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ABSTRACT

Thedevelopmentofrapid,accurateandsensitivediagnosticmethodsforthe

identificationofpathogensisfundamentalfortreatingandcontrolling,oreven

eradicating ofinfectiousdisease.Classicalpathogenicidentificationsarebased

ontheirculturemethodsandtheirmicroscopicevaluation,whichwereknow

foritsnegativeeffectssuch asslow and sensitivetity in standaizing its

growth and culture conditions.Therefore,the setting up ofmore rapid,

sensitiveandaccuratediagnosticmethodshaslongbeendesiredinclinical

moleculardiagnosisofpathogens.

Theloop-mediatedisothermalamplificationmethod(LAMP),anPCR based

diagnosticmethodbasedonautocyclingstranddisplacementDNA synthesis

in the presence of exonuclease-negative Bst DNA polymerase under

isothermalcondition.Withthehelpoffourspecificprimersthatrecognizesix

different sequences on a target DNA,LAMP has high specificity in

pathogenicidentificationinshorttime.Sinceyear2000,theLAMP method

hasbeentestedindiagnosisofseveralviral,bacterial,fungalandprotozoans

species.Henceinthepresentstudy,LAMP isusedasdiagnostictoolin

identification of the most dreadful aquatic pathogenic species Vibrio

alginolyticusandtodevelopspeciesspecificLAMPprimers,optimizationof

LAMP reaction conditionslikeannealing temperature,elongation timeand

otherPCR chemicalconcentrationsuchasMgSo4,dNTPs,BetaineandBst

polymerase.

LAMP primers composed of two outer primers which initiate strand

displacementandtwoinnerprimerwhichamplify"theloop"structurethrough
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thereaction.TheLAMPproductswereshownatypicalladder-likepattenon

gelelectrophoresiswhichindicatedthatstem-loopDNA withinvertedrepeats

wasamplified.

Theamplificationwasobservedat65℃ from 40minsto100mins.Ofwhich

100 mins elongation time was found to be good.The optimum MgSO4

concentrationwas4mM,whilethedNTPsconcenterationliesinbetween400~

500µM.TheoptimizedamountofBetainewas1.0M andBstconcentration

was8U.TheoptimizedLAMPprimerswerealsocheckedforitspecificity

with otherVibrio species showed thatthe designed primers were very

specifictoVibrio alginolyticusonly.ResultsalsorevealsthattheLAMP

assaycouldbe10foldsensitivethantheconventionalPCRindectingVibrio

alginolyticus.Thiscouldbethefirstreportonusing arapid,andhighly

sensetive technique,LAMP assay,in the effective diagnosis of Vibrio

alginolyticusapathogenicbacteriaandhelpsintheearlydetectionofdiseases

particularlyinaquaculture.
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Ⅰ.서 론

양식 해산어에서 발생하는 비브리오증은 물리적 스트레스 등으로 인하여 면역

력이 약한 어류가 기회적으로 감염을 일으키는 조건성 병원체에 의한 증상으로

알려져 있다.

일반적으로 치어기때 발병률이 높으며 원인균으로는 매우 다양한 세균들이 보

고되고 있다.비브리오는 그람 음성 간균의 종속영양세균으로 대부분 옥시다아제

(oxidase)및 카탈라아제(catalase)양성 균주로서 일부를 제외하고는 성장에 나

트륨 이온을 필요로 하는 호염성 세균이다.

그중 Vibrioalginolyticus는 고농도의 염분을 선호하는 호염성을 가지고 있으

며 저수온에서는 드물게 발견되고 있으나 고수온이 되는 시점에서는 급격한 증

가로 양식산 어류에서 많이 발견되고 있다.이 균은 처음엔 해양 환경에서

Vibrioparahaemolyticus와 유사한 세균으로 발견 되었지만 그 이후 많은 연구

로 인하여 V.alginolyticus로 명명 되었다 (Blakeetal.1980)

비브리오증 감염 증상은 다른 세균성 질병에 비해 매우 다양하다.체색흑화 증

상 및 궤양이 보이기도 하며 때로는 지느러미의 발적,체표 발적이 나타나기도

하며 해부학적 소견으로는 간의 출혈이나 울혈이 관찰되기도 한다.

다양한 비브리오 속 균의 동정에는 과거 생화학적 분석법 등을 이용하였으나

비브리오 속 내의 종 다양성 때문에 어려움이 많다고 알려져 있다.임상으로부터

분리되는 비브리오 종 동정에는 표준화된 생화학적 동정법 및 키트가 시판되고

있으나.환경 및 해양 동물 등 기타 시료로부터 분리되는 비브리오종인 경우에는

생화학적 특성의 다양성으로 인해 생화학적 동정에는 어려움이 많은 실정이다.

최근 이러한 동정법 중 분자진단학이 주목받고 있다.

분자 진단학(moleculardiagnostics)은 분자생물학적 기술을 이용하여 DNA,

RNA,단백질 등의 생체지표물질(biomarker)을 검출하거나 측정하는 체외 진단학

의 한 분야이다. 넓은 의미로는 항체를 이용한 면역진단의 영역을 포함하지만
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현재는 좁은 의미에서 유전정보 물질인 DNA나 RNA를 분석하고 검출하는 검출

하는 핵산진단학(nucleicaciddiagnostics)과 같은 의미로 사용되고 있다.

핵산검사 기술은 유전법칙(laws of haredity)의 발견과 DNA가 유전물질

(hareditarymatherial)임을 증명한 유전학적,생화학적,분자생물학적 지식의 진

보는 현대 의학혁명의 원동력이 되는 DNA의 이중나선 구조의 발견을 이끌었다.

이 후 제한효소(restrictionenzyme),역전사효소(reversetranscriptase),리가아제

(ligase)를 이용한 최조의 재조합 DNA의 제조와 재조합 프라스미드의 생산은 본

격적인 재조합 핵산기술이 시대를 열었다.

이러한 기술적 진보 위에 재조합 핵산기술을 임상에 응용한 진단검사 방법이

발표되면서 진단의학의 새로운 시대가 열리게 되었다.

Kan은 1975년 분자보합(molecularhydridization)방법,1978년 제한효소 절편

길이 다양성(RELP:restrictionfragmentlengthpolymorphism)분석방법 등을

도입하였고 임상 분자유전학(clinicalmoleculargenetics)는 유전 질환을 진단하

고 치료하는데 핵심적인 분야로 자리잡게 되었다.

핵산검사 (NAT:nucleicacidtest)는 체외진단검사 중 가장 빠른 속도로 성장

하는 분야로 세계시장에서 약 20%의 연평균 성장률을 보이고 있다.NAT는 현

재 30조 가량의 체외진단검사 시장중 8%의 점유율을 보이고 있지만 2008년에는

13% 이상을 차지하며 매출규모는 5조 이상이 될 것으로 보이며 어류질병에 진

단법의 경우는 다수의 연구에 비해 전반적으로 상용화 단계에 미치지 못하여 향

후 발전성이 매우 높다고 할수 있다.

이러한 진단법은 기본적으로 매우 적은 약의 발병원이라도 검출할 수 있는 감

수성,특정 발병원만을 정확하게 검출해야 하는 특이성,적은 비용,노력,시간으

로 간편하게 적용할 수 있어야 하는 간편성의 3가지 요소를 갖추어야 좋은 진단

법이라 할 수 있다.

하지만 현재 양식어민의 경우 생물공학적인 지식이 부족하여 자체적인 어류질

병의 진단은 육안적인 진단에 의존하고 있으며 감염어를 피검체로 하여 병원균

을 배양 후 판단하는데 있어 정확도 측면에서 난해한 점이 많다.특히 어류 질병

유발균의 경우에는 분자진단학적 접근이 필수적인데 이는 국공립 연구소에서 진

단서비를 제공하고는 있지만 양식업체의 수에 비해 모자란 연구시설로 인한 병



- 3 -

목현상을 초래하여 일주일 내외의 진단시간을 소모하기 위해서는 pcr관련 장비

및 시약 등 수백만원을 호가하는 시설 및 유지비가 소요되어 양식 어민의 관련

지식을 습득하더라도 부담스러운 비용이 아닐수 없다.

이에 감수성 및 특이성을 갖춘 분자 진단학적 기술을 양식어민이 쉽게 적용할

수 있는 방법인 LAMP(loop-mediatedisothermalamplification)을 접목시키고자

한다.

LAMP는 2사슬 DNA,6개 영역을 인식하는 4개의 primer,DNA polymerase,

기질 등을 동일 용기에 넣어 일정온도 (섭씨 약 65도)하에서 증폭에서 검출까지

원스텝으로 실시할 수 있다. 증폭 효율이 높고, DNA를 1시간 정도에

10
9
~10

10
배까지 증폭시킬 수 있으며,매우 높은 특이성을 나타내므로 목적 DNA

배열의 존재를 증폭산물의 유무로 판정할 수 있다.즉 기존의 중합효소

연쇄반응법과 유사하지만 기존의 중합효소 연쇄반응이 변성(denaturation),

접합(annealing),신장(extention)세 가지 단계를 거치면서 온도의 변화를 주어야

하는 반면,일정한 온도에서 접합 및 신장이 가능하다는 특징이 있다.따라서

별도의 온도 구배를 두지 않고 주형 DNA의 증폭이 가능하게 됨에 따라 PCR

증폭법 보다 소요시간을 줄일 수 있으며 특히 고가의 PCR 장비가 아닌 등온

유지가 가능한 항온 수조나 오븐,온장고 등 저가의 장비에서도 증폭이

가능하며,장소에 구애받지 않게 됨에 따라 임상진단 실험실과 현장 및 기타

어느 장소에서도 어류질병의 병원체에 대한 진단이 가능한 장점을 가지고 있다.

(Figure1)

따라서 본 연구에서는 특이성,감수성,간편성을 갖춘 분자기법 중 하나인

LAMP(Loop-MediatedIsothermalAmplification)를 이용하여 해산어류 양식어

종 중 가장 많은 비중을 차지하는 넙치의 세균성 질병인 Vibrioalginoliticus신

속진단법을 개발하고 최종적으로 전문지식이 없는 양식어민이 직접 주요 병원체

의 감염 유무를 2시간내에 확인할 수 있는 진단법을 개발하고자 한다.
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Figure1-Schematicrepresentationofmechanism ofLAMP.StepsintheLAMP

reaction.Thisfigureshowstheprocessthatstartsfrom primerFIP.Itshouldbe

remenberedthatDNAsynthesiscanalsobeginfrom primerBIP
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Ⅱ.재료 및 방법

2.1.시험균주

이 실험에 사용된 표준균주는 한국미생물보존센터 KCCM에서 분양받았다.이

실험에는 VibrioalginolyticusKCCM 40513과 VibriocampbelliiKCCM 40864,

VibriofurnisiiKCCM 41679,VibrioicthyoenteriKCCM 40870,Vibriofluvialis

KCCM 40827,Vibrio harvey KCCM 40866,Vibrio vulnificus KCCM41665,

VibriocholeraeKCCM41626을 사용하였다.각각의 균주는 Marinebroth(MB:

Difco,Bection Dickinson,Sparks,MD,USA)와 Tryptic soy broth (TSB:

Difco,BectionDickinson,Sparks,MD,USA)이용하여 배양조건에 따라 24시간

배양한 뒤에 본 실험에 사용하였다. 
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2.2.DNA 추출

Vibrioalginolyticus외 8개의 DNA는 Bioneer사의 GenomicDNA Extraction

Kit을 사용하여 추출하였다.각각의 균주는 MB 와 TSB 이용하여 배양조건에

따라 24시간 배양한 뒤에 1.5ml튜부에 배양액 500㎕ 옮겨 담고 12000rpm에

5분간 원심분리하여 상층액은 버리고 침전된 균체를 사용하였다.실험은 제작사

의 지시에 따라 진행하였다.

Lysozyme40㎕ 첨가 후 37℃에서 1시간동안 반응 시킨 후 80℃에서 10분간

반응을 정지시킨 후 진행하였다.

200㎕ TissueLysisbuffer(TL),ProteinaseK 20㎕ 넣고 votex후 60℃로 1

시간동안 반응시켰다.그리고 Bindingbuffer(GC)200㎕ 넣고 다시 60℃ 10분

동안 반응 후 100㎕ Isopropanol첨가 후 Bindingcolumntube(2mLtube)에

옮기고 8000rpm에 1분간 원심분리 시킨 후 Bindingcolumn을 새로운 2mL

tube에 옮긴 후 500㎕ washingbuffer1(W1)넣은 후 8000rpm에 1분간 원

심분리,다음 washingbuffer2(W2)를 넣고 8000rpm에 1분간 원심분리 하였

다.완전한 washing을 위해 12,000rpm 에 1분간 원심분리 후 Bindingcolumn

을 새로운 1.5mLtube에 옮긴 후 200㎕ Elutionbuffer(EL)첨가 후 상온에

서 1분간 반응 시킨 후 8000rpm에 1분간 원심분리 하였다.분리한 DNA는 -2

0℃에 저장 후 실험에 사용하였다.
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2.3.LAMPprimer제작

LAMP분석을 위해 Vibrioalginolyticus의 sigma인자인 rposgene(Genbank

accessionnumber:FJ358498.1)을 templatesequence로 사용하여 LAMPprimer

designing software인 primerExplorer(http://primerexplorer.jp/e/index.html)를

이용하여 Vibrioalginolyticus특이 LAMP용 primer를 디자인 하였다.Primer

set는 4개의 primer로 구성되어져 있는데 targetsequence의 6개의 특정 영역을

인지할 수 있는 두 개의 outerprimer와 두 개의 innerprimer로 이루어져 있다.

LAMP의 FIPprimer는 loop를 형성하는 sequence의 부분 TTTT spacer로 합하

여 제작되었다.BIPprimer도 마찬가지로 vibrioalginolyticussequece의 상보적

인 염기서열과 loop를 형성하는 sequence의 부분 TTTT spacer로 합하여 제작

되었다.또한 F3과 B3primer는 각각 innerprimer의 바깥쪽에 위치하도록 설계

하였으며 제작하였다.이 primer들은 Bioneer사(Korea)에 주문 의뢰하여 제작하

였다.primer는 Table1에 나타내었다.
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2.4PCRprimer제작 및 PCR

PCR primer는 V.alginolyticus표준균주의 rpoS유전자 Sequence의 서열을 이

용하여 제작하였다.(Table2)PCR을 수행하기 위해 primer는 각각 20pM과

AccuPowerPCRPremix(1U TaqDNA polymerase,250µM dNTP,10mM

Tris-HCI,40mM KCI,1.5mM MgCI2,stabilizerandtrackingdye:Bioneer,

USA),templategenomicDNA,총 볼륨 20㎕ 반응액을 조성하였다.Initial

denature94℃에서 5분간,Denature94℃에서 30초,Annealing50℃에서 30초,

Extension72℃에서 1분을 총 30cycle로 반응시킨 후 Lastextension72℃에서

5분간 더 진행시켰다.이후 산물은 1×TAE(Tris-acetate-EDTA)buffer(Bioneer

,USA)가 첨가된 1.5% agarosegel을 이용하여 50V에서 40분간 전기영동 실시

후 UV상에서 관찰하였다.
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Bacterial

specie
Primer

a
Length Sequence

V.alginolyticus

　

F3 18mer 5'-AGTTCGATCCTGAGCCAG-3'

B3 22mer 5'-GAGTTCAGAAATAGACAACTCC-3'

FIP 45mer 5'-GGCCATTGTTCATTAATGCCG-TTTT-

(F1C+TTTT+F2) (F1C:21-mer,F2:20-mer) TCTACTTATGCGGTATGGTG-3'

BIP 45mer 5'-CGGTACGTTTACCTGCTCATGT-TTTT-

(B1C+TTTT+B2) (B1C:24-mer,B2:17-mer) TTGCTCTCACTTTTTGACG-3'

Table1.SequenceofLAMPprimerusedforspecificamplificationofV.alginolyticus 
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Figure2.Thepartialnucleotidesequenceofsigmafactor(rpoX)geneofV.alginolyticu

s(GenBankaccessionnumberFJ358498.1)usedfortheLAMPprimerdesign.Nucleotide

sequencesusedforprimerdesignareindicatedbyboxesandarrows.
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Bacterial

specie
Primer Length Sequence

V.alginolyticus　
F 23mer 5'-CCTTATGCTCACTATCTCAAAGA-3'

R 19mer 5'-AAGTTATTACCTGGCCGTT-3'

Table2.SequenceofPCRprimerusedforamplificationofV.alginolyticus
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Figure 3. The partial nucleotide sequence of sigma factor (rpoX) gene of

V.alginolyticus(GenBank accession numberFJ358498.1)used forthe PCR primer

design.
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2.5.LAMP법의 최적 반응 온도 확립

Vibrioalginolyticus-LAMP의 특이적 검출을 위하여 반응 최적 온도를 확인하

고자 하였다.조성은 20 pM F3와 B3 primer,40 pM FIP와 BIP primer,

templategenomicDNA,8U BstDNA polymeraselargefragment(New

England biolabs,Beverly,MA),1× ThermoPolReaction Buffer(20 mM

Tris-HCI(pH8.8),10mM KCI,10mM (NH4)2SO4,2mM MgSO4,0.4%Triton

X-100,New England biolabs,Beverly,MA),400 µM dNTP (TaKaRa

Biotechnologyco.,Ltd)1M Betaine(Sigma-AldrichCorporation,USA)6mM

MgSO4 (New England biolabs,Beverly,MA),Distilled water (negative

control)로 총 25 ㎕의 반응액을 조성하였다.BstDNA polymerase large

fragment는 80℃이상의 온도에서는 불활성을 나타내므로 먼저 95℃에서 5분간

해리한 뒤 바로 얼음에 옮겨 식힌 후 따로 첨가하였다.이 후 1시간 동안 DNA

변형 합성을 진행하였고,80℃에서 10분간 반응시킨 후 종료하였다.DNA 변형

합성의 최적 온도 측정은 45.0~70.0℃ 사이에서 각기 등온 조건하에서 실시하였

으며 각 LAMP반응이 끝난 후 증폭 산물들은 1×TAE (Tris-acetate-EDTA)

buffer(Bioneer,USA)가 첨가된 1.5% agarosegel을 이용하여 50V에서 40분간

전기영동 실시 후 UV상에서 관찰하였다.
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2.6.LAMP법의 최적 반응 시간 확립

Vibrioalginolyticus-LAMP의 빠른 진단을 위하여 Vibrioalginolyticus검출에

필요한 최소 반응 시간을 확인하고자 하였다.조성은 20pM F3와 B3primer,40

pM FIP와 BIP primer,templategenomicDNA,8U BstDNA polymerase

largefragment(New Englandbiolabs,Beverly,MA),1×ThermoPolReaction

Buffer(20 mM Tris-HCI(pH8.8),10 mM KCI,10mM (NH4)2SO4, 2 mM

MgSO4, 0.4%Triton X-100,New England biolabs,Beverly,MA),400 µM

dNTP (TaKaRa Biotechnology co., Ltd) 1 M Betaine (Sigma-Aldrich

Corporation,USA)6 mM MgSO4 (New England biolabs,Beverly,MA),

Distilledwater(negativecontrol)로 총 25㎕의 반응액을 조성하였다.95℃에서

5분간 해리 후,BstDNA polymeraselarge fragment를 첨가하여 반응액의

polymerization시간을 100분,80분,60분,40분,20분,0분으로 조절하여 그 증폭

산물들은 1×TAE(Tris-acetate-EDTA)buffer(Bioneer,USA)가 첨가된 1.5%

agarose gel을 이용하여 50V에서 40분간 전기영동 실시 후 UV상에서 관찰하였

다.
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2.7.LAMP법의 최적 반응 조건 확립

Vibrioalginolyticus-LAMP의 최적 반응액 조건을 확인하였다. dNTP의 농도

는 각각 0µM,100µM,200µM,300µM,400µM 600µM을 첨가하여 조성함으

로써 최적 반응 조건을 확인하였고,betaine경우에는 0M,0.4M,0.6M,0.8

M,1.0M,1.4M 을 첨가하여 조성하였고 또한 Mg
++
의 농도는 0mM,4mM,

8mM,12mM,16mM,18mM을 조성하였고 BstDNA polymerase4U,8U,

12U,16U,20U을 첨가하여 조성함으로써 최적 반응 조건을 확립하였다.  
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2.8.LAMP법과 PCR법 검출 한계치 비교

Vibrioalginolyticus를 사용하여 MB에서 30℃에서 48시간 배양한 배양액을 연

속적으로 희석하여 1.0×10
1
~10

8
cfu/mL의 농도로 조정하였다.각 배양액과 희석

액에서 1mL을 취하여 DNA 를 분리하고 LAMP와 PCR법을 수행하여 검출

한계 값을 비교 하였다.
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Ⅲ.결 과

3.1.LAMP법의 최적 반응 온도 확립

최적 반응 온도 확립을 위하여 45.0℃.50.0℃,55.0℃,60.0℃,65.0℃,70.0℃에서

1시간 동안 각기 등온 조건하에서 LAMP를 진행하였으며 각 LAMP반응이 끝

난 후 전기영동으로 확인하였고 55.0℃ ~65.0℃의 범위에서 신장되는 것을 확인

하였다.(Fig.4)LAMP반응 산물은 전기영동상에서 몇몇 의 각기 다른 크기의

DNAband로 나타나는데,LAMP산물이 몇몇의 inverthed-repeat구조를 구성하

기 때문이다.따라서 LAMP법에 의한 DNA 증폭은 PCR법에 의한 증폭이 특이

DNAband를 나타내는 것과 달리 ladder같은 pattern으로 나타난다.

최적 반응 온도는 반복실험을 통하여 63℃로 측정되어쓰며 이후의 실험은 최적

온도인 63℃에서 수행하였다.
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Figure 4. Optimum temperature of the LAMP 

reaction for detection of Vibrio alginolyticus . Lane 

1, DNA template in the reaction, amplification at 

45.0℃; Lane 2, amplification at 50.0℃; Lane 3, 

amplification at 55.0℃; Lane 4, amplification at 

60.0℃; Lane 5, amplification at 65.0℃; Lane 6, 

amplification at 70.0℃; Lanes M, 100bp DNA 

Marker (Intron biotechnology, Inc., Korea)
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3.2.최적 반응 시간 확립

LAMP의 최단 반응 시간을 측정하기 위하여 BstDNApolymerase를 첨가하여

63℃에서 각각 반응액의 polymerization시간을 100분,80분,60분,40분,20분,0

분간 반응 시킨 뒤,전기영동을 통해 확인하였고 그 결과 최소 40분 이상의 반응

뒤에 전기영동을 통하여 DNA신장을 확인할수 있었다.(Fig5)
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Figure5.Optimum timeoftheLAMP reaction for

detection of Vibrio alginolyticus .Lane 1,DNA

templateinthereaction,amplificationfor0min;Lane

2,amplificationfor20min;Lane3,amplificationat40

min; Lane 4,amplification for 60 min;Lane 5,

amplificationfor80min;Lane6,amplificationfor100

min; Lanes M, 100bp DNA Marker (Intron

biotechnology,Inc.,Korea)
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3.3.LAMP법의 최적 반응 조건 확립

Vibrio alginolyticus-LAMP의 최적 반응조건을 확립하기 위하여 dNTP,

MgSO4,betaine,BstDNApolymerase의 최적 농도를 구하였다.

dNTP의 최적 농도를 확립하기 위하여 각 반응액에 0µM,100µM,200µM,

300µM,400µM,500µM의 dNTP를 첨가하여 LAMP를 수행하고 그 생성물의

양을 정기영동을 통하여 비교하였다.그 결과 dNTP의 양이 400µM에서 500

µM일 때,DNA신장이 가장 잘 이루어진 것을 확인할 수 있었다.(Fig6)

MgSO4의 각 반응액에 0mM,2mM,4mM,6mM,8mM,10mM의

MgSO4를 첨가하여 LAMP를 수행하고 그 생성물의 양을 정기영동을 통하여 비

교하였다.2mM,에서 6mM일 때,DNA 신장이 가장 잘 이루어진 것을 확인할

수 있었다.이를 통하여 과량의 MgSO4는 LAMP반응을 저해한다는 사실을 알

수 있었고 최종으로 최적 농도를 4mM로 결정하였다.(Fig7)

betaine의 최적 농도 확립을 위하여 각각 0.0M,0.4M,0.60M,0.8M,1.0M,

1.4M,을 첨가하여 LAMP를 수행하였다.그 결과 농도가 높아 질수록 ladder

pattern이 다양해지는 것을 관찰하였다.최종적으로 1.0M betaine최적 농도로

결정하였다.(Fig8)

BstDNA polymerase의 최적 농도 확립을 위하여 각각 4U,8U,12U,16U,

20U을 첨가하여 LAMP를 수행하였다.8U을 첨가하였을 때 다양한 크기와 많

은 생성물이 확인되어 BstDNA polymerase최적 농도를 8U으로 결정하였

다.(Fig9)

따라서 LAMP를 위한 최적 반은 조건 으로 총 25㎕를 기준으로 각각 400µM

dNTP,4mM MgSO4,1.0M betaine,8UBstDNA polymerase를 LAMP표준

조건으로 결정하였다.
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Figure6.Optimum deoxynucleotidetriphosphate(dNTP

)concentrationoftheLAMPreactionfordetectionof

Vibrioalginolyticus.Lane1,0µM dNTP;Lane2,

100µM dNTP;Lane3,200µM dNTP;Lane4,300

µM dNTP;Lane5,400µM dNTP;Lane6,500µM

dNTP.LanesM,100bpDNAMarker(Intron biotechn

ology,Inc.,Korea) 
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Figure7.Optimum MgSO4concentrationoftheLAMP

reaction for detection of Vibrio alginolyticus .

Lane1,0mM MgSO4;Lane2,2mM MgSO4;Lane3,4mM

MgSO4;Lane4,6mM MgSO4;Lane5,8mM MgSO4;

Lane6,10mM MgSO4.LanesM,100bpDNA Marker

(Intronbiotechnology,Inc.,Korea)



- 24 -

Figure8.Optimum betaineconcentrationsoftheLAMP

reaction fordetection ofVibrio alginolyticus. Lane1,

0.0M betaine;Lane2,0.4M betaine;Lane3,0.6M betaine;

Lane4,0.8M betaine;Lane5,1.0M betaine;Lane6,1.4M

betaine; Lanes M, 100bp DNA Marker (Intron

biotechnology,Inc.,Korea)
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Figure9.Optimum bstpolymeraseconcentrationsof

theLAMP reactionfordetectionofV.alginolyticus.

Lane1,4Ubstpolymerase;Lane2,8Ubstpolymerase

;Lane3,12Ubstpolymerase;Lane4,16Ubstpolyme

rase;Lane5,20Ubstpolymerase;LanesM,100bpD

NAMarker(Intronbiotechnology,Inc.,Korea)
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3.4.LAMP법과 PCR법의 민감도 확인

최적 조건 확립후 LAMP검출법의 민감도는 V.alginolyticus배양액을 연속적

으로 희석하여 1.0×10
1
~1.0×10

8
CFU/mL의 농도로 조정하여 Bioneer사의

GenomicDNA ExtractionKit을 사용하여 DNA 추출 후 LAMP검출법과 PCR

방법의 검출 한계 값을 비교 하였다.

LAMP검출 한계 측정 결과 1.0×10
1
cfu/mL까지 LAMP를 통해 검출할 수 있는

것으로 확인되었다.일반 PCR의 경우 1.0×10
2
cfu/mL까지 검출한계를 확인하였

다.(Fig10) 따라서 LAMP검출법이 일반 PCR 법 보다 더 높은 검출한계를

가지며 민감도가 100배 정도 더 높은 것을 확인할 수 있었다.
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3.5.LAMP법 특이도 확인

최적 조건 확립 후 LAMP검출법을 특이도 V.alginolyticus표준균주와 Vibrio

종 7개를 사용해 LAMP검출법의 특이도를 확인하였다.전기영동을 통하여 확인

한 결과 V.alginolyticus균주는 양성반응을 보였으나.음성 지표균은 모두 음성

반응을 나타내었다.따라서 LAMP검출법의 종 특이적인 밴드가 검출되어 특이

도가 높은 검출법임을 알 수 있었다.(Fig11)
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Figure10.SensitivityofV.alginolyticusidentificationbyLAMP andconventional

PCR.(A)LAMPproducts(B)conventionalPCR products.Lane11.0×10
1
CFU/mL;

Lane21.0×10
2
CFU/mL;Lane31.0×10

3
CFU/mL;Lane41.0×10

4
CFU/mL;Lane5

1.0×10
5
CFU/mL;Lane61.0×10

6
CFU/mL;Lane71.0×10

7
CFU/mL;Lane81.0×10

8

CFU/mL;LaneM 100bpDNAMarker(Intronbiotechnology,Inc.,Korea)
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Figure11.SpecificityofrpoSgenefortheLAMPdetectionofV.alginolyticus.Lane

1VibriocampbelliiKCCM 40864;Lane2VibriofurnisiiKCCM 41679;Lane3Vibrio

icthyoenteriKCCM 40870;Lane4VibriofluvialisKCCM 40827;Lane5Vibrioharvey

KCCM 40866;Lane6VibrioalginolyticusKCCM 40513;Lane7Vibriovulnificus

KCCM41665;Lane8VibriocholeraeKCCM 41626;LanesM,100bpDNA Marker

(Intronbiotechnology,Inc.,Korea)
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Ⅳ.요 약

등온증폭법은 기존의 중합효소 연쇄반응에서 사용되는 Taq.DNA polymerase

와는 다르게 Bst.DNA polymerase를 사용하므로 가능한 실험방법이다.Bst.

DNA polymerase는 Taq.DNA polymerase와는 달리 5‘-3’exonuclease의 성격

을 가지고 있어 DNA의 이중나선 구조를 열에 의한 변성을 거치지 않고 Tm 값

에 가까운 접합 온도에서 접합 및 신장을 수행한다.

또한 2사슬 DNA,6개 영역을 인식하는 4개의 primer, DNA polymerase,기질

등을 동일 용기에 넣어 일정온도 (섭씨 약 65도)하에서 증폭에서 검출까지

원스텝으로 실시할 수 있다. 증폭 효율이 높고, DNA를 1시간 정도에

10
9
~10

10
배까지 증폭시킬 수 있으며,매우 높은 특이성을 나타내므로 목적 DNA

배열의 존재를 증폭산물의 유무로 판정할 수 있다.즉 기존의 중합효소

연쇄반응법과 유사하지만 기존의 중합효소 연쇄반응이 변성(denaturation),

접합(annealing),신장(extention)세 가지 단계를 거치면서 온도의 변화를 주어야

하는 반면,일정한 온도에서 접합 및 신장이 가능하다는 특징이 있다.따라서

별도의 온도 구배를 두지 않고 주형 DNA의 증폭이 가능하게 됨에 따라 PCR

증폭법 보다 소요시간을 줄일 수 있으며 특히 고가의 PCR 장비가 아닌 등온

유지가 가능한 항온 수조나 오븐,온장고 등 저가의 장비에서도 증폭이

가능하며,장소에 구애받지 않게 됨에 따라 임상진단 실험실과 현장 및 기타

어느 장소에서도 어류질병의 병원체에 대한 진단이 가능한 장점을 가지고 있다.

본 연구에서는 V.alginolyticus 의 진단 방법으로 LAMP법을 사용하였다.

LAMP법의 최적 반응 온도 결과에서는 55℃ ~65.0℃의 법위에서 신장되는 것을

확인하였다.최단 반응 시간을 측정하기 위해 100분~0분까지 반응 시간을 두고

반응시킨 결과 40분 이상의 반응 뒤에 LAMP의 특이 pattern을 확인할수

있었다.최적 반응액 조성에서 dNTP반응 조건에서는 400µM에서 500µM일 때,

DNA 신장이 가장 잘 이루어 졌으며 MgSO4농도에서는 2mM,에서 6mM일 때

betaine최적 농도로 1.0M,BstDNA polymerase의 최적 농도로는 8U Bst
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DNApolymerase최적 농도로 결정하였다.

최종적으로 최적 반응 온도 63℃ 반응 시간 80분,dNTP400µM,MgSO44

mM,betaine1.0M,8UBstDNApolymerase을 최적 조건으로 결정하였다.

최적 조건 확립 후 LAMP검출법을 적용한 민감도와 특이도 실험결과를 살펴

보면 V.alginolyticus와 Vibrio종 7개 비교 실험한 결과 V.alginolyticus만 종

특이적인 검출이되어 특이도가 높은 검출법임을 알 수 있었다.LAMP검출법과

일반 PCR법의 민감도를 비교해 본 결과 LAMP검출법의 V.alginolyticus검출

한계는 10
1
cfu/mL이었으나 일반 PCR의 경우 10

2
까지 검출한계 였으므로

LAMP검출법이 일반 PCR법 보다 더 높은 검출한계를 가지며 민감도가 100배

정도 더 높은 것을 확인할 수 있었다.또 소요 시간 PCR방법의 경우 3시간이

상 소요되지만 LAMP검출법은 2시간 이내에 신속한 검출이 가능하였다.

따라서 본 연구에서 개발한 LAMP검출법이 다른 분자생물학적 검출법보다 특

이도와 민감도가 매우 높고 신속하고 간편한 진단법으로 실용적인 진단법으로써

잠재적인 가치가 있다고 사료된다.
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