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Solid-State Culture를 이용하여 조제한 노루궁뎅이버섯

균사체-뽕잎발효물의 면역 및 항염증 활성
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Abstract

After mulberry (Morus alba) leaves were fermented with Hericium erinaceum mycelium by solid-state culture
to enhance physiological activity, fermented mulberry leaves (MA-HE) was extracted by hot-water (MA-HE-
HW) and ethanol (MA-HE-E). MA-HE-HW showed enhanced mitogenic and intestinal immune system modulat-
ing activities (1.41 and 1.52 fold of saline control, respectively) compared to hot-water extracts of non-fermented
mulberry leaves (MA-HW) and H. erinaceum mycelium (HE-HW) at 100 μg/mL. Meanwhile, when we tested
the inhibitory effects of extracts on nitric oxide (NO), tumor necrosis factor (TNF)-α, and interleukin (IL)-1β
and IL-6 production, MA-HE-E significantly inhibited these pro-inflammatory mediators in LPS-stimulated
RAW 264.7 cells (45.1, 41.3, 70.2, and 55.7% inhibition of LPS control at 1,000 μg/mL). In addition, MA-HE-HW
and MA-HE-E did not show any cytotoxicity on RAW 264.7 cells at 1,000 μg/mL whereas HE-E and MA-E
indicated cytotoxicity (80.1 and 30.7% cell viability of saline control). These results suggest that mulberry leaves
fermented with H. erinaceum by solid-state culture might have enhanced immunomodulatory and anti-in-
flammatory effects compared to non-fermented mulberry leaves, resulting in ingredients biotransformed for
fermentation with H. erinaceum mycelium.
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서 론

뽕잎(mulberry leaves)은 뽕나뭇과(Moraceae)의 뽕나무

속(Morus)에 속하는 열대에서 온대지방까지 널리 분포하고

있는 식물(Morus alba)의 잎으로 오래 전부터 식용 혹은 약

용으로 널리 이용되어왔다. 뽕잎에는 alanine, aspartic acid,

glutamic acid, serine과 tyrosine 등의 함량이 높아서 숙취해

소 및 순환계 질환을 예방해 주며, γ-aminobutyric acid
(GABA)와 rutin 성분에 의한 노인성 치매와 동맥경화를 막

아주는 작용도 알려져 있다(1,2). 또한 뽕잎에는 flavonoids,

steroids, triterpenes, 비타민 등과 다량의 무기질 성분이 존

재하여 녹차와 비교할 때 Ca, Fe 및 K이 1.4～6배 높은 것으

로 보고되고 있다(3,4). 뽕잎의 생리활성에 관한 연구로는

혈압상승 억제효과, 식욕 및 포만감을 조절하여 체중을 감소

시키는 효과, 뽕잎발효차의 항암 및 항산화 효과, 뽕잎추출

물에 의한 염증 억제효과, 항 당뇨 및 항 고지혈증효과(5-10)

등이 보고되었으며, Ahn 등(11)은 뽕잎추출액을 첨가한 발

효유의 이화학적 및 관능적 특성을 분석하여 뽕잎추출액의

가공식품 적합성도 검토하였다. 그러나 지금까지의 연구는

뽕잎의 영양학적 특성 및 뽕잎추출물에 관한 생리활성 내용

이 대부분이었고 뽕잎을 고등균류인 버섯균사체로 발효시

켜 생리활성을 증강시키거나 이로부터 활성성분을 분리한

연구는 거의 없는 실정이다.

한편, 대표적인 약용버섯 중 하나인 노루궁뎅이버섯

(Hericium erinaceum)은 가을철 활엽수의 고목이나 생목에

서 주로 발생하며 일본, 동남아시아, 유럽, 북아메리카 등에

분포되어 있다. 노루궁뎅이버섯의 자실체 생산은 광선, 온

도, 습도의 제어를 필요로 하며 유효성분의 추출수율이 낮아

식용이외의 산업화는 미비한 실정(12)으로 최근 자실체보다

는 배양이 용이하고 추출수율이 우수한 자실체 발생이전 단
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계인 균사체의 액체배양에 의한 항산화활성, 항암활성과 면

역증강 활성 등의 생리활성에 대한 연구가 꾸준히 진행되고

있다(13-15). 따라서 노루궁뎅이 균사체가 뽕잎을 영양원으

로 생육할 수 있다면, 균류의 생물학적 변환능력(biotrans-

formation)에 의한 뽕잎의 유용성분 증진과 이로 인한 활성

에서의 시너지 효과를 얻을 수 있을 뿐만 아니라 균사체가

배양된 뽕잎발효물의 식품소재화를 통하여 뽕잎과 균사체

의 유용성분을 모두 섭취할 수 있다는 장점을 제공할 수 있

을 것으로 생각한다.

본 연구에서는 이러한 목적을 달성하기 위하여 약용 및

식용으로 이용되어 왔고, 건강식품으로 널리 알려진 뽕잎에

다양한 생리활성 효능을 가지고 있는 유용균사체 고등균류

인 노루궁뎅이버섯 균사체를 solid-state culture 방법으로

배양하여 뽕잎발효물을 조제한 후 면역 및 항염증 활성의

증진효과를 관찰함으로써 기능성소재로 이용하기 위한 기

초자료를 확보하고자 하였다.

재료 및 방법

Solid-state culture를 이용한 노루궁뎅이버섯 균사체-

뽕잎발효물의 조제

노루궁뎅이버섯(H. erinaceum, HE) 균사체는 충북농업

기술원(Chungbuk, Korea)으로부터 분양받아 potato dex-

trose agar(PDA, Difco, Detroit, MI, USA) 사면배지에서

25oC, 10일간 배양한 후 4oC에 보존하면서 4주마다 계대배양

하여 사용하였다. 또한, 노루궁뎅이 균사체 종균은 10종의

일반배지 중 균사체 생육이 가장 왕성한 mushroom complete

medium(MCM) 액체배지에 대하여 유원 HT(Gyeongbuk,

Korea)에서 구입한 뽕잎(M. alba leaves, MA)의 열수추출

물(65
o
Bx)이 5%(v/v) 농도가 되도록 첨가하고 진탕배양기

(SI-4100R, Jeio Tech., Daejeon, Korea)에서 25oC로 배양하

였다. 한편, solid-state culture를 이용한 노루궁뎅이 균사체

의 뽕잎발효물(노루궁뎅이버섯 균사체-뽕잎발효물, MA-

HE)은 뽕잎을 수세한 후 실온에서 3-4일간 건조시켜 수분

함량을 조절하고 조직을 연화시킨 다음, 121oC에서 20분간

고압멸균하고 노루궁뎅이 균사체 종균을 10%(v/v) 접종하

여 25oC에서 30일간 배양(multi room incubator, Vision

Scientific, Gyeonggi-do, Korea)한 후 동결건조 하여 조제

하였다.

노루궁뎅이버섯 균사체-뽕잎발효물의 열수 및 에탄올추

출물 조제

Solid-state culture를 이용하여 조제한 MA-HE의 면역

및 항염증 활성은 열수와 에탄올추출물을 조제하여 확인하

였다. 먼저, 열수추출물은 MA-HE에 20배의 증류수를 첨가

하고 homogenizer(Ultra-turrax T-50, Janke & Kunkel

GmbH & Co., KG-IKA-Labortechnik, Staufen, Germany)

로 5,000 rpm에서 10분간 분쇄한 후 열수추출하였으며, 여과

(No. 2, Toyo Roshi Kaisha Ltd., Tokyo, Japan)로 잔사와

추출액을 분리하고 잔사는 다시 반복추출 하였다. 2회 열수

추출하여 얻은 추출액은 모두 합쳐 원심분리(7,600×g, 4oC,
30분)로 불용성 침전물을 제거하고 농축 및 동결건조 하여

노루궁뎅이버섯 균사체-뽕잎발효물의 열수추출물(MA-HE-

HW)로 조제하였다. 한편, 에탄올추출물은 MA-HE에 5배

의 95% 에탄올을 첨가한 후 stirring mantle(MS-ES, Mi-

sung S&I, Daejeon, Korea)에서 2,000 rpm, 70oC의 온도로

2시간 동안 환류시켜 추출한 후 여과하여 잔사와 추출액으

로 분리하였다. 잔사는 다시 반복추출 하였으며 5회 환류추

출 하여 얻은 추출액은 모두 합쳐 원심분리, 농축 및 동결건

조를 거쳐 에탄올추출물(MA-HE-E)로 조제하였다. 또한,

발효시키지 않은 대조군 뽕잎(MA) 및 액체배양으로 얻은

노루궁뎅이 균사체 종균(HE)도 동일한 방법으로 처리하여

비발효 뽕잎 및 노루궁뎅이 균사체의 열수(MA-HW와 HE-

HW) 및 에탄올추출물(MA-E와 HE-E)로 조제한 후 노루

궁뎅이버섯 균사체-뽕잎발효물의 용매추출물(MA-HE-

HW와 -E)과 활성을 비교하기 위한 시료대조군으로서 사용

하였다.

실험동물과 세포배양

면역활성 측정을 위한 실험동물은 생후 6주령의 자성

C3H/He 및 BALB/c 마우스를 (주)샘타코(Gyeonggi-do,

Korea)에서 구입한 후 사육조에 넣고 정수된 물과 실험동물

용 펠렛사료(Samyang Co., Incheon, Korea)를 자유공급 하

였다. 동물세포 배양을 위한 RPMI-1640 배지와 Hank's

balanced salt solution(HBSS), penicillin, streptomycin,

fetal bovine serum(FBS)은 모두 GenDEPOT(Barker, TX,

USA)로부터 구입하였으며, fungizone과 amphotericin B는

Gibco-BRL Co.(Grand Island, NY, USA)에서 입수하였다.

또한, 세포생존률 및 면역활성 활성을 측정하기 위한 cell

counting kit(CCK)-8은 Dojindo Laboratories(Kumamoto,

Japan)로부터 구입하여 실험에 사용하였다. 한편, 항염증실

험에 사용된 murine macrophage cell line인 RAW 264.7 세

포주는 한국세포주은행(Seoul, Korea)에서 분양받았다.

RAW 264.7 세포주는 10% FBS와 100 U/mL의 penicillin,

100 μg/mL의 streptomycin 및 125 ng/mL의 fungizone과

amphotericin B를 함유한 DMEM(GenDEPOT) 배지를 사

용하여 37oC, 5% CO2 배양기(Vision Scientific)에서 2～3일

간격으로 계대하면서 배양하였다. 또한, 항염증실험에서 염

증유도를 위한 lipopolysaccharide(LPS from Escherichia

coli)는 Sigma-Aldrich Co.(St. Louis, MO, USA)에서 구입

하였고, tumor necrosis factor(TNF)-α, interleukin(IL)-1β 

및 IL-6를 정량하기 위한 ELISA kit는 BD Bioscience(San

Diego, CA, USA)에서 입수하여 실험에 사용하였다.

비장세포의 마이토젠 활성

BALB/c 마우스(6주령, female)를 경추탈구 시킨 후 멸균
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적으로 비장을 적출하여 마쇄하고 0.2% NaCl과 금속망(200

mesh)을 이용하여 적혈구와 이물질을 제거시킨 후 비장세

포(splenocyte)를 회수하였다. 회수한 비장세포는 10% FBS

와 100 U/mL의 penicillin, 100 μg/mL의 streptomycin 및

125 ng/mL의 fungizone과 amphotericin B를 함유한 RPMI-

1640 배지로 2～3회 세척하고 세포수를 5×106 cells/ mL로
조정하여 비장세포 현탁액을 조제하였다. 비장세포 현탁액

은 96-well plate(SPL life science, Gyeonggi-do, Korea)의

각 well에 90 μL씩 분주하고 적당한 농도로 희석한 시료 10

μL를 첨가하여 46시간 동안 5% CO2 배양기에서 배양하였

다. 시료의 마이토젠 활성은 CCK-8 kit 용액을 10 μL 첨가하

여 4시간 배양한 후 450 nm에서 흡광도(Sunrise, TECAN,

Grödingen, Austria)를 측정하여 saline 대조군의 비장세포

증식도에 대한 상대활성(%)으로 나타내었다. CCK-8은 고감

도의 수용성 tetrazolium염을 이용하는 cell viability assay

kit로서 세포의 dehydrogenase에 의해 환원되어 수용성

formazan을 형성하여 450 nm에서 측정하므로 formazan을

회수하여 유기용매에 용해시킬 필요가 없어 간단하고 감도

가 높으며 안정성이 양호하여 세포생존률 및 세포 증식실험

에 많이 이용되고 있다(16).

Peyer's patch를 경유한 장관면역 활성

C3H/He 마우스 복부를 절개하여 소장벽 위에 존재하는

Peyer's patch를 조심스럽게 적출한 후 HBSS 용액이 담겨

진 peter dish에 옮겨 마쇄하고 0.2% NaCl과 금속망을 이용

하여 적혈구와 이물질을 제거한 후 Peyer's patch 세포현탁

액을 조제하였다. 세포현탁액은 10% FBS를 함유한 RPMI-

1640 배지로 세척하여 2×106 cells/mL의 세포농도로 조정

한 후 96-well plate에 180 μL씩 분주하고 적당한 농도로

희석한 시료를 20 μL씩 첨가하여 37oC, 5% CO2 배양기에서

5일간 배양한 후 상등액을 회수하여 골수세포 증식활성에

사용하였다. 한편, 골수세포는 동일종 마우스의 대퇴부 뼈로

부터 회수하여 여과, 세척하고 2.5×105 cells/mL의 세포농

도로 조정한 후 96-well plate에 100 μL씩 분주하였다. 분주

된 골수세포에 위에서 언급한 Peyer's patch 세포와 시료의

반응으로부터 회수한 상등액과 10% FBS 함유 RPMI-1640

배지를 각각 50 μL씩 첨가하고 37oC, 5% CO2 배양기에서

6일간 배양하였다(17). 시료의 Peyer's patch를 경유한 장관

면역 활성은 6일간 배양된 배양액에 CCK-8 kit 용액 20 μL

을 첨가하고 4시간 반응시킨 후 450 nm에서 흡광도를 측정

하여 saline 대조군의 골수세포 증식도에 대한 상대활성(%)

으로 나타내었다.

염증성 사이토카인 및 nitric oxide(NO) 억제능 측정

노루궁뎅이버섯 균사체-뽕잎발효물의 열수 및 에탄올추

출물에 대한 염증성 사이토카인(TNF-α, IL-1β 및 IL-6)과

NO 억제능을 측정하기 위해서 RAW 264.7 세포를 10%

FBS가 함유된 RPMI-1640 배지에서 1～5×106 cells/mL로

조정하여 96-well plate에 200 μL씩 분주한 뒤 5% CO2 배양

기에서 배양시켜 세포를 부착시켰다. 12시간 뒤 배양액을

모두 제거하고 새로운 10% FBS 함유 RPMI-1640 배지 160

μL와 농도별로 희석된 시료 20 μL를 함께 첨가한 다음, 30분

후에 LPS를 처리하고 다시 6시간(TNF-α), 48시간(NO와

IL-1β) 및 24시간(IL-6) 동안 각각 배양하였다. LPS로 유도

된 염증성 사이토카인 및 NO의 측정은 세포배양 상등액을

50～100 μL 취하여 BD Bioscience사의 사용방법 및 Griess

reagent 반응법(18)을 이용하여 측정하고 LPS 처리군의 생

성능에 대한 억제율(%)로 나타내었다. 한편, 각 시료의 사이

토카인 및 NO 억제능을 측정하기 위해서는 시료의 RAW

264.7 세포에 대한 독성확인이 선행되어야 하기 때문에, RAW

264.7 세포에 대한 시료의 독성여부를 CCK-8을 사용하여

측정하고 saline 대조군에 대한 세포생존률(%)로 나타내었다.

통계처리

실험결과에 대한 통계분석은 SPSS 통계프로그램(Stat-

istical Package for the Social Science, Ver. 12.0, SPSS Inc.,

Chicago, IL, USA)을 이용하여 실험결과의 평균과 표준편

차(standard deviation, SD)를 산출하고 평균치±SD로 나타

내었으며 분산분석(ANOVA)을 실시한 후 각 측정값간의

유의성을 Duncan's multiple range test로 검증하였다.

결과 및 고찰

노루궁뎅이버섯 균사체-뽕잎발효물 용매추출물의 면역

활성

면역활성이 증진된 새로운 기능성소재를 개발하기 위하

여 solid-state culture를 이용한 노루궁뎅이버섯 균사체-뽕

잎발효물(MA-HE)을 조제하였다. 시료대조군인 비발효 뽕

잎 및 액체배양으로 회수한 노루궁뎅이 균사체와 면역활성

을 비교하기 위하여 MA-HE의 열수추출물(MA-HE-HW,

발효물에 대한 수율 23.03%) 및 에탄올추출물(MA-HE-E,

수율 6.34%)을 조제하였으며, 비발효 뽕잎의 열수추출물

(MA-HW, 수율 23.81%)과 에탄올추출물(MA-E, 수율 11.77

%) 및 균사체의 열수추출물(HE-HW, 수율 51.52%)과 에탄

올추출물(HE-E, 수율 33.48%)도 동일한 방법으로 조제하였

다. 먼저, 비장세포를 이용한 마이토젠 활성의 경우에는 시

료농도 100 μg/mL에서 시료대조군인 MA-HW(saline 대조

군의 1.16배)보다 노루궁뎅이버섯 균사체-뽕잎발효물 열수

추출물인 MA-HE-HW(1.41배)가 유의적으로 높은 활성을

나타내었으며 HE-HW(1.30배)에 비해서도 활성이 증가되

었음을 확인하였다(Table 1). 그러나 에탄올추출물의 경우

에는 MA-HE-E가 1.25배로서 시료대조군인 MA-E 또는

HE-E 등과 유의적인 차이를 나타내지 않았을 뿐만 아니라

열수추출물인 MA-HE-HW보다 유의적으로 낮은 활성을

나타내었다(Table 1). 한편, 소장에 분포되어 있는 Peyer's

patch는 국소면역과 순환계 면역을 연결하는 대표적인 장관
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Table 1. Immunomodulating activity of solvent extracts from
fermented mulberry (Morus alba) leaves with Hericium eri-
naceum mycelium by solid-state fermentation

Sample
1)

(100 μg/mL)

Relative activity (%)

Mitogenic
activity

Intestinal immune system
modulating activity

Control 100.0±2.8a2) 100.0±8.8a

HE-HW
MA-HW
MA-HE-HW

130.3±4.3cd
116.5±5.0bc
141.3±3.6d

119.8±6.0b
133.8±6.6c
152.3±3.4d

HE-E
MA-E
MA-HE-E

111.2±13.7ab
119.2±12.0bc
124.8±7.1bc

119.1±6.8b
135.7±2.6c
132.3±6.4c

1)Control: only saline without extract, HE-HW/E: hot-water or
EtOH extract from H. erinaceum, MA-HW/E: hot-water or
EtOH extract from non-fermented mulberry leaves, MA-
HE-HW/E: fermented mulberry leaves with H. erinaceum.
2)Results are expressed as mean±SD of quadruplicate samples,
and different superscript is significantly different (p<0.05) in
each activity.
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Fig. 1. RAW 264.7 murine macrophage cell viability of sol-
vent extracts from fermented mulberry (Morus alba) leaves
with Hericium erinaceum mycelium by solid-state fermenta-
tion. After RAW 264.7 cells (1×106 cells/mL) were treated with
solvent extracts from fermented mulberry leaves for 48 hr, the
cell viability was determined by CCK-8 assay. Control: only sal-
ine without extract, HE-HW/E: hot-water or EtOH extract from
H. erinaceum, MA-HW/E: hot-water or EtOH extract from non-
fermented mulberry leaves, MA-HE-HW/E: fermented mulberry
leaves with H. erinaceum. □: saline without extract, ▨: extract
(100 μg/mL), ▩: extract (1,000 μg/mL). Results are expressed
as mean±SD of quadruplicate samples, and are shown as cell
viability (%) compared to that of control. The different super-
script is significantly different (p<0.05) in 1,000 μg/mL concen-
tration.

면역기관으로서 면역활성에 중요한 의의를 갖는 것으로 알

려져 있다(19,20). 따라서 구강으로 섭취된 면역활성 유도물

질의 경우에 Peyer's patch에 존재하는 M cell의 phag-

ocytosis 작용으로 면역세포를 활성화시킬 수 있고 활성화

된 면역세포는 전신을 순환하면서 면역계를 자극할 수 있게

되므로 본 실험에서는 이러한 원리를 이용하여 Peyer's

patch를 경유한 골수세포 증식활성을 측정하게 되었다. 그

결과, 시료대조군인 HE-HW 또는 MA-HW(각각 saline 대

조군의 1.20배와 1.34배)보다 뽕잎발효물 열수추출물인 MA-

HE-HW가 1.52배의 유의적으로 증가된 활성을 나타내었다

(Table 1). 한편, 에탄올추출물인 MA-HE-E의 경우에는

1.32배의 활성으로 시료대조군인 HE-E(1.19배)에 비해 다

소 증가된 활성을 나타내었으나, 비발효 뽕잎 에탄올추출물

인 MA-E(1.35배)와는 유의적인 차이를 나타내지 않았고 마

이토젠 활성과 마찬가지로 MA-HE-HW보다 유의적으로

낮은 활성을 확인하였다(Table 1). 이러한 결과로부터 면역

활성에 관여하는 성분은 에탄올추출물에서 유래하는 저분

자 물질보다는 다당 또는 단백다당 등의 고분자 성분이 주로

함유되어 있는 수용성 추출물에 기인하고 있음을 알 수 있었다.

노루궁뎅이버섯 균사체-뽕잎발효물 용매추출물의 세포

독성

RAW 264.7 세포에 대한 항염증 실험을 진행하기에 앞서

RAW 264.7 세포에 대한 시료의 독성이 없는 농도 조건을

확립하기 위하여 CCK-8 시약을 이용하여 검토하였다. 100

μg/mL의 저농도에서는 모든 시료에서 독성을 나타내지 않

았으며(saline 대조군 세포생존률의 97.4～108.3%) 1,000 μg/

mL의 고농도에서도 노루궁뎅이버섯 균사체-뽕잎발효물의

열수(99.1%) 및 에탄올추출물(101.0%)과 시료대조군의 열

수추출물(MA-HW; 99.0%와 HE-HW; 100.8%)은 RAW

264.7 세포에 대한 독성을 나타내지 않았다(Fig. 1). 그러나

시료대조군인 노루궁뎅이 균사체의 에탄올추출물인 HE-E

(80.1%)와 비발효 뽕잎 에탄올추출물인 MA-E(30.7%)는 유

의적으로 세포독성을 나타내는 것으로 확인되었다(Fig. 1).

특히, 에탄올추출물 고농도에서 뽕잎발효물(MA-HE-E)과

비발효 뽕잎(MA-E)의 RAW 264.7 세포에 대한 현저한 독

성차이는 구성분의 변화를 나타내는 것으로서 고체배양을

통한 노루궁뎅이 균사체의 뽕잎 발효는 균사체 배양이 뽕잎

에 생물학적 전환을 일으키고 있음을 제시하는 중요한 결과

로 보인다.

노루궁뎅이버섯 균사체-뽕잎발효물 용매추출물의 항염

증 활성

그람 음성균의 세포외막 구성성분인 lipopolysaccharide

(LPS)에 의해 자극받은 단구 또는 대식세포는 nitric oxide

synthase(NOS)에 의해 L-arginine으로부터 면역반응, 세포

독성, 신경전달계 및 혈관이완 등 다양한 생물학적 과정에

관여하는 것으로 알려진 NO를 생성하는데 NO는 농도에 따

라 세포 기능유지에 중요한 작용을 하기도 하고 세포독성을

일으키기도 한다(21). 특히, NO 합성경로 중 inducible NOS

(iNOS)에 의한 NO 생성은 염증자극에 의해 지속적으로 대

량 생산이 유도됨으로써 염증반응에 기여하게 되는데(22),

이러한 iNOS는 대식세포에서 TNF-α, IL-1β와 IFN-γ와
같은 염증성 사이토카인의 자극에 의해 유도되는 것으로 알

려져 있다(23). 따라서 염증유발에 중요한 역할을 하는 것으

로 알려진 NO 생성(24)에 대한 노루궁뎅이버섯 균사체-뽕

잎발효물 열수 및 에탄올추출물의 억제효과를 LPS로 유도
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Fig. 2. Inhibitory effect of solvent extracts from fermented
mulberry (Morus alba) leaves with Hericium erinaceum my-
celium by solid-state fermentation on the production of nitric
oxide (NO) in LPS-stimulated RAW 264.7 murine macro-
phage cell line. After RAW 264.7 cells (1×106 cells/mL) were
treated with solvent extracts from fermented mulberry leaves for
30 min prior to the addition LPS (1.0 μg/mL), the cells were fur-
ther incubated for 48 hr. The NO concentrations in the cultured
medium were determined by Griess assay. 1)Refer to Fig. 1, and
LPS: only LPS treatment without extract. 2)ND: not determined
because of sample cytotoxicity against RAW 264.7 cell (Fig. 1).
□: saline without LPS, ■: lipopolysaccharide (1.0 μg/mL) with-
out extract, ▨: extract (100 μg/mL), ▩: extract (1,000 μg/mL).
Results are expressed as mean±SD of quadruplicate samples,
and different superscript is significantly different (p<0.05).

한 RAW 264.7 murine macrophage 세포에서 측정하였다.

LPS로 염증이 유도된 RAW 264.7 세포에서 NO의 농도는

50.41 μM이었으나 시료농도 100 μg/mL의 경우, 열수추출물

인 MA-HE-HW(43.24 μM, LPS 처리군의 14.2% 억제)는

시료대조군인 HE-HW(44.75 μM, 11.2% 억제) 및 MA-HW

(42.13 μM, 16.4% 억제)와 유의적인 NO 생성 억제효과를

나타내지 않았다(Fig. 2). 또한, 동일농도에서 에탄올추출물

인 MA-HE-E(39.10 μM, 22.4% 억제)의 경우에도 시료대조

군인 HE-E(43.24 μM, 14.2% 억제)보다는 유의적으로 높았

으나 MA-E(36.34 μM, 27.9% 억제)보다는 낮은 NO 생성

억제효과를 나타내었다. 그러나 시료농도 1,000 μg/mL에서

는 시료대조군인 MA-E와 HE-E는 세포독성을 나타낸 반

면, 뽕잎발효물 에탄올추출물인 MA-HE-E는 독성을 나타

내지 않으면서 열수추출물(49.79～43.87 μM)보다도 유의적

으로 높은 NO 생성 억제효과(27.67 μM, 45.1% 억제)를 나타

내었다(Fig. 1과 Fig. 2). 이러한 결과로부터 뽕잎의 균사체

발효과정이 비발효 뽕잎의 에탄올추출물 중 고농도에서 독

성을 나타내었던 성분을 생물학적으로 전환시킬 뿐만 아니

라 NO 생성의 억제에 관여하는 유효성분은 증진시키고 있

음을 확인할 수 있었다.

한편, 염증(inflammation)은 외부 자극에 대한 생체조직

방어반응의 하나로서 유해물질이나 화학적 자극에 의한 손

상으로 일어나며(25), 염증반응이 발생되면 여러 가지 염증

매개인자(pro-inflammatory mediators)가 생성되어 임상적

으로 발적, 발열, 종창, 동통, 기능장애 등의 증상이 나타난다

(26). 특히, 초기 면역반응에 중요한 역할을 하는 선천면역계

세포인 마크로파지가 이물질에 대응할 때 분비하는 TNF-α,

IL-1β 및 IL-6 등은 숙주에게 치명적인 결과를 초래할 수

있는 것으로 보고되고 있다(27). 또한, 내독소로 잘 알려진

LPS는 RAW 264.7 세포와 같은 마크로파지 또는 단구에서

TNF-α, IL-1β 및 IL-6 등의 pro-inflammatory 사이토카인

을 증가시키는 것으로 알려져 있다(26-28). 따라서 본 실험

에서는 노루궁뎅이버섯 균사체-뽕잎발효물 용매추출물의

TNF-α, IL-1β 및 IL-6 등 염증성 사이토카인 생성에 미치

는 영향을 확인하기 위하여 LPS로 유도시킨 RAW 264.7

세포로부터 염증성 매개물질의 억제능을 cytokine level에서

확인하였다(Table 2). 먼저, TNF-α의 경우에는 시료농도

100 μg/mL에서 LPS 처리군(1,670.7 pg/mL)과 뽕잎발효물

및 시료대조군의 모든 열수 및 에탄올추출물(1,772.8～1,570.5

pg/mL)에서 유의적인 차이를 나타내지 않았으며, 시료농도

1,000 μg/mL의 고농도에서도 시료대조군 열수추출물인 HE-

HW 및 MA-HW(1,662.8과 1,652.4 pg/mL)은 LPS 처리군

과 유의적인 차이를 나타내지 않았다(Fig. 2). 그러나 세포독

성 실험에서 시료대조군인 비발효 뽕잎과 노루궁뎅이 균사

체가 독성을 나타낸 1,000 μg/mL의 고농도에서 노루궁뎅이

버섯 균사체-뽕잎발효물 에탄올추출물인 MA-HE-E는 독

성이 없을 뿐만 아니라 LPS 처리군 또는 MA-HE-HW보다

유의적으로 높은 TNF-α 생성 억제효과(981.1 pg/mL, LPS

처리군의 41.3% 억제)를 나타내어 균사체 발효를 통하여 독

성성분과 항염증 활성성분이 변화되고 있음을 확인할 수 있

었다(Fig. 1과 Table 2). 한편, TNF-α와 함께 LPS 자극으로

발열 및 급성기 반응(acute phase reaction)을 유도하는 IL-

1β(28)의 생성결과에서도 100 μg/mL의 저농도에서는 MA-

HE-E의 경우에 LPS 처리군(432.9 pg/mL)과 비교하여 유

의적으로 IL-1β의 생성이 억제되었으나(266.4 pg/mL, LPS

처리군의 38.5% 억제) 시료대조군인 MA-E와는 유의적인

차이를 보이지 않았으며, MA-HE-HW(LPS 처리군의 23.7

%의 억제)에서도 시료대조군과 유의적인 차이를 보이지 않

았다(Table 2). 그러나 시료농도 1,000 μg/mL의 고농도에서

는 시료대조군인 MA-E와 HE-E가 세포독성을 보인 반면,

독성을 보이지 않은 뽕잎발효물의 MA-HE-E(128.9 pg/mL)

가 70.2%의 높은 IL-1β 생성 억제효과를 나타내어 염증 매

개인자인 IL-1β의 생성억제와 관련된 활성성분이 발효과정

중에 증가되고 있음을 보여주었다(Fig. 1과 Table 2). 또한,

IL-6에서도 100 μg/mL의 독성이 없는 저농도에서 MA-

HE-E 및 MA-HE-HW는 LPS 처리군(1,164.9 pg/mL)과는

유의적인 억제효과를 보였으나(LPS 처리군의 19.5와 9.0%

억제), 시료대조군과 유의적인 차이를 보이지 않았다(Table

2). 그러나 1,000 μg/mL의 고농도에서는 TNF-α 및 IL-1β

의 생성 억제효과와 마찬가지로 MA-HE-E의 경우에 독성

이 없으면서 LPS 처리군과 비교하여 55.7%의 유의적인

IL-6 생성 억제효과를 나타낸 반면, 동일농도에서 MA-E와

HE-E는 독성을 나타내어 균사체 발효를 통하여 뽕잎에서
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Table 2. Inhibitory effects of solvent extracts from fermented mulberry (Morus alba) leaves with Hericium erinaceum mycelium
by solid-state fermentation on the production of pro-inflammatory cytokines in LPS-stimulated RAW 264.7 murine macro-
phage cell line

Extract
1)

(μg/mL)

Cytokine production (pg/mL)

TNF-α IL-1β IL-6

100 1,000 100 1,000 100 1,000

Control
LPS (1 μg/mL)

－2)

1,670.7±82.3bc
－

432.9±103.3cd
－

1,164.9±34.6e

HE-HW
MA-HW
MA-HE-HW
HE-E
MA-E
MA-HE-E

1,570.5±33.8b
1,579.5±64.1b
1,772.8±127.0c
1,664.1±142.9bc
1,703.2±137.8bc
1,577.7±115.4b

1,662.8±48.3bc
1,652.4±59.0bc
1,534.6±12.3b

ND
3)

ND
981.1±40.4a

375.9±17.2bc
361.1±120.9bc
330.3±41.0bc
339.4±30.8bc
280.1±10.4b
266.4±3.9b

515.8±43.9d
352.8±77.0bc
524.1±94.2d

ND
ND

128.9±33.5a

1,108.7±65.6de
1,058.0±43.2cd
1,059.5±95.2cd
1,147.8±53.8e
954.1±21.7b
937.5±27.1b

1,174.2±41.6e
998.0±43.6bc
998.0±23.3bc
ND
ND

516.0±23.3a
RAW 264.7 cells (1×106 cells/mL) were treated with 100 or 1,000 μg/mL concentrations of solvent extracts from fermented mulberry
leaves for 30 min prior to the addition of LPS (1 μg/mL), and the cells were further incubated for 6 hr (TNF-α), 48 hr (IL-1β)
and 24 hr (IL-6), respectively. The pro-inflammatory cytokines in the cultured medium were determined by sandwich ELISA
assay.
1)Refer to Table 1, and LPS: only LPS treatment without extract.
2)
Not detected.
3)ND: not determined because of sample cytotoxicity against RAW 264.7 cell (Fig. 1).
Results are expressed as mean±SD of quadruplicate samples, and different superscript is significantly different (p<0.05) in each
cytokine.

의 생물학적 전환이 유도됨으로써 독성감소와 함께 항염증

활성은 비발효 뽕잎보다 증가하고 있음을 나타내었다(Fig.

1과 Table 2). 이러한 결과로부터 노루궁뎅이버섯 균사체-

뽕잎발효물로부터 분획된 에탄올추출물(MA-HE-E)은

LPS로 자극된 RAW 264.7 마크로파지로부터 염증반응을

매개하는 사이토카인 생성을 효과적으로 억제하는 결과를

나타냄으로써 면역활성과는 달리 항염증 활성은 주로 저분

자 성분이 관여하고 있는 것으로 보인다.

결론적으로 solid-state culture를 이용한 노루궁뎅이버섯

균사체의 뽕잎발효는 시료대조군인 비발효 뽕잎 또는 노루

궁뎅이 균사체보다 면역활성 및 항염증활성을 증가시킬 수

있는 중요한 공정으로 확인되었으며, 면역활성은 고분자 물

질이 항염증활성은 저분자 성분이 관여하고 있음을 알 수

있었다. 특히, 세포독성 및 항염증 활성을 통하여 고농도에

서 비발효 뽕잎이 RAW 264.7 cell에 독성을 나타낸 반면,

뽕잎발효물의 경우에는 독성이 나타나지 않으면서 항염증

활성이 증가하는 결과로부터 균사체 발효가 뽕잎 성분을 생

물학적으로 전환시키고 있음을 확인할 수 있었다. 따라서

향후 이러한 소재를 기능성식품에 적용하기 위하여 뽕잎 성

분이 노루궁뎅이 균사체 발효과정에 의해 생물학적으로 전

환되었음을 명백히 밝히기 위한 활성획분의 정제 및 활성성

분의 구조적인 동정 등을 연구하고자 한다.

요 약

뽕잎(Morus alba leaves)의 생리활성을 증강시키기 위하

여 solid-state culture 방법을 이용하여 노루궁뎅이버섯 균

사체(Hericium erinaceum)를 뽕잎에 배양하여 조제한 노루

궁뎅이버섯 균사체-뽕잎발효물(MA-HE)을 열수(MA-HE-

HW)와 에탄올(MA-HE-E)로 추출하였다. MA-HE의 용매

추출물 중 MA-HE-HW는 100 μg/mL의 시료농도에서 시

료대조군인 비발효 뽕잎 또는 액체배양으로 얻은 노루궁뎅

이 균사체 종균의 열수추출물(MA-HW와 HE-HW)보다 증

강된 마이토젠 및 장관면역활성을 나타내었다(각각 saline

대조군의 1.41과 1.52배). 한편, LPS로 자극한 RAW 264.7

murine macrophage에서 염증반응에 중요하게 관여하는 매

개인자인 nitric oxide, tumor necrosis factor-α, interleukin-

1β 및 IL-6의 생성 억제효과를 확인한 결과, MA-HE-E는

1,000 μg/mL의 농도에서 LPS 처리군 및 시료대조군보다

유의적으로 증강된 항염증활성을 나타내었다(LPS 처리군

의 45.1, 41.3, 70.2와 55.7% 억제). 또한, RAW 264.7 세포에

대하여 노루궁뎅이버섯 균사체-뽕잎발효물의 MA-HE-

HW와 MA-HE-E는 1,000 μg/mL의 고농도에서도 독성을

나타내지 않았으나 시료대조군 중 에탄올추출물인 HE-E와

MA-E는 각각 80.1과 30.7%의 세포생존률을 나타내어 독성

이 있음을 알 수 있었다. 이러한 결과는 solid-state culture

를 이용한 노루궁뎅이버섯 균사체의 뽕잎발효는 비발효 뽕

잎보다 면역활성 및 항염증활성을 증가시킬 뿐만 아니라 독

성을 감소시키는데 중요하게 작용하고 있어 균사체 발효과

정에서 뽕잎에 생물학적인 전환과정이 일어나고 있음을 확

인할 수 있었다.
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