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생물전환을 통한 음나무발효물의 LPS에 대한 경쟁적 억제제

효과 및 내독소혈증 억제 효과
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Abstract

The objective of this study was to evaluate the effect of fermented Kalopanax pictus (KP-F) on macrophage activation 
and its effect as a competitive inhibitor of LPS and inhibitory effect on endotoxemia. The results showed that KP-F could 
activate macrophage in a dose-dependent manner, and KP-F was confirmed to act as a ligand for TLR4. Also, it was found 
that KP-F did not exhibit the same biotoxicity as LPS in intraperitoneal injection, and that it could suppress the neutrophil 
migration induced by LPS administration. In normal mice, the body weight, tissue weight, and amount of nitrite and 
pro-inflammatory cytokines in serum showed no significant changes with KP-F diet for 2 weeks, confirming that 
administration of KP-F in normal mice did not lead to over activation of immune response and biotoxicity. In the mouse 
model of endotoxemia induced by LPS and D-galactosamine(D-GalN) in sub-lethal dose, the diet of KP-F effectively 
inhibited the amount of nitrite and cytokines in the blood, and thus was found to be able to relieve the hepatic and kidney 
injury. In addition, in the endotoxemia mouse model induced by LPS and D-GalN of lethal dose, the survival rate was 
increased by KP-F diet in a dose-dependent manner.
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서 론   

Lipopolysaccharide(LPS)는 그람 음성 세균의 외막을 구성

하는 물질로, 동물의 생체 내에서 독소 쇼크(toxic shock)를 일

으키는 물질로 알려져 있다(Caroff 등 2002). 동물의 체내로 들

어온 LPS는 LPS-binding protein(LBP)과 결합할 수 있으며, 
LPS-LBP 결합체 혹은 LPS 단독으로 CD14에 결합하게 된다. 
CD14와 복합체를 형성한 LPS는 Toll-like receptor 4(TLR4)
와 상호작용하여 세포 내로 신호를 전달하며, 그 결과 다

양한 cytokine 및 염증매개물질들이 합성된다(Triantafilou &
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Triantafilou 2005). LPS에 의한 세포의 활성화는 염증반응의 

적절한 조절을 불가능하게 하며, 결국 조직손상과 만성염증

에 의한 노화 및 노화 관련 질병들을 유발할 수 있다. 또한, 
세포 내 만성적인 염증반응으로 인한 산화-환원 조절 반응의 

실패로, 비만, 대사질환, 암, 동맥경화 등 다양한 합병증이 발

생할 가능성이 있다(Chung 등 2009). 내독소혈증(endotoxemia) 
역시 LPS에 의해 유발되는 질병이며, 저혈압, 조직관류 저하, 
다발성 장기부전 등을 특징으로 하고, LPS에 의해 활성화되

어 과분비되는 tumor necrosis factor-α(TNF-α), interleukins(ILs) 
등이 간 기능 부전 및 간세포 괴사를 유발하는 것으로 알려

져 있다(Howe LM 2000; Moulin 등 2001; Motobu 등 2006). 
현재 내독소혈증의 치료를 위해, polymyxin B와 같은 LPS 중
화제 및 비스테로이드성 항염증제, 당질코르티코이드, phos-
phodiesterase 저해제 등이 사용되고 있으나, 대부분 대식세포

의 활성을 억제하여 증상을 완화시키는 정도이며, 다양한 약

물을 통한 집중 치료에도 불구하고 여전히 사망률이 높은 질

환이기 때문에 새로운 약물 혹은 새로운 치료법의 개발이 필

요하다(Werners AH 2017).
음나무(Kalopanax pictus)는 두릅나무과(Araliaceae)에 속하

는 낙엽성 수목으로 예로부터 수피(stem bark)는 해동피라 하

여 류마티스관절염, 신경통, 당뇨 및 통증 완화에 널리 사용

되어 왔다(Bang 등 2010). 연구 결과에 따르면 음나무 추출물

은 항산화 활성 및 항염증 활성을 가지며, 이를 통해 류마티

스 관절염 및 당뇨, 위염 등에 대한 효과적인 억제 활성을 갖

는 것으로 보고되어 있다(Choi 등 2002; Sohn 등 2015). 또한, 
음나무에는 liriodendrin, kalopanaxsaponin(A, B, C, D, E, F, G, 
H, I, J, K), syringin, erythrakine 등 다양한 생리활성 성분이 

포함되어 있는 것으로 알려져 있다(Rahman 등 2018). 이 중, 
kalopanaxsaponin A는 JNK와 NF-κB를 억제하여 항염증 활

성을 나타낸다는 보고가 있으며(Jeong 등 2013), kalopanaxsa-
ponin B는 IRAK1 kinase를 억제하여 LPS에 의해 유도된 염증

반응을 억제하고(Joh 등 2012), TNBS에 의해 유도된 대장염

증을 억제시킬 수 있다는 보고가 있다(Jeong 등 2012). 따라서 

본 연구에서는 표고버섯 균사를 이용하여 음나무발효물을 

제조하고, 제조된 음나무발효물이 갖는 생리활성을 평가하고

자 하였다. 이전 연구 결과에 따르면 흑미강발효물은 Th1 면
역반응을 활성화시켜서 Salmonella typhimurium에 의한 감염

증을 효과적으로 억제함과 동시에 LPS에 의해 유도된 내독

소혈증을 억제할 수 있는 것으로 확인되었다(Kim 등 2013; 
Kim 등 2014). 따라서 동일한 발효 과정을 통하여 제조된 음

나무발효물이 갖는 면역반응 활성화 효과에 대해 확인하였

으며, 또한 LPS에 의해 유도되는 내독소혈증을 억제할 수 있

는지 확인하여 생체안전성 및 건강기능성 식품으로서의 가

능성을 검정하고자 하였다.

재료 및 방법

1. 시료 및 시약
본 실험에 사용된 음나무는 영창물산(Jecheon, Korea)에서 

구입하였다. 동물세포배양에 사용된 배지 및 fetal bovine 
serum(FBS), 염류용액은 모두 ThermoFisher Scientific(Waltham, 
MA)에서 구입하였으며, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl 
tetrazolium bromide(MTT), LPS 및 기타 화학시약은 모두 

Sigma-Aldrich(St. Louis, MO) 제품을 구입하여 사용하였다.

2. 시료의 제조
표고버섯 균사는 자실체로부터 분리하여 PDA 배지에서 

배양하였으며, 균사체의 유전자는 Korean Center of Micro-
organisms(Seoul, Korea)에서 검정하였다. PDA 배지에서 배양

한 균사는 50 mL 액체배지(2% glucose, 0.5% yeast extract, 0.5% 
soy peptone, 0.2% KH2PO4, 0.05% MgSO4, 0.002% FeSO4, 미
강 10%, w/v)에 접종하여 28℃에서 5일간 120 rpm으로 진탕

배양하였고, 배양이 끝난 균사는 이후 발효를 위한 종균으로 

사용하였다. 발효공정은 Lee 등(2017)의 방법을 일부 변형하

여 수행하였다. 100 g/L의 분쇄한 음나무 수피의 powder를 

이용하여 액체배지를 제조한 뒤, 40 U의 amylase를 처리하여 

60℃에서 60분간 반응시켰다. 반응이 끝난 뒤, pH를 7.0으
로 조정하고, 고온 처리하여 살균하였다. 멸균이 끝난 배지

는 5L 발효조에서 10%의 종균을 첨가하여 28℃에서 150 
rpm으로 7일간 생물전환 발효공정을 거친 후 50℃에서 60분
간 cellulase를 처리하여 생물전환 효소처리공정을 수행하였

다. 효소처리 공정이 끝난 시료는 90℃에서 1시간동안 열수

추출하여 최종적으로 음나무발효물을 수득하였으며, 동결건

조 후 사용하였다.

3. 세포배양및 nitric oxide(NO), cytokine 생산유도활성
측정

마우스 유래 대식세포주인 RAW264.7 세포주는 American 
Type Culture Collection(ATCC)에서 분양받아 사용하였으며, 
10% FBS 및 100 U/mL의 penicillin과 100 mg/mL의 strepto-
mycin이 포함된 DMEM 배지에서 계대 배양하였다. NO 생산 

유도 활성 측정은 Murakami 등(1999)의 방법에 따라 측정하

였다. 96 well plate에 1×106 cells/mL로 세포를 분주하여 24시
간 배양한 뒤, 농도별 시료와 TAK242를 처리하여 37℃, 5% 
CO2 조건에서 24시간 배양하였다. 배양 후, 상층액 100 μL를 
취하여 동량의 Griess reagent(1% N-(1-naphthyl)ethylene diamine
과 1% sulfanilamide in 5% phosphoric acid)를 첨가한 뒤, ELISA 
microplate reader(molecular devices, San Jose, CA)를 이용하여 

570 nm에서의 흡광도를 측정하였다. 세포독성의 측정은 Yoon 
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등(2013)의 방법을 일부 변형하여 MTT colorimetric reduction 
assay를 수행하여 확인하였다. 96 well plate에 5×104 cells/mL
로 세포를 분주하여 배양한 뒤, 농도별 시료를 처리하여 24시
간 배양하였다. 배양이 끝나면 배양액에 1 mg/mL의 MTT 시
약을 50 μL 처리하고 37℃, 5% CO2 조건에서 4시간 배양하

여 formazan crystal의 생성을 유도하였다. 이후 상등액을 제

거하고 100 μL의 DMSO를 첨가하여 세포 내 formazan을 충분

히 용출시킨 후 570nm에서 흡광도를 측정하여 세포의 생존

율을 계산하였다.

4. 실험동물
6주령의 pathogen-free female Balb/c 마우스는 대한바이오

링크(Eumseong, Korea)에서 구입하여 사용하였다. 실험동물

은 12시간의 명암주기와 20~22℃의 온도, 50±10%의 습도조

건에서 사육하였으며, 고형사료(5L79) 및 식수는 자유롭게 섭

취할 수 있도록 하였다. 모든 동물실험 방법은 (재)춘천바이

오산업진흥원 동물실험윤리위원회의 가이드라인에 의하여 

수행되었다(승인번호 2018-011).

5. 호중구 유도능 측정
마우스에서의 호중구 유도능 측정은 Cecilio 등(1997)의 

방법을 일부 변형하여 수행하였다. 6주령의 Balb/c 마우스

에 200 ng의 LPS, 200 ng의 KP-F, 200 ng의 LPS와 KP-F를 

복강주사하였다. 6시간 뒤 마우스를 희생하고, 복강 내로 

10% FCS가 포함된 RPMI1640 배지 3 mL를 주입하여 복강 

내 세포를 회수하였다. 400×g에서 5분간 원심분리하여 세포

를 세척한 후, 총 세포수를 혈구계수기를 이용하여 측정하였

으며, May-Grunwald-Giemsa 염색을 이용하여 호중구의 수를 

확인하였다. 200개의 세포를 확인하여 호중구의 비율을 구하

였으며, 무작위적으로 선택한 6개의 영역에서 관찰하여 평균

치를 구하였다.

6. 장기 무게, nitrite 및 염증성 cytokine 측정
6주령의 암컷 Balb/c 마우스에 2주간 KP-F를 10, 40, 160 

mg/kg의 일일투여량으로 식이투여하였다. 이후 마우스를 희

생하여 체중 및 심장, 폐, 위, 간, 비장의 무게를 측정하였으

며, 심장에서 채혈 후 2,000×g에서 30분간 원심분리하여 혈청

을 분리하였다. 혈청 내 nitrite의 양은 Nitric Oxide Assay Kit 
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA)를 이용하여 제조사

의 지시에 따라 수행하였고, 혈청 내 cytokine의 양은 각각의 

ELISA assay kit(R&D systems, Minneapolis, MN)를 이용하여 

측정하였다.

7. 간 손상 및 신장 손상 측정
6주령의 암컷 Balb/c 마우스에 2주간 KP-F를 10, 40, 160 

mg/kg의 일일 투여량으로 식이 투여하고, 5 μg/kg의 LPS와 

700 mg/kg의 D-galactosamine을 복강주사하여 내독소혈증을 

유도하였다. 4시간 후 마우스를 희생하여 간 조직을 적출하고 
무게를 측정하였으며, 심장에서 채혈하고 2,000×g에서 30분
간 원심분리하여 혈청을 분리하였다. 혈청 내 간 손상의 지표

로 GOT/GPT 효소 활성을 측정하였으며, GOT/GPT colorimetric 
assay kit(Asan Pharmaceutical, Seoul, Korea)를 이용하여 제조

사의 지시에 따라 측정하였다. 신장 손상의 지표로 신장조직 

내 Myeloperoxidase activity와 혈청 내 creatinine, BUN의 양을 

측정하였으며, 각각의 assay kit를 abcam(Cambridge, UK)에서 

구입하여 제조사의 지시에 따라 측정하였다.

8. 마우스 생존율 확인
6주령의 암컷 Balb/c 마우스에 KP-F를 2주간 식이투여하였

다. 이후 20 μg/kg의 LPS와 700 mg/kg의 D-galactosamine을 복

강주사하여 내독소혈증에 의한 마우스의 사망을 유도하였고, 
총 60시간 동안 마우스의 생존율을 확인하였다.

9. 통계 분석
3회 이상 반복실험에서 얻어진 data는 Statistical Analysis 

System software package(SAS)의 ANOVA procedure test 분석

방법에 따라 분산분석을 실시하였고, 각 처리군별 유의성은 

5% 수준에서 Duncan 분석방법에 따라 사후검정하였다.

결과 및 고찰

1. KP-F의 대식세포 활성화 효과 검정
마우스 유래 대식세포주인 RAW264.7 세포주를 지시세포

로 사용하여 KP-F가 갖는 대식세포 활성화 효과를 검정하였

다. KP-F를 0.01 μg/mL에서 10 μg/mL까지 농도별로 처리하였

을 때, 농도 의존적으로 NO 생성 유도 활성이 증가하는 경향

을 보였으며, 대조군으로 사용한 LPS와 유사한 수준으로 대

식세포를 활성화 시키는 것으로 확인되었다. 또한, TLR4의 

특이적 억제제인 TAK242를 함께 처리한 결과, KP-F에 의한 

NO 생성이 대부분 억제되는 것으로 확인되었다(Fig. 1). 
TAK242는 TLR4의 세포 내부 도메인 중 747번 시스테인에 

결합하여 특이적으로 TLR4 신호전달을 억제하는 것으로 알

려져 있다(Matsunaga 등 2011). 따라서 KP-F의 대식세포 활

성화 경로는 TLR4를 경유하는 신호전달 경로이며, KP-F는 

TLR4의 agonist로 작용한다고 볼 수 있다.

2. 호중구 유도능 측정을 통한 생체 내 안전성 확인
LPS와 같은 내독소는 복강 내 주사 시 호중구의 이동 및 

활성화를 유도하여 급성 염증반응을 유발한다(Cecilio 등 1997; 
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Fig. 2. Effect of KP-F on neutrophil migration induced 
by LPS treatment. Data are expressed as the mean±S.D. of 
10 mice experiments. Bars sharing a common letter are not 
significantly different at p<0.05.

Fig. 1. Effect of KP-F on production of nitric oxide in 
macrophage (A) and cell cytotoxicity (B). Data are expressed 
as the mean±S.D. of triplicate experiments. Bars sharing a 
common letter are not significantly different at p<0.05.

Miyazaki 등 2004). KP-F 역시 TLR4에 결합하여 대식세포를 

활성화시키는 기전을 가지고 있기 때문에, 생체 내에서 내독

소와 같은 작용을 하는지 확인할 필요가 있다. 따라서 KP-F
를 복강 내로 주사한 뒤 세포의 침윤 및 침윤 세포 내 호중구

의 비율을 측정하여 KP-F의 생체 안전성을 평가하는 한편, 
LPS와 KP-F를 함께 투여하여 KP-F가 LPS에 의한 급성 염증

반응을 억제할 수 있는지 확인하였다. 200 ng의 대장균 유

래 LPS를 복강 투여하였을 때, 복강 내 세포 중 90.3%의 세포

가 호중구인 것으로 확인되었으나, 동일 농도의 KP-F를 복강주

사할 경우, 복강 내로 침윤된 세포 중 호중구의 비율은 16.8%

로 LPS와 같은 호중구의 유도는 일으키지 않는 것으로 확인

되었다. 또한, 200 ng의 LPS와 200 ng의 KP-F를 동시에 투여

하여 급성염증반응을 유발할 경우, LPS에 의한 호중구의 유

도가 48.3%로 감소하는 것으로 확인되었다(Fig. 2). Fig. 1에
서 LPS와 KP-F모두 동일한 TLR4를 경유하여 대식세포의 활

성화를 유도하는 것으로 볼 때, KP-F가 먼저 TLR4에 결합한 

세포는 LPS에 의한 활성화를 일으키지 못하는 것으로 판단

된다. TLR2 또는 TLR4에 특정 ligand가 결합하면, 동일한 수

용체에는 agonist가 결합하지 못하는 endotoxin tolerance가 나

타날 수 있다는 보고(Dobrovolskaia 등 2003)를 참고할 때, KP-F
의 투여가 LPS에 대한 endotoxin tolerance를 일으킨 것으로 

판단되며, 따라서 KP-F는 LPS에 대한 경쟁적 억제제로 작용

한다고 사료된다.

3. 정상 마우스에 KP-F 투여 시 생체 안전성 평가
10 mg/kg, 40 mg/kg, 160 mg/kg의 KP-F를 정상 마우스에 

2주간 식이한 후, 마우스를 희생하여 KP-F가 갖는 생체 독성

을 평가하였다. 마우스의 체중과 장기 무게를 측정한 결과, 
최대 투여량인 160 mg/kg 투여 마우스에서 심장과 간 무게의 

소폭 증가가 일어난 것을 제외하고, 특별한 무게의 변화는 관

찰되지 않았다(Table 1). 또한, 혈액 내 염증지표로 nitrite의 

양과 TNF-α, IL-1β, IL-6의 양을 측정한 결과, 160 mg/kg 투여

군에서 8.64% 정도의 nitrite 증가가 일어났으나, cytokine의 

양은 모두 유의미한 변화가 관찰되지 않았다(Table 2). 따라

서, KP-F의 투여는 정상 생체 내에서 특별한 독성을 유발하

지 않으며, 과도한 면역반응을 유발하지 않는 것으로 확인되

었다.
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Sample Nitrite (μM)
Cytokines (pg/mL)

TNF-α IL-1β IL-6

Vehicle 0.81±0.07b 35.7±1.6a 9.2±0.7a 7.8±0.4a

KP-F

10 mg/kg 0.85±0.04ab 36.1±1.7a 9.5±0.4a 8.0±0.5a

40 mg/kg 0.84±0.06ab 35.9±2.8a 9.4±0.8a 8.2±0.6a

160 mg/kg 0.88±0.09a 36.3±2.9a 9.6±0.5a 7.9±0.5a

Data are expressed as the mean±S.D. of 10 mice experiments. 
Values sharing a common letter are not significantly different at 
p<0.05 through one-way ANOVA followed by Duncan`s multiple 
range test.

Table 2. Nitrite and cytokines production by KP-F ad-
ministration in normal mice

Sample Body weight (g)
Organ weight (g/20g body weight)

Heart Lung Stomach Liver Spleen

Vehicle 31.7±1.4a 0.18±0.01b 0.25±0.02a 0.23±0.02a 1.03±0.09b 0.17±0.01b

KP-F

10 mg/kg 31.9±1.5a 0.17±0.01b 0.25±0.01a 0.25±0.02a 1.03±0.11ab 0.21±0.03a

40 mg/kg 30.8±2.1a 0.19±0.01ab 0.26±0.02a 0.23±0.01a 1.01±0.08b 0.18±0.02ab

160 mg/kg 31.3±3.0a 0.20±0.02a 0.25±0.01a 0.24±0.02a 1.05±0.12a 0.16±0.02b

Data are expressed as the mean±S.D. of 10 mice experiments. Values sharing a common letter are not significantly different at p<0.05 through 
one-way ANOVA followed by Duncan`s multiple range test.

Table 1. Body weight and organ weight changes by KP-F administration in normal mice

Sample Nitrite (μM)
Cytokines (pg/mL)

TNF-α IL-1β IL-6

Vehicle 0.81±0.1e  35.7±1.6d  9.2±0.7e  7.8±0.4e

LPS/GalN (5 μg/kg and 700 mg/kg) 17.6±1.3a 313.5±12.7a 44.6±3.8a 38.7±2.1a

KP-F

10 mg/kg  6.7±0.3b 133.9±11.5b 31.8±1.7b 28.3±2.6b

40 mg/kg  5.1±0.4c 124.2±10.1bc 27.7±1.4c 24.2±1.5c

160 mg/kg  4.6±0.1d 112.8±5.4c 23.6±0.9d 21.3±1.7d

Data are expressed as the mean±S.D. of 10 mice experiments. Values sharing a common letter are not significantly different at p<0.05 through 
one-way ANOVA followed by Duncan`s multiple range test.

Table 3. Effect of KP-F on nitrite and cytokines production in endotoxemia mice induced by LPS/D-GalN

4. 아치사량의 LPS와 D-GalN으로유발된 내독소혈증에
서 KP-F의 억제 효과

10 mg/kg, 40 mg/kg, 160 mg/kg의 KP-F를 2주간 식이투여 

한 뒤, 아치사량인 5 μg/kg의 LPS와 700 mg/kg의 D-GalN을 

복강주사하여 내독소혈증을 유발하였다. 4시간 뒤 마우스를 

희생하여 혈중 염증지표로서 nitrite의 양과 cytokine을 확인한 

결과, LPS와 D-GalN에 의해 유도된 전신염증반응이 KP-F
의 투여로 인해 농도 의존적으로 감소되는 것으로 확인되었

다(Table 3). 특히, 조직 손상을 유발하는 대표적 cytokine인 

TNF-a의 경우, KP-F 투여 시 대조군 대비 최대 72.2% 감소하

는 것으로 확인되어 전신염증반응에 의한 장기 손상을 보

호할 수 있을 것이라 판단하였다. Josephs 등(2000)은 LPS와 

D-GalN에 의해 유도되는 TNF-α는 간 손상을 유발할 수 있다

고 보고하였으며, Takahashi 등(2012)은 LPS의 투여에 의해 

신장 손상이 유발됨을 보고하였다. 따라서 내독소혈증 유발 

시 손상되는 대표적 장기인 간과 신장의 손상 정도를 확인하

였다. 마우스의 간 무게를 측정한 결과, 전신염증반응 유발 

시 14.8% 증가한 간 무게가 KP-F 투여 시 최대 43.8%까지 감

소하였으며, 혈중 GOT와 GPT의 양 역시 감소하는 것으로 확

인되어 KP-F의 투여로 인해 간 손상이 억제되는 것으로 확인

되었다(Table 4). 또한, 신장조직에서의 myeloperoxidase activity
와 혈중 creatinine, BUN을 측정하여 신장 손상을 확인한 결

과, 내독소혈증에 의해 유도된 신장 손상 역시 KP-F의 투여

에 의해 농도 의존적으로 감소하는 결과를 보였다(Table 5). 
이러한 결과는 TLR2/4를 통해 대식세포의 활성화를 유도하

는 물질인 β-1,4-mannobiose가 endotoxin tolerance에 의해 LPS
에 의한 내독소혈증을 억제할 수 있다는 보고(Kovacs-Nolan 
등 2013)와 부합하며, KP-F 역시 endotoxin tolerance의 유도를 

통해 LPS와 같은 endotoxin에 의한 전신성 염증반응을 억제
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Sample Liver weight (g) GOT (Karmen unit/mL) GPT (Karmen unit/mL)

Vehicle 1.08±0.11c 71.3±5.6d 41.2±0.3e

LPS/GalN (5 μg/kg and 700 mg/kg) 1.24±0.12a 242.3±11.5a 172.8±11.0a

KP-F
10 mg/kg 1.17±0.12ab 178.9±15.6b 77.9±3.6b

40 mg/kg 1.15±0.08b 162.3±11.7bc 71.3±6.1c

160 mg/kg 1.12±0.10bc 148.2±13.2c 62.3±5.8d

Data are expressed as the mean±S.D. of 10 mice experiments. Values sharing a common letter are not significantly different at p<0.05 through 
one-way ANOVA followed by Duncan`s multiple range test.

Table 4. Effect of KP-F on liver injury induced by LPS/D-GalN

Sample Myeloperoxidase activity (U/g protein) Creatinine (mg/dL) BUN (mg/dL)
Vehicle 1.78±0.12e 0.27±0.01e 10.2±0.9e

LPS/GalN (5 μg/kg and 700 mg/kg) 5.45±0.32a 0.52±0.03a 48.3±1.2a

KP-F
10 mg/kg 3.36±0.15b 0.46±0.02b 38.1±1.7b

40 mg/kg 3.04±0.28c 0.40±0.03c 34.4±2.5c

160 mg/kg 2.77±0.14d 0.35±0.01d 29.6±1.3d

Data are expressed as the mean±S.D. of 10 mice experiments. Values sharing a common letter are not significantly different at p<0.05 through 
one-way ANOVA followed by Duncan`s multiple range test.

Table 5. Effect of KP-F on kidney injury induced by LPS/D-GalN

Fig. 3. Effect of KP-F on the mortality of the lethal 
shock in mice challenged by LPS/D-GalN. KP-F was dieted 
for 2 weeks prior to LPS/D-GalN challenge at 20 μg/kg and 
700 mg/kg, respectively.

하는 것이라 사료된다.

5. 치사량의 LPS와 D-GalN으로유발된 내독소혈증에서
KP-F의 사망률 개선 효과

10 mg/kg, 40 mg/kg, 160 mg/kg의 KP-F를 2주간 식이투여 

한 뒤, 치사량의 20 μg/kg LPS와 700 mg/kg D-GalN을 복강주

사 하여 내독소혈증에 의한 마우스의 사망을 유도하였다. 이
후 60시간까지 마우스의 생존율을 관찰한 결과, 대조군의 마

우스는 45시간에 모든 마우스가 사망한 반면, KP-F 투여군은 

마우스의 생존율이 농도 의존적으로 증가하는 것으로 확인되

었다(Fig. 3). 이러한 결과는, Ding 등(2012)이 보고한 phosvitin 
유래 Pt5 peptide가 미생물 감염 패혈증 모델에서 cytokine의 

발현 조절을 통해 생존율을 증가시킨다는 연구 결과와 유사

하며, KP-F의 투여가 endotoxin tolerance를 유발하여 LPS에 

의한 면역반응 과활성화를 억제함으로써 다발성 장기손상을 

억제한 결과라고 볼 수 있다. 대부분 내독소혈증을 억제할 수 

있는 물질은 항염증 활성을 가지며, 활성화된 대식세포 및 

Th1 반응을 억제함에 따라 내독소혈증에 대한 억제반응을 보

인다고 알려져 있다. 하지만 최근 Brinkhoff 등(2018)은 LPS에 

의해 유발된 내독소혈증에서 전염증성 세포인 Th1 세포와 

Th17 세포가 억제된다고 보고하였으며, 이러한 결과는 오히

려 Th1 면역반응을 활성화 시킴으로써 내독소혈증을 억제할 

가능성이 있음을 시사한다. 또한, 면역세포의 활성화를 유도

하는 fucoidan이 LPS에 대한 저항성을 유도하여 내독소혈증

에 대한 보호 효과를 가진다는 보고(Kuznetsova 등 2014)를 

참고할 때, KP-F 역시 생체 내에서 LPS에 대한 저항성을 유

도할 가능성이 있으며, 이에 대해서는 추가적인 연구가 필요

하다. 이상의 결과를 종합할 때 KP-F는 정상적인 면역반응을 

억제하지 않으며, 내독소에 의한 과면역반응을 선택적으로 

억제할 수 있을 것으로 생각되며, TLR4의 agonist이자 동시에 

LPS에 대한 선택적 억제제 활성을 갖는 면역조절제로서의 

개발 가능성이 있다.
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요약 및 결론

본 연구에서는 음나무발효물(KP-F)의 대식세포 활성화 효

과와 LPS에 대한 경쟁적 억제자로서의 활성 및 내독소혈증

에 대한 억제효과를 평가하였다. 생물전환공정을 통해 KP-F
를 제조하고, 마우스 유래 대식세포주인 RAW264.7 세포에 

처리한 결과, KP-F는 용량 의존적으로 대식세포를 활성화시

켰으며, 10 μg/mL 농도까지 세포독성을 나타내지 않았다. 또
한, Toll-like receptor 4(TLR4)의 특이적 억제제인 TAK242와 

함께 처리했을 때, KP-F의 대식세포 활성화 효과가 억제되는 

것으로 나타남에 따라 KP-F가 TLR4의 ligand로서 작용한다

는 것이 확인되었다. KP-F를 복강 내로 투여하여 생체 독성

을 평가한 결과, 염증반응에 의한 호중구의 침윤을 유도하지 

않는 것으로 나타났으며, LPS와 함께 투여 시 LPS 투여에 의

해 유도된 호중구 침윤을 억제할 수 있음이 확인되었다. 이는 

KP-F가 TLR4에 결합하여 endotoxin tolerance가 유도된 것으

로 LPS와 같은 endotoxin에 대해 경쟁적 억제자로서의 활성

을 갖는다는 것을 의미한다. 정상 마우스에 KP-F를 2주간 식

이하였을 때, 체중 및 조직 무게, 혈청 내 nitrite의 양, 전염증

성 cytokine의 양 모두 큰 차이를 보이지 않았기 때문에, KP-F
의 투여는 정상 생체 내에서 생체 독성 및 과도한 면역반응을 

유도하지 않는 것으로 확인되었다. 아치사량의 LPS와 D-Galac-
tosamine(D-GalN)으로 유도된 내독소혈증 마우스 모델에서 

KP-F의 식이는 혈청 내 nitrite 및 cytokine의 양을 효과적으로 

억제하였으며, 간 손상 및 신장 손상 역시 감소하였다. 또한, 
치사량의 LPS와 D-GalN에 의해 유도된 내독소혈증 마우스 

모델에서 KP-F의 식이를 통해 용량 의존적으로 생존율이 증

가하는 것으로 확인되었다. 이상의 결과를 종합할 때, KP-F
는 생체 내에서 염증반응을 유발하지 않는 TLR4의 agonist로
서 LPS와 같은 내독소에 의한 과면역반응을 효과적으로 제

어할 수 있는 물질이라 평가된다.
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