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ABSTRACT

Rapid allele-specific PCR and melting curve analysis 
for detection of JAK2 V617F

                   Park, Woo Kwan

                   Advisor: Prof. Geon Park 

                       Department of Bio new drug development

                   Graduate School of Chosun University

Objectives: Detection of the JAK2 V617F is an essential diagnostic 

tool for BCR/ABL-negative myeloproliferative neoplasms (MPNs). Despite 

many techniques for detection of JAK2 V617F have introduced in 

clinical laboratory fields, any techniques is required for purified 

DNA as template. We develop a rapid detection technique using direct 

real-time allele-specific PCR (ASP) and melting curve analysis without 

DNA preparation from whole blood. 

Methods: Fifty venous samples of Patients with BCR/ABL-negative MPNs 

were used in the study. Because hemoglobin is a strong quencher, we 

treated 300 μL of whole blood by 600 μL of rapid RBC lysis solution 

at room temperature for 3 min. After centrifugation and discard of 

supernant, cell pellet was diluted with 100 μL of phosphate-buffer 

saline. A leukocyte suspension was used directly in the direct 

real-time ASP. For confirmation of results of direct real-time melting 

curve analysis, we also performed an in-house JAK2 V617F ASP and a 

BsaXI-treated nested PCR-direct sequencing using purified DNA. For 



investigating detection limit and specificity of this technique, we 

used HEL 92.1.7 cell-line and 96 samples of normal persons, 

respectively.

Results: Melting temperatures of JAK2 V617F mutant melting peak and 

internal control melting peak were 77.0±0.3℃ and 83.5±0.2℃, 

respectively. Concordance rate with direct real-time melting curve 

analysis and in-house conventional ASP was 100% (60% vs 60%, 

respectively). Total running time and handling time of direct 

real-time melting curve analysis for 10 samples was 1.5 hr and only 10 

min. The detection limit and specificity of real-time melting curve 

analysis was 2% and 100% according to BsaXI-treated nested PCR-direct 

sequencing. 

Conclusions: Direct real-time ASP and melting curve analysis for 

detection of JAK2 V617F is a rapid, reliable, and economic technique.
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 Ⅰ. 서   론

 

골수증식종양(Myeloproliferative neoplasms, MPN)은 골수에서 한 종

류 이상의 골수세포(과립구계, 적혈구계, 거대핵세포, 비만세포)가 증식

하는 조혈모세포의 클론성 질환이다[1]. 만성골수성백혈병(chronic myel

ogenous leukemia, CML)의 경우 BCR/ABL1 융합 유전자의 발견으로 진단

과 치료에 큰 발전을 가져왔다[2]. BCR/ABL1 음성 MPN에서는 질병특이적

인 표지자가 발견되지 않았으나 최근 야누스 타이로신 활성효소 2 (Janu

s tyrosine kinase 2, JAK2)의 엑손 14에 위치하는 c.1849G>T 치환돌연

변이에 의해 617번 아미노산이 발린에서 페닐알라닌으로 치환되는 점돌

연변이(V617F)의 발견으로 BCR/ABL1음성 MPN의 진단과 치료에 있어서 새

로운 길이 열렸다[3, 4]. JAK2 V617F를 검출하기 위한 다양한 분자진단

적 검사기법이 개발되어 이용되고 있으나 모든 기법이 순수하게 정제된 

DNA를 사용해야만 한다. 이에 저자는 전혈에서 DNA 정제 작업 없이 직접 

실시간 대립유전자중합효소연쇄반응법과 융해곡선분석법을 이용하여 신

속하게 검출하는 기법을 개발하고자 한다.
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 Ⅱ. 연구방법

1. 연구대상

JAK2 양성 검체는 JAK2 V617F 동형접합 돌연변이를 가지는 HEL 세포주를 

이용하였으며 JAK2 음성 검체는 정상인의 정맥혈에 대해 제한효소처리 

이중중합효소연쇄반응법 및 염기서열분석법을 이용하여 검증하여 이용하

였다. 민감도 비교를 위해 2010년 5월부터 2012년 5월까지 조선대학교병

원 진단검사의학과에 JAK2 V617F 대립유전자특이중합효소연쇄반응 검사 

의뢰된 50개의 정맥혈 검체를 대상으로 하였으며 특이도 검증을 위해 정

상인 98명의 신선 정맥혈 검체를 이용하였다. 

2. 검체 처리

1) DNA 추출

정맥혈 200 μL에서 QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, MD, U.S.A.)를 

사용하여 지침에 따라 genomic DNA를 분리 정제하였다. Epoch 

spectrophotometer (Biotek, Winooski, VT)를 이용하여 정제한 DNA의 농

도와 순도를 측정한 후, 30 ng의 genomic DNA를 PCR의 주형(template)으

로 사용하였다.

2) buffy coat 제조

(1) 신선 정맥혈

신선 정맥혈 300 μL에 신속 적혈구용혈제 600 μL를 넣고 실온에서 3분

간 방치한 후 간단히 원심한 후 상층액을 제거한다. Phosphate-buffered 

saline (pH 7.4)를 이용하여 세척하고 원심한 후 상층액을 제거하고 PBS 

100 μL로 부유하고 섞어 준 후 Anydirect Lyse III (Bioquest, Seoul, 

Korea) 100 μL를 넣고 99도에서 5분간 처리하였다.

(2) 냉동된 정맥혈

냉동된 정맥혈을 실온에 15분 방치하여 완전히 녹이고 잘 섞은 후 300 
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uL를 다른 미세원침관으로 옮겼다. 해동된 정맥혈 300 uL에 신속 적혈구

용혈제 600 uL를 넣고 실온에서 5분 방치한 후 간단히 원심한다. 이 과

정을 2번 반복한 후 Phosphate-buffered saline (pH 7.4)를 이용하여 세

척하고 원심한 후 상층액을 제거하고 PBS 100 μL로 부유하고 섞어 준 

후 Anydirect Lyse III (Bioquest, Seoul, Korea) 100 μL를 넣고 99도

에서 5분간 처리하였다.

 

3. 전통적인 대립유전자특이중합효소연쇄반응법

DNA를 주형으로 이용하는 ASP는 기존 Baxter EJ 등[5]이 제안한 방법을 

변형하여 사용하였다. ASP 반응물 조제는 2X EmeraldAmp GT PCR 

Mastermix (Takara, Otsu, Japan) 10 μL, 시발체 혼합물 2 μL 그리고 

DNA 2 μL을 사용하고 최종 반응량이 20 μL가 되도록 물을 첨가하였다. 

BIO-RAD C1000 Thermal Cycler (Bio-Rad laboratories, Hercules, CA)를 

이용하여 증폭과정을 수행하였으며 95℃에서 5분 반응시키고 95℃에서 

10초, 63℃에서 20초, 72℃에서 20초를 40회 반복한 후 72℃에서 5분간 

연장반응을 시켰다. 양성 및 음성대조를 위해 HEL 92.1.7 (TIB-180; 

American Type Culture Collection, Manassas, VA)와 BsaXI제한효소처리 

이중중합효소연쇄반응법 및 염기서열분석으로 확인한 정상인 유전체 DNA

를 각각 이용하였다(Fig. 1).

4. 직접 대립유전자특이중합효소연쇄반응법

JAK2 F617 대립유전자를 검출하기 위해 Baxter EJ 등[5]이 제안한 돌연

변이-특이 전향시발체 (5’-AGCATTTGGTTTTAAATTAGGAGTAATA-3’)와 돌연

변이-비특이 후향시발체 (5‘-CTGAATAGTCCACAGTGTTTTCAGTTTCA)를 이용하

였으며 내부대조를 위해 FLCN 유전자의 CpG island 중 일부를 전향시발

체(5’ - CACGGCTTTGTGTTCAGC - 3’)와 후향시발체(5’ - 

GCCAGGAGTTGATGAGGTAGA - 3’)를 이용하였다. PCR 조성은 10X Anydirect 

buffer (Bioquest, Seoul, Korea) 2 uL, r-Taq (ElpisBio, Seoul, 

Korea) 0.1 μL, 20X EvaGreen (Biotium, Hayward, CA) 1 μL, 시발체 
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혼합물 2 μL 그리고 용해된 buffy coat 2 μL을 사용하고 최종 반응량

이 20 μL가 되도록 물을 첨가하였다. BIO-RAD CFX96 Thermal Cycler 

(Bio-Rad laboratories, Hercules, CA)를 이용하여 증폭과정을 수행하였

으며 95℃에서 5분 반응시키고 95℃에서 10초, 63℃에서 20초, 72℃에서 

20초를 40회 반복한 후 72℃에서 5분간 연장반응을 시켰다. JAK2 F617 

돌연변이 특이 증폭산물의 길이와 예상 융해온도는 203 bp와 73℃였으며 

내부 대조 증폭산물의 길이와 예상 융해온도는 173 bp와 83℃였다(Fig. 

2). 

5. 직접 융해곡선분석

상기 6에서 증폭된 산물을 0.5℃씩 증가시켜 60℃부터 90℃까지 가열시

켜 융해곡선을 얻었다.

6. BsaXI 제한효소 처리 이중중합효소연쇄반응법 및 염기서열분석법

JAK2 V617F 음성 검체를 확인하기 위해 검출하한치가 0.001%로 알려진 

BsaXI 제한효소 처리 이중중합효소연쇄반응법을 실시하였다[6]. 일차 

PCR를 위한 조성은 2X EmeraldAmp GT PCR Mastermix (Takara) 10 μL, 

전향시발체 (5‘-ATCTATAGTCATGCTGAAAGTAGGAGAAAG-3’) 10 pmol와 후향

시발체 (5‘-CTGAATAGTCCACAGTGTTTTCAGTTTCA-3’) 10 pmol 그리고 DNA 2 

μL을 사용하고 최종 반응량이 20 μL가 되도록 물을 첨가하였다. 

BIO-RAD C1000 Thermal Cycler 를 이용하여 증폭과정을 수행하였으며 9

5℃에서 5분 반응시키고 95℃에서 10초, 63℃에서 20초, 72℃에서 20초

를 40회 반복한 후 72℃에서 5분간 연장반응을 시켰다. 일차증폭산물은 

정제하지 않고 일차증폭산물 10 uL에 BsaXI (New England BioLabs, 

Newton, MA) 0.5 uL를 넣고 37℃에서 3시간 처리하였다. 이렇게 제한효

소처리된 일차증폭산물을 이차 PCR를 위한 주형으로 이용하였다. 이차 

PCR를 위한 조성은 2X EmeraldAmp GT PCR Mastermix (Takara) 10 μL, 

전향시발체 (5‘-GACAACAGTCAAACAACAATTC-3’) 10 pmol와 후향시발체 

(5‘-CTGAGAAAGGCATTAGAAAGC-3’) 10 pmol 그리고 100배 희석된 제한효
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소처리된 일차증폭산물 1 μL을 사용하고 최종 반응량이 20 μL가 되도

록 물을 첨가하였다. BIO-RAD C1000 Thermal Cycler 를 이용하여 증폭과

정을 수행하였으며 95℃에서 5분 반응시키고 95℃에서 10초, 63℃에서 

20초, 72℃에서 20초를 40회 반복한 후 72℃에서 5분간 연장반응을 시켰

다. 이차증폭산물을 PCR purification kit (Solgent, Daejeon, Korea)를 

이용하여 정제한 후 Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (PE 

Applied Biosystems, Foster, CA) 와 ABI PRISM 3730 DNA analyzer (PE 

Applied Biosystems)를 이용하여 염기서열을 분석을 하였다 (Fig. 3).

7. 직접 대립유전자특이중합효소연쇄반응법 및 융해곡선분석법의 민감도 

분석

HEL 세포와 정상 백혈구를 계수한 후 5 X 103개의 세포를 계대 희석한 

buffy coat를 준비한다. HEL 세포와 정상 정맥혈에서 추출한 30 ng의 

genomic DNA를 계대 희석하여 준비한다. 이를 각각 PCR 주형으로 사용하

여 민감도를 분석하였다. 

8. 직접 대립유전자특이중합효소연쇄반응법 및 융해곡선분석법의 특이도 

분석

정상인 검체 98개를 대상으로 직접 대립유전자특이중합효소연쇄반응법 

및 융해곡선분석법을 실시하여 위양성 유무를 확인하여 특이도를 검증하

였다.
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 III. 결과

1. 직접 대립유전자특이중합효소연쇄반응 증폭산물의 융해온도

JAK2 V617F 돌연변이 특이 증폭산물의 융해온도는 77.0℃±0.3℃였으며 

내부대조 증폭산물의 융해온도는 83.5℃±0.2℃도였다. 비특이적 산물의 

융해온도는 70.0℃±0.4℃였다 (Fig. 4)

2. 직접 대립유전자특이중합효소연쇄반응 및 융해곡선분석법의 민감도

직접 대립유전자특이중합효소연쇄반응 (Fig. 5) 및 융해곡선분석법의 민

감도는 약 2% 이하였다(Fig. 6). 

3. 직접 대립유전자특이중합효소연쇄반응 및 융해곡선분석법의 특이도

정상인 검체 98개를 대상으로 실시한 검사에서 모두 음성 반응을 보여 

특이도는 100%였다.

4. 전통적 대립유전자특이중합연쇄반응법과 직접 대립유전자특이중합효

소연쇄반응법-융해곡선분석법의 비교

전통적 대립유전자특이중합연쇄반응법의 민감도는 1%였으며 이는 직접 

대립유전자특이중합효소연쇄반응법-융해곡선분석법에 비해 민감하였다. 

10개 검체를 위한 검사 시간(total running time)과 처리 시간(handling 

time)은 전통적 대립유전자특이중합효소연쇄반응법의 경우 2시간 30분 

및 75분이었으며 직접 대립유전자특이중합효소연쇄반응법-융해곡선분석

법의 경우 1시간 35분 및 15분이었다. 50개의 임상검체를 대상으로 분석

한 결과 동일한 양성율을 보였다 (60% vs 60%).
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 IV. 고찰

JAK2 V617F 돌연변이을 검출하기 위해 직접서열분석법(direct sequencing), 

중합효소연쇄반응-제한효소길이다양성법(PCR-RFLP), 대립유전자특이중합연

쇄반응법(allele-specific PCR, ASP)[5], 증폭내화성돌연변이시스템

(amplification-refractory mutation system, ARMS)[14], Taqman PCR법[15, 

16], 소식자해리분석법(probe dissociation analysis)[17], Locked nucleic 

acid-modified nucleotides (LNA) probes법[18], 대립유전자특이경쟁적방해

자중합연쇄반응법(allele-specific competitive blocker PCR, ACB)[19] 그리고  

MALDI-TOF법[20] 등이 소개되어 활용되고 있다. 이 들 검사법은 중합효소

연쇄반응법이 기본적으로 수행되어야 분석 가능한 기법으로서 순수하게 정

제된 DNA를 가지고 검사를 진행하는 한계를 가지고 있다. 이에 비해 본 연

구에서 평가된 직접 대립유전자특이중합효소연쇄반응법-융해곡선분석법은 

정제되지 않은 용해물을 직접 PCR 반응에 이용하므로 핵산 추출 및 정제 

시간과 노동력 그리고 비용을 줄일 수 있는 장점이 있다. 

JAK2 V617F를 민감하게 검출하기 위해서는 높은 민감도를 가지는 검사 기

법이 필요하다. 상기 검사법 중 기본적인 PCR 장비만으로 JAK2 V617F 변

이를 검출할 수 있는 검사법은 PCR-RFLP, ASP, ARMS 그리고 ACB 등이 

있다. 이 중 ASP와 ACB를 제외한 PCR-RFLP과 ARMS는 반정량적으로 돌

연변이 대립유전자의 비율을 측정할 수 있다. 기존 보고에 의하면 직접서열

분석법, PCR-RFLP법, ASP법, ARMS 그리고 ACB법의 민감도는 각각 

20%[5], 5%[21], 1.5%[5], 1~2%[14] 그리고 1%[19]이다. 본 연구에서 

직접 대립유전자특이중합효소연쇄반응법-융해곡선분석법의 민감도는 2%로 

상대적으로 뛰어난 민감도를 보였다. 

순수하게 추출된 핵산을 중합효소연쇄반응법에 이용하지 않고 정제 과정

을 거치지 않은 세포 자체 또는 용해물을 이용을 가능케 하는 여러 가지 

중합효소연쇄반응법들이 개발되고 있다. 예를 들어 전혈을 가열하거나

[7] 마이크로웨이브로 처리하거나[8] 포르마마이드로 처리하는[9] 단순

한 방법에서부터 중합효소연쇄반응을 위한 버퍼의 pH를 조정하는 방법

[10] 그리고 화학적 조성을 변경하는 방법[11] 등이 있다. 본 연구에 이
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용된 기법은 중합효소연쇄반응을 위한 버퍼의 화학적 조성을 변경하는 

방법이다. 

대립유전자특이연쇄반응법은 한 개의 염기 치환을 검출하여 대립유전자 

유무를 확인할 수 있는 강력한 기법 중 하나이다. 본 연구에서는 이 기

법을 정제되지 않은 용해물을 주형으로 하여 실현하였다. 이와 같은 연

구기법은 최근 여러 논문에서 제시되고 있다[12-13]. 하지만 기존 연구

는 전통적 중합효소연쇄반응법을 이용한 것으로서 결과를 분석하기 위해

서는 전기영동 등의 추가 분석과정이 필요한 단점이 있다. 이에 반해 본 

연구는 형광물질을 이용하여 실시간 분석이 가능하여 추가 분석을 위한 

실험이 필요하지 않는 장점이 있다. 본 연구에서는 전혈을 이용하지 않

고 적혈구를 제거한 buffy coat를 이용하였는데 이는 적혈구 내 혈색소

가 강력한 형광신호를 quenching하기 때문이다.

직접 대립유전자특이중합효소연쇄반응 및 융해곡선분석법의 비교 대상 

기법으로 이용한 전통적 대립유전자특이중합연쇄반응법은 기존 보고와 

유사한 민감도를 보였으며 본 연구에 이용한 기법은 약간 낮은 2% 정도

의 민감도를 보였으나 전체 검사 시간과 처리시간이 더 짧고 단순하고 

임상 검사로 이용하는데 도움이 될 것으로 사료되었다.

결론적으로, 직접 실시간 대립유전자중합효소연쇄반응법과 융해곡선분석

법은 JAK2 V617F를 검출하는 신속하고 신뢰할 만하며 경제적인 기법으로 

사료되었다.
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Fig. 1. Detection limit of the conventional allele-specific PCR assay (ASP). 

DNA from the HEL cell line (homozygous for the V617F mutation) was 

serially diluted with DNA from a JAK2 V617F-negative sample confirmed by 

BsaXI-treated nested PCR and amplified in the ASP. The 364 bp of PCR 

product is an internal control and 203 bp is an mutant specific product. 

Percentage above each lane indicate percentage of DNA of HEL cell line. 

Detection lower limit of conventional ASP was 1%. The marker (SM) is  φ

X174/HindⅢ DNA size marker (TaKaRa, Otsu, Japan).
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Fig. 2. Primers design for direct JAK2 V617F allele-specific PCR-Melting 

curve analysis
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Fig. 3. Result of BsaXI-treated nested PCR and direct sequencing
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Fig. 4. Melting curves of direct allele-specific PCR
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Fig. 5. Detection limit of the direct allele-specific PCR assay (ASP).

Buffy coat lysate from the HEL cell line (homozygous for the V617F mutation) 

was serially diluted with buffy coat lysate from a JAK2 V617F-negative 

sample confirmed by BsaXI-treated nested PCR and amplified in the ASP. 

The 118 bp of PCR product is an internal control and 203 bp is an mutant 

specific product.  Percentage above each lane indicate percentage of DNA 

of HEL cell line. Detectin lower limit of direct ASP was about 2%. The 

marker (SM) is  φX174/HindⅢ DNA size marker (TaKaRa, Siga, Japan).
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Fig. 6. Detection limit of the direct allele-specific PCR assay (ASP) and 

melting curve analysis. 
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한글: JAK2 V617F 신속 검출을 위한 대립유전자중합효소연쇄반응법 

및 융합곡선분석법의 유용성

영어: Rapid allele-specific PCR and melting curve analysis for 

detection of JAK2 V617F

본인이 저작한 위의 저작물에 대하여 다음과 같은 조건아래 조선대학교가

저작물을 이용할 수 있도록 허락하고 동의합니다.

-다 음 -

1.저작물의 DB구축 및 인터넷을 포함한 정보통신망에의 공개를 위한

저작물의 복제,기억장치에의 저장,전송 등을 허락함

2.위의 목적을 위하여 필요한 범위 내에서의 편집ㆍ형식상의 변경을 허락함.

다만,저작물의 내용변경은 금지함.

3.배포ㆍ전송된 저작물의 영리적 목적을 위한 복제,저장,전송 등은 금지함.

4.저작물에 대한 이용기간은 5년으로 하고,기간종료 3개월 이내에 별도의

의사 표시가 없을 경우에는 저작물의 이용기간을 계속 연장함.

5.해당 저작물의 저작권을 타인에게 양도하거나 또는 출판을 허락을 하였을

경우에는 1개월 이내에 대학에 이를 통보함.

6.조선대학교는 저작물의 이용허락 이후 해당 저작물로 인하여 발생하는

타인에 의한 권리 침해에 대하여 일체의 법적 책임을 지지 않음

7.소속대학의 협정기관에 저작물의 제공 및 인터넷 등 정보통신망을 이용한

저작물의 전송ㆍ출력을 허락함.

동의여부 :동의(o) 반대( )

2012년 8월 10 일

저작자: 박 우 관 (서명 또는 인)

조선대학교 총장 귀하
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