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Abstract Vibrio vulnificus, an opportunistic pathogen, causes septicaemia when raw shellfish and fish are eaten by
patients with hepatic diseases or reduced immunity. In this study, we evaluated inhibitory effects of some natural products
on V. vulnificus growth using 96-well microplate assay. We found that Phyllanthus emblica L., Rosa chinensis Jacq., Rosa
rugose Thub., and Chukrasia tabularis A. Juss. significantly inhibited V. vulnificus growth in Luria-Bertani (LB) broth.
Among these four extracts, the inhibition diameter of Chukrasia tabularis was 16.00 ± 0.58 mm in disc diffusion assay
on V. vulnificus growth. In addition, these four natural products protected HeLa cells from V. vulnificus-induced
cytotoxicity. A cocktail containing these four products showed an inhibitory effect on V. vulnificus growth in seawater and
shellfish by reducing its growth by 75.7% and 97%, respectively. These results suggest that these four natural products
are safe and effective natural antimicrobial candidates to prevent V. vulnificus infection.
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서 론

병원성 비브리오균은 Vibrio parahemolyticus, Vibrio cholera,

Vibrio vulnificus 등이 대표적이며, 그 중 V. vulnificus는 전 세계

적으로 해양 환경뿐만 아니라 어패류에도 서식하며 식품 유래 병

원성 미생물 중 가장 치사율이 높은 것으로 알려져 있다(Park 등,

2003; Randa 등, 2004). 비브리오패혈증은 과음으로 인한 간질환

환자, 당뇨병, 만성 신부전증 환자 또는 면역력이 억제된 사람이

익지않은 어패류에 서식하는 패혈증비브리오균에 의해 감염되어

결과적으로는 50%의 사망률을 갖는다고 보고되어 있다(Brauns

등, 1991; Chong 등, 1982). 이외에도 상처 부위를 통한 세균의

유입으로 인해 비브리오패혈증이 유발된다(Strom 등, 2000). V.

vulnificus는 세 가지 주요 외독소로 RTX 독소(RtxA1), hemolysin

(VvhA) 및 elastolytic protease (VvpE)를 가지고 있다(Kim 등,

2007; Miyoshi 등, 2012). RtxA1 독소는 패혈증비브리오균의 세

포 독성에서 가장 중요한 역할을 하며 칼슘 매개 미토콘드리아

기능장애를 통해 세포의 괴사를 일으키고, hemolysin인 VvhA는

세포막에 구멍을 만들어 세포사멸을 유도한다고 보고 되어있다

(Kim 등, 2008; Kim 등, 2013). 또한 metalloprotease인 VvpE는

패혈증비브리오균 감염의 병리를 담당한다고 알려져 있다(Kim

등, 2007; Miyoshi 등, 2012). 어패류를 날것으로 즐기는 우리나

라, 일본, 동남아시아에서는 비브리오균에 의한 질병이 많이 발

생하며 국내에서의 비브리오패혈증은 전남에서 1979년에 최초로

발병하였다(Chung 등, 2005).

또한, 패혈증비브리오균의 감염은 특정 범위 내에서 바닷물의

온도가 증가함에 따라 거의 선형적으로 증가하는 경향을 나타내

며, 온실가스와 에어로졸 배출에 의한 지구온난화는 잠재적으로

바닷물의 수온과 염분을 높여 패혈증비브리오균의 감염 기회를

증가 시킨다(Chu 등, 2011). 최근 보고에 따르면 비브리오패혈증

환자는 지난 3년간 151명이 발생하였으며, 그 중 56명이 사망하

여 치사율이 37%나 되었다(Jung 등, 2008). 특히 여름철 생선회

소비가 증가하는 우리나라에서는 2001년 41건, 2002년 60건, 2003

년 80건, 2004년 57건, 2005년 57건, 2006년 88건, 2007년 58건

으로 매년 비브리오패혈증 환자가 꾸준히 발생하고 있다. 오늘날

생활 수준의 향상으로 식품 위생 및 안전성이 중요시됨에 따라

미생물로부터 식품을 안전하게 보존할 수 있는 합성 물질이 사
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용되고 있다. 그러나 수족관의 소독에 사용되는 차아염소산나트

륨과 같은 염소계 소독제 또는 이산화염소와 같은 화학 합성 소

독제의 지속적인 사용은 인체에 남아 독성을 나타낼 위험성이 있

다. 그러므로 인체에 해롭지 않으며 비브리오균에 대한 강력한

살균력을 가지고 있는 안전한 천연물 소독제의 개발이 필요한 실

정이다.

Phyllanthus emblica L., Rosa chinensis Jacq., Rosa rugosa

Thunb., Chukrasia tabularis A. Juss. 총 4가지 천연물은 중국에서

자생하는 식물로 알려져 있다. 4가지 천연물에 대한 최근 연구에

따르면, Phyllanthus emblica L.는 폐 보호 효과, 항암 효과, 면역

증강, 탈모방지 등의 효능이 알려져 있으며(Jang 등, 2018; Kim

등, 2017; Ngamkitidechakul 등, 2010; Wang 등, 2017) Rosa chinensis

Jacq.는 미백 효능 및 항산화 효과가 보고되었다(Kim 2017; Luo

등, 2019). 또한 Rosa rugosa Thunb.는 항염증, 항당뇨, 스트레스

완화, 항균 효과 등이 알려져 있으며(Liu 등, 2018; Na 등, 2016;

Olech 등, 2012; Tursun 등, 2016), Chukrasia tabularis A. Juss.

는 항균, 항산화, 항염증 효능에 대해 보고되어 있다(Kaur 등,

2008; Nagalakshmi 등, 2003; Ogbole 등, 2016). 따라서 본 연구

에서는 특히 여름철 해산물의 수족관 저장으로 인해 일어나는 패

혈증비브리오균의 감염을 줄이기 위해 4가지 천연물의 항균 효

과를 평가하였다.

재료 및 방법

사용 균주의 배양 및 배지

Vibrio vulnificus (V. vulnificus)는 표준 균주인 MO6-24/O

(Reddy 등, 1992) 야생형 균주를 사용하였다. 균주는 20% glycerol

(Sigma-Aldrich, MO, USA)을 사용하여 −70oC에 보관하였으며, 균

의 배양에 사용된 배지는 Luria-bertani (LB) broth, thiosulfate cit-

rate bile salts sucrose (TCBS), Bacto agar broth로 Difco Labo-

ratories (Detroit, MI, USA)에서 구입하여 사용하였다. 사용 균주

는 LB agar plates에 배양 후 single colony를 액체 배지에 접종

하여 37oC incubator에서 4×g으로 24시간 동안 배양한 다음 새로

운 배지에 1/1,000로 접종하여 log phase 상태로 만들어 사용하였

다.

천연물 추출물의 제조

다양한 천연물의 메탄올 추출물은 IBMRC (International Bio-

logical Material Research Center, Daejeon, Korea)에서 구입하여

사용하였다. 500종 이상의 천연물 메탄올 추출물을 스크리닝 하

여 패혈증비브리오균에 대하여 항균효과가 우수한 추출물 4종을

선별하였다. 본 실험에 사용된 Phyllanthus emblica L. (PEM,

CN), Rosa chinensis Jacq. (RCM, CN), Rosa rugosa Thunb.

(RRM, CN), Chukrasia tabularis A. Juss. (CTM, CN) 추출물은

메탄올을 용매로 하여 45oC에서 3일 동안 추출하였다. 추출물을

하루에 10회씩 sonication 후 상온에 2시간 정치하는 과정을 10회

반복하였으며 무형광 솜을 이용하여 여과 후 Rotary Evaporator (N-

1000SWD, EYELA, Tokyo, Japan)를 사용하여 45oC에서 농축하였

다. 그 후 동결 건조기(Biotron corporation, Modul spin 40,

Bucheon, Korea)를 이용하여 24시간 동안 건조하였다. 4가지 추

출물은 메탄올과 인산완충식염수(DPBS, Welgene, Gyeongsan,

Korea)를 1:9의 비율로 혼합한 용매로 농도에 맞게 희석하여 사

용하였으며 실험에 사용 될 때까지 4oC에 보관하였다. 바닷물과

조개는 광주광역시 북구 우산동 시장에서 구입하여 사용하였다.

패혈증비브리오균에 대한 항균 실험

Log phase 상태의 패혈증비브리오 균주를 96-well microplates

(SPL life sciences Co., Pocheon, Korea)에 90 µL씩 접종하였다.

천연물 메탄올 추출물의 농도는 100, 200 µg/mL로 사용하였으며

, 음성대조군으로는 추출물 대신 LB broth 10 µL를 첨가하였다.

37oC incubator에서 24시간 배양 한 후, ELISA microplate reader

(ELx808, BioTek Instruments, Inc., Winooski, VT, USA)를 사용

하여 630 nm에서 흡광도(Abs)를 측정하여 아래와 같이 저해 효

과를 계산하였다.

Inhibition %=
 Abs of control−Abs of 천연물 

×100
                   Abs of control

페이퍼디스크 확산법

페이퍼디스크 확산법은 Kirby-Bauer 디스크 확산 분석을 참고

하여 확인하였다(Jo 등, 2018). 천연물의 항균 활성을 확인하기

위해 패혈증비브리오균을 37oC incubator에서 4×g으로 24시간 동

안 액체 배양한 후 LB agar plates에 100 µL를 분주하고 멸균된

면봉을 이용하여 균일하게 도말 하였다. 균이 도말된 agar plates

위에 멸균된 페이퍼디스크(직경 6 mm)를 올린 후 천연물 메탄올

추출물을 200, 400 µg/disc의 농도로 페이퍼디스크 위에 분주하여

37oC incubator에서 24시간 배양 후 억제 환의 직경을 측정하였

다. 대조군으로는 10% 에탄올(EtOH)을 사용하였다.

HeLa 세포 배양

HeLa 인간 자궁경부상피세포는 한국세포주은행(Korea Cell Line

Bank, Seoul, Korea)에서 구입하여 사용하였다. HeLa 세포는 1%

penicillin-streptomycin (Thermofisher Scientific, Waltham, MA,

USA)과 10% fetal bovine serum (FBS; Thermofisher Scientific)

을 첨가한 Dulbecco Modified Eagle’s medium (DMEM, Wel-

gene) 배지를 이용하여 5% CO2가 포함된 37oC incubator에서 배

양하였다.

세포 독성 평가

HeLa 세포를 96-well microplates에 1×104 cells/well로 분주하고

37oC에서 24시간 동안 배양하였다. 세포를 serum-free DMEM으

로 세척 한 후, 4가지 천연물 메탄올 추출물의 농도를 100, 200

µg/mL으로 24시간 동안 처리하였다. HeLa 세포에 대한 세포 독

성을 평가하기 위해 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxy-meth-

oxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium (MTS, Promega, Madi-

son, WI, USA)시약 20 µL를 처리하고 4시간 이내에 ELISA

microplate reader를 이용하여 490 nm에서 흡광도를 측정하였다

(Kim 등, 2003).

Lactate dehydrogenase (LDH) assay

HeLa 세포를 48-well microplates (SPL life sciences Co.)에

5×10⁴cells/well로 분주한 후 24시간 배양하였다. 세포를 serum-

free DMEM으로 세척하고 새로운 DMEM으로 교체한 후 4가지

천연물 메탄올 추출물을 200 µg/mL의 농도로 처리하였다. 1시간

후 multiplicity of infection (MOI) 100으로 패혈증비브리오균을 처

리하고 90분 동안 배양하였다. 젖산탈수소효소(LDH)의 방출은

CytoTox96TM non-radioactive cytotoxic assay kit (Promega)를 사

용하여 제조자의 프로토콜을 참조하여 측정하였으며 triton 처리

를 기준(100%)으로 비교하였다. 흡광도는 ELISA microplate reader

를 사용하여 490 nm에서 측정하였다.
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24시간 액체 배양한 패혈증비브리오균을 107 CFU/mL로 바닷

물과 조개에 1시간 전처리 후 각각의 수족관에 천연물 메탄올 추

출물 혼합액을 200 µg/mL로 처리한 후 37oC incubator에서 24시

간 배양 하였다. 바닷물과 조개를 각각 분쇄기로 파쇄 하고 DPBS

에 102, 103, 104, 105배 희석하여 TCBS agar plates에 100 µL씩

도말 하였다. TCBS agar plates는 37oC incubator에서 24시간 동

안 배양 후 colony 수를 세어 항균 효과를 확인하였다.

통계분석

모든 실험은 3회 반복 실시하였으며, 실험결과에 대한 통계는

Graph Pad Prism ver. 5.01 (Graph Pad Software, San Diego,

CA, USA)프로그램을 이용하여 일원배치분산분석(one-way ANOVA)

과 Tukey’s post hoc test를 실시하여 p<0.05 유의 수준에서 평균

(mean)±표준오차(standard error of the mean, SEM)으로 통계처리

하였다.

결과 및 고찰

액체 배양과 디스크 확산법을 이용한 패혈증비브리오균 성장

억제 효과

패혈증비브리오균의 성장 억제 효과는 96-well microplates를 사

용하여 확인하였다. 4가지 천연물 메탄올 추출물과 균을 24시간

처리한 후 630 nm에서 흡광도를 측정하여 항균 활성을 평가하였

다. 그 결과 PEM, RCM, RRM, CTM 추출물 모두 100, 200

µg/mL 농도에서 패혈증비브리오균의 성장을 농도 의존적으로 억

제하였다(Fig. 1). PEM, RCM, RRM, CTM은 200 µg/mL의 농도

에서 80% 이상의 억제 효과를 나타내는 것으로 보아 4가지 천

연물 메탄올 추출물 모두 항균효과가 뛰어나다는 것을 알 수 있

었다. 또한 페이퍼디스크 확산법을 이용한 항균 활성의 평가는 4

가지 천연물 메탄올 추출물을 20, 40 mg/disc의 농도로 처리한 후

24시간 동안 배양하여 억제환의 직경을 측정하였다(Fig. 2). 그 결

과 4가지 천연물 메탄올 추출물 모두 패혈증비브리오균의 성장

을 억제하였으며, 억제환의 크기는 PEM (14.33±0.67), RCM

(14.00±0.58), RRM (14.00±0.87), CTM (16.00±0.58 mm)으로 나

타났다. 특히 CTM 추출물은 40 mg/disc 농도에서 패혈증비브리

오균의 성장 억제 효과가 가장 뛰어났다(Fig. 2). 위의 결과를 종

합하여 볼 때, 4가지 천연물 메탄올 추출물은 패혈증비브리오균

에 대한 항균 활성이 우수하며, 그 중 CTM의 항균 효과가 가장

좋았다.

4가지 천연물의 MTS assay를 이용한 안전성 평가

HeLa 세포에 대한 4가지 천연물 메탄올 추출물의 안전성을 평

가하기 위해 농도별로 24시간 동안 처리한 후 MTS assay를 수

행하였다. 4가지 천연물 메탄올 추출물은 100, 200 µg/mL의 농도

에서 HeLa 세포에 대한 세포독성을 나타내지 않았다(Fig. 3). 따

Fig. 2. Antibacterial activity of natural products by disc
diffusion assay. V. vulnificus culture solution was spread on LB agar
plates and discs were placed on the plates. The natural products were
dropped and incubated in a 37oC incubator for 24 h. Then, the
diameter of the clear zone including the disc was measured. A:
Phyllanthus emblica L., B: Rosa chinensis Jacq., C: Rosa rugosa
Thunb., D: Chukrasia tabularis A. Juss.; (1): 40 mg/disc, (2): 20 mg/
disc (3): EtOH (10%) Not detected1); Values are mean±SEM.

Fig. 3. Safety test of natural products to HeLa cells by MTS

assay. HeLa cells were cultured in 48-well microplates overnight
and washed with serum-free DMEM. The cells were treated with
natural products at final concentrations of 100, 200 µg/mL for 24 h
and further incubated with MTS in 37oC incubator for 4 h.
Absorbance was measured by ELISA reader at 490 nm. A:
Phyllanthus emblica L. B: Rosa chinensis Jacq. C: Rosa rugosa
Thunb. D: Chukrasia tabularis A. Juss.

Fig. 1. Effects of natural products on V. vulnificus growth by
microplate dilution assay. V. vulnificus was treated with natural
product in 96-well microplates and then incubated for 24 h.
Absorbance was measured by ELISA reader at 490 nm. ***p<0.001
compared with untreated group. A: Phyllanthus emblica L. B: Rosa
chinensis Jacq. C: Rosa rugosa Thunb. D: Chukrasia tabularis A.
Juss.
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라서 세포 독성을 나타내지 않으며 200 µg/mL의 농도에서 천연

물 메탄올 추출물들이 뛰어난 항균 효과를 나타낸 결과를 종합

하여 LDH assay를 위한 천연물의 농도를 200 µg/mL으로 설정하

여 실험을 수행하였다.

LDH assay를 이용한 패혈증비브리오균의 세포막 손상에 대

한 4가지 천연물의 억제 효과

패혈증비브리오균의 세포막 손상에 대한 4가지 천연물 메탄올

추출물의 억제효과를 확인하기 위해 LDH assay를 수행하였다.

HeLa 세포에 패혈증비브리오균을 처리한 경우 균이 분비한 RTX

독소에 의해 HeLa 세포의 세포막이 손상되거나 세포 사멸 결과

LDH가 배양 배지로 방출되었다. 그러나 4가지 천연물 메탄올 추

출물을 각각 전처리 한 결과 200 µg/mL의 농도에서 PEM (59.73%),

RCM (42.97%), RRM (50.43%), CTM (62.52%)로 LDH의 방출

을 억제하는 효과를 나타내었다(Fig. 4). 이와 같은 결과에 따라

4가지 천연물 메탄올 추출물은 패혈증비브리오균의 HeLa 세포에

대한 세포막 손상을 현저하게 억제하는 것을 확인할 수 있었다.

4가지 천연물의 바닷물과 조개에서의 패혈증비브리오균 성장에

대한 억제 효과

위의 실험 결과를 종합하여 볼 때, 4가지 천연물 메탄올 추출

물은 모두 패혈증비브리오균에 대한 항균 활성 및 균의 세포막

손상에 대한 억제효과가 우수하였다. 이를 바탕으로 바닷물과 조

개에 패혈증비브리오균을 감염시킨 수족관 모델에서 4가지 천연

물 메탄올 추출물 혼합액의 항균 효능을 평가하였다. 바닷물과

조개에 패혈증비브리오균을 1시간 전처리 후, 추출물 혼합액을

200 µg/mL 농도로 처리하여 24시간 배양하였다. 바닷물과 조개를

각각 파쇄 후 TCBS agar plates에 100 µL씩 도말 하고 배양 한

다음 colony를 세어 균의 수를 확인하였다. 바닷물과 조개를 100

배 희석하여 도말 한 plates에서 추출물 혼합액을 처리하지 않은

바닷물은 평균 33개, 조개는 445개의 colony가 확인되었다. 추출

물 혼합액을 처리한 결과, 바닷물과 조개에서는 8.33개, 25개의

colony가 생성되었다. 그 결과 바닷물에서 colony 감소율은 75.7%,

조개에서는 97%로 뚜렷한 억제효과가 확인되었다(Fig. 5). 4가지

추출물 중 PEM 속에 포함된 단일 성분인 제아틴과 갈릭산, RRM

속 벤질 알콜 및 페놀성 화합물, CTM에 포함된 사포닌 계열 성

분인 트리테르페노이드 및 정유에서 항균 활성이 보고 되었다

(Jang 등, 2018; Kaur 등, 2008; Kim 등, 2017; Liu 등, 2018;

Na 등, 2016; Ngamkitidechakul 등, 2010; Ogbole 등, 2016). 그

러나 RCM은 단일 성분에 대한 항균 활성이 보고된 것이 없었

다. 따라서 본 연구에서 사용된 천연물 추출물 혼합액은 바닷물

과 조개에서 패혈증비브리오균의 성장을 억제하였으며, 이상의

결과는 여름철 바닷물과 해산물에서 생존하는 패혈증비브리오균

에 대한 천연 소독제로의 응용 가능성을 시사한다.

Fig. 4. Effects of natural products on V. vulnificus-induced

cytotoxicity to HeLa cells by LDH assay. HeLa cells cultured in
48-well microplates overnight were washed with serum-free
DMEM. Natural products (10 µL) were pretreated for 1 h and then
were infected with V. vulnificus at an MOI of 100. After 90 min, the
supernatants were assayed as a cytotoxicity parameter. The
absorbance was measured with ELISA reader at 490 nm. The
maximum amount of releasable LDH enzyme activity (100%) was
determined by lysing the cells with 0.1% of triton. A: Phyllanthus
emblica L. B: Rosa chinensis Jacq. C: Rosa rugosa Thunb. D:
Chukrasia tabularis A. Juss. +++p<0.001, *p<0.05, ***p<0.001
compared with a triton-treated group.

Fig. 5. Effects of natural products on V. vulnificus growth in seawater and shellfish. Shellfishes were placed in aquarium with seawater and
V. vulnificus was injected with 107 CFU/mL. After 1 h, a mixed cocktail of the 4 natural products (200 µg/mL) was added to each aquarium,
followed by incubation at 37oC for 24 h.
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요 약

본 연구에서는 패혈증비브리오균에 대한 PEM, RCM, RRM과

CTM 메탄올 추출물의 항균 활성을 평가하였다. 96-well micro-

plates를 사용한 액체 배양법 실험 결과 4가지 천연물은 200 µg/

mL 농도에서 80%이상의 항균 효과를 나타내었다. 또한 페이퍼

디스크 확산법을 사용하여 항균 활성을 평가한 결과 4가지 천연

물은 20, 40 mg/disc의 농도에서 농도 의존적으로 패혈증비브리오

균의 성장을 억제하였다. 다음으로 4가지 천연물의 안전성을 평

가하기 위해 MTS assay를 통해 HeLa 세포에 대한 독성을 확인

한 결과 100, 200 µg/mL의 농도에서 세포 독성을 나타내지 않았

다. 또한 LDH assay를 사용하여 패혈증비브리오균의 HeLa 세포

에 대한 세포막 손상 억제 효과를 평가한 결과 PEM, RCM,

RRM과 CTM 메탄올 추출물은 200 µg/mL 농도에서 세포막 손상

억제 효과를 나타내었다. 다음으로 바닷물과 조개를 사용한 수족

관 모델에서 4가지 천연물의 메탄올 추출물 혼합액 200 µg/mL

농도는 colony 생성을 현저하게 감소시켜 패혈증비브리오균의 증

식을 억제 하는 결과를 나타내었다. 이와 같은 결과를 통해 4가

지 천연물의 메탄올 추출물은 바닷물과 해산물에 존재하는 패혈

증비브리오균에 대해 뛰어난 항균효과를 나타내면서 인체에는 무

해한 천연소독제로 응용할 수 있을 것으로 판단된다.
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