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요  약 이 연구는 Candida albicans에 대한 과일식초음료의 항진균 억제 기전에 관하여 알아보고자 하였다. 식초음료가

C. albicans의성장, 유전자억제와형태변화에미치는영향을평가하기위하여위상차현미경, Real-Time PCR 등을시행하

여평가하였다. C. albicans의생장력검사결과식초음료첨가시모두성장이억제되는결과를보였다. 또한 ALS3, ECE1,

HWP1, Sap5의 발현 수준을 측정한 결과 식초 음료를 첨가한 경우 유전자 발현이 모두 감소되었다. 위상차 현미경으로

검사한결과, 식초 음료를첨가한그룹은 C. albicans의현저한양적감소, 형태학적변화및억제를보였다. 이연구 결과는

식초음료에항진균활성을나타내는성분이있으며구강건강을위한항진균제개발의기초자료로사용될수있음을시사

한다.

주제어 :식초 음료, 캔디다 알비칸스, 항진균, 융합

Abstract The purpose of this study was to investigate the antifungal inhibition mechanism of fruit vinegar drinks 

against Candida albicans. To evaluate the effect of vinegar drinks on the growth and morphological changes of C. 

albicans, we performed real-time PCR and phase contrast microscopy. All the groups added vinegar drink showed 

the inhibitory effect of C. albicans on growth compared to the control. The expression of genes ALS3, ECE1, HWP1, 

and Sap5 were decreased by vinegar drink. As a result of phase contrast microscopy, the group to which vinegar 

drink was added showed significant quantitative decrease, morphological change and inhibition of C. albicans. This 

study can be provided as basic data for the development of antibiotics by verifying the antifungal activity of vinegar 

drinks.
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1. 서론 

1.1 서론

식초는고혈압[1] 및 심혈관질환과같은성인병을예

방하고 개선하는등 건강에유익을주는음식으로[2], 특

히 구강내질병을유발할 수있는 진균에대하여항진균

효과가 있는 것으로 최근 보고되었다[3,4]. 최근 건강에

대한관심이고취되면서다양한건강음료중식초음료가

시판되고 있다. 식초는 항진균 효과가 있지만 강한 산성

때문에직접먹는것이어렵다는단점이있다. 그러나최

근 개발된 식초음료는 식초의 다양한 효능에 비해 음용

하기 어려웠던 강한 신맛을 개선하여, 간편하게 음료로

마실 수 있도록 판매하고 있다. 그러나 식초음료는 여러

첨가물로인한 음료의특성상 식초함량이 주로 50% 이

하로, 이전의 항진균력 실험에서 보고되었던 조미용 식

초[3,4]에 비해식초의함량이 낮고, 덜 자극적이다. 또한

화학약제로개발된기존의항진균약제에비하여식초음

료는과실을발효한천연원료를사용하므로식초음료를

통한 항진균 효과를 검증하는 것이 필요할 것으로 여겨

지나이에대한추가연구가부족한상황이다. 따라서본

연구는 식초음료가 Candida albicans (C. albicans)의 성

장억제에미치는영향과기전에관하여알아보고자국내

시판중인식초음료의 pH에따른성장억제효과와유전

자 발현 양상, 형태학적 변화를 관찰하여 구강질환의 예

방물질이자 항진균 제재 개발을 위한 기초 결과로서 보

고하고자 한다.

2. 연구방법

국내에서 시판되고 있는 음용식초 중 성장 억제 효과

를 알아보기 위해 예비실험을 거쳐 1종을 실험군(Green

apple Petitzel Micho, CJ Cheil- jedang)으로선정하였다.

음성대조군으로 증류수를 사용하였다. 식초음료는 pH

meter를 사용하여 pH를 측정하였고(3-Star, Thermo

Orion, U. S.A.), 실험에 사용한 식초음료는 제조일로부

터 6개월 이상 경과되지 않은 음료를 선택하였다.

2.1 고성능 액체크래마토그래프(High Performa- 

nce Liquid Chromato graph; HPLC)에 의

한 유기산 분석

식초음료 내 유기산 함량을 알아보기 위하여 HPLC

(Prominence HPLC, Shimadzu, Japan)을 사용하여 표준

유기산 (Citric acid, Tartaric acid, Malic acid, Succinic

acid, Lactic acid, Formic acid, Acetic acid; Sigma

Aldrich Co., U.S.A.)을 분석하였다. 유기산 분리 후, pH

완충화 시약을 컬럼 용출액에 지속적으로 첨가하여 pH

7로유지하였고, 유기산분리상태에서전기전도도를감

지, 분석하였다. 모든 시료는 3회 반복 측정하였다.

2.2 실험균주 및 배양

Candida albicans (ATCC 10231)는한국종균협회에서

분양받았다. Yeast mold (YM, Difco, U.S.A) 액체배지에

접종한 후 37℃의 배양기에서 24시간 동안 배양하였다.

계대배양하여 활성화 한 후 실험에 사용하였다.

2.3 식초음료의 C. albicans의 성장 억제능 측정

C. albicans가 식초음료에 의해성장이억제되는 양상

을알아보기위하여대조군은순수한YM 액체배지에증

류수를 1.6 ㎖ 넣고 C. albicans를 1×107 CFU/㎖로 희석

하여 50㎕ 접종하였다. 37℃ 배양기에서 배양하였으며

ELISA reader (Molecular Devices, U.S.A.)를 이용하여

0, 6, 12, 18, 24, 36 시간마다 600 nm에서흡광도를측정

하였다. 실험군은 YM 액체배지에 식초음료 1.6 ㎖을 넣

고동일하게희석한균 50 ㎕를접종하였다. 대조군과동

일한 방법으로 배양하면서 흡광도를 측정하였다. 또한

식초음료의 낮은 pH로 인한 C. albicans의 성장 억제를

배제하고식초음료내성분으로인한성장억제가능성을

알아보기 위하여 식초음료 원액에 증류수를 추가하여

YM액체배지의 pH와동일하게중화하였고, 식초음료의

함량에 따른 영향을 평가하기 위하여 YM 액체배지에

pH를 중화한 식초음료를 각각 1.6 ㎖, 3 ㎖을 넣고 C.

albicans를 50 ㎕ 접종하여실험군과동일한조건에서배

양하면서 흡광도를 측정하였다. 모든 실험 배지는 10 ㎖

로 맞추었으며, 모든 실험은 3회 반복 시행하였다.

2.4 RNA isolation and cDNA synthesis

C. albicans의 RNA 분리는 YeaStar RNA Kit (Zymo

Research, Orange, CA, U.S.A)를 사용하였다. RNAase

를 DNAase I로 처리하여 오염된 DNA를 제거하였으며,

cDNA는 Super Script II reverse transcriptase

(Invitrogen, Carlsbad, U. S.A.)를 이용하여 제조사의 프
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로토콜에따라합성하였다. 유전자발현은합성된 cDNA

와 primer를 사용하였고, Real-time polymerase chain

reaction으로 확인하였다.

2.5 Real-time polymerase chain reaction

Rotor-Gene Q Thermal Cycler (Qiagen, Hidden,

Germany)를 이용하여 각 well에 cDNA 2 ㎕, primers

(10 pmol/㎕) 2 ㎕, 2x RG SYBR PCR Master mix

(Qiagen, Hidden, Germany) 6 ㎕, 증류수 2 ㎕를 첨가하

였다[5]. 5분간 95℃에서유전자증폭을위한초기변성과

정을거친후 5초간 95℃에서변성과정, 10초간 60℃에서

복원과정을 45회 반복 시행하였다.

Oligo
Name

Sequence (5'-3')

Hwp1
Forward TCA GCC TGA TGA CAA TCC TC
Reverse GCT GGA GTT GTT GGC TTT TC

Act1
Forward ATG TGT AAA GCC GGT TTT GCC G
Reverse CCA TAC GTC CAG TTG GAA AC

Sap5
Forward CCA GCA TCT TCC CGC ACT T
Reverse GCG TAA GAA CCG TCA CCA TAT TTA A

Als3
Forward CAA CTT GGG TTA TTG AAA CAA AAA CA
Reverse AGA AAC AGA AAC CCA AGA ACA ACC T

Ece1
Forward CCA GAA ATT GTT GCT CGT GTT G
Reverse CAG GAC GCC ATC AAA AAC G

Table 1. Primers Used for RT-PCR

2.6 통계 분석

시간의변화에따라식초음료에따른 C. albicans의성

장곡선을비교하기위해 Repeated measures ANOVA를

사용한 후 사후분석을 Tukey test로 시행하였다. SPSS

21.0 (SPSS Inc. U.S.A.)을 사용하고 유의수준은 5%로

설정하였다.

3. 결과

3.1 식초음료의 유기산 성분 분석

유기산 함량을 분석한 결과 acetic acid가 가장 높게

나타났다. 그 다음으로 malic acid와 citric acid, tartaric

acid와 succinic acid 순으로높게나타났으며, lactic acid,

formic acid는 나타나지 않았다.

3.2 C. albicans에 대한 식초음료의 성장 억제려 

식초음료 첨가에 따른 성장 억제 효과를 시간의 변화

에 따라알아보기위해 흡광도를 측정한 결과각 군마다

유의한 차이가 있었다(p<0.05). 24시간 후 대조군에서는

흡광도가 1.05±0.02이었으며, 식초음료를 원액으로 첨가

한 실험군(V 1.6 ㎖)은 실험군의 흡광도 값이 0.03±0.00

으로현저히낮았다. 특히 pH가미치는영향을배제하기

위해 대조군과 동일하게 pH를 중화한 군에서도 유의한

차이를볼수있었다(p<0.05). pH를 중화한식초음료 1.6

㎖을 첨가한 군(NV 1.6 ㎖)의 흡광도는 0.92±0.03이었으

며, 3 ㎖로 용량을 추가하여 첨가한 군(NV 3 ㎖)은

0.08±0.01로 식초음료의 양이 많을수록 더 높은 성장 억

제력이나타났다. 가장높은성장억제력을보인것은원

액을 첨가한 군이었다.

Organic acid content in vinegar

Citric acid 205.22

Tartaric acid 204.20

Malic acid 6857.13

Succinic acid 41.61

Lactic acid 0.00

Formic acid 0.00

Acetic acid 11116.32

Table 2. The organic  acid compositions of natural 

fermented vinegar products
(Unit : ppm)

Group*
Optical Density (600nm)

N 0h 6h 12h 18h 24h 36h

Controla 6
0.00±
0.00

0.06±
0.00

0.59±
0.01

1.07±
0.03

1.05±
0.02

1.00±
0.00

NV
1.6 ㎖b

6
0.00±
0.00

0.04±
0.00

0.37±
0.01

0.74±
0.03

0.92±
0.03

0.79±
0.04

NV
3 ㎖c

6
0.00±
0.00

0.02±
0.00

0.03±
0.00

0.05±
0.00

0.08±
0.01

0.18±
0.05

V
1.6 ㎖d

6
0.00±
0.00

0.02±
0.00

0.02±
0.01

0.02±
0.38

0.03±
0.00

0.10±
0.44

Values are mean ± SD
*: p<0.05, by Repeated measures ANOVA
a, b, c, d : The same letter indicates no significant difference by Tukey
test at α=0.05

Table 3. Optical density according to incubating 

time of C. albicans
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3.3 C. albicans의 유전자에 대한 식초음료의 영향

식초음료를 처리하고 24시간 경과 후 ALS3, HWP1,

ECE1, Sap5의 발현 및 성장이 억제되었다. 세포부착에

관여하는 ALS3는 C. albicans 성장억제와유사하게억제

된 양상(Fig. 1)으로 발현하였고, HWP1은 모든 군에서

대조군에 비해 현저하게 억제된 양상을 보였다. 형태적

변화와균사의길이신장에관여하는 ECE1은 pH보다식

초의함량에따른영향을더많이받아식초첨가용량이

더 큰 군에서 발현이 억제되었다. 바이오필름의 발현에

영향을주는 Sap5의경우 NV 1.6 ㎖군은억제효과가없

었으며 용량을 추가한 NV 3 ㎖군과 원액을 첨가했던 V

1.6 ㎖군은 유전자 발현이 저해되었다.

Fig. 1. Effect of vinegar drink on the genes of C. 

albicans. The gene expressions of mRNA 

were evaluated via quantitative real time 

RT-PCR (normalized to house-keeping 

gene, ACT1).

3.4 식초음료에 대한 C. albicans의 형태 변화 

Fig. 2. Phase contrast microscope image (×400) of 

C. albicans after treatment for 24 hours (a: 

Control, b: NV 1.6 ㎖, c: NV 3 ㎖, d: V 1.6 ㎖)

Fig. 3. Phase contrast microscope image (×400) of 

C. albicans after treatment for 48 hours (a: 

Control, b: NV 1.6 ㎖, c: NV 3 ㎖, d: V 1.6 ㎖)

위상차 현미경으로 C. albicans의 형태적 변화를 24,

48 시간관찰한결과식초음료를처리한 3군모두대조군

에 비해형태적이상과 현저하게 저하된 양적변화를 보

였다. 특히식초음료원액을첨가했던 V 1.6 ㎖군은세포

막 형태가 파괴되는 양상이 나타났고, 48시간 이후에는

균사 발현 양상이 대조군에 비해 확연하게 억제된 양상

을 보여 균사 생성율이 낮고, 형태가 비정상적임을 관찰

할 수 있었다.

4. 고찰

식초는조미식품으로주로 빙초산을희석한합성식초

등이 사용되었으나 최근 과실 또는 곡류를 원료로 발효

시킨 식초음료 등으로 다양화되면서 새로운 음료시장을

형성하고 있다[6]. 음용식초의 소비가 급증하고 있는 가

운데국내시판중인식초음료는소비자들의기호에맞춰

다양하게 희석하여 마실 수 있는 과실을 발효하여 만든

건강음료이다[6]. 이전 연구에서백포도주식초에의치를

침지한 후 C. albicans가 효과적으로 제거되었다는 결과

[4]와 사과식초와초산이 Aspergillus niger, Aspergillus

flavus, flucona- zoled에내성을지닌 C. albicans에유의

한 항진균 효과를 보였다는 연구결과[3]를 통해 화학약

제에 내성이 생긴 경우에도 식초의 항진균 작용이 효과

적으로 유효함을 알 수 있다. 대표적인 진균감염 치료제

로 오랜 시간동안 사용되고 있는 amphotericin B,

flucytosine를 포함하여, it- raconazole, ketoconazole 및
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fluconazole과 최근에개발된 triazoles 제제등다양한항

진균제가 개발[7]되고 있으나 항생제에 내성을 획득한

진균들이지속적으로보고[8,9]됨에 따라이를대체할만

한 다양한 천연물질을 이용한 새로운 항진균 물질 개발

에 대한 연구가 필요한 상황이다. 본 실험에서는 섭취시

건강상의여러유익에도불구하고강한신맛과자극성으

로섭취가어려웠던식초에 비해덜 자극적이고쉽게 섭

취할 수 있는 식초음료를 통한 C. albicans의 항진균 효

과를 조사하고, 작용기전을 평가하고자 하였다.

먼저 항진균 작용에 영향을 미치는 요인을 알아보기

위해 식초음료 내 유기산을 분석하였다. 이러한 유기산

의함량은원료인과일 자체의유기산구성에 영향을 받

은것으로, 과일식초의원료에따라구성및함량에차이

가 있는 것으로 여겨진다[10]. 시판 식초의 성분분석에

관한 연구[11]에서식초에서검출된 Acid는 원료에함유

된 성분이 식초로 이행되었거나 발효 중에 발생한 부산

물로 추측된다고 하였다. 본 연구에서 유기산을 분석한

결과가장높게검출된 acetic acid는 발효과정중급격하

게 증가하는 것으로 알려진 식초의 성분으로 살균, 해독

작용을하며항균제, 항진균제, 항원충제로서사용되어왔

다[12]. 효과에비해 독성이 낮기 때문에 항균 용액으로

서 acetic acid에 대한관심이증가하고있다[13]. 식초 내

함유된 acetic acid가 진균의 생성억제력이 있는것으로

밝혀진 바[3,14]와 같이본 실험에서사용된과일식초음

료에도 acetic acid가 높은함량으로검출되어 acetic acid

가 진균의 성장억제에 유효한 성분으로 고려될 수 있을

것이다. C. albicans는구강내대표적인진균으로일반적

으로구강내상주균으로존재하고, 인체내에가장흔하

게 존재하는 효모균 중 하나이다[15]. 본 실험에서 식초

음료가 C. albicans의유전자에미치는영향을조사한결

과 세포부착과 균사형성에 관여하는 ALS3, HWP1,

SAP5, ECE1의 발현을 저해하고 성장을 억제하는데 효

과적인 것으로 밝혀졌다. 특히 ALS3, HWP1은 C.

albicans의기저층부착에관여하며, 부착자체가병리작

용의 초기 단계에서 매우 중요한 병원성 요인으로 발현

하게된다[16,17]. 또한 ECE1은균사형성시길이신장에

관여하며이러한균사생성은조직내부로침투가용이하

여 병원성을 증가[18]시키며, SAP5는 biofilm에서 점막

표면과 관련되어 발현되는 유전자[19]로 본 실험에서 식

초음료로 인해 발현이 저하되는 것을 확인할 수 있었다.

또한 위상차 현미경을 통해서 식초음료 첨가시 세포의

형태가 파괴되고 양적인 저하를 확인할 수 있었다.

식초음료의 낮은 pH로 인한 진균의 성장 억제영향을

배제하고 식초의 성분만으로 성장을 억제할 수 있는지

알아보기 위하여 배지와 동일하게 pH를 조절한 경우에

도 식초음료를 더 많이 추가할수록 성장 억제능과 유전

자발현저해능이더높은것으로나타나추후식초의어

떤 성분이 영향을미치는지에 대한연구가필요할 것으

로 고려된다.

이러한 식초를 사용한 기존의 항진균력 실험들에 비

해 식초음료는 음료의 특성상 식초원료의 함량이 50%

이하로 자극성이 완화되었으나, 기존 항균력 실험에서

보고[3,4]되었던것보다함량이낮은것에반하여유사한

항진균 효과를 보였다. 식초음료는 과일 발효식품으로

약효와 적용 병증이 사회적 환경 변화에 알맞은 특징을

가지고 있다. 본 연구에서 확인된 pH의 영향을 배제한

식초음료만의 진균 억제력은 추후 chemical fingerprint

의 패턴분석을이용한 정밀한 약효분리 등으로 항진균

성분을 확인하여 신약 개발에 기초자료로 사용 가능할

것으로 예상되며, 진균으로 인해 발생 가능한 구강 질환

예방에 기여할 것으로 여겨진다.

4. 결론

식초 음료는 pH 수준을 중화시킨 경우에도 Candida

albicans의 성장을 저해시키고, ALS3, HWP1, SAP5 및

ECE1의발현을 억제하여 성장 억제에 직접적인 영향을

미치는것으로밝혀졌다. 천연물질에서유래한 식초음료

의 이러한 결과들은 항생물질 개발을 위한 기초 자료로

서 사용되어 질 수 있을 것이다.
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