
한국어병학회지 제24권 제3호 (2011)

J.Fish Pathol., 24(3) : 255~268

부산지역 노로바이러스의 유전적 분석
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For detection of noroviruses (NVs), we compared various PCR primer sets based on reverse transcription nested 
PCR (RT-nested PCR) in the water samples from Dong brook in Busan, South Korea. We designed various new 
primer sets based on the most conserved sequences of the capsid protein gene that react with diverse NVs found 
in Korea. Designed primer sets (KG1F/KG1R and KG2F/KG2R, named as PNK) for the respective genogroups of 
NVs, genogroup I and II (GI and GII), were applied to detect NVs in the water samples from Dong brook 
concentrated with ultracentrifugation. In the application to the water samples, proportion of GI (76.47%) and GII 
(70.59%) in water samples of Dong brook in RT-nested PCR with the primer sets of this study. However, no 
significant differences of the proportion of the positive samples were not found between RT-nested PCRs with reported 
and newly designed primer sets. From the nucleotide sequencing, GI and GII of NVs present in Dong brook were 
appeared to be the members of 1/2/4/5/9/10 genotypes, and 3/4/5/11/13 genotypes respectively. Appeared genotype 
4 of GII known as an one of main genotype found in patients of many Asian countries warned us to consider the 
risks of norovirus in aquatic environments in southern part of Korea.
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식중독을 유발하는 바이러스 중 노로바이러스는 

매우 전염력이 강하며, 10 particles 이하의 소량만으로

도 감염이 가능하다. 노로바이러스의 감염경로는 오

염된 식수 및 어패류 등의 생식을 통한 감염, 사람과 

사람사이의 전파를 통한 감염, 구토에 의한 비말형성 

등을 통해 감염이 가능하다고 보고되었다 (Donlin et 

al., 1972; Kaplikian et al., 1972). 또한 노로바이러스에 

오염된 물은 매우 먼 거리로 바이러스를 이동시키고 
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또한 오염된 물로 생산된 농산품 자체의 오염을 유도

하기도 한다. 우리나라에서 노로바이러스로 인한 식

중독 발생 비율이 2004년 7.9%에서 2008년 19.5%로 

증가하였으며, 노로바이러스에 의한 식중독 환자 비

율도 2004년 8.9%에서 2008년 28.1%로 증가하였다 

(KFDA, Korea Food and Drug Administration).

노로바이러스는 분자 역학적으로 Caliciviridae에 

속하고 형태적으로 크기가 직경 약 27nm로 envelope

를 가지고 있지 않으며, 약 7.6kb의 polyadenylated 

positive single strand RNA로 3개의 open reading frames 

(ORFs) 가 존재한다. ORF1은 viral 3C-like protease에 
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의하여 RNA dependent RNA polymerase (RdRp) 를 

포함하여 6개의 단백질로 분리되는 nonstructural 

polyprotein을 encoding한다 (Belliot et al., 2003). ORF2

와 ORF3은 60kDa의 major capsid proteins (VP1) 과 

20kDa의 minor capsid proteins (VP2) 를 encoding한다. 

VP1 단백질은 P (protruding, P1과 P2) 와 S (shell) 

의 두 개의 구조로 구성되어 있는데, P 도메인은 세포 

수용체 결합부위를 가지고 세포간의 상호작용과 면

역인자의 역할을 수행한다. P2 sub-domain은 바이러

스의 표면적을 확장하며 유전자내의 가장 많은 염기

서열 차이를 나타낸다. 그리고 VP2는 VP1의 발현과 

안정성에 필요하다. 따라서 capsid protein은 바이러

스의 shell 구조를 제공할 뿐만 아니라 세포 수용체 

결합부위를 가지고 있어 viral phenotype 또는 serotype

을 결정한다고 알려져 있다 (Bertolotti-Ciarlet et al., 

2003; Chakravarty et al., 2005; Jiang et al., 1990, 1993).

노로바이러스는 유전학적 및 면역학적으로 매우 

다양한 바이러스로 RNA-dependent RNA polymerase 

(RdRp) 와 capsid protein VP1의 서열에 따라 크게 

5개의 genogroup GⅠ-GⅤ로 분류되며, 사람에게서

는 주로 GⅠ,GⅡ, GⅣ가 검출된다 (Ando et al., 2000; 

Katayama et al., 2002). 

노로바이러스의 검출방법은 전자현미경 (EM), 면

역전자현미경 (Immune electron Microscopy), 효소면

역측정법 (ELISA), RT-PCR (Reverse transcription-Polymerase 

Chain Reaction), qPCR을 이용한 방법 등이 있다 

(Kageyama et al., 2003; Nishida et al., 2003). 

최근 노로바이러스를 검출하기 위해 RT-PCR 및 

qPCR을 통한 분자생물학적 방법이 일반적인 검출 방

법으로 이용되고 있으나 (Kageyama et al., 2004; 

Richards et al., 2004), 식품 또는 환경 중에 오염된 

바이러스양이 극미량이고 시료 내에 존재하는 다양한 

물질이 PCR inhibitor로 작용하여 유전자 증폭을 방해

하기도 하며, 노로바이러스의 염기서열의 변이가 심

하여 모든 노로바이러스의 검출에 어려움이 있다. 따

라서 최근 식품 중 바이러스의 농축 및 추출, PCR 

inhibitor의 제거 방법이 다양하게 연구되고 있는 실정

이다. 특히, 패류 및 물에서부터 viral RNA를 추출 및 

농축하기 위해서 polyethlene glycol (PEG) 을 이용한 

침전법, antibody capture, Heat release, immunomagnetic 

separation, positive charged membrane을 이용한 농축 등

의 다양한 방법들이 알려져 있다 (Abbaszadegan et al., 

1993; Atmar et al., 1995; Katayama et al., 2002; Lewis 

and Jaykus et al., 1996; Metcalf et al., 1988; Mullendore 

et al., 2001; Park and Go, 2006).

따라서 본 연구에서는 초고속 원심분리를 실시하

여 물에 오염된 노로바이러스를 농축하였으며, 이후 

우리나라의 수계에서 가장 많이 검출되는 노로바이

러스의 유전자 비교에 의하여 한국형 노로바이러스

의 검출에 가장 적합한 PCR primer를 선정하였다. 

이를 이용하여 도심에 위치한 하천인 동천에 오염된 

노로바이러스를 RT-nested PCR을 통해 검출하였다. 

또한 PCR primer 차이에 의해 검출 되는 노로바이러

스의 variant를 분석하고자 검출된 노로바이러스에 

해 염기서열 분석 및 계통 발생학적으로 비교하였다. 

재료 및 방법

실험재료

본 실험에 사용된 물은 2006년 12월에서 2009년 

7월에 사이에 동천 (부산진구) 에서 500㎖을 채수하

여 사용하였다. 채수한 물은 4℃에 보관하였으며, 채

수 후 24시간 내에 실험에 사용하였다.

물에 오염된 바이러스 농축 및 RNA 추출

채수한 물 500㎖을 초고속원심분리기 (Beckman 
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Coulter Optima™ L-100XP BioSafe Centrifuge System, 

USA) 를 사용하여 200,000 × g로 1시간 30분간 4℃에

서 원심분리하여 상징액을 제거하고, 500㎕의 멸균 

증류수로 pellet을 현탁하였다. 이후 RNA 추출은 

QIAmp viral RNA mini kit (Qiagen Hilden, Germany) 

을 사용하였다. 분리된 RNA는 실험 전까지 -20℃에

서 보관하였다.

RT-nested PCR
노로바이러스 GⅠ과Ⅱ의 variant를 확인하기 위해

서 RNA dependent RNA polymerase (RdRp) 와 capsid 

protein 교차 부위 및 capsid protein gene으로부터 제작

되어 보고된 degenerated primer를 사용하여 cDNA를 

합성하였다 (Anderson et al., 2001; Kim et al., 2005). 

합성된 cDNA을 사용하여 RdRp gene과 capsid protein 

gene을 target으로 하는, 보고된 primer 및 본 연구실에

서 제작한 degenerated primers (PKN primer set) 를 이용

하여 RT-nested PCR을 수행하였다 (Table 1).

Primer Sequence (5' to 3')* Amplicon size (bp) Reference
Norovirus Gengroup I 

COG1R CTTAGACGCCATCATCATTYAC Kageyama et al. (2003)
Mon432 TGGACICGYGGICCYAAYCA

213 Anderson et al. (2001)
Mon434 GAAACGCATCCARCGGAACAT
GI-F1M CTGCCCGAATTYGTAAATGATGAT

313 Kim et al. (2005)GI-F2 ATGATGATGGCGTCTAAGGACGC
GI-R1M CCAACCCARCCATTRTACATYTG
KG1F CCRGAGGTTAATAMWGCTGAACC

196 This study 
KG1R GWGGGCCYAATTGCAAATC

Norovirus Genogroup II
COG2R TCGACGCCAYCYYCAYYCACA Kageyama et al. (2003)
Mon431 TGGACIAGRGGICCYAAYCA

213 Anderson et al. (2001)
Mon434 GGAYCTCATCCAYCTGAACAT
GII-F3M TTGTGAATGAAGATGGCGTCGART

310 Kim et al. (2005) GII-F1M GGGAGGGCGATCGCAATCT
GII-R1M CCRCCIGCATRICCRTTRTACAT

KG2F CAACAATGAGGTTATGGCTYTKG
131 This study 

KG2R CTGTGAAYTCTMCASCAGG
*Degenerate positions B:T/G/C, H:A/T/C, I:Inosine, K:G/T, M:A/C, N:A/T/G/C, R:A/G, S:C/G, W:A/T, Y:T/C 

Table 1. Primers used in this study

PCR tube에 reverse transcriptase 0.5㎕, buffer 2㎕, 

dNTP 2㎕, 각각의 specific primer 1㎕ (GI-R1M, 

COG1R, GII-R1M, COG2R), total RNA 1㎍을 넣고 

total volume이 10㎕가 되도록 Nuclease-free water를 

첨가한 후, 42℃에서 60분, 99℃에서 5분간 반응시켰

다. 여기서 만들어진 cDNA는 PCR에서 template로 
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사용하였다. PCR amplication은 Applied Biosystems 

2720 Thermal Cycler를 사용하였고 아래와 같은 방법

으로 실시하였다. 

10X PCR buffer 2㎕, 200μM의 각각의 dNTP, 1μM

의 sense primer와 1μM의 antisense primer (노로바이러

스 genogroup I은 GI-F1M/GI-R1M, Mon432-COG1R. 

genogroup II는 GII-F1M/GII-R1M, Mon431/COG2R), 

Taq DNA polymerase (Taq DNA polymerase, Cosmo, 

Korea) 및 template 1㎕를 첨가한 후 distilled water로 

최종 volume이 20㎕가 되도록 했다. PCR 혼합물은 

94℃에서 3분간 pre-denaturation시킨 후, 94℃에서 30

초 denaturation, 54℃에서 30초 annealing, 72℃에서 

45초 extension의 반응을 35cycle 수행한 후 72℃에서 

7분간 post-extension시켰다. Nested PCR을 수행하기 

위해서는 First-PCR product 1㎕과 1μM의 sense primer 

와 1μM의 antisense primer (genogroup I은 GI-F2/ 

GI-R1M, Mon432/Mon434, KG1F/KG1R. genogroup II는 

GII-F3M/GII-R1M, Mon431/433, KG2F/KG2R) 를 사

용하여 위와 동일한 방법으로 실시하였다. 

PCR 후 증폭 산물은 0.5×TAE buffer (40mM 

Tris-acetate, 1mM EDTA) 를 전기영동을 위한 완충액

으로 하여, 0.5㎍/㎕ EtBr (Ethidium Bromide) 이 첨가

된 2% agarose gel (SeaKemⓇ LE Agarose, CAMBREX 

Bio Science Rockland, Inc., USA) 상에서 전기 영동한 

후 UV 검출기 (Seoulin Scientific Co., Ltd., Korea) 를 

이용하여 전기영동상에서 검출되는 band의 길이를 

관찰하여 노로바이러스 genogroup을 확인하였다.

Cloning
PCR 산물은 GeneAllⓇ EcpinTM Gel SV (GeneAll 

Biotechnology, Korea) 를 사용하여 정제하였고, 정제

된 DNA는 pGEMⓇ-T Easy Vector System Ⅰ (Promega, 

USA) 를 사용하여 ligation을 시킨 후, competent cell 

(E.coli DH5α-T1) 100㎕를 첨가하여 얼음에서 30분간 

반응시키고, 42℃에서 40초간 heat-shock시켰다. 바

로 얼음에 2∼3분간 반응 후 SOC (Tryptone 20 g/L, 

Yeast extract 24g/L, NaCl2, 250mM KCl 10mg/L, 10㎖ 
of a sterile solution of 1M MgCl2, 20㎖ filter sterile 

1M glucose/L) 배지 250㎕ 첨가하고, 37℃, 90분간 

진탕 배양시켰다.

배양액을 Ampicillin 50㎍/㎖ 과 X-gal (5-Bromo-4- 

chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside, Sigma, USA) 40

㎍/㎖이 첨가된 LB (Luria-Bertani, Difco, USA) 평판배

지에 도말하여, 37℃에서 24시간 동안 배양시켰다. 파

란색과 흰색의 집락이 증식하는 것을 확인하고 흰색으

로 나타나는 집락을 선택하여 Ampicillin 50㎍/㎖이 첨

가된 LB broth에 접종 후, 37℃에서 24시간 배양하여, 

GeneAllⓇ Plasmid SV Mini kit (GeneAll Biotechnology, 

Korea) 를 이용하여 plasmid를 분리하였다.

계통발생학적 분석

분리된 plasmid로부터 Big Dye Terminator Cycle 

DNA Sequencing Kit (ABI PRISM PE Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA) 를 사용하여 삽입

된 염기서열을 밝혔다. Capsid protein gene에 한 

각 노로바이러스의 genogroup의 염기서열은 

MACAW program (Version 2.0.5, National Center for 

Biotechnology Informattion, National Institutes of 

Health, Bethesda, MD, USA) 을 사용하여 비교하였다. 

또한, 본 연구에서 분리한 노로바이러스 genogroup 

I 과 genogroup II의 capsid protein partial gene을 Mega4 

program (Version 4.0 R2., Based on CHAPM, USA) 

을 사용하여 계통수를 제작하여 계통 발생학적으로 

비교, 분석하였다.
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결  과

노로바이러스 검출을 위한 primer의 선정

노로바이러스 검출 시 적합한 primer를 선정하기 

위하여 노로바이러스 양성 동천시료를 상으로 

RT-nested PCR법을 이용하여 RdRp gene과 capsid 

protein gene을 증폭하였으며 전기영동을 통해 증폭

산물을 확인하였다 (Fig. 1).

Fig. 1. Gel electrophoresis of amplicons generated by 
RT-nested PCR for the detection of norovirus genogroup
Ⅰ (Lane 1-3) and Ⅱ (Lane 4-6) with different primer
sets for samples of Dong brook. (A), Reported primer set
for RdRp gene; (B), Reported primer set for capsid protein
gene; (C), PKN primer set for capsid protein gene in this
study. M, 100bp DNA ladder.

RdRp gene을 상으로 Anderson et al. (2001) 이 

보고한 primer를 이용하였을 때 213 bp의 GⅠ,Ⅱ를 

각각 확인할 수 있었으며, capsid protein gene을 상

으로 기존에 보고된 primer set (Kim et al., 2005) 를 

이용한 경우, 313 bp의 GⅠ, 311 bp의 GⅡ 증폭산물을 

각각 확인하였다. 그리고 본 연구에서 제작한 primer 

set인 PKN primer set (KG1F/KG1R, KG2F/KG2R) 를 

사용하였을 때, GⅠ과 GⅡ에서 각각 196bp 와 131bp

의 증폭산물을 확인하였다 (Fig. 1).

RT-nested PCR의 증폭산물의 전기영동 결과에서 

RdRp gene을 target으로 하는 primer를 사용할 경우 

band가 상 적으로 옅은 band가 확인되었으나 capsid 

protein gene을 target으로 하는 primer를 사용할 경우 

뚜렷한 band를 관찰할 수 있었다. 결과적으로 노로바

이러스의 검출을 위해서는 따라서 본 연구에서는 노

로바이러스 검출을 위해서 특이적으로 노로바이러

스를 증폭할 수 있는 capsid protein gene을 target으로 

하는 primer set를 사용하였다. 또한, 동일한 시료들에 

하여 reported primer set와 본 연구에서 제작한 PKN 

primer set를 사용하여 PCR을 실시하고 나타난 양성 

비율을 서로 비교하였을 때, GⅠ은 50% (3/6) 와 

83.3% (5/6), 그리고 GⅡ는 50% (3/6) 와 83.3% (5/6) 

의 양성 비율을 각각 나타났다 (Fig. 2). 결과적으로 

동일한 시료를 상으로 PKN primer set를 사용할 

경우 reported primer set를 사용하는 것에 비해 노로바

이러스의 검출빈도가 더 높다는 것을 알 수 있었다.
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Fig. 2. Detection of cDNA of GI (GI-R1M) and GII (GII-R1M) noroviruses using RT-nested PCR
in samples of Dong brook. Nested PCR with different primer sets: (A) GI-F1M/GI-R1M, 
GI-F2/GI-R1M (B) GII-F1M/GII-R1M, GII-F3M/GII-R1M (C) GI-F1M/GI-R1M, KG1F/ KG1R
(D) GII-F1M/GII-R1M, KG2F/KG2R 

동천에 오염된 노로바이러스의 검출

2006년 12월부터 2009년 7월 사이 동천시료를 

상으로 reported primer set와 PKN primer set을 이용하

여 RT-nested PCR을 수행한 결과, 노로바이러스 GⅠ
과 GⅡ를 모두 검출할 수 있었다 (Table 2). 검출된 

노로바이러스의 양성 비율을 비교해 본 결과, 2007년 

8월 시료에서 reported primer set를 사용하였을 경우, 

GⅠ을 검출할 수 있었으나 PKN을 사용하였을 경우 

검출할 수 없었다. 그리고 2008년 11월과 12월 시료

에서는 reported primer set를 사용할 경우 GⅠ을 검출

할 수 없었지만 PKN primer set를 사용하여 검출할 

수 있었다. 전체적인 양성 비율은 reported primer set

에서 노로바이러스 GⅠ은 76.47% (13/17), GⅡ는 

64.70% (11/17) 로 나타났으며, PKN primer set를 사용

하였을 경우 노로바이러스 GⅠ이 76.47% (13/17), G

Ⅱ는 70.59% (12/17) 로 나타났다. 노로바이러스 GⅠ
과 Ⅱ가 같이 존재하는 비율은 각각의 primer set에 

해서 52.94% (9/17), 58.82% (10/17) 로 나타났다.

Sample Reported primersa PKNb

Time (month/year) GI GII GI GII
12/2006 ++ ++ +++ ++
03/2007 ++ - ++ -
06/2007 - + - -
08/2007 ++ + - ++
11/2007 + + + +
12/2007 + + ++ ++
01/2008 +++ ++ + +
02/2008 + ++ + +

Table 2. Detection of NVs with different primer sets in water samples of Dong brook
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04/2008 - - - +
06/2008 + - + -
09/2008 + - - -
11/2008 - - + +
12/2008 - + ++ +
01/2009 + + ++ ++
02/2009 +++ ++ ++ ++
03/2009 ++ ++ +++ ++
07/2009 ++ - + -

Total (13/17) (11/17) (13/17) (12/17)
a First PCR primer set: GI-F1M and GI-R1M for GI/GII-F1M and GII-R1M for GII; NestedPCR primer set: GI-F2 and 

GI-R1M for GI/GII-F3M and GII-R1M for GII
b, First PCR primer set: GI-F1M and GI-R1M for GI/GII-F1M and GII-R1M for GII; Nested PCR primer set (Dedigned 

primer set): KG1F and KG1R for GI/KG2F and KG2R for GII

노로바이러스의 오염 비율은 GⅠ이 GⅡ에 비해 

검출되는 비율이 높았으며, 한 종류의 primer set를 

사용할 경우 sample에 오염된 노로바이러스를 검출

하지 못하는 경우도 있었으나 두 종류의 primer set를 

함께 사용할 시 검출이 가능하였다.

노로바이러스의 계통발생학적 분석

PCR에 사용된 primer의 차이에 의해 검출되는 노

로바이러스의 variant를 비교하기 위해, 두 종류의 

primer set (reported primer set and PKN primer set) 

를 사용하여 검출된 노로바이러스 GⅠ과 GⅡ의 

capsid protein gene sequence와 GenBank에 등재되어 

있는 15개의 reference norovirus GⅠ sequence 와 17개

의 reference norovirus GⅡ을 비교 분석하였다. 또한 

국내 존재하는 노로바이러스 gene과 비교하기 위해 

Lee and Kim (2008) 에서 보고된 노로바이러스 gene

을 reference gene으로 MEGA4 program을 사용하여 

계통 발생학적으로 비교 및 분석을 하였다.

Reported primer set를 사용하여 검출된 노로바이

러스를 계통 발생학적으로 분석한 결과, 노로바이러

스 GⅠ은 GⅠ/1, GⅠ/2, GⅠ/4, GⅠ/5, GⅠ/9, GⅠ/10

으로 6종류의 genotype으로 분류되었고, 노로바이러

스 GⅡ는 GⅡ/3, GⅡ/4, GⅡ/5, GⅡ/11, GⅡ/13의 5종

의 genotype으로 분류되었다 (Fig. 3). 그리고 PKN 

primer set을 사용하여 검출된 노로바이러스를 계통 

발생학적으로 분석한 결과, 노로바이러스 GⅠ은 G

Ⅰ/1, GⅠ/2, GⅠ/4, GⅠ/5, GⅠ/10 으로 5종류의 

genotype으로 분류되었고, 노로바이러스 GⅡ에서는 

GⅡ/4, GⅡ/5, GⅡ/11, GⅡ/13의 4종의 genotype으로 

분류되었다 (Fig 4). 
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(A)

(B)

Fig. 3. Phylogenetic tree constructed based on partial sequences of Norovirus genogroup I & Ⅱ capsid protein gene using
the reported primer set obtained from Dong Brook samples. The tree was plotted using the neighbor-joining (N-J) method.
(A), Norovirus genogroupⅠ; (B), Norovirus genogroupⅡ
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(A)

(B)

Fig. 4. Phylogenetic tree constructed based on partial sequences of Norovirus genogroup I & Ⅱ capsid protein gene using
PKN obtained from Dong Brook samples. The tree was plotted using the neighbor-joining (N-J) method. (A), Norovirus
genogroupⅠ; (B), Norovirus genogroupⅡ.
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고  찰

노로바이러스와 같은 enteric virus는 수인성 및 음식

을 통해 전파되며 전염력이 매우 강하다. 노로바이러

스에 오염된 지하수나 하수는 매우 먼 거리로 바이러스

를 이동시키고 또한 생산된 농산품 자체의 오염을 유도

하기도 한다. 노로바이러스는 감염된 사람에게 높은 

농도로 존재하기 때문에 검출이 용이하나, 환경 중에 

오염되었을 경우 낮은 농도로 존재하기 때문에 검출에 

한계가 있으며 10 particles만으로도 감염성을 가지기 

때문에 많은 문제가 되고 있다 (Kaplikian et al., 1972). 

본 연구에서는 부산 근교의 동천에서 채수한 시료

를 상으로 1) 초고속 원심분리를 통해 농축한 후 

2) 서로 다른 primer set를 사용한 RT-nested PCR을 

실시하여 노로바이러스를 검출하고 3) 검출된 노로

바이러스의 유전적 특성을 비교하고자 하였다. 

물에 오염된 노로바이러스를 농축하기 위해서 

Katayama et al. (2002) 에 의해 보고된 charged 

membrane을 사용하는 방법이 널리 이용되나, 본 연

구에서는 membrane 사용으로 인한 바이러스의 소실 

및 시약사용의 번거로움을 피하고자 초고속원심분

리기를 사용하여 500㎖의 물로부터 노로바이러스를 

농축하였다. 그리고 노로바이러스는 염기서열의 변

이가 극심하여 단일 primer로는 모든 노로바이러스

가 검출되지 않기 때문에 본 연구에서는 우리나라에

서 보고되는 노로바이러스와 GenBank에 등재되어 

있는 다양한 variant를 배열하여 capsid protein gene 

부위 내에서 variation 부위를 target으로 하는 새로운 

degenerated primers set (PKN, KG1F/KG1R, 

KG2F/KG2R) 를 제작하여 사용하였다. 또한 노로바

이러스 검출에 적합한 primer를 선정하기 위해 노로

바이러스 양성 동천시료를 상으로 노로바이러스

의 RNA-dependent RNA polymerase gene (RdRp) 을 

target으로 하는 primer se t (Anderson et al., 2001) 

과 capsid protein gene을 target으로 하는 reported 

primers set (Kim et al., 2005) 와 PKN primer set (This 

study) 의 두 가지 primer set를 사용하여 RT-nested 

PCR법을 통해 증폭하였으며 PCR 산물을 전기영동

을 통해 확인할 수 있었다 (Fig. 1). RdRp gene을 target

으로 하는 primer set를 사용하면 전기영동 상 상 적

으로 옅은 band가 확인되었으나 capsid protein gene을 

target으로 하는 두 가지의 primer set를 사용하였을 

때 뚜렷한 band를 확인할 수 있었다 (Fig. 1). 이는 

capsid protein gene을 검출하기 위해 사용된 primer 

set가 ORF2 5’ end의 capsid N/S domain로 highly 

conserved된 부위를 증폭하기 때문이다. 따라서 본 

연구에서는 노로바이러스의 capsid protein gene 부위

를 RT-nested PCR를 통해 증폭하는 분석을 실시하였

다. 그리고 동일 시료에 해 capsid protein gene을 

target으로 하는 primer들을 비교한 결과, 본 연구에서 

제작한 PKN primer set가 reported primer set에 비하여 

검출빈도가 높았다 (Fig. 2). 결과적으로 노로바이러

스의 유전적 다양성 때문에 동일 시료에 해서도 

primer set간의 검출 비율의 차이가 나타났으며, 또한 

노로바이러스의 검출에 있어서 capsid N/S domain을 

target으로 하는 primer set가 RdRp gene을 target으로 

하는 primer set보다 유전적으로 더욱 다양한 노로바

이러스를 검출할 수 있다고 보고한 다른 실험실의 

결과와 일치하였다 (Kojima et al., 2001). 

2006년 12월부터 2009년 7월 사이의 모니터링 결과

에서 reported primer set를 사용할 경우 노로바이러스 

GⅠ은 76.47% (13/17), GⅡ는 64.70% (11/17) 로 나타

났으며 PKN primer set를 사용할 경우 노로바이러스 

GⅠ이 76.47% (13/17), GⅡ는 70.59% (12/17) 로 나타

났다. 노로바이러스 GⅠ과 Ⅱ가 같이 존재하는 비율

은 각각의 primer set에 해서 52.94% (9/17), 58.82% 
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(10/17) 로 나타났다 (Table 2). 동천에서 검출되는 노

로바이러스의 비율은 70% 정도로 Lee and Kim (2008) 

의 연구에서 경기도 일 의 강에서 검출되는 노로바

이러스의 양성비율 55.2%보다 높게 나왔다. 이는 남

부지방이 중부지방에 비해 노로바이러스의 오염 정

도가 높을 수 있음을 의미한다고 할 수 있다.

노로바이러스는 계절에 상관없이 지속적으로 동

천에서 검출되고 있으며 특히 비록 정량적 분석은 

아니지만 11월부터 2월 사이의 시료에서 전기영동상

의 band density가 가장 높게 나타나 노로바이러스의 

계절적 유행시기와 일치함을 확인할 수 있었다 (data 

not shown). 그러나 여름철에도 노로바이러스가 검출

이 되고 있는데 (Table 2), 이는 국내 2004년 5월 제주

지역 및 2006년 6월의 인천, 서울, 경기 지역 및 국외 

2006년 5월 홍콩에서 발생한 집단식중독 사고에서 

보듯 계절과 관계없이 산발적으로 발생하는 사례를 

뒷받침해 주고 있다 (Ho et al., 2007, Kim et al., 2005). 

PCR primer 차이에 의해 검출되는 노로바이러스

의 variant를 분석하고자, 시료에서 검출된 노로바이

러스에 해 염기서열을 분석하고 계통발생학적으

로 비교하였다. Reported primer set를 사용하여 동천

에서 검출된 노로바이러스는 GⅠ/1, GⅠ/2, GⅠ/4, 

GⅠ/5, GⅠ/9, GⅠ/10, GⅡ/3, GⅡ/4, GⅡ/5, GⅡ/11, 

GⅡ/13으로 분류되었으며, major genotype은 GⅠ/4 

(5/12), GⅠ/5 (3/12), GⅡ/4 (4/8) 으로 확인되었다 

(Fig. 3). 그리고 PKN을 사용하여 검출된 노로바이러

스의 genotype은 GⅠ/1, GⅠ/2, GⅠ/4, GⅠ/5, GⅠ/10, 

GⅡ/4, GⅡ/5, GⅡ/11, GⅡ/13으로 분류되었으며, 

major genotype은 GⅠ/4 (5/12), GⅠ/5 (3/12), GⅡ/4 

(6/11) 이었다 (Fig. 4). 이러한 결과를 통해 부산 근교

의 하천인 동천에서 검출된 노로바이러스는 다양한 

genotype으로 존재하는 것을 알 수 있었고, 그것은 

capsid protein gene을 target으로 한 두 종류의 primer 

set를 사용한 PCR 결과에서 서로 유사한 genotype이

라는 것을 보여 주었다. 그러나 지금까지 알려져 있

지 않는 노로바이러스의 유전적 변이주가 상당하게 

존재하고 있음을 확인할 수 있어 향후 계속적인 새

로운 genotype의 출현이 예상된다. 

부산 지역의 동천에서 검출되고 있는 노로바이러

스 genotype의 종류는 Lee and Kim (2008) 이 보고한 

경기도 강 일 에서 검출되는 genotype과도 유사하

였으나, major genotype (GⅠ/4, GⅠ/5, GⅡ/4) 은 중부

지방에서 검출되는 major types (GΙ/1, GⅠ/13, GⅡ/15) 

과는 차이가 났다. 이는 경기도 강 일 와 지리적인 

차이 및 오염원의 차이 때문이라고 여겨진다. 

Gong et al. (2008) 의 연구에서 국내에서 노로바이

러스로 인한 식중독 사고의 주요 원인 genotype은 

2005년에 GⅡ/3, 2006년과 2007년에는 GⅡ/4로 보고

하고 있다. 그리고 중국은 GⅡ/4, 일본에서는 GⅡ/3, 

GⅡ/4가 주요 genotype으로 유행된다고 보고되었다 

(Okada et al., 2005; Phan et al., 2007). 특히 GⅡ/4는 

2002년과 2003년에 전 세계적으로 유행하는 노로바

이러스의 genotype으로 알려져 있다 (Centers for 

Disease Control and Prevention, 2002). 또한 본 연구에

서 동천에서 검출된 major type 중에 GⅡ/4가 약 50%

를 차지하고 있어 지금까지 아시아 국가에서 발생한 

노로바이러스의 genotype과 유사함을 확인할 수 있

었다. 그러므로 남부 수권 환경중의 GⅡ/4 genotype 

존재에 의한 빈도 높은 질병 발생은 남부 지역에서도 

동일하다고 할 수 있을 것이다. 

수중 오염된 노로바이러스의 검출을 위한 여러 

종류의 RT-nested PCR의 primer의 비교에서 기존에 

보고된 primer set 이외에도 본 연구실에서 한국형 

노로바이러스들의 capsid protein gene 부위를 상으

로 새롭게 제작한 primer를 사용하여 노로바이러스

의 검출의 특이성을 높였다. 
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부산 근교의 동천시료를 상으로 실시된 모니터

링 결과, 검출된 노로바이러스의 major genotype은 

GⅠ/4, GΙ/5, GⅡ/4 으로서 중부 지방의 major types인 

(GΙ/1, GⅠ/13, GⅡ/15) 과는 상이함을 확인할 수 있었

으며, 아시아 각국에서 많은 문제를 일으키고 있는 

GⅡ/4가 major genotype으로 존재하고 있어 노로바이

러스에 한 위험성을 제고하게 하였다. 

요  약

본 연구에서는 RT-nested PCR을 수행하여 부산 

도심의 하천 중 동천에 존재하는 노로바이러스를 검

출하고자 하였다. 기존에 보고되어진 노로바이러스

의 capsid protein의 염기서열을 비교하여 노로바이러

스 genogroupⅠ,Ⅱ (GⅠ,Ⅱ) 를 검출하기 위한 새로운 

degenerated primer sets (PNK, KGIF/KGIR and 

KG2F/KG2R) 를 제작하였으며, 채수한 동천 시료를 

초고속원심분리기를 통해 농축 후 물 속에 존재하는 

노로바이러스의 검출을 시도하였다. 노로바이러스

를 검출하기 위해 PCR primer를 비교한 결과 본 연구

에서 제작한 capsid protein gene을 target으로 하는 

primer set가 기존에 보고되어 있는 primer set보다 

동일 시료에 한 검출빈도가 우수하였다. 동천에 

존재하는 노로바이러스의 오염 수준은 GⅠ과 GⅡ가 

각각 76.47% (13/17), 70.59% (12/17) 로 나타났다. 

그러나 기존에 알려진 primer와 본 연구에서 제작한 

primer를 사용하였을 때 검출된 양성비율이 차이가 

나지 않았다.

검출된 노로바이러스를 염기서열 비교를 통한 계통

발생학적 분석 결과, 동천에서 검출된 GⅠ의 경우 

1/2/4/5/9/10의 genotype이 GⅡ의 경우 3/4/5/11/13의 

genotype으로 분류되었다. 그리고 본 연구에서 검출된 

major type 중 GⅡ/4의 경우, 최근 아시아 각국에서 

많은 문제를 일으키고 있는 major genotype으로 알려져 

노로바이러스에 한 위험성을 제고하게 하였다. 또

한, 이러한 결과는 국내의 강, 호수, 하천 등이 비슷한 

노로바이러스의 GⅠ,Ⅱ의 genotype으로 오염되어 있

음을 암시하며 수계환경 중 미생물의 질을 개선하기 

위한 지속적인 노로바이러스의 모니터링이 요구된다. 
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