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It was confirmed whether PB-81, a 50% ethanol extract of Daphne genkwa (Siebold & Zucc), had 
an inhibitory effect on virus proliferation in bovine rotavirus and a therapeutic effect on bovine diarrhea 
disease. The results showed that PB-81 induced the interferon beta in A549 cells, an epithelial cell 
line and interferon gamma in NK92 cells, a blood cell line. Furthermore, to confirm the viral pro-
liferation inhibitory effect of PB-81, PB-81 was administered to MBDK cell line before, during, and 
after infection. Result shows that the virus was suppressed in all cases where PB-81 was administered, 
and the best virus suppression effect was achieved when PB-81 was administered before virus infection. 
In the toxicity test in mice, no side effects due to toxicity were observed, even at a maximum dose 
of 20 mg/mL. To verify the therapeutic effect on 16 cattle with bovine rotavirus diarrhea and 4 
cattle in the control group, PB-81 was administered at a dose of 20 mg/5 mL, and No fatality was 
observed during the treatment. The average recovery duration from the initial administration of PB-81 
was 2.25 days in the PB-81 administration group and 6.5 days in the control group without PB-81 
administration. No side effects were observed from the tested cattle with rotavirus diarrhea.
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서 론

소의 주요 바이러스성 설사의 원인체는 소 로타바이러

스, 소 코로나바이러스 및 소 바이러스성 설사병 바이러

스(BVDV)로 주로 1년 미만의 어린 송아지에서 많이 발생

하는 설사병으로 알려져 있다[4, 22]. 최근에 가장 많은 

농가를 대상으로 송아지 설사병에 대해서 조사를 실시한 

“소 설사병 진단키트 사업”(충청북도 방역과 2020)에서 

사육중인 21,770두 중 1년 미만 송아지 6,396두를 대상으

로 분석한 결과에 따르면 소 로타바이러스가 원인균인 

설사병은 전체의 55.5%로 다른 바이러스성 설사병에 비

해 가장 많이 발생하고 있다. 소 로타바이러스 설사병은 

주로 1개월령 이하의 어린 송아지에서 가장 피해가 심한 

소화기 질병으로 폐사율은 평균 10% 정도이나, 목장의 

여건에 따라 3‒30% 정도로 큰 차이를 나타내고 있으며, 
추위에 의한 스트레스, 다른 미생물과의 혼합감염, 농장 

간 이동, 초유 섭취부족 등의 외부요인이 복합될 경우에

는 폐사율이 90%까지 상승한다[3, 11]. 소 로타바이러스

에 의한 설사병의 전염성은 법정전염병보다 약하나 소 로

타바이러스 설사병이 발생한 축사를 중심으로 매년 지속

적으로 발생하고 있어 축산농가에 피해가 심한 가축질병

이다. 치료 대책은 탈수를 예방하기 위한 수액공급, 2차 

감염을 예방하기 위한 항생제 투여 등의 대증요법과 함께 

난황항체, 초유급유, 면역증강제 등의 면역증강 보조제를

[12] 사용하여 송아지의 면역력을 높여 치료효과를 기대

하고 있으나 효과가 미미하다. 소 로타바이러스 설사병이 

치료가 되기 어려운 가장 중요한 원인은 원인체인 로타바

이러스를 제거할 수 있는 항바이러스제가 없어 근본적인 

치료대책이 수립되지 않기 때문으로 매년 지속적인 발생

으로 인해 축산농가에 많은 경제적 피해를 주고 있다. 
팥꽃나무(Daphne genkwa (Siebold & Zucc.))는 Magno-

liophyta (피자식물문) > Magnoliopsida (목련강) > Rosidae 
(장미아강) > Myrtales (도금양목) > Thymelaeaceae (팥꽃

나무과) > Daphne (팥꽃나무속) > genkwa (팥꽃나무)에 

속하는 다년생 식물로 우리나라의 전라남북도와 충청남

도의 해안을 따라 넓은 지역에서 자생하고 있으며, 중국, 
티벳, 유럽 및 북아프리카 지역에서 전통의학에서 이뇨

제, 진해제, 거담제 및 부종을 치료하는데 사용되어 왔다

[17]. 팥꽃나무의 꽃은 ‘원화’, 뿌리는 ‘원화근’이라하며 

모두 약으로 쓰고 있으나 대한민국 약전에는 팥꽃나무 
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꽃인 원화가 생약으로 등록되어 있다. 
원화의 추출물에는 쿠마린, 플라보노이드, 리그난, 스

테로이드 및 다양한 등급의 디테르펜과 같은 생물학적 

및 약리학적 화합물이 포함되어 있어[26] 항균, 항진균, 
항산화, 진통, 항염증, 세포독성, 항바이러스제 및 지혈 

효과를 포함한 광범위한 생물학적 활성을 가지고 있어

[25] 원화 추출물은 다양한 질병의 치료를 위한 치료제로

써 중요한 공급원이 될 수 있다. 원화 추출물의 질병치료

에 대한 연구는 항암효과에 대해서 연구되고 있으며[7, 
9] 최근에 원화추출물이 NK 세포에서 NF-κB를 활성화시

켜 항바이러스 효과를 나타내는 IFN-γ를 유도하는 것이 

보고되었다[8].
인터페론(IFN)은[6] 숙주세포로부터 바이러스의 침입

에 반응하여 유도되는 신호전달 단백질[2]들로 항바이러

스 작용과 관련된 IFN은[1, 19] 상피세포에서 유도되는 

I형 IFN (IFN-α 및 IFN-β)과 NK 세포를 포함한 면역세포- 
CD4+ T 헬퍼 1(Th1) 세포 및 CD8+ 세포독성 T 세포에서 

발현되는 II형 IFN (IFN-γ)이 알려져 있다[21]. IFN의 항바

이러스작용에 있어서 I형 IFN은 ISG (Interferon-stimulated 
gene)의 유도에 의해 발현되는 단백질에 의해 세포 내에

서 바이러스의 복제를 차단하는 작용[20]을 하며, IFN-γ는 

세포 신호 전달을 통해 항바이러스효과를 담당하는 세포

의 면역 반응을 조절하는 역할을 하는 사이토카인으로

[16] 대식세포, B 세포 및 CD8+ 세포독성 T 세포와 같은 

세포에서 신호 전달 경로를 활성화함으로써 탐식작용에 

의한 항바이러스 또는 항균 활성을 나타내며 또한 이러한 

작용에 관련된 세포 증식 및 분화를 통하여 항바이러스 

작용을 촉진시키는 역할을 한다[10]. 
본 논문에서는 원화의 추출물이 IFN-γ를 유도하는 활

성을 이용하여 세포실험에서 항바이러스 효과를 확인하

였으며, 소 로타바이러스 설사병 환축에 적용하여 임상에

서의 항바이러스 효과 및 설사병의 치료효과에 대해서 

검토하였다. 

재료 및 방법

원화 추출물

원화의 유기용매 추출을 위하여 원화분말에 대해 30배 

용량의 주정(50% ethanol) (v/w)을 혼합하여 10시간동안 

초음파 분쇄(Bandelin, berlin, Germany)를 실시한 다음, 실
온에서 3,000 rpm, 20분간 원심분리를 하여 상층액을 회수

하였다. 이 과정을 2회 반복하여 회수한 상층액을 40℃ 
수욕 상에서 회전농축기(SH-Scientific, Wonju, Korea)로 

농축한 후, 동결건조(Mareuda, Gangju, Korea)하여 원화추

출물을 얻었다. 이후, 추출물에 대해서 A549 세포 및 NK 
세포에서 원화 추출물에 의한 IFN-β와 IFN-γ의 발현의 유

도 여부를 PCR로 확인하였으며, NK 세포에서 Human IFN 

gamma ELISA kit (Invitrogen, CA, USA)를 사용하여 세포 

외로 분비되는 IFN-γ의 양을 확인하였다. 

지표물질 측정

대한민국 약전에서 제시하는 원화 검정시험은 ㈜동의

한약분석센터에 의뢰하여 지표물질인 genkwanin의 유무

를 확인하였으며, 효능을 측정하기 위한 지표 물질로는 

하이드록시겐콰닌(Hydroxygenkwanin)과 아피제닌(Api-
genin)을 지표물질로 사용하여 동물용의약품공정서의 일

반시험법 중 ‘액체크로마토그래프법’에 따라 실시하였다. 
HPLC (Agilent Tecnnologies 1200 series, CA, USA) 의 분석

은 C18 column 250 mm × 4.6 mm, 5 μm 컬럼(Dikma Inspire, 
CA, USA)을 사용하였고 이동상으로는 methanol과 0.2 % 
아세트산이 첨가된 3차 증류수를 70/30(v/v)의 비율로 사

용하여 유속 1.0 mL/min, 컬럼온도 30℃로 분리하여 338 
nm의 파장에서 측정하였다. 

세포배양

시험에 사용한 NK 세포는 500 mL의 MyeloCult H5100 
(StemCell Technologies, Vancouver, Canada)에 63 mL Horse 
Serum (Gibco, New York, USA)과 10 μg human recombinant 
IL-2 (Miltenyi Biotec, San Diego, USA)를 첨가하여 37℃, 
5% CO2 배양기에서 배양하였다. A549 세포는 10% FCS가 

포함된 F-12K Medium (Gibco, USA)를 사용하여 37℃, 5% 
CO2 배양기에서 배양하였다. MDBK 세포는 10% FCS가 

포함된 EMEM 배지(Gibco, USA)를 사용하여 37℃, 5% 
CO2 배양기에서 배양하였다. 

바이러스 배양

1×105 MDBK 세포를 세포배양용 T25 플라스크에서 48
시간 배양한 후 바이러스를 접종하였고, 바이러스를 접종

한 후 37℃, 5% CO2 배양기에서 90분 동안 배양하여 바이

러스가 세포에 침투하도록 하였다. 이때 바이러스가 세포

에 골고루 침투할 수 있도록 15분마다 1번씩 약하게 흔들

어 주었다. 이 후 3일간 배양한 후, 플라스크를 freezing 
/ thawing과정을 2회 반복하고, 사용 전까지 -80℃에 보관

하였다. 시험을 수행하기 전 -80℃에 보관한 바이러스 배

양액을 녹여 원심분리 후, 바이러스가 포함된 상층액을 

회수하여 사용직전까지 얼음물에 보관하였다. 시험에 사

용하는 바이러스는 10 μg/mL trypsin type IX (sigma- 
Aldrich, USA)가 포함된 DMEM배지에서 37℃, 60분간 활

성화시킨 후 사용하였다. 

인터페론 측정(ELISA)

IFN-γ의 측정은 Human IFN gamma ELISA kit (Invitro-
gen, USA)를 사용하여 제조사가 제시한 방법에 따라 

Spectra Max (Molecular, USA)를 사용하여 흡광도를 측정
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하였다.

인터페론 측정(PCR)

Oligo-dT 프라이머가 포함된 역전사 효소와 특정 프라

이머 쌍이 포함된 M-MLV 역전사 효소(Promega, WI, USA)
를 사용하여 2단계 RT-PCR 반응을 수행하였다. 제조사가 

제시한 방법에 따라 M-MLV 역전사 효소(Promega, USA)
를 사용하여 cDNA를 합성하였다. 

PCR 조건은 IFN-γ mRNA: forward 5‘TCCATGGGGTTG 
TTTTA3’, reverse 5‘GAAGCACAGGCATGAAATC3’, IFN- 
β mRNA forward 5‘CTTGGATTCCTACAAAG AAGCAGC3’ 
reverse 5‘TCCTCCTTCTGGAACTGCTGCA3’ GAPDH mRNA 
forword, 5‘CCATCATCTCTTCCAGGAG3’, reverse, 5’AC 
AGTCTTCTGGGGCAGT3’를 이용하여 pre-incubation 95 
℃, 5분, 1 cycle, denaturation 95℃, 45초, annealing 56℃ 
45초, extension 72℃, 60초, 40 cycle, elongation 72℃, 7분으

로 실시하였다. 

소 로타바이러스 PCR

MBDK 세포 l×l04 cells/mL에 l×l03 TCID50/well의 소 로

타 바이러스를 접종한 후, 시험물질을 각각 25, 50, 75, 
100 mg/L 및 125 mg/L로 첨가하여 37℃, 5% CO2 조건의 

배양기에서 24시간 동안 배양하였다. 배양 종료 후，세포 

상층액을 회수하여 freezing/thawing과정을 2회 반복하여 

total RNA를 추출하여 PCR (GreenStar™ qPCR Master Mix 
(Bioneer, Daejeon, Korea))을 실시하였다. 

PCR 조건은 Bovine rota virus gene: forward 5‘GTAGAT 
AAGTATGTATGGACGAGA TGGTT3’, reverse 5‘TGGCT 
TATGAAATGTGAAACCCGTTCTTTG3’, probe (FAM) 5‘ 
TT GCACCACAATCAGATTCACTCAGAAAGT3’ (BHQ 
1), Bovine p-actin gene forward AGC GCAAGTACTCCGTGT, 
reverse CGGACTCATCGTACTCCTGCT, probe (Cyanine5) 
TCG CTGTTCACCTTCCAGCAGATGT (BHQ l)를 이용하

여 pre-incubation 95℃, l0분, 1 cycle, denaturation 95℃, l0
초, annealing 58℃, 60초, extension 72℃, 30초, 45 cycle로 

실행하였다.

PB-81의 독성시험

PB-81의 단 회 정맥투여 독성시험은 대구경북첨단의료산

업진흥재단 실험동물센터에 의뢰하였다(실험번호: N21059 
PB-81:ICR마우스를 이용한 단 회 정맥투여 독성실험). 

환축에 투여

환축에 투여하기 위한 약물은 원화 추출물을 4 mg/mL
의 농도로 10% ethanol (Sigma, USA), 0.1% Tween 20 (Sig-
ma, USA) 용액에 녹인 후 클린벤치에서 필터멸균하여 멸

균된 주사병에 5 mL (20 mg)씩 제조하여 경정맥을 통해 

주사하였다. 환축에 투여하기 전 환축의 항문에서 분변을 

채취하여 진단 키트(송아지설사병 5종 진단 키트, 바이오

노트)를 사용하여 바이러스의 감염여부 및 종류를 확인하

였으며 약물투여 후 바이러스의 검출에도 동일한 진단 

키트를 사용하였다. 

통계분석

SPSS (Statistical Package for Social Science, version 23.0, 
SPSS Inc., Chicago, IL, USA) 통계프로그램을 사용하여 

유의성 검증을 실시하였다. 각 시험군의 측정 항목의 결

과는 평균값±표준편차(mean ± SD)로 표시하였으며, 시험

군간 평균차이를 one-way ANOVA로 확인한 후 그룹 간의 

통계적 유의성을 Student’s t-test와 Duncan’s multiple range 
test®를 이용하여 실시하였다. 시험군 간의 유의성을 

p<0.05 수준에서 검정하였다.

결 과

원화 추출물(PB-81)의 지표물질 함량

PB-81이 약전에서 제시한 원화의 성상과 동일한지의 

여부를 확인하기 위해서 대한민국 약전에서 제시한 원화

의 검정법에 따라 박층크로마토그래프 방법으로 원화 추

출물을 검정하였다(Fig. 1). 대한민국 약전에 제시된 원화

추출물의 검증은 ‘검액에서 얻은 여러 개의 반점 중 1개의 

반점은 표준액에서 얻은 반점과 Rf값이 일치’하는 것으로 

정의 되어 있다. PB-81의 원화추출물 검증을 위한 박층크

로마토그래프분석에서 genkwanin 표준품 밴드의 Rf값은 

0.44로 측정되었다(Fig. 1B). PB-81의 경우에 박층크로마

토그래프에서 다수의 밴드가 자외선 및 발색에서 확인되

었으며(Fig. 1A), 그 중 표준품과 Rf값이 동일한 밴드가 

확인되어(Fig. 1B) PB-81은 대한민국 약전에서 제시한 원

화의 성상과 동일한 것임을 확인하였으며 재료 및 방법에 

제시된 방법으로 추출한 원화 추출물을 PB-81로 명명하

였다. 
PB-81에서 IFN-γ를 유도하는 유효성분은 genkwadaphnin

으로 보고되었으나[10] genkwadaphnin의 표준품이 시판

되고 있지 않아, PB-81에 포함된 genkwadaphnin의 함량을 

측정할 수 없었으며, genkwadaphnin의 활성을 측정하기 

위해 원화의 추출성분인 하이드록시겐콰닌(hydroxygenk-
wanin)과 아피제닌(apigenin)을 지표물질로 하여 HPLC로 

함량을 측정하였다(Fig. 2). PB-81의 IFN-γ 유도활성은 api-
genin 30 μg/g과 hydroxygenkwanin 120 μg/g을 함유하는 PB- 
81 조성액을 기준으로 하여 IFN-γ의 활성을 측정하였다. 

PB-81에 의한 인터페론의 유도

PB-81에 의한 인터페론의 유도 여부를 상피세포주인 

A549 세포와 NK 세포주인 NK92 세포 1×105세포를 6-well 
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Fig. 1. In thin layer chromatography, PB-81 showed the same 
RF value (0.44) as Daphne genkwa, indicating the 
identity suitable for the criteria presented by the Korean 
Ministry of Food and Drug Safety. 1. Standard solution 
(genkwanin) 2. Sample solution (PB-81). Five μL of 
the standard solution and the sample solution were 
dropped on a thin-layer plate made of silica gel for 
a thin-layer chromatograph with fluorescent agent, 
spread 10 cm, and dried to check the band in ultraviolet 
ray (365 nm), and then color-development was per-
formed to measure the Rf (distance from the circle to 
the center of the spot / distance from the circle to the 
solvent tip) of the standard solution and the sample 
solution. (A) Development pattern of the sample con-
firmed by ultraviolet rays (365 nm) after development 
of the sample. (B) Separation pattern by color develop-
ment of the sample. 

A B

Fig. 2. Measurement of the content of apigenin and hydroxygenkwanin, indicators of the effective substances contained in PB-81. 
The comparative analysis of the peak of the standard material and the peak of apigenin and hydroxygenkwanin included 
in PB-81 was analyzed with the Agilent chemistry for LC&LC/MS system. (A) The retention time of apigenin and hydrox-
ygenkwanin standard chemicals. (B) Retention time of apigenin and Hydroxygenkwanin in PB-81.

배양접시에 배양하고 40 μg/mL의 PB-81을 투여하여, I형 

인터페론(IFN-β)과 II형 인터페론(IFN-γ)의 유도를 확인하

였다(Fig. 3). 측정한 시간 내에서 시간이 경과함에 따라 

상피세포인 A549 세포에서는 IFN-β만 유도되는 것이 확

인되었으며(Fig. 3) 반면 면역세포인 NK92 세포에서는 

IFN-γ만 유도되는 것이 확인되었다(Fig. 3). 각 세포에서 

IFN-β 및 IFN-γ는 PB-81로 처리한지 30분 이내의 시간에

서 유도되는 것으로 나타났으며, A549 세포 및 NK92 세포

에서 처리 시간이 증가함에 따라 발현양도 증가하여, 
PB-81에 의한 각 세포에서 IFN의 유도량은 시간의존성의 

양상을 보였다. 
PB-81의 투여량에 따라 분비되는 IFN-γ의 유도 변화를 

확인하기 위해 NK92 세포 1×106/10 mL세포농도에 80 μg/ 
mL의 PB-81을 1/2배씩 희석하여 0.3 μg/mL의 농도까지 

희석한 후, 배지에 첨가하여 8시간 동안 세포를 배양하여 

배지로 분비되는 IFN-γ의 양을 ELISA로 측정하였다(Fig. 
4). NK 세포에서 PB-81에 의한 IFN-γ의 유도는 PB-81의 

농도가 증가함에 따라 IFN-γ가 유도되는 양도 증가하는 

농도의존형 양상을 보였으며, 40 μg/mL 이상의 농도에서

는 IFN-γ의 유도량이 포화가 되어 나타나며 5 μg/mL이하

의 농도에서는 급격한 감소를 보였다. 

PB-81의 세포독성

PB-81의 세포독성을 확인하기 위해 PB-81을 각각 0.49 
mg/L – 1,000 mg/L의 농도로 MBDK 세포에 24시간 동안 

처리하였다. MBDK 세포에서 세포의 생존율을 측정한 결

과 처리농도 7.81 mg/L까지 세포생존율은 90% 이상이었

으며, 50% 세포독성농도(Cytotoxic Concentration, CC50)는 

100.35 mg/L였다(Fig. 5).
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Fig. 3. PB-81 induces IFN-β secretion in A549, epithelial cell line and IFN-γ secretion in NK92. A549 and NK-92 cells were 
treated with 40 μg/mL of PB-81 for 24 hr. During incubation, the culture supernatants was recovered at the specified 
time and assayed by PCR to measure the transcriptional levels of IFN mRNA. Time means the time elapsed after admin-
istration of PB-81.

Fig. 6. The ability of PB-81 to suppress the virus in a pre-treat-
ment experiment. When PB-81 was administered prior 
to infection of the virus, PB-81 inhibits the prolifer-
ation of the virus in proportion to the concentration.

Fig. 4. The secretion of IFN-γ in NK cells increases in pro-
portion to the dose of PB-81. The amount of IFN-γ 
is proportional to the absorbance at OD450. PB-81, se-
quentially diluted 1/2 at a concentration of 80 μg/mL, 
was administered to 1×106/10 mL of NK cells to meas-
ure the concentration of IFN-γ secreted into the me-
dium according to the PB-81 dosage.

Fig. 5. Cell viability decreases as the concentration of PB-81 
increases. The concentration with a cell survival rate 
of more than 90% was 7.81 mg/L or less, and the 50% 
cytotoxic concentration (Cytoxic Concentration 50%, 
CC50) was 100.35 mg/L.

PB-81의 바이러스 세포에 침투 및 증식 억제 효과

바이러스가 세포에 침투하는 시기에 따라 PB-81의 다

양한 항바이러스 효과를 검증하기 위해 세포에 바이러스 

감염을 기준으로 바이러스 감염 전, 바이러스 감염과 동

시, 바이러스 감염 후의 세 가지 상황에 대해 항바이러스 

효과를 검증하였다. 
세포에 소 로타바이러스를 감염시키기 전에 PB-81을 

투여한 시험군(Pre-treatment effect)에서는 PB-81의 용량이 

증가함에 따라 소 로타바이러스 증식이 억제되는 비율이 

증가하는 것이 확인 되었다. PB-81 처리군에서 대조군에 

비하여 유의미하게 용량 의존적으로 바이러스의 증식이 

억제되었으며 EC50은 32.64 mg/L였다(Fig. 6).
PB-81과 소 로타 바이러스를 세포에 동시 투여하였을 

경우(Co-treatment effect)에 소 로타 바이러스의 억제능을 

분석하기 위해서 각 농도의 PB-81을 1×104 TCID50/well의 

소 로타바이러스와 동시에 투여하여 2시간 동안 배양한 

후 바이러스 RNA 증식억제능을 조사한 결과, PB-81 투여

군에서 소 로타 바이러스 증식이 시험물질을 투여하지 

않은 군에 비하여 용량 의존적으로 억제되었다. EC50은 
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Fig. 7. The ability of PB-81 to suppress the virus in a co-treat-
ment experiment. When PB-81 is administered at the 
same time as infecting the virus, PB-81 inhibits the 
proliferation of the virus in proportion to the concen-
tration.

Fig. 8. The ability of PB-81 to suppress the virus in a Post- 
treatment experiment. When PB-81 is administered af-
ter infecting the virus to cell, PB-81 inhibits the pro-
liferation of the virus in proportion to the concentration.

Table 1. Selectivity index according to administration of PB- 
81 to virus infected cell

Category CC50 EC50
SI

(CC50/EC50)
Pre-treatment
Co-treatment
Post-treatment

100.35 mg/L
32.64 mg/L
52.27 mg/L
85.63 mg/L

3.07
1.92
1.17

52.27 mg/L였다(Fig. 7).
세포에 소 로타바이러스를 먼저 감염시킨 후 PB-81을 

투여한 경우(Post-treatment effect)에서 소 로타바이러스에 

대한 증식 억제능을 조사한 결과 소 로타바이러스만 감염

시킨 양성대조군에 비하여 바이러스 증식능이 용량 의존

적으로 억제되었으며 EC50은 85.63mg/L이었다(Fig. 8).
PB-81을 세포에 바이러스 감염 전 처리조건, 바이러스

와 동시 처리조건 및 바이러스 감염 후 처리조건에서의 

바이러스 증식 억제능 농도를 세포독성 농도와 비교하여 

시험물질의 선택적 치료지수(Selectivity index S, CC50/ 
EC50)를 산출한 결과, 시험물질의 SI값은 각각의 조건(바
이러스 감염 전 처리, 바이러스 동시처리, 바이러스 감염 

후 처리)에서 각각 3.07, 1.92, 1.17로 산출되었다(Table 1). 
실험 결과에 의하면 PB-81은 바이러스가 감염된 이후보

다 바이러스 감염 전 또는 동시 처리 시에 바이러스 억제

효과가 더 우수함이 확인되었다. 

PB-81의 독성시험

PB-81의 정맥투여 시 독성을 확인하기 위해서 PB-81을 

Sprague-Dawley계 랫드에 단 회 정맥투여 했을 때 나타나

는 독성반응을 관찰하고, 개략의 치사량을 확인하였다. 
PB-81을 20, 10, 5 및 2.5 mg/kg body weight의 용량으로 

군당 암수 각 5 마리의 동물에 단 회 정맥투여하여, 생리

식염수를 투여한 음성대조군과 비교하였다. 관찰기간 동

안 사망률, 일반증상 및 체중변화를 관찰하였으며, 14일
간 관찰 후 부검하여 장기에 대한 육안소견 관찰을 실시

한 결과는 다음과 같다.
1) 사망동물: 시험기간 중 사망동물은 관찰되지 않았다.
2) 일반증상: 시험물질에 의한 변화는 관찰되지 않았다.
3) 체중변화: 시험물질에 의한 변화는 관찰되지 않았다.
4) 부검소견: 시험물질에 의한 변화는 관찰되지 않았다.
따라서, 본 시험조건 하에서 PB-81을 Sprague-Dawley계 

랫드에 단 회 정맥투여 했을 때 정맥투여가 가능한 최대

량인 체중 kg당 원화 20 mg은 어떠한 독성도 나타나지 

않았다.

환축을 대상으로한 임상효과

소 로타바이러스 설사병 환축에 대한 임상효과는 2021
년 11월부터 2023년 1월 사이에 안동, 회인, 보은 지역에

서 발생한 환축 20두를 대상으로 실험하였으며, 선별된 

모든 설사병 환축은 PB-81을 투여하기 전에 송아지설사

병 5종 진단 키트로 로타바이러스 감염을 확인하였다(Fig. 
9).

로타바이러스의 감염에 의한 설사병으로 확인된 환축 

만을 대상으로 PB-81 20 mg/5 mL를 투여하였으며, 20두
의 로타바이러스 설사병 환축 중 16두에는 PB-81의 투여

와 함께 대증요법을 동시에 처치하였으며, 4두에는 PB-81
을 투여하지 않고 대증요법만으로 처치하였다. 대증요법

은 수액을 통한 전해질 공급과 2차 감염을 예방하기 위한 

항생제를 투여하였다. 임상증상의 관찰은 진단 키트에 의

해 로타바이러스 감염에 의한 설사병이 확인된 날 이후부

터 소 로타바이러스가 검출되지 않는 기간 동안 관찰하여 

임상지수(Table 2)를 측정하였다. 임상효과는 PB-81투여 

전후에 있어서 행동이상 여부, 설사증세의 완화여부, 직
장체온의 변화와 섭식 정도 변화를 관찰하였다. 

PB-81을 투여하여 처치한 환축군과 투여하지 않은 대
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Fig. 10. Clinical recovery in the PB-81 administration group was faster than in the control group that did not administer PB-81. 
In the group administered PB-81, symptoms of diarrhea were treated within 2‒5 days after PB-81 administration, and 
the virus was removed from most axons. The duration of clinical recovery was different for each individual. In the 
control group that did not administer PB-81, the clinical recovery period was 6‒7 days.

Fig. 9. Infections of rotavirus were confirmed in fe-
ces of diarrhea disease patients using '5 types 
of calf diarrhea diagnostic kits'. A. After con-
firming the diarrhea caused by rotavirus, PB- 
81 was administered. B. One day after PB- 
81 administration, a weak rotavirus-positive 
band was identified. C. Two days after the 
PB-81 administration, no positive band of ro-
tavirus was identified, and clinical symptoms 
were recovered.

Table 2. Classification of clinical indices to determine the ef-
fectiveness of treatment according to clinical recov-
ery after administration of PB-81

Clinical sign Clinical Index

Abnormal behavior

Normal
Dull

Depression
Crossbones

0
1
2
3

Rectal temperature

Normal (37.5‒39.0℃)
39.1‒40.5℃

>37.5℃
<40.5℃

0
1
2
3

Fecal excrement

Normal feces
Soft feces

Watery feces
Bloody feces

0
1
2
3

Eating
Normal

Insufficient
Refusal

0
1
2

Total 15

조처치군의 임상지수의 변화는 Fig. 10과 같이 나타났다. 
임상지수의 변화는 PB-81 처치군에서는 PB-81을 처치 후

부터 임상지수가 감소하여 치료효과가 나타나는데 비하

여 PB-81을 처치하지 않은 대조 처치군에서는 로타바이

러스의 감염이 확인된 이후에 임상지수가 증가하고, 2‒3
일 후에 임상지수가 낮아지는 것이 확인되어 PB-81의 투

여는 로타바이러스 설사병 환축에 투여 후 빠른 시간 내

에 효과가 나타나는 것으로 확인되었다. 
모든 환축에 대해서 PB-81을 20 mg/5 mL용량을 1회 

투여하였으며, 바이러스의 제거와 설사증세의 회복을 포

함한 임상회복에 있어서 PB-81 처치군에서는 최단기간인 

투여 1일 후에 임상회복 환축이 2두, 최장기간인 5일 후에 

임상회복 환축이 1두로 평균 치료일수는 2.25일이었다.  
임상회복 된 환축의 16두 중 15두에서 임상회복과 동시에 

바이러스가 검출이 되지 않았으며 1두에서 임상회복 후 

1일까지 바이러스가 검출되었다. 반면 PB-81을 투여하지 

않은 대조처치군의 임상회복기간이 6‒7일로 평균 6.5일이

었으며(Table 3) 임상회복과 더불어 바이러스가 검출되지 

않아 PB-81의 투여가 소 로타바이러스의 제거 및 로타바
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Table 3. Comparison of the therapeutic effects of the administration and non-administration groups on rotavirus diarrhea reduction 
by the administration of PB-81

PB-81 No. of 
patient

No. of 
cured

No. of 
dead

average days
cured

Detection of a 
virus after cured

Group administered
Group Non-administered

16
4

16
4

0
0

2.25
6.5

1
0

이러스 설사병의 치료에 유효한 것으로 나타났다. 

고 찰

본 연구에서는 PB-81이 식품의약품안전처에서 고시한 

원화검정법에 의해 동일한 성상을 나타내는 것을 확인하

였으며, 상피세포에서 IFN-β, NK 세포에서 IFN-γ를 유도

며, 소 로타바이러스를 감염시킨 MBDK 세포에서 바이러

스의 증식을 억제시키는 것을 확인하였다. PB-81의 이러

한 세포실험결과를 임상에 적용하기 위해서 마우스를 대

상으로 한 독성검사에서 최대 투여량인 20 mg/kg에서 PB- 
81의 안전성이 확인되어 로타바이러스 설사병환축에 PB- 
81을 투여하였으며, PB-81을 20 mg/50 kg의 용량으로 소 

로타바이러스 설사병환축을 대상으로 투여하여 소 로타

바이러스 감염에 의한 설사병의 치료효과를 확인하였다. 
최근에 원화로부터 약용성분을 추출하여 각종항암효

과를 가지는 신약으로 개발하기 위한 연구가 지속적으로 

보고되고 있다[18]. Yuanhuacine은 topoisomerase-DNA 복
합체에 작용하여 DNA의 손상을 유발함으로써 다양한 암 

세포주에 대해 증식억제 효과를 나타내는 것이 보고되었

으며[24], hydroxygenkwanin은 EGFR (Epidermal growth 
factor receptor)의 분해를 촉진하여 폐암세포의 성장을 억

제하는 연구가 보고되었다[13]. 또한 genkwadaphnin은 편

평세포암 세포에서 활성산소의 매개에 의한 apoptosis를 

유도하여 암세포의 증식을 억제하는 것이 보고되었다

[15].
Genkwadaphnin은 항암효과 이외에 NK 세포에서 PKC 

계열의 구성체인 PKD1, MEK 및 ERK의 인산화를 통해서 

IkB 분해를 유도하는 IKK 활성화와 NF-kB 소단위인 p65
의 핵 국소화를 유도하여 IFN-γ의 전사를 유도하는 것이 

보고되었다[23]. 
IFN-γ는 염증작용을 활성화시키는 면역작용을 증가시

켜 병원성 세균 또는 바이러스의 감염을 제거하는 역할을 

하는 것으로 알려져 있으나[21] 원화의 성분인 genkwa-
daphnin의 IFN-γ를 유도하는 특성을 활용하여 세포 및 임

상에서 항바이러스 효과를 검증한 예는 아직 보고되지 

않았다. 
이전 연구에서 원화의 성분인 genkwadaphnin에 의한 

IFN-γ 유도 효과는 NK-92 세포와 수지성 세포에서 확인되

었으며, 유도된 IFN-γ에 의해 호중구가 군집되는 현상도 

확인되었다[8]. 본 연구에서는 임상실험에 앞서 세포실험

을 통해 PB-81의 항바이러스 효과에 대한 분석에서 항바

이러스 효과는 바이러스를 감염시키기 전에 PB-81을 투

여하는 경우(pre-treatment)가 바이러스 감염 후(post-treat-
ment)보다 높은 항바이러스 효과가 나타났다. 

Pre-treatment에서 상피세포인 MBDK 세포에 바이러스 

감염 후에 투여한 경우보다 낮은 농도에서 EC50이 나타나

는 것은 PB-81에 의해 상피 세포에서 바이러스의 감염 

전에 IFN-β가 유도됨에 따라 바이러스의 증식을 억제하는 

ISG가 유도되어 바이러스의 세포 침입을 억제하거나 세

포에 침투한다 하여도 바이러스의 감염 초기에 증식을 

억제시키기 때문인 것으로 추측된다. Post-treatment의 경

우에는 이미 감염된 바이러스가 증식을 시작한 후에 PB- 
81 및 바이러스에 의해 IFN-β가 유도되고 이에 따른 ISG
가 유도되기 때문에 pre-treatment보다 상대적으로 많은 양

의 바이러스에 대해 작용하기 위해서 많은 양의 PB-81이 

요구되기 때문인 것으로 판단된다.
PB-81은 상피세포에서 인터페론 베타를 유도하며 동시

에 NK 세포에서 IFN-γ를 유도한다. IFN-γ는 이미 알려진 

바와 같이 대식세포나 세포독성 T 세포를 활성화시켜 탐

식작용에 의해 바이러스를 비롯한 외부침입 미생물을 제

거하는 작용을 한다[10]. 이러한 사이토카인의 작용의 특

징은 케스케이드반응(cascade reaction) 으로 초기의 미세

한 반응이 증폭되어 반응이 진행될수록 반응의 결과가 

확대되어 나타나는 반응[14]으로 IFN-β나 IFN-γ의 작용에 

의해 일어나는 면역반응은 빠른 시간에 케스케이드반응

을 일으키는 것을 특징으로 한다. 이러한 면역계의 특성

에 의해 세포실험보다는 in vivo에서 IFN-γ에 의한 면역계

의 케스케이드반응에 의해 면역세포의 활성화가 확대되

어 바이러스의 억제 및 제거의 효율이 증폭되어 나타날 

것으로 추정된다. 즉，PB-81의 투여에 의해 상피세포에 

대해서는 IFN-β에 의한 바이러스 증식억제를 나타내고 

면역세포에 대해서는 IFN-γ의 활성화에 의한 바이러스 제

거 작용이 동시에 일어나게 되어 항바이러스 효과가 촉진

될 것으로 추측된다.
소 로타바이러스 설사병 환축에 PB-81의 적절한 투여

량을 결정하기 위해서 정맥투여 독성실험에서 확인된 치

사량(20 mg/kg)과 세포실험에서 IFN-γ를 유도할 수 있는 

최소량(40 μg/10 mL) (Fig. 4)을 송아지 50 kg에 대해서 

Bergmann법칙[5]에 따라 환산하여 투여하였다. 독성시험
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에서는 투여 최대용량인 20 mg/kg으로도 독성이 나타나

지 않아 PB-81의 투여 시 부작용을 나타내지 않는 최저용

량으로 설정하였고, 이 용량을 체중 50 kg의 송아지에 적

용하여 환산할 경우 81 mg/50 kg으로 환산되며, IFN-γ를 

유도할 수 있는 최저 유효량은 NK 세포에서 측정한 최소

용량을 체중 50 kg의 송아지의 혈액량을 기준으로 환산하

였을 경우 15.2 mg/50 kg으로 환산되었다. 따라서 PB-81의 

투여량 20 mg/50 kg은 부작용이 예상되는 최저 용량의  
1/4정도의 용량으로 안전성이 예상되며, 동시에 충분히 

IFN-γ를 유도할 수 있는 양으로 판단되어 본격적인 임상

실험 전에 4두의 소 로타바이러스 설사병환축에 PB-81 
20 mg/50 kg을 투여하여 부작용 및 임상증상의 변화를 

관찰하였다. 소 로타바이러스 설사병환축에 20 mg/5 mL
의 용량으로 투여하였을 때, 투여한 모든 환축에서 부작

용이 확인되지 않았으며, 바이러스의 제거 및 설사증세가 

완화되는 것이 확인되어 이후의 모든 환축에 동일한 용량

으로 투여하였다. 
임상실험의 결과 PB-81의 소 로타바이러스 설사병 환

축에 대한 치료효과는 PB-81 투여군이 평균 2.25일이었

고, PB-81을 투여하지 않은 대조군이 6.5일로 PB-81의 투

여에 의한 소 로타바이러스 설사병의 치료를 약 4일 단축

하는 효과가 나타났다. PB-81의 투여에 의해 소 로타바이

러스 설사병에서 회복한 치료군 16두 중 15두에서 송아지

설사병 5종 진단 키트에서 사용하여 바이러스의 잔존이 

확인되지 않았으나, 1두에서 회복 후 1일 후까지 바이러

스가 검출되었다. 치료 후에도 바이러스가 잔존하는 것은 

정확한 원인은 알 수 없으나 임상수의사들에 의하면 일반

적으로 로타바이러스 설사병의 경우에는 소 코로나바이

러스 설사병이나 BVD 설사병보다 바이러스의 존재에도 

예후가 좋은 치료경험을 보고하고 있으나 아직 문헌으로 

보고된 바는 없으며 또한 진단키트의 사용미숙으로 인한 

오진일 가능성을 배제할 수 없어 이에 대한 추론은 향후 

더 연구를 진행해야 할 것으로 판단된다. 이러한 PB-81의 

투여에 의한 빠른 치료효과는 주로 어린 환축의 성장에 

있어서 회복을 빠르게 하여 증체에 긍정적인 영향을 줄 

것으로 판단되나 회복 일수에 따른 증체의 영향은 추후 

장기간의 연구가 더 필요하다. PB-81 투여군의 치료과정

에서 부작용이 나타나지 않은 것은 독성시험에서도 확인

된 바와 같이 최대 투여량을 투여하여도 독성이 나타나지 

않는 독성시험결과를 반영하는 것으로 PB-81이 안전한 

소 로타바이러스 설사병 치료제로써의 가능성을 시사하

는 것으로 판단된다. 
원화추출물인 PB-81의 소 로타바이러스 설사병 환축을 

대상으로 한 치료효과 검증에서 우수한 치료효과를 보이

고 있으며, 부작용이 관찰되지 않아 앞으로 PB-81의 작용

기전을 해석하고 자세한 독성시험 및 임상시험을 통해 

소 로타바이러스 설사병 치료제로 활용이 기대된다. 
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원화(Daphne genkwa (Siebold & Zucc))의 50% 에탄올 추출물인 PB-81이 소 로타바이러스 설사병 환축에

서 설사병의 치료효과와 바이러스 증식 억제 효과가 나타나는가를 확인하였다. PB-81에 의해 상피세포주

인 A549 세포와 혈액세포주인 NK92 세포에서 각각 IFN-β와 IFN-γ가 유도되는 것을 확인하였다. PB-81의 

바이러스의 증식억제 효과를 확인하기 위해 PB-81을 MBDK 세포에 바이러스의 감염 전, 동시, 감염 후에 

투여하는 세 가지 경우에서 바이러스 억제효과를 확인한 결과 PB-81을 투여한 모든 경우에서 바이러스가 

억제되었으며, 바이러스 감염 전에서 투여하는 경우에서 가장 좋은 바이러스 억제효과가 나타났다. 마우스

에서의 독성검사에서는 투여최대용량인 20 mg/mL에서도 독성에 따른 부작용이 나타나지 않았다. 소 로타

바이러스 설사병 환축 16두와 대조군 4두를 대상으로 한 치료효과 검증에는 20 mg/5 mL 용량의 PB-81을 

투여한 결과, PB-81을 투여한 모든 소 로타바이러스 설사병 환축이 완치되었으며 PB-81의 투여 후에 완치

까지 소요된 기간은 PB-81투여군이 평균 2.25일이었고, PB-81을 투여하지 않은 대조군이 6.5일로 PB-81의 

투여에 의한 소 로타바이러스 설사병의 치료효과가 나타나는 것을 확인하였으며 PB-81을 투여한 모든 

환축에서 부작용이 검출되지 않았다.
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