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Oleanolic acid 및 Ursolic Acid의 Streptococcus downei에 대한 항균작용
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Abstract Oleanolic acid (OA) and ursolic acid (UA) are triterpenoid compound present in many plants. This study
examined the antimicrobial activity of OA and UA against Streptococcus downei. The antimicrobial activity was
evaluated by the minimal inhibitory concentration (MIC) and time kill curves. The MIC values of OA and UA for S.
downei isolated from the Korean population were 8 µg/ml. OA and UA had a bactericidal effect on S. downei ATCC
33748T above 2 × MIC, 16 µg/ml and 8 µg/ml, respectively. The results suggest that OA and UA can be used in the
development of oral hygiene products for the prevention of dental caries.
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서 론

치아우식증은 구강 내 치면세균막에 존재하는 세균들의

당질대사의 부산물로 분비되는 젖산 등의 유기산에 의해

법랑질 표면의 수산화인회석의 칼슘 등이 탈회되어 발생

되는 대표적인 세균 감염성 구강질환이다1). 치아우식증의

주요한 원인균종은 뮤탄스 그룹 연쇄상구균(뮤탄스 연쇄

상구균)인 것으로 알려져 있다2). 뮤탄스 연쇄상구균은 16S

ribosomal RNA 유전자(16S rDNA)의 핵산염기서열 비교

분석법에 의해 다른 5종류의 연쇄상구균 그룹들로 분리되

었다3). 뮤탄스 연쇄상구균에는 Streptococcus mutans, S.

sobrinus, S. downei, S. rattus, 그리고 S. cricetus 종들이

속하는 것으로 알려져 있다3). 뮤탄스 연쇄상구균 중 S.

mutans와 S. sobrinus는 사람의 구강 내에서 주로 서식하

며 분리되었고, S. downei는 원숭이에서 분리, S. rattus는

흰쥐에서 분리, 그리고 S. cricetus는 햄스터에서 분리된

종이다. 하지만, 최근에 S. downei가 사람의 구강 내에서

도 서식하는 것이 보고되었다4). 

세균 감염성질환의 치료 및 예방에 사용되는 대표적인

물질이 항생제이다. 그러나, 항생제를 지속적으로 사용할

경우 이에 대한 내성을 갖는 세균들이 발생하기 때문에

치아우식증과 같은 만성세균감염성질환의 예방을 위해

사용할 수는 없다. 이러한 항생제의 내성에 대한 단점을

극복하기 위한 노력으로 민간요법으로 사용되고 있는 천

연물로부터 새로운 항균물질을 추출하려는 연구가 진행

되고 있다5-9). 최근 식용 및 의약품용 허브의 식물로부터

추출된 trieterpenoid saponins 유도체인 oleanolic acid

(3β-3-hydroxyolean-12-en-28-oic acid, OA)와 ursolic acid

(3β-hydroxy-urs-12-en-28-oic acid, UA)가 S. mutans 및

S. sobrinus에 대한 항균력이 있는 것으로 보고되었다10,11).

그러나, 사람의 구강 내 서식하는 뮤탄스 연쇄상구균 중

S. downei 세균종에 대한 OA와 UA의 항균능을 알아보기

위한 연구는 이루어지지 않은 상태이다. 

그러므로, 본 연구에서는 현재 치아우식증을 유발하는

데 관여한다고 알려진 뮤탄스 연쇄상구균 중 최근에 사람

의 구강 내에서 서식하는 것으로 밝혀진 S. downei 세균

종을 이용하여 S. downei의 표준균주 및 한국인에서 분리

동정된 임상균주들에 대한 OA와 UA의 항균능을 알아보

고자 시행하였다. 
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연구재료 및 방법

1. 세균 및 세균 배양

본 연구에 사용된 S. downei ATCC 33748T은 America

type culture collection(ATCC, Manassas, VA, USA)에서

구입하여 사용하였다. 또한 한국인에서 분리 동정된 4균

주의 S. downei(KCOM 1165, KCOM 1166, KCOM

1167, KCOM 1168)들은 한국구강미생물자원은행(Korean

Collection for Oral Microbiolgy, KCOM)에서 분양 받아

사용하였다. 이들 세균들은 Todd Hewitt(Difco Laboratories,

Detroit, MI, USA) 한천배지에 도말하여, 37oC 세균배양

기에서 1-2일간 배양한 후 다음 실험에 사용하였다.

2. 최소성장억제농도(Minimum Inhibitory Concen-

tration, MIC) 측정

뮤탄스 연쇄상구균 균주들에 대한 OA와 UA(Sigma,

St. Louis, MO, USA)의 항균성을 알아보기 위해 MIC를

액체배지희석법12)으로 측정하여 분석하였다. TH 액체배

지를 이용하여 37oC 세균배양기에서 뮤탄스 연쇄상구균

을 24시간 배양한 후, 파장 600 nm에서 배양액의 흡광도

를 측정하여 1×106 CFU/ml가 되도록 액체배지로 희석하

였다. OA와 UA를 1, 2, 4, 8, 16 µg/ml가 되도록 세균 배

양액에 첨가(세균배양액의 1%가 되도록 첨가)하였다. 이

때 OA와 UA는 Dimethyl sulfoxide (DMSO; Sigma)에

녹여 사용하였다. 실험의 음성대조군은 DMSO를 세균배

양액의 1%가 되도록 첨가하였고, 양성대조군은 ampicillin

(100 mg/ml)를 세균배양액의 1%가 되도록 첨가하였다.

96 well plate에 200 µl씩 분주한 후 37oC에서 24시간 동

안 배양 후 600 nm에서 흡광도를 측정하였다. 실험군 및

대조군은 모두 3반복씩 실험하였다. 

3. Time Kill 분석

OA와 UA을 첨가한 후 시간이 경과함에 따른 S. downei

ATCC 33748T에 대한 항균활성을 조사하여, OA와 UA가

뮤탄스 연쇄상구균에 대해 정균제 또는 살균제로 작용하

는 지를 알아보기 위해 time kill 분석을 시행하였다. 활성

검사를 통해 얻은 MIC값을 기준으로 0.5×MIC, 1×MIC,

2×MIC 및 4×MIC의 농도에서 0, 3, 6, 12 및 24 h 경과

함에 따른 활성을 측정하였다. 

파장 600 nm에서 배양액의 흡광도를 측정하여 1×107

CFU/ml가 되도록 TH 액체배지로 희석하고 96 well plate

에 액체배지 270 µl를 분주 한 후 활성물질을 각각의 농

도가 되도록 희석하여 희석된 균주 30 µl를 첨가하여 반

응시켰다. 반응 시간에 따라 10 µl를 취하여 각각의 TH

한천배지에 도말하여 48시간 동안 배양한 후 형성된 군락

을 계수화 하였다. 이 때, 6시간 이하 배양한 그룹은 102

및 103배 희석하였고, 나머지 그룹은 103 및 105배 희석하

였다. 각 반응은 모두 3반복하여 평균하였다. 

결 과

S. downei ATCC 33748T에 대한 OA의 MIC 값은 8 µg/

ml에서 감수성을 보였고, 한국인에서 분리 동정된 4균주

S. downei KCOM 1165, KCOM 1166, KCOM 1167 및

KCOM 1168의 MIC 값에서도 동일한 결과를 얻었다. S.

downei ATCC 33748T에 대한 UA의 MIC 값은 4 µg/ml에

서 감수성을 보였고, S. downei KCOM 1165에서도 동일

한 값을 얻었지만, S. downei KCOM 1166, KCOM 1167

및 KCOM 1168에 대한 UA의 MIC 값은 8 µg/ml로 나타

났다(Table 1).

S. downei ATCC 33748T에 대한 OA와 UA의 time kill

분석 결과 2×MIC(각각 16 µg/ml과 8 µg/ml) 이상의 농도

에서 세균성장억제 효과를 가졌다(Fig 1, 2).

Table 1. MIC test of OA and UA against S. downei 

Species & strains
MIC (µg/ml)

OA UA

 S. downei ATCC1 33748T 8 4

 S. downei KCOM2 1165 8 4

 S. downei KCOM 1166 8 8

 S. downei KCOM 1167 8 8

 S. downei KCOM 1168 8 8

1ATCC, America type culture collection; 2KCOM, Korean collection for 
oral microbiology

Fig. 1. Time kill curves of oleanolic acid on S. downei ATCC

33748T.

Fig. 2. Time kill curves of ursolic acid on S. downei ATCC
33748T.
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고 찰

Triterpenoid saponins 유도체인 OA와 UA는 이성질체

로 생물학적 활성 때문에 치료제로서 관심이 집중되고 있

다. OA는 항세균12), 항진균13)， 항염증14)， anti-HIV15), 항

암16) 효과 등이 알려져 있다. 또한，OA는 CYP2El의 발현

을 억제하여 독성이 있는 대사물질의 형성을 막아주기 때문

에 간을 보호하는 효과도 있다17). UA는 항세균12), 항암18)

항염증19)，간보호20) 효과 등으로 잘 알려져 있다. 특히，

UA는 암세포의 성장과 전이에 필수적인 비정상적인 신혈

관 형성을 막는 작용을 한다21).

본 연구 결과 S. downei ATCC 33748T에 대한 OA와

UA의 MIC 값은 각각 8 µg/ml와 4 µg/ml로 한국인에서

분리 동정된 S. downei KCOM 1165 균주의 MIC 값과

동일하였다. 하지만 S. downei KCOM 1166, KCOM

1167 및 KCOM 1168에 대한 UA의 MIC 값은 8 µg/ml로

S. downei ATCC 33748T과 차이가 있었다. 최근 Scalon

Cunha 등22)은 Miconia 종으로부터 추출한 OA와 UA를

이용하여 S. mutans ATCC 25275T에 대한 항균력을 MIC

값을 구하여 측정하였다. 그 결과 UA와 OA는 S. mutans

ATCC 25275T 균주에 대하여 각각 80 µg/ml과 70 µg/ml

의 MIC 값을 보였다. 그러나 김 등23)의 연구에 의하면

OA는 S. mutans ATCC 25275T와 S. sobrinus ATCC

33478T에 대하여 두 균주 모두 8 µg/ml의 MIC 값을 갖는

것으로 보고되었고, 본 연구와 동일한 농도에서 감수성을

보였다. S. mutans ATCC 25275T에 대한 OA와 UA의 항

균력에 차이를 보였는데 이는 OA 및 UA가 여러 가지 식

물성 음식과 의약용 허브 및 식물에 존재하고 있고, 두

물질은 이성질체로서 화학적 구조의 차이에 의한 것으로

생각된다(Fig 3). 이러한 연구 결과에 의하면, OA보다는

UA가 뮤탄스 연쇄상구균에 대한 항균능이 우수한 것으로

생각된다.

OA와 UA의 S. downei ATCC 33748T에 대한 항균작용

이 정균작용에 의한 것인지 살균작용에 의한 것인지를 알

아 보기 위해 time kill 분석을 시행하였다. 그 결과, OA

와 UA의 2×MIC(각각 16 µg/ml과 8 µg/ml) 이상의 농도

에서 S. downei ATCC 33748T에 대해 살균작용을 갖는다

는 것을 알 수 있었다. 현재까지 OA와 UA가 어떤 기전

으로 살균작용을 갖는 것인지 연구된 결과는 충분하지 않

지만, Fontanay 등24)의 연구에 의하면, 그람 양성균의 세

포질막(cell membrane)에 hopanoid의 존재 여부와 생합

성과 관련된 것으로 보고 되고 있다. OA와 UA는 세균의

세포질막에 존재하는 hopanoid의 구조와 유사하며, 이는

UA의 (3β)-3-hydroxyurs-12-en-28-oic acid, OA의 3β-3-

hydroxyolean-12-en-28-oic acid 구조와 유사하다. 따라서

OA는 5개 S. downei 균주에 동일한 항균성을 나타냈으나,

UA의 경우 균주에 따라 항균효과의 차이를 보였다(4 µg/

ml, 8 µg/ml). 이는 세포막내 hopanoid의 양적 차이와 생

합성적 차이에 의해 항균활성의 차이가 있는 것으로 여겨

진다. 그러나 이는 가설에 불과하기 때문에 추후 연구에

의해서 밝혀야 할 것으로 생각된다. 폐렴 및 세균성 심내

막염 등의 전신질환과 관련된 미티스(mitis) 그룹의 연쇄

상구균들이나 methicillin 저항성 포도상구균들도 그람 양

성균임을 고려할 때, 전신질환의 예방 및 항생제 내성균

주에 대한 항생제 대체제로 OA와 UA가 사용가능 할 것

으로 생각된다. 

이상의 연구결과를 종합할 때, triterpenoid saponins 유

도체인 OA와 UA는 뮤탄스 연쇄상구균 중 사람의 구강

내 서식하는 S. mutans, S. sobrinus, S. downei에 대해 살

균제로 작용하는 항균능을 갖는다고 할 수 있다. 따라서

OA와 UA를 구강양치용액 및 치약 등의 구강위생용품 개

발에 이용된다면 치아우식증을 예방하는데 도움이 될 수

있을 것으로 생각된다. 

요 약

Triterpenoid saponins 유도체인 OA와 UA가 치아우식

증 원인균종의 하나인 Streptococcus downei의 표준균주

(ATCC 33748T) 및 임상균주(4주)에 대하여, 액체배지희

석법을 이용한 MIC값 측정 및 time-kill 분석법을 통한

살균작용 유무를 측정하여 다음과 같은 결과를 얻었다. 

1. S. downei ATCC 33748T 및 S. downei 임상균주(4주)

들의 OA 대한 MIC 값은 8 µg/ml로 동일하였고,

UA의 대한 MIC 값은 S. downei 표준균주와 임상균

주 간에 차이가 있었다.

2. Time-kill 분석법을 실시한 결과 OA와 UA는 S.

downei ATCC 33748T에 대하여 2×MIC (각각 16 µg/

ml과 8 µg/ml) 이상의 농도에서 살균작용을 갖는다

는 것을 알 수 있었다.

이상의 연구결과를 종합할 때, triterpenoid saponins 유

도체인 OA와 UA는 뮤탄스 연쇄상구균 중 최근에 사람

의 구강 내 치면세균막에 서식하는 것으로 밝혀진 S.

downei,에 대해 살균제로 작용할 수 있음을 알 수 있었다.

Fig. 3. Semi-plane chemical structure of ursolic acid(UA) and

oleanolic acid(OA)
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