
 

서    론 
 

C형 간염 바이러스(Hepatitis C virus, HCV)는 약 9.4 
Kb의 염기로 이루어진 한 가닥의 RNA바이러스로, 수
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Background：Reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR) is the most sensitive
method for the detection of Hepatitis C virus (HCV) RNA from serum. The PCR by conventional 
heat block thermocycler using small plastic tube is time and reagent consuming procedure, but 
rapid cycle PCR (RPCR) by hot air thermocycler using glass capillary tube is very rapid and 
economic. Therefore, RPCR have been recognized as a very convenient method for routine 
diagnostic test in clinical laboratories, but there are few reports about its usage for the detection of 
HCV RNA. 

Methods：We selected two sets of primer pair from 5'noncoding region of HCV RNA genome, 
and optimized RPCR condition using hot air rapid thermocycler with master mix in capillary 
tubes. And RT-RPCR for detection of HCV RNA were performed on the serum of 58 patients, 
which were tested anti -HCV antibody by EIA. 

Results：The optimized RPCR conditions were: denaturation; 94℃ for “0” sec, annealing; 55℃
(first) and 50℃ (nested) for “0” sec, elongation; 72℃ for “0” sec, and amplification cycles  were 30 
cycles. The consuming times per cycle were 30 sec (first) and 40 sec (nested), respecti vely, so the total 
involving times for nested RPCR were 35 min. Of the 42 EIA positive samples, 26 (62%) were 
RT-RPCR positive. 

Conclusions：RT-RPCR using hot air thermocycler with glass capillary tubes for detection of 
HCV RNA in serum is very rapid and economic than conventional PCR using heat block 
thermocycler. Therefore HCV RNA detection by RT-RPCR appears to be very useful for routine 
clinical laboratory diagnostic method.  (Korean J Clin Microbiol 1999;2:89~94) 
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혈후 간염의 주요원인이 될 뿐  아니라 간경화증 및  간

암으로도 잘 진행되는 것으로 알려져  있다[1]. HCV 감

염의 진단검사법으로는 크게 HCV항체를 검출하기  위

한 효소면역측정법과 이의 확인 검사인 면역블로팅법, 
그리고 HCV RNA를 직접 검출하기 위한 역전사-중합효

소연쇄반응법(reverse transcription-polymerase chain reaction, 
RT-PCR) 등이 있다[1]. 

RT-nested PCR은 검체에서 추출한 RNA를 역전사시

켜 cDNA로 만든 후 두 쌍의 시발체를 이용하여 연속

적으로 증폭시킴으로써 혈청이나 조직에서의 HCV RNA
를 직접 검출하는 방법으로, 현재까지 HCV에 의한 감

염을 진단하는 방법 중 예민도가 가장 높은 방법이다

[2-4]. 그러나 기존의 heat block thermocycler를 이용하는 
PCR 법은 술식이 번거롭고  시약 및  시간의 소모가  많

아, 일반적인 임상검사로 이용하기에는 적합치 못하다. 
Wittwer 등[5]에 의하여 개발된 rapid cycle thermocycler
를 이용한 PCR 법(이하 RPCR로 약함)은 열전도체와 
반응용기를 hot air와 유리모세관을 사용하기 때문에 검

사시간과 시약을 절감할 수 있어[6-8] 임상검사실에서 
이용하기에 적합한 방법[9-12]으로 평가되고  있으나, 

HCV RNA의 검출에 적용한 보고는 매우 드물다[13].  
저자 등은 HCV RNA의 검출에 RPCR의 유용성을 검

토해 보고자, 새로운  시발체를 제작하여  증폭조건을 
설정하였으며, 간기능검사에서 양성을 보이고 HCV 감

염이 의심되어 검사실에 혈청학적  검사가 의뢰된  혈청

을 이용하여 효소면역측정법에 의한  HCV항체검사  및 
RT-RPCR에 의한 HCV RNA검출을 시행하였다. 

 

재료 및 방법 
 
1. 시발체(primer) 합성 

PCR에 이용할 시발체는 HCV-RNA 유전자 중 
5'-noncoding 부위에서 외측 및 내측의 두 쌍을 선택한 
후 DNA합성기기(Gene Assembler Plus, Pharmacia LKB, 
Piscataway, USA)를 이용하여 합성하였다. 각 시발체의 
위치 및 서열은 Table 1과 같다. 

2. 증폭조건의 설정 

Table 2와 같이 HCV cDNA, 외측 또는 내측시발체를 
포함하는 master mix를 만들어 놓고 다음과 같은 조건

으로 PCR을 시행하였다. 즉, 변성은  94℃- 0초로,  결합

시간은 0초로 고정하고, 증폭회수는 15, 20, 25, 30회, 결

합온도는 45, 50, 55, 60℃, 연장온도는 66, 69, 72, 75℃, 
연장시간은 0, 5, 10, 15초로 정하고 서로 조합하여 rapid 
cycle PCR (RPCR)을 시행한 후 전기영동하여 시험 단

계마다 가장 밝고 선명한 띠를 보이는 조건을  선정하

였다.  

3. HCV RNA 추출 

Table 1. Oligonucleotide primers for PCR of HCV RNA 

Primer Position Sequence (5' to 3') 
Outer primer   

HPC 1 51-67 GGAACTGCTTTCACGCA 

HPC 4 427-443 AACTCCACCAACGATAC 

Inner primer   

HPC 2 136-152 AGCCATAGTGGTCTGAA 

HPC 3 377-393 GGCGGTTGGTACGTTTG 

 
Table 2. Reactant concentrations in master mix for RPCR of HCV cDNA 

Component 10x solution 1x reaction Volume/10 μL 
HCV-cDNA   1 μL 

Primer (sense & antisense) 5 μM(each) 0.5 μM 1 μL 

Premaster mix   8 μL 
Taq DNA polymerase in enzyme diluent 5 U/μL 0.4 U/μL 1 μL 

Tris, pH 8.3 10 mM  1 mM   

BSA* 2.5 mg/mL 250 ㎍/mL  

dNTPs 2 mM(each) 200 μM 1 μL 
Buffer   1 μL 

MgCl2 20 mM  2 mM   

BSA* 2.5 mg/mL 250 ㎍/mL  

Tris, pH 8.3 500 mM  50 mM   

Ficoll 5% 0.5%  

Tartazine 10 mM  1 mM   

Distilled water   5 μL 

*BSA; Bovine serum albumin (total 500 ㎍/mL) 
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HCV 감염이 의심되어 혈청학적 검사가 의뢰된 혈

청 중 효소면역측정법에 의한 HCV 항체검사를  시행한 
58예를 대상으로 하였다. 효소면역측정법에 이용하고 
남은 혈청은 즉시 -20℃에 보관하였다가  HCV RNA의 
추출시에 사용하였으며, 모든 검체는 무균 캐비닛 내

에서 처리하였고 microtiter plate, pipette tip, 
microcentrifuge tube 등 모든 소모품은 멸균하여  사용하

였다. 오염에 의한 위양성을 배제하기 위하여 RNA 추

출, cDNA 합성, RPCR 및 전기영동은 서로 다른 방에서 
시행하였고, RPCR에 필요한 반응액은 시발체와 cDNA
를 제외한 premaster mix용액을 준비하여  사용하였다. 
또한 모든 과정은 얼음상자 안에서 시행하였고, 시약 
제조에는 DEPC (diethylpyrocarbonate) 처리 증류수를 사

용하였다. 
HCV RNA 추출과정을 요약하면, 먼저 100 μL의 혈

청을 멸균한 Eppendorf tube에 넣고, 400 μL의  차가운 
변성용액(25 g of guanidine thiocyanate + 33 mL of citrate- 
sarcosin-βmercaptoethanol)을 가하여 강하게 흔들어 섞

은 후 500 μL의 phenol/chloroform용액을 가하고  65℃에

서 30분간 보온하였다가 14,000 rpm에서 5분간 원심시

키고 상층액을 분리하여 다른 Eppendorf tube에 넣었다. 
여기에 차가운 2 M sodium acetate 300 μL를 가하여 섞

고 다시 동량의 차가운 isopropyl alcohol을 넣어 잘 흔

들어 섞은 후, -20℃에서 밤새 침전시켰다. 다음 날 4℃

에서 9,000 rpm으로 15분간 원심시켜 상층액을 제거하

고, 다시 차가운 75% 알코올을  넣고 4℃에서  10,000 
rpm으로 15분간 원심한 뒤, 상층액을 제거하고 실온에

서 건조시킨 다음 20 μL의 DEPC처리 증류수를 가하

여 섞은 후, 즉시 사용하거나 -20℃에 보관하였다가  사

용하였다. 

4. 역전사에 의한 cDNA합성 

cDNA합성을 위하여 역전사에 사용되는 모든 시약

은 -20℃의 냉동실에 보관한 것을 사용하였으며,  모든 
시약의 혼합과정도 얼음 상자 안에서 시행하였다. 역

전사는 준비된 HCV RNA용액 10 μL, 시발체(HPC4, 5 μ

M) 1 μL, 10 mM dNTPs 1 μL, 100mM DTT, RNAse 
inhibitor (RNAsin, 120U/μL) 1 μL, Moloney-murine 
leukemia virus reverse transcriptase (Mo-MLV RT, 200U/μL) 
1 μL, 5X buffer (GIBCO-BRL, Gaithersburg, USA) 4 μL를 
Eppendorf tube에 넣고 잘 혼합한 뒤 37℃에서 15-30분

간 보온한 후 2분간 끓여 잔여 역전사 효소를 불활성

화 시킨 후 완료하였으며, 이렇게 합성된 cDNA를 
PCR에 이용하였다. 

5. Rapid cycle PCR(RPCR) 

위음성을 배제하고 예민도를  높이기 위하여  nested 
PCR을 시행하였으며, 반응액은 오염율을 최소화하기 
위하여 premaster mix 용액을  만들어 놓았다가  사용하

였고, 양성대조에는 알고 있는 HCV RNA 양성 검체를, 
음성대조로는 검체를 제외한 나머지 혼합물만을 혼합

하여 환자의 검체와 동시에 증폭시켰다. 
U형의 microtitration well내에 외측 시발체(HPC1/ HPC4, 

0.5μM) 1 μL, cDNA 용액 1 μL, 그리고 premaster mix 8 μ

L를 잘 혼합하여 총 10 μL가 되게 한 후, 25 μL의 유

리모세관(Idaho Technology, Idaho Falls, USA)에 모세관 
현상을 이용하여 넣고 양끝을 Bunsen burner를  이용하

여 막은 후, hot air thermocycler (Idaho Technology, Idaho 
Falls, USA)를 이용한 1차 RPCR을 시행하였다. Nested 
PCR은 1차 증폭산물 1 μL와 내측 시발체(HPC2/ HPC3, 
0.5 μM) 1 μL를 위와 같은 premaster mix 8 μL와 혼합하

여 같은 방법으로 시행하였다. 

6. PCR 산물의 검출 

유리모세관의 양끝을 절단하고 microaspirator (Idaho 
Technology, Idaho Falls, USA)를 이용하여 유리 모세관 
내에 들어있던 nested RPCR 산물 10μL를 ethidium 
bromide가 포함된 1.5% agarose gel (Seakem, FMC, 
Rockland, USA)의  well내로  조심스럽게 주입하여  전기

영동 시킨 후, 자외선 투조기에 올려놓고 육안으로 이

동된 증폭산물을 관찰하였다. 
 

결    과 
 
1. 증폭 조건 및 증폭산물의 크기 

HCV RNA의 검출을 위한 RT-RPCR의 적합한 증폭  
조건 및 증폭산물의 크기는 Table 3과 같으며, 전기  영

동한 결과는 Fig. 1과 같다. 

2. EIA와 RT-RPCR의 검사간 결과 비교 

EIA에 양성이면서 RT-RPCR에 양성인 예는 62% (26/ 
42)이었으며, EIA에 음성이면서 RT-RPCR에 음성인 예

는 94% (15/16)이었다(Table 4). 
 

고    찰 
 

HCV RNA는 감염된지 1-2주 후부터 혈청에 나타나

기 때문에 이를 검출하는 RT-PCR은 HCV 감염의 조기 
진단뿐아니라 감염능을 평가하고 항바이러스제제에 의

한 치료 및 반응을 추적하는데 도움이 된다[14]. 
PCR에 영향을 미치는 요인은 DNA 및 RNA의 추출

방법은 물론이고, 검체의 보관조건, 시발체의 선택, 반

응액의 성분, thermocycler의 선택 및 증폭조건, 증폭산

물의 검출방법 등 여러 가지가 있으며, 이 중 어느 한 
가지라도 충족하지 못하면 결과가 만족스럽지 못하다. 
따라서 이를 간편화하기 위한 여러 가지 방법들이  개

발되고 있는데, 그 중 대표적인 것으로는 Ravaggi 등
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[15]의 HCV RNA의 추출과정이 생략된 RT-PCR, 그리고 
Young 등[16]의 Thermus thermophilus를 이용한 single 
tube RT-PCR, Wittwer 등[5]의 rapid hot air thermocycler를 
이용한 rapid cycle PCR 등이다. 

 

HCV는 RNA로서 검체의 처리과정, 검체의 보관조건  
및 검체 내의 여러 가지  방해물질 등에 의해서  영향을 

받을 수 있으나, 시발체의 선택은 PCR과정에서 가장 
중요한 조건 중의 하나이다. 특히 HCV RNA와 같이 
유전자가  

매우 다양한 경우에는 시발체의 선택에 더욱 신중을  
기하여야 하는데, HCV RNA genome의 경우 5' noncoding 
부위는 서로 다른 여러 유전자형간에 90%이상의 동질

성을 갖는 부위로써 시발체 선택에 가장 많이  이용되

며[17-20], 본 연구에서도 이 부위에서 시발체를 선택

하였다. PCR의 반응완충액은 증폭 대상 및 조건에 따

라 구성 성분의 종류  및 농도가  매우 다양하다.  특히 
본 연구에서 사용한 RPCR 반응액은 일반적인 PCR반

응액과 여러 면에서 다른데,  그 중  중요한 몇  가지는 
유리모세관의 표면에서 중합효소가 변성되는 것을 막

기 위하여 우혈청 알부민(bovine serum albumin)이 꼭 필

요하고, KCl이나 gelatin은 오히려 증폭산물을  감소시키

기 때문에 사용하지 않는다는  것이다. 한편,  증폭산물

을 agarose gel에 정확히 loading하고 이동된 산물을 잘 
관찰하기 위해서는 반응산물에 형광물질이나 염료를 
섞은 후 전기영동을 시행하게 되는데, 본 연구에서는 
Ficoll과 tartazine, 그리고 ethidium bromide를 미리 반응

액에 혼합시켜 모세관에 넣은  후 동시에  증폭시키고 
그 산물을 유리모세관에서 gel에 직접  loading시킴으로

써 전기영동시의 불편함을 최소화시켰다[8]. 
또한 증폭 조건의 설정도 여러 가지 상황에 따라 매

우 다양하다. 새로운 시발체를 증폭할 경우에는 증폭 
조건을 설정해야 하는데, 변성은 94℃가 일반적이며, 
결합온도는 시발체의 염기 수나 guanine과 cytosine의 
비율, Mg2+의 농도 등에 따라 40-60℃ 사이가 적당하나 

시간은 짧을 수록 비특이 반응이 적으며, 연장온도는 
70℃ 전후로 증폭산물의 염기  수에 따라  연장시간이 
길어지게 된다. Wittwer 등[5]은 열전도체로 공기를 이

용하는 hot air thermocycler를 개발하고, 반응용기도 가

 

Fig. 1. Ethidium bromide agarose gel electrophoresis of RT-RPCR products of HCV RNA from patient's serum. The 258 base pairs 
bands are amplified products. Lane 1 and 15 are negative and positive control, respectively, and others are patient's samples. M is 
marker (BioMarker Low, BioVenture, Murfreesboro, USA) with bands at 1,000, 700, 500, 300, 200, 100, and 50 base pairs. 

Table 3. Amplification protocol for RT-RPCR of HCV cDNA 

 First amplification Nested amplification 
Primer pairs HPC 1/4 HPC 2/3 

Optimal temperature and time   

Denaturation 94℃ for “0”sec 94℃ for “0”sec 

Annealing 55℃ for “0”sec 50℃ for “0”sec 
Elongation 72℃ for “0”sec 72℃ for “0”sec 

No. of cycles 30 cycles 30 cycles 

Band size 393 base pairs 258 base pairs 

Consuming time/cycle 30 sec 40 sec 

Total amplification time 15 min 20 min 

 

Table 4. Comparison of RT-RPCR with EIA 

 EIA 
RT-RPCR Positive Negative 

Positive (N=27) 26  1 
Negative (N=31) 16 15 
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느다란 모세관을 이용함으로써 변성  및 결합과정이  적

정온도에 도달하는 즉시 이루어지게 하였으며(“0”-1초), 
연장과정은 증폭산물이 100-500 bp일 경우 1-15초로 단

축시킴으로서, 30회를 기준으로 할 때에 15-30분  정도

의 빠른 시간 내에 효과적인 증폭이 가능한 rapid cycle 
PCR (RPCR)을 고안하였는데[6-8], 이는 2-4시간이 소요

되는 heat block형에 비해  시간 및  시약의 소모가  훨씬 
적어 임상에서 사용하기에 매우 유용한 방법이다. 본 
연구에서는 이 방법에 의하여 HCV RNA의 검출을 시

행하였는데, 50-100 μL의 반응액이 필요한 기존의 플라

스틱 관 대신 10 μL의 반응액으로 충분한 유리모세관

을 사용함으로써 각 과정에 머무르는  시간 없이(“0”초) 
매우 신속하게 PCR 결과를 얻을 수 있었다. 그러나 이

태수 및 이채호[13]는 같은 유리모세관을 이용한 HCV 
PCR에서 각 과정을 20-30초로 함으로서 본 연구에서

보다 훨씬 많은 시간이 소요되었는데, 이는 본 연구에

서보다 더 큰 모세관에 더 많은 반응액을 이용하여 
PCR을 시행하였기 때문으로 생각된다. 또한 시간이 많

이 소요되는 기존의 PCR은 일정시간 후에는 중합효소

가 변성되어 증폭회수를 증가시켜도  증폭산물은 더  이

상 증가하지 않는 plateau 현상이 나타나지만, 본 RPCR
의 경우에는 증폭시간이 짧기  때문에 증폭회수를  2배 
정도 증가시켜도 중합효소의 변성  없이 증폭이  가능하

다[9]. 
한편, PCR의 검출예민도를 증대시키기 위하여는 PCR 

후 Southern blot을 추가하거나, 외측과  내측의 두  쌍의 
시발체를 이용하여 연속적으로 증폭시키는 nested PCR, 
또는 여러 쌍의 시발체를 이용하는 multiple PCR을 이

용하게 되는데[21], 특히 임상검체에서 미량으로 존재

하는 HCV RNA의 검출은 nested PCR을 이용하는 경우

가 대부분으로[2-4,17-20] 본 연구에서도 이 방법을  이

용하였다. 
HCV 감염의 진단방법, 특히 HCV 항체검사와 HCV 

RNA를 검출하는 RT-PCR의 유용성에 대해서는 많은 
보고가 있는데, HCV 항체 양성인 검체에서  HCV RNA
의 양성률은 보고자마다 달라, Nakatsuji 등[22]은 비A, 

비B형 간염과 연관된 간 질환에서  90%이상의 높은  양

성률을 보임으로써 PCR이 간 질환의 진단에 유용하다

고 보고하였으며, 다른 보고자들도 이와 유사한 보고

를 하고 있으나[23-26], 항체양성인 검체에서  RT-PCR
의 양성률이 30%내외로 낮게 보고된 경우도 있다

[27-29]. RT-RPCR을 이용하여 HCV RNA를 검출한 본 
연구에서는 항체양성 검체에서 62%의 양성률을 보였

는데, 이는 본 연구와  같은 방법을  이용한 이태수  및 
이채호[13]의 결과와도 유사하다. 이와 같이 항체검사

와 PCR의 결과가 다르게 나오는 요인으로는 각각의 
검사법에 대한 위양성이나  위음성의 가능성과  함께, 
연구대상이나 검사방법 등 외인적인  여건과 검체  자체

의 내인적 요인을 고려하여야 하며, 따라서 검체의 채

혈부터 보관방법, 시약, 시발체 및 장비의 종류, 검사

실의 환경 및 검사자의 숙련도 등 여러 가지 요인에 
대한 철저한 대책이 요구되며, 아울러 결과의 객관성

을 위해서는 검사방법의 표준화가 이루어져야 한다.  
 

요    약 
 

배  경：C형 간염 바이러스(HCV)를 검출하기 위한 역

전사-중합효소연쇄반응법(RT-PCR)은 HCV 감염을 진단

하는 방법 중 예민도가 가장 높은 방법으로 알려져 있다. 
Hot air thermocycler에 의한 rapid cycle PCR (RPCR)은 열

전도체로서 hot air를 사용하고, 반응용기는  유리모세관

을 이용하기 때문에 기존의 플라스틱 tube를 사용하는 
heat block PCR에 비하여 시약 및 시간을 절약할 수 있

어 일반적인 임상검사에 이용하기에는  매우 적합한  방

법이나, 이를 이용하여 HCV RNA의 검출을 보고한  예

는 매우 드물다. 
방  법：HCV RNA 유전자의 5‘ noncoding 부위에서 두 

쌍의 시발체를 선정하여 제조한 후 hot air thermocycler의 
적합한 증폭조건을 설정하였다. 또한 HCV 감염이 의

심되어 효소면역측정법(EIA)에 의한 HCV항체검사를 
시행한 58예의 혈청을 이용하여 RT-RPCR에 의한 
HCV RNA검출을 시행하였다. 

결  과：HCV RNA를 검출하기 위한 nested RPCR의 적

절한 증폭조건으로는 변성과정 1, 2차 모두 94℃-“0”초, 
결합과정 1차, 55℃-“0”초, 2차, 50℃-“0”초, 연장과정 1, 2
차 모두 72℃-“0”초로 각각 30회로 설정하였고, 각  회

당 소요시간은 1차 증폭의 경우 30초,  2차 증폭의 경우 
40초이내로 nested RPCR에 소요된 시간은 모두 35분이

었다. 한편 HCV가 의심되는  58예의 혈청에서  EIA에 
양성인 42예 중 RT-RPCR에 양성인 경우는 26예로 
62%이었다. 

결  론：이상으로 RT-RPCR법에 의한 혈청 내  HCV 

RNA의 검출은 기존의 방법에 비하여 매우 신속하고 
경제적인 방법으로, 임상 검사실에서 일반적으로 사용

하기에 유용한 방법이라 생각된다. 
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