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아마인 추출물의 AKT 신호 조절을 통한 콕사키바이러스 증식억제
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Abstract − Coxsackievirus B3 (CVB3) is a very well-known causative agent for viral myocarditis and meningitis in human.

However, the effective vaccine and therapeutic drug are not developed yet. CVB3 infection activates host cell AKT signaling.

Inhibition of AKT signaling pathway may attenuate CVB3 replication and prevent CVB3-mediate viral myocarditis. In this

study, we determined antiviral effect of the selected natural plant extract to develop a therapeutic drug for CVB3 treatment. We

screened several chemically extracted natural compounds by using HeLa cell-based cell survival assay. Among them, Linum

usitatissimum L. extract was selected for antiviral drug candidate. L. usitatissimum extract significantly decreased CVB3 rep-

lication and cell death in CVB3 infected HeLa cells with no cytotoxicity. CVB3 protease 2A induced eIF4G1 cleavage and viral

capsid protein VP1 production were dramatically decreased by L. usitatissimum extract treatment. In addition, virus positive

and negative strand genome amplification were significantly decreased by 1 mg/ml L. usitatissimum extract treatment. Espe-

cially, L. usitatissimum extract was associated with inhibition of AKT signal and maintain mTOR activity. In contrast, Atg12

and LC3 expression were not changed by L. usitatissimum extract treatment. In this study, the potential AKT signal inhibitor,

L. usitatissimum extract, was significantly inhibited viral genome replication and protein production by inhibition of AKT sig-

nal. These results suggested that L. usitatissimum extract is a novel therapeutic agent for treatment of CVB3-mediated diseases.
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Coxsackievirus B3(CVB3)는 picornaviridae enterovirus

속에 속하는 단일 양성 가닥 RNA 유전자를 가지고 있는

매우 작은 크기의 막이 없는 장내바이러스로 심근염과 뇌

수막염 질병의 주요원인 바이러스이다.
1-3)

 CVB3는 급성 심

근염을 일으키는 바이러스로 심각한 염증과 면역작용을 유

도하고 종종 급성 사망에 이르게 한다. 또한 만성 심근염을

유발하여 최종에는 심근증으로 발전시켜 심장기능의 저하

를 유도하게 된다.
4-8)

 유전자 구조와 생활사가 잘 알려져 있

으며 심근염, 수족구와 같은 질병과 연관성이 있어 최근 많

은 관심을 받고 있으나 질병의 정도가 약하다는 상업적인

제한으로 백신개발 및 치료제 개발 연구는 진행되지 않고

있으며 제한적인 대증적인 치료만이 이루어지고 있는 실정

으로 초기 감염 예방이 가장 좋은 치료방법으로 알려져 있

다.
9,10)

 하지만 최근 생활형태의 변화로 유아들의 감염이 급

증하고 있으며 민감도에 따라 급성 뇌수막염과 같은 복합

질환을 유발하여 유아를 사망에 이르게 하는 경우도 종종

있으며 중국과 동남아시아와 같은 개발도상국에서의 환자

사망률은 계속해서 증가되는 것으로 보고가 되고 있어 백

신 또는 치료제의 개발이 요구되고 있는 실정이다. 

아마인의 학명은 Linum usitatissimum L.이며 중앙아시아

고산지대가 원산지인 저온식물이다.
11,12)

 파종 후 100일 이

면 수확이 가능한 단기식물로 북위 55도의 한랭지역에서만

자라며 특성상 많은 양이 생산되지 않고 7000년 전부터 식

용으로 쓰였으며 유럽과 아시아를 거쳐 캐나다에 전파되었

다. 우리나라에서는 생산되지 않으나 현재 수입되고 있으

며, 항암작용으로 피를 맑게 해주고 혈당을 내려주는 역할

을 한다. 아미노산과 섬유질, 필수지방산인 오메가3 지방산
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을 풍부하게 가지고 있으며 심장병과 고지혈증, 동맥경화,

고혈압, 관상 동맥 질환 및 대사 증후군을 비롯하여 심장혈

관질환 개선에 도움을 주고 콜레스테롤 수치를 저하시키고

면역기능 증가에 효과가 있다.
12-15)

 본 연구에서는 아마인 추

출물의 enterovirus 증식억제 활성이 확인되어 치료제 개발

을 위한 후보 물질로 CVB3에의 작용 기전을 연구하였다. 

PKB/AKT signaling은 세포 밖의 신호에 의해 세포 생존

및 성장과 같은 다양한 기능과 관련이 있는 중요 세포신호

이다.
16)

 특히 CVB3 증식에 있어 바이러스의 세포감염과 바

이러스 유전자 복제, 바이러스 조립의 후기단계에서 필수적

인 세포신호로 바이러스 감염 후 AKT의 억제는 바이러스

의 증식을 저해하고 세포의 생존을 높여 CVB3의 증식에

필수적인 세포신호이다.
17)

 PKB/AKT signaling의 억제는 바

이러스의 감염에 의한 세포의 보호 작용에 따른 세포의 활

성을 저하하여 CVB3 감염 세포 활성을 저해하고 단백질

생산의 억제를 통해 바이러스의 유전자 복제와 단백질 생

산을 저해하여 바이러스의 증식을 유의하게 억제하는 것으

로 알려져 있다.
16,18)

본 연구를 통해 천연물 기반 추출물의 CVB3에 대한 항

바이러스 활성을 실험하였으며 이 중 뛰어난 항바이러스 효

과를 나타내는 물질을 선정 하였다. 본 연구에서 활성이 확

인된 아마인의 심근염, 뇌수막염 유발 CVB3에 대한 증식

억제 효과와 CVB3 증식과 관련된 세포 신호 조절을 확인

하였다. 특히 아마인의 뛰어난 AKT signaling 억제 효과를

규명하여 차후 CVB3 치료제 개발을 위한 후보물질로의 사

용 가능성을 검증하였다.

재료 및 방법

Coxsackievirus 농도측정 및 세포배양 − CVB3 농도는

HeLa cell에 바이러스 감염 후 plague forming unit(PFU)

assay를 통해 결정하고 실험에 사용하였다. 바이러스 농도

확인을 위해 바이러스에 감염된 세포의 상등액을 serial

dilution하여 HeLa 세포가 배양된 6-well plate에 30분간 감

염시킨 후 3% Agar/DMEM을 1:1로 혼합하여 2 ml 덮어주

고 37
o
C CO2 incubator에서 배양하여 plaque forming unit

(PFU) assay로 바이러스 농도를 측정하였다. HeLa cell은

10% fetal bovine serum이 포함된 Dulbecco’s Modified

Eagle medium(DMEM)에서 배양하였다.
19,20)

아마인(Linum usitatissimum. L.) 추출 −아마인 추출물

은 건조된 100 g 아마인을 분쇄한 후 95% 메탄올로 2주간

추출한 다음 감압 농축하여 메탄올 추출물 1.5 g을 획득하

여 수율 2%로 확보하였으며 사용 용도에 따라 DMSO에 녹

여 100 mg/ml의 고농도 시약을 제조하고 세포배양액에 희

석하여 실험에 사용하였다.
3,18,21)

 목원대학교 생의약화학전

공 이상명 교수가 추출에 사용할 아마인을 감별하였다.

Coxsackievirus 증식 억제 물질 선별 −천연물 추출물에

서 항바이러스 효능이 있는 물질을 선별하기 위해 96well-

plate에 Hela 세포 배양 후 바이러스를 감염시키고 100 µg/

ml부터 1 ng/ml까지 5% FBS DMEM으로 serial dilution한

추출물을 처리하여 CVB3에 대한 세포 생존 및 증식 억제

물질을 선별하였다. 추출물질 24시간 감염 후 세포 증식 검

출 시약인 Cell Counting kit-8(CCK-8) 8 µl를 넣고 2시간

더 배양한다. 세포의 생존에 따라 변화되는 변화를 microplate

reader(Molecular device, USA)를 사용하여 흡광도 450 nm

에서 측정하여 세포의 생존을 확인하여 천연물의 항바이러

스 효능을 검증 하였다.

Western Blot Analysis −추출물과 바이러스가 처리된

세포에서 PBS lysis buffer(1x phosphate buffer saline, 1%

Triton-X 100)를 사용하여 세포를 lysis하여 단백질을 추출

하였다. 추출된 단백질은 sample buffer와 섞어 98
o
C 10분

heating후 10% SDS-PAGE gel에 loading 하여 100 V로 3시

간 전기 영동 하였다. 전기영동 된 gel을 PVDF membrane

을 사용하여 단백질 transfer를 진행하였다. Transfer 후

membrane을 5% skim milk로 blocking 하고 anti-CVB3

VP1, eIF4G1, pAKT(ser473), AKT, mTOR, ATG12, LC3,

GAPDH antibody를 4
o
C 시에서 18 시간 반응 시킨 후 ECL

용액을 사용하여 확인하였다. 

Coxsackievirus 복제 RNA 검출 −단일 양성 가닥 RNA

유전자를 갖고 있는 CVB3의 유전자 증폭을 검증을 위해

바이러스와 추출물 처리한 세포에서 TRizol로 RNA를 추출

하였다. 추출된 RNA는 1 µg을 주형으로 바이러스 양성가

닥 증폭을 위해 역전사효소 Kit(Bioneer, Korea) 을 사용하

여 cDNA를 합성하였다. 이때 세포에서 바이러스 증식을 알

아보기 위해 VP1 sense(negative strand 증폭), antisense

(positive strand 증폭) primer를 사용하여 cDNA 생산 후

VP1 primer를 사용하여 polymerase chain reaction(PCR) 진

행하였다. PCR 반응물 2% agarose gel에 loading하여 전기

영동으로 확인하였다.
9,20)

결과 및 고찰

Coxsackievirus 증식 억제 식물 추출물 선정 − CVB3는

급성 심근염을 일으키는 바이러스로 심각한 염증과 면역작

용을 유도하고 종종 급성 사망에 이르게 한다. 따라서 식물

추출물 Linum Semen(Linum usitatissimum L.), Amomi

Semen(Amomum xanthoides Wall.), Gossypii Semen

(Gossypium nanking Meyen), Pini Pollen(Pinus densiflora

Siebold et Zuccarini), Mori Ramulus(Morus alba Linné) 에

서 항바이러스 효능 물질을 선별하기 위해 Hela 세포 생존

실험을 통해 아마인을 선정하였다. 바이러스가 처리된 Hela

세포에 아마인 추출물을 100 µg/ml부터 1 ng/ml까지 처리하



Vol. 49, No. 4, 2018 293

였다. 세포 생존율이 CVB3만을 감염시킨 샘플(positive)과

비교하여 100 µg/ml 농도에서 80%이상의 세포 생존을 나

타내 뛰어난 항바이러스 활성을 나타냈다. 또한 세포 독성

실험에서도 1 mg/ml의 농도에서도 세포에 대한 독성을 보

이지 않아 아마인 추출물이 비교적 안전한 천연물질임을 확

인하였다(Fig. 1).

CVB3 바이러스 단백질 생산 억제 −배양된 HeLa 세포

에 바이러스를 10
5 

PFU로 감염시키고 1, 0.1 mg/ml 농도의

아미인 추출물을 처리하였다. 처리 후 바이러스로 인해 세

포 괴사 발생을 관찰하고 positive 샘플이 60% 이상 감염되

Fig. 1. Screening for anti-CVB3 natural extract. (A) Anti-enterovirus activity of natural extract was screened using in-vitro HeLa

cell survival assay following coxsackievirus B3 infection. 100 µg/ml and 10 µg/ml concentration of L. usitatissimum extract sig-

nificantly increase virus infected cell survival. (B) L. usitatissimum extract do not have cytotoxicity in 1000 µg/ml concentration.

Linum Semen (L. usitatissimum), Amomi Semen (Amomum xanthoides), Gossypii Semen (Gossypium nanking), Pini Pollen (Pinus

densiflora), Mori Ramulus (Morus alba).

Fig. 2. L. usitatissimum extract inhibit CVB3 replication in HeLa cells. (A) L. usitatissimum extract was significantly inhibited

CVB3 replication. Viral capsid protein VP1 and cleaved eIF4GI were reduced by high concentration L. usitatissimum extract treat-

ment. (B) Western blot band was quantified by image J software. 



294 Kor. J. Pharmacogn.

어 세포독성을 나타낼 때 단백질을 추출하여 western blot

을 수행하였다. 아마인 추출물 투여 농도에 따라 CVB3 막

단백질 VP1 증가와 바이러스 증식으로 발현된 바이러스

protease 2A의 동물세포 전사인자인 eIF4G1의 절단을 1 mg/

ml 농도에서 유의하게 억제 시켰다(Fig. 2). CVB3-GFP 바

이러스를 감염시켜 세포내 바이러스 단백질의 생산을 GFP

의 발현으로 관찰하였으며 아마인 추출물을 바이러스 감염

과 함께 1, 0.1 mg/ml로 넣어 주었을 때 GFP의 발현이 처

리 농도에 따라 유의하게 감소되었다(Fig. 3A). 바이러스의

증식 또한 1 mg/ml 아마인 추출물 처리로 바이러스만을 감

염시킨 샘플과 비교하여 유의하게 감소하였다(15±1.7 vs

1703±103 PFU/ml, Fig. 3B). 

아마인 추출물의 CVB3 유전자 증폭 억제 −바이러스 증

식은 유전자의 증폭으로 시작되며, 바이러스 처리된 세포에

서 아마인 추출물이 CVB3 증식억제가 바이러스 유전자의

증폭을 억제할 수 있는지 확인하기 위해 HeLa 세포를

12well-plate 배양하여 CVB3와 아마인 추출물을 처리하고

세포독성이 확인되는 시점에 RNA를 추출하였다. RT-PCR

을 통해 바이러스의 positive와 negative strand RNA의 증폭

을 확인하였으며 아마인 추출물은 농도에 따라 바이러스 유

전자의 증폭을 유의하게 억제하여 뛰어난 바이러스 증식 억

제 활성을 보여주었다(Fig. 4).

아마인 추출물 처리를 통한 세포 활성 신호 억제 − CVB3

의 증식에 있어 세포신호 조절은 매우 밀접한 관계를 가지

고 있다. 이전의 연구에서 AKT 세포신호는 바이러스의 초

기 감염과 증식 시기에 가장 중요한 세포 신호임이 밝혀졌

으며 이러한 AKT 세포신호의 활성억제는 감염세포에서

CVB3의 증식을 억제한다. 이 연구에서 아마인 추출물이

CVB3 감염시에 바이러스 증식 억제 및 세포 신호 조절을

통한 세포 생존의 유지를 AKT의 활성을 통해 확인하였다.

아마인 추출물의 AKT 신호억제 작용 및 바이러스 증식조

절의 주요 메커니즘을 규명하기 위해 HeLa 세포에 CVB3

감염 후 아마인 추출물을 처리하여 AKT와 autophagy를 억

제하는 mTOR의 활성변화를 관찰하였다. 추출물 1 mg/ml

처리에서 CVB3 감염에서도 AKT의 인산화를 억제하였으

며 mTOR의 인산화를 대체로 유지하였다. 그러나 autophagy

를 형성하는 ATG12, LC3의 변화가 나타나지 않아 mTOR

활성을 통한 autophagy 억제는 나타나지 않았다. 아마인 추

출물의 처리는 세포 활성 신호 분자 AKT의 억제를 통해 바

이러스의 증식을 최소화하여 생포의 생존을 유지함을 확인

하였다(Fig. 5). 본 결과는 아마인 추출물의 AKT 세포신호

억제는 바이러스 감염 초기 감염세포에서 바이러스의 유전

자 증폭과 단백질 합성 억제를 통해 새로운 바이러스의 생

성을 막을 수 있음을 보여주었다(Fig. 6).

Fig. 3. L. usitatissimum extract inhibit CVB3 progenitor production. (A) CVB3 propagation was observed by CVB3-GFP infection.

Virus replication correlated with GFP expression. 1 mg/ml of L. usitatissimum extract was significantly reduced GFP expressed cell

number. (B) The live virus of cell supernatant was measured by PFU assay. L. usitatissimum extract was significantly reduced prog-

eny virus production. Data are presented as the mean plus or minus the standard error of the mean from 3 independent experiments

(***P<0.01; **P<0.01).
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연구를 통해 식물 추출물의 새로운 천연 항바이러스 효능

을 알아보고 치료제개발의 가능성을 실험하였다. 우리나라

는 예전부터 다양한 식물을 병의 치료제로 사용하여 왔으

며 이러한 식물 약제에 대한 정보와 지식이 잘 정립되어 있

Fig. 4. L. usitatissimum extract inhibit CVB3 genome amplification. (A) CVB3 genome amplification was confirmed in CVB3

infected HeLa cells with L. usitatissimum extract treatment. CVB3 capsid protein VP1 gene positive and negative strand were

amplified by reverse transcription PCR. Both strand of VP1 gene was significantly decreased by extract treatment. (B) Data are pre-

sented as the mean plus or minus the standard error of the mean from 3 independent experiments (***P<0.01; **P<0.01).

Fig. 5. L. usitatissimum extract inhibits cell survival signaling

molecule activity. (A) Linum Semen extract was added to

HeLa cells following CVB3 infection. AKT Ser473 phosphor-

ylation were dramatically inhibited by L. usitatissimum extract

in 1 mg/ml treatment. (B) L. usitatissimum extract was not

inhibited autophagy formation relate signal molecules such as

Atg12 and LC3. Data are presented from 3 independent exper-

iments.

Fig. 6. Schematic diagram of L. usitatissimum extract antiviral

mechanism. AKT Ser473 phosphorylation of survival cell sig-

nal kinase and downstream target were dramatically regulated

by L. usitatissimum extract in a high concentration treatment.

These signaling molecule activity may correlate with CVB3

replication in HeLa cells. But the inhibition of AKT signal

was not associated with the regulation of autophagy formation

molecules.
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다. CVB3는 enterovirus에 속하며 심근염과 뇌수막염 질병

을 일으키는 바이러스로 아이들에게는 다양한 전염병을 유

발하는 원인이 되고 있다.
1,4,5,22,23)

 하지만 이러한 바이러스

에 대해 초기 감염 예방이 최선의 방법으로 치료나 감염 억

제를 위한 약물 개발이 되어있지 않다. CVB3와 같은 작은

장내바이러스의 치료와 광범위한 전염 확산을 막기 위해서

치료제는 매우 필수적이다. 특히 천연물의 추출물을 활용한

치료제의 소재 발굴은 신약개발과 다르게 이미 생활 중에

서 사용되고 있는 것이 대부분이며 식품의약품안전처에 등

록이 되어있어 짧은 시간에 약으로 개발하여 임상에 적용

하여 사용 할 수 있는 장점이 있다.
3,18,24)

 이러한 접근은 검

증된 안전성이 확보된 물질들은 향후 급성으로 계절에 따

라 발생하여 소아들을 고통스럽게 하는 CVB3 질환에 대한

치료제로 개발 될 수 있을 것으로 기대가 된다.

최근 다양한 RNA 바이러스에 의한 질병이 전세계적으로

확산되고 있으며 빠른 변이를 할 수 있는 바이러스의 특성

상 백신의 개발에는 시간적 비용적 한계가 있는 실정이다.

이와 같은 한계를 극복할 수 있는 가장 좋은 방법이 우리가

일상에서 사용가능하며 쉽게 접할 수 있는 독성이 없는 천

연물을 활용한 치료제를 이용하는 것이다. 본 연구에서 아

마인 추출물이 AKT 세포신호 활성 억제조절을 통해 CVB3

의 증식을 유의하게 억제함을 확인하였다. 특히 바이러스

감염 세포의 활성조절을 통해 낮은 농도에서도 바이러스의

유전자와 단백질의 복제를 강하게 억제하였다. 특히 AKT

신호억제와 autophagy 활성 조절을 복합적으로 조절함을 예

측할 수 있었으며 앞으로 더 구체적인 검증 연구가 필요한

부분으로 생각된다.

본 연구를 통해 아마인 추출물이 CVB3 증식억제와 치료

제 개발을 위한 소재로의 적용 가능성을 입증하였으며 향

후 치료제 개발에 사용될 수 있을 것이다.
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