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ScreeningofAntiviralSubstancefrom NaturalPlantsResources

againstFelineCalicivirus

KyoungLanKim

DepartmentofMicrobiology,TheGraduateSchool,

PukyongNationalUniversity

Abstract

Noroviruses,whicharecausegastroenteritisillnessinpeople,is

one of important food-borne pathogens of noroviruses over

world-wide. Nevertheless, there are not many commercial

disinfectants effective againstnorovirus because which cannotbe

grown in tissue culture. Therefore disinfection efficacy and

inactivationstudieshavebeenperformedusingcloselyrelatedviruses

suchasfelinecalicivirus(FCV).

Inanefforttodiscoveranantiviralsubstanceagainstnorovirus,

extracts from several plants including spices and herbs were

evaluatedforitsantiviralactivityagainstFCV asasurrogatefor

norovirus.Amongthem,themethanolicextractofgreentea(Camellia

sinensisL.)exhibitedsignificantantiviralactivityagainstFCV,that

was0.13mg/mLof50% effectiveconcentration(EC50)and2.47mg/mL

of50% cytotoxicity concentration (CC50).Itsselectivity index (SI)
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was18.57.AfterthetreatmentofCamelliasinensisL.extract(3.13

mg/mL)for1 hr,FCV wascompletely inactivated.The antiviral

activityofCamelliasinensisL.extractsagainstFCV wasdetermined

tobedose-andtime-dependent.

To perform moredetailed investigation on antiviralactivity,the

Camellia sinensis L.extractwas furtherfractioned with organic

solvents. Among them, the ethyl acetate fraction showed the

strongest anti-FCV activity.In order to identify an anti-FCV

substancefrom theethylacetatefractionsofCamelliasinensisL.,a

high performance liquid chromatography (HPLC)and LC-MS/MS

wereperformed.Theepigallogatechin gallate(EGCG)isolatedfrom

Camellia sinensis L.exhibited the antiviralacitivity againstFCV

surrogatedNV.TheSIofEGCGweredeterminedto26.67.

Theresultsobtainedinthisstudysuggestedthatthegreenteawill

beeffectiveinthepreventionoffood-bornediseasecausedbyNV.
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서 론

노로바이러스는 분류학상 Caliciviridaefamily에 속하며 단일가닥의

RNA를 갖는 virus로,생김새로 인하여 소형구형 바이러스(smallround

structuredvirus,SRSV)로 불리기도 하다가 최근 노로바이러스로 공식

명명 된 식중독 바이러스이다.최근 전세계적으로 노로바이러스 식중독

에 대한 사례가 많이 보고되고 있으며 미국 질병관리 본부(Centersfor

DiseaseControlandPrevention,CDC)조사에 의하면 수인성으로 인한

장염환자의 70% 이상이 노로바이러스에 의한 것으로 보고되고 있다

(Bulletal.,2006;Fankhauseretal.,2002;Lopman etal.,2004;

Widdowsonetal.,2005).

국내에는 노로바이러스 식중독이 1999년 처음 보고되었으며,단체급

식과 외식의 생활화로 2003-2004년 대형식중독을 일으키며 주목받기 시

작하여 2007년 1～5월까지 발생한 식중독 사고 중 40% 이상이 노로바이

러스가 원인체로 밝혀지는 등(Lee,2007),매년 노로바이러스에 의한 식

중독발생이 증가하고 있어 집단식중독 유발 병원체의 효과적인 관리를

위해 2006년 질병관리본부는 신고대상 병원체로 지정하여 감시를 강화하

고 있다(Jee,2006).

노로바이러스 식중독은 감염된 환자의 토사물,분변 및 신체접촉에

의한 것이며 식수 및 어패류,과일,채소 등 즉석 섭취가 가능한 식품이

오염된 경우 10～100개의 작은 입자로도 질병을 일으킬 수 있으며,입자

가 매우 작아 공기중에 에어로졸 형태로 부유하기 때문에 집단감염이 급

속도로 발생하여 메스꺼움,구토,설사 복통 등의 급성위장염의 증상을

나타낸다(Blackburnetal.,2004).노로바이러스 식중독은 5세 이하의 유
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아에게 가장 많이 발생 하지만 청장년층까지 폭넓은 연령층에 감수성을

나타내며,겨울에 유행하는 계절적인 특징을 보이나 최근에는 여름철까

지 지속적으로 발생하여 공중 보건학상 큰 위협을 받고 있다(Lopmanet

al.,2004).

노로바이러스는 60℃의 가열,냉장․냉동 온도에서도 생존하며,ether,

낮은 pH,알코올계의 소독제에도 제어효과가 크지 않고 염소농도 100

0～5000ppm에서도 생존하는 것으로 알려져 있다(Doultreeetal.,1999;

Duizeretal.,2004b;Maliketal.,2006;JimenezandChiang,2006).본

바이러스를 제어시키기 위한 화학적인 소독제는 과다 사용할 경우 열,

가려움 등 인체에 부작용을 가져올 수 있으며 식생활 수준의 향상과 더

불어 식품의 안전성에 대한 소비자 의식이 증가되고 있어 최근에는 화학

합성품인 소독제를 천연물질로 대체하려는 경향이 높아지고 있다.

이에 부합하여 최근 여러 DNA 또는 RNA바이러스의 복제를 억제하

기 위하여 다양한 화학적 성분을 가지고 있는 천연물질을 이용하여 항균

및 항바이러스 활성에 대하여 보고가 되고 있으나(ParkandLee,2005),

항노로바이러스 활성을 가지는 천연물질에 대한 연구는 전무한 상태이

다.그 이유는 노로바이러스는 인간의 장세포를 숙주로 하기 때문에 동

물실험이나 세포배양의 방법으로 증식 시킬 수 없어(Duizeretal.,

2004a),바이러스 증식을 선택적으로 억제하는 약제를 찾기란 쉽지 않고,

현재 각종 virus에 대한 증식작용 억제 및 그 작용 방식에 대한 체계적

인 연구를 할 수 없기 때문이다. 따라서, 노로바이러스와 같은

Caliciviridaefamily에 속하면서 단일가닥의 RNA를 지니고 유전학적,

생화학적,물리화학적인 특성이 유사한 felinecalicivirus를 노로바이러스

의 대체모델로 이용하여 연구하고 있다(Gehrkeetal.,2004;Kampf,
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2005;Steinmann,2004)

본 연구에서는 노로바이러스를 효과적으로 제어시킬 수 있는 천연자

원을 탐색하기 위하여 다양한 생리활성 작용이 있다고 알려진 여러 향신

료,차(茶),식물성 한약재를 대상으로 노로바이러스의 대체모델인 feline

calicivirus에 대한 항바이러스 활성을 조사하였다.
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재료 및 방법

1.실험재료

1.1.숙주세포와 Virus

본 연구에 사용한 felinecalicivirus(FCV,ATCCVR-782)와 FCV의

숙주세포인 Crandell-reeseFeilineKidneycell(CrFK,ATCCCCL-94)

는 AmericanTypeCultureCollection(ATCC,USA)에서 분양받아 사

용하였다.

1.2.천연식물자원 및 추출물 준비

FCV에 대한 항바이러스 시험에 사용된 천연식물자원은 향신료 3종

(마늘,생강,고춧가루),차(茶)2종(로즈마리,녹차)그리고 식물성 한약

재 6종(천궁,홍화씨,헛개,탱자,당귀,진피)등 총 11종의 물질을 시험에

사용하였다(Table1).그 중 향신료와 녹차는 국내에서 일반적으로 시판

되고 있는 것을 사용하였으며,그 외의 식물자원은 2008년 4월 부산 부

전시장에서 구입하였다.

각 천연물질들은 건조중량 10배량의 95% methanol로 45℃ 에서 3시

간 동안 3회 반복하여 교반 추출하였고,이를 여과한 후 60℃ 수욕상에서

rotaryevaporator로 감압․농축하였다.각 추출물을 250mg/mL의 농도로

dimethylsulfoxide (DMSO; Kanto,Japan)에 녹인 다음 0.45 μm

milliporefilter로 여과한 것을 실험에 사용하였다.
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Scientificname
Commercial

name
Materials Utilization

Allium scorodorpasum

var.viviparum Regel
garlic root

spice
ZingiberofficinaleRosc. ginger root

Capsicum annuum L. redpepper fruit

RosemaryofficinalisL. rosemary leaf herb

teaCamelliasinensisL. greentea leaf

CnidiumofficinaleMakino cnidiirhizoma root

medical

plant

CarthamustinctoriusL. safflower seed

Hoveniadulcisvar.

koreana
raisintree stem

PoncirustrifoliataRaf.
trifoliolate

orange

rindof

fruit

AngelicagigasNakai danggwi root

Citrusaurantium L.

subsp
tangerinepeel

rindof

fruit

Table1.Naturalmedicinalplantsusedinthisstudy
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1.3.시약

세포 및 바이러스 배양에 사용된 배지인 Dulbeccomodifiedeagle

medium (DMEM),fetalbovineserum (FBS),Dulbecco'sphosphate

bufferedsaline(PBS)와 0.05% trypsin/EDTA,100U/mLpenicillin-

100μg/mLstreptomycin은 Gibco-InvitrogenCo.(GrandIsland,N.Y.,

USA)제품을 사용하였다.

세포독성 시험에 사용한 3-(4, 5-dimethyl-thiazol)-2,

5-diphenyltetrazoliumbromide(MTT)와 카테킨의 표준시약인

(-)-epicatechin(EC),(-)-epicatechingallate(ECG),(-)-epigallocatechin

(EGC),(-)-epigallocatechin gallate(EGCG)등은 Sigma-Aldrich Co.

(Louis,MO,USA)제품을 사용 하였으며,그 외 추출 및 정제를 위한

유기용매는 HPLC용 특급 grade시약을 사용하였다.
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2.실험방법

2.1.세포배양

CrKF세포는 75㎠ tissueculturefalsk(TCflask,Corning,USA)에

서 10% FBS,100U/mLpenicillin과 100μg/mLstreptomycin이 포함된

growthmedium (DMEM +10% FBS)를 사용하였다.CrFK 세포를 계대

배양하기 위해서는 75㎠ TC falsk에 monolayer로 형성한 세포를 1x

PBS(pH7.4)으로 세척한 다음 0.05% trypsinEDTA를 첨가하였다.이를

2분 동안 반응시킨 뒤,세포를 flask바닥으로부터 분리시켜 1,500xg에서

3분 원심분리 한 다음,1:7의 비율로 분주하여 5% CO2조건에서 배양

하여 37℃,5% CO2 incubator에서 배양하였으며,세포가 80-90% 이상

monolayer을 형성하면 2일에 한번 씩 계대 배양하여 사용하였다(Fig.1,

Bidawidetal.,2003).

2.2.바이러스 감염 및 증식

바이러스 현탁액을 얻기 위해 노로바이러스의 대체모델로 사용된

FCV는 monolayer로 형성된 CrFK세포의 growthmedium을 제거한 뒤,

FCV 배양액을 0.1M.O.I(multiplicationofinfection)가 되도록 접종 한

후,37℃,5% CO2조건에 90분 동안 배양하여 바이러스가 세포에 흡착

되도록 하였다.흡착시킨 뒤,maintenancemedium (DMEM +2% FBS)

을 10mL첨가하여 37℃,5% CO2조건에서 배양하였으며,16～24시간

후 세포병변효과(cytopathiceffects;CPE,Fig.1)가 일어나 부착된 세포
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Fig.1.Invertedmicroscopicphotograph ofnormal

Crandell-reesefelinekidney(CrFK)CCL-94

cells(A)andCrFK cellsinfectedbyfeline

calicivirusafter24hr(B).
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들이 떨어지면 FCV가 감염된 flask를 freezing-thawing을 2번 반복한

후,1,800xg에서 15분 원심분리 하였다.Cell-debris는 제거하고 세포를

파쇄시킨 후,바이러스를 함유하고 있는 상등액을 cryogenic vial

(Nalgene,USA)에 0.5mL분주하여 사용할 때 까지 -70℃에 보관하였다

(Bidawidetal.,2003).
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2.3.바이러스 정량

바이러스를 정량하기 위한 방법으로 endpointdilutionassay방법인

50% tissuecultureinfectiousdose(TCID50)으로 바이러스 감염가를 측

정하였다.이는 일정량의 세포배양액에 50%를 감염시키는데 필요한 바

이러스 희석배수를 나타내는 것이다.

먼저 96wellplate에 CrFK cell을 1.0×10
4
cells/well되도록 분주한

후 37℃,5% CO2조건에서 48시간 배양하여 monolayer을 얻었다.숙주

세포가 monolayer로 형성된 96wellplate에 growthmedium을 aspirate

를 이용하여 제거한 후,바이러스 현탁액을 maintenancemedium에 10

진법으로 연속 희석하였다.희석된 바이러스를 25μl씩 4개의 well에 접

종하고 37℃,5% CO2의 incubator90분 동안 방치하여 FCV를 각 well

에 형성된 cell에 흡착시키고,이를 다시 회수한 뒤 각 well에 100μl의

maintenancemedium을 첨가하여 37℃,5% CO2의 incubator에 배양하였

다.바이러스 감염 후 3-4일간 매일 현미경을 통하여 CPE형성 유무를

관찰하였으며,바이러스에 의해 lysis된 세포를 3.4% formaldehyde용액

으로 세포를 고정시킨 후,0.1% crystalviolet용액으로 5분 염색하여 가

시화하였다.바이러스 감염가는 50% 이상 CPE가 나타난 well의 희석단

계를 Reed-Muenchmethod로 산정하고 log TCID50/mL로 표시하였다

(MahyandKangro.,1996;G.Kampfet.al.,2005).
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2.4.세포독성검사(MTT assay)

각 추출물의 CrFK cell에 대한 세포독성은 생존 세포내의 효소작용에

의해 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide

(MTT)의 환원으로 형성되는 formazancrystal양을 흡광도로 측정하는

MTT assay에 따라 시험하였다.먼저 CrFK cell(1.0x10
4
cells/well)

을 96wellplate에 분주하고 37℃,5% CO2 조건에서 48시간 배양하여

monolayer을 얻은 후,growth medium을 제거하였다.최고농도 2.50

mg/mL의 각 추출물을 2.50,1.25,0.63,0.32,0.16,0.08mg/mL의 농도가

되도록 6단계로 배수 희석하여 100μL씩 분주하고 24시간 더 배양하였

다.세포의 병변도를 확인한 후,추출물을 제거하고 2mg/mL의 MTT용

액을 100μL씩 첨가하였다.이를 37℃,5% CO2incubator에서 4시간 배

양하고,과량의 MTT 용액를 제거한 다음 세포내에 형성된 formazan

crystal을 DMSO로 용해한 뒤,ELISA reader(MolecularDecives,Co.,

Sunnyvale,USA)로 540nm에서 흡광도를 측정하였다.대조군은 추출물

대신 maintenancemedium만 첨가시킨 것으로 하였고 대조군과 비교하여

흡광도가 50% 감소되는 농도를 50% cytotoxicconcentration(CC50)으로

정하였다.
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2.5.항바이러스 활성평가

2.5.1.Plaquereductionassay

노로바이러스를 대체한 felinecalicivirus에 대한 항바이러스 효과는

plaque reduction assay에 따라 시험하였다.CrFK cell(4.0 x 105

cells/mL)를 6wellplate에 분주하고 37℃,5% CO2조건에서 48시간 배

양하여 monolayer을 얻었다.세포단층을 PBS로 세척하고 약 20-200

pfu/well로 희석한 바이러스 용액을 접종한 후 90분 동안 37℃,5% CO2

incubator에서 90분 방치하여 FCV가 CrFK cell에 흡착할 수 있도록 하

였다.바이러스가 흡착되는 동안 1000,500,250,125,12.5,6.253.13

μg/mL의 농도로 조제한 각 추출물을 2x MEM에 첨가한 다음,1.5%

agar와 1:1로 혼합하여 agar가 굳지 않도록 45℃ waterbath에 보관하였

다.바이러스 흡착이 완료되면,다시 바이러스를 회수하고 미리 제조해둔

추출물을 첨가한 2xMEM-1.5% agar를 각 well에 4mL씩 분주하였

다.바이러스 감염에 의하여 plaque가 형성될 때까지 37℃,5% CO2조

건에서 48시간 배양하여,plaque가 형성되면 agaroverlaymedium을 떼

어내고 3.4% formaldehyde로 세포를 고정시킨 후,0.1% crystalviolet

용액으로 염색하여 plaque수를 대조군과 비교하였다.바이러스 증식을

50% 억제시키는 추출물의 농도를 50% effectiveconcentration(EC50)로

정하였고.추출물이 세포에 끼치는 독성 값(CC50)을 항바이러스 약효 값

(EC50)으로 나누어 준 selectivityindex(SI)를 산출하여 항바이러스 효

과를 판정하였다.

SI(selectivityindex)   
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2.5.2.Virucidaleffect

천연식물자원에 대하여 FCV의 사멸정도를 확인하기 위한 살바이러스

시험은 FCV 희석액을 일정시간 추출물과 반응시킨 후 CrFKcell에서 측

정된 TCID50 방법으로 바이러스 감염가를 측정하여 효과를 판정하였다

(Doultreeetal.,1999;Gehrkeetal.,2004).

먼저 96wellplate에 CrFK cell이 6.3×10
3
cell/well되도록 분주한

후 37℃,5% CO2조건에서 48시간 배양하여 monolayer을 얻는다.각 추

출물의 항바이러스 활성은 약 5.0TCID50/mL로 희석된 FCV를 각 추출

물과 농도별로 1:1로 혼합하여 실온에서 1,3,24시간별로 실온에서 반

응시켰다.반응 종료 후,즉시 virus를 maintenancemedium에 10진법

으로 희석하고 CrFK cell이 monolayer로 형성된 96 wellplate에

growthmedium을 aspirate를 이용하여 제거하였다.다음으로 희석된 바

이러스를 25㎕씩 4개의 well에 접종하고 37℃,5% CO2의 incubator90

분 동안 방치하여 FCV를 CrFK cell에 감염시키고,각 well에 100㎕의

maintenancemedium을 첨가하였다.바이러스에 감염 3-4일 후 CPE유

무를 확인하고,0.1% crystalviolet으로 가시화 시킨 후 바이러스 감염

가를 측정하였으며,대조군으로는 추출물 대신 maintenancemedium을

희석된 바이러스와 혼합한 것으로 하였다.
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2.6.녹차추출물로부터 Anti-FCV 성분의 분리 및 정제

2.6.1.녹차추출물의 용매분획

항바이러스 활성에 효과가 있는 천연물질인 녹차추출물을 이용하여

용매 분획을 실시하였다.메탄올 추출물에 일정량의 증류수를 가하여 현

탁시킨 후,분획 깔때기를 이용하여 비극성 용매인 n-hexane(C6H14)부

터,dichloromethane (CH2Cl2),ethyl acetate (EtOAc), n-buthanol

(n-BuOH),andwater(H2O)순서로 순차적으로 이용하여 용매 분획을

하였다.먼저 녹차 메탄올 추출물에 n-hexane을 증류수와 동량으로 넣

고,잘 혼합한 후 추출용매와 수층이 나뉘도록 방치하였다.n-hexane층

을 분액깔때기를 이용하여 분리하고 남은 여액에 같은 방법으로 동량의

dichloromethane을 첨가한 뒤 충분히 흔들어 방치시킨 후

dichloromethane층을 분리하였으며,이후 ethylacetate,n-buthanol과

water을 남은 여액과 동량으로 첨가하여 차례대로 분획하였다(Fig.2,

Eom et al.,2008).얻어진 추출 여액들은 60℃ 수욕상에서 rotary

evaporator로 감압․농축하였으며,각 추출물을 250 mg/mL의 농도로

dimethylsulfoxide (DMSO; Kanto,Japan)에 녹인 다음 0.45 μm

milliporefilter로 여과한 것을 실험에 사용하였다.
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Fig.2.Schemeofextraction and liquid-liquid solventfraction from

CamelliasinensisL.. 
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2.6.2.HPLC에 의한 항바이러스 활성물질 분리

녹차 추출물의 ethylacetate용매 분획물로 부터 항바이러스 활성을

나타내는 물질을 분리하기 위하여 high performance liquid

chromatography(HPLC,AgilentTech,USA)로 분석하였다.분석용 칼

럼은 정지상으로 크기가 5 ㎛인 C18 reverse-phase colum (Eclipse

XDB,4.6x150㎜,AgilentTech,USA)를 사용하였다.각 시료의 주입

량은 20㎕ 이고,이동상으로는 0.1% acetic acid 가 포함된 water,

acetonitrile,ethylacetate를 87:10:3 (v/v)의 비율로 하여,유량은 0.8

mL/min,UV detector의 검출파장은 280nm로 고정하였다(Row and

Yinzhe,2006).

2.6.3.LC-MS/MS에 의한 항바이러스 활성물질 분리

녹차 용매 추출 분획의 FCV에 대한 항바이러스 활성을 가지는 물질

을 알아보기 위하여 LC-MS/MS를 이용하여 분석을 실시하였다.Mass

spectrometer는 Thermo Finnigan TSQ Quantum discovery

triple-quadrupolemassspectrometer(SanJose,CA,USA)와 분리를

위한 HPLC는 ThermoFinniganMS Pumpplussystem (San Jose,

CA,USA)을 사용하였다.분석용 column은 LunaC18 (5㎛,50x2

mm,Phenomenex,Torrance,CA)을 사용하였다.MS의 sprayvoltage는

3.5kV,capillarytemperature는 250℃였고,negativeionelectrospray

mode로 분석하였다.시료의 주입량은 20㎕였고,이동상으로는 A용액은

water(0.1% formicacid)와 B용액은 acetonitrile(0.1% formicacid)을
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사용하여 acetonitrile의 비율이 점진적으로 높아지는 gradientprogram을

사용하였다.A 용액과 B용액을 95.5:0.5의 비율로 시작하여 6분 만에 B

용액을 100% 까지 올린 후,9분 까지 유지하고 다시 비율을 낮추어 5분

간 column의 평형화 시간을 가지도록 설정하였다(Table2).유속은 0.6

mL/min였으며,각각의 고유한 fragment ion들을 확인하기 위하여

100-600m/z을 fullscan하였다(Mata-Bilbao.etal.,2007).
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Table2.ThegradientmobilephaseofLC-MS/MSforanalysisof

catechins

Time

(min)

A:water

(0.1% formicacid)

B:acetonitrile

(0.1% formicacid)

0 95.5 0.5

3 75 15

6 0 100

9 0 100

10 95.5 0.5

15 95.5 0.5
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결과 및 고찰

1.CrFK cell에 대한 천연물질의 세포독성시험

각 천연식물자원 추출물의 CrFKcell에 대한 세포독성은 MTTassay

에 따라 시험하였다.식물 추출물을 2.5mg/mL의 농도부터 2배로 6단계

희석하여 추출물을 가한 세포의 효소작용에 의해 형성되는 formazan

crystal양을 추출물을 가하지 않은 세포와 비교하였다.대조군에 비하여

흡광도가 50% 감소되는 농도를 CC50으로 나타내었으며,세포독성을 측

정한 결과 각 추출물들은 CrFK cell에 대해 서로 다른 세포독성을 나타

내었다.

천연식물추출물 중 향신료의 경우 다른 식물 자원보다 세포독성이 비

교적 약하게 나타났다.그 중 고춧가루 추출물은 CC50값이 11.75mg/mL

로써 CrFK cell에 대하여 독성이 매우 약하게 나타났으며,생강추출물의

CC50값은 3.97mg/mL로 향신료 중에서 비교적 세포 독성이 높게 나타

났다.차(茶)의 경우 로즈마리와 녹차 추출물의 세포독성은 각각 2.14

mg/mL,2.47mg/mL의 농도로 나타났으며,식물성 한약재로 사용되는

추출물의 경우 탱자와 당귀 추출물이 각각 0.80mg/mL,0.75mg/mL의

농도로 CrFK 세포에 대하여 독성이 높게 나타났다.이상의 결과를 조합

하여 보면,식물성 한약재가 향신료와 차(茶)에 비하여 세포독성이 높은

것으로 조사되었다.
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Natural

plants
Scientificname

CC50
*

(mg/mL)

Spice

Allium scorodorpasum var.

viviparum Regel
11.75

ZingiberofficinaleRosc. 3.97

Capsicum annuum L. 11.62

Tea

RosemaryofficinalisL. 2.14

CamelliasinensisL. 2.47

Medical

plant

CnidiumofficinaleMakino 2.98

CarthamustinctoriusL. 0.95

Hoveniadulcisvar.koreana 2.34

PoncirustrifoliataRaf. 0.80

AngelicagigasNakai 0.75

Citrusaurantium L.subsp 1.27

Table3.CytotoxicityeffectsofvariousmethanolicextractsonCrKF

cellbyMTTassay

*CC50(50% cytotoxicconcentration)istheconcentrationofthe50%

cytotoxiceffect.
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2.천연물질의 FCV에 대한 항바이러스 활성

2.1.Plaquereductionassay에 따른 항바이러스 효과

천연식물자원 메탄올 추출물의 FCV에 대한 항바이러스 효과를 측정

하기 위하여 plaquereductionassay에 따라 시험하여 50% 바이러스 증

식을 억제 시키는 농도인 EC50을 조사하였고,이에 대한 항바이러스 효

과는 CC50과 EC50으로부터 계산된 selectivityindex(SI)값으로 나타내었

다.

김치 부재료로 많이 사용되고 있으며 항균작용을 가지는 것으로 알려

진 마늘,생강 및 고춧가루 추출물(Kim etal.,2000)의 FCV에 대한 항

바이러스 활성을 조사한 결과를 Fig.3와 Table4에 나타내었다.향신료

추출물을 포함하지 않은 대조군과 비교하였을 때,마늘의 CC50와 EC50이

각각 11.75mg/mL,4.67mg/mL로 높은 농도에서 plaque를 50% 억제시

킬 수 있으므로 SI값이 2.52로 비교적 낮게 나타났다.생강과 고춧가루는

SI값이 각각 0.53,1.97로 향신료의 항바이러스 효과는 매우 미약한 것

으로 나타났다.

일반적으로 흔히 음용되고 있는 녹차와 로즈마리의 FCV에 대한 항바

이러스 활성을 Fig.4와 Table 4에 나타내었다.녹차의 경우 0.13

mg/mL의 농도에서 plaque를 50% 감소할 수 있었으므로 EC50가 0.13

mg/mL로 나타났으며,SI값은 18.5로 천연식물자원 중 가장 높은 값으로

조사되었다.로즈마리의 EC50와 CC50는 각각 0.34mg/mL,2.14mg/mL

의 농도로 SI값이 6.29로 녹차보다는 항바이러스 효과가 낮게 나타났다.
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Natural

plants
Scientificname

CC50
a

(mg/mL)

EC50
b

(mg/mL)
SIc

Spice

Allium scorodorpasum var.

viviparum Regel
11.75 4.67 2.52

ZingiberofficinaleRosc. 3.97 7.52 0.53

Capsicum annuum L. 11.62 5.91 1.97

Herb

tea

RosemaryofficinalisL. 2.14 0.34 6.29

CamelliasinensisL. 2.47 0.13 18.57

Medical

plants

CnidiumofficinaleMakino 2.98 2.51 1.19

CarthamustinctoriusL. 0.95 0.27 3.52

Hovenia dulcis var.

koreana
2.34 1.92 1.22

PoncirustrifoliataRaf. 0.80 0.49 1.63

AngelicagigasNakai 0.75 0.26 2.88

Citrusaurantium L.subsp 1.27 0.54 2.35

Table4.Antiviralactivityofmethanolicextractsfrom nationalplants

againstfelinecalicivirusbyplaquereductionassay

a
50% cytotoxicconcentration(CC50)istheconcentrationofthe50%

cytotoxiceffect.

b
50% effective concentration (EC50)is the concentration ofthe

samplerequiredtoreduceplaqueformationofvirusby50%.

c
SelectivityIndex(SI)=CC50/EC50.
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Capsicum annuum L. 

Fig.3.Antiviralactivity ofspiceson plaqueformation.Six-well

platescontainingmonolayersofCrFK cellswerewashedand

infectedwithequalvolumeofvirussuspension(200pfu/mL).

Theoverlaymedium,mixedwith1.5% agarand2xMEM,

containingeachon0.2mg/mLto1mg/mLwitheachspice.

Results are expressed as percentwith respectto virus

controlwithoutspices.Thisexperimentwasperformedas

triplicate.Eachvalueistheresultofmean±S.E.
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Fig.4.Antiviralactivityofherbteasonplaqueformation.Six-well

platescontainingmonolayersofCrFKcellswerewashedand

infected with equal volume of virus suspension (200

pfu/mL).Theoverlaymedium,mixedwith1.5% agarand2x

MEM,containing eachon0.1mg/mL to0.5mg/mL with

eachherbtea.Thisexperimentwasperformedastriplicate.

Eachvalueistheresultofmean±S.E.
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약용식물로 사용되는 식물성 한약재의 FCV에 대한 항바이러스 활성

은 Fig.5와 Table4에 타나내었다.식물성 한약재 중에서는 진피의 SI

값이 3.74로 가장 높게 나타났으며,홍화씨의 경우 0.27mg/mL의 낮은

농도에서 plaque를 강하게 억제 하였으나,CC50값이 0.95mg/mL로 세포

에 대해서는 높은 독성을 나타내어 SI값이 3.52로 비교적 낮게 측정되었

다.나머지 추출물질은 SI값이 3이하로 FCV에 대한 항바이러스 활성이

낮게 나타났다.

이상의 결과로 보아 천연식물자원 중에서 녹차의 SI값이 18.57로 가

장 우수한 효과를 나타내었으며 허브차로 음용되는 녹차와 로즈마리 추

출물이 FCV의 plaque형성을 억제시키는데 효과적으로 작용하는 것으로

판단된다.
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Citrus aurantium L. subsp

Fig.5.Antiviralactivity ofmedicalplants on plaque formation.

Six-wellplatescontaining monolayersofCrFK cellswere

washedandinfectedwithequalvolumeofvirussuspension

(200pfu/mL).Theoverlay medium,mixedwith1.5% agar

and2xMEM,containingeachon0.1mg/mLto0.5mg/mL

witheachmedicalplants.Thisexperimentwasperformedas

triplicate.Eachvalueistheresultofmean±S.E.
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2.2.천연물질의 FCV에 대한 virucidalactivity

각 추출물에 대하여 직접적으로 바이러스를 불활성화 시킬 수 있는

농도를 측정하기 위하여 virucidalactivity를 TCID50/mL의 방법으로 바

이러스 감염가를 측정하였다.

CrFK cell이 FCV에 감염될 경우 세포병변효과(CPE)가 일어나 부착

된 세포들이 떨어지게 된다.이를 이용하여 바이러스 감염가는 FCV를

감염시킨 세포의 5일 배양 후,50% 이상 CPE가 나타난 well의 희석단

계를 logTCID50/mL값으로 표시하였다.

향신료의 FCV에 대한 virucidalactivity를 알아보기 위하여,각 추출

물을 농도별로 FCV 희석액과 반응시키고 CrFK cell에 감염시킨 후

FCV에 대한 추출물의 virucidalactivity를 Table5에 나타내었다.향신

료 추출물질을 함유하지 않은 대조군과 비교하였을 때,마늘의 경우 25

mg/mL의 농도에서도 TCID50값이 거의 감소하지 않아 항바이러스 활성

이 나타나지 않았으며,생강과 고춧가루 추출물의 경우도 마늘 추출물과

마찬가지로 항바이러스 활성은 나타나지 않았다.

로즈마리와 녹차의 FCV에 대한 virucidalactivity를 측정한 결과,로

즈마리 추출물의 경우 6.25mg/mL에서 3시간 반응 후 1log가 감소하였

으나,그 이하의 농도에서는 항바이러스 활성이 나타내지 않았다.로즈마

리는 그람 양성균에 대하여 항균활성이 있다고 보고되고 있으나(Chung

etal.,2001),FCV에 대한 virucidalactivity는 미약한 것으로 나타났다.

녹차 추출물의 경우 3.13mg/mL의 농도에서 3시간 이상 FCV와 반응시

킨 경우 CrFK cell에서 바이러스 감염이 나타나지 않았으며,1.56

mg/mL의 농도에서는 24시간 반응 시킨 경우 바이러스 감염이 나타내지
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않아 바이러스가 완전히 불활성화 되었으므로 다른 추출물에 비해 상대

적으로 뛰어난 virucidalactivity을 나타내었다(Table5).

Bellamy(1995)에 따르면 바이러스 logTCID50/mL값이 4log이상 감

소하였을 경우 항바이러스 효과가 있는 것으로 판단한다.녹차추출물의

경우 3.13mg/mL에서 TCID50값이 5log이상 감소하였으므로 뛰어난

항바이러스 활성을 가지고 있음을 알 수 있다.

약리작용 및 항균활성이 있다고 알려진 그 밖의 식물성 한약재 6종을

FCV에 대한 virucidalactivity을 조사하였다.그 결과,천궁,헛개,탱자,

당귀 및 진피의 경우 logTCID50/mL값이 감소하는 경향을 나타내지 않

아 항바이러스 작용은 매우 미약한 것으로 관찰되었다(Table5).그러나

홍화씨의 경우 12.5mg/mL에서 대조군과 비교하였을 때 3시간이상 반

응 시켰을 경우 TCID50값이 4log이상 감소하였고,6.25mg/mL의 농도

에서는 5시간 이상 반응시킨 경우에 4log이상 감소하여 다른 식물성

한약재보다 뛰어난 virucidalactivity을 가지고 있는 것으로 나타났다

(Table5).그러나,1.56mg/mL의 저농도에서는 3시간 반응시킨 경우 1

log정도 감소하였고 그 이후로는 반응시간을 연장하여도 지속적인 항바

이러스 활성이 관찰되지 않았다.이러한 결과는 홍화씨 추출물의 경우

농도 의존적인 항바이러스 활성을 가지고 있다는 것을 의미한다.
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Naturalplants
Conc.

(mg/mL)

logTCID50/mL

0time 3hr 5hr 24hr

Allium

corodorpasum

var.viviparumRegel

25.00 5.00 4.67 4.17 4.17

12.50 5.00 4.53 4.58 3.87

6.25 5.00 4.67 4.67 4.00

3.13 5.00 4.67 4.17 4.00

1.56 5.00 4.73 4.50 4.00

Zingiberofficinale

Rosc.

6.25 5.00 5.00 4.50 4.17

3.13 5.00 5.00 4.34 4.17

1.56 5.00 4.83 4.17 3.00

Capsicum

annuum L.

25.00 5.00 5.45 5.00 4.83

12.50 5.00 4.56 4.24 4.17

6.25 5.00 4.00 4.00 4.17

3.13 5.00 4.83 4.67 4.34

1.56 5.00 5.00 4.33 4.17

RosemarinusL.

6.25 5.00 4.00 4.00 3.50

3.13 5.00 4.17 4.17 4.00

1.56 5.00 4.34 4.17 4.00

Camellia

sinensisL.

6.25 5.00 neg
*

neg neg

3.13 5.00 neg neg neg

1.56 5.00 3.50 3.00 neg

Cnidium

officinaleMakino

12.5 5.00 5.00 5.00 3.00

6.25 5.00 5.17 4.83 3.73

3.13 5.00 5.17 5.50 4.00

1.56 5.00 4.83 4.83 4.33

Control - 5.00 5.00 5.00 4.00

Table5.Virucidalactivityofvariousmethanolicextractsfrom natural

plantsagainstfelinecalicivirus



- 30 -

Medicinalplants

Conc.

(mg/mL)

logTCID50/mL

0time 3hr 5hr 24hr

Carthamus

tinctoriusL.

12.50 5.00 neg neg neg

6.25 5.00 2.17 neg neg

3.13 5.00 3.50 2.17 neg

1.56 5.00 4.50 4.00 3.33

Hoveniadulcis

var.koreana

6.25 5.00 5.00 4.67 neg

3.13 5.00 4.67 4.33 neg

1.56 5.00 5.00 5.00 3.00

Poncirus

trifoliataRaf.

6.25 5.00 4.34 4.33 3.00

3.13 5.00 4.67 3.50 3.17

1.56 5.00 4.83 4.50 3.17

Angelica

gigasNakai

6.25 5.00 5.50 5.17 4.00

3.13 5.00 5.00 5.34 4.00

1.56 5.00 4.83 4.50 4.50

Citrus

aurantium L.

subsp

25.00 5.00 4.50 4.00 3.00

12.50 5.00 4.49 3.71 3.00

6.25 5.00 4.83 4.67 3.56

3.13 5.00 4.50 4.34 3.83

1.56 5.00 5.17 4.90 4.33

Control - 5.00 5.00 5.00 4.00

Table5.Continued
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2.3.녹차 및 홍화씨 추출물의 virucidalactivity

천연 식물자원 11종의 virucidalactivity에 대하여 탐색한 결과,녹차

추출물과 홍화씨 추출물이 FCV에 대한 virucidalactivity가 뛰어난 것으

로 조사되었다(Table5).녹차추출물의 경우 6.25mg/mL에서 3시간 이

상 반응 시킨 경우 FCV가 완전히 불활성화 되었으며,홍화씨 추출물위

경우 6.25mg/mL에서 5시간 이상 반응시킨 경우 FCV가 완전히 불활성

화 되는 것으로 나타나 반응시간을 단축하여 반응 시간대에 따른 항바이

러스 활성을 조사하였다(Table6).

녹차 추출물의 경우,3.13mg/mL의 농도에서 30분 만에 TCID50값이

1.5log감소되었으며,반응 1시간 안에 바이러스가 불활성화 되는 것으

로 나타났다.그러나 1.56mg/mL의 농도에서는 반응 시간이 경과하여도

약 1log정도 감소하여 낮은 농도에서는 virucidalactivity가 미약한 것

으로 나타났다.

홍화씨 추출물의 경우,6.25mg/mL의 농도에서 반응 5시간 만에 바

이러스 감염을 나타내지 않았으나(Table5),시간을 단축한 결과 12.5

mg/mL의 농도에서는 30분 만에 2log정도가 감소하였고,반응시간이

경과함에 virucidalactivity가 점차 증가하여 3시간 이상 경과한 경우

FCV가 불활성화 되는 것으로 조사되었다.6.25mg/mL의 농도에서는 3

시간이 지나야 2log이상이 감소하는 것으로 나타나 녹차보다는 항바이

러스 활성이 약하지만 농도 및 반응시간에 유의적으로 항바이러스 활성

을 나타내는 것으로 관찰되었다(Table6).
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Medicinal

plants

Concentation

(mg/mL)

logTCID50/mL

0time 30min 1hr 3hr

C.sinensisL.

6.25 5.00 2.17 neg
*

neg

3.13 5.00 3.50 neg neg

1.56 5.00 4.00 4.00 3.50

C.tinctoriusL.

12.5 5.00 3.17 4.00 neg

6.25 5.00 4.50 4.00 2.17

3.13 5.00 4.50 4.17 3.50

1.56 5.00 4.50 4.17 4.50

Control - 5.00 5.00 5.00 5.00

Table6.VirucidalactivityofmethanolicextractsofCamelliasinensis

L.andCarthamustinctoriusL.againstfelinecalicivirus

TCID50,50% tissuecultureinfectiousdose;
*
neg,felinecalicivirusare

inactivated.
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3.녹차의 용매분획에 대한 항바이러스 활성

이상 천연식물자원의 항바이러스 활성을 조사한 결과,녹차추출물이

FCV에 대하여 항바이러스 효과가 가장 뛰어난 것으로 조사되었다.

Manning(2003)에 의해 보고된 바에 의하면 녹차는 항균,항산화,항암

효과뿐만 아니라 혈압 강하작용,멜라닌 생성 억제작용 등 인체 내 약리

적 특성이 있는 것으로 알려져 있다.따라서 녹차 중의 FCV에 대한 항

바이러스 활성을 나타내는 성분을 추적하기 위하여 녹차추출물을 극성에

따른 용해도 차이를 이용하여 n-hexane (C6H14), dichloromethane

(CH2Cl2),ethylacetate(EtOAc),n-buthanol(n-BuOH)그리고 water

(H2O)순서로 순차적으로 용매 분획하였다.용매분획에 따른 FCV의

virucidalactivity를 측정한 결과를 Table7에 나타내었다.

그 결과,EtOAcfraction에서 3.13mg/mL의 농도에서는 1시간,1.56

mg/mL의 농도에서는 3시간 만에 FCV를 완전히 불활성화 시키는 것으

로 나타났다.n-BuOH fraction에서는 3.13mg/mL의 농도에서 EtOAc

fraction과 마찬가지로 1시간 만에 불활성화 시켰으나,1.56mg/mL의 농

도에서는 5시간이 경과되어야 FCV를 불활성화 시킬 수 있었으므로

EtOAcfraction에서 가장 우수한 활성을 가지는 것으로 나타나,이에 대

한 용매 분획을 이용하여 HPLC와 LC-MS/MS로 분석하여 항바이러스

활성을 가지는 물질을 분리하였다.
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Camellias

inensisL.

fraction

Conc.

(mg/mL)

logTCID50/mL

0hr 1hr 3hr 5hr

n-Hexane

6.25 5.50 neg
*

neg neg

3.13 5.50 2.83 neg neg

1.56 5.50 3.50 2.83 2.17

CH2Cl2

6.25 5.50 neg neg neg

3.13 5.50 2.00 neg neg

1.56 5.50 5.00 4.83 3.17

EtOAc

6.25 5.50 neg neg neg

3.13 5.50 neg neg neg

1.56 5.50 2.50 neg neg

n-BuOH

6.25 5.50 neg neg neg

3.13 5.50 neg neg neg

1.56 5.50 3.83 2.83 neg

Water

6.25 5.50 4.00 2.17 neg

3.13 5.50 4.50 3.17 neg

1.56 5.50 4.50 3.50 2.17

Table 7.Virucidalactivity ofthe solventsoluble fractions from

CamelliasinensisL.againstfelinecalicivirus

TCID50,50% tissuecultureinfectiousdose;
*
neg,felinecalicivirusare

inactivated.
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4.녹차의 항바이러스 물질분리 및 정제

4.1.HPLC

녹차를 용매분획 한 결과 EtOAcfraction에서 가장 우수한 활성을 가

지는 것으로 나타나,이를 HPLC로 분석하여 항바이러스 활성을 가지는

물질을 분리하였다.

녹차는 최근 생리활성에 관하여 많은 주목을 받고 있는 건강식품 중

하나로 많은 특히, 녹차에 포함된 대표적인 카테킨 화합물인

epigallocatechin (EGC), epicatechin (EC), epigallocatechin gallate

(EGCG),epicaechingallate(ECG)등은(Fig.6),항산화 및 항함 효과

이외에 면역체계 강화,콜레스테롤 효과 등을 가지고 있다고 보고가 되

고 있다(Kim andRow,2001).따라서 이러한 카테킨 화합물들이 항바이

러스 활성을 가지는 물질로 판단되어 0.1% aceticacid가 포함된 water,

acetonitrile,ethylacetate를 87:10:3(v/v)의 비율로 이동상 용매를 결정한

다음,먼저 순수하제 정제된 카테킨 화합물의 표품을 HPLC로 분리하였

으며(Fig.7),EtOAcfraction을 HPLC로 분리한 결과와 비교하였다.그

결과,EtOAcfraction의 경우 약 6개의 pick로 분리 되었으며,EGC의

retentiontime은 약 2.1분으로 나타났고,EC,EGCG,ECG은 각각 3.5,

5.1,10.1분의 같은 retentiontime으로 분리되어 4가지 카테킨 화합물이

모두 포함되어 있었으며,그중에서도 EGCG가 가장 많이 함유되어 있는

것으로 조사되었다(Fig.8).
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Fig.6.Structuresofcatechinsisolatedfrom CamelliasinensisL.
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Fig.7.HPLC elutionprofileofstandardcatechins.Catechinswere

isolatedandanalyzedbyHPLCasdescribedinMaterialsand

Methods.A,epigallocatechin;B,epicatechin;C,epigallocatechin

gallate;D,epicaechingallate.
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Fig.8.HPLC elutionprofileoftheethylacetatesolublefractionof

CamelliasinensisL.ThatwasisolatedandanalyzedbyHPLC

asdescribedinMaterialsandMethods.A,epigallocatechin;B,

epicatechin;C,epigallocatechingallate;D,epicaechingallate.
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4.2.LC-MS/MS

녹차 EtOAc분획의 FCV에 대한 항바이러스 활성을 가지는 물질들의

물질 동정을 위하여 LC-MS/MS를 이용한 분석을 실시하였다.이동상

용매로는 0.1% formicacid가 포함된 water와 acetonitrile을 이용하여

Luna C18 column으로 분석하였으며, Quadrupole type의 mass

spectrometer에서 m/z100-600를 fullscan분석하여 고유한 fragment

ion들을 확인하였다.그 결과,ECG는 5.2분,EGCG는 4.7분,EGC는 7.11

분대에 peak를 확인할 수 있었고(Fig.9),EtOAc분획물을 표준물질과

마찬가지로 fullscan분석하였을 때,ECG와 EGCG는 표준물질과 동일한

spectra를 얻을 수 있었으나,EGC의 spectra는 확인 할 수 없었다(Fig.

10).
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Fig.9.LC-MS/MSchromatograms(totalioncurrent)ofamixtureof

standard catechins and fragment ion chromatograms. A,

epicaechingallate;B,epigallocatechingallate;C,epigallocatechin.
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Fig.10.LC-MS/MS chromatograms (totalion current) ofethyl

acetatesolublefractionofCamelliasinensisL.andfragment

ion chromatograms.A,epicaechingallate;B,epigallocatechin

gallate.
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4.3.Catechin의 FCV에 대한 항바이러스 활성

녹차 EtOAc분획물을 HPLC로 분리한 것 중 대표적인 catechin화합

물로 알려진 EGC,EC,EGCG,EGC을 회수하여,plaque reduction

assay방법으로 항바이러스 활성을 평가한 결과를 Table8에 나타내었

다.그 중,EGCG의 CC50값이 320㎍/mL,EC50값이 12㎍/mL로 SI가

26.67로써 FCV에 대하여 가장 높은 항바이러스 활성을 나타내었으며,

ECG의 EC50와 CC50는 각각 357㎍/mL,18㎍/mL의 농도로 SI값이

19.83으로 효과적인 바이러스 작용을 나타내는 것으로 조사되었다.

녹차의 연구 동향을 보면 녹차의 카테킨 화합물 중 가장 강력한 효능

을 가지는 물질은 EGCG로써 항산화제로 널리 이용되고 있는 비타민 E

보다 25배,비타민 C보다 100배 더 효능이 있다고 알려져 있으며,항암

효과 뿐만 아니라 항균효과,항바이러스,혈당상승 억제작용 등 많은 기

능성 효과가 있다가 있다고 보고되고 있다(Kang etal.,1999;Park,

2000).이전의 문헌에 보고된 바와 같이 EGCG가 다른 catechin화합물

보다 FCV에 대하여 항바이러스 활성에 뛰어한 효과를 나타내었으며,따

라서 EGCG를 이용한다면 이러한 생리활성 효과뿐만 아니라,천연물질

로서 노로바이러스를 저감화 시켜 식중독 사고에 대한 피해와 혼란을 줄

일 수 있을 것으로 기대된다.
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Catechins
CC50

a

(㎍/mL)

EC50
b

(㎍/mL)
SI
c

Epigallocatechin 237 153 1.55

Epicatechin 857 124 6.91

Epigallocatechingallate 320 12 26.67

Epicatechingallate 357 18 19.83

Table8.Antiviralactivity ofcatechinsfrom CamelliasinensisL.

againstfelinecalicivirusbyplaquereductionassay

a
50% cytotoxicconcentration(CC50)istheconcentrationofthe50%

cytotoxiceffect.

b 50% effective concentration (EC50)is the concentration ofthe

samplerequiredtoreduceplaqueformationofvirusby50%.

c
SelectivityIndex(SI)=CC50/EC50.
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요 약

노로바이러스는 사람에게 급성 위장염을 일으키는 식중독 바이러스로

최근 전 세계적으로 노로바이러스 식중독에 대한 사례가 많이 보고되고

있으며 중요성이 부각되고 있다.

최근 효과적이고 친환경적인 소독제의 개발과 평가에 대한 필요성이

강조되며 허브제제와 약용식물에서 분리한 활성 성분에 대한 보고가 많

이 보고되고 있으나,노로바이러스는 인간의 장을 숙주로 하기 때문에

동물실험이나 세포배양의 방법으로 증식 시킬 수 없어 연구가 미비한 실

정이며,항 노로바이러스 활성을 가지는 천연물질에 대한 연구는 전무한

상태이다.따라서 본 연구에서는 노로바이러스를 효과적으로 제어 시킬

수 있는 방안을 찾고자 norovirus의 대체 모델인 FCV를 이용하여 가장

흔하게 접할 수 있는 향신료 3종,차(茶)2종 그리고 식물성 한약재 6종

으로 총 11종의 여러 가지 천연식물에 대하여 FCV의 plaque형성 억제

효과 및 농도 및 시간별로 FCV를 효과적으로 불활성화 시킬 수 있는

물질을 탐색하였다.

총 11종의 천연식물 검색 결과,향신료 3종은 모두 FCV에 대한 항바

이러스 효과가 매우 미약하게 나타났으며,2종의 차(茶)중에서 녹차추출

물의 SI값이 18.57으로 뛰어난 항바이러스 활성을 나타내었으며,3.13

mg/mL의 농도에서 1시간 만에 FCV가 완전히 불활성화 되었다.그리고

6종의 식물성 한약재 중 항바이러스 활성이 있었던 홍화씨 추출물의 SI

값은 3.52으로 조사되었으며,6.25mg/mL의 농도에서 5시간 만에 FCV

가 불활성화 되었다.따라서 녹차 추출물이 FCV에 대하여 가장 효과적

인 항바이러스 활성을 나타내었기 때문에,녹차추출물 중 항바이러스 활
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성을 가지는 물질을 분리하기 위하여 용매 분획(n-hexane,

dichloromethane,ethylacetate,n-buthanol,water)을 실시하였다.이 중

ethylacetatefraction에서 가장 효과적인 항바이러스 활성을 나타내었

고,이를 HPLC와 LC-MS/MS를 이용하여 분석한 결과,catechin화합물

을 4가지(epigallochatechin, epicatechin, epigallogatechin-gallate,

epicatechin-gallate)물질로 분리 할 수 있었다.녹차추출물의 catechin함

량은 epigallocatechin-gallate,epicatechin-gallate,epicatecin,epigallocatechin

순으로 나타났다.HPLC로 분리한 catechin을 이용하여 항바이러스 활성

을 조사한 결과 epigallocatechin-gallate의 SI값이 26.67 이고

epicatechin-gallate의 SI값은 19.83 으로,분리된 catechin화합물 중

epigallocatechin-gallate가 FCV에 대하여 가장 효과적으로 항바이러스

활성을 나타내는 것으로 조사되었다.
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감사의 글

어느덧 2년이라는 시간이 흘러 석사과정의 종지부를 찍으려 합니다.힘들고

어려웠던 시간도 있었지만 저의 인생에서 가장 중요하고 소중한 시간으로 기억

될 것입니다.본 논문이 완성되기 까지 언제나 옆에서 용기와 힘을 주신 분들

덕분에 무사히 마칠 수 있었기에 고마운 마음을 전하고자 합니다.

부족한 제자를 부모님과 같은 마음으로 아낌없는 사랑과 관심을 가져주시고

여기까지 올수 있도록 방향을 제시해 주신 이명숙 교수님 정말 감사드리며,교

수님의 은혜 평생 간직하겠습니다.또한 끊임없는 관심과 적극적인 지원으로 지

도를 해주신 김영목 교수님과 바쁘신 일정 속에서도 논문수정을 위해 많은 도

움을 주신 최태진 교수님 진심으로 감사드립니다.학부시절부터 항상 지켜봐 주

시고 많은 가르침을 베풀어 주신 이원재 교수님,학문의 바른길을 제시해주신

김진상 교수님,이훈구 교수님,김영태 교수님,웃는 얼굴로 격려와 조언을 해주

며 세포배양실 사용을 허락해주신 김군도 교수님 감사드립니다.

한 가족 같은 우리 일반미생물실험실의 귀염둥이 미진이,모델 가영이,해맑

은 정배,의젓한 한성이,깜찍한 유리,서로 기대고 의지할 수 있었던 미선이,

여린 현아,예뻐진 욱주,예은이,지금 각자의 위치에서 열심히 노력하는 보람

이,지선이,혜영이 부족한 언니 때문에 힘든 일도 많았을 텐데 불평 없이 많이

도와주고 잘 따라주어서 항상 미안하고 고맙습니다.바쁘면 있을 때 오셔서 도

와주시고 격려해 주셨던 구효영 선생님,귀찮다 않으시고 멀리서도 많이 도와주

고 격려도 많이 해주었던 영주언니,지희언니 감사드리고 앞으로 잘 부탁드립니

다.

항상 옆에서 챙겨주시고 저의 든든한 버팀목이 되어주셨던 대성선배,용배선

배 감사드립니다.그리고 착한 치송언니,곧 아기엄마가 될 지혜언니 많이 못

도와 드려서 죄송하고 졸업 축하드립니다.함께 의지할 수 있었던 대학원의 유

일한 동기 명랑쾌활한 지원이 언니,귀찮을 만도 한데 학교에서 집까지 저의 출
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퇴근을 책임져 주었던 베스트 드라이버 태혁선배 정말 고맙습니다.생화학방 근

호선배,희주선배,바이러스방 연정이,술친구 은정언니,유전방 인영선배,영식

선배,학과사무실 혜진언니 그리고 제가 이 논문을 쓸 수 있도록 세포배양 하는

데 많은 도움을 준 진수선배,지영이를 비롯한 각 실험실의 선후배님들 앞으로

좋은 결과 있으시길 바랍니다.

같이 프로젝트 진행하며 궂은일 마다않고 많은 도움을 준 식품공학과 성환

선배,송원선배,근식선배,현아언니,태영선배,혜진언니 이하 식품미생물실험실

식구들 따뜻하게 대해 주셔서 감사드립니다.또한 물질분리하는데 있어 많은 도

움을 주신 이가정 박사님,짧은 시간이었지만 마우스 실험과 바이러스 실험을 할

수 있도록 도와주신 식품안전연구단의 미생물팀,어패류 독소팀 감사드립니다.

또한 15년 동안 변함없이 옆에 있어준 엔돌핀 현미,해피메이커 평생지기 친

구 형주,대학와서 얻게 된 나의 보물 안미,지애,은영이 지금은 자주 보지 못

하지만 1학년 때부터 좋은 추억 많이 쌓은 주영,지영,용현,민영,용석,희원,

기현 그리고 사상 동네 친구들,좋은 말 많이 해준 멘토 위락선배에게도 감사의

마음을 전합니다.

마지막으로 저를 아껴주시고 걱정해주시는 모든 분들께 감사드리며,딸을 믿

고 옆에서 항상 응원해 주신 부모님,착한 내동생 현제에게 이 조그만 결실을

바칩니다.
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