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유산발효에 의한 발효한약의 기능분석
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Functionality Analysis of Korean Medicine Fermented by Lactobacillus Strains. Kang, Dong Hee and

Hyun-Soo Kim*. Department of Microbiology, College of Natural Science, Keimyung University, Daegu 704-
701, Korea − Through the process of fermentation with Lactobacillus strains this study has evaluated the func-

tionality of the traditional Korean medicine Bangpungtongsungsan after the addition of four other medicinal

ingredients. In order to facilitate the growth of the Lactobacillus strains brown sugar was added to the herbal

substances used. For both DPPH radical scavenging activities and SOD-like activities the medicinal mixture,

when fermented through heterogeneous co-cultures, scored higher (at 77% and 42%, respectively) than when

not fermented (at 31.7% and 36.3%, respectively). The co-cultured Korean medicine inhibited the growth of

Bacillus subtilis PCI 219, Pseudomonas aeruginosa KCTC 2004, Staphylococcus aureus subsp. aureus KCTC

1916 and Propionibacterium acnes KCTC 3314. The inhibiting effects on β-hexosaminidase released from

RBL-2H3 cells caused by the mixture, with and without fermentation, was seen to be similar (57% and 60%,

respectively).

Key words: Lactic acid bacteria, Bangpungtongsungsan, fermented Korean medicine, Korean medicine, anti-
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서 론

동물의 장관 내에는 건강유지에 기여하는 세균류와 유해

하게 작용하는 세균류가 서로 길항관계를 유지하고 있다. 건

강유지에 기여하는 세균류는 숙주의 면역능력을 자극하거나

감염을 방어하고 노화방지 등에 관여하며, 유해 작용을 하

는 세균류는 장내 부패를 일으키거나 독소, 발암물질 등을

생성하여 숙주의 노화 촉진 및 발암 등에 관여한다[5]. 건강

한 성인의 장내 균총은 Bacteroides 60%, Bifidobacterium

속과 Lactobacillus 속 40%, Escherichia coli와 Streptococcus

속 1%, 그리고 Clostridium 속 1%로 구성되어 있다[3]. 이

들 균주들은 각종 스트레스, 해로운 환경, 적절하지 못한 영

양상태, 항생제 남용 등으로 사멸하고 해로운 미생물들이 그

자리를 대체하는 현상을 유발시키고 있다[13]. Lactobacillus

및 Bifidobacterium과 같은 유산균은 당류를 발효하여 유산

을 생성하며, 체내 유익균의 성장을 촉진하는 생균 활성제

(probiotics)로서 체내 콜레스테롤 흡수저해, 면역조절, 영양

소의 흡수 및 이용률을 높이는 등 다양한 질병 예방효과와

생리조절작용을 하는 것으로 알려져 있다[7]. 또한 장내 세

균 총 중 유익한 균의 생육을 촉진시킬 수 있는 식품소재의

탐색에 대한 연구가 활발하게 이루어지고 있다. 천연식물의

단독 또는 몇 가지 조합처리로 Bifidobacterium bifidum에

성장을 촉진한다는 보고가 있으며[10], 돌나물과 오미자 추

출물에서 Clostridium perfringens와 E. coli의 생육이 억제

되었다는 보고가 있다[3]. 과학과 의학이 발전되고 사회적

환경이 개선됨에 따라 평균수명이 크게 높아져 고령화 인구

가 증가되고 있으며, 전염성 질환보다 뇌졸중, 동맥경화증,

고혈압, 당뇨병, 알레르기성 질환 등 만성 질환의 발병률이

높아지고 있다. 이러한 추세로 건강에 대한 관심이 크게 높

아지고 있으며, 노화 및 만성적인 질환을 일으키는 원인을

억제하기 위해 천연물 및 생약으로부터 유래하는 기능성 물

질에 대한 연구가 다양하게 보고되고 있다[6, 11, 14, 23].

천연물질 및 생약은 인체 내에서 식균작용을 활성화하고, 항

체의 생성을 촉진시키며, 체내 생화학적 수치들을 정상화하

는 등 질병에 대한 방어력을 증가시켜 만성질환을 예방하고

치료할 수 있도록 하며, 면역반응을 강화시키거나 저하된 면

역기능을 정상화시킴으로써 치료에 사용되기도 한다[17]. 한

약은 자연에서 채취한 그대로 이용하는 것은 사용하기 불편

하거나 부작용 등이 있어 독성 및 약성의 완화, 효능의 변화

등을 목적으로 수치(修治)라는 간단한 공정을 거쳐 사용하여

왔다. 수치는 천연상태로부터 가공 처리하여 물리ㆍ화학적

및 생물학적 활성 변화를 유도하는 한방의 전통적인 제약기

술로서 오늘날까지 전래되어 이용되고 있다[12]. 전래 한약
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의 형태는 탕제, 환제, 산제(가루약), 고제(연고)였으나 한약

및 한약재에 미생물을 배양하여 얻은 부산물도 새로운 제형

으로 추가되었다. 발효한약은 약효성분의 체내흡수율과 생

체이용률을 모두 극대화시켜 약리적 기능성뿐만 아니라 한

약의 제형 개량과 포제 방법을 향상시키고, 이를 통해 한약

의 새로운 수요를 창출하고 고부가가치의 한약제품을 개발

할 수 있어 최근 한의학계에서 관심을 받고 있다[8]. 한약의

발효 방법은 전통 한약재를 미생물이 잘 이용할 수 있도록

찌거나 삶은 후 미생물을 접종하여 고체 및 액체배양을 하

는 것이다. 한약의 발효를 위하여 사용되는 미생물은 유산

균이나 Bacillus sp. 및 버섯 균사체 등이 있다. 이 중에서

유산균이 가장 많이 사용되며, 한약에서 유산균의 생육특성

을 확인하는 연구가 보고되고 있다[1, 18, 22]. 발효한약의

기능성에 대한 연구는 주로 항산화, 항암 및 알레르기 억제

효과를 확인하여 이루어지고 있다. 버섯균사체로 복령과 후

박을 발효하였을 때 항산화 효과가 다소 떨어졌으나 인체 간

암 세포주에서 항암 활성이 뚜렷하게 나타났다는 보고[24]

와 용안육을 청국균으로 발효하였을 때 전자공여능이 높고

자궁경부암세포 및 간암세포에 대한 항암 활성이 높아졌다

는 보고[25]가 있다. 또한 씀바귀 추출물을 유산균으로 발효

하였을 때 씀바귀 추출물보다 알레르기 억제 효과가 개선되

었다는 보고[21] 가 있으며, 발효녹용이 녹용보다 면역증강

작용이 우수하다는 보고[9]도 있다.

본 연구에서는 전통한약의 발효에 의한 신기능개발을 규

명하기 위한 일환으로, 중풍, 고혈압, 동맥경화, 염증성 피부

질환에 사용되고 있으며, 지질저하 효과, 진통, 소염, 항균

효과, 알레르기 억제 및 면역 효과, 간기능 효과 등 다양한

질환들에서 연구되어 있는 방풍통성산[16, 26]을 선정한 후

Lactobacillus 균주를 단일 및 복합배양 하여 생육특성을 확

인하고 in vitro에서 발효 및 미발효 시 한약의 항산화능, 항

균 활성, 알레르기 억제효과 등 기능을 검토하였다.

재료 및 방법

한약(방풍통성산)

발효에 사용한 한약은 피부 장벽의 회복 및 항염증 작용

으로 피부 손상을 완화시킨다는 최근 연구결과[26]를 토대

로 방풍통성산을 선정하였으며, 4가지 약재를 가감하여 실

험에 사용하였다. 한약은 대구시내 한의원에 의뢰하여 구입

하였으며, 임상적 복용에 적합한 한약재 추출법에 준하여 조

제되었다. 한약재의 배합은 한의학적 배합 방법에 따라 Table

1에서 보는 바와 같이 한 첩 당 첨가되는 각각의 한약재 중

량을 정하여 수행하였다. 배합한 한약재는 40첩 분량을 한

약 추출기에 첨가하여 100oC 이하에서 2시간 동안 가열을

한 후 추출하였으며, 추출된 한약은 100 mesh 체를 이용해

여과하여 한약재를 제거하였다. 유산균의 배양을 위해 한약

은 pH 조정, 침전물 제거를 위한 원심분리, 여과를 통한 멸

균과 고압증기멸균을 각각 실시하여 배양 전 처리 조건을 검

토하였다.

유산균의 복합배양

본 연구에 사용한 발효미생물은 GRAS 미생물로서 유산

균을 공시균주로 사용하였으며, Table 2에서 보는 바와 같이

한국생명공학연구원 유전자원센터 유전자은행(KCTC)에서

분양을 받아 lactobacilli MRS배지(Difco Co.)에 계대배양

한 후 균체를 20% glycerol이 포함된 저장액에 넣어 -70oC

Table 1. Composition of Bangpungtongsungsan..

Korean

medicine name
Scientific name

Dose

(g)

활석 Talcum 6.37

감초 Glycyrrhizae radix 4.5

석고 Gypsum fibrosum 2.62

황금 Scutellariae radix 2.62

길경 Platycodi radix 2.62

방풍 Ledebouriellae radix 1.68

천궁 Cnidii rhizoma 1.68

당귀 Angelicae gigantis radix 1.68

적작약 Paeoniae radix rubra 1.68

대황 Rheiradix etrhezoma 1.68

마황 Ephedrae herba 1.68

박하 Forsythiae fructus 1.68

연교 Natrii sulfas 1.68

망초 Schizonepetae herba 1.68

형개 Atractylodis macrocephalae rhizoma 1.31

백출 Gardeniae fructus 1.31

치자 Gardeniae fructus 1.31

생강 Zingiveris rhizoma recens 5

Table 2. Lactobacillus strains used for the co-culture.

Strains Sources Stock solution (CFU/mL)*

Lactobacillus brevis KCTC 3498 Human feces 108

Lactobacillus casei KCTC 3109 Cheese 108

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus KCTC 3635 Bulgarian yogurt 108

Lactobacillus fermentum KCTC 3112 Fermented beets 108

Lactobacillus helveticus KCTC 3545 Emmental (Swiss) cheese 108

Lactobacillus plantarum subsp. plantarum KCTC 3108 Pickled cabbage 108

*10 µL of inoculum of each stock solution per 40 mL KM.
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에 보관하였으며, 실험에 사용하기 전 계대배양을 실시하였

다. 유산균의 복합배양에 사용한 한약은 4oC, 4,000×g에서

10분간 원심분리 하여 침전물을 제거한 후 pH를 6.3으로 조

정하여 121oC, 15분간 멸균하였으며, 유산균의 생육을 증대

시키기 위해 당밀이 함유된 brown sugar를 각각 1%(w/v)와

5%(w/v)로 첨가하였다. 복합배양 시 유산균은 각각 108

CFU/mL의 stock액을 제조한 후 한약 40 mL(50 mL tube,

Corning Co.)에 각각의 stock액 10 µL를 혼합하여 접종하였

으며, 유산균이 혼합 접종된 한약은 37oC에서 정치배양 하

였다. 

항산화 활성 측정

전자공여능: 전자공여능은 Blois의 방법[2](Blois 1985)을

변형하여 실시하였다. DPPH(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl)

는 실험 시작 전 메탄올에 녹인 후 0.3 mM이 되도록 하여

사용하였다. DPPH 용액과 희석된 시료를 1:1로 혼합하여

30분간 실온에서 반응시킨 후 517 nm에서 흡광도를 측정하

였다. 음성 대조구는 시료대신 메탄올을 첨가하여 측정하였

으며, 양성 대조구는 기존의 항산화제로 알려진 BHA(buty-

lated hydroxyanisole)로 측정하였다. 전자공여능은 시료첨가

구와 음성대조구의 흡광도를 구하여 다음과 같이 백분율로

나타내었다.

C: methanol + DPPH의 흡광도; S1: 시료 + DPPH의 흡광도;

S2: 시료 + methanol의 흡광도

SOD 유사활성: SOD(superoxide dismutase) 유사활성은

Marklund의 방법에 따라 활성 산소종을 과산화수소(H2O2)

로 전환시키는 반응을 촉매하는 pyrogallol의 생성량을 측정

하여 나타내었다[19]. 각 시료 용액 0.2 mL에 Tris-HCl의 완

충용액(50 mM Tris, 10 mM EDTA, pH 8.5) 2.6 mL와 7.2

mM pyrogallol 0.2 mL(Sigma Co.)를 가하여 25oC에서 10

분간 반응시킨 후 1.0 N HCl 0.1 mL를 가하여 반응을 정지

시키고 반응액 중 산화된 pyrogallol의 양을 420 nm에서 측

정하였다. SOD 유사활성은 시료용액의 실험구와 대조구의

흡광도 감소율로 나타내었다.

SOD-like activity(%) = 

항균 활성 측정: 한약 및 발효한약의 항균 활성은 agar

diffusion법으로 측정하였다. 검정균주는 Gram 양성균인

Bacillus subtilis PCI 219, Staphylococcus aureus subsp.

aureus KCTC 1916과 Propionibacterium acnes KCTC 3314,

Gram 음성균인 Escherichia coli KCTC 1682, Pseudomonas

aeruginosa KCTC 2004와 Salmonella typhimurium KCTC

2504를 사용하였다. 또한 효모는 Candida albicans KCTC

7675, Cryptococcus neoformans KCCM 50564을 사용하였

으며, 곰팡이는 Aspergillus niger KCTC 6910을 사용하였다.

E. coli KCTC 1682와 S. typhimurium KCTC 2504는

LB배지(peptone 10 g, yeast extract 5 g, sodium chloride

5 g/L, pH 6.8)에 접종하고, B. subtilis PCI 219, S. aureus

subsp. aureus KCTC 1916과 P. aeruginosa KCTC 2004

는 Nutrient 배지(Difco Co.)에 접종하여 37oC, 170 rpm에서

24시간 계대배양하였다. P. acnes KCTC 3314는 Reinforced

Clostridial배지(tryptose 10 g, beef extract 10 g, yeast extract

3 g, dextrose 5 g, sodium chloride 5 g, soluble starch 1 g,

cysteine hydrochloride 0.5 g, sodium acetate 3 g/L, pH

7.6)에 접종 후 37oC, 72시간 정치하여 계대배양하였다. C.

albicans KCTC 7675와 C. neoformans KCCM 50564는

YM배지(yeast extract 3 g, malt extract 3 g, dextrose 10 g,

peptone 5 g/L, pH 7.6)에 접종하여 28oC, 150 rpm에서 48시

간 계대배양하였다. 계대배양한 시험균주는 4oC에서 보관하

여 사용하였다. A. niger KCTC 6910은 PDA배지(Difco

Co.)에 계대배양하여 포자현탁액을 제조한 후 -20oC에서 보

관하여 사용하였다.

항균 활성은 한약과 발효 한약을 4oC, 1000×g에서 10분

간 원심분리 후 상등액 20 µL를 paper disc (φ = 6 mm,

Whatman Co.)에 첨가하여 건조시키고 검정균주가 든 평판

배지 위에 얹어 B. subtilis PCI 219, S. aureus subsp.

aureus KCTC 1916, E. coli KCTC 1682, P. aeruginosa

KCTC 2004와 S. typhimurium KCTC 2504는 37oC에서 1

일간, P. acnes KCTC 3314는 37oC에서 3일간 배양하였으며,

효모와 곰팡이는 28oC에서 각각 2일, 4일간 배양하여 생성된

inhibitory zone의 유무 및 크기를 통해 판단하였다.

세포 배양: 한약 및 발효한약의 알레르기 억제 효과는 알

레르기 발생에 관여하는 RBL-2H3 세포주를 대상으로 실험

하였다. RBL-2H3 세포주는 한국세포주은행(KCLB)에서 분

양 받았으며, 10% FBS(Gibco Co.)와 1% antibiotics(Gibco

Co.)를 포함하는 D-MEM배지(Gibco Co.)와 37oC의 5%

CO2를 포함한 포화습도 공기조건에서 배양하였다. 100 mm

tissue culture dish에 배양하면서 세포가 70~80% confluency

에 도달하면 PBS로 2회 세척하고 1×trypsin-EDTA(Gibco

Co.)를 가하여 37oC의 5% CO2를 포함한 포화습도 공기조

건에서 5분간 배양 후 배지를 첨가하여 현탁하였다. 세포 현

탁액은 새로운 50 mL centrifuge tube에 옮긴 후 500×g에서

5분간 원심분리 하여 상등액을 제거하고 새로운 배지를 첨

가하여 1×105~1×106 cells/mL의 밀도로 분주하였다.

세포 독성 확인: 세포 독성은 Mitochondrial dehydrogenase

activity를 나타내는 MTT colorimetric reduction assay를 수

행하여 검정물질이 세포의 생존에 미치는 효과를 Mosmann

DDPH Scavenging %( )
C S1 S2–( )–

C
--------------------------- 100×=

1
시료를 첨가한 반응군의 흡광도

대조군의 흡광도
--------------------------------------------– 100×
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이 보고한 방법에 따라 측정하였다[20]. RBL-2H3 세포주는

96 well plate에 well당 1×105 cells 밀도로 분주하여 24시간

배양을 한 후 배지를 제거하고 FBS가 첨가되지 않은 배지

를 분주하여 24시간 배양을 하였다. 한약 및 발효한약의 세

포독성 확인 농도는 한약의 처리시간을 1시간, 3시간, 6시간,

12시간으로 하여 각 시간에 따라 첨가량을 달리하여 확인한

후 결정하였다. 한약 및 발효한약을 첨가하여 세포배양 후

0.5 mg/mL의 MTT시약(Generay Biotech Co.)을 10 µL씩

well에 첨가하여 4시간 배양을 하였으며, 잔여 MTT시약과

배지를 제거하고 DMSO와 EtOH를 1:1로 혼합하여 100 µL

씩 분주한 후 침전물을 충분히 용해시켰다. 세포 독성은

ELISA reader를 사용하여 540 nm의 측정 파장을 기준으로

하여 흡광도를 측정한 후 확인하였다.

β-Hexosaminidase의 측정: β-Hexosaminidase의 측정[27]

을 위해 RBL-2H3 세포주는 10% FBS, 1% antibiotics를

포함하는 D-MEM배지와 37oC의 5% CO2를 포함한 포화습

도 공기조건에서 배양하여 80~90% confluency에 도달하면

세포수를 5×105 cells/mL로 조절하여 24 well plate에 분주

후 IgE를 0.5 µg/mL로 첨가하여 24시간 배양하였다. 배양

후 배지를 제거하고 500 µL Siraganian buffer(119 mM

NaCl, 5 mM KCl, 0.4 mM MgCl2, 25 mM PIPES, 40 mM

NaOH, pH 7.2)로 2회 세척한 다음 5.6 mM glucose, 1

mM CaCl2 및 0.1% BSA(Sigma Co.)가 포함된 Siraganian

buffer를 160 µL 첨가하여 10분간 배양하였다. IgE(Sigma

Co.)로 감작된 세포에 농도별로 시료를 처리하여 일정시간

배양한 후 antigen(DNP-KLH, Alpha diagnostic Intl Inc.)

을 1 µL/mL로 첨가하여 10분간 반응시켰다. 반응 종결을 위

해 10분간 얼음에 꽂아둔 후 반응 혼합물을 500×g에서 10

분간 원심분리 하여 상등액을 분리하였다. 96 well plates에

상등액과 기질(1 mM nitrophenyl-N-acetyl-β-D-glucosaminide,

Sigma Co.)을 각각 25 µL씩 첨가하여 37oC에서 1시간 배양

한 후 0.1 M Na2CO3/NaHCO3를 200 µL 첨가하여 반응을

정지시켜 ELISA reader로 405 nm에서 측정하였다. RBL-

2H3 세포주에서 β-hexosaminidase의 방출 억제는 다음과 같

이 계산하였다.

Inhibition (%) =

Control: 항체와 항원 첨가, 시료 미첨가; Treated: 항체, 항

원 및 시료 첨가; Blank: 시료와 기질만 첨가; Spontaneous:

항체, 항원 및 시료 미첨가

통계분석

통계분석은 SigmaStat를 이용하여 분산분석을 실시하였으

며, 시험 구간의 평균간 유의성 검정은 Student-Newman-

Keuls test에 따른 다중검정방법으로 5% 수준에서 실시하였다.

결과 및 고찰

한약 전 처리

한약은 Bacillus sp.의 포자가 존재하고 있어 유산균을 접

종 시 유산발효가 되지 않았다. 한약 내에 Bacillus sp.의 포

자 제거는 열에 의한 성분변화를 고려하여 0.2 µm와 0.45

µm의 filter를 이용해 멸균을 하였으며, 그 결과 한약 내에

미립자가 많아 filter 이용이 적합하지 않았다. 유산균 배양

시 한약의 전 처리는 Bacillus sp.의 포자를 사멸시키기 위

해 고압증기멸균 방법으로 수행하였다.

항산화 활성

전자공여능: 발효시킨 방풍통성산의 기능을 검토하기 위하

여 발효 및 미발효 시킨 방풍통성산의 항산화 활성을 측정

하였다. 항산화 활성측정은 DPPH radical 소거능을 이용하

는 전자공여능을 검토하였다. 공시균주가 일반적인 배지인

MRS배지에서 항산화 활성 물질을 생산할 수 있어 이를 검

토한 결과 항산화 물질을 생산하지 않는 것으로 확인되었다.

전처리 한 한약(KM)은 항산화 효과가 우수하여(결과 미게

재) 희석 후 측정하였다. Fig. 1에서 보는 바와 같이 100배

희석하였을 경우 한약(KM)은 radical 소거활성이 31.7%로

나타났으며, 발효한약은 모두 77% 이상으로 높게 나타났다.

Brown sugar를 첨가하지 않고 한약만으로 배양하였을 경우

배양 7일째 radical 소거능이 94.43%로 가장 높았으며(Fig.

1, A), 양성 대조구인 BHA의 0.5 mM(결과 미게재)에 해당

하는 radical 소거능을 갖는 것으로 나타났다. 

SOD 유사활성: Fig. 1에서 발효시킨 방풍통성산의 기능으

로 강력한 항산화 활성이 확인됨에 따라 발효 및 미발효시

킨 방풍통성산의 SOD 유사활성을 검토하였다. SOD 유사활

성을 가지는 물질은 주로 phytochemical에 속하는 저분자 물

질이 SOD와 유사한 역할을 하여 superoxide로부터 생체를

보호하며 인체 내의 superoxide를 제거함으로써 노화억제와

더불어 산화적 장애의 방어효과를 가진다고 알려져 있다[15].

따라서 한약 및 발효한약의 SOD 유사활성은 Fig. 2에서 보

는 바와 같이 한약(KM)의 경우 36.3%로 확인되었으나, 여

러 조건으로 복합배양 된 한약의 SOD 유사 활성은 모두

42%이상으로 확인되어 한약보다 높았으며, 전체적으로 1%

와 5%로 brown sugar를 첨가하였을 때 활성이 더 높았다.

항균 활성

발효한약의 새로운 기능을 탐색하기 위해 항균 활성을 검

토하였다. 일반배지인 MRS배지를 사용한 공시균주 배양액

과 한약은 모든 시험균주에 항균 활성이 없었다(결과 미게

재). 발효한약은 Table 3에서 보는 바와 같이 B. subtilis

PCI 219, P. aeruginosa KCTC 2004, S. aureus subsp.

aureus KCTC 1916과 P. acnes KCTC 3314에 항균활성을

보였다. B. subtilis PCI 219에 대한 항균 활성은 한약만을

Treated Blank– Spon eoustan–( )

Control Blank– Spon eoustan–( )
-------------------------------------------------------------------------------- 100×
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이용해 1일과 3일간 복합배양 하였을 때 9 mm로 나타났으

며, brown sugar를 1%와 5%로 각각 첨가하여 5일과 7일간

복합배양 하였을 때 9 mm로 나타났다. P. aeruginosa KCTC

2004, S. aureus subsp. aureus KCTC 1916과 P. acnes

KCTC 3314에 대한 항균활성은 모든 발효한약에서 동일하

게 나타났다.

세포독성

한약의 세포독성을 검토하기 위하여 RBL-2H3 세포주를

대상으로 실험을 수행하였다. 한약의 처리시간(1시간)은 일

정하게 하고, 한약(KM)의 첨가량만을 다르게 하여 세포 독

성을 확인한 결과 Fig. 3에서 보는 바와 같이 사용한약을 높

은 농도(300 µL/mL)로 첨가하여도 세포 독성이 없으며 오

히려 성장이 촉진되는 것을 확인하였다. 한약만을 사용하여

복합배양을 한 발효한약(FKM A)의 세포독성 확인은 처리

Fig. 1. Electron donating ability of the various co-cultured

broths. Each sample was diluted 1 : 100 in sterile distilled water.

A: KM, B: 1% brown sugar addition, C: 5% brown sugar addi-

tion. Results are expressed as mean ± standard deviation. This test

was repeated 3 times.

Table 3. Antibacterial activity of the co-cultured broth.

Strains

The co-cultured broth 

Incubation time

(days) 

FKM

A

FKM

B

FKM

C

 Inhibitory zone (φ, 6 mm; Whatman Co.)

Bacillus subtilis 

PCI 219

1 9 -* -

3 9 - -

5 - 9 9

7 - 10 10

Pseudomonas aeruginosa KCTC 2004

1 - - -

3 - - -

5 7 7 7

7 8 8 8

Staphylococcus aureus subsp. aureus 

KCTC 1916

1 - - -

3 - - -

5 8 8 8

7 9 9 9

Propionibacterium acnes

KCTC 3314

1 - - -

3 - - -

5 10 10 10

7 10 10 10

-: No inhibition

A: KM, B: 1% Brown sugar addition, C: 5% Brown sugar addition.

Fig. 2. Superoxide dismutase-like activity of the various cocul-

tured broths (FKM) A: KM, B: 1% brown sugar addition, C: 5%

brown sugar addition. Results are expressed as mean ± standard

deviation. This test was repeated 3 times.
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농도 10 µL/mL로 하였으며, 처리시간은 30분, 1시간, 3시간,

6시간과 12시간으로 하였다. Fig. 4에서 보는 바와 같이 발

효한약을 세포주에 30분, 1시간과 3시간 처리하였을 때는 세

포 독성이 없었으나, 장시간(6시간 이상)처리 시 세포독성을

보이는 경향을 나타내었다. 

β-hexosaminidase의 방출 억제 효과

시험물질의 알레르기 억제 효과를 측정하는 방법 중에서

IgE로부터 감작된 비만세포에서 유리된 histamine의 양을 측

정하는 방법은 비만세포에서 histamine의 농도가 낮고 복잡

한 여러 단계를 수행하여야 하기 때문에 큰 편차를 나타내

기 쉽다. 최근에는 높은 농도로 세포 내에 존재하며, 탈 과

립 시 화학적 매개체들과 함께 방출되는 β-hexosaminidase

을 측정하는 방법이 널리 이용되고 있다[4].

발효한약의 β-hexosaminidase 방출 억제 효과를 측정한

결과, Fig. 5에서 보는 바와 같이 배양일수에 따라 유사한

알레르기 억제 효과를 나타냈다. 한약만으로 발효한 것은 배

양 5일째에 57%, 1% brown sugar가 첨가된 한약은 배양 3

일째 54%, 5% brown sugar가 첨가된 한약은 배양 3일째

53%로 가장 억제효과가 높았다. β-hexosaminidase 방출에

있어 pH의 영향을 검토한 결과, pH 5.4 및 7.2에서 한약의

β-hexosaminidase의 방출 억제 효과는 60%로 유사하게 나

타났으며, 발효한약의 β-hexosaminidase의 방출 억제 효과

는 57%로 나타났다(결과 미게재).

요 약

본 연구에서는 중풍, 고혈압, 동맥경화, 염증성 피부질환

에 사용되고 있으며, 다양한 질환들에서 연구되어 있는 방

풍통성산을 선정하여 4가지 약재를 가미한 후 기존의 기능

성 물질과 Lactobacillus 균주에 의해 생성되거나 증가된 기

능성 물질을 확인하고자 하였다. 한약을 이용한 복합배양은

공시균주의 수 및 접종시기를 달리하여 여러 조합으로 수행

하였다. 전자공여능 및 superoxide dismutase 유사 활성 측

정을 통해 한약의 항산화 활성은 각각 31.7%와 36.3%로 나

타났으며, 복합배양을 통해 발효된 한약의 항산화 활성은 각

각 77% 이상, 42% 이상으로 나타나 한약보다 항산화 활성

이 더 높게 나타났다. 항균 활성은 한약의 경우 모든 시험균

주에 항균 활성이 나타나지 않았으나, 복합배양 된 한약의

경우에는 B. subtilis PCI 219, P. aeruginosa KCTC 2004,

S. aureus subsp. aureus KCTC 1916에 항균 활성을 보였으

Fig. 3. Cytotoxic effect of KM on RBL-2H3 cells by MTT

assay. The percent cell viability was calculated relative to the

untreated control. Results are expressed as mean ± standard devia-

tion. Results were a statistically significant difference (p<0.05).

This test was repeated 3times.

Fig. 4. Cytotoxic effect of negative control, KM and FKM A on

RBL-2H3 cells by MTT assay. The percent cell viability was

expressed as mean ± standard deviation. Results were a statisti-

cally significant difference (p<0.05). This test was repeated 3times.

Fig. 5. Effect of FKM on the β-hexosaminidase release from

RBL-2H3 cells. A: KM, B: 1% brown sugar addition, C; 5%

brown sugar addition. Inhibition of the β-hexosaminidase release
were expressed as mean ± standard deviation. Results were a sta-

tistically significant difference (p<0.05). This test was repeated

3times.
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며, 특히 여드름을 유발시키는 P. acnes KCTC 3314에 항균

활성을 보였다. RBL-2H3 세포주에서 알레르기 억제 효과를

확인한 결과 한약은 60% 알레르기 억제 효과를 보였으며,

발효한약은 57% 알레르기 억제 효과를 보였다. 발효한약은

알레르기 억제 효과와 함께 항균 활성과 항산화 활성의 증

가로 인하여 알레르기 개선, 피부노화 및 병원성 미생물에

의한 피부질환의 개선에 효과가 있을 것으로 사료된다.
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