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서론»»»

그람양성, 포자생성, 편성 혐기성균인 Clostridium 

difficile은 숙주의 장내 미생물 환경이 붕괴되면 급격히 

증가하여 경증의 설사부터 위막성 대장염까지 다양한 

소화기관련 문제를 일으킨다1). Clostridium difficile in-

fection (CDI) 위험은 항생제 치료, 위장관 수술, 프로톤

펌프저해제 등에 의해 증가하는데2), 한방재활의학과에 

입원하는 뇌졸중 혹은 척수손상 환자군의 경우 급성기

에 항생제 등의 치료를 받은 후 전원오는 경우가 많아 

지속적으로 설사하는 환자는 CDI를 고려할 필요가 있

다. 또한 원내 전파에 의한 CDI는 병원성 설사의 흔한 

원인이 되며 구획을 나누기 어렵고, 의료 장비들을 공동 

사용하는 재활치료 환자들의 특성상 감염 위험에 더욱 

취약하다고 볼 수 있다3,4). 국내의 경우 CDI 유병률이 

2008년 10만명당 1.43명에서 2011년 10만명당 5.06명
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Objectives  This study was conducted to confirm the possibility of Clostridium difficile

infection (CDI) treatment through natural herbal medicines.

Methods  After screening a total of 77 herbal medicines through the paper disc agar 

diffusion method, we selected the herbal medicines that showed a effectiveness 

compared to the positive control vancomycin. Afterwards, drugs that showed in-

hibitory effects compared to C. difficile without inhibition of Bifidobacterium bifidum

and Lactobacillus plantarum, known as beneficial bacteria, were selected and minimal 

inhibitory concentration (MIC) was confirmed by applying the Broth microdilution 

method.

Results  The Coptidis Rhizoma, well known for its antimicrobial effect, was found to 

have antimicrobial effects on C. difficile, but also had inhibitory effects on the benefi-

cial bacterium B. bifidum. 30% ethanol extraction Crataegi fructus, Corni fructus and 

Mume fructus had antimicrobial effects on C. difficile without inhibiting the beneficial 

bacteria B. bifidum and L. plantarum. The MIC values of 30% ethanol extraction Crataegi 

fructus, Corni fructus and Mume fructus were found to be 10 mg/mL, 20 mg/mL and 

5 mg/mL, respectively.

Conclusions  Crataegi fructus, Corni fructus and Mume fructus were identified as can-

didate medicines for C. difficile. Further researchs will need to be done in vivo, and to 

find an optimal extraction method accompanied by economic evaluation. (J Korean 

Med Rehabil 2021;31(1):47-57)
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으로 가파르게 늘고 있는 추세이며 이와 더불어 경제적 

부담 또한 2008년 240만 달러에서 2011년 1,580만 달러

로 크게 증가하는 경향을 보이고 있다5). 재활치료를 위

해 입원한 환자를 대상으로 한 이전 연구에서는 CDI 환

자의 재활 기간이 늘어났으며, 재활치료 시행 결과가 비

감염군에 비해 효과적이지 못했다고 보고하였다6).

CDI에 대한 치료로는 metronidazole, vancomycin, fi-

daxomicin 등의 항생제 요법, 대변 세균총 이식(fecal mi-

crobial transplantation, FMT) 등이 고려되고 있다7). 하

지만 항생제와 관련한 새로운 타입의 내성 균주 출현과 

C. difficile에 대한 재감염의 위험이 존재한다8). FMT의 

경우 공여자와 대상자의 선택, 주입 경로 등 표준화된 

프로토콜의 부재, 안정성 등이 해결되어야 할 문제로 

제시되고 있다9).

CDI에 대한 천연약물치료 관련 연구로 한의학적 원

리의 복방으로 삼령백출산, QPYF 등이, 단일 약물로는 

황련추출물인 황련수, 흑종초, 몰약, 마누카 꿀, 버진 코

코넛 오일, 석류추출물, 당귀, 홉 등이 있었으나 임상적

으로 다용되는 한약재 관련 연구는 아직 부족한 실정이

다10-16). 이에 천연 한약재를 통한 CDI 치료의 가능성을 

확인하고자 본 연구를 시행하였다.

재료 및 방법»»»

1. 실험재료

1) 생약 추출물 및 한약재

77종의 생약 추출물은 한국식물추출물은행(Cheongju, 

Korea)에서 분양받았다. 식물 추출물의 항균성은 일반

적으로 에탄올 추출물이 증류수 추출물보다 증식억제 

효과가 높다는 점을 참고하여 95.0% 에탄올로 추출한 

약물을 우선 구입하되 증류수로 추출한 약물이 분양 가

능한 경우 함께 구비하였다17-19). 후보 한약재로 선정된 

산사, 산수유, 오매, 황련은 동국대학교 일산한방병원에

서 구입 후 사용하였다.

2) 실험 균주 및 배지

실험에 사용된 균주는 생물자원센터(Jeongeup, Korea)

에서 분양받은 C. difficile KCTC 5009, Bacteroides fra-

gilis KCTC 3688, 쎌바이오텍(Kimpo, Korea)에서 분양

받은 Lactobacillus plantarum, Bifidobacterium bifidum

을 이용하였다. 생육배지로 C. difficile, Bacteroides fra-

gilis은 reinforced clostridial medium agar (RCM agar; 

BD Difco 218081)을, B. bifidum은 MRS-cysteine (MRS 

supplemented with cysteine 0.5 g/L) agar (1.5%)을, L. 

plantarum은 MRS agar (1.5%)을 이용하여 배양하였다.

2. 방법

1) Paper disc agar diffusion method

Vancomycin 및 한약재의 항균 활성은 paper disc agar 

diffusion method을 이용하여 확인하였다. Vancomycin

의 경우 CDI에 metronidazole과 함께 가장 많이 사용되

는 항생제로 양성대조군으로 설정하였다20). C. difficile

의 경우 105 CFU/mL로, Bacteroides fragilis, L. planta-

rum, B. bifidum의 경우 2×109 CFU/mL로 각각의 멸균된 

agar 배지에 2~3%를 접종하였다. 이후 농도 2.5 mg/mL, 

1.25 mg/mL, 0.63 mg/mL, 0.32 mg/mL, 0.16 mg/mL, 

0.08 mg/mL, 0.04 mg/mL의 vancomycin과 10 mg/mL의 

약물추출물을 30 μL씩 분주하여 37°C에서 24시간동

안 배양한 후 생육저지환을 확인하였다. 약물추출용액을 

만들기 위하여 20 mg의 약물 추출물을 18 μL dimethyl 

sulfoxide (DMSO)와 42 μL phosphate buffered saline (PBS)

를 추가하여 용해시켰다. 약물을 녹인 용매에 대한 영향

을 알아보기 위한 대조군으로 30% DMSO를 사용하였다.

2) 최종 후보 약물의 30% 에탄올 추출

동국대학교 일산한방병원에서 구입한 산사, 산수유, 

오매, 황련 각 4 g을 분쇄하여 10배량의 30% 에탄올을 

첨가한 후 60°C water bath에서 sonication하였다. 이후 

3,000 rpm에서 1시간가량 원심분리하는 과정을 3회 반

복한 후 상층액을 회수하고, 40°C에서 농축하여 3일간 

동결건조시켰다.

3) C. difficile 검출

(1) Genomic DNA 추출

RCM agar plate에서 배양된 C. difficile, Bacteroides 

fragilis와 MRS agar plate에서 배양된 L. plantarum, B. 

bifidum colony 1개를 각각의 배양액 5 mL에 접종한 후 
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37°C에서 24시간동안 배양하였다. 각 미생물 배양액 2 mL

을 원심분리하고 상층액은 제거한 후 분리한 균주의 

pellet에서 QIAamp fast DNA stool mini kit (51604; 

QIAGEN, Hilden, Germany)을 이용하여 제조사의 지침

에 따라 genomic DNA를 추출하였다.

(2) Polymerase chain reaction (PCR)

PCR 및 primer는 C. difficile에서 기원한 toxin A와 

toxin B를 확인하는 방법을 이용한 이전 연구를 참고하

였으며21), PCR에 사용된 primer들은 Table Ⅰ에 나타내

었다. PCR은 template genomic DNA 1 μL (50 ng), pri-

mer는 forward와 reverse 각각 1 μL (10 pmole), distilled 

water 17 μL를 섞어 reaction volume 20 μL로 수행하였

다. PCR에 사용한 kit는 AccuPower PCR PreMix kit 

(K-2016; Bioneer, Daejeon, Korea)로 제조사의 지침에 

따라 PCR을 수행하였다. PCR 산물은 1.5% agarose gel

에 분리하여 100 V에서 3분, 50 V에서 2분 전기영동한 

후 UV illumination (LAS-3000; Fuji Photo Film, Tokyo, 

Japan)을 사용하여 밴드를 확인하였다.

4) 최소저해농도(minimal inhibitory concentration, 

MIC) 측정

최종 후보 약물의 MIC 측정을 위해 Broth microdilution 

method를 응용하였다22). 먼저 C. difficile은 5 mL RCM 

배지에서 18~24시간 배양하고, 650 nm의 흡광도가 0.3

이 되게 배양액을 맞춘 후 96 well plate에 100 μL씩 분

주하였다. 약물의 농도는 20 mg/mL를 시작으로 하여 

serial dilution으로 2배씩 희석하여 10 mg/mL, 5 mg/mL, 

2.5 mg/mL, 1.25 mg/mL, 0.63 mg/mL, 0.32 mg/mL, 

0.16 mg/mL, 0.08 mg/mL, 0.04 mg/mL 농도까지 희석

한 후 100 μL씩 분주하였다. 이후 24시간 배양한 후 C. 

difficile의 증식에 미치는 영향을 650 nm에서 ELISA 

reader을 이용하여 측정하였다.

결과»»»

1. C. difficile 대비 항균 효과

본 연구를 위하여 C. difficile 대비 항균 효과를 보일 

것으로 예상되는 후보 약물 77종을 선정하였다(Table Ⅱ). 

양성대조군으로 선정된 vancomycin의 C. difficile 대비 

항균시험 시행 후 생육저지환(clear zone)이 22 mm로 20 

mm를 초과한 0.63 mg/mL을 적정 농도로 설정하였다

(Table Ⅲ). Paper disc agar diffusion method를 통한 C. 

difficile 대비 항균시험 결과, 감국, 건강, 결명자, 광곽향, 

금은화, 대복피, 대황, 맥문동, 목단피, 백선피, 복분자, 

산사, 산수유, 세신, 소엽, 여정실, 연교, 오매, 오수유, 

우슬, 정공등, 지실, 통초, 현삼, 황련 등 25종의 약물이 

+ (8~12 mm) 이상의 생육저지환을 형성하여 C. difficile 

대비 항균 효과가 있는 것으로 확인되었다(Table Ⅳ, Fig. 1).

2. 상재균 및 유익균 대비 항균 효과

생육저지환이 + (8~12 mm) 이상으로 C. difficile 대

비 항균 효과가 확인된 25종의 약물을 대상으로 하여 

상재균인 Bacteroides fragilis 및 유익균인 B. bifidum, L. 

plantarum 관련 항균시험을 시행하였다. Bacteroides 

fragilis에 항균력을 보인 약물로 감국, 건강, 광곽향, 금

은화 등 19종이 확인되었으며, B. bifidum에 항균력을 

보인 약물로는 목단피, 세신, 소엽, 오매 등 6종이 확인

되었고, L. plantarum에 항균력을 보인 약물은 통초 1종

으로 확인되었다.

추출법에 따라 항균력에 있어 차이를 보이는 약물이 

확인되었다. 대황, 목단피, 통초, 황련은 95% 에탄올 추

출과 증류수 추출 두가지 방법으로 얻어졌는데 대황의 경

우 C. difficile 관련 항균 효과가 생육저지환 + (8~12 mm)

Division Primer Sequence (5'-3')

Toxin A CD TcdA (NK 1)-F GGACATGGTAAAGATGAATTC

CD TcdA (NK 2)-R CCCAATAGAAGATTCAATATTAAGCTT

Toxin B CD TcdB 3-R GCTTCT TCA ATC CTT TCC TC

CD TcdB 1-F GTGGCCCTGAAGCATATG

CD TcdB 2-R TCC TCT CTC TGA ACT TCT TGC

Table Ⅰ. Sequences of the Nested Polymerase Chain Reaction Primers
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Pharmaceutical name Extract Pharmaceutical name Extract

Puerariae Radix 95.0% EtOH Bupleuri Radix 95.0% EtOH

Chrysanthemi Flos 95.0% EtOH Bupleuri Radix DW

Angelicae koreanae Radix 95.0% EtOH Ligustri Fructus 95.0% EtOH

Zingiberis Rhizoma 95.0% EtOH Ligustri Fructus DW

Zingiberis Rhizoma DW Forsythiae Fructus 95.0% EtOH

Cassiae Semen 95.0% EtOH Forsythiae Fructus DW

Cinnamomi Cortex 95.0% EtOH Nelumbinis Semen 95.0% EtOH

Sophorae Radix 95.0% EtOH Mume Fructus 95.0% EtOH

Pogostemonis Herba 95.0% EtOH Evodiae Fructus 95.0% EtOH

Lycii Fructus 95.0% EtOH Euodiae Fructus DW

Lonicerae Flos 95.0% EtOH Achuranthis Radix 95.0% EtOH

Aloe 95.0% EtOH Polygalae Radix 95.0% EtOH

Angelicae Sinensis Radix 95.0% EtOH Polygalae Radix DW

Arecae Pericarpium 95.0% EtOH Myristicae Semen DW

Arecae Pericarpium DW Coicis Semen 95.0% EtOH

Rhei Rhizoma 95.0% EtOH Coicis Semen DW

Rhei Rhizoma DW Ginseng Radix 95.0% EtOH

Illicii Veri Fructus DW Santalini Lignum Rubrum DW

Eucomiae Cortex 95.0% EtOH Perillae Herba DW

Liriopis Tuber 95.0% EtOH Erycibae Caulis 95.0% EtOH

Liriopis Tuber DW Erycibae Caulis DW

Chaenomelis Fructus 95.0% EtOH Caryophylli Flos DW

PaeoniaSuffruticosa 95.0% EtOH Aurantii Fructus DW

PaeoniaSuffruticosa DW Ponciri Fructus 95.0% EtOH

Saussureae Radix 95.0% EtOH Ponciri Fructus DW

Saussureae Radix DW Gentianae Macrophyllae Radix 95.0% EtOH

Myrrha 95.0% EtOH Gentianae Macrophyllae Radix DW

Pinelliae Tuber 95.0% EtOH Aurantii Nobilis Pericarpium 95.0% EtOH

Ledebouriellae Radix 95.0% EtOH Plantaginis Semen DW

Ledebouriellae Radix DW Xanthii Fructus DW

Pulsatillae Radix 95.0% EtOH Meliae Fructus DW

Dictamni Radicis Cortex 95.0% EtOH Gastrodiae Rhizoma 95.0% EtOH

Dictamni Radicis Cortex DW Gentianae Scabrae Radix 95.0% EtOH

Paeoniae Radix alba 95.0% EtOH Gentianae Scabrae Radix DW

Paeoniae Radix alba DW Alismatis Rhizoma DW

Atractylodis Rhizoma alba 95.0% EtOH Smilacis Rhizoma 95.0% EtOH

Atractylodis Rhizoma alba DW Machili Thunbergi Cortex DW

Dolichoris Semen 95.0% EtOH Tetrapanacis Medulla 95.0% EtOH

Dolichoris Semen DW Tetrapanacis Medulla DW

Cynanchi Wilfordii Radix 95.0% EtOH Fritillariae Bulbus DW

Cynanchi Wilfordii Radix DW Taraxaci Herba 95.0% EtOH

Hoelen 95.0% EtOH Kalopanacis Cortex 95.0% EtOH

Table Ⅱ. List of Herbal Extracts for Antimicrobial Test
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로 동일하였으나, Bacteroides fragilis 관련 항균 효과가 

증류수 추출물에서는 확인되지 않은 반면 95% 에탄올 

추출물에서는 생육저지환이 ++ (12~16 mm)로 확인되

었다. 목단피의 경우에도 95% 에탄올 추출물과 증류수 

추출물에서 C. difficile 관련 항균 효과가 생육저지환 + 

(8~12 mm)로 동일하였으나 B. bifidum과 관련하여 증

류수 추출물에서는 항균 효과가 확인되지 않은 반면 

95% 에탄올 추출물에서는 + (8~12 mm)로 확인되었다. 

통초 및 황련의 경우 상재균 Bacteroides fragilis 및 유

익균 B. bifidum, L. plantarum 대비 항균 효과가 95% 

에탄올 추출물 및 증류수 추출물에서 동일하였으나, C. 

difficile 대비 항균 효과가 95% 에탄올 추출물이 증류수 추

출물에 비해 더 높은 것으로 확인되었다(Table Ⅳ, Fig. 2).

Pharmaceutical name Extract Pharmaceutical name Extract

Hoelen DW Cyperi Rhizoma 95.0% EtOH

Rubi Fructus 95.0% EtOH Cyperi Rhizoma DW

Rubi Fructus DW Scrophulariae Radix 95.0% EtOH

Amomi Semen 95.0% EtOH Scrophulariae Radix DW

Amomi Semen DW Nepetae Spica 95.0% EtOH

Crataegi Fructus 95.0% EtOH Nepetae Spica DW

Crataegi Fructus DW Scutellariae Radix 95.0% EtOH

Corni Fructus 95.0% EtOH Scutellariae Radix DW

Dioscoreae Rhizoma DW Coptidis Rhizoma 95.0% EtOH

Mori Radicis Cortex 95.0% EtOH Coptidis Rhizoma DW

Acori Graminei Rhizoma 95.0% EtOH Phellodendri Cortex 95.0% EtOH

Asiasari Radix 95.0% EtOH Phellodendri Cortex DW

Perillae Folium 95.0% EtOH Polygonati Rhizoma DW

DW: distilled water, 95.0% EtOH: 95% concentration ethylalcohol.

Table Ⅱ. Continued

Vancomycin 

concentration 

(mg/mL)

Size of 

clear zone

(mm)

Clostridium 

difficile 

(KCTC 5009)

2.5 25 ++++

1.25 23 ++++

0.63 22 ++++

0.32 20 +++

0.16 18.5 +++

0.08 1.5 ++

0.04 1.2 +

+: 8~12 mm, ++: 12~16 mm, +++: 16~20 mm, ++++: larger 

than 20 mm.

Table Ⅲ. Antimicrobial Effect of Vancomycin on Clostridium

difficile

Fig. 1. Paper disc agar method to identify antimicrobial effect 

on Clostridium difficile. V 2.5: vancomycin 2.5 mg/mL, V 1.25: 

vancomycin 1.25 mg/mL, V 0.63: vancomycin 0.63 mg/mL, V 

0.32: vancomycin 0.32 mg/mL, V 0.16: vancomycin 0.16 mg/mL, 

30% DMSO: 30% concentration dimethyl sulfoxide, 1, 2, 3: 

candidate herbal medicine number 1, 2, 3.
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Pharmaceutical name
Clostridium Difficile 

(KCTC5009)

Bacteroides fragilis

(KCTC3688)

Bifidobacterium 

bifidum

Lactobacillus 

plantarum

Chrysanthemi Flos + + - -

Zingiberis Rhizoma + + - -

Cassiae Semen + - - -

Pogostemonis Herba + ++ - -

Lonicerae Flos + ++ - -

Arecae Pericarpium ++ +++ - -

Rhei Rhizoma + ++ - -

Rhei Rhizoma + - - -

Liriopis Tuber + - - -

PaeoniaSuffruticosa + - + -

PaeoniaSuffruticosa + - - -

Dictamni Radicis Cortex ++ - - -

Rubi Fructus + ++ - -

Crataegi Fructus +++ ++++ - -

Corni Fructus +++ ++++ - -

Asiasari Radix + ++++ + -

Perillae Folium + +++ + -

Ligustri Fructus ++ ++ - -

Forsythiae Fructus ++ +++ - -

Mume Fructus +++ - ++ -

Evodiae Fructus + ++ - -

Achuranthis Radix + ++ - -

Erycibae Caulis + + - -

Ponciri Fructus ++ +++ - -

Tetrapanacis Medulla ++++ - +++ +++

Tetrapanacis Medulla +++ - +++ +++

Scrophulariae Radix + + - -

Coptidis Rhizoma +++ ++ +++ -

Coptidis Rhizoma + ++ +++ -

Vancomycin (0.65 mg/mL) ++++ + +++ -

+: 8~12 mm, ++: 12~16 mm, +++: 16~20 mm, ++++: larger than 20 mm.

Table Ⅳ. Antimicrobial Effect of Herbal Extracts

Fig. 2. Paper disc agar method to identify antimicrobial effect on commensal and beneficial bacteria. (A) Paper disc agar method 

applied to Bifidobacterium bifidum, (B) Paper disc agar method applied to Bacteroides fragilis, (C) Paper disc agar method 

applied to Lactobacillus plantarum. 30% DMSO: 30% concentration dimethyl sulfoxide, V 0.63: vancomycin 0.63 mg/mL, 1, 

2, 3: candidate herbal medicine number 1, 2, 3.
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3. 최종후보 선정 및 MIC 확인

C. difficile 관련 항균력이 생육저지환 +++ (16~20 mm) 

이상으로 확인된 산사, 산수유, 오매, 통초, 황련이 후보 

물질로 선정되었다. 통초의 경우 유익균인 B. bifidum 

및 L. plantarum 대비 생육저지환 +++ (16~20 mm)로 

항균력이 확인되어 후보에서 제외하였다(Table Ⅳ).

산사, 산수유, 오매, 황련을 30% 에탄올 추출하여 동

일한 시험을 반복한 결과, 산사, 산수유, 오매는 C. diffi-

cile 대비 생육저지환 +++ (16~20 mm) 이상의 우수한 

항균력을 보인 반면, 황련은 생육저지환 ++ (12~16 mm)

으로 비교적 약한 항균력을 보였으며, 유익균인 B. bifi-

dum 대비 생육저지환 ++ (12~16 mm)의 항균력을 가지

는 것으로 확인되어 최종 후보에서 제외하였다(Table Ⅴ, 

Fig. 3).

최종 후보로 산사, 산수유, 오매를 선정하여 MIC test를 

시행하였다. 시험 결과, 각각의 MIC는 산사는 10 mg/mL, 

산수유는 20 mg/mL, 오매는 5 mg/mL로 확인되었다

(Table Ⅵ).

Pharmaceutical name Extract
Clostridium Difficile 

(KCTC5009)

Bacteroides fragilis

(KCTC3688)

Bifidobacterium 

bifidum

Lactobacillus 

plantarum

Crataegi Fructus 30% EtOH +++ +++ - -

Corni Fructus 30% EtOH ++++ +++ - -

Mume Fructus 30% EtOH ++++ ++++ - -

Coptidis Rhizoma 30% EtOH ++ ++ ++ -

Vancomycin (2.5 mg/mL) ++++ +++ ++++ -

Vancomycin (1.25 mg/mL) ++++ +++ ++++ -

Vancomycin (0.63 mg/mL) ++++ ++ +++ -

+: 8~12 mm, ++: 12~16 mm, +++: 16~20 mm, ++++: larger than 20 mm, 30% EtOH: 30% concentration ethylalcohol.

Table Ⅴ. Antimicrobial Effect of 30% Ethanol Herbal Extracts

Herbal extract
Growth of various concentration (mg/mL)

20 10 5 2.5 1.25 0.63 0.63 0.31 0.15 0.08 0.04 0 MIC

Crataegi fructus - + + + + + + + + + + 10

Corni fructus - + + + + + + + + + + + 20

Mume fructus - - - + + + + + + + + + 5

MIC: minimal inhibitory concentration, -: no growth, +: growth.

Table Ⅵ. MIC of 30% Ethanol Herbal Extract in Clostridium difficile

Fig. 3. Antimicrobial effect of 30% ethanol herbal extracts. 

(A) Paper disc agar method applied to Clostridium difficile, 

(B) Paper disc agar method applied to Bifidobacterium 

bifidum, (C) Paper disc agar method applied to Bacteroides 

fragilis, (D) Paper disc agar method applied to Lactobacillus

plantarum. V 2.5: vancomycin 2.5 mg/mL, V 1.25: vancomycin

1.25 mg/mL, V 0.63: vancomycin 0.63 mg/mL, 30% DMSO: 30%

concentration dimethyl sulfoxide, CR: Coptidis Rhizoma, MF: 

Mume Fructus, CF1: Crataegi Fructus, CF2: Corni Fructus.
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고찰»»»

C. difficile은 1978년에 위막성 대장염 환자에서 발견

되었다고 보고된 균주이다23). 주로 산소농도가 낮은 하

부위장관에서 증식하여 독소들을 분비하는데 이들 중 

toxin A는 장상피세포의 tight junction을 느슨하게 만들

어 toxin A보다 약 1,000배 가량 독성이 높은 toxin B가 

장상피세포 내로 침입하도록 돕고 조직을 손상시키는 

염증반응을 일으킨다1,24). 재활치료를 위해 입원하는 뇌

손상 및 척수손상 환자를 대상으로 입원 시 직장도말 

검사를 실시한 결과 약 16%가 C. difficile 양성으로 확

인될 만큼 CDI는 흔하며 입원 환자 간 C. difficile 발생

률은 전반적으로 증가하는 추세이다7,25). 따라서 한방재

활의학과의 주요 환자군 중 재활을 위해 병원에 비교적 

장기 재원하는 환자들의 경우 C. difficile의 감염 및 치

료에 보다 각별한 주의가 필요하다.

CDI 치료에 항생제가 적극적으로 이용됨에 따라 내성

을 가진 균주가 출현하게 되었다. 1978년부터 1983년까

지의 clindamycin, 1983년부터 2003년까지 cephalosporin

계와 fluoroquinolone계 항생제의 사용이 내성 균주의 

출현과 연관되어 있다고 여겨지고 있으며, 2003년부터 

2006년 사이에 변종 C. difficile 균주 BI/NAP1/027가 출

현하면서 발생빈도 및 위험성, 재발률 등이 증가하며 

치료가 어려워진 실정이다2). Metronidazole과 vancomy-

cin이 1970년대부터 CDI 치료에 주축이 되어 사용되고 

있으나 여전히 재발의 위험이 존재한다. 이와 관련하여 

2011년에 혐기성 그람양성 박테리아에 대항하는 fidax-

omicin이 미국 식품의약국(Food and Drug Administration)

의 승인을 받아 사용되기 시작하였다. 치료율은 90%로 

vancomycin과 유사하였으며 재발률이 15%로 vancomy-

cin이 25%인 것과 비교하여 비교적 낮았으나, 앞서 언

급한 BI/NAP1/027 균주에게서는 재발률이 38%로 확인

되었으며, 비용이 vancomycin보다 비싸다는 단점이 존

재하여 여전히 사용이 제한되고 있다7).

한편 장내 미생물의 불균형으로 인하여 CDI가 발생

하는 것과 관련하여 probiotics는 아직 논쟁의 여지가 

있으나 광범위하게 사용되고 있다2). Probiotics는 장내 

미생물 불균형을 회복시키는 것으로 잘 알려져 있으며, 

Ruminococcus gnavus과 같은 장 내에 상재하는 특정 미

생물은 인체에 해로울 수 있다고 알려진 이차담즙산을 

해독하여 C. difficile의 성장을 억제하는 것으로 알려져 

있다1). 본 연구에서는 C. difficile을 억제하는 한편, pro-

biotics인 B. bifidum 및 L. plantarum을 억제하지 않은 

약물을 찾는 것을 목표로 하였으며 더불어 상재균 중 

하나인 Bacteroides fragilis에 미치는 영향을 알아보고

자 하였다26,27).

이번 연구에서 77종의 후보 약물 중 25종이 C. difficile 

대비 생육저지환 + (8~12 mm) 이상의 항균 효과를 보이

는 것으로 확인되었다. 이들 중 산사, 산수유, 오매, 통초, 

황련이 C. difficile 대비 생육저지환 +++ (16~20 mm) 이

상으로 타 약물 대비 강력한 억제 효과를 보여 후보로 

선정되었다. 통초의 경우 95% 에탄올 추출물과 증류수 

추출물 모두에서 probiotics인 B. bifidum, L. plantarum

에 대하여 생육저지환 +++ (16~20 mm)의 억제 효과가 

확인되어 최종 후보에서 제외하였다. 황련은 95% 에탄

올 추출물과 증류수 추출물 모두에서 유익균 중 B. bifi-

dum에 대하여 생육저지환 +++ (16~20 mm)의 억제 효

과가 확인되었으나, 각각의 균주에 대한 억제효과가 

vancomycin과 유사한 형태를 보였으며, 95% 에탄올 추

출물과 증류수 추출물에 따른 C. difficile 억제 효과에 

차이가 보여 산사, 산수유, 오매와 더불어 30% 에탄올 

추출물을 제조하여 항균시험을 시행하였다. 30% 에탄

올 추출물로 시험을 진행한 결과 산사, 산수유, 오매가 

C. difficile 및 Bacteroides fragilis에 대하여 생육저지환 

+++ (16~20 mm) 이상의 억제 효과를 보이는 것으로 확

인되었다. 황련은 C. difficile 및 Bacteroides fragilis에 

대하여 생육저지환 ++ (12~16 mm)로 상대적으로 낮은 

억제 효과를 보였으며, 유익균인 B. bifidum에 대하여 

생육저지환 ++ (12~16 mm)의 억제 효과가 확인되었다. 

따라서 최종 후보 약물로 산사, 산수유, 오매를 선정하

여 MIC 측정을 시행하였으며, 각각의 MIC는 10 mg/mL, 

20 mg/mL, 5 mg/mL로 확인되었다.

‘항생제’는 숙주에게 위해를 최소화하면서 세균의 성

장을 억제하거나 죽이는 화합물을 의미한다. 대부분의 

항균제가 세균이나 진균 자원에 의존하고 있으나, 이 

외에도 식물에서 기원한 phenolics, terpenoids, alkaloids, 

lectins, polyacetylenes 등의 화합물이 항균 효과를 보인

다고 알려져 있다28,29). 황련은 중국에서 식물성 항균물

질로 각광받고 있는 대표적인 淸熱약물로써30), berber-

ine, jatrorrhizine, palmatine, coptisine 등 항균 효과를 가
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진 alkaloids를 포함하고 있으며 Streptococcus aga-

lactiae, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium 등

의 균주를 억제하는 것으로 알려져 있다31,32). 하지만 본 

연구에서는 C. difficile 억제 효과가 산사, 산수유, 오매

와 비교하여 상대적으로 낮았으며, 양성대조군인 van-

comyicn과 동일한 패턴으로 유익균인 B. bifidum에 대

해서 억제 효과가 확인되어 C. difficile 항균 약물로써 

우위를 점하기는 어려운 것으로 판단되었다.

산사는 한의학의 대표적인 消食藥으로 食積停滯에 

다용되며, 驅蟲止痢 작용이 있어 腹痛泄瀉을 치료하는

데 사용되기도 한다33). 산사의 주요 성분으로는 cratae-

golic acid, malic acid, citric acid, vitamin C, tannin, sap-

onin이 있으며, 이 중 tannin과 saponin이 항균 작용을 

하는 것으로 알려져 있다29). 산사가 C. difficile에 대한 

항균활성을 보이지 않았다는 이전 연구도 존재하나34), 

본 연구에서는 준수한 효과를 보이는 것으로 확인되었

다. 산수유는 澁精藥으로 약리 효능으로 抗菌作用을 보

이는데 그 주요 성분으로 morroniside, loganin, cornin, 

gallic acid, tartaric acid, malic acid가 있다35). 이들 중 

gallic acid는 Staphylococcus aureus에 항균 효과를 보이

는 것으로 알려졌으며29), 산수유 추출물이 Escherichia 

coli, Pseudomonas aeruginosa 등의 유해 균주에 항균 

효과를 보였다는 연구가 존재한다36). 오매는 止瀉藥로 

분류되며 澁腸止瀉이 있어 久瀉久痢를 치료하는 약재로 

citric acid, sitosterol, oleanolic acid, kaemf.-7-glucoside 

등을 주요 성분으로 하며37), Enterobacteria, E. coli, 

Klebsiella pneumoniae 등의 균주와 관련하여 그 효과가 

보고된 바 있다38-40). 위와 같이 C. difficile에 효과를 보

였던 약물인 산사, 산수유, 오매는 한의학적으로 止瀉 

혹은 抗菌 작용을 가지는 약물들로 확인되었다.

한의학적 약물치료로 한약은 단미로써 사용되기도 

하지만 일반적으로 두가지 이상의 약재를 조합하여 복

방으로 사용하는 경우가 많으며 항균 작용과 관련하여 

단미약재보다 약물을 조합하여 사용하였을 때 그 효과

가 증강될 수 있다41,42). 본 연구결과 C. difficile 관련하

여 항균 효과가 있다고 밝혀진 산사, 산수유, 오매를 포

함한 소화기계 관련 처방으로 胃腸諸疾을 主治하는 桂

薑養胃湯이 확인되었으며43) 추후 CDI 관련 추가적인 

연구가 필요할 것으로 생각된다.

본 연구에서 산사, 산수유, 오매는 CDI 표준 치료 항

생제인 vancomycin이 유익균 B. bifidum에 항균작용을 

가지는 것과 비교하여 유익균 B. bifidum 및 L. planta-

rum에 대한 억제 없이 C. difficile 대비 억제효과를 가

지는 것으로 확인되었다. 하지만 vancomycin과 동일하

게 상재균인 Bacteroides fragilis 관련 억제 효과를 가지

는 것이 관찰되었다. 장내 미생물이 어떠한 기전으로 

C. difficile에 억제 효과를 미치는지 아직 완벽하게 규명

되지 않아 후보 약재들이 상재균에 영향을 미치는 것이 

확인된 이상 임상에서의 효과를 단정할 수 없다. 또한 

장내 미생물 이외에도 포자형성 환경, 숙주의 면역 환

경 등이 CDI에 복합적으로 작용하기 때문에 C. difficile

에 직접 억제 효과를 보이는 것만으로 CDI에 효과가 

있다고 확신하기는 어렵다. 따라서 추후 연구는 생체 

투여 시에 나타나는 효과에 대한 연구가 추가되어야 할 

것이다. 마지막으로 본 연구에서 증류수, 에탄올 등 추

출 용매의 종류 및 용매 농도에 따른 항균 효과의 차이

가 관찰되었기 때문에 경제성 평가를 동반한 최적의 추

출방식을 찾는 연구가 시행되어야 할 것이다.

결론»»»

Paper disc agar diffusion method를 통해 한약재의 C. 

difficile 관련 항균 효과를 알아보기 위한 연구 결과는 

다음과 같다.

1. 77종 한약재의 C. difficile 대비 효과를 탐색한 결과 

감국, 건강, 결명자, 광곽향, 금은화, 대복피, 대황, 

맥문동, 목단피, 백선피, 복분자, 산사, 산수유, 세

신, 소엽, 여정실, 연교, 오매, 오수유, 우슬, 정공등, 

지실, 통초, 현삼, 황련 등 25종의 약물이 생육저지

환을 형성하여 C. difficile 대비 항균 효과를 보였다.

2. C. difficile 대비 항균력은 전반적으로 증류수 추출

물보다 에탄올 추출물에서 증식억제 효과가 높았다.

3. 산사, 산수유, 오매, 통초, 황련이 C. difficile 대비 

생육저지환 +++ (16~20 mm) 이상으로 vancomycin 

(0.63 mg/mL)의 ++++ (larger than 20 mm)과 비교

하여 준수한 억제 효과를 보였다.

4. 통초의 경우 유익균인 B. bifidum 및 L. plantarum 

대비 생육저지환 +++ (16~20 mm)으로 억제 효과

가 확인되어 후보에서 제외하였다.
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5. 황련의 경우 유익균인 B. bifidum에 대하여 생육저

지환 ++ (12~16 mm)의 억제 효과가 확인되어 후

보에서 제외하였다.

6. 30% 에탄올 추출 산사, 산수유, 오매는 유익균 B. 

bifidum, L. plantarum에 대한 억제 없이 C. difficile 

대비 항균 효과를 보였다.

7. 30% 에탄올 추출 산사, 산수유, 오매의 C. difficile 

대비 MIC는 각각 10 mg/mL, 20 mg/mL, 5 mg/mL

인 것으로 확인하였다.

8. 본 연구 결과 C. difficile 대비 항균 효과를 가진 산

사, 산수유, 오매를 포함한 소화기계 관련 처방으로 

桂薑養胃湯이 확인되었다.

이상의 결과로 보아 산사, 산수유, 오매가 유익균 B. 

bifidum, L. plantarum에 대한 억제 없이 C. difficile에 항

균 효과를 보인다는 것을 확인하였으며 추가적 연구를 

통해 C. difficile 치료 후보 물질로써 활용될 수 있을 것

으로 사료된다.
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