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서 론

식물 공생 미생물(endophytes)은 기주 식물에 잠시 또는

오랜 기간 서식하면서 눈에 띄는 어떤 증상이나 해를 입히

지 않는 세균, 곰팡이 등을 말한다[1]. 이러한 공생 미생물은

기주 식물뿐 아니라 외부 환경과 끊임없이 상호 작용하며 식

물의 생장 촉진, 병원성 균에 대한 대항 작용, 면역력 증진,

대사체 생성 등의 역할을 한다[2−6]. 또한 농작물 생산량 증

대, Taxol과 같은 약리 성분 생산, 피부 미생물을 조절하는

기능 등이 확인되어 다양한 산업적 활용 가능성이 제시되고

있다[7−9].

Panax ginseng C. A. Meyer (P. ginseng)는 수 세기 전부터

동북아시아와 유럽 등지에서 약용 식물로 사용되어 왔다. 현

대에는 많은 연구 그룹이 면역력 향상, 심혈관 질환, 광노화 방

지 및 콜라젠 합성 등과 같은 효능을 확인하였으며 이러한 효

능의 주요 약리 성분이 진세노사이드임이 규명되었다[10−14].

진세노사이드는 구조에 따라 고분자 진세노사이드와 저분자

진세노사이드로 나뉜다. 3개 이상의 당(β-D-glucopyranosyl,

α-L-arabinopyranosyl, α-L-rhamnopyranosyl)이 결합된 구조

를 고분자 진세노사이드라 하며 2개 이하의 당이 결합된 구

조는 저분자 진세노사이드라 한다. 고분자 진세노사이드에

는 Rb1, Rb2, Rc, Rb3, Re, Ro, Rd가 있으며 저분자 진세노

사이드에는 Rg4, Rg6, Rk1, Rg5, Rk3, Rh4 등이 있다. 고분

자 진세노사이드는 P. ginseng 내 높은 함량을 차지하고 있

으나 큰 분자량으로 인해 생체 이용률이 낮은 반면, 저분자

진세노사이드는 함량이 낮지만 생체 이용률이 높다고 알려
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져 있다[15]. 저분자 진세노사이드 함량을 높이기 위해 산,

열, 효소 및 미생물 등 다양한 전환 방법이 보고되고 있다[16].

귀한 약용 식물이자 재배가 어려운 P. ginseng에 대한 관

심은 공생 미생물 연구로까지 확대되어 수행되고 있다. 그

결과, P. ginseng의 공생 미생물인 Bacillus, Pseudomonas

등이 식물 생장 호르몬을 분비하고 질소 고정화, 인산 가용

화를 수행하여 생장을 도울 뿐 아니라 저분자 진세노사이드

로 전환하거나 직접 진세노사이드를 생성하는 등의 기능이

확인되었다[17−20].

피부는 신체에서 가장 큰 기관이자 외부 환경으로부터 보

호 역할을 하는 방어 기관이다. 피부의 노화는 기능적 가치

뿐 아니라 심미적 가치를 떨어트리며 유전, UV, 외부 오염,

미토콘드리아 기능 저하 등 내부 및 외부의 복합적 요인에

의해 발생한다. 이 중 미토콘드리아 기능 저하는 미토콘드리

아의 주요 역할인 ATP 에너지 합성, autophagy, 산화 스트

레스 조절, 세포 성장 조절 등의 기능 수행을 어렵게 해 노

화를 가속화하고 다양한 질환 발병을 야기한다. 이에 많은

연구 그룹이 미토콘드리아의 기능 촉진 및 기능 회복을 통

한 항노화 연구를 수행하고 있으며 P. ginseng 및 진세노사

이드 등 다양한 천연 소재가 주목받고 있다[21−23].

본 연구에서는 기존에 산양삼과 인삼 위주였던 P. ginseng

의 공생 미생물 연구를 최초로 산삼으로 수행하였다. 산삼의

공생 미생물 중 하나인 Weizmannia ginsengihumi LGHNH

(W. ginsengihumi LGHNH)를 분리 및 동정하고 식물 생장

촉진능, 진세노사이드 생성능, 전환능을 확인하였다. 또한 산

삼 공생 미생물 W. ginsengihumi LGHNH의 산업적 활용

가능성을 탐색하기 위해 배양물을 제조하여 세포 내 미토콘

드리아 기능 저하 억제능을 확인하여 항노화 관련 생물 자

원으로 제시하고자 하였다.

재료 및 방법

산삼 공생 미생물 분리

30년근 이상으로 추정되는 산삼은 한국산삼중앙회(Korea)

로부터 구매하였다. 산삼을 물로 세척한 후 표면 살균을 위

해 70% (v/v) ethyl alcohol에 2분 침지, 2.5% (v/v) sodium

hypochlorite에 5분 침지, 멸균 수 헹굼 과정을 3회 반복하

였다[24]. 표면 살균 여부를 확인하기 위해 마지막에 사용한

멸균수 200 µl를 Tryptic soy agar (TSA, Difco, USA) 배지

에 도말하여 30℃에서 72시간 배양하였다. 멸균한 면도날로

세척한 산삼을 잘게 자른 후 인산 완충 식염수에 10-1−10-3

수준으로 희석하여 Reasoner’s 2A agar (R2A, Difco) 배지

와 TSA 배지에 도말하여 35℃에서 72시간 배양하였다[25].

배양된 공생 미생물은 자란 형태와 색깔로 구분하여 계대 배

양을 통해 순수 분리하였다. 

균주 동정 및 배양물 제조

순수 분리한 균주의 동정은 ㈜바이오닉스(Korea)에 의뢰

하여 16S rRNA 유전자 염기 서열 분석을 통해 확인하였다. 염

색체 DNA 추출을 위해 Chelex 100 resin (Bio-Rad, USA)

을 사용하여 95℃에 10분 동안 boiling하였다. 동정을 위해

사용한 프라이머는 27F (5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3')

와 1492R (5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3')이며 분리 균

주의 유전자 증폭을 위해 PCR을 수행하였다. PCR 조건은

94℃, 5분 동안 초기 변성 반응 후 94℃ 변성 단계 20초, 50℃

결합 단계 20초, 72℃ 합성 단계 1분 30초를 25 cycles로 반

복하였고 최종 합성 단계는 72℃에서 3분 동안 수행하였다.

생성된 PCR product는 BigDye Terminator v3.1 cycle

sequencing kit (Applied Biosystem, USA)를 사용하여

ABI3730XL DNA analyzer (Applied Biosystem)를 통해

시퀀싱 분석 후, 확보한 결과는 BLAST를 이용하여 유사한

염기서열을 검색하였다. 그 결과, 분리 균주는 Bacillus

ginsengihumi strain Gsoil 114 (NR_041378.1)와 97.08%

의 상동성을 나타내었다. 이에 분리한 균주를 B. ginsengihumi

LGHNH으로 명명하여 한국생명공학연구원(Korea Research

Institute of Bioscience and Biotechnology, KRIBB) 산하

의 생물자원센터(Korea Collection for Type Cultures,

KCTC)에 기탁하여 기탁 번호 KCTC 14462BP를 부여받았

다. 분리 균주는 동정, 기탁 과정 중에 Bacillus ginsengihumi에

서 Weizmannia ginsengihumi로 학명이 변경되었으며 이에

본 논문에서는 W. ginsengihumi LGHNH로 변경된 명칭을

기준으로 작성하였다[26]. 생장을 위한 배지 내 탄소원으로

dextrose (Difco, USA), 질소원으로 yeast extract (Difco)를

적당량 넣어준 후, 30℃에서 24−48시간 동안 배양하였다. 배

양이 끝난 후, 원심분리, 여과 과정 등을 거쳐 W. ginsengihumi

LGHNH의 배양물(W. ginsengihumi LGHNH Cultured

Product, WCP)을 제조하였다.

식물 생장 촉진 호르몬(Indole-3-Acetic Acid, IAA) 생성

능 확인

공생 미생물의 IAA 생성능은 Brick 등(1991)의 방법에 따

라 2.5 mM L-tryptophan이 첨가된 배지에 산삼 공생 미생

물을 30℃에서 배양하여 확인하였다. 각각 1일, 3일, 5일에

획득한 배양액은 원심 분리(6,603 RCF, 10분)를 통해 얻은

상층액 100 µl을 Salkowski’s reagent (0.5 M ferric

chloride of 35% (v/v) perchloric acid)와 동량 넣어 반응시

킨 후, 암실에서 30분 동안 발색하였다. Epoch Microplate

Spectrophotometer (Biotek Industries, USA)를 이용하여

실온에서 550 nm에서 흡광도를 측정한 후, 측정한 값을 IAA

standard (Sigma-Aldrich, USA)와 비교하여 산삼 공생 미생

물에 대한 IAA의 농도를 계산하였다[27].
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진세노사이드 전환능과 생성능 확인
진세노사이드 전환능 확인을 위해 분말 형태의 산양삼 추

출물 10% (w/v)가 포함된 TSB 배지를 이용하여 배양 전, 후

의 진세노사이드 함량 변화를 분석하였다. 0.22 μm 멤브레

인 필터(PVDF, Millipore membrane filters, Sigma-Aldrich)

로 여과한 산양삼 추출물 배지에 전배양된 균 액을 동량 넣

어준 후 30℃, 150 ×g으로 14일 동안 교반 배양하였다. 

분리한 공생 미생물의 진세노사이드 생성능을 확인하기 위

해 Yan 등(2019)의 배양 방법과 동일하게 수행하였다[17].

사용한 배지 내 성분 중 sodium acetate는 진세노사이드 생

성을 위한 전구체로 첨가하였으며, 배지 구성 성분은 다음과

같다. Sodium acetate 5.0 g/l, ammonium chloride 0.5 g/l,

potassium phosphate dibasic 1.0 g/l, potassium phosphate

monobasic 0.5 g/l, magnesium sulfate 0.25 g/l, yeast extract

1.0 g/l. 멸균된 배지 150 ml에 분리 균주를 접종한 후 30℃,

150 ×g으로 7일 동안 교반 배양하였다. 각 실험에서 확보한

배양액은 원심 분리(6,603 RCF, 10분)를 통해 얻은 상층액

을 수포화부탄올 3회 반복 분획하고 감압 농축한 후 HPLC

용 methanol에 용해시킨 후 0.45 μm 멤브레인 필터(PVDF,

Millipore membrane filters, Sigma-Aldrich)로 여과하여 분

석 시료를 제조하였다.

진세노사이드 분석
진세노사이드 함량 분석은 ㈜피켐코리아(Korea)에 의뢰하

여 확인하였다. Electro Spray Ionization (ESI)가 장착된

LC-MS/MS (Acquity TQ detector, Waters, USA)를 이용해

Acquity UPLC BEH C18 (2.1 mm × 100 mm, 1.7 μm,

Waters) 컬럼으로 수행하였으며 이동상 용매 A는 0.1% (v/v)

formic acid, 용매 B는 acetonitrile으로 설정하여 0−0.1 min,

80% A; 0.1−2 min 68% A; 2−7 min 67% A; 7−20 min

48% A; 20−23 min 47% A; 23−26 min 20% A; 26−26.9 min

100% B; 26.9−30 min 80% A의 조건에서 분석하였다. 이동

상의 유속은 0.3 ml/min이며 시료는 2 μl 주입하였다. 분석

성분의 이온화법으로 사용한 ESI는 positive & negative ion

mode로 사용하였으며 capillary voltage 3.3 kV, source 온

도 120℃, desolvation 온도 300℃, desolvation gas flow

600 l/h, cone gas flow 50 l/h의 조건으로 수행하였다. 정량

화를 위해 multiple reaction monitoring (MRM) 방법을 사

용하였으며 모든 데이터는 MassLynx software (Milford,

USA)에 의해 수집 및 분석되었다.

In vitro 세포 모델에서의 UV 노출
사람의 각질형성세포주인 HaCaT 세포 (Human keratinocyte)

를 10% (v/v) FBS (Gibco), 1% (v/v) penicillin-streptomycin,

0.01 mM calcium chloride를 첨가한 DMEM 배지(Gibco,

USA)를 사용하여 37℃, 5% (v/v) CO2 조건의 세포 배양기에

서 배양하였다. HaCaT 세포를 96 well plate (BD Falcon,

USA)에 104 cells/well 농도로 분주 및 배양한 후, UV 조사

를 위해 배지를 제거하고 PBS 50 μl를 넣어 준 상태에서

Bio-Sun UV 조사기(Vilber Lourmat, France)로 312 nm의

파장에서 UVB를 50 mJ/cm2의 세기로 조사하였다. 해당 UV

조사기는 UVA, UVB의 선택적 조사 및 조사 세기를 선택 할

수 있는 기기이다. UVB 조사 직후에 FBS를 포함하지 않은

배지에 WCP를 농도 별로 포함하여 교체하고 24시간 동안

배양 한 후 조건에 맞게 각 분석을 수행하였다.

세포 생존율 확인
WCP가 세포 생존에 끼치는 영향을 확인하기 위하여 농도

별 세포 생존율을 확인하였다. HaCaT 세포를 10% (v/v)

FBS, 1% (v/v) penicillin-streptomycin, 0.01 mM calcium

chloride가 함유된 DMEM 배지를 사용하여 37℃, 5% (v/v)

CO2 조건에서 배양하였다. HaCaT 세포를 96 well plate에

104 cells/well 농도로 분주 및 배양한 후, UVB자극을 주기

위해 50 mJ/cm2의 UVB를 1회 조사하였다. FBS가 첨가되

지 않은 DMEM에 WCP를 농도 별로 처리하여 24시간 동안

배양 후 Cell Counting Kit-8 (CCK-8, Donjido, Japan)을

이용하여 측정하였다.

미토콘드리아 막전위(Mitochondrial membrane potential,
Δψm) 측정

WCP를 처리한 미토콘드리아 막전위(ΔΨm)를 측정하기

위해 HaCaT 세포를 96 well black-clear bottom plate

(Corning, USA)에 104 cells/well 농도로 분주하고 37℃,

5% (v/v) CO2 조건에서 overnight 배양하였다. UVB 자극 조

건에는 50 mJ/cm2의 UVB를 1회 조사하였다. 세포 생존율

에 영향을 끼치지 않은 WCP의 실험 농도 중 최솟값과 최댓

값인 0.001% (v/v)와 0.01% (v/v)를 선정하여 FBS가 첨가되

지 않은 DMEM에 처리하여 24시간 동안 추가 배양하였다.

배양 종료 후 1 µM JC-1 시약(JC-1 Mitochondrial Membrane

Potential Assay Kit, Abcam, USA)으로 염색 후 Victor 3

Plate Reader (Perkin Elmer, USA)를 이용하여 JC-1

aggregate 및 monomer의 형광 강도 수치를 측정하고,

aggregate/monomer의 비율로 상대적 미토콘드리아 막전위

를 나타내었다. 형광 이미지는 EVOSTM FL Auto2 Imaging

system (Thermo Fisher Scientific, USA) 을 이용하여 촬영

하였다. JC-1 aggregate와 monomer의 형광 강도는 각각

590 nm (535 nm excitation) 및 530 nm (475 nm excitation)

조건에서 측정하였다.
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미토콘드리아 ATP 합성량 측정

WCP를 처리한 미토콘드리아 내 ATP 합성량을 측정하기

위해 HaCaT 세포를 미토콘드리아 막전위 측정 실험과 동일

한 방법으로 배양하였다. UVB 자극 조건에는 50 mJ/cm2의

UVB를 1회 조사하였다. FBS가 첨가되지 않은 DMEM에

WCP를 0.001% (v/v)와 0.01% (v/v)를 처리하여 24시간 동안

추가 배양하고 CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability

Assay (Promega, USA)를 이용하여 ATP 합성량을 측정하였다.

통계 처리

본 연구에서 실험은 3회 이상 반복하였고 실험군 간의 통

계적 유의성 검증은 one-tailed, unpaired student’s t-test로

시행하였다. 결과값은 mean ± standard deviation (S.D.)으

로 나타내었다. p 값이 0.05 이하일 경우 * 또는 #, 0.01 이

하일 경우 ** 또는 ##, 0.001 이하일 경우 *** 또는 ###으로

통계적 유의성을 표시하였다. 

결과 및 고찰 

산삼 공생 미생물 W. ginsengihumi LGHNH의 IAA 생성능

분리한 미생물의 tryptophan 무첨가 조건에서 IAA 생성

량을 측정하여 식물 생장 촉진 호르몬의 분비 여부를 확인

한 결과, 분리 미생물은 1일 차에 1.38 ± 0.08 µg/ml, 3일 차

에 1.66 ± 0.04 µg/ml, 5일 차에 2.22 ± 0.15 µg/ml IAA를

생성하였다. 일차 별 통계적 유의차는 없었다(Fig. 1).

Vendan 등(2010)이 연구한 인삼 줄기 공생 미생물의 경우,

미검출 또는 13.93 µg/ml의 IAA 생성양이 확인되었으며,

Um 등(2014)이 연구한 인삼 종자 공생 미생물 또한 미검출

또는 1.09 µg/ml의 IAA를 생성한다고 보고된 바 있다[28,

29]. 이러한 결과와 비교하였을 때, W. ginsengihumi

LGHNH은 미량의 IAA를 생성하는 것으로 확인하였으며 식

물 생장 촉진 호르몬인 IAA 생성을 통해 생장, 뿌리 신장, 꽃

과 열매의 발달 등의 촉진을 도울 것으로 기대된다[30].

산삼 공생미생물 W. ginsengihumi LGHNH의 진세노사이

드 전환능과 생성능

W. ginsengihumi LGHNH를 접종한 산양삼 추출물의 진

세노사이드 변화를 측정한 결과, 고분자 진세노사이드는 감

소한 반면, 저분자 진세노사이드는 증가하였다. 10% (w/v)

산양삼 추출물 내의 발효에 따른 진세노사이드 함량 변화는

Table 1과 같다. 3개 이상의 당이 결합한 고분자 진세노사이

드인 Rb1, Rb2, Rc, Rb3, Re, Ro, Rd 등은 함량이 감소한

반면 2개 이하의 당이 결합한 저분자 진세노사이드인 Rg2(R),

Fig. 1. Concentration of indole-3-acetic acid (IAA) produced
by W. ginsengihumi LGHNH. The concentrations of IAA pro-
duced were estimated according to a standard curve using pure
IAA (Sigma-Aldrich). Each column represents mean ± S.D. (n = 3).
There were no significant (NS) difference among samples. 

Table 1. Contents change of ginsenoside by W. ginsengihumi
LGHNH.

Ginsenoside
Unfermented

(mg/kg)
Fermented

(mg/kg)
Rb1 3293.27 ± 695.25 2865.47 ± 551.01
Rb2 * 1546.73 ± 288.74 1279.33 ± 337.32
Rc 1832.60 ± 279.22 1552.40 ± 429.01
Rb3 452.99 ± 153.12 299.83 ±138.92
Re 2459.53 ± 259.83 1962.93 ± 170.50
Ro 3012.40 ± 1266.75 2297.67 ± 1164.45
Gyp17 95.23 ± 0.52 77.02 ± 3.30
Rd * 567.21 ± 78.97 455.53 ± 66.16
Rf * 624.59 ±61.03 488.62 ± 65.20
Rg2(S) 142.24 ± 5.45 126.77 ± 6.66
Rg2(R) 0.35 ± 0.03 0.99 ± 0.33
Rg4 0.69 ± 0.18 1.38 ± 0.67
Rg6 2.31 ± 0.35 6.34 ± 3.11
C-Mc1 28.07 ± 3.56 22.29 ± 3.22
C-MX1 1.77 ± 0.44 1.49 ± 0.24
F2 11.68 ± 1.84 9.41± 0.98
Rg3(S) 5.85 ± 0.49 8.79 ± 2.76
Rg3(R) 0.51 ± 0.08 2.65 ± 1.48
C-Mc 0.55 ± 0.04 041 ± 0.05
Rk1 1.01 ± 0.27 2.27 ± 1.19
Rg5 1.40 ± 0.29 4.08 ± 1.99
Rh1(S) 3.55 ± 0.44 3.22 ± 0.69
Rh1(R) 0.82 ± 0.29 1.34 ± 0.25
F1 1.38 ± 0.20 1.17 ± 0.08
Rk3 0.33 ± 0.08 1.07 ± 0.58
Rh4 1.58 ± 0.28 11.45 ± 6.53

All values are mean ± S.D. (n=3). *, p < 0.05 compared to the
unfermented. 
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Rg4, Rg6, Rg3(S), Rg3(R), Rk1, Rg5, Rh1(R), Rk3, Rh4

등이 증가함을 확인하였다. 고분자, 저분자 진세노사이드 모

두 항산화, 피부 광노화 방지, 상처 회복, 항염, 미백, 콜라젠

합성 등 다양한 피부 효능이 알려져 있지만 고분자 진세노

사이드의 경우, 큰 분자 크기로 인해 피부 흡수율, 장 내 이

용률이 낮다는 한계가 있다[31−37]. 또한 저분자 진세노사이

드의 종류는 다양한 반면, 전체 진세노사이드 함량의 30%에

그친다[38]. 이에 W. ginsengihumi LGHNH를 활용해 피부

흡수율이 높고 희소한 저분자 진세노사이드의 생산이 가능

할 것으로 판단된다.

W. ginsengihumi LGHNH의 진세노사이드 생성능을 확인

하기 위해 전환능과 동일한 진세노사이드 종류에 대해 분석

한 결과, 모두 검출되지 않았다. W. ginsengihumi LGHNH

는 진세노사이드 생성능이 없는 것으로 확인되었다.

W. ginsengihumi LGHNH 배양물(WCP)의 세포 생존율 측정

WCP를 0.001−0.05% (v/v) 범위의 농도로 HaCaT 세포에

24시간 동안 처리한 결과, 0.05% (v/v) 미만의 농도 구간에

서 세포 생존율에 영향을 미치지 않았다. 0.05% (v/v) WCP

처리 시, 미조사군 대비 109.8%의 세포 생존율을 보였고 이

는 통계적으로 유의차가 있어 0.05% (v/v) 이상의 농도에서

는 WCP에 의한 세포 생존율 증가를 예측해볼 수 있다(Fig.

2A). 또한 UVB 50 mJ/cm2 조사가 세포 생존율에 영향을 끼

치는지 실험한 결과, 미조사군 대비 세포 생존율은 102.8%

이며 통계적 유의차가 없어 영향을 끼치지 않음을 확인하였

다. 동일 조건의 UVB 조사 후 WCP를 0.001−0.05% (v/v) 범

위의 농도로 24시간 동안 처리한 결과, 0.05% (v/v)를 제외

한 나머지 농도에서 UVB 미조사군과 비교해 유의미한 차이

가 없는 세포 생존율을 확인하였다. 0.05% (v/v) 농도에서는

세포 생존율이 통계적으로 유의하게 증가하는 것을 확인하

였다(Fig. 2B). 이를 통해 세포의 독성 및 활성 등 생존에 직

접적인 영향을 주지 않지만 세포 내 미토콘드리아 기능 저

하와 회복을 확인할 수 있는 UVB 조사량 및 WCP 농도를 선

정하였다. 

W. ginsengihumi LGHNH 배양물(WCP)의 UVB에 의한 미
토콘드리아 기능 저하 억제능

WCP 0.001% (v/v)와 0.01% (v/v)가 UVB 조건 하에 미토

코드리아 기능 회복을 실험한 결과, 상대적 막전위 및 ATP

생합성량 저하를 막아 미토콘드리아 기능 저하 억제능이 있

음을 확인하였다. UVB는 피부 세포에 자극 시 hydrogen

peroxide, superoxide, hydroxyl radical과 같은 활성 산소

종(Reactive Oxygen Species, ROS)을 생성한다. 적당한

ROS는 세포 간 신호 전달 체계에서 메신저 역할을 함으로

써 세포 내 항상성을 유지하는 데 도움이 되지만 그 이상으

로 증가한 ROS는 피부 노화의 주요 원인으로 세포 소기관

및 세포막 등에 손상을 입힌다[39]. 더욱이 과도한 ROS는 미

토콘드리아 구조 변화나 막전위 감소 등의 손상을 주게 되

는데 이는 apoptosis의 초기 신호로 미토콘드리아 기능 저하

를 발생시킨다[40]. JC-1-Mitochondrial Membrane Potential

Assay Kit 내의 JC-1은 세포 투과성 염료로 막전위의 변화

를 측정에 사용되며 낮은 막전위 상태에서 JC-1은 Green

fluorescence를 띄는 monomer 형태로 주로 존재한다. 반면

에 높은 막전위에서 JC-1은 선택적으로 미토콘드리아 막을

투과하여 aggregates 형태로 Red fluorescence를 띄는데,

Red/Green 비율로 미토콘드리아의 상대적 막전위를 나타낼

수 있다. UVB를 조사하지 않을 때 1.17이었던 Red/Green 비

율은 UVB 조사로 Green fluorescence는 증가, Red

fluorescence는 감소하여 0.46의 비율을 나타내었다(Fig. 3A).

UVB 50 mJ/cm2 조사 후 WCP를 0.001% (v/v)와 0.01% (v/v)

처리한 군에서는 Red/Green 비율이 각각 0.67, 0.68로 UVB

조사 후 무처리 대조군에 비해 미토콘드리아의 상대적 막전

Fig. 2. Cell viability of W. ginsengihumi LGHNH cultured
product (WCP) in HaCaT cells. (A) Cell viability was measured
with CCK-8 assay after treated with various concentrations of
WCP (0.001, 0.005, 0.01 and 0.05% (v/v)) for 24 h. (B) Cells were
irradiated with 50 mJ/cm2 UVB before treatment of WCP. After
UVB irradiation, various concentrations of WCP were treated for
24 h. Data represent mean ± S.D. (n = 3). #, p < 0.05 compared to
non-treated control and *, p < 0.05 compared to UVB-treated
control. 
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위가 높아짐을 확인하였고 WCP가 UVB에 의한 미토콘드리

아 기능 저하를 억제 할 수 있음을 확인하였다(Fig. 3B).

WCP의 UVB에 의한 미토콘드리아 기능 저하 억제 효능

을 추가로 확인하기 위해 미토콘드리아에 의해 생성되는 ATP

의 양을 측정하였다. UVB 자극에 의해서 ATP 합성량은 무

자극 대비 약 94.3% 수준의 합성량을 보여 약 6% 감소하였

다. 이는 통계적으로 p < 0.001 수준으로 매우 유의함을 확

인하였다. UVB 조사와 WCP를 0.001% (v/v), 0.01% (v/v)

처리한 군에서는 각각 UVB 조사 후 무처리 대비 약 11.0%,

11.4% ATP 합성량 증가로 UVB에 의한 ATP 합성량 감소를

억제하는 모습을 확인하였다(Fig. 4). 통계적으로도 UVB 조

사 대조군과 비교해 p < 0.05 수준으로 유의함을 확인하였

다. 이는 무자극 대비 각각 105.3%, 105.7% 수준의 ATP 합

성량을 나타내며, WCP는 미토콘드리아 기능을 UVB 자극

전의 수준으로 회복하는 데 도움을 줄 수 있다고 판단된다.

따라서 WCP는 UVB에 의한 HaCaT 세포 내 미토콘드리

아 막전위 저하 및 ATP 생합성 저하를 억제하여 자외선과

같은 외부 스트레스로부터 미토콘드리아 보호하고 ATP 에

Fig. 3. Effect of W. ginsengihumi LGHNH cultured product (WCP) on UVB induced decrease of mitochondrial membrane potential
(Δψm) in HaCaT cells. (A) Decrease and recovery of mitochondrial membrane potential were visualized with JC-1 staining following
treatment with UVB and/or of WCP. Cells were irradiated 50 mJ/cm2 UVB and treated with WCP as indicated concentration 0.001 and
0.01% (v/v). Then, the cells cultured for 24 h. Images were taken by fluorescent microscopy. (B) Relative Δψm represented with Red/
Green fluorescence ratio. Data represent mean ± S.D. (n = 3). ###, p < 0.001 compared to non-treated control and *, p < 0.05 compared
to UVB-irradiated control.
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너지 생성 등과 같은 기능을 정상적으로 할 수 있도록 도와

주는 효과를 나타낸다.

결 론

본 연구에서는 최초로 산삼의 공생 미생물 연구를 수행하

여 W. ginsengihumi LGHNH (KCTC 14462BP)를 분리 및

동정하여 특징을 확인하였다. 그 결과, 식물 생장 촉진 호르

몬 중 하나인 IAA의 생성능과 진세노사이드 전환능을 확인

하였다. 또한 W. ginsengihumi LGHNH의 배양 및 공정 등

을 통해 제조한 배양물이 세포의 활성에 영향을 끼치지 않

고 미토콘드리아를 보호하고 기능 저하를 억제하는 것을 확

인하여 항노화 소재로서 그 가능성을 확인하였다. 본 연구를

통해 식물 공생 미생물이 다양한 효능을 지닌 동시에 산업

적 활용 가치가 뛰어난 자원으로 제시되길 기대한다.

요 약

식물 공생 미생물은 기주 식물과 함께 공생하는 미생물로

생장 촉진, 면역력 증진, 대사체 생성 등의 역할을 수행하며

식물 발달에 영향을 준다. 본 연구를 통해 30년근 산삼에서

분리 동정한 미생물인 W. ginsengihumi LGHNH (KCTC

14462BP)은 식물 생장 촉진 호르몬인 indole-3-acetic acid

(IAA)을 1.38 µg/ml에서 2.22 µg/ml 수준으로 분비함을 확인

하였다. 또한 발효 전, 후의 진세노사이드 함량 비교를 통해

진세노사이드 전환능이 있음을 확인하였다. 전환된 저분자

진세노사이드인 Rg2(R), Rg4, Rg6, Rg3(S), Rg3(R), Rk1,

Rg5, Rh1(R), Rk3, Rh4 등은 생체 이용률이 높고 다양한 피

부 효능을 갖는다고 알려져 있다. 배양물로 제조한 W.

ginsengihumi LGHNH (W. ginsengihumi LGHNH Cultured

product, WCP)의 항노화 소재로서 가능성을 탐색하기 위해

미토콘드리아의 막전위와 ATP 생합성량을 측정하여 기능

저하 억제 여부를 확인하였다. 노화를 발생시키는 인자인

UVB를 조사한 HaCaT 세포 내 미토콘드리아 막전위 값을

측정한 결과, 미조사군 대비 39.3%로 감소하나 WCP 0.001%

(v/v), 0.01% (v/v)에 의해 각각 57.3%, 58.1% 수준까지 회복

함을 확인하였다. 또한 미토콘드리아의 ATP 생합성량 측정

결과, UVB 조사에 의해 미조사군 대비 94.3% 수준으로 감

소하나 WCP를 0.001% (v/v), 0.01% (v/v) 처리한 군에서 각

각 105.3%, 105.7%로 증가하여 미토콘드리아 기능을 정상

으로 회복하는데 도움을 줄 수 있다고 판단된다. 따라서, 본

연구를 통해 확보한 30년근 산삼의 공생 미생물은 항노화 관

련 생물 자원으로서 산업적 활용 가능성이 높다.
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