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서 론

Candida species는 건강한 사람의 점막이나 위장관에 상

주하는 상재균이다. 그러나 면역 기능이 손상되었거나 심각

한 질병을 앓고 있는 환자들에게 표재성 또는 전신성 감염

을 유발하는 기회감염균이다[1]. 그 중에서도 C. albicans는

캔디다증(candidiasis)을 유발하는 대표적인 원인균으로 알

려져 있으며, 최근에는 C. glabrata, C. parapsilosis, C.

tropicalis, C. krusei에 의한 감염이 점차 확산하고 있는 실

정이다[2]. 

C. albicans는 환경적인 조건에 따라 효모형(yeast), 가균

사(pseudohyphae) 또는 균사(true hyphae)로 자랄 수 있

다. 효모형 또는 출아포자(blastospore)는 둥근 세포형이거

나 이에 출아(budding)에 의해 형성된 포자가 부착된 형태

이다. 가균사(pseudohyphae)는 다양한 길이의 긴 세포가 사

슬처럼 연결되어 있는 형태를 띠며, 인접한 세포와 세포 사

이에서는 잘록한 협착이 관찰된다. 균사(hyphae)는 기다란

관의 형태이며, 관의 폭은 일정하고 협착은 관찰되지 않는

다. 이와 같이 세포 형태를 자유롭게 바꿀 수 있는 C.

albicans의 능력은 인간 조직으로의 침투나 포식작용으로부

터의 회피 또는 혈류내에서의 전파를 용이하게 하는 독성요

인으로 작용한다[3]. 바이오필름(biofilm)은 미생물이 어떤 표

면에 부착한 후 조직적인 구조를 형성하고 세포외기질(ECM,

extracellular matrix)로 보호된 미생물 집단이다[4]. 최근의
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연구에 의하면 사람의 미생물감염의 약 65%는 플랑크톤성

감염보다는 표면에 부착되어 구조화된 바이오필름성 감염과

관련이 있는 것으로 추정된다[5]. 

C. albicans는 사람의 조직이나 혈류 또는 카테타와 같이

인공적으로 삽입된 의료기구에 바이오필름을 형성하는 능력

을 가지고 있다[6]. C. albicans 감염과 관련된 대부분의 질

병은 바이오필름과 관련이 있으며, 바이오필름은 숙주의 면

역시스템을 회피하는 은신처로 작용할 뿐만 아니라 플랑크

톤성 세포들보다 항진균 치료제에 대해 높은 내성을 나타내

는 것으로 보고되어 있다[7]. Candida 바이오필름은 플랑크

톤성 세포에 비해 대사 활성의 50%를 감소시키는 데 필요한

약의 농도와 최소저해농도(MIC, Minimum inhibitory

concentration)가 각각 5−8배와 30−2,000배 더 높았다[8]. 이

와 같이 Candida 바이오필름이 항진균제에 대해 내성을 나

타내는 이유는 바이오필름 매트릭스로 항진균제의 침투가 용

이하지 않거나 영양소 공급이 제한되어 성장속도가 감소되

고, efflux pump를 코딩하는 내성 유전자가 발현되거나

persister 세포가 존재하기 때문이다[6]. 따라서 바이오필름과

관련된 C. albicans 감염은 다양한 항진균제에 대한 내성으

로 인해 통상적으로 사용하는 항진균제를 지속적으로 사용하

기 어려운 경우가 많다[9]. 이 밖에도 대부분의 미생물감염의

원인체인 세균이 원핵생물인 반면 C. albicans는 진핵생물로

서 인간의 세포와 많은 특징을 공유하여 진균류에 특이적인

약제의 폭이 좁고, 일부 환자에서 나타나는 항진균제의 심각

한 부작용[10]으로 인해 독성이 낮고 치료효과가 좋은 새로

운 항진균제의 개발이 절실하게 필요한 실정이다. 최근 미생

물과 관련된 질병의 치료제를 보완할 대체물로서 천연물에

기반한 화합물에 대한 관심이 집중되고 있는데, 그 이유는 오

랜 역사를 통해 이들이 민간요법으로 질병의 예방과 치료에

사용되었으므로 안전하다고 생각되기 때문이다[10, 11].

지난 연구에서 우리는 단삼(Salvia miltiorrhiza)의 에탄올

추출물이 C. albicans의 막투과성을 변화시켜 세포막의 기

능을 교란시키고 세포벽의 성분 중 (1,3)-β-D-glucan

polymer의 형성에 관여하는 (1,3)-β-D-glucan synthase의 활

성을 억제하여 세포벽의 기능을 약화시킴을 밝혔다[12]. 본

연구에서는 단삼의 에탄올추출물이 캔디다증 환자에서 분리

한 10개 C. albicans 균주의 바이오필름 발달에 미치는 영향

과 C. albicans SC5314의 바이오필름에 특이적인 유전자

EAP1, HWP1, ALS1, ALS3, ECE1의 발현에 미치는 효과를

연구하였다.

재료 및 방법

균주 및 배양조건
바이오필름 연구에 사용된 10개 C. albicans 균주는 캔디

다증 환자로부터 분리한 것을 연세대학교 원주의과대학에서

기증받았다[13]. C. albicans SC5314 (ATCC MYA-2876TM)

는 미국 American Type Culture Collection에서 구입하였

다. C. albicans는 통상적으로 YM 배지(yeast extract 0.3%,

malt extract 0.3%, peptone 0.5% and dextrose 1%)를 이

용하여 37℃에서 배양하였다. 

식물 추출물
단삼의 마른 뿌리를 70% 에탄올로 침출한 후 동결건조한

추출물을 최종 농도 100 mg/ml로 dimethyl sulfoxide

(DMSO)에 녹인 후 -20℃의 암소에 보관하였고, 이를 단삼

에탄올추출물이라고 표현하였다[12]. Positive control인

amphotericin B (250 μg/ml)는 Sigma (USA)에서 구입하였

으며, 실험 직전에 배지로 희석하여 사용하였다. 모든 실험

의 대조군에는 실험군에 사용된 단삼 에탄올추출물의 양과

동일한 양의 DMSO를 넣었다. 반응에 사용된 DMSO의 양

은 최대 1% (v/v)로 1%까지는 DMSO가 C. albicans의 생존

에 영향을 미치지 않았다.

항진균 감수성 검사
항진균 감수성 검사는 기본적으로 CLSI M27-A3 미량희

석법[14]에 따라 배지의 혼탁도를 기준으로 MIC를 결정하

였고, 동시에 배지에 살아있는 세포 활동의 지표인 resazurin

(Sigma)을 포함시켜 24시간 후 resazurin의 청색이 붉은 색

으로 변하지 않는 최저농도를 MIC로 판단하여 데이터의 결

과를 이중으로 검증하였다[15]. 

바이오필름의 정량
10개 C. albicans 임상균주가 형성한 바이오필름의 양은

XTT (Sigma) 환원분석법으로 측정하였고[16], 바이오필름

은 3시간 동안 형성된 초기 단계의 바이오필름(early stage

of preformed biofilms)을 대상으로 실험을 진행하였다[17].

YNB/glucose (yeast nitrogen base with 50 mM glucose)

배지를 사용하여 각 C. albicans 임상균주를 1 × 107 cells/

ml로 희석한 후, 0.2 ml의 cell suspension을 flat-bottom

96-well polystyrene plate에 넣어 3시간 동안 37℃에서 배양

하였다. 부유세포를 포함한 배지를 제거한 후 PBS

(phosphate buffered saline, Invitrogen)로 2회 헹구어 초기

단계 바이오필름을 준비하였다. 여기에 단삼 에탄올추출물

(0, 39 μg/ml and 78 μg/ml)이 들어 있는 YNB/glucose

(0.2 ml)를 넣고 37℃에서 16시간 동안 추가로 배양하여 단

삼이 바이오필름 성장에 미치는 영향을 보고자 하였다. 부유

세포를 제거하고 PBS로 헹군 후 발달된 바이오필름의 양을

XTT 환원분석법을 시행하여 정량하였다. 실험은 각 샘플당

5배수로 진행하였고 각 실험당 단삼 에탄올추출물을 넣지 않
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은 대조군을 100으로 하여 바이오필름 활성의 억제율을 %

로 표현하였다.

단삼이 C. albicans의 폴리스티렌 표면부착(adhesion)에
미치는 영향 

C. albicans SC5314 배양액을 YNB/glucose 액체배지를

사용하여 5 × 106 cells/ml로 희석한 cell suspension을 flat-

bottom 96-well polystyrene plate에 넣고, 최종 농도 0,

39 μg/ml 또는 78 μg/ml의 단삼 에탄올추출물을 첨가한 후

37℃에서 3시간 배양하여 캔디다 바이오필름이 발달하도록

하였다. 바닥에 부착되지 않은 부유세포와 배지를 제거하고

PBS로 헹군 후 40 μl PBS를 넣어 inverted microscope로

관찰하였다. 폴리스티렌 표면에 부착된 C. albicans의 입체

적인 형태를 관찰하기 위해 5 μl의 0.05% Calcofluor-White

용액(Sigma)을 추가적으로 well에 넣은 후 inverted

epifluorescence microscope를 이용하여 자외선하에서 400배

로 관찰하였다.

단삼이 C. albicans의 germ tube 형성에 미치는 효과
C. albicans SC5314 배양액을 10% FBS (fetal bovine

serum)를 포함하는 RPMI 1640 배지를 이용하여 5 × 106

cells/ml로 희석한 cell suspension을 flat-bottom 96-well

polystyrene plate에 넣었다. 각 well에 최종 농도 0, 39 μg/

μl 또는 195 μg/ml 단삼 에탄올추출물을 넣은 후 3시간 동

안 37℃에서 배양하여, C. albicans가 germ tube를 형성하

는 데 단삼 에탄올추출물이 어떤 영향을 미치는지 inverted

microscope을 이용하여 200배로 관찰하였다.

C. albicans의 바이오필름 관련 유전자에 대한 qPCR
(Quantitative real-time PCR) 분석
단삼이 바이오필름 형성에 관여하는 유전자들의 mRNA

발현에 미치는 영향을 분석하기 위해 qPCR 분석을 하였고,

Lee and Kim의 논문에 기술한 것과 동일한 PCR primer와

방법을 사용하였다[17]. 간단하게 기술하면, 6 well plate에

서 RPMI 1640 배지내의 C. albicans SC5314가 37℃에서

4시간 동안 바이오필름을 형성하게 한 후, 부유세포를 제거

하고 PBS wash를 통해 초기단계 바이오필름을 준비하였

다. 그 후 바이오필름에 0 또는 39 μg/ml 단삼 에탄올추출

물을 처리하여 37℃에서 90분간 배양하였다. 다음으로 각 바

이오필름에서 total RNA를 분리한 후 cDNA를 합성하였고, 바

이오필름과 관련된 EAP1, HWP1, ALS1, ALS3, ECE1 유

전자에 대한 forward and reverse primers를 넣어 DNA를

증폭시켰다. 각 유전자의 fold regulation은 ACT1 Ct를 기준

으로 comparative Ct method를 사용하여 계산하였고,

DMSO를 처리한 solvent control을 Ct 값을 결정하는

reference 값으로 데이터를 분석하였다. 각 유전자 발현에 대

한 표준편차(standard deviation, SD)와 그룹간의 차이는

Sigma plot 13.0의 Student's t-test를 사용하였고, 결과는

p < 0.05일 때 통계적으로 유의한 것으로 간주하였다. 

결과 및 고찰

항진균 감수성 검사
지난 연구에서 우리는 단삼 에탄올추출물이 C. albicans

세포막의 지질성분 변화와 함께 막투과성을 증가시켰으며,

동시에 세포벽 성분을 합성하는 (1,3)-β-D-glucan synthase

활성을 저해하여 C. albicans의 세포막 기능과 세포벽

integrity에 영향을 끼침을 밝혔다[12]. 본 연구에서는 단삼

에탄올추출물이 캔디다증 환자로부터 분리한 10개의 C.

albicans 임상균주가 형성하는 바이오필름에 미치는 영향을

관찰하고, 유전자 서열이 알려진 C. albicans SC5314를 이

용하여 바이오필름에 특이적인 유전자의 발현에 미치는 영

향을 분석하고자 하였다. CLSI M27-A3의 기준에 따라 MIC

를 분석해보니, C. albicans SC5314에 대한 단삼 에탄올추

출물의 MIC는 39 μg/ml, 10개 C. albicans 임상균주에 대한

MIC는 19.5 μg/ml에서 39 μg/ml의 범위로 이들 모두 단삼

추출물에 대해 비슷한 감수성을 나타냈다(Table 1).

Reference antifungal로 사용된 amphotericin B의 C.

albicans SC5314에 대한 MIC는 0.5 μg/ml이었고, 10개

C. albicans 임상균주에 대한 MIC는 0.25 μg/ml에서

Table 1. Minimum inhibitory concentrations (MICs) of the S.
miltiorrhiza ethanol extract against different C. albicans
strains. 

S. miltiorrhiza
 (µg/ml)

Amphotericin B
 (µg/ml)

C. albicans SC5314 39 0.5
Clinical isolates of C. albicans 

1 19.5 0.5
2 39 0.5
3 39 0.5
4 39 0.5
5 39 0.5
6 39 0.5
7 39 0.5
8 19.5 0.25
9 19.5 0.5

10 19.5 0.25

The in vitro MICs of S. miltiorrhiza against Candida spp. were
determined by the modified CLSI M27-A3 protocol of the colo-
rimetric broth microdilution method using resazurin [14, 15].
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0.5 μg/ml의 범위내로 실험에 사용된 C. albicans 균주들의

amphotericin B에 대한 감수성 또한 비슷하였다. 더불어 이

들 균주는 모두 단삼 에탄올추출물보다 amphotericin B에

대해 39배 또는 78배 더 민감하였다(Table 1). 따라서 다음

에 이어지는 모든 실험에서는 C. albicans SC5314를 이용하

여 단삼 에탄올추출물에 대한 MIC인 39 μg/ml 또는 이의 배

수 농도로 처리하여 단삼 에탄올추출물의 효과에 대한 결과

를 분석하였다. 

초기 단계 C. albicans 바이오필름에 대한 단삼의 효과
C. albicans 바이오필름의 발달은 세 단계로 이루어지는

데, 초기 단계(early stage)에서는 주로 효모형과 약간의 균

사가 표면에 부착하여 microcolony를 형성한다. 중기 단계

(intermediate stage)에서는 비세포성 물질이 증가하여

microcolony 주변에 안개같은 필름을 형성한다. 성숙 단계

(maturation stage)에서는 세포외기질의 양이 계속 증가하

여 C. albicans 집단의 주변을 완벽하게 감싸는 바이오필름

을 형성한다[7]. 본 연구에 사용된 단삼 에탄올추출물은 초

기 단계의 바이오필름 억제에 대한 효과가 좋았기 때문에 10

개의 C. albicans 임상균주가 형성한 초기 단계의 바이오필

름을 이용하여 단삼 추출물이 바이오필름 발달에 미치는 영

향을 정량하였다. 바이오필름의 정량은 XTT 환원분석법에

의하며, 이는 살아있는 세포의 미토콘드리아 효소가

tetrazolium salt XTT를 환원시켜 생성한 formazan

derivatives의 양을 흡광도(A492)로 측정하는 방법으로서, 바

이오필름의 대사 활성(metabolic activity)양을 바이오필름의

양으로 간주하였다[18]. 39 μg/ml의 단삼 에탄올추출물에 노

출된 바이오필름은 대사율의 감소를 나타내기는 하였으나

일부 데이터는 통계적으로 유의하지 않았다(Table 2). 그러

나 78 μg/ml 단삼 에탄올추출물에 노출된 10개 C. albicans

임상균주의 바이오필름은 평균 51.3%의 대사율의 감소를 나

타냈고 모두 통계적으로 유의하여, 단삼 에탄올추출물이 초

기 단계의 바이오필름의 양을 줄이는 데 효과적이라는 것을

알 수 있었다. 

단삼이 C. albicans의 표면부착에 미치는 영향
C. albicans의 생물학적 또는 비활성 표면으로의 부착은

바이오필름 형성에서 필수적인 단계이다. 단삼 에탄올추출

물이 C. albicans의 폴리스티렌 표면부착 단계에 대한 영향

을 adhesion assay로 분석하였다. C. albicans는 배지의 종

류나 pH에 따라 효모형, 균사형 또는 바이오필름의 형태를

적절하게 선택하는 개체인데, YNB/glucose 배지에서 C.

albicans는 두꺼운 바이오필름 구조를 형성하기 보다는

adhesion을 선호한다[19]. C. albicans SC5314 세포를 단삼

에탄올추출물이 포함된 YNB/glucose 배지에 3시간 노출시

킨 후, 폴리스티렌 표면에 부착된 세포를 위상차 현미경으로

관찰하였다. 대조군에 비해 39 μg/ml (Figs. 1B and 1E) 또

는 78 μg/ml (Figs. 1C and 1F)의 단삼 에탄올추출물을 처리

한 실험군에서는 바닥에 부착된 C. albicans 세포의 양이 현

저하게 감소하였다. YNB/glucose 배지에서 C. albicans는 주

로 효모형을 나타내는데[7], 흥미롭게도 단삼 에탄올추출물

을 처리한 실험군에서는 오히려 균사 형성이 촉진되는 것을

Table 2. Quantified metabolic activity of C. albicans biofilms after treatment of the S. miltiorrhiza ethanol extract.

C. albicans
strains

S. miltiorrhiza (µg/ml)
0 39 78

A492 A492
Relative inhibition 

rate (%)
A492

Relative inhibition 
rate (%)

1 0.190 ± 0.009 0.168 ± 0.017* 11.6 0.148 ± 0.020** 22.1
2 0.310 ± 0.057 0.196 ± 0.014** 36.8 0.146 ± 0.006** 52.9
3 0.369 ± 0.029 0.323 ± 0.032* 12.5 0.155 ± 0.007** 58.0
4 0.492 ± 0.064 0.319 ± 0.067** 35.2 0.136 ± 0.016** 72.4
5 0.755 ± 0.021 0.725 ± 0.026 3.9 0.129 ± 0.022** 82.9
6 0.185 ± 0.008 0.168 ± 0.019 9.1 0.127 ± 0.002** 31.4
7 0.382 ± 0.035 0.337 ± 0.015 11.8 0.173 ± 0.020** 54.7
8 0.348 ± 0.158 0.230 ± 0.072 33.9 0.156 ± 0.013* 55.2
9 0.195 ± 0.101 0.150 ± 0.051* 23.0 0.126 ± 0.026* 35.4

10 0.299 ± 0.192 0.227 ± 0.128 24.0 0.155 ± 0.030* 48.2
Mean ± SD 20.1± 12.0 51.3 ± 18.3

Three hour-aged early stage of C. albicans biofilms from 10 clinical isolates were incubated with the indicated concentrations of the
S. miltiorrhiza ethanol extract for 16 h at 37℃. Metabolic activity was assessed using the XTT reduction assay measuring the absor-
bance at 492 nm. Values reported are the means of quintuplicate determinations ± standard deviations (SD). *p < 0.05, **p < 0.01.
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관찰할 수 있었다.

단삼추출액의 C. albicans germ tube 형성 억제에 대한 효과
C. albicans가 바이오필름을 형성하기 위해서는 표면부착

후 germ tube라는 짧은 관을 출아포자에 내어 가균사를 형

성하는데, germ tube의 형성은 균사로 진입하기 위한 필수

적인 과정이다. 단삼 에탄올추출물이 germ tube 형성을 얼

마나 효과적으로 억제하는지 알아보기 위해 C. albicans

SC5314 세포를 germ tube 형성을 유도하는 FBS와

RPMI 1640 배지에 노출시켜 37℃에서 배양하였다. 1x MIC

에 해당하는 39 μg/ml 단삼 추출물을 넣은 경우 germ tube

형성은 억제되지 않았다(Fig. 2B). 단삼의 양을 증가시켜 5x

MIC에 해당하는 195 μg/ml 단삼 추출물을 처리했을 때

germ tube 형성이 억제되어 효모형만이 관찰되었으며 반복

된 실험에서도 고용량의 단삼 에탄올추출물의 존재하에서만

germ tube 형성에 대한 억제효과가 있었다. 따라서 단삼 에

탄올추출물의 C. albicans의 germ tube 형성 억제능은 그다

지 크지는 않을 것으로 생각된다. 

균사와 관련된 유전자들의 발현분석
단삼 에탄올추출물의 바이오필름에 대한 영향을 분석하

기 위해 본 연구에서는 qRT-PCR의 방법을 사용하여 바이

오필름 또는 균사에 특이적인 유전자발현의 변화를 분석하

였다. 바이오필름 발달에서 표면부착은 필수적인 단계이므

로 Candida Genome Database (CGD, http://www.

candidagenome.org/)의 정보에 기초하여 효모의 표면부착과

Fig. 2. Germ tube formation of C. albicans cells. C. albicans SC5314 cells were grown in RPMI 1640 containing 10% FBS in the absence
(A) or presence of 39 µg/ml and 195 µg/ml S. miltiorrhiza ethanol extract (B and C), respectively, at 37℃ for 4 h. Inverted microscopic
images are shown at x400 magnification. Bars; 10 µm 

Fig. 1. Effect of the S. miltiorrhiza ethanol extract on C. albicans adhesion to polystyrene. C. albicans SC5314 cells were incubated
without (A and D) or with 39 µg/ml (B and E) and 78 µg/ml (C and F) S. miltiorrhiza ethanol extract, respectively, at 37℃ for 3 h in a
flat-bottomed polystyrene plate. Adherent cells were investigated using an inverted microscopy (A, B and C) at x200 magnification. Bars;
50 µm. Adherent cells stained with Calcofluor-White were observed under UV light using an inverted epifluorescence microscope at
x400 magnification (D, E and F). Bars; 20 µm.  
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바이오필름 형성에서 중요한 역할을 하는 유전자인 EAP1,

HWP1, ALS1, ALS3, ECE1의 발현량 변화를 분석하였다.

housekeeping gene인 actin 유전자 ACT1의 발현량으로

normalization을 하여 단삼처리 실험군의 유전자 발현을 비

교하였다(Fig. 3). 

Eap1 (Enhanced adherence to polystyrene protein 1)은

세포벽 adhesion 단백질로서 세포와 세포 또는 세포와 기질

간 부착을 매개하는 바이오필름 형성에 필수적인 단백질이

다[20]. C. albicans Eap1은 adhesin 당단백질 중의 하나로

서 불용성 아밀로이드를 형성하고 아밀로이드 형성은 이들

단백질간에 세포간 aggregation을 형성할 수 있게 하는 중

요한 인자이다[21]. 단삼 에탄올추출물을 처리한 바이오필름

의 EAP1 발현량은 0.653배로 감소하였다(p < 0.001) (Fig. 3).

Lee and Kim [17]의 연구에서 백작약(Paeonia lactiflora) 추

출물은 EAP1의 발현량을 증가시켰는데, 형광현미경 관찰에

서 많은 C. albicans cell aggregates가 바닥에 부착되어 있

지 않고 둥둥 떠 있는 현상을 관찰할 수 있었다. 반면에 Fig.

1에 보여지는 바와 같이 단삼 에탄올추출물을 처리한 실험

에서는 C. albicans cell aggregates 없이 낱개로 분리된 효

모형의 세포들이 소량 바닥에 붙어 있는 형태가 많았다(Figs.

1E and 1F). 따라서 이 결과는 단삼에 의한 EAP1 발현의 감

소와 일치하는 현상으로 보인다. 

ALS gene family는 세포표면의 당단백질을 코딩하는 유

전자군으로서 숙주표면 부착에 관여한다[22]. Als1 (agglutinin-

like sequence 1)과 Als3 (agglutinin-like sequence 3) 단백

질은 균사발달을 시작하게 하고 바이오필름의 표면 부착과

세포벽의 integrity 유지에 관여한다[23]. 단삼 에탄올추출물

을 처리한 바이오필름에서 ALS1과 ALS3 유전자의 mRNA

양은 각각 0.55배와 0.519배로 감소하였다(Fig. 3). 이 결과

는 Fig. 1의 단삼을 처리한 실험군의 C. albicans 세포들의

표면 부착량이 현저하게 감소되는 현상과 일치하는 결과이다.

ECE1 (Extent of cell elongation protein 1)은 균사가 형

성되는 동안 분비되어 세포의 신장(elongation)을 통해 바이

오필름 형성에 관여한다[24]. Ece1은 숙주 상피세포의 세포

막을 직접적으로 손상시키는 candidalysin이라는 세포용해

성 펩타이드 독소의 전구체로서 이 독소를 분비하지 않는 C.

albicans는 동물모델에서 점막감염을 유발하지 않는 것으로

관찰되었다[25]. 단삼은 C. albicans 바이오필름의 ECE1의

발현양을 0.787배로 낮추었는데(p = 0.006) (Fig. 3), 이 결과

는 단삼이 C. albicans 초기 단계 바이오필름에서의 신장을

억제하며 숙주 감염시 독성을 낮추는 효과를 나타낼 것으로

생각된다. 

Hwp1 (hyphal wall protein 1)은 세포벽 단백질을 코딩하

는 단백질로 숙주세포로의 부착에서 중요한 역할을 한다. 이

단백질은 효모형의 캔디다에서는 발현이 되지 않으나 균사

형에서 매우 높게 발현이 된다[26]. 단삼 에탄올추출물에 노

출된 바이오필름의 HWP1 발현량은 1.32배(p = 0.008)로 증

가했다(Fig. 3). Fig. 2에서 단삼을 처리하였을 때 germ tube

형성을 억제하지 못했고, YNB/glucose 배지에서 오히려 일

부 균사의 형성이 촉진되는 현상은 HWP1의 발현량이 증가

하는 현상과 일치하는 결과이다.

C. albicans의 독성을 나타내는 인자는 다양한 요인에 의

해 결정이 되는데 그 중 생물학적 또는 비활성 표면에 부착

하는 능력과 균사로의 진입과 숙주세포 부착을 용이하게 하

는 germ tube 형성은 독성 인자로 작용한다[27]. C.

albicans germ tube 형성 단계에서 단삼 에탄올추출물의 영

향은 그다지 크지 않았다. 오히려 효모형을 촉진하는 YNB/

glucose 배지에서 일부 C. albicans는 단삼 처리 후 균사를

형성했다. 이는 C. albicans가 단삼에 노출되어 세포막의 기

능과 세포벽 integrity의 손상에 대한 적응을 위해 바이오필

름 단계로 진입하려고 시도하는 것으로 보인다. 바이오필름

에 단삼 추출물을 처리한 후 HWP1 발현이 증가했는데 이

는 균사형성이 촉진된다는 것을 암시한다. 그러므로 단삼 에

탄올추출물은 C. albicans 바이오필름의 성장을 매우 효율

적으로 저해하지는 않는 것 같다. 그럼에도 불구하고 단삼

에탄올추출물은 다음과 같은 기전을 통해 C. albicans의 표

면부착에 영향을 주어 초기단계 바이오필름의 성장억제에

기여하는 것으로 보인다. 첫째, ALS1과 ALS3의 발현 감소

Fig. 3. Effect of the S. miltiorrhiza ethanol extract on the
expression of C. albicans hypha-specific genes. Four hour-
aged biofilms of C. albicans SC5314 were treated without or with
39 µg/ml S. miltiorrhiza ethanol extract for 90 min at 37℃, and
the expression of the indicated genes was analyzed by qRT-PCR.
Expression level of each gene is represented after normalization
with housekeeping ACT1 gene. The data displays relative
expression fold change of genes by S. miltiorrhiza-treatment
with respect to the DMSO control. Data represent the mean of
triplicates ± SD.  
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를 통해 C. albicans의 표면 부착을 저해한다. 둘째, EAP1 발

현을 억제하여 세포와 세포간 또는 세포와 표면 부착을 억

제한다. 이 밖에도 세포막 지질성분 변화로 인한 삼투변화와

(1,3)-D-glucan synthase 활성 감소로 인한 부실한 세포벽 구

조 또한 세포부착능 감소에 기여할 것으로 추정된다.

요 약

Candida albicans는 기회감염을 유발하는 주요한 병원성

진균 중의 하나이다. 캔디다증 치료과정에서 항진균제에 대

한 내성이 흔히 발견되는데, 그 이유는 Candida가 바이오필

름을 형성할 수 있기 때문이다. 이전의 연구에서 우리는 단

삼(Salvia miltiorriza)의 에탄올추출물이 세포막의 투과성

을 변화시키고 세포벽 합성을 저해하여 항캔디다 활성을 나

타냄을 밝혔다. 본 연구에서는 10개 C. albicans 임상균주가

형성한 초기단계의 바이오필름을 대상으로 XTT 환원분석법

으로 대사활성을 측정하니, 78 μg/ml 단삼 에탄올추출물에

의해 바이오필름의 대사활성이 평균 51.3% 감소되었다. C.

albicans 세포들이 폴리스티렌 표면에 부착하거나 germ tube

를 형성하는 과정에서의 단삼 에탄올추출물의 영향을 현미

경으로 분석하니, 39 μg/ml 단삼 에탄올추출물에 의해 부착

된 세포의 밀도는 현저하게 감소하였으나 germ tube 형성

은 거의 억제하지 못했다. 단삼 에탄올추출물이 C. albicans

SC5314 세포의 균사에 특이적인 유전자 발현에 미치는 영

향을 qPCR로 분석한 결과, EAP1은 34.7% (p < 0.001),

ALS1은 45.0% (p < 0.001), ALS3는 48.1% (p < 0.001),

ECE1은 21.3% (p = 0.006) 억제하였다. 결론적으로 단삼의

에탄올추출물은 초기단계의 C. albicans 바이오필름 발달을

효율적으로 저해하며, 이는 EAP1, ALS1, ALS3 유전자의 발

현억제에 따른 세포부착 억제와 관련이 있다. 더불어 단삼

에탄올추출물의 C. albicans 세포막 기능저해와 세포벽 합

성억제에 의한 구조변화 또한 세포부착단계에서의 바이오필

름 발달억제에 기여할 것으로 추정된다.
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