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            초록
          
        

        
          This study examined the antioxidant and anti-inflammatory activities and the effects on cell viability of 80% ethanol extracts of cep mushroom (Boletus edulis), extracted using two different methods, stirring and ultrasound. Total phenolic and flavonoid contents and DPPH radical scavenging activities increased with increasing concentrations of the extracts. Total phenolic contents showed no significant difference between the extraction methods, but flavonoid contents of the extracts were higher in the extracts obtained by stirring. Conversely, the DPPH radical scavenging activities were higher in the ultrasound extracts. A dose-dependent reduciton in Cox-2 protein expression was determined in cells exposed to the ultrasound extracts, implying higher anti-inflammatory activity. Cell viabilities of Raw 264.7 macrophage cells treated with the extracts were obtained in the range of 82∼102% up to 400 μg/mL. However, the cell viability reduced to less than 70% after treatment with 800 μg/mL extracts. The cell viability results were similar for both extraction methods. Taken together, our results indicate that cep mushrooms possess these health-promoting effects and a suitable extraction method can be chosen to promote the physiological activity of cep mushrooms.
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      서 론
      식생활이 서구화됨에 따라 나타나는 고지혈증, 고혈압, 당뇨병과 같은 생활습관병을 예방하기 위한 다양한 기능성 식품에 대한 소비가 늘고 있는데, 그 중 하나가 버섯이다. 버섯의 소비량은 2015년 464톤에서 2019년 985톤으로 2배 가까이 증가하였고, 2018년에 수입산 버섯의 소비량은 전체소비량의 14% 정도를 차지했다(KOSIS 2019). 식용버섯은 특유의 향과 맛을 가지며 높은 영양가에 비해 낮은 에너지 함량을 가진 우수한 식재료로 세계적으로 널리 이용되고 있고, 대부분 버섯의 자실체를 식용하며 땅 속 부분인 균사체는 버려진다(Falandysz J 2022). 식용이 가능한 버섯 중에서 혈행 개선 효과를 나타내는 영지버섯, 면역기능 개선 효과를 나타내는 상황버섯, 배변활동을 원활하게 하는 효과를 나타내는 목이버섯 식이섬유 등이 고시형 기능성 식품으로 인정받았다(KFDA 2021). 느타리버섯, 표고버섯 등도 항산화 효과 등 다양한 기능성에 대한 연구가 활발히 이루어지고 있다. 표고버섯 균사체의 면역증진 효과(Kang SJ 등 2022), 항염증 효과(Song CY 등 2022) 등이 보고되었으며, 느타리 버섯의 경우에도 항산화 활성(Park SH 등 2020), 혈당 상승 억제 효과(Bae SM 등 2016), 항암 활성(Choi HY & Ryu HS 2015) 등이 보고되었다. 또한 이러한 기능성을 가진 버섯을 첨가한 새로운 식품의 개발이 활발히 이루어지고 있는데, 분말이나 추출물의 형태로 표고버섯을 첨가한 양갱(Yun SW 등 2020), 파운드케이크(Lee KH 등 2021), 머핀(Kong CS 등 2019) 등이 보고되었다.

      그물버섯(Boletus edulis)은 cep, porcini, penny bun 등의 이름으로 알려져 있으며, 외국에서는 잘 알려진 식용버섯으로(Tan Y 등 2022) 그물버섯의 자실체는 빵(bun) 모양의 갈색 머리와 연한 노란색(pale yellow) 대로 구성되어 있다. 그물버섯은 단백질, 불포화지방산, 무기질뿐만 아니라, 토코페롤 및 아스코르브산과 같은 비타민도 풍부하다(Song S 등 2023). 그물버섯이라는 이름을 가진 다양한 버섯이 알려져 있고, 국내에는 황소비단 그물버섯(Suillus bovinus)(Park YW 등 2020), 암갈색그물버섯(Boletus umbriniporus)(Lee YJ 등 2015), 젖비단 그물버섯(Suillus granulatus)(Kang HC 등 2001)의 생태 환경, 인공 재배 환경, 화학적 구성성분 등에 대한 연구가 보고되었으며, 기능성 연구로는 야생 버섯인 제주쓴맛 그물버섯(Tylopilus neofelleus) 메탄올 추출물이 147.2%의 높은 세포생존율을 보이고 NO 저해 효과를 보여 다른 야생 버섯에 비해 우수한 항염 효과를 보인 연구 결과(Noh HJ 등 2011)가 보고되었다.

      그물버섯에 대한 연구로는 시중에서 구입한 그물버섯을 포함한 다양한 식용버섯의 메탄올 추출물에 대하여 기능성을 조사한 연구가 보고되었는데, 그물버섯의 DPPH 라디칼 소거 활성이 동충하초, 영지버섯 등 약용버섯에 비해서는 낮은 활성을 나타내었으나, 목이버섯, 느타리버섯에 비해서는 높은 소거 활성을 나타내었고, 인간 유래의 histiocytic leukemia에 대한 세포증식 억제 효과도 동충하초, 영지버섯에 비해 낮았으나, 목이버섯, 느타리버섯에 비하여 높게 나타나(Kim HJ 등 2005) 기능성을 가진 버섯의 가능성을 나타내었다.

      식품의 기능성 향상을 위해 용매 추출과정에서 초음파를 적용한 연구가 보고되었는데, 초음파를 적용한 추출은 물질 이동 비율(mass transfer rate)과 수율을 증진시키며(Rokhina EV 등 2009), 세포벽의 파괴와 입자 크기를 감소시키는 효과를 통해 물질의 이동을 촉진할 수 있다(Shirsath SR 등 2012). 인도먹구슬나무(neem) 잎으로부터 페놀화합물 추출 시 초음파 추출이 교반 추출에 비해 더 높은 수율을 보였으며(Shewale SP 등 2022), 사과 껍질에서도 초음파 적용에 의해 플라보노이드 추출이 향상되었다고 보고되었다(Park NY 등 2022).

      본 연구에서는 아직 국내에서 활발히 이용되고 있지 않은 그물버섯의 기능성에 대하여 알아보고, 추출 효과를 높이기 위해 초음파를 적용하여 추출 방법에 따른 차이를 확인하고자 한다. 식품 추출액의 수율을 높이기 위해 초음파 추출 방법은 다양한 식물성 식품에 적용되고 있는데(Park NY 등 2022), 그물버섯에 대한 연구는 매우 미흡한 실정이다. 이에 교반과 초음파를 각각 적용하여 그물버섯을 추출하고, 항산화와 항염 효과 및 세포독성 등이 추출 방법에 의해 영향을 받는지를 조사하여 더 우수한 효과를 나타내는 추출 방법을 조사하고자 하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 그물버섯 추출액 제조
        그물버섯은 건조 상태로 프랑스에서 수입된 제품(Borde, France)을 시중에서 구입하고 분말화하여 사용하였다. 80% ethanol 추출물이 물 추출물에 비해 높은 페놀화합물, 플라보노이드 함량과 항산화 효과를 나타내었다는 보고에 따라(Kim HJ 등 2015) 그물버섯 분말을 80% ethanol을 추출 용매로 하여 2가지 방법으로 추출하였다. 300 rpm에서 30분간 교반한 후 여과하여 여과액을 수집하는 과정을 3번 반복하여 교반 추출액을 준비하였고, 40 KHz 초음파기(DH.WUC. A03H, Daihan Scientific Co., Wonju, Korea)에서 15분간 처리한 후 여과하여 수집하는 과정을 3번 반복하여 초음파 추출액을 준비하였다. 추출액의 농도는 100 mg/mL로 맞추어 —20℃에서 보관하면서 생리활성 분석에 사용하였다.

      

      
        2. 세포 배양
        세포를 이용하는 실험은 Raw 264.7 대식세포를 한국세포주은행(Korean Cell Line Bank, Seoul, Korea)에서 구입하여 사용하였다. 세포는 10% heat inactivated fetal bovine serum과 1% penicillin-streptomycin 용액, Dulbecco’s modified eagle 배지를 사용하여 37℃로 유지된 5% CO2 incubator에서 배양하였다. 배양용 플라스크에서 Raw 264.7 세포를 배양하고, 약 80% 이상 밀집하면 부착된 세포를 떼어낸 후 실험에 사용하였다.

      

      
        3. 총 페놀 함량 측정
        교반 추출 또는 초음파 추출로 준비된 그물버섯 추출액을 각각 1/2로 희석한 후 원액과 1/2 희석액에 대하여 총 페놀 함량을 측정하였다. 각 추출액의 총 페놀 함량은 Folin-Ciocalteu 방법을 변형하여 측정하였다(Kim HJ 등 2015). 추출액 0.1 mL를 2% Na2CO3 용액 10 mL와 충분히 혼합하고, 2분 후 50% Folin-Ciocalteu's 시약 0.1 mL를 추가하여 잘 섞어준 후 상온에서 30분 반응시킨 후 750 nm에서 흡광도를 측정하였다. 항산화, 항암 등 우수한 기능성을 가지 페놀화합물인 Ferulic acid(Tuli HS 등 2022)를 표준물질로 사용하여 μg Ferulic Acid Equivalent(FAE)/mL로 표시하였다.

      

      
        4. 플라보노이드 함량 측정
        그물버섯 추출액과 1/2로 희석한 추출액에 대하여 플라보노이드 함량을 측정하였다. 플라보노이드 함량은 그물버섯 추출액 0.2 mL를 diethylene glycol 2 mL, 1 N NaOH 0.2 mL와 잘 섞어 37℃의 water bath(B-491, Buchi labortechnik AG, Switzerland)에서 1시간 동안 반응을 진행시킨 후, 420 nm에서 흡광도를 측정하였다(NFRI 1990). 표준물질로 quercetin을 사용하여 μg QE/mL로 나타내었다.

      

      
        5. DPPH 라디칼 소거 활성
        그물버섯 추출액의 항산화 활성은 Blois MS(1958)의 방법을 변형한 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl(DPPH) 라디칼 소거 활성법을 이용하여 측정하였다. 흡광도가 표준 검량 곡선의 범위에 포함되도록 추출액을 1/10, 1/20로 희석하여 실험하였다. 각 추출액 0.5 mL에 0.4 mM DPPH 용액 5 mL를 가하여 30분간 암실에 방치한 다음 517 nm에서 흡광도를 측정하였다. Trolox((±)-6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchromane–2-carboxylic acid)를 표준 물질로 사용하여 μg Trolox Equivalent Antioxidant Capacity(TEAC)/mL로 표시하였다.

      

      
        6. 항염증 활성
        함염증 활성은 western blot으로 cyclooxygenase(Cox)-2의 활성을 측정하였다. Raw 264.7 대식세포를 6-well plate에서 16시간 동안 배양하고 그물버섯 추출물을 농도별(100, 200 μg/mL)로 희석한 후 세포를 각 추출물로 처리하였다. 24시간 후 LPS를 1 μg/mL 농도로 24시간 처리해준 후 PBS로 2번 세척해 주었다. Protease inhibitor(Roche, Mannheim, Germany)와 phosphatase inhibitor(Roche, Mannheim, Germany)가 포함된 lysis buffer(Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA)로 세포를 용해한 후 원심분리하여 단백질을 분리하였다. Bradford reagent를 사용하여 단백질을 정량한 후 30 μg의 단백질을 10% polyacrylamide gel에서 SDS-PAGE로 전기영동하였다. 분리된 단백질은 PVDF(polyvinylidene difluoride) membrane을 통해 5% skim milk를 첨가한 TBS(0.05% tween 20)에 옮겨 상온에서 1시간 동안 방치하였다. Cox-2의 발현량 확인을 위해 1차 항체로 anti-rabbit Cox-2(Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA)를 1/1,000로 희석하여 4℃에서 12시간 반응한 후 tris buffered saline Tween-20(TBS-T)으로 5분간 3회 세척하였다. 2차 항체는 horseradish peroxidase가 결합된 anti-rabbit IgG(Cell Signaling Technology)를 1/2,000로 희석하여 상온에서 1시간 반응시킨 뒤 TBS-T로 5분간 3회 세척하였다. 이후 membrane에 Ez WestLumi-plus(ATTO, Tokyo, Japan)를 처리하여 Chemi-doc(LuminoGraphⅡ, ATTO Co., Tokyo, Japan)을 사용해 단백질을 가시화하고, CS Analyzer 4(ATTO Co.)로 Cox-2와 β-actin 단백질 밴드를 정량하였다. Cox-2 단백질량은 β-actin 단백질량에 대한 백분율(%)로 나타내었다.

      

      
        7. 세포 생존율
        그물버섯의 세포 생존율에 대한 영향을 알아보기 위하여 WST assay를 이용하였다. Raw 264.7 대식세포를 2×105 cells/mL의 농도로 96 well plate에 100 μL씩 분주하여 37℃로 유지된 5% CO2 incubator에서 16시간 배양하였다. 추출액을 0.25 μm 필터로 여과시키고, 농도별(0, 100, 200, 400, 800 μg/mL)로 희석하여 세포에 추출액을 처리하였다. Raw 264.7 대식세포 생존율은 EZ-Cytox 키트를 이용하여 측정하였다. 24시간 동안 농도별로 추출물 처리한 세포에 LPS 1 μg/mL를 넣고 24시간 후, EZ-Cytox 키트의 manual에 따라 용액을 첨가하고, 3시간 배양 후에 450 nm에서 흡광도를 측정하였다. 세포 생존율은 그물버섯 추출액을 처리하지 않은 세포군(대조군)과 추출액 처리군의 비율을 백분율로 계산하였다.

      

      
        8. 통계 처리
        모든 실험 결과는 2회 이상 반복하여 그 값을 평균±표준편차로 표시하였으며, SPSS 26.0(IBM Corp., Armonk, NY, USA)을 이용하여 ANOVA로 분석한 뒤 p<0.05 수준에서 Duncan’s multiple range test로 차이를 검증하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 총 페놀 함량 측정
        그물버섯을 교반과 초음파를 각각 적용하여 80% ethanol로 추출하여 측정한 총 페놀 함량은 Fig. 1과 같다. 총 페놀함량은 추출액의 농도가 증가함에 따라 교반과 초음파 추출 모두 증가하는 경향을 보였다. 교반 추출액은 100 mg/mL 농도에서 125.70 μg FAE/mL의 총 페놀 함량을 나타내었고, 초음파 방법은 같은 농도에서 102.37 μg FAE/mL를 나타내어 수치상으로 교반 방법이 초음파 방법에 비해 높은 총 페놀함량을 나타내었으나, 추출 방법에 따른 유의적인 차이는 나타나지 않았다(p>0.05). 페놀화합물은 식물성 식품에 포함되어 있는 대표적인 기능성 성분으로 항산화 효과뿐만 아니라, 당뇨병, 고혈압 등 심혈관 질환 등에 대해 유익한 효과를 나타내는 것으로 알려져 있다(Park HJ 등 2012). 식용 버섯에도 다양한 페놀 화합물이 포함되어 있다고 보고되었는데, 그물버섯에서도 양의 차이는 있으나 25가지 이상의 페놀 화합물이 존재한다고 알려졌다(Tan Y 등 2022). 루마니아에서 채취된 그물버섯 연구에서 4-hydroxybenzoic acid, cinnamic acid 등이 가장 많은 양을 차지하는 페놀 화합물로 보고되었으며(Fogarasi M 등 2018), 프랑스에서 채취된 그물버섯에서는 4-hydroxybenzoic acid, cinnamic acid, protocatechuic acid 등이 보고되었고 총 페놀화합물 함량은 28.56 mg GAE/g extract라고 보고하였다(Heleno SA 등 2011). 추출 용매나 추출 방법에 따라서 이러한 페놀화합물의 추출 수율이 영향을 받을 수 있는데, 그물버섯의 페놀화합물은 메탄올(18.96 mg gallic acid/g extract)이나 열수(17.22 mg gallic acid/g extract)에 의한 추출보다 에탄올에 의한 추출이 21.32 mg gallic acid/g extract로 더 높은 추출 수율을 나타내었다(Vamanu E & Nita S 2013). 추출 방법에서는 비비추속(genus Hosta)의 페놀화합물 추출 시 ultrasound와 reflux 추출 방법 사이에 유의적 차이가 없다고 보고되어(He J 등 2020) 본 연구 결과와 유사하였다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Total phenolic contents of 80% ethanol extracts of cep mushrooms (Boletus edulis) extracted with stirring or ultrasound.
            Values were expressed in mean±S.D. and they with a same letter are not significantly different by Duncan’s multiple range test at p<0.05.

          
          

          

        

      

      
        2. 플라보노이드 함량 측정
        그물버섯 80% ethanol 추출액의 플라보노이드 함량은 Fig. 2와 같다. 플라보노이드는 flavones, isoflavones 등의 화합물을 포함하는 페놀화합물의 속하는 물질로(Pandey KB & Rizvi SI 2009) 총 페놀 함량과 마찬가지로 농도 증가에 따라 유의적으로 증가하였다(p<0.05). 플라보노이드도 항산화 효과뿐만 아니라, 항균, 항염, 면역증강 등의 효과가 있다고 알려져 있으며(Rice-Evans CA 등 1995; Park SY 등 2012), 식물체의 대표적인 색소화합물로 당과 결합한 배당체가 주 형태이다(Tsao R 2010). 총 페놀 함량의 경우, 추출 방법에 따른 유의적인 차이가 나타나지 않았으나(p>0.05), 플라보노이드 함량은 두 농도 모두 교반 추출에서 유의적으로 더 높은 값을 나타내었다(p<0.05). 교반 추출액은 100 mg/mL 농도에서 39.31 μg QE/mL, 초음파 추출액은 33.43 μg QE/mL의 플라보노이드 농도를 나타내었다. 루마니아에서 채취된 그물버섯에서 catechin, gallocatechin이 주요 플라보노이드로 보고되었으며(Fogarasi M 등 2018), 플라보노이드에 속하는 안토시아닌 함량이 에탄올을 추출 용매로 사용 시 16.99 mg/100 g으로 메탄올(11.98 mg/100 g), 열수(10.49 mg/100 g)에 비해 높게 나타났다(Vamanu E & Nita S 2013). Myricetin, rutium quercetin도 그물버섯에 존재하는 플라보노이드이다(Tan Y 등 2022). 추출 방법의 적용에 있어서는 시료에 따른 결과 차이를 보였는데, 비비추속(genus Hosta)의 플라보노이드 추출 수율는 ultrasound와 reflux 추출 방법 사이에 유의적 차이가 없었고(He J 등 2020), 70% 에탄올로 땅콩 껍질에서 플라보노이드를 추출 시 초음파를 적용하여 추출하였을 때 Soxhlet 또는 heat reflux를 적용한 추출보다 플라보노이드의 함량이 증가하였다(Liao J 등 2021). 본 연구에서 그물버섯은 교반 추출법이 초음파 추출법보다 높은 플라보노이드 함량을 보여 그물버섯의 플라보노이드는 교반 추출법에 의해 더 효과적으로 추출될 수 있음을 보여준다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Flavonoid contents of 80% ethanol extracts of cep mushrooms (Boletus edulis) extracted with stirring or ultrasound.
            Values were expressed in mean±S.D. and they with a same letter are not significantly different by Duncan’s multiple range test at p<0.05.

          
          

          

        

      

      
        3. DPPH 라디칼 소거 활성
        그물버섯 80% 에탄올 추출액의 DPPH 라디칼 소거 활성은 Fig. 3과 같다. 그물버섯 추출액의 라디칼 소거 활성도 총페놀 및 플라본이드 함량과 마찬가지로 농도에 따라 증가하는 경향을 나타내었다. DPPH 라디칼 소거 활성은 항산화 효과를 가진 물질이 DPPH 라디칼에 전자를 공여하여 환원시키는 능력을 측정하는 방법으로(Park HJ & Lee KY 2013) 그물버섯 추출액이 전자 공여 기작을 통해 항산화 효과를 나타낼 수 있음을 알 수 있다. 추출 방법에 따라서는 플라보노이드 함량과 달리 초음파 추출액이 25 mg/mL 농도에서 289.83 μg TEAC/mL, 교반 추출액이 245.03 μg TEAC/mL의 DPPH 라디칼 소거 활성을 나타내어 초음파 추출액이 유의적으로 더 높게 나타났다(p<0.05). 추출액 10 mg/mL 농도에서도 초음파 추출액의 라디칼 소거 활성이 더 높게 나타났다(p<0.05). 라디칼 소거활성을 나타내는 대표적인 물질은 플라보노이드를 포함하는 페놀화합물로 그물버섯의 경우 catechin, gallocatechin, myricetin, rutium quercetin 등의 플라보노이드(Fogarasi M 등 2018; Tan Y 등 2022)와 4-hydroxybenzoic acid, cinnamic acid, protocatechuic acid 등의 페놀화합물(Fogarasi M 등 2018; Heleno SA 등 2011)이 소거활성을 나타내는 것으로 보인다. 그러나 총 페놀이나 플라보노이드 함량 결과와 달리 초음파 추출액의 라디칼 소거 활성이 더 높게 나타난 결과는 그물버섯 추출액의 항산화 효과를 나타내는 성분으로 페놀화합물 외에 다른 물질이 존재함을 의미한다. 그물버섯의 경우, tocopherol, 비타민 C, polysaccharides의 함량이 높은데(Tan Y 등 2022), tocopherol과 비타민 C는 항산화 활성을 가진 비타민이며(Rhi JW & Shin HS 1996), 그물버섯에 존재하는 polysaccharides에 대한 황산화 활성도 보고되었다. 그물버섯으로부터 열수 추출한 polysaccharides의 농도가 증가할수록 superoxide 라디칼 소거 활성, 금속 chelating 활성 등이 증가하여(Zhang A 등 2011) 항산화 효과가 있음을 알 수 있다. 본 연구 결과에서 초음파 추출이 플라보노이드를 포함한 페놀 화합물과 polysaccharides 등 항산화물질의 추출로 인해 더 높은 라디칼 소거능을 나타낸 것으로 사료된다.
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            DPPH radical scavenging activities of 80% ethanol extracts of cep mushrooms (Boletus edulis) extracted with stirring or ultrasound.
            Values were expressed in mean±S.D. and they with a same letter are not significantly different by Duncan’s multiple range test at p<0.05.

          
          

          

        

      

      
        4. 항염증 활성
        LPS를 처리하여 염증을 유도한 Raw 264.7 세포의 Cox-2 단백질의 발현 정도를 조사하여 그물버섯 80% 에탄올 추출액의 항염증 효과를 알아보고, 그 결과를 Fig. 4에 나타내었다. LPS는 그람음성균 세포막에 존재하는 물질로 염증 과정에서 Cox-2 단백질의 발현을 유도한다(Guzik TJ 등 2003). Cox-2는 염증 과정에서 자극이 주어지면 prostaglandin E2의 생성을 촉진하는 효소로 작용하므로 Cox-2 단백질의 발현 정도는 항염증 효과를 측정하는 지표로 사용된다(de Souza G 등 2021). Raw 264.7 세포에서 발현된 Cox-2 단백질을 western-blot으로 분리하여 정량한 결과, LPS를 처리하지 않은 세포에서는 발현되지 않았으며, 200 μg/mL 초음파 추출액에서 발현이 현저히 저하되었음이 관찰되었다(Fig. 4A). 발현된 Cox-2 단백질을 β–actin에 대한 %로 나타낸 결과, 교반 추출액은 100 μg/mL와 200 μg/mL 농도에서 유의적인 차이를 나타내지 않았으나(p<0.05), 초음파 추출액은 각각의 농도에서 94%, 62%를 나타내어 농도 증가에 따라 Cox-2 단백질의 발현이 감소하였다(p>0.05) (Fig. 4B). Cox-2 단백질의 발현 감소는 염증의 감소를 의미하므로 초음파 추출액의 경우 농도 증가에 따라 항염증 효과가 증가함을 보여준다. 따라서 교반 추출액에 비해 초음파 추출액의 항염증 효과가 더 높음을 보여준다.
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            Cox-2 protein expression of Raw 264.7 macrophage cells treated with two different concentrations of 80% ethanol extracts of cep mushrooms (Boletus edulis) extracted with stirring or ultrasound.
            Values were expressed in mean±S.D. and they with a same letter are not significantly different by Duncan’s multiple range test at p<0.05.

          
          

          

        

        Cox-2는 항염증 효과를 측정하기 위한 지표인자로 잘 알려져 있으나, 최근 연구에서 Cox-2의 overexpression이 림프 노드의 전이(lymph node metastases) 및 초기 암과도 관련성이 보고되었다(Triki M 등 2020). 따라서 Cox-2 단백질 발현 억제 효과는 항염증 효과뿐만 아니라, 항암 효과에 대한 가능성까지 제시하고 있다. 그물 버섯의 초음파 추출액은 농도 증가에 저해 효과의 증가를 보여 주어 그물버섯이 항염증 효과를 가지고 있음을 보여주었고, 항암 효과에 대한 가능성도 기대할 수 있을 것이다.

      

      
        5. 세포 생존율
        그물버섯 80% 에탄올 추출액 처리 시 Raw 264.7 대식세포의 생존율은 Fig. 5와 같다. 그물버섯 추출액을 100∼800 μg/mL의 농도 범위로 처리하였을 때 2가지 추출액 모두 200 μg/mL까지는 증가하고, 이후 감소하는 경향을 나타내었다. 가장 높은 생존율은 200 μg/mL에서 교반 추출물은 99.33%, 초음파 추출물은 102.92%로 나타났으나, 100, 200, 400 μg/mL에서 유의적인 차이는 나타나지 않았고(p>0.05), 2가지 추출 방법 모두 200, 400 μg/mL에 비해 800 μg/mL 처리 시 유의적으로 감소하였다(p<0.05). 이 중 100 μg/mL 초음파 추출물을 제외하고는 86% 이상의 생존율을 나타내었는데, 세포생존율이 85% 이상인 경우 세포 독성을 가지지 않는 것으로 판정되므로(Sandoval-Sicairos ES 등 2021) 본 실험 결과 그물버섯 추출액이 세포의 생존율을 유지하거나 높이는 효과를 가지나, 높은 농도에서는 오히려 독성을 나타낼 수 있음을 보여준다. 추출 방법에 따라서는 교반과 초음파 추출 사이에 유의적인 차이는 없었다(p>0.05). 그물버섯은 H2O2 처리된 Chinese Hamster V79 세포에 대해 동충하초에 비해서는 낮으나 영지버섯과 유사한 수준의 세포 생존율을 나타내었다(Kim HJ 등 2005). 이러한 연구 결과는 그물버섯이 적절한 농도의 그물버섯 처리 시 세포생존율을 높임을 보여준다. 대식세포는 면역 체계에서 체내로 침입하는 병원균을 막아주는 1차 방어선으로 작용하므로(Mun SK 등 2020) 대식세포의 세포 생존율 증가는 면역 기능의 향상으로 이어질 수 있다. 그러나 너무 많은 대식세포의 발현은 NO, prostaglandin E2, cytokine과 같은 염증 물질의 과다 생성으로 uncontrolled inflammation이 될 수 있다(Lim EH 등 2022). 본 연구 결과는 추출방법에 따른 유의적인 차이는 없었으나 그물버섯 추출액이 대식세포에 대해 세포 독성을 나타내지 않고, 대식세포의 활성을 유지할 수 있고, 더 나아가 면역기능에 도움을 줄 수 있음을 보여주었다.

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Cell viability of Raw 264.7 macrophage cells treated with various concentrations of 80% ethanol extracts of cep mushrooms (Boletus edulis) extracted with stirring or ultrasound.
            All values were expressed in mean±S.D. and they with a same letter are not significantly different by Duncan’s multiple range test at p<0.05.

          
          

          

        

      

    

    

  
    
      요 약
      본 연구는 80% ethanol을 용매로 하여 교반 추출과 초음파 추출의 2가지 방법을 적용한 그물버섯 추출액의 항산화와 항염 효과 및 세포생존율을 측정하여 기능성 식품으로서의 가능성을 확인하고, 추출 방법에 따른 기능성의 차이를 알아보고자 하였다. 총 페놀, 플라보노이드 함량과 DPPH 라디칼 소거 활성은 그물버섯의 농도가 증가함에 따라 증가하는 경향을 나타내었다. 추출 방법에 따라서는 총 페놀 함량은 유의적인 차이를 나타내지 않았으나, 플라보노이드 함량은 초음파 추출에 비해 교반 추출을 적용한 그물버섯 추출물이 높게 나타났고, DPPH 라디칼 소거 활성은 초음파 추출에 의한 추출물의 소거능이 더 높게 나타났다. 항염증 지표인 Cox-2 단백질은 세포에 처리한 초음파 추출액의 농도가 증가할수록 발현이 감소되어 그물버섯이 항염증 효과를 가짐을 나타내었다. 세포생존율은 그물버섯 추출액을 100∼800 μg/mL의 농도 범위로 처리하였을 때 교반과 초음파 추출액 모두 400 μg/mL까지 생존율이 유지되었고, 이후 감소하는 경향을 나타내어 해당 농도까지는 그물버섯 추출물이 세포 독성을 나타내지 않고 세포 활성을 유지하였다. 교반 추출액과 초음파 추출액 모두 항산화, 항염, 세포생존율 증진 효과를 나타내는 것으로 나타났으나 교반 추출액이 더 높은 플라보노이드 함량을 보였고, 초음파 추출액이 더 높은 DPPH 라디칼 소거 활성과 항염증 효과을 나타내어 추출 방법에 따라 기능성에 차이가 나타남을 알 수 있었다. 따라서 그물버섯의 기능성을 확인하였을 뿐만 아니라, 그물버섯의 목적하는 효과에 따라 추출방법을 선택하기 위한 자료로 활용될 수 있을 것이다.
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