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ABSTRACT

Antimicrobial Effect of Oleanolic Acid against 

Streptococcus mutans and S. sobrinus   

                    Woo-Hyung Ha, D.D.S, M.S.D
                    Director : Prof. Yeong-Mu Ko, Ph.D., DDS

                    Department of Dental Science
                    Graduate School of Chosun University

  Oleanolic acid (OA) is a natural triterpenoid that exists widely in 

food and some medicinal herbs. OA provides remarkable protection 

against acute and chronic liver injury in experimental models and has 

been used as an oral remedy for human liver disorders. Aim of this 

study was to evaluate the antibacterial activity, as well as the toxic 

impact on human gingival fibroblast cells (HGF).  Minimum 

bactericidal concentration (MBC) were determined against Streptococcus 

mutans (ATCC 25175T) and S. sobrius (ATCC 33478T), as well as ten 

strains (S. mutans ChDC YM3, YM53, YM71, YM217, YM220, S. 

sobrinus ChDC YS4, YS5, YS6, YS7, YS11) clinical isolates. MBCs 

were determined by broth microdilution method. OA shows good 

antibacterial activity against all strains and MBC value is 4 ug/mL. 

The cytotoxicity of HGF was measured by MTT assay. The results of 

MTT assay indicate no significant difference in cytotoxicity between 

contorl group and experimental groups with the concentrations of 10 

ug/mL, 5 ug/mL, and 2.5 ug/mL. 
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제제제 111장장장 서서서 론론론

구강청정제는 현대인의 식생활변화에 의한 구강 및 치아의 손상에 따라 발
생하는 충치,구취,치주염을 예방하기 위한 목적으로 이용되고 있다.현재
시중에 유통되고 있는 구강청정제는 항균효능을 갖는 성분인 불화나트륨,염
화벤제토늄,폴리옥시에틸렌,폴리옥시프로필렌 중합체,염화세틸파이리디늄,
사카린나트륨,안식향산나트륨 등을 이용하여 충치,치주염 등을 예방 치료
한다.그러나 이러한 성분들은 삼킬 때 구토,신경쇠약,혼수상태,설사 등의
부작용을 나타내며 과량을 삼킬 경우 인체에 치명적인 손상을 야기한다.그
래서 대부분의 국가에서는 7세 이하의 유아는 구강청정제의 사용을 제한하고
있다.또한,장기간 사용 시에는 구강에 손상을 준다는 연구들이 발표되고 있
다1-7).따라서 최근에는 키토산,알로에,녹차 추출물,솔잎 추출물 등의 천연
물을 구강청정제의 조성물로 첨가하는 시도가 이루어지고 있다8-10).그러나
이러한 경우에도 불화나트륨과 같은 화학적 항균제의 문제점이 여전히 존재
한다.이에,불화나트륨,염화벤제토늄,폴리옥시에틸렌 폴리옥시프로필렌 중
합체,염화세틸파이리디늄,안식향산나트륨 등의 항균제를 사용하지 않고 독
성이 없으며 구강에 자극이 없는 천연물로 동일한 효과를 낼 수 있는 구강청
정제의 개발이 필요하다.
Oleanolicacid(3β-3-hydroxyolean-12-en-28-oicacid)는 식용 및 의약품

용 허브의 식물에 존재하는 pentacyclictriterpenoid화합물로 algycones또는
freeacid형태로 존재하며 간 보호,항염증,항 세균,항 돌연변이,항산화 효
과 등이 있는 것으로 알려져 있다11-13).또한 주로 ,

spp.및 마늘등에 다량 함유되어 있고,클로로포름이나 메탄올을
이용하여 추출된다. 약 5만개 이상의 pentacyclictriterpenoid화합물이 현재
까지 알려져 있으나,화합물의 활성과 이에 수반하는 항균작용 연구나 화합
물구조와 활성과의 상관관계는 아직까지 많이 알려져 있지않다.
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본 연구에서는 Oleanolic acid의 치아우식증의 중요한 원인 균종인
및 에 대한 항균효과를 알아보고,항균작용

을 보이는 oleanolicacid의 농도에서 사람 치은섬유모세포(humangingival
fibroblastcells,HGF)에 대한 세포독성을 평가하여 oleanolicacid을 치아우
식증 예방에 사용할 수 있는가를 평가하고자 한다.
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제제제 222장장장 연연연구구구 재재재료료료 및및및 방방방법법법

222---111...세세세균균균배배배양양양
본 연구에 사용된 ATCC 25175T와

ATCC 33478T는 America type culture collection (ATCC,University
Boulevand,Manassas,VA,USA)에서 구입하여 사용하였다.또한 한국인에
서 분리 배양된 임상분리균주( ChDCYM3,YM53,YM71,YM217,
YM220, ChDCYS4,YS5,YS6,YS7,YS11)들은 조선대학교 치
과대학 구강생화학교실에서 분양받아 사용하였다.이들 세균들은 Todd
Hewittbroth(TH broth,Difco,Lab.,Detroit,MI.USA)에 접종하고,37℃
CO2세균 배양기에서 24시간 배양하여 다음의 실험에 이용하였다.

222---222...사사사람람람 치치치은은은섬섬섬유유유모모모세세세포포포 배배배양양양
정상 치은섬유모세포는 문헌14)에 제시된 방법으로 일차배양(primary

culture)하여 사용하였다.사람 치은섬유모세포는 제3대구치를 발치하는 환자
의 retromolarpad쪽의 치은 조직으로부터 분리 배양하였다.환자의 연령은
23세 미만,전신질환 및 치주질환이 없고,비흡연자 및 최근 3개월간 항생제
투여를 받지 않은 경우에만 조직을 채취하였다.사람 치은섬유모세포는
Dulbeco'sModified EaglesMedium (DMEM,Gibco BRL,USA)에 10%
Fetal Bovine Solution (FBS, Gibco BRL, USA)과 1%
Antibiotic-Antimycotic(GibcoBRL,USA)가 혼합된 세포배양액을 이용하여
37℃에서 5% CO2가 첨가되고,100% 습도가 유지되는 세포 배양기에서 배양
하였다.배지는 2일에 한 번씩 교체하고 사람 치은섬유모세포가 증식함에 따
라 계대 배양하고 5내지 6세대의 세포를 사용하여 다음 실험에 이용하였다.
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222---333...항항항균균균평평평가가가

치아우식증의 원인균인 및 균주들에 대한 항균작용
을 액체배지희석법을 이용하여 최소성장억제농도 (Minimum bactericidal
concentration,MBC)를 측정하여 분석하였다.TH 액체배지를 이용하여 37℃
세균배양기에서 및 균주들을 24시간 배양한 후,세균
배양액을 540nm 파장에 대한 흡광도 (opticaldensity,OD)값이 0.5가 되도
록 TH 액체배지로 희석하였다. Oleanolic acid를 DMSO (Dimethyl
sulfoxide;sigma,USA)를 1,2,4,8,10ug/ml가 되도록 세균 배양액 (200
ul)에 첨가 (세균배양액의 1%가 되도록 첨가)하고,24wellplate에 200㎕씩
분주한 후 37℃에서 24시간 동안 배양하였다.그 후,그래서 이들 각 반응물
을 TH agarplate에 10㎕씩 접종하고 다시 37℃에서 24시간동안 배양하
여 균주의 집락형성 여부를 확인하였다.이때 99.9%의 세균이 죽은 well
의 oleanolicacid값을 MBC라고 정의하였다.이때 각각의 실험군 및 대
조군은 모두 3회 반복 실험하였다.

222---444...세세세포포포생생생존존존율율율평평평가가가

MBC측정에 사용된 oleanolicacid의 농도 값을 참고하여,10,5,2.5ug/ml
의 oleanolic 농도에서 사람 치은섬유모세포에 대한 세포생존율을 MTT
(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide,atetrazole)
분석법을 통하여 측정하였다.24-well의 세포 배양접시에 분주된 세포에서 배
양액을 제거하고 앞에 서술한 3가지 농도의 oleanolicacid용액과 DMSO가
1% 함유된 세포배양액 1ml씩을 각각의 well에 분주하였고,음성대조군으로
사용할 세포가 배양되는 well엔 세포 배양액만을 1ml분주하였다.이들 세
포들은 전술한 세포 배양조건에서 24시간 동안 배양하였다.그 후 기존의 세
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포 배양액을 모두 제거하고,배지 1ml당 MTT 용액을 100㎕을 섞어 각
well의 세포에 500㎕씩 첨가하여 전술한 세포배양 조건에서 3시간 동안 세
포배양을 하였다.그 후 반응액을 제거하고,1 mM HCl에 10% sodium
deoxysulfate(SDS,SigmaUSA)가 함유된 용해 용액을 300㎕를 각 well에
씩 첨가하여 형성된 formazan결정을 용해시키고,배양접시를 잘 흔든 후
96-well에 200㎕씩 분주하여 ELISA reader(MultiskanEX,Finland)로 파
장 595nm에서 흡광도를 측정하였다.이때 실험군 및 대조군은 각각 3well
씩 배당하였고,이를 독립적으로 3회 반복 시행하였다.  

222---555...통통통계계계학학학적적적 분분분석석석

실험결과는 모든 실험군과 대조군에 대해 평균 ±표준편차로 기록하였다.
세포생존율평가는 unpairedt-test를 통해 평가하였다.
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제제제 333장장장 연연연구구구 결결결과과과

333---111...OOOllleeeaaannnooollliiicccaaaccciiiddd의의의 및및및 균균균주주주들들들에에에 대대대한한한 항항항균균균효효효
과과과

 본 연구에 사용된 표준균주 (ATCC25175T)및 표
준균주 (ATCC33478T)에 대한 oleanolicacid의 MBC값은 각각 8㎍/ml및
10 ㎍/ml였다(Fig.1 & 2).한국인에서 분리 동정된 및

10균주에 대한 oleanolicacid의 MBC 값은 4㎍/ml이었다 (Table
1).

Fig. 1. Antibacterial effect of oleanolic acid against S. mutans ATCC 25175T.
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Fig. 2. Antibacterial effect of oleanolic acid against S. sobrinus ATCC 33478T.
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Table1.MBC (ug/ml)valuesofoleanolicacidagainst and

Strains MBC(ug/ml)
ATCC25175T 8

ChDCYM3 4
ChDCYM53 4
ChDCYM71 4
ChDCYM217 4
ChDCYM220 4

ATCC33478T 10
ChDCYS4 4
ChDCYS5 4
ChDCYS6 4
ChDCYS7 4
ChDCYS11 4
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333---222...OOOllleeeaaannnooollliiicccaaaccciiiddd의의의 농농농도도도에에에 따따따른른른 사사사람람람 치치치은은은섬섬섬유유유모모모세세세포포포에에에 대대대한한한 세세세포포포생생생
존존존율율율평평평가가가

Oleanolicacid의 사람 치은섬유모세포에 대한 세포생존율을 MTT 분석법
으로 평가한 결과,10㎍/ml,5㎍/ml,.2.5㎍/ml의 oleanicacid에 대한 사람
치주섬유모세포에 대한 세포 생존율은 순수한 세포 배양 용액만을 이용한 대
조군에 비해 각각 95.7%,103.8%,104.2%였다 (Fig.3).본 연구에서 사용된
oleanolicacid의 모든 농도에서 사람 치은섬유모세포의 형태는 순수한 세포
배양 용액만을 사용한 대조군과 거의 동일한 모양 및 세포 밀도를 보였다

100.0 96.3 95.7 103.8 104.2 

0 
20 
40 
60 
80 

100 
120 

Medium 1% DMSO 10 ug/ml 5 ug/ml 2.5 ug/ml

Oleanolic acid-GF

Fig. 3. Cytotoxic effect of oleanolic acid on human gingival fibroblast           

        (GF).  Statistically significant from control group (P〈 0.05).
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제제제 444장장장 총총총괄괄괄 및및및 고고고안안안

본 연구의 결과 oleanolic acid은 치아우식증의 주요한 원인 균종인
및 표준균주들 및 임상분류 균주들에 대하여 4-10

ug/ml의 농도에서 항균작용을 갖는 것을 알 수 있었다.최근 Fontanay등15)

은 병원성 기회감염의 주요한 원인균들인 ,
, , 등의 참고균주 및

항생제 내성을 보이는 임상균주들을 대상으로 oleanicacid에 대한 항균평가
를 실시하였다.그들의 연구 결과 oleanolicacid는 그람 음성 세균인
와 균주들에는 항균 효과가 없었고,그람 양성 세균인

와 참고균주들에서는 각각 8㎍/ml와 4㎍/ml의 농도에서
MIC 값을 보였다. 하지만 메티실린에 대한 항생제 내성을 갖는

(methicillin-resistance MRSA)균주와 반코마
이신에 대한 항생제 내성 (vancomycin-resistance)을 갖는 균주에
대해서는 항균 효과가 없었다.하지만 Horiuchi등의 연구 결과에 의하면 8
㎍/ml의 oleanolicacid농도에서 반코마이신에 내성을 갖는 균주
에 대한 항균 작용을 갖는 것으로 보고되었다16).이러한 두 연구결과의 차이
를 현재로서는 알 수가 없기 때문에 앞으로 oleanolicacid의 세균에 대한 항
균기전 연구되어야 할 것이다.현재까지 oleanolicacid가 어떤 기전으로 항균
작용을 갖는 것인지 밝혀져 있지 않지만,그람 양성 세균에 대해서만 항균작
용이 있는 것으로 봐서 세균의 세포벽 성분인 펩티도글리켄(peptidoglycan)의
합성을 차단하는 기전을 갖는 것으로 생각된다.치아우식증의 주요한 원인균
종인 및 뿐만 아니라 전실질환과 연관된 구강정상세균
중 폐렴 및 세균성 심내막염 등의 원인균종들인 mitis그룹의 연쇄상구균들
도 그람 양성세균들이기 때문에 oleanolicacid를 구강양치용액 및 치약 등의
구강위생용품에 첨가하여 사용할 경우 치아우식증 뿐만 아니라 여러 전신질
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환의 예방에도 효과가 있을 것으로 생각된다.
치아우식증의 주요한 원인균인 및 에 항균효과를 보

이는 oleanolicacid의 농도(10㎍/ml)에서는 사람 치은섬유모세포에 대한 세
포독성이 없었다.Fontanay등15)의 oleanolicacid의 사람 각화세포(HaCaT)
및 사람 폐 배아 섬유모세포 (MRC-5)들에 세포 생존율 실험 결과에 의하면,
52.4㎎/L(㎍/ml)와 25.2㎎/L(㎍/ml)농도의 oleanolicacid를 24시간 동안
HaCaT 세포와 MRC-5세포 각각에 처리할 경우 50%의 생존율 (thehalf
maximum inhibitoryconcentration,IC50)을 보였다.이는 조직의 기원에 따른
세포들 간의 oleanolicacid에 대한 생존율 차이가 존재함이 있음을 시사해
주는 결과이다.본 연구에서는 최대 10㎍/ml(㎎/L)의 농도만을 이용하여 사
람 치은섬유모세포에 대한 생존율 실험을 실시하였기 때문에 다음 연구에서
는 이보다 더 높은 농도에서의 세포 생존율 실험도 필요하리라 생각된다.
구강 내에는 약 500여 종의 세균이 서식하고 있고,구강 내 발생하는 대표

적인 질병들인 치아우식증,치주질환,치수 및 치근단 질환 및 구강 악골에
발생하는 골수염 등의 원인도 대부분 구강 내 존재하는 정상 세균총의 세균
에 의한 기회감염의 결과로 알려져 있다17).이러한 구강 질환의 치료를 위해
항생제를 사용하기도 하지만,항생제 투여에 의해 구강 내 세균들의 특정 항
생제에 대한 내성획득 등의 문제 때문에 한계가 있다.또한, 및

가 주요한 원인균종이며,치면세균막내 연쇄상구균들의 당질 대사에
의해 발생되는 젖산 등의 산성 대사산물에 의해 치아의 법랑질 및 상아질이
탈회되어 발생하는 치아우식증을 항생제로 치료할 수 없는 특성을 갖는다.
그러므로,많은 연구자들은 오랫동안 음식으로 사용되고 있거나,인체에 부작
용이 없는 것으로 알려진 천연물 중에서 항균작용을 보이는 물질을 추출하여
치아우식증을 비롯한 세균성 질환의 예방 및 치료에 응용하려는 연구를 진행
하였다18-23).본 연구에서 사용된 oleanolicacid의 경우도 여러 가지 식물성
음식과 의약용 허브와 식물에 존재하는 것으로 알려져 있다.그러므로 앞으
로 oleanolicacid를 어떤 식물에서 추출할 것일지를 정하고,경제적으로 추출
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할 수 있는 방법을 찾고,여러 감염성 질환의 주요한 원인균종들에 대한 항
균 효과를 검증하는 연구를 진행할 필요가 있다고 생각된다.
이상의 결과에 의하면,치아우식증의 원인균종에 대한 항균작용을 갖는

oleanolicacid의 농도에서는 사람 치은섬유모세에 대한 세포독성은 보이지
않기 때문에 치아우식증 예방을 위한 구강양치용액 개발에 이용될 수 있을
것으로 생각된다.
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555장장장 결결결 론론론

구강청결제 및 치약의 첨가제로서 oleanolicacid를 사용가능성을 검토하기
위하여 치아아우식증 원인균종인 와 에 대한 항균실험
및 치은섬유모세포에 대한 세포생존율을 평가하여,다음과 같은 결과를 얻었
다.

1. 및 균주에 대한,oleanolicacid의 MBC값은 4㎍
/ml이었다

.
2. Oleanolicacid의 10㎍/ml,5㎍/ml.2.5㎍/ml농도에 대한 사람 치은섬
유모세포에 대한 세포 생존율은 순수한 세포 배양 용액만을 이용한 대조
군에 비해 각각 95.7%,103.8%,104.2%이었다.

3. 본 연구에서 사용된 oleanolicacid의 모든 농도에서 사람 치은섬유모세포
의 형태는 순수한 세포 배양 용액만을 사용한 대조군과 거의 동일한 세포
형상 및 세포 밀도를 보였다.

이상의 결과에 의하면,치아우식증의 원인균종에 대한 항균작용을 갖는
oleanolicacid의 농도에서는 사람 치은섬유모세에 대한 세포독성은 보이지
않기 때문에 치아우식증 예방을 위한 구강세정제 개발에 사용될 수 있을 것
으로 생각된다.
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