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Abstract

To investigate the pharmacological activity of chaga mushroom (Inonotus obliquus) on extraction conditions,
chaga was extracted using water (reflux at 50oC, decoction over 90oC, pressure at 121oC) or ethanol (reflux
at 50, 70, or 90oC). When water extract was further fractionated into crude polysaccharide (IO-CP), yields of
IO-CP (4.8～16.8%) were higher than those of ethanolic extracts (IO-E, 1.9～2.7%) at increased temperature.
For antioxidant activity, crude polysaccharide (IO-CP-121) obtained by pressurized extraction showed the high-
est polyphenolic and flavonoid contents (35.10 mg TAE/g and 18.48 mg QE/g, respectively) as well as DPPH
and ABTS free radical scavenging activities (26.08 and 27.99 mg AEAC/100 mg, respectively). Meanwhile,
IO-CP-D (decoction) and IO-CP-50 (reflux) had more potent mitogenic effects (2.10- and 1.95-fold of saline
control at 100 μg/mL) as well as intestinal immune system modulating activities (6.30- and 5.74-fold) compared
to IO-CP-121, whereas ethanolic extracts showed no activity. Although no IO-CP showed cytotoxicity against
RAW 264.7 cells at 0.1 mg/mL, IO-CP-121 significantly inhibited TNF-α and NO production as pro-inflammatory
factors in LPS-stimulated RAW 264.7 cells (29.2 and 63.5%, respectively). Ethanolic extracts also showed no
cytotoxicity at 0.1 mg/mL, whereas inhibition of TNF-α and NO production was significantly low compared
to that of IO-CP-121. In addition, active IO-CP-D was further fractionated into an unadsorbed (IO-CP-I) and
seven adsorbed fractions (IO-CP-II～VIII) by DEAE-Sepharose CL-6B column chromatography in order to iso-
late immunostimulating polysaccharide. IO-CP-II showed the most potent mitogenic effect and macrophage
stimulating activity (4.51- and 1.64-fold, respectively). IO-CP-II mainly contained neutral sugars (61.86%) in
addition to a small amount of uronic acid (2.96%), and component sugar analysis showed that IO-CP-II consisted
mainly of Glc, Gal, and Man (molar ratio of 1.00:0.55:0.31). Therefore, extraction conditions affect the physio-
logical activity of chaga, and immunostimulating polysaccharide fractionated from chaga by decoction is com-
posed mainly of neutral sugars.
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서 론

지구상에 수 만종이나 존재하는 귀중한 생물자원인 버섯

은 다양한 효능이 알려져 오래전부터 한방 및 민간생약으로

사용되었을 뿐만 아니라 버섯 추출물이나 배양물이 체질개

선이나 각종 질병의 예방 및 치료에 효과가 있는 것으로 보

고되면서 최근에는 의약품 및 건강식품으로의 용도도 크게

증가하고 있는 추세이다(1-3). 버섯의 유용성분은 alkaloids,

flavonoids 및 terpenoids와 같은 저분자 물질(4,5)뿐만 아니

라 다당류, 단백질, tannin 등과 같은 고분자 물질(6-8)이 다

양하게 혼재되어 있다. 저분자 물질이 갖는 생리활성과 이에

대한 연구는 비교적 상세히 과학적인 해명이 이루어져 왔지

만 대부분 methanol 또는 ethanol과 같은 물 이외의 용매를

사용하여 추출함으로써(9,10), 식품 형태로 섭취하는 경우
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가공에서의 어려움을 초래할 뿐만 아니라 식품에 이용되는

활성 저분자 물질의 소재로서의 제약을 가져 왔다. 본 연구

에서는 버섯의 식품소재로서 이용에 제약을 주는 이러한 요

소들을 극복하기 위한 방법으로 오래전부터 생약재로 이용

된 차가버섯을 물과 에탄올을 이용하여 다양한 온도와 추출

방법으로 추출한 후 생리활성을 비교함으로써 식품에 이용

할 수 있는 추출물의 식품소재화 가능성을 모색하고자 하였

다. 또한, 차가버섯 추출조건과 유효성분 추출수율 향상을

통한 생리활성 증가와의 관계를 연구한 경우도 거의 없었고,

시중에서는 고온보다 40～50
o
C의 저온처리가 차가버섯 생

리활성 유효성분의 적합한 추출방법으로 소개되고 있어 이

를 과학적으로 규명하는 것도 중요하다고 사료된다.

차가버섯(Chaga, Inonotus obliquus)은 Basidiomycetes

의 Hymenochaetaceae에 속하며 러시아, 한국, 동유럽과 미

국 북부지역의 자작나무 등에 자생하는 버섯으로 16세기 이

후 민간에서 암, 위염, 궤양 및 결핵 치료 등에 사용되어 왔는

데(11), 최근 연구에서는 polyphenolic 화합물, triterpenoid,

steroid와 betulin 등이 다양한 생리활성을 갖는 것으로 확인

되었다(12). Park 등(13)은 차가버섯의 polyphenolic 추출물

이 인체 림프구에서 DNA로의 산화적 손상 예방효과를 보고

하였으며, 차가버섯의 submerged culture로 배양된 균사체

다당류의 면역활성도 확인되었다(14). 그러나 국내에서 차

가버섯을 이용한 가공제품은 단순한 추출․농축음료, 분말,

캡슐, 과립차 등이 주를 이루고 있어 유효성분이 증진된 기능

성 고부가가치의 새로운 차가버섯 가공제품이 개발될 필요성

에 관심이 모아지고 있다. 또한, 국내에서 유통되는 차가버섯은

다양한 산지와 경로를 통해 유입되어 거래되고 있는데, 그

기원이 불분명하고 단순한 추출진액을 벗어난 다양한 가공

제품으로 개발은 거의 이루어지지 못하고 있는 실정이다.

따라서 본 연구에서는 기원 및 출처가 분명한 차가버섯을

구입하여 다양한 생리활성이 증진될 수 있는 추출공정을 확

립하고, 여러 생리활성 중 면역활성 다당소재의 식품 및 화장

품 소재로서의 활용가능성을 검토하기 위해 면역활성이 높

은 추출물로부터 산업적으로 이용 가능한 면역활성 다당의

분리조건과 특성을 밝히고자 하였다.

재료 및 방법

실험재료 및 시약

본 연구에서는 향후 산업적인 이용 등을 고려하여 기원과

출처가 분명한 차가버섯(I. obliquus)을 (주)기능성다당연구

소(Seoul, Korea)로부터 구입하여 사용하였다. 활성다당 분

획을 위한 DEAE-Sepharose CL-6B는 Amersham Biosci-

ences(Uppsala, Sweden)에서 입수하였고, 동물세포 배양에

필요한 RPMI 1640 배지와 penicillin, streptomycin, fetal

bovine serum(FBS)은 GenDEPOT(Barker, TX, USA)로부

터, fungizone과 amphotericin B는 Gibco-BRL Co.(Grand

Island, NY, USA)에서 입수하였다. 한편, 세포생존률 및 면

역활성 측정을 위한 cell counting kit(CCK)-8은 Dojindo

Laboratories(Kumamoto, Japan)로부터 구입하였다.

추출조건에 따른 차가버섯 용매추출물 조제

차가버섯 추출방법과 온도 등 추출조건에 따른 용매추출

물을 조제하기 위하여 차가버섯을 분쇄한 후 적당한 입자의

분말로 조제하였다. 물 추출물은 차가버섯 분말에 20배의

증류수를 첨가하고 homogenizer(KG-IKA Labortechnik,

Staufen, Germany)로 5,000 rpm에서 10분간 균질화한 후

50oC는 stirring mantle(Misung S&I, Daejeon, Korea)을 이

용하여 reflux법으로 2시간 동안 추출하였고 decoction은

90
o
C 이상의 온도에서 추출하였으며, 가압추출물은 auto-

clave를 이용하여 121oC에서 추출하였다. 각 온도에서 추출

된 물 추출액은 여과한 후 잔사와 추출액을 분리하고 잔사는

다시 동일한 과정으로 반복 추출하였다(2회). 추출액은 모두

합쳐 원심분리(7,600×g, 4oC, 30분)로 불용성 침전물을 제거

하고 농축 및 동결건조 하여 각 추출온도에 따른 물 추출물

로 조제하였다(IO-HW-50, IO-HW-D 및 IO-HW-121). 한

편, 에탄올추출물은 차가버섯 분말에 5배의 95% 에탄올을

첨가한 후 50oC, 70oC 및 90oC 온도로 2시간 동안 reflux법으

로 추출한 후 여과하여 잔사와 추출액으로 분리하였다. 잔사

는 다시 동일과정으로 반복추출 하였으며(3회), 회수한 추출

액은 모두 합쳐 원심분리, 농축 및 동결건조를 거쳐 추출온

도에 따른 에탄올추출물로 조제하였다(IO-E-50, IO-E-70

과 IO-E-90).

차가버섯 물 추출물로부터 조다당획분 조제 및 활성획분

분획

물 추출물을 다당류, 단백질과 단백다당 등의 고분자 물질

의 함량이 높은 획분으로 조제하기 위하여 각 추출온도에

따른 물 추출물을 다시 증류수에 용해시킨 후 5배의 에탄올

을 첨가하여 교반하고 원심분리 하여 침전물을 분리하였다.

회수한 침전물을 소량 증류수에 재용해하고 투석, 원심분리,

농축 및 동결건조를 거쳐 추출온도에 따른 물 추출물의 조다

당획분으로 조제하였다(IO-CP-50, IO-CP-D 및 IO-CP-

121). 차가버섯의 다양한 생리활성 중 면역활성 다당소재의

활용가능성을 검토하기 위해 물 추출물 조다당획분 중 수율

과 함께 면역활성이 높은 IO-CP-D를 물에 용해한 후 증류

수로 평형화시킨 DEAE-Sepharose CL-6B column(Cl
-

form, 4.0×30.0 cm)에 loading하였다. 증류수로 비흡착 획분

(IO-CP-I)을 용출시킨 후 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 1.0과 2.0 M

NaCl 용액으로 흡착획분을 용출시키고 투석, 농축 및 동결

건조 하여 IO-CP-II～VIII의 획분으로 분획하였다.

조다당획분으로부터 분획된 활성획분의 구성분 및 구성

당 분석

DEAE-Sepharose CL-6B로 분획된 면역활성 획분의 구

성분은 중성당, 산성당 및 단백질 함량을 표준물질인 glu-
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cose, galacturonic acid와 bovine serum albumin(BSA)을

이용하여 phenol-sulfuric acid법(15), m-hydroxybiphenyl

법(16)과 Bio-Rad dye(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)를 이

용한 Bradford법(17)으로 분석하였다. 한편, 활성 다당획분

의 구성당은 Jones와 Albersheim(18)의 방법으로 분석하였

다. 즉, 시료를 2.0 M trifluoroacetic acid(TFA, Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA)로 121
o
C에서 1.5시간 가열하

여 가수분해 시킨 후 NaBH4(Sigma-Aldrich)를 이용하여 각

구성당을 alditol로 환원시키고 acetic anhydride(Sigma-

Aldrich)를 첨가하여 alditol acetate 유도체로 전환시켰다.

합성된 유도체는 SP-2380 column(0.2 μm film thickness,

0.25 mm i.d.×30 m, Supelco, Bellefonte, PA, USA)이 장착

된 gas chromatography(Young Lin Co. Ltd., Anyang,

Korea)를 이용하여 분석하였는데, 시료 구성당은 표준당의

retention time과 비교하여 분석하였고, 구성당 mole%는 각

peak 면적비와 alditol acetate 유도체 분자량으로 계산한 후

정량화하고 그 비율을 molar ratio로 표시하였다(19).

항산화 성분 분석 및 항산화 활성

다양한 추출방법에 따라 조제된 조다당획분과 에탄올추

출물의 총 폴리페놀성 화합물 함량은 Folin-Ciocalteu법(20)

을 이용하여 측정하였다. 즉, 시료 0.1 mL(1 mg/mL)에 2%

Na2CO3 2 mL를 첨가하고 3분간 방치한 후 50% Folin-

Ciocalteu 시약 0.1 mL를 잘 혼합하여 30분간 방치한 후 반응

액의 흡광도를 750 nm에서 측정하였다. 표준물질로 tannic

acid(Sigma-Aldrich)를 희석하여 사용하였으며, 검량선 작

성 후 총 폴리페놀성 화합물 함량은 시료 1 g중 mg tannic

acid equivalent(TAE)로 나타내었다. 총 플라보노이드 함량

은 Jia 등(21)의 방법에 따라 시료 0.5 mL(1 mg/mL)에 10%

aluminum nitrate 0.1 mL, 1.0 M potassium acetate 0.1 mL

와 에탄올 4.3 mL를 차례로 혼합하고 실온에서 40분간 정치

한 다음 415 nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준물질로는

quercetin을 사용하였으며 시료 1 g중 mg quercetin equiv-

alent(QE)로 나타내었다. 한편, DPPH(1,1-diphenyl-2-pic-

ryl hydrazyl, Sigma-Aldrich) radical을 이용한 시료의 항산

화 활성은 Cheung 등(22)의 방법을 변형하여 측정하였다.

즉, DPPH radical 용액(0.2 mM)에 시료 50 μL를 가한 후

상온에서 30분 방치하고 517 nm에서 반응액의 흡광도 변화

를 측정하였다. 표준물질로는 5 mM L-ascorbic acid를 이용

하여 표준곡선을 작성한 후 적정농도를 찾아 동량 첨가하였

다. 총 산화력은 시료 100 mg중 표준물질인 ascorbic acid와

비교 산출한 ascorbic acid equivalent antioxidant ca-

pacity(AEAC)로 나타내었다. 또한, ABTS cation decolori-

zation assay에 의한 총 항산화력은 Choi 등(23)의 방법에 의

하여 측정하였다. 즉, 7.4 mM 2,2'-azino-bis-(3-ethylben-

zothiazoline-6-sulfonic acid)(ABTS, Sigma-Aldrich)와 2.6

mM potassium persulphate를 하루 동안 암소에서 방치하여

ABTS 양이온을 형성시킨 후 이 용액을 734 nm에서 흡광도

값이 1.5가 되도록 몰 흡광계수(ε = 3.6×104 M-1 cm-1)를 이

용하여 증류수로 희석하였다. 이 용액에 시료 50 μL를 가한

후 상온에서 60분간 방치하여 반응액의 흡광도 변화를 측정

하였다. 표준물질로는 5 mM L-ascorbic acid를 사용하여

총 산화력은 DPPH와 동일하게 시료 100 mg중 AEAC로

나타내었다.

실험동물과 동물세포 배양

실험동물은 생후 6주령의 C3H/He, ICR 및 BALB/c 마우

스(♀)를 (주)샘타코(Gyeonggi, Korea)에서 구입한 후 사육

조에 넣고 정수된 물과 실험동물용 펠렛사료(Samyang Co.,

Incheon, Korea)를 자유공급 하였다. 한편, 항염증 실험에

사용된 RAW 264.7(murine macrophage cell line) 세포주는

한국세포주은행(Seoul, Korea)에서 분양받았으며, 10% FBS

와 penicillin, strepotomycin 및 fungizone과 amphotericin

B를 함유한 DMEM(GenDEPOT) 배지를 사용하여 37oC, 5%

CO2 배양기(Vision Scientific, Gyeonggi, Korea)에서 2～3

일 간격으로 계대하면서 배양하였다. 또한, 항염증실험의 염

증유도에 사용된 lipopolysaccharide(LPS from Escherichia

coli)는 Sigma-Aldrich에서 구입하였고 tumor-necrosis fac-

tor(TNF)-α를 정량하기 위한 ELISA kit는 BD Bioscience

(San Diego, CA, USA)에서 입수하여 실험에 사용하였다.

면역활성

BALB/c 마우스를 경구탈추시킨 후 멸균적으로 spleen을

적출하여 마쇄하고 0.2% NaCl로 적혈구를 용혈시킨 후 금

속망(#200)으로 여과하여 splenocyte를 회수하고 penicillin,

streptomycin, fungizone과 amphothericin B를 함유한 RPMI

1640으로 3회 세척한 다음 5×106 cells/mL로 세포현탁액을

조제하였다. 비장세포 현탁액을 96 well plate(SPL Life

Science, Gyeonggi, Korea)에 90 μL씩 분주하고 적당한 농

도로 희석한 시료 10 μL를 첨가하여 48시간 동안 5% CO2

배양기에서 배양하였다. 시료의 마이토젠 활성은 10배 희석

한 CCK-8 kit 용액(24)을 100 μL 첨가하여 6시간 배양한 후

450 nm에서 ELISA reader(TECAN, Grödingen, Austria)로

흡광도를 측정하여 saline 대조군의 비장세포 증식도에 대한

relative activity(%)로 나타내었다. 마크로파지 활성은 효소

(lysosomal phosphatase) 활성도와 마크로파지로부터 활성

화에 관여하는 cytokine(IL-6와 TNF-α, BD Bioscience)의

생성능으로 검토하였다. 먼저, 효소활성도 측정방법은 ICR

마우스 복강에 3% thioglycollate(TG, Sigma-Aldrich)를 2

mL 주입하고 72시간 경과된 후에 유도된 복강 마크로파지

를 회수하여 사용하였다. 마크로파지는 RPMI 1640으로 세

척하고 1×106 cells/mL로 분산시킨 후 96 well plate에 200

μL씩 분주하여 마크로파지 monolayer를 형성시켰다(25). 2

시간 후 상등액을 제거하고 non-adherent cell을 RPMI 1640

으로 세척한 후 10% FBS가 함유된 RPMI-FBS 180 μL와

시료 20 μL를 분주하여 배양하면서 마크로파지를 자극하였
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다. 24시간 후 상등액을 제거하고 남은 마크로파지에 0.1%

Triton X-100 25 μL로 세포막을 용해시켜 분비된 lysoso-

mal phosphatase에 기질로서 100 mM p-nitrophenylphos-

phate(Sigma-Aldrich) 150 μL와 0.1 M citrate buffer 50 μL

를 첨가하여 반응시켰다. 시료의 마크로파지 활성은 반응 30

분 후 0.2 M borate buffer를 가하여 정지시키고 405 nm에서

ELISA reader로 흡광도를 측정하여(26) saline 대조군에 대

한 phosphatase 활성을 relative activity(%)로 나타내었다.

또한, 마크로파지 활성화에 관여하는 cytokine인 IL-6와

TNF-α의 생성능은 ELISA kit를 이용하여 함량으로 표시하

였다. 한편, Peyer's patch를 경유한 장관면역 활성은 Yu

등의 방법(27)을 이용하여 측정하였는데, C3H/He 마우스 복

부를 절개하여 소장벽 위의 Peyer's patch를 적출한 후 마쇄

하고 금속망(#200)으로 여과하여 Peyer's patch 세포액으로

조제하였다. 세포현탁액은 10% FBS 함유 RPMI-FBS로 세

척하여 2×106 cell/mL의 세포농도로 조정한 후 96 well plate

에 180 μL씩 분주하고 적당히 희석된 시료를 20 μL 첨가하여

5일간 배양하고 상등액(conditioned medium)만을 회수하여

골수세포 증식실험에 사용하였다. 골수세포는 동일 마우스

의 대퇴부 뼈에서 회수한 다음 여과, 세척하고 2.5×105 cells/
mL로 조정하여 100 μL씩 well에 분주하고 conditioned me-

dium을 50 μL씩 첨가하여 6일간 재배양하였다. 시료의

Peyer's patch를 경유한 장관면역 활성은 배양액에 CCK-8

kit 용액 10 μL를 첨가하고 6시간 반응시킨 후 450 nm에서

흡광도를 측정하여 saline 대조군의 골수세포 증식도에 대한

relative activity(%)로 표시하였다.

항염증 활성

다양한 추출방법에 따라 조제된 조다당획분과 에탄올추

출물에 대한 대표적인 염증성 cytokine인 TNF-α와 nitric

oxide(NO)의 생성 억제능을 측정하기 위해 먼저, 시료의 독

성여부를 CCK-8 kit 용액을 사용하여 확인하고 saline 대조

군에 대한 세포생존율(%)로 표시하였다. 한편, cytokine 생

성 억제능 측정은 RAW 264.7 cell을 10% FBS 함유 DMEM-

FBS에서 1×106 cells/mL로 조정하여 96 well plate에 200

μL씩 분주한 다음 5% CO2 incubator에서 배양하여 세포를

부착시켰다. 12시간 뒤 배양액을 모두 제거하고 새로운

DMEM-FBS 160 μL와 시료 20 μL를 함께 첨가하고 30분

후에 LPS를 처리하여 6시간(TNF-α) 및 48시간(NO) 배양

하였다. LPS로 유도된 염증성 cytokine 및 NO측정은 세포

배양 상등액을 50～100 μL 취하여 BD Bioscience의 사용방

법 및 Griess 시약 반응법(28)을 이용하여 측정하고 LPS 처

리군에 대한 억제율(%)로 나타내었다.

통계처리

실험결과에 대한 통계분석은 SPSS 통계프로그램(Stat-

istical Package for the Social Science, Ver. 12.0, SPSS Inc.,

Chicago, IL, USA)을 이용하여 실험결과의 평균과 표준편차

를 산출하고 평균치±SD로 나타내었으며, 분산분석(ANOVA)

을 실시한 후 각 측정값간의 유의성을 Duncan's multiple

range test로 검증하였다.

결과 및 고찰

추출조건에 따른 차가버섯 용매추출물의 생리활성

천연물은 추출조건에 따라 용출되는 성분과 수율이 다르

기 때문에 활성에 영향이 큰 것으로 알려져 천연물의 추출조

건 확립은 대단히 중요한 과정 중 하나이다. 본 연구에서는

차가버섯을 이용하여 추출조건에 따른 생리활성을 검토함

으로써 생리활성에 따른 추출조건을 확립하고자 하였다. 식

품과 화장품 등에 적용되는 소재로서의 적성을 고려하여 물

은 50
o
C reflux(IO-HW-50), 90

o
C 이상의 decoction(IO-

HW-D) 및 121oC에서의 가압추출(IO-HW-121) 방법을 이

용하였으며, 에탄올의 경우에는 50, 70 및 90oC에서 reflux로

추출(IO-E-50, 70과 90)하여 용매추출물을 조제한 후 항산

화, 면역활성 및 항염증활성을 검토하였다. 추출조건에 따른

용매추출물 수율은 물과 에탄올추출물 모두 온도가 증가함

에 따라 증가되는 경향을 나타내었는데 에탄올추출물(1.9～

2.7%)보다는 물 추출물(12.7～36.8%)에서 온도증가에 따른

수율 증가가 컸으며, 에탄올추출보다 물 추출에서 수율이

크게 증가함을 확인할 수 있었다(Table 1). 또한, 물 추출물

의 경우 reflux와 decoction(12.7과 19.9%)보다는 가압추출

물(36.8%)의 수율이 크게 증가되고 있음을 알 수 있었다.

이러한 추출물의 생리활성을 검토하기 위하여 먼저 항산화

성분 함량 및 라디칼 소거능의 항산화 활성을 검토한 결과

(Table 1), 총 폴리페놀 함량은 가압추출된 물 추출물(IO-

HW-121)이 26.81 mg TAE/g로 가장 높았으며, 총 플라보

노이드 함량에서는 70oC reflux의 에탄올추출물(IO-E-70)

이 13.11 mg QE/g로 가장 높은 함량을 나타내었다. 한편,

DPPH와 ABTS 라디칼 소거능을 통한 항산화력에서도

IO-HW-121과 IO-E-70이 항산화 성분에서처럼 다른 용매

추출물보다 우수한 활성을 나타내었다(Table 1). 에탄올추

출물은 수율은 적으나 항산화 성분 및 활성이 우수한 결과로

부터 추출물에 항산화에 관여하는 저분자 물질이 다량 추출

된 것으로 보이며 IO-E-90에서 IO-E-70보다 항산화 성분

과 활성이 다소 감소된 것은 온도에 불안정한 활성성분의

특성을 보여주는 것으로 생각된다. 또한, 물 추출물의 경우

에는 가압 추출된 IO-HW-121이 유의적으로 가장 높은 폴

리페놀 함량과 에탄올추출물(특히 IO-E-70)과 유의적인 차

이는 없으나 우수한 항산화 활성을 나타냄으로써 고 수율과

함께 reflux 또는 decoction보다 가압추출에서 조직이 충분

히 파쇄되어 유리형뿐만 아니라 결합형 폴리페놀과 플라보

노이드도 다량 회수된 것으로 추정된다(29).

한편, 마크로파지, 마이토젠 및 장관면역 활성 등의 면역

활성에서 에탄올추출물은 saline 대조군과 유사한 정도의 낮
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Table 1. Antioxidant component contents and antioxidant activities of crude polysaccharide fractions and solvent extracts
from Inonotus obliquus on extraction temperatures

Extract
1) Total polyphenol

(mg TAE/g)
Total flavonoid
(mg QE/g)

DPPH
(mg AEAC/100 mg)

ABTS
(mg AEAC/100 mg)

Yield
(%)

2)

Hot-water extract
(HW)

IO-HW-50
IO-HW-D
IO-HW-121

12.47±0.20a3)
21.58±0.20c
26.81±0.31f

5.80±0.43a
9.92±0.61b
10.73±0.18bc

7.00±0.42a
13.70±0.99bc
18.78±0.96ef

10.93±1.68a
17.92±0.21c
22.82±0.50f

12.7
19.9
36.8

Crude
polysaccharide
(CP)

IO-CP-50
IO-CP-D
IO-CP-121

21.83±0.16c
23.86±0.31de
35.10±0.92g

12.75±0.22d
14.75±0.88e
18.48±0.78f

12.26±0.55b
13.97±0.12c
26.08±2.00g

16.14±1.93b
18.26±0.65c
27.99±1.16g

4.8
9.1
16.8

EtOH extract
by reflux (E)

IO-E-50
IO-E-70
IO-E-90

20.04±0.68b
24.38±1.38e
22.58±1.29cd

11.54±0.35c
13.11±0.31d
12.72±0.37d

15.98±0.61d
19.72±0.66f
17.95±0.38e

19.07±0.43cd
22.31±0.60ef
20.58±0.39de

1.9
2.4
2.7

TAE: tannic acid equivalents, QE: quercetin equivalents, AEAC: ascorbic acid equivalent antioxidant capacity.
1)
IO-HW-50 was prepared by reflux at 50

o
C; IO-HW-D by decoction over 90

o
C, IO-HW-121 by pressurized extraction at 121

o
C.

IO-CP-50, D and 121 were prepared by EtOH precipitation from IO-HW-50, IO-HW-D and IO-HW-121, respectively.
2)
Yield (w/w%) against raw materials.
3)
Results are expressed as mean±SD of quadruplicate samples, and the different superscripts are significantly different (p<0.05)
in each column.

Table 2. Immunostimulating activities of crude polysaccharide fractions and solvent extracts from Inonotus obliquus on ex-
traction temperatures (sample 100 μg/mL)

Extract
1) Immunostimulating activity (relative activity, %)2)

Mitogen Macrophage Intestinal immune

Saline control 100±2.17a3) 100±1.40a 100±2.23a

Hot-water
IO-HW-50
IO-HW-D
IO-HW-121

133.38±2.99b
157.10±10.58c
149.49±7.25bc

130.13±2.53c
126.21±8.13c
121.99±2.61bc

315.89±16.23bc
479.63±37.16d
291.57±18.04b

Crude
polysaccharide

IO-CP-50
IO-CP-D
IO-CP-121

195.25±10.54d
209.74±18.25d
144.55±14.67bc

127.16±1.60c
126.88±5.89c
119.73±5.86abc

573.86±38.81e
630.24±53.20f
447.20±31.85d

EtOH
IO-E-50
IO-E-70
IO-E-90

101.31±2.17a
111.13±7.31a
104.25±11.64a

109.58±11.03abc
103.04±8.24ab
102.18±5.36ab

100.36±4.46a
98.57±2.84a
103.21±5.90a

1)
Extract refer to Table 1.
2)
Relative activity (%)=[(absorbance of sample)/ (absorbance of saline control)]×100.
3)
Results are expressed as mean±SD of quadruplicate samples, and different superscripts are significantly different (p<0.05) in
each activity.

은 활성을 나타낸 반면, 물 추출물은 측정하는 활성종류에

따라 추출온도별 활성차이는 있었으나 모든 활성에서 saline

대조군 또는 에탄올추출물보다 유의적으로 면역활성이 높

아 저분자보다는 물에 추출되는 고분자 물질이 주로 면역활

성에 관여하는 것으로 확인되었다(Table 2). 특히, decoction

으로 추출된 IO-HW-D의 경우에는 마이토젠 및 Peyer's

patch를 경유하는 장관면역 활성에서 가장 우수하였으며

(saline 대조군의 1.57배와 4.80배, 100 μg/mL), 50
oC reflux

로 추출된 IO-HW-50은 마크로파지 활성에서 가장 높은 활

성(1.30배)을 나타내었으나 IO-HW-D(1.26배)와 유의적으

로 큰 차이를 보이지는 않았다(Table 2). 항산화활성이 우수

하였던 IO-HW-121은 마이토젠과 마크로파지에서는 IO-

HW-D와 유의적인 차이를 보이지 않았으나, 장관면역 활성

에서는 유의적으로 현저히 낮은 활성을 보여주었는데(Table

2), 이는 활성성분 즉, 다당류 또는 단백다당 등의 고분자

화합물이 가압고온에서 파괴 또는 구조에 영향을 받아 활성

이 감소한 것으로 생각된다. 일반적으로 천연물로부터 추출

된 고분자류의 생리활성은 추출조건에 의해 영향을 받는데,

특히 추출온도가 증가하면서 추출량은 증가하나 높은 온도

에서의 장시간에 걸친 추출이 오히려 고분자류 결합을 해리

시켜 고분자류 분자량이 감소하면서 물 추출물의 생리활성

을 감소시키는 것으로 보고(30)되고 있기 때문에 면역활성

소재로서는 IO-HW-D가 가장 적당한 것으로 확인되었다.

차가버섯 용매추출물의 LPS 자극에 의한 RAW 264.7 세

포주에 대한 항염증 활성을 검토하기 위하여 시료의 RAW

264.7 세포주에 대한 독성활성을 검토한 결과(Fig. 1), 0.1

mg/mL의 시료농도에서는 모든 용매추출물에서 독성을 나

타내지 않아 이 농도에서 염증성 cytokine인 TNF-α와 NO

생성능에 대한 억제활성을 측정하였다. TNF-α 생성 억제능

에서는 물과 에탄올추출물 모두 추출온도 간 유의적인 차이

를 보이지는 않았으나 IO-HW-121이 LPS 처리군과 비교하

여 유의적으로 가장 높은 억제능(LPS 처리군의 17.0%)을
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Fig. 1. Cell viability effects of crude polysaccharide fractions
and solvent extracts from Inonotus obliquus on extraction
temperatures in RAW 264.7 cell lines. IO-HW-50, D and 121
were extracted using water by reflux at 50oC, decoction over 90oC
and pressure at 121oC; IO-E-50, 70 and 90 were prepared by
EtOH reflux at 50

o
C, 70

o
C and 90

o
C; IO-CP-50, D and 121 were

fractionated by EtOH precipitation from IO-HW-50, D and 121,
respectively. Control, only saline without any extract; LPS,
LPS-treated cell line. Results are expressed as mean±SD of
quadruplicate samples, and the different letters are significantly
different (p<0.05) in each concentration (small letters, 0.1 mg/mL;
large letters, 1 mg/mL).

Table 3. Inhibitory effects of crude polysaccharide fractions and solvent extracts from Inonotus obliquus on the secretion
of pro-inflammatory cytokine and production of nitric oxide in LPS-stimulated RAW 264.7 cell line (sample 0.1 mg/mL)

Extract
1) Productions of pro-inflammatory factors

TNF-α (pg/mL) NO (μM)

Saline control
LPS-stimulated

17.79±6.09a2)
8,626.45±1,173.38f (0.0)3)

2.26±0.60a
55.35±2.03g (0.0)

Hot-water
IO-HW-50
IO-HW-D
IO-HW-121

7,738.72±912.31cdef (10.3)
8,119.59±730.59ef (5.9)
7,157.16±565.85bcde (17.0)

30.69±0.50e (44.6)
24.26±1.73c (56.2)
27.90±0.73d (49.6)

Crude polysaccharide
IO-CP-50
IO-CP-D
IO-CP-121

6,953.79±585.52bcd (19.4)
6,774.83±429.87bc (21.5)
6,105.67±378.41b (29.2)

21.95±0.39b (60.3)
20.33±0.31b (63.3)
20.23±1.27b (63.5)

EtOH
IO-E-50
IO-E-70
IO-E-90

8,398.95±249.78f (2.6)
8,162.69±475.91ef (5.4)
7,954.99±212.49def (7.8)

45.03±1.70f (18.6)
46.76±1.02f (15.5)
45.04±0.76f (18.6)

1)
Extracts refer to Table 1.
2)Results are expressed as mean±SD of quadruplicate samples, and different superscripts are significantly different (p<0.05) in
each column.
3)Inhibition (%)＝[{(concentration of LPS-stimulated group)－(concentration of sample-stimulated group)}/ (concentration of LPS-
stimulated group)]×100.

보인 반면, 에탄올추출물의 경우에는 LPS 처리군을 유의적

으로 억제하지 않았다(2.6～7.8%, Table 3). NO 생성 억제능

의 경우에서도 물 추출물인 IO-HW-D가 추출온도 중 유의

적으로 가장 높은 억제능(LPS 처리군의 56.2%)을 나타내었

으나, 에탄올추출물은 추출온도 간 유의성을 보이지 않으면

서 15.5～18.6%의 억제능으로 물 추출물보다 현저히 낮은

활성을 나타내었다(Table 3). 이러한 결과로부터 항염증 활

성도 면역활성과 마찬가지로 에탄올추출물보다 고분자가

다량 함유되어 있는 물 추출물 성분에 의해 증가됨을 알 수

있었다. 또한, 추출온도와 방법에 따라 생산을 억제하는 염

증성 인자의 종류가 다름을 보여주었는데, 향후 염증성 인자

종류에 따른 활성성분과의 기작연구를 통해 이러한 차이점

을 규명하고자 한다.

결론적으로 다양한 추출조건에 따라 조제된 차가버섯 추

출물과 생리활성의 상관관계를 검토한 결과, 에탄올추출물

보다는 물 추출물에서 현저히 높은 수율을 나타낼 뿐만 아니

라 검토된 모든 생리활성에서 전반적으로 높은 활성을 나타

내었다. 또한, 물 추출물 경우에도 생리활성이 추출방법에

따른 추출온도와 밀접한 관계를 가지고 있음을 나타내어 목

적하는 생리활성에 따라 추출조건을 확립하는 것이 중요함

을 확인할 수 있었다.

차가버섯 물 추출물의 조다당획분 조제와 생리활성

추출조건에 따른 용매추출물의 생리활성 결과로부터 물

추출물이 우수한 생리활성을 나타내었기 때문에 생리활성

을 증진시키기 위하여 물 추출물을 조다당획분으로 분획하

고 다양한 생리활성을 검토하였다. 물 추출물은 높은 수율에

도 불구하고 여러 종류의 수용성 물질이 포함되어 활성에

영향을 줄 수 있기 때문에 저분자가 주성분인 에탄올추출물

과 대조적으로 물 추출물을 고분자 물질 함량이 높은 조다당

획분으로 분획하여 활성의 증진여부를 검토하고자 하였다.

일반적으로 조다당획분은 물 추출물을 에탄올 침전시켜 분

획함으로써 다당류, 단백질 및 단백다당류 등의 고분자 물질

이 다량으로 함유된 획분으로 보고되고 있다(31). 이러한 조

다당획분은 단순 물 추출물(또는 엑기스)보다 생리활성 증

강에 따른 기능성식품 소재로서의 활용성이 높을 뿐만 아니

라 산업적으로도 공정추가에 경제적인 부담이 없어 적용이

용이한 공정이다. 조다당획분(IO-CP) 수율도 물 추출물에

서처럼 온도에 따라 증가하는 경향을 나타내어 IO-HW-50

으로부터 분획된 IO-CP-50은 4.8%를 보인 반면, IO-CP-D

와 IO-CP-121은 9.1과 16.8%로 일반적인 천연물 수준보다
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높은 수율을 나타내었다(Table 1). 특히, 가압추출로 조제된

IO-HW-121로부터 분획된 조다당획분(IO-CP-121)은 항산

화 성분인 총 폴리페놀 화합물(35.10 mg TAE/g)과 총 플라

보노이드 함량(18.48 mg QE/g)이 용매추출물 중 가장 높았

던 IO-HW-121 및 IO-E-70보다도 유의적으로 증가되어 조

다당획분 중 가장 높은 항산화 성분 함량을 나타내었다

(Table 1). 항산화 활성에서도 IO-CP-121로의 분획은

DPPH 및 ABTS 라디칼 소거능(26.08과 27.99 mg AEAC/

100 mg)을 다른 조다당획분 또는 용매추출물보다 유의적으

로 증진시킴을 알 수 있었다(Table 1).

면역활성에서도 조다당획분으로의 분획은 활성증가에 중

요하게 작용하였는데, 비장세포의 마이토젠 활성에서는 용

매추출물 중 가장 우수하였던 IO-HW-D(saline 대조군의

1.57배, 100 μg/mL)보다 분획된 IO-CP-D가 유의적으로 증

가된 활성(2.10배)을 나타내었으며, IO-CP-50(1.95배)도

IO-HW-50(1.33배)에 비해 증가되었다(Table 2). 그러나

IO-CP-121은 IO-HW-121과 유의적인 차이를 보이지 않아

(1.50과 1.45배) 높은 수율(16.8%)에도 불구하고 가압추출은

고분자 물질의 부분적인 분해와 구조적인 영향으로 조다당

획분으로의 분획이 활성증진에 기여하지 못하는 것으로 생

각되어, 마이토젠에 관여하는 주요 활성성분은 다당류 등의

고분자 물질인 것으로 추정되었다(Table 2). 또한, Peyer's

patch를 경유한 장관면역 활성도 모든 추출온도에서 물 추

출물에 비해 조다당획분으로 분획 시 활성이 증가하는 결과

를 나타내어 IO-HW-50, IO-HW-D 및 IO-HW-121(3.16,

4.80 및 2.92배, 100 μg/mL)에서 분획된 조다당획분인 IO-

CP-50, IO-CP-D 및 IO-CP-121은 5.74, 6.30 및 4.47배로

유의적으로 활성이 증가됨을 확인할 수 있었다(Table 2). 그

러나 마크로파지 활성에서는 다른 면역활성과는 달리 모든

추출조건에서 조다당획분으로의 분획이 활성을 증가시키지

못하고 물 추출물과 유의적인 차이를 나타내지 않았는데

(1.20～1.27배), DEAE 등 column을 이용한 분획 후 효소활

성도 및 cytokine 측면에서의 활성 변화를 검토하는 것이

필요하다고 생각된다.

한편, RAW 264.7 세포주에 대한 시료의 독성은 용매추출

물에서와 마찬가지로 0.1 mg/mL 농도에서 어떤 조다당획분

도 독성을 나타내지 않았으나 1 mg/mL에서는 독성을 나타

내어(Fig. 1), 조다당획분의 염증성 cytokine 및 NO 생성 억

제능은 0.1 mg/mL 농도에서 측정하였다. TNF-α 생성 억제

활성의 경우, 물 추출물에서 가장 우수한 억제능을 나타낸

IO-HW-121(LPS 처리군의 17.0%)보다 IO-CP-121에서 유

의적인 차이는 없었으나 증가된 억제능을 나타내었으며(29.2

%), NO 억제능에서도 조다당획분 간 유의적인 차이는 없었

으나(60.3～63.5%의 억제능) 물 추출물(44.6～56.2%)보다는

염증성 인자의 생성 억제능이 유의적으로 증가됨을 알 수

있었다(Table 3).

이러한 결과로부터 차가버섯 물 추출물의 조다당획분으

로의 분획은 산업적으로도 에탄올 침전 공정추가에 따른 소

재화가 복잡하지 않으면서 높은 수율을 얻을 수 있는 점과

열수추출물 또는 엑기스의 단순형태보다 생리활성이 증강

된다는 점에서 기능성소재로서의 활용가능성이 충분하다고

사료된다.

차가버섯 조다당획분으로부터 면역활성 다당의 분리

차가버섯 물 추출물로부터 분획된 조다당획분은 항산화,

면역 및 항염증 활성이 용매추출물보다 증강되어 산업적 측

면에서 조다당획분 자체만으로도 기능성소재로서의 이용가

능성은 충분한 것으로 보인다. 그러나 이러한 조다당획분으

로부터 생리활성에 관여하는 주요 성분을 분리하고 이들의

구조적인 특성을 밝혀 향후 특정 기능성소재로서의 활용가

능성을 제시할 수 있다면 부가가치 창출측면에서 또 다른

의의를 찾을 수 있을 것으로 사료된다. 따라서 본 연구에서

는 조다당획분에 주로 함유된 다당류 등의 고분자 물질에

활성성분의 초점을 맞추어 면역활성을 대상으로 다당성분

을 분리하고 활성획분의 구조적인 특징을 알아보고자 하였

다. 추출조건에 따라 조제된 물 추출물의 조다당획분 중 유

의적으로 다양한 면역활성을 가지면서 수율도 높은 획분은

IO-CP-D(Table 2)였으므로 이 획분을 DEAE-Sepharose

CL-6B column(Cl
-
form)에 loading하여 증류수로 용출되는

비흡착 획분(IO-CP-I)과 0.1～2.0 M NaCl을 순차적으로 용

출시킨 흡착획분(IO-CP-II～VIII)으로 분획하였다(data not

shown). DEAE-분획물의 면역활성을 검토한 결과, 마이토

젠 활성에서는 조다당획분인 IO-CP-D(1.96배)에 비해 0.1

M NaCl에서 용출된 획분인 IO-CP-II(4.51배)에서 조다당

획분보다 활성이 유의적으로 증가됨을 확인할 수 있었다

(Fig. 2A). 한편, 마크로파지 활성의 경우에는 IO-HW-D와

조다당획분인 IO-CP-D의 활성차이가 크지 않았으나(Table

2, Fig. 2), DEAE로 분획하였을 때 모든 분획물에서 증가된

활성을 나타내었으며 마이토젠 활성과 마찬가지로 IO-CP-

II(1.64배)에서 조다당획분보다 활성이 유의적으로 증가됨

을 확인하여(Fig. 2B) open column chromatography를 통한

활성획분의 분획이 활성증강에 중요하게 작용함을 확인할

수 있었다. 조다당획분 분획과는 달리 column 분획 후에 마

크로파지 활성이 증가되는 결과를 재확인하기 위해 마크로

파지 활성화에 작용하는 cytokine인 IL-6와 TNF-α의 생성

능을 실험한 결과에서도 saline 대조군과 비교하여 IO-CP-

D는 유의적인 차이를 보이지 않은 반면, IO-CP-II에서는

활성화 cytokine의 분비능이 유의적으로 촉진되고 있음을

나타내어(Table 4), 마이토젠과는 달리 조다당획분에 함유

된 많은 성분들이 마크로파지 활성증진에 크게 작용을 못하

다가 DEAE 분획에 의해 활성에 관여하는 성분함량이 상대

적으로 높아지면서 활성이 증가된 것으로 생각된다. 한편,

장관면역 활성의 경우에는 분획 후에 오히려 IO-CP-D보다

현저하게 활성이 감소(data not shown)됨을 나타내어 마크

로파지 활성과는 반대로 장관면역 활성에 관여하는 성분은
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IO-CP-

Fig. 2. Immunostimulating activities of subfractions (IO-CP-
I～VIII) from IO-CP-D on DEAE-Sepharose CL-6B column
chromatography (Cl

-
form). Final concentration of sample is

100 μg/mL. Results are expressed as mean±SD of quadruplicate
samples, and the different small letters are significantly different
(p<0.05) in each activity.

Table 4. Interleukin-6 (IL-6) and TNF-α production from
macrophage of the active subfractions from IO-CP-D on
DEAE-Sepharose CL-6B column chromatography

(sample 100 μg/mL)

Subfraction

Productions of macrophage activator cytokine

IL-6 content
(pg/mL)

TNF-α content
(pg/mL)

Saline control 18.85±0.38a1) 48.58±1.08a
LPS 903.87±64.81b 743.08±117.83b
IO-CP-D2)

IO-CP-II
IO-CP-III
IO-CP-IV

20.85±0.77a
1,368.70±31.75d
1,100.00±89.66c
59.61±4.07a

47.20±0.20a
1,466.31±80.64d
1,056.77±68.28c
52.00±1.86a

1)Results are expressed as mean±SD of quadruplicate samples,
and different superscripts are significantly different (p<0.05)
in each column.
2)
IO-CP-D was prepared by EtOH precipitation from IO-HW-D.

Table 5. Chemical components and component sugar analysis
of the active subfractions from IO-CP-D on DEAE Sepharose
CL-6B column chromatography

Subfraction
Chemical components (%)

Neutral sugar Uronic acid Protein

IO-CP-D
IO-CP-II
IO-CP-III
IO-CP-IV

24.85±0.77d1)
61.86±1.66g
41.94±0.68f
26.05±0.49de

11.42±1.42d
2.96±0.15a
11.12±0.27d
11.00±0.63d

3.43±0.13f
1.85±0.03cd
1.01±0.02b
0.15±0.14a

Component sugar (mole %)

IO-CP-II
2)

Rhamnose
Fucose
Arabinose
Xylose
Mannose
Galactose
Glucose

2.37
3.92
3.28
8.35
13.49
24.43
44.16

1)Results are expressed as mean±SD of quadruplicate samples,
and different superscripts are significantly different (p<0.05)
in each component.
2)
IO-CP-D-II: the immunostimulating polysaccharide fraction
eluted by 0.1 M NaCl from IO-CP-D on DEAE-Sepharose
CL-6B.

DEAE 분획과 함께 활성성분이 분산되어 활성이 감소함으

로써 다양한 성분들이 복합적으로 작용하고 있는 것으로 추

정된다. 따라서 장관면역 활성 소재로서의 차가버섯 활용성

은 DEAE로 분획하기보다는 조다당획분 자체를 이용하는

것이 훨씬 유용한 것으로 판단되었다. 따라서 측정하는 면역

활성의 종류에 따라서 고분자 물질이 활성에 관여하더라도

조다당획분 및 DEAE column 분획이 활성에 영향을 미치므

로 추출조건과 함께 면역활성 획분의 분획공정 최적화가 반

드시 필요하다고 생각된다.

한편, decoction 추출과정을 거쳐 고분자 물질이 주로 함

유되어 있는 조다당획분으로 분획한 IO-CP-D를 DEAE-

Sepharose CL-6B column chromatography에서 분리한 마

이토젠 및 마크로파지 활성이 높은 IO-CP-II의 구조적인 특

성을 파악하기 위하여 주요 구성분을 분석한 결과, IO-CP-

II는 주성분으로서 중성당(61.86%)을 함유하고 있으며 소량

의 산성당(2.96%)과 단백질(1.85%)이 함유된 다당류 소재임

을 알 수 있었다(Table 5). 또한, IO-CP-II를 TFA로 가수분

해 시킨 후 각 구성당을 alditol acetate 유도체로 조제하고

GC로 분석한 결과, IO-CP-II는 중성당인 Glc, Gal와 Man

(molar ratio; 1.00:0.55:0.31)이 주요 구성당으로 분포하고 있

음을 확인하여 중성당 함량이 높은 다당류가 면역활성에 관

여하고 있음을 알 수 있었다(Table 5).

지금까지의 결과를 토대로 차가버섯의 산업적인 추출조

건은 생리활성 소재개발에 있어서 대단히 중요한 의미를 가

지고 있음을 알 수 있었으며, 특히 물 추출물로부터 분획된

조다당획분의 경우에는 다양한 생리활성을 나타내고 있어

기능성 소재로서의 개발가능성이 매우 높음을 확인할 수 있

었다. 향후 면역활성이 높은 조다당획분으로부터 분리한 활

성 다당획분은 완전정제를 통하여 활성에 작용하는 active

site와 구조적인 특성을 규명함으로써 고부가가치 소재로의

이용가능성을 검토하고자 한다.
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요 약

추출조건에 따른 생리활성 영향을 검토하기 위하여 차가

버섯(Inonotus obliquus)을 물(50oC reflux, 90oC 이상 de-

coction, 12oC 가압추출)과 에탄올(50, 70과 90oC reflux)로

추출한 후 물 추출물을 조다당획분(IO-CP)으로 분획하였을

때 IO-CP(4.8～16.8%)의 수율은 에탄올추출물(IO-E, 1.9～

2.7%)보다 높았으며 추출온도 증가에 따라 그 차이는 더 컸

다. 가압추출로 조제된 조다당획분(IO-CP-121)은 가장 높

은 총 폴리페놀 및 플라보노이드 함량(35.10 mg TAE/g와

18.48 mg QE/g)과 DPPH와 ABTS를 이용한 자유 라디칼

소거능(26.08과 27.99 mg AEAC/100 mg)을 나타내었다.

IO-CP-D(decoction)와 IO-CP-50(reflux)은 IO-CP-121보

다 유의적으로 높은 마이토젠(saline 대조군의 2.10과 1.95

배, 100 μg/mL)과 장관면역 활성(6.30과 5.74배)을 보였으나

에탄올추출물 활성은 확인되지 않았다. 또한, 모든 IO-CP는

0.1 mg/mL 농도에서 RAW 264.7 세포주에 대하여 독성을

나타내지 않았으나, IO-CP-121이 LPS-자극 RAW 264.7 세

포주에 대하여 가장 유의적으로 염증성 인자인 TNF-α와 ni-

tric oxide(NO) 생성을 억제하였다(29.2와 63.5%). 에탄올추

출물도 0.1 mg/mL 농도에서 독성을 보이지 않았으나 TNF-

α와 NO의 생성 억제능은 IO-CP-121보다 현저히 낮음을 알

수 있었다. 한편, 활성 다당획분을 분리하기 위하여 면역활

성 획분인 IO-CP-D를 DEAE-Sepharose CL-6B column에

서 비흡착 획분(IO-CP-I)과 7개의 흡착 획분(IO-CP-II～

VIII)으로 분획한 결과, IO-CP-II가 가장 우수한 마이토젠과

마크로파지 활성(4.51과 1.64배)을 나타내었다. 이와 같이 분

리된 면역활성 획분인 IO-CP-II는 주로 중성당(61.86%)과

함께 소량의 산성당(2.96%)을 포함하고 있는 다당류임이 밝

혀졌으며, 주요 구성당으로서 Glc, Gal와 Man(molar ratio

of 1.00:0.55:0.31)를 포함하고 있음을 확인할 수 있었다. 이러

한 결과로부터 추출조건은 차가버섯 생리활성에 중요하게

작용하고 있으며, decoction 추출방법으로 제조하여 분획한

면역활성 획분으로부터 차가버섯 면역활성은 적어도 중성

다당류가 관여하고 있음을 알 수 있었다.
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