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Abstract

The anti-inflammatory effects of cell-free extracts from wild yeasts, Meyerozyma guilliermondii 

YJ34-2 and Rhodotorula graminis YJ36-1, caused by the inhibition of nitric oxide (NO) activity 

and cytotoxic effects were determined. Cell-free extracts from these two yeast strains had 

dose-dependent inhibitory effects on the production of lipopolysaccharide-induced NO and 

there were no cytotoxic effects on the treated cells or negative effects on their proliferation. 

Their cell-free extracts were also shown to have inhibitory effects on pro-inflammatory cytokines, 

such as tumor necrosis factor (TNF)-α and prostaglandin-E2, in a dose-dependent manner. 

Maximal inhibitory activity on NO production occurred in cell-free extracts of Meyerozyma 

guilliermondii YJ34-2 cultivated at 30°C for 24 hr and Rhodotorula graminis YJ36-1 cultivated 

at 25°C for 24 hr in the yeast extract-peptone-dextrose (YPD) media.

Keywords: Anti-inflammatory effects, Lipopolysaccharide-induced nitric oxide, RAW 264.7 
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서  론

신체 조직 손상이나 감염성 병원체의 침입 등 여러 가지 원인에 의한 염증으로부터 인체를 방

어하는 염증 반응 중에는 interferon-와 interlukin-1β 등의 cytokine과 nitric oxide (NO), 

prostaglandin E2등을 생성하게 된다[1-4]. 

이들 가운데 NO가 체내에 많이 축적되면 유전자의 돌연변이와 조직의 손상 및 부종 등의 

염증 반응을 활성화시키고 염증 매개체의 생합성 증진에 의한 염증 심화를 유도하여 인체에 

큰 피해를 준다[5]. 그러므로 염증 매개물질로 알려진 interferon-, tumor necrosis factor-α, 

interleukin1-β 및 interlukin-6와 같은 cytokine의 발현억제와 NO와 prostaglandin E2의 생

성 억제 정도를 측정하여 항염효과를 검증할 수 있다[5, 6].

한편, 효모는 진핵 세포를 가진 고등 미생물이면서 빠른 생육과 비교적 단순한 영양 요구성 

등의 특성이 있어 산업적으로 매우 유용하여 오래 전부터 많이 이용되어 오고 있고 최근 효모

로부터 다양한 건강 소재들이 연구, 개발되고 있다[7-16]. 그러나, 효모와 같은 부류의 진핵 

미생물인 버섯으로부터 항염성 물질의 추출과 이들의 특성에 관하여 최근 많이 보고되고 있

으나[17-22], 아직까지 generally recognized as safe (GRAS) 효모로부터 항염증 물질의 생

성에 관한 연구는 미흡하여 필자 등이 야생 효모들 중 비병원성 효모 균주들중 항염활성이 우

수한 효모를 선발하여 이들의 특성을 보고하였을 뿐이다[23].

따라서 본 연구에서는 전보[23]에서 항염활성 우수 효모로 선발한 M. guilliermondii 

YJ34-2와 R. graminis YJ36-1의 무세포 추출물을 제조하여 이들의 lipopolysaccharide로 유

도된 RAW 264.7 세포에서의 항염성 NO 생성 저해활성과 세포독성 및 cytokines인 tumor 

necrosis factor (TNF)-α와 prostaglandin E2 생성에 미치는 영향 등을 측정하였고 두 효모들

의 NO 생성 저해물질 생산 조건을 조사하였다.

재료 및 방법

효모 및 실험 재료

실험에 사용한 효모는 전보[23]에서 항염물질 생산 우수 효모로 선발한 M. guilliermondii 

YJ34-2와 R. graminis YJ36-1들을 사용하였다. 세포배양에는 Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Medium (DMEM; HyClone, South Logan, UT, USA), Fetal Bovine Serum (FBS; Sigma- 

Aldrich, St. Louis, MO, USA), streptomycin/penicillin, phosphate buffered saline (PBS) 등

을 사용하였다.

NO 정량과 MTT assay에는 LPS (lipopolysaccharide) (E. coli B0111:B4; Sigma-Aldrich), 

Griess reagent (A 시약은 2.5% 인산에 sulfanilamine를 용해시킨 액, B 시약은 2.5% 인산에 

0.1% N-1-napthylethlenediamine를 용해시킨 액), 3- (4,5-dimethylthazol-2-yl)-2,5-teterazolium 

bromide (MTT; Sigma-Aldrich) 등을 사용하였고 prostaglandin E2와 ELISA (Tecan, San 

Jose, CA, USA) 등을 사용하였으며, 기타 시약들은 분석용 특급을 사용하였다.

효모 배양 및 무세포 추출물 제조

M. guilliermondii YJ34-2와 R. graminis YJ36-1들을 각각 yeast extract-peptone-dextrose 
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(YPD) 배지에 접종하여 30°C에서 24시간 배양한 후 원심분리(12,000 rpm, 20 min, 4°C)하

여 cell pellets을 얻었다. 다시 Tris-HCl buffer (100 mM, pH 8.3)로 3번의 세척 후 bead를 이

용하여 세포를 파쇄한 다음 원심 분리한 후 상층액을 모아 동결건조하여 무세포 추출물을 제

조하였다. 

세포배양

대식세포 계열인 RAW 264.7 세포를 한국세포주은행에서 분양 받아 실험에 사용하였다. 

10% Fetal Bovine Serum과 1% penicillin/streptomycin이 포함된 Dulbecco’s Modified 

Eagle 배지에 세포를 접종하여 37°C에서 CO2 incubator로 배양 하였다. 80~90% 정도 모든 

세포들이 생육하였을 때 계대배양을 하였다[1, 2].

MTT assay

세포독성을 확인하기 위해 다음과 같이 MTT assay를 실시하였다[24]. RAW 264.7 cell이 

1 × 105 cells/mL가 되도록 48-well plate에 100 µL씩 분주하고 효모 무세포 추출물을 각각 

100, 250, 500, 750, 1,000 µg/mL로 30 µL씩 분주한 후 37°C에서 CO2 incubator로 24시간 

배양하였다.

이들 세포 배양액을 phenol red가 없는 Dulbecco’s Modified Eagle 배양액으로 교체 후 각

각의 well에 인산완충용액(pH 7.4)에 1.5 mg/mL로 용해시킨 MTT 용액을 15 µL씩 첨가하

고 37°C에서 CO2 incubator로 4시간 배양하여 MTT를 환원시켰다. 배양액을 원심 분리하여 

상등액을 제거하고 각 well에 300 µL의 dimethylsulfoxide (DMSO)를 첨가하여 formazan 

결정을 용해시킨 후 microplate reader (BioTek Instruments, Winooski, VT, USA)로 595 nm

에서 흡광도를 측정하였다[2, 6]. 세포 생존율은 시료 무처리군의 흡광도에 대한 백분율로 나

타내었다.

세포 생존율(%) = [(C−T)/C] × 100

(T, 시료첨가구의 A595; C, 무처리구의 A595)

Nitric oxide 생성 저해활성 측정

전보[23]와 같이 RAW 264.7 세포에서 생성되는 활성질소인 NO 함량을 Griess 시약을 이용

하여 측정하였다. 먼저 RAW 264.7 세포를 1 × 105 cells/mL로 48-well plate에 150 µL를 분

주하고 2시간 후에 효모 무세포 추출물을 100, 250, 500, 750, 1,000 mg/mL로 30 µL씩, LPS

를 1 mg/mL로 30 µL씩 분주한 후 37°C에서 CO2 incubator로 24시간 배양하였다. 활성화시

킨 RAW 264.7 세포배양액 100 µL를 96-well plate에 옮겨 Griess 시약 100 µL와 혼합하여 

상온에서 10분간 반응 시킨 후 microplate reader로 540 nm에서 흡광도를 측정하여 NO 함량

을 NaNO2의 표준곡선을 이용하여 측정하였다. 또한 아래와 같이 NO 생성 저해율을 계산 하

였다. 

NO 생성 저해활성(%) = [(C−T)/C] × 100

(T, 시료첨가구의 A540; C, 무첨가구의 A540)
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TNF-α 생성량 측정

활성화된 RAW 264.7 세포에서 생성되는 염증성 cytokine인 TNF-α를 ELISA kit를 이용하

여 다음과 같이 측정하였다. 

RAW 264.7 세포를 1 × 105 cells/mL로 48-well plate에 분주하고 2시간 후에 효모 무세포 

추출물을 100, 250, 500, 750, 1,000 mg/mL로, LPS는 1 mg/mL로 각각 첨가한 후 37°C에서 

CO2 incubator로 24시간 배양하였다. 다시, 세포배양 상등액 100 µL를 96-well plate에 넣고 

각 well 마다 capture antibody를 100 µL씩 첨가한 다음 4°C에서 12시간 방치한 후 washing 

buffer (0.05%, Tween 20)로 세척하였다. 

여기에 Reagent diluent (1%, BSA) 200 µL를 넣고 37°C에서 incubator로 1시간 반응시킨 

후 세척한 다음 시료와 표준용액을 각각 100 µL 넣고 37°C에서 incubator로 2시간 반응 시킨 

후 다시 한번 세척하였다. 다시, Streptavidin-HRP를 100 µL 넣고 세척한 후 기질인 

3,3',5,5'-tetramethylbenzidine (TMB)를 100 µL 첨가하고 37°C에서 40분 반응시킨 뒤 stop 

solution 50 µL를 넣어 반응을 중지시킨 후 분광분석기로 450 nm에서 흡광도를 측정하였다.

Prostaglandin E2 생성량 측정

LPS로 활성화시킨 RAW 264.7에서 발현되는 COX-2의 작용에 의한 prostaglandin E2의 생

성량을 ELISA kit를 이용하여 측정하였다. 

RAW 264.7 세포를 1 × 105 cells/mL로 48-well plate에 분주하고 2시간 방치시킨 후 효모 

무세포 추출물을 100, 250, 500, 750, 1,000 mg/mL씩, LPS는 1 mg/mL씩 각각 첨가한 후 

37°C에서 CO2 incubator로 24시간 동안 배양한 다음 세포배양 상등액 150 µL를 취하여 

prostaglandin E2의 생성량을 측정하였다.

결과 및 고찰

전보[17]에서 항염활성 우수 균주로 선발된 M. guilliermondii YJ34-2와 R. graminis YJ36-1

들의 무세포 추출물을 100, 250, 500, 750, 1,000 mg/mL로 LPS에 의해 활성화 된 RAW 

264.7 세포에 처리했을 때 생성되는 NO 함량을 측정한 결과는 Fig. 1A와 같다.

먼저, M. guilliermondii YJ34-2 무세포 추출물을 100 mg/mL와 250 mg/mL 첨가했을 때 

각각 43.5 (± 0.9) µM과 42.5 (± 0.6) µM의 NO를 생성하여 무처리 대조구보다 약간 감소하

였고 750 mg/mL 과 1,000 mg/mL 처리시 36 (± 0.3) µM과 21.9 (± 1.9) µM의 NO를 생성하

여 대조구 대비 NO 생성량이 농도 의존적으로 감소하여 항염증 효과를 보였다.

또한, R. graminis YJ36-1도 M. guilliermondii YJ34-2와 유사한 경향이었으나, 무세포 추

출물을 750 mg/mL과 1,000 mg/mL 처리시 각각 15.7 (± 0.7) µM과 11.5 (± 0.5) µM를 생성

하여 M. guilliermondii YJ34-2의 무세포 추출물보다 대조구 대비 NO 생성량이 더 크게 감소

하여 항염 효과가 더 우수하였다.

한편 R. graminis YJ36-1와 M. guilliermondii YJ34-2의 세포독성을 확인하기 위하여 이

들의 무세포 추출물들이 mouse의 대식세포(RAW 264.7 cell)에 미치는 영향을 MTT assay 

방법을 이용하여 측정하였다(Fig. 2). M. guilliermondii YJ34-2 무세포 추출물들을 100, 
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250, 500, 750, 1,000 mg/mL로 처리했을 때 각각의 세포 생존율은 94.1 (± 3.2), 92.7 (± 2.5), 

91.2 (± 1.9), 90.5 (± 2.5), 88.4 (± 3.1)%를 보여 무세포 추출물의 농도가 증가할수록 세포 생

존율이 감소하였다.

또한, R. graminis YJ36-1도 같은 경향으로 각각 98.4 (± 0.1), 91.1 (± 0.7), 85.6 (± 1.2), 

82.8 (± 0.4), 77.1 (± 0.3)%의 세포생존률을 보여 무세포 추출물의 농도가 증가할수록 세포 

생존율이 감소하였다.

TNF-α 생성에 미치는 영향

두 효모들의 무세포 추출물이 LPS에 의해 활성화된 RAW 264.7 세포에서 생성되는 염증성 

cytokine인 TNF-α 생성량에 미치는 영향을 조사한 결과는 Fig. 1B와 같다. 

RAW 264.7 세포의 LPS 무처리 대조군은 98 (± 24.1) pg/mL의 TNF-α가 생성되었고 

LPS 처리 대조군은 2,245 (± 31.8) pg/mL이 생성되었다. M. guilliermondii YJ34-2의 무세

포 추출물을 100, 250, 500, 750, 1,000 mg/mL로 처리한 결과 각각 1,849 (± 38.5), 1,770 (± 

64.5), 1,281 (± 70.1), 1,139 (± 57.4), 916 (± 43.1) pg/mL의 TNF-α가 생성되어 LPS 처리 

Fig. 1. Effect of concentration (Conc.) of cell-free extracts from Meyerozyma guilliermondii YJ34-2 ( ) and Rhodotorula 

graminis YJ36-1 ( ) on the production of nitric oxide (A); Tumor necrosis factor-  (B); prostaglandin E2 (C).

Fig. 2. Cell viability of the 1st screened Meyerozyma guilliermondii YJ34-2 ( ) and 

Rhodotorula graminis YJ36-1 ( ). Conc., concentration.
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대조군에 비해 농도 의존적으로 TNF-α 생성량이 감소하였다

또한, R. graminis YJ36-1 역시 무세포 추출물을 100, 250, 500, 750, 1,000 mg/mL의 농도

로 처리한 결과 각각 1,609 (± 48.5), 1,187 (± 39.2), 1,118 (± 54.8), 845 (± 57.1), 559 (± 

38.1) pg/mL의 TNF-α가 생성되었으며 M. guilliermondii YJ34-2와 동일하게 농도 의존적

으로 TNF-α 생성량이 감소하였다.

위와 같이 두 효모 무세포 추출물들이 농도 의존적으로 TNF-α 생성을 억제하는 것으로 

보아 이들 효모들이 항염물질을 생성하고 있음을 확인 할 수 있었다. 

Prostaglandin E2 생성에 미치는 영향

M. guilliermondii YJ34-2와 R. graminis YJ36-1의 무세포 추출물들이 LPS에 의해 활성화된 

RAW 264.7 세포에서 Cyclooxygenase-2에 의해 생성되는 prostaglandin E2의 생성에 미치

는 영향을 ELISA kit를 이용하여 측정한 결과는 Fig. 1C와 같다. 

RAW 264.7 세포의 LPS 무처리 대조군은 15 (± 2.1) pg/mL의 prostaglandin E2가 생성되

었고 LPS 처리 대조군은 207 (± 1.3) pg/mL이 생성되었다. M. guilliermondii YJ34-2 무세포 

추출물들을 100, 250, 500, 750, 1,000 mg/mL로 처리한 결과 각각 158.8 (± 3.2), 137.7 (± 

4.4), 114.0 (± 3.6), 86.8 (± 4.2), 75.7 (± 3.7) pg/mL의 prostaglandin E2가 생성되어 대조군

에 비해 생성량이 농도 의존적으로 감소하였다.

R. graminis YJ36-1 역시 무세포 추출물을 100, 250, 500, 750, 1,000 mg/mL로 처리한 결

과 각각 142.8 (± 3.4), 118.4 (± 2.9), 94.5 (± 2.4), 89.0 (± 3.7), 58.9 (± 1.9) pg/mL의 

prostaglandin E2가 생성되어 M. guilliermondii YJ34-2와 동일하게 농도 의존적으로 감소하

였다.

위와 같이 두 효모 무세포 추출물들이 농도 의존적으로 prostaglandin E2 생성을 저해하는 

것으로 보아 이들 두 효모들이 항염물질을 생성하고 있음을 재확인 할 수 있었다. 

Nitric oxide 생성 저해물질의 최적 생산 조건

먼저, M. guilliermondii YJ34-2와 R. graminis YJ36-1의 배지의 종류에 따른 NO 생성 저해

활성을 측정한 결과 M. guilliermondii YJ34-2는 YPD 배지와 yeast extract-malt extract 

(YM) 배지에서 배양하여 얻은 무세포 추출물들이 potato starch-dextrose (PD) 배지에서 배

양한 무세포 추출물보다 약 4% 높은 저해활성을 보였고 R. graminis YJ36-1은 YPD 배지와 

PD 배지에서 배양한 무세포 추출물들이 YM 배지보다 약 3.5% 높은 저해활성을 보였다(data 

not shown).

두 효모들을 YPD 배지에 접종하여 15~40°C까지 각각의 온도에서 24시간 배양한 후 이들 

무세포 추출물들의 NO 생성 저해활성을 측정한 결과는 Fig. 3과 같다.

M. guilliermondii YJ34-2를 30°C에서 24시간 배양 후 얻은 무세포 추출물이 약 51%의 최

고 NO 생성 저해활성을 보였고 40°C 배양 무세포 추출물에서도 10% 정도의 저해활성을 보

여 비교적 내열성이 강할 것으로 추정되었다. 또한, R. graminis YJ36-1는 25°C 배양 후 얻은 

무세포 추출물이 약 81%의 최고 NO 생성 저해활성을 보였고 20°C 배양 무세포 추출물에서

도 약 57% 정도의 저해활성을 보였다. 그러나 30°C 이상과 20°C 이하에서는 생육이 극히 저
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조하여 저해활성이 없거나 매우 미약하였다.

한편, 이들 두 효모들의 NO 생성 저해에 미치는 배양시간의 영향을 검토하기 위하여 M. 

guilliermondii YJ34-2와 R. graminis YJ36-1들을 YPD 배지에 접종하여 각각 30°C와 25°C

에서 48시간까지 각각 배양한 후 이들 무세포 추출물들의 NO 생성 저해활성을 측정하였다

(Fig. 4). M. guilliermondii YJ34-2와 R. graminis YJ36-1 모두 배양시간이 경과함에 따라 

NO 생성 저해활성이 증가하여 24시간 배양 후 얻은 무세포 추출물이 각각 51.6 (± 0.3)%와 

81.4 (± 1.3)%의 가장 높은 NO 생성 저해활성을 보였고 이후에는 다소 낮아졌다. 

Fig. 3. Effect of cultural temperature (temp.) of Meyerozyma guilliermondii YJ34-2 ( ) 

and Rhodotorula graminis YJ36-1 ( ) on the inhibitory activity of nitric oxide (NO) 

production. Rhodotonula graminis YJ36-1 was not grown over 25°C.

Fig. 4. Effect of cultural time of Meyerozyma guilliermondii YJ34-2 ( ) and Rhodotorula 

graminis YJ36-1 ( ) on the inhibitory activity of nitric oxide (NO) production.

적 요

 본 연구에서는 우리나라 주요 산과 섬에서 분리한 비병원성 야생효모들 중 항염 효과가 우수

했던 Meyerozyma guilliermondii YJ34-2와 Rhodotorula graminis YJ36-1의 무세포 추출물

들을 제조하여 대식세포 계열 RAW 264.7 세포에 대한 이들의 NO 생성 저해활성과 세포독
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성을 조사하였다. NO 생성 저해활성은 농도 의존적으로 높아 M. guilliermondii YJ34-2와 R. 

graminis YJ36-1 무세포 추출물을 1,000 mg/mL 처리 시 각각 51.6%와 81.4%를 보여 가장 

높았고 RAW 264.7 세포에 대한 세포 생존율도 1,000 mg/mL 처리시 각각 88.4% (± 3.1)와 

77.1% (± 0.3)로 가장 높았다. 두 효모들의 무세포 추출물 처리에 따른 prostaglandin E2 생성

량은 농도 의존적으로 감소하여 각각의 무세포 추출물을 1,000 mg/mL 처리했을 때, tumor 

necrosis factor (TNF)-α 생성량이 59.2 (± 43.1), 73.2 (± 38.1)%로 감소하였고 

prostaglandin E2의 생성량도 52.8 (± 1.9), 71.2 (± 3.7)%로 감소하여 이 두 효모들의 항균활

성을 검증할 수 있었다. 두 효모들의 NO 생성 저해물질 최적 생산조건을 조사한 결과 M. 

guilliermondii YJ34-2를 yeast extract-peptone-dextrose (YPD) 배지에 접종하여 30°C에서 

24시간 배양하여 얻은 무세포 추출물이 가장 높은 51.6 (± 0.3)%의 NO 생성 저해율을 보였

고 R. graminis YJ36-1를 YPD 배지에 접종하여 25°C에서 24시간 배양하였을 때 81.4 (± 

1.3)%의 가장 높은 NO 생성 저해활성을 보였다. 
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