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Abstract

Rice bran is byproducts of the hulling of rice, an important food resource in Korea. Various studies have been reported 

immune-enhancing effects of rice bran cultured with Lentinus edodes. In particular black rice bran contains anthocyanin, 

and the effects of antioxidant have been reported. The objective of the this study was to investigate the possible immune- 

enhancing effects of black rice bran substance extracted from a submerged culture of Lentinus edodes with black rice bran 

(crude fermentation-polysaccharide, CFP) and products(crude fermentation-polysaccharide-S. cerevisiae CFP-S, crude fermentation- 

polysaccharide-L. gasseri, CFP-L) which are of secondary fermentation of by using Saccharomyces cerevisiae and Lactobacillus 

gasseri in the Blab/c male mice. We found that supplementation of CFP, CFP-S and CFP-L enhanced macrophage and 

splenocyte proliferation compared to the control group(NC) in mice. Also, we measured the concentration of cytokines(IFN-

γ, TNF-α, IL-6) secreted by activated macrophage and splenocyte. The results of the experiment are that supplementation 

of CFP and CFP-S increased the macrophage and splenocyte proliferation compared to the control group but supplementation 

of CFP-L decreased the splenoyte proliferation compared to the control group(without mitogen and treated with LPS). When 

macrophage and splenocyte were stimulated by CFP and CFP-S supplementation, it was increased IFN-γ, TNF-α and IL-6 

concentration compared with the control group. These results suggest that the capacity of CFP and CFP-S seem to act as 

a potent immune modulator causing augmentation of immune cell activity, and enhance the immue function through regulating 

cytokine production capacity by activated macrophage and splenocyte in mice.
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서 론   

쌀은 주로 아시아 국가의 주요 식량원이며, 영양적으로 에

너지 공급원으로서 인식되어 왔다. 그러나 최근 쌀의 생리적 

효능이 규명되면서, 기능성 쌀 개발에 대한 연구가 활발해지

고 있다. 특히 만성질환자가 많은 서구에서는 쌀에 대한 관심

이 높아지고 있으며, 미국 암 연구소(NCI)의 Designer Food 

Program에서는 암 예방 식품 소재 40가지 안에 현미가 선정

되기도 하였다(U.S. National Cancer Institute 1991). 그리고 최

근에는 기능성 소재에 대한 관심이 급증하면서 기능성이 부

여된 특수미에 대한 관심이 높아지고 있다. 특수미 중 유색미

는 품종이 개량된 고기능성 쌀로서 독특한 향미와 각종 무기

질, 비타민 불포화지방산 및 단백질 등이 함유되어 있어 항

암, 항산화 작용과 면역기능을 강화시켜 노화 방지, 특정 질병 

예방 등 건강기능성 소재로서의 이용치가 높다(Seo 등 2008). 

유색미의 색소는 적갈색에서 흑자색이 이르는 다양한 안토
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시아닌 색소이다. 특히 쌀에 존재하는 안토시아닌은 cyanindin- 

3-glucoside 및 peonidin-3-glucoside 등이 많이 보고되고 있다

(Cho 등 1996). 유색미의 색소 분획은 높은 항산화 활성과 항

암 활성, 그리고 염증 발생에 대한 억제 활성 등이 보고되고 

있다(Stoclet 등 2004; Manach 등 2005; Ling 등 2001; Xia 등 

2003; McGhie 등 2003; Williams 등 2002). 

유색미의 색소는 대부분 과피인 미강에 존재한다. 그리고 유

색미의 미강에는 안토시아닌뿐만 아니라 오리자놀(oryzanol), 

피틴산(phytic acid), 페루릭산(ferulic acid), 헤미셀룰로오스(he-

micelluloses), 토코페롤(tocopherol), 옥타코사놀(Octacosanol) 등

이 함유되어 있다. 이 중 식물체의 세포벽을 구성하는 헤미세

룰로오스는 오탄당과 육탄당, 우론산(uronic acid) 등을 함유하

고 있고, 비 셀룰로오스계 고분자 다당류로서 미강에 약 20～

21% 함유되어 있다. 1998년 미국의 UCLA대학의 Mamdoh 

Ghoneum 박사는 미강에 다량 함유된 식이섬유소인 헤미셀

룰로오스를 표고버섯 균사체의 특수효소로 분해하여 만든 

아라비녹실란(arabinoxylan)이라는 생리활성물질을 발견하였

다. 아라비녹실란은 면역세포 중 암세포와 최전선에서 싸우

는 자연살해세포(natural killer cell, NK cell)를 활성화시켜 암

세포를 파괴하는 효과가 있는 것으로 알려져 있다(Ghoneum 

등 1999; William DG 1998; Ghoneum M 1998). 현재 일본의 

대화제약에서는 바이오브랜(Biobran)이라는 제품명으로 기

능성 다당체를 주 원료로 하여 일본 국내뿐 아니라 미국과 

유럽, 국내 시장에까지 판매하고 있다.

현재 우리나라에서는 연간 미강이 40～60톤 가량 벼 도정 

부산물로 발생하고 있다. 그러나 그 중 20% 정도만 이용되고 

있을 뿐 대부분이 폐기물로 버려지고 있는 실정이다. 특히 유

색미는 연간 약 18,000톤 정도가 사용되고 있으며, 가공 시 

발생되는 부산물인 미강은 사료용으로만 사용되고 있다. 따

라서 저가의 미강을 이용한 기능성 식품 소재의 개발은 부가

가치가 높은 생산품으로 농가 소득의 증대를 불러올 수 있을 

것이다. 뿐만 아니라 차후 면역 관련 기능성 소재로 새로운 

건강기능식품 개발을 이끌 수도 있다. 여러 연구 결과, 유색

미 미강에 색소로 존재하는 안토시아닌은 항산화 활성이 있

음이 보고되어 왔고, 미강의 표고버섯 균사체 발효로 생성된 

다당체 성분은 면역 증진 작용 및 항암 작용을 가지고 있는 

것으로 보고되고 있다. 따라서 본 연구에서는 유색미의 미강

을 표고버섯 균사체로 발효한 1차 발효물과 1차 발효물을 통

해 생성된 다당체 성분을 효모와 유산균으로 2차 발효시킨 

2차 발효물을 이용해 in vivo상에서 면역활성을 평가하였다. 

이로써 유색미 미강의 1차 발효물과 2차 발효물이 보유한 생

리활성을 규명하고 활용하고자 하였다. 

재료 및 방법

1. 재료

1) 시료의 제조

본 연구에 사용한 시료는 ㈜ STR 바이오텍(한국)에서 공급

받았다. 탈지공정으로 탈지한 미강을 발효 배지에 2%가 되도

록 첨가하고, PDA 배지에서 배양한 표고버섯 균사체인 Lentinus 

edodes을 접종하여 28℃에서 5일간 배양한 후 회수하여 열수

추출, 농축 및 멸균 공정을 거치고 동결건조하였다. 2차 발효

공정은 Lentinus edodes 발효를 통해 얻은 발효물을 회수하여 별

도로 종균 배양된 Lactobacillus gasseri 유산균종 및 Saccharomyces 

cerevisiae 효모 균주를 각기 접종하여 30℃에서 2일간 추가 

배양 후 회수, 멸균, 동결건조 공정을 통해 제조했다. 

2) 시약 및 배지

본 연구에 사용된 배지는 RPMI 1640의 GIBCO BRL(Grand 

Island, N.Y, USA) 제품을 사용하였고, fetal bovine serum(FBS)

는 GenDEPOT Inc.(Baker, TX, USA)에서 구입하였다. Lipopoly-

saccharide(LPS), concanavalin A(ConA), thioglycollate, sodium 

bicarbonate, ρ-nitrophenyl phosphate, triton X-100, citrate, sodium 

citrate, ammonium chloride, potassium bicarbonate, ethylenedia-

minetetraacetic acid tetrasodium salt 등의 시약은 Sigma Chemical 

Co.(St Louis, MO, USA)에서 구입하였다. TNF-α, IFN-γ, IL-6 

kit는 Research & Diagnostics Systems, Inc(Minneapolis, MN 

USA) kit를 구입하여 측정하였다, Aqueous One solution Cell 

Proliferation Assay(MTS)는 Promega Co.(Madison, WI, USA)에

서 구입하여 사용하였다. 

2. 실험동물 및 처리

5주령 Balb/c mouse를 ㈜오리엔트바이오(한국)에서 분양 

받아 사용하였으며, 사육환경은 온도 22±2℃, 습도 50±20%, 

12시간 조명하에 사육하였다. 사료는 마우스용 고형사료를, 

음수는 상수도수를 제한 없이 섭취시켰다. 동물은 1주일 동

안 실험 동물실에서 적응시킨 후 실험하였다. 시료는 ㈜STR 

바이오텍에서 공급받았으며, 멸균증류수에 용해시킨 후 적정 

농도로 희석하여 사용하였다. 마우스는 임의 배치법에 의해 

대조군과 투여군으로 나누었으며, 실험군마다 10마리씩 사용

하였다. 대조군에는 멸균증류수를 투여군에는 250 ㎎/㎏ BW/ 

day씩 4주간 경구 투여하였다(Fig. 1).

3. 대식세포의 활성측정

대식세포 활성화 능력을 측정하기 위하여 총 4주간 시료

를 섭취시킨 실험동물에게 3% thioglycollate 1 ㎖를 투여하고 

72시간 이후 희생시켰다. 이후 RPMI 1640 배지 3 ㎖를 복강

에 주입하여 세척한 후 다시 회수한 뒤 원심분리하여 대식세
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Fig. 1. Study design of experiment. NC: Negative control,

CFP: Crude fermentation-polysaccharide, CFP-S: Crude fer-

mentation-polysaccharide-Saccharomyces cervisiae, CFP-L: Crude

fermentation-polysaccharide-Lactobillus gasseri. 

포를 분리하였다. 분리된 대식세포를 1×105 cell/well이 되도

록 희석한 뒤 일정량을 96 well microplate에 분주하였다. 이후 

37℃에서 2시간 동안 배양한 이후 상층액을 제거하고 새로운 

RPMI 1640(FBS 10%) 배지를 첨가하여 24시간 추가 배양하

였다. 이 때 미토젠인 LPS(1 ㎍/㎖)를 첨가한 것과 첨가하지 

않은 것으로 나누어 배양하였다. 대식세포의 증식능은 대식

세포가 활성되었을 때 분비되는 lysosomal enzyme의 활성을 

측정하여 반영하였다. 실험방법은 추가 배양된 대식세포의 

배양액을 제거하고 0.1% Triton X-100을 첨가한 이후 10 mM

의 ρ-nitrophenyl phosphate와 0.1 M citrate buffer(pH 6.0)를 첨

가하여 37℃, 5% CO2 조건에서 1시간 동안 반응시킨 후 405 

nm에서 흡광도를 측정하였다(Song 등 2003; Jeong 2006).

4. 비장세포의 활성 측정

비장세포의 활성화 능력을 측정하기 위하여 실험동물 비

장을 적출하여 비장세포를 분리하였다. 총 4주간 시료를 섭

취시킨 실험동물을 경추탈골한 후 복강내 대식세포를 회수

하고 곧바로 복강을 개복하여 비장을 적출하였다. 적출해낸 

비장은 mesh를 통하여 분쇄하고 원심분리하여 상층액을 제

거하여 비장세포를 회수하였다. 이후 RBC lysis buffer로 잔여 

적혈구를 제거한 뒤 RPMI 1640 배지를 이용하여 2회 세척하

였다. 회수된 비장세포를 5×105 cell/well 농도로 조절한 후 96 

well microplate에 분주하고 72시간 동안 추가 배양하였다. 이 

때, T 세포의 활성화 유도물질인 LPS와 B 세포 활성화 유도

물질인 ConA을 1 ㎍/㎖ 첨가한 것과 첨가하지 않은 것으로 

나누어 배양하였다(Song 등 2003). 배양 이후 비장세포의 활

성은 세포 생육도를 통하여 분석하였다. 측정은 Aqueous One 

Solution Cell Proliferation Assay(MTS), kit(Promega, USA)로 

측정하였다(Desai 등 2008).

5. 사이토카인(IFN-γ, TNF-α, IL-6) 분비능 측정

각 시료를 경구 투여한 마우스의 복강 내 대식세포와 비장

에서 분리한 비장세포을 배양시킨 다음 배양 상층액으로부

터 분비되는 사이토카인(IFN-γ, TNF-α, IL-6) 분비량을 측

정하였다. 비부착성 세포를 제거하고 부착성 세포만을 얻은 

후 대식세포는 대식세포를 활성화시키는 미토젠인 LPS를 1

㎍/㎖ 농도로 처리한 것과 처리하지 않은 것으로 나누어 배양

하였다. 반면, 비장세포는 LPS와 ConA를 처리한 것과 처리하

지 않은 것을 나누어 배양하였다. 배양은 37℃, 5% CO2의 환

경에서 72시간 동안 배양하였다. 배양 후 배양 상층액을 분리

하여 배양액에 축척된 IFN-γ, TNF-α, IL-6 사이토카인의 농

도를 ELISA 사이토카인 kit(R&D system, USA)를 이용하여 

측정하였다. 

6. 통계분석

모든 실험 결과의 자료는 SPSS 통계프로그램을 이용하여 

평균 및 표준편차를 구하였다. 그룹간의 유의적인 통계차를 분

석하기 위하여 p<0.05의 유의수준으로 일원분산분석(one-way 

ANOVA)을 실시한 후 Duncan의 다중범위 검정법(Duncan’s 

multiple range test)을 이용하여 사후검증을 하였다. 

결과 및 고찰

1. 유색미미강발효물의경구 투여가마우스의대식세포

와 비장세포 증식에 미치는 영향

유색미 미강발효물을 250 ㎎/㎏ BW/day의 농도로 경구 투

여한 마우스로부터 대식세포와 비장세포를 분리한 후 각 세

포의 증식능을 측정하였다. 

1) 대식세포 증식능 측정

유색미 미강발효물의 경구 투여에 의한 대식세포의 활성

화를 평가한 결과는 Fig. 2와 같이 나타났다. 대식세포의 활

성 측정은 대식세포의 활성을 유도하는 미토젠(mitogen)인 

LPS를 첨가하여 증식시킨 것과 첨가하지 않고 증식시킨 것

으로 나누어 측정하였다. 실험에서 대식세포 활성을 보기 위

해 측정한 lysosomal acid phosphatase(lysosomal enzyme) 활성은 

외부 자극에 의해 대식세포에서 생산되는 효소로 lysosomal 

acid phosphatase는 대식세포가 침입한 미생물에 대해 공격할 

수 있는 1차 반응물질이다. 본 실험에서는 lysosomal acid phos-

phatase의 농도를 측정함으로 대식세포의 활성을 반영하였다
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(Page 등 1978). LPS를 첨가하지 않고 증식시킨 대식세포에서 

대조군과 비교 시 CFP군 104.60±10.97%, CPF-S군 115.21±18.94%, 

CFP-L군 97.99±16.79%의 상대활성도를 나타내었다. LPS를 첨

가하여 배양한 대식세포에서는 CPF군은 113.21±13.10%, CFP-S

군 138.78±24.41%, CFP-L군 93.60±15.34%로 대조군과 비교

하여 상대활성을 나타내었다(Fig. 2). 실험 결과, LPS로 자극

하지 않고 배양한 대식세포에서는 CFP-S군이, LPS로 자극하

여 배양한 대식세포에서는 CFP군과 CFP-S군이 대조군에 비

해 유의적으로 대식세포 활성이 높았다(Fig. 2).

대식세포는 단핵 포식세포들로 항원제시세포이며, 체액성

면역과 세포 매개성 면역의 효과세포로 숙주반응의 초기 비 적

응면역기인 내재면역에 중요한 인자이다(Sunderkotter 등 1994). 

대식세포는 미생물 및 암세포를 죽이거나 감염으로부터 손

상된 조직에 산화적 기작으로 작용하는데, NADPH oxidase와 

inducible nitric oxide synthase(iNOS)에 의해 superoxide anion 

(O2
－)와 nitric oxide(NO)를 합성한다(Morel 등 1991). 대식세

포는 또한 다양한 면역반응 관련 사이토카인의 생성에 영향

을 미친다. Interleukin(IL), interferon(IFN), tumor necrosis factor 

(TNF)와 같은 사이토카인 생성에 영향을 주며, 프로스타글란

딘(prostaglandin)과 같은 물질의 활성에 영향을 준다(Ramesh 

등 2002). 여러 연구 결과에서도 대식세포의 활성과 면역의 

상관관계에 대해서 밝히고 있다. 최근 Kim 등(2005)의 연구

에서는 미강을 표고버섯균사체(Lentinus edodes)로 발효해서 

획득한 미강발효물을 대식세포에 처리했을 때 대식세포의 

활성이 증가됨을 확인하였다. 또한 미강발효물을 마우스에게 

Fig. 2. Effects of CFP, CFP-S and CFP-L on the activity 

macrophage. Macrophage stimulating activity is expressed 

as the stimulation of cellular lysosomal enzymes compare with

NC values represent mean±S.E., n=10, 
a～c Means are signifi-

cantly different between group at p<0.05. LPS: Lipopolysaccharide.

NC: Negative control, CFP: Crude fermentation-polysaccha-

ride, CFP-S: Crude fermentation-polysaccharide-Saccharomyces

cervisiae, CFP-L: Crude fermentation-polysaccharide-Lactobillus

gasseri. 

경구 투여시켰을 때 미강발효물의 농도의존적으로 대식세포의 

활성이 증가됨을 확인하였다(Kim 등 2005). Ghoneum 등의 연

구 결과에서도 미강을 발효해서 제조한 효소분해미강 분말

(MGN-3/arabinoxylan)을 인간 유래 다형백혈구(PMN)에 처리

시 E. coil에 대한 식균작용이 증가함을 확인할 수 있었다

(Ghoneum 등 2005).

본 연구 결과에서는 유색미 미강을 발효한 시료 CFP와 효

모로 2차 발효한 CFP-S가 대식세포 증식을 증가시켰다. 특히, 

LPS를 첨가했을 때 대식세포의 활성이 더 높게 나타났다. 이

는 LPS가 대식세포의 B 세포를 자극시키는 미토젠으로 작용

하여 대식세포의 활성을 자극했기 때문으로, 대식세포는 외

부 자극이나 특정 물질에 의해 자극 받아 활성화되어 활동을 

하게 된다. 또한 본 연구에서는 2차 발효물 중 효모로 발효한 

CFP-S의 대식세포 활성이 가장 높게 나타났다. 효모는 인체

에 무해한 GRAS 미생물로 오래 전부터 식품분야에 사용되

어 왔다. 효모의 세포벽 주성분은 베타-글루칸(β-glucan)이다

(Klis 등 1973). 베타-글루칸은 동물의 면역기능을 강화시키는 

물질로 보고되고 있으며, 내성이 없는 천연 면역조절제로서 

주목을 받으면서 많은 연구 결과들이 베타-글루칸의 탁월성

을 밝히고 있다(Cleary 등 1999; DiLuzio 등 1983; Reynolds 등 

1980). 또한 Kim 등(2008)의 연구 결과에 의하면 베타-글루칸

을 대식세포주에 처리하였을 때, IL-1β, IL-6, IL-10, TNF-α

의 유전자발현이 자극되었다. 따라서 본 연구에서 CFP-S군의 

대식세포 활성이 가장 높게 나타난 것은 미강발효물의 기능

성 다당체 성분과 효모의 베타 글루칸이 함께 작용하여 면역

기능에 시너지 효과를 가져온 것으로 판단된다. 더 나아가 2

차 발효로 생성된 물질이 면역에 관여할 가능성도 높다. 효모 

발효물에 대한 연구 결과 중 다시마의 기능성 다당체를 효모

로 발효한 물질이 항염 활성을 나타낸 것으로 보고되었다

(Eom 등 2010). 따라서 차후 CFP-S의 성분을 분석하고, 면역

에 영향을 주는 기능성 성분에 대한 연구가 수행되어야 된다

고 생각된다.

2) 비장세포 증식능 측정

유색미 미강 발효물의 경구 투여가 마우스의 비장세포 증

식능에 미치는 영향을 확인하기 위한 지표로 세포의 MTS 분

석을 이용하였다. 유색미 미강발효물의 비장세포 증식능 측

정 결과는 Fig. 3과 같다. 비장세포의 측정은 세포성 면역과 

관련된 T세포의 활성을 유도하는 물질인 LPS을 첨가한 것과 

체액성 면역과 관련 있는 B세포의 활성을 유도하는 물질인 

ConA를 첨가한 것, 그리고 미토젠을 첨가하지 않은 것으로 

나누어 측정하였다. 실험 결과, 미토젠을 첨가하지 않은 비장

세포는 CFP군이 124.69±20.65%, CFP-S군이 126.38±33.66% 그

리고 CFP-L군은 118.88±28.86%로 대조군에 비해 높은 상대
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활성을 나타내었고, 모두 유의적인 차이를 나타내었다. ConA

를 첨가하여 배양한 비장세포에서는 대조군에 비해 CFP군이 

128.33±21.29%로 유의적으로 높은 활성을 나타내었다. LPS를 

첨가한 군에서도 역시 CFP군이 119.48±22.18%의 상대활성을 

나타내었고, 대조군에 비해 유의적으로 높은 활성을 나타내

었다(Fig. 3).

체내에서 비장(spleen)은 혈액에서 유래되는 항원에 대한 

주된 보호 면역 반응을 담당하는 장기로 B 및 T 림프구의 성

숙과 항원의 자극에 의한 림프구의 분화가 이루어지는 주요 

림프 기관이다. 따라서 비장 내 림프구의 증식은 면역 시스템

에서 매우 중요한 의미를 갖는다(Cyster 등 1999). 특히 비장

세포는 면역 반응과 밀접한 관련을 나타내며, 그 크기나 수가 

직접적인 지표로 이용될 수 있어 대표적인 면역지표로 사용

된다(Zalys 등 200; James 1995). Chea 등(2004)의 연구 결과에 

의하면 미강에서 추출한 아라비녹실란을 비장세포에 처리시 

농도의존적으로 비장세포 증식능이 증가하는 것으로 나타났

다. 또한 Kim 등(2005)의 연구에서도 미강을 표고버섯 균사

체로 발효시킨 미강발효물이 비장세포 증식능이 증가시키는 

것을 확인할 수 있었다. 본 연구에서도 각 시료들의 경구 투

여가 비장세포를 증식을 활성화시키는 결과를 나타내었다. 

특히 대조군과 상대 비교 시 미토젠을 첨가한 조건보다 첨가

하지 않고 배양한 조건에서 유의적인 차이를 나타내었다. 미

토젠과 관련하여 Cho 등(1998)은 다시마 분말 투여에 의한 

당뇨쥐의 비장 세포 기능에 관한 연구에서 4주간의 투여에 

Fig. 3. Effects of CFP, CFP-S and CFP-L on the proli-

feration of spleen cells. The proliferation of splenocytes is 

expressed as the stimulation of cell growth of spleen cells 

to that of NC. Values represent mean±S.E., n=10, a,b Means 

are significantly different between group at p<0.05. ConA: 

Concanavalin A, LPS: Lipopolysaccharide.

NC: Negative control, CFP: Crude fermentation-poly-

saccharide, CFP-S: Crude fermentation-polysaccharide-Saccharo-

myces cervisiae, CFP-L: Crude fermentation-polysaccharide- 

Lactobillus gasseri. 

의해 비당뇨군의 비장 세포 증식능이 촉진되었고, 특히 LPS

와 Con A 첨가에 의해 비장 세포 증식능이 3배까지 상승하였

음을 보고하였으며, Kwon 등(2001)은 동충하초를 4주간 투여

한 마우스의 비장세포를 미토젠과 같이 배양 시 비장세포 증

식능이 상승하였음을 보고하였다. 그러나 본 연구에서는 

LPS와 ConA를 처리한 비장세포의 증식능이 대조군과 비교 

시 유의적인 차이를 나타나지 않았다. 이와 같은 결과는 대조

군의 비장세포가 첨가된 미토젠에 의해 자극을 받아 증식이 

활성화된 되어 실험군과 상대적 비교 시 평가에 제한점이 있

는 것으로 판단된다. Park 등의 연구 결과에 의하면 LPS와 

PHA(phytohemagglutinin)의 단독처리만으로도 마우스의 비

장세포가 증식되었음을 나타내었다(Hyeon 등 1998). 비록, 

본 연구에서는 미토젠 처리시 군간의 유의성은 없었지만 미

토젠을 처리하지 않은 조건의 실험 결과에서 모든 실험군이 

대조군과 비교 시 유의성을 나타내었다. 따라서 CFP, CFP-S, 

CFP-L을 섭취한 모든 군은 비장세포의 증식을 활성화 시키

는 것으로 판단된다.

2. 유색미미강발효물의경구 투여가사이토카인분비에

미치는 영향

1) 대식세포의 사이토카인 분비에 미치는 영향

유색미 미강발효물의 경구 투여가 대식세포의 사이토카인 

분비능에 미치는 영향은 Table 1과 같이 나타났다. IFN-γ의 

농도는 LPS로 처리하지 않은 경우 CFP-S군이 8.99±2.51 pg/

㎖로 대조군에 비해 31% 높은 분비량을 나타내었고, 군간의 

유의적인 차이도 나타났다. LPS를 처리한 경우, 군간의 유의

적인 차이는 없었으나 CFP, CFP-S, CFP-L의 모든 군에서 대

조군에 비해 각각 27%, 17%, 16%씩 증가하였다. TNF-α 농

도는 LPS로 처리한 것은 CFP-S군이 495.13±69.91 pg/㎖로 대조

군과 유의적인 차이를 나타내었고, 나머지 두 군(CFP, CFP-L)

은 대조군과 유의적인 차이를 나타내지 않았다. LPS 처리한 

경우에는 CFP-L군이 907.28±52.35 pg/㎖로 대조군과 유의적

인 차이를 나타내었다. 대조군과는 유의적인 차이는 없었으

나, CFP-S를 경구 투여한 군에서 874.25±100.46 pg/㎖의 농도

를 나타내어 대조군과 비교 시 6% 높은 TNF-α 분비량을 나

타내었다. IL-6는 LPS를 처리하지 않은 경우 군 간의 차이가 

나타나지 않았다. 그러나 CFP-S군은 1,357.04±428.79 pg/㎖으

로 대조군에 비해 20% 높은 분비량을 나타냈다. LPS를 처리

한 경우 CFP-S군이 4,767.62±584.18 pg/㎖로 대조군에 비해 

28% 높은 분비량을 나타내었고, CFP는 4,186.04±643.55 pg/

㎖로 대조군에 비해 18% 높은 분비량을 나타내었다(Table 1).

앞서 언급했듯이 대식세포는 세균이나 이물질을 탐식 제

거하는 과정에서 여러 가지 사이토카인을 생성하며 면역반
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Table 1. Effects of CFP, CFP-S and CFP-L on concentration of cytokines secreted by activation macrophage

Group
IFN-γ(pg/㎖) TNF-α(pg/㎖) IL-6(pg/㎖)

Without mitogen LPS Without mitogen LPS Without mitogen LPS

NC 6.23±1.15a  9.76±2.95 269.00±40.24a  817.62±138.01ab 1,082.45±420.20b 3,445.74±662.61a

CFP 5.98±0.62a 13.43±3.16 182.61±64.65a 740.77± 82.11a 1,039.80±290.28b 4,186.04±643.55a

CFP-S 8.99±2.51b 11.74±3.63 495.13±69.91b  874.25±100.46ab 1,357.04±428.79b 4,767.62±584.18b

CFP-L 5.28±0.59a  5.28±2.46 256.49±94.12a 907.28± 52.35b  653.21±228.03a 3,412.72±853.91a

Macrophage cells were stimulated with CFP, CFP-S and CFP-L for 24 hours and the supernatants were assayed for various cytokines. Cytokine 

concentration in culture supernatants were determined as described under materials and methods. The results are expressed as mean±S.E.,

n=10, abmeans are significantly different between group at p<0.05. LPS: Lipopolysaccharide.

NC: Negative control, CFP: Crude fermentation-polysaccharide, CFP-S: Crude fermentation-polysaccharide-Saccharomyces cervisiae, CFP-L: 

Crude fermentation-polysaccharide-Lactobillus gasseri. 

응을 조절한다(Roitt 등 1996). 대식세포가 활성화되고 종양 

세포치사가 대식세포가 되기 위해서는 먼저 T-림프구에서 분

비된 IFN-γ나 염증환경이 필요하고, 그 다음에 LPS와 같은 

박테리아 유래 물질이 필요한 것으로 알려져 있다. 이렇게 활

성화된 대식세포는 IL-6, TNF-α와 같은 사이토카인을 분비

하며, 이 같은 물질들을 동물에 투여했을 때 바이러스나 암에 

대한 저항력을 증가시키는 것으로 보고되고 있다(Singh 등 

1989; Sarzotti 등 1989; Nathan 등 1992). TNF-α는 종양괴사

인자(tumor necrosis factor)로 알려진 물질로 종양세포를 파괴

하는 사이토카인이고(Wajant 등 1999), IL-6는 간세포가 피브

리노겐(fibrinogen)과 같은 몇 가지 혈장 단백질을 합성하도록 

유도하며, B세포 분화를 활성화 시키는 B세포 성장 인자로 

작용한다(Larsson 등 1999).

Ghoneum 등(2005)의 연구에 의하면 효소 분해 미강 분말

을 대식세포주인 U937세포에 처리 후 사이토카인의 분비량

을 측정한 결과, TNF-α, IL-6, IL-8, IL-10 분비량이 농도의존

적으로 증가하는 것으로 나타났다. 또한 Chae 등(2004)의 연

구에서도 미강에서 추출한 아라비녹실란을 대식세포에 처리

한 결과, IL-6와 TNF-α 분비량이 모두 증가하는 결과를 나타

내었다. 본 실험에서는 CFP와 CFP-S을 경구 투여한 군에서 

대식세포의 사이토카인이 증가하는 결과를 나타내었다. 이와 

같은 결과는 대식세포의 증식능을 평가한 결과(Fig. 2)와 비

교해 볼 때 유사한 결과를 보여주고 있다. 즉, 대식세포의 증

식이 활성화됨으로써 대식세포에서 분비되는 사이토카인의 

분비도 증가된 것을 알 수 있다. Ryu(2008)의 연구 결과에 의

하면 율무 추출물이 경구 투여를 통해 면역 활성을 측정할 

때 대식세포에서 분비되는 사이토카인을 측정함으로 대식세

포 활성화의 지표로 삼고 있다. 본 연구 결과, CFP와 CFP-S는 

대식세포를 활성화시켜 IFN-γ, TNF-α와 IL-6의 생산을 유

도하는 것으로 나타났으며, 이로 인해 면역계 활성을 통한 숙

주방어 기전을 한층 더 강화하게 해줄 것으로 기대된다.  

2) 비장세포의 사이토카인 분비에 미치는 영향

비장세포에서 분비되는 사이토카인의 농도를 측정한 결과

는 Table 2와 같다. 비장세포는 B세포를 활성화시키는 ConA

와 T세포를 활성화시키는 LPS를 처리한 것과 미토젠을 처리

하지 않은 것으로 나누어 각각 사이토카인의 농도를 측정하

였다. 

IFN-γ의 분비량은 미토젠을 처리하지 않은 비장세포에서

는 측정되지 않았다. ConA와 LPS를 처리한 경우 CFP 군이 

대조군과 유의적인 차이를 보였다. 결과값을 살펴볼 때 ConA

를 처리한 비장세포에서는 대조군에 비해 42%, LPS를 처리

한 비장세포는 14% 높게 나타났다. 각 농도는 125.78±41.25 

pg/㎖, 220.35±45.58 pg/㎖를 나타내었다(Table 2). TNF-α의 

분비량 역시 미토젠을 처리하지 않은 비장세포에서는 측정되

지 않았다. CFP군에서 ConA와 LPS를 처리한 경우 118.90±19.73 

pg/㎖, 70.87±28.01 pg/㎖로 나타내었고, 대조군과 비교 시 각

각 39%, 34% 높은 분비량을 보였다. IL-6의 분비량을 측정한 

결과, 미토젠을 처리하지 않은 비장세포에서는 CFP군이 34.99± 

39.43 pg/㎖로 대조군에 비해 유의적으로 높은 농도값을 나타

내었다. ConA를 처리한 비장세포에서도 역시 CFP군이 186.48± 

88.45 pg/㎖로 유의적인 차이를 나타내었다. CFP-S군은 130.35± 

97.59 pg/㎖로 대조군과 유의적인 차이는 나타내지 않았으나, 

대조군보다 3% 높게 나타났다. LPS를 처리한 경우 모든 군에

서 유의적인 차이는 나타내지 않았으나 CFP군의 IL-6 분비량

이 대조군에 비해 28% 높게 나타났다(Table 2).

비장세포의 증식반응이 일어나면 여러 종류의 면역반응을 

매개하는 사이토카인을 분비하게 된다. 비장은 면역계에서 

중추적인 역할을 하는 B 및 T 림포사이트의 성숙과 항원에 

의해 작용을 받은 후 분열과 분화가 이루어지는 주요 임파구

이다. 비장세포에서 분비되는 IFN-γ와 TNF-α는 T 세포에

서 분비되는 사이토카인으로 전구 염증성(pro-inflammatory) 

사이토카인이며, 특히 TNF-α 종양괴사인자로 작용한다. 그
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Table 2. Effects of CFP, CFP-S and CFP-L on concentration of cytokines secreted by activation splenocyte

Group

IFN-γ(pg/㎖) TNF-α(pg/㎖) IL-6(pg/㎖)

Without 

mitogen
ConA LPS

Without 

mitogen
ConA LPS

Without 

mitogen
ConA LPS

NC -  73.51±67.02b 189.68±50.00a -  72.05±26.90b  46.51±28.46a  26.85±49.55ab126.34±92.45b 193.04±11.11ab

CFP - 125.78±41.25b 220.35±45.58b - 118.90±19.73c  70.87±28.01b  34.99±39.43b 186.48±88.45c 266.86±16.69b

CFP-S -  56.35±28.45a 111.88±44.56a -  24.41±23.51a  49.21±19.72ab 18.57±40.71a 130.35±97.59b 212.58± 3.09ab

CFP-L -  51.48±30.66a  97.30±4.47a -  10.17±23.42a  41.70± 4.67a  22.45±12.75a  66.53±37.19a 146.12± 6.23a

Spleen cells were stimulated with CFP, CFP-S and CFP-L for 24 hours and the supernatants were assayed for various cytokines. Cytokine 

concentration in culture supernatants were determined as described under materials and methods. The results are expressed as mean±S.E., n=10, 

abmeans are significantly different between group at p<0.05. ConA: Concanavalin A, LPS: Lipopolysaccharide.

NC: Negative control, CFP: Crude fermentation-polysaccharide, CFP-S: Crude fermentation-polysaccharide-Saccharomyces cervisiae, CFP-L: 

Crude fermentation-polysaccharide-Lactobillus gasseri. 

리고 IL-6는 B세포의 활성과 분화를 자극하는 전구 염증성 

사이토카인이다. Chea 등(2004)의 연구 결과에 따르면 미강

에서 추출한 PSP를 비장세포에 처리한 결과, 비장세포에서 

분비하는 사이토카인인 IL-2, IL-4, IL-10, IFN-γ 등의 생성량

이 증가되는 것을 확인하였다. Ryu 등(2010)의 연구에서도 도

토리 추출물의 경구 투여가 마우스 비장세포의 사이토카인 

IL-2, IL-6, IFN-γ의 분비량을 증가시켜 면역기능 향상에 기

여한다고 보고하였다. 본 연구에서는 CFP 경구 투여가 비장

세포에서 분비하는 사이토카인의 분비량을 증가시키는 것으

로 나타났다. 이와 같은 결과는 선행된 연구와 비교할 때 유

사한 결과를 나타내주고 있다. 특히 미강에서 추출한 PSP는 

본 연구에서 사용한 CFP와 유사한 소재로서 기능성 다당체

의 면역효과를 기대해 볼 수 있다(Chea 등 2004). 그러나 2차 

발효물인 CFP-S, CFP-L는 유의적인 결과를 나타내지 않았다. 

본 연구 결과에서는 명확한 근거자료를 제시할 수 없으나, 비

장세포와 관련된 체액성 면역에 관해서는 2차 발효물에 의한 

면역 효과보다는 1차 발효물인 CFP의 면역 효과가 더 우수한 

것으로 판단된다. 그러나 2차 발효물 중 CFP-S는 대식세포 

활성에 효과적이었으므로 이에 대한 연구는 차후 더 이루어 

져야 할 것으로 판단된다. 

요 약

본 연구는 유색미 미강을 표고버섯 균사체로 발효한 1차 

발효물(CFP)과 1차 발효물을 효모와 유산균으로 2차 발효시

킨 2차 발효물(CFP-S, CFP-L)을 이용하여 in vivo 상에서 면역

활성을 측정하였다. 4주간 각 물질을 250 ㎎/㎏ BW/day로 경

구 투여시킨 후 마우스 복강 대식세포와 비장세포를 분리하

여 각각의 세포 증식도을 평가하였으며, 각 세포에서 분비하

는 사이토카인의 분비량을 측정하였다. 실험 결과, 마우스 대

식세포의 증식은 CFP 경구 투여군과 CFP-S 경구 투여군이 

높게 나타났다. 또한 비장세포의 증식에 있어서는 CFP 경구 

투여군이 대조군에 비해 높게 나타났다. 마우스 대식세포에

서 분비하는 사이토카인의 분비량을 측정한 결과, CFP-S군은 

IFN-γ, TNF-α, IL-6의 분비량을 모두 증가시켰으며, CFP 경

구 투여군은 LPS를 처리하여 대식세포를 활성화시킨 세포에

서 IFN-γ, IL-6의 분비량이 증가하였다. CFP-L 경구 투여군

에서는 LPS를 처리한 세포에서 TNF-α의 분비량이 증가됨

이 관찰되었지만 미비한 수준이었다. 비장세포에서 분비하는 

사이토카인의 농도 측정 결과는 CFP 경구 투여군에서 모든 

사이토카인(IFN-γ, TNF-α, IL-6) 분비량을 증가시켰으며, 

CFP-S는 LPS를 처리한 비장세포에서 분비하는 사이토카인 

중 TNF-α, IL-6의 분비량이 증가됨을 관찰하였다. CFP-L 경

구 투여 군에서는 사이토카인 분비량이 대조군에 비해 모두 

감소되었다. 

이상의 연구 결과를 바탕으로 유색미 미강 1차 발효물(CFP)

와 2차 발효물 중 효모로 발효시킨 CFP-S가 마우스에 경구 

투여 시 면역과 관련된 세포의 활성을 증가시키고, 이 세포에

서 분비되는 면역인자인 사이토카인의 분비량을 증가시키는 

것으로 나타났다. 반면, 2차 발효물 중 유산균으로 2차 발효

시킨 CFP-L은 면역 활성에 효과를 나타내지 않았다. 여러 선

행연구에서는 미강 표고버섯 균사체 발효물이 면역 증진작

용 가진다고 보고하고 있다. 이는 발효물에 생리활성을 나타

내는 기능성 다당체가 포함되어 있기 때문이다. 따라서 본 연

구에서는 일반 미강에서 유색미 미강을 이용하고, 더 나아가 

1차 발효물을 효모와 유산균으로 2차 발효를 함으로 좀 더 

저분자화된 다당체를 생성함으로 면역 증진 기능의 상승효

과를 기대하였다. 특히, 2차 발효에 사용한 효모는 자체 내 

세포벽에 베타-글루칸을 함유한 것으로 현재 기능식품소재로 

사용되고 있으며, 여러 연구 결과, 면역 증강 작용이 확인되
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었다(Kim 등 2008). 또한 유산균종은 BRM(biological response 

modifier)이라 불리는 면역조절물질로 알려져 있다(Hong 2005). 

그러나 연구 결과, 유산균을 통한 2차 발효물은 면역기능 평

가 시 효과적이지 못하였다. 또한 본 연구에서는 유색미 미강

발효물의 면역효과는 기능성 다당체와 더불어 유색미에 포

함되어 있는 안토시아닌이라는 항산화 성분의 효과라고 생

각된다. 그러나 본 연구에서는 유색미 미강 발효물과 일반미

의 미강발효물의 면역활성 효과를 비교하지 않았고, 유색미 

미강의 어떤 물질이 면역활성에 기여했을 지는 판단하기 어

렵다. 따라서 앞으로 1차 발효물과 2차 발효물의 기능성 다당

체의 성분과 또한 항산화 효과를 기대한 안토시아닌 함량 분

석하고, 2차 발효시 미강에 존재하는 기능성 다당체들의 수

율과 활성의 변화를 평가할 필요가 있다고 판단된다. 이 같은 

연구는 유색미 미강의 이용가치를 높이고, 식품 소재 개발에 

있어서 중요한 기초자료가 될 것으로 보인다.  
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