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메티실린-내성 포도상구균에 대하여 EDTA 및 Sodium Azide 병용에 

의한 우스닌산 약효증대
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Abstract − Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus(MRSA) is a multidrug-resistant(MDR) strain. (+)-Usnic acid(UA) is

uniquely found in lichens, and is especially abundant in genera such as Usnea and Cladonia. UA has antimicrobial activity

against human and plant pathogens. Therefore, UA may be a good antibacterial drug candidate for clinical development. In

search of a natural products capable of inhibiting this multidrug-resistant bacteria, we have investigated the antimicrobial activ-

ity of UA against 17 different strains of the bacterium. In this study, the effects of a combination of UA and permeable agents

against MRSA were investigated. For the measurement of cell wall permeability, UA with concentration of Ethylenedi-

aminetetraacetic acid(EDTA) was used. In the other hand, Sodium azide(NaN
3
) was used as inhibitors of ATPase. Against the

17 strains, the minimum inhibitory concentrations(MICs) of UA were in the range of 7.81–31.25 µg/ml. EDTA or NaN
3
 coop-

eration against MRSA showed synergistic activity on cell wall. UA and in combination with EDTA and NaN
3
 could lead to

the development of new combination antibiotics against MRSA infection.
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지의류(Lichens)는 세계적으로 22,000에서 23,000종이 분

포하고 있는 진핵생물중 하나로 “곰팡이(fungi)와 광합성을

하며 공생관계를 유지하고 있는 연합 생명체이며, 지의체

(Thallus)라는 특별한 구조를 가진 안정된 생장체를 형성하

는 것”이라 정의된다.
1)

 지의류는 지구상 모든 기후대에서

자라며, 중약대사전 등의 한약서에는 장송라(長松蘿) 또는

진송라(眞松蘿, Usnea Longissima Ach.), 파화송라(破莖松

蘿, Usnea diffracta Vaun.), 송석예(松石 , Cladonia fallax

Abbayes), 작아석예(雀兒石 , Cladonia alpestris(L.)Rabht.)

등이 있으며, 송석예 및 작아석예는 한약명으로 금쇄파(金

刷把), 장송라 및 파화송라는 송라(松蘿)로 기록되어 있다.
2)

더욱이 장송라는 식물명으로 소나무겨우살이, 다른 한약명으

로는 진송라(眞松蘿)로도 불리며 동의보감(東醫寶鑑)에 파결

산(破結散) 및 해조산견환(海藻散堅丸) 등의 재료로 사용되

었고, 파결산과 함께 수세보원(壽世保元)의 소영탕(消 湯)

은 영류( 瘤)를 치료하는 처방으로 현대의학적으로는 갑

상선 질환을 치료하는 처방으로 알려져 있다.
3)

 이처럼 예로

부터 약용, 식용, 장식용 재료로서 여러 문화권에서 널리 이

용되고 있는 지의류는 대부분 자낭균류(ascomycetes)에 속

하며, 곰팡이와 함께 광합성을 통하여 먹이를 생산할 수 있
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는 독립영양체인 단세포 조류(algae, photobionts)가 공생관

계를 유지하고 있다.
1,4,5)

 한반도에 분포하고 있는 지의류는

총 510종으로 지의류에서 생성되는 여러 대사산물 중 우스

닌산(usnic acid; UA)과 같은 tannin 성분들은 항균, 항히스

타민, 항바이러스 작용이 매우 우수한 천연물질로 이러한

화합물의 대부분은 지의류만이 가지고 있으며, Thielavia

microspora와 Cryptosporiopsis diversispora와 같은 지의류

내생 곰팡이가 주로 합성하는 것으로 알려지고 있다.
4,6-8) 
최

근 미국 농무부 농업연구소(ARS)에서는 UA가 carotinoid

합성을 억제함으로서 새로운 천연물기반 산업소재로서 가

능성을 제시하였으며, 다양한 생리활성을 지니면서도 신규

성과 희귀성이 높은 물질들을 탐색하기 위하여 미국, 일본

등 선진국을 중심으로 활발한 연구가 진행 중이다.
1,5,9-12)

 따

라서 본 연구에서는 UA의 난치성질환치료제로서의 가능성

을 평가하고자 슈퍼박테리아로 불리는 다재약제내성균인 메

티실린-내성 황색포도상구균(Methicillin-resistant Staphylo-

coccus aureus; MRSA)에 membrane-permeabilizing agent

및 ATPase inhibitor를 처리하여 항균작용의 작용기전을 확

인하였다. 

MRSA는 황색포도상구균(Staphylococcus aureus; S.

aureus)의 감염에 대하여 methcillin 외에도 cephalosporin,

ampicillin, nafcillin 등과 같은 베타락탐(β-lactam)계열의 항

생제를 비롯한 거의 모든 항생제에 내성을 가지고 있으므

로 현재 거의 모든 항생제에는 치료가 되지 않으며, 감염 후

사망률이 높은 슈퍼박테리아로 진화하였다.
13,14)

 황색포도상

구균은 내성발생이전에도 널리 알려진 식중독균 중의 하나

이고 penicillin 발견의 단서가 된 세균으로 건강한 사람이

나 가축의 피부와 비강표면에 일반적으로 존재하였으며 오

래전부터 감염을 일으키는 병원체로서 중요성이 인식되어

왔다.
13,15) 
황색포도상구균과 같은 일부 세균은 항생제 등의

화학물질에 노출되면 효소에 의한 항생제 불활성화, 표적

물질의 변화, 세포막 항생제 투과성의 변화와 세포 외부로

의 항생제 유출 등의 다양하고 복합적인 방어기전으로 화

학물질에 의한 내성이 증가되지만 항생제의 적정 사용은 수

술 후 감염 발생을 예방하고 감소시킨다고 알려져 있다.
14,16)

수술부위감염(surgical site infection; SSI)은 모든 병원감염

환자의 14-16%로 3번째를 차지하고 있으며, 외상 및 수술

환자에서 MRSA 감염은 재수술, 임상경과 악화, 재원일수

연장 및 치료비 증가 등의 중요한 문제를 유발시킨다.
16,17)

따라서 효과적인 항생제의 개발과 함께 기존 항생제의 적

절한 활용과 내성을 최소화하는 노력이 세계 각국에서 진

행되고 있으며, 이와 관련하여 천연물에서 항균활성을 가지

거나 증강시키는 새로운 소재의 개발이 시급히 요구되고 있

으므로, 본 연구에서는 UA를 이용하여 안전한 식의약소재

로 개발하기 위한 기초자료를 확보하고자 하였다.
18)

재료 및 방법

시약 및 항생제 −실험에 사용된 UA, minocycline, 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide(MTT),

dimethyl sulfoxide(DMSO), sodium azide(NaN3), ethylenedi-

aminetetraacetic acid(EDTA)는 Sigma Aldrich(St. Louis,

MO, USA)에서, 균주의 배양에 사용된 Mueller-Hinton (MH)

broth 및 MH agar는 Difco Laboratories (Baltimore, MD,

USA), phosphate buffered saline(PBS)은 Gibco-BRL(Grand

Island, NY, USA)에서 상업적으로 구입되었다(Fig. 1).

균주 및 배양 −실험에 사용된 황색포도상구균은 총 17종

을 사용하였으며, 표준균주로서 내성을 보유한 MRSA균주인

ATCC 33591 및 내성이 없는 MSSA(Methicillin-susceptible

Staphylococcus aureus; MSSA) 균주인 ATCC 25923을

ATCC(American Type Culture Collection, Manassas, VA,

USA)에서 구입하였고, 나머지 15종은 원광대학교 병원(Iksan,

Korea)에서 MRSA 보균자 15명으로부터 각각 분리하여 임

상균주로 사용하였다. 모든 세균은 10% DMSO를 이용하

여 –70
o
C에 보관하였다가, 실험 전 3회 계대배양을 거쳐 사

용하였다.

항균효과 측정(Disc Diffusion Method) −항균효과는 디

스크 확산법(Disc diffusion method)에 의하여 억제환

(Inhibition zone)으로서 측정하였다.
20)

 실험 전, 모든 균주는

37
o
C incubator에서 24시간 배양하였으며 MH agar는 고압

멸균하여 petri dish에 굳혀 사용하였다. 항균효과를 측정할

UA는 DMSO(diluted using MH broth; v/v)를 이용하여 희

석하여 냉장 보관하여 사용하였고 MRSA 및 MSSA 접종

물은 0.5 McFarland standard(approximately 1.5×10
8
 colony-

forming units(CFU)/ml)로 조정하였으며, 최종적으로 약 1.5

×10
6
 CFU/spot이 되도록 희석하여 도말하였다. 다음으로 멸

균 된 paper disc(6 mm)에 UA를 각각 10 μg 및 100 μg이

되도록 주입하여 완전히 흡수시킨 후 37
o
C incubator에서

24시간 배양하여 paper disc의 주위에 형성된 inhibition zone

의 직경(mm)을 측정하였다.

Fig. 1. Chemical structure of (+)-Usnic acid (UA).
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최소억제농도(Minimum Inhibition Concentrations,

MICs) 측정 − Clinical and Laboratory Standards Institute

guidelines에 기술된 broth microdilution method에 따라

MICs를 측정하였다. MICs를 측정할 UA는 DMSO(diluted

using MH broth; v/v)를 이용하여 희석하였고 MH broth에

연속 2배 희석으로 96well-plates에 준비하였다. MRSA 및

MSSA 접종물은 0.5 McFarland standard(approximately 1.5

×10
8
 colony-forming units(CFU)/ml)로 조정하였으며, 최종

적으로 약 1.5×10
6
 CFU/spot이 되도록 희석하였다. 또한

37
o
C incubator에서 24시간 배양한 후, 5 mg/ml의 MTT 시

약(diluted using PBS; v/v)을 20 μL 씩 첨가하여 30분간 다

시 배양시켰다. 그리고 노란색이 진보라색으로 변화되어

MRSA 및 MSSA의 성장이 억제되지 않는 농도를 확인하

였고, 노란색으로 성장이 억제되는 가장 낮은 농도로서 정

의하였다.

MRSA에 대한 세포막 투과성 및 ATPase 억제 측정 −

UA의 항균활성이 membrane 투과성의 변형과 ATPase 억제

에 어느 정도 연관성이 있는지 보기위해 membrane 투과성

을 증진시키는 약물인 EDTA과 ATPase inhibitor로 사용되

는 NaN3를 각각 UA와 병용하여 37
o
C incubator에서 24시

간 이후 박테리아의 억제정도를 관찰하였다. UA, EDTA 및

NaN3의 농도는 OD 600 nm를 이용하여 MRSA의 성장을

완전히 억제하지 않는 수준에서 결정하였다. 

통계처리 −모든 실험결과는 유의성 검정은 평균 및 표준

편차로 표시하였으며, SPSS(Statistical package for Social

Sciences, SPSS Inc., Chicago, IL, USA)의 one-way ANOVA

(Dunnett’s multiple comparison test)를 활용하여 5% 유의수

준에서 비교 및 검정을 실시하였다. 

결과 및 고찰

Disc Diffusion Test −기존 항생제 등의 항균물질은 세

포벽합성 억제 및 파괴, 단백질 합성 억제, 대사억제 등의

기전으로 박테리아의 성장을 억제한다.
20)

 그러나 이러한 항

균물질의 작용에 대하여 MRSA는 항생물질 분해효소 및 세

포외 배출 등의 내성기전으로 저항성을 발달시켰으며, 오늘

날 세계는 새로운 항생제의 개발을 시급히 요구하고 있다.

전통적으로 지혈 및 상처치료 등에 사용된 약용식물에 대

하여 문헌검색을 실시하여 후보자원을 선발하고, Disc

diffusion test를 통하여 항균활성을 스크리닝 하였다. 따라

서 후보자원 중에서 항균활성이 뛰어난 UA를 선발하여, 표

준 균주 2종 및 임상균주 15종에 대하여 UA의 항균효과를

억제환으로서 측정하였다. 평가되었던 균주에 대하여 억제

환의 평균치는 12-20 mm로 평가되었으며 UA를 각각 10 μg

및 100 μg이 되도록 주입한 결과, 실험한 모든 균주에서 항

균효과가 확인되었다(Table I).

최소억제농도(Minimum Inhibition Concentrations,

MICs) − MIC는 항균력을 측정하는 가장 기초적인 지표로

시험관내 세균 감수성 검사(in vitro sensitivity test)에서 미

생물의 번식을 억제할 수 있는 항생제의 최저농도로 정의

된다.
21)

 따라서 최소억제농도는 배양된 세균의 증식을 억제

할 수 있는 항균제의 가장 낮은 농도이며, 최소억제농도 측

정은 감염 원인균에 대한 치료효과가 높은 항균제를 선택

하는 항균제감수성검사 기준이라 할 수 있다. 

MICs test를 이용하여 측정된 최소억제농도는 총 15개의

포도상구균에 대하여 UA는 7.81-31.25 μg/ml로 평가되었으

며, minocycline 역시 동일하게 7.81-31.25 μg/ml로 평가되

었다. Minocycline은 tetracylines계의 2세대 항생제로서 박

테리아의 단백합성 및 산화물 대사저해, 대사에 필요한 Ca
2+

의 킬레이트가 작용기전으로 본 연구에서는 대조군으로 사

용되었다.
22)

 표준 MSSA 균주에서는 UA 및 minocycline 각

각 15.62 μg/ml 및 31.25 μg/ml로 평가되었다(Table II).

Membrane 투과성에 대한 UA와 Membrane-permea-

bilizing Agent의 병용효과 −Membrane-permeabilizing agent

와 UA의 병용을 통하여 membrane 투과성강화 여부를 측

정하기 위하여 UA를 MIC 농도의 1/4인 3.9 μg/ml로 처리

하고 EDTA 0.09 mM을 병용하였을 때의 membrane에 대한

UA의 효과를 확인하였다. 또한 UA의 항균효과가 membrane

Table I. The disc diffusion test of usnic acid against S.

aureus

S. aureus strains
Inhibition zone (mm)

10 µg 100 µg

MRSA ATCC 33591 12 16

MSSA ATCC 25923 13 17

Clinical isolates KWMrI 1
1)

17 20

KWMrI 2 13 15

KWMrI 3 15 17

KWMrI 4 13 15

KWMrI 5 12 13

KWMrI 6 13 13

KWMrI 7 13 15

KWMrI 8 13 15

KWMrI 9 17 17

KWMrI 10 13 15

KWMrI 11 15 17

KWMrI 12 12 15

KWMrI 13 13 17

KWMrI 14 15 17

KWMrI 15 14 15
1)

KWMrI indicates staphylococcal strains from the Department
of Plastic. Surgery, Wonkwang University Hospital.
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에 작용하는 것을 확인하였다.

EDTA는 매우 제한적이기는 하나 생리식염수보다 우수한

항균효과를 나타내고 킬레이션을 통해 황색포도상구균 등

의 biofilm과 membrane을 제거할 수 있다.
23)

 특히 대장균과

살모넬라와 같은 Gram-negative균에 대한 항균효과는 외부

membrane의 붕괴에 의한 내부 membrane에 접근을 하지 않

는 한 쉽게 억제되지 않는다.
24)

 따라서 Permeabilizing agents

의 병용을 통하여 항균성 약제의 활동을 강화할 수 있으며,

항균성 약제의 사용을 줄이면서 활성을 유지할 수 있으므

로, 의학계에서는 근관치료에 탈회를 위한 EDTA의 보조적

사용이 추천되고 있다.
23,25)

 또한 EDTA는 박테리아의 세포

벽에 위치하는 양이온-결합 위치(cation-binding sites)에서

Ca
2+
과 Mg

2+
 등의 2가 이온 chelator로 작용하지만 내부로

는 투과하지 못하며, 처리된 EDTA는 membrane에 존재하

는 Ca
2+

 channel이나 pump에 작용하였거나 어떤 영향을 줌

으로써 Ca
2+

 signal transduction을 유도할 수 있다.
26,27)

 이전

의 연구에서도, 분방기에서 분리되는 천연 Ca
2+

 channel

blocker인 tetrandrine, EDTA 및 NaN3 등의 membrane-

permeabilizing agent 및 ATPase inhibitor를 이용하여 세포

막 투과성 증가 및 energy 대사저해를 확인하였다
28)

(Fig. 2). 

Energy 대사저해에 대한 UA와 ATPase-inhibitor의 병

용효과 − ATPase(EC 3.6.1.3.)는 ADP와 인산이온(Pi)으로부

터 ATP를 합성하는 효소(F0F1-ATPase)인 ATP synthase와

ATP를 ADP와 Pi로 가수분해하는 효소(F1-ATPase)의 총칭

으로, ATP synthase는 membrane에 내재되어 있는 F0 group

과 Oligomycin Sensitive Conferring Protein(OSCP)에 의하

여 F0 group에 연결되어 있는 F1 group 으로 구성되어 있으

며 lipid bilayer인 membrane을 통하여 protein을 전달한다

고 보고되어 있다.
29)

 따라서 생체대사의 Energy원으로 ATP

를 합성하는 ATP synthase의 F1 group과 Pi의 결합을 방해

하는 억제제이며 Fe emzyme 억제 및 cytochrome oxidase

의 강력한 전자전달 억제제로 잘 알려진 NaN3와 UA의 병

용을 통하여 energy 대사저해 강화여부를 측정하였다.
30,31)

UA를 MIC 농도의 1/4인 3.9 μg/ml로 처리하고 NaN3

0.001%를 병용시의 MRSA 성장 억제를 spectrophotometer

를 이용하여 600 nm에서 측정하였으며, 그 결과 0.001%

NaN3를 단독으로 처리하였을 때보다 UA와 병용하였을 때

MRSA의 성장이 억제되는 것을 확인 할 수 있었다. 따라서

UA의 항균효과가 membrane 뿐만 아니라 energy 대사저해

Table II. The MICs of usnic acid (UA) and minocycline

against S. aureus strains

S. aureus strains

Minimum Inhibitory 

Concentrations 

(µg/ml)

UA Minocycline

MRSA ATCC 33591 15.62 31.25

MSSA ATCC 25923 15.62 0.97

Clinical isolates KWMrI 1
1)

7.81 15.62

KWMrI 2 31.25 15.62

KWMrI 3 15.62 31.25

KWMrI 4 31.25 62.50

KWMrI 5 31.25 7.81

KWMrI 6 31.25 7.81

KWMrI 7 31.25 15.62

KWMrI 8 31.25 7.81

KWMrI 9 31.25 15.62

KWMrI 10 31.25 7.81

KWMrI 11 31.25 15.62

KWMrI 12 31.25 15.62

KWMrI 13 31.25 7.81

KWMrI 14 15.62 15.62

KWMrI 15 31.25 15.62
1)

KWMrI indicates staphylococcal strains from the Department
of Plastic Surgery, Wonkwang University Hospital. 

Fig. 2. The effect of membrane-permeabilizing agent (EDTA)

on the susceptibility of MRSA (ATCC 33591) to usnic acid

(UA). Bacterial viability was determined by the absorbance at

600 nm after incubation for 24 h with UA (3.9 µg/ml, 0.25

MIC value), EDTA 0.09 mM, or their combinations UA+EDTA.

The data are presented as the mean±S.D. of three independent

experiments. *P<0.05 compared to UA alone. CON, untreated

control MRSA.
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에도 작용하는 것을 확인하였다(Fig. 3).

따라서, MRSA의 치료에 UA가 신약후보물질의 가능성

을 확인하고, 기존 항생제에 내성을 가진 MRSA에 대하여

우수한 항균활성을 보유하고 있으며, 항생제의 과잉사용으

로 인한 내성 등의 부작용을 해결하는 방법이 될 수 있으리

라 판단된다. 앞으로도 전통약용식물에서 분리되는 유효성

분 및 대사산물을 이용하여 항균기전을 이해하고 독성여부

와 효율적인 투여방법에 대하여 추가연구가 진행된다면 약

용식물에서 우수한 신약후보물질을 발견할 수 있을 것으로

사료된다.

결 론

한약서에서 장송라 및 송석예 등으로 알려져 있는 지의류

에서 분리되는 우스닌산에 대하여 항균효과를 측정하고, 세

포막 투과성과 ATPase 억제를 평가하였다. 사용된 균주는

MRSA를 비롯한 황색포도상구균 17종으로, Disc diffusion

test, 최소억제농도, Membrane-permeabilizing agent와 우스

닌산의 병용을 통한 membrane 투과성강화를 평가하고,

ATPase-inhibitor 병용으로 에너지 대사저해를 평가하였다.

Disc diffusion test에서는 100 μg의 농도일 때, 13-20 mm의

억제환을 확인할 수 있었고, 최소억제농도는 15.62-31.25 μg/

ml로서 우수한 항균효과를 확인하였다. Membrane-perme-

abilizing agent로 사용된 EDTA와 ATPase-inhibitor로 사용

된 NaN3의 병용에서도 상승효과가 확인되었으므로 황색포

도상구균에 대한 우스닌산의 항균효과는 membrane 및

energy 대사저해를 기반으로 작용한다고 판단된다.
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