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서   론
어류에서 중추신경계의 괴사와 공포가 특징인 

신경병리학적 장애를 유발하여 폐사를 일으키는 

바이러스성뇌망막증(viral encephalopathy and retin-
opathy, VER) 또는 바이러스성신경괴사증(viral 

nervous necrosis, VNN)의 병원체인 betanodavirus는 

지난 2세기 동안 30종이 넘는 담수 및 해산 양식 

어류에 감염되어 심각한 경제적 손실을 일으키고 

있다(Egusa et al., 2006; Munday et al., 2002; Gomez 
et al., 2008; Doan et al., 2017; OIE, 2019). 어류의 

신경괴사증바이러스(Nervous Necrosis Virus, NNV)
인  betanodavirus는 외막이 없고 크기가 24-34 nm
인 정이십면체의 모양을 가지며, (+)sense RNA인 

2개의 segment를 가지고 있다. 이 중 RNA 1은 약 
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3.1kb의 크기로 RNA 중합효소를 암호화 하고 있

으며, RNA2는 1.4kb의 길이로 주요 외피 단백질을 

암호화 하며, 3‘ 말단에 poly(A) 부위는 없다(Delsert 
et al., 1997; Mori et al., 1992). Betanodavirus는 계통

수 분류에 따라 red spotted grouper- (RGNNV), bar-
fin flounder- (BFNNV), striped jack- (SJNNV) 그리

고 tiger puffer nervous necrosis virus (TPNNV)의 총 

4개의 유전자형(genotype)으로 나뉜다(Nishizawa et 
al., 1997). 현재까지 국내 자연산 어류 및 양식 생물

에서는 RGNNV genotype만 존재하는 것으로 보고

되어 있다(Gomez et al., 2008; Kim et al., 2012). 
패류는 filter-feeding 특성에 의하여 해양 환경중

의 다양한 병원체를 체내에 축적하여 bio-carrier 또
는 bio-reservior로서의 역할을 할 수 있다고 알려져

있다(Metcalf et al., 1979; Rippey, 1994). 최근 본 

연구실에서는 filter feeding에 의하여 패류 조직 내 

축적 된 betanodavirus를 분석함으로써 해양 환경 

내에 상존하는 어류 VNN 병원체의 특성을 분석하

고자 하였다.  

이를 위하여 먼저 betanodavirus 검출과 이에 대

한 분석을 통하여 검출된 betanodavirus의 genotype
까지 결정할 수 있는 구별하는 detection and dis-
crimination 이라는 two track 의 multiplex RT-PCR 
방법을 개발하였다(Kim et al., 2018a). 이를 통하여 

2012～2015년에 수집된 1,162개의 패류 및 어류 시

료로부터 481개의 betanodavirus 양성 시료를 얻고 

이들이 함유한 betanodavirus의 specific genotype 까
지 결정하였다 (Kim et al., 2018a). 그 결과 우리나

라 연안의 양식어류에서 VNN 질병을 야기하는 것

으로 알려진 RGNNV type 뿐만 아니라 이전까지 

국내 어류에서는 보고된 바 없었던 외래 유전형 

BFNNV 또한 bio-carrier 로서의 역할을 하는 패류 

조직 내에 높은 빈도로 발견된다는 것을 확인하였

다. 더 나아가 전 세계적으로 지금까지 보고되지 

않은 새로운 betanodavirus 인 KSNNV를 발견하여 

이를 5번째의 betanodavirus genotype으로 제안한 

바 있다(Kim et al., 2019). 
RNA 바이러스인 betanodavirus의 유전적 변화는 

각 RNA segment 자체에서의 mutation 뿐만 아니라, 
influenza virus와 같이 각 바이러스의 서로 다른 

segment가 유전적으로 혼합되는 재편성(reassort-

ment) 현상에 의하여 새로운 특성을 지닌 다양한 

조합의 신종 재편성체(reassortant)로 발생할 수 있

는 변이특성을 갖는다. 지금까지 지중해 연안의 국

가에서 RGNNV와 SJNNV genotype 사이에서 확인

된 RG/SJNNV (RNA1: RGNNV genotype, RNA2: 
SJNNV genotype) 및 SJ/RGNNV(RNA1: SJNNV 
genotype, RNA2: RGNNV genotype)의 reassortant 
존재가 보고되었다(Olveira et al, 2009; Panzarin et 
al., 2012; Toffolo et al., 2007; Toffan et al., 2017). 
그런데 최근, 국내에서도 새로운 바이러스인 KSNNV
의 발견과 함께, 이들 바이러스가 국내 연안에 존

재하고 있는 RGNNV와의 유전적 reassortment에 

의하여 KS/RGNNV 또는 RG/KSNNV라는 새로운 

reassortant의 형성에 대한 것을 보고한 바 있다

(Kim, 2018). 그러나 패류로부터 순수 분리된 re-
assortant betanodavirus가 치어기의 어류에 대하여 

나타낼 수 있는 병원성 분석 및 위험성에 대한 연

구는 아직 보고된 바 없다.
따라서 본 연구에서는 분리된 KS/RGNNV 또는 

RG/KSNNV라는 패류 유래의 reassortant betano-
daivruses가 다양한 어종의 치어(juvenile and sub- 
adult stage)에서의 바이러스 정량 분석과 병리 조

직학적인 변화를 추적하여 reassortant betanodavi-
rus 라는 새로운 감염원이 양식어류에 나타낼 수 

있는 잠재적 위험성을 제시하고자 하였다. 

재료 및 방법 
바이러스 
국내산 패류 시료에 대한 betanodavirus의 감염 

상태 분석을 수행한 선행 연구의 결과(Kim, 2018), 
RNA1 segment와 RNA 2 segment의 genotype이 서

로 다르게 나타나는 2개의 샘플, 꼬막 (KS/RGNNV 
type) 그리고 참굴 (RG/KSNNV type)의 장기 조직 

100 mg을 취하였다. 이를 pH가 7.2인 PBS 1 ml에 

혼합하여 균질화(Pellet Pestle Motor Cordless, Kon-
tes, USA)하고 0.45 μm syringe filter에 통과 시킨 

후 80% confluency를 보이는 T-25 vessel의 E-11 cell 
line에서 7일간의 배양을 2번 연속 실시하여 상등

액을 사용하였다. 표준 RGNNV와 KSNNV는 E-11 
cell line에서 7일간 배양한 것을 사용하였다. 모든 
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배양은 FBS 5%와 gentamycin 100 IU가 포함된 L- 
15배지를 사용 하였다. 배양된 바이러스 isolates는 

각각 KS/RGNNV-KG, RG/KSNNV-CM 이라고 명

명하였다.

cDNA 합성
균질화 시킨 실험어의 뇌(25 mg) 또는 배양된 

RG/KSNNV-KG와 KS/RGNNV-KG 감염시킨 E-11 
세포 상등액(100 μl)을 RNeasy plus mini kit (Qia-
gen, Germantown, MD, USA)를 이용하여 제조사의 

protocol에 따라서 total RNA 100 μl  분리하였다. 
이후 cDNA 합성을 위해 RNA 10 ul를 70°C에 5분
간 가열한 후, c2VNNR primer (0.5 μM) (Table 1)과 

함께 Moloney murine leukemia virus reverse tran-
scriptase (200 U/ml, Promega)를 이용하여 42°C에
서 60분간 반응시켜 주었다. 반응이 끝난 후 sample
은 95°C에서 5분간 가열하여 역전사효소를 불활화 

시켜주었다.

Primer design과 multiplex RT-PCRs   
우리나라에서 발견되는 betanodavirus의 3가지 

genotype인 RGNNV, BFNNV 그리고 KSNNV의 각 

RNA1 및 RNA2 segment가 가지고 있는 염기서열

을 기반으로 각 유전형에 특이적인 프라이머 제작

으로 개발된 2 가지 종류의 multiplex RT-PCR을 

실시하였다. 즉, RNA1 segment의 염기서열에 대한 

각 유전형의 특이적 염기서열에 부합하는 3가지 

프라이머(s1VNNRG2, s1VNNBF2 및 s1VNNKS2)
와 보존영역(conserved region)에 대한 프라이머 

(c1VNNF2)를 혼합하여 사용하는 RNA1-Discrimi-
native multiplex two-step RT-PCRs (R1-DMT-2 
RT-PCR)은 각 RGNNV, BFNNV, KSNNV 유전형

에 대하여 각각 214, 448, 843 bp의 amplicon을 생성

시킨다. 그리고 RNA2 segment의 각 유전형의 특이

적 염기서열을 기반으로 한 3가지 primers (s2 
VNNRG2, s2VNNBF2 및 s2VNNKS2)와 보존영역

에 대한 primer (c2VNNF2)를 혼합하여 사용한 

RNA2-Discriminative multiplex two-step RT-PCRs 
(R2-DMT-2 RT-PCR)은 각각 468, 292, 211 bp의 

amplicon을 생성하게 함으로써 각 2개의 RNA seg-
ment에 대한 유전형을 구별하였다(Table 1). 

염기서열 및 genotype 분석 
전기영동으로부터 밴드가 확인된 PCR amplicon

은 GeneAll Expin Gel SV kit (GeneAll Biotechnol-
ogy)를 사용하여, 1.5% agarose gel로부터 분리 및 

정제하였으며, 이로부터 분리된 DNA는 pGEM-T 
Easy vector (Promega)에 삽입하여 Escherichia coli 
(DH5α) 균주에 형질전환하여 클로닝을 수행하였

다. 그리고 GeneAll Plasmid SV mini kit (GeneAll 
Biotechnology)로 plasmid DNA를 분리하였다. 분리

된 플라스미드는 Big Dye Terminator Cycle DNA 
Sequencing Kit (ABI PRISM, Applied Biosystems)와 

automatic sequencer를 이용하여 염기서열을 결정

하였다. 분석된 염기서열정보는 BioEdit Ver.7.2.1.
을 사용하여 정렬하였고, NCBI(National Center for 
Biotechnology Institute)의 GenBank database를 활용

하여 바이러스 genotype을 분석하였다.

Quantitative RT-PCR (qRT-PCR)
균질화한 어류의 뇌(25 mg)로부터 제조한 cDNA 

1 µl 와 RNA2 segment의 모든 genotype에서 보존된 

영역을 target으로 하는 primer set (c2VNNF2/q2 
VNNR 각각 500nM) (Table 1), 그리고 LightCycler 
480 SYBR Green Master Mixture (Roche)를 사용하

여 분석하였다. 증폭 조건은 95°C에서 10초간 de-
naturation, 60°C에서 15초간 annealing, 72°C에서 

20초간 extension 하여 40 cycles을 실시하였다. 
c2VNNF1/c2VNNR primer set를 이용하여 RGNNV 
strain의 RNA2에서 증폭한 687bp의 PCR fragment
를 pGEM-T Easy Vector System (Promega)에 클로

닝하여 제작된 재조합 플라스미드를 사용하여 표

준곡선을 제작하였다(Kim et al., 2018a).

인위감염 실험
국내 해산어류 중 sevenband grouper Epinephelus 

septemfasciatus (18.9 ± 3.1 g), rock bream Oplegna-
thus fasciatus (6.4 ± 1.0 g), olive flounder Paralich-
thys olivaceus (9.1 ± 0.9 g) 등 3종의 해산 어류 치어

를 국내 남해 양식장에서 구입하였고, 또한 man-
darin fish Siniperca scherzeri (5.4 ± 0.6 g)와 common 
carp Cyprinus carpio (5.5 ± 0.8 g), crucian carp Cara-
ssius carassius (5.2 ± 0.5 g) 3종의 담수산 어류는 
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관상어 수족관에서 구입하여 사용했다. 인위 감염

은 c2VNNF2 /q2VNNR priemr set를 사용하는 qRT- 
PCR을 통해 betanodavirus에 감염되지 않았음을 확

인한 각 어종의 실험어 10마리를 이용하여 KS/ 
RGNNV-KG 그리고 RG/KSNNV-CM reassortant를 

107 copies/fish의 농도로 복강 주사하였고, 20 L 수
조에 25°C의 수온을 유지하면서 폐사를 관찰하였

다. 바이러스 접종 후 14일째 되는 날, 각 그룹당 

3마리에 마취제(MS-222)로 마취하여 안락사 시킨 

후 시료를 채취하였다. 

병리조직학적 분석 
인위 감염 14일째의 각 종별 어류의 뇌를 적출하

여, 10% 중성 포르말린 용액에 24시간 동안 고정

시킨 후, ethanol에 30분간 탈수한 후 파라핀(Para-
plast Plus; Diapath)에 포매하였다. 파라핀 절편은 

microtome (Reichert-Jung 2050)을 이용하여 5 µm 
두께로 연속 박절하여 조직 절편을 제작한 후, H& 
E (Heamatoxylin & Eosin) 염색을 실시하였다. 완성

된 조직 검체는 광학 현미경(Eclipse E-400, Nikon)
으로 관찰하였다.

결과 및 고찰
최근 남유럽에서 betanodavirus 유전자 segment

의 염기서열을 분석한 연구에서, 자연상태 및 어류

에서 RGNNV와 SJNNV의 두 유전형이 재편성된 

reassortants가 존재하는 것으로 확인되었다(Toffan 
et al., 2017). 이에 따라 최근 본 연구실에서는 앞선 

실험에서 다양한 패류 조직에서의 모든 유전형의 

betanodaviruses를 검출하기 위하여 RNA2의 보존

영역을 target으로 하는 Detection semi-nested two- 
step RT-PCR (DSN-2 RT-PCR)을 개발하였다(Kim 
et al., 2018a). 그리고 동 바이러스의 유전형을 구별

하기 위해 DSN-2 RT-PCR에서 양성을 보이는 시

료는 각 genotype의 RNA1 및 RNA2의 특이적인 

서열을 기반으로 제작된 primer를 사용하는 R1- 및 

R2-DMT-2 RT-PCR의 template로 사용하였다(Kim 
et al, 2018b; Kim, 2018). 이러한 분석에서 RNA1와 

RNA2 segment의 각 염기서열에 기초한 R1-, R2- 
DMT-2 RT-PCR에서 결정된 2 segment간 genotype
이 서로 일치하지 않는 betanodavirus isolates가 발

견되었고, 이는 각기 서로 다른 유전형의 betanoda-
virus가 자연계의 해양환경에서 서로가 가진 각 

RNA segment 하나씩을 교환한 reassortant betano-
davirus일 것으로 추정하고 이를 E-11세포에서 분

리‧배양 한 바 있다(Kim, 2018).
본 연구에서는 우리나라에서 나타나고 있는 be-

tanodavirus 유전형 2종, 즉 지금까지 우리나라 어

류에서 바이러스성신경괴사증을 일으키고 있다고 

알려져 있는 RGNNV, 그리고 본 연구실에서 2018
년에 새롭게 발견한 신종 유전형 바이러스로서 해

양 생태계에서 넓은 분포를 보이는 유전형 KSNNV 
(Kim et al., 2018b) 간에 나타날 수 있는 segment 

Table 1. Primers used in this study

Target 
segment Name Sequence (5' to 3') Position

Expected 
amplicon

size  
Specific description 

RNA 1
c1VNNF2
s1VNNKSR
s1VNNRGR
s1VNNBFR

GTTCCGTGGTACATGCCAAC
AAGCTCGTCAGCCACGATG
TCTCATTAGCCAATAAAGTTGTTA
CAGTATCAGTGAGGAGGGTGTC

1741-1760
2584-2602
1931-1954
2167-2188

843
214
448

conserved region
specific region of KSNNV
specific region of RGNNV
specific region of BFNNV

RNA 2

c2VNNF2
s2VNNKSR
s2VNNRGR
s2VNNBFR
q2VNNR

TGCCAAATGGTGGGAAAG
CGCTTCTGCGTTGTTTGG
TTGAAGTTGTCCCAGATGC
GGTAGAGCCAAGAAGTATTGATTTG
TTGTTGCCGACACACAGG

473-490
757-775
922-940
740-764
581-598

211
468
292
126

conserved region qRT-PCR
specific region of KSNNV
specific region of RGNNV
specific region of BFNNV
qRT-PCR 

<Note> These primers for various genotypes were used in the previous study (Kim et al., 2018a).
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reassortment에 의한 새로운 reassortant betanodavi-
ruses가 우리나라 주요 해산 및 담수 양식 어류에 

미칠 수 있는 위험성을 분석하고자 하였다.
먼저, 세포배양으로 분리시킨 두 reassortant iso-

lates의 각 segment 유전형을 확인하였다. 배양된 

KS/RGNNV-KG는 R1-DMT-2 RT-PCR에서 KSNNV 
genotype에 특이적인 843 bp의 amplicon을, 그리고 

R2-DMT-2 RT-PCR에서는 RGNNV genotype에 특

이적인 468 bp의 amplicon을 전기영동상 single 
band로 각각 생성하였고(Fig. 1), RG/KSNNV-CM
은 R1- 및 R2-DMT-2 RT-PCR 각각에서 214 bp 
(RGNNV) 그리고 211 bp(KSNNV)의 amplicon이 생

성하여(Fig. 1), 배양된 바이러스는 각각KS/RGNNV
와 RG/KSNNV type의 reassortant betanodavirus임이 

확인되었다. 결국 2종의 multiplex RT-PCR에 의하

여 결정된 reassortants의 RNA1과 RNA2 segment의 

genotype은 서로 명확하게 mismatched type betano-
davirus라는 결과를 보여 분리된 배양 바이러스는 

두 가지 homogeneous genotype 바이러스의 단순 혼

합체가 아니라 최근 새롭게 등장한 KSNNV가 우

리나라의 해양 생태계에 존재하던 RGNNV type과 

유전적으로 서로 reassortment 하여 새로운 reassor-
tant로의 진화에까지도 이르고 있다는 것을 확인시

켜 주었다. 
하지만 새로운 형태의 reassortant betanodavi-

ruses는 betanodavirus의 숙주인 어류종이 아닌 bio- 
reservoir로서의 패류에서 발견되고 분리되었다. 그

러므로 betanodavirus의 숙주가 되는 어류에 대한 

reassortant 병원성 확인을 위하여 치어기에 있는 우

리나라 주요 해산 양식어종 3종 (능성어, 돌돔, 넙
치)과 주요 담수 양식어종 3종 (쏘가리, 잉어, 붕어)
에 대하여 reassortant의 인위감염을 실시하여 우리

나라 어류 양식산업에 대한 감염 위험도 분석을 

실시하였다.
Reassortant RG/KSNNV-CM 그리고 KS/RGNNV- 

KG이 접종된 6종의 치어 그룹 모두 인위 감염 후 

선회유영 등의 VNN의 전형적인 외부증상이나 폐

사를 유도하지 않았다. 그러나 4종 (능성어, 돌돔, 
넙치, 쏘가리)의 치어 뇌 조직에서 바이러스 접종 

후 14일 째 2.1 × 104∼1.0 × 105 copies/mg의 낮은 농

도의 감염이 확인 되어졌다(Table 2). 이는 RGNNV
에 의한 능성어 치어 폐사체의 뇌에서 나타나는 

107 copies/mg 감염 수준(Kim et al., 2019)에는 도달

하지 않는 것으로 나타나, Kim 등 (Kim et al., 2018b)
이 KSNNV의 능성어 치어(약 13 cm)에 대한 공격 

실험에서 폐사를 유도하지는 않았지만 뇌 조직내

에는 낮은 농도의 바이러스 감염 상태를 보였다는 

앞선 결과와 유사하다고 할 수 있다. 한편 4종의 

감염 실험어에 대한 병리조직학적인 분석을 실시

한 결과 바이러스가 최종 미검출된 잉어와 붕어를 

제외한 4종(능성어, 돌돔, 넙치, 쏘가리)의 모든 개

체의 조직에서 VNN의 전형적인 병리적 특징인 신

경 조직 내 공포화(vacuolation)를 뇌조직에서 확인 

할 수 있었다 (Fig. 2). 이러한 결과는 이미 상당한 

(A) (B)

Fig. 1. Application of two different multiplex RT-PCR for the cultured KS/RGNNV-KG and RG/KSNNV-CM 
reassortants. Mismatched genotype between RNA1 and RNA2 segment of KS/RGNNV-KG (A), RG/KSNNV-CM 
(B) was confirmed by corresponding size of each amplicon. 
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수의 betanodavirus 감염성 연구에서 뇌 공포가 폐

사나 외부증상과 무관하게 진행될 수 있으며, 나아

가 어류는 눈 신경이나 뇌의 이러한 공포를 re-
generation 시킬 수 있다는 연구까지도 이루어져 있

어 치어에 대한 본 연구의 결과가 이례적이라고는 

할 수 없을 것이다 (Sohn et al., 1998; Hitchcock & 
Raymond, 1992; Zupanc & Zupanc, 2006, Kim et al., 
2018b).

하지만 RGNNV 유전형은 능성어에서 부화자어

기 뿐만 아니라 성어기에서도 폐사를 일으킬 수 

있다는 보고(Nakai et al., 2009; Tanaka et al., 2004; 
Qin et al., 2020)와는 차이를 보이며, KSNNV geno-
type의 병원성 특성인 이들 종의 부화자어기가 아

닌 성어에서 폐사를 유발하지 못하는 특성과 유사

성을 보인다. 즉 reassortant RG/KSNNV-CM 그리고 

역조합의 KS/RGNNV-KG는 2개의 RNA segment 
중 적어도 하나는 RGNNV genotype을 함유하고 있

음에도 불구하고 둘 다 능성어 치어에 대하여 폐사

를 유도하는 강한 병원성을 나타내지 않았다. 그러

므로 본 연구의 reassortant 병원성 분석의 결과는 

RGNNV가 부화자어 뿐만 아니라 치어 상태의 능

성어에까지 강력한 병원성을 나타내는데는 RGNNV 
type의 RNA1과 RNA2 두 개의 segment가 하나의 

virus particle 내에서 각각의 상호 보완적인 역할이 

통합적으로 이루어진다는 것을 시사한다. 
또한 KS/RGNNV type과 RG/KSNNV type의 re-

assortants는 감염 어종의 범위에 있어서 서로 뚜렷

한 차이를 나타내지 않은 것은 RGNNV 및 KSNNV
의 감염성 또는 항원성 결정에서 중요한 역할을 

하는 capsid의 주요 motif 아미노산 서열들을 서로 

동일한 위치에 유사하게 가지고 있기 때문일 수 

Fig. 2. Histopathology of the infected brain tissue of 
experimental fish (H&E). Multiple vacuolations (arrows) 
were observed under light microscope in brains col-
lected from various species of juvenile fish infected with 
reassortant at 14 days post injection (dpi) at 25°C. 
KS/RGNNV-infected sevenband grouper (Epinephelus 
septemfasciatus) (A), rock bream (Oplegnathus fascia-
tus) (B), olive flounder (Paralichthys olivaceus) (C), 
mandarin fish (Siniperca scherzeri) (D). RG/KSNNV in-
fected rock bream (E), olive flounder (F), mandarin fish 
(G). Scale bar = 100 µm. 

Table 2. Virus copies in the brain of six fish species at 14 days after inoculation with KS/RGNNV-KG or RG/ 
KSNNV-CM at 25°C

Fish species Body weight (g) KS/RGNNV-KG (copies/mg) RG/KSNNV-CM (copies/mg)
Sevenband grouper
Rock bream
Olive flounder
Mandarin fish
Common carp
Crucial carp

18.9±3.1
 6.4±1.0
 9.1±0.9
 5.4±0.6
 5.5±0.8
 5.2±0.5

7.5E+04
7.8E+04
6.5E+04
1.0E+05

ND*

ND

8.3E+04
2.1E+04
2.4E+04
3.5E+04

ND
ND

*Not detected
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있다(Kim et al., 2019). 한편 사용된 어류 중 능성

어, 돌돔, 넙치 그리고 쏘가리는 betanodavirus에 대

한 감수성 연구가 보고되어져 있으나(Kim et al., 
2018b; Tu et al., 2016; Yoshikoshi and Inoue, 1990), 
잉어 및 붕어에 대한 연구는 거의 이루어지지 않고 

있다. 그러므로 본 연구 결과는 국내 뿐만 아니라 

세계적으로 양식되고 있는 두 어종에 대한 re-
assortant betanodaviruses의 감염정보에 관해서도 

비민감성을 나타낸다는 것을 실험적으로 제시하

고 있는 점 또한 충분히 새로운 정보가 될 수 있을 

것이다.
향후 betanodavirus의 주된 target이 되는 embryo 

stage의 어류를 병원성 분석에 사용한다면 해양 생

태계에 최근 새롭게 출현한 KSNNV와 기존의 be-
tanodavirus 간의 reassortment가 어류의 대량 폐사

를 유도 할 수 있는 새로운 바이러스성신경괴사증 

병원체로의 진화라는 잠재적 위험성을 보다 명확

하게 제시할 수 있을 것이다.
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