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1. 서    론1)

인간의 피부와 모발의 색을 결정하는 중요한 인자인 

멜라닌은 자외선이 조사되면 멜라닌형성세포(melanocyte)

의 멜라닌생성반응과정(melanogenesis)을 통해 생성되
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고, 피부색을 검게 변화시켜 자외선으로부터 피부를 

보호하는 역할을 한다. 이러한 멜라닌에는 적갈색의 

수용성 중합체인 피오멜라닌(pheomelanin)과 흑색의 

불용성 중합체인 유멜라닌(eumelanin)이 있다[1,2]. 자

외선에 의한 멜라닌의 생성은 우선 멜라닌 세포의 

cAMP가 증가되고 PKA (cAMP activates protein kinase 

A (PKA)를 활성화 시키면서 cAMP response element 

binding protein (CREB)의 인산화를 통한 활성화로 ty-
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요 약: 본 연구는 옻나무 추출물의 첨가가 영지버섯 미백활성 물질인 가나도마난디올의 생합성에 미치는 영향을 
조사하기 위하여 수행하였다. 옻나무 열수 추출물을 1, 5, 10, 15%의 비율로 영지버섯 균사발효 시 첨가하고 
발효 균사 추출물의 HPLC분석을 수행한 결과, 가나도마난디올 생합성이 첨가하지 않은 대조군에 비해 유의적
으로 증가함을 확인하였다. 또한, 옻나무 열수 추출물이 첨가되어 발효된 영지 균사 추출물의 B16F10 세포주에 
대한 멜라닌 생합성 저해능을 평가한 결과 첨가하지 않은 대조군에 비해 유의적으로 저해능이 증가함을 확인하
였고, MTT분석을 통해 B16F10 세포주에 대한 세포생존율에도 영향을 미치지 않은 것을 확인하였다. 결과적으
로 옻나무 추출물이 영지버섯균사의 미백활성 물질인 가나도마난디올 생합성을 촉진하여 향후 옻나무 추출물 
첨가 영지버섯균사 발효 추출물이 효과적인 화장품 성분으로 사용 가능할 것으로 사료된다.

Abstract: This study was carried out to investigate the effect of lacquer tree (Rhus verniciflua) extract on ganoderma-
nondiol (GN), tyrosinase and melanin biosynthesis inhibitor, biosynthesis in Ganoderma lucidum mycelia. In HPLC anal-
ysis, GN contents were significantly increased in G. lucidum mycelial extracts supplemented with of 1, 5, 10, and 15% 
lacquer tree extracts (LTE). In addition, G. lucidum mycelial extracts supplemented with LTEs which had no cytotoxicity 
activity against B16F10 cells, significantly inhibited melanogenesis in B16F10 cells. GN biosynthesis was facilitated by 
LTE. Taken together, we propose that G. lucidum mycelial extracts supplemented with LTE can be used as an effective 
ingredient of skin care products in the future. 

Keywords: anti-melanogenesis, Ganoderma lucidum, ganodermanondiol, lacquer tree, Rhus verniciflua
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rosinase의 전사조절인자인 MITF (microphthalmia-asso-

ciated transcription factor)의 발현을 증가시킨다. 이러한 

tyrosinase는 tyrosine을 L-DOPA (L-3,4-dihydroxyphenyla

lanine)로, 또한 L-DOPA를 L-DOPA quinone으로 전환

하여 멜라닌 합성이 유도된다[3]. 이로 인해 tyrosinase 

활성 및 멜라닌 생합성 경로와 관계된 인자들의 활성

을 효과적으로 억제하기 위한 연구 및 이와 관련된 

소재개발이 활발히 진행되고 있다[4-7]. 현재 다양한 

소재가 개발되었으며, tyrosinase 활성억제 소재로 알

부틴(arbutin)[8], 코직산(kojic acid)[9], 하이드로퀴논

(hydroquinone)[10], 비타민 C (vitamin C)[11] 등과 자외

선 차단소재로 이산화티탄(titanium dioxide)[12], 감마

오리자놀(γ-oryzanol)[13], 옥시벤존(oxybenzone)[14] 등

이 있다. 그러나 이들 대부분은 효과가 불충분하거나 

제형상 불완전한 면이 있고, 피부에 대한 안정성 측면

에서 그 사용이 제한되어 있으며, 원료에 대한 수입 의

존도가 높은 문제점으로 최근에는 보다 안전하고 효과

적인 멜라닌 생성 억제물질을 개발하려는 많은 연구들

이 요구되고 있다[12,14-17]. 따라서 이러한 부작용을 

극복하고 안전한 미백 소재 개발을 위해 다양한 천연

물에서 기능성 미백 소재를 개발하기 위한 연구가 활

발히 진행되고 있다. 

영지버섯(Ganoderma lucidum)은 항종양, 항산화, 항

염 등의 다양한 생리적 활성이 있는 약용버섯으로 그 

이용가치가 높은 버섯 중 하나이다[18,19]. 최근 영지

버섯 추출물의 미백 활성으로 인해 화장품 소재로써의 

그 이용가치가 높다는 연구결과가 보고되었고[20], 또

한 Kim 등[3]에 의해 실제 영지버섯의 트리테르페노이

드(triterpenoid)계열 물질 중 하나인 가나도마난디올

(ganodermanondiol)이 tyrosinase 활성 및 멜라닌 생합성 

경로와 관계된 인자들의 활성을 효과적으로 억제하여 

B16F10세포의 멜라닌 생합성을 감소시킨다고 보고하

였다. 그러나 영지버섯으로부터 이러한 효과적인 미백 

활성물질인 가나도마난디올을 대량생산하기는 비용 

등의 문제로 그 한계가 있으며, 이를 극복하기 위한 방

법이 모색되어야 한다. 따라서 본 연구에서는 영지버

섯으로부터 가나도마난디올을 보다 효율적으로 생산

하기 위한 기술적 극복방안의 일환으로 영지버섯 자실

체가 아닌 균사를 이용한 생산 가능성을 규명하고자 

하였다. 또한 영지버섯의 가나도마난디올 생합성량을 

증가시키기 위한 다양한 천연 발효소재를 발굴하고자 

하였으며, 이 중 옻나무(Rhus verniciflua) 추출물의 첨

가를 통한 영지버섯 균사발효는 가나도마난디올의 생

합성을 증가시킨다는 것을 본 연구를 통하여 확인하였

다. 옻나무는 옻나무과에 속하는 낙엽교목으로 중국이 

원산지이며, 한국, 일본 및 중국 등 동남아시아 지역에

서 주로 재배되고 있다. 더욱이 예로부터 약용으로 사

용되어 왔고, 한의학에서는 내과종양치료제 및 여성의 

생리기 이상, 위장약, 구충제, 혈액순환 및 노화방지의 

민간요법 등에 이를 이용하는 처방이 이루어지고 있다

[21,22]. 따라서 본 연구는 영지버섯균사 배양시 옻나

무 추출물 첨가를 통한 영지버섯균사의 가나도마난디

올 생합성 증대 및 B16F10 세포의 처리를 통한 멜라닌 

생합성 감소 효과를 규명하고자 하였다. 

2. 재료 및 방법

2.1. 균주

영지버섯은 농촌진흥청 국립원예특작과학원 버섯과

에서 분양받은 영지2호를 감자한천배지(배양액 1 L 당 

agar 15 g, potato extract 4 g, glucose 20 g)에 접종한 후 

25 ℃에서 5일간 배양한 것을 이용하였다.

2.2. 옻나무 영지버섯 균사 발효 추출물 제조

옻나무 추출물이 첨가된 영지버섯 균사발효 추출물

의 제조 과정은 Figure 1과 같다. 우선 35 g의 옻나무를 

분쇄한 후 삼각플라스크에 350 mL의 멸균 증류수와 

혼합하고 80 ℃에서 3 h 동안 환류 추출하였다. 여과지

(Whatman No.2, GE Healthcare, UK)를 이용하여 추출

물을 여과 후 수득된 추출물을 100%의 농도로 하여 영

지버섯 균사발효 시 사용하였다. 영지버섯 균사발효를 

위해 100 mL의 PDB 배지(배양액 1 L 당 potato extract 

4 g, glucose 20 g)에 옻나무 추출물(100%)을 각 1, 5, 

10, 15%의 농도가 되도록 첨가한 후 전 배양된 영지버

섯 균사를 접종하고 100 rpm으로 28 ℃에서 5일간 진

탕 배양하였다. 옻나무 영지버섯 균사 발효 추출물은 

우선 miracloth (Calbiochem, USA)를 이용하여 발효균

사만을 분리한 후 2일간 60 ℃에서 건조하였으며, 건조 

균사체 2 g을 50 mL의 70% 에탄올과 혼합하여 80 ℃에

서 3 h 동안 환류 추출하였다. 
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2.3. 가나도마난디올 함량 분석

가나도마난디올(ganodermanondiol) 정량은 Kim 등

[3]에 의해 기술된 조건과 동일하게 HPLC (SPD-20A 

UV/VIS Deteor, LC-20AT Pumping System, Manual 

Injection Value 20 µL Loop, Shimadzu Corp., Japan)로 

수행하였으며, 이를 간략히 기술하면 우선 이동상은 

아세토나이트릴(acetonitrile)과 0.2% 아세트산(acetic 

acid)으로, 유속(flow rate)은 0.8 mL/min로 하여 UV 

(ultraviolet visible) 검출기 245 nm에서 측정하였다. 컬

럼은 Phenomenex Luna C18UV(2) (4.6 × 250 mm, 5 µm, 

USA)를 사용하였으며, 순도 99%의 가나도마난디올

(ChemFace Co., China)을 표준물질로 사용하여 영지버

섯 균사체의 가나도마난디올 정량분석을 수행하였다. 

2.4. 세포생존율 평가

세포생존율 평가는 ATCC (American Type Cultyre 

collection, CRL-6475)로부터 분양받은 B16F10 세포주

를 10% fetal bovine serum (FBS, Gibco, Ireland)와 

1% penicillin/streptomycin (Gibco, Ireland)이 포함된 

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, Gibco, 

Ireland)로 37 ℃ (5% CO2)에서 배양하여 사용하였다. 

MTT ((3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2-5-diphenyltetrazolium 

bromide)분석을 위한 세포는 DMEM (10% FBS)배지가 

포함된 96-well plate에 100 µL (3 × 103 cells/well)씩 분

주하여 24 h 동안 배양하였다(37 ℃, 5% CO2). 새로운 

배지로 교환한 후 다양한 농도의 추출물을 3회 반복 

처리하고 72 h 동안 배양(37 ℃, 5% CO2)하였다. 배양 

후 0.5 mg/mL의 MTT (Sigma, USA)를 첨가하여 암조

건에서 3 h 동안 추가 배양한 후 배지를 제거하였다. 

배양이 완료되면 100 µL의 dimethyl sulfoxide (DMSO)

를 처리하고 570 nm 파장에서 흡광도를 측정하여 세

포생존율을 확인하였다. 

세포생존율(%) = (대조군의 흡광도/실험군의 흡광도) 

× 100

2.5. B16F10 세포주의 멜라닌 생합성 저해능 분석

DMEM 배지(10% FBS, 1% penicillin/streptomycin)가 

분주된 6-well plate에 B16F10 세포를 2 mL (5 × 105 

cells/well)씩 분주하여 37 ℃, 5% CO2 조건하에서 24 h 

동안 배양하였다. 새로운 배지로 교환된 세포에 다양

한 농도의 추출물과 100 nM의 α-MSH를 처리하여 37 

℃, 5% CO2 조건으로 72 h 동안 배양하였다. 배양 후 

PBS로 2회 세척하고 0.25%의 Trypsin EDTA (Gibco, 

Ireland)를 1 mL/well로 처리하였다. 14,000 rpm으로 20 

min 동안 원심 분리하여 회수된 세포에 1 N NaOH 150 

µL (10% DMSO)를 첨가하여 1 h 동안 60 ℃에서 반응

하고 405 nm 파장에서 흡광도를 측정하여 세포내 멜

라닌 함량을 분석하였다. 멜라닌 함량은 멜라닌 표준

액을 이용한 표준정량곡선과 비교하여 분석하였다.

2.6. 통계처리

모든 실험은 3회 반복하여 측정하고 평균값 ± 표준

편차로 결과를 나타내었다. 통계분석은 Prism (GraphPad 

Software Inc., USA) 프로그램을 사용하였으며, 처리구

간 간의 유의성 검증은 분산분석(one-way analysis of 

variance, ANOVA) 및 Tukey’s test에 의한 사후검정을 

통해 수행하였다. 

3. 결과 및 고찰 

3.1. 옻나무 영지버섯 균사 발효추출물의 가나도마난디올 

함량 평가 

옻나무 추출물 첨가에 따른 영지버섯 균사 발효 추

출물의 가나도마난디올의 생합성량 변화는 HPLC 분

석을 통하여 확인하였다(Figure 2). HPLC분석 결과, 영

지버섯 균사 발효 추출물의 가나도마난디올 함량은 균

사 발효 시 첨가된 옻나무 추출물 농도에 따라 변화하

였으며, 5% 이상의 옻나무 추출물 첨가 농도부터 유의

적으로 균사 발효물의 가나도마난디올 함량이 증가함

Figure 1. Overview of the study process. 
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을 확인하였다(Figure 3). 영지버섯 균사 발효시 1, 5, 

10, 15% 옻나무 추출물을 첨가한 시료의 가나도마난디

올 함량은 영지버섯 균사 1 g 당 각 1.68 ± 0.07, 2.29 

± 0.17, 2.97 ± 0.35, 3.27 ± 0.29 mg으로 측정되었으며, 

이 중 15%의 옻나무 추출물을 첨가하였을 때는 0%의 

대조 시료(1.63 ± 0.08 mg)보다 약 2배 정도 가나도마

난디올 함량이 증가하였다(Figure 3). 흥미롭게도 HPLC

분석 결과, 15%의 옻나무 추출물을 영지버섯 균사발효 

시 첨가하면 다른 물질의 뚜렷한 증가도 관찰되었다. 

아마도 영지버섯의 물질 중 ganoderic acid류를 포함한 

다른 종류의 트리테르페노이드(triterpenoid)로 사료되

며[23], 향후 이러한 물질의 동정 및 활성 평가 등의 연

구를 통한 추가적인 기능성 물질의 발견이 가능할 것

으로 사료된다.

영지버섯의 주요 생리활성 물질인 트리테르페노이

드 류(triterpenoids)는 mevalonic acid pathway 과정에서 

lanosterol (cyclic intermediate)이 다양한 반응(cyclization, 

oxidation, reduction, acetylation)에 의해 트리테르페노

이드로 생합성 된다고 보고되었다[24]. 이에 대한 자세

한 과정은 아직 밝혀지지 않았으나, cytochrome P450 

superfamily (CYPs)가 산화(oxidation)과정에 관여한다

고 보고되었다[24]. Chen 등[24]의 보고에 의하면, 영지

버섯의 균사(mycelia), 원기(primordia), 자실체(fruit body) 

중 원기(primordia) 단계에서 가장 많은 트리테르페노

이드가 생합성 되었으며, 또한 CYPs 유전자도 원기

(primordia)단계에서 가장 많이 발현되었음을 확인하였

다. 본 연구결과에서의 가나도마난디올생합성 증대도 

CYPs 유전자와 관계되었을 것으로 사료되며, 향후 추

가적인 연구를 통하여 규명하고자 한다. 

3.2. 옻나무 영지버섯 균사 발효추출물의 세포생존율 분석

옻나무 추출물이 첨가된 영지버섯 균사발효 추출물

의 B16F10 세포에 대한 세포생존율 분석 결과는 

Figure 4에 나타내었다. 세포생존율 분석결과, 1, 5, 10, 

15%의 옻나무 추출물을 영지버섯 균사발효 시 첨가하

고 추출된 시료를 50, 100, 150, 200 µg/mL로 달리 하여 

처리한 결과 모든 농도에서 B16F10 세포에 대해 영향

을 미치지 않았다. 이러한 분석결과를 통하여 옻나무 

추출물 첨가 영지버섯 균사발효 추출물이 향후 미백 

기능성 소재로 이용될 가능성이 높다고 사료된다. 또

한 세포생존율 분석 결과를 Figure 2와 Figure 3에서 확

인된 가나도마난디올의 함량 증가 결과와 종합하여 비

Figure 2. HPLC chromatogram of ganodermanondiol (GN) 

from fermented Ganoderma lucidum (GL) mycelial extract 

supplemented with lacquer tree (Rhus verniciflua) extract 

(LTE).

Figure 3. Ganodermanondiol contents from fermented 

Ganoderma lucidum mycelial extract supplemented with lacquer 

tree (Rhus verniciflua) extract (LTE). Values are means ± 

standard deviation (S.D.) of three independent experiments. 

Statistical significance of differences was evaluated using a 

one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s 

test. *** p < 0.001 and * p < 0.05 versus GN content without 

LTE. 
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교해 보면, 보다 더 높은 농도의 옻나무 추출물 첨가도 

가능할 것으로 사료된다. 이는 영지버섯 균사발효 시 

옻나무 추출물을 활용하면 더 많은 가나도마난디올의 

생산도 가능하다고 사료된다. 

3.3. 옻나무 영지버섯 균사 발효추출물처리에 따른 멜라닌 

생합성 저해능 

영지버섯 균사발효 시 옻나무 추출물 첨가로 균사 

추출물의 가나도마난디올 함량이 유의적으로 증가하

였으며, 이러한 증가로 실제 B16F10 세포의 멜라닌 생

성이 저해되었는지를 균사 추출물 처리농도를 달리하

여 평가하였다(Figure 5). 농도를 달리하여(1, 5, 10, 

15%) 옻나무 추출물을 첨가한 후 발효한 영지버섯 균

사 추출물의 농도를 50, 100, 150, 200 µg/mL으로 하여 

α-MSH (100 nM) 유도 B16F10 세포에 처리하였다. 그 

결과, 모든 옻나무 추출물 첨가농도(1, 5, 10, 15%) 및 

처리농도(50, 100, 150, 200 µg/mL)에서 처리하지 않은 

α-MSH 유도 B16F10 세포보다 유의적(p < 0.001)으로 

멜라닌 생합성이 저해되었다. 이 중 옻나무 추출물을 

15%로 첨가한 후 발효된 균사 추출물을 B16F10 세포

에 200 µg/mL의 농도로 처리하면 arbutin이 처리된 α

-MSH 유도 B16F10 세포보다 멜라닌 생합성이 유의적

으로(p < 0.001) 저해됨을 확인하였다. 이러한 결과는 

기존에 tyrosinase 활성 및 멜라닌 생합성 저해능에 우

수한 효과가 있다고 알려진 arbutin보다 더 뛰어난 효

과가 있음을 나타내는 결과이며, B16F10 세포생존율

에 영향을 미치지 않는 최대의 농도로 처리한다면 더

욱 뛰어난 효과를 나타낼 것으로 사료된다. 향후 추가

적인 연구를 통하여 B16F10 세포생존율에 영향을 미

치지 않으면서 최대의 효과를 나타내는 농도의 규명이 

요구되며, 이를 통해 실제 미백 기능성 소재로의 이용

가능성 제고를 이루고자 한다. 마찬가지로, 영지버섯 

균사발효 시 옻나무 추출물을 첨가하지 않은 균사 추

출물도 모든 처리농도(50, 100, 150, 200 µg/mL)에서 처

리하지 않은 α-MSH 유도 B16F10 세포 보다 유의적(p 

< 0.001)으로 멜라닌 생합성이 저해되었다. 이러한 결

과는 영지버섯 균사 자체가 이미 B16F10 세포의 멜라

닌 생합성을 억제하는 효과적인 소재라는 것을 입증하

는 결과이다. 이는 영지버섯 균사에 의해 가나도마난

디올을 포함한 다양한 미백 기능성 물질이 생합성 된

다고 사료된다. 이 중 Kim 등[3]에 의해 보고된 가나도

마난디올은 트리테르페노이드(triterpenoid) 계열의 물

질로 이를 B16F10 세포에 처리하면 세포내 멜라닌 생

합성에 관여된 ERK (extracellular signal-regulated kin-

ases), CREP (cAMP response element binding protein), 

JNK (c-Jun N-terminal kinase) 단백질 발현을 조절하고 

tyrosinase, TRP1 (tyrosinase, tyrosinase-related protein-1), 

TRP2 (tyrosinase-related protein-2) 단백질과 이들 유전

자의 발현을 조절하는 MITF의 발현을 억제하여 멜라

Figure 4. Cytotoxic effects of fermented Ganoderma lucidum

mycelial extract (GLME) supplemented with lacquer tree (Rhus 

verniciflua) extract (LTE) on B16F10 melanoma cells. B16F10 

cells were treated with various concentrations of GLME (50, 

100, 150, and 200 µg/mL) for 24 h. Values are means ± 

standard deviation (S.D.) of three independent experiments and 

relative to percentages of control cells.

Figure 5. Effects of fermented Ganoderma lucidum mycelial 

extract (GLME) supplemented with lacquer tree (Rhus 

verniciflua) extract (LTE) on melanin production of B16F10 

cells. B16F10 cells were treated with various concentrations of 

GLME (50, 100, 150, and 200 µg/mL) for 72 h. Values are 

means ± standard deviation (S.D.) of three independent 

experiments. Statistical significance of differences was 

evaluated using a one-way analysis of variance (ANOVA) 

followed by Tukey’s test. * p < 0.05 versus B16F10 cells with 

arbutin (0.5 mM) treatment. a p < 0.001 versus α-MSH (100 

nM) induced B16F10 cells without GLME treatment. 
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닌 생합성을 억제한다고 보고하였다. 결과적으로 본 

연구에서 확인된 B16F10 세포의 멜라닌 생합성 저해

는 Kim 등[3]에 보고된 과정을 통하여 발생된다고 사

료되며, 이러한 효과가 옻나무 추출물 첨가를 통하여 

증대된다는 사실은 영지버섯 균사 뿐 아니라 옻나무도 

이러한 영지버섯의 효과를 더욱 증대시키는 유용한 천

연 미백 화장품 소재라는 것을 의미하는 것이다.

4. 결    론

본 연구는 기능성 화장품 소재로 이용 가능한 자연

에서 유래한 새로운 천연물 소재를 발굴하고자 수행하

였다. 이를 위해 다양한 생리활성으로 건강기능성 식품

소재뿐 아니라, 화장품 소재로써의 그 이용가치가 높은 

영지버섯(Ganoderma lucidum)을 그 대상으로 하였다. 

불로초라고도 알려진 영지버섯의 학명은 그리스어로 

‘ganos’와 ‘derma’의 합성어로 이는 ‘밝음(brightness)’

과 ‘피부(skin)’라는 의미이다. 실제로 본 연구를 통하

여 영지버섯 균사 추출물이 α-MSH에 의해 멜라닌 

생합성이 유도된 B16F10세포의 멜라닌 생합성을 유

의적으로 저해하는 것을 확인하였다. 영지버섯 추출

물의 이러한 B16F10세포에 대한 멜라닌 생합성 저해

능은 다양한 생리활성 물질 중 특히 트리테르페노이드

(triterpenoid) 계열의 가나도마난디올에 의해 발생된다

는 것이 본 연구진의 선행연구를 통해 확인되었다. 추

가적으로 본 연구를 통하여 영지버섯 균사 발효 시 옻

나무 추출물을 첨가하면 영지버섯의 미백활성 물질인 

가나도마난디올의 생합성이 유의적으로 중가하는 것을 

확인하였다. 뿐만 아니라, 이러한 가나도마난디올의 증

가로 α-MSH에 의해 멜라닌 생합성이 유도된 B16F10

세포의 멜라닌 생합성이 arbutin이 처리된 B16F10세포 

보다 유의적으로 감소함을 확인하였다. 최근 소비자들

은 합성제제에 대한 안정성 등의 문제로 천연 소재를 

활용한 제품을 선호하는 실정이며, 이러한 천연소재 

및 이를 이용한 제품 시장은 더욱더 확대되고 있는 상

황이다. 따라서 이러한 소비자의 요구 및 합성제제의 

문제점 등을 극복하기 위한 천연소재의 발굴과 이들의 

기능성에 대한 과학적 규명이 시급한 실정이다. 이에 

본 연구에서는 영지버섯의 미백 기능성 소재로써의 잠

재적 이용가능성을 입증하였으며, 이와 더불어 옻나무 

또한 영지버섯 유래 미백 기능성 물질인 가나도마난디

올의 생합성을 증대시키는데 유용한 소재라는 것을 확

인하였다. 
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