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A reverse transcriptase loop-mediated isothermal amplification (RT-LAMP) assay was evaluated to monitor 
infectious hematopoietic necrosis virus (IHNV) from artificially infected rainbow trout Oncorhynchus mykiss. The 
cumulative mortalities of fish challenged with IHNV at 106.5 TCID50/fish, 105.5 TCID50/fish and 104.5 TCID50/fish were 
40%, 0% and 0%, respectively. Dead fish and survivors at 16 and 28 d post-challenge in each group were employed 
for IHNV detection by RT-LAMP assay and virus isolation using BF-2 cells. IHNV from 104.3 to 106.8 TCID50/㎖ 
was isolated from all the dead fish and also detected in all of the examined dead fish by RT-LAMP assay. In survivors 
at 16 d, 60% (3/5 fish, 102.8-105.05 TCID50/㎖), 20% (1/5 fish, 101.05 TCID50/㎖) and 60% (3/5 fish, 101.05-104.8 TCID50/
㎖) were found to be IHNV-positive by virus isolation in fish challenged with IHNV at  106.5 TCID50/fish, 105.5 
TCID50/fish and 104.5 TCID50/fish, respectively, while 20% (1/5 fish), 0% (0/5 fish) and 20% (1/5 fish) were 
IHNV-positive by RT-LAMP assay. No IHNV was detected in the survivors at 28 d and control fish. These results 
indicate that the RT-LAMP assay is useful for detection of IHNV in diseased fish although it is not enough to monitor 
virus in IHNV-survivors.
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전염성조혈기괴사증 (infectious hematopoietic necrosis, 

IHN) 은 전세계적으로 연어과 어류에 대량폐사를 

유발하는 바이러스성 질병으로 알려져 있다 (Wolf, 

1988; Bootland and Leong, 1999). IHN의 원인 병원체
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인 IHN virus (IHNV) 는 Rhabdoviridae 과 Novirhabdovirus 

속에 속하며, 6개의 gene (3′-N-P-M-G-NV-L-5′) 으로 

구성된 약 1.1 kbp의 negative-sense RNA를 가진다 

(Tordo et al., 2005).

우리나라에서 IHN은 일본으로부터 IHNV에 오염

된 난을 수입하면서 1990-1991년 강원도에서 양식중

인 무지개송어 Oncorhynchus mykiss 및 산천어 O. 
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masou 치어에서 발생된 후, 다양한 지역에 위치한 

무지개 송어 종묘장으로 확산되었다 (손 등, 1993; 

Park et al., 1993; Kim et al., 2007). 최근에는 무지개송

어 치어뿐만 아니라 성어에서도 IHN에 의한 대량폐

사가 발생하고 있다 (김 등, 2003). 이처럼 IHN은 1990

년 이후로 국내 연어과 어류에서 난치성 전염병을 

일으켜 양식 산업을 위협하고 있다. 

IHNV 검출 방법으로는 어류주화세포를 사용한 

분리배양법, 항 IHNV 항체를 사용한 형광항체법 

(fluorescent antibody test) 과 enzyme-linked immunosorbent 

assay (ELISA), IHNV의 유전자를 검출하는 polymerase 

chain reaction (PCR) 법과 real-time PCR법, 어체내에 

IHNV에 대한 특이항체를 검출하는 ELISA 등이 보고

되어 있다 (Yoshinaka et al., 1998; Overturf et al., 2001; 

Kim et al., 2008; OIE, 2009). 이 중 PCR법은 빠른 

시간내에 병원체의 검출이 가능하고 검출감도가 높

아 어류병원바이러스를 검출하는데 널리 사용되고 

있다. 그러나 PCR법은 결과 확인을 위해 전기영동이

라는 별도의 실험이 요구되어 다소 번거로우면서도 

단계적 온도조절장치 (thermal cycler) 를 보유한 곳에

서만 가능하다는 단점을 가지고 있다. 최근 Notomi 

et al. (2000) 은 PCR법의 단점을 보완한 진단법인 

loop- mediated isothermal amplification (LAMP) 법을 

개발하였다. 본 방법은 3쌍의 primer (1쌍의 inner 

primer, 1쌍의 outer primer, 1쌍의 loop primer) 를 사용

하여 6개의 독립된 장소를 인식하여 증폭시키는 방

법으로서 PCR법과는 달리 일정한 온도 (등온) 에서 

annealing 및 extension이 가능하여 온도조절장치가 

필요하지 않으며, 또한 신속성, 특이성 및 검출감도

가 높아 1시간 이내에 109 copy의 유전자를 증폭시킬 

수 있다. 더욱이 결과 확인에 있어서는 전기영동법을 

이용한 방법 외에도 생성물에 SybrGreen을 첨가하여 

형광 유무를 관찰하거나 magnesium pyrophosphate 첨

가하여 침전물을 확인하는 방식으로도 가능하다. 

Suebsing et al. (2011) 은 IHNV 검출법으로서 

RT-LAMP법을 검토한 결과 nested PCR보다 검출감

도가 높아 IHNV 감염을 초기에 확인하는데 유용하

다고 보고하였다. 

본 연구에서는 어체내 IHNV 모니터링에 RT-LAMP

법의 사용이 가능 하는지를 검토하기 위해 IHNV를 

무지개송어에 인위적으로 감염시킨 후 시간 경과에 

따라 RT-LAMP법과 어류세포를 사용한 분리배양법

을 이용하여 IHNV 검사를 실시하였다.  

재료 및 방법

IHNV는 강원도 양양군에 위치한 양양연어사업소

에서 2008년 인공수정을 통해 부화한 방류 직전의 

연어 O. keta 치어로부터 분리한 Chyy08.1 분리주 

(Genbank accessin no. HQ638077) 를 bluegill fry-2 cell 

line (BF-2) 에 배양하여 사용하였다. 감염실험은 경

남 상주에 위치한 무지개송어 양식장으로부터 분양

받은 무지개송어 치어 (체중 1-2g) 를 수온 9±1℃로 

유지된 10 ℓ 수조 4개에 각각 20마리씩 수용한 후, 

IHNV를 106.5 TCID50/fish, 105.5 TCID50/fish 및 104.5 

TCID50/fish로 50㎕씩 복강주사 하였다. 대조구는 

Hanks’balanced salt solution (HBSS, Gibco) 를 사용하

여 50㎕씩 복강에 주사하였다. 28일간 폐사율을 관찰

하였으며, 폐사어 및 생존어 (접종 16일과 28일째 각 

그룹의 5마리) 를 대상으로 IHNV 검사를 실시하였다.

IHNV 검사 시료는 폐사어 및 생존어의 신장과 

비장조직을 적출하여 pooling한 후 HBSS로 1:100 

(0.01g/㎖) 이 되게 처리하여 마쇄한 후 3,500×g로 30

분간 원심분리하여 상층액을 취하였다. 분리배양법

에 의한 검사는 BF-2 세포를 사용하여 Reed and 

Muench (1938) 의 방법에 의해 바이러스 감염가를 
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TCID50법으로 측정하였다. RT-LAMP법은 300 ㎕의 

조직마쇄액으로부터 TRI Reagent® (Molecular Research 

Center) 를 사용하여 RNA를 분리하였고, Suebsing et 

al. (2011) 의 방법에 따라 RT-LAMP법을 실시하였다: 

10x thermopol- supplied reaction buffer, 0.6 M betaine, 

6 mM의 magnesium sulfate, 1 mM deoxynucleotide 

triphosphates (dNTPs) mix, 8 U Bst DNA polymerase, 

0.25 U AMV reverse transcriptase를 첨가한 mixture에 

6개의 specific primers (F3: 5'-CAGCCAAACCGTCCA 

ACC-3', B3: 5'-TCGTTTCCGACCGACAGG-3', FIP: 

5'-CAGAGTGCATCCCTCGGGGTAG/TTTT/CGA 

CACCGCAAGCGAATC-3', BIP: 5'-ATGCCTCTCAAC 

TGAGATGCCC/TTTT/ATGTGGGATAGGCAATCAGC

-3', LF: 5'-TG AAGAGCGGGTTTGACCAG-3', LB: 

5'-AGGATCTTCGATGATGAGAATAGGG-3') 를 분

주한 후 63℃에서 30분간 반응시켰으며, 2% agarose 

gel에서 전기영동을 수행하여 LAMP assay 특유의 

다양한 크기의 band가 검출되는지의 여부를 관찰하

였다.

결과 및 고찰

본 연구에서는 IHNV를 무지개송어에 인위적으로 

감염시킨 후 시간 경과에 따른 어체내 IHNV의 감염유

무를 RT-LAMP법과 어류세포를 사용한 분리배양법

을 이용하여 조사하였다. IHNV를 무지개송어 치어에 

복강 주사한 결과, 106.5 TCID50/fish의 IHNV를 접종한 

실험구에서는 7일째부터 폐사어가 나타나기 시작하

였고 40%의 누적폐사율이 관찰되었다 (Fig. 1). 105.5 

TCID50/fish와 104.5 TCID50/fish의 IHNV를 접종한 실험

구 및 대조구에서는 폐사어가 관찰되지 않았다.

폐사어 및 IHNV 접종 후 16일과 28일째에 각 실험

구에서 채집한 생존어 5마리를 대상으로 한 IHNV 

Fig. 1. Cumulative mortality of rainbow trout 
experimentally infected by intraperitoneal infection with
IHNV. ● 106.5 TCID50/fish; ■, 105.5 TCID50/fish; ○, 104.5

TCID50/fish

검출 결과는 Table 1에 나타내었다. 폐사어 (106.5 

TCID50/fish의 IHNV로 접종한 실험구) 에서는 100% 

(8/8 마리) IHNV가 분리되었고, 어체내 바이러스 감

염가는 104.3-106.8 TCID50/㎖를 나타내었다. RT-LAMP

법에서도 모든 개체에서 IHNV가 검출되었다 (검출

율: 100%, 8/8 마리). 16일째 생존한 개체를 대상으로 

한 IHNV 검사 결과에서는 106.5 TCID50/fish, 105.5 

TCID50/fish, 104.5 TCID50/fish의 IHNV로 접종한 실험

구에서 각각 60% (3/5 마리, 감염가: 102.8-105.05 

TCID50/㎖), 20% (1/5 마리, 101.05 TCID50/㎖), 60% (3/5 

마리, 101.05-104.8 TCID50/㎖) 의 검출율을 나타내었다. 

이에 반해 RT-LAMP법에서는 위의 실험구에서 각각 

20% (1/5 마리), 0% (0/5 마리), 20% (1/5 마리) 의 

검출율을 나타내었다. 28일째 생존한 개체 및 대조구

의 어류에서는 IHNV가 분리ㆍ검출되지 않았다. 

본 연구에서는 IHNV를 인위적으로 감염시킨 후 

시간 경과에 따른 어체내 IHNV를 모니터링하는데 

RT-LAMP법의 사용이 가능 하는지를 검토하고자 하

였다. 폐사어 (바이러스 접종 후 7-11일에 폐사된 개

체) 에서는 RT-LAMP법에 의해 IHNV가 100% 검출

되었으나 바이러스 접종후 16일째 생존한 어류에서
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Dose of IHNV 
injection Fish Fish Virus titer RT-

LAMP
(logTCID50/fish) condition No. (TCID50/ml) 

6.5

Dead 1 5.8 +
2 6.3 +
3 5.8 +
4 6.8 +
5 4.55 +
6 6.3 +
7 4.3 +
8 5.8 +

Survivor 1 <0.8 -
at 16 days 2 2.8 -

3 5.05 +
4 3.3 -
5 <0.8 -

Survivor 1 <0.8 -
at 28 days 2 <0.8 -

3 <0.8 -
4 <0.8 -
5 <0.8 -

5.5

Survivor 1 <0.8 -
at 16 days 2 <0.8 -

3 1.05 -
4 <0.8 -

 5 <0.8 -
Survivor 1 <0.8 -
at 28 days 2 <0.8 -

3 <0.8 -
4 <0.8 -

 5 <0.8 -

4.5

Survivor 1 3.8 -
at 16 days 2 4.8 +

3 <0.8 -
4 <0.8 -
5 1.05 -

Survivor 1 <0.8 -
at 28 days 2 <0.8 -

3 <0.8 -
4 <0.8 -

 5 NT NT
<0.8:  detection limit, NT: not test

Table1. Detection of IHNV in rainbow trout inoculated with
IHNV by virus isolation using BF-2 cells and RT-LAMP

는 13.3% (2/15 마리) 의 검출율을 보였고, 28일째 

생존한 어류에서는 IHNV가 검출되지 않았다 (0/14 

마리). 이상의 결과, RT-LAMP법에 의해 폐사어 및 

16일째 일부 생존어로부터 IHNV를 검출할 수 있었

으나 28일째 생존한 어류에서는 IHNV를 검출할 수 

없었다. 일반적으로 IHN 발생기간에는 병어 및 빈사

어에서 IHNV가 분리되나 질병 발생 후 약 50일 후의 

생존어에서는 바이러스가 분리되지 않는다고 보고

되어 있다 (Bootland and Leong, 1999). Kim et al., 

(1999) 의 연구에서는 IHN 생존어에서 감염성 바이러

스가 분리되지 않으나 truncated 바이러스 입자가 검

출 (nested PCR 양성) 된다고 보고하였다. 본 연구에

서는 nested PCR보다 검출감도가 높은 RT-LAMP법

을 적용하였으나 (Suebsing et al., 2011) 28일째 생존

한 개체에서는 IHNV가 검출되지 않았다. 이러한 이

유는 target 유전자의 차이 (본 연구에서 사용한 

RT-LAMP의 타겟 gene: G gene) 일 것으로 추정되나 

정확한 원인을 규명하기 위해서는 향후 다양한 연구

들이 수행되어야 할 것이다; Kim et al., (1999) 의 

연구에서 L gene의 경우 88.9% (16/18 IHN 생존어) 

의 검출율을 보였으나 N gene에서는 50% (9/18) 의 

검출율이 확인되었다.  

16일째 생존어를 대상으로 한 IHNV 검출 결과, 

분리배양법과 RT-LAMP법에서 각각 46.7% (7/15마

리), 13.3% (2/15마리) 의 검출율을 보여 검출감도는 

분리배양법이 높게 나타났다. 분리배양법의 경우, 

200 ㎕의 조직마쇄액 전부를 사용하여 바이러스를 

분리한 반면, LAMP의 경우 300 ㎕의 조직마쇄액으로

부터 분리한 RNA를 약 100 ㎕의 diethylpyrocarbonate 

(DEPC, Bioneer) 용액에 부유시킨 후 (RNA 최종농도 

: 100 ng/㎕) 2㎕를 사용하여 검사를 실시하였기 때문

에 검출감도를 비교하는데 한계가 있다. 하지만 실질

적으로 분리된 RNA 전부를 LAMP법으로 분석 하는
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데는 한계가 있으므로 어류세포를 이용한 분리배양

법은 IHNV를 검출하는데 있어 LAMP법보다 검출감

도가 높을 것으로 사료된다.  

진단법으로서 어류주화세포를 이용한 바이러스

분리 배양법은 이론적으로 감염성 바이러스 입자 1

개만 있어도 검출이 가능하나 시설뿐만 아니라 진단

시 많은 시간과 비용이 소요된다는 단점을 가지고 

있다. 이에 반해 LAMP법은 분리배양법보다 검출감

도는 낮으나 저렴한 비용으로 빠른 시간내에 진단이 

가능하며 고가의 시험장비가 필요없기 때문에 현장

에서 사용하기가 용이하다는 장점을 가지고 있다. 

이에 본 연구의 결과를 종합해 보면 RT-LAMP법은 

IHNV-생존어에서 바이러스를 모니터링 하는데 한

계가 있으나 병어로부터 IHNV를 검출하는데 유용하

게 사용될 수 있을 것으로 사료된다. 특히 신속한 

결과를 요구하는 시료에 있어 분리배양법과 병행하

여 선행될 수 있을 것으로 사료된다.

요  약

본 연구에서는 어체내 IHNV 모니터링에 LAMP법

의 사용이 가능 하는지를 검토하기 위해 IHNV를 무

지개송어에 인위적으로 감염시킨 후 시간 경과에 따

라 LAMP법과 어류세포를 사용한 분리배양법을 이

용하여 IHNV 검사를 실시하였다. IHNV를 106.5 

TCID50/fish, 105.5 TCID50/fish, 104.5 TCID50/fish로 복강 

주사한 결과, 40%, 0%, 0%의 누적폐사율이 관찰되었

다. 폐사어 및 IHNV 접종 후 16일과 28일째에 각 

실험구에서 채집한 생존어 5마리를 대상으로 한 

IHNV 검사 결과, 폐사어에서 IHNV가 100% (8/8 마

리) 분리되었고 (감염가: 104.3-106.8 TCID50/㎖), RT- 

LAMP법에서도 100% 검출되었다. 16일째 생존한 개체

를 대상으로 한 IHNV 검사 결과에서는 106.5 

TCID50/fish, 105.5 TCID50/fish, 104.5 TCID50/fish의 

IHNV로 접종한 실험구에서 각각 60% (3/5 마리, 감염가: 

102.8-105.05 TCID50/㎖), 20% (1/5 마리, 101.05 TCID50/㎖), 

60% (3/5 마리, 101.05-104.8 TCID50/㎖) 의 검출율을 보

였으나 LAMP법에서는 20% (1/5 마리), 0% (0/5 마

리), 20% (1/5 마리) 의 검출율을 나타내었다. 28일째 

생존한 개체 및 대조구의 어류에서는 IHNV가 분리ㆍ
검출되지 않았다. 이상의 연구결과로 LAMP법은 

IHNV-생존어에서 바이러스를 모니터링 하는데 한

계가 있으나 병어로부터 IHNV를 검출하는데 유용하

게 사용될 수 있을 것으로 사료되었다. 
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