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요 약: 진세노사이드(인삼 사포닌)는 인삼의 대표적 약리성분 중의 하나로 생물학적 활성을 가진 배당체 화합물

이다. 이들 사포닌은 가수분해 되어 저분자화 되었을 때, 항주름 및 항산화, 항암 등에 높은 약리효능효과를 나타

낸다. 본 연구에서는 인삼 esculin 배지를 활용하여 β-glucosidase 활성을 가진 균주를 분리하였고 인삼 사포

닌 전환을 미생물을 이용하여 수행하였다. 본 균주들을 16S rRNA sequencing을 통하여 동정하여 본 결과 

Stenotrophomonas rhizopilae strain GFC09로 확인되였다. 균주의 최적 활성 조건을 결정하기 위해 조효소 

1 mM와 인삼사포닌 Rb1과 함께 배양한 후 생물학적 전환을 TLC, HPLC를 사용하여 확인하였다. 조효소에 의

한 인삼 사포닌 Rb1의 전환 경로는 다음과 같다. LB: RbNeobio R&D center, Gyeonggi-do 16954, Korea

→ Rd → FNeobio R&D center, Gyeonggi-do 16954, Korea → compound K, TSB: Rb1 → Rd → F2. 가수

분해된 생성된 물질은 NMR로 구조 동정하였다. 전환 산물의 효능 분석결과, 콜라겐 생성을 농도 의존적으로 

증가시키는 것이 관찰되었다. 이에 본 연구에서는 ginsenoside F2와 compound K 함유 인삼 전환 산물의 주름

개선 소재로서 활용가능성을 확인하였다.

Abstract: Ginsenosides (ginseng saponin) as the one of important pharmaceutical compounds of ginseng and is respon-

sible for the pharmacological and biological activities. These ginsenoside produces diverse small molecules ginsenoside 

which have more pharmacological activities including anti-wrinkle, anti-cancer and anti-oxidant effects. In the present 

study, we isolated bacteria using esculin agar, to produce β-glucosidase, and we focused on the bio-transformation of 

ginsenoside. Phylogenetic tree analysis was performed by comparing the 16S rRNA sequences; we identified the strain 

as Stenotrophomonas rhizopilae strain GFC09. In order to determine the optimal conditions for enzyme activity, the 

crude enzyme was incubated with 1 mM ginsenoside Rb1. Bioconversion of ginsenoside Rb1 were analyzed using TLC 

and HPLC. The crude enzyme hydrolyzed the ginsenoside Rb1 along the following pathway: LB: Rb1 →Rd→ F2 into 

compound K, TSB: Rb1 →Rd→ F2. The structure of the hydrolyzed metabolites were identified by NMR. The activity 

screening tests showed that the conversion product induced the production of type I procollagen in a dose-dependent 

manner. These results suggested that hydrolyzed ginseng product containing the ginsenoside F2 and compound K could 

be useful as an active ingredient for wrinkle-care cosmetics.

Keywords: Stenotrophomonas rhizopilae strain GFC09, ginsenoside compound K, anti-wrinkle, bioconversion
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1. 서    론

인삼(Panax ginseng C. A. Meyer)은 오가과

(Araliaceae)에 속하는 다년 다년생 숙근초로서 우리나

라를 대표하는 약재로 활용되어 왔다[1]. 인삼의 대표

적인 약리성분인 인삼사포닌 즉 ginsenoside는 구조적

으로 triterpenoid dammarane 골격의 aglycone에 glucose, 

arabinose, xylose, rhamnose 등의 당이 결합되어 생성된 

배당체로서 인삼의 가장 중요한 약리활성성분으로 인

정되고 있다[2]. 특히, 항암작용[3], 항당뇨[4], 항스트

레스[5], 항산화[6], 항알러지 및 면역 기능 강화[7]에 뛰

어난 효과가 있음이 과학적으로 증명되면서 합성물질

을 대체할 수 있는 천연물로 크게 주목받고 있다. 인삼

사포닌은 트리테르페노이드계의 담마란(dammarane)계 

사포닌으로서 인삼 속 식물에만 주로 존재하는 특유의 

사포닌으로, 비당부분에 따라 4환성의 담마렌계 사포

닌과 5환성의 올레아난계 사포닌의 2종류로 구별된다. 

담마렌계 사포닌은 다시 비당부분에 붙어있는 수산기

(-OH)의 수에 따라 2개인 경우 protopanaxadiol (PPD)계 

사포닌, 3개인 경우 protopanaxatriol (PPT)계 사포닌으

로 나누어진다[8]. 현재까지 인삼 사포닌은 약 40여 종 

이상이 보고되어 있으며, 당의 결합의 위치나 종류에 

따라 효능 활성이 각기 다른 특성을 지니고 있다[9,10]. 

특히, 자연계에 존재하는 이러한 배당체 화합물인 

major 사포닌의 당 가수분해에 의하여 만들어진 minor 

사포닌이 major 사포닌에 비하여 흡수나 약효 등면에

서 훨씬 뛰어난 효과를 나타낸다고 보고[11]되어 이를 

생산하고자 하는 노력이 지속적으로 이루어지고 있다. 

특히 protopanaxadiol계 사포닌에 속하는 인삼사포닌 

Rb1, Rb2, Rc, Rd 등의 대사산물인 compound K (20-O-

β-D-glucopyranosyl-20(S)-ptotopanaxadiol)는 암 세포의 

침입을 억제함으로써 악성종양의 생성이나 암의 전이

를 막을 수 있는 뛰어난 항암활성이 확인[12]되어 주목

받고 있으며, 최근에는 주름 억제와 같은 피부 노화 억

제 효과가 보고[13]된 바 기능성 화장품 소재로서의 이

용 가치 및 수요 또한 증가하고 있다. 하지만, 지금까

지의 사포닌 전환의 전환연구는 주로 장내세균 

Bifidobacterium minimum KK-1, B. cholerium KK-2, B. 

sp. Int57, Bifidobacterium. sp.[14, 15], 곰팡이[15], 토양

균[14] 등 미생물에 의해 이루어졌으나 대부분 기존에 

분리되어진 균주의 활용이나 수입된 효소를 이용하는 

수준이다. 따라서 이의 효능을 가지는 새로운 균주를 

분리하고 이를 이용하여 compound K를 대량으로 생산

할 수 있는 기술을 개발하는 것은 중요한 의의를 지닌

다고 할 수 있다. 이에 본 연구에서는 새로운 미생물을 

분리하고 이를 통해 인삼사포닌 변환기술을 개발하여 

기능성 화장품 소재로 활용할 수 있는 compound K를 

생산하고 이의 항주름 활성에 대하여 연구하고자 하

였다. 

2. 재료 및 방법

2.1. 재료

균주의 분리를 위하여 인삼 근권 토양을 경기도 10

개 지역에서 수집하였다. 인삼 사포닌 지표물질 Rb1, 

F2, Rg3, compound K 및 Rh2는 인삼소재은행에서 분양

받아 사용하였으며, TLC plate는 60 F-254 silica gel 

plate (Merck)를 사용하였고, HPLC 기기는 Futecs Co., 

Ltd. NS 3000i system을 사용하였다.

2.2. 사포닌 전환 활성 균주의 분리

시료를 멸균수로 10-1에서 10-3까지 희석하고 R2A 

agar plate에 100 µL씩 smear한 후 30 ℃에서 24 h 배양

하여 균주를 100주 분리하였다. 분리된 균들은 esculin 

agar법[16]을 이용하여 β-glucosidase 활성 균주를 선발

하였다. 

2.3. 균주의 동정 

분리 균주의 16S rRNA gene 염기서열은 (주)제노텍

(Daejeon, Korea)에 의뢰하여 BigDye terminator를 이용

한 cycle sequencing 방법으로 Applied Biosystems 

3730xl DNA Analyszer 기기를 통해 분석하였다. 분리 

균주의 phylogenetic tree를 그리기 위해서 GenBank에 

등록되어 있는 sequence data를 이용하여 분리 균주와 

가까운 위치에 있는 여러 species들의 type strain의 16S 

rRNA gene 염기서열을 조사하고 이들의 염기서열을 

Bioedit program과 Clustal X program을 이용하여 align-

ment 하였다. 균주들의 진화과정을 추적하는 작업은 

Kimura two-parameter model을 이용하였고[17], MEGA 

3 program의[18] neighbor-joining 및 maximum parsi-

mony방법으로 계통분류학적 위치를 결정하였다. 
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2.4. 균주 조효소액의 생산

Esculin 방법을 이용하여 분리한 β-glucosidase 활성

을 가진 strain GFC09의 균주의 생장 조건에 따른 사포

닌 전환을 비교하기 위하여 LB broth, nutrient broth, 

tryptic soy broth 배지를 각각 이용하여 30 ℃, 190 rpm

에서 48 h 동안 현탁 배양하였다. 균배양액은 4 ℃에서 

15,000 × g로 10 min 원심분리 하여 세포를 제거하고 

상층액은 4배의 냉각 에탄올을 첨가하여 충분히 혼합

시킨 후 0 ℃에서 40 min 방치하여 단백질을 침전시켰

다. 위 용액은 4 ℃에서 10,000 × g로 40 min 원심분리 

후 상등액은 버리고 침전물은 20 mM sodium phosphate 

buffer (pH 8.0)에 용해시켜 조효소액으로 사용하였다.

2.5. Ginsenoside의 전환 

Strain GFC09 균주로부터 조효소액을 조제한 후 1 

mM ginsenoside Rb1와 혼합하고 30 ℃, 190 rpm에서 72 

h 반응시켰다. 반응과정 중 24 h 간격으로 반응혼합물

을 1.5 mL씩 취하여 동량의 수포화부탄올로 추출하고 

TLC plate에 점적하여 Rd의 전환여부를 확인하였다. 

점적한 TLC plate를 CHCl3 / MeOH / H2O (65 : 35 : 10, 

v/v, 하층) 혼합용매로 5.5 cm 전개한 후 10% H2SO4를 

분무하여 가열을 통해 발색시켰다. 

2.6. HPLC 분석 

반응물의 수포화부탄올 추출용액은 감압농축한 후 

HPLC용 메탄올에 용해하고 0.45 µm membrane filter로 

여과하여 분석용으로 하였다. HPLC 분석 column은 

C18 (250 × 4.6 mm, ID 5 µm)을, sample 주입양은 25 

µL, 이동상은 acetonitrile (solvent A)과 증류수(solvent 

B)의 gradient 조건을 이용하였고 유속은 1.6 mL/min, 

UV detector로 203 nm에서 측정하였다. Gradient 조건

은 solvent A / solvent B : 15 / 85, 21 / 79, 58 / 42, 90 

/ 10, 90 / 10, 15 / 85, 15 / 85; run time : 0 - 5, 5 - 25, 

25 - 70, 70 - 72, 72 - 82, 82 - 84, 84 - 100 min으로 하였다. 

2.7. 변환 사포닌의 분리 및 NMR을 통한 구조 동정

Strain GFC09 균주로부터 조효소액과 10 mL를 1 

mM ginsenoside Rb1 100 mL 용액과 반응시켰다. 변환 

산물은 100 mL의 수포화 부탄올로 3번 반복 추출하여 

40 ℃에서 감압 농축하였다. 농축 잔여물은 소량의 이

동상으로 용해하여 Shibata법에 따라 silica gel column 

chromatography를 이용하여 1차 분리하였다. Silica gel 

column (50 mm × 280 mm)에 농축 잔여물을 흡착시킨 

후, CHCl3 : CH3OH : H2O (65 : 35 : 10, v/v/v, lower 

phase) 혼합용매를 이동상으로 하여 분리를 진행하

였다. 용출액은 20 mL씩 총 30개의 분획으로 받아 

TLC 분석을 통하여 확인하였다. 그중 5번 분획물로

부터 ginsenoside compound K로 추정되는 변환 산물

을 좀 더 순수하게 얻기 위하여 RP-18 flash column 

chromatography를 이용하여 2차 분리하였다. 2차 분

리를 위한 기기로 flash column chromatography system 

(Biomechatronic, USA)을 이용하였으며, acetonitrile 

(solvent A), water (solvent B)를 용매로 하여 solvent A 

: solvent B의 비율이 0 - 5 min 5 : 95, 5 - 25 min 30 

: 70, 25 - 80 min 70 : 40이 되도록 하였으며, 용출속도

는 20 mL/min으로 하였다. 순수하게 분리된 변환 산물

은 pyridine-d5에 녹여 NMR 분석을 시행하였다. 
1H-NMR과 13C-NMR은 400 MHz FT-NMR spectrometer 

(Varian Inova AS 400, USA)로 측정하였다.

2.8. 세포배양

구입한 human dermal fibroblast neonatal (HDFn) 세포

를 Dulbeco’s modified Eagle’s medium (DMEM) 배지에 

10% fetal bovine serum (FBS)과 1% penicillin/

streptomycin (100 U/mL)을 첨가하여 5% CO2, 37 ℃ 조

건하에서 배양하였다.

2.9. 세포 생존율 측정

세포 생존율 측정은 Mosmann[18]의 방법을 응용하

여 MTT 정량법을 이용하여 측정하였다. 96 well plate

에 HDFn 세포를 1 × 10⁵개씩 분주하여 24 h 배양한 후, 

전환 된 사포닌을 다양한 농도로 시료를 첨가하였다. 

배양이 끝나면 배양액의 5 mg/mL의 MTT용액 10 µL를 

첨가하고 37 ℃에서 4 h 처리한 다음 DMSO 100 µL를 

첨가한 상태에 서 10 min간 진탕시켜 세포 내에 들어

간 색소를 충분히 용출시킨 후 ELISA reader를 이용하

여 570 nm에서 흡광도를 측정하였다.

2.10. MMP-1 저해 및 콜라겐 생합성능 시험

HDFn세포는 6 well plate에서 well 당 2 × 105 

cells/mL 농도로 배양하여, 약 80%의 confluency에 도달

하였을 때, 6.5 J/cm2 UVA를 조사하였다. UVA 조사 후 
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사포닌 전환 샘플을 처리하여 24 h 배양하였다. 24 h 

후 세포 배양액은 모아서 원심분리기에서 10,000 × g, 

5 min 동안 원심분리 시켰다. 그 상등액 중의 MMP-1

은 fluorokine human active MMP-1 fluorescent assay kit 

(R&D Systems)을 사용하면서 fluorescent assay에 의해 

정량화하였으며, procollagen type Ⅰ protein synthesis 

kit를 이용하여 콜라겐 전구체의 C-말단의 양을 측정하

였다.

2.11. 통계처리

실험은 총 3회 반복으로 실시하였으며, 모든 실험의 

데이터 통계처리는 실험값의 SAS (statistical analysis 

system, ver 9.3, SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) 프로

그램을 통하여 two-way ANOVA 방법으로 처리하였다. 

처리구 간의 유의수준의 차는 p < 0.05로 통계처리 하

였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. Phylogenetic Analysis

Esculin 방법을 이용하여 인삼 근권 토양에서 분리한 

β-glucosidase 활성을 가진 strain GFC09 균주의 16S 

rRNA sequence를 NCBI에서 BLAST를 이용하여 등록된 

균주들과의 상동성을 비교한 결과 Stenotrophomonas

에 속한 균주들과 가장 높은 상동성을 나타내었다. 

Stenotrophomonas genus 내에 속해있는 모든 종들의 

type strain의 16S rRNA gene 염기서열을 조사하여 

BioEdit program과 Clustal X program을 이용하여 

alignment한 후 MEGA3 program으로 phylogenetic tree

를 그려 본 후, 이들 중 strain GFC09 균주와 가까운 

유연관계에 있는 종들을 선별하여 다시 phylogenetic 

tree를 작성하였다(Figure 1). Strain GFC09 균주는 S. 

rhizopilae e-P10T(AJ293463)와 97.7% 상동을 나타내어 

최종 S. rhizopilae strain GFC09로 동정하였다.

3.2. TLC 분석에 의한 Ginsenoside 전환 조사

Strain GFC09 균주를 NB, TSB, LB broth에서 호기성 

조건하에서 균주를 배양한 후 조제한 조효소 액과 1 

mM ginsenoside Rb1과 시간별로 24 h부터 72 h까지 24 

h 간격으로 반응시켰다. Figure 2에서 보는 바와 같이 

균주를 생장 시킨 배지의 종류에 따라 다양한 양상의 

최종 산물을 얻는 것을 확인할 수 있었다. LB 배지를 

사용한 경우 ginsenoside Rb1는 시간이 경과되면서 점

차 감소하고 중간 산물인 ginsenoside F2를 거쳐 ginse-

noside compound K로 전환되는 것이 확인되었고, TSB 

배지를 이용한 경우 최종적으로 ginsenoside F2를 생산

할 수 있음이 확인되었다. 더불어 NB배지를 이용할 경

우 ginsenoside Rd를 최종 대사산물로 이용할 수 있음

이 관찰되었다. 이는 균주의 생장 조건에 따라 분비되

는 효소의 종류 및 활성에 따라 같은 균주에서 다양한 

Figure 1. Phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequence showing by the phylogenetic relationships between strain GFC09 

and related genus.
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전환 경로를 통한 최종 산물의 변화가 가능하다는 것

을 시사하는 것으로 Microbacterium의 glucosidase가 배

지 조건에 의하여 다르게 생성되어 조건에 따라 Rg3와 

Rd로 각각 생성 된다는 기존 보고[20]와 유사한 것으

로 사료된다.

3.3. HPLC에 의한 Ginsenoside 전환 수율 확인

S. rhizopilae strain GFC09이 생산하는 효소에 의한 

ginsenoside Rb1의 전환 수율을 HPLC를 이용하여 확인

하였다. Figure 3의 24 h의 HPLC 분석 결과로, 시간이 

경과될수록 ginsenoside Rb1의 peak가 감소하여 ginse-

noside Rd 및 ginsenoside F2 그리고 compound K로 전환

되었다. 따라서 S. rhizopilae strain GFC09이 생산하는 

효소는 ginsenoside Rb1을 Rb1 → Rd → F2 → compound 

K의 순으로 전환시킨다는 것을 알 수 있었다(Figure 4). 

반응 72 h 후 1 mg/mL Rb1의 전환을 정량적으로 확인

하여 본 결과 Rb1의 경우 모두 분해됨을 확인하였고 

0.43 mg/mL ginsenoside F2와 0.189 mg/mL compound K

가 생성됨을 확인하였다. 

3.4.분리된 화합물의 NMR 분석 결과

분리된 화합물의 NMR 구조 동정결과 ginsenoside 

compound K임을 확인하였으며, 그 세부 결과는 다음

과 같다. 1H-NMR spectrum: δ 3.42 ppm (3H, dd, 11,8, 

J = 5.2 Hz), δ 5.18 ppm (1H, H-20-glc-1’, J = 8.0 Hz), 

δ 5.25 ppm (24H, t, J = 6.4 Hz). 13C-NMR : C-24, C-25, 

20-glc-6’, 20-glc-1’는 각각 δ 126.01 ppm, δ 130.92 

ppm, δ 63.11 ppm, δ 98.33 ppm으로 확인되었으며 이는 

기존에 보고된[21] 20-O-[β-D-glucopyranosyl]-20(S)-

protopanaxadiol인 ginsenoside compound K와 같음을 확

인하였다. 

3.5. MMP-1 저해 활성

사포닌 전환 산물을 처리하여 MMP-1 농도를 측정

Figure 3. HPLC assay of conversion of ginsenoside Rb1 to 

compound K by strain GFC09. A; ginsenoside Rb1, B; 

transformed matabolite.

Figure 2. Microbial conversion of ginsenoside Rb1 by the 

strain GFC09 cultured in different medium. Developing

solvent: CHCl3-MeOH-H2O (65 : 35 : 30, v/v/v, lower phase). 

S : ginsenoside standard.

Figure 4. Conversion pathway of ginsenoside Rb1 by strain GFC09 in different media (LB, TSB and NB).
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한 결과는 Figure 5B와 같다. UVA처리 전후의 비교를 

통하여 UVA에 의해 활성화된 MMP-1의 양이 통계학

적으로 유의성 있게 증가하였음을 확인하였다. 균주에 

의한 인삼 사포닌 전환물 처리가 활성화된 MMP-1의 

억제에 효과에 미치는 영향을 확인하여 본 결과 균주

에 의한 인삼 사포닌 전환물질은 무처리군에 비하여 

약 48%의 억제율을 나타내는 것을 확인할 수 있었다. 

MMP-1의 억제는 콜라겐 분해를 감소시키며, 피부조직

의 탄력을 유지하고 주름생성을 억제시킬 수 있어 본 

물질이 뛰어난 항노화 물질임을 확인하였다. 

3.6. 콜라겐 생합성 측정

피부를 구성하는 주단백질인 콜라겐은 피부 진피에 

존재하는 섬유아세포에서 프로콜라겐을 거쳐 생성된

다. 섬유아세포에서 합성된 프로콜라겐은 세포외기질

로 분비되어 세포 표면에 존재하는 procollagen pepti-

dase에 의해 C-peptide가 분해되고 고분자화 과정을 거

쳐 활성 콜라겐으로 전환된다. 이러한 원리를 이용하

여 콜라겐 생성량의 증가는 사람 섬유아세포에 사포닌 

전환 물질을 처리하여 procollagen type I C-peptide 

(PIP)의 함량을 ELISA kit를 이용하여 측정하였다. 그 

결과는 Figure 5C에 나타나 있다. 사포닌 전환 물질을 

농도별로 처리하였을 경우, 콜라겐 합성이 농도 의존

적으로 증가함을 알 수 있었다. 대조군의 콜라겐 생성

량을 100%로 볼 때, 사포닌 전환 물질을 100 µg/mL 처

리 농도로 시험한 시험군은 대조군에 비해 185%의 콜

라겐 생성 증가율을 보이고 있는 것이 관찰되었다.

4. 결    론

본 연구에서는 인삼의 사포닌과의 반응을 통하여 인

삼 사포닌 전환활성을 가지는 S. rhizopilae strain 

GFC09를 분리하였다. 본 균주는 생장 조건에 의하여 

전환 시킬 수 있는 최종 산물이 ginsenoside Rd, F2 및 

compound K로 달라질 수 있어 선택적으로 물질을 생

산할 수 있는 능력이 있는 것을 확인하였다. S. rhizopi-

lae strain GFC09와 ginsenoside Rb1과의 반응으로 생성

된 F2 및 compound K 함유 전환 물질을 활용하여 효능 

평가를 수행한 결과, 사포닌 전환 생성물은 100 µg/mL 

농도에서 세포독성 없이 165%의 콜라겐 생성 증가율

을 보였다. 이는 ginsenoside compound K와 같은 minor 

ginsenoside의 증가가 MMP-1 저해에 영향을 준다는 기

존의 연구 결과[13]와 일맥상통하는 것으로 본 분리 균

주에 의해서 주름에 효과가 있는 물질을 대량 생산할 

수 있어 의의가 있으며 앞으로 후속적인 연구를 통하여 

이를 대량화 시키는 기술에 대한 부분을 계속적으로 규

명해 나갈 예정이다. 결론적으로 본 연구에서 발견한 

S. rhizopilae strain GFC09은 인삼의 배당체를 가수분해

서 시키는 활성을 가지고 있으며, 이를 통하여 만들어

진 사포닌 전환물은 진피 콜라겐 생성 증진시킬 수 있

어 주름개선 화장품 소재로서의 개발 가능성을 확인할 

수 있었다.

(A)

(B)

(C)

Figure 5. Effect of converted compound on (A) cytotoxicities,

(B) MMP-1 inhibition, (C) type I collagen synthesis.
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