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Abstract In this study, to investigate the anticariogenic effect of

red ginseng, the antibacterial effect, cell adherence and biofilm

formation inhibitory effect of n-hexane extract of red ginseng

marc (HERGM) against Streptococcus mutans, the causative

bacteria of caries, were measured. The growth of S. mutans was

inhibited in proportion to the concentration of HERGM, and was

hardly observed at a concentration above 125 μg/mL (MIC =125

μg/mL). It was found that HERGM acts on the cell membrane and

the nucleic acid component of the cell was leaked. In addition,

HERGM inhibited the adherence and biofilm formation of S.

mutans by more than 90% at a concentration of 125 μg/mL.

GTase activity was completely inhibited at a concentration of 50

μg/mL of HERGM. In conclusion, it was found that HERGM

commonly inhibited the growth and biofilm formation of S.

mutans.
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서 론

구강 내 대표적인 미생물 감염성 질환인 충치(dental caries)는

음식물, 세균, 침의 상호작용에 의하여 발생하는데 입안에 서식

하는 세균이 음식물을 분해하면서 생성되는 산에 의하여 치아

의 범랑질이 손상되어 치아의 파괴가 일어나는 질환이며, 세균

중에서 Streptococcus mutans가 대표적인 충치 원인균으로 보고

되어 있다[1,2]. 치아 표면의 피막에 부착된 S. mutans가 생성

하는 glucosyltransferase (GTase)에 의하여 sucrose로부터 합성

된 접착력이 강한 불용성 글루칸(glucan)은 치아 표면에 미생물

을 강하게 부착하여 정착시킴으로서 치면 생물막(biofilm)을 형

성한다. 치면 생물막의 S. mutans는 당질 대사를 통하여 유기

산을 생성하므로 biofilm 내부에 산이 축적되어 치아 범랑질의

탈회가 유발되고 충치가 발생된다[3,4]. 그러므로 충치의 예방을

위하여는 S. mutans의 증식을 저해하거나 불용성 glucan 생성

에 관여하는 GTase 활성을 저해하는 것이 효과적이므로 천연

물로부터 항충치 활성을 나타내는 소재에 대한 연구가 다수 보

고되어 있다[4-6]. 특히 S. mutans에 대한 항균활성을 갖는 소

재로는 뽕잎[7], 커피[8], 박테리오신[9], 박하[10] 등이, GTase

활성을 저해하여 생물막의 형성을 저해하는 소재로는 catechin

과 flavonoids[11], 회향[12], 인도감나무 줄기[13], 솔잎[14] 등

이 보고되어 있다. 그러나 현재 우리나라에서 치아 건강에 도

움을 줄 수 있는 기능성 식품소재로 이용할 수 있는 것은 플라

보노이드가 주성분인 프로폴리스 추출물과 자일리톨 정도로 매

우 제한적이다[1].

인삼(Panax ginseng)은 사포닌으로 통칭되는 진세노사이드,

산성 다당체, 폴리아세틸렌, 알칼로이드, 페놀성 화합물 등이 함

유되어 있으며[15], 항산화, 항암, 항염증, 항균, 항바이러스, 기

억력 개선, 면역증진, 신경조절, 간 보호, 혈당 조절, 지방흡수
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조절 등의 생리활성이 보고되어[16,17] 있어 오랫동안 질병의

예방과 치료 및 신진대사의 개선 목적의 생약제와 건강기능식

품으로 사용되고 있다. 인삼의 항균 작용은 미생물의 생육 환

경을 고려하여 대부분 수용성 성분을 대상을 연구되고 있으며,

진세노사이드 Rd성분의 항균활성[18]과 열처리로 극성이 감소

된 화기삼(Panax quinquefolius) 진세노사이드의 항균활성 향상

[19]이 보고되어 있다. 또한 압출성형 백삼과 홍삼의 에탄올 추

출물은 S. mutans에 대하여 최소저해농도(MIC)는 백삼과 홍삼

공히 150 mg/mL이었으며, 압출성형 백삼의 추출물 300 mg/mL

농도에서 GTase 활성을 93% 저해하였다. 동시에 압출성형 백

삼 에탄올 추출물의 n-butanol 분획에서 높은 저해효과가 관찰

되어 항균활성은 사포닌의 영향일 것으로 보고되었다[20]. 즉,

충치 원인균에 대한 인삼의 항균 활성에 관한 기존의 연구[19-

20]는 인삼의 수용성 성분을 활용한 것이며, 지용성 성분이 충

치 원인균에 미치는 영향에 대한 연구는 매우 미미하다.

따라서 본 연구에서는 인삼의 지용성 성분(n-hexane 추출물)

이 암세포의 증식을 강하게 억제한다는 결과[21]를 참고하여 인

삼 n-hexane 추출물이 충치 원인균 S. mutans의 생육에 미치는

영향을 확인함으로써 인삼의 항충치 활성에 대한 기초 자료를

확보하자고 하였다. 건강기능식품과 일반식품으로 소비가 증가

한 홍삼제품의 제조 부산물인 홍삼박을 n-hexane으로 추출한 추

출물이 S. mutans의 생육에 미치는 영향과 균체 부착 및 생물

막 형성 저해효과를 조사하여 충치예방에 효과적인 것으로 알

려진 불소와 비교하였다. 또한 글루칸 생성에 관여하는 GTase

활성 저해도 조사하였다.

재료 및 방법

실험재료

홍삼박은 홍삼 열수 추출물 제조 후 부산물로 얻어지는 것을

고려인삼제조(주)(평택, 경기)에서 제공받았다. Strptococcus

mutans KCTC 3065는 한국생명공학연구원 생물자원센터(KCTC,

대전)에서 분양받았으며, 배지는 Difco사(Detroit, MI, USA)의

Brain heart infusion (BHI) agar를 사용하였다. Sodium fluoride

(NaF), catechin, dimethyl sulfoxide (DMSO)는 Sigma Aldrich

(St. Louis, MO, USA) 제품을 사용하였다.

홍삼박 n-hexane 추출물 제조

건조하여 분쇄한 홍삼박에 추출용매로 10배(w/w)의 n-hexane을

가한 후 4시간 동안 항온 진탕조에서 추출하였다. 추출액을

Whatman No. 2 여과지로 여과하고 50 oC에서 감압농축하여 n-

hexane을 제거한 후 얻어진 추출물을 DMSO에 용해시켜 사용

하였다[21].

S. mutans에 대한 항균력 측정

홍삼박 n-hexane 추출물의 항균력은 모든 실험군에서 DMSO의

농도가 일정하도록 n-hexane 추출물을 희석하여 다음과 같이 측

정하였다. BHI broth 4.3 mL에 31.25-500 μg/mL 농도가 되도

록 n-hexane 추출물 0.5 mL을 첨가하고 1×105 CFU/mL로 균

수를 조정한 균 현탁액 0.2 mL를 접종한 후 37 oC에서 20시간

배양한 다음 660 nm에서 흡광도를 측정하여 균의 증식 저해율

을 아래의 식으로 계산하였다[20]. 이때 균의 증식이 관찰되지

않은 최소 농도를 최소저해농도(minimum inhibition concentration,

MIC)로 결정하였다. 양성 대조군으로 NaF를 사용하여 비교하

였다.

Growth inhibition (%)

= ×100

세포막 무결성(integrity) 측정

세포막 무결성은 세포 현탁액으로 세포 구성성분 중 핵산이 유

출되는 것을 측정하여 평가하였다[19]. S. mutans를 BHI broth

에서 24시간 배양하여 원심분리(3,000×g, 10 min, 4 oC)로 균체

를 회수하고 멸균 phosphate-buffered saline (PBS; 0.01 M,

pH 7.4)으로 세척한 다음 동일 부피의 PBS에 현탁하여 균체 현

탁액을 준비하였다. PBS 4.3 mL에 125와 500 μg/mL 농도가

되도록 n-hexane 추출물 0.5 mL을 각각 혼합하고 1×105 CFU/

mL로 균수를 조정한 균체 현탁액 0.2 mL를 첨가하여 37 oC에

서 반응시키면서 경시적으로 시료를 채취하여 원심분리 후 상

등액의 흡광도를 260 nm에서 측정하였다. 대조구는 n-hexane 추

출물 대신에 PBS와 DMSO를 각각 첨가하여 비교하였다.

균체 부착 및 생물막 형성 저해 측정

균체 부착 저해: 유리 시험관에 1% sucrose를 추가한 BHI

broth 4.3 mL를 넣고 31.25-500 μg/mL 농도가 되도록 n-hexane

추출물 0.5 mL을 첨가하고 1×105 CFU/mL로 균수를 조정한 균

현탁액 0.2 mL를 접종한 후 37 oC에서 20시간 배양하였다. 배

양 후 broth를 제거하고 0.5 N NaOH 용액을 3 mL 가하여 부

착된 균체를 현탁시킨 다음 660 nm에서 흡광도를 측정하였다

[22]. 양성 대조군으로 NaF를 사용하여 비교하였다.

생물막 형성 저해: 생물막 형성은 Loo 등의 방법[23]을 부분적

으로 수정하여 측정하였다. Microtube에 1% sucrose를 추가한

BHI broth 2.15 mL를 넣고 31.25-1,000 μg/mL 농도가 되도록

n-hexane 추출물 0.25 mL을 첨가하고 1×105 CFU/mL로 균수를

조정한 균 현탁액 0.1 mL를 접종한 후 37 oC에서 20시간 배양

하였다. 배양 후 broth를 제거하고 식염수로 2회 세척한 후 형

성된 생물막을 0.2% crystal violet으로 15분간 염색한 다음 증

류수로 세척하였다. 생물막에 흡착된 crystal violet을 95% 에탄

올로 용해시킨 다음 575 nm에서 흡광도를 측정하였으며, 양성

대조군으로 NaF를 사용하여 비교하였다.

GTase 활성 저해 측정

S. mutans를 BHI broth에서 24시간 배양하여 원심분리(3,000×g,

10 min, 4 oC)로 균체를 제거하고 상등액을 여과(Whatman No.

2 여과지)한 다음 여액의 pH를 7.0으로 조정한 후 0.02%

sodium azide를 첨가하여 GTase 조효소액을 준비하였다. 기질

(2% sucrose) 4.0 mL에 조효소액 0.3 mL를 첨가하고 3.125-50

μg/mL 농도가 되도록 n-hexane 추출물 0.5 mL을 혼합한 다음

37 oC에서 20시간 반응시켰다. 반응 후 생성된 글루칸을 vortex

하여 분산시키고 660 nm에서 흡광도를 측정하였다[14]. 양성 대

조군은 catechin을 사용하였다.

control control blank–( ) sample sample blank–( )–[ ]

control control blank–( )
--------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
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결과 및 고찰

S. mutans에 대한 항균 활성

홍삼 지용성 성분의 충치 원인균 S. mutans에 대한 항균 활성

을 조사하기 위하여 홍삼박을 사용하여 n-hexane 추출물을 제

조하였으며, 추출물의 수율은 0.633%로 기존의 홍삼박 n-hexane

추출물 수율과 대동소이 하였다[21,24]. 홍삼박 n-hexane 추출

물을 DMSO에 희석하여 BHI broth에서 31.25-500 μg/mL 농도

로 S. mutans에 대한 항균 활성을 조사한 결과는 Fig. 1과 같

다. S. mutans의 생육 정도를 DMSO만 첨가한 대조군과 비교

한 결과(Fig. 1A), 31.25 및 62.5 μg/mL 처리농도에서 각각

23.20±1.73, 52.26±0.45% 생육이 저해되었으며, 125 μg/mL 이

상의 농도에서는 생육이 거의 관찰되지 않았다. 따라서 S.

mutans KCTC 3065에 대한 홍삼박 n-hexane 추출물의 MIC는

125 μg/mL로 판단되었다. 불소 이온은 충치의 발생을 억제해 치

약에 많이 사용되므로 양성 대조군으로 사용한 NaF는 1.0 mg/

mL 농도에서 26.38±1.16%의 생육 저해 효과를 보여 홍삼박 n-

hexane 추출물보다 생육 저해 활성이 낮았다. 본 연구에서 홍

삼박 n-hexane 추출물의 MIC는 뽕잎 95% 에탄올 추출물의

125 μg/mL [22] 및 뽕잎 메탄올 추출물의 부분 정제물의 64-

128 μg/mL [7]과 매우 유사한 결과이며, 박하 70% 에탄올 추

출물 1 mg/mL [10], 히비스커스 꽃 70% 에탄올 추출물 5 mg/

mL [25] 및 솔잎 70% 에탄올 추출물의 n-hexane 분획 0.6

mg/mL [14] 보다 매우 우수하였다. 한편, 홍삼 80% 에탄올 추

출물의 MIC가 150 mg/mL인 결과[20]와는 큰 차이를 보였으며,

충치균의 생육 억제는 극성보다는 비극성 성분이 효과적이라는

보고[5,13,14]를 고려하면 이러한 차이는 본 연구에서 80% 에

탄올보다 소수성이 높은 n-hexane을 추출 용매로 사용함으로서

홍삼의 소수성 성분이 보다 많이 추출되었기 때문인 것으로 판

단된다. 한편, 1% 포도당을 추가한 BHI broth에서 S. mutans

20시간 배양 후 broth의 pH를 배양 전과 비교한 결과(Fig. 1B),

pH 변화는 홍삼박 n-hexane 추출물의 농도가 증가할수록 감소

하였으며, 500 μg/mL 이상에서 매우 미미하였다. 양성 대조군

으로 사용한 NaF는 1.0 mg/mL 농도에서 홍삼박 n-hexane 추출

물 250 μg/mL 농도와 유사한 효과를 보였다. 이상의 결과는 반

대해(Sterculia lychnophore) 70% 에탄올 추출물 0.01-0.04 mg/

mL 조건에서 농도에 비례하여 S. mutans의 산 생성을 억제한

다는 보고[26]와 동일한 경향으로 홍삼박 n-hexane 추출물의 산

생성 억제 효과를 나타내는 것이다. 치아 표면에 형성된 생물

막 내부에서 S. mutans에 의한 산의 생성 및 축적은 치아 범랑

질의 탈회가 유발되어 충치에 이르게 되므로[3,4], 산 생성의 억

제는 충치 발생을 감소시킬 수 있는 방법이다. 충치 예방에 효

과가 있는 것으로 알려진 자일리톨이 S. mutans의 생육 억제

활성이 관찰되지 않은 점[27]을 고려하면 홍삼박 n-hexane 추

출물은 충치 원인균인 S. mutans의 생육과 산의 생성을 저해하

므로 자일리톨과는 다른 기작으로 충치 예방 효과를 나타내는

것으로 판단된다.

세포막 무결성(integrity)

홍삼박 n-hexane 추출물의 S. mutans 생육 억제 기작을 이해하

기 위하여 홍삼박 n-hexane 추출물 처리가 세포막 무결성에 미

치는 영향을 세포 구성성분 중 핵산이 세포 현탁액으로 유출되

는 것으로 측정하였다. 홍삼박 n-hexane 추출물을 S. mutans의

MIC인 125 μg/mL와 MIC의 4배(4×MIC)인 500 μg/mL로 처리

하고 대조군으로는 S. mutans의 현탁에 사용한 PBS와 홍삼박

n-hexane 추출물의 희석에 사용한 DMSO를 각각 사용하여 비

교하였다. 그 결과(Fig. 2), MIC 농도에서 30분 경과 후 260

nm 흡광도의 변화는 0.114±0.018를 나타내어 5시간까지 유지되

었고 4×MIC에서는 4-5시간 동안 0.57±0.01까지 크게 증가하였

으나 대조군는 PBS와 DMSO 공히 최대 0.053-0.065 수준까지

미미하게 증가하였다. 이는 홍삼박 n-hexane 추출물의 처리 농

Fig. 2 Release of 260 nm absorbing material from Streptococcue mutans

KCTC 3065 treated with n-hexane extract of red ginseng marc, dimethyl

sulfoxide (DMSO) and phosphate-buffered saline (PBS) at 37 oC. All

data were means ± SD (n =3) 

Fig. 1 Effects of n-hexane extract of red ginseng marc (●) and sodium

fluoride (○) on cell growth (panel A) and acid production (panel B) of
Streptococcue mutans KCTC 3065 after incubation with different levels

of n-hexane extract of red ginseng marc and sodium fluoride at 37 oC for

20 h. Acid production was shown as pH change before and after

incubation. All data were means ± SD (n =3)
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도에 비례하여 세포의 핵산 성분이 세포 현탁액으로 유출되는

것을 나타낸다. 세포막(cytoplasmic membrane)의 무결성은 세균

의 생장에 매우 중요한 인자이므로 세포 구성성분의 유출을 분

석하는 것은 항미생물 작용 기작에 대한 실마리가 될 수 있다.

핵산 성분의 유출로 세포막 무결성을 측정하여 항미생물 작용

기작을 설명하는 연구는 꾸지 뽕나무(Cudrania tricuspidata) 열

매[28]와 죽자초(Macleaya cordata) 잎[29]의 essential oil 및

열처리로 극성이 감소된 화기삼(Panax quinquefolius)의 진세노

사이드[19] 등에서 보고되어 있으며, 본 연구의 결과도 이와 동

일한 경향이다. 따라서 홍삼박 n-hexane 추출물의 처리에 의하

여 유발되는 S. mutans 세포막 무결성의 부정적인 변화가 S.

mutans 생육을 저해하는 중요한 요인일 것으로 판단된다.

S. mutans 균체 부착 및 생물막 생성 저해 활성

유리 시험관에서 1% 설탕를 추가한 BHI broth에 S. mutans를

홍삼박 n-hexane 추출물(31.25-500 μg/mL)과 함께 배양한 후,

S. mutans가 시험관에 부착된 정도를 조사하여 홍삼박 추출물

이 S. mutans의 부착에 미치는 영향을 조사하였다. 그 결과(Fig.

3A), 홍삼박 n-hexane 추출물은 125 μg/mL 이상의 농도에서 S.

mutans의 부착을 90% 이상 저해하였고 양성 대조군인 NaF는

1 mg/mL 농도에서 42.6±1.8%를 저해하여 홍삼박 n-hexane 추

출물의 저해 효과가 NaF보다 매우 우수하였다. 충치는 치아 표

면에 충치 유발균 중 하나인 S. mutans의 부착으로 시작되므로

[1,2] S. mutans의 부착을 저해하는 것은 충치를 예방하는 근본

적인 방법이 될 수 있다. Chinese black tea (Camellia sinensis)

에탄올 추출물(3 mg/mL에서 50% 저해)[30], oleanolic acid (8

μg/mL에서 80% 저해)[31], 키토산(1.25 mg/mL에서 100% 저해)

[32] 등의 S. mutans 부착 저해에 관한 보고와 비교하면 홍삼

박 n-hexane 추출물도 매우 효과적으로 S. mutans의 부착을 저

해하는 것으로 판단된다. 또한, BHI broth에 1% 설탕을 추가하

고 S. mutans를 홍삼박 n-hexane 추출물(31.25-1000 μg/mL)과

함께 배양한 후, 홍삼박 n-hexane 추출물이 S. mutans에 의한

생물막 형성에 미치는 영향을 조사하였다. 그 결과(Fig. 3B), 균

체 부착 저해와 유사하게 홍삼박 n-hexane 추출물은 125 μg/mL

농도에서 생물막 형성을 87.9±2.1%, 그 이상의 농도에서는 90%

이상 저해하였고, 양성 대조군인 NaF는 1 mg/mL 농도에서

45.0±1.0%를 저해하여 홍삼박 n-hexane 추출물의 저해 효과가

NaF보다 매우 우수하였다. 치아 표면에 부착된 S. mutans는 설

탕을 기질로 점착성의 비수용성 글루칸의 합성 반응을 촉매하

는 GTase를 분비함으로서 생물막이 형성될 수 있도록 한다. 형

성된 생물막은 다른 미생물의 부착과 증식을 가능하게 하므로

충치 발생 초기에 생물막의 형성을 효과적으로 제어하는 것이

중요하다[3,33]. 다양한 식물 추출물이 S. mutans의 생물막 생

성을 저해하는 결과가 보고[33,34]되어 있으나, 홍삼 지용성 추

출물에 대한 연구는 미미하였다. 홍삼박 n-hexane 추출물의 생

물막 저해 활성이 Thomson seedless raisin에서 분리된 oleanolic

acid의 결과(4 μg/mL에서 90% 저해)[31]보다 낮았으나 본 연구

에서 사용한 홍삼박 n-hexane 추출물이 혼합물인 것을 고려하

면 우수한 S. mutans의 생물막 생성 저해활성을 갖는 것으로

판단된다.

GTase 활성 저해

치아 표면에 S. mutans의 부착과 생물막 생성은 설탕을 기질로

불용성 글루칸의 생합성을 촉매하는 S. mutans가 분비하는

GTase가 중요한 역할을 하므로[3,11,35], 홍삼박 n-hexane 추출

물이 S. mutans가 생산하는 GTase 활성에 미치는 영향을 조사

하였다. 그 결과(Fig. 4), 홍삼박 n-hexane 추출물은 12.5 μg/mL

농도에서 71.2±4.84%, 50 μg/mL 농도에서 100% 저해하여 기

존의 솔잎 70% 에탄올 추출물(10 mg/mL에서 99% 저해)[14]과

압출성형 백삼 60% 에탄올 추출물(300 mg/mL에서 93% 저해)

[20]보다 매우 뛰어난 저해활성을 보였다. GTase 활성 저해가

Fig. 4 Inhibitory effects of n-hexane extract of red ginseng marc on the

activity of glucosyltransferase (GTase) from Streptococcue mutans

KCTC 3065. Inset: Inhibitory effects of catechin on the activity of GTase

from Streptococcue mutans KCTC 3065

Fig. 3 Effects of n-hexane extract of red ginseng marc (●) and sodium

fluoride (○) on cell adherence (panel A) and biofilm formation (panel B)
of Streptococcue mutans KCTC 3065 after incubation with different

levels of n-hexane extract of red ginseng marc and sodium fluoride at 37
oC for 20 h. All data were means ± SD (n =3)
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보고되어[3,36] 양성 대조군으로 사용한 catechin은 62.5 μg/mL

이상의 농도에서 약 30%를 저해하여 홍삼박 n-hexane 추출물

이 catechin보다 높은 활성을 나타내었다. 따라서, 홍삼박 n-

hexane 추출물에 의한 S. mutans의 GTase 활성 저해가 S.

mutans의 부착과 생물막 형성을 저해하는 중요한 요인일 것으

로 판단된다. Catechin 등의 폴리페놀 화합물의 충치 예방 효과

는 구강 세균의 생육에 직접 작용하기보다는 주로 GTase의 저

해 효과에 기인하는 것으로[11], 폴리페놀을 함유한 풋사과 열

수 추출물은 S. mutans에 대하여 항균 효과는 관찰되지 않았으

나 GTase의 저해 효과는 관찰되었다[36]. 반대로 계피 95% 에

탄올 추출물은 S. mutans에 대한 항균 효과는 뛰어났으나

GTase 저해 효과는 없었다[6]. 즉, S. mutans에 대한 항균 효과

와 GTase 활성 저해 효과가 일치하지 않는 경우도 있으나, 홍

삼박 n-hexane 추출물은 S. mutans의 생육과 GTase 활성에 공

통적으로 저해 효과가 있어 충치 예방의 소재로 활용이 예상된

다. 향후 저해 활성을 보이는 성분을 동정하는 추가적인 연구

가 필요할 것으로 사료된다.

초 록

본 연구에서는 홍삼의 항충치 효과를 조사하기 위하여 홍삼박

n-hexane 추출물의 충치 원인균 Streptococcus mutans에 대한

항균 효과, 균체 부착과 생물막 생성 저해 효과를 측정하였다.

홍삼박 n-hexane 추출물의 농도에 비례하여 S. mutans의 생육

이 저해되었으며, 125 μg/mL 이상의 농도에서는 거의 관찰되지

않았다(MIC=125 μg/mL). 홍삼박 n-hexane 추출물이 세포막에

작용하여 세포의 핵산 성분이 유출시키는 것으로 나타났다. 그

리고, 홍삼박 n-hexane 추출물은 125 μg/mL 이상의 농도에서

S. mutans의 부착과 생물막 형성을 90% 이상 저해하였다.

GTase 활성은 50 μg/mL 농도에서 완전히 저해되었다. 결론적으

로 홍삼박 n-hexane 추출물은 S. mutans의 생육과 생물막 형성

을 공통적으로 저해하는 것으로 나타났다.
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추출물 · Streptococcus mutans
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