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수삼추출물 첨가 mushroom complete medium에서 배양된

영지버섯 균사체의 면역증진 효과 및 활성다당류
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Abstract After Ganoderma lucidum was cultured in mushroom complete medium (MCM) supplemented with ginseng
extract (GE), crude polysaccharide (GL-GE-CP) was fractionated from mycelium. Among GL-GE-CP from mycelium in
MCM supplemented with 5, 10, and 15% GE (v/v ratio of MCM to GE), GL-GE-15-CP (15% GE) most significantly
enhanced macrophage stimulation and intestinal immune system modulating activity compared with GL-CP in MCM
without GE. When GL-GE-15-CP was further fractionated on DEAE-Sepharose CL-6B, GL-GE-15-CP-II displayed more
potent activity than subfractions from GL-CP on macrophage stimulation, interleukin-12 production, and intestinal immune
system modulation (1.75-, 5.68-, and 1.76-fold, respectively). Anti-metastasis effect against colon 26-M3.1 carcinoma cells
was also enhanced by GL-GE-15-CP-II (72.8% inhibition). In addition, GL-GE-15-CP-II contained neutral sugar (83.00%)
and uronic acid (9.11%), and consisted of Ara, Man, Gal and Glc (molar ratio of 0.39:0.50:0.75:1.00). Furthermore, GE
supplementation helped to enhance the immunomodulation in G. lucidum, and it is assumed that neutral polysaccharides
play an important role.
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서 론

예로부터 버섯은 식용이나 한방 및 민간에서 우수한 생약으로

사용되어 왔으며(1), 최근 들어 버섯에 함유되어 있는 각종 유용

성분이 규명됨으로써 버섯 유래 생리활성 물질의 개발과 이용은

산업적인 중요과제로 인식되고 있다(2,3). 버섯은 당질, 단백질,

비타민 및 무기질과 같은 영양소를 균형 있게 다량으로 함유하

고 있어 식품으로서의 영양학적인 가치가 높아 식용으로 꾸준히

이용될 뿐만 아니라, 다양한 생리활성이 지속적으로 밝혀지면서

기능성식품 신소재로서의 소비 또한 꾸준히 증가하고 있다(4). 특

히, 버섯류의 항균·항바이러스 작용, 콜레스테롤 저하작용, 혈압

강화작용, 항혈전작용, 인터페론 유도작용, 면역증강작용 및 항종

양작용 등의 다양한 효과가 보고되고 있으며(5-7), 이와 관련된

생리활성 물질의 탐색과 개발 및 이용에 대한 산업적 관심이 매

우 고조된 상태이다. 현재 schizophyllan, lentinan, PS-K(또는 kres-

tin)는 버섯으로부터 추출한 성분으로 이미 면역증강제로 시판되

고 있으며, Agaricus blazei, Phellinus linteus, Lentinus edodes,

Ganoderma lucidum, Hericium erinaceum, Cordyceps sinensis 등

의 버섯류도 기능성식품 소재 또는 부가가치가 높은 천연 생리

활성을 갖고 있어 현재 활발한 연구가 진행되고 있다(8-10).

영지버섯(Ganoderma lucidum)은 우리나라에서 만년버섯 또는

불로초라 불렸던 버섯으로 전통적으로 한방에서는 건위, 건뇌, 강

장, 이뇨, 해독, 항균, 면역, 진해, 진통, 신경쇠약, 불면증, 급·만

성 간염, 위궤양, 혈압강하 등에 효과가 있는 약용버섯으로서 이

용되어 왔다(11). 현재 영지버섯에는 항암 및 항산화작용, 돌연변

이 억제작용, 항염증작용, 고지혈증 개선, 혈당강하작용 및 항고

혈압작용(12-15) 등의 효능이 보고되어 있으며, 영지버섯 다당체

에 관한 연구로는 Zhu 등(16)이 영지버섯에서 분리된 다당류를

자가면역질환 mouse에 투여하여 면역회복 효과를 보고한 것과 Ji

등(17)이 영지버섯에서 추출한 다당류의 NO 및 사이토카인 생성

등에 관한 면역작용을 보고하였다. 그러나 지금까지 면역활성과

관련된 영지버섯의 연구와 이용은 주로 자실체를 대상으로 진행

함으로써(18,19) 배양기간에 따른 산업적 이용성의 제약으로 최

근에는 액체배양으로 조제된 균사체 또는 배양액으로부터 생리
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활성 소재를 탐색하는 연구에 많은 관심이 모아지고 있다(14,15,19).

또한, 본 논문의 주된 연구내용인 균사체의 생리활성을 증진시키

기 위한 방법으로 일반배지에 수삼 등의 생약추출물을 첨가한 혼

합배지에서 균사체를 배양하거나 배양된 균사체로부터 면역활성

에 관여하는 다당류를 분리하는 연구는 거의 보고되지 않은 실

정이다.

따라서 본 연구에서는 기존의 버섯 균사체 액체배양과는 달

리, 균사체 일반배지에 수삼추출물을 첨가한 혼합 액체배지에서

영지버섯 균사체(수삼추출물-영지 균사체)를 배양하여 균사체만

을 회수한 후 이들의 면역활성을 수삼추출물이 첨가되지 않은 일

반배지에서 배양된 영지 균사체(일반-영지 균사체)와 비교하여 면

역활성이 증진된 균사체를 제조하고자 하였다. 또한, 수삼추출물

-영지 균사체의 면역활성이 일반-영지 균사체보다 증진되는 주요

활성성분으로 다당류에 초점을 맞추어 이를 분획하고 구성당을

밝힘으로써 새로운 기능성소재로서 개발가능성을 검토하고자 하였다.

재료 및 방법

영지버섯 균주 및 수삼추출물 조제

본 연구에 사용한 영지버섯(Ganoderma lucidum, GL) 균주는

충청북도 농업기술원(Cheongwon, Korea)으로부터 분양받아, potato

dextrose agar(PDA, Difco Laboratories, Detroit, MI, USA)의 사

면배지에서 30oC로 10일간 배양한 후 4oC에 보존하면서 4주마다

계대배양하여 사용하였다. 또한 면역활성 증진을 위하여 균사체

일반배지에 첨가한 수삼추출물(ginseng extract, GE)은 2008년도에

충청북도 증평군 일원에서 수확한 5년근 파삼을 증평군인삼연구

회(Jeungpyeong, Korea)에서 구입하여 열수추출한 후 65oBx로 농

축하여 본 연구에 사용하였다.

수삼추출물 첨가 혼합 액체배지에서 배양된 영지버섯 균사체

10여종의 다양한 일반배지를 이용하여 영지버섯 균사체의 생

육을 검토하여, 가장 왕성한 균사체 생육을 나타낸 mushroom

complete medium(MCM)을 기본배지로 선정하였으며, 그 조성은

액체배지 1 L에 glucose(20 g), peptone(2 g), yeast extract(2 g),

K2HPO4(1 g), KH2PO4(0.4 g)와 MgSO4 · 7H2O(0.5 g)이었다. 한편,

이와 같이 선정된 MCM 일반배지의 배양조건을 검토하여, 초기

pH 5.5와 30oC에서 10일간 배양으로 균사체 생육의 최적조건을

확립하고 이 조건에서 종균을 배양하였다. 다음으로 GE가 첨가

된 수삼추출물-영지 균사체를 조제하기 위하여 50-L jar fermenter

system(Fermenter Co., Ltd., Cheongwon, Korea)에서 MCM 일반

배지에 65oBx GE를 각각 5, 10 및 15%(v/v, 5, 10 및 15% GE)

첨가하여 혼합배지를 만들고 균사체 종균을 10%(v/v) 접종한 후

pH 5.5, 온도 30oC, 교반속도 120 rpm과 통기속도 0.4 vvm으로

배양하였다. 5일 후 균사체를 원심분리(7,600×g, 30 min, 4oC)에

의해 배양액과 분리하고 회수한 균사체를 동결건조하여 GE 첨

가농도에 따른 수삼추출물-영지 균사체(GL-GE-5, 10과 15)로 조

제하였다.

수삼추출물-영지버섯 균사체로부터 면역활성 조다당의 조제

MCM 일반배지에 GE를 5, 10 및 15% 첨가한 혼합 액체배지

에서 영지버섯 균사체를 배양한 후 균사체만을 동결건조하여 조

제한 수삼추출물-영지 균사체(GL-GE-5, 10과 15)에 소량의 증류

수를 첨가하여 homogenizer로 5,000 rpm에서 10분간 균질화한 후

20배의 증류수를 가하여 열수추출하고 여과지(No. 2, Toyo Roshi

Kaisha Ltd., Tokyo, Japan)를 이용하여 잔사를 분리하였다. 여과

액은 원심분리(7,600×g, 30분, 4oC)를 통해 불용성 침전물을 제거

하고 농축, 투석(Spectra/Por 4, Spectrum Laboratories Inc., Ran-

cho Dominguez, CA, USA) 및 동결건조하여 열수추출물(GL-GE-

5, 10과 15-HW)로 조제하였다. 열수추출물을 다시 증류수에 용

해시키고 5배의 에탄올을 첨가하여 교반한 후 원심분리하여 침

전물을 회수하고 이를 소량의 증류수에 재용해하여 투석, 원심분

리, 농축 및 동결건조를 거쳐 GE 첨가농도에 따른 수삼추출물-

영지 균사체의 조다당획분으로 조제하였다(5% GE 첨가; GL-GE-

5-CP, 10% GE 첨가; GL-GE-10-CP, 15% GE 첨가; GL-GE-15-

CP). 한편, 면역활성 및 성분분석 시료대조군으로서 GE를 첨가

하지 않은 MCM 일반배지로만 배양한 일반-영지 균사체도 상기

와 동일한 방법으로 처리하여 열수추출물(GL-HW) 및 조다당획

분(GL-CP)으로 조제하였다.

수삼추출물-영지버섯 균사체 조다당으로부터 면역활성 다당류

의 분획

수삼추출물-영지 균사체 조다당획분(GL-GE-5-, 10-과 15-CP) 중

가장 높은 마크로파지 및 Peyer's patch를 경유한 장관면역 활성

을 나타낸 15% GE 첨가 수삼추출물-영지 균사체 조다당획분(GL-

GE-15-CP)을 물에 용해한 후 증류수로 평형화시킨 DEAE-

Sepharose CL-6B(Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden)가 충

진된 column(Cl− form, 4.0×30.0 cm)에 loading하였다. 증류수로

비흡착 획분(GL-GE-15-CP-I)을 먼저 용출시킨 후 0.1, 0.2, 0.3과

0.4 M NaCl 용액으로 흡착획분을 용출시키고 투석, 농축 및 동

결건조하여 GL-GE-15-CP-II, III, IV와 V의 획분으로 분획하였다.

시료대조군으로서 일반-영지 균사체의 조다당획분(GL-CP)도 동

일 column에서 분획하여 증류수 용출획분(GL-CP-I)과 0.1~1.0 M

NaCl 농도별 용출획분으로(GL-CP-II~VII) 분획하였다.

조다당으로부터 분획된 면역활성 다당획분의 구성분 및 구성

당 분석

DEAE-Sepharose CL-6B로 분획된 면역활성 다당획분의 구성분

은 중성당, 산성당 및 단백질 함량을 표준물질인 glucose, galac-

turonic acid와 bovine serum albumin(BSA)을 사용하여 phenol-

sulfuric acid법(20), m-hydroxybiphenyl법(21)과 Bio-Rad dye(Bio-

Rad, Hercules, CA, USA)를 이용한 Bradford법(22)으로 분석하였

다. 한편, 활성 다당획분의 구성당은 Jones와 Albersheim(23)의 방

법으로 분석하였는데, 먼저 시료를 2.0 M TFA(trifluoroacetic acid,

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)로 121oC에서 1.5시간 가열

하여 가수분해시킨 후 NaBH4(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,

USA)를 이용하여 각 구성당을 alditol로 환원시키고 acetic anhy-

dride(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)를 첨가하여 alditol

acetate 유도체로 전환시켰다. 합성된 유도체는 SP-2380

column(0.2 µm film thickness, 0.25 mm i.d×30 m, Supelco,

Bellefonte, PA, USA)이 장착된 gas chromatograph(Young Lin

Co., Ltd., Anyang, Korea)를 이용하여 분석하였는데, 시료 구성당

은 표준당의 retention time과 비교하여 분석하였고 구성당 mole

%는 각 peak의 면적비와 alditol acetate 유도체 분자량으로 계산

한 후 정량화하고 그 비율을 molar ratio로 표시하였다(24).

실험동물과 시약

Female 6주령의 ICR, C3H/He 및 BALB/c 마우스는 (주)샘타코

(Osan, Korea)에서 구입한 후 사육조에 넣고 정수된 물과 실험동

물용 펠렛사료(Samyang Co., Incheon, Korea)를 자유공급하였다.

면역활성 측정을 위한 동물세포 배양의 RPMI 1640 배지와 Hank’s
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balanced salt solution(HBSS)은 Gibco-BRL Co.(Grand Island,

NY, USA)로부터, fetal bovine serum(FBS)은 Cell Culture Labo-

ratories(Cleveland, OH, USA)에서, penicillin, streptomycin 및

amphotericin B는 Flow Laboratories(Irvine, Scotland)에서 구입하

였다. 한편, Peyer’s patch를 경유한 장관면역 활성에서의 골수세

포 증식을 측정하기 위한 Cell Counting Kit(CCK)-8은 Dojindo

Laboratories(Kumamoto, Japan)에서 입수하였다.

마크로파지 활성 및 IL-12 생산능

마크로파지 활성은 ICR 마우스를 이용하여 복강 내 마크로파

지의 lysosomal phosphatase 활성으로 측정하였다. 먼저, ICR 마

우스 복강에 2 mL의 thioglycollate 배지를 주입하고 72시간 경과

후 복강으로 유도된 마크로파지를 RPMI 1640 배지를 이용하여

회수하였다. 마크로파지는 동일 배지로 3회 세척한 후 1×106 cell/

mL이 되도록 배지에 분산시키고 96-well plate에 200 µL씩 분주

하여 37oC, 5% CO2 배양기에서 2시간 동안 배양함으로써 well

plate 기벽에 macrophage monolayer를 형성시켰다(25). 부착되지

않은 세포들은 배지로 3번 세척하여 제거하고 10% FBS을 함유

한 RPMI 1640 배지를 각 well에 180 µL씩 분주한 후 적당히 희

석한 시료 20 µL을 첨가하고 37oC, 5% CO2 배양기에서 배양하여

마크로파지를 자극하였다. 24시간 배양 후 상등액을 제거하고 시

료로 자극받은 마크로파지에 0.1% Triton X-100(Sigma-Aldrich,

St. Louis, AL, USA) 25 µL을 가하여 마크로파지 세포막을 용해

시키고 분비된 lysosomal phosphatase의 기질로 100 mM p-nitro-

phenyl phosphate(150 µL)와 0.1 M citrate buffer(50 µL)를 첨가한

후 산성상태에서 반응시켰다. 1시간 후 0.2 M borate buffer를 첨

가하여 반응을 정지시키고 ELISA reader(Sunrise, TECAN,

Grödingen, Austria)로 405 nm에서 흡광도를 측정하여 saline 대조

군에 대한 relative activity(%)로 시료의 마크로파지 활성을 나타

내었다(26). 한편, 활성화된 마크로파지는 Th0 세포를 자극하여

Th1 세포로의 분화를 촉진하거나 자연살해세포(natural killer cell)

의 활성화에 관여하는 interleukin(IL)-12의 사이토카인 생산을 촉

진하는 것으로 알려져 있기 때문에(27) 시료의 마크로파지 활성

화에 대한 영향을 cytokine level에서 확인하기 위하여 시료와 마

크로파지 배양액을 회수하여 enzyme-linked immunosorbent assay

(ELISA) 방법을 이용한 kit(Pharmingen, San Diego, CA, USA)로

IL-12 생산능을 측정하였다.

Peyer’s patch를 경유한 장관면역 활성

C3H/He 마우스 복부를 절개하여 소장벽 위에 존재하는 Peyer’s

patch를 조심스럽게 적출한 후 HBSS 용액이 담겨진 petridish에

옮겨 마쇄하고 0.2% NaCl과 금속망을 이용하여 적혈구와 이물

질을 제거한 후 Peyer’s patch 세포현탁액을 조제하였다. 세포현

탁액은 5% FBS를 함유한 RPMI 1640 배지로 세척하여 2×106

cell/mL의 세포농도로 조정한 후 96 well plate에 180 µL씩 분주

하고 적당한 농도로 희석한 시료를 20 µL씩 첨가하여 37oC, 5%

CO2 배양기에서 5일간 배양한 후 상등액을 회수하여 골수세포

증식활성에 사용하였다. 골수세포는 동일종 마우스의 대퇴부 뼈

로부터 회수하여 여과, 세척하고 2.5×105 cell/mL의 세포농도로

조정한 후 96 well plate에 100 µL씩 분주하였다. 분주된 골수세

포에 위에서 언급한 Peyer’s patch 세포와 시료의 배양상등액과

5% FBS 함유 RPMI 1640 배지를 각각 50 µL씩 첨가하고 37oC,

5% CO2 배양기에서 6일간 배양하였다(28). 시료의 Peyer’s patch

를 경유한 장관면역 활성은 6일간 배양된 배양액에 CCK-8 용액

(29) 20 µL를 첨가하고 4시간 반응시킨 후 450 nm에서 흡광도를

측정하여 saline 대조군의 골수세포 증식도에 대한 relative activ-

ity(%)로 나타내었다.

종양전이 억제활성

시료의 종양전이 억제효과는 colon 26-M3.1 lung carcinoma를

이용한 BALB/c 마우스 종양전이 모델에서 측정하였다(30). 즉,

영지 균사체 시료로부터 조제된 다당획분 시료를 마우스에 정맥

주사하고(50, 200 µg/mouse) 2일 후에 colon 26-M3.1 lung carci-

noma 세포(3×104 cell/mouse)를 정맥주사한 다음, 14일이 경과되

면 마우스를 희생시키고 종양의 표적기관인 폐를 적출하여 시료

의 종양전이에 대한 예방효과를 측정하였다. 적출된 폐는 Bouin's

용액에서 전이된 종양을 고정시킨 후 군집 수를 측정하여 시료

의 투여 없이 종양만 접종한 대조군(tumor control)과 비교함으로

써 종양전이 억제효과를 조사하였다.

통계처리

실험결과에 대한 통계분석은 SPSS 통계프로그램(Statistical

Package for the Social Science, Ver. 12.0, SPSS Inc., Chicago,

IL, USA)을 이용하여 실험결과의 평균과 표준편차(standard devi-

ation, SD)를 산출하여 평균치±SD로 나타내었으며 분산분석

(ANOVA)을 실시한 후 각 측정값 간의 유의성을 Duncan's mul-

tiple range test로 p<0.05 수준에서 검증하였다.

결과 및 고찰

수삼추출물-영지버섯 균사체의 열수추출물 및 조다당획분의 면

역활성

50 L jar fermenter에서 mushroom complete medium(MCM)만으

로 5일간 배양한 후 균사체를 회수하고 동결건조하여 시료대조

군인 일반-영지 균사체(GL)를 조제하였다. 또한, GL보다 면역활

성이 증진된 균사체를 조제하기 위하여 MCM 기본배지에 65oBx

수삼추출물(GE)을 5, 10 및 15% 첨가한 혼합 액체배지에서 배양

한 수삼추출물-영지 균사체(GL-GE-5, 10, 15)도 동결건조하였다.

GE 첨가농도에 따른 면역활성 증진효과를 측정하고 활성 다당류

를 분리하기 위하여 각 균사체를 열수추출 및 에탄올 침전처리

하여 시료대조군인 일반-영지 균사체의 열수추출물(GL-HW)과 조

다당획분(GL-CP, 수율 0.74%) 및 수삼추출물-영지 균사체의 열수

추출물(GL-GE-5-, 10-, 15-HW)과 조다당획분(5% GE; GL-GE-5-

CP 원료대비 수율 1.42%, 10% GE; GL-GE-10-CP, 수율 1.96%;

15% GE; GL-GE-15-CP, 수율 2.94%)으로 분획하였다. 먼저, ICR

마우스의 복강으로부터 회수한 마크로파지 활성을 비교한 결과,

수삼추출물-영지 균사체의 열수추출물(GL-GE-5, 10-, 15-HW)에

서는 시료대조군인 GL-HW와 유의적인 활성의 차이를 보이지 않

았으나, 조다당획분에서는 GL-GE-15-CP(saline 대조군의 1.56배)

가 시료농도 100 µg/mL에서 GL-CP(1.40배)보다 유의적으로 활성

이 증가되었음을 알 수 있었다(Table 1A). 이러한 경향은 소장 내

Peyer’s patch를 경유한 장관면역 활성에서도 유사하게 나타나 열

수추출물의 경우에는 시료대조군인 GL-HW와 유의적인 활성의

차이를 보이지 않았으나, GL-GE-15-CP의 경우(1.44배)에 GL-

CP(1.32배)보다 유의성은 없었으나 활성이 증가됨을 확인할 수

있었다(Table 1B). 면역활성 결과로부터 MCM 배지에 GE가 15%

첨가된 혼합 액체배지에서의 영지버섯 균사체 배양은 면역활성

증진에 영향을 주고 있음을 확인할 수 있었으며, 고분자물질이

주성분인 조다당획분으로 분획되었을 때 활성차이가 커짐으로써

다당류 또는 단백다당 등의 고분자 물질이 활성증진에 관여하고
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있음을 알 수 있었다.

한편, 열수추출물로부터 에탄올 침전에 의해 분획된 조다당획

분은 주로 다당류 또는 단백다당의 고분자물질로 구성되어 있으

므로(31), 수삼추출물-영지 균사체 조다당획분(GL-GE-15-CP)의 면

역활성 증진에 관여하는 조다당획분의 특성을 검토하기 위하여

일반-영지 균사체 조다당획분(GL-CP)과 주요 구성분으로서 중성

당, 산성당과 단백질을 비교하였다. GL-GE-15-CP는 73.13%의 중

성당과 20.04%의 산성당 및 6.83%의 단백질로 구성되어 있는 반

면, 시료대조군인 GL-CP는 87.62% 중성당과 산성당(7.03%) 및

단백질(5.35%)을 소량 함유하고 있음을 확인할 수 있었다(Table

2). 즉, GL-GE-15-CP는 GL-CP보다 중성당은 감소하면서 상대적

으로 산성당이 증가되어 다당류 주성분인 중성당과 산성당 함량

에서 GL-CP와 유의적인 차이를 나타냄으로써 면역활성 증진에

주로 다당류가 관여할 가능성을 제시해 주었다. 따라서 GL-GE-

15-CP와 시료대조군인 GL-CP를 음이온교환수지로 분획하여 활

성을 비교하고 활성 다당획분에 대한 구성분 및 구성당을 검토

함으로써 수삼추출물-영지 균사체로부터 분리된 활성 다당획분의

구조적 특성을 제시하고자 하였다.

조다당획분의 DEAE-Sepharose CL-6B 분획 및 면역활성

일반-영지 균사체 조다당획분보다 면역활성이 증진된 15% GE

첨가 혼합 액체배지에서 배양된 수삼추출물-영지 균사체 조다당

획분(GL-GE-15-CP)으로부터 면역활성 다당획분을 분리하기 위하

여 DEAE-Sepharose CL-6B(Cl- form)의 음이온교환수지를 이용한

크로마토그래피를 실시하였다. GL-GE-15-CP는 증류수로 용출된

1개의 비흡착 획분(GL-GE-15-CP-I, DEAE loading 양 대비 수율

12.20%)과 NaCl 0.1-0.4 M에서 용출된 4개의 흡착획분(0.1 M; GL-

GE-15-CP-II 수율 5.33%, 0.2 M; GL-GE-15-CP-III 수율 16.47%,

0.3 M; GL-GE-15-CP-IV 수율 16.20%, 0.4 M; GL-GE-15-CP-V

수율 1.80%)으로 분획되었다(Fig. 1A). 한편, 시료대조군인 GL-

CP도 동일 컬럼에서 분획하여 GL-CP-I(DIW 용출획분, 수율

8.26%), GL-CP-II(0.1 M, 수율 17.12%), GL-CP-III(0.2 M, 수율

12.46%), GL-CP-IV(0.3 M, 수율 3.36%)와 GL-CP-V(0.4 M, 수율

2.44%) 및 GL-CP-VI(0.5 M)와 1.0 M 용출획분(GL-CP-VII)을 얻

을 수 있었다(Fig. 1B). 그러나 GL-GE-15-CP에서 NaCl 0.5 M 이

상 농도에서 용출되는 획분이 검출되지 않았고, GL-CP의 NaCl

0.5와 1.0 M 농도에서 용출된 획분은 중성당 및 산성당 함량이

극히 적었기 때문에 GL-CP-VI와 VII은 시료대조군에서 제외시

켰다. 조다당획분의 DEAE profile를 비교한 결과, GL-GE-15-CP

로부터 0.1 M NaCl에서 용출된 획분(GL-GE-15-CP-II)은 시료대

조군인 GL-CP-II보다 중성당과 단백질이 현저히 감소되는 profile

을, 0.2 M과 0.3 M NaCl에서 용출된 획분인 GL-GE-15-CP-III와

IV에서는 시료대조군보다 산성당이 현저히 증가되면서 단백질이

감소된 profile을 나타내었다. 또한, GL-GE-15-CP 분획에서는 NaCl

0.5 M 이상의 농도에서 GL-CP 분획과는 다르게 획분으로 인정

될 만한 profile이 검출되지 않아 수삼추출물-영지 균사체 조다당

획분은 시료대조군인 GL-CP와는 다른 다당류의 구성 및 분포를

나타내고 있는 것으로 확인되었다(Fig. 1).

한편, DEAE-Sepharose CL-6B의 음이온교환수지를 통하여 분

획된 획분들의 면역활성을 검토한 결과, Fig. 2에서 나타낸 바와

같이 마크로파지 활성에서는 GL-GE-15-CP로부터 분획된 GL-GE-

Table 1. Immunomodulating activity of fraction from

Ganoderma lucidum mycelium cultured in mushroom complete
medium (MCM) supplemented with ginseng extract (GE)

(A) Macrophage stimulating activity

Fraction (100 µg/mL)1) Relative activity (%)

Control (saline without sample) 100.00±10.36aA2)

Hot-water extract
(HW)

GL 122.29±4.04b

GL-GE-5 114.56±4.04b

GL-GE-10 124.23±8.72b

GL-GE-15 123.23±7.49b

Crude polysaccharide
(CP)

GL 139.97±4.44BC

GL-GE-5 134.32±4.03B

GL-GE-10 149.30±8.26CD

GL-GE-15 156.43±5.03D

(B) Intestinal immune system modulating activity through Peyer’s patch

Fraction (100 µg/mL) Relative activity (%)

Control (saline without sample) 100.00±2.77aA

Hot-water extract 
(HW)

GL 119.44±4.10bc

GL-GE-5 111.12±6.49b

GL-GE-10 121.33±8.94c

GL-GE-15 122.11±9.53c

Crude polysaccharide 
(CP)

GL 131.96±9.46B

GL-GE-5 132.37±7.56B

GL-GE-10 142.29±9.72B

GL-GE-15 144.40±15.5B

1)GL; G. lucidum mycelium cultured in only MCM without GE, GL-
GE-5/10/15; G. lucidum mycelium cultured in MCM supplemented
with 5, 10, or 15% GE.
2)Results expressed are mean±SD of quadruplicate samples, and means
with different superscript letters are significantly different in HW(a-c) or
CP(A-D).

Table 2. Chemical content and component sugar analysis of the

active fraction from GL-CP or GL-GE-15-CP on DEAE-

Sepharose CL-6B column chromatography

Fraction1) GL-CP GL-CP-II
GL-GE-15-

CP
GL-GE-15-

CP-II

Yield (%)2) 0.74 0.13 2.94 0.16

Chemical content (%)3)

Neutral Sugar 87.62±3.74bc 89.53±2.21c 73.13±3.86a 83.00±3.68b

Uronic acid 07.03±0.81ab 05.82±0.62a 20.04±2.65c 09.11±1.56b

Protein 05.35±0.65ab 04.65±1.08a 06.83±1.48bc 07.89±1.64c

Component sugar (mole%)

Arabinose

ND

0.77

ND

12.670

Xylose 6.53 1.72

Rhamnose 0.25 0.97

Fucose 10.110 3.15

Mannose 28.320 16.020

Galactose 31.770 24.090

Glucose 16.430 32.270

Uronic acid 5.82 9.11

1)GL-CP or GL-GE-15-CP; crude polysaccharide from Ganoderma
lucidum mycelium cultured in MCM without GE or supplemented
with 15% GE, GL-CP-II or GL-GE-15-CP-II; the active fraction
eluted by 0.1 M NaCl. 
2)Yield; percentage (%) against of the raw material weight.
3)Results expressed are mean±SD of quadruplicate samples, and means
with different superscript letters(a-c) were significantly different in each
nutrient. ND; not determined.
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15-CP-II와 III이 시료농도 100 µg/mL에서 조다당(saline 대조군의

1.46배) 및 다른 획분들(1.29-1.57배)보다 유의적으로 높은 마크로

파지 활성(1.75, 1.80배)을 나타내었다. 또한, 시료대조군과의 활

성비교에서도 동일 NaCl 농도에서 용출된 GL-CP-II와 III(1.48,

1.64배)보다도 유의적으로 마크로파지 활성이 증가되었음을 알 수

있었다(Fig. 2). 한편, 마크로파지 활성을 갖는 주요 획분들을 대

상으로 활성화된 마크로파지로부터 분비되어 자연살해세포 또는

T 세포 분화 및 활성화에 관여하는 cytokine으로 알려진 IL-12 생

산능을 비교한 결과, 100 µg/mL의 시료농도에서 수삼추출물-영지

균사체의 GL-GE-15-CP(4.29배)와 GL-GE-15-CP-II(5.68배)는 시료

대조군인 GL-CP(3.26배) 또는 GL-CP-II(4.46배)보다 유의적으로

IL-12 생산능이 증진되었음을 나타내었다(Fig. 3). 따라서 수삼추

출물-영지 균사체 조다당획분으로부터 분획된 GL-GE-15-CP-II는

일반-영지 균사체 조다당획분에서 분획된 동일획분보다 마크로파

지의 자극이 증진되었을 뿐만 아니라 이러한 자극이 선천면역계

(NK cell) 및 획득면역계(T cell)의 활성증진에도 중요하게 영향

을 미칠 수 있음을 확인할 수 있었다. Peyer’s patch를 매개로 한

장관면역 활성을 측정한 결과에서도 GL-GE-15-CP-II가 시료대조

군을 포함한 모든 획분 중에서 saline 대조군의 1.76배로 유의적

으로 가장 높은 활성을 나타내었고, 특히 동일 NaCl 농도에서 용

출된 시료대조군의 GL-CP-II(1.36배) 또는 가장 높은 활성을 갖

는 GL-CP-III(1.42배)보다 유의적으로 증가된 활성을 나타내었다

(Fig. 4).

한편, 지금까지 보고된 BRM(biological response modifier) 활성

을 가지는 다양한 종류의 물질은 항암제의 종양치료에서 면역자

극 활성에 기인되는 상승활성을 유도한다는 것이 잘 알려져 있

다(32). 특히 colon 26-M3.1 carcinoma 모델에서 면역자극 물질의

전신투여에 의한 암전이 억제활성은 주로 비특이적인 면역자극

활성에 의하여 유도된다는 것이 보고되고 있기 때문에(7,33), 본

연구에서는 지금까지의 면역활성 결과를 토대로 colon 26-M3.12

carcinoma 모델을 이용하여 수삼추출물-영지 균사체로부터 분리

된 활성 다당획분의 암전이 억제활성을 검토하였다. 식품소재로

서의 항종양전이 활성을 검색하기 때문에 경구투여에 의한 실험

방법이 적당하지만 경구투여 기간에 따른 시료가 충분히 확보되

지 않았고 정제되지 않은 시료에 대한 활성의 유무를 신속히 측

정하기 위한 방법으로서 정맥주사를 통한 실험들이 보고되고 있

기 때문에(7,32), 본 논문에서도 정맥주사로 시료를 주입하여 항

종양전이 활성을 검토하였다. 종양 접종 2일전에 200 µg/mouse의

GL-GE-15-CP-II와 시료대조군인 GL-CP-II를 각각 1회 정맥투여

한 결과, 72.8과 55.4%의 통계적으로 유의한 예방적 전이억제 활

성을 나타내었고(Table 3), 암전이를 억제하는 항종양 결과로부터

Fig. 1. Elution profile of GL-GE-15-CP or GL-CP on DEAE-

Sepharose CL-6B column chromatography (Cl− form). GL-GE-
15-CP; crude polysaccharide from Ganoderma lucidum mycelium
cultured in mushroom complete medium (MCM) supplemented with
15% ginseng extract (GE), GL-CP; crude polysaccharide from G.
lucidum mycelium cultured in only MCM without GE. Column size;

4.0×30 cm. ●; carbohydrate (490 nm), ○; uronic acid (520 nm), ▼;
protein (280 nm).

Fig. 2. Macrophage stimulating activity of subfraction from CL-

CP or GL-GE-15-CP on DEAE-Sepharose CL-6B column

chromatography. 1)CP; crude polysaccharide from Ganoderma
lucidum mycelium cultured in MCM without GE (GL) or
supplemented with 15% GE (GL-GE-15), CP-I; subfraction eluted
by DIW, CP-II~V; subfraction eluted by 0.1, 0.2, 0.3 and 0.4 M
NaCl. Results expressed are mean±SD of quadruplicate samples,
and means with different superscript letters were significantly
different.
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GL-GE-15-CP-II의 투여는 일반-영지 균사체의 GL-CP-II보다 증

진되었음을 알 수 있었다. 따라서 이러한 다양한 면역활성의 결

과로부터 수삼추출물-영지 균사체 조다당으로부터 DEAE-Sepharose

CL-6B 분획으로 분리된 활성 다당획분은 시료대조군인 일반-영

지 균사체 조다당으로부터 분획된 동일농도의 NaCl 용출획분 또

는 다른 획분들보다도 활성이 증가되었음을 알 수 있었으며 이

러한 사실로부터 영지 균사체 액체배양에서 수삼추출물 첨가는

면역활성 증진에 중요한 영향을 미치고 있는 것으로 확인되었다.

수삼추출물-영지버섯 균사체로부터 분리된 면역활성 다당획분

의 특성

수삼추출물-영지 균사체 조다당획분으로부터 분리된 면역활성

다당획분인 GL-GE-15-CP-II는 시료대조군인 GL-CP-II보다 증진

된 면역활성을 가지고 있음을 확인할 수 있었다. 따라서 수삼추

출물-영지 균사체의 활성 다당획분은 일반-영지 균사체 다당류와

는 다른 종류일 것으로 사료되어 활성획분의 구성분 및 구성당

을 시료대조군과 비교함으로써 활성 다당류의 구조적인 특성을

밝히고자 하였다. 먼저 GL-GE-15-CP-II는 중성당이 83.00% 함유

되어 있고, 산성당(9.11%) 및 단백질(7.89%)로 구성되어 있어 중

성당이 주성분임을 확인하였고, 동일 NaCl 농도에서 분획된 시

료대조군인 GL-CP-II도 중성당(89.53%)과 소량의 산성당(5.82%)

및 단백질(4.65%)을 포함하는 획분임을 알 수 있었다(Table 1). 따

라서 유의성은 있었으나 구성분 함량에서 큰 차이를 나타내지 않

았으므로 다당류의 구성당 분포를 확인하기 위하여 alditol acetate

유도체로 조제한 후 GC분석을 실시하였다. 일반적으로 조다당획

분의 경우에는 분획되지 않은 다양한 종류의 다당류가 함유되어

있어 구성당을 분석하여도 주요한 다당류를 판단하는 것이 어려

우므로 GL-CP와 GL-GE-15-CP의 구성당은 분석하지 않았다(Table

1의 ND). 구성당 분석결과 (Table 1), 시료대조군 획분보다 면역

활성이 증진된 GL-GE-15-CP-II는 GalA와 GlcA 등이 포함된 산

성당(uronic acid)과 Ara, Man, Gal와 Glc의 중성당이 함유되어 있

었다(molar ratio; uronic acid : Ara : Man : Gal : Glc=0.28 : 0.39 :

0.50 : 0.75 : 1.00). 그러나 시료대조군인 GL-CP-II는 구성분 함량

에서는 GL-GE-15-CP-II와 유사하였으나 구성당 분포에서는 Man

와 Glc의 주 구성당 및 Ara와 Fuc의 비율에서 상당한 변화를 보

이고 있음을 확인할 수 있었다(molar ratio; uronic acid : Fuc :

Man : Gal : Glc=0.18 : 0.32 : 0.89 : 1.00 : 0.52). 일반적으로 인삼의 다

당류에는 GalA, Gal와 Ara를 주 구성당으로 하는 ginseng pectic

polysaccharide가 많이 보고되고 있다(34,35). 따라서 시료대조군인

GL-CP-II와의 구성당 비교결과, GL-GE-15-CP-II의 산성당 및 Ara

증가는 단순히 수삼추출물이 첨가된 것에 기인한다고 생각할 수

Fig. 3. Interleukin-12 production of the active subfraction from

GL-CP or GL-GE-15-CP on DEAE-Sepharose CL-6B column

chromatography. 1)GL-CP or GL-GE-15-CP; crude polysaccharide
from Ganoderma lucidum mycelium cultured in MCM without GE
or supplemented with 15% GE, GL-CP-II or GL-GE-15-CP-II; the
active fraction eluted by 0.1 M NaCl. Results expressed are
mean±SD of quadruplicate samples, and means with different
superscript letters were significantly different in 100 µg/mL(a-d).

Fig. 4. Intestinal immune system modulating activity through

Peyer’s patch of subfraction from GL-CP or GL-GE-15-CP on

DEAE-Sepharose CL-6B column chromatography. 1)CP; crude
polysaccharide from Ganoderma lucidum mycelium cultured in
MCM without GE (GL) or supplemented with 15% GE (GL-GE-
15), CP-I; subfraction eluted by DIW, CP-II~V; subfraction eluted
by 0.1, 0.2, 0.3 and 0.4 M NaCl. Results expressed are mean±SD of
quadruplicate samples, and means with different superscript letters
were significantly different.

Table 3. Anti-metastatic activity of the active subfraction from

GL-GE-15-CP on DEAE-Sepharose CL-6B column

chromatography

Fraction1)
Number of lung metastasis (Inhibition %)2)

0 µg/mouse 50 µg/mouse 200 µg/mouse

Tumor control3) 124.0±7.9 (0.0)d - -

GL-CP - 84.0±5.2 (32.3) 68.0±7.7 (45.2)c

GL-CP-II - 80.2±5.4 (35.3) 55.3±5.9 (55.4)b

GL-GE-15-CP - 69.5±4.1 (43.9) 54.2±9.9 (56.2)b

GL-GE-15-CP-II - 58.8±6.3 (52.6) 33.8±6.1 (72.8)a

1)GL-CP or GL-GE-15-CP; crude polysaccharide from Ganoderma
lucidum mycelium cultured in MCM without GE or supplemented
with 15% GE, GL-CP-II or GL-GE-15-CP-II; the active fraction
eluted by 0.1 M NaCl.
2)Four BALB/c mice per group were administered i.v. with each active
fraction 2 days before i.v. inoculation of colon 26-M3.1 carcinoma
cells (3×104 cell/mouse). Mice were killed 14 days after tumor
inoculation for evaluation. 
3)For lung metastasis inhibition, control is tumor-beared one without
any active fraction administration.
Results expressed are mean±SD of quadruplicate samples, and means
with different superscripts were significantly different in 200 µg/
mouse dose.
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있으나 Man와 Fuc가 감소되면서 Glc가 현저히 증가된 결과는 균

사체가 배양되는 과정에서 생물학적인 전환과정도 유도되고 있

을 가능성을 보여주는 것으로 추정할 수 있다. 특히, 균사체에 다

량 함유되어 있는 것으로 보고되고 있는 mannan 또는 heteroglu-

can으로부터 유래된 Man, Xyl, Fuc와 Glc 구성당 비율에서 현저

하게 변화를 보이고 있는 것이 이런 가능성을 높여주고 있는데,

향후 이를 보다 명백히 밝히기 위하여 활성 다당획분의 완전정

제 및 결합양식 등의 구조적 규명과정이 반드시 연구되어야 할

것으로 보인다.

요 약

영지버섯 균사체(Ganoderma lucidum, GL)의 면역활성을 증진

시키기 위하여 기본배지인 mushroom complete medium(MCM)에

수삼추출물(GE, 65oBx)을 농도별로 첨가한 혼합 액체배지에서 균

사체를 배양한 후 원심분리로 균사체를 회수하여 동결건조하고

열수추출과 에탄올 침전처리를 이용하여 조다당획분(CP)을 분획

하였다. MCM 부피의 15% GE가 첨가된 혼합배지에서 배양된

수삼추출물-영지 균사체의 GL-GE-15-CP는 100 µg/mL의 농도에

서 5%와 10% GE가 첨가된 GL-GE-5-, 10-CP 및 GE가 첨가되

지 않은 일반-영지 균사체의 GL-CP보다 유의적으로 높은 마크

로파지 활성을 나타내었으며, Peyer’s patch를 경유한 장관면역 활

성도 증진되었음을 확인할 수 있었다. 활성획분인 GL-GE-15-CP

는 DEAE-Sepharose CL-6B의 분획을 통하여 GL-GE-15-CP의 다

른 획분 또는 시료대조군인 GL-CP로부터 분획된 모든 획분보다

유의적으로 높은 마크로파지 활성, IL-12 생산능 및 장관면역 활

성(각각 1.75, 5.68, 1.76배)을 갖는 다당획분인 GL-GE-15-CP-II을

분리하였다. 또한, GL-GE-15-CP-II는 동일 NaCl 농도에서 분획된

시료대조군인 GL-CP-II보다 200 µg/마우스의 농도에서 colon 26-

M3.1 carcinoma cell에 대하여 유의적으로 높은 암전이 억제활성

도 보여주었다(tumor control의 72.8% 억제활성). 한편, 활성 다당

획분인 GL-GE-15-CP-II는 주로 중성당(83.00%)과 산성당(9.11%)

으로 구성되어 있었으며, 구성당 분석결과에서 Ara, Man, Gal와

Glc의 중성당으로 구성되어져 있음을 확인할 수 있었다(molar

ratio; 0.28 : 0.39 : 0.50 : 0.75 : 1.00). 따라서 영지버섯 균사체 배양

에 있어서 MCM 기본배지에 수삼추출물의 첨가는 균사체의 면

역활성 증진에 중요하게 작용하는 것으로 보이며, 활성 다당획분

의 구성당 분포를 비교할 때 중성 다당류가 면역활성 증진에 관

여하고 있는 것으로 확인되었다.
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