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Abstract Oak mushroom (Lentinus edodes) is cultivated by

using oak logs and sawdust medium. Green mold (Trichoderma)

infection on these media severely suppresses the growth of oak

mushroom. Usages of antibiotics and chemicals are not generally

allowed to control of green mold since the mushroom is a fresh

food. Tolaasin and its analogues, peptide toxins secreted by

Pseudomonas tolaasii, have the antifungal activity and they have

been successful to control the green mold disease. When the green

mold, Trichoderma harzianum H1, was cultured in the presence of

these toxins, the growth of fungus was effectively suppressed. In

sawdust media, when the bacterial culture supernatants were

sprayed on the aerial hyphae of green molds, the fungal growth

was completely suppressed. Particularly, the antifungal activity

was greatly increased by the combined culture extracts of P.

tolaasii 6264 and HK11 strains. Therefore, these bacterial strains

and their peptide toxins were able to suppress the growth of green

molds and these can be good candidates to prevent from

Trichoderma disease in oak mushroom cultivation.

Keywords Antifungal peptide · Green mold disease · Oak

mushroom · Synergic effect · Trichoderma harzianum 

서 론

표고버섯(Lentinus edodes)은 독특한 맛과 당질, 단백질, 비타민,

무기질과 같은 영양소를 골고루 함유하고 있어 고급 식재료로

사용되고 있다(Ota 1984). 또한, 표고버섯은 항암 작용 및 혈중

콜레스테롤 저하 등에 효과가 있음이 밝혀져 유효성분 등에 대

한 많은 연구가 진행되고 있다. Chihara 등(1970)은 표고버섯의

자실체로부터 항암활성을 갖는 다당체 lentinan을 분리 및 정제

하였으며, lentinan은 현재 항암보조제로 시판되고 있다(Fujii 등,

1978). 1990년대 이후 식생활 향상에 따라 버섯의 수요가 증가

하면서 표고버섯의 생산량이 크게 증가하였으나, 2000년대 후

반기를 정점으로 감소하는 경향을 보이고 있다(Korea Rural

Economic Institute 2014). 국내에서 생산이 감소한 물량은 중국

등으로부터 수입하여 충당하고 있으며, 수입량은 점차 증가하여

2014년에 총 수요량의 약 37%에 도달하였다. 현재에도 표고버

섯의 수요량에 비하여 농가에서의 공급량은 부족한 실정이다. 

국내 표고버섯 생산량의 감소는 여러 가지 원인에 의해 발생

하나, 특히 푸른곰팡이병(green mold disease)의 빈번한 발생이

주요 원인 중의 하나이다. 푸른곰팡이병은 인공재배를 하는 모

든 버섯에서 발생하며, 균사는 백색을 띠지만 점차 포자를 형

성하면서 푸른색을 띠게 된다. 톱밥배지나 원목에 푸른곰팡이

(Trichoderma)가 감염되면 목재를 부패시키고, 표고균사와 경합

하면서 gliotoxin이라는 독소를 분비하여 표고균사의 생장과 버

섯 발이를 억제한다(Brian과 Hemming 1945; Seaby 1998;

Ait-Lahsen 등, 2001). 이러한 Trichoderma에 의한 피해는 국내

뿐만 아니라 외국에서도 보고되고 있으며, 표고버섯 생산량이

많은 일본이나 중국, 유럽, 이란, 미국 등에서도 푸른곰팡이에

의한 피해가 빈번히 나타나고 있다(Komon-Zelazowska 등,

2007). 버섯은 신선식품으로 푸른곰팡이병을 방제하기 위한 항

생제나 농약 등의 화학물질 사용이 엄격히 제한되어 있다. 항

생제 등의 화학물질을 처리할 경우에 내성균이 발생할 가능성

Young-Kee Kim (�)
E-mail: ykkim10@cbnu.ac.kr

1Department of Environmental and Biological Chemistry, Chungbuk
National University, Cheongju, Chungbuk 28644, Republic of Korea

This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative
Commons Attribution Non-Commercial License (http://creativecommons.
org/licenses/by-nc/3.0/) which permits unrestricted non-commercial use,
distribution, and reproduction in any medium, provided the original work is
properly cited.



70 J Appl Biol Chem (2018) 61(1), 69−73

이 있으며, 표고균사 등 다른 생물에 대한 독성도 문제를 유발

한다(Lee 등, 2009). 따라서, 독성이 작고 쉽게 분해되는 소수

의 제한된 약제를 사용할 수 있으나, 그것도 버섯이 발생하기

전에 목재나 배지에만 사용이 허용된다.

이전 연구에서는 갈반병 원인 균주 Pseudomonas tolaasii가

분비하는 톨라신과 톨라신류의 펩티드가 푸른곰팡이 Trichoderma

harzianum H1 균주를 효과적으로 사멸시켜 이들의 뛰어난 항

진균 활성을 확인하였다(Lee 등, 2017). 더욱이 톨라신류 펩티

드는 표고버섯의 균사에는 피해를 주지 않아 푸른곰팡이의 방

제에 선택성이 매우 높았다(Cho 등, 2007b). 본 연구에서는 표

고버섯 재배사에서 빈번하게 발생하는 푸른곰팡이의 실용적 방

제방안 마련을 위하여, 항진균 펩티드를 생산하는 다양한 P.

tolaasii 변이균주들을 배양하고, 배양액을 혼합하여 처리하였을

때 항진균 활성의 상승효과를 조사하였다.

재료 및 방법

항진균 펩티드 균주의 분리

톨라신류 항진균 펩티드를 생산하는 Pseudomonas tolaasii 균주

들은 갈반병에 감염된 버섯으로부터 Cho 등(2000)의 방법에 따

라 분리하였다. 간략히, 병반이 형성된 버섯 조직을 멸균한 칼

로 잘라내어 균질한 다음 멸균수로 희석하였다. 희석액 200 µL

를 Pseudomonas agar F (PAF) 평판배지 위에 도말하고, 25
oC에서 48시간 배양하여 형광을 갖는 균주를 선별하고, 버섯조

직함몰검정법(pitting test)을 이용하여 병원성을 평가하였다(Kim

등, 1994). 분리한 균은 glycerol 20%를 함유한 PAF 저장배지

1.5 mL에 저장하여 초저온냉동고(−70 oC)에 보관하며 사용하였다.

푸른곰팡이의 분리

푸른곰팡이는 버섯종균회사의 재배사나 표고버섯 재배농가에서

병이 발생한 톱밥배지를 얻어 푸른곰팡이가 발생한 부분 약

1 cm2를 멸균한 칼로 잘라내어 40 mL 멸균수에 넣고 분쇄한 후

면직포로 톱밥배지 및 불순물을 제거하였다. 이 혼합액을 멸균

수로 희석하여 Potato dextrose agar (PDA) 평판배지 위에 도

말하여 27 oC에서 48-60시간 배양한 후, 형성된 colony를 분리

하였다. 분리한 균주는 다시 PDA 평판배지 위에 접종하여 48-

72시간 동안 배양하여 균주가 충분히 자란 후에 배지를 멸균수

30 mL에 넣어 현탁하고, 면직포에 여과하여 포자현탁액을 얻었

다. 포자는 20% glycerol 수용액에 현탁하여 초저온냉동고(−70
oC)에 보관하였다. 모든 푸른곰팡이는 유전자 분석을 통하여

Trichoderma harzianum으로 동정되었고, 본 실험에서는 톱밥배

지에 T. harzianum H1 균주를 접종하여 사용하였다.

톱밥배지에서 푸른곰팡이 발생면적 측정

톱밥배지에서 항진균 펩티드 생성 균주 배양액의 항진균 활성

을 측정하기 위하여 곰팡이가 발생한 톱밥배지의 표면이 젖도

록 균주배양액을 1회 처리하였다. 균주배양액은 PAF 액체 배지

에 항진균 펩티드 생성 균주를 1% (v/v) 접종하여 배양한 후,

배양액을 원심분리하여 균체를 제거한 후 사용하였다. 얻어진

균주배양액 내의 항진균 펩티드의 농도는 용혈활성으로 약 1.5-

3 HU (hemolytic unit)의 범위를 보였다. Lee 등(2017)의 색상

선택법을 이용하여 톱밥배지에서 푸른곰팡이의 발생면적을 평

가하였다. 간략히, 톱밥배지 전체를 사진으로 찍은 후 사진에서

푸른곰팡이의 색상을 컴퓨터로 분석하면 RGB (red, green,

blue) 세 가지 색상으로 분석이 되며, 본 실험에서 사용한 푸른

곰팡이의 색상 범위는 R: 100-140, G: 110-150, B: 110-150의

값을 갖는다. 이러한 범위는 사진을 찍을 때의 날씨 또는 시간

에 따라 차이가 있기 때문에 약간의 변화를 주며 푸른곰팡이의

면적을 측정하였다. 분석방법은 Adobe Photoshop CS 프로그램

을 이용하여 위의 색상범위를 선택하고 푸른 색상범위의 색을

가지고 있는 면적이 표현이 되면, 이 면적의 픽셀수를 계산하

여 곰팡이의 발생면적의 변화를 측정하였다.

결과 및 고찰

색상선택법에 의한 푸른곰팡이 발생면적 측정

몇가지 P. tolaasii 변이균주가 생산하는 톨라신류의 세균성 펩

티드들은 항진균 활성을 갖고 있으며 표고버섯 재배에서 큰 피

해를 주고있는 푸른곰팡이를 억제할 수 있음이 확인되었다(Lee

등, 2017). 또한 Cho 등(2007b)은 톨라신류의 펩티드가 표고버

섯의 균사에는 영향이 없다고 보고하였으며, 본 연구에서 이 펩

티드들은 푸른곰팡이에 대한 살균효과가 처리 즉시 나타났고,

비가역적으로 균사조직을 파괴하였다. 따라서, 톨라신 및 유사

펩티드류들의 특성을 확립한다면 이들을 이용한 푸른곰팡이의

방제가 가능할 것이다. 한 균주의 배양액을 사용하는 경우에는

톨라신류 펩티드의 종류에 따라 또는 푸른곰팡이의 종에 따라

효과가 달라질 수 있고, 장기 사용시 항진균 활성에 저항성을

갖는 푸른곰팡이가 발생할 수 있다. 따라서, 푸른곰팡이의 종류

에 따른 적용성을 넓히고 저항성 곰팡이 균주의 발생확률을 감

소시키기 위하여, 2가지 이상의 P. tolaasii 변이균주 배양액을

혼합한 후 항진균 효과를 측정하였다. 배양액의 혼합은 항진균

활성이 가장 우수한 P. tolaasii 6264와 HK2 균주, 활성이 높

으나 특성이 비교적 다른 P. tolaasii HK11와 HK23 균주를 선

택하여 수행하였다.

항진균 활성을 갖는 펩티드의 활성측정을 위해서는 표고버섯

배지에 감염된 푸른곰팡이의 양적변화를 평가하는 방법이 필요

하나 표고버섯과 푸른곰팡이의 균사가 혼재한 톱밥배지에서는

푸른곰팡이의 발생을 양적으로 측정하는 것이 매우 어렵다. 표

고버섯 톱밥배지는 버섯균사를 내부까지 충분히 배양한 후 갈

변시켰기 때문에 푸른곰팡이의 초기 오염은 배지의 표면에서만

일어난다. 본 연구에서는 톱밥배지 표면에서 푸른곰팡이 색의

면적을 측정하고 그 부분의 면적을 계산하는 방법인 ‘색상선택

법’으로 푸른곰팡이의 발생면적을 계산하였다(Lee 등, 2017).

Fig. 1은 육안으로 푸른곰팡이 오염 정도가 다른 3개의 배지를

촬영한 후, 색상선택법으로 사진을 스캔하여 배지 표면의 푸른

곰팡이 오염 부분을 아래에 검게 나타낸 것이다. 푸른곰팡이의

면적은 검은 부분의 픽셀수를 측정하여 계산하였고, 색상으로

선택된 부위는 육안으로 확인한 푸른곰팡이 면적이나 발생부위

와 잘 일치하였다.

P. tolaasii 6264와 변이주의 항진균 효과

항진균 활성의 효과는 곰팡이가 자란 톱밥배지 표면에 P.
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tolaasii 변이균주 배양액을 처리하고, 초기의 푸른곰팡이 발생

면적을 기준으로 2일차와 6일차에 촬영한 사진에서 푸른곰팡이

의 면적 변화를 비교하였다(Fig. 2). 톨라신류 펩티드를 처리하

지 않은 대조구 실험에서 푸른곰팡이는 생육을 계속하여 6일차

에는 배지 전체에 퍼져 면적이 증가하였다. 반면, P. tolaasii

6264 균주와 HK2, HK11, HK23을 각각 혼합하여 처리한 경우

에는 푸른곰팡이의 생육을 억제하여 푸른곰팡이의 면적은 크게

감소하였으며, 시간의 경과에 따른 푸른곰팡이의 생육증가는 전

혀 관측되지 않았다. 우수한 항진균 효과는 6264 균주의 배양

액을 포함한 3가지 조합 모두에서 관측하였다.

항진균 효과를 푸른곰팡이의 면적으로 평가하였을 때, 대조

구의 경우에는 푸른곰팡이의 발생 면적이 처리시작일과 비교하

여 2일차에는 약 1.3배, 6일차에는 약 1.7배까지 증가하였다(Fig.

3). 반면, P. tolaasii 6264 균주와 HK2, HK11의 배양액을 혼

합하여 처리한 경우, 시간이 경과함에 따라 곰팡이의 발생 면

적이 감소하여 6일차에는 각각 70과 90% 이상이 억제되었다.

특히, P. tolaasii 6264와 HK11의 배양액을 혼합 처리한 경우에

는 2일차부터 푸른곰팡이의 발생을 80% 이상 억제하여 가장

큰 항진균 효과를 보였다. 그러나 P. tolaasii 6264와 HK23을

함께 처리한 경우에는 푸른곰팡이에 대한 항진균 효과가 더디게

Fig. 2 Antifungal activities of the mixed culture treatments. Three different combinations of P. tolaasii 6264 and HK2, 6264 and HK11, and 6264 and

HK23 were sprayed on the green molds of sawdust media

Fig. 3 Evaluation of the antifungal activities obtained by the culture

mixtures of two different strains indicated. Data are mean ± SE (bars)

percentage of the results from three replicates. The same letters are not

statistically significant at p <0.05 (Turkey’s Test, SAS Version 9.4)
Fig. 1 Evaluation of the fungal growth area occupied by green molds.

(Top) Three log media with different amount of mold growth were

chosen. The area was analyzed by Color Selection Method, calculating

the colored-area of fungal growth represented by the combination of

RGB values, R; 100-140, G; 110-150, B; 110-150. (Below) The fungal-

grown area analyzed was redrawn with black color. Thus, the black area

on each log is representing the area of green molds
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일어났으며, 단일 균주 배양액 처리시의 효과보다도 오히려 작

게 나타났다.

단일처리와 혼합처리에 의한 항진균 효과

균주들의 배양액 혼합처리 실험에서 높은 효과를 보인 P. tolaasii

6264와 HK11 균주에 대하여 두 균주 배양액의 혼합 처리시와

단일 처리시의 항진균 효과를 비교하였다(Fig. 4). P. tolaasii

6264와 HK11의 배양액을 단일처리한 경우에는 2일차에 40-60%,

6일차에는 약 75-80%의 항진균 효과를 보였다. 반면, P. tolaasii

6264와 HK11을 혼합하여 처리하였을 때에는 2일차에서부터 뛰

어난 항진균 효과를 보여 80% 이상 푸른곰팡이의 발생을 억제

하였으며, 6일차에는 90% 이상의 항진균 효과를 보였다. 이러한

결과는 항진균 펩티드를 분비하는 균주인 P. tolaasii 6264와

HK11를 단일처리하였을 때보다 두 균주의 배양액을 혼합처리하

였을 때 항진균 효과가 상승함을 보여준다. 각각의 균주배양액

을 혼합처리시 효과가 더욱 상승한다는 사실은 이 두 균주가 생

산하는 항진균 펩티드가 곰팡이의 사멸에 서로 보완적이거나 협

동적으로 작용하여 항진균 효과가 커짐을 의미한다.

다양한 변이주의 항진균 효과

항진균 효과가 우수한 P. tolaasii HK2, HK11, HK23 균주들의

배양액 조합으로 항진균 효과의 상승작용 여부를 확인하였다

(Fig. 5). P. tolaasii HK2와 HK11, HK2와 HK23의 조합은 6

일 경과하였을 때 70-75%까지 푸른곰팡이를 사멸시켰으나 HK2

의 단독 처리와 유사한 수준의 항진균 활성을 보였고, 따라서

이는 HK2의 주된 효과인 것으로 판단된다. 반면, P. tolaasii

HK11과 HK23 균주의 조합은 2일차에 약 75%까지 항진균 활

성을 보였으나, 오히려 6일차에는 약 50%의 억제효과를 보여

시간이 경과함에 따라 항진균 활성이 감소하였다. 이는 각 균

주를 단독 처리하였을 때보다도 낮아 두 균주의 혼합 처리는

푸른곰팡이 억제에는 부적절한 조합으로 판단된다. 이러한 결과

로, 4 종의 P. tolaasii 균주 배양액 조합 중 항진균 효과는

90% 이상 푸른곰팡이를 억제한 P. tolaasii 6264와 HK11의 배

양액 조합이 가장 효과적이었으며, 6264 균주를 제외한 균주에

서는 P. tolaasii HK2와 HK11의 혼합 처리가 우수한 푸른곰팡

이 억제 효과를 보였다.

톱밥배지상의 푸른곰팡이 생육면적은 대조구의 경우 배양시

간에 따라 계속 증가하였으나, 항진균 펩티드를 생산하는 균주

의 배양액을 단일 처리하거나 두 균주 이상을 혼합처리하였을

때는 최대 80-90%까지 감소하였다. 표고버섯 배지에서 푸른곰

팡이 억제효과를 정량적으로 측정하는 방법은 현재 알려지지 않

았다. 본 실험에서는 톱밥배지에 발생한 푸른곰팡이의 양을 측

정하기 위하여 ‘색상선택법’을 고안하여 이용하였다(Lee 등,

2017). 이 방법은 시간에 따라 변하는 곰팡이의 생육면적을 측

정하기 위한 간이방법으로, 푸른곰팡이의 발생부위와 발생면적

평가에는 적절한 방법으로 판단되나, 이 방법의 정량성을 높이

기 위해서는 푸른곰팡이 포자의 양이나 균사의 양을 측정하는

방법 등이 개발되어 상호보완적으로 이용되어야 할 것이다.

푸른곰팡이병 방제효과를 높이기 위한 혼합 균주 배양액 처

리에서 P. tolaasii 6264의 경우에는 다른 균주배양액과 혼합처

리하였을 때 상승효과를 보였으며, 특히 P. tolaasii HK11와 혼

합 처리시에는 푸른곰팡이의 발생을 90% 이상 억제하였고 이

후 추가적인 균사성장이 전혀 관측되지 않아 완벽한 항진균 효

과를 보였다. 그러나 다른 균주의 경우에는 혼합시에 상승효과

가 거의 나타나지 않고 단독 처리시와 유사하거나 이보다 못한

수준의 항진균 효과를 보였다. 이 결과로 미루어 보았을 때, 혼

합에 따른 항진균 활성의 상승효과는 두 균주의 펩티드가 상호

보완적인 작용기작을 가질 때 나타나는 것으로 생각되며, 상호

작용으로 펩티드 침전을 형성하거나 할 때는 오히려 활성이 떨

어질 것으로 예상된다. 혼합 처리에 의한 상승효과는 여러 균

주에서 보고되었다. Candida 종이나 Cryptococcus 종을 방제하

기 위하여 glabridin과 fluconazole을 혼합 처리한 경우에 단일

처리의 경우보다 월등히 좋은 방제효과를 보였으며(Liu 등,

2014), Saravanakumar 등(2016)은 키틴용해성 효소(chitinolytic

enzyme)를 분비하는 Trichoderma 종과 Gliocladium 종을 혼합

처리하였을 때 병원성 진균을 사멸시키는 효과가 크게 향상된

다고 밝혔다.

톨라신과 유사체 펩티드류는 모두 18개의 아미노산으로 구성

되어 2 kDa 내외의 분자량을 갖고 있다(Nutkins 등, 1991). 이

Fig. 5 Antifungal effects of mixed cultures. Cultures with P. tolaasii

HK2 and HK11, HK2 and HK23, and HK11 and HK23 were obtained

Fig. 4 Antifungal activity increased by the combination of two strains.

Comparisons of the fungal growth under the various treatments with the

culture extracts of P. tolaasii 6264, P. tolaasii HK11, and P. tolaasii

6264+HK11
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들 중 서로 상보적인 작용으로 상승작용을 갖거나 침전되어 활

성이 감소하는 등의 특성은 아직 밝혀진 바 없다. 본 연구에서

관측된 상승작용의 기작을 연구하기 위해서는 각 균주가 생산

하는 펩티드의 종류와 조합을 밝혀야 할 것이다. 항진균성 펩

티드인 톨라신의 경우에는 이미 여러 연구에서 많은 유사체

(analogue)가 보고되었다. 선행 연구에서 P. tolaasii 6264가 분

비하는 톨라신 유사 펩티드가 밝혀졌으며(Cho 등, 2007a), 이

유사체들은 P. tolaasii Paine 균주가 생산하는 tolaasin-I 및

tolaasin-II임이 확인되었다. 이를 토대로 하여 여러 균주들의 펩

티드 조성을 확인하여 항진균 활성과 비교한다면, 혼합처리시

펩티드의 종류와 조합에 따른 항진균 활성의 특성변화를 예측

하는 것이 가능할 것이다.

초 록

표고버섯(Lentinus edodes)은 원목이나 톱밥배지를 사용하여 재

배한다. 이 배지에 푸른곰팡이(Trichoderma)가 감염되면 표고버

섯의 생장을 크게 억제한다. 버섯은 신선식품이기 때문에 푸른

곰팡이를 방제하기 위한 항생제와 화학약품의 사용은 허용되지

않는다. Pseudomonas tolaasii에 의해 분비되는 펩티드 독소인

톨라신과 톨라신 유사체들은 항진균 활성을 가져 푸른곰팡이병

방제에 성공적이었다. 푸른곰팡이 Trichoderma harzianum H1에

톨라신 펩티드를 처리하였을 때 곰팡이의 성장은 효과적으로 억

제되었고, 실제 톱밥배지에서 균주 배양액을 푸른곰팡이 균사에

분사하였을 때, 균사 성장은 완벽하게 억제되었다. 특히, P.

tolaasii 6264와 HK11 균주의 배양 추출액을 혼합하여 처리하

였을 때에 항진균 활성이 크게 증가하였다. 따라서 이러한 균

주들과 펩티드 독소들은 푸른곰팡이의 성장을 억제할 수 있고,

표고버섯 재배에서 푸른곰팡이병을 방제하기 위한 좋은 후보가

될 수 있다.
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