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전염성조혈기괴사증(infectious hematopoietic ne-
crosis, IHN)은 전 세계적으로 연어과 어류에 심각

한 피해를 일으키는 바이러스성 질병으로 알려져 

있다(Wolf, 1988; WOAH, 2021). IHN의 원인병원

체인 전염성조혈기괴사증바이러스(IHN virus, IHNV)
는 유럽, 아시아 태평양, 아프리카 및 미국에서 보

고되어 있다(WOAH, 2021). IHNV는 Rhabdoviridae 

과 Novirhabdovirus 속에 속하며, 6개의 gene (3′-N- 
P-M-G-NV-L-5′)으로 구성된 약 11.1 kbp의 negative- 
sense RNA를 가지고 있다(Kurath et al., 1985; 
Dietzgen et al., 2011). IHNV는 glycoprotein (G) gene
을 사용한 계통발생학적 분석을 통해 5개의 유전

자형(genogroup U, M, L, E 및 J)으로 구분된다 

(WOAH, 2021). 국내에서 분리된 IHNV는 일본과 

중국 분리주가 포함되어 있는 genogroup J에 속해 

있다(Nishizawa et al., 2006; Kim et al., 2007; Kim 
et al., 2016; Xu et al., 2019; Namba et al., 2021). 
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Genogroup J는 Shizuoka (JS), Nagano (JN) 및 North 
Kanto (JnK) lineage 구분되는데(Namba et al., 2021), 
국내 분리주들은 JS와 JN에 속해 있다(Kim et al., 
2016).   

IHNV를 검사하는 방법으로는 어류 주화세포를 

이용한 분리배양법, 유전자를 이용한 분자생물학

적 방법인 reverse transcription polymerase chain re-
action (RT-PCR)과 real-time PCR, 항체를 이용한 

면역학적 방법인 indirect fluorescent antibody test 
(IFAT)와 enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
등이 사용되고 있다(WOAH, 2021). 국내에서는 

IHNV를 검사하기 위해 RT-PCR과 어류 주화세포

를 사용한 분리배양법을 주로 사용하고 있다. 이들 

방법들은 민감도와 특이도가 우수하다는 장점이 

있으나, 검사를 위해 전문 인력과 특수한 장비가 필

요로 하므로 현장에서 사용하기에는 한계가 있다.
현장검사(point-of-care testing, POCT)는 실험실 

환경에서의 복잡한 기반과 숙련된 기술자가 필요

하지 않은 방법으로서 현장에서 누구나 손쉽게 신

속·간편히 사용할 수 있다(Jani and Peter, 2013; 
Banerjee and Jaiswal, 2018; Andryukov, 2020). 측방 

유동 면역 크로마토그래피법(lateral flow immuno-
chromatographic assay, LFIA)은 항원-항체 반응을 

기반으로 한 POCT 방법으로서, 현재 COVID-19의 

원인체를 비롯한 다양한 종류의 어류 병원체들을 

검사하는 데 사용되고 있다(Daoud et al., 2020; 
Shyam et al., 2020; 2022; 2023a; Kong et al., 2021; 
Mahmoudinobar et al., 2021). LFIA 기반 신속 진단 

키트를 개발하기 위해서는 항체가 필요하다. 이에 

본 연구에서는 LFIA 기반 IHNV 현장검사용 키트 

개발을 위한 기초연구로서 IHNV에 대한 단클론 

항체(monoclonal antibody, mAb)를 생산하고자 하

였다.
무지개송어(Oncorhynchus mykiss)로부터 분리한 

IHNV(분리주: RtUi02, genogroup: JN, GenBank No. 
AB288207) (Kim et al., 2007)를 항원으로 사용하여 

mAb를 제작하였다. IHNV를 epithelioma pap-
ulosum cyprini (EPC) 세포에 접종하여 대량으로 배

양한 후 4℃에서 12,000 rpm으로 30분간 원심분리

하여 세포 잔여물을 제거한 후 상층액을 분리하였

다. IHNV 정제는 Jeong et al. (2017)의 방법에 따라 

실시하였다. 분리된 바이러스 상층액에 poly-
ethylene glycol (PEG)-6000 (Sigma-Aldrich, USA)과 

NaCl을 각각 7.5% (w/v), 2.3% (w/v)로 첨가한 후 

4℃에서 overnight 하였다. PEG가 처리된 바이러스 

배양액을 4℃에서 12,000 rpm으로 30분간 원심분

리한 후, pellet을 phosphate buffer saline (PBS: 0.13 
M NaCl, 2.7 mM KCl, 4.3 mM Na2HPO4, 1.4 mM 
KH2PO4) 완충용액으로 현탁하였다. 현탁액은 30,000 
rpm에서 2시간 동안 초원심을 실시한 후 pellet을 

PBS로 재부유시켜 바이러스를 정제하였다.
IHNV에 대한 mAb는 Kim et al. (2018)의 방법에 

따라 제작하였다. 정제한 IHNV (100 μg)와 com-
plete freund’s adjuvant (Sigma-Aldrich, USA)를 동

량으로 섞어 BALB/c 마우스의 복강에 1차 접종한 

후, 2주 후에 동일한 IHNV (100 μg)를 사용하여 2차 

면역하였다. 2차 접종 1주 후에 동일한 IHNV (100 
μg)를 사용하여 3차 면역하였다. 최종 면역 3일 후 

마우스의 비장 조직을 분리한 후 PEG-1500 (Roche, 
Germany)을 사용하여 myeloma cell (SP2/0Ag14)과 

융합시킨 후 fetal bovine serum (FBS) (Gibco, USA)
이 10% 첨가된 hypoxanthine–aminopterin-thymidine 
(HAT) 배지(Gibco, USA)로 현탁시킨 후 96 well 
plate에 분주하여 37℃로 설정된 CO2 배양기에서 

배양하였다(Liddell and Cryer, 1991). 양성 hybrid-
oma는 농축한 IHNV를 항원으로 사용하여 ELISA
법으로 선별하였고 3회 이상 제한 희석법으로 클

로닝 하였다. 선별된 mAb의 isotype은 Pierce rapid 
ELISA mouse mAb isotyping kit (Thermo, USA)를 

사용하여 결정하였다. 본 연구는 전남대학교 동물

실험윤리위원회의 승인(No. CNU IACUC-YS-2023- 
3)을 받아 진행하였다.

제작한 항체의 IHNV 인식부위를 확인하기 위

해, 농축한 IHNV를 사용하여 sodium dodecyl sul-
fate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)
와 western blot (WB)을 실시하였다(Laemmli, 1970; 
Towbin et al., 1979). 농축한 IHNV를 12% poly-
acrylamide gel에 loading 한 후 30 mA에서 전기영

동하였다. 전기영동 종료 후, gel을 0.2% coomassie 
brilliant blue R-250 (Wako, Japan)으로 염색하였다. 
WB는 전기영동 한 gel(항원: 농축한 IHNV)을 ni-
trocellulose membrane (Bio-Rad, USA)에 blotting 한 
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후, 본 연구에서 제작한 mAb (1차 항체)와 alkaline 
phosphatase (AP)가 붙어있는 goat anti-mouse IgG 
serum (novus, USA, 2차 항체)으로 반응시키고 발

색제 [100 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 50 mM 
MgCl2 (pH 9.5) 20 ml, NBT (75 mg/ml 4-nitro-
tetrazolium blue chloride) 90 ㎕, BCIP (50 mg/ml 
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate p-toluidine 
salt/dimethyl-formamide) 70 ㎕]로 발색하여 육안으

로 확인한 후, 발색 정지액(1 mM EDTA, 10 mM 
Tris-HCl)을 첨가하였다.

제작한 mAb의 특이도를 분석하기 위해 4종의 어

류 바이러스 상층액을 사용하여 Kong et al. (2019) 
방법에 준해 ELISA를 실시하였다. 4종의 어류 바

이러스[IHNV (RtUi02) (107.8 tissue culture infective 
dose (TCID)50/ml), 넙치랩도바이러스(hirame rhab-
dovirus, HIRRV: 108.05 TCID50/ml) (CA-9703, GenBank 
No. AF104985) (Kim et al., 2005), 전염성췌장괴사

증바이러스(infectious pancreatic necrosis virus, 
IPNV: 108.3 TCID50/ml) (VR-299, GenBank No. 
AF343572) (Blake et al., 2001), 바이러스성출혈성

패혈증바이러스(viral hemorrhagic septicemia virus, 
VHSV: 107.8 TCID50/ml) (FYeosu05, GenBank No. 
KF477302) (Kim et al., 2009)]를 ELISA coating buf-
fer (0.05 M sodium carbonate/bicarbonate)로 320배 

희석하여 96 well ELISA plate (Greiner bioone, 
Germany)에 각각 50 ㎕씩 분주한 후 4℃에서 over-
night 하여 항원을 코팅하였다. 1차 항체로는 본 연

구에서 제작한 mAb를 50 ㎕씩 분주하여 25℃에서 

1시간 동안 반응시켰고, 2차 항체는 horseradish 
peroxidase (HRP)가 표식되어 있는 goat anti-mouse 
IgG serum (Youngin, Korea)을 5% skim milk로 

1,000배 희석하여 50 ㎕/well 분주하였다. ELISA 
발색액[tetramethylbenzidine (TMB) substrate sol-
ution] (Surmodics, USA)을 50 ㎕/well 분주하여 30
분간 발색한 후 1N H2SO4를 50 ㎕/well 넣어 발색

을 중지시키고, 450 nm에서 흡광도를 측정하였다. 
제작한 mAb의 특성을 분석하기 IFAT를 실시하

였다. EPC에 IHNV (105.3 TCID50/100 ㎕)를 접종하

여 cytopathic effect (CPE)가 관찰되면 10% formalin
를 첨가하여 1시간 동안 고정하였다. 바이러스가 

감염된 세포와 정상 세포를 PBS로 3회 세정한 후, 

5% skim milk로 380 ㎕씩 분주하여 25℃에서 1시간 
동안 blocking 하였다. 1차 항체로는 본 연구에서 

제작한 mAb를 50 ㎕씩 분주하여 25℃에서 1시간 

동안 반응시켰고, 2차 항체는 fluorescein isothio-
cyanate (FITC)가 표식되어 있는 goat anti-mouse 
IgG (Novus, USA)를 5% skim milk로 50배 희석하

여 50 ㎕/well 분주하여 25℃에서 1시간 동안 반응

하였다. 세포를 PBS로 5회 세정한 후 형광현미경 

(Olympus, IX73, Japan)으로 관찰하였다. 
농축한 IHNV를 사용하여 SDS-PAGE를 실시한 

결과, 총 5개의 밴드(약 200 kDa, 69 kDa, 40 kDa, 
28 kDa 및 21 kDa)가 관찰되었다(Fig. 1a). IHNV의 

구조 단백질은 150-205 kDa (polymerase, L), 67-72 
kDa (G), 40-43 kDa (nucleocapsid, N), 22-27 kDa 
(phosphoprotein, P) 및 20-22 kDa (matrix protein, M)
으로 구성되어 있다고 보고되어 있다(Mcallister 
and Wagner, 1975; Hsu et al., 1985; Alonso et al., 
1999). 본 연구의 SDS-PAGE 패턴은 기존에 보고

된 결과와 유사하였다.
농축한 IHNV를 마우스에 면역시킨 후 마우스의 

비장 조직과 myeloma 세포를 융합시켜 총 5개의 

mAb를 생산하였다(IHNV-1, 2, 3, 4 및 5). 5개의 

mAb의 isotype을 분석한 결과, 2개의 mAb (IHNV-3
과 5)와 3개의 mAb (IHNV-1, 2 및 4)의 heavy chain
은 각각 IgG1과 IgG2b로 나타났으며, 5개의 mAb 
모두 light chain은 kappa로 나타났다(data not shown). 

Fig. 1. SDS-PAGE analysis of purified IHNV (a), and 
IHNV recognition sites for five monoclonal antibodies 
(mAbs, IHNV-1, 2, 3, 4, and 5) in western blot (b). M: 
molecular marker. 
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제작된 mAb를 사용하여 WB를 실시한 결과, IHNV- 
1은 약 69 kDa (G로 추정)을 강하게 인식하였고, 
약 27 kDa을 약하게 인식하였다(Fig. 1b). IHNV-2
는 약 27 kDa (P로 추정)을 강하게 인식하였다. 
IHNV-3은 약 39 kDa (N으로 추정)를 강하게 인식

하였다. IHNV-4는 약 39 kDa (N으로 추정)를 강하

게 인식하였고, 약 36 kDa과 28 kDa을 인식하였다. 
IHNV-5는 약 39 kDa (N으로 추정)를 강하게 인식

하였고, 약 36 kDa과 32 kDa을 인식하였다. 이상의 

결과로 mAb IHNV-1은 IHNV의 구조 단백질인 G, 
IHNV-2는 P, IHNV-3, 4 및 5는 N을 강하게 인식하는 
것으로 사료된다. 하지만 3개의 mAb (IHNV-1, 4 
및 5)는 일부 다른 크기의 단백질에 대해서도 약하

게 반응하기 때문에, 정확한 원인을 규명하기 위해

서는 향후 다양한 연구들이 수행되어야 할 것이다.
4종의 어류 바이러스(항원: IHNV, HIRRV, IPNV 

및 VHSV)를 사용하여 ELISA를 실시한 결과에서

는 5개의 mAb 모두 IHNV에서 높은 OD값(0.6- 
1.49)을 보였고, 3종의 어류 바이러스(HIRRV, IPNV, 
VHSV)에서 낮은 OD값(0.04-0.1)을 나타내었다 

(Fig. 2). IHNV에 감염된 EPC와 정상 EPC를 사용

하여 IFAT를 실시한 결과에서는 5개의 mAb 모두 

IHNV 감염 세포에서만 강한 형광반응을 보였고, 
정상 세포에는 반응하지 않았다(Fig. 3). 이상의 결

과, 본 연구에서 제작한 5종의 mAb는 IHNV에만 

특이적으로 반응하는 것이 확인되어, 항체를 기반

으로 한 면역학적인 검사방법(ELISA와 IFAT)에 

유용하게 사용될 수 있을 것으로 사료된다.
일반적으로 LFIA를 사용한 병원체 검사는 10- 

30분 사이에 완료되기 때문에, LFIA에 사용되는 

항체는 항원에 대한 친화력이 매우 우수하고 아주 

짧은 시간 내에 항원-항체 반응이 완료되어야 한다 

(Shyam et al., 2022). 이전의 연구 결과를 보면, WB, 
ELISA 또는 IFAT에 양성 반응을 보이는 항체는 

LFIA 키트에서 음성 반응을 보이는 경우가 많이 

있으며(Kim et al., 2018; Kong et al., 2019; 2021; 
2022; Shyam et al., 2020; 2023a; 2023b), 이해 반해 

WB과 indirect immunofluorescence (IIF)에서 음성 

반응을 보일지라도 LFIA 키트에서는 강한 양성 반

응을 보이는 경우가 있다(Kong et al., 2022). 본 연

구에서 제작된 mAb는 WB, ELISA 및 IFAT에 양성 

반응을 보였으나 LFIA의 사용 가능 여부는 향후 

연구를 통해 확인되어야 한다. 더불어 국내 IHNV 
분리주들은 genogroup JS와 JN에 속해 있으므로 

(Kim et al., 2016), 향후 LFIA 키트 개발 있어, JS와 

JN에 속해 있는 다양한 IHNV 분리주들을 사용하여 

Fig. 2. Specificity analysis of five monoclonal antibodies 
(mAbs IHNV-1, 2, 3, 4, and 5) using ELISA against 
four fish viruses (IHNV, HIRRV, IPNV, and VHSV). 

Fig. 3. Reactivity of anti-IHNV mAb 
(IHNV-3) to IHNV-infected cells as 
assessed using indirect fluorescent 
antibody test (IFAT). (a, b) IHNV-in-
fected EPC cells, where (b) indicates 
the positive green fluorescence upon 
reacted with anti-IHNV mAb suggest 
the existence of IHNV. 
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특이도, 민감도 및 유효성을 평가해야 할 것이다.
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