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In general, oleanolic acid (OA) and ursolic acid (UA) have 
antimicrobial effect against Gram-positive bacteria but not 
Gram-negative bacteria whereas sophoraflavanone G has 
antimicrobial activity against both bacterial types. However, 
the antimicrobial effects of OA, UA, and sophoraflavanone G 
against periodontopathogens have not been studied to any 
great extent. The aim of this study was to investigate 
antimicrobial effect of OA, UA, and sophoraflavanone G 
against 15 strains (5 species) of oral Gram-negative bacteria, 
which are the major causative bacteria of periodontal disease. 
The antimicrobial activity was evaluated by minimal 
inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal 
concentration (MBC) determinations. OA and UA showed 
antimicrobial effects against all of the Porphyromonas 
gingivalis strains tested and also Prevotella intermedia ATCC 
25611T. Interestingly, P. intermedia ATCC 49046 showed 
greater resistance to OA and UA than P. intermedia ATCC 
25611T. In contrast, sophoraflavanone G had antimicrobial 
activity against all strains, with MIC and MBC values below 

32 µg/ml, except Aggregatibacter actinomycetemcomitans. 
These results indicate that sophoraflavanone G may have 
potential for use in future oral hygiene products such as 
dentifrices and gargling solution to prevent periodontitis.
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서 론

치주질환은 치아 주위 조직의 염증에 의한 질병으로 
치은연하치면세균막에 존재하는 그람 음성 혐기성세균들

이 주요한 원인 인자이며 동맥경화증등과 같은 심혈관질

환과 밀접한 관련성이 있는 것으로 알려져 있다[1-3]. 치
은연하치면세균막에는 약 400 여종의 세균이 서식하고 
있으며, 이들 중 Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans, Tannerella forsythia, Treponema 
denticola, Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens, 
Fusobacterium nucleatum 등이 주요한 원인균종인 것으로 
보고 되고 있다[4-6]. 그러므로 치주질환의 예방 및 치료

에 있어서 치주질환 원인균종을 제거하는 것이 가장 효과

적이라 생각된다. 여러 항균물질 중 항생제들은 구강미생

물들의 내성을 유발할 수 있는 단점이 있기 때문에 비교

적 안전성이 확보된 천연추출물을 이용한 치주질환 원인

균종에 대한 항균물질 개발에 대한 연구가 활발히 진행되

고 있다[7,8]. 
Oleanolic acid (3β-3-hydroxyolean-12-en-28-oic acid, OA)
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와 ursolic acid ((3β)-hydroxy-urs-12-en-28-oic acid, UA)는 

triterpenoid saponins 유도체로서 항균 및 항염증 등의 효

과가 있는 것으로 보고되었다[9-14]. 이러한 OA와 UA는 

주로 그람 양성 세균에 대해 항균력이 뛰어나다고 알려져 

있다[12]. 본 연구팀도 OA와 UA가 치아우식증의 주요한 

원인균종인 Streptococcus mutans 및 Streptococcus sobrinus
에 대해서도 항균 활성이 매우 뛰어남을 보고하였다

[13,14]. OA의 경우 그람 음성 세균인 Escherichia coli와 
Enterobacter cloacae에도 항균 활성이 높다는 보고도 있었

다[10,15]. 이는 OA와 UA가 그람 음성 혐기성 세균이 대

부분을 차지하는 치주질환 원인균종에 대해서도 항균 활

성을 가질 수 있음을 시사한다. 
고삼은 항균 및 항염증 기능을 갖는 대표적인 천연물

이다[16]. 최근 고삼 뿌리에서 sophoraflavanone G ((2S)-2- 
(2,4-dihydroxyphenyl)-5,7-dihydroxy-8-[(2R)-5-methyl-2-(prop
-1-en-2-yl)hex-4-en-1-yl]-2,3-dihydro-4H-chromen-4-one)라는 

화합물이 추출되어 치주질환 원인균종인 P. gingivalis 
(ATCC 33277T), P, intermedia (ATCC 49046), A. actino- 
mycetemcomitans (ATCC 43717) 및 F. nucleatum (ATCC 
51190T)에 대한 항균활성이 있음이 보고되었다[17]. 하지

만, 이들의 연구에서는 4가지 세균 종에 대해 한 균주만

을 대상으로 실험을 하였기 때문에 sophoraflavanone G를 

구강위생용품 개발에 이용할 때 적절한 농도를 정하기에 

한계가 있다. 왜냐하면 같은 세균 종에 속하는 균주들이

라도 천연추출물에 대한 감수성을 보이는 농도가 다양하

게 나타나기 때문이다[7].
본 연구는 OA, UA 및 sophoraflavanone G의 치주질환 

원인균종(5종 15 균주)에 대한 항균능을 최소성장억제농

도(minimum inhibitory concentration, MIC) 및 최소살균농

도(minimum bactericidal concentration, MBC) 값을 측정하

여 알아보기 위하여 실시하였다. 이러한 결과는 향후 이

들 화합물을 이용한 치주질환 예방 및 치료보조제 개발

에 기초적인 자료를 제공할 수 있을 것으로 생각된다.

재료 및 방법

Sophoraflavanone G의 추출
Sophoraflavanone G는 선행연구에서 실시한 방법으로 

추출하여 사용하였다[18]. 이를 간략히 기술하면 다음과 

같다. 건조된 고삼(Donguihanbang, Youngchun, Korea)을 

분쇄기에 갈아 파우더 상태로 만든 후 100 g당 메탄올

(DA JUNG, Korea) 500 ml을 넣은 후 24~48시간 동안 

실온에서 shaking incubator로 추출 하였다. 추출액은 

Whatman filter paper (Whatman 1Ps, UK)로 여과하여 회

전농축기 (IKA, RV 10, Suwon, Korea)로 40℃, 80 rpm으

로 농축하고 농축물을 다시 동결건조(LABCONCO, 
Kansas City, MO, USA) 하여 고삼 메탄올 추출물을 얻

었다. 
고삼 메탄올 추출물은 Silica gel (Silica gel 60, Merck, 

Darmstadt, Germany) 크로마토그래피 컬럼을 이용하여 다

시 분획화하였다[18]. 메탄올 추출물 20 g을 메탄올 50 
ml에 녹인 후 ethyl acetate (HPLC solvent, DA JUNG, 
Seoul, Korea) 50 ml을 혼합하였다. 침전물을 제거하기 위

하여 원심분리(1,500 rpm, 10분) 한 후 상층액을 유리 비

이커에 넣고 40 g의 silica gel을 넣어 잘 섞은 후 후드장

치에 넣고 실온에서 10시간 동안 용매를 기화시켜 파우

더 상태로 건조시켰다. 추출물-silica gel 파우더에 
n-Hexane 100 ml을 넣어 잘 섞은 후 컬럼 충진물 위에 조
심히 넣었다. 이동상 용액은 n-Hexane:ethyl acetate 비율이 
10:0, 1:9, 2:8, 3:7, 5:5, 0:10이 되도록 만든 후 순서대로 
컬럼에 흘려주었다. 각 비율의 용액을 500 ml씩 3번 분획

하여 회전 농축기로 40℃, 80 rpm으로 농축하고 농축물

을 다시 동결건조(LABCONCO, UK) 하여 건조시켰다. 항
균 활성이 있는 15번째 silica gel chromatography 분획물

을 얻어 동결 건조하였다. 건조된 분획물을 Demethyl 
sulfoxide (SIGMA- ALDRICH, D-5879)로 100 mg/ml 농도

로 녹이고 70% methanol을 첨가해 10 mg/ml로 희석시킨 
후 15,000 rpm으로 30분 동안 원심분리(BECKMAN, 
J2-MC, USA) 하고 syringe filter (30 mm, 0.2 μm)로 여과

하여 HPLC 장치(Shimadze, SPD-20A, STC-20A, LC-6AD, 
CBM-20A, Japan)에 주입하였다. HPLC 이동상은 물과 메
탄올을 혼합하여 사용하였고, 분리조건은 methanol의 비

율을 70%에서 100%로 40분 동안 증가시키면서 흘려주고 
100% methanol을 10분간 더 흘려주었다. 이때 이동상 속
도는 2 ml/min로 컬럼 온도는 40℃, 250 nm에서 검출하

여 시행하였다. 이러한 HPLC 분획물들 중 항균능이 뛰어

난 3번째 분획물을 얻어 동결 건조하였고, Electrospray 
Ionization Mass Spectrometer (ESI-MS) 스펙트럼으로 분자

량을 확인하여 sophoraflavanone G임을 확인하여 다음 실

험에 사용하였다. 

세균 및 배양
본 연구에서 사용한 균주는 P. gingivalis ATCC 

33277T, P. gingivalis ATCC 49417, P. gingivalis ATCC 
53978, P. intermedia ATCC 25611T, P. intermedia ATCC 
49046, P. nigrescens ATCC 33563T, P. nigrescens ATCC 
25261, F. nucleatum subsp. nucleatum ATCC 25586T, F. 
nucleatum subsp. polymorphum ATCC 10953T, F. 
nucleatum subsp. vincentii ATCC 49256T, F. nucleatum 
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Species and strains
MIC/ MBC (µg/ml)

oleanolic acid ursoilc acid sophoraflavanone G
Porphyromonas gingivalis ATCC 33277T 16/16 16/16 1/1
P. gingivalis ATCC 49417 32/32 16/16 <0.5/1
P. gingivalis ATCC 53978 32/32 16/16 <0.5/0.5
Prevotella intermedia ATCC 25611T 64/128 32/64 0.5/2
P. intermedia ATCC 49046 >128/>128 >128/>128 2/2
Prevotella nigrescens ATCC 33563T >128/>128 >128/>128 2/2
P. nigrescens ATCC 25261 >128/>128 >128/>128 2/4
Fusobacterium nucleatum subsp. nucleatum ATCC 25586T >128/>128 >128/>128 8/8
F. nucleatum subsp. polymorphum ATCC 10953T >128/>128 >128/>128 8/8
F. nucleatum subsp. vincentii ATCC 49256T >128/>128 >128/>128 16/16
F. nucleatum subsp. fusiforme ATCC 51190T >128/>128 >128/>128 8/8
F. nucleatum subsp. animalis ATCC 51191T >128/>128 >128/>128 8/8
Aggregatibacter actinomycetemcomitans ATCC 33384T >128/>128 >128/>128 >64/>64
A. actinomycetemcomitans ATCC 43717 >128/>128 >128/>128 32/32
A. actinomycetemcomitans ATCC 43718 >128/>128 >128/>128 64/>64

Table 1. Antimicrobial effects of sophoraflavanone G, oleanolic aicd, and ursolic acid against periodontopathogens

subsp. fusiforme ATCC 51190T, F. nucleatum subsp. 
animalis ATCC 51191T, A. actinomycetemcomitans ATCC 
33384T, A. actinomycetemcomitans ATCC 43717 및 A. 
actinomycetemcomitans ATCC 43718이었다. 이들 균주들

은 American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, 
VA, USA)에서 분양 받아 사용하였다.

본 연구에 사용된 모든 균주들은 Tryptic Soy broth에 

0.5% yeast extract, 0.05% cysteine HCl-H2O, 0.5 mg/ml 
hemin 및 2 µg/ml vitamin K1가 포함된 배지에 접종하여, 
37°C anaerobic chamber (Bactron I, Sheldon Manufacturing 
Inc., Cornelius, OR, USA)와 혐기성 조건(10% H2, 5% 
CO2, 85% N2)에서 배양하였다.

MIC 및 MBC 값 측정
MIC와 MBC 측정은 Clinical and Laboratory Standards 

Institute  (CLSI) [19]에서 제시한 미세희석(micro-dilution) 
법을 이용하여 실시하였다. 세균들은 앞에서 소개한 배

지에 접종하여 37°C 에서 24-48 시간 동안 세균배양기

에서 배양한 후 1×106 CFU/ml가 되도록 희석하여 
96-well plate에 분주하였다. Sophoraflavanone G는 0.5, 1, 
2, 4, 8, 16, 32, 64, μg/ml가 되도록, oleanolic acid 
(Sigma, St Louise, MO, USA), 또는 ursolic acid (Sigma)
는 4, 8, 16, 32, 64, 128 μg/ml가 되도록 세균 배양액에 
첨가(세균배양액의 1%가 되도록 첨가)하였다. 이때 이들 

세가지 화합물은 모두 Dimethyl sulfoxide (DMSO; 
Sigma)에 녹여 사용하였다. 실험의 음성대조군은 DMSO
를 세균배양액의 1%가 되도록 첨가하였고, 양성대조군

은 ampicillin (100 mg/ml)를 세균배양액의 1%가 되도록 
첨가하였다. 이들을 96 well plate에 200 µl씩 분주한 후 
37℃에서 24시간 동안 배양 하였다. 실험군 및 대조군은 
모두 3반복씩 실험하였다. 분주한 세균배양액은 37°C 
에서 24 시간 동안 세균배양기에서 배양한 후 96-well 
plate상에서 육안으로 확인하였을 때 세균 성장이 없는 
well의 농도 중 최소 농도를 MIC 값으로 결정하였다. 
MBC 값은 위의 세균배양액에서 10 µl를 취하여 102 또

는 104 배 희석한 뒤 한천배지에 도말하여 37°C 에서 
48 시간 동안 배양한 뒤 형성된 군락을 확인하여 
99.99% 이상 세균이 자라지 않는 최소 농도로 결정하였

다. 각 반응은 3회 반복 실시하였다. 

결과 

선행연구[18]에서 실행한 방법을 따라 고삼 뿌리 메탄

올 추출물을 silica gel 크로마토그래피와 HPLC를 실시

하여 흰색 결정체인 sophoraflavanone G를 추출하였다

(data not shown). 이때 최종적으로 ESI-MS 스펙트럼을 

분석하여 추출한 sophoraflavanone G의 분자량을 확인하

여 본 실험에 사용하였다(data not shown). 
사포닌 유도체인 OA 및 UA에 대한 치주질환 원인균

종(5종 15 균주)에 대한 항균능은 MIC 및 MBC 값을 

측정하여 알아보았다(Table 1). 본 연구에서 사용된 OA 
및 UA 농도에서는 3균주의 P. gingivalis 와 1 균주의 P. 
intermedia에서만 MIC 및 MBC 값을 구할 수 있었다
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MIC90/MBC90 (µg/ml)

　 oleanolic acid ursoilc acid sophoraflavanone G

Periodontopathgens (n=15) >128/>128 >128/>128 32/32

MIC90: the minimum inhibitory concentration needed to inhibit the growth of 90% of the strains of periodontopathogens.
MBC90: the minimum bactericidal concentration needed to kill 90% of the strains of periodontopathogens.

Table 2. Summary of antimicrobial activity of sophoraflavanone G, oleanolic aicd, and ursolic acid against periodontopathogens

(Table 1 and 2). UA는 P. gingivalis ATCC 49417, P. 
gingivalis ATCC 53978 및 P. intermedia ATCC 25611T에 

대하여 OA에 비해 2배 낮은 MIC 및 MBC 값을 나타냈

다(Table 1). 
Sophoraflavanone G는 A. actinomycetemcomitans ATCC 

33384T를 제외한 모든 균주에서 64 μg/ml 이하의 농도

에서 MIC 값을 보였으며, A. actinomycetemcomitans 
ATCC 33384T와 A. actinomycetemcomitans ATCC 43718 
균주를 제외한 나머지 균주들에 대해서 64 μg/ml 이하

의 농도에서 MBC 값을 가졌다(Table 1). 본 연구에서 

사용된 P. gingivalis, P. intermedia 및 P. nigrescens 균주

들은 다른 세균 종에 비해 sophoraflavanone G에 대한 

감수성이 비교적 높은 것으로 조사되었다. 

고 찰

본 연구결과에 의하면, sophoraflavanone G는 본 연구

에서 사용된 균주들의 90%에서 32 μg/ml 이하의 농도에

서 항균활성을 보였다(Table 2). Cha 등[17]에 의하면, A. 
actinomycetemcomitans ATCC 43717, F. nucleatum ATCC 
51190T, P. intermedia ATCC 49046 및 P. gingivalis 
ATCC 33277T에 대하여 sophoraflavanone G의 MIC/MBC 
값이 각각 3.2/3.2 μg/ml, 6.4/12.8 μg/ml, 3.2/6.4 μg/ml 및 

0.2/0.8 μg/ml인 것으로 조사되었다. 이는 본 연구의 결

과와 비교할 때, A. actinomycetemcomitans ATCC 43717
에 대한 결과는 10배의 차이가 있었으나 나머지 균주들

의 것과는 2-3배 차이를 보였다. 이러한 결과의 차이는 

현재로써는 명확히 알 수 없지만, 실험자에 따른 판정의 

기준 차이와 실험 오차에 의한 것으로 생각된다. 즉, 두 

연구에서 모두 “육안으로 세균 성장이 없는 well의 농도 
중 최소 농도”를 MIC 값으로 결정하였다. 이는 항균물

질의 색깔에 의한 비색정량기의 흡광도 오차를 줄일 수 

있는 장점은 있지만, 실험자의 주관적 판단에 따라 결과

가 달라지는 원인이 된다. 특히 본 연구자의 경험에 의

하면 반응 초기에 자라났던 균주들이 시간이 지남에 따

라 성장이 억제되면서 국소적으로 응집되어 있는 경우

가 있어서 이를 잘 보지 못할 경우 MIC 값이 2-4배 정

도 더 낮은 값에서 정해지는 경우가 있다. 또한, MBC 
값의 경우 본 연구에서는 “99.99%” 세균이 죽는 최소농

도로 정의했지만, Cha 등[17]은 “99.9%”를 기준으로 하

였다. 이러한 이유로 본 연구의 결과는 F. nucleatum 
ATCC 51190T에 대한 값을 제외하고는 다른 균주들에 

대해서는 Cha 등[17]의 연구 결과보다 더 높은 MBC 값

을 가졌다(Table 1). 하지만, A. actinomycetemcomitans 
ATCC 43717에 대한 MIC/MBC 값의 차이가 10배 차이

가 나기 때문에 다시 실험을 해 본 결과 동일한 결과를 

얻었고(data not shown), 다른 2 균주의 A. actino- 
mycetemcomitans들의 MIC/MBC 값이 ATCC 43717 균주

의 것과 비슷한 점을 미루어 볼 때 본 연구에서 얻은 

A. actinomycetemcomitans ATCC 43717에 대한 MIC/MBC 
값은 이상이 없는 것으로 판단되었다. Sophoraflavanone 
G는 일종의 플라보노이드 화합물로 항균능뿐만 아니라 

항염증 활성도 갖는 것으로 보고되었다[20,21]. 이러한 

결과는 sophoraflavanone G가 32-64 μg/ml의 농도에서 치

주질환병원성 세균에 대한 항균능을 갖는 것으로 생각

된다. 
기존의 연구 결과물들에 의하면 사포닌 유도체인 OA 

및 UA는 그람 양성 세균 종에 대해서 강한 항균력이 

있고, 그람 음성 세균 종에 대해서는 E. coli나 E. 
cloacae와 같은 특정 세균 종을 제외하고는 항균력이 없

는 것으로 보고되었다[10,12,15]. 그람 양성 세균과 그람 

음성 세균의 여러 차이점들 중에서 가장 특징적인 것이 

펩티도글리칸 층의 두께이다. 본 연구팀은 이러한 점들

을 고려하여 OA 및 UA의 항균기전의 일단을 밝히기 

위하여 OA 및 UA 처리 시 S. mutans UA159 세균의 펩

티도글리칸 층의 합성에 관여하는 유전자들의 전사체 

발현 변화를 살펴보았다(data not shown). 그 결과 OA 
및 UA에 의해 대부분의 펩티도글리칸 층의 합성에 관

여하는 유전자들의 발현이 억제됨을 실시간 중합효소연

쇄반응법으로 밝혔다(in submission). 하지만, 이러한 펩

티도글리칸 층은 그람 음성 세균에도 있기 때문에 주로 

그람 음성 세균인 치주질환 원인균종들도 OA 및 UA에 

감수성을 보일 것이라는 생각으로 본 연구를 시행하였
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다. 그 결과 OA 및 UA는 P. gingivalis 균주들과 P. 
intermedia ATCC 25611T 균주에서만 본 연구에서 사용

된 농도에서 항균능을 보이는 것을 알 수 있었다(Table 
1). P. gingivalis는 T. forsythia, T. denticola와 더불어 가

장 강력한 치주질환 원인균종으로 알려졌다[22]. 그리고, 
한국인에 있어서 P. intermedia는 치주질환 치료의 예후 

판정에 있어서 중요한 세균학적 지표로 이용할 수 있음

이 보고되었다[23]. 즉, 치주치료 전에 P. intermedia가 

존재했던 부위의 치주 병소의 경우 스케일링 및 치은연

하소파술을 시행한 초기 치주치료의 예후가 좋지 않았

다. 그러므로, 본 연구에서 OA 및 UA가 본 연구에서 

사용한 농도에서 P. gingivalis 균주들과 P. intermedia 
ATCC 25611T 균주에서만 항균능을 보였지만, 두 세균 

종이 치주질환의 발병 및 진행 또는 치주치료 예후와 

밀접한 연관성이 있다는 점과 OA 및 UA가 초기 치면

세균막 형성에 관여하는 그람 양성 세균 종에 대한 항

균 활성이 높다는 점을 고려할 때, 어느 정도 치주질환 

예방 효과를 가질 것으로 생각된다. 
이상의 연구결과들을 종합할 때, 항균 및 항염증 기

능을 갖는 플라보노이드인 sophoraflavanone G는 64 μ
g/ml의 농도로 치약, 구강양치용액 등에 첨가되어 치주

질환 예방 및 치료보조제로 사용할 목적의 항균 및 항

염증 기능이 부여된 구강위생용품 개발에 이용 가능할 

것으로 생각된다. 
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