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The viral hemorrhagic septicemia virus (VHSV), which belongs to the Novirhabdovirus genus of the 
Rhabdoviridae family, is a viral pathogen that causes severe losses in the olive flounder farming 
industry. Among six encoding VHSV proteins, the non-virion (NV) protein has been shown to have 
an impact on virulence. In our previous studies, transcriptomics microarray analysis by using VHSV- 
infected olive flounder showed that VHSV infection significantly down-regulated the mRNA ex-
pression of glycolytic enzymes. In addition, VHSV NV protein variants decreased the intracellular 
ATP level. Based on these results, we have tried to examine the effect of VHSV NV protein on glyco-
lytic enzyme glucokinase expression, which phosphorylates glucose to glucose 6-phosphate. Our re-
sults indicated that the NV protein significantly decreased the mRNA expression of glucokinase in 
olive flounder HINAE cells. Furthermore, the NV protein played a negative role in the promoter acti-
vation of glucokinase. Furthermore, glucose uptake was effectively inhibited by VHSV infection and 
NV protein expression in olive flounder HINAE cells. These results suggest that the VHSV NV pro-
tein negatively regulates glycolytic enzyme expression by a transcription level and eventually leads 
to gradual morbidity of olive flounder through cellular energy deprivation. The present results may 
be useful for the prevention and diagnosis of VHSV infection in olive flounder.
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서   론

Viral hemorrhagic septicemia virus (VHSV)는 Rhabdovir-

idae과에 속하는 음성 단일가닥 RNA 바이러스로서 넙치뿐 만

이 아니라 다양한 양식 어종에 심각한 피해를 주는 바이러스 

병원체이다[13, 16]. VHSV의 전체유전체는 11-Kb이며 6개의 

유전자로 구성되는데, 하나의 비구조 단백질인 non-virion 

(NV) 단백질과 5개의 구조단백질인 nucleoprotein (N), poly-

merase-associated phosphoprotein (P), matrix protein (M), 

surface glycoprotein (G), 그리고 RNA polymerase (L) 단백질

이 포함된다[19, 24, 26]. G 유전자 서열 비교를 통한 연관도 

분석을 통하여 VHSV 종을 4개의 유전자형(I, II, III 및 IV)으로 

나누며, 유전자형 I과 IV는 각각 5개(Ia-Ie)와 3개(IVa-IVc)의 

아종으로 분류할 수 있다[7, 25]. VHSV는 넓은 지리적 분포를 

보이며 VHSV 유전자형들은 각각 다른 지리적 분포를 가진다. 

아울러 VHSV는 넓은 숙주 범위를 가지는데 현재 80여종이 

넘는 담수와 해수 어종에서 감염이 확인되고 있다[24, 25]. 

지금까지 다양한 VHSV 연구가 유전적 다양성이나 분자변

이와의 연관성 측면에서 수행되어 왔으며[11, 20], 최근에는 

재조합 VHSV (rVHSV)를 활용하여 어류에서의 병원성과 관

련된 기능들의 분석이 시도되고 있다[8, 17]. 아울러 바이러스

의 유전자들이 바이러스 복제 과정에 필수적이기 때문에 특정 

바이러스 유전자들의 결핍은 세포 수준에서가 아니라 어류 

개체에서의 바이러스 유전자들의 기능을 연구하는데 활용되

고 있다[2, 17]. 또한 rVHSV 결실 실험을 이용하여 NV 유전자

가 중요한 병원성 기능을 가지고 있음이 확인되었다[8]. VHSV 

각 유전자들의 염기 치환비율을 계산해보면 NV 유전자가 가

장 높은 빈도로 변화하는 양상을 보이며 Novirhabdovirus 속 

가운데에서 가장 낮은 수준의 염기서열 상동성을 나타내었는

- Note -



Journal of Life Science 2016, Vol. 26. No. 12 1471

데[8, 9], 이는 다른 VHSV 유전자들 보다 높은 비율로 변이가 

발생함을 의미한다.

한편 일반적으로 당, 지질 그리고 단백질 대사에 관여하는 

유전자들의 발현이 바이러스 감염 어류에서 감소되어 있다

[19]. 하지만 많은 선행 연구에서 포도당 획득과 해당과정이 

바이러스 감염 세포들에서 바이러스 복제에 요구되는 ATP와 

생합성 전구체 분자들을 합성하기 위해 증가한다고 할 수 있

음도 보고된 바 있다[1, 10, 11]. 본 연구진의 선행연구에서 세

포에너지 생성 유전자들이 VHSV가 감염된 넙치의 간 조직에

서 발현이 감소되었으며[4], 또한 NV 단백질이 넙치 세포 내에

서 ATP 생성을 감소시켰음을 확인한 바 있다[15]. 이러한 선행 

연구를 바탕으로, 본 연구에서는 넙치 세포 내에서 NV 단백질

이 세포에너지를 생성하는 당 대사 조절효소인 glucokinase의 

발현에 미치는 영향과 연관된 전사수준에서의 작용 기전과 

그에 따른 결과들을 조사하였다.

재료 및 방법

세포 배양 및 ATP 생성 측정

넙치 세포주인 HINAE 세포는 10% fetal bovine serum와 

1% Leibovitz 배지(L-15; Gibco-BRL, Grand Island, NY, USA)

를 이용하여 20°C에서 배양하였다. HINAE 세포를 jetPEI® 

DNA Transfection Reagent (Polyplus-transfection Inc., New- 

York, USA)를 이용하여 NV 및 NV 변이체 유전자들을 발현하

게 유도하였다. 형질도입 24시간 후에 세포들을 모아서 세포

추출물을 만들고 ATP Bioluminescence Assay Kit CLS II 

(Roche Life Science, Rotkreuz, Switzerland)를 이용하여 ATP 

생성의 정도를 분석하였다. VHSV 바이러스 추출액은 1:100 

비율로 24-well 세포배양 용기에 배양중인 혈관 내피 전구세

포(endothelial progenitor cell, EPC)에 투여하여 감염시키고 

16°C에서 배양하였다. 

미토콘드리아 활성 측정

세포들을 24-well 배양 용기에 분주하고 24시간 배양한 후, 

VHSV NV 유전자를 발현시키는 벡터를 형질도입시켰다. 미

토콘드리아 dehydrogenase의 활성 변화에 의한 미토콘드리

아의 활성 정도 측정을 위하여 다시 적정 시간 배양 후, 3-(4,5- 

dimethylthiozol-2-ly)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT, 

Sigma-Aldrich Chemical Co., St. Louis, MO, USA) 용액을 

처리하고 37°C에서 3시간 동안 다시 반응시켰다. 반응이 끝난 

다음 MTT 시약을 제거하고 dimethyl sulfoxide (DMSO, 

Sigma-Aldrich Chemical Co.)를 이용하여 well에 생성된 for-

mazin을 모두 녹인 후 enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA) reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)로 

570 nm에서 흡광도를 측정하였다.

Glucokinase 프로모터 레포터 벡터 제작과 luciferase 

레포터 활성 측정

Glucokinase 프로모터 활성에 의해 발현되는 luciferase 레

포터 벡터를 제작하기 위하여, 프로모터 DNA를 제한효소 자

리를 함유한 프라이머(sense, 5'-GCT GGT ACC GAT CCA 

GAG CCA GGA-3'; antisense, 5'-CTA AAG CTT TGA TAA 

TGT GTT-3')를 이용하여 증폭시켰다. 이 polymerase chain 

reaction (PCR) 생성물은 HindIII와 KpnI으로 절편을 만든 다

음, pGL4 벡터에 클로닝하였다. 제작된 벡터 서열은 DNA 시

퀀싱을 통해 확인하였다. HINAE 세포를 24-well 배양용기에 

배양하면서 0.3 g 레포터 벡터와 VHSV 단백질 발현 벡터를 

형질주입하였으며, 24시간이 지난 뒤, 세포들을 용해완충액에

서 용해시켰다. Luciferase 활성은 루미노미터 분석기를 이용

하여 측정하였다. 모든 실험은 3번 반복 실험을 수행하여 평균

값을 제시하였다.

RNA 분리와 reverse transcription (RT)-PCR

HINAE 세포들로부터 RNA의 분리를 위하여 TRIzol re-

agent (Invitrogen Co., Carlsbad, CA, USA)를 이용하였다. 

cDNA는 Moloney murine leukemia virus reverse tran-

scriptase (Elpis Biotech, Seoul, Korea)를 이용하여 RNA로부

터 합성하였다. 넙치 glucokinase 유전자 증폭을 위한 PCR 

primer는 5'-GAG GAG CTG GAA GGT AGA GAC CAA 

GAA C-3' (sense), 5'-GGC GGG AAG TAC ATG GGA GAG 

CGT GAG G-3' (antisense)였으며, PCR 생성물은 1.5% agar-

ose gel에 전기영동하여 ethidium bromide (EtBr, Sigma- 

Aldrich Chemical Co.)로 염색한 후 ultra violet 하에서 분석

하였다.

포도당 흡수 분석 

HINAE 세포에서의 포도당 흡수의 정도는 형광 포도당 2- 

(N-(7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-yl)amino)-2-deoxyglucose 

(2-NBDG, Setareh Biotech, Eugene, OR)를 이용하여 측정하

였다. 이를 위하여 준비된 HINAE 세포들을 12시간 동안 혈청

이 없는 배지에서 배양한 후, 3번 Krebs-Henseleit buffer (0.5% 

bovine serum albumin, 2 mM sodium pyruvate 및 6 mM 

mannitol)로 3회 수세하고, 50 μM 2-NBDG를 함유한 Krebs- 

Henseleit 완충액에서 30분간 배양하였다. 이 세포들을 용해 

완충액으로 처리하고, 2-NBDG 양을 형광분석기로 측정하였

다.

통계 처리

모든 실험결과는 평균 ± 표준편차로 표시하였고 SigmaPlot 

(Systat Software Inc., San Jose, CA, USA)을 이용하여 Student 

t-test를 이용하여 통계적 유의성을 얻었다.
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A B
■ 24 hr ■ 48 hr

Fig. 1. VHSV NV variants infection in olive 

flounder decrease cellular ATP pro-

duction level and mitochondrial activity. 

After infection of control VHSV and 

VHSV NV (S56L) variant into EPC 

cells, ATP (A) and MTT (B) assays were 

performed with a series of infection 

time. Data shown are the mean ± SD 

from three independent experiments 

(*p<0.05 and **p<0.01 compared with 

mock infection). 

A B

C

Fig. 2. VHSV infection and NV protein in olive flounder decrease mRNA expression of glucokinase. (A) Protein coding region 

of glucokinase of olive flounder is shown. Based on this DNA sequence, the PCR primer set was designed. (B) After infection 

of control VHSV and VHSV NV (S56L) variant into EPC cells, PCR assay were performed by using primer sets for glucokinase, 

hsp70, and β-actin. (C) After transfection of VHSV NV variants gene into HINAE cells, PCR assay were performed by 

using primer sets for glucokinase and β-actin. 

결   과

VHSV의 감염이 세포 내 에너지 생성과 미토콘드리아 활성

에 미치는 영향

선행 연구의 결과에 의하면 VHSV가 감염된 넙치의 간 조

직에서 당 대사 관련 효소들의 유전자 발현이 유의적으로 감

소하였기에[4], VHSV가 넙치 세포의 에너지 생성에 미칠 수 

있는 영향을 검토하였다. 이를 위하여 VHSV를 EPC 세포에 

감염시킨 후 시간의 경과에 따른 ATP 생성 정도를 조사하였

다. 본 연구의 결과에 의하면, VHSV 감염 시간 증가 의존적으

로 세포 내 ATP 생성이 감소되었다(Fig. 1A). 또한 VHSV의 

ATP 생성 저해 효과는 대조군 바이러스 보다 NV 단백질의 

56번째 세린 아미노산 잔기가 루이신으로 변이된 바이러스 

변이체(VHSV-KR-JJ-NV9)가 감염된 세포에서 더욱 억제되었

다. 따라서 VHSV 감염에 의한 세포 내 에너지 감소가 대부분

의 ATP 생성을 담당하는 미토콘드리아의 활성에도 영향을 

주는지를 검토하기 위하여 MTT 분석을 실시하였다. 그 결과 

VHSV 감염은 미토콘드리아 dehydrogenase 활성의 저해함을 

알 수 있었고, Fig. 1A의 결과와 일치하게 S56L VHSV 변이체 

감염시 그 저해 효과가 더 높게 나타났다(Fig. 1B). 이러한 결과

는 VHSV의 감염에 의한 어류의 병원성이 세포 내 에너지 생

성 감소 및 미토콘드리아 활성 저해와 연관성이 있음을 의미

하는 것이다. 

VHSV NV 단백질이 당 대사효소인 hexokinase의 발현

에 미치는 영향

VHSV가 감염된 넙치 조직에서 감소된 다양한 유전자들 

중 당 대사에 관련된 핵심 효소인 hexokinase의 발현 감소가 

가장 뚜렷하게 나타났기에[4], VHSV의 세포 내 감염이 gluco-

kinase의 발현을 감소시키는지의 여부를 확인하였다. 이를 위

하여 VHSV가 감염된 세포에서 glucokinase의 mRNA 염기서

열을 먼저 분석하였으며(Fig. 2A), VHSV 감염에 의해서 heat 

shock protein 70 (hsp70)의 발현은 증가하였지만 glucokinase 

발현은 감소함을 알 수 있었다(Fig. 2B). 또한 VHSV NV 단백

질이 세포 내 ATP 생성 감소에 관여할 가능성이 있기 때문에

[15], NV 단백질 발현이 세포 내 glucokinase의 발현에 어떠한 

영향을 미치는지를 조사하였다. 이를 위하여 NV 단백질을 코

드하는 유전자를 세포 내에 형질도입하여 발현하게 한 뒤, 

glucokinase의 mRNA 생성을 RT-PCR 방법으로 분석하였다. 

본 연구의 결과에 의하면, VHSV 감염실험과 일치하게 NV 
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A B

C

Fig. 3. Characterization of glucokinase gene promoter of olive flounder and the effect of VHSV NV protein variants on glucokinase 

promoter acitivity. (A) Promoter region of olive flounder’s glucokinase is characterized. The promoter region was cloned 

into pGL2-luciferase reporter plasmid construct and applied to promoter transactivation assay. (B) After transfection of VHSV 

NV and N protein into HINAE cells together with glucokinase promoter-luciferase reporter, the luciferase expression assay 

were performed in a series of plasmid concentrations. Data shown are the mean ±SEM from three independent experiments. 

(C) After transfection of a variety of VHSV NV variants, the luciferase expression assay was performed. Data shown are 

the mean ± SD from three independent experiments (*p<0.05 and **p<0.01 compared with mock infection). 

단백질의 발현은 세포내의 glucokinase의 mRNA 생성을 현저

하게 억제시켰다. 아울러 다양한 NV 유전자 변이체들을 형질

도입하여 glucokinase mRNA의 발현을 비교 분석한 결과, 

S56L NV 단백질 변이체의 발현시 glucokinase mRNA 생성이 

가장 감소하였음을 알 수 있었다(Fig. 2C).

VHSV NV 단백질이 넙치 glucokinase 유전자 프로모터 

활성에 미치는 영향 

이상의 결과에서 NV 단백질의 세포 내 발현이 glucokinase

의 mRNA 생성을 저해하였기에 전사수준에서의 NV 유전자 

조절기전을 조사하였다. 이를 위하여 넙치 glucokinase의 유

전자 프로모터 부위를 동정하고 그 DNA 서열을 획득하였으

며, NV 단백질이 glucokinase 유전자의 발현 조절부위인 프로

모터에 작용하여 glucokinase의 mRNA 전사를 조절할 가능성

의 여부를 검토하였다. 동정된 glucokinase 프로모터의 길이

는 2,000 bp였으며(Fig. 3A), 프로모터 서열을 luciferase를 레

포터로 구축되어있는 벡터에 클로닝하여 프로모터 활성을 조

사하였다. 본 연구의 결과에 의하면, RT-PCR 실험을 통한 

mRNA 발현 결과와 일치하게(Fig. 2C) NV 단백질의 세포 내 

발현은 NV 단백질의 농도 의존적으로 glucokinase의 유전자 

프로모터의 활성을 현저하게 감소시켰다(Fig. 3B). 또한 대조

군으로 VHSV의 N 단백질을 발현시켜서 비교한 결과, N 단백

질은 glucokinase 프로모터 활성에 영향이 없음을 알 수 있었

다. 이는 VHSV의 glucokinase 생성 저해 효과가 NV 단백질 

특이적인 현상임을 의미한다. 추가적인 VHSV NV 유전자 변

이체들을 이용한 실험에서 NV 단백질의 56번 세린 아미노산 

잔기가 루이신으로 변이 치환된 단백질의 발현이 glucokinase

의 프로모터 활성을 가장 많이 감소시켰다(Fig. 3C). 이 결과들

을 통하여 VHSV 감염에 따른 NV 단백질의 발현은 넙치 세포 

내에서 glucokinase를 전사수준에서 유전자 발현을 감소시키

고 이로 인해 에너지 생성을 저해하였음을 유추할 수 있었다. 

VHSV 바이러스 감염과 NV 단백질 발현이 넙치 세포 내

의 포도당 이용에 미치는 영향

이상의 결과에서 VHSV 감염과 NV 단백질의 발현이 해당

과정 효소의 생성을 저해함을 확인하였기에, 넙치 세포의 포

도당 이용도에 미치는 NV 단백질의 영향을 조사하였다. 세포 

내에서 포도당 이용이 감소하면 세포 내로의 포도당 흡수 과

정도 감소하므로, 세포 포도당 흡수 측정실험을 2-NBDG 흡수 

효율을 지표로 분석한 결과, VHSV의 세포 내 감염은 포도당 

흡수를 유의적으로 저해하였다(Fig. 4A). 그리고 NV 변이체 

단백질들의 과다발현을 이용한 실험에서도 S56L NV 변이체 

단백질의 발현이 세포 내로의 포도당 흡수를 더욱 감소시켰음

을 확인하였다(Fig. 4B). 이 결과들은 VHSV 감염에 따른 NV 

단백질의 넙치 세포 내 발현이 포도당 대사의 첫 단계의 조절

효소인 glucokinase의 생성을 저해함으로써 전반적인 당 대사
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A

B

Fig. 4. VHSV infection and NV protein expression inhibit glu-

cose uptake into olive flounder cells. (A) After infection 

of control VHSV and VHSV NV (S56L) variant into EPC 

cells, 2-NBDG uptake was measured. (B) After trans-

fection of control VHSV NV and VHSV variant (S56L), 

2-NBDG uptake was measured. Data shown are the 

mean ± SD from three independent experiments (*p<0.05 

and **p<0.01 compared with mock infection). 

가 이루어지지 않아서 세포 내로의 포도당 섭취도 감소함을 

의미한다. 

고   찰

VHSV 감염과 NV 단백질의 세포 내 과다발현은 어류 개체

의 폐사를 일으키지만, 현재까지 아직 정확한 폐사 기전에 대

해서 알려져 있지 않다. 인체 바이러스 감염의 경우에는 바이

러스 감염에 따른 세포사멸 유도 과정에서 염증반응이 증가하

며, 세포 에너지의 생성 저해는 세포사명과 염증을 추가적으

로 촉진함이 밝혀졌다[14]. 예를 들어 인체 B형 간염 바이러스

를 비롯하여 몇몇 바이러스들은 숙주세포 내의 ATP 생성에 

필요한 산화적 인산화 과정의 전자전달계에 관여하는 미토콘

드리아 효소들의 발현을 감소시킨다[21, 22]. 본 연구에서는 

VHSV 감염과 NV 단백질의 과다발현이 세포 내 에너지 대사

의 첫 출발점인 해당과정에서 초기 단계인 포도당의 포도당-6

인산의 변환을 촉매하는 glucokinase의 생성을 저해함을 확인

하였다. Glucokinase 생성이 원활하지 않는 경우에 시트르산 

회로의 초기 반응 대사물질인 피루브산의 형성이 차단된다. 

이어서 미토콘드리아의 산화적 인산화 반응도 이루어지지 않

아 세포가 필요로 하는 충분한 양의 ATP가 생성되지 않는다. 

이와 같은 세포 내 에너지의 결핍은 세포 염증을 유도하고, 

이에 따른 염증성 사이토카인과 케모카인들의 생성은 면역세

포들의 결집을 유도하게 된다. 이 면역세포들의 과다한 반응

들은 어류 개체의 조직들에서 세포 이상 반응과 세포사멸을 

증가시켜 개체의 폐사를 유도할 수 있는 병리적 주요 원인으

로 작용할 수 있다[8, 16]. 따라서 본 연구의 결과는 NV 단백질

의 과다 발현이 넙치 세포에서 효율적인 대사 에너지 생성을 

차단함으로써 세포 기능에 중요한 생체분자들의 생합성을 원

활하지 못하게 하여 세포 염증 등 세포의 병리적 이상을 유도

하는 가능성이 있음을 보여주는 것이다.

VHSV가 속한 rhabodviridae의 많은 바이러스들은 세포사

멸을 유도하는 것으로 알려져 있다. 예로서, vesicular stomati-

tis virus (VSV)는 세포사멸 개시인자인 caspase-9를 활성화하

여 세포사멸을 일으키는 사실이 보고되었으며[12, 20], Rabies 

virus는 caspase-의존적 그리고 비의존적 경로를 통하여 세포

사멸을 일으킨다[23]. Novirhabdovirus의 경우에는, VHSV 감

염이 신장의 림프조직에서 세포사멸을 일으키는 것이 알려졌

다[18]. 그리고 Novirhabdovirus의 matrix 단백질이 세포사멸 

유도에 관련된 숙주세포의 전사인자 발현에 영향을 주어서 

세포사멸을 일으킨다는 보고가 있다[3]. 본 연구결과에서 

VHSV NV 유전자 발현이 넙치 세포의 미토콘드리아 활성의 

감소를 가져옴을 제시하였다. 미토콘드리아 활성은 세포사의 

개시인자들의 생성과 기능에도 영향을 가지고 있기 때문에 

미토콘드리아 활성 감소가 세포사멸을 유도하는 결과를 가져

올 수 있다. 

VHSV 감염과 NV 단백질의 과다 발현이 넙치를 포함한 

다른 어류 폐사의 원인으로 작용할 수 있을지에 대한 추가적

인 연구와 관련 신호전달계의 활성 조절에 미치는 추가적인 

영향을 조사해야겠지만, 본 연구의 결과는 VHSV 감염에 따른 

양식 어류들의 폐사를 막기 위한 기초 연구로서 중요한 자료

를 제시할 수 있을 것으로 사료된다. 
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초록：바이러스성 출혈성 패혈증 바이러스 NV 단백질에 의한 glucokinase 전사 활성의 억제

조미영1․황지연2․지보영2․박명애3․성미소4․김소영4․정예은4․정재훈4*․최영현5*

(1국립수산과학원 병리연구과, 2국립수산과학원 수산방역과, 3국립수산과학원 남동해수산연구소, 4부산대학교  
 자연과학대학 분자생물학과, 5동의대학교 한의과대학 생화학교실)

바이러스성 출혈성 패혈증 바이러스(VHSV)는 넙치를 포함한 어류 양식의 막대한 피해를 일으키는 바이러스 

병원체이며, VHSV가 생성하는 6개의 바이러스 단백질들 중에서 NV 단백질이 병원성에 관여하는 것으로 알려져 

있다. VHSV-감염 넙치를 이용한 전사체 마이크로 어레이의 선행 분석 결과에 의하면 VHSV 감염이 해당과정 효

소들의 mRNA 발현을 억제함으로써 넙치 세포에서 ATP 생성을 감소시켰음을 알 수 있었다. 이들 결과를 토대로, 

본 연구에서는 VHSV NV 단백질이 해당과정 효소인 glucokinase의 발현에 미치는 영향을 검토하였다. 본 연구의 

결과에 의하면, NV 단백질은 넙치 세포에서 glucokinase의 mRNA 발현을 감소시켰으며, 새롭게 동정한 glucoki-

nase의 유전자 프로모터의 활성 실험결과, NV 단백질이 glucokinase의 프로모터 활성을 저해함을 알 수 있었다. 

이와 같은 작용 결과들로 인하여 VHSV NV 단백질의 발현이 세포 내로의 포도당 흡수 또한 감소시켰다. 이러한 

결과들은 VHSV NV 단백질이 유전자 발현의 전사 수준에서 음성적으로 해당과정의 효소 발현을 조절함을 의미

하며, 결국 세포 내 에너지의 결핍으로 넙치의 폐사로 이어질 가능성을 보여주는 것이다.


