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Tuberostemonine에 의한 Staphylococcus aureus의 생물막 억제 효과
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Abstract Antibiotic resistance is a serious problem to food safety as well as human healthcare. To avoid this, there are
several approaches for a new class of antibiotic agents that target only production of virulence factors such as biofilm
without bacterial growth defect. The objective of this study was to investigate the antibiofilm activity of tuberostemonine
in Staphylococcus aureus. Tuberostemonine significantly reduced the biofilm formation (26.07-47.02%) in the crystal violet
assay whereas there were no effect on S. aureus growth. The dispersion in preformed biofilm was also observed by
confocal laser scanning microscopy (CLSM). Quantification real-time PCR revealed that the icaA and agrA expression
having an important role in biofilm production of S. aureus were strongly affected with tuberostemonine. These results
suggest that tuberostemonine has potential for controlling biofilm formation and dispersion by effect on virulence
regulation of S. aureus.
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서 론

식품으로 인한 질병이나 위해는 과학과 식품 안전 관련 기술

의 발달에도 불구하고 전 세계적으로 꾸준히 일어나고 있으며,

특히 식중독의 발병은 식생활 패턴의 변화, 기후 변화, 면역력이

약화된 노령 인구의 증가 등으로 인해 꾸준히 증가하고 있다

(Newell 등, 2010). 이러한 식중독의 원인에는 물리적, 화학적, 생

물학적 위해인자들이 있으며, 이중 생물학적 위해인자에 의한 발

생은 전체의 식중독의 52%를 차지할 정도로 높은 비율을 차지

한다(Dewey-Mattia 등, 2018). 특히 pathogenic Escherichia coli,

Salmonella, Staphylococcus, Vibrio 등 식중독균들(food-borne

pathogenic bacteria)은 대표적인 생물학적 위해인자로서 식중독 유

발의 주요 원인이므로, 이들에 대한 제어 기술 개발이 지속적으

로 필요하다(Jung 등, 2016).

세균에 의해 합성되는 생물막(biofilm)은 항생제를 포함한 다양

한 환경적 스트레스에 저항하는 기작의 일환으로 세균이 세포 외

부에 합성하는 구조체이다. 다당류(polysaccharide)를 주성분으로

다양한 단백질과 핵산, 지방 및 복잡한 단당류 등을 재료로 이용

하여 합성되며(Vu 등, 2009), 주변 영양 성분, 세균 흡착 표면 특

성, 온도, pH 등 환경적 요인이 생물막 형성에 영향을 미치는 것

으로 보고되었다(Götz, 2002). 특히 식중독균이 생물막을 합성할

경우 항생제를 포함한 다양한 항균물질들과 기타 제어 기술들의

효과가 현저히 감소되기 때문에(Rodríguez-Martínez와 Pascual,

2006), 최근 생물막의 합성을 저해하거나 형성된 생물막을 분해

하는 기술과 관련된 연구들이 진행되고 있다.

식중독균이 환경에서 추구하는 궁극적인 목표는 개체 증식

(multiplication)이며 숙주에 병을 일으키는 것은 개체 증식 과정

중 발생하는 부수적인 현상이다. 지금까지의 식중독균에 대한 제

어 기술은 대부분 생장을 저해하고 사멸시키는 것을 주요한 목

표로 온도, 삼투압, pH, 자외선, 산화스트레스, 항균물질 등을 식

중독균에 처리하는 방식으로 발전해 왔다(Gurunathan 등, 2012;

Ross 등, 2003; Zhang 등, 2019). 그러나 식중독균의 생물막이 형

성되어 있거나 적절한 제어 기술이 적용되지 못할 경우 오히려

스트레스에 대한 내성(resistance)이 발생할 수 있어 이에 대한 각

별한 주의를 요한다. 특히 항생제 내성(antimicrobial resistance) 발

생은 식품안전뿐만 아니라 국민 보건상의 커다란 문제를 야기할

수 있어 심각한 문제로 여겨진다. 따라서 내성 발생 가능성을 최

소화하기 위해 식중독균의 생장을 저해하지 않는 반면, 발병 및

환경적 스트레스에 대한 저항과 관련된 인자들의 생산만을 제어

하는데 기반을 둔 새로운 식중독균 제어 기술의 개발이 주목 받

고 있다(Andries 등, 2005; Van Hung와 Morita, 2005).

본 연구의 목적은 식중독균의 생물막 저해효과가 있으나 생장

에는 영향이 없어 내성의 발생 가능성이 적은 물질을 발굴하는

것이다. 이를 위해 대표적 식중독균인 황색포도상구균(Staphylococcus

aureus)의 생장과 생물막에 대한 tuberostemonine (C22H33NO4)의 효

과를 규명하였다. Tuberostemonine은 ‘Baekbu’로 알려진 식물인

Stemona tuberosa과 Stemona sessifolia의 뿌리에서 발견된

alkaloids 구조의 독성이 없는 천연화합물질로서 전통적으로 중국

을 포함한 동아시아 지역에서 약재로 소비되어왔다. 이성질체로
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는 tuberostemonine, tuberostemonine A, neotuberostemonine 등이

있으며 이들의 항염, 면역조절, 천식 억제, 살충 등의 효과가 보

고된 바 있다(Brem 등, 2002; Greger, 2019; Jang 등, 2014; Jung

등, 2016).

S. aureus은 자연계에 널리 분포되어 있는 대표적인 식중독균

으로 환경뿐만 아니라 인간의 신체 중 피부, 비강, 인후두부, 털

등에도 존재하며, 조직 감염이나 수술 후 창상 감염 등을 일으키

거나 장독소를 생산하는 능력이 있다(Fetsch와 Johler, 2018). S.

aureus에 의해 형성된 생물막은 다양한 환경적 스트레스에 저항

성이 강해 식품의 생산 및 조리 시설, 장비 등에서의 제거가 어

렵다(Di Ciccio 등, 2015). 특히 methicillin-resistant S. aureus

(MRSA)는 지역 환경과 병원에서 검출된 S. aureus 중 높은 비율

을 차지하고 있으며, 이들은 미생물 자체의 항생제 내성 증가뿐

만 아니라 내성 인자의 전이와 같은 문제를 야기한다(da Cunha

등, 2020).

본 연구에서는 MRSA에 대한 tuberostemonine의 항균 및 생물

막 저해효과를 평가하였다. 항균활성은 planktonic culture를 통해

확인되었으며, 생물막 형성 저해와 분해 효과는 crystal violet과

confocal laser scanning microscopy를 통해 확인되었다. 또한

tuberostemonine의 항생물막 활성과 작용기작에 대한 이해를 위하

여 tuberostemonine처리 후 유전자 발현 정도를 평가하였다. 본

연구에서 개발된 tuberostemonine를 활용한 식중독균 제어 기술은

생물막이 형성된 경우에 한계가 있었던 기존 식중독균 제어 기

술과 함께 활용 시에 S. aureus에 의해 발생할 수 있는 다양한

식품안전관련 문제 예방 및 해결 방안이 될 수 있으리라 기대된다.

재료 및 방법

균주 및 배양 조건

본 실험에 사용된 균주는 임상검체에서 동정 된 표준균주인

methicillin-resistant S. aureus ATCC 25923 (MRSA)으로 Luria-

Bertani (LB, Difco Inc., Detroit, MI, USA)배지에서 37oC의 호기

적 조건으로 배양되었다. 항균효과 실험에서 S. aureus ATCC

25923는 8시간 진탕배양(200 rpm) 되었으며, 항생물막 실험에서

생물막 형성을 위해 24시간 정치배양 되었다. 생물막 저해효과

탐색은 1% glucose (Dextrose Glucose, Difco Inc., Detroit, MI,

USA)를 첨가한 Tryptic Soy Broth (TSB, Difco Inc., Detroit,

MI, USA) 배지에서의 배양을 통해 확인하였다(Shrestha 등, 2016).

Tuberostemonine stock solution

Tuberostemonine은 ChemFaces Biochemical Co., Ltd, (Wuhan,

China)에서 구입하였으며, dimethyl sulfoxide (DMSO, Junsei

Chemical Co., Ltd., Tokyo, Japan)에 녹여 10 mM stock (2%

final DMSO concentration)을 만든 후 −20oC에서 보관하며 실험

에 사용되었다.

S. aureus ATCC 25923 생장에 대한 tuberostemonine의

효과 측정

S. aureus ATCC 25923는 LB 배지에서 흡광도(O.D.600 nm) 값

0.8 (log phase, 9.03×108 CFU/mL)까지 배양되었다. DMSO(대조

군) 또는 다양한 농도의 tuberostemonine (실험군, 50-200 µM)는

균주 배양액에 첨가되었다. 배양액의 흡광도 값은 UV/VIS

spectrophotometer (1510 Multiskan GO spectrophotometer, Thermo

Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)를 사용하여 2시간 간격으

로 측정되었다.

Tuberostemonine의 S. aureus 생물막 형성 억제 효과 측정

S. aureus ATCC 25923의 생물막 형성 억제 효과는 crystal

violet assay법을 통해 확인하였다(Meng 등, 2016). S. aureus는

1% glucose를 첨가한 TSB에 접종 후 37oC에서 16시간 동안 pre-

culture하였다. 배양액(1.20×105 CFU/mL)은 천연화합물이 5 µL씩

분주 된 96 well-plate (96 well cell culture plates, SPL Life

Sciences Co., Ltd., Pocheon, Korea)에 각 well 마다 195 µL씩 접

종 되었으며, 생물막 형성을 위해 37oC에서 24시간 동안 정치 배

양되었다. 액체 배지 제거 후 각 well은 phosphate-buffered saline

(PBS, pH 7.4) buffer로 3회 세척하였다. 형성된 생물막은 60oC에

서 10분간 건조하여 고정되었으며, 1.5% crystal violet (B11602,

YD Diagnostics Co., Yongin, Korea) 첨가 후 clean bench

(CHC-777A2, CHC LAB, Daejeon, Korea)에서 30분 동안 염색되

었다. 염색에 이용된 잔여 crystal violet 제거를 위해 PBS buffer

로 3회 세척되었으며, 생물막 형성량은 95% ethanol (200 µL,

Samchun, Pyongtak, Korea)로 10분간 용해 후 UV/VIS spectro-

photometer를 이용하여 595 nm에서 측정을 통해 정량하였다.

Tuberostemonine 처리에 따른 생물막 분해 효과 측정

Tuberostemonine의 생물막 분해 효과를 측정하기 위하여, crystal

violet assay방법과 공초점 레이저 현미경(confocal laser scanning

microscopy, CLSM, LSM5 live configuration variotwo VRGB,

Zeiss, Jena, Germany)을 통해 3차원적으로 관찰하였다. Crystal

violet assay를 위해 S. aureus는 형성 저해 효과 측정과 동일하게

1% glucose를 첨가한 TSB 배지에서 16시간 동안 pre-culture하였

다. 배양액 (1.20×105 CFU/mL)은 96 well-plate에 195 μL씩 분주

하였으며, 37oC에서 24시간 동안 배양을 통해 생물막을 형성하였

다. 형성된 생물막에 DMSO와 tuberostemonine을 각 5 μL씩 분주

후 37oC에서 3시간 동안 처리하였다. 이후 상층액은 제거되었으

며 PBS buffer로 세척과 60oC에서 10분간 건조과정을 통해 고정

되었다. 생물막은 1.5% crystal violet를 이용하여 30분간 염색되

었다. 염색에 이용된 crystal violet를 제거하기 위하여 PBS buffer

로 세척되었으며, 생물막은 95% ethanol (200 µL)로 10분간 용해

후 UV/VIS spectrophotometer를 이용하여 595 nm에서 측정하였다.

CLSM을 통한 tuberostemonine의 처리 농도별 생물막 분해 효

과 측정을 위하여, 1% glucose가 첨가된 TSB 배지에서 배양된

균액(1.20×105 CFU/mL)은 35×10 mm의 tissue culture dish

(confocal dish, SPL Life Sciences Co., Ltd., Pocheon, Korea)에

2 mL씩 분주되었다. 각 균액은 37oC에서 24시간 동안 배양해 생

물막을 형성하였다. 이후 DMSO (대조군)와 tuberostemonine (실

험군, 0.1-200 µM)을 형성된 생물막에 분주 후, 3시간 동안 37oC

에서 처리되었다. 분해된 생물막은 FilmTracerTM LIVE/DEAD

biofilm viability kit (Invitrogen, Carlsbad, Canada)를 이용하여,

propidium iodide (PI)과 SYTO 9으로 암실에서 30분 동안 염색되

었다. 이후 CLSM (LSM 880, Carl-Zeiss)을 이용하여 488 nm의

excitation wavelength에서 생물막의 이미지를 얻었으며 정량 분석

하였다.

RNA 분리 및 qRT-PCR

Tuberostemonine의 처리가 생물막 형성과 분해에 미치는 영향

을 확인하기 위하여, S. aureus ATCC 25923에 DMSO와

tuberostemonine (50 µM)을 3시간 동안 처리한 후, RNeasy mini

kit (QIAGEN, Valencia, CA, USA)를 사용하여 RNA를 순수 분리

하였다. cDNA는 cDNA synthesis kit (Thermo Fisher Scientific,

Waltham, MA, USA)을 사용하여 합성되었으며, SsoAdvanced
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Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)와

quantitative real-time PCR (qRT-PCR, CFX connect Optics

Module, Bio-Rad, Hercules, CA, USA)을 이용하여 증폭되었다. 그

결과는 CFX manager software 3.1 (Bio-rad, Hercules, CA,

USA)로 분석되었다(Jeon 등, 2019; Yu 등, 2018). 이를 위해 각

유전자의 특이적 primer들이 사용되었다(16S rRNA gene_F; 5'-

GGG ACC CGC ACA AGC GGT GG-3', 16S rRNA gene R;

5'-GGG TTG CGC TCG TTG CGG GA-3', agrA F; 5'-TGA

TAA TCC TTA TGA GGT GCT T-3', agrA_R; 5'-CAC TGT

GAC TCG TAA CGA AAA-3', icaA_F; 5'-CTG GCG CAG

TCA ATA CTA TTT CGG GTG TCT-3', icaA R; 5'-GAC

CTC CCA ATG TTT CTG GAA CCA ACA TCC GAC CTC

CCA ATG TTT CTG GAA CCA ACA TCC) (Dotto 등, 2021;

Lee 등, 2015; Nguyen 등, 2021). 모든 샘플은 3반복 실험하였으

며, 이전 연구에서 보고한 바에 따라 각 유전자 발현 정도는

tuberostemonine이 처리되지 않은 샘플의 GAPDH 발현을 측정하

여 internal control로 보정하여,  2-ΔΔCq 방법으로 분석되었다(Livak

와 Schmittgen, 2001).

통계분석

모든 실험은 3반복 수행되었으며, 결과값은 statistical analysis

system (SAS, version 9.4) 프로그램의 ANOVA (one-way analysis

of variance)를 이용하여 p<0.05 수준에서의 유의성 검정을 실시

하였다.

결과 및 고찰

Tuberostemonine처리에 따른 S. aureus의 생장 억제 효과

측정

Tuberostemonine의 S. aureus 생장에 대한 영향을 확인하였으

며, 농도는 유사 천연물의 항균효과를 분석한 선행연구를 고려하

여 결정되었다. DMSO 첨가 그룹과 다양한 농도의 tuberostemonine

(50-200 µM)가 처리된 S. aureus 배양액의 흡광도 (O.D.600 nm)를

8시간 동안 측정한 결과, 실험군과 대조군 흡광도 사이에서는 유

의한 차이를 나타내지 않았다(Fig. 1). 이러한 결과는 tuber-

ostemonine의 planktonic culture 상태의 S. aureus의 생장에는 영

향을 미치지 않음을 의미한다.

Tuberostemonine의 생물막 형성 억제 효과

S. aureus의 생물막은 다양한 환경에 대한 내성 획득에 기여함

으로써, 유제품, 육류, 즉석식품 등 식품 표면에서 S. aureus의 생

장에 기여하여 위생적 문제를 야기한다(Lee 등, 2013). 실험 목적

에 따라 S. aureus 생물막에 대한 tuberostemonine의 형성 저해 효

과를 확인하기 위해 S. aureus와 DMSO 또는 tuberostemonine를

함께 24시간 배양한 후 형성된 생물막을 정량하였다(Fig. 2). 대

조군인 DMSO 그룹에서의 흡광도(O.D.595 nm) 값은 1.69±0.31였으

나, 다양한 농도의(5-200 µM) tuberostemonine의 처리 그룹의 흡

광도 값은 각기 1.22±0.12, 1.24±0.01, 1.25±0.12, 1.00±0.24,

0.09±0.06로 처리된 tuberostemonine에 의해 농도 의존적으로 감

소되었다(p<0.05).

Tuberostemonine와 유사한 isoquinoline alkaloids 구조로 식물 유

래 화학물질인 berberine은 quorum sensing (QS) 신호 분자인 N-

butanyl-L-homoserine lactone (C4-HSL)가 있을 때 65.50-60.74%

생물막 형성을 감소시켰을 뿐 아니라, 생장에는 영향을 주지 않

고 세포 부착 억제, 정족수 감지 억제를 통한 extracellular

polymeric substances (EPS) 생성 저해, 대사활동 감소를 통해

Pseudomonas aeruginosa와 Salmonella typhimurium의 형성 된 성

숙한 생물막의 양을 감소시킨다고 보고된 바 있다(Aswathanarayan

와 Vittal, 2018). 선행연구의 천연화합물과 유사하게 본 결과에서

tuberostemonine의 S. aureus 생물막 형성에 대한 저해 효과가 나

타난 것으로 보아 alkaloids 구조를 가지는 berberine과 유사하게

QS 기작을 통해 생물막 억제 효과를 나타냈을 것으로 추측된다.

따라서 추가적으로 생물막 분해 효과 및 기작에 대한 실험을 수

행할 필요가 있다고 판단되었다.

Fig. 1. Effect of tuberostemonine on S. aureus growth. S. aureus
was incubated at 37oC for 16 h and subcultured in 20 mL of LB broth
media until its optical density (O.D.600 nm) reached 0.8. Then, growth
of the S. aureus group and the S. aureus added with from DMSO
(control) and tuberostemonine (50-200 µM) were identified by
measuring their optical density every 2 h until 8 h after
tuberostemonine treatment (n.s; not significant).

Fig. 2. Inhibitory activities of tuberostemonine against S. aureus
biofilm formation. S. aureus cells were incubated with DMSO or
tuberostemonine (5-200 µM) for 16 h. The formed-biofilms were
stained with 1.5% crystal violet. Measured values represent the
means for triplicate wells and error bars indicated range. *p<0.05,
**p<0.01.
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Tuberostemonine의 생물막 분해 효과

형성된 생물막에 대한 tuberostemonine의 분해 효과는 crystal

violet 염색법과 CLSM 이미지 분석을 통해 확인되었다. S. aureus

에 DMSO가 처리된 그룹에서의 crystal violet 염색 용액의 흡광

도는 0.80±0.04로 나타났으며, 200 µM tuberostemonine 처리군은

대조군에 비하여 약 0.53 (66.25%) 감소하여 유의적 수준의 생물

막 분해 효과가 확인되었다(p<0.001, Fig. 3).

농도별 tuberostemonine (0-200 µM)의 생물막 분해 효과를

CLSM 이미지 분석을 통해 확인하였을 때, 초기 생물막 내 온전

한 S. aureus 세포는 녹색 형광을 냈으며 0.1-5 µM 처리시 유의

적인 감소는 관찰되지 않았다. 그러나 25 μM 부터 농도 의존적

으로 생물막 손상으로 인한 유의적 형광의 감소(약 43.35-68.80%)

가 관찰 되었다(Fig. 4). 이러한 결과는 tuberostemonine 처리가 이

미 형성되어 있는 S. aureus 생물막 구조를 파괴함을 의미한다.

Curcumin은 큰뿌리줄기 그룹으로 강황속(Curcuma)으로 분류되

는 Curcuma aromatica 등 약용식물에 많이 함유되어 있으며(C.

aromatic, C. longa, C. caesia 등), 선행연구에서 항균, 항염, 항바

이러스, 항진균, 항암, 항경련 등의 효과가 보고된 바 있다(Jeber

와 Tawfeek, 2013). 그 중 C. longa (turmeric)와 C. caesia (black

turmeric)에서 추출된 alkaloid 계열의 물질은 S. aureus와 B.

subtilis의 생장에는 영향없이 생물막 개시 관여 유전자(lasI와 rhlA)

의 발현 저해(down-regulation)를 통해 생물막 형성 저해와 생물

막 분해 효과만을 나타낸 바 있다(Jain와 Parihar, 2018; Rudrappan

와 Bais, 2008). 본 연구의 tuberostemonine은 C. longa과 C.

caesia와 동일한 alkaloid 계열의 구조로서 선행연구와 유사하게

QS의 제어 기작을 통해 pathogenic bacteria에 대한 내성발생 가

능성이 적은 잠재적인 생물막 제거물질로서 이용될 수 있을 것

으로 보인다.

생물막 형성 및 분해 관련 유전자 발현에 미치는 영향

S. aureus의 생물막 형성 및 분해에 대한 분자수준에서의 작용

기작에 대해 알아보기 위해 icaA와 agrA의 발현에 대한

tuberostemonine의 영향을 확인하였다. DMSO 처리 그룹에 비하

여 tuberostemonine처리 시 S. aureus의 icaA의 발현은 DMSO 처

리하였을 때보다 0.42배 저하되었으나, agrA 유전자는 3.12배 현

저하게 증가되었다(p<0.05, Fig. 5).

생물막의 형성에는 EPS matrix의 생성이나 QS의 발현 조절자

(response regulator) 등이 매우 중요한 역할을 한다고 알려져 있

다(Dotto 등, 2021; Lee 등, 2015). 특히 S. aureus의 다당류 구성

성분인 polysaccharide intracellular adhesion (PIA)는 세포 부착

(cell adhesion)과 관련된 ica operon에 의해 합성되어 생물막 형

성 및 부착에 주요 역할을 하는 것으로 보고된 바 있다(Yu 등,

2012). S. aureus와 ica operon은 icaABCD cluster와 icaR로 구성

되어 있으며, 그 중 icaA와 icaD (intercellular adhesion A and B)

Fig. 3. Effect of tuberostemonine on biofilms pre-formed by S.

aureus. Biofilms were formed at 37oC for 24 h, and these were
treated with DMSO or tuberostemonine (200 µM) for 3 h. The
biofilms were stained with 1.5% crystal violet. Measured values
represent the means for triplicate wells and error bars indicated
range. ***p<0.001.

Fig. 4. Confocal laser scanning microscopy images of S. aureus biofilms after tuberostemonine treatment. Biofilm of S. aureus were
treated with tuberostemonine at 37oC for 3 h. Confocal images of biofilms were analyzed using LSM to quantify biomass after DMSO or
tuberostemonine treatment (0.1-200 µM). (A) Confocal microscopy images of Live/Dead staining of biofilms dispersed by tuberostemonine. (B)
Biovolume determined from biofilm structures as depicted in Fig. 4A. *p<0.05, ***p<0.001.
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는 생물막 내 세균 세포를 둘러싼 세포 외 다당류(exopolysaccharide

matrix)의 주요 성분으로서 N-acetylglucosamin를 포함한 PIA의 합

성에 필수 유전자로 알려져 있다(Gad 등, 2009; Yu 등, 2012).

agr system은 Staphylococci의 중요한 global regulation cascade의

구성요소로서, agrA는 psm operon의 발현을 조절하여 세포내

cAMP 증가와 세포 외 단백질분해효소(extracellular protease) 분비

촉진을 통해 생물막의 분리 및 생물막 분해와 관련이 있다고 알

려져 있다(Tan 등, 2018). icaA와 agrA는 N-acetyl glucosaminyl

transferase 및 Staphylococcus spp.의 autoinducing peptide 전사를

유도하는 ica operon과 agr의 QS 기작에 의해 S. aureus의 생물

막에 영향을 미친다(Aubourg 등, 2022; Dotto 등, 2021; Jiang

등, 2018). 따라서 반응 조절에 따라 icaA의 하위 조절(down

regulation)은 생물막 형성 관련 유전자의 발현을 저해해 생물막

의 감소를 유도하며, agrA의 하위 조절은 생물막 분해 저해를 통

해 생물막 형성량이 증가하는 것으로 보고된 바 있다(Kim 등,

2020; Tan 등, 2018).

퀸산(quinic acid)은 식물에서 광범위하게 존재하는 유기산으로

항산화, 항돌연변이, 항염과 같은 효과가 보고된 바 있는데, 선행

연구에서 S. aureus ATCC 29213 (MRSA, 1×105 CFU/mL)에 퀸

산을 3시간 처리하였을 때, 생물막 형성 시 agrA 발현을 활성화

해 생물막 저해 효과가 나타났다(Bai 등, 2019). 또한 꼭두서니의

뿌리추출물인 alizarin은 방향족 유기화합물로, S. aureus ATCC

6538 (MSSA)에 alizarin (20 μg/mL)을 2시간 처리하였을 때, icaA

발현에는 영향을 미치지 않았으나, agrA의 발현은 억제된 것으로

나타났다(Lee 등, 2016). 본 연구에서 tuberostemonine처리 시 S.

aureus 생물막 형성에 중요한 역할을 수행하는 유전자 발현 조절

체계인 icaA 유전자 발현 감소와 agrA 유전자 발현 증가를 통해

생물막 합성 및 분해 효과를 나타내는 것으로 보아, tuberostemonine

은 S. aureus의 다양한 유전자 발현 조절의 상위 과정에 특이적

으로 관여하는 것으로 사료되며, 다른 선행연구에서의 천연 화합

물질과 같이 항생물막 효과를 가지는 것으로 보여진다.

식품 산업 분야에서 식중독균을 제어하는 방법으로는 물리적,

화학적, 효소적 방법이 있는데, 그 중 화학적 방법이 가장 많이

이용된다(Meireles 등, 2016; Pisoschi 등, 2018). 하지만, 화학적

방법의 지속적 사용은 인체내 잔류로 인해 면역 과민 반응과 장

기 손상 등의 부작용 발생의 우려가 있어 천연화합물을 통한 제

어에 대한 요구가 높아지고 있다(Yum 등, 2017). 생물막은 항균

제를 포함한 다양한 식중독균 제어 방법들의 효과를 감소시켜 식

품 안전 및 공중보건에 위험을 증대시킨다. 따라서 인체에 유해

성이 적은 천연화합물을 이용한 식중독균의 항생물막 연구는 식

품 안전성 향상 및 국민 건강 증진에 기여할 수 있을 것으로 사

료된다. 선행 연구에서 tuberostemonine과 같은 alkaloid 천연화합

물인 Bacoside A는 S. aureus와 P. aeruginosa의 성숙된 생물막의

EPS의 손실과 생물막 기층(substratum)의 분리를 통한 분해 효과

가 확인되었지만, 그 기작에 대해서는 알려진 바가 없다. 본 연

구에서는 식물 유래 천연화합물질인 tuberostemonine이 대표적 식

중독균인 S. aureus 생물막에 대한 형성 저해 및 분해 효과를 가

지는 것이 확인되었으며, 그 기작 규명을 위해 필수적인 후속 연

구를 위한 결과들을 얻을 수 있었다.

식중독균의 생장이 아닌 발병관련 유전자의 발현 저해를 통해

내성 발생 위험을 최소화한 선행 연구들과 마찬가지로(Hung 등,

2005; Mizar 등, 2018; Nait Chabane 등, 2014), 본 연구에서 규

명된 물질은 내성의 문제가 심각한 MRSA에 대해 생장 저해 효

과가 없음이 확인되어 내성 발생 가능성을 최소화할 수 있을 것

으로 사료된다. 따라서, tuberostemonine이 S. aureus를 제어할 수

있는 다른 방법과 함께 이용될 경우 식품 가공 및 보존과정에서

안전성 향상에 기여할 수 있을 것으로 기대된다.

요 약

본 연구는 S. aureus에 대한 tuberostemonine의 항균 및 항생물

막 효과에 대하여 확인하였다. S. aureus에 대한 tuberostemonine

의 생장 저해 효과가 없음을 확인하였으나, crystal violet 염색법

과 CLSM 이미지 측정을 통해 tuberostemonine이 유의한 S.

aureus 항생물막 효과 가지는 것을 알 수 있었다. S. aureus의 생

물막 형성과 분해 관련 유전자인 icaA와 agrA의 발현은

tuberostemonine를 처리하였을 때 유의미하게 각각 감소 또는 증

가하는 것으로 나타났다. 따라서 본 연구에서 생물막 형성 저해

및 분해 효과가 확인된 천연화합물인 tuberostemonine은 S. aureus

의 내성 발생 위험이 적은 새로운 항생물막제제로서 사용가능 할

것으로 사료된다.
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