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Abstract - For the elucidation of action mechanism on anti-HIV of natural resources, the extracts of Campsis grandiflora 

were tested for their inhibitory effects on HIV-1 replication and its essential enzymes as the reverse transcriptase (RT), 

protease and α- glucosidase. In the assay of HIV-1-infected human T-cell line, water extracts of stem inhibited the 

HIV-1-induced cytopathic effects with IC (inhibitory concentration) of 100 ㎍/ml. Moreover water extracts (100 ㎍/ml) of 

stem showed strong activity of 37.9% on anti-HIV-1 RT using Enzyme Linked Oligonucleotide Sorbent Assay (ELOSA) 

method. In the HIV-1 protease inhibition assay, methanol extracts of stem and leaf extract showed 33.6% and 31.5% 

inhibition of the enzyme activity to cleave an oligopeptide resembling one of the cleavage sites in the viral polyprotein 

which can only be processed by HIV-1 protease, but did not exhibited glucosidase inhibitory activities. From these results, 

it is suggested that the inhibition of the viral replication in vitro is due to the inhibition of reverse transcriptase by water 

extracts of stem of Campsis grandiflora. 
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서  언

한약 및 천연산물의 항 에이즈 치료제에 대한 연구가 지

속적으로 이루어져 오고 있다(Yu et al., 2007; Yang et 

al., 2001; Taraporewala et al., 1992; Nakashima et 

al., 1992; Kusumoto et al., 1995). 본 연구에서는 에이

즈의 원인 바이러스인 HIV-1의 주요 효소와 그 바이러스

를 대상으로 한국산 식물들의 복제억제 효능을 살펴보았으

며 그 중 능소화 줄기와 잎 추출물의 활성효능이 관찰되어 

보고하고자 한다. 능소화(Campsis grandifolia K. Schum)

는 능소화과(Bignoniaceae)에 속하는 길이 10 m의 낙엽활

협 덩굴성 식물로 내한성이 약하여 중국 중부이남이 원산

지이다. 잎은 마주나기하며 달걀모양이고 기수 1회 우상복

엽으로 가장자리에 톱니가 있다. 열매는 삭과이고 꽃은 

8-9월에 피고, 지름 6-8 cm 주홍색으로 능소화라 한다. 

한방에서는 잎을 능소화 혹은 자위화(紫葳花), 근(根)을 자

위근(紫葳根), 경엽(莖葉)은 자위경엽(紫葳莖葉)이라하여 

약용으로 사용한다. 능소화는 7-9월에 꽃을 채취한 것을 

사용하며 혈(血)의 열을 낮추는 량혈(凉血), 혈의 정체를 

제거하는 거어(祛瘀)의 효능이 있어 혈체, 월경불순, 토혈 

등의 치료에 사용한다. 자위근은 량혈(凉血), 거풍(祛風), 

산어(散瘀)의 효능이 있어 피부 소양(瘙痒), 통풍(痛風)등

의 치료에 사용되어 오고 있다(Kim et al., 2004).

능소화의 화학성분으로는 acetoside, oleanolic acid, ulsolic 

acid, beta-sitosterol, daucosterol 등 지용성 성분들이 

밝혀져 있으며(Zhang et al., 2011; Kim et al., 2004), 

잎에서는 cachinol과 1-O-methyl cachinol등 iridoid 
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성분이 보고되어 있다(Jin et al., 2005). 약리활성으로는 

cholesterol acyltransferase inhibitors로서 maslinic acid, 

corosolic acid, 23-hydorxyursolic acid, arjunolic acid 

성분이 알려져 있으며(Kim et al., 2005), 능소화의 에탄올 

추출물의 항산화, 항염증활성이 보고되었으며(Cui et al., 

2006), oleanolic acid, hederagenin, ursolic acid, tormentic 

acid, myrianthic acid 등 triterpenoid 성분들의 항혈전

작용이 보고되어 있다(Jin et al., 2004). 또한 ursolic 

acid의 인슐린수용체 활성화 관한 보고가 있으나(Jung et 

al., 2007)
 
능소화의 줄기 및 잎으로부터 HIV 억제 활성에 

관한 연구는 아직까지 보고되지 않고 있다.

본 연구에서는 능소화의 잎, 줄기의 물 및 메탄올 엑스

를 이용하여 HIV-1 기원 효소인 reverse transcriptase 

억제활성을 ELOSA(Enzyme Linked Oligonucleotide 

Sorbent Assay) 방법으로, HIV-1 protease 억제활성을 

HPLC 검출법으로, 그리고 α-glucosidase의 억제활성은 

spectrophotometer 측정법으로 평가를연구를 실시하였

고, HTLV -1에 감염된 MT-4 cell line을 이용하여 바이

러스 복제 억제력을 살펴 본 결과 유의적 활성이 관찰되어 

보고하고자 한다.

재료 및 방법

식물재료

시료로 사용한 능소화 전남 순천시 난봉산에서 채취한 후 

순천대학교 한약자원학과에서 동정한 후 잎, 줄기를 통풍이 

잘되는 곳에서 음건 세절하여 추출용 시료로 사용하였다.

시약 및 기기

용매는 특급 및 1급 시약을 사용하였다. Microplate washer

는 Immunowash model 1250(Biorad, Nippon Biorad KK, 

Tokyo, Japan)을, microplate reader는 Biorad 3550-UV 

(Biorad, Nippon Biorad KK, Tokyo, Japan)를, HPLC

는 [System controller: Shimadzu SCL-6B, Pump: 

Shimadzu LC-9A, Detector: Shimadzu SPD-6A(UV 

spectrophotometric detector), Recorder & integrator: 

Shimadzu C-R6A Chromatopac.]을 각각 이용하였다.

시료의 추출

시료 5 g을 각각 물(100 ml) 또는 메탄올(100 ml)로 

3시간씩 열수 추출한 후 감압 농축하여 메탄올의 최종농도

가 2%가 넘지 않게 동결건조하여 활성 실험의 재료로 사용

하였다. 시료는 활성 실험 시에 멸균된 증류수나 DMSO에 

100 μg/ml의 농도로 희석하여 사용하였다.

HIV-1 reverse transcriptase 억제 활성

Reverse transcriptase(RT) 억제활성 실험은 Dupont

사로부터 구입한 RT-Detect
TM

 kit NEK-070A (Dupont 

medical products, Boston, MA, USA)를 이용한 ELOSA 

방법으로 4℃ 이하에서 저장하면서 assay 조건을 설정하

였다. 효소는 유전자 재조합에 의해 생산된 HIV-1 RT (10 

U/μl, 100 mM potassium phosphate, pH 7.1, 1 mM 

dithiothreitol, 50% glycerol)를 효소완충액[100 mM Tris 

-HCl, pH 8.0, 160 mM KCl, 1 mM EDTA, 3 mM di-

thiothreitol, 0.3% (v/v) Triton X-100, and 10% (v/v) 

glycerol]에 0.005 U/μl로 희석하여 사용하였고 반응혼합

물(reaction mixture)은 primer가 부착된 RNA template

와 triphosphate-DNA nucleosides를 반응혼합물 완충액

(reaction buffer: 200 mM Tris-HCl, pH 8.0, 40 mM 

MgCl2)에 희석하여 사용하였다. 10 μl 반응혼합물 완충액, 

20 μl 반응혼합물, 4 μl 식물 추출물, 5.2 μl 효소완충액을 

500 μl test tube (ependorf)에 넣고 37
o
C에서 4분간 예

비배양한 후 효소 0.8 μl를 가해 37
o
C에서 1시간동안 역전

사시키고 90℃에서 1분간 반응을 정지시켰다. 반응을 마친 

RNA template를 알카리용액(5.62% potassium hydroxide, 

94.38% water)으로 37℃ 에서 15분간 가수분해한 후, 완

충액(13.6% sodium phosphate, monobasic monohydrate, 

86.4% water)으로 중화하였다. ELOSA 반응을 위해 중화

시킨 반응액 50 μl를 streptavidin-coated microplate 

well에 옮기고, horseradish peroxidase(HRP)-labeled 

detector probe와 biotin-labeled capture probe를 포함

하는 ELOSA 용액 50 μl 첨가하여 37
o
C에서 2시간동안 배

양하였다(Weber et al., 1989). 반응을 마치고 microplate 

well에 남은 시약이나 가수분해된 RNA를 제거하기 위해 

세척액(2-chloroacetamide 용액 20X)을 D.W로 희석하

여 3회 세척하였다. 세척한 microplate에 형광검출액(3, 

3',5,5'- tetramethylbenzidine substrate 용액) 100 μl

를 첨가하여 실온에서 1시간동안 반응시킨 후 정지액(2.2% 

citric acid, 1.5% HCl, 1.5% sulfuric acid and 94.8% 

water) 100 μl를 첨가하여 반응을 정지시켰다. 반응액은 
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Fig. 1. HPLC profile of the reaction mixture of HIV-1 

protease. The substrate and its hydrolysate were detected 

at 280 nm and their retention times were 12.00 and 5.80 

min, respectively.

spectrophotometer로 450 nm에서 흡광도를 측정하였으

며 억제율의 계산은 다음과 같이 하였다.

Inhibition(%) = (Activitycontrol-Activitysample) /

Activitycontrol × 100

HIV-1 protease 억제 활성

유전자 재조합으로 생산된 HIV-1 protease에 의한 기

질의 cleavage를 HPLC로 측정하였고 효소원은 Otake et 

al. (1994)의 방법에 의해
 
준비하였다. 즉 HIV-1 protease 

(PR)의 DNA를 나타내는 JM 105 Escherichia coli 에서 

생산된 HIV-1 protease를 {[50 mM NaOAc(pH 5.0), 1 

mM EDTA-2Na, 2mM 2-Mercaptoethanol]:Glycerol} 

=75:25 용액에 희석하여 사용하였고, 기질은 oligopeptide 

{His-Lys-Ala-Arg-Val-Leu-(pNO2-Phe)-Glu-Ala

- Nle-Ser-NH2 (M.W. 1315)}를 (주)단백질 연구소

(Osaka, Japan)로부터 구입하여 완충액 (50 mM NaOAc, 

pH 5.0)에 2 mg/ml 농도로 희석하여 사용하였다. 항 HIV 

-1 protease 반응은 완충액 1 μl, 기질 1.0 μl, 식물 추출

물 1 μl, 효소용액 2 μl을 각각 가하여 전량 5 μl의 반응혼

합물을 조제하고 37℃에서 1시간 반응시킨 후 90℃에서 60

초간 가열하여 효소 반응을 정지시켰다. 반응혼합물을 증

류수 35 μl로 희석한 후 HPLC 분석을 행하였으며 HPLC 

분석 조건으로 column은 LiChrospher 100 RP-18 (column 

size, 250 × 4 mm, Merck, Darmstadt, FRG)을, 용매는 

0.1% TFA와 acetonitrile(20%-50% gradient)로 하였으

며, 유속은 1.0 ml/min로 하면서 UV 280 nm에서 분석하

였다(Fig. 1).

α-glucosidase 억제 활성

α-glucosidase에 의한 p-nitrophenyl-α-D-glucoside

의 cleavage를 spectrophotometer로 측정하는 방법을 이

용하였다. 실험에 사용한 효소원은 Saccharomyces sp.에

서 얻은 α-glucosidase(Toyobo Company, Osaka, Japan)

를 완충액(10 mM sodium phosphate, pH 7.0, 20% 

glycerol)에 0.5 U/ml가 되도록하여 사용하였으며, 기질

은 p-nitrophenyl-α-D-glucopyranoside(Nacalai Tesque 

Inc., Osaka, Japan)를 멸균 증류수에 10 mM이 되도록하

여 사용하였다. 항 α-glucosidase 반응액의 조성은 50 μl 

완충액(100 mM Sodium phosphate, pH 7.0), 100 μl 기

질용액과 20 μl 식물 추출물로 하고 37 ℃에서 5분간 예비

배양한 후 30 μl 효소를 첨가하여 37℃에서 10분간 배양하

였다. 그리고 140 μl 정지액(0.2 M sodium carbonate)으

로 반응을 정지시킨 후 microplate well에 옮겨 405 nm에

서 흡광도를 측정하였고 억제율의 계산은 다음과 같이 하

였다.

Inhibition(%) = (Activitycontrol-Activitysample) /

Activitycontrol × 100

HIV-1 복제 억제

HIV-1 복제억제활성 실험은 Otake et al. (1994)의 방

법에 의해 행하여 졌다. 실험에 사용된 세포는 HTLV-1 에 

감염된 MT-4 cell line으로 penicillin G 100 U/ml 

(Banyu Pharmaceutical, Tokyo, Japan)와 streptomycin 

100 μg/ml(Meiji Seika, Tokyo, Japan) 그리고 10% fetal 

calf serum(FCS, Flow Laboratories, North Ryde, Au-

stralia)을 포함하는 RPMI-1640배지(Flow Laboratories, 
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Fig. 2. Inhibition rates of stem water extracts of Campsis 

grandiflora on HIV-1 reverse transcriptase. The results 

are the mean ± S.E. from three replication. Different letters

indicate a significant difference by Duncan’s multiple 

range test at p < 0.05. Water extracts were dissolved in 

distilled water, and methanol extracts were dissolved in 

DMSO or 10% DMSO in water. NE, not effective. 

Irvine, Scotland)를 이용하여 5% CO2와 37℃의 조건하에

서 배양하여 실험에 사용하였다. 바이러스는 MOLT-4/HTLV 

-3ⅢB 세포로부터 얻은 HIV-1 (strain HTLV-ⅢB)을 이

용하였다. 항 HIV-1 활성은 MT-4 세포를 50%-tissue 

culture infective dose(TCID50)에서 1시간 동안 HIV-1 

(HTLV-ⅢB)에 감염시켰다. 그리고 RPMI-1640배지에서 

1 × 10
5
 cells/ml로 재현탁시키고 현탁된 세포를 200 μl 

/well씩 96-well culture plate에 식물엑스와 함께 처리

하고 5일간 배양하였다. 식물엑스의 MT-4세포에 대한 

HIV-1 유도 세포변성(CPE, cytopathic effect)을 완전히 

억제하는 농도(IC, inhibitory concentration)를 광학현미

경으로 관찰하였으며 세포독성(CC, cytotoxic concentration)

은 MT-4 세포의 생존력 감소로 측정하였다. 대조군은 

HIV-1에 감염시킨 세포와 시키지 않은 세포에 식물엑스를 

넣지 않고 측정하였다. 양성대조군은 AZT와 DS8000을 각

각 이용하였다.

결과 및 고찰

RNA를 유전적 모태로 하는 레트로바이러스의 한 종인 

HIV-1(human immunodeficiency virus type Ⅰ)은 에

이즈(acquired immune deficiency syndrome, AIDS)의 

병인학적 원인으 로 알려져 있다(Kaminchik et al., 

1994; Peliska et al., 1992). HIV-1은 RNA를 숙주 세포

에 전이하고 이는 reverse transcriptase (RT)(Prasad 

and Goff, 1989)에 의해 viral DNA로 전사되어 host 

chromosome에 proviral DNA형태로 존재한다. 숙주세포

에서 잠복기를 거쳐 protease(PR)에(Katz and Skalka, 

1994), glucosidase (GL)등의 작용으로(Taylor et al., 

1994; Mohan, 1992) 성숙된 virion으로 budding된다. 

HIV-1 바이러스는 복제 과정에서 host cell을 파괴함으로

써 인간의 면역기전에 심각한 장애를 유발하는 것으로 알

려져 있다. 다수의 연구자에 의해 항 HIV-1 활성을 갖는 

천연물질에 대한 연구들이 보고되고 있다. gossypol과 그 

합성 유도체(Prusoff et al., 1993), 해양 천연 알카로이드인 

pyrido[4,3,2- mn]thiazolo [5,4-b]acridine (Taraporewala 

et. al., 1992), 탄닌 (Nakashima et al., 1992), 플라보

노이드 (Kusumoto et al., 1995) 등의 항 HIV-1 억제활

성이 보고되었고, 또한 천연물엑스의 광범위한 screening

이 행해지고 있다 (Yu et al., 2007; Kusumoto et al., 

1995).

본 연구에서는 능소화 추출물의 HIV-1 억제활성을 실

험하였고, 그 결과 능소화 잎, 줄기의 MeOH 추출물은 역

전사 효소 억제 활성이 낮거나 거의 없었으며, 능소화 줄기

의 물 추출물에서 100 ㎍/㎖ 농도에서 37.9%의 HIV 역전

사 효소 억제 활성을 나타내었다(Fig. 2). 그리고 재조합 

HIV-1 프로테아제 억제활성 실험에서는 능소화 잎과 줄기 

메탄올 추출물이 100 ㎍/㎖의 농도에서 각각 33.6%와 

31.5%의 억제 활성이 관찰되었다(Fig. 3). 능소화 잎과 줄

기의 물 추출물에서는 글루코시다제 억제 활성을 나타내지 

않았지만 줄기의 메탄올 추출물에서는 10.5%의 경미한 억

제활성을 나타내었다(Fig. 4). 능소화 추출물의 HIV-1 바

이러스 증식을 완전히 억제하는 최소농도는 줄기의 물 추

출물이 100 ㎍/㎖로 나타났으며, 줄기의 메탄올 추출물, 

잎의 물 및 메탄올 추출물에서는 활성이 관찰되지 않았다

(Table 1). 또한, 능소화 추출물을 농도별로 처리하여 배양

하였을 때 세포독성을 나타내는 최소농도는 모든 추출물에

서 100 ㎍/㎖ 이상으로 나타나 세포독성을 거의 일으키지 

않음을 알 수 있었다(Table 1).
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Fig. 3. Inhibition rates of leaf methanol extracts of Campsis

grandiflora on HIV-1 protease. The results are the mean 

± S.E. from three replication. Different letters indicate a 

significant difference by Duncan’s multiple range test at 

p < 0.05. Water extracts were dissolved in distilled water, 

and methanol extracts were dissolved in DMSO or 10% 

DMSO in water.
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Fig. 4. Inhibition rates of stem methanol extracts of Campsis

grandiflora on α-glucosidase. The results are the mean ±

S.E. from three replication. Different letters indicate a 

significant difference by Duncan’s multiple range test at 

p < 0.05. Water extracts were dissolved in distilled water, 

and methanol extracts were dissolved in DMSO or 10% 

DMSO in water.

Table 1. Inhibitory effects of extracts of Campsis grandiflora against HIV-1 viral replication

Sample No. Used Parts Extracts IC (μg/ml) CC (μg/ml)

1 leaf W NE >100

2 leaf M NE >100

3 stem W 100 >100

4 stem M NE >100

AZT 0.00195 >1

DS8000 0.97 >1000

W, water extract; M, methanol extract. Water extracts were dissolved in distilled water, and methanol extracts were dissolved in DMSO 

or 10% DMSO in water. IC, the minimum concentration for complete inhibition of HIV-1 induced CPE(cytopathic effect) in MT-4 

cells by microscopic observation. CC, the minimum concentration for appearance of MT-4 cell toxicity by microscopic observation. 

NE, not effective.

이상의 결과로 보아 능소화 줄기의 물 추출물이 높은 항 

역전사효소 활성을 가짐과 동시에 바이러스의 복제억제에

도 기여하는 것을 알 수 있었으며 이는 능소화의 HIV-1 복

제 억제활성이 역전사효소 억제와 상관관계가 있는 것으로 

추정된다. 또한 잎과 줄기의 메탄올 추출물은 유전자 재조

합 HIV-1 protease 억제활성에서도 높은 활성을 나타냄

으로써 바이러스 복제 억제에 일부 기여하는 것으로 추정

된다. 반면 거의 모든 추출물에서는 글루코시다제 억제활

성에서는 유의한 활성을 보이지 않았다. 줄기의 물 추출물

에서 효소억제나 바이러스 복제억제에 활성을 나타내는 것

은 식물 중 고분자 활성 물질인 tannin, polysaccharide, 

protein 등이 물 추출물에 다량 함유되어 있어 효소결합능

력이 탁월하고, 바이러스 표면의 당단백에 결합이 용이하

므로 강한 활성을 보이는 것으로 추정된다 (Kakiuchi et 
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al., 1985, Batinic and Robey, 1992). 또한 능소화 엑스

의 활성요인은 다양한 복합분자들이 분포되어 있어 효소 

억제 작용, virus-cell 융합 억제(Balzarini et al., 1992; 

Mayaux et al., 1994), 감염된 세포로부터 virus분자의 

방출억제(Rossmann, 1988) 등에도 관여하는 것으로 생각

되어 진다. 능소화 추출물의 HIV-1활성에 관여하는 화합

물 탐색을 위하여 active guided fractionation을 실시하

고 있으며, 향후 NMR등 분광학적 방법을 통해 활성화합물

의 구조를 동정할 것이다.  

적  요

능소화 추출물의 HIV-1에 대한 항바이러스 효과를 복

제 관련 효소에 대한 억제실험과 바이러스 복제억제 실험

을 통하여 살펴보았다. 역전사효소 억제활성을 ELOSA 방

법으로 실험한 결과 능소화 줄기의 물 추출물이 100 ㎍/㎖ 

농도에서 각각 37.9%의 활성을 나타내었고, 능소화 잎과 

줄기의 메탄올 추출물에서 33.6% 및 31.5%의 HIV-1 pro-

tease 억제활성 나타 내었다. 그리고 HIV-1 복제 억제활

성은 MT-4 세포에 대한 HIV-1 유도 세포변성억제를 광

학현미경으로 관찰하여 살펴본 결과 줄기의 물 추출물이 

100 ㎍/㎖ 농도에서 HIV-1 바이러스 증식을 완전히 억제

하였다.
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