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장바이러스는 중추신경계를 침범하는 급성 바이러스
성 감염의 가장 흔한 병원체로[1, 2], 감염의 확인 및
혈청형 규명에는 세포배양을 이용하여 바이러스를 검

출하는 것이 표준방법이다[1, 3].
장바이러스 속(genus)에는 5가지 바이러스 군(group),

총 65 혈청형이 규명되어 있고[4], 이에 따라 장기에
대한 편향성(tropism)이 다르며[5], 세포배양시도 세포
에 따라 분리율에 차이가 있다[6,-8]. 따라서 다양한 혈
청형의 장바이러스를 임상검체에서 분리하기 위하여는
여러 가지 세포를 조합하여 사용한다[7, 9].

장바이러스 배양에 사용하는 세포 중 primary

monkey kidney (PMK) 세포는 국내에서 구하기가 쉽지
않고, human diploid fibroblast는 수명이 제한되어 계대
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Background：Viral isolation in cell culture remains as a reference method for diagnosis of
enteroviral infection. Enteric adenoviruses are cultivated in 293 cells. Enteroviral and
enteroadenovrial  tropisms for the gastrointestinal tract lead to the assumption that 293 cells would
be useful in enteroviral isolation. We evaluated usefulness of 293 cells in the diagnosis of enteroviral
infection.

Methods：Human embryonic lung fibroblasts (HEL), HeLa, RD and 293 cells were used to
evaluate viral isolation from clinical specimens, susceptibilities of the cell lines to reference
enteroviral strains and influence to stool extracts on the viral isolation. Forty-four stool specimens
collected from patients during the epidemic period of type 9 echoviral aseptic meningitis and type
30 echoviral culture-positive 33 stool and 58 cerebrospinal fluid (CSF) specimens were inoculated
onto cell lines.

Results：Echovirus type 9 was isolated from 31 of 44 stool specimens. Of 31 echovirus 9
isolates, 22 (71.0%), 21 (67.7%), 6 (19.4%) and 3 (9.7%) were detected in HEL, 293, RD and HeLa,
respectively. Of 33 echovirus 30 isolates from stool specimens, 32 (97.0%) were detected in 293; 17
(51.5%) were detected in RD. Of 58 echovirus 30 isolates from CSF specimens, 39 (67.2%) were
detected in 293; 30 (51.7%) were detected in RD. 293 cells were sensitive for coxsackievirus A9
reference strain and echovirus 7 reference strain. Stool extracts induced enhanced cytopathic effect
by echovirus 9 infection in 293 and HEL.

Conclusions：293 cells are useful in the diagnosis of echoviral and some enteroviral infection.
(Korean J Clin Microbiol 2001;4(2):129-133)
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배양시 노화되므로 계속적으로 사용할 수 없으며, 수
립세포주(established cell line)인 human rhabdomy-

osarcoma (RD) 세포는 세포배양시 관찰되는 과성장과
세포변성을 장바이러스 감염으로 인한 세포병변효과와
쉽게 구별하기 힘든 단점이 있다[4].
아데노바이러스 40형 및 41형은 장바이러스와 마찬
가지로 하부장관을 침범한다[5, 10]. 아데노바이러스
40형 및 41형의 분리에는 293세포가 이용되는데[11,

12], 이세포는 아데노바이러스 5형으로 human embrionic

kidney 세포를 변형시킨 수립세포주이다[13].

장바이러스와 아데노바이러스 40형 및 41형이 하부
장관에 편향성을 갖는 점을 감안하면, 293 세포가 장
바이러스에도 감수성을 보일 것이라 예측할 수 있다.
본 연구에서는 장바이러스 감염환자로부터 채취한 임
상검체를 대상으로 293 세포 및 기존의 장바이러스 검
출에 이용되고 있는 세포 사이의 장바이러스 분리율을
비교함으로서, 293 세포가 장바이러스 배양에 있어서
유용한지를 조사하고자 하였다.

재료 및 방법

1. 대상

1) 검체
에코바이러스 9형에 의한 무균성수막염이 유행하였
던[14] 1996년 하절기에 한림대학교 의료원 한강성심병
원에 장바이러스 배양이 의뢰된 대변 검체 44예와
1997년 하절기에에 에코바이러스 30형이 분리되었던
대변 검체 33예와 뇌척수액 검체 58예를 대상으로 하
였다.

2) 표준 바이러스
표준 바이러스로는 폴리오바이러스 1형(ATCC VR-

58), 콕삭키바이러스 A9형(ATCC VR-186), 콕삭키바이
러스 B3형(ATCC VR-688), 에코바이러스 7형(ATCC

VR-37), 장바이러스 71형(ATCC VR-784)을 사용하였다.

3) 세포
검체 접종을 위한 세포로는 293 (ATCC CCL 1575), 인
태아폐섬유아세포(human embryonic lung fibroblast, HEL;

The University of Calgery, Provincial Laboratory의 Dr.

Kevin으로부터 제공받음), RD (ATCC CCL 136), human

cervix epitheloid carcinoma (HeLa, ATCC CCL 2) 세포를
사용하였다. 표준 바이러스의 역가를 결정하기 위하여
는 MRC-5 (ATCC CCL 171)와 BS-C-1 (ATCC CCL 26)

세포를 사용하였다.

2. 방법

1) 접종세포의 준비
24 well 조직배양판에 293, HEL, RD, HeLa 세포를 배

양하였다. 293, HEL, HeLa 세포에는 minimum essential

medium (MEM)을 RD 세포에는 Dulbecco’s modified

Eagle’s medium (DMEM)을 배지로 사용하였고, 증식배
지에는 우태아혈청을 10% 농도로 유지배지에는 2% 농
도로 첨가하였다.

2) 검체 접종 및 바이러스 동정
대변 검체는 Hank’s balanced salt solution (HBSS)으로

1:10으로 희석하여 혼합한 후 3000×g에서 30분간 냉장
원심하였다. 상층액을 취하여 0.2 μM 필터로 여과한 여
과액과 이를 다시 HBSS로 4배 희석한 희석여과액을
접종에 사용하였다.
대변 검체 여과액와 희석여과액을 각각 0.2 mL씩

293, HEL, RD, HeLa 세포에 접종한 후 배양하며 12일까
지 세포병변효과를 관찰하였고, 에코바이러스에 대한
단클론 항체(mouse anti-echovirus monoclonal antibody,

Chemicon International Inc., U.S.A.)를 이용하여 간접면
역형광법으로 바이러스를 확인하였다[15].

3) 표준 바이러스에 대한 세포의 감수성 시험
폴리오바이러스 1형, 콕삭키바이러스 A9형, 콕삭키
바이러스 B3형, 에코바이러스 7형, 장바이러스 71형을
세포에 배양 증식한 후 원심하여 상층액을 분주하여
보관된 것을 사용하였다. 조직배양감염농도(tissue

culture infective dose, TCID)를 결정하기 위하여 표준 바
이러스 배양액을 10배수로 계단희석한 후 96 well 조직
배양판에 단층배양된 세포에 매 희석배수 당 6 well, 각
well 당 50 μL씩 접종하였고, 폴리오바이러스 1형, 콕삭
키바이러스 A9형, 에코바이러스 7형, 장바이러스 71형
의 시험에는 MRC-5 세포를 콕삭키바이러스 B3형의
시험에는 BS-C-1 세포를 이용하였다. 5일간 배양하여
세포병변효과를 관찰하였고, TCID50을 계산하였다
[16]. 다음 단계로 5가지 표준바이러스를 100 TCID50,

10 TCID50, 1 TCID50, 0.1 TCID50, 0.01 TCID50, 0.001

TCID50 농도로 조정한 후 293, HEL, RD, HeLa 세포에
접종하여 5일 후 세포병변효과를 관찰하였다.

4) 대변추출액이 에코바이러스 9형의 세포감염에 미
치는 영향
임상검체에서 분리된 에코바이러스 9형 2주(strain)를

배양한 후, 100 TCID50, 10 TCID50, 1 TCID50, 0.1 TCID50,

0.01 TCID50, 0.001 TCID50 농도로 조정하여 293, HEL,

RD, HeLa 세포에 중복 접종하였다. 중복 접종한 2 well

중 1 well은 장바이러스 음성인 대변을 1:10 희석한 후
원심하여 얻은 상층액 0.2 mL를 첨가하였고, 5일간 배
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양한 후 세포병변효과를 관찰하였다.

3. 통계

세포간의 바이러스 분리율에 대한 비교에는 카이제
곱검정(chi-square analysis)을 이용하였고, P 값이 0.05

미만인 경우 유의한 차이가 있는 것으로 간주하였다.

결 과

1. 대변 검체의 바이러스 분리율

1) 에코바이러스 9형
44 대상 검체 중 31 검체에서 에코바이러스 9형이 분

리되었다. 293 (21예), HEL (22예)의 분리율이 RD (6

예), HeLa (3예)의 분리율보다 유의하게(P < 0.001) 높았
다. 293 세포에서만 분리된 경우는 7예로 총 배양 양성
예의 23%이었다(Table 1).

2) 에코바이러스 30형
에코바이러스 30형이 분리된 33예 중 32예(97%)가

293 세포에서 분리되어, 293 세포의 분리율이 RD 세포
의 분리율(17예, 52%)보다 유의하게(P < 0.005) 높았다
(Table 2).

2. 뇌척수액 검체의 바이러스 분리율

에코바이러스 30형이 분리된 58예 중 39예(67%)가
293 세포에서 분리되었고, 30예(52%)가 RD 세포에서
분리되었으며, 통계적으로유의한차이는없었다(Table 2).

3. 표준 바이러스에 대한 세포의 감수성

폴리오바이러스 1형은 RD, HeLa 세포에서 콕삭키바
이러스 A9형은 RD, 293 세포에서 감염력이 높았고, 콕
삭키바이러스 B3형은 HeLa 세포에서 에코바이러스 7

형은 RD, HEL, 293 세포에서 장바이러스 71형은 HEL

세포에서 높은 감염력을 보였다(Table 3).

4. 대변추출액의 영향

대변추출액을 첨가하였을 때 에코바이러스 9형에 대
한 293세포의 감수성이 증가하였다(Table 4).

고 찰

장바이러스 감염의 진단에는 세포배양을 통하여 바
이러스를 분리하는 전통적인 방법과 최근 소개된 중합
효소연쇄반응법을 이용하고 있다. 중합효소연쇄반응법
은 표준화가 어렵고 바이러스 혈청형을 알 수 없는 등
제한점이 있어서, 세포배양을 이용하여 바이러스를 검
출하는 방법이 아직까지“gold standard”로 인식되어 있
다[4].

장바이러스의 분리에는 여러 가지 세포를 이용하고
있는데[7, 9], 이는 장바이러스가 혈청형에 따라 세포에
대한 감수성이 다르기 때문이다. 에코바이러스에 감수
성이 높은 세포로는 HEL, PMK, RD 세포가 있다[17].
RD 세포는 증식속도가 빨라 과성장과 세포변성이 자
주 일어나서 세포병변효과를 식별하기 어렵고, 추가적
인 맹계대배양을 필요로 하는 등 일반검사실에서 사용
하기에 제한점이 있으며[4, 6], 에코바이러스에 대한
RD 세포의 감수성이 높지 않다는 일부 보고도 있다
[18]. HEL 세포는 에코바이러스 등 장바이러스에 높은
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Table 1. Number of viral isolates from echovirus type 9-

positive 31 stool pecimens in 4 cell lines

Cell line Total positive (%) Only cell line positive

293 21 (68)* 7

HEL 22 (71)* 8

RD 6 (19) 2

HeLa 3 (10) 0

*P value < 0.001, vs RD and HeLa.

Abbreviations : HEL, human embryonic lung fibroblasts;

RD, human rhabdomyosarcoma cells; HeLa, human cervix

epitheloid carcinoma cells.

Table 2. Frequency of echovirus 30 recovery by specimen type in 293 cells and RD

No. of isolates in Frequency of isolation (%) in
Specimen

293 and RD 293 only RD only 293 RD

Stool 16 16 1 97* 52

CSF 11 28 19 67 52

Total 27 44 20 78* 52

*P value < 0.05, vs RD.

Abbreviations : CSF, cerebrospinal fluid; See Table 1.



감수성을 보이지만, 연속적인 계대배양시 노화되어 계
속적으로 사용할 수 없다는 단점이 있는 반면, 293 세
포는 수립세포주로서 계속유지할 수 있는 장점이 있
다. 이 연구에서 293 세포는 대변 검체에서 높은 에코
바이러스 분리율을 보였고, 이는 장바이러스 양성인
대변에서 293 세포의 장바이러스 분리율이 84%이었다
는 Brown 등의 보고와 유사하였다[12].

표준 바이러스에 대한 293, HEL, RD, HeLa 세포의 감
수성은 기존의 연구 결과와 유사하였다[6-8]. 표준 에
코바이러스 7형에 대해서 RD 세포는 293 세포보다 감
수성이 높았는데 이는 임상 검체의 에코바이러스 9형
및 30형의 분리율과 차이를 보였다. 이러한 차이는 혈
청형의 차이 또는 에코바이러스 9형 및 30형은 야생주
(wild type strain)인데 비하여 에코바이러스 7형은 검사
실 적응주(laboratory adapted strain)이기 때문에 오는 차
이로 생각할 수 있겠다.
대변 검체에서는 293 세포에서 RD 세포에서보다 에
코바이러스의 분리율이 높았으나, 뇌척수액 검체에서
는 유의한 차이가 없었다. 대변 검체에서의 이러한 차
이는 대변이 293 세포의 감수성에 영향이 있음을 시사
하며, 대변추출액을 가한 경우 293세포의 감수성이 증
가된 결과로 입증할 수 있었다. 실제로 바이러스 배양
시 분리율을 높이기 위하여 pH, 여러 가지 효소, 덱사

메타손, dimethyl sulfoxide 등을 사용하는데[19-21], 대
변내의 특정 성분이 293 세포의 감수성에 영향을 준
것으로 추정된다.
에코바이러스 감염은 장바이러스 감염 중 가장 빈도
가 높으며[22], 최근 국내에서 유행한 수막염도 에코바
이러스가 원인 바이러스였다[14, 15, 23]. 결론적으로
임상검체로부터 장바이러스 분리시 통상적으로 사용하
는 세포에 추가하여 또는 일부 세포를 대치하여 293 세
포를 사용하는 것이 유용하며, 특히 대변 검체에서 에
코바이러스 분리시 매우 효과적이리라 생각한다.

요 약

배배경：장바이러스 감염의 진단은 세포배양을 이용
하여 바이러스를 분리하는 것이 표준방법이다. 장아데
노바이러스는 293 세포에서 배양한다. 장바이러스와
장아데노바이러스가 갖는 위장관에 대한 편향성으로
미루어 293 세포가 장바이러스 분리에 이용될 수 있
으리라 생각하였다. 이에 저자들은 293 세포의 장바이
러스 감염에서의 진단적 유용성을 조사하였다.
방배법：Human embryonic lung fibroblasts (HEL), HeLa,

RD, 293 세포를 이용하였고, 임상검체에서의 바이러스
분리율, 표준 장바이러스 혈청형에 대한 세포의 감수

김한성, 송원근, 이규만132

Table 4. Effect of stool extracts on host cell susceptibilities to echovirus 9

Minimum TCID50 producing CPE by day 5
Cell line

Without 1:10 Stool extracts With 1:10 Stool extracts
Case 1 Case 2 Case 1 Case 2

293 1 0.1 0.1 0.01

HEL -* 100 - 100

RD 100 - 100 -

HeLa - - - 100

*No cytopathic effect at 100 TCID50.

Abbreviations : See Table 1 and 3.

Table 3. Host cell susceptibilities to enteroviruses

Minimum TCID50 producing CPE by day 5
Cell line

PV1 CA9 CB3 E7 EV71

293 100 0.01 1 0.01 -*

HEL 1 0.1 100 0.01 0.01

RD 0.001 0.001 - 0.001 1

HeLa 0.001 - 0.001 - 0.1

Total 27 44 20 78* 52

*No cytopathic effect at 100 TCID50.

Abbreviations : TCID, tissue culture infective dose; CPE, cytopathic effect; PV1, poliovirus 1; CA9, coxsackievirus A9; CB3,

coxsackievirus B3; E7, echovirus 7; E71, enterovirus 71; See Table 1.



성 및 대변추출액의 바이러스 분리에 대한 영향을 평
가하였다. 에코바이러스 9형에 의한 수막염이 유행하
던 시기에 의뢰된 대변 검체 44예와 에코바이러스 30

형이 분리되었던 대변 검체 33예 및 뇌척수액 검체 58

예를 대상으로 하였다.
결배과：에코바이러스 9형은 44 대변 검체 중 31 검
체에서 분리되었으며, 바이러스가 분리된 31예 중
HEL에서 22예(71.0%), 293에서 21예(67.7%), RD에서 6

예(19.4%), HeLa에서 3예(9.7%)가 양성이었다. 에코바
이러스 30형이 분리되었던 33 대변 검체 중 293에서 32

예(97.0%), RD에서 17예(51.5%)가 양성이었으며, 58 뇌
척수액 검체 중 293에서 39예(67.2%), RD에서 30예
(51.7%)가 양성이었다. 표준 장바이러스에는 293 세포
가 콕삭키바이러스 A9형과 에코바이러스 7형에 감수성
이 높았다. 대변추출액은 293 세포에서 에코바이러스
9형의 감염력을 증가시켰다.
결배론：293 세포가 에코바이러스를 포함한 장바이

러스 감염의 진단에 유용하게 이용될 수 있으리라 생
각한다.
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