
산업기술연구(강원대학교 산업기술연구소 논문집), 제25권 B호, 2005.
Journal of Industrial Technology, Kangwon Natl. Univ., Korea, No. 25 B, 2005

- 241 -

1. 서론1)

영지버섯(Ganoderma lucidum)은 항종양, 항염
및 면역조절 등의 다양한 생리학적 활성을 가지는
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것으로 알려지고 있다[1,2]. 주로 다당류가 유효성
분의 본체인데, 영지 유래 다당의 성분이나 구조분
석 및 생물활성에 대한 연구는 균사체나 자실체
추출물에 국한되어왔다[3]. 저자 등은 새로운 생물
산업 소재화 연구의 일환으로 이들과는 다른 세포
외 다당을 영지의 액체배양에 의해 얻었으며, 그
동안 이의 생산, 구조특성 및 몇몇 생물활성에 대
해서 보고하였다[4-13].
그동안의 연구에 의하면 이 세포외 다당은 수용
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Exopolysaccharide (CBP) from submerged culture broth of Ganoderma lucidum
mycelium and the water soluble (BWS) and water insoluble (BWI) fractions of CBP
were prepared by gel filtration. Antitumor activity and effects on proliferation and
differenciation of human cancer cells and mouse NIH 3T3 cells were studied.
Cytotoxicity test of CBP, BWS and BWI fractions on human cancer cell lines was
performed by using sulforhodamine B (SRB) assay. A549 (lung carcinoma), Colo320 DM
and HSR (colon carcinoma), and NIH 3T3 cells were used. BWI fraction showed the
strongest cytotoxicity (maximum 20% survival) to all human cells tested. However it did
not induced apoptosis. Interestingly BWI fraction did not exert cytotoxic effect on NIH
3T3 cells at low concentration of cells (5x104) but strong toxic effect at high
concentration of cells(5x105) which showed transformed morphology. These results
suggest that BWI may have cancer cell specific anticancer activity. However, BWI
fraction did not effect the amount of pRb and c-myc protein, which implied that BWI
fraction did not act at the early stage of signal transduction pathway. CBP fraction
induced differenciation of human leukemic cell line,, HL-60 cells suggesting the
carcinogenesis prevention of normal cell and possible induction of normalization for
cancer cell.
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성 다당(BWS)과 불용성 다당(BWI)으로 분획되며,
BWS와 BWI는 연갈색의 분말로, 전당 함량이 각
각 97.8 및 99%에 달한다. BWS와 BWI의 구성당
은 다른 버섯류와 마찬가지로 glucose, galactose,
xylose, mannose 및 fucose를 공통으로 함유한다.
하지만 gel permeation chromatography로 구한 분
자량은 각각 1.2x106 및 1.0x106 dalton으로 매우
높았으며, 다른 버섯 다당류에서는 보이지 않는 겔
형성능을 보였고, 구성당의 몰비 (glucose:
galactose: xylose: mannose: fucose)도 각각
3.6:1:1.5:0.5:2.1: trace 및 1.7:1.9:1.0:1.2:0.2로 그동
안의 보고와는 매우 달랐다[6].
따라서 이들 세포외 다당류에 대한 생리적 특성
에 대한 검토의 필요성이 매우 높은 데 아직은 매
우 미흡한 실정이다. 특히, 암세포에 특이적인 세
포독성이나 동물에서 세포의 정상적인 multi-
cellular organism을 형성하는 중요한 mechanism
중의 하나인 세포분화와 증식에 대해서는 전혀 보
고된 바 없다.
따라서 본 연구에서는 영지균사체의 액체배양에
의한 세포외 기능성 다당의 생물학적 활성을 연구
하고자 배양된 동물세포를 이용하여 cytotoxicity,
세포증식 및 세포분화에 미치는 영향 등을 검토하
고 그 작용기작을 규명하고자 하였다.

2. 재료 및 방법

2.1. 재료
본 연구에서 사용한 재료는 Ganoderma lucidum
(영지 1호)의 액체배양의 배양여액으로부터 다음과
같은 방법으로 얻은 세포외 다당(CBP, BWS 및
BWI)이었다. P.D.A.배지에서 보존하였던 영지 1호
를 10L 용량의 jar fermenter (Bioengineering,
L1523, Switzerland)를 이용하여 접종량 5%(v/v),
pH 5.0, 온도 30℃, 교반속도 100rpm 및 통기량
0.5vvm으로 7일간 배양하였으며, 이 때 사용한 배
지의 조성은 glucose 5%, yeast extract 0.5%,
(NH4)2SO4 0.1% 및 KH2PO4 0.05%(w/v)이었다.
얻어진 배양액을 2500xg에서 30분간 원심분리하
여 균체를 제거하고 배양여액을 얻었으며, 이를 배
제분자량이 100,000인 한외여과장치(Sartocon Mini
SM 17521, Germany)로 농축하여 얻어진 농축액에
2배량의 acetone을 가하였고, 생성된 침전물을 투
석 및 동결건조하여 세포외 조다당(CBP)으로 하였
다. CBP는 다시 실온의 증류수로 24시간 동안 교
반 용해하고 원심분리( 2500xg, 30분)하여 상징액
과 불용성의 침전물을 얻었으며, 각 분획은 농축후
gel chromatography하여 각각 수용성(BWS) 및 물
불용성(BWI) 다당으로 분획, 정제하여 시료로 하
였다.

2.2. 세포주 배양
본 연구에서 항암활성을 검색하는데 이용된 세포
는 promyelocytic leukemia인 HL-60 (Peripheral
blood, human) 세포, A549 (Lung carcinoma,
human) 세포, Colo320(Colon adenocarcinoma,
human) 세포 및 Mouse fibroblast 세포인 NIH3T3
세포이었다. Mouse NIH3T3 세포배양에는 DMEM
배지에 5% bovine calf serum (BCS, Hyclone)이
첨가된 배지가 이용되었다. 반면, 나머지 세포들은
RPMI 1640 배지 (Gibco)와 heat inactivation시킨
10% Fetal Bovine Serum (FBS, Hyclone)과 100
units의 penicillin-streptomycin (Gibco)를 첨가한
배지를 사용하여 배양하였다.

2.3. 세포독성및 활성의 측정
세포독성 및 활성은 SRB, MTT 및 NBT법에 의
하여 다음과 같이 측정하였다.

2.3.1. SRB assay
Sulforhodamin B (SRB) assay를 사용하여
cytotoxicity를 다음과 같이 측정하였다. 96 well
plate (Falcon)에 5×105/㎖ cells의 농도로 A549
cell을 분주하여 24시간 동안 배양한 후 시료를 처
리하고 일정 시간 경과 후, 10% TCA를 처리하여
4℃에서 고정시켰다. TCA로 고정한 후 tap water
로 5회 washing함으로써 growth medium, low
molecular weight metabolites와 serum protein을
제거한 후 건조시켰다. 건조후 0.4% SRB solution
(in 0.1% acetic acid)을 첨가하여 30분간 상온에서
염색시켰다. 염색 후 1% acetic acid로 5회
washing하여 unbound된 SRB dye를 제거한 후 완
전히 건조하였다. 10 mM Tris·Cl로 bound dye를
녹인 후 spectrophotometer (Hitachi)를 이용하여
520nm wavelength에서 흡광도를 측정하였다 [14].

2.3.2. MTT assay.
세포를 24 well plate에 분주하고 CO2 incubator
에서 일정시간 배양한 후 각 agent를 처리하였다.
일정 시간 배양 후 100 ㎕ MTT solution을 가하
고 CO2 incubator에서 4시간 동안 배양한 후 원심
분리로 배지를 제거하고 1 ㎖ DMSO (IBI)로 녹여
540㎚ wave length에서 흡광도를 측정하였다[15].

2.3.3. NBT assay.
세포 배양액으로부터 0.2 ㎖의 세포를 취한 후
1% NBT (Sigma)와 1 ㎍/㎖ TPA (Sigma)를 동
량 가한 후 30분 동안 37℃에서 배양하여 현미경
으로 염색된 세포를 관찰하였다[16].

2.4. NIH 3T3 세포로의 c-myc DNA
transfection.
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DNA transfection은 calcium phosphate-based
transfection 방법을 사용하였다[17]. NIH 3T3 세
포를 1×106농도로 분주하고 CO2 incubator에서
overnight 배양한 후 멸균된 microtube에 2.5 M
CaCl2 용액을 멸균수로 10배 희석하여 0.5 ㎖ 첨가
한 후 200 ㎍ (TE buffer) mouse c-myc DNA를
첨가한 후 0.5 ㎖ 2× HEPES-buffered saline [280
mM NaCl, 1.5 mM Na2HPO4, 50 mM HEPES
(Sigma), pH 7.1]으로 처리하여 20분 동안 room
temperature에서 방치하였다. Culture flask를 잘
swirling 하면서 혼합물을 세포에 처리한 후 잘 흔
들어 주고 CO2 incubator에서 24시간 동안 배양하
였다. Aspiration으로 배양액을 제거한 후 10 ㎖의
PBS로 씻어 주었다. 2 ㎖의 15% glycerol (in
distilled water)을 첨가하고 swirling으로 골고루
퍼지도록 하여 1분 동안 방치한 후 aspiration으로
배양액을 제거하고 새 배지를 첨가하고 CO2
incubator에서 24시간 동안 배양하였다.

2.5. Western blot analysis.
단백질을 SDS PAGE로 분리한 후 nitrocellulose
membrane에 electrotransfer하였다. 단백질이 blot
된 membrane을 blocking buffer [10 mM Tris·Cl
(pH 8.0), 150 mM NaCl, 0.05% (v/v) Tween 20,
3.0% (w/v) nonfat dry milk]로 1시간 동안 처리
한 후 polyclonal pRb antibody (Ab-2, Oncogene
science) 또는 polyclonal c-Myc antibody (UBI)
를 첨가한 binding Buffer [10 mM Tris·Cl (pH
8.0), 150 mM NaCl, 0.05% (v/v) Tween 20, 0.5%
(w/v) nonfat dry milk]에서 1시간 반응시킨 후
alkaline phosphatase가 label 된 goat anti-rabbit
IgG 를 1시간 동안 처리하였다. Alkaline
phosphatase의 활성은 X-phosphate 및 NBT를 기
질로 사용하여 color reaction으로 확인하였다.

2.6. DNA fragmentation analysis.
세포를 원심분리에 의하여 모은 후 15분 동안
room temperature에서 lysis buffer [5 mM
Tris·Cl (pH 8.0), 10 mM EDTA, 0.5% triton
X-100]을 처리하여 세포를 파괴시킨 후 15000
rpm으로 20분 동안 원심분리하여 pellet을 제거하
고 1 ㎕ RNase를 1시간 동안 처리한 후 1 ㎕
proteinase K (20 ㎎/㎖), 1% SDS를 처리하여 2시
간 동안 50℃에서 방치하였다. 동량의
phenol/chloroform (v/v, 1:1)을 처리하여 잘 섞어
준 후 4℃, 15000 rpm으로 20분 동안 원심분리한
후 상등액을 옮긴 후 1/10 volume의 3M sodium
acetate (pH 5.2)와 2.5 volume의 ethanol을 가하고
-70℃에서 30분 동안 방치한 후 4℃, 15000 g로
10분 동안 원심분리하여 pellet을 TE buffer로 녹
인 후 1.5% agarose gel로 전기영동하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. SRB assay에 의한 항암활성
SRB(sulforhodamin B)는 밝은 핑크빛을 띠는
aminocanthene dye로 2개의 charged-SO3 group이
있어서 약산성인 조건에서 단백질 분자의 positive
charge에 결합한다. Trichloracetic acid(TCA)로
세포를 고정시킨 후 SRB dye로 세포내 단백질을
염색하여 관찰하는데[15], 이 방법은 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium
bromide (MTT) assay[18,19]와 더불어 항암 물질
의 검색에 광범위하게 사용되며, 특히 항암 물질
탐색에 있어서 short term assay에 적합하다.
한편, 암세포주인 Colo320 DM 및 HSR과 A549
세포는 모두 인체 암세포에서 빈번히 발생되는 대
표적인 oncogene의 하나인 c-myc gene이 정상 세
포에 비해 20배 이상 증폭된 세포들로 잘 알려져
있다.
본 연구에서는 이들 인체 암세포 및 mouse NIH
3T3 세포를 이용하여 세포외 다당의 항암활성을
sulforhodamin B(SRB) assay로 측정하였다. 즉,
영지의 액체배양에 의한 세포외 다당 및 분획 (이
하 BWI, BWS 및 CBP로 표기)의 인체 암세포(
A549, Colo320 DM 및 HSR)와 mouse NIH 3T3에
대한 항암효과를 측정하였으며, 그 결과는 Fig. 1
및 2와 같다.
각각의 세포주를 5×104, 1×105 및 5×105 의 농도
로 seeding하고 24시간 경과 후 BWI, BWS 및
CBP를 0.2 μg/μl ～ 1.0 μg/μl 농도로 24시간 처리
하여 SRB assay를 실시하였는데, BWS 분획의
cytotoxicity는 모든 세포에서 관찰되지 않았고,
CBP도 NIH 3T3 세포를 제외한 나머지 세포주에
서 미미한 세포독성을 보였을 뿐이다. 하지만 BWI
는 모든 세포주에 농도 의존적인 항암활성을 나타
내었으며, 특히, A549 및 NIH 3T3 세포에 대해서
강한 활성을 나타내었다(20% viability). 또 BWI는
세 시료중 가장 강한 활성을 보였지만, Colo320 세
포에서는 세포독성이 미미하여 BWI의 활성이
species specific한 반응일 가능성이 있는 것으로
도 생각되었다.
따라서 BWI가 인체 암세포주 및 NIH 3T3 세포
에 미치는 영향을 검토하였으며, 그 결과는 Fig. 3
과 같다. BWI 분획은 NIH 3T3 세포에 대해 A549
세포에서와 비슷한 maximum cytotoxicity를 보 였
지만 그 거동은 다른 흥미로운 결과를 보였다.
즉, BWI 분획이 위의 인체 암세포에 대해서는 낮
은 농도의 세포에 대하여 가장 효율적인 항암활성
을 나타내었으나 NIH 3T3 세포의 경우에서는 가
장 높은 농도의 세포에 대하여 가장 강한 독성을
나타낸 점이다.
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Fig. 1. SRB assay. Various amount of A549(left)
and NIH 3T3(right) cells (5×104~5×105 cells/㎖) were
incubated with three different extracts.
A, BWI; B, BWS; C,

Fig. 2. SRB assay. Various amount of Colo320 DM
and HSR cells (5×104~5×105 cells/㎖) were
incubated with three different extracts(BWI, BWS
and CBP)

Fig. 3. SRB assay. Four different cell lines were
incubated with various concentration of BWI.
A, 5× 104; B,1× 105; C, 5× 105 cells/㎖.

이 차이를 알아보기 위해 NIH 3T3 세포의 형태
를 위상차 현미경으로 관찰하였으며, 그 결과는
Fig. 4와 같다.

Fig. 4. Phase contrast microscopic photographs of

NIH 3T3 cells with different concentrations (x400).

0
20
40
60
80

100
120

0 0.5 1 1.5

Vi
ab

ilit
y 

(%
)

0
20
40
60
80

100
120

0 0.5 1 1.5

Vi
ab

ilit
y 

(%
)

0
20
40
60
80

100
120

0 0.5 1 1.5
Concntration (㎍/㎕)

Vi
ab

ilit
y 

(%
)

BWI

BWS

CBP

0
20
40
60
80

100
120

0 0.5 1 1.5

0
20
40
60
80

100
120

0 0.5 1 1.5

0
20
40
60
80

100
120

0 0.5 1 1.5

Concentration(㎍/㎕)

  ◇ 5x104,  ■ 1x105,  ▲ 5x105   

0
20
40
60
80

100
120

0 0.5 1 1.5

Vi
ab

ilit
y (

%
)

BWI

0
20

40
60
80

100
120

0 0.5 1 1.5

Vi
ab

ilit
y (

%
)

BWS
P

0
20

40
60
80

100
120

0 0.5 1 1.5

Concentration(㎍/㎕)

Vi
ab

ilit
y (

%
)

CBP

0
20
40
60

80
100
120

0 0.5 1 1.5

0
20
40
60
80

100
120

0 0.5 1 1.5

0
20
40
60
80

100
120

0 0.5 1 1.5

Concentration(㎍/㎕)

  ◇ 5x104,  ■ 1x105,  ▲ 5x105   

0
20
40
60
80

100
120
140

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

Vi
ab

lity
 (%

)

0
20
40
60
80

100
120

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

Vi
ab

lity
 (%

)
0

20
40
60
80

100
120
140

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

BWI concentration(㎍/㎕)

Vi
ab

lity
 (%

)

NIH 3T3 A549 Colo DM Colo HSR

5x104

1x105

5x105

A

B

C

A

B

C



산업기술연구(강원대학교 산업기술연구소 논문집) 제25권 B호, 2005.

영지(Ganoderma lucidum)의 액체배양에 의한 세포외 다당의 항암활성과 세포증식 및 분화에 미치는 영향

- 245 -

그림에서 보는 바와 같이, 고농도에서 세포의
morphology에 변형이 초래됨을 관찰할 수 있었다.
이 결과는 BWI 분획이 정상적인 NIH 3T3 세포에
는 작용하지 않으나 암세포와 같은 morphology를
가지는 고농도의 세포에 대하여는 효과적으로 작
용한다는 것을 보여주고 있다.
따라서 이의 확인을 위해 두 종류의 transform된
NIH 3T3세포를 이용하여 역시 위상차 현미경으로
관찰하였다. Fig. 5에서 보는 바와 같이, 그 하나는
long culture에 의하여 spontaneous하게 변형된 세
포 (ST)이며, 다른 하나는 mouse c-myc gene의
transfection에 의하여 변형된 세포 (MT)이다.

Fig. 5. Phase contrast microscopic photographs of
NIH 3T3 cells (x400).
A: normal NIH 3T3 cells
B: spontaneously transformed NIH 3T3 cells
C: c-myc tranfected cells

따라서 이들 암세포와 같이 변형된 이상의 NIH
3T3 세포와 정상의 NIH 3T3 세포를 이용하여
BWI 분획의 효과를 MTT assay로 검토하였으며,
그 결과는 Fig. 6과 같다.
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Fig.6. MTTassay. Three different kinds of NIH 3T3
cells were incubated with 1 ㎍/㎕ of BWI for 24hrs,
ST, spontaneously transformed; MT, c-myc
transfected cells.

정상 세포에서는 9%의 저해가 관찰된 반면, ST
및 MT 세포에서는 각각 26% 및 22%의 저해가
관찰되었다. 이 결과는 BWI분획의 cytotoxic 효과
가 암세포에 특이적인 반응일 가능성을 암시하고
있다. 그 동안 버섯 유래 다당류의 항암활성은 주
로 숙주 매개성으로 알려져 왔다.

3.2 NIH 3T3 세포 주기에 미치는 영향
BWI 분획의 NIH 3T3 세포에 대한 특이적 세포
독성 효과를 보다 더 상세히 알아보기 위해 세포
주기의 어느 단계에서 작용하는지를 검토하고자
하였다. 이를 위해 serum starvation에 의해 G0에
머문 NIH 3T3 세포를 5% serum에 의해 모든 세
포들이 동시에 G0에서 G1 phase로 진행하도록 한
후 일정 시간이 경과한 후에 BWI 분획을 처리하
여 검토하였다. 즉, NIH 3T3 세포를 2×104/㎖으로
24-well plate에 분주한 후 5% serum으로 2일간
배양한 후, 0.5% serum 배지로 교체하여 2일간 배
양해 모든 세포들이 G0 상태에 머물도록 하였다.
다시 5% serum배지로 교체하여 세포들이 동시에
세포 주기를 시작하도록 해준 후 각각 0, 0.5, 1, 3,
6, 12시간 경과 후에 배양액 추출물을 처리하여 세
포의 어느 주기에서 활성을 나타내는가를 MTT
assay로 분석하였으며, 그 결과는 Fig. 7과 같다.
MTT assay는 tetrazolium- based compound가

C

B

A



산업기술연구(강원대학교 산업기술연구소 논문집) 제25권 B호, 2005.

이 신 영, 강 태 수, 문 순 옥

- 246 -

mitochondria의 dehydrogenase에 의한 환원 반응
으로 blue formazan을 생산해서 살아 있는 세포에
서만 반응이 일어나는 것을 기초로 해서 DNA 합
성을 간접적으로 측정할 수 있는 방법이다[18,19].
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Fig. 7. The effect of BWI on the cell cycle.
After NIH3T3 cells were syncronized by serum
starvation, fresh media containing 5% BCS was
added and BWI was treated at different time point
after 5% BCS addition.

Fig. 7에서와 같이, serum에 의해 세포들이 활성
화된 후 30분 이내에 시료를 처리하는 것이 세포
성장억제 효과가 약간 있었다. 그러나 그 후에 처
리했을 때는 억제 효과가 관찰되지 않았으며, 1시
간 이후의 처리시에는 오히려 약간의 증가를 나타
내었다. 이러한 결과는 BWI분획이 NIH 3T3 세포
주기에 별로 영향을 미치지 않음을 나타내고 있다.
한편, BWI분획의 세포 증식의 효과를 분석하기 위
하여 serum starvation에 의하여 quiescent세포를
만든 후 serum이 첨가되지 않은 상태에서 BWI 분
획의 성장촉진 효과를 MTT assay에 의하여 관찰
한 결과는 Fig. 8 및 9와 같다. 실험한 BWI의 모
든 농도에서 강한 cytotoxic 활성을 나타내었으며,
따라서 BWI 분획의 세포증식에 대한 저해효과를
확인핤 수 있었다.

3.3. 세포분화에 미치는 대한 영향
HL-60(Human promyelocytic leukemia) 세포는
c-myc gene의 증폭이 일어난 사람의 백혈병 세포
로 다양한 분화 유도물질에 의해 세포 분화가 일
어나며, 다양한 방법에 의해 분화의 정도를 관찰할
수 있다. HL-60 세포는 macrophage (monocyte)와

granulocyte (myeloid)로 분화될 수 있다. Vitamin
D3, sodium butyrate, TPA 등은 monocytes로의
분화를 유도하고, DMSO, retinoic acid등은
granulocyte로 유도한다[20,21]. 분화된 monocyte는
길쭉한 모양으로 관찰되며, granulocyte는 분화가
되지 않은 세포와 현미경상으로 구별하기 어려우
나 nitro-blue tetrazolium chloride(NBT) assay로
분화의 정도를 측정할 수 있다 [16].

Fig. 8. The effect of BWI fraction on the
proliferation of quiescent NIH 3T3 cells.
Serum starvated quiescent NIH 3T3 cells were
treated with 10 ㎍/ml (C), 10 ㎍/ml(D) and 20㎍
/ml(E) of BWI fraction for 36hrs. Cells were
incubated in 0.5% serum media (A) or 10% serum
media(B).
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Fig. 9. Effect of BWI fraction on the quiescent NIH
3T3 cells.
Serum starvated quiescent NIH 3T3 Cells were
treated with 0.1 ㎍/㎕ (C), 0.15 ㎍/㎕ and 0.2 ㎍/㎕
of BWI fraction for 36 hrs. Cells were incubated in
0.5% serum media (A) or 10% serum media MTT
assay was performed.
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따라서 HL-60 세포를 24-well plate에 분주한 후
BWI, CBP-A 및 CBP-B 분획을 처리하여 24시간
에서 72시간까지 관찰한 결과, Fig 10에서와 같이
48시간 이후 CBP분획에서 세포의 형태 변화가 관
찰되었다.

Fig. 10. Phase contrast microscopic photographs of
HL-60 cells (x400).
HL-60 cells were treated with BWI(A), BWS(B),
CBP-A(C) and CBP-B(D) fraction for indicated
times.

HL-60 세포의 분화 측정 방법은 세포의 형태 변
화 관찰 외에 여러 가지가 있는데, 분화된 세포에
서 왕성하게 나타나는 specific surface marker를
인식하는 Mo1, Mo2, My4 등과 같은 antibody
marker 이용하는 방법이 있으며, 본 실험에 사용
된 NBT assay 방법이 있다. NBT는 생체내
superoxide에 의해 환원되어 푸른색의 formazan을
형성하는 물질이다. HL-60 세포가 분화되었을 때
이들 분화된 monocyte와 granulocyte는 TPA에 의
한 자극에 의하여 superoxide를 생성하게 되고,
이것은 NBT와 반응하여 blue formazan을 형성한
다[16]. 이러한 원리로 HL-60 세포를 24-well
plate에 분주한 후 BWI, CBP-A 및 CBP-B 분획
을 처리하여 24 및 48시간 후에 NBT assay로
blue formazan의 형성을 관찰한 결과는 Fig. 11과
같다.
CBP-A와 CBP-B분획 처리후 48시간 경과한 후
blue formazan의 형성이 증가한 것으로 관찰되었
다. 이 결과는 CBP 분획이 HL-60세포의 분화와
밀접한 관계를 갖고 있는 것을 암시하고 있다.
BWI 분획이 암세포주의 분화를 유도하는 것으로
보아 정상 세포의 carcinogenesis 방지와 암세포의
정상 세포화를 유도할 가능성이 있음을 암시하고
있다.
일반적으로 세포에 분화가 유도되면 세포증식이
정지되므로 MTT assay를 시행하여 세포 증식에
미치는 영향을 재검토하였으며, 그 결과는 Fig.12

와 같다.

Fig. 11. The effect of BWI, CBP-A and CBP-B
fraction on the differentiation of HL-60 cells.
After cells were treated with 100 ㎍/ml of each
fraction for 24 or 48hrs., NBT assay was
performed.
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Fig .12. Effect BWI fraction on the HL-60 cells.
After cells were treated with BWI for the indicated

세포의 수는 72시간 이후부터 급격히 감소함을
MTT assay로 확인할 수 있었고 따라서 분호의
유도로 세포증식이 정지됨을 확인할 수 있었다.

3.4. A549 세포의 apoptosis
암세포에 특이적으로 작용하는 항암제 개발의
target으로 주목받고 있는 물질들 중의 하나는 암
세포의 분화 또는 apoptosis 유도물질이다.
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Cytotoxic drug나 외부의 물리적 자극에 의해
apoptosis가 일어날 수 있는데, 이 때 세포의 형태
적, 생화학적 변화를 관찰할 수 있다(Ellis et al.,
1991). Apoptosis의 유도인자는 ionizing radiation,
Ca2+ ionophore등으로 알려지고 있으며, apoptosis
의 억제 인자들로는 phorbol ester, nerve growth
factor(NGF), serum, interleukin과 같은 cytokine
등이 알려져 있다[22].
Apoptosis 발생시 동반되는 현상으로는 세포의
형태 변화와 DNA fragmention, c-myc gene 발현
의 변화 등을 들 수 있다[23, 24]. A549 세포에서
BWI의 항암활성이 apoptosis를 동반하는 지 알아
보기 위하여 BWI 분획을 처리한 후 DNA를 분리
하여 전기영동으로 분석한 결과는 Fig. 13과 같다.

Fig. 13. Agarose gel analysis of DNA fragmentation
in A549 cells.
A(λ-HindIII standard), B(Control), C(25㎍/ml), D(50㎍
/ml) and E(100㎍/ml) of BWI fraction was treated
for 24hrs.

DNA fragmentation의 특징인 ladder band는 확
인되지 않았으며, 따라서 BWI 분획은 A549세포의
apoptosis를 야기하지 않는 것을 알 수 있었다.

3.5. c-myc 및 pRb 단백질에 미치는 영향
인체 암세포에서 이상이 발견되는 대표적인
oncogene의 하나인 c-myc gene은 대부분의 암세
포에서 발현 정도가 매우 높은 것으로 알려지고
있다. Human hepatocellular carcinoma에서도
c-myc oncoprotein이 정상 간세포에 비해 증가된
것으로 나타났다[25]. 또한 c-myc proto-oncogene
은 정상 세포의 성장과 분화 조절에도 중요한 역
할을 한다. 이들 proto-oncogene은 정지된 세포주
기를 돌게 하는데 필요하며, 여러 항암활성 물질들
이 oncogene의 발현을 조절하는 기능을 가지는 것
으로 보고되고 있다. 생체내에서 cholesterol과 더
불어 isoprenoid compound의 전구체인 mevalonate

의 생합성을 억제하는 mevinolin을 사람의
fibroblast 세포에 처리했을 때 serum stimulation
하에서도 c-myc gene의 발현이 억제된 것이 관찰
되었다[26,27]. Bernard 등[27]의 실험에서는 본 연
구에서도 사용된 human colon carcinoma인
Colo320 세포에 대해 alkylating agent의 처리 시
간에 따라 c-myc gene의 발현이 감소하고 있음을
보여주고 있다.
한편, Karl 등[28]의 연구에 의하면 bovine
placenta로부터 분리한 biological factor DIF는 정
상 세포에 비해 종양 세포에 대해 증식 억제 기능
이 있으나 처리 농도에 따라 달라지며, c-myc
gene의 발현이 약간 감소하는 것으로 나타났다.
Phorbol ester를 이용해 세포가 분화하는 동안 각
oncogene의 발현 정도를 관찰한 David 등[29]의
실험에서는 human T leukemia line인 JURKAT
세포에 TPA를 처리했을 때 세포 증식이 억제되었
으며, c-myc mRNA가 감소하는 것으로 관찰되었
다. 이밖에 synthetic androgen mibolerone (7α-17
α-dimethyl- 19-nortestosterone)에 의한 human
prostate carcinoma인 LNCaP 세포의 증식 억제
및 c-myc 발현 억제 효과가 증명되었으며[30],
leukemic cell line인 HL-60과 U937에 대한
interferon의 작용(Mirian et al., 1985), HeLa cell
에서의 interferon-γ와 tumor necrosis factor
(TNF)의 작용(Anat et al., 1986)과 같이 c-myc
발현에 대한 각종 cytokine의 영향에 관한 연구도
시도되고 있다. 몇몇 연구자들은 anti-leukemic
therapy에 이용되는 glucocorticoid 에 대한 실험
에서 glucocorticoid는 세포의 성장과 조직 유지에
필요한 유전자의 발현을 억제한다고 제안하였는데,
이때 c-myc gene 발현이 저해된다고 보고하고 있
다. 그 증거로 S49 mouse lymphomas, P1798
mouse lymphosarcoma, CEM-C7 human leukemia
에서 glucocorticoid에 의해 c-myc gene 발현이 현
저히 감소됨을 볼 수 있다. 즉 c-myc 발현의 억제
로 암세포의 죽음을 유도하는 것이 가능하다는 것
을 시사해 주고 있다.
본 연구에서는 A549 세포에 항암활성을 나타내는
BWI 분획이 c-myc 발현의 억제를 동반하는 지를
Western blot 분석을 통하여 검토하였고, 그 결과
를 Fig. 14에 나타내었다.
본 실험에서 처리한 모든 농도의 BWI에서 c-Myc
단백질의 감소는 관찰되지 않았다. 이 결과는 다양
한 종양 세포에 cytotoxicity가 있는 것으로 널리
알려진 cisplatin의 c-myc에 대한 영향을 실험했으
나 커다란 효과는 없는 것으로 나타난 결과
(Spandidos et al., 1991)와 유사하였다.
한편, 세포의 성장 및 분화와 밀접한 관계를 가지
는 anti-oncoprotein 가운데 가장 많은 연구가 되
고 있는 것 중의 하나는 pRb이다. 인산화되지 않
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은 pRb는 G0 phase에서 세포의 성장을 억제하는
작용을 하는 것으로 알려져 있으며 세포 주기의
진행에 따라 인산화되어 S, G2 및 M phase에서는
인산화된 pattern을 유지하는 것으로 알려지고 있
다.

Fig. 14. Western blot analysis of A549 cells.
Cells were incubated with 100㎍/ml of BWI fraction
and total protein was prepared. 50 ㎍ of protein
was electrophoresed, transferred into nitrocellulose
membrane and incubated polyclonal pRB
antibody(oncogene science). pRB antibody was
detected by alkaline phosphatase labled goat anti
rabbitIg Ig G antibody. A(Control), B(25㎍/ml), C(50
㎍/ml), D(100㎍/ml) and E(200㎍/ml) of BWI fraction
was treated for 24hrs.

pRb는 인산화의 정도에 따라 SDS-PAGE에서 이
동하는 정도가 다름으로써 Western blot 분석에
의하여 확인할 수 있는 장점을 가지고 있다. BWI
분획의 항암활성이 pRb의 발현의 증가 또는 탈인
산화의 촉진을 동반하는 지를 알아보기 위하여
Western blot 분석을 행한 결과는 자료화하지는
않았으나 pRb 단백질의 양이나 인산화 pattern에
는 영향이 없는 것으로 나타났다. 이상의 결과는
BWI 분획의 항암활성 작용기작이 세포의 신호전
달체계의 초기과정 수준에서 이루어지지 않음을
시사하고 있다. 그러나 CBP 분획이 HL-60 세포의
분화를 유도하는 작용을 하는 결과로 미루어 이들
이 세포의 종류에 따라 다르게 작용할 가능성을
시사하고 있다. 앞으로 이들 분획이 어떤 기작에
의하여 HL-60 세포의 분화를 유도하는 지를 밝히
는 것은 각 분획의 작용기작을 밝히는데 중요할
뿐 아니라 각 분획의 항암제로써의 개발에도 중요
한 기여를 할 것으로 생각된다.

4. 결론

영지 균사체의 액체배양에 의해 생산된 세포외 다
당(CBP) 및 이의 gel chromatography에 의한 수
용성 및 불용성 분획(BWS, BWI)의 항암활성을
배양된 동물세포(A549; lung carcinoma, Colo 320
DM and HSR; colon carcinoma, mouse NIH

3T3)를 이용하여 조사, 검토하였다. 이들 BWS,
BWI 분획 및 CBP를 사용하여 인체 암세포인
A549, Colo 320 DM 및 HSR, mouse NIH 3T3세
포에 대한 cytotoxicity를 SRB를 이용하여 검토한
결과, A549에 대해 apoptosis를 야기하지 않았다.
BWI 분획은 모든 세포에 대하여 강한
cytotoxicity (20% survival)를 나타내었다. 또 저
농도의 NIH 3T3 세포에 대해서는 독성을 나타내
지 않았으나 transformed morphology를 보이는 고
농도의 NIH 3T3 세포에 대해서는 강한 세포독성
을 나타내어 영지 버섯의 세포외 다당 분획이 암
세포에 특이적으로 작용하는 것으로 추정되는 결
과를 얻었다. 그러나 BWI의 항암활성은 pRb 단백
질 발현의 증가나 인산화의 pattern 및 and c-myc
발현에는 영향을 주지않았으며, 따라서 항암활성의
작용이 세포 신호전달 체계의 초기과정 수준에서
는 이루어지지 않음을 시사하였다. 한편, CBP 분
획은 암세포주(HL-60)의 분화를 유도하여 정상세
포의 carconogenesis의 방지와 암포의 정상화를 유
도할 가능성을 암시하였다.
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