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Objectives: In this study, the destabilizing effect of glycyrrhetinic acid on pre-formed biofilms of Strepto-

coccus mutans (S. mutans) was observed.

Methods: Alamar blue assay was used to determine the toxicity of glycyrrhetinic acid on pre-formed 

biofilms of S. mutans. Four different concentrations (0, 3.75, 7.5, 15 g/ml) of glycyrrhetinic acid were 

tested. Changes in the biofilm architecture after exposure to glycyrrhetinic acid were analyzed by scan-

ning electron microscopy (SEM). Moreover, the role of glycyrrhetinic acid in enhancing the antimicrobial 

activity of cetylpyridinium chloride (CPC), an antimicrobial agent commonly used in oral health care 

products, was evaluated.

Results: Glycyrrhetinic acid concentration of up to 15 g/ml had little cytotoxic effect but significantly 

changed the biofilm architecture. SEM analysis revealed destabilized biofilm structure after the pre-

formed biofilms were exposed to glycyrrhetinic acid. Supplementing 2.5 g/ml CPC with 15 g/ml 

glycyrrhetinic acid significantly enhanced the bactericidal effect of CPC on the pre-formed biofilms than 

that in the non-supplemented CPC treated control. This indicates that glycyrrhetinic acid enhanced the 

antimicrobial activity of CPC by modifying the structure, thus facilitating the penetration of CPC into the 

biofilm.

Conclusions: Glycyrrhetinic acid could be a potential agent to effectively control S. mutans biofilms re-

sponsible for dental caries.  
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서    론

미생물은 고체 표면 위에 부착하여 다층의 세균막을 형성하는

데 이것을 바이오필름이라고 한다. 미생물이 바이오필름을 형성하

면, 부유할 때와는 다른 성질을 가지게 된다1,2). 바이오필름 형태로 

존재할 경우에는 미생물이 부유생활을 할 때 보다 가혹한 환경, 항

생제, 면역세포의 공격 등에 대해 훨씬 강한 저항성을 가지기 때문

에 멸균, 소독, 치료가 어렵다2). 

치아우식증은 감염성 세균에 의해 발생하는 감염성 질환 중의 

하나로서, Streptococcus mutans (S. mutans) 균이 치아우식증을 

일으키는 주요 병원균이다. S. mutans 균은 구강내 생존을 위해 치

아에 부착하여 바이오필름을 형성한다3,4). 이러한 구강내 바이오필

름이 치아우식증을 발생시키는데 중요한 역할을 한다. 

효과적으로 치아우식증을 예방하기 위해서는 S. mutans 균과 
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그 세균이 형성하는 바이오필름을 제어해야 한다. 일반적으로 치

아우식증 예방을 위한 구강케어 제품들은 다양한 항균제를 함유하

고 있다5,6). 그러나 항균제는 바이오필름 내부에 침투하여 바이오

필름 안에 있는 균까지 항균작용을 하는데 한계가 있다7). 그러므

로 치아우식증을 예방하기 위하여 치아에 형성되는 바이오필름을 

제어할 수 있는 다양한 항균제 보완 물질들이 개발되고 있다.

Glycyrrhiza 종은 전통의약에 종종 사용되어 왔다. 연구자들은 

이들의 효능성분과 생물학적 활성을 연구해 왔다8). Glycyrrhiza 

glabra의 뿌리에서 분리한 Glycyrrhetinic acid는 류마티스성 통

증이나 위궤양 치료와 같은 약학적 효능이 증명되었다9,10). 또한 본 

연구자들은 Glycyrrhetinic acid가 S. mutans 균의 바이오필름 형

성을 억제한다는 사실을 발견하였다(발표전 데이터). 그러나 아직

까지 이미 형성된 바이오필름에 대한 Glycyrrhetinic acid의 작용 

효능은 구체적으로 연구되어 있지 않다. 

이번 연구에서 우리는 Glycyrrhetinic acid가 S. mutans 균

에 의해 형성된 바이오필름의 구조를 불안정하게 변화시켜 항균

제가 효과적으로 침투하여 세균을 제어할 수 있는 방법을 보여

주는데 목적이 있다. 구체적으로는 형성된 바이오필름에 대한 

Glycyrrhetinic acid의 농도별 독성을 평가하고, 전자주사현미경

(Scanning electron microscopy, SEM) 이미지 분석을 통한 형태

학적 변화를 관찰하려 한다. 그리고 이러한 영향이 항균제인 Ce-

thylpyridinium chloride (CPC)의 효능을 강화시키는지 실험적으

로 확인해 보고자 한다. 이를 통해 Glycyrrhetinic acid가 형성된 

바이오필름을 제어하는 보완제의 역할을 함으로써 구강내 치아우

식증 예방 제제로서의 가능성을 제시하고자 한다. 

연구대상 및 방법

1. 실험균주 및 배양
ATCC에서 구입한 S. mutans UA159를 사용하였다. S. mu-

tans UA159는 Brain Heart Infusion (BHI) 액체배지(BD, Franklin 

Lakes, NJ, USA)에 접종하여 37oC 배양기에 배양하였다. 

2. 독성 평가 
S. mutans 균에 의해 형성된 바이오필름에 대한 Glycyrrhe-

tinic acid (Shaanx Fujie Pharmaceutical Co., Ltd., Xianyang, 

China)의 독성을 alamar blue 실험법으로 측정하였다11,12). BHI 액

체배지에 S. mutans 균을 접종하여 600 nm에서 흡광도가 0.5가 

될 때까지 배양하였다. 그리고 96-well microtitre plate에 1×106 

CFU/ml 농도가 되도록 1% sucrose가 들어있는 BHI 액체배지로 

희석하여 접종하였다. 이를 37oC 배양기에서 6시간 동안 배양한 

후 PBS로 수세하여 부유균을 제거하였다. 이렇게 형성된 바이오필

름에 Glycyrrhetinic acid를 농도별로(0, 3.75, 7.5, 15 g/ml) 처

리하여 37oC 배양기에서 18시간 배양하였다. 그리고 10% alamar 

blue solution (Invitrogen, Waltham, MA, USA)을 넣고 같은 배

양조건에서 2시간 동안 배양한 후, plate reader (VICTOR; Perki-

nElmer, Waltham, MA, USA)를 사용하여 형광을 측정하였다. 이

때 Glycyrrhetinic acid를 처리하지 않은 대조군을 기준으로 독성

정도를 나타냈으며, 실험은 3회 반복 실시하였다. 

3. 주사전자현미경을 이용한 형성된 바이오필름에 대한 변화 
관찰
대수증식기의 S. mutans 균을 1% sucrose가 들어있는 BHI 액

체배지에 1:100으로 희석하여 37oC 배양기에서 6시간 동안 배양

함으로써 cover glass 위에 바이오필름을 형성하였다. 여기에 15 

g/ml Glycyrrhetinic acid를 처리하였다. Glycyrrhetinic acid를 

처리하지 않은 것을 대조군으로 사용하였다. 37oC 배양기에서 18

시간 배양한 후, cover glass에 존재하는 바이오필름을 2% form-

aldehyde와 2.5% glutaraldehyde가 포함된 buffer로 실온에서 18

시간 동안 고정하였다. 고정된 바이오필름을 에탄올에 순차적으로 

탈수시킨 후 완전히 건조하였다. 건조된 시료는 백금 코팅 후, 주

사전자현미경(S-4800; Hitachi, Tokyo, Japan)을 사용하여 1,000

배의 배율로 관찰하였다. 

4. 항균제 작용에 대한 Glycyrrhetinic acid의 효능 평가
대수증식기의 S. mutans 균을 1% sucrose가 들어있는 BHI 액

체배지에 1:100으로 희석하여 96-well microtitre plate에 접종

한 후, 37oC 배양기에서 6시간 동안 배양하였다. 그런 다음 부유균

을 제거하기 위하여 PBS로 수세하였다. 이렇게 형성된 바이오필

름에 항균제인 CPC/Glycyrrhetinic acid 혼합물을 처리하여 37oC 

배양기에서 18시간 동안 배양하였다. 처리농도는 2.5 g/ml CPC, 

2.5 g/ml CPC+15 g/ml Glycyrrhetinic acid, 15 g/ml Glyc-

yrrhetinic acid, 대조군인 무처리군을 포함한다. 여기에 alamar 

blue를 처리하여 형광을 측정하여 평가하였다. 

5. 통계 분석
모든 실험은 3회 반복으로 수행하였고, 각각의 결과는 평균

과 표준편차로 표현하였다. 통계적 분석은 SPSS 21.0 (SPSS Inc., 

Chicago, IL, USA) 통계프로그램을 사용하여 ANOVA 방법으로 수

행했으며, 유의수준은 0.05로 하였다. 

연구 성적

1. 형성된 바이오필름에 대한 Glycyrrhetinic acid의 독성
형성된 바이오필름에 대한 Glycyrrhetinic acid의 독성평가를 

하였다. 형성된 바이오필름에 0, 3.75, 7.5, 15 g/ml Glycyrrhet-

inic acid를 처리하여 alamar blue로 평가해 보았다. 그 결과, 무처

리군과 비교해 보았을 때 15 g/ml Glycyrrhetinic acid 농도까지

는 통계적으로 유의한 차이를 보이지 않았다(Fig. 1).

2. Glycyrrhetinic acid에 의한 형성된 바이오필름의 형태학적 
변화
형성된 바이오필름에 15 g/ml Glycyrrhetinic acid를 처리하

였을 때의 영향을 주사전자현미경을 사용하여 1,000배의 배율로 



J Korean Acad Oral Health | 2016;40:38-42
40

관찰해 보았다(Fig. 2). Glycyrrhetinic acid를 처리하지 않은 대조

군 (a)의 경우 큰 균 덩어리들로 구성되어 있는 반면, Glycyrrhet-

inic acid를 처리한 실험군 (b)의 경우 대조군보다 균 덩어리들이 

작게 조각화되어 있으며, 바이오필름 부피와 두께가 감소한 것을 

확인할 수 있었다. 반면, 형성된 바이오필름에 CPC를 단독으로 처

리하였을 경우 바이오필름의 형태학적 변화가 없음을 확인하였다. 

즉 대조군 (a)와 유사한 이미지로 관찰되었으며, CPC와 Glycyr-

rhetinic acid를 함께 처리하였을 경우는 Glycyrrhetinic acid를 처

리한 실험군 (b)와 유사한 이미지로 관찰되었다(data not shown).

3. Glycyrrhetinic acid의 형성된 바이오필름에 대한 항균제 
작용 강화 효과
Glycyrrhetinic acid가 형성된 바이오필름 구조를 불안정하게 

만드는 효과를 확인하여, Glycyrrhetinic acid가 항균제의 침투 및 

항균작용을 강화시키는지 실험적으로 확인해 보았다. 형성된 바

이오필름에 CPC/Glycyrrhetinic acid 혼합물을 처리하여 alamar 

blue로 평가해 보았다(Fig. 3). 그 결과 혼합물을 처리하였을 경우, 

CPC 단독으로 처리하였을 때보다 항균작용이 통계적으로 유의하

게 증가하였다(P<0.05). 2.5 g/ml CPC에 15 g/ml Glycyrrhe-

tinic acid를 함께 처리한 경우, 2.5 g/ml CPC 단독으로 처리하였

을 경우와 비교하였을 때 형성된 바이오필름 균들에 대한 항균작

용이 약 2배 정도 증가하였다. 15 g/ml Glycyrrhetinic acid를 단

독으로 처리하였을 경우에는 항균효과가 거의 없었다.

고  안

바이오필름은 고체 표면 위에 형성되는 미생물의 3차원적 구

조물로서 세균에 의해 발생하는 감염성 질환의 중요한 요인이다. 

Fig. 1. Cytotoxicity of Glycyrrhetinic acid on pre-formed biofilms of 
S. mutans. 
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치아우식증은 S. mutans 균에 기인한 가장 잘 알려진 바이오필름 

관련 질병 중 하나이다13,14). 이러한 치아우식증을 효과적으로 예방

하기 위해서는 S. mutans 균의 바이오필름 제어 방법에 주목해야 

한다. 

현재 구강내 바이오필름을 제어하기 위해 신규 또는 천연 항균

제 개발, 나아가 쿼럼센싱(Quorum sensing)과 같은 미생물 간의 

소통 경로를 차단하는 물질을 개발하는 방향으로 연구가 진행되고 

있다4,15-17). 미생물은 단독으로 살아남을 수 없고 서로를 필요로 하

기 때문에, 쿼럼센싱 경로를 차단하면 미생물의 생장 및 바이오필

름 형성을 억제할 수 있을 것이라 생각하고 있다. 이를 통해 항생

제를 비롯한 항균물질에 대한 내성을 나타내는 슈퍼박테리아를 키

우기보다는 공생을 통해 저항성을 최소화하면서 감염확률을 낮출 

수 있다13). 

이와 같이 구강내 바이오필름을 효과적으로 제어할 수 있는 신

규 물질을 개발할 필요성도 있지만, 현재 사용하고 있는 항균제를 

통해 형성된 바이오필름에 보다 효과적으로 침투하여 균을 제어할 

수 있는 방법을 찾는 연구가 우선적으로 이루어져야 한다고 생각

한다. 

이에 본 연구에서는 천연식물인 Glycyrrhiza glabra에서 분리

한 Glycyrrhetinic acid가 형성된 바이오필름의 구조를 불안정화 

하여 항균제의 침투를 용이하게 함으로써 형성된 바이오필름 내

부의 균까지 제어할 수 있는 방법을 보여주고자 하였다. 이를 통해 

Glycyrrhetinic acid가 형성된 바이오필름에 대한 항균제의 한계

를 극복할 수 있는 보완제로서의 가능성을 제시하고자 한다. 

형성된 바이오필름에 대해 Glycyrrhetinic acid를 농도별로 처

리하여 독성평가를 했을 때, 15 g/ml Glycyrrhetinic acid 농도까

지는 독성이 없었다(Fig. 1). 그러므로 형성된 바이오필름에 대한 

Glycyrrhetinic acid의 영향은 직접적인 항균효과 때문이 아님을 

알 수 있었다.

그리고 형성된 바이오필름에 대한 Glycyrrhetinic acid의 영

향을 전자주사현미경을 통해서 관찰해 보았다. 그 결과 바이오필

름 구조의 변화를 볼 수 있었다(Fig. 2). 15 g/ml Glycyrrhetinic 

acid를 처리한 실험군의 경우 Glycyrrhetinic acid를 처리하지 않

은 대조군에 비해 바이오필름 두께와 부피가 감소하였으며 균 덩

어리들이 작게 조각화되어 있었다. 이를 통해 Glycyrrhetinic acid

는 형성된 바이오필름의 형태학적 구조를 변화시켜 바이오필름을 

불안정하게 만든다는 사실을 알 수 있었다. 이는 본 연구자들이 선

행 연구하여 밝혀낸 Glycyrrhetinic acid가 바이오필름 관련 유전

자들의 발현을 억제한다는 사실과 연관성이 있는 것으로 보인다

(발표전 데이터). Glycyrrhetinic acid의 이러한 작용이 cell-cell 

interaction을 변화시켜 바이오필름의 구조를 불안정하게 변화시

키는 것으로 사료된다. 

Glycyrrhetinic acid의 이러한 효능이 항균제인 CPC가 형성

된 바이오필름 내부에 침투해서 작용하는 것의 한계를 극복하는

데 도움을 준다는 사실을 CPC와 Glycyrrhetinic acid 혼합물을 처

리하여 실험해 봄으로써 확인할 수 있었다(Fig. 3). 2.5 g/ml CPC

에 15 g/ml Glycyrrhetinic acid를 함께 처리한 경우, 2.5 g/ml 

CPC를 단독으로 처리하였을 경우에 비해 형성된 바이오필름 균

들에 대한 항균작용이 약 2배 정도 증가하였다. 이는 Glycyrrhet-

inic acid의 형성된 바이오필름의 구조에 대한 영향이 CPC의 침투

를 용이하게 함으로써 항균제의 작용을 강화한 것으로 여겨진다. 

바이오필름은 항균제에 대한 저항성이 높기 때문에 바이오필

름이 형성되면 제거를 위해 더 많은 항균제를 사용해야 한다. 본 

연구를 통해서 구강내 형성된 바이오필름에 항균제인 CPC와 함께 

Glycyrrhetinic acid를 복합 처방함으로써 구강제품에 사용하는 

CPC의 사용량을 줄이면서 바이오필름 내부의 균까지 효율적으로 

제어할 수 있을 것이라 사료된다.  

본 연구에서는 Glycyrrhetinic acid가 독성이 없으면서 형성된 

바이오필름의 구조를 불안정하게 만든다는 것을 보여주었다. 이러

한 불안정화는 바이오필름 구조의 형태학적 변화를 통해서 추론

할 수 있다. 그리고 Glycyrrhetinic acid의 이러한 효능이 구강케

어 제품에 많이 사용되고 있는 항균제인 CPC의 침투를 용이하게 

하여 항균효과가 증진되는 것을 확인하였다. 그러나 본 연구는 S. 

mutans 균에 한하여 실험을 진행한 것에 제한점이 있다. 구강내 

바이오필름은 실제 환경에서 다양한 균 복합체에 의해 형성되므로 

균 복합체를 이용한 추가적인 연구가 필요할 것으로 사료된다. 또

한 향후 구강제품에 Glycyrrhetinic acid와 항균제를 복합 처방하

여 임상적 효과를 확인하는 단계가 필요할 것으로 여겨진다. 

결  론

본 연구는 Glycyrrhetinic acid가 구강내 S. mutans 균에 의

해 형성된 바이오필름의 구조를 불안정화하여 항균제의 침투를 용

이하게 하는지를 알아보고자 시행하였다. S. mutans 균에 의해 형

성된 바이오필름에 Glycyrrhetinic acid를 처리하여 alamar blue 

assay를 통한 독성평가와 SEM을 통한 형태학적 변화를 관찰함으

로써 확인하였다. 그리고 이러한 효능이 항균제의 작용을 강화시

키는지 평가하여 다음과 같은 결과를 얻었다.  

1. 형성된 바이오필름에 Glycyrrhetinic acid를 농도(0, 3.75, 

7.5, 15 g/ml) 별로 처리하여 독성평가를 실시한 결과, 15 g/ml 

농도까지 통계적으로 유의한 차이가 없었다. 

2. Glycyrrhetinic acid를 처리하여 SEM을 통해 형성된 바이

오필름의 형태학적 구조를 관찰한 결과 바이오필름을 구성하는 균 

덩어리가 조각화되고, 바이오필름의 부피와 두께가 감소한 것을 

확인할 수 있었다.

3. 항균제인 CPC에 Glycyrrhetinic acid를 혼합처리하여 CPC 

단독의 경우와 항균력을 비교해 본 결과 혼합처리한 경우 항균력

이 2배 이상 증가한 것으로 나타났다(P<0.05).

이상의 결과, Glycyrrhetinic acid의 바이오필름 불안정화 효

능은 이미 형성된 바이오필름에 대한 기존 항균제의 활성 저하라

는 일반적인 한계를 해결할 수 있는 보완제로서 사용될 수 있는 가

능성을 보여준다. 그러므로 Glycyrrhetinic acid와 항균제를 복합

처방하여 구강제품에 적용함으로써 구강내 효과적인 치아우식증 

예방제로서의 역할이 기대된다. 
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