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누에 핵다각체 바이러스 조기 진단을 위한 기술 개발
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요  약  누에의 식의약 원료로 이용은 더욱 철저한 위생관리 및 안정적인 생산을 요구하고 있다. 따라서 본 연구에서는
위생적인 누에 생산 및 생산성을 개선하기 위하여 국내 잠업 농가에서 흔하게 발생하는 핵다각체병 바이러스에 대한
조기 진단을 위한 기반 기술을 개발하고자 하였다. 바이러스 특성 분석을 위하여 연구실에서 동정된 누에 핵 다각체
바이러스를 경구 및 경피를 통해 1 x 105 cfu/ml의 농도로 감염시킨 결과, 50% 폐사에 소요된 시간은 각각 120 및
30시간가량이었다. 핵 다각체 바이러스를 검출하기 위한 중합효소 연쇄반응 프라이머를 제작하고, 인위적으로 바이러스
를 감염시킨 누에의 핵산 추출물을 제작 후 유전자를 증폭한 결과, 핵다각체 바이러스의 유전자가 증폭되었음이 염기서
열분석을 통해 확인되었다. 또한 제작된 프라이머의 진단 마커로서의 이용 가능성을 판단하기 위하여 전국 20개 누에
사육 농가의 병잠을 수집하여 제작된 프라이머를 이용하여 바이러스 핵 다각체의 유전자를 증폭한 결과, 11개의 농가의
병잠에서 바이러스가 검출되었다. 이러한 결과를 종합해볼 때 제작된 프라이머 및 핵산추출 방법을 누에 핵 다각체 바이
러스 조기 진단 검출키트 제작에 이용 할수 있을 것으로 판단된다.

Abstract  This study was undertaken to improve hygienic silkworm production and productivity, and to
develop an early diagnosis technology for nucleopolyhedrovirus, a common scourge in domestic 
submersible farms. The silkworm nucleopolyhedrovirus identified in the laboratory was infected at a 
concentration of 1 x 105 cfu/ml, through oral and subcutaneous routes, and the 50% mortality rate was 
determined to be 120 and 30 hours, respectively. Polymerase chain reaction primers for detecting the
nucleopolyhedrovirus were prepared, and the gene was amplified after preparing the nucleic acid extract
of the silkworm on day 2 after infection. In order to determine the applicability of the prepared primer 
as a diagnostic marker, diseased silkworms were collected from silkworm breeding farms in 20 regions
of Korea. Gene amplification of the viral nuclear polyhedrin using the prepared primer resulted in 
detection of the virus in silkworms obtained from 11 farms. Taken together, these results indicate that 
the rapid diagnosis of silkworm nucleopolyhedrovirus is highly probable through the prepared primer
and nucleic acid extraction method.
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1. 서론

과거 실크 원료 생산에 주력했던 전통 양잠산업은 인
공섬유가 발달함에 따라 새로운 수요를 찾을 필요성이 
대두되었으며[1], 누에의 기능성 및 그 가치를 인정받으
면서 기능성 양잠으로 전환을 맞이했다[2,3]. 하지만 식·
의약 소재로의 이용을 위해서는 위생적이고 고품질의 누
에 생산이 필수 불가결한 조건인 데 반하여 누에 생산체
계는 과거와 같은 실정으로, 비닐하우스를 이용한 노지 
사육 및 똥갈이를 생략한 뽕잎 급여 등 곤충 질병 발생에 
취약한 환경에서 사육이 이루어지고 있다. 또한 사육 중 
질병 발생에 관한 판단 및 대응 역시 전적으로 사육 경험
에 의존하여 병잠의 제거 및 처분을 실시하고 있다. 따라
서 양잠산업 규모 확대를 위한 농가 차원에서 안정적이
고 양질의 누에를 생산하기 위한 기술이 필요한 실정이
다[4,5]. 

최근 곤충산업이 미래 식량 산업으로서 관심이 증가함
에 따라 사육 편의 개선에 대한 다양한 시도들이 이루어
지고 있으며[3,6], 대표적인 것이 스마트팜을 이용한 곤
충사육 시스템이다. 이러한 시스템은 자동화된 사육환경
제어를 통해 노동력의 부담은 줄이고 위생 및 생산성을 
높이고 있다[7]. 이와 같은 자동화 시스템은 양질의 곤충 
생산에 크게 기여하고 있지만, 단점 또한 존재하며, 그것
은 바로 곤충 질병의 발생 및 확산이다. 다른 작물과 다
르게 식용 곤충은 방제를 통한 질병 예방 및 발생 후 치
료가 거의 불가능하다. 따라서 과거에 인력을 이용하여 
사육 시에는 먹이 급여 및 사육환경 정비 시 지속적인 예
찰을 통하여 질병 발생 개체들을 솎아내어 질병의 확산
을 막고 손실을 최소화하였으나, 자동화 시스템에서는 인
력의 투입이 줄어든 만큼 예찰 기회가 감소하여 질병 발
생 시 인지가 늦어지게 되고 밀집도가 높은 환경 내에서 
전염을 통한 전체 폐사가 발생할 가능성이 커졌다. 이에 
따라 자동화된 시스템을 더욱 효율적으로 운용하기 위해
서는 신속한 질병 진단 및 전염경로 차단이 필요한 실정
이다[8,9].

누에에서 병을 일으키는 병원체는 곰팡이, 세균, 및 
바이러스로 분류할 수 있으며, 각 병원체에 따라 발생하
는 질병 또한 다양하다[10]. 대표적으로 Bacillus 
thuringiensis 및 Serratia marcescens에 의해 발생하
는 세균성 질환으로는 졸도병 및 패혈증이 있으며, 바이
러스성 질환으로서는 핵다각체 바이러스
(nucleopolyhedrovirus; NPV)가 원인인 고름병, 세포
질 다각체 바이러(Cytoplasmic Polyhedrosis Virus; 

CPV) 및 무름병 바이러스(Flacherie Virus; FV)에 의한 
무름병 등이 있다[11]. 곰팡이 및 세균성 질환의 경우 전
파 속도가 비교적 느리고 사육 전 시설에 대한 소독을 통
해 질병 발생을 최소화할 수 있다. 하지만 바이러스성 질
병의 경우 발병 후 시간 경과에 따라 누에의 체내에서 감
염성 농의 배출이 이루어지고, 이에 따른 뽕잎의 오염이 
발생함으로써 강한 전염성을 나타내며 집단 발생 경향을 
보이고, 다각체 속에서 장기간 활성이 유지되기 때문에 
차기 사육까지 질병 발생 가능성을 높이기 때문에 빠른 
진단이 필요하다[12,13].

따라서 본 연구에서는 국내에서 누에 사육 중 흔하게 
발생하는 핵다각체 바이러스를 빠르고 정확하게 진단하
기 위하여, Fig. 1과 같이 주요 감염원인 바이러스를 연
구실 환경 내에서 증식하여 감염에 따른 병징을 분석을 
통해 마커를 개발하고, 이를 이용한 농가 수집 검체의 핵
다각체 바이러스 감염 여부 분석 및 조기 진단을 위한 검
출키트의 개발 가능성을 판단하고자 하였다. 

Fig. 1. Summary od rxperimental process and 
future development direction. 

2. 재료 및 방법

2.1 실험재료 
누에 난소 세포주 BM-N (CRL-8910)은 American 

Type Culture Collection (ATCC, USA)로부터 구입하
여 사용하였으며, 27℃에서 10% fetal bovine serum 
(FBS; GEMINI, USA)를 포함하는 TNM-FH 배지 
(WELGENE, Korea)를 이용하여 배양하였다. BmNPV 
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(BmNPV-K1)를[14] 양성 대조 구로 이용하기 위하여, 
BM-N 세포에 감염 및 증식하고, Baer 등[15]의 방범에 
따라 바이러스 감염 역가 (plaque forming unit; pfu) 
분석 후 이용하였다.

바이러스 감염 분석을 위한 누에는 2020년 6월부터 9
월까지 누에를 사육하고 있는 전국 20개 농가 및 잠업 
기관을 방문하여 병잠(病蠶)으로 판단되는 이상잠을 각각 
수집하고 –80℃에 동결보관 후 이용하였다.

2.2 BmNPV 감염 누에 제작
BmNPV 감명에 따른 누에의 병증 및 생존율을 분석

하기 위하여, BM-N 세포에 대한 감염 및 증식을 통해 
확보한 BmNPV를 멸균 식염수를 이용하여 1×103 및 
1×105 pfu/ml의 농도가 되도록 희석한 후 5령 1일 누
에에 감염시켰다. 경구감염을 위해서 준비된 바이러스 
현탁액을 신선한 뽕잎에 분무 후 건조하여 누에에 급여
하였으며, 피하 감염은 준비된 바이러스 현탁액 50 ul를 
5령 누에의 배 측 첫 번째와 두 번째 마디 사이에 미세주
사기를 이용하여 주입하였다. 바이러스 감염에 따른 생
존율을 분석하기 위하여 감염 이후 신선한 뽕잎을 8일 
동안 지속해서 급여 및 사육하며 죽은 개체를 개수 후 –
80℃에 냉동하였다. 

2.3 핵산 추출물의 준비
인위적 감염을 통해 제작된 BmNPV 감염 누에 및 농

가에서 수집한 병잠을 멸균 식염수 5 ml에 넣은 후 균질
기를 이용하여 조직을 분쇄하였다. 준비된 균질액으로부
터 200 ul를 채취하고 원심분리기(Tomy, Japan)를 이
용하여 10,000 xg에서 5분 동안 원심분리 후 상층액을 
제거하고 남은 침전물을 회수하였다. 이후 회수된 침전물
은 50 ul의 cell lysis용액(10 mM Tris-Hcl, pH 7.4, 
150 mM NaCl, 0.25% NP-40)을 이용하여 현탁하고 
mg/ml의 proteinase K를 첨가 후 65℃에서 20분간 단
백질을 분해하고 95℃에서 10분간 열처리를 통해 
proteinase K를 불활성화시켰다. 준비된 핵산 추출물은 
멸균증류수를 이용하여 10배 희석 후 polymerase 
chain reaction (PCR)을 위한 주형으로 이용하였다.

2.4 BmNPV 유전자 증폭 
BmNPV 검출을 위한 프라이머는 NCBI에 등록된 

BmNPV의 전체 염기서열(Acc No. LC150780; 
BmNPV-H4)을 바탕으로 바이러스의 핵다각체 유전자 

부위를 증폭할 수 있는 두 개의 크기로 제작하여 Table 
1에 나타내었다.

각 시료에 존재하는 BmNPV 유전자 증폭 및 검출을 
위한 PCR은 Multiplex PCR PreMix (Bioneer, 
Korea)를 이용하여, 준비된 핵산추출액 1 ul를 주형으로 
이용하고 제작된 각각의 프라이머 쌍을 10 μM 농도로 
첨가여 수행하였다. PCR은 Thermal cycler(TaKaRa, 
Japan)을 이용하여 95℃에서 5분간 초기 변성 후 95℃
에서 20초 변성; 58℃에서 20초 결합; 72℃에서 30초 
신장의 온도 주기를 35회 반복하고, 마지막으로 72℃에
서 7분간 추가 신장을 진행하였다. PCR 이후 생성된 증
폭 산물은 1% agarose gel을 이용한 전기영동을 통해 
분석하였다.

Table 1. Primers used in this study
Primer 
name Primer sequence (5’ to 3’) Product 

size

NPV-1
F: CTCAATCCTATTTGTAATTATTGAAT

471 bp
R: GCTGTCCTCAACAAAACGGG

NPV-2
F: GCCGAAGATCCCTTTTTAGG 

188 bp
R: ACGTCCATCACCTCTTGGTC

F, forward; R, reverse  

2.5 염기서열 분석
증폭 산물의 유효성을 검증하기 위하여 NPV-1 및 –2 

프라이머 쌍에 의하여 증폭된 유전자를 pJET 1.2 blunt 
vector (Thermo Scientific, Lithuania)에 클로닝하여 
염기서열을 분석하고, Clustal Omega 
(https://www.ebi.ac.uk/services)를 이용하여 참조 유
전자인 BmNPV-H4의 핵다각체 유전자와 상동성을 비
교하였다.

Fig. 2. Morphological changes in BmNPV-infected 
BM-N cells. (200X) Cell cultured for 120 h 
were examined that the majority of cells 
became larger and started to burst.
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3. 결과 및 고찰

3.1 BmNPV의 감염 특성
양성대조군으로 이용하기 위한 BmNPV 바이러스를 

증식시키기 위하여 BM-N 누에 세포에 감염시킨 결과 
Fig. 2와 같이 정상 세포와 비교하여 세포의 부피가 증가
하고, 72시간 이후부터는 세포의 사멸이 확인되었다. 이
는 Katou 등[16]이 밝힌 곤충 세포에서 바이러스 증식 
및 용출에 따라 발생하는 일반적인 증상으로 BmNPV 감
염 후 120시간 뒤에는 대부분 세포가 사멸하여 BmNPV
의 정상적으로 이루어졌음이 확인되었다.

BmNPV에 의한 누에의 치사율을 조사하기 위하여 
20마리의 5령 누에에 바이러스를 감염시킨 후 신선한 먹
이를 급여하며 8일간 사육한 결과 누에의 생존율은 Fig. 
3(A)와 같았다. 바이러스 감염 후 50%의 누에가 폐사하
는데 소요된 시간은 1 x 103 와 1 x 105에서 각각 192 
및 120시간으로 확인되었다. 

Fig. 3. Survival rate of BmNPV infectied Bombyx
mori. (A) Changes in survival rate by oral
infection by concentration of BmNPV. (B)
Analysis of survival time according to oral
and subcutanous infection. The values are
mean±SD (n=20*3).

경구감염 및 피하 감염에 따른 누에의 생존율을 비교
한 결과, Fig. 3(B)와 같이 경구감염에서는 50% 누에의 

폐사에 120시간이 소요되었으나 피하주사를 통한 감염
에서는 불과 48시간 이후 생존율이 5% 이하로 떨어졌다. 
이는 Fu 등[17]이 밝힌 NPV 바이러스 감에 따른 바이러
스 증식 속도 및 생존시간과 일치하는 결과로서 정상적
인 사육 조건에서 피하 감염이 일어날 확률이 낮은 만큼 
급격한 폐사가 시작되는 96시간 이전에 이를 진단하고 
대응한다면 바이러스의 확산을 막을 수 있을 것으로 판
단된다.

바이러스 감염에 따른 누에의 형태적 변화를 관찰한 
결과, Fig. 4과 같이 48시간 이후에는 섭식을 중단하여 
성장이 지연되었으며, 72시간 이후 표피가 검게 변하고 
움직임이 없어졌다. 이후 입 및 항문에서 체액이 유출되
어 누에 자리에 오염이 일어나기 시작하여 96시간 후 폐
사하였고, 120시간째에는 완전히 검게 변하고 체액의 유
출에 따라 수축한 형태를 나타냈다. 이러한 결과는 
Sivaprasad가[18] 밝힌 감염 시기 따른 병증 중 대체로 
식욕이 없어지고 몸이 부어오르며 피부가 연약하여 터지
기 쉽고 피부가 터지면서 고름이 나오는 특성을 보인다
는 증상과 일치하는 결과로 BmNPV-K1 감염에 의하여 
누에가 핵다각체 바이러스에 성공적으로 감염되었음이 
확인되었다. 

Fig. 4. Physical appearance of the fifth-instar larvae 
of BmNPV infected silkworm. Larvae were 
captured at the following differnet time after
the oral infected at (A) 48, (B) 72, (C) 96, and
(D) 120 hours.

3.2 BmNPV 진단 마커 개발
바이러스 감염에 따른 누에 병의 분자 진단법을 개발

하기 위하여, BmNPV의 유전정보를 기반으로 PCR 프라
이머를 제작하였다(Table 1). 이후 진단을 간소화하기 
위하여 누에 핵산 추출물을 준비를 위한 용매 및 처리조
건을 확립하여, BmNPV 감염 후 2일째 누에에서 핵산 
추출액을 준비하고 제작된 프라이머를 이용하여 
BmNPV 유전자 일부를 증폭하였다. 그 결과 Fig. 5(A)
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와 같이 NPV-1 프라이머를 이용한 PCR에서는 471bp
의 증폭 산물이 확인되었으며, NPV-1 프라이머를 이용
한 PCR에서는 188bp의 증폭 산물이 확인되었다. 또한 
증폭된 유전자의 BmNPV 일치 여부를 분석하기 위하여, 
각 증폭 산물을 정제 후 염기서열을 분석한 결과, Fig. 
5(B)와 같이 NPV-1 프라이머를 이용한 증폭 산물은 참
조서열로 이용한 BmNPV-H4의 서열과 약 0.5%의 차이
를 나타내었으며, NPV-2 프라이머의 증폭 산물은 100% 
동일한 것으로 확인되었다.

Fig. 5. Analysis of BmNPV detection and sequencing of
each amplicons. (A) Detection of BmNPV in 
infected larvae. (B) Analysis of homology
with PCR products GenBank registered
BmNPV-H4, NPV-1; P1 and NPV-2; P2
sequence.

3.3 진단 프라이머의 유효성 검증
누에 핵 다각체 바이러스 진단을 위하여 제작된 프라

이머의 유효성을 검증하기 위하여, 20개 농가에서 수집

된 병잠의 핵산 추출물을 준비하고, NPV-1 및 -2 프라
이머를 이용하여 PCR을 수행하고, 그 결과 Fig. 6에 나
타냈다. PCR 및 전기영동 결과 각 농가에서 수집된 20
개 검체 중 11개에서 밴드가 확인되었으며, NPV-1 프라
이머를 이용한 PCR에서는 5번 시료의 밴드가 약하게 나
와 양성 여부의 판단이 어려웠으나, NPV-2 프라이머를 
이용한 PCR에서는 5번 밴드의 강도가 높게 검출되었다. 
이러한 결과는 NPV-2 프라이머의 PCR 증폭 거리가 짧
아 BmNPV 유전자에 일부 손실이 발생하더라도 증폭할 
수 있기 때문으로 판단된다[13]. Shamim 등[19] 은 
BmNPV에 대한 항체를 제작하고 이를 이용하여 
BmNPV를 진단하는 시스템을 개발한 바 있으나, 바이러
스 분리 과정의 손상 또는 낮은 농도로 인하여 검출에 한
계가 존재한다고 보고하였다. 따라서 감염 초기에 체액 
내에 낮은 농도로 존재하는 BmNPV를 검출하기 위한 프
라이머로는 NPV-2가 적합할 것으로 사료된다. NPV-2 
프라이머 증폭 산물의 신뢰도 확보를 위하여, 양성으로 
판단된 11개 증폭 산물의 염기서열을 분석한 결과, 
BmNPV-K1의 핵 다각체의 염기서열과 100% 일치하여 
수집된 검체의 감염률은 55%로 확인됐다. 이러한 결과를 
통해 2020년 봄누에 사육시 발생한 질병 중 55%가량이 
BmNPV에 의해 발생한 것으로, 매년 바이러스에 의한 
농가 피해가 적지 않을 것임을 예상할 수 있다. 또한, 
Zhou 등[20] 은 이러한 농가 피해를 조사하고 관리하기 
위하여 loop-mediated isothermal amplification 
assay (LMP assay)를 이용하여 NPV 바이러스를 현장
에서 직접 진단할 수 있는 방범을 개발했으나 DNA 중합
효소의 운반이나 증폭 장비의 휴대 등의 제약이 따르고 
있어 휴대 및 이용이 편리한 진단시스템 개발을 위해서
는 지속적인 연구가 필요하다.

Fig. 6. Grasserie diagnosis of field-grown silkworm by
PCR. Non, control without template; NPV-K1,
BmNPV-K1 infected B. mori nucleic acid 
extract was used as a template.
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이러한 결과를 종합해볼 때 최근 누에 사육 농가에서 
요구되고 있는 병 발생에 대한 피해 원인 규명을 위하여 
개발된 프라이머 및 분석 방법을 이용함으로써 농가에서 
발생하는 질병을 예찰하고 BmNPV에 의한 발병 실태조
사를 수행할 수 있을 것으로 기대된다. 하지만 현장에서
의 신속한 실태조사와 더불어 추가적인 연구 개발을 위
해서는 개발된 프라이머를 이용한 Rapid Diagnostic 
Test (RDT) kit 및 실시간 분석법 개발이 이루어져야 할 
것이다. 그래야만 연구실과 현장 환경에 적합한 신속 또
는 정밀 진단 분석이 이루어질 수 있을 것이며, 나아가 
BmNPV 전염원을 색출하고 예방 대책을 마련함으로써 
감염 확산 방지를 통해 농가의 경제적 손실억제 및 위생
적이고 안정적인 누에 생산에 기여할 수 있을 것으로 판
단된다.
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