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The research has been conducted on the isolation of antimicrobial compounds from plant natural ex-
tracts and their potential application in oral health care products. This study aimed to investigate 
the antimicrobial mechanism by analyzing the changes in gene expression of Streptococcus mutans, 
a major oral pathogen, in response to complex compounds extracted from Aralia continentalis and 
Arctii Semen using organic solvents. Transcriptome analysis (RNA-seq) revealed that both natural 
extracts commonly upregulated or downregulated the expression of various genes associated with differ-
ent metabolic and physiological activities. Three genes (SMU_1584c, SMU_2133c, SMU_921), partic-
ularly SMU_921 (rcrR), known as a transcription activator of two sugar phosphotransferase systems 
(PTS) involved in sugar transport and biofilm formation, exhibited consistent high expression levels. 
Additionally, component analysis of the A. continentalis extract was performed to compare its effects 
on gene expression changes with the A. Semen extract, and two active compounds were identified 
through gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) analysis of the active fraction. The n-hexane 
fraction (ACEH) from the A. continentalis extract exhibited antibacterial specificity against S. mutans, 
leading to a significant reduction in the viable cell counts of Streptococcus sanguinis and Streptococcus 
gordonii among the tested multi-species bacterial communities. These findings suggest the broad-spec-
trum antibacterial activity of the A. continentalis extract and provide essential foundational data for 
the development of customized antimicrobial materials by elucidating the antibacterial mechanism 
of the identified active compounds.
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서 론

일반적으로 충치로 알려진 치아우식증은 가장 호발하

는 구강질환 중 하나이다[18]. 치아우식증은 특정적인 구

강 미생물 군집으로부터 합성된 산성 생산물에 의해 치아 

표면에 있는 광택층과 질구층이 부식되어 치아가 부서지

거나 치아 표면이 깨져 나가는 질환이다[6]. Streptococcus 
mutans는 이러한 치아우식증을 일으키는 원인 균주 중 하

나로 알려져 있으며, 자당(sucrose)과 과당(fructose)을 포

함한 다양한 당분을 대사하여 유기산을 생성하여 치아의 

부식을 유발한다[4, 14, 15]. 

S. mutans에 대한 여러 천연물 연구 중, 녹차 추출물이 

이 감염균의 생장을 효율적으로 억제하는 것으로 나타났

다[3, 7, 19, 21]. 녹차 추출물에는 카테킨(Catechin)과 폴리

페놀(Polyphenol)과 같은 다양한 생리활성 성분이 있고, 
이러한 성분은 S. mutans의 생장을 억제하고 치아의 미네

랄화와 치아상처의 치유에도 도움을 줄 수 있다[3, 19, 21]. 
이러한 천연추출물 중, 독활(Aralia continentalis)은 전통적

으로 항염, 항균, 해열 등의 효과가 있는 것으로 알려져 

있으며[8, 20], 최근 연구에서는 S. mutans의 생장을 저해

하고 생물막(biofilm) 형성을 억제하는 효과적인 항균 작

용이 보고되었다[11-13]. 독활에서 분리한 화합물에서 

continentalic acid과 kaurenoic acid이 검출되었는데, 이들 

물질은 다양한 세균에 대한 항균작용을 가지고 있다[10, 
11]. 뿌리에서 추출한 continentalic acid는 methicillin-re-
sistant Staphylococcus aureus (MRSA)에 대한 항균작용이 

검증되었고[10], kaurenoic acid는 S. mutans의 생물막과 군

집 형성을 억제하는 것으로 보고되었다. 특히, kaurenoic 
acid의 4 μg/ml 정도 이상의 농도에서 S. mutans의 성장이 
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전혀 관찰되지 않아 항우식 치료제로써 독활 천연추출물

의 효과를 입증되었다. 최근에 본 연구팀은 독활과 유사

한 항균 효과를 보이는 우방자(Arctii Semen) 추출물에 대

한 연구를 보고하였다[13]. 독활 추출물과 유사하게 우방

자 추출물은 S. mutans의 성장억제 뿐만 아니라 생물막 

형성을 위한 주요 단백질인 glucosyltransferases (GTFs)의 

유전자 발현을 감소시켜 생물막 형성을 줄인다는 것으로 

분석되었다.
본 연구에서는 구강 감염균인 S. mutans가 이러한 항균 

활성을 나타내는 독활과 우방자 천연추출물에 대한 반응

으로 유전자 발현이 변화되는 것을 전사체 분석 기법

(RNA-seq)을 사용하여 비교 분석하였으며, 천연 추출물의 

혼합물에서 항균성을 주로 나타내는 유효 성분을 분리하

기 위한 연구도 함께 수행하였다. 또한, 토착종을 포함한 

다양종 미생물 환경에서 독활 천연추출물이 S. mutans에 

대해 갖는 유효성분의 항균력을 실험해 보았다. 

재료 및 방법

사용 균주 및 배양

본 연구에서는 구강 감염균인 Streptococcus mutans 
UA159 구강내 토착균종인 Streptococcus sanguinis (ATCC 
10556), 그리고 Streptococcus gordonii DL-1균주를 BHI 
(brain heart infusion) 배지(BD Biosciences, New Jersey, 
USA)를 사용하여 37℃, 5% CO2 환경에서 배양하였다.

전사체 분석

S. mutans의 천연추출물에 반응에 대한 전사체를 분석

하기 위해 37℃, 5% CO2 조건으로 18시간 동안 배양한 

배양액을 새로운 BHI 배지에 희석(1:100, v/v)하고 흡광도

(optical density at 600 nm; O.D. 600)가 0.6이 될 때까지 본 

배양한 후, 독활과 우방자 추출물을 최종농도 1,000 μg/ml
로 1시간 노출하였다. 배양액을 4,000× g, 15분간 원심 분

리하여 상층액을 회수하고, 1 ml의 RNAprotect Bacteria 
Reagent (Qiagen, Hilden, Germany)로 10분간 처리한 후, 
4℃ 환경에서 4,000× g, 10분 동안 원심 분리하여 세포를 

회수하였다. Sodium dodecyl sulfate (SDS)를 첨가한 50/10 
mM Tris-EDTA buffer에 재현탁한 후, 산성 phenol이 들어

있는 2-ml capping tube에 세포를 옮겨 담고 Bead Beater 
(Biospec Products, Inc., OK, USA)를 이용하여 파쇄 하였

다. 이를 원심 분리하여 RNA가 포함된 상층액을 회수하

고, RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany)을 사용하여 

total RNA를 추출하였다. RNA의 농도는 NanoDrop 2000 
(Thermo Fisher Scientific, MA, USA)을 사용하여 측정하였

다. 1 μg의 total RNA를 사용하여 cDNA 라이브러리를 제

작하고, 이를 Illumina Hiseq 4000 (Macrogen, Seoul, South 
Korea)을 사용하여 전사체 분석을 진행하였다. 최초 원본

자료(Raw data)는 Galaxy 온라인 버전(https://usegalaxy. org)
을 활용하여 S. mutans UA159 reference genome을 기준으

로 mapping 하였고, 모듈화되어 있는 FASTQ groomer, 
Bowtie, StringTie, 및 Cuffmerge를 사용하여 일련의 분석 

과정을 진행하였다. 앞선 프로그램에 의해 처리된 데이터

에 각 유전자의 기능 주석을 삽입하기 위해 Database for 
Annotation, Visualization, and Integrated Discovery (DAVID 
(https://david.ncifcrf.gov/) 프로그램을 사용하였다. 또한, 
multiple experiment viewer (MeV) (https://webmev.tm4.org/) 
프로그램을 이용하여 각 추출물의 처리에 의해 다르게 

발현되는 유전자(differentially-expressed genes, DEGs)를 

선별하였다.

유효성분 층분리 및 분석

Aralia continentalis는 땅두릅(Aralia cordata)의 변종인 

독활로 알려져 있으며, 본 연구의 재료인 건조한 뿌리는 

한국식물추출물은행(http://portal.kribb.re.kr/)과 서울 한약 

약재상에서 구입하였다. 분쇄한 뿌리의 50 g을 50°C의 1 
l의 ethanol에서 1시간 동안 sonication 처리하여 추출하고 

상층액을 수집했다. 이 과정을 3회 반복하고, 모든 상등액

을 혼합하고 filter paper No. 2 (Advantec Toyo Kaisha, Ltd., 
Japan)로 여과하였다. 상등액을 회전진공증발기(Eyela, 
Japan)로 50℃에서 감압 농축하였다. Ethanol 추출물(ACE)
은 추출물의 응집을 피하기 위해 10% ethanol에 용해시키

고 n-hexane과 물로 분획하였다. n-hexane 분획(ACEH)을 

농축하고 silica gel column (6 cm × 40 cm, Merck, Darm-
stadt, Germany)에 적용한 후, n-hexane/ethyl acetate (5:1, 
v/v), chloroform, ethyl acetate, 그리고 butanol을 이용하여 

층분리를 하였다. 각 chromatography의 분획은 Thin Layer 
Chromatography (TLC)를 이용하여 전개하여 분석되었다

[1]. 각 분획을 TLC Silica gel 60 plate (Merck, Darmstadt, 
Germany)에 직접 점적하고, plate를 n-hexane/methanol 
(5:1, v/v)를 포함한 용액에서 전개하고 110℃에서 10분 

동안 가열한 후 1% (w/v) N-(1-naphthyl)-ethylenediamine 및 

20% (v/v) sulfuric acid를 혼합한 methanol에 침지하여 이

동한 시료들을 관찰하였다. 그리고 항균 활성 분획의 성

분 분석(GC-MS 분석)은 부경대학교 자율 활용 실험실의 

도움을 받아 실시하였다.

다양종미생물의 분포비율 분석

추출물로부터 분리 및 정제한 ACEH 분획의 처리 시, 
세 균주(S. mutans, S. sanguinis와 S. gordonii)의 생균수 비

율을 측정하기 위해 이전 실험과 동일하게 배양액을 준비

하고, 새로운 BHI 배지에 1:100으로 희석하였다. 초기 대

수성장기(O.D. 600=0.3)로 배양한 각 배양액을 채취하여 직

렬 희석(serial dilution)한 후, 50 μl를 BHI 한천 플레이트에 

도말하고 37℃, 5% CO2에서 48시간 동안 배양하였다. 배
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지에 형성된 집락(colony)의 수를 세어 집락형성단위(colony 
forming units)를 계산하였다[22]. 

각 균주의 16S rRNA를 증폭하기 위해 보존된 서열을 

기반으로 primer를 제작하였다. S. mutans (FP, GGACACA 
CTGTGCTTGCAC; RP, ACTAGTGATGCGCTTGCATC), 
S. sanguinis (FP, AGGAGCTTGCTCTTCT; RP, GTCCATC 
TGGTAGTGATGCAA) 및 S. gordonii (FP, AAAAATTATT 
CTGTCAGTGGAC; RP, CAAGCAACGGTATAAACTG)의 

primer를 사용하였다. Real-time PCR 반응을 위해 genomic 
DNA는 추출물 ACEH 분획의 처리 전과 후의 혼합 배양액

에서 GenElute Bacterial Genomic DNA kit (Sigma, Mis-
souri, USA)를 사용하여 분리하였다. 정량적 PCR 반응은 

분리한 3 μl의 genomic DNA에 10 μl의 2× qPCR MasterMix 
(with EvaGreen, high ROX) (Coregen, Busan, Korea), 1 μM
의 Forward-와 Reverse-primer, 그리고 최종 부피가 25 μl이 

되도록 증류수를 혼합하여, StepOnePlus Real-Time PCR 
system (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA)을 사

용하여 다음 조건에 따라 실시하였다. 먼저 95℃에서 5분
간 반응하고 denaturation을 95℃에서 20초, annealing을 55 
℃에서 30초, extension을 72℃에서 30초를 40회 반복하였

다. 이때 실시간 핵산 증폭 결과인 Ct값에 따른 copy num-
ber를 환산하기 위해 각 균주로부터 분리한 genomic DNA
를 주형(101~108)으로 PCR을 수행하고, Ct 값에 따른 DNA 
copy number의 표준곡선을 확인한 후 혼합 배양액에서의 

핵산의 정량에 적용하였다[9]. 또한, 최초 혼합된 균수의 

오차를 보정하기 위해 앞서 실시한 CFU 값을 이용하였다

[17].

통계분석

모든 실험은 동일한 과정으로 3번 이상 반복 실행되었

다. 실험 결과의 통계분석은 SPSS (statistical package for 
social science) 프로그램을 이용하여 analysis of variance 
(ANOVA) 분석법을 적용하였고, least significant difference 
(LSD)를 사용하여 신뢰수준 95% (p<0.05)에서 통계적 유

의성을 검증하였다.

결과 및 고찰

천연추출물의 처리에 따른 Streptococcus mutans의 유

전자 발현 변화 분석

선행 연구에서 본 연구자는 구강 병원성 미생물에 대한 

직접적인 효과를 입증하기 위하여 순수 분리된 치아 우식

증의 원인균인 S. mutans에 대해 100종의 한국자생식물로

부터 추출한 추출물의 생장저해 및 항생물막 활성을 평가

하였다[13]. 그 중 5종의 식물추출물(우방자[Arctii Semen], 
층꽃나무[Caryopteris incana], 독활[Aralia continentalis], 

앉은부채[Symplocarpus renifolius]와 광대나물[Lamium am-
plexicaule])은 다른 추출물에 비해 상대적으로 높은 성장

억제 능력을 보였으며, 특히 독활과 우방자의 추출물은 

가장 높은 항균 활성을 보였다. 본 연구에서는 항균활성

도가 높게 관찰되었던 A. continentalis와 A. Semen 천연추

출물의 S. mutans에 대한 항균기작을 규명하기 위해 전사

체 분석(RNA-sequencing)을 수행하였다(Fig. 1). 각 해당 

식물추출물에 노출되었을 때, S. mutans의 유전자 발현 차

이를 분석하였고 그 결과는 표로 요약하였다(Table 1, Table 
2). 추출물의 노출에 의한 발현량의 유의미한 차이를 알아

보기 위해 두 배 이상의 발현량 차이를 나타내는 유전자

만을 선별(p<0.05)하였고, 유전자별 기호, 유전좌위, 배수 

변화(log2 value) 및 유전자 주석 정보를 표기하였다. 각 

식물추출물 처리에 의해 공통적으로 또는 개별적으로 발

현이 증가 또는 감소하는 유전자를 정리하여 벤다이어그

램(Venn diagram)으로 나타내고(Fig. 1A), differentially ex-
pressed genes (DEGs)의 배수 변화 값을 heatmap으로 가시

화하였다(Fig. 1B). 우방자 추출물 처리 시 18개 유전자의 

발현이 증가하였고, 반면에 13개 유전자의 발현이 감소하

였다. 독활 추출물은 55개 유전자의 발현을 증가시켰고, 
38개 유전자의 발현을 감소시켰다. 16s rRNA(SMU_r01, 
SMU_r04, SMU_r09, SMU_r12, SMU_r15), 연쇄상구균 항

원(SMU_1584c, SMU_515), 막 단백질(SMU_2133c), 전사 

조절인자(SMU_921) 및 가상 단백질(SMU_1803c)을 암호

화하는 10개의 유전자는 두 가지 추출물에 의해 모두 발

현량이 증가하였다. 특히, SMU_921(rcrR)은 두 개의 sugar 
phosphotransferase system (PTS)을 조절하는 전사 활성화 

단백질로 작용하며, 다양한 당의 수송 및 생물막 형성과 

밀접하게 관련되어 있다[5]. 반면에, 형태 결정 단백질

(mreC), 오르니틴 카르바모일-트랜스퍼라제(otcA), 인테

그라제(SMU_191c), 디히드로리포아미드 탈수소효소(pdhD), 
만니톨-특이적 효소 IIBC 성분(mtlA1), ABC 수송체(SMU_ 
1898, SMU_1899) 및 가상 단백질(SMU_264, SMU_179)을 

암호화하는 9개의 유전자는 두 추출물에 의해 모두 공통

적으로 감소하였다. 이 중 3개의 유전자(SMU_1584c, 
SMU_2133c, SMU_921)는 공통적으로 두 추출물 모두에서 

가장 높은 발현량을 보여주었다. 이들 유전자는 우방자 

추출물에 의해 각각 약 17, 6 및 5배 증가되었으며, 독활 

추출물에 의해 각각 약 64, 23 및 9배 발현이 증가되었다. 
이러한 결과는 이 세 가지 유전자가 두 식물 추출물에 

포함된 활성 항균 성분에 대한 중요한 목표 인자이거나, 
활성성분에 대한 S. mutans의 반응인자로 추정할 수 있다. 
그러므로 이 유전자의 기능과 역할에 대한 후속 연구가 

요구되며, 세포막에 위치하는 것으로 예상되므로 추출물 

처리 시 활성물질과 최초 결합 또는 신호를 인지하는 인

자들로 제안한다.



Journal of Life Science 2023, Vol. 33. No. 7 541

A B

Fig. 1. Transcriptome analysis of S. mutans when exposed to plant extracts. Differentially expressed genes (DGEs) in each con-
dition, with a log2 fold change greater than 1 or less than -1 (p<0.05) were identified and grouped. (A) A Venn diagram 
displays the upregulated genes (top) and downregulated genes (bottom) when cells are treated with each extract, with 
the number of included genes indicated inside each area. (B) A heatmap shows the log2 value of differentially expressed 
genes compared to the untreated sample, with hierarchical clustering results represented on the left side of the heatmap. 
The red or green color on the individual genes indicate increased or decreased gene expression, respectively, corresponding 
to the fold change.

유기용매를 이용한 유효 활성성분의 분리

선행 연구결과를 바탕으로 S. mutans에 대해 항균효과

를 보인 물질인 독활에 대한 물질 분리 및 정제를 진행하

였다. 특히, 다른 연구팀에 의한 연구 결과를 보면 독활의 

ethanol 추출 분획(ACE)에서 S. mutans에 항균 활성을 나

타냈다[12]. 본 연구팀도 추출 단계초기에 보다 다양한 활

성 물질을 포함하기 위해 독활 추출의 용매로 ethanol을 

사용하였으며, 회전진공농축기를 이용하여 농축 후 보관

하였다. 이후 추출물을 순차적으로 hexane, chloroform, 
ethyl acetate, butanol, water 층으로 분리시키고 분리된 각 

층의 항균활성을 관찰하였다(Fig. 2A). 분리된 여러 층 중, 
hexane fraction에서 S. mutans에 대한 높은 항균 활성을 

나타냈다. Hexane층 내의 물질을 분리하기 위하여 silica 
gel column을 사용하여 극성에 따라 분리하였다. 그 결과 
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Table 1. Differentially expressed genes (DEGs) of S. mutans treated with A. Semen extract

Gene Locus Fold change
(log2 scale) p value Annotation

SMU_1584c

SMU_2133c
SMU_921
SMU_r15
SMU_r01
SMU_r04
SMU_1803c
SMU_r12
SMU_r09
SMU_515

SMU_503c
SMU_940c, 

SMU_941c
SMU_1345c

SMU_r11
SMU_r02
SMU_r08
SMU_r14
SMU_1013c
SMU_264
mreC

gid
clpB
otcA
SMU_179
SMU_191c
SMU_575c
pdhD
mtlA1

SMU_1898, 
SMU_1899

NC_004350.2:1512916-1514686

NC_004350.2:1998007-2000512
NC_004350.2:874589-875024
NC_004350.2:1876785-1878337
NC_004350.2:16876-18428
NC_004350.2:185748-187300
NC_004350.2:1703515-1704133
NC_004350.2:1687508-1689060
NC_004350.2:1659206-1660758
NC_004350.2:482276-484052

NC_004350.2:472725-473361
NC_004350.2:891631-892598

NC_004350.2:1285659-1287561

NC_004350.2:1684219-1687120
NC_004350.2:18816-21717
NC_004350.2:1655917-1658818
NC_004350.2:1873496-1876397
NC_004350.2:967980-969384
NC_004350.2:254668-255778
NC_004350.2:23654-24464

NC_004350.2:949331-950666
NC_004350.2:1354927-1357510
NC_004350.2:252183-253203
NC_004350.2:175432-176035
NC_004350.2:192028-193192
NC_004350.2:537855-538323
NC_004350.2:1353361-1354699
NC_004350.2:1125350-1127060

NC_004350.2:1784880-1786489

4.1293

2.75807
2.35713
2.02291
1.97851
1.91182
1.90786
1.87994
1.87889
1.61242

1.25273
1.18516

1.09091

1.01659
1.01239
1.01176
1.00909

-1.02602
-1.03215
-1.05239

-1.21272
-1.22872
-1.26958
-1.27458
-1.31722
-1.40697
-1.47877
-2.49764

-3.74266

0.00005

0.00005
0.00005
0.00005
0.00005
0.00005
0.00005
0.00005
0.00005
0.00005

0.00175
0.00005

0.00005

0.00005
0.00005
0.0002
0.00015
0.0009
0.0006
0.00005

0.00005
0.0001
0.0004
0.0001
0.0017
0.0034
0.00035
0.00005

0.00005

putative 67 kDa myosin-crossreactive 
streptococcal antigen homolog

putative membrane protein
putative transcriptional regulator
16S ribosomal RNA
16S ribosomal RNA
16S ribosomal RNA
hypothetical protein
16S ribosomal RNA
16S ribosomal RNA
putative 67 kDa myosin-crossreactive 

streptococcal antigen
hypothetical protein
putative hemolysin III and conserved 

hypothetical protein
putative peptide synthetase similar to 

MycA
23S ribosomal RNA
23S ribosomal RNA
23S ribosomal RNA
23S ribosomal RNA
putative Mg2+/citrate transporter
conserved hypothetical protein 
putative cell shape-determining protein 

MreC
putative glucose-inhibited division protein
putative Clp proteinase ClpB 
putative ornithine carbamoyltransferase
conserved hypothetical protein 
putative integrase
putative membrane protein
putative dihydrolipoamide dehydrogenase
PTS system (mannitol-specific enzyme 

IIBC component)
putative ABC transporter 

총 19개의 fraction 중 4개의 fraction에서 항균활성을 확인

하였다. 유효성분의 농도를 높이기 위해 네 개의 fraction
을 혼합한 후, 다시 silica gel column에서 같은 용매

(hexane, chloroform, ethyl acetate, butanol, water)를 사용하

여 층분리하고 항균 활성을 측정하였다. 위와 같이 hexane
층(ACEH)이 S. mutans에 대한 항균 활성 물질을 함유하는 

것으로 확인되었다. 따라서 S. mutans에 대한 항균 활성을 

가진 물질은 ACEH에 존재하며, 이를 극성과 물질의 크기

에 따라 분리하기 위해 silica gel column을 이용하여 극성

에 따라 다시 분리하고 각 분획에 대한 항균 활성을 측정

하였다. 그 중 분리된 세 분획(9, 10 및 11번)에서 항균 

활성을 관찰하였다(Fig. 2B). 이 세 분획을 W252 column을 

이용하여 물질의 크기에 따라 분리한 후, 최종적으로 활

성이 나타나는 층을 분리하고 정제하였으며, TLC에 전개

하여 확인하였다(Fig. 2C). 총 12개의 분획을 이용하여 항

균 활성을 측정한 결과 11번 분획에서 항균 활성이 관찰

되었다(Fig. 2D).

활성 성분의 분석

앞선 chromatography에 의한 분리 단계마다 Ultra Per-
formance Liquid Chromatography (UPLC)를 이용하여 개별 

분획의 profiling을 확인하였고, 특히 220 nm 파장에서 분

리 및 정제가 진행될수록 유효한 물질들의 peak가 증가하

는 것이 명확히 관찰되었다(Fig. 3A). 그러나 다른 파장
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Table 2. Differentially expressed genes (DEGs) of S. mutans treated with A. continentalis extract

Gene Locus Fold change
(log2 scale) p value Annotation

SMU_1584c

SMU_2133c
SMU_921
copA, copY

SMU_1027
SMU_922, 

SMU_923
SMU_2057c

SMU_515

SMU_2027
SMU_1028
SMU_29

SMU_438c

scrA

SMU_r04
scnR
SMU_r09
SMU_2134
SMU_r12
SMU_r01
SMU_1788c

SMU_r15
SMU_1243

fthS
SMU_1577c
SMU_1803c
SMU_658
hrcA

SMU_1511c
syfA

SMU_911c
SMU_1854, 

SMU_1855
groES
SMU_609
SMU_1704, 

SMU_1705, 
SMU_1706

malR

SMU_237c, 
SMU_238c

grpE

NC_004350.2:1512916-1514686

NC_004350.2:1998007-2000512
NC_004350.2:874589-875024
NC_004350.2:397151-399820

NC_004350.2:977807-978446
NC_004350.2:875027-878574

NC_004350.2:1930286-1932146

NC_004350.2:482276-484052

NC_004350.2:1895651-1896338
NC_004350.2:978481-979516
NC_004350.2:31866-32574

NC_004350.2:407738-412040

NC_004350.2:1739207-1741202

NC_004350.2:185748-187300
NC_004350.2:1713700-1714399
NC_004350.2:1659206-1660758
NC_004350.2:2000643-2001198
NC_004350.2:1687508-1689060
NC_004350.2:16876-18428
NC_004350.2:1694784-1695132

NC_004350.2:1876785-1878337
NC_004350.2:1181477-1182548

NC_004350.2:1016004-1017675
NC_004350.2:1505190-1508940
NC_004350.2:1703515-1704133
NC_004350.2:617510-618350
NC_004350.2:83651-84686

NC_004350.2:1437639-1438161
NC_004350.2:1438233-1439277

NC_004350.2:868626-869136
NC_004350.2:1753460-1754545

NC_004350.2:1834943-1835231
NC_004350.2:567243-569079
NC_004350.2:1615454-1617188

NC_004350.2:1491976-1492996

NC_004350.2:225476-227416

NC_004350.2:84728-85268

6.03165

4.51131
3.21072
2.67968

2.62798
2.28909

2.19506

2.12178

1.92677
1.87034
1.84657

1.80782

1.8005

1.55396
1.53977
1.53224
1.50448
1.49917
1.48976
1.44605

1.43193
1.42871

1.40291
1.32496
1.32133
1.31883
1.2849

1.26759
1.25272

1.24034
1.23441

1.22734
1.22012
1.17559

1.16822

1.16019

1.15464

0.00005 

0.00005 
0.00005 
0.00005

0.00010 
0.00005

 
0.00005

 
0.00005

 
0.00005 
0.00005 
0.00005 

0.00005 

0.00005 

0.00005 
0.00005 
0.00005 
0.00040 
0.00005 
0.00005 
0.00005 

0.00005 
0.00005 

0.00005 
0.00005 
0.00010 
0.00030 
0.00005 

0.00005 
0.00005 

0.00005 
0.00005 

0.00005 
0.00020 
0.00005 

0.00005 

0.00005 

0.00005 

putative 67 kDa myosin-crossreactive 
streptococcal antigen homolog

putative membrane protein
putative transcriptional regulator
copper-transporting ATPase; P-type ATPase 

and negative transcriptional regulator
putative transcription regulator
putative ABC transporter and ATP-binding 

protein
putative cadmium-transporting ATPase; 

P-type ATPase
putative 67 kDa myosin-crossreactive 

streptococcal antigen
putative transcriptional regulator
putative hydrolase or acyltransferase
putative phosphoribosylaminoimidazole- 

succinocarboxamide synthase SAICAR 
synthetase

putative (R)-2-hydroxyglutaryl-CoA 
dehydratase activator-related protein

putative PTS system, sucrose-specific IIABC 
component

16S ribosomal RNA
putative response regulator; ScnR homolog
16S ribosomal RNA
putative transcriptional regulator
16S ribosomal RNA
16S ribosomal RNA
putative bacterocin transport accessory 

protein, Bta
16S ribosomal RNA
putative low temperature requirement A 

protein
putative formyl-tetrahydrofolate synthetase
conserved hypothetical protein
hypothetical protein
conserved hypothetical protein
transcriptional regulator; repressor (HrcA) of 

class I heat shock genes
putative acetyltransferase
putative phenylalanyl-tRNA synthetase 

(alpha subunit)
hypothetical protein
conserved hypothetical proteins

putative co-chaperonin GroES
putative 40K cell wall protein precursor
conserved hypothetical proteins

putative maltose operon transcriptional 
repressor

putative integral membrane protein and 
putative ABC transporter

heat shock protein GrpE 
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Table 2. Continued

Gene Locus Fold change
(log2 scale) p value Annotation

SMU_1097c, 
SMU_1098c, 
opuBa, opuBc

pacL
glnR

SMU_1296
SMU_1602
hisS
SMU_840c
scnK
SMU_1040c

SMU_1707c
ftsL
SMU_1286c
SMU_951
SMU_346

SMU_591c
comX1

SMU_417
SMU_179
SMU_71
SMU_1167c
arcC
SMU_1139c

SMU_308
SMU_1938c
glrA

pdhD
SMU_196c
SMU_191c
SMU_1280c
SMU_1898, 

SMU_1899
SMU_263
SMU_1939c, 

SMU_1940c
SMU_1317c
SMU_264
trpE,trpG
mreC
dinF
otcA
SMU_1552c, 

SMU_1553c
SMU_1348c
SMU_1366c
SMU_531
mtlA1

NC_004350.2:1038785-1042469

NC_004350.2:1485020-1487813
NC_004350.2:341142-341514

NC_004350.2:1222268-1223060
NC_004350.2:1533195-1533861
NC_004350.2:1974219-1975509
NC_004350.2:791321-791768
NC_004350.2:1712303-1713683
NC_004350.2:988406-989162

NC_004350.2:1617366-1617915
NC_004350.2:422411-422735
NC_004350.2:1212773-1213952
NC_004350.2:900228-901605
NC_004350.2:325539-326157

NC_004350.2:550026-551145
NC_004350.2:1872020-1872503

NC_004350.2:390361-390853
NC_004350.2:175432-176035
NC_004350.2:71522-72872
NC_004350.2:1107322-1108024
NC_004350.2:255809-256760
NC_004350.2:1080036-1081347

NC_004350.2:295181-295982
NC_004350.2:1816573-1817263
NC_004350.2:984161-985043

NC_004350.2:1353361-1354699
NC_004350.2:193952-195050
NC_004350.2:192028-193192
NC_004350.2:1210027-1211146
NC_004350.2:1784880-1786489

NC_004350.2:253300-254659
NC_004350.2:1817264-1819695

NC_004350.2:1243079-1243307
NC_004350.2:254668-255778
NC_004350.2:498453-500375
NC_004350.2:23654-24464
NC_004350.2:121343-122672
NC_004350.2:252183-253203
NC_004350.2:1478104-1478654

NC_004350.2:1290631-1291333
NC_004350.2:1299661-1300363
NC_004350.2:498133-498445
NC_004350.2:1125350-1127060

1.14441

1.10747
1.10148

1.07959
1.07208
1.04411
1.03587
1.0214

1.01566

-1.00556
-1.01546
-1.01608
-1.01772
-1.02958

-1.05511
-1.07745

-1.09436
-1.10509
-1.10874
-1.17029
-1.19207
-1.19563

-1.19596
-1.19755
-1.20842

-1.22526
-1.2514

-1.31433
-1.34008
-1.34054

-1.35534
-1.35553

-1.37905
-1.46919
-1.46952
-1.49343
-1.60804
-1.65214
-1.6901

-2.07315
-2.11833
-2.27256
-3.0076

0.00005 

0.00005 
0.00005 

0.00005 
0.00005 
0.00005 
0.00055 
0.00005 
0.00010

 
0.00045 
0.00125 
0.00020 
0.00005 
0.00030 

0.00035 
0.00300 

0.00035 
0.00035 
0.00005 
0.00165 
0.00015 
0.00005 

0.00220 
0.00010 
0.00275 

0.00080 
0.00085 
0.00130 
0.00105 
0.00015 

0.00030 
0.00005 

0.00280 
0.00005 
0.00005 
0.00005 
0.00005 
0.00010 
0.00305 

0.00005 
0.00005 
0.00005 
0.00005 

putative transcriptional regulator protein, 
putative oxidoreductase, choline ABC 
transporter and choline ABC transporter

putative cation-transporting P-type ATPase
transcriptional regulator; glutamine 

synthetase repressor
putative glutathione S-transferase
putative NAD(P)H-flavin oxidoreductase
histidyl-tRNA synthetase
hypothetical protein
putative histidine kinase, ScnK homolog
putative oxidoreductase, short-chain 

dehydrogenase/reductase
putative rRNA methylase
putative cell division protein
putative permease; multidrug efflux protein
putative amino acid permease
putative NADH dehydrogenase; NAD(P)H 

nitroreductase
hypothetical protein
putative ComX1, transcriptional regulator of 

competence-specific genes
conserved hypothetical protein
conserved hypothetical protein 
putative cation efflux pump 
putative ABC transporter 
putative carbamate kinase
conserved hypothetical protein; possible 

methylase
sorbitol-6-phosphate 2-dehydrogenase
putative ABC transporter, permease protein
putative ABC transporter, ATP-binding 

protein
putative dihydrolipoamide dehydrogenase
putative transfer protein
putative integrase
conserved hypothetical protein 
putative ABC transporter

putative amino acid antiporter
putative ABC transporter and putative 

peptidase 
hypothetical protein
conserved hypothetical protein 
putative anthranilate synthase
putative cell shape-determining protein MreC
putative DinF; possible cation efflux pump 
putative ornithine carbamoyltransferase
hypothetical proteins

putative ABC transporter 
putative ABC transporter 
putative chorismate mutase
PTS system (mannitol-specific enzyme IIBC 

component)
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A B

C D

Fig. 2. (A) The antibacterial effect of the individual layers was 
tested by disc diffusion assay. The organic solvents used 
for chromatography of A. continentalis represent are pre-
sented as follows: E for ethanol; Hex for hexane; Chl for 
chloroform; EA for ethyl acetate; BuOH for butanol. H2O 
and DMSO were used as a control. (B) A total of 15 frac-
tions were separated from the ACEH layer using silica 
gel and chromatographed on a Thin Layer Chromatography 
(TLC) plate. (C) Confirmation of the separation and purifi-
cation of the active layers using a W252 column was made 
through TLC. (D) The antibacterial activity of the three 
fractions was confirmed following separation through a 
W252 column.

A B

Fig. 3. (A) The substances in each fraction were profiled at a wavelength of 220 nm using Ultra Performance Liquid 
Chromatography (UPLC). (B) The major substances comprising the fraction with antibacterial activity against S. mutans 
were identified based on GC-MS spectral matching against a reference database.

(250 nm와 280 nm)에서는 이러한 차이가 관찰되지 않았

다(결과 생략). Gas Chromatography Mass Spectrometry 
(GCMS)를 활용한 분석을 통해 ACEH의 11번 분획에 함

유된 유효 성분들을 동정하였다(Fig. 3B). 분석 결과, 총 

5개의 peak가 확인되었고, 라이브러리와 비교하여 동정된 

물질은 pimaric acid와 kaurenoic acid로 각각 57.04%와 

26.08%로 높은 함량을 차지하였다. 즉, 독활 천연추출물

에 높은 함량으로 함유된 pimaric acid와 kaurenoic acid가 

S. mutans에 대한 항균 활성을 가지는 단일 물질로 추정된

다. 이 중에서 Kaurenoic acid는 이전 연구 논문에서 S. mu-
tans의 생장 억제와 생물막 형성을 저해하는 효과가 입증

되었고[2, 16], 이러한 생물막의 형성 저해는 gtf 유전자의 

발현 감소에 의한 것으로 밝혀졌다[11]. 또한, 이러한 두 

가지 단일 물질은 앞서 언급된 독활 추출물에 의해 발현

이 저해된 38개의 유전자(ABC transporters, 세포 형태 결

정인자, 등)의 역할 감소로 인해 에너지 대사 및 생장을 

저해할 수 있다. 

다양종 미생물군집에 대한 효과

구강 유해 세균인 S. mutans에 대해 항균 활성을 가지는 

ACEH가 다른 구강 세균에 미치는 영향을 파악하기 위하

여 S. mutans를 비롯하여 S. sanguinis와 S. gordonii에도 

ACEH를 처리하여 각 균의 생균수를 측정하고 비교하였

다(Fig. 4). 실험한 모든 균주가 ACEH를 1시간 처리하였
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A

B

Fig. 4. (A) After treating the three strains with the ACEH fraction, the number of viable cells was measured by colony-forming 
units (CFU) assay and compared with the number of viable cells in the absence of ACEH. *, statistical significance 
was determined by the ANOVA analysis at p<0.05. (B) To measure each strain in the mixed culture, 16s rRNA-specific 
oligomers were synthesized and confirmed by PCR amplification with S. mutans genomic DNA as a template. (C) The 
ratio of viable cell counts for each strain in the mixed culture was analyzed in the absence or presence of ACEH.

을 때 생균수가 감소하였으며, 특히 S. sanguinis와 S. gor-
donii의 생균수가 S. mutans에 비해 현저히 감소하였다

(Fig. 4A). 이를 통해 ACEH가 구강미생물의 생존에 미치

는 개별적인 효과를 확인하였으며, 세 개의 균주가 함께 

존재할 때 ACEH의 효과를 보기 위하여 균주를 혼합하여 

다양종 미생물 환경을 조성하였다. 먼저, 각 균주의 16s 
rRNA를 암호화하는 유전자에 결합하는 primer를 디자인

하였다. 다양종 균주가 있는 혼합물에서 원하는 균주를 

동정해야 하므로 합성된 primer가 다른 균주의 유전자들

과 결합하지 않는 특이성을 가지는지를 PCR 반응을 통해 

확인하였다(Fig. 4B). Mid-exponential phase의 균 배양액을 

1:1:1 (v/v)의 비율로 섞은 후 ACEH를 MIC농도인 8 μg/ml
로 처리하여 한시간 배양하였으며, 비교군으로 ACEH를 

처리하지 않은 혼합 배양액을 사용하였다. 두 혼합 배양

액으로부터 genomic DNA를 추출하고, 이를 주형으로 앞

서 검증한 primer를 사용하여 정량적 PCR을 통해 혼합 

배양액 속의 각 균주의 비율을 확인하였다(Fig. 4C). 
ACEH를 처리하지 않았을 때, 세 균주의 비율을 동일하게 

혼합하기 위해 CFU 측정값을 기준으로 보정값을 산출하

고 이를 ACEH를 처리한 혼합 배양액에 대입하여 각 균주

들의 copy number를 계산에 사용하였다. 이 값을 백분율

로 환산하여 ACEH 처리 전과 후의 균주 비율 변화를 측

정하였다. 결과에서 볼 수 있듯이 ACEH를 처리하였을 

때, 각 균주의 구성 비율은 각각 96.56%, 3.37%, 그리고 

0.07%로 비처리군에 비해 배양액을 구성하는 각 균주의 

비율에 변화가 현저하게 관찰되었다. 그러므로, ACEH의 

항균력은 S. mutans에 비해 상대적으로 S. sanguinis와 S. 
gordonii에서 강하게 나타났다.

결론적으로 혼합물인 ACEH는 항균제 대체재로 효과

는 있으나, 구강 감염성 세균인 S. mutans에 대한 특이성이 

낮았다. 특히, 토착세균의 생균수를 크게 감소시킬 수 있

어 전체적인 구강의 건강에 대한 효과 검증은 아직 미비

하나, 보다 다양한 구강미생물 생태에서 체계적인 측정을 

한다면 이 후보 천연추출물의 효과를 입증할 수 있을 것으

로 기대한다. 후속 연구에서는 동정한 단일 물질을 이용하

여 인체유래 치태 미생물 생태에 대한 항균 기능을 확인

할 것이며, 다른 구강 유해 균주에 대한 항균 활성을 검증

하여 실용화 단계를 위한 기초 자료로 활용할 계획이다.
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초록：Streptococcus mutans의 전사체 분석과 독활 추출물로부터 활성 성분 분리

이현정
1
․강다영

1
․이윤채

1
․김정남

1,2
*

(1부산대학교 자연과학대학 생명시스템학과, 2부산대학교 자연과학대학 미생물학과)

식물 천연추출물에서 항균력을 갖는 활성 물질을 분리하고 이를 구강 건강 관리 제품에 사용하려는 

연구가 진행되고 있다. 본 연구에서는 유기용매를 사용하여 독활과 우방자로부터 추출한 복합 화합물에 

대한 구강 감염균인 Streptococcus mutans의 특정 유전자 발현 변화를 분석하여 항균 기작을 분석하고자 

하였다. 전사체 분석 결과, 두 가지 천연추출물에 의해 다양한 대사 및 생리 작용과 연관된 유전자의 발현

이 공통적으로 증가하거나 감소하는 것으로 나타났다. 세 가지 유전자(SMU_1584c, SMU_2133c, SMU_921)
는 공통적으로 높은 수준으로 발현되었으며, 특히 이 중 SMU_921 (rcrR)은 두 가지 sugar phosphotransferase 
system (PTS)의 전사 활성자로써 당원의 수송과 생물막 형성에 기여하는 것으로 알려져 있다. 또한, 우방자 

추출물에 비해 다수의 유전자 발현 변화에 영향을 미치는 것으로 나타난 독활 추출물의 성분 분석을 진행

하였고, 활성 분획의 가스 크로마토그래피-질량분석법(GC-MS)을 통해 두 가지 활성 단일 물질을 동정하였

다. 물질 분리 과정에서 여러 유기용매 분획 중 hexane층(ACEH)의 항균 활성이 가장 높게 관찰되었다. 
다양종 미생물 군집을 사용한 실험결과, S. mutans에 대한 ACEH의 항균 특이성이 관찰되었으나, 상대적으

로 S. sanguinis와 S. gordonii의 생균수도 크게 감소하는 것으로 나타났다. 이러한 결과는 독활 천연추출물의 

광범위한 항균 활성을 시사하며, 동정한 단일 물질의 항균 기작을 분석하여 맞춤형 항균 소재 개발에 중요

한 기초 자료를 제공할 수 있다.


