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발효 쌍별귀뚜라미 추출물의 생리활성 연구
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Abstract −Gryllus bimaculatus extract (GbE) have reported that anti-inflammatory activity by suppression of pro-inflam-

matory cytokines. However, the effects of fermented Gryllus bimaculatus extract (FGbE) have not yet been investigated. In this

study, we evaluated the anti-inflammatory and anti-wrinkle effect of the fermented Gryllus bimaculatus extracts using Bacillus

subtilis (JB PMB-18) in RAW264.7 cells. Both GbE and FGbE exerted no cytotoxic effects until 1000 μg/mL concentration.

FGbE decreased NO production and decreased iNOS and COX-2 mRNA levels in a concentration-dependent manner. In addi-

tion, the protein production of inflammatory cytokines TNF-α, IL-1β and IL-6 was effectively reduced compared to the GbE.

Inhibitory activities of elastase and collagenase associated with skin wrinkle improvement were measured to be 45% and 69%,

respectively, at a concentration of 500 μg/mL in FGbE. From these results, FGbE can be used as a health functional food and

skin functional cosmetic materials for preventing inflammatory diseases because it has excellent anti-inflammatory and anti-

wrinkle effects.
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염증반응은 외부로부터의 병원균에 의한 감염, 조직의 손

상 등 유해한 자극에 대항하는 생체 방어 체계로, 체내에 외

부물질의 유입이 감지되었을 때 면역세포에서 염증 매개 물

질들을 분비하여 체내 면역반응을 일으키는 신호를 전달하

게 된다.
1)

 면역반응에 관여하는 주요 세포인 대식세포는

Tumor necrosis factor(TNF)-α, Interleukin(IL)-1β 및 IL-6

등의 pro-inflammatory cytokine(염증성 사이토카인) 과

lipopolysaccharide(LPS) 등의 자극으로 활성화된다. 대식세

포의 활성화는 염증성 사이토카인, Prostaglandin E2(PGE2)

및 Nitric oxide(NO) 등을 생성함으로써 염증성 반응의 유

발과 염증부위로의 면역세포 이동을 촉진하게 된다.
2)

 이 중

NO는 염증반응의 대표적인 지표물질로 체내에서 NO

synthase(NOS) 촉매 반응을 통하여 L-arginine으로부터 생

성되며, inducible NOS(iNOS) 및 Cyclooxygenase-2(COX-

2)가 과도하게 발현될 경우 다량의 NO를 생성하게 된다.
3)

이러한 지속적인 체내 염증반응에 따른 염증성 매개물질들

의 과도한 생산은 염증 질환을 악화시킬 수 있다고 보고되

어 있다.
4-6)

피부는 항상 산소와 태양광선에 노출되어 있어 이로부터

유발되는 산화적 스트레스는 피부노화를 촉진한다.
7)

 노화가

진행될수록 피부를 구성하는 물질인 collagen, elastin,

hyaluronic acid 등 구조 단백질을 생성하는 능력이 감소하고

type-1 collagenase의 생합성 증가와 matrix metalloproteinases

(MMPs : collagenase, elastase 등)의 발현이 증가되면 진피

내 교원 섬유, 탄력 섬유, fibronectin 및 laminin과 같은 기

질 단백질 분해를 유도하여 피부탄력을 떨어뜨리고 피부 주

름생성을 야기한다.
8)

 따라서 collagen 생성을 촉진하거나

collagen을 분해하는 collagenase나 다양한 기질 단백질 분

해 효소인 matrix metalloproteinases(MMPs)의 발현이나 활

성을 저해함으로써 주름생성을 억제할 수 있다.
9)

 피부 주름

개선 효과가 있는 다양한 소재 연구가 활발하게 진행되고

있으며, 이미 효과가 확인된 물질로는 retinol, retinyl

palmitate, adenosine, epigallocatechin gallate 등이 있다.
10,11)

본 연구에서 사용된 쌍별귀뚜라미(Gryllus bimaculatus)는

메뚜기목 귀뚜라미과(Gryllidae)에 속하는 아열대성 곤충으

로 번식이 빠르며 오메가-3 계열 지방산을 포함한 불포화지

#
These authors contributed equally to this work.

*교신저자(E-mail) :siunite@hanmail.net, biohun@gmail.com

(Tel): +82-63-711-1050, +82-63-711-1026



Vol. 52, No. 2, 2021 93

방산이 풍부하며 단백질, 키틴, 키토산 또한 높은 농도로 함

유되어 있다고 보고되어 있으며, 만성 관절염 및 알코올성

지방간염과 같은 여러 질병 모델에서 염증을 억제하고, 혈

당 조절 및 피부 보호에 대한 효능이 연구되어 있다.
12-15)

 

발효는 미생물의 대사 작용으로 유용물질을 생산하는 방

법으로 식품, 화장품, 의약품 등 다양한 분야에 활용되어지

고 있다.
16,17)

 B. subtilis는 대표적인 세균 중 하나로 단백질

분해력이 뛰어난 미생물로서 발효시킬 시 균 생육이 촉진

됨과 동시에 균주가 생산해내는 효소의 작용으로 가용성 추

출물의 함량이 증가하고, 단백질이 저분자 단백질로 전환되는

이화작용 및 bioconversion에 따른 다당류체, 올리고당, 아

미노산류, 펩타이드류, 유기산류, 폴리페놀류 등의 유효 성

분의 생성 및 증가에 따라 다양한 생리활성을 나타낸다.
18,19)

 

따라서 본 연구에서는 이처럼 유익한 효능을 가지는 미생

물을 이용하여 기존의 쌍별귀뚜라미 추출물의 효과로부터

발효를 통한 시너지 효과를 기대하며 생리활성 증진 효능을

비교 평가하고자 하였다.

재료 및 방법

시료 제조 −쌍별귀뚜라미는 (주)MG내추럴에서 구매하여

우석대학교 한의과대학 본초방제학교실 김홍준교수로부터

검증을 받아 사용하였다. 증거표본(JBJSI315)은 전주농생명

소재연구원에 보관되어 있다. 분쇄된 쌍별귀뚜라미 500 g을 멸

균 3차 증류수 5 L에 혼합하여 80
o
C에서 3시간 열수 추출

하였다. 추출물을 8,000 rpm, 15분 초고속 원심분리기를 사

용하여 얻은 상등액을 여과지(ADVENTEC, No.2)를 이용

하여 필터 한 뒤 동결건조 하여 59.09 g의 고상 추출물을

수득하였다(수율 11.8%). 발효에 사용한 균주는 전주농생명

소재연구원에서 보유하고 있는 B. subtilis JB PMB-18 균주

이고, 균주를 100 mL NB 배지에서 37
o
C, 200 rpm 조건에

서 24시간 동안 전 배양한 후 5,000 rpm, 10분 초고속 원

심분리기를 사용하여 상층액을 버리고 PBS로 한차례 세척

후 2%(v/v)을 0.5 g 쌍별귀뚜라미 추출물 100 mL에 접종

하였다. 균주 1.5×10
6
 CFU/mL를 접종하여 37

o
C, 200 rpm

으로 교반하여 48 시간 동안 발효하였다. 얻어진 발효물을

8,000 rpm, 20분 원심분리를 통해 불용성 물질을 제거하였

고, 상등액을 회수하여 0.45 μm 필터에 여과 후 동결 건조

하여 0.35 g(수율 70%)을 얻어 실험에 사용하였다.

세포 배양 −마우스 대식세포(murine macrophage cell

line) RAW264.7 세포는 한국세포주은행(Korea Cell Line

Bank, KCLB, No. 40071)에서 분양 받았으며 세포 배양을

위하여 10% FBS(fetal bovine serum; HyClone, GE Healthcare

Life Sciences, South Logan, UT, USA)이 함유된 DMEM

배지(Welgene, Seoul, Korea)를 사용하여 37
o
C, 5% CO2 항

온기에서 배양하여, 3일에 한 번씩 계대배양을 수행하였다.

세포 독성 평가 − RAW264.7 세포를 5×10
4
 cells/well로

96 well plate에 분주하여 24시간 동안 배양하여 안정화한

후, 혈청이 결핍된 DMEM 배지에 쌍별귀뚜라미 추출물

(GbE)과 발효 쌍별귀뚜라미 추출물(FGbE)을 농도별(50, 100,

500 및 1,000 μg/mL)로 희석하여 100 μL씩 넣어 24 시간

배양하였다. 배양액을 제거한 후 5 mg/mL의 MTT를 각

well에 넣고 잘 섞어 준 후 4시간 동안 배양한 후, 상등액을

제거하고 DMSO를 100 μL씩 분주하여 well에 생성된 결정

체를 모두 녹인 후, microplate reader(Multiskan Go,

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)를 이용하여 570 nm에

서 흡광도를 측정하였다. 

세포생존율 (%) = [시료처리군의 흡광도/대조군의 흡광도]

             × 100

NO 생성 억제 평가 − RAW264.7 세포를 5×10
4
 cells/mL

농도로 96 well plate에 분주하여 24 시간 동안 배양하여 안

정화한 후, 혈청이 결핍된 DMEM 배지에 쌍별귀뚜라미 추

출물(GbE)과 발효 쌍별귀뚜라미 추출물(FGbE)을 농도별

(50, 100, 500 및 1,000 μg/mL)로 희석하여 처리 후, 2시간

후에 LPS(1 μg/mL)를 처리하여 24시간 배양하였다. 생성된

NO의 양은 Griess Reagent System(Promega, Madison, WI)

시약을 이용하여 세포배양액 중에 존재하는 NO2

−

의 형태로

측정하였다. 세포 배양 상등액 50 μL에 Griess 시약 100 μL

처리 후 30분 내로 540 nm에서 흡광도를 측정하였다.

COX-2, iNOS 생성 억제 활성평가 − RAW264.7 세포를

1×10
6
 cells/mL농도로 6 well plate에 분주하여 24시간 동

안 배양하여 안정화한 후, 혈청이 결핍된 DMEM 배지에

Table I. Primer sequences used for real-time PCR

Gene             Sequence (5’-3’)

Mouse COX-2
Forward CTC TAC AAC AAC TCC ATC CT

Reverse ATT CTG CAG CCA TTT CCT TC

Mouse iNOS
Forward CGA AAC GCT TCA CTT CCA A

Reverse TGA GCC TAT ATT GCT GTG GCT

Mouse β-actin
Forward CGG TTC CGA TGC CCT GAG GCT CTT

Reverse CGT CAC ACT TCA TGA TGG AAT TGA
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쌍별귀뚜라미 추출물(GbE)과 발효 쌍별귀뚜라미 추출물

(FGbE)을 농도별(50, 100, 500 및 1,000 μg/mL)로 희석하

여 처리 후, 2시간 후에 LPS(1 μg/mL)를 처리하여 배양하

였다. 24시간 후 배양 배지를 원심분리(12,000 rpm, 3분)하

여 얻어진 pellet을 RNA 추출 키트를 이용하여 추출 후 정

량을 하였다. 1 μg 농도의 RNA를 cDNA 합성 후 primer,

멸균수, master mix를 합성된 cDNA와 혼합하여 total

volume을 20 μL로 맞추었다. 그 후 iNOS, COX-2의 유전

자 발현을 확인하였다.

염증성 사이토카인(TNF-α, IL-1β 및 IL-6)의 생성 억제

활성 평가 − RAW264.7 세포를 5×10
5
 cells/mL농도로 24

well plate에 분주하여 24시간 동안 배양하여 안정화한 후,

혈청이 결핍된 DMEM 배지에 쌍별귀뚜라미 추출물(GbE)

과 발효 쌍별귀뚜라미 추출물(FGbE)을 농도별(50, 100, 500

및 1,000 μg/mL)로 희석하여 처리 후, 2시간 후에 LPS(1

μg/mL)를 처리하여 배양하였다. 24시간 후 배양 배지를 원

심분리(12,000 rpm, 3분) 하여 얻어진 상층액의 염증성 사

이토카인의 생성 함량을 측정하였다. 사이토카인은 Enzyme-

Linked Immunosorbent Assay(ELISA) kit(R&D systems Inc,

Minneapolis, MN, USA)를 이용하여 정량하였으며 standard

에 대한 표준곡선 R
2
 값이 0.9 이상이었다.

Elastase의 저해 활성 측정 − Elastase 저해 활성은

EnzChek
®
 Elastase Assay Kit(ThermoFisher Scientific)를

이용하여 분석하였다. 쌍별귀뚜라미 추출물(GbE)과 발효 쌍

별귀뚜라미 추출물(FGbE)의 최종농도가 100, 500 μg/mL 농

도가 되게 희석한 다음, kit 내 기질과 elastase enzyme을 96-

well plate에 넣고 25
o
C에서 50분간 반응시켰다. 형광 플레

이트 분석기를 이용하여 Ex/Em=505/515 nm 파장에서 형광

을 측정하고 elastase 저해 활성 퍼센트(% Elastase inhibition

activity)는 다음과 같이 계산하였다.

Elastase의 저해 활성(%) = {1-(S-B)/C} × 100

(S: 시료의 흡광도, B: blank의 흡광도, C: control의 흡광도)

Collagenase의 저해 활성 측정 −Collagenase 저해 활성은

EnzChek
®
 Gelatinase/Collagenase Assay Kit(ThermoFisher

Scientific)를 이용하여 분석하였다. 쌍별귀뚜라미 추출물

(GbE)과 발효 쌍별귀뚜라미 추출물(FGbE)의 최종농도가

100, 500 μg/mL 농도가 되게 희석한 다음, kit 내 기질과

collagenase enzyme을 96-well plate에 넣고 25
o
C에서 1시간

반응시켰다. 형광 플레이트 분석기를 이용하여 Ex/Em=495/

515 nm 파장에서 형광을 측정하고 Collagenase 저해 활성

퍼센트(% Collagenase inhibition activity)는 다음과 같이 계

산하였다.

Collagenase 저해 활성(%) = {1-(S-B)/C} × 100

(S: 시료의 흡광도, B: blank의 흡광도, C: control의 흡광도)

통계 처리 −GraphPad Prism 5(Graphpad Software, SanDiego,

CA, USA) 소프트웨어를 이용하여 통계분석을 실시하였다.

데이터 간의 유의차는 One-way ANOVA의 Turkey-Kramer

method를 통해 p<0.05 수준에서 검증하였다.

결과 및 고찰

발효 쌍별귀뚜라미 추출물의 세포독성 및 항염 활성 −

쌍별귀뚜라미 추출물의 고초균 발효에 의한 영향을 알아보

기 위하여 전주농생명소재연구원에서 보유하고 있는 B.

subtilis 균주(JB PMB-18)를 사용하여 발효 쌍별귀뚜라미

추출물을 준비하였다. 쌍별귀뚜라미 추출물(GbE)과 발효 쌍

별귀뚜라미 추출물(FGbE)의 효능을 비교평가 하기 위해, 먼

저 MTT 방법을 이용하여 세포독성을 확인하였다. 추출물

의 RAW264.7 세포에 대한 세포 독성은 세포에 추출물을

Fig. 1. Cytotoxicity and anti-inflammatory effects of GbE & FGbE in RAW264.7 cells. (A) Cells were treated without or with the

indicated concentration of extracts and cell viability was determined by MTT assay. (B) Effects of GbE & FGbE on LPS-induced

NO production in RAW 264.7 cells. RAW 264.7 cells were pre-treated with various concentration (50, 100, 500 and 1000 μg/mL)

of extracts for 2 hr before being incubated with or without 1 μg/mL LPS for 24 hr. The NO production were measured using Griess

reagent system. Values are expressed as mean ± SD of three independent experiments; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 versus LPS alone.
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다양한 농도(50, 100, 500 및 1,000 μg/mL)로 24시간 동안

처리하여 분석하였다. Fig. 1A에서 볼 수 있듯이 쌍별귀뚜

라미 추출물(GbE)과 발효 쌍별귀뚜라미 추출물(FGbE)은 대

조군에 비해 유의한 세포 독성 효과를 나타내지 않았다. 따

라서 쌍별귀뚜라미 및 발효 쌍별귀뚜라미 추출물에 대해 1,000

μg/mL 농도 범위에서 RAW264.7에 대한 생리활성 분석을

진행하였다.

쌍별귀뚜라미 추출물은 항염증 효과가 있다고 알려져 있

다.
20)

 따라서 본 연구에 의해 준비된 발효 쌍별귀뚜라미 추

출물이 쌍별귀뚜라미 추출물에 비해 어느 정도 효능이 증

대되는지 확인하기 위해 항염 활성을 평가하였다. 세포 독

성이 없는 조건에서 쌍별귀뚜라미와 발효 쌍별귀뚜라미 추

출물의 항염증 효과를 알아보기 위해 RAW264.7 세포에서

LPS로 유도된 NO 생성에 대한 추출물의 억제 활성을 먼저

조사하였다. RAW264.7 세포를 다양한 농도(50, 100, 500

및 1,000 μg/mL)의 쌍별귀뚜라미 및 발효 쌍별귀뚜라미 추

출물로 2시간 동안 전처리한 다음 1 μg/mL의 LPS로 24시

간 동안 처리하였다. 배양 상등액의 NO 수준은 각각 Griess

분석 키트를 사용하였다. Fig. 1B에서 볼 수 있듯이 두 추

출물은 LPS로 자극된 RAW264.7 세포에서 농도 의존적으로

Fig. 2. Anti-inflammatory effects of GbE & FGbE in LPS-stimulated RAW264.7 cells. Cells were pre-treated with indicated con-

centration of GbE & FGbE for 2 hr and then incubated with 1 μg/mL of LPS for 24 hr. (A, B) Relative mRNA levels of iNOS

and COX-2 were determined by Real-time PCR. (C, D, E) Secretion level of TNF-α, IL-1β and IL-6 was determined by ELISA kit.

Values are expressed as mean ± SD of three independent experiments; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 versus LPS alone.
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NO 수준을 감소시켰다. 쌍별귀뚜라미 추출물 1,000 μg/mL

전처리시 LPS 단독 처리구 대비 29.8% 가량의 감소 효과를,

발효 쌍별귀뚜라미 추출물 1,000 μg/mL 전처리시 79.1% 감

소 효과를 보여주어 발효에 의해 쌍별귀뚜라미 추출물의 항

염 효과가 약 2배 이상 증가됨을 확인할 수 있었다. 

발효 쌍별귀뚜라미 추출물의 염증성 사이토카인 억제 효

과 − NO는 염증 반응에서 iNOS와 COX-2에 의해 합성되는

것으로 보고 된다.
21)

 따라서 쌍별귀뚜라미 추출물의 NO생

성 억제 효과가 각각 합성 효소 iNOS 및 COX-2의 발현 조

절과 관련이 있는지 조사하였다. Real-time PCR을 통해

iNOS 및 COX-2의 mRNA 수준을 측정한 결과 쌍별귀뚜라

미 추출물과 발효 쌍별귀뚜라미 추출물은 LPS 유도된 COX-

2, iNOS의 mRNA발현을 감소시켰으며, 발효 쌍별귀뚜라미

의 저농도 100 μg/mL에선 쌍별귀뚜라미 대비하여 COX-2

는 55.0% 더 감소하였고, iNOS 유전자는 46.1% 더 감소한

수치가 나타났다(Fig. 2A, B). 이러한 결과는 쌍별귀뚜라미

및 발효 쌍별귀뚜라미 추출물이 iNOS 및 COX-2의 mRNA

수준을 억제함으로써 NO생성을 감소시킬 수 있음을 시사

하고 발효 후 항염증 효과가 증가됨을 나타낸다. 

또한 대표적인 염증성 사이토카인으로 알려진 TNF-α, IL-

1β 및 IL-6는 LPS로 유도된 대식세포에서 과도하게 생성되어

조직을 손상시키고 발열을 야기해 염증반응을 촉진한다.
2,3)

이러한 항염증 효과를 추가적으로 알아보기 위하여 LPS 자

극된 RAW264.7 세포에서 쌍별귀뚜라미 추출물(GbE)과 발효

쌍별귀뚜라미 추출물(FGbE)의 염증성 사이토카인 발현에

대한 억제 활성을 조사하였다. 그 결과, LPS 단독 처리구에서

TNF-α(Fig. 2C), IL-1β(Fig. 2D) 및 IL-6(Fig. 2E) 사이토카

인 발현량이 현저하게 증가되었으며 추출물 처리시 농도 의

존적으로 사이토카인 발현을 현저히 억제하는 것으로 보아

염증반응을 촉진하는 염증성 사이토카인의 생산을 감소시키

는 것으로 확인되었다. 특히 발효 쌍별귀뚜라미의 500, 1,000

μg/mL 농도에선 아무것도 처리하지 않은 control 군과 비슷

한 수치만큼 사이토카인이 감소되어 발효 후 쌍별귀뚜라미

추출물에서의 항염증 활성이 증진됨을 알 수 있다. 

발효 쌍별귀뚜라미 추출물의 주름 개선 효능 − Elastin,

fibronetin, collagen 등의 다양한 단백질을 분해할 수 있는

elastase는 피부 진피에 그물망 구조를 형성하며 피부 탄력

성을 유지하는 데 도움을 준다. 그러나 과다 생선된 elastase는

피부 진피의 그물망 구조를 절단하여 피부의 탄력 섬유를

감소시킴으로서 피부 주름을 형성한다고 알려져있다.
22)

 발

효 쌍별귀뚜라미의 추가 기능성을 확인하기 위하여 elastase

저해 활성 평가를 통해 피부 주름 개선효능을 평가하였다.

쌍별귀뚜라미 추출물(GbE)과 발효 쌍별귀뚜라미 추출물

(FGbE)을 100, 500 μg/mL 농도로 처리하여 실험한 결과,

비발효군에서는 elastase 저해 활성 효과가 나타나지 않았으며,

발효 쌍별귀뚜라미 추출물에서 농도 의존적으로 30~65%

정도의 elastase의 활성 저해율을 보였다(Fig. 3A).

피부에 주로 존재하는 기질 단백질인 collagen은 피부 진

피조직의 섬유아세포에서 합성되며,
23)

 피부를 지지하고 견

고하게 하는 역할을 한다. Collagenase는 자외선에 의한

ROS(Reactive oxygen species) 및 환경에 의한 스트레스 등

여러 요인에 의해 활성이 증가하고 collagen을 분해하여 주름

생성의 원인이 되는 효소이다.
24)

 쌍별귀뚜라미 추출물(GbE)과

발효 쌍별귀뚜라미 추출물(FGbE)로 collagenase의 저해 활

성을 측정한 결과 Fig. 3B와 같이 쌍별귀뚜라미 추출물에서

효과가 나타나지 않았으며, 발효 쌍별귀뚜라미 추출물에서

는 100, 500 μg/mL 농도에서 30% 이상의 collagenase 저해

활성을 나타내었다. 500 μg/mL 농도에서는 60% 이상의 우수

한 저해활성을 나타냈고 이는 발효에 따라서 쌍별귀뚜라미

의 주름개선 효능이 증가되었으며, 발효 쌍별귀뚜라미 추출

물의 주름개선제로서의 응용 가능성을 시사한다.

Fig. 3. Inhibitory activity of GbE and FGbE on elastase (A) and collagenase (B). Values are expressed as mean ± SD of three inde-

penden.
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결 론

본 연구에서는 대식세포인 RAW264.7 세포에서 발효 쌍별

귀뚜라미 추출물의 증가된 항염증 활성과 새로운 기능성인

피부 주름개선 효능을 확인하였다. 기존 쌍별귀뚜라미 추출

물의 효능을 증가시키고 새로운 생리활성을 확인하고자 B.

subtilis 를 이용한 발효를 진행하였다. 세포독성이 없는 농

도에서 쌍별귀뚜라미 추출물(GbE)과 발효 쌍별귀뚜라미 추

출물(FGbE)의 항염증을 비교해본 결과 발효에 의해 항염증

효과가 약 2배 이상 증가됨을 확인할 있었다. 이러한 항염

증 효과는 iNOS, COX-2 mRNA 발현과 염증성 사이토카

인인 TNF-α, IL-1β 그리고 IL-6의 단백질 발현량 억제 정

도를 통해 재 확인하였다. 또한 elastase와 collagenase 활성

을 평가함으로써 발효에 의해 쌍별귀뚜라미 추출물의 주름

개선 효능이 새롭게 생겼음을 확인하였다. 결론적으로 본

연구를 통해 B. subtilis 로 발효한 쌍별귀뚜라미 추출물이

염증과 주름개선에 의한 피부노화 방지 효과는 현저하게 증

진되었음을 확인하였으며 발효 쌍별귀뚜라미 추출물이 건

강기능식품 및 기능성 화장품 소재로 활용될 수 있을 것으

로 사료된다.
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