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Abstract — The chemical structures of eight compounds purified from two plants (Polygala tenuifolia Willdenow and

Dioscorea batatas Decene) were determined and their anti-microbial activity against three microbial strains (Staphylococcus

aureus, Pseudomonas aeruginosa, and Candida albicans) was tested. The three micro organisms were cultured in 96-well

plates or Petri dishes without (control) or with the eight compounds added at concentrations of 100 to 0.01 µM (wt/vol). The

growth of the microorganisms in the medium was examined after a 24-h incubation. The inhibitory effect of each compound

on the growth of the microorganisms was calculated from the optical density measured at 595 nm, turbidity, and size of the

inhibition zone around the treated paper disc. The minimum inhiitory concentration (MIC) of compounds 4 to 7 against S.

aureus was 0.08, 0.05, 1.3 and 0.02 µM, respectively, and 0.09, 0.1, 0.2 and 100 µM against C. albicans. The IC50 (50% inhi-

bition) values of compounds 5 and 6 were 3.1 and 6.4 µM against S. aureus, respectively, and 10 and 2.4 µM against C. albi-

cans. Therefore, compounds 4 to 6 were the most potent anti-microbial agents among the eight compounds tested.
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최근 보존제와 식품첨가물에 사용되는 인공합성 물질 중 일부

가 안정성에 문제가 야기되면서 이들에 대한 사용 규제가 점점

더 강화되는 추세이다. 또한 웰빙에 대한 붐과 함께 건강과 안전

에 대한 소비자의 욕구가 증가함에 따라 보존제들도 점차 화학

합성물질 보다는 부작용이 적은 천연물을 이용한 보존제의 개발

이 더욱 중요시되고 있다.1) 이러한 천연물 유래의 보존제를 개

발하기 위한 방법은 식품의 부패와 변질을 유발하는 미생물을 활

용하여 항균 활성을 가지는 물질을 찾아내는 방법이다.2) 이러한

항균 물질을 개발하려는 연구들은 식품, 의약 및 생물공학 산업

분야에서 오래 전부터 연구가 진행되어 오고 있으며, 한편으로,

이러한 항균물질을 찾아내기 위한 소스(Source)로는 자연으로부

터 얻어지는 물질 중에서 제한은 없으나 흔히 많은 관심을 가지

는 소재 중의 하나가 우리의 주변이나 산야에서 자라는 자생식

물이다. 원지(Polygala tenuifolia Willdenow)는 원지과(Polygalaceae)

에 속한 다년생 초본으로서 뿌리를 채취하여 목심부위를 제거하

고 건조한 것이다.3) 원지의 주요 성분으로는 saponin류와

xanthone O-glycosides, xanthones 등이 보고되었으며,4-8) 주요

효능으로는 안신작용,9) 이뇨효과 및 중추 억제작용,10) potential

antipsychotic efficacy,11) anti-inflammatory activity12)와 choles-

terol lowering 효과13) 등이 보고되었다. 한편, 마과(Dioscoreaceae)

에 곡하는 마(Dioscorea batatas Dence)의 뿌리는 산약이라고 부

르며, 잎겨드랑이에 달리는 주아를 영여자라고 한다. 최근 마(D.

batatas)에 관한 성분 연구로는 휴면작용을 유도하는 Batatasin I,

II, III와 식이섬유의 일종으로 콜레스테롤 저하 효과를 보이는

glucomannan 및 phytic acid, amino acid 성분이 알려져 있으며,

다른 종류의 마(D. japonica)에는 mucin, globulin, allantoin,
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saponin, choline, glycoprotein, glycosamine, chlorogenic acid

등이 알려졌다.14,15) 그러나 이들 두 식물(종)의 성분들에 대한 항

균활성 연구는 부분적으로 연구가 되었으나 대부분이 보고되지

않은 상태이다.

본 연구에서는 2가지 식물인 원지에서 얻어진 3종의 compound

와 영여자로부터 얻어진 5종의 compound를 대상으로

Staphylococcus aureus(Gram+), Pseudomonas aeruginosa(Gram-)

와 Candida albicans(진균)에 대한 항균-평가를 통하여 식품보존

제의 가능성에 대하여 연구하였다.

실험방법

실험재료

본 실험에 사용된 원지는 2007년 7월 경동시장에서 대량으로

구입하여 수세 후 음건, 분쇄하여 사용하였으며, 영여자는 2006

년 10월 충남 예산에서 품종을 확인 후 채집하여 음건 및 세절

후 사용하였다. 증거시료는 정산생명공학연구소의 시료 보관소

에[증거번호: 원지(A00345/JS); 영여자(M00001/JS)] 보관 하였다.

원지의 추출 및 물질의 분리

구입 한 원지 중 5 kg을 수세하여 MeOH 용매 20 l씩 3회 냉

침 추출하여 얻어진 추출액을 농축하여 메탄올 추출물 1.38 kg

을 얻었다. 메탄올 추출물은 증류수를 이용하여 현탁시키고 n-

Hexane, chloroform, ethyl acetate의 순서로 순차 분획하여

chloroform 분획물을 감압 농축하여 56 g을 얻어 물질분리에 이

용하였다.

Chloroform 분획 5 g을 chloroform : methanol=1 : 0에서 메탄

올 단독까지 gradient용매로 silica-gel(Kiesel gel 60(70~230

and 230~400 mesh, ASTM Art. 7734 and 9385, Merck)

column chromatography(C.C)를 실시하여 7개의 분획(OC1-OC7)

으로 나누었으며, 그 중 OC3(930 mg)과 OC5(542 mg)를 각각

분리 하였다. OC3은 MeOH-methylene chloride(1 : 1) 용매를

이용, Sephadex LH-20(packing물질: Sephadex LH-20(Amersham

Biosciences) C.C를 실시하고, 재침전하여 compound 1(20 mg)

을 단리 하였다(Fig. 1). 분획물 OC5는 MeOH-methylene

chloride(1 : 1)을 유출용매로 하는 Sephadex LH-20 C.C를 실시

하여 5개의 분획물(OC51-OC55)을 분리 하였고, 40% MeOH에

서 100% MeOH을 유출 용매로 하여 단계적으로 RP Lobar-A

C.C를 실시하여 최종 화합물 compound 2(18 mg)와 compound

3(27 mg)을 단리 하였다(Fig. 1). 분리된 화합물은 LC-MS(Agilent

1100LC/MSD trap classic)와 NMR을 이용하여 구조를 동정하

였다. Compound 1은 흰색의 무정형 분말로 LC/ESI/MS(m/z):

317[M+H]+으로 C17H16O6인 1,2,3,7-tetramethoxy-xanthone으

로 예측하고 Kim 등,16) Ito 등17)의 문헌과의 비교를 통해 구조

를 확정하였으며, compound 2는 흰색의 무정형 분말로 LC/ESI/

MS(m/z): 347[M+H]+으로 C18H18O7인 1,2,3,6,7-pentamethoxy-

Fig. 1 − Structures of the eight compounds.
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xanthone으로 예측하고 Ito 등17)과의 문헌비교를 통해 구조를 확

정하였다. Compound 3은 무색의 무정형 분말로 LC/ESI/MS(m/

z): 239[M+H]+으로 C12H14O5인 3,4,5-trimethoxycinnamic

acid으로 예측하고 Ito 등17) 문헌과의 비교를 통해 구조를 확정

하였다(Fig. 1).

영여자의 용매 추출 및 항균활성 물질의 분리

구입 한 영여자 78 kg을 에탄올에 3회 냉침 후, 감압농축하여

에탄올 추출물 2 kg(수율: 2.6%)을 얻었다. 이 추출물을 증류수

에 현탁하여 n-Hexane, Chloroform, Ethyl acetate, Butanol의

순서로 순차 분획하여 그 중 n-Hexane분획 338 g을 얻었으며,

핵산 분획물을 n-Hexane : Ethyl acetate=10 : 1에서 Ethyl

acetate 단독까지 gradient 용매로, silica-gel C.C를 실시하여 13

개의 부-분획으로 나누었다. 이 중 5~8번 분획물에서 Rf 0.2,

10% H2SO4에서 노란색으로 발색된 후 적자색으로 변하며 UV-

254 nm에서 보라색을 뛰는 물질을 대상으로 Sephadex LH-20

C.C(용매 : methylene chloride/MeOH=1 : 1)로 정제하여 Ethyl

acetate/MeOH 혼합용매에서 백색 침상의 결정 compound 4

(20 mg), compound 5(61 mg)를 얻었다(Fig. 1). Silica-gel C.C의

7, 8번 분획물에서 Sephadex LH-20 C.C의 6번 분획물 8.7 g을

대상으로 Sephadex LH-20 C.C(용매 : methylene chloride/

MeOH=1 : 1)을 실시하여 7개의 부-분획으로 나눈 후 6번 분획

을 대상으로 MeOH 재결정하여 백색침상의 무정형 결정인

compound 6(약 1.8 g)을 얻었다(Fig. 1). Silica-gel C.C의 1번 분

획물 184 g 중 1 g을 Ethyl acetate/MeOH 혼합용매를 이용한 재

결정을 통해 compound 7(약 40 mg)을 얻었다(Fig. 1). 또한

Silica-gel C.C의 3번 분획물 중 1 g을 Ethyl acetate/MeOH 혼

합용매를 이용한 재결정을 통해 compound 8(약 200 mg)을 얻

었다(Fig. 1).

획득된 화합물들은 NMR과 LC-Mass를 이용하여 구조를 동

정하였다. 백색 침상결정형의 compound 4는 LC/ESI/MS(m/z):

307[M+23]+으로 NMR data를 통하여 Coxon 등18)과 Hashimoto

등19)의 문헌과 비교를 통해 구조식이 C17H16O4인 7-hydroxy-

2,4,6-trimethoxyphenanthrene으로 확인하였다(Fig. 1). 백색 침

상결정의 compound 5는 LC/ESI/MS(m/z): 307[M+23]+으로

C17H16O4인 6-hydroxy-2, 4,7-trimethoxyphenanthrene(Batatasin

I)으로 예측하고 Coxon 등18)과 Takasugi 등20)의 문헌을 비교하

여 구조를 확정하였다(Fig. 1). Compound 6은 백색침상의 결정

형으로 LC/ESI/MS(m/z): 293[M+23]+으로 C16H14O4인 6,7-

dihydroxy-2,4-dimethoxyphenanthrene으로 예측하고 Coxon 등18)

과 Takasugi 등20)의 문헌을 비교하여 구조를 확정하였다(Fig. 1).

Compound 7은 EI-MS spectrum 및 NMR spectrum 자료로부

터 분자식 C16H32O2로 M/Z 256(M+) palmitic acid로 추정하였

고 Nguyen 등21)과 Kim 등22)의 문헌을 토대로 palmitic acid로

확정하였다(Fig. 1). Compound 8은 백색 침상결정으로 EI-MS

spectrum 및 NMR spectrum 자료로부터 분자식 C29H50O이고

M/Z 414(M+)인 β-sitosterol로 추정 후 Nguyen 등21)과 Kim 등
22)의 문헌 비교로 β-sitosterol로 확인 동정하였다(Fig. 1).

사용 균주 및 배지

실험에 사용된 균주인 S. aureus, P. aeruginosa와 C. albicans

는 한국유전자은행 (KCTC)에서 분양을 받아 실험에 사용하였다

(Table I). 균주는 사면배지에 배양되어 있는 균주의 단일 집단을

1 백금이를 취한 후, S. aureus와 P. aeruginosa는 37oC, C.

albicans는 28oC에서 24시간 액체 배양하여 활성화시켜 사용하

였다. 균의 생육 배지는 Nutrient Broth(NB)와 Potato Dextrose

Broth(PDB)는 Difco사의 제품을 사용하였고, Tryptic Soy Broth

(TSB)와 Agar powder는 Merck사의 제품을 사용하였다.

항균 활성평가

항균 활성의 평가는 paper disc(8 mm size, Advantec)를 이용

한 disc diffusion assay로 측정하였다. 해당 평판배지에 균주를

streaking하여 배양한 후 배양된 각 균주를 백금이로 취해 10 ml

배지에 접종, 24시간 배양하여 활성화 시켰다. ELISA reader

(Model 550, Bio-Rad)를 이용하여 595 nm에서 흡광도가 0.08~

0.1(McFarland standard 0.5)이 되도록 하여 1.5×108 cfu/ml의 균

을 실험에 사용하였다. 항균시험용 평판배지는 1.5% 한천배지를

121oC에서 15분간 멸균하고 60oC 정도로 냉각하여 멸균된 petri-

dish에 약 20 ml씩 분주하여 제작하였다. 굳은 배지는 멸균된

glass spreader로 균을 고르게 spreading 한 후 paper disc를 올

려놓았다. 측정하고자하는 시료를 10 mM/disc가 되도록 0.5%

DMSO에 용해시킨 후 20 µl를 주입하여 incubator(DX7,

Hanyoung)에서 48시간 배양 후 paper disc 주위의 inhibition

zone의 직경을 측정하였다. 대조군으로는 그람 양성균과 음성균

에 대하여 ampicillin과 진균류에 대하여 Euxyl K400을 사용하

였다.

최소 억제농도(Minimal Inhibitory Concentration: MIC)

측정

MIC 평가는 96 well plate를 이용한 broth dilution test를 일

부 변형하여 수행하였다. 각각의 균주를 활성화 시킨 후, ELISA

reader(Model 550, Bio-Rad)를 이용하여 595 nm에서 흡광도가

Table I − List of strains used in the experiments

Organisms Strains
Culture

conditions

Gram-positive Staphylococcus aureus KCTC 1916 TSB, 37oC

Gram-negative Pseudomonas aeruginosa KCTC 2513 PDB, 37oC

Fungus Candida albicans KCTC 2965 NB, 28oC
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0.08~0.1(McFarland standard 0.5)이 되게 하여 균수를 3×107

cfu/well/0.2 ml이 되도록 배양 배지를 분주하였다. 시료는 각각

최종 농도 100, 10, 1, 0.1, 0.01 µM이 되도록 하였다. Incubator

에서 24시간 배양한 후 595 nm에서 흡광도를 측정하여 최소 억

제농도(MIC)를 결정하였다.

생육 저해율 측정

미생물의 생육 저해율 측정은 최소억제농도와 동일한 방법으

로 실험하였다. 시료의 효능은 control의 흡광도를 100%로 보고

50%의 억제농도 (IC50)를 결정하였다.

유의성 측정 및 통계처리

실험은 duplicate로 3회 이상 반복실험으로 재현성을 검증하였

으며 유의성검사를 위하여 분산분석(ANOVA) 및 T-test를 이용

하였다.

실험결과 및 고찰

화합물의 항균 활성 효과

본 연구에는 사용한 시료는 자생식물 및 한약재 2,300종을 대

상으로 1차 항균활성 평가를 실시하였고, 그 결과에서 항균 활

성을 나타낸 원지와 영여자를 선별하였다. 선별된 2가지 식물인

원지와 영여자를 대상으로 각각 3종과 5종의 compound를 분리

하였다. 이들 식물에서 분리한 8종의 compound를 이용하여 disc

diffusion assay를 통한 항균력 측정 결과를 Table II에 나타내었

다. 10 mM/disc 농도로 원지에서 분리한 3가지 화합물에 대한

항균 활성을 측정한 결과, 3가지 화합물 모두 P. aeruginosa

(Gram-)에 대하여 항균 활성을 보였고, C. albicans(진균)에 대해

서는 compound 1과 2에서 항균 활성을 보였으나, 그람 양성균

인 S. aureus에서는 항균 효능이 나타내지 않았다. 안 등23)의 생

약추출물들을 이용한 항균활성 보고에 의하면 원지추출물을 포

함하고 있으나 원지의 성분에 대한 항균활성 연구는 수행하지 못

하였으므로 본 연구에서 수행한 원지의 화합물에 대한 활성 측

정은 더욱 의미가 있다. 본 연구의 실험결과 xanthone의 경우에

7번에만 형성된 methyl group(-CH3)이 6번과 7번 모두에 형성

된 methyl기 보다는 C. albicans(진균)에 대하서 더 강한 항균 활

성을 나타내었다. 영여자에서 분리한 triterpene계 compound 8

의 경우 P. aeruginosa(Gram-)에 대해서만 항균활성을 나타내었

으며, phenanthrene 구조의 compound 4, 5, 6, 7은 3가지 균에

모두에 대하여 항균활성을 나타내었다. 또한 phenanthrene 구조

는 6번과 7번 탄소의 hydroxyl group(-OH)이 항균 활성에 큰 영

향을 주었으며 특히 compound 6는 대조군으로 사용한 ampicillin

과 Euxyl K400과 비교하여 대등 또는 그 이상의 항균활성을 가

지는 것으로 나타났다.

최소억제농도

S. aureus(Gram+)에 대한 compound 4, 5, 6, 7의 MIC는 각

각 0.03, 0.05, 1.3, 0.02 µM로 나타났다. 또한 P. aeruginosa

(Gram-)에 대해서는 8종의 compound 모두의 MIC가 0.01 µM

보다 낮은 농도에서 측정되었다. 또한 C. albicans(진균)에 대한

compound 1, 2, 4, 5, 6, 7의 활성은 각각 0.05, 1, 0.09, 0.1,

0.2, 100 µM로 나타났다. 본 실험에서 96-well 및 disc diffusion

assay를 3번 이상의 반복 실험한 결과를 바탕으로 8종의

compound에 대한 최소억제농도 (MIC)를 산출하여 Table III에

나타내었다.

생육 저해율 측정

S. aureus(Gram+)에 대한 IC50(50% 저해농도)은 compound

4, 5, 6에서 각각 1.3, 3.1 및 6.4 µM로 측정이 되었고, compound

7은 100 µM 이상으로 나타났다. P. aeruginosa(Gram-)에 대한

IC50은 compound 6에서만 49.3 µM로 측정되었고, C. albicans

Table II − Evaluation of the antimicrobial activities of the com-

pounds against two bacteria and a fungus

Compound

Diameter of the growth inhibition zone

Gram-positive Gram-negative Fungus

S. aureus P. aeruginosa C. albicans

1 - + ++

2 - + +

3 - + -

4 +++ + ++

5 ++ + ++

6 +++ ++ ++++

7 ++ + +

8 - + -

Ampicillin +++ ++ -

Euxyl K400 - - +

Size of the growth inhibition clear zone: -, not detected; +, less
than 1.5 mm; ++, 1.5~4.5 mm; +++, 4.5~10 mm; ++++,
>10 mm. Concentration: 10 mM.

Table III − Minimum inhibitory concentration (MIC) of the com-

pounds against two bacteria and a fungus

Compound

MIC (µM)

Gram-positive Gram-negative Fungus

S. aureus P. aeruginosa C. albicans

1 - <0.01 0.05±0.004

2 - <0.01 1.0±0.06

3 - <0.01 -

4 0.08±0.003 <0.01 0.09±0.008

5 0.05±0.006 <0.01 0.1±0.02

6 1.3±0.06 <0.01 0.2±0.03

7 0.02±0.002 <0.01 100

8 - <0.01 -
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(진균)에 대한 IC50은 compound 5와 6에서 각각 10과 2.4 µM로

측정되었다. 이러한 50% 생육저해율(IC50)에 대한 결과를 Table

IV에 나타내었다.

결 론

원지로부터 3종의 화합물과, 영여자로부터 5종의 화합물을 분

리하여 구조를 규명하였다. 총 8종의 화합물을 이용하여 S. aureus

(Gram+), P. aeruginosa(Gram-) 및 C. albicans(진균)을 대상으로

disc diffusion assay와 broth dilution test를 통한 최소억제농도

(MIC)와 50% 생육저해율(IC50)을 측정하여 항균 활성을 평가하

였다. 특정농도(10 mM/disc)에 대한 disc diffusion assay 결과

compound 4, 5, 6 과 7은 실험에 사용된 3가지 균에 대하여 모

두 항균 활성이 나타났으며, 특히 phenanthrene 구조를 가지는

compound 6은 대조군으로 사용한 ampicillin과 Euxyl K400 이

상의 항균 활성이 나타났으며 구조적인 연관성으로는 6번과 7번

탄소에 결합한 hydroxyl group(-OH)의 존재에 따라 항균활성이

높아짐을 알 수 있었다. MIC 측정 결과 P. aeruginosa(Gram-)에

대해서는 8가지 compound 모두 0.01 µM 이하에서 나타났으며

S. aureus(Gram+)는 compound 4, 5, 6, 7이 각각 0.08, 0.05,

1.3, 0.02 µM의 결과를 보였다. 그리고 C. albicans(진균)에 대해

서는 compound 1, 2, 4, 5, 6, 7이 각각 0.05, 1, 0.09, 0.1, 0.2,

100 µM인 것으로 측정되었다. 또한 IC50에 대한 평가결과 S.

aureus(Gram+)에 대하여 compound 4, 5, 6이 각각 1.6, 3.1,

6.4 µM로 나타났으며 P. aeruginosa(Gram-)에 대한 IC50은

compound 6이 49.3 µM로 측정되었다. C. albicans(진균) 에 대

한 IC50은 compound 5와 6에서 각각 10.0과 2.4 µM로 측정되

었다. 이상의 8가지 화합물에 대한 항균효과를 종합해 볼 때

compound 6이 3가지 균에 모두에 대하여 항균활성이 대조군과

비교하여 우수하게 나타나므로 보존제로서의 가치가 가장 높게

나타났다.

또한 차후 compound 6의 효능에 대한 기전연구가 병행 된다

면 항균활성에 대한 작용기전을 연구하는 분야에 진일보를 기대

할 수 있는 화합물로 판단된다.
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