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1998년 8월과 9월에 통영을 중심으로 남해안

각지의 돌돔에서 대량폐사가 발생하기 시작하

여 (Oh et al., 1999, Jung and Oh, 2000) 10여 년간

남해안 일대의 돌돔 양식장에서 유행한 병원체

인 red sea bream iridovirus (RSIV)는 정20면체의

double-stranded 핵산을 갖으며 single linear로 되

어 있는 Iridovirus과 Megalocytivirus속에 포함되

는 바이러스이다 (Van Regennortel et al., 2000).

RSIV는 감성돔, Acanthopagrus shlegeli, 농어,

Lateolabrax sp., 방어, Seriola quinqueradiata, 능

성어, Epinephelus septemfasciatus, 전갱이, Tra-

churus japonicus, 돌돔, Oplegnathus fasciatus, 넙

치, Paralichthys olivaceus, 자주복, Takifugu

rubripes, Murray cod, Maccullochella peelii peelii,

Dwarf gourami, Colisa lalia, 수종의 관상어 등 매

우 넓은 범위의 어종을 숙주역으로 두고 있다

(Go, et al., 2006; Lyu et al., 2006; Matsuoka et al.,

1996). Red sea bream iridovirus disease (RSIVD)

는 치어에서 성어까지 발생하여 양식장에 막대

한 피해를 주며, 29-33‰의 염분, 23-27�C의 수

온에서 발생한다고 보고되어 있다 (Jung and Oh,

2000). RSIVD는 참돔보다는 돌돔에서 그 피해

가 큰 것으로 알려져 있다 (Kim et al., 2002). 하

지만, Iridovirus과 Megalocytivirus속의 Turbot iri-
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dovirus (TBIV)는 22-25�C에서 turbot에 강한 병

원성을 나타내지만 넙치와 돌돔에서는 감수성

은 있지만 병원성을 갖지 않음이 보고되었고

(Oh et al., 2006), Iridoviredae family Lymphocys-

tivirus속의 Lymphocystis disease virus (LCDV)는

년중 수온이 20�C 부근의 8월과 11월 두 번의

증식패턴을 보이는 것이 보고되어 있다 (Kita-

mura et al., 2007). 이처럼 Iridoviridae family의

RSIV, TBIV 및 LCDV감염과 수온과는 밀접한

관계가 있음이 확인되어 있지만, 숙주 체내에서

는 어떠한 변화가 있는지에 대한 연구는 거의

없는 실정이다. 한편 어류의 스트레스 biomarker

로서 heat shock proteins (HSP)에 관한 연구는 다

수 보고되어 있는데, HSPs는 진핵생물과 원핵생

물에서 polypeptide chains과 결합하여 응집 방지

와 단백질의 folding을 지원하는 분자 chaper-

ones으로서 역할과, 스트레스로부터 세포를 회

복시키는 역할과 세균에 대한 면역반응을 증가

시키는데 관여하고 (Steward et al., 2001; Basu et

al., 2002), HSP70 (70 kDa protein)은 온도 스트레

스에 의해 유도됨이 알려져 있다 (Iwama et al.,

1998, 1999). 이러한 HSP에 대한 연구들은 온도

에 민감성을 보이는 iridovirus의 감염증과 관련

되어 있을 가능성이 예상된다. 

이에 본 연구에서는 RSIV의 수온에 따른 병

원성을 규명하기 위한 연구의 일환으로 수온별

(17�C, 20�C, 25�C 및 27�C)로 RSIV를 인위적

으로 감염시킨 돌돔의 누적폐사를 관찰하고, 각

기 다른 온도에서의 돌돔의 바이러스 감염에 따

른 폐사와 온도 스트레스 단백질인 HSP70의 관

련성을 확인 할 목적으로, 아직까지 밝혀지지

않은 돌돔의 HSP70 유전자의 염기서열 일부를

밝혀 보고하고자 한다.  

재료및방법

실험어

실험어는 전라남도 여수시 인근에서 양식중인

돌돔 (21~24cm, 50~60g)을 구입하여 RSIV와 세

균에 감염되지 않은 것을 확인하고 실험에 사용

하였다. 

인위감염및바이러스검출

접종용 RSIV는 2002년도 10월초에 남해의 한

양식장에서 RSIV에 의해 폐사된 돌돔으로부터

분리하여 GF-2 Cell-line에 의해 배양된 바이러

스액 (titer: 104 TCID50/100 ul)을 인위 감염에 사

용하였다. 감염실험은 순환여과식 수조에서 온

도별 (17�C, 20�C, 25�C 및 27�C)로 2주일간 순

치시켜 바이러스를 100 ul씩 복강 주사하여 15

일간 누적폐사를 관찰하였다. 15일 후 실험 종

료일에는 모든 개체를 해부하여 신장, 비장을

적출하여 PCR법으로 Kim 등 (2003)이 보고한

TBIVMCP-1F; 5'-CTCAGGTGCGAACG-

TAACC-3'와 1R; 5'-TTGACTGCAATAAC-

GACCAGTTC-3' primer sets (PCR products: 1299

bp)를 사용하여 RSIV 검출에 사용하였다. PCR

조건으로는 94℃-1min, 59℃-1min, 72℃-1min으

로 35 cycles로 하였다. PCR product는 ethidium

bromide가 첨가된 1.2% agarose gel에 전기영동

하여 UV 하에서 확인하였다.

Heat shock protein 70 (HSP70) 유전자검색

돌돔의 HSP70 유전자를 검색하기 위하여, 돌

돔 체내의 HSP70의 mRNA의 전사량을 높힐 목

적으로 40�C 정도로 조정된 수조에 돌돔을 넣어

열쇼크를 가한 후 빈사상태의 돌돔을 해부하고

아가미와 비장을 적출하여 total RNA 분리에 사

용하였다. Total RNA 분리는 적출된 organ에

HBSS (Gibco BRL)를 1:9비율로 첨가하여 균질

기로 균질화 하여 15-ml polypropylene 튜브에

옮긴 후 1.2 ml chloroform을 가한 후 30초간 교

반하고, 20�C에서 5분간 정치하고, 12,000×g로

4�C에서 5분간 원심분리 하였다. RNA를 포함

한 상층액을 조심스럽게 취한 후 원심분리용 튜

브에 옮겨 isopropanol을 첨가한 후, 20�C에서 5

분간 정치하여 RNA를 침전시켜 5,000×g로 4�C
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에서 5분간 원심분리 하였다. 흰색의 침전물을

차가운 75% 에탄올로세척한후, 5,000×g로 4�C

에서 5분간 원심분리 하고, 상층액을 제거 후 침

전물을 300 ul RNase-free water를 사용하여 현탁

하였고, 추출된 RNA를 HSP70 검출을 위한 RT-

PCR의 주형으로 사용하였다.

Reverse transcription PCR 및 HSP 유전자 염기서열

분석

RT-PCR은 one step RT-PCR kit (Qiagen, Valen-

cia, CA)와 10U RNase inhibitor (Gibco-BRL)를

사용하여 수행하였다. RT-PCR을 위해 사용된

primer는 universal primer (Forward primer; 5'-

GGNGGNGARGAYTTYGAYAAYMGNATG-3',

Reverse primer; 5'-GCNCCNACGNGGNGT-

NCCNCAGAATATCGAGAGT-3')를 사용하였다.

반응조건으로는 50�C에서 60분간 reverse tran-

scription 반응시키고, 95�C에서 15분간 Taq acti-

vation 시킨 후 60�C 1분, 72�C 1분, 95�C 30초

를 1회로 하여 39회 반응하였으며, 최종 반응에

서는 60�C 2분, 72�C에서 10분간 연장 반응시

켰다. PCR product는 ethidium bromide가 첨가된

1.2% agarose gel에 전기영동하여 UV 하에서 확

인하였고, 확인된 PCR product는 정제하여 염기

서열 분석에 사용하였다. 

결과및고찰

사육온도별 (17�C, 20�C, 25�C 및 27�C) 감염

실험 수조의 관찰결과 17�C와 20�C의 경우

RSIV 접종 후 실험 종료일까지 폐사가 발생하

지 않았다. 25�C 감염실험 수조에서는 RSIV 접

종 후 3일째부터 폐사가 발생하기 시작하여 실

험종료일 15일째까지 20마리 중 18 마리가 폐

사하여 90%의 누적 폐사율을 나타냈고, 27�C

수조에서는 접종 후 2일째부터 폐사가 발생하기

시작하여 실험종료일 15일째까지 20마리 중 16

마리가 폐사하여 80%의 누적 폐사율을 나타내

었다 (Fig. 1). 접종 2주 후 각 수온 별 (17�C,20�C,

25�C 및 27�C) 사육수조의 돌돔을 각 2마리씩

sampling 하여 비장 조직으로부터 DNA를 분리

하여 PCR을 행한 결과 모든 실험구에서 RSIV

가 검출되어, RSIV를 체내에 보유한다고 해서

모두 폐사로 이어지는 것은 아닌 결과를 얻을

수 있었으며, 25-27�C 사이에서 상대적으로 높

은 병원성을 나타내는 것으로 판단되었다. 이는

Oh 등 (1999)이 보고한 양식현장에서 23~26�C

범위에서 폐사가 발생하였다는 보고와 유사하

였다. 한편, RSIV와 같은 Iridovirus과에 속하는

lymphocystis disease virus (LCDV)도 온도 변화에

따라 병원성을 다르게 나타낸다고 보고되어 있

는데, LCDV는 양식넙치 체내에서 20�C를 전후

하여 넙치 체내에서 증식이 활발하게 진행되고

(Kitamura et al., 2006, 2007), LCDV에 감염되어

lymphocystis를 형성한 어체를 20�C에서 10�C

로, 20�C에서 30�C 부근으로 수온변화를 시키

면 lymphocystis가 자연탈락 소실되어 LCDV의

감염성은 수온변화에 민감하며 10�C에서

LCDV에 감염된 어체는 lymphocystis를 형성하

지 않지만, 체내에는 지속적으로 보유하고 있다

가 수온이 20�C 전후로 되면 lymphocystis를 형

성하는 것을 보고하여 LCDV 발병과 수온 변화

에 대한 관련성을 보고하였다 (Mosharrof et al.,

2007; Mosharrof et al., 2008). 한편, 동일한 Iri-

dovirus과에 속하는 RSIV의 감염에 의한 발병

과 주요숙주가 되는 돌돔의 어체내 생리지표와

Cumulative mortality in striped beakperch infected with RSIV

Fig. 1. Graph showing mortality in fish injected with red
sea bream iridovirus (RSIV) at different temperatures. ◆:
17�C, ■: 20�C, ▲: 25�C and ×: 27�C
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의 관련성에 대한 연구는 미미하다. 본 연구에

서는 서로 다른 온도 하에서 사육된 돌돔의 체

내에서 민감하게 반응하고, 바이러스 감염과의

상호 관계를 가지고 있는 생리지표의 탐색을 위

하여 heat shock proteins (HSP) 70을 주목하고

(McConkey, 1998; Deane et al., 2006; Heredia-

Middlenton et al., 2008), 돌돔에서는 아직까지 밝

혀지지 않은 HSP70의 유전자를 일부를 확인하

였다. 이를 위하여 돌돔에 heat stress를 가해

HSP70의 발현량을 증가시키고, reverse transcrip-

tion (RT) PCR법과 HSP검출이 가능한 universal

primer를 사용하여 HSP70 유전자를 확인하였다.

확인된 672bp의 염기서열을 확인하여 Fig 2와 3

에 나타내었다. 확인된 염기서열은 넙치에서 확

김석렬∙정병문∙정성주∙키타무라 신이치∙김두운∙김도형∙오명주

Fig. 2. Comparison of the derived nucleotide sequence of HSP70 between striped beakperch and flounder. 
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인된 HSP70 (AB010871) 유전자와 97%의 ho-

mology를 보이고 (Fig. 2), 넙치 및 platyfish

(AB062113)의 HSP70과 같은 group을 형성하여

돌돔의 HSP70으로 판단되었다 (Fig. 3). 또한 돌

돔의 HSP70은 자주복 (Y08582)과 무지개송어

(AB062281)에서 보고된 HSP70과는 유전적 거

리를 가지고 있었다. 일반적으로 HSPs는 크게

세 family로 분류하는데, 분자량이 85-90 kDa의

HSP90, 68-73 kDa의 HSP70과 16-47 kDa의 작

을 분자량을 가진 HSP로 나눈다. HSP90은 세포

골결과 steroid 호르몬 수용체의 구성을 활성화

시키며, HSP70은 polypeptide chains의 folding을

돕는 분자 chaperone으로 알려져 있고, 저분자

HSP는 종 특이성이 있는 다양한 기능을 갖는

것으로 알려져 있다 (Kiang and Tsokos, 1998).

어류에서 HSPs라고 불리는 단백질은 급격한 온

도변화 (Misara et al., 1989; Wagner et al., 1999),

무산소증 (Gamperl et al., 1998), oxidative stress

(Broome et al., 2006), 세균 감염 (Mayr et al.,

2000)과 다양한 독성 물질에 노출되었을때 체내

에서 합성하는 단백질이다. HSP70은 열 스트레

스에 반응하는 가장 일반적인 단백질이며, 어류

스트레스 반응에 key 역할을 수행하는 것으로

알려져 있다 (Deane et al., 2006; Heredia-Mid-

dlenton et al., 2008). 또한, 어류에서 HSP70은

necrosis와 apoptosis로부터 세포를 보호하는 역

할 등 면역에도 관여하고 있는 것으로 보고되어

있어 (McConkey, 1998; Deane et al., 2006), HSP

가 어류의 체내에서 다양한 경로를 갖으며 각종

stress와 면역에 관여하고 있음을 제시하고 있다.

본 연구에서는 온도와의 상관성을 규명하지는

못하였지만, 돌돔의 HSP70 유전자의 일부를 밝

힌데 향후 연구에 기초자료로 사용가능할 것으

로 보인다. 향후 연구로서 HSP70 유전자의 전

장을 밝히고, 본 연구에서 온도별 감염실험에

이용된 돌돔의 장기로부터 돌돔의 체내에서 발

Cumulative mortality in striped beakperch infected with RSIV

Fig. 3. Phylogenetic tree of nucleotide sequence of striped beakperch HSP70. The number in parentheses indicates the Gen-
Bank accession number.
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현되는 HSP70의 정량과 다른 면역유전자의 변

화을 통하여 RSIV의 감염과 HSP의 상호관련성

을 규명하고자 한다.  
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요 약

본 연구에서는 RSIV의 수온에 따른 병원성을

규명하기 위한 연구의 일환으로 수온별로 RSIV

를 인위적으로 감염시킨 돌돔의 누적폐사를 관

찰하고, 다른 온도에서 사육된 돌돔의 온도 스

트레스 단백질인 HSP이 관여하는지를 확인하

고자, 돌돔의 HSP 유전자의 염기서열 일부를

밝혔다. 각온도별 감염실험에서 17�C와 20�C의

경우 폐사가 발생하지 않았으나, 25�C 및 27�C

수조에서는 각각 90%와 80%의 누적 폐사율을

보였다. 돌돔에서 확인된 HSP 유전자의 일부는

넙치에서 확인된 HSP70와 97%의 homology를

나타내 돌돔의 HSP70으로 판단되었다. 
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