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서 론   

COVID-19를 비롯한 각종 전염병과 평균수명의 증가로 인

해 환경 및 사회적 요인에 관한 관심과 중요성이 강조되어, 
예방 차원의 기능성 식품에 대한 관심이 증가하는 추세이다

(Hsieh & Ofori 2007). 국내 기능성 시장에서 프로바이오틱스

(probiotics)를 고시형 원료로 활용하고 있으나, 프로바이오틱

스는 산에 취약하다는 단점이 있어 위산에 의해 90% 이상 

사멸하고 이후 담즙산에 의해 사멸하여 장에 도달하는 건은 

5% 정도에 불과한 것으로 알려져 있다(Chang 등 2015). 이러

한 한계점을 뛰어넘은 포스트바이오틱스(postbiotics)가 기능

적인 측면에서 우수하다고 보고되고 있으며, 최근 국내에서

도 포스트바이오틱스를 기능성 소재로 활용하기 위한 많은 

연구가 진행 중이다(Hong SW 2020). 포스트바이오틱스란, 
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Abstract

To enhance the bioavailability and bioactivities of mixed herbal medicines (RW), they were fermented with lactic-acid bacteria 
isolated from kimchi into postbiotics (FRW). Then, from the results of the 16s rRNA sequencing analysis, lactic acid bacteria isolated 
from kimchi were identified to be of two species, namely Lactobacillus sakei and Leuconostoc mesenteroides. The FRW prepared 
from the RW were extracted using hot water (HW) and 70% EtOH (EtOH) for comparison of their macrophage-stimulating activities. 
Based on a comparison of the activities of the FRW extracts, nitric oxide (NO) production of HW was significantly higher than 
that in EtOH. An analysis of the chemical properties of the extracts showed that HW had higher contents of neutral sugar and uronic 
acid than EtOH as well as contained a large amount of glucose. In addition, crude polysaccharide (CP) was prepared to enhance 
the macrophage-stimulating activity. The FRW-CP not only secreted immunostimulatory mediators but also increased the expression 
of immunostimulatory genes (iNOS, TNF-α, MCP-1, and IL-6). The fractionated FRW-CP contained about 90% neutral sugars, and 
these sugars were mainly composed of glucose, galacturonic acid, and arabinose. Thus, FRW prepared by fermentation of RW with 
kimchi lactic acid bacteria were found to be immunostimulatory modulators.
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건강에 유익한 작용을 주는 프로바이오틱스와 먹이가 되는 

프리바이오틱스(prebiotics)가 미생물의 대사과정 중 생성 및 

분비되는 인체에 유익한 효과를 내는 대사산물을 의미한다

(Kim & Park 2021). 포스트바이오틱스는 최근 항균, 항암, 정
장, 염증 및 면역조절, 유해균 억제와 유익균 활성화 등의 다

양한 효과가 보고되어 널리 활용되고 있는 것으로 알려져 있

다(Cuevas-González 등 2020).
포스트바이오틱스 생산과정에 관여하는 발효는 미생물의 

생물 현상으로 원료로부터 유산균과 함께 배양하여 인간에

게 유용한 물질을 생산하는 수단이다. 발효에 의한 여러 대

사작용은 다양한 유기물 및 2차 대사산물을 포함하고 독특

한 풍미를 생산하는 것으로 알려져 있다(Mo 등 2013). 전통

적으로 다양한 발효식품에 이용되어 온 유산균은 인체에 안

전하다고 알려진 GRAS(generally recognized as safe) 균주로

(Yoon 등 2021), 콜레스테롤 저하(Kang 등 2021), 항암(Han 등 

2015), 면역증진(Jeon WM 2011) 등의 효과를 가지고 있어 유

산균을 통한 포스트바이오틱스의 소재로 널리 이용되고 있

다. 김치 유래 유산균 중 대표적인 유산균은 Lactobacillus 속, 
Leuconostoc 속, Weissella 속 등 100여 종 이상의 유산균들이 

발효에 관여한다고 알려져 있으며(Kim 등 2013), 이들은 항

비만(Park 등 2015), 항돌연변이(Son 등 1998) 및 종양 억제 

및 면역증강(Yoon 등 2013) 등 인체에 유익한 효과를 부여하

는 것으로 알려져 있다.
최근, 유산균 발효를 통해 천연물에 함유된 활성 성분 및 

생리활성의 증가를 목적으로 다양한 연구가 활발하게 진행

되고 있으며(Jeon 등 2011), 본 연구에서는 대식세포 활성을 

통한 면역활성이 보고된 혼합생약재를 이용하여 유산균-발
효 포스트바이오틱스로 개발하고자 하였다(Shin 등 2021). 따
라서 혼합생약재의 대식세포 활성을 증진하기 위하여 김치 

유래 유산균을 이용하여 발효를 진행하고, 김치 유산균-발효 

혼합생약재 추출물을 조제한 후 대식세포 활성을 통한 면역 

활성을 평가함으로써 생약 소재를 이용한 포스트바이오틱스 

기능성 소재로서의 산업적 활용 가능성에 대한 기초자료를 

제공하고자 한다.

재료 및 방법

1. 김치 유산균의 분리 및 동정
유산균의 분리는 2021년 가정에서 제조한 김장 김치를 여

과하여 사용하였으며, 여과액을 멸균 생리식염수(0.85% 
NaCl 용액)에 105으로 희석하고 균질화한 후 MRS agar 배지

에 접종하여 35℃의 배양기(Vision Science, Daejeon, Korea)에 

배양하였다. 배양기에서 48시간 배양 후 배지에서 4개의 단

일 콜로니 형성을 확인하였다. 위 4개의 콜로니의 미생물을 

동정하기 위해 (주)마크로젠에 의뢰해 16s rRNA 유전자 염기

서열 분석을 진행하였으며, 선별된 균주는 25% glycerol stock
을 이용하여 –70℃에서 보관하였다.

2. 김치 유산균-발효 혼합생약재의 제조
본 연구에서 사용된 혼합생약재(RW)는 Table 1과 같이 일

정 비율로 혼합한 것을 (주)코시스바이오(Chungbuk, Korea)
로부터 제공받았다. 위 생약은 grinder(Bazzatra, Gyeonggi, 
Korea)로 파쇄하여 혼합한 뒤 품질 유지를 위해 －70℃의 급

속 냉동기에 보관하여 사용하였다. 선행연구(Shin 등 2021) 
결과, 혼합생약재는 대식세포 자극 활성이 우수하였으며, 활
성을 강화시키고자 김치로부터 분리된 균주를 이용하여 발

효를 진행하였다. 위 선별한 균주를 102배로 희석하고 이를 

1 L의 MRS broth 100 mL에 첨가하여 48시간 동안 배양을 진

행하였다. 배양된 배양액을 이용하여 혼합생약재 분말 500 
g에 배양액 100 mL를 첨가하고 48시간 동안 배양하였다. 배
양 후 건조한 것을 김치 유산균-발효 혼합생약재 포스트바이

오틱스(FRW)로 이용하였으며 활성을 비교하기 위하여 발효되

지 않은 비발효-혼합생약재(RW)를 대조군으로 이용하였다.

3. 용매추출물 및 조다당 획분 조제
열수추출물(hot water extract; HW)은 포스트바이오틱스 및 

비발효-혼합생약재에 20배(w/v)의 증류수를 넣고 decoction 
방법으로 처리(90~95℃)한 후 필터를 통해 여과하였다. 여과

액을 모아 농축 및 원심분리(8,000 rpm, 4℃, 20 min)로 얻은 

상등액을 동결건조하여 조제하였다. 또한, 주정추출물(70% 
ethanol extract; EtOH)은 원물의 20배에 해당하는 70%(w/v) 
주정을 첨가한 후 2일간 교반하여 여과액을 모아 동일한 방

Mixed herbal medicine (RW)
Composition herb %

Angelica gigas 25
Cnidium officinale 15
Fallopia multiflora 10
Pueraria montana 10

Atractylodes macrocephala 10
Discorea polystachya 10
Glycyrrhiza uralensis 5

Wolfiporia extensa 5
Sorbus commixta 5

Zingiber officinale 5

Table 1. Composition herb of the mixed herbal medicine 
(RW)
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법으로 조제되었다. 한편, 대식세포 자극 활성을 증진시키기 

위해 조다당 획분을 분획하였는데, 열수추출물을 증류수에 

용해하고 5배(w/v)의 주정을 넣어 충분히 교반한 후 원심분

리로 침전물을 회수하여 증류수에 용해하였다. 이후 투석

(MWCO 12-14 kDa, Spectra/PorTM, Spectrum Lab. Inc., Rancho 
Dominguez, CA, USA)하여 투석액을 농축한 후 동결건조하

여 조다당 획분(crude polysaccharide; CP)으로 분획하였다.

4. 화학적 성분 분석
비발효-혼합생약재와 혼합생약재 포스트바이오틱스 추출

물의 구성성분을 분석하기 위해 중성당(phenol-sulfuric acid법; 
DuBois 등 1956), 산성당(m-hydroxybiphenyl법; Blumenkrantz 
& Asboe-Hansen 1973) 및 단백질(Bradford법; Bradford MM 
1976) 함량을 각각 glucose, glucuroninc acid 및 bovine serum 
albumin(BSA)을 표준물질로 이용하여 분석하고, μg/추출물 

mg으로 나타냈다. 또한, 추출물 및 조다당 획분의 구성당은 

Honda 등(1989) 및 Shin 등(2022a)의 PMP 유도체법을 참고하

여 HPLC-UV system을 이용하여 분석하고, 그 결과는 response 
factor를 이용하여 단당류의 mol%로 나타냈다.

5. 대식세포 활성
RAW 264.7 대식세포주는 한국세포주은행(Korean Cell 

Line Bank, KCLB, Seoul)에서 입수하였으며, 10% fatal bovine 
serum(FBS; Gibco, Waltham, MA, USA) 및 1% penicillin- 
streptomycin(GenDEPOT, Katy, TX, USA)이 첨가된 Dulbecco’s 
Modified Eagle Medium(DMEM; Hyclone, San Angelo, TX, 
USA) 배지에서 37℃, 5% CO2 조건의 배양기에서 계대배양

하여 사용되었다. 대식세포 자극 활성을 평가하기 위해 

RAW 264.7 세포주를 2×104 cells/well로 96 well plate에 분주

하여 배양기에서 monolayer를 형성할 때까지 세포를 안정화

시킨 후 배양 상등액을 모두 제거하고 FBS가 함유되지 않은 

serum-free DMEM과 일정 농도로 희석한 시료를 첨가하여 24
시간 동안 재배양하였다. 이후 배양 상등액을 수집하고 대식

세포 활성과 관련된 산화질소(nitric oxide, NO) 및 tumor 
necrosis factor-alpha(TNF-α; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 
monocyte chemoattractant protein-1(MCP-1; BD Bioscience, San 
Diego, CA, USA)을 griess assay(Tursun 등 2016) 및 sandwich 
ELISA로 측정한 후 각각의 reference standard 및 sodium nitrate
로 표준 곡선을 그려 함량을 계산하였다. 시료 처리에 대한 

세포 독성은 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenlytetrazolium 
bromide(MTT; Invitrogen) 시약을 이용하여 550 nm의 흡광도

에서 측정하였으며, 시료 무처리군(negative control; NC) 대비 

세포생존율(cell viability, %)로 나타냈다.  

6. qRT-PCR을 이용한 유전자 발현량 분석
RAW 264.7 세포주를 2×104 cells/dish로 60 mm dish에 분주

하여 배양기에서 monolayer를 형성할 때까지 세포를 안정화

시킨 후 배양 상등액을 모두 제거하고 serum-free DMEM과 

일정 농도로 희석한 시료를 첨가하여 24시간 동안 재배양하

였다. 이후 배양 상등액을 제거하고 phosphate-buffered saline 
(PBS)을 이용하여 세척한 후 total RNA는 RNeasy Mini 
Kit(Qiagen, Valencia, CA, USA)를 이용하여 추출하였으며, 분
리한 RNA는 Nanoquant Infinite M200 Pro(Tecan, Mannedorf, 
Switerland)를 이용하여 260 및 280 nm에서 흡광도를 측정하

여 정량하였다. 이후 ReverTraAce qPCR RT Master Mix 
(Toyobo Co., Ltd., Osaka, Japan)를 이용하여 cDNA를 합성하

였다. mRNA 발현은 SYBR green PCR kit(Toyobo Co., Ltd.)를 

이용하여 제조사의 방법에 따라 real-time PCR을 진행하였다. 
PCR은 QuantStudio 3 real-time PCR system(Applied Biosystems, 
Waltham, MA, USA)를 이용해 수행하였으며 각각의 유전자 

발현은 동일한 시료를 처리한 glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase(GAPDH) 발현량을 이용하여 보정하였다. Primer 
sequence는 Table 2에 나타냈다. 

7. 통계처리
모든 시험은 3번 반복하여 진행하였으며 결과는 평균±표

준편차(standard deviation, SD)로 나타내었다. 대식세포 자극 

활성 및 유전자 발현량의 경우, SPSS 통계프로그램(Statistical 
Package for the Social Science, Ver. 25.0, SPSS Inc., Chicago, 
IL, USA)을 이용한 Student’s t-test로 계산하여 각각 p<0.05, 
p<0.01 및 p<0.001 수준에서 대조군과의 유의성을 검정하였

으며, 구성성분 분석은 유의성 평가를 위해 분산분석

(ANOVA)을 실시한 후 각 측정값 간의 유의성을 Duncan's 
multiple range test로 p<0.05 수준에서 검증하였다.

결과 및 고찰

1. 유산균의 분리 및 동정
균주의 동정 방법은 PCR이나 16s rRNA sequencing 등을 

이용한 분자생물학적 방법들이 주로 이용되며, 기술이 발전

함에 따라 신속하고 정확한 결과가 확인된다(Choi 등 1998). 
또한, 16s rRNA sequencing은 여러 종간의 유전자가 잘 보존

되어 있어, 현재 미생물 동정에서 주로 이용되고 있다

(Clarridge JE III 2004). 김치 여과액을 MRS agar에 분주하여 

4개의 콜로니를 확인하였으며, 이를 16s rRNA sequencing으

로 분석한 결과(Table 3, Fig. 1), Lactobacillus sakei 2종 및 

Leuconostoc mesenteroides 2종으로 확인되었다. 국내에는 여
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러 다양한 발효식품이 있으며, 이를 통해 분리된 균주는 매

우 다양한 것으로 보고되고 있다(Rhee YK 2018). 김치 발효

에는 Leuconostoc, Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, 
Pediococcus 속의 유산균이 주로 관여한다는 사실이 밝혀졌

으며, 이중 Lactobacillus는 적숙기 이후에 우점종으로 검출되

고 Leuconostoc은 발효 초기와 적숙기에 주로 나타나는 것으

로 보고되고 있다(Lee 등 1992). 최근, Lee 등(2022) 및 Jung 
등(2021a)의 연구에서 분리된 유산균을 통해 발효를 진행하

여 생리활성을 증진시키고자 하는 노력이 끊이지 않고 있으

며, 본 연구에서도 김치 유래 혼합 균주 2종을 이용하여 혼합

생약재의 발효를 진행하고 추출물의 대식세포 활성을 평가

하였다.

2. 김치 유산균-발효 혼합생약재 추출물의 화학적 분석
추출물의 구성분 및 구성당 분석결과는 Table 4에 나타냈

다. 비발효 혼합생약재의 경우, 중성당(RW-HW; 675.3 μg/mg 
및 RW-EtOH; 567.3 μg/mg)이 가장 높은 함량을 나타냈으며 

산성당(RW-HW; 139.5 μg/mg 및 RW-EtOH 60.2 μg/mg)과 단

백질(RW-HW; 1.9 μg/mg 및 RW-EtOH; 3.7 μg/mg)이 소량 함

유되어 있는 것으로 확인되었다. 김치 유산균-발효 혼합생약

재의 경우에도 중성당(FRW-HW; 680.8 μg/mg, FRW-EtOH; 
617.0 μg/mg), 산성당(FRW-HW; 133.8 μg/mg, FRW-EtOH; 
74.2 μg/mg) 및 단백질(FRW-HW; 1.3 μg/mg, FRW-EtOH; 5.0 

μg/mg)의 구성에서 비발효-혼합생약재와 유사한 것으로 확

인되었다. 그러나 추출물간 구성분에서는 유의적인 차이를 

나타내어 가장 높은 비율을 보인 중성당뿐만 아니라, 산성당

에서도 열수추출물이 주정추출물보다 높은 함량을 나타내었

다. 한편, 구성당 분석에서는 모든 추출물에서 glucose가 가

장 높은 함량을 나타내었으나 RW(HW 74.2와 EtOH 75.4%)
보다 FRW에서 다소 증가하였고(80.2와 87.4%), galactose는 

FRW에서 현저히 감소(RW 11.9와 17.0%; FRW 4.5와 3.9%)되
어 발효과정을 통한 전환과정을 확인할 수 있었다. 또한, 
HW에서는 galacturonic acid가 RW 4.5% 및 FRW 6.2%를 보인 

반면, 주정추출물에서는 확인되지 않아 추출물간의 차이를 

확인할 수 있었으며, arabinose(4.1~6.9%)와 mannose, rhamnose 
및 xylose 등은 비발효와 포스트바이오틱스 및 추출물간 큰 

차이없이 소량 함유됨을 알 수 있었다. 따라서 비발효-혼합생

약재 및 김치 유산균-발효 혼합생약재 추출물간의 몇 가지 중

요한 구성분과 구성당의 차이를 확인할 수 있었으며, 발효의 

여부에 따라 대식세포 자극 활성의 증진 여부를 평가하기 위

해 RAW 264.7 세포주를 이용하여 자극 활성을 비교하였다.

3. 김치유산균-발효혼합생약재추출물의대식세포활성
마우스 유래 대식세포주인 RAW 264.7 세포를 이용하여 

추출물의 대식세포 활성을 평가하였다. 대식세포 활성 인자

를 확인하기 전 MTT법을 통해 시료 처리에 따른 RAW 264.7 

Genes Primer Primer sequence (5’→3’) Accession number

iNOS
Forward GGTGAAGGGACTGAGCTGTT

NM_010927.4
Reverse ACGTTCTCCGTTCTCTTGCAG

TNF-α
Forward CCCACGTCGTAGCAAACCA

NM_013693.3
Reverse CTTTGAGATCCATGCCGTTGG

MCP-1
Forward CAGGTCCCTGTCATGCTTCT

NM_011333.3
Reverse AGTGGGGCGTTAACTGCAT

IL-6
Forward TCACAGAGGATACCACTCCC

NM_031168.2
Reverse GAATTGCCATTGCACAACTCTT

GAPDH
Forward GGGTCCCAGCTTAGGTTCATC

NM_001289726.1
Reverse CCAATACGGCCAAATCCGTTC

Table 2. Primer sequence of macrophage stimulator for qRT-PCR

Accession Description Length Start End Coverage Bit E-value Match/Total Pct. (%)
LC064899.1 Lactobacillus sakei 1,521 17 1,521 98 2,763 0 1,502/1,505 99
LC064899.1 Lactobacillus sakei 1,521 20 1,521 98 2,750 0 1,498/1,502 99
CP012009.1 Leuconostoc mesenteroides 1,818,633 377,343 375,856 0 2,743 0 1,489/1,493 99
CP012009.1 Leuconostoc mesenteroides 1,818,633 377,343 375,856 0 2,724 0 1,484/1,488 99

Table 3. 16s rRNA sequencing dataset description of lactic acid bacteria isolated from kimchi
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Fig. 1. 16s rRNA gene sequencing analysis of lactic acid bacteria isolated from kimchi.
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세포 생존율을 확인한 결과(Fig. 2A), 추출물 4종 모두 100 
μg/mL의 농도에서는 시료 무처리군 대비 80% 이상 세포 생

존율을 확인하였다. López-García 등(2014)의 연구에서 세포 

생존율이 80% 이상으로 확인되면 시료에 대한 세포 독성은 

나타나지 않는다고 판단하기 때문에 이후 대식세포 활성화 

관련 인자인 NO, TNF-α 및 MCP-1 생성능을 평가하였다. 먼
저, NO 생성 평가 결과(Fig. 2B), 양성 대조군으로 이용된 

LPS는 1 μg/mL의 농도에서 NC 대조군(8.5 μM) 대비 59.5 μM 
(7.0배 증진)의 생성능을 나타내었으나, 열수추출물인 RW-HW
와 FRW-HW는 11.7 μM 수준으로 NC 대조군 대비 통계적으

로 유의한 1.4배의 생성 증진능을 확인하였으나 비발효물보

다 포스트바이오틱스의 증진능은 보이지 않았고, 주정추출

물인 RW-EtOH 및 FRW-EtOH는 통계적으로 유의한 NO 생성

을 확인할 수 없었다. 또한, TNF-α 및 MCP-1 생성능의 경우

에서도 NC 대조군 대비 통계적으로 유의한 생성은 확인되지 

않았다. 이는 Shin 등(2021)의 선행연구에서 생약혼합재의 용

매추출물의 대식세포 자극 활성 결과, 주정 추출물에 비해 

열수추출물만이 대식세포 자극 활성을 나타내는 것과 유사

한 것을 확인할 수 있었다. 결과적으로, 주정추출물인 EtOH
는 통계적으로 유의한 대식세포 활성이 확인되지 않았으나, 
열수추출물인 HW에서는 미량의 NO 생성이 확인되어 대식

세포 활성을 증진시키기 위해 열수추출물의 에탄올 침전을 

이용하여 조다당 획분을 분획한 후 대식세포 활성에 미치는 

영향을 확인하였다.

4. 조다당 획분의 대식세포 활성
열수추출물의 주정 침전으로 분획되는 조다당 획분은 일

반적으로 단백다당이나 다당류로 구성된 고분자 획분을 포

함하는 것으로 알려져 있다(Kim 등 2010). 또한, Shin 등

(2022b)은 대식세포 활성에서 추출물로 분리된 고분자 조다

당 획분이 대식세포 활성과 함께 mitogen-activated protein 
kinase(MAPK) 및 NF-κB 관련 기전을 자극한다고 보고하였

으므로, 본 연구에서도 혼합생약재 포스트바이오틱스의 열

수추출물로부터 조다당 획분을 분획하여 대식세포 활성의 

증진여부를 평가하였다. 조다당 획분의 대식세포 활성은 500 
및 1,000 μg/mL의 농도에서 평가하였고, 세포독성 평가(Fig. 
3A)에서는 NC 대조군 대비 세포 생존율이 80% 이상으로 확

인되었다. 일반적으로 대식세포 활성은 NO와 같은 인자 이

외에 면역반응에서 필수적으로 사이토카인 및 케모카인 등

이 동반되는데, 대표적인 사이토카인으로 TNF-α 및 IL-6 등
이 있다(Jung 등 2021b). 먼저, NO 생성능 평가 결과는 Fig. 
3B에 나타내었는데, 양성 대조군으로 이용된 LPS는 NC 대
조군(2.1 μM) 대비 61.5 μM(28.6배 증진)의 생성능을 보였으

나, 열수추출물에서는 RW와 FRW간에 통계적으로 유의한 

NO 생성 증진능을 보이지는 않았다. 그러나 조다당 획분에

서는 NC 대조군 대비 RW-CP는 22.5~33.2 μM(10.5~15.4배 증

진)의 생성능을 보인 반면, 김치 유산균-발효 혼합생약재의 

조다당 획분(FRW-CP)은 31.6~40.6 μM(14.7~18.9배 증진)으
로 유의적으로 증진된 NO 생성능을 나타냈다. 또한, TNF-α

Sample
RW FRW

HW EtOH HW EtOH
Neutral sugar (μg/mg) 675.3±14.0aA1) 567.3±32.5aC 680.8±14.9aA 617.0±16.3aB

Uronic acid (μg/mg) 139.5±9.5bA 60.2±3.7bC 133.8±4.4bA 74.2±5.2bB

Protein (μg/mg) 1.9±0.3cC 3.7±0.4cB 1.3±0.4cC 5.0±0.1cA

Monosaccharide Sugar composition (mol%)
Mannose 1.8±0.5 2.6±0.1 1.5±0.0 2.2±0.0

Rhamnose 0.9±0.1 1.0±0.1 0.7±0.1 -
Glucuronic acid - - - -

Galacturonic acid 4.5±0.4 - 6.2±0.7 -
Glucose 74.2±0.3 75.4±0.9 80.2±0.5 87.4±0.0

Galactose 11.9±0.1 17.0±0.2 4.5±0.0 3.9±0.1
Xylose 0.2±0.1 - - -

Arabinose 6.5±0.2 4.1±0.9 6.9±0.2 6.5±0.1
Fucose - - - -

1) Mean±SD (n=3). Means with different capital letters in the same row and small letters in the same column are significantly different 
between groups at p<0.05 level through one-way ANOVA followed by Duncan’s multiple range test.

Table 4. Chemical properties of extracts from RW and FRW
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의 생성능(Fig. 3C)에서도 양성 대조군으로 이용된 LPS는 

NC 대조군(0.4 ng/mL) 대비 57.0 ng/mL(131.2배 증진)의 생성

능을 나타내고, 열수추출물에서는 미비한 활성을 나타낸 반

면, FRW-CP에서는 NC 대조군 대비 RW-CP에 비해 우수한 

TNF-α(8.3~16.3 ng/mL; 19.1~37.6배 증진) 생성능을 나타냈다. 
마지막으로, MCP-1의 생성능 평가 결과(Fig. 3D)에서도 FRW-CP
는 동일한 농도 범위에서 NC 대조군(29.8 pg/mL) 대비 115.5~ 
201.0 pg/mL(3.9~6.8배 증진)의 MCP-1 생성을 나타내었다. 결
론적으로 조다당 획분의 경우에는 모든 바이오 마커에서 열

수추출물과는 달리 대식세포 활성이 증진된 것을 보임으로

써, 비발효 혼합생약재(RW)보다 포스트바이오틱스인 FRW
가 대식세포 활성에서 우수한 소재임을 확인할 수 있었다. 
이러한 결과는 Kim 등(2011)이 미강에 유산균종을 이용하여 

발효한 결과, 비장세포 증식능이 증진된 것과 보리를 효소, 

효모 및 유산균을 통해 발효한 조다당 획분이 우수한 대식세

포 활성을 나타내는 결과(Kim 등 2018)와 유사한 경향을 나

타내었다. 하지만, Jang & Kim(2013)의 연구에서 김치 발효

에 관여하는 유산균이 면역조절 기능이 있음을 보고하고 있

으며, 본 결과에서 포스트바이오틱스인 FRW 조다당 획분의 

대식세포 자극 활성이 유산균 사균 추출에 의한 것인지 발효 

혼합 생약재 유래 다당류의 증진인지는 추후 분석이 필요할 

것으로 판단된다. 또한, Jeon 등(2011)의 연구에서 비발효군

에 비해 유산균 발효에 따라 생리활성이 증진된 점, 발효에 

의해 특정 성분의 조성이 변한 점들을 비롯해볼 때, 유산균

의 발효에 의해 성분의 변화 및 활성을 나타내는 것으로 추

정된다. 따라서 혼합생약재 RW는 김치 유래 유산균으로 발

효한 포스트바이오틱스의 열수추출물을 조다당 획분으로 분

획할 때 대식세포 활성이 증진되어 면역활성을 증진시키고 

(A) (B)

(C) (D)

Fig. 2. Macrophage stimulating activity of extract from kimchi-lactic acid bacteria-fermented mixed herbal medicines. 
Macrophage stimulating activity evaluates RAW 264.7 cell line as macrophage stimulating related factors produced after 
cultivating 24 hr with each extract. RAW 264.7 cell cytotoxicity (A), production of NO (B), TNF-α (C), and MCP-1 (D). 
Results are expressed as mean±S.D. of three independent test in triplicate. Different asterisks on the column indicate 
significant difference between negative control (NC) and each group by Student’s t-test. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. NC; 
only medium was used as negative control, LPS (lipopolysaccharide, 1 μg/mL); positive control, HW or EtOH; hot-water 
extract or 70% ethanol extract.
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있음을 나타냄으로써 면역 관련 포스트바이오틱스의 기능성 

소재로서의 높은 활용 가능성을 기대하게 해주었다.

5. 조다당획분의대식세포활성인자관련유전자발현량
대식세포 활성측정을 통해 김치 유산균-발효 혼합생약재 

포스트바이오틱스의 조다당 획분이 대식세포 활성인자인 

TNF-α, MCP-1 및 NO의 생성을 비발효물의 조다당 획분보다 증

진시킨 결과를 나타냈다. 따라서, 관련 유전자인 iNOS(inducible 
nitric oxide synthase), TNF-α, MCP-1 및 IL-6의 mRNA 발현량

을 qRT-PCR을 통해 분석하였다(Fig. 4). iNOS는 신경과 내피

에서 지속적으로 발현되는 eNOS나 nNOS와는 달리 사이토

카인, 산화스트레스 및 염증반응에 의해 유도되어 NO를 생

산하여 활성화된 면역세포에서 발현이 증가하는 것으로 알

려져 있다(Lee 등 2008). iNOS의 mRNA 유전자 발현량 결과

는 Fig. 4A에 나타내었는데, FRW-CP는 125~1,000 μg/mL의 

농도 범위에서 NC 대조군 대비 13.4~32.7배의 농도-의존적인 

발현량 증가를 확인할 수 있었다. 또한, TNF-α도 FRW-CP 시
료 처리 시 동일 농도 범위에서 NC 대조군 대비 1.8~3.6배의 

농도-의존적인 mRNA 발현량을 증가시켰다(Fig. 4B). 한편, 
MCP-1은 NC 대조군 대비 125 μg/mL의 농도에서는 통계적으

(A) (B)

(C) (D)

Fig. 3. Macrophage stimulating activity of crude polysaccharide from kimchi-lactic acid bacteria-fermented mixed herbal 
medicines. Macrophage stimulating activity evaluates RAW 264.7 cell line as macrophage stimulating related factors produced 
after cultivating 24 hr with each crude polysaccharide. RAW 264.7 cell cytotoxicity (A), production of NO (B), TNF-α (B), 
and MCP-1 (D). Results are expressed as mean±S.D. of three independent test in triplicate. Different asterisks on the column 
indicate significant difference between negative control (NC) and each group by Student’s t-test. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 
NC; only medium was used as negative control, LPS (lipopolysaccharide, 1 μg/mL); positive control, HW or CP; hot-water 
extract or crude polysaccharide.
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로 유의한 mRNA 발현량의 증가는 없었으나, 250~1,000 μg/mL
의 농도 범위에서는 농도-의존적으로 1.3~33.5배의 mRNA 발
현량이 증가하는 것으로 확인되었다(Fig. 4C). 마지막으로, 
IL-6는 ELISA를 통한 배양 상등액에서 유의적인 차이를 확

인하지 못했으나(data not shown), IL-6 mRNA 발현량은 동일

한 농도 범위에서 NC 대조군 대비 4.9~486.9배의 통계적으로 

유의한 유전자 발현량을 나타냈다(Fig. 4D). 따라서, 혼합생

약재 포스트바이오틱스의 조다당 획분인 FRW-CP는 대식세

포 활성인자의 유전자 발현량이 농도-의존적으로 증가하는 

것을 확인하였으므로 향후 Son 등(2022)의 연구에서 제시된 

대식세포 자극 활성 기작인 MAPK 및 NF-κB와 관련된 분자 

기전 분석을 진행하고자 한다.

6. 조다당 획분의 구성성분 및 구성당
대식세포 활성이 비발효물보다 우수하였던 김치 유산균-

발효 혼합생약재 조다당 획분(FRW-CP)의 구성분 분석결과

(Table 5), 중성당은 898.6 μg/mg을 나타냈으며, 산성당 131.3 
μg/mg 및 단백질 3.3 μg/mg으로 확인되었다. 또한, 비 발효 

조다당 획분의 수율은 이전 선행결과(Shin 등 2021)와 비교하

였을 때, 4.2%로 보고되었으나, 발효를 진행한 FRW-CP는 원

물 대비 약 1.5배 우수한 6.7%의 수율을 나타냈다. 이와 같은 

결과는 비발효 혼합생약재보다 대식세포 자극 활성 증진 및 

수율의 증가를 통해 산업적으로 활용 가능성이 높은 소재임

을 확인할 수 있었다. 앞선, 열수추출물과 비교하여 상대적

으로 조다당 획분의 중성당 함량은 증가(680.8→898.6 μg/mg)하
였으며, 산성당(133.8→131.3 μg/mg) 및 단백질(1.3→3.3 μg/mg)
은 유사한 것을 확인할 수 있었다. 또한, 구성당 분석을 통해 

glucose가 80.4%로 대부분을 차지하였으며, galacturonic acid 
(10.2%), arabinose(4.4%) 및 galactose(3.9%)로 확인되었으며 

mannose, rhamnose 및 xylose가 소량 분포하는 것으로 확인되

(A) (B)

(C) (D)

Fig. 4. Effect of FRW-CP on the iNOS (A), TNF-α (B), MCP-1 (C), and IL-6 (D) mRNA expression in RAW 264.7 
cells. RAW 264.7 cells were treated with FRW-CP at doses of 125~1,000 μg/mL for 24 h, and mRNA expression was 
quantified using qRT-PCR. Results are expressed as mean±S.D. of three independent test in triplicate. Different asterisks on 
the column indicate significant difference between negative control (NC) and each group by Student’s t-test. *p<0.05, ** p<0.01, 
***p<0.001. NC; only medium was used as negative control, LPS (lipopolysaccharide, 1 μg/mL); positive control.



김가을에․신현영․정세빈․하은지․정은진․신지영․유광원 한국식품영양학회지408

었다. 열수추출물과 glucose(80.2→80.4%)는 유사하였으나, 
galacturonic acid(6.2→10.2%)는 소량 증가하였고 arabinose 
(6.9→4.4%), galactose(4.5→3.9%) 및 mannose(1.5→0.2%)의 감

소를 확인하였다. 또한, 선행연구(Shin 등 2021)에서 비발효 

혼합생약재인 RW-CP가 glucose 59.2% 및 galacturonic acid 
29.5%와 함께 arabinose 5.0%와 galactose가 4.5% 함유된 결과

와 비교할 때, FRW-CP는 glucose가 현저히 증가하면서 galac-
turonic acid는 감소하여 발효과정으로 대식세포 활성 다당류

가 생성 또는 전환된 것으로 추정할 수 있었다. 이전 연구에

서, 유산균을 포함한 다양한 미생물의 발효를 통한 생물학적 

전환기법을 통해 새로운 다당류를 보고하고 있으며(van den 
Berg 등 1995), 향후 ion-exchange column chromatography와 

size-exclusion을 통해 분리․정제한 후 비발효 혼합생약재와 

발효-생약혼합재의 구성당과 methylation analysis를 통해 결

합양식을 밝히고자 한다.

요약 및 결론

혼합생약재의 이용 가능성과 대식세포 활성을 증진시키

기 위해 김치에서 분리된 유산균을 이용하여 김치 유산균-발
효 혼합생약제를 조제하였다. 16s rRNA 염기서열 분석결과, 
김치에서 분리된 유산균은 Lactobacillus sakei 및 Leuconostoc 
mesenteroides로 확인되었으며, 혼합 균주 2종을 이용하여 혼

합생약재에 배양하였다. 혼합 균주를 통한 배양 후 각각 열

수추출 및 주정추출을 진행하고 구성성분 및 대식세포 자극 

활성을 평가하였다. 대식세포 활성을 비교한 결과, 열수 추

출물이 통계적으로 유의한 NO 생성을 나타냈으나, TNF-α 및 

MCP-1은 유의한 차이를 나타내지 않았다. 구성성분 분석결

과, 추출물 4종은 중성당을 가장 높은 비율로 함유했으며 열

수추출의 경우 주정추출에 비해 높은 산성당 함량을 가지고 

있었다. 또한, 모든 추출물의 주요 구성당은 glucose로 확인

되었으나, 발효 후 glucose의 증가와 galactose의 현저한 감소

를 확인할 수 있었다. 또한, 대식세포 활성을 증진시키고자 

조다당 획분을 조제한 후 조다당 획분의 대식세포 활성 분석

결과, 혼합생약재 포스트바이오틱스가 비발효 혼합생약재에 

비해 우수한 대식세포 자극 활성을 나타냈다. 대식세포 활성 

인자를 mRNA 수준에서 분석한 결과, 125~1,000 μg/mL의 농

도 범위에서 iNOS, TNF-α, MCP-1 및 IL-6의 mRNA 유전자 

발현량이 농도-의존적으로 증가하였다. 한편, 우수한 대식세

포 활성을 나타낸 FRW-CP는 비발효 혼합생약재의 RW-CP
보다 glucose가 현저히 증가하면서 galacturonic acid는 감소하

여, 발효과정을 통해 대식세포 활성 다당류가 생성되어 기능

성소재로서의 김치 유산균-발효 혼합생약재 포스트바이오틱

스의 산업적인 활용가능성을 제시하였다.
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