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LPS로 유도된 마우스 복강 대식세포에서 차가버섯 

열수 추출물의 염증 억제 효과

고숙경
1,2
·표명윤

1*

1
숙명여자대학교 약학대학, 

2
서울시보건환경연구원

Anti-inflammatory Effect of Inonotus obliquus Extracts in 

Lipopolysaccharide-induced Mouse Peritoneal Macrophage

Suk-kyung Ko
1,2
 and Myoung-yun Pyo

1*

1
College of Pharmacy, Sookmyung Women’s University, Seoul 140-742, Korea

2
Seoul Metropolitan Government Research Institute of Public Health and Environment, Gwacheon-si, 427-070, Korea

Abstract −Macrophages play a vital role in the innate immune system involving defensive cytokines such as TNF (tumor

necrosis factor)-α and nitric oxide (NO). Therefore, we try to elucidate the anti-inflammatory activity of Chaga mushroom

(Inonotus Obliquus, IO) in murine macrophages. Raw 264.7 cells and peritoneal macrophages of mice were cultured with or

without LPS/LPS + IFN-γ in the presence of IO aqueous extracts (IOE 0.2, 2, 20, 100 µg/mL) for 24 hr and 48 hr, respectively.

Exposure of IOE caused the decrease of NO production and increase of TNF-α production in dose-dependent manner in acti-

vated peritoneal macrophage in vitro. To further investigate anti-inflammatory effects of IO ex vivo, we orally administrated

capsaicin (PC, 3 mg/kg/day) and IOE (100, 200, 400 mg/kg/day) for 4 consecutive days to C57BL/6 mice (7~9 weeks old,

female), then observed the NO secretion and cytokine (TNF-α) production of LPS/LPS + INF-γ-stimulated peritoneal mac-

rophages. IOE inhibits NO secretion in dose-dependent manner both ex vivo and in vitro and increases the production of TNF-

α in vitro. In addition, we found that IOE possessed suppressive effects of LPS-stimulated TNF-α, IL-1β, COX-2, as well as

iNOS expressions in Raw 264.7 cells. These findings indicate that IOE suppress not only the LPS-induced NO overproduction

of murine peritoneal macrophages, but also iNOS, COX-2, TNF-α, and IL-1β overexpression of LPS-induced Raw 264.7 cells.

Consequently, our results suggest that IO may have the anti-inflammatory effects via suppression of the inflammatory cytokines

and mediators, and be useful for the treatment of inflammatory diseases.
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대식세포는 다양한 염증반응, 면역, 숙주 방어와 조직회

복에 중요한 역할을 한다. 그러나 LPS나 IFN-γ에 의해 자

극되면 염증유발 사이토카인, 케모카인, NO, 프로테아제를

분비하고 아포토시스를 유발한다. 또한 대식세포는 아포틱

세포를 식세포 작용으로 제거하고 상처를 치유하고 회복하

는 항염증 매개물질과 성장인자를 분비하기도 한다. 이처럼

대식세포는 그들의 활성 정도에 따라 염증을 유발하기도 하

고 경감하기도 하는 양면성을 가지고 있다. 이런 두 가지의

성질의 적절한 균형이 치유와 회복에 필요하다. 그러나 대

식세포의 활성화가 지속적으로 과도하게 일어나면 비정상

인 세포 사멸, 중년 여성에서 호발하는 류마티스 관절염, 신

사구체염, 죽상 동맥경화증, 알츠하이머와 같은 퇴행성 뇌

질환을 일으키기도 한다.
1-4)
 따라서 대식세포가 관여하는 염

증반응을 어떻게 얼마나 조절하는가가 이런 염증성 질환의

새로운 치료적 접근방법으로 제시되고 있다.

심혈관 질환 및 암, 당내성과 같은 만성질환에 걸릴 위험

성은 전신적 염증반응과 관련 있다는 증거가 많아지고 있

다.
5-9)
 작용기전은 대식세포와 T 림프구의 활성뿐만 아니라

염증작용을 증폭하는 염증 유발 사이토카인의 분비와 관련

있다. 염증은 염증 유발 매개물질인 TNF-α, IL-1, IL-6, IFN-

γ, IL-12, IL-18, NO와 CAM (cell adhesion molecules)들에

의해 매개되고, 또한 이런 매개물질들은 선천성 면역반응을

도와준다. 이런 매개물질들 중 NO는 박테리아를 죽이거나

종양을 제거시키는 역할을 하지만, 병리적 원인에 의해 과도
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하게 생성, 분비되면 염증을 유발시키게 되며, 조직 손상, 유

전자 변이 및 신경손상 등을 일으키는 것으로 알려졌다.
10-11)

이처럼 분비되는 양에 따라 세포 기능 유지에 중요한 역할

을 하기도 하고, 세포독성을 일으키기도 한다. NO의 합성

효소는 eNOS, nNOS, iNOS가 있는데 이중 iNOS는 칼슘의

농도에 상관없이 대식세포에서 TNF-α, IL-1β, IFN-γ와 같

은 염증성 자극에 의해 유도되는 것으로 알려졌으며 특히

LPS처리시 다량 생성되는 것으로 알려졌다. TNF-α는 염증

과 면역반응의 중요한 매개물질이며, 다양한 세포의 성장과

분화를 조절하는 것으로 알려졌다. 또한 세포에 독성을 일으

키고, 혈관 형성, 골 흡수, 혈전 생성을 촉진하고 lipogenetic

대사를 억제하는 것으로 알려졌다.
12)
 이러한 TNF-α를 포함

한 매개물질인 사이토카인 IL-6와 IL-1β는 NF-κB를 통해

활성화되고 또한 NF-κB를 활성화시켜서 cytokine cascade

를 증폭하고 염증상태를 확장한다.
13)
 이처럼 사이토카인은

염증과정에 주도적인 역할을 하기 때문에 효과적으로 이들

의 비정상적인 생성을 조절하는 것이 염증성 질환을 치료

방법으로 제시되고 있다. COX-2는 염증과 같은 병적인 환

경에서 대식세포, 단핵구, 혈관내피세포, 연골세포, 조골세

포, 활막세포 등에서 분비된다. 이러한 COX-2에 의해 아라

키돈산으로부터 PGE2가 합성되고 조직손상부위에서 합성

된 PGE2는 통증유발에 관여한다.
14)
 따라서 항염증제외 식

이성분의 응용을 통해 염증과 관련된 만성질환의 예방 및

치료에 최근 관심이 집중되고 있다.
15-20)

차가버섯의 연구는 대부분 러시아를 중심으로 진행되었

으며, 러시아 서부 캄차카반도 및 시베리아 지역에서 전통

적으로 위장암, 심혈관계 질환, 결핵 등을 치료하는 민간약

으로 사용되었다. 숙주나무가 완전히 죽은 후에 나타나는

자실체는 전통적으로 시베리아, 캐나다, 스칸디나비아, 미국,

러시아에서 다양한 암을 치료하는데 사용해왔는데, 현대에

는 러시아에서 암 치료 약초로 공인되고 있다. 추출물이 다

양한 암세포에 대한 직접 독성을 나타낸다고 보고 되어 있

으나 그 성분은 밝혀져 있지 않다. 차가버섯의 폴리사카라

이드 성분이 면역 체계를 활성화하여 간접적으로 항암작용

을 나타낸다는 보고가 있다.
21)
 기타 작용으로는 혈당강하작

용,
22-23)

 항산화작용,
24-25)

 및 항염증작용
26-27)

 에 관한 연구가

보고 되었다.

기존의 연구들이 차가버섯 추출물의 항산화작용은 SOD

의 항산화능 측정 DPPH, ABTS 라디칼 소거능을 통해 이

루어졌다.
25, 28-29)

 본 연구자는 LPS 또는 IFN-r로 자극된 마

우스의 대식세포를 타겟 세포로 하여 차가버섯 추출물 (IOE)

을 가하여 염증 유발 매개물질의 변화를 관찰하고 이들의

mRNA의 발현 정도를 살펴 차가버섯의 항염증작용을 세포

분자적 수준에서 이해함으로써 염증성 질환의 예방 및 치

료를 위한 기능성 소재 개발로의 가능성을 알아보고자 한다.

재료 및 방법

정상마우스의 복강 대식세포와 Raw 264.7 세포주 −정

상 마우스 복강 내의 세포액 중 적혈구를 용혈 시키고, 원

심 분리한 후 세포액 내의 복강대식세포를 2 mM glutamine,

100 µg/ml streptomycin and 100 units/ml penicillin을 함유

한 10% FBS-DMEM에 부유시켜 37
o
C, 5% CO2에서 배양

한다.

Raw 264.7 세포주는 한국세포주은행 (Seoul, Korea)에서

구매하였으며 2 mM glutamine, 100 µg/ml streptomycin

and 100 units/ml penicillin을 함유한 10% FBS-DMEM을

첨가하여 37
o
C, 5% CO2에서 배양한다.

Cell viability와 proliferation −정상 마우스의 복강대식세

포와 Raw 264.7 세포의 약물에 대한 cell viability는 trypan

blue를 사용한 exclusion assay로 측정하고, cell proliferation

은 MTT assay
30)
로 측정한다. 세포를 96 well plate에 분주

한 뒤 약물을 일정시간 동안 처리한 후에, 100 µl의 MTT

reagent를 넣고 37
o
C에서 4시간 동안 배양하여 crystal violet

을 형성하게 한다. 배양이 끝난 후에 100 µl의 DMSO를 넣

고 37
o
C에서 30분간 배양하여 formazan을 용해시킨 뒤

ELISA Microplate Reader를 이용하여 570 nm의 파장에서

흡광도를 측정한다.

Nitrite quantification −Nitric oxide (NO)는 Griess 시약

(0.2% naphthylethylenediamine 수용액 (A액)과 2% sulfani-

lamide의 인산 용액 (B액)을 사용 직전에 동량 혼합하여 제

조)을 사용하여 NO의 안정된 산화물인 nitrite (NO2

-
)량으로

측정한다.
31)
 표준물질인 NaNO2의 최종농도가 각각 160, 80,

40, 20, 10, 5, 2.5, 0 nmol/ml되도록 10% FBS-DMEM배지

에 희석시킨 후 96 well plate에 가하고 검체 (세포배양 상

등액)도 각각 100 µl 가한 후 Griess 시약 100 µl 반응시키

고 10분 후 570 nm에서 microplate reader로 흡광도를 측정

하여 검량선을 작성하였고 세포배양액 중의 NO는 검량선

을 이용하여 세포액 ml 당 NO2

-
 nmol로 계산하였다.

Cytokine assay −정상 마우스의 복강대식세포 (4×10
6

cells/ml) 또는 Raw 264.7 세포 배양액 (2×10
5
cells/ml)을 48

well plate에 250 µl/well를 가하고 4시간 또는 overnight

(37
o
C, 5% CO2)한 차가버섯 추출물 (IOE)을 가하고 LPS 또

는 LPS와 IFN-γ를 가하여 배양하고 48시간, 또는 24시간

후에 취한 세포배양액을 원심 분리하여 얻은 상등액 중의

사이토카인 (TNF-α)은 시중에서 구입한 sandwich ELISA

kit (BD PharMingen)를 이용하여 그 농도를 측정한다.

RT-PCR −차가버섯 추출물 (IOE)이 정상 마우스의 복강

대식세포와 Raw 264.7 세포에서 염증유발 사이토카인과 매

개물질의 mRNA발현 정도에 미치는 영향을 측정하기 위하

여 세포에서 total RNA를 분리하고 reverse transcriptase를

사용하여 cDNA를 만들고 primer (Table I)와 반응시켜 세
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포가 발현한 사이토카인의 mRNA의 양을 gel running 통해

확인한다.

통계처리 −본 실험에서 얻은 실험결과는 mean ± S.D. 값

으로 표시하였고, 실험군간의 데이터는 student's t-test로 분

석하여 유의성을 검정하였고 p값이 0.05 이하인 것만을 통

계적으로 유의성이 있는 것으로 간주하였다.

결과 및 고찰

차가버섯 추출물이 생쥐의 복강 대식세포와 Raw 264.7

세포 생존률에 미치는 영향 −차가버섯 추출물 (IOE)을 다

양한 농도로 Raw 264.7 세포와 생쥐의 복강 대식세포에 24

시간, 48시간 처리하고 MTT assay를 실시해 세포 생존률

을 살펴보았다. 무처리군을 대조군으로 하여 100%로 나타

냈을 때, 차가버섯 추출물 (IOE) 2~100 µg/ml 농도 사이에

서 세포 생존률에 큰 영향을 미치지 않았다 (Table II).

차가버섯 추출물이 LPS로 유도된 Nitric oxide (NO)와

TNF-α의 생성에 미치는 영향 −차가버섯 추출물 (IOE)이

Raw 264.7 세포와 마우스의 복강에서 분리한 마크로파아지

에서 LPS의 유도에 의한 NO과 TNF-α 생성에 미치는 영

향에 대해 알아보기 위하여, Raw 264.7 세포 (1×10
6
 cells/

ml)와 복강내 마크로파아지 (4×10
6
cells/ml)에 25 µM

capsaicin, 차가버섯 추출물 (IOE) 100 µg/ml 이하의 농도로

1시간 동안 전처리 한 다음, LPS (1 µg/ml) 또는 LPS (1 µg/

ml) + IFN-γ (1 ng/ml)를 처리하여 24시간, 48시간 각각 배

양하였다. Raw 264.7 세포를 이용한 실험에서 정상 세포에

비해 LPS (1 µg/ml) 또는 LPS (1 µg/ml)와 IFN-γ (1 ng/ml)

만 처리한 대조군에 NO 생성량이 각각 2.7배, 8.0배 증가

하였다. 따라서 LPS 또는 LPS 와 IFN-γ를 함께 가함으로

써 대식세포의 반응을 증가시켰음을 확인할 수 있었다.
32)
 그

람음성 세균의 세포 외막 성분인 LPS는 대식세포에서 면역

기능을 조절하는 여러 인자 즉, IL-1β, IL-6, IL-10, TNF-α

및 아라키돈산의 대사산물을 분비하도록 세포를 자극하여

염증반응을 유발하는 물질로 항염증 효과를 연구할 때 많

이 사용된다.
15-20, 26, 33)

 차가버섯 추출물 (IOE) 처리군에서

농도의존적으로 NO생성이 억제 되었으며 양성 대조군으로

사용한 25 µM capsaicin
33)
와 비교했을 때, 차가버섯 추출물

(IOE) 처리군 100 µg/ml의 NO생성을 40% 정도 감소시킴

으로써 차가버섯의 NO생성 억제효과가 큰 것으로 알 수 있

었다. 특히 차가버섯 추출물 (IOE)과 LPS와 IFN-γ를 동시

에 처리한 실험군에서 NO생성 억제효과를 확실하게 볼 수

있었는데 20, 100 µg/ml 처리군에서 NO생성량이 약 30%,

75% 감소함을 알 수 있었다. 다음은 정상마우스의 복강 대

식세포를 가지고 한 실험에서 역시 아무것도 처리하지 않

은 군에 비해 LPS (1 µg/ml) 또는 LPS (1 µg/ml) 와 IFN-γ

(1 ng/ml)만 처리한 대조군에 NO생성량이 각각 6.6배, 8.5

배 증가 함을 확인하였다. 특히 LPS 로 유도된 NO생성을

차가버섯 추출물 (IOE) 처리로 60% 정도까지 억제함을 알

수 있었고 LPS와 IFN-γ로 유도된 NO생성 역시 차가버섯

Table I. Sequences of primer used for RT-PCR

Gene Primer Sequence Product size (bp) 

COX-2 Sense

Antisense

5'-CATG AC TAC ATC CTG ACC CAC TT-3' 

5'-CTC CTG CTT GAG TAT -3' 

696 

iNOS Sense

Antisense

5'-TGG TGG TGA CAA GCA CAT TT-3' 

5'-CTG AGT TCG TCC CCT TCT CTC C-3' 

229 

TNF-α Sense 

Antisense 

5'-CTC CCA GGT TCT CTT CAA GG-3' 

5'-TGG AAG ACT CCT CCC AGG TA-3' 

195 

IL-1β Sense 

Antisense 

5'-AAG CTC TCA CCT CAA TGG A-3' 

5'-TGC TTG AGA GGT GCT GAT GT-3' 

302 

β-actin Sense 

Antisense 

5'-ACC GTG AAA AGA TGA CCC AG-3' 

5'-TCT CAG CTG TGG TGG TGA AG-3' 

285 

Table II.  Effects of IOE on cell viability in Raw 264.7 cells

and mouse peritoneal macrophages 

Concentration 

(µg/ml)

Cell Viability (%) 

Raw 264.7
Peritoneal 

Macrophages

0 100.00 ± 4.49 100.00 ± 10.62

2 107.18 ± 6.09 110.93 ± 14.41

5 99.98 ± 4.32 100.72 ± 4.61

10 97.03 ± 1.36 97.92 ± 7.55

20 92.19 ± 2.28 94.16 ± 20.02

50  99.25 ± 6.06 96.79 ± 11.80

100 101.57 ± 4.75 103.30 ± 17.80

The cells were treated with various concentrations of IOE for
24/48 hours respectively. Cell viability was measured by MTT
assay.
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추출물 (IOE) 처리로 약 56% 감소한 것을 볼 수 있었다. 이

상의 in vitro 실험을 통해 차가버섯 추출물 (IOE)이 대식세

포에 작용해 NO생성을 효과적으로 억제 할 수 있을 것으

로 생각된다. 이는 차가버섯 메탄올 추출물이 LPS로 유도

된 Raw 264.7 세포에서 NO생성을 억제한다는 보고
27)
와 일

치한 결과이다. 또한 마우스에 3 mg/kg capsaicin, IOE 100,

200, 400 mg/kg을 4일 동안 각각 연속적으로 경구 투여한

후 복강 세포를 분리하여 NO생성능을 살펴본 결과, LPS로

유도된 NO 생성이 capsaicin 투여군에서 유의적으로 41%

정도 감소하였다. 또한 차가버섯 추출물 (IOE) 100, 200,

400 mg/kg 처리군에서 용량의존적으로 유의적으로 NO 생

성이 각각 약 74%, 81%, 92% 감소하였다 (Fig. 1). 이러한

연구결과에서 차가버섯의 항염증작용을 예측할 수 있었다.

또한 Raw 264.7세포에서 LPS (1 µg/ml) 또는 LPS (1 µg/

ml) + IFN-γ (1 ng/ml)로 활성화된 TNF-α 생성에 capsaicin

이나 차가버섯 추출물 (IOE) 처리가 그다지 영향을 미치지

못하였다. 오히려 100 µg/ml 처리군에서 136% 증가하였다.

마우스 복강내 마크로파아지의 경우는 100 µg/ml 차가버섯

추출물 (IOE) 처리군에서 TNF-α 생성이 130% 증가하였다.

Ex vivo실험에서는 100 mg/kg투여군에서는 그다지 영향이

없었으나 200, 400 mg/kg투여군에서 각각 40%, 110% 증

가하였다 (Fig. 2).

차가버섯 추출물이 LPS로 유도된 염증관련 매개물질과

사이토카인 발현에 미치는 영향 −Raw 264.7 세포에 차가

버섯 추출물 (IOE)을 처리하여 LPS로 유도된 염증관련 매

개물질과 사이토카인 발현에 미치는 영향을 알아보기 위하

여, RT-PCR을 실시하였다. 염증 발현에 중요한 매개물질인

iNOS의 발현 정도는 농도 의존적으로 감소하였다. COX-2

Fig. 1. Suppressive effects of IOE on NO production

Raw264.7 cells (A) and mouse peritoneal macrophages (B) were pre-treated  with various concentrations of IOE, 25 µM of

capsaicin, and then stimulated with LPS (1 µg/ml) or LPS + IFN-γ (1 ng/ml) for 24 (A) and 48 (B) hours respectively. (C) showed

NO production of IOE-administered mice peritoneal macrophages ex vivo. Mice were administered with various concentrations of

IOE, 3 mg/kg/day of capsaicin. Cells were collected and stimulated with LPS (1 µg/ml)/ LPS + IFN-γ (1 ng/ml) for 48 hours. Val-

ues are expressed as mean ± S.D. of the values from independent experiments (##: p<0.05 VS. negative control, *: p<0.05, **:

p<0.01 VS. LPS- or LPS + IFN-γ-treated control).
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는 차가버섯 추출물 (IOE) 20 µg/ml처리시 그 발현 정도가

LPS 단독 처리시보다는 약간 증가하였으나, 차가버섯 추출

물 (IOE) 100 µg/ml처리시 감소 되었다. 또한 배양 시간에

따른 영향을 살펴보면, iNOS는 처리 6시간 후에 측정한 결

과 100 µg/ml 처리군의 억제효과가 뚜렷하였고 시간이 지

나면서 억제효과가 미미해짐을 알 수 있었고 COX-2는 그

양상이 처리시간에 별로 영향을 받지 않았다. 염증과 면역

반응 발현 및 조절에 중요한 역할을 담당하는 사이토카인

인 TNF-α는 100 µg/ml 처리에 의해 약간 감소하였고 IL-

1β는 처리 6시간 후에 측정한 결과에서 발현이 뚜렷하게 감

소함을 알 수 있었다. 이처럼 차가버섯 추출물 (IOE) 처리

로 염증 매개물질 합성 효소인 iNOS 와 COX-2, 염증 매개

사이토카인 TNF-α와 IL-1β의 mRNA 발현 정도가 감소됨

을 관찰하였다 (Fig. 3). 이는 2005년 박 등
27)
이 차가버섯

메탄올 추출물이 LPS 유도 Raw 264.7 세포에서 iNOS와

COX-2의 protein과 mRNA 발현을 억제한다는 보고와 일치

된 결과이다.

이상의 연구결과를 통해 차가버섯이 항염증 활성을 가지

고 있는 것을 확인하였고, 앞으로 염증성 질환 동물모델을

이용하여 적응증을 구명하고자 한다.

결 론

차가버섯 추출물의 항염증 작용을 알아보기 위해 LPS로

자극된 Raw 264.7 세포와 마우스 복강내 마크로파이지의

NO와 TNF-α의 생성 정도를 살펴본 결과 TNF-α 보다는 뚜

렷한 NO 생성 억제 효과를 확인하였다. 염증 관련매개물질

의 합성효소인 iNOS와 COX-2, 염증성 사이토카인인 TNF-

Fig. 2. Effects of IOE on the TNF-α production

Raw 264.7 cells (A) and mouse peritoneal macrophages (B) were pre-treated  with various concentrations of IOE, and then

stimulated with LPS (1 µg/ml) or LPS + IFN-γ (1 ng/ml) for 24 (A) and 48 (B) hours respectively. (C) shows TNF-α production by

peritoneal macrophages ex vivo. Mice were administered  with various concentrations of IOE, 3 mg/kg/day of capsaicin. Cells were

collected and stimulated with LPS (1 µg/ml)/ LPS + IFN-γ (1 ng/ml) for 48 hours. Values are expressed as mean ± S.D. of the values

from independent experiments (##: p<0.05 VS. negative control, *: p<0.05, **: p<0.01 VS. LPS- or LPS + IFN-γ-treated control).
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α와 IL-1β 발현 정도를 살펴본 결과 차가버섯 추출물 처리

시간, 처리농도에 따라 발현 억제정도는 달랐으나 차가버섯

추출물 (IOE) 100 µg/ml 처리군에서 iNOS와 COX-2,

TNF-α와 IL-1β의 뚜렷한 억제 효과를 확인하였다. 이러한

연구결과에 의해 차가버섯 추출물이 염증성 질환을 예방하

거나 치료할 가능성을 가지고 있다.
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