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서   론

Viral hemorrhagic septicemia virus (VHSV)는 nucleoprotein 
(N), phosphoprotein (P), matrix protein (M), glycoprotein (G), 
nonstructural protein (NV) 및 RNA-dependent RNA poly-
merase (L)를 암호화하는 유전자로 구성되어 있으며, Rhab-
doviridae과, Novirhabdovirus에 속하는 음성 단일 가닥 RNA 
바이러스로 송어(Oncorhynchus masou), 연어(Oncorhynchus 
keta) 및 넙치(Paralichthys olivaceus) 등의 담수어뿐만 아니

라 해산어에 이르기까지 발병된다(Basurco and Benmansour, 
1995; Cano et al., 2016). 우리나라의 경우, 넙치 양식장에서 저
수온기에 VHSV가 발병하여 신장 및 비장의 비대, 간 울혈 등의 
증상을 동반한 전신의 출혈증상을 보이며 40-90% 대량폐사가 
발생하는 것으로 보고된 바 있다(Kim et al., 2009). 이러한 문
제점을 해결하기 위해 VHSV를 제어할 수 있는 연구가 지속적
으로 이루어져 왔지만, catechin 구성성분 중 하나인 catechol과 
같은 천연소재를 활용한 VHSV 제어연구는 현재까지 미미하
다. Catechin은 dihydropyran heterocyclic ring (C-ring)에 연결
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Viral hemorrhagic septicemia virus (VHSV) is a fish pathogen responsible for causing enormous economic loss to the 
aquaculture industry not only in Korea but worldwide. Thus, it is necessary to identify natural compounds that can be 
used to control the spread of VHSV. In this study, the anti-VHSV activities of five catechol derivatives, i.e., catechol, 
pyrogallol, 3-methyl catechol, veratrole, and 3-methyl veratrole-extracted from green tea-were assessed. The antivi-
ral activities of these derivatives were found to be dependent on their structure, i.e., the hydroxyl or methoxyl group 
and their substituent groups-on the benzene ring. Catechol, pyrogallol, and 3-methyl catechol exhibited relatively 
high 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radical scavenging activities than veratrole, and 3-methyl veratrole. 
Moreover, 3-methyl catechol harboring a methyl substituent group increased the viability of the virus-infected cells 
and resulted in a 2.86 log reduction in the gene copies of VHSV N (per mL) in real-time PCR analysis. In conclu-
sion, the catechol derivatives harboring hydroxyl groups in their benzene ring exhibited higher antioxidant activities 
than those harboring the methoxyl groups. However, catechol derivatives with a methyl group at the 3′-position of 
the benzene ring exhibited higher antiviral activity than those harboring a hydroxyl group. To our knowledge, this is 
the first study to evaluate the relationship between the structure and the anti-VHSV activity of catechol derivatives. 
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된 두 개의 방향족 고리(A- 및 B-ring)로 구성되며 B-ring의 수
산기 개수와 C-ring의 3번 위치에 결합된 gallic acid 유무에 따
라 epigallocatechin (EGC), gallocatechin (GC), catechin (C), 
epigallocatechin gallate (EGCG)으로 구분된다(Braicu et al., 
2013; Lorenzo and Munekata, 2016). Catechin 구조의 3번 위
치에 결합된 gallic acid와 B-ring 5’번 위치의 수산기는 radical 
소거능에 기여하며(Rice-Evans et al., 1996; Heim et al., 2002; 
Chobot et al., 2009), catechin의 구조적 특징에 따라 바이러스
와 세포막의 결합을 방해하여 바이러스 핵산의 증식을 억제하
는 것으로 보고되고 있다(Saha et al., 2010; Xu et al., 2017). 
Catechol은 catechin B-ring의 3’번과 4’번 위치에 각각 수산기
가 결합되어 있는 페놀화합물로서 방향족 고리의 수산기의 수
와 관능기에 따라 구조가 매우 다양하며(Robbins, 2003; Gül-
çin, 2011; Gülçin, 2012; Gülçin and Beydemir, 2013), 이들 화
합물은 항암, 항염증, 항산화 및 항바이러스 등 다양한 생리활
성을 발휘한다고 잘 알려져 있다(Sun et al., 2000). Encephalo-
myocarditis virus (EMCV)의 경우, 방향족 고리에 메틸기가 있
는 catechol 유도체의 항바이러스 활성은 메톡실기가 있는 유
도체의 항바이러스 활성이 높다고 보고되며(Li et al., 2018a), 
rabies virus의 경우, 수산기의 개수에 따라 항바이러스 활성이 
높으나 동일한 수 이상의 수산기를 갖더라도 ether group의 여
부에 따라 항바이러스 활성에 영향을 미치는 것으로 보고된 바 
있다(Chávez et al., 2006). 또한, catechol의 항산화 활성은 단
일 전자 이동(single electron transfer, SET) 및 수소 원자 이동
(hydrogen-atom transfer, HAT)과 같은 약물분자구조에 기인
하고 있기 때문에 catechol은 의약품 생산의 전구체로 사용되
며 식품 산업에서 바닐린과 같은 합성 항료의 제조에 광범위하
게 사용되는 식품 응용 분야에서 중요한 화합물로 보고되고 있
다(Shirai, 1986; Srinivasan, 2014). 특히, 최근에는 3-methyl 
catechol과 4-methyl catechol과 같은 catechol 유도체의 생물
학적 활성에 대한 많은 연구가 집중되고 있다(Callizot et al., 
2001; Hüsken et al., 2002; Kauffman et al., 2003). 
바이러스가 감염될 경우, 숙주 내 과량의 활성산소종(reac-

tive oxygen species, ROS) 생성을 유도하여 세포의 기능을 저
하시킨 다음 바이러스가 복제 및 증식되어 결론적으로 세포사
멸을 유도한다고 보고되고 있다(Kim, 2009; Kim and Chong, 
2018). 즉 바이러스 감염으로 인해 숙주 세포 내 과도하게 생
성된 ROS가 세포막의 구성성분인 지질(lipid)을 과산화(per-
oxidation)할 뿐만 아니라 핵산을 산화시켜 세포의 기능 저하
를 유도한다(Perlemuter et al., 2003). 보통 세포는 glutathione 
(GSH) 등과 같은 산화방어 작용을 통해 생성된 ROS를 제거하
나, 그 기능이 저하되면, 바이러스 복제에 유리한 환경인 pH가 
낮아짐에 따라 바이러스가 복제되고 증식되는데, 이로 인해 결
국 세포는 사멸하게 된다고 밝혀지고 있다(Ciriolo et al., 1997). 
2-iodoxybenzoic acid에 의해서 coumarin 산화를 통해 얻어진 
catechol 및 pyrogallol 유도체 연구에서는 DPPH radical 소거

능이 우수한 페놀화합물이 influenza A virus (IAV)에 대한 항
바이러스에서 높은 활성을 보였다(Bizzarri et al., 2017). 이는 
항산화 활성이 높은 페놀화합물에 대해서 항바이러스 활성을 
기대해 볼 수 있는 것으로 사료되었다. 그러나, 6-nitro-1,2,4-
triazolozines로부터 변형된 페놀화합물 연구에서는 catechol 
및 pyrogallol 잔기가 포함된 합성화합물에서 가장 높은 항산화 
능력을 보였지만 IAV (H1N1)에 대한 항바이러스 활성과의 상
관관계는 낮은 것으로 보고되었다(Ulomskiy et al., 2020). 이
와 같이 catechol 유도체에 대하여 합성되는 방법 및 방향족 고
리 골격에 따라 항산화 활성 및 항바이러스 활성에 관하여 아직
까지 명백히 규명되지 않고 있어 더 많은 연구가 필요하며, 더욱
이 VHSV와 관련하여 catechol 유도체의 항산화 활성 및 항바
이러스 활성에 대한 structure-activity relationship (SAR)에 관
한 연구는 미미하다. 
따라서, 본 연구는 VHSV 감염에 따른 양식어류의 대량폐사 
저감화를 위하여 항산화 활성이 우수한 catechol 유도체들의 
VHSV 증식 억제 여부를 평가하였다. 특히, 3-methyl catechol
은 우수한 ROS 제거능과 함께 VHSV 감염에 따른 세포사멸
을 억제함으로써 항바이러스 효과를 규명하였다. 이는 양식어
류에서 VHSV 감염을 제어하기 위한 사료첨가제로 활용될 것
으로 사료된다. 

재료 및 방법

실험 재료 및 시약

본 실험에서 사용한 catechol, pyrogallol, 3-methyl catechol, 
veratrole, 3-methyl veratrole, alpha-tocopherol, DCFH-DA 
(2′,7′-dichlorofluorescin diacetate), DPPH (2,2-diphenyl-
1-picrylhydrazyl), DMSO (dimethyl sulfoxide) 및 PBS (Phos-
phate-buffered saline)은 Sigma (St. Louis, MO, USA)로부터 
구입하였다. 5종의 폴리페놀성 화합물은 DMSO 용액에 녹여 
1 M의 stock solution으로 제조 후, 세포 처리 시 DMSO 함유
량이 최종적으로 0.1%가 되도록 배지에 희석하여 사용하였다.

세포 및 바이러스 배양

어류 세포인 FHM (fathead minnow)은 10%의 fetal bovine 
serum (FBS; Gibco BRL, San Francisco, CA, USA), penicil-
lin G (100 U/mL), streptomycin (100 U/mL)이 포함된 Leibo-
vitz’s L-15 (L-1510) 배지에서 20°C 온도를 유지하여 CO2 농
도 없이 저온배양기(MIR-153; SANYO, Osaka, Japan)에 3일
마다 계대 배양하여 세포생존율 실험에 사용하였다. 바이러스
성출혈성패혈증 바이러스(viral hemorrhagic septicemia virus, 
VHSV)는 genogroup IVa (KCTC13845BP)을 사용하였으며, 
108.8 TCID50/mL인 바이러스를 사용 직전까지 -80°C에 보관하
였다.

Catechol 유도체의 항산화력 측정
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Catechol 유도체 물질은 catechin의 B-ring의 벤젠 고리에 수
산기 유무 및 3번 위치에 메틸기 유무에 따라 5종으로 분류하
였다(Fig. 1). DPPH radical scavenging assay를 실시하여 cat-
echol 유도체의 구조적 특성에 따른 항산화 활성을 검토하였다
(Bortolomeazzi et al., 2007). 

5종의 catechol 유도체 및 양성대조군으로 선택한 alpha-to-
copherol은 메탄올에 녹여 10 μM 농도로 제조하였다. DPPH 
radical 용액은 0.2 mM 농도로 메탄올에 녹여 10분 동안 교
반하여 사용하였으며, 음성대조군은 시험군 대신 메탄올 100 
μL을 사용하였다. 메탄올에 녹인 6종의 시험군 화합물은 각각 
100 μL와 0.2 mM DPPH 150 μL를 black 96-well plate (SPL, 
Pocheon, Korea) well에 주입하여 25°C 배양기에 30분간 반응
하였다. SYNERGYHT microplate spectrophotometer를 이용
하여 517 nm에서 흡광도값을 측정하였다. Catechol 유도체의 
DPPH radical 소거능은 흡광도값을 이용하여 아래 식을 사용
하여 radical 소거율을 계산하였다. A0는 음성대조군의 흡광도
값을, A1은 실험군의 흡광도값을 아래의 DPPH radical scav-
enging activity 계산식에 적용하여 비교 분석하였다.

DPPH radical scavenging activity (%)=  
A0-A1×100A0

Catechol 유도체의 세포생존율 평가

VHSV 감염에 대한 세포생존율을 평가는 다음과 같은 선처
리 방법을 적용하였다. 10% FBS가 첨가된 L-15배지(L-1510)
와 함께 24시간 동안 단층으로 배양된 FHM 세포에 각각 5종
의 catechol 유도체를 100 μM 농도로 4시간 동안 처리하였다. 
세포배양액을 제거하고, PBS로 세척된 세포에 0.2 multiplicity 

of infection (moi) 농도의 VHSV를 접종하여 2시간 동안 감염
시켰다. 이 후 배지 전액을 제거하고 2% FBS가 첨가된 L-15배
지(L-152)로 교환하여 20°C에서 42시간 배양하였다. 세포 생존
율 평가방법은 Tominaga et al. (1999)에 따라 Cell Counting 
Kit-8 (CCK-8; Dojindo Molecular Technologies, Inc., Kyoto, 
Japan) 시약을 20°C에서 8시간 동안 처리 후 SYNERGYHT 
microplate spectrophotometer를 이용하여 450 nm에서 측정하
여 흡광도를 백분율(%)로 환산하여 세포생존율을 평가하였다.

ROS생성 저해능 확인

Black 96-well plate (SPL)에 FHM 세포를 1.0×105 cells/mL
의 농도로 24시간 배양한 후, 100 μM의 3-methyl catechol을 처
리하여 30분 동안 반응하였다. 0.2 moi 농도로 희석된 VHSV를 
세포에 접종하고 2시간 후 전액 제거하였다. 이후, 무혈청 L-15
배지(L-150) 100 μL를 이용하여 세포를 세척하고, phenol red
가 포함되지 않은 무혈청 L-15배지(L-150) (Welgene, Kyeon-
san, Korea)로 희석된 10 μM의 DCFH-DA를 세척된 세포에 
100 μL씩 주입하고 30분 동안 반응하였다. SYNERGYHT 
microplate spectrofluorometer을 이용하여 emission 530 nm, 
excitation 480 nm 조건에서 형광신호를 측정하여 세포내 ROS 
생성 저해능을 확인하였다(Dikalov and Harrison, 2014). 

Real-time PCR을 이용한 VHSV의 복제 저해 확인

FHM 세포를 2.1×105 cells/mL의 농도로 48-well plate에 배
양한 후 3-methyl catechol 50, 100, 150, 200 μM을 처리하고 
12시간 동안 배양하였다. 세포배양액을 제거하고, PBS로 세척
된 세포에 0.2 moi 농도의 VHSV를 2시간 동안 접종하였다. 
이 후 배지 전액을 제거하고 2% FBS가 첨가된 L-15배지(L-
152)로 교환하여 20°C에서 42시간 배양하였다. 배양 종료 후 
각 농도별 상층액을 수집하여 real-time PCR 분석을 수행하였
다. RNA는 RNAiso Plus (Takara, Kusatsu, Japan)를 사용하
여 회사에서 제공하는 방법에 따라 RNA를 추출하였다. 추출된 
RNA는 MMLV Reverse Transcriptase cDNA Synthesis Kit 
(Beams Biotechnology, Seongnam, Korea)를 이용하여 ran-
dom 6-mer (Takara) 프라이머, dNTPs, RNase inhibitor를 포함
한 20 μL 반응액으로 37°C에서 60분 동안 cDNA를 합성하였
다. 합성된 cDNA를 주형 2 μL와 VHSV의 N-gene의 특이적인 
프라이머 N_F (5’-ATC GAA GCC GGA ATC CTT ATG C-3’)
와 N_R (5’-CCT TGA CGA TGT CCA TGA GGT TG-3’) 및 
TB green® Premix Ex TaqTM (Takara)이 포함된 20 μL 반응
액으로 제조하였다. 실시간 유전자증폭 반응 조건은 95°C 30
초(1회), 95°C 5초, 60°C 10초, 72°C 20초(45회) 이며 Thermal 
Cycler Dice® Real Time System III (TP950; Takara) 이용하
여 표준검량 곡성을 작성하여 바이러스 역가를 절대정량을 수
행하였다(Nguyen et al., 2016). 

Selectivity index (SI) 평가

Fig. 1. Basic structure of flavonoids in polyphenols (with B-ring, 
A), catechol (B), pyrogallol (C), 3-methyl catechol (D), veratrole 
(E) and 3-methyl veratrole (F).
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본 연구에서는 바이러스 치료제를 선별할 때 참고되는 SI 값
을 측정하여 후보물질에 대한 항바이러스제의 가능성 유무를 
평가하였다(Peña-Morán et al., 2016). 50% cytotoxic concen-
tration (CC50)값을 50% effective concentration (EC50)으로 나
누어 세포 독성과 항바이러스 활성 사이의 SI 값을 산출하였으
며, 값이 클수록 효과적이며 안전하게 활용할 수 있는 약물로 
분석하였다. 세포독성의 지표가 되는 CC50을 측정하기 위하여, 
96-well plate에 FHM 세포 1.0×105 cells/mL의 농도로 배양한 
후 3-methyl catechol을 50, 100, 200, 500, 800 μM으로 처리
하여 48시간 동안 20°C에서 배양하였다. 음성대조군으로 0.1% 
DMSO를 처리하여 동일한 조건으로 FHM 세포를 배양하였다. 
세포 생존율 평가를 위하여 10 μL의 CCK-8 시약을 세포에 추
가하여 20°C에서 8시간 동안 추가 배양하였다. 반응이 종료된 
96-well plate는 SYNERGYHT microplate spectrophotometer
를 이용하여 450 nm에서 흡광도를 측정하였고, 흡광도를 백분
율 (%)로 환산하여 각 농도별 세포독성을 plotting하여 CC50을 
구하였다. 

3-methyl catechol의 EC50을 측정하기 위하여, 96-well plate
에 단층 배양된 세포에 3-methyl catechol을 50, 100, 200, 500, 
800 μM을 처리하여 4시간 동안 배양하였다. 이후, 배양세포
에 0.1 moi 농도의 VHSV를 접종하여 2시간 동안 배양한 다음 
배지 전액을 제거하고 L-152배지로 교환하여 20°C에서 42시
간 배양하였다. 음성대조군으로 3-methyl catechol 대신 0.1% 
DMSO를 처리하여 같은 조건으로 VHSV 감염을 수행하였
다. 세포 생존율 평가를 위하여 CCK-8 시약을 10 μL 추가하
여 20°C에서 8시간 동안 배양한 후 SYNERGYHT microplate 
spectrophotometer를 이용하여 450 nm에서 흡광도를 측정하
였고, 흡광도를 백분율(%)로 환산하여 농도별 바이러스 감염에 
대한 세포 생존율을 plotting 하여 EC50을 구하였다. 

통계처리

모든 분석결과는 GraphPad Prism 프로그램(Ver. 5.01; Cary, 
NC, USA)을 이용하여 평균과 표준편차로 나타내었다. 시료 간
의 유의성은 one-way ANOVA와 사후검정(Tukey 및 Dunnet 
multiple range test)을 실시하였으며, P<0.05 수준에서 유의성
을 평가하였다.

결과 및 고찰

Catechol 유도체의 항산화 활성

Catechol 유도체의 구조적 특성에 따른 항산화 활성을 평가하
기 위하여 DPPH radical scavenging 실험을 수행하였다. 그 결
과, 벤젠 고리에 수산기가 부착된 3-methyl catechol, catechol 
및 pyrogallol은 각각 79.0%, 79.1% 및 79.6% DPPH radical 소
거능을 나타낸 반면, 메톡실기가 부착된 veratrole 및 3-methyl 
veratrol은 0% 이하, 6.1%의 낮은 radical 소거능을 보였다. 대

조구인 α-tocophenol은 69.6%의 DPPH radical 소거능을 나
타내어 3-methyl catechol, catechol 및 pyrogallol이 우수한 
DPPH radical 소거능을 지닌 것을 확인할 수 있었다(Fig. 2). 
Bortolomeazzi et al. (2007)에 의하면, dihydroxybenzens>2,6-
dimethoxyphenols>2-methoxyphenols 순서로 항산화 활성이 
우수하였으며, 이는 radical 소거 과정에서 phenoxyl radical의 
안정화를 위해 para 위치에서 공액 이중 결합 역할의 중요성을 
보고하였다. Xie and Schaich (2014)이 보고한 DPPH radical 
반응에서 propyl gallate와 3-methyl catechol 및 catechol이 속
한 그룹에서 매우 빠르고 즉각적인 radical 소거 반응을 나타내
었다. 본 실험에서 사용한 catechol, 3-methyl catechol 및 py-
rogallol은 dihydroxybenzens에 속하는 화합물로 2-methoxy-
phenols 속하는 veratrol 및 3-methyl veratrol 보다 높은 DPPF 
radical 소거능 활성을 나타내었다.

Catechol 유도체의 바이러스 감염에 대한 세포생존율 
평가

어류세포인 FHM 세포주에 DMSO을 처리한 대조구와 cat-
echol 유도체를 처리하여 VHSV 감염에 대한 세포생존율을 
확인하였다. Fig. 3에 나타난 바와 같이 생존 100%의 무감
염군(DMSO+mock infection)과 비교하였을 때 양성대조구
(DMSO+VHSV infection)는 60%의 세포생존율을 나타내어 

Fig. 2. Antioxidant activity measurement using DPPH radical-
scavenging assay. 0.2 mM of DPPH and 10 μM of each phenolic 
compound dissolved in methanol were mixed. The mixture reacted 
for 30 min and the absorbance at 517 nm using a spectrophotom-
eter. Alpha-tocopherol (α-Toc) used as a standard reference. Dif-
ferent letters in a column are significantly different (P<0.05).
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VHSV 감염에 의해 세포사멸을 유도하는 것을 확인할 수 있
었다. 흥미롭게도, 3-methyl catechol 처리와 함께 VHSV 감염
군에서 100%의 높은 세포생존율을 나타내었고, pyrogallol은 
78.8% 세포생존율을 보였다. Catechol, 3-methyl veratrole 및 
veratrole은 양성대조구와 유의적인 차이가 없었다. VHSV 감
염에 대한 세포생존에 대한 catechol 유도체의 구조적 관계에서 
벤젠 고리는 수산기>메톡실기, 치환기는 메틸기>수산기 순서
로 구조-활성 관계가 성립하는 것으로 확인되었다. 방향족(벤
젠) 고리에 있는 유리 수산기의 수는 강력한 항 바이러스 활성에 
중요한 역할을 하는 것으로 cinnamic acid 유도체의 항바이러
스 연구를 통해서 보고되었다(Li et al., 2018a). EMCV 감염에 
따른 세포생존율 평가에서 페놀성 유도체의 치환기가 메톡실기 
보다 메틸기에서 높은 항바이러스 활성을 지니는 것으로 보고
되었으나 메틸기의 수를 늘려도 EMCV 바이러스 억제가 증가
하지 않은 것으로 보고되었다(Chiang et al., 2002). 우리는 본 
연구를 통해 VHSV 바이러스 감염을 억제하기 위한 catechol 
유도체에서 방향족 고리에 부착된 유리 수산기의 유무와 치환
기의 구조가 항바이러스 활성에 상당한 영향을 미치는 것을 시
사하였다. 또한, DPPH radical 소거능이 높은 catechol 유도체 
중 하나인 3-methyl catechol이 VHSV 감염에서도 높은 세포생
존율을 나타내어 항산화 효과와 연계된 항바이러스 활성을 갖

는 것으로 판단되었다.

VHSV 감염에 의한 세포 내 Reactive Oxygen Species 
(ROS) 생성 억제 효과

VHSV 감염에 대한 3-methyl catechol의 세포생존율을 향
상시키는 기전이 바이러스 감염시 생성되는 세포내 활성산소
종(ROS) 억제와 관련성이 있는지를 규명하기 위하여 DCFH-
DA를 사용하여 ROS를 측정하였다. 어류 세포인 FHM세포
에 3-methyl catechol을 선처리 한 후 VHSV를 감염시킨 후
에 DCFH-DA를 사용하여 세포 내에 잔존하는 ROS와 반응시
켜 형광도를 측정하였다. 그 결과, VHSV 감염 세포에서는 무
감염군 대비 1.7배의 ROS생성이 증가되었고, 이 때, 3-methyl 
catechol 처리시 ROS 생성이 0.65배로 유의미하게 감소되었다
(Fig. 4). HSV-1 바이러스는 U937 세포주에 감염된 즉시 ROS
가 증가하는 것으로 보고되었고(Marino-Merlo et al., 2019), 돼
지유행설사바이러스(porcine epidemic diarrhea virus, PEDV)
는 Vero 세포주에서 감염 후 2시간부터 ROS 생산이 증가되며 
6시간에 ROS를 최대로 생성하는 것으로 보고하였다(Song et 
al., 2011). 본 연구에서도 VHSV 초기감염인 2시간이 지난 즉
시 세포내 활성산소종을 측정하여 DCF-DA 형광신호가 증가
하는 것을 확인하였고, 세포 내 바이러스 감염으로인해 생성
된 ROS를 3-methyl catechol에 의해 DCF-DA 형광신호가 감
소하는 것을 확인하였다. 바이러스 감염시 생성되는 활성산소
종 감소로 인해 세포생존율과 관련이 있음을 다시 한번 확인할 

Fig. 3. Evaluation of cell viability against VHSV infection in FHM 
cells treated with 100 μM of 5 catechol derivatives using CCK-8 
assay. 0.1% of DMSO used as a control. Bars with different lower-
case letters (a, b, and c) refer to significant differences (one-way 
ANOVA, Tukey’s multiple comparison test, P<0.05) among the 
treatments, where the same letter indicates no significant differ-
ence.

Fig. 4. DCFH-DA assay for detection of intracellular ROS pro-
duced in response to VHSV infection in FHM cell line. Cells were 
pre-treated with 100 μM of 3-methyl catechol (3-MC) and then 
infected with VHSV for 2 h. White bars refer to DMSO-treated 
cells as a control. Values are expressed as fluorescence intensity 
compared with a Mock-infected cell with non-treated 3-methyl 
catechol. Asterisk (*) indicates a significant value as determined 
by Dunnett’s multiple comparison test (P<0.01).
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수 있었다. 반면, Li et al. (2018b)은 L929 세포에서 3-methyl 
catechol과 같은 catechol 유도체를 처리했을 때 ROS 생성이 
증가하는 것이 관찰되었는데, 이는 catechol 유도체의 자동산
화로 인해 항바이러스 활성에 중요한 역할을 하는 면역체계 활
성을 유도하는 NF-κB 발현을 촉진한다고 보고하였다. 이와 같
이 catechol 유도체의 항바이러스 활성에 대한 ROS의 역할에 
대한 두 가지 측면을 고려할 때 향 후 많은 연구가 필요할 것으
로 판단하였다. 

3-methyl catechol의 항바이러스 활성 평가

3-methyl catechol의 VHSV 복제 저해효과를 확인하기 위하
여 실시간 유전자증폭기를 활용하여 바이러스 복제수를 측정하
였다. 어류 세포인 FHM세포에 3-methyl catechol을 농도별로 
선처리 한 후 VHSV를 감염시킨 후 42시간이 지난 상층액을 회
수하여 VHSV N-gene의 복제수를 측정하였다. 그 결과, 0.1% 
DMSO처리와 함께 VHSV를 접종한 양성대조구에서 8.31 log 
copies/mL로 측정되었으며, 농도의존적으로 VHSV N-gene 
유전자의 복제가 감소되어 200 μM의 3-methyl catechol 처리
구에서는 2.86 log copies/mL 만큼 감소하여 5.45 log copies/
mL로 측정되었다(Fig. 5). 화합물 구조에 따른 EMCV 감염 저
해 활성에서 catechol, 3-methyl catechol, 4-methyl catechol, 
및 4-ethyl catechol에서 항바이러스 효과를 나타내었고, 특히 

이들 catechol 유도체를 세포에 선 처리하고 바이러스를 감염
했을 때 항바이러스 효과가 우수한 것으로 보고되었다(Li et al., 
2018b). VHSV 연구에서도 3-methyl catechol 선처리는 바이
러스 유전자 복제를 저해하여 바이러스 감염을 예방할 것으로 
판단되었다. 

3-methyl catechol의 selectivity index 평가

3-methyl catechol의 selectivity index (SI)를 확인하기 위
해, 세포독성평가와 VHSV 감염에 대한 세포 생존율 평가를 
수행하였다. 세포 독성의 지표가 되는 CC50은 886.02 μM으
로 확인되었고, 물질의 항바이러스 활성 지표가 되는 EC50은 
25.05 μM으로 확인되어 VHSV에 대한 3-methyl catechol의 
SI는 35.37임을 확인하였다(Table 1). 옻나무 껍질에서 추출한 
80% MeOH 분획층, n-Hexane 분획층, 및 CHCl3 분획층에서 
VHSV에 대한 SI값이 각각 19.1, 6.7 및 31.7으로 보고되었다
(Kang et al., 2012). 또한, 퀘르세틴의 VHSV에 대한 SI값은 
9.96 이상으로 보고된 바가 있다(Choi, 2014). 기존에 보고된 
항바이러스 물질 대비 VHSV에 대한 3-methyl catechol의 안
전성 및 효율성이 높은 물질임을 시사하였다. 한편, 마우스 지
방조직의 섬유아세포에서 EMCV에 대한 3-methyl catechol의 
CC50는 0.33 mg/mL (26.5 mM)이며, EMCV에 대한 바이러스 
감염을 50% 억제하는 농도(IC50)는 0.41 mg/mL (3.3 mM) 미
만으로 보고되었고(Li et al., 2018b), EMCV에 대한 3-methyl 
catechol의 SI값은 8.03으로 SI값이 35.37인 VHSV 보다 낮은 
수준으로 비교 분석되었다. 이는 세포 및 바이러스 종류에 따라 
3-methyl catechol 활성 효율이 다르게 발현될 수 있음을 시사
하였다. 본 연구결과로부터, 3-methyl catechol은 기존에 보고
된 다른 화합물에 비해 독성이 낮고, VHSV 증식을 효과적으로 
억제할 수 있는 우수한 항바이러스 물질임을 확인할 수 있었다. 
이는, VHSV 감염으로 인한 바이러스 증식과 세포사멸을 예방
할 수 있는 소재로 활용이 가능하며, 양식어류 사료의 첨가제로 
잠재적인 활용 가치가 있을 것으로 사료된다. 

사   사

Fig. 5. Absolute viral (VHSV N gene) copy numbers were deter-
mined by RT-qPCR. The 3-methyl catechol (3-MC) was pretreated 
for 12 h prior to viral infection. The FHM cells were infected with 
VHSV at on MOI of 0.2 for 42 h. 0.1% of DMSO used as a control. 
Bars with different lower-case letters (a, b, and c) refer to signifi-
cant differences (one-way ANOVA, Tukey’s multiple comparison 
test, P<0.05) among the treatments, where the same letter indicates 
no significant difference.

Table 1. Cytotoxicity and protective effect of 3-methyl catechol 
against VHSV
Compound CC50

a (μM) EC50
b (μM) SIc

3-methyl catechol 886.02±39.56 25.05±1.97 35.37
aCC50, The CC50 represents the concentration of compound required 
to reduce cell viability by 50% relative to the control well without 
test compound. bEC50, The EC50 represents the concentration of 
compound required to reduce virus infectivity by 50% relative to 
the control well without test compound. cSI, Selectivity index (SI) 
is the ratio of CC50 to EC50. The concentrations are average value 
of triplicate determinations and are expressed as mean±standard 
deviations. 
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