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Sparassis crispa is an edible mushroom with medicinal properties that contains more than 40% β-
glucan. The role of S. crispa in regulating the functional activation of macrophages has yet to be fully
elucidated. The objective of this study was to investigate the molecular mechanism underlying the im-
mune-stimulatory function of S. crispa soluble β-glucan and extracts on macrophages. In this study,
we showed that S. crispa soluble β-glucan was able to stimulate TNF-α and IL-1β production through
NF-kB activation in Raw 264.7 cells. We also showed that S. crispa extracts could not only enhance
TNF-α production in Raw 264.7 cells, but also suppress tumor growth in vivo. All of our results sug-
gest that S. crispa could be developed as a promising immunostimulatory principle, applicable to can-
cer patients.
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서 론

천연물 유래 생리활성 물질의 탐색은 선진국을 중심으로

세계 각국에서 활발히 이루어지고 있으며, 특히 버섯으로부터

추출한 생리활성 물질이 면역증강 및 항암효과를 나타낸다는

것이 보고되면서 버섯에서 추출한 성분을 이용한 면역증강

및 항암효과에 대한 연구가 활발히 진행되고 있다. 버섯은 탄

수화물, 단백질, 지질, 무기질 및 비타민 등 풍부한 영양과 독

특한 향을 가지고 있어 기호식품으로 널리 알려져 있으며, 특

히 항산화 효과, 항암 효과, 혈당 강화, 콜레스테롤 저하 등의

효과가 뛰어나 예로부터 약용으로 널리 이용되고 있다[4, 7,

10, 12, 19, 20]. 일반적으로 버섯의 자실체에서 추출한 다당류

는 유방암이나 대장암의 증식을 억제하는 등 항암효과가 우수

하지만 암세포에 직접 작용하기보다는 면역체계의 대식세포

를 활성화시켜 치료효과를 나타내기 때문에 부작용을 거의

나타내지 않는다고 알려져 있다[1, 2, 21]. 또한 암의 치료에

사용되는 일반적인 항암화학요법제와 병용하는 경우 항암제

에 대한 부작용을 완화시켜 그 치료 효과를 증가시킬 수 있다

는 보고들이 있다[5].

꽃송이버섯(Sparassis crispa) 은 민주름버섯목, 꽃송이버섯

과에 속하는 버섯으로[9], 한국, 일본, 중국, 유럽, 북아메리카,

호주 등에 널리 분포되어 있으며, 우리나라에서는 5월부터 발

생하기 시작하여 7-8월에 가장 많이 발견되고 9월까지 소나무,

잣나무, 낙엽송, 전나무 등 침엽수에 발생한다고 알려져 있다

[13]. 꽃송이버섯은 특히 면역증강 및 항암 효과가 뛰어나다고

알려져 있는 베타-글루칸의 함량이 건조중량의 40% 이상인

것으로 보고되고 있어 이를 이용한 건강기능성 식품개발의

기대가 큰 버섯이다[14]. 꽃송이버섯에는 베타-글루칸과 더불

어 다양한 phenolic compound가 많이 함유되어 있는데, 그

중 veratric acid와 같은 benzoic acid 계열의 성분을 다른 약용

버섯에 비해 많이 함유하고 있는 것으로 보고되고 있다[8].

Benzoic acid 계열 중 하나인 veratric acid는 항산화 기작과

더불어, 인위적으로 고혈압이 유도된 마우스에게 경구투여 하

였을 때, nitric oxide (NO)의 농도는 증가시키고, 산화 스트레

스를 감소시켜 혈압을 조절하는 것으로 알려져 있다[16].

일반적으로 버섯에서 추출한 베타-글루칸의 면역활성 및

항암 효과는 널리 알려져 있는 반면 꽃송이버섯 유래의 베타-

글루칸에 의한 대식세포의 활성화 기작 및 자실체 추출물에

의한 항암 효과는 아직 보고되지 않았다. 따라서 본 연구에서

는 꽃송이버섯 유래 베타-글루칸의 면역활성 효과를 확인하고

자 마우스의 대식세포인 Raw 264.7 cell을 이용하여 베타-글루

칸 처리시 TNF-α와 interleukin-1β (IL-1β)과 같은 사이토카인

의 발현 및 분비량을 확인하였고, 꽃송이버섯 추출물의 항암

효과를 in vivo에서 검증하였다.

재료 및 방법

꽃송이버섯 유래 베타-글루칸의 추출

꽃송이버섯 50 g을 갈아 분말화한 후 물 2 l를 첨가하여
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Table 1. Primer sequences used for RT-PCR analyses

Name of

Gene
Direction Nucleotide sequences

TNF-α Sense

Antisense

5'-ATGAGCACTGAAAGCATGATC-3'

5'-TTATCTCTCAGCTCCACGCCA-3'

IL-1β Sense

Antisense

5'-GACACATGGATAACGAGGCT-3'

5'-TTAGGAAGACACAAATTGCAT-3'

β-actin Sense

Antisense

5'- GTGGGGCGCCCCAGGCACCA-3'

5'- CTCCTTAATGTCACGCACGAT-3

121°C에서 10 시간 동안 열수 추출을 실시하였다. 그 후 8,000

rpm, 4°C에서 20 분 동안 원심분리 후 상등액을 회수하고 80%

에탄올을 첨가하여 다당체를 침전시킨 후 55°C에서 12 시간

동안 건조하여 열수 추출물을 획득하였다. 열수 추출된 베타-

글루칸 시료에 α-amylase, cellulose, protease, amyloglucosi-

dase 등으로 효소분해를 실시하여 베타-글루칸 이외의 알파-

글루칸과 단백질 등을 분해한 후 에탄올로 침전시켜 효소분해

되지 않은 베타-글루칸을 회수하여 동결 건조 하였다. 베타-글

루칸을 정량하기 위해서는 동결 건조한 베타-글루칸을 산 가

수분해하여 유리되는 총 포도당 함량을 계산하였다[15, 17].

세포 배양

마우스의 대식세포주인 Raw 264.7 cell은 한국세포주은행

(KCLB)에서 분양 받아 10% fetal bovine serum (FBS, Gibco,

Invitrogen)와 1% penicillin-streptomycin을 포함하는 Dul-

becco's modified Eagle medium (DMEM) 배지를 사용하여

37°C, 5% CO2 조건에서 배양하였다.

사이토카인 측정

마이크로플레이트(Corning Laboratory Science Co., NY,

USA)의 각 well에 1×10
6
의 세포가 들어가도록 분주한 후 꽃송

이버섯에서 추출한 베타-글루칸을 여러 가지 농도로 처리하고

24시간 후 Bio Plex (Bio rad)를 이용하여 TNF-α와 IL-1β를

측정하였다. 측정 방법을 간략하게 소개하면, 1% BSA가 함유

된 PBS 100 μl로 각 well을 적신 후, standard, sample, refer-

ence와 blank 시약을 각 100 μl씩 분주한 후 상온에서 30 분간

shaking을 하며 배양하였다. 1% BSA와 0.05% Tween20이 함

유된 PBS 150 μl로 3 번 세척한 후, 혼합된 Biotinylated Abs를

well당 50 μl씩 분주하고, 30 분간 shaking을 하며 상온에서

배양하였다. 3 번 세척 후 streptavidin-PE를 넣어준 후 10 분간

배양하고, 3 번 세척 후 1% BSA와 0.05% Tween 20이 함유된

PBS 120 μl를 분주한 후 Bio-Plex array reader를 이용하여 측

정하였다.

RNA 분리 및 RT–PCR 분석

RNA 분리를 위해서는 total RNA isolation system (Prome-

ga)을 사용하였다. 분리한 RNA를 260 nm에서 UV-visible

spectrophotometer를 이용하여 정량 한 후 Maxime RT-PCR

Premix kit (Intron, Korea)를 사용하여 RT-PCR을 수행하였다.

세포에서 분리한 total RNA 250 ng에 각각의 유전자에 특이적

인 primer를 20 pmole씩 첨가한 후 RNase-free water로 전체

volume이 20 μl가 되게 하였다. 이 혼합물을 Maxime RT-PCR

Premix와 섞은 후 45°C에서 30 분간 reverse transcription 반

응 후 94℃에서 5분 간 가열하여 reverse transcriptase의 활성

을 없애고PCR 반응을 수행하였다. PCR은 94°C에서 45 초,

72°C에서 45 초로 25 회 반복 반응하였다. 얻어진 PCR prod-

uct를 1.5% agarose gel에서 전기영동 한 후, ethidium bro-

mide로 염색하여 각 유전자들의 발현 정도를 확인하였다. 실

험에 사용한 각 유전자에 특이적인 primer sequence는 Table

1에 기술하였다.

Transfection 및 NF-kB luciferase activity 측정

Transfection 24 시간 전에 2×105개의 Raw 264.7 cell을 6-

well plate에 분주한다. Fugene 6를 이용하여 NF-kB Luciferase

Reporter 유전자를 세포에 transfection하고, 24시간 후 me-

dium을 교체하면서 여러 가지 농도의 베타-글루칸을 처리하

고 24 시간 후 luciferase activity를 측정하였다.

Tumor growth 측정

꽃송이버섯 추출물에 의한 tumor growth 억제를 확인하기

위해 1×106개의 murine B16F10 melanoma세포를 C57BL/6J

mouse의 복강에 주사하여 암을 발생시켰으며, B16F10 세포를

주사하기 7일 전부터 매일 200 mg/kg으로 꽃송이버섯 추출물

을 먹이면서 mouse의 tumor volume을 21일 간 측정하였다.

Tumor volume은 가로×세로×높이×1/2로 측정하였다.

결과 및 고찰

꽃송이버섯에서 추출한 베타-글루칸의 면역활성 효과 검증

꽃송이버섯에서 추출한 베타-글루칸의 면역활성 효과를 검

증하기 위해 마우스 대식세포인 Raw 264.7 cell을 사용하여

베타-글루칸을 처리하였을 때 사이토카인인 TNF-α와 inter-

leukin-1β (IL-1β)의 분비량을 측정하였다. 대식세포는 항원의

자극을 받아 활성화되면 TNF-α, IL-1β, IL-6, IL12, 그리고

GM-CSF 등을 분비하여 면역 반응을 조절한다. TNF-α는 종양

괴사인자(Tumor Necrosis Factor)로 알려질 물질로 종양세포

를 파괴시키는 사이토카인이며, IL-1β는 국소 염증반응을 매

개하며 혈과 내피세포에 작용하여 백혈구의 부착을 매개하는

표면 분자의 발현을 증가시키는 사이토카인이다. 따라서 꽃송

이버섯에서 추출한 베타-글루칸이 대식세포를 활성화시켜 이

들 사이토카인의 분비에 어떠한 영향을 미치는지 확인하였다.

배양한 Raw 264.7 cell에 여러 가지 농도의 베타-글루칸을 처

리한 결과 처리한 베타-글루칸의 농도에 비례하여 TNF-α의
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Fig. 1. Effect of beta-glucan prepared from S. crispa on the pro-

duction of TNF-α and IL-1β. (A) Raw 264.7 cells were

treated with indicated amounts of beta-glucan prepared

from S. crispa for 24 h. TNF-α (A) and IL-1β (B) in super-

natant of incubated cells were measured.

Fig. 2. Effect of beta-glucan prepared from S. crispa on the

mRNA expression of the TNF-α and IL-1β. Raw 264.7

cells were treated with indicated amounts of beta-glucan

prepared from S. crispa for 24 h. RT-PCR was performed

with specific primer for each gene.

Fig. 3. Effect of beta-glucan prepared from S. crispa on the

NF-kB activity. Raw 264.7 cells were transfected with

NF-kB luciferase reporter construct, and measured luci-

ferase activity after treatment with indicated amounts

of beta-glucan prepared from S. crispa for 24 h.

분비가 증가함을 알 수 있었으며, 100 μg/ml의 농도에서 최대

의 분비량을 나타냄을 확인하였다(Fig. 1A). IL-1β의 분비 또

한 처리한 베타-글루칸의 농도에 비례하여 증가하였으며, 200

μg/ml의 농도에서 최대의 분비량을 나타냄을 확인하였다

(Fig. 1B). 이와 유사한 실험으로 꽃송이버섯에서 추출한 베타-

글루칸을 처리 후 TNF-α와 IL-1β 유전자의 발현이 증가되는

지 RT-PCR을 통해 검증하였는데, 10 μg/ml의 베타-글루칸을

처리하였을 때에도 TNF-α와 IL-1β의 mRNA가 증가됨을 확인

할 수 있었다(Fig. 2). 이러한 결과들을 통해 꽃송이버섯 추출

물뿐만 아니라 꽃송이버섯에서 추출한 베타-글루칸이 뛰어난

앞선 연구들에서 보고된 바와 같이 대식세포의 면역활성을

촉진시킬 수 있음을 확인할 수 있었다[3, 6, 11].

꽃송이버섯에서 추출한 베타-글루칸에 의한 NF-kB 활성

증가 확인

일반적으로 대식세포가 활성화될 때 외부자극에 의해 염증

반응의 전사인자인 NF-kB가 활성화되어 우선적으로 TNF-α,

IL-1β, IL-6, 그리고 IL-8과 같은 주요 염증촉진 단백질들의 유

전자 발현을 조절하는 것으로 알려져 있다. 꽃송이버섯에서

추출한 베타-글루칸에 의해 TNF-α와 IL-1β의 분비가 증가함

을 확인하였으므로, 이후에는 베타-글루칸에 의해 전사인자인

NF-kB가 활성화되는지 확인하고자 하였다. 이를 위해서는

NF-kB가 활성화되어 핵으로 이동하였을 때 결합하는 DNA

서열을 포함하고 있는 NF-kB Luciferase reporter construct를

이용하였는데, 꽃송이버섯에서 추출한 베타-글루칸을 대식세

포인 Raw 264.7 cell에 처리하였을 때 Luciferase activity가

증가됨을 확인함으로 전사인자인 NF-kB가 활성화되었음을

알 수 있었다(Fig. 3). 이러한 결과들은 꽃송이버섯에서 추출한

베타-글루칸은 염증반응의 전사인자인 NF-kB의 활성화를 통

해 TNF-α나 IL-1β와 같은 사이토카인의 발현 및 분비를 촉진

시킬 수 있음을 의미하는 것이다.

꽃송이버섯 추출물의 면역활성 효과 검증

본 연구와 함께 이전의 많은 보고에서도 꽃송이버섯에서

추출한 베타-글루칸이 면역활성 효과와 이를 통한 항암 효과

가 있다는 보고들이 있어왔다[6, 11]. 본 연구에서는 베타-글루

칸뿐만 아니라 꽃송이버섯 자실체 추출물 자체도 대식세포의

면역활성 효과가 있는지 검증하고자 하였다. 베타-글루칸의

추출을 위해 준비하였던 꽃송이버섯 열수 추출물 역시 대식세

포의 면역활성 효과가 있는지 확인하고자 Raw 264.7 cell에

여러 가지 농도의 추출물을 처리한 결과 베타-글루칸과 마찬

가지로 처리한 농도에 비례하여 TNF-α의 분비가 증가함을 알

수 있었으며, 약 160 μg/ml의 농도에서 최대의 분비량을 나타
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Fig. 4. Effect of S. crispa extracts on the production of TNF-α.

Raw 264.7 cells were treated with indicated amounts of

S. crispa extract for 24 h. TNF-α in supernatant of in-

cubated cells were measured.

Fig. 5. Effect of S. crispa extracts on the primary tumor growth.

냄을 확인하였다(Fig. 4). 이러한 결과는 꽃송이버섯 추출물

역시 베타-글루칸과 마찬가지로 면역활성을 촉진시킴으로 대

식세포의 활성화를 유도할 수 있음을 의미하는 것이다.

꽃송이버섯 추출물의 항암효과 검증

꽃송이버섯 유래 베타-글루칸의 경우 면역세포의 활성화를

통해 암세포의 성장 및 전이를 억제한다는 보고들이 많이 있

다. 본 연구에서는 꽃송이버섯 추출물 역시 면역세포의 활성

화를 유도함을 확인하였기 때문에 이후에는 이 추출물이 in

vivo에서 암세포의 성장을 억제할 수 잇는지 확인하고자 하였

다. 이를 위해서 in vivo에서 암을 잘 유발한다고 알려져 있는

murine B16F10 melanoma세포를 C57BL/6J mouse의 복강에

주사하여 암을 발생시켰으며, B16F10 세포를 주사하기 7일 전

부터 매일 200 mg/kg으로 꽃송이버섯 추출물을 먹이면서

mouse의 tumor volume을 21일 간 측정하였다. 그 결과 PBS

를 먹인 control mouse의 경우 B16F10 세포를 주사한 지 15일

이후부터 급격하게 tumor의 volume이 증가하였지만 꽃송이

버섯 추출물을 먹인 mouse의 경우 tumor의 volume이 증가하

지 않음을 확인할 수 있었다(Fig. 5). 기존의 결과를 통해 꽃송

이버섯 유래 베타-글루칸이 in vivo에서 항암 활성이 있음이

알려져 있지만 본 연구를 통해 꽃송이버섯 추출물 역시 암세

포의 성장을 in vivo에서 억제할 수 있음을 확인하였다[22].

꽃송이버섯은 면역증강 및 항암 효과가 뛰어나다고 알려져

있는 베타-글루칸의 함량이 높은 버섯이다. 베타-글루칸뿐만

아니라 K, P, Na, Mg 등과 같은 미네랄 및vitamin E, C, D3와

같은 비타민의 함량이 높아[18] 향후 배양 기간과 자실체 생육

기간의 단축을 통해 대량의 인공재배가 가능해 진다면 꽃송이

버섯을 이용한 의약품 및 건강 기능성 식품의 개발 가능성이

높아질 수 있을 것이다.
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초록：꽃송이버섯(Sparassis crispa) 추출물의 면역세포 활성화 및 항암 효과

김인규1․윤영철2․신용철2․유지윤1*
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꽃송이버섯(Sparassis crispa)은 항암 및 면역증강 효과가 뛰어나다고 알려져 있는 베타-글루칸의 함량이 건조

중량의 40% 이상인 것으로 보고되고 있는 산림버섯이다. 일반적으로 버섯에서 추출한 베타-글루칸의 면역활성

및 항암 효과는 널리 알려져 있는 반면 꽃송이버섯 유래의 베타-글루칸에 의한 대식세포의 활성화 기작 및 자실체

추출물에 의한 항암 효과는 아직 보고되지 않았다. 본 연구에서는 꽃송이버섯 유래 베타-글루칸의 면역활성 효과를

확인하고자 마우스의 대식세포인 Raw 264.7 cell을 이용하였으며, 베타-글루칸 처리시 TNF-α와 interleukin-1β 

(IL-1β)와 같은 사이토카인의 발현 및 분비가 증가됨을 확인하였고, 이러한 과정에 필수적인 역할을 담당하는 전사

인자인 NF-kB가 활성화됨도 확인하였다. 뿐만 아니라 꽃송이버섯 추출물 처리 시 TNF-α의 분비가 증가됨과 함께

in vivo에서 암의 성장을 억제하는 기능이 있음을 확인하였다. 이러한 결과들은 꽃송이버섯이 면역활성을 증가시켜

암의 성장을 억제하는 건강 기능성 식품으로서의 개발 가능성이 높음을 의미하는 것이다.
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