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상지에 배양한 상황버섯 균사체로부터 분리된 다당류의 면역증강 효과
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ABSTRACT The objective of this study was to examine the immune-enhancing effects of polysaccharides isolated 
from Phellinus linteus mycelium on Mori ramulus. Crude polysaccharides were isolated by pressurized extraction 
(121°C, 1.2 kgf/cm2, 3 h), ethanol precipitation, and lyophilization. In addition, crude polysaccharides were further 
fractionated into unabsorbed fractions (PF-1, fraction No. 3∼15) and absorbed fractions (PF-2, fraction No. 24∼33) 
by DEAE-sepharose CL-6B column chromatography in order to isolate immune-regulating polysaccharides. The major 
constituents in PF-1 and PF-2 were total sugar (75.51% and 52.38%), total protein (1.63% and 8.41%), uronic acid 
(17.53% and 15.04%), and β-glucan (28.33% and 25.04%), respectively. PF-1 increased production of nitric oxide 
(NO) and cytokines, such as tumor necrosis factor-alpha (TNF-α) and interleukin-6 (IL-6) in a dose-dependent manner. 
The mRNA expression levels of inducible NO synthetase, cyclooxygenase-2, TNF-α, and IL-6 markedly increased 
as determined by polymerase chain reaction analysis. The above data led us to conclude that macrophage activation 
of purified polysaccharides was higher than that of crude polysaccharides. The polysaccharides isolated from P. linteus 
mycelium on M. ramulus investigated herein are useful as natural immune-enhancing agents. 
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서   론

상황버섯(Phellinus linteus)은 분류학적으로 소나무 비

늘버섯과(Hymenochaetaceae) 진흙버섯속(Phellinus)에 

속하는 백색부후균으로 이와 유사한 종류로는 마른진흙버

섯(Phellinus gilvus), 말똥진흙버섯(Phellinus isniarius), 

찰진흙버섯(Phellinus robustus), 검은진흙버섯(Phellinus 

nigricans), 낙엽송충버섯(Phellinus pini) 등이 있다(1). 상

황버섯의 자실체 열수 추출물은 소화기계통의 암에 저지 효

과가 있다고 알려지면서 많은 연구가 진행되어 항암 활성(2) 

및 대장암과 방광암 등의 원인 효소인 장내세균 유해 효소 

저해 효과(3) 등 상황버섯의 다양한 생리활성이 보고되고 

있다. 상지(桑枝, Mori ramulus)는 뽕나무과(Moraceae)에 

속하는 낙엽교목인 뽕나무(Morus alba L.)의 어린 가지로 

늦은 봄과 초여름에 절취하여 쇄건한 것으로 눈상지, 상조 

등의 이명이 있다(4). 일반적으로 상황버섯의 재배는 뽕나무 

원목을 절단하여 살균시킨 후 절단면 위에 상황버섯 종균을 

접종하여 약 1~3개월 동안 균사배양 공정을 거친 뒤, 종균

을 제거하여 토양에 심어 약 15~20일 동안 자실체를 형성시

켜 인공 재배한다. 버섯류의 균사체에는 자실체보다 각종 

영양소가 4배 정도 더 함유되어 있으며, 특히 균사체는 항암 

성분, 면역기능 강화성분 등의 약용성분이 자실체보다 50~ 

60배 정도 더 들어있다는 연구도 보고되고 있다(5). 

기능성식품 및 의약품 소재로 주목받고 있는 상황버섯 균

사체는 기호성이 높을 뿐 아니라 버섯 균사체 혼합 배양 추

출물의 항균, 항산화 및 항암 활성(6), 상황버섯 균사체 배양 

쌀(5), 상황버섯 균사체 배양액에 침지한 발아현미(7) 및 상

황버섯 균사체 배양 수삼(8) 등 균사체를 이용한 상황버섯의 

기능 연구가 진행되고 있다. 이와 같은 효능을 나타내는 β- 

glucan, heteroglycan 및 galactan 등의 비소화성 수용성 

다당류는 버섯에 건물량으로 약 10% 이상을 차지하고 있어 

우수한 효능을 나타내는 것으로 알려져 있다(9). 상황버섯에

서 추출된 다당류들은 주로 대식세포나 보체 시스템 등의 

면역 체계를 활성화해 항종양 효과를 나타내는 것으로 보고

되고 있는데(10), 특히 β-glucan은 암세포를 직접 공격하기

보다는 대식세포, 자연살해세포, T세포 등의 정상적인 면역

세포의 면역기능을 활성화해 암세포의 증식과 재발을 억제

하고 면역세포의 증가를 촉진한다고 알려져 있다(11,12).
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면역이란 인체가 미생물에 의한 침입 과정에서 자신을 지

키기 위한 일종의 보호기작으로 조직, 세포, 분자들이 감염

원에 대하여 기관을 보호하는 것이다(13). 세포 내 다양한 

염증 조절인자에는 tumor necrosis factor-alpha(TNF-

α), interleukin-1β(IL-1β), interleukin-6(IL-6) 등과 같

은 proinflammatory cytokines, prostaglandin, lysoso-

mal enzyme 및 free radicals 등 다양한 매개물질이 관여한

다(14-16). 특히 대식세포에서 cytokines, TNF-α, lip-

opolysaccharide(LPS)와 같은 자극 때문에 염증 반응의 전

사 인자를 활성화해 inducible nitric oxide synthase(iNOS), 

cyclooxygenase-2(COX-2)를 발현시켜 nitric oxide(NO)

와 prostaglandin E2(PGE2)를 생성한다(17-19). 이러한 

면역기능을 천연물로 증진하려는 연구에 대한 관심이 부각

되고 있으며, 특히 천연물질에서 유래된 면역 증강제는 면역 

반응을 강화하거나 저하된 면역능을 원상으로 회복시킬 수 

있을 것으로 기대하고 있다(20).

따라서 본 연구에서는 뽕나무의 어린 가지인 상지에 배양

한 상황버섯 균사체 유래 다당류를 추출하였고, 분리 및 정

제를 통해 얻은 분획물의 면역증강 효과를 확인하기 위해 

nitric oxide 및 이와 관련된 cytokine인 TNF-α, IL-6 생성

량과 유전자 발현 정도를 분석하여 면역증진 기능성식품 소

재로서의 활용 가능성을 조사하였다. 

재료 및 방법

실험재료

본 실험에 사용된 상황버섯 균사체(Phellinus linteus 

mycelium)는 국내에서 생산한 것을 (주)류충현약용버섯

(Andong, Korea)에서 제공받아 이용하였다. 즉 균사체의 

배양은 상지를 음지에서 자연 건조하여 수분이 30~40%일 

때 절단 및 분쇄한 뒤, 121°C, 1.2기압에서 1시간 고압 살균

한 다음 고체배지로 사용하였다. 상지 고체배지에 액체 종균 

5%를 접종하고 25°C에서 15일간 정치 배양하여 상황버섯 

균사체를 얻었으며, 균사체는 50°C에서 24시간 열풍 건조

하였고, 분쇄기(FM-909W, Hanil, Co., Sejong, Korea)로 

분쇄하여 60 mesh 표준망체(Chung Gye Sang Gong Sa, 

Seoul, Korea)를 통과한 분말을 -20°C 이하의 암소에 보관

하면서 추출용 시료로 사용하였다.

조다당류의 추출

상지에 배양한 상황버섯 균사체 유래 조다당류의 추출은 

열풍 건조된 30 g의 상황버섯 균사체 분말에 증류수를 고형

분 대비 20배 첨가하여 121°C, 1.2기압에서 3시간 동안 추

출하였다. 각각의 추출물은 불순물을 제거하기 위하여 

Whatman No. 1(Whatman International Ltd., Leicester-

shire, UK)을 이용하여 여과시켰다. 여과된 용액은 감압농

축기(N-1N, Eyela Co., Tokyo, Japan)를 사용하여 감압 

농축한 뒤, 농축액 대비 5배량의 에탄올을 첨가하여 24시간 

교반하고 원심분리(3,000×g, 20분) 하여 조다당류를 회수

하였고, 동결건조기(Free Zone 2.5, Labconco Co., Kan-

sas, MO, USA)로 건조하여 -70°C 이하의 암소에 보관하면

서 분리 및 정제용 시료로 사용하였다.

다당류의 분리 및 정제

다당류의 분리 및 정제는 Jung 등(21)의 방법으로 조다당

류를 50 mM sodium phosphate buffer(pH 6.0)에 용해(50 

mg/mL) 및 원심분리(3,000×g, 20분, VS-6000CFN, Vision 

Scientific Co., Ltd., Bucheon, Korea) 하여 불용성 물질을 

제거한 다음 DEAE-sepharose CL-6B(Amersham Bio- 

sciences Co., Piscataway, NJ, USA)를 충진제로 이용하

여 column(2.5×30 cm)에 충진시키고, 50 mM sodium 

phosphate buffer(pH 6.0)로 평형화한 후 0~1 M NaCl로 

농도구배를 주어 유속 1 mL/min으로 10 mL씩 분취하여 

340 nm에서의 흡광도, 총단백질, 총당 및 uronic acid를 

측정한 후 용출 양상에 따라 획분을 수집하고 증류수로 투석 

및 농축한 다음 동결 건조하여 -70°C에 보관하면서 실험에 

사용하였다. 수율은 동결 건조(FreeZone 2.5, Labconco 

Co.)한 후 건물 중량을 구하였고 시료 조제에 사용한 원료 

건물량에 대한 백분율로 나타내었다.

유용성분 분석

총당 함량은 phenol-sulfuric acid 방법(22)으로 분광광

도계(Ultraspec-2100pro, Amersham Co., Uppsala, Swe-

den)를 사용하여 470 nm에서 흡광도를 측정하였으며, 표준

물질로는 glucose(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, 

USA)를 이용하여 작성한 표준곡선으로부터 함량을 계산하

였다. 총단백질 함량은 Lowry 등(23)의 방법으로 분광광도

계(Ultraspec-2100pro, Amersham Co.)를 사용하여 540 

nm에서 흡광도를 측정하였으며, 표준물질로는 bovine se-

rum albumin(Sigma-Aldrich Co.)을 이용하여 작성한 표준

곡선으로부터 함량을 계산하였다. Uronic acid 함량은 Cesar-

etti 등(24)의 방법으로 microplate reader(UVM-340, 

ASYS Co., Eugendorf, Austria)를 이용하여 550 nm에서 

흡광도를 측정하였으며, galacturonic acid(Sigma-Aldrich 

Co.)를 이용하여 작성한 표준곡선으로부터 함량을 계산하

였다. β-Glucan 함량은 Choi 등(25)의 방법으로 beta- 

glucan assay kit(Megazyme International Ireland Lim-

ited, Bray, Ireland)으로 측정하였으며, total glucan과 

glucan 이외의 당 함량을 구한 다음 α-glucan과 glucan 이

외의 당 함량 간의 차이로부터 함량을 계산하였다.

세포배양

실험에 사용한 대식세포주인 RAW 264.7(KCTC No. 

40071) 세포는 한국세포주은행(KTCC, Seoul, Korea)에서 

분양받아 사용하였다. 세포배양은 DMEM 배지(Welgene, 

Daegu, Korea)를 이용하여 각각 10% fetal bovine serum 
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Table 1. Sequence of the primers used for RT-PCR
Gene Primer sequence Size (bp)
iNOS F: 5'-CCCTTCCGAAGTTTCTGGCAGCAGC-3'

R: 5'-GGCTGTCAGAGCCTCGTGGCTTTGG-3'
496

COX-2 F: 5'-CACTACATCCTGACCCACTT-3'
R: 5'-ATGCTCCTGCTTGAGTATGT-3'

696

TNF-α F: 5'-TTGACCTCAGCGCTGAGTTG-3'
R: 5'-CCTGTAGCCCACGTCGTAGC-3'

364

IL-6 F: 5'-GTACTCCAGAAGACCAGAGG-3'
R: 5'-TGCTGGTGACAACCACGGCC-3'

308

β-Actin F: 5'-GTGGGCCGCCCTAGGCACCAG-3'
R: 5'-GGAGGAAGAGGATGCGGCAGT-3'

603

(Gibco BRL Co., Grand Island, NY, USA), 2% penicillin 

streptomycin(Gibco BRL Co.)을 첨가하여 배양하였다. 세

포는 모두 37°C, 5%로 조절된 CO₂incubator(MCO-18AIC, 

SANYO Co., Sakata, Japan)에서 배양하였다.

세포독성

세포독성은 MTT assay(26)로 측정하였으며, RAW 264.7 

세포를 5×104 cells/well이 되도록 96-well plate에 처리

하여 배양기에서 24시간 배양한 후, 각 well에 농도별로 제

조한 다당류 시료 및 lipopolysaccharide(LPS 100 ng/mL, 

Sigma-Aldrich Co.)를 처리하고 22시간 배양하였다. 배양 

후 PBS 완충용액에 녹인 methylthiazolyldiphenyl-tetra-

zolium bromide(MTT 5 mg/mL, Sigma-Aldrich Co.) 용

액을 각 well에 10 μL씩 첨가하고 다시 4시간 동안 배양하

여 MTT가 환원되도록 하였다. 이후 상등액을 완전히 제거

하고 dimethyl sulfoxide(DMSO, Junsei Chemical Co., 

Tokyo, Japan) 100 μL를 각 well에 첨가하여 10분간 반응

시켜 formazan 결정을 완전히 용해한 다음 microplate 

reader(UVM-340, ASYS Co.)를 이용하여 540 nm에서 흡

광도를 측정하였다.

Nitric oxide 생성량 측정

Nitric oxide 생성량은 Han 등(27)의 방법으로 RAW 

264.7 세포를 5×104 cells/well이 되도록 96-well plate에 

처리하여 배양기에서 24시간 배양한 후, 각 well에 농도별

로 제조한 다당류 시료 및 LPS(100 ng/mL, Sigma-Aldrich 

Co.)를 처리하고 22시간 배양하였다. 배양이 완료된 후 상등

액 50 μL에 동량의 Griess 시약(Sigma-Aldrich Co.)을 혼

합하여 10분간 반응시킨 후 microplate reader(UVM-340, 

ASYS Co.)를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하였으

며, nitric oxide 생성량은 sodium nitrite(Sigma-Aldrich 

Co.)의 농도별 표준곡선을 이용하여 계산하였다.

Cytokine 생성량 측정

Cytokine 생성량은 Cho 등(28)의 방법으로 RAW 264.7 

세포를 5×105 cells/well이 되도록 24-well plate에 처리

하여 배양기에서 24시간 배양한 후, 각 well에 농도별로 제

조한 다당류 시료 및 LPS(100 ng/mL, Sigma-Aldrich Co.)

를 처리하고 22시간 배양하였다. 배양이 완료된 후 상등액

을 이용하여 TNF-α 및 IL-6 생성량을 ELISA kit(Pepro 

Tech Inc., Rocky Hill, NJ, USA)으로 측정하였다. TNF-α 

및 IL-6 생성량은 kit에 포함된 TNF-α 및 IL-6의 농도별 

표준곡선을 이용하여 계산하였다.

RT-PCR

RT-PCR은 Lee와 Hong(29)의 방법으로 RAW 264.7 세

포를 1.5×106 cells/well이 되도록 6-well plate에 처리하

여 배양기에서 24시간 배양한 후, 각 well에 농도별로 제조

한 다당류 시료 및 LPS(100 ng/mL, Sigma-Aldrich Co.)를 

처리하고 6시간 배양하였다. 배양된 세포를 모아 원심분리

(1,000×g, 3분, Gyro 1236 MG, Gyrozen, Daejeon, Ko-

rea) 하여 상층액을 제거하고, PBS로 cell을 세척한 후 pel-

let을 얻어 Rneasy mini kit(Qiagen, Hilden, Germany)을 

이용하여 얻은 RNA(1 μg)를 Revertaid first strand cDNA 

synthesis kit(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)으

로 cDNA를 합성하여 RT-PCR(Mastercycler® nexus, 

Eppendorf, Hamburg, Germany)을 수행하였다. 사용된 

primers sequence는 Table 1과 같으며, PCR 조건은 94 

°C-30초(denaturation), 55°C-30초(annealing), 72°C-1

분(extension)으로 28회 증폭 후 72°C(re-extension)로 PCR 

산물을 획득하였고, Eco view(Dae Myung Science Co., 

Ltd., Seoul, Korea)를 포함한 1% agarose gel 상에서 전기

영동(Mupid-ex, Advance, Tokyo, Japan) 한 다음, 밴드의 

강도를 Image J(National Institutes of health, Bethesda, 

MD, USA) 소프트웨어를 이용하여 분석 정량하였다.

통계처리

실험결과는 3회 반복실험의 평균±표준편차로 나타내었

고 SPSS(version 19.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA)를 

이용하여 분산분석(ANOVA)을 시행하였으며, 각 측정 평균

값의 유의성(P<0.05)은 Duncan’s multiple range test로 

검정하였다.



상황버섯 균사체로부터 분리된 다당류의 면역증강 효과 29

0

0.5

1

1.5

2

0 16 32 48 64

Fraction number

Ab
so

rb
an

ce
  .

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

N
aC

l (
M

)  
.

Total protein at 540 nm at 340 nm

F2

F1

…

A

0

1

2

3

4

0 16 32 48 64

Fraction number

Ab
so

rb
an

ce
  .

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2
N

aC
l (

M
)  

.
Total sugar at 470 nm Uronic acid at 540nm

F2F1

B

Fig. 1. DEAE-sepharose CL-6B column chromatogram of pro-
tein bound polysaccharide prepared from Phellinus linteus my-
celium on Mori ramulus. 

Table 2. Yield, total sugar, total protein, uronic acid, and β-glucan contents of fractions from DEAE-sepharose CL-6B column 
chromatography

Sample1)　 Yield
(dry basis, %)

Total sugar
(glucose,　%)

Total protein
(BSA2), %)

Uronic acid
(galacturonic acid, %)

β-Glucan
(D-glucose,　%)

P
PF-1
PF-2

 1.87
17.88
15.55

39.17±1.29c3)

75.51±1.01a

52.38±0.84b

9.63±0.28a

1.63±0.17c

8.41±0.39b

12.25±0.75c

17.53±0.26a

15.04±0.60b

12.60±0.27c

28.33±0.30a

25.04±0.32b

1)Fractions by DEAE-sepharose CL-6B column chromatography.
2)BSA: bovine serum albumin.
3)Mean±SD (n=3). Values with different letters (a-c) within each column are significantly different (P<0.05).

결과 및 고찰

DEAE-sepharose CL-6B column chromatography

상지에 배양한 상황버섯 균사체에서 추출 및 분리한 물질

이 다당류임을 확인하기 위하여 DEAE-sepharose CL-6B 

column chromatography를 수행하였으며, 분리한 조다당

류를 칼럼에 loading 한 결과는 Fig. 1과 같다. 흡착되지 않

은 F1 분획(분획번호 3~15)과 흡착된 후 NaCl 용액에 의해 

용출되는 F2 분획(분획번호 24~33)의 340 nm에서의 흡광

도, 총단백질, 총당 및 uronic acid 함량을 분석한 결과 두 

개의 elution pattern을 보여주었다. 상지에 배양한 상황버

섯 균사체로부터 추출된 조다당류(P)의 수율은 1.87%였고 

조다당류로부터 분리 정제된 분획물은 각각 17.88%(PF-1) 

및 15.55%(PF-2)였다(Table 2).

총당, 총단백질, uronic acid 및 β-glucan 함량

DEAE-sepharose CL-6B column chromatography를 

통해 분리된 분획물을 투석 후 동결 건조하여 유용성분의 

함량을 분석한 결과는 Table 2와 같다. P, PF-1 및 PF-2의 

총당 함량은 각각 39.17%, 75.51% 및 52.38%로 DEAE- 

sepharose CL-6B에 흡착되지 않은 중성당 분획물인 PF- 

1에서 가장 많이 함유되어 있었다. 총단백질 함량은 P에서 

9.63%로 가장 많이 함유되어 있었고, 두 개의 분획물 중 

PF-2에서 8.41%로 PF-1(1.63%)에 비해 많이 함유되어 

있었다. 이는 DEAE-sepharose CL-6B regin이 단백질을 

대부분 흡착시키기 때문으로 판단된다. Uronic acid 함량은 

대부분이 당으로 구성된 PF-1에서 17.53%로 가장 많이 함

유되어 있었고, PF-2 및 P에서 각각 15.04% 및 12.25%로 

PF-1보다 적게 함유되어 있었다. Uronic acid 함량이 높은 

다당류는 면역 및 항보체 활성 등을 갖는 것으로 보고되어

(30), 대식세포에서 cytokine 생성 및 면역 관련 유전자 발

현에 효과가 있을 것으로 판단된다. 항암 및 면역 활성 물질

로 인정되고 있는 β-glucan 함량은 PF-1 및 PF-2에서 각

각 28.33% 및 25.04%로 나타나 분획물에서 생리활성 효과

가 기대되었다. β-Glucan은 버섯류의 세포벽을 구성하면서 

단백질 혹은 기타 세포벽 성분과 결합한 형태로 존재하는데

(25), 면역 활성체의 기능, 항산화능, 생체조직 재생과 치유

기능, 대식세포를 자극하여 돌연변이 세포를 인식하고 공격

하는 항종양 효과가 있다고 보고되었다(31-33). Joung 등

(34)은 상황버섯, 영지버섯 및 노루궁뎅이버섯 균사체에서 

β-glucan 함량이 각각 29.14%, 19.44% 및 23.39%라고 

보고하였으며, Choi 등(25)은 상황버섯 열수 추출물의 β- 

glucan 함량이 23.92%라고 보고하였다. 이에 본 연구의 상

황버섯 균사체로부터 분리 정제된 분획물에는 고분자인 단

백질과 다당이 대부분을 차지하고 있는 것으로 판단된다. 

Han 등(35)의 연구에서 영지버섯 추출물은 6.8%의 단백질

과 결합한 다당으로 구성되어 있고 대식세포에서 농도 의존

적으로 cytokine의 생성이 증가한다고 보고하였으며, Kim 

등(36)은 상황버섯 추출물이 당과 단백질 함량이 각각 73% 

및 16%로 구성된 결합물로 대식세포에서 cytokine의 생성

이 증가한다고 보고하였다. 이처럼 다당류는 단백질과 결합

한 다당류 형태일 때 대식세포를 자극하여 cytokine 생성을 

증가시켜 면역 증강에 효과가 있을 것으로 판단된다. 
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Fig. 2. Cell viability (A) and nitric oxide production (B) in RAW 
264.7 cell of fractions from DEAE-sepharose CL-6B column 
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Fig. 3. Cytokine production in RAW 264.7 cell of fractions from 
DEAE-sepharose CL-6B column chromatography. Mean±SD
(n=3). Values with different letters above bars are significantly 
different by Duncan's multiple range test (P<0.05).

Nitric oxide 생성량

대식세포주는 미생물적 병원체가 숙주세포를 공격할 때 

가장 먼저 숙주세포에서 나타나는 방어기전이며 prosta-

glandin, nitric oxide, TNF-α, interleukin과 같은 cyto-

kine 등의 초기 염증반응 매개인자를 생산하여 염증반응을 

조절한다(37,38). 상황버섯 균사체 다당류 분획물의 대식세

포주에 대한 nitric oxide 생성량은 Fig. 2와 같다. 대식세포

주에 대한 세포생존율을 확인한 결과 모든 시료의 농도 

0.1~100 μg/mL에서 100% 이상의 생존율을 나타내어 양성

대조군으로 사용된 LPS 100 ng/mL 처리구(92.82%)보다 

높은 생존율을 나타내었다(Fig. 2A). 이에 대식세포주에 대

한 세포독성이 없는 것으로 판단되는 1~100 μg/mL 농도에

서 상황버섯 균사체 다당류 분리정제물의 대식세포주에 대

한 in vitro 기능적 특성을 확인하였다(Fig. 2B). 무처리 대

조군에 비하여 다당류 분획물 시료 농도가 증가함에 따라 

nitric oxide 생성량이 증가하였으며, 모든 농도에서 PF-1

이 가장 높은 함량을 나타내었다. 특히 PF-1 100 μg/mL에

서는 nitric oxide 생성량이 23.11 μM로 나타나 양성대조군

으로 사용된 LPS 100 ng/mL 처리군(30.30 μM)의 약 76%

의 효과가 있는 것으로 확인되었다. 또한, Lee 등(39)의 보

고에 따르면 상황버섯 균사체 추출물이 면역계에 주요한 세

포인 비장세포의 활성화에 미치는 영향을 검토한 결과 T세

포 증식에 영향을 주는 면역 활성을 가지고 있음을 확인하였

다. 따라서 분리된 상황버섯 균사체 다당류 분획물은 단독으

로도 대식세포의 nitric oxide 생산을 유도하여 면역 활성 

물질로의 이용 가능성이 기대된다.

Cytokine 생성량

상황버섯 균사체 다당류 분획물의 대식세포주에 대한 

cytokine 생성량은 Fig. 3과 같다. TNF-α는 인체에 침입한 

병원체에 대한 숙주의 방어에 관여하며, 또한 IL-1, IL-6, 

IFNs, transforming growth factors와 granulocyte-mono-

cyte colony-stimulating factor와 같은 cytokines의 분비

를 유도함으로써 인체의 면역반응을 조절한다고 알려져 있

다(40). TNF-α 생성량은 무처리군(8.64%)에 비하여 높은 

TNF-α를 생성하였으며, 3종의 다당류를 1~100 μg/mL의 

농도로 처리한 경우 농도 의존적으로 TNF-α의 생성이 증가

하였다. 특히 50 μg/mL 이상 농도에서 분획물의 TNF-α 

생성량이 99.62~100.76%로 양성대조군으로 사용된 LPS 

100 ng/mL와 유사한 수준으로 대식세포를 활성화해 TNF-

α 생성이 증가함을 확인하였다. 반면 TNF-α가 지나치게 

다량 분비되면 염증 반응에 관여하는데, 이에 식품과 관련된 

연구에서는 양성대조군인 LPS 증가 수준의 상승을 지표로 

보고 있다(41). IL-6 생성량은 무처리군 및 P에서는 IL-6가 

18.54~21.95%로 미미하게 생성되었으나, 분획물 처리군
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Fig. 4. RT-PCR analysis of mRNA expression in RAW 264.7 cell. Mean±SD (n=3). Values with different letters above bars are
significantly different by Duncan's multiple range test (P<0.05).

에서는 농도 의존적으로 생성됨을 확인하였다. 특히 분획물 

처리군의 경우 100 μg/mL 농도에서 PF-1 및 PF-2에서 

각각 42.71% 및 34.49%의 IL-6가 생성되었다. 대식세포주

에 대한 cytokine 생성은 인체에 침입한 병원체 및 종양세포

들에 대한 제거 활성을 증진한다는 연구 결과(42)에 따라 

상황버섯 균사체 다당류가 cytokine의 생성을 촉진하여 인

체의 면역력을 증진할 것으로 판단된다.

면역관련 유전자 발현

상황버섯 균사체 다당류 분획물의 대식세포주에 대한 면

역 관련 유전자 발현은 Fig. 4와 같다. 일반적으로 대식세포

에서 TNF-α, IL-6 및 LPS와 같은 염증성 자극으로 iNOS 

및 COX-2를 발현시켜 NO와 PGE2를 생성한다(17-19). 시

료를 대식세포주와 함께 배양한 후 total RNA를 추출하여 

역전사 효소로 cDNA를 합성하고 primer를 이용하여 중합

효소연쇄반응(PCR)으로 mRNA 발현량을 증폭시켜 나타내

었다. 그 결과 무처리군에서는 iNOS 및 TNF-α의 발현이 

나타나지 않았고, P를 제외한 PF-1 및 PF-2에서 iNOS, 

COX-2, TNF-α 및 IL-6의 발현이 높게 나타났다. 특히 무

처리군 대비 TNF-α의 발현 정도는 PF-1 및 PF-2에서 각

각 1.72 및 1.63으로 LPS 100 ng/mL(1.63)보다 높은 발현

을 나타내어 TNF-α 생성량과 유사한 결과를 나타내었다. 

다당류 분획물은 단독으로 발현을 유도하였으며, nitric ox-

ide 및 cytokine 생성량과 유사한 결과를 보여주었다. Uron-

ic acid 함량이 높은 다당류는 면역 및 항보체 활성 등을 

갖는 것으로 보고되고 있는데(30), Table 2에서 나타낸 것



32 박혜미 ․홍주헌

처럼 본 연구에서도 uronic acid 및 항암 및 면역 활성 물질로 

인정되고 있는 β-glucan의 함량이 상대적으로 높은 PF-1

에서 면역 관련 유전자 발현이 높은 것을 확인하였다. 반면 

P는 모든 면역 관련 유전자에서 무처리구 대비 0.95~1.96

으로 낮은 발현량을 보여 조다당류 추출물보다 다당류 정제

물에서 유전자 발현이 강하게 나타남을 확인하였다. 이를 

통해 상황버섯 균사체 다당류 분획물의 면역 활성이 조다당

류 추출물보다 유의적으로 높은 발현을 나타냄을 확인하였

으며, 특히 대식세포를 스스로 활성화함으로써 외부 항원으

로부터 자극받지 않아도 면역반응이 일어나는 초기에 생체 

방어에 유리한 작용을 할 것으로 판단된다. 

요   약

본 연구에서는 상지에 배양한 상황버섯 균사체 유래 다당류

의 기능성 식품 소재로의 활용 가능성을 확인하기 위해 조다

당류의 분리 및 정제를 통해 분획을 얻었으며, 다양한 면역

증강 효과를 확인하였다. 건조된 조다당류를 DEAE-se-

pharose CL-6B를 이용하여 크로마토그래피한 후 340 nm

에서의 흡광도, 단백질, 당 및 uronic acid 함량을 분석한 

결과, 증류수로 용출되는 비흡착 분획(PF-1, 분획번호 3~ 

15)과 흡착된 후 NaCl 용액에 의해 용출되는 분획(PF-2, 

분획번호 24~33)을 얻었다. 분획물 PF-1 및 PF-2의 유용

성분 함량으로 총당 함량은 각각 75.51%, 52.38%, 총단백

질 함량은 1.63%, 8.41%, uronic acid 함량은 17.53%, 

15.04% 및 β-glucan 함량은 28.33%, 25.04%로 나타났다. 

PF-1 및 PF-2에 대해 대식세포주에 처리하여 세포생존율

을 확인한 결과 100 μg/mL 농도까지 유의적으로 세포사멸

이 나타나지 않아 세포독성이 없음을 확인할 수 있었다. 

Nitric oxide 생성량은 PF-1 100 μg/mL에서는 nitric ox-

ide 생성량이 23.11 μM로 나타나 양성대조군으로 사용된 

LPS 100 ng/mL 처리군(30.30 μM)의 약 76%의 효과가 있

는 것으로 확인되었으며, cytokine 생성량(TNF-α 및 IL- 

6) 또한 무처리군에 비하여 높은 생성량을 나타내었다. 

Polymerase chain reaction을 통한 면역 관련 유전자 발현 

분석 결과, iNOS, COX-2, TNF-α, IL-6에서 PF-1 분획에

서 높은 발현량을 나타내어 면역 증강을 목적으로 한 기능성 

식품 개발에 활용 가능하다고 판단된다. 
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