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ABSTRACT

Objectives : Fermentation of herbs has been known to be helpful in improving the immune systems and 

protecting body against disease. The present study was conducted to evaluate  anti-inflammatory effects of the 

fermentation extracts (FE) consisting of soybean, red ginseng and Citrus Unshiu Peel in lipopolysaccharide (LPS)

-activated Raw264.7 cells.

Methods : FE were prepared by the fermentation with Bacillus Subtilis and then by extraction with ethanol 

(95%; prepared by the fermentation process). Cell viability was measured by MTT assay. Nitric oxide (NO) 

production was measured in culture media by Griess assay. The expression of nuclear factor (NF)-κB and 

inhibitory kappa B alpha (IκBα) was determined by Western blot.

Results : LPS-induced production of NO and PGE2 was dose-dependently decreased by the treatment of FE in 

Raw264.7 cells. These suppressive effects of FE on NO and PGE2 production were related to the inhibition of 

inducible nitric oxide synthase (iNOS) and cyclooxygenase-2 (COX-2) expression. FE inhibited LPS-induced 

production of pro-inflammatory cytokines,  TNF-α, IL-6, and IL-1β in a dose-dependent manner. Furthermore, 

FE inhibited the NF-κB signaling pathway through the prevention of LPS-induced degradation of IκBα in cytosol 

and the nuclear translocation of NF-κB.

Conclusions : These findings suggest that FE could have anti-inflammatory effects on  LPS-induced inflammatory 

responses in macrophages.

Key words : Anti-inflammatory; fermentation extract; soybean; ginseng; Citrus Unshiu Peel; nitric oxide; cytokine; 

NF-κB; Raw264.7 cells

서 론1)

염증은 바이러스나 세균, 곰팡이와 같은 외부 병원체의 침

입이나 국부적인 조직 손상으로부터 우리 몸을 보호하는 인체 

방어 기전의 하나로, 면역 체계를 이루고 있는 다양한 염증 

세포들에 의해 유도된다1,2). 이러한 급성 면역과 달리, 면역 

반응이 강하면 자기의 세포나 조직을 공격하여 만성 면역 질

환을 일으키는 나쁜 의미의 염증 반응이 진행된다3). 최근의 

메르스 감염에서 살펴볼 수 있었던 것처럼, 젊고 건장한 환자

들의 건강한 면역체계가 과잉 작동하면 사이토카인 폭풍

(cytokine storm)을 유도하면서 건강에 심각한 문제를 초래

할 수도 있다는 것이다4).

면역 반응으로 염증이 생기는 과정에는 다양한 물질이 관여

하고 있다. 세균의 내독소인 LPS는 대식세포에서 NO, PGE2 
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및 염증 매개 사이토카인(cytokine) 등의 생산을 자극함으로

써 과도한 면역반응을 진행시키고 심한 염증을 일으키는 작용

을 한다5,6). 극심한 염증은 신체 장기의 손상이나 부전을 동

반하여 면역질환을 유발한다7). 현대인들은 다양한 면역질환으

로 고생하고 있으며 특히, 알레르기 질환이나 아토피, 비염 

등은 몸의 면역체계가 무너져 생기는 질환 중에서 대표적이라

고 할 수 있다8).

발효는 미생물이나 균류 등의 효소작용에 의해 유기물을 

분해하거나 다른 형태로 전환시킴으로써 새로운 물질을 만들

어 내는 과정을 의미한다. 예로부터 발효는 술이나 된장, 간

장과 같은 장류 등을 생산하는 제조 기술로 활용되어 왔으며
9), 유효성분을 보다 작은 분자단위로 분해하여 쉽고 빠르게 

체내에 흡수될 수 있게 함으로써 면역력과 비위기능이 떨어지

는 현대인들에게 적합한 제법으로 기대를 모으고 있다10).

대두(大豆)는 필수아미노산의 함량이 높은 고단백식품으로 

전통적으로 한국에서는 발효 숙성시킨 장류의 형태로 주로 섭취

해 왔다. 발효과정에서 대두 단백질은 고초균(Bacillus Subtilis)

의 효소작용에 의해 저분자의 아미노산으로 전환되고, 원료인 

대두에 낮은 수준으로 존재하거나 함유되어 있지 않던 여러 

대사산물들을 생산하게 된다11). 이러한 대사산물들에는 필수

아미노산, 이소플라본(isoflavone), 피틴산(phytic acid), 사포

닌(saponin) 등이 있으며 발효대두가 나타내는 항산화12), 혈

압강하13), 항비만14) 등 생리활성 효과에 기여하는 것으로 보

고되어져 있다. 한의학에서는 콩과(Leguminosae) 식물인 Glycine 

max Merrill의 종자 즉, 대두를 삶아서 발효시킨 것을 두시

(豆豉)라고 하며 해표(解表), 제번(除煩), 선발울열(宣發鬱熱)의 

효능이 있어 유행성 열병(熱病), 오한(惡寒), 학질(瘧疾), 두통

(頭痛) 등을 다스리는데 사용되었다15). 

또한 Aureobasidium pullulans로 발효한 진피에서 배당

체 형태의 플라보노이드가 체내 흡수율이 높은 aglycon 형태

의 플라보노이드로 전환됨으로써 항당뇨와 같은 플라보노이드

의 기능성이 강화됨이 보고되었다16). 홍삼(紅蔘)과 같은 한약

재도 발효를 통해 체내로 직접 흡수되지 않는 Rb1, Rb2, Rc 

등의 사포닌 성분을 Rg3, compound K와 같은 최종대사산

물로 전환함으로써 홍삼의 생리활성성분들이 잘 흡수될 수 있

게 한다17). 최근에 기존 사포닌이 발효과정에서 분해되어 생

성된 Rg3, Rh2, compound K 등이 항산화, 항당뇨, 면역증

진과 같은 다양한 생리 활성 효능을 가진다는 보고가 많아지

고 있다18,19).

하지만 미생물의 효소작용으로 새로운 대사산물들이 생성

되는 발효 물질은 식품, 의약품을 비롯한 다양한 분야에서 소

재로 사용될 수 있으나 관련 연구의 부족으로 현재 그 응용범

위가 많이 제한적인 상황이다. 이러한 측면에서 본 실험에 사

용된 대두, 홍삼, 진피를 혼합하여 발효시킨 발효 추출물(FE)

은 새로운 기능성 소재 탐색의 일례가 될 수 있을 것이다. 김

은 이 세가지 약재를 적절한 비율로 배합하여 발효시킴으로써 

항암능이 증진될 수 있음을 보여주었다20).

본 실험에서는 LPS로 활성화된 Raw264.7 cell에서의 NO 

및 사이토카인 생성에 미치는 영향과 이러한 염증매개물질의 

발현에 핵심적 역할을 하는 NF-κB 신호전달 기작을 조사함

으로써 FE의 항염증 효능을 살펴보고자 하였다.

재료 및 방법

1. 시약

Lipopolysaccharide (LPS), dimethyl sulfoxide 

(DMSO), phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF), 

ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoleum (MTT)

는 Sigma (St. Louis, MO, USA)에서 구입하였고, DMEM, 

fetal bovine serum (FBS), antibiotics는 Gibco/BRL 

(Eggenstein, Germany)로부터 구입하였다. Actin, lamin A/C 

항체는 Santa Cruz Biotechnology (Bergheimer, Germany)

에서 구입하였고, iNOS, COX-2, IκBα, NF-κB 항체는 Cell 

Signalling Technology (Irvine, CA, USA)에서 구입하였다.

2. 발효 추출물의 준비

아래에 기술한 바와 같이 대두에 홍삼과 진피를 혼합하여 

Bacillus Subtilis로 발효시킨 분말은 경북 포항에 위치한 

(주)바이오빈P&F에서 공급받았다. 대두, 홍삼, 진피로 구성된 

발효 분말을 준비하기 위해 대두는 삶아서 42~45℃의 온도를 

유지하는 발효실에 넣고 48시간 1차 발효시킨 후, 대두의 

5~10 중량%가 되도록 홍삼 분말을 혼합하여 25시간 2차 발

효시켰다. 대두와 홍삼 혼합 발효물은 진피 분말을 25:75중

량비로 혼합하여 18시간 동안 3차 발효한 후에 제분(80 

mesh)하였다.

대두, 홍삼, 진피로 구성된 발효 추출물은 주정(95% ethyl 

alcohol)을 사용하여 준비하였다. 먼저 발효 분말 1 kg 당 10 L

의 주정에 담궈 72시간 동안 추출하여 filter paper (Watman, 

No.2)로 여과하였고, 60 ± 2℃에서 회전 감압농축기(EYELA, 

Tokyo, Japan)로 감압농축하고 freezer dryer (Labconco, 

USA)에서 동결건조하여 발효 추출물(fermentation extract, 

FE)로 사용하였다. 주정추출물의 수율은 9.4%였으며, 실험에 

사용할 때까지 -20℃에서 보관하였다.

3. 세포 배양

Murine macrophage cell line인 Raw264.7 cells은 한국

세포주연구재단(Seoul, Korea)에서 구입하여 Dulbecco's modified 

Eagle's medium (DMEM)에 10% fetal bovine serum 

(FBS), 100 U/ml penicillin 및 100 µg/ml streptomycin을 

혼합한 배지를 사용하여 37℃, 5% CO2 incubator에서 배양

하였다. 모든 실험과정의 세포는 80~90%의 confluence에서 

실험하였고, 15 passages를 넘기지 않은 세포만 실험에 사용

하였다.

4. MTT assay

Cell에 FE를 농도별로 처치한 후에 배양배지는 걷어내고 

well당 50 µl의 MTT(0.1 mg/ml)시약을 넣고 4시간 동안 처리

하여 생성된 dark formazan crystals을 dissolving solution

(DMSO)에 녹여 Titertek Multiskan Automatic ELISA 

microplate reader(Model MCC/340, Huntsville, AL)를 사
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용하여 570 nm에서 흡광도를 측정하였다21). 세포생존율은 

control cell에 대한 백분율로 나타내었다. [i.e. viability (% 

control) =100×(absorbance of treated sample) / (absorbance 

of control)].

5. 산화질소(nitric oxide, NO)생성량 측정

Raw264.7 cell을 LPS(1 µg/ml)로 activation하여 생성된 

NO는 세포 배양액 중에 존재하는 nitrite ion(NO2
-)의 형태

로서 Griess 시약을 이용하여 측정하였다. 간략하게 설명하면 

세포배양 상등액 50 µl와 Griess시약(1% sulfanilamide in 

5% phosphoric acid + 1% α-naphthylamide in H2O) 50

µl를 96 well plates에 혼합하고 암실에서 10분 동안 반응시

킨 후 540 nm에서 Titertek Multiskan Automatic ELISA 

microplate reader(Model MCC/340, Huntsville, AL)로 흡

광도를 측정하였다.

6. PGE2의 측정

배양 배지속의 PGE2를 측정하기 위하여 시판 ELISA 

kit(RnD Systems, MN, USA)를 사용하였다. 배양 배지는 

coating된 96 well plate에 배지를 100 µl씩 첨가하고 primary 

antibody solution과 PGE2 conjugate를 50 µl씩 각각의 

well에 넣은 후 상온에서 2시간 동안 배양하였다. Washing 

buffer로 4회 세척하고 200 µl의 substrate solution에 30분

간 반응시키고 stop solution을 50 µl를 처리한 후 Titertek 

Multiskan Automatic ELISA microplate reader로 450 

nm에서 흡광도를 측정하였다.

7. Whole cell lysates 및 nuclear fraction의 

준비

배양 세포는 10 mM Tris-HCl(pH 7.4), 5 mM EDTA(pH 

8.0), 130 mM NaCl, 1% Triton X-100, 0.2 M phenyl-

methyl-sulfonyl fluoride, proteinase inhibitor cocktail

을 함유하는 buffer로 녹였다. Cell lysates는 27-gauge 

needle로 3회 homogenizing하고 15분간 얼음에 방치한 후, 

15,000 × g에서 15분간 원심분리하여 cell debris를 제거하

고 상등액을 취하여 whole cell lysate로 사용하였다.

핵 속에 존재하는 NF-κB 단백질 발현을 조사하기 위한 nuclear 

fraction은 시판되는 nuclear extraction kit (Chemicon 

International, Temecula, CA, USA)를 사용하여 준비하였다.

8. 단백질 농도 측정 및 Western blot analysis

단백질 농도는 Micro BCA protein assay reagent kit

(Pierce, Rockford, IL, USA)를 이용하여 570 nm에서 흡광

도로 측정하였고 bovine serum albumin (BSA)를 표준물질

로 하여 standard curve를 작성한 후에 표준곡선에 따라 정

량하였다. Total cell lysate 및 핵분획물은 30~50 µg의 단

백질 양으로 취하여 10% gel의 전기영동으로 단백질을 분리

하였고 nitrocellulose membrane으로 이전하였다. Nitrocellulose 

membrane은 iNOS, COX-2, IκB, NF-κB, Actin, Lamine 

A/C 등의 1차 antibody를 가하여 반응시킨 후에 2차 antibody

로 처리하였다. 면역반응성 단백질은 ECL chemiluminescence 

detection kit(Amersham Biosciences, Buckinghamshire, 

UK)를 사용하여 확인하였다.

9. Cytokine 측정

Cytokine(TNF-α, IL-1β, IL-6)은 ELISA Kit(Pierce 

endogen, Rockford, IL, USA)를 사용하여 측정하였으며, 

실험의 방법은 manufacturer's instruction에 따라 수행하였

다. 배양배지는 수거하여 cytokine으로 coating된 96 well 

plate에 배지를 50 µl 씩 첨가하여 상온에서 2시간 동안 배양

하였다. 50 µl의 biotinylated antibody reagent를 각각의 

well에 처리하여 1시간동안 상온에서 반응시킨 후 3회 100

µl의 streptavidin-HRP solution을 각각의 well에 첨가하여 

1시간 동안 상온에 반응하였다. 각각의 well에 TMB substrate 

100 µl를 처리하고 30분간 반응시키고 stop solution 100 µl를 

처리한 후 Titertek Multiskan Automatic ELISA microplate 

reader로 450 nm에서 흡광도를 측정하였다.

10. 통계처리

연구 결과는 SPSS system(Statistical Package, SPSS 

Inc. USA)을 이용하여 ANOVA test 및 LSD로 p < 0.05 수

준에서 시료간의 유의성을 검정하였고, 모든 data는 평균 ±

표준편차(mean ± SD)로 나타내었다.

결 과

1. FE의 세포독성 평가

실험에 사용할 FE의 최적 농도를 결정하기 위하여 농도별로 

대식세포에 처치하여 48시간 동안 배양한 후에 MTT로 4시간 

동안 반응시켜 세포독성을 조사하였다. FE는 100 µg/ml부터 

2배씩 희석하여 2.5 µg/ml까지의 농도 범위를 사용하여 배양

한 결과 10 µg/ml 이상의 농도에서 세포 독성이 관찰되었다

(Fig. 1A). 이에, 저농도 범위에서 세포독성을 유발하지 않는 

농도 범위를 조사하였으며, Fig. 1B에서 나타난 결과로부터 

발효한약재 주정추출물이 세포독성을 유발하지 않는 농도로 

0.3, 1, 3 µg/ml을 결정하였다.

Fig. 1. Effect of FE on the cell viability in Raw264.7 cells.
Raw264.7 cells were treated with FE for 48 h and then MTT cell 
viability assay was carried out. Data represent the mean ± S.D. 
with three separate experiments (*, significant as compared to 
control, **p < 0.01; NS, not significant).
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2. FE의 NO 및 PGE2 생성에 대한 효과

LPS는 그람 음성균의 세포 외벽에 존재하는 내독소(endotoxin)

로서 macrophage cell을 자극시켜 NO와 PGE2 같은 물질을 

분비하여 염증 신호기작을 활성화시킨다. 따라서 과도하게 생

성된 이 물질들에 대한 저해 효과를 살펴봄으로써 항염증 효

능을 확인할 수 있다. 본 실험에서 FE가 NO와 PGE2의 생성

에 미치는 효과를 살펴본 결과, 세포독성을 유발하지 않는 농

도 범위에서 FE(0.3, 1, 3 µg/ml)는 농도의존적으로 저해효

과를 나타내었다(Fig. 2). NO는 LPS 단독 처리군에서 대조군

(CON)에 비해 3.08배 증가하였으나 FE(3 µg/ml) 처리에 의해 

2.08배로 감소하였다(Fig. 2A). 대조군에서 거의 관찰되지 

않았던 PGE2도 LPS에 의해 농도가 급격하게 증가(2761 pg/ml)

하였으나 FE(3 µg/ml)에 의해 유의하게(p < 0.01) 감소(1413 

pg/ml) 되었다(Fig. 2B).

Fig. 2. Effects of FE on the production of NO and PGE2 in LPS 
stimulated Raw264.7 cells.
The cells were treated with FE for 1h prior to the addition of LPS (1
µg/ml), and then further incubated for 24h. The cultured medium was 
collected and directly assayed for NO (A) and PGE2 (B) as described 
in Methods. Data represent the mean ±S.D. with three separate 
experiments (*, significant as compared to control, **p < 0.01; #, 
significant as compared to LPS alone, #p ＜0.05, ##p ＜0.01).

3. FE의 iNOS 및 COX-2 단백질 발현에 대한 효과

LPS로 증가된 NO 및 PGE2에 대한 FE의 억제효과가 이

들을 생성하는 효소의 단백질 발현 감소에 기인하는지를 조사

하기 위하여 western blot analysis를 실시하였다. iNOS와 

COX-2는 정상상태에서는 존재하지 않고 LPS에 의해 유도되

는 inducible enzyme으로서 대조군에서는 단백질 발현이 관

찰되지 않았지만 LPS 처치에 의해 뚜렷하게 증가되었다. 하

지만 iNOS와 COX-2 단백질 발현은 FE에 의해 농도의존적

으로 유의하게(p < 0.01) 감소됨을 확인할 수 있었다(Fig. 3A). 

LPS로 유도된 단백질에 대한 expression density를 1로 하

였을 때, FE(3 µg/ml)에 의해 iNOS는 0.20, COX-2는 0.33

의 density를 나타내었다(Fig 3B).

Fig. 3. Effect on the expression of iNOS and COX-2 proteins by FE.
Expression levels of iNOS and COX-2 protein (A) were monitored 
18h after treatment of cells with LPS (1 µg/ml) with or without 
ethanolic extracts of fermented herbs. Equal amounts of total 
protein were resolved by SDS-PAGE. Expressions of iNOS and 
COX-2 protein were determined by western blot analysis using 
specific antibodies. Actin was used as a loading control. Bar 
graphs (B) show the densitometry of blot from all experiments in 
each group. Data represent the mean ± S.D. with three separate 
experiments (*, significant as compared to control, **p < 0.01; #, 
significant as compared to LPS alone, #p ＜ 0.05, ##p ＜ 0.01).

4. FE의 사이토카인 생성에 대한 효과

Raw264.7 cell에서 TNF-α, IL-1β 및 IL-6를 포함하는 

염증매개 사이토카인들은 LPS 자극에 의해 과도하게 생성되

어 다양한 경로의 염증반응을 촉매하게 된다. 따라서 FE가 

이러한 사이토카인의 과도한 생성에 미치는 영향을 살펴본 결

과, FE는 염증매개 사이토카인에 대해 유의한(p < 0.01) 억제 

효과를 보였다(Fig. 4). TNF-α는 1, 3 µg/ml의 농도에서 유

의한 억제효과가 나타났으며(Fig. 4A), IL-1β와 IL-6의 분

비는 실험에 사용한 전농도 (0.3, 1, 3 µg/ml)에서 유의하게 

감소되었다(Fig. 4B, C).

Fig. 4. Effect of FE on LPS-stimulated cytokine production. 
Production of TNF-α (A), IL-1β (B) and IL-6 (C) were measured 
in the medium of Raw264.7 cells cultured with LPS (1 µg/ml) in 
the presence or absence of FE for 12 h. The amount of each 
cytokine was measured by immunoassay as described in 
Methods. Data represent the mean ± S.D. with three separate 
experiments (*, significant as compared to control, **p < 0.01; #, 
significant as compared to LPS alone, ##p ＜ 0.01). 

5. FE의 NF-κB 신호전달경로에 대한 효과

본 실험에서 FE는 iNOS 및 COX-2의 발현을 저해하는 

효과를 나타냈기 때문에 NF-κB의 신호전달계에 연관이 있을 

것으로 사료되어 western blot을 실시하여 IκBα와 NF-κB 

단백질 발현량을 조사하였다. IκBα의 단백질 발현은 LPS 처

리에 의해 세포내에서 급격하게 감소하였으나, FE에 의해 그 

감소정도가 회복되는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 5A). 그리

고 핵분획에서의 NF-κB는 LPS 처치에 의해 유의하게 증가

하였으나, FE에 의하여 NF-κB량이 유의성있게 (p < 0.01) 

감소하였다. FE의 단독 처치에 의한 IκBα 및 NF-κB의 발현

량 변화는 관찰되지 않았다(Fig. 5B).
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Fig. 5. Effects on the expression of IκBα and NF-κB by FE.
Expression level of IκBα and NF-κB protein (A) were monitored 
15 min and 60 min after treatment of cells with LPS (1 µg/ml) 
with or without FE (3 µg/ml). Actin and lamin A/C were used as 
loading controls for nuclear fractions (N) and whole cell lysates 
(W), respectively. Bar graphs (B) show the densitometry of blot 
from all experiments in each group. Data represent the mean ±
S.D. with three separate experiments (*, significant as compared to 
control, **p < 0.01; #, significant as compared to LPS alone, ##p ＜
0.01).

고 찰

최근 전 세계적으로 발효식품이 체내 흡수율도 높고 생리

활성 작용도 뛰어나다는 연구 결과가 이어지면서 발효에 대한 

관심이 높아지고 있다. 특히, 건강 지향적 소비자들 사이에서 

한약재에 발효 기술을 접목함으로써 그 효능을 극대화시킨 발

효 한약에 대한 관심이 증대되고 있다10). 발효한약의 유효성

으로는 녹용 발효추출물의 흰쥐 장골(長骨) 길이 성장효과22), 

발효 동충하초의 고혈압 개선 효과23) 등이 발표되었으며, 사

삼, 오가피, 상백피 등 10여종의 한약재를 유산균으로 처리한 

발효한약(신당뇨방)의 혈당 강하 효과24)도 보고되어 있다.

발효 한약에 대한 관심 증가와 더불어 주목받고 있는 발효 

기술은 한의학에서 근래에 급부상한 것이 아닌 수천년 동안 

여러 질환을 다스리는데 활용되어져 온 제법 중의 하나이다. 

대두를 삶아 발효시킨 두시(豆豉)를 비롯하여, 밀가루 또는 

밀기울, 적소두(赤小豆), 행인니(杏仁泥), 개똥쑥즙(靑蒿汁), 도

꼬마리즙(蒼耳汁), 버들여뀌즙(野蓼汁) 등의 재료를 반죽하여 

발효시킨 신곡(神麯)이 대표적 발효한약의 예라 할 수 있다. 

신곡은 비(脾)를 튼튼히 하고 위(胃)을 조화시키며 소화를 촉

진시키고 위기(胃氣)를 고르게 하는 데 사용되어 왔다25). 또

한 동의보감에는 소젖이나 말젖, 양젖 등을 발효시킨 낙(酪, 

타락), 수(酥, 졸인 젖), 제호(醍醐)를  한약으로 사용했다는 

기록도 있다26). 

본 연구에서는 FE의 항염증효과를 평가하기 위하여, LPS

로 활성화된 Raw264.7 cell에서 발효한약재의 전처치가 염증

매개물질에 미치는 영향을 살펴보고자 하였다. 그 결과, 발효

한약재는 LPS로 유도된 NO와PGE2의 생성을 유의하게 저해

하였을 뿐만 아니라 염증매개 사이토카인인 TNF-α, IL-1β, 

IL-6도 저해함을 확인하였다. IL-1β는 T-cell의 활성화, 

B-cell의 성숙, NK cell의 activity를 활성화하는 사이토카인

이며27), TNF-α는 macrophage와 mast cell 등에서 분비되

어 LPS반응의 주요 매개체로서 만성염증 등의 면역반응의 수

행에 관여한다28). 또한, IL-6는 B-cell이 plasma세포로 분

화되도록 촉진시키고 항체의 분비를 자극하는 사이토카인으로 

염증 부위에서 항상 높은 수치를 나타내는 것으로 알려져 있

다29). 발효한약재는 이러한 사이토카인의 생성을 조절함으로

써 과잉 작동한 면역시스템에서 유도되는 병적(病的)인 염증

반응을 조절하는데 관여할 수 있을 것으로 사료된다.

염증반응에 관여하는 것으로 알려진 NF-κB는 iNOS와 

COX-2의 발현을 조절하는 전사인자로 apoptosis의 억제, 

cell cycle의 조절, oncogenesis와 관련이 있으며30), TNF-α 

등의 사이토카인 발현에도 관여하는 것으로 보고되어져 있다
31). 일반적인 상태에서 NF-κB는 세포질에서 억제단백질인 I

κB와 결합하여 비활성형으로 존재하지만, LPS 등의 자극에 

의해 IκBα의 인산화가 진행되면서 NF-κB로부터 분해

(degradation)가 일어나게 된다32). IκBα가 떨어져 나가 자유

로워진 NF-κB는 핵으로 전위하여 COX-2, iNOS 및 사이토

카인 등의 전사를 유도하게 된다32). 본 연구에서 세포질 IκBα 

단백질의 발현은 LPS에 의해 감소하였으나 발효한약재에 의

해 회복되었다. 핵분획에서의 NF-κB는 LPS에 의해 증가되

었고 발효한약재에 의해 감소하였다. 이 결과들은 IκBα의 발

현감소로 자유로워진 NF-κB가 핵으로 전위되는 과정을 발효

한약재가 효과적으로 억제하고 있음을 의미한다.

본 실험에서 확인한 FE의 항염증 효과는 발효 과정을 새

로이 생성되었거나 함량이 증대된 대사산물들에 기인할 것으

로 사료된다. 이미 보고되어진 FE의 항암성 증진 효과도 발

효과정에서 생성된 신규 단백질에 기인하는 것으로 밝혀졌다
20).  발효과정에서 고초균, 유산균과 같은 미생물은 한약재의 

구성성분을 분해하여 새로운 유용성분을 생성하게 되는데, 홍

삼은 구성 사포닌을 발효를 통해 체내흡수가 용이한 Rg1, 

Rg3, compound K와 같은 저분자 물질로 전환함으로써 인

체 흡수율을 증가시키는 것으로 알려져 있다18). Compound 

K는 항당뇨, 면역증진 등의 효능이 보고되었으며18,19), 발효홍

삼이 발효를 하지 않은 홍삼에 비해 더 높은 항염증, 항산화 

활성을 나타낸다는 연구결과도 발표되었다33,34). 대두는 발효

과정에서 대두단백질이 펩티드(peptide)나 여러 아미노산으로 

분해되어 항당뇨 효능을 나타내며35), 이소플라본의 함량이 증

진됨으로써 폐경기 장애의 완화 및 골다공증의 예방에 기여하

는 것으로 보고되었다36). 체내에 바로 흡수될 수 있는 형태의 

aglycone 플라보노이드의 함량이 극히 낮은 진피도  장내 미

생물에 따른 효소활성의 차이에 의해 흡수되는 정도가 달라지

며37), 치마버섯을 이용한 진피 발효 배양물에서는 플라보노이

드 배당체가 aglycone 화합물로 생물전환 되어 항산화 및 항

염증 효과를 증대시킬 수 있음이 보고되었다38).  본 연구에서 

확인된 FE의 활성에 기여한 성분에 대한 이해를 돕기 위해서

는 FE의 발효 대사산물에 대한 분석 및 그들이 어떻게 항염

증 활성에 상호작용하는지에 대한 후속 연구가 진행되어야 할 

것이다.

결 론

본 연구에서는 LPS로 자극한 Raw264.7 cell에서 FE의 

항염증 효과를 조사하여 다음과 같은 결과를 얻었다.
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1. LPS에 의해 과도하게 생성된 NO 및 PGE2는 FE (0.3, 

1, 3 µg/ml) 처리에 의해 유의하게 감소되었다. 

2. FE에 의한 NO 및 PGE2 분비 감소 효과는 이 물질들

을 생성하는 효소인 iNOS와 COX-2의 단백질 발현 감

소로부터 기인하는 것으로 나타났다.

3. LPS에 의해 과도하게 생성된 염증매개 사이토카인

(TNF-α, IL-6, IL-1β)은 FE에 의해 유의하게 감소

되었다.

4. FE의 처리는  세포질 내  IκBα의 발현은 증가시키고, 

NF-κB의 핵으로의 이동을 유의하게 감소시킴으로써 

염증신호전달경로를 차단시켰다.

이상의 결과로부터 FE가 NF-κB 신호전달경로 차단을 통

해 염증매개인자들의 분비를 조절함으로써 항염증효과를 나타

냄을 알 수 있었다. 
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