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ABSTRACT: In this study, we evaluated the anti-inflammatory effect of extract from Cudrania tricuspidata twig sawdust fermented
with Ganoderma lucidum mycelium. Fermented Cudrania tricuspidata twig sawdust extracted with 70% ethanol and elucidated
the potential signaling pathway in lipopolysaccharide (LPS)-induced RAW264.7 cells. Fermented Cudrania tricuspidata twig
sawdust inhibits LPS-stimulated nitric oxide (NO) production without affecting cell viability in a dose-dependent manner and
production of LPS-induced pro-inflammatory cytokines such as interleukin (IL)-1β, tumor necrosis factor (TNF)-α and
prostaglandin2 (PGE

2
). Fermented Cudrania tricuspidata twig sawdust also suppressed the expression of the pro-inflammatory

mediators such as inducible nitric oxide synthase (iNOS) and cyclooxygenase-2 (COX-2) in LPS-stimulated RAW264.7 cells.
Moreover, Fermented Cudrania tricuspidata twig sawdust significantly attenuated LPS-induced IkappaB (IκB) degradation and
suppressed nuclear factor kappa B (NF-κB) nuclear translocation. These results suggest that fermented Cudrania tricuspidata twig
sawdust may have great potential for the development of anti-inflammatory agent.
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서 론

꾸지뽕나무(Cudrania tricuspidata)는 뽕나무과의 낙엽

교목으로 한국, 일본, 중국 등에서 주로 자생하며 뽕잎 대

용, 식용, 약용, 종이 원료 등 다양한 분야에서 활용되고

있다. 동의보감에서는 강장, 자양, 숙취해소 등에 효과가

있는 것으로 알려져 있으며 줄기는 부인병, 잎은 습진, 폐

결핵, 타박상, 급성 관절염, 열매는 청열과 양혈 치료에

사용되어 왔다(Choi et al., 2009; Kang et al., 2011). 줄

기는 xanthones, flavonoids 등의 폴리페놀(polyphenol)

성분이 다량 함유되어 있으며 항산화, 항균, 항암, 항당뇨,

항염, 간보호 등 다양한 분야에서 효능 연구가 보고 되어

있다(Kim et al., 2009; Kim and Kim, 2005; Kim et al.,

2012; Joo et al, 2009).

영지버섯(Ganoderma lucidum)은 전세계적으로 분포하

며 한국, 일본, 중국 등에서 강장, 이뇨, 해독, 항균, 면역,

진해, 진통, 신경쇠약, 불면증, 급·만성 간염, 위궤양, 혈압

강하 등을 치료하기 위해 사용되어 왔다(Shio, 2003). 영

지버섯의 자실체와 균사체는 항염, 항당뇨, 면역조절, 항

암, 항종양, 고혈압 등 다양한 생리활성이 보고되어 있으

며 polysaccharide, tritepene, nucleoside, steroid, 등 다양

한 물질들이 함유되어 있다(Chen et al, 1980; Furusawa

et al., 1992; Waser and Weis, 1999).

염증은 외부자극에 의한 감염, 조직 손상 대한 생체 조
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직의 면역반응이다(Jeong et al., 2012). 다양한 면역세포

에서 일어나는 복합적인 과정으로 대식세포와 같은 면역

세포가 바이러스와 같은 외부자극에 반응하여 식세포작용

(phagocytosis)을 하거나 염증매개물질들을 분비하여 제거

하는 과정 또한 포함된다(Vane et al., 1994). 대식세포는

선천 및 후천 면역을 담당하는 세포로, lipopolysaccharide

(LPS) 및 사이토카인 같은 인자들에 의해 활성화 되고,

nitric oxide (NO) 및 prostaglandin E2 (PGE2), tumor

necrosis factor-α (TNF-α), interleukin-6 (IL-6),

interleukin-1β (IL-1β) 같은 염증매개 인자를 생성한다

(Kang et al., 2006; Lawrence et al., 2002). NO는 L-

arginine에서 inducible nitroxide synthase (iNOS)에 의해

생성되며 면역, 혈관확장, 세포신호 전달 등 다양한 기능

을 가지고 있지만 NO의 과다 생산은 염증을 유발하여 정

상 조직에 손상을 입히고 관절염, 아토피, 암, 천식, 폐혈

증, 염증성 질환 등을 악화시킬 수 있으며 노화의 원인이

되기도 한다(Paradise et al., 2010; Peng et al., 2015;

Guo et al., 2012; Jin et al., 2014). iNOS와 TNF-α와 같

은 염증매개 인자들의 생성은 nuclear factor-κB (NF-κB)

를 포함하는 다양한 전사 인자들에 의해 조절된다(Cho et

al., 2008; Medicherla et al., 2015). 염증매개 인자의 생

성을 유도하는 효소나 사이토카인의 발현을 저해하거나,

관련 인자의 발현에 중요한 신호전달인자로 작용하는 전

사인자들의 활성 조절은 염증 관련 질환의 치료 또는 예

방을 위한 주요 target으로 여겨지고 있으며 최근에는 기

존에 사용되고 있는 항염증제의 부작용을 줄일 수 있는

천연물 유래 항염증 소재 개발을 위한 연구들이 활발히

진행되고 있다(Park et al., 2012).

따라서, 본 연구에서는 Raw264.7 세포에서 LPS에 의해

유도된 염증 관련 매개 물질인 NO, PGE2의 생성과 관련

단백질의 발현 양상 및 염증성 사이토카인 측정을 통해

영자버섯균을 이용하여 발효된 꾸지뽕나무 잔가지 톱밥

추출물의 항염증 효과를 검증하여 기능성 소재로서 활용

가능성을 규명하고자 하였다. 

재료 및 방법

시료 및 균주
본 실험에서 사용한 꾸지뽕나무 잔가지는 김제에서 직

접 채취하여 건조시킨 후 실온에서 보관하며 사용하였다.

영지버섯(G. lucidum KACC 42231) 균주는 농촌진흥청

한국 농업미생물자원센터(Korean Agricultural Culture

Collection, KACC)에서 분양 받아 사용하였다. 

꾸지뽕나무 잔가지 발효 및 추출물 제조
Fig. 1의 과정을 통해 꾸지뽕나무 잔가지 발효 및 추출

물을 제작하였다. 먼저, 영지버섯 균주는 맥아배지(malt

extract broth; Kisan biotech, Seoul, Korea)에서 25
o
C에

서 1주일간 배양 후 꾸지뽕나무 줄기를 배지로 이용하여

25
o
C에서 20일간 배양한 후 잔가지 발효를 위한 톱밥종균

으로 사용하였다. 꾸지뽕나무 잔가지 톱밥 제조를 위해

잔가지를 건조 후 파쇄기로 2~3 mm의 크기로 분쇄하고

냉동 꾸지뽕 열매 1 kg에 3리터의 온수(90
o
C)를 가하고

믹서기로 균질화시켜 얻은 퓨레와 혼합하여 꾸지뽕나무

잔가지 분쇄물의 수분함량을 65% 정도로 조정하였다. 꾸

지뽕나무 잔가지 분쇄물을 버섯배양용 비닐봉지에 넣어

121
o
C에서 45분간 살균 후 톱밥종균을 5% 정도로 접종하

여 25
o
C에서 1주일간 배양하고 동결건조하였다.

영지버섯균 발효 꾸지뽕나무 잔가지 톱밥과 꾸지뽕나무

잔가지 각각 100 g에 70% 에탄올 300 ml을 가하고 상온

에서 1주일간 침지추출 하였다. 추출액을 filter paper

(Advantec, Tokyo, Japan)로 여과하고 회전 감압농축기

(Tokyo Rikakikai, Tokyo, Japan)로 농축한 후 동결건조

(Ilshin Lab, Dongducheon, Korea) 시켜 얻은 분말상태의

추출물은 -20
o
C에 보관하며 실험에 사용하였다. 꾸지뽕나

무 잔가지 추출물은 8.1 g을 얻었고 약 8.1%의 수율을 나

타냈으며 발효 추출물은 6.7 g을 얻었고 약 6.7%의 수율

을 나타냈다.

세포배양 
RAW264.7 세포는 한국 세포주은행에서 분양 받아 실험

에 사용하였다. 10% FBS (fetal bovine serum; Invitrogen,

Carlsbad, CA, USA)와 100 units/mL penicillin, 100 µg/mL

streptomycin을 첨가한 DMEM 배지 (Dulbecco’s modified

eagle medium) (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)를 사용하

여 37
o
C, 5% CO2 조건에서 배양하였으며 세포밀도가

70~80%가 되었을 때 cell scraper를 이용하여 계대배양하

며 실험에 사용하였다. 

세포 독성 측정
추출물의 세포독성을 확인하기 위해 3-(4,5-

dimethylthiazole-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazoliumbromide

(MTT) assay를 사용하여 측정하였다. 세포를 96-well

plates에 분주하여 배양한 후, 추출물을 농도별로 세포에

처리하여 24시간 동안 배양하였다. 배양 후 배지를 제거

하고 각각의 well에 MTT 용액 (5 mg/ml) 10 µl와 배지

90 µl를 처리하였다. Formazan 생성을 위해 37
o
C에서 4시

간 동안 배양하여 MTT를 환원시켰다. 배지를 제거하고

생성된 formazan을 100 µl DMSO 로 녹여준 후

microplate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA,

USA)를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하고 세포독

성을 분석하였다

Nitric oxide (NO) 생성량 측정 
NO의 배지 내 농도를 griess reagent를 이용하여 측정하

였다. Raw264.7세포는 세포밀도가 70~80% 정도 되었을



영지버섯균 발효 꾸지뽕나무 가지 톱밥 추출물의 항염증 활성 227

때 phosphate buffered saline (PBS)로 세척하고 cell

scraper로 세포를 떼어낸 후 96-well plate에 분주하여 12

시간 배양한 후 추출물을 농도별로 4시간동안 전처리하고

lipopolysaccharide (LPS) from Escherichia coli O55:B5

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 를 1 µg/ml의 농도로

처리하여 18시간 배양하였다. 세포 배양액 100 µl를 취한 후

griess reagent (1% sulfanilamide in 5%　phosphoric acid

and 1% α-naphtylamide in H2O) 100 µl를 혼합하여 상온에

서 10분 동안 반응시킨 후, microplate reader (Molecular

Devices, Sunnyvale, CA, USA)를 이용하여 548 nm에서

흡광도를 측정하였다. NO의 농도는 Sodium nitrate

(NaNO2)로 표준곡선을 이용하여 산출하였다.

Prostaglandin E2 (PGE2) 및 inflammatory cytokine
생성량 측정

Raw264.7세포를 96-well plate에 분주하여 12시간 배양

한 후 추출물을 농도별로 4시간동안 전처리하고 LPS

(1 µg/ml)를 처리하여 18시간 배양하였다. 배지 내에 생성된

PGE2 및 cytokine의 농도는 enzyme-linked immunosorbent

assay (ELISA) kits (R&D Systems, Minneapolis, MN,

USA)를 이용하여 측정하였다. 추출물과 LPS 처리 후 배

지를 원심분리하고 -70
o
C에 보관하며 실험에 이용하였다.

제조사에서 제공한 manual에 따라 실험을 진행하고

microplate reader (Molecular Devices, CA, USA)를 이용

하여 흡광도를 측정하였다. Standard의 흡광도로부터 표

준곡선을 구하고 이를 이용하여 흡광도로부터 PGE2 및

사이토카인의 농도를 정량하였다.

Western blot 분석
Raw264.7세포에 추출물을 4시간동안 전처리하고 LPS

(1 µg/ml)를 18시간 동안 처리한 후 PBS로 세포를 세척

하였다. 세포를 원심분리하여 얻은 pellet에

radioimmunoprecipitation assay (RIPA) buffer (50 mM

Tris-HCl, pH 8.0, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.5%

Nadeoxycholate and 0.1% SDS)를 넣고 20분간 4
o
C에서 방

치한 후 12,000 rpm, 4
o
C에서 20분간 원심분리하여 얻은 상

등액을 bicinchoninic acid (BCA) protein assay kit

(Thermofisher, Waltham, MA, USA)를 이용하여 단백질을

정량하였다. 단백질 20 µg을 sample buffer와 섞어 100
o
C에

서 5분간 끓인 후, 10% sodium dodecyl sulfate-

polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)로 단백질을

분리하였다. Polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane으로

단백질을 transfer하고 blocking solution (10 mM Tris,

100 mM NaCl, 0.1% Tween20, 5% nonfat milk)으로 2시간

동안 blocking 하였다. 1차 항체를 희석하여 4
o
C에서

overnight 시킨 후 TBS-T(10 mM Tris, 100 mM NaCl, 0.1%

Tween20) 용액으로 membrane을 10분씩 3회 세척하고, 2차

항체는 1:2,500으로 희석하여 상온에서 2시간 반응시켰다.

TBS-T로 membrane을 10분씩 3회 씻어준 후 ECL detection

kit (Thermofisher, Waltham, MA, USA)를 처리한

membrane의 단백질 밴드를 image reader (Microchemi 4.2,

DNR, Neve Yamin, IS)로 가시화하여 발현량을 분석하였다.

Fig. 1. A flow diagram for preparation of (A) sawdust spawn and (B) extract of fermented C. tricuspidata twig sawdust.
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Cytoplasmic and nuclear fraction
Raw264.7세포를 100 mm culture dish에 분주하여 12시

간 배양하고 추출물을 농도별로 4시간동안 전처리한 후

LPS (1 µg/ml)를 30분 동안 처리하였다. 처리 후 세포를

PBS로 세척하고 원심분리 하여 pellet을 얻었다. nuclear

and cytoplasmic protein extraction (Thermofisher,

Waltham, MA, USA)를 제조사에서 제공한 manual에 따

라 실험을 진행하여 세포질과 핵을 분리하였다. 분리된

단백질은 western blot을 통해 분석하였다.

통계처리

모든 실험은 3회 이상 반복하여 실시하였으며, 실험결

과는 평균±표준편차로 나타내었다. 통계적 분석은 일원배

치 분산분석(one-way analysis of variance)을 이용하여

실시하였고, p<0.05 수준에서 유의성을 검증하였다.

결과 및 고찰

Raw264.7 세포에 대한 세포독성 
발효 추출물이 Raw264.7 세포의 세포 생존율에 미치는

영향을 알아보기 위해 MTT assay를 수행하였다(Fig. 2).

발효 추출물을 50~300 µg/ml 농도로 처리하였을 때 모든

농도에서 세포 생존율은 대조군과 유의한 차이를 보이지

않았으므로 대식세포에 대한 독성이 없는 것으로 확인되

었다. 따라서 이 결과를 바탕으로 동일한 농도 범위 내에

서 실험을 진행하였다.

NO 및 PGE2 생성에 미치는 영향
NO는 염증반응의 대표적인 지표물질로 iNOS에 의해

L-arginine으로부터 생성되며, LPS에 의해 발현된 iNOS

에 의해 과도하게 NO의 생성이 많아지면 염증반응을 유

발하여 세포독성, 조직손상 등의 원인이 되는 것으로 알

려져 있으며 이로 인해 염증반응과 관련된 다양한 질병과

노화의 원인이 되기도 한다(Paradise et al., 2010;

Skidgel et al., 2002). 한편, PGE2는 염증 매개 인자로

cyclooxygenase에 의해 arachidonic acid로부터 합성되며

염증반응, 종양 전이 등의 세포 신호전달 과정에도 관여

한다(Posadas et al., 2000). 발효 추출물이 NO, PGE2의

생성에 미치는 영향을 살펴보기 위하여 RAW264.7 세포

에 추출물을 농도별로 4시간 동안 전처리하고 LPS를 18

시간 처리한 후 측정하였다. LPS를 단독으로 처리한 군은

NO 생성을 급격하게 증가시킴을 확인하였다. 발효추출물

은 LPS 단독 처리군과 비교했을 때 농도의존적으로 NO

의 생성이 감소하는 것으로 나타났으며(p<0.05) 300 µg/

ml 농도에서는 80%까지 NO의 생성을 감소시킴을 확인하

였고 반면에 꾸지뽕나무 추출물은 300 µg/ml 농도에서

62%까지 NO의 생성을 감소시켰으며 발효추출물에 비해

낮은 억제효과를 나타냈다(Fig. 3A). MTT assay를 이용

Fig. 2. Effect of ethanol extract from fermented C. tricuspidata
twig with G. lucidum mycelium on cell viability of Raw264.7
cells. Raw264.7 cells were treated with various concentrations
of fermented Cudrania tricuspidata for 24 h. After
incubation, cell viability was assessed using the MTT assay.
Values are expressed as mean±SD (n=4)

Fig. 3. Effect of ethanol extract from fermented C. tricuspidata twig with G. lucidum mycelium and C. tricuspidata twig on (A)
NO production and (B) cell viability in LPS-stimulated RAW264.7. Cells were pretreated with fermented Cudrania tricuspidata
for 4 h and then exposed to LPS for 18 h. NO production was measured by Griess reagent and cell viability was measured by
MTT assay. The data presented are the means±SD of three independent experiments. #P<0.05 vs. control group; *P<0.05 vs.
LPS group.
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하여 발효추출물과 LPS가 처리에 의해 세포생존율에 미

치는 영향을 확인한 결과, 세포의 생존율에 영향을 주지

않음을 확인 하였다(Fig. 3B). 또한, LPS 단독 처리한 군

에 비해 발효추출물을 처리한 군에서도 농도 의존적으로

PGE2의 생성 억제 효과가 있는 것을 확인할 수 있었으며

(p<0.05), 특히 300 µg/ml 농도로 처리 시 PGE2 생성을

67%까지 감소시켰다(Fig. 4). 반면에, 꾸지뽕나무 잔가지

추출물의 경우 300 µg/ml 농도에서 NO는 62%, PGE2는

51%의 억제 효과를 나타내었고 발효 추출물에 비해 낮은

억제 활성을 확인할 수 있었다(Fig. 3, 4). Kim 등(2017)

은 동충하초 균사체 발효 추출물이 LPS에 의한 

대식세포의 NO 생성을 유의적으로 억제하였으며 염증

반응 억제에 효과가 있음을 보고한 바 있다. 이는 본 연구

에서도 동일한 경향을 나타냈으며 연구 결과를 통해서 꾸

지뽕나무 잔가지 추출물보다 발효 추출물의 항염증 활성

이 우수함을 확인하였으며, 발효 추출물이 LPS에 의해 증

가된 NO와 PGE2의 생성을 감소시킴으로써 대식세포에서

염증 반응을 억제시키는 것에 효과가 있음을 확인할 수

있었다.

inflammatory cytokine 생성에 미치는 영향
Cytokine은 면역세포에 의해 분비되며 면역세포의 활성,

증식 및 분화를 조절하여 염증반응을 매개하는 인자로

TNF-α와 IL-1β는 대표적인 inflammatory cytokine으로

알려져 있다. TNF-α는 T 림프구의 세포 증식, 생존, 분

화, 사멸을 조절하며 염증반응을 유도하며 IL-1β와 같은

inflammatory cytokine 생성에 주도적인 역할을 한다. IL-

1β는 염증반응 초기에 분비되어 숙주면역반응의 염증 매개

자로서 작용한다(Seo et al., 2014). 이러한 inflammatory

cytokine들은 LPS로 유도된 대식세포에서 과도하게 생성되

어 NO 및 PGE2의 생성을 유도하며 염증 반응을 유발하며

악화시킨다. 발효 추출물이 inflammatory cytokine의 생

성에 미치는 영향을 살펴보기 위하여 RAW264.7 세포에

추출물을 농도별로 4시간 동안 전처리하고 LPS를 18시간

처리한 후 측정한 결과 LPS 처리에 의해 IL-1β, TNF-α의

생성이 유의적으로 증가하였지만 발효 추출물에 의해 모

든 사이토카인이 생성을 농도의존적으로 감소시킴을 확인

하였다(p<0.05) (Fig. 5). 발효 추출물 300 µg/ml에서 IL-

1β 생성이 74%까지 감소됨을 확인하였으며 TNF-α는

58%까지 감소됨을 확인하였다. 따라서 발효 추출물의

inflammatory cytokine의 생성 억제를 통해 항염증 효과

를 나타내는 것으로 사료된다.

iNOS 및 COX-2 단백질 발현에 미치는 영향
iNOS와 COX-2는 NO의 생성 및 TNF-α, IL-1β와 같은

염증 매개 인자들의 생성을 유도하는 것으로 알려져 있다.

Fig. 4. Effect of ethanol extract from fermented C. tricuspidata
twig with G. lucidum mycelium and C. tricuspidata twig on
production of PGE2 and inflammatory cytokines in LPS-
stimulated RAW264.7. Cells were pretreated with fermented
Cudrania tricuspidata for 4 h and then exposed to LPS for 18
h. NO production was measured by Griess reagent and
cellviability was measured by MTT assay. The data presented
are the means±SD. of three independent experiments. #P<0.05
vs. control group; *P<0.05 vs. LPS group.

Fig. 5. Effect of ethanol extract from fermented C. tricuspidata twig with G. lucidum mycelium on production of (A) IL-1β and
(B) TNF-α in LPS-stimulated RAW264.7. Cells were pretreated with fermented Cudrania tricuspidata for 4 h and then exposed
to LPS for 18 h. Protein expression was measured by western blot. The data presented are the means±SD of three independent
experiments. #P<0.05 vs. control group; *P<0.05 vs. LPS group.
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iNOS는 LPS와 inflammatory cytokine에 의해 발현이 증

가하며 NO의 생성을 증가시켜 염증 반응에 의한 세포독

성 및 조직 손상 등을 유발한다. COX는 arachidonic acid

로부터 염증 매개 인자인 prostaglandins 합성을 촉진하며

TNF-α, IL-1β와 같은 inflammatory cytokine 생성을 유도

하여 염증반응 유발한다. 발효 추출물의 NO 생성 억제

효과가 염증 관련 유전자의 발현 조절과 관련 여부를 확

인하기 위하여 RAW264.7 세포에 추출물을 농도별로 4시

간 동안 전처리하고 LPS를 처리한 후 iNOS와 COX-2의

발현정도를 확인하였다. 측정 결과, 무처리군에 비해 LPS

처리에 의해 증가된 iNOS와 COX-2 단백질 발현양이 발

효추출물을 처리했을 때 농도 의존적으로 감소한 것을 확

인하였다(p<0.05) (Fig. 6). 이러한 결과를 통해서 발효 추

출물이 iNOS, COX-2의 발현을 억제시켜 NO, PGE2의

생성을 억제시킴으로서 항염증 효과를 나타내는 것으로

사료된다. LPS에 의한 RAW264.7 세포의 염증반응에서

버섯 균사체 발효 추출물에 의한 염증 반응 억제와 iNOS

및 COX-2의 발현 억제에 대한 연구들이 보고된 바 있으

며 이는 본 연구의 결과에서도 동일한 경향을 나타내었다

(Kim et al., 2016).

NF-κB 활성화 조절에 미치는 영향
Inflammatory cytokine, iNOS 등을 포함하는 많은 염증

매개 인자의 발현은 전사인자인 NF-κB에 의해 조절된다

(Lee et al., 2012). NF-κB는 세포질에서 IκB와 결합하여

불활성화 상태로 존재하지만, 세포가 LPS에 의해 자극되

면 IκB는 인산화되고 IκB로부터 NF-κB는 유리된다. 유

리되며 활성화된 NF-κB는 핵 내로 이동하여 iNOS,

COX-2와 같은 염증 매개 인자들의 발현을 촉진함으로써

염증 반응을 조절한다(Kawai and Akira, 2006). 염증 반

응 억제 효과가 NF-κB 신호조절을 통해 일어나는지를 확

인하기 RAW264.7 세포에 추출물을 농도별로 4시간 동안

전처리하고 LPS를 30분 동안 처리한 후 IκB 인산화 및

NF-κB 전이 여부를 확인하였다. LPS 단독 처리 군에서는

세포질 내의 인산화된 IκB의 양은 증가하였지만 이와 반

대로 발효 추출물 처리군에서는 인산화된 IκB의 양이 감

소하였으며 또한 핵 내의 NF-κB p65의 양은 LPS 단독

처리 군에서는 증가하였지만 발효 추출물 처리군에서는

감소하였다(Fig. 7). 발효 추출물에 의한 세포질에서 IκB

의 인산화 억제와 핵 내의 NF-κB p65의 감소는 IκB의

분해가 억제되면서 NF-κB p65의 핵 내 전이가 억제되어

세포질 내에 존재하고 있음을 나타내고 있는 것으로 기존

의 보고된 LPS에 의한 염증반응에 대한 천연물의 항염증

효과와 유사한 결과를 보여 주었다(Park et al., 2020;

Kim et al., 2017). 따라서 발효 추출물의 항염증 효과는

LPS에 의해 유도되는 IκB의 분해와 NF-κB p65가 핵으로

이동을 억제함으로서 염증 매개인자들의 생성을 억제하여

항염증 효과를 나타내는 것으로 사료된다.

적 요

염증은 외부 자극으로부터 보호하는 중요한 면역반응이

Fig. 6. Effect of ethanol extract from fermented C. tricuspidata twig with G. lucidum mycelium on expression of iNOS and
COX-2 in LPS-stimulated RAW264.7. Cells were pretreated with fermented Cudrania tricuspidata for 4 h and then exposed to
LPS for 18 h. Protein expression was measured by western blot. The data presented are the means±SD. of three independent
experiments. #P<0.05 vs. control group; *P<0.05 vs. LPS group.
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다(Jeong et al., 2012). 그러나 NO 및 inflammatory

cytokine과 같은 염증 매개 인자의 과도한 생성은 비정상

적인 염증 반응을 초래할 수 있다(Paradise et al., 2010).

염증 매개 인자의 생성과 염증 신호 전달을 조절하는 중

요한 역할을 하는 대식세포는 LPS 자극에 의해 NF-κB가

활성화 되어 inflammatory cytokine 등의 염증 매개 인자

들이 분비가 증가되며 염증 반응을 심화시킨다(Lee et

al., 2012). 본 연구에서는 영지버섯균 발효 꾸지뽕나무 가

지 톱밥 추출물을 이용하여 LPS로 염증을 유도한

Raw264.7세포에서 염증 관련 인자들의 생성 및 발현에

미치는 영향을 분석하여 항염증 효과를 확인하였다. 

NO는 염증에서 중요한 역할을 하며 대식세포의 염증

반응 조절 평가시 대표적인 지표로 사용되며 iNOS에 의해

생성이 유도되며 PGE2는 염증 매개 인자로 inflammatory

cytokine 생성에 관여하며 COX-2에 의해 생성이 유도된다

(Paradise et al., 2010; Posadas et al., 2000). 발효추출물

이 RAW264.7세포에서 세포독성 없이 NO의 생성과

PGE2의 생성을 감소시켰으며 이 결과는 발효 추출물 처

리에 의해 iNOS와 COX-2의 발현이 감소한 것과 일치하

였다. 또한 염증 반응을 조절하는 대표적인 inflammatory

cytokine으로 알려진 IL-1β, TNF-α의 생성이 감소되었다.

따라서 발효추출물은 NO, PGE2, inflammatory cytokines

생성을 감소시켜 항염증 효과를 나타낸다고 볼 수 있다.

NF-κB는 iNOS, COX-2 및 inflammatory cytokine의 발

현을 조절하는 전사인자로 IκB와의 결합에 의해 NF-κB

의 핵 내 이동이 억제되며 불활성화상태로 존재한다. LPS

자극에 의해 IκB가 인산화 및 분해되면 NF-κB가 활성화

되어 핵 내로 이동하여 염증성 매개인자들의 발현을 유도

하고, 염증성 질환 뿐만 아니라 다양한 질환을 유발시키

는 것으로 알려져 있다 (Kawai and Akira, 2006; Ghosh

and Ksarin, 2002). 본 연구에서는 LPS에 의해 자극된

RAW264.7 세포에서 IκB의 분해 및 NF-κB의 전이가 발

효추출물에 의해 감소됨을 확인하였으며 발효추출물에 의

한 iNOS, COX-2 및 inflammatory cytokine 감소는 NF-

κB 활성화 감소에 의해 조절되는 것으로 사료된다. 이러

한 결과들을 통해서 발효추출물이 NF-kB 활성화 억제를

통해 염증 매개 인자들의 생성 및 발현을 감소시킴으로서

염증 반응 억제 효과를 나타냄을 확인하여, 염증 관련 질

환에 대해 예방 및 개선을 위한 항염증 기능성 소재로 사

용될 수 있음을 시사한다.
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