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Detection of the Avian Influenza Viruses Nonstructural Protein 1 for 
Distinction between Vaccinated and Infected Chickens 

Using Synthetic Peptide-Based ELISA 
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Avian influenza (AI) virus infects both animal and human. Low pathogenic AI virus infections (some H7 and H9 

subtypes) have been reported all over the world and pose a potential threat to the poultry industry. Vaccination is the 

most effective way to prevent virus infection. However, vaccination makes it difficult to differentiate between 

vaccinated chickens and infected chickens. In order to differentiate vaccinated chickens from naturally infected chickens, 

we adopted synthetic peptide-based enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) using the peptide sequences from 

nonstructural protein 1 (NS1) of H9N2. Five synthetic peptides were designed using Protein Variability Sever 

(http://imed.med.ucm.es/PVS/) and synthesized. NS1-1 ~ NS1-4 peptides failed to detect serum antibodies from both 

vaccinated and naturally infected chickens. NS1-5 peptide from the C-terminal NS1 protein detected serum antibody 

from naturally infected chickens but not vaccinated chickens. These results imply that NS1-5 peptide may be a useful tool 

to differentiate naturally infected chicken from vaccinated chicken as being used in the synthetic peptide-based ELISA. 
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서 론 

 

독감 바이러스 (influenza virus)는 사람이나 동물에게 

감염되어 매우 치명적인 피해를 주는 병원체 중의 하나

로 현재 전 세계적으로 널리 퍼져있으며, 특히 독감 바이

러스 A와 B가 급성 바이러스성 호흡기 질환의 주된 원

인체이다. 

조류 독감 (avian influenza, AI) 바이러스는 아형에 따

라 고병원성과 저병원성으로 분류할 수 있다. 고병원성 

AI 바이러스 (H5 또는 H7 아형)는 감염 확률이 매우 높

고 그로 인한 치사율도 높기 때문에 사람을 포함해서 많

은 동물들에게 치명적이다 (1~3). 1997년부터 아시아, 유

럽국가에서 고병원성 AI 바이러스에 감염되었다는 보고

가 있다. 2003~2004년에는 한국을 포함하여 많은 아시

아 국가에서 가금류에 H5N1 고병원성 AI 바이러스에 

의한 감염이 보고되었다 (4~6). 

저병원성 AI 바이러스 (H7 또는 H9 아형)는 고병원성 

AI 바이러스와는 달리 사람이나 동물에게 치명적이지는 

않지만 이 바이러스에 감염된 가금류는 가벼운 호흡기 

질환을 앓게 되며, 달걀의 생산이 줄어들게 됨으로써 경

제적인 피해를 입힌다 (7). 1998년부터 우리나라를 포함

하여 중앙 아시아 여러 국가에서 저병원성 AI 바이러스

에 감염되었다는 보고가 증가하고 있는데, 그 중에 이란

과 파키스탄에서는 상업용으로 판매하는 닭이 저병원성 

AI 바이러스를 전염시키는 원인이라는 보고가 있다 (8, 9). 

또한 저병원성 AI 바이러스에 포함되는 H9N2 바이러스

는 아시아 지역의 풍토병으로 알려져 있으며, 홍콩과 중

국에서 사람에 감염되었다는 것이 보고되었으며 (10, 11), 

207 

 
Received: July 12, 2010/ Revised: September 28, 2010 
Accepted: September 29, 2010 

*Corresponding author: Young Gyu Chai Ph.D. Division of Molecular and
Life Sciences, Hanyang University, Ansan, 425-791, Korea. 
Phone:  +82-31-400-5513, Fax:  +82-31-406-6316 
e-mail:  ygchai@hanyang.ac.kr 

 Original Article



208 HT Lee, et al. 

 

시간이 지날수록 H9N2 바이러스가 감염할 수 있는 숙주

범위가 넓어지고 사람을 포함하는 다른 종에게 보다 쉽

게 전파될 수 있는 가능성을 갖고 있다 (12). 

최근 한국을 비롯한 동아시아 국가에서는 AI 바이러

스 감염에 의한 보고가 증가되어 피해가 확산되고 있으

므로 국제수역사무국 (Office International des Epizooties; 

OIE)에서는 AI 바이러스에 의한 감염을 List A 질병으로 

분류하였고, 국내에서는 제1종 가축 전염병으로 분류하고 

있다. 병원성 조류 독감이 발생한 경우에는 우리나라를 

포함하여 전 세계의 대부분 국가들이 살처분을 하고 있

으며, 발생한 국가에서는 양계산물을 수출할 수 없게 된

다. 이러한 피해를 막기 위해 한국을 포함하는 제한된 

숫자의 국가에서는 백신접종을 하고 있다. 하지만, 조류 

독감이 발생하는 경우 현존하는 혈청 검사를 통하여 백

신을 접종한 개체와 자연적으로 감염된 개체를 구분할 

수 없기 때문에 모든 닭을 살처분할 수 밖에 없는 문제

점을 가지고 있다 (7, 13, 14). 

독감 A 바이러스 표면의 당단백질인 헤마글루티닌 

(hemagglutinin: HA), 뉴라미니다제 (neuraminidase: NA) 

단백질에 대한 항원성 (antigenicity)에 따라 다양한 아형 

(subtype)으로 구분되며, 현재 H1-H16과 N1-N9이 알려져 

있다 (15). 

독감 A 바이러스는 RNA 게놈을 가지고 있으며, HA, 

NA, nucleoprotein (NP), matrix protein 1 (M1), matrix protein 2 

(M2), nonstructural protein 1 (NS1), nonstructural protein 2 

(NS2), nuclear export protein (NEP), polymerase acid (PA), 

polymerase basic 1 (PB1), polymerase basic 1 - F2 (PB1-F2) 

그리고 polymerase basic 2 (PB2)라는 단백질을 발현한다 

(16). 이들 중 NS1은 바이러스가 숙주에 감염되었을 시 

발현되어 RNA에 결합을 하는 부분과 다른 단백질들과 

상호작용을 하는 부분을 가지고 있는 단백질이다 (17). 

즉, 바이러스가 숙주에 감염되었을 때 숙주의 여러 많은 

RNA, 단백질들과 상호작용하여 바이러스가 복제하는데 

중요한 역할을 하고 숙주의 면역반응을 억제하는 등 여

러 기능을 한다 (15, 18). NS1은 바이러스가 숙주세포에 

감염되고 증식되는 경우에만 감염된 개체에서 발현되기 

때문에 NS1 단백질의 존재 유무는 백신을 접종한 개체

와 바이러스에 감염된 개체를 구별할 수 있는 표지자로 

사용될 수 있다 (7, 19). 

본 연구에서는 AI 바이러스에 감염된 닭과 백신을 접

종한 닭을 구별하기 위해 감염된 개체에서 높은 발현양

을 보이는 NS1을 이용해 한국에서 발생한 AI 바이러스

인 H9N2의 NS1 단백질의 에피토프를 MultAlin과 PVS 

프로그램으로 계산하여 예상하였고, 예상된 에피토프의 

펩타이드를 합성하여 enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA)방법을 이용하여 AI 바이러스에 감염된 닭과 백

신을 접종한 닭의 혈청과의 반응을 관찰하였다. 

 

재료 및 방법 

닭 혈청 

총 61개 (감염되지 않은 26개, 백신을 접종한 26개, 

감염된 9개)의 닭 혈청을 Bionote 사 (Suwon, Korea)로부

터 얻었다. 특정질병부재 (specific pathogen free: SPF) 닭

의 혈청은 5주령부터 70주령까지의 닭에서 혈액을 추출

하여 분리하였다. 백신을 접종한 닭 혈청은 18주령, 40주

령의 닭에 백신을 접종한 후 혈액을 추출하였다. 감염된 

닭의 혈청은 6~7주령 닭에게 H9N2 바이러스를 접종한 

후에 혈액을 추출하였다. 얻은 혈청을 15,000 × g에서 

10분 동안 원심 분리하여 불순물을 제거한 후 사용 전까

지 4℃에서 보관하였다. 

펩타이드 합성 

한국에서 발생한 AI 바이러스인 H9N2의 NS1 단백질 

서열을 확보하여 MultAlin (http://multalin.toulouse.inra.fr/ 

Table 1. GenBank accession number of NS1 proteins in Korea 
avian influenza 

NS1 protein of Korea GenBank 
accession number

A/Chicken/Korea/25232-006/96 (H9N2) AAD52955 

A/Chicken/Korea/S21/2004 (H9N2) ACD37776 

A/Korea/KBNP-0028/2000 (H9N2) ABQ57383 

A/Chicken/Korea/AI-96004/1996 (H9N2) ACZ47501 

A/Chicken/Korea/MS96-CE6/1996 (H9N2) ACZ47499 

A/Chicken/Korea/38349-p96323/96 (H9N2) AAD52953 

A/Chicken/Korea/99029/99 (H9N2) AAQ05002 

A/Chicken/Korea/S21/2004 (H9N2) ACD37766 

A/Chicken/Korea/S1/2003 (H9N2) AAV65821 

A/Chicken/Korea/S27/04 (H9N2) ABC48833 

A/Chicken/Korea/S25/04 (H9N2) ABC48823 

A/Chicken/Korea/S24/04 (H9N2) ABC48813 
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multalin/multalin.html)으로 정렬하였고, 예상 에피토프

는 PVS 프로그램 (http://imed.med.ucm.es/PVS/, Protein 

Variability Sever)으로 계산하였다. 즉, 1996년부터 2004년

까지 한국에서 발생한 H9N2의 NS1서열 12개를 Gen- 

Bank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein)를 통해서 얻었

으며 (Table 1), MultAlin을 이용하여 모든 서열을 정렬

하였다 (20). PVS를 사용하여 분석한 NS1 서열에서 면

역 항체들이 결합할 수 있는 에피토프 부분을 선별하

였다. 얻은 4 펩타이드 (9 mer)와 Dundon 등 (5, 21)의 

연구에서 사용하였던 NS1 서열 중에 C 말단 부분 (12 

mer)을 참조하여 한국에서 발견된 서열에서 다섯 부분 

(RLRRDQKSL, AIMDKNITL, TLKANFSVI, EDVKNAIGV, 

KRKMARTIESEV)을 고안하였다 (Table 2). 고안하여 선

별한 총 5부분의 펩타이드를 합성하였다 (Cosmo Co., 

Seoul, Korea). 

ELISA 

Table 2의 펩타이드를 coating buffer (15 mM Na2CO3, 35 

mM NaHCO3, 0.2 g/L NaN3, pH 9.6)에 1 μg/100 μl 농도로 

희석시킨 후, 96 well maxisorp immuno plate (Nunc, Roskilde, 

Denmark)에 각 웰당 100 μl씩 분주하여 하룻밤 동안 4℃

에서 coating하였다. Coating buffer를 제거한 후 인산염 완

충 생리식염수 (PBS)/0.5% Tween 20/5% 소 혈청 알부민 

(BSA)으로 37℃에서 1시간 동안 blocking하였다. Blocking 

buffer를 PBS/0.5% Tween 20으로 4회 씻어서 제거한 후 

Table 2. List of synthesized peptide of NS1protein 

 Synthesized peptide 
sequence 

Location in NS1 
protein 

NS1-1 RLRRDQKSL 35~43 

NS1-2 AIMDKNITL 122~130 

NS1-3 TLKANFSVI 129~137 

NS1-4 EDVKNAIGV 172~180 

NS1-5 KRKMARTIESEV 219~230 

NS1-1 ~ NS1-4 peptides were predicted by PVS (Protein
Variability Sever, http://imed.med.ucm.es/PVS/). NS1-5 peptide 
was referred from reports of Dundon et al (5, 21) 

Figure 1. Multiple sequence alignment of NS1 proteins from avian influenza virus reported in Korea using Multalin. The NS1 protein
sequences were obtained from GenBank. Multiple sequence alignment analysis of NS1 proteins using Multalin displayed 84% homology.
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1차 항체로는 닭 혈청을 희석해서 1시간 동안 상온에

서 반응하였다. 반응 후 4회 세척하고 HRP (horseradish 

peroxidase)가 결합되어 있는 goat-anti-chicken IgG (H+L) 

(BioFX laboratories, Owings Mills, MD, USA)를 사용하여 

1시간 동안 상온에서 반응하였다. 펩타이드를 이용한 

ELISA 실험에 가장 적합한 혈청과 2차 항체의 비율을 

결정하기 위해서 혈청과 2차 항체의 희석 비율 (혈청: 

1/100, 1/1000, 1/3000, 1/5000, 1/10000, 2차 항체: 1/5000, 

1/10000)을 각각 다르게 해서 실험을 하였다. NS1-5 펩

타이드를 사용하여 얻은 결과를 통해서 혈청은 1/100, 

2차 항체는 1/5000의 비율로 PBS/0.5% Tween 20/5% BSA 

buffer에 희석하는 최적 조건을 결정하였다. 2차 항체를 제

거 후에 TMB (3,3', 5,5'-tetramethylbenzidine)-ELISA (Thermo 

scientific, Rockford, IL, USA) 용액을 첨가하고 450 nm 파

장에서 흡광도를 측정하였다. 측정 결과값으로 평균 흡

광도 + 2 X (표준편차) 공식을 이용하여 cut-off 값을 계

산하였다. 만약 흡광도 값이 cut-off 값보다 높을 경우 

그 혈청은 바이러스에 감염된 것으로 결정하였다 (7). 

 

결 과 

NS1 서열 분석 및 에피토프 예측 

NS1 서열 중에서 면역 항체가 결합할 수 있는 에피토

프를 예측하기 위해 한국에서 발생한 H9N2 바이러스 

NS1 서열을 분석하였다 (Fig. 1). NCBI에서 얻은 NS1 서

열 12개를 이용해 정렬한 결과 모든 서열간에 84%의 상

동성을 가진다는 것을 확인하였다. 이들 서열을 이용하여 

면역 항체가 결합할 수 있는 4개 (NS1-1, NS1-2, NS1-3, 

NS1-4)의 에피토프를 예측해 내었다. Dundon 등 (5, 21)

의 연구에서 사용하였던 NS1 단백질의 C 말단 부분을 

참조하여 한국에서 발견되었던 NS1의 C 말단 부분의 

펩타이드 (NS1-5) 서열을 선별하여 합성하였다 (Table 2). 

A B 

D C 

Figure 2. Detection of anti-NS1 antibodies by synthetic peptide-based ELISA in chicken sera. (A) NS1-1, (B) NS1-2, (C) NS1-3, and 
(D) NS1-4. Dashed horizontal line represents the cut-off value calculated by adding an OD 450 nm mean value and two standard deviations
(SD). The cut-off values for the test are (A) 1.122, (B) 1.127, (C) 0.601, and (D) 1.787. Serum sample is positive when OD value is greater
than the line. 
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Enzyme-linked immunosorbent assay 

합성한 펩타이드를 이용한 ELISA 실험에 가장 적합한 

혈청과 2차 항체의 비율을 결정하기 위해서 혈청과 2차 

항체의 희석 비율을 각각 다르게 해서 실험을 하였다. 

NS1-5의 펩타이드를 사용하여 얻은 결과를 통해서 혈청

은 1/100, 2차 항체는 1/5000의 비율로 희석하는 최적 조

건을 결정하였다 (실험 결과 미제시). 펩타이드 서열 분

석을 통해서 얻은 5개의 펩타이드 (1 μg/well)를 이용하

여 ELISA를 수행한 후에 감염되지 않은 닭 혈청을 이

용한 결과값으로 cut-off 값을 계산하였다 (NS1-1 : 1.122, 

NS1-2 : 1.127, NS1-3 : 0.601, NS1-4 : 1.787, NS1-5 : 1.257). 

ELISA 결과값이 cut-off 값보다 높으면 바이러스에 감염

이 되었다는 것으로 확인할 수 있는데, 4개의 NS1-1 ~ 4 

펩타이드를 이용하여 얻은 값으로 평균 값을 구해서 비

교한 결과 SPF 닭 (NS1-1 : 0.8601, NS1-2 : 0.8882, NS1-3: 

0.4219, NS1-4 : 1.2263)과 백신을 접종한 닭 (NS1-1 : 0.8353, 

NS1-2 : 0.8687, NS1-3 : 0.4084, NS1-4 : 1.1408), 감염된 닭

의 혈청 (NS1-1 : 0.9454, NS1-2 : 0.8838, NS1-3 : 0.4765, 

NS1-4 : 1.2512)에서 cut-off 값보다 낮은 것을 관찰할 수 

있었다 (Fig. 2). 하지만 NS1-5 펩타이드 서열을 이용한 

실험 결과에서는 SPF 닭 (NS1-5 : 0.7409)과 백신을 접종

한 닭 (NS1-5 : 0.6735)에서는 cut-off 값보다 낮지만 감염

된 닭 (NS1-5 : 2.2686)에서는 얻은 결과값이 cut-off 값보

다 높은 것을 확인하였다 (Fig. 3). 

 

고 찰 

 

전 세계적으로 광범위한 지역에 퍼져 많은 피해를 주

고 있는 병원체 중에 하나인 독감 바이러스는 바이러스 

표면을 이루고 있는 HA, NA 단백질에 따라 고병원성 

(H5 또는 H7 아형)과 저병원성 (H7 또는 H9 아형)으로 

분류한다 (7). 특히 한국에서는 저병원성 H9N2 바이러

스에 의해 가금류 사업에 많은 피해를 입기 때문에 최근 

AI 바이러스 감염에 의한 피해를 줄이고자 사육하는 닭

에게 백신을 처리하고 있다. 하지만, 현존하는 기술로는 

AI 바이러스에 감염된 조류와 AI 백신을 접종한 조류를 

구분하지 못하기 때문에 조류 독감이 발생하는 경우 백

신을 접종한 개체와 자연적으로 감염된 개체의 모든 닭

을 살처분하고 있다. 

AI 바이러스가 조류에 감염되면 NS1 단백질이 발현

되어 숙주의 여러 많은 RNA, 단백질들과 상호작용하

여 바이러스가 복제하는데 도움을 주며 숙주의 면역반

응을 억제하여 AI 바이러스의 증식을 돕게 된다. 이러

한 NS1 단백질의 유무를 점검하여 AI 바이러스의 감

염여부를 구별하고자 하였다 (7). NS1 단백질을 이용한 

Dundon 등 (5, 21)의 이전 연구에서 보고한 바에 따르면, 

NS1 전체 단백질을 사용하거나 혹은 부분 펩타이드로서 

KRYMARRVESEV 혹은 KRKMARTIESEV를 사용하였다. 

본 연구에서는 한국 AI 바이러스의 NS1 서열 12개를 

GenBank에서 얻은 후 MultAlin을 이용해 정렬하여 모든 

서열간에 84%의 상동성을 가진다는 것을 확인하였다. 

한국 AI 바이러스 NS1의 상동성이 있는 부분에서 에

피토프 4부분 (NS1-1, NS1-2, NS1-3, NS1-4)과 Dundon 등 

(5, 21)의 연구에서 사용하였던 NS1의 C 말단 끝부분 

(KRKMARTIESEV)을 포함하는 총 5개의 펩타이드 서열

을 선별하여 합성하였다. 합성된 각각의 펩타이드를 이

용하여 ELISA를 수행한 결과 NS1-1 ~ NS1-4 펩타이드

에서는 SPF 닭 혈청을 이용하여 계산한 cut-off 값보다 

낮은 값을 보여 SPF 닭과 백신을 접종한 닭, 그리고 바

이러스에 감염된 닭 사이를 구별할 수 없었다. 그러나 C 

말단 끝부분인 NS1-5 펩타이드는 오직 바이러스에 감염

된 닭에서 얻은 결과값에서 cut-off 값보다 높은 값을 보

여 SPF 닭과 백신을 접종한 닭, 그리고 바이러스에 감염

된 닭 사이를 구별할 수 있었다. 

결과적으로 한국산 AI 바이러스의 에피토프 예상지역

Figure 3. Detection of anti-NS1 antibodies by synthetic NS1-5 
peptide-based ELISA in chicken sera. Dashed horizontal line
represents the cut-off value calculated by adding an OD 450 nm
mean value and two standard deviations (SD). The cut-off value 
for the test is 1.257. Serum sample is positive when OD value is
above line. 
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을 포함하는 NS1 단백질 펩타이드 5개의 서열을 가지고 

ELISA 실험을 수행한 본 연구에서는 에피토프를 예상하

여 합성한 4개의 펩타이드 서열을 이용하여 H9N2 바이

러스에 의한 감염여부를 판단하는 것은 적합하지 않은 

것을 확인하였다. 본 연구는 한국에서 발견되었던 NS1 

단백질의 펩타이드 서열을 가지고 연구를 수행하였다는 

것과 이전에 사용되지 않았던 펩타이드 서열을 사용한 

것에 의미가 있고, NS1-5 펩타이드의 서열을 통해 완벽

하지는 않지만 백신 처리한 닭과 감염된 닭을 구별하는

데 이용할 수 있다는 것을 확인하였다. 따라서 본 연구

의 결과는 NS1 단백질을 이용한 새로운 에피토프 펩타

이드를 고안하여 AI 바이러스에 감염된 닭과 백신처리 

닭을 특이적으로 판단할 수 있는 방법을 찾아내는데 기

초자료가 되리라 생각한다. 
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