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요 약 문

제 목.Ⅰ

버섯균사체 배양물 유래 허혈 및 간 보호 기능성 소재 개발 (Functional materials
derived from the cultures of mushroom mycelia for the protection of ischemic and
liver damage in animals and humans)

연구개발의 목적 및 필요성.Ⅱ

연구개발의 목적1.
Gluvone (isoflavone-O 이 함유된 버섯균사체 배양물을 생산하고 이들-D-glucan)
배양물의 간독성 개선 및 허혈 재관류 심장질환 개선 효과 구명을 목적으로 한다- .

전형적인 의 추정 분자구조[ Gluvone ]

연구의 필요성2.

가 기술적 측면.
(1) 은 본 연구진이 콩을 배지로 하여 버섯균사체를 액체배양하여Gluvone
개발한 물질로 특히 과 이isoflavone ( genestein) -D-glucan -β O 화- ether
된 신물질이다 특허 제 호( 0491186 ).

은 면역증강 등의 효과를 가지고 있는 물질로 밝혀졌으나 허혈(2) Gluvone ,
및 간 보호 기능성이 있는 것으로 나타났으므로 이러한 기능성을,
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실용화하기위해서는 이에 대한 구체적인 연구가 필요하다.

나. 경제 산업적․ 측면

은 의약품과 건강보조식품에 널리 사용될 수 있는 기능성(1) Gluvone
소재로써 약 억불 규모로 추정되는 세계시장에서 허혈 및 간 보호, 650
기능이 있는 소재로써 중요하게 활용될 수 있는 소재이다.

에 대한 임상자료와 허혈 및 간 보호 기능에 대한 근거자료는(2) Gluvone
국내시장확대와 외국으로 제품을 수출하는데 중요하다.
생산자는 부가가치가 높아 경제성이 있고 소비자에게는 저렴한 가격의(3) ,
제품개발이 필요하다 현재 시판되고 있는 허혈 및 간 보호 기능성 소재에.
비해 본 제품은 버섯균사체에 의해 대량으로 생산될 수 있으므로 수요의,
증가와 함께 소재자체의 원가가 저렴해질 수 있는 장점을 가지고 있다.
수입대체를 위한 국내에서 생산이 가능한 소재의 개발이 필요하다(4) .

연구개발 내용 및 범위.Ⅲ

기능성 버섯균사체 배양물 생산1.

가 기능성 성분 고 함유 버섯균사체 배양물 생산.
버섯균주 신령버섯(1) : (Agaricus Blazei: 표고버섯AB), (Lentinus edodes;

느타리버섯LE), (Pleurotus ostreatus: 상황버섯PO), (Phellinus linteus;
PL)
최적 배지조성 기(2) : 선발된 버섯균에 의해 액체배지에서 생성이Gluvone
최대로 생산될 수 있도록 이미 개발한 배지를 기본으로 하여 여러 가지

전구물질을 첨가함으로써 과 의isoflavone aglycon -D-glucan, Gluvoneβ
수율을 더욱 높여 최적 액체배지조성을 개발.
최적 배양조건 배양온도 항온 변온 통기량 배양기간(3) : ( / ), ,

나 유용소재의 분리동정 및 배양추출물 조제. ․
유용소재의 분리 및 동정(1)
유용소재를 다량 함유한 분획 제조 분자량에 의한 유용소재 다량 함유(2) :
분획 제조

유용소재를 다량 함유한 농축액 제조(3)
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간 독성완화 효과2.
가 사염화탄소로 유도한 의 간 독성완화. mouse
나 알콜 유도 간 손상 보호효과.
다 알콜 섭취자의 간 보호 효과 및 작용. mechanism

심근허혈 재관류 손상억제 확인3. - (in vivo)
가 허혈 심근 재관류 동물 모델 확립 및 약효 검증. -
나 심근세포 배양에 의한 약리작용기전.
다 심장이외 혈관에 대한 독성 및 작용.

시제품 개발4.
가 농축액 파우치 병. ( , )
나 연질캡슐 분말. ,

연구개발 결과.Ⅳ

기능성 버섯균사체 배양물 생산1.

가 버섯균주 선발. : 버섯균주를 고체배지 배지 에서 일간 생장 정도와(PDA ) 14
액체배지에서 균사생장정도 및 의 생성량 등을 근거로 를-glucan ABβ

생산용 버섯균주로 선발하였다 또한 와 유사한 효과를 갖는Gluvone . AB
를 간독성 완화를 위한 임상실험용 시료 생산에 사용하였다LE .

나 배양조건 확립.
생성을 유도하기 위하여 기본액체배지 황백당(1) Gluvone [ 1.2%,

MgSO47H․ 2O 0.0375%, H2PO4 에 를0.0375%] Soybean paste 1.0%
첨가하는 것 이 가장 우수하였다.

및 를 이용하여(2) AB LE 기능성 성분 을 고 함유 할 수 있는 최적(Gluvone)
배양 조건은 가 높고Brix , 균사생장이 활발하고 잡균의 오염이 적게
발생하는 에서 일간 통기량은 항온 배양하는 것이었다25 5 , 1.5 v/v/m .℃

다. 버섯균사체액체배양물의 유효성분 및 구조분석
은 버섯균사체배양물의 고형분에 함유되어 있다(1) Gluvone 2% .
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분리된(2) 의 총 고형분 함량은 였고Gluvone 98.3% , carbohydrates 76.6%,
기타 였다protein 19.6%, isoflavone 2.1%, 1.7% .

중(3) Carbohydrate 로 구성되었다glucose 51%, fructose 47%, ribose 2% .
의 아미노산 조성은(4) Protein Asx, Thr, Ser, Glx, Pro, Gly, Ala, Cys, Val,

와 로 구성되어 있었으며 그Met, Iso, Leu, Try, Phe, His, Lys Arg ,
구성비는 각각 21.9, 5.7, 4.9, 12.5, 3.6, 7.2, 5.7, 0.9, 3.8, 1.0, 2.8, 4.7, 0.9,

였다7.8, 4.9, 7.8, 3.9 % .
은(5) Isoflavone 으로 구성되어 있었고daidzin, genistin, daidzein, genistein ,

그 구성비는 각각 였다18.9, 24.4, 37.4, 19.3 % .
분자량은 에 의해 약(6) Size exclusion chromatography 이었다9,400 ± 500 .

(7) 1 등의 결과를 종합하여 은 이H NMR spectroscopy Gluvone isoflavone
된 의 물질임을 예측할 수 있었다conjugated glycoprotein .

이 함유된 버섯균사체 배양물의 심근허혈 재관류 완화 효과2. Gluvone -

가 손상억제 확인 심근허혈 조직 검사. ( )
계통의 휜쥐 를 심장 허혈 재관류(1) Sparague-Dawley (220 g 250 g)～

모델로 만든 후 손상억제 확인한 결과 허혈 재관류 시간 전에 투여 시- 1
심근경색정도가 줄어드는 것을 보인 것이다 투여에 의해. Daidzein
심근경색이 정도 감소함을 알 수 있었다20% .

을 씩 일간 경구투여 시 혈압에는 일부 효과를 보이나(2) Daidzein 5 mg/kg 5
심박동수에는 커다란 영향을 주지 않았다 또한 은 좌심실. Daidzein
수축력을 통계적으로 유의하게 증가 시키며 좌심실 발생압력도

증가시켰다.

나 심근 허혈 재관류 손상에 대한 심근 보호효과. -
함유 버섯균사체배양물 으로 줄임 를 투여 전 후 에(1) Gluvone (Gluvone )

혈압에 대한 영향을 살펴본 결과 혈압에 대해 수축기 이완기 모두,
허혈 재관류 손상 쥐에 비해 개선하였고 평균혈압도 유의하게- ,
개선하였다.
좌심실 이완말기 압력 이 약 로서 심근 손상 시(2) (LVEDP) 10 mmHg
나타나는 압력이 투여에 의해 약 정도 줄어 들었고 좌심실Gluvone 50% ,
기능이 회복되면 심근 수축력이 회복되어 단위시간 당 수축능력
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이 증가되는데 이 수치 역시 에 의해 유의하게(dP/dT) Gluvone
증가되었다.
심박동수와 좌심실 압력을 호전 시키는 결과를 보여 심근경색 시 저하된(3)
심장 기능에 보호 효과를 보였다.

다 심근 허혈 재관류 손상에 대한 기능개선 및 심근경색 억제. -
재관류 시간 후 허혈 재관류 손상에 대한 심장기능의 확인은(1) 24 - Miller

를 경동맥을 통해 좌심실까지 삽입하여 측정한 결과catheter Control,
처리구에서 와 에Gluvone, Daidzein area at risk area at risk/LV (%)

차이가 없었다.
의 투여는 의 투여와 비교하여(2) Gluvone (5 mg/kg) Daidzein (5 mg/kg)

혈압 에 미치는 영향은 허혈 재관류(MAP, mean arterial pressure) I/R ( - )
손상 시 저하되었던 혈압 을 각각 로 유의 하게(67 mmHg) 79 mmHg
상승시켰으며 좌심실 수축기압 을 유의성 있게(LVSP) (p<0.05)
증가시켰으며 또한 처리는 의 처리보다 다소 증가효과가Gluvone Diadzein
낮았으나 처리보다는 증가 시킨 것을 확인할 수 있었다, control .
작용기전 연구(3)
가 허혈 재관류 손상 보호 작용기전 자체는 를( ) - : I/R rm NF-kB complex

에서 으로 이동시켰으나cytosol nucelar fraction NF-kB
이 처리 군과 투여 군에서 억제됨을 볼translocation Gluvone Daidzein

수 있었다 따라서 이 보다 강함을 알 수 있었다. Daidzein Gluvone .
나 염증성 측정 대표적 염증성 인 와 를( ) cytokine : cytokine TNF- IL-6α

를 사용하여 측정한 결과 는 와 모두kit I/R stress IL-6 TNF-α
현저히 상승되었으나 상대적으로 및 투여 군에서Daidzein Gluvone
줄어들었음을 알 수 있었다.

다 심장주변의 중성구 침입에 대한 조직 염색 연구 은 심장 조직에( ) : I/R
산화적 스트레스로 인한 의 이 되어 있는 것을 알nutrophil infiltration
수 있으며 이에 반해 이나 투여 군에서는 로Daidzein Gluvone I/R
인한 산화적 스트레스가 현저히 줄어들었음을 활성도와 면역MPO
조직 염색으로 확인 할 수 있었다 따라서 이들이 산화적 스트레스를.
감소시킨다는 사실을 알 수 있었다.

라 활성 측정 은 유의하게( ) Capases-3 : Daidzein (p<0.05) caspase-3
활성도를 억제하는 반면 은 통계적으로 유의 하지는 않았으나Gluvone
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활성을 억제하는 것으로 나타났다 따라서 이들은 세포의Caspases-3 .
에 관여하는 것을 알 수 있었다apoptosis .

마 심근세포에서 에 해당하는 산화적 손상을( ) I/R H2O2를 가하여
세포손상을 주고 이에 대한 과 의 효과를 본 결과Gluvone Daidzein

를 과 은 각각 과cell viability Daidzein Gluvone 5 uM 2 mg/ml
농도에서 가장 좋은 효과를 보였다 이러한 결과는 결과와도. in vivo
일치 하는 것으로 생각된다 또한 억제 효과가 에서도. NF-kB cell
나타나는지를 확인한 바 활성도가NF-kB luciferase H2O2에 의한

활성도를 줄임을 확인하였다luciferase .

라 심근허혈 재관류 손상에 대한 부작용 여부. - :
혈관 반응성 혈관의 수축과 이완 반응을 상에 나타난 것을(1) : physiograph

한 결과 약 분간 평형을 유지 한 상태에서 이때tracing 10-20
을 투여 하면 내피세포가 존재 할 경우acetylcholine (1 mM) [endothelium

에는 혈관이 이완을 일으켰으며 내피세포를 제거 시킨 혈관(+)] ,
에서는 에 의한 이완 반응이 약함을 알 수[endothelium (-)] acetylcholine

있다.
심장조직에 침착억제 흰쥐의 심장조직에 허혈 재관류(2) polymorphonuclear : /
시 등 세포들이 침착되는데 반해neutrophile polymorphonuclear Gluvone
투여 쥐의 경우는 그 침착이 적음을 알 수 있다(P<0.05).

은 혈관반응에 있어서 함유 유무에 상관없이 내피세포(3) Gluvone isoflavone
의존적 이완반응을 나타내었으며 심장에 대한 단핵세포의 침착을

억제함에 있어서는 함유한 분획 추출물이 효과를isoflavone EtOH
나타내었으며 효과를 나타내는 농도 범위에서는 심장 및 혈관에 부작용을

나타내지 않음을 알 수 있다.

함유 버섯균사체 배양물의 간독성 개선 효과3. Gluvone

가 사염화탄소로 유도한 흰쥐의 간 독성 개선효과.
사염화탄소(1) 투여군의 및 활성은 정상대조군에 비해 유의적으로GOT GPT
높게 나타났으나 의 섭취는 사염화탄소, gluvone, gluvone(-iso), silymarin
투여군에 비해 및 활성을 감소시켰다GOT GPT .

및 은 사염화탄소(2) Gluvone silymarin 투여군에 비해 혈장 및bilirubin LDH
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활성을 감소시켰다.
은 간 조직의 함량을(3) Gluvone, gluvone(-iso), silymarin TBARS

감소시키고 농도 및 활성을 증가시켰다glutathione , SOD catalase .
및 은 사염화탄소 투여로 인한 간 조직의(4) Gluvone silymarin

지방변이 를 완화시켰다(fatty change) .

나 알코올성 간질환 동물모델에 있어서 간 보호 효과 및 작용. mechanism
활성은 에탄올의 섭취에 의해 증가되었으나(1) GOT, GPT, ALP, LDH ,

및 의 섭취는 이를 유의적으로 감소시켰다gluvone silymarin .
및 은 에탄올군에 비해 혈장 을(2) Gluvone silymarin HDL-cholesterol

증가시키고 간 조직의 콜레스테롤 및 중성지방을 감소시켰다, .
및 은 에탄올군에 비해 간 조직의 함량을(3) Gluvone silymarin TBARS

감소시키고 농도를 증가시켰다glutathione .
및 은 에탄올군에 비해 간 조직의 및(4) Gluvone silymarin SOD catalase

활성을 증가시켰고 은 활성을 증가시켰다silymarin GSH-px .
및 은 에탄올군에 비해 혈장 활성 및 간 조직의(5) Gluvone silymarin ADH
단백질 발현량을 증가시켰다CYP2E1 .

에탄올군의 간 조직은 지방변이 및 가 관찰되었으며 및(6) necrosis , gluvone
군은 지방 변성이 억제되고 가 관찰되지 않았다silymarin necrosis .

다 알코올 섭취자에 있어서 버섯제품의 간보호효과 검증.
대조군과 함유 표고버섯균사체 배양물 역시 으로 함 군(1) Gluvone ( Gluvone )
모두 신체계측치 및 혈압은 주의 시험기간 전 후에 유의적으로15 ,
변화하지 않았다.

의 섭취는 혈청 및 활성을 감소시키고(2) Gluvone GOT GPT , -GTγ
활성에는 유의적인 영향을 주지 않았다.

은 혈청 중성지방 및 콜레스테롤 농도를 감소시켰다(3) Gluvone .
은 혈청 을 감소시키고 농도를 증가시켰으나(4) Gluvone TBARS , glutathione ,

항산화계 효소 활성에는 유의적인 영향을 주지 않았다.
은 림프구 손상 및 소변 농도에 유의적인 영향을(5) Gluvone DNA 8-OHdG

주지 않았다.
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함유 버섯균사체 배양물의 안전성 평가4. Gluvone

가 유효성분의 단기 투여에 대한 안전성 에 대한 급성시험. (mouse ): Gluvone
함유 신령버섯균사체 배양물 을 농도별(Gluvone) (0, 15, 21.3, 30, 42.3, 60

로 암수 각 마리에 경구투여 하여/30 g mouse body weight) ICR 5㎎
급성독성시험을 수행하면서 일간 사망수를 조사하였고 여러 가지7 ,
임상학적인 변화를 관찰한 결과 급성독성을 보이지 않았다.

나 유효성분의 장기 투여에 대한 안전성 에 대한 아급성시험. (mouse )
에 대한 시료를 농도별Gluvone (0, 15, 21.3, 30, 42.3, 60 /30 g mouse body㎎
로 암수 각 마리에 경구투여 하여 아급성 독성시험을 주간weight) ICR 5 4

수행하면서 사망수 및 임상 증상을 관찰한 결과 사망한 동물은 암수mouse
모두에서 없었으며 임상증상 관찰에서는 시료 투여 직후 암수는 약간의

행동저하 증상을 보였으나 점차적으로 행동이 정상적으로 회복되는 것을,
관찰할 수 있었다 이 결과는 이 경구 아급성 독성실험에서 아무런. Gluvone
독성을 보이지 않았다는 것을 의미하였다.

연구성과 활용계획.Ⅴ

활용방안1.
가 국내외 특허출원을 할 것이다. .
나 현장지도 및 교육 자료로 이용할 것이다. .
다 버섯균사체를 이용하여 다른 생물전환된 기능성 소재를 생산하는 방법으로.
활용할 것이다.

라 가격이 저렴하고 부작용이 없는 허혈 및 간질환 치료제 소재로 개발할.
것이다.

마 버섯의 허혈 및 간질환 치료제 자료임을 홍보하여 버섯 소비촉진 자료로.
활용할 것이다.

홍보전략2.
가 국내외 학회에 연구결과 발표할 것이다. .․
나 국내외 관련 전시회 참여 한국 미국 일본 중국 유럽 할 것이다. ( , , , , ) .․

기존 시장 진입 및 판매전략3.
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가 주 바이오텍에 간기능성 보호 효과 개별인증 신청자료로 활용할 것이다. ( )HK .
나 주 바이오텍에서 허혈 및 간질환 치료제 소재로 개발 후 타사에 원료. ( )HK
공급할 것이다.

다 주 바이오텍 영업망을 통한 판매할 것이다. ( )HK .
라 기능성 식품회사와 제약회사 식품사업부에 원료 공급할 것이다. .

수출계획4.
가 일본 현재 주 바이오텍의 버섯균사체제품을 수입하여 판매하고 있는. : ( )HK

을 통해 판매할 계획이다Air-rising .㈜
나 미국 동부거점 뉴욕 서부거점 씨애틀 남부거점 텍사스 대형 건강식품. : ( ), ( ), ( )
유통망 등 및 제약회사와의 접촉할 계획이다(GNC ) .

다 중국 항주의 간질환 및 항암환자 협회 회원수 약 명 에 보급 후 각. : ( 10,000 ) ,
성으로 진출 차 항주의 간질환 및 항암환자 협회를 통한 판매가 활발해(1
지면 다른 성에도 공략 할 것이다, ) .

라 동남아 인도 말레이시아 필리핀 등의 국제 박람회 참가를 통한 시장조사. : , ,
및 홍보를 통한 관련회사 발굴 및 접촉할 것이다.
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SUMMARY

The purpose of this study is largely focused on the preparation of
submerged-liquid culture of mushroom mycellia, which exhibited activities of
protections against chemical-induced rat liver injury and alcohol-abused human
liver damage, and rat ischemia-reperfusion injury as well.
Agaricus blazei (AB) and Lentinus edodes (LE) were selected for preparation

of submerged-liquid cultures, because of their growth rate and/or production
ability of b-D-glucan in liquid media containing soybean flake and food grade
isoflavones. The liquid cultures were auto-incubated at 53C (pH 5.5) for 3 hrs,
followed by filtration. Supernatants were collected and treated with 80% ethanol
to obtain precipitate, which is, in turn, treated 3 more times with 80% ethanol.
The recovered precipitate was designated as Gluvone sample because of
containing Gluvone (isoflavone-O-b-D-glucan) as a active compounds. Gluvone
is glycoproteins conjugated with isoflavones which have the approximate
molecular weight of 9,400 daltons. Gluvone was composed of 76.6%
carbohydrates (51% glucose, 47% fructose 47%, and 2% ribose), 19.6%
proteins, 2.1% isoflavones (18.9% daidzin, 24.4% genistin, 37.4% daidzein, and
19.3% genistein) and 1.7% others. Gluvone from AB culture (designate Gluvone
sample) was used as a sample for the test of rat ischemia-referpusion injury
protection and chemical-induced rat liver injury protection, whereas Gluvone
from LE culture (designate GLE sample) was used as a sample for the test of
alcohol-abused human liver damage protection.
The protective effects of Gluvone sample on ischemia-reperfusion was

examined in rat model. Gluvone improved blood pressure (both systolic and),
relative to ischemia-referpusion rats. LVEDP was reduced to 50%, whereas
dP/dt value by Gluvone significantly elevated. These results suggest that
Gluvone improved the function of hart, suppressed by myocardial infarction.
Such activities of Gluvone on ischemia-reperfusion injury in rats might be due
to reduction of the translocation of NF-kB complex from cytosol to nuclear,
reduction of TNF-a and IL-6 expressions, reduction of oxidative stress, and
reduction of cell apoptosis. Gluvone sample did not show any adverse effects on
ischemia-referpusion injury in rats when assayed by reactivity in artery and
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deposit polymorphonuclear in heart tissues.

The protective effect of Gluvone sample against CCl4-induced liver damage
was studied in rats. Consumption of Gluvone and silymarin significantly
deceased plasma bilirubin and LDH activity which were increased by injection of
CCl4.Consumption of Gluvone sample, Gluvone sample without isoflavone(-), and
silymarin significantly reduced GOT and GPT activities induced by CCl4.
Gluvone sample, Gluvone sample (-), and silymarin significantly reduced hepatic
TBARS, and increased GSH and activities of SOD and catalase.
The protective effect of Gluvone sample against alcohol-induced liver damage
was also studied in rats. Consumption of Gluvone and silymarin significantly
deceased GOT, GPT, ALP and LDH activities which were increased by chronic
consumption of ethanol. Gluvone and silymarin significantly decreased
cholesterol, triglyceride and TBARS of liver compared with ethanol group.
Gluvone and silymarin increased hepatic activities of SOD and catalase. It was
suggested that Gluvone can protect against liver damage by inducing CYP2E1
expression and antioxidant effect. Twenty moderate alcohol drinkers were
offered GLE sample or placebo for 15 weeks. Consumption of GLE significantly
reduced serum GOT and GPT activities without influencing -GT. GLE sampleγ
was effective in decreasing serum cholesterol and triglycerides. Consumption of
GLE sample reduced plasma TBARS and increased glutathione levels. Thus it
could be concluded that GLE sample is useful in improving liver function and
controlling hyperlipidemia in alcohol drinkers.

In summary, Gluvone samples could be protect a ischemia-referpusion injury
and a chemical- and/or alcohol-induced liver injury.
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제 장 연구개발의 개요1
제 절 연구개발 목표1

최종목표1.
본 연구에서는 “버섯균사체 배양물과 이 배양물에서 유래한 허혈 및 간 독성

완화 기능성물질 특히, Gluvone(isoflavone-O-glucan)의 생산과 간독성 개선 및
허혈 재관류 심장질환 개선 효과 구명- ”을 목적으로 한다.

주요 연구개발목표와 내용2.
연구개발 목표 연구 내용

기능성 성분 고함유□
버섯균사체 배양물 생산

조건구명

최적 버섯균의 선발○
최적 배지조성의 개발○
기능성물질 분리 (Biomarker)○

유용소재의 분리동정 및□ ․
구조분석

유용소재의 분리 및 동정○
유용소재를 다량 함유한 분획 제조○
유용소재를 다량 함유한 농축액 제조○

소재에 대한 효능 및 기전□
시험 (in vitro 및 in vivo)

심근허혈 재관류 손상억제 작용기전 확립-○
간독성 완화 효과 검증○
동물실험 유효성분 안전성 검사( )○
알콜섭취자의 간 보호 효과○

제품화□ 농축액 파우치 병( , )○
분말Tablet,○
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제 절 연구개발 필요성2
연구개발의 필요성1.

가 기술적 중요성.
은 본 연구진이 개발한 신물질로 원천기술이다(1) Gluvone .

가 은 본 연구진이 콩을 배지로 하여 신령버섯균사체를( ) Gluvone
액체배양하여 개발한 물질 로 특히 과(Figure 1) isoflavone ( genestein)

이-D-glucanβ -O- 화 된 신물질이다 특허 제 호ether ( 0491186 ).
나 을 함유하는 배지에서 버섯균사체를 배양함으로써( ) Isoflavone glycone

을 생성시키고 버섯균사체로부터 생성되는 을aglycone , -D-glucanβ
함유하면서 과 의 를 생성시키는isoflavone -D-glucan conjugateβ
기술로써 현대인이 필요로 하는 기능성소재와 제품의 개발이 가능한,
기술이다.

다 예비실험에서 은 면역증강 등의 효과를 가지고 있는 물질로( ) Gluvone
밝혀졌으나 허혈 및 간 보호 기능성이 있는 것으로 나타났으므로, ,
이러한 기능성을 실용화하기위해서는 이에 대한 구체적인 연구가

필요하다.
허혈 및 간 보호 기능이 있는 에 관한 구체적이고 체계적인(2) Gluvone
기작연구는 이를 신기능성 물질로 활용하기 위해서 매우 중요하다.
가 현재까지 에 관한 연구는 세포수준에서 그리고 복수암( ) Gluvone mouse
모델 수준에서 항암성이 연구되었지만 허혈 및 간 보호 기능성에 대한,
체계적인 연구결과가 없다.

나 허헐 및 간 보호 기능이 있는 의 분자량 범위 및 작용기작이( ) Gluvone
밝혀질 경우 이나 과 만찬 가지로 이를 함유하는isoflvone -D-Glucan ,β
식품으로 그리고 건강기능성 소재로 사용할 수 있을 것이다, .

전형적인 의 예상 화학구조Figure 1. Gluvone .
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나 경제산업적 중요성. ․
은 의약품과 건강보조식품에 널리 사용될 수 있는 기능성(1) Gluvone

소재로써 약 조 억으로 추정되는 국내 건강기능성식품시장과 약, 1 500
억불 규모로 추정되는 세계시장에서 허혈 및 간 보호 기능이 있는650

소재로써 중요하게 활용될 수 있는 소재이다.
에 대한 임상자료와 허혈 및 간 보호 기능에 대한 근거자료는(2) Gluvone

국내시장확대와 외국으로 제품을 수출하는데 중요하다 과. Isoflavone
의 복합체인 은 인구의 고령화와 더불어 현대-D-glucan Gluvoneβ

성인병인 허혈 및 간기능 손상의 치료와 예방을 위한 기능성소재

식품 이다( ) .
생산자는 부가가치가 높아 경제성이 있고 소비자에게는 저렴한 가격의(3) ,
제품개발이 필요하다 현재 시판되고 있는 허혈 및 간 보호 기능성 소재에.
비해 본 제품은 버섯균사체에 의해 대량으로 생산될 수 있으므로 수요의,
증가와 함께 소재자체의 원가가 저렴해질 수 있는 장점을 가지고 있다.
갱년기나 성인병 증가로 인한 생산성 저하현상의 개선을 위해 필요하다(4) .
폐경 전후의 여성이나 중장년층의 경우에 발생하는 성인병인 허혈 및․
간기능 저하에 관해서는 병이 진전됨에 따라 보통의 경우 활동성이

저하되고 무기력해짐으로 생산성이 저하됨은 물론 경제산업에 간접적인․
악영향을 미친다.
수입대체를 위한 국내에서 생산이 가능한 소재의 개발이 필요하다(5)
가 현재 사용되고 있는 건강보조식품 소재는 많은 양을 수입에 의존한다( ) , .
나 최근 국내 허혈 및 간 보호 기능성 소재를 함유한 기능성 식품이( )
급속히 늘어나는 만큼 외화유출이 심각하여 이를 대체할 수 있는

연구개발이 필요하다.
부적절한 식생활습관 운동부족 스트레스를 많이 받는 현대인에게(6) , ,
발병하는 성인병인 허혈 및 간 기능 손상의 예방 및 치료가 필요함.
가 현대 의학의 눈부신 발전에도 불구하고 의학계는 만성 성인병 및 노화( )
관련 질환에 대해 약물과 수술 외에는 뚜렷한 치료법을 제시하지 못하고

있는 실정이다.
나 소비자의 건강 개념이 질병 치료에서 예방으로 전환되고 있는 추세이며( )
최근 고령화 및 소득 수준 향상으로 구매력을 가진 층의 질환별silver
기능성 식품의 수요가 증가하고 있다.

다 따라서 임상학적 측면에서 안정성이 확보된 천연 물질을 이용한 기능성( ) ,
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영양성을 가진 구체적인 개념의 식품 개발이 요구되며 이러한 측면에서,
에 대한 에서의 체계적인 연구가 필요하다Gluvone in vivo, in vitro .

우리나라 국민의 주요 사망원인 중 간질환으로 인한 사망률은 위를(7) 6
차지하고 있다 미국의 경우 간질환으로 인한 사망은 사만원인 중 위를. 10
차지하고 있다 따라서 간 보호 효과를 갖는 물질의 개발은 경제적 및.
산업적으로 주요한 소재로 사용할 수 있을 것이다.

제 절 연구개발 범위3
연차별 연구개발 목표와 내용1.
구분 연구개발의 목표 연구개발의 내용 연구범위

차년도1
(06-07)

주관연구기관□
세부 과제1
기능성 성분-
고함유

버섯균사체

배양물 생산

조건구명

위탁과제

독성완화효과-
검증 동물모델( )

배양방법 선정○
배지조성물 개발○

버섯균 선발○
기능성물질 분리○
(Biomarker)
사염화탄소로○
유도한 의mouse
간 독성완화

액체배양 고체배양,◦
기본배지 첨가물+◦
표고 상황 신령 느타리, , ,◦

함량 분자량에Gluvone (◦
따른 함량 정량)

혈장 성분 조사◦
혈장- GOT, GPT

활성 등- ADH
간 조직 관찰◦
간보호소재를 대조로 사용◦

세부 과제2
- 심근허혈 재관류-
손상억제 확인

(in vivo)

허혈○
심근 재관류-
동물 모델 확립

및 약효 검증

유효농도 범위 설정◦
손상억제 확인◦

◦ 심근허혈 조직 검사

◦ 심근허혈 재관류 손상에 대한-
심근 보호효과

협동연구기관□
버섯균사체-
대량생산

버섯균사체 액체○
배양물 대량생산

◦ 신령버섯균사체 액체배양물

위탁 및 세부 제공- 2
기능성 성분 고함유 배양물◦
세부로부터 얻은 최적 조건-1 :
고체 또는 액체배양•
버섯균 배지조성 등,•
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구분 연구개발의 목표 연구개발의 내용 연구범위

차년도2
(07-08)

주관연구기관□
세부 과제1
배양-
추출물로부터

유효성분

분리 동정•

위탁연구기관

독성완화효과-
검증 동물모델( )

배양추출물 조제○

분획물 조제○

일반성분 분석 및○
유효성분분석 특히(

및 이의 분자량Gluvone ,
및isoflavone -glucanβ

함량

알콜 유도 간손상○
보호효과

배양물의 추출조건◦
고온 고압 분- , (121 , 90 )℃

- 상온 상압 시간, (100 , 10 )℃
추출- Ethanol

저온침전- (4 )℃
- Thin-film evaporator

단독 또는 복합☞
용매분획◦
Prep-HPLC, TLC,◦
Column chromatograpy
구조동정◦
- UV, IR, NMR, GC/MS
등의 기기분석

알콜성 간질환의 간 독성◦
개선효과 검증

혈장- GOT, GPT
활성 등- ADH

간보호소재를 대조로 사용◦
세부 과제2
심근허혈 재관류- -
손상억제

작용기전 확립

(in vitro)

심근세포 배양에○
의한 약리작용기전

◦ in vitro 허혈 산소주입에-
따른 단백질의 발현

- Cell line
동물모델 기전연구- ( )

협동연구기관□
버섯균사체-
배양물 대량생산

버섯균사체 배양물○
대량생산

기능성 성분 고함유 배양물◦
차년도에 연구된 최적 조건-1

-3 KL
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구분 연구개발의 목표 연구개발의 내용 연구범위

차년도3
(08-09)

주관연구기관□
세부 과제1
유효성분의 구조분석-

유효성분 안전성 검증-

위탁연구기관

알콜섭취자의-
간보호효과 및 작용

규명mechanism

등의Gluvone○
기능성물질

구조 결정

동물실험에○
의한 급성 및

아급성

알콜 섭취자의○
간보호효과

작용○
mechanism
규명

prep-HPLC, TLC,◦
에 의한Column chromatograpy

대량 분리

구조동정◦
- UV, IR, NMR, GC/MS
등의 기기분석

혈액분석◦
조직검사◦
취사율 조사◦
기타 독성관련 지표◦
용매 분획시 안전성 검사◦

알콜섭취자의 간 보호효과◦
혈장- GOT, GPT, GGT

- SOD, catalase
활성- Glutathione reduction

- CRP (c-reactive protein)
작용기전 규명◦
- cytochrome P450 2E1
(CYP2E1)
간보호소재를 대조로 사용◦

세부 과제2
부작용 검증 흰쥐- (
동물모델)

심장이외○
혈관에 대한

독성 및 작용

등장성 이완 수축반응/◦
세포독성 및 부작용검사◦

협동연구기관□
소재화- 제품화○ 액상 파우치형 병: ,◦

고상 연질캡술 정제 분말: , ,◦
제품화 전략◦
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연도별 연구개발의 추진 일정2.

연도 연구개발의 내용
추 진 일 정 비

고1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

차1
년도

기능성 성분 고함유 버섯균사체
배양물 생산 조건 구명

배지조성물-
버섯균선발-
기능성 물질 분리-
배양방법 선정-

사염화탄소 유도 간독성 연구
동물( )
심근허혈 재관류 손상억제 모델-
확립 동물( )
버섯균사체 액체배양물 생산

차2
년도

배양추출물로부터 유효성분
분리 동정•
배양추출물 조제-
분획물조제-
일반성분 분석-
유효성분 분석-

알콜유도 간손상 보호 동물( )
심근세포에서 약리 작용 검증

버섯균사체 배양물 대량생산

차3
년도

유효성분 구조 분석

의 구조-Gluvone
유효성분의 안정성 조사

동물에 의한 급성 및 아급성-
알콜환자의 간보호

부작용 검증 흰쥐( )
소재화

산업화 전략

총괄
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제 절 연구개발 추진체계4
추진체계도1.

총 괄□

과제간의 유기성□
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추진체계2.

가 차년도. 1
세부과제(1) 1

버섯균사체배양조성물 (허혈 및 간 독성 보호 효과용 을 개발하고 여기에) ,
선발된 버섯균주 (허혈 및 간 독성 보호 효과 소재생산용 를 배양)
최적조건 하여 버섯균사체배양액 추출물을 조제 한다 주 바이오텍 참여( ) [( )HK ].
세부과제(2) 2

제조한 버섯균사체배양액 추출물에 대한 심근허혈 재관류 손상억제를- (in
vivo 동물 모델 확립 및 약효 검증을 확인한다) .
위탁과제(3)

제조된 버섯균사체배양액 추출물에 대한 독성완화효과 검증을 사염화탄소로

유도한 의 간독성완화 시험을 통하여 조사한다mouse .
협동과제(4)
세부로부터 얻은 최적의 조건을 통하여 버섯균사체 액체 배양물의1
대량생산을 통해 위탁 및 세부에 제공 한다2 .

나 차년도. 2
세부과제(1) 1

개발된 버섯균사체배양액 추출물로부터 소재분획을 실시하고 각 분획에

함유된 일반성분을 분석하고 유효성분을 분리동정한다.․
세부과제(2) 2

제조한 버섯균사체배양액 추출물에 대한 심근허혈 재관류 손상억제- (in vivo)
작용기전을 심근세포 배양에 의한 약리작용기전을 통하여 확인한다.
위탁과제(3)

제조된 버섯균사체배양액 추출물에 대한 독성완화효과 검증을 알콜 유도

산손상 보호 효과를 통하여 조사한다.
협동과제(4)

분리동정된 소재에 대한 제품개발을 위한 연구를 수행 한다 다양한 식품( ,․
농축엑기스 연질캡슐 등의 형태 재단법인 바이오 센터 및 바이오텍, : 21 HK
장비활용).
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다 차년도. 3
세부과제(1) 1

차 년도에서 분리동정된 활성성분을 대량으로 함유하는 분획을2 ․
대량생산하는 체제를 구축 한다 참여업체 및 재단법인 바이오 센터의( 21
발효장비 활용 그리고 제품의 과학적인 근거를 마련하기 위하여 차). 2
년도에서 분리동정된 유효성분의 구조분석 및 유효성분에 대한 안전성․
검증을 연구 한다.
세부과제(2) 2

제조한 버섯균사체배양액 추출물에 대한 심근허혈 재관류 손상억제- (in vivo)
에 대한 부작용 검증을 흰쥐 동물모델을 통하여 심장이외 혈관에 대한 독성

및 작용을 조사한다.
위탁과제(3)

분리동정된 소재에 대한 알콜섭취자의 간 보호 효과 및 작용 을mechanism․
간 보호 소재를 대조로하여 규명을 한다.
협동과제(4)
세부과제에서 대량생산된 고농도 활성성분 함유 분획을 제품화 한다 정제1 ( ,
연질캡슐 등의 형태 재단법인 바이오 센터 및 바이오텍의 장비활용: 21 HK ).

제품에 대한 국내외 특허를 출원한다.∴

산업화는 본 연구의 참여기업인 주 바이오텍에 기술을 이전하는 것을( )HK□
원칙으로 한다.
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제 절 기대효과5
기술적 측면1.
가. 버섯균사체 배양물의 허혈 및 간 독성 보호 효과 및 이 효과에 관련 물질
분리 동정과 이들 물질의 대량생산 기술이 개발될 것이다.▪

나 이 기술로 다른 기능성 버섯균사체 배양물 생산할 수 있는 기술이 개발 될.
것이다.

다 이들 물질 함유 버섯을 개발이 가능하다. .

경제 산업적 측면2. ·
가 참여 업체의 애로기술 해결로 기업의 매출 증대 및 고용창출이 기대된다. .
나 수입되고 있는 소재의 대체로 인한 수입대체효과를 창출할. isoflavone
것이다 현재 국내 결핍과 성인병 치료제 시장은 거의 다국적: estrogen
제약사가 거의 시장을 장악하고 있다.

다 생산 기술 개발은 성인병치료제의 수입 대체효과가 기대된다. Gluvone .
라 을 함유하는 버섯이 개발될 경우 농민의 소득증대를 기대된다. Gluvone .
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제 장 국내 외 기술개발 현황2 ․

제 절 현황1
세계적 수준1.

개념정립 단계 기업화 단계 √ 기술 안정화 단계

가 과 의 복합체인 은 본 연구진이 세계 최초로. Isoflavone -D-glucan Gluvoneβ
개발한 기술로써 국내에서는 특허가 등록 년 되었으며 미국에는 특허(2005 )
등록 확정후 공개 중이며 일본에는 현재 출원 중인 기술이다, .

나 의 일부성분인 에 대한 연구는 최근 수년간에 걸쳐. Gluvone isoflavone
본격적으로 진행되고 있는 세계적인 추세이다 대두에 함유된 기능성 성분인.

의 효능이 빠르게 밝혀지고 있다isoflavone (genistein, daidzein) .
다 년 보고를 인용 최근 수년간 을 함유한. 2003 SPINS/Soyatech , isoflavone
식품은 높은 신장률을 보여왔으며 영양보충제에 사용되는 농축 의, isoflavone
시장규모는 미국의 경우 소비자가로 환산하여 년 만 달러에 달해2002 3,400

년보다 증가했으며 일본은 만 달러 규모 년 기준1999 100% , 1,670 (2002 ),
유럽은 만 달러 년 기준 에 달한다4,100 (2000 ) .

국내수준2.
가 은 본 연구진이 콩을 배지로 하여 신령버섯균사체를 액체배양하여. Gluvone
개발한 물질로 특히 과 이 화 된isoflavone ( genestein) -D-glucan -O- etherβ
신물질이다 특허제 호( 0491186 ).

나 함유 제품은 국내 기능성 식품 시장의 점유율이 향상 국내 시장. Isoflavone (
규모 년 약 억원 되고 있다: 2000 200 ) .

다 콩 이소플라본 함유식품이 앞으로 시장 전망이 매우 밝아 년. , 2003
한국콩연구회 추계학술발표회에서 콩 이소플라본의 이용 현황과 생산 이란뺴
제목의 주제발표를 통해 앞으로 콩 이소플라본이 식품 및 의약품 소재로서“
시장 성장성이 매우 높을 것 이라고 밝혔다.뺶

라 고령화 사회 도래 식생활 서구화 환경오염 및 영양섭취 불균형 등 우리의. “ , ,
생활환경이 급변 만성퇴행성 질환자가 증가할 것으로 예상됨에 따라,
이소플라본이 함유된 제품의 소비는 증가할 것으로 예상된다 고 밝히고뺶
건강기능식품법의 발효에 따라 이제 이소플라본을 함유한 제품의뺵
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기능성을 개별적으로 인정받는 임상실험을 거쳐 이소플라본 제품화가

이루어지면 시장 성장 가능성은 다른 어떤 신소재보다 기대가 된다 고, 뺶
강조했다.

마 국내에서 이소플라본 생산은 태평양이 최초이며 이어 신동방 유젠바이오가. , ,
시장에 참여했고 최근 몇몇 벤처기업에서도 생산하는 것으로 알려져 있으나,
아직까지 용도 개발면 에서는 미진한 상태다.

국내외의 연구현황3. ․

연구수행 기관 연구개발의 내용 연구개발성과의 활용현황

한국
신동방 선플라본 비배당체(100%)
태평양 대두이소프라본 배당 비배당체+
유젠바이오 유젠플라본 배당 비배당체+

일본
후지코 후지프라본 배당체
기코망 소이악트 비배당체
도키와 P-40 배당체

미국
ADM NOVASOY 배당체

센트럴소아 소리야치 배당체

가 서 건강식품 소재로 인기가 있다. .美日․
나 신동방이 이소플라본 비당체 전환기술로 특허를 획득하였다. , .美

국내 최초로 대두중의 유효성분인 이소플라본을 배당체에서 흡수율이 높은(1)
비당체성분 아글리콘 형태로 전환하는데 성공하였다( ) .
신동방은 현재 국내에서 태평양과 유젠바이오가 이소플라본을 생산하고(2)
있는데 유젠바이오의 경우 연간 억원의 매출을 예상할 정도로 국내외39
시장에서 그 수요량이 점차 증가하고 있는 추세에 있다.
신동방 관계자는 미국과 일본 등지의 업체가 수출하고 있는 이소플라본(3) 뺵
가격은 당 만 만원 선이지만 국내 업체의 판매가는 만원30 -40 25 30㎏ ～
선으로 가격경쟁력이 충분하다.

다 태평양.
시중 유통되고 있는 이소플라본은 이상이 당과 결합되어 있는(1) 95%

형태로 판매되고 있는데 당이 결합되어 있는 이소플라본은glucosides
당이 해리된 과의 흡수 정도를 비교해보면 수준인데 비해aglycone 1/3
태평양에서 생산되는 이소본 은 함량이 이소플라본 함량aglycone「 」

중 이상으로 흡수가 빠르고 캡슐 제조 시 층 분리 현상이100% 21% ,
일어나지 않는 메리트도 있다.
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제 절 문제점2
많은 양을 수입에 의존하고 있는 건강보조 식품 소재1.

현재 사용되고 있는 건강보조식품 소재는 많은 양을 수입에 의존한다 최근, .
국내 허혈 및 간 보호 기능성 소재를 함유한 기능성 식품이 급속히 늘어나는

만큼 외화유출이 심각하여 이를 대체할 수 있는 연구개발이 필요하다 부적절한.
식생활습관 운동부족 스트레스를 많이 받는 현대인에게 발병하는 성인병인, ,
허혈 및 간 기능 손상의 예방 및 치료가 필요하다 현대 의학의 눈부신.
발전에도 불구하고 의학계는 만성 성인병 및 노화 관련 질환에 대해 약물과

수술 외에는 뚜렷한 치료법을 제시하지 못하고 있는 실정이다 소비자의 건강.
개념이 질병 치료에서 예방으로 전환되고 있는 추세이며 최근 고령화 및 소득

수준 향상으로 구매력을 가진 층의 질환별 기능성 식품의 수요가 증가하고silver
있다 따라서 임상학적 측면에서 안정성이 확보된 천연 물질을 이용한 기능성. ,
영양성을 가진 구체적인 개념의 식품 개발이 요구되며 이러한 측면에서,

에 대한 에서의 체계적인 연구가 필요하다Gluvone in vivo, in vitro .

에 관한 허혈 및 간 보호 기능성에 대한 체계적 연구 결과 미비2. Gluvone
가. 허혈 및 간 보호 기능이 있는 에 관한 구체적이고 체계적인Gluvone
기작연구는 이를 신기능성 물질로 활용하기 위해서 매우 중요하다.

나 현재까지 에 관한 연구는 세포수준에서 그리고 복수암 모델. Gluvone mouse
수준에서 항암성이 연구되었지만 허혈 및 간 보호 기능성에 대한 체계적인,
연구결과가 없다 따라서 인간의 암세포주에서 세포독성 동물모델에서. ,
항암성 면역증강성 활성 세포활성 등 및 항산화성 등의, (macrophage , NK )
기작을 연구할 필요성이 있다 허혈 및 간 보호 기능이 있는 의. Gluvone
분자량 범위 및 작용기작이 밝혀질 경우 이나 과 마찬isoflvone -D-Glucanβ
가지로 이를 함유하는 식품으로 그리고 건강기능성 소재로 사용할 수 있을, ,
것이다.

민간요법은 과학적인 근거가 부족하다3. .
민간요법으로 이용되는 천연물로부터 효능이 우수한 소재의 개발과 함께

과학적인 기전의 구명이 절실히 필요하다.
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제 절 문제점의 해결방안3
부작용이 없는 천연 소재이다1. .

가. 을 함유하는 배지에서 버섯균사체를 배양함으로써Isoflavone glycone
을 생성시키고 버섯균사체로부터 생성되는 을aglycone , -D-glucanβ

함유하면서 과 의 복합체를 생성시키는 기술로써isoflavone -D-glucan ,β
현대인이 필요로 하는 기능성소재와 제품의 개발이 가능한 기술이다.

나 버섯은. 의 간보호 작용이 있다 에게 대조군은db/db mouse . db/db mouse
식이를 실험군은 동결건조한 아가리쿠스균사체 추출물을AIN-93G basal

식이에 첨가하여 주간 섭취시킨 후 혈장 활성을 측정한10% 6 GOT, GPT
결과 활성이 아가리쿠스군이 대조군에 비해 유의적으로 낮았다, GOT

가격이 저렴하고 지속적으로 대량공급이 가능하다2. .
가 버섯자실체는 건강보조 식품소재에 관한 우수한 천연소재이지만 재배가.
까다롭고 대량생산이 어려워 가공품의 원료소재로 사용하기에는 제한이,
있다.

나 그러나. 생산자는 부가가치가 높아 경제성이 있고 소비자에게는 저렴한,
가격의 제품개발이 필요하다 현재 시판되고 있는 허혈 및 간 보호 기능성.
소재에 비해 본 제품은 버섯균사체에 의해 대량으로 생산될 수 있으므로,
수요의 증가와 함께 소재자체의 원가가 저렴해질 수 있는 장점을 가지고

있다

다 그리고 버섯균사체 액체배양물은 대량으로 년 중 생산이 가능하여 저렴한.
원료를 지속적으로 공급할 수 있다.

3. 질병 예방 및 치료의 기능을 가진 개발 기대medical food
는 미국에서만 만명 전 세계적으로 억명 이상이Ischemic heart disease 1,200 , 1

앓고 있으며 허혈성 혈관질환은 국내에서도 환자수가 급증하고 있다 이들병은.
근육에 혈액을 공급하는 관상동맥이 동맥경화에 의해 좁아지면서 혈액공급이

줄어들어 생기는 병이다 완전히 좁아지지 않은 상태에서 악화와 호전을.
반복하는게 협심증이고 완전히 막혀 혈액공급이 되지 않아서 심장근육이,
죽어버리는 것이 급성심근경색증이다 영양적 가치 이외에도 개인의 건강이나' ' .
신체적 활동 정신상태 등에 긍정적인 영향을 줄 수 있는 질병 예방 및 치료의,
기능을 가진 들이 만들어 질 수 있을 것이다medical food .
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버섯은 다양한 생리활성 효과가 있어 허혈 및 간보호 효과 외에도 그에4. ,
따른 부작용을 개선할 수 있는 시너지효과가 있다.

가 항암효과.
일반적으로 조개느타리 표고버섯 등에 존재하는 단백성 다당체는(1) ,
면역체계와 연결되어 간접적으로 종양 증식을 억제시키고 암세포나 유해

병원균을 사멸시키는 의 수를 증가시키는 것으로 알려져 있다macrophage .
인 은 를 이용한 동물실험에서 치료로(2) -1,3 glucan Lentinan mouse 5-FUβ

인한 체중감소를 억제시키고 종양에 의한 독성을 선택적으로 감소시키는

효과를 보였다고 발표되었다 또한 위암환자를 대상으로 한 임상실험에서.
생존기간을 연장하고 식욕부진 권태감 오심 동통 등의 자각증상을, , ,
개선시켜준다고 확인되었다.
상황버섯 동충하초 아가리쿠스 버섯은 최근 이들의 항암성에 대해 많은(3) , ,
주목을 받고 있다.

나 면역증강효과.
표고버섯에 존재하는 인 은 면역계의(1) -1,3 glucan lentinan host mediatedβ

에 관여하여 손상된 면역기능을 회복시켜준다고immune response
보고되었다 또한 생체 내 에서 감염방어 등의 면역기능을 나타내는.
보체계 를 활성화시킨다고 알려져 있다(complement system) .
느타리 표고버섯 등에 존재하는 단백성 다당체는 인터페론생성을(2) ,
촉진시키는 물질의 종양에 대한 생체 고유의 방어력을 높여줌으로써

인터페론의 유도를 활성화시킨다고 보고되었다.

다 혈중 콜레스테롤 강하 및 체지방감소효과.
쥐를 이용한 실험에서 표고의 엘리타데닌이 혈중 콜레스테롤과 혈압을(1)
강하시키는 작용이 있음이 보고되었다.
느타리버섯의 열수 추출물은 의 체지방을 감소시키는 효과가(2) mouse
있었다.

라 항바이러스작용.
표고의 포자추출물에 인플루엔자 바이러스 저지효과가 있음이 알려져 있다.
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제 장 연구개발 수행내용 및 결과3

제 절 연구수행 방법1
버섯균사체 액체배양물 소재 개발1.

가 버섯균주.
배지에서의 버섯균주의 활성화 및 균사생장속도조사 바이오텍이(1) PDA : HK

보관중인 표고(Lentinus edodes 상황, LE), (Phellinus linteus, PL),
신령(Agaricus blazei 느타리, AB), (Pleurotus ostreatus 균주를, PO)

배지상에 접종하여 접종량 원형 의 항온기에서PDA ( : 8 i.d. ) 25㎜ ℃
배양하면서 균사생장 속도를 조사하여 균주를 선발하였다.

배지상에서 균사생장이 빠른 균주를 선발한 다음 기본액체배지에서(2) PDA ,
액체배양하여 고분자 다당체를 다량으로 생성하는 균주를 선발하였다.

나 버섯균사체배양용 배지조성.
기본 액체배지 조성(1) (Know-How) :
가 이 배지의 주요 구성분은 농산물이다( ) .
나 농산물을 효소로 처리하여 균사생장촉진물질 및 고순도의 의( ) Gluvone
전구체를 생성하였다.

다 등을 포함하는 다수의 무기성분을 첨가하였다( ) KH2PO4, MgSO4 .
생산을 촉진시키기 위해 기본배지에 추가로 사용될 성분(2) Gluvone

탈지 콩 보리 식품첨가용 등- , , yeast, isoflavone
고순도의 생산을 위한 최적배지조성(3) Gluvone

상기 기본배지에 여러 가지 전구물질을 첨가하여 최대량의 고순도 Gluvone
소재를 생성하도록 최적배지를 조제하였다.

다 버섯균의 선발.
이들 균주의 선발은 상기 가 의 균주를 나 의 과정에서 개발된. (2) . (1), (2), (3)
배지에 배양하여 최종적으로 선발하였다.
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라 액체배양조건 확립.
배양조건 확립(1)
가 배지조성과 균주는 상기 다 항에서 선발된 것을 사용하였다( ) . .

최적의 생성조건 구명(2) Gluvone
가 배양 온도( ) : 25℃
나 공기공급량( ) : 0, 0.5, 1.0, 1.5v/v/m
다 배양기간 일( ) : 3, 5, 7, 9

마 유효성분 분리.
(1) Isoflavone
가 시료의 추출 버섯균사체배양물을 균질화 메탄올 가열 분( ) : (200 , ), (5 ),㎖
여과를 회 반복하여 회수한 여액을 에서 진공농축 하였다 이2 40 .℃
농축액에 함유된 지방을 으로 제거한 다음 시료로 사용하였다hexane .

나 의 함량은 시료 에 를 가하여( ) Isoflavone: Isoflavone 1 g 1 N-HCl 3 mL
시간 동안 환류냉각하여 분해한 다음 를 첨가하였다1 , methanol 15 mL .
이 추출액을 냉장고에서 일 정치 후 상징액을 취해서1 membrane filter

로 여과한 다음(0.22 )㎛ Franke1) 등의 방법 -LUNA Cμ 18 이column
장착 된 로 과 을HPLC (Young-Lin M-930, Korea) genestein daidzein
분석하였다 이때 사용한 용매는. methanol:1 mM ammonium

를 의 로 분석하며 에서acetate(6:4, v/v) 1 /min flow rate , 255㎖ ㎚
흡광도를 측정하였다.

(2) -D-Glucanβ
가 측정 를 이용하여 에서( ) Brix : Brix meter (ATAGO, Japan) 20℃
측정하였다.

나 측정 를( ) Viscosity : Visco meter (Viscobasic+L, Barcelona, Spain)
이용하여 에서 측정하였다20 .℃
기타 일반성분(3)

일반성분은 식품분석법에 준하여 분석하였다.

바 의 생성량 측정. Gluvone
(1) DEAE column chromatography:
제조된 시료 를 가 충진된3 5mM sodium phosphate buffer (pH 7.7)㎖
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에 한 후 약 씩 분획한다 이때DEAE column (2 , 110 ) loading 10 .㎝ ㎝ ㎖
사용된 는mobile phase 5mM sodium phosphate buffer (5 mM NaH2PO4와
5 mM Na2HPO4 이었으며 총당의 함량은 페놀 황산법으로, pH 7.7) , - 470
에서 흡광도 측정하여 당으로 환산하였다nm UV .

(2) TLC:
에 의해 분리된 분획물을 다시DEAE column chromatography TLC (Silica
를 사용하여 분리한다 분획물을 분리하기 위해60 F-254 plate, 5 × 10 ) .㎝

한 여러 가지 혼합용매 중에서 가장 분리가 잘되었다고 판단된test Butanol:
Ethanol: H2 를 을 전개용매로 사용한다 분리된 밴드가 당O 5: 3: 3 (v/v/v) .
화합물임을 확인하기 위해서 으로diphenylamine aridine phosphate (DAP)
발색시켰으며 흡광물질의 존재를 확인하기 위해서는, UV UV lamp (short

조사하였다wave) .
(3) HPLC:

분획물을 순수 분리하기 위해서DEAE column chromatography Bio-Sep
S2000 column (mobile phase; 20mM sodium phosphate), TSK column
(mobile phase; H2O), C18 column (mobile phase; MeOH: 1mM ammonium

을 사용한다 는 모두 이다 이때 의acetate 6:4) . Flow rate 1 /min . , peak㎖
은 와 를 사용하였다detection UV 257, 267, 280 RI detector .㎚

정제된 의 구성당 조사(4) -D-Glucan :β
가 시료에 넣고( ) Sodium phosphate buffer (20mM, pH 6.5) 5 ,㎖

와 로 분해한 다음-glucosidase (0.2U, 0.1 ) licnenase (10U, 0.2 ) ,β ㎖ ㎖
에서HPLC column (Rezox RCM-Monosaccharise column, 200 × 10

으로 당을 분석하였다) .㎜
나( ) GC: Cui2) 등의 방법에 준하여 1M H2SO4를 사용해 에서 시간90 8℃
동안 가수 분해 한 다음, CaCO3로 중화 하였다 그 여액을 다시.
원심분리하고 농축시킨 다음 건조하였다 건조된 시료를, .
Ac2 을 이용하여 에서 분간 하였다O-Pyridine 90 30 acethylation .℃

한 후 생성된 는acethylation alditol acetate gas chromatography
에 의해 분석 되었고 이 때(model 6890, Agilent Co. Ltd., CA, USA) ,

사용한 칼럼은 이었으며HP-5 capillary column (25 m × 0.32 mm i.d.) ,
을 로 사용 하였다 분석조건은 에서helium carrier gas . 150 240～ ℃

행하여 졌고 온도비율은 분당 이었으며 최종 온도에서, 2 /min , 10℃
간 분석하였다min .
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분자량 측정(5) :
이 장착된 사 와TSK column HPLC (Dionex PDA-100 UV detector RI

에서 분자량을 측정한다detector, P-680 pump, ASI-100 fraction collector) .
이 때의 는 차 증류수를 사용하며 은mobile phase 3 , flow rate 1

으로한다 표준품과 비교하여 로 계산하였다/min . Dextran log scale .㎖

사 대량생산.
농축기술 개발(1)

가 한외여과장치 적절한 압력을 이용하여 원액속에 있는 저분자 물질을( ) : ,
을 통해서 고분자 물질 및 콜로이드 물질로부터 분리하는UF membrane

장치이다 한외여과방식은 다양한 선택적 분리를 수행할 수 있는.
반투막과 조절식 압력 활성 장치로서 원액은 지름이 에서10Å

내의 구멍으로 이루어진 막을 통하여 흐르게 된다 따라서 시료에200 .Å
함유된 을 분자량에 따라 분리농축하는데 활용하였다-D-glucan .β ․

나 동결농축 동결농축기술은 용액중의 물을 결정화 화 한 다음( ) : (ice ) ,
제거하여 농축하는 기술로 시료를 건조하기 위해 동결건조 방법을

활용하였다.
정제기술 개발(2) : 반투막과 조절식 압력 활성 장치를 사용함으로써 분자
크기와 분자량이 멤브레인 분화 분자량 이하인 다른 물질은 막을

통과하고 투과물로 나오는 반면에 통과하지 못한 물질은 점차로 원액

흐름속에서 남게되는 기술로써 막의 크기에 따라 분자량 별로 정제가

가능하기에 을 분리 농축하는데 이용하였다isoflavone- -D-glucan .β
허혈 재관류 및 간기능 보호를 위한 시료 조제(3) - : 시료는 을Gluvone
최대로 생산할 수 있는 조건에서 배양한 배양물을 자가분해 한 후

여과하여 여액을 얻었다 여액에 로 처리하여 침전물을 얻고. 80% ethanol ,
이 침전물을 다시 을 번 처리하여 얻은 침전물80% ethanol 3 (80% ethanol
침전물 시료 사용 을 시료로 사용하였다 간보호를 임상실험에: Gluvone ) .
사용한 시료는 안정성을 고려하여 을 함유한Gluvone Gluvone LE
배양물을 자가분해하고 여과한 여액을 냉동건조하여 시료 로(GLE)
사용하였다
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소재의 심근 허혈 재관류 개선 효과2. Gluvone -

가. 허혈 재관류에 의한 심근경색 유발-
계통의 휜쥐 를 과Sparague-Dawley (220 g 250 g) Ketamine (30 mg/kg)～
으로 마취 시킨 후 기관지를 절제하여 인공호흡Xylazine (6 mg/kg)

를 삽관 하여 를 통해서 호흡을 유지시킨다Cathether Artificial respirator .
흉곽을 절개하여 심장을 잘 보이게 한 후상동맥의 Left anterior desending

를 로 분 동안 결찰하여 허혈을 유발시키고branch (LAD) 6-0 slik suture 30 ,
결찰을 풀어 시간 동안 재관류를 시켜 심장 허혈 재관류 모델을24
만들었다3).

나 심근경색 정도 정량화. (TTC staining)
재관류 시간 후에 심장을 절제하여 심실부분을 크기의 를 만든후24 1mm Slice

용액에 에서 분 동안1% Triphenyltetrazolium chloride (TTC) 37 10℃
하여 심근 경색의 크기 를 측정하였다Incubation (Infarct size) .

다 허혈 재관류 모델에서 측정. - Lipid peroxidation
측정은Lipid peroxidation Yeung4의 방법을 통하여 Thiobarbituric acid

생성 정도로 측정한다 재관류 후에reactive substances (TBARS) .
심근조직을 절제하여 로6.5 % trichloroacetic acid (TCA) buffer homogenize
하고 를reagent buffer (15 % TCA, 0.37 % thiobarbituric acid, 0.25 % HCl)
첨가하여 잘 혼합한 후 분간 한 다음 식힌 후 에서 분간15 boiling 2500 x g 10
원심 분리하여 상층액을 모아 에서흡광도를 측정하였다535 nm .

를 로 사용하여 의 생성을Malondialdehyde standard TBARS nmol/g wet
로 정량하였다tissue .

라 심근 경색시의 측정. Apoptosis (TUNEL assay)
허혈 재관류 후에 심장의 대동맥을 통하여 생리식염수를 분간 관류하여- 5
혈액을 제거하고 를 분 동안 관류 시켜 고정시킨다4 % paraformaldehyde 30 .
고정된 심근 조직을 으로 만들어 을 이용하여paraffin block Microtome 1mm
뚜께로 자른 다음 terminal deoxynucleotidyltransferase-mediated dUTP nick

를 사용하여 면역조직화학적 염색을 하여end labeling (TUNEL) kit
유무를 를 통하여 확인하였다apoptosis Confocal microscopy .
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마 면역조직화학법.
실험 약물 처리 유무에 따라 처리한 허혈 재관류 심장조직을, - PBS (0.1 M,

로 세척한 후 조직자체의 를 제거하기 위해서pH 7.4) peroxidase
과산화수소수가 첨가된 에 분간 처리한 후0.3% methanol 30 0.1 M sodium

에 분간 회 수세하고 차 항체로 배 배phosphate buffer (0.1 M PB) 5 3 1 40 80～
희석한 를 에서 처리한다 차 항체는 배로 희석한IgG 4 overnight . 2 200℃

를 실온에서 한 시간 반응시킨 후 가biothylated anti-mouse IgG , peroxidase
표지된 용액에서 한 시간 가량 더 반응시킨다 항체avidin-biotin complex .
처리시 각 단계의 수세는 로 분간씩 회씩 실시한다0.1 M PB 5 3 .

으로 발색한 후 으로 대조염색을 하여3,3'-diaminobenzidine hematoxylin
현미경으로 조사하였다.

바 심장세포 에서 유도. (H9C2) Hypoxia-reoxygenation
H9C2 은 심장으로부터 분리된 이다cell rat myoblast cell line . H9C2 은cell 10

이 함유된% fetal bovine serum Dulbeccoۥs Modified Eagles Medium
배지에서 시간 배양한 후 을 유발시킨(DMEM) 72 hypoxia-reoxygenation

그룹과 유발 시간 전에 화합물을 전처리한 후hypoxia 1 Isoquinoline
을 유발시킨 그룹으로 나누어서 실험하였다hypoxia-reoxygenation . Hypoxia

유발은 조건에서 를 사용하여serum-free media anaerobic chamber 5% CO2
/95% N2 를 주입하여 시간동안 를 시키고 시간 동안gas 6 hypoxia , 12

을 시켜서 심장세포의 손상을 유발시킨 후 심장세포의reoxygenation ,
에 의한 세포손상은 를 시행하여hypoxia-reoxygenation MTT assay

세포독성을 확인한 다음 를 시행하여 유무를TUNEL assay apoptosis
확인하고 이어서 의 활성도를 측정하였다HIF-1a, P53 acetylation, caspase .

사 하여. Gene transfection RT-PCR
심장세포 (H9C2 에 과 을) HO-1 HIF-1 SuperFect transfection reagent

를 사용하여 한다 의 발현은 또는(QIAGEN) transfection . HO-1 RT-PCR,
분석으로 확인한다 를Western blot . Total RNA MMLV reverse
와 를 이용하여 를 합성한다 합성된transcriptase dNPT, oligo d(T) cDNA .

에 들과cDNA (0.1-0.2 volume) HO-1, HIF-1 primer 2.5mM dNTP, Taq
완충용액을 첨가하여 을 을polymerase (0.3U/ l), 10× PCR 30-35 cycleμ

수행한다 산물을 에 전기영동하여 증폭된. PCR 1.0-1.5% agarose gel
유전자를 확인하였다.
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아 단백질 추출 및. Western blot
세포로부터 단백질을 추출한다 법으로 단백질을 정량한 후. Bradford 10%

전기영동한다polyacrylamide gel . Semi-dry electrotransfer system
을 통하여 에 한다 을(1mA/cm2) PVDF membrane transfer . Membrane HO-1

및 등의 항체와 반응시키고(Santa Cruz), HIF-1a, NF-kB, P53 GAPDH ,
이차항체와 반응시킨 후peroxidase-conjugated , Enhanced
로 발색하였다chemiluminescence (ECL) .

소재의 간독성 개선효과3. Gluvone

가 의 사염화탄소로 유도된 간 독성 개선효과. Gluvone
(1) 실험동물

의 계 수컷 흰쥐 에게150-200 g Sprague-Dawley (n=40) AIN-96G
를 제공하면서 적응시킨 후 군으로 나누어 실험에semipurified diet 5

사용하였다 동물에게 식이는 으로 공급하였고 사육실의 온도 및. ad libitum ,
습도는 로 유지하였고 명암은 시간 간격으로 점등 및20 25 , 50 60% , 12∼ ℃ ∼
소등하였다.
시료 제공 및 간 손상 유발(2)

실험동물은 군으로 나누어 정상대조군5 , CCl4 투여 대조군, CCl4 투여
군 사염화탄소silymarin , (carbon tetrachloride, CCl4 투여 소재군) gluvone

및 소재 군으로 나누었다 소재군 및 소재gluvone (-) . gluvone gluvone
군에게는 함유한 소재 및 함유하지 않은(-) isoflavone gluvone gluvone

소재를 군에게는 간 손상 치료제인 을750 mg/kg, silymarin silymarin 200
일 회씩 일간 경구 투여하였다 또한 정상대조군 및mg/kg 1 1 12 . CCl4 투여

대조군에게는 증류수를 일 회씩 일간 경구 투여하였다 일째1 1 12 . 13 , gluvone
소재 및 소재 와 투여 직후 정상대조군을 제외한 모든gluvone (-) silymarin
실험군에 사염화탄소 (CCl4 를 로 복강:corn oil=1:1 v/v) 0.5 mL/kg BW
주사하여 간독성을 유발하였다 또한 정상 대조군에게는 동량의 을. corn oil
복강 주사하였다 사염화탄소 투여 후 시간이 경과한 후 동물을 시간. 12 , 12
동안 절식시키고 심장채혈법으로 희생시켰다, .
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혈액 분석(3)
혈장 및 활성을 측정하였으며 활성은 로GOT, GPT, ALP LDH , U/L
나타내었다 혈장 농도는 효소법을 이용하여 측정하였다. bilirubin .
간 조직의 지질과산화물 함량 및 항산화효소계 활성 측정(4)

간 조직의 지질과산화물의 측정은 등Ohkawa 5)의 방법을 이용하여,
와 반응하는 의 함량을thiobarbituric acid (TBA) malondialdehyde (MDA)

측정하였고 표준용액으로는 을1,1,3,3,-tetramethoxypropane (TMP)
사용하였다 간 조직의 농도는. total glutathione Tieze6) 및 방법Margaret
으로 측정하였다 활성은 알칼리상태에서 의 자동산화에 의한. SOD pyrogallol
발색을 이용한 Marklund7)와 Marklund8)의 방법을 이용하여 측정하였고 분, 1
동안 의 자동산화를 까지 억제하는데 요구되는 효소의 양을pyrogallol 50% 1
로 하였다 활성은 법unit . Catalase Abei 9)으로 측정하였으며 효소 활성은 분, 1

동안 의 기질을 분해시키는 효소의 양을 로 하였다1 mole 1 unit . Glutathionμ
활성은 분당 의 환원을 촉매하는 효소의 양을reductase 1 1 nmole NADPH 1

로 정의하였다unit .
간 조직의 농도 측정(5) -tocopherolα

간 조직의 농도는 법으로 측정하였다 간 조직 상층액의-tocopherol HPLC .α
단백질을 로 제거하고 으로 지방을 추출한 후ethanol , n-Hexane rotary

로 을 증발시킨 후 를 취하여evaporator hexane , 150 mobile phase㎕
는 으로 하여(methanol:dichloromethane = 85:15), flow rate 0.8 ml/min

를 사용하여 측정하였다UV/VIS detector .
조직학적 변화 관찰(6)

간 조직을 용액에 담가 고정시킨 후 파라핀 블록을 만들었다10% formalin .
파라핀 블록을 잘라 으로 염색하여 광학현미경으로hematoxylin-eosin fatty

등 병변의 정도를 관찰하였다change, gross necrosis .
통계처리(7)

실험의 분석결과는 평균 표준편차 로 표시하였다 각 군의± (mean ± SD) .
평균치의 유의성 검정은 분산분석 를 사용하여 실시하였고(ANOVA) ,

를 로 사용하였다Tukey's test followup test (p<0.05).
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나 소재의 알콜성 간질환 동물모델에 있어서 간 보호 효과. Gluvone
실험동물1)

의 계 수컷 흰쥐 에게 일반 고형사료를150-160 g Sprague-Dawley (n=30)
공급하면서 체중이 약 이 될 때까지 사육 환경에 적응시킨 후 군으로230 g 5
나누어 실험에 사용하였다 동물에게 식이는 으로 공급하였고. ad libitum ,
사육실의 온도 및 습도는 로 유지하였고 명암은 시간20 25 , 50 60% , 12∼ ℃ ∼
간격으로 점등 및 소등하였다.
시료 제공 및 간 손상 유발(2)

실험동물은 대조군 대조군 에탄올군 소재군, Pair-fed (PF) , , gluvone ,
군 으로 나누었다 대조군과 대조군에게는 를silymarin (n=6) . PF basal diet ,

에탄올군 군 군에게는 와 의 알콜 액체식이를, gluvone , silymarin Lieber Decarli
기본으로 한 식이를 실험식이 당 가 되게 공급하였다, 1 mL 1 kcal (Table 1).

소재군 및 군은 소재 및 간 손상 치료제인Gluvone silymarin gluvone
을 각각 수준으로 섭취하도록 알콜silymarin 1 g/kg BW, 200 mg/kg BW

액체식이에 첨가하였다 에탄올 섭취로 인한 식이섭취량의 차이를 배제하기.
위하여 에탄올 급여군 에탄올군 에게 식이를 자유로이 공급하고36% ( ) ,
에탄올군의 식이섭취량만큼 대조군에게 를 공급하였다PF basal diet .
해당식이를 주간 섭취시킨 후 동물을 시간 동안 절식시키고8 12 ,
심장채혈법으로 희생시켰다.

Table 1. Composition of liquid diet

Ingredient Basal group
(g/L liquid diet)

Ethanol group
(g/L liquid diet)

Casein 41.4 41.4
L-cystine 0.5 0.5
DL-metionine 0.3 0.3
Corn oil 8 8
Olive oil 15 15
Xanthan gum 3 3
Choline bitartrate 0.53 0.53
Fiber 10 10
Vitamin mixture 2.55 2.55
Mineral mixture 9 9
Dextrin-maltose 153 64
Ethanol - 50.4
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간기능 지표 및 혈액과 간조직의 지질함량 분석(3)
혈장 및 활성을 측정하였으며 혈장 농도는GOT, GPT, ALP LDH , bilirubin
효소법을 이용하여 측정하였다 혈장 중성지방 총 콜레스테롤. , ,

콜레스테롤 농도를 효소법으로 측정하였다 간조직의HDL- . fatty liver
진행도를 조사하기 위하여 총지방을 법을 추출한 후 콜레스테롤 및Floch ,
중성지방 농도를 효소법으로 측정하였다 혈장 활성은 등. ADH Bostian 10의
방법을 이용하여 측정하였고 효소 활성은 분 동안 의 기질을, 1 1 moleμ
분해시키는 효소의 양을 로 하였다1 unit .
간 조직의 지질과산화물 함량 및 항산화효소계 활성 측정(4)

간 조직의 지질과산화물의 측정은 등Ohkawa 5)의 방법을 이용하여,
와 반응하는 의 함량을thiobarbituric acid (TBA) malondialdehyde (MDA)

측정하였고 표준용액으로는 을1,1,3,3,-tetramethoxypropane (TMP)
사용하였다 간 조직의 농도는. total glutathione Tieze6) 및 Margaret
방법으로 측정하였다 간조직의 활성은. total SOD Marklund7)와 Marklund8의
방법을 이용하여 측정하였고 분 동안 의 자동산화를 까지, 1 pyrogallol 50%
억제하는데 요구되는 효소의 양을 로 하였다 활성은1 unit . Catalase

법Abei 9)으로 측정하였으며 효소 활성은 분 동안 의 기질을, 1 1 moleμ
분해시키는 효소의 양을 로 하였다1 unit . Glutathione peroxidase
활성은Lawrence11)의 방법을 이용하여 측정하였다.
간 조직의 발현 정도 측정(5) CYP2E1

간조직의 을 등microsome Peng 12)의 방법에 의해 분리한 후 CYP2E1
발현정도를 으로 측정하였다western blot .
조직학적 변화 관찰(6)

간 조직을 용액에 담가 고정시킨 후 파라핀 블록을 만들었다10% formalin .
파라핀 블록을 잘라 으로 염색하여 광학현미경으로hematoxylin-eosin fatty

등 병변의 정도를 관찰하였다change, gross necrosis .
통계처리(7)

실험의 분석결과는 평균 표준편차 로 표시하였다 각 군의± (mean ± SD) .
평균치의 유의성 검정은 분산분석 를 사용하여 실시하였고(ANOVA) ,

를 로 사용하였다Tukey's test followup test (p<0.05).
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다 의 알콜 섭취자에 있어서 간 보호 효과. GLE
환자 선별(1)
일 이상의 알코올을 섭취하는 인의 알코올 섭취자를 모집하여1 30 g 20 ,

함유 표고버섯균사체 추출물 정제의 간 기능 개선효과를Gluvone (GLE)
규명하였다 실험대상자는 알코올 섭취자 중 다음의 조건을 만족하는 자로.
하였다.
가 선정기준( )
알코올을 일 평균 소주 병 또는 맥주 잔 이상을 섭취하며- 1 30 g ( 0.5 3 )
간질환 관련 약물을 복용하지 않는 자

연령 세- : 20-64
체질량지수- : 18-30 kg/m2

나 제외기준( )
심근경색 뇌졸증 위장장애 당뇨병 간질환 암 선천성질환 등 전문가가- , , , , , ,
연구에서 제외시켜야 한다고 인정하는 자

임산부 수유부- ,
혈액지질 개선 혈압조절 간기능 개선 또는 항산화 효과가 기대되는- , ,
약물 또는 건강보조식품을 섭취하는 자

실험디자인(2)
본 연구는 알코올 섭취자 인을 대상으로 무작위적 으로20 (randomization)
대조군과 실험군의 두 군으로 나누어 randommized-placebo-controlled

를 실시하였다 대조군은 유당 정제를 실험군은 정제를 아침study . , GLE ,
저녁 식사 전 각 정씩 분말 정 주간 섭취하도록1 (174.06 mg GLE / ) 15
하였다 본 시험에서 제공하는 정제는 분말. GLE GLE 96.7%,
자당지방산에스테르 산화규소 스테아린산마그네슘0.7%, CI 0.7%, 0.7%,
히드록시프로필렌메틸셀룰로우스 프로필렌글리콜 를 함유하고1.0%, 0.2% ,

는 유당으로 제조되었다 정제와 는 참여기업인placebo 100% . GLE placebo
바이오텍 주 에서 제공받아 사용하였다 실험기간 동안 대상자들은HK ( ) .

일상적인 식생활과 생활습관을 유지하였다 실험기간 전 후에 공복상태의. ,
정맥혈액 및 소변을 채취하여 실험에 사용하였다, .
신체계측(3)

실험기간 전 후에 신장 및 체중을 측정하여 체질량지수, (body mass index,
를 구하였고 허리둘레 및 혈압을 측정하여 변화 정도를 조사하였다BMI) , , .

체지방은 체지방계 를 사용하여 측정하였다(TBF-105, Tanica, Japan) .
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간기능 지표 및 혈액 지질(4) profile
간기능을 측정하기 위하여 혈장 glutamate oxaloacetate transaminase
(GOT), glutamate pyruvate transaminase (GPT), -glutamyl transferaseγ

활성을 측정하였다 혈장 콜레스테롤 중성지방 콜레스테롤 및( -GT) . , , HDL-γ
콜레스테롤 농도를 효소법으로 측정하였다LDL- .

지질과산화물 및 항산화 효소계 활성(5)
혈장의 지질과산화물 함량은 Ohkawa3) 등의 방법을 이용하여 thiobarbituric

와 반응하는 의 함량을 측정하였다acid (TBA) malondialdehyde (MDA) .
적혈구에서의 산화정도는 등Choi 13) 등의 방법을 이용하여 conjugated diene
생성량으로서 산화정도를 측정하였으며 초기에 비례적으로 생성량이 증가할,
때의 양을 단위시간당 흡광도 변화율로써 계산하였다 활성은. SOD

의 자동산화를 억제하는 의 를pyrogallol SOD antioxidant capacity
측정하였다 활성은 적혈구를 로 처리한 후. Catalase hydrogen peroxide

의 감소량을 측정하여 구하였다 함량은hydrogen peroxide . Glutathione
Ellman14)의 방법에 따라 측정하여 헤모글로빈 당 로 나타내었다1g µmol .

활성은 에 의해 을Glutathione peroxidase t-butyhydroperoxide glutathione
산화시킨 후 산화된 이 와 의 존재, glutathione glutathione reductase NADPH
하에 다시 으로 환원될 때 감소된 농도를 측정하여glutathione NADPH
구하였다.
혈장 항산화 비타민 및 측정(6) (retinol, -tocopherols) CRPα

및 의 분석은 에 의해 실시하였다 혈장 단백질을Retinol -tocopherol HPLC .α
로 제거하고 으로 지방을 추출한 후 로ethanol , n-Hexane rotary evaporator
을 증발시킨 후 를 취하여hexane , 150 mobile phase㎕

는 으로 하여(methanol:dichloromethane = 85:15), flow rate 0.8 ml/min
를 사용하여 측정하였다 혈장UV/VIS detector . C-reactive protein (CRP)

농도는 로 코팅되어진antihuman CRP mouse monoclonal antibody Pureauto
의 응집반응으로 인해 만들어진 면역 복합체를 정량화하는S CRP latex

방법으로 측정하였다immunonephelometry .
및 소변 분석(7) Commet assay 8-OHdG

전혈로부터 림프구를 분리한 후 로, comet assay DNA damage damage
정도를 측정하였다 시간 소변을 채취하여 법으로. 24 competitive ELISA

을 측정하였다8-hydroxyguanidine (8-OHdG) .
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통계처리(8)
대조군과 실험군별로 실험 전 및 개월의 실험기간 종료 후의 측정치의 차이3

를 구하고 간의 유의성 검증은 를(difference) , difference Student's t-test
사용하여 실시하였다 (p<0.05).

소재의 안전성 연구4. Gluvone
가. 단회투여 독성실험 급성( )

소재(1) Gluvone 500 / (15 /30 g), 710 / (21.3 /30 g), 1,000㎎ ㎏ ㎕ ㎎ ㎏ ㎕
의/ (30 /30 g), 1,410 / (42.3 /30 g), 2,000 / (60 /30 g)㎎ ㎏ ㎕ ㎎ ㎏ ㎕ ㎎ ㎏ ㎕

시료를 각 처리구는 멸균 증류수를 사용하여 를 만들어서 희석하여stock
사용하였고 암수 각 각 마리에 복강투여 회 하여ICR mouse 5 (0.2 , 1 )․ ㎖
시험하였다.
측정은 일반증상 및 사망동물의 관찰 체중측정 부검 통계학적(2) , , ,
분석하였다.

나 아급성독성시험 아급성. ( )
대조군으로 을 사용하였으며 저용량(1) Saline , (500 / =15 /30 g, 1,000㎎ ㎏ ㎕

고용량 을/ =30 / 30 g), (2,000 / =60 /3 0g) ICR mouse㎎ ㎏ ㎕ ㎎ ㎏ ㎕
암수 각 각 마리에 강제 경구 투여 하였다 일 동안 주일에10 (0.2 ) . 30 1․ ㎖
번 월 목 투여하고 번 측정 화 금 을 측정하고 부검2 ( , ) , 2 body weight ( , )
시간 전 절식시킨 후 부검하였다24 .
일반증상 및 사망동물의 관찰 체중측정 사료 섭취량 및 물 섭취량(2) , , ,
뇨검사 혈액학적 검사 혈액생화학적 검사 조직병리검사 장기 적출, , , , ,
육안적 소견 및 장기중량 조직병리 검사 통계학적 분석하였다, , .
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제 절 연구결과2

버섯균사체 액체배양물 소재 개발1.

가. 기능성 성분 고함유 버섯균주 선발

○ 기능성 성분 을 고 함유 할 수 있는 균주로(Gluvone) 균사체 생장이

우수한 신령버섯 를 최종 균주로 선발하였다AB ( ) .
생성을 유도하기 위하여 기본액체배지 황백당Gluvone [ 1.2%,○

MgSO47H․ 2O 0.0375%, H2PO4 에 를0.0375%] Soybean paste 1.0%
첨가하는 것 이 가장 우수하였다.

신령버섯 을 이용하여AB ( )○ 기능성 성분 을 고 함유 할 수(Gluvone)
있는 최적 배양 조건은 가 높고Brix , 균사생장이 활발하고 잡균의
오염이 적게 발생하는 에서 일간 통기량은 항온25 5 , 1.5 v/v/m℃
배양하는 것이었다.
간 보호 임상실험에는 표고버섯 균을 사용하였다(LE) .○

(1). PDA 배지에서의 버섯균주의 선발

가 버섯균주의 배양( )
연구에 사용한 버섯균주는 에서와 같이 종을 사용하였다Table 2 4 .

Table 2. Mushroom strains used
연번 일 반 명 학 명

1 표고 Lentinus edodes (LE)
2 상황 Phellinus linteus (PL)
3 신령 Agaricus blazei (AB)
4 느타리 Pleurotus ostreatus (PO)

나 배지에서의 버섯균주의 활성화 및 균사생장 조사( ) PDA
버섯균주 를 지름 크기로 잘라 제조한 배지의 중앙에(Table 2) 8 PDA㎜
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올려놓고 에서 일간 생장시키면서24 low temperature incubator 14℃
균사생장 속도를 관찰하였다 는(Table 3). AB (89.0 ), PO (89.0 )㎜ ㎜
생장이 빨랐으나 와 은 각각 와 로 생장속도가 아주, LE PL 65.2 55.5㎜ ㎜
느렸다.

Table 3. Growth of mushroom mycelia( ) on PDA media㎜
Mushroom
Strains1)

Incubation (Day)
3 7 10 14

AB 11.0±0.52) 42.1±2.0 60.5±4.7 89.03)±0.0
PO 10.0±1.0 46.6±3.2 59.4±3.4 89.03)±0.0
LE 11.2±0.5 23.1±1.2 43.9±1.4 65.2±1.3
PL 11.2±0.5 15.2±1.2 33.6±2.4 55.5±3.5

1) AB, Agaricus Blazei; PO, Pleurotus ostreatus; LE, Lentinus edodes; PL, Phellinus linteus.
2) Average±S.D. of triplication.
3) The plate was fully covered by mycelia.

액체 배지에서의 버섯균주의 선발(2)

가 액체배지의 조제( )
황백당 1.2%, MgSO47H․ 2O 0.0375%, KH2PO4 가 첨가된 액체배지0.0375%
를 기본배지로 하였다.

나 버섯균사체 액체배양( )
기본배지 을 용량의 삼각플라스크에 첨가하고 고압멸균300 500㎖ ㎖

한 다음 실온에서 충분히 식힌 후 배지에서 생육한(121 , 30 min) , PDA℃
버섯균주 를 지름 이하로 잘게 잘라 접종하고(1/4 petri dish/ flask) 5△ ㎜

에서 배양하였다shaking incubator (120 rpm, 25 )℃

다 액체배지에서의 버섯균주의 활성화 및 균사생장 조사( )
버섯균을 일간 배양하면서 일에 채취한 배양액 을14 3, 7, 10, 14 100 ㎖
원심분리 하여 균사체를 회수한 다음 무게를 측정하였다(5000 rpm, 4 ) ,℃

균사생장이 가장 양호한 것은 였다 배양액 일 배양 의(Table 4). AB . (7 )
다당체인 의 함량은 처리 에서 가장-glucan AB (69.1 mg/100 )β ㎖
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높았으며 그 다음으로 와 가 각각, PO LE 59.6 mg/100 , 45.6 mg/100㎖
으로 보다 낮았다 균사체와 다당체의 함량이 높은AB (Table 5).㎖
배양물이 와 도 높았다Brix viscosity .

Table 4. Dry weight of mushroom mycelia (g/100 ) in the submerged liquid㎖
culture incubated at 25 for various incubation time℃
Mushroom
Strains1)

Incubation (Day)
7 14

AB 6.8±1.2 20.2±2.4
PO 5.4±0,2 17.9±2.3
LE 3.7±1.1 4.2±1.0
PL 2.0±1.1 2.5±0.5

1) AB, Agaricus Blazei; PO, Pleurotus ostreatus; LE, Lentinus edodes; PL, Phellinus linteus.
2) Average±S.D. of triplication.

Table 5. Production of the polysaccharide by the mushroom mycelia in the
submerged liquid culture incubated at 25 for 7 days℃

Mushroom1) Mycelia (g/100 )㎖ Brix2) Viscosity3)(sec)
AB1) 6.8±1.2 4.5 22.6
PO 5.4±0,2 4.1 20.6
LE 3.7±1.1 3.5 15.9
PL 2.0±1.1 3.1 11.2

1) AB, Agaricus Blazei; PO, Pleurotus ostreatus; LE, Lentinus edodes; PL, Phellinus linteus.
2) Brix of culture solution was measured with Brix meter.
3) Viscosity of culture solution was measured at 20 with Ostwald viscometer.℃
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나 배. 양 및 반응 조건 구명

(1) 최적 배지조성 개발
가 최적 배지조성 개발( )
① 사용균주 신령버섯균: (Agaricus Blazei 상기에서 선발; AB, )
② 기본 액체배지 황백당: 1.2%, MgSO4 7H․ 2O 0.0375%, KH2PO4

가 첨가된 액체배지0.03750%
③ 기타 성분 대두박 효모 식품: , , isoflavone

대두박 효모 파쇄 및 식품용 을 앞서 언급한 삼각플라스크- , ( ) isoflavone
배양법으로 대두박에 함유된 과 동일한 의 함량이isoflavone isoflavone
되도록 효모 식품 을 첨가하여 에서 일간 배양하고, isoflavone 25C 7 ,
열수 추출한 다음 를 측정하였다 대두박을 첨가하였을Brix (Table 6).
경우 가 로 가장 높았다 즉 대두박은 효모는 식품용Brix 4.1 . , 4.1, 3.2,

은 이 었다 효모의 경우 버섯균사체의 배양 속도가 아주isoflavone 2.0 .
늦었고 식품용 을 사용한 경우 질소원 등의 영양소가, isoflavone
부족하여 생육이 낮았다.
식품용 은 질소원을 보충할 경우 좋은 원료가 될 수 있지만- isolfavone ,
본 연구에서는 좋은 재료가 되지 못하였다.

Table 6. Effect of isoflavone sources for the production of the polysaccharide
by the mushroom mycelia in the submerged liquid culture incubated at 25 for℃
7 days

Isoflavone source Brix1)

Soybean cake powder 4.1±0.8
Yeast (powder) 3.2±0.5

Isoflavone (Food grade) 2.0±0.3
1) Brix of culture solution was measured with Brix meter.
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배양 조건 영향(2)

- 상기에 기술한 최적으로 조성된 액체배지를 이용하여 로10, 20, 25, 30, 37℃
조정된 배양실에서 균사체를 일간 배양시켜 배양 추출물의 를3, 5, 7, 9 Brix
측정하였다 와 에서 일간 배양하였을 때 가 다른(Figure 2). 25 30 5 Brix℃ ℃
온도에서 배양한 경우보다 다소 양호하였지만 큰 차이는 없었다 그러나. ,

에서는 세균의 생육이 활발해 지므로 잡균오염의 확율이 높고 균사30 ,℃
생장량은 에 비해 크게 차이가 없었으므로 균사생장이 활발하고 잡균의25℃
오염이 적게 발생하는 에서 일간 배양하는 것을 최적배양조건으로25 5℃
선택하였다 이때 통기량은 로 조절하였다. 1.5 v/v/m .

Temperature (oC)

10 20 25 30 37

B
ri

x
 (

%
)

0.0

3.6

3.8

4.0

4.2

3 day

5 day

7 day

9 day

Figure 2. Brix of the submerged liquid culture of AB mycelia cultured at
different incubation temperatures and days.
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다. 이 함유된 신령버섯균사체배양물 대량배양Gluvone

∙ 배양물 건조물[AB + isoflavone ] 톤 배양액 제조4 kg (3 )
∙ 배양물 건조물[AB - isoflavone ] 톤 배양액 제조4 Kg (3 )

(1) 시료의 종류:
이 함유된 신령버섯액체배양물Isoflavone◦ 배양물[AB + isoflavone ]
이 함유되지 않은 신령버섯액체배양물Isoflavone◦ 배양물[AB - isoflavone ]

버섯균사체 액체배양을 위한 시료제조(2) :
가 대두박 시료( ) : 대두박을 원 시료로 사용하여 [AB + isoflavone
배양물] 제조 원료로 사용

나 대두박으로부터 제거( ) isoflavone : 대두박으로부터 을isoflavone Figure
과 같은 방법으로 을 제거하고3 isoflavone 배양물[AB - isoflavone ]
제조 원료로 사용

Figure 3. Deisoflavone processes from soybean cake powder.

다 대두박에 함유된 함량( ) isoflavone :
의 함량은 함량으로 계산하였다Isoflavone total isoflavone .◦
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신령버섯균사체 액체 배양물의 대량배양(3) :
가 대량배양( ) :
제 세부과제에서 연구한 조건으로 용량의 배양조에서 를1 5 AB◦ ℓ
배양하여 로 하고 이것을 배양조 배양조 용량의seed 50 , 1 , 5.0ℓ ㎘ ㎘
대량배양조로 하면서 배양하였다scale up
배양조는 진주 센터에 구축한 배양조를 사용하였다Bio21 .◦
최종 배양조에서 일 간 배양 배양하여5 4 (120 rpm, 25 , 0.2 v/v/m)◦ ㎘ ℃

의 배양물을 얻었다3.5 .㎘

Figure 4. Feature of fermenter (5 ) for the production of submerged-liquid㎘
culture of Agaricus blazei.

나 자가분해( ) : 자가분해는 을 분해하여 분자량이 작은 을-glucan -glucanβ β
생산할 목적으로 제 세부과제에서 확정한 방법을 사용하였다 즉1 ( , 53 ,℃

의 배양조건에서 시간 반응pH 5.5 3 ).
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다 진공농축 및 동결건조( )
열수추출물 제조 및 농축물 제조:◦
배양기내에서 온도를 에서 시간 반응시켜 생균을 사멸하고100 3 ,∙ ℃
유효성분을 용출하였다.
용출액을 가 장 장착된 진동박막여과 장치로 순환0.22 microfilter 50∙ ㎛
정제하여 버섯균사 여과고형물 과 버섯균사체배양 추출물(100 ) (3.4ℓ
을 분리하였다) .㎘

열수추출에 의하여 유효활성물질인 이 균사체에서 용액으로Gluvone∙
용출되어 나오고 이것을 정제하기 위하여 균사체와 추출액을 분리하여

이 되도록 농축하였다Brix 40 (Figure 5).
동결건조물제조:◦
상기에서 얻은 농축물을 동결건조하여 건조물을 얻었다 (Figure 6).∙
∙ 배양물 건조물[AB + isoflavone ] 톤 배양액 과4 kg (3 ) [AB -

배양물 건조물isoflavone ] 톤 배양액 제조함4 Kg (3 )

Figure 5. A concentrate (Brxis 40) of hot-water extract from the
submerged-liquid culture by Agaricus blazei.

Figure 6. Spray-dried hat-water extract from the submerged-liquid culture by
Agaricus blazei.
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라 허혈 재관류 및 간보호 연구를 위한 시료 조제( ) - :
시료는 을 최대로 생산할 수 있는 조건에서 배양한 배양물을Gluvone
자가분해 한 후 여과하여 여액을 얻었다 여액에(Figure 7). 80%

로 처리하여 침전물을 얻고 이 침전물을 다시 을 번ethanol , 80% ethanol 3
처리하여 얻은 침전물 침전물 시료 사용 을(80% ethanol : Gluvone )
시료로 사용하였다 간보호를 임상실험에 사용한 시료는. Gluvone
안정성을 고려하여 을 함유한 배양물을 자가분해하고 여과한Gluvone LE
여액을 냉동건조하여 시료 로 사용하였다(GLE)

FiltrateFiltrateFiltrate

Submerged Liquid CultureSubmerged Liquid Culture

• Autolyze (53℃, pH 5.5, 120 rpm, 3 hr)
• Cook (hot water, 100℃, 2 hr)
• Filter

MyceliumMyceliumMycelium

• Concentrate (1/10)
• Add EtOH 3 v
• Centrifuge (10,000 rpm, 30 min)

PrecipitatePrecipitatePrecipitateSupernatantSupernatantSupernatant

Crude β-D-glucanCrude Crude ββ--DD--glucanglucan
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Figure 7. Schematic flow chart for the preparation of samples and Gluvone
from the submerged-liquid cultures of Agaricus blazei by means of autolysis.
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라. 이 함유된 신령버섯균사체액체배양물의 유효성분 및 구조분석Gluvone

Molecular weight: 9,4000 Da◦
Total carbohydrate 76.6%, total protein 19.6%, total isoflavone◦
2.1%, others 1.7%
Monosaccharide: glucose◦ 51%, fructose 47%, ribose 2%
Isoflavone: daidzin◦ 18.9%, genistin 24.4%, daidzein 37.4%,
genistein 19.3%

(1) 신령버섯 배양추출물 및 분획물 조제

가 신령버섯 자가분해효소의 최적 활성화 조건 구명( )
시료 협동과제에서 제공한 신령버섯균사체 액체배양물 원액을:◦
사용하였다 균사체가 포함되어 있음( ).
자기분해는 거대한 의 분자를 중저분자로 분해며 이들-Glucan ,◦ β ․
중저분자는 다양한 생리활성을 갖는다 즉 항염증반응 항산화반응( , , ,․
면역 활성화반응 등 따라서 분자가 적을수록 생체 가). bioavailabillity
높기 때문에 여기서는 자가분해방법으로 배양물의 를 가장 나출, viscosity
수 있는 조건을 연구하였다.

◦신령버섯 균사체 배양물을 와 의 에서53 63 incubator pH 4.5, 5.5, 6.5,℃ ℃
의 다양한 조건으로 시간 동안 반응시킨 다음7.5 1, 3, 5, 15, 24

점도변화를 측정하여 자가분해효소 활성을 측정하였다 (Table 7).
에서처럼 의 배양조건에서 시간 반응 시의 시간당Table 7 53 , pH 5.5 3◦ ℃

자가분해 활성이 로 가장 높게 나타났으며 이후로vis/hr 5,780 /secΔ ㎖
활성이 감소하였다.
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Table 7. Viscosity changes of the submerged-liquid cultures of Agaricus blazei
by means of autolysis.

Submerged
liquid culture
from1)

React
-ion
time
(hr)

Temp 53℃ 63℃
pH 4.5 5.5 6.5 7.5 4.5 5.5 6.5 7.5

AB

   1 2,5002) 1,900 1,600 3,250 1,500 3,000 1,050 3,100
   3 3,416 5,780 3,700 3,483 3,666 3,883 1,100 1,083
   5 2,810 3,440 2,660 2,510 3,440 3,440 3,000 2,790
  15 1,140 1,156 1,176 1,096 1,146 1,156 1,160 1,183
  24 712 716 741 756 718 713 731 750

* viscosity: vis/hr.△
1) AB, Agaricus blazei.
2) Average of three experimental data and SD did not exceed 10% of Average.

나 분획물 조제( ) Gluvone (crude- -D-glucan)β
시료 협동연구과제에서 제공한:◦ 배양물 및[AB + isoflavone ] [AB -

배양물isoflavone ] 사용하였다.
분획물 제조방법:◦

•Figure 에 준하여 버섯균사체 배양물을 열수추출 한 다음 규조토7 ,
여과한 여액을 진공농축 배 한 시료 에 용액이(10 ) 200 g 80% ethanol
되도록 배의 을 첨가하고 한 다음 에서 시간3 ethanol shaking , 4 24℃
동안 방치하여 침전시켰다15).
침전물과 상등액을 분리하기 위하여 에서 분간4 , 10,000 rpm 10• ℃
원심분리한 후 상등액을 제거한 다음 침전물을 분리하였다, , .

분획물로부터 유효성분 분리 및 분석(2)

가 의한 의 분자량 확인( ) Sephadex G-75 column chromatography Gluvone
◦ 의 방법에 따라 얻어진 분획물 를 이Figure 7 Gluvone 3 1% NaCl㎖
충진된 에 한 후SephadexTM G-75 column (5 × 100 ) loading 310㎝ ㎝

씩 개의 을 하였다drop (10 ) 50 fraction collection .㎖
이때 사용된 는 이었으며 각 의mobile phase 1% NaCl , fraction UV◦
흡광도 를 측정하였다 분자량이 각각 다른 개의(280 ) . 3 fraction㎚

을 얻었다 이 가장 높은 흡광도를(fraction #1, #2, #3) . Fraction #1
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나타내었고 항산화성 항암성 등을 검증하였을 때 이 가장, , , fraction 1
우수한 활성을 나타내었다 (Figure 8).

을 이라 명명하였다Fraction 1 Gluvone .◦
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Figure 8. Fractionation of the crude- -D-glucan from the submerged-liquidβ
cultures of Agaricus blazei Murill, which was autolyzed at 53 (pH 5.5) for 3℃
hrs by Sephadex G-75 column chromatography. The volume of each fraction
was 10 .㎖

나 의 구성 성분 분석( ) Gluvone
① 화학성분 조성

는 의 중요한 몇가지 화학성분 조성을 나타낸 것이다Table 8 Gluvone .◦
의 총 고형분 함량은 였고Gluvone 98.3% , carbohydrates 76.6%, protein◦

기타 였다19.6%, isoflavone 2.1%, 1.7% .
은 이 된 이었다Gluvone isoflavone conjugation glycoprotein .◦

Table 8. Composition of some chemical compounds in Gluvone1).
Total solid (%)2) Others

(%)Crude
Carbohydrate Crude Protein Isoflavone Total

76.6 19.6 2.1 98.3 1.7
1) Gluvone were isolated from crude- -D-glucan (after autolysis solution) by Sephadexβ TM G-75 column.
The percentage is based on the dry weight.

2) Average of three experimental data and SD did not exceed 10% of Average.



- 57 -

② 구성당 조성 및 결합 결정bond
에 의한 분석HPLC :◦
시료 을 가수분해 시간 한 다음Gluvone 10 (10 6N-HCl, 6 ) 10• ㎎ ㎖

의 로 중화한 후 단당류의 조성을6N-NaOH HPLC [Dionex HPLC,㎖
Rezex RCM-Monosaccharide column (200 × 10 ), Column temp.:㎜
75 , Bobile phase: Deionized water, Detecter: RI, Flow rate: 0.6℃

로 분석하였다/min]㎖ 16).
의 구성당을 물질의 과 비교하여 본Gluvone standard retention time•

결과 와 주요 성분임을 확인 할 수 있었다glucose, fructose riboserk
(Figure 9).
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Figure 9. HPLC chromatogram of monosaccharides in Gluvone.

에 의한 분석GC :◦
또한, 1M H• 2SO4를 사용하여 에서 시간 동안 가수분해 한 다음90 8 ,℃
CaCO3로 중화하였고 그 여액을 다시 원심분리하고 농축시킨 다음, ,
건조하였다 건조된 시료를. Ac2 을 이용하여 에서O-Pyridine 90℃
분간 하였다 한 후 생성된30 acethylation . Acethylation alditol

는acetate gas chromatography (model 6890, Agilent Co. Ltd., CA,
에 의해 분석 되었고 이 때 사용한 칼럼은USA) , HP-5 capillary

이었으며 을 로column (25 m×0.32 i.d.) , helium carrier gas㎜
사용하였다17) 분석조건은 에서 행하여 졌고 온도비율은. 150 240 ,～ ℃
분당 이었으며 최종 온도에서 간 분석하였다2 /min , 10 min (Figure 10).℃
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를 이용하여 물질의 과 비교하여GC standard retention time•
의 주요 구성당을 재확인한 결과 에서와 같이Gluvone Figure 9

와 주요 성분임을 재확인 할 수 있었으며glucose, fructose riboserk ,
의 이 각각 두 개씩에서 나오는 것을 볼 수Figure 10 standard peak

있었는데 이것은 당의 이성체인 것으로 예상할 수 있었다.

Xylose

Xylose Ribose

Ribose

Fructose

Fructose

Glucose

Glucose

Glucose

Fructose

Ribose

Monosaccharides Standard Mixture Gluvone

Figure 10. GC chromatogram of monosaccharides in Gluvone.

은 에 존재하는 와 의Table 9 Gluvone glucose, fructose ribose◦
구성비를 나타낸 결과로 와HPLC 를 통해 확인한 바와 같이GC glucose

로 나타났다51%, fructose 47%, ribose 2% .

Table 9. Composition of monosaccharides in Gluvone
Monosaccharides1) Composition (%)2)

Glucose 51
Fructose 47
Ribose 2
계 100

1) Used Phenol-H2SO4 method and analysis by HPLC and GC.
2) Average of experimental data.

③ 아미노산 조성

시료 을 를 가한 다음 를 충진 시킨Gluvone 4mg 6N-HCl 1 N2 gas◦ ㎖
후 신속하게 밀봉하여 오븐에서 시간 가수분해 시킨 뒤 냉각한110 24℃
후 탈이온수 을 첨가한 다음 을 감압으로 제거 회(DDW) 3 HCl (3㎖
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반복 세척 한 다음 건조시키고 이 시료를) , 0.3 M lithium hydroxide
에 용해하고 여과한 다음 로 정용한 뒤(pH 2.2) , 5 0.22 membrane㎖ ㎛

로 여과하였다filter
이 여액을 아미노산 분석기 [Hisashia Hirano, Column: Ultrapac 11◦
cation exchange resin (6 × 200 ), Buffer flow: 45 /hr,㎜ ㎜ ㎖
Ninhydrin flow: 35 /hr, Column temp.: 50 80 , Buffer step: 4㎖ ～ ℃
step, Reaction bath temp.: 130 , Buffer pH range: 3.2 10.0,℃ ～

로 분석하였다Injection volumn: 40 ] .㎕
이 결과를 에 나타내었다 의 아미노산 조성은Table 10 . Gluvone Asx,◦
Thr, Ser, Glx, Pro, Gly, Ala, Cys, Val, Met, Iso, Leu, Try, Phe, His,
와 으로 나타났으며 이들의 함량은 각각Lys Arg , 21.9, 5.7, 4.9, 12.5,

로 나타내3.6, 7.2, 5.7, 0.9, 3.8, 1.0, 2.8, 4.7, 0.9, 7.8, 4.9, 7.8, 3.9 %
특징적으로 함량이 높은 아미노산은 없었다.

Table 10. Composition of amino acid composition in Gluvone
Amino acid1) Composition (%)2)

Aspartic acid 21.9
Threonine 5.7
Serine 4.9
Glutamin acid 12.5
Proline 3.6
Glycine 7.2
Alalnine 5.7
Cysteine 0.9
Valine 3.8
Methionine 1.0
Isoleucine 2.8
Leucine 4.7
Tyrosine 0.9
Phenylalanine 7.8
Histidine 4.9
Lysine 7.8
Arginine 3.9

Total 100
1) Sample was hydrolyzed by HCl solution and analyzed by Auto Amino Acid Aanalyzer.
2) Average of experimental data.
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④ 조성Isoflavone
시료 을 가수분해 시간 한 다음Gluvone 10 (10 6N-HCl, 6 ) 10◦ ㎎ ㎖

의 로 중화한 후 로 추출한 후6N-NaOH MeOH HPLC [Young-Lin㎖
M-930, Column: -Bondapak C18 (3.9 × 30 ), Column temp.: 25 ,μ ㎝ ℃
Mobile phase: 0.1% Ammonium acetic acid:MeOH gradient (2:8 →

를 사용하여 의8:2), Detecter: UV 254 , Flow rate: 1 /min] Gluvone㎚ ㎖
조성을 분석하였다isoflavone (Figure 11).

표준물질로는 을 이용하였다Daidzin, genistin, daidzein, genistein .◦
표준품인 과 은 당이 하나 붙어있는 배당체로daidzin genistin retention◦

이 각각 와 으로 나타났고 당이 붙지 않은time 9.55 12.66 , daidzein,
의 은 각각 로 나타났으며genistein retention time 18.23, 22.27 ,
의 경우 이 으로 나타나Gluvone retention time 9.55, 12.60 daidzin,
과 같이 당이 한 분자 붙어있는 배당체와 당이 붙지 않은genistin

으로daidzein (retention time: 18.08), genistein (retention time: 22.07)
구성되어 있음을 확인 하였고 상에서도 동일한 결과를 확인할 수TLC
있었다.

의 조성을 살펴본 결과 은Isoflvone daidzin, genistin, daidzein, genistein◦
각각 로 나타났다18.9, 24.4, 37.4, 19.3 % (Table 11).
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Figure 11. HPLC and TLC chromatogram of isoflavones in Gluvone.



- 61 -

Table 11. Composition of isoflavones in Gluvone

Isoflavones1) Composition (%)2)

Daidzin 18.9
Genistin 24.4
Daidzein 37.4
Genistein 19.3
Total 100

1) Isoflavones were isolated from Gluvone by C18 column.2) Average of experimental data.

⑤ 분자량 및 구조 분석

◦ 시료를 이 장착된Gluvone TSK column (7.8 × 30 ) Dionex HPLC㎝
(P-680 pump, Column temp.: 25 , Mobile phase: Deionized water,℃

로 분석하였다Detecter: RI, Flow rate: 1 /min) .㎖
물질로는Standard dextran 5,000, 12,000, 25,000, maltoheptaose,◦
를 이용하여 로 계산하였다maltotriose log scale .

분자량 분석 결과를 에 나타내었다 은Figure 12 . Dextran 25,000◦
이 은 은retention time 8.53, dextran 12,000 8.87, dextran 5,000 9.83,

는 로 나타났다 의 은 로maltotriose 9.98 . Gluvone retention time 9.09
나타나 표준품들의 분자량과 비교하여 값으로 환산한 결과log

의 분자량이 약 인 것을 확인 할 수 있었다Gluvone 9,400 .
의 분자량은 자가분해 조건에 따라 다소 차이는 났지만 이번Gluvone◦

연구에서 사용하고 있는 은 분자량이 이었다Gluvone 9,400 ± 500 .
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Figure 12. Molecular weight of Gluvone from HPLC run.

마 허혈 재관류 및 간보호 동물실험에 사용한 시료의 화학적 조성. - Gluvone

80% EtOH ppt.
(80EPP)

Soluble: 80.2%
Carbohydrate; 46.5%
Protein: 25.0%
Isoflavone: 8.7%
Insoluble: 19.8%

Gluvone
(2.0%)

Carbohydrate
(76.6%)

Protein
(19.6%)

Isoflavone
(2.1%)

Others
(1.7%)

Glucose: 51.0%
Asp: 21.9% Ala: 5.0% Diazin: 18.9%Glx: 12.5% Leu: 4.2%
Gly: 7.2% The: 0.7%

Genistin: 24.4%
Froctose: 47.0%

Phe: 7.8% His: 4.4%
Thr: 5.0% Lye: 7.8%

Daidzein: 37.4%Ser: 4.9% Arg: 3.4%
Ribose: 2.0%

Ile: 2.3% Met: 0.8%
Genistein: 19.3%Pro: 3.6% Val: 3.%3

Cys: 0.9%
Figure 13 . Composition of some chemical compounds in Gluvone sample.
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소재의 심근허혈 재관류에 미치는 영향2. Gluvone -

소재와 은 각각은 심근손상에 대해 억제하는Gluvone Daidzein○
효과가 있었고 항산화 효과로 인한 항염 작용 특히, , NF-kB

억제와 염증성 억제가 심근경색으로 인한translocation cytokine
손상을 억제하여 심근기능의 회복이 있었다.

가 허혈 재관류에 의한 심근경색 유발. -

소재 시료는 허혈 재관류 손상에 의한 심근 기능을Gluvone -
회복시키는 효과가 있었다.

계통의 휜쥐의 허혈 재관류에 의한 심근경색 유발(1) Sparague-Dawley -
계통의 흰쥐 를 과Sparague-Dawley (220 g 250 g) Ketamine (30 mg/kg)～
으로 마취 시킨 후 기관지를 절제하여 인공호흡Xylazine (6 mg/kg)

를 삽관 하여 를 통해서 호흡을 유지시켰다Cathether Artificial respirator .
흉곽을 절개하여 심장을 잘 보이게 한 후 상동맥의 Left anterior desending

를 로 분 동안 관찰하여 허혈을 유발시키고branch (LAD) 6-0 silk suture 30 ,
결찰을 풀어 시간 동안 재관류를 시켜 심장 허혈 재관류 모델을24
만들었다13).

Figure 14. 허혈 재관류 연구를 위한 동물모델- .
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는 흰쥐를 사용하여 허혈 재관류 손상에 의한 심근경색 동물Figure 14 -
모델을 제작하는 과정이다 제일 위쪽에 기계호흡이라 표시한 부분은.
기관지를 절개한 후 인공적으로 기계에 의해 호흡을 유도 하는 것이고

오른쪽에 심장 부위를 확대하여 보면 좌측관상동맥을 주사바늘 (6-0
사용 로 떠서 고리를 만들어 분간 죄임으로 피가 통하지 않게 하고SILK ) 30

허혈 이어서 고리를 풀어주면 재관류 에 의한 심장 손상을 받게 된다( ) ( ) .

손상억제 확인 심근허혈 조직 검사(2) ( )
의Figard 13) 방법에 의거하여 실험 시 에서 보이는 바와 같이Figure 15

심근경색이 약 정도 나타남을 알 수 있다 는 을60% . Figure 15 Daidzein
허혈 재관류 시간 전에 투여 시 심근경색정도가 줄어드는 것을 보인- 1
것이다 투여에 의해 심근경색이 정도 감소함을 알 수 있었다. Daidzein 20% .

Figure 15. 에 의한 심근경색 완화효과Daidzein .

을 씩 일간 경구투여 시 혈압 심박동수에 미치는 영향은Daidzein 5 mg/kg 5 ,
에서 보이는 바와 같이 혈압에는 일부 효과를 보이나 심박동수의Figure 16

변화에는 커다란 영향을 주지 않았다 또한 은 좌심실 수축력을 통계. daidzein
적으로 유의하게 증가 시키며 좌심실 발생압력도 증가됨을 보였다.
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좌심실 이완말기 압력
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Figure 16. 의 혈압 심박동수에 대한 효과Daidzein , .
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심근허혈 재관류 손상에 대한 심근 보호효과(3) -
은 허혈 재관류에 의한 심근경색을 만든 후 우측 경동맥을 통해Figure 17 -

가느다란 카테터를 심장부위까지 삽입하고 바깥쪽을 로 연결하여transducer
심근의 여러 가지 기능을 분석하였다.

Figure 17. 심근허혈 재관류에 의한 심근경색 동물 모델- .

가 혈압에 미치는 영향( )
소재 시료를 투여 전후 에 혈압에 대한 영향을 살펴보았다Gluvone .․
소재 투여는 혈압에 대해 수축기 이완기 모두Gluvone (5 mg/kg, 5 days) ,

허혈 재관류 손상 쥐에 비해 개선을 가져왔으며 평균혈압도 유의하게-
차이를 나타내었다 (Figure 18).

Figure 18. 소재가 혈압에 미치는 영향Gluvone .
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나 좌심실 수축력 및 이완 말기 압력 측정( )
는 허혈 재관류 손상 시 제일 중요한 내용으로서 심장 손상 시Figure 19 -

말기 이완기 압력이 상승된다 이때 약물치료에 의해 압력이 낮아지게.
되면 심장 기능이 회복됨을 의미한다18,19) 에서 보이는 바와 같이. Figure 19
좌심실 이완말기 압력 이 약 로서 심근 손상 시(LVEDP) 10 mmHg
나타나는 압력이 소재 투여에 의해 약 정도 줄어들었음을Gluvone 50%
나타내었다 뿐 만 아니라 좌심실 기능이 회복되면 심근 수축력이.
회복되어 단위시간당 수축능력 이 증가되는데 이 수치 역시(dP/dT)

소재에 의해 유의하게 증가됨을 알 수 있었다Gluvone .

Figure 19. 좌심실 이완말기 압력과 좌심실 수축력에 대한 소재의 효과Gluvone .
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다 기타 심장 기능에 대한 효과( )
소재가 기타 심장기능에 미치는 영향을 살펴본 결과 심박동수와Gluvone

좌심실 압력을 호전 시키는 결과를 보여 심근경색 시 저하된 심장 기능에

보호 효과를 나타내었다 (Figure 20).

Figure 20. 소재의 좌심실 압력과 심장박동수에 미치는 효과Gluvone .
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나 심근 허혈 재관류 손상 개선 및 심근경색 억제 효과. /

소재와 은 각각 심근손상에 대해 억제하는 효과가Gluvone Daidzein
있었고 항산화 효과로 인한 항염 작용 특히, , NF-kB translocation
억제와 염증성 억제가 심근경색으로 인한 손상을 억제하여cytokine
심근기능의 회복이 있었다.

시료(1) 이 함유된 배양물로부터 얻은 과: Gluvone Gluvone fraction Diadzein

실험동물(2)
가 계통의 휜쥐 를( ) Sprague-Dawley (220 g 250 g) Ketamine (30～

과 으로 마취 시킨 후 기관지를 절제하여mg/kg) Xylazine (6 mg/kg)
인공호흡 를 삽관 하여 를 통해서 호흡을Cathether Artificial respirator
유지시켰다.

나 흉곽을 절개하여 심장을 잘 보이게 한 후상동맥의( ) left anterior
를 로 분 동안 관찰하여descending branch (LAD) 6-0 slik suture 30

허혈을 유발시키고 결찰을 풀어 시간 동안 재관류를 시켜 심장 허혈, 24
재관류 모델을 만들었다.

다 수술 후 식이는 으로 공급하였고 사육실의 온도 및 습도는( ) ad libitum ,
로 유지하였고 명암은 시간 간격으로 점등 및20 25 , 50 60% , 12～ ℃ ～

소등 하였다.

시료 투여 및 심근경색 정도 정량화(3) (TTC staining)
가 실험군은 허혈 재관류 실험군 소재 투여군( ) Sham control, - , Gluvone ,

투여군으로 구분하였다daidzein .
나 군의 동물은 관상동맥의 결찰이 없이 마취제만 투여( ) Sham control
하였으며 소재와 군의 동물은 각각 양을 일Gluvone Daidzein 5 mg/kg 20
간 투여하였다.

다 재관류 시간 후에 심장을 절제하여 심실부분을 크기의 를( ) 24 1 slice㎜
만든 후 용액에 에서1% triphenyltetrazolium chloride (TTC) 37℃
분 동안 하여 염색한 후 심근 경색의 크기 를10 incubation (Infarct size)

측정하였다.
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시료처리가 심장의 기능에 미치는 영향(4)
가 재관류 시간 후 허혈 재관류 손상에 대한 심장기능의 확인은( ) 24 - Miller

를 경동맥을 통해 좌심실까지 삽입하여 측정하였다catheter .
아래 는 심근경색손상의 지표로서 실험이 잘Table 12 control•
되었는지를 검증하는 실험으로 와 경색크기를 상대적으로area at risk
나타내는 표이다.
결과에서와 같이 소재 처리구에서Control, Gluvone , Daidzein area at•

와 에 차이가 없음을 알 수 있었다risk area at risk/LV (%) .

Table 12. Area at Risk and Infarct Size
Control
(n=10)

소재Gluvone
(5 / , n=8)㎎ ㎏

Daidzein
(10 / , n=10)㎎ ㎏

Body weight (g) 245±18 232±16 247±15
LV weight (g) 0.66±0.06 0.61±0.04 0.69±0.06
Area at risk (g) 0.3±0.02 0.28±0.04 0.31±0.07
Area at risk/LV (%) 46±5 45±7 44±6
infarct size (g) 0.17±0.03 0.12±0.01 0.10±0.02

나( ) Hemodynamic data:
아래 에서 보이는 바와 같이 소재 의Table 13 Gluvone (5 mg/kg)•
투여는 의 투여와 비교하여 혈압Daidzein (5 mg/kg) (MAP, mean

에 미치는 영향은 허혈 재관류 손상 시arterial pressure) I/R ( - )
저하되었던 혈압 을 각각 로 유의 하게(67 mmHg) 79 mmHg
상승시켰으며 좌심실 수축기압 을 유의성 있게(LVSP) (p<0.05)
증가시켰다.
특히 처리는 심근수축과 이완의 지표인 를 통계적으로Daidzein dP/dt•
유의성 있게 증가시키는 반면 소재 처리는 의(p<0.05) Gluvone Diadzein
처리보다 다소 증가효과가 낮았으나 처리보다는 증가시켰다, control .
이것은 소재의 용량에 영향이 있을 것으로 사료되어졌다Gluvone .•
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Table 13. Hemodynamic Data
LVSP/LVEDP
(mm Hg)

HR
(bpm)

±dP/dT
(mm Hg/s)

SBP/DBP
(mm Hg)

MAP
(mm Hg)

Sham
(n=6) 99±9/5.6±2 301±29 3896±466/-3074±553 94±6/68±6 77±5
Control
(n=10) 83±6/10±3 333±31 3203±374/-2579±340 79±7/61±5 67±5
Gluvone
(5 / , n=8)㎎ ㎏ 97±9* 9.6±3 333±42 3341±525/-2783±542 94±9/70±7 79*±7
Daidzein
(5 / , n=10)㎎㎏ 93±5/8±3 312±32 3592±403*/-2824±399* 90±6/73±6 79*±6

작용기전연구(5)
가 시료조제( ) :
상기 에 따라 행한 실험동물의 각 심장을 적출하여 육안으로protocol•
구별되는 허혈 되지 않은 조직 과 허혈 위험 조직(non-ischemic) (area

을 잘게 썰고 로 균질화시켰다at risk) PBS .
균질화된 조직을 약 로 분간 원심분리 하여 을 얻고 이500 × g 30 pellet•

에 을 넣고 분간 배양 후pellet cytosolic extraction reagent I 10 reagent
를 추가하고 반응을 종료하고 이것을 튜브에 옮긴 후 에서II , 16000 × g
분간 원심분리 하여 얻은 상층액 을 얻었다5 cytosolic fraction .

핵층 을 분리 하기위해 에(nuclear fraction) pellet nuclear extraction•
를 첨가하고 분간 배양 후 에서 분간 원심분리reagent 40 16000 × g 10

하여 상층액을 얻어 이것을 시료로 사용하였다nuclear fraction .
측정 의 및parameters: NF-kB protein Western blotting, trasnslocation•

활성도를 측정하였다caspase-3 .

나 허혈 재관류 손상 보호 작용기전( ) /
에 보이는 바와 같이 자체는 를Figure 21 I/R rm NF-kB complex•
에서 으로 이동시킴을 알 수 있다 그러나cytosol nucelar fraction .

이 소재 처리 군과 투여 군에서NF-kB translocation Gluvone Daidzein
억제됨을 볼 수 있었다 따라서 이 소재보다 강함을 알. Daidzein Gluvone
수 있었다.



- 72 -

Figure 21. 소재 처리 군과 투여 군에 따른 의 발현Gluvone Daidzein NF-kB .

다 염증성 측정( ) cytokine
소재가 염증성 을 억제하는 지를 확인하기위하여Gluvone cytokine•

대표적 염증성 인 와 를 를 사용하여 측정하였다cytokine TNF- IL-6 kit .α
에서 보는 바와 같이 염증성 인 와 농도를Figure 22 cytokine TNF-a IL-6•

혈중에서 전 후 시간 및 시간 뒤에 측정I/R (base), I/R 1 (R1) 2 (R2)
한 결과 소재와 이 미치는 영향을 확인한 것이다Gluvone Daidzein .
에서 보이는 바와 같이 는 와 모두 현저히 상승R1 I/R stress IL-6 TNF-α

되었으나 상대적으로 및 소재 투여 군에서Daidzein Gluvone
줄어들었음을 알 수 있다 따라서 이들의 효과를 확인하였다. .
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Figure 22. 염증성 인 와 의 측정cytokine TNF- IL-6α

라 심장주변의 중성구 침입에 대한 조직 염색 연구( )
소재의 효과는 항산화 작용에 의한다면 적어도 심장의Gluvone•

허혈 재관류 로 인한 심장에 중성구의 침입이 억제 되어야 할/ protocol
것으로 가정하고19,20) 실험 후 으로 고정한 후 중성구의, SD paraffin
침입정도를 시료 투여 군과 투여하지 않은 군의 차이를 확인 하였다.

에서 보는 바와 같이 은 심장 조직에 산화적 스트레스로Figure 23 I/R•
인한 의 이 되어 있는 것을 알 수 있으며 이에 반해nutrophil infiltration

이나 소재 투여 군에서는 로 인한 산화적Daidzein Gluvone I/R
스트레스가 현저히 줄어들었음을 활성도와 면역 조직 염색으로MPO
확인 할 수 있었다 따라서 이들이 산화적 스트레스를 감소시킨다는.
사실을 알 수 있었다.
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Figure 23. 과 소재 투여로 인한 심장주변의 중성구 침입에Daidzein Gluvone
대한 조직 염색 연구.

마 활성 측정( ) Capases-3
손상은 결국 심근에 를 일으켜 기능저하와 심근경색으로I/R apoptosis•

이루어지므로 소재와 이 에 미치는 영향을 본Gluvone Daidzein apoptosis
것이다.

에서 보는 바와 같이 은 유의하게Figure 24 Daidzein (p<0.05) caspase-3•
활성도를 억제하는 반면 소재는 통계적으로 유의 하지는Gluvone
않았으나 활성을 억제하는 것으로 나타났다 따라서 이들은Caspases-3 .
세포의 에 관여하는 것을 알 수 있었다apoptosis .

Figure 24. 소재와 의 활성 측정Gluvone Daidzein Capases-3 .
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바 심근 허혈 재관류 손상에 대한 소재의 기능개선 및 심근경색( ) / Gluvone
억제 효과 동물실험( )
세포 심근근색세포:①
시료 소재와: Gluvone Diazdein②

및 측정NF-kB transfection luciferase③
를 미국 펜실베니아 대학의NF-kB luciferase constructs P. Koretzky◦

박사로부터 는 인디아니대학의, dominant negative IkB mutant plasmid
박사로부터 분양받아 은 을 사용하여Nakshatri transfection Lipofectin

수행하였다.
실험 에 따른 실험 후 에 녹이고 활성도를 측정protocol PBS luciferase◦
하였다.

는 심근세포에서 에 해당하는 산화적 손상을Figure 25 I/R H◦ 2O2를
가하여 세포손상을 주고 이에 대한 소재와 의 효과를Gluvone Daidzein
본 것이다 를 과 소재는 각각 과. cell viability Daidzein Gluvone 5 uM 2

농도에서 가장 좋은 효과를 보였다 이러한 결과는mg/ml . in vivo
결과와도 일치 하는 것으로 사료된다.

Figure 25. 과 소재의 효과Daidzein Gluvone cell viability .
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은 억제 효과가 에서도 나타나는지를 확인한 바Figure 26 NF-kB cell◦
활성도가NF-kB luciferase H2O2에 의한 활성도를 줄임을luciferase

확인하였다.

Figure 26. 활성도가NF-kB luciferase H2O2에 의한 활성도luciferase .

다 심근허혈 재관류 손상에 대한 부작용 여부. -
앞서 실험에서 심근 허혈 재관류 손상 시 함유신령버섯 추출물인- isoflavone

소재가 허혈 재관류로 인해 발생하는 좌심실 기능의 억제와Gluvone -
심근경색에 대한 각각 이로운 효과를 보였기에 이 화합물이 효과를 보이는

농도에서 심혈관계 부작용이 있는 지를 확인하기위해 흰쥐의 대동맥 혈관을

사용하여 혈관에 대한 반응성을 실험하였다.

실험동물(1)
계통의 휜쥐 를 과Sparague-Dawley (220 g 250 g) Ketamine (30 mg/kg)～
으로 마취 시킨 후 재빨리 흉곽을 열고 대동맥Xylazine (6 mg/kg) (thoracic

을 분리해 내었다aorta) .

시료약물 투여에 의한 혈관 반응도(2)
실험 군으로 소재 투여 군으로 나누었다Sham control, gluvone . sham

군은 만 투여 하였으며 소재 와 소재control saline Gluvone (+) Gluvone
를 각각 양을 일 간 경구 투여하였다 일간 투여 후 상기(-) 10 mg/kg 20 . 20
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방법에 의해 각각 실험 군 쥐의 흉부 대동맥을 분리 하고 아래의 실험을

하였다 (Figure 27).

Figure 27. 등장성 혈관 반응 측정용 및 생리기록기에 의한 혈관 반응성 측정기.

용액이 담겨있는 용 에 연속적으로Krebs 10 ml organ bath 95% O2, 5% CO2
가 주입되도록 하고 로 외관을 따라 물이 흐르도록 하여gas 37 organ bath℃

내 온도가 가 되도록 유지시켰다 상기에서 분리한 혈관을organ bath 37 .℃
정도 크기의 혈관 절편 고리를 만든 후 의 장력을 주어0.7 cm 1 g

생리기록기에 미세한 움직임을 기록할 수 있도록 하기위해 FT03
에 연결하고 혈관 수축제 와 내피세포 의존성transducer (Phenylephrine)

이완제 에 대한 혈관 반응을 조사하고 시료 약물의 효과를(Acetylcholine)
관찰하였다.

혈관 반응성(3)
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Figure 28. 상에서 한 혈관의 수축과 이완 반응Physiograph tracing .

상기 은 혈관의 수축과 이완 반응을 상에 나타난Figure 28 physiograph
것을 한 것이다 에서 보이는 바와 같이 혈관대동맥을tracing . Figure 28

을 투여 하면 수축 반응을 일으킨다 약phenylephrine (PE) 0.1 mM .
분간 평형을 유지 한 상태에서 이때 을 투여10-20 acetylcholine (1 mM)

하면 내피세포가 존재 할 경우 에는 혈관이 이완을[endothelium (+)]
일으킨다 그러나 내피세포를 제거 시킨 혈관 에서는. [endothelium (-)]

에 의한 이완 반응이 약함을 알 수 있었다acetylcholine .



- 79 -

심장조직에 침착억제(4) polymorphonuclear

Figure 29. Effect of gluvone on myocardial polymorphonuclear accumulation:
(A) Immunohistochemical staining with monoclonal anti-polymorphonuclear antibody. a) Sham, nonischemic
tissue; b) Ischemia and reperfusion control, ischemia/reperfused myocardium; c) Ischemia and reperfusion
gluvone (-), d) Ischemia and reperfusion gluvone (+). Gluvone significantly inhibited polymorhonuclear
accumulation after ischemia and reperfusion vs. control group. white arrows indicate polymorphonuclears.
Values are mean ± S.E.M. (n=6 in each group). *P<0.05 compared to ischemia and reperfusion control. (B)
MPO activity in the area at risk of cardiac tissue samples obtained from sham, ischemia and reperfusion
control and gluvone-treated rats. Values are mean±S.E.M (n=6 in each group). *P<0.05 compared to ischemia
and reperfusion control.

상기 는 소재를 투여한 군의 쥐 심장 조직에서Figure 29 Gluvone Gluvone
소재 와 소재 를 일 투여 후 심장에 허혈 재관류를 분(+) Gluvone (-) 20 / 30 /
시간 후 조직을 로 염색한 결과이다24 PMN antibody .

에서와 같이 흰쥐의 심장조직에 허혈 재관류 시 등Figure 29 / neutrophile
세포들이 침착 되는데 반해 투여 쥐의polymorphonuclear (b) Gluvone (c,d)

경우는 그 침착이 적음을 알 수 있었다 그러나 통계를 나타내었을 때.
이 들어 있는 소재 투여 쥐에서 그 작용이 현저하게isoflavone Gluvone (+)

줄어들었다 (P<0.05).

종합적으로 볼 때 소재는 혈관반응에 있어서 함유gluvone isoflavone
유무에 상관없이 내피세포 의존적 이완반응을 나타내었으며 심장에 대한

단핵세포의 침착을 억제함에 있어서는 함유한 분획isoflavone EtOH
추출물이 효과를 나타내었으며 효과를 나타내는 농도 범위에서는 심장 및

혈관에 부작용을 나타내지 않음을 알 수 있다.
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소재의 간독성 개선 효과에 미치는 영향3. Gluvone

○ 혈장 및 활성은 정상대조군에 비해 알코올 섭취군에서GOT GPT
유의적으로 높게 나타나 알코올 섭취에 의한 간 손상이 일어났으며,

군과 군에서 간 손상이 억제된 것으로 사료된다gluvone silymarin
○ 소재의 섭취는 혈장 및 활성을 에탄올군에 비해Gluvone ALP LDH
유의적으로 감소시켰다 따라서 소재의 섭취는 만성적인 에탄올. Gluvone
섭취로 인한 간 손상을 완화시킬 수 있을 것으로 사료된다.

○ 에탄올의 만성적인 섭취는 간조직의 지질과산화물 함량을 증가시키고,
농도 및 항산화계 효소활성을 억제시키나 소재의glutathione , Gluvone

섭취가 농도 및 항산화계 효소활성의 감소를 억제하고glutathione
지질과산화물 함량을 감소시켜 간 보호작용을 나타내는 것으로,
사료된다.

가 소재의 사염화탄소로 유도한 간 독성 개선 효과 동물. Gluvone mouse (
모델)

소재 시료는 사염화탄소 독성으로 인한 간 손상을 완화시킬 수Gluvone
있을 것으로 사료되고 사염화탄소에 의해 유도되는 지질과산화물 생성을,
완화시켜 간 손상을 억제하였다.

체중 및 식이섭취량(1)
정상군과 CCl4 투여 대조군, CCl4 투여 군silymarin , CCl4 투여 Gluvone
소재군 및 소재 군 사이의 체중 식이섭취량 간 무게는 유의적Gluvone (-) , ,
차이가 없었다 (Table 14).
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Table 14. Body weight, Food intake and liver weight
Body weight

(g)
Food intake
(g/d)

Liver weight
(g)

Normal 195 ± 23 19.4 ± 1.5 8.8 ± 1.2
CCl4-control 174 ± 8 20.4 ± 2.4 9.2 ± 0.4
CCl4-silymarin 165 ± 6 20.6 ± 2.5 8.9 ± 0.7
CCl4 소재-Gluvone 175 ± 15 21.8 ± 1.8 9.7 ± 0.8
CCl4 소재-Gluvone (-) 183 ± 15 21.2 ± 1.0 9.7 ± 1.5

혈액 분석(2)
가 사염화탄소 투여군의 혈장 및 활성은 정상대조군에 비해( ) GOT GPT
유의적으로 높게 나타나 사염화탄소 투여에 의한 간 손상이 일어난

것으로 나타났다. CCl4 군의 혈장 및 활성은 각각-silymarin GOT GPT
로311.6 ± 29.3 IU/L, 168.0 ± 29.0 IU/L CCl4-control (708.0 ± 95.7

에 비해 유의적으로 감소하였다IU/L, 448.9 ± 75.4 IU/L) . CCl4-Gluvone
소재의 혈장 및 활성은 각각GOT GPT 253.3 ± 29.8 IU/L, 124.1 ±

로19.3 IU/L CCl4 에 비해 유의적으로 감소하였다control . CCl4-Gluvone
소재 의 혈장 및 활성은(-) GOT GPT 412.5 ± 54.6 IU/L, 190.4 ± 18.2

로 나타나IU/L CCl4 에 비해 유의적으로 감소하였다-control (Figuer
30). CCl4 소재 군의 활성은-Gluvone (-) GOT CCl4 군 및-silymarin
CCl4 소재에 비해 높게 나타났으나 활성은 유의적인 차이가-Gluvone ,
없었다.
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Figure 30. 소재Effects of Gluvone sample on plasma GOT and GPT activities
in CCl4-treated rats.

나 사염화탄소 투여군의 혈장 및 는 정상대조군에( ) bilirubin, ALP LDH
비해 유의적으로 높게 나타났다 (Table 15). CCl4 군 및-silymarin
CCl4 소재의 혈장 은 각각-Gluvone bilirubin 1.31 ± 0.25 mg/dL, 1.34 ±

로0.18 mg/d CCl4 에 비해 유의적으로 낮게-control (1.64 ± 0.18 mg/dL)
나타났으나, CCl4 소재 의 경우-Gluvone (-) CCl4 과 유의적인-control
차이가 없었다 혈장 활성은. LDH CCl4 군-silymarin (396.3 ± 27.9

과U/L) CCl4 소재군 이-Gluvone (441.6 ± 58.7 U/L) CCl4-control (574.8
에 비해 유의적으로 감소하였다± 105.7 U/L) . CCl4 소재-Gluvone

군 의 경우(-) (480.3 ± 96.4 U/L) CCl4 과 유의적인 차이가-control
없었다. CCl4 군 및-silymarin CCl4 소재-Gluvone , CCl4 소재-Gluvone
의 혈장 활성은 각각(-) ALP 53.5 ± 6.1 U/L, 54.3 ± 5.5 U/L, 57.4 ±
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로5.5 U/L CCl4 과 유의적 차이가 없었다-control (58.6 ± 7.3 U/L) .
소재의 섭취는 혈장 활성 및Gluvone GOT, GPT, LDH bilirubin

농도를 CCl4 에 비해 유의적으로 감소시켰다 따라서control . Gluvone
소재의 섭취는 독성으로 인한 간 손상을 완화시킬 수 있을 것으로

사료된다.

Table 15. 소재Effects of Gluvone sample on plasma bilirubin, ALP and LDH in
CCl4-treated rats

Treatment Billirubin
(mg/dL)

ALP
(U/L)

LDH
(U/L)

Normal 0.99±0.16a 38.8±5.1a 191.4±41.9a
CCl4-control 1.64±0.18c 58.6±7.3b 574.8±105.7c
CCl4- 소재Gluvone 1.34±0.18b 54.3±5.5b 441.6±58.7b
CCl4- 소재Gluvone (-) 1.38±0.25c 57.4±5.5b 480.3±96.4c
CCl4-silymarin 1.31±0.25b 53.5±6.1b 396.3±27.9b

간 조직의 지질과산화물 함량(3)
사염화탄소 투여군의 간조직 지질 과산화물 함량은 정상 대조군 (1.88 ±

에 비해 유의적으로 높게 나타났다0.40 nmol MDA/mg protein) . Silymarin
및 소재(2.96 ± 0.26 nmol MDA/mg protein) Gluvone (2.93 ± 0.32 nmol

의 섭취는 지질 과산화물 함량을 대조군MDA/mg protein) (3.59 ± 0.69
에 비해 유의적으로 감소시켰으며 을nmol MDA/mg protein) , isoflavone

제거한 소재의 섭취 는Gluvone (3.05 ± 0.39 nmol MDA/mg protein)
대조군에 비해 감소하는 경향을 나타내었다 사염화탄소는(Figure 31).
간조직의 지질과산화물 생성을 유도하여 간 손상을 초래하게 된다21) 따라서.

소재의 섭취는 사염화탄소에 의해 유도되는 지질과산화물 생성을Gluvone
완화시켜 간 손상을 억제하는 것으로 사료된다.
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Figure 31. 소재Effects of Gluvone sample on TBARS in CCl4-treated rats.

간 조직의 함량 및 항산화효소계 활성(4) glutathione
가 사염화탄소 투여군( ) (CCl4 의 간 조직 함량은-control) glutathione 72.1 ±

으로 정상 대조군 에10.3 nmol/g protein (106.6 ± 19.3 nmol/g protein)
비해 유의적으로 낮게 나타났다 의 섭취. Silymarin (95.0 ± 7.6 nmol/g

는 함량을protein) glutathione CCl4 군에 비해 유의적으로-control
증가시켰으며 정상 대조군과 유의적인 차이가 없었다 소재군, . Gluvone

및 을 제거한 소재군(92.2 ± 9.9 nmol/g protein) isoflavone Gluvone
의 함량은(86.0 ± 0.39 nmol/g protein) glutathione CCl4 군에-control

비해 증가하였으나 정상 대조군보다 낮게 나타났다, (Table 16).
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Table 16. 소재Effects of Gluvone sample on SOD, catalase and glutathione
reductase activities in CCl4-treated rats

Treatment SOD
(U/mg protein)

Catalase
(U/mg protein/min)

GSH-reductase
(nmol/mg protein)

Normal 14.1±0.3c 7.5±1.4c 4.6±1.5
CCl4-control 10.1±1.6a 3.5±0.5a 3.5±1.0
CCl4-Gluvone
소재

12.0±1.7b 4.8±0.8b 4.0±0.8
CCl4-Gluvone
소재 (-) 11.9±0.8b 4.8±0.5b 3.5±0.6
CCl4-silymarin 12.1±1.2b 4.9±0.4b 3.6±0.6

나 사염화탄소 투여군의 간 조직 활성은 정상대조군( ) SOD (14.1 ± 0.3
에 비해 유의적으로 낮게 나타났다U/mg protein) . CCl4 군-silymarin ,

CCl4 소재 및 소재 의 활성은 각각-Gluvone CCl4-Gluvone (-) SOD
12.1 ± 1.2 U/mg protein, 12.0 ± 1.7 U/mg protein, 11.9 ± 0.8 U/mg

으로protein CCl4 에 비해 유의적으로-contro (10.1 ± 1.6 U/mg protein)
증가하였다.

다 사염화탄소 투여군의 간 조직 활성은 정상대조군( ) catalase (7.5± 1.4
에 비해 유의적으로 낮게 나타났다U/mg protein) . CCl4 군-silymarin ,

CCl4 소재 및 소재 의 활성은 각각-Gluvone CCl4-Gluvone (-) catalase
4.9 ± 0.4 U/mg protein, 4.8 ± 0.8 U/mg protein, 4.8 ± 0.5 U/mg

으로protein CCl4 에 비해 유의적으로-control (3.5 ± 0.5 U/mg protein)
증가하였다 따라서 소재 및 을 제거한(Table 16). Gluvone isoflavone

소재의 섭취는 및 활성을 증가시켜Gluvone SOD catalase
활성산소종을 제거함으로써 지질과산화물 함량을 낮추고 함량을GSH
증가시켜 간 조직을 산화적 스트레스로부터 보호하는 것으로 사료된다

22).
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간 조직의 농도(5) -tocopherolα
사염화탄소 투여군 (CCl4 의 간조직 농도는-control) -tocopherol 66.8 ± 15.6α

로 정상 대조군 에 비해 낮은nmol/g tissue (70.75 ± 18.7 nmol/g tissue)
경향이 나타났다 군 소재군 및 소재 군의. Silymarin , Gluvone Gluvone (-)

농도는 각각-tocopherol 87.3 ± 14.7 nmol/g tissue, 82.3 ± 14.5 nmol/gα
으로 나타나 정상대조군 및 사염화탄소tissue, 73.8 ± 15.8 nmol/g tissue

대조군과 유의적인 차이가 없었다 (Figuer 32).

Figure 32. 소재Effects of Gluvone on -tocopherol levels in CClα 4-treated rats.
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조직학적 변화 관찰(6)
사염화탄소로 유발된 간손상에 미치는 소재의 효과를 조직학적으로Gluvone
관찰한 결과는 에 나타내었다 사염화탄소 투여군은 정상대조군에Figuer 33 .
비하여 지방변이 가 관찰되어 간손상이 유발되었음을(fatty change)
나타내었다. CCl4 소재군 및-Gluvone CCl4 군은-silymarin CCl4 군에-control
비하여 지방 변성이 억제된 것으로 나타났다 (Figure 33).

Normal CCl4-control CCl4-Gluvone

CCl4-gluvone(-) CCl4-silymarin

Normal CCl4-control CCl4-Gluvone

CCl4-gluvone(-) CCl4-silymarin

Figure 33. 소재Effects of Gluvone on histological changes of liver tissue in
CCl4-treated rats.
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나 소재의 알콜로 유도한 흰쥐 간 독성완화 효과 검증 동물 모델. Gluvone ( )

소재 시료는 알콜 독성으로 인한 간 손상을 완화시킬 수 있을Gluvone
것으로 사료되고 에탄올에 의해 유도되는 지질과산화물 생성을 완화시키고,
간조직의 손상을 억제하였다.

체중 및 식이섭취량(1)
대조군의 최종 체중은 대조군 에 비해 유의적으로Pair-fed (PF) (Control)

낮았으며 에탄올군 소재군 군의 체중은 대조군보다, , Gluvone , silymarin PF
유의적으로 낮았다 식이섭취량은 대조군 에탄올군 소재군. PF , , Gluvone ,

군이 대조군에 비해 유의적으로 낮게 나타났다silymarin (p<0.05, Table 17).
식이섭취효율 은 에탄올군 소재군(feed efficiency ratio, FER) , Gluvone ,

군이 대조군에 비해 유의적으로 작게 나타났다silymarin (p<0.05, Table 17).
간무게는 대조군에 비해 대조군 에탄올군 소재군PF , , Gluvone ,

군이 유의적으로 작게 나타났다silymarin (p<0.05, Table 17).

Table 17. Body weight, food intake, FER, and Liver weight in rats
Group Body weight

(g)
Food intake
(g/d)

FER*
(%)

Liver weight
(g)

Control 439 ± 24c** 91.8 ± 3.7b 3.84 ± 0.99b 14.7 ± 1.8b
Pair-fed
control 352 ± 8b 69.5 ± 1.2a 2.74 ± 0.61ab 10.9 ± 0.7a
Ethanol 323 ± 15a 69.6 ± 6.9a 2.05 ± 0.65a 10.6 ± 1.0a

소재Gluvone 313 ± 15a 71.8 ± 5.8a 1.91 ± 1.02a 10.0 ± 0.7a
Silymarin 303 ± 20a 73.0 ± 5.4a 1.66 ± 0.66a 10.5 ± 1.4a
*Feed efficiency ratio = (Weight gain/food intake) X 100
**p<0.05

혈장 와 활성(2) GOT GPT
가 활성은 대조군 대조군 에탄올군 소재군( ) GOT , PF , , Gluvone ,

군이 각각silymarin 96.7±20.2 U/L, 117.5±23.8 U/L, 395.8±40.1 U/L,
로 나타났다 에탄올군의 활성이 대조군159.2±11.1 U/L, 157.5±18.6 U/L .

및 대조군에 비해 유의적으로 높게 나타났으며 소재군PF Gluvone ,
군은 에탄올군에 비해 유의적으로 낮게 나타났고silymarin (p<0.01), PF

대조군 소재군 군 사이에는 유의적인 차이가 없었다, Gluvone , silymarin
(Figure 34).



- 89 -

p<0.01 p<0.05
Figure 34. 소재Effects of Gluvone on plasma GOT and GPT activities in
ethanol-fed rats.

나 활성은 대조군 대조군 에탄올군 소재군( ) GPT , PF , , Gluvone ,
군이 각각silymarin 59.5±14.0 U/L, 60.7±11.0 U/L, 264 ±36.6 U/L,

로 나타났다 에탄올군의 활성이 대조군96.0±15.2 U/L, 99.8±20.7 U/L .
및 대조군에 비해 유의적으로 높게 나타났으며 소재군PF , Gluvone ,

군은 에탄올군에 비해 유의적으로 낮게 나타났다silymarin (p<0.05).
따라서 혈장 및 활성은 정상대조군에 비해 알코올GOT GPT
섭취군에서 유의적으로 높게 나타나 알코올 섭취에 의한 간 손상이

일어났으며 소재군과 군에서 간 손상이 억제된, Gluvone silymarin
것으로 사료된다.

혈장 및 활성(3) ALP LDH
대조군 대조군 에탄올군 군 소재군의 활성은, PF , , silymarin , Gluvone ALP
102.3±30.0 U/L, 162.3±30.2 U/L, 363.7±50.1 U/L, 139.2±54.6 U/L, 120.5±41.2
로 나타났다 에탄올군의 활성이 대조군 및 대조군에 비해 유의적으로U/L . PF

높게 나타났으며 소재군 군은 에탄올군에 비해, Gluvone , silymarin
유의적으로 낮게 나타났다 대조군 대조군 에탄올(p<0.05, Figure 35). , PF , ,

소재군 군의 활성은Gluvone , silymarin LDH 545.5±52.2 U/L, 574.2±67.2
로 나타났다U/L, 801.5±40.1 U/L, 517.7±83.0 U/L, 531.8±82.7 U/L .

에탄올군의 활성이 대조군 및 대조군에 비해 유의적으로 높게PF
나타났으며 소재군 군은 에탄올군에 비해 유의적으로Gluvone , silymarin
낮게 나타났다 따라서 소재의 섭취는 혈장 및(p<0.05). Gluvone ALP LDH
활성을 에탄올군에 비해 유의적으로 감소시켰다 따라서 소재의. Gluvone
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섭취는 만성적인 에탄올 섭취로 인한 간 손상을 완화시킬 수 있을 것으로

사료된다.

p<0.05 p<0.05
Figure 35. 소재Effects of Gluvone on plasma ALP and LDH activities in
ethanol-fed rats.

혈중 지질 농도(4)
대조군 대조군 에탄올군 소재군 군의 콜레스테롤, PF , , Gluvone , silymarin
농도는 83.5±20.0 mg/dL, 80.8±12.2 mg/dL, 91.9±10.3 mg/dL, 93.5±6.0

로 나타났다 대조군 대조군 에탄올군mg/dL, 97.0±16.6 mg/dL . , PF , , Gluvone
소재군 군의 중성지방 농도는, silymarin 108.4±33.3 mg/dL, 92.0±17.0 mg/dL,

로 나타났다 대조군91.9±17.7 mg/dL, 109.0±24.4 mg/dL, 98.4±23.5 mg/dL . ,
대조군 에탄올군 소재군 군의 콜레스테롤PF , , Gluvone , silymarin HDL-

농도는 17.2±1.7 mg/dL, 20.8±3.3 mg/dL, 21.8±2.9 mg/dL, 28.5±3.4 mg/dL,
로 나타났다 농도는 에탄올군의28.3±3.5 mg/dL . HDL-cholestrol

콜레스테롤 농도는 대조군 및 대조군과 유의적인 차이가 없었으며HDL- PF ,
소재군 및 군의 콜레스테롤 농도가 대조군Gluvone silymarin HDL- , PF

대조군 에탄올군에 비해 유의적으로 높게 나타났다, (p<0.05, Table 18).



- 91 -

Table 18. Plasma lipid profiles in ethanol-fed rats

Group
Total

cholesterol
(mg/dL)

Triglyceride
(mg/dL)

HDL-cholestero
l

(mg/dL)
Liver

triglyceride
(mg/g liver)

Control 83.5 ± 20.0 108.4 ± 33.3 17.2 ± 1.7a 5.02 ± 0.40a
PF
control 80.8 ± 12.2 92.0 ± 17.0 20.8 ± 3.3a 4.70 ± 0.47a
Ethanol 91.9 ± 10.3 91.9 ± 17.7 21.8 ± 2.9a 6.38 ± 0.57b
Gluvone
소재

93.5 ± 6.0 109.0 ± 24.4 28.5 ± 3.4b 5.33 ± 0.56a
Silymarin 97.0 ± 16.6 98.4 ± 23.5 28.3 ± 3.5b 5.12 ± 0.64a
p<0.05

간조직의 지질 함량 분석(5)
에탄올군 소재군 군의 간 조직 총 콜레스테롤 함량은, Gluvone , silymarin
각각 로 나타나11.86 ± 1.05 mg/dL, 9.51 ± 0.84 mg/dL, 9.25 ± 1.10 mg/dL
대조군 및 대조군 에 비해(7.48 ± 0.88 mg/dL) PF (7.49 ± 1.18 mg/dL)
유의적으로 증가하였다 소재군 및(p<0.05, Table 19). Gluvone

군의 총 콜레스테롤 함량은 에탄올 군에 비해 유의적으로silymarin
감소하였다 에탄올군의 간조직 중성지방 함량(p<0.05). (6.38±0.57 mg/g

은 대조군 및 대조군liver) (5.02±0.40 mg/g liver) PF (4.70±0.47 mg/g
소재군 및 군liver), Gluvone (5.33±0.56 mg/g liver) silymarin (5.12±0.64

에 비해 유의적으로 높게 나타났다 만성적인mg/g liver) (p<0.05, Table 19).
에탄올 섭취는 간세포 내 중성지방 함유량을 증가시켜 알코올성 지방간을

유발한다고 알려져 있다23) 소재 및 의 섭취는 간 조직의. Gluvone silymarin
중성지방 축적을 유의적으로 억제하였고 대조군 및 대조군과 유의적, PF
차이가 없었다 따라서 소재과 은 알코올 섭취로 인해. Gluvone silymarin
간에 축적된 콜레스테롤과 중성지방을 감소시키는 효과가 있는 것으로

사료된다.
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Table 19. Hepatic total cholesterol and triglyceride levels in ethanol-fed rats

Group Total cholesterol
(mg/dL)

Triglyceride
(mg/dL)

Control 7.48 ± 0.88a 5.02 ± 0.40a
PF control 7.49 ± 1.18a 4.70 ± 0.47a
Ethanol 11.86 ± 1.05c 6.38 ± 0.57b

소재Gluvone 9.51 ± 0.84b 5.33 ± 0.56a
Silymarin 9.25 ± 1.10b 5.12 ± 0.64a
p<0.05

혈장 활성(6) ADH
혈장 활성은 대조군 대조군 에탄올군 소재군ADH , PF , , Gluvone ,

군이 각각silymarin 25.3±4.4 nmol/mg protein, 27.8±3.8 nmol/mg proteinn,
16.3±2.7 nmol/mg protein, 20.7±2.8 nmol/mg protein, 22.6±3.3 U/mg

으로 나타났다 에탄올군의 활성은 대조군 및 대조군에 비해protein . ADH PF
유의적으로 낮게 나타났다 소재 및 의 섭취는 에탄올군에. Gluvone silymarin
비해 활성을 유의적으로 증가시켰으나 대조군 및ADH (p<0.05), PF
대조군에 비해 유의적으로 낮게 나타났다 (Figuer 36).

p<0.05
Figuer 36. 소재Effects of Gluvone on plasma ADH activities in ethanol-fed
rats.

간 조직의 농도 및 지질과산화물 함량(7) GSH
가 대조군 대조군 에탄올군 소재군 군의 간조직( ) , PF , , Gluvone , silymarin

농도는 각각GSH 109.5±14.4 nmol/mg protein, 101.8±10.7 nmol/mg
protein, 65.3±7.5 nmol/mg protein, 83.0±9.3 nmol/mg protein, 88.2±6.9
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으로 나타났다 에탄올군의 농도는 대조군 및nmol/mg protein . GSH PF
대조군에 비해 유의적으로 낮게 나타났으며 소재군Gluvone ,

군은 에탄올군에 비해 유의적으로 높게 나타났다silymarin (p<0.05,
Table 20).

나 대조군 대조군 에탄올군 소재군 군의 간조직( ) , PF , , Gluvone , silymarin
지질과산화물 함량은 9.3±1.3 nmol MDA/mg protein, 10.5±1.5 nmol
MDA/mg protein, 15.6±1.7 nmol MDA/mg protein, 12.1±0.9 nmol

으로 나타났다MDA/mg protein, 11.1±1.2 nmol MDA/mg protein .
에탄올군의 농도는 대조군 및 대조군에 비해 유의적으로TBARS PF
높게 나타났으며 소재 및 의 섭취는 에탄올군에 비해, Gluvone silymarin

농도를 유의적으로 감소시켰다 군의TBAR (p<0.05). Silymarin TBARS
농도는 대조군 및 대조군과 유의적인 차이가 없었으나PF , Gluvone
소재군의 경우 대조군 및 대조군에 비해 유의적으로 높게 나타났다PF
(Table 20).

Table 20. 소재Effects of Gluvone on levels of hepatic GSH and TBARS in
ethanol-fed rats

Group GSH
(nmol/mg protein)

TBARS
(nmol MDA
/mg protein)

Control 109.5±14.4d 9.3±1.3a
PF control 101.8±10.7cd 10.5±1.5a
Ethanol 65.3±7.5a 15.6±1.7c

소재Gluvone 83.0±9.3b 12.1±0.9b
Silymarin 88.2±6.9bc 11.1±1.2ab

p<0.05

다 에탄올의 섭취는 간으로부터 의 유출을 증가시켜 조직 내( ) GSH GSH
농도가 감소하게 되어 유리 라디칼에 의한 지질과산화 반응을 유도하는

것으로 알려져 있다 따라서 소재의(Aykac et al., 1985). Gluvone
섭취는 간 조직의 농도를 증가시키고 지질과산화물 농도를GSH ,
감소시켜 간 보호 효과가 있을 것으로 사료된다.
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간 조직의 항산화효소계 활성(8)
가 간 조직의 활성은 대조군 대조군 에탄올군 소재군( ) SOD , PF , , Gluvone ,

군이 각각silymarin 17.6±1.0 U/mg protein, 16.8±0.9 U/mg protein,
12.3±1.1 U/mg protein, 14.6±1.2 U/mg protein, 15.7±1.6 U/mg

으로 나타났다 에탄올군의 활성이 대조군 및 대조군에 비해protein . PF
유의적으로 낮게 나타났으며 소재군 군은 에탄올군에Gluvone , silymarin
비해 유의적으로 높게 나타났다 (p<0.05, Table 21).

나 활성은 대조군 대조군 에탄올군 소재군( ) Catalase , PF , , Gluvone ,
군이 각각silymarin 12.1±1.8 U/mg protein, 12.3±2.2 U/mg proteinn,

8.8±1.4 U/mg protein, 11.7±1.0 U/mg protein, 12.2±1.6 U/mg
으로 나타났다 에탄올군의 활성은 대조군 및protein . catalase PF

대조군에 비해 유의적으로 낮게 나타났으나 소재군 및, Gluvone
군의 활성은 에탄올군에 비해 유의적으로 증가하였고silymarin catalase

대조군 및 대조군과 유의적인 차이가 없었다PF (Table 21).
다 활성은 대조군 대조군 에탄올군( ) GSH-peroxidase (GSH-Px) , PF , ,

소재군 군이 각각Gluvone , silymarin 2.1±0.3 U/mg protein, 1.9±0.2
U/mg proteinn, 1.4±0.2 U/mg protein, 1.6±0.2 U/mg protein, 2.1±0.3

으로 나타났다 에탄올군 및 소재군의U/mg protein . Gluvone GSH-px
활성은 대조군 대조군에 비해 유의적으로 감소하였고, PF ,

군의 활성은 에탄올군에 비해 유의적으로 증가하였다silymarin (p<0.05,
Table 21).

마 따라서 에탄올의 만성적인 섭취는 간조직의 지질과산화물 함량을( )
증가시키고 농도 및 항산화계 효소활성을 억제시키나, glutathione ,

소재의 섭취가 농도 및 항산화계 효소활성의Gluvone glutathione
감소를 억제하고 지질과산화물 함량을 감소시켜 간 보호작용을,
나타내는 것으로 사료된다.
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Table 21. 소재Effects of Gluvone on activities of SOD, catalase and GSH
peroxidase in the liver of rats

Group SOD
(U/mg protein)

Catalase
(U/mg protein)

GSH peroxidase
(U/mg protein)

Control 17.6±1.0c 12.1±1.8b 2.1±0.3b
PF control 16.8±0.9bc 12.3±2.2b 1.9±0.2b
Ethanol 12.3±1.1a 8.8±1.4a 1.4±0.2a

소재Gluvone 14.6±1.2b 11.7±1.0b 1.6±0.2a
Silymarin 15.7±1.6bc 12.2±1.6b 2.1±0.3b
p<0.05

간 조직의 발현(9) CYP2E1
간 마이크로좀 단백질의 발현량은 에탄올군이 대조군 및CYP2E1 PF
대조군에 비해 유의적으로 높게 나타났으며 소재군 군이Gluvone , Silymarin
에탄올군에 비해 유의적으로 낮게 나타났으나 대조군 및 대조군보다는, PF
높게 나타났다 소재의 섭취는 발현을(Figure 37). Gluvone CYP2E1
억제하여 산화적 스트레스를 감소시켜 지질과산화를 억제하였으며 이는

간손상을 저하시켜 지방간의 생성을 억제 및 개선하는데 유효할 것으로

사료된다.

Figure 37. 소재Effects of Gluvone on hepatic CYP2E1 protein expression in
ethanol-fed rats.
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간의 조직학적 변화(10)
만성적인 알코올 섭취로 유발된 간 손상에 미치는 소재의 효과를Gluvone
조직학적으로 관찰한 결과는 에 나타내었다 에탄올군은Figure 38 .
정상대조군에 비하여 지방변이 및 가 관찰되어(fatty change) necrosis
간손상이 유발되었음을 나타내었다 소재군 및 군은. Gluvone silymarin
에탄올군에 비하여 지방 변성이 억제된 것으로 나타났으며 는, nacrosis
관찰되지 않아 소재의 섭취는 간손상을 억제시키는 데 도움이 되는Gluvone
것으로 나타났다.

Control group PF control group Ethanol group

Gluvone group Silymarin group

Control group PF control group Ethanol group

Gluvone group Silymarin group

Figure 38. 소재Effects of Gluvone on histological changes of liver tissue in
ethanol-fed rats.

다 의 알콜 섭취자 간 독성완화 효과 검증. GLE

임상실험에는 소재를 함유한 표고버섯 균사체 배양물¤ Gluvone (2%)
정제 또는 분말을 시료로 사용하였다(GLE) .

신체계측(1)
인의 실험대상자 모두 시험종료 시점까지 시험에 참가하였고 부작용을20 ,

보고한 환자는 없었다 대조군 및 군의 신체계측 결과 및 혈압은. GLE Table
에 나타내었다 시험 시작 전 정제 섭취군의 체질량지수는22 . GLE 26.0±2.5
이었으며 주 후의 체질량지수는 로 시험 기간 전kg/m2 , 15 25.4±2.4 kg/m2 ,

후의 차이는 로 나타났다 대조군의 경우 시험-0.7±1.2 kg/m2 (Table 22).
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기간 전 후의 체질량지수가 각각 로 나타나, 24.0±3.0 kg/m2, 23.7±2.8 kg/m2 ,
섭취 전 후 유의적 차이가 없었다 대조군과 군 모두 체중 허리둘레, . GLE , ,
체지방이 시험 기간 전 후에 유의적으로 변화하지 않았다 군의 수축기, . GLE
혈압은 시험기간 전 후 각각 로 나타나, 146.5±20.3 mmHg, 145.1±19.5 mmHg
유의적 차이가 없었다 군의 이완축기 혈압은 시험기간 전 후 각각. GLE ,

로 나타나 유의적 차이가 없었다96.6±19.6 mmHg, 94.2±17.4 mmHg .
대조군의 수축기 및 이완기 혈압 또한 시험 전 후 유의적인 차이가 없었다, .

Table 22. Anthropometric measurement and blood pressure of GLE and control
groups

Control group GLE group
Pre Post Difference1 Pre Post Difference

Body weight (kg) 71.6±9.7 71.4±10.0 -0.2±0.9 76.9±6.4 76.2±6.2 -0.7±1.6
BMI (kg/m2) 24.0±3.0 23.7±2.8 -0.3±1.0 26.0±2.5 25.4±2.4 -0.7±1.2
Waist
circumference (cm) 86.4±7.8 87.6±8.4 -1.2±1.7 89.3±6.3 89.9±9.5 0.5±2.3
Body fat (%) 22.7±4.5 21.6±4.8 -1.1±0.8 24.6±4.8 23.3±4.7 -1.2±1.4
Systolic blood
pressure (mmHg) 127.1±10.7 126.5±9.9 -0.6±7.2 146.5±20.3 145.1±19.5 -1.4±6.0
Diastolic blood
pressure (mmHg) 85.6±8.8 83.6±9.6 -2.0±5.7 96.6±19.6 94.2±17.4 -2.4±4.2
1Difference between Pre and Post measurement

간기능 개선효과(2)
가 의 장기 복용이 간기능 지표에 미치는 영향을 에( ) GLE Table 23
나타내었다 군에 있어서 섭취 전의 혈청 활성은. GLE GOT 52.3±19.1

로 나타났으며 섭취 후에는 로 나타나 유의적으로IU/L , 43.6±15.5 IU/L
감소하였다 군에 있어서 섭취 전의(-8.7±8.1 IU/L, p<0.05). LEM GLE
혈청 활성은 이었으며 시험기간 후GPT 35.1±18.2 IU/L , 29.7±14.2

로 유의적으로 감소되었다 군의IU/L (-5.7±6.6 IU/L, p<0.05). GLE
활성은 섭취 전 후 각각 로-GT , 39.6±21.1 IU/L, 38.1±15.5 IU/Lγ

나타나 유의적 차이가 없었다 대조군의 혈청 및. GOT, GPT -GTγ
활성은 섭취 전 후에 유의적인 차이가 없었다, .

나 본 연구에서( ) GLE 정제의 섭취는 혈청 활성을 유의적으로GOT, GPT
감소시켰다 따라서 정제의 장기간 섭취는 알코올 섭취자의. GLE
간기능 개선에 도움이 될 것으로 사료된다.
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Table 23. Serum GOT, GPT and -GT activities of GLE and control groupsγ
Control group GLE group

Pre Post Difference1 Pre Post Difference
GOT (IU/L) 47.6±10.1 48.4±10.3 0.8±8.6 52.3±19.1 43.6±15.5 -8.7±8.1*2
GPT (IU/L) 32.1±12.7 31.9±10.7 -0.2±4.0 35.1±18.2 29.7±14.2 -5.7±6.6*
-GT (IU/L)γ 45.4±16.5 45.9±16.6 -0.5±14.4 39.6±21.1 38.1±15.5 1.5±10.3
1Difference between Pre and Post measurement
2Differences of GLE group and control group are significantly different at p<0.05.

지질대사 개선효과(3)
의 장기 복용이 혈청 지질 에 미치는 영향을 에GLE profile Table 24

나타내었다 군에 있어서 시험 시작 전의 혈청 중성지방 농도는. GLE
이었으며 주 동안의 시험기간 후 로164.2±105.8 mg/dL , 15 153.0±100.2 mg/dL

유의적으로 감소되었다 군에 있어서 제품 섭취(-11.2±8.4, p<0.05). GLE GLE
전의 공복 혈청 콜레스테롤 농도는 이었으며 주 동안184.8±37.4 mg/dL , 15
제품을 섭취한 후 유의적으로 감소하여GLE (-7.1±6.9 mg/dL) 177.7±33.9
로 나타났다 대조군의 경우 시험 전 후의 중성지방 및mg/dL (p<0.05). ,

콜레스테롤 농도는 유의적인 변화가 없었다 콜레스테롤 농도는. GLE HDL-
시험 전 후 각각 로 나타났고50.2±9.4 mg/dL, 50.8±8.9 mg/dL ,

콜레스테롤 농도는 시험 전 후 각각LDL- 100.2±26.8 mg/dL, 101.3±26.2
로 나타나 시험 전 후 유의적 차이가 없었다 대조군의 경우 시험 전mg/dL , . ,

후의 콜레스테롤 및 콜레스테롤 농도 사이에 유의적인 차이가HDL- LDL-
없었다 따라서. GLE 정제은 중성지방 및 콜레스테롤 개선효과가 우수한
것으로 나타났다.
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Table 24. Serum lipid profile of GLE and control groups
Control group GLE group

Pre Post Difference1 Pre Post Difference
Plasma
triglyceride
(mg/dL)

153.5±73.0 155.0±71.8 1.5±11.1 164.2±105.8 153.0±100.2 -11.2±8.4*2

Total
cholesterol
(mg/dL)

183.9±25.4 184.2±27.9 0.3±8.2 184.8±37.4 177.7±33.9 -7.1±6.9*

HDL-
cholesterol
(mg/dL)

49.8±12.0 52.4±11.5 2.6±2.5 50.2±9.4 50.8±8.9 0.6±5.0
LDL-
cholesterol
(mg/dL)

103.6±31.9 104.6±35.5 1.0±12.2 100.2±26.8 101.3±26.2 1.1±12.0
1Difference between Pre and Post measurement
2Differences of GlE group and control group are significantly different at p<0.05.

지질과산화 및 항산화 효소계 활성에 미치는 영향(4)
가 대조군 및 군의 지질과산화물 농도 및 항산화 효소계 활성을( ) GLE
측정한 결과는 에 나타내었다 군의 시험 전 혈청Table 25 . GLE TBARS
농도는 이었으나 시험기간 후5.4±1.1 mol MDA/L , 4.7±1.1 molμ μ

로 유의적으로 감소하였다MDA/L (-0.8±0.5 mol MDA/L, p<0.05).μ
군의 적혈구 함량은 이었으나GLE glutathione 29.4±5.7 nmol/g Hb ,

시험기간 후 로 유의적으로 증가하였다32.7±5.0 nmol/g Hb (3.2±3.4
군의 농도는 시험 전 후nmol/g Hb, p<0.05). GLE conjugated diene ,

각각 로 나타나 유의적 차이가 없었다 대조군의6.0±1.3 M, 5.5±1.0 M .μ μ
및 농도는 시험 전 후 유의적TBARS, glutathione conjugated diene ,

차이가 없었다 군의 활성은 섭취 전 후 각각. GLE SOD , 7.12±1.2
로 나타나 유의적 차이가 없었다 군의IU/mgHb, 7.3±1.7 IU/mgHb . GLE

활성은 섭취 전 후 각각 로catalase , 156.9±8.6 K/gHb, 166.9±8.0 K/gHb
나타났으며 활성은 섭취 전 후 각각, GSH-px , 31.3±4.4 IU/gHb,

로 나타나 유의적 차이가 없었다 대조군의 적혈구32.1±3.8 IU/gHb .
활성은 시험 전 후 유의적 차이가 없었다SOD, catalase, GSH-px , .

군의 혈청 농도는 섭취 전 섭취 후GLE retinol 48.2±13.4 /dL,㎍
로 나타났고 농도는 섭취 전 후 각각50.2±17.2 /d , -tocopherol ,㎍ α

로 나타나 유의적인 차이가 없었다519.6±67.7 /dL, 532.3±77.1 /dL .㎍ ㎍
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혈청 농도는CRP GLE 정제 섭취 전 1.34±0.26 mg/L, 1.28±0.20
로 나타나 유의적인 차이가 없었다mg/L .

나 흰쥐에 있어서 의 섭취는 간 조직의 지질과산화물 농도를( ) GLE
감소시키고 간 조직의 및 활성을 개선시키는 것으로, catalase GSH-px
나타났다24) 과도한 알코올의 섭취는 활성산소 생성을 촉진시키고.
지질과산화물 농도를 증가시켜 간 손상을 초래하게 된다.
지질과산화물의 감소 및 항산화능의 개선은 알코올 섭취로 인한 간

손상을 예방 지연시킬 수 있다 은 유리라디칼 소거능 및, . GLE
항산화능이 우수한 것으로 알려져 있으며25) 항산화능이 우수한 물질은,
간기능 개선에 도움을 줄 수 있다 동물모델계에 있어서 의 섭취는. GLE
혈청 및 를 유의적으로 감소시키는 것으로 보고되었다GPT -GTγ 24) 본.
연구에서 정제의 섭취는 지질과산화물 농도를 유의적으로GLE
감소시켰고 농도를 유의적으로 증가시켰다, GSH .

다 따라서 정제는 지질과산화물 생성을 억제하여 알코올 섭취로( ) GLE ,
인한 간 손상 예방에 도움이 될 것으로 사료된다.

Table 25. Antioxidant status of GLE and control groups
Control group GLE group

Pre Post Difference1 Pre Post Difference
TBARS( mol MDA/L)μ 4.9±1.1 4.7±0.7 -0.2±0.6 5.4±1.1 4.7±1.1 -0.8±0.5*2
GSH(nmol/g Hb) 30.5±3.8 30.3±3.5 -0.2±1.1 29.4±5.7 32.7±5.0 3.2±3.4*
Conjugateddiene( M)μ 6.0±0.9 6.1±1.2 0.2±1.1 6.0±1.3 5.5±1.0 -0.5±1.1
SOD(IU/mgHb) 8.7±1.4 8.1±1.3 -0.6±1.9 7.1±1.2 7.3±1.7 0.1±0.7
Catalase(K/gHb) 155.1±10.5 153.3±14.1 1.8±15.8 156.9±8.6 166.9±8.0 10.0±5.2
GSH-px(IU/gHb) 31.5±4.5 31.9±4.0 0.4±2.4 31.3±4.4 32.1±3.8 0.8±2.7
Retinol( /dL)㎍ 43.6±11.4 40.7±10.4 -2.9±10.5 48.2±13.4 50.2±17.2 1.9±9.3
-Tocopherolα( /dL)㎍ 507.2±80.9 505.8±81.6 -1.4±21.3 519.6±67.7 532.3±77.1 12.7±25.5
CRP(mg/L) 1.40±0.24 1.34±0.27 0.06±0.21 1.34±0.26 1.28±0.20 0.06±0.10

1Difference between Pre and Post measurement
2Differences of GLE group and control group are significantly different at p<0.05.
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정도(5) DNA damage
의 섭취가 림프구 손상에 미치는 영향을 에 나타내었다GLE DNA Table 26 .

시험 전 군의 는LEM head DNA, tail DNA, tail extent moment, tail length
각각 로 나타났고 시험 후92.4±2.9, 9.3±2.5, 3.9±1.2, 22.2±6.0 , 87.9±10.7,

로 나타나 유의적인 차이가 없었다 대조군의9.5±1.2, 3.4±0.9, 18.9±8.2 . head
는 시험 전 후에 유의적DNA, tail DNA, tail extent moment, tail length ,

차이가 없었다.

Table 26. Hydrogen peroxide induced DNA damage of leukocytes

Leucocytes Control group GLE group
Pre Post Difference1 Pre Post Difference

Head DNA 92.5±1.4 88.7±11.3 3.8±10.8 92.4±2.9 87.9±10.7 4.6±9.6
Tail DNA 9.1±2.5 10.2±3.4 1.2±1.57 9.3±2.5 9.5±1.2 0.3±2.2
Tail extentmoment 3.4±0.6 3.03±0.7 -0.3±0.8 3.9±1.2 3.4±0.9 -0.4±1.4
Tail length 20.1±6.5 19.2±8.6 -0.8±6.9 22.2±6.0 18.9±8.2 -3.3±7.5
1Difference between Pre and Post measurement

군의 소변 농도는 섭취 전 섭취 후GLE 8-OHdG 2.82±0.69 /g creatinin,㎍
으로 나타나 섭취 전 후 유의적 차이가 없었다2.62±0.72 /g creatinine ,㎍

대조군의 소변 농도는 섭취 전 후 유의적 차이가(Table 27). 8-OHdG ,
없었다 따라서 는 에 유의적인 영향을 주지 않는 것으로. GLE DNA damage
사료된다 따라서 알코올 섭취자에 있어서 는 산화적 스트레스를. GLE
경감시켜 간조직을 보호하고 혈핵 중성지방 및 콜레스테롤 농도를,
개선시키는 것으로 사료된다.

Table 27. Urinary 8-OH guanidine levels of LEM and control groups
Control group GLE group

Pre Post Difference
1 Pre Post Difference

8-OHG
( /g㎍creatinine) 3.22±0.75 3.03±0.75 -0.19±0.71 2.82±0.69 2.62±0.72 -0.2±0.62
1Difference between Pre and Post measurement
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소재 소재의 안전성4. Gluvone

가 유효성분의 안전성 에 대한 급성시험. (mouse )

소재 소재 는 의 급성 및 아급성 실험에서“Gluvone ” mouse
독성을 보이지 않았음

사망 및 임상증상(1)
소재 에 대한 시료를 농도별“Gluvone ” (0, 15, 21.3, 30, 42.3, 60 /30 g㎎

로 암수 각 마리에 경구투여 하여 급성독성시험을mouse body weight) ICR 5
수행하면서 일간 사망수를 조사하였고 또한 여러 가지7 (Table 28),
임상학적인 변화를 관찰하였다 투여 당일부터 일 동안 사망한(Table 29). 7
동물은 암수 모두에서 없었다 임상증상 관찰에서는 시료 투여 직후 암수는.
약간의 행동저하 증상을 보였으나 투여당일 시간 관찰한 결과 점차적으로, 6
행동이 정상적으로 회복되었다 이 결과는 소재가 경구 급성. Gluvone
독성실험에서 아무런 독성을 보이지 않았다는 것을 의미한다.

Table 28. 소재Mortality of mice treated orally with Gluvone for 7 days

Sex Dosage
( /30 g)㎎

Days after treatment Final
mortality0 1 2 3 4 5 6 7

Male
0 0/51) 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
15 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
21.3 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
30 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
42.3 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
60 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

Female
0 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
15 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
21.3 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
30 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
42.3 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5
60 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

1) Values are expressed as animal numbers (cumulative mortality number of mouses/total number of
mouses).
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Table 29. 소재Clinical signs in mice treated, orally with Gluvone for 7 days1)

Sex Dosage
( /30 g)㎎

Clinical
sign

Duration (day)
0 1 2 3 4 5 6 7

Male

0 NAD2) 5 5 5 5 5 5 5 5
15 NAD3) 5 5 5 5 5 5 5 5

DMA 5 5 5 5 5 5 5 5
21.3 NAD 5 5 5 5 5 5 5 5

DMA 5 5 5 5 5 5 5 5
30 NAD 5 5 5 5 5 5 5 5

DMA 5 5 5 5 5 5 5 5
42.3 NAD 5 5 5 5 5 5 5 5

DMA 5 5 5 5 5 5 5 5
60 NAD 5 5 5 5 5 5 5 5

DMA 5 5 5 5 5 5 5 5

Female

0 NAD 5 5 5 5 5 5 5 5
15 NAD 5 5 5 5 5 5 5 5

DMA 5 5 5 5 5 5 5 5
21.3 NAD 5 5 5 5 5 5 5 5

DMA 5 5 5 5 5 5 5 5
30 NAD 5 5 5 5 5 5 5 5

DMA 5 5 5 5 5 5 5 5
42.3 NAD 5 5 5 5 5 5 5 5

DMA 5 5 5 5 5 5 5 5
60 NAD 5 5 5 5 5 5 5 5

DMA 5 5 5 5 5 5 5 5
1) Mice were used in all treatments.
2) NAD: not abnormalities detected.
3) DMA: decrease of motor activity.
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체중(2)
소재 시료를 농도별“Gluvone ” (0, 15, 21.3, 30, 42.3, 60 mg/30 g mouse
로 암수 각 마리에 경구투여 하여 급성독성시험을body weight) ICR 5

수행하면서 일간 몸무게의 변화를 측정하였다 투여 후 일7 (Table 30). 7
동안 증가한 몸무게는 수컷에서 대조구에 비해 증가하였지만 유의성은

없었다 즉 대조구는 이 증가하였고 처리농도. 2.9 g , 15, 21.3, 30, 42.3, 60
에 따라 각각 이 증가하여 처리농도에서2.9, 3.7, 3.2, 3.2, 3.1 g 21.3 mg㎎
몸무게가 가장 많이 증가하였다 또한 암컷에서도 대조구에 비해.
증가하였지만 유의성은 없었다 즉 대조구는 이 증가하였고 처리농도에. 1.6 g ,
따라 각각 이 증가하여 처리농도에서 몸무게가2.2, 2.0, 1.9, 1.4, 1.7 g 15 mg
가장 많이 증가하였고 처리구에서 몸무게의 증가가 대조구보다, 42.3 mg
다소 낮았다.
따라서 이 소재 는 암컷의 체중을 감소시키지 않고“Gluvone ” ICR mouse
오히려 수컷에서는 증가시키는 경향이 있었다.

Table 30. 소재Body weights in mice treated orally with Gluvone for 7 days1)

Sex Dosage
(mg/30 g)

Days after treatment
0 4 7 Gain

Male

0 31.2±1.02) 34.9±1.3 34.6±1.6 2.4
15 31.1±1.3 33.6±1.2 34.0±1.6 2.93)a
21.3 30.7±1.6 33.5±1.6 34.4±1.4 3.7a
30 31.9±1.0 34.7±0.9 35.1±0.8 3.2a
42.3 31.9±1.0 34.7±1.3 35.1±1.7 3.2a
60 31.2±1.2 33.5±1.0 34.3±1.4 3.1a

Female

0 24.2±1.1 27.5±1.3 25.8±1.2 1.6
15 24.9±1.0 28.0±0.8 27.1±0.9 2.2a
21.3 22.3±0.8 24.3±1.2 24.3±0.8 2.0a
30 24.6±0.8 27.9±0.9 26.5±1.6 1.9a
42.3 21.1±1.0 24.7±1.7 22.5±0.4 1.4a
60 22.2±0.8 24.8±1.2 23.9±0.6 1.7a

1) 5 mice were used in all treatments
2) Mean ± SD.
3) No significantly different from control at p<0.05 by t-test.
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육안적 해부소견(3)
소재 시료를 농도별“Gluvone ” (0, 15, 21.3, 30, 42.3, 60 mg/30 g mouse
로 암수 각 마리에 경구투여 하여 급성독성시험을body weight) ICR 5

수행하면서 장기 (cecum, intestine, stomach, adr. gland, brain, heart, liver,
의 정상 이상 증상을 육안적으로 조사하였다kidney, spleen, testis, thymus) /

시료 투여 후 일 후 장기를 적출하여 유착 확장 종대를(Table 31, 32). 7 , ,
조사한 결과 아무런 이상적인 증상은 관찰되지 않았다.
따라서 이 소재 는 장기의 유착이나 확장 및 종대“Gluvone ” ICR mouse ,
등에는 암수의 체중을 감소시키지 않고 오히려 수컷에서는 증가시키는

경향이 있었다.

Table 31. 소재Gross findings in male mice treated orally with Gluvone for 7
days

Organ Clinical
sign

Dosage (mg/30 g)
0 15 21.3 30 42.3 60

Organ Adhesion - - - - - -
NGF1) 5(100%)2) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%)

Cecum Enlargement - - - - - -
NGF 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%)

Intestine Enlargement - - - - - -
NGF 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%)

Stomach Enlargement - - - - - -
NGF 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%)

Adr. gland Enlargement - - - - - -
NGF 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%)

Brain Enlargement - - - - - -
NGF 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%)

Heart Enlargement - - - - - -
NGF 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%)

Liver Enlargement - - - - - -
NGF 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%)

Kidney Enlargement - - - - - -
NGF 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%)

Spleen Enlargement - - - - - -
NGF 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%)

Testis Enlargement - - - - - -
NGF 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%)

Thymus Enlargement - - - - - -
NGF 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%)

1) NGF: No gross finding.
2) ( ) : % of finding from animal number 5.



- 106 -

Table 32. 소재Gross findings in female mice treated orally with Gluvone for 7
days

Organ Clinical
sign

Dosage (mg/30 g)
0 15 21.3 30 42.3 60

Organ Adhesion - - - - - -
NGF1) 5(100%)2) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%)

Cecum Enlargement - - - - - -
NGF 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%)

Intestine Enlargement - - - - - -
NGF 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%)

Stomach Enlargement - - - - - -
NGF 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%)

Adr. gland Enlargement - - - - - -
NGF 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%)

Brain Enlargement - - - - - -
NGF 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%)

Heart Enlargement - - - - - -
NGF 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%)

Liver Enlargement - - - - - -
NGF 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%)

Kidney Enlargement - - - - - -
NGF 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%)

Spleen Enlargement - - - - - -
NGF 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%)

Testis Enlargement - - - - - -
NGF 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%)

Thymus Enlargement - - - - - -
NGF 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%) 5(100%)

1) NGF: No gross finding.
2) ( ) : % of finding from animal number 5.
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혈액학적 검사(4)
소재 시료를 농도별“Gluvone ” (0, 15, 21.3, 30, 42.3, 60 mg/30 g mouse
로 암수 각 마리에 경구투여 하여 급성독성시험을body weight) ICR 5

수행하면서 일 후에 혈액중의7 WBC, RBC, Hb, Hct, BLP, MCV, MCH,
를 측정하였다 수컷에서 대조구에 비해 까지MCHC (Table 33). 42.3 mg

및 가 증가하였다 또한 암컷에서도 및RBC, Hb, Hct BLP . RBC, Hb, Hct,
가 증가하였다BLP .

따라서 이 소재 는 의 암수 혈액학적인 인자에 영향을“Gluvone ” mouse
미치지 않는 것으로 확인되었다.

Table 33. 소재Hematological findings in mice treated orally with Gluvone for 7
days

Item1)
Male (mg/30 g) Female (mg/30 g)

0 15 21.3 30 42.3 60 0 15 21.3 30 42.3 60
WBC (×106/ )㎕ 9.2 10.8 8.1 8.1 8.4 8.2 1.4 0.7 0.7 1.2 0.6 0.9
RBC (×103/ )㎕ 7.3 7.3 9.4 11 11.4 11.2 7.9 6.1 8.1 7.7 8.6 8.4
Hb (g/d )ℓ 13.3 13.9 14.5 20.1 21. 20.8 15.5 13.6 16.2 16.2 15.8 15.7
Hct (%) 38.6 40.5 48.8 58.2 57.5 58.4 40.5 31.6 42.9 42.3 43.7 44
BLP (×103/ )㎕ 1381 1275 1620 1625 1527 1451 788 1043 1022 1145 1086 1014
MCV 50 52 49 51 51 49 50 49 50 52 49 51
MCH 18.3 18.9 17.8 18.1 18.0 18.4 18.7 20.7 19.2 20.1 18.7 18.6
MCHC 38.2 35.3 34.9 34.6 34.2 34.7 37.2 40.5 38.3 38.2 38 38
1) WBC; white blood cell, RBC; red blood cell, Hb; hemoglobin, Hct; hematocrit, BLP; blood platelet, MCV;
mean corpuscular volume, MCH; mean corpuscular hemoglobin, MCHC; mean corpuscular hemoglobin
concentration.
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나 유효성분의 안전성 에 대한 아급성시험. (mouse )

“ 소재Gluvone 에 대한 안전성의 경우”
경구 투여 시 아급성 독성을 보이지 않음-

사망 및 임상증상(1)
소재 에 대한 시료를 농도별“Gluvone ” (0, 500, 1,000, 2,000 /30 g mouse㎎
로 암수 각 마리에 경구투여 하여 아급성 독성시험을body weight) ICR 10

주간 수행하면서 사망수를 조사하였고 또한 여러 가지4 mouse (Table 34),
임상학적인 변화를 관찰하였다 투여 당일부터 주간 사망한(Table 35). 4
동물은 암수 모두에서 없었다 임상증상 관찰에서는 시료 투여 직후 암수는.
약간의 행동저하 증상을 보였으나 점차적으로 행동이 정상적으로,
회복되었다 이 결과는 시료 허혈 및 간 보호 기능성 소재 버섯균사체. “ -
배양물 이 경구 아급성 독성실험에서 아무런 독성을 보이지 않았다는 것을”
의미한다.

Table 34. 소재Mortality of mice treated orally with Gluvone for 4 weeks

Sex Dosage
( /30 g)㎎

Week after treatment Final
mortality0 1 2 3 4

Male

0 0/101) 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
500 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
1000 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
2000 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10

Female

0 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
500 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
1000 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10
2000 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10

1) Values are expressed as animal numbers (cumulative mortality number of mouses/total number of
mouses).
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Table 35. 소재Clinical signs in mice treated, orally with Gluvone for 4 weeks1)

Sex Dosage
( /30 g)㎎ Clinical sign Week after treatment

0 1 2 3 4

Male

0 NAD2) 10 10 10 10 10

500 NAD3) 10 10 10 10 10
DMA 10 10 10 10 10

1000 NAD 10 10 10 10 10
DMA 10 10 10 10 10

2000 NAD 10 10 10 10 10
DMA 10 10 10 10 10

Female

0 NAD 10 10 10 10 10

500 NAD 10 10 10 10 10
DMA 10 10 10 10 10

1000 NAD 10 10 10 10 10
DMA 10 10 10 10 10

2000 NAD 10 10 10 10 10
DMA 10 10 10 10 10

1) Mice were used in all treatments.
2) NAD: not abnormalities detected.
3) DMA: decrease of motor activity.

체중측정 사료 섭취량 및 물 섭취량(2) ,
소재 시료를 농도별“Gluvone ” (0, 500, 1,000, 2,000 /30 g mouse body㎎
로 암수 각 마리에 경구투여 하여 아급성 독성시험을 주간weight) ICR 10 4

수행하면서 몸무게의 변화를 측정하였다 주가 경과하면서 수컷 마우스들의. 4
평균 몸무게는 까지 증가하였다 대조군과 처리군의 평균 몸무게6.7 9.2 .∼
변화는 없었다 사료의 섭취량은 대조군의 과 유사하게 섭취하였다. 27.10 g .
물의 섭취는 대조군의 보다는 약간 적게 섭취하는 경향을47.89 ㎖
나타내었지만 생리작용에 이상을 가져올 정도는 아니었다.
암컷 마우스들은 주가 경과하면서 평균 몸무게는 까지 증가하였다4 2.2 3.1 .∼
대조군과 처리군의 평균 몸무게 변화는 없었다 사료의 섭취량은 대조군의.

과 유사하게 섭취하였으며 물의 섭취는 대조군의 과24.68 g 35.56 ㎖
비슷하게 섭취하였다 (Table 36).
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Table 36. Body weight, food consumption and water consumption of male mice
소재treated orally with Gluvone for 4 weeks1)

Sex Doses
( /g)㎕

Body weight
(g)

Food intake
(g)

Water intake
( )㎖

Male

0 37.23 ± 1.07 27.10 ± 9.54 47.89 ± 12.13

500 37.49 ± 1.39 26.96 ± 10.23 39.83 ± 10.35

1000 36.02 ± 1.03 27.01 ± 9.77 38.83 ± 9.38

2000 35.17 ± 0.81 26.83 ± 9.67 38.67 ± 9.63

Female

0 35.43 ± 1.04 24.68 ± 9.10 35.56 ± 9.53

500 33.58 ± 0.90 25.24 ± 9.80 38.33 ± 11.44

1000 35.03 ± 0.86 26.32 ± 9.20 33.33 ± 10.67

2000 34.98 ± 0.98 25.45 ± 8.65 37.22 ± 11.06
1) Mean ± S.D of 10 mice.

육안적 해부소견(3)
소재 시료를 농도별“Gluvone ” (0, 500, 1,000, 2,000 mg/30 g mouse body
로 암수 각 마리에 경구투여 하여 아급성 독성시험을 주간weight) ICR 10 4

수행하면서 장기 (cecum, intestine, stomach, adr. gland, brain, heart, liver,
의 정상 이상 증상을 육안적으로 조사하였다kidney, spleen, testis, thymus) /

시료 투여 후 주 후 장기를 적출하여 유착 확장 종대를(Table 37). 4 , ,
조사한 결과 아무런 이상적인 증상은 관찰되지 않았다.
따라서 주간의 아급성 독성시험에서 소재 는 장기의4 “Gluvone ” ICR mouse
육안적 소견에 아무런 영향을 미치지 않았다.
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Table 37. 소재Gross finding in mice treated orally with Gluvone for 4 weeks
Sex Doses

( /g)㎕
Liver
(g)

Stomach
(g)

Spleen
(g)

Kindey
(g)

Lung
(g)

Male

0 101)
(100%)

10
(100%)

10
(100%)

10
(100%)

10
(100%)

500 10
(100%)

10
(100%)

10
(100%)

10
(100%)

10
(100%)

1000 10
(100%)

10
(100%)

10
(100%)

10
(100%)

10
(100%)

2000 10
(100%)

10
(100%)

10
(100%)

10
(100%)

10
(100%)

Female

0 10
(100%)

10
(100%)

10
(100%)

10
(100%)

10
(100%)

500 10
(100%)

10
(100%)

10
(100%)

10
(100%)

10
(100%)

1000 10
(100%)

10
(100%)

10
(100%)

10
(100%)

10
(100%)

2000 10
(100%)

10
(100%)

10
(100%)

10
(100%)

10
(100%)

1) Values are expressed as animal numbers. ( ): % of finding.

장기중량측정(4)
소재 시료를 농도별“Gluvone ” (0, 500, 1,000, 2,000 mg /30 g mouse body
로 암수 각 마리에 경구투여 하여 아급성독성시험을 주간weight) ICR 10 4

수행하면서 장기 간 위 지라 콩팥 허파 의 무게를 조사하였다( , , , , ) (Table 38).
시료 투여 후 주 후 장기를 적출하여 무게를 측정한 결과 무게에는 아무런4
영향을 미치치 않았다.
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Table 38. 소재Organ weight in male mice treated orally with Gluvone for 4
weeks

Sex Doses
( /g)㎕

Liver
(g) Stomach Spleen Kindey LungR L

Male
0 1.75±0.181) 0.26±0.11 0.12±0.02 0.34±0.04 0.33±0.05 0.23±0.02
500 1.89±0.16 0.23±0.08 0.11±0.01 0.34±0.06 0.35±0.04 0.22±0.03
1000 1.61±0.19 0.21±0.12 0.10±0.03 0.33±0.04 0.33±0.05 0.21±0.03
2000 1.71±0.22 0.23±0.10 0.12±0.01 0.34±0.05 0.35±0.04 0.25±0.04

Female
0 1.70±0.17 0.24±0.08 0.11±0.03 0.31±0.02 0.32±0.03 0.22±0.02
500 1.67±0.16 0.22±0.10 0.12±0.03 0.34±0.05 0.32±0.01 0.23±0.01
1000 1.78±0.16 0.26±0.08 0.11±0.02 0.37±0.04 0.36±0.03 0.25±0.03
2000 1.80±0.15 0.22±0.07 0.13±0.01 0.32±0.03 0.31±0.04 0.23±0.02

1) Mean ±S.D. of 5 mice 4 weeks after treatment

혈액학적 및 혈액생화학적 검사 검사(5)
소재 시료를 농도별“Gluvone ” (0, 500, 1,000, 2,000 mg/30 g mouse body
로 암수 각 마리에 경구투여 하여 아급성 독성시험을 주간weight) ICR 10 4

수행하면서 혈액중의 를WBC, RBC, Hb, Hct, BLP, MCV, MCH, MCHC
측정하였다 (Table 39).

Table 39. 소재Hematological findings in mice treated orally with Gluvone for 4
weeks1)

Item2) Male Female
0 500 1000 2000 0 500 1000 2000

WBC (Thous/ )㎕ 3.0 2.8 2.4 2.2 2.8 2.0 3.2 2.5
RBC (Mil/ )㎕ 7.5 7.7 8.6 7.2 8.4 8.5 8.8 7.9
Hb (g/dL) 12.4 12.6 12.7 11.8 13.3 12.8 13.1 12.1
Hct (%) 41.3 42.1 46.5 38.8 43.3 45.8 44.1 43.5
MCV (fL) 41.2 51.6 52.1 50.3 53.8 54.3 55.3 55.7
MCH (pg) 15.8 15.7 14.0 16.1 15.5 15.1 15.3 15.4
MCHC (g/dL) 29.2 30.2 27.5 28.4 28.9 27.5 29.3 28.6
Platelet (Thous/ )㎕ 598 602 721 578 593 555 563 457
Segment (%) 25.2 24.9 25.8 26.3 23.9 21.8 23.6 26.8
Lymphocyte (%) 60.5 57.8 57.8 60.8 66.3 68.9 66.9 66.2
Monocyte (%) 6.3 6.9 7.3 5.7 2.5 4.8 5.7 3.8
Eosinphill (%) 2.8 3.8 2.6 3.4 6.3 5.9 5.2 3.4
Basophil (%) 0.6 0.8 0.8 0.7 1.5 1.2 1.8 0.8
1) Measured in samples from 4 weeks after treatment.2) WBC; white blood cell, RBC; red blood cell, Hb; hemoglobin, Hct; hematocrit, BLP; blood platelet, MCV;
mean corpuscular volume, MCH; mean corpuscular hemoglobin, MCHC; mean corpuscular hemoglobin
concentration.
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5 제품화.

가 파우더. :
성상 신령버섯균사체 액체배양농축물을 동결건조 한 후 로- : spray dryer

분말화

Figure 39. 소재A typical powder products of Gluvone .

나 과립. :
성상 신령버섯균사체 액체배양물을 고압 열수추출 에서- : , 121℃

시간추출 으로 배양액의 유효성분을 추출한 다음1 ) , 0.45 membrane㎛
가 장착된 진동막여과장치로 여과한 농축물 에filter (Brix 40)

함수결정포도당 아스코르빈산 레몬향 송이향(83%), (1.5%), (0.1%),
를 넣고 과립기에서 과립 제조한 후 동결건조 수분함량(0.1%) ( 7%

미만)

Figure 40. 소재A typical granule products of Gluvone .
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다 캡슐. :
성상 과립형을 캡슐화- :

Figure 41. 소재A typical capsule products of Gluvone .

라. Tablet:
성상 신령버섯균사체 액체배양물을 고압 열수추출 에서- : , 121℃

시간추출 으로 배양액의 유효성분을 추출한 다음1 ) , 0.45 membrane㎛
가 장착된 진동막여과장치로 여과한 농축물 에filter (Brix 40)

정제고형제인 하이드록시프로메틸셀룰로스 자당지방산(HPMC) 1%,
에스테르 실리콘알루민산나트륨 스테아린산마그네슙0.7%, 0.7%, 0.7%,

를 첨가하여 황색의 원형정제PG 0.2%

Figure 42. 소재A typical tablet products of Gluvone .
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제 장 목표달성도 및 관련분야에의 기여도4
제 절 목표달성도1

차년도1. 1
점선 계획 실선 달성도( : , : )

구분

개발내용

연 구 개 발 기 간
결과(%)4 5 6 7 8 9 10 11 12 1 2 3

제 세부과제1 :
기능성 성분 고함유○
버섯균사체 배양물 생산

조건구명

버섯균 선발- 100
최적배지조성 개발- 100
최적배양조건 설정- 100
기능성 물질 분리- 100

제 세부과제2 :
심근허혈 재관류 손상억제-○
확인 (in vivo)
유효농도 범위 설정- 100
손상억제 확인- 100
심근허혈 조직 검사- 100
심근허혈 재관류 손상에 대한- -
심근 보호 효과

100
위탁과제:
독성완화 효과 검증○
혈장 성분조사- 100
간 조직 관찰- 100

협동연구기관:
버섯균사체 대량생산○
버섯균사체 액체 배양물-
대량생산

100
총진도율 100
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차년도2. 2
점선 계획 실선 달성도( : , : )

구분

개발내용

연 구 개 발 기 간
결과(%)4 5 6 7 8 9 10 11 12 1 2 3

제 세부과제1 :

유효성분 분리동정○ ․

배양추출물 조제- 100

분획물 조제- 100
일반성분 분석 및 유효성분-
분석

100
제 세부과제2 :
심근허혈 재관류 손상억제-○
작용기전 확립 (in vivo)
심근세포 배양에 의한 약리-
작용기전

100

100-Cell line

동물모델 기전연구- ( ) 100

위탁과제:
독성완화 효과 검증○

알콜 유도 간손상 보호 효과- 100
알콜성 간질환의 간 독성-
개선효과 검증

100
협동연구기관:
버섯균사체 배양물 대량 생산○

대량생산- 100

총진도율 100
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차년도3. 3
점선 계획 실선 달성도( : , : )

구분

개발내용

연 구 개 발 기 간
결과(%)4 5 6 7 8 9 10 11 12 1 2 3

제 세부과제1 :
유효성분 구조분석○

소재 등의 기능성-Gluvone
물질 구조결정

100

유효성분 안전성 검증○
동물실험에 의한 급성 및-
아급성

100
제 세부과제2 :
부작용 검증○
흰쥐 동물모델( )
심장이외 혈관에 대한 독성 및-
작용

100

등장성 이완 수축반응- / 100

세포독성 및 부작용 검사- 100
심근허혈 재관류 손상에 대한- -
심근 보호 효과

100

위탁과제:
알콜섭취자의 간보호효과 및○
작용 규명mechanism

알콜섭취자의 간보호 효과- 100

작용 규명- mechanism 100
협동연구기관:
소재화○
제품화- 80

총진도율



- 118 -

제 절 관련분야 기여도2
기술적 측면1.

가. 버섯균사체 배양물의 허혈 및 간 독성 보호 효과 및 이 효과에 관련 물질
분리동정과 이들 물질의 대량생산 기술의 개발․

나 이 기술로 다른 기능성 버섯균사체 배양물을 생산할 수 있는 기술 개발.

다 이들 물질 함유 버섯의 개발이 가능.

경제 산업적 측면2. ·

가 참여 업체의 애로기술 해결로 기업의 매출 증대 및 고용창출이 기대.
현재 국내 허혈 및 간질환 치료제 시장은 년간 약 조 억의 수준으로- 1 500
이들의 약 만 대체하나고 할 경우 약 억원의 수익 창출5% 50

나 수입되고 있는 소재의 대체로 인한 수입대체효과를 창출. isoflavone
현재 국내 결핍과 성인병 치료제 시장은 거의 다국적 제약사가- estrogen
거의 시장을 장악하고 있어 소재는 의약품과 건강보조식품에 널리Gluvone
사용될 수 있는 기능성 소재로써 약 조 억으로 추정되는 국내, 1 500
건강기능성식품시장과 약 억불 규모로 추정되는 세계시장에서 허혈 및650
간 보호 기능이 있는 소재로써 중요하게 활용될 수 있으며 연간 약

억원의 수입대체 효과를 기대50

다 소재를 함유하는 버섯이 개발될 경우 농민의 소득증대를 기대. Gluvone
버섯균사체배양물의 허혈 및 간 보호 소재는 버섯자실체에도 함유되어 있기-
때문에 버섯소비를 증가시켜 버섯재배농가의 소득 증대에 기여 억원[10 :
특정 버섯 아가리쿠스 느타리 동충하초 재배시장이 연간 약 억원( , , ) 1,000
규모로 이의 증대효과1% ]
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라 국민 건강 유지.
본 연구에서 개발된 허혈 및 간 보호 소재를 지속적으로 복용함으로 허혈-
및 간질환 환자의 건강을 유지
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제 장 연구개발결과의 활용계획5
활용방안1.

가 국내외 특허출원을 할 것이다. .

나 현장지도 및 교육 자료로 이용할 것이다. .

다 버섯균사체를 이용하여 다른 생물전환된 기능성 소재를 생산하는 방법으로.
활용할 것이다.

라 가격이 저렴하고 부작용이 없는. 허혈 및 간질환 치료제 소재로 개발할

것이다.

마 버섯의. 허혈 및 간질환 치료제 자료임을 홍보하여 버섯소비촉진 자료로

활용할 것이다.

홍보전략2.
가 국내외 학회에 연구결과 발표. ․

나 국내외 관련 전시회 참여 한국 미국 일본 중국 유럽. ( , , , , )․

다 라디오 신문홍보. TV, ,
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제 장 연구개발과정에서 수집한 해외과학기술6
정보

우리나라에 뿐만 아니라 전 세계적으로1. 허혈 및 간질환 환자 증가율이

지속적으로 증가하여 전 세계적으로 허혈 및 간질환 치료제 개발에 많은 연구가

진행되고 있다.

2. 허혈 및 간 기능 보호제의 개발은 합성물질 보다 가격이 저렴하고 부작용이
없는 천연물로부터 알콜성 간질환 등 간 손상을(alcoholic liver disease, ALD)
일으키는 중요한 을 저해하여 간질환 예방 및 재발을 줄일 수 있는mechanism
치료법 개발에 이용할 수 있다는 중요하다는 사실을 알았다.

선진국에 비해 우리나라에서도 많은 과학자들이3. 허혈 및 간질환 치료제에 관한

연구를 수행하고 있다는 사실은 고무적이었다.
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