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인간 유래 연골세포에서 꽃송이버섯 추출물의 염증성 매개인자 억제 효과
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Abstract − Osteoarthritis (OA) is the most common form of joint disease, characterized by articular cartilage, osteonecrosis,

and osteochondral bone erosion. It is an early, progressive disease that combines joint stiffness and joint pain and reduces car-

tilage function and condition. Interleukin-1 beta (IL-1β) is thought to be important to the pathogenesis of OA and significantly

increases the expression of matrix metalloproteinases (MMPs), which play an important role in cartilage degradation in OA.

Sparassis crispa (Wulf.) is an edible / medicinal mushroom that has been reported to variety of biological activities. In this

study, investigated the Anti-inflammatory effect of Sparassis crispa (Wulf.) ethanol extract (SCE) on IL-1β stimulated SW1353

chondrocytes. SCE decreased the expression and activity of MMPs by IL-1β and decreased the levels of cyclooxygenase-2

(COX-2) and inducible nitric oxide synthase (iNOS) associated with the inhibition of prostaglandin E2(PGE
2
) in IL-1β stim-

ulated SW-1353 chondrocytes. In addition, SCE inhibits the expression of MAPK (mitogen-activated protein kinase) and NF-

κB (nuclear factor-kappa B) signaling in IL-1β stimulated SW-1353 cells, and SCE inhibits the production of reactive oxygen

species (ROS) through heme oxygenase-1 (HO-1) expression. Thus, it is suggested that SCE has a potential as an anti-inflam-

matory agent in osteoarthritis treatments.

Keywords − Sparassis crispa (Wulf.), Interleukin-1 beta (IL-1β), Mitogen-activated protein kinase(MAPK), NF-κB (nuclear

factor-kappa B), Heme oxygenase-1 (HO-1), Reactive oxygen species (ROS)

골 관절염은 관절 외상과 노화에 관련된 가장 흔한 관절

질환으로 연골 및 골 형성의 침식을 특징으로 하는 질병이

며, 이러한 골 관절염의 다양한 원인 중 염증은 골의 항상

성 감소와 세포 외 기질의 분해를 촉진하는 연골 대사 경로

의 불균형에 의해 진행되며,
1)

 활성 산소종(reactive oxygen

species, ROS)과 같은 산화 스트레스의 과잉 생산으로 신호

전달 경로의 변화 등을 원인으로 보고있다.
2,3) 

IL-1β

(Interleukin-1 beta)는 골 관절염에서 연골 분해에 중요한 역

할을 하는 MMPs(matrix metalloproteinases)의 발현을 유

의하게 증가시키며,
4) 
이러한 IL-1β는 연골세포에서 활성

산소종의 생성과 산화 질소(nitric oxide, NO) 및 PGE2

(prostaglandin E2), COX-2(cyclooxygenase-2)와 같은 염증

매개체를 방출하여 골 관절염의 발병에 중추적인 역할을 한

다고 보고되었다.
5,6) 
이러한 염증반응에서

 
HO-1(Heme

oxygenase-1)은 일산화탄소, 철 및 biliverdin과 bilirubin의

형성을 유도하며, Nrf2(Nuclear factor erythroid-derived 2-

related factor 2)에 의해 조절되는 heme catabolism의 속도

제한 효소로 산화 스트레스에 의한 염증성 질환에서 매우

중요한 역할을 하고 활성 산소종과 친염증성 사이토카인의

생성과 발현을 억제하는 것으로 보고되었다.
7-9) 
또한 염증반

응에서 ERK(extracellular signal regulated kinase), p38

MAP kinases, JNK(c-Jun N-terminal kinase)을 포함한

MAPK(mitogenactivated protein kinase)와 NF-κB(nuclear

factor-kappa B)의 활성화는 MMPs 발현을 증가시켜 연골파

괴와 사이토카인 조절에 중요한 역할을 하며, IL-1β에 의해

유도 된 MMPs, iNOS 및 COX-2 생성은 MAPK와 NF-κB

의 활성화에 기인한다.
10,11) 
따라서 MAPK와 NF-κB의 활성

을 억제하고 활성 산소종과 염증매개체의 생성과 발현의 억

제가 염증성 질환의 치료에서 매우 중요한 역할을 한다.
12)
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꽃송이버섯(Sparassis crispa (Wulf.))은 민주름버섯목 꽃송

이버섯과(Sparassidaceae)에 속하는 버섯으로,
13,14)

 이전의 연

구에서 꽃송이버섯의 에탄올 추출물이 MIA(monosodium

iodoacetate)로 골관절염이 유발된 랫드에 미치는 영향을 평

가하였다. 따라서 본 연구에서는 IL-1β로 자극된 SW1353

연골세포에서 꽃송이버섯의 에탄올 추출물(SCE)이 골 관절

염의 병인에 중요한 역할을 하는 활성 산소종의 생성에 대

한 영향과 연골 분해효소 MMPs와 염증 매개 인자 iNOS

및 COX-2의 생성과 발현 그리고 MAPK와 NF-κB의 활성

화에 미치는 영향을 평가하였다. 

재료 및 방법

실험 재료 −본 실험에 사용된 꽃송이버섯은 (주)경신바

이오에서 제공 받았다. 꽃송이버섯의 동정은 덕성여자대학

교 심상희 교수가 하였으며, 표본은 계명대학교 약학대학

생약학연구실에 보관하였다. 꽃송이버섯의 에탄올 추출물을

얻기 위해 에탄올 4 l와 꽃송이버섯 1 kg을 혼합하여 70~80
o
C

에서 3회 환류 냉각 추출 후 감압농축하여 185 g의 에탄올

추출물을 얻었다.

시약 및 기기 −본 실험에 사용된 recombinant Human

IL-1β는 PeproTech EC Ltd.(London, UK)사의 제품을 사용

하였으며, ECL western blotting detection reagents와 PVDF

membranes, BCA protein assay kit는 Thermo Scientific

(Rockford, IL, USA)에서 구입하였다. PGE2 parameter

assay kit와 MMP-13 ELISA kit는 R&D system사의 제품을

사용하였다. Dulbecco’s modified Eagle’s medium(DMEM)

과 fetal bovine serum(FBS)은 Welgene Inc. (Gyeongsan,

Korea)사의 제품을 사용하였다. 2′, 7′-dichlorofluorescin

diacetate와 NE-PER kit는 Thermo Scientific(Rockford, IL

USA)사의 제품을 사용하였으며, 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-

yl)-2,5 diphenyltetrazoliumbromide(MTT)시약은 Amresco

Inc.(OH, USA)사의 제품을 사용하였다. 또한 phospho-JNK,

JNK, phospho-ERK, ERK, phospho-p38, p-38, phospho-

AKT, AKT, HO-1, Nrf2, β-actin의 1차 항체와 각각의 2차

항체는 Cell Signaling Technology Inc.(Beverly, MA, USA)

사의 제품을 사용하였으며, MMP-9, NF-κB p65, COX-2,

p-IkBα, IkBα, Lamin B의 1차 항체와 각각의 2차 항체는

Santa Cruz Biotechnology(Santa Cruz, CA, USA)사의 제품

을 사용하였다. Western blot 단백질 분석을 위해 LAS 4000

(GE Healthcare Life Science, Tokyo, Japan) 감광 검출기를

사용하였으며, Infinite m200 pro 흡광도 측정기(Tecan,

Männedorf, Switzerland), 냉장 초고속 원심분리기(Labogene,

Seoul, Korea), BX-51 편광현미경(Olympus, Tokyo, Japan)

을 사용하였다.

세포 배양 및 MTT 분석 − SW1353 연골 세포는 American

Type Culture Collection(ATCC, Rockville, MD, USA)에서

구입하였으며, 10% FBS, 100 units/ml 페니실린 및 100

mg/ml streptomycin이 첨가된 DMEM 배지로 5% CO
2 
환경

에서 37
o
C로 배양 하였다. 그 후 SW1353 세포를 96 well

plate에 5×10
3
 cells/ml의 농도로 24 hr 배양 후 SCE 10, 20,

50, 100 μg/ml로 1 hr 동안 처리하고 IL-1β(40 ng/ml)를

24 hr 처리하였다. 세포 생존율은 540 nm의 파장에서 MTT

분석을 하였다.

Nitric Oxide (NO) 측정 − NO의 생성은 Griess reaction

assay를 통해 측정하였다. SW1353 세포를 24 well plate에

3×10
5
cells/ml로 분주한 후, 24시간 뒤 SCE 10, 20, 50,

100 μg/ml로 1 hr 동안 처리하고 IL-1β(40 ng/mL)를 24 hr

동안 처리 후 배양 상층액을 수거하였다. 상층액과 standard

(NaNO2)를 100 μl씩 96 well에 분주하고, Griess reagent를

100 μl씩 첨가한 후, 540 nm의 파장에서 흡광도를 측정하였

다.

PGE
2
, MM-9 및 MMP-13 분석 − SW1353 세포를 24

well plate에 3×10
5
cells/ml로 분주한 후, 24 hr 뒤 SCE 10,

20, 50, 100 μg/ml로 1 hr 동안 처리하고 IL-1β(40 ng/ml)를

24 hr 처리 후, 배양 상층액을 수거하여 상층액 중의 PGE2

및 MMP-13 수준을 PGE2 parameter assay kit(R&D

Systems, Inc. USA)와 MMP-13 ELISA(R&D Systems,

Inc. USA) 키트를 사용하여 제조사의 지시에 따라 정량화

하였으며, Western blot analysis를 통해 MMP-9의 단백질

발현을 측정하였다.

Western Blot Analysis − SW1353 세포를 RIPA 완충액

에 용해시키고 14,000 rpm에서 30 min 원심 분리하였다. 단

백질 농도는 제조자의 키트(Bio-Rad, USA)를 사용하여

Brad-ford 방법으로 정량화하였다. 그 후 sodium dodecyl

sulfate polyacrylamide gel electrophoresis(SDS-PAGE)로 분

리 하였다. 전기 영동 후 단백질을 PVDF 막을 사용하여 옮

겼다. Skim milk 5%를 함유 한 TBS-T 완충액으로 blocking

한 후, Membrane에 각각의 1차 항체를 12 hr 처리한 다음

PBS-T로 5분마다 5회 세척하고, 2차 항체를 사용하여 상온

에서 2 hr 반응시킨 후, PBS-T로 5분마다 5회 세척하였다.

그 후 ECL 용액을 처리하고 LAS 4000(GE Healthcare Life

Science, Tokyo, Japan)에서 감광시켜 단백질 발현을 확인하

였다.

세포질 및 핵 단백질 추출 − SW1353세포를 1×10
6 

cells/

ml의 밀도로 60 mm 세포 배양 접시에 24hr 배양 후 SCE

10, 20, 50, 100 μg/ml의 농도로 1 hr 처리 후 Nrf2 검출을

위한 세포질 및 핵의 단백질 추출을 위해 Thermo Scientific.

(Rockford, IL USA)사의 NE-PER kit 제품을 제조사의 지

시 따라 사용하여 분리하였다.

활성 산소종 형성 검출 − SW1353 세포를 24 well plate

에 3×10
5
cells/ml로 분주한 후 24 hr 동안 배양시켰다. SCE
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10, 20, 50, 100 μg/ml의 농도로 6 hr 처리한 후 SnPP(20 μM)

를 2 hr 처리 후 IL-1β(40 ng/ml)를 24 hr 하였다. 그 후 세

포를 4% 파라 포름알데히드(pH 7.4)로 20 분간 고정시키고

PBS로 세척 후 차광하여 2', 7'-dichlorofluorescein diacetate

(DCF-DA) 시약과 함께 30분간 염색하여 micro plate reader

(485 nm)의 파장에서 검출 하였다. 

통계분석 −모든 실험은 평균과 표준편차로 표시하였으

며, SPSS(Version 22.0, IBM, Armonk, NY, USA)를 사용

하여 one-way analysis of variance(ANOVA) test를 실시한

후 least-significant differences(LSD) test로 측정하였으며, 유

의수준 p-value<0.05에서 검증하였다.

결과 및 고찰

염증반응은 외부로부터의 무생물 또는 생물의 침입이나

조직손상에 대한 기능을 회복시키는 체내의 방어기전으로

류마티스 관절염 등을 포함한 여러 질환에서 염증반응에 관

여하는 물질을 찾아 제거하려는 많은 연구가 진행되고 있

다.
15) 
따라서 본 연구에서는 IL-1β에 의해 자극된 SW1353

연골세포에서 꽃송이버섯 에탄올 추출물이 골 관절염에 원

인이 되는 여러 염증성 매개인자의 생성과 발현에 대하여

연구하였다. 먼저 SW1353 연골세포에서 SCE 단독처리(Fig.

1A), IL-1β(40 ng/ml)와 SCE(10, 20, 50, 100 μg/ml)를 병용

처리 시(Fig. 1B) 세포독성에는 영향이 없는 것으로 확인되

었다. 따라서 이후의 실험은 IL-1β(40 ng/ml)와 SCE(10, 20,

50, 100 μg/ml)의 농도로 진행하였다. 골 관절염에서 IL-1β

가 매개하는 NO의 과잉 생산은 연골세포와 활막세포의 사

멸을 유도하여 골 관절염의 병인에 중요한 역할을 하는 염

증 매개체로 보고되었다.
16)

 또한 IL-1β는 COX-2의 발현을

자극하여 PGE2의 생성과 합성을 증가시키고 골 관절염에서

골 흡수와 관절 통증에 관여한다.
17) 

IL-1β로 자극된 SW1353

연골세포에 SCE를 처리한 결과 COX-2, iNOS(Fig. 2A)와

PGE2, NO(Fig. 2B)의 생성과 발현을 농도 의존적으로 억제

였다. NO 및 PGE2의 생성은 연골 분해 효소 MMPs와 여

러 염증성 사이토카인의 생성을 유발할 수 있다.
18)

 따라서

IL-1β로 염증반응이 유도된 SW1353 연골세포에서 SCE의

영향을 평가하였으며, 그 결과 SCE는 연골 분해 효소 MMP-

9과 MMP-13의 생성을 농도 의존적으로 억제하였다. 또한

NF-kB는 SW1353 연골세포에서 IL-1β 신호 전달의 중요한

전사인자이며 염증매개체와 MMPs의 전사에 영향이 있다

Fig. 1. Effects of SCE and IL-1β on SW1353 cell viability. Cells were incubated with the indicated concentrations of SCE for 24hr

(A), the indicated concentrations of SCE before 1h incubated, and IL-1β for 24hr (B).

Fig. 2. Effects of SCE on COX-2 and iNOS (A) expression and COX-2-derived PGE2 (B) and iNOS-derived NO (C) production

in SW-1353 cells. Cells were pretreated with different concentrations of SCE (10, 20, 50 and 100 µg/mL) for 1hr before incubation

with IL-1β (40 ng/mL) for 24hr. Western blot analyses for COX-2 and iNOS expression were performed. The nitrite content was

measured using the griess reaction. The PGE
2
 concentration was measured in culture media using a commercial ELISA kit. *p-

value<0.05 compared to the group treated with IL-1β.
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고 보고되었다.
19)

 따라서 SCE의 MMPs, iNOS 및 COX-2

억제 효과가 NF-κB 신호의 억제에 의해 매개되는지 여부

를 확인하기 위해 NF-κB의 활성화를 평가하였으며, SCE는

NF-κB p65(Fig. 4A)와 인산화된 IkB-α(Fig. 4B)의 발현을

농도 의존적으로 억제하였다. PI3K/Akt와 MAPKs는 전 염

증성 사이토카인의 생성과 하류 신호 전달을 조절하여 이

화 작용에 의한 관절 파괴를 일으키며, MAPKs 신호 전달

경로에서 ERK와 JNK의 활성화는 MMPs, iNOS 및 COX-

2의 생성과 발현이 유도된다고 보고되었다.
20,21) 
따라서 본

연구에서
 
이러한 신호전달 경로에 대한 SCE의 영향을 연구

하였다. SCE는 IL-1β로 자극된 SW1353 연골세포에서 ERK

및 PI3K/Akt 경로에 영향을 주지 않았으며, JNK 및 p38의

인산화를 억제하였다(Fig. 5). 따라서, SCE에 의한 JNK 및

p38 인산화의 억제는 IL-1β 자극된 세포에서의 연골 분해

효소 MMPs의 이화 반응 억제에 기여하는 것으로 추측된

다. 다양한 산화 자극에 의해 연골 세포가 손상되면 염증 인

자의 생산과 단백 분해 효소의 활성이 증가하고 활성 산소

종의 증가에 따른 세포 사멸의 개시가 촉진된다. 따라서 산

화 스트레스로부터 연골 세포를 보호하기 위한 항산화 물

질에 대한 많은 연구가 진행되고 있다.
22,23)

 연골 세포를 포

함한 많은 세포에서 과도하게 생성된 활성 산소종으로부터

손상을 제거하기 위한 내인성 방어 전략으로 핵 전사 인자

인 Nrf2 신호 전달 경로가 연구되고 있으며, 핵 전사 인자

인 Nrf2 신호 전달은 세포 내 산화 스트레스를 방어하기 위

Fig. 3. Effect of SCE on the expression of MMP-9 and MMP-13 in IL-1β stimulated SW1353 cells. Cells were pretreated with

SCE (10, 20, 50 and 100 µg/mL) 1hr prior to incubation with IL-1β (40 ng/mL) for 24 hr. Western blots were performed using an

antibody specific for MMP-9 (A). The culture supernatant was obtained and the amount of MMP-13 (B) produced was determined

using a commercial ELISA kit. *p-value<0.05 compared to the group treated with IL-1β.

Fig. 4. Effect of SCE on the NF-κB pathway in IL-1β stimulated SW1353 cells. (A) Cells were treated with SCE (10, 20, 50 and

100 µg/mL) for 1hr before IL-1β treatment (40 ng/mL) for 1 hr. Total protein was subjected to 10% SDS-polyacrylamide gels fol-

lowed by western blotting using anti-NF-κB p65 and IkBα, p-IkBα antibodies.

Fig. 5. Effect of SCE on IL-1β induced phosphorylation of

Akt and MAPKs in SW1353 cells. Cells were treated with the

indicated concentrations of SCE for 1hr before being incu-

bated with IL-1β (40ng/mL) for 1 hr. Total protein was sub-

jected to 10% SDS polyacrylamide gels followed by western

blotting with antibodies specific for the total and phosphory-

lated forms of Akt and MAPKs.
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해 산화 환원 상태를 유지하는 중요한 항산화제 중 하나이

다.
24,25)

 이러한 Nrf2에 의해 조절되는 속도 제한 효소로서

HO-1은 산화 스트레스로 인한 질병 예방에 매우 중요한 것

으로 보고되었으며, HO-1의 발현은 NF-κB의 활성화를 억

제하여 iNOS 발현 및 NO 생성을 억제한다.
26,27) 
따라서 본

연구에서는 SW1353 연골세포에서 SCE의 HO-1 발현과

Nrf2 활성을 평가 하였고, HO-1 억제제인 SnPP를 처리하

여 IL-1β에 의해 자극되어 생성된 활성 산소종의 생성의 변

화를 확인하였다. 그 결과 SCE는 Nrf2의 핵으로 전이를 농

도 의존적으로 증가시켰으며(Fig. 6A), HO-1의 발현 또한

증가시켰다(Fig. 6B). 또한 IL-1β에 의해 자극되어 생성된

활성 산소종에 대한 SCE의 영향을 평가하기 위해 SW1353

연골세포에 dichlorofluorescin 염색을 실시하여 활성 산소종

을 정량화 하였다(Fig. 7A). 그 결과 IL-1β에 의해 자극되어

생성된 활성 산소종은 SCE에 의해 농도 의존적으로 생성

이 감소하였으며, HO-1의 억제제 SnPP(Tin protoporphyrin

IX)의 처리에 의해 활성 산소종의 생성이 증가됨을 확인 할

수 있었다(Fig. 7B). 이러한 결과는 IL-1β에 의해 자극된

SW1353 연골세포에서 SCE에 의한 HO-1 발현이 활성 산

소종의 생성을 억제한다고 판단된다. 염증반응에 관여하는

염증 매개 인자를 조절하기 위해 여러 약용버섯들이 연구

되었으며, 그중 상황버섯, 영지버섯과 노루궁뎅이버섯 추출

물은 RAW264.7 대식세포에서 iNOS, COX-2 및 TNF-α와

같은 염증 매개 인자를 조절함으로 항산화, 항염증 및 항알

레르기 효과를 나타내는 것으로 보고되었다.
28-31)

 본 연구 결

과는 꽃송이버섯 에탄올 추출물이 IL-1β에 의해 자극된

SW1353 인간유래 연골세포에서 염증 매개 인자와 활성 산

소종의 생성을 억제함으로 골 관절염 억제에 영향을 미치

Fig. 6. Effects of SCE on nuclear translocation of Nrf2, Nrf2 mediated HO1 expression in SW-1353 cells. SW-1353 cells were

treated with SCE (10, 20, 50, 100 µg/mL) for 1 hr (A) or 24 hr (B). Nuclei were separated from the cytosol using NE-PER mam-

malian protein extraction buffer. Protein was subjected to 10% SDS polyacrylamide gels followed by western blotting with anti-

bodies specific for the total and phosphorylated forms of Nrf2 and HO-1.

Fig. 7. Effect of SCE on IL-1β induced ROS production in SW1353 cells. SW1353 cells were treated with SCE (10, 20, 50 and

100 µg/ml) for 6 hr after treated with SnPP 50 µM for 2 hr. And then treated with IL-1β (40ng/mL) for 24 hr. ROS production by

incubation with 10 µM of the ROS-sensitive fluorophore DCF. *p-value<0.05 compared to the group treated with IL-1β.
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는 것으로 판단되며, 이러한 결과는 꽃송이버섯 또한 염증

또는 골 관절염 억제에 효과가 있는 약용버섯으로서의 가

능성을 제시한다.

결 론

본 연구는 IL-1β에 의해 자극된 SW1353 연골세포에서

꽃송이버섯 에탄올 추출물이 미치는 영향을 평가하였으며,

꽃송이버섯 에탄올 추출물은 IL-1β에 의해 자극된 SW1353

연골세포에서 염증 매개 인자의 생성을 억제 하였으며, 연

골 분해 효소 MMPs의 발현을 유의하게 억제하였다. 또한

꽃송이버섯 에탄올 추출물은 NF-κB p65, IkB-α와 JNK,

p38의 신호전달 경로의 활성을 억제하였으며, HO-1의 발현

을 통해 활성 산소종의 생성을 농도 의존적으로 억제 시켰

다. 따라서 꽃송이버섯 에탄올 추출물은 염증반응 억제에

영향을 미치는 것으로 판단된다.
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