부터 충분한 양의 cDNA를 합성할 수 있으므로, 

당신의 연구는 물론 공동 연구자들과 나누어 사용할 수 있는 

충분한 샘플을 확보할 수 있습니다. 그러므로 원래의 RNA 샘

플을 미래의 연구를 위해 남겨놓을 수도 있습니다. 

       -. 극도로 한정되어 있고 구하기 힘든 환자 샘플을 충분히 활용

할 수 있습니다. 예를 들어 당신이 갖고 있는 단 50 ng의 샘

플은 5 ㎍의 가치를 가질수 있습니다.

       -. 구하기 어려운 샘플의 데이터와 재료를 공동연구자들과 나눠 

사용할 수도 있는 샘플 뱅크 컨소시엄을 구성할 수도 있습니다.

•• 증폭을 하지 않으면, 

한정된 샘플양을 기본으로 하여 디자인해야 합니다. 한정된 샘플

양은 실험디자인의 질적인 면에서 중요합니다. 

••증폭을 하면

      -. 당신의 모든 연구에서 생물학적 기술적 모든 부분에서 필요한 

만큼 반복실험을 할 수 있습니다. 

      -. 관심 있는 유전자 각각에 대하여 같은 발현 범위에서 충분한 

내부 컨트롤internal control 실험을 할 수 있습니다. 

      -. 실험시스템에 대한 적당한 normalizing 유전자를 결정할 수 있

고, 선택에 따라 많은 normalizing 유전자를 사용할 수 있다. 

      -. 다양성이 줄어든 상용 컨트롤 RNA가 아닌 직접 실험샘플을 

이용하여 qPCR 조건을 최적화할 수 있습니다. 

NGS•Microarray Applications

With amplification: 

• The study investigates 22 genes, requiring 3 animals for each stage. In total 9 animals will be used for the 
study.  

• QPCR is performed and data is analyzed.  
• Quite interesting data is obtained from the study. The involvement of some proteins and their localization 

is hypothesized.  
• New animals now have to be generated for the protein localization experiment. Protein localization 

experiments were performed.  
• The protein localization proves the hypothesis. However, there is still the open question of which additional 

genes may be involved. It is decided to run microarray experiments to identify new candidate genes. This 
requires triplicates for each stage - a total of 9 animals. Since it is understood that protein localization 
experiments would follow, tissue samples are isolated and stored at -80 °C.  

• The leftover cDNA of the microarray samples is used for QPCR analysis is performed on some new 
genes. The remainder of the tissue is used for some protein localization and immune precipitation 
experiments and the data can be directly correlated to QPCR data. The QPCR can than be performed on 
the first set of mice as well, to determine if the data correlates. Since no additional RNA has to be isolated, 
this process takes less time.  

 
The advantage of amplification prior to QPCR in this study:

• Reduces costs; 3-4 times fewer animals are required   
• Saves time; the same amplified cDNA is used for both microarray analysis and QPCR confirmation 
• Enables direct correlation of protein and RNA data  
• Facilitates comparing RNA data between batches of animals, increasing the total number of replicates 
• Generates sufficient material left for future QPCR and array experiments 

 

WT-Ovation™ RNA Amplification 
System Specifications 

Cat No.: 2210-24, 24 reactions 

Input: 5 - 50 ng total RNA 

Yield: 1.5 - 4 µg single stranded cDNA 

    실험 가설

뇌종양연구를 위하여 마우스 모델 시스템의 3개의 단계에서 tumor 

development와 RNA 발현을 연구하고자 한다. 최초 단계의 샘플로

부터는 약 50 ng의 total RNA를 추출할 수 있고, 그 다음 단계에서

부터는 약 100 ng의 total RNA를 추출할 수 있다. 실험은 3회 반복

으로 진행하고 qPCR은 2개의 housekeeping gene과 20개의 타겟 

유전자를 증폭한다. 반응당 total RNA 10 ng을 사용하는 단일반응으

로 진행한다. 

••증폭방법을 이용하지 않는 가설 모델

1.. 이 연구에서는 총 22개 유전자의 발현을 조사한다. 이를 위해 최초 

단계에서는 14-15 마리의 마우스가 필요하고, 그 후 단계에서는 마

우스 7-8 마리가 필요하다. 따라서 총 28-30 마리의 마우스가 필요

하다. 

2..   qPCR을 수행한 후 결과를 분석한다.

3..  이 연구에서 매우 유의성 있는 결과를 얻었다. 몇몇 단백질과 그 단

백질의 위치localization가 관여될 것이라는 가설을 세운다.

4.. 새로운 마우스를 이용하여 단백질 위치 분석을 해야 한다. 단백질 

위치 분석을 한다. 

5.. 단백질 위치분석이 이 가설을 증명한다. 그러나 여기에 아직도 추

가로 다른 유전자들이 관여되는지 의문이 생긴다. 따라서 새로운 

후보 유전자를 밝혀내기 위하여 microarray 실험을 하기로 결정한

다. Microarray 실험은 각 단계에서 3회 반복 실험을 한다. 따라서 

총 9 마리의 마우스가 필요하다. qPCR 분석에 이은 단백질 위치 분

석을 통해 이와 같은 현상을 이해했으므로, 이와 동일하게 또 다른 

24 마리의 마우스가 필요하다. 조직샘플은 추출해서 -80 ℃에 보관

한다. RNA 데이터와 단백질 데이타를 직접적으로 비교할 수 없다. 

6.. 새로운 유전자에 대해 단백질 위치와 면역침강반응은 물론 qPCR 

실험을 진행한다. 

••증폭방법을 이용하는 가설 모델

1.. 이 연구에서는 22개 유전자의 발현을 조사한다. 각 단계에 마우스 

3 마리씩이 필요하다. 총 9 마리의 마우스가 이 실험을 위해 사용된다.

2.. qPCR을 수행한 후 결과를 분석한다.

3.. 이 연구에서 매우 유의성 있는 결과를 얻었다. 몇몇 단백질과 그 단

백질의 위치localization가 관여될 것이라는 가설을 세운다.

4.. 새로운 마우스를 이용하여 단백질 위치 분석을 해야 한다. 단백질 

위치 분석을 한다. 

5.. 단백질 위치가 이 가설을 증명한다. 그러나 여기에 아직도 추가

로 다른 유전자들이 관여되는지 의문이 생긴다. 따라서 새로운 후

보 유전자를 밝혀내기 위하여 microarray실험을 하기로 결정한다. 

Microarray 실험은 각 단계에서 3회 반복 실험을 한다. 따라서 총 

9 마리의 마우스가 필요하다. 단백질 위치 분석을 통해 이와 같은 

현상을 이해했으므로, 조직샘플은 추출해서 -80 ℃에 보관한다.

6.. Microarray 샘플의 남아있는 cDNA를 이용하여 새로운 유전자에 

대한 qPCR 분석을 실시한다. 조직의 남아있는 부분을 이용하여 

단백질 위치 분석과 면역침강 실험을 하고, 이 결과를 qPCR 결과

와 직접적으로 연결시켜 분석한다. 만약 결과가 연관성이 있다면, 

qPCR에는 첫번째 세트의 마우스를 사용할 수 있다. 추가로 RNA

를 추출할 필요가 없으므로, 시간을 줄일 수 있다. 

••이 연구에서 qPCR 전에 cDNA를 증폭하는 장점

1.. 비용을 줄일 수 있다. : 실험동물이 3-4배 정도 적게 필요하다.

2.. 시간 절약 : 같이 증폭한 cDNA를 microarray와 qPCR 실험에 사

용할 수 있다.

3.. 단백질과 RNA 결과를 직접적으로 연결할 수 있다. 

4.. 반복실험의 총 횟수를 증가시키면서 동물의 개체간의 RNA 데이터

를 비교할 수 있다. 

5.. 충분한 실험재료를 미래의 qPCR과 array 실험에 사용할 수 있도

록 남겨둘 수 있다. 




