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This ultra real-time PCR (UPCR) based diagnosis system for avian influenza A virus (AIV) subtype 

was designed. The target primer in this study was derived from H5N1 subtype-specific 133 bp 

partial gene of hemagglutinin (HA), and was synthesized by using PCR-based gene synthesis on the 

ground of safety. UPCR was operated by Mini-Opticon Q-PCR Quantitative Thermal Cycler using 

aptamer-based molecular beacon, total 10 μl of reaction mixture with extraordinarily short time in 

each steps in PCR. The detection including UPCR and analysis of melting temperature was totally 

operated within 15 min. The AIV-specific 133 bp PCR product was correctly amplified until 5 

molecules of HA gene as minimum of templates. This kind of PCR was drafted as UPCR in this 

study and it could be used to detect not only AIV subtype, but also other pathogens using 

UPCR-based diagnosis.
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독감을 유발하는 바이러스는 전염성이 매우 높은 급성 호

흡기 병원체로, 인간형 인플루엔자 바이러스(AI: influenza 

virus)와 조류독감바이러스(AVI: avian influenza virus)에 의

해 발병된다. 인플루엔자는 해마다 주기적으로 변형 바이러스

에 의해 계절형 독감을 발병시키며, 심한 경우 2-3주 내에 통

상 인구의 10-20%가 감염될 정도로 높은 유행성을 보인다(4, 

10, 17, 22). 인플루엔자 바이러스는 바이러스의 분류에서 

Orthomyxoviridae 과에 속하며, spherical형과 filamentous형

으로 존재하는 비리온(virion)으로 50-120 nm 크기의 RNA 

virus로 5종류의 Influenzavirus A, Influenzavirus B, 

Influenzavirus C, Isavirus, and Thogotovirus으로 나누어진다

(28). 주로 조류, 인간 그리고 기타 동물(야생조류, 고양이과, 

가금류)에 감염시킨다. 현재까지 알려진 A형 독감바이러스는 

H1N1, H1N2, H2N2, H3N1, H3N2, H3N8, H5N1, H5N2, 

H5N3, H5N8, H5N9, H7N1, H7N2, H7N3, H7N4, H7N7, 

* For correspondence. E-mail: hsvkst@empal.com; Tel: +82-2-3277- 
4161; Fax: +82-2-3277-3760

H9N2, H10N7이 알려져 있다(27). 유전체는 negative single 

strand RNA로 8개의 절편으로 polymerase를 암호화한 PB1, 

PB2, PA, 그리고 glycoprotein인 hemagglutinin (HA), 

neuraminidase (NA)와 유전물질을 보호하는 NP와 M, 비구조 

단백질인 NS1과 NS2 등으로 구성되어 있다(11). 특히 AIV는 

nucleoprotein과 matrix (M1) protein의 항원성에 의해 모두 A

형으로 분류되며, 그 이하 아형의 분류는 두 종의 표면 

glycoprotein인 HA과 NA의 항원성에 의해 결정된다(5, 7). 

1918년대에 유럽에서 가장 강하게 전파된 H1N1 경우처럼 현

재까지 16종류의 HA와 9종류의 NA가 인플루엔자 A형 바이

러스에서 밝혀졌으며, HA와 NA의 조합에 의해 144종의 다양

한 항원을 지녀서 주기 별로 일정한 병원성을 나타내기도 하

였다(23). 한편 과거 1918년 스페인독감바이러스의 경우 처음

에는 가금류나 조류의 SA2,3Gal (sialic acid 2-3galactose) 수

용체에 결합하여 감염을 전파시켰지만 점점 돼지를 거쳐 인간

의 SA2,6Gal (sialic acid 2-6galactose) 수용체에 진화된 

H1N1가, 아시아에서는 H2N2, 홍콩독감은 H3N2, 현재에는 

전염성이 가장 강한 H5N1, 다양한 동물에 감염성을 보이는 
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H7N7가, 또한 H1N2 같은 인간과 동물 전체에 위협을 가하는 

병원성 바이러스가 전파되고 있다(21). 일반적으로 HA와 NA 

아형 바이러스들은 철새에서 대부분 발견되는데 반해, 3종의 

HA아형(H1-H3)과 2개의 NA아형(N1과 N2)은 돼지를 중간매

개체로 혹은 동남아 지역에서는 직접 사람에게도 발견이 되었

다(24).

지난 몇 십년 동안에는 AIV H5N1, H7N7, H7N3, H9N2

등 다양한 아형의 인플루엔자 A형 바이러스(influenza A 

virus)가 사람에게 감염을 유발한 보고가 많았다(13). 특히 

H5N1은 종래 미약한 병원성의 바이러스로 알려져 왔었으나, 

최근 몇 년간 닭에서 100%에 가까운 치사율을 보이는 고병원

성 H5N1의 변이형이 발견되었다. 1997년, 처음으로 AIV에 

의한 사람의 감염이 확인되었으며, 18명의 발병자 중 6명이 

사망하였고, 이 조류독감의 전파를 막기 위해 대량의 가금류

들을 도살하기도 하였다(1, 19). 이후 2001년부터 현재까지 

AI는 국내의 음성지역을 포함하여, 베트남, 태국, 중국 등 동

아시아 각지에서 지속적으로 발생되었으며, 고병원성 AIV 

H5N1은 가금류, 사람뿐 만이 아니라 호랑이, 고양이, 돼지 등

에서도 발견될 정도로 전파되었다. 특히 이 병원체에 의한 높

은 치사율(2003년 베트남 93명의 감염자 중 42명 사망, 2006

년 태국 22명 감염자 중 14명 사망 등)은 해당국의 축산업뿐 

아니라 경제적으로 심각한 피해를 야기하였다(8, 14, 19). 이 

심각한 병원체인 H5N1의 조기 진단은 가금류등 축산업의 질

병 제어를 위하여, 그리고 사람에게 전파 또는 사람간의 전파

를 조기 차단하기 위하여 그 중요성이 크게 증대되고 있다. 진

단 대상도 가금류 전염병의 조기 발견 및 확진을 위한 수의학

적 진단 뿐 아니라, 사람에 대한 진단으로 확대되었다. 병원, 

실험실 검사법뿐 아니라, 공항 또는 항만 같은 지역에서 검역

필요성이 절실히 요구되고 있다. 현재 실험적으로 많이 적용

하고 있는 AIV에 대한 진단법은 계란을 이용한 바이러스 배

양법(Plaque assay), 중합효소연쇄 반응법(PCR; Polymerase 

Chain Reaction), 혈구응집억제 시험법(HI; Hemagglutination 

Inhibition), 면역형광법(IFA; Immunofluorescence Assay), 효

소면역 시험법(ELISA; Enzyme Linked Immunosorbant Assay)

등이 있다(3, 25, 26). 이중 바이러스 배양법과 HI IFA와 

ELISA는 민감도가 높고 정확하나 상대적으로 많은 시간을 필

요한 점이 단점으로 보고되고 있다. 이런 방법에 비해 PCR법

은 특이적이고 신속하게 다량의 검체를 정확히 진단할 수 있

다는 장점이 있다. 또 PCR 기술이 발달함에 따라 다양하게 

AIV의 진단이 가능한 multiplex PCR, Real-time PCR, NASBA, 

PCR-ELISA 등이 알려져 있다(9). 하지만 이러한 PCR을 이

용한 진단법은 혈청을 이용한 간이진단법(Immunochromato-

graphy) 등에 비하여 정확성과 민감성은 뛰어나지만, 신속성, 

간편성 및 현장성이 떨어지기에, 질병의 전파를 막기 위하여 

대중적 밀집장소인 공항 및 항만에서의 검역에는 적당하지 못

하고, 병원에서만 적용할 수 있다는 한계점이 있다.

한편 기존 항체가 가지는 비용과, 생산어려움이 많고 변형 

또한 용이하지 못한 반면 압타머(aptamer)는 단일가닥 DNA 

내지 RNA 같은 약 20-80 n/t 핵산분자로 구성되어 필요에 의

해 변형이 용이한 장점을 가지고 있다. 또한 항체에 비해 매우 

안정성이 우수하고 실온상태에서 보관이나 운반이 가능하며 

멸균 후에도 기능을 유지할 수 있다는 장점이 있다. 한편 변성 

후에도 핵산이 마치 리간드-수용체처럼 또는 항원-항체반응에

서와 동일한 표적단백질의 활성부위에 신속히 재생이 가능하

다는 점이다. 그리고 장시간 또는 반복사용이 요구되는 진단

측면에서 항체대용의 우수한 친화력을 가지는 성질로 임상 적

용이 가능하다는 점이다(15, 20). 또한 특성상 상대적으로 작

은 크기로도 커다란 단백질이 작용할 수 없는 부위에 선택적

이며 생체 내에서 면역반응을 일으키지 않는 매우 강한 결합

력을 가질 수 있다는 점이다. 따라서 이런 생체 친화적인 특징

을 이용하여 항바이러스제, 뇌암 및 간암 같은 항암제의 적용 

및 여러 질병의 진단분야에서 응용이 가능하다(6, 18, 29). 따라

서 본 논문에 적용되는 기술인 압타머를 기반으로 한 molecular 

beacons 시스템은 핵산합성, 유전자발현의 추적 및 생체 내에

서 형광학적으로 탐지할 수 있는 양말단에 fluorophore와 

quencher를 부착시켜 표적에 반응하여 서로 해리되면 형광이 

띠도록 DNA, RNA 및 정량 PCR 기법에 이용하고자 한다. 

그러므로, 본 연구에서는 AIV의 존재를 Real-time PCR에 

근거한 진단법으로 압타머 기반한 molecular beacon 시스템을 

활용하여 수분내로 진단하는 방법을 개발하였는데 기존의 Real- 

time PCR과 구분하여 특이적 Ultra Real-time PCR법이라 명

명하였고 2차적으로 정밀한 분석을 위한 공초점 현미경분석법

을 융합하여 분석한 것이 차별화된 방법이다. 이 진단법은 AI

의 유전자를 정량적으로 검색할 수 있을 뿐 아니라, 다량의 시

료를 대상으로, 최소 수분~수십분 이내에 동시에 감염유무를 

확인할 수 있는 신종플루 아형에 대한 비쥬얼하게 현장에 적

용 가능한 진단법이라 사료되어 이에 보고하는 바이다.

재료 및 방법

RNA 추출 및 cDNA 합성

본 연구에서는 뚝섬, 탄천 및 안양천에서 채집한 철새조류

의 분뇨와 사체로부터 viral RNA를 추출하기 위해 야외 검체 

0.2 g을 PBS (phosphate buffered saline) 300 μl에 넣고 섞은 

다음 vortex로 현탁 시킨 후 10,000 rpm으로 원심분리하였다. 

상등액을 Gene-spinTM kit (iNtRON Biotechnology, Korea)

으로 viral RNA를 추출하거나 바이러스량이 적을 경우 

R-Mix ReadyCell (Mink Lung/A549 세포주)을 이용하여 

virus를 증폭시켜 상기방법으로 추출하였다(12). 추출한 viral 

RNA는 random hexamer와 murine leukemia virus reverse 

transcriptase (Revert Aid M-MuLV RT, Fermentas, Canada)

을 이용하여 역전사과정을 25분 동안 37°C에서 random 

hexamers 1 μl (0.2 μg/μl), total RNA 7.5 μl (100 ng), 

murine leukemia virus reverse transcriptase 1 μl (200 U/μl), 

RNase inhibitor 1 μl (20 U/μl), dNTP (10 mM) 2 μl, 5× 

RT buffer (4 mM MgCl2) 그리고 H2O 3.5 μl을 혼합하여 수

행하였다. 반응 혼합물은 사용하기 전까지 -20°C에서 보관하

였다.
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Table 1. Nucleotide sequences of AIV detection primers

Name sequence(5'→3') mer products

IV HAF aatgccccaa atatgtgaaat 21 133 bp
IV HAR tgccatcctccctctataaaa 21

MB LP

aattaaccctcactaaagggctgagtcggaga

gagaagaagaaaaaagggactattttcaaaac

cgcaatacactggttgtatggtcgaataagttaa

97

MB HP

attaaccctcactaaagggcgcttcaa aagaa 

acaagaggactatttatttgttcaggttgggtctt

cctattatggtcgaataagttaa

89

961 ACCATCGGGG AATGCCCCAA ATATGTGAAA TCAAACAGAT TAGTCCTTGC GACTGGACTC

1021 AGAAATACCC CTCAGAGAGA GAGAAGAAGA AAAAAGAGAG GACTATTTGG AGCTATAGCA

1081 GGTTTTATAG AGGGAGGATG GCAGGGAATG GTAGATGGTT GGTATGGGTA CCACCATAGC

Fig. 1. DNA sequences of an artificial synthesis of hemagglutinin genes (133 bp, partial sequence). The underline represent 
two position of AIV detection primers pairs named sense and reverse primer, 5′→3′ respectively, in this study.

합성 oligonucleotide 및 진단용 molecular beacon의 제작

본 연구에서는 AIV H5N1의 표준 주형 DNA의 설계 및 

표적용 aptamer 기반 Taqman Primer의 설계를 위하여 GenBank 

database (National Center of Biotechnology Information, 

NCBI)에 밝혀져 있는 avian influenza A virus subtype H5N1 

중 5종의 HA 염기서열을 참고하였다.

이 염기서열들을 표본으로 하여 비교 정렬분석을 행하였으

며[CLUSTAL W (1.81) Multiple Sequence Alignments, 

http://align.genome.jp/sit-bin/clustalw], 여기서 도출된 가장 

보존적인 염기서열 부분을 취합하여 인공적 염기서열을 설계

하였다. 이 염기서열은 avian influenza A virus subtype 

H5N1 (GenBank accession no. EU874899) hemagglutinin 유

전자와 가장 유사하였기에, 그 중 가장 보존 정도가 높은 염기

서열 부위 133 bp를 선택하여 본 연구를 위한 AIV의 표준 염

기서열로 결정하였으며, 이는 유전자 인공합성의 방법으로 제

작하였다(Table 1 and Fig. 1). 이 표준염기서열은 상기 유전

자(EU874899)의 971 n/t에서 1103 n/t까지의 염기서열과 동

일한 것이며, 이 서열을 재료로 합성용 oligonucleotide 및 고

병원성/저병원성 진단용 primer쌍을 설계하였다. 이들 oligonu-

cleotide는 (주)제노텍에서 제작을 의뢰하였으며(Genotech, Korea), 

공급된 oligonucleotide는 인공합성 유전자제작 및 진단용 

primer로 사용되었다. 검색용 primer와 H5N1 특이적 aptamer- 

molecular beacon의 염기서열은 Table 1에, 표준 주형 DNA

에서 그 위치는 Fig. 1에 나타내었다.

공초점 형광현미경 관찰 및 세포배양

AIV탐지의 검출을 확진하거나 증폭하기 위하여 실험실 조

건에서 바이러스 증폭을 위하여 DHI D3 DFA (Diagnostic 

Hybrids, Inc., USA)의 R-Mix ReadyCell (Mink Lung/A549 

세포주)을 미리 녹여 검체 200 μl를 분주하여 700×g, 실온에

서 60분간 원심분리한 다음 35°C, 5% CO2 incubator에서 16

시간 동안 배양하였다. 자세히 설명하면 세포를 분주된 커버

글라스를 PBS로 세척하고 아세톤으로 고정 후 respiratory 

virus fluorescent antibody pool (Respiratory Panel 1 Viral 

Screening & Identification Kit, Chemicon, USA)에 준하여 

virus-specific monoclonal antibody으로 표지 후 이를 

Respiratory virus DFA screening reagent의 DFA monoclonal 

antibody으로 one-step process staining 방법을 수행하여 

influenza virus A를 공초점 형광현미경하에서 판별하였다.

Hemagglutinin 유전자의 합성 및 RT-PCR

HA 합성용 nucleotide를 사용하여, PCR (Mini-Opticon 

Bio-Rad, USA)을 이용, 133 bp의 HA 표준유전자를 합성하

였다. 20 μl의 총량에 각 10 pmole oligonucleotide와 각 1.25 

mM dNTP, 1.25 unit Ex Taq DNA polymerase (TaKaRa, 

Japan), 2 μl 10배 reaction buffer (25 mM MgCl2)를 사용하

였으며 반응 조건은 94°C에서 30초간 redenaturation 후, 

denaturation 94°C, 1초, annealing 60°C, 1초, extension 

74°C, 15초를 45 cycles 동안 수행하였으며, 74°C에서 30초

간 final extension을 하였다. 또한 검체내의 AIV 검출을 증폭

하기 위해 R-Mix ReadyCell (Mink Lung/A549 세포주)을 이

용하여 확보된 세포 배양액을 10 μl Seeplex RV master mix 

(Seegene, Inc, Korea), 4 μl 5× multiplex primer sets, 3 μl 

8-MOP용액을 통해 DSO technology (Seegene, Inc)에 의해 

디자인된 Seeplex RV A/B세트의 primer으로 cDNA를 합성

하고 94°C, 30초 동안 통해 Mini-Opticon (Bio-Rad)으로 

denaturation 시킨 후 94°C, 1초, annealing 60°C, 1초, 

extension 74°C, 15초를 45 cycles 동안 수행하였다. 각 단계

별로 합성된 DNA는 2.0% agarose gel에 전기영동 후 EtBr 

(ethidium bromide)로 염색하였으며 UV transilluminator 상

에서 각 생성물의 크기를 확인하고 이를 agarose gel에서 확인

하였다(Table 2). 

Real-time PCR의 최적조건

본 연구에서 Real-time PCR용 기기로는 Mini-Opticon 

(Bio-Rad)을 사용하였다. 증폭산물의 정량 측정을 위하여 

SYBR Green의 Taqman primer와 특수 제작된 HA-MB 

(molecular beacon) primer를 사용하여 상호 비교하였으며, 

Avian influenza virus의 Real-time PCR 검색을 위한 최적 

annealing 조건을 확립하기 위해 기존 primer 10 pmol와 특수

제작한 MB-HP/LP (molecular beacon) primer 10 pmol과 각 

지역별 시료를 cDNA로 합성하여 주형으로 하여 10 μl SYBR 
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Table 2. Comparison of viral culture with IF and Seeplex 
RV (S-RV) assays from 8 major respiratory viruses

Viral culture with IF
Seeplex RV Total

Positive Negative

18a 7c positive 25

11b 2d negative 13

Total 29 9 38
a The major respiratory viruses were influenza virus type A and B, 
parainfluenza virus type 1, 2, 3, and adenovirus. 
b More than 1 virus detected with S-RV in 2 specimens: influenza B + 
parainfluenza 1; 
c More than 1 virus detected with S-RV in 1 specimen: influenza B + 
adenovirus. 
d Parainfluenza virus detected only by viral culture and IF. 

Fig. 2. Standard curve and electrophoresis of Real-time PCR 
with serially diluted templates of AIV HA-MB gene using 
Mini-Opticon Q-PCR Quantitative Thermal Cycler. (A) 
Electrophoresis of same PCR products. Lane M is 100 bp 
DNA size marker; Lanes 1-7 were loaded 7 PCR products 
amplified from initial template plasmid, 10 pg, 1 pg, 100 fg, 
10 fg, 1 fg, 100 ag (62 copies of AIV gene) and 10 ag, 
respectively. Lane N; negative control (distilled water). PCR 
products of 133 bp were shown in all lanes, except 10 ag 
and blank. (B) Regression analysis of PCR products. The 
linear relationship between the quantities of initial template 
and Ct values was fairly accepted. Regression equation was 
calculated as Y=-0.41X+12.04. Regression coefficient was 
R2=0.997. 

(B)

(A)

Premix Ex Taq (TaKaRa, Korea)을 포함한 총 10 μl의 반응

액을 조성하여 Real-time PCR을 수행하였다. PCR 조건은 

94°C에서 30초간 pre-denaturation을 거치고, denaturation 

94°C, 1초, annealing 60°C, 1초, extension 74°C, 15초를 45 

cycles 동안 수행하였다.

Real-time PCR의 민감도 측정

AIV HA 탐지의 감수성 측정을 위하여 합성 AIV HA 유

전자를 포함하는 pLUG® TA에 클론시켜 재조합한 AIV-HA 

벡터인 pLUC-TA-HA를 1 ng부터 1/10배씩 점점 단계 희석

한 후 이를 주형으로 확립된 최적 PCR 조건으로 Real-time 

PCR를 수행하였다. Real-time PCR에 사용한 표준유전자는 

AIV-H5N1의 합성 HA부위(133 bp)를 재조합한 pLUC-TA- 

HA으로 DNA의 농도는 NanoDrop 2000 (Thermo, USA)로 

정밀하게 측정하여 plasmid의 copy 수를 아래의 식을 계산하

였다(16). 

결과

Real-time PCR의 최적조건

HA 주형에 대한 농도별로 Real-time PCR 탐지의 최적화

를 확립하였는데 Fig. 2에서처럼 모두 133 bp의 특이적 PCR 

반응산물을 증폭하였다. 본 연구에서 제작한 표준 유전자인 

pLUC-TA-HA 및 HA의 탐색용 AIV HA PCR-탐지에서 반

응 최적조건은 60°C였으며 특히 AIV아형만을 탐지하도록 제

작한 고병원성 및 저병원성을 특이적 HA-MB (molecular 

beacon)으로 탐지하는데는 약 1 pmol 농도에서 가장 최적에

서 증폭되었다. 

AIV HA 탐지의 감수성 측정을 위하여 합성 AIV HA 유

전자를 포함하는 pLUC-TA에 재조합한 pLUC-TA-HA를   

1 ng부터 1/10배씩 점점 단계 희석한 후 10 ag까지 연속 희석

을 한 다음 이를 초기기질로 하여 최적의 Real-time PCR 조

건하에서 Real-time PCR을 수행하였다. 초기 측정농도의 기

질을 사용한 PCR 결과는 우선 증폭된 형광곡선과 표준곡선을 

통해 나타내었고 초기 기질농도 10 ag부터 1 fg (약 194개 

HA유전자 포함)의 범위에서는 기질의 양들과의 Ct 수치들은 

정확한 연관성이 있는 것으로 확인하였다. 한편 10 ag (5개 

HA 유전자)의 초기기질 농도로도 Real-time PCR법으로 AIV 

특이 염기서열의 검출은 가능하지만 실제 공초점 현미경에서 

확인된 형광결과와 연관성 및 정량도 양호한 범위는 검색이 

가능한 범위로 판정되는 최소의 가능한 HA 유전자 검체 copy

수는 약 20개로 설정하였다. pLUC-TA-HA 10 pg부터 10 ag

까지 1/10 농도로 연속 희석한 6개의 기질농도로 Real-time 

PCR 결과로 측정된 Ct 수치들의 회귀직선은 Y (초기기질농

도의 양: log ag)-0.41X(Ct value: cycles)+12.04로 계산하였

으며 회귀상수 R2는 0.9821로 산출하였다. 이는 정량의 범위

를 넘어선 것으로 판정한 초기 기질의 양들인 100 ag과 10 ag

를 포함하여 계산한 것으로 이들을 제외하고 계산하면 회귀상

수는 회귀상수 R2=0.997 이상으로 나타내었다. 각 PCR 산물

이 생성되었는지 재차 전기영동으로 확인하였다(Figs. 2 and 

3).

Quick Real-time PCR

PCR 반응물의 총량은 10 μl 부피범위에서 가장 신속한 
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Fig. 3. Real-time PCR with serially diluted templates of 
AIV HA-MB gene using Mini-Opticon Q-PCR Quantitative 
Thermal Cycler. Real-time PCR was performed with the 
standard condition in this study. Initial quantities of 
templates in each experiment were 10 pg, 1 pg, 100 fg, 10 
fg, 1 fg, 100 ag and 10 ag, respectively. Fluorescence 
curve, the Ct values were shown initial quantity- dependent 
manner in the range of 10 pg to 10 ag. Distilled water was 
used in blank instead of DNA template.

Fig. 4. Pintails (Anas acuta acuta) in riverside of Ttukseom 
region (AVI samples were isolated from the head and neck 
of the corpse of pintail)

PCR이 가능한 것으로 생각되었던 Mini-Opticon (Bio-Rad)으

로 Quick Real-time PCR을 수행하였다. 즉 탐지한계를 측정

하기 위해 AIV HA 유전자 cDNA를 포함한 pLUC-TA-HA을 

기질로 하여 초기 농도를 1 pg, 100 fg, 10 fg, 1 fg, 10 ag, 

100 ag (약 5개 pLUC-TA-HA 분자)씩 각각 사용하여 PCR을 

수행하였다. 분석결과 plasmid 100 fg부터 10 ag까지의 Ct 수

치(Threshold cycles)는 비교적 정량적 상관성을 보여 주었으

며 그 외의 범위에서 PCR 결과는 초기 기질량과 Ct 수치들의 

정량성은 일치하지 않았다. 한편 AIV HA 유전자의 아형의 

존재여부를 가장 신속히 진단하기 위해 HA-MB primer를 도

입하여 PCR 과정중 각 단계들의 시간을 극단적으로 줄인 

Quick Real-time PCR을 수행하였다. 이는 간이 진단법인 10

분대 Rapid kit의 진단법보다 최소시간을 판정하는 시간을 측

정하고자 하였다. 최종적으로 94°C에서 30초간 pre-denatura-

tion을 거치고, denaturation 94°C, 1초, annealing 60°C, 1초, 

extension 74°C, 15초를 45 cycles 동안 수행하였다. 용융온도

분석을 통한 PCR 산물의 Tm 역시 82°C 내외로 추정 PCR 

산물을 만들어 냄을 확인하였다(Fig. 3).

Ct 수치를 기준으로 133 bp의 DNA를 증폭해 내는 본 실

험에서 폴리머화의 시간은 우선 가장 큰 영향을 미치지만 

AIV-아형에 대한 결합유무는 각 아형에 대한 특이적인 

HA-MB primer와 결합시점에는 annnealing의 시간도 중요함

을 추측 되었다.

Hemagglutinin 유전자의 합성

조류독감 바이러스(avian influenza A virus: AIV H5N1)의 

9종류 HA 유전자 경우는 약 1.69 kb의 게놈크기로 15종 NA

와의 조합에 의해 144여 종 아형을 결정하게 되어 그 중에서 

병원성이 가장 강한 고병원성과 병원성이 약한 저병원성으로 

나누는데 본 연구에서는 HA 유전자 중 항원결정기로 친수성 

영역을 통하여 133 bp의 HA 유전자 영역을 디자인하여 이를 

합성하여 real-time PCR을 이용하여 정밀하게 정량 분석하는

데 사용하였다. 설계된 유전자를 합성하여 2% agarose gel 상

에서 size를 일치하는지를 확인하였다. 최종 합성후 HA 유전

자는 Real-time PCR를 사용하여 정량분석 하였으며 AIV HA

부분 유전자를 염기서열을 분석하여 HA와 일치함을 확인하였

으며 이를 pLUC-TA-HA으로 명명하였다. pLUC-TA-HA의 

DNA 정량은 NanoDrop 2000를 사용하여 정량 분석하였는데 

10 ag의 pLUC-TA-HA는 약 18개의 AIV HA 영역 유전자를 

포함하는 것으로 계산하였다(Figs. 2 and 3).

Ultra real-time PCR 결과치

AIV 유전자의 Ultra Real-time PCR 결과를 얻게 된 동기

는 뚝섬, 탄천 및 안양천으로부터 채집된 고방오리의 사체와 

철새의 분뇨에서 분리한 AIV를 Real-time PCR에 의해 획득

한 결과물로부터 바이러스의 유전자를 신속하고 소량의 검체

로부터 유전자를 증폭하는데 어려운 문제가 야기된 이유였다

(Figs. 4 and 5). 따라서 소량의 바이러스를 진단하기 위한 방

법으로 일반적으로 적용되고 있는 Real-time PCR에 AIV를 

특이적으로 반응하도록 고안된 압타머를 사용하여 위의 문제

점을 해결하고자 하였다. 그래서 확인결과로는 Table 1과 Fig. 6

에서처럼 표준 시료의 pLUC-TA-HA 10 pg부터 10 ag까지 

탐지범위를 설정하고 UPCR를 수행한 결과 plasmid 100 fg부

터 10 ag까지의 Ct 수치(Threshold cycles)를 설정범위 한계

점으로 하여 비교적 정량적 상관성을 보여 Ct 수치들의 정량

성은 일치하였다. 그 결과로부터 양성 시료와 음성시료와 비

교하여 고병원성 AVI 경우(MB-HP 압타머 적용시) 뚝섬지역

은 양성 대조군과 비교시 약 0.65배였고 탄천은 0.48배이었으

며 안양천은 0.23배 정도였다. 한편 저병원성 AVI 경우(MB- 

LP 압타머 적용시) 뚝섬지역이 양성대조군과 비교시 약 0.78

배였고 탄천은 0.18배이었으며 안양천은 0.09배 정도였다. 이
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Fig. 5. Synthesis of hemagglutinin gene from avian 
influenza A virus subtype H5N1 by template gene synthesis. 
133 bp-long hemagglutinin (HA) DNA was synthesized 
through template. This electrophoretic image shows the 
result of each sample. Lane 1 to 3 were at Ttukseom, lane 
4 to 6 were at tanchen, and lane 7 to 9 were at anyangchen 
samples, respectively. Lane M represents DNA size markers.

a) HP

b) LP

positive control
Ttukseom S1
Ttukseom S2
Tanchen S1
Tanchen S2

Anyangchen S1
Anyangchen S2
Negative control  

positive control
Ttukseom S1
Ttukseom S2
Tanchen S1
Tanchen S2

Anyangchen S1
Anyangchen S2
Negative control 

Fig. 6. Ultra Real-time PCR pattern of each samples with 
AIV HP-MB and AIV HP-MB aptamer using Mini-Opticon 
Q-PCR Quantitative Thermal Cycler. Ultra Real-time PCR 
was performed with the standard condition in this study. 
Fluorescence curve, the Ct values were shown initial quantity- 
dependent manner in the range of 10 pg to 10 ag. 

(A)

HP

(B)

LP

Fig. 7. Immunofluorescence detection of respiratory pathogens 
in R-Mix cells. (left) Ttukseom; (middle) Tanchen; (right) 
Anyangchen, Magnification, ×200. 

런 결과로부터 뚝섬지역에서의 철새 도래지인 점을 감안한다

면 어린이대공원의 동물원내 서식하고 있는 조류들의 감염이 

우려되고 언론에서 보도된 바처럼 모 구청내 새 사육장에서의 

AVI 감염과는 무관하지 않음을 암시하고 있다. UPCR법은 기

존 방법에서 탐지하기 어려운 소량의 시료에서 직접 Real-time 

PCR으로 검출되지 않는 범위까지 AVI의 고병원성 및 저병원

성 유무를 특이적이고 민감성에 있게 판별이 가능하다라고 한 

점이 차별화된다(Figs. 5 and 6). 

Confocal 분석의 정확성

상기 결과에서 확보된 AIV의 유전자의 Ultra Real-time 

PCR 산물에서 나온 결과를 단백질항원에 대해서 더욱 정밀한 

AIV 탐지의 검출을 확진하기 위해 DHI D3 DFA (Diagnostic 

Hybrids, Inc., USA)의 R-Mix ReadyCell (Mink Lung/A549 

세포주)을 사용하여 검체 200 μl를 미리 배양한 세포주에 분

주하여 35°C, 5% CO2 incubator에서 16시간 동안 배양하였

다. 이후에 세포가 자라고 있는 커버글라스를 PBS로 세척하

고 아세톤으로 고정후 respiratory virus fluorescent antibody 

pool (Respiratory Panel 1 Viral Screening & Identification 

Kit, Chemicon, USA)에 준하여 virus-specific monoclonal 

antibody으로 표지후 이를 Respiratory virus DFA screening 

reagent의 DFA monoclonal antibody으로 one-step process 

staining 방법을 수행하여 LSM 510META (칼자이즈)인 공초

점 형광현미경하에서 판별한 결과 검체 분리지역인 뚝섬, 탄

천 및 안양천에서 모두 양성반응인 녹색형광을 나타냄으로 이 

지역이 철새들에 의해 조류독감바이러스가 존재함을 확인하여 

상기 유전자분석 결과를 뒷받침해주고 있다(Fig. 7). 따라서 

도시뿐만 아니라 하천 호수주변지역의 축산농가 그리고 공항 

및 항만의 종사자와 승객의 안전을 위해 신속하고 가장 정확

한 검사법을 통해 조기에 AIV를 진단하는 시스템을 구축하므

로 AIV의 대재앙으로부터 총체적 보건방역 조치를 취해야 한

다 라고 사료된다. 

고찰

심각한 병원체인 신종플루의 조기 진단은 가금류등 축산업

의 질병 제어를 위하여, 그리고 사람에게 전파 또는 사람간의 

전파를 조기 차단하기 위한 중요성이 크게 증대되고 있으며, 

그 진단 대상도 가금류 전염병의 조기 발견 및 확진을 위한 

수의학적 진단 뿐 아니라, 사람에 대한 진단으로 병원, 실험실 

검사법, 공항 또는 항만에서의 검역 요구성으로, 현장성이 절

실히 요구되고 있다. 현재 실험적으로 많이 적용하고 있는 

AIV에 대한 진단법은 계란을 이용한 바이러스 배양법(Plaque 

assay), 중합효소연쇄 반응법(PCR; Polymerase Chain Reaction), 

혈구응집억제 시험법(HI; Hemagglutination Inhibition), 면역

형광법(IFA; Immunofluorescence Assay), 효소면역 시험법

(ELISA; Enzyme Linked Immunosorbant Assay) 등이 있다

(3, 25, 26). 이중 바이러스 배양법과 HI IFA와 ELISA는 민

감도가 높고 정확하나 상대적으로 많은 시간이 필요한 점이 

단점으로 보고되고 있다. 이런 방법에 비해 PCR법은 특이적

이고 신속하게 다량의 검체를 정확히 진단할 수 있다는 장점

이 있다. 또 PCR 기술이 발달함에 따라 다양하게 AIV의 진

단이 가능한 multiplex PCR, Real-time PCR, NASBA, PCR- 

ELISA등이 알려져 있다(9). 하지만 이러한 PCR을 이용한 진

단법은 혈청을 이용한 간이진단법(Immunochromatography) 
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등에 비하여 정확성과 민감성은 뛰어나지만, 신속성, 간편성 

및 현장성이 떨어지기에, 질병의 전파를 막기 위하여 대중적 

밀집장소인 공항 및 항만에서의 검역에는 적당하지 못하고, 

병원에서만 적용할 수 있다는 한계점이 있다.

따라서 이와 같은 PCR법은 공항 및 항만에서의 검역에는 

적당하지 못하고, 병원에서만 적용할 수 있는 한계가 있다. 그

러므로 질병의 전파를 조기에 막기 위해서는 새로운 현장 용

이성이 있는 진단법이 요구된다.

한편 압타머(aptamer)는 기존 항체처럼 비용과, 생산어려움

이 많고 변형 또한 용이하지 못한 반면 단일가닥 DNA 내지 

RNA 같은 약 20-80 n/t 핵산분자로 구성되어 필요에 의해 변

형이 용이한 장점을 가지고 있다. 또한 항체에 비해 매우 안정

성이 우수하고 실온상태에서 보관이나 운반이 가능하며 멸균 

후에도 기능을 유지할 수 있다는 장점이 있다. 한편 변성 후에

도 핵산이 마치 리간드-수용체처럼 또는 항원-항체반응에서와 

동일한 표적단백질의 활성부위에 신속히 재생이 가능하다는 

점이다. 그리고 장시간 또는 반복사용이 요구되는 진단측면에

서 항체대용의 우수한 친화력을 가지는 성질로 임상 적용이 

가능하다는 점이다(23, 24). 또한 특성상 상대적으로 작은 크

기로도 커다란 단백질이 작용할 수 없는 부위에 선택적이며 

생체내에서 면역반응을 일으키지 않는 매우 강한 결합력을 가

질 수 있다는 점이다. 따라서 이런 생체 친화적인 특징을 이용

하여 항바이러스제, 뇌암 및 간암 같은 항암제의 적용 및 여러 

질병의 진단분야에서 응용이 가능하다(6, 18, 29). 따라서 본 

논문에 적용되는 기술인 압타머를 기반으로 한 molecular 

beacons 시스템은 핵산합성, 유전자발현의 추적 및 생체내에

서 형광학적으로 탐지할 수 있는 양말단에 fluorophore와 

quencher를 부착시켜 표적에 반응하여 서로 해리되면 형광이 

띠도록 DNA, RNA 및 정량 PCR기법에 이용된다. 

따라서 본 연구의 목적은 AIV의 특이 여러 아형의 HA 유

전자를 대상으로 10-20분대의 판정시간이 가능한 신개념의 

Real-time PCR법을 개발하고자 한 것이다. 이를 위하여 PCR

의 각 cycles 중 변성, 결합 및 신장의 시간을 각 1초의 시간

으로 설정하고 PCR이 가능한 것과 특이적 AIV HA 아형에 

대해 결합하는 MB-HP/LP (molecular beacon) primer와의 탐

지능력을 정량화하는 것을 실험의 초점으로 설정하였다. 그러

므로, AIV의 존재를 검색할 수 있는 Real-time PCR에 근거한 

검색법으로 수분내의 진단법을 개발하여 기존의 Real-time 

PCR과 구분되는 특이적 aptamer 기반한 Ultra Real-time 

PCR (UPCR)법과 2차적으로 정밀한 분석을 위한 공초점 현

미경분석법을 융합하여 분석하였다. 이 검사법은 AI의 병원체 

유전자를 정량적으로 검색할 수 있을 뿐 아니라, 다량의 시료

를 대상으로, 최소 수분~수십분 이내에 확인실험을 마칠 수 

있기에, H5N1 아형에 대한 비쥬얼하게 현장성 있는 실험방법

으로 제시하고자 하였다.

본 실험의 결과를 통하여 PCR의 각 cycle마다 시간을 1초 

설정으로도 극소량의 존재를 진단할 수 있었으며 이는 Mini- 

Opticon (Bio-Rad)으로도 검사시간을 정성시간인 PCR 산물

의 용융온도분석이 종료시점까지로 볼 때 본 연구에서 나타난 

진단시간은 역전사시간을 포함하여 10분-20분대에 종료될 수 

있을 가능성을 보여 준 것이라 사료된다. 

진단시간의 단축은 Quick real-time PCR법의 적용범위를 

보다 확장 한 것으로 연구실내 방법인 PCR법이 Rapid kit이 

가지고 있는 현장성에 보다 진일보할 가능성을 보인 것으로 

생각된다. 따라서 만약에 이 시스템을 PDMS (polydimethyl-

siloxane) 기반 microfluidic chip와 연계된다면 이동이 용이하

게 전원이 있는 모든 야외 장소에서 탐지가 가능할 것으로 생

각된다. 또한 PCR 반응액을 탐지하는 chip이 1 μl 이하의 극

소량 검체를 사용하는 경우 현장 검체로부터 Rapid kit보다 

유리한 점으로 작용할 것이다. AI 검색을 위한 Quick real-time 

PCR 적용 사례를 들면 호수가나 강가주변의 가금류 농장에 1

차 탐지를 우선 적용하고 유무선 글로벌 현장에 실시간 모니

터링 할 수 있고 공항이나 항만에서 적외선 카메라에 의한 안

면의 발열여부를 판정하는 등 매우 초보적인 방법으로 수행하

는 AI 발생지역 귀국자에 대한 1차 검색을 대치할 수 있을 것

으로 사료된다. 

본 연구에서 제기한 AIV 신속 진단법은 기존의 Real-time 

PCR법에서 간과된 탐지시간을 단축과 AIV의 아형 판별 성과

를 보여준 점이 큰 성과로 사료되고 AIV 뿐만 아니라 구제역

에 대한 PCR 방법에 의한 검출에서 보다 현장 용이성을 가질 

수 있다고 기대된다. 

적요

조류 인플루엔자 바이러스(AIV) 아형을 ultra-time PCR법

(UPCR)을 이용하여 초스피드로 진단할 수 있는 방법을 고안

하였다. 표적 대상의 프라이머는 AIV H5N1 아형의 hemagglu-

tinin (HA) 유전자 중 가장 상보성이 높은 133 bp의 부위를 

선택하였고, 실험의 안전을 위하여 인공합성의 방법으로 제작

하였다. 압타머와 결합한 molecular beacon 기반 Mini-Opticon 

Q-PCR 기기를 사용한 UPCR법으로, 총 UPCR 반응액의 양

을 10 μl으로, UPCR과 용융온도 분석시간을 15분 이내로 매

우 짧게 단축시켰다. 민감도 측정에서 최소의 주형인 5분자의 

HA 유전자만으로 정확히 AIV의 특이적 133 bp를 합성하였

다. UPCR로 디자인된 이 PCR은 AIV 아형의 진단에 적용될 

수 있을 뿐 아니라, UPCR이 기반되는 진단을 이용하여 다른 

병원체에도 널리 적용 될 수 있을 것으로 기대된다.
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