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ABSTRACT

Objectives : Hwangheuk-san is a complex prescription composed of oriental traditional medicine and has been 

reported for antioxidant, antimicrobial and anticancer effects in the recent study. Methicillin-resistant Staphylococcus 

aureus (MRSA) is one of important causes of fatal infectious diseases such as septicemia, endocarditis, toxic shock 

syndrome, pneumonia, skin and soft tissue infections (SSTIs). S. aureus is reported as being for a variety of human 

diseases and its epidemiological relevance is mainly due to their ability of becoming highly resistant to common 

antimicrobials such as tetracycline, penicillin, cphalosporin and aminoglycoside. The objective of this study is to determine 

the antimicrobial effect of Hwangheuk-san ethanol extracts (HHS) and synergistic effects with antibiotics oxacillin 

against MRSA.

Methods : The antimicrobial activity of HHS was measured by the disc diffusion method, broth microdilution 

method and the checkerboard dilution test, time-kill curve assay was performed to investigate synergistic effects 

with antibiotics oxacillin against MRSA.

Results : HHS showed antimicrobial activity against MRSA with a MIC value of 125 ㎍/㎖. In the checkerboard test, 

the interaction of HHS with antibiotics oxacillin produced almost synergy or partial synergy against MRSA. This 

study showed that HHS reduced the MICs of oxacillin tested, and a remarkable antibacterial effect of HHS, with 

membrane permeability enhancers.  

Conclusions : These results suggest that HHS has the antimicrobial effect and synergistic effects with antibiotics 

oxacillin against MRSA. This study thus can be a valuable source for the development of a new drug with low 

MRSA resistance.
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Ⅰ. 서   론 

세균성 감염은 병원에서의 질병 및 사망률에 많은 부분을 

차지하고 있는 주요 질환으로, 특히 포도상구균에 의한 감염 

질환은 미국에서 매년 12,000여명의 사망자가 발생할 만큼 

위험한 질환이다.1) 특히 포도상구균의 감염에 의한 질환으로

는 패혈증, 심내막염, 독성 쇼크 증후군, 병원성 폐렴, 피부 

및 연조직 감염 등으로 심한 경우 사망에 이를 수 있는 질환들

이다.2-4) 이러한 세균의 감염을 치료하기 위해 penicillin계, 

cephalosporin계, aminoglycoside계, tetracycline계의 다

양한 항생제가 개발되어 임상에서 사용되었으나, 1960년대에 

처음으로 항생제 내성 균주인 메티실린 내성 황색포도상구균 

(methicillin-resistant Staphylococcus aureus, MRSA)의 

발견을 기점으로 하여 점차 penicillin계열의 내성 균주 외에

도 다양한 종류의 항생제에 대한 내성 균주가 나타나면서 항

생제에 의한 치료가 점차 어려워지고 있으며, 최후의 항생제

로 알려진 vancomycin이나 linezolid, daptomycin에 대한 

약물 저항성을 지닌 균주가 발견됐다고 알려짐에 따라 세균에 

의한 감염질환은 더욱 큰 문제로 다가오고 있다.5-7)

Penicillin계 항생제 중 하나인 methicillin에 내성을 가진 

균주인 MRSA의 주요 내성기전에는 β-lactamase와 PBP2a

가 있다. β-lactamase에 의한 내성기전은 β-lactam계 항

생제들이 공통적으로 가지고 있는 β-lactam 고리를 β

-lactamase라고 하는 효소를 통해 가수분해하여 항생제를 

불활성 시키는 것이고, PBP2a에 의한 기전은 β-lactam계 

항생제와 친화성이 강한 penicillin-binding proteins (PBPs)

이라 불려지는 MRSA의 세포벽 합성에 관여하는 주요 인자를 

대신하여 β-lactam계 항생제에 친화성이 약한 PBP2a를 통

해 대신 세포벽을 합성하는 것으로 항생제의 작용을 회피하는 

기전이다.8-11)

이외에도 다양한 항생제에 대한 내성기전이 발견되고 있으

며, 항생제를 사용함에 따라 꾸준히 증가하는 세균의 내성을 

극복하기 위하여 새로운 항생제의 연구 및 개발이 필요한 상

황이다. 이에 최근 새로운 항생물질의 소재로 천연물에 대한 

연구가 활발히 이루어지고 있으며, 또한 현재 임상에서 상용

되고 있는 항생제와의 병용을 통해 MRSA의 내성을 극복하기 

위한 연구가 이루어지고 있다.12)

따라서 본 연구에서는 전통적으로 사용되어 온 한의학 처

방을 활용하여 MRSA에 대한 항균 활성을 확인하고, 임상에

서 사용되는 항생제와의 병용처리를 통해 내성을 극복할 수 

있는 새로운 소재를 찾고자 하였다.

이 실험에서 사용된 黃黑散은『東醫寶鑑』에 수록된 처방

으로 “治腹內癰腫”이라 하여 뱃속에 생긴 옹종을 치료한다

고 하였다. 처방 구성은 大黃, 補骨脂, 牛蒡子, 牽牛子로 되어

있으며,13) 大黃은 瀉熱通腸, 涼血解毒의 본초학적인 효능을 

가지고 있고, 항균, 항염, 항알레르기 등의 다양한 약리학적 

효과가 보고되고 있다.14) 補骨脂는 溫腎助陽, 納氣, 止瀉의 본

초학적인 효능을 가지고 있으며, 補骨脂의 추출물이 간에서의 

지방 축적과 염증을 억제함으로 고지방식으로 유도한 비만 모

델 마우스의 비알콜성지방간 (NAFLD)을 개선한다는 보고가 

있다.15) 牛蒡子는 疎散風熱, 宣肺透疹, 解毒利咽의 본초학적

인 효능을 가지고 있고, 항알레르기 효과에 대한 작용기전의 

연구16)와 콜라겐 합성을 통한 피부노화 개선효과의 연구가 있

으며17), new butyrolactone type lignans의 항염증 효과가 

보고되고 있다.18) 牽牛子는 瀉水通便, 殺蟲攻積, 消痰滌飮의 

본초학적인 효능을 가지고 있으며, 항암, 항염 효과가 보고되

고 있다.19,20)

이에 따라 본 연구에서는 다양한 생리활성이 보고된 약재로 

구성된 黃黑散을 활용하여 MRSA에 대한 항균 활성과 상용 

항생제와의 병용처리를 통한 병용효과를 확인하고, detergent

를 병용처리 하여 세포막 투과성 증진이 黃黑散 에탄올 추출물 

(HHS)의 항균 효과에 미치는 영향을 확인하고자 한다.   

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 재료

1) 약재

본 실험에 사용된 약재인 大黃, 補骨脂, 牛蒡子, 牽牛子는 

대학한약국에서 구입하여 권동렬교수가 감정하여 보관하고

(WK-1607) 사용하였다. 

2) 시약

Mueller-Hinton agar (MHA)와 Mueller-Hinton broth 

(MHB)는 Difco™ (Baltimore, MD, USA)에서, Tris- 

(hydroxymethyl) aminomethane (Tris)은 AMRESCO (San 

Francisco, CA)에서, N,N-dicyclohexylcarbodimide (DCCD)

와 oxacillin 및 gentamicin은 Sigma-Aldrich (St. Louis, 

USA)에서 구입하여 실험에 사용하였다.

3) 균주 및 배양

본 실험에 사용한 표준균주 ATCC 33591은 American 

Type Culture Collection (Manassas, VA, USA)에서 구입

하였고, CCARM 3090, 3095, 3102는 서울여자대학교 항생

제 내성 균주은행 (Culture Collection of Antimicrobial 

Resistant Microbes, CCARM, Korea)으로부터, 임상균주 

DPS-1, DPS-2는 원광대대학교 병원 성형외과 (Department 

of plastic surgery, DPS)로부터 분양받아 실험에 사용하였다. 

균주는 –79℃ 냉동고에서 30% glycerol에 보관하다가, 

Mueller-Hinton agar (MHA) 또는 Trypsin-Soy agar 

(TSA)에 접종한 후 37℃ 항온기 (incubator)에서 24시간 배

양하여 실험에 사용하였다.

2. 방법

1) 黃黑散의 제조

大黃 (Rhei Rhizoma) 5 g, 補骨脂 (Psoraleae Fructus) 

5 g, 牛蒡子 (Arctii Fructus) 5 g, 牽牛子 (Pharbitidis Semen) 

5 g을 70% ethanol 500 mL로 추출하여 감압농축, 동결건조

의 과정을 거쳐 13.2%의 수득률을 취했다.

2) 디스크 확산법 (Disc diffusion method) 

 HHS의 항균 효과는 디스크 확산법을 통해 MRSA에 대한 
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항균 활성을 측정하였다.21,22) 고압 멸균된 MHA에 24시간 배

양된 균 100 μL를 골고루 도말하여 최종적으로 1.5 × 106  

CFU/mL이 되게 하였다. 다음으로 멸균된 paper disc 

(6mm)에 HHS (25 ㎍, 50 ㎍, 100 ㎍, 200 ㎍)과 oxacillin 

10 ㎍을 각각 20 μL씩 주입하여 완전히 흡수시킨 후 37℃ 

incubator에서 24시간 배양시켜 paper disc 주위에 형성된 

clear zone을 측정하였다.

3) 최소억제농도 (Minimum inhibitory concentration, MIC)  

최소억제농도 (MIC)는 Clinical and Laboratory Standards 

Institute (CLSI 2000) 방법에 따라 액체배지 희석법을 통해 

측정하였다.23) HHS를 액체배지에 농도별로 희석하여, 여기

에 탁도 0.5 McFarland 1.5 × 108 CFU/mL을 기준으로 10  

μL씩 접종하여 최종적으로 1.5 × 105 CFU/mL이 되게 하

였다. 다음으로 37℃ 항온기에서 24시간 배양 후 미생물이 

증식되지 않는 가장 낮은 약물의 농도를 MIC로 측정하였다.

4) 약물병용효과 (Fractional inhibitory concentration 

index, FICI)

HHS와 항생제의 병용효과를 보기위해 checkerboard 

dilution test를 실시하였다.24) 상용 항생제는 oxacillin (OX)

이며 상기 액체배지 희석법과 동일한 방법으로 항생제를 병용

하였을 때 MIC를 측정하였다.

FICI 산출기준은 다음과 같다.

Fractional inhibitory concentration index (FICI)

= FICA+FICB = A/MICA+B/MICB

(MICA: 약물A의 MIC, MICB: 약물B의 MIC, A: 약물B를 

병용한 약물A의 농도, B: 약물A를 병용한 약물B의 농도)

FICI≤0.5, synergy; 0.5<FICI≤0.75,

partial synergy; 0.75<FICI≤1.0, additive effect;  

1.0<FICI≤4.0, no synergy; FICI>4.0, antagonism.

5) Time-kill curve assay

HHS와 항생제 OX를 병용했을 때 MRSA의 증식 변화를 

보기 위해 4시간, 8시간, 16시간, 24시간 별로 생장곡선을 나

타내었다. 약물농도는 subinhibitory concentration (sub-IC)

에서 HHS와 항생제를 단일 및 병용처리 하여 측정하였다. 박

테리아는 24시간 배양된 균을 사용하였으며, 1.5 × 105 

CFU/mL 을 기준으로 하여 MHB를 10~100배씩 순차적으

로 희석한 다음, 100 μL 도말하였다. Control로써는 MHB

에 균만을 배양하였다. Colony counts는 37℃ incubator에

서 24시간의 간격을 두고 30~300 colonies를 측정하였다.

6) 세포막 투과성 (Cytoplasmic membrane permeability) 

증진제와의 병용효과

HHS와 세포막 투과성 증진제를 병용처리 하였을 때 활성

의 변화를 보기 위해 detergent인 Tris를 사용하였다.

7) 통계분석

모든 실험은 3회 이상 반복으로 이루어졌으며, 실험결과는 

각 항목에 따라 평균치±표준편차 (SEM)를 구하여 그 유의성

은 student’s t-test 분석법을 이용하여 신뢰수준 95% (p < 

0.01)에서 통계적 유의차를 평가하였다.

Ⅲ. 결   과

1. 디스크 확산법 (Disc diffusion method) 

디스크 확산 실험을 통해 HHS의 항균 효과를 측정한 결

과, ATCC 33591에 대한 HHS에서 disc zone이 나타난 것을 

확인하였다. HHS의 disc zone의 크기를 확인한 결과, ATCC 

33591에서 농도 의존적으로 disc zone이 확장되는 것을 확

인하였다 (Figure 1.).

Figure 1. Diameter of inhibition zone (mm) of HHS against 
methicillin-resistant Staphylococcus aureus (ATCC 33591).
*p < 0.05 compared to antibiotic

2. 최소억제농도 (Minimum inhibitory 

concentration, MIC) 

HHS의 최소억제농도 (MIC)를 측정한 결과, 6개의 표준균

주 및 임상균주에서의 최소억제농도는 125 ㎍/mL인 것을 확

인하였다 (Table 1.). 

3. 약물병용효과 (Fractional inhibitory 

concentration index, FICI) 

HHS와 oxacillin (OX)를 병용하여 실험한 결과, CCARM 
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3095와 DPS-2에서 시너지효과가 나타났고, CCARM 3090, 

CCARM 3102에서는 부분적인 시너지효과가 나타난 것을 확

인하였다 (Table 2.).

Strains Type
MIC (㎍/mL)

HHS OX

ATCC 33591 HA*-MRSA 125 500

CCARM 3090 HA-MRSA 125 62.5

CCARM 3095 HA-MRSA 125 500

CCARM 3102 HA-MRSA 125 500

DPS-1 HA-MRSA 125 250

DPS-2 HA-MRSA 125 1.95

Table 1. The minimum inhibitory concentrations (MIC) of HHS 
against MRSA.

 *HA, hospital-acquired; HHS, Hwangheuk-san ethanol extracts
; OX, oxacillin.

Strains agent
MIC (㎍/mL)

FIC FICI Outcome
Alone Combination

ATCC 33591
HHS 125 62.5 0.5

1
Additive 
effectOX 250 125 0.5

CCARM 3090
HHS 125 62.5 0.5

0.75
Partial 
synergyOX 62.5 15.6 0.25

CCARM 3095
HHS 125 31.25 0.25

0.375 Synergy
OX 500 62.5 0.125

CCARM 3102
HHS 125 62.5 0.5

0.75
Partial 
synergyOX 500 125 0.25

DPS-1
HHS 125 62.5 0.5

1
Additive 
effectOX 250 125 0.5

DPS-2
HHS 125 15.6 0.125

0.25 Synergy
OX 31.25 3.9 0.125

Table 2. Results of the combination of HHS and OX against MRSA.

4. Time-kill curve assay

HHS와 OX의 1/2 MIC를 단일 및 병용처리 하여 CCARM 

3095에 대한 시간에 따른 균의 생장정도를 확인한 결과, 

control (drug-free) 및 단일 처리군의 경우 균의 생장이 억

제되지 않았으나, HHS와 OX를 같이 처리하였을 때 8시간 이

후부터 균의 생장이 감소하는 경향을 보여주었다 (Figure 2.).

Figure 2. Growth curves for methicillin-resistant Staphylococcus 
aureus (MRSA) CCARM 3095 in the single or combination of 
Hwangheuk-san ethanol extract (HHS) and oxacillin (OX). *p < 
0.05 compared to antibiotic alone.

5. HHS와 막 투과성 증진제와의 병용효과

HHS와 막 투과성 증진제와의 병용처리를 통해 막 투과성 

증진이 HHS의 항균 효과에 미치는 영향을 확인하였다. 그 결

과 HHS를 단독으로 사용하였을 때보다 HHS와 막 투과성 증

진제인 Tris를 병용처리 하였을 때 항균 활성이 더욱 증진된 

것을 확인할 수 있었다 (Figure 3.).

Figure 3. Effect of the membrane-permeabilizing agent Tris on 
the susceptibility of MRSA (ATCC 33591) to HHS. The viability of 
bacteria was determined spectrophotometrically (optical density 
at 600 nm, OD600) after incubation for 24 h with 7.8 μg/mL 
HHS and 250 μg/mL Tris. The data are average of triple- 
independent experiments. *p < 0.05 compared to HHS alone.

Ⅳ. 고   찰 

MRSA의 내성을 극복하기 위해 새로운 기전 또는 구조를 

지닌 항생물질을 개발하고 칵테일 요법 등의 다양한 연구가 

이루어지고 있으며, 근래에는 천연물을 이용한 항생 후보물질

의 개발이 활발히 이루지고 있다.25,26) 

이번 연구에서는 전통 한의학처방인 黃黑散을 이용하여 내

성 균주에 대한 항균 활성과 상용 항생제와의 병용효과를 확

인하고, 후보물질로써의 가능성을 확인하고자 하였다.

黃黑散은『東醫寶鑑』에 수록된 처방으로 “治腹內癰腫”이
라 하여 뱃속에 생긴 옹종을 치료한다고 하였으며, “小腹痞堅

按之痛 身有熱 乃結熱所成 宜大黃牡丹湯, 或桃仁承氣湯, 黃黑

散”이라 하여 아랫배가 딴딴해져 누르면 아프고 몸에 열이 나는 

것은 열이 몰려서 생긴 것이므로 黃黑散을 쓴다고 하였다.13)

黃黑散에 대한 이전 연구로는 항산화 효능 및 항암 활성이 

있다고 보고되었으며, 대장균인 Escherichia coli와 위염을 

발생시키는 Helicobacter pylori에 대하여 항균 활성이 있다고 

보고되었다. 또한, AGS 위암세포에 黃黑散 추출물을 처리하

였을 때 농도 의존적으로 증식이 억제되었다고 보고되었다.27,28)

본 실험에서는 HHS의 항균 효과와 상용 항생제와의 병용

효과를 확인하고, detergent를 같이 처리하여 세포막 투과성 

증진이 HHS의 항균효과에 미치는 영향을 확인하였다. 

디스크 확산법 및 MIC를 통해 HHS의 항균 활성을 확인한 

결과, MRSA에 유효한 항균활성이 있음을 확인할 수 있었고 

(Figure 1, Table 1), β-lactam계 항생제인 oxacillin을 같

이 병용처리 하였을 때 시너지효과가 나타난다는 것을 확인할 

수 있었다 (Figure 2, Table 2). Oxacillin은 현재 사용되고 

있는 대표적인 β-lactam계 항생제로 주 기전은 세포벽 합성

에 관여하는 PBP의 활성을 저해하여 균의 세포벽 합성을 억
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제하는 약물이다. MRSA에는 PBP2a와 β-lactamase라고 

하는 두 주요 기전을 통해 β-lactam계 항생제의 활성을 떨

어뜨려, 내성을 나타나게 된다. 본 실험에서는 Oxacillin을 

단독으로 투여하였을 때에는 MRSA에 대하여 유효한 항균활

성을 보이지 않았으나, HHS와 같이 투여하였을 대에는 낮은 

농도에서도 유효한 항균활성이 나타난 것을 확인할 수 있었

다. 또한 Detergent인 Tris를 단독 또는 HHS와 같이 처리하

여 막 투과성 변화가 HHS의 항균 효과에 미치는 영향을 확인

한 결과, 균의 생장에 거의 영향을 미치지 않는 최대 농도인 

HHS 7.8 μg/mL과 Tris 250 μg/mL을 같이 병용투여 하

였을 때, 단독으로 투여하였을 때와 비교하여 유효한 생장억

제효과가 나타나는 것을 확인할 수 있었다. 이는 곧 세포막 

투과성에 영향을 주는 약물과 병용하여 사용 시 균의 생장을 

억제할 수 있다는 것을 알 수 있었다. β-lactam계 항생제의 

항균활성 기전은 세포벽 합성에 영향을 주는 것으로 이는 세

포막 투과성에도 영향을 미친다.29) HHS가 β-lactam계 항

생제인 oxacillin과 시너지효과를 보이는 것은 세포막 투과성

과 깊은 연관이 있을 것으로 사료되며, 이에 대한 기전은 더

욱더 연구가 진행되어야 할 것으로 보인다.

Ⅴ. 결   론

黃黑散 에탄올 추출물 (HHS)의 methicillin-resistant 

Staphylococcus aureus (MRSA)에 대한 항균 활성을 측정

한 결과는 다음과 같다.

1. 디스크 확산법에서 HHS가 MRSA 표준균주 ATCC 

33591에 대해 25 ㎍ 이상에서 농도 의존적인 항균 효

과를 나타냈다.

2. HHS의 MRSA 최소억제농도는 (MIC)는 125 ㎍/mL 

이었다.

3. HHS와 항생제 OX의 병용 결과, MRSA 네 균주에 대

하여 partial synergy와 synergy가 나타났다.

4. Time-kill curve assay에서 HHS는 OX와 같이 병용

처리 하였을 때, 시간에 따른 균 생장의 억제양상이 나

타났다.

5. HHS와 detergent인 Tris를 같이 사용하였을 때 항균 

활성의 상승됨이 나타났다. 

이상 실험 결과, HHS의 MRSA에 대한 유효한 항균 활성

을 확인하였으며, 기존 항생제와의 상승효과로 항생제의 농도

를 낮추어줄 수 있어 다제 내성 균주인 MRSA의 생장억제에 

효과적인 항생제 후보물질이 될 수 있음을 시사하는 바이다. 
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