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Effectofwatertemperatureontheimmuneresponseand
theVHSVinfectioninoliveflounder,Paralichthysolivaceus

EunJeonKIM

Departmentoffishpathology,GraduateSchool,
PukyongNationalUniversity

AAAbbbssstttrrraaacccttt
  Viralhaemorrhagicsepticemia(VHS)isaseriousviraldiseaseoffarmed

olive flounder,Paralichthysolivaceuswhen the watertemperature islow
(10~12℃).ClinicalsignsofVHSV-diseased fish aredarkened body color,

extended abdomen with ascites. VHSV isolated from olive flounder,

replicated optimally at10 to 20℃ butnot25℃.VHSV showed high

pathogenicity(100% mortality)whenVHSV wereinjected105TCID50/fishto

interperinealcavity ofolive flounder atbelow 15℃ butnotat18℃.

Viability ofVHSV maintained in sea water at4 to 20℃ butrapidly

decreased at25℃.WhenVHSV wereinjected 105 TCID50/fish,viabilityof

VHSV was108 TCID50/fishfrom oliveflounderat12℃ butVHSV wasn't

detectedat20℃
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Common immune genessuch asIL 8,lysozyme C and galectin are

expressedintheheadkidneyofoliveflounderat12and20℃.Whenolive

flounderwasinjectedwithPolyI:C,antiviralimmunegenessuchasNkcell

receptor,IFN,IRF,IFN α inducibleproteinandMxproteinareexpressedat

20℃ butnotat12℃.Lymphocyte-like cells,isolated on Percolldensity

gradientsfrom headkidneyofoliveflounder,appearedtoberesponsiblefor

theinvitrocytotoxicactivity.
In thisstudy thespontaneousin vitrocytotoxicactivity to tumourcell

lines (L1210) by unstimulated and Poly I:C-stimulated olive flounder

leucocytesat12℃ and20℃ wereexaminedbylactatedehydrogenaserelease

assay.When E:T ratiowas100:1,cytotoxicactivityofoliveflounderwas

detectedhigherrepresented15.29±6.12% at20℃ than1.24±0.45% at12℃.

VHSV showed increased pathogenicitytooliveflounderbelow 12℃ but

the activity ofthe non-specific immune system ofolive flounder was

weakenedatlowerwatertemperaturearound10~12℃.
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ⅠⅠⅠⅠ.... 서서서 론론론

우리 나라 양식 넙치에서 겨울철에 복부 팽만,탈장,간 충혈 등의 증상을 나

타내며 폐사하는 Viralhemorrhagicsepticemiavirus(VHSV)질병이 발생하고

있다.저수온기에 넙치의 치어에서 성어까지 크기에 상관없이 발병하며 수온 1

5℃ 이하의 겨울동안 폐사하여 경제적 손실이 심각하다.Kim (2004)에 의하면

이 질병은 9~13℃에 주로 발병하며 수온 12℃ 전후에서는 폐사율이 높고 질병

의 진행 속도도 빠른 반면 수온이 15℃만 되어도 폐사율이 급격히 떨어지고 1

8℃로 수온이 상승하면 질병의 발생 현상을 관찰할 수 없게 되는 것으로 보고

하고 있다.

VHSV는 FamilyRhabdoviridae,GenusNovirhabdovirus에 속하는 바이러스로

single-strandedRNA를 갖고 있다.무지개송어를 비롯한 담수산 연어과 어류에

서 가장 심각한 바이러스성 질병을 야기하는 것으로 잘 알려져 왔으나 최근에

와서 담수 및 해수 어류 모두에 질병을 유발하는 병원체라는 것이 밝혀졌다

(Mortensenetal.,1999;Smail,1999).VHSV에 감염된 넙치는 체색 흑화,복수,

탈장과 같은 뚜렷한 외부 증상을 나타내며 간충혈,신장 및 비장 종대 등의 내

부 증상을 나타내었다(Kim,2003).

바이러스에 의한 감염은 양식 넙치에 막대한 피해를 야기시킬 뿐 아니라 환경

중에서 또는 바이러스에 감염된 다른 개체로부터 바이러스에 감염되어 질병으

로 전개된다.어류의 체내에서 감염을 성립시키기 위해 바이러스는 세포 표면에

부착하고 세포막을 통해 세포내로 들어간 다음 복제한다.바이러스가 침입하면

어류의 체내에서는 자연살해세포 (nonspecificcytotoxiccells,NCCs),보체,라

이신 및 인터페론 등 다양한 선천성 방어 기구 및 면역글로불린 등의 체액성

인자가 바이러스의 제거에 관여하는 것으로 보고되고 있다(Ellis, 2001;
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Desvignesetal.,2002).선천성 면역은 숙주 방어의 첫 단계로서 특정 바이러스

만을 인식하지 않고 모든 바이러스에 대해 비특이적인 효과를 나타내는 것으로

알려져 있다.

Polyinosinicpolycytidylicacid (PolyI:C)는 syntheitcdouble-stranded RNA

polymer로 항바이러스 활성을 유도할 수 있는 자극 물질로서 바이러스 dsRNA

구조와 유사하여 바이러스에 대한 면역 반응 시험에 널리 이용되고 있다.

Christopher(2005)는 넙치의 주화세포에 인터페론 유도 물질을 넣은 상징액을

통해 typeI인터페론이 존재한다고 보고했다.그리고 넙치 주화 세포를 Poly

I:C로 자극하여 polyclonalantibody를 통해 약 71kDaMxprotein을 확인하였

고 최대 Mx mRNA 전사와 단백질 발현은 48시간 후에 나타났으며,Mx

mRNA전사와 단백질이 72시간까지 유지된다고 보고했다(Linetal.,2005).

경골어류에서 leucocyte의 cytolyticactivity는 NCCs의 다양한 effectorcells이

관여하는 것으로 보인다(Evansetal.,1998).NCCs의 세포 독성 특성은 포유류

의 naturalkiller(NK)cells과 비교할 수 있는데,NCCs는 포유류의 NKcells에

대해 진화학적으로 선구세포이며 하등 척추동물의 것과 같다고 표현할 수 있다

(Evansetal.,1984;Jaso-Friedmannetal.,2001).NCCs는 차넬메기(Graveset

al.,1985),자리돔(Mckinneyetal.,1994),무지개송어(Greenleeetal.,1991)와

잉어(Suzumura et al., 1994)를 포함한 여러 어종에서 보고된 바 있다.

Nonspecificcytotoxicactivity는 어류 방어에서 중요한 역할을 한다.이 활성은

포유류의 NK cells과 유사한 기능을 하는 NCCs에 의한 것이다(Evansetal.,

1988).

본 연구의 목적은 겨울철에 발생하는 양식 넙치의 질병 원인체인 VHSV 감염

에 의한 질병 발생과 관련하여 수온이 끼치는 영향을 파악하고자 하였다.그리

고 수온이 병원체뿐만 아니라 넙치의 면역 기능에 미치는 영향을 밝혀 이 질병
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에 대한 예방 대책을 수립하는데 필요한 기초 자료를 얻고자 하였다.

이를 위하여 본 연구에서는 사육 적정 수온과 저수온 조건에서 순치한 넙치

에 대해 PolyI:C로 비특이 면역을 유도하여 항바이러스 활성 및 특성을 조사하

고자 하였다.

먼저 VHSV의 병원성과 수온의 관계를 조사하였다.그리고 온도에 따른 넙치

의 면역능을 조사하였다.넙치의 면역기관인 두신에 존재하는 다양한 면역 인자

의 발현을 reversetranscription-polymerasechainreaction(RT-PCR)을 통해 분

석하였다.항바이러스 인자 중 넙치의 두신으로부터 백혈구를 분리하여 NCCs

를 동정한 다음 invitro에서 cytotoxicactivity를 조사하였다.
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ⅡⅡⅡⅡ...재재재료료료 및및및 방방방법법법

1.시험어

실험에 사용한 넙치,Paralichthysolivaceus는 포항의 육상 수조식 양어장으로부

터 분양받았으며 시험의 목적에 따라 크기를 달리하였다.질병에 감염된 병력이

없는 건강한 넙치를 사용하였다.VHSV의 공격시험에 사용한 넙치는 평균 전장

13±1.2cm,평균 체중 35±7.5g이었다.시험용 넙치는 사육 시험실로 운반 후 1주

일간 순치를 하였으며 수온은 18~20℃이었다.사육 기간 동안 매일 절대량의

상업용 부상사료를 넙치에 공급하였으며 실험 기간 동안 먹이를 공급하지 않았

다.

2.바이러스와 cellline

시험에 사용한 VHSV주는 2001년 12월부터 2002년 4월까지 경북 동해안 지역

의 넙치 양식장에서 VHSV 감염증에 감염된 넙치로부터 분리한 것으로서 시험

용 바이러스에 대한 정보는 Table1에 나타내었다(Kim andPark,2004).

단층 배양된 EPC에 바이러스 접종액을 200㎕씩 접종하고 실온에서 30분 흡착

시킨 후,5% FBS와 1% antibiotic-antimycotic(GibcoBRL)을 첨가한 MEM을

넣고 15℃에서 7일간 배양하면서 바이러스에 의한 cytopathiceffect(CPE)를 관

찰하였다.EPC cellline에 감염어 유래의 바이러스 접종액을 접종하고 CPE가

확인되면 -80℃에 동결하여 이를 다시 녹힌 후 0.45㎛ membranefilter로 여과

하여 대량 배양에 사용하였다.

3.바이러스 감염가 측정법

바이러스 titer는 96 wellmicroplate에 1×106cell/ml의 단층 배양된 EPC로
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50% tissuecultureinfectiousdose(TCID50)로 측정하였다.병원성 시험에는 접

종 원액을 FBS가 첨가되지 않은 MEM으로 10fold단계 희석하여 사용하였다.

바이러스 생존능 시험에서는 End point방법으로 96 wellmicroplate에

1×106cell/ml의 단층 배양된 EPC로 TCID50을 측정하였다.각 시험 원액을

MEM으로 10fold단계 희석하여 사용하였다.

4.RT-PCR을 통한 바이러스 검출

4.1.TotalRNA 분리

넙치의 간,비장,신장,심장과 뇌를 무균적으로 적출하여 정량한 다음,멸균한

유발에 마쇄하였다. Total RNA의 분리는 acid guanidium

thiocyanate-phenol-chloroform 추출 방법에 기초하여 시판하는 Trizol

(GibcoBRL)을 사용하였다.시험어의 두신을 무균적으로 절취한 다음,20-30mg

씩 넣은 후,상법에 따라 RNA를 분리하여 건조시키고 15㎕의 RNasefree

water(0.1% DEPCtreatedH2O)에 녹여 RT-PCR에 사용하였다.

4.2.RT-PCR

TotalRNA를 RNasefreewater에 100배 희석하여 spectrophotometer로 농도

를 구하고 5㎍과 0.5㎍ Oligo(dT)15 primer, 1㎕ PowerScriptTM Reverse

Transcriptase(Clontech)를 사용하여 cDNA를 합성하였다.cDNA 합성시 시약

조성은 Table2와 같다.

바이러스 검출을 위해 Kim (2003)이 제작한 VHSV 검출 primer를 사용하여

Table4와 같은 조건으로 PCR하였다.Fowardprimer는 5‘-gcactgtccgtacttctct-3'

이며 reverseprimer는 5’-aagagattccatgcacaga-3'로 Productsize는 567bp이다.

PCR에는 AccupowerPCR primixⓇ (Bioneer)를 사용하였고,이에 대한 정보는
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Table3에 나타낸 것과 같다.Thermalcycler(Perkin-Elmer2400)를 사용하여

유전자를 증폭시켰다.PCR 증폭 산물은 1.5% agarosegel(in TBE buffer,

0.045M Tris-borate, 0.001M EDTA)를 사용하여 전기 영동한 후 UV

transilluminator상에서 전기 영동상을 확인하였다.

5.VHSV의 온도 감수성

5.1.Cellline에서의 적정 증식 온도 시험

EPC cellline을 25cm2tissueculture(T/C)flask에 단층 배양한 다음 바이러

스를 접종(MOI=0.01)하고 10,15,20,25℃에 배양하면서,접종 후 7일간 매일

배양 상징액을 무균적으로 덜어내어 바이러스 titer(TCID50)를 측정하였다.

5.2.해수 중 바이러스 생존능 시험

대량 배양한 KVHS02-1에 0.2㎛ membranefilter로 여과한 해수를 1:9로 넣어

4,10,20,25℃ incubator에 접종 0,1,3,5,7일간 배양하면서 바이러스 titer를

TCID endpoint로 측정하였다.각 시험용 virus액을 96 wellmicroplate에

1×106cell/ml의 단층 배양된 EPC에 10fold단계 희석하여 20℃에서 7일간 배양

했다.배양액을 제거하고 HBSS로 세척한 후 1% crystalviolet(in50% ethanol)

을 각 well당 100㎕씩 분주하여 20분간 방치하였다.각 well에서 염색액을 제

거한 후 수돗물로 3회 세척하여 여분의 염색액을 모두 제거하고 자연 건조하였

다.각 well당 70% ethanol을 100㎕씩 분주하여 세포에 염색되어 있는 crystal

violet을 용출시켜 ELISA reader를 이용하여 595nm에서 OD 값을 측정하였다.

대조구와 비교하여 80% 이상 CPE가 나타난 well의 희석단계를 LogTCID로 표

시하였다.
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5.3.온도별 넙치에 대한 VHSV의 어체내 생존 기간

대량 배양한 KVHS02-1을 12℃와 20℃에 각각 순치한 넙치를 대상으로 105

TCID50/fish로 복강주사하였다.주사 전,주사 직후,1,3,5,7,14일 경과 후 즉

시 -80℃에 넣어 동결 보관하면서 실험에 사용하였다.각 샘플의 간,비장,신장,

심장과 뇌를 무균적으로 적출하여 정량한 다음 Eagle'sminimum essential

medium (EMEM,Sigma)을 1:20의 비율로 넣어 마쇄한 후,4℃에서 1,500×g,15

분 동안 원심 분리하였다.바이러스 titer는 96wellmicroplate에 1×106cell/ml

의 단층 배양된 EPC로 TCID50을 구하였다.

5.4.온도별 넙치에 대한 VHSV의 공격시험

사육 수온을 10,12,15,18℃로 조절한 사육 수조에 넙치 (평균 체중

37.5±7.5g)를 10마리씩 넣고 각각의 수온별 시험어에 103,105TCID50/fish로 각

각 복강 주사하였다.대조구는 MEM만 복강 주사하였다.수온에 따른 병원성의

변화를 누적폐사율로 조사하였다.

6.온도별 넙치의 면역인자 발현 조사

6.1.시험어와 온도 조건

VHSV의 병원성 시험에는 평균 전장 16.6±1.2cm,평균 체중 37.5±7.5g의 넙치

를 사용하였다.시험용 넙치는 실험 개시 전,4주간 12℃와 20℃의 실험 수온에

순치하였다.

6.2.넙치의 항바이러스성 면역 자극

12℃와 20℃에서 각각 4주간 순치시킨 넙치에 2구간의 시험구를 두어 PolyI:C

(Sigma)100ug/fish복강주사하였다.대조구에는 MEM을 주사하였다.주사 3일

후에 모두 채포하여 즉시 -80℃에 넣어 동결 보관하면서 면역인자의 특성 변화
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시험에 사용하였다.

6.3.RT-PCR법을 이용한 면역 인자 발현량 조사

시험 넙치의 두신을 이용하여 4.2와 같은 방법 RT-PCR을 실시하였다.Table

5의 비특이 면역 유전자 primer를 가지고 Table4과 같은 조건으로 PCR하였다.

7.넙치의 Nonspecificcytotoxiccells(NCCs)동정

7.1.넙치 두신 백혈구의 분리

넙치의 두신 백혈구는 Kamenadeetal.(1995)에 따랐다.즉 두신을 적출한 후

5% FBS,100㎍/mlpenicillin,100㎕/mlstreptomycin및 heparin10units/ml

이 첨가된 RPMI-1640배지에서 teasing한 다음 nylonmesh에 통과시켜 세포

현탁액을 만들었다.이 세포 현탁액을 34% 및 51% percollgradient에 중층하여

500×g,4℃,30분간 원심 분리로써 백혈구층을 분리하였다.

7.2.비부착 세포와 부착 세포의 준비

분리된 백혈구는 2% FBS가 첨가된 RPMI-1640배지로 2회 세척한 다음 0.1%

trypanblue로 생존 세포 수를 관찰한 후 95% 이상 세포가 살아 있을 경우 시

험을 시행하였다.2×106cells/ml의 농도로 조정하여 microculturewell에 분주

한 다음 20℃에서 2시간 부착시켜 준비하였다.부착 후,비부착 세포를 수거하

여 1000×g,5분간 원심 분리한 후 계수한 후에 사용하였다.부착 세포는 비부착

세포를 수거한 다음 10% FBS가 첨가된 RPMI-1640으로 3번 세척한 후에

scrapper로 긁어 부착세포를 수거한 다음 1000×g,5분간 원심 분리하여 사용하

였다.
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7.3.두신 백혈구의 조성

각 수온별 넙치의 두신에서 얻은 부착,비부착 세포를 1×106cells/ml로 조정

하여 150㎕씩 Cytocentrifuge로 1000rpm,10분간 원심 분리하여 slideglass에

세포를 부착시켜 May-Giemsastain과 PASstain을 시행하였다.

7.4.비부착 세포와 부착 세포의 Nkcellreceptorgene발현량 조사

부착세포와 비부착 세포를 1×106 cells/ml의 농도로 조정하여 1000×g,5분간

원심 분리하여 pellet을 만들어 상징액은 버리고 4.2와 같은 방법으로 RT-PCR을

실시하였다.Nkcellreceptorprimersets는 GenBank등재 자료를 기초로 본

연구에서 직접 design한 것이며 그 정보는 Table6과 같다.

7.5.Trypanblueexclusion시험

7.5.1.Effectorcells의 준비

넙치의 effectorcells분리는 7.1과 7.2와 같고 비부착 세포를 이용했다.

7.5.2.Targetcells의 준비

Targetcells는 한국 세포주 은행 (KCLB,Korean CellLineBank)으로부터

L1210cellline(mouseleukaemia-derivedcellline,lymphoblast)을 분양받아

37℃에서 5% CO2로 계대하면서 유지하였다.실험 당일,실험 6시간 전에 10%

FBS가 첨가된 RPMI-1640배지에 계대한 후 사용하였다.

7.5.3.Cytotoxicactivity세포 조사

Cytotoxicactivity 세포 확인을 위해 Effectorcell을 1×104 cells/ml과 L1210

targetcells1×105cells/ml를 12×75mm glasstube에 분주하여 200×g,5분간 원
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심 분리하고 4℃에서 1시간 배양하였다.Pellet은 재부유시켜 cytocentrifuge로

1000rpm에서 10분간 원심 분리하여 slideglass에 세포를 부착시켜 Giemsa염

색과 May-Giemsa염색을 하였다.Targetcell의 살해를 확인하기 위해 E:Tratio

를 5:1로 두어 면역세포와 targetcell을 혼합하고 20분 경과 후,trypanblue를

배지에 0.01%가 되도록 분주하였다.반응액의 샘플은 slideglass에 도말하여 현

미경으로 검경하였다.

8.온도별 cytotoxicactivity조사

8.1.Effectorcells와 targetcells의 준비

넙치의 effectorcells분리 7.1과 7.2와 같고 비부착 세포를 이용했다.또한 부

착 전에 두신 백혈구 1×107cells/ml에 PolyI:C50㎍/ml,25㎍/ml,5㎍/ml,2.5

㎍/ml로 농도가 되도록 첨가시켜 2시간동안 자극시켰다. 대조구로는

RPMI-1640배지를 사용하였다.Targetcell은 7.5.2와 동일하다.

8.2.Cytotoxicity측정법

Cytotoxicityassay는 lysedtargetcells로부터 방출되는 lactatedehydrogenase

(LDH)activity의 검출에 기초한 cytotoxicdetectionKit(Promega)를 사용하여

시행했다(Korzeniewski& Callewaert,1983).Lactatedehydrogenase(LDH)는

모든 포유동물 세포내에 존재하는 효소이며 세포막에 damage가 있을 때 방출

된다.

Effector:targetcellratio(E:Tratio)는 200:1,100:1,50:1및 25:1로 하였다.96

wellsmicroplate(U-shaped plate)를 사용하여 effectorcell을 2×107 cells/ml,

1×107cells/ml,5×106cells/ml로 조정하여 50㎕/well로 각 6well씩 분주하였다.

targetcells는 5% FBS가 첨가된 RPMI-1640배지로 1000×g,3분간 원심 분리하
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여 2×105cells/ml로 조정하여 각 3well에 50㎕씩 분주하였다.targetcells이 들

어가지 않은 well에는 배지를 50㎕씩 분주하여 totalvolume이 100㎕가 되도록

하였다.plate는 250×g,4분간 원심 분리하고 20℃에서 4시간 배양하였다.배양

을 한 후 cytotoxicity를 보이는 well에는 LDH가 방출 되어 젖산이 pyruvate로

바뀌고 NADH가 생성된다.배양 후 조심스럽게 각 well당 50㎕씩 취해서 96

wellsmicroplate(flat-bottom plate)에 분주하고 ReconstituteSubstrateMix를

각 well당 50㎕씩 첨가한 후 빛을 차단시켜 30분간 실온에 방치하였다.

ReconstituteSubstrateMix에는 diaphorase가 함유되어 NADH를 NAD+로 전

환시켜 붉은 색의 formazan을 생성한다.30분 후에 Stop solution을 50㎕씩

well에 첨가하여 반응을 정지시켜 490nm에서 값을 측정하였다.

OD에서 나타난 수치로부터 cytotoxicity(%)는 다음과 같은 식으로 산출하였

다.

모든 실험구의 면역세포는 검경 시 95% 이상 세포가 살아 있을 때 실험을 실

시하였다.PolyI:C로 자극한 effectorcells는 E:Tratio를 50:1로 하였으며 나머

지는 동일한 방법으로 시행하였다.

9.통계 처리

유의성 검증은 Student'st-test를 이용하였으며,모든 결과에 대하여 P<0.05일

때 유의차가 있는 것으로 판정하였다.

= Experimental-EffectorSpontaneous-TargetSpontaneous ×100TargetMaximum -TargetSpontaneous

(%)Cytotoxicity
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Table 1.Source ofthe viralisolates from the diseased olive flounder,
ParalichthysolivaceusinKorea

VirusisolatesLocation Date Sample
size(g)

Typical
signs

Water
temp(℃) CPE

KVHS01-1 Pohang Dec.2001 12 D,E,A,R 13 +

KVHS02-1 Pohang Mar.2002 28 D,E,A 10 +

VirusisolateswereobtainedbyKim andPark(2004).
D,darkened body coloration;E,extended abdomen;A,ascites;R,rectal
hernia.
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Table2.Reagentsforreversetranscription

Reagent Concentration Workingconcentration
Oligo(dT)15primer 500ng 1㎕
RNA sample 500ng/㎕ 1㎕
RNasefreewater -
5×First-StrandBuffer - 4㎕
dNTPmix each10mM 2㎕
DTT 100mM 2㎕
PowerScriptRTase - 1㎕

Table3.ReagentsforPCR

Reagent Concentration Workingconcentration
TemplateDNA 1㎍/㎕ 1㎕
Primer(forward,reverse) 10pmol/㎕ each1㎕
Taqpolymerase 1U

premix

dNTPmix each0.25mM
Tris-HCl 10mM
KCl 40mM
MgCl2 1.5mM
stabilizeddye -
DNA freewater to20㎕
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Table4.ConditionofreactionstepsandPCRcycles

PCRstep Temperature(℃) ReactionTime Cycle(s)

Pre-denaturation 94 5min 1

Denaturation 94 30sec

30Annealing 55 30sec

Extention 72 30sec

Post-extension 72 7min 1
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Table 5.Primersets used fornon-specific immune gene ofParalichthys
olivaceus

Non-specificimmunegene Primersequence(name) Productssize(bp)

CoagulationfactorXIII 5'-ggaactggagcggtgactac-3' 5505'-acgtgagtgcggttcacttt-3'

Interleukin1receptor,typeII5'-gcgcttctgtgttgttttca-3' 5535'-gagttgaggctggttgtcgt-3'
Interleukin8 5'-atgatgagcagcagagtcatcgtt-3'b 3255'-ttaaacggcttctgaccccatctc-3'b

LysozymeC 5'-ctctggtggttctgctcctc-3' 5505'-gcaggaacaggttgaactcag-3'
LysozymeG 5'-ctgtaccaaacctgccacct-3' 5645'-ccactccctcataggaatgc-3'
Complement3 5'-tgaaactccagcacaaggtg-3' 5505'-gtaggacggagcaggtcttg-3'
Galectin 5'-aaggtcggacagaccatgac-3' 5515'-aggcaccttcaagaggaaca-3'
Transferrin 5'-gacaccctacggtggaaaga-3' 5515'-gatgagacccattgggatg-3'
NK,Kupffercellreceptor 5'-aagaacacggtaactggagaaca-3' 5505'-atgacacaatggctgaggtg-3'
Tumornecrosisfactor 5'-tccaccgactggatgtgtaa-3' 5585'-cccgggctaacacacttcta-3'
Interferon 5'-tccatgatcagaagtactaactcca-3' 4045'-aaaactaccgaagcaacacca-3'
Interferonα-inducibleprotein 5'-ggcagatgagaggagcagac-3' 5505'-gagcctcgtcgatggaaat-3'
IFN regulatoryfactor1 5'-tgtgtccaggatgaggatga-3' 5515'-caggggtggaaagttcaaaa-3'
Mx1protein 5'-ctgccaagaggaaaaggcat-3' 5505'-cttcttcaggtggatgacct-3'
β-actin 5'-actacctcatgaagatcctg-3'a 5105'-ttgctgatcccacatctgcctg-3'a

a,AccordingtoKatagirietal.(1997).
b,AccordingtoLeeetal.(2001).
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Table6.Non-specificimmunegeneofoliveflounder,Paralichthysolivaceusfrom
NCBI

Classification Genename Locus

Non-specific

immune

relatedgenes

Common

immune

gene

CoagulationfactorXIII AU090807

Interleukin-1receptor,typeII AU091129

Interleukin8 AF216646

LysozymeC AB050469

LysozymeG AB050590

Complement3 AB021653

Galectin AF220550

Transferrin AF219997

Antiviral

immune

gene

NK,Kupffercellreceptor AU050783

Tumornecrosisfactor AU040449

Interferon D13040

Interferon α-inducibleprotein AB076708

IFN regulatoryfactor1 AB005883

Mx1protein AB110446
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ⅢⅢⅢⅢ...결결결 과과과

1.넙치 감염성 VHSV의 온도 감수성

1.1Cellline에서의 적정 증식 온도

넙치에서 분리한 VHSV의 배양 온도에 따른 바이러스 증식 속도를 비교한 결

과는 Fig.1과 같다.바이러스를 EPC cellline에 배양하였을 때,10~20℃ 범위

내에서는 빠르게 증식하지만 25℃에서는 증식 현상을 관찰할 수 없었다.바이러

스 증식 속도는 20℃의 배양 조건에서 가장 빨랐으나 바이러스 역가는 15℃에

서 가장 높았다.10℃의 배양 조건에서는 증식 속도가 다소 느렸지만 최종 7일

째 바이러스 역가는 15℃나 20℃와 동일한 수준에 도달하였다.
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Fig.1.ReplicationofVHSV isolate(KVHS01-1)inEPC celllineincubated
underthedifferenttemperatureconditions.
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1.2.해수 중 바이러스 생존능

해수에서 VHSV의 배양 온도에 따른 바이러스 세포 변성 효과 (CPE)를 비교

한 결과는 Fig.2와 같다.시험 바이러스를 EPCcellline에 배양한 결과,4℃ 시

험구의 경우 7일이 경과해도 시험 바이러스의 역가가 그대로 유지되었다.10℃

와 20℃ 시험구의 경우 역시 7일 경과 하였을 때,생존 역가가 동일했다.이와

는 달리 25℃ 시험구에서는 0일째 이후로 5일째까지 시험 바이러스의 역가가

점차적으로 감소하여 7일째는 5일째와 동일한 수준을 나타났다.30℃ 시험구의

경우는 0일째 이후 1일째까지 급격하게 역가가 감소하여 배양 3일 이후에는 검

출 한계 이하로 조사되었다.

Fig.3.Effects ofdifferentincubation temperature conditions on VHSV

(KVHS01-1)viabilityinthesterileseawater.
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1.3.온도별 넙치에 대한 VHSV의 어체 내 생존 기간

VHSV의 넙치에 대한 인위 감염 시험으로 사육 수온에 따른 어체 내 VHSV의

생존을 조사한 결과는 Fig.5와 같다.수온 20℃에서는 어체 당 105TCID50의 농

도로 복강 주사한 후,시간이 지남에 따라 역가가 감소하는 것을 관찰할 수 있

었다.3일째까지는 ECPcellline에 CPE를 관찰 할 수 있었으나 5일째 이후에서

는 CPE가 관찰되지 않았다.12℃에서는 VHSV 접종 후 1일 째에 역가가 감소

하였으나,3일 째 이후 바이러스가 증식하여 접종 역가보다 높은 TCID50을 나타

내었다.모든 구간에 대해 VHSV검출을 위해 RT-PCR을 실시한 결과 20℃에서

는 검출되지 않았으나 12℃ 시험구에서는 주사 직후인 0일째를 제외하고 모든

구간에서 바이러스를 검출했다.
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Fig.5.ReplicationofVHSV isolate(KVHS01-2)inEPC celllineofolive

flounder, Paralichthys olivaceus infected by VHSV 105 TCID50/fish

intraperitoneallyinjectionunderdifferenttemperatureconditions.
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1.4.온도별 넙치에 대한 VHSV의 공격시험

다양한 수온에 순치한 넙치를 대상으로 인위 감염 시험한 결과를 Fig.4에 나

타내었다.105 TCID50/fish로 주사한 결과 10,12,15℃에서 14일 이내에 모두

폐사했다.15℃보다 낮은 수온인 10,12℃에서는 증상이 천천히 나타났다.103

TCID50/fish로 복강 주사한 결과,21일째까지 10℃에서는 90%,12℃에서는 80%

그리고 15℃에서는 40%의 폐사를 나타냈다.폐사어에서 내외부 증상은 자연 감

염어의 증상과 유사하였다.반면에 대조구와 18℃의 시험구에서는 실험 기간 동

안에 어떤 폐사도 확인되지 않았다.
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Fig. 4. Pathogenicity of VHSV (KVHS01-1) on the olive flounder,
Paralichthys olivaceus under the various temperature conditions by
intraperitonealinjectionwith105and103TCID50/fish.Nomortalityoccurred
incontrolgroupsofeachexperimentedtemperatureconditions.



- 23 -

2.온도별 넙치의 면역인자 발현 조사

12℃와 20℃ 시험구의 비특이 면역 유전자 발현을 조사한 결과는 Fig.6과 같

다.12℃와 20℃ 시험구에서 본 시험에 사용한 비특이 면역 유전자 Interferon

(IFN) α-inducibleprotien,IFN regulatory factor(IRF)1,IL 8,Lysozyme,

Galectin,Transferrin이 발현하였다.12℃ 시험구에서는 발현하지 않은 NK,

Kupffercellreceptor가 20℃ 시험구에서는 발현하였다.

항바이러스 면역을 유도하기 위해 PolyI:C 100㎍/ml로 복강 주사한 넙치에서

20℃ 시험구에서 발현하지 않은 Coagulation XIII과 IL 1receptor,type2와

Tumornecrosisfactor(TNF),IFN,C3,Mx1protein이 발현하였으며 PolyI:C

투여 했을 때 IL8를 제외하고 시험에 사용한 유전자의 발현양이 모두 증가했

다.12℃에서 PolyI:C투여구와 대조구의 발현량은 차이가 없었다.
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Fig.6.Detection ofnon-specificimmunegenefrom head kidneyofolive

flounder,Paralichthysolivaceusfor3day afterinjection by RT-PCR using
Table5primer.

(A),MEM injectionat20℃;(B),PolyI:C 100㎍/mlinjection at20℃;(C),

MEM injectionat12℃;(D),PolyI:C100㎍/mlinjectionat12℃

M,100bpladder;lane1,CoagulationfactorXIII,lane2,NK,Kupffercell

receptor;Lane3,TNF;Lane4,IFN;Lane5,IFN α-inducibleprotein;lane6,

IL1receptor,typeII;Lane7,IL8;Lane8,IRF1;Lane9,Mx1protein;

Lane10,Complement3;Lane11,LysozymeC;land12,LysozymeG;Lane

13,Galectin;Lane14,Transferrin;Lane15,β-actin.
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Table7.Detectionofnon-specificimmunegenefrom headkidneyofolive

flounder,Paralichthysolivaceus

Classification Genename

Expression
20℃ 12℃

ControlaPolyI:CbControlaPolyI:Cb

Common

immunegene

CoagulationfactorXIII - + - -

Interleukin-1receptor,typeII - + - -

Interleukin8 ++ + + +

LysozymeC + ++ + +

LysozymeG + ++ + +

Complement3 - +w ++ ++

Galectin + + +w -

Transferrin +w + + +

Antiviral

immunegene

NK,Kupffercellreceptor +w ++ - -

Tumornecrosisfactor - +w - -

Interferon - + - -

Interferon α-inducibleprotein +w ++ + +

IFN regulatoryfactor1 + + + +

Mx1protein - + - -

a,MEM 100㎕ I.P.injection

b,PolyI:C100㎍ I.P.injection
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3.넙치의 Nonspecificcytotoxiccells(NCCs)동정

3.1.두신의 백혈구 세포 조성

넙치의 두신 백혈구를 분리하여 2시간 정치 배양하고 부착과 비부착 세포로

나누어 May-Giemsa및 PAS염색을 통해서 검경한 결과 대다수가 monocyte이

며 lymphocyte와 neutrophil도 소수로 존재하였다(Fig.7).온도별 넙치의 부착

과 비부착 백혈구의 조성은 Table8과 같다.12℃와 20℃의 비부착 백혈구 중

monocyte-like세포가 약 80%를 이루며 lymphocyte-like세포가 20℃ 시험구에

서 14.1%이며 12℃ 시험구에서 7.9%를 차지하였다.

3.2.세포에 따른 NKcellreceptorgene발현

두신 백혈구를 분리하여 2시간 정치 배양 후,부착과 비부착 백혈구로 나누어

1×106cells/ml의 농도로 조정하여 NCC 유전자를 조사한 결과,Fig.8과 같이

비부착 세포의 20℃ 시험구에서는 모두 발현하였으나 12℃ 시험구에서는 발현

량이 다소 적었다.부착 세포의 모든 시험 구간에서 Nkcellreceptor유전자의

발현은 보이지 않았다.

3.3.Trypanblueexclusion시험

Cytoxicity시험을 통해 cytotoxicactivity를 보이는 effectorcells을 확인할 수

있었으며 targetcell주위로 effectorcells이 다수 존재하였다(Fig.9).

3.4.Cytotoxic활성을 보이는 세포 확인

Conjugation을 통해 targetcell에 contact을 하고 있는 세포의 길이를 측정한

결과 평균 길이가 8.71㎛ 이었다.Cytotoxicactivityobservation의 세포 길이와

염색 결과를 토대로 lymphocyte계열의 세포임을 확인할 수 있었다(Fig.9).
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(A) (B)

Fig.7.Leucocytepopulationofheadkidneyfrom oliveflounder,Paralichthys
olivaceususedforNCCactivityassay.Oliveflounderswerekeptat20℃ for

4weeks.

(A),Monocyteand lymphocytefrom non-adherentleucocyte.May-Giemsa

stain,×1000.

(B),Monocyte and lymphocyte from non-adherentleucocyte.PAS stain,

×1000.
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Table.8.Head kidney leucocytepopulation ofoliveflounder,Paralichthys
olivaceusat12℃ and20℃

20℃ 12℃

Non-adherent Adherent Non-adherent Adherent

Monocyte-likecells 431(81.6%) 401(80.2%) 429(82.3%) 448(92.1%)

Lymphocyte-likecells 52(14.1%) 45(9%) 41(7.9%) 22(4.6%)

Others 30(4.25%) 54(10.8%) 51(9.8%) 16(3.3%)

Totalcells 513 500 521 486
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 M 1 2 3 4 5 6 M 1 2 3 4 5 6

     

     

Fig.8.Detection ofNK cellreceptorgene from head kidney ofolive

flounder,ParalichthysolivaceusbyRT-PCRusingNKcellreceptorprimer(550
bp).

(A),1×106 cells/ml of non-adherent leucocytes;(B),1×106 cells/mlof

adherentleucocytes.M,100bpladder;lane1~3,oliveflounderwaskept2

0℃.lane4~6,oliveflounderwaskept12℃.lane1and4, injectionMEM

medium;lane2and5,PolyI:C 100㎍/fish;lane3and6,injectionVHSV

106.7TCID50/ml;lane7,positivecontrolusingaβ-actinprimer(510bp).
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Fig.9.Microscopic observation ofcytotoxic activity ofolive flounder,

ParalichthysolivaceuseffectorcellsagainstL1210tumorcell.E:Tratio=5:1
(A)LivingcellsobservedthroughNomarskidifferentialinterferencecontrast

optics.Arrow,EffectorcellsformingconjuatewithL1210cell.×400

(B)~(C),Cellsobservedthroughlightmicroscopy.

(B),Effector/targetclosecontact(30min),×400.

(C),Effector/targetclosecontactinthepresenceoftrypanblue(2hr).Dead

targetcellisstainedblue,×1000.
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Fig.10.Microscopic observation ofcytotoxic activity ofolive flounder,

ParalichthysolivaceuseffectorcellsagainstL1210tumorcell.E:Tratio=1:10.
(A),Lymphocyte-likecellformingconjugatewithL1210cells;stainedwith

Giemsa,×1000.

(B),stainedwithMay-Giemsastain,×1000.
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4.온도별 Cytotoxicactivity조사

4.1.Effector:Targetcellsratio에 따른 cytotoxicactivity

20℃에 순치한 넙치의 두신 백혈구를 2×107cells/well,1×106cells/well,5×105

cells/well,2.5×105 cells/well의 농도로 조절한 다음 E:T ratio가 200:1,100:1,

50:1,25:1로 하여 targetcells과 반응시켜 lactatedehydrogenaserelease법으로

조사한 결과 Fig.11에 나타난 바와 같이 각각 6.51±0.55,15.29±6.12,6.70±2.60,

2.00±0.43% 으로 나타나 E:Tratio가 100:1인 경우 가장 효과적인 것으로 나타

났다.12℃에 순치한 넙치의 경우 E:Tratio가 200:1,100:1,50:1,25:1인 경우 각

각 0.20±0.10,4.8±2.23,1.24±0.45,1.4±1.27% 으로 나타나 12℃ 역시 100:1인 경

우 가장 효과적인 것으로 나타났다.Effectorcell의 수가 많을수록 cytotoxic

activity가 높아지지만 200:1에서는 오히려 감소했다.

4.2.수온에 따른 cytotoxicactivity

12℃와 20℃에 순치한 넙치 두신의 비부착 백혈구를 분리한 후 E:Tratio별로

cytotoxicactivity를 조사한 결과는 Fig.9와 10에 나타내었다.E:Tratio의 모든

시험구간이 12℃보다 20℃에서 유의적 (P<0.05)으로 높게 나타났다.
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Fig.11.Effectofwatertemperatureson the cytotoxicactivity by olive

flounder,Paralichthysolivaceushead-kidney leucocytesagainstL1210tumor
targetcells.Oliveflounderswerekeptat12℃ and20℃,respectivelyfor4

weeks.Asterisksshowedalltestedgroupsat20℃ weresignificantlydifferent

from alltestedgroupsat12℃.
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4.3.PolyI:C농도에 따른 cytotoxicactivity

넙치의 두신 비부착 백혈구를 분리하여 PolyI:C를 0,2.5,5,25및 50㎍/ml

농도로 처리하여 targetcells에 대한 cytotoxicactivity를 조사한 결과,20℃ 순

치 넙치는 Fig.11와 같이 각각 6.29±1.29%,11.44±0.19,11.58±0.25,17.39±1.26

및 5.42±1.67%로 나타나 PolyI:C25㎍/ml이 가장 효과적인 것으로 나타났으며,

PolyI:C 2.5,5,25㎍/ml투여구가 대조구보다 유의적 (P<0.05)으로 높게 나타

났다.12℃ 순치 넙치는 Fig.12와 같이 PolyI:C0,2.5,5,25및 50㎍/ml시험

구간에서 cytotoxic activity이 각각 1.2, 3.75±1.06, 7.0±0.57, 4.24±0.90,

1.24±0.37%로 나타나 PolyI:C 5㎍/ml이 가장 효과적이었다.PolyI:C 5,25㎍

/ml투여구가 대조구보다 유의적 (P<0.05)으로 높게 나타났다.

4.4.PolyI:C 자극 시 수온에 따른 cytotoxicactivity

Poly I:C 처리 구간 및 대조구의 모든 시험 구간에서 20℃가 12℃보다

cytotoxicactivity가 높았다.PolyI:C 50㎍/ml처리구를 제외하고 나머지 구간

에서 20℃가 12℃보다 유의적 (P<0.05)으로 높게 나타났다.
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Fig.12.Cytotoxicactivityofleucocytesfrom headkidneyofoliveflounder,

ParalichthysolivaceusstimulatedwithdifferentconcentrationsofPolyI:C by
LDH assay

Oliveflounderswerekeptat20℃ for4weeks.Resultsareshownasmeans

oftriplicatereadingresults(E:T=50:1).Asterisksshowedsignificantdifference

from theuntreatedcontrol.
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Fig.13.Cytotoxicactivityofleucocytesfrom headkidneyofoliveflounder,

ParalichthysolivaceusstimulatedwithdifferentconcentrationsofPolyI:C by
LDH assay.

Oliveflounderswerekeptat12℃ for4weeks.Resultsareshownasmeans

±SEoftriplicatereading(E:T=50:1).Asterisksshowedsignificantdifference

from theuntreatedcontrol.
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ⅣⅣⅣⅣ...고고고 찰찰찰

VHSV는 우리 나라 양식장에서 해마다 겨울철에 나타나는 질병으로 넙치의 크

기에 상관없이 발병하여 생산성을 떨어뜨려 막대한 경제적 손실을 가져오고 있

다.특히 겨울부터 초봄까지 계속적인 폐사를 유발한다.본 연구는 저수온기에

대량 폐사를 일으키는 VHSV를 수온과 관련하여 여러 가지 요소로 조사하였으

며 특히 저수온기에 나타나는 원인을 넙치의 비특이 면역능과 관련시켜 그 원

인을 찾아보고자 하였다.

수온의 변동에 따라 VHSV의 특성을 조사한 결과 10~20℃ 범위 내에서는 빠

르게 증식하지만 25℃에서는 증식하지 않는 것을 알 수 있었다.Ken(1988)은

VHSV의 증식 범위가 4~20℃이며 10~15℃를 적온이라고 보고한 바 있으며 2

0℃이상 되면 감염력을 잃지만 혈청이 포함된 배지에서 4℃ 혹은 더 낮은 온도

에서도 수개월 동안 감염력이 유지된다고 보고했다.담수어종인 rainbow trout,

tench와 whitebream에서 분리된 VHSV가 수돗물에서는 14℃에서 24시간 이상

10℃에서는 4주 이후에도 감염력을 가지며 세포 배양 배지에서 30℃에서는 24

시간 이내에 그리고 4℃에서는 수개월 동안 감염력을 가진다고 보고한 바 있다

(Jorgensen,1974;Ahne,1982).

본 연구에서는 해수에서 VHSV의 배양 온도에 따른 바이러스 CPE를 조사한

결과 4℃,10℃ 및 20℃의 경우 해수에 접종 후 7일째까지 CPE가 나타났다.하

지만 25℃에서는 0일째 이후로 5일째까지 역가가 점차적으로 감소하였으나 7일

째에도 약하게 활성을 나타냈다.30℃의 경우는 0일째 이후 3일째까지 급격하게

역가가 감소하였으며 3일째 이후부터는 검출한계 이하로 나타났다.결국,4~2

0℃까지는 해수에서 바이러스 증식이 가능지만 수온이 상승하여 25℃ 혹은 그
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이상의 수온이 유지되면 감염력을 상실할 것으로 여겨진다.MacAllisterand

Wanger(1977)는 VHSV의 증식에 필요한 RNA-dependentRNA polymerase를

가지며,이 효소는 invitro에서 바이러스 적정 증식 온도가 15℃이며 이 온도는

또한 바이러스 전사의 적정 온도라고 보고한 바 있다.이러한 결과는 온도가 바

이러스 증식에 밀접한 관련이 있으며 20℃ 이상의 온도에서 바이러스가 존재하

지만 활성이 약한 것으로 사료된다.

수온별 감염력 시험에서 각각의 다른 수온으로 순치시킨 넙치에 VHSV를 105

TCID50/fish로 주사했을 때 15℃ 이하의 수온에서는 시간이 경과함에 따라

100% 폐사가 나타났으나 18℃에서는 폐사가 없었다.103TCID50/fish로 주사했

을 때는 10~12℃에서 100% 폐사가 나타나지만 15℃ 시험구는 40% 폐사가 발생

하며 폐사진행도 늦어졌다.18℃ 시험어로 바이러스 검출을 시도했으나 바이러

스가 검출되지 않았으며 바이러스가 제거된 것으로 추측된다.15℃이상 수온에

서는 넙치의 항바이러스성 비특이 면역이 반응하여 바이러스를 제거하는 것으

로 여겨진다.VHSV의 어체 내 생존기간에 대한 조사 결과,105TCID50/fish로

복강주사 했을 때 12℃ 시험구의 경우 주사 1일 이후부터 VHSV가 각 장기에서

나타나며 14일 이후까지 증식하였으나 20℃의 시험구에서는 주사 1일과 3일째

EPC에 CPE가 형성되었으나 5일째 이후로는 검출 한계 이하로 CPE가 형성되지

않았으며 RT-PCR결과 바이러스가 검출되지 않았다.이는 VHSV주사 후 20℃

시험구에서 1일과 3일째 바이러스는 존재하나 감염력이 없는 것으로 사료된다.

Ahne (1973)and Bachmann (1974)는 같은 rhabdovirus과의 SVC를 20℃의

FHM에 주입했을 때 4~6시간 내에 progenyvirus가 합성되어 8~10시간 내에

onegrowthcycle이 되었으며 10~22시간 사이에 cell과 cell-freevirus가 peak

titer에 도달하였다고 보고했다.Bjorklundetal.(1997)는 36시간 후에는 SVCV

에 감염된 EPC에서 apoptoticbodies를 형성하여 40시간 후에는 SVCV에 감염
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된 70% 이상의 세포에서 apoptosis가 형성되어 바이러스가 세포 밖으로 나오게

된다고 발견했다고 보고했다.하지만 본 연구에서 20℃의 시험구의 각 장기에서

3일째 CPE는 형성했으나 5일째에는 CPE가 형성되지 않았으며 RT-PCR결과에

서도 각 장기에서 바이러스가 검출되지 않았다.그러므로 넙치의 항바이러스 비

특이 면역 반응에 의해 virus혹은 virus감염 세포가 제거될 수 있는 가능성을

시사하는 것으로 생각된다.

어류는 변온 동물이므로 수온이 변하면 신진 대사의 활성도 함께 변하게 되므

로 어류가 생존하는 조건에는 수온이 절대적인 요인이 된다.물론,어종에 따라

적정 수온 범위가 다르므로 특정 온도역도 다양하다.예를 들면 대서양 연어와

같이 주로 해수에서 생활하는 어종은 서식 범위가 1~20℃ 이지만,담수에서만

생활하는 잉어는 서식 수온 범위가 1~35℃나 되는 것처럼 대체로 해수어가 담

수어보다 협온성으로 알려져 있다.넙치,Paralichthysolivaceus는 적정 수온이

15~25℃로 알려져 있다.그리고 어류에 있어서 두신은 다양한 면역세포의 중요

한 근원이며(Bayne,1986;Kurobeetal.,2005),2차 림프기관의 역할을 한다

(Pressetal.,1999).

바이러스 침입 시 면역 조절에 관여하는 유전자와 단백질을 활성화시켜 세포

내 환경을 바이러스의 증식에 적합하지 못한 상태로 전환시킨다.IFN은 바이러

스 감염 초기에 생성되어 세포로 하여금 바이러스의 증식을 억제하는 단백질을

합성하게 하는 cytokine으로 IFN에 의해 유도된 항바이러스 활성은 여러 종류

의 바이러스에 대해서 방어력을 나타내는 것으로 알려져 있다(Eaton,1990).

IFN은 바이러스,세균 및 기생충의 대사산물에 의해 생성되며 VHSV,PolyI:C

등이 인터페론 또는 인터페론과 유사한 사이토카인의 생성을 자극하는 것으로

보고되고 있다(Lampsonetal.,1981).PolyI:C로 주사해서 24h이내에 IFN 유

도가 가능하며 IFN은 Mxprotein생성을 유도하고(Linetal.,2005)Mxprotein
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은 바이러스 감염에 대항한다고 보고되어 있다(Staeheli,1990).또한 IRF는 IFN

활성을 조절한다고 알려져 있다(ColletandSecombes.,2002).본 연구에서 12℃

와 20℃에서 IL8은 강하게 발현하였는데 수온에 영향을 받지 않고 발현되는

것으로 여겨진다.그 밖에 항바이러스 면역 유전자 외에도 lysozymeC 및

Galectin이 20℃ 시험구에서 강하게 발현했는데 PolyI:C가 영향을 주는 다른

자극으로 보인다.라이소자임은 선천성 면역의 주요한 인자로서 주로 대식세포,

호중구 및 호염기성 과립구에 분포하며(Fletcher and White, 1976;

SveinbjØrnssonetal.,1996),조직 중에서는 두신 조직이 plasmalysozyme의

주요 공급 장소로 알려져 있다(Paulsenetal.,2002).Cho(2005)에 따르면 잉어

에 PolyI:C를 투여했을 때 혈청 라이소자임 활성이 증가하였다고 보고한 바 있

다.

Ainsworthetal.(1991)은 10℃의 channelcatfish는 두신의 림프구 수가 감소

하였으며 식작용도 유의적으로 감소하였다고 보고했으며,BlyandClem (1991)

은 "winterkill"syndrome라 불릴 정도로 저수온기의 어류는 면역능이 낮아져

있는 상태라고 보고한 바 있다.낮은 수온은 어류에서 체액성 면역(Avtalionet

al.,1970)과 세포성면역(CuchensandClem,1977;Verlhacetal.,1990)의 다양

한 면역 반응을 억제시키는 것으로 알려져 있다(BlyandClem,1992).수온에

의한 면역 반응의 조절 상태와 바이러스의 증식 조건에 따라 질병의 성립이 좌

우될 수 있다(Avtalionetal.,1970;Morvanetal.,1998).

본 연구에서 온도에 따른 비특이 면역 유전자의 발현을 비교했을 때,NK,

kupffercellreceptor,IRF1,lysozyme,galectin의 유전자가 12℃ 시험구보다

20℃ 시험구에서 발현량이 증가했다.PolyI:C로 항바이러스 상태로 유도했을

때,20℃ 시험구에서 항바이러스 유전자의 발현량이 증가했고 20℃에 순치한 넙

치에 PolyI:C를 투여했을 때 다양한 항바이러스 면역 유전자의 발현량이 증가
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하였다.이것은 항바이러스 상태가 cytokine을 통해서 서로에게 영향을 주는 것

으로 여겨진다.하지만 12℃ 시험구는 대조구와 발현량에서 차이가 없었다.저

수온에서는 PolyI:C로 항바이러스 비특이 면역이 유도되지 않으므로 바이러스

가 침입했을 때에 감염될 수 있을 것으로 여겨진다.

포유류의 NKcells는 largegranularlymphocyte로 알려져 있으며 사람의 경우

비장 lymphocyte의 5%정도가 NK cell로 존재한다고 보고된 바 있다(Koren

andHerberman,1983;Yoder,2004).어류의 NCCs는 두신,비장,혈액,복강 내

삼출물에 존재하며 두신에서 leucocyte의 15-20%정도 존재한다고 보고된 바 있

다(Evansetal.,1984).어류의 NCCs의 type이 어종마다 다르다.잉어 두신은

percoll1.09g/mldestiny에서 90%이상이 neutrophilicgranulocyte로 이루어져

있으며(Kurataetal.,1995)channelcatfish는 smallagranularlymphocyte이고,

seabass와 seabream은 agranularmonocyte-like와 lymphocyte-like형태의 세

포가 cytotoxicactivity를 보인다고 알려져 있다(Shenetal.,2002;Muleroet

al.,1994).본 연구에서 넙치의 두신 백혈구 층에 대다수가 monocyte로 구성되

어 있었으나 targetcell과 conjugation을 이루며 cytotoxicacitivity을 보이는 세

포가 lymphocyte-likecell로 관찰되었다.

Cytotoxic activity는 어종 뿐 아니라 사료(Kiron et al., 1993), 수온

(Lemorvan-Rocheretal.,1995),fish strain (Ristow etal.,1995),스트레스

(Cuestaetal.,2003)에도 영향을 받는다.특히 수온이 낮거나 미성숙 개체에서

특이 면역능이 상대적으로 약할 때 Cytotoxicacitivity는 특히 중요하다.

Poly I:C는 포유류에 있어 typeIinterferons의 생산을 유도하여 먼저 NK

cells의 활성을 증가시킨다(Collier& Pruette,2000;Djeu,1979).그러나 Poly

I:C는 IL-12와 같은 다른 cytokine을 유도해서 NK cells의 활성을 증가시키기도

한다(Manettietal.,1995;Verdijk etal.,1999).포유류의 macrophage는 in
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vitro에서 PolyI:C로 유도한 NK cells의 활성에 반드시 필요로 한다(Reynolds

etal.,1981).PolyI:C로 유도한 NK cells의 cytotoxicactivity에서 2가지 주요

celltype이 있는데 하나는 NK cells이고 다른 cell은 macrophage로 예상되며,

macrophage는 NK cell을 활성화시키는 cytokine을 생성한다고 보고된 바 있다

(Hebert& Pruett,2002).어류의 NCCs가 targetcells을 살해하는 기작은 아직

잘 알려져 있지 않으나 포유류의 NK cells에 따르면,먼저 conjugation을 형성

하고 target cell과 접한 부위에 Golgi apparatus와 cytoplasm의 granule

exocytosis로 인해 cytolyticacitivity가 발생한다고 하였다(Iwana& Nakanishi,

1996).어류의 NCCs와 포유류의 NK cells와는 형태학적으로 차이가 있으며 어

종 간에도 cytotoxic acitivity를 보이는 세포가 차이가 있으므로 cytotoxic

activity의 기작이 같다고는 볼 수 없으나 유사한 pattern을 가지고 있을 것으로

사료된다.

Morvan-Rocher et al.(1995)에 따르면 잉어의 경우 20℃보다 12℃에서

cytotoxicactivity가 높지만 peripheralbloodleukocytes증식 정도는 20℃에서

더 높게 나타났으며 실험 시작보다 28시간째 유의적으로 높게 나타나 낮은 수

온에서 비특이 면역능을 강화시킨다고 보고한 바 있다.그러나 본 연구에서

cytotoxicactivity결과,20℃에서 E:Tratio가 50:1일 때 6.7%의 활성을 나타내

며 PolyI:C 25㎍/ml로 처리했을 때 약 17%로 유의적으로 높게 나타났으며 1

2℃에서는 1.2%로 활성이 매우 낮았고 Poly I:C 25㎍/ml로 처리했을 때 약

4.2%로 대조구보다 유의적으로 높게 나타나지만 20℃ 대조구보다 낮은 수치를

나타냈다.넙치의 cytotoxicactivity가 무지개송어(Ristow etal.,1995),차넬 메

기(Gravesetal.,1984),틸라피아(Jaso-Friedmann& Evans,1999)등의 담수 어

종에 비해 낮으며,gilthead sea bream (Cuesta etal.,2002),sea bass

(Cammarataetal.,2000),seabream (Cuestaetal.,2002)과는 유사하거나 낮았
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다.저수온기에 바이러스 감염 시 cytotoxiccells의 활성이 약한 것으로 여겨지

며 바이러스 감염 시,어류의 비특이 면역의 초기 방어에서 NCCs가 바이러스

증식을 억제시키지 못해 발병의 한 요인이 될 것으로 사료된다.

이상의 결과를 종합해 보면,VHSV는 invitro에서 4~20℃의 수온일 때 증식이

가능하지만 invivo에서 15℃ 이상의 수온에서는 감염력이 떨어지고 18℃에서는

바이러스의 병원성이 사라졌다.본 연구에서 사용한 넙치의 비특이 면역능 유전

자가 12℃보다 20℃에서 발현량이 증가했으며 20℃와 12℃ 수온의 넙치에 바이

러스 감염과 유사한 상태를 위해 PolyI:C투여 했을 때,항바이러스 면역 유전

자가 20℃ 시험구에서만 발현했으며 특히 온도에 다른 Nkcellreceptor의 발현

이 뚜렷하게 나타났다.바이러스 초기 면역 반응의 cytotoxicactivity가 12℃ 시

험구에서 나타났으나 20℃ 시험구보다 활성이 유의적으로 낮았다.

저수온기 VHS가 발병하는 것은 VHSV가 다른 수온에 비하여 상대적으로 높

은 감염력을 가지고 넙치의 비특이 면역능이 약해져 있기 때문인 것으로 사료

되며 VHSV감염에 대한 예방 대책에 대한 보다 다양하고 깊이 있는 연구가 이

루어져야 할 것이다.또한 본 연구에서 제작하여 사용한 비특이 면역 유전자는

발현과 invivo에서 나타나는 면역능의 정도를 밝혀 비특이 면역 유전자를 통한

넙치의 면역계 screening에 사용 가능할 것으로 사료된다.
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ⅤⅤⅤⅤ...요요요 약약약

VHS는 수온이 10~12℃의 저수온기인 겨울과 봄에 걸쳐 나타나는 바이러스성

질병으로 체색 흑화,복수 저류로 인한 복부 팽만,탈장과 같은 외부 증상을 나

타낸다.VHS가 저수온기에 나타나는 원인을 구명하기 위해 VHSV와 수온과의

관계,수온과 넙치면역력과의 관계를 밝히고 예방을 위한 기초 자료를 얻고자

하였다.

VHSV는 EPCcellline에서 10~20℃에서 증식한다.VHSV의 수온에 따른 해수

내의 생존 기간을 조사한 결과 4~20℃에서 생존하며 25℃이상의 해수에서는 접

종 후에 급격하게 비리온이 감소하였으나 약하게 활성을 나타냈다.넙치에 감염

을 일으키는 VHSV가 15℃ 이하의 수온에서는 감염력이 강하지만 18℃에서는

감염력이 나타나지 않았으며 바이러스도 검출되지 않았다.수온별 어체내 생존

기간 조사 시험 결과,20℃에서는 3일째 이후로 CPE가 관찰되지 않았으며,1

2℃에서는 1일째부터 CPE가 나타나 3일째는 접종 역가보다 높은 TCID50을 나

타내며 어체내에서 7일째 이후까지 높은 virustiter를 나타냈다.

수온 변화에 따른 넙치의 비특이 면역력을 조사하기 위해 비특이 면역 유전자

를 RT-PCR을 통해 발현량을 비교하였고 Polyinosinicpolycytidylicacid(Poly

I:C)투여로 항바이러스 면역을 유도하였다.PolyI:C를 주사했을 때 NK cell

receptor,TNF,IFN,IFN α-inducibleprotein,IRF1및 Mx1protein과 같은

항바이러스 비특이 면역 유전자의 발현이 증가하였으며,Nkcellreceptor유전

자가 온도의 영향을 받아 뚜렷한 차이를 보였다.

넙치 두신 백혈구의 부착과 비부착 세포의 조성은 유사했으나 부착세포에 비

해 비부착 세포에 lymphocyte-like백혈구가 다소 많이 존재했다.그리고 부착
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세포에서 Nkcellreceptor발현이 없었으나 비부착세포에서 많았다.Targetcell

과 conjugation을 일으키는 effectorcell은 lymphocyte-likecell로 넙치의 NCCs

가 lymphocyte-likecell로 여겨진다.

바이러스 감염 시 넙치의 비특이 면역 중 cytotoxicactivity가 effector:target

cellratio가 100:1일 때 20℃ 시험구에서 15.29±6.12%이며 12℃ 시험구는

4.8±2.23%이며 12℃보다 20℃가 유의적으로 증가하였다.

이상의 결과를 종합해 보면,우리 나라 VHSV 감염증은 저수온기(10-12℃)에

강한 병원성을 나타내며,이와는 달리 넙치는 비특이적 면역능이 약해지는 것이

겨울철 넙치의 VHSV감염증 발생과 관련이 깊을 것으로 생각하였다.
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