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흰반점병(white spot disease, WSD)은 한국, 일본, 
중국, 동남아시아, 남아시아, 중동, 미국 등지의 갑

각류, 특히 양식산 새우에서 발생하는 질병으로 보

고되어 있다(WOAH, 2021). 양식장에서는 WSD가 

발생하게 되면 수일 내에 양식 새우의 90% 이상이 

폐사되기도 한다(NIFS, 2018). 우리나라에서는 1993

년부터 WSD에 의한 양식산 새우의 폐사가 발생하

기 시작하였다(NIFS, 2018). 2006년부터는 WSD에 

의한 피해를 줄이기 위해, 대하(Fenneropenaeus 
chinensis)에 비해 저항성이 강한 흰다리새우(Lito-
penaeus vannamei)를 양식품종으로 대체하면서 생

산량이 증가하였다(NIFS, 2018). 하지만 WSD에 의

한 피해는 여전히 발생하고 있다(Kim et al., 2012).
WSD의 원인 병원체인 흰반점바이러스(white spot 

syndrome virus, WSSV)는 Nimaviridae과 Whispovi-
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rus 속에 속하는 외막을 가진 막대 모양의 바이러

스로서, 6개의 주요 단백질(외막 단백질: VP28, 
VP19, 뉴클레오캡시드: VP664, VP26, VP24, VP15)
과 약 300 kbp (dsDNA)의 핵산으로 구성되어 있다

(Lo et al., 2011). WSSV를 검사하는 방법으로는 주

로 분자생물학적 방법인 polymerase chain reaction 
(PCR) 또는 real-time PCR을 사용하고 있다(NIFS, 
2021; WOAH, 2021). 위의 방법들은 민감도와 특이

도가 우수하다는 장점이 있으나, 전문적인 기술과 

특수한 장비를 필요로 하므로 양식 현장에서 사용

하기에는 한계가 있다. 항체를 기반으로 하는 lat-
eral flow immunochromatographic assay (LFIA)는 현

장에서 병원체를 신속히 검사할 수 있는 방법으로 

전 세계적으로 사람, 가축 등에서 발생하는 질병의 

원인체를 검사하는데 널리 사용되고 있다(Ngom 
et al., 2010; Huang et al., 2016; 2020; Kong et al., 
2021; Shyam et al., 2022). 본 연구에서는 현장 검사

용 WSSV LFIA 개발을 위한 기초연구로서 WSSV
에 대한 단클론 항체(monoclonal antibody, mAb)를 

생산하고자 한다.  

2018년 8월 전라북도에 위치한 양식장으로부터 

WSSV에 감염된 흰다리새우(약 15 g)를 채집하였

다. 채집한 새우의 아가미를 phosphate buffer saline 
(PBS: 0.13 M NaCl, 2.7 mM KCl, 4.3 mM Na2HPO4, 
1.4 mM KH2PO4) 완충용액으로 1:20 (0.05 g/ml)이 

되게 혼합하여 마쇄한 후, 4℃에서 2,000 rpm으로 

15분간 원심분리하여 상층액을 분리한 후, 0.45 μm 
syringe filter로 여과하여 WSSV 접종물(분리주명: 
WSSV-GoC18)을 준비하였다. WSSV는 감염 실험

을 통해 대량으로 수집되었고, sucrose 농도 구배를 

통해 정제되었다. 감염 실험은 여수에 위치한 양식

장으로부터 분양받은 WSSV의 감염 이력이 없는 

흰다리새우(평균 체중: 16±1 g) 1,000 마리에 2×104 
copies/100 μl의 WSSV를 각각 근육 내에 접종한 

후 10톤 수조에서(수온: 24-26℃) 7일간 사육하였

다. WSSV 접종 후, 빈사 상태의 새우가 관찰되면 

채집하여 항응고제(450 mM NaCl, 10 mM KCl, 10 
mM HEPES, 10 mM EDTA.Na2, pH 7.3) (Vargas- 
Albores et al., 1998)가 함유된 주사기를 통해 혈림

프를 취해 -80℃에 보관하였다. 바이러스를 정제

하기 위해 혈림프를 13,000 rpm으로 20분간(4℃) 

원심분리하여 상층액을 분리한 후, 15,500 rpm으

로 2시간(4℃) 동안 초원심을 실시한 후 pellet을 

PBS로 부유 후 1,000 kDa dialysis membrane 
(Spectra/Por, USA)을 사용하여 PBS로 투석하였다. 
투석된 바이러스를 step sucrose gradient [20%, 
35%, 50%, 60% sucrose 용액(w/w)] 위에 넣은 후 

30,000 rpm으로 2시간(4℃) 동안 초원심을 실시한 

후, 35%와 50% 경계 지점에서 바이러스를 취해 

PBS로 현탁하여 30,000 rpm으로 2시간(4℃) 동안 

초원심분리하였다. 원심분리 후 얻어진 pellet은 

PBS로 재현탁하여 -80℃에 보관하였다.
WSSV에 대한 mAb는 Kim et al. (2018)의 방법에 

따라 제작하였다. 정제한 WSSV(약 100 μg)와 com-
plete freund’s adjuvant (Sigma-Aldrich, USA)를 동

량으로 섞어 BALB/c 마우스의 복강에 1차 접종한 

후, 2주 후에 동일한 WSSV(약 100 μg)를 사용하여 

2차 접종하였다. 2차 접종 1주 후에 동일한 WSSV
(약 100 μg)를 사용하여 3차 면역하였다. 최종 면역 

3일 후 마우스의 비장 조직을 분리한 후 PEG-1,500 
(Roche, Germany)을 사용하여 myeloma cell (SP2/ 
0Ag14)과 융합시킨 후 fetal bovine serum (FBS) 
(Gibco, USA)이 10% 첨가된 hypoxanthine–amino-
pterin-thymidine (HAT) 배지 (Gibco, USA)로 현탁

시킨 후 96 well plate에 분주하여 37℃로 설정된 

CO2 배양기에서 배양하였다(Liddell and Cryer, 
1991). 양성 hybridoma는 정제한 WSSV를 항원으

로 사용하여 enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA)법으로 선별하였고 3회 이상 제한 희석법

으로 클로닝 하였다. 선별된 mAb의 isotyping은 Pierce 
rapid ELISA mouse mAb isotyping kit (Thermo, 
USA)를 사용하여 결정하였다. 본 연구는 전남대학

교 동물실험윤리위원회의 승인(No. CNU IACUC- 
YS-2017-2)을 받아 진행하였다. 

제작한 mAb의 특성을 확인하기 위해 Western 
blot (WB), indirect immunofluocence (IIF)와 LFIA를 

실시하였다. WB는 Jeong et al., (2017) 방법에 준해 

정제한 WSSV를 사용하여 sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)를 

실시한 후, 본 연구에서 제작한 7종의 mAb (10A12, 
16C3, 17G4, 21G5, 22C4, 23B6, 24G6)를 사용하여 

반응시켰다. IIF는 감염 실험을 통해 얻은 WSSV에 
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감염된 새우와 미감염 새우의 아가미를 사용하였

다. 새우의 아가미를 4% paraformaldehyde에 고정 

후, frozen section compound (FSC22, Leica, Ger-
many)로 포매하여 –20℃에서 동결하였다. 동결된 

블록은 4 μm로 박절하였고, cold aceton (-20℃)을 

사용하여 20분간 고정한 후 PBS로 3회 세정하였

다. 1차 항체로는 본 연구에서 제작한 7종의 mAb 
(10A12, 16C3, 17G4, 21G5, 22C4, 23B6, 24G6)를 

50 ㎕씩 분주하여 37℃에서 1시간 동안 반응시켰

고, 2차 항체는 fluorescein (FITC)가 표식되어 있는 

goat anti-mouse IgG serum (novus, USA)으로 반응

시킨 후, 형광현미경(Olympus, Japan)으로 관찰하

였다. LFIA는 Shyam et al., (2020) 방법에 따라 제

작하였다. 4종의 mAb (16C3, 17G4, 21G5, 22C4) 
(1 mg/ml)를 각각 금 나노 입자에 축합시켜 골드 

패드를 제작하였으며, 또한 test line에 각각 분주하

여 LFIA strip을 제작하였다. 검체 시료로는 감염 

실험을 통해 얻은 WSSV에 감염된 새우와 미감염 

새우의 유영각을 sample buffer (EnBioGene, Korea)
로 1:100 (50 mg/5 ml)이 되게 혼합하여 마쇄한 후, 
상층액 100 μl를 LFIA 투입구를 떨어뜨려 10분 후 

반응을 확인하였다. 위의 3개의 실험에서 강한 양

성반응은 ++, 약한 양성반응은 +, 음성은 –로 표시

하였다.
정제한 WSSV를 마우스에 면역시킨 후 마우스

의 비장 조직과 myeloma cell을 융합시켜 hybrid-

oma를 제작하였다. 제작한 hybridoma로부터 생성

되는 항체를 ELISA법으로 선별한 후, 제한 희석법

으로 3회 클로닝하여 최종적으로 7개의 mAb를 선

별하였다(10A12, 16C3, 17G4, 21G5, 22C4, 23B6, 
24G6). 선별된 7개의 mAb의 isotyping을 분석한 결

과, 17G4의 heavy (H) chain은 IgG1, 2개의 mAb 
(21G5, 23B6)의 H chain은 IgG2a, 4개 mAb (10A12, 
16C3, 22C4, 24G6)의 H chain은 IgG2b로 나타났으

며, light chain은 모두 kappa를 인식하는 것으로 확

인되었다(Table 1).
정제한 WSSV를 사용하여 SDS-PAGE를 실시한 

결과, 17, 22, 24, 48, 68, 82 및 98 kDa에서 밴드가 

관찰되었다(Fig. 1a). 특히, 17, 22와 24 kDa에서 강

한 밴드가 관찰되었다. Rajendran el al. (2004)은 

WSSV(한국 분리주)를 사용하여 정제한 결과, 18, 
23.5, 27 kDa에서 강한 밴드가 관찰된다고 보고하

였다. 이는 본 연구의 결과와 유사하였다.
제작한 7개의 mAb의 특성을 확인하기 위해 WB

를 실시한 결과, 3개의 mAb (17G4, 22C4, 23B6)는 

약 24 kDa을 강하게 인식하였고, 1개의 mAb (16C3)
는 약 17 kDa을 강하게 인식하였으며, 3개의 mAb 
(10A12, 21G5, 24G6)는 어떠한 반응도 관찰되지 

않았다(Table 1, Fig. 1b). WSSV의 VP28에 대한 재

조합 단백질 (rVP28: 23 kDa)을 항원으로 사용하여 

ELISA를 실시한 결과에서는 3개의 mAb (17G4, 
22C4, 23B6)는 rVP28을 강하게 반응하였고, 나머

Table 1. Characterization of 7 monoclonal antibodies (mAbs) to WSSV with Western blot (WB), indirect immuno-
fluocence (IIF) and lateral flow immunochromatographic assay (LFIA)

Monoclonal 
antibody Isotype

WSSV detection methods

WB
(kDa)

IIF LFIA
PSa NSb PSc NSd

10A12 
16C3 
17G4 
21G5 
22C4
23B6 
24G6

IgG2b, κ
IgG2b, κ
IgG1, κ
IgG2a, κ
IgG2b, κ
IgG2a, κ
IgG2b, κ

e-
++ (17)
++ (24)

-
++ (24)
++ (24)

-

+
+
-
-

++
+
+

-
-
-
-
-
-
-

NT
-
-

++
+

NT
NT

NT
-
-
-
-

NT
NT

a,cPS, positive sample (gillsa or pleopodsc of WSSV-infected whiteleg shrimp)
b,dNS, negative sample (gillsb or pleopodsd of WSSV-non infected whiteleg shrimp)
e++, strong immunoreactivity; +, weak immunoreactivity; -, negative; NT, not tested
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지 4개의 mAb (10A12, 16C3, 21G5, 24G6)는 반응

하지 않았다(data not shown). 이상의 결과로 mAb 
17G4, 22C4 및 23B6은 VP28을 인식하는 것으로 

사료된다. WSSV의 VP19는 SDS-PAGE 상에서 약 

18 kDa에 위치하고 강한 밴드를 보이기 때문에

(Tsai et al., 2000), mAb 16C3은 VP19를 인식하는 

것으로 추정된다.     
제작한 7개의 mAb와 WSSV에 감염된 새우와 

미감염 새우의 아가미를 사용하여 IIF를 실시한 결

과, 5개의 mAb (10A12, 16C3, 22C4, 23B6, 24G6)는 

WSSV에 감염된 아가미 조직의 핵내봉입체에 반응

하였고(Table 1, Fig. 2a), 2개의 mAb (17G4, 21G5)
는 어떠한 반응도 관찰되지 않았다. 특히, mAb 
22C4는 다른 4개의 mAb (10A12, 16C3, 23B6, 24G6) 
보다 강한 양성반응을 보였다. WSSV 미감염 새우

의 아가미 조직에서는 7개의 mAb 모두 반응하지 

(a) (b)

Fig. 1. SDS-PAGE and Western blot 
analysis. (a) SDS-PAGE analysis of puri-
fied WSSV. M: molecular marker. (b) 
Western blot analysis using purified WSSV 
and seven monoclonal antibodies (mAbs, 
1: 10A12, 2: 16C3, 3: 17G4, 4: 21G5, 
5: 22C4, 6: 23B6, 7: 24G6).

(b)(a)

Fig. 2. Indirect immunofluorescence (IIF) and lateral flow immunochromatographic assay (LFIA) analysis. (a) IIF 
analysis with gill tissue of WSSV-infected whiteleg shrimp (arrow: intranuclear inclusion body). bar=50 um. (b) 
LFIA with pleopods of WSSV-infected whiteleg shrimp. ++: strong immunoreactivity, +: weak immunoreactivity, 
-: negative.  
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않았다.
제작한 4개의 mAb와 WSSV에 감염된 새우와 

미감염 새우의 유영각을 사용하여 LFIA를 실시한 

결과, mAb 21G5는 강한 양성반응을 보였고, mAb 
22C4는 약한 양성반응을 보였으며, 2개의 mAb 
(16C3, 17G4)는 음성을 보였다(Table 1, Fig. 2b). 
WSSV 미감염 새우의 유영각에서는 모두 반응하

지 않았다.
본 연구에서는 WSSV에 특이적으로 반응하는 

7개의 mAb를 생산하였다. WB에서 4개의 mAb 
(16C3, 17G4, 22C4, 23B6)는 WSSV의 VP28 또는 

VP19 (추정)를 강하게 인식하였다(Table 1, Fig. 
1b). IIF에서 mAb 22C4는 양성 시료에 강한 반응을 

보였고, 4개의 mAb (10A12, 16C3, 23B6, 24G6)는 

약한 반응을 보였다. 이중 mAb 10A12와 24G6은 

WB에서 음성반응을 보였으나 IIF에서는 양성반

응을 보였다. LFIA에서는 WB와 IIF에서 음성을 보

인 mAb 21G5에서 양성 시료에 강한 반응을 보였

고, WB과 IIF에서 강한 반응을 보인 22C4는 약한 

반응을 보였다. 더욱이 WB 또는 IIF에서 양성을 

보였던 mAb (16C3과 17G4)는 LFIA에서 음성반응

을 보였다. 이상의 연구 결과, 제작된 mAb는 검사 

방법에 따라 반응에 확연한 차이를 보여, 검사 방

법별로 각기 다른 mAb가 유용하게 사용될 수 있음

이 확인되었다. 검사하는 방법에 따라 항원의 형태

는 달라질 수 있다. WB는 항원을 제작할 때 음이

온성의 계면활성제(SDS)와 환원제 2-mercaptoetha-
nol 등을 가하여 끓이게 되기 때문에 단백질이 변

성된다(김과 장, 2008). 따라서 항체는 non-line-
arized 단백질에 있는 짧은 아미노산의 linear seg-
ment를 인식하게 된다(Kurien et al., 2011). IIF는 

항원을 paraformaldehyde로 고정하였다. Aldehydes
는 단백질을 가교시켜 고정하기 때문에 항체가 인

식하는 항원성이 소실되기도 한다(김과 장, 2008). 
이러한 이유로 인해 일부 IIF에서 양성을 보인 항

체가 WB에서 음성으로 나타나는 것으로 사료된

다. WB와 IIF에서 항원과 항체의 반응 시간은 약 

1시간인 반면, LFIA는 10분 이내에 완료된다. 이에 

따라 LFIA에 사용되는 항체는 항원에 대한 친화력

이 매우 우수하고 아주 짧은 시간 내에 항원 항체 

반응이 완료되어야 한다. 이러한 이유로 인해 일부 

mAb는 WB와 IIF에 양성을 보였으나 LFIA에서 음

성을 나타내는 것으로 사료된다. 더불어 LFIA에 

강한 반응을 보인 항체는 다른 검사법에서 음성으

로 나타났다. 이는 LFIA 개발에 필요한 항체를 선

별할 때, 특정 검사법에 강한 반응을 보인 항체와 

더불어 반응이 약하거나 없는 항체도 선택하는 것

이 더 좋은 방안이 될 수 있다.
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