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Abstract −Methicillin resistance Staphylococcus aureus (MRSA) is a gram-positive bacterium, the most commonly isolated

bacterial human pathogen. JiYu-san is one of the natural products used to treat diseases in the folk recipe. In this study, we

investigated the antimicrobial activity of EtOH 70% extracts of JiYu-san (JYS) against MRSA. The antibacterial activity of JYS

against MRSA strain was evaluated using minimum inhibitory concentration (MIC), checkerboard dilution test, and time-kill

assay. The effect of JYS on the immune mechanism of MRSA was confirmed through cell membrane permeability tests and

energy metabolism tests, and the antibacterial activity mechanism was performed using qRT-PCR and western blot. As a result,

in the antibacterial test of JYS, the MIC was measured to be 1.9~1000 µg/mL, and synergistic or showed a partial synergistic

effect. In addition, JYS showed antibacterial activity in a combination test with DCCD or TX-100. In a study on the mechanism

of action of antibacterial activity, it was found that JYS suppressed MRSA resistance genes and proteins. These results suggest

that JYS has antibacterial activity and provides great potential as a natural antibiotic by modulating the immune mechanism

against MRSA.
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메티실린 내성 황색포도상구균(MRSA : Methicillin-

resistant Staphylococcus aureus)은 유럽을 포함하여 전 세계

적으로도 가장 문제가 되는 hospitalacquired infection 병원

체이다.1) MRSA가 보고된 이후, 1980년대부터 변종 S.

aureus인 MRSA에 대하여 glycopeptide계 약물인 vancomycin,

teicoplanin, daptomycin 등 기존의 penicillin 계열과 다른 기

전을 가지고 있는 abiotics를 1차로 사용하거나 새롭게 개발

된 여러 항생제를 사용했으나 계속해서 내성을 가진 세균의

출현 비율이 나날이 증가하면서 임상 의학적으로 심각한 문

제로 제기되고 있다.2) MRSA는 황색포도상구균의 감염에

대하여 베타락탐(β-lactam)계열의 항생제를 비롯한 거의 모

든 항생제에 내성이 있으므로 현재 거의 모든 항생제에는

치료가 되지 않으며, 감염 후 사망률이 높은 슈퍼박테리아

로 진화하였다.3,4) 황색포도상구균과 같은 일부 세균은 화학

물질에 의한 내성이 증가하였으나 항생제의 적정 사용은 수

술 후 감염 발생을 예방하고 감소시킨다고 알려져 있다.4,5)

그러나 수술 부위 감염(surgical site infection; SSI)은 모든

병원감염환자의 14~16%로 3번째를 차지하고 있으며, 외상

및 수술환자에서 MRSA 감염은 재수술, 임상경과 악화, 재

원 일수 연장 및 치료비 증가 등의 중요한 문제를 유발 한

다.5,6) 따라서 효과적인 항생제의 개발과 함께 기존 항생제의

적절한 활용과 내성을 최소화하는 노력이 세계 각국에서 진

행되고 있으며, 이와 관련하여 천연물에서 항균 활성을 가

지거나 증강시키는 새로운 소재의 개발이 시급히 요구되고

있다.7)

전통적으로 오랜 시간 동안 사용해오면서 약효를 보였던

식물 또는 동물 등 천연물질 속에는 다양한 생리활성물질

을 함유하고 있어 발전된 연구기법을 활용하여 새로운 의

약품으로 개발하여 활용할 수 있는 경우가 많다. 최근에는
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MRSA와 같은 세균의 내성 문제를 극복하기 위한 방법으

로 천연물질 속에서 항균 작용 및 병원성 독소를 해독하는

효능을 가지는 물질을 찾아내 합성항생제와 병용 투여하여

상승효과를 가지는 적정량을 알아냄으로써, 합성항생제의

사용량을 줄여 내성 문제를 해결하려는 많은 연구가 이루

어지고 있다.8-11) 특히, 다양한 기전을 가지고 있는 천연 생

약을 조합하여 전통적으로 사용해온 한의학 처방 중에는 기

존에 알고 있던 것보다 더 많은 생리활성작용이 인정되거

나 많은 효능과 활용가치가 보고되고 있어 연구 가치가 매

우 높은 자원으로 평가받고 있다.12) 이번 연구에 사용된 지

유산(地楡散)은 지유(地楡)와 권백(卷柏)의 구성 약제로 여

러 해 동안 하혈하는 것을 치료한다고 동의보감(東醫寶鑑)

에 전재되어 있다.13) 지유(地楡)는 장미과(Rosacease)에 속

하는 다년생 식물인 오이풀(Sanguisorba officinalis Linné)과

장엽지유(Sanguisorba officinalis Linné var. longifolia(Bert.)

Yϋ et Li)의 뿌리로 한방에서는 지혈제, 진통제, 수렴효과,

화상, 내인성 뇌출혈 치료제로 사용 되어 왔다.14) 지유에서 분리

된 사포닌 배당체, pomolic acid, 비타민A, triterpenoides, 탄닌과

관련 화합물인 phenolic acid, sanguisorbic acid dilactone 및

3가지 ellagitanins인 sanguiins H-1, H-2, H-3를 함유하하고

있으며, 이들에 대한 고혈압 억제, 통풍예방, 항산화 효과, 과민

성 알레르기 예방, 항암, 항균효과, 지혈작용 등의 약리효과가

보고되었다.15-22) 권백(卷柏)은 부처손과(Selaginellaceae)로

부처손(Selaginella tamariscina Spring), 점상권백(Selaginella

pulvinata Maxim.)의 전초를 약용부위로 사용하고 있으며,

한국을 포함하여 동아시아에서 혈액순환, 항암효과가 있다고

알려져 있지만 정확한 약리 작용이 밝혀져 있지 않다.23) 이러한

권백의 성분은 amentoflavone, hiokiflavone, isocryptomerin,

sotetsuflavone cryptomerin B 등과 같은 biflavonoid 및 여

러 페놀성 화합물들을 함유하는 것으로 보고되어 있다.24) 따

라서 본 연구에서는 지유와 권백으로 구성된 지유산 에탄

올 추출물(JYS)을 활용하여 MRSA에 대한 항균 활성이 있

는지를 확인하는 한편, MRSA의 내성에 미치는 영향을 확

인하고자 한다.

재료 및 방법

실험재료 −본 실험에 사용된 약재 지유는 장미과

(Rosacease)에 속하는 다년생 식물인 오이풀(Sanguisorba

officinalis Linné)의 뿌리이고, 권백은 부처손과(Selaginellaceae)

로 부처손(Selaginella tamariscina Spring)의 전초로 백제허

브(Daejon, Korea)에서 구입하여 원광대학교 약학대학 권동

렬 교수가 감정하여 사용하였다. 실험에서 시약은 Mueller-

Hinton Broth, Mueller-Hinton Agar는 DifcoTM(Baltimore,

MD, USA)에서 구입하여 사용하였고, Dimethyl sulfoxide

(DMSO), Triton X-100(TX-100), Oxacillin, Ampicillin,

Gentamicin, Amikacin 및 Gentamicin, MTT[3-(4, 5-

dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide, 5 mg/

mL]는 Sigma-Aldrich(St. Louis, MO, USA)에서 구매하여

실험에 사용하였다.

지유산 에탄올 추출물(JYS)의 제조 −본 실험에 사용된

지유산 에탄올 추출물(JYS)은 지유와 권백을 각각 10 g씩

동량을 70% EtOH 500 mL를 가하여 항온수조(37℃)에서

2시간씩 2회 환류 추출을 실시한 후 여과지(Toyo No. 2,

Advantec, Japan)로 여과하였다. 이 여과액을 회전감압농축

기(EYELA, Rikakiki, Co., Tokyo, Japan)로 농축한 후, 동

결 건조하여 건조분말 2.2 g(수득률 : 11%)을 얻었고, 4℃

에서 보관하였다. 시약은 dsitilled water(D.W)에 녹여 실험

에 사용하였다.

균주 배양 −본 실험에 사용한 표준균주 ATCC 33591은

American Type Culture Collection(Manassas, VA, USA)에

서 구입하였고, CCARM 3090, 3091, 3095, 3102는 서울여대

항생제 내성 균주은행(Culture Collection of Antimicrobial

Resistant Microbes, CCARM, Korea)으로부터, 임상균주

DPS-1, DPS-2은 원광대학교 병원 성형외과(Department of

plastic surgery, DPS)로부터 분양받아 실험에 사용하였다. 균

주는 -80℃ 냉동고에서 30% glycerol에 보관하다가, Mueller-

Hinton agar(MHA)에 접종한 후 37℃ 항온기(incubator)에서

24시간 배양하여 실험에 사용하였다.

Minimum inhibitory concentration(MIC, 최소억제농도)−

Minimum inhibitory concentration(MIC)의 측정은 Clinical

and Laboratory Standards Institute guidelines에 따라 실시하

였다. JYS를 농도별로 액체배지에 첨가하고, 여기에 탁도를

1.0 × 108 CFU/mL로 맞춘 균 10 μL 접종해 최종적으로 1.0

× 106 CFU/mL이 되게 하였다. 다음으로 37℃ Incubator에서

18시간 배양한 후에 MTT 3-(4, 5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-

diphenyltetrazolium bromide, 5 mg/mL] 사용하여 색이 변

하지 않는 가장 낮은 농도를 측정하였다.

Fractional inhibitory concentration index(FICI, 약물

병용효과) − JYS과 상용 항생제와 병용처리 하였을 때 상승

효과를 측정하기 위해 checkerboard dilution test를 실시하

였다. 두 항균물질은 MHB를 보충하여 순차적으로 희석하

였다. 접종원은 37℃ incubator에서 24시간 배양 후에 사용

하였고, 최종적으로 1.0 × 106 CFU/mL이 되게 하였다.

Fractional inhibitory concentration index(FICI)

= FICA + FICB = [A]/MIC [A] + [B] / MIC [B]

[A]는 병용 시에 JYS의 MIC이며, MIC [A]는 JYS를 단

독으로 사용 시 MIC이다. [B]는 병용 시에 상용 항생제의

MIC이며, MIC [B]는 항생제를 단독으로 사용 시 MIC이다.

FICI는 ≤ 0.5, synergy; 0.5~0.75, partial synergy; 0.76~1.0,

additive effect; >1.0~4.0, indifference; and >4.0, antagonism을
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따른다.

Membrane permeability inhibition − JYS의 membrane

permeability 증진과 MRSA의 생장 억제를 알아보기 위해

S. aureus의 membrane permeability를 증진시키는 detergent

인 TX-100 단독투여, JYS 단독투여, TX-100과 JYS의 병

용투여를 비교하였다.

Metabolic inhibition − JYS의 energy 대사 연관성 유무를

알아보기 위하여, ATPase inhibitor로써 사용되는 N,N′-

Dicyclohexylcarbodiimide(DCCD) 단독 투여와 JYS 단독 투

여, DCCD와 JYS의 병용투여를 비교하였다.

RNA 분리 및 Quantitative reverse transcription polymerase

chain reaction(qRT-PCR) − MRSA 내성 관련 mRNA의

발현 정도를 보기 위하여 qRT-PCR 방법을 사용하였다.

RNA를 추출하기 위해 균주를 MHB에 희석(OD 600 0.35

~0.45)한다. 희석 후 여러 농도의 JYS을 처리 후 30분간 배

양한 다음, 13,000 rpm에서 1분간 원심분리 후 균을 모아

easy-REDTM BYF Total RNA Extraction Kit(Intron, Daejon,

Korea)를 제조사의 지시에 따라 사용하여 RNA를 추출 후

QuantiTect® Reverse Transcription Kit(QIAGEN, Hilden,

Germany)를 이용하여 cDNA를 만들었다. 합성된 cDNA에

mecA, biaR1, blaZ and mecR1, 16s rRNA의 primer(Table I)와

Power SYBR Green PCR Master Mix(Life technologies,

CA, USA)를 섞어준 후, StepOnePlus realtime PCR system

(Applied Biosystems, CA, USA)을 이용하여 qRT-PCR을 실

시하였다.

Western blot 분석 − Protein을 추출하기 위해 균주를

MHB에 희석(OD600 0.35~0.45) 후, 항생제와 여러 농도의

JYS를 처리 후 20분간 배양한 다음, 13,000 rpm에서 1분간

원심분리 후 균을 모아, 350 uL의 SMARTTM Bacterial Protein

Extraction Solution(Intron, Daejon, Korea)을 첨가하여 1분간

vortexing 후 13,000 rpm에서 5분간 원심 분리하여 상층액을

취한다. 상층액의 단백질 농도는 bovine serum albumin

(BSA)를 표준화하여 Bio-Rad Protein Assay Kit(BD, CA,

USA)를 사용하여 정량하였다. 20~30 μL의 lysate를 8~12%

mini gel SDS-PAGE로 변성 분리하여, 이를 polyvinylidene

difluoride(PVDF) membrane(BIO-RAD, CA, USA)에 200

mA로 2시간 동안 transfer하였다. 그리고 membrane의

Blocking은 5% skim milk가 함유된 TBST(0.1% Tween 20

+ TBS) 용액에서 상온에서 2시간 동안 실시하였다. 단백질의

발현양을 검토하기 위한 Anti-PBP2a(DPAB26604)(DiNonA,

Seoul, Korea)를 TBS-T 용액에 희석하여 상온에서 2 시간

반응시킨 후 TBST로 3회 세정하였다. HRP가 결합된 2차

항체를 1:2000으로 희석하여 상온에서 1 시간 동안 반응시킨

후, TBST로 3회 세정하여 ECL 기질(Amersham Biosciences,

CA, UK)과 반응 후 ImageQuant LAS 4000 Mini Biomolecular

Imager(GE Healthcare, USA)를 통해 확인하였다.

통계분석 −모든 실험은 3회 이상 반복으로 이루어졌으며,

실험 결과는 각 항목에 따라 평균치±표준편차(SEM)를 구

하여 그 유의성은 GraphPad Prism 분석법을 이용하여 신뢰

수준 95%(p < 0.05)에서 통계적 유의차를 평가하였다.

결 과

JYS의 MRSA에 대한 항균활성 − MRSA에 대한 JYS의

항균활성을 실험한 결과 MRSA 표준균주인 ATCC 33591

와 임상균주 CCARM 3090, 3091, 3095, 3102, DPS-1, 2에서

1.9~1,000 μg/mL의 MIC 결과 값이 나타났다(Table II).

JYS와 항생제 병용투여에 의한 약물병용 효과 − JYS와

항생제와의 synergy 효과를 확인하기 위해 checkerboard

assay를 실시한 결과, JYS과 AMP 병용시에는 ATCC 33591,

CCARM 3090, DPS-1에서 synergy를 보였고, DPS-2에 대

해서는 patial synergy를 보였다. JYS과 OXA 병용시에는

ATCC 33591, DPS-2에서 synergy를 보였고, CCARM 30390,

DPS-1에서 synergy를 보였다. GT 병용 투여 시에는 ATCC

33591, CCARM 3090, DPS-1, DPS-2에 모두에서 GT의 억

제농도를 크게 감소시켜 synergy를 보였다. AMK 투여시에는

ATCC 33591, DPS-1에서 synergy를 보였고, CCARM 3090,

DPS-2에서 patial synergy를 보였다(Table III). 또한, JYS와

항생제(AMP, OXA, GT, AMK)를 병용 투여 시 시간에 따른

MRSA의 생장곡선을 측정한 결과 표준균주인 ATCC

33591(Fig. 1)과 임상균주 DPS-1(Fig. 2)에서 시간이 지남에

따라 균의 생장이 억제되었다. 

MRSA에 대한 JYS의 세포막 투과성과 에너지 대사에의

영향 − JYS가 MRSA의 세포막 투과성과 에너지 대사에 미

치는 영향을 확인하기 위해 균에 막 투과성 증진제인 TX-

100과 ATPase 억제제(DCCD)를 이용하여 실험하였다. 세포

막 투과성 실험에서 JYS 단독의 OD 600 값(1/4 MIC)과 비

교하여 1/4 MIC JYS 및 0.001% TX-100의 존재 하에서 현

Table I. Primer used in this experiment

Primer Sequence 

mecA F 5’-GCAATCGCTAAAGAACTAAG-3’

R 5’-AATGGGACCAACATAACCTA-3’

blaR1 F 5’-ACAATGAAGTAGAAGCCGATAGAT-3’

R 5’-GTCGGTCAAGTCCAAACA-3’

blaZ F 5’-AGAGATTTGCCTATGCTTCA-3’

R 5’-AGTATCTCCTCTTTATTATTT-3’

mecR1 F 5’-ACACGACTTCTTCGGTTAG-3’

R 5’-GTACATTTGGGATTTCACT-3’

16s rRNA F 5’-GTTATTAGGGAAGAACATATGTG-3’

R 5’-CCACCTTCCTCCGGTTTGTCACC-3’
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탁액의 OD 600 값은 43.6% 감소했다(Fig. 3a). DCCD를 이

용하여 실험에서는 MRSA는 단독으로 JYS(1/8 MIC) 또는

62.5 μg/mL DCCD의 존재 하에서 생존 가능하였다. 그러

나, JYS와 DCCD을 병용 투여 하였을 때는 MRSA 생장이

억제되어 53.7%의 생존율 감소가 나타났다(Fig. 3b). 

PBP2a의 발현에서 JYS의 억제효과 − JYS가 MRSA의

내성을 유전자를 조절하는지 알아보기 위해, 내성 단백질인

PBP2a 발현을 확인하였다. 특히, MRSA는 β-lactam 항생제에

대해 강한 내성을 가지고 있으며, JYS와 병용 시 두 항생

제의 항균활성에 필요한 최소농도가 감소하는 것을 확인하

였다. 이는 JYS가 MRSA의 내성에 영향을 줄것이라 예측

하고, western blot을 수행하여 MRSA의 β-lactam 내성에 관

여하는 protein인 PBP2a의 발현을 확인하였다. 그 결과, 표

준균주인 ATCC 33591에 JYS 처리하였을 때, PBP2a의 발

현이 농도 의존적으로 감소하는 경향을 보였다(Fig. 4). 

β-lactam resistance 관련 mRNA 발현에 대한 JYS의

효과 − JYS가 MRSA의 베타락탐 항생제의 내성에 관여하는

mRNA의 발현에 미치는 영향을 보기 위해 qRT-PCR을 실

시한 결과, 각 PBP2a와 β-lactamase의 생성에 관여하는

mRNA인 mecA, blaR1, blaZ, mecR1의 발현이 JYS을 처리

하였을 때 억제되는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 5). 

Table II. The MIC of JYS against MRSA

Strains
MIC (μg/mL)

JYS AMP OXA GT AMK

ATCC 33591 62.5 62.5 125 1.9 31.3

CCARM 3090 125 31.3 125 125 62.5

CCARM 3091 125 31.3 1,000 62.5 31.3

CCARM 3095 62.5 15.6 250 62.5 62.5

CCARM 3102 62.5 15.6 125 1,000 62.5

DPS-1 125 31.3 500 125 31.3

DPS-2 62.5 500 1000 250 31.3

MIC; minimal inhibitory concentration; JYS, JiYu-San; MRSA, methicillin-resistant Staphylococcus aureus; MSSA, methicillin-
susceptible Staphylococcus aureus; AMP, ampicillin; OXA, oxacillin; GT, gentamicin, AMK, amikacin. Values represent the
average of three independent experiments.

Table III. The MIC value of antibiotic and synergistic effect of JYS combined with antibiotics

Antibiotics AMP OXA GT AMK

ATCC 33591

MIC (μg/mL) 15.6 250 0.9 7.8

FICI 0.5 0.5 0.5 0.5

Outcome Synergy Synergy Synergy Synergy

CCARM 3090

MIC (μg/mL) 7.8 62.5 7.8 7.8

FICI 0.5 0.63 0.25 0.75

Outcome Synergy Partial S. Synergy Partial S.

DPS-1

MIC (μg/mL) 7.8 250 15.6 7.8

FICI 0.5 0.75 0.5 0.5

Outcome Synergy Partial S. Synergy Synergy

DPS-2

MIC (μg/mL) 250 250 7.8 7.8

FICI 0.75 0.38 0.38 0.75

Outcome Partial S. Synergy Synergy Partial S.

JYS, JiYu-San; MIC; minimal inhibitory concentration; S. aureus, Staphylococcus aureus; AMP, Ampicillin; OXA, oxacillin; GT,
gentamicin; AMK, amikacin. FICI, fractional inhibitory concentration index; Partial S., partial synergy. Index interpretation: < 0.5,
synergy; 0.5-0.75, partial synergy; 0.75-1, additive effect; 1-4, no effect; and > 4, antagonism. Values represent the average of three
independent experiments. ATCC 33591 was obtained from the American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA). CCARM
3090 strains were provided by the Culture Collection of Antimicrobial Resistant Microbes (National Research Resource Bank, Seoul, Korea).
The clinical MRSA isolates DPS-1 and DPS-2 were obtained from patients at the Wonkwang University Hospital (Jeonbuk, Korea).
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고 찰

본 연구에서는 MRSA에 대한 지유산 에탄올추출물(JYS)의

항균활성과 항생제 내성 기전을 알아보는 실험을 실시 하

였다. 지유산(地楡散)은 지유(地楡)와 권백(卷柏)으로 구성

된 처방으로 동의보감에 오래된 하혈에 효과가 있음이 명

시되어있다.13) 또한, 이전 연구에서는 지유에서 분리한

sanguisorbigenin이 MRSA에 대한 항균활성과 항생제와 시

Fig. 1. Time–kill curves of the synergistic effect of JYS in combination with 4 conventional antibiotics at sub-inhibitory concen-

trations against MRSA (ATCC 33591). (a) AMP, Ampicillin; (b) OXA, oxacillin; (c) GT, gentamicin; (d) AMK, amikacin. JYS,

JiYu-san; CFU, colony-forming units; MIC, minimum inhibitory concentration.

Fig. 2. Time–kill curves of the synergistic effect of JYS in combination with 4 conventional antibiotics at sub-inhibitory concen-

trations against MRSA (DPS-1). (a) AMP, Ampicillin; (b) OXA, oxacillin; (c) GT, gentamicin; (d) AMK, amikacin; JYS, JiYu-san;

CFU, colony-forming units; MIC, minimum inhibitory concentration.
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너지 효과가 있음이 밝혀졌다.25) 따라서 세균감염을 일으키

는 대표적인 그람양성균인 MRSA에 대한 JYS의 항균작용

을 알아보기 위해 MIC를 측정하였다. 그 결과 MRSA 표준

균주인 ATCC 33591와 임상균주인 CCARM 3090, 3091,

3095, 3102, DPS-1, 2에서 1.9~1,000 μg/mL의 MIC 결과가

나타났다(Table II). 이러한 결과는 JYS가 MRSA에 대하여

항균 활성이 있음을 확인한 결과이고, 이러한 항균 활성의

결과는 지유의 역할이 크다는 것을 짐작할 수 있었다. JYS와

Fig. 3. The effect of membrane-permeabilizing agents and ATPase inhibitors on the susceptibility of MRSA (ATCC 33591) to JYS.

Bacterial viability was determined by absorbance at 600 nm after incubation for 24 h with JYS concentrations of 15.6 µg/mL JYS

in the presence of 0.001% TX-100 (a) and 7.8 µg/mL JYS in the presence of 62.5 μg DCCD (b). The data were presented as the

mean ± standard deviation of the three independent experiments. *represents p < 0.05. CON, untreated control MRSA; DCCD,

N,N′-dicyclohexylcarbodiimide; TX-100, Triton X-100; OD 600, optical density at 600 nm.

Fig. 4. Effect of JYS at sub-concentrations on the expression

of penicillin-binding protein 2a (PBP2a) in MRSA (ATCC

33591). CON, the control was treated without TCA; PBP2a

production after treatment with TCA at 1/8 MIC, 1/4 MIC,

and 1/2 MIC, respectively.

Fig. 5. The expression of mecA, mecR1, and mecI in MRSA (ATCC 33591) cultures in the presence of sub-concentrations of JYS.

The relative gene expression of mecA, mecR1, and mecI was reduced in a dose-dependent manner. The data were presented as the

mean ± standard deviation of the three independent experiments. *represents p < 0.05.
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항생제와의 synergy 효과를 확인하기 위해 checkerboard

assay를 실시한 결과에서는, AMP, OXA, GT, AMK 병용시에

ATCC 33591, CCARM 3090, DPS-1, DPS-2 모든 균주에

서 synergy 또는 patial synergy를 보였다(Table III). 

JYS와 항생제(AMP, OXA, GT, AMK)를 병용 투여 시 시

간에 따른 MRSA의 생장곡선을 측정한 결과 표준균주인

ATCC 33591(Fig. 1)과 임상균주 DPS-1(Fig. 2)에서 시간이

지남에 따라 균의 생장이 억제되었다. 이 결과는 JYS가

MRSA의 내성을 극복하고 항생제가 항균활성을 나타내는

데, 큰 영향을 준다는 것을 나타내는 것이다. JYS가 MRSA

의 막 투과성에 미치는 영향을 확인하기 위해 균에 막 투과

성 증진제인 TX-100과 JYS를 단독 또는 병용투여하여 항

균 활성의 영항을 실험하였다. 그 결과 JYS 단독의 OD 600

값(1/4 MIC)과 비교하여 1/4 MIC JYS 및 0.001% TX-100

의 존재 하에서 현탁액의 OD 600 값은 43.6% 감소했다

(Fig. 3a). 이에 JYS와 세포막 투과에 영향을 주는 약물과

병용 시 상승효과를 보일 수 있다는 것을 알 수 있었다. Fig.

3b에서 MRSA균주에서 JYS가 에너지 대사에 영향을 주는

지 ATPase 억제제(DCCD)를 이용하여 실험하였다. 그 결과,

MRSA는 단독으로 JYS(1/8 MIC) 또는 62.5 μg/mL DCCD

의 존재 하에서 생존 가능하였다. 그러나, JYS와 DCCD을

병용 투여 하였을 때는 균 생장이 억제되어 53.7%의 생존

율 감소가 나타났다. 이는 JYS가 ATPase inhibitor 역할을

하는 약물과도 좋은 시너지를 보일 수 있다는 것을 의미한다.

 또한, PBP2a는 베타락탐계 항생제의 대표적인 내성 단

백질 조절 인자로 PBP2a의 발현은 MRSA의 활성과 밀접

히 연관되어 있다.26,27) PBP2a의 발현은 MRSA의 세포외벽

에 위치한 MecR1이 외부 독성 물질을 감지하여 세포 내에

서의 신호전달 과정을 거쳐 stapylococcal chromosome

cassette mec(SCCmec)에 위치한 mecA의 전사를 유도하며,

mecA의 전사는 같은 SCCmec에 위치한 mecI의 전사에 의

해 조절 된다.28-30) 따라서 JYS가 MRSA의 내성을 유전자

를 조절하는지 알아보기 위해, PBP2a 발현을 확인하였다.

특히, MRSA는 β-lactam 항생제에 대해 강한 내성을 가지

고 있으며, JYS와 병용 시 두 항생제의 항균활성에 필요한

최소농도가 감소하는 것을 확인하였다. 이는 JYS가 MRSA

의 내성에 영향을 줄 것이라 추측하고, western blot을 수행

하여 MRSA의 β-lactam 내성에 관여하는 protein인 PBP2a

의 발현을 확인하였다. 그 결과, 표준균주인 ATCC 33591

에 JYS 처리하였을 때, PBP2a의 발현이 농도 의존적으로

감소하는 경향을 보였다(Fig. 4). 이는 JYS가 MRSA의 β-

lactam 항생제 내성에 중요한 인자인 PBP2a의 발현을 감소

시키는 데에 영향을 주었고, 그로 인해 JYS와 β-lactam 항

생제 사이에 synergy 효과가 나타났을 것으로 보인다. 내성과

관련된 PBP2a의 발현은 mecA 유전자에 의해 암호화되며,

mecA 유전자의 발현은 mecI-mecR1 조절 시스템에 의해 조

절된다.31,32) JYS의 낮은 농도로의 처리에서도 MRSA에 대

한 항균작용을 나타냈다. 따라서 JYS가 MRSA의 베타락탐

항생제의 내성에 관여하는 mRNA의 발현에 미치는 영향을

보기 위해 qRT-PCR을 실시하였다. 그 결과, 각 PBP2a와 β-

lactamase의 생성에 관여하는 mRNA인 mecA, blaR1, blaZ,

mecR1의 발현이 JYS을 처리하였을 때 억제되는 것을 확인

할 수 있었다(Fig. 5). 이는 JYS가 MRSA의 내성 관련

mRNA의 전사에 영향을 주었고, 그로 인해 PBP2a와 같은

주요 내성인자의 발현의 억제에 기여하였다는 것을 확인할

수 있었다. MRSA의 항생제 내성에 대한 JYS의 억제효과는

MRSA의 β-lactam 항생제에 대한 감수성을 증대시켰고, 이로

인해 β-lactam계 항생제의 항균활성을 증대시키는 효과를

가져왔을 것으로 사료 된다. 

결 론

위 실험 결과를 종합할 때 JYS은 MRSA에 대하여 항균

활성을 가지고 있으며, 항생제인 AMP, OXA, GT, AMK와

병용 시 상승효과가 있음을 확인할 수 있었다. 이는 세포막

투과에 영향을 주는 약물 또는 ATPase inhibitor 역할을 하

는 약물과 병용 시 좋은 시너지를 보일 수 있다는 것을 의

미한다. 그리고 JYS과 β-lactam계 항생제와 상승효과가 나

타나는 데에는 JYS가 MRSA의 항생제 내성 유전자를 억제

함으로써 나타나는 것으로 사료 된다. 이는 JYS가 향후

MRSA의 감염증을 치료하는데 있어 유효한 후보물질이 될

수 있음을 시사한다.
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