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According to the serological screening methods of antigen-antibody reaction such as ELISA, it has been known that 
the complete detection of viral infections of HBV, HCV, and HIV-1 viruses in the blood and blood related-products is 
not much reliable. Therefore, nucleic acid amplification testing methods (NAT) adopted to detect the small quantitative 
viral nucleic acids could support the basis of using and supplying the blood and its related products safely. This research 
work is basically designed to describe the simultaneous blood screening system by multiplex or duplex tests for 
detection of HBV, HCV, and HIV-1 viruses in the blood at one time with low price and labor. It is aimed at easy 
detection by using the conventional agarose gel electrophoresis. Thus, we tried to detect and identify the viral components 
in the blood sample according to their different size of PCR products. We decided a set of consensus sequences to 
recognize each viral DNA fragments after running the multiplex PCR in one tube. This was done by nested RT-PCR 
using two different RNA viral genomic templates followed by multiplex PCR with addition of viral DNA and their 
primers after purifying the viral genomic nucleic acids. Those specific primers could be used without any interference to 
amplify each viral genome in the blood samples. The sensitivities with different viral loads were evaluated on the agarose 
gel electrophoresis. Three different viral agents in the blood samples could be tested by this multiplex (RT)-PCR with 
three different primers. 
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서  론 

 
HBV, HCV 및 HIV-1 바이러스와 같은 위해요소의 혈

액 감염에 의한 수혈 및 혈액제제로부터의 감염위험성

은 HBsAg 항원의 발현, anti-HCV mAb, anti-HIV mAb를 
이용한 ELISA 및 rapid dipstick screening 기술의 발전에 
힘입어 헌혈자 및 공여자의 혈액 선별, 혈액 원료의 선
정 등이 엄정하게 진행되어 크게 감소하여 왔다 (22). 

그렇지만, seroconversion되기 전의 window 시기, 면역

적으로 변이된 바이러스의 감염, 면역적으로 탐지되지 
않는 바이러스 보균자의 헌혈, 숨겨진 보균자 등과 같은 
사람의 헌혈 등에 의한 감염위험은 상존하고 있어서, 
최근 nucleic acid amplification testing (NAT) 방법에 의한 
바이러스 DNA 또는 바이러스 RNA 탐지 방법이 적극 
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도입되고 있다 (1,3,10,23,27). 따라서, HIV-1의 경우 감염 
후 6~14일 이내의 seroconversion 전에도 탐지되고 있으

며, HCV의 경우 26일 이내의 seroconversion 시기에도 탐
지 가능한 것으로 보고되었다 (13). 미국에서는 현재 80% 
이상의 혈액검사가, 그리고 아시아, 일본 및 유럽에서도 
다수의 혈액검사에서 자동화된 Procleix-Ultrio Assay 방법

으로 HBV 감염 초기 11~20일까지의 window 시기에 바
이러스 감염 여부를 탐지해 내고 있다 (2). 이와 같은 
NAT 방식의 탐지 장점은 감염성 위해 바이러스의 유전물

질을 직접 그리고 바이러스 염기 특이적인 탐지에 있기 
때문에 항원-항체 탐지법 또는 직접 바이러스 분리 방

법 등보다 상당히 감수성이 높은 것으로 분석되어 왔다. 
이와 같이 감염 또는 오염된 시료에서 바이러스를 탐

지하는데 상당한 타당성과 감수성이 높은 NAT 방법이 
실시되고 있지만, 대개는 필요한 비용이 높기 때문에 여
러 시료를 일정량씩 합하여 pooling된 시료를 사용하는 
방식을 택하고 있다 (12). NAT 검사 비용을 줄이기 위해

서 두 가지 서로 다른 방식을 제안하고 있다. 첫 번째 
방식은 일본과 구미 여러 나라 그리고 최근에는 우리나

라에서도 검사 시료가 대단히 많은 때 시료를 pooling하
는 것이다. 그러나 시료 속에 바이러스의 량이 적게 감

염되어 있을 경우 pooling에 의한 희석 배수가 높아져 
NAT 방법의 detection limit 이하로 될 경우 양성 판정이 
어려워지는 경우가 발생한다 (24). 이때는 NAT system 자
체의 민감도가 상당히 좋아야 하거나, 희석 배수에 의한 
바이러스 load를 초원심분리 후 검사할 경우 높은 빈도

의 의양성 판정이 높아진다는 보고도 있다 (21). 양성 판
정된 pool의 경우 그 pool을 구성한 개별 시료에 대한 분
석이 시행되어야 하는 단점도 갖고 있다. 두 번째로 접

근할 수 있는 방법이 바로 여러 바이러스 감염 여부를 
동시에 탐지할 수 있는 multiplex NAT 테스트 방식이 되
겠다. Multiplex 측정 방식은 비용효과를 높일 수 있을 
뿐 아니라 테스트 효능과 실행 가능성을 손상시키지 않
고 시간과 노력을 줄일 수 있다 (8). Multiplex PCR 방법

으로 여러 임상 시료에 감염되어 있는 위해 바이러스들

을 식별해 내는 실용성이 이미 여러 연구에서 검증되어 
보고되었다. 그러나 대단위 숫자의 혈액 스크리닝에 대

한 multiplex 방법은 아직 몇몇 연구실에서 연구되고 있

다 (7,10,15,16,25). 최근에는 HBV, HCV, HIV를 동시에 검
출할 수 있는 상용화된 반자동 multiplex 시스템이 개발

되었다. AM-PLINAT MPX test와 전사를 이용한 증폭 방

식인 Procleix Ultrio test 방식 (14), 동시에 세 가지 바이

러스의 감염 시료 정량 방식의 Real-Time PCR 방식도 
개발되었다 (5). 최근 상용화된 semi-automated multiplex 
assay system이 개발되어 HBV, HCV, HIV-1를 동시에 스

크리닝하게 되었다: 이와 같이 민감도가 높은 multiplex 
HBV/HCV/HIV-1 reagent를 사용하여 상당히 효과적으로 
헌혈된 혈액의 스크리닝에서 성공적인 결과를 내놓고 있
다. 혈액 내 바이러스 유전물질의 copy 수가 102~106 
copy/ml까지 검출되고 있으며, HBV의 경우 평균적으로 
104 copy/ml이 측정되고 있다. 

일본의 경우, HBsAg 스크리닝과 anti-HBcAg 항체 스

크리닝 도입, HCV 항원을 결합시킨 적혈구 또는 젤라틴 
입자에 의한 응집반응 도입 등으로 헌혈된 HBV 및 HCV 
감염 사례가 크게 감소하고 있다 (19). 그렇지만, serocon- 
version되기 전의 window period 기간의 헌혈자들의 혈액

검사는 완전히 피할 수 없는 경우가 발생하기도 하였다. 
그래서 1999년부터 PCR 방법에 의한 바이러스 유전자 
증폭테스트 (NAT) 방법을 도입하여 HBV, HCV, 및 HIV
들을 개별적으로 검사하고 있으나, 워낙 스크리닝 샘플

이 많아서 pooling system 방식으로 검사하고 있다. 일차

로 ELISA 양성 혈액 pool의 경우 multiplex reagent에 의

해 HBV, HCV, 및 HIV를 검사하고 있다 (17). 그리하여 
1999년 12월부터 NAT 제조 가이드라인과 NAT 관련 제

품 허가를 위한 assay 방법의 유효성을 확인하였다 (19). 
그러나 아직 항원-항체 검사와 NAT 방법에 의한 테스

트가 병행하도록 권고하는 방안을 내놓고 있다. 
국내에서는 혈액 및 혈액제에 대한 검사법이 오랫동안 

항원-항체 검사법을 위주로 하여 ELISA 검사법이 시행

되어 왔다. 항원-항체 검사법에 의한 5개 위해요소 (HIV, 
HBV, HCV, 말라리아, 매독)에 대한 의무적인 검사로 비
교적 안전한 혈액 수급 및 혈액제제가 상용화되고 있고, 
점차 혈액 및 혈액제제에 대한 검사를 위한 체계가 수립

되어 보다 더 신뢰성 있고 감수성이 높은 검사기술이 확
립되고 있다. 현재 혈액원에서는 HCV와 HIV-1에 대한 
혈액검사가 연간 약 270만 건 씩 국내 NAT 센터에서 
TMA 시스템에 의해 검사가 진행되고 있어서 window 
period 기간에 함유된 바이러스의 검사가 상당히 효율적

으로 이루어지고 있다. 특히 최근에는 혈액검사 및 관

리는 신뢰성 높고 감수성도 높은 제품을 도입하여 전량 
pooling 시스템 방법에 의해 검사가 이루어지고 있어서 
감염되지 않은 혈액의 수급이 원활해지고 있다. 그러나 
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소규모 혈액제제나 혈액 시료를 다루어야 하는 실험실 
또는 연구실 규모에서는 혈액원과 같은 시스템이나 장비

가 구비되기 어려워 이에 맞는 소규모 검사 시스템에 의
한 효율성 있는 검사를 수행하기 위한 방법이 필요할 것
이다. 

지금까지는 면역학적인 기술을 이용하여 혈액 검체 내 
항원과 항체를 검출하여 소량의 항원과 항체까지도 정확

히 검출하여 왔으나, HBV의 경우 혈액 내 항원을 검출

하기가 용이하지만, HCV와 HIV의 경우 직접 항원을 검
출하기가 쉽지 않다. 그러므로 혈액의 안전성과 혈액제

제 (혈장, 알부민, 항체 단백질, 혈액응고 관련 제제) 및 
최근의 태반 관련 제품, 제대혈 혈액의 관리 시 virus-free
한 시료의 검증 등에 보다 정확한 NAT 테스트와 같은 
검사 방법의 도입이 큰 관심을 끌고 있다. 그러나 PCR 
방법에 의한 NAT 테스트 방법은 이처럼 많은 장점을 갖
고 있으나, 개개의 혈액 시료에 대해 개개의 위해 바이

러스에 대한 검사를 수행해야 하는 단점 때문에 ELISA 
테스트 후 음성 시료의 일정량의 시료를 pooling하는 방
식에 의한 HBV, HCV 및 HIV에 대한 PCR 또는 RT-PCR 
검사를 개별적으로 시행해야 하는 번거로움을 피할 수 
없게 되었다. 그러므로 혈액 관련 제제를 생산하는 혈액

제제 제조사들도 품질검사에서 HBV, HCV 및 HIV를 각
각 NAT 검사해야할 경우 마찬가지로 고가의 탐지 장비

와 숙련된 테크니션이 필요하다. 
그러나 한 가지 시료에서 HBV, HCV 및 HIV의 오염 

여부를 한 번에 탐지할 수 있는 multiplex PCR/RT-PCR 
방식을 도입하면 간단하게 어떤 바이러스에 오염되었는

가를 식별해 낼 수 있어서 편리할 것으로 판단된다. 따
라서 본 연구에서는 위해 바이러스에 오염되어 있는 혈
액 및 혈액제제를 간단히 검출할 수 있는 검출 지표와 
검출 조건을 확립할 수 있는 기준을 제시하고자 한다. 
특히, HBV, HCV 및 HIV-1 등의 인체 바이러스의 유전자 
염기서열에 관한 데이터베이스를 이용하여 혈액 내에 존
재하는 바이러스들을 검출하는데 쓰이는 primer를 지표

로 활용하였으며, 단일검출 방법보다 세 가지 위해요소

를 한 번에 검출할 수 있는 primer 조건을 확립하였으며, 
multiplex PCR 방법의 민감도 측정 (sensitivity assay), 재현

성 (reproducibility), 혈액 내 PCR 반응에 대한 미지의 방
해물질 (interference) 존재를 최대한 억제하기 위한 viral 
DNA 및 RNA 추출 방법의 개선, 유전물질의 증폭 효율

을 높이기 위한 방법으로 RNA 바이러스에 대한 nested 

RT-PCR의 수행 그리고 소수의 시료에 대한 검출작업이 
이루어지는 소단위 실험실에서 시간과 노력을 줄여서 세 
가지 바이러스의 감염 또는 오염 여부를 쉽게 판정할 수 
있도록 agarose gel 전기영동 방법 등으로 검증 및 활용

하였다. 
 

재료 및 방법 

1. PCR Primer 

HBV와 HCV, HIV-1의 혈액 내 NAT 탐지를 동시에 
RT-PCR에 의한 방법으로 식별해낼 수 있는 방법과 조

건의 확립을 위해 유전적 변이가 가장 적은 부위로 알
려진 위치에서 각각의 PCR primer로 확정하였다. HBV 
primer는 표면항원 유전자의 conserved region (26), HCV 
primer는 5'-UTR region (4)과 HIV primer는 LTR region에
서 일반적으로 선택하였다. 또한 세 가지 서로 다른 위
해요소 바이러스를 식별하기 위해 각 primer를 이용한 
PCR 산물의 크기를 식별 가능한 크기로 나누어 primer 
sequence를 정하여 제작하였으며, 각 primer간에 서로 유
사한 염기서열이 없는 것을 확인하였다 (Table 1). 

2. 검체준비 

음성대조 검체 준비는 HBV, HCV, 및 HIV-1 바이러스 
항원이 없는 연구용 음성혈청을 혈액원에서 구하여 음성

대조 검체로 사용하기 위해 RNA 및 DNA 추출 방법으

로 추출하여 사용하였다. 양성대조 검체 준비는 음성대

조 혈청에 세 가지 plasmid DNA를 각각 50 pg/µl가 되도

록 첨가하여 양성대조 검체로 사용하기 위하여 RNA 및 
DNA 추출 방법으로 추출하여 사용하였다. Viral RNA 
추출은 신선한 검체 혈액 (혈장 및 혈액제제) 250 µl에 
TRIzol 750 µl 혼합 후 5분 정치한 후 200 µl 클로르포름

을 넣고 15초 간 vortexing하였다. 5분 후 원심분리(13,000 
rpm, 10분)하여 상층액에 500 µl iso-propanol을 혼합하였

다. 원심분리 후 침전물을 건조하여 증류수 10 µl로 바이

러스 유전물질을 추출하여 1 µl를 nested RT-PCR 검체

로 사용하였다. QIAamp RNA kit를 사용할 경우 30 µl로 
RNA를 용출하여 3 µl를 사용하였다. Viral DNA 추출은 
QIAamp DNA 추출키트 (Qiagen, Strasse, Germany)를 사용

하여 DNA를 추출하였다. 신선한 혈청 200 µl와 200 µl의 
Trizol buffer를 첨가한 후 56℃에서 10분간 처리하고 200 
µl의 96~100%의 에탄올을 첨가하여 혼합하였다. 용액 
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모두를 QIAamp Spin Column에 옮긴 후 8,000 rpm에서 
1분 원심분리하여 30 µl 멸균증류수로 DNA를 추출하여 
Nested RT-PCR 후 multiplex PCR에 3 µl를 사용하였다. 

3. PCR 및 RT-PCR 조건 확립 

Clone된 HBV, HCV, 및 HIV-1 DNA의 Plasmid DNA, 
Viral HBV DNA를 주형으로 증폭하는 조건은 Biocore Taq 
polymerase (Elkridge, MD, USA)에서 제시된 방법을 변형

하여 증폭프로그램은 처음 94℃에서 2분간 주형 nucleic 
acid를 denaturation시키고 나서, 94℃에서 1분간, 44℃에서 
1분, 그리고 72℃에서 1분간의 프로그램을 30회 반복시

킨 후, 마지막 회 다음에 72℃에서 5분간 지나도록 하여 
수행하였다. HCV 및 HIV RNA의 경우 민감도를 높이기 
위하여 1회 nested-RT/PCR을 수행한 후 합성된 DNA 주

형으로 multiplex PCR을 다시 수행하여 증폭시켰다. 또한 
multiplex-PCR 최적 조건을 확인하기 위하여 서로 다른 
annealing 온도에서 두 가지 이상의 프라이머 셋트가 들

어간 조건에서도 변화시키면서 확인하였다. 

4. PCR 기본조건 확립을 위한 민감도 테스트 

기본 PCR 조건을 확립하기 위해 사용된 plasmid 주

형은 각각 HBV의 middle surface 유전자 600 bp, HCV의 
전체 유전자, 그리고 HIV-1의 전체 유전자가 클론된 
plasmid DNA들을 사용하였다. 또한 혈청 속의 PCR 증

폭을 방해할 수 있는 interference 물질에 의한 민감도를 
검증하기 위하여 각 플라스미드를 2배수 희석법에 의해 
희석하여 증폭 가능한 최저 DNA copy 수를 계산하였다. 

5. 지표 Primer에 의한 바이러스 특이도 검사 

바이러스에 감염되지 않은 정상 혈청을 이용하여 제시

된 PCR 또는 RT-PCR 방법에 사용되는 지표 primer가 
바이러스에 특이반응을 보이는가를 확인하였다. 즉, 바이

러스 음성혈청에서 바이러스 DNA 또는 RNA를 추출하

여 이를 각각의 주형으로 사용하여 PCR 및 RT-PCR을 
수행하였다. 사용된 음성혈청은 각각 10개씩을 사용하

였다. 

6. 확립된 PCR 및 RT-PCR 방법에 의한 재현성 검사 

Clone된 각 plasmid DNA를 주형으로 사용하여 최저 
감수성 농도 이하의 copy 수, 탐지 가능한 최저 농도의 
copy 수, 그 농도의 10배수 증가 농도의 copy 수의 주형

으로 1명의 연구자가 연속하여 3회 테스트하였으며, 연

구자 3인이 각각 1회씩의 테스트를 하여 재현성에 대한 
검증시험을 수행하였다. 또한 세 가지 주형이 탐지 가능

한 copy 수가 들어 있는 시료를 이용하여 multiplexed-
PCR을 수행하였다. 

7. 임상 시료의 수집 및 단일 및 다중 (RT)-PCR 테스트 

1) 바이러스 감염 또는 비감염 임상 시료의 수집 및 혈

청학적인 ELISA 테스트 

임상 시료의 경우, 수집된 시기와 수집된 시료의 보관 
방법의 차이 등으로 신선한 시료와 신선하지 못한 시료

가 있는 것으로 판단되어 모든 시료에 대해서 (주) 에스

디 회사 (수원, 한국)에서 항원진단 및 항체진단 ELISA 
kit를 구입하여 테스트하여 혈청학적인 음양성으로 판정

하였다. 
2) 단일 (RT)-PCR 테스트 

모든 시료에 대해서 200~250 µl씩의 시료를 기준으로 
바이러스 DNA와 RNA를 추출하여 기본 방법으로 이를 
주형으로 사용하여 각각의 바이러스에 대한 primer 지표

로 단일 PCR 및 RT-PCR 증폭실험을 수행하였다. 
3) Multiplex PCR 테스트 

모든 시료에 대해서 250 µl씩의 시료를 기준으로 바이

러스 DNA 또는 RNA를 10 µl씩 추출하여 기본 방법으로 
사용하고, 이를 1 µl씩 (Qiagen kit 사용시 3 µl)의 주형으

로 사용하여 세 가지 바이러스에 대한 primer를 지표로 
하여 multiplex PCR 증폭실험을 수행하였다. 

8. Multiplex (RT)-PCR 방법 

HCV와 HIV-1 검체의 nested RT-PCR을 위하여 RT-
premix 키트 (Intronbiotechnology, Sungnam, Korea)를 사용

하여 역전사 반응으로 1차 RT-PCR 반응을 수행하였다. 
요약하면, 추출한 RNA 검체 1 µl, DEPC 처리 증류수 17 
µl, 10 pmole external primers 1 µl를 premix 키트에 혼합하

여 nested RT-PCR을 수행하였다. 이때 사용한 primer들
은 Table 1과 같았다. 1차 nested RT-PCR 산물을 이용하여 
HCV와 HIV 검체에 대해 2차 PCR을 수행하였으며, 이

때 HBV DNA 검체도 넣어서 동시에 multiplex PCR을 
수행하였다. 이때 사용한 반응물의 기본구성은 다음과 
같았다: DNA 검체 1 µl, nested RT-PCR 검체 1 µl, 10X 
완충액 (Qiagen) 5 µl, dNTP 각 1 µl, 멸균증류수 42 µl, 10 
pmole 역방향 primer 1 µl, 10 pmole 앞방향 primer 1 µl, Taq 
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enzyme (Qiagen 또는 BioCore) 0.5 µl로 multiplex PCR을 
하였다. 

9. PCR 산물의 탐지: 전기영동 방법 

PCR 결과는 특이한 바이러스의 검출이 완성되어야 한
다. 일반적으로 특이도를 높이기 위해 합성된 PCR 산물

에 특수한 물질이 부착되어 이를 탐지할 수 있는 기기를 
사용하지만, 그 장비들의 가격이 높고, 식별 가능한 감수

성의 차이에 의한 진단에 오류가 발생할 가능성이 있다. 
그러나 본 연구에서는 간편한 방법으로 agarose gel 전기

영동 방법을 도입하였다. 즉, 만들어진 PCR 산물의 DNA 
크기가 HBV의 경우 336 bp, HCV의 경우 250 bp, 그리고 
HIV의 경우 501 bp로 예상되므로 1.2~1.4% agarose gel을 
만들어 전기영동하여 식별하도록 하였다. Mini-agarose gel
을 만들어 0.5 × TAE 완충용액으로 전기영동하기 위하여 
100 volt에서 20분간 실시하였다. 이때 각 산물의 크기를 

비교 검색하기 위하여 100 bp size marker를 동시에 전기

영동하였다. 
 

결  과 

1. Control plasmid DNA에 의한 탐지최저 한계선 확인 

본 실험에 사용된 control plasmid DNA는 다음과 같다. 
pTA-HBsAg DNA 2.7 kb로 HBV S gene 600 bp가 클론되어 
있다. 그리고 pTA-HCV DNA의 경우 11.1 kb 크기로서 
HCV full-sequence가 클론되어 있다. 그리고 pTA-HIV 
DNA의 경우 11.2 kb로서 HIV full sequence가 클론되어 
있다. 각 plasmid DNA를 일정량 Virus-free 혈청에 넣고 
다시 추출하여 정량하여 2배수 또는 10배수로 희석하여 
사용하였다. 

Fig. 1A에서 HBV cloned DNA를 240 ng/ml 농도에서 
3.75 ng/ml까지 희석한 후 1 µl를 PCR하였다. 그 결과 7.5 

Table 1. Oligonucleotides sequences used in the PCR and RT-PCR and products size after amplification 

Virus Nested Orientation Seuences Product Size 

Outside Forward CAC TCC GCC ATG AAC CAC TCC CCT 

Outside Reverse TGT GCT CAT GGT GCA CGG TCT ACG AGA 
 

Inside Forward AAC GAC TGT CTT CAC GCA GAA AGC 
HCV 

Inside Reverse GCA CCC TAT CAG GCA GTC CCA CAA 
250 bp 

Outside Forward TGG AAG GGC TAA TTC ACT CCC AAC 

Outside Reverse GAG CTC CCA GGC TCA GAT CTG GTC 
 

Inside Forward CCC AAC GAA GAC AAG ATA TCC TTG 
HIV 

Inside Reverse CTG GTC TAA CCA GAG AGA CCC AGT 
501 bp 

No Forward TGC CTC ATC TTC TTG TTG GTT CT 
HBV 

No Reverse CCC CAA TAC CAC ATC ATC CAT ATA 
336 bp 

Figure 1. Detection limit of HBV (A), HCV (B), HIV-1 (C) DNA plasmid samples using PCR. M, 100 bp DNA ladder; Each lanes was
half-diluted from 240 ng/ml (A), 240 ng/ml (B), 1,300 ng/ml (C). Positive PCR product were shown on the 336 bp size (A), 250 bp size
(B), and 501 bp size (C), respectively. 

A CB 
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ng/ml의 농도의 DNA 1 µl 즉 7.5 pg에서 최소 PCR 산물

이 검출되었다. 이 경우 2.7 kb DNA 1 µg = 3.4×1011 분자 
수에 해당하므로 (아래 계산식 참조), 7.5 pg의 HBV cloned 
DNA는 2.533×106 분자이다. 따라서 혈청 250 µl를 원래 
사용하여 그의 1/10을 PCR에 사용하여야 하므로 25 µl
에서 2.533×106 분자가 쓰이려면 혈청 1,000 µl (1 ml)에
는 40배가 더 있어야 하므로 1.0132×108 분자 수로 계

산되었다. 
Fig. 1B를 보면 HCV cloned DNA를 180 ng/ml에서 2.8 

ng/ml까지 희석하여 1 µl씩을 PCR하였다. 그 결과 최소 
탐지 농도는 5.6 ng/ml에서 나타났다. 이때 HCV cloned 
DNA의 크기는 약 11.1 kb이므로 1 µg의 DNA는 8.5×

1010 분자 수로 환산하여 (아래 계산식 참조), 5.6 pg의 경
우 분자 수는 4.60×105 분자로 계산되었으며, HBV의 분
자 수 계산과 마찬가지로 40배로 1.84×107 분자 수로 계
산되었다. 

Fig. 1C에서는 HIV의 cloned DNA를 1300 ng/ml에서부

터 20 ng/ml까지 희석하여 1 µl씩을 PCR하였다. 그 결과 
81 ng/ml 농도에서 그 탐지 최저 농도를 보였다. 따라서 
HIV cloned DNA 크기가 11.2 kb이므로 그것의 1 µg은 
8.4×1010 분자에 해당되어 (아래 계산식 참조), 실험에 쓰
인 분자 수는 1.63×106 분자 수로 계산되었다. 

 
따라서 6.52×107 분자 수가 1 ml에 녹아 있어야 한다. 
 

HBV DNA 2.7 kb 7.5 pg의 분자 수 grams/plasmid 분자 
수 = 

(DNA 염기 수) × (평균 염기쌍 분자 수 = 660 g/mole) 
Avogadro 수 = 6.022 × 1023/mol 

 
따라서, plasmid 분자 수/µl = (grams/µl)/(grams/plasmid 

분자 수에서 
 
(2,700) × (660 g/mole)/6.022 × 1023/mol = 2.96 × 10-18 
 
따라서 7.5 × 10-12 g/2.96 × 10-18 = 2.533 × 106 분자 수

로 계산되었다. 
 
마찬가지로 HCV plasmid DNA와 HIV-1 DNA도 계산

하였다. 따라서 HBV에 감염된 혈청을 250 µl 추출하여 
탐지 가능 분자 수 2.533×106이었다면 혈청 1 ml에는 
1,000 µl/250 µl×10×2.533×106이므로 1.0132×108 분자는 
있어야 탐지되었음을 의미한다. 같은 방법으로 HCV 바

이러스의 경우도 1.84×107 분자가 1ml에 있어야 탐지될 

수 있음을 의미하며, HIV-1의 경우도 6.52×107 분자 수가 
1 ml 혈청 속에 있어야 탐지 가능함을 의미한다. 이 결

과는 탐지 기능이 agarose gel 전기영동으로 실시하였기 
때문에 탐지 민감도가 자동탐지기를 사용하는 것 또는 
labeling 방법에 의한 탐지 민감도보다 훨씬 떨어지는 것
으로 보인다. 그러므로 자동탐지 방법과 바이러스 DNA 
또는 RNA를 추출하는 방법에 따라 민감도의 차이가 
10~100배 정도 낮게 나타나는 것으로서 gel 상의 DNA 
band를 민감하게 탐지하기가 쉽지는 않다고 사료된다. 

A 

B 

Figure 2. (A) Detection limit of Multiplex PCR with combina-
tion of different plasmid NAs of HBV, HCV, and HIV-1 samples 
on the 1.4% agarose gel: at the lane 1, HBV (60 ng/ml) plus HCV 
(45 ng/ml) plus HIV-1 (325 ng/ml) were mixed with 1 µl of each 
into the reaction volume, and lane 2 was used with half of lane 1, 
lane 3 was used with half of lane 2, and so on; (B) Detection limit 
of multiplex PCR with labeled with 32P-dTTP was carried on the 
5% Polyacrylamide gel: C, positive control; lane 1, 0.1 µg/ml of
each plasmid DNAs, respectively; lanes 2~8 were used with serial 
dilution of 10 fold, respectively. The upper bands are shown as
HIV-specific DNA (501 bp), middle bands are shown as HBV-
specific DNA (336 bp), and lower bands are shown as HCV-
specific DNA (250 bp). 
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그래서 눈으로 보는 band의 식별에는 한계가 있으나, 동
위원소를 표지하면 그 탐지 limit이 훨씬 낮아져 민감도

는 높아지리라 사료된다. 따라서 Fig. 2의 (B)에서는 세 
가지 plasmid DNA에 대한 multiplex 민감도는 훨씬 높아

졌다. 방사성 동위원소 α-32P-dTTP 5 µCi를 넣어서 세 가
지 바이러스 유전자의 증폭 부위에 동위원소를 표지시

킨 후 합성된 PCR product를 5% PAGE gel 상에서 검출

하였다. HIV-1 DNA의 경우, 0.01 pg, HCV와 HBV의 경우 
0.001 pg이 들어간 농도에서부터 검출되지 않았으므로 이
를 위에서 계산한 방식으로 계산하였다. 
 

HIV-1 DNA의 경우; 0.01 pg limit에서 11,200 bp × 660/ 
6.022 × 1023 = 1.2275 × 10-17. 

 

따라서 0.01 × 10-12/1.2275 × 10-17 = 8.147 × 102. 그러면 

1 ml 혈청 속에는 1,000 µl/250 µl × 30/3 × 8.147 × 102 = 

3.259 × 104 분자 수/ml. Agarose gel에서 보다 6.52 × 107/ 

3.259 × 104 = 약 2,000배 높게 민감도의 차이가 생겼다. 

HCV DNA의 경우; 0.001 pg limit에서 11,100 bp × 660/ 

6.022 × 1023 = 1.2165 × 10-17. 따라서 0.001 × 10-12/1.2165 

× 10-17 = 8.220 × 101. 그러면 1 ml 혈청 속에는 1,000 

µl/ 250 µl × 30/3 × 8.220 × 101 = 3.288 × 103 분자 수/ml. 

Agarose gel에서 보다 1.84 × 107/3.288 × 103 = 약 5,600배 

높게 민감도의 차이가 생겼다. HBV의 경우; 0.001 pg 

limit에서 2700 bp × 660/6.022 × 1023 = 2.96 × 10-18. 따라서 

0.001 × 10-12/2.96 × 10-18 = 3.378 × 102. 그러면 1 ml 혈청 

속에는 1,000 µl/250 µl × 30/3 × 3.378 × 102 = 1.3512 × 104 

분자 수/ml. Agarose gel에서 보다 1.0132 × 108/1.3512 × 

104 = 약 7,500배 높게 민감도의 차이가 생겼다. 

동위원소로 표지하지 않았을 때 보다 2~7 × 103배 이

상 민감도가 높게 검출되었다. 

2. 재현성 있는 PCR 방법의 증명 

본 연구에서는 탐지 하한 농도보다 높고, 유사하고 그
리고 낮은 농도의 DNA 샘플을 이용하여 PCR을 수행하

는 경우 각각 실험자의 3회 연속실험에 의해 그리고 3인
의 실험자가 1회씩 실험을 수행할 경우 PCR 산물이 재

현되고 있는가를 확인하였다. Fig. 3A에서 보여 주는 바
와 같이 HBV DNA 주형을 사용하여 3사람이 각각 HBV 
PCR 테스트를 실시할 경우 336 bp 크기의 PCR 산물이 
탐지 한계 또는 그 이상의 높은 DNA 농도에서 검출되

었으며, 한계 이하의 주형 농도에서는 검출되지 않았다 
(Fig. 3A). 마찬가지로 HCV 및 HIV-1 plasmid DNA 주형

에 대해서 3인이 각각 HCV-PCR, HIV-PCR을 수행한 결
과 재현성을 보였다 (Fig. 3B와 C). 1인이 3회씩 각각의 
실험을 재현한 결과도 방법상의 재현성이 검증되었다. 

또한 최저 민감도를 보이는 량보다 높은 량의 plasmid 

A B C 

Figure 3. Reproducibility of (RT)-PCR methods HBV (A), HCV (B), HIV (C) DNA PCRs were performed three times by three 
different persons, respectively. 1, higher concentration than detection limit; 2, similar concentration of detection limit; 3, lower concentration
than detection limit. 

Figure 4. Multiplex PCR Amplification with each different 
plasmid DNA template (1, HBV; 2, HCV; 3, HIV-1), with two 
combined templates (4, HBV + HCV; 5, HBV + HIV-1; 6, HCV + 
HIV-1), and with three different templates together (7, HBV + 
HCV + HIV-1). 
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DNA (HBV, 30 ng/ml; HCV, 180 ng/ml; HIV-1, 1300 ng/ml)
를 사용하여 각각의 DNA, 두 개씩 조합으로 되어 있

는 DNA, 그리고 세 가지 plasmid DNA가 모두 들어간 
plasmid DNA를 mutiplex primer를 모두 넣고 PCR하여 확
인하였다 (Fig. 4). 

3. 음성혈청으로 판정된 시료에 대한 특이도 검사 

1) ELISA 시험에 의한 검증 

20개의 무작위로 선정된 바이러스 free 혈청에 대한 각 
바이러스 검출 지표 primer에 대한 특이도 검사는 혈청

에서 DNA 또는 RNA 추출 방법으로 추출한 후 이를 주
형이 있는 것으로 보고 PCR 및 (RT)-PCR 검사를 각각 
수행한 결과, 음성혈청에서는 바이러스가 검출되지 않았

으나, 대조군으로 사용한 plasmid DNA가 들어간 샘플에 
대해서는 각각의 바이러스 DNA가 검출되었다. 이로써 
각 지표 primer는 각 바이러스-특이하게 작용하고 있음

이 확인되었다 
바이러스 음성인 사람의 혈청 20검체에 대한 무작위 

HBV, HCV, HIV ELISA 검사를 시행하여 혈청학적으로 
각 바이러스에 대한 음성도를 확인한 후 multiplex PCR
에 사용된 방법으로도 음성 결과를 얻는가 확인하였다. 
HBV ELISA 검사 시약은 SD HBsAg ELISA 3.0을 사용하

였고, HCV에 대해서는 SD HCV ELISA 3.0을, HIV에 대해

서는 SD HIV 1/2 ELISA 3.0 시약을 사용하였으며, 각 시
약의 유효기간은 2006년 12월, 11월, 8월의 것을 사용하

였다. ELISA 세척은 Wellwash 4MK2 (Thermo Electron 
Corp., Waltham, MA, USA)를 사용하였고, 흡광도는 SLP 
Spectra를 450 nm에서 각각 사용하였다. 

결과적으로 음성대조액과 양성대조액 및 검체혈청의 
경우 ELISA 및 PCR 결과에 대해 특이적인 검사 결과를 
보였다 (Table 2). 본 실험에 사용된 ELISA kit의 민감도

는 99.5% 이상, 특이도는 99.9% 이상인 것으로 나타나 
있으며, 음성과 양성 판정 cut-off 수치는 kit 제조사 (에
스디)에서는 음양성 판정 기준 값 1. HIV 판정 기준 값 = 
음성대조액 평균 흡광도 + 0.3 (검체가 판정 기준 값 이상

이면 양성, 이하면 음성), 2. HCV 판정 기준 값 = 음성대

조액 평균 흡광도 + 0.3 (검체가 판정 기준 값 이상이면 
양성, 이하면 음성), 3. HBV 판정 기준 값 = 음성대조액 
평균 흡광도 + 0.05 (검체가 판정 기준 값 이상이면 양성, 
이하면 음성)으로 판정하였다. 음성대조액 및 양성대조

액은 각각 HBV, HCV, 및 HIV가 검출되지 않는 혈청을 

음성대조액으로, 바이러스가 검출되었으나 항체만 남아 
있는 혈청을 양성대조액으로 제조된 것을 (주)에스디에

서 구입하여 사용하였다. 각 바이러스에 특이적인 지표 
primer를 사용하여 혈청 내 특정 바이러스에 대한 검출

이 가능해졌다고 본다. 
2) PCR 검사에 의한 감염되지 않은 검체의 검증 

20가지 혈청에 대한 바이러스 특이-primer를 각각 사

용하여 PCR 검사를 수행한 결과 양성대조 plasmid 재조

합된 HBV, HCV, 및 HIV-1에 대한 PCR은 각각 양성으로 
검출되었으나, 무작위 수집된 감염되지 않은 혈청에서

는 특이적으로 검출된 바이러스가 없는 PCR 결과를 보

Table 2. Specificity Tests by RT-PCR using viral-specific primers 
against non-infected human sera 

HBV 결과 HCV 결과 HIV-1 결과 
ELISA PCR ELISA PCR 

 
ELISA PCR

음성대조액 1 0.036 음성 0.020 음성  0.043 음성

음성대조액 2 0.038 음성 0.023 음성  0.041 음성

양성대조액 1 2.748 음성 2.850 음성  2.673 음성

양성대조액 2 2.652 음성 2.871 음성  2.691 음성

검체 1 0.054 음성 0.120 음성  0.049 음성

검체 2 0.054 음성 0.068 음성  0.057 음성

검체 3 0.056 음성 0.094 음성  0.096 음성

검체 4 0.068 음성 0.085 음성  0.056 음성

검체 5 0.064 음성 0.092 음성  0.041 음성

검체 6 0.071 음성 0.085 음성  0.058 음성

검체 7 0.053 음성 0.083 음성  0.064 음성

검체 8 0.054 음성 0.094 음성  0.061 음성

검체 9 0.053 음성 0.100 음성  0.053 음성

검체 10 0.055 음성 0.086 음성  0.058 음성

검체 11 0.061 음성 0.087 음성  0.057 음성

검체 12 0.057 음성 0.093 음성  0.051 음성

검체 13 0.054 음성 0.089 음성  0.065 음성

검체 14 0.054 음성 0.096 음성  0.070 음성

검체 15 0.051 음성 0.106 음성  0.062 음성

검체 16 0.052 음성 0.098 음성  0.058 음성

검체 17 0.053 음성 0.088 음성  0.071 음성

검체 18 0.058 음성 0.079 음성  0.063 음성

검체 19 0.052 음성 0.069 음성  0.054 음성

검체 20 0.056 음성 0.095 음성  0.055 음성
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여주었다 (Table 2). 

4. HBV, HCV, 및 HIV-1 양성 혈청검체에 대한 단일 

PCR 검사 

HBV 양성으로 판정되었던 시료를 20검체 수집하였고, 

HCV 양성으로 판정되었던 시료 24검체, 그리고 HIV-1 
양성검체로 판정되었던 20검체를 수집하여 그들의 보관 
상태, 보관기일, 보관 방법, 사용횟수 등이 각각 다르기 
때문에 이들에 대한 multiplex-PCR 검사를 수행하기 전에 
혈청학적으로 음성과 양성을 확인하려고 각각을 ELISA 

Table 3. Each sera identified as an infected with each virus were specifically screened by ELISA and (RT)-PCR 

HBV 결과 HCV 결과 HIV-1 결과 

PCR (그림 7) PCR (그림 8) PCR (그림 9) 

 

ELISA* 
HBV HCV HIV

ELISA**

HBV HCV HIV
ELISA*** 

HBV HCV HIV

음성대조액 1 0.056 - - - 0.026 - - - 0.043 - - - 

음성대조액 2 0.045 - - - 0.022 - - - 0.041 - - - 

양성대조액 1 2.568 - - - 2.441 - - - 2.776 - - - 

양성대조액 2 2.527 - - - 2.409 - - - 2.934 - - - 

검체 1 2.826 - - - 2.516 - - - 2.904 - - - 

검체 2 2.800 양성 - - 2.841 - 양성 - 2.861 - - - 

검체 3 2.210 양성 - - 2.794 - - - 2.759 - - - 

검체 4 2.884 양성 - - 2.746 - 양성 - 2.884 - - - 

검체 5 0.475 양성 - - 2.714 - - - 2.884 - - - 

검체 6 2.842 양성 - - 2.580 - - - 2.673 - - - 

검체 7 2.735 양성 - - 2.900 - - - 2.858 - - - 

검체 8 2.331 - - - 2.848 - - - 2.936 - - - 

검체 9 2.762 양성 - - 2.912 - - - 2.553 - - - 

검체 10 1.513 양성 - - 2.926 - - - 2.727 - - - 

검체 11 2.444 양성 - - 2.762 - - - 2.887 - - - 

검체 12 2.906 - - - 2.492 - - - 2.827 - - - 

검체 13 2.903 양성 - - 2.685 - - - 2.639 - - - 

검체 14 2.055 - - - 2.433 - 양성 - 2.948 - - - 

검체 15 0.876 - - - 2.778 - - - 2.830 - - - 

검체 16 0.811 양성 - - 1.321 - - - 2.738 - - - 

검체 17 2.294 양성 - - 2.773 - - - 2.973 - - - 

검체 18 2.581 양성 - - 2.939 - - - 2.909 - - - 

검체 19 3.138 - - - 2.834 - - - 2.895 - - - 

검체 20 2.572 양성 - - 2.900 - - - 2.621 - - - 

검체 21 0.054 - - - 2.407 - 양성 - 0.056 - - - 

검체 22 0.054 - - - 2.931 - - - 0.070 - - - 

검체 23 0.056 - - - 3.075 - 양성 - 0.042 - - - 

검체 24 0.068 - - - 2.145 - - - 0.087 - - - 

ELISA 음양성 판정 기준 값: *HBV 양성판정 기준 값=0.1이상, **HCV 양성판정 기준 값=0.324, ***HIV-1 양성판정 기준
값=0.342 
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테스트로 검증하였다 (Table 3). 참고로 kit 제조사에서 제
시한 판정 기준 값은 (1) HIV 판정 기준 값 = 음성대조액 
평균 흡광도 + 0.3 (검체가 판정 기준 값 이상이면 양성, 
이하면 음성), (2) HCV 판정 기준 값 = 음성대조액 평균 
흡광도 + 0.3 (검체가 판정 기준 값 이상이면 양성, 이하

면 음성), (3) HBV 판정 기준 값 = 음성대조액 평균 흡광

도 + 0.05 (검체가 판정 기준 값 이상이면 양성, 이하면 
음성)으로 판정하였다. 따라서 HBV 양성 판정 기준 값은 
0.05 + 0.05 = 0.100, HCV 양성 판정 기준 값은 0.3 + 0.024 
= 0.324, 또한 HIV-1의 양성 판정 기준 값은 0.3 + 0.042 = 
0.342 이상의 것으로 하였다. 

혈청학적 양성 판정이 내려진 검체에 대해서 각 바이

러스에 특이한 지표 primer를 사용하여 단일 PCR 및 
RT-PCR 검사를 수행하였더니, HBV 감염검체에 대해서

는 Fig. 5A, HCV 감염검체에 대해서는 Fig. 5B, 그리고 
HIV-1에 대해서는 Fig. 5C로 나타난 바와 같았다. 이에 

대한 종합된 결과는 Table 3에 나타내었다. 
결과적으로 혈청학적 HBV 양성 20검체 중에서 14검

체가 PCR 검사로도 양성검체로 확인되었으며, 혈청학적 
HCV 양성 24검체에서 multiplex PCR 방법으로 5검체가 
양성으로 판정되었고, HIV-1의 경우 혈청학적 양성 20검
체에서 multiplex PCR 검사로 양성검체는 하나도 나오지 
않았다 (Fig. 5). 

5. HBV, HCV 및 HIV-1의 각 양성 혈청검체에 대한 

multiplex-PCR 검사 

한 개인의 혈액 시료에서 세 가지 바이러스가 동시에 
감염된 케이스가 드물고 시료를 수집하기가 어려워 각 
개별 바이러스에 감염된 것이 단일 PCR 증폭 방법으로 
확인된 경우, 이들을 조합하여 세 가지 바이러스에 감염

된 것으로 보고 본 연구에서 확립된 multiplex PCR 방법

을 확인하기 위하여 nested RT-PCR 및 multiplex PCR 방

A 

B 

C

Figure 5. Twenty different sera positively diagnosed by ELISA tests were amplified by multiplex PCR with 6 different primers: M, 100 
bp marker; NC, negative control sera without any template DNA; C, three different plasmid DNAs such as HBV (A), HCV (B), HIV-1 (C),
were amplified by same PCR for the control; each other lane is shown as each different sera samples amplified by multiplex PCR methods. 
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법으로 증폭하여 agarose gel 상에서 전기영동하였다. 
Fig. 6에서 보여 주는 바와 같이, HBV HCV 및 HIV-1 

검체들의 단일 PCR 검사와 HBV와 HCV, HBV와 HIV-1, 
HCV와 HIV-1, 그리고 HBV, HCV, HIV-1 모두 들어 있는 
시료를 조합하여 multiplex-PCR 검사를 수행하여 본 방

법을 검증하여 보았다. 예외적으로 HIV-1 검사 시료에서 
RT-PCR 양성검체가 하나도 나오지 않은 관계로 이들 실
험에서는 HIV-1 plasmid DNA 시료를 넣어서 수행할 수

밖에 없었다. 결과적으로 제시된 multiplex-PCR 방법으로 
혈액 관련 혈청시료에서 세 가지 위해 바이러스 HBV, 
HCV, HIV-1를 한 번에 검출이 가능한 것으로 판단된다. 

 
고  찰 

 
본 연구에서는 궁극적으로 혈청, 혈장 또는 혈액제제 

속에 감염되었거나 오염되었을지도 모르는 HBV, HCV, 
및 HIV를 동시에 검출해낼 수 있는 (RT)-PCR 증폭 방법 
및 간편한 탐지 방법의 조건을 확립하기 위하여 먼저 각 
바이러스의 consensus sequence에서 primer 지표를 선정하

였다. 각 바이러스에 특이적인 sequence를 가진 지표를 
선정하는데 있어서 첫 번째 고려사항은 서로 다른 sub- 

type 바이러스에 대해서도 인식될 수 있는 primer sequence
가 되도록 하였다. HBV에 대한 primer는 middle surface 
antigen 유전자에서 가장 conserved region에서 선별하였

으며, HCV의 경우 5'-terminal 근처의 non-translated region
에 있는 conserved region을 선별하였고, HIV의 경우 LTR 
내에서 가장 conserved region의 sequence를 PCR primer로 
선별하였으며, 특히 RNA 바이러스인 HCV와 HIV의 경

우 추출된 RNA에 직접 RT-PCR 반응을 할 경우 민감도

가 떨어지는 예비실험 결과 민감도를 높이기 위하여 정
해진 primer sequence 바깥쪽에서 제2의 primer를 선별하

여 nested-RT-PCR 방법을 사용하였다. 두 번째 고려사항

은 각 primer 세트에 의해 증폭된 PCR 산물의 크기가 
서로 달라서 서로 다른 바이러스를 쉽게 식별할 수 있

도록 forward primer와 backward prime 간의 간격을 조정

하였다. 세 번째 고려사항은 각 바이러스에 대한 primer
들 간의 염기서열에 non-homologous해야 하는 점이었다. 
Multiplex PCR 사용 시 6개 primer sequence들이 한 번에 
들어가기 때문에 서로간의 inter-base paring이 없어야 하

며, 다른 바이러스주형에 대해서 경쟁력이 매우 낮아야 
특이도가 높게 나타날 것으로 판단되었다. 실제로 multi- 
plexed PCR 산물을 agarose gel 상에서 전기영동해 보면 
단일 PCR 산물보다 감수성이 낮아지는 현상을 볼 수 있
었다. 특히, RNA 바이러스 유전체와 DNA 바이러스 유전

체를 주형으로 사용하여 동시에 검출하는 경우 RNA 주
형은 역전사과정을 거치기 때문에 주형-간 또는 주형-

내에서의 변이가 높게 나와 한쪽 주형 감도가 떨어진다

는 보고도 있다 (5). 따라서 HCV와 HIV 주형 간에 경쟁

적이어서 HIV-1 PCR 산물이 HCV의 PCR 산물보다 약간 
지연되어 나타난다는 것이다. 

Multiplex PCR 전체과정은 바이러스 유전체 과정과 증
폭과정, 그리고 탐지과정에 많은 시간과 노력이 요구되

지만 (7), 본 연구에서는 추출과 증폭과정 후 agarose gel 
전기영동에서 탐지하도록 하였으므로 간편하고 용이할 
수 있다. 그렇지만 agarose gel 전기영동분석 시에 오염된 
결과를 가져오는 문제 등이 발생할 수도 있다. 이러한 
문제점은 real-time PCR 방법으로 해결할 수 있으나 고가 
장비와 시간이 필요하다. 또한 본 연구에서는 PCR 산물

의 DNA가 전기영동 상에서 분석되기 때문에 control로
서 각 바이러스 유전자가 클론되어 있는 plasmid DNA에

서 PCR한 산물을 positive control로서 100 bp size marker 
DNA와 함께 전기영동하여 식별하였다. 

Figure 6. Confirmation of the multiplex (RT)-PCR in one tube.
Multiplex-PCR were performed with HBV-, HCV-positive sera,
and sera containing HIV-1 plasmid DNA: Multiplex-PCR were 
performed with HBV-, HCV-positive sera, and HIV-1 plasmid: M,
100 bp size marker DNAs; lane 1, HBV-specific primer; lane 2,
HCV-specific primer; lane 3, HIV-1 specific primer with HIV-1 
plasmid DNA; lane 4, HBV and HCV specific primers; lane 5,
HBV and HIV-1 specific primers; lane 6, HCV and HIV-1 specific
primers; lanes 7 and 8, HBV, HCV, and HIV-1 specific primers
were used, respectively. HBV sample number 10, HCV sample
number 2 were used in the reaction. And also 1 µl of 1 µg/ml 
HIV-1 plasmid DNA was added into reaction 
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확립된 (RT)-PCR 방법에 대한 민감도를 확인하기 위

하여 HBV, HCV, 및 HIV-1 유전물질이 클로닝된 plasmid 
DNA template를 각각 사용하여 사용된 PCR 방법에 대

한 탐지한계선을 copy 수로 확인하였다. 본 연구에서는 
miniprep 방법으로 상당히 정제된 plasmid DNA를 주형으

로 사용하였으나, Gobbers 등 (11)은 plasmid DNA 또는 
혈액 시료에서의 viral DNA template 정제 방법 (extraction)
에 따라 PCR 민감도에 차이가 있음을 보고하였다. HBV 
DNA의 경우 표준희석 배수에 따라 약간의 차이는 있었

으나, 80℃에서의 열처리와 QIAamp extraction 방식으로 
100~900 geq/ml 농도의 주형까지 탐지 가능 범위를 보였

다. 그리고 추출 시작 시료의 량이 0.1 ml일 때보다 1.0 
ml일 때 민감도의 수치가 10배 정도 높게 나왔다는 보
고가 있다 (4,6). 본 연구 결과를 보면, 최저 측정 가능 
plasmid DNA 량은 HBV의 경우, single PCR 반응에서 
1.0132×108 분자 수/ml, HCV의 경우, 1.84×107 분자 수/ml, 
HIV의 경우 6.52×107 분자 수/ml의 민감도로 나타났다. 
Meng 등 (15)의 결과를 보면, 혈액 내 HBV의 경우 22~ 

60 copy/ml, HCV의 경우 61~112 IU/ml, HIV-1의 경우 
33~66 copy/ml로 나타났는데, 이는 시료 0.2 ml을 추출하

여 얻은 결과로 계산된 것이었다. 그러나 방사성 동위원

소로 표지된 PCR 산물을 5% PAGE gel 상에서 검출해 
본 결과, HIV-1 plasmid DNA의 경우, 3.259×104 분자 수
/ml에서 최저 탐지 선으로 계산되었고, 그 보다 10배 희
석된 농도에서는 탐지되지 않은 결과를 얻었으며, HCV 
plasmid DNA의 경우 3.288×103 분자 수/ml에서 최저 농
도로 탐지되었고, HBV의 DNA가 들어간 multiplex PCR
실험에서 1.3512×104 분자 수/ml에서 최저 탐지 농도의 
민감도를 보였다. 결과적으로 labeling되지 않은 PCR pro- 
duct를 agarose gel 상에서 ethidium bromide로 염색된 상

태에서의 탐지에서 보다 동위원소를 1 µCi 정도를 넣고 
labeling시키면 민감도가 훨씬 높게 탐지될 것으로 사료

된다. 
전형적인 NAT 방법은 (가) 시료 속의 RNA 또는 DNA 

주형을 준비하고 (나) 지표 primer가 특이지역 또는 주형

을 증폭해야 하고, (다) 여러 탐지 방법으로 양성과 음성 
시료임을 판정해야 한다. 시료 속의 RNA 또는 DNA를 
추출하는 방법은 QIAamp 추출액, RNAzol 등이 사용되

어 상당히 깨끗한 RNA 또는 DNA로 추출이 용이해졌

다. 또한 PCR 검사 시 특이 바이러스 염기서열을 표적

으로 하는 지표 primer 선정이 많이 개발되어 왔다 (16, 

18). Primer 선정의 정확성에 따라 PCR 증폭 시 민감도와 
특이도가 높아지거나 낮아진다. 따라서 본 실험에서도 
virus-free serum속에서 추출된 대조군으로 사용된 plasmid 
DNA 주형에 대한 각 지표 primer의 특이성을 검사하였다. 
Fig. 5에서 보는 바와 같이 각 바이러스에 대한 primer들
이 각 특이 바이러스 주형에 대해서만 PCR 반응을 보이

고 다른 바이러스 주형에 대해서는 PCR 반응이 음성으

로 나타났다. 이러한 특이성을 보이는 지표 primer들도 
실제 임상 시료에 사용할 경우 primer의 복잡성과 DNA 
또는 RNA 시료 준비과정과 정제과정이 일관성 있고 깨
끗하게 수행되어야 신뢰할 만한 측정값이 가능하다. 보통

은 실험실의 상태, 실험자의 기술적인 차이에 의한 오류 
및 PCR 실행 방법의 오류 등에 의한 위양성 또는 위음

성 결과가 나타날 수 있다. 이러한 오류의 가능성을 검증

하기 위해서 재현성 검사를 실시하였다. 클로닝된 plasmid 
DNA template를 사용하여 탐지하한선 실험 결과의 최저 
탐지 가능 이하의 template copy 수와 탐지 가능 주형의 
copy 수 그리고 그보다 10배 정도 높은 농도의 주형 copy 
수를 사용하여 1인의 실험자가 연속하여 2~3회 테스트

하였으며, 또한 3인의 실험자가 각각 1회씩의 테스트를 
실시하여 재현성 검사를 실시하였다. 그 결과는 Fig. 5에
서 각각 확인하였는데, 실험 방법에 대한 재현성은 검증

되었다. 
임상적으로 ELISA 또는 NAT 검사에서 HBV, HCV, 및 

HIV-1 양성으로 판명된 혈액 시료를 수집하여 개별 시료

에 대한 각 바이러스 항원 및 항체진단 방법으로 혈청학

적인 검사를 우선 실시하였다. 이는 수집된 시료의 신선

도 및 보관 상태에 따라 바이러스 음양성이 변할 수도 
있으며, 혈청학적인 검사 결과와 NAT 검사 결과의 상이

점에 대한 논의가 필요할지도 모르기 때문이었다. 실제

로 각 바이러스에 감염된 시료를 수집하기가 매우 어려

움이 있었고, 대개는 혈액 시료의 경우 신선한 상태에서 
혈청검사 또는 NAT 검사가 이루어져야 정확한 결과를 
분석할 수 있는데 비해, 본 실험에 사용된 시료들은 신

선한 시료를 즉시 수집하기가 어려웠었다. 그래서 수집

된 HBV, HCV, 및 HIV-1 양성검체들을 항원진단 ELISA 
또는 항체진단 ELISA 검사를 병행하여 본 연구의 PCR
검사의 결과 분석에 중요한 자료로 사용하였다. 

본 연구에서 사용된 혈액 시료들이 이미 오랫동안 보
관되었던 시료들이 대부분이어서 특히 RNA 바이러스 시
료의 경우 그로 인한 결과가 음성으로 판정되기도 할 수 
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있으며, 또한 바이러스의 시료 내 load 량이 너무 낮아서 
본 연구에서 제시한 agarose gel 상에서의 탐지 민감도에 
육안으로 보이지 않을 확률도 배제할 수는 없다고 보았

다. 그렇지만 본 연구에서 제시된 multiplex-PCR 방법으

로 검출되는 product를 민감한 탐지기에서 탐지하도록 
방사선 동위원소로 labeling 하든지, 비방사성 labeling 물
질로 표지하여 검출한다면 그 측정 민감도는 상당히 높
아지리라 생각한다. 또한 혈청학적으로 anti-HIV-1 Ab가 
측정되는 혈청에서도 본 multiplex PCR 측정법으로 양성 
결과를 얻기 어려웠던 것은 수집된 HIV 양성혈청이 대

부분 항-바이러스 제제를 복용해오던 병원 내원 환자의 
혈청이어서 NAT 음성 결과를 보였다고 생각된다. 

Multiplex (RT)-PCR 탐지 방법은 궁극적으로 사람의 
혈장이나 혈청에서 HBV, HCV, 및 HIV를 동시에 탐지하

고, 식별 또는 정량하려는 것이다. 실제로는 하나의 바이

러스에 감염된 경우가 대부분으로서 그 바이러스의 유전

물질 증폭실험은 다른 두 바이러스의 유전물질에 의해 
동시에 영향을 미치지는 않는다. 그렇지만 다른 두 바이

러스를 증폭하려고 동시에 들어간 primer들이 실제로 존
재하는 하나의 바이러스 유전물질의 증폭을 방해하지 
않아야 하므로 지표로 사용되는 primer의 제작이 서로 
간섭되는 유사한 염기서열의 부분이 있어서는 안 된다. 
또한 본 연구에서 결정된 세 바이러스의 primer들은 각 
바이러스의 subtype에도 annealing 될 수 있는 지역의 
conserved region에서 primer 염기서열이 결정된 것이다. 
HBV primer는 HBsAg region에서 선택되었으며, HCV의 
primer는 HCV의 non-coding region에서 선별된 염기서열

이었으며, HIV의 경우 비교적 conserved region인 LTR 
region에서 primer 염기서열이 결정된 것이었다. 이러한 
바이러스 감염에 대한 일반인의 혈액 내 바이러스 감염 
지표로서 병의 징후와 진행 상황을 탐지하는데 사용되

었다 (28). 그리고 각 바이러스 forward primer와 reverse 
primer 간의 거리는 HBV의 경우 336 base pair 길이로, 
HCV는 250 base apir의 길이로, 그리고 HIV의 경우는 501 
base pair의 길이로 PCR product가 생성되도록 고안되었다. 

이와 같은 multiplex NAT 개발은 원칙적으로 각 바이

러스의 표적유전체가 서로 다르고 서로 다른 효소와 이
온 농도가 요구되므로 실제로 얻어지는 산물의 민감도

에 문제가 발생할 수 있다. 이러한 어려움을 극복하고 
multiplex PCR을 개발하려면 사용하는 시약들에 대한 최
적화 실험이 필수적이다. 그리고 기존에 나와 있는 multi- 

plex PCR의 경우 대부분 RT를 역전사반응을 먼저 하고 
다음에 PCR을 해야 하지만, 본 연구에서의 multiplex는 
PCR은 one-step reaction 방식으로 진행하였다. 이는 실제 
수많은 혈액에서의 샘플을 탐지하려 할 때 노력과 시간

을 줄일 수 있어야 하고, 대부분의 multiplex PCR 방식은 
생성물을 탐지해야 하는 값 비싼 도구가 요구되지만, 
본 연구에서는 기존 실험실에서 많이 사용하는 agarose 
gel 전기영동법으로 탐지하고 식별하는 방식을 채택하

였다. 그러나 동위원소를 labeling하여 탐지할 경우 PCR 
product를 agarose gel에서 running하여 gel을 건조시키고 
X-ray film에서 autoradiography까지 해야 하는데, 이때 
agarose gel보다 polyacrylamide gel을 사용하는 것이 훨씬 
좋다고 본다. HCV와 HIV 증폭 사이의 경쟁은 동시에 
두 바이러스 유전물질을 주형으로 사용할 경우 감소된

다는 보고가 있다 (5). 이러한 경우 multiplex real-time 
quantitiative RT-PCR assay 방법으로 생성된 두 가지 생성

물을 계산하는 것이 좋을 것이다. 정제된 plasmid DNA 
샘플에 의한 단일 및 이중 PCR 산물의 경우 잘 검출

될 수 있었지만, 실제 혈청 속의 바이러스 주형 농도가 
크게 미치지 못하게 될 경우 민감도의 차이로 인하여 
agarose gel 상에서 검출되지 못하는 경우도 생각해볼 수 
있을 것이다. 이러한 경우 RT-PCR의 단계에서 RT 반응 
횟수를 1회에서 3~5회 정도 높여서 RT에 의한 DNA 농
도를 높이면 문제를 해결할 가능성이 있었다 (20). 

결과적으로 적은 량의 혈액제제에서 위해요소 바이

러스 검출이 multiplex-PCR로 가능하였다. 다만 탐지기를 
agrose gel 상에서 육안으로 합성된 각 바이러스에 특이

한 크기의 DNA band를 확인하기 때문에 민감도에서 
다소 떨어졌지만, 동위원소로 labeling하여 autoradiography
를 이용할 경우 탐지 가능 범위가 훨씬 높아져 민감도가 
높은 결과를 얻게 되었다. 그 밖에 방사선 동위원소, 또
는 특정한 형광물질을 가진 dye를 합성되는 PCR 산물에 
표지시켜 탐지기 또는 scintillation counter 등에 사용한다

면 짧은 시간 내에 민감도가 훨씬 높은 결과를 확인할 
수 있을 것으로 본다. Real-time multiplex PCR 방법에 의
한 탐지 가능한 민감도를 측정한 여러 보고서를 보면 평
균적으로 103~ 104 copies/reaction에서 측정치가 보고되었

다 (5). 이는 본 연구에서의 방사성 동위원소 labeling법으

로 계산된 민감도와 큰 차이는 없다는 것으로 사료된다. 
혈청 시료에서 추출된 바이러스 유전물질을 template

로 multiplex PCR을 수행한 결과, HBV 및 HCV의 경우 
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비교적 NAT 시험법이 정확도 및 seroconversion 시기의 
탐지도가 안정적이었지만, HIV-1의 경우 혈청학적 항체

검사 결과와 NAT 검사가 일치하지 않는 경우가 대부분

이었다. 그 이유로는 병원에서 검사받은 에이즈 환자의 
혈청은 대개가 항-바이러스 제제의 복용으로 일시적 또
는 잠재적 항원 수치가 크게 떨어져 있어서 NAT 검사로 
양성을 보이지 않고 있다는 생각이다. 또한 본 연구에서 
사용한 HIV-1 cDNA가 클론된 plasmid DNA를 template로 
하였을 경우에도 민감도에 있어서 다른 바이러스 HBV 
또는 HCV plasmid 주형에서 보다 약간 떨어지고 있음을 
알 수 있었다. 

결과적으로 agarose gel 상에서 증폭된 PCR의 DNA 
band를 육안으로 식별해서 음양성을 판정해야 하는 방법

은 민감도에서 크게 떨어지고, 이를 보정하기 위해 방사

성 동위원소를 labeling하여 사용할 경우 민감도가 크게 
개선되는 결과를 보였다. 따라서 민감도를 높이는 문제

는 더 많은 연구가 필요하다고 본다. 
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