
大韓本草學會誌 제32권 제2호(2017년 3월)
Kor. J. Herbol. 2017；32(2)：87-95

ISSN 1229-1765(Print), ISSN 2288-7199(Online)
http://dx.doi.org/10.6116/kjh.2017.32.2.87.

大黃膏의 메티실린 내성 황색 포도상구균에 대한 항균활성

이순애1#, 공룡1#, 강옥화1, 서윤수1, 주전1, 김상아1, 송옥희1, 김민철1, 한형선1,

최지나1, 이영섭2, 권동렬1*

1 : 원광대학교 약학대학 한약학과, 원광한약연구소

2 : 농촌진흥청 국립원예특작과학원 인삼특작부 인삼특작이용팀

The antimicrobial activity of Daehwanggo against Methicillin-resistant

Staphylococcus aureus

Sun-Ae Lee1#, Ryong Kong1#, Ok-Hua Kang1, Yun-Soo Seo1, Tian Zhou1, Sang-A Kim1,

Ok-Hee Song1, Min-Chul Kim1, Hyoung-Sun Han1, Ji-Na Choi1, Young-Seob Lee2, Dong-Yeul Kwon1*

1 : Department of Oriental Pharmacy, College of Pharmacy, Wonkwang Oriental Medicines Research Institute, 

Wonkwang University, Iksan, Jeonbuk 570-749

2 : Department of Herbal Crop Research, National Institute of Horticultural & Herbal Science, RDA, 92 Bisanro, 

Eumsung, Chungbuk 369-873, Republic of Korea

ABSTRACT

Objectives : Infectious diseases by Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) are a growing problem worldwide. 

Characteristic of MRSA is endlessly mutation to resist antibiotics. Daehwanggo (DHG) is one of the oriental medicine 

prescriptions contained in Principles and Practice of Eastern Medicine. Daehwanggo was mainly used for external 

preparation from old times. The purpose of this study is to confirm possibility as supplementary drug of DHG about 

antibiotics through observation of synergy effect between DHG and commercial antibiotics and to observe restriction 

on growth of MRSA on any pathway through observation of mechanism. 

Methods : The minimum inhibitory concentration (MIC) of DHG against MRSA is 500 ~ 2000 ㎍/㎖ by broth dilution 

method. In the checkerboard method, the combinations of DHG with antibiotics has partial synergistic effect or synergy 

effect and DHG markedly reduced the MICs of the antibiotics oxacillin (OX), gentamicin (GT) against MRSA. In the 

inhibition of resistance mechanism of DHG against MRSA, the expression of resistance gene and protein about β-lactam 

antibiotic was reduced. Also, we observed the effect of DHG about cell membrane permeability against MRSA, and 

confirmed that DHG suppressed growth of strains by increasing cell membrane permeability. 

Results : Basis on the result, we speculate that DHG increase antibacterial activity of antibiotics against MRSA by 

changing the structure of cell wall of MRSA. 

Conclusions : These data suggest that Daehwanggo possesses possibility as supplementary drug about antibiotics 

against MRSA.
1)
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Ⅰ. 서   론

Staphylococcus aureus는 사람 몸속에 공생하기도 하지만, 

때로는 병원균으로써 기회감염을 일으키는 원인이 되기도 하

는데 주로 화농성질환이나 식중독, 폐렴, 패혈증 등을 일으킨

다.1) 하지만, MRSA의 등장으로 일반적인 항생제에 의한 치

료가 어려워지고 이는 심각한 문제로 다가오게 되었다. MRSA

는 항생제에 내성을 나타내어 쉽게 치료가 되지 않는 것이 특

징으로 항생제에 대한 내성기작은 항생제에 따라 여러 기전이 

보고되어 있으며,2,3) 특히 β-lactam계 항생제에 대한 MRSA

의 내성 기작에는 PBP2a와 β-lactamase가 있는 것으로 알

려져 있다.4,5)

PBP2a는 MRSA의 세포외벽에 위치한 sensor-inducer 

단백질인 MecR1이 외부독성 물질을 감지하여 세포내에서의 

신호전달과정을 거쳐 stapylococcal chromosome cassette 

mec (SCCmec)에 위치한 mecA의 전사를 유도하며 이를 통해 

생산되어 지며, mecA의 전사는 같은 SCCmec에 위치한 mecI의 

전사에 의해 조절된다.6,7) β-lactamase 또한 대표적인 β-lactam

계 항생제에 대한 MRSA의 내성 기전이다. MRSA가 β-lactam

계 항생제에 노출 시 MRSA의 세포외벽에 위치한 sensor- 

inducer 단백질인 BlaR1이 이를 감지하여 세포내의 신호전

달과정을 거쳐 blaZ의 전사를 유도하여 β-lactamase가 생산

되며, 생산된 β-lactamase는 β-lactam계 항생제의 β-lactam 

고리를 가수분해 하여 비활성 시킨다. blaZ의 전사는 같은 염

색체상에 위치한 blaI의 전사에 의해 조절된다.8,9) 이외에도 

다양한 항생제에 대한 내성기전이 발견되고 있으며, 항생제를 

사용함에 따라 꾸준히 증가하는 세균의 내성을 극복하기 위하

여 새로운 항생제의 연구 및 개발이 필요한 상황이다.

이에 임상에서는 약물 내성 균주에 대한 항균효과를 높이기 

위해 교차내성 (cross-tolerance of drugs, 交叉耐性)이 적

거나 없고, 작용 기전이 서로 다른 약제를 사용하는 복합요법

을 사용하고 있으며, 연구에서도 이들 내성 균주를 극복하기 

위해 내성이 없는 항생물질을 개발하거나 찾고 있다. 천연물은 

이러한 경향에 맞추어 새로운 항생물질을 찾는데 있어서 중요

한 자원이 되고 있다.10-12)

따라서 본 연구에서는 전통적으로 사용되어 온 처방 중 하

나인 大黃膏를 이용하여 MRSA에 대한 항균 실험을 실시하고, 

임상에서 사용되는 항생제와의 병용처리를 통해 내성을 극복

할 수 있는 새로운 소재를 찾고자 하였다. 

이 실험에서 사용된 大黃膏는 許俊의『東醫寶鑑諸瘡門軟

癤』에 수록된 대표적인 外治처방으로 大黃, 當歸, 黃柏으로 

각등분하여 구성되어 있다. 약재를 粉末한 다음 生地黃汁에 

개어 膏藥으로 만들어 뾰두라지 같은 작은 부스럼(小節)에 도

포하여 치료한다고 하였다.

大黃은 瀉下通便, 攻積, 淸熱瀉火, 解毒, 活血祛瘀, 淸火濕

熱의 약리학적 효능을 가지고 있으며, 항종양, 항균, 항진균 등

의 효능이 있다고 알려져 있다. 當歸는 活血調經, 潤腸通便, 

止痛의 약리학적 효능을 가지고 있으며 항암, 진통, 항염, 항균, 

항경련, 면역기능활성화, 항산화, 면역조정, 항종양 등의 효

능이 보고되었으며 당귀의 주성분으로 decursin, decursinol 

angelate, nodakenin, β-sitosterol 등이 알려져 있 등의 다

양한 효능이 있다고 알려져 있다. 黃柏은 淸熱燥濕, 瀉火解毒, 

退虛熱의 약리학적 효능을 가지고 있으며, 항균, 간보호, 항

응고 등의 효능이 있다고 알려져 있다.13-16) 이와 같이 大黃, 

當歸, 黃柏의 단일 약재에 대한 생리학적 활성과 항균 효과에 

대해서는 보고되어 있지만 처방인 大黃膏에 대한 항균활성에 

대한 연구는 아직까지 보고된 바가 없다. 따라서 이들이 함께 

처방된 대황고도 MRSA에 항균활성이 있을 것이라고 보고 실

험을 진행했다.

본 연구에서는 大黃膏의 Disc 확산 실험 및 최소억제농도 

(minimum inhibitory concentration, MIC)를 측정하여  

MRSA에 대한 항균활성 및 활성농도를 검증하고, 기존 항생

제와 大黃膏 에탄올 추출물을 병행 처리하여 병용효과를 확인

하였으며, 시간에 따른 생장억제정도를 확인하였다. 또한, 세

포막 투과성 실험과 PCR, Western blot을 통해 大黃膏 에탄올 

추출물이 MRSA의 내성기전에 미치는 영향을 확인하였다.  

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 재료

1) 약재

본 실험에 사용된 약재인 大黃 (백제허브, 한국), 當歸(백제

허브, 한국), 黃柏(백제허브, 한국) 에서 구입하여 권동렬교수

가 감정하여 사용하였다.

 

2) 시약

Mueller-Hinton agar (MHA)와 Mueller-Hinton broth 

(MHB)는 Difco™ (Baltimore, MD, USA)에서, Dimethyl 

sulfoxide (DMSO),  Triton X-100 (TX-100), Oxacillin 

및 Gentamicin, MTT[3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 

5-diphenyltetrazolium bromide, 5 ㎎/㎖]는 Sigma-Aldrich 

(St. Louis, USA)에서 구입하여 실험에 사용하였다.

3) 균주 및 배양

본 실험에 사용한 community acquired methicillin- 

resistant Staphylococcus aureus (CA-MRSA) USA 300은 

가톨릭의과학연구원으로부터 분양받았고, hospital acquired 

methicillin-resistant Staphylococcus aureus (HA-MRSA) 

에서 표준균주 ATCC 33591은 American Type Culture 

Collection (Manassas, VA, USA)에서 구입하였고, CCARM 

3090, 3091, 3095, 3102는 서울여대 항생제 내성 균주은행 

(Culture Collection of Antimicrobial Resistant Microbes, 

CCARM, Korea)으로부터, 임상균주 DPS-1, DPS-2, DPS-3

은 원광대학교 병원 성형외과 (Department of plastic surgery, 

DPS)로부터 분양받아 실험에 사용하였다. 

균주는 –79℃ 냉동고에서 30% glycerol에 보관하다가, 

Mueller-Hinton agar (MHA) 또는 Trypsin-Soy agar 

(TSA)에 접종한 후 37℃ 항온기 (incubator)에서 24시간 배

양하여 실험에 사용하였다.

2. 방법
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1) 大黃膏의 제조

大黃(Rhei Rhizoma) 5 g, 當歸(Angelicae gigantis 

Radix) 5 g, 黃柏(Phellodendri Cortex) 5 g 을 70% 

ethanol 500 ㎖로 추출하여 감압농축, 동결건조의 과정을 거

쳐 12.1%의 수득률을 얻었다.

 2) 디스크 확산법 (Disc diffusion method)

大黃膏 에탄올 추출물(DHG)의 항균효과는 디스크 확산법을 

통해 MRSA에 대한 항균활성을 측정하였다.17,18) 고압 멸균된 

MHA에 24시간 배양된 균 100 ㎕를 골고루 도말하여 최종적

으로 1.5 × 106 CFU/㎖이 되게 하였다. 다음으로 멸균 된 

paper disc (6 ㎜)에 DHG (50 ㎍, 100 ㎍, 200 ㎍, 400 ㎍)과 

Oxacillin 10 ㎍을 각각 20 ㎕씩 주입하여 완전히 흡수시킨 

후 37℃ incubator에서 24시간 배양시켜 paper disc 주위에 

형성된 clear zone을 측정하였다. 

3) 최소억제농도 (Minimum inhibitory concentration, 

MIC)  

최소억제농도(MIC)는 Clinical and Laboratory Standards 

Institute (CLSI 2000) 방법에 따라 액체배지 희석법을 통해 

측정하였다.19) DHG를 액체배지에 농도별로 희석하여, 여기에 

탁도 0.5 McFarland 1.5 × 108 CFU/㎖을 기준으로 10 ㎕

씩 접종하여 최종적으로 1.5 × 106 CFU/well이 되게 하였다. 

다음으로 37℃ 항온기에서 24시간 배양 후 미생물이 증식되

지 않는 가장 낮은 약물의 농도를 MIC로 측정하였다.20,21)

4) 약물병용효과 (Fractional inhibitory concentration 

index, FICI) 

DHG와 항생제의 병용효과를 보기위해 checkerboard 

dilution test를 실시하였다.22) 상용 항생제는 oxacillin (OX)과 

gentamicin (GT)이며 상기 액체배지 희석법과 동일한 방법

으로 항생제를 병용하였을 때 MIC를 측정하였다. 

FICI 산출기준은 다음과 같다.23,24)

Fractional inhibitory concentration index (FICI)

= FICA+FICB = A/MICA+B/MICB

(MICA : 약물A의 MIC,

MICB : 약물B의 MIC,

A : 약물B를 병용한 약물A의 농도,

B : 약물A를 병용한 약물B의 농도)

FICI < 0.5, synergy; 0.5 ≤ FICI < 0.75, partial synergy; 

0.75 ≤ FICI < 1.0, additive effect; 1.0 ≤ FICI < 4.0, no 

synergy; FICI > 4.0, antagonism.

5) Time-kill curve assay

DHG와 항생제 OX 및 GT을 병용했을 때 MRSA의 증식 

변화를 보기위해 4시간, 8시간, 16시간, 24시간 별로 생육곡

선을 나타내었다. 약물농도는 subinhibitory concentration 

(sub-IC)에서 DHG와 항생제를 단일 및 병용처리하여 측정

하였다. 박테리아는 24시간 배양된 균을 사용하였으며, 1.5 

× 106 CFU/㎖ 을 기준으로 하여 MHB를 10~100배씩 순차

적으로 희석한 다음, 100 ㎕ 도말하였다. control로써는 MHB

에 균만을 배양하였다. Colony counts는 37℃ incubator에서 

24시간의 간격을 두고 30 ~ 300 colonies를 측정하였다.

6) 세포막 투과성 (cytoplasmic membrane permeability) 

억제

DHG의 항균활성이 세포막 투과성 강화제와 병합하였을 때 

활성의 변화를 보기 위해 detergent인 Triton X-100 (TX- 

100)을 사용하여 균의 세포막 투과성 억제에 의한 생장 억제

정도를 확인하였다.

7) RNA 분리 및 RT-PCR 

DHG에 의한 항균활성 기전을 확인하기 위하여 MRSA 내성 

관련 mRNA의 발현 정도를 보기 위하여 RT-PCR 방법을 사

용하였다. RNA를 추출하기 위해 균주를 MHB에 희석 (OD600 

0.35 ~ 0.45)한다. 희석 후 oxacillin과 여러 농도의 DHG를 

처리 후 30분간 배양한 다음, 13,000 rpm에서 1분간 원심분리 

후 균을 모아 easy-REDTM BYF Total RNA Extraction Kit 

(Intron co.)를 제조사의 지시에 따라 사용하여 RNA를 추출 

후 Power cDNA Synthesis Kit (Intron co.)를 이용하여 

cDNA를 만들었다. 여기에 mecA, mecI, blaZ, blaI, 16s 

rRNA의 primer를 넣고 thermal cycler를 이용하여 증폭시

켰다. 이때 mecA, mecI, 16s rRNA는 95℃에서 3분 반응시

킨 후, 95℃에서 30초, 55℃에서 30초, 72℃에서 50초 동안 

30 cycle로 반응시킨 후, 마지막으로 72℃에서 90초 동안 반

응시켰고, blaZ, blaI는 95℃에서 3분 반응시킨 후, 95℃에

서 30초, 51℃에서 30초, 72℃에서 50초 동안 30 cycle로 

반응시킨 후, 마지막으로 72℃에서 90초 동안 반응시켰다. 

사용한 primer의 sequence는 Table 2.에 나타내었다. 만들

어진 DNA를 2% 아가로스 겔에 전기 영동시켜 UV 검출기로 

확인하였다.

8) Western blot 분석

DHG에 의한 항균활성의 기전을 확인하기 위해 western 

blot 분석을 실시하였다. Protein을 추출하기 위해 균주를 

MHB에 희석 (OD600 0.35 ~ 0.45) 후, oxacillin과 여러 농

도의 DHG를 처리 후 20분간 배양한 다음, 13,000 rpm에서 

1분간 원심분리 후 균을 모아, 350 ㎕의 SMARTTM Bacterial 

Protein Extraction Solution (Intron co.)을 첨가하여 1분

간 vortexing 후 13,000 rpm에서 5분간 원심 분리하여 상층

액을 취한다. 상층액의 단백질 농도는 BSA (bovine serum 

albumin)를 표준화하여 Bio-Rad Protein Assay Kit를 사

용하여 정량하였다. 20 ~ 30 ㎍의 lysate를 8 ~ 12% mini gel 

SDS-PAGE로 변성 분리하여, 이를 PVDF (polyvinylidene 

difluoride) membrane (BIO-RAD, Richmond, CA, USA)에 

200 mA로 2시간 동안 transfer하였다. 그리고 membrane의 

blocking은 5% skim milk가 함유된 TBST (0.1% Tween20 

+ TBS) 용액에서 상온에서 2시간 동안 실시하였다. PBP2a의 

발현 양을 검토하기 위한 항체로는 monoclonal mouse anti- 

PBP2a (1:1000) (DiNonA, Seoul, Korea)를 TBST 용액에 
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희석하여 상온에서 2시간 반응시킨 후 TBST로 3회 세정하였

다. 2차 항체로는 HRP (horse radish peroxidase)가 결합된 

anti-mouse IgG (Amersham Pharmacia Biotech, Little 

Chalfont, UK)를 1:2000으로 희석하여 상온에서 1 시간 동안 

반응시킨 후, TBST로 3회 세정하여 ECL 기질 (Amersham 

Biosciences, Piscataway, NJ, USA)과 반응 후 ImageQuant 

LAS 4000 Mini Biomolecular Imager (GE Healthcare)를 

통해 확인하였다.

9) 통계분석

모든 실험은 3회 이상 반복으로 이루어졌으며, 실험결과는 

각 항목에 따라 평균치±표준편차 (SEM)를 구하여 그 유의성은 

Student’s t-test 분석법을 이용하여 신뢰수준 95% (p < 

0.05)에서 통계적 유의차를 평가하였다. 

Ⅲ. 결   과

1. 디스크 확산법 (Disc diffusion method)

MRSA에 대한 DHG의 항균활성을 확인하기 위하여 디스크 

확산법을 이용해 확인한 결과, ATCC 33591에서는 DHG의 

농도가 50 ㎍ ~ 200 ㎍/ 20 ㎕에서는 항균활성이 일정 수준

으로 미미하였으나, 400 ㎍/ 20 ㎕ 이상에서 항균활성이 높게 

나타나는 것을 확인하였다(Figure 1).

Figure 1. Diameter of inhibition zone (mm) of DHG against MRSA 
(ATCC 33591). *P<0.05 as compared to OX, were determined.

CCARM 3090에서는 DHG의 50 ㎍/ 20 ㎕의 농도에서는 

항균활성이 미미하였으나, 농도가 100 ㎍/ 20 ㎕ 이상에서 

항균활성이 높게 나타며, 농도 의존적으로 항균활성이 증가하는 

것을 확인할 수 있었다(Figure 2). 

DPS-1에서는 DHG의 농도가 50 ㎍ ~ 200 ㎍/ 20 ㎕사

이에서는 항균활성이 미미했으나 400 ㎍/ 20 ㎕에서는 항균

활성이 크게 증가하는 것을 확인하였다(Figure 3).

2. 최소억제농도

(Minimum inhibitory concentration, MIC) 

DHG의 항균활성을 최소억제농도(MIC)를 통해 확인한 결과, 

실험에 사용한 MRSA 모든 균주에 대하여 500 ~ 2,000 ㎍/㎖

에서 균의 생장이 억제되는 것을 확인하였다(Table 3).

Figure 2. Diameter of inhibition zone (mm) of DHG against MRSA 
(CCARM 3090). *P<0.05 as compared to OX, were determined.

Figure 3. Diameter of inhibition zone (mm) of DHG against MRSA 
(DPS-1). *P<0.05 as compared to OX, were determined.

Strains Type
MIC (㎍/㎖)

DHG OX GT

ATCC 33591 HA-MRSA 2000 500 62.5

CCARM 3090 HA-MRSA 1000 250 125

CCARM 3091 HA-MRSA 2000 2000 2000

CCARM 3095 HA-MRSA 1000 500 125

CCARM 3102 HA-MRSA 2000 500 500

DPS-1 HA-MRSA 1000 250 62.5

DPS-2 HA-MRSA 500 <0.97 62.5

DPS-3 HA-MRSA 2000 1000 1000

HA, hospital-acquired; DHG, Daehwanggo; OX, oxacillin; GT, gentamicin.

Table 3. The minimum inhibitory concentrations (MIC) of DHG against
MRSA.

3. 약물병용효과 (Fractional inhibitory 

concentration index, FICI)

1) DHG와 oxacillin의 병용효과

DHG와 베타락탐계 (β-lactams) 항생제인 oxacillin (OX)을 

병용한 결과, 모든 균주에 대하여 Partial synergy 효과 (0.5 

≤ FICI ≤ 0.75)를 나타냈다(Table 4). 

2) DHG와 Gentamicin의 병용효과

DHG와 아미노글리코사이드계 (aminoglycoside) 항생제인 

gentamicin (GT)을 병용한 결과, ATCC33591, CCARM 3090, 

DPS-3에서 synergy 효과 (FICI ≤ 0.5)가 나타났으며, 나머
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지 균주에서도 partial synergy 효과 (0.5 ≤ FICI ≤ 0.75)를 

나타냈다(Table 5).

Strains Agent

MIC (㎍/㎖)

FICI Outcome
Alone Combination

ATCC 33591
DHG 2000 1000

0.625 Partial S.
OX 500 62.5

CCARM 3090
DHG 1000 500

0.75 Partial S.
OX 250 62.5

CCARM 3102
DHG 2000 1000

0.625 Partial S.
OX 500 62.5

DPS-1
DHG 2000 1000

0.625 Partial S.
OX 250 31.25

DPS-3
DHG 2000 1000

0.625 Partial S.
OX 1000 125

The combination test was investigated using the checkerboard method. 
The fractional inhibitory concentration indices (FICI) were interpreted as 
follows: synergy < 0.5; partial synergy 0.5-0.75; additive effect 0.76- 
1.0; indifference 1.0-4.0; and antagonism > 4.0

Table 4. Results of the combination of DHG and oxacillin (OX) 
against MRSA.

Strains Agent

MIC (㎍/㎖)

FICI Outcome
Alone Combination

ATCC 33591
DHG 2000 250

0.375 Synergy
GT 62.5 15.6

CCARM 3090
DHG 1000 250

0.3125 Synergy
GT 125 7.8

CCARM 3091
DHG 2000 250

0.625 Partial S.
GT 2000 1000

CCARM 3095
DHG 1000 250

0.75 Partial S.
GT 125 62.5

CCARM 3102
DHG 2000 250

0.625 Partial S.
GT 500 250

DPS-1
DHG 2000 1000

0.625 Partial S.
GT 62.5 7.8

DPS-2
DHG 500 31.25

0.56 Partial S.
GT 62.5 31.25

DPS-3
DHG 2000 125

0.25 Synergy
GT 1000 125

The combination test was investigated using the checkerboard method. 
The fractional inhibitory concentration indices (FICI) were interpreted as 
follows: synergy < 0.5; partial synergy 0.5-0.75; additive effect 0.76- 
1.0; indifference 1.0-4.0; and antagonism > 4.0

Table 4. Results of the combination of DHG and oxacillin (OX) 
against MRSA.

4. Time-kill curve assay

DHG와 OX, GT을 sub-IC에서 단일 또는 병용하였을 때, 

MRSA의 생장곡선을 다음과 같이 나타냈다(Figure 4-7).

1) DHG + OX에서 ATCC 33591의 생장곡선

DHG와 OX의 1/2 또는 3/4 MIC를 단일 및 병용하여 

ATCC 33591에 24시간동안 처리한 결과, OX와 DHG의 sub- 

IC와 비교할 때, DHG 1/2 + OX 1/2와 DHG 3/4 + OX 1/2

에서 균의 증식이 억제된 것을 확인하였다(Figure 4).

Figure 4. Growth curves for MRSA (ATCC 33591) in the single or
combination of Daehwanggo ethanol extract (DHG) and oxacillin 
(OX). *P<0.05 as compared to OX alone, were determined.

2) DHG + GT에서 ATCC 33591과 CCARM 3102와 

DPS-3 의 생장곡선

DHG와 GT의 1/2 MIC를 단일 및 병용하여 ATCC 33591에 

24시간동안 처리한 결과, GT와 DHG를 병용하였을 때 시간에 

따라 균의 생장이 점점 억제되다가 24시간 경과 후 균이 완전히 

사멸 하였다(Figure 5).

Figure 5. Growth curves for MRSA (ATCC 33591) in the single or
combination of Daehwanggo ethanol extract (DHG) and gentamicin
(GT). *P<0.05 as compared to GT alone, were determined.

DHG와 GT의 1/2 또는 3/4 MIC를 단일 및 병용하여 

CCARM 3102에 24시간동안 처리한 결과, GT와 DHG의 

sub-IC와 비교할 때 DHG 1/2 + GT 1/2와 DHG 3/4 + 

GT 1/2에서 균의 증식이 억제된 것을 확인하였다(Figure 6).

Figure 6. Growth curves for MRSA (CCARM) 3102 in the single or
combination of Daehwanggo ethanol extract (DHG) and gentamicin
(GT). *P<0.05 as compared to GT alone, were determined.
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DHG와 GT의 1/2 MIC를 단일 및 병용하여 DPS-3에 24

시간동안 처리한 결과, GT와 DHG를 병용시 4시간이 경과할 

때 까지는 균이 다소 증가했으나, 그 이후에는 균의 생장이 

점점 억제되다가 24시간이 지났을 때에 균이 완전히 사멸하

는 것을 확인하였다(Figure 7).

Figure 7. Growth curves for MRSA (DPS-3) in the single or 
combination of Daehwanggo ethanol extract (DHG) and gentamicin
(GT). *P<0.05 as compared to GT alone, were determined.

5. DHG와 막 투과성 증진제와의 병용효과

DHG가 MRSA의 막 투과성에 미치는 영향을 확인하기 위해, 

균에 막 투과성 증진제인 TX-100과 DHG를 단독 또는 병용

투여 한 결과, 0.0001%의 TX-100을 단독으로 처리하였을 

때에는 균의 생장의 억제정도가 낮았으나, DHG와 병용 투여

하였을 때는 균의 생장억제가 크게 증가된 것을 확인할 수 있

었다(Figure 8).

Figure 8. Effect of the membrane-permeabilizing agent TX-100 on
the susceptibility of MRSA (ATCC 33591) to DHG. The viability of 
bacteria was determined spectrophotometrically (optical density 
at 600 nm, OD600) after incubation for 24 h with 125 ㎍/㎖ DHG
and 0.0001% TX-100. The data are average of triple-independent
experiments. *p < 0.05 compared to control alone.

6. RT-PCR 분석

DHG가 MRSA의 항생제 내성 유전자에 미치는 영향을 보기 

위해 RT-PCR을 수행한 결과, oxacillin을 단독으로 처리한 

균주에서는 mecA, mecI, blaZ, blaI의 발현이 대조군과 비

교하여 증가하였으나, DHG (500~1,000 ㎍/㎖)를 병용처리 

하였을 때, 유전자의 발현이 모두 감소하는 것을 확인할 수 

있었다 (Figure 9-10).

Figure 9. The gene expression related to PBP2a. PCR showing 
the expression of mecA and mecI of MRSA exposed to DHG of 
various concentrations in combination with 62.5 ㎍/㎖ oxacillin. 
16s rRNA was used as loading control. The data are mean ± 
S.D. for triple-independent experiments. *P<0.05 as compared 
to OX alone, were determined.

Figure 10. The gene expression related to β-lactamase. PCR 
showing the expression of blaZ and blaI of MRSA exposed to 
DHG of various concentrations in combination with 62.5 ㎍/㎖ 
oxacillin. 16s rRNA was used as loading control. The data are 
mean±S.D. for triple-independent experiments. *P<0.05 as 
compared to OX alone, were determined.
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7. Western blot 분석

DHG가 MRSA의 항생제 내성에 관여하는 protein에 미치는 

영향을 보기 위해 Western blot을 수행한 결과, DHG (500 

~1,000 ㎍/㎖)와 oxacillin (62.5 ㎍/㎖)을 병용처리 하였을 때 

PBP2a의 발현이 크게 감소하는 것을 확인하였다 (Figure 11).

Figure 11. The effect of DHG on PBP2a production in MRSA. MRSA
were treated with  DHG of various concentrations in combination 
with 62.5 ㎍/㎖ oxacillin. The data are mean±S.D. for triple- 
independent experiments. *P<0.05 as compared to OX alone, 
were determined.

Ⅳ. 고   찰 

MRSA에 의한 감염 질병은 다양한 항생제에 대한 내성을 

가지고 있기 때문에 그 치료가 매우 어렵고, 전 세계적으로 

심각한 문제로 대두되고 있다. 항생제의 내성과 부작용 문제

로 MRSA와 같은 다제내성균이 증가하면서 이로 인한 감염이 

환자의 사망률과도 직결되었고, MRSA에 선택적이고, 치료성

공률이 높은 항균제의 개발이 시급해졌다. 현재 MRSA의 내

성기전에 대해서는 완벽히 규명된 것은 아니지만, 항생제에 

따라 여러 기전이 보고되어 있으며, 밝혀진 내성기전에는 β

-lactamase 를 통한 항생제 분해와, PBP2a 등의 생산을 통한 

표적 물질의 변화, Efflux pump를 통한 세포외로의 항생제 

유출 등의 기전이 밝혀진바 있으며, 세균은 여러 가지 내성 

기전이 복합적으로 작용하여 항생제에 내성을 가지게 된다.25-27)

최근에는 이와 같은 내성기전을 극복하기 위한 연구가 활

발히 이루어지고 있으며, 그 중에서 식물 또는 동물에서 유래

하는 천연물에 대한 연구가 각광받고 있다. 이러한 연구는 해당 

천연물을 그대로 이용하거나 천연성분을 분리함으로써 기존 

항생제를 대체할 수 있는 새로운 항생물질 및 이를 보조할 수 

있는 보조물질을 찾는 것이 주요 목적이다.28-31)

본 실험은 DHG의 MRSA에 대한 항균활성 및 상용 항생제

와의 상승작용과 시간에 따른 생장억제 효과, 세포막 투과도 

변화와 에너지대사에서의 작용기작을 조사하였다. 大黃, 當歸, 

黃柏 세 약물로 이루어진 DHG는 디스크 확산법을 통해 MRSA 

ATCC 33591, CCARM 3090, DPS-1에서 50, 100, 200, 

400 ㎍/20㎕에서 기존항생제인 OX 10 ㎍/20 ㎕와 비교하여 

항균효과가 있음을 확인할 수 있었고, 또한 MRSA 표준균주와 

임상균주를 포함한 8균주에서 최소억제농도가 500∼2,000 

㎍/㎖가 되는 것을 확인하였다. DHG를 기존 항생제 중 베타

락탐계 항생제인 OX와 아미노글리코사이드계 항생제인 GT와 

병용하여 시너지효과를 측정한 결과, 대부분의 균주에 대하여 

상승효과를 나타내었으며, DHG와 항생제 OX, GT를 병용하여 

MRSA의 생장곡선을 분석한 결과, 표준균주 및 임상균주에서 

눈에 띄게 MRSA의 생장이 억제된 것을 확인하였다. 이는 

DHG가 MRSA에 대하여 항균효과 뿐 아니라, 항생제의 내성을 

낮추어줄 수 있는 항균보조제로써의 가능성을 보여주는 것이

라고 할 수 있다. DHG의 MRSA 막 투과성을 살펴보기 위해 

TX-100과 DHG를 개별, 또는 병용투여 했을 때의 결과는 각

각 투여하였을 때는 균의 생장억제 정도가 미미하였으나, 

DHG와 TX-100의 병용투여에서는 균의 생장억제 정도가 개

별 투여했을 때보다 현저히 증가됨을 확인할 수 있었다. RT- 

PCR을 이용해 항생제 내에서 관련 유전자의 발현정도에 대한 

실험에서는 mecA와 mecI의 발현정도를 확인한 결과 OX를 

단독 처리하였을 때는 mecA와 mecI의 발현이 증가되었으나, 

DHG를 병용 처리하였을 때는 유전자의 발현이 억제되는 것

을 확인할 수 있었다. 마찬가지로 blaZ와 blaI에서도 옥사실

린을 처리하였을 때는 유전자 발현이 증가되었으나, DHG를 

같이 처리했을 때 유전자 발현이 억제되는 것을 확인하였다. 

Western blot분석을 통해 DHG (500 ~ 1,000 ㎍/㎖)와 OX 

(62.5 ㎍/㎖)을 병용처리 하였을 때 PBP2a 발현이 크게 줄어

드는 것을 확인하였다.

이를 통해 DHG가 MRSA에 대한 항균효과 및 Oxacillin이나 

Gentamicin과 같은 항생제와 상승효과가 나타는 것은 DHG가 

MRSA의 세포벽에 영향을 줌으로써, 세포벽에 위치한 sensor- 

inducer 단백질에 영향을 주고 이는 균의 내성기전을 억제시켜, 

결과적으로 항생제에 대한 감수성을 높여줌으로써 이와 같은 

효과가 나타나는 것으로 추측한다.

위 실험들로 보아 大黃膏 에탄올 추출물에는 MRSA의 생

장을 억제할 수 있는 항균효과가 있음을 확인하였고, 또한 기존 

항생제와 병용하였을 때 약물 상승효과와 시간에 따른 균의 

생장억제 및 기전실험을 통한 항균효과 확인으로 항생제 후보

물질 중 하나로 충분한 가치가 있음을 확인할 수 있었으며, 

더 나아가 기존 항생제와 병용 사용 할 수 있는 후보물질이 될 

수 있을 것으로 사료된다.

Ⅴ. 결   론

DHG의 MRSA에 대한 항균활성을 측정한 결과는 다음과 

같다.

1. DHG 50, 100, 200, 400 ㎍/ 20 ㎕에서 디스크 확산

법을 통해 MRSA (ATCC 33591, CCARM 3095, 

DPS-1) 균주에서 8~14 ㎜의 clear zone을 형성했다.
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2. MRSA에 대한 DHG의 최소억제농도는 (MIC)는 500 ~ 

2,000 ㎍/㎖ 이었다.

3. DHG와 항생제 oxacillin 및 gentamicin의 병용결과, 

synergy 및 partial synergy를 나타냈다.

4. DHG와 TX-100의 병용투여를 통해 DHG가 막 투과성을 

영향을 주어 균의 생장을 억제시키는 것을 확인하였다. 

5. DHG와 oxacillin을 병용 처리하였을 때, mecA, mecI, 

blaZ, blaI 유전자 발현이 모두 감소하였다.

6. DHG와 oxacillin을 병용 처리하였을 때, 내성 단백질

인 PBP2a의 발현이  크게 감소하였다.

이상 실험 결과를 통해, 大黃膏의 에탄올 추출물이 MRSA에 

항균효과가 있다는 것을 확인하였고, 항생제와의 병용실험 및 

time-kill을 통해 두 약물 사이에 상승효과가 있음을 확인하

였으며, 세포막 투과도 측정 및 PCR, Western blot을 통해 

大黃膏의 에탄올 추출물이 MRSA의 내성기전을 억제하여 항

균활성을 나타낸다는 것을 확인할 수 있었다.
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