
September 2015 | Vol. 43 | No. 3

Microbiol. Biotechnol. Lett. (2015), 43(3), 267–274
http://dx.doi.org/10.4014/mbl.1508.08001
pISSN 1598-642X eISSN 2234-7305

Microbiology and Biotechnology Letters

생물의약품 제조 공정에서 Porcine transmissible gastroenteritis 

virus 정량 검출을 위한 TaqMan Probe Real-Time RT-PCR 개발 
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서 론 

동물세포주를 숙주로 이용한 바이러스 백신이 개발된 이래

로 동물세포주는 유전자 재조합 의약품과 항체의약품 등 치

료 및 예방용 생물의약품 생산을 위한 숙주로 사용되어 왔다

[1, 10]. 세포배양 유래 생물의약품은 생체에서 유래한 복잡한

분자구조를 가진 물질로 최종제품에 대한 물리· 화학적 분석

만으로는 제품의 안전성과 유효성을 평가하기 어렵다. 또한

생물의약품 생산에 사용되는 동물세포주는 바이러스와 같은

내인성 및 외래성 오염물질에 오염될 가능성이 크기 때문에

안전성 보증을 위한 다양한 방법이 모색되고 있다[3, 6, 7, 19,

22, 25]. 세포주를 이용하여 생산하는 생물의약품의 바이러스

오염을 방지하기 위해 생물의약품 생산을 위해 사용되는 세

포주의 특성분석에 관한 미국 FDA의 가이드라인이 1993년

에 발표된 이래로 세계 각국의 규제기관에서는 바이러스 안

전성 평가 관련 가이드라인을 제정하고 안전성 관련 규제를

강화하여왔다[8, 25]. 현재까지 세포배양 유래 생물의약품에

의한 바이러스 감염이 문제가 된 적은 없지만, 바이러스 오염

은 심각한 임상결과를 가져올 가능성이 있기 때문이다. 

세포주를 이용하여 생산되는 생물의약품의 잠재적인 바이

러스 오염을 관리하기 위해 아래에 같은 상호 보완적인 세

가지 접근방법들이 필요하다. 첫째, 바이러스가 오염되지 않
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도록 세포주 및 배지 성분을 포함하는 원료들의 적절한 선

택 및 검사. 둘째, 세포주 내재 또는 혼입 가능 외래성 바이

러스에 대한 제거 및 불활화 공정이 포함된 검증된 분리 정

제 방법으로 의약품의 생산. 셋째, 생산 공정 중 적절한 단

계에서 오염 가능한 바이러스들의 검사. 

 외래성 바이러스 주요 오염원은 세포배양을 위해 사용하

는 소 유래 혈청과 돼지 유래 trypsin이다[18]. 미국과 유럽

의 가이드라인에서는 생물의약품 생산용 마스터 세포주

(Master Cell Bank)에서 소 유래 혈청으로부터 오염이 가능

한 Bovine viral diarrhoea virus (BVDV), Bovine

adenovirus type 5 (BAV5), Bovine parvovirus (BPV),

Bluetongue virus (BTV), Bovine respiratory syncytial

virus (BRSV), Bovine rabies virus (BRV), Reovirus type

3 (REO-3), Bovine Parainfluenza type 3 virus (BPIV-3)

와 같은 소 특이적 바이러스 검출 시험을 수행하도록 하고

있다. 또한 Porcine parvovirus (PPV), Porcine adenovirus

(PAV), Porcine tansmissible gastroenteritis virus

(PTGV), Porcine haemagglutinating encephalomyelitis

virus (PHEV)와 같은 돼지 특이적인 바이러스 검출 시험을

수행하도록 하고 있다[18, 20].

PTGV는 Coronaviridae 과에 속하는 외피보유 바이러스

(enveloped virus)로 positive-sense single-stranded RNA

genome을 갖고 있다. PTGV는 모든 연령의 돼지에게 급성

장내 바이러스성 질병을 유발시킨다[24]. 형광항체법

(Fluorescent antibody test), ELISA (Enzyme-linked

immunosorbent assay) 시험법, PCR 시험법 등 PTGV 검출

시험법 확립에 대한 연구는 지금까지 주로 돼지의 바이러스

성 장염의 원인이 되는 PTGV 진단 또는 Porcine epidemic

diarrhea virus와의 비교 진단을 위해 개발되었다[2, 5, 12,

23, 26−29]. 따라서 생물의약품 제조공정에서 바이러스 검출

시험법으로 사용하기에는 민감도가 떨어지는 단점이 있다.

본 연구에서는 동물세포 배양 유래 생물의약품에서 PTGV

안전성을 확보하기 위해, 세포주, 원료물질, 제조공정, 완제

품에서 PTGV를 검출하고, 제조공정에서 PTGV 제거 검증

을 위한 정량시험법으로 활용이 가능한 민감도와 특이도가

우수한 TaqMan probe real-time RT-PCR 시험법을 확립하

고자 하였다. 확립된 real-time PCR 시험법을 활용하여 인

위적으로 PTGV를 감염시킨 CHO (Chinese hamster

ovary) 세포에서 PTGV를 정량적으로 검출하여 바이러스 안

전성 검증 시험법으로의 활용 가능성을 평가하였다. 

재료 및 방법 

PTGV의 배양 및 정량 

PTGV (ATCC VR-1740)의 배양과 정량을 위해 ST 세포

(ATCC CRL-1746)를 사용하였다. ST 세포를 10% Fetal

Bovine Serum (FBS: Hyclone, USA)을 첨가한 Dulbecco's

Minimun Eagle’s Medium (DMEM: Hyclone, USA) 배지

에 배양하였다. T-150 flask에 배양된 단층세포에 PTGV를

감염시킨 후 주기적으로 세포병변효과(cytopathic effect:

CPE)를 관찰하였다. CPE가 명백하게 관찰될 때 동결과 해

빙과정을 3회 반복하여 파쇄한 후 2,000 rpm에서 3분간 원

심분리하여 상층액을 얻은 후 0.45 µm filter로 여과한 다음

소분하여 -70oC 이하에서 보관하였다.

PTGV의 정량을 위해 감염성 있는 바이러스의 titer를 50%

tissue culture infectious dose (TCID50)로 나타내었다.

PTGV를 2% FBS을 첨가한 DMEM 배지로 7배수로 희석하

여 24 well plate에 배양된 세포에 0.25 ml씩 접종하였다. 음

성대조군으로 세포배양배지를 0.25 ml씩 접종하였다. 그 후

35oC, 5% CO2 배양기에서 배양하면서 주기적으로 현미경으

로 CPE를 관찰하였다.

Primer와 TaqMan probe의 디자인 

PTGV 유전자를 증폭하기 위해 사용한 올리고핵산 primer

염기서열은 NCBI data base에 보고된 PTGV complete

genome의 ORF 7 (Genbank no.: AJ271965.2)을 기초로

Primer Express 3.0 software (Applied biosystems)를 이용

하여 디자인하였다. TaqMan probe는 primer보다 Tm

(melting 온도) 값이 8−10oC 정도 높게 디자인하였다.

TaqMan probe sequence 5' 말단에는 fluorescent reporter

dye인 6-carboxy-fluorescein (FAM)을 3' 말단에는 quencher인

Blak Hole Quencher 1 (BHQ-1)이 오도록 하였다. 

TaqMan probe real-time PCR 시험법 최적화

-70oC에 보관한 바이러스 배양액을 얼음에서 녹인 후, RNA

를 분리하였다. RNA 분리는 NucleoSpin® RNA Virus

(MACHEREY-NAGEL, Germany)를 사용하여 제조사에서

제공한 방법에 따라 실시하였다. 바이러스 배양액 150 µl로

부터 총 50 µl의 RNA를 용출하였다. 분리한 RNA를 주형으

로 TOPscriptTM cDNA Synthesis kit (Enzynomics,

Korea)를 사용하여 cDNA를 합성하였다. 추출한 PTGV RNA

10 µl와 specific revers primer (10 pmol) 2 µl를 혼합하였

다. 혼합물을 70oC에서 5분간 처리한 후, 10× TOPscriptTM

RT buffer 2 µl, TOPscriptTM Reverse Transcriptase (200

units/µl) 1 µl, dNTP mixture (2 mM) 2 µl, RNase Inhibitor

(40 units/µl) 0.5 µl, RNase-free water 2.5 µl를 첨가하여

최종 부피를 20 µl로 맞추었다. 55oC에서 1시간 동안 반응

시켜 cDNA를 합성한 후 95oC에서 5분간 반응시켰다.

PTGV의 cDNA를 주형으로 Applied biosystems사 (USA)의

StepOnePlus Real-Time PCR sysyem을 사용하여 real-time
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PCR을 실행하였다. 

TaqMan probe real-time PCR 시험법의 최적 조건을 확

립하기 위해 annealing 온도와 MgCl2 농도에 따른 PCR 민

감도 실험을 실시하였다. Real-time PCR 반응액은 TOPrealTM

qPCR 2× PreMIX (TaqMan probe, Enzynomics, Korea)

10 µl, 10 pmol forward primer 0.5 µl, 10 pmol reverse

primer 0.5 µl, 10 pmol probe 1 µl, PTGV cDNA 2 µl에

멸균된 3차 증류수 6 µl를 넣어 총 20 µl가 되게 하였다. 핵

산증폭은 pre-incubation은 95oC에서 2분, denaturation은

95oC에서 5초, annealing은 30초(annealing 온도 최적화를

위해 54oC, 56oC, 58oC, 60oC에서 real-time PCR 수행)로

하여 45 cycle을 수행하였다. 최적 MgCl2 농도를 결정하기

위해 최적화된 annealing 온도 60oC에서 MgCl2를 3 mM에

서 5 mM까지 변화시켜 첨가해준 PTGV cDNA 농도에 따른

threshold cycle 값을 비교하였다. 

Titer를 측정하고자 하는 시료들과 함께 titer가 1.10 × 104

TCID50/ml인 PTGV를 순차적으로 1.10 × 101 TCID50/ml까

지 10배씩 희석한 후 real-time RT-PCR을 수행하여 정량을

위한 표준곡선을 작성하였다. 시료 속에 들어있는 PTGV

RNA의 양을 표준곡선에 대입하여 정량하였다. 표준곡선은

PTGV의 농도에 따라 real-time PCR에 의해 검출되는

threshold cycle (Ct) 값을 TCID50 equivalent/ml로 전환하

여 작성하였다[15]. Threshold cycle은 PCR cycle이 exponential

phase로 들어가는 cycle 수를 나타낸다. 

Real-time PCR의 신뢰성 검증

확립된 PTGV real-time PCR 검출시험법의 신뢰성

(reliability)을 보증하기 위해 확립된 실험법의 특이성

(specificity), 검출한계(detection limit), 완건성(robustness)

을 검증하였다. Real-time PCR 검증은 식품의약품안전처의

‘핵산증폭검사법 검증 가이드라인’에 따라 실시하였다[13]. 

특이성 검증을 위해 Bovine herpesvirus type 1 (BHV,

ATCC VR-188), Bovine viral diarrhea virus (BVDV,

ATCC VR-534), Bovine parainfluenza 3 virus (BPIV-3,

ATCC VR-281), Hepatitis A virus (HAV, ATCC VR-

1402), Mimute virus of mice (MVM, ATCC VR-1346), Porcine

epidemic diarrhea virus (PEDV, KVCC-VR0000188), Porcine

parvovirus (PPV, ATCC VR-742), Porcine rotavirus (PRoV,

KVCC-VR0000176), Pseudorabies virus (PRV, ATCC

VR-00129), Reovirus 3 (Reo-3, ATCC VR-824)에 대한

cross-reactivity를 측정하였다. 시험에 사용한 바이러스의

titer는 각각 7.76 × 108 TCID50/ml, 7.44 × 108 TCID50/ml,

6.07 × 107 TCID50/ml, 7.44 × 108 TCID50/ml, 7.34 × 108

TCID50/ml, 8.08 × 108 TCID50/ml, 8.08 × 108 TCID50/ml,

1.33 × 109 TCID50/ml, 5.33 × 106 TCID50/ml, 6.60 × 107

TCID50/ml이었다. 음성 대조군으로는 phosphate buffered

saline (PBS)을 사용하였다.

검출한계 값 검증을 위해 Titer가 1.10 × 104 TCID50/ml인

PTGV를 10배씩 순차적으로 1.10 × 100 TCID50/ml까지 희석

한 샘플을 독립적으로 준비하여 각 희석 배수 당 8회에 걸

쳐 총 24회 검출시험을 실시하였다. 총 24회 시험 중 23회

이상 양성 값이 나온 농도를 검출한계로 결정하였다. 각 시

험 결과를 토대로 정량을 위한 표준곡선을 작성하고 PTGV

log titer (log10 TCID50/ml; x)에 대한 Ct 값(y) 간의 표준 회

귀식과 결정계수를 구하였다. 결정계수 값이 0.99 이상인 경

우 직선성이 있다고 판단하였다. 

제조사를 달리한 primer에 따른 real-time PCR 방법의 완

건성을 검증하기 위해 PTGV를 1.10 × 104 TCID50/ml부터

1.10 × 100 TCID50/ml까지 10배씩 순차적으로 희석한 후

3곳의 primer 제조회사가 제조한 primer로 3회의 real-time

PCR을 실시한 후 평균 Ct 값을 비교하였다. MgCl2의 농도

에 따른 real-time PCR 시험법의 완건성 검증을 검증하기 위

해 PTGV를 1.10 × 104 TCID50/ml부터 1.10 × 100 TCID50/

ml까지 10배씩 순차적으로 희석한 후 MgCl2의 농도를

3 mM, 4 mM, 5 mM로 변화시켜서 3회의 real-time PCR을

실시한 후 평균 Ct 값을 비교하였다.

CHO 세포주에서 real-time PCR을 이용한 PTGV 검출

확립된 real-time PCR을 생물의약품 제조공정 검증에 적

용할 수 있는지 확인하기 위하여 인위적으로 PTGV를 오염

시킨 CHO-K1 (ATCC CCL-61) 세포주에서 PTGV 검출 시

험을 실시하였다. CHO-K1 세포를 10% 우혈청을 첨가한

Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI-1640;

Gibco BRL, USA) 배지에 1X Antibiotic Antimycotic Solution

(Hyclone, USA)을 첨가하여 배양하였다. T-25 flask에 배양

된 CHO-K1에 PTGV를 감염시킨 후 2일 동안 배양하였다.

세포 배양액을 제거한 후 세포 배양액에 남아있을 수 있는

PTGV를 완벽히 제거하기 위해 phosphate buffered saline

으로 2번 세척한 다음 CHO-K1를 2회 계대 배양하였다. 각

계대 배양 시 현미경으로 CHO-K1의 모양을 관찰한 후 세

포가 포함된 세포 배양액를 수거하였다. 확립된 real-time

PCR 방법을 이용하여 세포 배양액에 PTGV가 존재하는지

여부를 확인하였다. Real-time PCR 양성 대조군으로는 titer

가 1.10 × 102 TCID50/ml인 PTGV를 사용하였으며, 음성 대

조군으로는 비 감염된 CHO 세포주 배양액을 사용하였다. 

결과 및 고찰

Primer와 Probe 선별 

세포 배양 중 혼입 가능한 외래성 바이러스인 PTGV는 세
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포 배양 유래 생물의약품의 잠재적인 위해요소중의 하나이

므로 PTGV의 오염 여부를 민감도와 특이도가 우수한 검증

된 시험법으로 확인하여야만 한다. 바이러스 오염을 방지하

기 위한 ICH 가이드라인(Q5A)은 원료의 오염 여부를 검사

하고, 제조공정에서 바이러스 제거 능력을 평가하기 위하여

민감도와 특이도가 우수한 검증된 시험방법을 사용하도록

권장하고 있다[8]. Real-time PCR 방법을 사용하여 특정 바

이러스 존재를 확인하고, 정량분석하기 위해서는 바이러스

내에서 유전적인 변이가 심하지 않은 conserved sequence를

가진 부위를 선택하여야 한다. 선택된 sequence는 특정 바

이러스에만 존재하여 특이성이 높아야 한다. 또한 생물의약

품의 원료물질, 공정 중간물질, 최종제품 등에 미량으로 오

염될 수 있는 바이러스 검출을 위한 정량 PCR의 경우 높은

민감도가 요구된다[11, 15]. 

다양한 PTGV strain을 모두 검출하기 위해 NCBI data

base에 보고된 PTGV 유전자 염기서열 alignment를 통해

conserved sequence를 가진 부위인 ORF 7 유전자 부위를

기초로 primer를 디자인하였다(Table 1). Purdue strain

(GenBank number AJ271965.2)의 sequence를 기초로 할

때 primer 쌍의 nucleotide position은 280,300−28,453으로

amplicon 크기는 154 bp이다. PTGV 유전자를 실시간으로

검출하기 위한 TaqMan probe도 PTGV 유전자 염기서열

alignment를 통해 mismatch가 없는 부분을 선별하여 디자

인하였다(Table 1). PCR 산물을 sequencing한 후 blast

searching (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi) 한 결과

PCR 산물이 PTGV 유전자임을 확인할 수 있었다(자료 미

제시). 

TaqMan probe real-time RT-PCR 최적화

TOPrealTM qPCR 2× PreMIX를 사용하여 real-time

PCR 조건을 확립하였다. Titer가 1.10 × 104 TCID50/ml에서

1.10 × 101 TCID50/ml까지 10배씩 순차적으로 희석한 PTGV

를 시료로 하여 annealing temperature를 54oC, 56oC,

58oC, 60oC로 변화시키며 real-time PCR을 수행하였을 때

60oC에서 Ct 값이 가장 낮게 나타나 60oC가 최적 온도임을

Table 1. Primers and a TaqMan probe used in this study (5' to 3') based on 10 sets of conserved nucleotide sequences of different

PTGV strains from the NCBI Genbank database.

TGEV Strain Source*
Forward primer Reverse primer Probe

TAATGTAAGGCAACCCGATGTCT AGCATTGCCAAATCAAATCTAAACT FAM CATCGCGCTGTCTACTCTTGTACAGAATGG BHQ1

Purdue AJ271965.2 TAATGTAAGGCAACCCGATGTCT AGCATTGCCAAATCAAATCTAAACT  CATCGCGCTGTCTACTCTTGTACAGAATGG

SC-Y DQ443743.1 TAATGTAAGGCAACCCGATGTCT AGCATTGCCAAATCAAATCTAAACT CATCGCGCTGTCTACTCTTGTACAGAATGG

TS DQ201447.1 TAATGTAAGGCAACCCGATGTCT AGCATTGCCAAATCAAATCTAAACT CATCGCGCTGTCTACTCTTGTACAGAATGG

WH-1 HQ462571.1 TAATGTAAGGCAACCCGATGTCT AGCATTGCCAAATCAAATCTAAACT CATCGCGCTGTCTACTCTTGTACAGAATGG

H16 FJ755618.2 TAATGTAAGGCAACCCGATGTCT AGCATTGCCAAATCAAATCTAAACT CATCGCGCTGTCTACTCTTGTACAGAATGG

Attenuated H EU074218.2 TAATGTAAGGCAACCCGATGTCT AGCATTGCCAAATCAAATCTAAACT CATCGCGCTGTCTACTCTTGTACAGAATGG

Virulent Purdue DQ811789.2 TAATGTAAGGCAACCCGATGTCT AGCATTGCCAAATCAAATCTAAACT CATCGCGCTGTCTACTCTTGTACAGAATGG

P115 DQ8117788.1 TAATGTAAGGCAACCCGATGTCT AGCATTGCCAAATCAAATCTAAACT CATCGCGCTGTCTACTCTTGTACAGAATGG

M60 DQ811786.2 TAATGTAAGGCAACCCGATGTCT AGCATTGCCAAATCAAATCTAAACT CATCGCGCTGTCTACTCTTGTACAGAATGG

M6 DQ811785.1 TAATGTAAGGCAACCCGATGTCT AGCATTGCCAAATAAAATCTAAACT CATCGCGCTGTCTACTCTTGTACAGAATGG

Expected amplicon size is 154 bp.
*GenBank number

Fig. 1. Amplification plots obtained with 10-fold serial dilu-

tions of PTGV (A) and the standard curves obtained by the

regression analysis of crossing point values versus initial

PTGV titer (B). □, 1.10 × 104 TCID50/ml; ■, 1.10 × 103 TCID50/ml;

○, 1.10 × 102 TCID50/ml; ●, 1.10 × 101 TCID50/ml; ◇, 1.10 × 100

TCID50/ml; ◆, 1.10 × 100 TCID50/ml; △, Negative control.



TaqMan Probe Real-Time RT-PCR for PTGV Detection  271 

September 2015 | Vol. 43 | No. 3

알 수 있었다(자료 미제시). 

최적 온도에서 MgCl2 농도를 변화시켜 PCR 조건을 최적

화하였다. Titer가 1.10 × 104 TCID50/ml에서 1.10 × 101

TCID50/ml까지 10배씩 순차적으로 희석한 PTGV를 시료로

하여 MgCl2 농도를 3 mM에서 7 mM로 변화시켜가며 real-

time PCR을 수행하였을 MgCl2 농도에 따른 Ct 값 차이가

나타나지 않아 최적 MgCl2 농도를 3 mM로 결정하였다(자

료 미제시). 

최적화된 조건에서 Titer가 1.10 × 104 TCID50/ml인 PTGV를

1.10 × 101 TCID50/ml까지 10배씩 순차적으로 희석한 후

real-time PCR을 수행하였다(Fig. 1A). PTGV log titer

(Log10 TCID50/ml; x)에 대한 Ct 값(y) 간의 표준 회귀식을

구한 결과 y = -3.474x + 40.325 (R2 = 0.995)로 나타나 PTGV

log titer와 Ct 값 간의 회귀성이 매우 높아 정량 분석이 가

능한 시험법임을 확인하였다(Fig. 1B). 

TaqMan probe real-time PCR의 신뢰성 검증

확립된 real-time PCR 시험법을 세포주, 원료물질, 제조

공정, 완제품에서 PTGV 검출시험법으로 사용하기 위해 시

험법의 특이성(specificity), 검출한계(detection limit), 완건

성(robustness)을 검증하였다. 

핵산증폭검사법의 특이성은 시험 대상물에서 특정 핵산을

정확하게 검출할 수 있는 능력이다. 특이성 검증을 위해 다

른 RNA 바이러스(BVDV, BPIV-3, HAV, PEDV, Reo-3,

PRoV)와 DNA 바이러스(BHV, MVM, PPV PRV)를 대상으

로 cross-activity를 확인한 결과 PTGV에서만 fluorescence

값의 증가를 관찰할 수 있었고, 다른 바이러스에서는 음성대

조군과 같이 fluorescence 값의 증가를 관찰할 수 없었다(Fig.

2). 이와 같은 결과에서 확립된 real-time PCR 방법은 PTGV

에 특이적인 실험법임을 확인하였다.

검출한계 검증을 위해 Titer가 1.10 × 104 TCID50/ml인

PTGV를 10배씩 순차적으로 1.10 × 100 TCID50/ml까지 희석

한 샘플을 독립적으로 준비하여 각 희석 배수 당 8회에 걸

쳐 총 24회 검출시험을 실시하였다. 검출한계 값은 총 시험

건수 중 95%가 양성으로 검출될 수 있는 검체량 당 PTGV

titer를 의미하기 때문에 24회 시험 중 23회 이상 양성 값이

나온 농도인 1.10 × 100 TCID50/ml을 검출한계로 결정하였

다(자료 미제시).

완건성은 시험방법 중 일부 조건이 소규모라도 의도적으

로 변경되었을 때 측정값이 얼마나 영향을 받는지에 대한 척

도를 나타내는 것으로 통상적으로 검사법의 신뢰도에 대한

지표이다. 제조회사를 달리한 primer에 따른 real-time PCR

방법의 완건성을 검증하기 위해 3곳의 primer 제조회사가

제조한 primer를 준비하였다. Titer가 1.10 × 104 TCID50/ml

Fig. 2. Specificity of TaqMan probe real-time RT-PCR assay to

potential cross-reactive viruses. Amplification plots were

obtained with cross-reactive viruses using the real-time RT-

PCR. □, Porcine transmissible gastroenteritis virus; ■, Bovine

herpesvirus type 1; ○, Bovine viral diarrhea virus; ●, Bovine para-

influenza virus type 3; ◇, Hepatitis A virus; ◆, Minute virus of

mice; ▷, Porcine epidemic diarrhea virus; ▶, Porcine parvovirus;

▽, Porcine rotavirus; ▼, Porcine pseudorabies virus; ,▲ Reovirus

type 3; △, Negative control. 

Table 2. Robustness of real-time PCR (Effect of primer sets made by different vendors).

PTGV

(TCID50/ml) 

Ct values Mean of 

Ct 

SD of 

Ct 

CV

(%) Vendor A Vendor B Vendor C

1.10 × 104 25.46 25.08 25.03 25.39 25.31 25.33 25.65 25.23 24.97 25.27 0.21 0.82

1.10 × 103 28.71 28.58 28.60 28.76 28.79 28.77 27.76 27.78 27.70 28.38 0.46 1.61

1.10 × 102 32.24 31.95 32.09 32.54 32.36 32.23 32.02 32.12 31.94 32.17 0.19 0.58

1.10 × 101 35.09 35.28 35.78 35.69 35.63 35.85 35.56 35.18 35.53 35.51 0.25 0.71

1.10 × 100 37.27 37.87 39.22 39.11 37.91 38.11 38.27 37.64 38.05 38.16 0.60 1.58

Negative Control N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A - - -

Three independent 10-fold dilution series of PTGV were tested using different primer sets made by different vendors for real-

time PCR. Mean and standard deviation (SD) of Ct were calculated. 

CV (%): Coefficient of variance % = (SD of Ct/Mean of Ct) × 100

*N/A, Not Applicable; real-time PCR signals were not detected.
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인 PTGV를 10배씩 순차적으로 1.10 × 100 TCID50/ml까지

희석한 후 primer 별로 3회의 real-time PCR을 실시한 후

평균 Ct 값을 비교하였다(Table 2). Ct 값에 대한 CV(%) 값

은 0.82, 1.61, 0.58, 0.71, 1.58로 확인되었다. Real-time PCR

의 완건성 검증에서 CV(%)가 3% 이하이면 완건성이 있다

고 판단한다[9]. 서로 다른 제조회사의 primer에서 Ct 값의

CV(%)가 3% 이하로 나타나 완건성이 있음을 확인하였다. 

MgCl2 농도 변화에 따른 완건성을 검증하기 위해 Titer

가 1.10 × 104 TCID50/ml인 PTGV를 10배씩 순차적으로

1.10 × 100 TCID50/ml까지 희석한 후 MgCl2 농도를 3 mM,

4 mM, 5 mM로 변화시켜 real-time PCR을 실시한 후 평균

Ct 값을 비교하였다. Ct 값에 대한 CV(%) 값은 0.63, 0.41,

0.64, 0.59, 1.62로 확인되었다(Table 3). 실험조건의 농도에

서 Ct 값의 변화가 거의 없고, CV(%)가 3% 이하로 나타나

MgCl2 농도의 변화에 대한 완건성이 있음을 확인하였다. 

확립된 real-time PCR 시험법을 생물의약품 제조공정에

서 PTGV 제거 검증을 위한 정량시험법으로 활용이 가능한

지 확인하기 위해 PTGV 정량 검출시험법의 재현성 검증을

실시하였다. 서로 다른 날에 PTGV 표준시료에서 RNA를 추

출하고 real-time RT-PCR을 수행한 후 Ct 값을 비교하였다

(Fig. 3). PTGV log titer (Log10 TCID50/ml; x)에 대한 Ct

값(y) 간의 표준 회귀식은 첫째 날의 경우 y = -3.551x +

40.385 (결정계수 R2 = 0.994), 둘째 날의 경우 y = -3.425x +

39.540 (R2 = 0.999), 셋째 날의 경우 y = -3.214x + 38.760

(R2 = 0.995), 넷째 날의 경우 y = -3.511x + 40.540 (R2 = 0.999),

다섯째 날의 경우 y = -3.497x + 41.470 (R2 = 0.999), 여섯째

날의 경우 y = -3.377x + 39.410 (R2 = 0.999), 일곱째 날의 경

우 y = -3.214x + 38.760 (R2 = 0.995), 여덟째 날의 경우 y =

-3.257x + 39.115 (R2 = 0.998)로 표준 회귀식의 결정계수(r2)

는 모두 0.99 이상으로 나타나 재현성뿐만 아니라 회귀성이

매우 높음을 확인할 수 있었다. 이와 같은 결과에서 PTGV

정량 검출시험법으로 활용이 가능함을 확인할 수 있었다. 

PTGV가 오염된 CHO 세포주에서 TaqMan probe real-

time PCR을 이용한 PTGV 검출

확립된 TaqMan probe real-time PCR을 생물의약품 제조

공정에 적용할 수 있는지 확인하기 위하여 인위적으로 PTGV

를 오염시킨 CHO-K1 세포주에서 PTGV 검출 시험을 실시

하였다. T-25 flask에 배양된 CHO-K1 세포에 PTGV를 인위

적으로 오염시킨 후 T-25 flask에 3번 이상 계대 배양하면서

병변효과를 관찰하였다. PTGV를 오염시키지 않은 CHO-K1

세포주의 모양(Fig. 4A)과 PTGV를 오염시킨 CHO-K1 세포

주의 모양(Fig. 4B)을 현미경으로 관찰한 결과 차이점이 나

타나지 않아 PTGV가 CHO-K1 세포주에서 병변효과를 나

타내지 않음을 확인하였다. CHO-K1 세포가 포함된 세포배

Table 3. Robustness of real-time PCR (Effect of different MgCl2 concentrations).

PTGV

(TCID50/ml)

Ct values Mean of 

Ct 

SD of 

Ct 

CV

(%) 3 mM 4 mM 5 mM

1.10 × 104 24.76 24.50 24.62 24.55 24.74 24.66 24.56 25.05 24.76 24.69 0.16 0.63

1.10 × 103 28.30 28.30 27.97 28.20 28.18 28.12 28.13 28.02 28.31 28.17 0.12 0.41

1.10 × 102 31.71 31.94 31.54 31.89 31.67 31.87 31.46 31.61 31.29 31.66 0.20 0.64

1.10 × 101 35.89 35.50 35.73 35.76 35.57 35.99 35.38 36.05 35.67 35.73 0.21 0.59

1.10 × 100 39.61 38.86 37.42 38.91 38.23 N/A N/A 38.73 38.58 38.62 0.62 1.62

Negative Control N/A 38.76 N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A

Three independent 10-fold dilution series of PTGV were tested using different concentrations of MgCl2 for real-time PCR.

Mean and standard deviation (SD) of Ct were calculated.

CV(%): Coefficient of variance % = (SD of Ct/Mean of Ct) × 100

*N/A, Not Applicable; real-time PCR signals were not detected.

Fig. 3. Reproducibility and linearity of TaqMan probe

real-time RT-PCR assay for quantitative detection of PTGV.

1 Day. y = -3.551x + 40.385, R2 = 0.994; 2 Day. y = -3.425x +

39.540, R2 = 0.999; 3 Day. y = -3.214x + 38.760, R2 = 0.995;

4 Day. y = -3.511x + 40.540, R2 = 0.999; 5 Day. y = -3.497x +

41.470, R2 = 0.999; 6 Day. y = -3.377x + 39.410, R2 = 0.999; 7 Day.

y = -3.214x + 38.760, R2 = 0.995; 8 Day. y = -3.257x + 39.115,

R2 = 0.998.
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양액 4 ml를 회수한 후 RNA를 추출하고, 확립된 real-time

PCR을 활용하여 PTGV를 정량 검출하였다(Fig. 4C). 세포

배양액에서 1.1 × 101 TCID50 equivalent/ml PTGV가 검출

되었다. 

본 연구를 통해 확립된 PTGV 검출을 위한 real-time RT-

PCR 시험법을 CHO-K1 세포주에서 PTGV 검출시험에 활

용하였을 때, PTGV에 오염된 CHO-K1 세포주가 병변현상

을 일으키지는 않았지만, CHO-K1 세포배양액에서 PTGV를

효과적으로 검출할 수 있었다. 따라서 본 연구를 통해 확립

된 real-time PCR 시험법은 동물세포주 검증과 생산공정 검

증에서 PTGV 오염 여부를 정성적 또는 정량적 검출할 수 있

는 우수한 시험법임을 확인할 수 있었다. 생물의약품 생산

공정 중 CHO 세포주에 MVM, Reo-3, BPIV-3가 오염된 사

례가 있는데[18−20], MVM, Reo-3, BPIV-3가 CHO 세포주

에 병변효과를 나타내는지 확인하기 위하여 인위적으로 오

염시킨 경우 세포병변효과를 나타내었다[15, 17, 21]. 하지만

소 혈청을 통해 오염 가능한 BVDV, BPV, BHV를 CHO 세

포주에 인위적으로 오염시킨 경우 PTGV와 같이 CHO 세포

주에 병변현상을 일으키지는 않았지만, CHO 세포주 배양액

에서 real-time PCR로 검출되었다[4, 14, 16]. 이와 같은 결

과는 생물의약품 생산용 세포주가 세포병변현상을 나타내지

않는다고 해서 바이러스 오염이 없다고 단정할 수 없다는 것

을 의미한다. 따라서 생물의약품의 바이러스 오염을 방지하

기 위해서는 세포병변현상을 나타내지 않는 바이러스들의

검출 시험이 필요하다고 판단된다.

Real-time PCR을 활용한 바이러스 정량 검출 방법은 크

로마토그래피 공정과 같은 단백질 분리 정제 공정에서 미량

의 바이러스를 실시간에 정량화 할 수 있기 때문에, 생물의

약품 제조공정에서 바이러스 제거 검증 실험 시 감염역가시

험과 함께 적용할 수 있는 유용한 평가기술일 뿐만 아니라,

감염역가시험으로는 분석할 수 없는 크로마토그래피 세척공

정에서의 바이러스 안전성 검증에 활용할 수 있는 적절한 방

법이다[11]. 본 연구를 통해 확립된 PTGV real-time RT-

PCR 시험법도 세포배양 유래 생물의약품 제조 공정에서 PTGV

검출시험 뿐만 아니라 바이러스 제거 검증과 크로마토그래피

세척 검증에 유용하게 사용될 수 있을 것으로 기대된다.

요 약

세포주를 이용하여 생산하는 생물의약품과 생산용 세포주

는 세포 배양 과정 중에 사용되는 돼지 유래 trypsin으로 부

터 외래성 돼지 유래 바이러스가 오염될 가능성이 있다.

PTGV는 세포배양 유래 생물의악품 제조공정에서 오염될 수

있는 외래성 바이러스 중의 하나이다. 본 연구에서는 생물의

약품 제조공정에서 PTGV 안전성을 확보하기 위해, 세포주,

원료물질, 제조공정, 완제품에서 PTGV를 정량적으로 검출

하고, 제조공정에서 PTGV 제거 검증을 위한 시험법으로 활

용이 가능한 TaqMan probe real-time RT-PCR 시험법을 확

립하였다. PTGV에 특이적인 primer와 probe를 선별하여

PTGV 정량검출 시험법을 최적화하였다. 세포배양법에 의한

감염역가와 비교한 결과 real-time RT-PCR의 검출한계는

1.10 × 100 TCID50/ml이었다. 확립된 시험법의 신뢰성을 보

증하기 위해 시험법 검증을 실시한 결과 특이성과 재현성,

완건성이 우수함을 확인하였다. 확립된 real-time RT-PCR

을 생물의약품 제조공정 검증에 적용할 수 있는지 확인하기

위하여 인위적으로 PTGV를 오염시킨 CHO-K1 세포주에서

PTGV 검출 시험을 실시하였다. PTGV를 감염시킨 CHO-K1

세포에서 세포변병효과를 관찰할 수 없었지만, 세포배양액

에서 PTGV를 정량적으로 검출할 수 있었다. 
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Fig. 4. Quantitative detection of PTGV in artificially infected

CHO-K1 cell line. (A) Morphology of CHO-K1 cell line not infected

with PTGV. (B) Morphology of CHO-K1 cell line infected with

PTGV. (C) Amplification plots of PTGV positive control (□;

1.10 × 102 TCID50/ml), CHO-K1 cell line infected with PTGV (■),

and negative control (△).  
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