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서    론

포르말린은 바이러스에 대한 불활화 백신을 제작하기 위해 많
이 사용되고 있는 있다(Delrue et al., 2012). 어류에 발병하는 바
이러스성 질병에 대한 포르말린 불활화 백신에 대한 연구도 많
이 진행되었는데, infectious spleen and kidney necrosis virus 
(ISKNV), red seabream iridovirus (RSIV), red spotted grou-
per nervous necrosis virus (RGNNV) 및 infectious hemato-
poietic necrosis virus (IHNV)에서 포르말린 불활화 백신이 효
과가 있다고 알려져 있다(Nakajima et al., 1999; Pakingking et 
al., 2010; Dong et al., 2013a; Dong et al., 2013b; Nuñez-Ortiz 
et al., 2016; Tang et al., 2016). Vinay et al. (2013)은 squalene
이나 aluminum hydroxide와 같은 adjuvant가 없이도 포르말
린 불활화 VHSV (viral hemorrhagic septicemia virus) 백신을 

넙치에 주사한 경우 최대 47%의 상대생존율을 보이고, adju-
vant를 사용한 경우에는 최대 83%의 상대생존율을 보인다고 
하였다. 우리는 선행연구에서 0.1% (v/v) 포르말린을 이용하여 
VHSV의 불활화 백신을 제조하여 넙치에서 그 효능을 실험하
던 중에, 포르말린의 처리 시간에 따라 불활화 정도가 다르다
는 것을 알아내었다. 즉 106 TCID50 (tissue culture infectious 
dose 50)/mL의 VHSV를 1일간 포르말린 처리하여 백신으로 
사용한 결과 VHSV 공격실험에 대해 50%의 방어율을 보였으
나, 7일간 처리한 경우 포르말린 불활화 백신은 공격실험에 대
해 방어하지 못했다. 결국 이러한 방어력의 차이는 1일간 처리
한 것이 완전히 불활화되지 않아 낮은 바이러스 감염가를 가진 
생백신으로 작용했기 때문이었다는 것을 알게 되었다(Kim et 
al., 2016). 따라서 본 연구에서는 바이러스의 감염가에 따라 포
르말린에 의한 불활화 정도를 비교하고, 포르말린 처리에 의해 
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Killed vaccines, developed by inactivation with formalin, have been investigated for many fish viruses. In this study, 
the inactivation of viral hemorrhagic septicemia virus (VHSV) by formalin was investigated based on the infectivity 
titer. When viral cell culture supernatants were used, the infectivity titer decreased 1,000-fold at 1 d after treatment 
with 0.1% (v/v) formalin, but was below the detection limit at 7 and 14 d. Moreover, neither the N nor G gene were 
detectable by RT-PCR immediately after formalin treatment. In western blot analysis, N protein was not detected by 
rabbit antiserum against VHSV KR-9225 from 2 d after formalin treatment. On the other hand, when we used a virus 
that was purified and concentrated ~100 times, the infectivity titer was maintained at 106.05 TCID50/mL, even at 14 d 
after formalin treatment, and no change in the viral structural proteins was observed. This study provides important 
data on the production and use of formalin-inactivated vaccines.
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바이러스가 어떻게 변화하는지를 조사하고자 하였다. 이를 위
하여 우리는 바이러스 세포배양 상층액과 초원심분리로 정제
하여 100배 가량 농축되고 정제된 바이러스에 0.1% (v/v) 포
르말린을 처리하고, 바이러스의 감염가, 핵산 및 단백질의 변
화를 조사하였다.

재료 및 방법

세포 및 바이러스

바이러스의 배양에는 epithelioma papulosum cyprinid (EPC) 
세포가 사용되었다. 세포는 10% (v/v) FBS (fetal bovine se-
rum)와 1% (v/v) antibiotic-antimycotic agent (Gibco, USA)
가 첨가된 minimum essential medium (MEM, Gibco, USA) 
배지로 계대·배양되었다. 바이러스는 부경대학교 김기홍 교수
님에게 분양받은 VHSV KJ2008 분리주를 사용하여(Kim et 
al., 2015, 2016) EPC 세포에 감염시킨 후 15°C에서 배양하면
서 cytopathic effect (CPE)를 관찰하였다. 세포가 거의 탈락했
을 때 배양액을 모아서 3000 g에서 15분간 원심분리하고 수거
한 상층액을 실험에 사용하였다. 

바이러스 정제 

바이러스의 정제는 Nishizawa et al. (1991)의 방법을 참고하
여 진행하였다. 바이러스 세포배양 상층액에 7% (w/v) poly-
ethylene glycol 6000 (PEG, Bioshop)과 2.3% (w/v) NaCl을 
첨가한 후 4°C에서 하룻밤 동안 교반한 후 3000 g에서 30분간 
다시 원심분리하였다. Pellet을 1/10 용량의 STE (Sodium Tris 
EDTA) buffer (0.02M Tris-HCl, 0.1m NaCl, 1mM EDTA, pH 
7.4)로 현탁한 후 4000 g에서 10분간 원심분리하여 PEG를 제
거하였다. 상층액에 포함되어 있는 바이러스를 18,500 g에서 
150분간 원심분리하여 농축한 후 STE buffer로 재현탁한 후 정
제를 위해 50%, 35% 및 20% sucrose (w/v)로 밀도구배 원심분
리(80,000 g, 90분)를 실시하여 바이러스 band를 수거하였다. 
Sucrose를 제거하기 위해 150,000 g에서 60분간 원심분리하고 
pellet을 STE buffer에 현탁하였다. 농축 및 정제된 바이러스는 

사용 전까지 -80°C에 보관하였다.

포르말린 처리 실험

바이러스의 포르말린 처리는 이전에 보고된 대로 실시하였다
(Kim et al., 2016). 포르말린 처리에 의한 바이러스의 변화를 관
찰하기 위해 VHSV 세포배양 상층액과 정제한 VHSV에 최종 
농도가 0.1% (v/v)가 되도록 포르말린(Formaldehyde, Sigma)
을 처리한 후 4°C에서 보관하면서 시간대 별로 채취하여 분석을 
실시하였다. 감염가 측정은 포르말린 처리 1, 7 및 14일째에 50 
µL씩 채취하여 10배 단계희석한 후 실시하였다. 핵산의 변화
를 알아보는 실험을 하기 위해 세포 배양 상층액에 포르말린을 
처리하고 0, 1, 3 및 5일째에 수거하여 total RNA (ribonucleic 
acid) 분리를 실시하였다. 핵산의 변화 분석에는 정제 바이러스
가 사용되지 않았다. 바이러스 단백질의 변화 분석을 위해 세포
배양 상층액과 정제한 VHSV에 포르말린을 처리한 후 0, 0.5, 
1, 2, 5 및 7일째에 50 µL씩 채취하여 SDS-PAGE (sodium do-
decyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis)와 western 
blot을 실시하였다. 포르말린 처리에 관한 모든 실험은 2반복
으로 수행되었다. 

감염가 측정

바이러스 감염가 측정을 위해 EPC 세포를 trypsin-EDTA 
(Gibco, USA)로 박리시키고 5% (v/v) FBS가 포함된 MEM
에 현탁한 후 96-well plate에 접종한 후 15°C에서 하루 동안 
배양하였다. VHSV 및 포르말린 처리된 VHSV를 MEM 배지
로 10-1-10-10까지 10단계 희석한 후 50 µL씩 접종하였다. 50% 
tissue culture infectious does (TCID50)을 결정하기 위해 15°C
에서 14일 동안 CPE를 관찰하였다. 각 바이러스의 감염가는 
Karber (1931)의 방법에 의해 측정되었다.  

핵산 분리 및 RT-PCR

바이러스 배양액 및 포르말린 처리된 바이러스 배양액을 시간
대별로 500 µL씩 수거하여 TRI Reagent (molecular research 
center)를 이용하여 total RNA 분리를 실시하였다. RNA 분리

Table 1. Primers and PCR conditions used in this study

Target gene Primer name Primer sequence (5’→3’) PCR condition Target size

G gene
VGsense CCAGCTCAACTCAGGTGTCC 52°C for 30 min; 

95 °C for 10 min 40 sec; 
35 cycles of 95 °C for 40 sec, 64 °C for 40 
sec, 72 °C for 40 sec; 
72 °C for 7 min 

587 bp
VGantisense GTCACYGTGCATGCCATTGT

N gene
VN IVa F ATGGAAGGGGGAATCCGTGCAGCT 50°C for 30 min; 

95°C 10 min 30 sec; 
35 cycles of 94°C 30 sec, 55°C 30 sec, 68°C 
1 min; 68°C 7 min

505 bp
VN IVa R GCGGTGAAGTGCTGCAGTTCTC

PCR, polymerase chain reaction.
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는 제품에 제공되어 있는 매뉴얼을 따라 진행하였다. 
분리된 RNA를 동일한 량으로 희석하고 TOPscriptTM One-

step RT PCR DyeMIX (enzynomics)을 사용하여 RT-PCR을 
실시하였다. RT-PCR 반응액을 만들기 위해 DyeMIX 5 µL와 
분리한 RNA 1 µL와 primer를 각각 1 µL씩 첨가하고 총 20 
µL의 용액을 제조하였다. Primer는 VHSV G gene을 증폭하
는 VGsense/ VGantisense (Nishizawa et al., 2002; 2006)과 
VHSV genotype IVa 검출에 적합한 VN IVa F/R (Kim, 2015)
을 사용하였다. 위의 2가지 유전자를 증폭하기 위한 PCR 조건
은 Table 1에 제시한 바와 같다. PCR 산물은 1.5% agarose gel
에 전기영동 후 EtBr로 염색하여 Gel Doc UV transilluminator 
(Bio-Rad)로 확인하였다.

SDS-PAGE 및 western blot

포르말린을 처리하거나 처리하지 않은 바이러스 세포배양 상
층액 및 정제한 바이러스 15 µL를 sample buffer와 혼합한 후 
100°C에서 5분간 열을 가한 후 각각을 10%와 14% acrylamide 
gel에 전기영동하고 Coomassie Brilliant Blue R-250 (Bio-
Rad)과 Silver Stain kit (Bio-Rad)로 염색하였다. 
세포배양 상층액을 전기영동한 gel은 nitrocellulose (NC) 

membrane (Bio-Rad)으로 옮긴 다음 blocking buffer에서 30
분간 배양하였다. 1차 항체는 전남대학교 니시자와 교수님으
로부터 VHSV KRRV-9822 분리주에 대한 토끼 항혈청을 제
공받아 사용하였다. 세포배양 상층액 내에 포함되어 있는 FBS
에 대한 반응을 최소화하기 위해 항체를 FBS와 1:1로 혼합한 
후 23°C에서 하루 밤 동안 배양한 후 1:500으로 희석하여 사용
하였고, 2차 항체는 alkaline phosphatase가 결합되어 있는 goat 
anti rabbit IgG (SantaCruz)을 1:1000으로 희석하여 사용하였
다. NC membrane을 세정한 다음 BCIP-NBT로 발색을 유도한 
후 band를 관찰하였다.

결과 및 고찰

세포배양 상층액 바이러스의 감염가는 4°C에서 1, 7, 14일간 
배양하면서 각각 108.55, 108.05, 107.55 TCID50/mL로서 거의 변화
가 없었던 것에 반하여, 포르말린을 처리한 경우 1일째의 감염
가가 105.05 TCID50/mL로 1000배 이상 감소하였다가 7일과 14
일째에는 10-1 희석액을 접종한 well에서도 CPE가 아예 관찰되
지 않았다(Fig. 1A). Kim et al. (2016)은 107.05 TCID50/mL의 
VHSV를 0.1% (v/v) 포르말린을 처리한 후 시간대별로 감염가
의 변화를 관찰하였는데, 처리 48시간 이후로 감염가가 detec-
tion limit 이하로 떨어져 본 연구 결과와 일치하는 것을 확인할 
수 있었다. 한편 정제한 바이러스는 4°C에서 1, 7, 14일간의 배
양 기간 동안 각각 1010.3, 109.3, 1010.8 TCID50/mL의 감염가를 보
여, 정제 전의 바이러스 배양액에서 약 100배 가량으로 바이러
스가 농축된 것을 확인할 수 있었고 2주간 4°C 배양에 의해서는 
감염가의 변화가 발생하지 않음을 확인할 수 있었다(Fig. 1B). 
Jorgensen (1973) 역시 VHSV를 4°C에서 2주간 배양하더라도 
감염가의 소실이 없다고 보고한 바 있으며, Garver and Hawley 
(2008)는 4°C에서 보존할 경우 1년간 감염력을 유지한다고 하
였다. 정제한 바이러스에 동량의 포르말린을 처리한 경우 1일
째는 109.8 TCID50/mL로서 거의 변화가 없다가 7일과 14일째
에는 각각 107.55와 106.05 TCID50/mL로서 10,000배 가량 감염
가가 감소한 것을 확인할 수 있었다(Fig. 1B). 즉 세포배양 상층
액 바이러스가 0.1% (v/v) 포르말린 처리에 의해 완전히 불활화 
되었던 것에 반해 높은 감염가의 바이러스는 동량의 포르말린 
처리에 의해서는 완전히 불활화 되지 않는다는 사실을 알 수 있
다. 따라서 감염가가 높은 바이러스의 경우에는 0.1% (v/v) 이
상 농도의 포르말린을 사용하거나 더 오랜 기간 동안 처리할 필
요가 있다고 사료된다. 향후 높은 농도와 장기간의 포르말린 처
리에 의해 정제 바이러스의 역가가 어떻게 변화하는지 확인해 
볼 필요가 있겠다.

Fig. 1. Infectivity titers of VHSV culture fluid (A) and purified VHSV (B) after 0.1% (v/v) formalin treatment. VHSV, viral hemorrhagic 
septicemia virus.
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핵산의 변화를 관찰한 결과, 포르말린을 처리한 직후인 0 h
부터 G gene 뿐만 아니라 N gene도 검출되지 않았다(Fig. 2). 
Winton et al. (2014)도 Poliovirus를 1:4,000 비율로 formalde-
hyde를 처리한 결과 RT-PCR에 의한 핵산 검출이 되지 않았다
고 보고한 바 있다. 몇몇 연구자들은 포르말린이 capsid 단백
질과 RNA의 crosslinking을 유도하여 genome reading을 방해
한다고 보고한 바 있다(Ma and Harris, 1988; Kuykendall and 
Bogdanffy, 1992; Permana and Snapka, 1994).
단백질의 변화를 알아보기 위해서 정제한 바이러스와 바이러
스 배양 상층액을 대상으로 SDS-PAGE와 western blot을 실시

하였다. 정제한 바이러스를 전기영동하여 silver stain으로 염색
한 결과 G, N, P 및 M protein을 관찰할 수 있었다(Fig. 3). 포르
말린 처리 후 1, 7, 14일 후에 전기영동을 하여도 처리하지 않은 
정제 바이러스와 동일한 구조 단백질을 보여 포르말린 처리에 
의해 단백질의 소실이 일어나지 않았음을 알 수 있었다(Fig. 3).  
바이러스 세포배양 상층액을 항원으로 하여 SDS-PAGE를 한 

Fig. 2. Agarose gel electrophoresis of RT-PCR products targeting VHSV G gene (A) and N gene (B). Lane 1, untreated VHSV culture fluid; 
lane 2, VHSV culture fluid treated with 0.1% (v/v) formalin for 0 h; lane 3, VHSV culture fluid treated with 0.1% (v/v) formalin for 1 d; 
lane 4, VHSV culture fluid treated with 0.1% (v/v) formalin for 3 d; lane 5, VHSV culture fluid treated with 0.1% (v/v) formalin for 5 d; N, 
negative control without template. RT-PCR, reverse transcription-polymerase chain reaction; VHSV, viral hemorrhagic septicemia virus.
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Fig. 3. SDS-PAGE of purified VHSV. V, untreated VHSV; VF, 
VHSV treated with 0.1% (v/v) formalin for 1, 7 and 14 days. 14% 
polyacrylamide gel was stained with silver nitrate solution. G, gly-
coprotein; N, nucleoprotein; P, phosphoprotein; M, matrix protein. 
SDS-PAGE, sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electro-
phoresis; VHSV, viral hemorrhagic septicemia virus.
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Fig. 4. SDS-PAGE (A) and western blot analysis (B) of VHSV 
culture fluid. V, untreated VHSV; VF, VHSV treated with 0.1% 
(v/v) formalin for 0, 0.5, 1, 2, 5 and 7 days. 10% polyacrylamide 
gel was stained with Coomassie Brilliant Blue R-250. Proteins 
were blotted to nitrocellulose membranes and incubated with rab-
bit antiserum against VHSV KRRV-9822. N, nucleoprotein. SDS-
PAGE, sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophore-
sis; VHSV, viral hemorrhagic septicemia virus.
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경우 세포 배양액 중의 FBS band만 주로 관찰되었기 때문에, 
VHSV KR-9225 분리주에 대한 토끼 항혈청으로 western blot
을 실시하였다. 실험에 사용된 항혈청에 대해서는 N protein이 
검출되었고 나머지 구조 단백질은 검출되지 않았다. 실험에 사
용된 토끼 항혈청은 FBS로 전처리 했음에도 불구하고 본 연
구 결과에서 FBS 단백질과 반응성이 높아 smear band가 나타
나게 되었는데, 이것에 의해 69 kD의 G protein에 대한 반응이 
보이지 않게 된 것으로 판단된다.  포르말린 처리 2일째부터 N 
protein이 검출되지 않는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 4). 이는 
Kim et al. (2016)의 연구에서 감염가가 detection limit 이하도 
떨어진 시기와 일치하였다. Western blot 실험에서 N protein이 
관찰되지 않은 것은 포르말린 처리에 의해 N protein의 epitope
이 변화된 것이라고 판단된다. 포르말린의 영향을 가장 많이 받
게 될 단백질은 바이러스의 가장 바깥쪽에 존재하는 G protein
이나, 본 연구에 사용된 항체로는 N protein에 대한 영향만 관
찰할 수 있었다. 따라서 다른 구조 단백질 특히 외막에 있는 G 
protein에 대한 영향을 알아보기 위해서는 각 구조 단백질에 대
한 monoclonal antibody (MAb)를 사용하여 차후의 연구를 진
행할 필요가 있겠다. Fan et al. (2015)은 다양한 MAb를 사용
하여 실험한 결과, 시판되는 포르말린 불활화백신과 실험실에
서 제작한 포르말린 불활화 일본 뇌염 바이러스 백신에 대해서 
Mab 일부가 binding 하지 못하거나 중화항체가가 대조구에 비
해 현저하게 낮은 것을 확인함으로서 포르말린이 항원 epitope
를 변형시킨다는 것을 증명하였다. 그 외에 포르말린은 단백질
의 N 말단에 결합하여 methylol adducts를 만들게 되어 이것이 
다양한 아미노산의 R 기와 crosslinking을 하게 된다는 것을 증
명한 연구도 있다(Delrue et al., 2012; Metz et al., 2004).

    어류 바이러스성 질병을 대처하기 위한 백신 중 가장 쉽게 
제작할 수 있는 것이 불활화 백신이다. 이러한 점에서 불활화백
신은 다음과 같은 요건을 갖추고 있어야 한다. 첫째 바이러스
는 완전히 불활화되어야 한다. 둘째 불활화 백신은 방어 면역을 
잘 유도하여야 하며, 이를 위해 불활화 물질에 의해 바이러스의 
epitope의 변형이 생겨서는 안 된다. 본 연구에서는 바이러스의 
농도 즉 감염가에 따라 포르말린에 의한 불활화 정도가 달라지
는 것이 확인되었으며, 포르말린 처리에 의해 바이러스의 핵산
과 N protein의 epitope이 변화된 것을 제시하였다. 본 연구의 
결과는 향후 포르말린 불활화 백신의 제조와 사용에 대해 중요
한 자료가 될 것으로 사료된다.
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