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This study was conducted to investigate the potential of Stewartia koreana as anti-microbial materials. 
The branches, stems and leaves of S. koreana were extracted into 70% ethanol and their antibacterial 
activity against P. aeruginosa was confirmed. The leaf, branch and stems extracts (1 mg/disc) showed 
the antibacterial activity against P. aeruginosa and leaf extracts showed higher antibacterial activities 
than those from branch extracts. The MIC against P. aeruginosa was 0.8 mg/ml and showed bacterio-
static action. The inhibitory effects of extract on biofilm formation and gene expression related to 
biofilm formation of P. aeruginosa was determined by biofilm biomass staining, SEM and qRT-PCR 
analysis. The biofilm biomass and cell growth of P. aeruginosa in the cultures treated with 0.2~2.0 
mg/ml of S. koreana leaf extracts were significantly decreased in a concentration-dependent manner. 
We observed that the extract had an inhibitory effect on the formation of P. aeruginosa biofilms 
at concentrations of 0.8 mg/ml by SEM. qRT-PCR analysis showed that the lasI and rh1I gene ex-
pression associated to quorum sensing (QS) in the cultures treated with 0.2~2.0 mg/ml of S. koreana 
leaf extracts were suppressed in a concentration-dependent manner. Based on the above results, it 
can be concluded that S. koreana leaf extracts can be used as anti-microbial material derived from 
natural materials, as demonstrated by the antibacterial action and inhibition of biofilm formation of 
P. aeruginosa by QS inhibition.
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서 론

Pseudomonas aeruginosa의 병원 내 감염은 물론 암 환

자, 수술 후 환자, 심한 화상 환자, 인간 면역결핍 바이러

스(human immunodeficiency virus, HIV) 감염 환자 등 면역

력이 저하된 사람에게 치명적인 감염을 일으키는 기회감

염균이며[6, 8, 34], 카테터, 임플란트, 심장 박동기 및 관절 

보철물과 같은 의료 기기의 오염 원인균으로 알려져 있다

[7]. P. aeruginosa는 생명을 위협하는 가장 위험한 세균 

중 하나로 인식되고 있으며 세계보건기구(World Health 
Organization, WHO)는 2017년에 P. aeruginosa를 새로운 

항생제 연구 및 개발을 위한 우선 병원체로 지정하였다

[32]. P. aeruginosa의 병원성 인자(virulence factors)에는 편

모, 섬모, lipopolysaccharide와 같은 세포 구성 성분, 특정 

환경에서 분비되는 독소(exotoxin A, exoenzyme S)와 각종 

protease (elastase, LasA protease, alkaline protease, protease 
IV), 용혈소(hemolysin), 계면활성 성분(rhamnolipid) 등이 

있다. 이러한 병원성 인자들은 주변 환경에 영향을 받지 

않고 상시 발현되는 경우도 있고, 숙주 세포 내 감염과 

같은 주변 환경에 의해 특이적으로 발현되는 경우도 있다

[12]. P. aeruginosa는 quorum sensing (QS)을 통해 N-acyl-
homoserine lactones (AHLs)이라는 세포 외 신호전달 물질

(autoinducers, AIs)을 분비하여 세포와 세포 사이에서 상

호작용(cell to cell communication)을 하고, 그 결과 특정 

유전자의 발현에 의해 병원성 인자들이 발현되고 바이오

필름이 형성된다[7].
바이오필름은 표면 부착 미생물과 그들이 표면에 부착

한 뒤 응집하여 분비하는 세포 외 고분자물질(extracellular 
polymeric substances, EPS)로 이루어진 매트릭스를 말하

며, 바이오필름의 형성과정은 부착, 응집, 성숙, 분산의 

4단계로 이루어져 있다. 부유 상태(planktonic cell)의 P. 
aeruginosa는 섬모를 이용하여 표면에 부착하고, 부착된 

상태(attached cell)의 P. aeruginosa는 QS을 통해 AHLs을 

분비하여 군집을 형성한 다음 다당류, extracellular DNA 
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(eDNA), 단백질 및 지질 등으로 이루어진 3차원 구조의 

바이오필름을 형성한다[22, 29]. 바이오필름을 형성한 P. 
aeruginosa는 다양한 항생제에 내성을 나타내며, 환경적 

스트레스(화학물질, 온도, 수분 등)에 잘 견디고, 숙주방어

에 대한 저항성이 높아 P. aeruginosa에 감염되었을 때 바

이오필름이 형성되면 상처치유가 지연되고, 급·만성 질환 

또는 난치성 질환으로 진행될 수 있다[32]. 따라서 P. aeru-
ginosa 감염증 치료에서 중요한 것은 바이오필름 발달 전 

초기 단계에서 P. aeruginosa 감염증을 진단하는 것이지

만, 전 세계적으로 급성 및 지속성 P. aeruginosa 감염의 

발생률이 증가함에 따라 기존의 항생제 대안으로써 P. 
aeruginosa의 바이오필름 생성을 억제하거나 생성된 바이

오필름을 제거할 수 있는 치료제 개발이 필요한 실정이다.
P. aeruginosa 감염증에는 주로 cephalosporin과 pen-

icillin 계열의 항생제가 사용되었으나, 이 계열 항생제에 

대한 내성균이 나타나면서 대체제로써 carbapenem 계열 

항생제가 사용되고 있다. 그러나, carbapenem 계열 항생제

도 사용빈도가 증가함에 따라 내성균 발생 빈도가 증가하고 
있다. 최근의 연구결과에 의하면, ceftolozane-tazobactam, 
ceftazidime-avibactam, cefiderocol 등의 항생제가 P. aerugi-
nosa에 대해 항균효과를 나타낼 뿐만 아니라 다제내성 P. 
aeruginosa에 대해서도 효과가 있는 것으로 보고되고 있

다[14]. 이처럼 기존 항생제 사용에 따른 내성 문제가 지속

적으로 제기됨에 따라 독성이 적고, 효소에 안정적인 천연

물 유래 항균물질 개발에 관한 연구가 주목을 받고 있다[4]. 
P. aeruginosa에 대해 항균활성이 있는 천연물 유래 항균

소재로는 산사자[31], 상산나무[2], 생강[16], 쇠비름[27], 
정향[23], 천문동[13], 표고버섯[9] 등이 보고된 바 있다.

노각나무(Stewartia L.)는 중국, 일본, 미국, 한국 등에 

분포하고 있는 차나무과(Theaceae), 노각나무속(Stewartia)
에 속하는 수종으로 우리나라에서는 지리산 권역을 중심

으로 1종의 노각나무(Stewartia koreana Nakai)가 자생하고 

있다. 노각나무는 6~7월에 동백꽃 모양의 크고 화려한 하

얀색 꽃이 피고 가을에는 붉게 단풍이 드는 특징이 있어

서 관상수 및 조경수로 사용되고 있고, 목재는 단단한 특

징이 있어서 가구재, 장식재 등으로 사용되고 있다. 또한 

최근에는 내한성과 내음성도 강하고 공해에도 잘 견디기 

때문에 가로수로도 사용되고 있다[10, 21]. 예로부터 서근

활혈의 효능이 있다고 알려진 노각나무 껍질과 뿌리 껍질

은 한의학에서 모란이라 불리고 있으며 타박상으로 인한 

어혈을 풀어주고 풍습성으로 인한 사지마비와 동통에 효

능이 있다고 기록되어 있다. 또한 노각나무 가지는 간염,  
간경화증, 지방간 등의 간질환에 효과가 있다고 알려져 

있다[11]. 노각나무의 생리활성에 관한 연구에 의하면 노

각나무의 가지와 잎에는 dihydrochalcone, flavonoid, phe-
nolic compound, spinasterol glycoside, hyperin 등의 화합물

이 함유되어 있고[1, 30], 이 화합물들은 항산화 활성[18], 

HIV-protease 억제 및 NO (Nitric oxide) 생성 억제[19], 신
생혈관 촉진[25], 항균활성[17] 등의 약리작용이 있다. 이
처럼 노각나무에는 다양한 생리활성이 있어서 조경 및 

원예적 가치 외에도 식의약품소재로써 이용가능성이 높

을 것으로 기대되지만 노각나무의 약리작용에 관한 연구

는 아직은 미비한 실정이다. 
본 연구에서는 P. aeruginosa에 대한 노각나무 추출물의 

항균활성과 병원성 인자인 바이오필름 형성에 미치는 영

향을 조사하여 천연물 유래 항균소재로써 노각나무 추출

물의 이용 가능성을 알아보고자 한다.

재료 및 방법

사용 균주 및 추출물

추출물의 항균활성을 확인하기 위해 사용된 P. aerugi-
nosa KACC14021 균주는 국립농업과학원 농업미생물은

행(KACC)에서 분양받았으며, 분양받은 균주는 Luria agar 
(LA; BD, Franklin Lakes, USA) 배지에 계대한 다음 37℃에

서 24시간 동안 배양한 후 사용하였다. 
노각나무(S. koreana Nakai) 가지, 줄기, 잎은 ㈜농업회사

법인 모리(경남 거창군)에서 건조된 것을 구매한 다음 분

쇄하여 70% 에탄올에 침지하였다. 침지한 노각나무 가지, 
줄기, 잎은 80℃에서 2시간 동안 3회 반복 추출하였고, 추
출물은 filter paper (5 μm, ADVANTEC, Toyo Roshi Kaisha, 
Ltd., Tokyo, Japan)로 여과한 다음 회전감압농축기(Eyela, 
Tokyo Rikakikai Co., Tokyo, Japan)로 농축하였다. 농축한 

추출물은 동결건조기(PVTFD20R, ilShinBioBase, Dongdu-
cheon, Korea)로 5일 동안 동결건조한 후 dimethyl sulfoxide 
(DMSO; Sigma Aldrich Co., St. Louis, USA)에 용해하여 

4℃에 보관하면서 사용하였다. 노각나무 가지, 줄기, 잎 

추출물의 추출 수율은 각각 14%, 19%, 34%였다.

P. aeruginosa에 대한 추출물의 항균활성

P. aeruginosa에 대한 추출물의 항균활성은 agar diffu-
sion method [3]에 따라 추출물(1 mg/ml)이 함유된 paper 
disc (8 mm diameter, ADVANTEC, Toyo Roshi Kaisha, Ltd., 
Japan)를 P. aeruginosa (6.0×105-6 CFU/ml)가 도말된 LA 배
지에 얹어 배양한 후 paper disc 주위에 나타난 halo zone의 

크기를 측정하여 확인하였으며, 음성 대조구로는 용매인 

DMSO를 사용하였다.

추출물의 최소성장억제 농도(MIC)와 최소살균농도(MBC)

측정

추출물의 최소성장억제 농도(minimum inhibitory con-
centration, MIC)는 액체 배지 희석법을 이용하여 확인하

였다[24]. LA 배지에서 24시간 동안 배양한 P. aeruginosa
는 1.2×105-6 CFU/ml의 밀도로 LB 배지에 희석한 다음 96- 
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well plate에 분주하였고, 희석된 배양액에 추출물을 0.2- 
2.0 mg/ml 농도로 처리한 다음 37℃에서 48시간 동안 배양

한 후 흡광도(600 nm)를 측정하여 P. aeruginosa의 증식이 

억제된 최소 농도를 MIC로 정하였다. 추출물의 최소살균

농도(minimum bactericidal concentration, MBC)는 MIC로 

확인된 추출물 농도와 그 이상의 농도에 해당되는 MIC 
배양액을 추출물이 없는 고체배지에 도말하여 37℃에서 

48시간 동안 배양한 다음 P. aeruginosa가 99.9% 사멸된 

추출물의 농도로 정하였다.

P. aeruginosa의 colony morphology 변화

추출물에 의한 P. aeruginosa의 colony morphology 변화

는 Ueda 등[33]의 방법을 이용하여 확인하였다. LA배지에

서 24시간 동안 배양한 P. aeruginosa는 tryptone (BD, 
Franklin Lakes, USA) 액체배지에 1.2×105-6 CFU/ml의 밀도

로 희석하였다. 희석한 P. aeruginosa 배양액에 추출물을 

0.4-2.0 mg/ml 농도로 처리한 후 0.004% congo red (Sam-
chun, Samchun pure chemical Co., LTD., Pyeongtaek, Korea)
와 0.002% coomassie brilliant blue (Sigma Aldrich Co., St. 
Louise, USA)가 첨가된 tryptone 고체배지에 접종한 다음 

37℃에서 24시간 동안 배양하면서 colony morphology 변
화를 관찰하였다.

추출물에 의한 P. aeruginosa의 바이오필름 바이오매스

(biofilm biomass) 형성 억제

추출물에 의한 P. aeruginosa의 바이오필름 바이오매스 

형성 억제효과는 Zhou 등[35]의 방법을 이용하여 확인하

였다. 바이오필름 바이오매스 형성을 유도하기 위해 96- 
well plate에 P. aeruginosa (1.2×105-6 CFU/ml)를 분주한 후 

추출물을 0.2-2.0 mg/ml 농도로 처리한 다음 37℃에서 배

양하였다. 바이오필름 바이오매스가 형성된 96-well plate
는 멸균 증류수로 3회 세척한 다음 건조한 후 0.1% safranin 
(Samchun, Samchun pure chemical Co., LTD., Pyeongtaek, 
Korea)으로 10분 동안 염색하였다. 염색된 96-well plate는 

멸균 증류수로 세척한 다음 건조하였으며, safranin에 염

색된 바이오필름 바이오매스는 30% acetic acid (Sigma 
Aldrich Co., St. Louise, USA)에 용해한 후 spectropho-
tometer (Softmax M5, Molecular Devices, USA)로 흡광도

(490 nm)를 측정하여 확인하였다. 

추출물에 의한 P. aeruginosa의 바이오필름 형성 억제

추출물에 의한 P. aeruginosa의 바이오필름 형성 억제 

효과는 Fratesi 등[5]의 방법에 따라 주사전자현미경(Scan-
ning electron microscope, SEM; JEOL LTD., JSM-6701F, 
Japan)을 이용하여 확인하였다. Coverslip (12 mm, SPL 
Ltd., Pochen, Korea)이 들어있는 24-well plate에 1.2×105-6 

CFU/ml 밀도의 P. aeruginosa를 분주한 다음 1.0 mg/ml의 

추출물을 처리하였고, 추출물이 처리된 24-well plate는 37 
℃에서 48시간 동안 배양하면서 바이오필름 형성을 유도

하였다. 바이오필름이 형성된 coverslip은 PBS (Phosphate 
buffer saline, Bioneer, Daejeon, Korea)로 3회 세척한 다음 

2.5% glutaraldehyde (Sigma aldrich Co., St. Louis, USA)를 

처리하여 coverslip에서 배양된 P. aeruginosa와 바이오필

름을 고정하였고, 30, 50, 60, 70, 80, 95 및 99%의 에탄올을 

순차적으로 처리하여 P. aeruginosa와 바이오필름의 수분

을 제거한 후 실온에서 건조하였다. 건조된 시료는 plati-
num으로 코팅한 후 추출물에 의한 P. aeruginosa의 바이오

필름 형성 억제능을 확인하기 위해 주사전자현미경으로 

관찰하였다.

추출물 처리에 따른 P. aeruginosa의 quorum sensing

관련 mRNA 발현

추출물이 P. aeruginosa의 QS 관련 mRNA 발현에 미치

는 영향은 qRT-PCR로 조사하였다. Total RNA는 P. aeru-
ginosa (1.2×105-6 CFU/ml)에 추출물을 0.2-2.0 mg/ml 농도

로 처리한 다음 37℃에서 배양한 후 추출물이 처리된 P. 
aeruginosa 배양액을 원심분리하여 얻은 pellet으로부터 

RNeasy Kit (Qiagen, Hillden, Germany)를 이용하여 분리하

였다. cDNA는 iScript cDNA synthesis kit (Bio-Rad, Her-
cules, Califonia, USA)를 이용하여 합성하였고, qRT-PCR
은 ssoadvancedTM universal SYBRⓇ green supermix (Bio- 
Rad, Hercules, Califonia, USA)를 사용하여 CFX96 touchTM 
qRT-PCR detection system (Bio-Rad, Hercules, Califonia, 
USA)으로 수행하였으며, 실험에 사용된 primer는 QS 관
련 유전자인 lasI (Forward: 5’-GTGTTCAAGGAGCGCAAAGG- 
3’, Reverse: 5’-ATTCGCCAGCAACCGAAAAC-3’)와 rh1I 
(Forward: 5’-GGTTTGCGGATGGTCGAACT-3’, Reverse: 
5’-GCTACCGGCATCAGGTCTTC-3’)를 타겟으로 디자인

하였다[32]. qRT-PCR은 95℃에서 30초 동안 denaturation 
한 다음 95℃에서 denaturation 10초, 60℃에서 annealing 
20초의 조건으로 39 cycle을 수행한 후 60℃에서 20초 동

안 extension하였다. lasI와 rh1I 유전자의 mRNA 발현량은 

P. aeruginosa의 housekeeping gene인 16S rRNA (Forward: 
5’-CATGCGTACGGAACCGATTG-3’, Reverse: 5’-GGTAG
ACTGGGTGCACTTCG-3’)을 endogenous control로 사용

하여 확인하였으며, 증폭된 유전자의 정확성은 melt-curve
를 분석하여 확인하였다.

통계처리

모든 실험은 5회 이상 반복하여 수행하였으며, 실험결

과의 평균값과 표준오차는 SAS (Statistical analysis system, 
USA) program으로 구하였고, 통계적 유의성 검정은 

Duncan’s 다중검정법을 이용하여 p<0.05 수준에서 확인하

였다.
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Table 1. Minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC) of ethanol extract of S. koreana 
leaves against P. aeruginosa.

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

Minimum inhibitory concentration
Minimum bactericidal concentration

+a

+
+
+

+
+

+
+

+/－b

+
－c

+
－
+

a, growth on test medium; b, slow growth on test medium; c, no growth on test medium.

Fig. 1. Antibacterial activity of S. koreana extracts against 
P. aeruginosa KACC14021. a: DMSO as a negative 
control, b: ethanol extracts of S. koreana leaves (1 
mg/disc), c: ethanol extracts of S. koreana branches 
(1 mg/disc), d: ethanol extracts of S. koreana stems 
(1 mg/disc).

결과 및 고찰

P. aeruginosa에 대한 부위별 노각나무 추출물의 항균활성

P. aeruginosa에 대한 부위별 노각나무 추출물의 항균활

성은 agar diffusion method [3]에 따라 확인하였으며, 그 

결과는 Fig. 1과 같다. 노각나무 부위별 추출물(1 mg/disc) 
중 잎과 줄기 추출물이 P. aeruginosa에 대해 항균활성을 

나타내었으며, 잎 추출물의 항균활성이 가장 우수하였다. 
P. aeruginosa에 대해 항균활성을 나타내는 천연물 유래 

항균소재로는 산사자 메탄올 추출물[31], 상산나무 잎 메

탄올 및 70% 에탄올 추출물[2], 쇠비름 메탄올 추출물[27], 
정향 물 추출물[23], 표고버섯 아세톤, 에틸 아세테이트, 
에탄올 추출물[9] 등이 보고된 바 있다.

P. aeruginosa에 대한 노각나무 잎 추출물의 최소성장억제

농도(MIC) 및 최소살균농도(MBC)

노각나무 추출물 중 잎 추출물이 P. aeruginosa에 대해 

가장 우수한 항균활성을 나타내었으며, P. aeruginosa에 

대한 노각나무 잎 추출물의 MIC는 0.8 mg/ml였고, 0.8-2.0 
mg/ml의 추출물 처리농도에서 P. aeruginosa에 대한 노각

나무 잎 추출물의 항균활성은 농도의존적으로 증가하였

다. P. aeruginosa에 대한 노각나무 잎 추출물의 MBC를 

확인하기 위해 MIC를 확인한 후 MIC인 0.8 mg/ ml와 그 

이상의 농도인 1.0 mg/ ml, 2.0 mg/ ml에 해당하는 P. aeru-
ginosa 배양액을 추출물 무첨가 고체배지에 배양한 결과, 
MIC인 0.8 mg/ml 이상의 농도에서 colony가 관찰되었기 

때문에 노각나무 잎 추출물은 P. aeruginosa에 대해 정균

작용을 하는 것으로 판단된다(Table 1). 
Lim & Kim [27]의 보고에 의하면 쇠비름(Portulace oler-

acea) 메탄올 추출물은 300 mg/ml의 농도에서 P. aerugino-
sa에 대해 항균활성을 나타내었고, P. aeruginosa에 대한 

정향 물 추출물의 항균활성에 관한 Lee 등[23]의 보고에 

의하면 정향 물 추출물은 추출물의 농도가 증가함에 따라 

항균활성도 증가한다고 보고하였다. 따라서 노각나무 잎 

추출물은 낮은 농도에서 P. aeruginosa에 대해 정균작용을 

나타내기 때문에 천연물 유래 항균 소재로 사용할 경우 

경제성이 있을 것으로 판단된다.

노각나무 잎 추출물이 P. aeruginosa의 colony mor-

phology에 미치는 영향

노각나무 잎 추출물이 P. aeruginosa의 colony morphol-
ogy에 미치는 영향은 Ueda 등[33]의 방법에 따라 congo 
red와 coomassie brilliant blue가 첨가된 tryptone 고체배지

에서 확인하였다. 노각나무 잎 추출물(1 mg/ml) 첨가배지

에서 배양된 P. aeruginosa의 colony morphology는 smooth
한 형태로 관찰되었지만, 노각나무 잎 추출물 대신 DMSO
를 첨가한 대조구의 colony morphology는 rugose한 형태로 

관찰되었다(Fig. 2). 이는 식물유래 galactoside인 raffinose
가 P. aeruginosa의 바이오필름 형성에 미치는 영향에 관

한 Kim 등[15]의 보고와도 일치하는 결과이며, Kim 등[15]
의 보고에 의하면 raffinose (10 μM) 첨가배지에서 배양한 

P. aeruginosa의 colony morphology도 smooth한 형태였으

며, 바이오필름 형성이 억제되었다. Colony morphology는 

EPS의 overexpression과 관련된 것으로 알려져 있으며, 
smooth한 형태의 colony morphology는 EPS가 감소되었다

는 것을 의미한다. EPS는 주로 다당류와 단백질, 지질, 
eDNA 등으로 구성되어 있는 생체 고분자 혼합물로서 군

집을 이루고 있는 그람 음성 세균의 세포 사이에 공간을 

만들고 바이오필름 매트릭스 구조를 형성하는데 관여하

며, 세균은 자외선, 온도변화, pH, 높은 염도, 고압, 영양분 
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Fig. 2. Comparison of colony morphology on tryptone soy 
agar plate supplemented congo red and coomassie 
brilliant blue. colony morphology against P. aerugino-
sa KACC14021 grown without (A) and with (B) etha-
nol extract of leaves from S. koreana.

Fig. 3. Bacterial growth and biofilm formation of 
P. aeruginosa KACC14021 in LB treated 
with ethanol extracts of S. koreana leaves 
(0.2-2.0 mg/ml). Growth and biofilm for-
mation were measured under anaerobic 
condition. All assays were performed in 
triplicate, and mean values and standard 
deviations are shown.

고갈과 같은 외부환경 변화로와 항생제, 화학물질 등으로

부터 자신을 보호하기 위해 바이오필름을 형성하고 유지

하는 것으로 알려져 있다[27, 28]. 따라서, 노각나무 잎 추

출물은 EPS 생성을 억제함으로써 P. aeruginosa의 colony 
morphology와 바이오필름 형성에 영향을 미치는 것으로 

판단된다.

노각나무 잎 추출물이 P. gingivalis의 바이오필름 바이오

매스 형성에 미치는 영향

노각나무 잎 추출물이 P. aeruginosa의 바이오필름 바이

오매스 형성에 미치는 영향은 Zhou 등[35]의 방법에 따라

양적 분석법으로 조사하였으며, 그 결과는 Fig. 3과 같다. 
노각나무 잎 추출물(0.2-2.0 mg/ml)을 P. aeruginosa 현탁

액에 처리한 후 24시간 동안 배양했을 때, P. aeruginosa의 

바이오필름 바이오매스 형성이 억제되는 것을 확인할 수 

있었다. 노각나무 잎 추출물이 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1, 2.0 
mg/ml의 농도로 처리된 배양액에서 P. aeruginosa의 바이

오필름 바이오매스 형성률은 각각 89.46±0.95%, 78.68 

±0.99%, 67.29±0.65%, 58.52 ±0.65%, 54.70±0.87, 55.05± 
0.37%로 추출물의 농도가 높아질수록 바이오필름 바이오

매스 형성은 농도의존적으로 억제되는 것을 확인할 수 

있었다(Fig. 3). 이 결과는 P. aeruginosa에 대한 생강 유래 

zingerone의 항균활성 및 바이오필름 형성 억제에 관한 

Kumar 등[20]의 보고와 일치하는 결과이며, zingerone도 

추출물의 농도가 높아질수록 바이오필름 형성 및 바이오

필름 관련 mRNA 발현이 농도의존적으로 억제되었다. 따
라서 노각나무 잎 추출물은 P. aeruginosa의 생육을 억제

할 수 있을 뿐만 아니라 바이오필름 바이오매스 형성도 

억제할 수 있기 때문에 천연물 유래 항균 소재로써 개발 

가능성이 있다고 판단된다. 

노각나무 잎 추출물이 P. aeruginosa의 바이오필름 형성에

미치는 영향

노각나무 잎 추출물이 P. aeruginosa의 바이오필름 형성

에 미치는 영향은 추출물을 처리하여 배양한 P. aerugino-
sa와 추출물 대신 DMSO를 처리하여 배양한 P. aerugino-
sa(대조구)를 주사전자현미경으로 관찰하여 확인하였다

(Fig. 4). 노각나무 잎 추출물 처리구에 비해 대조구에서는 

P. aeruginosa 주변에 EPS와 바이오필름이 관찰되었지만, 
추출물 처리구에서는 P. aeruginosa 주변에 EPS와 바이오

필름이 관찰되지 않았다. 이와 같은 연구결과는 대조구에 

비해 추출물 처리구의 세포 주변에서 EPS와 바이오필름

이 관찰되지 않는다는 점에서 이전의 연구들과 일치하였

다. Zingerone의 P. aeruginosa 바이오필름 형성 저해에 관

한 Kumar 등[20] 보고에서도 zingerone을 첨가하지 않은 

P. aeruginosa PAO1 (대조구)에서는 세포가 군집을 이루

고 있고 바이오필름이 관찰되었지만, zingerone을 첨가한 

처리구에서는 세포가 흩어져 있고 바이오필름이 관찰되

지 않았다. 
P. aeruginosa 감염증 치료가 어려운 이유는 P. aerugi-
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Fig. 4. Scanning electron microscopy (SEM) 
micrographs, at 10,000X magnification, 
of P. aeruginosa KACC14021 in the 
absence (A) and presence (B) of etha-
nol extracts of S. koreana leaves (0.8 
mg/ml). Scale bar, 5 µm.

Fig. 5. Effects of ethanol extracts of S. koreana 
leaves on mRNA expression of lasI and 
rh1I genes in P. aeruginosa KACC14021 
by qRT-PCR analysis. The mRNA ex-
pression was normalized to 16S rRNA 
gene used as a reference gene. Results are 
shown as the ± SD of five replicates. 
*p<0.05, as compared with the control.

nosa가 바이오필름을 형성하기 때문이며 P. aeruginosa의 

바이오필름 발달과 확산은 QS, EPS 및 c-di-GMP를 수반

하는 다단계 프로세스에 의해 조절된다[32]. 따라서 노각

나무 잎 추출물은 P. aeruginosa의 바이오필름 발달과 확

산에 관여하는 인자의 발현을 억제할 수 있는 것으로 판

단된다.

노각나무 잎 추출물이 P. aeruginosa의 QS관련 mRNA

발현에 미치는 영향

노각나무 잎 추출물이 P. aeruginosa의 QS 관련 mRNA 
발현에 미치는 영향은 lasI와 rh1I 유전자를 primer로 이용

한 qRT-PCR로 확인하였으며, 그 결과는 Fig. 5와 같다. 
노각나무 잎 추출물을 0.2-2.0 mg/ml의 농도로 처리한 후 

P. aeruginosa의 QS 관련 유전자인 lasI와 rh1I 발현 변화를 

qRT-PCR로 확인한 결과, P. aeruginosa의 lasI와 rh1I 유전

자 모두 추출물의 농도가 높아질수록 mRNA 발현이 억제

되는 경향을 나타내었다.  
P. aeruginosa에서 독성인자, 운동성, 생물발광 및 바이

오필름 형성은 QS에 의해 제어되며, QS은 세포 밀도의 

변화와 환경적 스트레스에 반응하여 세포 외 신호전달물

질인 AHL을 분비함으로써 시작된다. P. aeruginosa의 QS 

에는 Las, Rhl, PQS 및 IQS 경로가 있고, 이 중에서도 Las
와 Rhl가 세포 외 신호전달물질인 AHL생성에 중요한 역

할을 하는 것으로 알려져 있으며[26], P. aeruginosa의 QS
을 차단하는 것은 감염증을 치료하는 새로운 방법이 될 

것으로 기대되고 있다. 
따라서 노각나무 잎 추출물의 처리 농도에 따라 P. aer-

uginosa의 lasI와 rh1I mRNA 발현이 감소하였다는 것은 

AHL의 생성이 억제되었다는 것이고 AHL의 생성이 억제

되면 QS이 시작되지 않기 때문에, 노각나무 잎 추출물은 

QS의 신호전달물질인 AHL의 생성을 억제함으로써 P. 
aeruginosa의 바이오필름 형성을 억제하는 것으로 판단 

된다.
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초록：노각나무 추출물이 Pseudomonas aeruginosa의 바이오필름 형성에 미치는 영향

이상균․김혜수․조수정*

(경상국립대학교 제약공학과)

본 연구에서는 천연물 유래 항균소재로써 노각나무의 이용 가능성을 알아보기 위해 노각나무 가지, 줄
기, 잎을 에탄올에 추출한 다음 P. aeruginosa에 대한 추출물의 항균활성을 조사하였다. 노각나무 부위별 

추출물(1 mg/disc) 중 잎과 줄기 추출물이 P. aeruginosa에 대해 항균활성을 나타내었으며, 잎 추출물의 

항균활성이 가장 우수하였다. P. aeruginosa에 대한 노각나무 잎 추출물의 MIC는 0.8 mg/ml였고 정균작용

을 나타내었다. 노각나무 잎 추출물이 0.2-2.0 mg/ml 농도로 처리된 배양액에서 P. aeruginosa의 바이오필름 

형성은 추출물의 농도가 증가할수록 농도의존적으로 억제되는 경향을 보였다. 또한 주사전자현미경으로 

노각나무 잎 추출물(0.8 mg/ml)이 P. aeruginosa의 바이오필름 형성에 미치는 영향을 관찰한 결과에 의하면 

추출물 대신 DMSO를 처리한 대조구에서는 세포 주변에서 EPS와 바이오필름이 관찰되었지만 추출물을 

처리한 처리구의 세포 주변에서는 EPS와 바이오필름이 관찰되지 않았다. qRT-PCR을 이용하여 P. aerugi-
nosa의 QS 관련 유전자인 lasI와 rh1I mRNA 발현 변화를 qRT-PCR로 확인한 결과, 노각나무 잎 추출물이 

0.2-2.0 mg/ml의 농도로 처리된 배양액에서 lasI와 rh1I mRNA 발현은 추출물의 농도가 높아질수록 농도의

존적으로 억제되는 것을 확인할 수 있었다. 이상의 결과를 종합하면 노각나무 잎 추출물은 P. aeruginosa에 

대한 항균활성과 바이오필름 형성 억제능이 우수하기 때문에 천연물 유래 항균소재로써 이용 가능성이 

높을 것으로 판단된다.
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