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Abstract : In the present study, ten herbal extracts, Citrus unshiu Markovich, root and stem of Berberis

koreana, Morus alba, Dendrobium moniliforme, Aster gramineus, A. scabar, Alisma canaliculatum, Fallopia

japonica and Origanum (O.) vulgare were determined to examine anti-mycoplasmal activity. Among them,

O. vulgare extract (OVE) showed strong anti-mycoplasmal activity and was analyzed by gas-

chromatography/mass spectrometry (GC/MS). As the results, OVE was consisted of carvacrol (68.78%),

o-cymene (9.80%), terpinene (7.61%) and thymol (4.03%) as main ingredients. To investigate inflammatory

activity by intact pathogenic Mycoplasma hyopneumoniae (M. hyo) at 30 µg/ml, we examined induced

transcription of proinflammatory cytokines such as cyclooxygenase-2, tumor necrosis factor-a, interleukin

(IL)-1, IL-6 and inducible nitric oxide synthase in RAW 264.7 cells. With the above results, we further

investigated whether OVE could reduce inflammation induced by M. hyo at minimal inhibitory concentration.

The result showed that 32 µg/ml of OVE inhibited nitric oxide production by 60%. This study also evaluated

the combination of OVE with antibacterials against M. hyo for application. Based on these results, it could

be concluded that M. hyo induces inflammation in RAW 264.7 cells and OVE protects this inflammation,

indicating that OVE may be useful for industrial animals.
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서 론

사계절이 있는 국내의 돈사 내부 환경은 환기의 문제

로 만성호흡기 질병관리가 어려우며, 이러한 문제로 인

해 국내에서 호흡기 질환은 급성과 만성이 한꺼번에 나

타는 경향이 있다. 이러한 문제는 국내뿐만 아니라 환경

이 좋은 축산 선진국에서도 집약적 다두 사육 방식으로

인하여 분변 유래의 질병과 호흡기 분비물로 인한 전파

성 질병이 다발하고 있다. 결과적으로 이는 생산성 저하

로 양돈업의 기반을 흔드는 중요한 요소 중 하나로 자

리 잡고 있다 [3].

특히 돼지의 만성호흡기질환은 복합감염을 많이 보이

고 있으며 특히 Mycoplasma hyopneumoniae(M. hyo) 에

의해 발병되는 만성호흡기 질병은 국내 뿐만 아니라 전

세계적으로 양돈장에서 경제적 손실을 일으키는 질병이

며 [5], 이는 돼지 유행성 폐렴을 유발시켜 돼지 호흡기

복합 감염증(porcine respiratory disease)의 주요 인자중

하나로 알려져 있다 [11]. 
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M. hyo의 주요 전염경로는 공기접촉감염이며, 감염돈

과 함께 회복된 돼지인 보균돈으로 질병이 전파된다 [5].

임상 증상은 지속적인 마른기침, 성장지연, 사료효율 저

하 등의 특징과 함께 높은 발병율을 보이나 폐사율은 거

의 없는 편이며 [20], 감염은 균주와 섬모상피의 receptor-

ligand interaction에 의해 시작되며, 이는 세포내 칼슘의

농도를 증가시켜 결국 섬모의 탈락을 일으키는 메카니

즘을 가진다 [15, 16, 23].

또한 mycoplasma 폐렴의 경우 다른 세균이나 바이러

스와의 복합감염으로 질병이 더욱 악화된다. 복합감염

의 주요 인자로는 Pasturella multocida, Actinobacillus

pleumoniae, Streptococcus suis, Salmonella Chlerasuis 그

리고 Ascaris suum 등이 있다. 마이코플라즈마 감염증의

예방을 위하여 M. hyo 백신을 예방차원에서 사용하고

있으나 아직도 도태되는 돼지의 60%가 마이코플라즈마

감염소견을 가지고 있는 실정이다 [7]. 

위의 결과를 종합시 M. hyo 백신으로 마이코플라즈마

폐렴을 관리하고 예방하기에는 한계가 있는 것으로 생

각되며, 최근 새로운 예방 및 치료방법에 대한 연구가

진행되고 있다. 그 예로 in vitro에서 M. hyo가 fluoro-

quinolone, tetracycline, spiramycin 그리고 tiamulin등의 항

생제에 감수성이 있음을 밝혀낸 연구 자료가 있다 [6]. 

그러나 최근 항생제의 오남용에 대한 우려와 내성균

주의 출현 및 축산물의 안전성 문제 등이 공중보건학적

인 문제로 대두되고 있다 [2]. 본 연구는 이러한 문제를

해결하기 위해 항마이코플라즈마와 항염증 효과를 갖고

있는 천연 식물 추출물을 탐색하고자 하였다. 

따라서 본 연구에서는 1차적으로 여러 가지 식물 추

출물에서 항마이코플라즈마에 효과가 있는 phytobiotics

에서 스크리닝 과정을 거쳐 가장 항균 효과가 탁월한 추

출물을 선택 하였으며, 마이코플라즈마의 항염증 검증

을 위하여 RAW 264.7 세포주에서 염증성 사이토카인

의 유전자 및 단백질 발현을 조사한 후에 선발된 식물

추출물의 염증 억제 유무를 확인하였다. 확인된 식물추

출물에 대한 성분분석과 기존의 마이코프라즈마 항균제

인 tiamulin(TIA)과의 병용 투여시 상호작용에 대하여 조

사하였다.

재료 및 방법

병원성 M. hyo의 배양

M. hyo(ATCC strain 25934)는 modified Friis 배지 [24]

를 이용하여 37oC에서 58 rpm으로 3일간 배양하여

13,000 g에서 30분 동안 원심분리하여 Friss 배지성분을

제거하였다. 원심분리 후에 마이코플라즈마를 수거한 후

차가운 멸균 phosphate buffer saline(PBS) 50 mL를 이용

하여 부유시킨 후 15,000 g에서 15분 동안 세척하였다.

이러한 과정을 2번 반복하였다. 손상되지 않은 마이코

플라즈마 단백질은 27 gauge 바늘을 이용하여 PBS로 균

질화를 실시하였다. 마이코플라즈마 균체 단백질을

bicinchoninic acid(BCA) assay(Pierce Biotechnology, USA)

를 이용하여 측정하였다. 최종 균체농도는 BCA assay를

실시하여 단백질 농도를 측정하여 300 µg/mL(1 × 1010−

1 × 1011 CCU)로 조정하여 사용하였다. 마이코플라즈마

의 염증반응을 보기위하여 마우스 유래의 대식세포인

RAW 264.7 세포주(KCLB; Korean Cell Line Bank,

Korea)을 Dulbecco's modified Eagle's medium(DMEM)에

10% fetal bovine serum(FBS)와 100 µg/mL의 streptomycin

과 100 unit/mL의 penicillin을 첨가하여 5% CO2 조건의

37oC에서 배양하였다.

시료추출 및 항마이코플라즈마 활성

가축사료 첨가용 소재로 활용 가능한 Citrus unshiu

Markovich(진피), Berberis koreana(매자나무)의 뿌리 및

줄기, Morusalba(상백피), Dendrobium moniliforme(석곡),

Aster gramineus(석창포), A. scabar(취나물), Alisma

canaliculatum(택사) 그리고 Fallopia japonica(호장근)를

선정하여 miller로 분쇄하고 포준망체(40 mesh)를 통과

한 분말에 10배 증류수를 첨가한 다음 95oC에서 2시간

환류 추출하였다. 한편 Origanum vulgare 추출물(OVE)

은 ether 관류로 정유만을 모아서 농축 후에 시험에 사

용하였다. 항균작용 검증을 위한 양성 대조용 물질로는

surfactin C, norfloxacin, streptomycin 그리고 TIA을 시

험에 사용하였다. 항마이코플라즈마 활성을 측정하기 위

하여 건조중량을 측정하여 96 well plate에 각 시료 추

출물을 1,024 µg/mL에서 시작하여 2단계 희석으로 희석

시킨 후에 105 CCU의 마이코플라즈마를 이미 각 well

에 100 µL씩 천연추출물 및 항균제가 포함된 well에 분

주하여 3일, 7일 그리고 14일 후에 색의 변화를 보고 마

이코플라즈마의 성장 유무를 판단하였다. 

OVE의 gas-chromatography/mass spectrometry

(GC/MS) 분석 

OVE의 성분 분석을 위하여 GC/MS analysis을 실시

하였다. 분석기기는 Hewlett-Packard(HP) 6890 Plus GC

gas chromatograph with(MSD)–HP 5973 MSD mass

selective detector 이었다. 시료는 HPLC 급의 메탄올로

1 : 1,000(v/v)으로 희석하여 1 µL을 HP-5 컬럼에 주입하

였다. GC oven 의 온도는 50oC에서 4 min, 그리고 4oC/

min의 속도로 280oC까지 올렸으며 마지막 2분 동안은

이 온도로 유지하였다. 이동상은 He gas로 순도는 99.99%

로 0.7 mL/min의 속도로 흘렸다. 정량분석은 Area
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normalization method로 계산하였다. 

M. hyo에 의한 염증 발현 양상 

RAW 264.7 세포를 10% FBS가 첨가된 phenol red free

DMEM 배지를 이용하여 2 × 105 cells/mL로 6 well plate

에 접종하고, 24시간 배양한 후 intact M. hyo를 30 µg/mL

농도로 처리하여 18시간 배양하였다. 양성대조군으로는

lipopolysaccharide(LPS)를 1 µg/mL의 농도로 처리하였다.

배양 후 상층액에서 염증성 사이토카인 mRNA를 측정하

기 위하여 a solid phase sandwich Enzyme Linked-Immuno

Sorbent Assay(ELISA; Camerillo, USA)에서 kit로 측정하

여 450 nm에서 ELISA로 흡광도를 측정하여 사이토카인

단백질량을 정량하였다. 이와 더불어 mRNA cytokine 발

현 양상을 함께 비교하기 위하여 M. hyo 처리 후에 세포

를 모으고 Trizol reagent(Bioneer, Korea)를 사용하여 total

RNA를 분리하여 0.02% Diethylpyrocar bonate(DEPC)에

서 −20oC에서 냉동보관 하였다. 모든 시료는 260 nm/

280 nm ratio가 1.80 이상을 확인하였다. 분리한 total RNA

는 oligo(dT) 16 primer와 DEPC-DDW를 넣어 70oC에서

10분간 반응시킨 후 냉각시켰다. RT 반응은 AccuPower

RT-Premix(Bioneer, Korea)을 이용하여 42oC에서 90분간

반응시키고 95oC에서 효소반응을 중지시켰다. RT

products와 목적 primer(cyclooxygenoase(COX)-2, IL-1β,

IL-6, inducible nitric oxide synthase(iNOS), tumor necrosis

factor(TNF)-α, β-actin를 AccuPower PCR premix를 이용

하여 MyCyclerTM thermal cycler(Bio-Rad, Singapore)에

서 PCR 반응시켰다. 반응조건은 denaturation 95oC/60초,

annealing 55oC/45초(iNOS 60oC/45초), extension 72oC/45

초 였으며, COX-2, IL-1β, IL-6, iNOS 그리고 TNF-α 는

총 35 cycles, β-actin는 30 cycles을 실시하였다. 최종 PCR

산물을 ethidium bromide로 염색한 1% TAE agarose gel

상에서 전기영시킨후 EAG-LE-EYETM(Stratagene, USA)

을 이용하여 band의 위치를 확인하고 density를 측정하

였다. Eagle-eye spot dentisometry를 사용하여 denstiy로

정량한 후, 각 cytokine의 intensity는 β-actin의 intensity에

대한 퍼센트로 나타내었다.

Nitric oxide(NO) 생성은 Griess reaction을 이용하여

nitrite 농도로 NO 생산을 측정하였다. Griess reagent A,

B를 각각 50 µL [1% sulfanilamide 와 0.1% N-(1-naphthyl

ethylenediamine 2HCl in 5% H3PO4]를 첨가하여 반응시

켰다. 대조군으로 Sodium nitrate를 standard로 사용하였

다. 반응 후 ELISA reader(VersaMax microplate reader;

Molecular Devices, USA)는 540 nm에서 측정을 하고 대

조구와 비교를 하였다. 

또한 사이토카인 단백질을 측정하기 위해 RT-PCR때

와 동일한 시간과 농도로 세포를 처리한뒤 상층액을 제

거하고 PBS로 2회 세척한 후에 scrapper로 세포를 수확

하고 lysis buffer를 넣어서 세포를 용해시켰다. 수확된

단백질은 bovine serum albumin를 이용하여 단백질량을

보정하였다. 

 

RAW 264.7 세포주에서 Origanum vulgare 추출물

(OVE)의 염증 억제효과

OVE의 32 µg/mL를 M. hyo를 처리하기 30분 전에 전

처리한 후 M. hyo 100 µg/mL를 처리하고 24시간 배양

시켰다. 양성대조군은 LPS 1 µg/mL를 처리하고 음성대

조군으로 LPS 없이 RAW 264.7 cell을 배양하여 cytokine

발현 양상을 상기의 방법으로 측정하였다. 

Fractional inhibitory concentration(FIC)의 측정

호흡기세균인 P. multicida type A, P. multicida type D,

K. Pneumoniae 2001, K. Pneumoniae 1560, K. Pneumoniae

2208 그리고 S. aureus(ATCC 6538) 균주를 5 mL TSB

배지에 37oC에서 하룻밤 진탕배양을 실시하였다. 배양

된 각각의 균주는 멸균된 생리식염수로 희석하여 agar

dilution method로 균수를 각각 계산한 후 10배 희석법

으로 균주를 104 CFU로 조정하여 minimal inhibitory

concentration(MIC)측정을 위한 시험균주로 사용하였다.

M. hyo는 상기에서 기술한 방법으로 배양하였다. 기존

의 마이코플라즈마에 사용하는 항생제인 TIA과 OVE

를 각각의 MIC를 기준으로 2배 희석법을 이용한

checkerboard method로 FIC를 측정하여 TIA과 OVE의

상호작용을 FIC index를 구하여 평가하였다 [8]. 

통계학의 해석

통계학적 분석은 SAS system을 이용하였으며, M. hyo

와 OVE의 NO assay 결과는 one-way analysis of variance

(ANOVA)법을 사용하였다.

결 과

병원성 M. hyo의 배양성

병원성 기전을 연구하기 위해서는 세포에서 반응을

일으킬 수 있는 M. hyo의 용량 선택이 중요하다. 그러

나 M. hyo는 세균과는 달리 집락 수에 의한 접종 기준

을 설정하기에는 많은 어려움이 있으므로 성장에 따른

배지 색을 기준으로 M. hyo의 단백질 양을 이용하여 실

험에 사용하였다. Fig. 1은 마이코플라즈마 성장에 따른

색의 변화와 단백질 양의 상관관계를 나타내었다. 그 결

과 마이코 플라즈마 농도 100 µg/mL에서 300 µg/mL는

1010 CCU에 해당되었고, 10 µg/mL 농도에서는 109 CCU

에 해당되었다. 
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시료추출 및 항마이코플라즈마 활성 

가축사료 첨가용 소재로 활용 가능한 Citrus unshiu

Markovich(진피)외 9개 시료를 대상으로 항마이코플라

즈마 활성에 대하여 시간에 따라 조사하였다. 그 결과를

Table 1에 나타내었다. 항균제인 TIA와 norfloxacin은

phytobiotics의 열수추출물과 비교시 현격한 항마이코플

라즈마 효과를 보여주었다. 허브 추출물인 OVE는 다른

열수 추출물과는 다르게 ether 추출로 만들어진 정유로

3일째 보여준 항마이코플라즈마의 효과가 14일 동안 꾸

준하게 항균 활성을 보여주었다. 14일째 M. hyo에 대한

OVE의 MIC값은 32 µg/mL로 3일째 항마이코플라즈마

활성보다 16배 감소한 결과로 나타났다.

OVE의 GC/MS 분석 

항마이코플라즈마 활성과 항염증 활성을 갖는 OVE

에 대한 성분 분석을 위하여 GC/MS analysis을 실시하

여 그 결과를 Table 2에 나타내었다. GC/MS 분석 결과

Fig. 1. Determination of mycoplasma concentration by

bicinchoninic acid (BCA) protein assay.

Table 1. Minimal inhibitory concentration of phytobiotics

against Mycoplasma hyopneumoniae (M. Hyo)

Phytobiotics

Culture time of M. Hyo 

(µg/mL)

3 day 7 day 14 day

Citrus unshiu Markovich 1,024 1,024 1,024

Berbris koreana (Root) 128 516 1,024

Berbris koreana (Stem) 516 1,024 1,024

Morus alba 516 516 1,024

Dendrobium moniliforme 128 516 1,024

Acorus gramineus 128 516 1,024

Aster scabar 128 516 1,024

Alisma canaliculatum 128 516 1,024

Fallopia japonica 64 128 128

Origanum vulgare extract (OVE) 2 16 32

Surfactin C 32 65 256

Streptomycin 1 32 32

Tiamulin 0.25 0.25 0.25

Norfloxacin 0.125 0.125 0.125

Table 2. Chemical composition from OVE

Compounds Retention Time Area (%)

α-pinene 8.443 0.21

α-pinene 8.662 1.54

Camphene 9.204 0.48

Mycrene 10.89 1.67

Terpinolene 11.831 1.37

O-cymene 12.14 9.8

Terpan 12.396 0.13

γ-terpinene 13.472 7.61

L-Linalool 15.069 1.96

Linalool 17.952 0.14

Thymol 22.04 4.03

Carvacrol 22.439 68.78

β-caryophyllene 26.242 2.05

β-caryophyllene 28.982 0.14

Trans-bicyclo[5.2.0]non-8-ene 31.218 0.1

Fig. 2. Effect of Mycoplasma hyopneumoniae (M. hyo) on

NO production in RAW 264.7 cells. 0: no treatment, 3: M.

hyo (3 µg/mL) treatment, 10: M. hyo (10 µg/mL) treatment,

30: M. hyo (30 µg/mL) treatment, 100: M. hyo (100 µg/mL)

treatment, 1: lipopo-lysaccharide(1 µg/mL) treatment. *p <

0.05, compared with no treated RAW 264.7 cells.
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주요 성분으로는 carvacrol(68.78%)이며 그 외 o-cymene

(9.80%), γ-terpinene(7.61%) 그리고 thymol(4.03%)로 구

성되어 있었다. 이 중 총 carvacrol thymol이 72.81%로

주요성분임을 확인 할 수 있었다.

M. hyo에 의한 염증 발현 양상

RAW 264.7 cell에서 M. hyo에 따른 NO 생성량을 측

정한 결과를 Fig. 2에 나타내었다. M. hyo는 3 µg/mL에

서 30 µg/mL까지의 농도에서 용량-의존적으로 NO의 생

성량이 증가를 하였으며 30 µg/mL에서는 LPS의 1 µg/

mL와 같은 수준으로 NO의 생성량을 보였다. 따라서 본

연구에서는 M. hyo 30 µg/mL의 농도를 사용하였다. 그

후 병원성 M. hyo를 30 µg/mL의 농도로 RAW 264.7 cells

에서 전처리 후에 mRNA의 발현과 더불어 실질적인 염

증성 단백질의 생성을 조사한 결과를 Fig. 3에 나타내

었다. IL-1β는 M. hyo 접종 후에 18시간째부터 단백질

이 생성되었으나 mRNA의 발현은 전 처리 후 바로 발

현되어 8시간까지 발현이 증가되는 양상을 보였으나 그

이후에는 변화가 없었다. 그러나 IL-6의 경우는 mRNA

의 발현과 동시에 단백질이 생성 되는 것을 확인 할 수

가 있었다. NO의 발생은 iNOS mRNA의 발현 증가와

비슷한 시간에 증가되는 경향을 보였으나 TNF-α는 단

백질은 M. hyo 전처리 후에 빠른 생성을 보여 4시간에

최고점을 보였으나 mRNA의 발현은 변화가 없음을 확

인할 수 있었다. 

 

RAW 264.7 세포주에서 OVE의 억제효과

앞의 실험에서 항마이코플라즈마 효과를 보인 OVE

가 항염증효과에 활성이 있는지를 조사하였다. 30 µg/mL

의 M. hyo는 22.75 µM의 NO 생성을 보였으나 32 µg/mL

의 OVE 전처리 결과 9.16 µM의 NO 생성을 하였다. 이

는 M. hyo 단독 처리군과 비교하여 NO 생성이 60% 억

제된 결과이다. 또한 단독으로 처리한 OVE는 무처리군

과 같은 수준으로 NO 생성이 일어나지 않았다(Fig. 4).

Fig. 3. Determination of proinflammatory cytokines and NO at protein (■) and mRNA (●) levels in RAW cells treated

with M. hyo.

Fig. 4. Effect of OVE (32 µg/ml) on NO production

induced by intact M. hyo in RAW 264.7 cells. Con: no

treatment, LPS: lipopolysaccharide (1 µg/ml), M. hyo: M.

hyo (30 µg/ml), M. hyo + OVE: M. hyo (30 µg/ml) after

OVE (32 µg/ml) treatment and OVE32: OVE 32 µg/ml

treatment. ap < 0.05 compared with the LPS treated RAW

264.7 cells. bp < 0.05 compared with the Con by ANOVA.
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Table 3에서 RAW 264.7 세포에 M. hyo 30 µg/mL 처리

시 COX2, IL-1β, IL-6, TNF-α, iNOS값이 증가하였고,

OVE 처리시 사이토카인 수준은 농도-의존적으로 감소

하였다.

FIC의 측정

돼지 유래 병원성세균에 대한 TIA와 OVE에 대한 시

험관내 MIC와 FIC의 결과를 Table 4에 나타내었다. TIA

단독 투여시 MIC는 0.25 µg/mL에서 64 µg/mL였으나,

OVE 와 병용투여시 0.06 µg/mL에서 32 µg/mL로 상대

적으로 낮은 MIC 값을 보여주었다. 이러한 결과를 FIC

index를 이용하여 해석한 결과 TIA와 OVE를 병용투여

할 경우 시험관내에서 상승작용 혹은 상가작용을 한다

는 것을 알 수 있다.

고 찰

우리나라의 양돈산업은 양돈장의 집약화, 다두화로 인

해 호흡기 질병이 빈번하게 발생하고 있다. 이는 돈군

내 잠재성 질병으로 상존하여 사양관리 및 환경 변화로

임상형으로 진행되면서 만성 소모성 경과를 보이며 막

대한 경제적 손실을 일으키고 있다 [4]. 그 중 M. hyo는

전세계적으로 돈군의 호흡기 감염을 일으키고 있는 병

원체로, 세기관지와 기관지 상피세포의 섬모에 부착하

여 [22], 지속적인 마른기침, 성장지연, 사료효율 저하 등

의 임상증상을 가지며, 돈군내 높은 발병율에 비해 폐사

율은 매우 낮다 [20]. 이에 따라 돈군내 성행하는

mycoplasma 유발 호흡기감염을 예방, 치료하고자

mycoplasma의 병인기전의 관한 연구 [15, 16]와 백신의

제조방법 및 효율증대 [23]에 관련한 많은 연구가 진행

되었으나 돼지의 60%가 마이코플라즈마 감염소견을 가

지고 있는 것으로 보고되고 있다 [7].

위의 내용으로 볼 때, M. hyo는 집약적 양돈장 시스

템과 보균돈의 생존 및 백신의 낮은 효율성으로 예방하

기 어려운 질병임을 알 수 있다.

따라서 최근 M. hyo 유발 호흡기 질병을 백신이외의

Table 3. Effects of OVE on mycoplasma-induced cytokine expression

Cytokine Control M. hyo Origanum vulgare oil (µg/mL) LPS

(30 µg/mL) 2 16 32 (1 µg/mL)

COX2 15.2 ± 12.1 78.0 ± 22.1 73.0 ± 15.1 67.1 ± 1.3 54.8 ± 21 77.2 ± 5.4

IL-1β 92.4 ± 2.3 68.5 ± 27.8 43.7 ± 4.4 27.7 ± 2.1 15.2 ± 4.3* 76.9 ± 14.4

IL-6 94.2 ± 2.2 34.0 ± 13.4 42.1 ± 6.3 23.5 ± 17.7 12.7 ± 6.4* 76.2 ± 12.9

TNF-α 34.8 ± 10 55.2 ± 13.3 55.6 ± 19.6 56.5 ± 23.1 54.2 ± 6.9 72.6 ± 21.5

iNOS 12.6 ± 18.8 45.1 ± 12.3 45.6 ± 13.5 26.3 ± 14.5 19.5 ± 7.6* 66.2 ± 13.5

RAW 264.7 cells were treated with various concentrations of OVE in presence of M. hyo (30 µg/mL). Subsequently, the cells

were assayed as described in the text. The cytokine's mRNA amounts are shown as percentages relative to β-actin mRNA. *Sig-

nificant difference at p < 0.05 level compared with M. hyo (30 µg/mL).

Table 4. Minimum inhibitory concentration of tiamulin (TIA) and OVE

Organism
TIA

(µg/mL)

OVE

(µg/mL)

TIA/OVE

(µg/mL)
Interpretation* FIC index

P. multocida Type A 16 16 8/2 Synergism 0.63

P. multocida Type D 8 16 4/4 Synergism 0.75

K. pneumoniae 2001 32 16 8/2 Synergism 0.38

K. pneumoniae 1560 32 16 2/8 Synergism 0.56

K. pneumoniae 2208 16 16 8/4 Synergism 0.75

M. hyopneumoniae 0.25 32 0.06/4 Synergism 0.37

S. aureus (ATCC 6538) 32 16 32/8 Additive 1.00

B. bronchiseptica 64 16 32/4 Synergism 0.75

*The following method was used to interpret fractional inhibitory concentration (FIC) index. FIC(TIA) and FIC(OVE) represent the

respective fraction of MIC(TIA) and MIC(OVE) present in the dilution of the mixture which corresponds to the MIC(TIA+OVE). Then

the results can be interpreted as follows: FIC(TIA) + FIC(OVE) = 1 simple additive effects; FIC(TIA) + FIC(OVE) < 1 synergism;

FIC(TIA) + FIC(OVE) > 1 antagonism, if either FIC(TIA) or FIC(OVE) > 1; FIC(TIA) + FIC(OVE) > 1 no interaction, if neither FIC(TIA) or

FIC(OVE) > 1.
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방법으로 예방, 치료하고자 여러 연구가 진행되고 있으

며 항생제의 적절한 병용으로 인한 항균효과의 상승작

용을 유도 [21]하거나 천연물질을 이용한 항균과 항염증

효과를 기대하고 있다 [8].

따라서 본 연구에서는 약용식물의 추출물을 이용하여

M. hyo의 호흡기 질병에 대한 항균작용과 항염증 작용

을 갖는 물질을 찾고자 하였다. 

M. hyo의 균수는 균의 크기가 작으므로 하여 단백질

의 양을 측정한 후에 최종농도를 결정하였다 [17]. 본 연

구에서는 Fig. 1에 나타난 것처럼 마이코플라즈마 농도

100 µg/mL은 1010 CCU에 해당되었으며 이러한 결과는

전보에서 보고한 내용과 일치하였다 [16]. 

M. hyo의 감염증에 대한 예방 및 치료는 현재 어려운

실정이므로 항생제를 대체할 식물항균제(phytobiotics) 개

발을 위하여 첨가용 사료 소재로 활용 가능한 10개 식

물추출물에 대한 항균활성을 비교한 결과 허브 추출물

인 OVE는 다른 열수 추출물과는 다르게 강한 항마이코

플라즈마의 효과를 보였다. 이러한 결과는 전보 [7]에서

보고한 세균 유래의 계면활성제인 surfactin C인 항 마

이코플라즈마 물질보다 항균능력이 우수함을 보여준다.

이러한 항마이코플라즈마 활성에 대한 보고는 처음이나

OVE에 의한 생리활성 능력은 많이 알려져 있다. Savini

등 [19]은 최근에 Caco2 세포주에서 OVE에 대한

apoptosis을 유도하여 항암효과가 있다고 보고하였다. 미

생물에 대한 많은 보고가 있으나 곰팡이인 Typanosoma

cruzi에서 항곰팡이작용 [18] 그리고 장내 미생물감염증

에 주원인균인 대장균과 포도상구균에 [14]에 우수한 항

균력을 보이는 것으로 알려져 있다. 

그러나 OVE은 시기, 계절 및 수확지의 장소에 따라

조금씩 달라지므로 성분분석을 통한 성분비율 및 지표

물질의 확인이 중요하다. 따라서 본 연구에서는 GC/MS

를 통하여 OVE의 주된 성분을 분석하였다. OVE의 구

성성분은 carvacrol(68.78%)이 주를 이루고 그외 o-

cymene(9.80%), terpinene(7.61%) 그리고 thymol(4.03%)

로 구성되어 있다 [13]. 모두 성분은 carvacrol과 유사한

구조체 혹은 동족체로써 분류할 수 있으므로 품질 확인

및 성분확인을 위한 지표물질로 적절한 한 것으로 생각

되었다.

OVE의 항마이코플라즈마 작용 외에 임상적으로 문제

가 되는 만성 염증의 억제하는 효능을 검정하고자 하였

다. 이러한 효능 검증을 위하여 먼저 병원성 M. hyo에

의한 염증사이토카인의 mRNA 수준과 단백질의 유도를

확인하였으며, 염증억제에 대한 효능 검증을 위해서는

RAW 264.7 세포주에 시료처리에 따른 NO 발생 감소를

측정함으로서 항염증 작용 정도를 측정하였다 [10]. 그

결과 M. hyo는 3 µg/mL에서 30 µg/mL까지는 농도-의존

적으로 RAW 264.7 세포주에서 NO 생성을 유도하였

으나, 100 µg/mL에서는 NO 생성량이 약간 떨어지는 것

으로 보아 이는 M. hyo로 인한 세포독성작용으로 인한

상대적 세포수의 감소에 따른 NO의 생성량 감소로 사

료된다. 따라서 M. hyo의 염증 유도 농도는 30 µg/mL과

100 µg/mL로 설정하였으며 이는 LPS의 1 µg/mL 처리

시와 비슷한 수준의 NO 생성을 보였다. 

위의 결과를 기초로 OVE의 마이코플라즈마의 MIC

를 기준으로 RAW 264.7 세포주에 OVE 32 µg/mL로 전

처리를 실시한 후에 M. hyo의 30 µg/mL를 처리하였다.

그 결과 M. hyo의 단독처리군보다 60% 낮은 NO 생산

을 보여 항염증작용이 있음을 확인하였다. 이러한 결과

는 OVE의 항염증 작용을 입증시켜주는 결과이며, 앞서

보고된 surfactin(50 µg/mL)과 함께 M. hyo(100 µg/mL)를

처리한 군이 M. hyo(100 µg/mL)의 단독처리군보다 약

33% 낮은 NO 생산을 보인 결과 보다 우수함을 알 수

가 있었다 [8]. 한편 RT-PCR을 이용하여 염증 관련 사

이토카인을 측정한 결과, OVE 처리군은 M. hyo 단독

처리군과 비교하여 확연한 농도-의존적 감소를 보였으

며 이는 NO 생산결과와 함께 OVE의 항염증작용을 입

증시켜주었다.

기존의 마이코플라즈마에 사용하는 항생제인 TIA과

의 상호작용을 알아보기 위하여 여러 호흡기 세균에서

MIC와 FIC를 측정하였을 때, TIA와 OVE의 MIC값은

각각 0.25-64 µg/mL 그리고 16-32 µg/mL이었으나, 병용

투여하였을 때 MIC 값은 TIA와 OVE에서 0.06-32 µg/

mL 그리고 2-8 µg/mL로 감소하였으며 FIC 값 또한 0.37-

1.00 이었다. 시험균주인 S. aureus에서 뚜렷한 상가 작

용을 보였으며, 나머지 호흡기 세균에서는 상승작용을

일으키는 것으로 나타났다. 따라서 OVE는 항생제와의

병용투여제로서 좋은 항마이코플라즈마 제재라고 할 수

있겠으며, 이는 수의임상에서 사용가능 함을 알려준다.

OVE는 항마이코플라즈마 제재로 알려진 Pseudomonas

spp. No. 57-250에서 생산되는 micacocidin의 마이코플

라즈마에 대한 MIC 값인 0.06 µg/mL에 비해서 항마이

코플라즈마 효과는 떨어지나, micacocidin의 생합성 과

정이 복잡한데 비해 [9], OVE의 획득은 손쉬우며 위에

서 언급하였던 항 T. cruzi 작용 [18] 및 E. coli와 S. aureus

196E의 발육 억제 작용 [14] 그리고 항염증작용으로 수

의임상에서의 다양한 응용이 가능할 것으로 사료되었다. 

결 론

본 연구의 결과 9가지 약용식물의 열수추출물과 O.

vulgare의 정유추출물을 MIC값을 이용하여 항마이코플

라즈마 효과를 측정한 결과 O. vulgare의 정유추출물
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(OVE)이 가장 효과가 좋은 것으로 판단되었다. OVE는

GC/MS분석을 이용하여 72.81% carvacrol-thymol로 이루

어진 물질로 밝혀졌으며, OVE의 염증 억제 정도를 측

정하기 위한 과정으로 M. hyo에 의한 cytokine 발현 양

상을 알아본 결과, 24시간의 M. hyo의 처리시간이 적합

하다고 판단되었다. RT-PCR과 NO assay를 통해 농도의

존적인 항염증 작용을 확인하였고, OVE가 마이코플라

즈마에 사용되는 항생제인 TIA과의 병용투여로 호흡기

세균에서 항균작용의 상가작용과 상승작용을 일으킴을

확인하였다. 따라서, 이 연구에서 사용된 OVE는 천연

식물 추출물로 항마이코플라즈마를 위한 수의학적 응용

의 소재로 충분한 가치가 있다고 평가된다.
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