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This study was conducted to investigate the potential of medicinal plants as oral health materials de-
rived from natural products. Among the extracts from 200 medicinal plants grown in Nepal, Laos, 
Mongolia, Bangladesh, Vietnam, and China, stem extracts from Diospyros malabarica (1 mg/disc) showed 
the highest antibacterial activity against Porphyromonas gingivalis ATCC33277 and Streptococcus mutans 
ATCC25175. The D. malabarica stem extracts showed antibacterial activity similar to chlorhexidine, so-
dium lauryl sulfate, and triclosan, which were used as a positive control, as well as higher anti-
bacterial activity against S. mutans ATCC25175 than P. gingivalis ATCC33277. The D. malabarica stem 
extracts showed bactericidal action (MBC, 0.4 mg/ml) against P. gingivalis ATCC33277 and bacterio-
static action against S. mutans ATCC25175. The biofilm production rate of S. mutans ATCC25175 and 
the expression of the comX gene associated to biofilm formation in the cultures treated with 0.2-1.0 
mg/ml of D. malabarica stem extracts were suppressed in a concentration-dependent manner. Based 
on the above results, it can be concluded that D. malabarica stem extracts can be used as oral health 
material derived from natural materials, as demonstrated by the bacteriostatic action and inhibition 
of biofilm formation against S. mutans ATCC25175.
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서   론

사람에게 흔히 나타나는 치아우식증(충치, dental caries)과 

치주염(periodontitis)은 감염성 세균에 의한 구강질환이다. 구

강질환을 유발하는 대표적인 감염성 세균에는 Streptococcus 

mutans, Porphyromonas gingivalis, Lactobacillus acidophilus, 

Actinomyces, Odontolyticus 등이 있다[8, 17]. Streptococcus mu-

tans는 대표적인 치아우식증 원인균으로 구강 내 바이오필름 

형성에 중요한 역할을 한다[13]. 치아우식증은 세균에 의해 치

아 표면에 바이오필름(biofilm)인 플라그(dental plaque)가 형

성되고 플라그에 상주하는 세균이 섭취된 음식물의 탄수화물

(포도당, 과당 등)을 분해하면서 유기산(젖산)을 세포외로 방

출함으로써 치아 법랑질이 탈회되어 발생한다[3]. Porphyromo-

nas gingivalis는 대표적인 치주염 원인균으로 잇몸 사이의 치

주포켓에 서식하며 잇몸조직을 이루는 콜라겐(collagen)을 분

해하는 효소를 분비하는 세균이다. 치주염은 부착조직과 치조

골의 파괴를 동반하는 질환으로 치아에 지속적으로 형성되는 

플라그가 직접적인 원인이다. 구강 바이오필름인 플라그는 수

백여 종의 미생물이 구강 내 표면 위에 부착하면서 지속적인 

상호작용을 하고, 숙주 및 외부 환경에 따라 끊임없이 변화하

며 구강 건강에 영향을 미친다[2]. 바이오필름을 형성한 세균 

집단은 치아 표면에 부착하여 다당류로 구성된 세균막을 형성

함으로써 부유성 세균에 비해 영양분 고갈, 산성도 변화, 삼투

압 증감, 온도 변화, 독성물질 등 여러가지 환경적 스트레스에 

대해 현저히 증가된 저항성을 나타낸다고 알려져 있다[10, 23, 

26, 28]. 따라서 구강질환을 효과적으로 예방하기 위해서는 구

강미생물의 바이오필름 형성을 제어할 필요가 있다. 일반적으

로 구강케어제품에는 chlorhexidine, sodium lauryl sulfate, 

triclosan 등의 항생제가 함유되어 있고 치과에서는 ampi-

cillin, erythromycin, penicillin 등의 항생제가 구강미생물의 

증식을 억제하기 위해 광범위 항생제로 사용되고 있다[15]. 그

러나 항생제는 바이오필름 내부까지 침투하여 항균작용을 나

타내기는 어렵고 chlorhexidine, sodium lauryl sulfate, triclo-

- Note -
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san, cetylpyridium chloride (CPC) 등의 합성물질과 항생제의 

지속적인 사용은 구강미생물 균총의 변화를 유발하여 항생제 

내성을 일으킬 뿐만 아니라 치아의 변색과 구토, 설사 등의 

부작용을 일으킬 수 있다[5]. 이러한 인체 및 환경 안정성과 

관련된 문제들이 대두되면서 항균력이 우수하면서도 인체 및 

환경 독성이 낮은 천연물유래 구강소재에 대한 연구가 활발히 

이루어지고 있다[1, 6, 25]. S. mutans에 대해 항균작용이 있는 

식물로는 황금, 백두옹, 후박, 일황련, 고삼, 오미자, 지의류, 

세이지, 감초, 벌집, 치커리, 꿀풀 등이 보고되었고[6, 8, 21] 

P. gingivalis에 대해 항균작용이 있는 식물로는 금잔화, 멜리

사, 조롱나무, 아르니카 몬타나, 양아욱, 상백피 등이 보고되었

다[9, 18].

인도감나무(Diospyros malabarica)는 인도, 일본, 나이지리

아, 필리핀 등지에 자생하며 아유르베다 의학에서 피부 감염 

등으로 인한 작열감, 발열, 설사, 이질, 당뇨, 요로 감염, 말라리

아에 효과가 있는 것으로 알려져 있다[12, 24]. 인도감나무에 

대한 생리활성은 인도감나무 열매의 항산화 활성, 껍질의 항

산화 활성과 anti-diarrhoea activity 등이 보고되었으며 항균

활성에 관한 연구는 미비한 실정이다[19, 22]. 

본 연구에서는 구강미생물에 대한 인도감나무 줄기 추출물

의 항균활성과 바이오필름 생성 억제 효과를 조사하여 천연물

유래 구강건강소재로써 인도감나무 줄기 추출물의 이용 가능

성을 알아보고자 한다.

재료 및 방법

사용 균주 및 추출물

구강미생물에 대한 추출물의 항균활성을 알아보기 위해 사

용된 균주는 그람음성균인 Porphyromonas gingivalis ATCC 

33277와 그람양성균인 Streptococcus mutans ATCC25175로 한

국생명공학연구원 생물자원센터(KCTC)에서 분양받아 사용

하였다. P. gingivalis ATCC33277는 tryptic soy agar hemin 

menadione 배지에 계대한 다음 37℃에서 혐기배양하였고 S. 

mutans ATCC25175는 brain-heart infusion agar (BHIA; BD, 

Franklin Lakes, USA)에 계대한 다음 37℃에서 혐기배양하였

다. 실험에 사용된 추출물은 네팔, 라오스, 몽골, 방글라데시, 

베트남, 중국 등지에 자생하는 200여 종의 약용작물에서 추출

한 메탄올 추출물이며 한국생명공학연구원 해외생물소재센

터(KRIBB, Daejeon, Korea)에서 분양받아 사용하였다.

추출물의 항균활성

구강미생물에 대한 추출물의 항균활성은 agar diffusion 

method [7]에 따라 추출물의 농도가 1 mg/disc인 paper disc 

(8 mm diameter, ADVANTEC, Tokyo, Japan)를 P. gingivalis 

ATCC33277와 S. mutans ATCC25175가 도말된 고체배지에 얹

어 배양한 다음 paper disc 주위에 나타난 clear zone의 크기를 

측정하여 조사하였다. 양성 대조구로는 구강케어제품에 사용

되고 있는 chlorhexidine (Sigma Aldrich, St. Louis, USA), so-

dium lauryl sulfate (Sigma Aldrich, St. Louis, USA), triclosan 

(Sigma Aldrich, St. Louis, USA) 등을 사용하였다.

추출물의 최소성장억제 농도(MIC)와 최소살균농도(MBC) 

측정

추출물의 최소성장억제 농도(minimal inhibitory concen-

tration, MIC)는 액체 배지 희석법을 이용하여 알아보았다[11]. 

구강미생물인 P. gingivalis ATCC33277와 S. mutans ATCC 

25175는 37℃에서 24시간 동안 혐기배양한 다음 배양액을 액

체배지에 희석하였다(O.D 600=0.4-0.6). 희석된 배양액에 0.2, 

0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 2.0 mg/ml 농도로 추출물을 처리한 다음 각각

의 배양조건에 따라 배양한 후 600 nm에서 흡광도를 측정하였

으며 각 균주의 증식이 나타나지 않는 최소 농도를 최소성장

억제농도로 정하였다. 구강미생물에 대한 추출물의 항균효과

가 살균작용에 의한 것인지 정균작용에 의한 것인지 확인하기 

위해 최소성장억제농도로 확인된 추출물 농도로부터 그 이상

의 농도에 해당하는 배양액을 고체배지에 도말하였으며 37℃

에서 24시간 동안 혐기배양한 다음 균수의 99.9%가 사멸된 

추출물의 농도를 최소살균농도(minimal bactericidal concen-

tration, MBC)로 정하였다.

추출물의 바이오필름 생성 억제

추출물이 P. gingivalis ATCC33277와 S. mutans ATCC25175

의 바이오필름 생성에 미치는 영향은 Zhou 등[29]의 방법을 

이용하여 조사하였다. 구강미생물은 고체배지에 도말하여 24

시간 동안 혐기배양한 다음 액체배지에 현탁하여(O.D 600=0.4- 

0.6) 96-wellplate에 분주하였다. 균주가 분주된 96-well plate

에 0.2-2.0 mg/ml 농도의 추출물을 처리한 다음 37℃에서 혐

기배양하면서 바이오필름 생성을 유도하였다. 96-well plate에 

형성된 바이오필름은 멸균 증류수로 2회 세척한 다음 건조한 

후 0.25% safranin으로 20분 동안 염색하였다. 바이오필름 생

성 억제능은 safranin에 염색된 바이오필름을 70% 에탄올에 

용해한 후 575 nm에서 spectrophotometer (Softmax M5, 

Molecular Devices, USA)로 흡광도를 측정하여 확인하였다. 

추출물의 바이오필름 생성 관련 유전자 발현 억제

추출물이 구강 미생물의 바이오필름 생성 관련 유전자 발현

에 미치는 영향은 Li 등[16]과 Cramton 등[4]의 방법을 이용하

여 reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)

으로 확인하였다. Total RNA는 액체배지에 현탁한(O.D 600= 

0.4-0.6) 구강미생물에 0.2-1.0 mg/ml 농도의 추출물을 처리한 

다음 37℃에서 배양한 후 배양액을 원심분리하여 얻은 pellet

으로부터 RNeasy Kit (Qiagen, Hillden, Germany)를 이용하

여 분리하였다. cDNA는 total RNA 1 ug, 5X RT buffer 8 ul 
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Fig. 1. Antimicrobial activity of methanol extract of D. malabarica 

stems against P. gingivalis ATCC33277 (A) and S. mutans 

ATCC25175 (B). 1: DMSO as a negative control, 2: meth-

anol as a negative control, 3: sodium lauryl sulfate as 

a positive control (1 mg/ml), 4: chlorhexidine as a pos-

itive control (1 mg/ml), 5: triclosan as a positive control 

(1 mg/ml), 6: methanol extracts of D. malabarica stems 

(1 mg/ml), 7: methanol extracts of D. malabarica stems 

(2 mg/ml).

Table 1. Minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) of methanol extract of D. malabarica 

stems against P. gingivalis ATCC33277 and S. mutans ATCC25175

Strains
Concentration (mg/ml) MIC

(mg/ml)

MBC

(mg/ml)0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 2.0

P. gingivalis ATCC33277

S. mutans ATCC25175

+a

+

+/-c

-

-b

-

-

-

-

-

-

-

-

-

0.4

0.2

0.4

NDd

a: growth on test medium. b: no growth on test medium. c: slow growth on test medium. d: non-detection.

(250 mM Tris-HCl, pH 8.3, 250 mM KCl, 50 mM MgCl2, 2.5 

mM spermidine, 50 mM DTT), 2.5 mM dNTP 4 ul, oligo- 

dT (100 pmol/ul) 1 ul, RNase inhibitor (4 unit/ul) 2 ul, 

M-MLV reverse transcriptase (5 unit/ul) 2 ul를 반응시켜 합

성하였다. RT-PCR은 AccuPower premixⓇ (Bioneer, Daejon, 

Korea)를 사용하여 95℃에서 5분, 94℃에서 30초, 62℃에서 2

분씩 30 cycle을 반복한 다음 72℃에서 10분 동안 수행하였고 

유전자의 발현양상은 PCR product를 1.0% agarose gel에 전

기영동하여 확인하였다. 

통계처리 

모든 실험은 5회 이상 반복실험을 수행하여 얻어진 결과이

며 실험결과의 평균값과 표준오차는 SAS (Statistical analysis 

system, USA) program을 사용하여 구하였고 Duncan’s 다중

검정법으로 p<0.05 수준에서 통계적 유의성 검정을 실시하였

다.

결과 및 고찰

인도감나무 줄기 추출물의 항균활성

네팔, 라오스, 몽골, 방글라데시, 베트남, 중국 등지에 자생

하는 200여 종의 약용작물로부터 추출한 메탄올 추출물의 P. 

gingivalis ATCC33277와 S. mutans ATCC25175에 대한 항균활

성을 측정한 결과, 200여 종의 추출물 중 인도감나무(Diospyros 

malabarica) 줄기 추출물이 P. gingivalis ATCC33277와 S. mu-

tans ATCC25175에 대해 가장 우수한 항균활성을 나타내었으

며 P. gingivalis ATCC33277에 비해 S. mutans ATCC25175에 

대한 항균활성이 우수하였다. 양성 대조구로 사용한 chlorhex-

idine, sodium lauryl sulfate와 triclosan은 시판되고 있는 구강

케어제품에서 각각 0.1%, 0.2%와 0.3%의 농도로 사용되고 있

으며 본 실험에서는 인도감나무 줄기 추출물과 chlorhexidine, 

sodium lauryl sulfate, triclosan의 항균활성을 1 mg/disc의 

농도에서 비교하였다. 그 결과 인도감나무 줄기 추출물은 S. 

mutans ATCC25175에 대해 양성대조구로 사용한 chlorhex-

idine, sodium lauryl sulfate, triclosan과 유사한 항균활성을 

나타내었다(Fig. 1). 따라서 인도감나무 줄기 메탄올 추출물은 

양성대조구인 chlorhexidine, sodium lauryl sulfate, triclosan

과 비교될 수 있는 우수한 항균활성을 가진 천연물유래 구강

건강소재로써 개발 가능성이 있다고 판단된다.

인도감나무 줄기 추출물의 최소성장억제 농도 및 최소살균

농도

P. gingivalis ATCC33277와 S. mutans ATCC25175에 대한 

항균활성이 다른 추출물에 비해 우수한 인도감나무 줄기 추출

물의 최소성장억제 농도와 최소살균농도를 측정하였다(Table 

1). 추출물은 P. gingivalis ATCC33277에 비해 S. mutans ATCC 

25175에 대해 높은 항균활성을 나타내었으며 P. gingivalis 

ATCC33277에 대한 추출물의 MIC는 0.4 mg/ml이였고 S. mu-

tans ATCC25175에 대한 추출물의 MIC는 0.2 mg/ml였다. P. 

gingivalis ATCC33277에 대한 추출물의 MIC인 0.4 mg/ml 및 

그 이상의 농도에 해당하는 배양액을 고체배지에 배양한 결과 

0.4 mg/ml 및 그 이상의 농도에서 colony를 관찰할 수 없었으

므로 P. gingivalis ATCC33277의 MBC는 0.4 mg/ml로 결정하

였다. 그러나 S. mutans ATCC25175에 대한 추출물의 MIC 인 

0.2 mg/ml 및 그 이상의 농도에 해당하는 배양액을 고체배지

에 배양한 결과 0.2 mg/ml 및 그 이상의 농도에서 모두 colony

를 관찰할 수 있었다. 따라서 인도감나무 줄기 추출물은 P. 

gingivalis ATCC33277에 대해서는 살균작용을 하고 S. mutans 
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Fig. 2. Bacterial growth and biofilm formation of S. mutans ATCC 

25175 in brain-heart infusion broth (BHIB) treated with 

methanol extracts of D. malabarica stems (0.2-2.0 mg/ml). 

Growth and biofilm formation were measured under 

anaerobic condition. All assays were performed in tripli-

cate, and mean values and standard deviations are shown.

Fig. 3. The comC and comX gene expression of S. mutans ATCC 

25175 treated with methanol extracts from D. malabarica 

stems. The concentration of extracts is as follows: lane 

1, 0 mg/ml as a control; lane 2, 0.2 mg/ml; lane 3, 0.4 

mg/ml; lane 4, 0.6 mg/ml; lane 5, 0.8 mg/ml; lane 6, 

1.0 mg/ml.

ATCC25175에 대해서는 정균작용을 하는 것으로 판단된다.

인도감나무 줄기 추출물이 바이오필름 생성에 미치는 영향

인도감나무 줄기 추출물이 P. gingivalis ATCC33277와 S. 

mutans ATCC25175의 바이오필름 형성에 미치는 영향은 

Zhou 등[29]의 방법을 이용하여 조사하였다. 바이오필름의 양

적 분석방법은 Zhou 등[29]과 Stepanovic 등[27]의 방법이 많

이 사용되고 있으나 세균 종에 따른 분석방법은 아직 정립되

지 않았기 때문에 바이오필름을 생성하는 세균 종에 따른 다

양한 분석 방법의 정립이 필요하다[4, 18]. P. gingivalis ATCC 

33277와 S. mutans ATCC25175 배양액에 추출물을 0.2, 0.4, 

0.6, 0.8, 1.0, 2.0 mg/ml 농도로 처리하였을 때, P. gingivalis 

ATCC33277 배양액에서는 바이오필름이 생성되었지만(data 

not shown) S. mutans ATCC25175에서는 바이오필름 생성이 

억제되는 것을 확인할 수 있었다. 추출물이 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 

1.0, 2.0 mg/ml 농도로 처리된 배양액에서 S. mutans ATCC 

25175의 바이오필름 생성율은 각각 87.9%, 33.5%, 31.3%, 27%, 

24.7%, 18.3%로 추출물의 농도가 높아질수록 바이오필름 생성

이 억제되는 것을 확인할 수 있었고 균주의 생육도 추출물의 

농도(0.2-0.8 mg/ml)가 높아질수록 억제되는 것을 확인할 수 

있었다(Fig. 2). 이는 식물추출물인 백질려 추출물의 농도가 

높아질수록 바이오필름 생성율이 감소한다는 백질려 추출물

이 S. mutans의 항치아우식에 미치는 영향에 관한 Lee [14] 

등의 보고와도 일치하는 결과이다. 따라서 인도감나무 줄기 

추출물은 정균작용에 의해 S. mutans의 생육을 억제할 수 있을 

뿐만 아니라 바이오필름 생성도 억제할 수 있는 천연물유래 

구강건강소재로써 개발 가능성이 있다고 판단된다. 

인도감나무 줄기 추출물이 S. mutans ATCC25175의 바이

오필름 형성 관련 유전자(comC, comX) 발현에 미치는 영향

추출물이 S. mutans의 바이오필름 형성 관련 유전자 발현에 

미치는 영향은 comC 유전자(Forward: 5‘-GACTGATGAATT 

AGAGATTATCATTGG-3’, Reverse: 5‘-TTTCCCAAAGCTT 

GTGTAAAACT-3’)와 comX 유전자(Forward: 5’-GGTTCTA 

CAATTTCACCTTTACCT-3’, Reverse: 5’-GCTGGCCGGCCC 

ACTTTTTGGGAAGGCAAAG)를 primer로 이용한 RT-PCR

로 확인하였으며 그 결과는 Fig. 3에 나타내었다. RT-PCR로 

추출물(0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 mg/ml) 농도에 따른 comC와 comX 

유전자의 발현 변화를 확인한 결과, S. mutans ATCC2 5175의 

comC 유전자 발현은 추출물의 농도에 따라 큰 변화가 없었지

만 comX 유전자 발현은 추출물의 농도가 높아질수록 감소하

는 경향을 나타내었고 1.0 mg/ml 농도의 추출물과 함께 S. 

mutans ATCC25175를 배양했을 때 추출물을 처리하지 않고 

배양한 S. mutans ATCC25175에 비해 comX 유전자 발현이 크

게 감소한 것을 확인할 수 있었다. comX 유전자는 comC, D, 

E 유전자와 함께 S. mutans의 genetic competence에 관여하는 

유전자이며 S. mutans의 genetic competence에 필수적인 quo-

rum-sensing signaling system에서 신호전달에 관여하는 유전

자이다. Li [16] 등의 보고에 의하면 quorum-sensing signaling 

system은 S. mutans의 genetic competence에 필수적이며 

comC, D, E, X 유전자 결손 돌연변이체는 비정상적인 바이오

필름을 형성한다고 보고하였다[14]. 따라서 추출물의 처리 농

도에 따라 comX 유전자의 발현이 감소하였으므로 인도감나무 

줄기 추출물은 바이오필름 생성을 억제할 수 있는 천연물유래 

구강건강소재로써 개발 가능성이 있다고 판단된다. 
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초록：인도감나무 줄기 추출물이 구강미생물의 생육과 바이오필름 생성에 미치는 영향

김혜수1․권현숙2․김철환3․이상우4․콩마니 시다래5․조수정1*

(1경남과학기술대학교 제약공학과, 2한약진흥재단, 3국립낙동강생물자원관 담수생물특성연구실, 4한국생명공학  
연구원, 5라오스 약용식물연구소)

본 연구는 천연물유래 구강건강소재로써 약용작물의 이용 가능성을 알아보기 위해 수행되었으며 네팔, 라오스, 

몽골, 방글라데시, 베트남, 중국 등지에 자생하는 200여 종의 약용작물로부터 추출한 메탄올 추출물 중 인도감나

무 줄기 추출물(1 mg/disc)이 P. gingivalis ATCC33277와 S. mutans ATCC25175에 대해 가장 우수한 항균활성을 

나타내었으며 양성대조구로 사용한 chlorhexidine, sodium lauryl sulfate, triclosan과 유사한 항균활성을 나타내

었다. 인도감나무 줄기 추출물은 P. gingivalis ATCC33277에 비해 S. mutans ATCC25175에 대해 높은 항균활성을 

나타내었으며 P. gingivalis ATCC33277에 대해서는 살균작용(MBC, 0.4 mg/ml)을, S. mutans ATCC25175에 대해

서는 정균작용을 하는 것으로 확인되었다. 인도감나무 줄기 추출물이 0.2-1.0 mg/ml 농도로 처리된 배양액에서 

S. mutans ATCC25175의 바이오필름 생성율과 바이오필름 생성관련 유전자 comX의 발현은 추출물의 농도가 높아

질수록 억제되는 것을 확인할 수 있었다. 이상의 결과를 종합하면 인도감나무 줄기 추출물은 치아우식증 원인균

인 S. mutans ATCC25175에 대한 정균작용과 바이오필름 생성 억제능이 우수하기 때문에 천연물유래 구강건강소

재로써 이용 가능성이 높을 것으로 판단된다.


