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In-situ hybridization 법을 사용한 양식 넙치, Paralichthys olivaceus의

바이러스 감염 질병 특성 고찰
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Polymerase chain reaction (PCR) is the most rapid and widely used method to detect viral pathogens. However, 
this method does not provide histopathologic nature of the virus. In situ hybridization (ISH) with oligonucleotide 
probes is attractive because it is a rapid method for detection and identification of viral pathogens at sites of tissue 
infection. In order to understand the histopathologic characterictics of Red sea bream iridovirus (RSIV), 
viral-hemorrhagic septicemia (VHS) virus and viral nervous necrosis (VNN) virus to cultured olive flounder, we her 
applied ISH method to various kinds of olive flounder tissues with PCR-positive for these three viruses. We found 
that these viruses showed different tissue tropism and were detected from different cell types. Our results suggest 
that ISH is useful not only in rapid detection of viral pathogens but also in understanding the histopathologic 
characters of specific viral pathogens.
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우리나라 양식넙치에서 자주 나타나는 바이러스

성 질병에는 참돔이리도바이러스증의 원인바이러

스인 RSIV (Red sea bream iridovirus), 림포시스티스

병의 원인바이러스인 lymphocystiviruses, 상피증생

증의 원인으로 알려진 Herpesvirus과 같은 DNA 바이러
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스에 의한 감염증과 VHS (viral-hemorrhagic septicemia) 
virus, HRV (Hirame rhabdovirus), VNNV (viral nervous 
necrosis virus), MABV (Marine birnavirus) 등과 같은 

RNA바이러스에 의한 감염증이 알려져 있다 (전, 
2005; 국립수산과학원 2012). 통계보고에 따르면 

2005년에서 2007년 사이에 우리나라 양식넙치에 발

생하는 바이러스성 질병으로 VNNV, VHSV, RSIV 
등에 의한 질병들이 보고되어 있으며 세균성질병과 
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혼합성으로 빈번히 나타나 피해를 증가시키고 있는 

실정이다 (Cho et al., 2010).
현재 이러한 바이러스성 질병은 PCR (Polymerase 

chain reaction)검사를 통해 신속하고 높은 정확도로 

진단하고 있으며, 조기 책을 마련하기 위해 백신개

발이나 어체 건강관리에 노력을 다하고 있다 

(Yamashita et al., 2005). 바이러스에 의한 감염증은 

감염어의 조직 일부를 이용하여 PCR 진단을 통해 

확정진단이 신속하게 이루어지지만 그 이전에 임상

적으로 외형관찰이나 부검을 통한 육안적 소견으로

도 추정진단하고 있으며 이러한 질병의 특징을 각종 

자료나 논문을 통하여 기술하고 있다. 
각 질병에 따라 나타나는 외관상 혹은 해부시의 

특이한 소견은, RSIV (Megalocytivirus)의 경우 참돔

이나 그루퍼에서 주로 보고되고 있으며 (Inouye 1992; 
Kawakami and Nakajima, 2002; Mastsuoka et al, 1996) 
넙치에서는 발병 예가 흔하지 않지만 우리나라에서

는 비교적 잦은 빈도로 검출되고 있으며, flounder 
iridoviruses (FLIVs)로 보고된 발병어의 경우 빈혈, 
아가미의 점상출혈, 복부팽만, 비장, 신장과 같은 조

혈기관의 비 가 육안적으로 관찰된다 (Do et al., 
2005). VHS는 넙치에서는 1999년에 자연산 모니터링

에서 처음 보고 된 이 후 (Takano et al., 2000) 지속적으

로 발병하고 있으며, HIRRV (hirame rhabdovirus)와 

그 증상이 매우 유사하여 진단에 혼돈을 가져오기도 

한다(Kimura et al., 1986, 1989). VHSV감염은 최근 

양식 넙치에서 매우 문제시 되고 있는 바이러스성 

질병으로, 중증의 경우 아가미빈혈, 근육 내 출혈로 

인한 점상 출혈이 특징적이며, 해부시 소화관 및 각종 

내장기관의 비 와 충혈증상이 관찰되며, 복강 내 

염증성 복수의 저류가 관찰된다 (Isshiki et al., 2001; 
Kim et al., 2009). 이에 반해 VNN은 VER (viral 
encephalopathy and retinopathy)로도 불리며 자⋅치어

에서 주로 영향을 나타내고 체색흑화 이외의 특별한 

외부증상은 관찰되지 않으며, 경우에 따라 발광적인 

이상행동으로 가두리 그물에 쓸려 체표에 상처가 나

타나는 개체도 있다 (Nguyen et al., 1994; Tanaka, 
2004). 이러한 증상은 숙주에 한 바이러스의 특이

적 감염으로 인해 나타나며 육안적으로 관찰 가능한 

증상이라 할 수 있다.
본 보고내용은 양식넙치에서 발생하는 주요 바이

러스 감염증 가운데 우리나라 양식넙치에서 최근 빈

번히 발생하는 3종 (RSIV, VHSV, VNNV)을 상으

로 각 바이러스 유전자의 일부에 해당하는 probs를 

제작하여 in-situ hybridization (ISH)법을 진단법으로 

적용하였으며, 발병어의 어떤 내부기관에 어느 정도 

특이적으로 반응을 잘 나타내는지에 관하여 조사하고, 
그 결과를 바탕으로 이들 바이러스가 어떤 조직의 어떤 

세포에서 증식하는지에 한 정보를 제시하였다.

재료 및 방법

Samples preparation
2003년부터 2005년에 걸쳐 국립수산과학원 병리

연구과의 해산 양식어류 질병모니터링에서 RSIV 
(Red sea bream iridovirus, Megalocytivirus), VHS 그리

고 VNN으로 진단된 넙치를 상으로 실험을 수행하

였다. 각 조직 (간, 비장, 신장, 심장, 뇌 소화관, 그리고 

아가미)에 한 PCR(polymerase chain reaction)법의 

적용은 진단과 동시에 사전실험을 통하여 결과를 얻

었으며, 10% 중성완충포르말린 (Sigma-Aldrich)에 고

정된 이들 조직을 48시간 이내에 재고정, 수세한 후 

단계별 알코올 탈수, Xylene 투명화, 파라핀 침투과정

을 거친 후 파라핀 블록을 제작하여 4㎛두께로 박절

하여 표면처리 된 poly prep slides (Sigma-Aldrich, St. 
Louis, Mo, USA)에 준비하여 50℃오븐에 하룻밤 건

조시킨 후 바로 ISH반응에 제공하거나, 반응 전까지 

4℃에 보관하였다.
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Digoxigenin (DIG) labeling probe preparation
실험에 사용된 Digoxigenin(DIG)이 붙여진 probes

는 Lee et al (2009)을 참고하여 합성하였으며, 각 질병

에 하여 사용된 프라이머에 한 정보는 다음과 

같다: RSIV ATPase (GenBank accession no. AY532614, 
PCR 산물 크기, 230 bp): 5’-GTAGTGATATCGGGCTCCGA-3’, 
5’-CCGTTCTTGAACAGGTCCAT-3’; VNN (GenBank 
accession no. AF445800, PCR 산물 크기 542bp): 
5’-GACGTCCATCTCACGGGTAT-3’, 5’-GCG AGG 
GAA TCG TTG TAG AG-3’;, VHSV G (GenBank 
accession no. DQ401191, PCR 산물 크기 302bp): 
5 ’ - T C A C A G T C A C C T C G C A T G A T - 3 ’ , 
5’-ATTGGATCAAGACCGACCTG-3’. VHSV, VNN 
바이러스, 그리고 RSIV 의 각 유전자가 cloning 되어 

있는 Plasma DNA를 주형으로 DNA probes를 합성하

였으며, 합성조건은 RSIV의 경우 Lee et al. (2006)의 

조건에 따랐으며, VHSV와 VNN의 경우 annealing온
도를 60℃로 하고 다른 조건은 RSIV와 동일한 조건

으로 합성하였다.

In situ hybridization (ISH)
조직절편이 부착된 슬라이드의 파라핀 제거를 위

하여 Xylene에 10분, 3회 처리 후 100% 에탄올에 5분, 
2회를 거쳐 건조시켰다. 0.1M Tris(pH8.0) buffer로 

농도조절 된 proteinase K(10㎍/㎖) 용액에 37℃, 30분 

처리한 후 Tris buffer(TB)로 세척 후, 95%, 100% 에탄

올에 순차적으로 1분씩 처리하여 탈수 시켰다. 슬라

이드를 실온 건조시킨 후, Hybridization buffer(50% 
formamide, 10% dextran sulfate, 4ⅹSSC, 250㎍/㎖ 
yeast tRNA, 1ⅹDenhart’s solution) 를 준비하여 합성

된 probe와 1:1배합하여 조직에 얹어 커버슬립으로 

봉한 후 95℃에서 5분간 denaturation시켰다. 반응시

간이 끝나면 바로 냉각시켜 반응을 정지시키고 RSIV
의 경우는 42℃에서 18-20시간, VHS와 VNN의 경우

는 55℃에서 같은 시간 반응시킨 후, Wash and Bloc 

Buffer Set (Roche, German)을 사용하여 세척하였으

며, 이 후 Alkalin phosphatase가 부착된 DIG에 한 

항체반응은 Lee et al. (2009)의 방법과 동일하게 실시

하였다. 본 연구에서 사용한 실험방법에 한 개요를 

그림으로 나타내었다(Fig. 1).

Figure. 1. Diagram for in-situ hybridization methods used
in this study.

Light microscopic examination
ISH반응 후 그 로 중성 Glycerol로 봉입하여 광학

현미경 (Zeiss Axio Imager A1, Germany) 즉시 관찰하

거나, Bismark brown Y로 분별염색을 실시하고 단계

별 알코올로 탈수 후, Xylene 친화과정을 거친고 봉입

제로 봉입하여 건조시켜 보관하거나 관찰하였다. 광
학현미경 관찰을 통한 사진촬영은 현미경에 부착된 

사진촬영장치 (Carl Zeiss Axio Cam MRC5) 와 소프트

웨어(Axiovs40, v. 4.6.3.0) 를 활용하였다.

결 과

본 연구에서는 PCR 진단법을 통하여 RSIV, VHSV 
그리고 VNNV 등의 감염이 확인된 넙치 조직들을 

상으로 ISH법을 적용하였다. 먼저 PCR양성시료들
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Total sample No.
=PCR positive sample No.(A)

ISH positive sample No. (B) Cross detection rates(%)
(B/A)ⅹ100

RSIV 8 7 87.5
VHSV 6 6 100
VNNV 5 4 80

Table 1. Eefficacy of virus detection by ISH methods

Liver Spleen Kidney Heart brain Intestine Gill

RSIV
PCR + +++ +++ ++ ± ++ +
ISH + +++ ++ ++ - + +

VHSV
PCR ± +++ +++ +++ ± ++ +
ISH - ++ ++ +++ - ++/-* +

VNNV
PCR - ± ± - +++ - -
ISH - - - - +++ - -

PCR: +; shown with thin linear band on agarose gel, ++; same thick band with positive control, +++; more thick band 
than positive control, ±; indistinct linear band,-; no band. ISH: +; not exceeding 10 positively reacted cells at one view 
(ⅹ200) or a corresponding reaction. ++; not exceeding 50 positively reacted cells at one view (ⅹ200) or a corresponding 
reaction. +++; over 50 positively reacted cells at one view (ⅹ200) or a corresponding reaction,-; no reacted cell, *: ++ 
at pancreatic tissue and no reaction at digestive tube

Table 2. Detection of RSIV, VHSV and VNNV from organs of cultured flounder by PCR and ISH methods.

중 ISH방법에서 양성인 시료들을 확인한 결과, VHSV 
양성시료의 경우 6개 모든 시료에서 ISH 방법으로 

바이러스가 검출되었으며, RSIV 및 VNNV 양성 시료

들의 경우 각각 1개씩을 제외한 나머지 모든 시료들에

서 ISH양성반응이 나왔다(Table 1). 또한 여러 종류의 

장기들을 상으로 세 종류 바이러스를 검출한 결과, 
PCR방법으로 바이러스 양성이 명확하게 확인된 개

체의 각 부위별 PCR검사에서 검출 감도에 차이를 

관찰하였으며 유사한 양성반응 경향을 ISH에서도 관

찰되었다 (Table 2). 이상의 결과들은 어류조직에 감

염된 바이러스 검출에 있어 ISH 가 PCR과 비슷한 

민감도 및 특이성을 보임을 보여준다. 다음으로 PCR
법 만으로는 관찰 할 수 없는, 바이러스에 감염된 조직

학적 특성을 ISH법을 사용하여 관찰하였다.

RSIV detection
RSIV에 감염된 넙치의 in-situ hybridization에 한 

양성반응으로 확인되는 조직상의 특징적인 형태는 

짙은 보라색의 비 해진 구형세포이다. 간, 비장, 신
장, 심장, 피부, 아가미 모든 조직에서 양성반응세포

가 관찰되었으나 특히 비장, 신장의 조혈조직 내 그 

수가 월등히 많이 나타나는 것을 알 수 있으며, 간에

서는 정맥 주위로 소수의 이상비 세로가 짙게 염색

되어 관찰되었다 (Fig.2A). 비장에서는 비 세포가 

다수 분포하는 것을 확인할 수 있다 (Fig.2B). 신장에

서도 비장에서와 유사하게 조혈조직 내에 이형비

세포가 다수 관찰되었다 (Fig.2C). ISH에 한 양성반

응로 나타나는 바이러스의 분포 특징은 비 해진 구

형세포 내에 한정적으로 존재하는 것을 알 수 있다. 
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Figure. 2. Detection of RSIV (red sea bream iridovirus), VHS (viral heamorrhagic septiceamia) virus, and VNN (viral nervous
necrosis) virus in infected olive flounder tissues by in-situ hybridization. Various kinds of tissues were collected from
virus-infected fish and sections were made from paraffin-fixed tissues. In situ hybridization was performed using 
digoxigenin-labeled probes to detect virus RNAs as described in Methods. A-C, Detection of RSIV. A. Liver; A few of 
ISH positive cells (arrowheads) are detected around sinusoids(S), B. Spleen; Many ISH positive cells throughout the whole
of spleen. C. Kidney; ISH positive cells (arrow heads) in parenchymal tissue. r; renal tuble, M; cluster of melano-macrophages.
D-F, Detection of VHSV. D. Heart; ISH positive reactivity is shown in myocardium. E. Spleen; ISH positive reaction
is shown at ellipsoids (arrows). F. Pancreas; ISH positive reactivity is revealed at necrotic macrophages and acinar cells.
There is no reactivity in intestine adjacent the pancreas. D, E, and F are counterstained. G-I, Detection of VNN virus.
G. Liver; There is no reactivity. Hp; hepatopancreas, S; sinusoid. H. Heart; There is no reactivity. I. Brain; ISH positive
reactivities showing dip-blue or bluish puple are necrotic part of nervous cells. (I is counterstained). 

VHSV detection
VHSV 감염 넙치에 한 in-situ hybridization에 

한 양성반응은 주로 비장, 신장, 췌장조직 그리고 심

장에서 나타났다. 비장과 신장에서는 조직 내 분포하

는 식세포 (macrophage) 에서 관찰 되었는데, 비장

에서는 협조직(ellipsoids) 주위로 둘러싸는 식세포
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에서, 그리고 신장에서는 MMC(Melano-macrophage 
center)와 같은 식세포가 집중적으로 분포하는 영

역에서 뚜렷하게 관찰되었다 (Fig.2D). 소화관과 함께 

박절 된 췌장조직에서는 소화관에서는 반응성이 전혀 

관찰되지 않는 반면 췌장조직의 식세포와 선세포

(acinar cell) 에서 강한 양성반응이 확인되었다(Fig.2E). 
특히, 심장에서는 심근전반에서 보라색의 짙은 양성

반응이 관찰되는 것이 특징적이었다(Fig.2F).

VNNV detection
RSIV 나 VHS virus가 조혈기관, 심장, 췌장 등의 

내장기관에서 다양하게 나타나는 반면, VNN감염조

직의 경우, 간, 비장과 같은 소화기계 관련 (Fig.2G), 
심장과 같은 순환기계 관련 기관 (Fig.2H)에서는 반

응성이 관찰되지 않았지만, 뇌, 연수와 같은 신경조

직에서는 강한 양성반응이 나타났다(Fig.2I). 

고 찰

병원 바이러스의 종류에 따라 특이적으로 표적세

포가 존재하는 경우가 있으며, 이러한 특징은 특정 

조직이나 기관에서 주 감염증상을 나타내는 것을 확

인할 수 있다. 각 바이러스의 주요 감염장기에서의 

조직 병변에 따라 외형적으로나 해부시 관찰되는 병

증의 특징이 나타난다. 바이러스성 질병의 진단에 

자주 쓰이는 세포배양의 경우, 바이러스의 종류에 

따라 배양조건에 적합한 세포주가 존재하는 것은 이

미 잘 알려진 사실이다. 
VNN의 경우 중추신경계 (Central nervous system)

와 안구의 망막주위 시신경의 공포화(vacuolization)
가 병리조직학적 주요증상이라 볼 수 있다. ISH반응

에서도 나타난 것처럼, 반응이 신경조직에 한정되어 

나타나므로 조직의 일부를 이용하여 바이러스를 분

리할 경우에도 뇌나 연수가 아닌 다른 기관에서 분리

는 어렵다. VNN 바이러스 분리를 위해 사용하는 배

양세포의 경우 일반적으로 쓰이는 다종의 세포주, 
예를 들어 ECP, CHSE-214, RTG-2, FHM, BF-2로는 

배양이 힘들어 새로이 만들어진 SSN-1 또는 이 세포

주에서 다시 클론을 배양하여 만들어진 E-11 그리고 

GF-1과 같을 세포주를 사용하여야만 배양이 가능하

며 계  후 일정기간이 지나면 바이러스의 존속유무

를 확인하여야만 하므로 세포주를 이용한 인공적인 

배양이 어려움을 알 수 있다(Iwamoto et al., 2000). 
이들 세포주가 지느러미 조직에서 클론배양한 것이

지만 신경조직세포와 유사성을 가진 세포일 가능성

도 있을 것으로 보인다. 
VHS 바이러스는 전신감염으로 이어지는 경우가 

부분이어서 비장이나 신장의 조혈조직 이외에도 

심장, 소화관 그리고 근육까지 부분의 장기에서 

증상을 나타낸다. 자연 감염어에 관한 보고에 따르면 

체색 흑화, 복부팽만과 복수, 아가미 빈혈, 심강 내 

체액저류, 간 울혈, 신장과 비장비 를 설명하고 있

다. 특히 외부적으로는 근육 출혈이 특징적으로 관찰

되는데 조직학적으로는 심근을 비롯하여 각 내장기

관과 소화관의 소 혈관을 중심으로 조직세포의 괴

사, 변성이 관찰된다(Isshiki et al., 2001).본 연구의 

결과에서도, 감염된 바이러스는 혈액을 통하여 전신

적으로 이동하는 것으로 보이며 각 부위의 근육세포

를 선호하여 이러한 세포로 구성되는 기관이나 조직

에서 바이러스의 증식이 이루어져 병어의 주요 증상

이 관찰되는 것으로 추정되며, 특히 심장에 한 영향

이 관찰되었다. 
RSIV감염도 중증의 경우 VHSV 감염증과 유사한 

증상으로 관찰되지만 바이러스가 혈구세포에서 증

식하여 비 혈구세포를 형성하는 것이 특징이며, 감
염된 혈구는 조혈림프조직은 물론 어체 전신을 통하

여 식세포나 유주세포가 분포하는 각 장기 내 결합

조직에서도 관찰된다 (Lee et al., 2006, 2009).
표1에서 본 연구에 사용된 검체수와 반응양성에 

한 결과를 나타내었으며, 표2에서는 각 장기에 
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한 반응의 결과도 PCR법을 통한 결과와 비교하였다. 
VHSV의 경우 PCR법에서 양성으로 판정되었던 것

은 ISH법에서도 모두 양성반응을 확인할 수 있었으

며, RSIV와 VNNV에서도 80% 이상의 교차양성반응

을 확인하였다. 실질적으로 검체수를 더 많이 늘려서 

확인이 가능하였다면 교차반응의 비율이 높아질 가

능성을 배제할 수 없을 것으로 보며, 표2에 나타낸 

각 장기에 한 반응도 PCR법보다 탁월한 민감도를 

얻어내진 못했지만 이에 상응할 만한 결과를 얻어 

바이러스성 질병에 한 진단을 위한 방법으로 활용

도가 높을 것으로 생각된다.
지금까지 항원-항체반응과 형광항체법을 활용한 

조직관찰에 한 보고는 있었으나 in-situ hybridization
법을 활용한 보고는 Megalocytivirus나 Herpesvirus와 

같은 DNA-DNA hybridization법 이외에는 없었다 

(Lee et al., 2009, 2012). RNA에 한 in-situ 
hybridization법 활용의 경우도, 특정 단백질의 조직 

내 발현을 관찰하기 위해 RNA-RNA hybridization법을 
활용한 실험 예는 많지만 본 연구에서처럼 VHS나 

VNN과 같은 병원성 바이러스의 확인을 위해 

RNA-DNA hybridization법을 활용한 경우는 없었다. 
일반적인 In-situ hybridization법의 경우, DNA-DNA, 
RNA-RNA hybrid반응을 기본으로 하지만 RNA-DNA
의 hybrid도 hybridization buffer에 따라 매우 안정적인 

것으로 이미 보고되고 있다(Casey J and Davidson N, 
1977, Thomas et al., 1976). 상용 kit을 이용하여 DIG을 

표지한 DNA probe 제작이 용이하며, 감염바이러스

가 DNA바이러스인지 RNA바이러스인지에 상관없

이 RNA 작업을 위한 다른 실험 라인 없이도 실험실

에서 준비된 양성 플라스미드를 주형으로 상바이

러스에 한 표식probe를 제작하여 바로 병어조직에 

반응시켜 확인할 수 있다는 점에서 신속진단에 유용

하다. 단, RNA바이러스인 경우는 감염어 조직내의 

바이러스 RNA를 상으로 반응시키므로 반응 전까

지 조직 내에서 RNA 상태를 잘 보존할 수 있도록 

하는 것이 중요하며 in-situ hybridization적용에 있어 

RNAse free water를 사용하는 것이 추천된다. 예를 

들면 시료를 고정한 시기가 과도하게 경과한 것이거

나 냉동절편을 제작할 경우 냉동전이나 냉동 박절 

후 처리에 따라 RNA의 소실 정도가 달라질 수 있으

므로 주의가 필요할 것으로 보인다. 
본 연구에서는 포르말린에 고정된 조직을 이용하

였지만 신선조직을 이용하여 동결절편에 적용하면 

더욱 빠르게 확인 가능할 것이라 생각되며, 포르말린 

고정시료의 경우에도 보관이 오래되지 않았다면 질

병발생 이후 재검사를 위해 유용한 방법으로 여겨진

다. 특히 RSIV감염증과 같은 DNA바이러스로 감염

조직 보존기간이 조금 지나더라도 조직 내 보존상태

가 양호한 편으로 보였으며 파라핀표본 상태로 오래 

보관된 샘플에서도 in-situ hybridization 반응이 확인

되었다 (Lee et al., 2012). 질병진단에 있어 신속성, 
정확성은 매우 중요하다. PCR법은 신속하지만 확정

진단을 위해서는 염기서열 분석 또한 진행되어야 하

며, 오류의 위험도 있으므로 명확한 진단을 위해 다른 

진단법이 동반되어야 한다. 이러한 때 신속하게 병어

조직을 이용하여 바로 확인 가능한 방법이 in-situ 
hybridization 법으로 생각된다. 본 검사법의 표준화된 

활용을 위한 연구로 시료 보관상태, 보관기간, RNA, 
DNA 바이러스의 반응에 한 질적, 양적 차이 등에 

관한 세부적인 검증이 필요할 것으로 보이지만 검증

이 이루어지면 실제로 활용하기에 유리할 것으로 생

각된다.
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요 약

PCR (polymerase chain reaction) 법은 신속하고 정

확하여 바이러스성 질병진단을 위해 널리 사용되지

만 조직병리학적인 정보를 제공하지 못한다. 반면에 

in-situ hybridization (ISH) 법을 사용하면 바이러스를 

빠르게 검출할 수 있을 뿐 아니라 조직에서의 분포도 

알 수 있다. 본 연구에서는 RSIV, VHSV, 그리고 VNN 
바이러스들의 조직내 분포 및 조직 병리학적인 특성

을 확인하기 위하여 이 바이러스들에 감염된 에 감염

된 양식 넙치의 어류의 다양한 조직들을 상으로 

ISH 법을 적용하였다. 그 결과 이들 세 종류의 바이러

스가 각각 다른 조직 및 세포들에 감염함을 확인 할 

수 있었다. 본 연구 결과는 ISH법이 어류 병원성 바이

러스의 신속 검출 뿐 아니라 조직 병리학적인 특성 

확인에도 유용함을 제시한다. 
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