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            초록
          
        

        
          This study was carried out to investigate the antimicrobial and anti-inflammatory activities of ethanol extract from Glycyrrhizae radix (GR) and ethanol extract from Glycyrrhizae radix cultured with Paecilomyces japonica mycelium (GRPM). Antimicrobial activity was measured by paper disc diffusion assay and minimum inhibitory concentration (MIC). Anti-inflammatory activity was evaluated by measurement of NO production in LPS-stimulated RAW264.7 cells. For the results of the paper disc diffusion assay, GRPM showed high antimicrobial activities against Bacillus cereus, Listeria monocytogenes, and Staphylococcus aureus. In addition, the MIC of GRPM (100 ppm) was lower than that of GR (200 ppm) against L. monocytogenes. When the morphology of L. monocytogenes treated with GRPM was observed using a FE-SEM, the surface of cells treated with GRPM were damaged, and some parts of the cell wall were destroyed. The inhibitory effect on NO production in LPS-stimulated RAW264.7 cells was significantly increased by GRPM treatment. In conclusion, GRPM is superior to GR in terms of antimicrobial and anti-inflammatory activities.

        

      

      
        Keywords: 
Glycyrrhizae radix, Paecilomyces japonica mycelium, antimicrobial activity, anti-inflammatory activity

      

    

    

  
    
      서 론
      버섯은 진균류이며 자실체를 가지는 고등균류로서, 당류, 단백질, 비타민, 무기질 등 영양소가 풍부하고 다양한 생리활성 물질을 생산하여 예로부터 식용 및 약용으로 널리 이용되어 왔다. 버섯은 또한 특유의 맛, 향 및 물성을 가지는 동시에 저칼로리 식품으로 알려져 꾸준히 소비되고 있다(Nho WN 2009). 일반적으로 버섯이 가지는 약리적 효과에는 항균, 항염증, 항바이러스, 항종양, 혈압 및 혈당 강하, 콜레스테롤 저하 작용 등이 있으며(Wasser SP & Weis AL 1999), 약리작용이 강한 대표적인 버섯으로는 상황(Phellinus linteus), 표고(Lentinula edodes), 영지(Ganoderma lucidum), 동충하초(Codyceps militaris) 등이 있다(Das SK 등 2010; Smith JE 등 2002; Wasser SP 2002). 버섯류의 유용한 생리활성 물질은 자실체뿐만 아니라, 균사체, 포자, 배양액에도 존재하는 것으로 알려져(Shin YK 등 2008) 균사체의 기능성에 대한 연구가 주목을 받고 있다. 균사체는 배양되는 동안 천연물에 함유된 성분을 다양한 기능성을 갖는 물질로 전환하여 본래 천연물이 가진 생리활성을 더욱 높일 수 있다(Ryu JS 2012).

      동충하초는 자낭균류 맥각균목 동충하초과에 속하는 일종의 약용버섯으로, 대표적인 동충하초속에는 Cordyceps속, Paecilomyces속, Torrubiella속 등이 있으며, 이들의 항산화 및 항종양 효과(Reis FS 등 2013), 혈당 강하효과(Lee YA 등 2001), 항균효과(Lee KM 등 2008), 신장 및 간 보호 기능(Jo WJ 등 2008; Wang Y 등 2010) 등이 보고되었다. 그러나 그동안 동충하초와 관련된 연구는 대부분 번데기 동충하초(Cordyceps militaris)에 대한 연구들이 많으며, 눈꽃동충하초(Paecilomyces japonica)에 관련된 연구는 미미하고, 더욱이 눈꽃동충하초 균사체의 고체배양에 관한 연구는 매우 부족한 실정이다.

      한편, 감초(Licorice, Glycyrrhizae radix)는 콩과에 속하는 다년생 초본 식물로, 항산화, 항염증, 항바이러스 등 다양한 약리적 활성을 가지고 있어(Matsui S 등 2004; Sohn EJ 등 2003; Wolkerstorfer A 등 2009) 약용으로 많이 사용되어 왔다. 특히 감초의 liquiritigenin 성분은 항균 활성이 높고, 냉장온도에서 증식 가능한 저온성균인 Listeria monocytogenes에 대하여 항균 활성을 나타내는 것으로 보고되었으며(Ahn EY 등 1998), 항염증 효과도 가지고 있는 것으로 알려져 있다(Matsui S 등 2004). 그러나 아직까지 감초와 눈꽃동충하초 균사체가 함께 배양될 때 배양물의 생리활성에 대한 연구가 수행되어 있지 않아, 본 연구에서는 한약재로 널리 이용되고 있는 감초에 눈꽃동충하초 균사체를 고체배양하고, 이들 배양 추출물의 항균 활성과 항염증 활성에 대하여 살펴보았다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험 재료
        본 실험에 사용한 감초는 대구광역시 약령 시장에서 구입하였으며, 눈꽃동충하초 균사체는 산림청 국립산림과학원에서 분양받았다. 미생물 균주는 한국미생물보존센터(Korean Culture Center of Microorganisms; KCCM)와 한국생명공학연구원 미생물자원센터(Korean Collection for Type Culture; KCTC)에서 분양받았으며, RAW264.7 대식세포는 한국세포주은행(KCLB)으로부터 분양받아 사용하였다.

      

      
        2. 시약
        실험에서 사용된 dimethylsulfoxide(DMSO), glutaraldehyde solution, osmium tetroxide, isoamyl acetate solution, thiazoly blue tetrazolium bromide(MTT), lipopolysaccharide(LPS)는 Sigma Chemical Co.(USA)에서 구입하였으며, nutrient agar, nutrient broth, tryptic soy agar, tryptic soy broth, potato dextrose agar(PDA), potato dextrose broth (PDB)는 Acumedia Co.(USA)에서 구입하여 사용하였다. 또한, fetal bovine serum(FBS), Roswell Park Memorial Institute medium(RPMI-1640 with L-glutamin), Dulbecco's modified Eagle's minimal essential medium(DMEM/high glucose)는 Hyclone Co.(USA)에서 구입하여 사용하였다.

      

      
        3. 균사체 배양 및 고체배양물 제조
        멸균된 PDA 배지에 눈꽃동충하초 균사체를 5 × 5 mm 크기의 균총으로 접종하여 25℃에서 7일간 배양하였으며, 4주 간격으로 계대배양하였다. 액체종균 제조를 위해 활성화된 균총을 멸균된 PDB에 접종하여 25℃에서 5일간 진탕배양하였으며, 배양 후 이를 homogenizer(400 Mark Ⅱ, SEWARD, USA)로 균질화하여 고체배양에 사용하였다. 감초는 증류수에 1시간 동안 침지시킨 다음 121℃에서 15분간 고압 멸균하여 냉각한 뒤, 균질화시킨 눈꽃동충하초 액체종균을 무균적으로 접종하였다. 접종 후 25℃의 배양기에서 10일간 배양하면서 육안으로 균사체 성장 정도를 관찰하였다.

      

      
        4. 추출물 조제
        감초 및 감초에 눈꽃동충하초 균사체를 고체배양한 배양물은 20배(w/v)의 80% 에탄올을 가하여 실온에서 24시간 동안 교반 추출하였다. 추출액은 여과지(Toyo No. 2, Advantec, Japan)로 여과한 다음 감압농축하여 동결건조하고, -20℃에서 냉동보관하며 실험에 사용하였다.

      

      
        5. 항균 활성 측정
        
          1) 균주 배양
          분양받은 균주는 적합한 배지를 이용하여 37℃에서 계대 배양하여 실험에 사용하였다(Table 1).

          
            Table 1. 
				
            

            
              Reference of microorganisms tested and their culture media
            
            

          

          
            
              
                	
                	Microorganism
                	Strain
                	Media
              

            
            
              	Gram (+)
              	
                Bacillus cereus
              
              	KCTC 1012
              	Tryptic soy agar
            

            
              	
                Listeria monocytogenes
              
              	KCCM 40307
              	Tryptic soy agar
            

            
              	
                Staphylococcus aureus
              
              	KCTC 1916
              	Tryptic soy agar
            

            
              	Gram (-)
              	
                Escherichia coli
              
              	KCTC 1682
              	Nutrient agar
            

            
              	
                Pseudomonas aeruginosa
              
              	KCTC 1750
              	Nutrient agar
            

            
              	
                Salmonella typhimurium
              
              	KCCM 11862
              	Nutrient agar
            

          

          

        

        
          2) Paper Disc법
          시료의 항균 활성은 paper disc법(Bauer AW 등 1966; Kwak DJ 등 2002)을 이용하여 측정하였다. 각 균에 적합한 액체배지를 이용하여 37℃에서 12시간 동안 배양한 미생물 배양액을 1 × 108 CFU/mL로 희석한 후, 100 μL를 취해 각각의 평판배지에 도말하고, 실온에서 2시간 동안 고착시켰다. 고착된 균 위에 멸균된 paper disc(ø: 6 mm, Advantec, Japan)를 놓고, syringe filter(pore size 0.25 μm, Advantec, Japan)로 제균한 농도별 시료를 20 μL씩 각 paper disc에 분주한 후 37℃의 incubator에서 24시간 동안 배양하였다. 배양 후 paper disc 주위에 생성된 생육저해환(clear zone)의 크기를 측정하여 시료의 항균 활성을 비교하였으며, 3회 반복 실험하여 평균값으로 나타내었다.

        

        
          3) 최소생육저해농도(Minimum Inhibitory Concentration; MIC) 측정
          최소생육저해농도는 National Committee for Clinical Laboratory Standard(NCCLS 1993)에 따라 agar dilution method로 측정하였다. 배지 19 mL와 DMSO에 용해하여 제균한 시료 1 mL를 혼합하여 고체배지를 제조하였다. 균주에 적합한 액체배지에서 배양한 미생물 배양액 0.1 mL(최종 접종 농도 1∼2 × 104 CFU/mL)를 고체배지 위에 분주하고, glass spreader를 사용하여 배지 상에 골고루 분포되도록 도말하였다. 이를 37℃에서 24시간 배양한 후 colony가 형성되지 않는 농도를 MIC로 나타내었다.

        

        
          4) 미생물의 세포형태 변화 측정
          액체배지에 균을 선배양한 배양액 4 mL와 MIC보다 높은 농도의 추출물을 혼합하여 최종 부피를 5 mL로 조절한 후 12시간 동안 배양하였다. 배양된 균액을 원심분리하여 상층액을 제거한 후 0.1 M PBS(pH 7.2)로 수세하고 2% glutaraldehyde를 이용하여 얼음에서 90분간 균을 고정하였다. 그 후 1% osmium tetroxide에 1시간 처리하고, 농도별 ethanol(50, 70, 80, 90, 100%)을 각각 20분씩 처리하여 탈수하였다. 탈수 후, isoamyl acetate에 12시간 동안 처리하여 건조시켰으며, 건조된 균은 gold coating하여 주사전자현미경(FE-SEM, JSM-6701F, JEOL, USA)으로 관찰하였다. 대조군은 시료 대신 용매를 혼합하여 배양한 후 동일한 방법으로 처리하여 관찰하였다.

        

      

      
        6. 항염증 활성 측정
        
          1) 세포 배양
          RAW264.7 대식세포는 10% FBS, 1% penicillin이 첨가된 RPMI-1640 배지에서 배양하였으며, 37℃, 5% CO2 조건 하에서 계대배양하여 사용하였다.

        

        
          2) 세포 생존율 측정
          RAW264.7 대식세포의 생존율은 MTT assay를 실시하여 측정하였다(Carmichael J 등 1987). 배양한 대식세포를 96 well plate에 1 × 105 cells/mL의 농도가 되도록 180 μL씩 분주하여 37℃, 5% CO2 incubator에서 24시간 동안 배양하였다. 배양 후 배지 80 μL를 제거하고, 농도별 시료를 100 μL씩 각 well에 첨가하여 48시간 동안 위와 동일한 조건에서 배양하였다. 배양된 96 well plate의 각 well에 5 μg/mL의 MTT 용액 20 μL씩을 첨가하여 4시간 배양한 후 배양액을 제거하고, DMSO : ethanol(1 : 1, v/v)용액 150 μL씩을 첨가하여 30분간 진탕배양한 뒤 ELISA reader(Versamx, USA)를 이용하여 550 nm의 파장에서 흡광도를 측정하였다. 배양 후 아래의 식을 이용하여 각 시료에 대한 RAW264.7의 세포 생존율을 구하였다.
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          3) Nitric Oxide(NO) 생성 억제 활성 측정
          RAW264.7을 1 × 105 cells/mL의 농도로 96 well plate에 분주하여 24시간 배양한 후, 시료 추출물을 농도별(25, 50, 100, 200, 400 μg/mL)로 처리한 다음, LPS(1 μg/mL)를 처리하여 24시간 배양하였다. 세포 배양액 100 μL와 Griess 시약(5% phosphoric acid에 용해한 1% sulfanilamide : 1% naphthylethylenediamine dihydrochloride = 1 : 1, v/v) 100 μL를 혼합하여 상온에서 10분 동안 반응시킨 후, ELISA reader를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하였고, sodium nitrite로 표준곡선을 작성하여 NO 함량을 산출하였다(Lee SJ 등 2012).

        

      

      
        7. 통계처리
        본 실험을 통해 얻은 결과들은 SPSS(version 20) program으로 t-test 및 분산분석(ANOVA, analysis of variance)을 이용하여 분석하였으며, 각 시료들 간의 유의성 검증은 Duncan's multiple range test를 이용하여 실시하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 균사체 고체배양
        감초에 눈꽃동충하초 균사체를 고체배양한 배양물을 제조하기 위하여 감초에 눈꽃동충하초 균사체 액체종균을 균질화하여 접종한 후 배양한 결과, 3∼4일이 경과 시부터 균사의 생장을 육안으로 확인할 수 있었으며, 백색을 띄는 눈꽃 동충하초 균사체가 감초를 덮으며 정상적으로 고체배양되는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 1).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Photographs of Glycyrrhizae radix (a) and Glycyrrhizae radix cultured with Paecilomyces japonica mycelium (B).
          
          

          

        

      

      
        2. 항균 활성
        
          1) Paper Disc법
          식중독 관련 균주에 대한 감초 에탄올 추출물(GR)과 감초와 눈꽃동충하초 균사체 배양물의 에탄올 추출물(GRPM)의 항균 활성을 paper disc법으로 측정하여 생육저해환의 크기를 비교한 결과는 Table 2와 같다. GR 및 GRPM은 그람 음성균인 E. coli, P. aeruginosa, S. typhimurium에 대한 항균 활성을 보이지 않았으며, 그람 양성균인 B. cereus, L. monocytogenes, S. aureus에 대해 항균 활성을 나타내었고 이들의 항균활성은 추출물의 농도가 증가할수록 증가하는 것으로 나타났다. Kim SJ 등(2006)은 감초 에탄올 추출물이 S. aureus, L. monocytogenes 등 여러 그람 양성균에 대해 항균성이 높다고 보고하였는데, 이는 본 연구에서 GR 및 GRPM이 그람 양성균에 대해 항균 활성을 보인 결과와 일치하는 것이었다. 특히 실험한 농도에서 S. aureus에 대한 GR과 GRPM의 항균 활성은 다른 미생물에 비해 전반적으로 높게 나타났다. 한편, GR과 GRPM 항균 활성사이의 유의성을 검증한 결과, B. cereus와 L. monocytogenes의 경우 추출물의 농도가 2,000, 4,000 μg/disc일 때, GRPM이 GR에 비해 유의적으로 높은 항균 활성을 가지는 것으로 나타났다. 특히 L. monocytogenes 에 대하여 4,000 μg/disc의 농도에서 GRPM은 17.33 mm의 매우 큰 생육저해환을 보여 가장 큰 유의적 차이를 나타내었다(p<0.01). 9종의 버섯균사체를 이용하여 항균활성을 연구한 Kim MC 등 (2006)의 연구에서 일반 배지로 배양한 버섯균사체 추출물에 비해 감귤농축액을 첨가한 배지로 배양한 추출물의 항균 활성이 더 높았다고 보고하였고, Kim T(2009)의 연구에서도 감귤농축액으로 배양한 구름버섯균사체 배양 추출물이 P. aeruginosa CCARM2171과 S. aureus CCARM3230 균주에 현저한 항균활성을 나타내었다고 하였다. 또한 Lee EJ 등(2013)의 연구에서도 꽃송이 버섯 균사체를 순물을 이용하여 배양할 때 항균 활성이 높아졌으며, 이는 균사 증식 시 2차 대사산물인 항균 물질이 활발하게 생산되었기 때문으로 추측하였다. 본 연구에서도 감초와 눈꽃동충하초 균사체를 함께 배양하였을 때 항균 활성이 증가하는 것으로 나타났는데, 관련 선행 연구들을 볼 때 균사체 배양과정에서 항균 활성을 가진 물질들이 생성되거나 증가되는 것으로 보여, 향후 균사체 배양 시 항균 활성 성분 변화에 대한 후속 연구가 필요할 것으로 생각된다.

          
            Table 2. 
				
            

            
              Clear zone of ethanol extracts from Glycyrrhizae radix and Glycyrrhizae radix cultured with Paecilomyces japonica mycelium against some bacteria related with foodborne illness using paper disc method (mm)
            
            

          

          
            
              
                	Microorganism
                	Sample1)
                	Concentration (μg/disc)
              

              
                	250
                	500
                	1,000
                	2,000
                	4,000
              

            
            
              	
                B. cereus
              
              	GR
              	6.67±0.582)c3)B4)
              	7.67±0.58bcB
              	7.83±0.76bcB
              	8.67±0.58abB
              	9.67±0.58aB
            

            
              	GRPM
              	7.17±0.29dY5)
              	7.67±0.58cdY
              	8.67±0.58cY
              	10.67±0.58bY*6)
              	12.00±1.00aX*
            

            
              	
                L. monocytogenes
              
              	GR
              	N.D7)
              	6.33±0.58cC
              	7.33±0.58cB
              	10.67±1.53bA
              	12.67±0.58aA
            

            
              	GRPM
              	N.D
              	8.00±1.00cY
              	9.67±2.08cXY
              	13.67±0.58bX*
              	17.33±1.53aY**
            

            
              	
                S. aureus
              
              	GR
              	7.33±0.58eA
              	9.00±0.00dA
              	9.67±0.58cA
              	12.00±0.00bA
              	13.00±0.00aA
            

            
              	GRPM
              	7.67±0.58dX
              	9.67±0.58cX
              	12.00±0.00bX
              	13.33±0.58aX*
              	14.00±0.00aX
            

          

          
            
              1) GR: Ethanol extract from Glycyrrhizae radix, GRPM: Ethanol extract from Glycyrrhizae radix cultured with Paecilomyces japonica mycelium.
            

            
              2) Diameter (mm) of inhibition zone around paper disc (Mean±S.D.)
            

            
              3) Values with different small letters (a∼e) are significantly different among the different concentrations of each extract for the same kind of microorganism by Duncan's multiple range test (p<0.05).
            

            
              4) Values with different capital letters (A∼C) are significantly different among the different kinds of microorganisms at the same concentration of GR by Duncan's multiple range test or t-test (p<0.05).
            

            
              5) Values with different capital letters (X∼Y) are significantly different among the different kinds of microorganisms at the same concentration of GRPM by Duncan's multiple range test (p<0.05).
            

            
              6) The star marker indicates significant difference between GR and GRPM at the same concentration for the same kind of microorganism by Student's t-test (* p<0.05, ** p<0.01).
            

            
              7) N.D: not detected.
            

          

          

        

        
          2) 최소생육저해농도
          Paper disc법을 통해 GR과 GRPM의 항균 활성을 확인한 후, 이들 균주에 대한 최소생육저해농도(MIC)를 측정한 결과는 Table 3과 같다. GR과 GRPM은 모두 앞서 실험한 paper disc법의 결과와 일치하게 그람 음성균인 E. coli, P. aeruginosa, S. typhimurium에서는 MIC가 1,000 ppm 이상으로 나타났으며, 그람 양성균인 B. cereus, L. monocytogenes, S. aureus에 대해서는 200 ppm 이하로 나타났다. Kim HJ 등(2013)의 연구에서도 중국산 감초 에탄올 추출물의 MIC는 그람 양성균인 B. subtilis와 P. acnes에 대해 각각 625 μg/mL, 10,000 μg/mL으로 나타났으나, 그람 음성균인 E. coli와 P. aeruginosa에 대해서는 항균 활성을 나타나지 않았다고 하여 본 연구 결과와 유사한 결과를 보여주었다. GR의 B. cereus에 대한 MIC는 100 ppm이었으며, L. monocytogenes와 S. aureus에 대한 MIC는 200 ppm으로 나타났다. 또한 GRPM의 B. cereus와 L. monocytogenes에 대한 MIC는 100 ppm이었으며, S. aureus에 대한 MIC는 200 ppm으로 나타나 균사체 배양을 거친 GRPM의 L. monocytogenes에 대한 항균 활성이 GR보다 높아진 것을 확인할 수 있었다. 감초 에탄올 추출물에는 항균성을 나타내는 flavanone 화합물의 일종인 liquirtigenin이 함유되어 있다고 보고되었는데(Ahn EY 등 1998), 본 연구에서도 균사체 배양 시 항균 활성이 증가되는 것으로 나타나, 이러한 항균 성분들이 배양 과정을 통해 증가되었을 것으로 생각되었다.

          
            Table 3. 
				
            

            
              Minimum inhibitory concentration (MIC) of ethanol extracts from Glycyrrhizae radix and Glycyrrhizae radix cultured with Paecilomyces japonica mycelium against some bacteria related with foodborne illness
            
            

          

          
            
              
                	Sample1)
                	Microorganism
                	Concentration (ppm)
                	MIC (ppm)
              

              
                	50
                	100
                	200
                	400
              

            
            
              	GR
              	
                B. cereus
              
              	+2)
              	-
              	-
              	-
              	100
            

            
              	
                L. monocytogenes
              
              	++
              	+
              	-
              	-
              	200
            

            
              	
                S. aureus
              
              	++
              	+
              	-
              	-
              	200
            

            
              	GRPM
              	
                B. cereus
              
              	+
              	-
              	-
              	-
              	100
            

            
              	
                L. monocytogenes
              
              	+
              	-
              	-
              	-
              	100
            

            
              	
                S. aureus
              
              	++
              	+
              	-
              	-
              	200
            

          

          
            
              1) GR: Ethanol extract from Glycyrrhizae radix, GRPM: Ethanol extract from Glycyrrhizae radix cultured with Paecilomyces japonica mycelium.
            

            
              2) -: No growth, +: Inhibition of growth, ++: Growth.
            

          

          

        

        
          3) 미생물의 세포형태 변화
          L. monocytogenes에 GR과 GRPM을 처리한 군과 처리하지 않은 군의 세포형태를 주사전자현미경을 이용하여 관찰하였다. Fig. 2에서 보는 바와 같이, 추출물을 처리하지 않은 대조군은 세포가 온전한 단간균의 형태를 보였으며 표면이 매끄럽고 깨끗하였다. 반면, GR과 GRPM을 처리한 균은 대조군에 비해 세포가 수축되고 세포 표면이 손상을 받아 일부 균의 세포벽이 파괴되었으며, 이로 인해 세포 내 물질이 균체외부로 유출된 것이 관찰되었다. 또한 GR을 처리한 균에 비해 GRPM을 처리한 균에서 더 많은 세포 표면의 손상이 일어나 세포가 파괴된 것을 볼 수 있었다. 이러한 세포 형태의 파괴 정도의 차이는 paper disc와 MIC 실험에서 나타난 항균활성 결과와 일치하는 것으로 감초에 눈꽃동충하초 균사체를 배양함으로써 세포 손상이 증가된 것을 확인할 수 있었다. Park SB와 Cho GS(2011)의 연구에서는 은행잎 및 은행 외종피 추출물의 항균 활성 확인 시 L. monocytogenes에 추출물을 처리한 경우 일부 세포벽의 파괴가 관찰되었으며, Jeon YH 등(2012)의 연구에서도 산수유 에탄올 추출물 처리 시 균주의 세포막 파괴와 세포의 성분 유출 등으로 균의 생육이 억제되었다고 보고하였는데, 본 연구에서도 GR과 GRPM 처리 시 동일한 양상이 관찰되어 이들 추출물이 균주의 세포막 손상을 일으켜 세포가 파괴되고 세포 내 성분이 세포 외부로 유출됨으로써 균의 증식 및 생육이 억제된 것으로 사료된다.

          
            
            

            Fig. 2. 
				
            

            
              Scanning electron micrographic images of L. monocytogenes treated with ethanol extracts from Glycyrrhizae radix and Glycyrrhizae radix cultured with Paecilomyces japonica mycelium (×20,000).
              GR: Ethanol extract from Glycyrrhizae radix, GRPM: Ethanol extract from Glycyrrhizae radix cultured with Paecilomyces japonica mycelium.

            
            

            

          

        

      

      
        3. 항염증 활성
        
          1) 세포 생존율
          MTT assay를 이용하여 GR과 GRPM에 대한 RAW264.7의 세포 생존율을 확인한 결과는 Fig. 3과 같다. RAW264.7에 시료를 농도별(25, 50, 100, 200, 400 ppm)로 처리한 결과, 모든 농도에서 90% 이상의 생존율을 보여 이들 시료가 모든 실험 농도에서 RAW264.7에 대해 세포 독성을 나타내지 않는 것을 확인하였다. 따라서 RAW264.7에 대해 시료가 세포 독성을 나타내지 않는 농도인 25∼400 ppm의 농도를 처리하여 NO 생성 억제 활성을 측정하였다.

          
            
            

            Fig. 3. 
				
            

            
              Viability of RAW264.7 cells by the treatment of ethanol extracts from Glycyrrhizae radix and Glycyrrhizae radix cultured with Paecilomyces japonica mycelium.
              GR: Ethanol extract from Glycyrrhizae radix, GRPM: Ethanol extract from Glycyrrhizae radix cultured with Paecilomyces japonica mycelium.

            
            

            

          

        

        
          2) NO 생성 억제 활성
          대식세포는 면역체계에서 염증반응과 면역기능을 조절하는 중요한 세포로서, 외부 자극에 의해 활성화되면 활성산소를 생성시켜 사이토카인(cytokine)과 프로스타글란딘 E2(prostaglandin E2), NO(nitric oxide) 등 염증반응인자를 생성하여 염증 반응을 유발한다. 이 중 NO는 반응성이 큰 물질로 과량 생성되면 염증매개체의 생합성을 촉진하여 염증을 심화시킬 수 있다. 그러므로 NO의 양을 측정함으로써 염증성 분자들의 생성을 간접적으로 측정할 수 있다(Kim YS 등 2012). 본 연구에서 1 μg/mL 농도의 LPS를 처리한 RAW264.7에 GR과 GRPM을 처리하여 NO 생성 억제 활성을 측정한 결과는 Fig. 4와 같다. LPS 처리를 통한 NO 생성 유도 결과, NO 함량이 21.92 μM로 LPS를 처리하지 않은 군보다 약 3배 정도 증가함을 확인하였다. 그 후 대식세포에 시료를 농도별(25, 50, 100, 200, 400 ppm)로 처리하였을 때, NO 함량이 GR 처리 시 19.59∼12.14 μM, GRPM 처리 시 15.22∼9.59 μM로 나타났으며, 시료 농도가 증가함에 따라 NO 생성량이 감량이 감소되는 경향을 보였다. 또한 모든 농도에서 GR에 비해 GRPM의 NO 생성 억제 활성이 유의적으로 더 높게 나타났다. Jung IS 등(2007)은 상황버섯 균사체 배양액에 침지한 발아현미 추출물의 NO 생성 저해 활성이 현미 및 발아현미 추출물에 비해 더 높다고 하여, 본 연구 결과와 유사하게 항염증 활성이 균사체가 배양되는 과정에서 증가되었다고 보고 하였다. Bak JP 등(2011)은 RAW264.7에 감초 에탄올 추출물 5 μg/mL 처리 시 NO 생성이 감소된다고 보고하였으며, 감초의 licochalcone E 성분은 항염증 효과를 가진다는 보고 가 있어(Park GM 등 2011), 본 연구에서도 이러한 성분이 항염증 활성에 영향을 주었을 것으로 생각되었으며, 균사체배양 시 감초의 항염증 성분이 더욱 증가되었을 것으로 추정되었다.

          
            
            

            Fig. 4. 
				
            

            
              Nitric oxide production in LPS-stimulated RAW 264.7 cells by the treatment of ethanol extracts from Glycyrrhizae radix and Glycyrrhizae radix cultured with Paecilomyces japonica mycelium.
              GR: Ethanol extract from Glycyrrhizae radix, GRPM: Ethanol extract from Glycyrrhizae radix cultured with Paecilomyces japonica mycelium.

            
            

            

          

        

      

    

    

  
    
      요약 및 결론
      본 연구에서는 감초 추출물 및 감초에 눈꽃동충하초 균사체를 고체배양한 배양 추출물의 식중독 관련 세균에 대한 항균 활성과 항염증 활성을 살펴보았다. GR 및 GRPM을 식중독과 관련된 6가지 균주에 처리한 결과, 이들은 그람 양성균인 B. cereus와 L. monocytogenes, S. aureus에 항균 활성을 나타내었으며, paper disc법에 의한 생육저해환 측정에서는 B. cereus와 L. monocytogenes에 대해서는 2,000∼4,000 μg/disc의 농도에서, S. aureus에 대해서는 2,000 μg/disc의 농도에서 GRPM의 생육저해환 크기가 GR에 비해 유의적으로 증가하였다. 또한 MIC 측정에서는 GRPM의 L. monocytogenes에 대한 항균 활성이 GR에 비해 증가한 것을 확인할 수 있었다. L. monocytogenes에 GR과 GRPM을 처리한 균과 처리하지 않은 균의 세포 형태를 주사전자현미경으로 관찰한 결과, GR과 GRPM을 처리한 군은 대조군에 비해 세포가 수축되었고 세포 표면이 손상을 받아 일부 세포벽이 파괴되었으며, 이로 인해 균체 외부에 세포 내 성분이 유출된 것이 관찰되었으며, GRPM을 처리한 균에서 더 심한 세포 손상을 볼 수 있었다. 또한 항염증 활성 분석에서는 LPS를 처리한 RAW 264.7 대식세포에 GR과 GRPM을 처리하여 NO 생성 억제 활성을 측정한 결과, 모든 농도에서 GR에 비해 GRPM의 NO생성 억제 활성이 유의적으로 더 높게 나타났다. 이상의 결과를 통해 감초에 눈꽃동충하초 균사체를 고체배양함으로써 본래 감초가 가지는 항균 활성 및 항염증 활성이 증가되는 것이 확인되어, 향후 천연물의 생리활성을 증가시키기 위하여 천연물에 균사체를 배양하는 방법을 활용할 수 있을 것으로 보인다.
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