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The emergence of biofilms have generated urgent alarm in clinical and medicine manufacturing 
fields engaged in the search for novel antimicrobials from ethno-medicinal plants. The National 
Institutes of Health (NIH) has estimated that 70% of all microbial infections in the world are 
associated with biofilms. In addition, the emergence of strains resistant to conventional antibiotics 
has become a serious threat to global public health. Therefore, finding alternative medicines is a 
major issue in the field of integrative medicine. In this study, four different herb extracts were 
screened for biofilm formation and the activities of Klebsiella pneumoniae. Of them, Scutellaria 
scordifolia Fisch. ex Schrank extracts had inhibitory effects on bacterial growth and biofilm 
formation. The Scutellaia scordifolia Fisch. ex Schrank extracts did not cause any cytotoxicity to 
L929 cells. The growth of K. pneumoniae was inhibited compared to other comparators in the 
experimental group containing Scutellaia scordifolia Fisch. ex Schrank. In a group of experiments 
with plant extracts, a maximum of 60 times the level of living bacteria was confirmed compared to 
the controls without the addition of the Scutellaia scordifolia Fisch. ex Schrank extracts. In a group 
of experiments with a significantly lower level of fluorescence extraction, differential interference 
contrast imaging showed that the number of K. pneumonae was reduced. These results suggest 
that extracts of this plant be applied as antimicrobial agents against K. pneumoniae, particularly in 
biofilm forms.
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서  론

수천 년 동안 Scutellaria 종의 화합물은 항 종양, 항균, 항 바

이러스제, 항염증제, 항산화 제 또는 간 보호 인자로 안전하게 

사용되고 있다[1]. 심지어 Park 등[2]은 속이 같은 한국의 

Scutellaria baicalensis Georgi가 hepatocellular carcinoma 

cells (HCC)에 대한 강력한 화학 치료제가 될 수 있음을 시사하

기도 하였다. 천연추출물은 주로 식물성 성분 이 대부분으로 이
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들은 기존의 화학제나 합성제와 같은 치료제 보다는 독성이 없

거나 또는 있어도 매우 미미한 정도에 불과하기 때문에 각종 치

료제로서의 신약개발에 있어서 관심의 대상이 되었다[3]. 각종 

식물이나 약초에서 추출된 천연물 중에는 탄닌(tannin)을 비롯

한 카로틴(carotene), 이소프렌(isoprene), 테르펜(terpene)등 

다양한 물질들이 포함되어 있으며, 이들 은 각종 암에 유효한 항

암효과를 비롯하여 염증이나 세균에 대해 강력한 억제효과를 

나타내는 항염이나 항균과 같은 다양한 생리활성을 가지고 있

다고 보고되고 있다[4]. 여러 종류의 천연 물질에 대한 항균효과 

논문들이 많이 보고 되고 있지만 주로 대장균 또는 식중독 및 일

반병원세균에 대한 논문들이 대부분이다. 그리고 내성 세균에 

대한 천연 물질의 항균 효과는 대부분 methicillin-resistant 

Staphylococcus aureus (MRSA)에 대한 연구만 보고되어 있는 

실정이다[5, 6]. 따라서 현재 임상에서 문제를 야기하고 있는 다

양한 내성균에 대한 항균 효과에 대한 연구가 필요하고[7] 내성 

세균의 증가는 공중 보건학적으로 커다란 문제를 야기하고 있

으며, 이러한 문제를 해결하기 위해 항균물질 대체 약제의 개발

이 중요한 대안으로 제시되고 있다[8, 9]. 또한, 내성 세균의 증

가는 감염병치료에 많은 어려움을 야기하고 있으며 전통 약물 

같은 천연자원에 존재하는 항균성 물질을 치료에 이용하고자 

하는 연구가 활발히 수행되고 있다[10, 11]. 본 연구에서 이용된 

Scutellaria scordifolia Fisch. ex Schrank 식물은 대부분 관목

(Shurbs)와 허브(Hurbs)류로 이루어져 있는데 Lamiceae과 식

물은 주로 지중해 연안(Mediterranean region)에 널리 분포되

어 있으며, 특히 레바논(Lebanon)지역에는 29종(Genera)의 

식물이 재배되고 있는것으로 알려져 있다[12]. 이 식물은 주로 

관목용 및 식용 목적의 재배가 이루어 지고 있어 해당 지역에서 

주요 경제적 이익을 창출하는 식물이다. Lamiceae과 식물은 외

선형 구조(external grandular structure)로 인해, 방향족

(aromatic) 성격을 띄고 있으며,이러한 특이 구조로 인해 

volatile 오일을 생산해 내는 것으로 알려져 있다[13]. 레바논 지

역에서는 Lamiceae과의 식물에서 추출한 오일을 이용해 류마

티스 관절염 및 신경통의 전통 민간요법으로 사용되어 지고 있

다[13]. 이에 본 연구에서는 Lamicea과에 속해있는 Scutellaria 

scordifolia Fisch. ex Schrank 식물 추출물을 이용하여 폐렴

(pneumonia), 균혈증(bacteriemia) 및 항균제에 대한 내성

(antibiotics resistance)을 일으키는 Klebsiella pnemoniae균

을 대상[14]으로 병두황진(并头黄芩) 식물 추출물의 항균 효과 

및 바이오필름 억제 효과에 대한 실험을 실시 하였다.

재료 및 방법 

1. 식물 추출액 및 사용 균주

본 연구에 사용된 식물 추출액은 해외생물소재 센터(Inter-

national Biological Material Research Center)에서 분양 받

아 사용하였다. 말린 Veronica longifolia, Aquilegia sibirica 

Lam, Oxytropis pseudoglandulosa Gontsch. ex Grub, 

Scutellaria scordifolia Fisch. ex Schrank 200 g을 1.5 L 메탄

올 용액에 첨가 한 후, 50°C에서 초음파로(15분/2시간 간격) 파

쇄하며 3일간 추출하였다. 식물추출액은 여과지로 필터 한 후, 

45°C에서 감압 농축하였으며, 농축 잔여물은 최종 동결 건조하

였다. 본 연구에서는 K. pneumoniae (ATCC 700831)를 

Muller-Hinton (MH) agar, broth 배지(KisanBio, Korea)에 

접종하여 37°C에서 24시간 2회 계대배양하여 활성화 한 후, 실

험에 사용하였다.

2. Colony forming unit (CFU) 법

식물추출액에 의한 균의 성장 억제 효과를 확인하기 위해 

CFU법을 이용한 생균수를 측정 하였다. 실험 전 K. pneu-

moniae 균을 MH agar에 도말 한 후, 37°C 18시간 배양시켜 주

었다. 생성된 집락을 이용해 흡광도 600nm=0.1의 균 부유액을 

만들어 준 후, 다양한 농도의 식물 추출액와 함께 37°C 24시간 

배양시켜 주었다. 이후, 배양액 100 L 씩을 MH agar에 도말 하

여 37°C 24시간 추가 배양시켜 주었다.

3. 세포독성 시험(LDH assay)

LDH (lactate dehydrogenase) assay에 사용된 흰쥐의 섬유

아세포(L929)는Dulbeco’s Modified Eagle’s Media (DMEM) 

배지(Gibco, USA)에 10% FBS, 100 unit mL‒1의 penicillin/ 

streptomycin을 첨가한 것을 사용 하였으며, 37°C, 5% CO2 배

양기를 이용하여 유지하였다. 

2×105의 L929세포를 96-well plate에 분주 한 후, 0.3, 0.6, 

0.9 mg/mL 의 최종 농도로 식물추출액과 혼합하여 37°C, 5% 

CO2 배양기에서 24시간 동안 배양 하였다. 24시간 후 배양 배

지 50 L와 동량의 LDH 기질 용액(Promega, USA)을 30분간 

실온에서 반응시킨 후, 1 M acetic acid 를 50 L씩 첨가하여 반

응을 정지시킨 다음, 분광광도계(spectrophotometry) 490 nm 

파장에서 측정한 흡광도(optical density, OD) 값으로 세포독성

(cytotoxicity) 정도를 다음과 같이 백분율로 계산하였다. 이때 

양성 대조군은 Triton X-100을 첨가하여 반응시킨 시료를 음

성 대조군은 배양액 만을 포함하는 시료를 사용하였다.
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Table 1. Information on plant extracts used in this study

No. Botanical Name Family Extracts Traditional uses

1 Veronica longifolia L. Scrophulariaceae Methanol Gastro-enteritis, EndometritisJaundic, 
Cold-cough, Short breath, Lung tuberculosis

2 Aquilegia sibirica Lam. Ranunculaceae Methanol Gastro-intestinal function, Chronic gastritis, Colitis
3 Oxytropis pseudoglandulosa Gontsch. ex Grub. Fabaceae Methanol Stomatitis
4 Scutellaria scordifolia Fisch. ex Schrank Lamiaceae Methanol Gastrointestinal diseases, 

Kidney and liver colics, Malaria, Anorexia,

Figure 1. Measurement results of the bacterial number after 
incubation with the plant extraction solution (1: Veronica longifolia 
L., 2: Aquilegia sibirica Lam., 3: Oxytropis pseudoglandulosa Gontsch. 
ex Grub, 4: Scutellaria scordifolia Fisch. ex Schrank) (***P＜0.001).

세포독성(%)=(X‒B)/(A-B)×100

( X: 실험군 OD값, A: 양성대조군, B=음성대조군 )

4. 바이오필름 형성 억제 효과 평가시험 및 면역형광 염색법

24-well plate (TPP, Trasad- ingen, Switzerland) 각 well

에 107CFU/mL 조정한 균주액(MH broth)과 세포 독성이 없는 

것으로 확인 된 0.9 mg/mL의 최종 농도로 식물추출액을 첨가

한 후, 37°C에서 24시간 동안 배양하였다. 음성대조군으로는 

균주액만을 배양하였으며, 양성대조군으로는 gentamicin 

(final conc. 200 g/mL)이 첨가된 균주액을 배양하였다. 

배양이 끝난 실험군 및 대조군은 phosphate buffered 

saline (PBS)로 5회 세척한 후, 4% paraformaldehyde로 실온

에서 20분간 고정시켜 주었다. 이후, Lipid A anti-LPS 

(Thermo, USA) 항체와 실온에서 1시간동안 반응시켜준 후, 

Donkey anti-goat alexa Fluor488 (Thermo, USA)을 실온 암

실에서 1시간 추가 반응시켜 주었다. 모든 염색 과정이 끝난 후, 

confocal laser microscope (Olympus, Japan)을 이용해 바이

오필름 형성 여부를 관찰하였다. 

5. 통계처리

본 실험에서 산출된 모든 결과 값들은 mean±standard 

deviation으로 나타내었다. 실험 군에 따른 데이터간의 통계적 

유의성 검정을 위해 ANOVA와 student’s t-test를 수행하였다

(P＜0.05).

결  과

1. Scutellaria scordifolia Fisch. ex Schrank 식물 추출액에 

의한 균 성장 억제 효과

향균력이 있는 식물 추출액(Table 1)을 선별하기 위해 각각

의 식물 추출액 0.5 mg/mL (최종 농도)과 O.D 600nm=0.1의 

K. pneumoniae균 부유액을 함께 37°C, 24시간동안 배양 시켜

주었다. 이때, 음성대조군으로는 식물추출액과 동량인 50 L의 

메탄올을 양성대조군으로는 Gentamicin (200 g/mL)을 첨가

하여 동일한 조건으로 배양 하였다. 이 후, 생균수를 CFU법으로 

측정하였다. 실험 결과, Scutellaria scordifolia Fisch. ex Schrank

을 첨가한 실험군(6.7log10±5.25 CFU/mL) 에서 다른 식물 추

출액 및 음성 대조군에(7.7log10±6.16 CFU/mL) 비해 통계적

으로 유의하게 K. pneumoniae 균의 성장이 억제 된 것을 확인 

하였다(Figure 1).

2. Scutellaria scordifolia Fisch. ex Shrank 식물 추출액의 

흰쥐섬유아세포(L929)에 대한 세포독성 평가

세포배양액만 첨가한 대조군은 109.4±1.1%의 세포 생존률

을 보였으며, 0.3 mg/mL의 추출액 농도에 대해서는 

101.5±2.1%, 0.6 mg/mL는 98.0%±2.8%，0.9 mg/mL는 

98.6±1.9%의 세포생존율을 보임으로써 Scutellaria scordifolia 

Fisch. ex Schrank 추출물이 L929세포에 대한 세포독성을 띄

지 않음을 확인 하였다(Figure 2).

3. Scutellaria scordifolia Fisch. ex Schrank 추출물의 

농도별 K. pneumoniae 균 성장 억제 효과

LDH실험결과를 바탕으로 농도별 Scutellaria scordifolia 
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Figure 3. Biofilm inhibition effects of 
K. pneumoniae by Scutellaria scor-
difolia Fisch. ex Schrank extract (*P
＜0.01). 3A: Comparing biofilm for-
mation to K. pneumoniae with dif-
ferential interface contrast (DIC) and 
fluorescent wavelength (488nm). 3B: 
Comparison of control and expe-
rimental groups for the number of K. 
pneumoniae by fluorscences intensity.

Figure 2. The results found after adding different concentrations 
of Scutellaria scordifolia Fisch. ex extracts to the L929 cells. 
Abbreviation: NS, no significance.

Fisch. ex Schrank 추출물의 향균효과를 확인하였다. O.D 

600nm=0.1의 K. pneumoniae균 부유액을 0.3, 0.6, 0.9 

mg/mL의 각기 다른 Scutellaria scordifolia Fisch. ex Schrank 

추출물과 함께 37°C 24시간 배양하였으며, 이 후 생균수를 

CFU법으로 측정 하였다. 

실험 결과, Scutellaria scordifolia Fisch. ex Schrank 추출

액이 첨가되지 않은 대조군에서는 7.9log10±6.28 CFU/mL의 

생균수가 측정된 반면, 식물 추출액에 첨가된 실험군에서는 0.3 

mg/mL (7.9log10±6.28 CFU/mL), 0.6 mg/mL (7.17log10±6.5 

CFU/mL), 0.9 mg/mL (5.9log10± 5.45 CFU/mL)로 추출액의 

농도 비례하게 생균수가 최대 약 60배 억제 되었음을 확인 하였

다(Figure 1). 

4. Scutellaria scordifolia Fisch. ex Schrank 추출물의 K. 

pneumoniae균 바이오필름 형성 억제효과 

Scutellaria scordifolia Fisch. ex Schrank 식물 추출액의 K. 

pneumoniae균 바이오 필름 형성 억제능을 확인하기 위해 

Lipid-A항체를 이용한 면역 형광염색법(immunofluorescence 

staining)을 시행하였다. Lipid-A는 Acylated glucosamine 

phosphate disaccharide로써 LPS (lipopolysaccharide)의 구

성 성분이며, 그람 음성세균의 외막에 존재하고 있다. Lipid-A

항체를 이용하여 K.pneumoniae균을 염색 하였으며, confocal 

microscope을 이용하여 바이오필름 형성 유무를 시각화하였

으며, 형과세기(fluorescent intensity) 값을 바탕으로 정량화 

하였다. 24-well plate에 107CFU/mL으로 조정한 K. pneu-

moniae 부유액과 앞선 CFU실험에서 균 성장 억제 효과를 최대

로 보인 0.9 mg/mL의 Scutellaria scordifolia Fisch. ex 

Schrank 식물 추출액을 혼합하여, 37°C 24시간 동안 배양해주

었다. K. pneumoniae 균에 의한 바이오 필름 형성이 억제 유무

는 differential interference contrast (DIC) 및 형광 파장(488 

nm)을 이용한 형광세기(fluorescence intensity)로 비교분석하

였다(Figure 3A, 3B). 실험 결과, 음성대조군에 비해 Scutellaria 

scordifolia Fisch. ex Schrank 추출물이 포함된 실험 군에서 K. 

pneumoniae 균의 개체수가 줄어 들어 있음을 DIC이미지를 통

해 확인하였으며, 형광세기의 비교.분석을 통해 음성대조군

(645±91.92 a.u)에 비해 추출물이 포함된 실험 군(410±26.28 

a.u)에서 형광세기가 통계학적으로 유의하게 낮아져 있는 것을 

확인하였다(Figure 3B). 

고  찰

Klebsiella는 그람음성 막대균으로 폐렴, 요로감염 그리고 연

골 조직 감염, 균혈증 등과 같은 감염을 일으키고 이 질환들을 막

기 위해 요즘 많은 방법들을 찾아내고 있다[15, 16]. 특히 K. 

pneumoniae는 병원 내에서 획득한 내성유전자가 Extended- 

spectrum -lactamase를 생성하여 항생제 내성을 초래하는 
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것은 세계적인 문제가 되었고 적절한 감염관리와 항생제 관리 

전략이 필요하다[17]. European Antimicrobial Resistance 

Surveillance System (EARSS)에 따르면, 유럽중에서 그리스는 

K.pneumoniae에서 가장 높은 내성률을 보이고 있는데, 카바

페넴은 46%, 퀴놀론은 58%, 3세대 세팔로스포린은 63%이다

[18]. 한편, Hwang 등[19]은 우리나라에서 감염병 전문가

(infectious diseases specialist, IDS)가 주도하는 항생제 관리 

프로그램(antimicrobial stewardship programmes, ASPs)은 

대규모 병원 도 사망률에는 변화가 없으면서도 항생제 사용을 

의미 있게 줄이고 항생제 내성률를 낮출 수 있게 하였다. 

Scutellaria scordifolia Fisch. ex Schrank은 Lamicea과에 속해

있는 식물로 관상용 및 식용으로 다양한 지역(지중해연안)에서 재배

되고 있다. Lamicea과 식물은 페놀성분(phenolic compound)을 

함유하고 있어 항산화(antioxidant) 및 항균(antibacterial)효과가 

있는것으로 알려져 있으며[20], Thyme (Thymus vulgaris L.), 

rosemary (Rosmarinus officinalis L.), oregano (Origanum 

vulgare L.), peppermint (Mentha piperita L.) 및 sage (Salvia 

officinalis L.) 등 Lamicea과에 속하는 식물이 에탄올 기반 추출물은 

Proteus vulgaris, Listeria monocytogenes 1043S에 대한 항균력

이 있음을 확인 한 바 있으며 GC-MS실험결과, 이들 식물에는 

Eugenol, Ledol성분이 다량 함유되어 있는것이 확인 되었다[21]. 

Eugenol 성분은 Salmonella typhi의 세포막의 거대분자를 변형시

킴으로 인해 투과성을 증대 시키는 원리로 향균효과가 있는것으로 

보고 된 바 있으며[22], Ledol성분은 Escherichia coli, MRSA, 

K.pneumoniae에 대한 향균력을 보이는 Nardostachys jatamansi 

식물에 다량 포함되어 있는것으로도 보고된 바 있다[23]. 

본 연구에서는 Lamiceae과의 Scutellaria scordifolia Fisch. 

ex Schrank추출물의 기존에 알려져 있지 않은 향균력 및 바이

오필름 형성 억제력에 대한 실험을 진행하였다. Scutellaria 

scordifolia Fisch. ex Schrank 추출물의 흰쥐섬유아세포

(L929)에 대한 세포독성 평가를 실시하였다. L929는 일반적으

로 어떤 물질의 독성을 판단할 때 기준이 되는 세포로서 한국식

품의약품안전청에서 독성 평가 시에 사용 되는 세포주이다. 추

출물이 L929세포에 미치는 세포독성을 알아보기 위하여 MTT 

assay 를 시행하였다. MBC농도를 기준으로 고농도와 저농도의 

추출물을 사람　말초혈액세포(2×105/well)와 24시간 배양하

였다[19]. 실험결과, 세포배양액만 첨가한 대조군은 109.4%의 

세포 생존률을 보였으며, 0.3 mg/mL의 추출액 농도에 대해서

는 101.5%, 0.6 mg/mL는 97.99%, 0.9 mg/mL는 98.63%의　

세포생존율을 보여 L929세포에 대한 세포독성을 띄지 않음을 

확인 하였고 K.pneumoniae에 항균효과를 보였다. 추출액의 

항균효과를 보기 위해 실시한 생균 수 측정과 바이오 필름 실험

(정량화 형광세기, fluorescence intensity)에서 균의 수가 유

의하게 낮아져 있는 것을 확인할 수 있었으며 통계적으로도 유

의한 차이를 보였다. 위 결과로 미루어 병두황진이 원내감염의 

원인이 되는 폐렴 막대균 대한 항균성을 확인하였고 병두황진

을 활용한 더 많은 항균제 연구가 필요할 것으로 사료된다.

요  약

주술적 의료로 이용되는 식물에서 새로운 항미생물질을 찾는 

있는 중에 바이오필름의 출현은 임상, 의학 제조업 분야에서 다

급한 신호를 보내주고 있는 것이다. 국립보건원(NIH)은 세계 모

든 미생물 감염의 70%가 바이오필름과 연관되어 있다고 추정하

고 있으며, 기존의 항생제에 내성이 있는 변종의 출현은 전세계 

공중 보건에 심각한 위협이 되고 있다. 따라서 대체의학 물질을 

찾아 내는 것은 통합(동서양) 의학의 중요한 화두이다. 이 연구에

서 Klebsiella pneumoniae의 바이오 필름 형성과 활성화에 대

한 네 가지 허브 추출물을 스크린 하였다. 본 실험에 사용된 식물

추출액 중에 Scutellaria scordifolia Fisch. ex Schrank 추출물

이 박테리아의 성장과 바이오 필름 형성에 억제 효과를 보여 주었

다. Scutellaria scordifolia Fisch. ex Schrank 추출물이 L929세

포에 대한 세포독성을 띄지 않음을 확인 하였다. Scutellaria을 첨

가한 실험군에서 다른 대조군에 비해 K. pneumoniae의 성장이 

억제되었다. Scutellaria scordifolia Fisch. ex Schrank 추출액

이 첨가되지 않은 대조군과 비교하면, 식물 추출액이 첨가된 실

험군에서는 생균수가 최대 약 60배 억제되었음을 확인 하였다. 

Scutellaria scordifolia Fisch. ex Schrank 추출물이 포함된 실

험 군에서 K. pneumoniae 균의 개체수가 줄어들어 있음을 

differential interference contrast (DIC)의 이미지를 통해서도 

확인하였으며, 형광세기의 비교분석을 통해 음성대조군에 비해 

추출물이 포함된 실험군에서 형광세기가 통계학적으로 유의하

게 낮아져 있는 것을 확인하였다. 이러한 결과는 이 식물 추출물

이 K. pneumoniae의, 특히 바이오필름 형성에서 항균제로서 적

용될 수 있음을 암시해 주는 것이다. 
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