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Abstract In this study, the effect of the combined use of a lipid-

soluble n-hexane extract of red ginseng marc (HERGM) and

water-soluble arginine, which exhibits anticaries activity, on the

growth of Streptococccus mutans was investigated. As a result of

checkerboard assay, HERGM and arginine showed a synergistic

effect in inhibiting the growth of S. mutans with a fractional

inhibitory concentration index of 0.396. Combination treatments

of HERGM and arginine resulted in leakage of nucleic acid

components and decrease in the viable cell counts of S. mutans, all

of which were proportional to the concentration of HERGM. In

conclusion, the synergistic effect of HERGM and arginine on the

growth inhibition of S. mutans is mainly attributed to HERGM.

Keywords Arginine · Growth inhibition · n-hexane extract of

red ginseng marc · Streptococcus mutans

서 론

충치(dental caries)는 미생물에 의한 질환의 하나로 입안에서 서

식하는 세균이 잔여 음식물을 분해하면서 생성되는 생물막

(biofilm)과 산에 의하여 치아의 범랑질이 손상됨으로서 일어나며,

700여종의 구강 미생물 중에서 Streptococcus mutans가 대표적인

충치 원인균 중의 하나로 알려져 있다[1,2]. 음식물을 통하여 설

탕을 섭취하면 설탕은 구강 미생물 중 S. mutans에 의해 포도당

과 과당으로 분해되고 포도당은 S. mutans가 생성하는

glucosyltransferase (GTase)에 의하여 점착성이 강한 다당류인

dextran으로 전환된다. 이렇게 생성된 dextran은 구강 세균과 치

아 표면에 생물막인 치태(치면 세균막)를 형성하고 칼슘이 침착

되어 단단한 치석이 되어 세균을 고정하는 역할을 한다. 또한 과

당은 S. mutans의 당질 대사를 통하여 유기산으로 전환되어 생

물막 내부의 pH가 낮아짐으로서 치아 범랑질의 탈회가 유발되

어 충치가 발생된다[3]. 따라서 S. mutans의 증식을 저해하거나

점착성이 강한 dextran 생성에 관여하는 S. mutans의 GTase 활

성을 저해함으로써 충치의 발생을 억제할 수 있으며, 이러한 활

성을 나타내는 소재에 대한 연구가 지속되고 있다[4-6].

염기성 아미노산인 arginine은 미생물의 arginine deiminase

system (ADS)의 작용으로 분해되어 알칼리를 생성하는 기질이

며, 이때 생성된 암모니아는 구강의 생물막내부에서 생성되는

산을 중화시켜 산의 축적을 억제할 수 있다[7]. 따라서 최근 충

치 예방의 새로운 접근 방법으로 arginine을 활용하는 결과가

보고되고 있다. Arginine 1.5% 농도에서 S. mutans의 생육 저

해는 미미하나[8], S. mutans의 치아 표면 부착과 불용성 다당

체의 생성 감소로 생물막 형성이 효과적으로 억제되었다[9,10].

동시에 arginine은 S. mutans의 대사(glycolysis, amino sugar,

nucleotide sugar 대사)를 저해하여 산의 생성을 억제하며,
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peptidoglycan 합성을 저해하였다[11]. Arginine은 충치 예방에

널리 사용되고 있는 불소 이온과 S. mutans의 생육 억제에 상

승효과를 보였으며[12], 치약에 불소 이온과 함께 2%로 arginine

을 첨가한 경우에도 충치 예방효과가 향상되었다[13].

인삼(Panax ginseng)은 진세노사이드 뿐만 아니라 다양한 생

리활성 성분이 함유되어 있으며, 항산화, 기억력 개선, 면역증

진, 혈액 흐름 개선 등의 생리활성이 보고되어[14] 오랫동안 한

약제와 건강기능식품으로 사용되고 있다. 인삼의 S. mutans에

대한 연구는 홍삼 에탄올 추출물의 S. mutans에 대한 최소저해

농도(MIC)는 150 mg/mL이며, 저해 효과는 사포닌의 영향일 것

이라는 보고[15]와 홍삼박의 n-hexane 추출물이 S. mutans의 생

육을 강력하게 저해하며(MIC=125 μg/mL), 균체 부착과 생물막

형성을 효과적으로 저해한다는 보고[16]가 있다. 현재 우리나라

에서 항충치 관련 소재는 총 플라보노이드를 지표성분으로 하

는 프로폴리스 추출물과 자일리톨 정도로 매우 미미하므로[1]

충치 예방 효과가 보고된 홍삼박의 n-hexane 추출물과 arginine

등과 같은 소재에 대한 추가적인 연구가 필요하다.

따라서 본 연구에서는 S. mutans에 대한 홍삼박 n-hexane 추

출물의 저해 효과[16]를 바탕으로 충치 예방 효과가 규명[9-11]

된 수용성의 arginine과 지용성의 홍삼박 n-hexane 추출물의 조

합이 S. mutans의 생육에 미치는 영향으로 조사함으로써 홍삼

의 지용성 성분을 중심으로 항충치 활성을 갖는 혼합물에 대한

기초 자료를 확보하자고 하였다.

재료 및 방법

실험재료

홍삼 열수 추출물 제조과정에서 부산물로 생성되는 홍삼박은 고

려인삼제조(주)(평택, 경기)에서 제공받았다. 한국생명공학연구원

생물자원센터(KCTC, 대전)에서 분양받은 Streptococcus mutans

KCTC 3065 군주는 Brain heart infusion (BHI) agar 배지

(Difco사, Detroit, MI, USA)에 배양하여 사용하였다. Arginine,

dimethyl sulfoxide (DMSO)는 Sigma-Aldrich사(St. Louis,

MO, USA)의 제품을, 그 외는 1급 이상의 시약을 사용하였다.

홍삼박 n-hexane 추출물 제조

분쇄한 홍삼박 분말에 홍삼박 10배(w/w)의 n-hexane을 가하고

항온 진탕조에서 4시간 추출한 후 추출액을 Whatman No. 2

여과지로 여과하고 50 oC에서 감압농축하여 n-hexane을 제거한

다음 잔유물을 DMSO에 용해시켜 실험에 사용하였다[16].

S. mutans에 대한 항균 상호작용 효과 측정

홍삼박 n-hexane 추출물과 arginine의 병용에 의한 항균 상호작

용 효과는 checkerboard assay 방법으로 조사하고 fractional

inhibitory concentration index (FICI)를 이용하여 판단하였다

[17]. 홍삼박 n-hexane 추출물(7.8125-62.5 μg/mL)과 arginine

(1.25-10.0%)을 다양한 조합으로 24-well plate에 S. mutans 배

양액(1×106 CFU/mL) 및 BHI broth와 함께 혼합하였다. 처리

후 37 oC에서 20시간 배양한 다음 균의 생육을 660 nm에서의

흡광도로 측정하였다. 동시에 홍삼박 n-hexane 추출물과 arginine

을 각각 7.8125-125 μg/mL과 1.25-15.0% 범위로 단독 처리하여

비교하였다. 대조구는 n-hexane 추출물 대신에 DMSO를 첨가

하였으며, arginine은 멸균 BHI broth에 녹이고 pH 7.40으로

조정한 후 여과로 제균하여 사용하였다. FIC (fractional inhibitory

concentration)는 혼합물에서 시료의 minimum inhibitory concentration

(MIC)에 대한 시료 단독 사용시의 MIC의 비로 정의하며, FICI

(fractional inhibitory concentration index)는 각 시료 FIC의 합

으로 계산하였다. FICI가 0.5 이하이면 시너지 효과, 0.5-1.0 범

위는 부가 효과, 1.0-4.0 범위는 무관함, 4.0 이상이면 상쇄 효

과가 있는 것으로 판단하였다.

세포막 무결성(integrity) 측정

홍삼박 n-hexane 추출물과 arginine의 병용이 세포막 무결성에

미치는 영향은 세포 구성성분 중 핵산관련 성분이 유출되는 것

을 260 nm에서 흡광도를 측정하여 평가하였다[18]. BHI broth

에서 24시간 배양한 S. mutans배양액을 원심분리(3,000×g, 10

min, 4 oC)하여 균체를 회수하고 멸균 phosphate-buffered saline

(PBS, pH 7.4)으로 2회 세척한 후 배양액과 동일 부피의 PBS

에 현탁하여 균체 시료를 준비하였다. Arginine 10%에 홍삼박

n-hexane 추출물을 7.8125, 31.25, 62.5, 125 μg/mL 농도로 각

각 혼합하고 1×106 CFU/mL로 균체 현탁액을 첨가하여 37 oC

항온수조에서 반응시키면서 경시적으로 시료를 채취하고 원심

분리 후 260 nm에서 상등액의 흡광도를 측정하여 결과는 흡광

도의 차이로 제시하였다. Arginine은 멸균 PBS에 용해하고 pH

7.40으로 조정한 후 제균하여 사용하였으며, 음성 대조구는 n-

hexane 추출물 대신에 DMSO, 양성 대조구는 10% arginine을

첨가하여 비교하였다.

Killing assay

홍삼박 n-hexane 추출물과 arginine의 병용 효과를 검증하기 위

한 killing assay를 Toda 등의 방법[19]을 일부 변형하여 실시하

였다. 세포막 무결성 측정과 동일하게 멸균 PBS에 S. mutans

현탁액을 준비하였다. 24-well plate에 arginine 10%와 홍삼박

n-hexane 추출물을 31.25, 125, 250 μg/mL 농도로 각각 혼합한

시료와 홍삼박 n-hexane 추출물 125 μg/mL와 arginine 5, 10,

15%를 각각 혼합한 시료를 준비하고 미리 준비한 S. mutans를

1×106 CFU/mL 농도로 첨가한 후 37 oC에서 3시간 반응시켰다.

반응액을 10진 희석법으로 희석하여 BHI agar 배지에 도말하

고 37 oC에서 20시간 배양한 후 생성된 집락을 계수하였다.

Arginine은 멸균 PBS에 용해하고 pH 7.40으로 조정한 후 제균

하여 사용하였으며, 음성 대조구는 DMSO, 양성 대조구는 10%

arginine과 125 μg/mL 홍삼박 n-hexane 추출물을 각각 단독으로

첨가하여 비교하였다.

통계처리

실험에서 얻은 결과는 Excel 2016 (Microsoft Co., Redmond,

WA, USA)로 t-test를 실시하여 유의성을 평가하였다(p <0.05).

결과 및 고찰

S. mutans에 대한 항균 상호작용 효과

홍삼박을 원료로 n-hexane 추출물을 제조하였으며, 추출물의 수
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율은 0.640%로 기존의 홍삼박 n-hexane 추출물 수율과 매우 유

사하였다[16,20]. MIC를 기초로 하는 checkerboard assay는 특

정 항균물질만을 MIC로 대상 미생물에 처리하였을 때보다 두

가지 이상의 항균물질을 병용 처리하였을 때 항균물질의 처리

농도 변화로 처리한 항균물질 간의 상호작용을 평가하는 방법

으로 FICI 0.5 이하이면 시너지가 나타났다고 평가할 수 있다

[17]. 지용성의 홍삼박 n-hexane 추출물은 7.8125-62.5 μg/mL,

수용성의 arginine은 1.25-10.0%의 범위에서 두 성분의 병용 처리

가 S. mutans KCTC 3065의 생육에 미치는 효과를 checkerboard

assay로 조사하였다(Fig. 1). 홍삼박 n-hexane 추출물과 arginine

을 단독으로 처리한 경우 MIC는 각각 125 μg/mL와 15%로 확

인되어 기존의 결과와 일치하였다[12,16]. 또한 두 시료를 병용

처리하면 홍삼박 n-hexane 추출물 62.5 μg/mL (홍삼박 n-

hexane 추출물의 1/2 MIC)과 arginine 5.0% (arginine의 1/3

MIC)를 처리한 조건과 arginine 10% (arginine의 2/3 MIC)와

홍삼박 n-hexane 추출물 7.8125 μg/mL (홍삼박 n-hexane 추출

물의 1/16 MIC)를 처리한 조건에서 S. mutans의 생육이 효과

적으로 억제되었다. 따라서 홍삼박 n-hexane 추출물과 arginine

의 FIC값 각각 0.0625과 0.333이었으며 FICI (ΣFIC)는 0.396

로 계산되어 홍삼박 n-hexane 추출물과 arginine의 병용 처리는

S. mutans KCTC 3065의 생육 저해에 대하여 우수한 시너지

효과를 내는 것으로 판단되었다. 구강 미생물 중 ADS 경로가

있는 Streptococcus gordonii와 같은 미생물은 arginine을 분해하

여 암모니아를 생산하므로 생성된 암모니아는 S. mutans 등의

산 생성 미생물에 의한 산을 중화하고 생물막 내부의 pH를 높

이는 작용을 한다[7]. 또한 arginine은 S. mutans의 대사를 저해

하여 산의 생성 억제, 부착과 생물막 형성을 방해하므로 충치

예방에 효과적이다[9-11]. 그러나 본 연구와 같이 arginine의 S.

mutans에 대한 MIC가 15%인 것은 arginine 단독으로는 S.

mutans의 생육 저해에 대한 영향은 매우 제한적임을 나타낸다

[8,12,13]. Arginine과 불소[12,21] 및 2% arginine과 Lactobacillus

rhamnosus GG [22]의 병용 처리가 S. mutans의 생육 저해에

시너지 효과 있다는 결과는 arginine 단독 사용의 단점을 극복

하기 위한 노력으로 사료된다. 불소와 arginine을 병용한 경우

10% arginine과 62.5 ppm NaF의 조합에서 S. mutans의 생육이

억제된 보고[12]와 본 연구의 결과(arginine 10%와 홍삼박 n-

hexane 추출물 7.8125 μg/mL에서 생육 저해)를 비교하면 NaF

보다 홍삼박 n-hexane 추출물이 더 낮은 농도에서 효과를 보였

다. 그 결과 본 연구의 FICI는 0.396으로 불소와 arginine을 병

용 조건의 0.458보다 낮았다. 불소는 낮은 pH에서 치아 미네랄

의 저항성을 향상시키고 생물막에서 산의 생성을 억제하여 충

치를 예방하지만[21] 비극성 성분이 충치균의 생육 억제에 효

과적이라는 보고[23,24]를 고려하면 홍삼박 n-hexane 추출물이

지용성 성분인 점에 기인하는 것으로 사료된다. 홍삼박 n-hexane

추출물이 NaF보다 낮은 농도에서 S. mutans의 생육을 저해한

다는 결과[16]와도 동일한 경향이었다. 따라서 홍삼박 n-hexane

추출물과 arginine의 병용은 S. mutans의 생육 저해에 우수한

시너지 효과를 보이므로 충치 예방에 도움이 될 수 있을 것으

로 판단된다.

세포막 무결성(integrity)

홍삼박 n-hexane 추출물과 arginine의 checkerboard assay 결과

(Fig. 1), 10% arginine과 홍삼박 n-hexane 추출물을 동시에 처

리하면 홍삼박 n-hexane 추출물의 농도와 무관하게 S. mutans

생육이 저해되었다. S. mutans의 생육 저해에 대한 arginine과

홍삼박 n-hexane 추출물의 상호 작용을 조사하기 위하여 두 성

분의 처리로 핵산 관련 성분(260 nm의 빛을 흡수하는 성분)이

유출되는 정도를 측정하였다. 흡광도의 증가는 세포막 무결성에

부정적인 변화에 의한 세포의 사멸을 간접적으로 나타내는 것

이다[24]. 홍삼박 n-hexane 추출물의 MIC인 125 μg/mL를 기준

으로 1/2, 1/4, 1/16 MIC을 10% arginine과 각각 혼합하여 S.

mutans에 병용 처리하고 대조구와 비교하였다. 그 결과(Fig. 2),

90분 경과 후 260 nm에서 흡광도의 변화는 10% arginine에 첨

가된 홍삼박 n-hexane 추출물의 농도에 비례하여 0.024 (1/16

MIC), 0.058 (1/4 MIC), 0.062 (1/2 MIC), 0.172 (MIC)로 증

가하여 3시간 까지 유지되었다. 대조구(DMSO 및 10% arginine

처리)의 흡광도 변화는 3시간 까지 0.02-0.03 수준으로 미미하

였다. 이는 arginine 단독 처리가 세포막 무결성에 미치는 영향

은 크지 않으며, 홍삼박 n-hexane 추출물의 첨가 농도에 비례

하여 세포의 핵산 성분 유출이 증가됨을 나타낸다(홍삼박 n-

hexane 추출물 1/16 MIC 첨가는 대조군과 매우 흡사하여 Fig.

2에서 데이터 제시는 생략함). 즉, 세포의 생육 억제에 홍삼박

n-hexane 추출물이 arginine보다 효과적임을 시사하며, 홍삼박 n-

hexane 추출물이 지용성 성분인 점에 기인하는 것으로 사료된

다. 세포 구성성분의 유출은 세포막의 구조적이 변화를 의미하

는 것으로 항미생물 성분의 작용 기작에 대한 중요한 증거가

된다. 특히 지용성 혹은 극성이 감소된 성분의 항미생물 작용

에 대한 연구는 화기삼(Panax quinquefolius)의 진세노사이드[24]

와 죽자초(Macleaya cordata) 잎의 essential oil[25]에서 보고되

어 있으며, 본 연구의 결과도 이와 동일한 경향이다. 따라서

arginine과 홍삼박 n-hexane 추출물의 병용 처리에 의한 S.

mutans 세포막 무결성에 대한 부정적인 변화는 주로 홍삼박 n-

Fig. 1 Antimicrobial effects of HERGM and arginine alone or in

combination against growth of Streptococcus mutans KCTC 3065. The

data were shown as normalized results by the mean of control (DMSO).

Black arrows indicate the minimum inhibitory concentrations (MICs) of

HERGM and arginine alone, and red arrows indicate the MICs in

combination
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hexane 추출물에 기인하며, 이러한 변화는 S. mutans의 생육을

억제하였으며 사멸도 초래할 것으로 판단된다.

S. mutans killing assay

S. mutan 세포막 무결성에 미치는 영향을 바탕으로 홍삼박 n-

hexane 추출물과 arginine의 병용 처리에 의한 S. mutan의 사멸

효과를 조사하였다. 10% arginine에 홍삼박 n-hexane 추출물 1/

4, 1, 2 MIC를 각각 혼합한 조건과 홍삼박 n-hexane 추출물

MIC에 arginine 1/3, 2/3, 1 MIC를 각각 혼합한 조건으로 S.

mutans에 병용 처리하고 생균수를 대조구와 비교하였다(Fig. 3).

Arginine에 홍삼박 n-hexane 추출물을 다양한 농도로 병용한 경

우(Fig. 3A), S. mutan 생균수는 홍삼박 n-hexane 추출물의 농

도에 비례하여 5.763 (1/4 MIC), 5.656 (1 MIC), 5.513 log

CFU/mL (2 MIC)로 감소하였으며 홍삼박 n-hexane 추출물을 2

MIC 추가한 경우는 양성 대조구(5.759 log CFU/mL, 10%

arginine)과 유의한 차이를 보였다. 또한 모든 실험군은 음성 대

조군(5.877 log CFU/mL, DMSO)과는 유의한 차이를 보였다.

한편, 홍삼박 n-hexane 추출물에 arginine을 다양한 농도로 병용

한 경우(Fig. 3B), S. mutan 생균수는 arginine의 농도와 무관하

게 5.635 (1/3 MIC), 5.629 (2/3 MIC), 5.671 log CFU/mL

(1 MIC)로 양성 대조구(5.664 log CFU/mL)와 유사하였으나,

음성 대조군과는 유의한 차이를 보였다. 이상의 결과는 홍삼박

n-hexane 추출물과 arginine의 병용에서 arginine보다 홍삼박 n-

hexane 추출물의 S. mutan 사멸 효과가 우수함을 의미하며, 홍

삼박 n-hexane 추출물의 첨가로 세포의 핵산 성분 유출이 증가

된 Fig, 2의 결과와도 일치하는 경향이다. 또한 지용성인 홍삼

박 n-hexane 추출물의 첨가량을 1 MIC에서 2 MIC로 증가시

킴에 따라 생균수가 감소하는 것은 죽자초(Macleaya cordata)

잎에서 추출한 essential oil[25]에서와 동일한 결과이다.

Arginine의 MIC보다 낮은 농도에서 홍삼박 n-hexane 추출물의

병용에 의한 S. mutan 사멸 효과는 택사(Alismatis rhizoma) 에

탄올 추출물과 ampicillin, gentamicin의 S. mutan를 포함한 구

강 세균의 생육 억제와 사멸에 대한 시너지 효과[26]뿐만 아니

라 미생물 기원 항균물질들의 상호작용으로 다양한 피부 상재

균에 대한 사멸 작용[27]에서도 유사한 경향으로 보고되어 있

다. 따라서 충치 예방 효과가 있는 수용성 arginine과 S.

mutans의 생육 저해 효과가 우수한 지용성 홍삼박 n-hexane 추

출물의 병용은 충치 예방에 시너지 효과를 낼 수 있을 것으로

판단된다.

초 록

본 연구에서는 항충치 활성을 보이는 지용성의 홍삼박 n-hexane

추출물과 수용성의 arginine의 병용이 S. mutans의 생육에 미치

는 영향을 조사하였다. Checkerboard assay로 분석한 결과, 홍

Fig. 2 Release of 260 nm absorbing material from Streptococcus mutans

KCTC 3065 treated with arginine and HERGM in combination, arginine

alone and control (DMSO) at 37 oC. All data were means ± SD (n =3)

Fig. 3 Combination effects of HERGM and arginine on viable cell counts

of Streptococcus mutans KCTC 3065. Panel (A); viable cell counts after

incubation with different levels of HERGM and 10% arginine, panel (B);

viable cell counts after incubation with different levels of arginine and

125 µg/mL HERGM at 37 oC for 3 h, respectively. All data were means

± SD (n =3)
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삼박 n-hexane 추출물과 arginine은 fractional inhibitory concentration

index 0.396으로 S. mutans의 생육 저해에 시너지 효과를 나타

내었다. 홍삼박 n-hexane 추출물과 arginine의 병용은 핵산 성분

의 유출과 생균수의 감소를 초래하였으며, 이는 모두 홍삼박 n-

hexane 추출물의 농도에 비례하였다. 결론적으로 S. mutans의

생육 저해에 대한 홍삼박 n-hexane 추출물과 arginine의 시너지

효과는 주로 홍삼박 n-hexane 추출물이 기여하는 것으로 판단

된다.
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