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Abstract  Influenza virus infection remains a significant public 
health threat, causing epidemics and pandemics. The rise of drug-
resistant strains and adverse effects linked to current antiviral 
treatments underscore the need for the development of novel antiviral 
agents. In this study, we explored the antiviral potential of extracts 
and organic solvent fractions derived from Cornus officinalis Sieb. 
et Zucc. (CO) against influenza A viruses in vitro. The noncytotoxic 
concentration range of the CO extracts and fractions was measured 
by in vitro cytotoxicity assay. CO extracts demonstrated strong 
virucidal activity against influenza A virus at noncytotoxic 
concentrations. The extracts inhibited influenza viral entry and 
release steps by targeting viral surface hemagglutinin (HA) and 
neuraminidase (NA) proteins. This multi-target antiviral action was 

further confirmed by time-of-addition experiments and cytopathic 
effect reduction assay. Organic solvent fractions of the CO water 
extract also displayed significant virucidal effects and NA inhibition 
against influenza A virus. Of the four solvent fractions, ethyl acetate 
and butanol fractions exhibited the most potent virucidal activity. 
While none of the fractions demonstrated HA inhibition, all showed 
substantial NA inhibition, with chloroform and butanol fractions 
displaying strong activity, yielding IC50 values of 1.5 μg/mL and 5.4 
μg/mL, respectively. The findings demonstrate that CO extracts and 
organic solvent fractions exhibit multi-target antiviral effects against 
influenza A viruses. These results suggest that CO offers promising 
avenues for the development of novel antiviral therapeutics against 
influenza A infections.

Keywords  Antiviral agents · Cornus officinalis · Influenza virus · 
Natural compounds · Virucidal activity

서    론

독감바이러스는 Orthomyxoviridae과(科)에 속하는 호흡기 바이

러스이며, 7-8개의 분절된 음성 단일가닥 RNA 유전체를 보유하

고 있다. 독감바이러스는 내부 단백질인 nucleoprotein 및 matrix
단백질의 항원형에 따라 4가지 항원형(A형, B형, C형, D형)으
로 분류된다. 이 중에서 A형과 B형 독감바이러스는 계절성 독

감 유행을 유발하며, C형과 D형은 인체 감염과의 연관성이 낮은

것으로 알려져 있다. 특히, A형 독감바이러스는 표면단백질 HA
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및 NA의 아형에 따라 높은 수준의 항원다양성을 나타낸다. 현
재까지 18종의 HA 아형과 11종의 NA 아형이 발견되었으며, 이
들의 조합은 A형 독감바이러스의 유전적 다양성을 더욱 증가시

키는 원인이 된다[1]. 또한, A형 독감바이러스의 RNA 유전체는 

‘antigenic drift’ 및 ‘antigenic shift’로 알려진 유전적 돌연변이

와 유전자재조합이 빈번하게 발생하여 유전적 변이성을 높인다

[2,3]. 독감바이러스의 높은 유전적 변이성은 백신의 효능을 불

확실하게 만들 뿐만 아니라, 새로운 변종에 의한 팬데믹 발생 가

능성을 증가시킨다. 매년 계절형 독감으로 인해 전 세계 약 55백

만 명의 중증 질환 및 30-50만 명의 사망이 보고되고 있다[4]. 뿐
만 아니라, 1918년 H1N1, 1957년 H2N2, 1968년 H3N2, 1977년 

H1N1, 2009년 H1N1 등 다양한 A형 독감바이러스가 팬데믹을 

유발한 바 있다[5]. 이처럼 백신의 효과가 제한적이고 예측이 어

려운 상황에서, 효과적인 새로운 항바이러스제 개발의 필요성이 

지속적으로 제기되고 있다[6].
독감바이러스 감염 치료를 위해 사용되는 주요 항바이러스제

는 M2 ion channel 억제제, NA 억제제, RNA 중합효소 억제제의 

세 가지 계열로 분류된다. M2 ion channel 억제제인 amantadine과 

rimantadine은 바이러스 입자 내부로의 양성자 유입을 차단하며

[7], NA 억제제인 oseltamivir와 zanamivir는 바이러스의 세포 방

출을 저해한다[8]. RNA 중합효소 억제제인 favipiravir, pimodivir, 
baloxavir marboxil은 바이러스 중합효소 복합체를 표적으로 하여 

복제를 억제한다[9]. 그러나 이들 약물에 대한 내성 바이러스의 출

현과 부작용 발생 가능성은 치료에 있어 중요한 제한 요소로 작용

하고 있으며, 이에 따라 새로운 기전의 항바이러스제 개발이 시급

한 과제로 부각되고 있다[10,11]. 식물 유래 천연물은 항산화, 항
암, 항염증, 항바이러스 등 다양한 생리 활성을 보이는 것으로 알

려져 있다[12,13]. 다양한 바이러스에 대해 식물 유래 천연물의 항

바이러스 활성이 보고되면서[14], 새로운 항바이러스제 개발을 위

한 유망 자원으로 주목받고 있다[15-19]. 본 연구팀의 최근 연구 결

과에서 다양한 식물 유래 천연물의 독감바이러스에 대한 항바이

러스 활성이 검증되었다[16,20-24]. 어성초, 비수리, 마가목, 헴프 

유래 추출물 및 유기용매 분획물이 바이러스 사멸활성, HA 억제, 
NA 억제 등 다중 기작을 통해 독감바이러스에 대한 항바이러스 

활성을 나타냈다. 또한, 식물 유래 천연물인 7,8-dihydroxyflavone
과 daphnetin이 바이러스 사멸활성과 NA 억제활성을 통해 독감바

이러스 증식 억제 효과를 갖음을 보고하였다.
산수유(Cornus officinalis Sieb. et Zucc.)는 한방 및 민간요법에

서 오랜 기간 사용되어 온 약용 식물로, 항당뇨, 항염증, 항산화, 
항세포자멸사 등의 다양한 생리활성을 보유한 것으로 보고되어 

있다[25]. 그러나, 산수유의 항바이러스 효과에 대한 연구는 아직 

제한적이며, 일부 연구에서 산수유 유래 탄닌 성분이 C형 간염바

이러스의 NS2 seine protease를 억제하거나[26], 콕사키바이러스

에 대해 항바이러스 활성을 나타낸다고 보고되었다[27]. 그러나, 
산수유 유래 추출물 또는 유기용매 분획물의 독감바이러스에 대

한 항바이러스 활성에 대한 연구는 현재까지 보고된 바 없다. 본 

연구에서는 산수유 추출물 및 유기용매 분획물이 독감바이러스

에 대해 가지는 항바이러스 활성을 in vitro에서 평가하고 그 작용 

기전을 밝히고자 하였다. 이를 위하여 산수유 추출물 및 유기용매 

분획물의 바이러스 사멸활성과 독감바이러스 표면단백질 HA 및 

NA에 미치는 영향을 조사하였다. 본 연구 결과는 산수유 유래 천

연물이 독감바이러스 감염 예방 및 치료를 위한 항바이러스 치료

제 후보물질로 활용될 수 있는 가능성을 제시한다.

재료 및 방법

동물세포주 및 독감바이러스

Madin-Darby canine kidney (MDCK) 세포주는 American Type 
Culture Collection에서 구입하였으며 10% fetal bovine serum 

(HyClone, Logan, UT, USA)이 포함된 Minimum Essential 
Medium (Gibco, Waltham, MA, USA)에서 5% CO2 조건에서 

배양하였다. 2종의 독감바이러스 A/Puerto Rico/8/34 (A/PR8, 
H1N1) 및 mouse-adapted A/aquatic bird/Korea/w81/05 (A/
MA81, H5N2)는 MDCK 세포에서 증식시켰다. 독감바이러스는 

MDCK 세포에 0.01 multiplicity of infection (MOI)가 되도록 감

염시킨 후 2-3일간 배양하여 세포병변효과가 나타난 후 상등액

을 원심분리하여 불순물을 제거한 후 −80 oC에 보관하였다.

산수유 추출물 및 유기용매 분획물 제조

국산 산수유 열매(500 g)를 2023년 Omniherb (의성, 대한민국)
로부터 구입하였다. 열수추출물은 건조된 원료를 증류수 1 L로 

100 oC에서 추출한 후 동결건조하여 얻었으며, 에탄올추출물은 

건조된 원료를 1 L의 에탄올로 3회 반복하여 환류 추출한 후 감

압농축하여 얻었다. 최종 수득량은 열수추출물 30.2 g, 에탄올추

출물 65.1 g이었다. 열수추출물 7 g을 이용하여 극성 차이에 따

른 유기용매 분획을 진행하였으며, n-hexane, chloroform, ethyl 
acetate, n-butanol, 물층 잔류물의 분획물을 얻었다. 각 분획물

의 최종 수득량은 각각 1, 175.3, 100.2, 595.5, 6,100 mg이었다. 
n-hexane 분획물은 양이 부족하여 연구에 사용되지 않았다. 열수

추출물, 에탄올추출물, 유기용매 분획물은 모두 DMSO에 용해

하여 분석에 사용하였다.

산수유 추출물 및 유기용매 분획물의 세포독성 측정

산수유 추출물 및 분획물의 세포독성은 Cell Counting Kit-8 

(CCK-8) (Dojindo Laboratories, Kumamoto, Japan)을 이용하여 

분석하였다. MDCK 세포를 96-well plate에 104 cells/well로 접

종하여 24시간 배양한 후 추출물 및 분획물을 1/2배씩 연속 희

석하여 처리하고 37 oC에서 24시간 배양하였다. 이후 각 well에 

CCK-8 시약 10 μL를 첨가하여 1시간 반응시켰고, 450 nm에서 

흡광도를 측정하였다. 세포생존율은 다음 식을 이용하여 계산하

였다: 세포 생존율 = (ODsample − ODblank / ODvehicle − ODblank) × 100
%. 세포 생존율이 80% 이상인 농도 범위에서 항바이러스 활성

을 평가하였다.

독감바이러스 플락어세이

독감바이러스의 역가는 플락어세이를 통해 측정된 plaque-
forming units (PFU)으로 표현하였다. MDCK 세포를 12-well 
plates에 접종하여 100% confluent 상태가 되도록 배양한 후 

DPBS로 세척하였다. 1/10배씩 연속 희석된 바이러스 시료를 세
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포에 추가한 후 실온에서 45분간 흡착시킨 후 DPBS로 세척하였

다. 이후 1% low-melting agarose (Lonza, Rockland, ME, USA)
와 2.5% trypsin (Gibco)을 포함한 overlay 배지를 3 mL씩 각 

well에 첨가하였다. 배지가 고형화된 후, 37 oC에서 2-3일 동안 

배양하여 플락이 형성되면 4% formaldehyde로 고정하고 crystal 
violet로 염색하여 플락을 관찰하였다.

Time-of-addition assay
산수유 추출물 및 분획물의 독감바이러스 감염 단계별 항바이러

스 효과를 평가하기 위해 기존 연구에서 사용한 실험법[16]에 근

거하여 time-of-addition assay를 수행하였으며 추출물 및 분획

물의 처리 시점에 따라 세 가지 조건으로 수행하였다. 1) 바이러

스 전처리(pre-treatment to virus). 추출물 및 분획물이 감염 이전

에 바이러스에 사멸활성을 갖는지 확인하기 위해 1/2배씩 연속 

희석된 추출물 및 분획물을 독감바이러스(100 PFU, 0.01 MOI)
와 혼합하여 37 oC에서 30분간 처리하였다. 이 혼합물을 96-well 
plates에 배양된 MDCK 세포에 접종하여 45분간 흡착시켰다. 흡
착 후 접종액을 제거하고 PBS로 2회 세척한 뒤 신선한 배양액

을 첨가하여 배양을 지속하였다. 2) 동시 처리(co-treatment to 

cells). 추출물 및 분획물이 독감바이러스의 세포 침투 단계에 영

향을 미치는지를 확인하기 위해 1/2배씩 연속 희석된 추출물 및 

분획물을100 PFU의 독감바이러스를 혼합한 후 즉시 MDCK 세

포에 접종하였다. 접종 후 상온에서 45분간 흡착시킨 다음 접종

액을 제거하고 PBS로 2회 세척한 후 신선한 배양액을 첨가하였

다. 3) 감염 후 처리(post-treatment to cells). 독감바이러스가 세

포에 침투한 이후 추출물 및 분획물의 항바이러스 활성을 평가

하기 위해 MDCK 세포에 100 PFU의 독감바이러스를 접종하고 

상온에서 45분간 흡착시켰다. PBS로 세척하여 미흡착 바이러스

를 제거한 추출물 및 분획물을 포함한 배양액을 첨가하여 배양

하였다. 모든 조건에서 감염 48시간 후 MTT assay를 이용하여 

세포 생존율을 측정하였으며, 항바이러스 효과는 시료 처리군과 

DMSO 처리 대조군 간의 세포 생존율 차이에 따른 세포병변효

과 억제율로 평가하였다.

산수유 추출물의 적혈구 응집반응 억제 활성 분석

산수유 추출물에 의한 독감바이러스 적혈구 응집반응 억제 활성

을 분석하기 위해 hemagglutination inhibition (HI) assay를 수

행하였다. 독감바이러스의hemagglutination units (HAU)을 측

정하기 위해 V-bottom 96-well plates에서 독감바이러스를 1/2배

씩 연속 희석한 후, 1% 닭 적혈구(cRBC, Innovative Research, 
Court Novi, MI, USA)와 혼합하여 4 oC에서 1시간 반응시켜 측

정하였다. HI assay를 수행하기 위해 추출물 및 분획물을 1/2배

씩 연속 희석하여 4 HAU의 독감바이러스와 37 oC에서 30분간 

반응시킨 후, 1% cRBCs를 첨가하여 4 oC에서 1시간 반응시켰

다. 적혈구 응집 억제가 관찰된 최저 농도를 추출물 및 분획물의 

HI 농도로 정의하였다.

산수유 추출물 및 유기용매 분획물의 독감바이러스 NA 억제 활

성 분석

독감바이러스의 NA 효소 활성은 lectin 기반 효소면역측정법

(lectin-based enzyme-linked NA assay)을 이용하여 평가하였

다. 96-well plates에 50 µg/mL fetuin (Sigma-Aldrich, St. Louis, 
MO, USA) 100 µL를 분주한 후 4 oC에서 16시간 동안 코팅시

켰다. 독감바이러스를 1/2배씩 연속 희석하여 fetuin으로 코팅

된 well에 첨가하고 37 oC에서 1시간 동안 반응시켜 NA에 의

한 sialic acid 절단이 일어나도록 하였다. 반응 후 well을 세척

하고 desialylated 잔기를 인식하기 위해 lectin (Sigma-Aldrich) 
100 µL를 첨가하여 실온에서 1시간 동안 반응시켰다. 다시 세척

한 후 TMB (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) 100 µL를 

각 well에 첨가하여 색 반응을 유도하였고, 5분 후 2 N H2SO4 50 

µL를 첨가하여 반응을 정지시킨 후 450 nm에서의 흡광도를 측

정하였다. NA inhibition (NI) assay를 위해 산수유 추출물 및 분

획물을 1/2배씩 연속 희석한 후 흡광도(OD450) = 1에 해당하는 

NA 활성을 가진 독감바이러스와 혼합하였다. 이 혼합물을 37 oC
에서 1시간 동안 반응시킨 후 위와 동일한 방법으로 fetuin 코팅

된 well에 적용하여 NA 활성을 평가하였다.

통계 분석

모든 실험은 최소 3회 반복하여 수행하였으며 결과는 평균 ± 표

준편차로 표현하였다. 두 그룹 간의 통계적 유의성은 Student’s 
t-test로 분석하였으며, p 값이 0.05 미만일 경우 통계적으로 유의

한 것으로 간주하였다. 유의수준은 ****p <0.0001; ***p <0.001; 
**p <0.01; *p <0.05로 표시하였다. 비선형회귀분석(non-linear 
regression analysis)은 GraphPad Prism 9.0 프로그램을 사용하

였다.

결    과

산수유 추출물의 세포독성 및 독감바이러스 사멸활성

산수유 열매의 열수추출물(COW) 및 에탄올추출물(COE)의 세

포독성을 평가하기 위해 각 추출물을 1/2배씩 연속 희석하여 

MDCK 세포에 처리한 후 37 oC에서 24시간 동안 배양하였다. 
이후 CCK-8 분석을 통해 세포생존율을 측정하였다. DMSO를 

처리한 대조군과 비교했을 때, COW, COE 모두 63-2,000 μg/mL
농도 범위에서 80% 이상의 세포생존률을 보여 유의미한 세포독

성이 나타나지 않았다(Fig. 1A, B). 이후 추출물의 독감바이러스

에 대한 항바이러스 활성 분석은 세포독성이 나타나지 않은 비

세포독성 농도에서 수행되었다. 산수유 추출물의 독감바이러스 

사멸활성을 평가하기 위해 A/MA81 (H5N2) 바이러스 104 PFU
에 각 추출물을 처리한 후 37 oC에서 30분간 반응시킨 후 플락어

세이를 통해 잔존 바이러스의 역가를 측정하였다. DMSO 처리

군에서는 바이러스 역가 감소가 거의 관찰되지 않은 반면, COW
는 78.1 μg/mL 농도에서 바이러스를 완전히 사멸시켜 감염성 바

이러스가 검출되지 않았다(Fig. 1C). COW 39.1 μg/mL 및 19.5 

μg/mL 농도에서도 각각 DMSO 처리군 대비 10.3 및 15.2%의 

바이러스 역가가 검출되어 강력한 바이러스 사멸활성이 나타났

다(Fig. 1C). COE는 1,000 μg/mL 농도에서 완전한 바이러스 사

멸활성을 보였으며, 500 및 250 μg/mL 농도에서 DMSO 처리군 

대비 각각 0.3 및 34.2%의 바이러스 역가가 검출되어 우수한 수
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준의 바이러스 사멸활성을 나타냈다(Fig. 1D). 이 결과는 산수유 

추출물을 독감바이러스에 처리하였을 때 바이러스의 감염성을 

제거하는 사멸활성을 갖는다는 것을 시사하며, COW이 COE보

다 바이러스 사멸활성이 더 강력하다는 점을 제시한다.

산수유 추출물의 독감바이러스 HA 억제 활성

독감바이러스의 표면단백질 HA는 독감바이러스의 세포 침투 단

계에 필수적인 역할을 수행한다. 산수유 추출물이 HA의 기능에 

미치는 영향을 분석하기 위해 독감바이러스에 각 추출물을 30
분 혹은 2시간 동안 처리한 후 HI assay를 통해 적혈구 응집반

응 억제활성(HI 활성)을 분석하였다. COW를 A/MA81 (H5N2) 
바이러스에 30분 동안 처리했을 때 250-2,000 μg/mL에서 HI 
활성을 나타냈다(Fig. 2A). COE를 A/MA81 (H5N2) 바이러스

에 30분 동안 처리했을 때 2,000 μg/mL에서 HI 활성을 나타냈

다(Fig. 2A). 추출물 처리 시간을 30분에서 2시간으로 증가했을 

때 COW는 125 μg/mL 이상의 농도에서, COE는 500 μg/mL 이

상의 농도에서 HI활성을 나타내어 추출물 처리시간에 따른 억

제 활성의 증가가 확인되었다(Fig. 2B). A/PR8 (H1N1) 바이러

스에 각 추출물을 처리했을 때, COW는 125-2,000 μg/mL에서 

HI 활성을 나타낸 반면(Fig. 2C), COE는 62.5-2,000 μg/mL에

서A/PR8 (H1N1) 바이러스에 대해 HI 활성을 나타내지 않았다

(Fig. 2C). 추출물 처리시간을 2시간으로 증가하였을 때 COW는 

A/PR8 (H1N1) 바이러스에 대해 125-2,000 μg/mL에서 HI 활성

을 나타내어 30분 처리와 유사한 수준의 억제활성을 나타냈으

나, COE는 A/PR8 (H1N1) 바이러스에 대해 처리시간에 관계없

이 HI 활성을 나타내지 못하였다(Fig. 2D). 이 결과를 요약하면, 
COW는 A/MA81 (H5N2)와 A/PR8 (H1N1) 두 바이러스에 대

해 HA의 수용체 결합을 억제하는 HI 활성을 나타낸 반면, COE
는 A/MA81 (H5N2) 바이러스에 대해서만 HI 활성을 나타냈다.

Fig. 1 In vitro cytotoxicity and virucidal activity of CO extracts. (A and B) In vitro cytotoxicity of CO extracts. Two-fold serial dilutions of the 
extracts were added to MDCK cells and incubated for 24 h at 37 oC, and cell viability was assessed using the CCK-8 assay. The cell viability after 
treatment with COW (A) and COE (B) (n =3). (C and D) Virucidal activity of CO extracts. Two-fold serial dilutions of the extracts were treated to 
104 PFU of A/MA81 (H5N2) virus and incubated for 30 min at 37 oC for viral inactivation. The residual viral titers were determined using plaque 
assays on MDCK cells. The viral titers after treatment with COW (C) and COE (D). Representative images of plaque assays at a 10−1 dilution are 
shown. The dashed line indicates the detection limit, 1.301
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산수유 추출물의 독감바이러스 NA 억제 활성

독감바이러스의 표면단백질 NA는 독감바이러스의 세포 방출 단

계에 필수적인 역할을 수행한다. 산수유 추출물이 독감바이러스 

NA의 기능에 미치는 영향을 평가하고자 NI assay를 수행하였

다. COW는 비세포독성 농도범위에서 19.5-82.8%의 A/MA81 

(H5N2) 바이러스 NA 억제활성을 나타냈으며 IC50값은 67.8 μg/
mL로 확인되었다(Fig. 2E). COE는 비세포독성 농도범위에서 

20.6-77.9%의 NA 억제 활성을 나타냈으며 IC50값은 13.6 μg/mL
로 확인되었다(Fig. 2F). NI 활성은 COE가 COW에 비해 낮은 

IC50값을 보여 더 우수한 NA 억제 활성을 보였다. 잘 알려진 NA 

inhibitor인 oseltamivir phosphate (OP)를 양성대조군으로 사용

하여 NI 활성을 측정한 결과, OP의 IC50 값은 68.9 nM (28.3 ng/

mL) 였다(Fig. 2G). IC50 값을 기준으로 했을 때, COW와 COE
의 NA 억제 활성이 OP에 비해 약했지만, 이 결과는 COW와 

COE 모두 NA 억제 활성을 지닌 성분을 포함하고 있음을 시사

한다. COW는 A/H5N2 및 A/H1N1 두 아형의 독감바이러스에 

대해 HA의 수용체 결합과 NA의 sialidase 효소 활성을 모두 억

제하였다. 반면, COE는 A/H5N2 바이러스의 HA 기능만을 억제

하였으며, 두 아형의 바이러스에 대해 NA 활성을 공통적으로 억

제하였다. 이는 COE가 독감바이러스의 아형에 따라 상이한 HA 

억제 활성을 보일 수 있음을 나타낸다.

산수유 추출물의 항바이러스 활성 감염단계 규명

산수유 추출물의 독감바이러스에 대한 항바이러스 활성이 적

Fig. 2 Inhibitory effects of CO extracts on influenza virus HA and NA proteins (A-D) HI activity of the extracts. Four hemagglutination units of 
influenza A virus (25 μL) was incubated with two-fold serial dilutions of the extracts (25 μL) for 30 min or 2 h at 37 oC. After incubation, 1% cRBCs 
(50 μL) were added to the mixture and incubated at 4 oC for 1 h to allow hemagglutination. HI assay results performed in triplicate against A/MA81 
(H5N2) (A and B) and A/PR8 (H1N1) virus (C and D). (E-G) NI activity of the extracts and OP. A predetermined titer of A/MA81 (H5N2) virus (120 
μL) was incubated with two-fold serial dilutions of the extracts or OP (120 μL) at 37 oC for 30 min. The mixtures were then transferred to 96-well 
immunoplates pre-coated with fetuin and further incubated at 37 oC for 1 h. Following incubation, the wells were aspirated, and 100 μL of lectin was 
added, followed by incubation at room temperature for 1 h. After removing unbound lectin, 100 μL of TMB substrate was added to each well. The 
reaction was stopped after 5 min by adding 50 μL of 2 N H2SO4, and absorbance was measured at 450 nm. NA inhibition by COW (E), COE (F), and 
OP (G) (n =3). Nonlinear regression analysis was performed using GraphPad Prism9.0 software
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용되는 바이러스 감염 단계를 규명하기 위해 추출물을 바이러

스 혹은 세포에 처리하는 시기를 달리한 후 바이러스 감염에 의

한 세포병변효과(cytopathic effect, CPE)를 측정하였다. 추출물

의 독감바이러스 사멸활성을 확인하기 위해 1/2배씩 연속 희석

된 각 추출물을 A/MA81 (H5N2) 바이러스에 37 oC에서 30분간 

처리한 후 MDCK 세포에 감염시킨 후 CPE를 측정하였다(Fig. 
3A). COW는 39.1-625 μg/mL에서 19.7-76.9%의 CPE 감소를 

유도하는 우수한 바이러스 사멸활성을 나타냈다(Fig. 3B). 반면, 
COE는 7.8-500 μg/mL에서 6.2-29.5%의 CPE 감소를 유도하여 

COW에 비해 낮은 바이러스 사멸활성을 나타냈다(Fig. 3C). 다
음으로, 산수유 추출물이 독감바이러스의 세포 침입 단계를 억

제하는지를 분석하기 위해 바이러스와 추출물을 동시에 MDCK 

세포에 처리하였다(Fig. 3D). COW는 39.1-1,250 μg/mL 농도

에서 36.4-78.6%의 CPE 감소를 보였고(Fig. 3E), COE는 7.8-

1,000 μg/mL 농도에서 19.9-64.9%의 억제 효과를 나타냈다(Fig. 
3F). 이러한 결과는 COW와 COE 두 추출물 모두 독감바이러스

의 세포 침투 단계를 억제함을 보여준다. 산수유 추출물이 바이

러스 감염의 전체 단계(세포침입, 세포 내 증식, 세포 방출)에서 

항바이러스 활성을 나타내는 지 확인하기 위해 MDCK 세포에 

독감바이러스 감염 후 각 추출물을 처리한 후 CPE를 관찰하였다

(Fig. 3G). COW는 39.1-1,250 μg/mL에서29.4-97.4%의 CPE 억

제를 유도하였으며(Fig. 3H), COE는 7.8-1,000 μg/mL에서 19.7-
91.5%의 CPE 억제 효과를 나타냈다(Fig. 3I). 이 결과는 각 추출

물을 바이러스가 감염된 세포에 처리했을 때 바이러스 증식을 효

과적으로 억제할 수 있음을 시사한다. 종합하면, COW, COE는 

독감바이러스에 대한 직접적인 사멸활성 뿐만 아니라 바이러스

의 세포 침입 단계를 포함한 바이러스 세포 내 복제 전체 과정에

서 항바이러스 활성을 나타냄을 시사한다.

Fig. 3 Time-of-addition experiments. (A-C) Pre-treatment to virus. Two-fold serial dilutions of the extracts were treated to 0.01 MOI of A/MA81 
(H5N2) virus at 37 oC for 30 min. The mixtures were then added to MDCK cells for viral infection. After 48 h, cell viability was assessed to 
determine CPE reduction (A). CPE reduction by pre-treatment of COW (B) and COE (C) (n =3). (D-F) Co-treatment to cells. Two-fold serial 
dilutions of the extracts and 0.01 MOI of A/MA81 (H5N2) virus were added to MDCK cells for viral infection. After 48 h, cell viability was 
measured to evaluate CPE reduction (D). CPE reduction by treatment of COW (E) and COE (F) (n =3). (G-I) Post-treatment to cells. MDCK cells 
were infected with 0.01 MOI of A/MA81 (H5N2) virus, followed by treatment with two-fold serial dilutions of the extracts. After 48 h, cell viability 
was measured to assess CPE reduction. CPE reduction by treatment of COW (H) and COE (I) (n =3)
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산수유 열수추출물 유래 유기용매 분획물의 항바이러스 활성

위 결과들을 통해 독감바이러스 사멸활성, HI 활성, CPE 억제 

활성 등 전반적으로 COW가 COE에 비해 우수한 항바이러스 활

성을 나타냄을 알 수 있다. COW의 항바이러스 활성을 갖는 성

분을 더욱 상세하게 규명하기 위해 COW로부터 3종의 유기용

매 분획물(chloroform, ethyl acetate, butanol 분획물)과 물층 잔

류물(water residue)을 제작하였다. 각 분획물의 세포독성은 3.1-
100 μg/mL 농도 범위에서 24시간 동안 MDCK 세포에 처리한 

후 CCK-8 분석을 통해 평가하였다. Chloroform 분획물, ethyl 
acetate 분획물, 물층 잔류물은 분석된 농도 범위에서 세포생존

율이 80% 이상으로 유지되어 세포독성이 나타나지 않았다(Fig. 
4A, B, D). Butanol 분획물은 100 μg/mL에서 77.7%의 세포 생

존율을 나타내어 약한 수준의 세포독성을 나타냈으나 50 μg/mL 

이하의 농도에서는 세포독성을 나타내지 않았다(Fig. 4C). 각 분

획물의 독감바이러스 사멸활성을 측정하기 위해 50 μg/mL의 농

도로 A/MA81 (H5N2) 바이러스(104 PFU)에 처리하여 37 oC에

서 30분간 반응시킨 후 플락어세이를 통해 잔존 바이러스 역가

를 측정하였다. DMSO 처리군에서는 9.5×103 PFU/mL의 바이러

스 역가가 유지되어 사멸활성을 보이지 않았으나, 네 가지 분획

물은 모두 유의한 수준의 바이러스 사멸활성을 나타냈다. Ethyl 
acetate 분획물, butanol 분획물, chloroform 분획물, 물층 잔류

물을 독감바이러스에 처리하였을 때 DMSO 처리군 대비 각각 

0.9, 1.1, 4.7, 18.6%의 바이러스 역가를 유도하여 강력한 바이러

스 사멸활성을 나타냈다(Fig. 4E). 이 결과는 COW로부터 제작

된 ethyl acetate 분획물, butanol 분획물, chloroform 분획물, 물
층 잔류물이 비세포독성 농도에서 독감바이러스에 대한 사멸활

성을 갖고 있음을 시사한다. 분획물의 바이러스 사멸활성을 추가

적으로 검증하기 위해 각 분획물을 독감바이러스에 처리 후 CPE 

감소 분석을 수행하였다. 각 분획물을 A/MA81 (H5N2) 바이러

스에 37 oC에서 30분간 처리한 후 MDCK 세포에 감염시켜 CPE
를 관찰하였다. Ethyl acetate 분획물은 0.4-50 μg/mL 농도에서 

20.2-100%의 CPE 감소를 유도하였으며 IC50 값은 2.9 μg/mL이

Fig. 4 In vitro cytotoxicity and antiviral activity of the organic solvent fractions derived from COW. (A-D) In vitro cytotoxicity of the fractions. The 
cell viability following treatment with chloroform (A), ethyl acetate (B), butanol (C), and water residue fractions (D) (n =3). (E) Virucidal activity 
of the fractions. 50 μg/mL of each fraction was treated to 104 PFU of A/MA81 (H5N2) virus for 30 min at 37 oC for viral inactivation. The mixtures 
were then added to MDCK cells for plaque assay to measure the residual viral titers. A dashed line represents the detection limit,1.301. (F-I) CPE 
reduction assay of pre-treatment of fractions to A/MA81 (H5N2) virus. CPE reduction by pre-treatment of ethyl acetate (F), butanol (G), chloroform 
(H), and water residue (I) (n =3). (J-M) NI activity of the fractions against A/MA81 (H5N2) virus. NI activity of ethyl acetate (J), butanol (K), 
chloroform (L), and water residue (M) (n =3)
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었다(Fig. 4F). Butanol 분획물은 동일한 농도에서 16.3-98.3%의 

CPE 감소를 유도하였고 IC50 값은 4.7 μg/mL이었다(Fig. 4G). 
Chloroform 분획물은 최고 농도인 50 μg/mL에서 30%의 CPE 

감소 활성을 나타내어 가장 약한 활성을 보였다(Fig. 4H). 물층 

잔류물은 0.4-50 μg/mL 농도에서13.0-55.3% 수준의 CPE 감소

를 보였으며 IC50 값은 25.9 μg/mL로 나타났다(Fig. 4I). 이 결과

는 산수유 열수추출물 유래 ethyl acetate 분획물, butanol 분획물 

및 물층 잔류물이 독감바이러스 사멸활성을 지니고 있음을 시사

한다. 분획물이 독감바이러스의 세포 침투 단계를 억제하는지 확

인하기 위해 HI assay 및 바이러스와 분획물 동시 처리 후 CPE 

감소 분석을 수행하였으나 모든 분획물에서 HI 활성 또는 CPE 

감소 효과가 나타나지 않았다(자료 미제시). 분획물의 독감바이

러스 NI 활성을 평가하기 위해 각 분획물을 A/MA81 (H5N2) 바
이러스에 처리하여 37 oC에서 30분간 반응시킨 후 NI assay를 수

행하였다. Ethyl acetate 분획물은 0.4-50 μg/mL에서 4.5-85.9%
의 NI 활성을 나타냈으며 IC50 값은 113.0 μg/mL로 나타났다

(Fig. 4J). Butanol 분획물은 같은 농도 범위에서 8.1-90.7%의 NI 
활성을 나타냈고 IC50 값은 5.4 μg/mL였다(Fig. 4K). Chloroform 

분획물은 같은 농도 범위에서 14.4-92.2%의 NI 활성을 나타냈으

며 IC50 값은 1.5 μg/mL로 가장 강력한 활성을 보였다(Fig. 4L). 
물층 잔류물은 같은 농도 범위에서 5.5-86.1%의 NI 활성을 보였

으며 IC50 값은 53.5 μg/mL였다(Fig. 4M). 이 결과를 요약하면, 
chloroform 및 butanol 분획물이 강력한 NI 활성을 지니며 물층 

잔류물과 ethyl acetate 분획물이 그 뒤를 이었다.

고    찰

본 연구에서는 산수유 추출물 및 유기용매 분획물의 독감바이러

스에 대한 항바이러스 활성을 분석하였다. 지금까지 다양한 식물 

유래 천연물의 항바이러스 활성에 대한 연구가 보고되어 왔으나 

산수유 추출물 및 유기용매 분획물이 독감바이러스에 대해 항바

이러스 활성을 보인다는 연구는 매우 제한적이다. 본 연구는 산

수유 추출물 및 분획물이 독감바이러스에 대해 항바이러스 활성

을 나타낸다는 점을 처음으로 제시한 연구이다. 본 연구에서는 

산수유 추출물이 독감바이러스에 대해 바이러스 사멸활성, HI 
활성, NI 활성을 갖음을 감염성 바이러스를 이용한 bioassay 및 

감염세포의 CPE 감소 분석을 통해 확인하였다. 또한 산수유 열

수추출물 유래 유기용매 분획물의 바이러스 사멸활성과 NI 활성

을 분석하였다.
화합물의 바이러스 사멸활성은 다양한 기작에 의해 발현될 수 

있다. 가장 일반적으로, 화합물이 바이러스 표면단백질의 숙주

세포 수용체 결합을 억제하여 바이러스의 감염성을 저해함으로

써 나타날 수 있다. Epigallocatechin gallate는 단순포진 바이러

스-1 (HSV-1) 및 C형 간염바이러스(HCV)의 표면단백질과의 공

유결합을 통해 바이러스 사멸활성을 나타냈다[28-31]. 본 연구

에서 COW, COE를 A/MA81 (H5N2) 바이러스에 30분 처리하

였을 때 독감바이러스의 감염성을 제거하는 사멸활성을 나타낼 

뿐 아니라(Fig. 1C, D) 독감바이러스 HA 단백질의 수용체 결합

을 억제하는 HI 활성을 나타냈다(Fig. 2A, B). 이 결과는 산수유 

추출물에 존재하는 천연물이 독감바이러스 HA의 수용체 결합을 

억제하여 바이러스 사멸활성을 나타낼 수 있음을 시사한다. 그러

나, 산수유 추출물의 HI 활성 외에 다른 기작에 의한 바이러스 사

멸활성을 배제할 수는 없다.  산수유 추출물을 A/MA81 (H5N2) 
바이러스에 30분 처리하였을 때 HI 활성을 나타내는 추출물의 

농도(COW: 250 μg/mL, COE: 2,000 μg/mL)는 완벽한 바이러스 

사멸활성을 갖는 농도(COW: 78.1 μg/mL, COE: 1,000 μg/mL)
에 비해 높은 농도에 해당한다. 이 결과는 산수유 추출물의 바이

러스 사멸활성에 HI 활성 외에 다른 기작이 추가적으로 관여할 

수 있음을 시사한다. 또한, 일부 천연물은 바이러스 표면단백질

에 직접 작용하지 않더라도 바이러스 사멸활성을 나타내는 것으

로 알려져 있다. Aster pseudoglehnii에서 유래한 chlorophyll 유
도체인 ethyl pheophorbides a 및 b는 HI 활성을 나타내지 않고 

바이러스 막을 손상시켜 감염성을 억제하는 것으로 보고된 바 있

다[32]. 산수유 추출물의 바이러스 사멸활성의 작용 기작을 명확

히 이해하기 위해서는 향후 추가적인 연구가 필요하다.
독감바이러스의 아형에 따라 활성의 차이가 존재하지만, 

COW와 COE는 A/H5N2 독감바이러스의 세포 침투와 방출 과

정에 필수적인 기능을 담당하는 HA 및 NA의 기능을 모두 억제

하는 활성을 나타냈다. 독감바이러스 HA는 바이러스의 숙주세

포 부착(attachment), 침투(entry) 및 막 융합(membrane fusion)
에 중요한 역할을 하기 때문에 HA 억제제는 바이러스 감염 초

기 단계를 차단하는 효과적인 항바이러스 후보물질로 고려된다

[33,34]. 본 연구에서 확인된 COW, COE의 HI 활성은 독감바이

러스 HA매개 세포 부착을 억제하는 능력이 있음을 제시하지만, 
추가 연구를 통해 COW 및 COE의 바이러스 세포 침투 및 막융

합 단계 억제 여부를 확인할 필요가 있다. 독감바이러스 NA는 

sialidase 효소 활성을 통해 바이러스의 세포 방출을 촉진한다. 
Oseltamivir와 zanamivir 등 NA 억제제는 독감바이러스 감염을 

치료하는 항바이러스제로서 가장 널리 사용되고 있는 약물이다. 
본 연구에서 COW, COE의 A/MA81 (H5N2) 바이러스에 대한 

NI 활성이 확인되었는데 IC50 값(COW: 67.8 μg/mL, COE: 13.6 

μg/mL)을 통해 COE의 NI 활성이 COW보다 더 우수함을 알 수 

있다. 본 연구팀의 기존 연구에서 헴프 줄기 유래 에탄올추출물

이 독감바이러스에 대해 강력한 항바이러스 활성을 나타냈으며, 
이 추출물의 A/MA81 (H5N2) 바이러스에 대한 NI 활성의 IC50 

값이 21.1 μg/mL로 본 연구의 COE와 유사한 수준의 NA 억제 

활성을 나타냈다 [24]. 비록 COW 및 COE의 NA 억제 활성이 

OP (IC50 = 28.3 ng/mL)에 비해 낮지만, 이 결과는 COW 및 COE
에 존재하는 화합물이 독감바이러스 HA 또는 NA를 표적으로 

하는 새로운 항바이러스 후보 물질이 될 수 있음을 제시한다.
COW로부터 분획된 유기용매 분획물과 물층 잔류물은 플락

어세이 및 CPE 억제 분석에서 독감바이러스 사멸활성을 나타냈

으나(Fig. 4), HI 활성과 바이러스 세포 침투 억제 활성은 없는 

것으로 나타났다(자료 미제시). 이 결과는 분획물의 독감바이러

스 사멸활성이 HI 활성과는 독립적인 기전을 통해 작용함을 의

미하며, 사멸활성의 기작 규명을 위한 추가 연구가 필요하다. NI 
assay에서 chloroform 및 butanol 분획물은 COW (IC50 = 67.8 

μg/mL)보다 강력한 NI 활성을 나타냈으며 각각 1.5 μg/mL, 5.4 

μg/mL의 더 낮은 IC50 값을 나타냈다(Fig. 4K, L). 그러나, 분획
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물들의 우수한 NI 활성에도 불구하고 바이러스가 감염된 세포에 

처리하였을 때 CPE 억제 효과로 이어지지 않았다(자료 미제시). 
COW와 분획물들 간의 항바이러스 활성이 상이한 이유는 여러

가지 요인으로 설명될 수 있다. COW에서 관찰된 HI 활성은 다

양한 극성의 천연물들이 상호작용하여 나타나는 복합적 효과인

데 분획물 제작 과정에서 각 천연물은 용매의 극성에 따라 분리

되면서 이러한 시너지 효과가 희석될 수 있다. 반면, chloroform 

및 butanol 분획물에서 특정 극성을 가진 성분들이 농축되어 NI 
활성을 강화한 것으로 보인다. 또한, 바이러스가 감염된 세포에 

분획물을 처리하였을 때는 항바이러스 활성이 관찰되지 않았다

는 점에서 분획물과 바이러스와의 사전 접촉이 항바이러스 활성

을 발현하는 데 필수적인 것으로 판단된다. 추후 각 추출물 및 분

획물 내에 포함된 물질을 세부 분석하여 단일 물질 수준에서 항

바이러스 활성 분석을 통해 항바이러스 활성의 분자 수준의 기작 

규명이 필요하다.
본 연구는 산수유 추출물 및 유기용매 분획물이 독감바이러스

에 대해 항바이러스 활성을 나타냄을 최초로 보고하였다. COW, 
COE는 독감바이러스에 대한 사멸활성, HI 활성, NI 활성을 포

함한 다양한 기작으로 항바이러스 효과를 보였으며, COW 유래 

유기용매 분획물은 바이러스 사멸활성과 NI 활성을 나타냈다. 
본 연구에는 몇 가지 제한점이 존재하며 향후 연구를 통해 다음

과 같은 점을 보완할 필요가 있다. 첫째, 산수유 추출물 및 분획

물의 항바이러스 활성은 다양한 생리활성 물질들의 복합적인 시

너지 효과에 기인할 가능성이 높다. 둘째, 본 연구는 독감바이러

스 표면단백질에 대한 억제 효과에 초점을 맞추었으며 세포 내

에서의 작용 기전은 규명하지 못하였다. 향후 연구에서 바이러스 

감염 세포 내에서의 작용 기전 및 바이러스 또는 숙주 단백질의 

새로운 표적을 밝히는 것이 필요하다. 셋째, 본 연구에서 확인된 

항바이러스 활성을 실제 임상적으로 적용하기 위해서는 동물실

험을 통해 그 효과를 검증해야 한다. 결론적으로 본 연구 결과는 

산수유 유래 천연물이 독감바이러스의 표면단백질 HA 및 NA를 

표적으로 하는 새로운 항바이러스 후보물질로서 개발될 가능성

을 제시한다.

초    록

독감바이러스 감염은 전 세계적으로 계절성 유행과 팬데믹을 유

발하는 중대한 공중보건 위협으로 작용하고 있다. 현재 사용 중

인 항바이러스제의 내성 문제와 부작용은 새로운 항바이러스제 

개발의 필요성을 강조하고 있다. 본 연구에서는 산수유(Cornus 
officinalis Sieb. et Zucc.) 열매로부터 제작된 추출물 및 유기용

매 분획물의 독감바이러스에 대한 항바이러스 활성을 in vitro에

서 분석하였다. In vitro 세포독성 분석을 통해 산수유 열수추출

물 및 에탄올추출물의 세포독성을 측정하였으며, 각 추출물은 비

세포독성 농도에서 독감바이러스의 감염력을 제거하는 강력한 

바이러스 사멸활성을 나타냈다. 또한 각 추출물은 독감바이러스

의 표면단백질인 HA와 NA의 주요 기능을 억제하고 독감바이러

스의 세포 침투 및 방출 단계를 효과적으로 억제하였다. 이와 같

은 산수유 추출물의 다중 표적 기작 항바이러스 효과는 time-of-

addition assay 및 cytopathic effect 억제 분석을 통해 재확인되었

다. 산수유 열수추출물로부터 제작된 유기용매 분획물들은 독감

바이러스에 대해 바이러스 사멸활성과 NA 억제 활성을 보였다. 
네 가지 유기용매 분획물 중에서 chloroform 분획물을 제외한 

나머지 분획물들은 우수한 바이러스 사멸활성을 나타냈다. NA 

억제 활성은 chloroform 분획물, butanol 분획물, 물층 잔류물, 
ethyl acetate 분획물 순으로 높았다. 본 연구 결과는 산수유 유래 

추출물 및 유기용매 분획물이 독감바이러스에 대해 다중 표적 기

작의 항바이러스 활성을 가짐을 시사한다. 또한, 산수유 유래 천

연물을 이용한 독감바이러스 감염의 예방 및 치료를 위한 의약품 

및 건강기능식품의 개발 가능성을 제시한다.

Keywords  독감바이러스 · 바이러스 사멸활성 · 산수유 · 천연

물 · 항바이러스제
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