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ABSTRACT
Nucleotide sequences of DNA contain information about the genetic characteristics of organisms, and in particular, single nucleotide 
polymorphism (SNP) that shows a difference of one nucleotide sequence in DNA may also affect phenotypic variations. Therefore, it 
is necessary to precisely read the nucleotide sequence information for the improvement of economically important traits in domestic 
animals. Sanger sequencing, one of the DNA sequencing methods, is widely used for the verification of genome-wide association 
study results and the analysis of DNA sequences from small- to medium-scale experiments. Several programs have been developed 
to analyze such sequencing results, of which STADEN package (https://staden.sourceforge.net), one of the open-source programs, is 
a useful program with a great cost advantage compared to other commercialized programs that require a license fee. Through the 
Pregap4 and Gap4 programs installed in the STADEN package, sequence assembly and editing analysis with user-provided settings 
can be conducted to detect SNPs. The nucleotide sequence results of the STADEN package can be used for follow-up bioinformatic 
analyses such as database query or phylogenetic analysis.
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Introduction
유전현상을 조절하는 DNA (Deoxyribonucleic acid)의 기본단위인 개별 뉴클레오타이드(nucleotide) 서열정보를 정확히 해독하는 것

은 유전현상연구와 이를 이용한 유용한 유전형질 개량에 중요한 역할을 한다. 이를 위하여 1970년대, DNA 염기서열을 해독하기 위한 
기법 개발이 시작되어 단일 실험에서 300~500 bp의 DNA 서열을 해독할 수 있는 염기결합순서해독 (DNA sequencing) 방법이 개발되었
다(Sanger et al, 1975; Maxam and Gilbert, 1977). 특히, Frederick Sanger (1918~2013)는 자신이 개발한 디데옥시유사체(dideoxy analog)와 
DNA 중합효소를 이용한 빠르고 효율적이며 정확한 DNA 시퀀싱 방법(Sanger sequencing)을 이용해서 bacteriophage φX174의 DNA 염
기서열 5,286개(Sanger et al., 1978), 사람의 미토콘드리아 DNA 서열 16,569개(Anderson et al., 1981), 그리고 E. coli를 감염시키는 λ 파지
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의 DNA 서열 48,513개를 완전하게 해독하였다(Sanger et al., 1982). 이후, 방사선동위원소 기반의 Sanger sequencing 염기서열 검출법
은 형광색소기반의 자동검출법으로 발전되어 인간게놈프로젝트의 DNA 염기서열분석에서 중요한 역할을 하였고, 현재도 널리 사
용되고 있다(Smith et al., 1986; Lander et al., 2001).

이와 같이 DNA sequencing 데이터의 양 또한 커짐에 따라, 이를 효율적으로 처리하기 위한 컴퓨터 프로그램 개발의 필요성이 대
두되었다. 1977년에 SEQEDT, TRANSQ와 같은 간단한 DNA 시퀀스 분석 프로그램들이 보고된 후(Staden, 1977), 자동화된 sequence 
assembly와 같은 지속적인 발전이 있어왔다(Staden, 1982). NGS (Next Generation Sequencing)가 상용화된 현재에서도 실험실별로 
Sanger sequencing 결과의 분석 및 편집은 여전히 많이 이루어지고 있다. 이와 같은 작업이 많은 경우 라이선스 비용이 많이 들어가
는 상용 프로그램으로 분석되고 있는 상황에서 STADEN 패키지의 경우 동일한 기능이 무료로 제공된다는 점에서 비용적으로 매우 
유용한 프로그램이다. STADEN 패키지는 Optimal alignments in linear space와 Dynamic programming에 기초한 프로그램으로(Myers 
et al., 1988; Huang, 1994), STADEN 내에는 고유의 기능을 수행하는 여러 프로그램으로 구성되어 있으며, 패키지 내 프로그램이 다
양한 만큼 그 활용도의 폭 역시 매우 넓다. 따라서 본 고에서는 STADEN 패키지를 이용하여 벡터 DNA를 매개하지 않은 PCR 산물
의 염기서열해독을 위한 Direct Sanger sequencing 결과를 편집하고 분석하여, 최종적으로는 목표로 하는 SNP의 유전자형을 결정하
고자 한다.

Practice
STADEN 패키지는 염기서열 handling과 분석에 사용되고 있는 소프트웨어로서 sequence assembly부터 유전자, 제한효소 작용위

치 및 motif 동정 등 다양한 생물정보학 분석수행이 가능한 라이선스 비용이 들지 않는 무료의 소프트웨어이다. STADEN 패키지는 
Gap4, Pregap4, Trev, Spin 등의 여러 프로그램으로 구성되어 있으며, 아래의 URL에서 다운로드하여 설치할 수 있으며, 본고에서의 
컴퓨터 운영 소프트웨어는 Microsoft Windows 11을 기준으로 한다.

Table 1. Programs in STADEN package
프로그램명 기능
Gap4 시퀀스 어셈블리, read pair 데이터를 기반으로 하는 contig 정렬, 시퀀스 비교를 기반으로 하는 contig joining, 어셈

블리 검사, read pair 분석 및 contig 편집
Pregap4 시퀀스 어셈블리 또는 분석을 위한 trace 데이터를 prepare하는 데 필요한 processing 설정(trace 형식 변환, quality 

analysis, vector clipping, contaminant screening, repeat searching, mutation detection)
Trev ABI, ALF, SCF 및 ZTR trace 파일 뷰어 및 편집
Prefinish Partially completed 시퀀스 어셈블리 분석 및 가장 효율적인 set of experiments to help finish the project 제안
Tracediff and hetscan Trace data를 reference traces와 비교하여 돌연변이를 자동으로 annotation
Spin 염기서열을 분석하여 유전자, restriction sites, 모티프 등을 찾으며, translation, find open reading frames, count 

codons 등의 작업 수행
https://staden.sourceforge.net/

위의 프로그램들 중 본고에서 사용될 프로그램은 Gap4와 Pregap4이며, sequence의 경우 Carassius auratus (NCBI accession number: 
MT155797~MT155801)와 Carassius cuvieri (NCBI accession number: MT155802~MT155806)의 CYTB 유전자 sequence를 사용했다
(Kim et al. 2020). Pregap4 프로그램을 이용하여 원하는 설정에 맞춰 DNA sequence assembly를 수행할 것이며, Gap4 프로그램을 이용
하여 PCR에 의해 생성된 DNA 단편의 염기서열을 분석하고, 목표로 하는 SNP의 chromatogram과 그 유전자형을 확인할 것이다.

Pregap4를 이용한 DNA sequence assembly 수행
Pregap4 프로그램을 실행하게 되면, 아래와 같은 화면이 보이게 된다. Add files를 클릭하여 시퀀싱 데이터를 프로그램으로 불러온

다. 시퀀싱 데이터 파일은 ABI, ALF, SCF, CTF, ZTR, FASTA, txt 형식이어야 하며, 다루고자 하는 파일들의 형식이 모두 같을 필요는 
없다. 하지만 시퀀싱 데이터의 경로 폴더명이 한글로 작성된 경우, 결과 파일이 만들어지는 과정에서 error가 발생하니 경로 폴더명
을 영어로 작성해야 한다. 또한 시퀀싱 데이터를 입력할 때에는 Figure 1과 같이 Forward와 Reverse, 개체 순서에 주의하여 순서대로 
입력하는 것을 권장한다.

mailto:gjlee@cnu.ac.kr
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Configure Modules를 클릭하게 되면 아래와 같은 화면이 보이며, 왼쪽에는 모듈 목록이, 오른쪽에는 모듈에 대한 구성 패널이 표
시된다. 모듈 앞의 [ ] 표시는 해당 모듈이 비활성화 된 상태임을 나타내며, [x] 표시는 해당 모듈이 활성화된 상태임을 나타낸다. 
모듈들 중 활성화할 모듈은 Estimate Base Accuracies, Trace Format Conversion, Initialise Experiment Files, Augment Experiment Files, 
Quality Clip, Gap4 shotgun assembly로 Figure 2와 같이 이것들 외의 다른 모듈들은 비활성화 해준다.

Figure 1. Display of Files to Process. The figure above is the display of pregap4's files to process panel. The 
sequencing data to be analyzed can be loaded by clicking “Add files (right red box)”, and you can check the 
imported data files in the list of files to process (left red box).

Figure 2. Display of Configure Modules. The figure above is the display of pregap4's configure modules panel. 
To perform the assembly of imported Sanger sequencing data files, six modules in the red box are expected to be 
activated, and the other modules are deactivated.
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Quality Clip 모듈을 클릭하면 Figure 3와 같이 오른쪽에 구성 패널이 표시된다. Quality Clip 모듈은 sequence 품질이 낮아 assembly
를 수행하기에 적합하지 않은 sequence 위치를 결정하는 기능을 하며, 이 과정에서 qclip 프로그램이 이용된다. Clip mode는 “by base 
calls”와 “by confidence” 두 가지로, 여기 에서는 “by confidence” 모드로 clipping을 수행하였으며, 해당 모드는 clipping quality를 결정
할 때 Phred-scaled confidence 값을 사용하여 clipping을 수행한다(Ewing et al., 1998). “by confidence” 모드의 Window length는 신뢰도
가 평균화 될 window의 길이를 설정해주며, 여기에서는 Window length를 25로 설정해주었다. Average confidence는 시퀀스가 좋은 품
질로 받아들여지기 위한 최소 평균 신뢰도를 설정해주며, 여기에서는 Average confidence를 35로 설정해주었다.

Gap4 shotgun assembly 모듈을 클릭하면 Figure 4와 같이 오른쪽에 구성 패널이 표시된다. 이 모듈은 Gap4 자체 어셈블리 엔진을 
사용하여 시퀀스를 assembly한다. 이 구성 패널의 Gap4 database name에 생성하고자 하는 output 파일의 이름을 입력하고 Create new 
database를 클릭한다. 이때 output 파일이 생성될 디렉토리에 동일한 이름의 기존 데이터베이스가 있는 경우 경고 없이 자동으로 덮
어 쓰이니 주의해야한다. 그리고 Maximum percentage mismatch를 20으로 설정해준다. Maximum percentage mismatch는 gap4 내의 주 
assembly 매개변수를 제어해주는데, gap4에서 각 reading을 비교할 때 maximum percent mismatch를 초과하지 않는 reading이 입력된
다. 설정을 모두 끝내고 난 후 DNA sequence assembly를 진행하기 위해 하단 좌측의 Run을 클릭한다. Run을 클릭하고 난 후 상단의 
Textual Output을 클릭하면 DNA sequence assembly가 잘 수행되었는지에 대한 문구를 확인할 수 있다. Sequence assembly가 잘 수행
되었다면, input 파일이 있던 디렉터리에 output 파일이 생성되어 있을 것이다.

Gap4 프로그램을 이용한 assembly 결과 확인
Gap4 프로그램을 실행하여 File 탭에서 Open을 눌러 Pregap4 프로그램에서 생성된 파일을 열어준다. 그러면 database의 정보와 함

께 Contig Selector탭이 열리게 되는데, Figure 5와 같이 Contig Selector 탭의 굵은 막대를 우클릭하고 Edit contig를 누르게 되면, Contig 
Editor탭이 열리게 된다. Contig Editor 탭의 Next Search를 클릭하면 Search 탭이 나오는데, 이 탭에서 discrepancies를 클릭한 후 Search
를 눌러주면, Figure 5의 빨간색 상자 안과 같이 개체 내에서의 또는 개체 사이에서의 allele이 차이를 보이는 SNP의 위치로 이동한다. 
Figure 5처럼 strand를 보기 좋기 정렬하려면, Contig Editor 탭의 Settings를 누르고 Group Readings를 눌러 자신이 원하는 정렬 기준을 
활성화하면 된다.

Figure 3. Configuration panel of Quality Clip. The figure above is the configuration panel of the quality clip 
module of Pregap4. This module determines the locations of low-quality sequences that are not suitable for 
assembly. The window length in the red box is the length of the window to average the reliability, and the average 
confidence is the minimum average confidence level for the sequence to be accepted as good quality.
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Figure 4. Configuration panel of Gap4 shotgun assembly. The figure above is the configuration panel of 
pregap4's gap4 shotgun assembly module. Enter the name of the output file in gap4 database name. For the 
maximum percentage mismatch, readings that do not exceed the maximum percentage mismatch are entered 
when comparing each reading in gap4. If you click “Run” at the bottom left, the assembly is executed.

Figure 5. Displays of Contig Selector and Contig Editor. The figure above is the displays of gap4's contig 
selector and contig editor. If you right-click the thick bar in the contig selector and click edit contig, you can open 
the contig editor tab. If you click next search at the top of the contig editor tab, the search tab appears, and you 
can click discrepancies on the search tab. Press search to move to the SNP position that shows allele differences 
within or between individuals. You can change the sorting criteria by clicking group readings in settings at the top.
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SNP의 allele을 텍스트가 아닌 chromatogram으로 보고자 할 때에는 Gap4의 Contig Editor 상에 있는 보고자 하는 개체의 SNP을 더
블 클릭하면 된다. Figure 6과 같이 Contig Editor에서 여러 개의 strand를 더블 클릭하면 Trace display에서 한 번에 여러 개의 strand를 
한 번에 볼 수 있으며, Contig Editor에서 다른 위치의 SNP을 클릭하면 Trace display의 chromatogram도 해당 위치로 이동한다. 또한 
Trace display의 상단에 위치한 Show confidence를 활성화하여 allele별 confidence의 정도를 확인할 수 있다.

Gap4를 이용한 assembled sequence의 FASTA file로의 저장
개체별 assembled sequence를 FASTA 파일로 저장하고자 한다면, 우선 Pregap4를 이용해 한 개체씩 따로 assembly를 수행해야 한

다. 개체별 sequence assembly가 모두 완료되었다면, Gap4 프로그램을 열고 상단의 File을 누른 후 Open을 눌러 assembled sequence를 
열어준다. 해당 개체의 assembled sequence를 FASTA 파일로 저장하는 방법에 대해 설명하겠다. Figure 7과 같이 File을 누른 후 Save 
consensus의 normal을 누르면, Save consensus: normal 탭이 열리게 된다. 이 탭 하단의 Output file 칸에 아웃풋 파일명을 입력해준 후 
OK를 누르면, assembled sequence 파일이 있던 폴더에 FASTA 파일이 생성된다. 이후 다른 개체들에 대해서도 같은 작업을 반복해준 
후에 생성된 FASTA 파일을 하나로 취합해준다.

Gap4의 Contig Editor에서 sequence를 눌러 원하는 알파벳을 입력하면 Figure 8과 같이 해당 sequence의 allele 수정이 가능하다. 수
정한 후 Contig Editor의 Quit를 누르면 수정된 내용이 저장되며, 이후 Save consensus: normal을 이용해 assembly 및 수정된 sequence를 
FASTA 파일로 저장할 수 있다.

요약
1. STADEN 패키지는 라이선스 비용을 들이지 않고 Sanger sequencing 결과의 분석 및 편집이 가능한 매우 유용한 프로그램으로 

https://staden.sourceforge.net/에서 다운로드 할 수 있다.
2. STADEN 패키지의 Pregap4 프로그램을 이용하여 사용자의 설정에 맞게 DNA sequence assembly를 수행할 수 있으며, Gap4프로

그램을 이용하여 DNA sequence assembly의 결과를 분석, 편집하여 SNP를 검출할 수 있다.

색인: DNA 염기서열, Sanger 시퀀싱, STADEN package, Pregap4, Gap4, SNP

Figure 6. Trace display. The figure above is a trace display. Double-click the SNP of the object individual in the 
gap4 contig editor to check the sequence chromatogram of the corresponding strand of the object in the trace 
display tab.
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Figure 7. Displays of save consensus: normal. The figure above is the display of gap4's save consensus: normal. 
First find file banner located in the upper left of gap4, and click save consensus and normal. Then the save 
consensus: normal tab appears as shown in the right figure. Write the name of the output file in the output file (red 
box) of the tab and click OK at the bottom to save the data of gap4.

Figure 8. Edit of allele with Gap4. Allele Editing using the Gap4 program is possible in the Contig Editor tab. After 
clicking the allele you want to edit in Contig Editor, you can edit the allele by entering the desired alphabet. After 
editing Allele, click Quit on the top right to save the modified content.
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