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막투과성 변화로 인한 대황의 Candida albicans에 대한 항진균 활성
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Candida albicans is an opportunistic and the most prevalent fungal pathogen that can cause superficial and systemic 
infections in immunocompromised patients. C. albicans can promote the transition from budding yeast to 
filamentous form, generating biofilms. Infections associated with C. albicans biofilms are frequently resistant to 
conventional antifungal therapy. Therefore, the development of more effective antifungal drugs related with biofilm 
formation is required urgently. The roots of Rheum undulatum have been used for medicinal purposes in Korea and 
China traditionally. The aim of present study was to evaluate the effect of R. undulatum extract upon preformed 
biofilms of 12 clinical C. albicans isolates and the antifungal activities. Its effect on preformed biofilms was 
evaluated using XTT reduction assay, and metabolic activity of all tested strains was reduced significantly (49.4 ±
6.0%) at 0.098 mg/ml R. undulatum. The R. undulatum extract blocked the adhesion of C. albicans biofilms to 
polystyrene surfaces, and damaged the cell membrane integrity of C. albicans which was analyzed by CFDA, AM, 
and propidium iodide double staining. It caused cell lysis which was observed by Confocal laser scanning and phase 
contrast microscope after propidium iodide and neutral red staining, respectively. Membrane permeability was 
changed as evidenced by crystal violet uptake. The data suggest that R. undulatum inhibits biofilm formation by C. 
albicans, which can be associated with the damage of the cell membrane integrity, the changes in the membrane 
permeability and the cell lysis of C. albicans. 
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캔디다증(candidiasis)은 효모의 일종인 Candida 종에 의한 

진균성 감염으로, 표재성 감염인 아구창(oral thrush), 질염

(vaginitis), 기저귀 발진, 식도염과 심부성 감염인 캔디다혈증

(candidemia), 혈관과 위장관 염증으로 발견된다. Candida는 병

원내 감염의 주요 원인균으로서, 침습적 캔디다 감염의 90% 이

상이 C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. 

krusei에 기인하며, 전신적 캔디다증에 의한 사망률은 40% 이상

에 이르는 것으로 보고되어 있다(Pfaller and Diekema, 2007). 

대부분의 캔디다증 환자에서 발견되는 C. albicans는 건강한 사

람의 점막 상재균으로서, 심각한 질환에 걸렸거나 암, 장기이식, 

AIDS 또는 수술 후의 환자처럼 면역력이 약화된 환자의 표재성 

감염과 점막상피를 통한 전신성 혈류감염을 유발하는 기회감염

균이다(Odds et al., 2001). 캔디다의 감염은 종종 항생제 치료 

후에 발생되며, 면역이 약화된 환자에서 빈번하게 발견된다. C. 

albicans는 효모형, 가균사(pseudohyphae), 균사의 세 가지 형태

로 변환할 수 있는 능력이 있으며, 이는 C. albicans의 주요한 독성 

인자로 숙주조직에 부착하고 침입하는데 중요하다. C. albicans

가 의료용 임플란트, 정맥내 카테타, 숙주의 조직과 같은 많은 비

생물적 또는 생물적 표면에 부착하여 바이오필름을 형성하는 능

력 또한 독성요인으로 작용한다(Douglas, 2003; Ramage et al., 

2006). C. albicans의 균사는 바이오필름을 형성하여 집락화를 

이루는 결정적 단계로서 캔디다가 숙주세포의 상피를 통과하는 

것을 돕는 독성요인으로 작용하며 스위칭이 불가능한 효모형이

나 균사형의 C. albicans는 독성이 약한 것으로 보고되어 있다

(Braun and Johnson, 1997; Whiteway and Bachewich, 2007; 

Thompson et al., 2011). 이 밖에도 숙주조직을 분해하는 조직 

특이적 가수분해효소인 aspartyl proteases와 phospholipases를 형
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성하는 능력, 조직 친화도, 집락 형태와 항원발현의 차이를 나타

내는 표현형 스위칭(phenotypic switching) 능력이 독성요인으

로 작용하며, 이들의 협동적 활동이 숙주세포의 다양한 환경이나 

C. albicans를 치료하기 위한 항진균제에 대한 적응에 기여하는 

것으로 보인다(Calderone and Fonzi, 2001; Haynes, 2001). C. 

albicans와 관련된 대부분의 질환에서 바이오필름이 관련되어 

있는 것으로 보고되고 있고, 바이오필름은 Candida의 은신처로 

작용하여 숙주의 면역체계를 회피하고 다른 병원체로부터의 경

쟁적 압박에서도 생존하게 할 수 있게 한다(Blankenship and 

Mitchell, 2006). 특히 C. albicans에 의해 형성된 바이오필름은 

일반적으로 다양한 항진균제에 대한 내성을 나타내기 때문에 통

상적으로 사용하는 항진균제를 지속적으로 사용할 수 없게 하는 어

려움을 가중시키고 있다(Ramage et al., 2005; Shapiro et al., 2011). 

현재 심부 진균증의 치료에 사용되는 항진균제는 작용 메커

니즘에 따라 세포막 기능을 변화시키거나 핵산의 합성을 저해, 

ergosterol 합성을 저해 또는 glucan 합성을 저해하는 네 가지 부

류로 나눌 수 있다(Perea and Patterson, 2002). 지난 수십 년간 

통상적으로 사용된 진균 치료제로는 진균 세포막의 ergosterol에 

결합하여 세포용해를 야기하는 암포테리신 B와 같은 살진균성 

polyene이 있고, 최근에는 azoles 계열의 정진균제가 항진균 치

료제로 널리 사용되고 있다(Oliver et al., 2008). 그러나 azole 계

열 진균제의 반복적이며 광범위한 사용(White et al., 1998)과 

Candida의 환경변화에 대한 뛰어난 적응능력으로 인한 내성 균

주의 출현, 진균의 진핵세포적 특성, 일부 환자에서의 심각한 부

작용으로 캔디다증에 대한 치료는 결코 쉽지 않은 실정이다. 따

라서 독성이 낮고 치료 효과가 좋은 새로운 항진균제의 개발이 

절실하게 요구되고 있다. 최근 미생물과 관련된 질환의 보편적

인 치료를 보완할 대체요법으로 천연물에서 기반한 화합물이 사

람들의 이목을 끌고 있는데, 그 이유는 이들 화합물들이 질병과 

감염에 대한 치료 및 예방을 위해 오랜 역사 동안 민간 요법으로 

널리 사용되어 안전하다고 여겨지기 때문이다(Guarrera, 2005). 

본 연구에서는 한방에서 기원전부터 하제와 소염제로 쓰고 있으

며 여러 가지 처방에 배합하여 사용하고 있는 대황을 연구재료

로 사용하였다(Yu et al., 2008). 한국과 중국에서 자생하는 대황

(Rheum undulatum Linne)은 마디풀과(Polygonaceae)에 속하는 

다년생 초본으로 산골짜기의 습지에서 자라며 6–7년 자란 굵은 

황색의 원뿌리에서 껍질을 제거하여 말린 것을 약용으로 사용하

고 있다. 대황의 주성분은 anthraquinones과 anthraquinone 배당체인 

aloe-emodin, rhein, emodin, chrysophanol로 여러 암세포의 성

장을 억제한다(Huang et al., 2007; Choi et al., 2011). 그러나 항

진균 활성에 대한 집중적인 연구는 보고된 바 없다.

본 논문은 R. undulatum의 에탄올 추출물이 캔디다증 환자들

로부터 분리된 바이오필름 형성 Candida 균주에 대해 우수한 항

바이오필름 능력을 나타내며, CFDA, AM (5-carboxyfluorescein 

diacetate, acetoxymethyl ester)과 propidium iodide 이중 염색, 

neutral red와 propidium iodide으로 각각 염색한 후의 이미지 분

석을 통해 R. undulatum이 C. albicans 세포막을 손상시키고 세

포의 용해를 유발함을 보여주었다. 더불어 R. undulatum에 의해 

C. albicans는 crystal violet에 대한 흡수율이 증가되었다. 따라

서 본 연구의 결과는 R. undulatum의 항바이오필름 활성이 C. 

albicans의 막투과성 변화로 인한 생리적 변화 그리고 세포 용해

와 관련이 있으며 R. undulatum이 새로운 항진균제 개발에 대한 

훌륭한 후보물질의 가능성을 가짐을 시사한다.

재료 및 방법

식물추출물

경북 봉화군에서 자생하는 대황(R. undulatum Linne)의 건조

된 뿌리줄기를 jchanbang.com (Korea)에서 구매하였다. 30 g의 

대황을 600 ml의 95% 에탄올에 담가 24시간 동안 실온에서 추

출한 후 2,000 × g로 20분간 원심분리하여 얻은 상등액을 진공

농축기로 감압, 농축시키고(EYELA, Japan) 동결건조하여 5.25 g 

(수율 17.5%)을 얻었다. 대황의 에탄올 추출물(이하 R. undulatum)

은 100 mg/ml의 농도로 dimethyl sulfoxide (DMSO)에 녹인 후 

0.45 μm filter로 여과하여 사용 전까지 -20℃에 보관하였다.

균주 및 배양

Candida albicans (KCCM 50235, ATCC 18804), C. glabrata 

(KCCM 50044, ATCC 2001), C. tropicalis (KCCM 50075, 

ATCC 750), C. krusei (KCCM 11426, ATCC 32196)는 한국미

생물 보존센터(Korean Culture Center of Microorganisms, 

KCCM)에서 분양받아 사용하였다. 캔디다증 환자로부터 분리

된 12 C. albicans 균주를 바이오필름 실험에 사용하였으며(Park 

et al., 2009), 바이오필름 실험을 제외한 모든 실험에 C. albicans 

ATCC 18804 사용하였다. 모든 균주는 -70℃에 보관하였고 필요

시 YM agar 또는 YM 액체배지에서 계대배양 후 사용하였다. 

최소 억제농도(Minimum Inhibitory Concentration, MIC)

항진균 감수성 검사는 CLSI M27-A3 미량희석법(2008)에 따

라 수행하였으며 MIC는 성장이 현저히 감소되는 가장 낮은 농도

로 결정하였다. MIC는 3회의 분석 중 최소한 2회 일치하거나 3회 

중 가장 높은 값을 채택하였다. 양성 대조군으로 amphotericin B 

(Sigma, USA)를 포함시켰다. 

바이오필름 형성과 R. undulatum의 항바이오필름 활성 측정

바이오필름 활성은 XTT [2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5- 

Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide] 환원분석법

(Ramage et al., 2001)을 변형하여 측정하였다. 캔디다증 환자에

서 분리한 12 C. albicans 균주에 대한 대수기의 배양액을 5% 

glucose가 첨가된 Yeast Nitrogen Base (YNB/Glucose)에 최종 

1 × 107 cells/ml로 희석하였다. Flat-bottomed 96 well plate에 

희석된 C. albicans 배양액을 각각 0.1 ml씩 넣고 37℃에서 3시

간 배양하여 C. albicans가 바이오필름을 형성하게 하였다. 부유 

상태의 C. albicans를 제거하고 0.1 ml의 PBS (Phosphate 

Buffered Saline)와 0.1 ml YNB/Glucose로 각각 1회씩 헹구었

다. 음성 대조군을 포함하여 0.098 또는 0.196 mg/ml의 R. 

undulatum이 포함된 0.2 ml의 YNB/Glucose를 각 well에 넣어 

초기단계 바이오필름에 대한 R. undulatum 추출물의 저해효과
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를 조사하였다. 습도가 유지되는 조건에서 24시간 동안 37°C에

서 배양한 후 바이오필름의 생존력을 XTT 환원분석법에 따라 

측정하였다. XTT로 분석하기 전 부유세포를 PBS로 헹구어 부

착된 biofilm에 대한 생존력을 분석하였으며, 모든 실험은 6개씩 

2회 분석하였다. 데이터는 2회 실험 중의 하나를 나타낸다.

C. albicans의 폴리스티렌 표면 부착에 대한 R. undulatum
의 영향 

대수기의 C. albicans ATCC 18804 배양액을 YNB/Glucose

에 최종 1 × 107 CFU/ml로 희석하였다. Flat-bottomed 96 well 

plate에 0.1 ml의 희석액을 넣고 37℃에서 3시간 동안 배양하여 

C. albicans가 바이오필름을 형성하게 하였다. 부유 상태의 효모

를 조심스럽게 제거하고 음성 대조군을 포함하여 0.098 mg/ml 

R. undulatum이 포함된 0.2 ml의 YNB/Glucose를 각 well에 넣

어 37℃에서 배양하였다. 24시간 후 부유세포를 조심스럽게 제

거하고 0.1 ml PBS로 헹군 후 폴리스티렌 바닥에 부착된 C. 

albicans를 위상차 현미경(Olympus CKX41, Japan)을 통해 분석

하였다(Kim, 2013). 

Time-kill assay

Time-Kill assay는 Klepser (1998)의 방법을 변형하여 사용하

였다. 대수기의 C. albicans ATCC 18804 배양액을 RPMI1640/ 

MOPS (pH 7.0) 배지를 사용하여 2 × 104 CFU/ml로 희석한 후 

대조군을 포함하여 최종 농도 0.098 mg/ml의 R. undulatum을 

넣고 35℃, 200 rpm으로 진탕배양하였다. 정해진 시간마다 0.1 

ml의 배양액을 새 튜브에 옮긴 후 30초 동안 교반하여 출아 직후

의 결합된 효모를 분리하였다. 각 시간별로 A600을 측정하여 세

포의 수를 추정한 후 증류수로 적당히 희석하였다. 희석액 0.1 

ml를 YM agar plate에 도말하여 35℃에서 24시간 배양한 후 집

락의 갯수를 기록하였다. 상대적인 생존률은 대조군에 대한 R. 

undulatum을 넣은 실험군의 백분율이며 데이터는 duplicate로 3

회 이상 분석한 실험 중의 하나로서 평균값을 나타낸다.

CFDA, AM/Propidium iodide 염색 

대수기의 C. albicans를 YM 배지로 최종 농도 2 × 106 

CFU/ml이 되도록 희석한 후 음성 대조군을 포함하여 최종 농도 

0.098 mg/ml의 R. undulatum을 넣어 35℃, 200 rpm으로 3시간 

또는 4시간 동안 진탕배양하였다. 1 ml의 배양액을 12,000 × g

로 1분간 원심분리하여 상등액을 제거한 후 1 ml의 PBS로 세포 

침전물을 녹여 1회 washing하였다. 세포 침전물을 50 μl PBS로 

녹인 후 10 mg/ml CFDA, AM (Molecular probes, USA)과 10 

mg/ml propidium iodide (Sigma)를 각각 1 μl씩 넣어 상온의 어

두운 곳에서 30분간 염색한 후 triple pass filter가 장착된 형광현

미경(Olympus IX51, Japan)을 통해 관찰하였다. 

Confocal Laser Scanning Microscopy

YNB/glucose 배지에서 자란 대수기의 C. albicans를 2 × 106 

CFU/ml이 되도록 희석한 후 음성 대조군과 0.25 μg/ml amphotericin 

B를 넣은 양성 대조군을 포함하여 0.098 mg/ml의 R. undulatum

을 넣어 35℃, 200 rpm으로 4시간 진탕배양하였다. 1 ml의 배양

액을 12,000 × g로 1분간 원심 분리하여 상등액을 제거한 후 1 

ml의 PBS로 완충액을 교환하였다. 세포 침전물을 50 μl PBS로 

현탁한 후 1 μl의 10 mg/ml propidium iodide를 넣어 10분간 염

색한 후 공초점 레이저 현미경(Olympus FluoView 1000, Japan)

을 사용하여 형광 이미지와 DIC (Differential interference 

contrast) 이미지를 얻었다.

Neutral red 염색에 의한 분석

대수기의 C. albicans ATCC 18804 배양액(1 × 106 CFU/ml)

에 0.098 mg/ml의 R. undulatum을 처리한 후 35℃에서 200 rpm

으로 진탕배양하였다. 4시간 후 12,000 × g로 1분간 원심분리하

여 세포 침전물을 회수한 후 1 ml PBS로 완충용액을 교환하였

다. PBS (50 μl)로 세포 침전물을 현탁하고 같은 양의 5 mg/ml 

neutral red를 넣어 10분 후 위상차 현미경(Olympus IX51)으로 

관찰하였다. 

Crystal violet에 의한 막투과성 분석

막투과성 변화에 대한 분석은 Vaara의 방법(1981)을 변형하

여 분석하였다. C. albicans ATCC 18804의 단일 집락을 5 ml의 

YM 액체배지에 접종하여 35℃, 200 rpm으로 16시간 동안 진탕

배양하였다. 12,000 × g로 1분간 원심분리하여 얻은 세포침전물

을 멸균된 0.5% NaCl로 2회 washing하여 완충액을 교환하였다. 

세포 침전물을 1 × 108 CFU/ml이 되도록 같은 용액으로 현탁하

였다. 대조군을 포함하여 0.049, 0.098, 0.196 mg/ml R. 

undulatum을 넣어 35℃, 200 rpm으로 7시간 동안 진탕배양하였

다. 12,000 × g의 속도로 4℃에서 1분간 원심분리하여 얻은 C. 

albicans 세포침전물을 10 mg/ml crystal violet이 포함된 0.5% 

NaCl 용액으로 현탁하여 35℃에서 200 rpm으로 진탕배양하였

다. 10분 후 12,000 × g로 5분간 원심분리하여 얻은 상등액에 대

한 590 nm에서의 흡광도를 microplate reader (Tecan Infinite 

200 Pro, Austria)를 사용하여 측정하였다. Crystal violet 용액의 

A590을 100%로 간주하여 세포의 crystal violet에 대한 흡수율

(%)을 (A590 of the sample/A590 of crystal violet solution)×100

의 공식에 따라 계산하였다. 데이터는 3회 실험중의 하나이며 각 

측정치는 duplicate로 측정한 값의 평균값을 나타낸다.

통계분석

모든 실험은 2회 또는 3회 반복하였으며 통계분석은 t-test로, 두 

그룹간의 차이는 Paired t-test로 Sigma Plot 10.0을 이용하여 분석

하였다. P값이 0.05 미만일 때 통계적으로 유의한 것으로 보았다.

결과 및 고찰

캔디다증의 대표적인 원인이 되는 4가지 Candida 종에 대한 

R. undulatum 에탄올 추출물의 항진균 활성을 CLSI M27-A3 미

량희석법에 따라 분석하였다(Table 1). R. undulatum의 C. 

albicans ATCC 18804에 대한 MIC는 0.098 mg/ml이었고, 분석

에 이용한 표준 균주 C. glabrata ATCC 2001, C. kruse ATCC 
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C. albicans strains
Concentration of R. undulatum (mg/ml)

0.098 0.196
Inhibition of biofilm formation (%)

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12

74.6 ± 1.6**
43.9 ± 6.8**
70.1 ± 2.5**
58.4 ± 1.4**
53.9 ± 3.6*
42.0 ± 2.0*
74.4 ± 1.1**
21.7 ± 2.9**
50.8 ± 4.1**
30.9 ± 4.1**
73.4 ± 1.5**
46.2 ± 1.9**

74.9 ± 1.5**
64.8 ± 3.0**
76.1 ± 1.5**
59.7 ± 1.5**
54.1 ± 1.8*
46.7 ± 4.0*

78.9 ± 0.7**
26.9 ± 4.9*

60.0 ± 2.0**
40.3 ± 3.1**
74.7 ± 1.3**
50.5 ± 1.8**

Mean 49.4 ± 6.0 63.2 ± 6.5

Table 2. Relative inhibition (mean ± standard deviation) of biofilm 
formation in 12 clinical isolates of C. albicans after treating with the 
R. undulatum extract. Metabolic activity was assessed using the 
XTT assay measuring the absorbance at 492 nm. Relative inhibition 
of biofilm formation was calculated as 100×(1-A492 with R. 
undulatum/A492 without R. undulatum). * P ≤ 0.05, ** P ≤ 0.01.

Fig. 1. Effect of R. undulatum on C. albicans adhesion. C. albicans
biofilms formed on polystyrene surfaces for 3 h were incubated 
without (A) and with 0.098 mg/ml R. undulatum (B). The 
non-adhered cells were washed in 24 h and microscopic images of 
the adhered cells are shown (×400).

Candida species
MIC

R. undulatum 
(mg/ml)

Amphotericin B 
(μg/ml)

C. albicans ATCC 18804 0.098 0.25

C. glabrata ATCC 2001 0.098 0.13

C. krusei ATCC 750 0.098 0.25

C. tropicalis ATCC 32196 0.196 0.13

Table 1. Minimum inhibition concentrations (MICs) of the R. 
undulatum ethanol extract against Candida spp. 

750에 대한 MIC도 0.098 mg/ml를 나타냈다. C. tropicalis 

ATCC 32196에 대한 R. undulatum의 MIC는 다른 Candida 종

에 비해 높은 0.196 mg/ml를 나타냈다. 정제된 Amphotericin B

의 MIC와 비교한다면 R. undulatum 에탄올 추출물의 Candida 

종에 대한 MIC는 약 400배 높은 값을 나타냈으나, 8종류 식물에

서 추출한 물질의 C. albicans와 Aspergillus niger에 대한 MIC

가 0.5–0.9 mg/ml (Mathur et al., 2011)이고, 23종류 약초의 C. 

albicans, C. glabrata, C. guilliermondii, C. krusei, C. parapsilosis, 

C. tropicalis에 대한 MIC가 0.1–0.5 mg/ml (Rukayadi et al., 

2008)인 것과 비교한다면, R. undulatum은 상당히 우수한 항진

균 활성을 가지는 것으로 판단된다. 다음에 계속된 모든 실험에

서는 C. albicans ATCC 18804에 대한 R. undulatum의 MIC인 

0.098 mg/ml을 적용하였다.

바이오필름이란 세포들이 생물체나 비생물적 표면에 부착된 

미생물 집단으로 이들은 종종 DNA, 단백질 또는 당으로 조성된 

세포외 중합물질(EPS, extracellular polymeric substance)에 묻

혀 있다. C. albicans 바이오필름의 형성단계는 초기(약 0–11시

간), 중기(약 12–30시간), 성숙기(약 38–72시간)로 나눌 수 있고, 

효모형 C. albicans를 3시간 배양한 후에는 바이오필름의 초기

단계인 미세집락(microcolony)으로 관찰된다(Chandra et al., 

2001; Ramage et al., 2001). 본 실험의 바이오필름에 사용된 C. 

albicans 임상균주는 캔디다증 환자로부터 분리된 바이오필름을 

형성하는 비율이 높은 고바이오필름 균주로서, 이들에 의해 형

성된 초기단계 바이오필름에 R. undulatum을 처리한 후 이들이 

24시간 동안 형성하는 바이오필름의 양을 대조군과 비교하여 

XTT 환원분석법으로 측정하였다. XTT 환원분석법은 살아있는 

세포의 미토콘드리아의 탈수소효소가 XTT tetrazolium을 주황

색의 환원형 formazan으로 변환시키는 양을 490 nm에서의 흡

광도(A490)로 측정하는 방법이다(Hawser, 1996). 12종의 C. 

albicans 바이오필름 형성 균주들이 3시간 동안 형성한 바이오

필름에 0.098 mg/ml과 0.196 mg/ml R. undulatum에 24시간 노

출시킨 후 부착된 C. albicans 바이오필름의 대사활성도를 측정

해보니 각각 평균 49.4 ± 6.0%와 63.2 ± 6.5%의 대사활성도가 

감소되었고, Paired t-test로 분석한 대조군과의 차이는 모든 균

주에서 95% 또는 99% 수준에서 유의성을 나타냈다(Table 2). 

따라서 R. undulatum은 C. albicans의 바이오필름 형성을 상당

히 억제하는 물질을 포함하고 있음을 알 수 있다.

R. undulatum이 C. albicans의 폴리스티렌 표면 부착에 미치

는 영향을 알아보기 위해 3시간 동안 형성된 C. albicans 바이오

필름에 0.098 mg/ml R. undulatum을 처리한지 24시간 후에 폴

리스티렌 표면에 부착된 C. albicans 세포들의 양상을 위상차 현

미경을 통해 분석하였다(Fig. 1). Fig. 1B에 보여지는 바와 같이 

24시간 동안 R. undulatum에 노출된 바이오필름의 경우 부착된 

세포들의 상대적 비율이 현저하게 낮은 것을 확인할 수 있고 

Table 2에서 나타난 결과와 상당히 일치하는 것을 알 수 있다.

R. undulatum을 넣고 배양한 C. albicans의 시간대별로 생존한 

개체를 colony count법으로 분석하였다(Fig. 2). 9시간 동안 R. 

undulatum에 노출된 C. albicans의 생존률은 29.4 ± 3.3%이었고, 

22시간 후의 생존률은 19.5 ± 1.6%로 0.098 mg/ml R. undulatum

은 C. albicans에 대해 24시간 후 생존률이 99.9% 미만인 정진균 

활성(fungistatic activity)을 나타냈다(Klepser et al., 1998). 

R. undulatum이 C. albicans 세포에 미치는 효과를 관찰하기 

위해 3시간 동안 R. undulatum에 노출된 C. albicans를 CFDA, 

AM과 propidium iodide를 동시에 염색시켜 triple-band pass 
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Fig. 4. Membrane-damaged C. albicans cells revealed by the 
propidium iodide staining. C. albicans cells were incubated for 4 h 
in the absence (A) and presence of (B) amphotericin B (0.25 μg/ml) 
or (C) R. undulatum (0.098 mg/ml), and fluorescence (red, left 
panel) and the merged images of fluorescence and DIC (gray) 
micrographs (right panel) are shown.
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Fig. 2. Relative viability of C. albicans after treating with R. 
undulatum. C. albicans cells (2 × 104 CFU/ml) were incubated with 
shaking at 35℃ in the absence and the presence of 0.098 mg/ml R. 
undulatum, and a colony count assay was used to determine the 
relative viability of C. albicans. Error bars represent standard 
deviation (n=2).

Fig. 3. CFDA, AM and propidium iodide double staining. C. 
albicans cells (2 × 104 CFU/ml) were incubated with shaking at 35℃
in the absence (A) and the presence of 0.098 mg/ml R. undulatum for 
3 h (B) or 4 h (C). Microscopic images of C. albicans cells stained 
with CFDA, AM (green) and propidium iodide (red) were viewed by 
fluorescence microscope with triple-band pass fluorescence filters. 
Aggregates of propidium iodide-stained DNA and RNA are shown as 
indicated by a yellow arrow. Scale bar, 10 μm. 

filter가 장착된 형광현미경을 통해 관찰하였다. CFDA, AM은 

세포막의 완전성(integrity)에 대한 지표(indicator)로서 세포막

을 통과할 수 있는 esterase의 기질이다. 세포내의 비특이적인 

esterase에 의해 CFDA, AM의 diacetate group이 분해되면서 극

성의 CF (5-carboxyfluorescein)를 형성하고 이는 초록색의 형광

을 발한다. 세포막에 손상이 있는 경우 극성 물질인 CF는 세포막

을 통과하여 세포밖으로 쉽게 나올 수 있다. Propidium iodide는 

세포막이 손상되거나 기능을 발휘하지 못하는 경우에 세포막을 

통과하여 세포내의 DNA나 RNA에 삽입되므로 죽은 세포는 붉

은 색의 형광을 띤다(Edidin, 1970; Krishan, 1975). 그러므로 

CFDA, AM과 propidium iodide의 이중 염색법은 세포막이 손

상되지 않고 살아있는 초록색의 세포와 세포막이 손상되어 죽은 

붉은 색의 세포를 구분하는 방법으로 이용되고 있다. Fig. 3A에 

보여지는 바와 같이 대조군은 세포질 전체에서 밝은 초록색의 

형광을 발하여 이들이 살아 있는 건강한 세포들임을 나타냈다. 

그러나 R. undulatum을 처리한 실험군(Fig. 4B)에서는 propidium 

iodide가 결합하여 붉은 색의 형광을 발하는 세포가 많이 발견되

었고 초록색의 세포는 대조군의 세포들보다 형광의 양이 적은 

경우가 많았다. 24시간 동안 R. undulatum에 노출된 C. albicans

의 경우 대부분 희미한 초록색의 형광을 띠는 것으로 관찰되었

다(자료 미제시). 이는 R. undulatum에 의한 C. albicans 세포막

의 손상으로 세포내의 어떤 성분의 유출되어 esterase가 활동하

는 세포내 환경의 변화로 인해 esterase의 활성이 최대로 나타나

지 못했거나, 세포막이 부분적 또는 완전한 용해(lysis)로 

esterase가 세포밖으로 유출되어 CFDA, AM이 CF로 변환되는 

양이 감소하였기 때문으로 생각된다. R. undulatum을 4시간 처

리한 실험군의 경우 붉은 색을 띠며 죽은 C. albicans의 비율이 

오히려 감소한 것처럼 나타났고, propidium idodide로 염색된 붉

은 색의 cell debris가 응집된 것처럼 보이는 큰 덩어리가 화살표

로 표시한 것처럼 군데 군데 관찰되었다(Fig. 3C). 이는 세포막

에 손상을 입어 세포 내의 propidium iodide로 염색된 DNA나 

RNA가 세포의 용해를 동반한 세포의 죽음으로 유출되어 관찰

되는 현상으로 여겨진다.

R. undulatum에 의한 세포막의 손상 효과를 propidium iodide

로 염색한 후 공초점 레이저 현미경으로 관찰하였고, amphotericin 

B에 의한 세포막 손상효과와 비교하였다. Fig. 4B에 보여지는 

바와 같이 amphotericin B에 의해 붉은 형광을 발하는 C. albicans 

세포들을 관찰할 수 있으나, R. undulatum을 처리한 C. albicans
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Fig. 5. Neutral red staining. C. albicans cells (2 × 104 CFU/ml) 
were incubated with shaking at 35℃ without (A) and with 0.098 
mg/ml R. undulatum for 4 h. Microscopic images of C. albicans
viewed by contrast microscope are shown. Scale bar, 10 μm. 
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Fig. 6. Uptake of crystal violet by C. albicans treated with R. 
undulatum. C. albicans cells (1 × 108 CFU/ml were incubated in the 
absence and the presence of 0.049, 0.098, and 0.196 mg/ml R. 
undulatum at 35℃ for 7 h and harvested. At zero time, 0.5% NaCl 
containing 10 mg/ml crystal violet was added to the C. albicans
cells and incubated at 37℃ for 10 min, and the crystal violet uptake 
(%) was measured as described in ‘Materials and Methods’.

는 붉게 염색된 세포내 DNA나 RNA가 세포의 용해로 주변에 

흩어져 있는 것을 관찰할 수 있다(Fig. 4C).

Neutral red는 산성의 pH에서 붉은 색을 띠는 지시약으로, 세

포막을 쉽게 통과한 후 산성 세포소기관인 lysosome 또는 vacuole

로 들어간다. Vacuole 내 산성환경에서 neutral red (NR)는 H+와 

결합하여 NRH+의 형태가 되고 이는 인지질 이중층의 vacuole 

막을 통과하기 어려워 vacuole만 붉게 염색된다(Ehara, 1996). 

건강한 lysosome은 neutral red를 보유할 수 있으나 lysosome에 

손상이 있는 경우 neutral red가 방출될 수 있고 이는 세포의 죽

음을 나타내므로 neutral red는 살아 있는 세포를 염색하는 생체

염색법으로 이용된다(Viarengo et al., 2007). Fig. 5A의 건강한 

C. albicans 세포들은 vacuole 또는 lysosome이 붉은 색으로 염

색되었지만, 4시간 동안 R. undulatum에 노출된 C. albicans 세포

들은 붉은 vacuole과 함께 세포질도 비교적 붉게 염색이 되었다. 

이 밖에도 세포막이 용해되어 흩어진 cell debris와 세포막, 핵산 

등이 응집된 덩어리들이 관찰되었다. 세포질이 붉게 염색이 된 

것은 세포가 R. undulatum에 노출되면서 vacuole 막의 이온 

pump나 수송체(transporter)의 이상으로 vacuole내의 NRH+가 

세포질로 유출되었거나, 세포막 또는 vacuole에 있는 이온 pump

의 손상으로 인한 H+의 축적으로 인해 세포질의 환경이 약산성

이나 산성으로 되면서, 세포질에 있는 NR과 결합했을 가능성을 

보여준다. 따라서 이러한 세포질내 환경과 세포의 용해가 관련

이 있을 것으로 추정된다.

R. undulatum에 의해 야기되는 C. albicans의 용해가 세포막

의 투과성 변화와 관련이 있는지 알아보기 위해 0.5x MIC, 1x 

MIC, 2x MIC의 R. undulatum에 7시간 동안 노출된 C. albicans

를 0.5% NaCl로 완충액을 바꾼 후 막의 투과성에 대한 변화를 

crystal violet의 흡수율로 비교하였다. Fig. 6에 보여지는 바와 

같이 R. undulatum을 처리하지 않은 대조군의 경우 약 24%의 

crystal violet을 흡수하였다. 이는 crystal violet이 비특이적으로 

C. albicans의 세포벽이나 세포막에 결합하였기 때문일 것으로 

보여진다. 2x MIC R. undultum을 처리한 경우 37%의 crystal 

violet에 대한 흡수율을 나타내면서 대조군과 비교할 때 약 14%

의 차이를 관찰할 수 있었고 3회의 실험에서 일관성 있는 결과를 

나타냈다. 이는 R. undulatum에 의해 C. albicans 세포막의 투과

성에 변화가 있음을 보여준다. Amphotericin B는 세포막의 주성

분인 ergosterol에 소수성 상호작용으로 결합하고 세포막의 구조

적 재배열을 유도하여 막채널 또는 구멍을 형성하며, K+의 누출

이 C. albicans의 죽음과 관계가 있다(Beggs, 1994). H+나 OH-

를 포함한 작은 양이온과 음이온을 통과시킬 수 있는 막의 구멍

을 형성하여 염의 통과로 인한 세포내 pH의 증가와 이에 따른 삼

투압 증가가 세포막을 손상시켜 세포를 죽음에 이르게 한다

(Cohen, 1998). R. undulatum의 세포막 투과성의 변화와 세포의 

용해는 amphotericin B에서 보여지는 바와 같이 세포막에 존재

하는 이온 채널이나 수송체 등의 변화로 세포내 pH나 환경의 변

화가 C. albicans의 용해를 동반한 죽음을 유발시키는 것으로 추

정된다. 특히 R. undulatum을 처리한 C. albicans 세포들 중 군

데 군데 정상세포보다 두 배 정도로 부풀어 커다란 세포들과 바

닥에 부착되어 있지 않고 떠있는 세포들이 많이 관찰이 되는데, 

이는 삼투의 변화와 관련된 요인으로 세포형태의 변화에 따른 

부착성의 변화, 이어서 세포용해가 야기되는 것으로 추정된다. 

즉 이러한 세포내의 생리적 또는 형태적 변화가 캔디다의 바이

오필름 형성을 억제하는 데 기여하는 중요한 요인으로 작용할 것

으로 보인다.

그러므로 제한된 항진균제를 사용하는 현 시점에서 바이오필

름을 제거할 수 있는 효과적인 항진균제의 개발이 절실하게 필요

한 실정이다. 본 실험의 결과에서 R. undulatum은 비교적 낮은 농

도(0.096 mg/ml)에서 세포막의 투과성 변화를 동반한 세포막의 

손상과 세포의 용해로 바이오필름 형성을 억제하는 유효 성분을 

함유하고 있음을 보여준다. 따라서 R. undulatum은 천연물에 기

반한 새로운 항진균제 개발에 대한 좋은 후보물질임을 나타낸다. 

적 요

Candida albicans는 면역력이 약화된 환자의 표재성에서 전



366  Lee and Kim

신적 감염까지 다양한 부위에서 감염을 유발시킬 수 있는 기회

감염적 병원성 진균이다. C. albicans는 효모형에서 균사형으로 

변환될 수 있으며 이 때 바이오필름을 형성할 수 있다. 바이오필

름과 관련된 C. albicans의 감염은 일반적으로 통상적인 항진균

제에 대해 내성을 보이므로 새로운 항진균제에 대한 개발이 절

실하다. 대황(Rheum undulatum)은 전통적으로 한국과 중국에

서 하제나 소염제로 사용되는 약용 식물이다. 본 연구의 목적은 

R. undulatum이 캔디다증 환자로부터 분리한 C. albicans 바이

오필름 형성 균주에 대한 바이오필름 형성 억제효과와 이에 대

한 항진균 활성 기작을 알아보는 것이다. R. undulatum (0.098 

mg/ml)은 12종의 바이오필름 형성 임상균주의 캔디다 바이오필

름을 49.4 ± 6.0% 감소시켰고 C. albicans의 폴리스티렌 표면으

로의 부착을 억제시켰다. CFDA, AM과 propidium iodide로 이

중 염색한 결과 R. undulatum은 C. albicans의 세포막을 손상시

켰으며 propidium iodide와 neutral red로 염색하여 공초점 레이

저 현미경과 위상차 현미경으로 관찰한 결과 C. albicans의 세포 

용해를 야기함을 관찰할 수 있었다. Crystal violet 흡수율 실험

으로 R. undulatum에 의한 세포막 투과성의 변화를 관찰하였다. 

따라서 R. undulatum은 세포막의 손상과 세포막의 투과성 변화

로 야기된 세포의 용해와 관련된 항진균 활성이 C. albicans의 

바이오필름 형성을 억제하는 것으로 보여진다. 본 연구의 결과

는 R. undulatum이 바이오필름과 관련된 캔디다의 감염을 치료

하고 제거하기 위한 천연물 기반 항진균제 개발에 대한 좋은 후

보물질임을 보여준다.
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