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Human enteric viruses are one of the major causes of acute gastroenteritis outbreaks. A rapid and precise detection of 
virus is critical for prompt diagnosis. For this purpose, nucleic acid-based techniques such as reverse transcription 
(RT)-PCR have been developed. Although RT-PCR is a rapid, specific and sensitive method to detect virus, many steps 
or reactions are required, especially when various types of viruses are targeted. In this study, we developed a quick and 
effective method to detect human enteric viruses with a few reactions. Our candidate viruses were as follows: one DNA 
virus (adenovirus: AdV) and seven RNA viruses including poliovirus (PV), coxsackievirus A (CoxA) and B (CoxB), 
human rotavirus (HRV), hepatitis A virus (HAV), norovirus (NorV), and astrovirus (AstV). With this amount of samples, 
theoretically, a total of fifteen biomolecular reactions have to be performed, which include seven RT reactions and eight 
subsequent PCR with specific primers in each case. Specific primers, enterovirus universal primers, and random primers 
were applied independently to compare the outcomes of RT and PCR steps in each viral sample. We found that random 
9-mer is ideal for the RT reactions of RNA viruses with negligible differences in sensitivity and specificity of viral 
detection except HRV. Hence, HRV cDNA generated by HRV-specific primer and AdV DNA were amplified in a 
single tube by duplex PCR. The cDNAs generated by RT using random 9-mers were divided into two reaction tubes 
without losing sensitivity: one duplex PCR detects enteroviruses (PV, CoxA, CoxB) and HAV, the other detects NorV 
and AstV. In conclusion, it is possible to detect eight enteric viruses with a substantially reduced number of reactions, 
which are composed of five reactions, two RT and three PCR reactions. 
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서 론 

 
매년 약 15억명 정도의 사람이 심한 장관염에 의한 

설사증을 앓고 있고 이로 인해 광범위한 공중의 건강상 

문제가 대두되고 있다 (1). 설사증은 세계적인 전염병성 
죽음의 세 번째 주요 원인으로 알려져 있으며, 이로 인해 
매년 180만명 정도의 5세 이하 어린이가 사망하고 있다 
(2, 3). 이러한 설사증은 세균, 원생동물, 그리고 바이러스

에 의해 발생하며, 그중에서 바이러스성 병원체로는 엔

테로바이러스 (enterovirus), 로타바이러스 (rotavirus), 노로

바이러스 (norovirus), 아스트로바이러스 (astrovirus), 그리

고 아데노바이러스 (adenovirus) 등이 있고, 이들을 통칭

하여 장바이러스 (enteric viruses)라고 한다 (3, 4). 우리나

라의 경우 2003년 3월부터 2007년 6월까지 40개월간 서
울 지역 병 · 의원에서 급성장관염으로 의심되는 환자의 
분변가검물을 총 6,788건 조사한 결과, 그 중 43.5%인 
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2,955건에서 바이러스가 검출됨으로서 세균에 의한 급성

장관염 (1,389건)에 비해 약 두 배 이상이 바이러스에 의
한 장관염이었던 것으로 보고된 바 있다 (5). 바이러스 
중에는 로타바이러스가 가장 많이 검출되었지만, 최근 
들어 노로바이러스의 검출이 급증하여 현재는 모든 감염

성 장관염의 최대 원인이 노로바이러스인 것으로 알려져 
있다. 

장바이러스들은 주로 오염된 물과 식품에 의해 매개되

는데, 물의 경우 오염된 상수원을 적절한 수처리를 거치

지 않고 그대로 음용할 경우, 식품의 경우 배설물이나 재
래식 분뇨 비료 등에 의해 오염된 식품 또는 오염된 물
을 이용하여 씻은 과일을 먹을 경우, 그리고 감염된 조
리사에 의해 조리된 식품 등을 섭취할 경우 바이러스성 
장염에 걸릴 수 있다 (6). 장바이러스에 감염되면 구토, 
설사, 복통 등의 임상증상을 동반하며 (7), 주로 성인보

다는 어린이나 노인 등 면역체계가 약한 사람들에게 치
명적일 수 있다 (8~11). 특히 바이러스는 낮은 개체수가 
인체에 감염하여도 심각한 급성 질병을 일으킬 수 있으

므로 매우 위험하다 (12). 
장바이러스의 진단방법으로 전자현미경법, 세포배양법, 

항원검출기법, 분자생물학기법 등 다양한 방법이 알려져 
있으나 (4), 전자현미경법은 숙련된 실험자와 비싼 장비

가 필요하다는 단점이 있으며 (13), 세포배양법은 시간이 
오래 소요되고 숙련된 실험자를 필요로 하며, 일부 바이

러스의 경우 아직까지 배양조건을 정립하지 못해 분석이 
불가능한 경우도 있다 (4). Enzyme-linked immunosorbent 
assay, immunofluorescence assay, 그리고 immunochromato- 
graphy 등의 항원검출법은 비교적 빠르고 간단한 방법으

로 알려져 있고, 특히 immunochromatography의 경우 임

상에서 널리 사용되고 있으나 polymerase chain reaction 
(PCR) 등의 분자생물학적 방법에 비해 다소 감도가 낮

다는 단점이 있다 (14). PCR 등의 분자생물학적 기법은 
앞서 언급한 것처럼 항원검출법에 비해 비교적 높은 민
감도를 갖고 있으며, 동시에 여러 시료를 분석할 수 있

고, 아울러 바이러스의 유전형까지도 분석이 가능하다

는 장점이 있다. 그러나 PCR법의 경우 장바이러스처럼 
많은 종류의 바이러스를 검출할 필요가 있을 경우 보다 
많은 프라이머 (primers)와 추가적인 PCR 단계가 필요하

여 분석비용이 증가하고 분석시간이 더 길어진다는 단

점이 있다. 
이에 본 연구에서는 다양한 종류의 장바이러스들을 

보다 빠르고 효과적으로 검출하기 위해 역전사 (reverse 
transcription, RT) 과정의 수를 줄이고, 다중 PCR (multi- 
plex PCR) 방법을 개발함으로서 보다 빠르고 민감하게 
여러 종류의 장바이러스를 검출할 수 있는 방법을 제시

하고자 하였다. 
 

재료 및 방법 

바이러스 

DNA 장바이러스로는 아데노바이러스 41형 [adenovirus 
type 41, AdV, strain Dugan, American Type Culture Collection 
(ATCC), Manassas, VA, USA]을 사용하였으며, RNA 장바

이러스로는 아스트로바이러스 (astrovirus, AstV, 임상분리

주), 콕사키바이러스 A9 (coxsackievirus A9, CoxA, strain 
Bozek, ATCC), 콕사키바이러스 B5 (coxsackievirus B5, 
CoxB, strain Faulkner, ATCC), A형 간염바이러스 (hepatitis 
A virus, HAV, 백신주), 사람로타바이러스 (human rotavirus, 
HRV, 충북대 강신영 교수 제공), 노로바이러스 (norovirus 
GII, NorV, 임상분리주), 그리고 폴리오바이러스 (polio- 
virus, PV, Sabin 백신주)를 사용하였다. 이들 장바이러스 
외에도 대조군으로 에코바이러스 3 (echovirus 3, EcV, 
strain Morrisey, ATCC), B형 간염바이러스 (hepatitis B virus, 
HBV, 임상분리주), 홍역바이러스 (measles virus, MV, strain 
Edmonston, ATCC), 그리고 볼거리바이러스 (mumps virus, 
MuV, strain Enders, ATCC)를 사용하였다. 

바이러스 DNA 및 RNA 추출 

AdV와 HBV의 DNA를 추출하기 위해 QIAamp DNA 
Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Germany)를 사용하였으며 제
조사에서 제공하는 실험방법을 따랐다. 간단히 요약하면, 
20 μl의 protease K를 1.5 ml 튜브에 넣고 여기에 200 μl의 
시료를 넣은 후 AL buffer 200 μl를 첨가하여 15초간 섞
고 56℃에서 10분간 반응시켰다. 100% 에탄올 200 μl를 
첨가한 후 15초간 섞은 후 혼합액을 QIAamp spin column
에 넣고 8,000 rpm에서 1분간 원심분리하였다. 여과액을 
버린 후 AW1 buffer 500 μl를 첨가하여 위와 같은 방법

으로 원심분리하여 여과액을 버리고, AW2 buffer 500 μl를 
첨가한 후 14,000 rpm에서 3분간 원심분리하였다. 새 1.5 
ml 튜브에 column을 옮기고 AE buffer 200 μl를 넣고 1분
간 실온에 방치한 후 8,000 rpm에서 1분간 원심분리하여 
DNA를 추출하였다. 
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NorV를 제외한 RNA 바이러스의 RNA 추출은 QIAamp 
Viral RNA Mini Kit (QIAGEN)를 사용하였다. 시료 140 μl
에 AVL buffer 560 μl를 넣고 섞은 후 상온에서 10분간 
방치하였다. 100% 에탄올 560 μl를 넣고 15초간 섞은 후 
용액 중 630 μl를 QIAamp spin column에 담고 8,000 rpm
에서 1분간 원심분리하였다. AW1 buffer 500 μl를 넣고 
8,000 rpm에서 1분간 원심분리하여 여과액을 버린 후 
AW2 buffer 500 μl를 넣고 14,000 rpm에서 3분간 원심분리

하였다. 마지막으로 QIAamp spin column을 새 1.5 ml 튜
브로 옮긴 후 AVE buffer 60 μl를 넣고 실온에서 1분간 
반응시키고 나서 8,000 rpm의 속도로 1분간 원심분리하

여 RNA를 얻었다. RNA를 실험에 즉시 사용하지 않을 
경우 -70℃에 보관하였다가 실험에 사용하였다. 

분변으로부터 분리한 노로바이러스의 RNA는 Easy-
RED Total RNA Extraction kit (iNtRON Biotechnology, 
Seongnam, Korea)를 사용하여 추출하였다. 시료 200 μl를 
1.5 ml 튜브에 넣은 후 Easy-RED solution 750 μl를 넣고 
15초간 섞은 후 실온에서 5분간 방치하고, chloroform 용
액 200 μl를 넣고 15초간 섞은 후 실온에서 5분간 방치한 
후 4℃, 13,000 rpm에서 15분간 원심분리하였다. 상층액 
450 μl를 1.5 ml 튜브로 옮긴 후 P-buffer (0.8 M sodium 
citrate, 1.2 M NaCl) 250 μl를 넣고, 2-propanol 250 μl를 넣은 
후 튜브를 5~6번 가볍게 흔들어 준 후 실온에서 10분간 
방치하였다. 다시 4℃, 13,000 rpm에서 10분간 원심분리한 
후 상층액을 버리고 70% 에탄올 1 ml를 넣어 4~5번 가
볍게 흔들어 준 후, 4℃, 1,3000 rpm에서 5분간 원심분리

하였다. 조심스럽게 상층액을 제거한 뒤 5분간 실온에서 
방치하고 RNA 분해효소가 없는 증류수 50 μl를 넣어 실
험에 사용할 때까지 -70℃에 보관하였다. 

역전사반응 (reverse transcription, RT) 

바이러스의 RNA로부터 Sensiscript RT Kit (QIAGEN)를 
사용하여 RT를 수행하여 cDNA를 얻었다. RT 반응은 10 
× Buffer RT 2 μl, dNTP (각 5 mM) 2 μl, 10 pmole primer 쌍
을 각각 2 μl, RNase inhibitor (10 units/μl) 1 μl, reverse 
transcriptase 1 μl, 추출한 RNA 용액 5 μl를 넣고 RNase-
free water를 넣어 최종적으로 20 μl가 되도록 하여 37℃ 
1시간, 94℃ 3분간 반응시켰다. HRV는 추출한 RNA 용액 
5 μl와 10 pmole primer 쌍을 각각 2 μl 넣은 후 97℃ 5분, 
70℃ 5분, 4℃ 2분 동안 선 반응 시킨 후 위의 조건과 
동일하게 나머지 반응 용액을 섞어준 후 37℃ 1시간, 

94℃ 3분간 RT를 수행하였다. 

중합효소연쇄반응 (polymerase chain reaction, PCR) 

RT 반응 결과 생성된 cDNA를 이용하여 PCR을 수행

하였다. PCR 반응의 용액조성은 10 × Buffer (100 mM 
Tris-HCl, pH 8.3, 500 mM KCl, 20 mM MgCl2, Enhancer 
solution) 5 μl, 10 mM dNTPs (각 2.5 mM) 4 μl, 10~20 pmole
의 각각의 정 · 역방향 프라이머 2 μl, Taq polymerase (5 
U/μl, iNtRON Biotechnology) 0.5 μl를 포함한 반응액에 
cDNA 주형 5 μl를 넣고 증류수를 채워 최종적으로 50 μl
가 되도록 하였다. 각 바이러스 검출을 위한 프라이머의 
서열 및 기원이나 참고문헌은 Table 1에 나타내었다. 최

종 PCR 산물은 1.5% agarose gel에 전기영동하여 결과를 
확인하였다. 

 
결 과 

장바이러스의 효과적인 검출을 위한 최적 프라이머 선정 

각 장바이러스들을 민감하게 검출하기 위해 각 바이러

스별로 기존 문헌에서 제시된 두 가지 이상의 특이 프라

이머들 (Table 1)을 이용하여 이들 중 가장 검출감도가 
좋은 프라이머를 찾아보았다. NorV의 경우에는 기존의 
프라이머 이외에도 본 연구실에서 디자인한 세 쌍의 프
라이머 (MUN2-1F/R, MUN2-2F/R, MUN2-3F/R)를 추가하

여 검출 민감도가 제일 높은 프라이머를 찾고자 하였다. 
PCR 반응조건은 기존 참고문헌에서 제시한 바를 그대로 
따랐다. 그 결과 AdV의 경우는 hexAA1885/1913, AstV의 
경우는 Mon340/Astman-2, HAV의 경우는 16A/6A, HRV의 
경우는 aBT1/RVG9, NorV의 경우는 MUN2-2F/R 프라이

머 쌍으로 PCR했을 때 가장 검출감도가 좋은 것을 확인

하였다 (Table 1). CoxA, B와 PV는 가장 검출 효율이 높다

고 알려진 한 종류의 프라이머 쌍만을 비교 대상으로 하
였다. 이들 프라이머 쌍에 의한 검출감도는 앞으로의 모
든 실험에서 PCR 민감도 비교 실험시 기준으로 사용하

였다. 

RT 과정에서의 특이 프라이머와 무작위 프라이머의 비교 

RNA 바이러스를 검출하기 위한 PCR을 하기 위해서는 
먼저 RNA를 주형으로 하여 cDNA로 만드는 RT 반응이 
필요하다. 이 과정에 역전사효소와 프라이머가 필요하며, 
일반적으로 검출하고자 하는 바이러스에 대해 특이적인 
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Table 1. The list of viruses and their specific primers used in this study 

Virus Primer Sequence (5'→3') Reference Detection limita 

hexAA1885 GCCGCAGTGGTCTTACATGCACATC 

hexAA1913 CAGCACGCCGCGGATGTCAAAGT 
15 5.3 

Adhex-1 GCCACCGATACGTACTTCAGCCTG 
AdV 

Adhex-2 GGCAGTGCCGGAGTAGGGTTTAAA 
1 4 

MON340 CGTCATTATTTGTTGTCATACT 

Astman-2 TCGCTTCATACATCAAACCC 
1, 16 6 

MON340 CGTCATTATTTGTTGTCATACT 
AstV 

MON348 ACATGTGCTGCTGTTACTATG 
16 4 

UC52 CAAGCACTTCTGTTTCCCCGG 4 (CoxA) 
Cox 

UC53 TTGTCACCATAACCAGCCA 
17 

5 (CoxB) 

Primer 1 CAAGCACTTCTGTTTCCCCGG 
EcV 

Primer 3 ATTGTCACCATAAGCAGCCA 
18 - 

EV1 AAGCACTTCTGTTTCC 

EV2 CATTCAGGGGCCGGAGGA 
19 5 

E2 TCCGGCCCCTGAATGCGG 

E1 CACCGGATGGCCAATCCAAT 
20 6 

Primer 1 CAAGCACTTCTGTTTCCCCGG 5.5 (CoxB)~ 

EntVb 

Primer 3 ATTGTCACCATAAGCAGCCA 
18 

6 (CoxA) 

16A GTTTTGCTCCTCTTTATCATGCTATG 

6A GGAAATGTCTCAGGTACTTTCTTTG 
21 6.7 

HAVC-L CAGCACATCAGAAAGGTGAG 
HAV 

HAVC-R CTCCAGAATCATCTCCAAC 
22 2 

409 CATCCTGCTGCTATGCCTCATCT 
HBV 

703A CGAACCACTGAACAAATGGCACT 
21 - 

aBT1 CAAGTACTCAAATCAATGATGG 

RVG9 GGTCACATCATACAATTCT 
23 5.7 

Con3 TGGCTTCGCCATTTTATAGACA 
HRV 

Con2 ATTTCGGACCATTTATAACC 
24 4 

MV1 TTAGGGCAAGAGATGGTAAGG 
MV 

MV2 GTTCTTCCGAGATTCCTGCCA 
25 - 

MuV first F ATGTAATTAATGCCAACTGCAAGG 
MuV 

MuV first R GAAAAGCTTATATCTAACGATGGG 
26 - 

NV-GIIF1 GGGAGGGCGATCGCAATCT 

NV-GIIR1 CCRCCIGCATRICCRTTRTACAT 
27 4 

JV12 ATACCACTATGATGCAGATTA 

JV13 TCATCATCACCATAGAAAGAG 
28, 29 4 

MUN2-1F GATTACTCTCGGTGGGATTCA 

NorV 

MUN2-1R GGGGTCCTTCAGTTTTGTCA 
This study 4 
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프라이머 (specific primers)를 사용한다. 따라서 검출하려

는 바이러스의 종류가 많아지면 그만큼의 프라이머가 추
가적으로 필요하며, 본 연구에서처럼 7종의 RNA 바이러

스를 대상으로 하면 7개의 프라이머 쌍과 7번의 RT 과

정을 거치게 된다. 이러한 복잡성을 줄이기 위해 바이러

스 종류에 상관없이 무작위적으로 RNA 주형에 결합함으

로써 RT 반응이 가능한 무작위 프라이머 (random primer)
를 사용해 보았다. 무작위 프라이머는 random 6-mer와 
random 9-mer의 두 종류를 사용하여 검출감도의 차이를 
살펴보았다. 그리고 RT 반응을 위해 각 바이러스 특이적 
프라이머를 사용한 경우와 무작위 프라이머를 사용한 경
우의 검출 민감도를 비교해 보았다. 두 경우 모두 PCR은 
각 바이러스에 대한 특이적 프라이머 쌍을 사용하여 수
행하였다. 그 결과 모든 바이러스에서 무작위 프라이머 
중 random 9-mer가 random 6-mer보다 더 효율적이었다. 
AstV, HAV 그리고 PV의 경우에는 random 9-mer가 특이

적 프라이머에 비해 검출 민감도가 조금 낮았으나 큰 차
이를 나타내지는 않았고, NorV의 경우에는 random 6-mer, 
random 9-mer 그리고 특이적 프라이머에서 모두 같은 검
출 민감도를 보였으며, CoxA와 CoxB의 경우 random 9-
mer를 사용했을 때 더 좋은 검출 민감도를 보였다 (Table 
2). 반면 HRV의 경우는 특이적 프라이머로 RT를 수행하

였을 때가 무작위 프라이머를 사용하였을 때 보다 월등

히 검출 민감도가 좋았다 (Table 2). 이러한 실험결과를 
바탕으로 바이러스 검출 단계를 줄이기 위해 RT 과정에

서는 HRV만 특이적 프라이머를 사용하고, 나머지 6종의 
바이러스에 대해서는 random 9-mer를 사용하기로 결정하

였다. 이렇게 함으로써 7번의 RT 반응 과정을 2번으로 
줄일 수 있게 되었다. 

공통 프라이머와 프라이머 조합에 의한 다중 PCR 

본 연구에서 검출 대상으로 하는 총 8종의 바이러스 
(RNA 바이러스 7종, DNA 바이러스 1종)를 특이적 프

라이머를 사용한 PCR 방법으로 검출할 경우 총 8번의 
PCR을 수행해야 한다. 이에 따른 시간적, 경제적 부담을 
줄이고, 검출 과정을 간단히 하기 위해 공통 프라이머 
(universal primer)를 이용하거나 여러 프라이머를 섞어 한 
번에 여러 바이러스를 검출하는 다중 PCR을 시도해 보

았다. 먼저 PV와 CoxA, CoxB는 엔테로바이러스 (entero- 
virus, EntV)에 속하며, 이들을 동시에 검출하기 위한 공
통 프라이머가 알려져 있으므로 세 가지의 공통 프라이

머를 사용하여 PV와 CoxA, CoxB의 동시 검출을 시도하

였다. RT 과정에서는 공통 프라이머 외에 random 6-mer

Table 2. Comparison of specific and random primers in reverse 
transcription reactions to detect RNA enteric viruses by RT-PCR

Detection limit (-log10 dilution) 
Viruses 

Specific primer Random 6-mer Random 9-mer

AstV 6 5 5 

CoxA 4 4 5 

CoxB 5 5 6 

HAV 6.7 5 6 

HRV 5.7 1 2 

NorV 5 5 5 

PV 6.4 5.5 6 

RT reactions were performed with specific, random 6-mer or 
random 9-mer and the resulting cDNAs were subjected to PCRs 
using pairs of specific primers for each viruses. 
For each virus, the RT primer with the lowest detection limit is in 
bold type and underlined. 

Table 1. Continued 

Virus Primer Sequence (5'→3') Reference Detection limita 

MUN2-2F GGTGGGATTCAACACAACAG 

MUN2-2R GTTCTCCGCAGGAAAGTCAG 
This study 5 

MUN2-3F GGCACCGTGGTCACACTACT 
NorV 

MUN2-3R TGGTTTTCTTGGCAGCTTCT 
This study 3 

PVPCR2 GTCAATGATCACAACCCAC 
PV 

2A AAGAGGTCTCTATTCCACAT 
30, 31 6.4 

a Detection limit: Limit of detection by (RT)-PCR using specific primer sets for each virus, b EntV: enterovirus (PV, CoxA, CoxB) 
AdV, Adenovirus; AstV, Astrovirus; Cox, Coxsackievirus; EcV, Echovirus; EntV, Enterovirus; HAV, Hepatitis A virus; HBV, Hepatitis B 
virus; HRV, Human rotavirus; MV, Measles virus; MuV, Mumps virus; NorV, Norovirus; PV, Poliovirus 
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와 random 9-mer를 함께 사용하였고, PCR 과정에서는 공
통 프라이머를 사용하여 검출 민감도를 살펴보았다. 이 
때 각 바이러스에서 검출 민감도가 가장 높은 특이적 프
라이머를 사용하였을 때의 검출 한계를 비교 대상으로 

하였다. 그 결과 실험에 사용한 세 종류의 공통 프라이머 
중에서 E1/E2를 사용했을 때 가장 좋은 검출 민감도를 
보였으며, RT 반응과 PCR 모두 공통 프라이머를 사용했

을 때보다 RT 과정에서 random 9-mer를 사용하였을 때 
검출 민감도가 더 좋았다 (Table 3). 따라서 E1/E2 프라이

머 쌍을 EntV의 검출에 사용하기로 결정하였고, 이에 따
라 8번의 PCR 과정을 6번으로 줄일 수 있게 되었다. 

다음으로 6번의 PCR 과정을 좀 더 줄이기 위해 다중 
PCR을 시도하였다. 다중 PCR을 위해서는 각 바이러스의 
PCR 증폭산물의 크기가 다르고, annealing 온도가 비슷해

야 하며 프라이머 쌍 사이에 cross-dimer와 같은 이차구

조형성이 적어야 한다. 이와 같은 조건을 만족시키는 바
이러스 조합을 찾기 위해 바이러스 각각의 반응산물 크
기와 annealing 온도 및 이차구조형성을 알아보았다. 그 
결과 각각의 바이러스의 반응산물 크기가 달라서 구분이 
가능하였고, EntV, HAV, NorV와 AstV의 annealing 온도가 
비슷하고, AdV와 HRV의 annealing 온도가 비슷하였다 
(Table 4). 또한 Netprimer 프로그램을 이용하여 각 프라이

머 쌍들의 이차구조형성을 확인한 결과 AdV는 HRV와 
NorV, AstV는 NorV와, EntV는 HAV와 cross-dimer 형성이 
가장 적은 것을 알 수 있었다 (Table 4). 

위 결과를 바탕으로 AdV와 HRV, AstV와 NorV, 그리

고 EntV와 HAV를 동시 검출할 수 있는 프라이머 조합

으로 대상 바이러스를 PCR로 검출할 수 있는지 알아보

았다. 각 바이러스를 단일 RT-PCR로 검출하고자 하였을 
때 검출되는 최소량을 1 ×로 하고, 이들 8종 바이러스를 
각각 1 ×, 10 ×, 그리고 100 × 만큼 섞은 뒤 나누어 
DNA와 RNA를 추출하였다. 추출한 RNA는 또 다시 나
누어 일부는 HRV 특이적 프라이머로, 일부는 random 

Table 3. Comparison of universal primers to detect enteroviruses
by multiplex PCR 

 Detection limit (-log10 dilution) 

Universal primers for PCRVirus 
Controla RT primer 

EV1/EV2 E1/E2 Primer1/3

Random 6-mer 4.2 4.7 5 

Random 9-mer 6 6 4 

EV1/EV2 5 - - 

E1/E2 -b 6 - 

PV 6.4 

Primer1/3 - - 5.7 

Random 6-mer 5 6 5.5 

Random 9-mer 4.5 6.3 5 

EV1/EV2 5 - - 

E1/E2 - 6 - 

CoxA 4 

Primer1/3 - - 6 

Random 6-mer 4.25 6.25 5 

Random 9-mer 5 6.7 5 

EV1/EV2 5 - - 

E1/E2 - 6 - 

CoxB 5 

Primer1/3 - - 5.5 

Pairs of RT primers and PCR primers with the lowest detection
limit are in bold type and underlined. 
a Control: Limit of detection by RT-PCR with specific primers for

RT and PCR as shown in the Table 2. 
b -: Not applicable 

Table 4. Scores of the secondary structure among the primer sets for detection of human enteric viruses 

Number of cross-dimer formeda 

Viruses 
AdV AstV EntV HAV HRV NorV 

ATb 

(℃) 
Size 

(bp) 

AdV - 4 7 7 1 1 45 308 

AstV  - 6 7 6 3 51 345 

EntV   - 2 4 7 55 195 

HAV    - 7 5 55 247 

HRV     - 3 42 749 

NorV      - 53 448 

Pairs of primers yielding the least number of cross-dimers are in bold type and underlined. 
a Number of cross-dimer formed: calculated by NetPrimer program. b AT: annealing temperature 
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9-mer로 RT 반응을 수행하였다. HRV 특이적 프라이머로 
RT 반응을 수행한 cDNA 시료는 추출한 AdV의 DNA와 
혼합하여 AdV-HRV 프라이머 조합으로 PCR을 수행하였

다. Random 9-mer로 RT 반응을 수행하여 얻은 cDNA는 
다시 둘로 나누어 하나는 AstV-NorV 프라이머 조합으로, 
다른 하나는 EntV-HAV 프라이머 조합으로 이중 PCR을 
수행하였다. 그 결과 모든 이중 PCR 조합에서 단일 PCR
을 하였을 때와 크게 차이가 나지 않는 민감도로 바이러

스를 검출할 수 있었다 (Fig. 1). 마지막으로 cross-dimer 
형성은 비교적 많지만 annealing 온도가 비슷한 AstV-
NorV-EntV-HAV 프라이머 조합으로 다중 PCR을 시도해 
보았는데 민감도에서 단일 PCR 뿐 아니라 이중 PCR보

다 대략 10배 정도 감소하는 것을 알 수 있었다 (Fig. 1, 
lane 13). 

지금까지의 방법은 장바이러스가 DNA 바이러스와 
RNA 바이러스를 모두 포함하기 때문에 핵산추출단계에

서 RNA와 DNA를 따로 추출해야 하는 번거로움이 있다. 
이러한 번거로움을 개선하고자 핵산추출단계에서 RNA와 
DNA를 동시에 추출할 수 있는 QIAamp MinElute Virus 
Spin Kit (QIAGEN)를 사용하여 비교해 본 결과 DNA와 
RNA를 따로 따로 추출하였을 때와 동일한 결과를 얻었

다 (data not shown). 또한 이들 장바이러스 외에도 대조군

으로 에코바이러스 3, B형 간염바이러스, 홍역바이러스, 
그리고 볼거리바이러스를 사용하였을 때 에코바이러스 

Figure 2. Suggested protocol of the RT-PCR with minimum 
hands-on steps to detect human enteric viruses from an unknown 
sample. AdV, Adenovirus; AstV, Astrovirus; EntV, Enterovirus, 
CoxA+CoxB+PV; HAV, Hepatitis A virus; HRV, Human rotavirus;
NorV, Norovirus. 

Figure 1. Detection of human enteric viruses by multiplex RT-PCR. DNA or RNA was extracted from a mixture of 8 different human 
enteric viruses. cDNA was synthesized from RNA sample by RT reaction using specific primers for HRV or random 9-mer. PCR was 
performed with specific primer sets for each virus (lane 2, AdV; lane 3, AstV; lane 4, PV; lane 5, CoxA; lane 6, CoxB; lane 7, HAV; lane 8, 
HRV; lane 9, NorV). Multiplex PCR was performed by using combinations of primer sets for two viruses (lane 10, EntV+HAV; lane 11, 
AstV+NorV; lane 12, AdV+HRV) or four viruses (lane 13, EntV+HAV+AstV+NorV). Lane 1, size marker. AdV, Adenovirus; AstV, 
Astrovirus; CoxA, Coxsackievirus A; CoxB, Coxsackievirus B; HAV, Hepatitis A virus; HRV, Human rotavirus; NorV, Norovirus; PV,
Poliovirus; EntV, Enterovirus, PV+CoxA+CoxB. Arrows indicate the DNA bands corresponding to the expected PCR products. 
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이외에는 전혀 검출되지 않았다 (data not shown). 에코바

이러스는 호흡기성 바이러스이지만 엔테로바이러스와 비
슷한 서열을 가지고 있고, 공통 프라이머에 의해 검출되

었다. 따라서 최종적으로 Fig. 2와 같은 최소 단계 RT-
PCR (step-minimized RT-PCR)법을 개발하였고, 이것을 수
인성장바이러스를 간단하고 효과적으로 검출할 수 있는 
방법으로 제시하고자 한다. 

 
고 찰 

 
인체 장바이러스의 존재 여부를 판단할 때 RT-PCR

은 민감도와 특이성이 높고, 빠른 시간에 결과를 알 수 
있기 때문에 임상과 환경분야에서 많이 사용되고 있다 
(1, 9, 22). 장바이러스에는 여러 종류가 있기 때문에 이들

을 모두 검출하기 위해서는 여러 번의 RT-PCR 과정이 
필요하고, 이에 따른 시간과 비용이 부담으로 작용한다. 
따라서 RT-PCR 과정을 줄일 수 있는 방법의 개발이 필
요하고, 본 연구에서는 RT 과정과 PCR 과정에서 무작위 
프라이머와 공통 프라이머 및 다중 PCR 방법을 도입함

으로써 단계를 대폭 줄이게 되었다. 
먼저 RT 과정에서는 무작위 프라이머의 사용을 도입

하여 특이적 프라이머를 사용하였을 때와 비교하였다. 
본 연구에서와 같이 7종의 RNA 장바이러스를 대상으로 
하기 위해서는 7종의 서열 특이적 프라이머를 사용하여, 
7번의 RT 과정을 수행해야 한다. 이 RT 과정을 무작위 
프라이머를 적용시켜 본 결과 HRV를 제외한 6종의 RNA 
바이러스에서는 서열 특이적 프라이머를 사용하였을 때
에 비해 민감도에서 크게 차이가 나지 않았다. 이에 따
라 7번의 RT과정을 두 번으로 줄일 수 있게 되었다. 

일반적인 RT 과정에서는 서열 특이적인 프라이머를 
이용한다. 이 경우 RNA 주형과의 결합력이 중요한 변수

이고, 경우에 따라서는 적은 양의 cDNA가 만들어질 수 
있다. 이런 이유로 서열 특이적인 프라이머를 대체하여 
사용할 수 있는 것이 random 6-mer나 random 9-mer 등과 
같은 무작위 프라이머이다 (32~34). Arfin 등 (32)은 서열 
특이적인 프라이머와 random 6-mer를 비교한 결과 더 많
은 mRNA 종을 검출하여 random 6-mer의 사용을 추천하

고 있다. 또한 random 6-mer가 oligo(d)T보다 mRNA로부

터의 cDNA 합성에 더 효과적이라는 보고도 있다 (35). 
무작위 프라이머는 RNA 주형에 더 많은 부위와 결합할 
수 있고, 특히 RNA 바이러스와 같이 게놈의 변이가 심

한 경우에는 서열 특이적인 프라이머 보다는 많은 부위

에 결합할 수 있는 무작위 프라이머가 cDNA 합성에 더 
효율적일 수 있다 (33). 일반적으로 많이 사용되는 무작

위 프라이머는 random 6-mer이지만, 최근에는 random 9-
mer도 많이 사용하고 있다. 본 연구에서는 무작위 프라

이머 중 random 6-mer보다 random 9-mer가 장바이러스 검
출에 더 효율적인 것으로 나타났다. 그 이유는 확실하지 
않지만, 마이크로어레이 실험에서와 같이 보다 넓은 범
위의 RNA를 검출해야 하는 경우에 random 6-mer보다 
random 15-mer가 두 배 이상 더 효율적이라는 보고 (36)
에서와 같이 무작위 프라이머 중에서도 길이가 더 긴 것
의 효율이 더 좋지 않을까 생각된다. 

다중 PCR은 여러 바이러스를 검출할 경우 시간과 비

용, 그리고 시료의 양을 절약하기 위하여 개발되었다 
(37). 다중 PCR에서 가장 중요한 인자는 적절한 프라이

머의 선정인데, 이는 두 가지 방법에 의한다. 그 첫 번째

는 여러 바이러스에서 공통적인 서열을 찾아 공통 프라

이머를 디자인하는 것이다. 분류학적으로 먼 거리에 있

는 바이러스에서는 공통적인 서열을 찾기 어렵지만 분류

학적으로 비교적 가까운 바이러스들에서는 가능하다. 그 
한 예가 피코르나바이러스에 속하는 PV, CoxA, CoxB 등
을 포함하는 EntV의 5'-noncoding region의 서열이 매우 
잘 보존되어 있다는 사실에 근거하여 이 부분을 증폭시

키는 공통 프라이머를 개발한 경우이다 (19). 이 방법의 
변형에 의해 E1/E2 (38, 39)나 EV1/EV2 (40)와 같은 여러 
공통 프라이머가 개발되었고, 본 연구에서도 사용되었다. 

세 종류의 EntV는 공통 프라이머 (E1/E2)에 의해 동

시 검출이 가능하고, 하나의 PCR 산물이 나오게 되지만, 
EntV를 포함한 6종의 장바이러스 사이에는 서열상 공통

적인 부위가 별로 없기 때문에 공통 프라이머를 찾기 
어렵다. 따라서 각 바이러스들의 특이적 프라이머들을 
적절히 조합하여 한 튜브에서 PCR로 동시 검출하는 다

중 PCR이 시도되었다. 이 경우 각 PCR 산물들이 전기

영동 상 서로 구분되기 위해서는 산물의 크기가 뚜렷이 
달라야 하고, 비슷한 효율로 증폭되기 위해서는 annealing 
온도가 비슷하여야 하며 프라이머들간의 유사성이 적어

야 한다 (37, 41~43). 이에 본 연구에서는 산물의 크기, 
annealing 온도를 고려하여 AdV와 HRV를 한 조합으로, 
그리고 AstV, EntV, HAV, 그리고 NorV를 또 하나의 조합

으로 하였다. 다음으로 고려한 것은 여러 쌍의 프라이머

가 존재함으로써 의사 증폭산물이 나오는 경우가 많은
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데, 그 주된 이유는 프라이머 쌍 간의 cross-dimer와 같은 
이차구조의 형성이다 (37, 44). 이에 따라 가능한 최소의 
cross-dimer 형성이 생기는 조합을 찾았고, 그 결과 AstV/ 
NorV, EntV/HAV, AdV/HRV의 세 다중 PCR 조합이 가능

하였다. 
이와 같이 RT 과정에서 무작위 프라이머로 random 

9-mer를 사용하고, 세 종류의 EntV는 공통 프라이머를 
사용하며, 각 바이러스별 특이 프라이머를 annealing 온

도와 cross-dimer와 같은 이차구조형성을 고려하여 Fig. 2
에서와 같이 RT-PCR 프로토콜을 제안하였다. 이 프로토

콜은 단일 RT-PCR에 비해 민감도 면에서 크게 뒤지지 
않으면서도 단계를 대폭 축소하여 장바이러스 검출에서

의 시간과 비용을 줄일 수 있을 것으로 생각된다. 앞으로 
본 연구에서 제시하는 프로토콜을 더 효율적으로 하기 
위해서 dimethyl sulfoxide, bovine serum albumin, 글리세롤

과 같은 첨가물질을 사용하거나 (43), 장바이러스가 분변 
시료에서 검출되는 점을 고려하여 분변 시료의 영향을 
알아보는 후속 연구가 필요할 것이다. 나아가 최근 활용

도가 높아지고 있는 real-time PCR 방법 (45, 46)을 도입하

면 민감도와 특이성에서 보다 효율적인 다중 PCR법이 
가능할 것이다. 
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