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Effect of Dexamethason and Polyinosinic - polycytidylic acid on 

Koi herpesvirus infection 

 

전유경 

부경대학교 대학원 수산생명의학과 

요약 

Carp (Cyprinus carpio) is a globally used fish species worldwide for food and 

ornamental purposes, with Asia accounting for 75% of total production. Viruses such as 

cyprinid herpesvirus-3 (carp herpesvirus, KHV), an infection caused by a pathogen 

contributing to the decline in carp aquaculture production, are transmitted globally through 

the live animal trade. Herpes viruses have a mechanism to remain latently infected in host 

cells and reactivate upon external stress, and latent infection can facilitate viral transmission. 

Similarly, KHV, an alloherpesvirus, can induce a latent infection depending on the host's 

immune status, but the pathway by which it evades cellular immunity is unknown. Therefore, 

to explain the latent infection, the infection characteristic of KHV at different immune states 

in the host could provide one of the important clues. This study aimed to determine genetic 

characterization for KHV recently isolated from necrotic gills and excessive mucus koi carp 

in aqua-farm in Korea and KHV infection characteristics in two different host cells’ immune 

status. The genotype of KHV identified was Asian, and the genetic sub-typing identified as 

A1, which is predominantly found in Asia. In this study, two immunomodulator agents 

(dexamethasone, DEX and polyinosinic-polycytidylic acid, Poly I:C) were used to alter the 
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immune status of the host (common carp brain (CCB) cell and carp), and they were infected 

with KHV by immunomodulator pre-treated respectively. The results showed that NF-κB 

was down-regulated in CCB cells after DEX treatment, which was different from the results 

of Poly I:C. Notably, the viral genome copy of KHV after DEX treatment was higher than that 

of CCB cells infected with KHV alone, indicating that innate immunity affects KHV infection. 

The results of this study suggest that innate immunity is likely to be an important factor in 

KHV infection and may be used as a basic study for the characterization of latent infection. 
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1. 서론 

 

잉어(Cyprinus carpio)는 전 세계적으로 식용 및 관상 어종으로 활용되는 어종으로 

전 세계 내수면 어류 양식 생산량의 약 38.3%(18807천 톤)를 차지하고 전체 생산량 

중 약 75%가 아시아 지역으로(FAO, 2022), 중국 약 53.06%(2600만 톤), 인도 약 

16.32%(800만 톤), 인도네시아 6.12%(300만 톤) 순으로 생산되고 있다. 잉어의 양식 

생산량 감소에 기여하는 주된 요인은 수질오염, 온도 변화, 양식장 환경 악화, 감염성 질

병이다.  

잉어의 생산성을 저하시키는 감염성 질병의 대표적인 원인체로는 Aeromonas 

hydrophila, Flexibacter columnaris 등 세균과 Alloherpesviridae, Rhabdoviridae 등의 

바이러스이며 특히, 잉어과 어류의 감염성 질병을 야기하는 바이러스 중 cyprnid 

herpesvirus(CyHV)는 지속적으로 확산되고 있는 실정이다(Hedrick et al., 2005). 

Cyprinid herpesivirus는 Alloherpesviridae 과 Cyprinivirus 속으로 분류되며 대표적

으로 3종이 잉어과 어류에서 감염성 질병을 일으킨다(Hanson et al., 2011). CyHV-1은 

잉어와 잉어과 어류에게 전신감염하며 성어에서 포진을 유발하고 (McAllister et al., 

1985; Calle et al., 1999), CyHV-2는 1992년 일본의 금붕어(Carassius auratus)에서 

처음 분리되어 기벨리오붕어(Carassius gibelio) 및 금붕어의 신장 및 조혈세포 괴사를 

일으키는 것으로 알려져 있다(Chang et al., 1999; Stephens et al., 2004). 또한, CyHV-

3은 koi herpesvirus(KHV)라고도 하며 16-25℃ 범위에서 다양한 연령대 잉어에 감염

되어 체표 점액 과다 분비 및 아가미 괴사 등의 증상을 야기한다.  

KHV는 잉어 및 잉어 아종에 대한 중요한 병인이며(Haenen et al., 2004; Sano et al., 

2004; Bergmann et al., 2004), 전 세계적으로 잉어과 어류의 양식산업에 경제적 손실을 
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초래하는 바이러스로 세계동물보건기구(World Organisation for Animal Health, WOAH)

에서 지정한 전염병 원인체이다. KHV는 thymidine kinase (TK) 유전자 염기서열의 계

통발생 분석을 통해 지역적으로 나누어진 두 가지(European, Asian) 유전형으로 분류되

며(Bigarre et al. 2009; Kurita et al. 2009), 추가적으로 SphI-5, 9/5, TK gene의 염기

서열 삽입/결손에 의한 유전 아형을 구별할 수 있다(Kurita et al., 2009). 프랑스의 수입 

검역 과정 중 이스라엘의 분리주와 같은 유전형의 KHV의 검출 사례(Pokorova et al., 

2005)와 더불어 1998년 말 미국에서 열린 비단잉어 전시회에서 검출된 KHV가 1998

년 5월 이스라엘에서 분리된 KHV와 동일한 유전형임이 밝혀져 개인간의 교류또한 바이

러스 전파의 요인으로 추측된다(Haenen et al., 2004). 뿐만 아니라 미국에서 검출된 유

전형은 1999년 미국 내 양식장에서도 검출되었으며 (Way et al., 2001) 영국에서 분리

된 적이 없는 KHV가 이스라엘로부터 수입된 비단잉어에서 검출되어 국제 교역을 통한 

국가 간 확산 가능성이 제시되었다(Haenen et al., 2004). 국내에서는 이미 2008년도에 

양식 중인 잉어에서 European type의 유전형이 검출된 점 (Kim et al., 2013)을 미루어 

볼 때 새로운 유전 아형이 나타날 수 있는 가능성을 배제할 수 없다. 

Herpesvirus의 복제 특성으로 세포에서 잠복감염 상태를 지속하며 확실한 감염이 

없는 상태에서 장기간 유전 정보를 유지할 수 있다(Minarovits et al., 2007; Roizman et 

al., 2001). 이러한 잠복 감염 특성은 병원체의 면역 회피의 수단이며(Takahashi et al., 

2019) 숙주는 잠재적인 carrier 상태로 미 감염개체에게 바이러스를 전파할 수 있는 가

능성이 있다. 인간 및 포유류에 감염을 일으키는 herpesvirus의 잠복기(Jones et al, 

2007) 와 유사하게 어류에 감염을 일으키는 KHV도 잠복 감염(latent infection)이 가

능한 것으로 보고되고 있다(St- Hilaire et al., 2005). 따라서, 숙주세포에서 잠복상태를 

유지하는 KHV 감염 특성에 대한 이해는 바이러스의 병원성 및 확산의 측면에서 중요하

다. 잠복기를 가지는 바이러스에 대한 면역억제제의 효과 평가 방법으로 dexamethason 
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노출 후 herpesvirus 감염에 대한 면역 반응을 억제함으로써 포유류 세포에서 단순포진

바이러스(Herpes simplex virus type 1, HSV-1), C형간염바이러스(Hepatitis C virus, 

HCV)의 바이러스 복제량의 변화를 측정하였으며 바이러스의 복제경로를 파악하였다

(Rootman et al., 1988; Harrison et al., 2019). 따라서, 이러한 herpesvirus의 복제 기

작을 따르는 KHV의 감염 특성 이해를 위해서는 숙주 면역체계에 영향을 줄 수 있는 면

역조절제의 노출에 대한 연구가 필요할 것으로 사료된다. 

본 연구에서는 2021년 국내 양식 중인 비단잉어에서 검출된 KHV의 Enlarged 

TK와 ORF136 유전자 분석을 통한 유전형 분류 및 Enlarged 9/5, Enlarged TK 

염기서열 결손/삽입 분석을 통해 유전아형을 파악하였다. 또한, KHV의 감염 특성을 

알아보고자 세포의 면역반응 억제를 유도하는 dexamethasone(DEX)과 면역반응을 

자극하는 polyinosinic-polycytidylic acid(Poly I:C)를 각각 common carp brain(CCB) 

세포와 잉어에 노출 후 KHV 감염에 따른 초기면역유전자 발현 및 바이러스 복제 

수준을 비교하였다. 
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2. 재료 및 방법 

 

1. Koi herpes virus 감염시료 

 

실험에 사용한 비단잉어는 2021년 5월 국내 전라남도 순천 소재의 내수면 

양식장에서 30마리 구매하였으며 평균 표준 체장은 9.90 ± 1.43cm, 평균 표준체중은 

15.71 ± 6.46g 이였다. 실험실로 운송될 당시 어류의 대부분은 빈사 상태로 

비정상적인 유영을 하고 있었으며, 아가미는 색이 변색되고 점액 과다하게 분비되어 

바이러스 감염이 의심되었다(Fig. 1). 바이러스 감염 여부를 확인하고자 개체별 아가미, 

신장, 비장 pooling 조직 20mg을 사용하여 YesGTM Cell Tissue mini kit(Genet bio, 

Korea)로 핵산을 분리하였고 제조사의 프로토콜에 따라 total DNA를 추출하였다. 

분리한 핵산 및 샘플링 이외의 조직은 이후 실험을 위하여 –80℃에서 냉동 보관하였다. 
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Figure 1. Clinical signs of domestic koi carp; (A) Gill necrosis, (B) Excess mucus.  
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2. PCR분석 

 

2.1 PCR 

 

잉어과어류의 바이러스 중 DNA 바이러스 (Cyprinid herpesivirus-1, -2 및 KHV) 

감염 확인을 위해서 상기에서 분리한 DNA를 주형으로 각 바이러스별로 PCR을 

수행하였다. RNA virus인 spring viremia of carp virus (SVCV)의 경우 yesR™ Total 

RNA Extraction Mini Kit(GenesGen, Korea)로 RNA를 추출하여 complementary 

DNA(iScript™ cDNA Synthesis Kit, Bio-Rad, USA)를 제작하였다. 각 PCR에 사용한 

primer 서열과 PCR 조건은 Table 1에 나타내었다. PCR amplification은 2X ExPrime 

Taq Premix(Genet Bio, korea) 10μL, 10pmol의 forward, reverse primer 각 1μL, 

nuclease-free water 7μL와 DNA(또는 cDNA) 1μL를 첨가하여 total volume이 

20μL가 되도록 하여 Alpha Cycler 1 (PCR max, United Kingdom) 기기를 사용하여 

수행하였다. PCR 증폭 산물은 HIQ Mango(BioD, Korea)가 첨가된 1.5% Agarose gel을 

0.5X TAE buffer(40mM Tris-acetate, 1mM EDTA)에 넣어 Mupid-2plus(Mupid, 

Japan)을 사용하여 전기영동을 실시하여 확인하였고, PCR 증폭 여부 및 산물의 크기에 

따라 양 음성 여부를 판정하였다. 
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2.2 Cloning 

 

Real-time PCR을 이용한 KHV의 정량 분석에 이용되는 표준 정량 곡선을 작성하기 

위하여 재조합 유전자를 제작하였다. 먼저, 조직에서 추출한 total DNA를 Table 1의 

KHV-86f/163r primer로 PCR을 수행하고, 증폭 산물(78bp)을 yesCTM Gel extraction 

mini(GenesGen, Korea)를 사용하여 정제하였다. 정제된 산물은 vector와 4℃에서 

18시간 동안 ligation 시킨 후 component cell(Escherichia coli DH5a-T1)를 100μL 

첨가하여 ice에서 30분간 반응시키고, 42℃에서 40초간 heat-shock을 준 뒤, 즉시 

ice에 옮겨 3분간 반응하였다. 이후 제작한 SOC(Tryptone 20g/L, Yeast extract 24g/L, 

NaCL2, 250mM KCL 10mg/L, 10ml of a sterile solution of 1M MgCl2, 20ml filter 

sterile 1M glucose/L)배지를 반응액에 250μL첨가 후 37℃에서 90분간 진탕 

배양하였다. 배양액은 Ampicillin 50μL/ml와 X-gal(5-Bromo-4-chloro-3-indoly–

b-D-galactopyranoside, Sigma, USA) 40μg/ml이 첨가된 LB(Luria-Bertani, Difco, 

USA) 평판 배지에 도말하여 37℃ incubator에서 20시간 동안 배양시켰다. Plate 내에 

흰색의 균 집락을 선택하여 Ampicillin 50μg/ml이 첨가된 LB broth에 희석하여 37℃ 

incubator에서 18시간 동안 배양 후 yesPTM Plasmid mini kit(Genesgen, Korea)를 

이용하여 plasmid를 분리하였다. 분리된 plasmid는 2.7ｘ109copies/μL로 10배씩 단계 

희석하여 표준 정량 곡선을 제작하기 위한 주형으로 사용하였다. 

 

  



 

- 8 - 

 

2.3 Real-time PCR 

 

KHV의 유전자 정량 분석을 위해서 Gilad et al (2004)가 보고한 real-time PCR을 

수행하였다. Real-time PCR 반응 혼합물은 HS Prime qPCR Premix(Genet Bio, Korea) 

10μL, 400nM의 forward, reverse primer(KHV-86f/KHV-163r) 각 0.8μL, 

80nM의 probe(KHV-109p) 0.2μL, ROX dye 0.4μL DW 6.8μL와 DNA 1μL를 

첨가하여 total volume은 20μL이 되도록 하였다. PCR 증폭은 StepOne™ Real-Time 

PCR Systems(Applied biosystems, USA) 기기를 사용하였으며 반응 조건은 Table 1에 

나타내었다. 정량 분석에 사용한 표준곡선은 상기 2.2장에 기재한 바와 같이 real-time 

PCR 표적 대상 부위를 pGEMⓇ-T Easy Vector System (Promega, USA)에 삽입하여 

제작한 plasmid DNA를 사용하였다.
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 Table 1. Primers and conditions used in this study 

Virus 

 

Primer Sequence (5' to 3') Condition Base pare Object Reference 

Cyprinid herpesvirus-1 STK1 –F CATGCAAGCTCGGAGACATA 94℃ 10min, 

(94℃ 30sec, 59℃ 40sec, 

72℃ 45sec) ｘ 35 cycles, 

72℃ 10min 

198 Detection Rahmati-

Holasoo, 

Hooman, et 

al., 2020 STK1 –R CGCAGTGGGGTATCAACTTT 

Cyprinid herpesvirus-2 CyHv-2HelF GGACTTGCGAAGAGTTTGATTTCTAC 94℃ 5min, 

(94℃ 30sec, 58℃ 45sec, 

72℃ 45sec) ｘ 35cycles, 

72℃ 10min 

366 Detection Waltzek et 

al., 2009 

CyHv-2HelR CCATAGTCACCATCGTCTCATC 

Spring viremia of carp virus SVCV F1 TCT TGGAGCCAA ATAGCTCARRTC (95℃ 1min, 55℃ 1min, 

72℃ 1min) ｘ 30cycles, 

72℃ 10min 

714 Detection Stone et al., 

2003 

SVCV R2 AGATGGTATGGACCCCAATACATHACNCAY 

Cyprinid herpesvirus-3 TK-F GGGTTACCTGTACGAG 94℃ 5min, 

(95℃ 1min, 52℃ 1min 

72℃ 1min) ｘ 40cycles, 

72℃ 10min 

409 Detection Bercovier et 

al., 2005 

TK-R CACCCAGTAGATTATGC 

Enlarged TK gene-F AACGCGGGCCAGCTGAACAT 94℃ 5min, 

(94℃ 30sec, 58℃ 30sec, 

72℃ 1min) ｘ 35cycles, 

72℃ 7min 

1001 Sequencing Kurita et al., 

2009 

 

Enlarged TK gene-R TGTGTGTATCCCAATAAACG 

Enlarged 9/5gene-F TCCAGCGACAGGATCTCTCG 95℃ 5min, 484 Sequencing Kurita et al., 
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Enlarged 9/5 gene-R 
TCTGCGTGCAGCTCTCCAAC 

(94℃ 30sec, 58℃ 30sec, 

72℃ 1min) ｘ 35cycles, 

72℃ 7min 

2009 

ORF 136 gene-F ATGAAGGCCTCTAAACTGC 95℃ 5min, 

(95℃ 30sec, 58℃ 45sec, 

72℃ 45sec) ｘ 30cycles, 

72℃ 10min 

611 Sequencing Zheng, et al., 

2017 
ORF 136 gene-R TTAGATTTTTCTAAAGTGCACG 

KHV-86f GACGCCGGCGACCTTGTG 50℃ 2min, 

95℃ 10min, 

(95℃ 15sec, 60℃ 1m) ｘ 

40cycles 

78 Quantification Gilad et al., 

2004 
KHV-163r CGGGTTCTTATTTTTGTCCTTGTT 

KHV-109p 6FAM-CTTCCTCTGCTCGGCGAGCACG-TAMRA 
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3. 유전형 분석 

 

3.1 계통발생학 특성 

 

상기 2.1에서 분리한 DNA를 주형으로 Kurita et al (2009)의 방법에 따라 

Enlarged TK gene을 증폭하였다. PCR 조건은 95℃에서 5분간 pre-denaturation 후, 

95℃에서 1분간 denaturation, 65℃에서 1분간 annealing, 72℃에서 30초간 extension 

하여 39 cycle 동안 반응하였고 72℃에서 7분간 post-extension 하였다. 또한 

바이러스의 막 단백질 중 ORF136 유전자의 증폭을 위해 95℃에서 5분간 pre-

denaturation 이후, 95℃에서 30초간 denaturation, 58℃에서 45초간 annealing, 

72℃에서 45초간 extension 하여 30 cycle 동안 반응하였고 72℃에서 10분간 post-

extension 하였다.  

KHV의 Enlarged TK 및 ORF136 유전자 증폭 산물의 염기 분석에 따라(Bionics 

Co, Korea) 변이 영역을 확인하였으며 NCBI(National Center for Biotechnology 

Information, USA)의 Genebank에 등록된 참조 서열과 함께 염기서열의 상동성을 

비교하였다. 또한 계통발생적 분석은 참조 서열과 함께 MEGA 11 software을 사용하여 

maximum-likelihood algorithm(1,000 bootstrap value)으로 계통수를 나타내었다.  
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3.2. 유전 아형 분석 

 

KHV 유전 아형을 분석하고자 Kurita et al (2009)에서 보고된 바와 같이 Enlarged 

TK, Enlarged 9/5 유전자 증폭 후 결손 및 반복 염기의 위치를 분석하였다. Enlarged 

TK 유전자 증폭을 위한 PCR 조건은 상기 3.1에 따라 수행하였고, Enlarged 9/5 gene 

증폭을 위해 94℃에서 5분간 pre-denaturation 후, 94℃에서 30초간 denaturation, 

58℃에서 30초간 annealing, 72℃에서 1분간 extension 하여 35cycle 동안 

반응하였으며 72℃에서 7분간 post-extension 하였다. 해당 유전자의 특이적인 증폭은 

Table 1의 primer를 이용하였으며 NCBI의 GenBank에 등록된 참조 서열과 함께 

염기서열의 상동성을 비교하였다.  
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4. Dexamethasone과 polyinosinic-polycytidylic acid 처리에 따른 

CCB세포에서의 KHV 감염 특성  

 

4.1 Koi Herpesvirus 배양 

 

KHV 배양을 위해서 ECACC(European Collection of Authenticated Cell Cultures, 

England)에서 구매한 CCB 세포(Common Carp Brain cell, Cat no. 10072802)을 

25℃에서 T25 plask(SPL Life Sciences, Korea)에서 배양하였다. 세포 성장 및 유지를 

위해 BME medium(BME, Welgene, Korea)에 2% fetal bovine serum(FBS; Gibco, 

USA), 1X Gentamicin(Gentamicin Solution; Welgene, Korea), 1M HEPES(Welgene, 

Korea), 1X non-essential amino acids (NEAA; Gibco, USA), Glucose 

solution(Glucose Solution, Gibco, USA)을 첨가한 세포 배양배지를 사용하였다. 세포 

계대배양 2일 후에 새로운 배지로 교환하였으며 95% confluency를 나타내는 5일차에 

배양배지를 제거하고 trypsin(Gibco, USA)을 사용한 세포 수득을 통해 계대배양 하였다.  

KHV PCR에서 양성으로 확인된 어류의 신장 100mg과 BME medium 700μL를 

혼합하여 bead tube로(OMNI, USA) 마쇄한 원액 500μL를 BME medium에 10배 

희석하여 1X Gentamicin와 상온에서 3시간 동안 반응시켰다. 반응 후 4℃에서 10분간 

15,493ｘg으로 원심분리한 뒤 상등액을 0.45um filter로 여과하여 그 중 500μL를 95% 

confluency로 성장된 CCB 세포에 첨가하였다. 접종한 T-25 flask는 23℃에서 2주간 

배양하였으며, KHV가 세포에서 나타내는 CPE인 다수의 공포를 보일 때 -80℃와 

상온(25℃)에서 3회 Freezing & Thawing을 통해 바이러스 배양액을 제작하였다. 

수득한 배양 원액은 세포 유래물질 제거를 위해 4℃의 500ｘg에서 10분간 

https://www.bing.com/search?q=fetal+bovine+serum&FORM=QSRE1&PC=LGTS
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centrifuge한 상층액을 0.45um filter로 여과하여 -80℃에서 보관하였다.   
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4.2. Dexamethasone 과 polyinosinic-polycytidylic acid 처리 농도 결정  

 

4.2.1 NF-κB 

 

세포에 면역조절제 처리 시 면역억제제로서 dexamethason(DEX)과 면역자극제로

서 polyinosinic–polycytidylic acid(Poly I:C)를 사용하였다. 두 가지 면역조절제를 농도

별로 처리한 CCB 세포에서 NF-κB의 발현량을 확인 후 가장 뚜렷한 발현 시점과 농

도를 확인하였다. T75-plask에서 배양한 CCB 세포를 수득한 후 Cell Counting Kit-8

로 계수하여 24well plate에 5 × 104cells/well 농도로 seeding하였다. 18 시간 동안 

배양한 CCB세포에 다양한 농도의 면역조절제를 각 100μL씩 투여하여 그룹별 3반복구

로 수행하였다. 면역조절제 노출 6, 12, 24, 48 시간 후에 세포에서 RNA를 추출 후 

complementary DNA(cDNA)를 제작하였고 house keeping 유전자인 β-actin을 기준

으로 상대발현을 분석하였다. 

Real-time PCR 조성은 SYBR Green(PrimeQ-mastermix, genetbio, Korea) 10μ

L, forward, reverse primer 각 1μL, ROX dye 0.4μL, DW 6.6μL와 cDNA 1μL를 첨

가하여 분석하였다. 분석이 끝난 후 NF-κB의 발현량은 delta delta CT relative 

quantitation법을 이용하여 β-actin 발현에 따른 상대적인 정량으로 비교하였다. 사용

한 primer의 염기서열 및 real-time PCR protocol은 Table 3에 나타내었다. 마지막 

cycle 후에는 모든 반응물에 대하여 60℃부터 95℃까지의 영역에서 melting curve분석

을 실시하였다. 
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Table 2. SYBR-Green based real-time PCR primers used in this study. 

Target gene GenBank accession no. Sequence (5' to 3') Product (bp) Condition Reference 

IFN-1 AB376666 F : ACCAAACCCAAATGTGGACGTG 97 

95℃ 10min 

(95 ℃ 30sec, 55℃ 30sec, 

72℃ 30sec) ｘ 40cycles 

Kitao et al., 2009 

R : CCACTCATTTCCCGAAGCAGA 

ß-actine M24113 F : CAAGATGATGGTGTGCCAAGTG 352 Liu et al., 1990 

R : TCTGTCTCCGGCACGAAGTA 

IRF7 JQ698666 F : TCCACTGAGGGTCTGATTGA 148 Adamek et al., 2012 

R : CGCTGGTGCTGACGAAGA 

NF-κB XM_042736838 F : GATAGTGCCTTACCCTGCCTT 156 Onara et al., 2008 

R : ATCTGTGCTCTGCTTGTCCT 

TNF-α AJ311800 

F : TTATGTCGGTGCGGCCTTC 

101 

94°C 5 min 

(95°C 30sec, 63°C 30sec, 

72 °C 1min) ｘ 40cycles 

Zhang et al., 2018 

R : AGGTCTTTCCGTTGTCGCTTT 
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4.3 Dexamethasone과 polyinosinic-polycytidylic acid 처리에 따른 KHV 역가 분석 

 

5 × 104cells/well로 seeding하여 18시간동안 배양한 CCB 세포에 3반복구로 

2μg/ml 농도의 DEX와 0.05μg/ml 농도의 Poly I:C를 6시간 동안 전 처리 후 배지를 

제거하고, KHV를 2시간 동안 감염시켰다. 그 후 Hanks' Balanced Salt Solution(HBSS, 

Welgene, Korea)로 3회 세척 후 제거하고 새로운 배양배지를 300μL 첨가하였다. 6, 

12, 24, 48, 96, 168시간 후 상등액 200μL에서 extracellular 바이러스에 대한 

genome copy 값을 분석하였으며, 세포를 용해시킨 intracellular 바이러스에 대한 

정량적 분석을 실시하였다. 세포에서 total DNA를 분리(yesGTM Cell Tissue mini kit, 

Genesgen, Korea)하여 상기 2.3의 PCR 조성으로 viral genomic copy를 측정하였으며 

real-time PCR 분석에 사용된 primer 염기서열 및 조건은 Table 1에 기재하였다. 
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5. Dexamethason과 polyinosinic-polycytidylic acid 처리 후 Koi 

Herpesvirus감염에 따른 어류의 영향 

 

5.1 초기면역인자 발현 및 조직 내 virus genome copy분석 

 

2주간 23℃에서 순치한 잉어(16.14 ± 1.86cm, 21.72 ± 5.35g)에 DEX 2μg/ml 

또는 Poly I:C 0.05μg/ml를 100μL 복강 주사한 그룹과, 각 면역조절제 노출 6시간 후 

KHV 5 × 102.3TCID50/fish로 100μL 접종한 실험구로 나누었다(Fig. 2). 총 6개의 

그룹에 각 9마리의 잉어를 8L 수조에 수용하여 바이러스 증식에 적합한 23℃에서 

유지하였다. 면역조절제 노출 후 바이러스를 접종하고 12, 24, 48 시간 후에 그룹별로 

각각 3마리씩 sampling하여 개체당 신장 조직 20mg을 두 개씩 소분하였다. 한 

개체에서 추출한 두 개의 신장 조직 샘플은 면역조절제 노출 후 바이러스 접종에 의한 

면역인자 발현 분석과 virus genome copy 차이 분석에 각각 사용되었다. 

 면역인자의 발현을 확인하기 위하여 조직샘플에서 RNA를 추출하고 cDNA를 

제작하였다. 면역인자의 발현량은 β-actin과 target gene의 비교에 따른 상대적 

정량으로 비교하였으며 아래의 delta delta CT relative quantitation법을 이용하여 

계산하였다. 면역인자의 발현량 분석에 사용된 PCR 조성은 상기 4.2.1과 같고, Table 

3의 조건과 primer에 따라 분석하였다. 

 

ΔCt = target gene Ct - β-actin Ct 

ΔΔCt = ΔCt immunomodulator – ΔCt control 

Gene expression = 2-ΔΔCt 
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그룹 간 virus genome copy 차이에 관한 분석을 위해 조직 샘플에서 DNA를 

추출하여 정량적으로 분석하였다. Virus genome copy의 정량분석은 상기 2.3의 PCR 

조성과 primer에 따라 분석하였다. 
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Figure 2. Overview of carp injection study design. 1st injection means 

immunomodulation (DEX or Poly I:C) exposure and 2nd injection is KHV. 

Arrow in hollow at the top represents the time scale hours after 

immunomodulation treatment. At time 1st injection carp were injected with 

DEX or Poly I:C and PBS in controls. And time 2nd injection carp were 

injected with KHV, PBS in controls. Carp were challenged by 

intraperitoneal injection with KHV 6 hours after 1st injection. Three carp 

in each of 6 groups were sacrificed at the time 12, 24 and 48hours after 

2nd injection. For analysis, 40mg of kidney was extracted from one 

individual and divided into two
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3. 결과 

 

1. Koi Herpesvirus의 identification 

 

1.1 PCR amplification 

 

상기 바이러스 감염을 추정 진단한 비단잉어 샘플에서 잉어과 어류에 감염을 

일으키는 감염성 바이러스에 대한 PCR 수행 결과 KHV가 검출되었다. PCR 분석 결과 

30개체 중 29개체에서 TK gene의 특이적인 증폭 산물이 확인되었으며, real-time PCR 

결과, Hammoumi et al (2016)의 감염 기준에 따라 고농도 감염(1 × 106copies/μL 

초과)은 전체의 30%, 저농도 감염(1.5 × 105copies/μL 이하)은 70%로 나타났다 

(Fig. 3). Real-time PCR 분석으로 고농도 KHV 감염을 확인한 비단잉어 신장 조직을 

마쇄하여 80% confluency의 CCB 세포 T25-flask에 접종하였을 때 14일 후에 

세포에서 herpesvirus가 나타내는 CPE(cytopathic effect)인 세포 내 공포 형성이 

확인되었으며(Fig. 4) 이때 flask의 상등액에서 접종 농도 대비 virus genome copy가 

증가한 것을 확인하였다. 
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Figure 3. The quantification of KHV genome copies in the kidney of koi carp with 

clinical symptoms. The low-level group is determined as having ≤1.5 × 

105 copies/μL, while the high-level group has >1 × 106 copies/μL. The 

dots on the figure is the virus genome copy numbers of each individual, 

the straight lines indicate the mean values of each group.  
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Figure 4. Cytopathic effect of KHV in CCB cells (A) 80% confluency of control cells, 

(B) 14 days post KHV inoculation.  
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2. 유전형 분석 

 

KHV의 유전형 및 유전아형 분석을 위해 Enlarged 9/5, Enlarged TK 및 ORF136 

유전자 염기서열을 분석하였다. Enlarged TK의 계통발생학적 분석을 통해서 본 

연구에서 검출된 KHV(ScKc-2105)는 Asian type으로 분류되었다 (Fig. 5). 또한, 

Asian type KHV에서만 ORF 136 유전자 no. 115 부위의 “TGGTCCTCTACC” 

염기의 존재를 확인할 수 있었다(Table 2, Fig. 6).  

Kurita et al (2009)에 따라 유전자 아형을 분석한 결과, 본 연구에서 검출된 

KHV는 Enlarged 9/5 gene의 2개의 변이부분에서 Asian type의 참조서열과 동일한 

염기를 나타내었다. Enlarged TK gene의 분석 결과 8개의 변이 부분 중 Asian type의 

유전 아형을 분류하는 주요 기준인 no. 877-885 region의 연속적인 “T” 염기의 

개수가 7개로 분석되어 Asian type 하위 유전아형 중 A1으로 분류되었다 (Table 2, Fig. 

6). 
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Table 3. Sub-genotyping of KHV by analysis variant regions of ORF136 gene, Enlarged 9/5 gene, Enlarged TK gene 

Strain name 
GenBank  

Accession no. 
Origin Area Year 

ORF136 Enlarged 9/5 gene region Enlarged TK gene region Genotype

/ 

variant 115-126 184-187 212-218 94 778 
813-

814 
849/850 877-885 945-956 

957-

958 
961-967 

ScKc-2105 - Koi carp Korea 2021 TGGTCCTCTACC TTTT AAAAAA C A - AA TTTTTTT CTTTAAAAAAAA - AGATATT A1 

J2_101110 KX544843 Common carp Indonesia 2010 TGGTCCTCTACC TTTT AAAAAA C A - AA TTTTTTT CTTTAAAAAAAA - AGATATT A1 

CB4_181110 KX544844 Common carp Indonesia 2010 TGGTCCTCTACC TTTT AAAAAA C A - AA TTTTTTT CTTTAAAAAAAA - AGATATT A1 

J1_101110 KX544845 Common carp Indonesia 2010 TGGTCCTCTACC TTTT AAAAAA C A - AA TTTTTTT CTTTAAAAAAAA - AGATATT A1 

I_09_2i3 KX544846 Common carp Indonesia 2009 TGGTCCTCTACC TTTT AAAAAA C A - AA TTTTTTT CTTTAAAAAAAA - AGATATT A1 

I_10_3 KX544847 Common carp Indonesia 2010 TGGTCCTCTACC TTTT AAAAAA C A - AA TTTTTTT CTTTAAAAAAAA - AGATATT A1 

PP3_070411 KX544848 Common carp Indonesia 2011 TGGTCCTCTACC TTTT AAAAAA C A - AA TTTTTTT CTTTAAAAAAAA - AGATATT A1 

T MG925491 Common carp Taiwan  TGGTCCTCTACC TTTT AAAAAA C A - AA TTTTTTT CTTTAAAAAAAA - AGATATT A1 

TUMST1 AP008984 Koi carp Japan 
2003~ 

 2005 
TGGTCCTCTACC TTTT AAAAAA C A - AA TTTTTTT CTTTAAAAAAAA - AGATATT A1 

GY-01 MK260013 Common carp China 2018 TGGTCCTCTACC TTTTT AAAAAAAA C A AT AA TTTTTTTT CTTTAAAAAAAA CA AGATATT A2 

Cavoy MG925485 Common carp Israel 1998 - TTTT AAAAAAA C G AT - TTTTTTTTT CTTTAAAAAAAA CA AGATATT E1 

FL MG925487 Common carp Belgium  - TTTT AAAAAAA C G AT - TTTTTTTTT CTTTAAAAAAAA CA AGATATT E1 

I MG925489 Common carp Israel  - TTTT AAAAAAA C G AT - TTTTTTTTT CTTTAAAAAAAA CA AGATATT E1 

KHV-U DQ657948 Koi carp USA 2003 - TTTT AAAAAAA C G AT - TTTTTTTTT CTTTAAAAAAAA CA AGATATT E1 

E MG925486 Common carp UK  - TTTT AAAAAAA C G AT - TTTTTTTTTT CTTTAAAAAAAA CA AGATATT E2 

KHV-I DQ177346 Koi carp Israel 1998 - TTTT AAAAAAA C G AT - TTTTTTT CTTTTTAAAAAA CA AGATATT E3 

KHV-GZ11 KJ627438 Koi carp China 2015 - TTTT AAAAAAA C G AT AA TTTTTTTTT CTTTAAAAAAAA CA AGATATT E4 

MN MT914509 Common carp USA 2019 - TTTT AAAAAAA C G AT AA TTTTTTTTT CTTTTAAAAAAA CA AGATATT E4 

PoB3 KX544842 Common carp Poland 2013 - TTTT AAAAAAA C G AT AA TTTTTTTTT CTTTAAAAAAAA CA AGATATT E4 

GZ11-SC MG925488 Common carp China  - TTTT AAAAAAAA C G AT AA TTTTTTTTT CTTTAAAAAAAA CA AGATATT E5 
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Figure 5. Phylogenetic analysis of the Enlarged TK gene of koi herpesvirus identified from koi carp. The phylogenetic tree was constructed 

using the Maximum-likelihood algorithm with 1,000 bootstrap replicates using MEGA software (ver.11.0.10). Specific genogroups 

are denoted by different colors: Asian (red) and European types (blue). This study’s isolate (ScKc-2105) is highlighted in bold and 

red.
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 Figure 6. Sequence analysis of the Enlarged TK gene and ORF136 gene. (A) The 

Asian type variants were determined based on the number of serial “T” 

nucleotides in no. 877-885 region. Specifically, variants with 8 

nucleotides were classified as A2, while with 7 nucleotides were 

classified as A1. (B) Partial sequences exist in the Asian type.  



 

28 

 

3. CCB(Common Carp Brain)세포에서 Dexamethasone과 polyinosinic–polycytidylic 

acid 처리에 따른 KHV 배양 특성 

 

3.1 KHV 배양 

 

KHV 역가(virus genome copy 와 TCID50/mL) 간의 상관관계를 파악하고자 

24well plate에 5 ｘ 104cells/well의 CCB 세포를 seeding 후 18시간 동안 배양하였고, 

연속적으로 10배씩 희석한 바이러스 접종액을 5구간으로 5반복하여 접종하였다. 

원액에서는 접종 3일 후에 세포 내 공포를 나타내기 시작하였으며 최종적으로 14일에는 

5 ｘ 103.3TCID50/mL임을 확인하였다. 또한 virus 배양원액 genomic copy를 

정량적으로 측정하였을 때 원액에서 9.66 ｘ 109copies/mL로 산출되었으며 배양한 

KHV와 TCID50의 상관관계는 Figure 7에 나타내었다. 
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Figure 7. Correlation between TCID50/mL results from titration on CCB cells with 

the Reed and Muench method and genomic copies of KHV.  
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3.2. Dexamethasone 과 polyinosinic–polycytidylic acid 처리 농도 설정 

 

면역조절제 처리에 의한 면역인자방출 효율이 가장 높은 농도와 시간을 결정하기 위

해서 CCB 세포에 DEX와 Poly I:C를 농도별로 처리하였다. 처리 후 6, 12, 24, 48 시간 

후에 세포에서 RNA를 추출 후 cDNA를 제작하였으며 delta delta CT relative 

quantitation 법을 이용하여 β-actin과 NF-κB의 비교에 따른 상대적 정량으로 발현

량을 비교하였다.  

DEX 처리 그룹의 경우 2μg/mL의 농도 구간에서 6시간 후 대조구의 NF-κB발현

량과 비교하여 가장 낮았다(0.81배). Poly I:C 처리 그룹의 경우 0.05μg/mL의 농도 처

리 구간에서 6시간 후에 가장 높은 발현량(18.82배)을 보였으며 48시간까지 연속적인 

하향 발현을 나타내었다. 따라서 이 후 바이러스 감염 실험에서 면역조절제의 농도로 

DEX는 2μg/mL, Poly I:C는 0.05 μg/mL 농도를 사용하였다(Fig. 8).  

  



 

31 

 

6 12 24 48

0.1

1

10

100

NF-kB

Time (h)

R
e
la

ti
v

e
 m

R
N

A
 e

x
p

r
e
ss

io
n

DEX 2ug/ml

DEX 0.2ug/ml

DEX 0.02ug/ml

DEX 0.002ug/ml

Poly I:C 5ug/ml

Poly I:C 0.5ug/ml

Poly I:C 0.05ug/ml

 

Figure 8. Expression of NF-κB in CCB cells treated with various concentrations of 

immunomodulators (DEX, Poly I:C). The cDNA was quantified using real-

time PCR and then statistically analyzed via two-way ANOVA (P < 0.05) 

using GraphPad Prism version 9.5.1.  
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3.3 Dexamethasone과 polyinosinic–polycytidylic acid 전 처리에 따른 Koi 

Herpesvirus 감염역가 비교 

 

면역조절제 전 처리 후 KHV 감염에 따른 virus genome copy를 분석하고자 24 

well plate에 18시간 동안 배양한 CCB 세포에 면역조절제로서 2μg/mL의 

DEX(DEX+KHV), 0.05μg/mL의 Poly I:C(Poly I:C+KHV)를 각 100μL씩 첨가 후 

KHV를 접종하였다. 바이러스 접종 이후 6, 12, 24, 48, 96, 168 시간에 

세포(Intracellular)와 상등액(Extracellular)에 존재하는 KHV의 virus genome copy를 

산출하여 면역조절제 처리에 따른 바이러스의 역가를 비교하였다. Intracellular의 

바이러스 복제량과 Extracellular 바이러스 복제량을 비교하였을 때 Intracellular의 

모든 실험구에서 Extracellular보다 더 높은 virus genome copy를 나타냈다.  

Intracellular와 extracellular 사이의 virus genome copy 분석에서 DEX와 Poly 

I:C를 각각 전 처리 후 KHV를 접종한 그룹, 바이러스만 접종한 세 가지 그룹에서 

6시간 후에 각각 2.1배, 3.41배, 4.44배 차이가 있었으며 12시간의 경우 4.55배, 3.79배, 

4.97배로 차이가 늘었으나, 24시간의 경우(각 1.11배, 1.39배, 1.84배)와 48시간(각 

1.34배, 1.26배, 1.75배)의 경우에는 세포 내 복제량과 세포 외 방출량에 차이가 

적었지만, 이후 96시간부터는 각 4.85배, 4.30배, 2.71배로 차이가 많아지기 시작했다. 

168시간 후에 DEX+KHV 그룹에서 6.67, KHV 그룹에서 7.94배로 접종 시간 별 가장 

높은 방출량 차이를 나타냈지만, Poly I:C+KHV 그룹에서는 2.78배로 상대적으로 낮은 

복제량 차이를 나타냈다.  

또한 모든 시간 구간에서 면역조절제 처리의 여부에 따른 바이러스 genome copy에 

차이를 보였다. Intracellular의 경우 DEX+KHV 그룹이 KHV만 접종한 그룹보다 모든 

시간구간에서 1.12~1.53배 더 높은 역가를 나타내었고, Poly I:C+KHV 그룹은 
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0.33~0.92배 낮은 역가를 나타내었다.  Extracellular의 경우 바이러스 접종 후 48시간 

까지는 DEX+KHV 그룹이 KHV만 접종한 그룹보다 높았지만 168시간의 결과에서는 

이전보다 낮은 복제량 차이를 나타내었다. 한편, 6시간 후에 Poly I:C+KHV 그룹은 

KHV만 접종한 그룹과 비슷한 바이러스 역가를 나타내었는데 이후에는 차이가 증가하여 

168시간 후에는 Poly I:C+KHV 그룹에서 0.65배 낮게 측정되었다.  

결론적으로 모든 시간 구간에서 DEX를 전 처리 후 KHV를 접종한 그룹이 KHV만 

접종한 그룹 보다 virus genome copy가 더 높게 측정되었고, Poly I:C를 전 처리 후 

KHV를 접종한 그룹이 KHV만 접종한 그룹 보다 낮게 측정되어 면역조절제에 의한 

바이러스 복제량에 차이가 있음을 확인하였다(Fig. 9). 
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Figure 9. Virus genomic titer (means ± SD) after pre-treated with DEX or Poly I:C. 

Then KHV genomic copy was quantified in (A) Intracellularly, (B) 200μL 

of supernatant after 6, 12, 24, 48, 96, and 168 hours from virus infection.  
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3.4 Dexamethasone과 polyinosinic–polycytidylic acid 처리 후 KHV접종에 따른 CCB 

cell의 초기 면역인자 발현 비교 

 

각 농도의 DEX와 Poly I:C를 처리한지 6 시간 후 바이러스를 접종하였으며 각 

시간 구간에서의 면역유전자 방출량을 분석하였다(Fig. 10). 

Interferon (IFN-1) 발현에서 KHV 접종 그룹의 경우 24시간 까지는 연속적인 

상향 발현을 보이다가 48시간 후에 대조구보다 하향 발현되어 KHV 접종그룹의 IFN-1 

방출은 24시간에 가장 많이 방출되었고 이후 시간에는 감소하였다. DEX+KHV 그룹의 

경우 6시간에는 IFN-1에서 유의미하지 않은 하향 발현을 나타내었지만 12시간 에는 

오히려 낮은 상향 발현을 보였고 24시간 후에는 대조구와 비슷한 수준을 보이다가 

48시간에는 Poly I:C와 비슷한 수준으로 1.51배 상향 발현되었다. 반면에 Poly 

I:C+KHV 그룹의 경우 바이러스 접종 6시간 후에 대조구보다 2.36배 상승하였으며 

24시간 까지는 감소하다가 48시간에는 다시 증가하는 경향을 보였다.  

Interferon regulatory factor 7 (IRF7)의 경우 모든 실험구에서 6시간 후 

대조구보다 상향 발현을 보이다가 12시간에 DEX+KHV 그룹과 Poly I:C+KHV 

그룹에서 각각 1.78배, 1.44배 유의미한 상향 발현을 보였고, 24시간 후에는 이전보다 

낮은 발현량을 나타내었으나 48시간에는 각각 1.48, 1.47배 상향 발현되었다. 반면에 

KHV 접종 그룹의 경우 48시간에 대조구보다 하향 발현된 것으로 분석되었다. 

NF-κB의 경우 KHV 접종 그룹에서 6시간 후, 1.24배의 상향 발현을 보였지만 

이후 연속적으로 줄어들어 24시간 후 대조구보다 하향 발현되었다. DEX+KHV 

그룹에서는 전체 시간 구간에서 대조구에 비교하여 하향 발현을 나타내었다. Poly 

I:C+KHV 그룹의 경우 6시간의 대조구보다 3.21배 상향 발현되었으며 이후 

24시간까지 연속적으로 발현량이 줄어 24시간에는 1.34배 상향 발현되었으나 
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48시간에는 전보다 상승하여 대조구보다 2.50배 상향 발현되었다. 모든 실험구에서 

24시간 까지는 6시간 보다 발현량이 줄어들지만 48시간 이후에는 상승하였다.  

TNF-α의 경우 면역조절제 처리를 한 실험구에서 12시간 까지는 발현량이 

상승하다가 이후에는 연속적으로 줄어들었다. KHV만 접종한 실험구의 경우 6시간 후에 

대조구보다 1.30배 낮은 상향 발현을 나타내었고 이후의 실험구에서도 유의미한 차이를 

보이지 않았다. 반면에 48시간에는 모든 그룹에서 가장 낮은 유전자 발현을 나타내었다. 

한편, DEX+KHV 그룹의 경우 모든 시간 구간에서 상향 발현을 나타내었고 12시간 

후에는 대조구보다 2.36배 상향 발현되었다. 
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Figure 10. CCB cells inoculated KHV after being pre-treated with DEX or Poly I:C. The expression of innate immune factors 

was then measured after 6, 12, 24, and 48 hours from virus infection ((A) IFN, (B) IRF7, (C) NF-κB, (D) TNF-

α).
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4. 잉어에서 Dexamethasone 과 polyinosinic–polycytidylic acid 처리에 따른 virus 

감수성 비교 

 

4.1 초기면역인자 발현 비교 

잉어에게서 면역조절제 처리(DEX-con, Poly I:C-con)와, 처리 후 

KHV접종(DEX+KHV, Poly I:C+KHV)에 의한 초기 면역인자 발현을 분석하였다. 

면역인자의 발현 분석은 1, 2차 접종에서 모두 PBS만 접종한 대조구와 비교되었다(Fig. 

11). 

IFN-1의 경우 KHV 접종그룹에서 접종 24시간 후 대조구보다 하향 발현되었지만 

48시간 후에는 8.75배 상향 발현되었다. DEX-con의 경우 48시간 후 발현량에서 

대조구보다 0.72배 하향 발현되었으나 전 처리 후 KHV를 접종하였을 때 5.55배 

상승하는 결과를 나타내었다(P < 0.0001). Poly I:C-con의 경우 대조구보다 5.90배 

상승하였고 Poly I:C+KHV의 경우 17.24배 상향 발현되었다(P = 0.0047).  

IRF7의 경우 KHV 접종그룹에서는 24시간 까지는 대조구의 발현량과 비슷하거나 

유의미하지 않게 하향 발현되는 결과를 나타내었지만 48시간 후에는 24.64배 상향 

발현되었다. DEX-con과 Poly I:C-con 또한 24시간 까지는 유의미하지 않은 발현을 

나타내었지만 48시간 후에는 각각 18.52배, 17.37배 상향 발현된 결과를 나타내었다. 

또한 각 면역조절제 처리 후 KHV를 접종한 그룹에서는 각 236.95배, 257.22배 

상승하였다(P < 0.0001).  

NF-κB의 경우 KHV 접종그룹에서는 48시간까지 연속적인 상향 발현을 

나타내었으며 48시간 후 에는 9.94배 상향 발현되었다. DEX-con의 경우 12시간에는 

대조구보다 유의미하지 않은 상향 발현을 나타내었지만 이후 시간에는 대조구보다 낮은 

발현을 나타내었다. 반면에 DEX+KHV의 경우 24시간 까지는 대조구와 차이가 많진 
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않았지만 48 시간 후에는 13.91배 상향 발현 되었다(P < 0.0001). Poly I:C-con과 

Poly I:C+KHV 그룹에서 모든 시간 구간에서 대조구 대비 상향 발현을 나타내었지만 

(5.29배, 7.62배) 전 처치 후 KHV 접종한 그룹이 접종하지 않은 그룹보다 1.37배 더 

많이 발현되었다. 

TNF-α의 경우 KHV 접종그룹에서 24시간에 가장 낮고(0.61배) 48시간에 가장 

높은 결과(39.65배)를 나타내었다. DEX-con의 경우 12시간에 가장 높은 발현을 

보였는데(4.12배) 이후 시간에는 연속적으로 하향 발현되어 48시간 후에는 대조구와 

0.03배 차이가 있었다. 반면에 DEX+KHV의 경우 24시간까지 대조구과 큰 차이를 

보이지 않다가 48시간 후에는 모든 시간 구간 중 가장 높은 44.72배 상향 발현이 

확인되었다(P < 0.0001). Poly I:C-con의 경우 DEX-con과 마찬가지로 12시간에 가장 

높았고 이후 시간에는 연속적으로 하향 발되었는데 24시간 후는 대조구보다 유의미하지 

않은 하향 발현을 나타내었다. 반면에 Poly I:C-t는 48시간 후에 35.70배 상향 

발현되었다(P < 0.0001). 
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Figure 11. Expression of innate immune factors in only treatment DEX or Poly I:C groups, KHV injection with pre-treated each 

immunomodulator. Another group is injected with only KHV.
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4.2 시간별 koi herpesvirus 역가 변화 비교 

 

KHV 접종 이전에 면역조절제에 노출된 그룹(DEX+KHV, Poly I:C+KHV)과, 

노출되지 않은 그룹(KHV)에서 감염 초기의 virus genome copy 발현 차이를 

알아보고자 하였다. KHV만 접종한 그룹에서 접종 12시간 후 신장 조직 1mg에서 

1.48ｘ103copies/mg를 나타내었고 실험 종료 시점인 48시간 후에는 

1.36ｘ103copies/mg로 지속적인 바이러스의 복제가 관찰되지 않았다(Fig. 12). 한편, 

면역자극제로서 Poly I:C를 전 처리 후 KHV를 접종한 그룹의 경우 12시간후에 1.14 

ｘ 103copies/mg, 48시간 후에는 1.12 ｘ 103copies/mg의 virus genome copy를 

나타내어 면역자극제 전처리에 따른 KHV 복제에 차이가 나타나지 않았다. 반면에 

면역억제제로서 DEX를 전 처리 후 KHV를 접종한 그룹의 경우 12시간에 신장 조직 

1mg에서 1.16 ｘ 104copies를 나타내었고 24시간에는 7.03 ｘ 104copies/mg, 실험 

종료 시점인 48시간 후에는 1.70 ｘ 105copies/mg를 나타내어 면역억제제에 처리에 

의한 지속적인 바이러스 증식이 확인되었다.  
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Figure 12. Quantification of KHV genome copies in groups (n=3) injected with KHV 

after pre-treated with DEX or Poly I:C, and injected with only KHV group.  
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4. 고찰 

 

본 연구에서는 국내 양식 중인 비단잉어에서 검출된 KHV에 대해 유전형 및 아형에 

대해 분류하였으며, 면역 반응 억제 유도 물질인 DEX와 자극물질인 Poly I:C 노출에 

따른 KHV 감염 특성을 알아보고자 CCB 세포 및 잉어에서의 초기 면역유전자 발현과 

바이러스의 복제 수준을 분석하였다.  

본 연구에서 검출된 KHV의 Enlarged TK 유전자 염기서열에 대한 계통발생학적 

상관관계를 분석한 결과 Asian type으로 분류되었으며 (Fig. 5), 인도네시아, 일본, 대만, 

국내에서 보고된 바이러스와 동일한 그룹 내에 속하였다(Hammoumi et al., 2016; Aoki 

et al., 2007; Gao et al., 2018). 또한 Kurita et al. (2009)의 방법으로 KHV의 Enlarged 

9/5 유전자의 두 가지 변이영역과 Enlarged TK gene 8가지 변이영역에 염기의 

삽입/결손에 따라 Asian type의 경우 A1-2, European type의 경우 E1-5의 유전 

아형으로 세분화하였고, 이번 연구에 사용한 KHV의 유전아형은 A1으로 분류되었다 

(Table 3, Fig. 6). 총 9개의 Asian strain 참조서열과 Enlarged TK gene의 염기서열은 

100%(GenBank accession no.MK260013는 99.5%)일치하였고, Enlarged 9/5 gene의 

경우 98.85%(GenBank accession no.MK260013는 98.2%)로 높은 염기서열 상동성을 

나타내었다. Antychowicz et al (2005)의 연구에서 높은 수준의 염기서열 상동성을 

나타내는 것은 virus가 공통된 장소에서 기원했을 가능성이 있다고 언급함에 따라 이번 

연구에서 사용된 KHV는 일본의 최초 Asian type 분리주(TUMST1, GenBank 

accession no. AP008984)와 동일한 Asia 지역에서 유래하였을 가능성이 시사된다. 

European type의 경우 5가지의 변이종이 있는 것으로 확인되었지만 Asian type의 경우 

두 가지 변이종의 존재가 확인되었는데, 유전적 다양성이 적다는 것은 단기간에 급속한 
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확산이 일어났을 가설에 근거하여(Kimbi et al., 2004, Kramvis and Kew, 2007) 

상대적으로 과거에 발생한 European type 보다 Asian type의 급속한 확산 가능성이 

제시된다. 또한, Dong et al (2013)의 연구에서는 Asian type KHV의 경우에만 ORF136 

유전자 no.115 부위에 일부 특징적인 염기서열의 존재를 확인하였는데, 본 연구에서 

검출된 ScKc-2105 strain에서도 동일 부위에서 “TGGTCCTCTACC” 염기서열을 

확인할 수 있었다 (Table 3, Fig. 6). 이는 기존에 Kurita et al. (2009)에서 제시된 

Enlarged TK 유전자(약 1001bp)에 비해 상대적으로 길이가 짧은(약 611bp) 유전자로 

유전형 분류가 가능함을 보여주는 결과이며 향 후 KHV 유전형에 대한 신속한 판별을 

위해서 ORF136 유전자의 특정부위를 genetic maker로 활용할 수 있음을 시사한다. 

KHV는 인간 및 포유류의 herpesvirus와 마찬가지로 세포의 면역 메커니즘을 

회피하며 잠복감염 상태를 지속할 수 있다(Reed et al., 2014). Herpesvirus의 잠복기는 

Establishment(초기감염), Maintenance(잠복), Reactivation(잠복기로부터의 재활성)의 

3단계로 알려져 있으며(Joens. 2016), 초기 바이러스의 노출 후 숙주세포에서 바이러스 

증식이 중단되지만 외부의 스트레스 요인에 의해 재활성 되는 메커니즘을 가지고 있다. 

Eide et al (2011)의 연구에서 비단잉어에 KHV의 인위감염 이후 약 28일간 분변과 

아가미에서 KHV의 DNA가 검출되지 않았으나 이후 인위적으로 수온상승조건을 주었을 

때 바이러스의 복제가 확인되어 KHV의 잠복 감염 가능성과 재활성의 가능성을 

제시하였다. 따라서, KHV의 잠복 감염에 대한 이해를 위해서는 숙주 면역 상태와 

바이러스 복제 간의 상관관계에 대한 기초 연구가 필요하며, 본 연구에서는 숙주 

면역인자 발현 차이를 유발하기 위해서 면역억제제인 DEX와 자극제인 Poly I:C를 CCB 

세포와 잉어에 노출시켜 숙주 면역 상태에 따른 KHV의 감염 특성을 파악하고자 하였다. 

본 연구에서는 두 가지 면역 조절제 처리 후 6시간에 DEX에 의한 NF-κB의 발현 

억제와 Poly I:C 상향 발현이 높은 수준으로 확인되었다 (Fig. 8). NF-κB는 세포의 
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염증 반응에 관여하는 인자를 조절하는 핵심 전사 인자로써 외부에서 병원체의 침입 시 

사이토카인의 생성을 유도하는 것으로 알려져 있다(Gilmore et al., 2006). 합성된 

glucocorticoid (GC) 인 DEX는 glucocorticoid recepter(GR)와 복합체를 형성하여 

세포 내로 유입되며, GR은 세포 내에서 글루코코르티코이드 반응성 

요소(Glucocorticoid-responce element, GRE)와 복합체를 형성한다. GR-GRE 

복합체는 핵 속에서 NF-κB의 DNA 전사 결합을 억제하며(transpression) interferon, 

Interleukin, Toll-like receptor와 같은 염증성 사이토카인의 발현을 감소하여 

Cyclooxygenase-2와 같은 항 염증 유전자의 전사(transactivation)를 상향 조절하는 

것 있는 것으로 알려져 있다(Morgan et al., 2011; Unlap et al., 1997). 본 연구에서도 

CCB 세포에 DEX를 농도별로 처리하였을 때 고농도 처리 그룹의 경우 48시간 후에도 

세포의 NF-κB 발현이 억제되는 것으로 나타났다(Fig. 8). 이러한 NF-κB의 하향 

발현은 Crinelli et al (2000)의 연구에서 제시된 GR의 직접적인 상호작용에 따른 

결과라고 사료된다. Sergerie et al (2007)의 연구에서 DEX 전처리에 의한 

인간세포(인간잇몸섬유아세포, Human gingival fibroblasts)의 NF-κB 억제 

메커니즘으로 Herpes simplex virus type 1 (HSV-1) 단독 처리 그룹보다 면역억제제의 

동시 처리 그룹에서 바이러스의 복제 증가를 확인하였고, 본 연구에서의 DEX 처리에 

따른 CCB 세포에서의 NF-κB 발현 억제는 포유류 세포와 유사한 기작으로 나타날 수 

있을 것으로 사료된다.  

한편, dsRNA와 유사한 구조를 가진 Poly I:C는 세포 내에서 Toll-like receptor 3 

(TLR3)에 의해 인식되어 interferon regulatory factor 3 (IRF3)을 활성화시킬 수 

있으며, IRF3의 활성화는 1형 IFN을 생산을 유도하여 NF-κB의 활성을 유발한다고 

알려져 있다(Kawai et al., 2008; Yamamoto et al., 2003). 본 연구에서도 CCB 세포에 Poly 

I:C를 처리한 결과 48시간 이후에도 모든 농도 구간에서 대조구에 비해 NF-κB가 
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상향 발현되는 것으로 나타났다(Fig. 8). 이러한 Poly I:C 처리에 따른 NF-κB의 상향 

발현은 잉어에서 유래된 CIK(Ctenopharyngodon idella kidney cell, 초어신장세포) 

세포에서 Poly I:C 노출이 NF-κB의 유도에 중요한 역할을 할 것으로 예상되는 p53의 

상향 발현을 확인하여(Huang et al., 2017) Poly I:C가 동일한 잉어과 어류 유래 세포인 

CCB 세포에서도 충분히 초기 면역인자의 발현을 유도할 수 있음을 입증한다. 

면역조절제의 전처리에 의한 면역 상태가 KHV의 감염수준에 미치는 영향을 파악하고자 

CCB 세포에서는 면역조절제를 처리하지 않은 그룹과, 처리 후 바이러스를 접종한 

그룹으로 나누었고, 어류에서는 면역조절제 처리 그룹과, 처리 후 바이러스 

접종그룹으로 세분화하였다. 세포에서 NF-κB의 발현은 KHV만 접종한 경우 

6시간에서 24시간까지 연속적으로 하향 발현되었지만(Fig. 10), 잉어의 경우 KHV 접종 

48시간까지도 상향 발현을 나타내었다(Fig. 11). DEX 전처리 후 KHV를 감염시킨 CCB 

세포에서는 48 시간까지 NF-κB가 하향 발현되었으나 잉어에서는 상향 발현되는 

것으로 나타났다. CCB 세포에서의 하향 발현은 Herpes simplex virus Type 1 (HSV-

1)의 감염 메커니즘처럼 IκBα를 하향 조절함에 따라(Hiscottet al., 2001) NF-κB의 

유도를 회피 또는 GR 과의 직접적인 상호작용에 의한 NF-κB 발현 억제로 

사료된다(Crinelli et al., 2000). 본 연구에서 DEX 전 처리 후 KHV에 감염된 

잉어에서는 CCB 세포와의 상반된 결과가 나타나 NF-kB 발현을 유도하는 다른 

면역인자의 영향이 있었을 것으로 추정된다. 특히, NF-κB는 세포 내에서 RelA(p65), 

NF-κB1(p50; p105), NF-κB2(p52; p100)의 발현 억제인자와 함께 복합체를 

구성하여 존재하기 때문에(Verma, 2004), 다양한 면역인자 pathway 뿐만 아니라 

단백질 발현의 상관관계 분석이 필요할 것으로 사료된다. 한편, corticosteroid인 GC는 

스트레스 반응과 관련된 cortisol로 알려져 있으며, 숙주 세포에 DEX의 처리는 

스트레스 요인으로 작용될 수 있다(Kook et al., 2016). 잉어과 어류인 
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초어(Ctenopharyngodon idella)에 복강 주사 행위의 결과, 혈장 cortisol 농도가 3일 

후까지도 대조구에 비해 4배 이상 상승한다고 보고되었으며(Wang et al., 2005), 

스트레스 자극은 세포의 초기 면역인자, 항염증 사이토카인의 분비를 증가시킨다고 

알려져 있다(Tort. 2011). 따라서, 본 연구에서 잉어에 복강 주사를 하는 것은 스트레스 

반응이 추가적으로 유발되었을 것으로 시사되며, 향후 연구에서 DEX 노출 법에 따른 

cortisol 변화와 KHV 감염 간의 상관관계가 필요할 것으로 사료된다. 

CCB 세포와 잉어 실험 결과에서 TNF-α의 경우 면역억제제인 DEX를 treatment 

한 그룹의 경우 발현량이 증가한 것을 확인할 수 있었다. Kumari et al (2012)에 따르면 

glucocorticoid의 급성 노출은 미토콘드리아의 활성 증가에 따른 세포 내 칼슘 신호와 

활성산소(reactive oxygen species, ROS)의 생성을 증가시키는 기작을 가지고 있다고 

하였다. 선행연구에 근거하여 세포에서 미토콘드리아의 활성을 측정하는 방법으로 CCB 

세포의 cell viability를 흡광도 측정한 결과 DEX 처리 그룹이 대조구보다 1.4배 

상승하였다(data not shown). 또한 ROS의 증가는 TNF와 TNF의 수용체 신호 전달 

조절을 통해 세포의 TNF-α를 증가시킨다는 연구결과에 따라(Nathan and Ding et al., 

2010), 인위적인 스트레스 요인(Kook et al., 2016)인 DEX 처리에 의한 

미토콘드리아의 활성에 의해 TNF-α가 상향 발현되었다고 사료되지만, 잉어 세포에서 

미토콘드리아에 의한 면역인자 발현에 대해서는 추가적인 연구가 필요하다. 반면, Poly 

I:C에 노출된 CCB 세포(Poly I:C+KHV)에서 NF-κB 발현은 모든 시간 구간에서 

대조구에 비해 상향 발현되었으며 다른 면역인자와 어류 분석결과에서도 동일한 

경향으로 나타났다(Fig. 10, Fig. 11). Adamek et al (2012)의 연구에서도 Poly I:C를 전 

처리한 CCB 세포에 KHV를 접종하였을 때 IFN과 IRF7등의 초기 면역인자 발현이 

유도되었고 이에 따라 virus genome copy의 감소가 확인되었다고 언급하였다. 본 

실험의 결과에서도 Poly I:C의 노출에 의한 면역 자극이 확인되어 면역의 자극이 
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KHV의 복제에 영향을 미칠 수 있다는 것이 시사된다. 

   면역조절제의 처리에 의한 면역반응 조절은 CCB 세포 및 잉어 체내의 KHV genome 

copy에서도 영향을 주는 것으로 확인되었다(Fig. 9, Fig. 12). CCB 세포에 면역조절제를 

전처리 후 KHV를 접종한 결과 세포 내(Intracellular)와 배양액(Extracellular)의 virus 

genome copy는 모든 시간 구간에서 DEX+KHV 그룹이 KHV만 처리한 그룹보다 

높았다(Fig. 9). 또한, 잉어 실험에서도 DEX 전 처리 후 KHV 접종한 

그룹(DEX+KHV)의 잉어 체내 virus genome copy 값은 지속적인 증가를 보였으나, 

KHV 단독 접종 및 Poly I:C 전 처리 후 KHV를 접종한 그룹의 잉어에는 시간별로 

유의미한 차이를 나타내지 않았다. 한편, 면역 조절제의 노출에 의한 virus genome 

copy의 차이에 관한 연구는 포유류에서도 확인이 되었는데, DEX를 노출한 Swiss 

webster mice에 HSV-1를 감염 시켰을 때 바이러스의 복제량이 증가하였다고 

보고하였다(Harrison et al., 2019). 이전 연구결과를 통해 이미 인간 및 포유류에서 

DEX의 전처리가 virus의 역가를 더욱 높일 수 있다는 것이 입증되었으며 이번 

연구결과에서도 동일한 경향을 나타내었다. 특히, DEX를 노출한 송아지의 

삼차신경절(trigeminal ganglionic)에 잠복하고 있던 Bovine herpesvirus 1(BHV-1)는 

DEX 처리가 삼차신경 뉴런의 apoptosis를 촉진한다고 밝혔다(Winkler et al., 2002). 

어류의 경우, Herpesvirus anguillae(AngHV-1)에 노출 이력이 있는 뱀장어에 DEX를 

처리 시 잠복 감염 상태인 바이러스의 재활성이 관찰되었다(Van Nieuwstadt et al., 

2001). 따라서, DEX는 KHV 감염 표적 인자의 전사를 억제하여 바이러스의 복제 

효율성을 높일 수 있는 가능성을 시사하며, DEX 노출에 따른 숙주의 초기 면역 변화와 

이에 따른 바이러스 복제 효율의 변화는 향후 Herpesvirus의 잠복-재활성 기작의 

파악에서 중요한 방법론을 제공할 수 있을 것이다.  

결론적으로, 본 연구에서는 국내 양식 중인 비단잉어에서 확인된 KHV에 대하여 
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Enlarged TK 및 Enlarged 9/5 유전자의 변이영역 분석을 통해 Asian type KHV의 

A1형으로 계통분류하였다. 또한, Enlarged TK gene (약 1001bp)보다 비교적 짧은 

서열인 ORF 136 (611bp) 유전자를 이용하여 유전형을 판별할 수 있는 genetic 

marker로의 활용 가능성을 확인하였다. 두 가지 면역조절제(DEX, Poly I:C) 처리에 

따른 CCB 세포와 잉어에서의 초기 면역인자 발현 및 바이러스 복제 수준을 분석한 

결과, DEX 노출 시 CCB 세포에서 NF-κB가 하향 발현되었으며, 이에 따라 감염 

초기에 KHV의 genome copy도 증가할 수 있음을 확인하였다. 반면, Poly I:C에 노출된 

세포와 잉어의 경우에 면역 자극에 의해 NF-κB가 유도되었고 어류 실험에서도 동일한 

경향을 나타내어 바이러스 단독 접종 그룹보다 virus genome copy가 낮았다. 따라서 

DEX 노출에 의한 면역인자 억제는 KHV의 복제를 쉽게, Poly I:C의 노출에 의해 자극된 

면역은 KHV의 복제를 어렵게 하였으므로 초기 면역의 조절은 KHV의 복제에 중요한 

역할을 할 것이라 사료된다.  

최종적으로, 본 연구는 숙주 세포의 초기 면역인자 발현 차이에 따른 KHV의 

감염과 복제 차이를 확인하였으며 KHV의 잠복감염에 대한 특성 구명의 기초연구로 

활용될 수 있을 것이라 사료된다.   
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