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Objectives Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is a human pathogen 
and a major cause of hospital-acquired infections. New antibacterial agents that have not 
been compromised by bacterial resistance are needed to treat MRSA-related infections. In 
this study, we investigated the antimicrobial activity ofethanol extract of Haedokgeumhwa-san 
(HGH) which prescription is composed of korean medicine against MRSA. 
Methods The antibacterial activity of HGH extract was evaluated against MRSA strains 
by using the Disc diffusion method, broth microdilution method (minimal inhibitory concen-
tration; MIC), checkerboard dilution test, and time-kill test; its mechanism of action was in-
vestigated by bacteriolysis, detergent or ATPase inhibitors. The checkerboard dilution test 
was used to examined synergistic effect of ampicillin, oxacillin, ciprofloxacin, vancomycin, 
gentamicin and norfloxacin in combination with HGH ethanol extract. A time-kill assay was 
performed a survival curve which was obtained by plotting viable colony counts depending 
on time on bacterial growth. 
Results The minimum inhibitory concentration (MIC) of ethanol extract (HGH) ranged 
from 1,000 to 2,000 μg/mL against all the tested bacterial strains, respectively. We are 
able to confirm that HGH extract has potentially strong antibacterial activity. In the checker-
board dilution test, fractional inhibitory concentration index of HGH in combination with an-
tibiotics indicated synergy or partial synergism against S. aureus. A time-kill study showed 
that the growth of the tested bacteria was considerably inhibited after 8 hr of treatment with 
the combination of HGH with selected antibiotics. For measurement of cell membrane per-
meability, HGH 250~1,000 μg/mL along with concentration of Triton X-100 (TX) and 
Tris-(hydroxymethyl) aminomethane (Tris) were used. In the other hand, N,N-dicyclohex-
ylcarbodimide (DCCD) and Sodium azide (NaN3) was used as an inhibitor of ATPase. TX, 
Tris, DCCD and NaN3 cooperation against S. aureus showed synergistic action. Accordingly, 
antimicrobial activity of HGH was affected by cell membrane and inhibitor of ATPase. 
Conclusions These results suggest that Haedokgeumhwa-san extract has antibacterial 
activity, and that HGH extract offers a potential as a natural antibiotic against MRSA. (J 
Korean Med Rehab 2015;25(2):1-13)
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서론»»»
Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA)는 

황색포도상구균(Staphylococcus aureus) 중 70~80%를 차

지하고 있는 병원 내 주된 감염균으로 감염률이 점차 증

가하고 있는 실정이다. S. aureus는 coagulase를 생성하

는 종으로, 농양이나 창상감염 등의 피부감염 및 독소쇼

크증후군 등을 일으키는 병원성 유해세균으로 알려져 있

다1,2). 1940년대 초반에 황색포도상구균 감염증의 치료에 

항균력이 우수한 penicillin, methicillin 등의 항생제를 사

용하여 왔으나, 1961년 영국에서 methicillin에 내성을 보

이는 methicillin 내성 황색포도상구균(Methicillin-resistant 

Staphylococcus aureus; MRSA)이 보고되었다3). MRSA는 

β-lactam, aminoglycoside, quinolone, macrolide 항생

제에 대해 다제 내성을 가지고 있어 치료 중 선택할 수 

있는 항생제가 극히 제한되어 있고 감염 후 사망률이 높

기 때문에 전 세계적으로 심각한 문제로 대두되고 있다. 

MRSA의 주된 감염원은 비강보균 환자나 의료인으로 수

술 중 외상, 이식, 만성적인 질병 또는 면역 약화로 인한 

균혈증, 심내막염, 패혈증, 폐렴, 척추골수염, 농양 등의 

다양한 중증감염으로 야기될 수 있다4-10). 이에 따라 최근

에는 여러 나라에서 전통적으로 감염질환의 치료에 사용

되어 온 식물로부터 항균물질을 분리하기 위한 연구가 활

발히 진행되고 있다11).

 解毒金花散은 元代의 朱震亨의 『丹溪心法』12)에 최초

로 수록된 처방으로, 『東醫寶鑑』13)에서는 熱毒으로 생긴 

膿血痢와 熱痢가 멈추지 않는 것을 치료한다고 하였다.

解毒金花散은 黃蓮, 黃柏, 白朮, 黃芩, 赤茯苓, 赤芍藥으

로 구성되어 있으며, 방제구성을 살펴보면 瀉火解毒하는 黃

連解毒湯에 梔子를 去하고, 去濕治痢 하는 白朮, 黃芩, 赤芍

藥, 赤茯苓을 配俉하여 淸熱瀉火解毒하며 治膿血痢하여 열

독으로 이질이 생겨 피고름이 나오는 것을 치료한다14).

解毒金花散을 구성하고 있는 각 약물의 항균활성에 대

한 기존의 연구로 서15)는 黃蓮에 대한 항균효과, 성16)은 

黃芩과 黃柏에 대한 항균활성, 신 등17)은 白芍藥의 항균

활성, 최 등18)은 白朮의 세포독성과 항균효과, 이 등19)은 

茯笭의 항균력이 있음을 보고 하였지만, 解毒金花散에 대

한 연구는 아직까지 보고된 바가 없다.

이에 저자는 解毒金花散의 Disc실험을 통해 MRSA에 

대한 항균활성을 검증하였으며, 최소억제농도(MIC)를 측

정하여 기존 항생제와 解毒金花散 추출물을 병행처리 하

였을 때 상승효과(synergy effect) 및 상가효과(additive 

effect)를 조사하였고, 더 나아가 解毒金花散의 항균활성

이 세포막 투과성과 ATPase 억제에 연관성이 있는가를 

실험하여 유의한 결과를 얻었기에 보고하는 바이다.

재료 및 방법»»»
1. 재료

본 실험에 사용한 解毒金花散(Haedokgeumhwa-san: 

HGH)은 『東醫寶鑑』13) 처방을 기준으로 하였으며, 사용

된 약재는 黃柏, 黃蓮, 黃芩, 白朮, 赤茯苓, 赤芍藥으로 전

라북도 익산시 대학한약국(익산, 한국)에서 구입하여 감

정하여 사용하였다.

실험에서 시약은 Oxacillin, Ciprofloxacin, Norfloxacin, 

Ampicillin, Vancomycin, Gentamicin, Mueller-Hinton Broth 

(DIFCO), Mueller-Hinton Agar (BD), Dimethyl sulfoxide, 

N,N-dicyclohexylcarbodimide, Triton X-100 (SIGMA), 

Tris-(hydroxymethyl) aminomethane (AMRESCO), Sodium 

axide (Fluka), MTT[3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-di-

phenyltetrazolium bromide, 5 mg/mL]를 사용하였다.

본 실험에 사용한 균주 MRSA [ATCC 33591]와 Methi-

cillin-Sensitive Staphylococcus aureus (MSSA) [ATCC 

25923]는 ATCC (American Type Culture Collection, 

Manassas, VA, USA)에서 구입하였고, DPS-1, 3, 4, 5, 6

는 원광대학교 병원에서 MRSA 보균자로부터 채취하여 

임상균주로 사용하였다. 

2. 방법

1) 시료의 조제방법

解毒金花散은 黃蓮, 黃柏 각 8 g, 白朮, 黃芩, 赤茯苓, 

赤芍藥 각 4 g을 70% ethanol 500 ml로 2시간씩 2회에 

달여 추출하였으며, 감압농축한 다음 동결건조하여 4.45 

g (수득률 13.9%)을 얻어 4oC에서 보관하였다. 시약은 

DMSO (Dimethyl sulfoxide)에 녹여 실험에 사용하였다

(Table I).
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Herbal Name Pharmacognostic Name Dose (g)

黃連 Coptidis Rhizoma 8

黃柏 Phellodendron amurense Cortex 8

黃芩 Scutellaria baicalensis Rhizoma 4

白朮 Atractylodes macrocephala Rhizoma 4

赤芍藥 Paeonia lactiflora Rhizoma 4

赤茯苓 Poria cocos 4

Table I. The Composite of Haedokgeumhwa-san

S. aureus strain Class MecA gene ß-Lactamase activity Antibiotic resistance patternn

ATCC 33591 MRSA ＋ ＋ AM*, OX†

ATCC 25923 MSSA − − −
Clinical isolates

  DPS-1‡ MRSA ＋ ＋ AM, OX

  DPS-3 MRSA ＋ ＋ AM, OX

  DPS-4 MRSA ＋ − AM, OX

  DPS-5 MRSA ＋ − AM, OX

  DPS-6 MRSA ＋ − AM, OX

＋: positive. −: negative.  
*AM: Ampicillin. †OX: Oxacillin. ‡DPS: Staphylococcal strains from the Department of Plastic Surgery, Wonkwang University Hospital.

Table II. Determination of the mecA Gene of the S. aureus Strains Used in the Experiment 

2) 균주 배양

각각의 균주들은 –70oC Deep freeze에서 10% glycerol

에 보관하고, Mueller-Hinton Agar (MHA)에 접종하여 

37oC incubator에서 24시간 배양 후 0.5 McFarland 표준 

탁도(1.5×108 CFU/mL)로 실험에 사용하였다.

3) Antimicrobial resistance testing 

mecA 유전자 검출을 위한 PCR (Polymerase Chain 

Reaction)은 MRSA Primer Mix Kit (Genotek Co, Korea)

을 이용하여 제조사의 지시대로 시행하였다. 균주는 

MHA에서 2회 계대배양 하여 사용하였고, 300 μl의 세

포용해 완충액에서 1~5개의 집락을 풀고, 현탁한 후에 

100oC에서 20분 동안 가열하였다. 12,000 rpm에서 10분

간 원심분리한 후 상층액의 2 μl를 DNA를 추출하는데 

사용하였다. PCR 산물은 2% agarose gel에 전기영동한 

후 ethidium bromide로 염색하여 자외선 투영기 위에서 

554 bp의 band를 확인하였으며, 원광대학교 병원에서 분

리된 mecA 양성 균주를 양성 대조로, 표준균주인 S. aur-

eus (ATCC 25923)을 음성 대조로 이용하였다(Table II). 

4) 디스크 확산법

항균효과는 디스크 확산법(Disc diffusion method)을 

통해 측정하였다20-22). Mueller-Hinton Agar (MHA)를 고

압 멸균하여 petri-dish에 굳힌 다음, 균 100 μl를 골고루 

도말하였다. 모든 균주는 37oC incubator에서 24시간 배

양하였으며, 1.5×108 CFU/mL을 희석하여 MHA에 최종

적으로 1.5×105 CFU/mL이 되게 하였다. 다음으로 멸균

된 paper disc (6 mm)에 HGH (500~2,000 ug)을 10 μL

씩 주입하여 완전히 흡수시킨 후 37oC incubator에서 24

시간 배양시켜 paper disc 주위에 형성된 inhibition zone

의 직경을 측정하였다. 

5) 최소억제농도

최소억제농도(MIC)는 배지 미량 희석법을 통해 측정하

였다. 解毒金花散 추출물을 액체배지에 농도별로 첨가하

고, 여기에 탁도를 1.5×108 CFU/mL로 맞춘 균을 10 μl 

접종하여 최종적으로 1.5×106 CFU/mL이 되게 하였다. 

다음으로 37oC incubator에서 18시간 배양한 후에 육안으

로 관찰하였을 때 미생물이 증식되지 않는 가장 낮은 

HGH의 농도를 MIC로 측정하였다23-26).

6) 약물병용효과

Checkerboard dilution test는 HGH와 상용 항생제인 

AM, OX, CP, VC, GE, NR을 병행처리 하였을 때 항생제 

효능의 변화를 통해 MIC를 측정하였다. 두 항균물질은 

MHB를 보충하여 순차적으로 희석하였다. 접종원은 37oC 

incubator에서 24시간 배양한 후에 사용하였으며, 최종적

으로 1.5×106 CFU/mL이 되게하였다. Fractional inhibitory 
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S. aureus strain
MIC (μg/mL)

AM* HGH†

ATCC 25923 125 2000

ATCC 33591 1,000 2000

DPS-1 1,000 1000

DPS-3 1,000 1000

DPS-4 250 2000

DPS-5 250 2000

DPS-6 250 1000

*AM: Ampicillin. †HGH: Haedokgeumhwa-san.

Table IV. Antibacterial Activity of HGH Extract against 7 
Strains of S. aureusS. aureus 

strain

Diameter of zone of inhibition (mm)

AM HGH

100 ug 500 μg 1,000 μg 2,000 μg

ATCC 25923 14 ND† 7 10

ATCC 33591 13 ND 6 8

DPS-1* 13 ND 6 9

DPS-3 13 ND 6 9

DPS-4 14 ND 7 8

DPS-5 12 ND 6 8

DPS-6 13 ND 6 9

*DPS: Indicates staphylococcal strains from the Department of 
Plastic Surgery, Wonkwang University Hospital. †ND: No de-
tected activity at this concentration.

Table III. Antimicrobial Activities of HGH Extract against S. 
aureus Strains

concentration index (FICI)=FICA+FICB=[A]/MIC [A]＋[B]/ 

MIC[B], [A]는 병용한 A약물의 농도이며, MIC[A]는 A약물

의 MIC이다. FICI는 ＜0.5, 상승효과(synergy effect); 0.5 

to 0.75, 부분 상승효과(partial synergy effect); 0.76 to 

1.0, 상가효과(additive effect); ＞1.0 to 4.0, 무차별(indi-

fference); and ＞4.0, 길항작용(antagonism)을 따른다27-30). 

따라서 이들의 범위에 따라 두 항균물질의 다양한 상승 

비율을 측정하였다.

7) Time-kill assay

Time-kill assay는 HGH의 시간에 따른 박테리아의 증

식정도를 보기위해 4시간, 8시간, 16시간, 24시간 별로 

OD값을 측정하여 나타내었다31,32). 박테리아는 18시간 배

양하여 탁도를 1.5×108 CFU/mL로 맞춘 균을 10 μl 접

종하여 최종적으로 1.5×106 CFU/mL이 되게 하였고, 약

물농도는 HGH 1/2MIC와 항생제 1/2MIC를 각각 측정한 

다음, HGH 1/2MIC＋항생제 1/2MIC를 처리하여 측정하

였다. 대조군으로는 MHB에 균만 접종하였다.

8) 解毒金花散과 detergent의 항균활성

解毒金花散의 항균활성이 세포막 투과성의 변형에 어

느 정도 연관성이 있는지 알아내기 위해 HGH 에탄올추

출물에 세포막 투과성을 증진시키는 약물인 TX와 Tris를 

각각 병용하였다. 0.1% TX와 Tris 31.25 μg/mL을 HGH

와 병용하여 항균활성을 측정하였다.

9) 解毒金花散과 ATPase-inhibitors의 항균활성

解毒金花散의 항균활성이 ATPase 억제에 어느 정도 연

관성이 있는지 알아내기 위해 HGH 에탄올추출물에 

ATPase 억제제로써33-35) 사용되는 DCCD와 NaN3를 각각 

병용하였다. 31.25 μg/mL DCCD와 0.1%의 NaN3에 HGH

를 병용하여 항균활성을 측정하였다.

10) 통계분석

모든 실험은 3회 이상 반복으로 이루어졌으며, 실험결

과는 각 항목에 따라 평균±표준편차(SEM)를 구하여 그 

유의성은 Student's t-test 분석법을 이용하여 신뢰수준 

99.9% (p＜0.001)에서 통계적 유의차를 평가하였다. 프

로그램으로는 SPSS. ver.19를 사용하였다.

결과»»»
1. 디스크 확산법

S. aureus에 대한 HGH의 항균활성은 디스크 확산법을 

통해 억제직경을 측정하여 농도별 항균력을 비교하였다

(Table III). MSSA (ATCC 25923)는 1000 μg/disc에서 

7~10 mm의 억제직경이 형성되었고, MRSA의 모든 균주

는 HGH 1000 μg/disc에서 6~9 mm의 억제직경이 측정

되었다. 모든 억제직경은 농도 의존적으로 증가하는 양상

을 보였다.
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S. aureus strains
MIC (μg/mL) HGH MIC (μg/mL) OX

  FICI
Alone With OX Alone With HGH

MRSA (ATCC 33591) 2,000 1000 500 250 1.0

MSSA (ATCC 25923) 2,000 500 62.5 3.9 0.3125

MRSA (DPS-1) 1,000 125 250 15.6 0.375

MRSA (DPS-3) 1,000 500 500 250 1.0

MRSA (DPS-6) 1,000 250 500 250 0.75

Table VI. Result of the Combined Effect of HGH and OX against S. aureus

S. aureus strains
MIC (μg/mL) HGH MIC (μg/mL) AM

1FICI
Alone With AM Alone With HGH

MRSA (ATCC 33591) 2,000 125 1,000 250 0.3125

MSSA (ATCC 25923) 2,000 125 125 15.6 0.1875

MRSA (DPS-1) 1,000 62.5 1,000 250 0.3125

MRSA (DPS-3) 1,000 125 125 125 1.125

MRSA (DPS-6) 1,000 500 125 125 1.5

Table V. Result of the Combined Effect of HGH and AM against S. aureus

S. aureus strains
MIC (μg/mL) HGH MIC (μg/mL) CP

  FICI
Alone With CP Alone With HGH 

MRSA (ATCC 33591) 2,000 1,000 62.5 31.25 1.0

MSSA (ATCC 25923) 2,000 250 62.5 3.9 0.1875

MRSA (DPS-1) 1,000 500 125 125 1.5

MRSA (DPS-3) 1,000 500 250 125 1.0

MRSA (DPS-6) 1,000 500 125 62.5 1.0

Table VIII. Result of the Combined Effect of HGH and CP against S. aureus

S. aureus strains
MIC (μg/mL) HGH MIC (μg/mL) GT

  FICI
Alone With GT Alone With HGH

MRSA (ATCC 33591) 2,000 1,000 15.6 7.8 1.0

MSSA (ATCC 25923) 2,000 1,000 62.5 3.9 0.5625

MRSA (DPS-1) 1,000 125 500 62.5 0.25

MRSA (DPS-3) 1,000 500 500 250 1.0

MRSA (DPS-6) 1,000 62.5 500 125 0.3125

Table VII. Result of the Combined Effect of HGH and GT against S. aureus

2. 최소억제농도 측정

Paper disc법을 이용한 항균활성 측정결과를 바탕으로 

HGH에 감수성을 나타내었던 S. aureus에 대해 최소억제

농도(MIC)를 측정하였다(Table IV). S. aureus에 대한 HGH

의 최소억제농도(MIC)는 1,000~2,000 μg/mL로 균의 생

육을 억제하였다.

3. 약물병용효과

MRSA 표준균주와 임상균주, MSSA 표준균주에 대한 

HGH와 6개의 항생제의 배합을 통해 상승효과를 실험하

였다(Tables V~X). 
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S. aureus strains
MIC (μg/mL) HGH MIC (μg/mL) VC

  FICI
Alone With VC Alone With HGH 

MRSA (ATCC 33591) 2,000 1,000 3.9 0.24 0.5625

MSSA (ATCC 25923) 2,000 500 3.9 0.24 0.3125

MRSA (DPS-1) 1,000 500 1.95 1.95 2.0

MRSA (DPS-3) 1,000 500 1.95 0.98 1.0

MRSA (DPS-6) 1,000 500 1.95 0.98 1.0

Table X. Result of the Combined Effect of HGH and VC against S. aureus

S. aureus strains
MIC (μg/mL) HGH MIC(μg/mL) NR

  FICI
Alone With NR Alone With HGH

MRSA (ATCC 33591) 2,000 1,000 62.5 31.25 1.0

MSSA (ATCC 25923) 2,000 500 62.5 3.9 0.3125

MRSA (DPS-1) 1,000 500 15.6 15.6 1.5

MRSA (DPS-3) 1,000 500 500 125 0.75

MRSA (DPS-6) 1,000 1,000 125 62.5 1.5

Table IX. Result of the Combined Effect of HGH and NR against S. aureus

1) 항생제 Ampicillin과 HGH

MSSA (ATCC25923)에 대하여 HGH와 항생제를 병용

하였을 때 HGH는 1/16 MIC, Ampicillin은 1/8 MIC로 억

제된 높은 상승효과를 보였고, MRSA (ATCC33591)와 임

상균주인 MRSA (DPS-1) 대하여 HGH와 항생제를 병용

하였을 때 HGH는 1/8 MIC, Ampicillin은 1/4 MIC로 동

반 상승효과를 보였다. 나머지 균주에서는 FICI값이 

1.125~1.5로 상가효과를 나타내었다(Table V).

2) 항생제 Oxacillin과 HGH

MSSA (ATCC 25923)에 대해 약물을 병용하였을 때 

HGH는 1/4 MIC, Oxacillin에서는 1/16 MIC로, MRSA 

(DPS-1)에서는 HGH는 1/8 MIC, Oxacillin에서는 1/4 

MIC로 상승효과를 보였고, MRSA (DPS-6)에서는 부분 상

승효과를 보였고, 나머지 균주에서는 상가효과를 보였다

(Table VI).

3) 항생제 Gentamicin과 HGH

MRSA (DPS-1)에서는 HGH는 1/8 MIC, Gentamicin은 

1/8 MIC로, MRSA (DPS-6)에서는 HGH는 1/8 MIC, 

Gentamicin은 1/4 MIC로 상승효과가 나타났고, 다른 균

주에서는 부분 상승 및 상가효과를 나타내었다(Table VII).

4) 항생제 Ciprofloxacin과 HGH

HGH와 Ciprofloxacin의 약물병용효과를 본 결과, MSSA 

(ATCC 25923)에서는 HGH는 1/8 MIC, Ciprofloxacin은 

1/16 MIC로 높은 상승효과를 보였고, 다른 균주에서는 

상가효과를 나타내었다(Table VIII).

5) 항생제 Norfloxacin과 HGH

HGH와 Norfloxacin의 약물병용효과를 본 결과, MSSA 

(ATCC 25923)에서는 FICI값이 0.3125로 상승효과를 보였

고, 다른 균주에서는 부분 상승효과 혹은 상가효과를 나

타내었다(Table IX).

6) 항생제 Vancomycin과 HGH

HGH와 Vancomycin의 약물병용효과를 본 결과, MSSA 

(ATCC 25923)에서 FICI 값이 0.3125로 상승효과를 나타

내었지만, 나머지 균주에서는 부분 상승효과 혹은 상가효

과를 나타내었다(Table X).

4. Time-kill assay

MRSA 표준균주와 MSSA 표준균주 및 임상균주에 대한 

HGH의 시간에 따른 항균활성을 OD (Optical density) 

값을 측정하였다(Fig. 1~9).
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Fig. 1. The measurement of OD 600 nm of S. aureus (ATCC
33591) using HGH with AM. The control treated with MHB.

Fig. 4. The measurement of OD 600 nm of S. aureus (ATCC
25923) using HGH with NR. The control treated with MHB.

Fig. 2. The measurement of OD 600 nm of S. aureus (ATCC
25923) using HGH with AM. The control treated with MHB.

Fig. 3. The measurement of OD 600 nm of S. aureus (ATCC
25923) using HGH with OX. The control treated with MHB.

Fig. 5. The measurement of OD 600 nm of S. aureus (DPS-1) 
using HGH with AM. The control treated with MHB.

Fig. 6. The measurement of OD 600 nm of S. aureus (DPS-1) 
using HGH with GE. The control treated with MHB.

1) 표준균주 MRSA (ATCC 33591)

S. aureus (ATCC 33591)에 대한 HGH과 AM의 FICI 

값이 0.3125로 낮았기 때문에 HGH와 AM을 병용 하였을 

때, 시간이 지남에 따라 균이 억제 되었다(Fig. 1).

2) 표준균주 MSSA (ATCC 25923)

S. aureus (ATCC 25923)에 대한 HGH과 AM의 1/2 

MIC에서는 OD 600 nm에서의 측정값이 시간이 지남에 

따라 증가하였지만, 두 약물을 병용하였을 때는 시간이 
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Fig. 8. Effect of membrane-permeabilizing agent Triton on the 
susceptibility of S. aureus (ATCC 33591) to HGH. The viability 
of bacteria was determined by a spectrophotometer (optical 
density at 600 nm, OD600) after incubation of 24 hr with 1/8 
MIC HGH and 0.1% TX. The data are Mean±S.D. for triple-in-
dependent experiments. *p＜0.001 as compared to HGH alone, 
were determined.

Fig. 7. The measurement of OD 600 nm of S. aureus (DPS-6) 
using HGH with GE. The control treated with MHB.

Fig. 9. Effect of membrane-permeabilizing agent Tris on the 
susceptibility of S. aureus (ATCC 33591) to HGH. The viability 
of bacteria was determined by a spectrophotometer (optical 
density at 600 nm, OD600) after incubation of 24 hr with 1/2 
MIC HGH and Tris 31.25 ug/ml. The data are Mean±S.D. for 
triple-independent experiments. *p＜0.001 as compared to HGH 
alone, were determined.

지남에 따라 OD 측정값이 감소하였다(Fig. 2).

S. aureus (ATCC 25923)에 대한 HGH과 OX 1/2 MIC

에서는 OD 600 nm에서의 측정값이 16H에서 24H로 넘

어갈 때에 증가하였지만, 두 약물을 병용하였을 때는 측

정값이 감소하여 균이 억제된 것을 볼 수 있었다(Fig. 3).

S. aureus (ATCC 25923)에 대한 HGH과 NR 1/2 MIC

에서는 OD 600 nm에서의 측정값이 시간이 지남에 따라 

단독으로 처리 하였을 때는 증가하였지만, 두 약물을 병

용하였을 때에는 측정값이 감소하였다(Fig. 4).

3) 임상균주 MRSA (DPS-1)

임상균주 DPS-1에 대한 HGH와 OX의 FICI는 0.375로 

높은 상승효과를 보였으므로 HGH와 OX를 병용 하였을 

때, 시간이 지남에 따라 OD 측정값이 HGH와 OX를 각

각 처리했을 때보다 증가폭이 적으므로 균의 증가를 지연

시키는 효과가 있음을 볼 수 있다(Fig. 5).

각각의 HGH 1/2 MIC와 GE 1/2 MIC를 적용하였을 때

는 측정값이 증가하여 균의 억제력 보이지 않지만 HGH

과 GE을 병용하였을 때에는 측정값이 다소감소하는 추세

를 보였으며 균의 생장을 지연시키는 것을 볼 수 있었다

(Fig. 6).

4) 임상균주 MRSA (DPS-6)

S. aureus (DPS-6)에 대한 HGH과 GE 1/2 MIC에서는 

OD 600 nm에서의 측정값이 시간이 지남에 따라 빠르게 

증가하였지만, 두 약물을 병용하였을 때에는 측정값이 감

소하였다(Fig. 7).

5. 解毒金花散과 detergent의 항균활성

세포막 투과성을 증진시키는 Detergent를 사용하여 

HGH의 세포막 투과성이 강화되는 효과를 보기 위해 

HGH의 1/8 MIC와 0.1% TX, Tris 31.25 ug/ml를 병용하

였을 때 HGH의 항균활성을 측정하였다. TX는 조직 또는 

세포막에서 그의 구성성분을 분리 정제할 때에 용해제로 

첨가하여 약물의 세포막 투과성을 증진시키는 시약으로36) 

HGH이 세포막 투과성을 증가시켜, 균의 생존력을 낮추

어주는 유의한(p＜0.001) 결과를 얻었다(Fig. 8, 9).
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Fig. 10. Effect of ATPase-inhibitors agent DCCD on the sus-
ceptibility of S. aureus (ATCC 33591) to HGH. The viability of
bacteria was determined by a spectrophotometer (optical den-
sity at 600 nm, OD600) after incubation of 24 hr with 1/2 MIC 
HGH and 31.25 μg/mL DCCD. The data are Mean±S.D. for 
triple-indipendent experiments. *p＜0.001 as compared to HGH 
alone, were determined.

Fig. 11. Effect of the ATPase-inhibitor NaN3 on the suscepti-
bility of MRSA (ATCC 33591) to HGH. The viability of bacteria 
was determined spectrophotometrically (optical density at 600 
nm, OD600) after incubation for 24 hr with 1000 μg/mL HGH 
and 0.1% NaN3. The data are average of triple-indipendent 
experiments. *p＜0.001 as compared to HGH alone, were 
determined.

6. 解毒金花散과 ATPase-inhibitors의 항균활성

세포막에 에너지 전이 저해제로서 작용하는 DCCD37) 

31.25 μg/mL와 0.1% NaN3를 HGH과 병용하였을 때 S. 

aureus (ATCC 33591)에 대한 억제정도를 본 결과, 균의 생

존력이 유의성 있게(p＜0.001) 감소하였다(Fig. 10, 11).

고찰»»»
解毒金花散은 元代의 朱震亨의 『丹溪心法』12)에 최초

로 수록된 처방으로, 『東醫寶鑑』13)에서는 熱毒으로 생긴 

膿血痢와 熱痢가 멈추지 않는 것을 치료한다고 하였다.

解毒金花散은 黃蓮, 黃柏, 白朮, 黃芩, 赤茯苓, 赤芍藥

으로 구성되어 있으며, 방제구성을 살펴보면 瀉火解毒하

는 黃連解毒湯에 梔子를 去하고, 去濕治痢 하는 白朮, 黃

芩, 赤芍藥, 赤茯苓을 配俉하여 淸熱瀉火解毒하며 治膿血

痢하여 열독으로 이질이 생겨 피고름이 나오는 것을 치료

한다14).

解毒金花散을 구성하는 개별 약재의 본초학적인 효능

을 살펴보면, 黃蓮은 미나리아제비과에 속한 다년생 본초

인 黃蓮의 根莖으로 苦, 寒, 無毒하고 心, 肝,胃, 大腸에 

작용하여 淸熱燥濕, 淸心除煩, 瀉火解毒 등의 효능이 있

어 濕熱下痢, 痞滿, 嘔吐, 泄瀉, 心火亢盛 등의 병증을 치

료하며, 黃柏은 산초과에 속한 落葉喬木인 황벽 나무의 

나무껍질로 苦, 寒, 無毒하고 腎, 膀胱, 大腸에 入하며 淸

熱燥濕, 瀉火解毒, 淸退虛熱 등의 효능이 있어 瀉痢, 黃

疸, 帶下 등을 치료한다. 白朮은 국화과에 속한 다년생 

본초인 흰 삽주로 苦, 寒, 微溫, 無毒하고 脾,胃에 작용하

여 補脾益氣, 燥濕利水, 固表止汗, 安胎 등의 효능이 있어 

脾胃虛弱, 腹脹, 泄瀉 등의 병증을 치료한다. 黃芩은 꿀풀

과의 황금의 뿌리로 苦, 寒, 無毒하고 肺, 膽, 胃, 大腸에 

入하며 淸熱燥濕, 瀉火解毒하는 작용이 있어 濕熱黃疸, 

瀉痢, 熱痳 등의 병증을 치료한다. 赤茯苓은 성미가 甘, 

淡, 平하고 心, 脾, 膀胱에 작용하며 分利濕熱, 行水 등의 

효능이 있어 小便不利, 淋濁, 瀉痢 등에 병증을 치료하며, 

赤芍藥은 미나리아제비과에 속하는 함박꽃의 뿌리로 酸, 

苦, 凉, 無毒하고 肝, 脾 二經에 작용하여 淸熱凉血, 活血

去瘀, 消癰散腫하여 血熱의 發班疹, 吐衄, 熱痳 등에 쓰

인다38).

解毒金花散을 이루는 약재의 구성 중 약리학적 작용을 

살펴보면 黃芩은 항염증, 항알레르기 작용, 항균작용, 해

열작용, 강압, 이뇨 작용 등이 있다. 黃蓮은 黃蓮의 ber-

berin이 항미생물과 항병원충 작용이 있으며, 순환계에 

대한 작용으로 강압작용, 아세틸콜린 등에 작용, 평활근

에 대한 흥분작용 등이 있다. 黃柏은 黃蓮에 비해 ber-

berin에 함유량이 낮지만 항균 작용, 강압작용 등이 있으

며, 赤芍藥은 芍藥의 paeoniflorin이 복부 경련을 진정시

키는 진경작용, 강압작용, 진통, 진정 작용, 항암, 항균, 해

열 작용 등이 있다. 白朮은 이뇨작용, 혈당강하작용, 항균

작용 등이 있으며, 茯笭은 이뇨작용, 항균작용 등이 있다39).

解毒金花散을 구성하고 있는 각 약물의 항균활성에 대
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한 기존의 연구로서15)는 黃蓮 전탕액이 Staphylococcus 

aureus와 Stphylococcus epidermidis에 대해 항균효과가 

있음을 보고하였고, 성16)은 黃芩과 黃柏 메탄올 추출물의 

MRSA와 Candida에 대한 항균활성이 있음을 보고하였으

며, 신 등17)은 白芍藥의 dichloromethane 추출물이 MRSA

에 대하여 높은 항균활성이 있음을 보고하였다. 최 등18)

은 白朮의 물과 유기용매 추출물의 세포독성과 항균효과

에 대해서 보고하였으며, 이 등19)은 茯笭의 그람 양성균

에 대해 항균력이 있음을 보고 하였다. 

解毒金花散을 이루는 主方인 黃連解毒湯의 약리작용으

로는 解熱, 鎭痛 및 鎭靜作用과 血糖抑制, 腸管의 弛緩作

用이 있다고 인정되었으며40), 실험적 연구로는 항염증효

과, 항산화활성 유도, 항균활성작용, 항알러지 효과, 혈압 

및 신장기능에 미치는 영향 등이 보고되었다41-44). 하지만 

항균활성에 대한 작용으로는 손42)의 抗菌活性作用에 대한 

黃連解毒湯의 效能에 관한 연구 이후에 서45)는 黃蓮의 원

액에서는 항균효과를 보이나, 黃連解毒湯 전탕액에서는 

항균효과를 보이지 않고 있다고 하였다. 이와 같이 黃連

解毒湯에 대한 항균작용에 대한 연구는 보고되고 있으나 

그 효과에 대해서는 연구가 더 필요한 실정이며, 현재까

지 解毒金花散에 대한 연구는 없으나, 黃連解毒湯에 항균

활성을 가진 白朮, 芍藥, 茯笭을 가미한 黃連解毒湯의 항

균효과를 높일 수 있기를 기대하는 解毒金花散에 대한 연

구가 필요하리라 사료된다.

최근 다제 내성균인 MRSA가 S. aureus에서 차지하는 

비율이 점차 증가함에 따라 새로운 항생제에 대한 연구가 

꾸준히 진행되고 있다. 항균물질의 작용기전은 세포벽 합

성의 억제, 세포막 파괴, 핵산 합성과 단백질 합성의 억제 

및 핵산의 대사 억제 등 다양하고 복잡한 원리를 통해 균

의 생장을 억제한다46). MRSA의 내성기전은 아직까지 완

전하게 규명되지 못하고 있으나 항생제의 활성을 방해하

는 효소의 과잉생산, 표적 물질의 변화, 세포막의 항생제 

투과성 변화와 세포외로의 항생제 유출 등의 기전이 있으

며, 세균은 이들 중 한 가지 또는 여러 가지가 복합적으

로 작용하여 항생제에 내성을 가지게 된다47-49). 이러한 

이유로 항생제 내성 발현을 낮추기 위해 천연물에서 추출

한 물질과 항생제의 병용요법이 기존 항생제의 용량을 낮

추어 줄 뿐 아니라, 약물의 효능을 상승시킬 수 있어 천

연물을 활용한 다양한 연구들이 진행되고 있다50-57). 앞으

로도 MRSA에 대한 항균활성이 우수한 천연 항균성 물질

을 찾아내는 많은 연구들을 필요로 할 것이며, 더 나아가 

균주에 따른 내성기전을 알아내는 심층적인 연구를 보다 

필요하리라 사료된다. 

본 연구에서는 항생제의 낮은 농도에서 천연물과 병행

처리 하였을 때 우수한 항균효과를 확인하여, 기존 항생

제의 사용을 어느 정도 낮추어줄 수 있는지 평가하였다. 

解毒金花散을 에탄올 추출하여 MRSA에 대한 항균실험

을 진행하였다. Disc 실험을 통한 解毒金花散의 항균력을 

검증한 결과, MRSA에 대한 HGH의 1,000~2,000 μg의 

농도에서 7~10 mm 이상의 억제직경이 측정되어 높은 저

해활성을 보였음을 알 수 있었다. MRSA 표준균주와 임상

균주 및 MSSA 표준균주에서 HGH의 최소억제농도(MIC)

를 비교 분석한 결과 모든 균주에 대하여 HGH에서는 

1,000~2,000 μg/mL의 결과를 나타냈다. 더 나아가 HGH

을 기존의 항생제와 병용하였을 때 항균력이 어느 정도 

상승하는지 확인하기 위해 6가지 항생제를 각각 병행 처

리한 결과 MRSA 표준균주인 ATCC 33591에서는 0.3125-1.0

의 FICI를 얻어 상승효과와 부분 상승효과를 확인하였고, 

MRSA 임상균주인 DPS-1에서는 0.25-2.0, DPS-6에서는 

0.3125-1.5의 FICI를 볼 수 있었다. 또한, 解毒金花散 추

출물의 항균작용이 세포막 투과성과 ATPase 억제에 어느 

정도 영향을 미치는지 보기위해 0.1% TX와 31.25 μg/mL 

Tris, 31.25 μg/mL DCCD, 0.1% NaN3을 解毒金花散과 

병합한 결과, 확연하게 억제된 S. aureus (ATCC 33591)

의 생존력을 확인하였고, 이것으로 解毒金花散의 항균활

성이 세포막 투과성을 증진시킬 뿐 아니라 ATPase 억제

효과를 증진시키는 효능을 가지고 있음을 알 수 있었다. 

이것으로 解毒金花散이 항생제의 사용을 감소시켜 줄 

수 있는 우수한 항균활성이 있으며, 두 약물의 병용요법

으로 MRSA에 대한 항균효과를 강하게 증가시켜 주는 잠

재력을 가지고 있음을 확인하였다. Time-kill assay에서는 

0 hr, 4 hr, 8 hr, 24 hr에 따라 MRSA에 대한 단일 약물

과 병행처리한 약물의 동반 상승효과를 비교 할 수 있었다.

위 실험들로 보아 解毒金花散 추출물에는 MRSA를 저

해할 수 있는 강한 항균효과가 있음을 확인하였고, 또한 

기존의 항생제와 병용하였을 때 약물 상승효과를 볼 수 

있어 MRSA에 대한 항생제 후보물질 중 하나로 解毒金花

散 또는 解毒金花散과 항생제의 병용요법이 충분한 가치

가 있음을, 더 나아가 기존 항생제의 사용을 감소시킬 수 

있는 후보물질임을 기대할 수 있을 것으로 사료된다. 그
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러나 임상에서 실제 치료에 응용하기 위하여 향후 임상시

험을 통한 항균효과 및 항생제 병용 효과에 대한 추가적

인 연구가 필요할 것이라 사료된다.

결론»»»
Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus (MRSA)에 

대해 解毒金花散 추출물을 사용하여 항균활성을 측정한 

결과는 다음과 같다.

1. 解毒金花散은 디스크 확산법에서 억제직경이 

1,000~2,000 μg의 농도에서 7~10 mm이었다. 

2. 解毒金花散은 S. aureus에 대한 최소억제농도는 

1,000~2,000 μg/mL이었다. 

3. 解毒金花散은 항생제와의 병용처리 시 상승효과와 

부분 상승효과를 확인할 수 있었다. 

4. 解毒金花散과 항생제를 시간별로 600 nm에서 OD 

값을 측정한 결과, 두 약물을 병용하였을 때는 측정값이 

감소하여 균의 생장이 억제된 결과를 나타냈다.

5. 解毒金花散 250 μg/mL에 0.1% Triton-X (TX), 解

毒金花散 1,000 ug/mL에 Tris 31.25 ug/mL를 병용하였을 

때 세포막 투과성이 증가하여 MRSA (ATCC 33591)의 생

존력이 유의성 있게 감소되었다.

6. 解毒金花散 1,000 μg/mL에 DCCD 31.25 μg/mL, 

解毒金花散 1,000 μg/mL에 NaN3 0.1%를 병용하였을 때 

ATP 합성을 저해하여 MRSA (ATCC 33591)의 생존력이 

유의성 있게 감소되었다.

이상 실험 결과, 解毒金花散 추출물은 MRSA에 대해 

우수한 항균작용을 검증하여, 항생제와의 병용 실험에서 

특정 균에 대하여 일부분 상승효과가 있음을 확인할 수 

있었으며 다양한 기전으로 MRSA를 억제 하는 것을 알 

수 있었다. 향후 이에 대한 지속적인 연구가 필요할 것으

로 사료된다.
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