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Nested PCR을 이용한 Cowpea chlorotic mottle virus 정밀

진단 시스템 개발
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Abstract : Cowper chlorotic mottle virus (CCMV) is the ‘controlled’ quarantine virus as plant pathogenic virus that are 
classed as group Ⅵ (+) ssRNA virus that belongs to the genus Bromovirus and family Bromoviridae, When plants that 
are Phaseolus vulgaris, Clitoria ternatea, Nicotiana tabaccum, Glycine max, Vigna unguiculata and Vigna siensis, and 
Arachis hypogaea is imported in domestic. In this study, inspection system is implemented to analyze CCMV accurately 
and rapidly by developing RT-PCR, nested PCR, and gene insertion positive control. It is expected that the method 
developed in this study will contribute to the plant quarantine to be consistently utilized in the field.
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I. 서 론

Cowpea chlorotic mottle virus (CCMV)는 Group IV 

positive sense single strand RNA virus, Bromoviridae

과, Bromovirus속으로 분류하는 식물병원성 바이러스로, 

Bancroft 등(1967)에 의해 처음으로 보고되었다. CCMV는 

약 30 nm 크기의 20면체 외피단백질 내부에 3개의 RNA를 

핵산으로 가지고 있다. 미국 국립생물정보센터에 의하면, 

CCMV의 핵산은 RNA1 (3.17 Kb), RNA2 (2.77, Kb) 및 

RNA3 (2.17 Kb)로 구분되며, RNA1은 1a protein, RNA2

는 2a protein 및 RNA3은 movement protein과 coat 

protein을 각각 암호화한다. 한편, CCMV는 강낭콩(Phaseolus 

vulgaris), 나비완두(Clitoria ternatea), 담배(Nicotiana 

tabaccum), 대두(Glycine max), 동부(Vigna unguiculata, 

Vigna siensis) 및 땅콩(Arachis hypogaea)이 국내로 수

입될 경우, 검사를 수행하는 관리급 검역바이러스이다

(Animal, Plant and Fisheries Quarantine and Inspection 

Agency, 2013; Lee et al., 2013c). 2006년까지 CCMV는 

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 방법을 

사용해왔으나(Stein et al., 1979), 낮은 검출감도와 거짓 

양성반응 등으로(Caruso et al., 2003; Priou et al., 

2006) 정밀진단과 검역처분에 어려움이 발생할 가능성이 

있다(Lee, 2013). 반면에 RT-PCR은 최근 진단의 대부분

을 차지하고 있는 안정성 높은 검사방법으로 많은 연구가 

보고되고 있으며(Kim et al., 2000, 2005; Park and Kim, 

2004; Lee et al., 2011a; Lee et al., 2011b), 검출감도를 

향상 시키고 RT-PCR 결과를 검증하는 수단으로, nested 

PCR이 개발되어 보고되고 있다(Lee et al., 2013a; Lee 

et al., 2013b; Lee et al., 2013c). 또한, 실험실 오염에서 

기원하는 거짓 양성반응을 탐지할 수 있는 PCR 양성대조구
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가 개발되어(Lee and Shin, 2014), 식물병원체 진단을 위

한 RT-PCR 및 nested PCR 정밀검정 시스템이 이루어지

고 있다. 그러나, 아직 현장에서 활용 가능한 CCMV에 대한 

정밀진단 시스템은 보고되지 않았다. 따라서 본 연구에서

는 현장에서 CCMV를 신속, 정확하게 진단할 수 있는 

RT-PCR, nested PCR 및 양성대조구(유전자 삽입)를 개

발하여 보고하고자 한다. 

II. 재료 및 방법

1. 시료수집

이병시료, RNA 또는 cDNA시료 수집을 위하여, 농림축

산검역본부의 금지품 수입허가 절차를 수행한 후 구매하거나

(Adgen, England; Bione, Korea), 농촌진흥청 농업과학

원 등의 유관기관에서 협조받아 수집하였으며, 목록은 다

음과 같다; 검사법개발 대상 바이러스 Cowpea chlorotic 

mottle virus (CCMV) 및 참고바이러스주[Alfalfa mosaic 

virus (AMV), Arabis mosaic virus (ArMV), Bean yellow 

mosaic virus (BYMV), Beet mosaic virus (BtMV), Broad 

bean wilt virus (BBWV), Cherry leaf roll virus (CLRV), 

Cowpea mild mottle virus (CPMMV), Cowpea severe 

mosaic virus (CPSMV), Cucumber mosaic virus (CMV), 

Pepper veinal mottle virus (PVMV), Prunus necrotic 

ringspot virus (PNRSV), Ribgrass  mosaic virus (RMV), 

Soybean mosaic virus (SMV), Tobacco necrosis virus 

(TNV), Tobacco streak virus (TSV), Tomato black ring 

virus (TBRV), Tomato bushy stunt virus (TBSV) 및 

Tomato spotted wilt virus (TSWV)].

2. 프라이머 설계

CCMV 진단용 프라이머 설계는 바이러스의 이동과 외피

단백질이 암호화된 RNA3을 대상으로 수행하였다. 미국 국

립생물정보센터(National Center for Biotechnology In-

formation)에서 RNA3을 암호화하는 CCMV 염기서열을 

수집(AF325741, AF325738, AF428092 및 M28818)하였

으며, 분류학적으로 유사한 Bromoviridae 4종의 바이러스 

염기서열[Broad bean mottle virus (M60291), Brome 

mosaic virus (AB183261), Cacao yellow mosaic virus 

(AB194808) 및 Spring beauty latent virus (AB080600)]

과 비교하여, DNAMAN software package version 6.0으

로 종 특이적인 서열을 탐색하였다(Pan et al., 2000; Lee, 

2013; Lee et al., 2014).

3. 핵산 추출, RT-PCR 및 검출감도

이병시료에서 total RNA 추출, cDNA 합성 및 RT-PCR

의 kit, 조성 및 조건 모두 이전에 수행한 진단시스템 개발 

방법과 동일하게 수행하였다(Lee et al., 2013a). 또한 CCMV 

주형 RNA를 10
-1
-10

-8
까지 희석하여 RT-PCR의 검출감도

를 분석하였다. 이후, PCR 산물은 1.2% agarose (Sigma 

aldrich, USA) gel 150 ㎖에 TopRed nucleic acid gel 

stain (Biopure, United Kingdom) 4 ㎕을 넣어 80분간 

전기영동 하였으며, UV 하에서 형성한 밴드를 확인하였다. 

4. RT-PCR 프라이머 선발

CCMV 진단을 위한 RT-PCR 프라이머를 조합하여, 

PCR 증폭이 가능한 조합들을 구성하였다. 우선, 조합한 

RT-PCR 프라이머 조합을 대상으로 특이적 밴드를 형성하

며 비 특이적인 밴드가 나타나지 않는 조합을 분석하였고, 

CCMV 종 특이적 프라이머 조합으로 추정하였다. 추정한 

RT-PCR 조합들을 대상으로, 참고바이러스주 18종과의 비 

특이적인 반응을 분석하였으며, 최종적으로 산물의 크기를 

고려하여 2개의 RT-PCR 프라이머 조합을 선발하였다. 

5. Nested PCR 및 양성대조구 개발

Nested PCR 프라이머는 RT-PCR 증폭산물의 안쪽을 

재증폭 할 수 있는 specific primers를 설계하여 사용하였

다. RT-PCR 산물의 밴드가 강하게 형성한 경우에는 10
-2

으로, 약하게 형성된 경우는 10
-1
으로 희석하였고, 밴드를 

형성하지 않은 경우에는 산물의 원액을 사용하는 것을 원

칙으로 하였다. Nested PCR은 Fast PCR PreMixture 

(Plutos, Korea) 2X type을 사용하여, 역전사 반응을 제외

한 RT-PCR과 같은 조건으로 수행하였으며, RT-PCR에 

대한 각각의 nested PCR 프라이머 조합을 선발하였다.

한편, 양성대조구 제작을 위하여, 선발한 2개 조합의 

RT-PCR 영역을 포함하는 CCMV_N01/C10 (1,726 bp)를 
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Fig. 2. Results of RT-PCR and nested PCR for detection of 
Cowpea chlorotic mottle virus Lane M, 100 bp step DNA 
Ladder maker (Genepia, Korea); lane 1, RT-PCR set 52 
(CCMV_N01/CCMV_C50, 967 bp); lane 2, nested PCR of 
RT-PCR set 52 (CCMV_N07/CCMV_C53, 436 bp); lane 3, 
RT-PCR set 56 (CCMV_N01/CCMV_C53, 824 bp); lane 4, nested 
PCR of RT-PCR set 56 (CCMV_N05/CCMV_C60, 395 bp).

Fig. 1. Map of specific primers design for detection of Cowpea 
chlorotic mottle virus.

증폭하였으며, 제한효소 Xho I이 반응할 수 있는 염기서열 

‘CTCGAG’ (6 bp)를 Site-Directed Mutagenesis Kit를 이

용하여 삽입하였다(Nelson and McClelland, 1992).

III. 결과 및 고찰

CCMV를 진단하기 위한 RT-PCR 종 특이적 프라이머는 

총 23개(정방향 11, 역방향 12)가 설계 되었고(Fig. 1), PCR 

증폭을 위한 프라이머는 총 61개가 조합되었으며, 산물은 

188-1,012 bp를 증폭할 수 있다(data not shown).

CCMV의 종 특이적 RT-PCR 프라이머 선발을 위한 분

석에서, 61개의 조합 중, 밴드의 반응강도가 뛰어나고, 진

단에 장애가 되는 비 특이적 반응이 보이지 않은 10개의 

조합(조합4, 9, 19, 25, 34, 44, 48, 52, 56 및 61)을 선발하

였다. 선발한 10개의 조합을 대상으로, 참고바이러스주

(CCMV와 분류학적 유사바이러스인 Bromoviridae과 및 

감염기주 중 콩에 감염할 수 있는 바이러스) 18종과의 비 

특이적분석 결과, 2개의 RT-PCR 프라이머 조합인 52 

(967 bp)와 56 (824 bp)을 적합 RT-PCR 프라이머 조합으

로 선발하였으며, 검출감도 분석결과 모두 10
-6
까지 특정 

밴드가 형성됨에 따라, CCMV를 검출하기 위한 적합한 

RT-PCR primer set로 판단하였다. 최종 선정된 RT-PCR 

프라이머 조합52와 56을 기초로 nested PCR 프라이머를 

설계하여 분석한 결과, 조합52는 CCMV_N07/C53 (436 

bp), 조합56은 CCMV_N05/C60 (395 bp)를 nested PCR 

프라이머로 선정하였다(Fig. 2 and Table 1).

양성대조구 제작을 위하여 선발한 RT-PCR 프라이머의 

증폭 영역을 모두 포괄하는 CCMV_N01/C10 (1,726 bp)를 

증폭하였다. 증폭한 산물을 insert DNA로 클로닝하였으

며, 이것을 기초로 유전자를 삽입한 양성대조구를 제작하

였다. PCR 실험에서 실험실 오염을 검증하기 위하여 RT- 

PCR 조합52의 nested PCR 조합이 반응하는 산물의 안쪽

에 제한효소 Xho I site를 삽입한 결과(Lee, 2013), 6개의 

염기서열 ‘CTCGAG’의 삽입을 확인하였다(Fig. 3).

검사현장에서는 CCMV RT-PCR 프라이머 조합52와 56

을 사용하여 진단을 실시하며, RT-PCR 산물을 주형으로 

nested PCR을 수행하였다. 검사 시, 제작한 유전자 일부를 

삽입한 양성대조구를 컨트롤로 사용하였다. Nested PCR 

검사결과 양성이 판정된다면, 실험실 오염여부를 검정해야

만 한다. 만약 실험실 오염이 이루어져, 거짓 양성반응이 

나타난다면, 다음의 두 가지 방법으로 검정이 가능하다. 우

선, nested PCR 산물을 제한효소 Xho I에 반응시키면 양

성대조구에 삽입한 site (CTCGAG)가 반응하여 산물이 2개

의 밴드로 나뉘게 된다. 또한, nested PCR 산물을 염기서

열 분석하여 양성대조구와 multiple sequence alignment 

해보면, 삽입한 CTCGAG 부분이 분석되면 거짓양성으로 

판정할 수 있다(Lee, 2013). 

CCMV는 농림축산검역본부에서 검역과 관련된 관리급 

바이러스(Animal, Plant and Fisheries Quarantine and 

Inspection Agency, 2013)이다. 본 연구에서 개발한 검사

법은 검역현장에서 강낭콩(Phaseolus vulgaris), 나비완
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Table 1. Information of finally selected RT-PCR and nested PCR primer sets for detection of CCMV

Primer
Sequence

Length
(mer)

Band size
(bp)Set PCR Name

52

RT
CCMV_N01 TCCCGTGAGCAGCGTTTACATTACT 25

967
CCMV_C50 ATCTCTGGATCTTGCTCGTCAGTC 24

Nested
CCMV_C53 CTTATACATAGGTGCGTACTGCT 23

436
CCMV_N07 CAAGAACACTGGTAGTAGAGCT 22

56

RT
CCMV_C53 CTTATACATAGGTGCGTACTGCT 23

824
CCMV_N01 TCCCGTGAGCAGCGTTTACATTACT 25

Nested
CCMV_C60 ACAAACGATAGCCGGAAGACTA 22

395
CCMV_N05 AAGCCGGCGCCCAGGATGATATGT 24

Fig. 3. Result of restriction enzyme (Xho I) cutting for 
development of modified-positive control Lane M, 100 bp DNA 
Ladder maker; lane 1, nested PCR product of RT-PCR set 52 
(CCMV_N07/CCMV_C53, 436 bp); lane 2, after treatment of 
restriction enzyme Xho I.

두(Clitoria ternatea), 담배(Nicotiana tabaccum), 대두

(Glycine max), 동부(Vigna unguiculata, Vigna siensis) 

및 땅콩(Arachis hypogaea)등의 작물에서 CCMV를 신속, 

정확하게 진단하여 지속적으로 식물검역에 기여할 것이라

고 기대된다.

IV. 적 요

Cowpea chlorotic mottle virus (CCMV)는 Group IV 

positive sense single strand RNA virus, Bromoviridae

과, Bromovirus속으로 분류하는 식물병원성 바이러스로, 

강낭콩(Phaseolus vulgaris), 나비완두(Clitoria ternatea), 

담배(Nicotiana tabaccum), 대두(Glycine max), 동부

(Vigna unguiculata, Vigna siensis) 및 땅콩(Arachis 

hypogaea)이 국내로 수입될 경우, 검사를 수행하는 관리

급 검역바이러스이다. 본 연구에서는, RT-PCR, nested 

PCR 및 유전자-삽입 양성대조구를 개발하여, CCMV를 현

장에서 신속, 정확하게 진단할 수 있는 정밀검정 시스템을 

구현하였다. 본 연구에서 개발한 방법은 지속적으로 현장

에서 활용되어 식물검역에 기여할 것이라고 기대된다.
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