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하(Fenneropenaeus chinensis)는 북중국해와

황해에 주로 서식하고 있으며, 남중국해와 만

해역에서도 일부 서식하는 보리새우과에 속하

는 표적인 냉수성 새우로서, 우리나라 및 중

국에서 양식 상종으로 각광받고 있다(Hur and

Kim, 1996). 우리나라의 하 양식은 1980년

에 시작되어 발달하 으며, 연간 2,000여 톤의

하를 생산하고 있으나(Heo et al., 2000a), 1993

년부터 매우 빠른 감염속도와 높은 치사율의 특

징을 지닌 흰점바이러스(white spot syndrome

virus, WSSV)로 인한 폐사로 하 양식산업에

막 한 경제적 피해를 입고 있는 실정이다(Lim

et al., 2004).

WSSV는 해산 새우류 뿐만 아닌 게, 가재류와

담수산 갑각류 그리고 절지생물 등에서도 검출

되었으며(Lo et al., 1996; Rajendran et al., 1999;

Huang et al., 2001; Sahul Hameed et al., 2001;

Hossain et al., 2001), 로티퍼의 휴면난(Yan et al.,

2004)등의 난에서도 검출되어 갑각류 전반에 걸

쳐 만연하고 있다. 그 중요성에도 불구하고

새우 양식장 주변 생물의 흰점바이러스 보유율 및 두토막눈썹참갯지 이의
하 Fenneropenaeus chinensis에 한 흰점바이러스 전달 효과
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White spot syndrome virus (WSSV) is a strong causative agent for high mortality in cultured and wild
shrimps. From this study, the WSSV prevalence in marine organisms around shrimp farm as well as live
feed-mediated transmission of WSSV to farmed shrimps were investigated. Based on nested-PCR method,
WSSV was detected in wide array of marine organisms including Perinereis aibuhitensis (81.3% of preva-
lence rate, 13/16), Enedrias fangi (100%, 16/16), Ruditapes philippinarum (20%, 2/10), crab larvae (100%,
10/10), copepoda (30%, 3/10), Periophthalmus modestus (50%, 5/10), Pachygrapsus crassipes (10%, 1/10),
Helice tridens (20%, 2/10) and Neomysis sp. (70%, 7/10). On the other hand, WSSV was not detected in
Bullacta exarata, Uca arcuata, and Reishia clavigera. The percent prevalence of WSSV in wild shrimps,
Fenneropenaeus chinensis was only 6%, but markedly increased up to 56% after a feeding trial using poly-
chaete worms for one month, indicating that the live feed is one of significant carriers of WSSV to shrimps
under practical farming conditions.
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하의 WSSV 질병을 예방하거나 치료할 수 있는

효과적인 기술은 아직 전무한 실정이며, 발병에

관한 분자 기작 역시 불투명한 상태이다(Sung et

al., 2007). 더욱이 WSSV의 감염은 친하의 보유

에 따른 수직적 감염은 물론 감염된 새우의 배

설물, 사체의 섭식 및 공식 등 수평적 경로를 통

해서도 감염이 일어나는 등 감염 경로 역시 매

우 광범위한 것으로 알려져 있다(Heo et al.,

2000b). 일반적으로 새우의 성숙을 유도하기 위

해 다모류 등의 생먹이(live feed)를 공급하며

(Bray and Lawrence, 1992), 우리나라의 하 양

식 역시 자연산 모하의 성 성숙을 유도하기 위

해서 다모류인 두토막눈썹참갯지 이(Perinereis

aibuhitensis)를 주로 이용하고 있다. 

따라서 우리나라 하 양식 여건 상 WSSV

양식장 내 침입 경로를 인위적으로 차단하는 것

은 거의 불가능한 실정이며, 때문에 하 먹이

생물을 포함한 양식장 주변 생물의 WSSV 보유

정도가 하 종묘생산의 성패에 중요한 변수로

작용할 수 있다. 하지만 아직 하 양식장 주변

에 서식하는 생물의 WSSV 보유율 및 공급 먹

이생물의 WSSV 감염 정도가 하 종묘생산에

미치는 향에 관한 연구는 미흡한 실정이다.

따라서 본 연구에서는 nested-PCR을 이용하여

양식장 주변 생물의 WSSV 보유율 및 성숙 유

도용 먹이로 주로 사용되는 두토막눈썹참갯지

이(Perinereis aibuhitensis)의 WSSV 전달효과

를 평가하여 하 종묘 생산 시 WSSV 감염 경

로에 관한 기초자료를 제공하고자 하 다.

재료 및 방법

1. 실험 재료

WSSV 표준 시료로 이용하기 위해서 충남 당

진군 송악면 소재 하 양식장에서 WSSV에 감

염여부가 의심되는 하의 복지를 절단하여

DNA를 추출한 후, 아래의 WSSV 특이적인

PCR 검출 방법에 의거 정확한 증폭 산물의 생

성 여부를 확인한 후 분석의 표준시료로 이용하

다. 양식장 주변의 WSSV 보유율을 조사하기

위해 양식장 내 생물들은 2004년 6월 충남 당진

군 송악면에 위치한 하 양식장 노지에서 플랑

크톤 네트(망목: 300 μm)를 이용하여 채집하

고, 양식장 외 주변 생물은 인근 갯벌 및 연안에

서 샘플하 다. 채집 및 샘플된 개체는 99%

ethanol이 담긴 15 ml 원형튜브에 개체별로 담아

실험실로 운반하 다. 이때 크기가 작은 게 유생

및 요각류는 해부현미경 하에서 이물질이 섞이

지 않도록 분리하 으며, 약 15개체씩 pooling하

여 분석에 이용하 다. 한편 자연산 하(Fen-

neropenaeus chinensis)의 WSSV 감염 빈도 측정

을 위해서 2004년 3월 전라남도 고흥군 나로도

연안에서 어획되는 미성숙 개체 으며, 평균 전

장은 22.3 cm (19.8 - 24.8 cm), 평균 무게는 117 g

(105 - 129 g)의 개체로서 순천향 학교 해양수산연

구소로 운반하여 DNA 시료를 확보하기 위해

복지를 절단한 후, 체액이 빠지지 않도록 알콜램

프를 이용하여 달군 약숟가락으로 태워 봉했다.

절단된 복지는 멸균된 이쑤시개를 이용하여 근

육만을 추출한 후 99% ethanol이 담긴 1.5 ml 튜

브에 담았으며, 복지를 절단하여 태워 봉한 하

는 두흉갑을 에탄올을 이용하여 깨끗이 닦아 순

간접착제를 이용하여 미리 준비한 번호표를 이용

하여접착하고, ∅ 7 m 원형수조에수용하 다.

2. 자연산 하의 사육 및 성숙유도를 위한 먹이공급

자연산 하 중 WSSV를 보유한 개체를 제거

하고, 양식장 수조 (∅ 7 m)에 수용하여 성숙을

유도하 다. 사육수는 UV 살균기로 멸균한 해

수를, 수온은 보일러를 이용하여 온도조절을 하

으며 환수 또한 UV 살균기로 멸균한 해수로

매일 30%정도 하 다. 성숙유도를 위해 온도조

절은 1개월 동안 자연수온을 18℃까지 서서히

상승시켰으며, 먹이는 두토막눈썹참갯지 이

(Perinereis aibuhitensis)를 하루 150 - 200 g씩

1일 2회에 걸쳐 공급하 다. 이후 완숙된 개체

김근식∙박상용∙이일로∙남윤권∙방인철
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만을 선별하여 복지를 절단하여 WSSV 감염 여

부를 확인하 다.

3. Genomic DNA 분리 및 정제

Genomic DNA 분리 및 정제를 위해 준비된

시료는 3차 증류수를 이용하여 3회 세정한 후,

근육 일부를 멸균된 이쑤시개를 이용하여 분리

한 후 TNES-urea buffer (10 mM Tris-HCl pH 8.0;

125 mM NaCl; 10 mM EDTA pH 8.0; 0.5% SDS;

4 M urea)에 proteinase K (Sigma, USA)를 100

mg/ml 의 농도로 첨가하여 55℃에서 12시간 반

응한 다음 phenol: chloroform: isoamylalcohol

(25: 24: 1)과 chloroform을 처리하 다. 그 후

isopropanol로 DNA를 침전시키고, 70% ethanol

로 세척한 후 1ⅩTE (10mM Tris-Cl pH 8.0, 1mM

EDTA pH 8.0)에 DNA pellet을 녹 으며 spec-

trophotometer 측정과 0.8% agarose gel 전기 동

을 통해서 DNA의 농도와 순도를 확인하 다.

4. PCR을 이용한 WSSV 역 증폭

WSSV에 감염여부가 의심되는 하의 ge-

nomic DNA를 이용하여 WSSV 역을 증폭하

기 위한 PCR은 Kim et al. (1998)의 방법을 변형

하여 nested-PCR을 수행하 다. PCR 반응은

200 ng의 template DNA, 0.5 unit Taq DNA poly-

merase (Bioneer, Korea), 5 mM dNTPs, 10x PCR

buffer, 10 pmol primers (WSSV F1, 5′-AATCTG

ATGAGACAGCCCAAG-3′, R1, 5′-GGGAA

GGTTAAATATGTAGCG-3′)를 포함해 총량 20

㎕로 혼합한 후 1차 PCR을 수행하 으며, 1차

PCR 산물 1 ㎕를 이용하여 10 pmol primers

(WSSV F2, 5′-AGATAAGGTTGAAGAAATGA

G-3′, R2, 5′-ATTGGCATGGACAGTCAGGTC-

3′)를 포함해 1차 PCR과 동일한 조건으로 혼합

한 후 PCR 반응을 수행하 다. PCR 조건은 처

음 94℃에서 5분 후 94℃에서 30초, 58℃에서

30초, 72℃에서 1분을 34회 반복한 후, 최종 72

℃에서 7분간 수행하 다. 증폭된 PCR 산물은

2.0% agarose gel에서 5 ㎕씩 전기 동 후 ethidi-

um-bromide (Et-Br) 염색을 통해 증폭 산물을 확

인하 으며, 준비된 시료들 모두 동일한 실험 방

법에 의거하여 WSSV 보유 여부를 측정하 다.

5. 클로닝 및 염기서열분석

증폭 산물이 정확한 WSSV genome의 일부분

인지를 확인하기 위해서 두토막눈썹참갯지 이

의 선발 증폭 산물을 클로닝 및 염기서열 분석

을 실시하 다. PCR purification kit (Bioneer, Ko-

rea)를 이용하여 증폭 산물을 순수 분리한 후

pGEM T-easy vector (Promega, USA)내로 제조사

의 권고 방법 로 클로닝하 다. 장균 XL1-

blue MRF' strain (Stratagene, USA)으로의 형질도

입과 X-gal/IPTG를 이용한 white/blue screening

을 통해 재조합 균주만을 선발하 다. 재조합

균주로부터 플라스미드 DNA를 종래의 alkaline

lysis 방법 로 분리하고(Sambrook et al., 2001),

pGEM-T-easy 벡터 multiple cloning site의 양 말

단에 위치하는 T7 및 SP6 primer binding site를

이용하여 insert DNA의 염기서열을 분석하 다.

염기서열 분석은 자동염기서열분석기(ABI 3700,

ABI)를 사용하 고 BioEdit (ver. 7.0.1; www.

mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) 프로그램을

사용하여 최종 염기서열을 정리하 다. WSSV

genome내 해당 염기서열과의 유사성을 확인하

기 위하여 Genbank의 BLASTn (http://www.ncbi.

nlm.nih.gov/BLAST/)을 이용하여 검색을 수행하

고, Genbank에 등록된 white spot syndrome

virus, complete gene (Accession No.: AF332093.1)

과 비교하 다.

결과 및 고찰

양식장 주변 생물의 WSSV 검출

PCR 분석 결과 양식장 주변 생물 12종 중 9

종에서 WSSV가 검출되었으며 그 검출 빈도는

생물 종 별로 다양하게 나타났다(Table 1). 양식

양식장 주변 생물의 흰점바이러스 보유율 및 갯지 이의 흰점바이러스 전달 효과
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장 주변 생물의 WSSV 보유율을 조사한 결과

일반적으로 먹이로 이용되는 두토막눈썹참갯지

이(P. aibuhitensis) 81.3%, 흰베도라치(E. fangi)

100%, 그리고 바지락(R. philippinarum)에서

20%로 나타났으며, 양식장 주변에 서식하는 게

유생(crab larvae)에서 100%, 요각류(copepodid)

30%, 말뚝망둥어(P. modestus) 50%, 바위게(P.

crassipes) 10%, 방게(H. tridens) 20%, 곤쟁이류

(Neomysis sp.) 70%로 나타났으나 갑각류인 농게

(U. arcuata)와 고둥류인 민챙이(B. exarata),

수리(R. clavigera)에서는 탐색되지 않았다.

갑각류 6종 중 5종에서 WSSV가 나타나 갑각

류 전반에 걸쳐 넓게 퍼져 있다는 이전의 보고

들과 유사하 다(Lo et al., 1996; Wang et al.,

1998). 갑각류 외 어류인 말뚝망둥어와 흰베도

라치에서도 WSSV가 탐색되었는데 이는 이들

종의 식성이 작은 갑각류나 갑각류의 알, 곤충

등을 주로 섭식하기 때문인 것으로 사료된다.

이매패류인 바지락, 다모류인 두토막눈썹참갯지

이에서도 WSSV가 탐색되었다. WSSV는 양

식장 내 토양(Natividad et al., 2007), 해수 그리고

담수(Hossain et al., 2004)에서도 발견되어, 해면

바닥에 서식하는 종뿐만 아닌 수중에 서식하는

모든 종은 WSSV 감염 가능성에 노출되어 있다.

하지만 본 연구에서 고둥류 2종에서는 특이적으

로 모두에서 WSSV가 발견되지 않았다. 또한 현

재까지 WSSV와 고둥류의 연관성에 관한 연구

는 이루어진 바 없어 향후 분석 개체수의 확

또는 고등류의 항 WSSV 기능 유무 등을 고려

한 후속 연구가 필요할 것으로 판단된다. Kim et

al. (2001)은 참갯지 이과인 Nereis japonica에서

WSSV가 검출되지 않은 것으로 보고한 바 있으

나, 본 연구 결과 두토막눈썹참갯지 이에서는

80%의 WSSV 보유율을 보 다. Vijayan et al.

(2005)의 보고에서 채집된 지역에 따라 다모류

의 WSSV의 보유율이 다르게 나타난 바 있어

채집장소나 시기에 의한 보유율의 차이 등이 앞

으로 더 평가되어야 할 것으로 사료된다. 또한

김근식∙박상용∙이일로∙남윤권∙방인철

Table 1. Prevalence of white spot syndrome virus in marine organisms around the shrimp farm

Species Total no. Amplified using nested-PCR
Prevalence (%)

Tested Positive Negative

Perinereis aibuhitensisa 16 13 3 81.3

Enedrias fangib 16 16 0 100

Ruditapes philippinarumb 10 2 8 20

Crab larvae 10* 10 0 100

Copepoda 10* 3 7 30

Periophthalmus modestus 10 5 5 50

Pachygrapsus crassipes 10 1 9 10

Helice tridens 10 2 8 20

Neomysis sp. 10 7 3 70

Bullacta exarata 10 0 10 0

Uca arcuata 10 0 10 0

Reishia clavigera 10 0 10 0

a, food for induced maturation; b, food for young shrimp in pond; *, about 15 individuals.



19

일반적으로 양식장에서 먹이생물로 사용되는

바지락과 흰베도라치에서도 WSSV가 확인됨으

로써 이들 먹이생물을 체할 수 있는 경제적인

인공 사료의 개발과 이용이 더욱더 중요시 된

다. 본 연구에서는 양식장 및 연안에 서식하는

공서생물의 일부 종만을 상으로 연구하 기

때문에 보다 다양한 종들을 상으로 연구할 필

요성이 있으며, 본 연구를 바탕으로 향후 다양

한 양식장 소재지를 상으로 조사의 확 및

평가가 필요할 것으로 판단된다.

두토막눈썹참갯지 이의 WSSV 전달효과

투토막눈썹참갯지 이 DNA 증폭산물의 염기

서열분석을 분석한 결과 280 bp로 나타났으며

(Fig. 1), Genbank의 BLASTn을 이용하여 WSSV

gene과의 유사성을 확인한 결과 white spot syn-

drome virus, complete genome (Accession No.:

AF332093.1)과 가장 일치하는 것으로 나타났으

며, 이 두 염기서열을 비교한 결과 white spot

syndrome virus, complete genome의 305,108 bp

중 133,170 - 133,449 bp 부위와 100% 일치하는

것으로 나타났다(Fig. 2).

미성숙 하의 성숙유도를 위해 1개월간 공급

한 두토막눈썹참갯지 이(P. aibuhitensis)의

WSSV 전달효과를 분석한 결과 나로도 연안의

미성숙 자연산 모하는 채집 직후 WSSV의 감염

율이 6% (18/300)로 나타났으나, 감염된 개체를

제거한 후 성숙을 유도하기 위해 두토막눈썹참

갯지 이를 1개월간 공급한 후의 성숙된 하에

서는 약 9배인 56% (168/300)로 크게 증가한 것

으로 나타났다(Fig. 3). 따라서 다모류인 갯지
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Fig. 2. The sequences comparison of white spot syndrome virus gene (AF332093.1) and WSSV from P. aibuhitensis (PA).
Dot (∙) indicates identical bases.

Fig. 1. WSSV specific band from P. aibuhitensis using
nested-PCR. Lane M, DNA molecular weight marker (100
bp ladder); Lane 1, WSSV specific marker. 

�
�

�
300bp
200bp

280bp

Fig. 3. a, PCR products of WSSV gene from F. chinensis in
wild. Lane 1-16, F. chinensis in wild-population; Lane C,
positive control; b, F. chinensis fed by P. aibuhitensis for
1 month. Lane 1-16, F. chinensis fed by P. aibuhitensis;
Lane C, positive control. 
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이가 WSSV의 주요 전달 매개체라는 이전의 연

구결과와 잘 일치하 다(Vijayan et al., 2005). 따

라서 현재 3월에 미성숙 모하를 구입함으로서

모하 구입비용을 절약할 수 있는 경제적 이점에

비해 4월에 성숙된 자연산 모하를 구입하여 직

접 종묘생산에 이용하는 방법이 WSSV의 수직

감염을 최소화 시킬 수 있는 방안으로 판단된

다. 그러나 모하 구입의 비용 등 종묘생산의 경

제성을 고려할 때 하의 성숙 유도를 위한 배

합사료를 포함한 체먹이 개발 또는 WSSV-

free 두토막눈썹참갯지 이의 개발 역시 병행되

어야 할 것으로 판단된다. 

한편 본 결과에서 나타나듯 WSSV는 갑각류

에 국한되어 있지 않고, 양식장 주변의 다양한

생물 종들이 WSSV 전달자 역할을 할 수 있기

때문에 무병 종묘 등을 이용한 수직감염을 차단

한다 할 지라도, 현재 우리나라의 새우 양식현

장의 실정을 고려할 때 생산과정 중 다양한 경

로를 통해 야기될 수 있는 수평감염의 완전한

차단은 불가능할 것으로 판단된다. 이러한 측면

을 고려해 볼 때 향후 WSSV에 내병성을 갖는

새우(specific pathogen resistant, SPR)의 생산을

위한 다양한 연구개발이 매우 중요시 될 것으로

판단된다. 
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