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Studies on interactions between marine plankton and viral haemorrhagic 

septicemia virus

Dong-Bin Yun

Department of Aquatic Life Medicine, The Graduate School,

Pukyong National University

Abstract

Planktons and viruses are the important biotic components in the marine and 

freshwater ecosystems, but there are only a few studies reported on the 

effects of co-existence of them. Some studies have reported that 

plankton might serve as a transmission vector for viral diseases. 

Therefore, this study aimed to investigate the interaction between some 

types of plankton and viral haemorrhagic septicemia virus (VHSV). In 

this study, two types of phytoplankton including Skeletonema 

costatum and Chlorella sp, and one type of zooplankton, Rotifer 

(Branchionus plicatilis) commonly used for feed in the laval stage of 

farmed fish. The phytoplankton and zooplankton were cultivated in 

F/2 medium at 20 ℃ and sterilized seawater at 25 ℃, respectively. 

Each phytoplankton at two different concentrations (105, 106 cells 

mL-1) were co-cultured with VHSV (105, 106 copies mL-1) at 20 ℃ for up 

to 16 days. Rotifer (50 ind. mL-1) was fed with Chlorella sp. (3.1 × 

107 cells mL-1) co-cultured with VHSV (106 copies mL-1) and 

co-cultured with VHSV (105 copies mL-1) without plankton harbored at 

20 ℃ for 3 days. The mixture of each plankton and VHSV was 

separated into supernatant and pellet after centrifugation (4000xg 5min 

at 20 ℃). From each subsample set, VHSV was quantified by 
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real-time PCR, and also viral activity was analyzed using TCID50

method. Approximately 6.2 × 103, 5.2 × 103 copies of VHSV were 

measured in the pellet containing phytoplankton up to 4 days and the virus 

was active as each phytoplankton pellet showed 3.5 × 103, 5.2 × 103 TCID50

pellet-1, respectively. In Chlorella sp. co-cultured with VHSV, VHSV 

concentration in the pellet was decreased from 105 to 104 pellet-1 for 16 

days. The virus concentration in rotifer that has been fed with co-culture of 

VHSV plus Chlorella sp. for 3 days were 101 and 103 copies rotifer-1 on 

day 1 and day 3, respectively. VHSV concentration in rotifer that has been 

co-cultured with VHSV without plankton harbored 104 and 105 rotifer-1 at 

day 1 and 3, respectively. Based on the results of this study, it seems that 

VHSV could internalized into Chlorella sp. although it is unable to 

proliferate inside the plankton. This study shows that plankton can act as a 

transmission vector for VHS, and virus in the marine environment could be 

accumulated in the upper trophic level and may be involved in disease 

transmission. 
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1. 서론

식물플랑크톤은 기초생산자로 빛 에너지 합성을 통해 해양생태계

물질순환의 기반이 되는 생물군이며(Yoon, 2015), 동물플랑크톤의 주요

먹이 공급원으로서 상위 영양단계로 에너지를 전달하는 bottom up 

controller로서의 역할을 한다(Lo et al., 2004). 또한 전 지구적인 탄소순환에

있어 중요한 역할을 한다. 일부 동·식물플랑크톤은 어류의 자치어와

갑각류의 초기 먹이 생물로 이용되는 중요한 먹이생물이다. 그 중 Chlorella 

종은 지질을 통하여 바이오에너지를 생산하고자 하는 다양한 연구가

이루어지고 있고(Cho et al., 2011; Lee et al., 2012; Singh et al., 2013), 특히

넙치 자어 육성에 필요한 Rotifer와 같은 먹이생물 배양에 주로 이용되고

있다(국립수산과학원 넙치양식표준지침서, 2006). 우리나라 연안에

분포하는 식물플랑크톤의 군집에는 Skeletonema costatum 종과 같은

규조류들이 우점하여 분포하고 있다(Yoon, 2016; Kim et al., 2016). 또한

제주 바다목장 해역의 군집은 마찬가지로 규조류종이 높게 우점하여

나타나고 다음으로 편모조류종이 분포하고 있는 것으로 보고되었다(Yoon, 

2015). 

일차생산자의 상위포식자인 동물플랑크톤은 해양생태계 내에서

일차생산자와 상위 영양단계인 수산 및 어류 자원을 연결하는 중요한 중간

고리 역할을 담당하고 있다(Raymont 1983; Runge 1988). 이 중 Rotifer 

(Branchionus plicatilis)와 Artemia (brine shrimp)는 여러 양식 수산생물종의

종묘 생산용 초기 먹이로 널리 이용되고 있다. 이러한 동물플랑크톤은

해양에서 일어나는 물리, 화학, 생물학적 요인에 민감하게 반응하기 때문에

환경 변화의 지시자로 인식되어 해양생태계 연구에 널리 이용된다(Mackas 

et al., 2001). 
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우리나라 수산생물질병관리법에서 전염병으로 정하고 있는

바이러스성출혈성패혈증(viral haemorrhagic septicaemia virus, VHS)은 Family 

Rhabdoviridae, Genus Novirhabdovirus에 속하는 RNA 바이러스인

바이러스성출혈성패혈증바이러스(viral haemorrhagic septicaemia virus, 

VHSV)에 의한 질병으로 OIE에서도 보고성 질병으로 지정하고 있다(OIE, 

2019). VHSV는 1963년 덴마크에서 담수양식을 하던 무지개송어에서 처음

보고된 이후로(Jensen, 1963), 유럽 뿐만 아니라 1980년대 후반 이후 북미와

아시아지역을 비롯하여 전 세계 각지에 담수와 해산 어류에 피해를 입히는

질병이다(Jensen et al., 1979; Brunson et al., 1989; Winton et al., 1989; 

Meyers & Winton, 1995; Skall et al., 2005; European Food Safety Authority, 

2008). 우리나라의 경우 2001년에 최초로 보고된 이후부터 저수온기에

넙치양식장에 지속적으로 경제적 피해를 입히고 있으므로(Kim et al., 2003) 

양식장의 질병 발생 빈도를 줄이기 위한 다각적인 노력이 필요한 실정

이다.

최근 연구에서는 수계에 존재하는 플랑크톤이 virus의 vector로 작용할

가능성이 확인되고 있다. 예를 들어, 일본의 Biwa호 내에 존재하는

식물플랑크톤과 동물플랑크톤으로부터 Koi herpesvirus; Cyprinid 

herpesvirus-3 (KHV)가 검출되었고(Minamoto et al., 2011), 새우의

먹이생물로 주로 이용되는 brine shrimp (Artemia sp.)와 같은

동물플랑크톤은 white spot syndrome virus (WSSV), infectious myonecrosis 

virus (IMNV) 같은 바이러스의 vector로 작용할 수 있음을 보고하였다(Sahul 

Hameed et al., 2002; da Silva SM et al., 2015). Mortensen 등(1993)은

infectious pancreatic necrosis virus (IPNV)가 검출된 노르웨이의 turbot 

(Scophthalmus maximus) 양식장 주변 환경에 서식하는 Artemia에서

바이러스가 검출되었고,  Diporeia spp. (Pontoporeiidae, Amphipoda)에서
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활성을 지닌 lVb type의 viral haemorrhagic septicemia virus (VHSV)가 검출

되었다(Faisal et al., 2011). 앞의 여러 연구들을 종합했을 때, 해양의

플랑크톤들은 어류, 갑각류 바이러스성 질병의 vector로 작용할 가능성이

높을 것으로 보이나 현재 우리나라에서 이와 관련된 연구가 부족한

실정이다. 

그러므로 본 연구의 목적은 넙치의 먹이생물로 널리 이용되는

Rotifer와 Chlorella sp. 그리고 우리나라 연안해역에 많이 존재하는

Skeletonema costatum이VHS의 vector 역할 가능성을 다양한 조건의

co-culture와 활성 분석 실험을 통해 알아보고자 하였다.   
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2. 재료 및 방법

2.1. 사용된 식물, 동물플랑크톤 및 배양조건

2.1.1 식물플랑크톤 (Chlorella sp., Skeletonema costatum)

식물플랑크톤 (Chlorella sp., Skeletonema costatum)은 한국해양과학기술원

(Korea Institute of Ocean Science & Technology, KIOST) 해양시료도서관에서

분양받아 사용하였다. 미세조류의 배양은 Guillard and Ryther 1962, 

Guillard, 1975의 방법을 따라 artificial seawater (35 psu)에 500 μl F/2 2000X 

(AlgaeBoost, Australia)를 첨가하여 F/2 medium을 제조하고 미세조류 배양에

사용하였다. 배양 조건은 20℃의 온도로 설정된 배양기에 광량은 20 μmol 

m-2s-1, 광주기는 10L:14D, 조건의 백색광을 설치하여 배양하였다. 

식물플랑크톤의 cell density는 hemocytometer를 이용하여 실체 현미경

하에서 200X 배율로 측정하였다.  

2.1.2 동물플랑크톤 (Rotifer, Brachionus rotundiformis)

동물플랑크톤 (Rotifer, Brachionus rotundiformis)은 우리나라 경상남도 통영

소재의 청경(Rotifer 배양업체)에서 살아있는 해수산 Rotifer를 구매하였고

자연 해수를 121 ℃, 10min 간 고압증기 멸균한 해수를 이용하여 25 ℃에

순치시켜 실험에 사용하였다. 동물플랑크톤의 cell density는 Sedgewick-Rafter 

Counting Chamber를 이용하여 실체 현미경 하에서 40X 배율로 측정하였다.  
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2.2. 바이러스의 배양 및 정량법

2.2.1. 사용된 바이러스 및 배양 조건

본 연구에서 사용한 바이러스는 부경대학교 김기홍 교수님 연구실에서

분양받은 viral haemorrhagic septicemia virus (VHSV) KJ2008 strain lVa 

type)을 이용하었다. 먼저 바이러스 배양을 위해 Epithelioma papulosum 

cyprini (EPC) cell을 10% 농도의 fetal bovine serum (FBS, Gibco, USA), 1% 

농도의 150 IU/mL penicillin G, and 100 μg/mL streptomycin (P/S, Gibco, 

USA)이 첨가된 L-15 medium (Leibovitz, Sigma-aldrich, United Kingdom)를

이용하여 배양하였고 세포는 온도는 28℃로 설정된 5% CO2 배양기에

배양하였다. 3일간 배양된 EPC cell을 도립 현미경을 이용하여 monolayer를

확인하고 old medium을 제거한 다음 2% 농도의 FBS, 1% 농도의 P/S가

첨가된 L-15 medium을 새로 첨가한 후에 200 μl의 바이러스를 접종하였다. 

15 ℃에 7일간 배양한 후에 90% 정도의 cytopathic effects (CPE)를

확인하었다. VHSV가 포함된 상층액을 4000xg, 10min 그리고 온도는 4 

℃의 조건으로 원심분리를 하여 syringe filter (0.45 μm)를 이용하여

여과하였다. 바이러스는 실험에 사용되기 전까지 –80℃에 보관하였다. 

2.2.3. RNA 추출, cDNA 합성 및 real-time PCR

Total RNA는 TRIzol reagent (Invitrogen, CA, USA)을 이용하여 제조사의

지침에 따라 RNA를 추출 하였다. 5 μL Total RNA에 1 μL DEPC water,    

2 μL N gene Forward primer (10 μM), 2 μL N gene Reverse primer (10 

μM)를 첨가하여 N gene PCR (58℃ for 10min) 실시하였다. 그 후 MMLV 

reverse transcription kit (Bioneer, Korea)를 사용하여 10 μL의 PCR산물에
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4 uL의 5 × reaction buffer, 2 μl DTT, 2.5 μl 10mM dNTP, 0.5 μl

Ribonuclease Inhibitor (Takara, Japan), 1 μl MMLV reverse transcriptase를

첨가하여 역전사 PCR (40 ℃ for 60min, 95 ℃ for 5min)을 통해 20 μl의

cDNA를 합성하였다. cDNA는 분석에 사용되기 전까지 –80℃에

보관하였다. Real-time 정량 PCR은 AccuPower Plus Dualstar qPCR Master 

Mix (Bioneer, Korea)를 사용하였고 2 μl의 cDNA에 12.5 μl Dualstar Master 

Mix, 7.5 μl DEPC water, 1 μl taqman qPCR Forward primer (8 μM), 1 μl

taqman qPCR Reverse primer (8 μM), 1 μl taqman qPCR probe (4 μM)를

첨가하여 ExicyclerTM 96 Real-Time Quantitative Thermal Block (Bioneer, 

Korea)을 이용하여 실시하였다. PCR 조건은 94℃에서 3분간 pre-denaturation 

처리 후, 94℃에서 5초간 denaturation, 58℃에서 10초간 annealing, 72℃에서

15초간 extension의 조건으로 40 cycle을 진행하였다. VHSV의 copy 

number는 Pierce 등(2013)의 방법을 이용하여 분석하였다. Standard curve는

108 ~ 101까지 단계희석한 plasmid DNA를 이용하였고 바이러스 정량은

plasmid DNA copy 값(x)에 대한 Ct값(y)의 표준 회귀식은 y=-3.3273x + 

42.406을 이용하였다. 

2.2.3. TCID50을 이용한 virus titer 분석

플랑크톤에 존재하는 바이러스의 활성도를 측정하는 방법으로 TCID50를

이용하였다 (Reed and Muench, 1938). 96 well plate의 각 well당 L-15 

medium (2% FBS+1% P/S)에 106 cells mL-1 농도의 EPC cell 현탁액 100 

μl를 분주하였다. 샘플은 10-7 까지 희석한 다음 5반복으로 각 well당 100 

μl씩 접종하여 15℃에 5일간 배양하고 나서 각 희석배수별로 접종시킨

well의 세포 단층을 관찰하고 CPE를 유무를 통해 감염된 well의 %를
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계산하여 TCID50 mL-1 단위로 바이러스를 정량하였다.

2.3. 식물플랑크톤과 VHSV의 상호작용 분석

2.3.1 식물플랑크톤에 존재하는 VHSV의 정량

두 종의 식물플랑크톤 (Chlorella sp., Skeletonema costatum)을 온도는

20 ℃에 백색광, 광주기 10L:14D 그리고 광량은 20 μmol m-2s-1 조건으로

T25 flask에 배양하였다. VHSV는 두 종의 미세조류에 (2 × 105 copies mL-1, 

9 × 105 copies mL-1)를 각각 접종하고 6, 24, 48 그리고 96시간 동안

배양하였다. 1 mL의 혼합액을 얻어 원심분리(4000xg, 5min at 20℃)를 하고

상층액(Supernatant)와 Pellet 샘플로 나누었고 Pellet 샘플은

phosphate-buffered saline (PBS; pH 7.2 to 7.4)로 2회 세척하고 난 후

TRIzol을 분주하였으며, RNA 추출 전까지 –80℃에 보관하였다.

   

2.3.2. 식물플랑크톤에 존재하는 VHSV의 활성 분석

두 종의 식물플랑크톤(C sp., Skeletonema costatum)을 온도는 20 ℃에

백색광, 광주기 10L:14D 그리고 광량은 20 μmol m-2s-1 조건으로 T25 

flask에 배양하였다. 그리고 두 종의 식물플랑크톤 (105 cells mL-1)에 VHSV 

(1.98 × 106 TCID50 mL-1, 4.42 × 106 TCID50 mL-1)를 각각 접종하였다. 

샘플링은 hpi 96에 실시하였고 샘플링 방법은 1 ml의 혼합액을 확보하고

원심분리 (4000×g, 5min)를 상온에서 실시하여 상층액을 제거하고 Pellet 

샘플을 얻었다. Pellet 샘플은 1mL의 PBS로 2회 세척을 하고 1 ml의 L-15 

medium (+2% FBS+1% P/S)를 분주하였고 분석 전까지 –80 ℃에
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보관하였다. 

2.3.3. Chlorella sp.에 부착 혹은 내재화된 VHSV의 확인

Chlorella sp.를 온도는 20 ℃에 백색광, 광주기 10L:14D 그리고 광량은 20 

μmol m-2s-1 조건으로 T25 flask에 배양하였다. 그리고 Chlorella sp. (106

cells mL-1)에 VHSV (2.0 × 105 copies mL-1)를 접종하였고 20 ℃에

배양하였다. Chlorella sp.에 부착 혹은 내재화된 VHSV를 확인하기 위해

샘플링 방법은 1mL의 혼합액을 샘플링하여 상온에서 원심분리(4000×g, 

5min)를 실시하여 상층액과 Pellet 샘플로 나누었고 Pellet 샘플은 1mL의

PBS로 2회 세척을 하였다. Pellet 샘플에 TRIzol을 분주하고 10분간

vortex한 한 후에 원심분리(4000×g, 5min at 20 ℃)를 하여 상층액(부착된

VHSV)과 Pellet (내재된 VHSV) 샘플로 분리하였다. 그 후 Chlorella sp.의

RNA를 추출하기 위해 Poong 등(2017)의 방법을 따라 Pellet (Internalized 

VHSV) 샘플을 액체질소에 1분간 처리하고 실온에서 녹인 후에 TRIzol을

분주하였고 RNA 추출 전까지 –80 ℃에 보관하였다. 활성 분석을 위한

샘플은 Pellet에 L-15 medium (+2% FBS+1% P/S)를 분주하였고 분석

전까지 –80 ℃에 보관하였다. 2차 실험(Exp. 2)은 Chlorella sp.를 내재화된

VHSV가 증식을 하는지 알아보고자 진행하였다. 샘플링 시간을 제외한

실험 방법은 1차 실험과 동일하게 진행하였다.
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2.4 Rotifer와 VHSV의 상호작용 분석

2.4.1 Rotifer와 VHSV의 co-culture

Rotifer에 VHSV (1.4 × 105 copies mL-1)를 접종하였고 25 ℃에 배양하였다. 

샘플링은 dpi 1 그리고 3 에 실시하였고 샘플링 방법은 5 ml의 혼합액을

50% EtOH로 고정시킨 뒤 원심분리 (4000×g, 5min at 25 ℃)를 하고

상청액은 모두 제거하였다. Pellet은 멸균 해수를 이용하여 2회 세척 한

후에 1 ml의 TRIzol을 분주하고 RNA추출 전까지 –80 ℃에 보관하였다.  

그리고 활성도 분석은 1 그리고 3 dpi sample을 5 ml의 혼합액을 확보하고

원심분리 (4000×g, 5min at 25 ℃)를 실시하여 Supernatant를 제거하고 Pellet 

샘플을 얻었다. Pellet 샘플은 1 mL의 멸균해수로 2회 세척을 하고 1mL의

L-15 medium (+2% FBS+1% P/S)를 분주하였고 분석 전까지 –80 ℃에

보관하였다. 
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2.4.2 Rotifer에 VHSV가 부착 혹은 내재화된 Chlorella sp. 급이

Chlorella sp.에 VHSV를 부착 또는 내재화시키기 위해 Chlorella sp. (3.1 × 

106 cells mL-1)에 VHSV (6.2 × 106 copies mL-1)를 접종하여 20 ℃에서

4일간 배양하였다. 4일간 배양한 후 Chlorella sp. + VHSV 혼합액을

확보하여 원심분리 (4000×g, 5min at 20 ℃)를 통해 상청액을 모두

제거하고 멸균해수를 이용해서 pellet을 2회 세척하고 난 후 Rotifer에게

급이하였다. 그리고 Chlorella sp. + VHSV 혼합액을 이용하여 Chlorella

sp.에 부착 혹은 내재화된 VHSV를 real-time PCR을 이용하여 검출 및

정량하였다. 샘플링은 dpi 1 그리고 3에 실시하였고 샘플링 방법은 5mL의

혼합액을 50% EtOH로 고정시킨 뒤 원심분리 (4000×g, 5min at 25 ℃)를

하고 상청액은 모두 제거하였다. Pellet은 멸균 해수를 이용하여 2회 세척

한 후에 1 mL의 TRIzol을 분주하여 RNA 추출 전까지 –80 ℃에

보관하였다. 그리고 활성도 분석을 위한 샘플은 5 mL의 혼합액을 멸균

해수로 2회 세척하는 과정까지 동일하게 실시한 후 1mL의 L-15 medium 

(+2% FBS+1% P/S)을 분주하였고 분석 전까지 –80 ℃에 보관하였다. 

2.5. 통계분석

SPSS v23.0 (IBM, NY, USA)을 통해 일원 분산 분석을 사용하여

통계적으로 데이터에 액세스 한 후 Turkey test를 수행하였고, p < 0.05 일

때 실험 결과 값의 유의성을 보이는 것으로 판단하였고 그룹들 간에 유의

한 차이가 다른 문자로 표시되었다.
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3. 결과

3.1. 식물플랑크톤과 VHSV의 상호작용 분석

3.1.1. Chlorella sp.와 Skeletonema costatum에 부착 또는 내재화된

VHSV의 정량

96시간 동안 Chlorella sp.와 Skeletonema costatum의 농도는 각각 3.3 × 105 

cells mL-1과 1.4 × 105 cells mL-1로 나타나 시간이 지나면서 증가하는 것을

확인하였다(Fig 1A, 2A). Chlorella sp.와 S. costatum에 존재하는 VHSV의

검출 및 정량 실험에 대한 결과는 Fig. 1과 2에 나타내었다. Control (VHSV 

in F/2 medium)과 VHSV + Phytoplankton (in F/2 medium)을 원심분리하여

얻은 상층액(Supernatant)에서 검출된 바이러스는 시간이 지나면서 약 10배

감소하는 것을 확인할 수 있었으나, Control과 식물플랑크톤 접종구간과

유의적인 차이는 존재하지 않았다 (Fig. 1A, 2A). Control의 Pellet에서는

바이러스가 검출되지 않았지만 VHSV + Phytoplankton의 Pellet에서는 103

copies pellet-1의 VHSV가 확인되었다. Pellet샘플에서 Control과

식물플랑크톤 접종구간과 유의적 차이가 확인되었다(Fig. 1B, 2B). 
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Fig. 1.  Real-time PCR results of Plankton and VHSV co-culture experiment in the supernatant and pellet samples. X-axis 

represents the subsamples at different time intervals of 6, 24, 48 and 96 hours and Y1-axis represents VHSV copies mL-1 and 

Y2-axis represents Chlorella sp. cell density (Cells mL-1). (A) supernatant sample,(B) pellet sample and different letters indicate 

significant difference at p<0.05.
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Fig. 2. Real-time PCR results of Plankton and VHSV co-culture experiment in the supernatant and pellet samples. X-axis 

represents the subsamples at different time intervals of 6, 24, 48 and 96 hours and Y1-axis represents VHSV copies mL-1 and 

Y2-axis represents S. costatum cell density (Cells mL-1). (A) supernatant sample,(B) pelletsample and different letters indicate 

significant difference at p<0.05.
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3.1.2. Chlorella sp.와 Skeletonema costatum에 부착 또는 내재화된 VHSV의 활성

분석

Chlorella sp.와 S. costatum과 VHSV를 96시간동안 co-culture 한 후 얻은

Pellet에서는 모두 CPE가 확인되었고 Control의 Pellet에서는 확인되지

않았다(Fig. 3). 실험 기간 동안 식물플랑크톤 + VHSV의 Pellet에서 103

TCID50 pellet-1이상의 바이러스가 확인되었고 real-time PCR 결과와

유사하게 나타났다. 그리고 Control의 Pellet에서는 TCID50과 real-time 

PCR방법을 이용하였을 때 모든 시간대에서 바이러스가 확인 및 정량되지

않았다. Pellet샘플에서 Control과 식물플랑크톤 접종구간과 유의적 차이가

확인되었다(Fig. 4A, 4B).
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Fig. 3. Showing the Cytopathic effect (CPE) of Plankton and VHSV co-culture experiment in 96 hours pellet sample. (A) and (C) 

are the control group (B), pellet samples with Chlorella sp. co-cultured with VHSV and (D) pellet sample with S. costatum

co-cultured with VHSV. Bar=100 µm. 
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Fig. 4. TCID50 results of Plankton and VHSV co-culture experiment in F/2 medium at different time intervals of 6, 24, 48 and 

96 hours (A) pellet samples with control and VHSV + Chlorella sp. in F/2 medium groups. (B) pellet samples with control 

group and S. costatum co-cultured with VHSV group. Different letters indicate significant difference at p<0.05. 
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3.1.3 VHSV의 Chlorella sp.에 부착 혹은 내재화 가능성 분석

96시간 동안 C sp.는 2 × 105 cells mL-1에서 2 × 106 cells mL-1로 증가하여

배양조건에는 문제가 없음을 확인하였다. Control, VHSV + Chlorella sp.의

상층액에서는 모두 VHSV가 검출되었고 이전 결과와 유사하게 시간이

지나면서 VHSV의 농도가 감소하는 경향을 보였다(Fig. 5A). Chlorella sp.의

Pellet에서 부착 혹은 내재된 바이러스로 나누었을 때, 대부분 부착된

것으로 보이는 VHSV가 계속 검출되었고 내재된 VHSV는 hour post 

inoculation (hpi) 96에서 103 copies pellet-1의 바이러스가 검출되었다(Fig. 

5B). Control의 Pellet에서는 VHSV가 검출되지 않았으며, VHSV + Chlorella

sp.의 Pellet에서는 104 copies pellet-1의 VHSV가 확인되었다(Fig. 5C). VHSV 

+  마찬가지로 상층액에서는 두 그룹간 유의적 차이는 없었고 Pellet에서는

유의적인 차이가 확인되었다.
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Fig. 5. Real-time PCR results of samples in which Control and VHSV + Chlorella sp. groups were cultured for 6, 24, 48 and 96 

hours. (A) supernatant samples with Control and VHSV + Chlorella sp. groups and the cell density of Chlorella sp. (B) Chlorella

sp. co-cultured with VHSV group in the Pellet samples with which is attached (Blue rectangular) and Internalized (Red 

rectangular) in Chlorella sp respectively. (C) pellet samples with control and VHSV + Chlorella sp. groups. The error bar indicate 

the standard deviation and different letters indicate significant difference at p<0.05. 



20

C sp.에 내재된 VHSV의 증식 여부를 알아보고자 진행한 실험(Exp. 2)의

Control과 VHSV + C sp.의 상층액에서는 모두 day post inoculation (dpi) 

4부터 dpi 16 까지 VHSV의 농도가 감소하는 경향을 보였다(Fig. 6A). 이전

결과와 동일하게 Control의 Pellet 샘플에서는 VHSV가 검출되지 않았고

VHSV + C sp.의 Pellet에서는 dpi 4부터 dpi 16까지 VHSV가 약 105 copies 

pellet-1 에서 103 copies pellet-1 농도로 감소하는 경향을 보였다(Fig. 6B). 

VHSV + C sp.의 Pellet을  부착 혹은 내재된 바이러스로 나누어보았을 때, 

부착된 것으로 보이는 VHSV는 dpi 16까지 계속 검출되었고, 내재된

VHSV는 dpi 4에만 검출 되었으며 dpi 8과 16에는 검출되지 않았다 (Fig. 

6C). 상층액에서는 두 그룹간 유의적 차이는 없었고 Pellet에서는 유의적인

차이가 확인되었다.
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Fig. 6. Real-time PCR results of samples in which Chlorella sp. was cultured with VHSV for 0, 4, 8 and 16 days. (A) 

supernatant samples with control and Chlorella sp. co-cultured with VHSV group and the cell density of Chlorella sp. (B) pellet 

samples with control and VHSV + Chlorella sp. in F/2 medium groups. (C)  The results of VHSV attached (Blue rectangular) 

and Internalized (Red rectangular) in Chlorella sp. The error bar indicate the standard deviation and different letters indicate 

significant difference at p<0.05.
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3.1.4. Chlorella sp.에 내재화된 VHSV의 활성 분석

Chlorella sp.에 존재하는 VHSV의 활성도 분석은 Control과 VHSV + C

sp의 Pellet을 이용하였다. Real-time PCR방법을 이용하여 바이러스가

검출되지 않았던 Control의 Pellet에서는 바이러스의 활성은 없었다. 하지만

VHSV + Chlorella sp.의 Pellet 샘플에서는 real-time PCR을 이용하여 104

copies pellet-1의 바이러스가 검출된 결과와 유사하게 대략 104 TCID50

pellet-1이상의 VHSV가 활성이 있는 것을 확인 할 수 있었다(Fig. 7A). Pellet 

샘플에서 부착 혹은 내재된 바이러스로 나누어보았을 때, Attached 된

것으로 판단되는 VHSV는 hpi 96까지 계속 검출되었고, Internalized한

VHSV는 hpi 6부터 hpi 48까지 검출되지 않았고 hpi 96에 검출 되었다(Fig 

7B). 
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Fig. 7. TCID50 results of samples in which Chlorella sp. and VHSV were cultured for 6, 24, 48 and 96 hours. (A) supernatant 

samples of Control and C. sp. co-cultured with VHSV group. (B); The results pellet sample with VHSV attached (Blue 

rectangular) and Internalized (Red rectangular) in Chlorella sp. The error bar indicate the standard deviation and different letters 

indicate significant difference at p<0.05.
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3.2. Rotifer와 VHSV의 상호작용 분석

3.2.1 Rotifer에 부착 또는 내재화된 VHSV의 정량

VHSV는 Control (only VHSV in sterilized seawater)에서 dpi 1, dpi 3 모두

검출되지 않았지만 Rotifer + VHSV 구간의 dpi 1에서는 1.6 × 104 VHSV 

copies Rotifer-1의 VHSV가 검출되었고, dpi 3에서는 dpi 1보다 증가한 1.5 × 

105 VHSV copies Rotifer-1의 VHSV가 검출되었다 (Fig. 8). Rotifer에서

Control과 Rotifer + VHSV간의 유의적인 차이가 확인되었다. Dpi 1과

3에서의 Rotifer 마리수와 Rotifer에서 검출된 VHSV를 비교하였을 때, dpi 

1에서는 Rotifer 한 마리당 63.4 ± 15.3 VHSV copies Rotifer-1 가 검출되었고

dpi 3에서는 dpi 1보다 증가한 977.9 ± 819.2 VHSV copies Rotifer-1 가

검출되었다(Table 1). 

VHSV와 4일간 배양된 C sp.에서는 이전 실험과 유사하게 부착, 내재된

샘플에서 각각 6 × 105 copies pellet-1, 4.3 × 103 copies pellet-1의 VHSV가

확인되었다 (Fig. 9). Control (Chlorella sp. + Rotifer)의 Rotifer에서는

바이러스가 모든 시간대에서 검출되지 않았다. 하지만 Chlorella sp. with 

VHSV + Rotifer구간의 Rotifer에서 dpi 1에서는 5.3 × 101 VHSV copies 

Rotifer-1이상의 VHSV가 검출되었고, dpi 3에서는 2 × 103 VHSV copies 

Rotifer-1의 VHSV가 검출되었으며(Fig. 10), Rotifer sample에서 Control과

실험구간의 유의적인 차이가 확인되었다. Rotifer 내 축적된 VHSV를

알아보기 위해 dpi 1, 3에 존재하던 Rotifer 마리수와 Rotifer에서 검출된

VHSV를 비교하였을 때 Chlorella sp. with VHSV + Rotifer 구간에서 dpi 

1와 dpi 3에서는 4.7 ± 0.7 VHSV copies Rotifer-1, 9.7 ± 0.8 VHSV copies 

Rotifer-1가 각각 검출되었다(Table 2). 
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Fig. 8. Real-time PCR results of only VHSV and Rotifer + VHSV group were 

cultured for 1, 3 days. Blue bar: dpi 1 samples of only VHSV and Rotifer + 

VHSV group, respectively. Deep Blue bar: dpi 3 samples of only VHSV and 

Rotifer + VHSV group, respectively. Different letters indicate significant 

difference at p<0.05.



27

Table 1. Concentration of VHSV attached or internalized in rotifer.

Time(d)
Viral concentration (VHSV copies Rotifer-1)

Rotifer mL-1

only VHSV VHSV + Rotifer

1
N.D.

63.4 ± 15.3 50

3 977.9 ± 819.2 30

N.D., Not detected

Fig. 9. Real-time PCR results of samples in which Chlorella sp. with VHSV 

attached (Blue rectangular) and Internalized (Red rectangular) was cultured for 

96 hours. The error bar indicates the standard deviation, respectively.
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Fig. 10. Real-time PCR result of Chlorella sp. + Rotifer and Chlorella sp. 

with VHSV + Rotifer group were cultured for 1, 3 days. Blue bar: dpi 1 

samples of Chlorella sp. + Rotifer and Chlorella sp. with VHSV + Rotifer 

group, respectively. Deep Blue bar: dpi 3 samples of Chlorella sp. + Rotifer 

and Chlorella sp. with VHSV + Rotifer group, respectively. Different letters 

indicate significant difference (p<0.05). 

Table 2. Concentration of VHSV attached or internalized in rotifer.

Time(d)

Viral concentration (VHSV copies Rotifer-1)

Rotifer mL-1

only VHSV
Chlorella sp. with 

VHSV + Rotifer

1
N.D.

4.7 ± 0.7 50

3 9.7 ± 0.8 30

N.D., Not detected



29

3.2.1 Rotifer에 부착 또는 내재화된 VHSV의 활성 분석

VHSV와 함께 배양된 Rotfier에 존재하는 VHSV의 활성도 분석은 Control 

(VHSV only in sterilized seawater)과 Rotifer + VHSV의 Rotifer 샘플로

분석하였다. Control 샘플에서 활성을 지닌 VHSV는 확인되지 않았으나, 

Rotifer + VHSV의 Rotifer 샘플에서는 dpi 1에서 1 × 104 TCID50 Rotifer-1, 

그리고 dpi 3에서는 더 증가한 6.8 × 105 TCID50 Rotifer-1의 농도로 활성을

지닌 VHSV가 확인되었다(Fig. 11). Rotifer샘플에서 Control과 Rotifer + 

VHSV의 유의적인 차이가 확인되었다.

VHSV와 함께 배양된 Chlorella sp.를 섭이한 Rotfier에 존재하는 VHSV의

활성도 분석은 Control(Chlorella sp. + Rotifer)과 Chlorella sp. with VHSV + 

Rotifer의 Rotifer로 분석하였다. 마찬가지로 Control 샘플에서 활성을 지닌

VHSV는 확인되지 않았으나, Chlorella sp. with VHSV + Rotifer의 Rotifer 

샘플에서는 dpi 1에서 101 TCID50 Rotifer-1, dpi 3에서는 103 TCID50

Rotifer-1의 농도로 활성을 지닌 VHSV가 확인되었다(Fig. 12). Rotifer에서

Control과 Chlorella sp. with VHSV + Rotifer의 유의적인 차이가

확인되었다.
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Fig. 11. TCID50 result of samples in which only VHSV and Rotifer + VHSV 

group were cultured for 1, 3 days. Blue bar: dpi 1 samples of only VHSV 

and Rotifer + VHSV group, respectively. Deep Blue bar: dpi 3 samples of 

only VHSV and Rotifer + VHSV group, respectively. Different letters indicate 

significant difference (p<0.05). 
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Fig. 12. TCID50 result of samples in which Chlorella sp. + Rotifer and 

Chlorella sp. with VHSV + Rotifer were cultured for 1, 3 days. Blue bar: dpi 

1 samples of Chlorella sp. + Rotifer and Chlorella sp. with VHSV + Rotifer 

group, respectively. Deep Blue bar: dpi 3 samples of Chlorella sp. + Rotifer 

and Chlorella sp. with VHSV + Rotifer group, respectively. Different letters 

indicate significant difference (p<0.05). 
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4. 고찰

수계에 존재하는 식물플랑크톤은 일반적으로 이산화탄소를

흡수(고정)하는 광합성을 통해 에너지를 생산하며 동물플랑크톤의 먹이가

되는 일차생산자이다. 수계에 존재하는 식물플랑크톤은 오염물질에

포함되어 있는 질소와 인과 같은 영양염류를 기질로 사용하여 제거하고

중금속을 흡착할 수 있다고 알려져 있다(Hamasaki et al., 1994; Radmer, 

1996; Travieso et al., 1999; Park et al., 2008; Park et al., 2010; Nam et al., 

2012; Oh et al., 2018). 동물플랑크톤 또한 수중의 중금속과 같은

오염물질을 체내에 축적하는 경향이 있다 (Kadiene et al., 2019). 비교적

최근 연구에 의하면 동·식물플랑크톤은 영양염류나 오염물질뿐만 아니라

다른 생물 질병의 원인이 되는 바이러스성 질병을 매개하는

매개체(vector)의 역할을 할 수 있다고 하였다.  지금까지 여러 연구를 통해

WSSV (Liu et al., 2007), IMNV (da Silva et al., 2015), IPNV (Mortensen et 

al., 1993), KHV (Minamoto et al., 2011), VHSV (Faisal and Winters, 2011)가

플랑크톤에 의해 매개될 가능성이 있는 것으로 보인다. 특히, VHSV의

경우 미국의 오대호에 존재하는 단각류의 일종인 Diporeia spp.에서 활성을

지닌 VHSV type lVb가 확인되었고 오대호에 서식하는 야생어류에서의

VHS 발생(Faisal and Winters, 2011; Faisal et al., 2012)과 상관성이 있는

것으로 나타났다. 그러나 넙치의 경우 Rotifer의 먹이생물로 널리 이용되는

Chlorella sp.와 Rotifer 등을 이용한 연구는 전무하다. 따라서 본 연구는

Chlorella sp.와 우리나라 연안에 우점하여 분포하고 있는 Skeletonema 

costatum, 그리고 넙치 자치어기에 초기 먹이생물로 이용되는 Rotifer와

같은 플랑크톤이 VHSV의 vector로 작용할 가능성을 조사하였다.

VHSV를 식물플랑크톤과 함께 배양한 후 real-time PCR을 이용하여



33

바이러스를 정량하였을 때 플랑크톤이 존재하지 않는 조건에서 시간이

지날수록 보다 빨리 그 농도가 감소하는 경향을 보였다. 이는 바이러스가

플랑크톤과 같은 유기물에 부착한 상태로 존재할 수 있는 환경이 유기물이

없어 free-living 한 상태로 존재할 수 밖에 없는 환경이 더 안정적이라는

것을 보여주는 결과라 판단된다.  식물플랑크톤에 부착 또는 내재화된

바이러스는 hpi 6부터 96 동안 상층액 대비 약 10% 정도가 꾸준히

검출되었고 활성도도 유지한 채로 존재하였다. Jiang (2012)은 식물플랑크톤

(Alexandrium tamarense, Alexandrium minutum)과 WSSV를 함께 배양 한 후

whole cell fluorescence in situ hybridization (WFISH) 방법으로 관찰하였을 때

이전 연구(Liu et al., 2007)에 의하면 다양한 식물플랑크톤 (Isochrysis 

galbana, Skeletonema costatum, Chlorella sp., Heterosigma akashiwo, 

Scrippsiella trochoidea, Dunaliella salina)과 WSSV를 함께 배양하였을 때

3일째까지 I. galbana, S. costatum, Chlorella sp.에서 바이러스가 검출되었다. 

본 연구결과에서도 사용한 식물플랑크톤에 활성을 지닌 VHSV가 96시간

동안 존재하는 것으로 보아 이들이 VHSV의 mechanical vector로 작용할

가능성이 있는 것으로 보인다. 

대부분의 이전 연구에서는 바이러스와 함께 배양된 식물플랑크톤이나

자연환경에서 채집된 식물플랑크톤을 이용하여 conventional PCR에 의해

특정 바이러스의 존재 유무를 보고하였다(Liu et al., 2007; Minamoto et al., 

2011; Yanuhar et al., 2018). 그러나 검출된 바이러스가 플랑크톤 표면에

부착되어 있는지 혹은 내재화 되었는지는 확인하지 않았다. 본 연구에서는

VHSV가 Chlorella sp.에 내재화될 가능성을 액체질소 처리 방법 (Poong et 

al., 2017)을 이용하여 확인하였다. 이 방법은 분자생물학적인 측면에서

내재화 여부를 판단할 수 있는 적절한 방법이라 판단된다. 그 결과 활성을

유지한 채로 Chlorella sp.에 부착된 바이러스가 대부분이었으나, 4일째에



34

바이러스가 Chlorella sp.에 내재화된 것으로 확인되었으며 활성 또한

나타내었다. 4일째에 Chlorella sp. 내부로 들어간 바이러스가 증식하는지에

대한 여부를 16일 동안 관찰하였을 때, 앞선 결과와 유사하게 부착된

바이러스가 대부분이었고, 내재화된 바이러스는 4일 이후에는 검출되지

않았다. Liu 등 (2007)은 WSSV와 10일간 배양된 식물플랑크톤(Isochrysis 

galbana, Skeletonema costatum, Chlorella sp., Heterosigma akashiwo, 

Scrippsiella trochoidea, Dunaliella salina)에서 바이러스는 검출되지 않았고

이는 식물플랑크톤이 WSSV의 숙주 생물이 아닐 것 이라고 하였다. 본

연구에서 Chlorella sp.는 16일 동안 꾸준히 증식하고 있었지만, 상층액과

원심분리하여 얻은 Chlorella sp.에서 검출된 바이러스는 시간이 지날수록

감소하는 것으로 보아 VHSV가 Chlorella sp.의 내부에서 증식하지 못하는

것으로 보인다. 이는 Chlorella sp.가 VHSV에 감수성을 지니진 아니 하지만

물리적으로 표면에 부착되어 활성을 유지한 채로 존재하는 것으로

생각된다. 

Fig. 13. The cell structure of Chlorella species and the pathway of substance 

transport in the membrane.
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Fig. 13.에 나타낸 대사과정에서 바이러스가 식물플랑크톤에 부착 혹은

내재화 할 수 있는 경로로 작용하여 식물플랑크톤에서 바이러스가

검출되었을 것으로 생각된다. 하지만 바이러스가 플랑크톤에 부착 혹은

내재화에 대한 정확한 정보를 파악하기 위해서는 Transmission electron 

micrscopy (TEM)와 in situ hybridization 방법을 이용한 추가적인 연구가

필요할 것으로 보인다.  

Frada 등(2014)에 의하면 북대서양에 서식하는 요각류에서 real-time 

PCR을 통해 algae virus의 일종인 Emiliania huxleyi virus (EhV)이

검출되었고 EhV에 감염된 Emiliania huxleyi를 Copepod가 섭이하였을때

바이러스는 체내에서 168시간까지 검출되었다. 또한 이전의 연구(Sahul 

Hameed et al., 2002; Zhang et al., 2006; Jiang, 2012; da Silva et al., 

2015)에서 WSSV, IMNV와 함께 배양된 식물플랑크톤을 Rotifer, Artemia

그리고 새우까지 이르는 먹이사슬 경로에 따라 먹였을 때 모든 생물에서

바이러스가 검출되어 해양 생태계 내 먹이사슬 경로를 통해 병원체가

감수성생물로 전파할 가능성을 나타내었다. 본 연구에서도 먹이사슬 경로를

이용하여 VHSV와 함께 배양하고 나서 원심분리 후에 얻은 Chlorella sp.를

3일 간 섭취한 Rotifer에서 VHSV가 축적되는 것이 확인되었다. 이는

해양생태계의 먹이사슬 경로에 따라 상위포식자가 바이러스성 병원체를

지닌 하위 영양단계 생물들을 포식함으로써 축적된 바이러스를 어류에게

전파할 가능성이 있을 것으로 보인다. 특히 육상 넙치 종묘 배양장에서는

식물플랑크톤, Rotifer 그리고 Artemia를 배양하여 난황이 흡수된 넙치

자어의 먹이로 사용하고 있어 자치어 시기에 VHSV는 검출 감도 이하의

낮은 농도로 존재하고 있을 가능성을 배재할 수 없을 것이다.  

Kitamura 등 (2003)은 해양에 존재하는 동물플랑크톤이 marine birnavirus 
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(MABVs)의 vector로 작용할 가능성이 있다고 하였다. Porchas-Cornejo 등

(2017)은 다양하고 풍부한 동물플랑크톤이 WSSV를 전파하는데 관련이

있을 것이라 하였다. 그리고 Sudahakaran 등 (2006)과 Sivakumar 등 (2009)은

어류의 자어, 갑각류의 유생 생물의 초기 먹이 생물로 이용되는 여러

성장단계의 Artemia (nauplii, metanaupill, juveniles, sub-adults and adults)가

white tail disease (WTD)의 원인체인 extra small virus (XSV), Macrobrachium 

rosenbergii nodavirus (MrNV)의 reservoir 혹은 기계적 운반체로 작용하여

바이러스성 질병을 수평 전파 할 수 있다고 하였다(Sudhakaran et al., 2006; 

Sivakumar et al., 2009). IHNV에 감염된 대서양연어의 피부에 기생한

요각류의 일종인 Lepeophtheirus salmonis로부터 동일한 바이러스가

검출되었고, 건강한 연어를 감염시켜(Jakob et al., 2011) 이 연어 물이도

IHNV의 vector 역할을 할 수 있는 것으로 보인다. 본 연구 결과도

Chlorella sp., S. costatum 및 Rotifer가 VHS의 vector 역할을 할 가능성을

보여주고 있다. 본 연구에서 Chlorella sp.와 Rotifer에 부착 혹은 내재화된

바이러스는 Chlorella sp.에서 최대 0.28 copies Chlorella sp.-1, 그리고

Rotifer에서는 977.9 ± 819.2 copies Rotifer-1로 확인되었다. 일반적으로

Rotifer의 크기는 180~200 μm이고 Chlorella sp.와 S. costatum는 2~60 μm로

최대 100배 정도 차이가 난다. 이는 Rotifer에 바이러스가 부착할 수 있는

면적이 Chlorella sp.와 S. costatum보다 넓어 더 많은 양이 부착하였거나, 

여과섭식을 하는 Rotifer 체내로 들어가서 나타난 결과일 수 있다. 종합하면, 

수계에 존재하는 바이러스가 다양한 planktonic stage의 동물플랑크톤 뿐만

아니라 기생충성 생물에 부착 혹은 내부로 직접적으로 들어갈 수 있음과

동시에 바이러스의 reservoir 혹은 vector로 작용하여 질병을 전파할

가능성이 있음을 나타낸다.

바이러스는 숙주 세포에 침입할 때, 초기에 숙주 세포막에 존재하는
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수용체와 결합하여 바이러스 침투 및 전위가 발생하고 (Schneider-Schaulies, 

2000), 이러한 과정은 WSSV 감염에 대한 잠재적 바이러스 숙주의 특성을

규명하는데 사용된다고 한다(Liang, 2005). 이전에 Feng 등(2013)은 Artemia

세포막에 새우의 아가미 세포막과 유사한 WSSV의 specific binding 부위가

존재하는 것이 확인되어 Artemia가 WSSV의 잠재적인 숙주가 될 수 있다고

하였다. 본 연구에서는 Artemia의 하위 영양 단계인 Rotifer를 이용하여

동물플랑크톤과 VHSV의 상호작용에 대해 알아보았지만, 추후에 VHSV와

Artemia간의 상호작용에 대한 연구가 진행되어야 할 것으로 보인다. 

현재 해수 내 바이러스를 확인하기 위해서는 John 등 (2015)이 고안한

해수 농축법을 사용하고 있다. 이 방법은 해수 20L를 여과(pore size : 

2.7μm, 0.22μm)하고 FeCl3 반응, 0.1M EDTA-0.2M MgCl2 Buffer, pH 6.0 

제조와 같은 복잡한 전처리 과정이 있어 많은 양의 해수를 확인하기에는

시간적, 효율적인 측면에서 한계가 있다. 하지만 본 연구에서 도출된

결과는 이전의 복잡한 농축방법을 생략하고 해양에 존재하는 플랑크톤을

채집함으로써 바이러스를 정량할 수 있는 가능성이 있음을 나타낸다.

본 연구의 결과는 해양에 존재하는 동·식물플랑크톤이 바이러스의

mechanical vector 역할을 하는 것과 먹이사슬 경로를 통해 각 먹이

단계에서 바이러스가 축적되어 질병이 전파될 수 있다는 또 다른 증거를

제시하고 있다. 향후 VHSV 뿐만 아니라 다양한 바이러스성 질병과

플랑크톤의 상호작용에 관한 연구가 필요할 것으로 판단된다. 이러한

연구는 자연 수계 내 질병의 발생원인 파악 그리고 전파경로의 차단을

위한 기초 자료로 제공될 수 있다. 플랑크톤을 채집하여 양식장 근해에

바이러스의 존재를 확인할 수 있는 새로운 모니터링 기법 개발과 기초

자료와 추후 국내 수산생물 법정전염병에 대한 예보체계를 구축하는데
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중요한 자료로 제공될 수 있을 것으로 생각된다. 그리고 국내 육상 넙치

양식장의 유입수로부터 플랑크톤을 여과하는 것만으로도 바이러스의

유입을 감소시켜 질병의 발생을 저감할 수 있을 것으로 판단된다. 또한

넙치 종묘 배양장인 경우, 사육중인 넙치 종묘의 중점적인 관리도

중요하지만 Chlorella, Rotifer, Artemia와 같은 먹이생물 배양시설에

바이러스성 질병에 대해 철저한 관리가 필요할 것으로 생각된다.  
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5. 결론

본 연구의 목적은 해양에 존재하는 플랑크톤과 viral haemorrhagic 

septicemia virus (VHSV)간의 상호작용에 대해 조사하고, 양식장 내

바이러스 유입의 저감 전략 마련에 대한 기초 정보를 제공하는 것이었다.  

VHSV는 활성을 지닌 채 플랑크톤에 부착 혹은 내재화되어 존재할 수

있고, 사용한 바이러스의 약 10% 정도가 플랑크톤에 내재화 되는 것으로

보이나 플랑크톤 내에서는 바이러스는 증식하지 못하는 것으로

확인되었다. 그리고 본 연구 결과는 VHSV가 미세 먹이사슬 경로를 통해

상위 영양단계로 축적될 수 있음을 보여주고 있다. 그러므로 해양의

플랑크톤은 VHSV의 mechanical vector로 작용하여 질병을 전파할 가능성이

충분히 있고 VHSV 뿐만 아니라 다른 병원체와 플랑크톤 간의 상호작용에

관한 연구도 향후에 필요할 것으로 판단된다. 또한 향후 양식장의

유입수로부터 플랑크톤을 여과함으로써 줄어드는 바이러스의 양을

파악하고 질병 발생 간의 상관관계를 연구할 필요성도 있을 것이다. 

나아가해수 내 플랑크톤의 채집과 바이러스 정량 결과로 실제로 존재하는

바이러스의 양을 추정하고 그 존재 유무를 파악할 수 있는 새로운 유형의

바이러스 모니터링 기법의 개발도 가능할 수 있을 것이다. 
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국문요약

해양의 플랑크톤과 viral haemorrhagic septicemia virus와의

상호작용에 관한 연구

윤 동 빈

부 경 대 학 교 대 학 원 수 산 생 명 의 학 과

플랑크톤과 바이러스는 해양 및 담수 생태계에서 중요한 생물 구성요소이지만 플

랑크톤과 바이러스의 상호 작용에 관한 연구는 거의 없다. 연구에 따르면 플랑크

톤은 바이러스를 전파할 수 있는 벡터의 역할을 한다고 보고되었다. 바이러스가

플랑크톤에 부착하여 바이러스 이동 및 전파를 촉진 할 수 있으므로 플랑크톤이

질병 역학에 관여한다고 추측하고 있다. 본 연구에서는 플랑크톤과 넙치의 중요한

질병 유발 바이러스성패혈증바이러스(VHSV)간의 상호작용을 조사하였다. 실험은

Skeletonema costatum, Chlorella sp., Rotifer (Branchionus plicatilis)와 같은 3종의 주

요 플랑크톤을 본 실험에서 사용하였다. 식물플랑크톤은 F/2 medium, 동물플랑크

톤은 멸균해수에서 각각 20 ℃, 25 ℃에서 배양하였다. 식물플랑크톤 (105, 106 cell 

mL-1)들은 VHSV (105, 106 copies mL-1)와 20 ℃에서 각각 96시간, 16일동안 배양하

였다. Rotifer는 20 ℃에서 VHSV와 4일간 배양하고 VHSV와 배양된 Chlorella sp.를

Rotifer에게 먹였다. 샘플을 주기적으로 얻었고 플랑크톤 VHSV 혼합물을 원심 분

리하고 (4000xg, 5min at 20 ℃) Supernatant와 Pellet을 얻었다. 각 샘플에서

real-time PCR로 VHSV를 정량하였고, TCID50방법으로 바이러스 활성도를 분석하였

다. 식물플랑크톤의 Pellet은 6.2 × 103, 5.2 × 103 copies의 VHSV가 4일 동안 검출되

었고 바이러스의 활성은 3.5 × 103, 5.2 × 103 TCID50 pellet-1으로 유지하고 있었다. 

16일동안 VHSV와 함께 배양된 Chlorella sp.에서 Supernatant의 바이러스는 106 에

서 105 copies mL-1 로 감소하였고 Pellet의 바이러스는 105 에서 104 copies mL-1로

감소하였다. VHSV+Chlorella sp.를 먹은 Rotifer의 바이러스 농도는 1일과 3일에
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101과 103 copies rotifer-1이였고 반면에 플랑크톤이 없는 VHSV와 함께 배양한

Rotifer에서는 1일과 3일에 104과 105 copies rotifer-1이였다. 본 연구의 결과를 통해

플랑크톤에 존재하는 VHSV는 감염력은 있으나 증식하지 않는 것으로 보인다. 플

랑크톤은 VHSV를 전파할 vector로 작용할 수 있고, 해양 환경에서 VHSV는 상위

영양 단계로 축적될 수 있을 것으로 생각된다. 양식장에서 플랑크톤 여과 방법은

양식장 내로 바이러스성 질병의 유입을 줄일 수 있을 것 으로 보인다. 
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