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일천궁에 발생하는 오이모자이크바이러스의 현장 검출을 위한 Lateral Flow 

Reverse Transcription Recombinase Polymerase Amplification (LF-RT-RPA) 개발

이현택1  
· 윤주연2†  

· 주호종3‡

Development of Lateral Flow Reverse Transcription Recombinase Polymerase 
Amplification (LF-RT-RPA) Assay for On-site Detection of Cucumber Mosaic Virus 

on Cnidium officinale 

Hyun Taek Lee1, Ju Yeon Yoon2†, Ho Jong Ju3‡

서 언

천궁 (Cnidium officinale Makinoi)은 미나리과 (Apiaceae)     

에 속하는 식물로 뿌리줄기를 한약재에 이용하는 대표적인 고       

소득 약용작물이며 항산화와 미백효과, 항염 효과, 진통 작용       

등 효능이 알려져 있다 (Cho et al., 1996, Oh et al., 2010;           

Um et al., 2017).

천궁은 기후변화에 예민하여 해발고도가 높은 서늘한 지역    

에서만 재배가 가능하며, 특히 연작장해로 인해 매년 재배지    

를 옮겨야 하는 단점으로 재배면적이 감소되고 있다. 천궁의    

재배면적은 1997년 789 ha에서 2017년 185 ha로 약 76.5%    

감소되었으며, 생산량도 1997년 2,294 M/T (metric ton)이었    

으나 2017년 1,290 M/T로 약 43.8% 감소한 것으로 발표되    

었다. (NIHHS, 2017; Kim et al., 2015; Seo et al., 2018;    
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Background: Quality and quantity of Cheongung (Cnidium officinale Makinoi) is reduced by 
plant viral infections. Therefore, it is necessary to develop effective detection methods for diagno-
sis of problematic viruses in Cheongung farms. This study aimed to develop lateral flow reverse 
transcription recombinase polymerase amplification (LF-RT-RPA) assay for the detection of 
cucumber mosaic virus (CMV) in C. officinale. 
Methods and Results: Total RNA was extracted from CMV-infected Cheongung plant and sub-
jected to RT-RPA reaction with RPA_CMV-CP-F1/R1 primers targeting the CMV RNA3 
sequence. When specificity was examined using lateral flow Immunostrip, experimental and con-
trol lines were generated only in the sample from the CMV-infected plant, while control lines were 
observed in samples from cnidium vein yellowing virus-1, cnidium vein yellowing virus-2, and 
apple stem grooving virus-infected Cheongung plants. The optimal temperature and reaction time 
for LF-RT-RPA assay were determined to be 37oC and 15 min. On-site diagnosis carried out to 
detect CMV in 7 Cheongung plants showing viral-infection symptoms, confirmed six of the plants 
infected with CMV.
Conclusion: CMV, one of the prevalent plant viruses, was effectively detected using LF-RT-RPA 
assay without the need of any equipment on farms. Detection limit for CMV in C. officinale Maki-
noi was up to 100 fg of total RNA, suggesting that the LF-RT-RPA assay developed in this study is 
suitable for on-site detection of CMV in Cheongung farms.
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Jung et al., 2019; Yun et al., 2022). 

천궁의 정확한 원산지는 확인되지 않았지만 일천궁은 일본      

에도시대에 중국을 통해 들어온 것으로 알려져 원산지가 일본       

으로 추정되고 있으며, 토천궁은 원산지가 중국의 사천성 인       

근으로 추정되고 있다 (Song et al., 2009). 대한약전에 천궁        

이라고 기재되어 있는 약재는 일천궁을 말하며, 국내 천궁 농        

가에서 재배하는 천궁은 일천궁이 대다수로 알려져 있다      

(Hwang and Yang, 1998; Park, 1998). 

일천궁에 발생하는 것으로 알려진 병해로는 Phytoplasma 감      

염에 의한 빗자루병, Colletotrichum gloeosporioides 감염에     

의한 탄저병, Fusarium solani 감염에 의한 시들음병이 대표       

적으로 보고되었다 (Choi et al., 1985; Jung et al., 2018;         

Han et al., 2021). 일천궁에 발생한 바이러스병은 apple stem        

grooving virus (ASGV), cnidium vein yellowing virus-1      

(CnVYV-1), cnidium vein yellowing virus-2 (CnVYV-2),     

cucumber mosaic virus (CMV), cnidium virus 1 (CnV1),       

cnidium virus 2 (CnV2), cnidium virus X (CnVX)가 보고되        

었다 (Hord et al., 2001; Yoo et al., 2015; Yang et al.,           

2018; Honma et al., 2019;Ortega-Acosta et al., 2019; Belete        

et al., 2022; Chung et al., 2022; Lee et al., 2023; Park et            

al., 2023). 

천궁 감염 식물 바이러스들 중 CMV (한글명으로는 오이모       

바이크바이러스)는 Bromoviridae 과 (family), Cucumovirus    

속 (genus)에 속하는 식물 바이러스이다. CMV의 입자는 약       

28 nm 크기의 구형이며 게놈 RNA는 3 개의 분절 게놈으로         

구성되어 있다. RNA1은 약 3.4 kb이며 methyltransferase 도       

메인과 helicase motif를 가지는 약 116 kDa의 1a 단백질을        

암호화하고, RNA2는 약 3.1 kb이며 RNA 의존성 RNA 중        

합효소 (RNA-dependent RNA polymerase) GDD motif를     

가지는 약 86 kDa의 2a 단백질과 기주식물의 RNA 침묵 경         

로 (RNA silencing pathway)의 억제 단백질 (suppressor) 역       

할을 하는 약 19 kDa의 2b 단백질을 암호화하고 있다    

(Palukaitis and Garcia-Arenal, 2003). RNA3은 약 2.3 kb    

크기로 구성되어 있으며 31 kDa의 3a 단백질과 24 kDa 크    

기의 외피 단백질을 암호화한다 (Palukaitis et al., 1992;    

Bujarski et al., 2019; Bujarski, 2021). CMV는 101과에 속    

하는 1241 개의 종 (species) 식물을 감염시킬 수 있으며 현    

재 알려진 식물 바이러스 중 가장 넓은 기주 범위 (host    

range)를 가지고 있는 것으로 알려져 있다 (Edwardson and    

Christie, 1991; Palukaitis et al., 1992; Bujarski et al.,    

2019; Bujarski, 2021). CMV는 다양한 국내 재배 채소 작물,    

화훼작물, 과수 작물뿐만 아니라 약용작물과 잡초 등에서 가    

장 빈번하게 피해를 주는 바이러스이다 (Cho et al., 2007;    

Kim et al., 2011). 

CMV가 감염된 식물들은 모자이크 증상 (mosaic symptom),    

괴저 (necrosis), 엽맥 퇴록 (vein clearing), 원형 반점 (ringspot),    

황화 (yellowing) 등 다양한 증상이 나타나며, 생육 불량, 과    

실 품질 저하에 따른 경제적인 피해가 발생하게 되므로 CMV    

는 농업 현장에서 가장 중요하고 시급한 대책이 필요한 바이    

러스로 여겨지고 있다 (Cho et al., 2007; Kim et al., 2011).    

특히 바이러스에 감염된 묘목은 피해가 장기적으로 나타나며,    

묘목을 제거하는 것 이외에는 다른 치료방법이 없다. 또한    

CMV에 감염된 천궁으로부터 고추, 가지 등 타작물로 매개충    

에 의한 전염, 확산이 우려되기 때문에 CMV 감염된 천궁 묘    

목 및 종근을 조기에 진단하여 감염된 식물은 폐기하고 건전    

묘로 유지하는 것이 중요하다. (Kim et al., 2011; Yoo et    

al., 2015; Honma et al., 2019). 

Recombinase polymerase amplification (RPA)은 등온 증폭    

법 중 하나로 핵산 검출기반으로 개발되었다 (Piepenburg et    

al., 2006). PCR과 기본 원리는 유사하나 RPA에 사용되는    

DNA 중합효소는 주형교환활성 (strand-displacement activity)    

이 있어 기존의 높은 온도에 의한 DNA의 변성(denaturation)    

Fig. 1. Viral symptoms on Cnidium officinale. (A); Cultivation of Cnidium officinale in farms (Yeongyang-gun, Gyeongsangbuk-do, 
Republic of Korea). (B); Symptomatic leaves of C. officinale (C); Mosaic and yellowing symptoms of a C. officinale plant infected 
with CMV. 
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단계는 재조합효소 (recombinase)에 의해 이루어진다. RNA를     

주형으로 하는 식물 바이러스의 경우 Reverse transcription      

RPA (RT-RPA)를 이용하여 증폭할 수 있으며 (Lee et al.,        

2020), 형광 표지를 이용한 real-time RPA도 식물바이러스 진       

단 기술로 개발되었다 (Kim and Lee, 2017; Srivastava et al.,         

2019). Lateral flow immunoassay 기술을 활용한 dipstick을 이       

용하는 lateral flow RT-RPA (LF-RT-RPA) 방법으로 (Zhao      

et al., 2019), 바이러스 유전자를 증폭할 경우 36℃ - 42℃         

온도에서 30 분 내에 별도의 장비가 없이 식물 바이러스 진단         

이 가능하다 (Crannell et al., 2014; Li et al., 2019) (Fig. 1).

본 연구에서는 기존 RT-RPA 진단에 반드시 필요한 효소인       

nfo endonuclease를 사용하지 않아도 되는 새로운 방법을 적       

용하여 천궁에 발생하는 기주 범위가 넓어 가장 진단이 시급        

하고 중요한 CMV를 검출할 수 있는 LF-RT-RPA 검출 기술        

을 개발하고자 연구를 수행하였다. 

재료 및 방법

1. 바이러스원 

모자이크 병징 또는 황화 병징을 보이는 10 개의 일천궁        

식물체들을 경상북도 영양군 농가들로부터 2020년에 채집하     

였다. 식물체들은 화분에 옮겨 심어 격리된 온실에서 유지하       

였다 (Fig. 1C). 

2. Total RNA 추출과 RT-PCR 반응 

채집한 일천궁 식물체들의 잎에서 CMV 감염 여부를 확인       

하기 위해 RNeasy® Plant Mini kit (Qiagen, Hilden, Germany)        

를 이용하여 제조회사에서 지시한 방법대로 total RNA를 추       

출하였다. 

일천궁의 잎 조직 (100 ㎎)을 막자사발에 넣고 액체질소를       

부은 후 곱게 갈고 2 ㎖ 튜브로 옮겼다. 즉시 450 ㎕의          

RLC 용액을 첨가하여 교반한 후 QIAshredder spin column       

에 옮겨 상온에서 2 분 동안 13,000 rpm으로 원심분리를 실    

시하였다. 여과된 약 400 ㎕ 상층액을 새로운 1.5 ㎖ 튜브에    

옮기고 200 ㎕의 100% 에탄올을 첨가하고 혼합하였다. 약    

650 ㎕의 혼합액을 RNeasy Mini spin column에 옮겨 상온    

에서 15 초 동안 8,000 g로 원심분리 하였다. 여과액은 버리    

고 700 ㎕의 RW1을 RNeasy Mini spin column에 첨가하여    

상온에서 15 초 동안 8,000 × g로 원심분리를 실시하였다.    

여과액은 제거하고 500 ㎕의 RPE 용액을 RNeasy Mini spin    

column에 첨가하여 상온에서 15 초 동안 8,000 × g로 원심    

분리하였다. 다시 한번 여과액을 제거하고 500 ㎕의 RPE 용    

액을 RNeasy Mini spin column에 첨가하여 상온에서 15 초    

동안 8,000 × g로 원심분리를 진행하였다. 통과액을 제거하고    

RNeasy spin column을 새로운 1.5 ㎖ 튜브에 놓고 50 ㎕의    

멸균수를 spin column 막에 직접 첨가한 후 상온에서 15 초    

동안 8,000 × g로 원심분리를 하였다. 이후 Epoch Microplate    

Spectrophotometer (BioTek Inc., Winooski, VT, USA)를 이    

용하여 Gen5 Take3 Module을 통해 total RNA 농도를 측정    

후 –80℃에 보관하여 추후 실험에 사용하였다.

채집한 일천궁에 감염된 바이러스를 진단하기 위해 국내 천    

궁에 발생이 보고된 바이러스 4 종 (CnVYV-1, CnVYV-2,    

CMV, ASGV)을 검출할 수 있는 RT-PCR 프라이머 세트를    

제작하였으며 식물 mitochondrial NADH dehydrogenase    

subunit 5 (nad5) 유전자를 특이적으로 증폭시킬 수 있는 프라    

이머를 RT-PCR용 내부 대조구로 사용하였다 (Lee and Chang,    

2006; Table 1).

RT-PCR은 Topscript one-step RT-PCR kit (Enzynomics,    

Daejeon, Korea)를 이용하여 수행하였다. 반응액의 총량은 5 ㎕    

one-step RT-PCR kit, 1 ㎕ 정방향 프라이머 (10 pmole/㎕), 1    

㎕ 역방향 프라이머 (10 pmole/㎕), 1 ㎕ RNA, 13 ㎕ 증류    

수를 포함하여 총 20 ㎕로 반응시켰다.

RT-PCR 반응은 역전사 과정을 50℃에서 30 분 진행하고    

초기 변성을 95℃ 10 분 (1 회) 반응시킨 후 변성을 95℃    

Table 1. Designed RT-PCR primer sets for detection of four viruses in Cnidium officinale.

Virus species Primer name Sequence (5′ → 3′) Primer size (nucleotide) Product (base pair)

CnVYV-1
RT_Cn1-LCP-F1 TAGCCTTGCAGGGAACTTGGT 21

150
RT_Cn1-LCP-R1 AATTTGCCAGATCCTTGATGATAAC 25

CnVYV-2
RT_CnVYV-2-F1 GTCTTCACTTGGCTCTGGAC 20

533
RT_CnVYV-2-R1 TCAACTGGTTTCCTGAGATG 20

CMV
RT_CMV-RC-F1 CTCCCACGGCGATAAAGGACTACT 24

236
RT_CMV-RC-R1 TTTCACACAAGCGGAGGGCAC 21

ASGV
RT_ASGV-CP-F1 GGGTAGGAGTATATCTGTGGAAGAC 25

599
RT_ASGV-CP-R1 CTTAGTCATCCTGTCAATCACCTG 24

Internal Control
RT_nad5-F1 GCTTCTTGGGGCTTCTTGTTCGATA 25

180
RT_nad5-R1 ATCTCCAGTCACCAACATTGGCAT 24
361
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30 초, 프라이머 재결합은 55℃ 30초, 가닥 신장을 72℃ 40         

초로 프로그래밍을 하여 40 cycle을 반복하였으며 마지막으로      

남은 가닥의 신장을 위해 72℃에서 5 분 동안 반응을 시킨         

후 4℃로 종료하였다.

3. 프라이머 세트 제작

LF-RT-PCR를 이용한 CMV 검출용 특이적 프라이머 세트      

를 제작하기 위해, 국내에서 분리한 CMV 계통 (isolates)을       

포함하여 외국에서 보고된 CMV 계통들의 유전자 정보      

(NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)를 이용하여 다중 염기    

서열 배열 분석 (multiple sequence alignment)을 실시하였다      

(Table 2). 다중 염기서열 배열 분석은 EMBL-EBI (https://       

www.ebi.ac.uk)에서 제공하는 Clustal Omega 소프트웨어를 이    

용하였다. 

CMV 검출을 위한 RT-RPA 프라이머들은 30 - 35 염기 크    

기 GC content는 30 − 70%로 설정하였으며, 등온으로 증폭    

되므로 Tm (melting 온도)는 고려하지 않았다. RT-RPA 증폭    

산물의 크기는 80 bp − 400 bp로 설정하고 하나의 특정 염    

기가 길게 이어지거나 특정 염기서열이 반복적으로 증폭되는    

것을 피하여 프라이머 세트를 고안하였다.

프라이머의 위치는 다중 염기서열 배열 분석 결과에서    

CMV 계통들 간의 변이가 적은 최대한 보존된 염기서열 내에    

서 이루어졌으며 Integrated DNA technologies (IDT, https://    

sg.idtdna.com)에서 제공하는 OligoAnalyzer Tool을 이용하여,    

Table 2. List of CMV isolates used for primer design.

Cucumber mosaic virus 
(CMV) RNA

Accession No. Host Species Country

RNA 1

LC424756 Cnidium officinale Korea

HG917909 Nicotiana glutinosa India

AB176849 Solanum lycopersicum Japan

KM434204 Cymbidium sp. Australia

NC_002034 Cucurbita pepo United States of America

LC480453 Ligusticum chuanxiong Korea

LC339509 Zea mays Japan

RNA 2

LC424757 C. officinale Korea

NC_002035 C. pepo United States of America

LC480454 L. chuanxiong Korea

AB179765 Raphanus sativus Japan

KC527696 Capsicum annuum Korea

KC019300 Nandina domestica China

RNA 3

LC480452 C. officinale Korea

AB176847 S. lycopersicum Japan

NC_001440 C. pepo United States of America

LC480455 L. chuanxiong Korea

MG182150 S. lycopersicum Australia

MK415658 Arachis hypogaea China

AY429432 A. hypogaea China

Table 3. Modified primer sets for detection of CMV using lateral flow reverse transcription recombinase polymerase amplification (LF-
RT-RPA).

Primer name Sequence (5’ → 3’) Target gene Product size (bp)

RPA_CMV-RC-F1 [6-FAM]TCCCACGGCGATAAAGGACTACTTGCGACAGC
RNA1 240

RPA_CMV-RC-R1 [Biotin]GAGAGTTTCACACAAGCGGAGGGCACCAGC

RPA_CMV-RP-F1 [6-FAM]GGGAGCGGTCACAAGAGAGTAGGTACGACGAAG
RNA2 201

RPA_CMV-RP-R1 [Biotin]GTGGAAGTTACTAACGACATTAACAAAGTT

RPA_CMV-CP-F1 [6-FAM]CAACCTTCGTGGGTAGTGAAAGCTGTAAAC
RNA3 211

RPA_CMV-CP-R1 [Biotin]CGGACTGTCACCCACACGGTAGAATCAAAT
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위에서 서술된 기준값을 적용하였다. 프라이머 세트들은 전문      

염기제작 회사에 의뢰하여 합성하였다 (Cosmogenetech,    

Seoul, Korea). 

최종 RT-RPA 진단용 후보 프라이머들은 CMV RNA1 서       

열을 이용한 RPA_CMV-RC-F1/R1 세트, CMV RNA2 서열      

을 이용한 RPA_CMV-RP-F1/R1, CMV RNA3 서열을 이용      

한 RPA_CMV-CP-F1/R1을 제작하였다 (Table 3). 

RT-RPA 진단을 위해 nfo 프로브를 사용하지 않고 lateral       

flow assay로 RT-RPA 산물을 육안으로 확인하기 위해 각각       

정방향 프라이머와 역방향 프라이머 5’ 말단에는 각각 항원으       

로 사용될 6-carboxyfluorescein (6-FAM)과 biotin을 부착하여     

최종 산물의 확인 편리성을 도모하였다 (Table 3 and Fig. 2).

4. LF-RT-PCR 검출 반응

제작된 RT-RPA 프라이머 세트가 CMV를 특이적으로 검출      

할 수 있는지 확인하고 최적의 반응 온도와 시간 조건, total         

RNA 양에 따른 검출 한계를 확인하였다. RT-RPA에는 RPA       

반응을 위한 TwistAmp® Basic kit (TwistDX, Cambridge,      

England)와 역전사를 위한 역전사효소로 RevertAid reverse     

transcriptase (ThermoScientific, Waltham, MA, USA)를 이용     

하였다. 반응액은 동결 건조된 TwistAmp® basic pellet이 있       

는 튜브에 정방향 프라이머 (2 pmole/㎕)와 역방향 프라이머       

(2 pmole/㎕) 각각 2.4 ㎕, rehydration buffer 29.5 ㎕, 역전    

사효소 1 ㎕, 주형 1 ㎕를 포함하여 증류수로 총량을 47.5 ㎕    

로 맞춘 반응 혼합물을 만들었다. 

각 반응액의 동시적인 반응 시작을 위해 RPA 반응 시작에    

필요한 280 mM 마그네슘아세테이트 용액 2.5 ㎕를 반응 튜    

브 뚜껑에 첨가하고 36℃ − 42℃에서 30 분 이내로 설정하여    

수행하였다. RT-PCR과 RT-RPA의 증폭 산물을 전기영동을 수    

행하여 확인하였다. 또한 부직포로 둘러싸인 핫팩 (규격: 분말    

형 50 g, 평균 온도 40℃, 지속시간 10 시간)을 이용하여 위    

에서 서술한 total RNA를 반응액에 넣은 시료들을 반응시켰다.

전기영동은 2.0% 아가로스 젤에서 확인하였으며 1 × TAE    

buffer (Enzynomics, Daejeon, Korea), LE Agarose (Lonza,    

Basel, Switzerland), 6 × DNA loading buffer (Enzynomics,    

Daejeon, Korea), 100 bp DNA ladder marker (Enzynomics,    

Daejeon, Korea), ethidium bromide (EtBr)이 사용되었다. 최    

종 산물의 검출은 Gel Doc XR+ gel documentation system    

(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)을 사용하여 확인하였다. RT-    

RPA의 증폭 산물을 육안으로 확인하기 위해 lateral flow    

assay를 이용하였다. Lateral flow immunostrip으로는 Milenia    

GenLine HybriDetect-1 (Milenia Biotec GmbH, Gießen,    

Germany)을 사용하였다. 

제조사의 매뉴얼에 따라 0.1% PBST 용액으로 RT-RPA 증    

폭 산물을 최종 2.0% 희석액을 만든 후 lateral flow    

immunostrip의 샘플 적용 부위에 10 ㎕ 떨어뜨린 후    

immunostrip을 100 ㎕의 HybriDetect assay 용액에 담가 대    

조선 (control line)과 실험선 (test line) 생성 여부를 확인    

하였다.

결 과

1. CMV 검출을 위한 LF-RT-RPA 검출 특이성 

제작한 RT-PCR 프라이머 세트를 이용해 RT-PCR로 진단한    

결과 채집한 일천궁 식물체에서 4 가지 바이러스 (CMV,    

CnVYV-1, CnVYV-2, ASGV)를 비특이적 반응 없이 검출할    

수 있었으며, 단독 감염된 식물체는 온실에서 격리하여 유지    

하였다. CMV에 대한 RT-RPA 검출 특이성을 확인하기 위해    

3 개의 프라이머 세트를 이용하여 CMV 단독 감염된 식물에    

서 total RNA를 추출하여 RT-RPA 반응을 시킨 결과 CMV    

RNA3 서열을 이용한 RPA_CMV-CP-F1/R1 프라이머 세트에    

서만 특이성이 관찰되었다 (data not shown). 

따라서 이후 실험에서는 RPA_CMV-CP-F1/R1 프라이머들    

을 사용하여 RT-RPA 실험을 수행하였다. 이 프라이머의    

CMV 검출 특이성은 CMV, CnVYV-1, CnVYV-2, ASGV에    

단독 감염된 일천궁 식물체의 total RNA를 이용하여 RT-RPA    

를 수행하여 확인하였다 (Fig. 3A). 오직 CMV에서만 RT-    

Fig. 2. Schematic representation of amplicons using none of 
nfo probe for LF-RT-RPA in this study, compared with 
amplicons using conventional nfo probe for general 
LF-RT-RPA. The primers used in this study were modified 
at 5′terminus with 6-FAM or biotin. 
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RPA 산물이 아가로스 젤 전기영동에서 확인이 되었으며,      

CnVYV-1, CnVYV-2, ASGV 감염 식물 시료에서는 검출되지      

않았다. RT-PCR로 일천궁 식물체들의 각 바이러스의 존재를    

중복으로 확인하여 특이성을 검증하였다 (Fig. 3A).

LF immunostrip을 이용하여 특이성을 조사한 결과, CMV에    

감염된 일천궁 시료에서만 실험선과 대조선이 생성되었으며,    

CnVYV-1, CnVYV-2, ASGV 감염 식물 시료에서는 대조선만    

생성됨을 확인하였다 (Fig. 3B). 이런 결과는 CMV 검출에    

RT-RPA의 특이성이 RT-PCR과 유사한 수준이며 CnVYV-1,    

CnVYV-2, ASGV와 비특이적 교차반응이 이루어지지 않았다    

는 것을 의미하며, lateral flow immunostrip을 이용한 검출이    

효과적이며 특이적 반응임을 제시해준다. 

2. LF-RT-RPA 반응 최적화 

천궁에서 CMV 검출을 위한 LF-RT-RPA 최적 반응 온도    

조건을 확인하기 위해 RT-RPA를 수행하여 전기영동과 lateral    

flow assay로 확인한 결과, 36℃ − 42℃ (각 1℃ 범위 설정)    

모든 실험온도에서 211 bp RT-RPA 산물이 합성되었다. 유사    

하게 LF immunostrip에서는 모든 실험 온도에서 실험선과 대    

조선이 생성되었다 (Fig. 4). 

따라서 36℃ − 42℃ 구간의 온도에서 RPA CMV-CP-F1/    

R1 프라이머 세트에 의한 증폭의 차이는 확인되지 않았으며    

위 범위 온도에서 CMV를 안정적으로 검출할 수 있음을 확인    

하였다. 

CMV 검출을 위한 RT-RPA 반응에 필요한 최적 반응 시간    

을 확인하기 위해 RT-RPA 반응 시간을 30 분 이내에 7 개    

간격을 설정(1 분, 5 분, 10 분, 15 분, 20 분, 25 분, 30    

분)하여 분석하였다. LF immunostrip은 15 분 증폭 시간부터    

실험선과 대조선이 명확하게 생성되었으며 이런 결과는 같은    

실험군을 아가로스겔 전기영동으로 다시 확인하였다 (Fig. 5). 

LF-RT-RPA를 이용한 CMV 검출할 수 있는 한계를 조사하    

기 위해 CMV 단독 감염된 일천궁 식물체로부터 total RNA    

Fig. 3. Detection specificity of the reverse transcription-recom-
binase polymerase amplification (RT-RPA) combined 
with a lateral flow immunostrip for the detection of 
cucumber mosaic virus (CMV). A single CMV, Cnidium 
vein yellowing virus-1 (CnVYV-1), Cnidium vein yellowing 
virus-2 (CnVYV-2), and apple stem grooving virus (ASGV)-
infected Cnidium officinale plants were used as templates 
for the CMV detection of RT-PCR and LF-RT-RPA assay. 
(A) RT-PCR and RT-RPA for CMV detection were visualized 
on 2% agarose gels. The primers used in RT-RPA and RT-
PCR were described in Table 1. M, 100bp DNA ladder 
(Enzynomics, Daejeon, Korea). The mitochondrial NADH 
dehydrogenase gene (nad5) of Cnidium offinale was used 
as an internal control (Lee and Chang, 2006). (B) LF-RT-
RPA assay showed test line and control line in a sample 
from CMV-infected C. officinale. A lateral flow immunostrip 
assay was done with fifty-fold dilutions of RT-RPA product 
in 1× phosphate buffered saline containing 0.1% Tween 
20, according to manufacturer’s instructions (TwistDX, 
Cambridge, England). 

Fig. 4. Optimization of reaction temperature of reverse transcription-recombinase polymerase amplification assay combined 
with a lateral flow immunostrip assay (LF-RT-RPA). The LF-RT-RPA was performed on C. officinale leaves infected with CMV 
for 30 min at 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42oC, respectively. (A) RT-RPA products were analyzed in 2.0% agarose gel. M, 100bp 
DNA ladder (Enzynomics, Daejeon, Korea). (B) The same RT-RPA products were visualized using lateral flow immunostrips. The 
assay was visualized with a distinct line at the test line of the immunostrip from 15 min onwards. 
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를 추출하여, 시작 농도를 10 나노그램 (nanogram, ng)으로 조        

정 후 각각 10 분의 1 씩 희석하여 10 펨토그램 (femtogram,          

fg) 까지 LF-RT-RPA 반응의 주형으로 사용하였다.

LF-RT-PCR 결과는 일천궁 100 fg 수준의 total RNA에서       

CMV를 검출할 수 있었으며, 이의 결과는 아가로스 겔 전기        

영동으로 증명하였다 (Fig. 6). 이런 결과를 통해 일천궁에서       

CMV 검출을 위한 최적 LF-RT-RPA 반응에 필요한 최적 반        

응 조건을 안정적인 LF-RT-PCR 산물의 검출량과 가급적 검       

출 가능한 온도 중 낮은 온도로 반응시켜 안정적 산출물을 획         

득하는 방법 등 종합적으로 고려하여 37℃, 15 분으로 결정하    

였다. 

3. 일천궁 재배농가에서 LF-RT-RPA 이용 CMV 검출 

별도의 장비 없이 현장 진단의 효용성을 더 높이기 위해    

CMV 단독 감염된 일천궁 시료를 이용하여 LF-RT-RPA 반응을    

실온 (25℃), 체온, 핫팩을 이용하여 30 분 동안 비교하였다.

그 결과 실온에서 LF-RT-RPA를 수행했을 때는 CMV를 검    

출할 수 없었으나, 손으로 쥐고 있는 방법과 핫팩으로 감싸는    

Fig. 5. Optimization of reaction time of reverse transcription-recombinase polymerase amplification assay combined with a 
lateral flow immunostrip assay (LF-RT-RPA). The LF-RT-RPA was performed on C. officinale leaves infected with CMV at 37℃ for 
1, 5, 10, 15, 20, 25, 30 min, respectively. (A) RT-RPA products were analyzed in 2.0% agarose gel, M, 100bp DNA ladder 
(Enzynomics, Daejeon, Korea), (B) The same RT-RPA products were visualized using lateral flow immunostrips. The assay 
was visualized with a distinct line at the test line of the immunostrip from 15 min onwards. Non-template control (NTC).

Fig. 6. Determination of detection limit for CMV using reverse transcription-recombinase polymerase amplification assay 
combined with a lateral flow immunostrip assay (LF-RT-RPA). The starting concentration was 10 ng total RNA (indicated 100) 
Total RNA of CMV-infected C. officinale was s diluted tenfold serially to a final concentration of 10 fg per microliter (indicated 
10-6). RT-RPA was performed at 37℃ for 15 min and the synthesized products were visualized in 2.0% agarose gel (A) or using 
lateral flow immunostrips (B). The immunostrips with non-template control (NTC) were not visualized any amplified DNA 
products in 2.0 agarose gel or in any test line. M, 100bp DNA ladder (Enzynomics, Daejeon, Korea).
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방법으로 LF-RT-RPA를 수행했을 경우 thermal cycler에서 반      

응을 시킨 것과 유사하게 CMV를 검출을 확인할 수 있는 실         

험선과 대조선이 생성되었다 (Fig. 7). 이러한 결과는 별도의       

장비 없이 LF-RT-RPA를 이용하여 CMV를 효과적으로 검출      

할 수 있음을 말해준다. 

LF-RT-RPA을 이용하여 일천궁에서 CMV 검출을 위한 현장      

진단을 실시하였다. 경상북도 영양군 소재 일천궁 재배 농가       

재배지에서 황화, 모자이크 등 바이러스 의심 증상을 보이는       

7 개 일천궁 식물체를 확보하였다. LF-RT-RPA 진단 결과 7 개         

중 6 개의 식물체가 CMV에 의해 감염되어 있음을 확인할        

수 있었으며, 동일한 시료들에 대하여 RT-PCR로 CMV 감염       

을 다시 검증한 결과, LF-RT-RPA 결과와 동일하게 6 개의        

식물체에서만 CMV가 감염되어 있음을 증명하였다 (Fig. 8). 

고 찰

현재까지 식물 바이러스에 대한 농약이 개발되지 않았기 때       

문에 식물 바이러스는 조기 진단을 통해 이병주를 빨리 제거        

하는 것이 최선의 방제법이다 (Jones, 2006). 특히 천궁과 같        

이 영양번식 또는 뿌리 부분을 이용하는 작물의 경우 해마다        

바이러스에 감염된 종묘를 심어서 피해가 증가될 수 있으므로       

신속한 바이러스 진단이 중요하다 (Baranwal et al., 2020). 

본 연구에서는 일천궁에서 CMV를 검출하기 위한 RT-RPA-      

LFI 진단 기술을 확립하였으며 이 진단 기술은 간단하고, 신        

속성과 민감성, 정확성의 강점을 가진 것임을 보여주었다.      

CMV RNA3 일부분과 특이적인 프라이머 1 쌍을 제작하여    

이량체 (primer dimer) 형성을 하지 않아 특이성을 확인하였으    

며, 이 프라이머 쌍을 이용하여 CMV 검출을 위한 LF-RT-    

RPA 진단 기술은 3 개 일천궁 감염 바이러스와 비특이적 교    

차 반응이 나타나지 않았다 (Fig. 2). 

대다수의 RT-RPA 진단은 프라이머의 영향을 줄이고 특이성    

을 더욱 높이고자 고안된 방법으로 nfo 프로브를 사용하여    

CMV를 포함한 식물 바이러스 등을 진단하고 있으나    

(Piepenburg et al., 2006, Srivastava et al., 2019), 본 연구    

에서는 nfo 프로브가 없이 1 쌍의 프라이머만 사용하여 특이    

적으로 천궁에서 CMV 검출 기술을 개발한 점은 기존 연구와    

의 차별성을 보여준다.

게다가, 실제 농장에서 재배되는 일천궁 잎에서 CMV를 검    

출한 결과 RT-RPA-LFI 검사의 적용 가능성이 입증되었으며    

농장에서 CMV의 존재 여부를 확인하는 것은 RT-RPA 반응을    

시작한 후 15 분부터 가능하였다. 본 연구에서 개발한 LF-RT-    

RPA 방법은 36℃ - 42℃에서 안정적으로 일정한 DNA를 증    

폭하여 CMV를 검출할 수 있음을 보여주었다 (Fig. 4). 

이런 결과는 정밀한 보온 장비 없이 온도의 오차가 있을 수    

있는 현장에서도 체온 (손), 핫 팩 등을 이용하여 CMV를 진    

단할 수 있음을 보여주었다 (Fig. 7). RT-RPA (또는 RPA)는    

RT-PCR과 비교해 볼 때 비교적 낮은 27℃ - 44℃에서 DNA    

증폭이 가능하므로 현장에서 별도의 보온 장비 없이 바이러스    

와 병원균 검출을 할 수 있는 사례들과 유사하다 (Crannell et    

al., 2014, Lillis et al., 2014, Yu et al., 2019). 

Fig. 7. Determination of CMV detection using reverse transcription- recombinase polymerase amplification assay combined with a 
lateral flow immunostrip assay (LF-RT-RPA) without equipment. The RT-RPA for CMV detection was performed at room 
temperature (25℃), in hand (approximately 37℃), hand warmer (so called hot pack, approx. 42℃) for 15 min. A 
programmable thermal cycler (37℃, 15 min) was used for direct comparison as a control. The RT-RPA products were 
visualized in 2.0% agarose gel (A) or using lateral flow immunostrips (B). The immunostrips with no-template control (NTC) 
were not visualized any amplified DNA products in 2.0 agarose gel or in any test line of the immunostrips.
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현재까지 여러 식물 종에서 CMV를 진단할 수 있는 많은 기         

술이 개발되었다. 이러한 기술들은 agar gel immunodiffusion      

(Scott, 1968; Rao et al., 1982), western immunoblot (Hsu        

et al., 1989), immunoelectron microscopy (Francki and Hatta,       

1980), double antibody sandwich enzyme-linked immunosorbent     

assay (DAS-ELISA) 등 혈청학적 진단법 (Clark and Adam,       

1977, Davis and Hampton, 1986, Devergne et al., 1981,        

Wahuyni et al., 1992)이 개발되었다.

유전자를 검출할 수 있는 분자생물학적 진단 기술로는 대표       

적으로 dot blot hybridization, northern blot hybridization,      

reverse transcription-PCR (RT-PCR), immuno-capture reverse    

transcription polymerase chain reaction (IC-RT-PCR), quantitative    

RT-PCR (RT-qPCR), RT loop-mediated isothermal ampli-    

fication (RT-LAMP) 등의 진단법이 보고되었다 (Owen and    

Palukaitis, 1988; Hu et al., 1995; Takeshita et al., 1998;    

Choi et al., 1999; Sharman et al., 2000; Peng et al., 2012,    

Srivastava et al., 2019).

이런 기술들은 핵산 검출 민감도가 우수하여 정밀한 진단을    

할 수 있다는 장점이 있으나 고가의 장비가 필요하고 숙련된    

연구자가 실험실 환경에서 분석해야 하며 농장 등에서 현장    

진단에 번거로움이 있다는 단점이 있다 (Stevens et al., 1997;    

Mekuria et al., 2003). 

Fig. 8. Application of the reverse transcription-recombinase polymerase amplification assay combined with a lateral flow 
immunostrip assay (LF-RT-RPA) for the detection of CMV on the leaves of C. officinale in farms. (A)∼(H) Symptomatic 
leaves of C. officinale plants (7 plants) showed mosaic, necrotic, chlorotic patch, or yellowing symptoms. (I) The samples were 
subjected to RT-RPA and the RT-RPA products were visualized in 2.0% agarose gel. CMV was detected on 6 samples of the 7 
collected C. officinale plants by RT-RPA. All leaves for RT-RPA were confirmed the infection of CMV by RT-PCR. M, 100bp DNA 
ladder (Enzynomics, Daejeon, Korea), lane 1, NTC (non-template control, a healthy plant), lanes 2∼8, on-site detection 
samples of the collected C. officinale (named sample number 1 – sample number 7). (J) Lateral flow immunostrip assay showed 
positive reactions to CMV in on-site detection (lane 3 to lane 8). Meanwhile, the immunostrip for NTC (non-template control) 
did not have a false-positive band in the test line (lane 1). 
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이러한 단점을 보완하여 현재까지 등온 증폭 기술을 이용한       

현장 진단 기술로서 RT-RPA 기술은 주목을 받아왔다. CMV       

를 포함한 극소량의 식물 바이러스 RNA 검출을 할 수 있는         

RT-RPA 기반 분석 기술 개발과 관련된 다수의 논문이 발표되        

고 있다 (Mekuria et al., 2014; Silva et al., 2014; Zhang          

et al., 2014; Lodoo et al., 2016; Babu et al., 2018; Lu et            

al., 2018; Babujee et al., 2019; Kim et al., 2019, 2020,          

2022a, 2022b; Srivastava et al., 2019; Lee et al., 2021).

또한 식물 바이러스 검출을 위한 LF-RT-RPA 분석은      

TwistDx 키트에 따라 수행되었으며 종단점 판독 방법 (end-       

point readout method)으로 LF immunostrip assay 방법을 활       

용한 사례가 보고되었다 (Babu et al., 2018, Kim et al.,         

2022a and 2022b). 이런 장점에도 불구하고 RT-PCR에 비해       

LF-RT-RPA의 단점 중 하나는 시료 1 개당 진단 비용이 일반         

적인 RT-PCR 비용보다는 높다는 점이다. 진단 비용 절감을       

위해 특히 LF immunostrip 제조에 들어가는 재료 중 유리섬        

유 또는 저렴한 종이로 대체 가능성을 보여준 사례가 발표되        

었다 (Lobato and O’Sullivan, 2018). 본 연구는 TwitAmp       

basic kit를 이용하여 천궁에서 CMV RNA를 검출하는 LF-       

RT-RPA 진단기술 개발에 대한 최초의 보고이다. 
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