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            초록
          
        

        
          
            Background:
            Feline calicivirus (FCV), a surrogate for human norovirus, was used to evaluate the antiviral activity of aqueous (SM-DW) and ethanolic (SM-E) extracts of Salvia miltiorrhiza. In the absence of effective antivirals against non-enveloped RNA viruses, such as noroviruses, screening traditional medicinal plants, such as S. miltiorrhiza, provides valuable insights for developing natural antiviral agents.

          

          
            Methods and Results:
            The cytotoxicity and maximal non-cytotoxic concentrations of both extracts were assessed in Crandell-Rees feline kidney cells. SM-E showed markedly stronger antiviral activity, inhibiting FCV replication at 3.13 ㎍/㎖, whereas SM-DW required 100 ㎍/㎖ to achieve a similar effect, indicating more than a 30-fold increase in potency. Additionally, SM-E exhibited a higher plaque reduction rate and greater suppression of viral titers, particularly in post-infection treatment, suggesting potential interference with intracellular viral replication. High-performance liquid chromatography revealed that SM-E contained substantially higher levels of lipophilic diterpenoids, especially tanshinone IIA, than SM-DW. This enriched composition appeared to be closely linked to the enhanced antiviral efficacy of SM-E, indicating that tanshinone IIA may be the key active constituent responsible for viral inhibition.

          

          
            Conclusions:
            These results indicate that the choice of the extraction solvent critically affects the antiviral potential of S. miltiorrhiza and highlight SM-E as a promising natural antiviral candidate against noroviruses, acting through tanshinone-enriched mechanisms.
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      서 언
      2019년 코로나바이러스감염증-19 (COVID-19)의 전 세계적 확산 및 지속적인 변이 발생, 항바이러스제 내성의 출현은 기존 치료 전략의 한계를 드러내며, 새로운 항바이러스제 개발의 필요성을 한층 부각시켰다 (WHO, 2020). 바이러스는 의료 환경뿐만 아니라 일상생활에서도 다양한 경로를 통해 건강에 위협을 가하며, 특히 식품은 주요 감염 매개체 중 하나로 자주 지목되고 있다. 이러한 상황에서, 독성이 낮고 다양한 작용 기전을 지닌 천연 유래 물질은 안전하고 효과적인 항바이러스 소재로 주목받고 있으며, 전 세계적으로 천연물 및 합성 화합물 기반 신약 개발 연구가 활발히 진행되고 있다 (Koehn and Carter, 2005; Rajasekaran et al., 2013).

      노로바이러스 (norovirus, NoV)는 Caliciviridae과에 속하는 외피 비보유 단일 가닥 RNA 바이러스로서 전 세계적으로 급성위장염의 주요 원인으로 지목되고 있다. 강한 환경 저항성과 높은 전염력을 바탕으로 식중독의 주요 병원체로 분류되며 (Ahmed et al., 2014; Robilotti et al., 2015), 고유한 유전적 다양성과 감염 특성으로 인해 백신 및 항바이러스제 개발이 어렵고, 현재까지 임상적으로 승인된 치료제가 없다 (Lindesmith et al., 2010; Winder et al., 2022). 이에 따라 안전하고 친환경적인 항바이러스 소재의 확보가 중요한 과제로 대두되고 있으며, 특히 식품 및 생활 환경에 적용 가능한 무독성 천연물 기반 항바이러스 소재에 대한 관심이 증가하고 있다 (Stals et al., 2011).

      그러나 NoV는 인간의 장 세포에서만 증식이 가능하여 일반적인 동물모델이나 세포주 기반 실험에서는 배양이 어렵고 복제 효율 또한 낮아 약물 효능 평가에 큰 제약이 있어 (Duizer et al., 2004), 약물 후보 물질의 기전 평가나 증식 억제 효과를 확인하는 데 기술적 한계가 있다. 이러한 한계를 극복하기 위해 NoV와 유전적으로 유사한 feline calicivirus (FCV) 및 murine norovirus (MNV-1)가 대체 모델로 활용되고 있으며, 이들을 이용한 항바이러스 평가 모델이 활발히 사용되고 있다 (Steinmann, 2004; Wobus et al., 2004; Cromeans et al., 2014).

      지금까지 다양한 천연물이 MNV 및 FCV에 대해 항바이러스 활성을 나타낸다고 보고되었으며, 특히 polyphenol 및 flavonoid 기반 성분들이 주요 작용 성분으로 제시되었다. 예를 들어, Lee 등 (2014)은 오디 (Morus alba) 주스와 분획물이 MNV-1의 복제와 FCV-F9 바이러스 입자의 내재화를 억제함으로써 식품 매개 장내 바이러스에 대한 항바이러스 효과를 보인다고 보고하였다. 또한 black raspberry (Rubus coreanus) 주스는 바이러스 입자와 숙주 수용체 간의 결합을 차단하거나 바이러스 유입을 억제함으로써 MNV-1 감염을 효과적으로 억제하였다고 보고하였다 (Oh et al., 2012). 녹차의 polyphenol 성분은 anti-FCV-F9 활성이 높고 세포 독성은 낮은 이상적인 특성을 보였으며 (Oh et al., 2013), 오레가노 (Origanum vulgare)의 정유 (Gilling et al., 2014), 감 (Diospyros kaki) 추출물 (Kamimoto et al., 2014) 등 다양한 천연물이 항바이러스 활성을 나타내는 것으로 보고되었다.

      그러나 기존의 연구들은 바이러스 억제 메커니즘에 대한 세포 및 유전자 수준의 기전 분석은 제한적이며, terpene 계열 성분과 같은 지용성 물질의 항바이러스 활성을 평가한 연구는 상대적으로 부족하다.

      이러한 상황에서, 다양한 생리활성을 가진 약용 식물로 주목받고 있는 단삼 (Salvia miltiorrhiza)은 꿀풀과에 속하는 다년생 식물로서 뿌리를 약재로 사용하며, 심혈관계 질환 치료뿐 아니라 항염증, 항암, 항균 효과 등 광범위한 약리 활성이 보고되어 왔다 (Zhou et al., 2011; Wang et al., 2015; Gao et al., 2018; Cui et al., 2023).

      단삼의 주요 활성 성분은 추출 용매에 따라 크게 수용성 및 지용성 그룹으로 나뉘며, 수용성 성분에는 salvianolic acid B, lithospermic acid, rosmarinic acid, danshensu 등이 있으며, 지용성 성분으로는 tanshinone I, tanshinone IIA, cryptotanshinone, dihydrotanshinone I 등이 포함된다 (Li, 1998; Li et al., 2010). 수용성 성분들은 강력한 항산화 작용을 통해 세포를 보호하며, 지용성 성분은 항균, 항염, 세포 탈과립 억제 등 면역 조절 효과를 나타낸다 (Liu et al., 1992; Lee et al., 1999; Ryu et al., 1999).

      이러한 생리활성에 기반하여, 단삼의 항바이러스 효과는 다양한 병원체를 대상으로 보고되고 있다. 단삼 물 추출물은 인플루엔자 바이러스 감염 모델에서 생존율을 높이고 바이러스 복제를 억제하였으며 (Lee et al., 2018), enterovirus 71 (EV71) 감염 세포에서 RNA 합성 억제 및 세포 사멸 감소 효과를 나타냈다 (Wu et al., 2007). 또한 salvianolic acid B는 VP1 발현 억제와 eIF4G1 절단 억제를 통해 세포 생존 경로를 조절하였으며 (Kim et al., 2019), rosmarinic acid는 바이러스 입자의 숙주 수용체 결합을 차단해 선택적 항바이러스 활성을 나타내었다 (Hsieh et al., 2020). 또한 lithospermic acid A와 B는 세포에 대한 낮은 독성과 함께 HIV-1 integrase 활성을 억제하여 항바이러스 활성을 나타냄이 보고되었다 (Abd-Elazem et al., 2002).

      그러나 이러한 연구에서 단삼의 항바이러스 활성에 대한 검정과 활성을 나타내는 핵심 물질은 주로 수용성 페놀 화합물에 집중되어 있으며, 지용성 tanshinone 계열 화합물의 항바이러스 연구는 상대적으로 제한적이었다. 최근 연구에 따르면 tanshinone I 및 IIA는 다양한 RNA 바이러스에서 viral L protein의 endonuclease domain에 결합하여 캡 절단 (cap-snatching)을 억제함으로써 바이러스 복제를 방해하는 것으로 나타났다 (He et al., 2023). 또한, tanshinone IIA sulfonate sodium은 돼지생식기호흡기증후군 (porcine reproductive and respiratory syndrome, PRRS), 중증급성호흡기증후군 코로나바이러스 2 (severe acute respiratory syndrome coronavirus 2, SARS-CoV-2) 및 그 변이주에서 복제 억제와 함께 복제 및 면역 조절에 관여하는 papain-like cysteine protease (PLpro) 효소의 작용을 저해하였고 (Sun et al., 2012; Chen et al., 2022), p38 MAPK 경로 억제를 통해 염증 반응 완화와 항바이러스 효과를 동시에 보였다고 보고되었다 (Valipour, 2023; Yang et al., 2023).

      이처럼 지용성 tanshinone 계열 성분은 광범위한 항바이러스 활성을 지니는 것으로 보이나, NoV와 같은 장관 바이러스에 대한 직접적인 효과는 아직 명확히 규명되지 않았다. 단삼은 50여 종의 수용성 및 30여 종의 지용성 성분을 함유하고 있으며, 이들의 조성과 함량은 추출 용매에 따라 크게 달라진다 (Zhou et al., 2005). 95% 에탄올 추출 시 지용성 tanshinone 성분이 주로 얻어지며, 물 추출 시에는 주로 폴리페놀 계열의 수용성 성분이 포함된다 (Tran et al., 2021). 따라서 이러한 추출 용매에 따른 조성 차이는 항바이러스 활성을 포함한 다양한 생리활성에 중요한 영향을 미칠 수 있기 때문에 단삼 유래 성분의 항바이러스 활성의 작용 시점 및 기전을 구체적으로 분석하고 평가하는 연구가 필요하다.

      본 연구에서는 NoV 대체 바이러스인 FCV를 감염 모델로 설정하고, 단삼 물 추출물과 95% 에탄올 추출물의 항바이러스 활성을 비교·평가하였다. 각 추출물의 유효성분을 HPLC로 정량 분석한 후, plaque reduction assay 및 time-of-addition 모델을 기반으로 한 TCID50 assay를 통해 바이러스 억제 정도와 작용 시점을 분석하였다. 이를 통해 추출 용매에 따라 변화하는 tanshinone IIA 함량과 항바이러스 효과 간의 상관성을 규명하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 단삼 물 추출물 (SM-DW) 및 에탄올 추출물 (SM-E)의 제조
        국내산 단삼 품종 ‘다산’ (Salvia miltiorrhiza Bunge)은 2021년 4월에 수확 및 건조한 것을 농촌진흥청 국립원예특작과학원 인삼특작부 (Eumseong, Korea)로부터 제공받았다. 원료는 분쇄기로 미세 분쇄한 후, 50호 표준체 (300 ㎛)를 통과시켜 균일한 입도의 분말 시료로 제조하였다.

        SM-DW와 SM-E은 각각 증류수 및 5% acetic acid가 첨가된 95% ethanol을 용매로 하여 추출하였다. 에탄올 추출에 산성 에탄올을 사용한 이유는, tanshinone 계열의 추출 효율이 다른 농도 조건보다 95% ethanol에서 높았다는 연구 결과 (Tran et al., 2021)와, 약산성 에탄올 조건이 홍삼 내 유사 성분의 추출에 유리하였다는 연구 (Zhu et al., 2013)를 반영하였다.

        각 추출은 분말 시료 45 g에 해당 용매 2,250 ㎖를 첨가한 뒤, 실온에서 30 분간 초음파 추출기 (UCP-20, 120 V, 60 ㎐, JeioTech, Daejeon, Korea)를 이용하여 수행하였다. 추출액은 여과지 (No. 6, Whatman International Ltd., Maidstone, England)를 통해 여과한 후, 감압 농축기 (Eyela Co., Ltd., Tokyo, Japan)를 이용해 농축하였다. 이후 동결건조기 (TFD5503, IlsinBioBase, Dongducheon, Korea)에서 분말 형태로 건조하고, 4℃에서 밀봉하여 보관하였다.

      

      
        2. 단삼 추출물에서 수용성 페놀계 그룹과 지용성 tanshinone 계열의 성분 함량 분석
        SM-DW, SM-E에 포함된 수용성 페놀계 및 지용성 tanshinone 계열 성분의 함량을 분석하기 위해, 각 시료를 10 ㎎/㎖의 농도로 추출 용매에 희석한 뒤 0.20 ㎛ syringe filter (13JP020AN, Advantec Mfs. Inc., Dublin, CA, USA)로 여과하였다.

        HPLC 분석에는 총 14 종의 표준품을 사용하였으며, 수용성 페놀계 화합물은 danshensu (DS), protocatechuic aldehyde (PCA), vanillic acid (VA), caffeic acid (CA), rosmarinic acid (RA), lithospermic acid (LA), salvianolic acid B (Sal B), salvianolic acid A (Sal A), salvianolic acid C (Sal C), protocatechuic acid (PA)였으며, 지용성 tanshinone 계열은 dihydrotanshinone I (DHTS), cryptotanshinone (CT), tanshinone I (Tan I), tanshinone IIA (Tan IIA)였다. 표준품 중 DS, PCA, VA, CA, RA, LA, Sal B, DHTS, CT, Tan I, Tan IIA는 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)에서, Sal A 및 Sal C는 Med-ChemExpress (Romulus, MI, USA)에서, PA는 HWI pharma services GmbH (Germersheim, Germany)에서 구입하였다.

        각 표준물질은 5 ㎍/㎖, 10 ㎍/㎖, 20 ㎍/㎖, 40 ㎍/㎖, 80 ㎍/㎖의 농도로 희석하여 분석에 사용하였으며, 표준 곡선을 작성해 회귀방정식 및 결정계수 (R²)를 산출하였다. 실제 시료 내 성분 함량은 HPLC 크로마토그램 면적 값을 표준 곡선에 대입하여 계산하였다. 분석법은 Chen 등 (2012)의 시험법 밸리데이션이 확인된 동시 분석법을 기반으로 일부 조건을 변형하여 적용하였다 (Table 1).

        
          Table 1. 
				
          

          
            HPLC operating condition of simultaneous analytical method for 14 pharmaceutical constituents in S. miltiorrhiza.
          
          

        

        
          
            
              	Instrument
              	Shimadzu LC-20AT HPLC system
            

          
          
            	Column
            	YMC-Pack ODS-AM column
(250 ㎜ × 4.6 ㎜ I.D., 5 ㎛)
          

          
            	Detector
            	UV-VIS detector (280 ㎚)
          

          
            	Solvent A
            	Water: acetic acid = 99.2 : 0.8
          

          
            	Solvent B
            	Acetonitrile: acetic acid = 99.2 : 0.8
          

          
            	Flow rate
            	1 ㎖/min
          

          
            	Oven
            	30℃
          

          
            	Injection volume
            	10 ㎕
          

          
            	Gradient elution system
          

          
            	Time (min)
            	%A
            	%B
          

          
            	Initial
            	98
            	2
          

          
            	40
            	54
            	46
          

          
            	60
            	34
            	66
          

          
            	70
            	52
            	48
          

          
            	71
            	10
            	90
          

          
            	80
            	10
            	90
          

        

        

      

      
        3. 세포 및 바이러스의 배양
        본 연구에 사용한 FCV (VR-782)는 American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA)에서 분양받았으며, 숙주세포인 Crandell-Reese feline kidney (CRFK, CCL-94)는 한국세포주은행 (KCLB, 10094, Seoul, Korea)에서 제공받아 사용하였다.

        CRFK 세포는 75 ㎠ tissue culture flask (SPL Life Science, Pocheon, Korea)에서 10% fetal bovine serum (FBS; GIBCO, Grand Island, NY, USA), 1% antibiotics/antimycotics (AA, GIBCO, Grand Island, NY)가 포함된 Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM; GIBCO, Grand Island, NY, USA)에서 37℃, 5% CO2 조건의 배양기 (MCO-170AC, PHcbi, Wood Dale, IL, USA)에서 배양하였다. 세포가 90% 이상 밀집 상태에 도달한 경우 계대 배양하여 실험에 사용하였다.

        FCV 증식을 위해서 단층 (monolayer) 상태의 CRFK 세포에 바이러스 배양액을 접종하고 37℃에서 90 분간 흡착시켰으며, 이후 2% FBS가 포함된 유지배지 (maintenance medium, DMEM)를 첨가해 37℃, 5% CO2 조건에서 16 시간에서 24 시간까지 배양하였다.

        세포병변효과 (cytopathic effect, CPE)가 뚜렷해지면 부착 세포가 탈락하게 되는데, 이 시점에서 동결-해동을 2 회 반복하여 세포를 파쇄한 후 1,500 × g에서 15 분간 원심 분리하였다. 상등액은 세포 잔해를 제거한 뒤 cryogenic vial (SPL Life Science, Pocheon, Korea)에 0.5 ㎖씩 나누어 바이러스 stock으로 저장하였으며 사용할 때까지 –80℃에 보관하였다.

      

      
        4. 세포 독성 시험
        SM-DW, SM-E의 항바이러스 활성을 평가하기에 앞서, FCV의 숙주세포인 CRFK 세포에 대한 세포 독성을 확인하여 각 추출물의 최대 무독성 농도 (MNCC, maximum non-cytotoxic concentration)를 설정하였다. 세포 독성 평가를 위한 SM-DW와 SM-E의 농도 범위는 SM-DW의 인플루엔자 바이러스에 대한 항바이러스 활성 검정에서 HEK293T 세포주나 HeLa 세포주에 사용된 농도 범위 (1 ㎍/㎖ - 100 ㎍/㎖)를 참조하였으며 (Lee et al., 1998) 연속적인 단계 희석법을 이용하여 MNCC 설정을 위한 최적의 농도 범위를 검정하였다.

        CRFK 세포는 96-well plate에 well 당 6.3 × 103 cells로 분주하고, 80% 밀집 상태에 도달할 때까지 배양하였다. 이후 SM-DW (1.09 ㎎/㎖ - 108.75 ㎎/㎖)와 SM-E (0.022 ㎎/㎖ - 0.218 ㎎/㎖)를 단계별로 희석해 각 well에 처리한 뒤, 2 시간 동안 배양하고 그 후 신선한 DMEM으로 교체해 24 시간 추가 배양하였다. 세포 생존율 평가는 WST-1 assay로 진행되었으며, 시약은 EZ-cytox (DoGenBio, Seoul, Korea)를 사용하고 흡광도는 450 ㎚ 에서 microplate reader (SpectraMax ABS, Molecular Devices, LLC, CA, USA)로 측정하였다.

        음성대조군으로 추출물이 포함되지 않은 DMEM 단독 배지를, 양성 대조군은 0.1% sodium dodecyl sulfate (SDS)를 사용하였다. 세포 생존율은 음성대조군 대비 상대 흡광도 비율로 계산하였으며, 95% 이상 세포 생존율을 보이는 농도를 MNCC로 판단하고 이후 항바이러스 실험에 사용하였다.

      

      
        5. 플라크 감소 시험 (plaque reduction assay)
        CRFK 세포를 이용하여 FCV의 감염성과 SM-DW, SM-E 처리 효과를 평가하였다. 실험 하루 전, CRFK 세포를 well 당 1.8 × 105 cells로 분주해 37℃, 5% CO2 조건에서 부착 배양하였다. FCV stock 농도는 1 × 106 – 5 × 107 pfu/㎖로 측정되었으며 이를 기반으로 plaque assay에 적합한 희석 범위를 설정하였다.

        SM-DW 및 SM-E는 각각 MNCC 농도 (5.44 ㎎/㎖ 및 0.174 ㎎/㎖)로 조제하여 FCV stock과 혼합한 뒤, 30 분간 반응시켰다. 혼합액은 성장 배지로 10 배 연속 희석하여, 바이러스 희석액을 준비하였다. 감염성 및 세포층 박리 효과를 고려하여, 희석 배수는 102에서 105까지 설정하였다.

        배양된 CRFK 세포에서 상층 배지를 제거하고, 각 희석 바이러스 용액을 200 ㎕씩 접종하였다. 37℃, 5% CO2 조건에서 2시간 동안 흡착 배양 후, overlay medium (1.5% agarose와 배지를 1 : 1로 혼합)을 well 당 4 ㎖씩 분주해 고형화하였다.

        Overlay media가 굳은 것을 확인한 뒤 plate를 다시 37℃, 5% CO2 incubator에 넣어 24 시간 배양하였다. 현미경 관찰을 통해 CPE가 80% 이상 관찰되면 세포를 4% formaldehyde로 30 분 이상 고정하였다. Overlay를 제거하고 1% crystal violet 용액 (DAEJUNG, Siheung, Korea)으로 염색 후, 증류수로 세척하고 상온에서 건조하였다.

        플라크 수는 ImageJ 64-bit Java 8 (National Institutes of Health Bethesda, MD, USA)로 정량 분석하였다. 각 실험은 4회 반복하였으며 음성대조군 (무처리군)과 비교하여 바이러스 역가를 계산하였다. 역가는 다음 식으로 산출하였고 PFU (plaque forming unit)/㎖의 값을 로그 변환하여 분석하였다.
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        6. FCV 바이러스 감염력 변화를 통한 항바이러스 검정
        FCV의 항바이러스 활성은 50% tissue culture infectious dose (TCID50)를 측정하는 end-point dilution assay로 평가하였다. 감염 후 5 일째에 CPE를 관찰하고, 50% 이상 CPE가 나타난 well의 희석 단계를 기준으로 Reed-Muench method를 적용해 TCID50 값을 산출하였다 (Hierholzer and Killington, 1996). 최종 결과는 log10 TCID50/㎖로 표시하였다.

        SM-DW 및 SM-E의 항바이러스 활성을 평가하기 위해 time-of-addition 모델을 적용하여 세 가지 처리 조건으로 나누어 진행하였다 (Fig. 1).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Schematic representation of the time-of-addition assay to evaluate antiviral activity of S. miltiorrhiza extracts against feline calicivirus (FCV).
            To investigate the antiviral activity of the water extract (SM-DW) and ethanol extract (SM-E) of S. miltiorrhiza, a time-of-addition assay was performed using Crandell-Rees feline kidney (CRFK) cells and feline calicivirus (FCV). The assay consisted of three treatment conditions: (1) Pre-treatment, where the virus and extract were pre-incubated prior to CRFK cell seeding and infection; (2) Co-treatment, where the extract and virus were simultaneously applied to pre-seeded CRFK cells; and (3) Post-infection treatment, where the extract was administered after viral infection had occurred. After 5 days of incubation, antiviral efficacy was determined using the 50% tissue culture infectious dose (TCID50) method based on end-point dilution assay. Viral titers were calculated and expressed as TCID50/㎖ in logarithmic scale, and compared across treatment groups to evaluate inhibitory effects of the extracts at different stages of the viral life cycle.

          
          

          

        

        전처리 모델 (pre-treatment)에서는 바이러스를 세포에 접종하기 전에 추출물과 반응시켜 항바이러스 효과를 확인하였다. FCV stock 원액에 SM-DW (5.44, 2.72, 1.09 ㎎/㎖) 또는 SM-E (0.174, 0.087, 0.022 ㎎/㎖)를 첨가해 4℃에서 24 시간 동안 반응시킨 뒤 10 배 연속 희석하여 CRFK 세포에 접종하고 37℃, 5% CO₂조건에서 5 일간 배양하였다.

        동시 처리 모델 (co-treatment)의 경우 추출물과 바이러스를 동시에 세포에 처리하여 항바이러스 활성을 평가하였다. SM-DW 및 SM-E를 각각 무독성 농도의 3 단계 (전처리 모델과 동일 농도 범위)로 희석하고 FCV 희석액과 함께 CRFK 세포와 함께 각 well에 동시에 접종하여 5 일간 배양하였다.

        감염 후 처리 모델 (post-treatment)은 FCV 감염 이후 추출물을 처리하는 방식으로 항바이러스 효과를 분석하였다. CRFK세포에 FCV를 접종 후 phosphate buffered saline (PBS)로 세척한 뒤, SM-DW 또는 SM-E의 희석액 (전처리 모델과 동일 농도 범위)을 처리하고 5 일간 배양하였다.

        각 배양이 종료된 후, 각 처리군의 바이러스 역가를 측정하여 감염 후 억제 효과를 대조군과 비교하였다.

      

      
        7. 통계분석
        모든 검정은 4 회 반복 수행되었고, 각 항목별 실험은 3 회 반복하였다. 측정값은 평균 ± 표준 편차 (mean ± standard deviation)로 표현하였다. 각 처리군과 대조군 간의 평균값의 유의성은 Student’s t-test (*p < 0.05)로 검정하였으며 통계 분석은 SAS Enterprise Guide 9.4 (Statistical analysis system, 2009, Cary, NC, USA)를 사용하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. SM-DW 및 SM-E의 수용성·지용성 성분 함량 특성
        SM-DW와 SM-E에 함유된 수용성 페놀계 그룹 및 지용성 tanshinone 계열 총 14 종에 대해 HPLC로 함량을 정량 분석하였다. 결과는 추출물 1 ㎎당 함량 (㎍/㎎·EX)으로 표기하였으며, 성분의 물리화학적 특성을 고려해 수용성과 지용성으로 구분하였다 (Fig. 2).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            HPLC chromatogram of 14 pharmaceutical constituents in water (SM-DW) and 95% ethanol containing 5% acetic acid extract (SM-E) of S. miltiorrhiza.
            (A); standard mixture (10 ㎍/㎖, 1; danshensu (DS, R2=0.9992, y=7098.2x-27993), 2; protocatechuic acid (PA, R2=0.9971, y=70367x-358923), 3; protocatechuic aldehyde (PCA, R2=0.9999, y=34167x-55650), 4; vanillic acid (VA, R2=0.9995, y=14155x+7365), 5; caffeic acid (CA, R2=0.9994, y=32719x-320132), 6; rosmarinic acid (RA, R2=0.9927, y=7842.1x-76762), 7; lithospermic acid (LA, R2=0.9949, y=12680x-179771), 8; salvianolic acid B (Sal B, R2=0.9936, y=29340x-157971), 9; salvianolic acid A (Sal A, R2=0.9965, y=24927x-494795), 10; salvianolic acid C (Sal C, R2=0.9939, y=10218x-154256), 11; dihydrotanshinone I (DHTS, R2=0.9982, y=60408x-418237), 12; cryptotanshinone (CT, R2=0.9927, y=24681x-129808), 13; tanshinone I (Tan I, R2=0.9958, y=7161.7x-816.83), 14; tanshinone IIA (Tan IIA, R2=0.9978, y=52462x-5120.3), (B); water extract (SM-DW) of S. miltiorrhiza. (C); 95% ethanol containing 5% acetic acid extract (SM-E) of S. miltiorrhiza. All extract was treated ultrasound (120V, 60Hz) for 30 minutes in each solvent, filtered, and lyophilized.

          
          

          

        

        추출수율은 SM-DW가 38.17%, SM-E가 17.88%로, SM-DW에서 약 2 배 이상 높았다. 이는 물의 강한 극성으로 인해 수용성 페놀류뿐만 아니라 다당류 등 수용성 고분자 화합물의 용출이 용이하기 때문으로 해석된다.

        수용성 페놀계 화합물 중 caffeic acid는 SM-DW에서 0.41 ± 0.03 ㎍/㎎·EX로 SM-E (0.05 ± 0.01 ㎍/㎎·EX) 대비 약 9 배 높았다. Danshensu (DS)는 두 추출물 간의 유의한 차이가 없었으나 SM-E에서 약간 높은 경향을 보였다 (Table 2). Salvianolic acid A, B, C는 SM-E에서 각각 약 12 배, 23 배, 7 배 더 높은 함량을 보였으며, 이는 유기 용매 추출 조건이 해당 성분의 용출에 효과적임을 시사한다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Hydrophilic phenolic acids contents of water (SM-DW) and 95% ethanol containing 5% acetic acid extract (SM-E) in S. miltiorrhiza.
          
          

        

        
          
            
              	Extracts
              	 
              	Content (㎍/㎎ㆍEX)
              	 
              	 
              	 
            

            
              	DS3)
              	PA4)
              	PCA5)
              	VA6)
              	CA7)
              	RA8)
              	LA9)
              	Salvianolic acid
              	Total
            

            
              	A
              	B
              	C
            

          
          
            	SM-DW
1)
            	0.21±0.03
            	0.00±0.00
            	0.02±0.00
            	0.00±0.00
            	0.41±0.03
            	0.01±0.01
            	0.54±0.13
            	0.05±0.01
            	3.89±0.47
            	0.07±0.02
            	5.20±0.70
          

          
            	SM-E2)
            	0.27±0.05
            	0.00±0.00
            	0.01±0.00
            	0.00±0.00
            	0.05±0.01
            	21.43±4.36
            	1.84±0.35
            	0.60±0.13
            	90.03±4.21
            	0.49±0.13
            	114.72±9.24
          

          
            	t-test
            	
              
                ns
              
            
            	
              
                ns
              
            
            	**
            	
              
                ns
              
            
            	**
            	*
            	**
            	*
            	**
            	*
            	**
          

        

        
          
            1)SM-DW; water extract of S. miltiorrhiza, 2)SM-E; 95% ethanol containing 5% acetic acid extract of S. miltiorrhiza. All extract was treated ultrasound (120 V, 60 ㎐) for 30 minutes in each solvent, filtered, and lyophilized. 3)DS; danshensu, 4)PA; protocatechuic acid, 5)PCA; protocatechuic aldehyde, 6)VA; vanillic acid, 7)CA; caffeic acid, 8)RA; rosmarinic acid, 9)LA; lithospermic acid. Values are the mean ± standard deviation of triplicate analyses. Significantly different according to Student’s t-test (*p < 0.05 and **p <0.01). ns; not significantly different.
          

        

        

        지용성 tanshinone 계열의 경우, tanshinone IIA는 SM-DW에서 0.08 ± 0.01 ㎍/㎎·EX에 불과했으나 SM-E에서는 28.45 ± 0.13 ㎍/㎎·EX로 SM-DW 보다 356 배 높은 함량을 나타냈다 (Table 3). Dihydrotanshinone I (DHTS), cryptotanshinone (CT), tanshinone I (Tan I) 역시 SM-E에서 SM-DW에 대하여 각각 67배, 26 배, 28 배 더 높은 함량으로 검출되었다.

        
          Table 3. 
				
          

          
            Hydrophobic diterpenoid quinone of water (SM-DW) and 95% ethanol containing 5% acetic acid extract (SM-E) in S. miltiorrhiza.
          
          

        

        
          
            
              	Extracts
              	Content (㎍/㎎·EX)
            

            
              	DHTS3)
              	CT4)
              	TanⅠ5)
              	TanⅡA6)
              	Total
            

          
          
            	SM-DW1)
            	0.08±0.01
            	0.61±0.07
            	0.45±0.07
            	0.08±0.01
            	1.23±0.16
          

          
            	SM-E2)
            	5.37±0.57
            	15.98±2.05
            	12.74±1.56
            	28.45±7.74
            	62.55±11.93
          

          
            	t-test
            	**
            	**
            	**
            	*
            	**
          

        

        
          
            1)SM-DW; water extract of S. miltiorrhiza, 2)SM-E; 95% ethanol containing 5% acetic acid extract of S. miltiorrhiza. All extract was treated ultrasound (120 V, 60 ㎐) for 30 minutes in each solvent, filtered, and lyophilized. 3)DHTS; dihydrotanshinone Ⅰ, 4)CT; cryptotanshinone, 5)Tan I; tanshinone I, 6)Tan IIA; tanshinone IIA. Values are the mean ± standard deviation of triplicate analyses. Significantly different according to Student’s t-test (*p < 0.05 and **p < 0.01). ns; not significantly different.
          

        

        

        추출물의 수율을 고려하여 단삼 분말 기준 1 g당 함량으로 환산한 결과 에서도 동일한 경향이 관찰되었으며 (자료 미제시), SM-E는 salvianolic acid B (7,745.45 ± 940.57 ㎍/g·DW)는 SM-DW (742.37 ± 80.18 ㎍/g·DW) 대비 약 10 배 이상 높았다. SM-E에서 지용성 성분은 SM-DW 대비 DHTS는 29 배, CT의 경우 12 배, Tan I은 13 배, Tan IIA의 경우 156 배 이상으로 높았다 (자료 미제시).

        전통적으로 단삼 추출에는 물을 용매로 사용하는 환류·연속 환류 추출법이 사용되며, 이러한 추출 방법은 고온·고압의 추출 조건을 적용하는데 유리하나, 추출에 시간이 오래 걸리며 단삼의 추출 과정에서 적용되는 가열 조건이 salvianolic acid B를 danshensu와 lithospermic acid로 분해시킬 우려가 있다는 점 (Gong et al., 2017)과 tanshinone 계열 성분 추출 효율이 낮다는 한계가 있다 (Ong and Len, 2004).

        단삼은 다양한 생리활성 성분을 함유하고 있으며, 이들에 기인한 약리적 효능 또한 복합적으로 나타나기 때문에 질환에 따라 유효한 성분이 높은 함량으로 확보될 수 있는 추출법을 구분해 적용할 필요가 있다. 이를 위해 대상 성분의 특성에 맞는 용매와 추출 조건을 설정하고, 안전성과 효율성을 동시에 고려한 공정 개발이 요구된다.

        본연구의 추출 방법인 초음파 보조 추출법 (ultrasound-assisted extraction)은 용매 소모를 줄이면서 추출 시간을 단축시킬 수 있는 장점이 있으며 (Gallo et al., 2010), 짧은 추출 시간으로 인해 가열이 필요하지 않아 열에 민감한 유용 성분의 열분해를 방지할 수 있다는 점에서 (Pan et al., 2002), 기존의 환류 추출법 등과 비교해 유리한 조건으로 평가된다. 또한, 전통적인 에탄올 추출법은 단순하고 조작이 쉬우며, 지용성 성분의 추출 효율이 우수하여 현재까지도 널리 활용되고 있다.

        이외에도 약용작물로부터 천연물을 효율적으로 추출하기 위한 방법으로 초음파 보조 추출법 (ultrasound-assisted extraction) 뿐만 아니라 초임계유체 추출 (supercritical fluid extraction, Wang et al., 2008), 계면활성제 보조 추출 (surfactant-assisted extraction, Bi et al., 2010), 압력 액체 추출 (pressurized-liquid extraction, Jiang et al., 2010), 이온성액체기반고압추출 (ionic liquid-based ultrahigh pressure extraction, Liu et al., 2013) 등이 보고되고 있으며, tanshinone 계열 성분의 추출에 있어 이들 추출 방법을 적용하여 선택성과 수율을 개선하는 데 활용할 수 있을 것으로 생각된다.

        따라서 본 연구에서 제시한 5% acetic acid를 포함한 95% ethanol 기반의 초음파 보조 추출은 수용성 페놀계 및 지용성 tanshinone 계열의 성분 함량 모두에 대해 높은 추출 효율을 나타내는 방식으로 평가되며, 특히 항바이러스 활성이 강하게 나타난 SM-E의 경우, 고함량의 tanshinone IIA가 주요 작용성분으로 작용할 가능성을 뒷받침하는 중요한 결과로 판단된다.

      

      
        2. SM-DW 및 SM-E의 세포 독성 평가
        CRFK 세포를 이용해 SM-DW와 SM-E의 세포 독성을 평가하고, MNCC를 산정하였다 (Fig. 3). SM-DW과 SM-E는 CRFK 세포에 대해 서로 다른 세포 독성을 나타내었으며 SM-E는 0.217 ㎎/㎖의 비교적 낮은 농도에서 세포 생존율이 81.9%로 감소하여 독성이 나타났으나, SM-DW는 10.88 ㎎/㎖의 이상에서 세포 생존율이 낮아져 상대적으로 세포 독성이 낮은 추출물로 확인되었다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            CRFK cell cytotoxicity of water (SM-DW) and 95% ethanol containing 5% acetic acid extract (SM-E) of S. miltiorrhiza was assessed by the WST-1 assay.
            (A); SM-DW, (B); SM-E. The maximum non-cytotoxic concentration (MNCC) were 5.44 ㎎/㎖ and 0.174 ㎎/㎖ for SM-DW and SM-E, respectively. This experiment was performed as quadruplicates.

          
          

          

        

        음성 대조군으로 사용된 배지 단독 처리군 (DMEM)은 세포 생존율에 영향을 주지 않았다. SM-DW의 경우 5.44 ㎎/㎖ (101.2% 세포 생존율), SM-E에서 0.174 ㎎/㎖ (96.1%, 세포 생존율)에서 세포의 부착성과 증식에도 영향을 주지 않아 MNCC를 설정하였다. 이는 용매 특성과 성분 함량 차이에 따른 독성 차이를 반영하며, 이후 실험은 각 MNCC를 기준으로 수행하였다 (Fig. 3).

      

      
        3. SM-DW 및 SM-E의 plaque reduction assay 기반 FCV 항바이러스 활성 평가
        FCV를 대상으로 SM-DW 및 SM-E를 최대 무독성 농도 (SM-DW 5.44 ㎎/㎖, SM-E 0.174 ㎎/㎖)로 처리하고 plaque reduction assay를 통해 항바이러스 활성은 정량적으로 분석한 결과를 제시하였다 (Fig. 4A).

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Antiviral activity of water (SM-DW) and 95% ethanol containing 5% acetic acid extract (SM-E) of S. miltiorrhiza against feline calicivirus (FCV) by plaque reduction assay.
            FCV was infected into Crandall-Reese feline kidney cells and incubated in the presence or absence of water (SM-DW) and 95% ethanol containing 5% acetic acid extract (SM-E) of S. miltiorrhiza. Antiviral activity was expressed as a comparative photographs to inhibit virus-induced plaque, compared with control as extraction solvents (A). Titer of surviving FCV (log PFU/㎖) to SM-DW compared with control (DW) as extraction solvents (B). Titer of surviving FCV (log PFU/㎖) to SM-E compared with control (E) as extraction solvents. This experiment was performed as quadruplicates. Significantly different according to Student’s t-test (**p < 0.01).

          
          

          

        

        SM-DW 처리군은 10-2 희석 조건에서 plaque 수가 미처리 대조군 대비 99.784% 감소하였으며, 바이러스 역가는 물만 처리한 음성대조군 (DW)의 7.5638 ± 0.1077 log PFU/㎖에 비하여 4.9256 ± 0.0667 log PFU/㎖ 로 약 2.64 log 감소하였다 (Fig. 4B).

        SM-E 처리군의 경우, 10-3 희석 조건에서 98.699%의 항바이러스 억제율을 나타내었으며, 5% acetic acid를 포함한 95% ethanol 처리 대조군 (E)의 바이러스 역가가 7.2764 ± 0.1585 log PFU/㎖ 인데 반하여 SM-E 처리군은 5.4102 ± 0.0247 log PFU/㎖로, 약 1.89 log 감소하였다 (Fig. 4B).

        두 추출물 모두 FCV에 대해 유의한 항바이러스 활성을 나타냈지만, SM-E는 SM-DW에 비해 약 30 배 낮은 농도에서도 유사한 수준의 항바이러스 효과를 보였다. 이는 성분 분석 결과와 일치하며, 특히 SM-E에는 tanshinone IIA를 포함한 지용성 diterpenoid 계열 성분이 SM-DW보다 월등히 높은 농도로 존재하였고, 이러한 성분들이 바이러스 증식 억제의 주요 활성 인자로 작용했을 가능성이 크다. 이로써 SM-E는 상대적으로 낮은 농도로도 강력한 항바이러스 활성을 유도할 수 있는 유망한 천연 추출물임을 시사한다고 하겠다.

      

      
        4. SM-DW 및 SM-E의 time-of-addition 모델 기반 항바이러스 활성 비교
        단삼 추출물의 항바이러스 작용 시점을 명확히 규명하고자, time-of-addition assay를 통해 pre-treatment, co-treatment, post-treatment의 3 가지 조건별로 FCV에 대한 억제 효과를 비교하였다 (Fig. 5).

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Anti-feline calicivirus (FCV) activity water extract (SM-DW) and ethanol (SM-E) extracts of S. miltiorrhiza in Crandell-Reese feline kidney (CRFK) according to time-of-addition model (pretreatment, cotreatment and postinfection treatment).
            (A) Time-of-addition experiment results for the water extract (SM-DW) of S. miltiorrhiza. (B) Time-of-addition experiment results for the ethanol extract containing 5% acetic acid (SM-E) of S. miltiorrhiza. Three concentrations (MNTC and two lower concentrations) of each extract were used. Pretreatment; Feline calicivirus (FCV) with natural extracts on virus titer. FCV was pretreated with non-diluted extracts for 24 h at 4℃. Cotreatment; three concentrations of each extract were used for treating CRFK simultaneously with viral for treating CRFK simultaneously with viral infection. Postinfection treatment; three concentrations each extract were used for treating CRFK 2 h after viral infection. Data are the average of triplicate experiments. Error bars represent standard deviations. MNTC; maximum nontoxic concentration. TCID50; 50% tissue culture infectious dose of the virus. Data are presented as the mean ± standard deviation (n = 5). Means with different letters in the same column are significantly different by Duncan’s multiple range test (DMRT, *p < 0.05).

          
          

          

        

        SM-DW를 pre-treatment 조건으로 처리한 경우, 고농도 (5.44 ㎎/㎖)의 바이러스 역가는 6.81 ± 0.58 log TCID50/㎖로 미처리 대조군 (7.89 ± 0.16 log TCID50/㎖) 대비 1.08 log의 유의미한 바이러스 역가 감소가 관찰되었으며 SM-DW가 바이러스와의 직접 접촉을 통해 CRFK 세포로의 초기 부착을 차단한 결과로 해석된다. 중간 농도 (2.72 ㎎/㎖) 및 저농도 (1.09 ㎎/㎖)에서는 7.21 ± 0.73 log TCID50/㎖, 7.35 ± 0.82 log TCID50/㎖로 대조군 대비 감소 경향이 있었으나, 고농도에서와 같은 뚜렷한 억제 효과는 나타나지 않았다 (Fig. 5A, p < 0.05).

        이는 SM-DW가 특정 농도 이상으로 적용하는 경우 SM-DW에 포함된 수용성 성분이 바이러스 입자와 상호 작용하여 초기 감염을 부분적으로 억제할 수 있음을 시사한다고 하겠다.

        SM-DW를 co-treatment 조건으로 처리한 경우, 중간 농도 이상 (2.72, 5.44 ㎎/㎖)에서 바이러스 역가는 4.11 ± 0.89 log TCID50/㎖와 3.74 ± 0.75 log TCID50/㎖를 나타나 대조군 (7.89 ± 0.16 log TCID50/㎖) 대비 각각 3.78 및 4.15 log 감소를 나타내어 유의미한 바이러스 억제 효과가 확인된 반면, 1.09 ㎎/㎖의 저농도를 적용한 경우, 바이러스 역가는 7.18 ± 0.68 log TCID50/㎖로 나타나 대조군과 차이를 보였지만, 중간 농도 이상 (2.72, 5.44 ㎎/㎖)에서 확인된 수준의 항바이러스 활성을 나타내지 못하였으며 통계적 유의성도 낮았다 (Fig. 5A, p < 0.05). 이는 SM-DW가 바이러스의 세포 진입 및 초기 증식 억제에 효과적으로 작용하기 위해서는 특정 농도 (2.72 ㎎/㎖) 이상의 농도가 되어야 함을 의미한다고 할 수 있다.

        SM-DW를 post-infection 조건으로 처리한 경우, 바이러스 역가는 1.09 ㎎/㎖의 농도에서 7.38 ± 0.32 log TCID50/㎖, 2.72 ㎎/㎖의 농도에서 7.22 ± 0.28 log TCID50/㎖, 5.44 ㎎/㎖의 농도에서는 6.99 ± 0.33 log TCID50/㎖ 를 나타내 각각 대조군 (7.89 ± 0.16 log TCID50/㎖) 대비 0.51, 0.67 및 0.90 log의 수준으로 감소하는 경향이 있었으나, 감소 폭은 제한적이었다 (Fig. 5A, p < 0.05). 모든 농도에서도 비교적 낮은 수준의 억제 효과만이 관찰되었으며, 이는 SM-DW가 감염 이후 복제·방출 단계에 대해서는 제한적인 억제능을 갖고 있음을 나타낸다고 하겠다.

        Bellamy (1995)의 기준에 따르면 log TCID50 값이 4 log 이상 감소할 경우 항바이러스 효과가 있다고 평가되는데, SM-DW는 co-treatment 조건에서 해당 기준에 근접하는 가장 유의미한 억제 효과를 보였으며 pre-treatment 및 post-treatment에서는 농도 의존적 경향이 확인되었으나 상대적으로 효과가 낮았다. 따라서 SM-DW는 주로 바이러스의 세포 진입 단계에서 효과적으로 작용하며, 바이러스의 숙주세포로의 초기 부착 차단이나 감염 후 억제 효능은 상대적으로 낮은 것으로 판단된다.

        SM-E를 pre-treatment 조건으로 처리한 경우, 각 농도 (0.022, 0.087, 0.174 ㎎/㎖)에서 바이러스 역가는 5.52 ± 0.19 log TCID50/㎖, 4.28 ± 0.15 log TCID50/㎖, 2.84 ± 0.18 log TCID50/㎖를 나타내어 대조군 (7.92 ± 0.12 log TCID50/㎖) 대비 각각 2.40 log, 3.64 log, 5.08 log의 수준으로 감소하여 FCV에 대한 유의미한 억제 효과가 관찰되었으며, 특히 고농도 (0.174 ㎎/㎖)에서는 가장 강력한 바이러스 역가 감소가 확인되었다 (Fig. 5B, p < 0.05). 이는 SM-E에 포함된 유효 성분, 특히 tanshinone IIA 등 지용성 diterpenoid 성분이 바이러스 외피 또는 캡시드 단백질에 직접 작용하여 숙주세포 부착을 억제할 수 있음을 시사한다.

        SM-E를 co-treatment 조건으로 처리한 경우, 모든 농도 (0.022, 0.087, 0.174 ㎎/㎖)에서 바이러스 역가는 4.33 ± 0.86 log TCID50/㎖, 3.56 ± 0.43 log TCID50/㎖, 2.14 ± 0.88 log TCID50/㎖를 나타내어 대조군 (7.92 ± 0.12 log TCID50/㎖) 대비 각각 3.59 log, 4.36 log, 5.78 log의 수준으로 감소하여 FCV 바이러스에 대한 우수한 항바이러스 활성이 관찰되었고, pre-treatment와 비교하여 더 높은 수준의 억제 효과를 나타내었다 (Fig. 5B, p < 0.05). 이는 SM-E가 바이러스의 세포 진입 및 초기 복제 단계에서 탁월한 차단 효과를 발휘할 수 있음을 보여준다.

        SM-E를 post-infection 조건으로 처리한 경우, 상대적인 저농도와 중간 농도 (0.022, 0.087 ㎎/㎖)에서 바이러스 역가가 각각 6.78 ± 0.74 log TCID50/㎖와 6.98 ± 0.57 log TCID50/㎖로 대조군 (7.92 ± 0.12 log TCID50/㎖) 대비 유의미한 바이러스 억제 효과가 확인되었으며, 특히 고농도 (0.174 ㎎/㎖)에서 바이러스 역가는 3.25 ± 0.31 log TCID50/㎖ 로 대조군 (7.92 ± 0.12 log TCID50/㎖) 대비 3.59 log 감소를 나타내어 가장 뚜렷한 역가 감소가 관찰되었다 (Fig. 5B, p < 0.05). 이는 SM-E가 감염 이후에도 바이러스 복제 또는 세포 외 방출 단계를 일정 수준 억제할 수 있으며 상대적 고농도에서는 강력한 항바이러스 효과를 나타낼 수 있음을 의미한다. 또한 SM-E는 FCV의 감염 단계별 각각의 작용 시점에서 유의미한 효과를 나타내는 광범위한 항바이러스 작용 스펙트럼을 나타낸다고 할 수 있겠다.

        전반적으로 SM-E는 모든 처리 조건에서 농도 의존적인 억제 효과를 보였으며, 특히 pre-treatment 및 co-treatment 단계에서 강력한 항바이러스 활성을 나타내었다. 또한, 감염 후에도 특정 농도 이상에서는 바이러스 복제 또는 세포 외 방출 단계를 억제할 수 있음을 알 수 있었다. 이러한 효과는 SM-E에 함유된 고함량의 유효 성분들에 기인되는 것으로 판단되며 성분 분석 결과에서 확인된 바와 같이, SM-E에 고농도로 함유된 tanshinone IIA 등 지용성 diterpenoid 성분의 작용에 기인한 결과로 해석된다.

        본 연구에서 SM-DW과 SM-E는 FCV를 대상으로 다양한 in vitro 항바이러스 평가에서 유의한 억제 활성을 나타냈다. 특히 SM-E는 낮은 농도에서도 뛰어난 항바이러스 활성을 보였고, 바이러스의 세포 부착, 침투, 복제 등 다양한 단계에서 바이러스 증식을 효과적으로 억제할 수 있음을 확인하였다. 또한 SM-E의 항바이러스 효과는 단일 유효 성분의 작용이 아닌 수용성 및 지용성 화합물의 상호작용에 기인하는 것으로 예측되며, 특히 SM-E의 주요 지용성 성분인 tanshinone 계열 화합물의 함량이 이러한 항바이러스 효과의 핵심 역할을 했을 것으로 판단된다.

        이러한 항바이러스 효과는 기존의 보고들과 잘 부합되는데, 예를 들어 정향 에센셜 오일 (clove essential oil)이 FCV의 세포 부착 단계를 저해한다는 보고 (Elizaquível et al., 2013)와 다양한 항바이러스 성분의 시너지 작용이 바이러스 억제 효과를 증대시킬 수 있다는 최근 연구 (Gabbianelli et al., 2023)는 본 연구 결과의 해석에 중요한 근거를 제공한다. 특히 propolis 유래 terpenoid 성분들이 인간 노로바이러스 GII.4 및 쥐 노로바이러스 (MNV-1)의 숙주세포 부착 및 침투 단계를 억제한다는 보고 (Liao et al., 2021)는 SM-E의 항바이러스 기전과 유사한 작용 경로를 제시한다고 하겠다.

        SM-E의 주요 지용성 성분인 tanshinone 계열 화합물은 p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK), extracellular signal-regulated kinase (ERK), c-Jun N-terminal kinase (JNK), nuclear factor kappa B (NF-κB) 등 다양한 염증 및 생존 관련 세포 신호전달 경로에 영향을 미치는 것으로 보고되었다.

        Jang 등 (2006)은 tanshinone IIA가 RAW 264.7 대식세포에서 LPS 유도 nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor alpha (IκBα) 분해와 NF-κB 활성화를 억제하며, MAPK 경로 (p38, ERK1/2, JNK)의 억제 작용도 확인하였다.

        FCV의 숙주세포를 감염시킬 시 p38 경로가 바이러스 유전자의 전사·번역 및 게놈 복제를 촉진하고, cyclooxygenase-2 (COX-2)/prostaglandin E-2 (PGE-2) 경로를 활성화해 면역 억제 및 세포 사멸을 유도한다는 보고 (Chander et al., 2021; Natoni et al., 2006)에 대하여 Akaberi 등 (2016)은 여러 tanshinone 유도체들이 p38 MAPK를 비롯한 주요 염증 신호 경로를 효과적으로 억제함으로써 항염 및 항바이러스 기전을 수행할 수 있음을 강조하였다. 이로 미루어볼 때, SM-E는 풍부한 tanshinone 계열 화합물의 역할에 기인하여 바이러스 부착 억제의 효과와 함께 세포 내 복제 및 신호전달 억제 작용을 함께 수행했을 가능성이 크다.

        Su 등 (2022)은 FCV와 유사한 외피를 갖지 않은 RNA 바이러스인 Enterovirus D68 (EV68)에 대해 tanshinone IIA가 ataxia telangiectasia mutated (ATM) 신호전달 경로를 차단함으로써 DNA 손상 반응을 억제하고, 바이러스 복제 및 단백질 합성을 저해한다는 결과를 제시하였다. 해당 연구에서 tanshinone IIA는 phosphorylated histone H2A variant X (γ-H2AX) 및 viral protein 1 (VP1) 발현 감소, 바이러스 RNA 수준 76% 감소, TCID50 값 22.6 배 감소하였다는 등의 결과는 본 연구에서 관찰된 SM-E의 post-treatment 조건에서의 우수한 억제 효과와 SM-E에 포함된 tanshinone 계열 화합물의 핵심적 역할의 근거가 된다고 하겠다.

        또한, SM-E에 함께 존재하는 수용성 phenolic 계열 화합물 역시 항바이러스 활성에 복합적으로 기여할 수 있는 기전을 가지고 있다. Salvianolic acid A와 B는 MAPK, NF-κB, Janus kinase/signal transducer and activator of transcription (JAK/STAT), toll-like receptor 4 (TLR4) 등 다양한 경로를 통해 염증성 사이토카인 생성을 억제하고 항산화 반응을 유도하여 세포를 보호하는 것으로 알려져 있으며 (Qian et al., 2019; Wei et al., 2023), 특히 salvianolic acid B는 internal ribosome entry site (IRES) 활성을 저해함으로써 바이러스 RNA의 번역을 억제하는 작용 (Kim et al., 2019)을 한다고 보고된 바, 이는 SM-E가 post-infection 조건에서도 항바이러스 활성을 보인 결과와 부합된다고 할 수 있다. 또한 rosmarinic acid 역시 enterovirus 71 (EV71)의 IRES 활성과 RNA 합성을 차단하여 바이러스 복제를 저해하는 효과를 보인다고 보고된 바 있다 (Chung et al., 2015).

        본 연구에서 도출한 결과 및 이러한 이전 연구를 종합하여 볼 때, SM-E의 항바이러스 활성은 (1) 바이러스 입자의 세포 부착 및 침투 저해, (2) p38 MAPK 및 NF-κB 경로를 중심으로 한 염증 및 바이러스 복제 관련 신호전달 억제, (3) IRES 활성 차단을 통한 바이러스 단백질 합성 저해 등 복합적 작용 기전에 의한 것으로 판단되며 SM-E에 높은 수준으로 포함된 tanshinone 계열 화합물의 SM-E의 항바이러스 활성에 핵심적 기여할 것으로 예측된다.

        향후, 단삼 유래 유효성분의 작용점을 명확히 규명하기 위해서는 SM-E 내 개별 성분 (tanshinone IIA, salvianolic acids 등)에 대한 분획 및 항바이러스 활성을 비교함으로써, 항바이러스 활성에 미치는 주요한 성분을 규명할 필요가 있으며, p38 MAPK, NF-κB, IRES 등 주요 신호전달 경로에 대한 phospho-protein 수준 분석 및 qRT-PCR 기반 유전자 발현 분석을 통해 세포 내 기전을 규명하고 노로바이러스 surrogate 확대 적용을 위하여 FCV 외에도 MNV-1, Tulane virus 등 다른 surrogate virus를 활용한 교차 검증 연구와 함께 in vivo 수준에서의 유효성 검증, 조직 독성에 대한 평가 및 다양한 RNA 바이러스에 대한 유효성을 비교·평가하는 후속 연구를 통해 실용화 가능성을 높일 수 있을 것으로 생각된다.

        결론적으로, SM-E은 FCV에 대해 일관되고 강력한 항바이러스 활성을 나타냈으며, 이는 노로바이러스에 의한 급성 위장염을 예방하고 치료하는 천연물 기반 항바이러스제의 유망한 개발 후보로서의 가능성을 제시한다고 하겠다. 향후 용매 선택, 성분 최적화, 작용기전 규명 등을 통해 단삼 추출물의 응용 범위는 향후 더욱 확대될 수 있을 것으로 기대된다.
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