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서   론

능성어(Hyporthodus septemfasciatus)는 분류학적으로 농어
목 바리과에 속하는 열대어종 해산어로, 국내에는 남해안 및 제
주도 연안에서 서식한다. 능성어는 저지방, 고단백으로 맛이 좋
아 횟감 등의 식용으로 인기가 높으며, 단가가 비싸 고급양식 품
종으로 주목 받고 있다. 우리나라는 2003년에 능성어 인공 종묘
생산이 성공했지만 그 이후 산업화는 미흡한 실정이었으며, 국
내 능성어 양식은 90년대 후반부터 실시되어 2010년 양식어장 
15 개소에서 총 269톤을 생산하였으며, 2011년 150톤, 2013년 
56톤을 생산하여 줄어느는 양상을 보이고 있다(statistics Ko-
rea, 2017). 능성어 양식이 활성화 되지 못한 이유는 체계적인 
친어 관리 매뉴얼이 확립되어 있지 않은 관계로 안정적인 종묘

생산이 어려웠고, 아열대성 어종인 능성어를 양식하기에 적합
한 지역이 확인되지 못하였던 점, 낮은 종묘생산 효율 그리고 질
병에 의한 폐사 등 이 원인으로 작용하였다(Hong et al., 2015; 
Kim and Kim, 2015). 능성어의 양식과정 중에 발생하는 대표
적인 바이러스성 질병으로는 바이러스성신경괴사증 (viral ner-
vous necrosis, VNN)이 보고되어 있다. VNN은 여름철 고수온
기에 유행하는 질병으로 종묘생산단계의 자어부터 성어까지 광
범위하게 발병하여 높은 누적 폐사율을 발생시킨다(Munday et 
al., 2002). VNN은 일본, 대만, 노르웨이, 프랑스, 인도네시아 
등 전 세계적으로 광범위한 지역에서 발병하며 능성어, 흑점줄
전갱이(Pseudocaranx dentex), 넙치(Paralichthys olivaceus), 
유럽농어(Dicentrarchus labrax), 홍민어(Sciaenops ocellatus), 
황점볼락(Sebastes oblongus) 등 5목 11과에 걸쳐 25종의 어
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We investigated the infection of nervous necrosis virus (NNV) in seven band grouper Hyporthodus septemfasciatus 
broodstocks, which have been reared in aquaculture farms in South Korea during 2012-2014. To investigate the 
prevalence of NNV within the broodstock, egg, sperm, and blood were sampled in the spawning season. The egg and 
sperm samples were subjected to a nested reverse transcription (RT) polymerase chain reaction (PCR) assay to detect 
NNV and were inoculated on SSN-1 cells to culture the virus. Blood samples were used to detect antibodies against 
NNV using enzyme linked immunosorbent assay (ELSIA). Positive values from ELISA were found in 39 of 162 
samples (24%) in 2012, and 13 of 28 samples (46%) in 2014. Additionally, 4 of 34 broodstocks (11%) investigated in 
2013-2014 were determined to be carriers from the nested RT-PCR and in vitro cultivation. The broodstocks in which 
antibodies against NNV were detected by ELISA, or in which NNV was detected by the nested RT-PCR assay, posed 
a risk of vertical transmission of NNV. Therefore, it is necessary to select virus-free broodstocks in seed production 
to reduce the possibility of the vertical transmission of NNV.
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종에서 발병한다(Munday et al., 2002). 국내에서는 1989년 여
름, 남해안의 능성어 양식장에서의 발병이 최초 보고이며, 당
시 80%의 누적 폐사율을 나타내었다(Sohn et al., 1991). 감염
어의 특징적인 외부증상으로는 척추만곡, 선회유영, 체색흑화 
등이 알려져 있고, 병리학적 증상으로 뇌와 안구 망막의 신경
조직에 공포화 및 괴사 병소가 나타난다(Nguyen et al., 1996; 
Nopadon et al., 2009).

VNN의 원인 병원체는 Nodaviridae에 속하는 nervous necro-
sis virus (NNV)이며,  바이러스 외피가 없고, 핵산형은 posi-
tive sense의 single-stranded RNA로 구성되어있다. Virion의 
크기는 26-34 nm로 소형이며, 정20면체의 구조를 하고 있다 
(Munday et al., 2002). NNV는 coat protein gene의 nucleo-
tide sequence의 차이에 따라 striped jacked nervous necrosis 
virus (SJNNV), tiger puffer nervous necrosis virus (TPNNV), 
barfin flounder nervous necrosis virus (BFNNV), red-spotted 
grouper nervous necrosis virus (RGNNV) 및 turbot nervous 
necrosis virus (TNV) 등 5 group의 genotype으로 나누어진다 
(Johansen et al., 2004; Nishizawa et al., 1997; Nishizawa et 
al., 1995). 이들 중에서 국내에서는 RGNNV와 SJNNV에 의한 
발병이 보고되고 있다(Oh et al., 2005).

NNV는 산란용 친어의 난을 경유하여 생산된 종묘로 전파되
는 수직감염이 흑점줄전갱이(P. dentex), 유럽농어(D. labrax), 
노랑가자미(V. moseri) 및 바리과 어종인 감자바리(E. tukula) 
등 에서 보고된 바 있다 (Nguyen et al., 1996; Peducasse et al., 
1999; Breuil et al., 2000; Watanabe et al., 2000; Breuil et al., 
2002; Kai et al., 2010). 또한 현재까지 NNV의 수직감염을 막
기 위하여 친어 선별, 난 소독 및 사육수 소독을 통한 병원체의 
유입 차단법이 현장에서 적용되고 있다(Mushiake et al., 1994; 
Arimoto et al., 1996; Grotmol and Totland, 2000; Watanabe 
et al., 2000). 본 연구에서는 수직 감염원 차단을 통한 안정적
인 능성어 종묘생산을 위해, RGNNV 감염이력 확인을 통한 
무감염 상태의 건전한 능성어 친어를 확보를 목적으로, 2012
부터 2014년에 걸쳐 남해안 일대의 능성어 친어를 대상으로, 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)법 및 NNV검
출 nested polymerase chain reaction (PCR)법 등을 적용하여 
NNV 무감염 능성어 친어를 선별하고, NNV 무감염 능성어 치
어생산을 시도하였다.

재료 및 방법

능성어 친어 샘플링

2012년-2014년 여름철 산란시기에 앞서 한국 남해안 연안의 
거문도 해상가두리 양식장, 여수 육상수조식 양식장, 통영 육상
수조식 양식장에서 사육중인 4-6년생(7.3±1.45 kg / 73±5.6 
cm) 능성어 친어에서 난, 정자와 혈액을 샘플링 하였다(Fig. 1). 
능성어 친어 샘플링은 2012년 168마리, 2013년 3마리, 2014년 
31마리를 아래의 방법으로 실시하였다(Table 1).

바이러스 

NNV 특이 항체 검출을 위한 항원 및 바이러스 검출을 위한 표

Table. 1. List of experiment done in 2012-2014, and result

Year Sampling location Number of tested broodstock PCR ELISA in vitro cultivation
2012 Geomun island 168 N.T 45/166 (27 %) 1/2
2013 Yeosu 3 2/3 (66%)1 N.T 0/1
2014 Tongyeong 31 2/31 (6.5%)1 14/31 (45%) 0/19
1Positive sample/Total sample (positive percentage). N.T, not tested.

Fig 1. Broodstock sampling location in Korea (a)Geomun island, 
(b)Yeosu, (c) Tongyeong. 
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준 바이러스는 2008년 여수에 위치한 양식장에서 분리한 NNV 
Yeosu08 isolate (RGNNV)를  사용하였다(Kim et al., 2012). 
바이러스 배양을 위한 어류 주화세포는 NNV에 감수성을 나타
내는 Striped Snakehead (SSN-1) 주화세포를 사용하였다. 세
포 배양액은 10% (V/V) fetal bovine serum (FBS), 100 IU/
ml penicillin G, 100 ug/ml streptomycin을 첨가한 Leibovitz`s 
L-15 medium을 사용하였고 배양된 세포는 25℃ 배양기에서 
배양하였다. 25 cm2 세포배양 플라스크(Corning, USA)에 배양
된 SSN-1 cell에 NNV Yeosu08을 접종한 후, 25 ℃에 배양하면
서 세포변성 효과(cytopathic effect, CPE)를 관찰하였다. 바이
러스는 7일간 배양한 후, 8,000 rpm으로 10분간 원심분리하여 
세포 잔유물을 제거하고 1.5 mL tube에 200 uL 씩 분주하여 실
험에 사용하기 전까지 -80℃에 보관하였다.

NNV 검출을 위한 RT-PCR 및 nested RT-PCR

난과 정자로부터 Total RNA를 추출하기 위해서 miRNeasy 
MiNi Kit (Qiagen, USA)를 사용하였고, 제조사의 매뉴얼에 따
라 RNA를 추출하였다. 추출한 RNA는 즉시 사용하거나, -80℃
에 보관하였다. 추출한 total RNA를 이용하여 cDNA를 합성하
기 위하여 M-MLV reverse transcriptase (Bioneer, Korea)를 사
용하였다. 추출한 RNA 5 uL와 R3 (5`-CGA GTC AAC ACG 
GGT GAA GA-3`) reverse primer (10 pmol) 2 uL, RNase-
free water 4 uL를 먼저 섞고 65℃에서 10분간 반응시켜 RNA
와 primer를 denaturation 시켜주고 반응이 끝난 후 곧바로 얼
음에 보관하였다. RNA와 primer를 65℃에서 10분간 반응시
키는 동안 5×reaction buffer 4 uL, 10 mM mixed dNTP 2 uL, 
100 mM DTT 2 uL, RNase inhibitor (40 U/uL) 0.5 uL, M-
MLV reverse transcriptase (200 U/uL) 0.5 uL를 섞어 준비하
고 10분 반응이 끝난 후 같이 섞어 주었다. 전체 20 uL volume
의 reaction mixture는 MyGenie 32 Thermal Block (Bioneer, 
Korea)을 이용하여 37℃에서 1시간, 94℃에서 5분, 4℃ 3분 동
안 반응시켰다. RT-PCR에 사용한 primer는 RGNNV RNA2
의 T4 부위 증폭을 위해서 forward primer로 F2 (5`-CGT GTC 
AGT CAT GTG TCG CT-3`)와 reverse primer로 R3 (5`-CGA 
GTC AAC ACG GGT GAA GA-3`)를 이용하였다(Nishizawa 
et al., 1994). PCR조건은 pre-incubation 72℃ 10분, pre-dena-
turation 95℃ 2분, denaturation 95℃ 40초, annealing 50℃ 40
초, extension 72℃ 40초 반응을 30 cycle을 기준으로 실시하
고 post-extension 72℃ 10분으로 PCR을 종료하였다. Nested 
RT-PCR에 사용한 primer는 forward primer로 NF2 (5`-GTT 
CCC TGT ACA ACG ATT CC-3`)와 reverse primer로 NR3 
(5`-GGA TTT GAC GGG GCT GCT CA-3`)를 이용하였다
(Thiery et al., 1999). PCR 조건은 pre-denaturation 94℃ 2분, 
denaturation 94℃ 40초, annealing 50℃ 40초, extension 72℃ 
40초 반응을 25 cycle실시하고 post-extension 72℃ 10분으
로 과정을 종료하였다. PCR 산물 5 uL를 1% agarose gel, 100 

Volt 조건에서 25분간 전기영동하여 UV transilluminator (Bio-
Rad, USA)상에서 밴드를 확인하였다.

배양세포주를 이용한 NNV 바이러스 분리배양

능성어 친어에서 채집한 난을 hanks’ balanced salt solution 
(HBSS, Gibco, USA)으로 1:9로 희석하여 마쇄하고, 그 마쇄
액을 0.45 µm syringe filter (Pall corporation, USA)로 여과하
여 시료를 제작하였으며, 해당시료는 SSN-1 주화세포에 접종
하여 25℃에 배양하면서 CPE를 관찰하였다.

혈액 중 NNV 특이항체 검출 ELISA

능성어 친어의 미부정맥에서 채혈하여 원심분리(6,000 rpm, 
4℃, 20 min)를 통해 혈청을 분리하였다. 분리한 혈청은 실험에 
사용하기까지 -20℃에 보관하였다. 항체검출 ELSIA 실험방법
은 Kim et al. (2007)의 실험방법을 참고하여 다음과 같이 실시
하였다. 108.05 TCID50/mL의 Yeosu08 isolate (RGNNV)를 멸균
된 증류수로 320배 희석한 후 ELISA plate에 각 50 uL씩 분주한 
후, 37℃에서 overnight하여 항원을 코팅하였다. Tween-20이 
0.05% 포함된 PBS (T-PBS)로 3번 세척하였고 5% skim milk
를 380 μL씩 넣어 20℃에서 1시간 동안 배양하였다. 1차 항체
는 능성어 혈청을 5% skim milk로 희석(40배)하여 1시간 반응
시킨 후, 시료당 2배수의 well에 50 μL씩 분주하였고, 2차 항체
는 5% skim milk로 500배 희석된 토끼 항 능성어 IgM 혈청을 
50 μL씩 분주하였으며, 3차 항체는 5% skim milk로 1000배 
희석된 peroxidase conjugated goat anti rabbit immunoglobu-
lin antibody (DakoCytomation, Denmark)을 50 μL씩 분주하
였다. 각각의 항체 반응은 25℃에서 1시간 동안 반응하였다. 
T-PBS로 5번 수세하였고 ELISA 발색액(100 mM Na2HPO4, 
50 mM citric acid, 1 mg/ 1 mL o-phenylenediamine, 0.03% 
H2O2)을 각 well에 50 μL씩 분주한 후 25℃에서 30분 동안 발
색하였다. 각 well에 2N H2SO4를 50 μL씩 넣은 후 ELISA plate 
reader (Spectra max 340, USA)로 492 nm에서 O.D (optical 
density)값을 측정하였다. 

결   과

NNV 바이러스 분리배양

능성어 친어 어체내의 NNV 보균유무를 확인하기 위해, 산
란기에 앞서 능성어 친어의 난을 채집하여 시료를 제작하였으
며, 해당시료는 SSN-1 주화세포에 접종하여 25℃에 배양하면
서 세포변성 효과(CPE)를 관찰하여 바이러스 분리를 시도하
였다. 2012년 2마리의 친어에서 취한 난을 이용한 세포접종을 
통한 바이러스 분리실험을 실시한 결과 1마리의 난시료에서 
NNV의 특징적인 공포를 형성하는 세포변성 효과를 확인하였
고(Fig. 3), CPE가 나타난 세포배양액을 시료로 NNV 검출 RT-
PCR을 실시한 결과 양성밴드가 나타나 NNV가 분리 배양됨을 
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확인할 수 있었다. 2013년 1마리, 2014년 19마리의 친어에서 
취한 난을 이용하여 NNV의 분리배양을 실시한 결과 전 시료에
서 CPE가 나타나지 않아 음성임을 확인하였다.

NNV 바이러스 특정유전자의 검출  

능성어 친어 어체내의 NNV 보균유무를 확인하기 위해, 산
란기에 앞서 능성어 친어의 난과 정자시료를 채집하여, nested 
RT-PCR법 적용한 NNV 검출을 실시하였다(Table 1). 2013년 
3마리의 친어에서 채집한 난과, 14년 31마리(암컷 22마리, 수
컷 9마리)의 친어에서 채집한 난과 정자를 대상으로 실시한 RT-
PCR 결과, 2013년 2개의 난 시료와 2014년 2개의 정자 시료에
서 양성의 결과를 확인할 수 있었다.

혈액 중 NNV 특이항체 검출 ELISA 결과

능성어 친어의 NNV 감염이력과 Anti-NNV 특이항체 보유유
무를 확인하기 위해, 2012-2014년 동안 산란기에 앞서 능성어 
친어의 혈액을 이용하여 ELISA실험을 실시하였다(Table 1). 
2012년 총 166마리의 능성어 친어를 대상으로 ELISA를 실시
한 결과 흡광도(optical density, O.D) 값 0.1이상을 나타내는 45
마리에서 NNV 특이항체가 존재하는 것을 확인할 수 있었다. 
2014년 능성어 친어 ELISA의 결과는 31마리의 능성어 친어 중 
14마리에서 O.D 값 0.1이상을 확인하여, 검사 친어 중 14마리
에서 NNV 특이항체가 존재함을 확인하였다(Fig. 2).

종묘생산 

2014년 경남 통영의 양식장에서 ELISA와 RT-PCR의 결과 
모두에서 음성이 확인된 암·수 능성어 친어를 선별하여 종묘생
산에 사용하였다. 수컷 2마리와 암컷 6마리에서 총 4,500 mL
의 수정난을 취하였고, 침전난을 제거한 2,700 mL의 부상난 중 
1,000 mL에서 약 1,000,000마리의 치어를 부화시켰다. 종묘
생산에 앞서 종묘생산장의 사육수조와 기구의 소독이 이루어 
졌으며, 오염된 사육수를 통한 NNV감염을 차단하기 위하여 
UV멸균 해수를 사용하였다. 아울러 초기 먹이생물로 공급되
는 로티퍼와 알테미아 유생의 NNV 오염유무를 먹이공급에 앞
서 RT-PCR을 실시하여 검사하였고, 음성의 결과를 확인 후 공
급하였다. 이후 정기적인 샘플링을 실시하여 건강한 능성어 치
어, 폐사어, 바닥의 침전물(배설물, 먹이잔여물)에 대해서 NNV 
검출 RT-PCR을 하였으며, 종묘생산 기간 중 전 시료에서 NNV
는 검출되지 않았다. 14년 10월경 종묘로 판매가능한 8-10 cm 
(14.7±1.4 g) 크기로 성장한 능성어 치어 약 3만마리를 생산하
였다. 친어선별을 통한 NNV 수직감염 예방과 종묘생산기간 중 
외부로부터의 NNV 수평감염 차단의 결과, 능성어 자치어 시
기의 NNV로 인한 대량폐사 없이 건강한 능성어 치어를 생산
할 수 있었다.

Fig. 3. SSN-1 cell, inoculated with homogenized egg supernatant, 
showed typical NNV CPE. NNV, nervous necrosis virus; CPE, cy-
topathic effect.

Fig. 2. Year of 2012 & 2014, bloodstock antibody detection ELISA result. Each dot indicate individual broodstocks. 59 samples out of 197 
samples (30%) showing positive values (OD≥0.1). P.C, positive control; N.C, negative control.
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고   찰

NNV의 경우 친어에서 난으로 전파되는 수직감염이 다양
한 어종에서 확인되었고(Peducasse et al., 1999; Breuil et al., 
2000; Watanabe et al., 2000; Breuil et al., 2002; Kai et al., 
2010), 현재까지 NNV의 수직감염을 막는 방법으로 난소독 
및 오염된 사육수 소독을 통한 병원체의 유입을 차단하는 간
접적인 수단만이 이루어 지고 있다(Mushiake et al., 1994; Ari-
moto et al., 1996; Grotmol and Totland, 2000; Watanabe et al., 
2000). 하지만 NNV의 수직감염을 효과적이고 적극적으로 차
단하기 위해서는 ELISA와 RT-PCR을 통한 NNV보균 친어와 
감염된 난을 배제하는 것이 권장된다(Kim and Kim., 2015).

NNV의 진단에는 뇌, 망막 조직에서의 VNN의 특징적인 공
포변성을 광학현미경으로 확인하거나, 전자현미경, 혈청학, 
분자생물학적 방법을 통한 바이러스 혹은 바이러스 핵산물질
의 검출, 혈청과 체액에서 NNV 특이 항체의 검출, 어류주화
세포를 사용한 바이러스 분리배양법 등이 있다(Munday et al., 
2002). 어류주화세포를 사용한 분리배양법의 경우 시료접종 후 
7일-15일간 관찰하여 세포변성효과가 나타나는 것을 관찰하여
야 하기에 시간이 오래 걸리고, 검출 바이러스에 감수성이 있는 
주화세포가 필요하기에 사용 가능한 주화세포가 없는 경우 적
용이 불가능 하다. 이에 반해 NNV의 유전자를 검출하는 RT-
PCR법은 빠른 시간내에 병원체의 검출이 가능하고 검출감도
가 높아 어류병원 바이러스를 검출하는데 널리 사용되고 있다.
능성어 친어에서 취한 난과 정자를 이용하여 NNV의 검출을 
시도한 결과, nested RT-PCR실험에서 총 34개의 난과 정자시
료 중 4개(난 2, 정자 2)의 양성결과를 확인할 수 있었고 바이러
스 분리배양을 위한 세포접종실험에서 총 22개의 난을 이용하
여 NNV배양을 시도한 결과 1개의 난에서 NNV의 배양을 확인
하였다. 이상의 결과 능성어 친어에서 난과 정자 모두 NNV가 
검출되었기에, 능성어 친어의 선별시 암컷과 수컷 모두 선별해
야 함을 확인할 수 있었다(Nishizawa et al., 1997; Watanabe et 
al., 2000; Janina and Kim, 2016).
질병에 감염 후 회복하였지만 체내에 질병을 보유하고 있거나

(잠복감염, carrier stage), 보균 친어에서 생산된 정자 난자의 경
우 질병감염 후 증상을 나타내거나 폐사한 개체와 달리 소량의 
바이러스가 존재한다(Agius et al., 1982; Munro et al., 2004). 
따라서 기존의 증상, 폐사 개체에서의 병원체 검출 방법과는 달
리 친어, 난과 자치어의 선별시에는 고감도의 병원체 검출 방법
이 필요할 것으로 사료된다.
본 실험에서는 능성어 친어를 대상으로 과거의 NNV감염이
력과 현재의 NNV 보균유무를 확인하기 위하여 ELISA를 실시
하였고, 이를 통해 NNV에 대한 특이적인 항체 값을 측정하였
다. 본 실험의 결과 2012년 166마리 중 45마리, 2014년 31마리 
중 14마리의 능성어 친어에서 NNV항체가 기준치 이상으로 검
출되었다. 이는 총 검사 능성어 친어 197마리 중 59마리(30%)

는 과거에 NNV에 노출되어 감염 후 회복하였거나, 현재 NNV
보균상태임을 의미한다. 따라서 본 연구결과의 분석을 통하여 
능성어 친어의 NNV에 대한 노출경험 혹은 보균유무를 확인
할 수 있었다. 따라서 능성어 친어의 결정에 있어서는 ELISA
나 nested RT-PCR결과를 종합하여 과거의 NNV 노출이력이 
없으며, 현재도 감염되지 않은 개체를 선정하는 것이 SPF 종묘
생산에 효과적이라고 생각된다. 아울러 양성 및 음성 기준 값
의 보다 세밀한 기준설정을 위하여 추가적인 연구가 필요하다
고 여겨진다.

2014년 위의 방법으로 친어를 선별하고, NNV음성 친어에서 
난과 정자를 취하여 능성어 종묘생산을 실시한 결과 능성어 자
치어에서 NNV가 검출되지 않았고 초기 대량폐사는 나타나지 
않았다. 이상의 결과를 근거로 nested RT-PCR실험과 바이러
스 분리배양실험을 통한 NNV항원의 검출, ELISA실험을 통
한 NNV 특이항체의 검출의 두 방법은 상호 보완적으로 작용
하여 건강한 친어의 선별에 효과적으로 사용이 가능함을 확인
할 수 있었다.

 능성어 치어의 VNN 수직감염예방과 안정적인 종묘생산을 
위해 산란시기에 앞서 당해년도 채란이 예상되는 수컷과 암컷 
친어의 감염유무를 검사하여 보균 친어와 건강한 친어를 구분
하여 선별하는 것이 필수적인 절차라 여겨진다. 아울러 수직감
염의 예방을 위한 건강한 친어의 선별뿐 아니라 병원체의 외부 
유입을 통한 감염을 차단하기 위해 사육시설과 사육해수의 철
저한 소독과 멸균을 실시하고, 자치어의 먹이생물로 공급되는 
로티퍼, 알테미아 역시 감염의 경로로 작용할 수 있기에(Cano 
et al., 2012; Zhang et al., 2006) 철저한 관리와 사전 검사가 필
요할 것으로 사료된다.
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