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ABSTRACT: This study is to characterize the postulated anti-inflammatory effect of the hot water extracts from

the Phellinus baumii. RAW264.7, macrophage cell line, was activated by lipopolysaccharide (LPS) and, further,

treated with Phellinus baumii's aqueous extract. When the cultured macrophage cells were treated with LPS, they

show typical signs of endoplasmic reticulum stress (ERS) and an increment in secretion of inflammatory cytokine

compared to the non-treated control: The expression of glucose-regulated protein78 (Grp78), Grp94, and C/EBP

homologous protein/GADD 153 (CHOP) increased along with augmented secretion of interlukin-6. Cellular nitric

oxide content also significantly went up in comparison to the non-LPS treatment. When the LPS-treated

RAW264.7 was treated with the aqueous Phellinus baumii extracts, however, the expression of ERS markers

markedly reduced and the release of nitric oxide declined. Also, the expression of induced nitric oxide synthase

(iNOS) notably diminished similarly as the NO content. In conclusion, this study strongly indicated that aqueous

Phellinus baumii extract can be utilized directly as anti-inflammation agent and serves as a source of functional

ingredient to lessen the inflammation.
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서 론

전 세계적으로 상황버섯은 약 280여 종류가 존재한다. 대부

분의 상황버섯은 노란색을 띠며 나이테 무늬를 형성하며 성

장하는데, 현재 가장 널리 인공 재배 되는 버섯 품종 중의

하나이다. 상황버섯 중 대표적인 것은 목질진흙버섯으로

Phellinus linteus라는 학명으로 알려져 있다. 그러나, 한국의

경우 대표적인 재배종은 바우미 상황버섯(Phellinus baumii)으

로 전체 상황 재배 농가의 98% 이상을 차지하고 있으며, 참

나무를 배양원목으로 사용한다. 매우 특이하게 바우미 상황

버섯이 식용으로 허용되고 건강증진 식품으로 활용되는

곳은 한국이 유일한 것으로 알려져 있다. 이러한 상황에도

불구하고 바우미 상황버섯의 효능과 기능에 대한 연구는

미미하고 한국의 식품안전청 (KFDA)등 관계기관에 의해

효능에 관해 정식으로 인정받은 바 없다. 반면, 목질상황버섯

(Phellinus linteus)이 개별인정형으로 인가를 받은바 있어

바우미 상황버섯의 기능식품으로서 효능의 규명은 시급한

실정이다. 이러한 현실은 바우미상황버섯 재배의 활성화와

시장개척에 많은 문제점을 야기하여 전반적으로 바우미상

황버섯을 이용한 기능성식품 산업의 심대한 위축을 초래

하고 있다.

상황버섯은 기능성 성분으로서 여러 가지를 함유하고 있는

것으로 알려져 있다. 상황버섯에는 포함된 ergosterol은 신생

혈관의 형성을 억제하여 성장하는 암의 영양 공급을 차단하

여 암의 부피 성장을 억제하는 효능이 있다고 알려져 있다.

한방의약에 의하면 활성산소를 제거해 주는 성분과 노화를

방지해 주고 아토피 질환을 포함한 피부병의 개선 및 치료에

효능이 있는 성분이 포함되어 있다고 한다. 그러나, 상황버섯

의 효능은 다당체에 있다는 것이 공통된 결론이다. 일반적으로

버섯에 포함된 다당체란 glucans, schizophyllan, heteroglycan,

lentinan, krestin 및 galactomannan인데 이들 성분의 상대적

함유량에 따라 버섯의 상대적 효능의 다양성이 있다할 것이

다 (Chang et al., 2008; Jang et al., 2004; Mu et al., 2001).

이중 베타 glucan은 항암, 면역 증강 및 항염증효과를 나

타내는 핵심성분으로 알려져 있다 (Jeoung et al., 2009). 베

타글루칸은 D-glucose의 중합체로 250,000정도의 분자량을*Corresponding author <E-mail:leedh@uos.ac.kr>
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가지며, glucan의 기본 골격 단위로 β-(1,6)-glycosyl 분지를

가진 β-(1,3)-glucan을 가지는 것으로 알려져 있다. 이러한

베타글루칸을 중심으로 상황버섯류에 포함된 다당체의 함

유량은 상황버섯의 실질적 효능에 많은 영향을 줄 것으로

예측되고 있으며 이에 관한 연구가 활발히 진행되고 있다.

상황버섯의 추출물의 항염증 기능은 다양한 잠재적 효능

중 가장 잘 알려져 있으며, 이에 대한 구체적인 메커니즘의

규명이 활발히 진행되고 있다(Lim et al., 2010; Yang et al.,

2008; Kim et al., 2007). 염증반응이란 세포 및 생체 조직에

물리 화학적으로 부정적 변화나 세균 감염 등의 위해로 부터

해당 부위를 보호하는 생물 조직적 차원의 순기능을 가지고

있으나, 과도한 염증반응은 손상을 가속화하며 계속될 경우

암으로 진행되는 역기능을 보인다. 최근의 연구를 통하여 염

증의 발생과 진행은 소포체 스트레스와 연관성이 있는 것으

로 보고되고 있다(Mosser와 Edwiards, 2008; Bird, 2006). 염

증 발생 시 소포체 스트레스의 표지 단백질의 과다발현을 수

반하며 사이토카인 및 산화질소(nitric oxide, NO)의 생성의 과

다 발현이 함께 나타나는 것으로 알려져 있다(Volman et

al., 2010). 

본 연구는 활성산소 부류에 포함되며, 염증 유발 경로를

활성화하는 것으로 알려진 nitric oxide의 농도 저감를 통한

바우미 상황버섯에서 추출물의 항염증적 효능을 규명하고자

한다. NO의 생성은 생체조직의 손상 복원의 매개적 지위 보

다는 유해한 혈관 확장 및 세포독성을 초래하는 부정적 신호

전달자의 역할이 더 크다. 바우미 추출물이 염증 반응과 이

에 수반되는 소포체 스트레스의 경감 효과와 염증발생의 경

로에 있어 신호전달자인 NO와 소포체 스트레스 표지단백질의

발현에의 영향도를 정량화하였다. NO는 iNOS(inducible

nitric oxide synthase)라는 산화 환원 효소에 의해 N-hydroxy-

L-arginine과 citurulline을 중간체로 하여 생성된다는 점에서

착안하여 iNOS의 발현을 NO의 생성과 비교하였다. 염증진행

의 척도인 NO의 발생량과 iNOS의 발현도를 측정하여 바우미

상황버섯의 항염증에 관한 작용을 종합적으로 검증하였다.

재료 및 방법

바우미 상황버섯의 열수 추출

상황버섯 10 g를 정량하여 기계적으로 파쇄한 후, 100ml의

증류수를 넣고 섭씨 95도에서 30분간 가열하였다. 액상 추출

물은 건조한 후 분말로 실험시까지 보관하였다. 대식세포의 활

성화를 위한 lipopolysaccharide(LPS)는 Sigma(St. Louis, MO,

USA)에서 구입하였다.

세포주 배양 및 독성 검사

RAW264.7를 표준 조건에서 배양하여 80% 정도 자랐을 때

LPS 및 바우미 추출물을 각각 100 ng/ml 또는 10 µg/ml의

농도를 기준으로 5-24시간 처리한 후 세포 생존성과 세포

독성을 MTT 염색기법를 이용하여 확인하였다.

Western blotting및 ELISA를 이용한 스트레스 표지

단백질의 발현도 측정

LPS와 바우미 추출물을 12시간 동안 처리한 후 배양된

세포를 수집한 후, 3회 정도 인산생리식염수(PBS)로 세척한

후 1 ml의 cell lysis buffer(150mM sodium chloride, 1.0%

Triton X-100, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 50mM

Tris, pH 8.0)을 첨가하여 30분간 세포를 파쇄 배양한 후,

5분의 원심 분리를 거쳐 상등액을 취한 후, 10% 아크릴아마

이드 젤에서 전기영동을 실시하였다. SDS-PAGE 종료 후 반

건조식으로 단백질을 membrane(polyvinylidene difluoride,

PVDF)에 옮긴 후(150mA, 30분), 5%의 탈지분유 blocking 완

충용액에서 2시간을 배양한 후, Santa Cruz Biotechnology

(CA, USA)에서 구입한 각각의 일차항체로 6시간 배양 후)에

서 구입한 각각의 일차항체(Santa Cruz Biotechnology, CA)로

6시간 배양 후, ECL LUMINOL KIT을 이용하여 밴드 시그널

을 검출하였다. IL-6의 분비량은 ELISA 기법에 의거 실시하

였다. eBioscience (San Diego, CA)에서 구입한 마우스 일

차항체를 각 well에 100µl을 넣은 후 섭씨 4도에서 15시간

을 배양하였다. 배양이 완료된 후 생리식염수로 세척한 후

streptavidin-HRP와 한 시간을 배양하였다. TMB peroxidase

substrate와 배양한 후, MBX200(BioTech Instrument) 기

기를 이용하여 IL-6의 분비량의 변화를 측정하였다.

Nitric Oxide의 농도 측정

Nitric oxide(NO)의 농도 측정은 RAW264.7 세포를 100mm

culture dish에서 배양 후, LPS를 농도별로 처리한 후 실시하

였다. 세포 배양액과 동량의 Griess reagent(GR, 40mg/ml)와

혼합 후 96 well plate에서 15분간 반응시켰다. FBS(fetal bovine

serum)를 10% 포함하는 DMEM을 96 well plate 세포를 넣고

overnight 배양 후 실시하였다. NO의 측정은 안정된 형태의

질소 화합물인 nitrite로 NO의 양을 측정하였다. 540 nm의

파장에서 흡광도를 측정하여, sodium nitrite standard curve로

부터 nitrite의 농도를 결정하였다. LPS 처리후, 바우미상

황버섯의 추출물이 NO 발생억제에 관여하는 실험은 시료를

96-well plate에 처리 후에 상등액을 취하여, 새로운 well에 옮

겨준 후 상층액에 동일한 GR을 혼합하여 처리하였다. GR은

N-1-Naphthylethylenediamine 및 Sulfanilamide를 동일한

양을 혼합하여 조성하였다(Ryu et al., 2003).

iNOS의 발현도 측정을 위한 PCR 실시

바우미 추출물에 의한 iNOS발현에의 영향도를 측정하기

위해 다음의 프라이머를 이용한 연쇄중합반응을 실시하였다.

iNOS sense primer는 5´-GAT CAA TAA CCT GAA GCC

CG-3´를 iNOS antisense primer는 5´-GCC CTT TTT TGC

TCCATA GC-3´를 이용하였다. Actin의 sense primer는

5´-TTG TAA CCA CCT GGG ACG ATA TGG-3´ 이용하

였으며, antisense primer는 5´-GAT CTT GAT CTT CAT

GGT GCT AG-3´를 이용하였다. 본 연쇄중합반응의 반응액은
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actin의 경우 최종 부피 20 µl에 10× Taq buffer 5 µl; 25mM

MgCl2 5 µl, 10 mM dNTP 1 µl; anti-sense primer(10 mM)

0.5µl; sense primer(10mM) 0.5µl; Taq polymerase(5 unit/ml)

0.5µl; cDNA 2µl으로 조성하였다. 반면 iNOS는 10× Taq

buffer 5µl, 25mM MgCl2 2.5µl; 10mM dNTP 0.5µl, iNOS

sense primer 2µl, iNOS antisense primer(10 mM) 2 µl, Taq

polymerase 0.25µl, cDNA 2.5µl를 넣어 조성하였다. PCR실

험이 종료된 후, 이에 대한 반응 및 분석은 다음과 같이 실시

하였다: 95
o
C에서 5분간 반응시키고, 94

o
C에서 30초, 55

o
C에

서 30초, 72
o
C에서 1분씩 26 cycle을 수행 후, 2% agarose

gel에서 전기영동 수행 후, 예상되는 PCR 산물의 크기인

GAPDH와 iNOS (576 bp)의 밴드의 발현을 정량화하였다.

결과 및 고찰

RAW264.7세포주의 생존률에 미치는 LPS와 바우미 추

출물 영향

RAW264.7 세포주에 LPS 또는 바우미 상황버섯 추출물을

단독으로 처리하거나 복합적으로 처리한 후 세포의 생존률을

MTT 기법으로 검증하였다. 본 실험에서 표준적으로 사용된

LPS의 100µg/ml의 실험 농도의 범위 내에서 생존률은 무처

리의 대조군에 비해 차이가 없었다. 아울러 바우미 추출물의

경우도 본 논문에서 사용된 처리농도인 10 mg/ml의 범위

내에서 생존률의 차이는 무처리 대조군에 비해 차이가 없

었다. 아울러, LPS를 처리하여 대식세포주가 활성화 된 후에

바우미 추출물을 처리하였을 때도 RAW264.7의 생존률에는

차이는 없는 것으로 나타났다 (data not shown). 이 결과는

바우미의 추출물이 활성화 또는 염증 반응이 유도된 대식세

포의 생존률에 영향을 주어 항염증의 효능을 보이는 것이

아니라는 것을 의미한다.

소포체 스트레스 표지 인자의 발현 억제 효과

바우미 상황버섯의 소포체 스트레스 표지 인자의 발현을

western blotting을 이용하여 측정하였다. RAW264.7세포주가

LPS에 의해 활성화된 경우 전형적인 소포체 스트레스를

동반하였다(Fig. 1). Grp78, Grp94, 및 CHOP의 발현이 증가

하였다. CHOP단백질의 경우도 LPS 처리후 발현이 현저히 증

가됨을 알 수 있었다. 그러나, 바우미 추출물을 처리한 경우 이

들의 발현은 감소됨을 알 수 있었다(Figs. 1). Raw264.7이

LPS에 의하여 활성화된 경우 소포체 스트레스가 수반됨을

알 수 있었다. IL-6의 경우도 분비가 증진됨을 알 수 있었다.

사이토카인의 분비량을 ELISA 기법에 의해 측정한 결과,

IL-6의 분비량은 유의성 있게 증가함을 알 수 있었다(Fig. 2).

IL-6의 증가는 LPS의 처리에 따라 대식세포주는 소포체 스

트레스와 염증의 증상이 복합적으로 나타난다는 것을 알 수

있었다. LPS를 처리한 후 나타난 소포체 스트레스의 증상은

바우미 상황버섯 추출물을 처리한 후, 완화 되는 것을 알 수

있었다. 바우미 상황버섯 추출물의 처리후, 소포체 스트레스

표지 단백질의 유의적으로 감소 하는 것을 알 수 있었다.

이결과는 바우미의 추출물이 배양중인 대식세포주의 소포

체스트레스의 레벨을 유의적으로 낮추는 것으로 나타났다.

Fig. 1. Expression of ER stress marker under Phellinus baumii extract treatment.

(A) RAW264.7 cells treated with LPS (lipopolysaccharide, 100 ng/ml) for 5 h. Cell lysates were analyzed for the expression

of GRP94 (94 KDa) and CHOP/GADD153 (30 KDa) by western blotting using respective antibodies. (B) RAW264.7 cells

were treated with LPS or pretreated with 100 ng/ml LPS for 1 h and further treated with 10 µg/ml Phellinus baumii extract

for 5 h. Protein samples after Phellinus baumii extract were analyzed by western blotting for CHOP expression.

Fig. 2. Effect of Phellinus baumii extract on IL-6 secretion.

RAW264.7 cells were treated with 100 ng/ml LPS from

1 to 12 h. Protein samples from the LPS treatment were

analyzed by ELISA for IL-6 expression.
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Nitric oxide (NO) 농도 및 iNOS 발현의 변이

LPS에 의한 활성화는 NO의 생성을 촉진하는 것으로 판단

되었다(Fig. 3). 그런데, 바우미 추출물을 LPS로 활성화된 세

포주에 처리한 경우, 소포체 스트레스 표지 단백질의 발현이

현저히 줄었고 NO의 생성이 억제되었다(Fig. 3). 염증 유발의

신호전달 물질인 NO의 감소가 유도된 것인지를 파악하기

위하여, iNOS의 발현을 유전자 전사차원에서 검증하기 위하

여 역전사 연쇄중합반응을 실시하였다.

상황버섯 추출물은 NO농도에 비하여 iNOS의 발현을 현저

히 억제시키는 것으로 나타났다. 바우미 상황버섯의 열수추출

물을 LPS로 활성화된 RAW264.7 세포를 5시간 동안 처리한

후 NO의 양을 측정한 결과, NO의 생성억제효과의 유의성을

검증할 수 있었다(Fig. 3). 이러한 관측에 의거하여 동일한 조

건에서 실시된 iNOS 발현도 측정을 위한 RT-PCR 실험 결과

에서도 NO 측정과 유사한 농도의존적인 유형이 관찰되었다

(Fig. 4). NO의 직접적인 측정과 iNOS 발현유형을 비교한 결과

후자의 경우가 더 큰 차이를 보임을 알 수 있었다. 이결과는

NO의 생성 억제가 바우미 추출물에 의해 유도된 것이며, NO

생성의 변화는 iNOS의 발현 변화의 차이에 비하여 완만하게

세포내 NO 농도의 변화에 반영된다는 것을 추론할 수 있다.

지금까지의 연구 결과를 종합적으로 판단할 때, 바우미

상황버섯의 열수 추출물은 소포체스트레스가 유도된 상태

에서 스트레스의 수위를 낮추고 LPS등에 의해 유발된 염

증반응의 역기능을 저감시키는 효능을 가진 것으로 보인다.

위의 연구자료를 바탕으로 바우미 상황버섯도 목질진흙버섯

에 버금가는 기능을 가질 것으로 보인다.

적요

본 연구에서는 바우미 상황버섯의 열수 추출물의 항염증

기능에 관한 연구를 수행하였다. 대식세포주인 RAW264.7

을 lipopolyssacharide (LPS)로 활성화 시킨 후, 바우미 상

황버섯에서 복수의 조건에서 추출한 추출물을 처리하여 면역

및 염증 발생 경로의 활성도를 측정하여 바우미 상황버섯

의 면역증강기능 및 항염증기능을 검증하였다. RAW264.7을

LPS로 처리하였을 때 전형적인 소포체 스트레스를 수반한

염증 반응이 시현되었다. 전형적인 마커인 Grp78, Grp94 및

CHOP의 과발현을 시현하였고, 인터루킨 6 (IL-6)과 염증발현

의 표시인자인 nitric oxide(NO) 발현을 증진한 것으로 나타났

다. 위와 같이 처리된 세포에 바우미 상황버섯의 추출물을 처

리하였을 때, 전반적으로 소포체 스트레스는 경감된 것으로

나타났으며, 특히 염증유발의 신호인자인 NO의 발생량과 이를

생성하는 효소인 iNOS의 발현량이 현격하게 감소한 것으로

나타났다. 이를 종합적으로 분석하면 바우미 상황버섯의 추출

물은 유도된 소포체스트레스를 경감하는 효능을 보임과 동시

에 항염증의 기능을 보이는 것으로 판단된다.
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