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Abstract

Grifola frondosa has been used as an herbal medicine for the treatment of cancer, diabetes mellitus and high blood 

pressure. In this study, functional polysaccharide was obtained from Grifola frondosa using four different extraction methods: 

hot water(HwFP), homogenize(HgFP), acid(AcFP), and alkali(AlFP) extraction methods. The effects of these extracts on KB 

and HepG2 cell lines were then examined for any anti-cancer activity. Alkaline extraction produced a yield of 0.175% and 

the total sugar content of the extract was 54.97%. We were able to confirm that the polysaccharide extracts from the 

mushroom produce an anti-cancer effect. The cytotoxicity of AlFP and AcFP against HepG2 cells were 22.86% and 28.88%, 

respectively, and the cytotoxicity of AlFP against the KB cell lines was 47.76% at a concentration of 1,000 ㎍/㎖. Therefore, 

these results suggest that the optimum method for extracting functional polysaccharides from G. frondosa is the alkali 

extraction method.
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서 론   

식용버섯은 암의 퇴행이나 면역 증진, 그리고 세균성 감염

의 억제에 효과가 있다(Wasser & Weis 1999). 1962년 표고버

섯(Lentinula edodes) 자실체의 열수추출물이 실험동물에 이

식된 종양을 억제하는 것이 밝혀진 이래, 잎새버섯(Grifola 

frondosa), 영지버섯(Ganoderma lucidum) 등의 다양한 버섯이 

항암활성이 있는 것으로 보고되었다(Ikekawa 등 1969). 이와 

같은 항암효과는 일반적으로 버섯의 생리활성 물질이 암세

포에 직접 작용하거나, 다당류와 같은 면역 활성 성분이 숙주

의 면역계를 활성화 시켜 암세포의 사멸을 유도하여 일어난

다. 특히 버섯의 다당류는 화학요법제와 병용 투여하여 항암

제의 부작용을 줄이고, 암 치료율을 증가시키는데 활용되어 

왔다(Fukuda 등 1975). 

잎새버섯(G. frondosa)은 분류학적으로 담자균류 민주름버

섯목(Aphyllphorales), 구멍장이버섯과(Polyporaceae), 잎새버

섯속(Grifola)에 속하는 버섯으로 여름과 가을에 참나무류, 활

엽수류 생입목, 고사목의 지제부나 뿌리 주변에 다발로 발생

하며, 한국, 일본, 유럽, 미국 등에 분포하는 백색부후균이다. 

잎새버섯은 식용이면서 약리작용이 뛰어난 기능성 버섯으로 
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인체의 면역력을 증가시키고, 종양 억제율이 우수하다(Wu 등 

2006). Suzuki 등(1989)은 잎새버섯의 균사체에서 추출한 β- 

glucan을 fibrosarcoma, L1210 leukemia 및 P388 leukemia 등의 

암세포를 이식한 생쥐에 투여한 결과, 항암활성뿐만 아니라 

면역에 관여하는 자연살해세포(natural killer cell) 및 대식세

포(macrophage)의 활성을 상승시켜 암을 저해하는데 효과가 

있다고 보고하였다. 이러한 연구를 바탕으로 잎새버섯의 다

당류는 암세포에 대해 기존의 화학치료제와 병행 시 부작용

을 줄이고 암세포를 억제하여 항암보조제로 1998년 미국 FDA 

승인을 획득해 현재 시판되고 있다(Kodama 등 2005). Kodama 

등(2005)과 Nanba & Kubo(1997)의 연구에서 잎새버섯으로 

부터 분리한 D-fraction이 암환자의 예방 및 치료에 유용하였

으며, 미국 Memorial Sloan-Kettering 암센터에서 잎새버섯 다

당류를 유방암 환자를 대상으로 임상 1, 2상 시험 결과, 면역

체계를 증강시켜 암의 경감효과가 있는 것으로 보고하였다

(Deng 등 2009). 이러한 다당류는 in vitro(Kodama 등 2005) 또

는 in vivo(Kodama 등 2004)에서 NK세포와 같은 면역세포 자

극에 의한 것으로 밝혀졌다. Fullerton 등(2000)과 Lin & Liu 

(2006)은 In vitro 시험에서 잎새버섯은 암세포주(인간 전립선

암세포, 간암세포 Hep 3B)에 apoptosis를 통하여 암생장을 억

제한다고 보고하였다. 또한 잎새버섯의 기능성 성분들은 

AIDS의 원인균인 HIV에 대한 억제작용(Nanba 등 2000), 혈

압강하(Choi 등 2001), 콜레스테롤 억제(Fukushima 등 2001), 

cyclooxygenase 효소를 억제하는 항산화 작용(Zhang 등 2002), 

혈당강하(Matsuur 등 2002), 혈관내피세포의 성장 억제를 통

한 신생혈관을 억제(Lee 등 2008)등 많은 연구결과들이 보고

되었다. 그리고 Taouatas 등(2008)의 연구에 의하면 잎새버섯

으로 부터 분리한 특이한 단백질 분해효소인 Lys-N은 단백질 

절단의 특이성으로 인해 프로테오믹스 실험에 이용되고 있

다. 한방에서도 잎새버섯은 혈압강하, 이뇨작용, 비만치료, 강

장작용, 항빈혈작용 등에 효능이 있어 한약재로 이용되어 왔

다(Ying 등 1987). 

본 연구에서는 잎새버섯 균사체에서 열수, 분쇄, 산, 알칼

리의 추출 방법을 이용하여 다당류를 추출하고, 각 추출공정

에 따른 다당류의 항암 효과를 비교하였다. 이러한 추출조건

에 따른 효능연구는 잎새버섯에서는 아직까지 수행된 적이 

없고, 향후 버섯으로부터 기능성 다당류의 대량생산과 그 활

용에 이용하고자 실험하였다.

재료 및 방법

1. 실험재료

실험에 사용된 잎새버섯은 한국버섯균주은행(CCDBM, Cul-

ture Collection of DNA Bank of Mushrooms, Incheon university, 

Korea)에서 제공 받아 사용하였다.

2. 배지

1) 종균배양배지

잎새버섯 균사체는 potato dextrose agar(PDA) 배지에 균주

를 보관하였으며, potato dextrose broth(PDB) 배지에서 균사체

를 14일간 배양하여 활성화 시킨 후 7일간 계대 배양하여 접

종용으로 사용하였다.

2) 실험배지

잎새버섯 균사체의 생장곡선 측정과, 다당류 추출방법을 

위한 균주 활성화는 버섯 기본 배지 중 하나인 Raper's medium 

(Raper 등 1972)을 사용하였다.

3. 균사체 생장 및 다당류 생성 측정

500 ㎖ 삼각플라스크에 300 ㎖ 증류수에 Raper’s medium 

조성에 따라 배지를 만들어 총량의 10%의 균을 접종하였다. 

7일간(140 rpm, 25℃)으로 진탕배양하여 매일 20 ㎖의 균사배

양액을 여과지(Whatman's filter paper No. 4)를 이용하여 균사

체와 배양액을 여과하였다. 균사체는 건조기(60℃)에서 overnight

한 후 균사체량을 측정하고, 배양액은 3배량의 95% ethanol을 

첨가하여 4℃에서 overnight한 후 6,000×g에서 15분간 원심분

리하여 침전물을 건조한 후 다당류를 측정하였다(Han 등 1995). 

4. 잎새버섯 균사체 다당류 추출

잎새버섯 균사체에서 다당류 추출공정은 Kim 등(2005)의 

방법을 변형하여 Raper's 배지에서 7일간 배양한 잎새버섯 균

사체 배양액을 표준체(No. 90)로 여과하여 배양액은 버리고, 

균사체를 이용하여 Fig. 1, 2와 같이 추출하였다(Kim 등 2005).

(1) 열수 추출

잎새버섯 균사체에 3배량의 증류수를 넣고 100℃로 1시간 

동안 가열한 후 표준체(No. 90)로 여과하였다. 여과물은 15,000 

rpm에서 10분간 원심분리하여 상청액을 얻고, 이에 3배량의 

에탄올을 넣어 4℃에서 하룻밤 동안 냉침시켰다. 냉침된 침

전물을 수집하여 15,000 rpm에서 10분간 원심 분리하여 침전

물을 얻은 후, 이를 동결건조하여 열수 추출된 다당류(HwFP)

를 얻었다.

(2) 분쇄 추출

잎새버섯 균사체에 2배의 증류수를 넣고 균질기(AM-9, 

Nihonseiki Kaisha Ltd., Tokyo, Japan)로 10,000 rpm에서 1분 

동안 분쇄한 후, 표준체(No. 90)로 여과하였다. 여과물은 15,000 
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Fig. 1. Hot water and homogenizing extraction flow chart to extract polysaccharide from mycelium of Grifola frondosa.

Fig. 2. Acid and alkali extraction flow chart to extract polysaccharide from mycelium of Grifola frondosa. 

rpm에서 10분간 원심분리하여 상청액을 얻고, 여기에 3배량

의 에탄올을 넣어 4℃에서 하룻밤 동안 냉침시켰다. 상청액

은 버리고, 침전물을 수집하여 15,000 rpm으로 10분간 원심

분리하여 침전물을 얻은 후 동결건조하여 분쇄 추출된 다당

류(HgFP)를 얻었다.

 

(3) 산 추출

잎새버섯 균사체에 1% HCl(v/v)을 넣고 2시간 동안 100℃
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로 교반하였다. 그 후 NaOH를 이용하여 중화시킨 후(pH 7.0), 

10,000 rpm에서 10분 동안 원심분리하여 상청액을 얻었다. 

상청액에 3배량의 에탄올을 넣어 4℃에서 하룻밤 동안 냉침

시킨 후, 15,000 rpm으로 10분간 원심 분리하여 침전물을 얻

은 후, 이를 동결건조하여 산 추출된 다당류(AcFP)를 얻었다.

(4) 알칼리 추출

잎새버섯 균사체에 NaOH를 2 M 농도가 되도록 첨가하여 

24시간 동안 교반한 후 acetic acid를 이용하여 중화시킨 후

(pH 7.0) 10,000 rpm에서 10분 동안 원심분리 하였다. 상청액

에 3배량의 에탄올을 넣어 4℃에서 하룻밤 동안 냉침시킨 후, 

15,000 rpm에서 10분간 원심분리하여 침전물을 얻은 후, 이

를 동결건조하여 알칼리 추출된 다당류(AlFP)를 얻었다.

5. 다당류 추출물의 총 당 정량

다당류의 총 당 정량은 Phenol-Sulfuric acid법(DuBois 등 

1956)으로 측정하였다. 위해 추출공정별 추출한 다당류 1 ㎎

을 saline 10 ㎖에 녹이고 시료 조제액 1 ㎖에 phenol 25 ㎕를 

가한 다음 sulfuric acid 2.5 ㎖를 가하여 30℃에서 20분간 반

응한 후 실온에서 냉각시킨 다음 490 ㎚에서 흡광도를 측정

하였다. 포도당(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)를 표준물

질로 하여 100 ㎍/㎖ stock solution을 만들고, 단계별 표준용

액을 만들어 당 함량을 정량하였다.

6. 추출방법에 따른 다당류의 항암효과 비교

항암실험에 사용된 암세포주는 한국세포주은행(KCLB)에

서 분양받아 사용하였으며, 사용한 암세포주는 인간유래 간

암세포주(HepG2, KCLB No. 88065), 구강암세포주(KB, KCLB 

No. 10017)를 RPMI 1640(with 25 mM HEPES and 10% FBS)

배지로 3일 계대 배양하여 사용하였다. 암세포의 활성화 상

태를 알기 위하여 hemocytometer(cat. no. 6300-30, Marienfeld- 

superior, Germany)로 세포수를 측정하였다. 배양 3일 후 암세

포주(HepG2, KB)를 culture plate에서 떼어 내기 위해 trypsin- 

EDTA(0.25%)를 사용하여 떼어낸 암세포를 5분간 800 rpm으

로 원심분리 하였다. 상청액은 버리고 새로운 배지로 현탁액

을 만들어 trypan blue 용액(0.4%)과 20 ㎕씩 1:1 비율로 섞어 

염색하여 세포수를 측정하였다. 세포수를 측정한 후 1×105 

cells/㎖ 농도로 조정하여 실험에 사용하였다. 항암 효과를 알

아보기 위하여 96 well plate에 각 암세포주를 100 ㎕씩 분주

하여 2시간 배양하였다. 다당류 추출물을 HwFP는 50 ㎍/㎖, 

25 ㎍/㎖, HgFP, AlFP, AcFP는 1 ㎎/㎖, 100 ㎍/㎖, 10 ㎍/㎖ 

농도로 분주하여 24시간 배양했다. 배양 후 96 well plate를 

37℃에서 4시간 동안 MTT(5 ㎎/㎖) 10 ㎕를 넣어 반응시키고 

배양액을 버린 후 DMSO를 처리하여 microplate reader(Fluostar, 

BMG labtech, Australia)에서 5분간 교반 후 540 ㎚에서 O.D. 

(optical density)값을 측정하였다. 

 

결과 및 고찰

1. 균사체 및 기능성 다당류 생장 측정

Raper's medium에서 잎새버섯의 균사체 및 기능성 다당류

의 생장 측정 결과, 0일부터 4일까지는 균사체와 다당류의 변

화는 적었으나, 5일차에 균사체(3.97 g/ℓ)와 다당류(2.46 g/ℓ) 

생산이 가장 높은 수치를 보였으며, 6일차부터 균사체와 다

당류는 감소하였다(Fig. 3). 이를 통해 잎새버섯 균사체는 배

양 5일 째가 최대 생장율을 나타내었다. Lee BC(2004)가 분리 

동정한 잎새버섯의 생장 및 다당류의 생육특성을 확인한 결

과, 약 3～4일에서 생장 및 다당류의 최대 생육특성을 나타낸

다고 하였으며, 이는 본 연구와 차이는 있으나, 이는 균주의 

특성에 따라 최대 생육 및 다당류 생산이 차이 나는 것으로 

판단된다.  

2. 다당류 추출방법별 수율

균사체 및 다당류 생장 측정에서 얻은 결과를 통해 5일 동

안 배양한 잎새버섯을 열수, 분쇄, 산, 염기의 4가지 추출방법

으로 기능성 다당류를 추출하였다. 잎새버섯 균사체에서 기

능성 다당류를 추출한 결과, 알칼리 추출법이 0.175 g으로 가

장 높은 0.175%의 수율을 보였고, 1% HCl을 이용한 추출은 

0.79%, 분쇄추출은 0.016%, 그리고 열수추출에서 가장 적은 

0.004%의 수율을 나타내었다(Table 1). Kim 등(2011)이 잎새

버섯 자실체에서 조다당류를 열수, 중성염, 메탄올을 이용해 

추출한 결과, 메탄올, 중성염, 열수추출 순서로 높은 수율을 

얻었다고 보고하였으며, Kim 등(2005)은 노루궁뎅이버섯 추

출 공정별 다당류 추출결과 3% NaOH를 이용한 알칼리 추출

법에서 추출 수율이 가장 높다고 보고하였다. 또한, Park & 

Fig. 3. Growth curve of mycelium and functional poly-

saccharide from Grifola frondosa at 7 days.
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Table 1. Yields of polysaccharides extracted from mycelium

of Grifola frondosa

Fraction1) Weight of 

mycelium(g)

Weight of 

polysaccharide 

extract(g)

Yield2)

(%)

HwFP 100 0.004 0.004

HgFP 100 0.016 0.016

AcFP 100 0.079 0.079

AlFP 100 0.175 0.175
1) Abbreviations : HwFP = hot water extract, HgFP = homogenized 

extract, AcFP = extracted with 1% HCl, AlFP = extracted with 

2 M NaOH.
2) Yield(%)=[Weight of mycelium(g)/Weight of polysaccharide extract]

×100.

Lee(1997)는 표고버섯 배양액으로부터 계면활성제인 Triton 

X-100을 이용하여 다당류를 추출한 결과, 열수 추출보다 효

과적이라고 보고하였다. 이와 같은 결과는 알칼리성 추출 용

매는 버섯류의 세포벽에 함유되어 있는 기능성 다당류의 추

출이 용이하기 때문인 것으로 여겨진다.

3. 추출방법별 다당류의 총 당 함량

표준 곡선을 기준으로 한 다당류의 당 함량은 열수추출물

(HwFP)이 84.97%로 가장 높았으며, 추출 수율이 가장 높았던 

알칼리로 추출한 다당류는 54.97%로 나타났다(Table 2). Kim 

등(2005)은 노루궁뎅이버섯의 추출 공정별 당 함량을 조사한 

결과, 100℃에서 60분간 열수 추출한 다당류 추출물의 당 함

량은 83.33%로 가장 높게 측정되었으며, HCl을 이용한 추출

물의 당 함량은 58～75%, NaOH를 이용한 추출물은 41～62%

로 보고하였다. 이는 본 연구결과, 열수 추출물에서 가장 높

은 당 함량을 보인 것과 유사하며, 알칼리 추출물의 당 함량

도 Kim 등(2005)과 유사하게 나타났다.

4. 추출방법에 따른 다당류의 항암효과

Table 2. Content of total sugar functional polysaccharide 

by hot, homogenizing, acid, alkali extraction from Grifola 

frondosa

Fraction1) Total sugar(%)

HwFP 84.97 

HgFP  1.73 

AcFP 17.48 

AlFP 54.97 
1) See the legend of Table 1.

 

추출법에 따른 다당류의 항암효과를 비교하기 위하여 구

강암 세포주인 KB cell과 간암세포주인 HepG2 cell에 처리하

여 항암효과를 확인하였다. KB cell에 각 다당류를 처리한 결

과, 1,000 ㎍/㎖ 농도를 처리하였을 때 AlFP에서 47.76%로 가

장 높은 세포 독성을 나타냈으며, AcFP는 28.71%, HgFP는 

20.92% 순으로 암세포에 대한 세포독성을 나타냈다(Fig. 4). 

간암세포주인 HepG2 cell에서는 1,000 ㎍/㎖ 농도에서 AcFP

를 처리 하였을 때 28.88%로 가장 항암효과가 높았으며, 다

음으로 알칼리 추출물인 AlFP가 22.86%로 암세포주 억제 효

과가 높았다(Fig. 5). Kim 등(2011)이 세포독성 실험에서 잎새

버섯 조다당류 2 ㎎/㎖ 농도에서 NIH3T3과 HT-29에서 항암

효과를 나타냈다고 보고하였으며, Kwon 등(2003)은 아가리

Fig. 4. Anticancer effect of functional polysaccharide extracts

from Grifola frondosa against KB cell. 1) See the legend of 

Table 1. *Concentration of HwFP was at 25 ㎍/㎖ and 50 

㎍/㎖.

Fig. 5. Anticancer effect of functional polysaccharide extracts

from Grifola frondosa against HepG2 cell. 1) See the legend 

of Table 1. *Concentration of HwFP was at 25 ㎍/㎖ and 

50 ㎍/㎖. 
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쿠스, 표고, 영지, 운지, 상황버섯 배양액 열수 추출물의 항암 

효과를 비교해본 결과, 1 ㎎/㎖ 이상의 농도에서 세포독성을 

나타내는 것으로 보아, 잎새버섯 균사체에서 추출한 기능성 

다당류는 1 ㎎/㎖ 이상의 농도에서 항암효과를 나타낼 수 있

는 것으로 사료된다. 잎새버섯 다당류가 여러 암세포주에 대

해 효과가 다르게 나타나는 것은 버섯의 다당류 추출 방법에 

따른 기능성 다당류의 성분, 분자량이 다르고, 암세포주의 특

성도 각각 다르기 때문인 것으로 여겨진다. 또한, Lee 등 

(1994)은 영지버섯 균사체로부터 알칼리 추출법을 통하여 얻

은 조다당의 mouse 경구투여로 인한 급성독성을 확인한 결

과, 반수 치사량(Lethal Dose 50, LD50)이 2.2 g/㎏ 이상으로 독

성이 거의 없는 것으로 보고하였으며, 이는 본 연구에서 잎새

버섯으로부터 알칼리 추출된 다당류도 중화와 정제단계를 

통해 독성이 없을 것으로 판단된다. 따라서 잎새버섯의 알칼

리 추출 분획물은 우수한 암세포 억제 효과가 있어 항암보조

제로 이용 가능성이 있을 것으로 생각된다.

요약 및 결론

본 연구에서는 다양한 추출공정에 의하여 제조된 잎새버

섯(G. frondosa) 균사체로부터 기능성 다당류 추출 분획의 항

암효과를 구강암세포주인 KB cell과 간암세포주인 HepG2 

cell을 사용하여 확인하였다. 실험결과, 잎새버섯 균사체의 

최대 생장일은 5일째였으며, 추출공정별 수율을 비교한 결과, 

알칼리 추출법으로 추출한 AlFP(0.175%)의 수율이 가장 우수

하였고, 1% HCl을 이용한 추출물(AcFP, 0.79%), 분쇄추출물

(HgFP, 0.016%), 열수추출물(HwFP, 0.004%) 순이었다. 추출

한 기능성 다당류의 항암효과를 KB cell과 HepG2 cell을 통해 

실험한 결과, KB cell에서는 AcFP와 AlFP가 1 ㎎/㎖에서 각각 

38.68%, 28.69%의 항암효과를 보였고, HepG2 cell에서는 

AlFP가 1 ㎎/㎖에서 28.85% 항암효과를 보여 알칼리 추출법

으로 추출한 기능성 다당류인 AlFP가 우수한 효과를 나타내

었다. 이상과 같이 잎새버섯의 기능성 다당류는 우수한 암세

포 억제 효과가 있어 항암보조제로 이용 가능성이 있을 것으

로 생각된다.
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