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ABSTRACT : The purpose of this study evaluated the immunoregulatory effect of phellinus linteus ethanol (PLE)

extracts on liver damage on carbon tetrachloride (CCl4) induced in rats. Four-week old Male Sprague-Dawley rats were

divided into the three experimental groups randomly; Control group, CCl4 group, CCl4 + PLE group. We found that

effect of PLE on IFN-γ, STAT1 and pSTAT1 was decrease in vivo. Several genes were demonstrated to be IL-4 inducible

prior to the discovery of STAT6. IL-4, STAT6 and pSTAT6 decreased significantly lower in CCl4 + PLE than the CCl4

group. Our data indicated that cytokine protein production were increased in CCl4 group with CCl4 + PLE group. In our

data indicate that IgA levels in MLN lymphocytes were low, while IgE was high in CCl4 + PLE group compared with CCl4

group. Therefore, the results of this study show that PLE can be proposed to protect the liver against CCl4-induced

immunoregulatory activity in rats.
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서 언

간질환은 환경의 오염, 식생활의 변화, 스트레스, 음주, 병원

체의 감염 및 혈색소증과 당원병 같은 대사성 질환 등 여러

가지 요인에 의하여 발생되며 만성적으로 진행되면 황달, 복

통, 복수, 부종 등의 증상이 나타나고, 간 조직내의 결합조직

을 구성하는 아교섬유의 양이 증가하여 간 섬유화로 진행된다

고 보고되어 있다 (Kim et al., 2007). 우리나라를 비롯하여

동아시아 지역에서는 간 손상으로 인한 간 장해에 대하여 천

연물을 기원으로 하는 한약재를 조합한 한방제가 경험적으로

널리 이용되고 있다 (Lee et al., 2006). 

버섯은 예로부터 식용 및 약용으로 널리 이용되어 왔으며

버섯의 항암작용, 생체기능 조절 및 뇌졸중 등 성인병에 대한

예방과 개선 효과가 보고됨에 따라 버섯에 대한 관심은 더욱

높아지게 되었다. 그 중 상황버섯은 분류학적으로 소나무 비

늘버섯과 (Hymenochaetaceae), 진흙버섯속 (Phellinus)에 속하

는 백색부후균으로 목질진흙버섯은 항암력이 매우 우수한 버

섯으로 관심의 대상이 되고 있다 (Choi et al., 1996). 소화기

계통의 암인 위암, 식도암, 십이지장암, 결장암, 직장암을 비롯

하여 간암 수술 후 화학요법을 병행할 때 면역 기능을 증가시

키는 것으로 보고되고 있다 (Sung et al., 1998). 

TNF-α는 활성화된 macrophage, fibroblast 및 다른 여러

세포에서 생성되는데 이는 종양세포에 영향을 미치는 숙자 방

어인자 및 염증 매개물질로 알려져 있다 (Willeaume et al.,

1995). Nitric oxide (NO)는 대식세포의 내재성 면역반응 수행

시 유리되는 주요 면역물질로 알려져 있고 (Brune et al.,

2003), 혈관 확장조절 기능 이외에도 대식세포에서 분비되는

대표적인 세포사멸 유도 독성물질이다 (Maiorana et al.,

2003; Taylor et al., 2003). IFN-γ는 대식세포에서 respiratory

burst를 증가시키고 NO의 생산을 증가시켜 직접적인 대식세포

의 살균력을 증가시키는 것으로 알려져 있다 (Abbas et al.,

2000). 전체적인 T 세포의 발현을 Th1 반응 쪽으로 유도하여
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진행시키고, 이러한 IFN-γ는 세포막에 있는 특이적 수용체인

IFN-γ 수용체에 결합하고 이어 세포 내 전사인자인 signal

transducer and activator of transcription 1 (STAT1) 등을 활

성화시키고 면역반응에 필요한 유전자의 발현을 증가시켜 그

기능을 나타내는 것으로 알려져 있다 (Celada et al., 1985;

Choi et al., 2007). Th2 사이토카인인 IL-4는 IgE 의존적 염

증반응에 중심적인 역할을 하는 것으로 알려져 있으며, IL-4

receptor α를 공유하고 signal transducer and activator of

transcription 6 (STAT6)을 활성화시킨다 (Howard et al., 2002).

간독성 물질인 사염화탄소 (Carbon tetrachloride, CCl4)에

의한 간 섬유화 유도 방법은 가장 널리 사용되는 방법으로서

간경변에서의 병태생리를 연구하는데 많이 이용되고, 장기간

CCl4투여에 의한 실험적 간경화와 간암도 유발 할 수 있다

(Fernandez-Munoz et al., 1985; Gans et al., 1976). CCl4는

간에서 단백질 합성을 저해, K+축적의 저해, 간세포의 괴사,

microsomal enzymes의 억제 등을 통해 독성을 나타내는 대표

적인 물질로서 (Tomas et al., 1989) 급성 간염, 지방간, 간경

변등 간질환 유발이 가능하기 때문에 초기 투여 물질의 효과

를 밝히는데 있어서 실험적으로 많이 이용되고 있다.

본 연구는 상황버섯 추출물이 사염화탄소로 간 손상이 유도

된 흰쥐에서의 NO, IL-4와 IFN-γ 발현, STAT1/STAT6 발현

량과 면역글로블린 생성에 대한 효과에 대해서 조사하였다. 

재료 및 방법

1. 실험재료

충북 충주시의 생약건재약재약회에서 구입한 상황버섯을 잘

게 절편하여 사용하였다. 상황버섯 40 g을 70% 에탄올 800ml

에 가하여 환류냉각기에서 80℃에서 3시간씩 3회 반복 추출

하였다. 추출액은 여과지를 사용하여 감압 여과하고 rotary

evaporator로 농축하였다. 이를 동결 건조하여 사용할 때까지

−20℃에 보관하였다. 

2. 동물 및 식이 

(주) Orient에서 구입한 4주령 Sprague-Dawley (SD)계 Rat

18마리를 분양받아 온도, 습도가 일정하게 유지되는 청정 동

물실에서 일주일간 적응시킨 후, 실험에 사용하였다. 사료 및

음수는 자유롭게 섭취하도록 하였다. 동물은 난괴법에 의하여

control군, CCl4군, CCl4 +상황버섯 추출물 (PLE)군으로 나눈

후, 간 섬유화 유발을 위해 사염화탄소 (0.5㎖/㎏ 체중)를

con oil과 50 : 50의 비율로 희석하여 주 3회 피하주사 하였다.

추출물은 체중 당(㎏) 200㎎ 비율로 주 5회 경구 투여하였다.

총 4주에 걸쳐 실험을 진행하였고, 4주 뒤 rat을 ether로 마취

시킨 후 희생을 통하여 혈액을 채취하고 간과 Mesenteric

Lymph Node (장간막 림프절, MLN)을 적출하였다.

3. 시약

Carbon tetrachloride (CCl4), con oil은 Sigma (Louis,

MO, USA)에서 구입하였다. Lysis buffer (T-PER® Tissue

Protein Extraction Reagent)는 Thermo scientific에서 구입하

였다. 항체 TNF-α, STAT1, pSTAT1, STAT6, pSTAT6는

Cell Signaling Technology에서 IL-4, IFN-γ는 Santa Cruz

Biotechnology Inc. (California, USA)에서 iNOS는 upstate

biotechnology에서 구입하여 사용하였고, 그 외 일반 시약은

Sigma 제품을 사용하였다.

4. Immunoblotting을 이용한 cytokines 측정

조직 100㎎을 잘라 Lysis buffer를 가한 후 혼합하여 4℃,

14000 rpm, 10분간 원심 분리하여 상층액을 새로운 e-tube로

옮긴다. 상층액 중 일부를 bio rad protein assay방법으로 단

백질을 정량하고 western blot법을 이용하여 측정하였다.

5. Nitric oxide (NO) 생산량 측정

CCl4에 의해 손상된 간과 면역기관으로부터 생성된 NO의

양은 Griess reagent system을 이용하여 측정하였다. 각 조직

을 100 mM Tris-HCl buffer에 넣어 분쇄한 후, 원심분리하여

상층액을 얻었다. 조직의 상층액을 96well plate에 취하고, 동

량의 Griess reagent (1% sulfanilamide + 2% phosphoric acid,

0.1% naphthylethylene diamide dihydrochloride)를 첨가해 실

온에서 10분간 반응시킨 후, ELISA reader로 450㎚에서 흡

광도를 측정하였다. NO2의 농도는 sodium nitrite (NaNO2)를

사용하여 흡광도를 측정한 후 얻은 표준곡선과 비교하여 산출

하였다.

6. ELISA을 이용한 IgA, IgE항체 측정

Sandwich ELISA(Enzyme-linked immunosorbent assay)법

을 이용하여 측정하였다. 측정 방법은 0.05 M carbonate-

bicarbonate buffer와 IgA, IgE 일차항체를 96 well plate에

분주한 후 37℃, 2시간 incubation한다. Washing buffer로 3

번 washing하고 blocking buffer를 넣어 37℃, 1시간

incubation한다. Washing buffer로 3번 washing, sample을 분

주하고 37℃, 1시간 incubation한다. Washing buffer로 3번

washing, TMB를 분주하고 10~15분간 incubation후 ELISA

reader로 450㎚에서 측정하였다. 

7. 통계처리 

본 연구의 실험결과는 mean±SE으로 나타내었으며, 각

group간의 통계적 유의성은 SPSS program(ver. 14.0, SPSS

Inc., Chicago, IL, USA)을 이용하여 p < 0.05 수준에서

Duncan의 다중비교법에 의해 분석하였다. 
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결 과

1. 실험동물의 체중증가량 및 장기의 무게 변화

4주간 실험 식이를 투여한 흰쥐의 체중증가량 및 장기 무게

변화를 Table 1에 나타내었다. 우선 체중증가량을 보면

control군, CCl4군, CCl4 + PLE군의 실험 시작 평균체중이

334.7 ± 11.1, 309.0 ± 26.6, 313.0 ± 19.3 g으로 control군은 사

육기간이 지남에 따라 유의성 있게 증가하는 것을 나타내었

고, CCl4군은 시작일로부터 체중이 크게 증가하는 것을 보였

으나 일주일 후부터 유의차는 없었다. 간 중량의 경우 정상군

에 비해 약간의 증가를 보였다. 간 중량의 증가는 사염화탄소

에 의해 간의 세포막이 손상됨에 따라 투과성이 증가하여 부

종 및 지방의 변성으로 인하여 간장이 비대해지기 때문인 것

으로 알려져 있으며 (Kim et al., 1993), 본 실험조건하에서

상황버섯 추출물은 간 중량에는 크게 영향을 미치지 않은 것

으로 사료된다. 

2. Immunoblotting을 이용한 cytokines 측정

상황버섯 추출물이 CCl4로 유도한 흰쥐의 liver에서

cytokine에 대한 영향을 Fig. 1, 2에 나타내었다. 염증단계에

중추적 역할을 하고 있는 cytokine인 TNF-α 발현량은

control군보다 CCl4군에서 높은 발현을 보였고, CCl4 + PLE군

에서 발현량이 감소하는 것을 나타내었다. Th1 임파구로의 분

화를 촉진시키는 전사인자인 IFN-γ와 STAT1 그리고 pSTAT1

의 발현은 CCl4군이 대조군에 비해 높은 발현을 나타내었고,

CCl4 + PLE군에서의 발현량이 약간 낮게 나타났다. Th2 임파

구로의 분화를 촉진시키는 전사인자인 IL-4와 STAT6 그리고

 
Table 1. The change of weight of a rat fed PLE.

Weight (g)

Body Organ

Initial Final Liver Spleen

A 334.7±9.0 421.2±17.6a 98.4±1.1a 0.5±0.1

B 309.0±24.3 360.8±36.6b 99.1±1.9a 0.4±0.1

C 313.0±17.6 388.8±37.4a,b 11.0±1.4ab 0.5±0.1

(A) Normal group 
(B) CCl4-treated group 
(C) CCl4-treated group+Phellinus linteus extract
(n = 6 for each group), values not sharing a common superscript
letter are significantly different at p < 0.05

Fig. 1. Effect of Phellinus linteus on the TNF-α expression in
Spleen. Expression of TNF-α protein was determined by
western blotting. specific anti TNF-α antibodies. Actin
was used as on internal control (n = 6 for each group).

(A) Normal group 
(B) CCl4-treated group 
(C) CCl4-treated group + Phellinus linteus extract

Fig. 2. Effect of Phellinus linteus on the IFN-γ, STAT1 and pSTAT1
expression in Spleen. (a) Expression of IFN-γ, STAT1 and
pSTAT1 protein was determined by western blotting.
specific anti IFN-γ, STAT1 and pSTAT1 antibodies. Actin
was used as on internal control. (b) Expression of IL-4,
STAT6 and pSTAT6 protein was determined by western
blotting. specific anti IL-4, STAT6 and pSTAT6 antibodies.
Actin was used as on internal control (n = 6 for each
group).

(A) Normal group 
(B) CCl4-treated group 
(C) CCl4-treated group + Phellinus linteus extract
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pSTAT6의 발현량 또한 CCl4군이 대조군에 비해 높은 발현을

나타내었고, CCl4 + PLE군에서의 발현량이 약간 낮게 나타나

같은 양상을 나타내었다.

3. Nitric oxide (NO) 생산량 측정

Liver에서의 NO2생성능과 iNOS 발현량을 확인한 결과를

Fig. 3에 나타내었다. 최근 염증 유발에 중요한 역할을 하는

것으로 알려진 NO 생성을 알아본 결과, 상황버섯 추출물군에

서 대조군인 CCl4군에 비해 높은 NO 생성 억제효과를 관찰

할 수 있었다. 상황버섯 추출물에 의한 nitrite의 생성 억제와

iNOS 발현의 상관성을 알아보기 위하여 western blot으로

iNOS 단백질의 발현을 본 결과, CCl4에 의해 iNOS 단백질이

증가하였으며 CCl4+PLE군에서 발현량이 줄어든 것을 확인하

였다.

4. ELISA을 이용한 IgA, IgE항체 측정

혈청 IgA와 IgE, MLN 상층액 IgA와 IgE의 생산량을 측

정한 결과는 Table 2에 나타내었다. 혈중 IgA와 IgE 생산량

모두 control군보다 대조군인 CCl4군이 높게 나타났고,

CCl4 + PLE군에서는 생산량이 줄어든 것을 확인하였다. MLN

상층액 IgA와 IgE 생산량은 control군보다 대조군인 CCl4군이

낮게 나타났고, CCl4 + PLE군에서는 생산량이 늘어난 것을 확

인하였다.

고 찰

간의 면역력을 증강시키는 물질을 찾기 위해 CCl4로 독성을

유도하여 liver에서의 면역학적인 효과를 보았다. T-helper 세

포는 그들이 생산하는 cytokine에 따라 조절기능을 하는 것과

효율성을 높이는 것으로 분류될 수 있다. Th1 임파구는 IFN-

γ, IL-2, TNF-α를 발현시키고, Th2 임파구는 IL-4와 IL-10을

생성한다 (Lim et al., 2007). CCl4에 의하여 대식세포나 임파

구가 자극되어 다량의 TNF-α가 분비되며, 분비된 TNF-α는

대식세포와 호중구를 활성화시켜 산소기와 같은 산화제, 단백

질 분해효소, IL-1, IL-6, TNF-α등을 더욱 분비하게 한다

(Molloy et al., 1993). Western blot의 결과를 보았을 때 상

황버섯 추출물군이 CCl4에 의해 대량으로 생성된 TNF-α 발

Fig. 3. Effect of Phellinus linteus on the NO production and
iNOS expression in Spleen. (a) NO production from liver
was determined in culture supernatant by Griess reagent.
(b) Expression of iNOS protein was determined by
western blotting. specific anti iNOS antibodies. Actin was
used as on internal control. (n = 6 for each group), values
not sharing a common superscript letter are significantly
different at p < 0.05

(A) Normal group 
(B) CCl4-treated group 
(C) CCl4-treated group + Phellinus linteus extract

Table 2. Effect of Phellinus linteus on the immunoglobulin A and E
production in serum (a) and in MLN cultured super-
natant (b). 

(a)

IgA (ng/㎖) IgE (ng/㎖)

A 116.593±0.044a 2.694±0.002a

B 131.160±0.049b 2.900±0.004b

C 114.802±0.043a 2.207±0.005c

(b)

IgA (ng/㎖) IgE (ng/㎖) 

A 56.222±0.020 4.431±0.004a

B 44.988±0.019 2.537±0.001b

C 52.519±0.018 4.498±0.002a

(A) Normal group 
(B) CCl4-treated group 
(C) CCl4-treated group+Phellinus linteus extract
(n = 6 for each group), values not sharing a common superscript
letter are significantly different at p < 0.05
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현을 감소시켰다. IFN-γ는 IL-4의 생성과 IL-4수용체의 발현을

억제할 뿐만 아니라 Th2 세포의 여러 작용들과 길항하고

(Yancey et al., 1980; Stadler et al., 1989), T 림프구나 대

과립성 림프구에 의해 생성되는 사이토카인으로 항바이러스,

항증식, 암세포주에 대한 증식 억제 효과와 세포 융해 효과

및 면역 조절 기능이 있어 만성 골수성 백혈병, 신세포암 등

의 악성 종양, 류마티스 관절염 등에 사용되고 있다 (Knop et

al., 1990; Gresser et al., 1990). STAT1은 전사인자로 IFN

에 의한 세포내 신호전달과정을 통해 활성화되는 것으로 알려

져 있다. IFN-γ가 세포막의 수용체에 결합하면 먼저 Jak이 활

성화되어 STAT1을 인산화시킨다. 인산화된 STAT1은 이합체

를 이루어 핵 안으로 이동하여 특정 유전자의 촉진염기서열에

결합하여 발현을 조절한다 (Cho et al., 2005). 본 실험에서

IFN-γ, STAT1 그리고 pSTAT1의 발현량을 보았을 때 CCl4군

이 높은 발현을 보였고, 상황버섯 추출물군에서는 발현량이 줄

어드는 것을 확인할 수 있었다. STAT6는 IL-4에 의해 활성화

되는데 이 cytokine은 감염에 의해 IL-4, IL-5, IL-10 을 분

비하는 Th2 helper T세포의 분화를 촉진한다. 즉 IL-4에 의해

활성화된 STAT6는 IL-4의 전사를 촉진하고, 결국 Th2 분화가

유도된다 (Patel et al., 1996). 이에 IL-4, STAT6 그리고

pSTAT6의 발현량을 보았을 때 대조군인 CCl4군이 정상군보다

발현이 높게 나타났고, 상황버섯 추출물군에서 CCl4군에 대해

낮은 발현을 나타내었다. STAT1의 경우 CCl4에 의해 발현이

증가된 것으로 보이며, STAT6의 경우 대조군의 발현이 가장

높게 나타났는데, 이러한 사실로부터 상황버섯추출물이 STAT

의 발현을 저해했다기보다는 STAT1과 STAT6의 인산화를 저

해하여 활성화를 억제 시키는 것으로 보인다. 위의 결과는 지

속적인 CCl4와 상황버섯 추출물의 투여로 인해서 만성적인 면

역반응이 일어났음을 알 수 있다. 면역 세포 및 간세포 등에

서 NO를 생성하는 iNOS의 발현은 활성화 물질들의 혼합 처

리에 의해서 조절되며 (Kuo et al., 1997), 이전의 보고에 따

르면 (Guarner et al., 1993; Sieber et al., 1993) 간경변증

환자에서는 일반적으로 NO가 증가하는 것으로 알려져 있다.

위의 보고와 비슷하게 CCl4 투여군에서 NO 생성량이 증가한

것을 볼 수 있었고, 이는 상황버섯 추출물이 CCl4 투여군에서

과도하게 생성된 NO를 억제시킴으로서 항염증 효과를 나타낼

것으로 생각된다. IgA는 혈중에서 IgG 다음으로 높은 농도로

존재하며 인간의 분비물에서도 관련되는 면역글로불린이고

(Macpherson et al., 2008), IgE는 비만세포와 결합하여 비만

세포가 자극 받았을 때, 여러 가지 증상과 관련된 인자들을

배출시키는데 중요한 역할을 한다 (Balzar S et al., 2007;

Lim et al., 2008). 장점막 보호를 조절하는 항체로서 작용하

며, allergen의 흡수를 방해하여 알러지 반응 예방에 중요한

역할을 하는 IgA 농도를 종합해보면 혈청 중 IgA 농도는 감

소를 장관막 임파절에서는 증가를 시킴으로서 장조직 손장의

회복에 효과가 있음을 알수 있었다. Allergy를 유발하는 항체

로 알려져 있는 IgE의 농도를 보면 혈청에서는 상황버섯 추출

물군의 농도는 감소를 장관막 임파절에서는 높게 나타났는데

이는 항염증 기전에 작용한 것으로 사료된다 (Lee et al.,

2004). 이에 상황버섯 추출물이 활성화되는 비만세포의 활성

을 억제함을 알 수 있다.

이와 같이 상황버섯은 약초로서 항암효과는 물론 담배, 스

트레스로 지친 현대인의 위장, 소화기계통도 튼튼하게 지켜주

는 탁월한 버섯이라 할 수 있다 (Lee et al., 1999). 이번 연

구를 통해서 상황버섯 추출물이 손상된 간을 보호해 줄 뿐만

아니라 우리 몸의 면역력 강화에도 영향을 미치는 것을 확인

하였다. 
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