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구강질환 원인균에 대한 정제봉독의 항균효과
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Abstract − The aim of the study was performed to examine the anticariogenic potential of purified bee venom (Apis mellifera

L., PBV) collected using bee venom collector from cariogenic bacteria, Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis, Por-

phyromonas gingivalis, and Fusobacterium nucleatum. The anticariogenic effect of purified bee venom was evaluated by agar

well diffusion method, minimum inhibitory concentraion (MIC), minimum bactericidal concentration (MBC), and postan-

tibiotic effect (PAE). The human lower gingiva epithelial cell cytotoxicity of purified bee venom was also evaluated. Purified

bee venom exhibited significant inhibition of bacterial growth of S. mutans, S. sanguis, P. gingivalis, and F. nucleatum with

MIC value of 0.68, 0.85, 3.49, and 2.79 µg/ml , respectively. The MBC value of purified bee venom against S. mutans, S. san-

guis, P. gingivalis, and F. nucleatum was 1.34, 1.67, 8.5, and 6.8 µg/ml. Furthermore, the results of PAE values against S.

mutans, S. sanguis, P. gingivalis, and F. nucleatum showed the bacterial effect with 3.3, 3.45, 2.0, and 2.0. The concentration

below 1 mg/ml of purified bee venom had no cytotoxicity in the human lower gingiva epithelial cell. These results suggested

that purified bee venom have great potenial as anticariogenic agents.
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치주질환과 충치의 발생 원인은 다양하나, 구강 내 상주

하는 세균의 발효작용에 의하여 치아에 부착된 당분이나 전

분 등의 탄수화물이 분해되는 젖산이 치아 경조직의 석회

를 탈각시켜 충치를 일으키는 것으로 알려져 있다.
1,2)
 또한

치주질환은 임상적으로 치은 염증과 출혈, 치주낭의 형성

및 치조골의 파괴 등을 일으켜 치아 상실까지 가져오게 된

다.
3,4)
 일반적으로 초기에 충치를 유발하는 세균은

Streptococcus spp.로 알려져 있으며, Enterococcus faecalis,

Streptococcus mutans과 같은 Porphyromonas gingivalis,

Fusobacterium nucleatum 등의 세균이 집락형성 및 치주조

직 침투, 치주조직의 파괴로 이루어지는 일련의 과정으로

충치가 진행된다.
3,5)
 또한 세균은 치주 조직에 유독한 황화

수소, 암모니아, 아민과 같은 독소를 분비할 뿐만 아니라 리

포폴리사카라이드와 같은 내독소를 분비하여 치주 조직을

파괴한다. 세균 대사물질 들은 생체 면역계를 자극하여 자

극된 체액성 및 세포성 면역계의 여러 작용에 의하여 활성

산소, 인터루킨과 같은 사이토카인에 의하여 잇몸 염증을

유발하기도 한다. 그러므로 치주질환과 충치를 예방하고 치

료하는 데 있어 구강 내 세균 등의 생장과 활동을 억제하는

것이 필수적이다. 현재 구강 내 항균제로는 bisbiguanides 제

제(cholrohexidin)와 4급 암모늄 제제(cetylpyridiym, benzal-

konium chloride) 및 페놀화합물(triclosan) 가장 많이 사용되

고 있다. 그러나 이들 화학제들이 많은 부작용을 야기할 수

있으므로 천연물로부터 장기간 사용이 가능하면서도 효과

가 우수한 충치 예방 물질을 탐색하는 연구가 활발히 이루

어지고 있다. 

순수 천연물질이면서 강력한 항균, 항염증 효과를 갖는

봉독은 부작용과 잔류에 대한 위험성이 적어 봉침요법으로

오래전부터 관절염, 통풍 등의 질환에 사용되어 오고 있

다.
11,12)

 서양종꿀벌(Apis mellifera L.) 일벌의 독인 봉독은
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다양한 성분이 복합적으로 구성되어 있으며, 주 성분인 멜리

틴(Melittin)은 항염증과
13,14)

 항균작용,
15)
 강력한 진통작용,

16)

면역증강
17)
 등의 역할을 한다고 알려져 있다. 본 연구팀에

서 2005년 봉독채집장치를 개발함에 따라 국내에서도 봉독

채집이 가능하게 되었으며, 채집과정에서 혼입된 흙이나 먼

지 등과 같은 이물질을 제거한 순수 정제봉독이 시판 판매

되고 있다. 정제봉독은 멜리틴 함량이 50~70% 범위로 꿀벌

이 갖고 있는 순수 봉독으로 멜리틴을 비롯하여 히알루니

다아제, 포스포리파아제 등 꿀벌의 봉독 성분을 온전히 갖

고 있는 상태의 봉독이다. 정제봉독은 여드름의 원인균인

Propionibacterium acnes와 tetracycline, clindamycin,

erythromycin 등 항생제 내성균인 P. acnes, 또한 피부 상재

균인 Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis 및

Sreptococcus pyogenes 균에 대한 강한 항균효과가 확인되

어 화장품으로 개발되었을 뿐만 아니라 여드름 치료제로서

임상시험 연구가 진행되고 있다.
18)
 봉독은 여러 종류의 병

원성미생물의 생육을 억제하는 것으로 보고되고 있으나, 구

강질환 원인균에 대한 항균활성에 대한 연구는 미흡한 실

정이다.

따라서 본 연구에서는 꿀벌의 독에서 분리한 정제봉독이

구강질환 예방 및 치료제로서의 가능성을 평가하기 위하여

구강질환 원인균에 대한 항균효과와 더불어 구강 내 세포

에 대한 봉독의 안전성을 평가하고자 하였다. 

재료 및 방법

공시 시료 및 성분 분석 −시험물질인 정제봉독은 봉독

채집장치를 사용하여 서양종꿀벌로부터 채취한 봉독을 ‘봉

독의 간이정제방법
19)
으로 정제한 정제봉독을 구입하여 사

용하였다(청진바이오텍(주), 한국). 구입한 정제봉독의 성분

확인을 위하여 4 mg/ml 의 농도로 3차 증류수에 녹여 PTFE

0.2 µm 필터(Sigma, USA)로 여과하여 UPLC를 사용하여 분

석하였다. 표준품인 apamin, mellitin, 그리고 phospholipase

A2는 시그마(미국)로부터 구입하여 2 mg/mL로 만들어 시

험봉독과 동일한 필터를 사용하여 여과하였다. 분석기기는

PDA (photo diode array, Waters, USA)검출기가 장착된

Acquity UPLC I-Class (Waters, USA)를 사용하여, Table I과

같은 컬럼 및 분석 조건으로 260 nm의 검출파장에서 분석하

였다. 정제봉독 내의 apamin, mellitin, 그리고 phospholipase

A2의 정량은 각각의 표준품 수용액 시료에 나타나는 피크

와 비교하여 정량하였다.

실험균주 및 배양조건 −구강 질환 원인균에 대한 항균효

과를 측정하기 위하여 S. mutans (ATCC 27175), 잇몸 염증

원인균인 Streptococcus sanguis (ATCC 10556), P. gingivalis

(ATCC 33277) 및 구취를 일으키는 구강 내 혐기성 세균인

F. nucleatum (ATCC 25286)를 한국미생물보존센터(대전, 한

국)로부터 구입하여 사용하였다. S. mutans 균주는 BHI

(Brain heart infusion broth, BD, France), S. sanguis 균주는

5% sheep blood (MB cell, USA)가 첨가된 TSB

(Trypticase soy broth, BD, France) 배지에서 37
o
C, 호기조

건으로 배양하였다. P. gingivalis와 F. nucleatum 균주는

10% sheep blood와 0.1% hemin (Sigma, USA)를 첨가한

TSA배지를 사용하여 CO2 배양기에서 37
o
C로 배양하였다.

항균활성 측정 −구강 질환 원인균에 대한 정제봉독의 항

균활성은 평판배지확산법을 이용하여 측정하였다. 각 시험

균주들은 평판배지에 도말 접종한 다음 정제봉독이 집적된

직경 8 mm의 paper disk (Advantec, Japan)를 평판배지에

올린 후 48시간 배양하면서 생성된 투명한 지지환의 크기

를 측정하였다.

최소성장억제농도(Minimun Inhibitory Concentration,

MIC) 측정 −액체배지 희석법을 사용하여 S. mutans, S.

sanguis, P. gingivalis와 F. nucleatum에 대한 최저 성장억제

농도를 구하였다. 정제봉독은 멸균 증류수로 희석한 후 무

균 여과하여 액체배지희석법에 준하여 단계적으로 희석하

였다.
20)
 각각의 시험균주를 액체배지에서 전 배양한 후 접

종 균의 2×10
6 
CFU/well이 되도록 조절하여 봉독 시료와 함

께 18시간 동안 배양한 후, 육안 및 현미경으로 균의 성장

을 관찰하였고, 흡수파장 540 nm에서 흡광도(Molecular

device spectramax M2e, CA)를 측정하여 순수배양액의 흡

광도 값과 같은 결과를 얻은 것을 최소억제농도로 결정하

였다. 

최소살균농도(Minimum Bactericidal Concentration,

MBC) −정제봉독은 각각의 시험균주에서 사용하는 액체배

지로 희석한 후 액체배지희석법에 따라 단계적으로 희석 한

후 2×10
6
CFU/well이 되도록 조절한 각각의 균주에 접종하

여 24시간 동안 배양하였다. 각각의 배양액 100 µl를 새로

운 배지에 접종하여 24시간 동안 배양한 다음 흡광도

(540 nm)를 측정하여 증식이 일어나지 않은 농도를 최소살

균농도로 나타내었다. 

Table I. Conditions for UPLC analysis of purified bee

venom

UPLC condition

Column Halo ES-18 (4.6×100 mm, 2.7 µm)

Flow rate 1.5 mL/min

Injection volume 4 µL

Column temperature 50
o
C

Sample temperature 5
o
C

Mobil phase (A) 20 mM TFA/MeCN, (B) 20 mM 

TFA/H
2
O

(A) 0-3 min, 10-31%; 3-5 min, 31-40%; 

5-10 min, 40-45%
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항균력 지속 시간(Postantibiotic Effect, PAE) 측정 −시

험균주에 대한 정제봉독의 살균력 지속시간을 측정하기 위

하여 1×10
8
 CFU/ml로 조절한 균주에 2×MIC값 농도의 정

제봉독과 함께 1시간 동안 배양한 후 원심분리와 배지 희

석법을 사용하여 봉독성분을 제거하였다.
21)
 이후 새로운 배

지로 교환하여 배양기에서 배양하며 2시간 간격으로 균수

를 측정하였다. 이때 PAE 수치가 클수록 항균 지속 효과가

우수하다고 할 수 있으며, PAE를 구하는 식은 아래와 같다.

PAE = T − C

T: 봉독을 처리한 시험구에서 1 log10까지의 생육에 걸리

는 시간

C: 무처리구에서 1 log10까지의 생육에 걸리는 시간

시험 세포주 및 세포독성 평가 −정제봉독의 구강 내 사

용을 위하여 아랫잇못상피세포주인 YD-38(human lower

gingiva epithelial cell, KCLB 60508, 한국세포주은행, 서울)

세포에 대한 세포생존율을 평가하고자 하였다. YD-38세포

는 10% fetal bovine serum (Gibco BRL, USA), 1%

penicillin/streptomycin (Gibco BRL, USA)이 첨가된 RPMI

1640 (Gibco BRL, USA) 배지에 5% CO2배양기에서 37
o
C

로 배양하였다. 정제봉독에 대한 YD-38세포 생존율을 측정

하기 위하여 3-(4,5-dimethythiazol-2-yl)-2-5-diphenytetrazolium

bromide(MTT) 환원 방법은 Chung 등 
22)
 의 방법을 변형하

여 측정하였다. YD-38세포를 96 well plate에 5×10
3
 cells/

ml 농도로 분주하여 24시간 배양 후 각각 다양한 농도로 회

석한 정제봉독을 처리하였다. 24시간 동안 배양 후 배지를

제거한 다음 50 µl MTT 용액을 첨가하여 3시간 배양하고

DMSO 200 µl를 처리한 다음 570 nM의 흡광도로 측정하

였다.

통계처리 −실험에서 얻어진 결과의 통계적 유의성은 SPSS

(18.0 version., USA) 통계 프로그램을 이용하여 분석하였으

며, 그 결과는 평균±표준오차 (mean±SEM) 로 표시하였다.

대조군과 실험군간의 평균에 대한 유의성은 analysis of

variance (ANOVA)의 Duncan’s multiple range test 를 이용

하여 p<0.05에서 검증하였다.

결과 및 고찰

정제봉독의 주요성분 함량 −시험에 사용한 정제봉독의

주요성분 함량은 Fig. 1과 Table II에서와 같이 측정되었다. 

정제봉독의 항균효과 −구강질환 원인균에 대한 정제봉독

의 항균활성을 Table III에 나타내었다. 정제봉독은 모든 균

주에 대해서 항균활성을 나타냈으며, 농도가 증가함에 따라

활성이 증가하는 것을 알 수 있었다. 대표적인 충치 원인균

인 S. mutans와 잇몸 염증에 관여하는 S. sanguis 대해서

50 µg/disk의 농도에서 저지환이 10.0 mm 이상으로 매우 높

은 항균 활성을 보였다. 또한 치주질환 원인균인 P. gingivalis

와 구취를 일으키는 구강 내 혐기성 세균인 F. nucleatum에

대해서도 50 µg/disk의 농도에서 저지환이 8.0 및 8.5 mm로

항균 활성을 나타내었다. 봉독의 주요 성분인 멜리틴(melittin)

이 항균활성에 관여하며, 일반적으로 그람 양성균에서 항균

력이 강하게 나타난다고 알려져 있다. 본 연구결과에서도

그람양성균인 S. mutans와 S. sanguis에서 그람음성균인 P.

gingivalis와 F. nucleatum 보다 항균활성이 더 강하게 나타

나는 것으로 확인되었다.

S. mutans, S. sanguis, P. gingivalis와 F. nucleatum에 대

한 정제봉독의 최소성장억제농도는 각각 0.68, 0.85, 3.49 그

Fig. 1. UPLC chromatogram of purified bee venom. UV is 260 nm. Arrows are melittin, apamin, and phospholipase A
2
.

Table II. Contents of melittin, apamin, and phospholipase

A
2 

in purified bee venom

Components Contents (%)

Melittin 63.9

Apamin 2.3

Phospholipase A
2

10.9
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리고 2.79 µg/ml로 나타났으며, 최소살균 농도는 각각 1.34,

1.67, 8.5 그리고 6.8 µg/ml로 나타났다(Table IV). 이는 평

판배지확산법을 이용한 항균활성의 결과와 일치하는 것을

알 수 있었다. S. mutans은 가장 중요한 초기 충치 유발세

균으로 치아 표면에 부착하면서 충치 발생의 원인이 되는

바이오필름 형성이 시작되는데, S. mutans가 초기 바이오필

름 형성에 가장 중요한 역할을 하는 것으로 보고되어 있

다.
3,4)
 최소성장억제농도와 최소살균농도에서 보는 바와 같

이 정제봉독은 S. mutans에 대해 강한 항균력을 보이고 있

는 것으로 확인되어 초기 충치 예방에 효과가 있을 것으로

생각된다.

정제봉독의 항균력 지속시간 −구강질환 원인균에 대한

정제봉독의 항균력 지속시간(PAE)을 측정하였다. 봉독 제

거 후 2시간 간격으로 균수를 측정한 결과 Table V와 같이

구강질환 원인균에 대해 우수한 항균력 지속 활성을 가지

는 것으로 확인 할 수 있었다. PAE 수치가 클수록 항균력

지속 효과가 우수한 것으로 S. mutans와 S. sanguis에서 각

각 3.3, 3.45시간 이였으며, P. gingivalis와 F. nucleatum에

서는 모두 2.0시간으로 우수한 항균력 지속시간을 갖고 있

었다. 이처럼 구강질환 원인균에 대해 강한 항균력과 항균

력 지속시간이 긴 정제봉독은 천연물질로서 기존의 화학제

를 대체할 가능성이 매우 높은 것으로 판단되었다. 무엇보

다도 정제봉독은 호기성 및 혐기성 구강질환 유발 원인균

에 대해 모두 강한 항균력을 갖고 있어 치약 등 구강 내 사

용제품에 사용할 경우 효과적인 예방 및 치료효과를 나타

낼 것으로 사료된다.

정제봉독의 구강 내 세포에 대한 세포독성 −구강 내 아

랫잇못상피세포주인 YD-38세포에 대한 봉독의 세포 독성

을 평가 한 결과 Fig. 2에서 보는 보와 같이 1 mg/ml 농도

범위까지는 구강 내 아랫잇못상피세포에 독성을 나타내지

않았다. 본 시험에서 사용한 구강질환 유발 세균들 중 정제

봉독에 대해 가장 높은 최소살균농도를 보인 P. gingivalis

의 8.5 µg/ml 보다도 높은 농도에서도 세포독성을 갖지 않

는 것으로 확인되었다. 

이와 같이 정제봉독은 충치, 치은염, 치주염 및 아구창과

같은 구강질환의 원인균에 대한 항균효과를 확인했을 뿐만

아니라, 항균력 지속시간도 충분히 유지되었으며, 낮은 수

준의 구강세포 독성으로 정제봉독을 유효성분으로 하는 치

주질환 예방 및 치료제로 개발이 가능할 것으로 사료된다.

Table III. Antibacterial activity of purified bee venom against oral microbes (unit : mm)

Strains
Purified bee venom (µg/disk)

1 10 50

Streptococcus mutans 3.5±0.1 9.5±0.3 10<

Streptococcus sanguis 2.8±0.3 8.5±0.6 10<

Porphyromonas gingivalis 0.5±0.3 4.5±0.3 8.0±0.6

Fusobacterium nucleatum 0.5±0.6 5.0±0.3 8.5±0.3

Fig. 2. Cell viability of purified bee venom on human lower

gingiva epithelial cell YD-38 by MTT assay. Data are pre-

sented as mean±SEM of three independent experiments. Aster-

isk is a significant difference with p<0.05.

Table IV. MIC and MBC values of purified bee venom against

oral microbes

Strains
Purified bee venom (µg/ml)

MIC MBC

Streptococcus mutans 0.68±0.02 1.34±0.3

Streptococcus sanguis 0.85±0.04 1.67±0.3

Porphyromonas gingivalis 3.49±0.13 8.5±0.9

Fusobacterium nucleatum 2.79±0.28 6.8±0.6

Table V. PAE of purified bee venom against oral microbes 

Strains PAE (hr.)

Streptococcus mutans 3.3

Streptococcus sanguis 3.5

Porphyromonas gingivalis 2.0

Fusobacterium nucleatum 2.0
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향후 치주인대세포 등 일차 배양 치주세포에 대한 안전성

과 정제봉독의 치료 기전에 관한 연구가 필요하다.

결 론

본 연구는 꿀벌의 독에서 분리한 정제봉독이 구강질환 예

방 및 치료제로서의 가능성을 평가하기 위하여 초기 충치

유발에 관여하는 S. mutans와 S. sanguis 그리고 치주염과

구취를 유발하는 P. gingivalis와 F. nucleatum균에 대한 항

균활성을 검정하였다. 또한 정제봉독의 구강 내 세포에 대

한 안전성을 평가하고자 구강 내 아랫잇못상피세포주인 YD-

38세포를 사용하여 MTT assay를 실시하였다. 그 결과 정제

봉독은 1 mg/ml 농도 범위까지는 구강 내 아랫잇못상피세

포에 독성을 나타내지 않았다. 구강질환 유발균주에 대한

항균활성은 최소성장억제농도(MIC)와 최소살균농도(MBC),

항균력지속시간(PAE)을 측정하였다. 그 결과 모든 시험균

주에 대하여 항균력을 갖고 있었으며 S. mutans, S. sanguis,

P. gingivalis와 F. nucleatum에 대한 정제봉독의 MIC 값은

각각 0.68, 0.85, 3.49 그리고 2.79 µg/ml로 나타났으며,

MBC값은 각각 1.34, 1.67, 8.5 그리고 6.8 µg/ml로 나타났

다. PAE값은 S. mutans와 S. sanguis에서 각각 3.3, 3.45시

간 이였으며, P. gingivalis와 F. nucleatum에서는 모두 2.0시

간으로 우수한 항균력 지속시간을 갖고 있었다. 정제봉독은

충치, 치은염, 치주염 및 아구창과 같은 구강질환의 원인균

에 대한 높은 항균력과 항균력 지속시간을 갖고 있으며, 구

강세포에 대한 독성도 낮은 것으로 확인되어 치주질환 예

방 및 치료제로 개발이 가능할 것으로 사료된다.
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