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Abstract

Ganoderma lucidum has been traditionally used as a medicine for treatment of bronchitis, arthritis, and high blood 
pressure, and it has been reported to display many biological activities including anticancer and immune activities. Since 
mushroom mycelium is known to have excellent biological activities together with mushroom fruiting body, studies on 
biological activities of mushroom mycelium have been actively conducted. Thus, the present study compared the biological 
activities before and after the cultivation of Ganoderma lucidum mycelium on Atractylodes rhizoma. When the radical 
scavenging activity was assessed by the DPPH assay, ARGL (ethanol extract of Atractylodes rhizoma mycelium fermented 
with Ganoderma lucidum) showed radical scavenging activity of 5.58~82.56% at concentrations of 10~500 μg/assay, while 
AR (ethanol extract of Atractylodes rhizoma) showed radical scavenging activity of 5.27~72.08% at the same concentrations. 
When measured by using the ABTS assay, ARGL showed higher radical scavenging activity than AR, which  was consistent 
with the result obtained by the DPPH assay. In the MTT assay, the cytotoxicity of ARGL against all cell lines was higher 
than that of AR. In particular, the cytotoxicities of AR and ARGL against Hep3B at a concentration of 400 μg/assay were 
71.81% and 86.40%, respectively. In addition, the result obtained by the SRB assay was consistent with the result obtained 
by the MTT assay. According to the results mentioned above, there is a high probability that medicinal herb cultures using 
mycelium can be used as sources of functional foods since the cytotoxicities against cancer cells and antioxidant activities 
increased when the mycelium was fermented with Atractylodes rhizoma.
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서 론   

서구화된 식생활과 생활습관 변화로 인하여 암, 당뇨병, 
고콜레스테롤혈증, 동맥경화 및 면역기능 저하와 같은 만성

질환 유병율이 급속히 증가하고 있다. 이러한 만성질환을 예

방하기 위하여 질병의 예방과 개선에 도움이 되는 식품의 기

능성에 관심을 가지게 되었으며, 안전성이 확인된 천연물로

부터 생리활성 물질을 찾는 연구들이 활발히 진행되고 있다

(Lee NY 2013).
창출(Atractylodes rhizoma)은 국화과(Compositae)의 삽주

(Atractylodes) 속에 속하는 식물로 건조된 근경을 일컬으며, 
소염작용, 항균작용 및 위장 질병 치료를 위한 한약재로 많이 

이용되어 왔으며 항알레르기, 진통, 해열작용과 면역증대 활

성도 가지는 것으로 보고되었다(Li 등 2012).
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버섯은 전 세계적으로 약용 및 식용으로 널리 이용되고 있

으며, 다양한 생리기능 조절 작용이 알려져 있다. 그 중 영지

버섯은 대표적인 약용버섯으로 항종양 활성, 면역증대 활성, 
항암작용, 항산화 활성 등의 다양한 생리활성을 가지고 있다

(Lee & Bang 2001). 이와 같이 영지버섯은 우수한 생리활성

과 약리효과를 가지고 있으나, 가격이 비싸고 배양기간이 길

어 기능성 식품 소재로 이용하는데 어려움이 있다. 한편, 버
섯의 유용한 생리활성이 버섯의 자실체뿐만 아니라, 균사체

에도 있는 것으로 알려지면서 균사체 이용에 대한 관심이 높

아지고 있다(Kim 등 2010). 버섯 균사체는 죽은 나무와 같이 

유기물질을 함유한 기질에서 효소를 분비하여 필요한 영양

분을 취하는 방식으로 생장한다(Wasser SP 2002). 따라서 버

섯 균사체의 이러한 생육방식을 이용하여 생리활성 물질을 

생산하는 방법에 대한 연구들이 수행되고 있다. Joung 등

(2009)은 목질진흙버섯, 영지버섯, 노루궁뎅이 버섯 균사체와 

인삼을 배양했을 때 배양물의 ginsenodis 함량이 원료 인삼보

다 크게 증가하였으며, 특히 영지버섯 균사체와 인삼의 배양

물에서 사포닌이 가장 많이 증가하였다고 하였다. 또한, Sohn 
등(2010)은 장수상황버섯 균사체를 이용한 구기자 및 패모 

발효 추출물이 대장암 세포에 대해 높은 암세포 성장 억제기

능을 나타내었다고 하였다. 이는 버섯 균사체가 한약재를 영

양원으로 이용하여 생육하는 동안 균류가 가지고 있는 생물

학적 변환능력(biotransformation)에 의해 한약재가 본래 가지

고 있는 약리 활성성분과 균사체에 의해 생성된 생리활성 성

분이 시너지 효과를 줄 수 있음을 시사한다(Sohn 등 2010). 
따라서 본 연구에서는 한약재로 널리 사용되고 있는 창출을 

배지로 이용하여 영지버섯 균사체를 배양하고, 배양물을 용

매 추출하여 항산화 활성 및 인체 암세포에 대한 세포독성을 

분석하고, 새로운 기능성 식품소재로서의 이용 가능성을 살

펴보았다.

재료 및 방법

1. 실험재료
실험에 사용한 창출은 대구 약령시에서 시판되는 국내

산 한약규격품을 구입하여 사용하였고, 영지버섯(Ganoderma 
lucidum) 균사체는 국립산림과학원(Korea Forest Research In- 
stitute, Korea)으로부터 분양받아 potato dextrose agar(PDA, 
Lansing, Mich, Acumedia, USA) 배지에서 25℃로 5일간 배양

한 후, 4℃에서 보관하면서 4주마다 계대배양하여 사용하

였다.

2. 시약
2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl(DPPH), 2-2'-azinobis(3-ethyl-

benzothiazoline-6-sulfonic acid)diammonium salt(ABTS), dimethyl 
sulfoxide(DMSO)，L-ascorbic acid, thiazoly blue tetrazolium 
bromide(MTT), sulforhodamine B(SRB), trichloroacetic acid(TCA), 
Folin-ciocalteu's phenol reagent, gallic acid, quercetin, potassium 
hydroxide, sodium chloride, potassium chloride, trizama base는 

Sigma Chemical Co.(St. Louis, MO, USA)에서 구입하였으며, 
균사체 배양에 사용된 PDA, potato dextrose broth(PDB)는 

Acumedia Co. (Lansing, Mich, USA)에서 구입하였다. 또한, 세
포주 배양에 사용한 roswell park memorial institute me-
dium(RPMI-1640 with L-glutamin), dulbecco's modified eagle's 
minimal essential medium(DMEM/ High glucose), fetal bovine 
serum(FBS), penicillin-streptomycin solution, trypsin 0.25% 
EDTA solution은 Hyclone Co.(Logan, UT, USA)에서 구입하

였다.

3. 영지버섯 균사체와 창출의 발효 및 추출물 제조
영지버섯 균사체를 PDA 배지에 접종하고, 25℃에서 7일간 

배양한 뒤 cork borer(∅ 8 mm)를 이용하여 5~6개의 균주 디

스크를 취하였다. 이를 PDB 배지 250 mL에 접종하여 25℃에

서 7일간 진탕배양한 후, homogenizer(400 Mark Ⅱ, SEWARD, 
USA)로 균질화하고 발효에 사용하였다. 창출은 증류수에 1
시간 동안 침지시킨 다음, autoclave에서 121℃에서 15분간 멸

균하여 상온으로 냉각시키고, 여기에 균질화시킨 영지버섯 

균사체 액체종균을 접종하여 25℃에서 10일간 발효하였다. 
이 발효물에 10배(w/v)의 80% 에탄올을 가하고 25℃에서 

24시간 교반하여 추출물을 얻었다. 이를 여과지(Toyo No. 2, 
Advantec, Japan)로 여과한 다음 감압농축기(LABOROTA 4000- 
efficient, Heidolph Instruments GmbH & Co., KG, Germany)로 

농축시켜 에탄올 추출물을 얻었다. 이를 동결건조기(EYELA, 
Tokyo Rikakikai Co., Japan)를 이용하여 동결건조시킨 다음 

－18℃에서 보관하여 실험에 사용하였다.

4. 총 폴리페놀 함량 측정
총 폴리페놀 함량은 Folin-Ciocalteu(FC)법(Re 등 1998)으로 

측정하였다. 즉, 희석된 시료 1 mL에 증류수 5 mL를 혼합한 

다음, Folin-Ciocalteu's phenol reagent 0.5 mL를 가하고 vortex
로 혼합하여 8분간 반응시킨 후, 7% Na2CO3 10 mL를 첨가하

였다. 여기에 증류수를 이용하여 부피를 25 mL로 맞추고 상

온 암소에서 2시간 방치한 다음 UV/Vis spectrophotometer(DU 
800, Beckman, USA)로 750 nm에서 흡광도를 측정하였다. 
Gallic acid를 표준물질로 사용하여 검량곡선을 작성하고, 시
료의 총 폴리페놀 함량을 구하였다. 시료의 총 폴리페놀 함량

은 g당 gallic acid mg당량(mg GAE/g)으로 표시하였으며, 3회 

반복 측정한 후 평균값으로 나타내었다.
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5. 총 플라보노이드 함량 측정
총 플라보노이드 함량은 Moreno 등(2007)의 방법을 이용

하여 측정하였다. 희석된 시료 500 µL에 10% aluminum nitrate 
1 mL, 1 M potassium acetate 100 µL와 80% 에탄올 4.3 mL를 

순서대로 가하고 암소에서 40분 동안 반응시킨 다음 UV/Vis 
spectrophotometer로 510 nm에서 반응액의 흡광도를 측정하

였다. 표준물질로는 quercetin을 사용하여 검량곡선을 작성하

고, 시료의 총 플라보노이드 함량을 구하였다. 총 플라보노이

드 함량은 g당 quercetin mg당량(mg QE/g)으로 표시하였으며, 
3회 반복 측정한 후 평균값으로 나타내었다.

6. β-Glucan 함량 측정
β-Glucan 함량은 mushroom and yeast beta-glucan assay 

procedure kit(K-YBGL, Megazyme Int. Wicklow, Ireland)를 이

용하여 측정하였다.

7. DPPH 라디칼 소거 활성 측정
DPPH 라디칼 소거능은 Blois MS(1958)의 방법을 이용하

여 다음과 같이 측정하였다. 0.1 M sodium acetate buffer(pH 
5.5)를 이용하여 희석한 시료 1 mL에 7.5×10－5 M DPPH 용액 

2 mL를 혼합하여 37℃에서 30분간 방치한 후 UV/Vis spectro- 
photometer를 이용하여 517 nm에서 흡광도를 측정하였다. 대
조군으로는 L-ascorbic acid를 사용하였으며, DPPH 라디칼 소

거 활성은 아래의 식을 이용하여 백분율로 나타내었고, 3회 

반복 측정하여 평균값으로 나타내었다. 

DPPH 라디칼 소거 활성(%) =

  대조구의흡광도
대조구의흡광도 시료첨가구의흡광도 × 

 
8. ABTS 라디칼 소거 활성 측정
ABTS 라디칼 소거를 통한 항산화 활성 측정은 Roberta 등

(1999)의 방법을 따라 측정하였다. 즉, 7 mM ABTS와 2.45 
mM potassium persulfate를 1:1로 혼합하여 30℃의 암소에서 

12시간 동안 방치하여 ABTS+을 형성시킨 후 5 mM potassium 
phosphate buffer(pH 7.4)를 이용하여 413 nm에서 흡광도가 

0.7이 되도록 희석하였다. 희석된 ABTS 시약 4 mL에 시료 

40 µL를 가하여 1분 동안 반응시킨 뒤 413 nm에서 흡광도를 

측정하였다. 대조군으로는 L-ascorbic acid를 사용하였으며, 각 
시료의 ABTS 라디칼 소거 활성은 DPPH 라디칼 소거 활성 

측정에 이용한 식을 이용하여 3회 반복 측정한 후 평균값으

로 나타내었다. 

9. 철 이온 환원력 측정

철 이온 환원력(Farric Reducing Antioxidant Power; FRAP 
value)은 Benzie & Strain(1996)의 방법을 사용하여 측정하였

다. FRAP 시약은 300 mM sodium acetate buffer(pH 3.6), 40 
mM HCl에 용해시킨 10 mM의 2,4,6-tris(z-pyridyl)-s-triazine 
(TPTZ)과 20 mM FeCl3:6H2O를 10:1:1의 부피 비율로 실험 

직전에 혼합하여 사용하였다. 시료와 FRAP 시약을 7:1(v/v) 비
율로 혼합하여 37℃에서 5분간 반응시킨 다음 UV/Vis spectro- 
photometer를 이용하여 593 nm에서 흡광도를 측정하였다. 
FRAP value는 FeSO4 7H2O를 이용한 표준곡선을 작성하여 

구하였으며, FeSO4 eq μM로 나타내었다. 결과 값은 3회 반복 

측정한 후 평균값으로 나타내었다.

10. 세포주 배양
실험에 사용한 4종류의 세포주는 인체폐암 세포인 A549, 

간암 세포인 Hep3B, 자궁경부암 세포인 HeLa, 자궁 정상세포

인 HeLa229로 한국세포주은행(Korea Cell Line Bank, Seoul, 
KCLB, Korea)으로부터 분양받아 사용하였다. A549, HeLa 및 

HeLa229는 RPMI 1640 배지, Hep3B는 DMEM 배지를 사용하

였고, 각각의 배지에 10% FBS와 1% penicillin streptomycin을 

첨가하여 37℃, 5% CO2 incubator에서 배양하였다.

11. MTT 분석
추출물의 암세포 증식 억제 효과를 측정하기 위해 Carmichael 

등(1987)의 방법을 이용하여 MTT 분석을 실시하였다. 배양

된 암세포를 1×105 cells/mL가 되도록 96 well plate에 분주하

고, 37℃, 5% CO2 incubator에서 24시간 동안 배양한 후 배지 

80 μL를 제거하고, 각 well에 추출물을 농도별로 100 μL씩 첨

가하였다. 이를 48시간 동안 배양한 다음 MTT 용액 20 μL씩

을 첨가하고 4시간 동안 배양한 후 배양액을 제거하였다. 이
때 생성된 formazan 결정에 DMSO:ethanol(1:1)용액 150 μL를 

첨가하여 30분간 진탕배양한 뒤 ELISA reader(Versamax, Mo- 
lecular Device, USA)를 이용하여 550 nm에서 흡광도를 측정

하였다. 세포독성은 아래의 식을 이용하여 3회 반복 측정하

여 평균값으로 나타내었다.

Cytotoxicity(%) =

  대조구의흡광도
대조구의흡광도 시료첨가구의흡광도 × 

12. SRB 분석
SRB 분석은 Doll & Peto(1981)의 방법을 이용하여 추출물

의 암세포에 대한 세포독성을 측정하였다. 즉, 암세포를 

5×104 cells/mL 농도로 96 well plate의 각 well에 100 μL씩 첨

가하여 37℃, 5% CO2 incubator에서 24시간 동안 배양한 후, 
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Sample1) Yield (%) Total polyphenols (mg GAE/g)2) Total flavonoids (mg QE/g)3) β-glucan (%)
AR 14.17±1.24 10.38±0.79 4.73±0.32  1.13±0.17

ARGL 17.55±0.89 13.82±1.11*4) 8.18±0.45* 12.65±0.81**

1) AR: Ethanol extract from Atractylodes rhizoma.
ARGL: Ethanol extract from Atractylodes rhizoma fermented with Ganoderma lucidum.

2) mg of gallic acid equivalents/g of sample.
3) mg of quercetin equivalents/g of sample.
4) The star marker indicates significant difference between AR and ARGL by Student's t-test (* p<0.05, ** p<0.01).

Table 1. Yields, contents of total polyphenol, flavonoid and β-glucan of ethanol extract from Atractylodes rhizoma and 
Atractylodes rhizoma extracts fermented with Ganoderma lucidum

농도별로 희석된 시료 100 μL를 각 well에 첨가하고 48시간 

동안 재배양하였다. 그 후 상등액을 제거하고 10% TCA를 각 

well에 100 μL씩 첨가하여 4℃에서 1시간 동안 반응시킨 다

음, TCA를 제거하고 증류수로 5번 세척하여 실온에서 건조

하였다. 여기에 1% acetic acid에 용해시킨 0.4% SRB 용액을 

각 well에 100 μL씩 첨가하여 30분 동안 염색한 후 1% acetic 
acid로 5회 세척하여 건조시켰다. 여기에 10 mM tris buffer 
(pH 10.5) 100 μL를 첨가하여 540 nm에서 흡광도를 측정하였

다. 암세포에 대한 세포 독성은 MTT 분석과 동일한 식으로 

계산하였으며, 3회 반복 측정한 후 평균값으로 나타내었다.

13. 통계분석
실험결과는 SPSS 통계프로그램(version 22, SPSS Inc., Chi- 

cago, IL, USA)을 이용하여 분산분석(ANOVA, analysis of var- 
iance) 및 t-test로 유의성을 분석하였으며, 사후검증은 Duncan's 
multiple range test를 실시하였다.

결과 및 고찰

1. 영지버섯 균사체를 이용한 창출 발효 및 추출 수율
영지버섯 균사체를 창출에 접종하고 배양하여 3~4일이 경

과된 후에는 균사가 생장하는 것을 볼 수 있었고, 10일 경과 

후에는 영지버섯 균사체가 창출을 완전히 뒤덮을 만큼 왕성

하게 생장한 것을 확인할 수 있었다. 창출 에탄올 추출물(AR)
과 영지버섯 균사체와 창출 발효물의 에탄올 추출물(ARGL)
의 수율은 각각 14.17%와 17.55%로 나타났다(Table 1).

2. 총 폴리페놀 및 총 플라보노이드 함량
AR과 ARGL의 총 폴리페놀 함량을 측정한 결과는 Table 

1과 같다. AR과 ARGL의 총 폴리페놀 함량은 각각 10.38 mg 
GAE/g, 13.82 mg GAE/g으로 ARGL의 총 폴리페놀 함량이 

AR보다 유의적으로 높았다. 이러한 결과는 영지버섯 균사

체를 이용한 가시오가피 발효 추출물이 가시오가피 추출물

보다 총 폴리페놀 함량이 높게 나타났다고 보고한 Kim 등

(2014)의 연구 결과와 같은 양상이었다. Joung 등(2009)도 상

황버섯, 영지버섯 및 노루궁뎅이버섯 균사체로 발효된 인삼

의 페놀성 물질이 원료 인삼보다 높다고 보고하여 본 연구와 

유사한 결과를 보였다. 식물계에 분포되어 있는 페놀성 화합

물은 분자 내 phenolic hydroxyl기가 free radical을 소거하는 

역할을 하여 항산화 활성을 나타내는 것으로 알려져 있다

(Madsen 등 1996; Moller 등 1999). 따라서 본 연구에서 영지

버섯 균사체와 창출 발효과정을 통해 폴리페놀 화합물이 증

가함으로써 발효물의 항산화 활성 증가에 영향을 줄 것으

로 기대되었다.
추출물의 총 플라보노이드 함량은 Table 1에 나타낸 바와 

같이, ARGL이 8.18 mg QE/g으로 측정되어 AR의 총 플라보

노이드 함량인 4.73 mg QE/g보다 유의적으로 높게 나타났다. 
Kim 등(2014)은 노루궁뎅이버섯 발효 가시오가피 열수 추출

물이 가시오가피 열수 추출물보다 높은 총 플라보노이드를 

함유하였다고 보고하여 본 연구 결과와 일치하였다. 이러한 

결과는 버섯 균사체가 발효되는 과정에서 결합된 고분자 페

놀 화합물이 저분자로 분해되거나, 새로운 페놀 화합물들이 

생성되었기 때문으로 생각된다.

3. β-Glucan 함량
영지버섯 균사체 발효 전․후의 시료에 함유되어 있는 β- 

glucan 함량을 측정한 결과는 Table 1과 같다. AR과 ARGL은 

각각 1.13, 12.65%의 β-glucan을 함유하여 영지버섯 균사체와

의 발효 후 β-glucan 함량이 발효 전보다 유의적으로 증가된 

것으로 나타났다. 이는 현미에 영지버섯 균사체를 접종 배양

하였을 때, β-glucan 함량이 원료 현미에 비하여 약 30배 증가

하였다고 보고한 Lee & Lee(2009)의 결과와 유사하였다. 버
섯에 함유된 β-glucan은 암이나 면역질환 개선 등의 생리활

성 효과가 큰 것으로 알려져(Ohno 등 2000; Yoshikawa 등 

2010), 다양한 버섯에서 추출한 β-glucan의 구조와 생리활성

에 대한 연구가 활발히 이루어지고 있다(Carbonero 등 2012; 
Ma 등 2008; Wang 등 2004). 영지버섯(Ganoderma lucidum)의 β- 
glucan은 주로 세포벽에서 추출되며, glucose, mannose, galactose 
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Fig. 1. The electron donating ability of Atractylodes rhi-
zoma and Atractylodes rhizoma extracts fermented with 
Ganoderma lucidum mycelium using the DPPH assay. AR: 
Ethanol extract from Atractylodes rhizoma, ARGL: Etha- 
nol extract from Atractylodes rhizoma fermented with 
Ganoderma lucidum, L-ascorbic acid: positive control 
group. Values with the different small letters (a~c) are sig-
nificantly different at the same concentration by Duncan's 
multiple range test (p<0.05). Values with the different capi- 
tal letters (A~G) are significantly different at the same sam-
ple by Duncan's multiple range test (p<0.05).

Fig. 2. ABTS radical scavenging activity of Atractylodes 
rhizoma and Atractylodes rhizoma extracts fermented 
with Ganoderma lucidum mycelium. AR: Ethanol extract 
from Atractylodes rhizoma, ARGL: Ethanol extract from 
Atractylodes rhizoma fermented with Ganoderma lucidum, 
L-ascorbic acid: positive control group. Values with the 
different small letters (a~c) are significantly different at the 
same concentration by Duncan's multiple range test (p<0.05). 
Values with the different capital letters (A~F) are signifi- 
cantly different at the same sample by Duncan's multiple 
range test (p<0.05).

등과 결합된 형태로 존재하는데, 이와 같이 영지버섯 균사체

로 발효된 창출의 β-glucan 함량이 증가된 것은 발효과정 중 

균체의 증가로 세포벽도 증가하였기 때문으로 보인다.

4. DPPH 분석
영지버섯 균사체를 이용한 창출 발효물의 항산화 활성 변

화를 측정하기 위하여 AR과 ARGL의 농도에 따른 DPPH에 

대한 전자공여능을 측정한 결과는 Fig. 1과 같다. 즉, 10, 50, 
100, 200, 300, 400, 500 μg/assay 농도에서 AR은 5.27~72.08%, 
ARGL은 5.58~82.56%의 전자공여능을 각각 나타내어, 두 추

출물 모두 농도가 증가함에 따라 전자공여능이 증가하는 양

상을 보였다. 또한, 100 μg/assay 이상의 농도에서 AR보다 

ARGL의 DPPH 라디칼 소거능이 유의적으로 높아 균사체와

의 발효를 통하여 항산화 활성이 유의적으로 증가한 것으로 

나타났다. 이는 버섯 균사체를 이용하여 적미와 흑미를 발효

하는 과정에서 DPPH radical 소거능이 증가되었다고 보고한 

Kim S(2012)의 결과와 일치하는 것으로, 균사체가 발효과정

을 거치면서 폴리페놀과 플라보노이드 등 항산화 물질이 증

가되어 발효물의 항산화 활성에 영향을 준 것으로 생각된다.

5. ABTS 분석
AR과 ARGL의 ABTS radical 소거능을 분석한 결과는 Fig. 2

와 같다. 즉, AR은 10~100 μg/assay 농도에서 2.96~55.62%의 

라디칼 소거능을 나타낸 반면, ARGL은 3.79~72.08%의 라디

칼 소거능을 나타내었고, 50 μg/assay 이상의 농도에서 ARGL
이 AR보다 유의적으로 높은 항산화 활성을 보였다. 이와 같

이 ABTS 분석에 의해 측정한 항산화 활성은 DPPH 분석에 

의해 나타난 결과와 같은 양상을 나타내었다. Joung 등(2009)
의 연구에서도 인삼에 영지버섯 균사체를 발효한 경우, 원재

료인 인삼보다 ABTS 라디칼 소거능이 유의적으로 증가했다

고 하여 본 연구와 유사한 결과를 보였다. Kim 등(2004)은 버

섯 균사체 발효물의 항산화 활성이 증가된 것은 버섯균사체

가 가진 여러 효소들의 반응에 의하여 항산화 활성이 낮은 

물질이 항산화 활성이 높은 물질로 생물 전환되었기 때문이

라고 보고하였다. 본 실험에서도 AR보다 ARGL의 항산화력

이 높은 것은 영지버섯 균사체가 생산하는 미생물 효소에 의

하여 폴리페놀 및 플라보노이드와 같은 항산화 활성이 높은 

물질이 생성되었기 때문으로 생각되며, 앞의 실험에서 AR보

다 ARGL의 총 폴리페놀 함량과 총 플라보노이드 함량이 높

게 나타난 결과가 이를 뒷받침해 주었다.

6. 철 이온 환원력
AR과 ARGL의 철 이온 환원력(FRAP value)을 25, 50, 75, 

100 μg/assay의 농도에서 측정한 결과가 Fig. 3에 나타나 있다. 
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Fig. 3. Ferric ion reducing antioxidant power of Atrac- 
tylodes rhizoma and Atractylodes rhizoma extracts fer-
mented with Ganoderma lucidum mycelium. AR: Ethanol 
extract from Atractylodes rhizoma, ARGL: Ethanol extract 
from Atractylodes rhizoma fermented with Ganoderma 
lucidum. Means with the different letters are significantly 
different (p<0.05), as ascertained by Duncan's multiple range 
test, among the different concentrations in the same sample. 
Star marker at the same concentration indicates a sig-
nificantly different between AR and ARGL at the same 
concentration by student's t-test (* p<0.05, ** p<0.01).

AR과 ARGL의 FRAP value는 추출물의 농도에 따라 각각 

24.90~72.97 FeSO4 eq μM, 38.33~89.18 FeSO4 eq μM로 나타

났으며, ARGL은 AR보다 모든 농도에서 유의적으로 높은 

FRAP value를 나타내었다. 이 결과를 볼 때, 제2철 이온을 환

원시키는 환원력을 측정한 FRAP value는 라디칼 소거방식으

로 항산화력을 측정한 DPPH 분석 및 ABTS 분석 결과와 일

치하였다. 이와 같이 발효과정을 거치면서 환원력이 높아진 

본 연구의 결과는 동충하초, 팽이버섯 및 큰느타리버섯 균사

체로 발효시킨 후박추출물의 환원력이 비발효 후박추출물

보다 높아졌다고 보고한 Shon MY(2007)의 연구 결과와 유사

하였다. 또한, 버섯균사체로 발효한 가시오가피를 연구한 

Kim 등(2014)도 영지버섯 균사체로 발효한 추출물이 다른 버

섯 균사체를 이용하여 발효한 추출물보다 높은 환원력을 보

였다고 보고하였다. 본 연구에서도 영지버섯 균사체 발효물

의 환원력이 유의적으로 증가하는 결과를 보였는데, 이는 영

지버섯 균사체 자체가 우수한 환원력을 가짐으로써 발효물

의 환원력 증가에 영향을 미친 것으로 보인다. 

7. MTT 분석
인체 암세포인 A549, Hep3B, HeLa와 정상세포인 HeLa229

에 대하여 MTT 분석을 실시한 결과는 Fig. 4와 같다. Hep3B
에 대한 세포 증식 억제율은 농도별(50, 100, 200, 300, 400 
μg/assay)로 AR은 13.48, 25.26, 42.71, 61.07, 71.81%, ARGL은 

20.51, 29.62, 56.77, 71.03, 86.40%로 나타나, 실험한 세포주

들 가운데 가장 높은 세포독성을 나타내었다. 또한 Hep3B와 

HeLa의 경우, 모든 시료 농도에서 ARGL이 AR보다 높은 세

포독성을 보였으며, A549에 대해서도 200~400 μg/assay 농도

에서 ARGL이 AR보다 세포독성이 높았다. 이와 같이 ARGL
이 AR보다 암세포에 대한 세포독성이 높게 나타남으로써 영

지버섯 균사체 발효를 통해 암세포 증식억제 활성이 증가되

었음을 확인할 수 있었다. 한편, 정상세포에 대한 추출물의 

세포독성을 알아보기 위하여 인체 자궁 정상세포인 HeLa229
에 대해서도 동일한 실험을 실시한 결과, 모든 농도에서 30% 
미만의 낮은 독성이 나타나, 정상세포의 증식에는 큰 영향을 

미치지 않은 것을 확인할 수 있었다. 균사체 추출물의 세포독

성에 대한 Park 등(1998)의 연구에서도 표고버섯 균사체 추출

물이 간암세포인 Hep3B에 대해 높은 세포독성을 가지고 있

다고 하였으며, Bae & Ye(2007)도 Hep3B 세포에 인동초와 표

고버섯 균사체를 발효한 추출물을 처리하였을 때 인동초 추

출물을 처리하였을 때보다 세포독성이 3배 정도 증가하였다

고 보고하여 본 연구와 유사한 결과를 보였다. 앞의 β-glucan 
함량 분석에서 영지버섯 균사체를 이용하여 발효하는 동안 

β-glucan 함량이 증가하였는데, 이와 같이 β-glucan과 같은 암

세포 증식억제에 효과가 높은 물질들이 균사체와의 발효를 

통해 생성되어 암세포에 대한 세포독성이 높아진 것으로 생

각된다.

8. SRB 분석
SRB 분석을 통하여 A549, Hep3B, HeLa, HeLa229 세포에 

대한 추출물의 세포독성 실험을 실시한 결과를 Fig. 5에 나타

내었다. SRB 분석에서도 AR과 ARGL 모두 Hep3B 세포에 대

한 증식 억제 활성이 가장 높은 것으로 나타나 MTT 분석과 

일치하는 결과를 보였다. 시료 농도에 따른(50, 100, 200, 300, 
400 μg/assay) Hep3B에 대한 세포독성을 살펴보면, AR은 

15.10~69.50%, ARGL은 16.47~83.81%의 세포독성을 나타내

어 시료 농도에 의존적으로 세포독성이 증가하였다. 또한, 
ARGL이 AR보다 유의적으로 높은 세포독성을 보여 영지버

섯 균사체 발효를 통하여 암세포 증식 억제 활성이 증가한 

것으로 나타났다. 동일한 농도에서 A549에 대한 세포독성은 

AR이 12.93~68.77%, ARGL은 12.18~78.58%로 나타났으며, 
200 μg/assay 농도 이상에서 A549에 대해서도 균사체 발효과

정을 거치면서 세포독성이 유의적으로 증가한 것을 볼 수 

있었다. 또한, HeLa에 대해서도 가장 높은 농도인 400 μg/ 
assay에서 ARGL은 76.80%의 높은 세포독성을 나타내었고, 
200 μg/assay 이상의 모든 농도에서 ARGL이 AR보다 유의적

으로 높은 세포독성을 보였다. 한편, 정상세포인 HeLa229에 

대한 시료의 세포독성을 측정한 결과, MTT 분석에서와 마찬
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A549
Hep3B

HeLa HeLa229

Fig. 4. Cytotoxicity effect of ethanol extracts from Atractylodes rhizoma and Atractylodes rhizoma extracts fermented with 
Ganoderma lucidum on human cancer cell lines using the MTT assay. AR: Ethanol extract from Atractylodes rhizoma, 
ARGL: Ethanol extract from Atractylodes rhizoma fermented with Ganoderma lucidum. Means with the different letters are 
significantly different (p<0.05), as ascertained by Duncan's multiple range test, among the different concentrations in the same 
sample. Star marker at the same concentration indicates a significantly different between AR and ARGL at the same concen-
tration by student's t-test (* p<0.05).

가지로 모든 농도에서 30% 이하로 세포독성이 나타나 정상

세포에 대한 독성은 높지 않은 것으로 나타났다. 영지버섯의 

높은 항암 활성은 영지버섯에 함유되어 있는 β-glucan과 poly- 
saccharide, triterpene류의 항종양작용에 인한 것으로 보고되

었는데(Bae 등 2005), 본 연구에서도 영지버섯 균사체를 이용

하여 발효한 ARGL의 세포독성 효과가 큰 것은 발효과정 중 

영지버섯 균사체에 함유된 β-glucan과 같은 다당류를 비롯한 

여러 항암 활성 물질이 생성되었기 때문인 것으로 사료된다. 

결론 및 요약

본 연구에서는 영지버섯 균사체를 이용한 창출 발효 추출

물의 총 폴리페놀, 총 플라보노이드 함량, β-glucan 함량, 항
산화 활성 및 인체 암세포에 대한 세포독성을 분석하였다. 
AR과 ARGL의 총 폴리페놀 함량은 각각 10.38 mg GAE/g, 
13.82 mg GAE/g으로 ARGL이 AR보다 총 폴리페놀 함량이 

유의적으로 높았으며, 총 플라보노이드 함량은 ARGL이 8.18 
mg QE/g으로 4.73 mg QE/g인 AR보다 유의적으로 높게 나타

났다. 또한 AR과 ARGL의 β-glucan 함량은 각각 1.13, 12.65%
로 발효과정 중 β-glucan 함량이 증가한 것으로 분석되었다. 
항산화 활성 측정을 위한 DPPH 분석 결과, 100 μg/assay 이상
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A549 Hep3B

HeLa HeLa229

Fig. 5. Cytotoxicity effect of ethanol extracts from Atractylodes rhizoma and Atractylodes rhizoma extracts fermented with 
Ganoderma lucidum on human cancer cell lines using the SRB assay. AR: Ethanol extract from Atractylodes rhizoma, ARGL: 
Ethanol extract from Atractylodes rhizoma fermented with Ganoderma lucidum. Means with the different letters are 
significantly different (p<0.05), as ascertained by Duncan's multiple range test, among the different concentrations in the same 
sample. Star marker at the same concentration indicates a significantly different between AR and ARGL at the same con- 
centration by student's t-test (* p<0.05, ** p<0.01).

의 모든 농도에서 ARGL이 AR보다 DPPH 라디칼 소거 활성

이 높은 것으로 나타났다. 또한, ABTS 분석과 FRAP 분석에

서도 대부분의 농도에서 ARGL이 AR보다 높은 항산화 활성

을 나타내어, 창출이 균사체와의 발효 과정을 통해 항산화 활

성이 증가된 것을 보여주었다. AR과 ARGL의 인체 암세포 

증식 억제 활성을 측정한 결과, MTT 분석에서는 AR과 

ARGL 모두 Hep3B에 대하여 가장 높은 세포독성을 보였으

며, A549와 HeLa에 대해서도 비교적 높은 세포독성을 나타

내었다. 또한 실험한 A549, Hep3B, HeLa 암세포주에 대해서 

ARGL이 AR보다 높은 세포독성을 보였으며, 이러한 결과는 

SRB 분석에서도 동일하게 나타나 균사체 발효과정을 거치면

서 암세포 증식억제 활성이 증가된 것으로 확인되었다. 한편, 
정상세포인 HeLa229에 대한 세포독성은 크지 않은 것으로 

나타났다. 이와 같이 균사체와의 발효를 통해 항산화, 항암 

활성이 높아진 것은 발효과정에서 폴리페놀, 플라보노이드 

및 β-glucan 함량 등 항산화, 항암과 관련된 기능성 성분들이 

증가되었기 때문으로 생각된다. 따라서 영지버섯 균사체를 

이용하여 발효한 창출은 우수한 생리활성을 가지고 있어, 앞
으로 고부가가치의 기능성 식품 원료로서 활용될 수 있을 것

으로 사료된다. 
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