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Anti-inflammatory properties of chloroform extracts from 
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RAW264.7 murine macrophages.
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BSTRACT: Chronic inflammation, which results from continuous exposure to antigens, is one of major reasons for tissue
damage and diseases such as rheumatoid arthritis and type 2 diabetes. In this study, we investigated the anti-inflammatory
effects of extracts (hexane, CHCl3, MeOH, MeOH/H2O, and H2O) from GW10-45, which is our new cultivar of an edible
mushroom Pleurotus ferulae (ASI 2803 and ASI 2778), in RAW264.7 murine macrophages. None of the extracts showed
cytotoxicity in RAW264.7 cells and the hexane, CHCl and H extracts reduced nitric oxide (NO) production, an important
inflammatory marker, in lipopolysaccharide (LPS)-stimulated RAW264.7 cells. Particularly, the extract (CG45) inhibited NO
production more than the other extracts did. To elucidate the effects of CG45 on molecular targets involved in pro-
inflammatory responses, we performed western blot analysis. Expression of inducible nitric oxide (iNOS) significantly decreased
in LPS and CG45 co-incubated cells compared to that in LPS only-treated cells. Additionally, another protein thatplays a
critical role in inflammation, was down-regulated in cells treated with both LPS and CG45. In the nuclear factor (NF)- B
pathway, phosphorylation of I Bα decreased in RAW264.7 cells treated with both LPS and CG45. Furthermore, CG45
inhibited the phosphorylation of NF- B in LPS-stimulated RAW264.7 cells. Conclusively, CG45 could suppress pro-
inflammatory responses in LPS-stimulated RAW264.7 cells by down-regulating not only the phosphorylation of NF- B and
I Bα but also the expression of iNOS and COX-2 without any cytotoxicity.
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서 론

염증은 숙주가 상처나 미생물과 같은 외부의 항원에 대

항하기 위한 면역 반응의 일종으로, 항원의 제거, 상처의

치유, 그리고 조직의 회복까지 포함하는 일련의 과정을

말한다(Dilshara et al, 2014). 일반적인 경우의 염증은 숙

주가 자신을 보호하는 매우 중요한 반응이지만, 지속적인

항원에 대한 노출이나 유전적 결함에 의해 염증반응이 지

속적이고 과도하게 일어날 경우, 만성적인 염증으로 진행

된다(Jeong et al, 2014; Schuliga, 2015). 이러한 만성적
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염증은 조직에 치명적일 뿐만 아니라 류마티스 관절염,

치매, 암, 2형 당뇨 등의 질병을 일으키는 주요한 원인으

로 생각된다(Libby, 2007; Kundu and Surh, 2008). 만성

적 염증 반응에서 대식세포가 가장 많은 부분을 차지하고

있으며, lipopolysaccharide (LPS)와 같은 항원에 의해 세

포 내부로 신호를 전달하고 염증 반응을 일으키게 된다

(Liu and Yang, 2013; Decano et al, 2016; Guha and

Mackman, 2001a). LPS가 대식세포의 receptor에 결합

하면 일반적으로 NF-κB pathway에 의해 염증성 사이토

카인 및 inducible nitric oxide synthase (iNOS)와

cyclooxygenase-2 (COX-2)와 같은 염증성 단백질의 발현

이 증가하게 되고 이러한 염증성 인자들은 다른 면역세포

들을 자극하고 모음으로써 염증 반응이 진행된다(Park et

al, 2013; Li and Verma, 2002).

이러한 과도한 염증 반응을 억제하는 추출물 및 물질을

찾기 위해 많은 연구들이 진행 중이며, 그 중 버섯을 이용

한 약재들을 찾는 연구 또한 활발하게 진행되고 있다

(Patel et al, 2012). 그 중 아위느타리버섯 (Pleurotus

ferulae)은 큰느타리 버섯의 변종 혹은 느타리버섯속의 독

립된 종으로 생각되며, 현재 식용으로 이용될 뿐만 아니

라 혈당 강하 및 항암 등의 효과를 나타내는 것으로 알려

져 있다(Choi et al, 2004; Hu et al, 2009). 그러나 P.

feluae의 항염활성에 대한 체계적인 연구는 진행되지 않은

상황이다. GW10-45는 두 가지의 아위느타리버섯 균주

(ASI 2803, ASI 2778)을 di-mono로 교배하여 선별한 새

로운 균주로 균주의 생리활성에 관한 연구는 현재까지 진

행되지 않았다(Shin et al, 2015).

본 연구에서는 아위느타리버섯의 신균주인 GW10-45의

클로로포름 추출물 (chloroform extract of GW10-45; 이

하 CG45)의 항염 활성을 마우스 RAW264.7 대식세포를

이용하여 확인하였고, LPS 자극에 의해 활성화되는 세포

내 단백질들에 CG45가 어떤 영향을 미치는지를 확인하

였다.

재료 및 방법

교잡 육종 및 버섯의 추출물 분리
실험에 사용한 아위느타리버섯 GW10-45는 ASI 2803

자실체에서 분리한 이핵균사와 아위느타리버섯 균주 ASI

2778의 자실체에서 분리한 일핵균사를 di-mono 교배한

것으로 농업진흥청 국립원예특작과학원 인삼특작부 버섯

과로부터 제공받았다.

아위느타리버섯 교잡종 GW10-45를 동결 건조한 후, 분

쇄기 (Hanil, Seoul, Korea)로 분쇄하고 냉장 저장하면서

실험에 이용하였다. 분말로부터 추출물을 얻기 위하여

hexane 및 chloroform (CHCl3), methanol (MeOH), H2O

를 차례로 이용한 순차적 용매추출법으로 분말의 중량 기

준 10배량의 용매를 넣고 100 ~ 250 rpm으로 3시간, 3회

반복 진탕 추출하였다. 추출액은 filter paper로 여과한 다

음, 진공회전농축기 (EYELA, Tokyo, Japan)로 농축하고

각 추출용매로 용해 시켜 추출물을 얻었다. MeOH추출물

은 농축 후 MeOH 용해물과 MeOH에 불용성인 성분은

H2O로 녹여 MeOH/H2O 용해물로 구분하여 실험에 이용

하였다(Fig. 1).

세포배양

쥐의 대식세포인 RAW264.7 세포주는 ATCC (American

Tissue Culture Collection, Manassas, VA, USA)에서 구

매하였고, DMEM 배지에 10% FBS와 1% penicillin

(100 U/ml)/streptomycin (100 μg/ml)을 첨가하여 세포배

양에 사용하였다. 세포는 37
o
C에서 습한 조건으로 CO2

(5%) incubator에서 배양되었다.

세포독성 평가
각 추출물의 세포에 대한 독성을 확인하기 위해, 96-

well plate에 RAW264.7 세포주를 1 × 10
6
 cells/well만큼

분주한 후 24시간 배양하였다. 이후 용매별 버섯 추출물

을 100 μg/ml 농도로 24시간 동안 처리하였다. 배양 완료

후 새로운 배지로 교체하고 EZ-cytox Cell viability assay

solution WST-1 시약 (Daeil Lab Service, Gyeonggi,

Korea)을 처리하여 추가적으로 3시간 더 배양한 다음,

microplate reader를 이용하여 460 nm에서 흡광도를 측정

하였다.

산화질소(NO) 생성능 측정
RAW264.7 세포중의 산화질소 생성을 측정하기 위해,

세포를 24-well plate에 5 × 10
4
 cells/well씩 분주하고 24

시간 배양한 후, 각 추출물(100 μg/ml)을 2시간 전처리하

였다. 이후 1 μg/ml 농도의 LPS (lipopolysaccharides from

Escherichia coli O111:B4)를 24시간 동안 함께 처리하여

세포를 자극하였다. 배양이 끝난 후, 산화질소(NO)의 측

정을 위해 상등액을 100 μl씩 96-well plate로 옮겨 동일

Fig. 1. Schematic procedure of preparing extracts from GW10-45.
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량의 Griess (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)시약

과 10분간 상온에서 암반응 시키고 microplate reader를

이용하여 460 nm에서 흡광도를 측정하였다.

Western blot 분석
Western blot을 시행하기 위하여 RAW264.7 세포를

CG45 (100 μg/ml)로 2시간 동안 전처리하고 24시간 동안

LPS(1 μg/ml)로 자극시킨 후, 세포를 수집하였다. 수집된

세포를 cell lysis buffer (Intron biotechnology, Gyeonggi,

Korea)로 용해하고 원심분리를 통해 상등액을 취하였다.

이후 단백질을 12% SDS-PAGE를 이용하여 전기영동하

고, nitrocellulose membrane으로 electro-transfer 하였다.

단백질이 결합된 membrane을 5% skim milk로 blocking

한 다음 PBST (135 μM NaCl, 2.7 mM KCl, 4.3 mM

NaPO4, 1.4 mM KH2PO4, 0.5% Tween-20) buffer로 세척

후 anti-iNOS, -COX2, -p-NF-κB (ser536), -NF-κB, -p-

IκBα (ser32), -GAPDH rabbit antibody (Cell Signaling

Technology, Denver, MA, USA)를 반응시켰다. 그리고

PBST로 세척하고 HRP-conjugated anti-rabbit antibody를 반

응시켰다. 이후 ECL detection system (Pierce, Rockford, IL,

USA)를 이용하여 항원-항체 반응 밴드를 가시화하였다.

결과 및 고찰

세포독성 
각 추출물의 RAW264.7 세포주에 대한 독성을 확인하

기 위해 WST-1 시약을 이용해 세포의 생존률을 측정하였

다. 세포에 각 추출물(100 μg/ml)을 처리하고 24시간 동

안 배양한 결과, 대조군과 비교하였을 때 클로로포름, 메

탄올, 메탄올/물 추출물에서는 세포 생존률의 변화가 없었

다. 헥산추출물의 경우, 생존률이 유의적으로 조금 증가

하였다. 그리고 물 추출물의 경우, 세포 생존률이 유의적

으로 감소하였지만, 90% 이상의 생존률을 보이므로 독

성을 나타내지 않았다(Fig. 2). 이를 통해 모든 추출물이

RAW264.7 세포주에 대해 세포독성을 가지지 않음을 확

인하였다.

산화질소(NO) 억제 효과 
산화질소(Nitric Oxide; NO)는 염증반응의 산물로서 면

역체계에서 항균 또는 항암, 혈관확장 등의 기능을 가진

다(Paradise et al, 2010). 그러나 과도한 염증반응에서 이

러한 산화질소가 급격히 생산되면 세포 혹은 조직에 손상

이 가거나 DNA의 돌연변이가 유도될 수 있다. 때문에 산

화질소는 염증 반응을 확인하는데 있어서 가장 기본적이

고 중요한 생물학적 바이오마커로 이용된다(Zhang et al,

2015).

각 추출물이 RAW264.7 세포주에서 산화질소의 생성에

미치는 영향을 확인하기 위하여 추출물(100 μg/ml)을 처

리한 후 2시간 배양하고 LPS를 이용해 24시간 세포를 자

극하였다. 그 결과, Fig. 3과 같이 LPS만 처리한 군에서는

산화질소가 비처리군과 비교하여 급격히 증가하는 것을

확인하였다. 이에 비해, LPS와 헥산, 클로로포름, 물 추출

물이 각각 같이 처리된 군에서는 LPS 처리군과 비교하여

산화질소의 생성량이 감소함을 보였으며, 특히, 클로로포

름 추출물(CG45)에서 가장 높은 억제효과를 확인할 수

있었다. 이 실험을 통하여 GW10-45의 여러 추출물 중 클

로로포름 추출물이 RAW264.7 세포주에서 산화질소의 생

성을 가장 효율적으로 억제할 수 있다는 것을 확인하였다. 

Fig. 3. Effect of GW10-45 extracts on NO production in
LPS-stimulated RAW264.7 cells. Cells were pre-treated with
each extracts for 2 h and then activated by LPS for 24 h. NO
production was measured by using Griess reagent in culture
supernatant. Values in the graph indicated mean ± SD (n=3,
#p < 0.01, vs. non-treated group and *p < 0.01, vs. LPS only-
treated group).

Fig. 2. The effects of GW10-45 extracts on cell viability in
RAW264.7 cells. Cells were treated with 100 μg/ml of each
extract (hexane, CHCl3, MeOH, MeOH/H2O, and H2O). The
data in the graph is mean ± SD (n=3, *p < 0.01 vs. non-
treated group).
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이전에 발표된 연구 결과에서 다양한 용매로 추출한 아

위버섯 추출물의 NO 생성 억제 효과를 확인하였을 때,

위의 결과와 유사하게 클로로포름 추출물이 RAW264.7

세포주에서 NO 생성을 가장 효과적으로 억제하였다(Kim

and Kim, 2015). 이를 통해 염증에 효과가 있는 물질이

CG45에 많이 포함되어 있을 것이라고 생각되며 이후의

실험은 억제효과가 뛰어난 CG45만을 이용하여 진행하

였다.

iNOS 및 COX-2 발현에 미치는 영향
iNOS (inducible nitric oxide synthase)는 염증반응에

있어 주요한 요소인 산화질소를 합성하는 효소로서

arginine으로부터 산화질소를 생성하는 역할을 한다. 그리

고 COX-2 (cyclooxygenase-2)의 경우, 염증성 사이토카

인의 일종이 PGE2 (prostaglandin E2)를 생성하는 기능을

가진다(Guha and Mackman, 2001b; Dilshara et al,

2014). 이 두 단백질 모두 외부로부터 LPS와 같은 염증성

자극이 들어왔을 때, 세포 내 발현량이 증가하며, NF-κB

의 인산화에 의해 그 발현이 조절되는 것으로 알려져 있

다(Ivashkiv, 2011).

세포에 CG45 (100 μg/ml)를 처리한 후 LPS로 자극시

켜 iNOS와 COX-2의 발현량을 Western blot을 통해 비교

한 결과 Fig. 4(A)와 같이 iNOS와 COX-2 두 단백질 모

두 LPS만 처리한 세포에서는 급격하게 발현량이 증가하

는 것으로 나타났고, CG45와 LPS를 모두 처리한 군에서

는 iNOS와 COX-2의 세포 내 발현이 급격히 감소하는 것

을 확인하였다. 이러한 결과를 통해, CG45가 LPS로 유도

된 RAW264.7 세포주에서 염증성 단백질인 iNOS와

COX-2의 발현을 억제하는 효과가 있다는 것을 알 수 있

었다.

NF-κB 및 IκBα 인산화 억제 확인
NF-κB (nuclear factor-κB)는 염증 반응에 있어서 주요

한 전사인자로 염증성 단백질들과 염증성 사이토카인 등

의 전사를 활성화하는 기능을 한다 (Ha et al, 2007). 세

포 외부에서 LPS와 같은 자극이 주어지면 세포 내로 신

호가 전달되어 NF-κB의 억제 단백질인 IκB (inhibitor of

NF-κB)α의 인산화가 일어나고 인산화된 IκBα는 분해되

어 NF-κB의 인산화가 일어난다. 이후 인산화된 NF-κB

는 핵 내로 이동하여 iNOS와 COX-2 같은 NF-κB에 관

련된 gene들의 전사를 진행하게 된다(Kim et al, 2011;

Li and Verma, 2002; Schuliga, 2015; Barnes and

Karin, 1997).

이러한 NF-κB와 IκBα의 인산화를 확인하기 위해

RAW264.7 세포에 CG45 (100 μg/ml)를 처리하고 LPS로

24시간 자극시킨 후 이들 단백질들의 발현에 대한 Western

blot을 시행하였다. 그 결과 Fig. 4(B)와 같이, IκBα의 인

산화가 LPS만 처리 시 증가하였고, CG45와 같이 배양하

였을 때 감소함을 확인하였다. 또한, NF-κB의 경우도

LPS만을 처리한 세포에서는 그 인산화가 증가하였지만

CG45를 함께 처리한 경우에는 인산화가 급격히 감소함을

확인하였다.

위의 결과들을 통하여 CG45가 RAW264.7 세포에서

염증의 주요한 전사인자인 NF-κB의 신호전달을 억제함

으로써 염증성 단백질의 발현과 산화질소의 생성을 억

제하여 염증을 완화하는 효과를 가진다는 것을 알 수

있었다.

적 요

만성적 염증 반응은 지속적인 항원에 대한 노출에 의해

발생할 수 있으며 관절염이나 2형 당뇨와 같은 여러 염증

Fig. 4. The effects of CG45 on the expression of inflammation related proteins in LPS-stimulated RAW264.7 cells. Cells were treated by

CG45 (100 μg/ml) for 2 h, and then activated by LPS (1 μg/ml) for 24h. (A) The expression of iNOS and COX-2 was investigated in

whole cell lysates. (B) The phosphorylation of NF-κB and IκBα and expression of NF-κB was also evaluated in cell whole lysate. GAPDH

was used as a loading control.
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성 질환의 가장 큰 발병 원인이 된다. 본 연구에서는 아위

느타리 버섯 (Pleurotus ferulae)의 새로운 육종 균주인

GW10-45의 추출물(헥산, 클로로포름, 메탄올, 메탄올/물,

물)이 가지는 RAW264.7 대식세포에 대한 항염증 활성을

연구하였다. 먼저, 각각의 추출물은 RAW264.7 세포주에

대하여 세포독성을 가지지 않았으며, 헥산 및 클로로포름,

물 추출물이 산화질소의 생성을 억제하였다. 그 중, 클로

로포름 추출물(CG45)을 처리한 실험군에서 가장 높은 산

화질소 생성 억제효과가 나타남을 확인하였다. 또한 주요

한 염증성 인자들의 단백질 발현 및 인산화에 미치는 영

향을 확인하기 위하여 Western blot 분석을 시행하였다.

그 결과, LPS로 유도된 염증 모델에 CG45를 처리하였을

때 iNOS 및 COX-2 단백질의 발현이 급격히 감소함을 확

인하였다. 또한 NF-κB 신호전달에서 NF-κB와 이의 억제

단백질인 IκBα의 인산화가 LPS만을 처리한 군과 비교하

여 CG45를 함께 처리한 실험군에서 크게 감소함을 확인

하였다. 실험을 통하여 아위느타리 버섯의 새로운 육종

균주 GW10-45의 추출물 CG45는 NF-κB 신호전달 과정

에서 인산화 정도를 억제함으로써 iNOS 및 COX-2 단백

질의 발현을 억제하여 LPS로 유도된 RAW264.7 세포주

의 염증 모델에서 그 염증 반응을 억제할 수 있다는 것을

확인하였다.
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