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요  약  문

I. 제 목

동충하초 균사체 발효기술 및 인공재배 기술 개발

II. 연구개발의 목적 및 중요성

 가. Cordyceps sinensis 균사체 배양 및 가공식품 개발

   동충하초의 건강기능성이 널리 알려지면서 국내에서도 동충하초 재배 및 판

매가 활발히 이루어지고 있다. 그런데 시판이 허용된 눈꽃동충하초(Paecilomyces 

tenuipes)와 밀리타리스 동충하초(Cordyceps militaris)의 건강기능성에 대해서도 

부분적으로 과학적 근거가 있지만 지금까지 동충하초의 건강기능성에 관한 연구

가 가장 많은 품종은 티벳에서 채취된 자연산 동충하초(Cordyceps sinensis)이

다. 이 품종은 생산량이 제한적이기도 하지만, 그 효능이 알려지면서 채취량이 

증가하고 따라서 시간이 지날수록 채취량이 다시 감소되며 이는 다시 가격 상승

을 유발하는 문제가 있다. 따라서 이를 가공식품의 원료로 사용하기에는 가격이 

너무 높은 단점이 있다. 본 연구에서는 다수의 버섯류 자실체와 균사체의 성분이 

유사하다는데 착안하여 생물반응기를 이용하여 C. sinensis 품종의 균사체를 균

사체를 배양하고 이를 가공식품의 원료로 사용할 수 있는 기술을 개발하고자 하

였다.    

   

 나. P. japonica 액체배양을 통한 균사체 및 생리활성물질 생산공정개발

   동충하초의 생리활성물질로는 다당체와 cordycepin이 있다. 다당체는 면역기

능 저하에 따른 질환들의 면역체계를 활성화시킴으로써 면역기능 장애의 개선과 

치료의 목적으로 사용되고 있고 cordycepin은 mRNA의 합성 저해작용 및 상당

한 정도의 항암, 항세균, 항진균 효과가 있는 것으로 보고되고 있다. 현재 이루어
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지고 있는 동충하초의 연구는 주로 고체배양을 이용한 자실체 생산에 관한 내용

이며 액체배양을 통한 균사체 및 배양여액으로부터의 생리활성물질 생산기술에 

관한 연구는 거의 없는 실정이다. 국내기술에 의한 동충하초 자실체를 대신할 수 

있는 균사체 및 배양여액을 이용한 연구개발을 통하여 대량생산기술 및 가공제

품 개발에 대한 필요성이 절실히 요구된다. 따라서, 본 연구과제 수행은 

Paecilomyces tenuipes(눈꽃동충하초)의 액체배양을 수행함에 있어서 고수율의 

균주개발, 최적 배지조성 및 최적 균사체 성장조건을 확립함으로써 균사체 생산 

및 생리활성물질인 다당체와 cordycepin 생산을 증대시키는데 그 목적이 있다. 

 다. C. militaris의 대량생산 기술 개발과 효능 평가

  동충하초는 겨울에는 벌레상태로 있다가 여름이 되면 버섯이 된다는 뜻에서 

유래된 용어인데, 실제로는 토양 등에 존재하고 있는 곰팡이류인 동충하초균의 

포자가 온도, 습도가 높아지는 시기에 살아있는 곤충의 호흡기나 소화기, 관절 

등을 통하여 몸 속으로 들어가 영양분을 섭취하며 발육증식을 하다가 기주(숙주)

곤충이 죽으면, 얼마 후 버섯모양의 자실체를 곤충의 표피에 형성하여 자손을 퍼

트리는 생활사를 가지고 있다. 따라서 동충하초는 일종의 곤충 기생성 약용(식

용)버섯류이며, 자낭균류 맥각균목 동충하초과에 속한다. 최근 연구에서는 항암, 

면역증강, 만성피로, 노화방지 등에 탁월한 효능이 있는 것으로 밝혀지고 있으며, 

일본에서는 폐병이나 늑막염의 특효약으로 판매되고 있다. 동충하초가 관심을 끄

는 이유는 무공해 농약이나 항암제 또는 건강보조식품으로 개발가능성이 높기 

때문이며, 국내에서도 농촌진흥청과 서울대 천연물과학연구소 공동으로 약리효과

를 검색한 결과 항암작용과 면역증강, 항피로작용 등이 탁월한 것으로 밝혀졌다. 

동충하초는 의약품으로서 뿐만 아니라 건강보조식품으로서도 중요성이 인식되어 

현재 각종 분말이나 액체 형태의 제품이 시판되고 있다. 또한 동충하초가 자연생

태계에서 곤충의 밀도를 조절하는 것을 이용해 무공해 미생물 농약에 대한 연구

도 활발하다. 이러한 천연 생물 농약의 개발은 그 해충의 천적이 되는 미생물이 

해충의 방제는 물론이고 화학 농약에 의해 발생하는 환경오염문제 까지도 해결

할 수 있기 때문에 큰 관심을 끌고 있다. 따라서 본 연구에서는 다양한 생리활성

기능을 가진 밀리타리스 동충하초(C. militaris)의 균사체 생산을 위한 배양특성 
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및 영양조건과 위에서 언급한 기능성 및 약리효과를 확인하고자한다.

 라. 동충하초 우수균주 개발과 대량재배

   동충하초의 우량균주 10∼20 균주를 개발하여 싼값에 농가에 보급하여 농가 

소득을 올려서 국가 경제에 이바지 한다. 또한 사양 산업인 잠업농가에 동충하초 

재배를 할 수 있는 전업의 기회를 주어 소득을 증대시키고 품질이 높은 동충하

초를 생산한다. 이 연구의 필요성은 우량균주를 선발하여 높은 농가 소득을 올리

는 데 있으며 값싸게 동충하초를 소비자에게 공급하여 일반 서민의 경제적 부담

을 줄이고 귀농하는 사람들에게 일거리를 창출한다. 나아가서 동충하초로부터 고

부가가치의 보건식품, 의약을 개발하여 국민 보건 향상에 기여한다. 동충하초를 

이용한 여러 제품을 만들어 외국에 수출하여 국가경제에 기여한다.    

III. 연구개발 내용 및 범위

 가. C. sinensis 균사체 배양 및 가공식품 개발 

   C. sinensis 균사체 배양을 위하여  이 품종을  삼각플라스크에서 배양할 때 탄

소원, 유기 및 무기 질소원, 미네랄 등이 균사체를 증식에 미치는 효과를 분석하

고 균사체 성장의 적정 배지 조성에 관한 연구를 수행하였다. 이 결과는 표면반

응분석법을 이용하여 최적 배지 조성에 활용하였다. 생물반응기를 이용한 회분식 

배양에서는 배지, pH, 산소공급 등의 발효 변수를 조절하여 균체량과 대사산물인 

cordycepin 생산량을 증가시킬 수 있는 조건에 대해 연구하였다. 목적한 생산물

을 더욱 증가시키기 위해 유가식 배양을 하였으며, 이때에도 발효 변수 및 배지 

공급 조건을 최적화 하여 균체량과 cordycepin 생산량을 극대화 할 수 있는 생산

공정을 개발하였다. 발효 생산물을 이용하여 음료, 정제 등 가공식품을 개발하였

다.

  

 나. P. tenuipes 액체배양을 통한 균사체 및 생리활성물질 생산공정 개발 

   P. tenuipes의 생장조건 구명을 위하여 고수율 균주 개발, 최적 성장조건 검

토 및 최적 배지조성을 검토하였다. 또한, 액체배양공정을 개발하기 위하여 목적
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산물 생산의 촉진 및 저해요인을 검토하였고, 배양조건 변화에 따른 목적산물 생

산양의 변화를 검토하였으며 cordycepin 분석 방법을 설정하였다. 생물반응기를 

이용하여 회분배양을 통해 고농도 배양공정을 개발하고 유가배양의 기술을 적용

하여 생산성 극대화를 위한 생산공정을 개발하였다.

 다. C. militaris의 대량생산 기술 개발과 효능 평가

   본 연구에서는 C. militaris의 대량생산을 위한 배양조건을 확립하기 위하여 

각종 조건에 따를 추출물 처리 종균의 증식과 산소공급 조건 및 다양한 배지를 

사용하여 액체종균의 최적배지를 개발하고 생육기간의 단축을 위한 최적 배양 

조건을 확립하고 이를 바탕으로 하여 대량생산을 위한 동충하초 재배사의 조건

을 확립하며, 종균의 대량 증식을 위한 조건을 조사한다. 또한 C. militairs의 생

리활성기능을 검증하기 위하여 분자생물학적 접근방법을 이용하여 면역세포의 

활성화, 신경성장인자 및 cytokine의 발현 여부와 항암작용을 확인하게 된다. C. 

militaris를 이용하여 특히 최근 들어 사회인구구조가 노령화되어감에 따라 퇴행

성 신경계 질병인 Parkinson's disease에 관한 관심이 고조되어짐에 따라 퇴행성 

질병에 연관이 있는 tyrosine hydroxylase의 발현여부를 검증하고, 세계 사망원

인의 약 30%를 차지하고 있는 혈전저해 및 용해 효소에 관한 연구를 수행하게 

된다. 최종적으로 본 연구의 결과를 종합하여 다양한 생리활성기능을 가지고 있

는 C. militaris의 균사체 및 자실체를 이용한 기능성 식품 및 건강보조제로써의 

유용성을 검증하였다

 라. 동충하초 우수균주 개발과 대량재배

   동충하초채집는 동충하초류와 눈꽃동충하초류를 지리산, 설악산, 한라산등 국

립공원을 중심으로 채집하였다. 동정과 분류는 외부관찰, 현미경관찰, 생태적특

성, 참고문헌을 이용하였다. 새로이 한국산 미기록종으로 확인된 것은 그들의 특

성을 기재하였다. 채집된 동충하초를 포자와 조직분리를 통해 균사활력이 좋은 

것을 자실체 발생실험을 통하여 우량 균주를 선발하였다. 동충하초 성분은 단백

질의 아미노산을 측정하였고 눈꽃동충하초류는 병마개를 열은 것과 닫은 것을 

비교하여 실험하였다. 대량재배실험은 판재배를 통하여 개체수의 수량을 조사하
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였다.   

 

IV. 연구개발결과 및 활용에 대한 건의 

 가. C. sinensis 균사체 배양 및 가공식품 개발

   C. sinensis의 균사체 성장과 cordycepin 생산의 최적화 기술 개발을 위하여 

플라스크배양, 회분배양, 회분배양의 응용, 유가식 배양에 대한 연구를 수행하였

다. 또한 배양한 균사체를 원료로 가공식품 2 종을 제조하였다. 플라스크배양과 

회분배양을 통해 최적 성장 조건과 최적 배지 조성을 구하였으며, 회분배양의 응

용과 다양한 조건 (pH-stat, constant feeding strategy)의 유가식 배양 결과 탄

소원인 maltose를 투입하기 위한 공급 시스템을 확립하였다. 고농의 maltose 공

급으로 pH가 최적 pH로 자동 조절되는 배양상 유리한 결과를 보였다. 유가식 배

양에서 생물반응기 내의 용존산소를 조절하고 pulsed-feed strategy에 의해 

maltose를 공급함으로써 궁극적으로 균체량 (44.3 g/L)과 cordycepin의 생산(56.1 

mg/L) 수율을 높일 수 있었다. Cordycepin은 주로 세포외로 분비되어 배양여액

에서 검출되어지나 균체 내에 함유된 cordycepin의 생산량도 자연산 동충하초의 

기주에 함유된 양과 비슷하므로 자연산을 대체할 가능성을 보이는 결과이다. 자

연산 동충하초인 C. sinensis의 자실체와 기주로부터 각각 30.1 mg/100 g cell와 

18.9 mg/100 g cell의 cordycepin을 생산할 수 있었다. 현재 자연산 동충하초가 

국제 거래에서 가격이 970 $/kg으로 고가로 거래되고 있고 표준시약으로 상용되

는 cordycepin (Sigma-Aldrich Chem. Co., C3394)도 25 mg당 약 215,600원이다. 

따라서 균사체 배양 기술을 통해 44.3 g/L의 균체량과 균사체와 배양 부산물인 

배지로부터 56.1 mg/L의 cordycepin 생산량은 산업적 경제성이 있는 것으로 생

각되어지며 또한 균사체 배양액을 원료로한 가공식품의 개발은 산업화 활용 가

능성이 보이는 결과이다.

 나. P. tenuipes 액체배양을 통한 균사체 및 생리활성물질 생산공정 개발 

   본 연구에서는 P. tenuipes를 이용한 액체배양을 통해 최적 균체성장과 다당

체 및 cordycepin 생성 조건을 검토하였다. 균체량 및 다당체 생산을 위한 플라
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스크 배양에서의 최적 배양조건은 접종량을 2%로 하여 27℃, 200 rpm, 초기 pH 

7이었고, 최적 배지조성은 glucose 30 g/L, yeast extract 20 g/L, KH2PO4 0.5 

g/L, CuCl2․2H2O 0.1 g/L이었다. 그 결과 균체량은 배양 4 일째 22 g/L, 다당체 

생성은 배양 5 일째 2.3 g/L로 가장 높은 값을 나타내었다. 생물반응기를 이용한 

회분배양에서 균체량 및 다당체 생성을 위한 최적의 교반속도와 통기량은 각각 

400 rpm과 1.0 vvm이었다. 이때 균체량과 다당체 생성량은 각각 배양 2 일째에 

23.1 g/L, 배양 5 일째에 2.5 g/L이었다. 한편 pH를 7로 일정하게 조절하여 배양

할 경우 균체량과 다당체 생성량은 각각 11 g/L와 1.5 g/L로서 오히려 pH를 조

절하지 않은 경우에 비해 상대적으로 매우 낮은 값을 나타내었다. 균체량과 다당

체 생성을 증가시키기 위해 최적의 회분배양 조건에서 균체활성이 가장 좋은 배

양 1.5 일째에 10 g/L의 glucose를 간헐적으로 첨가한 후 glucose의 농도가 다 

소모되기 전에 지속적으로 5 g/L의 glucose를 배양 3.5 일째까지 첨가한 결과 균

체량은 29.2 g/L, 다당체 생성량은 3.3 g/L를 나타내었다. 한편, cordycepin 생산

을 위한 플라스크 배양을 통해 glucose 10 g/L, yeast extract 20 g/L, 

(NH2)4HPO4 5 g/L, histidine 2 g/L, CaCO3 1 g/L로 배지성분을 변형시켰다. 이

를 생물반응기에 적용함에 있어서 배양 1.5∼2 일째부터 시작되는 심한 wall 

growth로 인해 배양의 어려움이 나타났다. 이를 해결하기 위해 wall growth 방

지제로 PAA(polyacrylic acid)와 SA(sodium acrylate) 등을 첨가하였다. 그 결과 

약간의 방지효과는 있었으나 근본적인 문제를 해결하지는 못하였다. 또한, 용존

산소를 유지시키면서 배양한 결과에서도 wall growth에 의해 배양 2 일째 12.8 

g/L의 균체량을 나타내었으나 이때 배양여액에서의 cordycepin 농도는 7.7 mg/L

를 나타내었다. 회분배양을 통해 배양여액에서의 cordycepin은 glucose의 고갈이

후 1∼2 일 사이에만 검출됨을 알 수 있었다. 이러한 문제점들을 해결하기 위해 

유가배양을 실시하였다. 짧은 배양기간으로 높은 균체량을 얻고 균체내의 다당체

와 cordycepin의 생산량을 높이려고 하였다. 배양방법으로는 복합배지성분을 사

용하기 때문에 여러 가지의 매개변수 중 pH에 기준하여 기질을 공급하였는데 공

급배지(glucose)의 농도를 50∼400 g/L까지 변화를 주었다. 그 결과 균체내의 다

당체 생성에 있어서는 50 g/L의 glucose를 공급하였을 때 32 mg/g cell이 측정

되었으며 그때의 균체량은 20.3 g/L이었다. 또한, 균체내의 cordycepin 생성에 있
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어서는 400 g/L의 glucose를 공급하였을 때 2.3 mg/g cell이 검출되었으며 그때

의 균체량은 33.3 g/L이었다. 유가배양에서의 가장 좋은 결과를 토대로 scale-up

에서의 적용 정도를 확인하기 위해 500 L 생물반응기를 이용해 실험을 실시하였

다. 배양은 2.5 일까지 하였으며 5 L 생물반응기에서의 변화 양상과 비교해 보았

을 때 scale-up 하였을 때에도 잘 적용되어졌다고 판단되었다. 한편, 자실체 재배

를 위한 종균배양시 yeast extract를 사용한 경우 농가에서 사용하는 황두분 또

는 번데기를 사용하였을 때보다 더 좋은 성장을 하였다. 또한, 자실체내의 

cordycepin 함유량은 0.45 mg/g이었다. 따라서, 본 연구에서 개발한 균사체 및 

배지조성은 자실체 재배를 위한 액체종균으로써 우수함을 확인하였다.

 다. C. militaris의 대량생산 기술 개발과 효능 평가

   합성배지상에서 C. militaris 균사체생산을 위한 배양조건은 배양기간은 10 

일, 배양온도는 25℃, pH 7.0, 탄소원은 mannitol, 질소원은 유기태 질소원인 

0.3% proteose-peptone, 무기염류는 0.2% KH2PO4, 0.02% MgSO47H2O, 비타민은 

thiamine-HCl에서 30.8 g/ℓ의 균사체 수율을 획득할 수 있었다. 또한 C. 

militaris 배양의 최적조건은 균사체 형성은 23∼25℃, 자실체형성은 18∼20℃, 습

도는 균사체형성시 75%, 자실체형성시 90∼95%의 습도를 유지시켜야된다. 또한 

하루에 약 5∼6차례의 환기가 필수적이며 조도는 약 200∼500 Lux에서 배양하여

야한다. 또한 C. militaris의 기능으로 스트레스와 연관되어 있는 inteferon- 

gamma inducing factor(IGIF)가 동충하초 추출물에 의하여 강하게 유도발현되어

짐을 확인하였으며, 뇌신경에 영양을 제공하며 뇌세포의 생존 및 성장에 연관되

어있는 다양한 신경성장인자들 중  Brain derived neurotrophic factor(BDNF)와 

Nerve growth factor가 발현되어짐을 확인하였다.

   최근 관심이 고조되고 있는 퇴행성 노인질환인 Parkinson's disease에 연관되

어있는 tyrosine hydroxylase의 발현 및 tyrosine  hydroxylase의 발현과 연관된 

Glial-derived neurotrophic factor(GDNF)의 발현이 확인되었다. 다른 한편으로 

C. militaris 추출물을 위암세포주, 자궁암 세포주, 폐암세포주, 정상세포주에 처

리한 결과 강력한 항암작용을 가지고 있음을 확인하였으며, 동충하초추출물이 심

혈관계질환의 원인인 혈전용해반응을 나타내어 이로부터 혈전분해효소를 정제하
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여 검증하였다. 따라서 이 모든 결과를 종합하여 C. militaris의 균사체 및 자실

체를 이용하여 다양한 약리 및 생리활성을 가진 기능성 식품의 개발이 가능하리

라 사료되어지며, 더 나아가 동충하초 추출물을 이용한 의약품의 임상시험이 진

행되리라 사료되어진다.

 라. 동충하초 우수균주 개발과 대량재배

   연구의 결과는 동충하초는 52 개, 눈꽃동충하초는 22 개체를 채집하였다. 이

것들 중에서 동충하초 우량균주는 9 종, 눈꽃동충하초는 8 종을 실험을 통하여 

선발하였다. 한국산 미기록종 4 종도 확인하였다. 눈꽃동충하초의 배양병의 개방

형과 폐쇄형을 실험하였고 동충하초의 아미노성분을 분석하였다. 대량재배는 판

재배를 권장할만하였다. 야생의 동충하초로부터 포자와 조직 분리법을 농가에 보

급하여 순수분리된 균사로부터 자실체 발생의 기술을 익히도록 한다. 다양한 균

주를 확보할 수가 있고 전업하거나 귀농하는 사람들에게 일거리를 창출하도록 

한다. 동충하초를 이용한  건강식품의 다양한 개발과 동충하초로부터 신물질등의 

개발하여 수출 품목으로 육성한다. 농가에 동충하초 균주를 저렴하게 보급하여 

소득증대에 기여하고 동충하초를 싼값으로 수요자에게 공급한다.
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SUMMARY

I. Title

 Fermentation of Tochukaso species and cultivation of their 

fruiting bodies

II. Purpose and Significance of the Study

 A. Batch and fed-batch culture of Cordyceps sinensis and development of    

    processed foods using its mycelium and culture broth 

   It has been well known that Tochukaso has a beneficial effect to health. 

In Korea, two species of Tochukaso such as Paecilomyces tenuipes and 

Cordyceps militaris were allowed by KFDA to be used as raw materials for 

processed foods. There are over 300 species of Tochukaso. Scientific papers 

about their biological activities, however, has been focused on one species, 

Cordyceps sinensis. This grows at the high mountain in Tibet, and it it 

called natural or Chinese Tochukaso. Collection of natural Tochukaso is rare, 

so its high price is a high hurdle to be used in food processing. It has been 

often found that the composition of fruiting bodies of mushroom is similar 

with that of mycelium. This project was carried out to study batch and 

fed-batch culture of Cordyceps sinensis and development of processed foods 

using its mycelium and culture broth. 

 B. Process development for mycelium, polysaccharide and cordycepin         

  production by liquid cultivation of Paecilomyces tenuipes

   According to recent studies, useful biological response modifiers have been 

produced from fruiting body of P. tenuipes, for example, polysaccharides with 

anti-tumor and immuno-modulating activities and cordycepin with mRNA 
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synthesis inhibition, anti-bacterial, and anti-tumor activites. It has been 

necessary to develope the liquid cultivation technology for the mass 

production of mycelium, polysaccharide, and cordycepin. Liquid cultivation has 

several advantages, including short culture time, easy process operation, 

maintenance of quality control, and so on.

 C. Biological efficacy and development for artificial mycelial cultivation 

technology of Cordyceps militaris.

   Cordyceps militaris is so scarce in nature and high in price. In addition. 

most studies on Cordyceps militaris have been done in connection with 

Chinese traditional medicine, but it is appearing on the market without any 

scientific, medical, pharmacological or nutritional evidence of their effect. So 

we are required to develop for large scaling cultivation and scientific 

verification for biological efficacy of Cordyceps militaris mycelium.

 The objects of this investigation were to characterize the proximate 

composition, the contents of the biological activity, and to evaluate the 

nutritional and health-promoting properties of Cordyceps militaris. 

 D. Development for mycelium fermentation technology and artificial          

     cultivation technology of Cordyceps sp.

   This study was concentrated on developing the production process for the 

maximum productivity of mycelium, polysaccharide, and cordycepin through 

the establishment of the optimum liquid culture conditions. The purpose of 

this research is to select of excellent 10∼20 strains among many kinds of 

fungi and to provide farmers fungi with good price. Another purpose is to 

give transfer opportunity to silkworm agriculture by increasing income and by 

providing good quality Codyceps products. The important of this research is 

to make of high income to farmers by developing good quality of fungi 

strains. Proper expense of Cordyceps is to decrease economic charge and to 
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provide new job people who want to work in agriculture. Also, it is possible 

to apply in food, medicine, pharmacy. Many goods of Cordyceps can be 

exported abroad and will contribute development of national economy. 

III. Contents and Scope of the Study

 A.  Batch and fed-batch culture of Cordyceps sinensis and development of        

     processed foods using its mycelium and culture broth 

   In a flask culture of C. sinensis, the effect of carbon sources, organic and 

inorganic sources, and minerals were studied based on the dry weight of 

mycelium. Optimal medium was formulated from the estimation of respsonse 

surface method. In a batch culture using bioreactor, fermentation parameters such 

as medium composition, pH, and aeration were optimized to increase the production 

of mycelium and cordycepin. In order to maximize their production in a fed-batch 

culture, control of pH and aeration, pulsed-feed strategy were tried. The mycelium 

and culture broth were used to formulate a beverage and tablet products. 

 B. Process development for mycelium, polysaccharide and cordycepin         

     production by liquid cultivation of Paecilomyces tenuipes

   This study was concentrated on the development of production process for 

the optimal mycelial growth, polysaccharide, and cordycepin in liquid culture 

of P. tenuipes using bioreactor.

 C. Biological efficacy and development for artificial mycelial cultivation 

technology of Cordyceps militaris

   The maxium artificial cultivation of Cordyceps militaris mycelium are 

carried out the effect of carbon sources, organic and inorganic sources, 

minerals and vitamins. In addition, the scientific re-discovery of the broad 

medicinal effects and utilization of the Cordyceps militaris in 
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immunoregulatory, antitumor, antithrombosis, and induction of dopaminergic 

neurons, neurotrophic factors, and cytokines, as well as in preclinical in vitro 

and in vivo usage, has been studied. 

 

 D. Development for mycelium fermentation technology and artificial          

     cultivation technology of Cordyceps sp.

   Cordyceps and Isaria were collected at Mt. Jiri, Mt. Sorak, Mt. Hanla 

national park. Identification and classification were used observation of shape, 

microscope, ecology and references. Unrecorded Cordyceps and Isaria were 

descripted with their characteristics. Excellent hyphae of Cordyceps and Isaria 

were selected with spores separation and tissue culture. Excellent strains 

were selected with fruiting body experiment. Compound contents of  

Cordyceps and Isaria were experimented in the level of protein compound and 

amino acid. Comparative experiments of Isaria were experimented by open 

and close of culture bottles. Mass culture were cultivated with plate culture 

of Cordyceps and Isaria and counted numbers.

IV. Results and Recommendation

 A.  Batch and fed-batch culture of Cordyceps sinensis and development of        

     processed foods using its mycelium and culture broth 

   In order to maximize the production of mycelium of C. sinensis and 

cordycepin, optimal conditions of a batch and fed-batch cultures were studied. 

A beverage and a tablet products were formulated from its mycelium and 

culture broth. In  flask and batch cultures, medium, control of pH and 

dissolved oxygen, and aeration were optimized. Control of medium 

composition, pH, and dissolved oxygen and pulsed-feed strategy in a 

fed-batch culture yielded dry mycelium weight of 44.3 g/L and cordycepin of 

56.1 mg/L. A cordycepin, an extracellular metabolite of C. sinensis, was found 
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in a culture broth. Considering that the cordycepin content in fruiting body 

and host of c. sinensis was 30.1 mg/100 g and 18.9 mg/100 g, respectively, 

its production using a bioreactor might be competitive with a natural 

mushroom. 

 B. Process development for mycelium, polysaccharide and cordycepin         

     production by liquid cultivation of Paecilomyces tenuipes

   This study was concentrated on obtaining the optimal mycelial growth, 

polysaccharide and cordycepin production conditions in liquid culture of P. 

tenuipes. YMP medium for mycelial growth and polyccharide production was 

the best as a basal medium. 

   In a flask culture, the optimal culture conditions and the medium 

compositions for the polysaccharide production were examined. The culture 

conditions were 27 ℃, 200 rpm and the inoculum size 2 % (v/v) with the 

initial pH 7. Modified medium for the polysaccharide production contained 

glucose 30 g, yeast extract 20 g,  KH2PO4 0.5 g and CuCl2․2H2O 0.1 g per 

liter. The biomass concentration was 22 g/L at 4th day of the cultivation and 

the polysaccharide production was 2.3 g/L at 5th day. In batch culture using 

a bioreactor, the maximum biomass concentration was 23.1 g/L at 2nd day 

and the polysaccharide production was 2.5 g/L at 5th day of the cultivation 

with 400 rpm and 1.0 vvm. 

   To increase biomass concentration and polysaccharide production, 10 g/L 

of glucose was added at 1.5th day of the cultivation under the optimal culture 

conditions. Since this extra addition, 5 g/L of glucose was repeatedly added 

every 12 hours until 3.5th day. In results, the biomass concentration and the 

polysaccharide production were 29.2 g/L and 3.3 g/L, respectively.

   The modified medium for the cordycepin production was optimized into 

including glucose 10 g, yeast extract 20 g, (NH4)2HPO4 5 g, histidine 2 g and  

CaCO3 1 g per liter. The wall growth was solved from the fed-batch 
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fermentation. The feeding medium(glucose) concentration was varied from 50 

g/L to 400 g/L and the feeding time was controlled by pH signal. In results, 

the biomass concentration and the polysaccharide production were 20.3 g/L 

and 32 mg/g cell, respectively when the feeding medium concentration was 50 

g/L. And the biomass and the cordycepin production were 33.3 g/L and 2.3 

mg/g cell, respectively when the feeding medium concentration was 400 g/L.

   With the results from the fed-batch fermentation, the large scale(500 L) 

was applied in order to elucidate the possibility for scale-up, resulting in 

showing the similar results. 

 C. Biological efficacy and development for artificial mycelial cultivation 

technology of Cordyceps militaris

   The optimal cultural and nutritional conditions for the mycelial production 

from C. militaris were investigated in synthetic media. The results are 

summarized as follows. The optimal temperature, pH, and the duration of 

culture for the mycelial production was 25℃, 7.0 and 10 days, respectively. 

Among the nitrogen sources, proteose-peptone was higher yield in mycelium, 

but nitrite nitrogen inhibited. The higher yield was obtained with 0.3% 

peptone.  The optimum concentrations of KH2PO4 and MgSO4.7H2O were 

about 0.04 and 0.02% for the mycelial production, respectively. Among the 

vitamins used, we are obtained 30.8 g/ℓ mycelial dry weight by 

thiamin-HCl. In addition, the optimal condition of C. militaris is for  

mycelium; 23~25℃, 75% humid, and for fruiting body; 18~20℃, 90~95% in 

humid. 

   The crude extracts obtained from C. militaris has been known to have an 

efficacy to excessive tiredness, persistent cough, debility, anemia, asthma, and 

cancer. Thus, in this report, we investigated that C. militaris extracts induced 

IGIF and BDNF mRNA at transcriptional level via P1 promoter region and 

BDNFpM1.2, respectively. Since IGIF has a important role to cell-mediated 
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immunity and BDNF has potent trophic effect on dopaminergic neurons, the 

inductions of IGIF, GDNF, NGF and BDNF by C. militaris extracts suggests 

that C. militaris extracts have a potential to be developed as an immune 

activator or neurotrophic factors. 

   We also observed to induce the expression level of tyrosine hydroxylase 

gene and neurotrophic factors related to Parkinson's disease. Next, in 

anti-tumor activity, C. militaris extract was screened for cytotoxicity on 

several cancer cell lines by WST-1 assay. The result showed that tumor cell 

propagation was inhibited according to concentrate of the extract. Moreover, 

fibrinolytic protease from C. militaris was slightly inhibited by all metal ions, 

especially inhibited by PMSF, indicating that the enzyme is a serine protease. 

The result showed that the fibrinolytic protease from the C. militaris has a 

fibrinolytic activity in vivo and in vitro. 

  So, these might be developed as a therapuetic agent for the treatment of 

thrombic disease and a nutritional and health-promoting values of various 

sources of Cordyceps products as nutraceuticals related biological activity of 

C. militairs.

 D. Development for mycelium fermentation technology and artificial          

 cultivation technology of Cordyceps sp.

   Result of this study was the collection of 52 fruiting bodies from 22 

Cordyceps and 9 Isaria species. Nine strains of Cordyceps and 8 of Isaria 

were the excellent strains. Also there were 4 unrecorded species in Korea. In 

the comparative experiment of Isaria, open and closed culture bottles were 

used. Compounds of Cordyceps are consisted of many kinds of amino-acid. In 

a mass culture, plate is used and it is strongly recommended for mass 

culture. Pure separation techniques of spores and tissue from wild Cordyceops 

were provided to farm house. Technical methods of fruiting body formation 

were studied. It is possible to preserve of many strains of Cordyceps and 
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Isaria and to help people who want to work in agriculture. Many health 

foods could be developed by using Cordyceps and Isaria. Also, they are 

expected to be exported. In a low expence, it is possible to provide fungi to  

farmers who want to make high income.
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제1장 Cordyceps sinensis 종균과 균사체 증식

제1절 서론 

   동충하초란 겨울에는 숙주인 곤충 몸에서 균사체를 번식시키다가 여름에는 

풀(정확히 표현하면 버섯 자실체)처럼 돋

아나오는 모습에서 연유된 버섯의 일종으

로서 대부분이 子囊菌綱(Ascomycetes), 麥角菌目(Clavicipitales), 麥角菌科

(Clavicipitaceae)에 속하며 코르디셉스속(Cordyceps), 포도네트리아속

(Podonectria), 토루비엘라속(Torrubiella)이 대표적이다. 현재는 곤충을 포함한 

절지동물, 균류 또는 고등 식물의 종자에 기생하는 균류에 속하는 모든 균류를 

넓은 의미에서 동충하초라고 부른다1). 

   천연 동충하초는 티벳 등지의 고원지대(해발 3,500 m 이상)에서 서식하는데 

채취량이 한정되고, 수요가 급증하면서 자원이 고갈되어 가고 있는 실정이다.  

따라서 국제 거래에서 가격이 970 $/kg으로 매우 고가의 소재로 식품의 원료로 

사용하기란 현실적으로 불가능한 실정이다. 동충하초 재배기술보다는 발효기술이 

발달한 미국과 일본 등지에서는 버섯의 경우 균사체와 자실체의 구성성분이 매

우 유사하다는 점에 착안하여 동충하초 균사체 배양기술을 이용하여 균사체 추

출물(mycellium extract)을 생산, 판매하고 있다.

   동충하초는 자양강장 효과가 있다고 알려져 있는데 Liu Chang-Xiao 연구진
2)

은 마우스에 동충하초를 급여하고 강제수영실험을 실시한 결과 대조구의 평균 

수영시간은 56.3 분이었으나 동충하초 8 g 투여구의 수영시간은 81.2 분으로 동

충하초가 지구력을 높여줄 수 있음을 보고하였다. 동충하초는 항암활성이 우수한 

것으로 보고되고 있는데, 이는 주로 대부분의 담자균류 버섯에서 생산되는 β

-D-glucan polysaccharide의 항암작용에 기인하며 또한 동충하초에 존재하는 

cordycepin (3'-deoxyadenosine)에 의한 종양세포의 mRNA 합성저해에 기인한다

고 알려져 있다3). 최근에는 polysaccharide와 cordycepin 이외의 제 3의 물질에 

의한 항암작용 가능성이 제기되기도 하였다4). 동충하초는 또한 면역증강제로서의 
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효과가 있으며
5)
, 혈당강하 또는 콜레스테롤 저하 효과에 대해서도 보고된 바 있

으며6,7), 생체 내에서 superoxide anion에 의한 세포막 계통 과산화물 생성을 감

소시킬 수 있다는 연구가 보고된 바 있다8). 동충하초 특히, Cordyceps sinensis 

균주의 각종 생리활성, 동물 및 임상시험에 대한 과학적인 자료는 Zhu 등이
9)
 정

리한 총설이 있다. 

   동충하초의 건강기능성이 알려지면서 국내에서는 1998년 7월에 보건복지부에

서 동충하초(Paecilomyces japonica 또는  P. tenuipes 품종)를 식품가공 원료로 

사용할 수 있도록 허가한 이후 밀리타리스 동충하초(Cordyceps militaris)도 식

품으로 허가하였는데 이들은 모두 누에 또는 번데기를 기주로 재배한 제품이다. 

그런데 위에 서술한 동충하초는 거의 모두가 자연산 동충하초(C. sinensis) 품종

의 효능에 관한 연구이며 국내에서 유통되고 있는 품종에 관한 연구결과는 매우 

미진한 실정이다.

   현재 동충하초를 원료로 한 가공식품이 여러가지 유통되고 있는데, 영지의 경

우처럼 초기에는 버섯의 자실체를 원료로 사용했으나 균사체 배양기술이 개발된 

이후 영지 균사체를 원료로 대체하여 사용하는 것처럼 동충하초도 발효기술이 

개발된다면 균사체가 함께 사용되리라고 예상된다. 국내에서는 강원대 성재모 교

수가 연구용 종균배양 기술에 관한 연구를 수행해 왔으나, 삼각플라스크를 사용

한 실험실 규모이며, 생물반응기(jar fermentor)를 이용한 동충하초 종균 액체배

양과 균사체 증식기술 개발에 관한 연구는 거의 없는 실정이다. 

   따라서 본 연구에서는 자연산 동충하초의 균사체 배양을 목적으로 회분식 및 

유가식 배양에 관한 연구를 수행하였고, 배양한 균사체를 원료로 가공식품 2종을 

제조하였다.     

 

제2절 재료 및 방법

 1. 균주
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   본 실험에 사용된 균주는 자낭균류의 일종인 Cordyceps sinensis(Berk.) 

Sacc.이다. 균주의 보관을 위해 MEPA(Malt extract peptone agar)를 사용하였으

며 4 주마다 계대배양을 하였으며 4℃에서 보관하였다. 전배양을 위해 균주를 

MEP medium에서 5 일간 배양한 후 10 mL을 취하여 멸균된 glycerol 4 mL과 

증류수 2 mL을 잘 혼합하여 20 mL stock vial에 분주한 후, -70℃에서 glycerol 

stock으로 보관하여 seed culture 때마다 새로운 stock을 꺼내 사용하였다.

 

 2. 배지 및 배양조건 

   균체의 seed culture를 위해 사용된 배지(MEP)의 조성은 malt extract 30 

g/L 및 Soya peptone 3 g/L이었다. 본배양의 플라스크 배양에서는 SDY 

(Sabouraud dextrose yeast extract broth)와 MSM(Modified synthetic medium 

) 배지를 이용하였으며 그 기본조성은 다음과 같다. SDY medium은 glucose 40 

g/L, peptone 10 g/L, yeast extract 10 g/L이었고 MSM medium은 maltose 20 

g/L, proteose peptone 40 g/L, potassium nitrate 5.0 g/L, ammonium chloride 

0.5 g/L, calcium chloride.dihydrate 2 g/L이었다. 생물반응기를 이용한 배양에서

는 MSM medium을 이용하였다. 발효를 위한 seed culture는 냉동보관된 

glycerol stock을 8 mL 취하여 250 mL Erlenmeyer flask(working volume 100 

mL)에 접종한 후 전배양 하였다. 여러 차례에 걸친 계대배양을 행한 후 5 일간 

배양하여 지수기 성장 단계에 있는 활성 높은 seed를 접종원으로 사용하였다. 플

라스크 배양은 shaking incubator(Vision Scientific Co., VS-8480SR)를 사용하여 

2%(v/v)로 seed를 접종한 후, 배양 조건을 24℃, 120 rpm, 초기 pH 5.5로 조절하

여 배양을 하였다. 회분배양과 유가식 배양은 5 L 생물반응기(BioTron, Inc., Fig. 

1)에서 회분배양은 working volume을 3 L, 유가식 배양은 초기 working volume

을 2 L로 하여 3%(v/v)로 seed를 접종한 후 24℃, 150∼450 rpm, 1.0 vvm으로 

조절하여 배양을 실시하였다. 유가식 배양에서 기질 공급은 pH 
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Fig. 1. Photograph of 5 L Jar-Fermentor used for C. sinensis.

signal에 의한 pH Stat과 일정비율공급 방법 (Constant feeding strategy)
10,11)
에 

의해 maltose 공급배지를 만들어 주입하였다. 소포제로는 식품용으로 쓰이는 

silicon resin을 증류수로 10 배 희석하여 첨가하였다. pH는 2N HCl과 2N NaOH

를 사용하여 조절하였다.
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 3. 분석방법

  가. 균체량 분석

   균체농도는 건조중량(Dry Cell Weight, DCW)을 기준으로 측정하였다. 건조

균체량은 세포 배양액을 filter paper (Whatman No. 4)를 사용하여 증류수로 2 

회 세척하여 감압여과한 후 80℃에서 항량이 될 때까지 건조하여(약 24 h) 측정

하였다. 

 

  나. Maltose 분석

   배양액 중의 maltose 분석은 세포배양액을 filter paper(Whatman No. 4)를 사

용하여 균체와 배양여액으로 분리한 후 얻은 배양여액을 maltose kit 

(R-Biopharm Co., C1113950)를 사용하여 측정하였다. 배양여액을 분석 범위 내

에 들어가도록 희석하여 사용하였으며, 낮은 농도( 〈0.5 g/L)에서는 분석 절차상 

희석을 생략하였다. 다음의 반응을 수행한 후 분광광도계(Spectronic Co., 

GENESYS 5)를 사용하여 340 nm에서 흡광도를 측정하였다. 

  1)  Maltose + H2O    α- glucosidase      2 D-glucose

  2)  D-glucose + ATP   Hexokinase         G-6-P + ADP

  3)  G-6-P + NADP+    G6P-DH          D-gluconate-6-phosphate + 

                                               NADPH + H+

 

4)  maltose (g/L) = V ×MW
ε×d× v× 1000× 2

 × △A

   여기서,  V    = final volume(mL)

            v    = sample volume(mL)

           MW  = molecular weight of the substance to be assayed(g/mol)

            d    =  light path(cm)

           ε   = extinction coefficient of NADPH

           △A  = (A2-A1)sample- (A2-A1)blank
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  다. Cordycepin 분석

   균체배양액을 균사체와 배양여액으로 분리하여 균사체는 95℃에서 6 h 동안 

열수추출을 한 후 filter paper(Whatman No. 2)를 사용하여 감압 여과하였다. 열

수추출 여과액과 배양 여액에 각각 4 배 분량의 ethanol을 가하여 4℃에서 24 h 

방치하였다. 이것을 6,000 rpm에서 25 min 동안 원심분리하여 상등액만을 취해 

완전히 감압 증발시킨 후 0.45 ㎛의 membrane filter로 여과한 다음 HPLC 

(Waters, Model 930)로 분석하였다. 표준품의 HPLC chromatogram과 표준곡선

(standard curve)은 Fig. 2에 나타내었다.

   Standard  : Cordycepin (Sigma-Aldrich Chemical Co., C3394)

   Column : μBondapak C18 (300 mm L × 3.9 mm ID, Waters)

   Detector : UV detector (260 nm, Waters)

   Mobile phase : 0.1% TFA : Acetonitrile (9:1)

   Flow rate : 0.5 mL/ min

   Sample size : 20 ㎕

cordycepin 7.768



- 12-
- 12 -

   Fig. 2. 
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제3절 결과 및 고찰
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  가. 자료의 수집과 정리

   C. sinensis의 균사배양에 대한 자료는 문헌 및 기타 참고자료도 찾아보기 어

려웠으므로 P. tenuipes 균주의 배양 및 기타 버섯류의 배양 및 영양적 특성에 

대한 자료를 확보하여 분석하였다. 확보된 자료는 논문류 60 여편, 서적 10 종, 

기타 자료 3 종 등이었다. 

  

  나. 균주 확보

   C. sinensis 균주는 지리산 등지에서 야생하는 균주를 직접 선발하여 사용하

였다. 선발된 균주는 우선 외형적인 모양 및 기주하는 곤충이 박쥐나방 유충이었

으므로  C. sinensis로 동정하였다. 또한 PCR을 통한 유전적 계통 조사에 의해 동

정된 C. sinensis의 자실체로부터 자낭포자를 분리하여 MEPA외 PDA와 YMA배

지등에서 배양과 여러 차례에 걸친 계대배양을 반복적으로 행하여 morphology가 

안정되고 균사체 성장이 빠른 활성있는 C. sinensis 균주를 확보하였다. 확보된 

균사체는 MEP 배지에서 액체 배양하여, 접종원에 따른 실험오차를 극복하기 위

하여 세대가 동일한 균사체 배양액을 -70℃에서 Glycerol stock으로 보관하여 

Seed culture시마다 새로운 stock을 꺼내 사용하였다.

 2.. 최적 성장 조건 규명

  가. 액체배지 선발

   C. sinensis 균주의 최적 배지조성을 알아보고자 기본배지를 선발하기 위해 

250 mL Erlenmeyer flask(working volume 100 mL)에서 배지를 달리하여 배양

을 하였다. 동충하초 재배에 사용되거나 기타 버섯류 재배에 사용된다고 알려져 

있는 균사체 성장용 배지중 13 종을 선발하였다. 선발된 13 종의 배지에 활성화

된 2%(v/v)의 seed를 접종하여 24℃, 120 rpm, 초기 pH 5.5에서 14 일간 배양하

면서 dry cell weight를 측정하여 그 결과를 Fig. 3에 나타내었다. 사용된 배지중 

SDY(sabouraud dextrose yeast extract medium)가 8.72 g/L로 가장 높은 균사

체 농도를 나타내었으며 그 다음으로 GCL(glucose ammonium chloride medium)

이 6 g/L의 균체량을 보인 반면, CD(Czapek Dox medium)에서 1.72 g/L의 낮은 
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균체량을 나타내었다. SDY 배지에서의 균사체 농도는 CD와 PD(Potato dextrose 

medium)배지에 비하여 약 2∼4 배 정도의 높은 균사체 농도를 나타내었으므로 

C. sinensis 성장에 있어서 최적 배지임을 확인하였으며, 이를 균사체 배양용 기

본배지로 선발하였다.

  나. 접종농도의 영향

   C. sinensis의 최적 성장 배지로 선정된 SDY 배지를 기본배지로 하여 접종 

농도를 달리하여 배양을 실시한 후 배양일에 따른 균체량의 변화를 측정하여 그 

결과를 Fig. 4에 나타내었다. 접종 농도 5%(v/v)에서 배양 9 일에 8.83 g/L 

(DCW, dry cell weight)로 최대의 균체량을 나타내었지만, 접종 균체량이 상대적

으로 적은 1%(v/v) 및 2%(v/v)의 경우 3% 이상의 접종량 보다 짧은 유도기를 

거처 바로 대수기에 접어들었으며, 배양초기에 높은 균체량을 나타내었다. 접종

농도 2%에서 배양 7 일에 7.58 g/L의 높은 균체량을 나타내었기에 배양일수의 

단축을 고려하기 위해 접종농도에 대한 비생육속도 (Specific growth rate, μ = 

1/X․dX/dt)를 Fig. 5에 나타내었다. 초기 접종농도가 2%(v/v)일 때 0.635 day-1

의 최대 비생육속도(μmax)를 나타내었으며 2%(v/v) 이상의 접종량에서는 오히려 

비생육속도가 감소하였다. 따라서 균체량과 비생육속도를 고려하여 2%(v/v)를 

최적 접종량으로 선정하였다.

  

  다. 온도의 영향

   C. sinensis의 성장에 미치는 물리ㆍ화학적 요인중 배양온도, agitation 속도, 

초기 pH를 독립변수로 하여 RSM(Response surface methodology) analysis를 

실시하여 최적 성장 조건을 설정하고자 하였다. 그러나 요인변수들간에 상호 
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Fig. 3.  Effects of various synthetic media on the mycelial growth of    

     C. sinensis  at 24℃ and 120 rpm with the initial pH 5.5.
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Fig. 4.  Effects of inoculum concentrations on the mycelial growth of 

        C.  sinensis  in SDY medium.  
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  Fig. 5. Correlation between specific growth rate and inoculum         

          concentration.

의존성이 매우 낮게 나타났으므로 요인변수들 중 한 변수를 제외한 모든 변수를 

고정시키고, 한번에 한 변수만을 변화시켜 그 효과를 관찰하는 방법(one factor 

at a time method)으로 실험을 진행하였다. 그중 C. sinensis의 균사체 성장에 미

치는 배양온도의 영향을 알아보고자 배양온도를 14∼34℃의 범위 내에서 4∼6℃ 
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간격으로 조정하여 건조 균체량을 측정한 결과를 Fig. 6에 나타내었다. 접종농도 

2%(v/v), 초기 pH 5.5, 교반속도 120 rpm의 배양조건 하에서 7 일간 배양을 한 

것이다. 배양온도 24℃에서 7.2 g/L의 최대 균체량을 보였으며 18℃에서도 6.9 

g/L의 비교적 높은 균체량을 나타내었다. 이는 C. sinensis가 배양온도 18∼24℃

의 낮은 온도 범위내에서 균체 성장이 활발히 이루어지는 것을 알 수 있는 결과

이다. 이는 이미 보고된 Lentinula edodes, Pleurotus eryngii, Hericium 

erinaceus, Phellinus igniarius, Naematoloma sublateritium의 담자균류 버섯과 

유사한 결과를 보인다. 한편 C. sinensis는 24℃ 보다 높은 온도에서는 균체량이 

급격히 감소하는 경향을 보였으며 34℃에서는 0.86 g/L의 매우 낮은 균체량을 나

타내었다. 이로써 C. sinensis의 균사체 성장은 24℃ 보다 높은 온도에 대해서는 

저해를 받는 것을 알 수 있었다. C. sinensis의 균사체 성장이 배양온도에 민감히 

반응하는 것으로 보아 배양온도는 균사체 성장에 영향을 미치는 중요한 인자이

며 24℃의 최적온도에서 균사체 배양을 하여야 함을 알 수 있었다.

  라. pH의 영향

   Fig. 7은 균사체 성장에 대한 pH의 영향을 알아보고자 초기 pH 3∼8까지 달

리하여 균체량을 측정한 결과이다. 초기 pH 4.5∼6.5의 약산성에서 균체량이 높

게 나타났으며 초기 pH 5.5에서 7.4 g/L의 최대 균체량을 보였다. 이는 pH 4.5∼

6.5의 약산성에서 균체량이 높게 나타났다는 Phellinus igniarius, Naematoloma 

sublateritium, Agaricus bitorquis, Pleurotus ostreatus의 연구보고와 일치하는 

결과이다. 한편 pH 5.5 보다 낮은 pH에서는 균체량이 급격히 감소하였으며, pH 

3에서는 3.4 g/L의 낮은 균체량을 나타내었다. 이는 산으로 쓰인 HCl이 세포독성

을 일으켜 균사체 성장을 저해하는 것으로 판단되어진다. 이에 C. sinensis의 균

사체 배양시 최적 초기 pH는 5.5로 결정하였다.
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Fig. 6.  Effects of culture temperature on the mycelial growth of 

        C.  sinensis in SDY medium. 
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Fig. 7. Effect of pH on the mycelial growth of C. sinensis in SDY      

         medium.

 마. 교반속도의 영향

   교반속도가 균체의 성장에 미치는 영향을 알아보고자 교반속도를 0∼200 rpm

으로 달리하여 균체량을 측정한 결과를 Fig. 8에 나타내었다. 120 rpm의 교반속

도에서 7.2 g/L의 최대 균체량을 보였다. 120 rpm보다 낮거나 높은 교반속도에서

는 균체량이 감소함을 알 수 있었다. 이는 낮은 교반속도에서는 교반에 의한 물

질전달이 충분하지 않아서 적절한 영양성분과 산소가 cell 내로 원활히 공급되지 
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않아 균체량이 감소하는 것으로 보이며, 160 rpm 이상의 높은 교반속도에서는 

균체의 절단 및 균사의 형태에 변화를 주는 shear stress의 증가로 균체량이 감

소하는 것으로 보인다. 따라서 교반에 의한 물질전달과 shear stress를 함께 고려

할 때에 7.2 g/L의 최대 균체량을 보인 120 rpm을 최적교반속도로 선정하였다. 

  바. 최적 성장 조건에서의 경시변화

   Fig. 9는 13 종의 배지중 기본배지로 선발된 SDY배지 상에서 최적 접종 농

도, 배양온도, 초기 pH, 교반속도의 조건하에서 배양중 균체성장과 pH의 경시변

화를 나타낸 것이다. 250 mL의 삼각플라스크(working volume 100 mL)에 2% 

(v/v)접종농도, 배양온도 24℃, 초기 pH 5.5, 교반속도 120 rpm의 배양조건 하에

서 10 일간 배양을 한 것이다. 균체성장은 거의 유도기가 없이 대수기에 접어들

었으며 배양 7 일에 7.58 g/L의 최대 건조균체량을 보였다. 한편, 세포내 수분의 

변화는 대사활성을 예측할 수 있는 중요 척도이기에 세포내의 수분의 변화를 예

측해보고자 균체의 생중량과 건중량의 경시변화를 살펴본 결과, 배양 전반부에 

걸쳐 수분비의 변화는 거의 없는 것으로 나타났다. 이에 배양 조건의 최적화 실

험시 건조균체량만을 언급하려한다. pH는 변화는 배양초기 균사체 성장이 활발

히 이루어지면서 탄소원으로 쓰인 glucose를 소모함에 따라 초기 pH 5.5에서 대

수기에는 pH가 급격히 하락하였다가 5∼6일경부터 다시 증가하였으며 최대의 균

체량을 나타내는 7 일경에 pH가 급격히 증가하였다가 이후 거의 일정하게 유지

되는 특성을 나타내었다. 이상의 최적 성장조건하에서 보다 균체량을 증가시키기 

위해 배지조성에 대한 연구가 진행되었다.
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Fig. 8.   Effects of agitation speed on the mycelial growth of 

        C.  sinensis in SDY medium.
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Fig. 9.   Profiles of mycelial growth and pH at 24℃ and 120 rpm with   

         the initial pH 5.5 and 2% inoculum concentration.

 3. 최적 배지 조성

  가. 탄소원의 영향

   기본 배지로 선정된 SDY 배지의 조성중 균체의 성장에 대한 탄소원의 영향

을 알아보고자 탄소원의 종류를 달리하여 7 일간 배양을 실시한 후 균체량을 측



- 24-
- 24 -

정한 결과를 Fig. 10에 나타내었다. 배양조건은 최적 성장조건으로 선정된 2% 

v/v의 접종농도, 24℃, 120 rpm, 초기 pH 5.5 로 조절하여 배양하였다. 실험에 공

시된 8 종의 탄소원중 maltose가 11.27 g/L로 최대 균체량을 나타내었으며 그 다

음이 saccharose 및 starch 순으로 균체량이 높았다. 한편 lactose를 탄소원으로 

사용했을 때 4.8 g/L로 가장 낮은 균체량을 나타내었다. 가장 균체량이 높게 나

타난 maltose의 경우 SDY 배지의 탄소원인 glucose에 비하여 약 2 배정도 높은 

균체량을 나타내었다. 실험에 공시된 8 종의 탄소원중 가장 균체량이 높게 나타

난 maltose를 사용하여 0∼10 % (w/v)의 농도 범위 내에서 2%(w/v) 간격으로 

농도 변화를 주었다. 온도 24℃, 교반속도 120 rpm, 초기 pH 5.5 에서 7 일간 배

양한 후 균체량을 측정하여 그 결과를 Fig. 11에 나타내었다. Maltose가 첨가되

지 않은 대조구가 4.96 g/L의 낮은 균체량을 보인 반면 maltose 농도가 20 g/L

에서 8.2 g-DCW/L로 가장 높은 균체량을 나타내었고 그 이상의 농도에서는 감

소하는 경향을 보였다. 40∼60 g/L에서 7.16∼7.02 g/L의 균체량을 유지하다 100 

g/L에서 4.77 g/L의 낮은 균체량을 나타내는 것은 고농도의 탄소원에 의한 기질 

저해작용 때문인 것으로 판단되어진다.

  나. 질소원의 영향

   1) 유기 질소원

   균체 성장에 대한 유기 질소원의 영향을 알아보고자 Soytone을 포함한 6 종

의 N-source(1%)에 yeast extract (1%)를 첨가한 복합 N-source와 8 종의 단일 

organic N-source(2%)를 사용하여 각각 배지를 조제하여 24℃에서 7 일간 최적 

성장 조건에서 배양한 후 균체량을 측정하여 그 결과를 Fig. 12에 나타내었다. 

단독으로 사용된 organic N-source (2%)중 proteose peptone이 11.27 g/L로 
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Fig. 10. Effect of carbon sources on the mycelial growth of C. sinensis.
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Fig. 11. Effect of maltose concentrations on the mycelial growth of 

         C.  sinensis.
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Fig. 12. Effects of organic nitrogen (2%) sources on the mycelial        

         growth of C. sinensis.

최대 균체량을 나타내었으며 protease peptone III 및 soytone 순으로 10.2 g/L의 

높은 균체량을 나타내었다. 한편 단일로 사용된 질소원으로 Tryptone의 경우 

3.29 g/L, yeast extract는 3.73 g/L 로 비교적 낮은 균체량을 보였다. Proteose 

peptone을 질소원으로 사용했을 경우 기본배지로 사용된 SDY 배지의 질소원인 
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peptone과 yeast extract의 복합 2%에 비해 약 2 배정도 높은 균체량을 나타내

었다. 질소원에 따라 균사체의 성장 양상에도 다소 차이를 보였다. 기본 SDY 배

지에서 배양한 균사체가 베이지색을 나타낸 반면 최대 균사체량을 보인 proteose 

peptone의 경우 균사체가 pellet form이라기 보다 filamentous form으로 성장하며 

배지의 점도가 증가하였으며 균사체가 전반적으로 베이이색을 띠나 일부 

suspension 균사체와 wall growth가 주황색을 나타냈다. Soytone의 경우도 균사

체가 filamentous form으로 자라며 배지의 점도가 높았다. 찐득찐득(sticky)한 배

양액은 갈색을 나타냈다. 따라서 유기 질소원은 균사체의 성장에 영향을 미치는 

중요한 인자이며, 질소원의 종류에 따라 균사체 성장과 균사체의 성장 형태와 배

양액의 색 변화를 일으키는 것으로 보아 세포대사에 깊이 관여하는 것으로 판단

되어지며, 균사체 성장에 대한 최적 질소원의 선정과 함께 최적 농도가 검토되어

야 함을 알 수 있는 결과이다. Fig. 13은 유기 질소원으로 선정된 proteose 

peptone의 농도가 균사체 성장에 미치는 영향을 살펴본 결과이다. 탄소원으로는 

glucose를 10 g/L의 농도로 고정한 뒤, proteose peptone을 단일 N-source로 하

여 0∼6 %(w/v)의 범위 내에서 농도를 달리하여 배지를 조제하였으며, 24℃에서 

7 일간 최적 성장 조건에서 배양한 후 균체량을 측정하여 비교한 결과이다.  질

소원을 첨가하지 않은 대조구는 1.6 g/L로 균체량이 매우 낮았으며, 대조구에 비

해 2%(w/v)의 농도까지는 균체량이 증가하다 그 이상의 농도에서는 균체량이 

감소하는 경향을 보였다. Proteose peptone의 농도가 20 g/L일 때 6.58 g/L의 최

대 균체량을 나타내었다.

  2) 무기 질소원

   SDY 배지에 inorganic nitrogen을 20 mM 농도로 첨가하여 24℃에서 7 일간 

배양한 후 균체량을 측정하여 그 결과를 Fig. 14에 나타내었다. 6 종의 inorganic 
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Fig. 13. Effect of proteose peptone concentrations on the mycelial       

         growth of C. sinensis
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나타내었으며 ammonium chloride를 제외한 4 종의 다른 inorganic source도 대

조구에 비하여 균체량이 높은 것으로 보아 무기 질소원을 첨가하는 것이 균사체 

성장을 촉진하는 것으로 판단되었다. SDY 배지에 첨가한 6 종의 inorganic 

Fig. 14.  Effect of inorganic nitrogen (20 mM) sources on the mycelial 

          growth of C. sinensis.
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nitrogen source중 10 g/L로 최대 균체량을 나타낸 potassium nitrate에 농도 변

이를 주어 24℃에서 7 일간 배양한 후 균체량을 측정하여 그 결과를 Fig. 15에 

나타내었다. 단, 무기 질소원의 농도에 대한 영향을 알아보기 위해 탄소원으로 

쓰인 glucose를 10 g/L의 최소 농도로 고정하여 배지를 조제하였다. 0∼30 mM

의 농도 범위중 20 mM로 첨가하였을 경우 7.3 g/L로 가장 높은 균체량을 나타

내었다. 농도가 10 mM에서는 대조구에 비해 차이를 보이지 않다가 20 mM에서 

균체량이 증가하였으며 더 높은 농도인 30 mM에서는 오히려 균체량이 감소함을 

볼 때 고농도의 potassium nitrate의 첨가는 세포독성을 일으켜 균사체 생육을 

저해하는 것으로 판단되어진다.

  다. C/N ratio의 영향

   Fig. 10∼15는 요인변수들 중에서 한 변수를 제외한 모든 변수를 고정시키고, 

한번에 한 변수만을 변화시켜 그 효과를 관찰하는 방법 (One factor at a time 

method)에 의해 최적 탄소원과 유기․무기 질소원과 각각의 농도를 구한 결과였

다. 그러나 탄소원과 질소원인 이들 변수들의 상호의존성을 고려한다면 요인별 

상호작용을 관찰하여 실제 최적조건을 구해야 한다. 이에 Table 1과 같이 최적 

탄소원으로 선정된 maltose와 최적 유기 질소원으로 선정된 proteose peptone 및 

무기 질소원인 potassium nitrate의 농도 조건을 달리하여 RSM을 실시하여 최적 

배지 조성을 결정하고자 하였다. RSM design에 의해 측정된 균체량은 Table 2

에 나타내었다. Maltose, proteose peptone, potassium nitrate의 농도 조건을 달

리하여 RSM 분석 결과(Fig. 16), 결정계수(R-Square)가 0.8585로 1에 가깝다 할 

수 있으므로 가정된 반응모형이 자료에 잘 적합됨을 알 수 있었다. 정준분석 결

과 정상점이 안장점이기 때문에 능선분석을 행함으로써 최대점을 구하고자 했다. 

그 결과, 6.7 %(w/v)의 maltose, 4.9%의 proteose peptone, 57.7 mM의 
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  Fig. 15. Effects of concentration of potassium nitrate(KNO3) on the    

          mycelial growth of C. sinensis.

Table 1. Levels of independent variables for experimental design in flask      

          culture of C. sinensis
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Xi Independent variables
Levels

-2 -1 0 1 2

X1 Carbon (%, w/v) 1 4 7 10 13

X2 Organic nitrogen (%, w/v) 0 2 4 6 8

X3 Inorganic nitrogen (mM)  0 20 40 60  80

Table 2. Treatment conditions and experimental data on the mycelial growth  

         of C. sinensis
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Treatment 

No.

Carbon  

(X1)

 Organic 

nitrogen

(X2)

Inorganic 

nitrogen (X3)

FCW

(g/L)

(y) =

DCW 

(g/L) 

(y) =

1 4  (-1) 2 (-1) 20 (-1) 47.50 7.84

2 4  (-1) 2 (-1) 60 ( 1) 37.30 7.37

3 4  (-1) 6 ( 1) 20 (-1) 68.40 11.90

4 4  (-1) 6 ( 1) 60 ( 1) 48.60 8.43

5 10 ( 1) 2 (-1)  20 (-1) 36.40 6.00

6 10 ( 1) 2 (-1) 60 ( 1) 43.38 7.50

7 10  ( 1) 6 ( 1)  20  (-1) 38.22 7.32

8 10 ( 1) 6 ( 1) 60 ( 1) 57 10.10

9 7  ( 0) 4 ( 0) 40 ( 0) 41.2 7.26

10 7  ( 0) 4 ( 0) 40 ( 0) 48.8 8.60

11 1  (-2) 4 ( 0) 40 ( 0) 66.8 10.20

12   13 ( 2) 4 ( 0) 40 ( 0) 35.66 5.78

13 7  ( 0) 0 (-2) 40 ( 0) 6.82 1.53

14 7  ( 0) 8 ( 2) 40 ( 0) 28.8 5.7

15 7  ( 0) 4 ( 0)  0  (-2) 46.2 8.37

16  7  ( 0) 4 ( 0) 80 ( 2) 46.91 8.35

Carbon source : Maltose (%, w/v)

Organic nitrogen source: Proteose peptone (%, w/v)

Inorganic nitrogen source: KNO3 (mM) 20mM = 2.02 g/L
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Fig. 16. Contour plot of C versus N, C vs Inorganic N and Organic N   

         vs Inorganic N at different mycelial densities from the cultures  

         of C. sinensis.

potassium nitrate가 최대 균체량(정상점을 나타내는 반응값이 8.88)을 나타내는 
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농도로 나타났다. 한편 contour map의 양상과 비교적 낮은 반응값을 고려했을 

때 실제 최적 조건을 나타내는 농도로 적용할 수 없는 이론값에 그칠 것으로 생

각되어졌다. 그러나 RSM 분석 결과를 바탕으로 실제 배양을 한 결과 8.2 g/L의 

균체량을 나타내었다. 이는 반응값인 8.88 g/L과 차이가 근소하였기에 RSM분석 

결과를 실제 배양시 최적 배지 조성으로 적용할 수 있는 가능성을 보이는 결과

라고 판단된다. 문제는 RSM 분석 결과를 그대로 적용하기에는 그 결과치가 너

무 고농도를 보인다는 점이다. 균사체 배양시 경제적인 면을 배제할 수 없기때문

에 산업적인 경제성을 고려해볼 때 다음의 실험이 수행되었다. 

   탄소원과 질소원으로 선정된 maltose와 proteose peptone의 상호 연관성을 고

려하여 최적 C/N ratio를 구하고자 위 실험에서 최적 농도로 선발된 2%의 

maltose와 proteose peptone을 각각 X, Y로 하여 배수 실험을 한 결과를 Fig. 17

에 나타내었다. C/N ratio에 따라 균사체 성장에 영향을 미쳐 1/2(XY), 1/2XY, 

X1/2Y, X, Y, XY, 4XY는 배양액이 밝은 노란색을 띤 반면 X4Y는 갈색을 나타

냈다. 외관적인 차이 외에도 균체량의 농도 차를 나타내었다. X2Y에서 7.87 g/L

로 가장 높은 균체량을 나타내었다. 이 수치는 앞서 언급된 RSM 분석에 의한 

8.2 g/L의 균체량과 큰 차이를 보이지 않았으며, 균사체 배양시 산업적인 경제성

을 고려해볼 때 감안되어질 수치이다. 최적 탄소원과 질소원으로 선정된 maltose

와 proteose peptone를 사용하여 배수 실험을 한 결과, 2%의 maltose와 4%의 

proteose peptone(이하 X2Y라 칭한다)이 최대 균체량을 보였기에 X2Y를 최적 

C/N ratio로 구하였다. 

   X2Y 배지에 6 종의 무기질소원을 20 mM 농도로 첨가하여 24℃에서 7 일간 

배양한 후 균체량을 측정하여 그 결과를 Fig. 18에 나타내었다. Ammonium 

chloride를 첨가하였을 경우 7.73 g/L로 최대 균체량을 보였으며, potassium 

nitrate을 첨가하였을 경우도 7.50 g/L로 비교적 균체량이 높게 나타났다. 

Ammonium sulphate와 sodium nitrate를 제외한 다른 무기 질소원도 대조구에 

비하여 균사체 성장을 촉진하는 것으로 판단되었다. 

   X2Y 배지에 첨가한 6종의 질소원중 균체량이 높게 나타난 ammonium 



- 37-
- 37 -

DCW (g/L)

0 1 2 3 4 5 6 7 8

C 
& 

N 
co

nc
en

tra
tio

ns

basal m.
1/2(XY)

1/2XY
X1/2Y

X
Y

XY
2X
2Y

2XY
X2Y

2X2Y
3X
3Y

3XY
X3Y

3X3Y
4X
4Y

4XY
X4Y

4X4Y

Fig. 17. Effect of various C & N concentration on the mycelial growth
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chloride와 potassium nitrate에 농도 변이를 주어 24℃에서 배양한 후 균체량을 

측정하여 그 결과를 Fig. 19에 나타내었다. 0∼90 mM의 농도 범위 중 

ammonium chloride의 경우 10 mM에서 5.82 g/L의 최대 균체량을 나타냈으며, 

potassium nitrate는 50 mM에서 6.16 g/L의 가장 높은 균체량을 나타내었다.  

또한 ammonium chloride와 potassium nitrate의 상호작용을 고려하여, 일단 같은 

Fig. 18. Effect of inorganic nitrogen (20 mM) sources on the mycelial  

         growth of C. sinensisin X2Y medium.
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양으로 혼합하여 0∼90 mM의 농도 범위에서 균체량을 비교한 결과 단독으로 첨

가했을 때에 비해 상승효과를 보여 균체량이 각 농도 범위에서 증가함을 알 수 

있었다. 그 중 각각 5 mM로 혼합하였을 때 7.67 g/L로 최대 균체량을 나타내었

다. 

   최적 농도로 선발된 2%의 maltose, 4%의 proteose peptone I과 5 mM의 

ammonium chloride와 5 mM의 potassium nitrate를 새로 조합한 배지에서 C. 

sinensis의 성장 특성을 살펴보고자 배양중 균체량의 변화 및 pH의 변화를 측정

하여 그 결과를 Fig. 20에 나타내었다. 균체량이 배양 11 일에  8.12 g/L의 최대 

균체량을 보였다. 그 후 균체량이 점점 감소하는 결과를 나타내었다. 균사체 성

장중 pH는 배양 초기에 증가하다 배양 6 일경부터 균체량이 증가함에 따라 탄소

원으로 쓰인 maltose의 고갈로 pH가 감소하였다. 또한 균체량이 사멸기에 접어 

들면서 pH 또한 증가하는 경향을 나타내었다.

 라. 금속이온과 미네랄의 영향

  금속이온과 미네랄의 영향을 알아보고자 X2Y배지에 13 종의 미네랄을 0.2% 

(w/v)의 농도로 첨가하여 균사체량을 측정한 결과를 Fig. 21에 나타내었다.  배

양온도 24℃, 교반속도 120 rpm, 초기 pH 5.5 조건에서 7 일간 배양을 실시한 후 

균체량을 측정한 결과, 금속이온과 미네랄이 첨가되지 않은 대조구에 비해 

CuSO4․5H2O와 FeSO4․7H2O의 2 종을 제외하고는 균사체량이 높게 나타났다. 

그중 K2CO3가 7.29 g/L로 가장 높은 균체량을 나타내었고, 다음 K2HPO4와 
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Fig. 19. Effect of inorganic nitrogen concentrations on the mycelial      

         growth of C. sinensis  in X2Y medium.
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          mycelial growth of C. sinensis in X2Y medium.

KH2PO4 그리고 CaCl2가 비교적 높은 균체량을 나타내었다. CuSO4․5H2O와 

FeSO4․7H2O는 0.1 g/L의 균체량을 보였으며, 오히려 균사체 성장에 심한 저해
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작용을 나타냈고, 균사체의 형태가 완전히 변해 진흙같은 형상을 보였으며 균체

량을 구하기 위해 감압 여과시 foam이 많이 형성되었다. 따라서 Cu2+는 극심한 

저해작용을 보이고 Mg2+, K+ ,Ca2+ 이온은 균사체 성장을 촉진함을 알수 있었다.

   실험에 공시된 13 종의 미네랄 중 비교적 높은 균체량을 나타낸 인산 

(phosphate)의 영향을 알아보고자 KH2PO4를 0∼90 mM 범위의 농도로 배양한 

결과를 Fig. 22에 나타내었다. 20 mM에서 7.44 g/L로 최대 균체량을 보였으며, 

그 이상의 농도범위에서는 오히려 균체량이 감소함을 알 수 있었다. 핵산 대사와 

에너지 대사 효소인 UDP, ADP, ATP등의 구성원소로 필요로 하는 인산도 균사

체 성장에 있어 적정 농도가 있음을 알려주는 결과라고 생각된다. 

   균사체 성장에 MgSO4․7H2O의 영향을 알아보고자 0∼0.8 % (w/v) 범위에서 

농도를 달리하여 배양한 결과를 Fig. 23에 나타내었다. 농도가 0.4 % (w/v)일 때

최대 균체량을 보였다. 또한 MnSO4․H2O의 영향을 알아보고자 0∼1.0 % (w/v) 

범위의 농도로 배양한 결과를 Fig. 24에 나타내었다. 농도가 0.15% (w/v)일 떄 

최대 균체량을 보였으며 그 이상의 농도에서 균체량이 감소함을 알 수 있었다. 

이들 결과에 의해 0.4 %의 MgSO4․7H2O와  0.15%의 MnSO4․H2O가 균사체 

성장을 촉진하는 최적 농도임을 알 수 있었다. 

   실험에 공시된 13 종의 미네랄 중 비교적 높은 균체량을 나타낸 K2CO3, 

CaCl2․2H2O, K2HPO4, KH2PO4의 농도별 영향을 알아보고자 0∼1 %(w/v) 범위

에서 농도를 달리하여 배양한 결과를 Fig. 25에 나타내었다. CaCl2․2H2O 첨가시 

대조구에 비해 균체량이 증가하다 0.25% 이상의 농도에서는 균체량이 감소하는 

경향을 보였다.  0.2%의 CaCl2․2H2O  첨가시 11.7 g/L로 최대 균체량을 나타내

었고 그 다음으로 0.3%의 K2CO3 첨가시 11.27 g/L의 높은 균체량을 보였다. 

K2HPO4와  KH2PO4는 각각 0.25%, 0.15%의 농도에서 최대 균체량을 나타냈으며 

KH2PO4 첨가시 배양액은 전반적으로 갈색을 나타냈다. CaCl2․2H2O 첨가시 대

조구의 배양액이 흐린 갈색을 띄는 반면, 첨가 농도가 증가하면서 밝은노랑을 나

타냈고 일부 균사체는 주황색을 나타냈다. 
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Fig. 22. Effect of phosphate(KH2PO4) concentrations on the mycelial     

          growth of C. sinensis  in X2Y medium.
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Fig. 23. Effect of MgSO4․7H2O concentrations on the mycelial growth  

         of C. sinensis  in X2Y medium.
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Fig. 24. Effect of manganase sulphate(MnSO4․H2O) concentrations on 

the mycelial growth of C. sinensis in X2Y medium.
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Fig. 25. Effect of concentrations of various mineral sources on the      

          mycelial growth of C. sinensis in X2Y medium.

  마. 무기질소원과 미네랄의 조합

   균사체 성장과 목적산물인 cordycepin의 생산성을 높이기 위한 modified 

medium을 선발하기 위해 X2Y를 기본배지로 조성으로 하여, 균사체 성장에 있어 

앞서 상승 효과를 보인 0.05%의 NH4Cl과 0.03%의 KNO3와 함께 균체량이 높게 

나타난 0.3%의 K2CO3와 0.2%의 CaCl2․2H2O를 조합하여 배양한 결과를 Fig. 2

6∼27에 나타내었다. 배지 조성을 달리하여 24℃, 120 rpm, 초기 pH 5.5의 배양



- 48-
- 48 -

조건에서 7 일간 배양을 한 결과, 아무 것도 첨가하지 않은 대조구에 비해 무기

질소원과 미네랄을 첨가했을 때 균체량이 증가하는 양상을 보였다. 특히 NH4Cl 

(ammonium chloride)와  CaCl2․2H2O(calcium chloride, dihydrate)를 함께 첨가

한 실험구에서 12.13 g/L의 최대 균체량을 나타내었다(Fig. 26). 비교적 높은 균

체량을 나타내는 배지조성에서 cordycepin의 생산 농도도 높게 나타나는 경향을 

보였다. K2CO3를 단독 첨가한 실험구와 최대 균체량을 보인  NH4Cl와  CaCl2․

2H2O를 함께 첨가한 실험구에서 6.02 mg/L의 최대 cordycepin 농도를 나타내었

다(Fig. 27). 이 결과에 의해  X2Y를 기본배지 조성으로 하여, NH4Cl과  CaCl2․

2H2O를 함께 첨가할 경우,  균사체 성장을 촉진하면서 동시에 cordycepin의 생

산 농도도 높게 나타냈으므로 균사체 성장과 cordycepin 생산성을 함께 만족시키

는 결과이다. 또한, KNO3와 CaCl2․2H2O를 첨가했을 때도 cordycepin 생산량이

높은 결과를 보였다. 따라서 X2Y를 기본배지 조성으로 하여, NH4Cl과  CaCl2․

2H2O를 첨가한 뒤, KNO3의 농도에 대한 영향을 알아본 결과를 Fig. 28에 나타

내었다. 균사체 성장과 cordycepin 생산에 대한 KNO3의 영향을 알아보고자 0∼5 

%(w/v) 범위에서 농도를 달리하여 배양한 결과, 0.5 %(w/v)의 KNO3 첨가시 

11.1 g/L로 대조구와 같이 높은 균체량을 나타내었다. 그러나 1% 이상의 농도에

서는 균체량이 감소하는 경향을 보였다. Cordycepin 생산에 있어서는 KNO3 첨

가시 첨가하지 않은 대조구에 비해 cordycepin 농도가 높게 나타났으며, 0.5%의 

KNO3 첨가시 7.93 mg/L로 최대 cordycepin 생산량을 나타냈다. 한편, 1% 이상

의 KNO3  첨가시 cordycepin 농도가 감소하는 경향을 보였다. 이들 결과에 의해 

0.5 %의 KNO3가 균사체 성장과 cordycepin 생산을 촉진하는 최적 농도임을 알 

수 있었다. 
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Fig. 26. Effect of inorganic nitrogen and mineral sources on the         

          mycelial growth of C. sinensis in X2Y medium.
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Fig. 27. Effect of inorganic nitrogen and mineral sources on the         
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Fig. 28. Effect of potassium nitrate(KNO3) concentrations on the         

         mycelial growth of C. sinensis and cordycepin production.

  바. 최적배지 조성에서의 경시변화

   Fig. 29는 Fig. 8∼ 28에서 얻은 결과를 토대로 조성된 modified medium으로

부터 C. sinensis를 배양하여 배양일에 따른 균체량 및 cordycepin의 농도에 대

한 경시변화를 나타낸 것이다. 배양조건은 최적 성장 조건인 250 mL의 삼각플라
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스크(working volume 100 mL)에 2%(v/v) 접종농도, 24℃, 초기 pH 5.5, 120 

rpm으로 조절하여 13 일간 배양을 한 것이다. 잔존 maltose의 양은 배양 1일에

서 2 일 사이에 급격히 소모되어 배양 2 일째에 고갈되었으며 이와 함께 균체량

도 증가하였다. 이는 C. sinensis가 탄소원인 maltose 요구성이며 배양 2 일이라

는 짧은 시간 안에 고갈되는 것으로 보아 maltose가 고갈되기 바로 전에 기질을 

공급해주면 배양일수의 단축과 더불어 고농도의 균사체 배양이 가능하리라 생각

되어진다. 

   균체량이 배양 11 일에 12.12 g/L로 최대 균체량을 보였으며, 그 후 균체량이 

점점 감소하는 결과를 나타내었다. 이런 결과는 앞서 Fig. 9에서 기본배지 SDY

배지에서 7.58 g/L의 최대균체량과 비교했을 때 최대 균체량은 60% 이상 증가되

었고 배양 7 일째의 균체량을 비교하더라도 30% 이상 증가된 결과이다.  

Corycepin은 배양 4 일에 7.6 mg/L의 생산량을 보이다가 배양 6 일에 7.8 mg/L

로 최대 cordycepin 생산량을 나타내었으며, 배양 9 일까지 7.6 mg/L 수준으로 

유지하다가 균체량의 감소와 함께 cordycepin 생산량이 감소하는 경향을 보였다. 

기본배지인 SDY배지에서는 13 일간의 배양기간에 걸쳐 cordycepin이 전혀 검출

되지 않은 반면 modified medium에서는 배양 4 일부터 검출되었으며 배양 6 일

에는 7.8 mg/L를 생산하였다. 잔존 maltose의 양은 배양 1 일에서 2 일 사이에 

급격히 소모되어 배양 2 일째에 고갈되었으며 이와 함께 균체량도 증가하였다.  

이는 C. sinensis가 탄소원인 maltose 요구성이며 배양 2 일이라는 짧은 시간 안

에 고갈되는 것으로 보아, maltose가 고갈되기 직전에 기질을 공급해주면 배양일

수의 단축과 더불어 고농도의 균사체 배양 가능성을 보여주는 결과이다. 플라스

크 배양에 의한 최적 배지조성에 대한 연구가 Fig. 8∼29에 보여졌다. 이상의 결

과를 살펴보았을 때 고농도 균사체를 배양하기 위해서는 균사체 성장에 최적인 

조건을 유지하면서 배양을 해야함을 알 수 있었으며 사용되는 기질들에 의해 



- 53-
- 53 -

Cultivation time (day)
0 2 4 6 8 10 12 14

Co
rd

yc
ep

in
 c

on
ce

nt
ra

tio
n 

(m
g/

L)

0

2

4

6

8

10

M
al

to
se

 (g
/L

)

0

5

10

15

20

25
DC

W
 (g

/L
) a

nd
 p

H

0

2

4

6

8

10

12

14

DCW
Cordycepin
Maltose
pH

Fig. 29. Profiles of mycelial growth and cordycepin production at 24℃   

         and 120 rpm with the initial pH 5.5 in modified medium.

균사체 성장과 cordycepin 생성이 촉진되거나 저해됨을 알 수 있었다. 사용되는 

배지성분들의 농도를 변화시켜 최적농도를 구하였다. 플라스크 배양을 통하여 C. 

sinensis의 균사체 성장과 cordycepin 생성에 대한 배지성분을 검토한 결과를 바

탕으로 조성된 modified medium으로부터 C. sinensis를 배양한 결과, basal 

medium인 SDY 배지에 비해 30% 이상의 균체량 증가와 함께 검출되지 않았던
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cordycepin을 생산하게 되었다(Table 3).

4. 회분배양

   배양공정의 scale-up 가능성과 그 자료를 도출하기 위하여 5 L 생물반응기

(BioTron INC.)를 이용하여 회분배양을 하였다. Woking volume 3 L, 3%(v/v)의 

접종량, 24℃, 150 rpm, 1.0 vvm, 초기 pH 5.5의 배양조건 하에 플라스크 배양을 

통해 조성된 최적배지를 조제하여 회분 배양한 결과를 Fig. 30에 나타내었다. 균

사체 성장과 cordycepin 생산량을 측정한 결과, 배양 0.5 일까지의 짧은 유도기를 

거쳐 배양 1 일 이후 균사체가 급격히 증가하여 배양 2 일에 16.4 g/L의 최대 균

체량을 나타내었다. 이는 wall growth를 포함시키지 않은 suspension 상에서의 

균체량만을 나타내는 것이며, wall growth를 포함시킨다면 균체량은 더 높아질 

것이다. Cordycepin의 생산은 배양 1 일부터 급격히 생산되기 시작하여 8.4 

mg/L의 최대 생산량을 보였다가 배양 1.5 일 이후에는 감소되는 추세를 나타냈

다. 플라스크 배양에서 배양 11 일에 7.6 g/L의 최대 균체량과 배양 6 일에 7.8 

mg/L의 최대 cordycepin 생산량을 보인 반면, 회분배양 결과 배양 2 일에 16.4 

g/L의 최대 균체량과 배양 1 일에 8.4 mg/L의 cordycepin 생산을 보여주었다. 

이는 증가된 산출량뿐만 아니라, 균사체 기준 9 일과 cordycepin 기준 5 일의 배

양일을 단축하는 매우 고무적인 결과이다. 한편, 배양초기에 과도한 거품의 발생

은 균사체 wall growth의 주원인이 되며 이로 인해 상대적으로 배양액 중에 균

사체 농도가 적어져 실제보다 균체량이 낮게 측정되어진다. 그리고 wall growth

로 인해 산소와 영양분의 물질 전달이 제대로 이루어지지 않아 균사체 성장과 

cordycepin 생성에 영향을 미칠 것으로 판단되어진다. 이에 따라 거품 발생을 제

Table 3. Comparison of mycelial growth and cordycepin production in 

different media.
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Medium
Maximum cell density,

X (g/L)

Maximum 

cordycepin concentration, P 

(mg/L)

Basal medium 7.58 0

Modified medium 12.12 7.8

 60 % ↑ (Xmax)

     30 % ↑ (7day)
100 % ↑
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Fig. 30. Profiles of mycelial growth and cordycepin production under    

         controlled DO and uncontrolled pH process with the initial pH  

         5.5 in a batch culture.

어함이 고농도 균사 배양에 또다른 관건이라고 생각되어진다. 거품 발생을 줄이

기 위해 소포제로 식품용인 silicon resin을 증류수로 10 배 희석하여 배양 중에 
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소량씩 첨가하여 주었다. 잔존 maltose량은 배양 0.5 일까지는 초기 maltose량을 

유지하다가 미량 소모되었으며, 배양 1 일부터 1.5 일 사이에 균체량의 급격한 

증가와 함께 급격히 소모되어 배양 1.5 일에 완전히 고갈되는 빠른 소모 속도를 

보였다. pH는 배양초기 증가하다가 maltose가 모두 고갈되는 시점에서 낮아졌다

가 다시 탄소원의 고갈로 인해 pH가 점차적으로 상승하는 결과를 보였다. 

 가. 용존산소 (DO)와 pH의 영향

   Fig. 30∼33은 5 L의 생물반응기(working volume, 3 L)를 이용한 회분배양을 

통하여 용존산소와 pH의 조절이 C. sinensis의 균사체 성장 및 cordycepin의 생

산에 미치는 영향을 알아본 결과이다. 

   Fig. 31은 3%(v/v)의 접종량, 24℃, 150 rpm, 1.0 vvm, 초기 pH 5.5의 배양조

건 하에서 용존산소와 pH를 제어하지 않고 배양한 결과이다. 균사체 성장과 

cordycepin 생산량을 측정한 결과, 배양 0.5 일까지의 짧은 유도기를 거쳐 배양 1

일 이후 균사체가 완만히 증가하다가 배양 4 일에 13.9 g/L의 최대 균체량을 나

타내었다. Cordycepin의 생산은 배양 1 일부터 급격히 생산되기 시작하여 7.0 

mg/L의 생산량을 보이다가, 균사체가 증가하는 동안에 감소추세를 보이더니 다

시 2.5 일 이후 다시 cordycepin의 생산량이 완만히 증가하여 배양 5 일에는 9.2 

mg/L의 높은 cordycepin 생산량을 나타냈다. 잔존 maltose량은 Fig. 30의 결과와 

마찬가지로 배양 0.5 일까지는 초기 maltose량을 유지하다가 미량 소모하였으며, 

배양 1 일부터 1.5 일 사이에 급격히 소모하여 배양 1.5 일에 완전히 고갈되는 

빠른 소모 속도를 보였다. pH는 배양초기 증가하다가 maltose가 모두 고갈되는 

시점에서 pH 5.36으로 낮아졌다가 다시 탄소원의 고갈로 인해 상대적인 암모늄

이온의 증가로 pH가 점차적으로 상승하는 결과를 보였다. 

   Fig. 32는 3%(v/v)의 접종량, 24℃, 150 rpm, 1.0 vvm의 배양조건 하에서 pH

만을 제어하여 배양한 결과이다. 균사체 성장과 cordycepin 생산량을 측정한 결

과, 배양 0.5 일까지의 짧은 유도기를 거쳐 배양 1 일 이후 균사체가 완만히 
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Fig. 31. Profiles of mycelial growth and cordycepin production under    

         uncontrolled DO and pH process.
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Fig. 32. Profiles of mycelial growth and cordycepin production under    

         controlled pH and uncontrolled DO process.
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Fig. 33. Profiles of mycelial growth and cordycepin production under    

         controlled DO and pH process.

증가하다가 배양 3 일에 13.3 g/L의 최대 균체량을 나타내었다. Cordycepin의 생

산은 배양 1 일부터 생산되기 시작하여 배양 1.5 일에 9.7 mg/L의 생산량을 보

이다가, 균사체가 증가하는 동안에 감소추세를 보이더니 다시 2.5일 이후 다시 

cordycepin의 생산량이 완만히 증가하여 배양 5 일에는 13.71 mg/L의 높은 
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cordycepin 생산량을 나타냈다. 잔존 maltose량은 Fig. 31의 결과와 마찬가지로 

배양 0.5 일까지는 초기 maltose량을 유지하다가 미량 소모하였으며, 배양 1 일

부터 1.5 일 사이에 급격히 소모하여 배양 1.5 일만에 완전히 고갈되는 빠른 소

모 속도를 보였다. Fig. 31과 32를 비교 검토한 결과 용존산소를 유지시킨 Fig. 

30에 비해 균사체 성장이 느리고, 낮은 균체량을 보였다. Fig. 31과 32에서의 

cordycepin 생산 양상은 거의 비슷하였지만, pH를 제어했을 경우 제어하지 않았

을 때 보다 cordycepin 생산량이 높게 나타났다. 이상의 Fig. 30∼32를 살펴보았

을 때 용존산소를 조절하지 않았던 배양공정에서는 균사체 성장이 느리고 낮은 

균체량을 보였다. 

   C. sinensis의 균사체가 filamentous form으로 성장하며 배지 내의 점도가 증

가하여 생물반응기 내에서 물질전달, 특히 산소전달 능력이 급격히 감소하여 용

존산소의 제한은 균사체 성장에 장애요인으로 생각되어진다. 이에 산소공급 등의 

원활한 물질 전달을 위한 방법으로는 통기량 증가, enriched-air 공급, 순수한 산

소 공급 등이 있으나 교반에 의한 물질전달 효과가 더 크기 때문에 교반속도를 

변화시키는 방법으로 용존산소(10% 이상)를 유지시킨다. Fig. 31과 32가 너무 낮

은 교반속도에 의한 용존산소의 제한 및 세포 내로의 물질전달이 원활히 이루어

지지가 않았기에 이점을 극복해 보고자 Fig. 33에서는 교반속도를 변화시켜 용존

산소(10% 이상)를 유지하며 배양을 하였다. Fig. 33은 3%(v/v)의 접종량, 24℃, 

1.0 vvm의 배양조건하에서 용존 산소와 pH 5.5로 제어하며 배양한 결과이다. 균

사체 성장과 cordycepin 생산량을 측정한 결과, 배양 0.5 일까지의 짧은 유도기를 

거쳐 배양 1 일 이후 균사체가 급격히 증가하여 배양 2 일에 15.4 g/L의 최대 균

체량을 나타내었다. Cordycepin의 생산은 배양 1 일부터 생산되기 시작하여 배양 

2 일에 5.8 mg/L의 최대생산량을 보였다. 잔존 maltose량은 Fig. 30의 결과와 마

찬가지로 배양 0.5 일까지는 초기 maltose량을 유지하다가 미량 소모되었으며, 

배양 0.5 일부터 1.5일 사이에 급격히 소모되어 배양 1.5 일에 완전히 고갈되는 

빠른 소모 속도를 보였다. 

   Fig. 34는 용존산소와 pH의 조절이 C. sinensis의 균사체 성장에 미치는 영향

을 비교 검토하기 위해 Fig. 30∼33의 균체량을 경시적으로 나타낸 결과이다. pH

를 제어하지 않은 경우가 pH를 조절했을 때 보다 짧은 유도기를 지나 대수기에 
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일찍 접어들었으며 배양 1 일에 높은 균체량을 보였다. 일정 통기 속도(1.0 vvm) 

하에서 교반속도(150∼450 rpm)에 변화를 주어 용존산소(10%이상)를 유지하는 

것이 pH 조절 여하에 상관없이 건조균체량이 높았으며, 배양 2 일에 최대균체량

을 보였기에 배양일을 단축시키는 결과이다. 이는 교반속도 변화에 따른 용존산

소 유지시 산소전달율(OTR, oxgen transfer rate)이 증가하여 세포 내로의 물질

전달이 원활히 이루어지기 때문인 것으로 판단되어진다. 그림에 나타내어진 건조

균체량은 wall growth를 배제한 오로지 suspension 상에서의 균체량을 표현한 

것이기에 배양종료시 wall growth형태의 균사체를 포함하여 측정한다면 균체량

은 더 증가되어질 것이다. 용존산소를 유지하는 것이 균사체 성장을 촉진하는 결

과를 보였지만 교반속도를 무한정 늘릴 수 없는 것은 교반속도 증가에 따른 과

도한 foam이 발생되어 생물반응기 내부에 부착된 각종 sensor, baffle 및 벽면 

등에 wall growth를 유발하며, 강한 전단응력 (shear force)에 의한 shear stress

를 받기 때문이다. 그렇다고 너무 낮은 교반속도는 물질 전달이 충분하지 않기 

때문에 균사체 성장에 영향을 받는다. 이상의 결과를 바탕으로 용존산소(10% 이

상)를 유지하기위해 교반속도를 150∼450 rpm의 범위 내에서 변화를 주는 것이 

pH 조절 여하에 상관없이 생물반응기에서 높은 균체량과 함께 배양일을 단축시

키는 최적 교반조건임을 알 수 있었다. Fig. 35는 용존산소와 pH의 조절이 C. 

sinensis의 cordycepin 생산에 미치는 영향을 비교 검토하기 위해 Fig. 30∼33의 

cordycepin 생산량을 경시적으로 나타낸 결과이다. pH를 제어하지 않은 경우가 

용존산소 조절 여하에 상관없이 배양 1 일째의 초기 cordycepin 생산량이 높게 

나타났다. 한편, 배양말기에는 용존산소를 조절한 경우 균사체가 사멸기에 접어

들면서 cordycepin 생산량은 감소한 반면, 용존산소를 조절하지 않은 경우는 

cordycepin 생산량이 증가하는 경향을 보였다.
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Fig. 34. Comparison of  mycelial growth under different DO and pH     

         processes in a batch culture.
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Fig. 35. Comparison of cordycepin production under different DO and    

         pH processes in a batch culture.

   Table 4는 용존산소와 pH 제어를 달리한 배양공정에서의 최대 균체량(Xmax), 

최대 비생육속도(μmax), 그리고 최대 cordycepin 생산량(Pmax)을 비교한 것이다. 

용존산소를 조절한 것이 균체량이 높았으며, 최대 비생육속도(μmax)는 약 0.11 

hr
-1
로써 용존산소를 조절하지 않은 경우보다 높게 나타났다. 배양초기에는 pH를 

조절하지 않았을 때 균사체 성장과 cordycepin 생산속도가 빨랐으며, 대수기에 
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접어들어서는 용존산소를 조절하는 경우에 배양일을 단축시킬 수 있었고, 배양말

기에는 용존산소를 조절하지 않았을 때 cordycepin 생산량이 증가하였다. 이상의 

결과들로부터 균사체 성장과 cordycepin 생산성을 높이기 위한 시도로 배양 초기

에는 pH를 제어하지 않다가 배양 1 일 이후에 pH와 용존산소를 조절하여 균체

량을 높인 후, cordycepin 생산량을 증가시키기 위해 용존산소를 조절하지 않는 

실험 디자인을 도출하였다.

   Fig. 36∼39는 앞의 실험결과에서 도출된 실험 디자인을 검토하기 위해 배양 

구간별로 용존산소와 pH의 제어를 달리하여 배양한 결과이다. 3%(v/v)의 접종

량, 24℃, 1.0 vvm, 초기 pH 5.5의 배양조건 하에서 용존산소(10% 이상)를 유지

하기 위해 교반속도를 조절하다가 균체량이 감소하는 시점부터 용존산소 조절을 

멈추었다. 배양 1 일까지는 pH를 조절하지 않다가 0 h, 12 h, 24 h, 72 h에 pH  

(pH 6.0∼6.5)를 조절하여 균사체 성장과 cordycepin 생산에 미치는 영향을 살펴

보았다.

   Fig. 36은 초기 pH 5.5의 배양조건 하에서 pH를 제어하지 않고 배양한 결과

이다. 균사체 성장과 cordycepin 생산량을 측정한 결과, 배양 1 일 이후 균사체가 

완만히 증가하다가 배양 3 일에 wall growth가 심하면서 배양 3.5 일에 15.1 g/L

의 최대 균체량을 나타내었다. 배양 5.5 일에 suspension상의 균체량은 12.7 g/L

였으며 wall growth을 포함한 균체량은 19.6 g/L였다. Cordycepin의 생산은 배양 

1 일부터 생산되기 시작하여 완만히 증가하다 배양 4 일에는 9.2 mg/L의 높은 

cordycepin 생산량을 나타냈다. 잔존 maltose량은 배양 0.5 일까지는 초기 

maltose량을 유지하다가 미량 소모되었으며, 배양 1 일부터 1.5 일 사이에 급격

히 소모되어 배양 1.5 일에 완전히 고갈되는 빠른 소모 속도를 보였다. pH는 배

양초기 증가하다가 maltose가 모두 고갈되는 시점에서 pH 5.36으로 낮아졌다가 

Table 4. Comparison of mycelial growth and cordycepin production under      

          different DO and pH processes
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Processes

Maximum 

cell density,

Xmax (g/L)

Specific 

growth rate, 

μ (1/h)

Maximum 

cordycepin 

Pmax(mg/L)

Controlled DO & pH 15.4 (2day) 0.116 5.8

Controlled pH 

& 

Uncontrolled DO

13.4 (3day) 0.085 13.7

Controlled DO 

& 

Uncontrolled pH

16.4 (2day) 0.106 8.4

Uncontrolled DO & pH 14.0 (4day) 0.102 9.2
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Fig. 36. Profiles of mycelial growth and cordycepin production without  

        pH control(initial pH 5.5) under DO control (over 10%) in a     

        batch culture.
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Fig. 37. Profiles of mycelial growth and cordycepin production with pH  

         control (12 h, 1∼1.5 days) under DO control (over 10%) in a   

         batch culture.
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Fig. 38. Profiles of mycelial growth and cordycepin production with pH  

        control (24 h, 1∼2 days) under DO control (over 10%) in a      

        batch culture.
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Fig. 39. Profiles of mycelial growth and cordycepin production with pH  

         control(72 h, 1∼4 days) under DO control(over 10%) in a       

         batch culture.

pH가 다시 점차적으로 상승하는 결과를 보였다.  

   Fig. 37은 초기 pH 5.5의 배양조건 하에서 배양 1 일부터 12 h만 pH를 제어

하여 배양한 결과이다. 균사체 성장과 cordycepin 생산량을 측정한 결과, 배양 1

일 이후 균사체가 급격히 증가하다가 wall growth가 심하여 배양 2.5 일에 13.84 
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g/L의 최대 균체량을 나타내었다. 배양 4.5 일에 suspension상의 균체량은 7.9 

g/L였으며  wall growth을 포함한 균체량은 21.2 g/L였다. Cordycepin의 생산은 

배양 3 일에는 11.8 mg/L의 높은 cordycepin 생산량을 나타냈다. 배양여액이 갈

색을 띄다가 배양 3 일 이후 배양여액이 밝은 노랑을 나타냈다. 12 h에서만 pH

를 제어하여 배양한 결과 제어하지 않은 경우(Fig. 36)보다 균체량과 cordycepin 

생산량이 높아졌다. 잔존 maltose량은 Fig. 36과 같이 배양 1 일부터 1.5 일 사이

에 급격히 소모되어 배양 1.5 일에 완전히 고갈되는 빠른 소모 속도를 보였다. 

pH는 배양초기 증가하다가 maltose가 완전히 소모되는 시점인 배양 1.5 일에서 

pH 조절을 멈추니 pH가 점차적으로 상승하는 결과를 보였다. 

   Fig. 38은 초기 pH 5.5의 배양조건 하에서 배양 1 일부터 24 h에서만 pH를 

제어하여 배양한 결과이다. 균사체 성장과 cordycepin 생산량을 측정한 결과, 배

양 1 일 이후 균사체가 급격히 증가하다가 배양 2.5 일에 15.48 g/L의 최대 균체

량을 나타내었다. 배양 5 일에 suspension상의 균체량은 13.1 g/L였으며 wall 

growth을 포함한 균체량은 20.6 g/L였다. Cordycepin의 생산은 배양 4.5 일에 

11.7 mg/L의 높은 cordycepin 생산량을 나타냈다. 배양여액이 갈색을 띠다가 배

양 3.5 일 이후 배양여액이 밝은 노랑을 띄었다. 24 h 동안 pH를 제어하여 배양

한 결과 제어하지 않은 경우(Fig. 36)보다 균체량과 cordycepin 생산량이 높아졌

다. 잔존 maltose량은 Fig. 37과 같이 배양 1.5 일에 완전히 고갈되었다. pH는 

pH 조절을 멈춘 시점부터 pH가 점차적으로 상승하는 결과를 보였다. 

   Fig. 39은 초기 pH 5.5의 배양조건하에서 배양 1 일부터 72 h 동안 pH를 제

어하여 배양한 결과이다. 균사체 성장과 cordycepin 생산량을 측정한 결과, 배양 

1일 이후 균사체가 급격히 증가하다가 배양 2.5 일에 15.4 g/L의 최대 균체량을 

나타내었다. 배양 5.5일에 suspension상의 균체량은 7.9g/L였으며 wall growth을 

포함한 균체량은 18.6 g/L였다. Cordycepin의 생산은 배양 5.5 일에 17.2 mg/L의 

높은 cordycepin 생산량을 나타냈다. 배양여액이 갈색을 띠다가 배양 3 일 이후 

배양여액이 밝은 노랑을 나타냈다. 이는 균사체가 성장하면서 cordycepin 생성을 

촉진하는 물질을 분비하여 cordycepin 농도가 증가되는 것으로 판단되어진다. 72 

h 동안 pH를 제어하여 배양한 결과 제어하지 않은 경우(Fig. 36)보다 균체량과 

cordycepin 생산량이 높아졌다. 잔존 maltose량은 Fig. 38과 같이 배양 1.5 일에 
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완전히 고갈되었다. pH는 pH 조절을 멈춘 시점부터 pH가 급격히 상승하는 결과

를 보였다. 

   Fig. 40은 용존산소와 pH의 제어를 배양 구간별로 달리하여 균사체 성장에 

미치는 영향을 비교 검토하기 위해 Fig. 36∼39의 균체량의 경시적 변화를 나타

낸 결과이다. 배양 1 일까지는 pH를 조절하지 않다가 0 h, 12 h, 24 h, 72 h에 

pH(pH 6.0∼6.5)를 조절하여 균체량을 비교한 결과, pH를 조절하지 않았을 때 

배양 4 일에서 최대 균체량을 나타낸 반면, pH를 제어했을 때 배양 2.5 일에 최

대균체량을 보였기에 배양일을 단축시키는 결과이다. 배양 2.5 일에 균체량을 비

교한 결과 24 h, 72 h 동안 pH 조절을 한 경우는, 15.4 g/L의 높은 균체량을 보

였으며 12 h, 0 h는 각각 13.8 g/L, 11.52 g/L의 상대적으로 낮은 균체량을 보였

다. 

   Fig. 41은 용존산소와 pH의 제어를 배양 구간별로 달리하여 C. sinensis의 

cordycepin 생산에 미치는 영향을 비교 검토하기 위해 Fig. 36∼39의 cordycepin 

생산량의 경시적 변화를 나타낸 결과이다. pH를 조절하였을 때 pH를 제어하지 

않았을 때보다 cordycepin 생산량이 높게 나타났으며 pH를 조절한 시간이 길수

록 cordycepin 생산량이 증가하는 경향을 보여주었다. 배양 1 일 이후에 pH를 

조절하는 것은 균사체 성장과 cordycepin 생산량을 증가시키는 결과를 보여주었

다.

5. 회분배양의 응용 

   Fig. 42는 균사체와 cordycepin 생산량을 높이고자 최적 회분배양 조건하에 

탄소원인 maltose를 Pulsed-feeding mode로 공급하여 배양한 결과이다. Maltose 

공급 시점은 Fig. 39에서 잔존 maltose가 배양 1 일부터 1.5 일 사이에 급격히 
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Fig. 40. Comparison of  mycelial growth under various time course of   

         pH control in a batch culture.
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Fig. 41. Comparison of cordycepin production under various time        

         courses of pH control in a batch culture.
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Fig. 42. Profiles of mycelial growth and cordycepin production with     

         pulsed-feeing strategy in a batch culture mode(pulsed-feeding  

         medium : 40g/L maltose).

소모되어 배양 1.5 일에 완전히 고갈되었으므로 maltose가 거의 소모되어 미량 

잔존하는 1.25 일을 maltose 공급 시점으로 잡았다. 40 g/L의 maltose를 1.25 일
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에 100 mL, 1.5 일에 250 mL, 2 일에 100 mL를 첨가한 결과 maltose는 모두 소

모되었으며 균사체가 급격히 증가하여 배양 2.5 일에 22.5 g/L의 높은 균체량을 

나타내었다. Codycepin 생산량은 배양 4 일에 11.3 mg/L를 나타내었다.

   회분배양과 pulsed-feeding 회분배양에서의 균체량과 cordycepin 생산량을 비

교한 결과를 Fig. 43에 나타내었다. Maltose를 간헐적으로 공급하였을 때가 회분

배양에서보다 균체량이 45% 이상 증가하였다. 배양 2.5 일까지는 codycepin 생산

량이 maltose를 공급하였을 때 높게 나타났다. 배양 1.5 일에 maltose가 모두 고

갈되는 빠른 소모 속도를 토대로, maltose를 간헐적으로 공급함으로써 균사체 성

장과 cordycepin 생성을 촉진할 수 있었다.

6. 유가식 배양

   C. sinensis의 균사체 성장과 cordycepin의 생성을 촉진하여 균체량과 

cordycepin 생산 수율을 높이기 위한 시도로 회분식 배양의 배지 속에 기질을 공

급하는 유가식 배양을 실시하였다. Fig. 43을 통해 탄소원인 maltose를 공급기질

로 보고 maltose를 공급함으로써 짧은 배양시간 내에 고밀도의 균체량을 얻기 

위해 배양기간동안 탄소원의 농도가 적합한 수준으로 유지되게 하였다. 최적의 

maltose 공급 방법을 결정하기 위해, maltose를 공급하기 위한 제어 지시변수로

서 기질 농도 이외에도 대사작용에 의한 pH와 용존산소를 고려하여 배양하였다.

 

 가. pH Stat 방법

   회분배양에서 잔존 maltose량은 배양 0.5 일까지는 초기 maltose량을 유지하

다가 배양 1 일부터 1.5 일 사이에 급격히 소모되어 배양 1.5 일에 완전히 고갈

되는 빠른 소모 속도를 보였다. pH는 배양초기에 증가하다가 다시 감소하기 시

작하여 maltose가 모두 고갈되는 시점에서 pH 5.5 이하로 낮아졌다가 다시 탄소

원의 고갈로 인한 상대적인 암모늄이온의 증가로 pH가 점차적으로 상승하는 결
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Fig. 43. Comparison of mycelial growth and cordycepin production       

         under different batch culture modes(pulsed-feeding medium :   

         40 g/L maltose).
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Fig. 44. Profiles of mycelial growth and cordycepin production under    

         DO control(over 10%) with medium feeding by pH stat(feeding  

         medium : 200 g/L maltose). 
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Fig. 45. Profiles of mycelial growth and cordycepin production under    

         DO control(over 10%) with medium feeding by pH stat(feeding  

         medium : 300 g/L maltose). 
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Fig. 46. Profiles of mycelial growth and cordycepin production under    

         DO control(over 10%) with medium feeding by pH stat(feeding  

         medium : 400 g/L maltose). 

를 보였다. 따라서 Fig. 44∼46은 잔존 maltose 농도와 pH 변화의 상관관계를 근

거로 하여 maltose가 미량 잔존하는 1.25 일부터 pH를 일정(pH 6.25)하게 유지시

키면서 maltose를 공급하는 pH-stat을 적용한 결과이다. 공급배지의 농도는 pH

를 조절할 수 있어야한다. 앞에서 언급된 pulsed-feeding시에 사용된 40 g/L의 



- 81-
- 81 -

maltose 공급배지는 pH 5.14로 pH를 조절하기에는 부족한 농도였다. 따라서  

pH를 조절할 수 있는 고농도의 maltose를 사용하여 공급배지 농도에 대한 영향

을 살펴보았다. Fig. 44는 pH 4.15를 나타내는 200 g/L의 maltose 공급배지를 가

지고 pH-stat을 적용한 결과이다. 그 결과, pH는 일정하게 유지되었으며 

pH-stat에 의해 공급된 maltose는 완전히 소모되었다. 배양 2.5 일에 21.8 g/L의 

최대 균체량을 나타내었다. Cordycepin의 생산은 배양 4.5 일에 11.3 mg/L의 높

은 cordycepin 생산량을 나타냈다. Fig. 45는 pH 3.90을 나타내는 300 g/L의 

maltose 공급배지를 가지고 pH-stat을 적용한 결과이다. 그 결과, pH는 일정하게 

유지되었으며 pH-stat에 의해 공급된 maltose는 완전히 소모되었다. 배양 2.5 일

에 23.0 g/L의 최대 균체량을 나타내었다. Cordycepin의 생산은 배양 4.5 일에 

12.3 mg/L의 높은 cordycepin 생산량을 나타냈다. Fig. 46는 pH 3.68을 나타내는 

400 g/L의 maltose 공급배지를 가지고 pH-stat을 적용한 결과이다. 그 결과, pH

는 일정하게 유지되었으며 pH-stat에 의해 공급된 maltose는 완전히 소모되었다. 

배양 2.5 일에 30.0 g/L의 최대 균체량을 나타내었다. Cordycepin은 배양 4 일에 

18.0 mg/L의 최대 cordycepin 생산량을 나타냈다. 

   Fig. 47은 pH signal에 의한 pH-stat에서 균사체 성장에 대한 공급 배지농도

의 영향을 알아보고자 maltose의 농도를 달리하여 배양한 Fig. 44∼46의 결과를 

비교한 것이다. 공급된 maltose의 농도가 높을수록 균체량이 증가하여 400 g/L의 

공급배지로 pH-stat을 했을 때 30.0 g/L의 최대 균체량을 나타내었다. 공급된 

maltose의 양은 120∼160 g이었으나 공급배지의 농도가 높을수록 투입된 양이 

적었기에 고농도로 적은 양을 첨가하는 것이 배양상 유리한 것으로 판단되었다. 

Fig. 48은 cordycepin 생산에 대한 공급 배지농도의 영향을 알아보고자 maltose

의 농도를 달리하여 배양한 Fig. 44∼46의 cordycepin 결과를 비교한 것이다. 공

급된 maltose의 농도가 높을수록 cordycepin 생산량이 증가하여 400 g/L의 공급
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Fig. 47. Comparison of mycelial growth under various concentrations    

         with medium feeding by pH stat(feeding medium : 200∼400    

         g/L maltose). 
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Fig. 48. Comparison of cordycepin production under various              

         concentrations with medium feeding by pH stat(feeding         

         medium : 200∼400 g/L maltose). 

배지로 pH-stat을 했을 때 배양 4일에 18.0 mg/L의 최대 cordycepin 생산량을 

나타내었다. Cordycepin 생산에 있어서도 공급배지의 농도가 높을수록 배양상 유

리한 것으로 판단되었다. 



- 84-
- 84 -

 나. 일정비율 공급방법 (Constant Feeding Strategy)

   탄소원인 maltose를 투입하기 위한 공급 시스템으로서 일정 비율 공급방법을 

택하였다. 배양이 끝날 때까지 탄소원의 농도를 일정하게 유지시키기 위해 

maltose를 일정비율로 지속적으로 첨가하였다. Maltose 공급배지의 주입 속도는 

Fig. 46의 결과로부터 구하였다. 또한 공급배지의 주입 속도를 계산함에 있어 일

정하게 공급되어지는 maltose의 양과 균사체가 소모하는 속도를 근거로 

Peristaltic pump(Cole-Parmer Co.,Master flex 7518-10)의 속도와 Tubing size를 

고려하여 maltose의 농도는 300 g/L, 주입속도는 8.4 mL/h로 결정하게 되었다. 

Fig. 49는 초기 volume을 2 L로 시작하여 Peristaltic pump를 이용하여 1.25 일

부터 8.4 mL/h의 속도로 maltose 공급배지를 주입함으로써 배양한 결과이다. pH

를 조절하지 않았음에도 공급되는 maltose의 pH가 3.90이기에 배양기간 내내 pH

는 일정(pH 5.5∼6)하게 유지되었으며 8.4 mL/h의 속도로 공급되어지는 maltose

는 완전히 소모되었다. 유가 배양이 시작되는 시점부터 균체량이 급격히 증가하

여 배양 3 일부터는 배지내 점도가 증가하여 sampling을 하기 힘들 정도였으며, 

배양액은 진한 밝은 노랑색을 띄었다. 배양 4일에 39.4 g/L의 최대 균체량을 나

타내었다. 이는 suspension상에서의 균체량이고 이때 배양을 종료하여 wall 

growth를 포함시킨다면 균체량은 더 증가할 것이다. 배양 4.5일째에 배양을 종료

한 다음 균체량은 wall growth 포함하여 44.3 g/L를 나타냈다. Filamentous 

form으로 자라는 대부분의 fungi가 가지는 배양 특성상 균사체가 성장함에 따라 

배지내 점도가 높아져 균사체가 성장하는데 한계가 있다. 따라서 44.3 g/L의 균

체량은 fungi 배양에서 한계치에 도달한 최대치로 생각되어진다. Cordycepin의 

생산은 배양 3.5일에 15.4 mg/L의 높은 cordycepin 생산량을 나타냈다. 주입 기

질의 농도가 300 g/L로 고농도이기 때문에 경제성을 고려하여 주입배지의 농도

를 100 g/L의 농도로 낮쳐 일정비율 공급한 결과를 Fig. 50에 나타내었다. 배양 
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Fig. 49. Profiles of mycelial growth and cordycepin production under    

         DO control(over 10%) with constant feeding strategy(feeding   

         medium : 300 g/L maltose). 
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Fig. 50. Profiles of mycelial growth and cordycepin production under    

         DO control(over 10%) with constant feeding strategy(feeding   

         medium : 100 g/L maltose). 

2일에 21 g/L의 균체량을 나타내었으며 지속적인 기질 공급으로 인해 21 g/L의 

균체량을 유지하였다. Cordycepin의 생산은 배양 4.5일에 11.3 mg/L의 

cordycepin 생산량을 나타냈다.  



- 87-
- 87 -

   Fig. 51과 52는 일정 비율 공급 방법에 의해 maltose 공급 배지농도를 달리하

여 배양한 Fig. 49∼50의 균체량과 cordycepin 생산량을 비교한 것이다. 주입 기

질의 농도가 100 g/L일 때 배양 2 일에 21 g/L의 균체량을 나타낸 후 지속적인 

maltose의 공급과 함께 균체량이 유지된 반면 300 g/L의 고농도에서는 기질을 

공급하면서 균체량이 급격히 증가하여 배양 4 일에 39.4 g/L의 최대 균체량을 나

타내었다. Fig. 52에서 보여지는 것처럼 기질을 공급한 이후로 주입 기질의 농도

가 100 g/L에 비해 300 g/L일 때 cordycepin의 생산량이 증가하였다. 

   Table 5는 플라스크 배양, 회분배양, 회분배양응용, 유가식 배양에서의 최대 

균체량과 최대균체량을 보이는 배양일, wall growth를 포함한 균체량, 최대 

cordycepin 생산량을 비교한 것이다. 생물반응기를 통한 회분배양과 유가식 배양

으로 균체량(최대 3.5 배이상, wall growth 포함)을 높일 수 있었으며 동시에 배

양일(7∼9일)도 단축시킬 수 있었다. 일정비율공급 방법에 의한 유가식 배양을 

통하여 cordycepin 생산량(56.1 mg/L)을 높일 수 있었다. Cordycepin은 주로 세

포외로 분비되어 배양여액에서 검출되어지나 균체내에 함유한 cordycepin의 생산

량도 자연산 동충하초의 기주에 함유된 양과 비슷하므로 자연산을 대신할 가능

성을 보이는 결과이다. 자연산 동충하초인 C. sinensis의 자실체와 기주로부터 각

각 30.1 mg/100 g cell과 18.9 mg/100 g cell의 cordycepin을 생산할 수 있었다. 

현재 자연산 동충하초가 국제 거래에서 가격이 970 $/kg으로 고가로 거래되도 

있고 표준시약으로 상용되는 cordycepin(Sigma Co., C3394)도 25 mg당 약 

215,600원이다. 따라서 균사체 배양 기술을 통해 44.3 g/L의 균체량과 균사체와 

배양 부산물인 배지로부터 56.1 mg/L의 cordycepin 생산량은 산업적 경제성이 

있는 것으로 생각되어지며 또한 균사체 배양액을 원료로한 가공식품 개발 가능

성이 보이는 결과이다.

   이상으로 자연산 동충하초인 C. sinensis의 균사체 배양을 목적으로 균사체 

성장과 cordycepin 생산 최적화를 위한 기술 개발을 위하여 플라스크배양과 회분
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Fig. 51. Comparison of  mycelial growth under different concentrations  

         of constant feeding medium in fed-batch cultures.
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Fig. 52. Comparison of cordycepin production under different             

      concentrations of  constant feeding medium in fed-batch cultures.

Table 5. Comparison of mycelial growth and cordycepin production in         

           different clulture mode
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배양을 통해 최적 성장 조건과 최적 배지 조성을 구했다. 또한 회분배양의 응용

과 다양한 조건 (pH-stat, constant feeding strategy)의 유가식 배양 결과 탄소

원인 maltose를 투입하기 위한 공급 시스템을 확립하였다. 공급배지의 최적농도 

및 주입속도와 함께 교반속도의 동시 조절을 통해 생물반응기 내의 용존산소와 

maltose를 조절함으로써 균체량과 cordycepin 의 생산 수율을 높일 수 있었다. 

고농의 maltose 공급으로 pH가 최적 pH로 자동 조절되는 결과를 보였다. 이상의 

결과를 토대로 한다면 C. sinensis의 균체량과 cordycepin의 생산 수율을 극대화 

Type of culture

Maximum 

cell density,

Xmax (g/L)

Maximum 

productivity, Pmax

Suspension
Suspension 

+ 
Wall growth

Suspension

(mg/L) 

Mycelium

(mg/100g)

Total

(mg/L)

Flask
Modified 

medium

12.12 

(11day)
7.8

Batch

Uncontrolled

pH & DO 

control

14

(4day)
9.2

pH control   

(72 h)

15.4

(2.5day)
18.6 17.2 28.4 23.9

Pulse feeding 

strategy

(40g/L)

22.5

(2.5day)
23.7 11.3 18.6 28.1

 

Fed-batch

pH Stat

(400g/L)

30

(2.5day)
36.5 18 25.2 45.7

Constant 

feeding 

strategy

(300g/L)

39.4

(4day)
44.3 15.4 19.4 56.1



- 91-
- 91 -

시킬 수 있을 것이며, 산업화 활용 가능성이 있을 것으로 생각되어진다. 
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Fig. 

53. 

Myceli

al 

growt

h of  

C.  

sinensis  in a jar fermentor(5 L).

제4절 Cordyceps sinensis 균사체를 이용한 가공제품 개발

1. Cordycepin 분리
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배양액

↓

여과

↓

4 일간 교반(activated charcoal, 500 g)

↓

24 시간 방치 후 siphon으로 상등액 제거

↓

activated charcoal 감압여과 후 24℃에서 7 일간 건조

↓

Soxhlet 장치에서 acetone으로 7 일간 추출

↓

Acetone 혼합물(2 L) 감압농축

↓

냉각  acetone(20 ml)으로 갈색 잔사 수세

↓

가열한 n-butanol(50 ml)에 용해

↓

냉각 후 여과

↓

바늘 모양의 결정(1.0 g)

↓

Ethanol 또는 n-propanol로 재결정화 가능  

2. 정제 제품

   C. sinensis 배양액을 121℃에서 15 분간 살균하여 균사체의 응집을 유도하고 

감압여과 한다. 여과액은 cordycepin 분리에 사용하고 여과박(균사체)은 30℃에서 

건조하였다. 건조된 분말을 미분쇄하고 정제 제품의 원료로 사용하였다. C. 

sinensis 품종은 아직 식품 가공원료로 사용할 수는 없지만 향후 식약청에서 허
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용하면 식품공전에서 특수영양식품중 영양보충용식품으로 허가 받을 수 있도록 

제조하였다. 이외에도 다양한 영양소를 보충한 정제의 개발이 가능한데, 타정이 

가능한 범위에서 강화하고자 하는 영양소를 1회 섭취 때 해당 영양소의 일일권

장량의 15% 이상을 섭취할 수 있는 양을 강화하면 특수영양식품으로 허가 받을 

수 있다.

Table 6. C. sinensis tablet enriched with vitamins

원료 첨가량(300 ㎎/정 기준) 첨가량(3 ton 기준) 배합비(%)

분말셀루로오스 60 ㎎ 600 ㎏ 20.0

동충하초 분말 215 ㎎ 2,150 ㎏ 71.7

산화아연 3 ㎎ 30 ㎏ 1.0

스테아린산 1.5 ㎎  15 ㎏ 0.5

비타민 A 140 ㎍RE 1.4 ㎏ 0.05

비타민 D 2 ㎍ 20 g

비타민 E 2 ㎎ 20 ㎏ 0.67

비타민 C 14 ㎎ 140 ㎏ 4.67

비타민 B1 0.28 ㎎ 2.8 ㎏ 0.09

비타민 B2 0.32 ㎎ 3.2 ㎏ 0.11

나이아신 3.6 ㎎ 36 ㎏ 1.2

비타민 B6 0.30 ㎎ 3 ㎏ 0.1

엽산 50 ㎍ 500 g 0.02

3. 음료 제조

   음료는 두 가지 방법으로 원료를 처리하였는데 첫째는 균사체 발효액을 있는 

그대로 초음파로 파쇄하고 여과한 후 여액을 음료 제조 원료로 사용하였다. 둘째

는 발효액을 1 기압, 121℃에서 살균하여 균사체의 응집을 유도하고 여과한 후 

여과박인 균사체와 여과액인 배양액을 분리하였다. 균사체는 증류수로 3회 수세

하고 균체량의 10 배의 증류수를 가하고 초음파로 파쇄하는 과정을 거쳐 균사체
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추출물을 제조하였다. 발효액은 상기한 cordycepin 정제 과정을 cordycepin 결정

을 얻었다. 발효액 전체를 사용할 경우 배지 성분이 모두 식용 가능한 원료이기 

때문에 식품위생법 상 문제는 없으나 발효취가 남아있으므로 음료로서 기호성을 

부여하기 위해 향미를 강하게 조절하였다. 균사체를 분리하여 수세하고 

cordycepin 결정을 얻어 음료를 제조할 경우에는 향미 조절이 용이하였으나 

cordycepin이 식품첨가물로 허용되어 있지 않은 점이 문제가 될 수 있다. 본 연

구는 아직 식품가공의 원료로 허용되어 있지 않은 신소재에 관한 연구이므로 이

런 문제를 차치하고 아래 표에 음료를 제조할 수 있는 배합비를 제시하였는데, 

건강 지향적인 음료의 이미지를 부여하기 위하여 일부 약용식물을 첨가하였고 

향도 한약재향을 사용하였다. 본 음료는 일반적인 음료의 제조과정을 거쳐 생산

할 수 있으므로 제조공정은 생략하였다. 
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Table 7. Formulation of a beverage made from the mycelium and culture      

          broth of C. sienesis

원 료 명 제 조 회 사
첨가량 

(100 ml/병)

첨가량

( ton 제조)

1 C. sinensis 추출액 10 g 100 Kg

2 영지추출액 에스앤디 2.8 g 28 Kg

3 구기자추출액 다송, 64。Bx 2.6 g 26 Kg

4 올리고당 대상, 프락토올리고당 2 g 20 Kg

5 사과농축액 경북능금조합 72。Bx 1.5 g 15 Kg

6 오미자 추출액 0.8。Bx 5 g 50 Kg

7 갈근 추출액 1.0。Bx 7 g 70 Kg

8 고과당 대상 8.3 g 83 Kg

9 구연산 0.22 g 2.2 Kg

10 안식향산 0.05 g 0.5 Kg

11 한약재향 삼정향료 200 ㎕ 2.0 L

12 정제수 상기 첨가물 용해 후 정제수로 부피를 조절한다

pH 3.43

* 제조사는 제품 개발 당시 사용한 재료를 나타내며 권하는 사항이 아님.
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Table 8. Formulation of a beverage made from the washed mycelium of 

         C. sinensis and separated cordycepin from the culture broth

원 료 명 제 조 회 사
첨가량 

(100 ml/병)

첨가량

(1 ton 제조)

1 수세한 균사체 추출액 10 g 100 Kg

2 Cordycepin 10 mg 100 g

3 영지추출액 에스앤디 2.8 g 28 Kg

4 구기자추출액 다송, 64。Bx 2.6 g 26 Kg

5 올리고당 대상, 프락토올리고당 2 g 20 Kg

6 사과농축액 경북능금조합 72。Bx 1.5 g 15 Kg

7 오미자 추출액 0.8。Bx 5 g 50 Kg

8 갈근 추출액 1.0。Bx 7 g 70 Kg

9 고과당 대상 8.3 g 83 Kg

10 구연산 0.22 g 2.2 Kg

11 안식향산 0.05 g 0.5 Kg

12 한약재향 삼정향료 100 ㎕ 1.0 L

13 정제수 상기 첨가물 용해 후 정제수로 부피를 조절한다

pH 3.43
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제2장 P. tenuipes 액체배양을 통한 균사체 및 

      생리활성물질 생산공정 개발

제1절 서론

1. 배경

     동충하초란, 겨울에 벌레상태로 있다가 여름이 되면 풀이 된다는 뜻에서 나

온 말로서 동충하초(Cordyceps)속균은 벌, 잠자리, 나비, 매미, 노린재, 거미등 거

의 모든 곤충군의 유충(larva), 성충, 번데기(pupae) 등의 전 시기에 걸쳐 침입하

여 곤충을 죽게한 후 이를 기주로 자실체(fruiting body)를 형성하거나 포자과를 

형성하는 곤충기생균(entomopathogenic fungi)의 일종이며 자낭균강

(Ascomycetes), 맥각균목(Clavicipitales), 동충하초속(Cordyceps)에 포함된다. 그

러나, 동충하초속균은 기주 특이성이 있는 종류와 그러한 특이성이 없는 종류가 

있어 동일종의 곤충을 침입하더라도 곤충의 각 발육단계별로 침입하는 균이 다

른 경우도 있어 분류에 어려움이 따른다. 지금까지 곤충에 침입하는 동충하초균

은 약 800여종으로 알려져 있으며 이들중에서 버섯으로 형성되는 것은 약 300여

종으로 한국, 중국, 일본등 세계적으로 분포하고 있다(1∼3). 대표적인 동충하초로

는 Cordyceps sinensis, Cordyceps militaris, Paecilomyces tenuipes 등이 있다. 

Cordyceps sinensis(동충하초)는 해발 3000∼4000m되는 고산 지대에서 자연적으

로 형성된 것을 채집하며 중국에서는 이것을 인삼, 녹용과 함께 귀한 3대 한방 

약재로 취급하여 왔으며, 불로 장생의 비약으로 결핵, 황달 치료와 아편 중독의 

해독제로 이용되어 왔지만 인공재배가 불가능하다고 알려져 있다. Cordyceps 

militaris(번데기 동충하초)는 국내 식품공전에 등록(2000.9.1)되어 있으며 다량의 

인공재배가 이루어지고 있기 때문에 시중에 유통되고 있는 것들을 쉽게 볼 수 

있다. Paecilomyces tenuipes(눈꽃동충하초)는 대표적인 불완전세대형의 동충하

초로 무성생식 기관인 분생포자를 형성한다. 특이할 점은 Paecilomyces tenuipes

가 국내 식품공전에는 등록되어 있으나 외국에서는 인정되지 않고 있다는 것이
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다. 또한, 국내 뿐만이 아니라 외국에서도 연구가 미비한 실정이다
(4∼7)
. 동충하초

의 유용물질로는 핵산물질인 cordycepin, 다당체의 polysaccharide, 해독작용을 

하는 ergosterol 등 여러 가지가 보고되어지고 있다. Cordycepin 

(3'-deoxyadenosine)은 동충하초의 품질 지표 물질로 알려져 있으며 Cordyceps 

militaris의 배양액에서 처음으로 발견되었다(8). Fig. 1은 cordycepin의 분자구조

이고 분자량은 251, 수용성이며 빛과 열에 안정하다. 기능으로는 RNA합성저해(9), 

세포분화 증진
(10)
, 세포내의 세포골격근 분포를 변화

(11,12)
, protein kinase 활성의 

저해(13), 방광암․허파암․섬유조직암 등의 항종양활성(14), 핵산의 methylation 저

해(15) 등 보고된 바가 있다. 효과에 있어서는 항암, 항종양, 항균작용 등이 보고되

어 졌으며 곤충에 있어서의 cordycepin은 독성물질로 작용하는데 이는 살충제로

도 응용이 가능하다. Cordycepin의 항균활성은 ADA(adenosine deaminase)의 저

해로 나타낼 수 있다(16). 또한, cordycepin과 2‘-deoxycofomycin을 함께 사용했을 

때 cordycepin만을 사용했을 때 보다 더 강한 세포독성이 나타남을 쥐의 실험을 

통해 증명되었다(17). Adenosine이  cordycepin과 경쟁적으로 반응하기 때문에 

cordycepin의 mRNA의 합성저해능력을 감소시키며, cordycepin이 mono-, di-, 

그리고 tri-phosphate(3'-dAMP, 3'-dADP, 3'-dATP)로 인산화(phosphorylation)

되어 여러 가지의 효소반응을 억제시키기 때문에 일부 단백질 합성에도 관여하

여 생산성을 저해시키고 45S rRNA 전구체를 비성숙 종결시켜 ribosome 생합성

을 억제하기도 한다
(18,19)
. β-D-glucan의 다당체(polysaccharide)는 담자균류의 

버섯으로부터 생산되며 다양한 약효를 가지고 있는데 면역기능 저하에 따른 노

인기에 많이 나타나는 간장질환, 관절염, 당뇨병, 뇌혈관 장애, 치매증 등과 같은 

질환의 면역체계를 활성화시킴으로서 면역기능 장애의 개선과 치료를 목적으로 

사용되고 있고, 유화제, 응고제, gel 형성제, 흡착제 및 안정제 등과 같은 다양한 

용도로 응용이 가능할 뿐만 아니라 종양 치료에 화학적, 방사선 요법에 병행하여 

사용되고 있다
(20∼24)

. 동충하초에서도 자실체, 균사체 및 배양여액에서 이러한 다

당체를 얻을 수 있다. 특히, 동충하초에서 얻어진 다당체는 저혈당 활성을 나타

내 당뇨병에 상당한 효과가 있다(25). 또한, 동충하초속균인 Cordyceps 

ophioglossoides에서 분리한 불용성 다당체에서 높은 항종양 활성을 갖는 성분이 

있음이 밝혀졌으며 그 구조는 β-D-(1→3)-glucan이다. 일반적으로 분자량
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(molecule weight), 화학적 구조(chemical structure), 분지의 정도(degree of 

branch) 등의 특성 차이로 인해 항종양 활성의 정도가 다르게 나타난다. 분자량

은 10만∼100만 이상의 고분자에서는 높은 활성이 나타나며 분자량이 작을수록 

활성이 저하하는 현상이 나타난다. 분지의 정도는 0.2-0.33 일 때에 항종양 활성

이 우수하다고 하며 분지가 너무 많거나 너무 적으면 항종양 활성을 갖지 않는

다고 알려져 있다(26∼35). Fig. 2는 β-(1,6)-glucosyl 분지를 가진 β-(1→

3)-glucan의 분자구조를 나타낸 그림이다.

                                                                           

 2.  배양전략

     플라스크 배양을 통하여 눈꽃동충하초의 최적 생육조건을 확립하기 위하여 

YMP media를 기본배지로 하여 온도, pH, 접종비 및 배양시간을 검토하였다. 또

한, 다당체와 코디세핀 생산을 위한 배지성분을 각각 검토하였다. 다당체 생산을 

위해서는 탄소원, 질소원, 무기염류 및 금속이온의 영향을 검토하였고, C/N ratio

를 검토하여 최적의 배지 조성을 확립하였다. 코디세핀 생산을 위해서는 탄소원, 

유기․무기 질소원, 아미노산, 무기염류 및 금속이온을 검토하였고, C/N ratio를 

검토하여 배지성분을 변화시켰다. 생물반응기를 이용한 회분배양을 통하여 pH, 

통기량 및 교반속도에 따른 균체량 및 다당체 생산에 대한 촉진 및 저해요인을 

검토하였다. 이를 토대로 회분배양을 응용하였는데 glucose와 yeast extract를 간

헐적으로 공급하였다. 또한, 코디세핀 생산에 있어서는 배양여액에서의 불규칙한 

검출과 심한 wall growth로 인해 배양상의 어려움이 있기 때문에 짧은 배양시간

내에 균체량을 늘려 균체내의 다당체와 코디세핀을 생산하는 전략의 유가배양을 

실시하였다. 유가배양시 공급배지는 glucose로 하였으며 공급배지의 농도를 변화 

주어 pH의 신호에 의해 공급하였다. 이의 산업적으로 응용하기 위하여 500L 

fermenter를 사용하여 유가배양을 실시하였다.
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              Figure 1. Structure of cordycepin

            

             Figure 2. Structure of β-(1→3)-glucan

제 2절 재료 및 방법
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1. 실험재료

가. 균주 및 보존

     본 실험에 사용된 균주는 자낭균류의 일종인 Paecilomyces tenuipes를 사

용하였다. 보관용 배지로는 PDA(potato dextrose agar)를 사용하였으며 4 주마다 

계대배양하였다. 전배양에서 사용된 접종원은 YMP medium에서 3 일간 배양한 

후 5 mL을 취하여 멸균된 glycerol 1 mL과 증류수 1 mL을 잘 혼합한 stock 

cell solution 7 mL을 10 mL vial(Iwaki)옮겨서 잘 혼합한 후 -75℃에서 냉동보

관하였다.

나. 배지

     배양에 사용된 배지들은 전배양에서는 YMP medium(Table 1)을 기본배지

로 사용하였다. 본배양시 다당체 생산을 위하여는 modified medium Ⅰ(Table 2), 

코디세핀 생산을 위하여는 modified medium Ⅱ(Table 3)를 각각 사용하여 실험

을 수행하였다. 

2. 배양 조건

가. 플라스크 배양

     냉동보관된 7 mL의 활성화된 stock cell solution을 플라스크(working 

volume 50 mL)에 접종하여 3 일간 전배양을 실시하였다. 본배양은 전배양액 2%

를 취하여 접종하여 배양을 실시하였다. 배양기는 shaking incubator(Vision 

Scientific Co., VS-8480SR)를 사용하였으며 25℃, 200 rpm, 초기 pH 7로 조절하

여 배양하였다. pH는 2 N HCl 과 2 N NaOH를 사용하여 조절하였다.

나. 회분배양

     전배양은 플라스크 배양에서와 같으며 본배양에서는 전배양액 2%를 취하

 Table 1. Compositions of the YMP media.
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           Component Concentration (g/L)

           Glucose

           Yeast extract

           Malt extract

           Peptone

 10.0

 10.0

 15.0

 10.0

  

  

  Table 2. Compositions of the modified media for the polysaccharide

            production

         Component       Concentration (g/L)

         Glucose

         Yeast extract

         KH2PO4       

         CuCl2․2H2O

              30.0

              20.0

               0.5

               0.1

 

 

 Table 3. Compositions of the modified media for the cordycepin

           production

         Component       Concentration (g/L)

         Glucose

         Yeast extract

         (NH4)2HPO4

         Histidine

         CaCO3

              10

              20

               5

               1

              0.1

여 접종하였다. 배양기는 5 L 생물반응기(Korea Fermener Co., KF-5L)를 사용

하였다. Working volume을 3 L로 하여 25℃, 300 rpm, 1 vvm으로 5 일간 배양
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하였다. 소포제로는 식품용인 silicon resin을 10 배 희석하여 사용하였다.

다. 유가배양

     곰팡이 배양시 박테리아 배양에 비해 재현성이 떨어지기 때문에 feedback 

control 적당하다고 판단되었다. 그 중 DO-stat은 합성배지(synthetic defined 

medium)에서 기질 고갈에 민감하게 반응하고 pH-stat은 yeast extract와 

peptone 등의 복합배지(complex medium)의 사용에 잘 적용된다. 따라서, 본 실

험에서는 pH를 신호로 탄소원인 glucose의 농도를 50∼400 g/L까지 변화를 주어 

공급하였다
(36∼39)

.

3. 분석방법

가. 균체량 분석

     균체량 측정은 건조균체량을 이용하여 수행하였다. 건조균체량은 세포 배양

액을 filter paper(Whatman #2)를 사용하여 여과하였고 2회 세척한 후 항량(80℃, 

약 24 h)을 측정하였다.

나. Glucose 분석

     배양액중의 glucose 농도는 세포 배양액을 filter paper(Whatman #2)를 사

용하여 균체와 배양액을 분리한 후 얻은 배양여액을 glucose kit(Sigma 

Chemical Co., 510-A)를 사용하여 측정하였다. 분석범위는 0.25∼3.0 g/L로 하여 

배양여액에서의 glucose 농도가 이 범위에 들어가도록 희석하여 사용하였으며, 

낮은 농도 (0.25 g/L 이하)에서는 분석 절차상 희석을 생략하였다. 반응은 37℃에

서 30 분간 행하였으며, 반응이 끝난 후 분광광도계(Spectronic Co., GENESYS 

5)를 사용하여 440 nm에서 흡광도를 측정하였다.

                           OD sample
         Glucose (g/L)  =                 × 100
                           OD standard

 
다. 코디세핀 정량

     Fig. 3은 균체 및 배양여액에서의 코디세핀(cordycepin) 정량 분석을 위한 

sample 전처리 과정을 나타낸 그림이다. HPLC를 이용해 cordycepin standard 

(Sigma Chemical Co., C 3394)와 비교, 분석하였으며 분석조건은 다음과 같다.
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     Column       :  μBondapak C18 (300 mm L x 3.9 mm ID)

     Detector      :  UV detector (260 nm)

     Mobile phase  :  0.1% TFA/Acetonitrile(9:1)

     Flow rate     :  0.5 mL/min

      Fig. 4는 cordycepin의 standard curve이며 이 standard curve를 이용하여 

cordycepin의 농도를 계산하였다.

라. 다당체 정량

     다당체(polysaccharide)는 균체 및 배양여액에서의 농도를 측정하였으며 측

정방법은 Fig. 3에 나타내었다. Filter paper는 Whatman #2를 사용하였으며 

filtering 후 항량(80℃, 약 24 h)을 측정하였다
(40)
.
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               Fig. 4. Cordycepin standard curve

제 3절 결과 및 고찰
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1. P. tenuipes의 생장조건 구명

가. 고수율 균주 개발

     여러 균주를 확보하여 활성이 높은 균주를 선별하였다. 이 균주를 여러 차

례에 걸친 계대배양을 하여 균체의 안정성을 검토하였다. 또한, 최적 기본배지를 

선발하기 위하여 Czapek dox 배지외 6종인 YM, Malt yeast extract, MCM, 

Hoppkins, Lilly, YMP 배지를 사용하였으며(Table 4), 접종량 5 %로 하여 4일간 

배양한 결과를 나타낸 그림이 Fig. 5이다. Fig. 5에서 보면  YMP 배지에서 균체

량 16.2 g/L와 다당체 생성량 1.1 g/L로 가장 높은 값을 나타내었다. 반면 

Hoppkins 배지에서는 균체량 6 g/L와 다당체 생성량 0.11 g/L로서 가장 낮은 값

을 보였다. YMP 배지가 다른 기본배지와 비교해 볼 때 Paecilomyces tenuipes

의 균체량과 다당체 생성에 있어서 최적 배지임을 확인하였다. Fig. 6은 결정된 

YMP media(Table 1)에서 배양온도 25℃, 200 rpm, 초기 pH 7 그리고 접종량 

2%(v/v)로 균체량과 pH, 잔존당 그리고 다당체 생성에 관한 경시변화를 나타낸 

것이다. 균체량과 다당체는 각각 3 일째 16.9 g/L, 5 일째 1.7 g/L로 최고치를 보

였다. pH는 균체량이 증가함에 따라서 감소하다가 배양말기에서는 pH 7을 유지

하는 것을 볼 수 있다. 또한, YMP 배지를 사용하여 stock cell solution으로 준비

하여 -75℃에서 냉동보관 하였다. 

나. 최적 성장조건 검토

1) 온도와 pH의 영향

     Fig. 7은 균체성장 및 다당체 생성에 미치는 배양온도을 규명하고자 배양온

도를 15∼33℃로 달리하여 실험을 행하였으며, 그 결과를 나타낸 그림이다. 배양

조건은 접종량 2%로 200 rpm, 초기 pH 7로 4 일간 배양한 결과를 나타낸 그림

Table 4. Compositions of the various media
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Nutritional

reagents

Media and compositions (g/L)

Czapek

Dox
YM

Malt

yeast

extract

MCM Hoppkins Lilly YMP

Glucose

Sucrose

Maltose

Peptone

Yeast ext.

Malt ext.

NaNO3

K2HPO4

KH2PO4

KCl

MgSO4․7H2O

FeSO4․7H2O

KNO3

Asparagine

30

2

1

0.5

0.5

0.01

10

5

3

3

10

5

3

20

2

2

1

0.5

0.5

10

0.1

2

10

1

0.5

2

10

10

10

15

이다. 균체량은 20℃에서 18.5 g/L로 가장 높은 값을 보였으며, 이 온도 전후로는 

감소하였다. 특히 18℃보다 낮거나 27℃보다 높은 온도에서는 균체량이 급격히 

낮아지는 경향을 보였으며 다당체 생성에 있어서는 15∼27℃까지는 계속 증가하

여 27℃에서 2 g/L로서 가장 높은 값을 보였으며, 그 이상의 온도에서는 급격히 

감소하였다. Fig. 8은 초기 pH가 균체성장과 다당체 생성에 미치는 영향을 검토

한 결과이다. 그림에서 알 수 있듯이 균체성장은 pH 4∼7까지 약산성에서 중성

까지 잘 자랐으며, pH 5.5에서 16.6 g/L로 가장 높았다. pH가 염기성으로 갈수록 

균체량은 급격하게 감소하였고 다당체 생성에 있어서는 초기 pH 9(멸균 후 pH
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  Fig. 5. Effects of various media on the cell growth and the

          polysaccharide production at 25℃ and 200 rpm with the        
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  Fig. 8. Effects of pH on the cell growth and the polysaccharide  

          production in YMP medium

8.2)에서 2.4 g/L로 가장 높았다. 따라서 결과적으로 이 균주의 균체성장 및 다당
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체 생산을 위한 최적 배양온도는 27℃이며, 최적 초기 pH는 9인 것을 알 수 있

었다. 

2) 접종비의 영향

     Fig. 9는 접종량이 균체성장과 다당체 생성에 미치는 영향을 검토한 결과이

다. 배양조건은 온도 27℃, 200 rpm, 초기 pH 9로 4 일간 배양한 것이다. Fig. 5

에서 알 수 있듯이 균체량은 접종량이 증가할수록 균체량은 다소 증가하였다. 그

러나 다당체 생성에 있어서는 접종량이 2%일 때 가장 좋은 2.6 g/L를 나타냈으

며 접종량에는 크게 영향을 받지 않았다.  

3) 최적 성장조건에서의 경시변화

     본 배양에 사용된 배지는 YMP medium(Table 1)이다. 배양조건은 250 mL 

삼각플라스크에 working volume 50 mL로 접종량은 2%이며 27℃, 200 rpm에서 

초기 pH를 9로 조절하여 8 일간 배양을 실시하였다. Fig. 10은 기본배지, 온도, 

pH, 접종량 등 성장조건이 종합적으로 작용하였을 경우 균체성장 및 다당체 생

성에 미치는 성장조건에 대한 결과를 나타내었다. Fig. 10을 보면 균체량은 3 일

째까지 지연기없이 대수증식기로 계속 증가하여 3 일째 16.8 g/L로 가장 높은 값

을 보였으며, 그 후로는 감소하는 경향을 보였다. 이는 잔존 glucose의 고갈로 인

한 성장제한 때문인 것으로 판단된다. 한편 다당체 생성에 있어서는 5 일째까지 

계속 증가하여 배양 5 일째에 2.3 g/L로 가장 높은 값을 나타냈으며 그 후로는 

거의 일정하게 유지되었다.

다. 최적 배지조성 검토

1) 탄소원의 영향

     Fig. 11은 균체성장과 다당체 생성에 미치는 탄소원의 영향을 비교․검토한 

것이다. Yeast extract를 5 g/L로 고정시킨 후 각각의 탄소원을 10 g/L씩 첨가해 

초기 pH 7로 하여 4 일간 배양한 결과이다. 그 결과 균체량에 좋은 탄소원은  
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glucose, mannose, starch 그리고 sucrose이었고, 다당체 생성에 좋은 탄소원은 

glucose와 starch이다. starch보다는 glucose가 다당체 생성에 보다  좋았기 때문
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에 탄소원을 glucose로 결정하였다. Fig. 12는 결정된 glucose를 가지고 0∼100 

g/L까지 10 g/L씩 농도변화를 주어 4 일간 실험한 결과이다. 이때 yeast extract

의 농도는 5 g/L로 고정시켰다. 균체량은 농도가 증가할수록 증가했으나 다당체 

생성에 있어서는 30 g/L까지는 증가하다가 그 이상에서는 감소하는 경향을 보였

다. 

2) 질소원의 영향

     Fig. 13은 질소원이 균체성장과 다당체 생성에 미치는 영향을 비교․검토한 

결과이다. 탄소원인 glucose를 10 g/L로 고정시키고 각각의 질소원들을 5 g/L로 

첨가해서 초기 pH 7로 하여 4 일간 배양한 결과이다. 결과를 보면 무기질소원보

다 유기질소원이 균체량이나 다당체 생성을 훨씬 좋은 영향을 주었다. 그중 균체

량은 soytone, tryptone, yeast extract 그리고 yeast extract + peptone이 좋았고 

다당체 생성에 있어서는 yeast extract와 yeast extract + peptone이 좋았으나  

yeast extract + peptone의 영향은 peptone에 의한 것이 아니라 yeast extract에 

의한 것이다. 따라서 질소원은 yeast extract로 결정하였다. Fig. 14는 glucose 10 

g/L로 고정시키고 yeast extract를 0∼50 g/L까지 농도 변화를 주어 균체량과 다

당체 생성에 미치는 영향을 살펴보았다. 균체량과 다당체 생성에 있어서 모두 

yeast extract가 증가할수록 증가했으나 경제성을 고려해 볼 때 최적의 농도는 

20 g/L이었다. Fig. 15∼16은 glucose(10∼80g/L)와 yeast extract(1∼40g/L) 모두 

농도 변화를 주어 초기 pH 7로 하여 4일간 배양한 결과이다. Fig. 15에서 보면 

균체량은 glucose가 10∼30 g/L 까지는 yeast extract가 증가할수록 증가했고, 30 

g/L 이상에서는 거의 일정하거나 약간의 증가를 보였다. 이것은 Fig. 12에서와 

같은 결과이다. Fig. 16에서 보면 다당체 생성에 있어서는 yeast extract가 증가

할수록 증가했지만 경제성을 고려해 볼 때 20 g/L가 최적의 농도로 판단된다. 

3) C/N ratio의 영향

     Fig. 15-1과 16-1은 균체량과 다당체 생성에 미치는 영향의 결과를 C/N
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 ratio로 나타낸 것이다. 그림에서 알수 있듯이 균체량과 다당체 생성 모두 C/N 
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ratio은 낮은 범위에서 좋았다. 이상의 결과로서 균체량과 다당체 생성에 가장 좋

은 탄소원의 농도는 glucose 30 g/L이고, 질소원은 yeast extract로서 농도는 20 

g/L이었다. 

4) 무기염류의 영향

     Fig. 17은 MgSO4․7H2O를 비롯한 7종의 무기염류가 균체성장과 다당체 생

성에 미치는 영향을 비교․검토한 결과이다. 본 배양에 사용된 배지는 glucose 

10 g/L, yeast extract 5 g/L, 그리고 각각의 무기염류를 1 g/L씩 첨가했다. 배양

조건은 접종량 2%이며 27℃, 200 rpm, 초기 pH 9로 4 일간 배양을 실시하였다. 

None은 무기염류가 첨가되지 않은 배지이다. 균체량에 있어서는 none과 비교해 

볼 때 CaCl2․2H2O, KCl 그리고 CaCO3에서 높은 결과를 나타냈으며, 그 중 

CaCl2․2H2O를 미네랄로 사용했을 때 7.6 g/L로 가장 높은 균체량을 보였다. 반

면 K2HPO4에서 6.2 g/L로서 가장 낮은 값을 보였다. 한편 다당체 생성에 있어서

는 MgSO4․7H2O, KH2PO4에서 각각 0.66 g/L와 0.6 g/L로 높게 나타내었다. 따

라서 위의 결과를 바탕으로 MgSO4․7H2O, KH2PO4 그리고 MgSO4․7H2O와 

KH2PO4를 같은 양으로 혼합한 후 0∼4 g/L로 농도변화를 주어 균체성장과 다당

체 생성에 관한 영향을 검토하여 Fig. 14-15에 그 결과를 나타내었다. 배양조건

은 접종량 2%이며 27℃, 200 rpm, 초기 pH 9로 4 일간 배양을 실시하였다. Fig. 

18을 보면 KH2PO4는 농도가 증가할수록 균체량이 감소하는 경향을 보였고, 

MgSO4․7H2O는 2 g/L까지는 균체량이 증가하다가 그 이상에서는 조금 감소하

였으며, MgSO4․7H2O와 KH2PO4를 같은 양으로 혼합한 배지 또한 2 g/L까지는 

균체량이 증가하다가 그 이상에서는 조금 감소하였다. Fig. 19는 다당체 생성에 

있어서 MgSO4․7H2O, KH2PO4, 그리고 MgSO4․7H2O와 KH2PO4를 같은 양으로 

혼합한 배지에 대한 영향을 나타낸 것이다. MgSO4․7H2O, KH2PO4, 그리고 

MgSO4․7H2O와 KH2PO4를 같은 양으로 혼합한 배지 모두 농도가 0.5 g/L에서 

가장 높은 값을 나타냈으며, 그 이상의 농도에서는 모두 감소하는 경향을 알 수 

있다. 이 중 KH2PO4가 0.5 g/L에서 다당체 생성이 0.8 g/L로서 가장 높은 값을
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나타냈다. 위와 같은 결과를 바탕으로 무기염류의 종류 및 농도를 KH2PO4 (0.5 

g/L)로 결정하였다. 
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MgSO4․7H2O + KH2PO4
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5) 금속이온의 영향

     Fig. 20은 FeSO4․7H2O를 비롯한 8종의 금속이온이 균체성장 및 다당체 

생성에 미치는 결과를 나타낸 그림이다. 본 배양에 사용된 배지는 glucose 10 

g/L, yeast extract 5 g/L, 그리고 각각의 금속이온 0.1 g/L씩 첨가했다. 배양조건

은 접종량 2%이며 27℃, 200 rpm, 초기 pH 9로 4 일간 배양을 실시하였다. 

None은 금속이온이 첨가되지 않은 배지이다. 그림에서 보면 균체량은 MnSO4․

5H2O이 경우 7.44 g/L로서 가장 높은 결과를 나타냈으나 상대적으로 다당체 생

성에 있어서는 none과 비교해 볼 때 0.4 g/L로서 낮은 값을 나타내었다. 이 밖에 

FeCl3․6H2O, FeSO4․7H2O, ZnSO4․7H2O, CuSO4․5H2O 등에서 균체성장은 

none에 비해서 높았다. 한편 다당체 생성에 있어서는 CuCl2․2H2O가 1.0 g/L로 

가장 높은 값을 나타냈고, MnCl2․2H2O도 0.8 g/L로서 높은 값을 보였다. 일반

적으로 균체량이 높은 금속이온은 다당체 생성에 있어서는 낮았다. 위와 같은 결

과를 바탕으로 다당체 생성에 좋은 CuCl2․2H2O, MnCl2․2H2O 등을 금속이온으

로 결정하였다. Fig. 21∼22는 CuCl2․2H2O, MnCl2․2H2O, 그리고 CuCl2․2H2O

와 MnCl2․2H2O을 같은 양으로 혼합한 배지를 0∼0.2 g/L로 0.05 g/L씩 농도변

화를 주어 균체성장 및 다당체 생성량을 검토한 결과이다. Fig. 21에서 보면 균

체량은 MnCl2․2H2O의 농도가 0.05 g/L일 때 다른 금속이온보다 7.46 g/L로 가

장 높은 값을 나타냈으며, 그 이상의 농도에서는 점차 감소하는 경향을 보였다. 

한편 Fig. 22의 다당체 생성에 있어서는 CuCl2․2H2O, MnCl2․2H2O, 그리고 

CuCl2․2H2O와 MnCl2․2H2O을 같은 양으로 혼합한 배지의 농도 0.1 g/L에서 

모두 높게 나타내었으며 0.1 g/L이상의 농도에서는 모두 다당체 생성이 감소하는 

경향을 보였다. 그 중 CuCl2․2H2O가 1.1 g/L로서 가장 높은 다당체 생성량을 

보였다. 위와 같은 결과로부터 금속이온종류 및 농도를 CuCl2․2H2O(1.1 g/L)으

로 결정하였다. Fig. 23은 Fig. 11∼22에서 얻은 결과를 바탕으로 조성된 

modified medium Ⅰ(Table 2)로부터 균체량 및 다당체 생성에 관한 경시변화의  
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     Fig. 23. Profiles of cell growth, pH, glucose and polysaccharide 

              production at 27℃ and 200rpm with initial pH 9 in         

              modified medium

결과를 나타낸 것이다. 배양조건은 접종량 2%이며 27℃, 200 rpm, 초기 pH 9로 

조절하였으며, 멸균 후 pH는 7.8이었다. 그림에서 알 수 있듯이 잔존당은 배양 3 

MnCl2․4H2O

CuCl2․2H2O

MnCl2․4H2O + CuCl2․2H2O



- 128-

일째까지 급격히 소비되었으며 4 일째에 모두 소모되었다. 이와 함께 균체량도 

배양초기부터 3 일째까지는 계속 증가하다가 4 일째부터는 점점 감소되었다. pH

는 균체량이 증가함에 따라 pH가 급격하게 감소하다가 균체량이 감소하는 4 일

째부터 증가하는 경향을 보였다. 한편 균체량은 3 일째 20.7 g/L로 가장 높은 값

을 보였으며, 다당체 생성에 있어서는 배양초기부터 증가하여 5 일째 최대값인 

2.41 g/L를 보였고, 그 이후로는 일정하게 유지되었다. 이런 결과는 Fig. 6에서의 

균체량 16.9 g/L 및  다당체 1.71 g/L와 비교해 볼 때 각각 균체량은 20%이상, 

다당체는 40%이상 증가되었다. 

    

2.  액체배양공정 개발

가. 목적산물생산 촉진 및 저해요인 검토

     Fig. 24는 Fig. 23에서 초기 pH를 9로 조절하는데 있어서 너무 많은 양의 

NaOH가 첨가되었기 때문에 배양초기에 균체성장이 억제받는 것으로 판단되었고 

또한 pH가 배양말기로 갈수록 pH가 7로 수렴하는 경향을 보여 Fig. 24는 Fig. 

23에서와 같은 조건에서 초기 pH를 9(멸균 후 7.8)에서 pH 7(멸균 후 6.4)로 조

절해서 실험한 결과를 나타낸 것이다. 결과를 살펴보면 pH는 배양초기에 균체량

이 증가함에 따라 감소하다가 4 일째 이후부터 증가하여 초기 pH 7로 수렴하였

다. 한편 잔존당은 3 일째에 모두 소모되었으며 이와 더불어 균체량도 함께 증가

하여, 배양 4 일째 최대값 22 g/L를 나타내었다. 다당체 생성에 있어서는 Fig. 20

과 비슷한 배양 5일째 2.34 g/L로 가장 높은 결과를 나타내었으며 그 이후로는 

일정하게 유지되었다. Fig. 21과 비교해볼 때 Fig. 24에서의 균체량은 약 2 g/L 

증가하였으며, 다당체 생성량은 거의 비슷하였다. 따라서 modified medium Ⅰ

(Table 2)에서의 배양초기 pH를 7로 결정하였다. 
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      Fig. 24. Profiles of cell growth, pH, glucose and polysaccharide 

               production at 27℃ and 200rpm with initial pH 7 in        

               modified medium

나. 배양조건 변화에 따른 목적산물 생산 변화 검토
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1) pH와 교반속도의 영향

     Fig. 25는 100 rpm, 1.0 vvm의 통기량(aeration) 조건에서 초기 pH 7로 조

절하여 pH의 영향에 대한 실험을 실시한 결과이다. 결과를 살펴보면 잔존 

glucose양은 배양 7 일째까지 다 소모되지 않았으며 이에 따라서 균체량과 다당

체 생성량 모두 현저하게 감소되었다. 한편 pH는 배양초기부터 떨어지기 시작해 

pH 4.7수준을 유지하는 경향을 보였으며 플라스크 배양에서와 전혀 다른 결과를 

보였다. 이러한 결과는 너무 낮은 agitation에 의한 용존산조의 제한 때문인 것으

로 판단된다. 따라서 이와같은 조건에서 pH의 영향을 판단하기 어렵다고 생각되

어 교반속도를 높여 pH의 영향을 검토하였다. Fig. 26∼28은 200 rpm, 1.0 vvm

의 배양조건에서 각각 초기 pH 7, 초기 pH 4.8(배지조성 그대로), 그리고 pH 7

로 일정하게 유지하여 균체량과 다당체 생성량에 대한 결과를 나타낸 것이다. 

Fig. 26은 초기 pH 7로 하여 배양을 실시한 결과로서 잔존 glucose양은 배양 5 

일째 모두 소모되었고, 이에 따라 균체량도 증가하여 배양 4 일째 20.1 g/L로 최

대값을 보였고, 다당체 생성은 배양 5 일째 1.9 g/L로 가장 높은 값을 보였다. 한

편 pH 변화는 플라스크배양과 비슷한 결과를 보였다. Fig. 27은 초기 pH 4.8(멸

균 후 pH 4.6)로 하여 배양을 실시한 결과이다. Fig. 26과 비교해 볼 때 잔존 

glucose양은 배양 4 일째 모두 소모되어 빠른 소모속도를 보였고, 또한 균체량도 

22 g/L로서 더 높았다. 반면 다당체 생성에 있어서는 배양 5 일째 1.76 g/L로 조

금 낮았다. Fig 27은 플라스크 배양에서 pH가 7로 유지되는 경향을 보여 pH를 7

로 일정하게 유지한 결과이다. 그림에서 알 수 있듯이 잔존 glucose양은 배양말

기에도 다 소모되지 않았고, 이에 따라서 균체량도 배양 4 일째 11 g/L로 가장 

높은 값을 보여 아주 미미한 균체성장을 보였다. 다당체 생성에 있어서도 최대값

이 1.52 g/L로 아주 저조한 값을 보였다. 이러한 결과는 배양초기에 pH가 떨어

지는 것에 대한 너무 많은 양의 NaOH가 첨가되어 세포독성으로 작용한 것으로 

판단된다. 따라서 pH를 일정하게 유지하는 방법은 좋지 않은 것으로 판단되었다. 

Fig. 26과 Fig. 27에서는 pH의 영향을 판단할 수 없어서 각각 pH에 대한 영향을 
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    Fig. 25. Profiles of cell growth, pH, glucose and polysaccharide 

             production with initial pH 7 at 100 rpm and 1 vvm 
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        Fig. 26. Profiles of cell growth, pH, glucose and polysaccharide 

                 production with initial pH 7 at 200 rpm and 1vvm 
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      Fig. 27. Profiles of cell growth, pH, glucose and polysaccharide 

               production with initial pH 4.8 at 200 rpm and 1 vvm 
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    Fig. 28. Profiles of cell growth, pH, glucose and polysaccharide      

             production with controlling at pH 7 in 200 rpm and 1 vvm

교반속도(agitation)을 달리하여 검토하게 되었다. Fig. 29∼31은 초기 pH 7로 1.0 
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vvm에서 교반속도를 300∼500 rpm까지 100 rpm씩 달리하여 실험을 실시한 결

과이다. Fig. 29를 살펴보면 잔존 glucose양은 배양 4 일째 모두 소모되었고 이에 

따라서 균체량도 증가하여 3 일째 21 g/L로 가장 높은 값을 보였다. 이는 Fig. 

26와 비교해 볼 때 균체량은 같지만 배양기간이 1 일 단축되었다. 또한, 다당체 

생성에 있어서는 거의 비슷한 값을 보였다. Fig. 30은 1.0 vvm, 400 rpm의 조건

에서 배양을 한 결과이다. 그림에서 보면 잔존 glucose양은 2일째까지 아주 빠르

게 소모되어 3 일째 모두 소모되었다. 균체성장은 glucose의 소모속도와 더불어 

배양 2 일째에 23.1 g/L로서 상당히 높은 값을 보였다. 한편 다당체 생성에 있어

서는 배양초기부터 계속 증가하여 6 일째 2.51 g/L로서 지금까지 실험한 결과중 

가장 높은 값을 보였다. Fig. 31은 rpm을 500으로 증가시켜 실험한 결과이다. 결

과를 살펴보면 균체량은 2 일째 19.7 g/L, 다당체 생성은 2.1 g/L로서 Fig. 26과 

비교해 볼 때 낮은 값을 보였다. 이처럼 생물반응기에서의 배양은 초기 pH 7에

서는 1.0 vvm, 400 rpm이 최적조건임을 알 수 있었다. Fig. 32∼33는 초기 pH 

4.8로 1.0 vvm의 조건에서 교반속도를 300∼400 rpm까지 100 rpm씩 달리하여 

실험을 실시한 결과이다. Fig. 32의 결과를 보면 잔존 glucose양은 배양 3 일째까

지 거의 다 소모되어 배양 4 일째 모두 소모되었다. 균체량은 배양 3 일째 19 

g/L로 가장 높은 값을 보였으며, 그 이후로는 점차 감소되었다. 한편 다당체의 

생성에 있어서는 배양 6 일째 1.9 g/L로 가장 높았다. Fig. 33의 결과를 보면 잔

존 glucose양은 배양 3 일째 모두 소모되었으며 균체량은 배양 2 일째 18 g/L로 

가장 높은 값을 보였다. 다당체 생성은 배양 5 일째 1.72 g/L로 가장 높은 값을 

보였다가 그 후에 약간 감소하였다. Fig. 27, 31∼32의 결과에서처럼 초기 pH 4.8

에서는 1.0 vvm, 200 rpm이 최적조건임을 알 수 있었다. 한편 Fig. 27과 Fig. 30

의 결과를 비교해 보면 균체량과 다당체 생성 모두 Fig. 30에서 더 우수하였다. 

이상의 결과로부터 초기 pH 및 교반속도를 각각 pH 7, 400 rpm으로 결정하였

다.
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     Fig. 29. Profiles of cell growth, pH, glucose and polysaccharide 

              production with initial pH 7 at 300 rpm and 1vvm
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      Fig. 30. Profiles of cell growth, pH, glucose and polysaccharide 

               production with initial pH 7 at 400 rpm and 1 vvm
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      Fig. 31.  Profiles of cell growth, pH, glucose and polysaccharide 

                production with initial pH 7 at 500 rpm and 1vvm 
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      Fig. 32. Profiles of cell growth, pH, glucose and polysaccharide 

               production with initial pH 4.8 at 300 rpm and 1 vvm
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      Fig. 33. Profiles of cell growth, pH, glucose and polysaccharide 

               production with initial pH 4.8 at 400 rpm and 1 vvm

2) 통기량의 영향
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     Fig. 34∼35는초기 pH 7, 400 rpm에서 각각 0.5 vvm, 1.5 vvm의 조건에서 

통기량에 대한 영향를 실험한 결과이다. Fig. 34에서 보면 잔존 glucose양은 배양 

3 일째 모두 소모되었고 균체량은 배양 2 일째 21.9 g/L로 가장 높았고 그 후로

는 감소하는 경향을 보였다. 다당체 생성에 있어서는 배양초기 부터 계속 증가하

여 2 g/L로 최대값을 보였다. Fig. 35의 결과를 살펴보면 Fig. 30과 비교해 볼 때 

균체량은 거의 비슷하였지만 다당체 생성에 있어서는 약간 상승된 값을 보였다. 

한편 Fig. 30의 조건인 1.0 vvm과 Fig. 35를 비교해 볼 때 Fig. 35의 균체량은 

22.7 g/L로서 Fig. 30과 거의 비슷하였지만 다당체 생성에 있어서는 2.25 g/L로

서 다소 낮았다. 따라서 통기량은 1.0 vvm으로 결정하였다. 이상과 같은 결과로

서 회분배양에 있어서 최적 배양조건은 초기 pH 는 7로 교반속도와 통기량은 각

각 400 rpm 그리고 1.0 vvm이었다(Table 5).

Table 5. Comparison of cell growth and polysaccharide production      

          depending on aeration and agitation

    Aeration : 1.0 vvm

100 rpm 200 rpm 300 rpm 400 rpm 500 rpm

DCW (g/L) 8.9 20.1 21 23.1 19.7

Polysaccharide (g/L) 1.3 1.9 1.87 2.51 2.12

Agitation : 400 rpm

0.5 vvm 1.0 vvm 1.5 vvm

DCW (g/L) 21.9 23.1 22.7

Polysaccharide 

(g/L)
1.95 2.51 2.25
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     Fig. 34. Profiles of cell growth, pH, glucose and polysaccharide   

              production with initial pH 7 at 400 rpm and 0.5 vvm 
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      Fig. 35. Profiles of cell growth, pH, glucose and polysaccharide 

               production with initial pH 7 at 400 rpm and 1.5 vvm 

다. 동충하초 효능 물질인 cordycepin 분석 방법 설정
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1) Cordycepin 분석 조건 확립

     본 연구에 사용된 균주인 P. tenuipes를 이용한 액체배양을 통해 균사체, 

배양여액 및 자실체에서의 cordycepin을 분석하기 위하여 가장 일반적인 방법인 

HPLC를 이용하였으며 분석조건은 아래와 같다.

     Column       :  μBondapak C18 (300mm L x 3.9mm ID)

     Detector      :  UV detector (260nm)

     Mobile phase  :  0.1% TFA/Acetonitrile(9:1)

     Flow rate     :  0.5 mL/min  

Fig. 36은 standard cordycepin(Sigma Chemical Co., C 3394)의 chromatogram을 

나타내며 체류 시간(retention time)은 8.4 분이었다. Fig. 37은 standard 

cordycepin(3‘-deoxyadenosine)과 분자구조가 비슷한 adenosine을 혼합한 후 

HPLC를 실행한 결과이다. Adenosine의 retention time은 7.6 분으로 cordycepin

과 확연한 차이를 보였다. Fig. 38은 액체배양으로부터 얻은 균사체를 가지고 

HPLC 전처리를 한 다음 실험한 것이다. 그 결과 peak(#4)의 retention time이 

8.348 분으로서 cordycepin의 retention time과 같았다. 이를 확인하기 위해서 

cordycepin과 1:1로 혼합한 후 다시 HPLC를 행하여 얻은 결과를 나타낸 것이 

Fig. 39이다. 혼합하기 전 Fig. 36과 Fig. 38에서 해당되는 peak 면적의 합의 절

반이 Fig. 39에서의 peak(#4) 면적과 같았다. 그러므로, Fig. 38에서의 peak(#4)는 

균사체내 존재하는 cordycepin을 나타내는 것으로 확인할 수 있었다. 동결건조된 

자실체의 경우를 나타내는 Fig. 40에서 peak(#7)의 retention time을 보면 8.465 

분으로서 Fig. 36에서의 cordycepin의 retention time과 거의 같음을 알 수 있었

다. Fig. 41은 cordycepin과 1:1로 혼합한 결과를 나타낸 것이다. Fig. 39에서와 

마찬가지로 Fig. 36과 Fig. 40에서 해당되는 peak 면적의 합의 절반이 Fig. 41의 

peak(#6) 면적과 거의 같았다. Fig. 42는 배양여액을 전처리하여 HPLC를 행한 

결과를 나타낸 것이다. 배양여액을 cordycepin과 1:1로 혼합한 후 다시 HPLC를 

행한 것이 Fig. 43의 결과이다. 혼합한 결과 Fig. 42에서의 peak(#4)와 peak(#5)는 
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           Fig. 36. HPLC peak diagram of cordycepin

      Fig. 37. HPLC peak diagram of cordycepin and adenosine
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          Fig. 38. HPLC peak diagram of mycelium

        Fig. 39. HPLC peak diagram of mycelium and cordycepin 
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       Fig. 40. HPLC peak diagram of fruiting body

     Fig. 41. HPLC peak diagram of fruiting body and cordycepin
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       Fig. 42. HPLC peak diagram of culture broth

  

     Fig. 43. HPLC peak diagram of culture broth and cordycepin

Fig. 43에서의 peak(#3)으로 합쳐져 나타나 cordycepin에 해당되는 peak가 어느 

것인지 판단할 수 없었다. 이를 해결하기 위해 배양여액과 standard cordycepin
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의 혼합비율을 2:1, 3:1, 4:1로 변화를 주어 chromatogram을 확인한 결과 Fig. 42

에서 cordycepin에 해당되는 peak는 peak(#5)임을 알수 있었다. Fig. 44는 yeast 

extract에 대해 HPLC를 행한 결과를 나타낸 것이다. 배지성분중 yeast extract는 

복합배지성분으로 cordycepin peak와 겹쳐질 우려가 있기 때문에 확인한 실험이

었다. 그림에서 보면 알 수 있듯이 cordycepin의 retention time과 다름을 알 수 

있었다. Fig. 45는 yeast extract와 cordycepin을 1:1로 혼합한 결과이다. 그 결과 

yeast extract의 성분에는 cordycepin과 같은 retention time을 갖는 물질이 없음

을 알 수 있었다. 

2) Cordycepin 생성에 대한 배지조성 검토

     Fig. 46은 플라스크 배양에서의 경시 변화를 나타낸 결과이다. 배양 2 일째 

배양 여액에서 cordycepin의 양이 4.1 mg/L로 가장 높은 값을 나타내었고, 다당

체는 배양 1 일째 1.1 g/L로 가장 높은값을 나타내었다. 따라서, cordycepin 분석

을 위해 배양 2 일째의 시료를 사용하였다.

  ⅰ) 탄소원의 영향

     Fig. 47은 탄소원 중 단당류인 glucose, galactose 등과 이당류인 sucrose, 

다당류인 starch를 사용하여 이에 따른 균체량과 cordycepin 생성에 대한 영향을 

비교․검토한 결과이다. 배양시 yeast extract를 1%로 고정시키고 각각의 탄소원

을 1%씩 첨가하였으며 대조구는 탄소원 없이 yeast extract만 1% 들어간 경우

이다. 균체량은 starch를 첨가한 경우 12.9g/L로 가장 높게 나타났으나 다른 탄소

원을 첨가했을때의 균체량과 크게 차이나지는 않았다. cordycepin생성에 있어서

는 균체내의 경우 모두 낮은 농도로 검출되었고 배양여액에서는 lactose, 

fructose 그리고 glucose 순으로 높게 나타났으며 그 농도가 3.9 mg/L, 3.5 mg/L 

그리고 3.4 mg/L이었다.
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      Fig. 44. HPLC peak diagram of yeast extract

  

    Fig. 45. HPLC peak diagram of yeast extract and cordycepin
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     Fig. 46. Profiles of cell growth, pH, cordycepin and           

                polysaccharide production with basal medium 

                in flask culture
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   Fig. 47. Effects of C-sources on the cell growth      

             and cordycepin production

   

  ⅱ) 질소원의 영향
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     Fig. 48은 yeast extract, soytone, casein 등의 유기 질소원을 사용하여 이

에 따른 균체량과 cordycepin 생성에 대한 영향을 비교․검토한 결과이다. 배양

시 glucose를 1%로 고정시키고 각각의 유기 질소원을 1%씩 첨가하였으며 대조

구는 glucose 1%만을 첨가하여 실험하였다. 그 결과 균체량은 yeast extract를 

첨가했을 때 10.8 g/L로 가장 높게 나타났고, cordycepin도 yeast extract를 첨가

했을 때 균체내와 배양여액에서 각각 0.07 mg/g cell과 3.2 mg/L로 다른 유기 

질소원을 첨가했을 때 보다 좋은 결과를 나타내었다. Fig. 6∼7의 결과를 토대로 

경제성을 고려하였을 때 균체량 및 cordycepin 생성에 있어서 탄소원으로는 

glucose를 유기 질소원으로는 yeast extract를 최적의 탄소원과 유기 질소원으로 

결정하였다.

  ⅲ) C/N ratio의 영향

     Fig. 49∼50은 균체량과 배양여액에서의 cordycepin 농도에 대한 C/N 농도

를 점검한 결과이다. 탄소원인 glucose는 10 g/L에서 100 g/L까지 변화를 주었고 

질소원인 yeast extract는 1 g/L에서 30 g/L까지 변화를 주었다. 즉, C/N 농도의 

변화를 100:1부터 10:30까지 변화를 주어 실험을 수행하였다. 일반적으로 보고되

어진 결과와 달리 본 균주에서는 C/N 농도가 낮을수록 균체량과 cordycepin농도

가 높아짐을 알 수 있었다. C/N 농도가 30:20일때 최대 균체량 19 g/L이었고, 

C/N 농도가 10:30일때 cordycepin의 최대 농도는 5.6 mg/L이었다. 그러나 C/N 

농도가 10:20일때의 cordycepin농도가 5.5 mg/L이었으므로 경제성을 고려하여 최

적의 C/N 농도는 10:20으로 결정하였다.

  ⅳ) 무기 질소원 및 아미노산의 영향

     Fig. 51은 glucose 1%와  yeast extract 1%를 사용한 것을 대조구로 하여 

(NH4)2SO4, NaNO3 등의 무기 질소원을 각각 0.5%씩 첨가한 결과이다. 균체량은 

NH4Cl을 첨가했을 때 12.6 g/L로 대조구에 비해 약간 높게 나타내었고, 

cordycepin 생성에 있어서 균체내에서는 별다른 차이가 없으나 배양여액에서의 

경우 (NH4)2HPO4를 첨가했을 때 6.3 mg/L로 가장 높게 나타났다. 배지성분으로
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   Fig. 48. Effects of N-sources on the cell growth      

             and cordycepin production
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  Fig. 49. Effects of various glucose & yeast extract         

             concentrations on the cell growth. The legend    

             indicates the concentration of yeast extract(g/L) 
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  Fig. 49-1. Effects of C/N ratio on the cell growth. The   

             legend indicates the concentration of           

             glucose(g/L)
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   Fig. 50. Effects of various glucose & yeast extract      

             concentrations on cordycepin production.       

             The legend indicates the concentration of      

             yeast extract(g/L)

0

1

2

3

4

5

6

7

0 3 6 9 12 15

C/N ratio

P
ro

d
u
c
ti
vi

ty
 i
n
 c

u
lt
u
re

 b
ro

th
(m

g
/L

)

Glu 10

Glu 20

Glu 30

Glu 50

Glu 100

  Fig. 50-1. Effects of C/N ratio on cordycepin production.       

              The legend indicates the concentration of glucose  

              (g/L)
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   Fig. 51. Effects of inorganic N-sources on the cell growth   

             and cordycepin production
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  Fig. 52. Effects of amino acids on the cell growth and 

           cordycepin production

아미노산을 첨가하였을 때 이차대사산물의 전구물질로 작용하기도 한다. 이러한 

이유로 아미노산 첨가에 따른 영향을 검토하였다. Fig. 52는 glucose 1%와  

yeast extract 1%를 사용한 것을 대조구로 하여 미리 선정한 세가지의 아미노산

(Arginine, Asparagine, Histidine)을 각각 0.1%, 0.2%, 0.3%로 첨가량의 변화를 

주어 실험한 결과이다. 균체량에서는 arginine 0.2%(Arg.2)를 첨가하였을 때 12.3 

g/L로 가장 높게 나타났으나 대조구에서도 11.9 g/L가 나타났기 때문에 아미노

산 첨가에 대한 영향은 거의 없는 것으로 판단되며 cordycepin의 생성에 있어서

는 균체내의 경우 거의 차이가 없었으나 배양여액에서의 경우 histidine 2 g/L를 

넣었을 때 4.4 mg/L로 가장 높게 나타났다. 

  ⅴ) 무기염류 및 금속이온의 영향

     Fig. 53은 glucose 1%와  yeast extract 1%를 사용한 것을 대조구로 하여 

KCl, CaCO3 그리고 KH2PO4 등의 무기염류를 각각 0.1% 첨가하여 그에 따른 영
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향을 비교․검토한 결과이다. 그 결과 균체량은 CaCO3를 첨가했을 때 15.0 g/L

로 가장 높게 나타났고, cordycepin 생성에 있어서는 균체내의 경우 KCl을 첨가

했을 때 0.07 mg/g cell로 대조구에 비해 약 3배 높았으며 배양여액의 경우 

CaCO3를 첨가했을 때 5.1 mg/L로 가장 높게 나타났다. Fig. 54는 glucose 1%와  

yeast extract 1%를 사용한 것을 대조구로 하여 금속이온의 첨가량에 따른 영향

을 나타낸 결과이며 첨가량은 각각 0.01%이다. Fig. 54에서 볼 수 있듯이 균체량

은 11.4 g/L로 FeCl3․6H2O를 첨가했을 때 가장 높게 나타났다. cordycepin 생성

에 있어서는 균체내의 경우 FeSO4․7H2O를 첨가했을 때 0.1 mg/g cell, 배양여

액에서의 경우 대부분 검출되지 않았으며 CuCl2․2H2O를 첨가했을 때에만 3.0 

mg/L로 대조구에 비해 낮게 나타났다. 

     플라스크 배양을 통해  cordycepin 생성에 대한 배지성분을 검토한 결과로 

modified medium Ⅱ(Table 3)을 만들었다. 균체내에서 보다 배양여액에서의 

cordycepin 농도가 더 높기 때문에 배양여액에서의 cordycepin 농도가 높은 배지

성분들 중 균체 성장과 균체내의 cordycepin 생성에 저해되지 않는 성분들이 배

지 선정의 기준이 되었으며 각 배지성분들의 첨가량, HPLC 분석시 cordycepin 

peak와의 중복 여부, 경제성 등이 고려되었다.
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  Fig. 53. Effects of inorganic salts on the cell growth and 

           cordycepin production
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   Fig. 54. Effects of trace elements on the cell growth  

            and cordycepin production

3. 생물반응기에서 균사체 증식의 최적화

가. 고농도 배양공정 개발

-회분배양에서의 glucose 및 yeast extract의 첨가 영향

    Fig. 55∼60은 회분배양을 응용한 것으로 pulse feeding batch culture를 실

시한 결과이다. Glucose와 yeast extract는 모두 증류수 30mL에 녹여 첨가하였

다. Fig. 55는 최적의 회분배양 조건(초기 pH 7, 400 rpm, 1.0 vvm)에 glucose의 

농도가 거의 다 소모되는 시기인 배양 2 일째에 10 g/L의 glucose를 첨가해서 

균체량과 다당체 생성량에 대한 영향을 검토한 결과이다. Fig. 55의 결과를 보면 

균체량 및 다당체 생성량은 각각 배양 3 일째에 22.3 g/L, 배양 6 일째에 2.48 

g/L로서 최적의 회분배양 조건에서와 거의 비슷한 결과를 보였다. Fig. 56은 최

 MnCl2   MnSO4  CuCl2    CuSO4   FeCl3   FeSO4   ZnSO4   Con.

․4H2O  ․5H2O ․2H2O   ․5H2O  ․6H2O ․7H2O  ․7H2O
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적의 회분배양 조건에 glucose를 배양 2 일째에 10 g/L를 첨가하고, 배양 3 일째

에는 5 g/L의 yeast extract를 첨가해서 균체량과 다당체 생성량에 미치는 영향

을 검토한 결과이다. 그 결과 잔존 glucose양은 배양 4 일째에 모두 소모되었으

며, 균체량은 배양 5 일째 24.1 g/L로서 가장 높은 값을 나타냈으며, 다당체 생성

에 있어서는 yeast extract를 첨가한 배양 3 일째부터 급격하게 증가하여 배양 5 

일째에 2.75 g/L로 최대값을 보였다. 균체량이 배양 5 일째 증가한 원인은 벽면

에 wall growth된 것이 떨어졌기 때문이다. Fig. 57은 최적 회분 배양조건에 배

양 2 일째와 배양 2.5 일째에 각각 5 g/L의 yeast extract를 첨가해 균체량과 다

당체 생성량에 대한 영향을 살펴본 것이다. 잔존 glucose양은 2.5 일째에 모두 소

모되었으며, 균체량은 2.5 일째 22.8 g/L로 가장 높은 값을 보였다가 그 이후로는 

계속 감소하였다. 다당체 생성량은 배양 6 일째 2.76 g/L로 가장 높았다. 배양 3 

일째에 균체량이 다소 감소하였는데 이는 yeast extract의 축적에 따른 고농도에 

대한 영향인 것으로 판단된다. Fig. 55∼57을 비교해 보면 glucose만 첨가한 것보

다 yeast extract를 같이 첨가했을 때가 다당체 생성에 있어서는 좋은 영향을 주

었다. Fig. 58은 Fig. 55∼57을 바탕으로 첫 번째 glucose의 첨가는 잔존당의 농

도가 5 g/L 이상이면서 세포활성이 가장 좋은 대수기에 10 g/L의 농도로 배양 

0

5

10

15

20

25

30

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Time (days )

D
C

W
 (

g
/L

),
 p

H
 &

 G
lu

c
o
s
e
 (

g
/L

)

0

1

2

3

4

P
o
ly

s
a
c
c
h
a
ri
d
e
 (

g
/L

)

DCW

pH

Glucose

Polysacchar ide

      Fig. 55. Profiles of cell growth, pH, glucose and

               polysaccharide production with adding

               glucose 10 g/L (G10)

G10



- 65-
- 65 -

0

5

10

15

20

25

30

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Time (days )

D
C

W
 (

g
/L

),
 p

H
 &

 G
lu

c
o
s
e
 (

g
/L

)

0

1

2

3

4

P
o
ly

s
a
c
c
h
a
ri
d
e
 (

g
/L

)

DCW

pH

Glucose

Polysaccharide

      Fig. 56. Profiles of cell growth, pH, glucose and

               polysaccharide production with adding

               glucose 10 g/L (G10) and yeast extract

               5  g/L (Y5)

0

5

1 0

1 5

2 0

2 5

3 0

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Time (days )

D
C

W
 (

g
/L

),
 p

H
 &

 G
lu

c
o
s
e
 (

g
/L

)

0

1

2

3

4

P
o
ly

s
a
c
c
h
a
ri
d
e
 (

g
/L

)
DCW

pH

Glucose

Polysaccharide

   Y5

      Fig. 57. Profiles of cell growth, pH, glucose and

               polysaccharide production with adding

               yeast extract 5 g/L (Y5)

G10
Y5

Y5



- 66-
- 66 -

0

5

1 0

1 5

2 0

2 5

3 0

3 5

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Time (days )

D
C

W
 (

g
/L

),
 p

H
 &

 G
lu

c
o
s
e
 (

g
/L

)

0

1

2

3

4

P
o
ly

s
s
a
c
c
h
a
ri
d
e
 (

g
/L

)

DCW

pH

Glucose

Polysaccharide

 G5
Y5

      Fig. 58. Profiles of cell growth, pH, glucose and

               polysaccharide production with adding 

               glucose (G10, G5) and yeast extract (Y5)

0

5

10

15

20

25

30

35

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Time(days )

D
C

W
 (

g
/L

),
 p

H
 &

 G
lu

c
o
s
e
 (

g
/L

)

0

1

2

3

4

P
o
ly

s
a
c
c
h
a
ri
d
e
 (

g
/L

)

DCW

pH

Glucose

Polysaccharide

       Fig. 59. Profiles of cell growth, pH, glucose and

                polysaccharide production with adding 

                glucose (G10, G5)

G10

Y5

G5

G10

G5

G5

G5

G5
G5



- 67-
- 67 -

0

5

1 0

1 5

2 0

2 5

3 0

3 5

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Time(days )

D
C

W
(g

/L
),

 p
H

 &
 G

lu
c
o
s
e
 (

g
/L

)

0

1

2

3

4

P
o
ly

s
a
c
c
h
a
ri
d
e
 (

g
/L

)

DCW

pH

Glucose

Polysacchar ide
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1.5 일째 첨가를 했고 glucose의 농도가 5 g/L 이하로 떨어지면 5 g/L glucose를 

첨가했으며, glucose 첨가 사이사이에 yeast extract를 5 g/L씩 반복해서 첨가하

여 균체량과 다당체 생성량에 대한 영향을 살펴보았다. 그 결과 균체량은 배양 4 

일째 28 g/L로서 아주 높은 값을 나타냈으며 glucose를 첨가하지 않는 시기때부

터는 균체량이 아주 많이 감소하는 경향을 볼 수 있었다. 다당체 생성에 있어서

는 배양 6 일째 2.6 g/L로 가장 높았으며, 배양 3.5 일까지는 계속 증가하다가 배

양 4 일째에 가서 기울기가 크게 줄어들었다. Fig. 59는 연속적으로 glucose의 첨

가에 따른 균체량과 다당체 생성량에 대한 결과를 나타낸 것이다. 첫 glucose의 

첨가는 배양 1.5 일째 10 g/L, 그 후로는 5 g/L의 농도로 배양 3.5 일째까지 배

양 0.5 일 마다 첨가했다. 균체량은 glucose를 첨가함에 따라서 계속 증가하여 배

양 6 일째 29.2 g/L로서 지금까지 실험한 결과중 가장 높은 값을 보였다. 이러한 

결과는 배지내의 잔존 glucose의 양이 모두 다 소모되지 않고 5 g/L이상을 유지

했기 때문인 것으로 판단된다. 배양 5 일째 glucose가 모두 소모되자 균체량은 

증가되지 않고 거의 일정하게 유지되는 것을 볼 수 있었다. 또한 다당체 생성에 

있어서도 계속 증가되어 배양 6 일째 3.3 g/L로서 지금까지 실험한 결과중 가장 

Y5

Y5

Y5



- 68-
- 68 -

높은 값을 나타내었다. Fig. 60은 yeast extract의 첨가시 다당체 생성에 좋은 영

향을 주었기 때문에 지속적으로 yeast extract의 첨가에 따른 균체량과 다당체 

생성량에 대한 결과를 나타낸 것이며, 배양 2 일째, 3 일째, 그리고 4 일째에 각

각 5 g/L의 yeast extract를 첨가하였다. 잔존 glucose양이 다 소모된 2.5 일째 

이후부터 균체량이 감소하는 경향을 볼 수 있다. 하지만 yeast extract를 첨가해

주자 다시 균체량이 증가하였다. 균체량은 배양 2.5 일째 25.2 g/L로 가장 높았

고, 배양 4 일째 때 yeast extract를 첨가했는데도 균체량이 감소하는 원인은 이

미 균체의 활성이 잃은 후에 첨가됐기 때문인 것으로 판단된다. 또한 다당체 생

성에 있어서도 2.56 g/L로서 낮았다. 따라서 Fig. 55∼60의 결과에서 알 수 있듯

이 변형된 회분배양은 Fig. 59의 방법이 가장 좋았다. 이러한 이유는 배지내에 

잔존 glucose의 양이 균체가 성장할 수 있는 농도로 유지되었기 때문이며, 이와 

아울러 다당체 생성 또한 증가한 것으로 판단된다. 

나. Fed-batch culture 기술의 적용

1) 회분배양의 문제점

     Fig. 61은 cordycepin 생성에 대한 배지조성 검토를 통해 얻어진 modified 

medium Ⅱ(Table 3)을 사용해 생물반응기로 실험한 결과이다. 그 결과 균체량은 

배양 1.75 일째 11.9 g/L로 대조구를 사용하였을 때보다 높게 나타났고 배양여액

에서의 cordycepin 농도는 배양 2 일째 13.7 mg/L로 대조구에 비해 3배 이상 증

가한 결과를 얻을 수 있었다. Harvest시의 wall growth의 농도는 46.6 g/900 mL

이며 남아있는 배양액과의 합친 농도는 28.7 g/L 이었다. 배양여액에서의 

cordycepin 생산을 위한 회분배양에서 배양 1.5 일과 배양 2 일 사이에 시작되는 

심한 wall growth로 인해 균체량의 변화양상에 대한 정확한 측정이 어렵고 물질

전달이 균일하지 못하기 때문에 배양의 재현성이 떨어질 것이라 판단하였다. 

Fig. 62는 배양시 가장 큰 문제가 되는 wall growth 사진이다. Wall growth는 

배양 1.5∼2일에 시작되며 시작된 하루정도 후부터는 대부분의 증식이 벽면을 타

고 이루어짐을 관찰할 수 있었다. Fig. 63∼64의 배양조건은 Fig. 61에서와 같으

며 wall growth 방지제인 PAA(polyacrylic acid) 와 SA(sodium acrylate)를 각

각 0.1%씩 첨가한 결과이다. 그 결과 Fig. 63에서의 harvest시 wall growth의 양

은 1080 mL 이었다. 균체량은 배양 3 일째 12.9 g/L이고 배양여액에서의 
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cordycepin 농도는  배양 5 일째 5.9 mg/L 이었다. Fig. 64에서의 harvest시 wall 

growth의 양은 600 mL로 다소 효과가 있음을 알 수 있었다. 균체량은 배양 2 

일째 13.6 g/L를 나타내었으며 배양여액에서의 cordycepin 농도는 배양 3 일째 

8.8 mg/L를 나타내었다. 본 실험에 사용된 균주는 filamentous 형태로 자라면서 

점도가 증가한다. 점도가 증가하면서 산소전달 능력이 급격히 감소하게 되는데 

산소공급을 원활히 해주어야 한다(41∼42). Fig. 65는 용존산소의 농도를 20% 이상 

유지 시킨 결과이다. OTR(oxygen transfer rate)을 증가시키기위해 교반속도(30

0∼450rpm)를 변화시켰다. 그림에서 볼 수 있듯이 잔존당은 배양 1.5 일째 0.1 

g/L로 거의 다 소모되었고 균체량은 배양 2 일째 12.8 g/L를 나타내었다. 또한, 

배양여액에서의 cordycepin 농도는 배양 3 일째 7.7 mg/L로 관찰되었다. 

Harvest시 wall growth의 농도는 23.4 g/580 mL이었다. 
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   Fig. 61. Profiles of cell growth, pH, glucose, cordycepin    

            and polysaccharide production in modified medium
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         Fig. 62. Photographs of wall growth on fermentation
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  Fig. 63. Profiles of cell growth, pH, glucose, cordycepin   

            and polysaccharide production in modified        

            medium (adding PAA)
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  Fig. 64. Profiles of cell growth, pH, glucose, cordycepin    

           and polysaccharide production in modified         

           medium (adding SA)
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  Fig. 65. Profiles of cell growth, pH, glucose, cordycepin     

             and polysaccharide production under DO control  

             (over 20%) in modified medium

      생물반응기를 이용한 회분배양을 통해 배양여액에서의 cordycepin은 잔존
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당이 모두 고갈된 이후 하루에서 이틀사이에서만 한정적으로 검출되었고 wall 

growth 방지제의 사용으로 조금의 효과를 보았으나 wall growth로 인한 배양상

의 문제점은 해결되지 못했다.

2) Fed-batch culture

     회분배양의 결과를 통하여 얻어진 문제점들은 wall growth로 인한 배양 진

행의 어려움과 cordycepin의 검출시기가 불분명하다는 것이다. 균체량을 높이기 

위해 탄소원인 glucose를 공급하였는데 공급시기는 pH와 DO의 변화에 의해 결

정하였다. 배양이 시작되면서 pH는 감소하고 탄소원이 고갈되면 pH가 점차적으

로 상승하기 시작한다. 이때 DO는 유지(약 4 시간 정도)되다가 증가하는데 그때

의 pH값을 기준으로 배지를 공급하기 시작하였다. 특기할 사항은 wall growth만

을 전처리하여 cordycepin을 측정하였는데 플라스크 배양에서의 균체내 

cordycepin 농도보다 월등히 높은 것을 알 수 있었다. 따라서, wall growth를 방

지하기 보다는 오히려 유도를 하여 균체내의 cordycepin 생산량을 높이는 것이 

바람직 하다고 판단하였다. Fig. 66∼68은 공급배지(glucose)의 농도를 각각 50, 

100, 400 g/L로 하여 pH-stat에 적용한 결과이다. Fig. 66은 glucose의 농도를 50 

g/L로 하여 배양 1.75 일부터 3 일째까지 pH변화에 따라 공급한 결과이다. 그 

결과 배양 3 일째의 균체량은 20.3 g/L, 균체내의 다당체와 cordycepin은 각각 

32 mg/g cell 및 1 mg/g cell이 검출되었다. 탄소원이 고갈되면 세포로부터 배출

된 암모니움 이온 농도의 증가에 pH가 증가하는데 여기서 공급된 glucose의 농

도 50 g/L는 pH를 일정하게 유지시키기에는 낮은 농도라 판단되었다. Fig. 67은 

Fig. 66과 같은 방법으로 glucose의 농도를 100 g/L로 하여 공급한 결과이다. 그 

결과 균체량은 22.9 g/L, 균체내의 다당체와 cordycepin은 각각 25.9 mg/g cell 

및 1.6 mg/g cell이 검출되었다. 또한, pH의 변화양상을 보면 Fig. 66에서 보다는 

pH를 잘 유지시킨 것을 알 수 있다. 이와같은 결과를 통해 공급배지를 고농도

(400 g/L)로 미량 첨가하는 것이 바람직하다고 판단하였고 Fig. 68은 그에따른 

결과이다. 그림에서 볼 수 있듯이 pH는 정확하게 유지되었으며 균체량은 33.3
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  Fig. 66. Profiles of cell growth, pH, glucose and               

               polysaccharide production under DO control (over  

               20%) with medium feeding by pH signal (feeding  

               medium : 50 g/L glucose)
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  Fig. 67. Profiles of cell growth, pH, glucose and                  

              polysaccharide production under DO control (over   

              20%) with medium feeding by pH signal (feeding   

              medium : 100 g/L glucose)
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  Fig. 68. Profiles of cell growth, pH, glucose and                

               polysaccharide production under DO control (over  

               20%) with medium feeding by pH signal (feeding  

               medium : 400 g/L glucose)

g/L로 지금까지 실험한 결과중 가장 좋았다. 또한 균체내의 다당체와 cordycepin



- 76-
- 76 -

은 각각 10 mg/g cell 및 2.3 mg/g cell이 검출되었다. 유가배양의 결과 균체내 

다당체의 specific productivity는 공급배지의 농도가 50 g/L일 때 32 mg/g cell로 

가장 높았고 cordycepin의 specific productivity는 공급배지의 농도가 400 g/L일 

때 2.3 mg/g cell로 가장 높게 나타났다. (Table 6)

Table 6. Comparison of cell growth, polysaccharide and cordycepin     

         production obtained from various concentration of feeding     

         medium in mycelium

Glucose

concentration

(g/L)

DCW

(g/L)

Polysaccharide  

(mg/g cell)

Cordycepin

(mg/g cell)

50 20.3 32 1

100 22.9 25.9 1.6

400 33.3 10 2.3

다. 생산성 극대화를 위한 생산공정 개발

1) Scale up

     산업화에의 활용 가능성을 확인하기 위해 유가배양에서의 결과를 pilot 

plant scale에 응용하였다. 전배양조건은 50 L 생물반응기(KF-50L)에서 working 

volume 20 L, 200 rpm, 1 vvm 이었고 배양조건은 500 L 생물반응기(KF-500L)

에서 working volume 250 L, 100∼220 rpm, 1 vvm 이었으며 배지공급 방법은 

Fig. 69에서와 같았다. Fig. 69은 본배양에 대한 결과이다. 그 결과 배양 2.5 일째

의 균체량이 13.5 g/L로(wall growth 포함하지 않음) Fig. 68에서의 변화 양상과 

비교해 보았을 때 scale-up에도 잘 적용되었다고 판단된다.
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  Fig. 69. Profiles of cell growth, pH, glucose and                

               polysaccharide production under DO control (over  

               20%) with medium feeding by pH signal (feeding  

               medium : 400 g/L glucose) at pilot plant          

               scale(500 L)

2) 자실체 재배
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     본 연구에서 개발된 균사체가 자실체 재배시 고체배지에서 종균으로서 활

성을 갖추는지에 대한 검토를 하였다. 냉동보관된 7 mL의 활성화된 stock cell 

solution을 500 mL 플라스크(working volume 200mL)에 접종하여 3 일간 전배양

을 실시하였다. 전배양시의 배지성분은 ①변형배지(Table 3) ②황두분+glucose 

③번데기+glucose 로 나누어 수행하였다. 3 일간 전배양을 실시한 후 약 15 mL

씩 본배양에 접종하였다. 자실체 생산을 위해서는 배양 온도의 변화가 필요하기 

때문에 배양 초기에는 처음 25℃로 유지하다가 균사 활착 시기(약 8∼10 일)에서 

하루동안 18℃로 온도충격을 주고 이후 22℃로 배양하였다. Fig. 70∼73은 본배

양에서의 배양일수에 따른 성장변화에 대한 결과이다. ①-1은 온도충격을 주기 

전(배양 8 일)까지는 암배양을 하다가 이후 빛이 있는 곳으로 옮겨 배양을 실시

한 것이다. Fig. 70은 배양 8 일째에서의 결과를 나타내었다. 사진에서 볼 수 있

듯이 ①의 경우에서 가장 많은 균사가 활착되었음을 알 수 있었다. Fig. 71은 배

양 12 일째의 결과이며 ①-1의 경우가 가장 좋은 성장을 하고 있음을 관찰할 수 

있었다. Fig. 72는 배양 20 일째의 결과로 자실체(자좌)가 형성되어 가는 모습을 

나타내고 있다. 자실체가 형성되어 가는 과정에서 역시 ①-1이 가장 좋은 성장을 

나타내고 있다. Fig. 73은 배양 33 일째 결과이다. ①과 ①-1의 경우에서 큰 차이

없이 좋은 자실체 성장을 보이고 있다. 따라서, 본 연구에서 개발된 배지 및 종

균을 활용하여 기존 생산되고 있는 제품보다 우수한 자실체를 형성시킨 ①과 ①

-1의 경우 상품화가 가능할 것으로 판단되었다. 결과적으로 자실체 재배를 위한 

종균배양시 Table 3에서의 배지를 사용하였을 때 농가에서 흔히 사용하는 (황두

분 + glucose) 또는 (번데기 + glucose)를 사용하였을 때 보다 더욱 좋은 결과를 

얻었으며 일반적으로 농가에서의 재배 기간은 약 45 일이나 본 연구 결과에서는 

35 일 이내에 수확하여 판매할 수 있을 정도의 성과를 얻을수 있었다. 이러한 성

과는 종균배양시 변형배지 사용에 따른 결과로 균사의 활착시기가 단축되었기 

때문이며 그 이유는 배지성분중의 yeast extract가 Paecilomyces tenuipes(눈꽃

동충하초)의 성장에 많은 영향이 있었음을 알 수 있었다. 
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          Fig. 70. Photographs of fruiting body at the 8th day 

                   after inoculation

           ※ Compositions of medium in seed culture

                1.  Medium in Table 3

                2.  Glucose and yellow bean

                3.  Glucose and pupa
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       Fig. 71. Photographs of fruiting body at 12th day 

                after inoculation

        ※ Compositions of medium in seed culture 

             1.  Medium in Table 3
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             1-1. Same as the case of 1. with dark culture 

                  until heat shock 

             2.  Glucose and yellow bean

             3.  Glucose and pupa

         Fig. 72. Photographs of fruiting body at 20th day 

                  after inoculation

           ※ Compositions of medium in seed culture 

                1.  Medium in Table 3

                1-1. Same as the case of 1. with dark culture 
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                     until heat shock 

                2.  Glucose and yellow bean

                3.  Glucose and pupa

          Fig. 73. Photographs of fruiting body at 33th day 

                   after inoculation

           ※ Compositions of medium in seed culture 

               1.  Medium in Table 3

               1-1. Same as the case of 1. with dark culture 

                    until heat shock 

1 1-1

1 1-1
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3) 액체배양의 경제성

     본 연구에서 개발된 공정기술을 이용하여 액체배양을 수행할 경우의 경제

성을 검토해 보았다. 액체배양시 제품화에 응용될 수 있는 산물은 균사체와 배양

여액에 포함되어 있는 고형물 전체일 수 있다. 그러나 정확한 경제성을 산출하기 

위해 산출근거에는 생산되는 균사체의 함량만을 고려하여 검토하였다. 본 연구에

서 확보된 연구결과로서 균사체 생산량은 3 %이상이었으므로 최소 기준을 건조

중량 30 g/L 또는 30 kg/ton으로 설정하였다.

<액체배양에 따른 소요경비산출>

     표에서 알 수 있듯이 인건비 및 유통에 따른 제반 경비를 포함하더라도 공

급가액이 최대 4 만원/kg 수준 이하로 낮출 수 있다. 반면에 일반적으로 유통되

고 있는 자실체 건조물의 공급가액이 최소 10∼30 만원/kg 이상인 것으로 판단

되어 진다. 따라서 액체배양 기술을 활용하여 상업화할 경우 제품의 경쟁력 우위

는 확실한 것으로 판단된다.

항목 산출근거 비고

A. 생산규모

  ․균사체 생산량

  ․생산설비 규모

  ․월 가동 회수

  ․월 생산 규모

  30 g/L or 30 kg/ton

  5 ton

  8 회

  1.2 ton(40 ton)

 working volume

 배양일수 : 3 일

 건조중량 기준(배양물 기준)

B. 생산단가산출

 

 -30 만원/ton

    배지 : 20 만원/ton

    분리 및 농축 : 5 만원/ton

    건조 : 3 만원/ton

    주변시설 및 관리 : 2 만원/ton

 

 -건조중량 기준시(배양물 40 ton처리)

    생산단가 : 1,200 만원/1.2 ton

              (1,000 만원/ton)

 인건비 제외(ton : 배양물 기준)

 식품 첨가물 기준

 전기료 및 임대료

 전기료 및 임대료

 인건비 제외

C. 최종생산단가   10,000 원/kg  인건비 제외
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제 4절 결 론

     본 연구에서는 Paecilomyces tenuipes를 이용한 액체배양을 통해 최적 균

체성장과 다당체 및 코디세핀 생성 조건을 검토하였다. 균체량 및 다당체 생산을 

위한 플라스크 배양에서의 최적 배양조건은 접종량을 2%로 하여 27℃, 200 rpm, 

초기 pH 7이었고, 최적 배지조성은 glucose 30 g/L, yeast extract 20 g/L, 

KH2PO4 0.5 g/L, CuCl2․2H2O 0.1 g/L이었다. 그 결과 균체량은 배양 4 일째 22 

g/L, 다당체 생성은 배양 5 일째 2.3 g/L로 가장 높은 값을 나타내었다. 생물반

응기를 이용한 회분배양에서 균체량 및 다당체 생성을 위한 최적의 교반속도와 

통기량은 각각 400 rpm과 1.0 vvm이었다. 이 때 균체량과 다당체 생성량은 각각 

배양 2 일째에 23.1 g/L, 배양 5 일째에 2.5 g/L이었다. 한편 pH를 7로 일정하게 

조절하여 배양할 경우 균체량과 다당체 생성량은 각각 11 g/L 와 1.5 g/L로서 

오히려 pH를 조절하지 않은 경우에 비해 상대적으로 매우 낮은 값을 나타내었

다. 균체량과 다당체 생성을 증가시키기 위해 최적의 회분배양 조건에서 균체활

성이 가장 좋은 배양 1.5 일째에 10 g/L의 glucose를 간헐적으로 첨가한 후 

glucose의 농도가 다 소모되기전에 지속적으로 5 g/L의 glucose를 배양 3.5 일째

까지 첨가한 결과 균체량은 29.2 g/L, 다당체 생성량은 3.3 g/L를 나타내었다. 한

편, 코디세핀 생산을 위한 플라스크 배양을 통해 glucose 10 g/L, yeast extract 

20 g/L, (NH2)4HPO4 5 g/L, histidine 2 g/L, CaCO3 1 g/L로 배지성분을 변형시

켰다. 이를 생물반응기에 적용함에 있어서 배양 1.5∼2 일째부터 시작되는 심한 

wall growth로 인해 배양의 어려움이 나타났다. 이를 해결하기 위해 wall 

growth 방지제로 PAA(polyacrylic acid)와 SA(sodium acrylate) 등을 첨가하였

다. 그 결과 약간의 방지효과는 있었으나 근본적인 문제를 해결하지는 못하였다. 

또한, 용존산소를 유지시키면서 배양한 결과에서도 wall growth에 의해 배양 2 

일째 12.8 g/L의 균체량을 나타내었으나 이때 배양여액에서의 cordycepin 농도는 

7.7 mg/L를 나타내었다. 회분배양을 통해 배양여액에서의 cordycepin은 glucose

의 고갈이후 1∼2 일 사이에만 검출됨을 알 수 있었다. 이러한 문제점들을 해결

하기 위해 유가배양을 실시하였다. 짧은 배양기간으로 높은 균체량을 얻고 균체
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내의 다당체와 cordycepin의 생산량을 높이려고 하였다. 배양방법으로는 복합배

지성분을 사용하기 때문에 여러 가지의 매개변수 중 pH에 기준하여 기질을 공급

하였는데 공급배지(glucose)의 농도를 50∼400 g/L까지 변화를 주었다. 그 결과 

균체내의 다당체 생성에 있어서는 50 g/L의 glucose를 공급하였을 때 32 mg/g 

cell이 측정되었으며, 그때의 균체량은 20.3 g/L이었다. 또한, 균체내의 

cordycepin 생성에 있어서는 400 g/L의 glucose를 공급하였을 때 2.3 mg/g cell

이 검출되었으며 그때의 균체량은 33.3 g/L이었다. 유가배양에서의 가장 좋은 결

과를 토대로 scale up 에서의 적용 정도를 확인하기 위해 500 L 생물반응기를 

이용해 실험을 실시하였다. 배양은 2.5 일까지 하였으며 5 L 생물반응기에서의 

변화 양상과 비교해 보았을 때 scale up하였을 때에도 잘 적용되어졌다고 판단되

었다. 한편, 자실체 재배를 위한 종균배양시 yeast extract를 사용한 경우 농가에

서 사용하는 황두분 또는 번데기를 사용하였을 때보다 더 좋은 성장을 하였다. 

또한, 자실체내의 cordycepin 함유량은 0.45 mg/g이었다. 따라서, 본 연구에서 개

발한 균사체 및 배지조성은 자실체 재배를 위한 액체종균으로써 우수함을 확인

하였다.
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제3장 Cordyceps militaris의 대량생산기술의 개발과 

효능연구

제1절 C. militaris의 최적배양 조건

1. 서   론

  동충하초는 겨울에는 벌레상태로 있다가 여름이 되면 버섯이 된다는 뜻에서 

나온 말인데, 실제로는 토양 등에 존재하고 있는 곰팡이류인 동충하초균의 포

자가 온도, 습도가 높아지는 시기에 살아있는 곤충의 호흡기나 소화기, 관절 

등을 통하여 몸속으로 들어가 영양분을 섭취하며 발육증식을 하다가 기주(숙

주)곤충이 죽으면, 얼마 후 버섯모양의 자실체를 곤충의 표피에 형성하여 자

손을 퍼트리는 생활사를 가지고 있다1). 따라서 동충하초는 일종의 곤충 기생

성 약용(식용)버섯류이며, 자낭균류 맥각균목 동충하초과에 속한다2). 최근 연

구에서는 항암, 면역증강, 만성피로, 노화방지 등에 탁월한 효능이 있는 것으

로 밝혀지고 있으며3), 일본에서는 폐병이나 늑막염의 특효약으로 판매되고 있

다. 동충하초가 관심을 끄는 이유는 무공해 농약이나 항암제 또는 건강보조식

품으로 개발가능성이 높기 때문이며, 국내에서도 농촌진흥청과 서울대 천연물

과학연구소 공동으로 약리효과를 검색한 결과 항암작용과 면역증강, 항피로작

용 등이 탁월한 것으로 밝혀졌다. 동충하초는 의약품으로서 뿐만 아니라 건강

보조식품으로서도 중요성이 인식되어 현재 각종 분말이나 액체 형태의 제품이 
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시판되고 있다. 또한 동충하초가 자연생태계에서 곤충의 밀도를 조절하는 것

을 이용해 무공해 미생물 농약에 대한 연구도 활발하다4,5,6,7). 이러한 천연 생

물 농약의 개발은 그 해충의 천적이 되는 미생물이 해충의 방제는 물론이고 

화학 농약에 의해 발생하는 환경오염문제 까지도 해결할 수 있기 때문에 큰 

관심을 끌고 있다. 

  따라서 활성이 높은 우수균주를 개발하여 생산성 향상을 도모하기 위하여 

본 연구에서는 Cordyxeps militaris ATCC 26846 공시균주를 이용하여 생육

기간의 단축을 위한 배양조건의 확립과, 다양한 배지를 사용한 액체종균의 최

적배지 개발, 종균의 증식과 산소공급 조건 및 대량증식을 위한 조건과 동충

하초 배양사의 성장조건(광, 온도, 영양, 가스, 수분조건 등)을 확립하였다.

2. 재료 및 방법

 가. 공시균주 : Cordyceps militaris ATCC(R) 26848 

 나. 배지의 조제

  1) 보관 및 종배양용 배지

  보관 및 종배양용 배지로는 PDA (Difco) 배지를 pH 6.5로 조정   하였

다.

  2) 액체 배양용 기본배지

  액체 배양용 기본배지인 SDAY배지의 조성은 Table 1과 같고, 균사체 

생산 기본배지는 SDAY 배지 50 ㎖ 씩 삼각플라스크에 분주하고 멸균한 

후 25℃, 110 rpm으로 진탕배양 하였다. 접종원은 SDAY배지에서 생장시

킨 균을 무균적으로 균질화하고 1 ㎖ 씩 접종하였다. 각종 배지에서 증식

한 균은 평량된 정량용 여지로 여과하고 105℃ 건조법으로 균체량을 측정

하였다. 

   가) 탄소원
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  Table 1의 배지에 일반적으로 버섯균이 잘 이용하는 각종 탄소원 을 

1% 씩 가하여 당류 비교실험을 행하였고, 배지의 pH는 pH 비교실험을 제

외하고는 모두 pH 6.5로 조정하였다. 

   나) 질소원

  (가)의 배지에서 질소원을 peptone 대신에 각종 질소원을 0.028%되게 

조제하였다. 단 질소원 중 균사체 생산이 양호한 peptone의 농도를 0∼0.5

되게 가하여 농도 비교실험을 행하였다.

   다) KH2PO4

  (나)의 배지에 KH2PO4를 0∼0.5%의 농도로 가하여 조제하였다.

   라) MgSO4.7H2O

  (다)의 배지에 KH2PO4의 농도를 0.2%로 조정한 후 MgSO4.

7H2O의 농도를 0∼0.05%로 조정하였다.

   마) 기타 각종 무기염류

  (라)의 배지에서 MgSO4.7H2O의 농도를 0.02%로 조정한 후CaCl2, 

FeSO4.7H2O, MnSO4.4H2O, ZnSO4.7H2O, CuSO4.5H2O의 농도를 Fig. 8

과 같이 조정하였다.

   바) Vitamin

  (마)의 배지에서 MgSO4.7H2O의 농도를 0.02%로 조정한 후 기본배지의 

thiamine-HCl 대신에 일반적으로 버섯균의 생육을 촉진시키는 것으로 보

고된 vitamin들8)인 ascorbic acid, biotin, folic acid, nicotinic acid, 

Ca-pantothenate 및 thiamine-HCl을 Fig. 9과 같은 농도로 조제하였다.

   사) 유기물질

  Malt extract, soybean extract, yeast extract, 번데기 가루 등이 균사체 
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생산에 미치는 영향을 검토하기 위하여 (바)의 배지에 1.0%되게 가하여 

조제하였다.

 다. 배양 방법

보존균주를 종배양용 배지 50 ㎖에 직경 0.5 ㎝의 균편 3 개씩을 접종하여 

25℃에서 7 일간 shaking incubator에서 종배양한 후 500 ㎖ 삼각 flask에 배

양액을 200 ㎖ 씩 넣어 1.2 ㎏/㎠ 압력에서 15 분간 살균한 배지에 배양물을 

Omni mixer로 2 분간 무균적으로 마쇄한 균사 현탁액 5 ㎖ 씩 접종하여 온

도와 배양 기간 비교실험을 제외하고는 25℃에서 5 일간 배양하였다.

 라. 균사체의 정량

  5 일간 액체 진탕배양한 배양물을 Buchner funnel에서 평량한 정량용 여과

지로 여과하고 증류수로 수회 세척한 다음 80℃에서 12 시간 건조 평량하였

으며 모든 실험은 5 반복 이상으로 하였다.

3. 결과 및 고찰

 가. 균사체의 생산

  동충하초균의 균사체 생산량을 검토하기 위하여 배양조건과 기본배지의 조

성을 달리하여 균사체 생산을 위한 배양조건과 각종 영양원의 효과를 검토하

였다.

  1) 배양 기간의 영향

  기본 배지상에서 배양 기간에 따른 균사체 생산 과정을 검토한 결과는 Fig. 

1과 같다.  Fig. 1에서와 같이 Table 1의 기본배지 상에서 배양한 동충하초 

균사체는 배양 기간이 경과함에 따라 균사체 생산도 점진적으로 증가하여 배

양 9 일 까지는 현저히 증가하였으나 그 이후는 비교적 완만한 증가를 나타

내어 경제성 면에서는 10 일 전후의 배양기간이 효율적임을 알 수 있었다. 
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  2) 배양 온도의 영향

  15∼35℃에서 배양 온도를 달리하여 배양 5 일에 온도가 균사체 생산에 미

치는 영향을 검토해 본 결과는 Fig. 2와 같다.

Fig. 2에서와 같이 배양 온도를 상승시킴에 따라 균사 생육도 증가하여 25℃

에서 가장 생산량이 많았고 그 이상의 온도에서는 급격한 감소 추세를 보여 

25℃ 배양이 가장 우수하였다. 

  

  3) 배지 pH의 영향 

  배지를 pH 3.0∼8.0으로 달리하여 C. militaris의 균사체 생산에 미치는 영

향을 검토한 결과는 Table 2와 같다. Table 2에서와 같이 각종 배양 pH에 따

른 균사생육은 pH 6.5∼7.5의 범위에서 비교적 양호하였고, pH 7.0에서 가장 

높은 생산량을 보였다. 그러나 7.5 이상의 pH에서는 균사체 생산량이 심한 

감소추세를 나타냈다. 

  4) 탄소원의 영향

  각종 탄소원이 C. militaris의 균사체 생산에 미치는 영향을 검토하기 위하

여 기본배지의 glucose 대신에 각종 당류를 동일 농도로 첨가하여 그 영향을 

비교 검토해 본 결과는 Fig. 3과 같다.

Fig. 3에서와 같이 기본배지의 glucose를 탄소원으로 첨가했을 때보다 담자

균류가 잘 이용하는 각종 당류를 탄소원으로 첨가했을 때 cellulose와 

sorbitol구를 제외하고는 균사체 생산에 효과를 보였다. 

  그 중에서도 fructose, soluble starch, mannose, maltose, glucose, mannitol 

등이 균사체 생산에 상당한 효과를 나타내었고, 이들 탄소원 중 균사체 생산

에 가장 우수한 탄소원은 mannitol 이었다.

  5) 질소원의 영향

   가) 각종 질소원의 영향
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  각종 질소원이 C. militaris의 균사체 생산에 미치는 영향을 검토하기 위하

여 각종 질소원을 질소량으로 0.028%되게 조정하여 그 첨가 효과를 검토한 

결과는 Fig. 4와 같다.

  Fig. 4에서와 같이 균사체 생산에는 무기태 질소원에 비하여 유기태 질소

원에서 우수한 경향을 나타내었는데 유기태 질소원에서는 peptone, proteose 

peptone, tryptone 등이 양호하였고, 이 중 proteose-peptone이 질소원 중 가

장 우수하였다. 

  무기태 질소원에서는 ammonium phosphate, ammonium sulfate, 

ammonium tartrate, ammonium nitrate 등과 같은 ammonia 태 질소원은 비

록 균체 생산에는 효과가 미약하였다. Ammonium tartrate는 담자균류들이 

무기 질소원 중에서는 비교적 잘 이용14)하는 것으로 알려져 있다. 반면에 무

기 질소원 중 potassium nitrate, sodium nitrate, sodium nitrite 등의 무기태 

질소원은 균사 생육에 저해적인 것으로 나타났다. 

   나) Proteose peptone 농도의 영향

  질소원 중 균사체 생산에 가장 우수하였던 proteose peptone의 농도를 0∼

0.5%로 달리 조정하여 효소생산에 미치는 영향을 검토한 결과는 Fig. 5와 같

다. Fig. 5에서와 같이 0.3%의 proteose peptone 농도에서 균사체 생산이 가

장 우수하였는데 proteose peptone의 농도가 증가함에 따라 0.3%까지 급격히 

증가하였으나 0.4% 이상에서는 비교적 완만한 감소 추세로 나타났다. 

  6) KH2PO4 농도의 영향

  배지 중의 KH2PO4의 농도를 0∼0.5%로 달리하여 균사체 생산에 미치는 

영향을 검토한 결과는 Fig. 6과 같다. 

Fig. 6에서와 같이 KH2PO4의 농도가 증가함에 따라 0.2∼0.3%의 범위에서 

양호하였는데 이중에서도 0.2%의 농도가 제일 우수하였다.   

  7) MgSO4 농도의 영향



- 97-
- 97 -

  MgSO4.7H2O 농도를 0∼0.05%로 달리하여 균사체 생산에 미치는 영향을 

검토한 결과는 Fig. 7와 같다.

Fig. 7에서와 같이 균사체 생산은 0.01% 보다 0.02%에서 약간 우수한 경향을 

보였으며, 그 이상의 농도에서는 거의 차이를 나타내지 않았다. 따라서 

0.02%의 MgSO4.7H2O 첨가가 균사체 생산에는 대체적으로 적당하였다. 

 

  8) 기타 무기염류의 영향

  기타 각종 무기염류가 균사체 생산에 미치는 영향을 검토한 결과는 Fig. 8

과 같다.

Fig. 8에서와 같이 각종 미량원소들의 첨가는 균사체 생산에 촉진 효과를 나

타내지 않았다. 이는 유기물로써 첨가되고 있는 yeast extract에 함유되어 있

는 미량원소들만으로도 충분한 것으로 생각된다.  

  9) Vitamin의 영향

  각종 vitamin이 균사체 생산에 미치는 영향을 검토하기 위하여 일반적으로 

버섯의 생육 및 효소 생산에 영향을 주는 vitamin으로 보고된8) ascorbic 

acid, biotin, folic acid, nicotinic acid, Ca-pantothenate, thiamine-HCl 등의 

첨가효과를 검토한 결과는 Fig. 9과 같다. 

  Fig. 9에서와 같이 각종 vitamin 중 ascorbic acid와 thiamin 첨가구에서 무

첨가구에 비하여 균사체 생산에 다소 양호한 촉진효과를 나타내었다. 첨가된 

각종 vitamin 중 균사체 생산에는 ascorbic acid 250 ㎎/ℓ, thiamine-HCl 0.1 

㎎/ℓ에서 양호하였다. 전체적으로는 thiamine-HCl  0.1 ㎎/ℓ 첨가가 균사체 

생산에 가장 효과적이었다. 

  10) 기타 유기물질의 영향

  기타 유기물질로서 일반 미생물의 생육 및 효소생산에 촉진효과가 있는 

malt extract, 대두분, yeast extract, 번데기 가루, 마가루를 1% 되게 첨가하

여 그 영향을 검토한 결과는 Fig. 10과 같다. Fig. 10에서와 같이 각종 천연 
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유기물의 첨가는 C. militaris의 생육에는 어느 정도 기여하고 있다. 그러나 

천연물 1% 첨가구 중 malt extract, 대두분과 yeast extract 첨가구에서 우수

하였는데 대두분이나 마가루의 경우 수확된 균사체 중에는 약간의 미분해된 

유기물도 포함되어 있을 것으로 생각되기 때문에 천연 유기물 중에로는 

yeast extract가 가장 적당할 것으로 사료된다. 

이상과 같이 기본배지의 각종 영양원의 종류와 농도를 개선하여 Table 3과 

같은 최적 균체생산을 위한 영양 조건을 확립하였으며, 개선 결과 기본배지

의 균사체 생산량인 27.72 g/ℓ 보다 약 11% 증가한 30.8 g/ℓ의 균사체를 

얻었다. 

  

               

 4.  C. militaris 대량배양사의 최적조건              

               

  C. militaris는 ATCC 26848를 다양한 배지를 조제하여 균을 액체배양하였

으며, 배양조건은 Table 4. 사용한 배지의 조성은 Table 5.와 같다. 균사의 생

장조건은 약 23℃∼25℃이며, 120 rpm에서 3 일에서 5 일 진탕배양하여 충분

한 균사의 성장을 얻었다. 액체배양을 할 때에는 삼각플라스크에 1/10 정도의 

배지를 넣고 성장한 균사를 멸균한 번데기 및, 여러 가지의 영양공급원을 첨

가하고 약 5 ㎖당 100 g을  번데기를 넣어 주었다. 그 후, 5 일이 지나면 균

사가 번데기에 활착되고(Fig. 11A) 다시 5일이 지나면 하얗게 퍼진 균사가 약

간 주황색을 띠게 되며 이때부터 균사의 영양생장은 멈추고 생식생장을 하게 

된다. 생식생장의 조건으로는 온도는 약 18℃∼20℃, 습도는 약 95%, 빛은 약 

200 Lux 정도이다. 약 20 일이 지나면 번데기에 표면에 주황색의 자실체(Fig. 

11A)가  형성되며, 서서히 자실체의 형태가 올라온다(Fig. 11B). 일반적으로 

창형의 자실체를 관찰하였으며 대량생산을 위한 더욱더 다양한 배지와 조건

(Table 5)을 이용하여 대량생산 할 수 있다.
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Table 1. Composition of the basal medium
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Glucose 40g

Peptone 10g

Yeast extract 10g

Distilled water 1000㎖

pH 6.5
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5 0.868

7 1.207
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20 1.452

Fig. 1. Influence of cultural periods on the mycelial production from C. 

millitaris.
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Fig. 2. Influence of cultural temperature on the mycelial production from C. 

millitaris.
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Table 2. Influence of pH on the mycelial production from C. millitaris.

pH Final pH
Mycelial dry 

wt.(g/50㎖)

3.0 4.2 0.145

4.0 5.6 0.268

4.5 5.7 0.407

5.0 5.7 0.778

6.0 5.9 1.145

6.5 6.1 1.386

7.0 6.5 1.380

7.5 6.6 0.910

8.0 6.7 0.489
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Carbon sources (1 %, w/v) Mycelial dry wt. (g/50 ㎖)

 None 0.892

 Arabinose 1.031

 Fructose 1.350

 Sucrose 1.289

 Xylose 0.918

 Galactose 1.020

 Cellulose 0.776

 Soluble starch 1.352

 Maltose 1.302

 Mannose 1.332

 Glucose 1.386

 Mannitol 1.406

 Sorbitol 0.605

Fig. 3. Effect of different carbon sources on the mycelial production from C. 
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millitaris. 
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Nitrogen sources (0.028 %, w/v) Mycelial dry wt. (g/50 ㎖)

 None 0.471

 Casamino acid 1.032

 Peptone 1.370

 Proteose peptone 1.386

 Tryptone 1.169

 Urea 0.367

 Ammonium phosphate 0.764

 Ammonium sulphate 0.960

 Ammonium tartrate 0.987

 Ammonium nitrate 0.762

 Potassium nitrate 0.372

 Sodium nitrate 0.364

 Sodium nitrite 0.128

Fig 4. Effect of different nitrogen sources on the mycelial production from C. 
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Fig. 5. Effect of proteose peptone concentration on the mycelial production 
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from C. millitaris. 
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C. millitaris. 
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Mineral salts Conc. (%) 
Mycelial dry wt.

(g/50 ㎖)

None 0 1.505

CaCl2
1.0 1.497

5.0 1.484

CuSO4.5H2O
0.2 1.483

1.0 1.496

FeSO4.7H2O
0.5 1.503

1.0 1.494

MnSO4.4H2O
0.1 1.505

0.5 1.485

ZnSO4.7H2O
0.1 1.306

0.5 1.396

Fig. 8. Effect of mineral salts on the mycelial production from C. millitaris. 
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Vitamins Conc. (㎎/ℓ) Mycelial dry wt.(g/50 ㎖)

None
0 1.505

250 1.536

Ascorbic acid
1000 1.489

0.01 1.432

Biotin
0.05 1.454

0.03 1.476

Folic acid
0.15 1.465

0.1 1.454

Nicotinic acid
0.5 1.475

0.1 1.436

Ca-Pantothenate
0.5 1.406

0.05 1.432

thiamine.HCl 0.1 1.540

Fig. 9. Effect of vitamins on the mycelial production from C. millitaris. 
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Organic nutrients Conc. (%)
Mycelial dry wt.

(g/50 ㎖)

None 0 0.760

Malt extract 1 1.532

Soybean powder 1 1.547

Yeast extract 1 1.540

Silkworm pupa 1 0.825

Dioscoreae radix 1 1.504

Fig. 10. Effect of organic nutrients on the mycelial production from C. 

millitaris.

Table 3. The composition of optimal medium for the mycelial production from  

C. millitaris.

 Mannitol 10 g 

Yeast extract 10 g

Proteose peptone 3 g

KH2PO4 2 g

MgSO4 0.2 g

thiamine.HCl 100 μg

Distilled water 1000 ㎖

pH 7.0
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Table 4. Conditions for C. militaris culture

Characterization   Lepidopteran insects

Entomopathogenic fungi

Optimal temperature Hyphal formation : 23-25℃

Fruiting body formation :18-20℃

Humidity Hyphal formation: 75 %

Fruiting body formation : 90-95 %

Airation 5-6 times/ day

Optimal pH Hyphal formation : pH 6.8- 6.9

Light 200-500 Lux

Table 5. The composition of optimal medium for the mycelial production 

from  C. millitaris.
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Potato Dextrose Agar and Yeast Medium( 1 L )

(PDA and Yeast Medium),(ATCC Medium 104)

Composition per liter

Potato, infusion from------------------ 200.0 g

Glucose--------------- -------------- 20.0 g

Agar---------------------------------15.0 g

KH2PO4 ------------------------------ 2.0 g

Yeast extract --------------------------1.5 g 

MgSO4.7H2O ---------------------------0.5 g

SDAY Liquid medium

Dextrose-------------------------------40 g

Peptone--------------------------------10 g

Yeast extract-------------------------- 10 g 

SDAY solid medium

Dextrose------------------------------ 40 g

Peptone------------------------------- 10 g

Yeast extract-------------------------- 10 g

Bacto-Agar---------------------------- 1.5%

YPD liquid medium

Yeast--------------------------------- 10 g

Peptone------------------------------- 10 g

Dextrose------------------------------ 40 g

YPD solid medium

Yeast--------------------------------- 10 g

Peptone------------------------------- 10 g

Dextrose------------------------------ 40 g

Bacto-Agar---------------------------- 1.5%

  

A . B .A . B .

Fig. 11.  C. militaris are formed on the hypha which is produced   in culture 

media(A). A mass formation of the C. militaris fruiting bodies (B)

4. 적 요
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  합성배지상에서 C. millitaris으로부터 균사체 생산을 위한 배양조건과 각종 

영양원의 효과를 검토한 결과는 다음과 같다.

C. millitaris 균사체는 생산을 위한 배양조건은 배양기간 10 일, 배양온도 25

℃, pH 7.0에서 가장 높은 생산량을 보였으며, 탄소원 중 균사체 생산에 우수

한 것은 mannitol이었다. 질소원 중에서는 유기태 질소원인 proteose-peptone

이 가장 우수하였으며, 무기 질소원 중에서는 ammonium sulfate, urea 등도 

이용할 수 있었다. 그러나 아질산태 질소원은 균사 생육에 저해적이었다. 질

소원 중 가장 우수한 proteose-peptone의 적정 농도는 0.3%이었다. 무기염류 

중 KH2PO4, MgSO4.7H2O의 적정 농도는 각각 0.2%, 0.02%이었다. 첨가된 각

종 vitamin 중 균사체 생산에 양호한 것으로는 thiamine-HCl이었으며, 적정 

농도는 0.1 ㎎/ℓ이었다. 균사체 생산에 효과적인 유기물은 yeast extract와 

대두분이었다. 최적배지에서 균사체 수율은 30.8 g/ℓ 이었다.
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Abstracts

The optimal cultural and nutritional conditions for the mycelial production 

from C. militaris were investigated in synthetic media. The results are 

summerized as follows. The optimal temperature, pH, and the duration of 

culture for the mycelial production was 25℃, 7.0 and 10 days, respectively. 

Mannitol was good substance for the mycelial production. Among the nitrogen 

sources, proteose-peptone was higher yield in mycellium, but nitrite nitrogen 

inhibited. The higher yield was obtained with 0.3% peptone.  The optimum 

concentrations of KH2PO4 and MgSO4.7H2O were about 0.04 and 0.02% for the 

mycelial production, respectively. Among the vitamins used, the greatest 

mycelial production brought about by thiamin-HCl. And its proper 

concentration was about 0.1 ㎎/ℓ. Among the organic nutrients, yeast 

extract was good for the mycelial production and its proper concentration 

was about  1%. In this study, we are obtained 30.8 g/ℓ mycelial dry weight.

제2절 C. militaris 추출물처리에 의한 생리활성물질 

      유도  

1. 서론
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  C. militaris는 면역증강 및 항암물질로 알려진 cordcepin, 혈전형성 및 

심근경색을 예방하는 Mannitol, 암세포 및 AIDS 억제에 관여하는 

동충하초다당(Polysaccaride)등의 주요성분을 함유하고 있다. 천연추출물 

성분의 특정 물질인 ligand는 표적세포의 표면의 수용체 (receptor)에 

결합하여 세포 내 반응을 매개하여 신호전달 연쇄반응을 통하여 증폭되어 

세포 내 에서 유전자 발현과 대사과정에 관여한다. 

  본 연구에서는 다양한 C. militaris와 C. sinenesis 추출물을 이용하여 

Cytokine의 일종으로 면역반응과 염증반응, 배 발생 과정에 관여하는 

Interferon gamma inducing factor(IGIF)와 neuron 및 척추신경생존에 관여 

Brain derived neurotrophic factor(BDNF), 척추동물의 autocrine survival 

factor로 포유동물의 신경과 분화에 관여하는 Nerve growth factor(NGF)인 

신경세포의 생존과 분화에 관여하는 neurotrophic factor의 발현을 유도하여 

면역반응 및 stress에 의하여 발병하는 질병과 신경세포의 퇴화 및 사멸에 

관여되는 질병에 대한 예방제 및 치료제로써의 효과를 검증하고자 in vivo 와 

in vitro 에서 RT-PCR, Western blotting, 면역조직화학염색법과 같은 실험 

방법을 통해 IGIF, neurotrophic factor의  발현유도에 대하여 실험을 

수행하였다. 

1. 재료 및 방법

 가. C. militaris 추출물 제조

  C. militaris는 물과 ethanol을 이용해서 추출하였다. Ethanol 추출은 각 시

료 100 g에 ethanol 500 ㎖을 첨가하여  homogenizer를 이용하여 4℃, 10,000 

RPM에서 2 분간 5 회 균질화시킨 후 72 시간 이상 담근 뒤 evaporator로 농

축하여 ethanol을 제거한 후 saline 완충액에 잘 녹여 0.45 ㎛ filter를 이용하

여 여과시킨 후 -20℃에 저장하여 사용하였다. 물추출은 동일한 과정을 거친 

후 중탕하여 사용하였다. 
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 나. 세포배양 및 실험동물 

  Pheochromocytoma 12(PC12) 세포를 Cornell University 신경분자생물학 연

구소로부터 분양 받아 사용하였으며 PC12 세포배양은 RPMI 1640 (Gibco 

BRL) 기본 배지에 10% Horse Serum, 5% Fetal Bovine Serum (FBS), P/S 

(50 units/㎖ penicillin, 25㎎/㎖ streptomycine)을 첨가하여 5% CO2 incubator

에서 2∼3 일에 한번씩 배지를 교환하며 배양하였다. 실험동물은 생후 6∼8 

주된 약 150 g의 specific pathogenic free male sprague-dawely rat를 한국화

학연구소 안정성 연구부로부터 구입하여 실험에 사용하였다. 사료와 물은 자

유롭게 먹게 하며, 사육실의 온도는 21∼24℃, 상대 습도는 40∼60%로 유지한

다. 또한 사육실의 밤과 낮이 12 시간마다 반복되도록 조절하였다. 

 다. LPS와 C. militaris 추출물의 In vivo와 In vitro처리

  Mouse와 Rat에 C. militaris 추출물(20 ㎎/㎏)과 LPS(10㎎/㎏) 복강과 경구

를 통해 주입한 후, 4 시간, 8 시간이 경과한 후, 뇌 부위를 절단하고 뇌와 각 

조직을 적출 하였다.

  PC12 세포는 세포밀도가 70∼80% 밀도로 자랐을 때 C. militaris 추출물(3 

㎍/㎖)과 LPS(2 ㎍/㎖)을 처리한 후, 2 시간, 4 시간, 6 시간동안 반응시킨 후 

세포를 사용하여 실험하였다. 또한 본 실험에 사용한 추출물에 의한 유전자의 

발현이 추출물 내 LPS의 오염에 의한 것인지를 확인하기 위해 배양세포 내 

LPS inhibitor인 Polymycin B sulfate를 함께 배양하여 수행하였다.

 라. Total RNA의 분리

  1) PC 12 세포에서 total RNA의 분리

  Total RNA를 분리하기 위하여 모든 시약과 초자기구류는 DEPC  

(diethylpyrocabonate)를 처리하였고, RNA는 RNA ZOLTM B 용액 
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(Lawrence. packaging supply co.)을 이용하여 분리하였다. 배양용기에서 세

포가 70∼80% 밀도로 자랐을 때 PC 12 세포에 최종 농도가 1 μM이 되도록 

reserpine, forskolin을 처리한 후 각각 4 시간동안 반응시키고 배지를 제거하

였다. 그리고 d-PBS와 Trypsin/EDTA를 처리하여 CO2 incubator에서 3∼5 

분간 반응시켜 세포를 분리하였고, 800xg에서 10 분간 원심분리하여 세포를 

수확하였다. 수확한 세포는  RNA ZOLTM B 용액을 첨가하여 균질화 시키고 

2 M sodium acetate (pH 4.2)를 1/10 volum을 첨가하고 chloroform을 혼합하

여 15 초간 얼음에 둔 후 12,000 X g로 4℃에서 15 분간 원심분리하여 상층

액을 새로운 시험관에 옮겨 동량의 isopropanol을 첨가하고 얼음에서 15 분간 

반응시켰고, 12,000xg에서 4℃로 15 분간 원심분리하여 pellet만을 0.8 ㎖ 

DEPC를 처리한 물에 녹인 75% 에탄올에 씻어준 후, 7,500 X g에서 원심분

리하여 RNA pellet을 얻었다. 이 RNA pellet을 speed vacuum에서 건조시켰

으며, DEPC-water에 녹여 -70℃에 보관하면서 cDNA 합성에 이용하였다.

  2) 쥐 조직에서 total RNA의 분리

  조직 100 ㎎당 0.5 ㎖의 GIT용액 (4 M guanidine thiocynate, 25 mM 

sodium citrate(pH. 7.0), 0.5% sarcosyl, 0.1 M 2-mercaptoethanol)을 첨가하

여 4℃에서 homogenizer(labware size 5. PYREX)로 조직을 파쇄한 후, 2 M 

sodium acetate(pH 4.0) 50 ㎕와 water-saturated phenol

(pH4.0) 0.5 ㎖을 첨가하여 30 초간 교반하였다. 그리고 난 후 chloroform 100 

㎕를 첨가하여 20 초간 교반하고 얼음에서 15 분간 반응시킨 후 4℃, 12,000 

X g으로 20 분간 원심 분리하여 상층액만을 새로운 시험관에 옮겼고 동량의 

isopropanol을 첨가해 -20℃에서 1 시간 이상 반응시켰다. 반응시킨 샘플을 4

℃에서 12,000 X g으로 20 분간 원심 분리하여 상층액을 버리고 -20℃에 보

관한 75% 에탄올 0.5 ㎖을 첨가하여 혼합하고, 4℃에서 7,500xg으로 5 분간 

원심 분리하여 모은 RNA pellet을 speed vacuum을 이용하여 건조시켰으며, 

이 pellet을 DEPC-water에 녹여 -20℃에 보관하면서 사용하였다.
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3) 암세포주 배양

  가) 대식세포주 RAW 264.7 (ATCC No, TIB71)

  10% Fetal bovine serum, 2 mM L-glutamine, 100 units/㎖ penicillin, 

그리고 100 ㎍/㎖ streptomycin이 함유된 DMEM(High- glucose)배지를 이

용하여 37℃ humidified 5% CO2 incubator에서 배양하였다. PC 12 세포는 

cell death, 신호전달 및 신경세포의 분화 등의 기작 연구에 폭넓게 사용되

는 세포로, 한국세포주은행에서(KCLB 21721) 분양 받아 10% fetal Bovine 

serum, 100 units/㎖ penicillin, 100 ㎍/㎖ streptomycin이 포함된 RPMI 1640 

배지를 이용하여 5% CO2 incubator에서 2∼3 일에 한번씩 배지를 교환하며 

배양하였다.

  나) SNU-484, 601, HeLa, A-549, OV-3(KCLB No. 00484, 00601, 10002, 

10185) 암세포주

  한국 세포주은행으로 분양 받았으며, NIH3T3 세포주는 코넬대학교 의과

대학으로부터 분양 받아 사용하였다. 암세포주는 한국 세포주은행의 배지 

조성에 따라 5% CO2 incubator에서 2∼3 일에 한번씩 배지를 교환하며 배

양하였고, NIH3T3 세포주는 10% calf serum, 100 units/㎖ penicillin, 그리

고 100 ㎍/㎖ streptomycin이 함유된 DMEM (High- glucose)배지를 이용

하여 37℃ humidified 5% CO2 incubator에서 배양하였다. 

 마. RT (Reverse Transcriptase) - PCR

   

  PC 12와 쥐의 뇌에서 추출한 RNA를 각각 2 ㎍를 사용하여 역전사 반응용

액 [2 mM dNTPS, 10 units RNase inhibitor, 1 ㎕ oligo-dT(100 pmol), 15 

units AMV reverse transcriptase]에서 역전사 반응을 하였다. 각각 얻어진 

sample의 cDNA를 primer (Table 1)를 제작하여  PCR(Alison M. Comer and 
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Hannah M. Gibbons, 1999; Alison M. Comer and Jianguo Qi, 1998)을 수행

한 후 PCR product는 1.2∼1.5% agarose gel에 전기영동한 후 

ethidium-bromide로 염색한 후 확인하였다.

 바.  DNA sequencing과 분석

  발현된 유전자를 확인하기 위해 pGEM T-easy (Promega)에 클로닝 하여 

클로닝된 vector를 T7 primer와 sp6 primer를 사용하여 염기서열을 분석하였

다. 염기서열 분석은 기초과학지원연구소 광주분소에 의뢰하여 수행하였다. 

Perkin elmer(USA)사의 Automatic DNA sequencer(모델명:ABI PRISM 377)

로 reading하여 염기서열 해석 소프트웨어 SequencerTM(Gene Codes Inc. 

USA)와 (Hitachi software engineering C0., Ltd. Japan)를 이용하여 해석하였

다.

 사. DNA Probe 제작

  DNA probe는 Random primed DNA labelling Kit (Boeheinger Mannheim 

Co.)를 이용하여 제작하였다.

 아. Northern blot hybridization

  2.2 M formaldehyde/ 1% agarose gel에 일정량의 total RNA samples을 

loading한 다음, 1 X MOPS buffer를 이용하여 70∼80 V로 3∼4 시간 

running 하였다. formaldehyde를 희석시키기 위하여 증류수에 gel을 20∼30 

분 담근 후 EtBr 용액에 30 분 정도 염색하였다. 탈색은 증류수에 3∼4 번 정

도 30 분 간격으로 세척한 후, 이 gel을 10 X SSC 용액으로 모세관 원리를 

이용한 transfer를 하였다. 2 X SSC로 간단히 세척하여 80℃로 열처리 후,  

Prehybridization buffer (10 ㎖ of deionised formamide, 1 ㎖ of 20% SDS, 4 

㎖ of 50% dextran sulfate, 1.16 g NaCl, 그리고 5 ㎖ DEPC-treated distilled 
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water)로 42℃에서 1 시간 반응 후 Prehybridization buffer와 salmon sperm 

DNA 그리고 〔α-32P〕-dCTP로 라벨된 probe를 이용하여 hybridization 반응

을 하룻밤 동안 처리한 후 2 X SSC로 세척하여 -70℃에서 Kodak X-ray 

film에 노출하여 현상 후 결과를 조사하였다.

 자. LPS와 C. militaris 추출물의 처리에 의한 IFN-γ Assay

  C. militaris 추출물과 LPS의 처리에 의한 IFN-γ의 생성을 알아보기 위하

여 PC 12 세포의 밀도가 60∼70 %에 달하면 각각 세포에 LPS(2 ㎍/㎖)와 C. 

militaris 추출물(3 ㎍/㎖)을 처리하여 시간별로(0, 1, 2, 3, 4 hr) 배양액을 얻

은 후, Bender Medsystems ELISA kit를 사용하여 지시 방법에 따라 수행하

였다.  

 

차. Chromosomal DNA 분리

  쥐의 꼬리를  1∼2 ㎝를 절단하여 1.5 ㎖ microcentrifuge tube에 넣은 다음 

0.7 ㎖의 용액(50 mM Tris, pH 8.0, 100 mM EDTA, 0.5％ SDS)를 더하고 

proteinase K(10 ㎎/㎖) 용액 35 ㎕를 첨가하였다. rocking platform(Clay 

Adams aliquot mixer)상에서 하룻밤 동안 55℃에서 배양시킨다. tube를 꺼내

서 0.7 ㎖의 phenol을 첨가하고 완전하게 상을 혼합하기 위해 tube를 닫고 3 

분 동안 강하게 교반하였다. 상을 분리하기 위해 3 분 동안 원심분리기에서 

원심분리하였다. 새로운 tube에 액체상을 옮긴 후 phenol/chloroform(1:1) 0.7 

㎖을 더하고 2 분간 강하게 교반하여 2 분 동안 원심분리하였다. 다시 상등액

을 1.5 ㎖ microcentrifuge tube에 옮긴 후 3 M sodium acetate(pH 6.0) 70 

㎕와 실온에서 보관된 100％ ethanol 0.7㎖를 첨가하였다. DNA pellet을 모으

기 위해 30 초 동안 원심분리하여 상등액을 제거하였다. 여기에 실온에 보관

된 70％ ethanol 1 ㎖를 가하여 DNA를 씻기 위해 강하게 vortex 하였다. 실

온에서 1 분 동안 원심분리기에서 원심분리하였다. 그리고 상등액을 제거하고 

DNA를 진공상태에서 간단하게 건조시킨다. tube에 TE용액(10 mM Tris, pH 
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8.0, 1 mM EDTA) 0.1 ㎖를 첨가하여 실온에서 하룻밤 동안 녹인 후 다음 실

험에 사용하였다.

 카. CAT assay를 위한 pCAT vector의 제작

  1) IGIF promoter 유전자의 클로닝과 pCAT vector의 제작

  C. militaris 추출물이 IGIF promoter 활성에 미치는 영향을 알아보기 위하

여 exon I과의 상위 부위와 exon II의 상위 부위(intron) 부위를 PCR을 수행

하여 증폭시킨 후, pGEM-T Easy cloning vector에 삽입하여 제한효소 sph I

과 pst I으로 pCAT vector와 함께 절단한 후 삽입하여 pCAT p1과 p2를 제

작하였다(Fig. 1)

 

  2) BDNF promoter 유전자의 클로닝과 pCAT vector의 제작

  BDNF의 promoter 부위를 클로닝하기 위해 chromosomal DNA를 주형으로 

각각의 primer를 이용하여 PCR를 수행하였으며 다음과 같은 primer를 사용하

여 PCR반응 혼합액 50 ㎕내에 10 X PCR 완충용액(500 mM KCl, 100 mM 

Tris-HCl pH 8.3, 15 mM MgCl2, 0.1% gelatin, 200 mM (dATP, dCTP, 

dTTP, dGTP)〕, primer(forward primer와 reverse primer) 각각 20 pmol, 

DNA주형 100 ng, adventage Taqpolymerase 5 unit, 멸균수를 잘 혼합하여 

Thermal cycler system 2400(Perkin-Elmer Cetus, Norwalk, CT)를 사용하여 

94℃에서 1 분, 58℃에서 2 분, 68℃에서 3 분 순으로 30 회 반복하여 수행하

였다. Exon I 5' 상위부위, Intron I 과 Exon II를 포함한 부위 그리고 이들을 

모두 포함한 부위를 얻어 pGEM T-easy vector에 클로닝 하여 CAT vector

의 적당한 제한효소를 사용하여 pCAT assay를 위한 vector를 제작하였다

(Fig. 2). 이들을 각각 pCAT m1.2, pCAT m3.4 그리고 pCAT m1.4로 명명하

였다. PCR을 수행하기 위한 primer는 다음과 같다.

  pCAT m1.4 

  sense; 5'TTGCGGCTTCAGTTCTCAAC3'

  antisense; 5'CGGTTTCTTCCACTTCCTTACG3' 



- 124-
- 124 -

  pCAT m1.2

  sense; 5'TTGCGGCTTCAGTTCTCAAC3'

  antisense; 5'GAGATTTCCCTGTCGCCA3'

 타.  세포내도입(transfection)과 CAT 정량 

  제한효소 절단부위를 포함한 promoter 부위의 유전자를 PCR를 수행하여 

증폭시킨다. 이들을 chloramphenicol acetyltransferase(CAT)을 갖는 

pCAT-promoter vector에 삽입시켜 재조합플라스미드를 만들어 CAT 유전자

가 발현되도록 하였다.  

  제조한 pCAT promoter vector를 Omega(Korea) maxiplasmid isolation kit

를 사용하여 정제하였다. 세포에 lipofectamine plus reagent를 이용하여 

transfection 시킨 후, 24 시간이 경과하고 C. militaris 추출물을 처리한 후 

5% CO2 배양기를 이용하여 37℃에서 24 시간 배양한 후, PBS buffer로 씻어

준 후, 동결과 해동을 3 번 반복 시켜 lysate를 만들고 4℃, 12,000×g에서 10 

분간 원심분리후 상등액만을 얻는다. CAT assay는 CAT ALISA 

kit(Boehringer mannheim)를 사용하여 측정하였으며 β-galactosidase assay를 

위하여 pCMV plasmid를 동시에 transfection하여 그 효율을 조절하였다. 

 파. IGIF 유전자의 발현여부 확인을 위한 Immunohistochemistry

  30 ㎛ 두께의 절편을 얻어  anti-rabbit primary antibody(1:25,000)를 하룻

밤 반응시킨 후 세척하였다. Biotinylated anti-rabbit secondary antibody를 이

용하여 1 시간 정도 반응시킨 후 Avidin-biotin complex Kit로 antigenic 

signal를 증폭시킨 후 0.05% 3,3‘-diaminobenzidine-tetrachloride(DAB)와 H2O2

로 처리하였다.

 하. Ligation and transformation
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  Ligation은 Promega Co.(USA)의 방법에 따라 수행하였다. ligation 반응액 

10 ㎕ 내에 fresh PCR product, 2×ligation 완충용액(250mM Tris-HCl pH 

7.8, 100 mM MgCl2, 20 mM DTT, 4 mM ATP) 1 ㎕, pGEM-T easy 

vector(25 ng/㎕) 1 ㎕, T4 DNA ligase(3.0 Weiss units) 1 ㎕, 멸균수를 첨가

한 후 잘 혼합하여 실온에서 1 시간 반응 후 혼합액을 형질전환 시켜 X-gal

과 IPTG가 포함된 LB 배지에 도말하고 얻어진 clone을 LB배지에 배양하여 

제한효소를 통해 확인하였다.

형질전환은 Hanahan(1985) 방법에 의하여 숙주인 E. coli DH5α를 사용하였

다. 적합세포(Competent cell)를 준비하기 위해 종 배양한 E. coli DH5α를새로

운 SOB 액체배지(2％ bacto tryptone, 0.5％ bacto yeast extract, 10 mM 

NaCl, 2.5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4, pH 6.8∼7.0) 30∼100 ㎖

/ℓ 플라스크에 접종하여 600 nm에서 OD가 0.3∼0.5가 될 때까지 37℃에서 

진탕 배양하였다. 배양액을 4℃에서 1,000 X g로 15 분 동안 원심 분리하여 

세포들을 모은 후 RF1 용액(100 mM KCl, 50 mM MnCl2․4H2O, 30 mM 

KOAc, 10 mM CaCl2․2H2O, 15％ glycerol, pH 5.8)의 1/3에 현탁 시키고 15 

분 동안 얼음에 정치한 후 다시 4℃에서 1,000 X g로 15 분 동안 원심 분리

하였다. 침전물에 RF2 용액(10mM MOPS, 10 mM KCl, 75 mM CaCl2․

2H2O, 15％ glycerol, pH 6.8)의 1/12.5로 현탁시켜 15 분 동안 얼음에 정치한 

후 1.5㎖ microfuge tube에 적당량을 분주한 후 액체질소나 dry ice/ethanol에

서 신속하게 얼린 다음 -70℃에 보관하면서 형질전환에 사용하였다.

Ligation 혼합액 10 ㎕와 적합세포 100 ㎕를 혼합하여 잘 섞은 후 30 분 동안 

얼음에 정치하고 42℃에서 90 초 동안 heat shock 하였다. 곧바로 2∼3 분 동

안 얼음에 방치한 후 세포벽의 재생을 위하여 LB 액체배지 800 ㎕를 가하여 

수평으로 37℃에서 1 시간 동안 225 rpm으로 진탕 배양하였다. 배양한 세포

를 50 ㎍/㎖ ampicillin, 50 ㎍/㎖ kanamycin과 X-gal (40 ㎎/㎖) 40 ㎕, 

IPTG(100 mM) 40 ㎕가 함유된 LB 고체배지에 도말 하여 37℃에서 하룻밤 

동안 배양하여 흰색 집락을 선발하였다.

  형질전환체를 확인하기 위하여 선별한 흰색 집락을 50 ㎍/㎖ ampicillin, 50 

㎍/㎖ kanamycin이 함유된 LB 액체배지에 37℃에서 하룻밤 동안 배양한 후 
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배양액 1.5 ㎖을 집균하여 alkaline lysis 방법(Maniatis et al, 1989)에 의하여 

재조합 플라스미드 DNA를 분리하였다. vector에 삽입된 DNA가 정확히 삽입 

되었는지의 여부를 확인하기 위하여 제한효소 EcoRⅠ으로 절단한 후 이것을 

EtBr가 함유된 1.2％ agarose gel에 전기영동 시킨 후 자외선을 조사하여 관

찰하였다.

2. 결과 및 고찰

 가.  C. militaris 추출물과 LPS를 처리한 생쥐의 뇌와 간에서 IGIF와 BDNF 유

전자의 발현

  

  20∼30 g의 생쥐를 이용하여 복강과 경구를 통해 saline을 처리하여 대조군

으로 사용하기 위해 4 시간 후, total RNA를 추출하였고  C. militaris(10 ㎎/

㎏) ethanol  추출물과 LPS(10 ㎎/㎏)를 투여하여 4시간과 8 시간 그리고 2 시

간, 4 시간, 8 시간, 24 시간이 각각 경과 후, 뇌와 간을 적출하여 Total RNA

를 분리하였다. 분리된 total RNA(5 ㎍)을 역전사효소를 이용하여(2 mM 

dNTPS, 15 units RNase inhibitor, 1 ㎍ of oligo(dT), 200 units의 M-MLV Reverse 

transcriptase 또는 15 units의 AMV reverse transcriptase) cDNA를 합성한 후, 생

쥐 특이적인 IGIF primer를 사용하여 RT-PCR를 수행하였다. 그 결과, 복강에 

투여한 생쥐의 뇌에서는 C. militaris 추출물을 처리한지 4 시간 후에 IGIF의 

발현이 비처리(saline 투여)생쥐와 LPS투여 생쥐보다 강하게 나타났음을 확인

하였고(Fig. 3A), 간에서는 LPS와 C. militaris 추출물을 처리한 4 시간과 8 

시간 후 IGIF가 모두 강하게 발현됨을 확인하였다(Fig. 3B). 또한 C. militaris 

추출물을 경구 투여한 생쥐의 뇌에서는 4 시간과 8 시간 후에 IGIF의 발현이 

강하게 유도되었다(Fig. 4). 

  Okamura 등(1995)15)은  생쥐에 bacterium P. acnes 와 LPS를 처리하여 간

에서 새로운 cytokine인 IGIF를 분리하였는데 이는 비장에서 NK 활성을 가지

고 있었다. 또한 그 유전자는 192 개의 아미노산 전구체를 암호화하고 있으며 

157 개의 성숙 단백질을 암호화하였다고 보고하였다. IGIF는 IL-12와 함께 



- 127-
- 127 -

Kupffer 세포에서 발견되었고 marcrophage를 활성화시킨다. 재조합 IGIF 단

백질은 IL-12보다 IFN-γ를 더욱더 강하게 유도 시켰으며 이로 인해 발현 경

로를 분리할 수 있었다. IGIF는 Th1 세포의 분화에 관여하며 조직상해와 염

증 반응에 관여한다고 보고하였다. 최근에는 IFN-γ의 생성기작을 Th1 단위체

의 분화와 NK 세포들의 세포독성에 관련이 있다고 보고하였으며, 쥐의 IGIF 

cDNA를 probe로 사용하여 정상인간의 간의 cDNA library로부터 인간의 

IGIF cDNA를 클로닝 하였다. 인간의 cDNA로부터 아미노산 서열을 추론한 

결과 193 개의 전구체로 구성되어져 있으며 mouse IGIF와 65%의 상동성을 

지니고 있었다. 이는 IL-1과 유사한 서열을 보였고 클로닝된 cDNA를 E. coli

에서 발현하여 생물학적 활성을 갖는 재조합 단백질을 만들어 그 기능을 연구

한 결과 재조합 단백질은 NK 세포들의 세포독성을 증가시키고 항원촉진 된 

PBMC(peripheral blood mononuclear cells)에 의해 IFN-γ를 유도하였다고 보

고하였다. 

  본 실험에서는 Conti 등(1997)3)이 보고한 LPS투여 생쥐의 부신피질에서 

IGIF가 강하게 발현유도된 결과와 동일하게 LPS와 C. militaris투여 생쥐 모

두 강하게 발현 유도됨을 확인하였다. 그러나 Conti 등의(1997)
3)
 신경조직에서

의 발현유도 증가가 없음을 보고한 결과와 다르게 본 실험에서는 C. militaris 

추출물이 생쥐의 뇌에서 IGIF의 발현유도를 증가시킴을 확인하였다. 이는 

IGIF의 중요한 기능으로 IFN-γ를 유도함으로써 결과적으로 염증성, 항바이러

스, 항스트레스 등에 중요한 역할을 한다. 따라서 C. militaris 추출물이 생체

의 면역작용에 효과가 있음을 확인 할 수 있었다. IGIF 발견된 지 8 년이 지

난 지금도 그 특성 분석이 되지 않고 있으며 Jakubs(2000)
7)
이 보고한 IGIF의 

효과는 최근 그 연구가 다양해지고 있다. 특히 암치료를 위한 유전자 치료법

에 대해 그 가능성이 강하게 제시되고 있어 IGIF의 발현유도를 증가시키는 C. 

militaris는 이런 관점에서도 그 중요성이 크다고 사료되며 앞으로 성분분석을 

통한 추가적인 연구가 수행되어져야 할 것이다.    

  위와 동일한 방법으로 LPS나 C. militaris 추출물을 생쥐에 주사하여 

BDNF의 발현양상을 분석하기 위해 실시하였으며, 그 결과 뇌에서는 LPS처리 

4 시간과 8 시간 후, 발현양이 증가하였으며,  C. militaris 추출물은 8 시간 



- 128-
- 128 -

후에 발현양이 가장 증가함을 확인하였다. 또한 간에서도 발현이 증가함을 확

인하였으며 특히 C. militaris는 처리 후 4 시간 후에 가장 강하게 발현이 유

도됨을 확인하였다(Fig. 5). 

  BDNF, NGF, 그리고 NT-3은 모두 뇌에서 발현되어지는데 그들 mRNA의 

가장 높은 수준들은 해마(hipocapus)내에서 발견되고 이 해마는 그 인자들이 

아직까지 명백하게 분배되어 있지 않지만 서로 중복되어 신경세포에서 발현된

다고 보고하였다. 또한 BDNF mRNA는 어떤 성체의 비 신경세포 조직에서도 

발현된다. 본 실험 결과에서도 BDNF의 발현이 뇌에서 유도되었고 비 신경세

포 조직인 간에서도 발현이 유도됨을 확인 할 수 있었다. Kainic acid 주입 후 

또는 치상회문(dentate gyrus hilus)의 전기적 자극에 의해 해마, 편도

(amygdala), 신피질(neocortex)에서 NGF나 BDNF mRNA가 증가된다고 보고

한 것과 같이 BDNF발현이 LPS나C.militaris 추출물에 의해 유도 될 수 있음

을 확인 할 수 있었다. Lindvall 등(1992)
9)
에 의하면, BDNF mRNA는 칼슘이

온에 영향을 받으며 BDNF mRNA는 알츠하이머병이 있는 개인에게서는 감소

되어지며 이는 BDNF의 수준이 알츠하이머병에 영향을 끼친다는 것으로 생각

된다고 보고하였다. 또한 BDNF는 척추동물의 신경시스템내의 신경세포의 특

정부분의 신경세포들의 생존를 도와 주며 상해에 의해 보호 역할을 한다고 보

고하였고 수용성 forskolin에 의해 rat의 뇌에서 adenylyl cyclase를 자극하여 

BDNF와 TrkB의 발현을 조절함을 보고하였다. 따라서 본 실험에서는 C. 

militaris 추출물이 뇌에서도 BDNF를 발현유도 하는 것으로 보아 AD나 특정 

신경세포들의 생존을 보호하고 퇴행성 뇌질환에 대한 예방 및 치료효과를 나

타낼 것으로 추론된다.  

 나. C. militaris 추출물과 LPS를 처리한 쥐뇌의 각 부위와 신장에서의 IGIF유

전자의 발현

  뇌에서의 IGIF의 발현을 확인한 후, 뇌의 주요 발현 부위를 확인하기 위하

여 Toxic shock인 LPS(10 ㎎/㎏)와 C. militaris 추출물을(20 ㎎/㎏) 쥐의 복

강을 통해 주입한 후, 4 시간이 경과한 다음 뇌의 전뇌, 중뇌, 후뇌, 소뇌 부위
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를 적출하여 Total RNA를 분리하였다. 각각의 분리된 Total RNA(2 ㎍)를 역

전사효소를 사용하여(2 mM dNTPS, 15 units RNase inhibitor, 1 ㎍ of oligo dT, 5 

units of AMV reverse transcriptase) cDNA를 합성하고 쥐의 IGIF에 대한 특이

적인 primer를 사용하여(94℃에서 1 분, 56℃에서 1 분 30 초, 72℃에서 1 분 

30 초, 35 cycle) RT-PCR를 수행하였다. 수행한 결과 뇌의 모든 부위에서 

IGIF가 발현함을 확인하였다(Fig. 6). 쥐의 뇌와 신장에서는 C. militaris 추출

물과 LPS를 처리한 4 시간 후 유전자의 발현이 관찰되었으며 같은 쥐의 뇌에

서는 IGIF의 발현 유도가 강하게 나타났다. 또한 8 시간 처리한 후 IGIF의 발

현유도는 뇌와 신장에서 모두 발현되었으며 특히, C. militaris 추출물을 처리

한 뇌에서 강하게 나타났음을 확인하였다(Fig. 6). Conti 등은(1997)
3)
 IGIF가 

rat의 부신피질에서 reserpine을 처리하여 발현함을 보고하였고, 

granulocyte-macrophage-CSF를 생산하는 반면 IL-10을 감소시킨다고 보고하

였으며 또한 IGIF의 mRNA 발현의 영향으로 cold stress가 강하게 IGIF의 유

전자 발현이 유도되었고 in situ hybridization을 통해 부신피질의 zona 

reticularis와 fasciculata 부위에서 발현됨을 보고하였다. 또한 각종 스트레스

에 의한 신경계에서는 그 발현의 변화가 없음을 보고하였다. 그러나 본 실험

에서는  C. militaris 추출물이 뇌에서도 IGIF의 발현을 유도 할 수 있음을 확

인하여 신경계에서는 발현증가가 없었다는 위의 보고와 다른 새로운 결과를 

확인 할 수 있었다.

  또한 위와 동일한 방법으로 신장에서도 IGIF가 발현 유도됨을 확인 할 수 

있었으며 특히, 뇌와 신장 모두 LPS와 C. militaris 추출물을 동시에 처리한 4 

시간 후에서 IGIF의 발현유도가 강하게 증가함을 확인하였다. 이는 LPS와 C. 

militaris를 각각 처리한 것보다 강하게 유도됨으로 시너지 효과를 나타냄을 

확인 할 수 있었다(Fig. 7). 이는 Okamura 등(1995)15)은 P. acnes가 감염된 

생쥐에 LPS를 처리하여 간에서 새로운 cytokine인 IGIF를 분리하였는데 이는 

비장에서 NK세포 활성을 가지고 있었다는 보고와 동일하게 신장에서도 IGIF

가 발현되었으며 1999년 KIM8) 등이 다양한 세포주에서 IGIF가 발현된다는 

보고와 동일하게 생체내의 여러 부위에서 IGIF가 발현될 수 있음을 확인 할 

수 있었다.
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 다.  C. militaris 추출 방법에 따른 IGIF 유전자의 발현

  일반적으로 C. militaris는 현재 인간이 복용하는 방법으로 고압에서 물로 

추출하는 방법과 술로 만드는 방법이 널리 알려져 있다. 따라서 추출 방법에 

따른 IGIF의 발현 효과를 알아보기 위하여 C. militaris를 물로 중탕한 것과 

ethanol로 추출하여 쥐에 복강 주사하여 RT-PCR를 수행하였다. 복강 주사한 

양은 각각 30 ㎎/㎏을 투여하여 2 시간, 4 시간, 8 시간 후, 뇌를 적출하여 

total RNA를 추출한 후 RT-PCR를 같은 방법으로 수행하였다. 그 결과 두 

가지 경우 모두 비슷한 발현 양이 발현함을 알 수 있었으나 ethanol을 이용하

여 추출한 C. militaris는  8 시간 후에도 발현효과가 지속됨을 확인하였으며 

이는 효과를 지속시킬 수 있는 성분이 ethanol로 인해 추출될 수 있음을 보여

주었다(Fig. 8).

 라. LPS와 C. militaris 추출물을 처리한 PC12 세포에서의  IGIF와 IFN-γ유전

자의 발현

  PC 12 세포에서의 IGIF와 IFN-γ의 발현 영향을 알아보기 위해 PC 12 세

포들이 배양용기에 70∼80% 밀도로 자랐을 때 LPS(2 ㎍/㎖)와 C. militaris 

추출물(3 ㎍/㎖)을 처리하고 2 시간, 4 시간, 8 시간 후 세포를 얻은 후, Total 

RNA를 분리하고 전술한 바와 같은 방법으로  RT-PCR을 수행하였다. 그 결

과 PC 12 세포에서도 LPS와 C. militaris 추출물을 처리한 세포 모두 IGIF가 

발현이 증가하였으며 IFN-γ의 발현도 증가함을 확인하였다(Fig. 9). Masahide 

등(1997)13)은 거식세포주인 raw 264.7 세포에서 LPS를 처리한 결과 IGIF의 

발현이 증가함을 보고하였다. 또한 Charles(1999)
4)
는 IGIF가 IL-1과 유사하며 

T-cell을 활성화하여 IGIF의 T-cell_helper type 1(Th1) 반응에서 가장 중요

한 역할을 하며 이는 T cell과 NK세포에서 IFN-γ를 유도한다고 보고하였다. 

또한 IGIF 결손 쥐에서는 IL-12의 존재에도 불구하고 IFN-γ가 억제되었으며 

IL-1β와 유사성을 지닌다고 보고하였다. 쥐의 IGIF cDNA를 probe로 사용하
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여 정상인간의 간의 cDNA library로부터 인간의 IGIF cDNA를 클로닝 하였

다. 이는 IL-1과 유사한 서열을 보였고 클로닝된 cDNA를 E. coli에서 발현하

여 생물학적 활성을 갖는 재조합 단백질을 만들어 그 기능을 연구한 결과 재

조합 단백질은 NK 세포들의 세포독성을 증가시키고 항원촉진된 PBMC에 의

해 IFN-γ를 유도하였다고 보고하였다. 따라서 본 실험에서도 위의 보고에서

와 동일하게 LPS와 C. militaris 추출물이   IGIF의 발현을 유도함을 확인 할 

수 있었다. 특히 LPS투여 4 시간, C. militaris 투여 2 시간, reserpine 투여 2 

시간 후에 IGIF가 강하게 발현유도 되었으며 IFN-γ는 LPS, C. militaris, 

reserpine 처리 4 시간 후에 모두 강한 발현을 보였다. Conti 등(1997)3)이 

reserpine을 처리한 쥐의 부신피질에서의 IGIF의 발현 증가 보고와 동일하게 

PC 12세포에서도 IGIF가 reserpine뿐만이 아니라 C. militaris추출물도 IGIF를 

유도함이 확인되었다.

 마. IGIF와 BDNF 유전자의 클로닝 및 염기 서열 분석 

  생쥐를 LPS와 C. militaris 추출물로 처리한 후 Total RNA를 분리하고 합

성된 cDNA를 이용하여 발현된 IGIF와 BDNF 유전자를 확인하기 위해 

pGEM T-easy 클로닝 vector에 삽입하여 각각 pIGIF와 pBDNF로 명명하고 

제한효소를 처리하여 클로닝 여부를 확인하였으며(Fig. 10A) 염기 서열을 각

각 분석ㆍ비교하였다. 그 결과, 뇌에서 발현된 IGIF 유전자는 Conti 등(1997)3)

이 쥐의 IL-18을 분리하여 쥐의 IL-18과 비교하여 약 91%의 아미노산 서열

의 상동성을 가지고 있고 194 개의 아미노산으로 이루어 졌다는 보고와 동일

함을 확인하였다. 또한 Shimpei 등(1996)19)은 인간의 IGIF유전자를 클로닝하

여 아미노산 서열이 193 개의 전구체 단백질로서 생쥐 IGIF cDNA와 65%의 

상동성이 있음을 보고하였다. 지금까지 생쥐의 뇌에서의 IGIF 유전자는 염기

서열이 알려지지 않았으나 본 실험을 통하여 뇌의 IGIF 유전자도 간이나 부

신피질에서 발견된 유전자와 그 서열이 동일함을 확인하였다. 그러나 아직까

지 뇌에서의 IGIF 기능에 대한 구체적인 연구는 수행되지 못하고 있어 더욱

더 많은 연구가 요구된다.
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  RT-PCR을 통한 BDNF 유전자를 클로닝 vector에 삽입한 후 제한효소처리

를 통해 클로닝 여부를 확인하고(Fig. 10B) 이는 1989년 Leibrock 등이 돼지 

genome 주형과 돼지 뇌의 상구 (superior colliculus)에서 얻어진 cDNA 주형

을 이용하여 중합연쇄반응(PCR)을 실시한 결과 cDNA clone이 분리되고 서열

이 결정되었는데 이것은 BDNF가 252 개 아미노산 잔기의 전구체 단백질을 

만드는 즉, intron이 없는 open reading frame(ORF)에 의해 암호화된다는 것

을 보고한 결과와 일치함을 확인할 수 있었다.

  재조합 플라스미드 DNA인 pBDNF를 Plasmid mini kit(Bioneer)를 이용하

여 정제한 뒤 DNA 염기서열을 분석하였다. 그 결과, 1991 년에 Maisonpierre 

등은 인간과 쥐 BDNF의 게놈과 cDNA clone의 염기서열과 아미노산 서열이 

이전에 보고된 돼지(Leibrock et al, 1989)와 생쥐 (Hofer et al, 1990) cDNA

의 서열을 비교한 결과 매우 유사하다는 것을 보고하였다. 생쥐의 개시 코돈

(ATG)과 종결 코돈(TAG)까지 750 bp의 BDNF 유전자 염기서열을 보여주는

데 , 250 개의 아미노산 서열을 갖는 BDNF 유전자를 생쥐와 비교한 결과 

100％의 상동성을 보였다.  

 바. PC 12 세포에서 발현되는 IGIF와 IGIF Isoform 유전자의 클로닝 및 염기 

서열분석

  Conti 등(1996)3)은 쥐에서 reserpine을 처리하여 부신피질에서 differential 

display방법을 이용해서 생쥐와 염기서열 및 아미노산서열이 91%의 상동성을 

갖는 IGIF 유전자를 밝혀냈으며, RT-PCR 결과 두 가지의 유전자 밴드가 발

현됨을 보고하였다.  그 중 긴 유전자 서열은 쥐와 91% 상동성을 나타냈고 

194 개의 아미노산을 암호화하고 있었으며 아미노산 8 번과 64 번에 mouse에

는 존재하지 않은 glycine과 proline이 각각 첨가되어짐을 확인하였다. 짧은 

유전자 서열은 57 개의 염기 서열이 결손 되어졌으며 이는 359 번째와 360 번

째의 염기서열 AG코돈 뒤에 361 번에서 417 번의 서열이 잘려 나가고 바로 

418 번째 염기 서열이 존재한다고 예측하였다. 이로써 아미노산 서열이 

Phe119-Glu120-Glu121에서 Phe119-Glu120-Lys121의 순으로 전환됨을 보고하였다. 
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본 실험에서도 여러 가지의 IGIF 특이적인 primer를 조합하여 RT-PCR을 수

행한 결과 위의 보고와 같이 희미한 짧은 유전자 밴드가 있음을 확인하였고 

클로닝 vector에 삽입하여 pIGIFiso로 명명하고(Fig. 11) 염기서열을 분석하였

다(Fig. 12). 그 결과, PC 12 세포에서도 57 개의 염기 서열이 결손 되어져 있

고 2 개의 염기가 변환되어져 있음을 확인하였다. 이로서 아미노산 서열도 변

환되어 있음을 확인하였으며(Fig. 13) isoform이 존재함을 확인하였다. Pierre 

등(2000)
16)
은 NGF의 receptor인 TrkA의 isoform인 6 개의 아미노산이 첨가된 

TrkAⅡ를 발견하여 보고하였는데 rat에서는 TrkAⅡ가 뇌의 모든 부분에서 

발현되었으나 사람의 뇌에서는 조직특이적으로 발현함을 보고하였고 특히 알

츠하이머 환자의 뇌에서는 발현양이 감소함을 확인하였다. 따라서 이러한 

isoform이 뇌에서 중요한 역할을 하고 있음을 제시하였다. 그러나 아직까지 

IGIF의 isoform이 생체내에서만 알려져 있어 이에 대한 기능연구가 수행되어

지지 못하고 있다. 따라서 본 실험에서는 이러한 어려움을 해결하고자 PC 12 

세포에서 isoform을 클로닝 함으로써 그 기능 연구가 용이해 졌다. 나아가서 

IGIF 유전자를 발현 vector에 클로닝하여 재조합 단백질을 만들어 단백질 구

조를 분석하고 receptor와의 결합여부 그리고 IGIF의 중요한 기능인 IFN-γ를 

유도하는지 등의 연구가 실행되어야 할 것이다.   

 사. PC 12 세포에서의 INF-γ의 활성 측정

  PC 12 세포가 60∼70%의 밀도로 자랄 때까지 배양한 후 세포에 C. 

militaris 추출물과 LPS를 처리한 후 배양액을 획득하여 각각의 시간대 별로 

IFN-γ의 생물학적 활성을  ELISA kit를 사용하여 측정하였다. 그 결과, PC 

12 세포에서는 LPS와 C. militaris 추출물을 처리한 세포 모두 반응시간이 경

과함에 따라 발현양이 증가함을 보였고 앞에서의 RT-PCR의 결과와 동일하

게 LPS가 더 높은 IFN-γ의 발현유도를 보였으나 이는  C. militaris의 추출액

이 crude한 상태이므로 발현유도물질의 양이 상대적으로 너무 적었기 때문이

라 사료된다. 이러한 IFN-γ의 발현은 Junming 등과의 결과와도 동일한데 그

는 human peripheral blood mononuclear cell(PBMC)에서 LPS와 
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phytohemagglutinin(PHA)가 IFN-γ를 유도함을 보고하였고, 낮은 농도의 

LPS(0.1 ㎍/㎖)에서 IL-2를 전처리 한 결과 IFN-γ의 발현양이 증가함을 보고

하였다. 

Peritoneal exudate cell(PEC)에서도 LPS와 interleukin-2의 처리한 결과 유사

함을 확인하였다. Yong Gu 등(1997)23)은 interleukine-1β converting 

enzyme(ICE)이 IGIF의 전구체 단백질을 절단하여 활성화시킴을 ICE 결손 

Kupffer cell에서 밝혀 보고하였다. 또한 ICE와 IGIF를 동시에 세포에 처리함

으로서 IFN-γ의 유도가 증가하였음을 보고하였다. Shimpei 등(1997)19)은 인간

의 IGIF cDNA를 클로닝 하였으며 발현 vector를 이용하여 재조합 단백질을 

생산하였으며 이는 PBMC 세포에서 IFN-γ를 유도함을 보고하였다. IGIF와 

IL-1β는 모두 비활성 전구체로 합성되어지고 signal peptide를 지니고 있지 않

으며 IL-1β-converting enzyme(ICE, caspase-1)에 의해 성숙 단백질로 변환

되어진다(Fig. 14).

 아. Northern blot analysis

  쥐에 C. militaris 추출물과 LPS를 처리하고 각각 4 시간, 8 시간 후에 뇌와 

간을 절취하여 total RNA를 Trizol reagent (Lifetechnologies, USA)를 사용하여 

지시한 방법에 따라 분리하였다. Total RNA를 20 ㎍을 formaldehyde agarose 

젤 전기영동(Fig. 15)하여 확인한 후 pBDNF에 클로닝된 BDNF cDNA를 

probe로 이용하여 Northern blotting을 수행하였다. 그 결과 쥐의 뇌에서는  

C. militaris 추출물을 8 시간 처리한 BDNF mRNA의 양이 가장 증가함을 보

여주었고 (Fig. 15), 간에서는  LPS를 투여한지 8 시간에서 C. militaris 추출

물을 처리한지 4 시간과 8 시간에서 발현이 증가함을 확인하였다. 이는 앞에

서 수행하였던 RT-PCR의 결과와 동일함을 보여 주었고 또한 raw 264.7 세포

와 쥐의 각 조직에서 toxic drug를 처리하여 IGIF mRNA양의 증가를 보고한 

Masahide 등(1997)13)과 Conti 등(1997)3)의 결과와 유사함을 확인 할 수 있었

다. 두 개의 RNA 전사체인 1.5 kb 크기가 확인되었으며 뇌에서 BDNF 유전

자 발현체인 BDNF mRNA 생성을 감지할 수 있었다. 1.5 kb 크기의 전사체
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를 확인하였으며, 또한 성체 쥐 뇌의 전 부위에서 BDNF mRNA 전사체의 분

배를 실험한 결과 해마에서 매우 높은 수준으로 발현되었으며 다음은 피질, 

소뇌 순으로 발현되었음을 보고하였다. 1992 년 Lindvall9) 등에 의하면, BDNF 

mRNA는 칼슘이온에 영향을 받으며 BDNF mRNA는 알츠하이머병이 있는 

개인에게서는 감소되어지며 이는 BDNF의 수준이 알츠하이머병에 영향을 끼

친다고 보고하였다. 또한 BDNF는 척추동물의 신경시스템내의 신경세포의 특

정부분의 신경세포들의 생존을 도와주며 상해에 의해 보호 역할을 한다고 보

고함에 따라 본 실험의 결과로 C. militaris 추출물이 이러한 BDNF의 발현을 

증가함에 따라 C. militaris의 이용이 질병의 예방과 치료에 응용될 수 있음을 

확인하였다.

 자. Immunohistochemistry

뇌에서 30 ㎛ 두께의 절편을 얻어 anti-rabbit primary antibody(1:25,000) 하

룻밤동안 반응시킨 후 세척하였다.  Biotinylated anti-rabbit secondary 

antibody를 이용하여 1 시간정도 반응시킨 후 Avidin-biotin complex Kit로 

antigenic signal를 증폭시킨 후 0.05% 3,3‘-diaminobenzidine-tetrachloride 

(DAB)와 H2O2로 처리한 후 발색하여 LPS와 C. militaris 추출물을 처리한 쥐

의 뇌에서 IGIF의 발현 여부와 발현 양상을 비교하였다. 그 결과, C. militaris 

추출물이 뇌에서 IGIF의 발현을 유도하며 뇌 전체 부위에서 IGIF가 발현되고 

있음을 확인하였다. 특히 소뇌의 Purkinje 세포에서 IGIF의 발현이 뚜렷이 증

가되고 있음을 확인하였다(Fig. 16). 소뇌의 Purkinje 세포는 신경세포에서 중

요한 역할을 하고 있으며 특히 소뇌는 운동신경과 밀접한 관련이 있음이 알려

져 있다. 운동적응의 관점에서 소뇌는 구심성 신호와 원심성 신호를 모두 받

아 서로 비교하여 신호의 차이를 산출하고 다시 이를 대뇌의 운동령으로 전달

함으로써 반사운동과 수의적 근운동을 면밀히 조정하는데  Purkinje 세포가 

매우 밀접한 관계를 갖는다. 즉 Purkinje 세포는 새롭게 행한 운동에서 근육과 

관절의 고유수용기로부터 feedback 신호를 받게 되고 이것을 원래 원했던 운

동과 비교해서 신호차이를 대뇌피질의 운동령으로 전달하여 학습기능을 수행
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하게 된다. 또한 Purkinje 세포는 소뇌 피질중 Purkinje 세포층을 구성하는 세

포이다. 크기는 약 50∼80 ㎛정도이며, 중추신경계에서 1.5 X 107 개가 있다. 

세포가 나무모양으로 축색돌기는 나무가지같이 소뇌피질의 제일 바깥층인 분

자층으로 뻗어있다. large primary dendrite, secondary dendritic branches, 

tertiary dendritic branches로 분지되면서 다른 세포들과의 시냅스 면적을 넓

힌다. 모든 Purkinje 세포는 그 표적세포에게 시냅스 후 억제를 유도한다. 

Purkinje  축색종말에서 방출되는 전달물질이 억제성 아미노산 전달물질인 

GABA라는 강력한 증거가 있다. 본 실험에서는 IGIF가 Purkinje 세포에서 강

력하게 유도되는 것으로 보아 IGIF가 운동신경에도 연관이 있을 수 있으며 

특히 PD에서 나타나는 운동마비와도 연관이 있을 것으로 사료된다. 하지만 

현재까지 IGIF의 기능 연구가 대단히 미진한 실정이며 특히 뇌에서의 IGIF의 

연구는 아직까지 전무한 실정이므로 본 실험을 통하여 뇌에서의 IGIF의 발현 

연구의 기초가 될 수 있다고 생각된다.

 차. IGIF 유전자의 promoter 부위의 cloning 및 CAT assay

  본 연구에서는 C. militaris 추출물이 IGIF promoter 활성에 미치는 영향을 

알아보기 위하여 exon I의 5'상위 부위와 exon II의 상위 부위(intron) 즉 

intron Ⅰ부위를 PCR을 수행하여 증폭시킨 후 pGEM-T Easy cloning vector

에 삽입 한 후 제한효소 sph I과 pst I으로 pCAT vector와 함께 절단한 후 

삽입하여 pCAT p1과 p2를 제작하였다. 또한 pCAT p1과 p2를 DH5α에 형질

전환 시킨 후 200 ㎖의 LB배지에 배양하고 maxiplasmid kit(Omega, korea)을 

이용하여 pCAT p1과 p2를 순수분리 하였고 제한효소로 절단하여 클로닝 여

부를 확인하였다(Fig. 17).  RAW 264.7 세포가 60%의 밀도로 자랐을 때 

lipofectamine과 vector DNA를 serum free medium인 optimem 배지에 혼합

한 후 세포에 transfection시켰다. Transfection시킨 후 5 시간 후에 혈청을 첨

가하고 24 시간 후에 LPS(3 ㎍/㎖)와 C. militaris(5 ㎍/㎖)의 추출물을 처리

하고 24 시간 후에 세포를 수확한 후 lysis 완충용액에 30 분 동안 반응 후 

원심분리하여 얻은 상층액을 사용하여 CAT assay를 수행하였다. CAT assay
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는 Boehringer Mannheim Biochemica(Germany) ELISA kit를 사용하였으며 

실험방법은 지시방법에 준하여 실시하였고 pCMVβ-gal plasmid를 동시에 

transfection시키고 β-galactosidase assay를 수행하여 transfection 효율을 평

준화하였다. 그 결과 pCAT p1 promoter는 LPS와 C. militaris 추출물을 처리

한 세포에서 활성이 높게 나왔으며 특히, C. militaris추출물을 처리한 

promoter의 활성이 강하게 나타남을 확인하였다. 또한 pCAT p2에서는 약간

의 활성이 증가함을 확인하였다. Kim 등(1999)
8)
은 Exon Ⅰ 5' 상위부위와 

ExonⅡ 5' 상위부위를 클로닝하여 raw 264.7 세포에 transfection 시킨 후 

LPS를 처리한 결과 promoter의 활성이 증가하였으며 Exon Ⅰ상위부위에 

IFN consensus sequence binding protein site가 -39에서 -13부위에 존재함을 

보고하였다. 또한 이 부위를 인위적으로 제작하여 gel shift assay를 수행한 

결과 LPS를 처리한 세포에서 결합체가 증가하였다. 본 실험 결과에서도 LPS

를 처리한 promoter의 활성이 동일한 결과를 나타냈으며 특히, C. militaris를 

처리한 promoter의 활성은 LPS의 활성보다 더 강함을 확인하였다(Fig. 18). 

따라서 C. militaris 추출물이 IGIF의 promoter 활성에 관여하며 IFN 

consensus sequence binding protein site에 결합함을 추측 할 수 있다. 보고

된 LPS 처리 결과와 비슷한 양상을 보였으며 C. militaris 는 pCAT p1 

promoter에서 높은 활성을 보임을 확인하였다. 더 나아가 IGIF 결합 receptor

와의 반응 여부 등을 조사하여 C. militaris 추출물이 IGIF 발현유도를 일으키

는 기작을 밝혀내야 할 것으로 사료된다.

 카. BDNF 유전자의 promoter부위의 cloning 및 CAT assay

 

  C. militaris 추출물이 BDNF promoter의 활성에 미치는 영향을 연구하기 

위해 exon I 5' flanking 부위와 exon I과 II 사이의 intron을 포함하는 유전자

를 PCR 기법을 이용하여 pGEM T-easy vector에 클로닝하고, exon I의 5‘ 

flanking 부위를 클로닝 하였으며, intron과 exon I을 포함하는 promoter를 클

로닝하여 각각 제한효소를 이용하여 pCAT basic백터에 클로링하여 제한효소

로 확인한 후(Fig. 17), transfection시켜 CAT assay를 통하여 promoter의 활
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성을 측정하였다. 그 결과 exon I의 5’ flanking 부위를 포함한 부위에서 가장 

강한 활성을 보였으며 Exon I과 Intron I을 모두 포함하는 promoter의 활성은 

Exon I의 5‘ 상위부위에서보다 활성이 다소 낮아짐을 확인하였다. BDNF 유

전자의 promoter가 4 개로 구성되어 있으며 그들 중 2 개는 신경조직 특이성

을 가지며 나머지 두 개의 promoter는 비 신경조직 특이성을 가지고 있다고 

보고하였다. 따라서 본 연구는 뇌에서의 발현을 분석하기 위하여 신경조직 특

이성을 가지는 promoter를 클로닝 하였으며 이를 neuroblastoma cell인 

SK-N-BE(2)C를 배양하여 사용하였다. Exon Ⅰ의 5’ 상위부위의 활성이 높음

을 확인하였다. 그의 결과를 보면 Exon Ⅰ과 Ⅱ의 5’ 상위부위를 분리하여 염

기서열을 분석하였으며 쥐와 비교할 때 그 서열이 유사하였다. 각각의 비 암

호화 부위가 500 bp정도이며 쥐와 생쥐의 상동성이 93%였다. 두 종의 보존된 

서열인 AP1과 C/EBP부위의 전사조절 결합부위를 분석하기 위해 luciferase 

reporter 유전자를 이용해 primary cortico-hippocampal culture를 하여 

transfection하고 kainic acid를 처리한 결과, exon I의 전사시작 부위로부터 

989 위치에 kainic acid 조절반응인자가 위치해 있음을 보고하였다. 따라서 본 

연구의 결과로 보아 C. militaris 추출물이 BDNF의 promoter의 exon I 상위

부위에서 높은 활성이 kainic acid와 같이 C. militaris 추출물 성분이 전사조

절인자 또는 promoter 부위에 전사조절 부위가 있음을 예상 가능케 한다. 또

한 이는 특히 퇴행성 뇌질환에 밀접한 관련이 있음으로 C. militaris가 치료제

로서의 가능성을 확인하였다(Fig. 18). 

 타. Neurotrophic factor 유전자 발현.

   GDNF와 TH의 발현유도를 확인한 결과 에탄올 및 물 추출물을 투여 한 

후 2 시간에서 발현이 강하게 나타난 후 시간이 경과함에 따라 감소함을 확

인하였으며 에탄올보다는 물 추출물에서 발현이 더 강하게 나타남을 확인하

였다(Fig. 19). NGF는 에탄올 추출물에서는 2 시간, 물 추출물에서는 2∼4 시

간까지 발현이 강하게 나타남을 확인하였고(Fig. 20),  추출물에 대한 양상으

로 볼 때 에탄올에서는 일시적으로 2 시간에서 반응이 강하게 나타나며 물 
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추출물에서는  8 시간까지 지속적으로 발현이 나타남을 확인하였다. 

 

 파. PC 12 세포에서 GDNF유전자 발현유도 

  In vitro 에서는 두 가지 추출물 중에서 강한 발현유도를 하는 물 추출물을 

PC12 cell에 투여 (5 ㎍/㎖)한 후 2 시간, 4 시간, 8 시간 경과 후 IL-18 및 neu

rotrophic factor의 발현유도를 확인한 결과 2 시간에서 강하게 유도됨을 확인하

였다(Fig. 19).

 하. C. militaris의 항암효과

 

  C. militaris 에탄올 추출물에 의한 암세포 사멸효과를 확인한 결과 Fig. 21

처럼 정상 섬유아세포에서는 10∼100 ug/㎖ 농도에서 오히려 세포 증식 효과

를 가져 왔지만, PC 12에서는 50 ㎍∼100 ㎍/㎖ 농도에서, 위암 세포주인 

SNU 484, 638세포, 그리고 HePG 2 세포에서는 50∼100 ㎍/㎖농도에서 암세

포 사멸효과를 확인할 수 있었다. 또한 C. militaris 에탄올 침전에 의해 얻은 

분획에서의 암 세포 사멸효과는Fig. 22에서처럼 22.5∼157.5 ㎍까지 처리한 정

상 섬유아세포에서 세포독성을 나타내지 않았고, PC12세포에서는 22.5∼67.5 

㎍ 처리농도까지, 위암 세포주 SNU 638 세포주에서는 112.5 ㎍ 농도에서 암

세포사멸효과를 확인하였다.

  또한  C. militaris 균사체 추출물에서의 암세포 사멸효과를 확인한 결과는 

Fig. 27에서처럼 정상 섬유아세포에서는 세포독성을 나타내지 않았으며,  위

암 세포주인 484,  638에서는 각각 100 ㎍/㎖ 농도에서, 601에서는 1∼0.1 ㎍/

㎖ 농도에서 암세포 사멸 효과를 확인하였다. 아울러 C. militaris 균사체에 

selenium(Se)과 germanium(Ge)을 첨가하여 성장한 C. militaris 균사체에 의

한 암세포 사멸효과에서는 Fig. 24와 25에서처럼 암세포사멸효과를 확인하였

다. Se-C. militaris 균사체 처리 정상 섬유아세포에서 100 ㎍/㎖ 농도에서 세

포독성을 나타내었기 때문에 암세포주에의 효과도 추출물 성분의 세포독성으

로 판단하였고(Fig. 24), 이런 결과 PC 12세포에서는 10∼1 ㎍/㎖, 484, 601, 
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638 세포주에서는 10 ㎍/㎖ 농도에서 암 세포 사멸효과를 확인하였다. 또한 

Ge-C. militaris 추출물에서는(Fig. 25) NIH3T3세포에서 세포독성이 20 %미

만이므로 이들의 농도까지 암세포 사멸효과에 적용한 결과,  484 에서는 10∼

1 ㎍/㎖, 601 세포주에서는 100∼10 ㎍/㎖ 농도까지, 그리고 638 세포주에서는 

10 ㎍/㎖, HeLa 세포주에서는 10∼1 ㎍/㎖ 농도에서 암세포 사멸효과가 있었

다.

  또한 C. militaris 메탄올 추출물에서는 Fig 26에서처럼 NIH3T3세포에서의 

세포독성이 100 ㎍/㎖ 농도에서 70%, 10 ㎍/㎖ 농도에서 30%을 나타내었지만 

위암 세포주(601)와 난소암 세포(OV-3) 그리고 폐암 세포(A-549)에선 각각 

100∼10 ㎍/㎖ 농도 추출물 처리에 따라 90∼86  %, 85∼50 %, 그리고 88∼

74%의 암세포 억제 효과를 나타내었다.

  마지막으로 C. militaris 열수 추출물에서의 암세포 사멸효과를 확인한 결과

는 Fig. 27에 나타내었다. 484 세포에서는 100∼10 ㎍처리에 의해 60%까지, 

601 과 638 세포주에서는 암세포의 증식만을 억제하였고, A549와 OV-3 세포

주에서는 100 ㎍/㎖ 농도에서 가장 우수한 암 세포 사멸 효과를 나타내었다.
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Table 1. Oligonucleotide primers for PCR

Gene name 5' Primer 3' Primer
product size
(base)

Mouse IGIF 5'ATGGCTGCCATGTCAGAAGA3' 5'CTCTATAAATCATGCAGCCT3' 700

Rat IGIF 5'ATGGCTGCCATGTCAGAAGA3' 5'GTAGGTTATCATAAGGCTCG3' 654

PC12 IGIF 5'ATGGCTGCCATGTCAGAAGA3' 5'GTAGGTTATCATAAGGCTCG3' 654

Rat IFN-γ 5'TGAACAACCCACAGATCCAG3' 5'GCCGATGTATAGACATTCCT3' 653

Mouse BDNF 5'ACCAGGTGAGAAGAGTGA3' 5'CCACTATCTTCCCCTT3' 750

GDNF 5'-AGCTGCCAGCCCAGAGAATT-3 5-'GATACATCCACACCGTTTAG-3 340

NGF 5'-TGGACCCAAGCTCACCTCA-3' 5'-GTGGATGAGCGCGCTTGCTCCT-3 430

TH 5'-GCTGTCACGTCCCCAAGGTT-3' 5'-AAGCGCACAAAATACTCCAGG-3' 320

β-actin 5'CCTCTATGCCAACACAGT3' 5'AGCCACCAATCCACACAG3' 153

Fig. 1. pGEM-T Easy vector circle map. 
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Fig. 2. Schematic representation of the mouse IGIF(A) and BDNF 

promoter(B).
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Fig. 3. Induction of IGIF expression by C. militaris(CM)  and LPS in mouse 

brain(A) and liver(B). Amounts of C. militaris extract(20 ㎎/㎏) and 

LPS(10 ㎎/㎏)  were injected . A: lane 1, saline-treated. lane 2, 

LPS-treated for 2 hrs. lane 3, C. militaris extract-treated for 2 hrs. lane 4, 

LPS-treated for 4 hrs. lane 5, C. militaris extract-treated for 4 hrs. lane 6, 

LPS-treated for 8hrs. 7, C. militaris extract-treated for 8 hrs.  B:  lane 1, 

saline-treated. lane 2, LPS-treated for 4 hrs. lane 3, LPS-treated for 8 hrs. 

lane 4, C. militaris extract-treated for 4 hrs. lane 5, C. militaris 

extract-treated for 8 hrs. The PCR products were visualized on agarose 

gel (1.2 %) electrophoresis and  stained with ethidium-bromide, and then 

photographed.
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Fig. 4. Induction of IGIF expression by C. militaris in mouse brain. 

Amounts of C. militaris extract(40 ㎎/㎏) was injected by oral injection. A: 

lane 1, saline-treated. lane 2, 2 hrs. lane 3, 4 hrs. lane 4, 8 hrs. lane 5, 24 

hrs. 

Fig. 5. Induction of BDNF expression by C. militaris(CM) and LPS in 

mouse brain and liver. Amounts of C. militaris extract(20 ㎎/㎏) and  

LPS(10 ㎎/㎏) were injected.  lane 1 and 6, saline-treated for 4 hrs. lane 2 

and 7, LPS-treated for 4 hrs. lane 3 and 8, LPS-treated for 8 hrs. lane 4 

and 9, C. militaris extract-treated for 4 hrs. lane 5 and 10, C. militaris 

extract-treated for 8 hrs. 
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Fig. 6. Induction of IGIF expression by C. militaris(CM) and LPS in different 

rat brain. Amounts of C. militaris extract(20 ㎎/㎏) and LPS(10 ㎎/㎏) were 

injected for 4 hrs. lane 1∼4, saline-treated brain. lane 5∼8, C. militaris 

extract-treated. 9∼12, LPS-treated. lane 13∼16, C. militaris extract and LPS 

treated. lane 1, 5, 9, 13; forebrain(fb). lain 2, 6, 10, 14; midbrain(mb). lain 3, 7, 

11, 15; hindbrain(hb). lain; 4, 8, 12, 16; cerebellum(cb). 

Fig. 7. Induction of IGIF expression by C. militaris(CM) and  LPS in rat 

brain and kidney. Amounts of C. militaris extract(20 ㎎/㎏) and LPS(10 ㎎

/㎏) were injected. lane 1, 2, saline-treated brain and kidney for 4 hrs. lane 

3, 4, 11, 12; C. militaris extract-treated. lane 7, 8, 9, 10; LPS-treated. lane 

5, 6, 13, 14; LPS and C. militaris extract-treated: lane 3, 5, 7, 9, 11, 13; 

brain(B). lane 4, 6, 8, 10, 12; kidney(K): lane 3, 4, 5, 6, 7, 8; treated for 4 

hrs. lane 9, 10, 11, 12, 13, 14; treated for 8 hrs. 
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Fig. 8. Induction of IGIF expression in mouse brain by different extraction 

method of C. militaris with water(W) and ethanol(E). Amounts of C. 

militaris extract(20 ㎎/㎏) were injected. lane 1, saline-treated for 4hrs. 

lane 2, 4, 6; extracted with water. lane 3, 5, 7; extracted with ethanol: lane 

2, 3; treated for 2 hrs. lane 4, 5; treated for 4 hrs. lane 6, 7 treated for 8 

hrs. 

Fig. 9. Induction of IGIF and IFN-γexpression by C. militaris(CM),  LPS 

and reserpine in PC 12 cells. Amounts of C. militaris extract(20 ㎎/㎏) 

and LPS(10 ㎎/㎏) were injected. lane 1, treated with saline for 2 hrs; lane 

2, 3, 4, treated with LPS; lane 5, 6, 7, treated with C. militaris. lane 8, 9, 

10; treated with reserpine: lane 2, 5, 8; treated for 2 hrs. lane 3, 6, 9; 

treated for 4 hrs. lane 4, 7, 10; treated for 8 hrs. 
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Fig. 10. Restriction enzyme digestion of the recombininant pBDNF(A) and 

pIGIF(B). (A)Lanes 1, 1kb ladder molecular weight marker(England biolab, 

USA); Lane 2, pBDNF; (B)Lanes 1, 1kb ladder molecular weight 

marker(GOBCO BRL, USA); Lane 2, pIGIF; pBDNF and pIGIF digested 

with EcoR I.

Fig. 11. Restriction enzyme digestion of the recombinant pIGIF and 

pIGIFiso. Lane 1, 100bp standard marker; lane 2, 3, Digested with EcoR I; 

Lane 4, Marker; Lane 5, 6, Digested with EcoR I and EcoR V. 
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mouseIGIF   ATGGCTGCCATGTCAGAAGA   CTCTTGCGTCAACTTCAAGGAAATGATGTTTATTGACAACA

ratIGIF     ATGGCTGCCATGTCAGAAGAAGGCTCTTGTGTCAACTTCAAAGAAATGATGTTTATTGACAACA

PC12IGIF    ATGGCTGCCATGTCAGAAGAAGGCTCTTGTGTCAACTTCAAAGAAATGATGTTTATTGACAACA

mouseIGIF   CGCTTTACTTTATACCTGAAGAAAATGGAGACCTGGAATCAGACAACTTTGGCCGACTTCACTG

ratIGIF     CACTTTACCTTATACCTGAAGATAATGGAGACTTGGAATCAGACCACTTTGGCAGACTTCACTG

PC12IGIF    CACTTTACCTTATACCTGAAGATAATGGAGACTTGGAATCAGACCACTTTGGCAGACTTCACTG

mouseIGIF   TACAACCGCAGTAATACGGAATATAAATGACCAAGTTCTCTTCGTTGACAAAAGACA   GCCT

ratIGIF     TACAACCGCAGTAATACGGAGCATAAATGACCAAGTTCTCTTCGTTGACAAAAGAAACCCGCCT

PC12IGIF    TACAACCGCAGTAATGCGGAGCATAAATGACCAAGTTCTCTTCGTTGACAAAAGAAACCCGCCT

                  

mouseIGIF   GTGTTCGAGGATATGACTGATATTGATCGAAGTGCCAGTGAACCCCAGACCAGACTGATAATAT

ratIGIF     GTGTTCGAGGACATGCCTGATATCGACCGAACAGCCAACGAATCCCAGACCAGACTGATAATAT

PC12IGIF    GTGTTCGGGGACATGCCTGATATCGACCGAACAGCCAACGAATCCCAGACCAGACTGATAATAT

          

mouseIGIF   ACATGTACAAAGACAGTGAAGTAAGAGGACTGGCTGTGACCCTCTCTGTGAAGGATAGTAAAAT

ratIGIF     ATATGTACAAAGATAGTGAAGTAAGAGGACTGGCTGTGACCCTATCTGTGAAGGATGGAAGGAT

PC12IGIF    ATATGTACAAAGATAGTGAAGTAAGAGGACTGGCTGTGACCCTATCTGTGAAGGATGGAAGGAT

mouseIGIF   GTCTACCCTCTCCTGTAAGAACAAGATCATTTCCTTTGAGGAAATGGATCCACCTGAAAATATT

ratIGIF     GTCTACCCTCTCCTGTAAAAACAAAATCATTTCCTTTGAGGAAATGAATCCACCTGAAAATATT

PC12IGIF    GTCTACCCTCTCCTGTAAAAACAAAATCATTTCCTTTGAGGAAATGAATCCACCTGAAAATATT

mouseIGIF   GATGATATACAAAGTGATCTCATATTCTTTCAGAAACGTGTTCCAGGACACAACAAGATGGAGT

ratIGIF     GATGATATAAAAAGTGATCTCATATTCTTTCAGAAACGTGTGCCAGGACACAACAAAATGGAAT

PC12IGIF    GATGATATAAAAAGTGATCTCATATTCTTTCAGAAACGTGTGCCAGGACACAACAAAATGGAAT

mouseIGIF   TTGAATCTTCCCTGTATGAAGGACACTTTCTTGCTTGCCAAAAGGAAGATGATGCTTTCAAACT

ratIGIF     TTGAATCTTCCCTGTATGAAGGACACTTTCTAGCTTGCCAAAAGGAAGATGATGCTTTCAAACT

PC12IGIF    TTGAATCTTCCCTGTATGAAGGACACTTTCTAGCTTGCCAAAAGGAAGATGATGCTTTCAAACT

mouseIGIF   CATTCTGAAAAAAAAGGATGAAAATGGGGATAAATCTGTAATGTTCACTCTCACTAACTTACAT

ratIGIF     CGTTTTGAAAAGGAAGGATGAAAATGGGGATAAATCTGTAATGTTCACTCTTACTAACTTACAT

PC12IGIF    CGTTTTGAAAAGGAAGGATGAAAATGGGGATAAATCTGTAATGTTCACTCTTACTAACTTACAT

mouseIGIF   CAAAGTTAGGTGGGGAGGGTT TGTGTTCCAGAAAAGATGATTAGCACACATGCGCCTTGTGAT

ratIGIF     CAAAGTTAGGTATTAAGGTTTCTGTATTCCAGAAA GACGATTAGTATACACGAGCCTTATGAT

PC12IGIF    CAAAGTTAGGTATTAAGGTTTCTGTATTCCAGAAA GACGATTAGTATACACGAGCCTTATGAT

         mouseIGIF   GACCT C

         ratIGIF     AACCTAC

         PC12IGIF    AACCTAC
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Fig. 12 . Comparison of IGIF gene nucleotide sequences from mouse, rat 

and PC12 cell. The identical sequences are grouped in boxes. The 

underlined portion is absent in the PC12 short form.

MouseIGIF   MAAMSED SCVNFKEMMFIDNTLYFIPEENGDLESDNFGRLHCTTAVIRNINDQV

RatIGIF     MAAMSEEGSCVNFKEMMFIDNTLYLIPEDNGDLESDHFGRLHCTTAVMRSINDQV

PC12IGIF    MAAMSEEGSCVNFKEMMFIDNTLYLIPEDNGDLESDHFGRLHCTTAVIRSINDQV

                                                            

MouseIGIF   LFVDKRQP VFEDMTDIDQSASEPQTRLIIYMYKDSEVRGLAVTLSVKDSKMSTL

RatIGIF     LFVDKRNPPVFGDMPDIDRTANESQTRLIIYMYKDSEVRGLAVTLSVKDGRMSTL

PC12IGIF    LFVDKRNPPVFEDMPDIDRTANESQTRLIIYMYKDSEVRGLAVTLSVKDGRMSTL

                         

MouseIGIF   SCKNKIISFEEMDPPENIDDIQSDLIFFQKRVPGHNKMEFESSLYEGHFLACQKE

RatIGIF     SCKNKIISFEEMNPPENIDDIKSDLIFFQKRVPGHNKMEFESSLYEGHFLACQKE

PC12IGIF    SCKNKIISFEEMNPPENIDDIKSDLIFFQKRVPGHNKMEFESSLYEGHFLACQKE

    MouseIGIF   DDAFKLILKK KDENGDKSVMFTLTNLHQS

    RatIGIF     DDAFKLVLLKRKDENGDKSVMFTLTNLHQS

    PC12IGIF    DDAFKLVLLKRKDENGDKSVMFTLTNLHQS

Fig. 13. Homology between IGIF amino acid sequences from  mouse, rat 

and PC12 cell. The identical sequences are grouped in boxes. The 

underlined portion is absent in the short form.
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Fig. 14. Effects of C. militaris and LPS on IFN-γInduction in PC12 cells. C. 

militaris (3 ㎍/㎖) and LPS(2 ㎍/㎖) were injected. 

Fig. 15. Formaldehyde agarose gel(1.2 %) electrophoresis of total RNA(20 

㎍)(A) and Northern blot analysis of BDNF mRNA from mouse brain and 

liver(B) using mouse BDNF cDNA coding region as probes. Amounts of 

C. militaris extract(20 ㎎/㎏) and LPS(10 ㎎/㎏) were injected. As a 

control experiment, 153-bp product of β-actin was amplified. 
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Fig. 16. Immunohistochemistry of IGIF protein in mouse brain. C. militaris 

extract(20 ㎎/㎏) was injected and sectioned after 4 hrs.  A, saline treated; 

B, C. militaris extreats treated. 1, cerebellum(20×); 2, cerebellum(40×); 3, 

midbrain(20×)

Fig. 17. Restriction enzyme digestions of the recombinant pCAT vector. lane 

1, ν/HindⅢ marker; lane 2, pCAT p1 digested with hindⅢ; lane 3, pCAT p2 

digested with pst I; lane 4, pCAT m1.2 digested with pst I and sph I; lane 5, 

pCAT m1.4 digested with pst I and sph I; lane 6, pCAT m3.4 digested with 

HindⅢ and pst I.
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Fig. 18. Transient expression analysis of CAT constructs of the mouse 

IGIF(A) and BDNF(B) promoter. These plasmids were used to transfect 

the raw 264.7 macrophage and the human neuroblastoma SK-N-BE(2)C 

using the lipofectamine reagent. CAT activity was measured using the 

CAT-ELISA kit and normalized with β-Gal activity by using pCMVβ-gal.
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   *Abbreviation: CON, control; CME, ethanol extract of C. militaris; CMW, 

water extract of C. militaris

Fig. 19. Induction of GDNF and TH mRNA by the extract of C.      

militaris. The extract was intraperitonially injected into a           mouse 

as a time indicated. After 2 to 8 hrs, the mouse brain was obtained and 

RT-PCR was performed as described in Materials and methods. The 

resulting PCR products were electrophoresed onto 1.2 % agarose gel and 

visualized with 0.5 ㎍/㎖ ethidium bromide (A). The relative increase of 

the level of GDNF and TH mRNA is expressed in panel (B).
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Fig. 20. Induction of NGF mRNA by the extract of C. militaris. 

The extract was intraperitonially injected into a mouse as a time indicated. 

After 2 to 8 hrs, the mouse brain was obtained and RT-PCR was 

performed as described in Materials and methods. The resulting PCR 

products were electrophoresed onto 1.2 % agarose gel and visualized with 

0.5 ㎍/㎖ ethidium bromide (A). The relative increase of the level of NGF 

mRNA is expressed in panel (B).
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Fig. 21. Effect of EtOH-extract(CME) from C. militaris on the growth of 

tumor cell lines.
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Fig. 22. Effect of EtOH-pricipitation extract from C. militaris on the growth 

of tumor cell lines.
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Fig. 23. Effect of extract from C. militaris mycelium on the growth of tumor 

cell lines.
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Fig. 24. Effect of extract of selenium-contained C. militaris(Se-CM) 

mycelium on the growth of tumor cell lines.
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Fig. 25.  Effect of extract of Germanium-contained C. militaris 

mycelium(Ge-CM) from C. militaris Germanium added mycelium on the 

growth of tumor cell lines.
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Fig. 26. Effect of methanol extract from C. militaris mycelium (CM-MeOH) 

on the growth of tumor cell lines.
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Fig. 27. Effect of water extracts (CMW) from C. militaris mycelium on the 

growth of tumor cell lines.
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4. 적요

  생쥐에 C. militaris의 추출물과 LPS를 주사한 후, 4 시간과 8 시간 경과 후 

IGIF mRNA의 발현유도를 RT-PCR를 이용하여 분석한 결과 C. militaris의 

추출물이 LPS에서보다 발현이 증가하였다. 또한 쥐에서는 뇌의 각 부위에서 

발현하였으며 신장에서도 IGIF가 발현됨을 확인하였다. C. militaris의 추출물

방법을 달리한 실험에서는 물과 ethanol추출 모두 IGIF의 발현을 증가 시켰으

며 특히 ethanol 추출은 8 시간에서도 발현이 지속됨을 확인하였다.

  PC12 세포에서는 LPS 처리 후 4 시간과 8 시간에 IGIF의 발현이 증가하였

으며 C. militaris의 추출물을 처리한 결과는 4 시간 후에 강한 발현 유도를 

보였다. 이러한 IGIF의 발현으로 인해 IFN-γ도 LPS와 C. militaris의 추출물

처리 모두 4 시간과 8 시간에서 발현이 증가함을 확인하였다. 

  PC 12세포에서는 RT-PCR을 수행한 결과 두 개의 밴드를 확인할 수 있었

으며 그 중 주요 밴드는 IGIF의 cDNA임을 염기서열 분석을 통해 확인하였으

며 그 상동성을 인간과 쥐와 비교했을 때 각각 74%와 91%의 상동성을 확인

하였다. 또한 희미하게 발현되는 다른 유전자를 클로닝하여 염기서열을 분석

한 결과 57 bp가 결손되었고 쥐와 두 개의 염기서열이 변환되어져 있었으며 

그로 인해 아미노산이 변이된 유전자를 확인하였다.

  쥐에서의 C. militaris의 추출물과 LPS처리한 BDNF의 발현은 뇌에서는 각

각 4 시간과 8 시간 후에 발현이 증가하였고 간에서는 8 시간과 4 시간 후에 

강한 발현이 유도됨을 확인하였다. 또한 Northern bolt 분석을 통해서도 동일

한 결과를 얻었다.

  C. militaris의 추출물과 LPS가 IGIF 유전자 promoter에 미치는 영향을 알

아보기 위하여 RAW 264.7 세포를 이용하여 CAT assay를 수행한 결과 LPS 

보다 C. militaris의 추출물이 강한 활성을 보였으며 pCAT p1에서 C. 

militaris의 추출물이 가장 강한 활성을 나타냄을 확인하였다.

  Neuroblastoma SN-N-BE(2)C를 이용한 C. militaris의 추출물과 LPS의 

DBNF 유전자의 promoter 활성조사에서도 C. militaris의 추출물이 pCAT 
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m1.2에서 가장 강한 활성을 나타냈으며 LPS보다 발현이 증가됨을 확인하였고 

pCAT m1.4의 활성은 pCAT m1.2보다 활성이 감소함을 확인하였다.

  이와 같은 결과로 종합해볼 때 C. militaris의 추출물은 항바이러스기능, 스

트레스에 대한 방어기능 등을 포함한 면역조절작용을 가지는 IGIF를 발현유

도 하고 항암작용 및 염증작용에 중요하게 작용하는 IFN-γ를 유도하는 특성

을 지니고 있으며 더불어 신경세포의 증식에 관여하며 퇴행성 신경세포를 억

제하는 기능을 가지는 BDNF의 발현을 증가시키는 효과를 가지고 있음이 확

인되어 C. militaris의 추출물을 이용한 예방 및 치료제로서의 가능성이 있음

을 제시하였고 더 나아가 추출물의 성분을 분석하여 이를 이용한 더욱더 효과

적인 생리활성물질에 대한 연구가 필요하리라 사료된다. 

C. militaris 균사체 추출물에서의 암세포 사멸효과를 확인한 결과는  위암 세

포주인 484,  638에서는 각각 100 ㎍/㎖ 농도에서, 601에서는 1∼0.1 ㎍/㎖ 농

도에서 암세포 사멸 효과를 확인하였다.  C. militaris 균사체에 selenium(Se)과 

Germaium(Ge)을 첨가하여 성장한 C. militaris 균사체에 의한 암세포 사멸효

과를 확인하였다. 

  C. militaris 메탄올 추출물에서는 NIH3T3 세포에서의 세포독성이 100 ㎍/

㎖ 농도에서 70%, 10 ㎍/㎖ 농도에서 30%을 나타내었지만 위암 세포주(601)

와 난소암 세포(OV-3) 그리고 폐암 세포(A-549)에선 각각 100∼10 ㎍/㎖ 농

도 추출물 처리에 따라 90∼86%, 85∼50%, 그리고 88 ∼74%의 암세포 억제 

효과를 나타내었다.

  484 세포에서는 100∼10 ㎍처리에 의해 60 %까지, 601과 638 세포주에서는 

암세포의 증식만을 억제하였고, A549와 OV-3 세포주에서는 100 ㎍/㎖ 농도에

서 가장 우수한 암 세포 사멸 효과를 나타내었다.
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Abstracts

  C. militaris is one of entomopathogenic fungi infecting lepidopteran insects 

and  parasitises and kills moth pupae. It is an ascomycete that invades the 

pupae in the ground and that remains a worm during the winter and 

transforms into a mushroom in the summer. The crude extracts obtained 

from C. militaris has been known to have an efficacy to excessive tiredness, 

persistent cough, debility, anemia, asthma, and cancer.  

  In present studies, crude extracts extracted from C. militaris and LPS were 

used to investigate effects on inducibility of IGIF, IFN-γ, BDNF  in vivo and 

in vitro.

  LPS treatment markedly induced IGIF mRNA expression after 4 hr and 8 

hr. C. militaris extracts treatment induced higher level of IGIF mRNA than 

that of LPS in brain, liver, kidney in mouse and rat. It has been known that 

IGIF increase the production of IFN-γ in T cells, level of IFN-γ message 

was tested after treatment of LPS and C. militaris extracts. IFN-γ mRNA 

was induced at 4 hr and 8 hr after treatment in PC12 cells.

  In addition to IGIF and IFN-γ mRNA, expression of BDNF mRNA was 

investigated after injecting LPS and C. militaris extracts. Both of LPS and C. 

militaris extracts significantly increased BDNF message in the mouse brain 

and liver at 4 hr and 8 hr after treatment. These results were confirmed by 

Northern blot analysis.

  When IGIF gene was amplified by RT-PCR in PC12 cells, two distinct 

PCR bands were amplified. those bands were cloned and sequenced. the lower 

bands had 57 bp deletion.

  To analysis the promoter region having the activity to C. militaris extracts 

and LPS, promoter region of IGIF was cloned from genomic DNA of mouse 

brain.  The 5' upstream region of exon I and intron I were subcloned into 

pCAT-basic vector to yield P1 and P2 promoter, respectively. Both promoter 
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showed basal consititutive activity. C. militaris extracts increased P1 promoter 

activity greater than that of LPS in RAW264.7 macrophages. This implies 

that P1 promoter has C. militaris extracts responsible element.  

  BDNF promoter region was also cloned to identify the promoter region 

having the activity to C. militaris extracts and LPS. BDNFpM1.2 containing 

the 5'-flanking region of exon I and BDNFpM3.4 containing intron I were 

constructed, subjected to promoter analysis. Both promoters showed basal 

constituitive activity. C. militaris extracts increased BDNFpM1.2 promoter 

activity greater than that of LPS in SK-N-BE(2)C. This implies that 

BDNFpM1.2 promoter has C. militaris extracts responsible element.

  Collectively, C. militaris extracts induced IGIF and BDNF mRNA at 

transcriptional level via P1 promoter region and BDNFpM1.2, respectively. 

Since IGIF has a important role to cell-mediated immunity and BDNF has 

potent trophic effect on dopaminergic neurons, the inductions of IGIF and 

BDNF by C. militaris extracts suggests that C. militaris extracts have a 

potential to be developed as an immune activator or neurotrophic factors. 

  A point of view of anti-cancer activity,  the ethanol extract and water 

extract were screened for cytotoxicity on several cancer cell lines by WST-1 

assay. The results showed that C. militaris ethanol extract was inhibited with 

increasing concentration of the extract. The ethanol extract from C. militaris 

had strongly inhibitory effects in 100 ㎍/㎖ treatment by WST-1 assay, 

showing 83%, 86%, 87% and 42% inhibition in PC 12, 484, 638 and HePG2, 

respectively. The extract precipitated by ethanol from C. militaris had weakly 

inhibitory effects in 112.5 ㎍ treatment in 638 cell lines. In addition, the water 

extracts of C. militaris mycelium, selenium added mycelium and germanium 

added mycelium extract were inhibited in several cancer cell lines. The 

methanol extract had significantly inhibitory effects in 10 ㎍/㎖ treatment, 

showing 84%, 68% and 70% inhibition in 601, OV-3 and A-549, respectively. 

The last, the water extract from C. militaris had inhibitory effects in 58%(50 
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㎍/㎖), 12%(50 ㎍/㎖), 8%(50 ㎍/㎖), 22%(100 ㎍/㎖) and 19%(100 ㎍/㎖) 

inhibition in 484, 601, 638, A-549 and OV-3, respectively.

제3절 C. militaris 추출물처리에 Tyrosine Hydroxylase의  

      유도  

1. 서론

  Tyrosine hydroxylase(TH)는 Dopamine의 전구체인 L-DOPA를 tyrosine으

로부터 전환을 촉진하는 효소(Fig. 1)이며, 이 효소는 카테콜라민 생합성 경로

의 첫 번째로 작용하는 rate-limiting enzyme이다(Molinoff 등, 1971). 카테콜

라민 생합성에서 도파민은 노르에피네프린(norepineprine)과 에피네프린
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(epineprine)을 생성하는 전구체이다. TH는 카테콜라민 생합성경로의 활성에 

다양한 기작을 부여하며 카테콜라민을 생성하는 신경세포들의 활성에 매우 

중요한 역할을 하고 있다. 또한 TH는 카테콜라민성 신경세포에 고도의 특이

적인 면역세포화학적 표지효소로 알려져 있으며 조직을 이용한 

immunohistochemistry를 실행한 TH의 형태학적인 연구가 활발히 진행되어졌

다. TH는 주로 중추신경계(CNS)인 midbrain, 뇌간, diencephalon, retina와 

olfactory bulb에서 발현되고 neural crest에서 발달한 말초신경계통(PNS)인 

sympathetic ganglia와 adrenal medullary chromaffin 세포에서도 발현된다

(chan-palay 등, 1984; kiss, 1987). 또한 TH는 adrenal medullary tumor에서 

기원한 rat pheochromocytoma(PC) 세포인 PC12에서도 발현되어(Greene 등, 

1996) 연구되었다.

  TH의 활성은 퇴행성 질병과 관련이 있어 TH 유전자와 활성에 대한 많은 

연구되었다. TH의 활성은 여러 가지 환경적, 생리적인 자극과 다양한 인자에 

의해 영향을 받는데 주로 glucocorticoid administration(Zhe 등, 1993), drug 

administration, cold/immobilization stress(Lee 등, 1996)와 같은 다양한 약리

적, 생리적인 상태에 따라 변화된다. 특히 reserpine(Nicole 등, 1986), 

forskolin(Spyridon 등, 2001)은 rat brain과 PC12에서 TH 효소를 유도 발현

한다고 보고하였다. 그리고 neurotrophin의 일종인 BDNF(Spyridon 등, 2001; 

Lewis 등, 1987), NGF(Acheson 등, 1984)와 GDNF(Carl 등, 2000), 

EGF(Goodman 등, 1980; Lewis 등, 1987),  cAMP(Kumakara 등, 1999;  

Lewis 등, 1993)에 의해 TH를 유도 발현한다고 보고하였다. 

  뇌에서 카테콜라민 체계의 비정상적인 기능은 정신적인 질병과 연관된다. 

특히 SN의 mesencephalic dopaminergic 신경세포는 신체 운동성 기능의 

degenerate에 중요한 역할을 담당하고 있어 Parkinson's disease(PD)와 관련

된다. 이러한 dopaminergic 신경세포의 활성은 TH의 발현 양상에 따라 큰 영

향을 받는다. PD는 계속적으로 진전되는 퇴행성 신경질병이며, 전형적인 신경

적 형태는 striatum에서의 TH 및 다른 카데콜라민과 연관된 효소와 도파민이 

결핍되거나 감소된다(Birkmayer등, 1989; Nagatsu, 1984; Riedere등, 1989). 지

금까지 가장 효과적인 PD의 치료법으로서 L-DOPA를 처리함으로 회복된다
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는 보고(Weiner등, 1980)가 있으나 이 도파민 치료는 계속적인 복용으로 인한 

여러 side effect를 초래(Obeso등, 1989)하고 경제적인 손실이 크기 때문에 현

재에는 TH나 L-DOPA의 유도생성에 대한 관심이 모아지고 있다. 또한 이를 

생성할 수 있는 세포를 이식하는 방법 (Koji등, 2000)들이 보고되어지고 있으

나 효율성과 윤리적인 면에서 논쟁의 여지가 계속적으로 제기되고 있어 다른 

치료법의 개발이 요구되어지고 있다. 

  버섯추출물은 C. militaris(CM)와 selenium(Se)과 germanium(ge)을 첨가하

여 배양한 C. militaris를 이용하였다. 미량의 se은 쥐 뇌에서 TH효소의 발현

을 유도하고(Marina등, 2000), methanphetamine에 의한 손상된 뇌를 보호한다

고 보고되었다. se은 glutathione(GSH) system에서 중요한 효소인 

glutathione peroxidase(GPx)의 4가지 구성요소 중의 하나인 selenocysteine에 

포함된 상태로 존재하며, reactive oxygen species(ROS)를 제거하는 역할을 

한다(Simonian등, 1996).

  게르마늄은 interferon 또는 macrophage, T lymphocyte와 같은 숙주방어 

기전을 통한 항종양효과(Jao, 2000)와 면역강화작용(Suzuki 등, 1985; Aso 등, 

1985), 중금속 해독작용(lee 등, 1991)과 운동성 증가(Ho 등, 1990)등의 다양한 

약리작용을 가지는 것으로 보고되었다. 

  본 실험에서는 미국 FDA에서 보조식품으로서 승인되어 있는 버섯추출물질

을 이용하여 Pakinson's disease의 원인중의 하나인 TH유전자발현유도를 관

찰하였다. 따라서  C. militaris추출액을 이용한 발현유도는 RT-PCR, Western 

blotting으로 확인하였으며, immunohistochemistry를 이용하여 쥐 뇌와 위의 

조직에서 TH-IR 신경세포들을 관찰하고 각각의 실험군들과 발현양상 등을 

비교, 분석하였다. 

  

  

2. 재료 및 방법

 가. 시료
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  본 실험에는 C. militaris, Se와 Ge를 첨가한 추출액을 사용하였다. C. 

militaris에 Se의 첨가는 50 ppm의 농도를 함유한 액체배지에 접종하였으며 

Ge의 첨가는 무기게르마늄 0.144 g/ℓ(100 ppm)을 함유한 액체배지에 무균적

으로 접종하여 성장한 균주를 모아 철저히 씻어준 후 건조하여 사용하였다. 

시료는 각각 100 g기준의 재료에 100% EtOH를 첨가하여 3 일 동안 추출하

거나 증류수를 넣어 중탕하여 evaporation으로 농축시켜 동결건조시킨 분말을 

만든 후 무게를 측정하여 사용하였다. 그리고 chemical stress에 사용된 

reserpine과 forskolin (Sigma, USA)은 각각 구입하여 사용하였다. 

 나. 세포배양 및 실험동물 

 2절의 세포배양 및 실험동물과 동일한 조건으로 수행하였다.

 다. Total RNA의 분리

  1) PC 12 세포에서 total RNA의 분리

2절의 PC 12 세포에서 total RNA의 분리와 동일한 방법으로 수행하였다.

  2) 쥐 조직에서 total RNA의 분리

2절의 쥐 조직에서 total RNA의 분리와 동일한 방법으로 수행하였다.

 라. RT (Reverse Transcriptase)-PCR

   

   2절의 RT-PCR 조건과 동일한 방법으로 수행하였다.

 마. Western blotting analysis
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  단백질 분리를 위한 SDS-PAGE는 Laemmi (1970) 방법을 이용하여 12% 

separating gel (acrylamide/bis-acrylamide 30 ㎖, 1M Tris-HCl buffer. pH 

8.9 28.1 ㎖, deionized D.W. 10 ㎖, 10% SDS 0.75 ㎖, TEMED 20 ㎕, 10% 

ammonium persulfate 0.18 ㎖/75㎖) 용액을 만들어 실온에서 중합반응을 시켰

고, 4% staking gel(acrylamide/bisacrylamide 2.66 ㎖, 1 M Tris-HCl buffer, 

pH 6.7 2.5 ㎖, dD.W 14.6 ㎖, 10% SDS 0.2 ㎖, TEMED 20 ㎕, 10% 

ammonium persulfate 0.12 ㎕/20㎖)용액을 만들어 사용하였다. 단백질 

sample(20 ㎍)과 4 X sample buffer를 혼합하여 5 분간 끓여 얼음에서 식힌 

후 loading하고 전기영동은 60∼80 V로 시작해 100 V로 전기영동하였고 

western blotting은 Jacpueline 등(2001)의 방법을 이용하였다. 전기영동 후 

coomassie blue R-250을 이용해 염색과 탈색하여 확인하였다. 다른 단백질 겔

은 NC paper에 transfer 한 후 membrane blocking을 위하여 blocking sol. 

[5% blocking reagent + PBS-T (phosphate buffered saline tween)]를 이용

하여 실온에서 한 시간 동안 흔들며 반응시킨 후 PBS-T washing buffer에서 

5 분간 실온에서 씻고 TH primary 항체를  1 : 10000 비율로 희석하여 실온

에서 한 시간 동안 반응하였다. 반응 후 PBS-T washing buffer에서 15 분간 

3∼4 회에 걸쳐 실온에서 씻고 이차항체(biotinylated antibody, vectastain 

ABC kit)를 1:100으로 희석하여 membrane을 실온에서 한 시간 동안 반응하

여 A+B complex를 희석하여 50 분간 처리한 후 DAB (3-3‘ diaminobenzidine 

tetrahydrochloride, sigma)로 발색하여 TH 특이적 단백질 밴드를 확인하였다.

 바. 면역 조직 화학적 염색

  rat은 흉부을 절개한 후 심장의 정맥을 이용해 PBS로 체내의 혈액을 제거

한 뒤 4% Para-formaldehyde로 관류 고정하였다. 고정된 쥐 뇌와 위를 적출

하여 microcryocut를 이용하여 3∼5 ㎛두께의 동결절편을 제작하였다. 준비된 

뇌와 위 절편은 PBS로 여러 번 씻어주었다. 30% hydrogen peroxide로 전처

리하여 씻어준 후 vectastain ABC kit의 normal goat serum을 0.5% 

BSA/PBS에 섞어 1 시간동안 반응시켜 비특이적 단백질의 결합을 막는다. 
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TH primary 항체와 0.5% BSA/PBS (1 : 10000) 희석하여 실온에서 1 시간에

서 2 시간 정도 반응시켰다.  Sample을 PBS로 3 번 씻은 후, 이차 항체 

(biotinylated anti-rabbit IgG in 1% BSA/ PBS)를 이용하여 1 시간 동안  반

응시킨 다음 1% BSA/ PBS로 두 번 씻어냈다. 사용하기 30 분 전에 

vectastain ABC kit (1 : 50)를 희석하여 50 분동안 반응시킨 후 PBS로 2 번 

씻고, 50 ㎖ DAB 용액과 0.2 M PB 용액에 30 % hydrogen peroxide 12 ㎕를 

첨가한 용액으로 5 분간 염색시켜 0.1 M PB로 5 분간 반응을 동시에 정지시

킨 다음, 광학 현미경으로 관찰하였다. 그리고 위에서의 세포 counting은 각각 

처리된 4 개의 염색된 절편을 선택하여 X 400에서 전 층을 대상으로 조직절

편의 단위면적당 TH가 발현된 세포의 수를 측정하였고 계수 결과는 윌콕슨

의 순위합 검정(Wilcoxson rank sum test)을 이용하였다.

3. 결과 및 고찰

 

 가. RT-PCR에 의한 TH mRNA의 발현양상 

  TH의 발현유도는 카테콜라민 합성경로에서 매우 중요한 위치를 차지하며 

퇴행성질병의 치료에 대한 길을 모색할 수 있어 TH 유도발현에 대해 많이 

연구되어졌다. TH 유전자의 발현유도를 확인하기 위한 C. militaris 추출은 

증류수와 ethanol을 사용하였다. 그러나 Lee 등(1996)의 보고에 의하면 

ethanol에 의한 TH의 활성은 변화되지 않는다고 하여 본 실험에서는 ethanol

에 의한 TH변화는 배제하였다. PC 12 세포 와 Mouse, rat의 뇌와 위를 적출

하여 이용하였으며 각각의 시료들은 Table 1, 2와 같이 처리하였다. 그리고 

대조군으로 사용하기 위한 PC 12 세포와 동물들은 saline을 시료 대신 처리하

여 4 시간 후 조직을 적출하고 시료를 처리한 실험군들은 2, 4, 8, 혹은 4, 8 

시간동안 반응시킨 후 조직을 적출하였다. 그리고 total RNA를 분리해 실험에 

이용하여 TH mRNA의 발현유도 양상을 관찰하였다.      

  Spyridon등(2001)은 Fsk이 TH-IR 신경세포의 증가 비율을 높인다고 보고

하였고 Nicole등(1986)은 Res의 처리가 TH mRNA 수준을 증가시킨다고 보고
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하였다. 이에 본 실험에서는 먼저 chemical stress로서 Fsk, Res과 C. 

militaris 추출물을 PC 12 세포에 4 시간 처리하여 위의 조건과 같은 방법으

로 실행하였다. 그 결과 전반적으로 대조군에 비해 Fsk, Res과 C. militaris 

에서 발현유도가 되었다. 그리고 Fsk와 Res의 발현은 Res도 발현이 유도되었

지만 Fsk이 Res에 비해 훨씬 발현양이 높았으며 이러한 chemical stress의 발

현유도는 언급한 보고와 일치하였으며, Fsk와 비슷한 비율의 TH 발현유도를 

나타내었다(Fig. 2). 이러한 TH 유전자 발현유도양상을 나타낸 C. militaris와 

Se, Ge이 첨가된 C. militaris를 증류수에 의해 추출한 시료를 이용하여 실험

을 실시하였다. se는 낮은 농도에서 TH의 발현농도를 증가시킨다는 

Marina-Rama

s and Jose(2000)의 보고가 있으며 Ge는 여러 질병에 효능이 있다는 Suzki 

등 (1985), Ho등 (1990)과 같은 많은 보고가 있다. 각각의 천연 추출물들은 

PC12에 각각 2, 4, 8 시간으로 처리하였으며 그 결과 전반적으로 시료를 처리

한 실험군들이 대조군에 비해 2 시간과 4 시간에 발현이 강하게 나타났으나 4 

시간이 더 강하게 발현되었다. 8 시간에는 거의 발현이 유도되지 않아 대조군

과 비슷한 양상을 나타났다. 그리고 Se/C. militaris와 Ge/C. militaris을 처리

한 결과를 비교하면 Se/C. militaris은 Ge/C. militaris보다 더 높은 발현 양상

을 나타냈으며 4 시간에서는 훨씬 더 강하게 발현되었다. 이는 Se에 의한 자

극이 C. militaris과 같이 TH 발현을 유도하고 se이 TH 발현을 강하게 유도

하는 물질임을 확인하였다(Fig. 3.). C. militaris의 결과는 Ge/C. militaris과 

거의 비슷하게 발현하였다(Fig. 3.). 또한 In vivo인 mouse의 복강에 Fig. 3과 

동일한 각각의 시료들을 시간별로 처리하고 그에 따른 결과를 관찰하였다. 그 

결과 대조군에 전반적으로 실험군에서 발현유도가 확인되었으며 Fig. 3과 거

의 동일한 결과가 관찰되었다(Fig. 4). 그러나 Fig. 4에서 Ge/C. militaris의 8 

시간 처리에서도 발현이 증가됨을 확인할 수가 있었다. 이러한 결과는 시간에 

따른 in vivo의 효율성을 보여준다. 

  증류수에 의해 추출한 시료를 처리하여 실험한 결과인 Fig 3.과 ethanol로 

추출한 시료를 처리하여 실험한 결과인 Fig. 5를 비교하였다. 그 결과 Fig. 5

에서의 TH 유전자 발현유도 정도가 Fig 3.에 비해 훨씬 높은 비율로 증가되
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었다. 이에 ethanol 추출에 의한 방법이 더 효율적임을 보여준다. 

그리고 SN부위가 PN의 부위보다 TH 발현유도가 더 많이 증가했으며 PN에

서도 발현이 증가되었지만 거의 대조군과 같은 양상을 나타냈다. (Fig. 6). 이

는  C. militaris 추출물이 일차적으로 PN보다는 SN에 더 많은 영향을 주는 

것으로 사료된다.

 나. Western blotting analysis에 의한 Tyrosine Hydroxylase 단백질 수준

  TH의 발현이 RNA 수준에서 뿐만 아니라 단백질 수준에서도 발현이 증가

되었는지 재확인하기 위해서 western blotting analysis를 하였다. PC 12 세포

와 mouse에서의 total protein을 분리하여 후 SDS-PAGE 전기영동을 하여 

coomassie blue로 염색한 후 각각 정량이 동일하게 되었는지 확인하였다. 그

리고 NC membrane에 protein을 transfer시켜 TH primary antibody를 이용한 

western blotting을 하여 특이적으로 반응한 단백질 밴드를 대조군과 각각의 

시료를 투여한 실험군들간의 양상을 비교하였다.

  PC 12 세포에 C. militaris 추출물을 단시간으로 처리하여 단백질을 분리한 

후 western blotting을 하였다. Fig. 7. A는 Total protein 정량을 보여주고 있

으며 Fig. 7. B는 western blotting의 결과로서  대조군에 비해 C. militaris 

추출물을 처리한 실험군에서 더 진한 TH 단백질 밴드를 확인하였다(Fig. 7).  

모두 두 개의 TH 양성반응 밴드가 나타났는데 Rf값을 구하여 확인한 결과 

TH 단백질의 분자량이 60 kDa(Marc 등, 1997)으로서 두 번째 밴드가 TH 단

백질 밴드임을 확인하였다.  

  또한 C. militaris, Se/C. militaris과 Ge/C. militaris의 TH protein유도발현

의 증가를 확인하기 위해서는 각각의 시료를 처리한 Mouse whole brain으로

부터 단백질을 분리하였으며 시료 처리 시간은 4 시간으로 하였다. 

SDS-PAGE에서 단백질의 정량을 확인하고(Fig. 8. A), western  blotting에서

는 대조군에 비해 C. militaris과 같이 Se/C. militaris이 가장 많은 발현이 되

었으며 이는 RT-PCR에 의해 확인되었던 결과와 일치하며(Fig. 8. B) 이는 

단백질상에서도 C. militaris뿐만 아니라 Se/C. militaris에 의한 TH 유도발현
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이 나타남을 보여준다.  

  Western blotting에 의한 결과인 Fig. 7, B와 Fig. 8, B에서 보인바와 같이 

TH antibody에 대한 양성반응 단백질 밴드 형태가 단일 단백질 밴드가 아닌 

2 개와 3 개의 단백질 패턴으로 나타났다. TH 분자량은 약 60 kDa정도로 Rf

값을 구하여 확인한 결과 2 번째 밴드가 TH 단백질임을 확인할 수가 있었다. 

이러한 결과는 Marina 등 (2000)과 Joh (1987)가 보고한 결과와 유사하게 나

타났다. 이런 밴드양상은 카테콜라민 합성에 관여하는 물질들이 거의 비슷한 

구조를 가지는 TH의 전구체 및 분해 상동성 단백질로 볼 수 있으며, TH 단

백질은 높은 염이나 열에 의해 가수분해되는데 Fig. 8, B에서 보여지는 가장 

아래에 존재하는 밴드는 TH 단백질이 가수분해된 것으로 사료된다. 

 다. 면역 조직화학적 염색에 의한 TH-IR neuron 형태 및 유도발현 관찰

  면역조직화학적 염색은 In vivo상에서 직접적으로 TH 발현양상을 관찰할 

수 있으며 각각의 시료를 처리한 조직에서의 TH 발현유도양상을 비교하였다. 

  시료는 RT-PCR에서 TH mRNA를 유도 발현시킨 C. militaris, Se/C. 

militaris, Ge/C. militaris, 를 이용하여 쥐의 뇌와 위에서 면역조직화학적 염

색을 실행하여 TH-Immunoreactiv

e(TH-IR) neuron들의 발현양상을 관찰하였다. 시료들을 처리한 뇌 조직에서

의 결과는 거의 비슷하여 대표적인 C. militaris의 결과만을 보여주었다. 쥐 

뇌에서 가장 많은 TH neuron들이 분포되어 있는 SN부위를 중점으로 관찰하

였다. 그 결과 TH-IR neuron들은 갈색을 나타내는데 대조군에 비해 실험군이 

TH antibody에 대한 염색이 전반적으로 더 진하게 나타났다(Fig. 7. A, B). 

또한 TH-IR neuron들의 세포질이 훨씬 더 진한 염색이 되어 뚜렷하게 보이

는 더 많은 수의 neuron들이 관찰되었다(Fig. 7. C, D). 각각 대조군과 실험군

의 Substantia nigra, compacta (SNC)와 Substantia nigra, reticular(SNR)의 

부위를 각각 비교해보면 SNC에서 TH-IR neuron의 양상이 Fig. 7.의 C, D와 

같았다(Fig 8. A, B). 그리고 Substantia nigra, Lateral(SNL)에 독립적으로 

존재한 neuron을 400 배로 관찰한 결과 대조군에 비해 실험군의 TH-IR 
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neuron에서 작은 돌기들이 많이 생성되었다(Fig. 8. C, D). 이는 실험에 사용

한 시료에 의해 TH neuron들이 활성화되었음을 나타낸다. 

  그리고 Eisenhofer 등 (1999)과 Paul 등 (1997)에 따르면 위(Stomach)에서 

dopamine이 생성되고 TH activity를 가진다고 보고하였다. 그리고 Elsenhofer 

등 (1999)이 위에서의 dopamine은 gastrointestinal tract의 보호물질로 작용하

며  Immunohistochemistry와 western blotting을 이용하여 위에서의 TH-IR 

세포들이 존재함을 보고하였다. 이에 C. militaris추출물을 복강에 처리했을 

때 위에서의 TH 반응 양상 변화를 관찰하였다. 먼저 대조군을 살펴보면 

TH-IR 세포들이 점막근판(Muscularis mucosae)에서 주로 나타났으며 위선

(Gastric glands)에서는 갈색의 씨앗 모양을 하고 있는 한 두 개의 TH-IR 세

포들을 관찰하였다(Fig. 11. A, B). 반면에 시료를 처리한 조직들에서는 대조

군에 비해 점막근판에서 더 많이 발현됨을 확인하였고 발현영역이 위선까지 

더 넓어짐을 확인하였다(Fig. 11. C, E, G, I; D, F, H, J ). 특히 Se/C. 

militaris을 처리한 조직에서는 다른 시료처리 조직에 비해 많은 TH-IR 세포

들이 관찰되었다. 그리고 각각의 위 조직에 나타난 TH-IR 세포를 일정한 단

위면적에서 cell counting을 하여 비교해 본 결과, 대조군에 비한 실험군들의 

TH-IR 세포들의 수가 더 많이 나타났으며 특히 Se/C. militaris의 처리조직에

서는 3 배 이상의 숫적 증가를 확인하였다(Fig.. 12). 이러한 결과들은 C. 

militaris과 같이 Se/C. militaris에 의해 쥐의 뇌와 위에서 TH에 대한 발현유

도에 작용함을 나타낸다.  
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Fig. 1. The pathway of Catecholamine biosynthesis 

Table  1.  The Treatment of Chemical Products
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 Agent 
Solvent

Treatment amount

Time(hr)

PC 12

forskolin water 10 μM/㎖ 4

Reserpine water 10 μM/㎖ 4

Table 2. The Treatment of Crude Extracts from Medicinal Mushrooms

   

 extracts
Solvent

Treatment amount
Time(hr)

PC 12 Rat, Mouse

C. militaris
water

10 ㎍/㎖ 20 ㎎/㎏
2, 4, 8

ethanol    4, 8

se/C. militaris
water

10 ㎍/㎖ 20 ㎎/㎏
2, 4, 8

ethanol    4, 8

ge/C. militaris
water

10 ㎍/㎖ 20 ㎎/㎏
2, 4, 8

ethanol    4, 8

※  Se/C. militaris : selenium-contained C. militaris, Ge/C. militaris : 

germanium-contained C. militaris,     

Table 3. Oligonucleotide Primers for PCR of Tyrosine Hydroxylase

Gene 

name
5' primer( 5‘ - 3’ ) 3' primer( 5‘ - 3’ )

product 
size
(base)

PC12   

TH 5‘GCT GTC ACG TCC CCA AGG 

TT 3'

5'AAG CGC ACA AAA TAC TCC 

AGG 3'
324bp

Rat     

TH

β-actin  
5'CCT CTA TGC CAA CAC AGT 

3'
5'AGC CAC CAA TCC ACA CAG 3' 153bp
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Fig.  2.  Induction of Tyrosine Hydroxylase expression of Foskolin (Fsk), 

Reserpine (Res) and  C. militaris (CM) in PC12 cells. Lane 1. Non-treated; 

Lane 2. forskolin (Fsk);  Lane 3. Resepine (Res); Lane 4. CM-treated. PCR 

products were visualized as a band on a 1.2 %  agarose gel. 

         

Fig. 3. Induction of Tyrosine Hydroxylase expression by water extracts of C. 

militaris(CM) and organoselenium, organogermanium contained C. militaris 

(se, ge/CM) in PC12 cells.Lane 1. Non-treated; Lane 2. se/CM-treated for 2 

hrs; Lane 3. se/CM-treated for 4 hrs; Lane 4. se/CM-treated for 8 hrs; Lane 

5. ge/CM-treated for 2 hrs; Lane 6. ge/CM-treated for 4 hrs; Lane 7. 

ge/CM-treated for 8 hrs; Lane 8. CM-treated for 2 hrs; Lane 9. CM-treated 

for 4 hrs; Lane 10. CM-treated for 8 hrs. PCR products were visualized as a 

band on a 1.2 % agarose gel. 
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Fig. 4. Induction of Tyrosine Hydroxylase expression by water extracts of C. 

militaris (CM), organo selenium contained  C. militaris (se/CM) and organo 

germanium-contained C. militaris (ge/CM) in substantia    nigra of mouse 

brain. Lane 1. Non-treated; Lane 2. se/CM-treated for 2hrs; Lane 3. 

se/CM-treated for 4 hrs; Lane 4. se/CM-treated for 8 hrs; Lane 5. 

ge/CM-treated for 2 hrs; Lane 6. ge/CM-treated for 4 hrs; Lane 7. 

ge/CM-treated for 8 hrs; Lane 8. CM-treated for 2 hrs; Lane 9. CM-treated 

for 4 hrs; aine 10. CM-treated for 8 hrs. PCR products were visualized as a 

band on a 1.2 % agarose gel. 

Fig. 5. Induction of Tyrosine Hydroxylase expression by ethanol extracts of 

C. militaris (CM), organoselenium contained C. militaris (se/CM) and 

organogermanium contained C. militaris (ge/CM) in PC12 cells. Lane 1. 

Non-treated; Lane 2. se/CM-treated for 4 hrs; Lane 3. se/CM-treated for 8 

hrs; Lane 4.  ge/CM-treated for 4hrs; Lane 5. ge/CM-treated for 8 hrs; Lane 

6. CM-treated for 4hrs; Lane 7. CM-treated for 8 hrs. PCR products were 

visualized as a band on a 1.2 % agarose gel.
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Fig. 7. Western blotting analysis of Tyrosine Hydroxylase amount by C. 

militaris(CM) in the PC12 cells. Lane 1. Marker (Promega); Lane 2. 

non-treated ; Lane 3. CM-treated. A. protein electrophoresis at SDS-PA

GE(12 %) gel. B. Western blotting of TH. The TH band at 60 kDa 

correspond results with shown in Fig.7. A.

Fig. 8. Western blotting analysis of Tyrosine Hydroxylase amount C. 

militaris(CM), organoselenium-contained C. militaris(se/CM) and 

organo-germanium-contained C. militaris(ge/CM) in Mouse whole Brain. Lane 

1. Marker(Sigma); Lane 2. non-treated ; Lane 3. se/CM-treated for 4 hrs; 

Lane 4. ge/CM-treated for 4 hrs; Lane 5. CM-treated for 4 hrs. A. protein 

electrophoresis at SDS-PAGE(12 %) gel. B. Western blotting of TH. The TH 

band at 60 kDa correspond with results shown in Fig.8. A.
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Fig. 9. Immunohistochemical detection of Tyrosine Hydroxylase by C. 

militaris (CM) in the substantia nigra. Sections were incubated with TH 

antibodies (1:10000) and visualised by DAB reaction products using the 

avidin-biotin technique. A. Non-treated (×40) B. C. militaris (×40); C. 

Non-treated (×200) D. C. militaris (×200) VTA : Ventral Tegmental Area, 

SNC : Substantia nigra, compact, SNR : Substantia nigra, reticular.

Fig. 10. Immunohistochemical detection of Tyrosine Hydroxylase by C. 

militaris(CM) in the subtantia nigra. Sections were incubated with TH 

antibodies(1:10000) and visualized by DAB reaction products using the 

avidin-biotin technique. AB : SN, CD : SNL ; A. Non-treated(×40) B.  C. 

militaris(×40); C. Non-treated(×400) D. C. militaris(×400) SNC : Substantia 

nigra, compact, SNR : Substantia nigra, reticular, SNL :  Substantia nigra, 

lateral.
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Fig. 11. Immunohistochemical detection of Tyrosine Hydroxylase in the 

stomach. Section were incubated with TH antibodies (1:10000) and visualized 

by DAB reaction products using the avidin-biotin technique. A, B. 

Non-treated; C, D. se/C. militaris; E, F. ge/C. militaris; G, H. C. militaris;  

A, C, E, G  (×100); B, D, F, H  (×400) 

       

Fig. 12. The change of Tyrosine Hydroxylase-Immunoreactive(TH-IR) cells 

number in the stomach by treatment of several extracts.
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4. 적요

  Tyrosine hydroxylase(TH)는 카테콜라민생합성 경로의 첫 번째로 작용하는 

rate-limiting enzyme이며, 이들의 활성은 다양한 기작을 가지고 카테콜라민을 

생성하는 신경세포들에 영향을 미치기 때문에 매우 중요한 요소이다. 또한 

TH 및 카테콜라민의 비정상적인 발현은 Parkinson's disease(PD)와 같은 퇴

행성 신경질병의 원인이 되는데 TH의 발현유도는 이를 치료할 수 있는 기본

이 된다. 

  따라서 본 연구에는 TH 발현을 유도하기 위해 C. militaris를 중점으로 사

용하였다. 먼저 기존에 TH의 발현을 유도한다고 보고가 되어있는 

forskolin(spyridon 등 2001), Reserpine (Nicole 등 1986)과 실험에 이용할 C. 

militaris, Se/C. militaris, Ge/C. militaris을 처리하고 이들로부터 RNA를 분

리하여 RT-PCR에 의한 결과를 비교 분석하였다. 

  그 결과 대조군에 비해 Fsk와 Res에서 TH mRNA의 발현이 증가함을 볼 

수 있었고 다른 실험시료들에 의해서도 발현됨을 확인하였다. 특히 낮은 양의 

selenium을 포함하고 있는 C. militaris은 기존의 C. militaris보다 훨씬 많은 

TH가 발현되었다. 발현시간은 시료 투입 후 In vitro에서는 4 시간에서 가장 

높게 발현되었으며 In vivo에서는 4, 8 시간이 높게 발현되었다. 증류수에 의

한 추출물보다는 ethanol 추출물이 더 효과적이었다.

western blotting을 한 결과에서 먼저 PC 12 세포를 사용한 결과 대조군에 비

해  C. militaris을 처리한 실험군의 TH 양성 단백질 밴드가 더 진함을 관찰할 

수 있었다. 그리고 mouse whole brain에서는 대조군에 비해 Se/C. militaris이 

가장 많은 발현이 되는 것을 확인할 수가 있으며 다음으로 C. militaris이 높

은 발현양상을 볼 수 있었다. 이는 RT-PCR에 의해 확인되었던 결과와 일치

하였다. 그리고 이 실험을 통해 3 개의 단백질 양상이 나타났는데 이는 TH단

백질을 포함 (약 60 kDa)하며 카테콜라민 합성에 관여하는 물질들은 거의 비

슷한 구조를 가지는 상동성 단백질이다. 

Immunohistochemistry에 의한 결과는 RT-PCR에서 TH mRNA를 유도 발현

시킨 C. militaris, Se/C. militaris, Ge/C. militaris을 이용하였으며 쥐의 뇌와 
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위에서 TH-IR neuron들의 발현양상을 관찰하였다. TH-IR neuron들은 갈색

을 나타내는데 rat brain에서 가장 많이 TH neuron들이 분포되어 있는 SN부

위를 살펴보았다. 그 결과 대조군에 비해 신경세포체의 세포질이 훨씬 더 진

한 염색이 되어 또렷이 관찰되었으며 독립적으로 존재하는 TH-IR neuron을 

살펴보면 작은 돌기들이 많이 생성됨을 확인할 수가 있었다.   그리고 

Eisenhofer 등 (1999)과 Paul 등 (1997)은 위(Stomach)에서 dopamine이 생성

되고 TH activity를 가진다고 보고하였고 Elsenhofer 등 (1999)은 위에서의 

dopamine이 gastrointestinal tract의 보호물질로 작용한다고 보고하였다. 따라

서 본 실험에서 위에서의 TH-IR 세포들을 관찰하였으며 반응 세포들이 점막

근판에서 주로 나타남을 관찰하였다. 또한 시료를 처리한 조직들이 대조군에 

비해 점막근판에서 더 많이 발현됨을 확인할 수 있고 발현영역이 위선까지 더 

넓어짐을 확인하였다.

이와 같은 결과로 종합해볼 때 C. militaris이 퇴행성 질병과 관련이 있는 TH 

유전자의 활성을 증가시켰다. 또한 C. militaris에 첨가하여 사용한 se은 효과

가 더 높게 나타났다. 이는 Se의 작은 양은 인체에는 필수적이지만 만성으로 

인한 과다한 양은 독성을 갖는 특징이 있다. 이는 C. militaris의 배지에 첨가

하여 유기물질로 전환시킴으로서 이러한 독성을 줄일 것으로 사료된다. 또한 

이러한 실험결과들은 TH의 감소의 원인을 갖는 PD와 같은 질병의 예방과 치

료제로서의 가능성을 제시하며 시료들의 추출물 성분을 분석하여 효과적인 물

질 연구가 계속되어야 한다고 사료된다.
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ABSTRACT

   Tyrosine Hydroxylase(TH) is the rate-limiting enzyme in the biosynthesis 

of catecholamines(CA) that mediate a wide range of the physiological and 

behavioral functions in the central and peripheral nerves systems. Abnormal 

function of the CA system in the brain is associated with certain neurological 

and psychiatric disorders. Especially, Mesencephalic dopaminergic neurons in 

the substantia nigra play an important role in motor functions in Parkinson's 

disease(PD). The PD is a progressivly neurodegenerative disease and results 

from the decrease of TH, other CA-related enzymes, and dopamine(DA) in 

the striatum. Over the years, one of the most effective therapeutic strategies 

for PD is the restoration of DA levels by the treatment with L-DOPA, but 

chronic levodopa therapy causes several side effects. 

   The expression level of TH mRNA and TH enzyme activity is altered in 

response to changes in several physiological states, such as glucocorticoid 

administration, drug administration (forskolin, reserpine, apomorphine, etc.), 

Epidermal Growth Factor (EGF), Nerve Growth Factor (NGF), Glial-Derived 

Neurotrophic Factor(GDNF), and cyclic AMP.

   C. militaris is one of endomopatogenic fungi infecting lepidopteran insects 

and a rare chinese herbal medicine. The crude extracts obtained from C. 

militaris is used for the treatment of excessive tiredness, persistent cough, 

debility, anemia, asthma, aging, and cancer. The aim of this study was to 

examine efficacy of TH mRNA induction by crude of C. militaris and other 

mushrooms, as demonstated by RT-PCR. First at all, we identified induction 

of TH mRNA by Fsk, Res and C. militaris. Next, we examined that TH 

mRNA induction increased in C. militaris-treated tissues. And the C. militaris, 

the organoselenium and organogermanium contained, has also been shown to 
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increase the TH mRNA induction in brain of mouse. Specially, We further 

determined the highly effect of organoselenium-contained C. militaris on the 

induction of expression of TH mRNA.

   Western blot analysis revealed that TH protein level increased effects of 

induce on crude extracts from C. militaris and other mushrooms. When TH 

protein was detected by western blotting, it was appeared three distinct 

immuno-detect bands including TH molecular weight of 60 kDa.

   After the treatment of C. militaris, Se/C. militaris, and Ge/C. militaris, 

TH-IR neuron by immunohistochemistry compared with microscope. In the 

result, C. militaris-treated tissues indicated higher levels of TH 

immunoreactivity than non-treatment tissue in substantia nigra of brain. The 

changes occurring from the treatment of crude extracts in brain appeared to 

be the result of an increase in number and color of the TH-containing cells 

and a number of nerve fibers in brain. In the non-treated stomach tissue, 

TH-IR cells localized in Muscularis mucisae of stomach layer. But, in the 

extracts-treated stomach tissue, TH-IR cells had higher levels and it extented 

in gastric glands. This result agreed with RT-PCR and western blotting. 

This result suggests that C. militaris optimal level of se might play a new 

clue to treat neurodegenerative disease, such as PD .

제4절 C. militaris의 혈전분해효과 

  혈관이 손상되면 출혈이 일어나고 지혈과정이 뒤따르며 이 과정에서 형성된 

혈소판과 섬유소(fibrin)의 응집체인 혈전(thrombus)은 지혈과정이 완결되고 

손상된 부위의 조직이 재생되면 plasminogen 활성화제인 Urokinase(UK) 

,tissue-type plasminogen activator(tPA), streptokinase(SK)에 의해 

plasminogne이 활성화된 plasmin에 의해 용해되어 혈관의 혈액은 다시 정상
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상태를 유지하게 된다. 만약 생성된 혈전이 체내에 과도하게 축적되거나 혈전

용해 기작이 원활하게 작동하지 못할 경우 혈전증(thrombosis)을 유발하여 인

체에 치명적인 손상을 줄 수도 있다(Fig. 1). 이 혈전은 혈관을 따라 흐르며 

뇌혈전증, 뇌출혈, 심부전증, 심장마비와 같은 혈관계 질환을 유발하는데 현대

인의 사망원인 중 혈관계 질환에 의한 사망이 39%로 알려지고 있어 이 혈관

계 질환의 주원인 중 하나인 혈전을 용해하는 혈전 용해제에 관한 관심이 점

점 더 커지고 있다. 

  임상에서 사용되어지고 있는 혈전 용해제로는 UK, tPA, SK 등이 있으나 

UK를 제외하고는 경구 투여를 할 수 없고 tPA의 경우 반감기가 짧은 단점이 

있다. 이 용해제들은 투여 시 혈전에 대한 선택성이 적어 전신출혈이 발생하

며 또한 가격이 비싼 단점이 있다. 기존에 사용되고 있는 혈전 용해제들은 

plasminogen활성화제들로 간접적인 방법으로 혈전을 용해하지만 혈전을 직접 

용해하는 새로운 혈전 용해제들이 보고되었고, 경제적이고 경구투여가 가능한 

혈전증 치료제에 대한 연구가 다양하게 시도되고 있으며, 현재 경구투여가 가

능한 혈전제로 지렁이(Lumbricus lubellus)이로부터 6 가지의 혈전분해효소를 

분리하였으며, 혈전을 직접 분해하는 효소를 뱀독으로부터 분리하였다(chai 

등, 1995)6). 또한 한국과 일본을 중심으로 한 발효식품에서의 혈전분해효소의 

연구는 직접 섭취가 가능한 식품을 대상으로 하였다(Park 등, 199523); Kim 

등, 2000
18); 
Kim 등, 1999

21) 
,Heo 등 

14)
). 일본의 전통대두 발효식품인 

natto(nattokinase)와 절임식품인 shiokara (katsuwokinase)에서 혈전용해효소 

생산 균주를 분리하고 효소를 정제하였으며, 이의 경구투여 시 생체내의 혈전

분해능을 높일 수 있다고 보고하였다. 우리나라에서도 일본의 natto와 유사한 

콩을 원료로 한 전통발효식품인 청국장에서 혈전분해능을 가진 Bacillus sp.를 

분리 및 정제에 관한 많은 연구가 진하였으며, 전통대두 발효식품인 된장으로

부터 natto와 청국장에서 분리한 균주에 비해 2∼3 배 이상의 높은 혈전용해

효소를 생산하는 균주를 분리하여 보고하였다(Kim 등, 1996)19).

  한편 버섯의 경우 간단한 요리로 직접섭취가 가능하므로 이에 대한 행되고 

있으나, 주로 metalloprotease(Doonana 등, 1999)
11)
와 항진균활성에 관한 연구

(Lee 등, 2000)22)가 많이 되었다. 한국산 버섯은 약 990여종이 분류되어 있으
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며, 이 중 100 여종이 식용 가능한 버섯으로 확인되었고, fibrin plate와 fibrin 

zymography(Leber 등, 19971); Kim 등, 199820))을 이용하여 혈전분해능을 가

진 버섯을 선발하고 활성의 특이성을 연구하였다. 

  현재 임상적으로 사용되어지고 있는 혈전용해제인 UK, SK, tPA등은 

plasminogen 활성화제로 작용하여 plasmin을 만드는데 관여할 뿐 아니라 혈

소판응집을 강하게 억제하는 작용도 한다. 그러나 이 혈전용해제들은 활성은 

크지만 fibrin에 대한 선택성이 작아 장기간 복용 시 용혈현상과 면역반응이 

나타나는 것으로 알려져 있고 또한 가격이 매우 높은 단점이 있다. 이러한 문

제점을 해결하기 위하여 버섯의 자실체 및 균사체로부터 혈전에 대한 선택성

이 크고 fibrin 분해활성이 높은 새로운 혈전분해물질에 관한 연구가 활발히 

진행되고 있다. 특히 버섯류의 균사체 배양은  직접 섭취가 가능하고, 가격이 

저렴하며, 대량생산할 수 있다는 장점을 가지고 있다.

  따라서 본 연구에서는 식용 및 약용으로 널리 이용되고 있으나 아직 혈전분

해능이 보고되지 않은 C. militaris로부터 혈전용해효소를 분리하고 그 특성을 

연구하게 되었다. 

1. 재료 및 방법

 가. 단백질분해작용 및 혈전분해작용 검색

  1) 시료

  본 연구에서는 C. militaris ATCC 공시균주를 구입하여 기 정립된 배양조

건에 의하여 자실체와 균사체를 배양하여 사용하였다.

  2) 버섯추출물의 조제

  C. militaris 자실체 10 g을 동일양의 멸균수에 균질화하여 600 X g에서 원

심분리 후 상층액을 회수하여 사용하였다.
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  3) 단백질분해 활성테스트

  멸균수에 0.3% skim milk 용액 5 ㎖에 동량의 2% agarose용액 5㎖을 첨가

하여 혼합하여 1 시간 동안 실온에서 고화시켜 skim milk agarose plate를 제

조하였다. 단백질 분해작용을 검색하기 위하여 skim milk agarose plate에 지

름 5 mm의 구멍을 만들어 C. militairs 조추출물을 10 ㎍을 침적하고 37℃에

서 12 시간 반응시켜 생성된 투명대로 확인하고, 이때 효소 1 unit는 위의 반

응조건에서 10 mm2의 투명대를 생성시키는 효소량으로 하였다.

  4) 혈전분해 활성테스트 

  fibrinogen을 0.3%가 되도록 TN완충용액(50 mM Tris-HCl, 0.15 M NaCl, 

pH 7.4)에  용해시킨 용액 5 ㎖ 에 동량의 2% agarose 용액 5 ㎖ 을 첨가하

여 혼합한 후, thrombin(100NIH unit/㎖) 0.1 ㎖을 첨가하여 1 시간 동안 실온

에서 고화시켜 fibrin agarose plate를 제조하였다. 혈전분해활성을 위해 fibrin 

agarose plate에 지름 5 mm의 구멍을 만들어 C.militairs 조추출물 시료 10 

㎍를 침적하고 37℃에서 12 시간 반응하여 형성된 투명대를 확인함으로서 검

색하였다. 

  나. 혈전분해효소의 정제

  1) 조단백질 분리

  모든 정제과정은 4℃에서 수행하였으며 Doonan (1999)
11)
등의 방법을 변형

하여 분리하였으며 정제과정마다 단백질분해활성 및 혈전분해활성과 단백질농

도를 측정하였다. 

  C. militaris 자실체 100 g을 동일한 양의 멸균수를 넣어 균질화하여 600 X 

g에서 원심분리하여 상층액을 회수하고 동량의 100%에탄올(-70℃)을 천천히 

가하며 교반(final EtOH conc. 50%)시킨 후 1 시간 동안 4℃에서 교반하였다. 
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다시 상층액을 회수하고 최종 에탄올 농도를 75%로 하여 1,200 X g로 원심분

리하여 생성된 침전물을 10 mM citrate-NaOH  pH 6.0 완충용액에 현탁하여 

시료로 사용하였다.

  2) 단백질 정량

  효소의 단백질정량은 단백질정량 kit(Pierce co.)를 사용하여 측정하였으며 

bovine serum albumin(BSA)을 사용한 표준곡선에 의하여 환산하였다.

  3) Ion-exchange column chromatography

  FPLC system(Pharmacia co.)을 이용하여 DEAE-sephacel을 5 X 20 ㎝의

column에 충전시켜 10 mM citrate-NaOH(pH 6.0)완충용액으로 평형화시킨 

후 주입시켜 0∼1 M NaCl의 농도구배를 형성시켜 0.5 ㎖/min의 속도로 분획

을 수집하였다.

  4) 활성 분획 분리

  혈전분해효소 활성측정은 azocasein으로부터 acid-soluble material 양을 측

정함으로서 결정하였다. 1% azocasein(50 mM Tris-HCl, pH 7.0) 300 ㎕에 

각 분획 50 ㎕를 넣고 37℃에서 20 분간 배양시킨 후 ice-cold 10%(W/V) 

Trichloroacetic acid(TCA) 600 ㎕를 넣고 즉시 혼합시켜 10 분 동안 얼음에 

보관시킨 후 15,000 rpm, 4℃, 15 분 동안 원심분리 시킨 후 상층액을 분리하

여 OD366에서 측정하여 단백질분해활성을 가지는 분획을 분리하였고, 혈전분

해능을 확인하기 위하여 분리된 분획을 2% fibrin agarose plate에 침적하여 

혈전분해활성을 검색하였다.

  5) 혈전분해작용 및 활성 측정
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  단백질분해활성을 나타내는 분획을 50 mM Tris-HCl 완충용액(pH 7.4, 0.15 

M NaCl포함)에 fibrinogen을 최종농도 0.3%가 되도록 완전히 용해시킨 용액 

5 ㎖에 동량의 2% agarose 5 ㎖을 첨가하여 혼합하였다. 혼합한 용액에 

thrombin(100 NIH unit/㎖) 0.1 ㎖을 첨가하여 충분히 혼합한 후 1 시간 동안 

실온에서 고화시켜 fibrin plate를 제조하여 fibrin plate에 지름 5 mm의 구멍

을 만들어 각 분획을 첨가하여 투명대가 형성된 분획을 취하여 10 K 

centricon(Amicon co.)으로 농축하였다. 농축된 각 시료를 단백질 정량을 하여 

fibrin plate에 첨가시키고 대조구로 정제된 혈전용해효소인 plasmin 1 

unit(calbiochem 10 ㎍)을 사용하였다. 추출액의 혈전분해활성은 대조구의 용

해면적에 대한 시료의 용해면적의 상대적인 비율로 환산하여 산출하였다.

  6) 혈전분해효소의 분자량 측정

   가) SDS-PAGE

  정제된 C. militaris 혈전분해단백질은 SDS-polyacrylamide gel 

elecrophoresis(SDS-PAGE)를 수행하여 분자량을 분석하였다. 12%의 

separating gel과 5% stacking gel로 이루어진 SDS-PAGE에 활성분획 20 ㎍

과 5 X sample 완충용액(60 mM Tris-HCl, pH 6.8, 25% glycerol, 2 % SDS, 

14.4mM β-mercaptoethanol, 0.1 % bromophenol blue)과 혼합하여 100℃에서 

5 분간 중탕하여 전기영동을 수행하였으며, protein marker(BMA co.)를 사용

하여 분자량을 확인하였고, 전기영동 된 gel은 Coomassie blue R-250로 염색

하였다.

   나) Fibrin-zymography

   SDS-fibrin zymogrphy활성확인법은 fibrinogen 농도가 0.12%(W/V)가 되

게 polyacrylamide 용액에 혼합한 후 즉시 thrombin(1 NIH unit/㎖)을 첨가하

여 제조한 12% fibrin-polyacrylamide gel에서 수행하였다. 각 lane에 시료 10 
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㎍의 단백질을 loading한 후 10 mA의 일정한 전류를 걸어 전기영동을 실시한 

다음 SDS에 의해 불활성화된 효소를 재활성화 시키기 위하여 gel을 2.5% 

Triton X-100을 포함한 Tris-HCl(50 mM, pH 7.4)에 gel을 30 분간 침적하여 

SDS를 제거한 후 다시 증류수로 Triton X-100을 제거하였다. 분획된 단백질

의 혈전분해활성은 활성반응 완충용액(200 mM NaCl, 10 mM CaCl2, 0.02% 

NaN3가 포함된 30 mM Tris-HCl pH 7.4)에 gel을 침적하여 37℃배양기에서 

12 시간 반응시켰다. fibrin 분해능을 지닌 단백질 분획은 활성염색법에 의해 

gel상의 fibrin을 분해하여 coomassie blue염색결과 형성된 투명대로 활성을 

확인한다(Beber등. 19971); Kim 등. 199820)).

  7)  In vitro 와  in vivo에서 혈전분해효과 검증

   가) In vitro에서 혈전분해작용 검색

  Well plate에 50 mM Tris-HCl 완충용액 (pH 7.4, 0.15 M NaCl포함)에 용

해되어있는 1 ㎎ fibrinogen과  thrombin 1unit를 첨가하여 실온에서 1 시간 

동안 고화시킨 후 정제된 C. militaris 혈전분해효소 10 ㎍을 첨가하여 37℃ 

항온기에서 5 시간 동안 반응시킨 후 400 배의 현미경하에서 관찰하였다.

   나) In vivo에서 혈전분해작용 검색

  Diethyl ether로 Rat을 마취시키고, 복부 대동맥으로부터 채혈을 하였다. 채

혈 시 항응고제로 ACD용액( 12.5 g Trisodium citrate dihydrate, 7.5 g citric 

acid monohydrate, 10 g glucose and up to 100 ㎖ water)을 사용하고 혈액과 

1 : 6 의 비율로 혼합한 후 150 X g 에서 10분간 원심분리하여 상층의 혈소

판풍부혈장(PRP, platelet rich plasma)를 취하여 다시 500 X g에서 10분간 원

심분리하여 혈소판 pellet을 얻어 세척완충용액(11.9 mM NaHCO3, 0.33 mM 

NaH2PO4, 163.3 mM NaCl, 2.8 mM KCl, 1.1 mM NgCl2, 11.2 mM α

-D-Glucose, 2.0 mM EDTA, 0.35% Bovine serum albumin, pH 7.4)로 세척
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한 후 pellet 을 현탁완충용액(11.9 mM NaHCO3, 0.33 mM NaH2PO4, 163.3 

mM NaCl, 2.8 mM KCl, 1.1 mM NgCl2, 11.2 mM α-D-Glucose, 2.0 mM 

EDTA, pH 7.4)에 최종밀도를 5 X 108/㎖로 부유시킨 후thrombin 1 unit를 첨

가하여 실온에서 고화시킨 후 정제된 C. militaris 혈전분해효소 10 ㎍을 첨가

하여 37℃ 항온기에서 5 시간 동안 반응시켜 400 배의 현미경하에서 관찰하였

다.

  8) 혈전분해효소 특성분석

   가) 금속이온에 대한 혈전분해효소 활성 측정

  정제한 효소의 활성에 대한 금속이온의 영향을 알아보기 위해 CaCl2, CoCl2, 

ZnCl2, CuSO4, MgCl2, FeCl2, EDTA, PMSF를 각각 2 mM이 되도록 20 mM 

Tris-HCl(pH 7.0)에 첨가한 뒤, 같은 부피의 효소용액과 섞은 후 60 분 동안 

37℃ 항온기에서 반응을 시킨 후 azocasein assay와 fibrin agarose plate를 수

행하여 활성을 비교하였다.

   나) pH에 대한 혈전분해효소 활성 측정

  효소반응의 최적 pH를 검토하기 위해 정제된 혈전용해효소를 각 pH 완충

용액에 가하여 37℃에서 60 분간 반응시킨 후 효소활성을 비교하였다. 이때 

사용한 완충용액은 혈전분해활성에 대한 영향을 최소화하기 위하여 0.5 M 

Glycin-HCl(pH 2∼pH 3), 0.5 M Acetate(pH 4∼pH 5), 0.5 M Tris-HCl(pH 

6∼pH 8), 0.5 M Glycine-NaOH(pH 9∼pH 10) 완충용액을 사용하였으며, 

azocasein assay와 fibrin agarose plate를 수행하여 pH에 대한 혈전분해효소

의 활성을 측정하였다. 

   다) 온도에 대한 혈전분해효소 활성 측정

  분리된 단백질의 열안정성을 알아보기 위하여 효소액 0.1 ㎖을 30℃∼80℃

에서 60 분간 반응시킨 후 azocasein assay와 fibrin agarose plate를 수행하여 
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온도에 대한 혈전분해효소의 활성을 측정하였다. 

2. 결과 및 고찰

 가. 추출물의 단백질분해활성

  2% skim milk agarose plate에 정량된 C. militaris 조효소 10 ㎍과 양성대

조군으로 trypsin 10 ㎍을 침적하고 37℃에서 12 시간 동안 반응시켜 형성된 

투명대로 단백질 분해활성을 검색하였다. 이때 효소 1 unit는 위의 반응조건에

서 10mm
2
의 투명대를 생성시키는 효소량으로 하였다. 침적된 각 버섯추출물

은 12 시간 반응 후 투명대를 형성하였다. 따라서 이들 버섯추출물 내에 단백

질분해효소가 존재함을 확인하였고,  정제된 단백질분해효소인 trypsin은 0.5 

unit/㎍, C. militaris 조효소는 0.35 unit/㎍의 단백질분해활성을 나타내었다

(Fig. 2). 

 나. 추출물의 혈전분해작용  

  정량된 C. militaris 조효소로부터 혈전분해작용 및 활성을 확인하기 위하여 

2% fibrin agarose plate assay를 수행하였다. C. militaris 조효소 10 ㎍을 침

적시킨 후 12 시간동안 37℃ 항온기에서 반응하였으며, 혈전분해반응시간을 

확인하기 위하여 1 시간 별로 활성을 확인하였다. 버섯시료가 침적된 모든 

lane에서 혈전분해반응을 확인할 수 있는 투명대가 형성되었으며, C. militaris

은 양성대조군으로 사용한 정제된 혈전분해효소인 plasmin과 동일하게 침적 

후 1 시간 내에 강력한 혈전분해활성을 나타내었다(Fig. 3). 따라서 C. 

militaris를 가공하여 혈전증예방에 대한 기능성 식품 및 예방제로 개발이 가

능할 것으로 사료된다. 

 다. 혈전분해효소의 정제
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   1) 에탄올침전법에 의한 단백질 분리

  모든 정제 과정은 4℃에서 수행하였으며, 안정적인 혈전분해효소 활성을 유

지시키기 위하여 에탄올추출을 수행하였다. 혈전분해효소가 분리되어지는 에

탄올 농도를 측정하기 위하여 50%, 70%, 85%로 에탄올 농도를 점진적으로 

증가시켜서 분리된 단백질을 10 mM citrate-NaOH (pH 6.0) 완충용액에 현탁

하여 azocasein assay 및 fibrinolysis assay를 수행하였고, 단백질분해활성 1 

unit는 OD366에서 0.1의 값으로 정하였다.

C. militaris 단백질은 50%∼75% 에탄올 농도분획에서 940 unit로 가장 높은 

단백질분해활성을 나타내었다 (Table 1). 

따라서 향후 50%-70%의 에탄올 농도에서 조단백질을 분리하여 시료로 사용

하였다.

   2) Ion-exchange column chromatography

  DEAE-sephacel column을 10mM citrate-NaOH(pH 6.0)으로 평형화한 후 

0∼1 M NaCl의 농도구배를 형성시켜 0.5 ㎖/min으로 분획하였다. 분리된 분

획은 azocasein assay 및 fibrin agarose plate를 수행하여 활성분획을 분리하

게 되었다. 활성분획은 400 mM NaCl 농도에서 분리된 분획에서 가장 높은 

활성을 나타내었다(Fig. 4). 

   3) 혈전분해효소 활성

  Ion-exchange column chromatography로부터 분리된 각 버섯으로부터의 혈

전용해효소를 정량하여 혈전분해능 및 활성을 측정하기 위하여 2% fibrin 

agarose plate assay를 수행하여 37℃ 항온기에서 12 시간 반응하였다. 혈전분

해활성은 1 unit는 정제된 혈전분해효소인 plasmin 10 ㎍에 의하여 형성된 투

명대 면적에 대한 상대적인 투명대 면적으로 환산하였다. 12 시간 후 정제된 
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혈전분해효소(10 ㎍)가 침적된 lane에서 투명대가 형성됨을 확인하였다. 각 정

제된 혈전분해효소는 plasmin에 의해 형성된 투명대 면적에 대하여 C. 

militaris로부터 정제된 혈전분해효소는 1.5 배의 활성을 나타내었다(Fig. 5). 

전통발효식품인 된장으로부터 분리되어진  Bacilluls sp.로부터 정제된 혈전분

해효소는 약 1.3 배의 활성을 가지고 있으며, 또한 Kim등(1999)에 의해 혈전

분해능을 갖는 버섯류인 중 가장 활성이 높은 버섯인 장식솔버섯(Tricholom

-opsis decora)의 혈전분해활성은 0.99 배로, C. militaris로 부터 정제된 혈전

분해효소활성이 높음을 확인하였다. 

   4) 혈전분해효소의 분자량

  분리 정제된 C. militaris 혈전분해효소는 12% SDS-PAGE과 Beber등

(1997)
1)
의 방법을 이용한 12% fibrin SDS-PAGE zymography를 수행하여 정

제된 혈전분해효소의 분자량을 측정하였다. 

  정제된 C. militaris 혈전분해효소를 12% SDS-PAGE에 전기영동한 결과 

52 kDa(Fig. 6, lane 3)의 분자량을 확인하였다. 또한 fibrin zymography를 수

행하여 동일한 위치에 SDS-PAGE에서 확인한 동일한 분자량에 투명대가 형

성됨을 확인하였다(Fig. 6 lane, 4).

위의 결과로부터 SDS-PAGE와 fibrin zymography상에서 동일한 분자량을 

나타내어 정제된 혈전분해효소가 단량체(monomer)임을 확인 할 수 있었고 기

존에 보고된  Bacillus sp.로부터 정제된 혈전분해효소는 45 kDa, 일본의 전통

발표식품인 natto로부터 분리된 효소는 44 kDa로 미생물에서 분리된 혈전분

해효소는 다른 효소임을 확인할 수 있었다. 

 라. In vivo와 in vitro에서 혈전분해 

  1) In vitro에서 혈전분해 

  Fibrin 분해작용을 검증하기 위한 in vitro test로서 Fibrinogen용액 1 ㎎에 
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Thrombin 1unit를 첨가하여 고화시켜 정제된 혈전분해효소 10 ㎍을 처리하여 

37℃ 항온기에서 5 시간동안 반응시켜 fibrin 응집유무를 현미경하에서 관찰하

였다. saline을 처리한 음성대조군에는 Blinc등(2000)2)이 보고한 fibrin과 동일

하게 그물모양으로 존재하였으며(Fig. 7, A), plasmin을 처리한 시료는 fibrin

이 용해되었다(Fig. 7, B). 각 정제된 혈전분해효소를 처리한 lane에서는 fibrin

이 용해되었다. 그러나 각 정제된 혈전분해효소의 활성에 따라 약간의 fibrin

이 존재하였으나, 12 시간 반응 후 fibrin이 완전히 용해됨을 확인하였다. 혈전

효소활성은 C. militaris에서 plasmin과 동일하게 fibrin이 용해되었으며, Blinc 

등(2000)2)이 보고한 바와 같이 C. militaris로부터 분리된 효소가 혈전을 분해

시킴을 확인 할 수 있었다(Fig. 7. C). 따라서 C. militaris로부터 분리정제된 

혈전분해효소가 plasmin의 활성과 유사하며 활성도 약 1.5 배정도 활성이 높

기 때문에 혈전용해제 개발이 가능할 것으로 사료되며, 혈전증 예방을 위한 

기능성식품개발이 가능하리라 사료되어진다.

  2) In vivo에서 혈전분해 

  In vivo tset를 위해 rat의 혈액으로부터 분리한 PRP에 thrombin을 처리하

여 고화시켜 음성대조군으로 saline, 양성대조군으로 plasmin, 그리고 각 정제

된 혈전분해효소를 처리하여 혈전분해작용을 검증하였다. saline을 처리한 음

성대조군에서는 적혈구와 fibrin이 엉켜 혈전이 형성되었으며(Fig. 7, C), 

plasmin을 처리한 양성대조군에서는 fibrin이 용해되어(Fig. 7. D) 적혈구만 확

인되어 Blinc 등(2000)
2)
이 보고한 plasma clot에서 혈전분해와 동일한 결과

(Fig. 7. E)를 확인 할 수 있었다. 특히 혈전용해제의 경우 fibrin만 특이적으

로 분해하여야 한다. 본 실험의 결과에서 나타나듯이 혈전용해제로 정제된 

plasmin과 본 연구에서 분리 정제된 효소 모두 동일하게 fibrin만을 용해시키

고 적혈구에는 영향을 미치지 않았음을 확인하였다. 따라서 정제된 효소들은 

섭취 및 투여 시 체내에서 일어날 수 있는 부작용 중의 하나인 국소적인 용혈

현상을 최소화 할 것으로 사료된다.
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 마. 혈전 분해효소의 활성화에 미치는 factor

  1) 금속이온 및 단백질분해효소 저해제에 대한 혈전분해효소 활성

  금속이온에 대한 혈전분해효소의 활성은 금속이온을 처리하여 azocasein 

assay 및 fibirn agarose plate를 수행하여 확인하였다. 금속이온에 대하여 활

성저해를 나타내었고(Fig. 8), 단백질분해효소 저해제인 PMSF에 의해 강한 

활성저해반응이 나타남으로  C. militaris로부터 정제된 혈전분해효소는 serine

계열의 단백질분해효소임을 확인하였다(Fig. 9).    

      

  2) pH에 대한 혈전분해효소활성

  혈전분해효소반응의 최적 pH를 검토하기 위해 정제된 혈전용해효소를 각 

pH 완충용액에 가하여 37℃에서 60 분간 반응시킨 후 azocasein assay 및 

fibrin agarose plate를 수행하여 효소활성을 비교하였다. 분리된 혈전분해효소

는 대부분 pH 6.0∼pH 8.0에서 비교적 안정한 활성을 나타내었으며, C. 

militaris로부터 정제된 혈전분해효소는 pH 7.0에서 가장 안정적인 활성을 나

타낸 반면 pH가 높아짐에 따라 그 활성이 저해가 되었다(Fig. 10). 

  3) 온도에 대한 혈전분해효소 활성

  분리된 단백질의 열안정성을 알아보기 위하여 효소액 0.1 ㎖을 10℃ 간격으

로 30℃∼80℃에서 10 분간 처리하여 azocasein assay  및 fibrin agarose 

plate를 수행하였다. 분리된 혈전분해효소들은 30℃∼40℃ 안정적인 효소활성

을 나타내었다. C. militaris로부터 정제된 혈전분해효소는 37℃에서 최적활성

을 나타내었으나 60℃이상에서는 효소활성이 급격히 저해됨을 확인 할 수 있

었다(Fig. 11). 미생물로부터 분리정제된 혈전분해효소 (Chen등 20007), Heo등 

2001
14)
)과 할미송이버섯(Tricholoma asponaceum)으로부터 분리정제된 혈전분

해효소는 최적활성온도가 50℃∼60℃로 보고된 반면에 분리된 혈전분해효소
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는 인체 내에서 최적활성을 나타낼 수 있는 약 37℃로 인체 투여시 안정적인 

효소반응을 나타낼 것으로 사료된다. 
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Fig. 1. The pathway of thrombosis and fibrinolysis
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Fig. 2. The proteolytic activity from crude extract on  2 % skim milk   agarose plate. 

Lane 1. Negative control : Autoclaved 3rd D.W , Lane 2. Positive control : trypsin (10 

㎍),  Lane 3. C. militaris crude extract (10 ㎍) 
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Fig. 3. The screening of fibrinolytic activity from crude extracts on 2 % fibrin agarose 

plate. Lane 1. Negative control : Autoclaved 3rd D.W, Lane 2. Positive control : 

plasmin(10 ㎍), Lane 3. C. militaris crude extract(10 ㎍)

Table. 1. Purification steps for the fibrinolytic enzyme         

                                                                             : 

Unit(Protease activity)
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 EtOH conc.      C. militaris

Crude 455

EtOH Conc. 50% 664

EtOH Conc. 70% 940

EtOH Conc. 85% 202

Purified enzyme 1962

※ 1 unit is azocasein yield at absorbance of 0.1 at 366 nm following 

a incubation at 37℃ for 20 min

0     5      10    15    20    25    30    35     40      45
0 M

0.5 M

1.0 M

NaCl
linear 
gradient

Fraction number (Flow rate 1ml/min)

OD 
280nm

0     5      10    15    20    25    30    35     40      45
0 M

0.5 M

1.0 M

NaCl
linear 
gradient

Fraction number (Flow rate 1ml/min)

OD 
280nm

Fig. 4. Anion-exchange column chromatography of fibrinolytic enzyme from C. 

militaris on  DEAE-sephacel. The protein sample was applied to the column (7 × 15 

㎝) equilibrated with 10  mM citrate-NaOH (pH 6.0). The protein was eluted with  

0∼1 M of the NaCl linear gradient at the flow rate of 0.5 ㎖/min at 4℃
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Fig. 5. The fibrinolytic activity of purified enzyme. The protease from  C. militaris 

showed a level of fibrinolytic activity that was about 1.5 fold higher than 1.0 unit of 

plasmin. Lane 1. Negative control : 10mM Citrate-NaOH (pH 6.0) ; Lane 2. Positive 

control : Plasmin (10 ㎍) ; Lane 3. C. militaris (10 ㎍)

Fig 6. SDS-PAGE and fibrin zymography of the purified enzyme from C. militaris. 

The fibrinolytic activity was detected 52 kDa(arrow) on 10% polyacrylamide gel slabs 

containing 0.12% fibrinogen. Clear band indicated 52kDa on fibrin zymography. Lane 1. 

Protein marker ; Lane 2. C. militaris crude extract (10 ㎍) ; Lane 3. purified enzyme 

(10 ㎍) ; Lane 4. fibrin zymography  
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Fig. 7. Hydrolysis of human fibrin(A, B, C) and platelet agregation(D, E, F) by 

purified enzyme from C. militaris(× 400). A, D : Negative control : saline (20 ㎕) ; B, 

E : Positive control : Plasmin (10 ㎍/20 ㎕) ; C, F : purified enzyme from C. militaris 

(10 ㎍/20 ㎕) 
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Fig. 8. Effect of metal ions on the activity of the fibrinolytic enzyme The enzyme was 

pre-incubated with various 1 mM metal ions in  10 mM citrate-NaOH(pH 6.0) buffer 

for 1h at 37℃, After incubation, the mixture was performed to the azocasein assay 

and fibrinolysis assay. The results were expressed as percent(%) relative activity to 

that of none.
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Fig. 9. Effect of protease inhibitors on the activity of fibrinolytic enzyme. The enzyme 

was pre-incubated with 1 mM protease inhibitors of 10 mM citrate-NaOH(pH 6.0) 

buffer for 1h at 37℃, After incubation, the mixture was performed to the azocasein 

assay and fibrinolysis assay. The results were expressed as percent(%) relative 

activity to that of none.
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Fig. 10. Effect of pH on the activity of the fibrinolytic enzyme. The enzyme activity 

was assayed in the pH range of 2-10, respectively in 0.5 M glycine-]HCl buffer for 

pH 2-3, 0.5 M acetate buffer for pH 4-5, 0.5 M Tris-HCl buffer for pH 6-8, and in 

0.5 M glycine-NaOH buffer for pH 9-10. The enzyme activity was measured by 

incubating it for 1h at the various pH values at 37℃. After incubation, the mixture 

was performed to the azocasein assay and fibrin agarose plate.



- 212-
- 212 -

0

20

40

60

80

100

120

30℃ 40℃ 50℃ 60℃ 70℃ 80℃

R
e
la

ti
ve

 a
c
ti
vi
ty

(1
0
0
%

Fig. 11. Effect of temperature on the enzyme activity. The enzyme activity was 

assayed at various temperatures of 30-80℃ and pH 6.0 in 10 mM citrate-NaOH buffer. 

The enzyme activity was measured by keeping it for 10 min at the various 

temperatures and pH 6.0, and the enzyme assay was performed to the azocasein assay 

and fibrinolysis assay.
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4. 적    요

  최근 버섯류로부터 혈전분해물질 , 항함, 항종양, 면역활성, 항산화제 등에 

대한 연구들이 많이 진행되고 있다. 본 연구에서는  C. militaris,로부터 분리된 

단백질분해효소들이 fibrin을 특이적으로 분해하는 혈전분해효소임을 확인하였

고, C. militaris로부터 정제된 혈전분해효소는 serine계열 단백질 분해효소이

며 plasmin에 대하여 약 1.5 배의 활성을 나타내었다. 정제된 혈전분해효소는 

52 kDa의 분자량을 가지고 있으며, 최적활성온도는 35∼42℃, 최적활성 pH는 

pH 7에서 가장 높은 활성을 나타내었다.  In vivo와  in vitro에서 혈전분해를 

확인하기 위하여 fibrin과  rat의 PRP에서 반응시킨 결과 Blinc 등 (2000)이 

보고한 결과와 동일하게 fibrin과 rat의 PRP의 음성대조군에서는 fibrin섬유가 

그물모양으로 얽혀있었고, plasmin과 버섯으로부터 추출된 효소를 처리한 곳

에서는 fibrin 섬유가 분해되어 있음을 현미경(X 400)하에서 확인 할 수 있었

다. 또한 혈전분해 관련 유전자 연구와 새로운 혈전분해물질에 대한 앞으로의 

연구을 통하여  기능성 버섯류 개발과 인체 부작용을 최소화할 수 있는 새로

운 혈전분해제 개발이 가능하리라 사료되다.
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ABSTRACT

  Blood clots are formed through the conversion of fibrinogen into fibrin by the 
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proteolytic action of thrombin, and subsequently, insoluble fibrin clots are formed. The 

fibrin clots are dissolved by the hydrolytic action of plasmin, which is activated from 

plasminogen by tissue-type plasminogen activator(tPA). Generally, the hydolysis of 

fibrin is called fibrinolysis. The fibrin clot formation and the fibrinolysis are well 

balanced in the biological system. However, when the fibrin is not hydrolyzed due to 

any disorder, thrombosis such as myocardial infarction can occur. Intravenous 

administration of urokinase (UK), streptokinase (SK), and tPA, which are capable of 

degrading fibrin, has been widely used for this thrombosis therapy.

Unfortunately, these enzymes have a low specificity for fibrin and are also expensive.  

Recently, an investigation was conducted on the isolation of fibrinolytic enzyme from 

natural extract, because the fibrinolytic proteases for thrombolytic therapy has been 

demanded high specificity for fibrin and are low price. 

  Therefore, we are reported that the fibrinolytic proteases isolated from 

medicinal mushrooms such as the C. militaris in this studies.

  Purified fibrinolytic protease from C. militaris showed  molecular mass of 52  

kDa, respectively, on SDS-PAGE and fibrin zymography. It has been isolated and 

purified using a series of chromatographic column such as anion exchange. 

The protease from  C. militaris showed a level of fibrinolytic activity that was about 

1.5 fold higher than 1.0 unit of plasmin.

  Heat and pH stabilities of the enzyme on fibrinolysis was highly dependent on 

temperature. The fibrinolytic activity was observed in temperature ranges between 30

℃ and 80℃. Optimum temperature for fibrinolytic enzymes was in ranges of 35℃ to 

42℃ and the optimum pH was pH 6.0 to pH 8.0. 

  Fibrinolytic protease from C. militaris was slightly inhibited by all metal ions, 

especially inhibited by PMSF, indicating that the enzyme is a serine protease. 

  The result showed that the fibrinolytic protease from the C. militaris has a 

fibrinolytic activity in vivo and in vitro. These might be developed as a therapuetic 

agent for the treatment of thrombic disease.
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제4장 동충하초의 우량균주 개발과 대량재배

제1절 서론

   버섯의 한 종류인 동충하초가 항암성분 및 성인병 예방에 효과가 좋

다는 사실이 알려짐으로서 이에 대한 연구가 활발히 진행되고 있다.
1,2,3)

   재배농가는 동충하초의 계대배양으로 활력이 떨어져서 동충하초 생

산에 많은 애로가 있고 반면에 동충하초의 수요가 급증하므로서 동충

하초 가격이 너무 비싸서 소비지에게 부담이 되고 있다. 이처럼 동충하

초의 가격과 재배의 어려움을 동시에 해결할 방법이 강구 되어야한다.

   우수균주를 선발하기 위하여 야생의 동충하초를 채집하여 정확한 동

정이 이루어져야하는 데 전문가가 아니면 쉬운 일은 아니다. 동충하초 

재배에 대한 연구는 외국의 학자4)와 최근에 한국의 여러학자에 의하여 

시도되었다.5,6,7,8,) 하지만 특허건등 여러 문제로 농가가 이용하기에는 어

려움이 많다. 

   현재 동충하초의 2종류만 재배되어 이용되고 있지만 더 많은 균주의 

개발이 요구되며 지금까지 재배에 관한 연구는 연구   는등이 있다. 

   본 연구는 야생의 동충하초로부터 우량균주를 선발하여 대량재배를 

통하여 농가의 소득을 증대하고 소비자에게는 싼값으로 동충하초를 공

급하여 국가경제에 기여하는 데 있다.    

제2절 동충하초의 채집과 분류

1. 동충하초의 채집 

  가. 채  집

    지리산, 설악산, 한라산, 소백산, 주완산, 월악산, 속리산, 북한산, 변산반도국

립공원, 월출산, 내장산, 덕유산등을 비롯한 국립공원을 중심으로 활력이 왕성
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한 여름철에 채집하여 동정하였고 겨울철에는 중국산 동충하초가 고산지대의 

추운 곳에 발생하므로 겨울철에도 국립공원을 중심으로 채집하였다.

  나. 동충하초의 정리

    채집한 버섯은 외부관찰을 행하였고 실험실로 운반하여 포자문을 만들거나 자

실체를 스카치테이프로 고정하여 포자를 분리하였다. 또 동충하초 두부의 일부

를 PDA배지에 옮겨서 균사분리를 행하였고 나머지 동충하초는 채집봉투에 번

호, 채집장소, 날짜 등을 기록하고 실리카겔과 나프탈랜을 넣어 우석대학교 균

류유전자원 표본실에 보관하였다.

  다. 동정 방법

    야외현장에서 마이크로렌즈를 부착한 카메라로 생생한 사진 4∼5장을 여러 

각도에서 찍고 서식지의 생태적 특성을 기록하였다. 외부형태와 현미경관찰

을 통하여 동충하초균과 눈꽃동충하초균을 분리하였는데 외부형태는 두부의 

모양과 크기, 색깔을 조사하였고 자실체 전체의 크기도 측정하였다. 현미경

관찰은 자낭의 두부, 자낭, 자낭배열등을 관찰하고 크기를 측정하였다. 또 멜

저액에 의한 생화적 반응을 통한 포자의 변색 유무도 실험하였다. 

    ∙외부형태의 관찰 : 자실체의 모양과 크기를 측정하고 이들의 색깔을 관찰

한다. 어떤 곤충에서 발생하는지를 조사하고 생태적 서식지를 조사한다. 

    ∙현미경관찰 : 자낭포자와 2차 포자의 모양과 크기, 자낭의 두부 포자의 자

낭에서의 배열상태의 모양과 크기를 관찰한 다음에 멜저액으로 염색하여 

자세히 관찰하였다. 

  라. 동정에 사용된 문헌

    淸水大典
9)
의 동충하초도감과 중국대형진균원색도감을 이용하였다. 그 외 국

내외에서 발행된 각종 문헌을 참조하였다.

    

2. 본 연구에서 사용된 동충하초의 특성

  가. 동충하초류



- 220-
- 220 -

   1) 동충하초(Cordyceps militaris): 자낭균류의 동충하초과에 속하며 한방에서

는 강장제로 쓰인다. 버섯은 전체가 곤봉모양이고 높이는 3∼6 cm로 머리

부분과 자루부분으로 나눈다. 머리의 길이는 0.4∼3 cm로 진한 주황색이고 

표면에는 알맹이 모양의 돌기가 있다. 자루의 길이는 1∼5 cm이며 굵기는 

3∼6 mm로 옅은 주황색이고 원주형이다. 술병모양의 자낭각은 머리의 표

피아래에 묻힌다. 포자는 4∼6×1 ㎛로 원주상의 방추형이다. 

      ∙생태적특성 : 여름에서 가을에 걸쳐 숲속의 죽은나비, 나방 등의 번데기 

부위에 1개가 나오는 것이 보통이고 간혹 2∼5개가 나오는 것도 있다. 

      ∙분포 : 소백산, 가야산, 속리산, 월출산, 만덕산, 모악산 등에서 자생하며 

세계적으로는 일본 등 전세계에 분포한다.

   2) 매미동충하초(Cordyceps sobolifera )

      기주의 머리위에서 1개 또는 2∼3개의 자좌를 형성한다. 두부는 곤봉상 또

는 원주상이며 2∼8 cm×2∼6 mm이고 자루는 밋밋하고 연한 등갈색, 피

자기는 완전 매몰한다. 자낭은 400∼470×5.6∼6.3 ㎛이고 두부의 지름은 

5.5 ㎛이며 포자의 크기는 6∼12×1∼1.5 ㎛이다.

      ∙생태적특성 : 여름에 땅속에 있는 죽은 매미유충에서 발견된다. 

      ∙분포 : 한국, 일본.         

   3) 칸자스동충하초(Cordyceps kanzashiana )

      스트로마는 숙주에서 하나 나오고 위에서 분지한다. 두부의 지름은2∼5 

mm로 구상 또는 원주상, 황길색, 피자기는 완전매몰, 자루는 원주형 3 cm

×3∼5 mm, 혁질로서 구부러지고 밋밋하다. 피층은 유조직으로 되어있다. 

포자는 3∼5×1 ㎛, 자낭은 두께 3 ㎛, 필라멘트상, 두부의 지름은 3 ㎛, 

자루표피의 균사는 10∼12.5 ㎛이고 각진 구형, 자루속의 균사는 32.5×1.3 

㎛. 필라멘트형이다. 

      ∙생태적 특성 : 발생은 여름에 매미에서 1개가 나온다. 

      ∙분포 : 변산반도 국립공원 등에 분포한다.   
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   4) 흰동충하초 Cordyceps militaris f. albino Kobaysi et Shimizu 

  높이가 2.8∼5.2 cm이고 단단하며 두부의 지름은 7∼17 mm이고 두부

의 높이는 3∼5 mm이다. 두부는 방추형, 전체가 백색이다. 2차 포자

의 크기는 1.8∼2×1 ㎛이고 자낭은 7∼14×2.5∼3 ㎛이고 원통형이다.

  ∙생태적특성 : 여름에 Dicytoploca japonica의 번데기에 여러개가 발

생한다. 주로 여름의 숲속에서 발견된다.

  ∙분포 : 한국, 일본

   5) 벌동충하초 Cordyceps sphecocephala Kobaysi et Shimizu

      기주의 머리와 가슴에서 1∼3개의 자좌를 형성. 연한 노란색인 자좌의 크

기는 6×2 mm인 긴 타원형의 머리와 60×12 mm 자루로 이루어진다. 머

리에는 비스듬히 묻힌형의 자낭각이 조밀하게 분포되어 있고 자낭각의 크

기는 800∼1000×200∼320 ㎛이고 안에는 원통형의 자낭각이 분포되어있

다. 실모양의 자낭포자에 크기는 700∼750 ㎛이며 분열하여 방추형의 2차

포자를 형성한다.

   ∙생태적특성: 여름에 낙엽 밑에 있는 죽은 벌레에서 발견된다. 

   ∙분포 : 한국, 일본 

   6) 홍두깨동충하초 Cordyceps yakushimensis Kobayasi et Shimizu

      높이가 1.5∼3.0 cm이고 단단하며 두부의 지름은 3.5∼6 mm이고 두부의 

높이는 5∼10 mm이다. 두부는 거의 원통형이고 황백색 또는 황갈색이다. 

2차포자의 크기는 5.5∼10×1∼2 ㎛이고 자낭의 지름은 2.5∼3 ㎛이고 원

통형이다. 

      ∙생태적특성 : 초여름에 숲속의 썩는 나무 속의 곤충의 번데기에서군생한

다.

      ∙분포 : 한국, 일본 등이다. 

   7) 방망이동충하초Cordyceps clavata Kobayasi et Shimizu

      높이가 1.5∼3.0 cm이고 단단하며 두부의 지름은 3.5∼6 mm이고 두부의 
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높이는 5∼10 mm이다. 두부는 거의 원통형이고 황백색 또는 황갈색이다. 

2차 포자의 크기는 5.5∼10×1∼2 ㎛이고 자낭의 지름은 2.5∼3 ㎛이고 원

통형이다. 

      ∙생태적 특성 : 초여름에 숲속의 썩은 나무 속에 곤충의 번데기에서 군생

한다. 

      ∙분포 : 한국, 일본 등이다. 

   8) 붉은곤봉동충하초 Cordyceps ampullacea Kobayasi et Shimizu

      자좌는 2∼4개로 머리와 자좌, 자루로 되어 있으며, 경계가 뚜렷하다. 자루

는 긴 타원형이고, 길이는 10∼15 mm이며, 머리는 곤봉형으로 붉은색이

며, 길이는 4∼6 cm이다. 머리에는 자낭각이 조밀하게 분포하며, 묻혀있다.

      ∙생태적특성 : 여름에 땅 속에 있는 죽은 번데기에서 발견된다.

      ∙분포 : 한국, 일본.

    

   9) 가는유충동충하초 Cordyceps gracilioides Kobayasi et Shimizu

      유충의 배에서 1개 또는 3개의 자좌를 형성한다. 자좌의 길이는70 mm이

고, 연한 황갈색이며, 머리는 구형으로 길이가 3.5∼5 mm이다. 자낭각은 

묻힌형이고, 750∼850 ㎛×210∼270 ㎛이며, 조밀하게 분포한다. 자낭의 크

기는 620∼710 ㎛×5.5∼6.5 ㎛로, 실 모양의 자낭포자를 가지며, 2차포자

로 분열한다.

      ∙생태적특성 : 여름철 땅속에 있는 죽은 유충에서 발견된다. 

      ∙분포 : 한국, 일본

  

   10) 쐐기나방동충하초(Cordyceps coccidiocapitate=7022)

      자실체는 하나이며 곤봉형. 지상부의 높이는 3.5∼8 cm, 두부는 부풀고 불

규칙, 원통상의 방추형, 높이2∼6 cm, 지름 4∼7 mm, 아름다운 자홍색, 자

낭과는 나생이고 밀포한다. 포자는 4∼5×1 ㎛, 자루는 원주형, 지름 2∼5 

mm. 두부와 자루경계 뚜렷. 탄력적인 육질. 지중부는 가늘게 분지한다.

      ∙생태적특성 : 여름에 곤충에 발생한다. 
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      ∙분포 : 한국, 일본

  

   11) 노린재동충하초 (C. nutans Pat.)

      자실체는 머리부분과 자루로 나뉜다. 머리부분은 5∼6 cm×1.5∼2 mm로 

등황색의 긴타원형이며 표면은 매끄럽다. 자루의 길이는 4∼5 cm×0.5∼1 

mm이다. 위쪽은 연한 황갈색이고 아래쪽은 흑색으로 반짝이며 단단한 철

사모양으로 머리부분의 목에서 구부러진다. 포자의 크기는 6.5∼10×1.4∼

1.6 ㎛로 원주형이다.   

      ∙생태학적특성 : 여름에서 가을 사이에 숲속의 죽은 가슴부위에서1∼2개

가 나며 한약재료로 쓰인다.

      ∙분포 : 한국, 일본, 중국, 유럽, 북아메리카.

  나. 눈꽃동충하초류

   1) 눈꽃동충하초 (Isaria japonica)

      자실체는 하나 또는 2∼10개가 나며 가지는 불규칙하게 분지하며 수지상

이다. 높이는 2∼5 cm이며 포자는 위에 생긴다. 백색이고 백색의 분생포자

를 만든다. 포자는 3.2∼5×1.4∼2 ㎛. 바람에 잘 날린다. 불완전 동충하초

이다.

      ∙생태적특성 : 곤충의 유충 또는 성충에 난다.   

      ∙분포 : 한국, 일본

   2) 흰가루눈꽃동충하초 Isaria sinclairii (Berk.) Lyoyd 

      자실체의 크기는 2∼4 cm이고 두부에 흰색의 포자가 있고, 자루는 원통형

이고 편편하고 갈색이다. 밑은 백색, 포자의 크기는 4∼9×1.5∼3 ㎛이고 

난형이며 2차 포자는 이보다 훨씬 크다. 

      ∙생태적특성 : 여름에 발생하며 Meimuna opalifera의 유충의 머리에 발

생한다.

      ∙분포 : 한국, 일본.
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   3) Isaria takamizusanensis Kobayasi

      높이 0.3∼2 mm, 두부와 자루의 경계가 불분명하다. 타원형 또는 구형. 지

름 0.3∼1.5 mm 표면에 비회색의 분생 포자를 만든다. 분생포자는 타원형 

2.5∼4×1.4∼8 ㎛. 바람에 날리면 연기처럼 나른다. 2차포자는 원주형이고 

0.7∼0.6 ㎛이고 구형이다. 

      ∙생태적특성 : 곤충에 발생하며 자실체는 가늘고 작다. 매미의 표 피를 

완전히 덮는다. 

      ∙ 분포 : 한국, 일본

   4) 가루눈꽃동충하초 Isaria  farinosa  (Holm.)Fr.

      자실체는 1∼2개가 나며 때로는 8개가 나는 것도 있다. I. japonica보다. 단

순한 나무가지 모양이고 높이는 1.2∼3.5 cm, 두부는 위쪽에 생긴다. 백색

이고 분상의 분생포자는 타원형이며 2∼2.7×1.5∼2 ㎛, 바람이 불면 비산

한다. 자루는 불규칙한 원주형 어떤 것은 납작하다. 연한황색 또는 연한 

갈색이다. 

      ∙생태적특성 : 곤충에 번데기에 발생하며 특히 유충에 난다. 지생형 어떤 

것은 나무나 정개지에 난다.         

      ∙분포 : 한국, 일본

  다. 불완전 균류

   1) 노린재동충하초덧붙이 Hirsutella nutans Kobayasi 

      자좌의 머리가 하얀 균사로 덮이면서 하얀 돌기들이 형성되고, 각각의 돌

기들은 곤봉형으로 발달하는데, 크기는 2∼3 mm×1 mm이다.

      ∙생태적 특성 : 노린재동충하초(C. natans)의 오래된 자좌가 다른 2차균에 

의하여 감염, 형성된다.

      ∙분포 : 한국, 일본

  라. 백강균류

   1) 백강균 Beauveria bassiana

      분생포자만으로 곤충의 성충을 덮는다.   
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      ∙분포 : 한국, 일본

3. 채  집 (1)

  가. 동충하초의 수집 및 채집장소 : 한라산국립공원, 지리산, 모악산, 만 덕산, 

연석산등을 비롯한 우리나라 전지역에서 채집하였다. 채집된 버섯은 바로 

실험실로 운반하여 샤알레에 스카치테이프를 붙여 포자문을 만들었다. 또 

두부의 일부를 예리한 칼로 잘라서 바로 PDB배지에 접종하였다. 

  나. 동충하초의 채집결과

   1) 동충하초(Cordyceps militaris＝ 99-0007) : 1999. 5. 15 연석산

     관찰 : 땅위의 번데기에서 자실체는 1개가 나온다. 주황색을 띤 머리와 노

란색의 자루로 이루어진다. 경계가 명확하다. 두부에 자낭각이 반매

몰 되어있다    

                                

   2) 동충하초(Cordyceps militaris＝  99-0004) : 1999. 5. 20, 만덕산

     관찰 : 땅속에 죽은 번데기에서 발견되며 머리, 가슴에서 곤봉형의 자실체 3개가 

발생되며 자낭각은 반 매몰되고 두부와 자루가 구분된다.

              

    3) 눈꽃동충하초(Isaria. japonica  ＝  99-0001) : 

     관찰 : 곤충의 성충에 나며 자실체는 5∼7개가 난다. 가지는 불규칙하게 분

지하며 수지상이다. 백색이고 백색의 분생포자를 만든다. 포자는 3.

2∼5×1.4∼2 ㎛. 바람에 잘 날린다. 불완전 동충하초이다.

        

    4) 눈꽃동충하초(Isaria. japonica = 99-0002) : 

     관찰 : 곤충의 성충에 나며 자실체는 10개 이상이며 가지는 불규칙하게 분

지하는 수지상이다. 백색이고 백색의 분생포자를 만든다. 바람에 잘 

날린다. 불완전 동충하초이다.

    5) 눈꽃동충하초(Isaria. japonica =99-0003) :
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     관찰 : 곤충의 성충에 여러개의 자실체가 불규칙하게 나와서 분지한다. 수

지상. 백색이고 백색의 분생포자를 만든다. 바람에 잘 날린다. 불완

전 동충하초이다.  

    6) 동충하초류(Cordyceps sp.  ＝ 99-0006)

     관찰 : 곤충의 번데기에서 1개가 발생한다.

    7) 매미동충하초(Cordyceps sobolifera ＝ 99-0008)

     관찰 : 땅속의 죽은 매미유충에서 발생하며 기주의 머리 위에서 1개의 자좌

를 형성한다. 연한 황색이며 두부에는 매몰형의 자낭각이 있다.   

    8) 칸자스동충하초(Cordyceps kanzashiana ＝  99-0009) : 변산반도

     관찰 : 자실체는 기주에서 하나오고 위에서 분지한다. 두부의 지름은 2∼5 

mm로 구상 또는 원주상, 황길색, 피자기는 완전매몰, 자루는 원주형 

3 cm×3∼5 mm, 혁질로서 구부러지고 밋밋하다.

4. 채  집 (2)

  가. 동충하초의 수집 및 채집장소 : 한라산, 지리산, 내장산 국립공원 만덕산, 모

악산에서 채집. 

  나. 동충하초의 채집결과

    1) 표본목록 : Cordyceps류 43개체, Isaria 30개체, Hirustella 2개체, 백강균 

2개 등을 채집, 건조시켜서 표본 상자에 넣어 시라카겔과 나

프탈린을 넣어 표본실에 보관하였다.

    2) 균주목록 : Cordyceps 균주 30개, Isaria 균주 5개를 분리하여 냉장고에 

보관하였다.
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    3) 미기록종의 기재 : 한국산 미 기록종으로 2종이 확인되었다.

   가) 흰동충하초 Cordyceps militaris f. albino Kobaysi et Shimizu 

     특성 : 기주에서 2개가 발생하며 두부는 단단하고 방추형, 전체가 

백색이다. Dicytoploca japonica의 번데기에 발생한다. 주로 

여름의 숲속에서 발견된다.

   나) 흰가루눈꽃동충하초 Isaria sinclairii (Berk.) Lyoyd

     특성 : 기주에서 자실체는 2개가 발생하고 두부에 흰색의 포자가 

있고, 자루는 원통형이고 편편하며 갈색이다. 밑은 백색이

다. Meimuna opalifera의 유충의 머리에 발생한다.
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흰동충하초 ( Cordyceps militaris f. albins )

    

흰가루눈꽃동충하초 ( Isaria sinclarii )

Note : A : Secondary spores,  B,  Head of asci   C,  Hyphae   D,  Perithecium  (bars : 10㎛)
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                      A                            B

       

                     C                            D

        

                     E                             F

                         A : Cordyceps militaris 

                         B : C. sphecocephala

                         C : C. yakushimensis 

                         D :  C. clavata

                         E : C. ampullacea

                         F : C. gracilioides
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                  A                            B

         

                   C                           D

          

                   E                            F

                            A : Isaria japonica

                            B : I. sp.

                            C : Hirustella nutans

                            D : Isaria takamizusanensis

                            E : I. farinosa

                            F : Beauveria bassiana

   다) 벌동충하초 ( C. sphecocephala (Kl.) Sacc. )

     관찰 : 낙엽 밑에 있는 죽은 벌레에서 발견되며 기주의 두부와 가슴에서 1
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개의 자실체형성. 연한 노란색을 띠는 자좌는 크기 매우길다. 두부

에는 비스듬히 매몰된 자낭각이 있다. 

               

   라) 홍두깨동충하초 ( C. yakushimensis Kobayasi et Shimizu )

     관찰 : 죽은 곤충의 몸에서 1개가 발생한다. 두부는 거의 원통형이고 황백

색 또는 황갈색이다. 썩는 나무 속의 곤충의 번데기에서 발생한다.  

   마) 방망이동충하초 ( C. clavata Kobayasi et Shimizu )

     관찰 : 곤충의 번데기에서 1개가 나오며 두부는 거의 원통형이고 황백색 또

는 황갈색이다. 흙속의 곤충의 번데기에서 단생한다.

               

   바) 붉은곤봉동충하초 ( C. ampullacea Kobayasi et Shimizu )

     관찰 : 땅 속에 있는 죽은 번데기에서 발견된다. 자실체는 4개로 머리와 자

루로 되어 있으며, 경계가 뚜렷하다. 자루는 긴 타원형이고, 두부는 

곤봉형으로 붉은색이며, 두부에는 자낭각이 묻혀있다.

 

   사) 가는유충동충하초 ( C. gracilioides Kobayasi et Shimizu )

     관찰 : 땅속에 있는 죽은 유충에서 발견되며, 유충의 배에서 1개가 발생한

다. 자낭각은 매몰되고 실 모양의 자낭포자를 가지며, 2차포자로 분

열한다.

   아) 노린재동충하초덧붙이 ( Hirsutella nutans Kobayasi ) 

     관찰 : 노린재동충하초(C. natans)의 오래된 자좌가 다른 2차균에 의하여 감

염, 형성된다. 자좌의 머리가 하얀 균사로 덮이면서 하얀 돌기들이 

형성되고, 각각의 돌기들은 곤봉형으로 발달하는데, 크기는 2∼3 

mm×1 mm이다.

   자) Isaria takamizusanensis  Kobayasi

     관찰 : 곤충에 발생하며 자실체는 가늘고 작다. 매미의 표피를 완전히 덮는

다. 두부와 자루의 경계가 불분명하다.. 타원형 또는 구형. 바람에 날

리면 연기처럼 나른다. 

   차) 가루눈꽃동충하초 ( I. farinosa  (Holm.)Fr. )
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     관찰 : 곤충에 번데기에 발생하며 어떤 것은 나무나 절개지에 난다. 자실체

는 2개가 나왔다. 바람이 불면 비산한다. 자루는 불규칙한 원주형 

어떤 것은 납작하다. 연한황색 또는 연한 갈색이다. 

          

   카) 백강균 ( Beauveria bassiana  )

     관찰 : 분생포자만으로 곤충의 성충을 덮는다.   

5. 채  집 (3)

  가. 동충하초의 수집 및 채집장소 : 중국 광동성 미생물연구소로부터 1균주 수

집. 민주지산과 만뢰산, 한라산, 지리산, 설

악산에서 수집.

  나. 동충하초의 채집결과 (3개)

   1) 동충하초 (Cordyceps militaris = 6712 )

     관찰 : 땅위의 유충에서 발생하며 자실체는 1개다. 주황색의 두부와 노란색

의 자루로 된다. 두부와 자루의 경계가 명확하다. 

                

   2) 동충하초 (Cordyceps sp = 6047 )

     관찰 : 유충에서 나오며 자실체는 1개다. 자낭각은 두부에 반매몰 되어있다.

    

   3) 쐐기나방동충하초(Cordyceps coccidiocapitate=7022)

     관찰 : 곤충에 발생하며 자실체는 하나이며 곤봉형. 두부는 부풀고 불규칙, 

원통상의 방추형이다. 자낭과는 나생이고 밀포한다. 두부와 자루의 

경계가 뚜렷하다.

   4) 눈꽃동충하초 (Isaria japonica = 7109 )

     관찰 : 곤충의 유충에 나며 자실체는 하나 또는 여러 개가 나며 가지는 불

규칙하게 분지한다. 수지상. 백색이고 백색의 분생포자를 만든다. 바

람에 잘 날린다. 불완전 동충하초이다.

  다. 광동미생물연구소

   1) 눈꽃동충하초(I. japonica=M-001)

      (균주로 된 것을 분양 받았기 때문에 외부적 특성은 기록하지 못 하였다. 
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균주의 특성은 한국의 것과 비슷하였다.)

   

6. 채  집 (4)

   전반기 2000. 12. 16에서 2001. 6. 16 까지 채집한 것을 종합한 것이다. 

  가. 동충하초의 수집 및 채집장소 : 중국 광동성 미생물연구소로부터 1균주 수

집. 한라산, 지리산, 설악산의 국립공원과 

민주지산과 만뢰산 등에서 수집하였다.

  나. 동충하초의 채집결과 

    1) 표본목록 : Cordyceps류 20개체, Isaria 10개체, 백강균 1개 등을 채집, 건

조시켜서 표본 상자에 넣어 시라카겔과 나프탈린을 넣어 표

본실에 보관하였다.

    2) 균주목록 : Cordyceps 균주 10개, Isaria 균주 2개를 분리하여 냉장고에 

보관하였다.

    3) 미기록종의 기재 : 1차년도에 채집한 동충하초 가운데서 실험과 문헌을 

조사한 결과 한국산 미기록종으로 2종이 확인되었다.

      가) 방망이동충하초 Cordyceps clavata Kobayasi et Shimizu

         특성 : 두부는 거의 원통형이고 황백색 또는 황갈색이다. 원통형이다. 

흙속의 곤충의 번데기에서 2개가 군생한다. 초여름에 숲속에서 

발견된다. 

      나). 홍두깨동충하초 Cordyceps yakushimensis Kobayasi et Shimizu 

         특성 : 자실체는 곤봉형이고 1개가 나온다. 두부는 약간 부풀고 원통형

이다. 
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             방망이동충하초

             홍두깨동충하초 
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제 3절 동충하초의 자실체 발생실험

1. 실험방법

  가. 균주분리 

    1) 야생에서 자생하는 동충하초를 채집한다.

    2) 채집한 동충하초를 무균상에서 포자분리 및 조직분리 한다. (PDB배지 사용)

      : 오염되지 않은 자실체를 이용한다. 포자분리는 포자가 PDA배지 위에 자

유낙하 하는 방법을 이용하며 조직분리는 자낭각 부위를 메스를 이용하여 

절개하여 그 절개한 부위를 PDA배지 위에 놓아두는 방법을 이용한다. 

(모든 실험도구는 멸균한 것을 이용한다.)

    3) 포자분리 및 조직분리를 통해서 얻어진 균주를 25℃ 항온기에서  암배양

한다.

    4) 항온기에서 균사배양이 완성된 균주는 오염여부를 확인 후 이를 계대배양

한다.

    5) 재배과정에 들어간다.

  나. 재배과정

    1) 액체종균을 만든다. (PDB배지에서 약 4∼5일간 배양한다.)

     : 항온기온도 → 25℃

     ※ PDB배지 만드는 방법

       가) 증류수 1 ℓ에 감자(껍질을 벗겨서 체를 썰은 것)를 200 g 넣고 약 

15∼20분간 끓인다.

       나) 1)를 거즈로 걸러서 1 ℓ가 안 될 때는 증류수로 채우고, 여기에 

Dextrose 20 g이나 황백당 30 g을 넣는다.

       다) 적당한 용량의 용기에 분주한다. (500 ㎖의 플라스크의 경우는 약 

200 ㎖를 분주한다.)

       라) Autoclave에 넣고서 121℃, 15파운드에서 20분간 고압 멸균한다.

    2) 배양병에 배지를 약 50 g정도 넣는다.
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    3) 배양병의 마개를 막은 후 Autoclave에서 121℃, 15파운드에서 약 15∼20

분간 멸균한다.

    4) 멸균이 끝나면 예냉실에서 식힌다.

    5) 무균실에서 액체종균을 접종한다.

    6) 배양실로 옮겨서 약 일주일 정도 암배양한다.

    7) 균사배양이 완성되면 생육실로 옮겨서 약 100 Lux 정도의 빛을 가하고 

습도도 약 95% 이상을 준다. (Co2양을 조절하기 위해서 환기를 자주 시

켜준다.) : 생육실 온도는 약 17∼20℃를 유지해준다.

    8) 균접종 후 1개월 경과후 자실체를 수확하게 된다.

2. 자실체 발생실험 (1)

    균주 동충하초(Cordyceps militaris ＝  99-0007, 99-0004) 2균주.

    눈꽃동충하초(Isaria. japonica  ＝  99-0001, 99-0002, 99-0003) 3균주.

    Cordyceps sp.(99-0006) 1균주.

    매미동충하초(Cordyceps sobolifera ＝  99-0008) 1균주.

    칸자스동충하초(Cordyceps kanzashiana ＝ 99-0009) 1균주. 

  가. 발생 실험 방법

    1) 고체배지상의 시험    

      PDA(Potato Dextrous Agar) 평판배지 중앙에 10 ㎜ 크기로 절취한 균총 

한 절편을 접종한 후 균사생장을 조사.

    2) 액체종균상의 시험   

      1 ℓ용 내열성 플라스틱 종균 배양병에 각각 500 ㎖씩의 PDB(Potato Dextrous 

Brouth) 배지를 분주하였다. 여기에 PDA(Potato Dexterous Agar) 배지상

에서 각각 1주 배양한 균주를 10 ㎜ cork borer를 이용하여 동심원상의 가

장 바깥쪽 균총 절편 3개씩 각각 PDB배지에 접종하였다. 1주일간 150 

rpm으로 진탕 배양 후 이의 특징을 조사하였다. (배양온도 → 25±1℃).
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    3) 자실체 형성 실험  

      냉동상태의 누에번데기를 배지로 이용하였고, 이를 800 ㎖ 분리형 내열성 

플라스틱 병에 번데기를 각각 100 g씩 넣어 121℃, 15 psi의 Autoclave에

서 20분간 살균하였다. 여기에 만들어진 액체종균을 누에번데기배지에 각

각 5 ㎖씩 접종하여 배양하였다. 우량균주 선발은 평균적인 자실체의 길이, 

직경, 중량, 자실체의 전체적인 모양을 기준으로 하였다.  

  나. 재 료

   1) 야생에서 채집한 8개의 공시균주

     동충하초(Cordyceps militaris ＝ 99-0007, 99-0004) 2균주.

     눈꽃동충하초(Isaria. japonica  ＝  99-0001, 99-0002, 99-0003) 3균주.

     Cordyceps sp.(99-0006) 1균주.

     매미동충하초(Cordyceps sobolifera ＝  99-0008) 1균주.

     칸자스동충하초(Cordyceps kanzashiana ＝  99-0009) 1균주. 

  다. 실험성적

    1) 각 균주의 고체배지상의 특징 시험

     가) 눈꽃동충하초(Isaria japonica = 99-0001)   

        균사생장은 동심원을 그리면서 생장을 하였고 대체적으로 약간의 공중

균사를 제외하고는 배지바닥에 붙은 형태이다. 색은 흰색에 가깝다. 2일

까지는 별다른 변화가 없다가 3일째부터서 균사생장의 특징이 보이기 

시작하였다. 접종 후 3일째까지는 2.5 ㎜, 3일에서 4일은 2.0 ㎜, 4일에서 

5일은 2.5 ㎜, 5일에서 6일은 2.5 ㎜으로 총 9.5 ㎜ 생장하였다.  

     나) 눈꽃동충하초(Isaria japonica = 99-0002)

        균사생장은 접종 후 3일째까지 5.0 ㎜, 3일에서 4일은 1.5 ㎜, 4일에서 5

일은 2 ㎜, 5일에서 6일까지는 2.5 ㎜으로 총11 ㎜가 생장하였다. 

     다) 눈꽃동충하초(Isaria japonica = 99-0003) 
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        균사생장은 접종 후 3일째까지는 3 ㎜, 3일에서 4일은 1.5 ㎜, 4일에서 5

일까지는 2.0 ㎜, 5일에서 6일까지는 1.5 ㎜으로 총 8 ㎜가 생장하였다.

     라) 동충하초(Cordyceps militaris = 99-0004)

        초기에는 균사의 색이 흰색을 띠지만 점점 동심원상에 골이 생기며 여

기에 엷은 검은색의 거미줄과 같은 것이 중앙에 나타난다. 접종 후 3일

까지는 7.5 ㎜, 3일에서 4일은 6.5 ㎜, 4일에서 5일은 2.5 ㎜, 5일에서 6

일은 2.5 ㎜가 생장하였다. 대체적으로 생장이 다른 균주보다는 현격히 

빨랐다.

     마) Cordyceps sp.(99-0006)

        초기에는 흰색을 띠다가 점점 분홍빛을 띠기 시작하여 6일째에는 붉은 

색을 나타내었다. 3일째까지는 3.5 ㎜, 3일에서 4일 1.5 ㎜, 4일에서 5일

은 1.5 ㎜, 5일에서 6일은 1.5 ㎜생장으로 총 8 ㎜생장하였다.     

     바) 동충하초(Cordyceps militaris = 99-0007)

        초기에는 흰색을 띠다가 점점 주황색을 띤다. 3일까지는 3.0 ㎜, 3일에서 

4일은 3.5 ㎜, 4일에서 5일은 2.5 ㎜, 5일에서 6일은 1.5 ㎜으로 총 10.5 

㎜ 생장하였다.  

 

     사) 매미동충하초(Cordyceps sobolifera = 99-0008)

        초기에는 흰색에서 3일 후부터 노란빛을 띤다. 3일까지는 3.5 ㎜, 3일에

서 4일은 1.5 ㎜, 4일에서 5일은 1.5 ㎜, 5일에서 6일은 1.5 ㎜으로 총 8 

㎜가 생장하였다.

     아) 칸자스동충하초(Cordyceps kanzashiana = 99-0009)

        초기의 흰색에서 3일 후부터는 점점 살색을 나타내었다. 3일까지는 1.5 

㎜, 3일에서 4일은 1.5 ㎜, 4일에서 5일은 1 ㎜, 5일에서 6일은 1 ㎜으로 

총 5 ㎜가 생장하였다.
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  Table1-1.  Mycelium growth of Isaria japonca 

  Age at
  growth
            

 days
 Strains

first day 

∼

third day

third day 

∼

fourth day

fourth day 

∼

fifth day

fifth day 

∼

sixth day

Total

99-0001 2.5 ㎜ 2.0 ㎜ 2.5 ㎜ 2.5 ㎜ 9.5 ㎜

99-0002 5.0 ㎜ 1.5 ㎜ 2.0 ㎜ 2.5 ㎜ 11.0 ㎜

99-0003 3.0 ㎜ 1.5 ㎜ 2.0 ㎜ 1.5 ㎜ 8.0 ㎜
  

  Table1-2 Mycelium growth of genus Cordyceps

    Age at
    growth

 days
 Strains

first day 
∼

third day

third day 
∼

fourth day

fourth day 
∼

fifth day

fifth day 
∼

sixth day
Total

99-0004 7.5 ㎜ 6.5 ㎜ 2.5 ㎜ 2.5 ㎜ 19.0 ㎜

99-0006 3.5 ㎜ 1.5 ㎜ 1.5 ㎜ 1.5 ㎜ 8.0 ㎜

99-0007 3.0 ㎜ 3.5 ㎜ 2.5 ㎜ 1.5 ㎜ 10.5 ㎜

99-0008 3.5 ㎜ 1.5 ㎜ 1.5 ㎜ 1.5 ㎜ 8.0 ㎜

99-0009 1.5 ㎜ 1.5 ㎜ 1.0 ㎜ 1.0 ㎜ 5.0 ㎜

    1) 각 균주의 액체배지상의 특징 시험

     가) 눈꽃동충하초(Isaria japonica = 99-0001, 99-0002, 99-0003)
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        3일째부터 균사가 생장하는 것이 육안으로 확인되었다. 점차 병속의 균

사의 밀도가 많아지고, 7일이 지난 후에 비로소 균사밀도가 가장 적당하

게 자랐다. 균사의 색은 배지색 내지 우유빛을 띠었고, Pellet의 크기는 

직경이 약 3 ㎜정도였다. 

     나) 동충하초(Cordyceps militaris = 99-0004)

        2일째부터 균사의 생장의 모습이 육안으로 식별되었다. 균사는 점차 밀

도가 높아지고 7일 후에는 점도가 있는 끈적끈적한 정도에 이른다. 

Pellet은 육안으로도 식별할 수 없고 서로 뒤엉켜 있었다. 색깔은 배지색

이 어둡게 되었다.

     다) Cordyceps sp.(99-0006)

        균사의 생장이 2일째부터 보이며 3일 후에는 분홍빛이며 4일째에는 보

라색 5일째에는 붉은 색에 이르게 되었다. pellet의 크기는 매우 작아 약 

0.5 ㎜정도였다. 

     라) 동충하초(Cordyceps militaris = 99-0007)

        균사생장이 3일째에 먼지모양의 pellet이 생기기 시작하여 배양이 완성되

는 7일째에 왕성하였다. 균사의 색은 배지색에서 점차 노란색을 띤다. 

띠의 색은 노란빛을 나타낸다. 

     마) 매미동총하초(Cordyceps sobolifera = 99-0008)

        균사생장이 3일째에 이르러 비로소 나타나기 시작하여 7일째에 비로소 

배양이 완성된다. 색은 진한 배지색깔이다. 

     바) 칸자스동충하초(Cordyceps kanzashiana = 99-0009)

        균사생장이 99-0008과 유사하게 나타났으며 배양이 완성되었을 때에는 

점도가 높았으며 색은 99-0008과 유사하였다. 
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    2) 자실체 형성에 있어서의 각 균주들의 특징

     가) 눈꽃동충하초(Isaria japonica = 99-0001, 99-0002, 99-0003)

        균사배양은 7일을 시키고 생식생장에 들어가면서 약 200 Lux를 조사하

였고 가습하였다. 2일 후에 자실체 발생이 이루어졌는데 노란빛이 군데

군데 원형을 이루었고 이것이 마치 벌집처럼 모였다. 이러한 노란빛에서 

자실체 발생이 이루어졌고 초기에는 커다란 크기의 변화가 없으나 중간 

크기 이후에 상당히 빠른 생장을 하였다. 99-0001과 99-0002는 완전한 

자실체의 모양에 있어서 약간의 차이는 있지만 커다란 차이점은 발견하

지 못하였다. 이들 모양은 약간 질긴 느낌을 주며 자실체 직경이 

99-0001은 약1.3 ㎜이며 99-0002는 1.09 ㎜ 정도이다. 99-0003은 색깔 

면에서는 다른 두 균주보다는 더 노랗고 직경은 약 1.43 ㎜로 약간 크며 

자실체의 길이는 약간 작다. 

     나) 동충하초(Cordyceps militaris = 99-0004)

        균사배양은 하얀 우유빛을 띠지만 생식생장 이후 가습과 약 600 Lux의 

조사 이후 검은색의 거미줄과 같은 것이 위를 덮고 노랗게 되면서 균사

가 죽는다. 

     다) Cordyceps sp.(99-0006)

        균사는 분홍색의 가루를 뿌린 것 같고, 자실체 발생은 약 20℃정도로 낮

추고 600 Lux정도에서 가습을 한 후 4일만에 발생되었다. 

     라) 동충하초(Cordyceps militaris = 99-0007)

        접종 후 2일째부터 눈에 띄게 균사가 활착되는 것이 보여지고 이후 꾸

준한 균사활착이 이루어져 9일이 경과하면 균사배양이 완성되게 된다. 

이후 생식생장에 들어가는데 가습을 하고 약 600 Lux 이상을 조사하며 

온도는 20℃정도 하온 시킨다. 균사배양이 모두 이루어진 상태의 균사의 

색은 노란색과 하얀색이 혼합되어 있고 이후 생식생장이 2∼3일 지난 후 

점점 더 진한노란색이 되고 4∼5일이 경과되면 자실체 발생이 시작된다. 
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이때의 균사색은 주황색을 띄고 1 ㎝정도 길이생장만 하는데 약 5일정

도가 소요된다. 이후 계속적으로 길이생장과 부피생장을 같이하게 되어 

접종 후 약 50∼55일 후 자낭각을 형성한 자실체가 완성되게 된다. 자낭

각은 야생형과는 약간 다르게 야생형이 반매생형인데 반해 이는 사출되

어 있어서 이곳에서 다시 자실체가 발생하는 경우도 있다. 

     마) 매미동충하초(Cordyceps sobolifera = 99-0008)

        균사배양을 7일간 하고 색은 노란빛과 하얀빛이 혼합되어있고 생식생장

에 들어가 20℃로 하온하고 가습을 주고 약 600 Lux정도 조사하면 균사

는 배지에 달라붙은 형태가 되다가 고동색이 군데군데 생기면서 자실체 

발생이 이루어진다. 자실체의 형태는 통풍이 잘된 쪽은 침처럼 가늘게 

나타나지만 통풍이 잘되지 않으면 납작한 주걱모양을 한다. 자실체 발생

은 생식생장 후 5일이 지나면서 시작되었고 색은 주황색이 섞인 갈색이

다. 

     바) 칸자스동충하초(Cordyceps kanzashiana = 99-0009)

        99-0008과 비슷한 모양과 성상을 나타내었다.

 

  Table 2-1. Stroma of Isaria japonca incubated on silkworm pupae
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 section

strains 

weight
of

stroma
(g)

length
of

stroma
( ㎜)

diameter
of

stroma
( ㎜)

number
of

stroma

age at 
nutrition
growth
days

age at
stroma
initiation
days

age at
total
growth
days 

weight
of
media
(g)

99-0001 29.80 123 1.3 243 7 3 31 100

99-0002 26.73 115 1.09 341 7 4 32 100

99-0003 33.70 106 1.43 190 7 4 35 100
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  Table 2-2. Stroma of genus Cordyceps incubated on silkworm pupae

 section

strains 

weight
of

stroma
(g)

length
of

stroma
( ㎜)

diameter
of

stroma
( ㎜)

number
of

stroma

age at 
nutrition
growth
days

age at
stroma
initiation
days

age at
total
growth
days 

weight
of
media
(g)

99-0006 0.35 11.5 0.67 42 7 9 47 100

99-0007 24.9 103 7.8 53 9 5 54 100

99-0008 12.1 97 1.67 92 8 7 58 100

99-0009 10.2 76 1.94 78 8 8 62 100

  라. 결  과

    1) 20여종을 채집하여 2속 5종을 동정하였고, 그 가운데서 8균주를 실험에 

사용하였다. 

    2) 그들 중 6균주가 우수균주로 선발되었다.

       동충하초 (Cordyceps militris : 99-0007)

       눈꽃동충하초 (Isaria japonica : 99-0001, 99-0002, 99-0003)

       매미동충하초(Cordyceps soborifera : 99-0008)

       칸자스동충하초(Cordyceps kanzashiana : 99-0009). 
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    눈꽃동충하초(Isaria japonica)    눈꽃동충하초(Isaria japonica)

       

    눈꽃동충하초(Isaria japonica)    동충하초(Cordyceps militaris)

       

    동충하초(Cordyceps militaris)          Cordyceps sp.

       

매미동충하초(Cordyceps sobolifera)   칸자스동충하초(Cordyceps kanzashiana)
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3. 자실체 발생실험 (2)

  가. 발생 실험 방법

    1) 동충하초의 특성을 고려하여 눈꽃동충하초는 분생포자를 Petridish에 분주

한 PDA(Potato Dextrous Agar) 배지상에 낙하하고 동충하초(Cordyceps)

는 자실체를 PDA배지가 들어 있는 Petri-dish의 뚜껑에 테이프로 고정시

켜서 배지상에 자낭포자가 떨어지도록 하거나 자실체의 일부조직을 분리

하여 PDA배지상에 놓고 이를 25±1℃의 항온기에서 배양하였고 이후 이

들을 순수 분리하여 균주로 보관하였다.

    2) 고체배지상의 시험    

       PDA(Potato Dextrous Agar) 평판배지 중앙에 10 ㎜ 크기로 절취한 균총 

한 조각을 접종한 후 모양, 색깔과 균사 성장 속도를 조사하였다.

    3) 액체종균상의 시험   

       1 ℓ용 내열성 플라스틱 종균 배양병에 각각 500 ㎖씩의 PDB(Potato Dextrous 

Brouth) 배지를 분주하였다. 여기에 PDA(Potato Dextrose Agar) 배지 상

에서 각각 1주일간 배양한 균주를 10 ㎜ cork borer를 이용하여 동심원상

의 가장 바깥쪽 균총의 절편 3개씩 각각 PDB배지에 접종하였다. 그리고 

나서 1주일간 150 rpm으로 진탕 배양(배양온도 25±1℃) 후 이의 특징을 

조사하였다.

  

    4) 자실체 형성 실험  

       냉동상태의 누에번데기를 배지로 이용하였고, 이를 800 ㎖ 분리형 내열성 

플라스틱 병에 번데기를 각각 100 g씩 넣어 121℃, 15 psi의 Autoclave에

서 20분간 살균하였다. 여기에 만들어진 액체종균을 누에번데기 배지에 

각각 5 ㎖씩 접종하여 어두운 곳에서 배양하였다. 

  나. 재 료

    1) 공시균주
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       야생에서 채집한 공시균주 중 자실체 유도에는 Cordyceps militaris f. 

albino (CHO-6715), C. gracilioides (CHO-6716, CHO-6717), C. militaris 

(CHO-7410),  Isaria japonica (CHO-6713, CHO-7413)를 공시균주로 이용

하였다.

    2) 공시 균주의 분리 방법

       각 균주의 특성을 고려하여 Isaria japonica (CHO-6713, CHO-7413)는 분

생포자를 Petri-dish에 분주한 PDA(Potato Dextrous Agar)배지상에 떨어

뜨렸고, Cordyceps militaris f.  albino (CHO-6715), C. gracilioides 

(CHO-6716, CHO-6717), C. militaris (CHO-7410)는 자실체 자체를 PDA

배지가 들어있는 Petri-dish의 뚜껑에 tape로 고정시켜서 배지상에 자낭 

포자가 떨어지도록 하거나 자실체의 일부조직을 분리하여 PDA배지상에 

치상하여 이를 25±1℃의 항온기내에서 배양하였고, 이후 이들을 순수 분

리하여 균주로 보관 이용하였다.  

  다. 실험성적

   1) 각 균주의 고체배지상의 특징 시험

     가) Cordyceps militaris f. albino(CHO-6715)

       균사생장은 동심원을 그리면서 생장을 하였고 대체적으로 약간의 공중균

사를 제외하고는 배지바닥에 붙은 형태이다. 색은 노란색을 띠는 흰색에 

가깝고 하루 단위로  0.5 ㎜, 2.5 ㎜, 2.0 ㎜, 3.0 ㎜, 6.0 ㎜ 순으로 변화하

였고, 총 14 ㎜균사 생장을 하였다.   

     나) C. gracilioides(CHO-6716, CHO-6717) 

       균사생장은 기중균사 없이 활착 되었고 색은 우유빛을 나타내었고, 하루 

단위로 0.5 ㎜, 1.5 ㎜, 6 ㎜, 4 ㎜, 6 ㎜순으로 변화하였고, 총 18 ㎜생장

하였다. 

     다) C. militaris(CHO-7410)

       균사생장의 형태가 기중균사 없이 딱 달라붙은 형태, 색은 노란빛을 띠는 
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흰색이고 성장이 더디게 진행되었다. 하루 단위로 측정한 균사 생장량은 

0.5 ㎜, 0.5 ㎜, 1.5 ㎜, 2.5 ㎜, 1.0 ㎜순으로 진행되었으며, 총 6.0 ㎜ 생장

하였다. 

     라) Isaria japonica(CHO-7413)

       균사생장의 형태는 바닥에 붙은 형태이고 약간의 기중균사가 보인다. 색

은 우유빛이고 생장이 더디게 진행되었다. 하루 단위로 측정한 균사 생장

량은 0.3 ㎜, 0.5 ㎜, 1.8 ㎜, 0.8 ㎜, 1.4 ㎜순으로 진행되었으며, 총 4.8 ㎜ 

생장하였다.    

     마)  I. japonica(CHO-6713) 

       I. japonica(CHO-7413)와 균사 생장의 형태가 유사하며 하루 단위로 측

정한 균사 생장량은 0.5 ㎜, 1.5 ㎜, 0.5 ㎜, 0.3 ㎜, 0.7 순으로 진행되었으

며, 총 3.5 ㎜ 생장하였다.  
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  Table 1. Mycelium growth of Isaria japonca 

    Age at

    growth

 days

 Strains

first day

∼

second day

second day

∼

third day

third day

∼

fourth day

fourth day

∼

fifth day

fifth day

∼

sixth day

CHO-6713 0.5 ㎜ 1.5 ㎜ 0.5 ㎜ 0.3 ㎜ 0.7 ㎜

CHO-7413 0.3 ㎜ 0.5 ㎜ 1.8 ㎜ 0.8 ㎜ 1.4 ㎜

 Table 2. Mycelium growth of genus Cordyceps

    Age at 

     growth  

 days

 Strains

first day

∼

second day

second day

∼

third day  

third day

∼

fourth day

fourth day

∼

fifth day

fifth day

∼

sixth day

CHO-6715 7.5 ㎜ 6.5 ㎜ 2.5 ㎜ 2.5 ㎜ 19.0 ㎜

CHO-6716 3.5 ㎜ 1.5 ㎜ 1.5 ㎜ 1.5 ㎜ 8.0 ㎜

CHO-6717 3.0 ㎜ 3.5 ㎜ 2.5 ㎜ 1.5 ㎜ 10.5 ㎜

CHO-7410 3.5 ㎜ 1.5 ㎜ 1.5 ㎜ 1.5 ㎜ 8.0 ㎜

  

   2) 각 균주의 액체종균상의 특징 시험

     가) Cordyceps militaris f.  albino(CHO-6715)

      색은 보랏빛을 띠고 3일째부터 균사 생장의 징후가 발견되어 7일째 완성

된다. Pellet은 보랏빛을 띠고 있다. Pellet의 크기는 먼지 크기에서 약 1 

㎝정도이다. 

     나) C. gracilioides(CHO-6716, CHO-6717) 
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      색은 감자색이며, Pellet은 둥근형인데 여기에 가시처럼 돌기가 있고 크기

는 1∼3 ㎝정도이다. 균사 생장의 징후가 3일째부터 보이기 시작하여 7일

째 균사 밀도가 가장 좋은 모양이 된다. 

     다) C. militaris(CHO-7410)

      색은 연한 감자색으로 Pellet은 3일째부터 징후가 나타나 이때는 아주 작

은 먼지 모양이다가 점점 커져서 약 1 ㎝정도의 둥근형을 이룬다. 7일째 

균사 생장이 완성된다. 

     라) Isaria japonica(CHO-7413)

      색은 우유빛이며, 3일째부터 균사생장의 징후가 나타나며 7일째 완성된다. 

Pellet의 크기는 1∼3 ㎝정도이며 모양은 둥근형이다. 

     마)  I. japonica(CHO-6713) 

      I. japonica(CHO-7413)와 유사한 모양을 나타낸다.

 

   3) 자실체 형성에 있어서의 각 균주들의 특징

     가) Cordyceps militaris f. albino(CHO-6715)

      균사 배양 완성시까지는 7일이 걸렸으며, 모양은 흰색에 밀가루를 뿌려놓

은 듯하다. 냄새는 나프탈렌 냄새가 난다. 균사배양 후 생식 생장시에는 

온도를 20℃로 하온하고, 가습은 90%이상, 광은 200 Lux 정도로 하였다. 

하지만 자실체 유도에는 실패하였다. 

     나) C. gracilioides(CHO-6716, CHO-6717)

      균사 배양 완성시까지는 7일이 걸렸으며, 모양은 3일째가 되어서야 기미가 

보이다가 4일째에는 거미줄과 같은 것이 군데군데 나타나는 형상이며 색

은 회색이다. 7일째까지 균사배양을 실시하였고, 이후 온도를 20℃로 하온

하고, 가습은 90%이상, 광은 200 Lux정도로 하였다. 하지만 자실체 유도

에는 실패하였다.  
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     다) C. militaris(CHO-7410)

      균사 배양이 더디게 나타났으며, 3일째부터 징후가 나타나며, 색은 흰색에

서 약간의 노란빛이 5일째부터 돌기 시작하였다. 하지만 흰색에 가깝다. 

10일째 되어서야 균사배양이 완성되었으며 생식생장에 들어가 온도를 2

0℃로 하온하고, 가습은 90%이상, 광은 200 Lux로 하였다. 생식생장 후 3

일째부터 군데군데 원기형성이 이루어지고 5일째부터 자실체가 발생하기 

시작하였다. 이후 45일 후에는 두부가 거칠어지기 시작하여 58일째 거의 

다 생장이 끝났다. 

 

     라) Isaria japonica(CHO-7413)

      균사 배양은 3일째부터 징후가 나타나 7일간 배양하였으며, 이후 생식생장

에 들어가 온도를 20℃로 하온하고 가습은 90%이상, 광은 200 Lux로 하

였다. 원기형성은 이후 3일 후에 나타났으며 형태는 노란빛이 군데군데 벌

집모양을 이루었다. 이후 6일째부터 자실체의 발생이 이루어졌으며 원기가 

형성한 형태대로 무리를 지어 나타났다. 

     마)  I. japonica(CHO-6713) 

      I. japonica(CHO-7413)와 비슷한 형태를 나타냈다. 



- 252-
- 252 -

  Table 3. Stroma of Isaria japonica incubated on silkworm pupae

  section

 strains 

weight 

of 

stroma

(g)

length 

of 

stroma

( ㎜)

diameter 

of 

stroma

( ㎜)

number 

of 

stroma

age at 

nutrition

growth 

days

age at

stroma 

initiation

days

age at 

total 

growth 

days 

weight 

of 

media  

(g)

CHO-6713 27.14 11.2 1.1 406 7 3 31 100

CHO-7413 26.73 10.5 1.03 313 7 3 32 100

  Table 4. Stroma of genus Cordyceps incubated on silkworm pupae

  section

 strains 

wei 

ght of 

stroma

( g)

len 

gth of 

stroma

( ㎜)

diameter 

of 

stroma

( ㎜)

number 

of 

stroma

a ge at 

nutrition

 growth 

days

a ge at

stroma 

initiation

days

a ge 

at 

total  

growth 

days 

wei 

ght of 

media  

( g)

CHO-6715 ∙ ∙ ∙ ∙ ∙ ∙ ∙ ∙

CHO-6716 ∙ ∙ ∙ ∙ ∙ ∙ ∙ ∙

CHO-6717 ∙ ∙ ∙ ∙ ∙ ∙ ∙ ∙

CHO-7410 26.29 98 3.05 211 10 3 58 100

  라. 실험요약

    1999년 12월부터 2000년 12월 15일까지 한라산 국립공원을 비롯한 전국 각

지의 곳에서 약 20여종의 동충하초를 채집하였다. 이중 2속 4종을 확인하였

고, 이들 중 6균주를 자실체 유도에 이용하였고, 그 결과 Cordyceps 

militaris(CHO-7410), Isaria japoinca(CHO-6713, CHO-7413)는 이용가치가 충

분히 있다고 사료되어 우량균주로 선발하였다. 

  마. 결 과

    1999년 12월 16일일부터 2000년 6월15일까지의 연구결과와 2000년 6월16일
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부터 2000년 12월 15일까지의 결과를 종합한 것은 다음과 같다.

   1) 동충하초 표본 수 : Cordyceps류 43개, Isaria  30개, Hirustella  2개, 백강

균 2개.

   2) 분리된 균주 : Cordyceps 류 30개, Isaria 5개

   3) 미기록종 : 2개(Cordyceps militaris f. albino : 흰동충하초, Isaria 

sinclairii : 흰가루눈꽃동충하초)

   4) 논문발표 : 야생동충하초로부터 우량균주 선발(Ⅰ) : 한국자원식물학회지 13권 

3호

   5) 자실체 발생이 우수한 균주

    가) Cordyceps militaris : 2개(99-0007, CHO-7410)

    나) C. sobolifera :1개(99-0008)

    다) C. kanzashina : 1개(99-0009)

    라) Isaria japonica : 5개 (99-0001, 99-0002, 99-0003, CHO-6713, 

CHO-7413)
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   Cordyceps militaris(CHO-7410)    Isaria japonica(CHO-6713)

      I. japonica(CHO-7413)           C.  grocilioides(CHO-6717)
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           A                     B                      C

        D                      E                     F

         G                     H                     I

   A : Cordyceps militaris(99-0007)     B : C. militaris(CH0-7410)

   C : C. sobolifera(99-0008)             D : C. kanazshina(99-0009)

   E : Isaira japonica(99-0001)          F : I. japonica(99-0002)

   G : I. japonica(99-0003)               H :  I. japonica(CHO-6713)

    I : I. japonica(CHO-7413)
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4. 자실체 발생실험 (3)

  가. 발생실험방법

   1) 고체배지에서의 실험

      PDA(Potato Dexterous Agar)평판배지의 중앙에 10 ㎜ 정도로 절취한 균

총 한 조각을 접종 한 후 모양, 색깔과 균사 성장속도를 조사하였다. 

 

   2) 액체배지에서의 실험

      1 ℓ내열성 플라스틱 종균 배양병에 각각 500 ㎜씩 PDB(Potato Dextrous 

Brouth) 배지를 분주하였다. 여기에 PDA배지에서 각각 1주일간 배양한 균

주를 10 ㎜ cork borer를 이용하여 동심원상의 가장 바깥쪽 균총 의 절편 

3개씩 각각 PDB배지에 접종하였다. 그리고 나서 1주일간 150 rpm으로 2

5℃에서 진탕 배양한 후에 이들의 특징을 조사하였다.

 

   3) 자실체 발생 실험

      냉동상태의 누에번데기를 배지로 이용하였고, 이를 800 ㎖ 분리형 내열성 

플라스틱 병에 번데기를 각각 100 ｇ씩 넣어 121℃, 15 psi의 Autoclave에

서 20분간 살균하였다. 여기에 만들어진 액체종균을 누에 번데기배지에 각

각 5 ㎖씩 접종하여 어두운 곳에서 배양하였다. 우량균주 선발은 평균적인 

자실체의 길이, 직경, 중량, 자실체의 전체적인 모양을 기준으로 하였다.

  나. 재 료

   1) 야생에서 채집한 3개의 공시균주

     동충하초 (Cordyceps militaris = 6712 ) : 1균주

     동충하초 (Cordyceps sp = 6047 ) : 1균주

     쐐기나방동충하초(Cordyceps coccidiocapitate=7022):1균주

     눈꽃동충하초 (Isaria japonica = 7109 ) : 1균주

     눈꽃동충하초(I. japonica=M-001) : 1균주  

  다. 실험성적
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   1) 각 균주의 고체배지상의 특징 시험

     가) 동충하초(Cordyceps militaris=6712) 

        균사생장은 동심원을 그리면서 생장하였으며 배지에 두껍게 붙어 있는 

형태이며 색은 흰색에 엷은 살색이 섞여있다. 2일까지는 배지에 적응하

는 시기이므로 생장이 없다가 3일째에 2 ㎜의 균사가 생장하였고 그 이

후 규칙적으로 하루단위로 6 ㎜씩 생장하였다. 그래서 6일 동안 총 21 

㎜ 생장하였다.

     나) 동충하초 (Cordyceps sp = 6047) 

        균사는 동심원상을 그리면서 생장하였고 기중균사가 없이 배지 바닥에 

두껍게 붙은 형태이며 옅은 살색을 나타내었고 2일까지는 적응기를 갖

다가 3일째부터 생장을 하였으며 규칙적인 생장을 하였으며 6일 동안 

총 12 ㎜ 생장하였다. 

     다) 쐐기나방동충하초 (Cordyceps coccidiocapitata=7022)

        균사는 동심원상을 그리면서 생장하였고 기중균사가 솜처럼 있고 색은 

흰색이다. 생장은 2일까지는 적응기를 갖다가 3일째부터 급속한 생장을 

하였지만 불규칙하였고 총 38 ㎜ 생장하였다.

     라) 눈꽃동충하초(Isaria japonica=7109)

        균사는 동심원을 그리면서 생장하였고 배지에 붙은 형태로 기중균사가 

솜처럼 부풀었고 색은 흰색이었다. 3일부터 생장하여 비교적 빠른 속도

로 6일간 20 ㎜ 생장을 하였다.

     마)  눈꽃동충하초( Isaria japonica = M-001)

        균사는 동심원을 그리면서 생장하였고 배지에 붙은 형태로 기중균사가 

솜처럼 부풀었고 색은 흰색이었다. 3일부터 생장하여 비교적 느린 속도

로  6일간 9.8 ㎜ 생장을 하였다.  
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     바) 중국산 동충하초(Cordyceps militaris = C-001)

        균사는 동심원상을 그리면서 생장하였고 기중균사가 없이 배지바닥에서

만 자라며 엷은 황색을 나타내었고 2일까지는 적응기를 거쳐 3일째부터 

생장을 하였으며 불규칙적인 생장을 하였으며 6일 동안 총 10.5 ㎜ 생장

하였다. 

  Table1. Mycelium growth of genus Cordyceps and Isaria japonica 

                                                            (unit: ㎜)

       생장일수

균주번호
1∼3일 3∼4일 4∼5일 5∼6일 1∼6일

6712 2.0 6.0 6.0 7.0 21.0

6047 3.5 1.5 1.5 1.5 12.0

7022 4.0 9.0 13.0 12.0 38.0

7109 3 5 6 6 20

M-001 3.0 2.0 2.5 2.3 9.8

c-001 3.0 3.5 2.5 1.5 10.5
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   2) 각 균주의 액체배지상의 특징 시험

     가) 동충하초(Cordyceps militaris = 6712)

        2일까지는 적응기를 갖다가 3일째 비로소 균사가 생장하는 것이 육안으

로 확인되었다. 점차 균사밀도가 늘어나고 1주일이 경과되어서 비로소 

균사가 완전하게 자랐다. 균사의 색은 감자색을 띠었고 균사 알갱이는 

약 미세한 크기에서 약 1 ㎝ 정도였다.

     나) 동충하초 (Cordyceps sp  = 6047)

        2일까지는 적응기를 갖다가 3일째부터 육안으로 균사생장이 확인되었고 

1주일 경과 후 완전한 균사생장을 보였다. 균사의 색은 밝은 감자색을 

띠었고 균사의 알갱이는 약 0.5 ㎝ 정도였다.

     다) 쐐기나방동충하초 (Cordyceps coccidiocapitata=7022)

        2일까지는 적응기를 갖다가 3일째부터 육안으로 균사생장이 확인되었고 

1주일 경과 후 완전한 균사생장을 보였다. 균사의 색은 어두운 청색이었

으며 균사의 알갱이는 미세한 먼지 정도의 크기였다.

     라) 눈꽃동충하초(Isaria japonica=7109)

        2일까지는 적응기였다가 3일째부터 균사생장이 육안으로 보였고 1주일

동안 완전한 균사생장을 보였다. 균사의 색은 감자색을 띠었고 균사의 

알갱이는 약 1 ㎝ 정도였다.

     마) 눈꽃동충하초(Isaria japonica=M-001)

        2일까지는 적응기였다가 3일째부터 균사생장이 육안으로 보였고 1주일

동안 완전한 균사생장을 보였다. 균사의 색은 엷은 황색을 나타냈으며 

균사의 알갱이는 약 0.5∼1 ㎝ 정도였다. 

    

     바) 중국산동충하초(Cordyceps militaris = C-001) 

        2일까지는 적응기를 갖다가 3일째부터 육안으로 균사생장이 확인되었고 



- 260-
- 260 -

1주일 경과 후 완전한 균사생장을 보였다. 균사의 색은 진한 감자색을 

띠었고 균사의 알갱이는 0.5∼1 ㎝ 정도의 크기였다.

        

   3) 자실체 형성에 있어서의 각 균주들의 특징

     가) 동충하초(Cordyceps militaris=6712)

        25℃에서 7일간 암배양하였으며 3일이 지나서 균사가 배지의 70% 이상

까지 활착되었으며 색은 베지밀색을 나타내었다. 냄새는 연한 콩나물 냄

새가 났다. 4일째에는 균사끼리 뭉치기 시작하였고 7일이 되어서야 균사

가 완전하게 활착되었으며 7일 이후부터는 20℃로 하온하고 공중 습도

를 90%이상 한 상태에서 배양을 계속하였으며 접종 후 13일이 지나서

야 균사는 그대로 흰색을 유지하였으며 배양병속에 갈색물방울이 생기

기 시작하였다. 26일이 지나서도 같은 상태가 계속유지 될 뿐이었다.

     나) 동충하초 (Cordyceps sp = 6047)

        25℃에서 7일간 암배양 하였으며 2일째부터 균사가 부분 부분 활착되어 

있고 3일째에는 배지전체로 고르게 활착 됨. 색은 흰색이고 냄새는 없

다. 4일째에는 전날보다 두껍게 균사가 활착 되었으며 7일에 비로소 균

사가 배지전체에 골고루 활착 되었다. 7일 이후부터는 20℃로 하온하고 

공중 습도를 90%이상 한 상태에서 배양을 계속하며 접종 후 13일이 지

나서 전체적으로 균사가 연한 살색을 띠며 그 부분이 노란빛을 띄면서 

불규칙적으로 자실체가 처음 발생되었다. 접종 후 26일째 약 3㎝정도 자

랐으며 균사의 색은 진한 주황색을 나타내었다. 접종 후 6일째 약 5 ㎝ 

정도에서 생장이 정지되었고 완전하게 자란 상태였다.

     다) 쐐기나방동충하초 (Cordyceps coccidiocapitata=7022)

        25℃에서 7일간 암배양하였으며 2일까지는 적응기에 있다가 3일째부터 

균사가 부분 자리를 잡았다. 색은 흰색이며 균사의 냄새는 강한 콩나물 

냄새이다. 4일째에는 균사가 배지 전체적으로 엷게 활착하였으며 어떤 

것은 배지에 붙은 형태 어떤 것은 솜처럼 부풀은 형태이다. 7일이 되서

야 완전한 균사배양이 이루어진 후 20℃로 하온하고 가습을 공중 습도 
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90%이상을 유지하였다. 접종 후 13일이 지나서 균사면이 울퉁불퉁하고 

부분 부분 송화가루를 뿌려놓은 듯 보인다. 접종 후 26일째 그다지 발전

된 모습은 없으며 진한 갈색은 물방울이 생기기 시작한다. 이후 균사가 

성장이 멈추었다.

     라) 눈꽃동충하초(Isaria japonica=7109)

        25℃에서 7일간 암배양 하였으며 3일째 균사가 부분 부분 활착하였으며 

냄새는 번데기 배지 냄새가 났다. 4일째 전날보다 진전된 균사생장을 보

이다가 7일이 지나서야 비로소 균사가 완전하게 활착되었다. 7일 이후부

터는 20℃로 하온하고 공중 습도를 90% 이상 유지한 상태에서 배양을 

계속하였으며 접종 후 13일이 지나서는 벌집모양으로 자실체가 생겼으

며 그 외 균사부위는 검은 흰색이다. 26일이 지나서는 자실체의 길이가 

6 ㎝를 유지하였다. 35일이 지나서야 자실체가 완전하게 자랐으며 이때

의 길이는 약 9 ㎝정도였다. 

     마) 눈꽃동충하초(Isaria japonica = M-001)

        25℃에서 7일간 암배양하였으며 3일째 균사가 원기를 형성하였으며 냄

새는 번데기의 배지냄새가 났다. 4일째 전날보다 진전된 균사생장을 보

이다가 7일이 지나서야 비로소 균사가 완전하게 활착되었다. 7일 이후부

터는 20℃로 하온하고 공중 습도를 90%이상한 상태에서 배양을 계속하

였으며 접종 후 13일이 지나서는 벌집모양으로 자실체가 생겼으며 그 

외 균사부위는 검은 흰색이다. 26일이 지나서는 자실체의 길이가 5∼6 

㎝를 유지하였다. 35일이 지나서야 자실체가 완전하게 자랐으며 이때의 

길이는 약 7∼8 ㎝ 정도였다. 

     바) 중국산동충하초(Cordyceps militaris = C-001) 

        25℃에서 7일간 암배양 하였으며 3일이 지나서야 균사가 배지 표면을 

덮었고 7일째에는 균사가 완전하게 활착하였다. 접종 후 7일 이후에는 

20℃로 하온하고 공중 습도를 90%이상 한 상태에서 배양을 계속하였으



- 262-
- 262 -

며 자실체의 형태는 끝이 뾰족하게 되는 것이 큰 차이점이었고 35일 정

도에 완전히 자랐고 7∼8 ㎝ 정도였다.  

  Table 2. Stroma of genus Cordyceps spp. and Isaris japonica incubated on 

silkworm pupae

 section

strains 

weight
of

stroma
(g)

length
of

stroma
(㎜)

diameter
of

stroma
(㎜)

number
of

stroma

age at 
nutrition
growth
days

age at
stroma
initiation
days

age at
total
growth
days 

weight
of
media
(g)

6712 28.5 100 1.2 296 7 3 35 100

6047 27.5 53 1.53 285 7 3 35 100

7022 0 0 0 0 0 0 35 100

7109 25.9 97 1.07 332 7 4 35 100

M-001 27.6 88 1.35 290 7 3 32 100

c-001 26.8 88 1.01 283 7 3 35 100

  마. 결   과

   1) 동충하초(Cordyceps militaris=6712, 6047)의 2균주와 눈꽃동충하초(Isaria 

japonica=7109, M-001)의 2균주를 합하여 4균주를 우수균주로 선발하였

다. 

   2) 중국산 동충하초 (Cordyceps militaris=C-001)도 한국산 동충하초와 배양 

조건은 같았고 다만 끝이 가늘었다. 
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동충하초

(6712)
     

동충하초

(6047) 

쐐기내광 

동충하초

(7022)
     

쐐기동충하초 

균사배양

(7022)

눈꽃동충하초

(7109)
     

동충하초

(6047)

눈꽃 동충하초

(M-001)
     

 중국산 

동충하초

(C-001)
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5. 자실체 발생실험 (4)

  가. 실험방법

    1) 동충하초의 특성을 고려하여 눈꽃동충하초(Isaria)는  분생포자를 

Petri-dish에 분주한 PDA(Potato Dextrous A gar) 배지상에 낙하하고 동

충하초(Cordyceps)는 자실체를 PDA배지가 들어 있는 Petri-dish 의 뚜껑

에 테이프로 고정시켜서 배지상에 자낭포자가 떨어지도록 하거나 자실체

의 일부조직을 분리하여 PDA 배지상에 놓고 이를 25±1℃의 항온기에서 

배양하였고 이후 이들을 순수 분리하여 균주로 보관하였다.

    2) 고체배지에서의 실험

       PDA(Potato Dexterous A gar)평판배지의 중앙에 10 ㎜ 정도로 절취한 

균총 한 조각을 접종 한 후 모양, 색깔과 균사 성장 속도를 조사하였다. 

    3) 액체배지에서의 실험

       1 ℓ내열성 플라스틱 종균 배양병에 각각 500 ㎜씩 PDB(Potato  

Dextrous Brouth)배지를 분주하였다. 여기에 PDA배지에서 각각 1주일간 

배양한 균주를 10 ㎜ cork borer를 이용하여 동심원상의 가장 바깥쪽 균

총의 절편 3개씩 각각 PDB배지에 접종하였다. 그리고 나서 1주일간 150 

rpm으로 25℃에서 진탕 배양한 후에 이들의 특징을 조사하였다.

 

    4) 자실체 발생 실험

       냉동상태의 누에번데기를 배지로 이용하였고, 이를 800 ㎖ 분리형 내열성 

플라스틱 병에 번데기를 각각 100 ｇ씩 넣어 121℃, 15 psi의 Autoclave

에서 20분간 살균하였다. 여기에 만들어진 액체종균을 누에 번데기배지에 

각각 5 ㎖씩 접종하여 어두운 곳에서 배양하였다. 우량균주 선발은 평균

적인 자실체의 길이, 직경, 중량, 자실체의 전체적인 모양을 기준으로 하

였다.

  나. 재 료
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    1) 야생에서 채집한 공시균주

      동충하초 (Cordyceps militaris = 7072, 7209) : 2균주

      동충하초(Cordyceps sp. = 6047, 7110)  : 2균주

      눈꽃동충하초 (Isaria japonica = 7109, 7211) : 2균주

    2) 문제점보완 실험을 한 공시균주

      동충하초 (Cordyceps militaris = 6047) : 1균주

      눈꽃동충하초 (Isaria japonica = 7109) : 1균주

        

  다. 실험성적

    1) 각 균주의 고체배지상에서의 특성

     가) 동충하초(Cordyceps militaris = 7072)

        균사생장은 동심원을 그리면서 생장하였으며 2일까지는 배지에 적응하

는 시기이므로 생장이 없다가 3일째에 2 ㎜의 기중균사가 생장하였다가 

배지에 두껍게 붙어 있는 형태이며 흰색에서 4일부터 중앙이 노랗게된

다. 그 이후 규칙적으로 하루에 3.5 ㎜, 7.5 ㎜, 3.5 ㎜, 6.0 ㎜, 10 ㎜일씩 

총 30.5 ㎜ 생장하였다.

     나) 동충하초 (Cordyceps militaris = 7209)

        균사는 동심원상을 그리면서 생장하였고 처음은 솜같은 기중균사로 2일

까지는 적응기를 갖다가 3.5 ㎜, 2.5 ㎜, 6.5 ㎜, 4.5 ㎜, 9.0 ㎜로 3일째부

터 급속한 생장을 하였지만 불규칙하였고 총 26 ㎜생장하였다. 

     다) 동충하초(Cordyceps sp. = 6047)

        균사는 동심원을 그리면서 생장하였고 배지에 붙은 형태로 기중균사가 

솜처럼 부풀었고 색은 흰색이었다. 생장은 3.0 ㎜, 3.0 ㎜, 3.5 ㎜, 3.0 ㎜, 

10.5 ㎜로 처음은 고른 생장을 하다가 6일째 급생장하여 총 23 ㎜ 생장

하였다.
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     라) 동충하초(Cordyceps sp. =7110)

        균사는 동심원상을 그리면서 생장하였고 처음은 기중의 균사로 2일까지

는 적응기를 갖다가 3.5 ㎜, 2.5 ㎜, 4.5 ㎜, 6.0 ㎜, 4.5 ㎜로 계속적인 생

장의 증가를 하였으며 총 21 ㎜생장하였다. 

     마) 눈꽃동충하초(  Isaria sp.  = 7109)

        균사는 불규칙한 동심원을 그리면서 생장하였고 배지에 붙은 형태로 기

중균사가 솜처럼 부풀었고 색은 흰색이었다. 0.5 ㎜, 1.0 ㎜, 0.5 ㎜, 0.5 

㎜, 0.7 ㎜로 총 3.2 ㎜ 생장을 하였다.  

     바) 눈꽃동충하초(  Isaria sp. = 7211)

        균사는 동심원상을 그리면서 생장하였고 기중균사가 없이 배지바닥에서

만 자라며 엷은 황색을 나타내었고 2일까지는 적응기를 거쳐 3일째부터 

생장을 하였으며 불규칙적인 생장을 하였으며 6일 동안 총 3.8 ㎜ 생장

하였다. 

   2) 각 균주의 액체배지상에서의 특성 

     가) 동충하초(Cordyceps militaris=7072)

        2일까지는 적응기를 갖다가 3일째 비로소 pellet가 형성되고 균사가 생장

하는 것이 육안으로 관찰되었다. 점차 균사밀도가 늘어나고 1주일 후에 

비로소 균사가 완전하게 자랐다. 균사의 색은 황백색을 나타내었고 균사 

크기는 약 1 ㎝ 정도였다. 

     나) 동충하초 (Cordyceps militaris = 7209)

        2일까지는 적응기를 갖다가 3일째부터 육안으로 균사생장이 확인되었고 

1주일 경과 후 완전한 균사생장을 보였다. 균사의 색은 밝은 황백색을 

띠었고 균사의 알갱이는 약 0.5 ㎝정도였다. 

     다) 쐐기나방동충하초 (Cordyceps sp.=6047)
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        2일까지는 적응기를 갖다가 3일째부터 육안으로 균사생장이 확인되었고 

1주일 경과 후 완전한 균사생장을 보였다. 균사의 색은 황백색이었고 균

사의 알갱이는 미세한 먼지 정도의 크기였다. 

     라) 눈꽃동충하초(Cordyceps sp.=7110)

        2일까지는 적응기였다가 3일째부터 균사생장이 육안으로 보였고 1주일

동안 완전한 균사생장을 보였다. 균사의 색은 황백색을 나타냈고 균사의 

알갱이의 크기는 약 1 ㎝ 정도였다. 

     마) 눈꽃동충하초(Isaria japonica=7109)

        2일까지는 적응기였다가 3일째부터 균사생장이 육안으로 보였고 1주일

동안 완전한 균사생장을 보였다. 균사의 색은 엷은 황색 또는 황백색이

었고 균사의 알갱이는 1 ㎝ 정도였다. 

     바) 눈꽃동충하초(Isaria sp.  = 7211) 

        2일까지는 적응기를 갖다가 3일째부터 육안으로 균사생장이 확인되었고 

1주일 경과 후 완전한 균사생장을 보였다. 균사의 색은 진한 황백색이었

고 균사의 알갱이는 0.5∼1 ㎝ 정도의 크기였다. 

  

   3) 각 균주의 자실체 발생실험

     가) 동충하초(Cordyceps militaris=7072)

        25℃에서 7일간 암배양하였으며 3일이 지나서 균사가 배지의 75%이상

까지 활착되었으며 색은 연한 베이지색을 나타내었다. 약간 콩나물 냄새

가 났다. 4일째는 균사끼리 뭉치기 시작하였고 9일이 되어서야 균사가 

완전하게 활착되었으며 9일 이후부터는 20℃로 하온하고 공중 습도를 

90%이상 한 상태에서 배양을 계속하였으며 접종 후 13일이 지나서야 

균사는 황백색을 유지하였으며 배양병 속에 갈색 물방울이 생기기 시작

하였으며 40일 후 10.8 ㎝ 정도 생장하였다.
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     나) 동충하초 (Cordyceps militaris = 7209)

        25℃에서 7일간 암배양하였으며 2일째부터 균사가 부분 활착되어 있고 

3일째에는 배지전체로 고르게 활착되었다. 색은 흰색이고 냄새는 없었

다. 4일째는 3일째보다 두껍게 균사가 활착되었으며 7일에 비로소 균사

가 배지전체에 골고루 활착되었다. 7일 이후부터는 20℃로 하온하고 공

중 습도를 90%이상 유지한 상태에서 배양을 계속하며 접종 후 14일이 

지나서 전체적으로 균사가 연한 살색을 나타나며 원기 부분이 노란빛을 

띄면서 불규칙적으로 자실체가 처음 발생되었다. 접종후 26일째 약 3 ㎝ 

정도 자랐으며 균사의 색은 진한 주황색을 나타내었다. 접종 후 40일째 

약 12.5 ㎝ 정도 생장하였다. 

     다) 동충하초 (Cordyceps sp. = 6047)

        25℃에서 7일간 암배양하였으며 2일까지는 적응기에 있다가 3일째부터 

균사가 흰색으로 냄새는 강한 콩나물 비슷한 냄새가 났다. 4일째 균사가 

배지 전체적으로 엷게 활착하였으며 어떤 것은 배지에 붙은 형태, 또는 

솜처럼 부풀은 형태였다. 7일이 되서야 원기가 형성되고 20℃로 하온하

고 가습을 공중 습도 90%이상을 유지하였다. 26일째 진한 갈색의 물방

울이 생기기 시작하며 40일이 지나서 자실체들은 완전히 자라서 12 ㎝

였다. 

     라) 동충하초 (Cordyceps sp. = 7110)

        25℃에서 7일간 암배양 하였으며 2일째부터 균사가 생장하여 3일째에는 

배지 전체로 고르게 활착되었다. 색은 흰색이고 냄새는 없었다. 4일째에

는 두껍게 균사가 활착되었으며 7일에 비로소 균사가 배지전체에 골고

루 활착되었다. 7일 이후부터는 20℃로 하온하고 공중 습도를 90%이상 

한 상태에서 배양을 계속하며 14일이 지나서 전체적으로 균사가 연한 

백황색을 나타내며 원기 부분이 노란빛을 띄면서 불규칙적으로 자실체

가 처음 발생되었다. 26일째 약 3 ㎝정도 자랐으며 균사의 색은 진한 주

황색을 나타내었다. 접종 후 40일째 약 12.5 ㎝ 정도 생장하였다.
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     마) 눈꽃동충하초(Isaria japonica=7109)

        25℃에서 7일간 암배양 하였으며 3일째 균사가 부분 부분 활착되었으며 

냄새는 번데기배지 냄새가 났다. 7일이 지나서야 비로소 균사가 완전하

게 활착되었다. 온도를 20℃로 하온하고 습도는 90%이상 광도는 200 

Lux로 조정하였다. 원기형성은 3일부터 나타났고 노란빛이었다. 6일부터 

원기가 자실체로 생장하기 시작하여 28일에 11 ㎝로 생장하였다. 

     사) 눈꽃동충하초(Isaria japonica=7211)

        25℃에서 7일간 암배양 하였으며 3일째 균사가 뻗기 시작하였으며 냄새

는 번데기 냄새가 났다. 7일이 지나서야 비로소 균사가 활착되었다. 온

도는 20℃로 하온하고 습도는 90%이상, 광도는 200 Lux로 조정하였다. 

원기형성은 3일부터 나타났고 황갈색이었다. 7일부터 원기가 자실체로 생

장하기 시작하여 28일에 11.5 ㎝로 생장하였다. 

       

  라. 실험요약

     2001년 6월 16일부터 2001년 12월 17일까지 연구한 결과는 한국산 미기록 

동충하초 2종(Cordyceps clavata Kobayasi et Shimizu (방망이동충하초), 

Cordyceps yakushimensis Kobayasi et Shimizu(홍두깨동충하초)을 확인하

였고, 우수균주는 동충하초류(Cordyceps = 6047,  7072, 7110)의 3균주, 눈

꽃동충하초류(Isaria = 7109,7211)의 2균주였다. 문제점보완 실험의 동충하

초(Cordyceps militaris=6047)와 눈꽃동충하초(Isaria = 7109)와 전반기 실

험과 동일한 결과를 얻었다.   

    

  마. 결 과

     2000년12월116일부터 2001년 6월17일까지의 전반기연구와 2001년 6월17일

부터 2001년 12월 12월 17일까지의 결과를 종합한 것이다.

   1) 동충하초의 수집: Cordyceps류 20개체, Isaria 10개체, 백강균 1개체 

   2) 분리된 균주 : Cordyceps 균주 10개, Isaria 균주 2개. 
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   3) 한국산 미기록 동충하초 : Cordyceps clavata Kobayasi et Shimizu (방망

이동충하초), Cordyceps yakushimensis Kobayasi et Shimizu(홍두깨동충

하초)의 2종류.

   4) 동충하초 우수균주 : 동충하초류(Cordyceps = 6047, 6712, 7072, 7209,  

7110)의 5균주, 눈꽃동충하초류(Isaria = 7109, M-001,7211)의 3균주. 

   5) 문제점보완실험은 동충하초(Cordyceps militaris=6047)와 눈꽃동충하초

(Isaria = 7109)는 자실체 발생에 이상이 없었다.

   6) 중국산 동충하초 (Cordyceps militaris=C-001)도 한국산 동충하초와  배양 

조건은 같았고 다만 끝이 가늘었다. 

   7) 눈꽃동충하초(Isaria japonica=6540)의 산소공급에 따른 병마개 개방형과 

밀폐형 실험에서 개방형은 포자채취에 좋았고 밀폐형은 상품성으로 좋았

다. 

   8) 매미동충하초(Cordyceps sobolifera = 6233(99-008))를 자실체발생은  400 

Lux가 최적이었다. 광도에 따라서 자실체의 생육기간, 초기 자실체 발생

기간과 그리고 균사의 색이 자실체의 색에 영향을 미친다. 

   9) 논문게재 : 야생동충하초로부터 우량균주선발(II), 2001.한국자원식물학회지, 

14(2):169-174 
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         Cordyceps militaris=7072        Cordyceps militaris=7209

    

   Cordyceps sp = 7110           Isaria japonica = 7109

   

   Isaria sp = 7211

제4절 선발균주

1. 선발균주 (1)
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  가. 채집기간 : 1999. 12. 16∼2000. 12. 16.

    1999년 12월 16일일부터 2000년 6월15일까지의 연구결과와 2000년 6월16일

부터 2000년 12월 15일까지의 결과를 종합한 것은 다음과 같다.

  나. 자실체 발생이 우수한 균주

    1) Cordyceps (4개)

     Cordyceps militaris : 2개(99-0007, CHO-7410)

     C. sobolifera : 1개(99-0008)

     C. kanzashina : 1개(99-0009)

    2) Isaria (5개)

      Isaria japonica : (99-0001, 99-0002, 99-0003, CHO-6713, CHO-7413)

2. 선발균주 (2)

  가. 채집기간 : 2000. 12. 16∼2001. 12. 17.

    2000년12월16일부터 2001년 6월17일까지의 전반기연구와 2001년 6월17일부

터 2001년 12월 12월 17일까지의 결과를 종합한 것이다.

  나. 자실체 발생이 우수한 균주

    1) Cordyceps  (5개)

     Cordyceps (동충하초류 : 6047, 6712, 7072, 7209, 7110)

    2) Isaria (3개)

     Isaria (눈꽃동충하초류 : 7109, M-001, 7211)

      가) 동충하초의 수집 : Cordyceps류 20개체, Isaria 10개체, 백강균 1개체 

      나) 분리된 균주 : Cordyceps 균주 10개, Isaria 균주 2개. 

      다) 한국산 미기록 동충하초 : Cordyceps clavata Kobayasi et Shimizu 

(방망이동충하초), Cordyceps yakushimensis Kobayasi et Shimizu(홍
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두깨동충하초)의 2종류.

      라) 문제점보완실험은 동충하초(Cordyceps militaris=6047)와 눈꽃동충하

초(Isaria = 7109)는 자실체 발생에 이상이 없었다.

      마) 중국산 동충하초 (Cordyceps militaris=C-001)도 한국산 동충하초와 

배양 조건은 같았고 다만 끝이 가늘었다. 

      바) 눈꽃동충하초(Isaria japonica=6540)의 산소공급에 따른 병마개 개방형

과 밀폐형 실험에서 개방형은 포자채취에 좋았고 밀폐형은 상품성으

로 좋았다. 

      사) 매미동충하초(Cordyceps sobolifera = 6233(99-008))를 자실체발생은  

400 Lux가 최적이었다. 광도에 따라서 자실체의 생육기간, 초기 자실

체 발생기간과 그리고 균사의 색 자실체의 색에 영향을 미친다. 

      아) 논문게재 : 야생동충하초로부터 우량균주선발(II), 2001.한국자원식물학

회지, 14(2):169-174 
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제5절 동충하초 비교 실험

1. 밀폐형과 개방형의 비교분석실험

  가. 눈꽃동충하초 (Isaria japonica=6540)의 병마개의 개방형과 폐쇄형의 비교

    고체배지상에서와 액체배지상에선 똑같은 조건을 주었고 자실체발생 실험에

서 배양병 마개의 밀폐시와 병마개 개방시의 두 그룹으로 나누어 16개씩 실

험하여 평균하였다.

    1) 배양병마개의 밀폐시

       배양병의 마개를 밀폐시킬 때는 전체적으로 완전하게 생장이 멈출 때까

지의 시일이 개방했을 때보다는 연장되었으며 또한 포자 또한 늦게 생겼

다. 자실체의 길이는 약 97 ㎜까지 자랐다. 

    2) 배양병마개의 개방시

       배양병의 마개를 개방시킬 때는 초기 자실체가 생기기 시작할 때부터 자

실체의 끝 부분이 갈라지기 시작하면서 포자가 생기기 시작하며 생장이 

초기에는 빠르나 빠른 노화현상으로 생장일수가 밀폐시보다 약 10여일이 

빠른 23일 정도가 걸렸다. 또한 자실체의 길이도 밀폐시의 97 ㎜보다 작

은 73 ㎜정도에 그쳤다. 결국 상품성으로는 배양병 밀폐시가 좋은 결과를 

얻었고 포자를 채취하는 데는 병마개 개방시가 좋은 결과였다.   

  나. 매미동충하초(Cordyceps sobolifera = 6233(99-008))의 자실체 발생에 있어

서의 광도의 영향

     ⇒ 자실체 발생을 위한 생식생장시의 온도는 20℃, 가습은 공중습도 95%을 

유지시킨 상태에서 100 Lux에서는 자실체 초기 발생기간이 생식생장 

후 8일이 걸리고 균사의 색은 살색에 가깝고 자실체 또한 살색에 가까

웠다. 생육기간은 총 59일이 걸리고 자실체의 길이는 약 47 ㎜ 정도였

다.

        400 Lux시에는 초기 자실체 발생기간은 6일이며 균사의 색은 진한 빨간

색을 나타내었고 자실체 또한 빨간색에 가까웠다. 총 생육기간은 61일이
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며 자실체의 길이는 59 ㎜ 정도였다. 1,000 Lux시에는 초기 자실체 발생

기간은 6일이며 초기에는 균사의 색과 자실체의 색이 진한 빨간색이지

만 시일이 경과되면서 균사와 자실체의 색이 연한 살색을 나타낸다. 총 

생육기간은 56일이며 자실체의 길이는 42 ㎜였다. 이것은 매미동충하초

가 광도에 예민하게 반응하는 것으로 광도가 너무 강하거나 약하면 자

실체 발생이 좋지 않았고 약 400 Lux에서 우수한 자실체가 발생한다는 

것을 보여 주고 있다.

2. 결  과

  가. 눈꽃동충하초(Isaria japonica = 6540)의 산소공급에 따른 병마개 개방형과 

밀폐형 실험에서 개방형은 포자채취에 좋았고 밀폐형은 상품성으로 좋았

다. 

  나. 매미동충하초 (Cordyceps sobolifera = 6233 (99-008))를 자실체 발생은 

400 Lux가 최적이었다. 광도에 따라서 자실체의 생육기간, 초기자실체 발

생기간과 그리고 균사의 색과 자실체의 색에 영향을 미친다.  
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눈꽃 동충하초(개방형)

(6540)

눈꽃 동충하초(폐쇄형)

(6540)

매미동충하초

광도 400 Lux

매미동충하초

광도 100 Lux
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제6절 대 량 재 배

1. 대량재배의 목적

  가. 목적 : 지금까지 농가에서 재배하는 병재배가 주여서 대량생산의 방법이 

많이 연구되었다. 병재배에 의한 단위 면적당의 생산량은 많지만 병

의 가격, 인건비 때문에 생산량은 많지만 수입이 상대적으로 적었다. 

따라서 좁은 면적에서 쉽게 그리고 인건비등을 줄여서 수입을 증대

시키기 위한 것이 요구된다. 

2. 판재배에 의한 대량재배

  가. 기구  : 플라스틱 판 : 가로 33 ㎝, 세로 25 ㎝, 높이 5 ㎝

                         가로 38 ㎝, 세로 25 ㎝, 높이 4.5 ㎝

                       (가로 9 ㎝, 세로 6 ㎝, 높이4.5 ㎝로 칸막이 된 것)

  나. 공시균주 : 2개(동충하초 공시균주 8194,  눈꽃동충하초 공시균주 8204)

               (공시균주 8194는 판에 재배하고 공시균주 8024는 칸으로 구분된 

것에 재배)

3. 실 험 방 법

  가. 고체배지상의 시험  

    공시균주 8194(동충하초), 8204(눈꽃)를 각각의 평판배지의 중앙에 10 ㎜ 크

기로 절취한 균총 한 절편을 접종 후 균사를 생장시킨다.

  나. 액체종균상의 시험

    1 ㎖ 내열성 플라스틱 종균 배양병에 각각 500 ㎖ 씩의 PDB배지를 분주하

였다. 여기에 PDA배지상에서 각각 1주 배양한 균주를 10 ㎜ cork borer를 

이용하여 동심원상의 가장 바깥쪽 균총 절편 3개씩 각각 PDB 배지에 접종

하였다. 1주일간 150 rpm으로 진탕 배양 후 이의 특징을 조사하였다 (배양

온도 25℃±1℃ )
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  다. 균사활착시험

    냉동상태의 번데기를 배지오 이용하여 이를 800 ㎖ 내열성 플라스틱병에 번

데기를 각각 100 g 씩 넣어 121℃, 15 psi 의 오토우클래브에서 20분간 멸균

하였다. 여기에 이미 만들어짐 액체종균을 누에 번데기 배지에 각각 5 ㎖ 씩 

접종하여 배양하였다. 

  라. 판에 동충하초의 배치 : 공시균주을 배양한 병을 약간 흔들어서 번데기를 

판에 넣어서 골고루 퍼지도록 하였다.    

  마. 재배 상황 

    공시균주 8194의 실험 : 판에 옮긴 후 배양 3일째에 주황색의 원기가 번데기

에서 두 세군데 발생하였으며, 길이는 A, B, C, D, E 그룹 중 C가 0.31 ㎝로 

가장 많이 자랐고, 평균 길이는 0.25 ㎝에 지름은 0.23 ㎜정도였다. 배양 6일

째에도 C가 1.90 ㎝로 가장 많이 자랐고, 5그룹의 평균 길이는 1.44 ㎝에 지

름은 0.4 ㎜ 정도였다. 배양 9일째에도 C가 3.55 ㎝로 가장 많이 자랐고, 평

균 길이는 3.05 ㎝에 지름은 0.52 ㎜ 정도였다. 배양 12일째에도 C가 5.77 ㎝

로 가장 많이 자랐고, 평균 길이는 4.80 ㎝에 지름은 0.71 ㎜ 정도였다. 배양 

15일째에도 C가 7.81 ㎝로 가장 많이 자랐고, 평균 길이는 7.05 ㎝에 지름은 

0.85 ㎜ 정도였다. 배양 18일째에도 C가 9.02 ㎝로 가장 많이 자랐고, 평균 

길이는 8.28 ㎝에 지름은 0.98 ㎜ 정도였다. 배양 21일째에도 C가 9.72 ㎝로 

가장 많이 자랐고, 평균 길이는 9.12 ㎝에 지름은 1.07 ㎜ 정도였다. 배양 24

일째에도 C가 11.76 ㎝로 가장 많이 자랐고, 평균 길이는 10.96 ㎝에 지름은 

1.21 ㎜ 정도였다. 배양 27일째에도 C가 13.68 ㎝로 가장 많이 자랐고, 평균 

길이는 12.35 ㎝에 지름은 1.38 ㎜ 정도로 27일간의 배양 기간동안 총 12.35 

㎝만큼 자랐다. 

  Table 1. Growth of group A, B, C, D, E of strain 8194

                                                          unit( ㎝)
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day A B C D E  average

0 0 0 0 0 0 0

3 0.21 0.25 0.31 0.20 0.27 0.25

6 1.20 1.52 1.90 1.15 1.41 1.44

9 2.55 2.71 3.55 3.51 2.92 3.05

12 4.23 4.7 5.77 4.25 5.07 4.80

15 6.42 6.65 7.81 6.99 7.37 7.05

18 7.62 7.75 9.02 8.19 8.79 8.28

21 9.03 8.52 9.72 8.89 9.46 9.12

24 10.86 10.64 11.76 10.58 10.95 10.96

27 11.65 12.23 13.68 11.98 12.2 12.35

average 5.97 6.10 7.05 7.52 7.93

  바. 공시균주 8204의 실험 : 판에 옮긴 후 배양 3일째에 연한 노란색의 원기가 

번데기에서 발생하였으며, 길이는 A, B, C, D 그룹 중 B가 0.31 ㎝로 가장 

많이 자랐고, 평균 길이는 0.28 ㎝에 지름은 0.36 ㎜ 정도였다. 배양 6일째에

도 B가 1.53 ㎝로 가장 많이 자랐고, 평균 길이는 1.41 ㎝에 지름은 0.58 ㎜ 

정도였다. 배양 9일째에도 B가 3.34 ㎝로 가장 많이 자랐고, 평균 길이는 

2.96 ㎝에 지름은 0.62 ㎜ 정도였다. 배양 12일째에는 C가 5.42 ㎝로 가장 많

이 자랐고, 평균 길이는 4.93 ㎝에 지름은 0.77 ㎜ 정도였다. 배양 15일째에

는 B가 7.46 ㎝로 가장 많이 자랐고, 평균 길이는 7.21 ㎝에 지름은 0.86 ㎜ 

정도였다. 배양 18일째에도 B가 8.48 ㎝로 가장 많이 자랐고, 평균 길이는 

8.24 ㎝에 지름은 0.97 ㎜ 정도였다. 배양 21일째에도 B가 9.13 ㎝로 가장 

많이 자랐고, 평균 길이는 8.95 ㎝에 지름은 1.12 ㎝정도였다. 배양 24일째에

도 B가 10.78 ㎝로 가장 많이 자랐고, 평균 길이는 10.63 ㎝에 지름은 1.28 

㎜ 정도였다. 배양 27일째에도 B가 13.18 ㎝로 가장 많이 자랐고, 평균 길이

는 12.80 ㎝에 지름은 1.47 ㎜ 정도로 27일간의 배양 기간동안 총 12.80 ㎝

만큼 자랐다.

  Table 2. Growth of group A, B, C, D of strain 8204      

                                                          unit( ㎝)
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 day A B C D average

0 0 0 0 0 0

3 0.25 0.31 0.30 0.24 0.28

6 1.46 1.53 1.43 1.23 1.41

9 3.02 3.34 3.08 2.41 2.96

12 4.9 5.32 5.42 4.07 4.93

15 7.09 7.46 7.21 7.09 7.21

18 8.31 8.48 8.16 7.99 8.24

21 9.01 9.13 8.96 8.71 8.95

24 10.55 10.78 10.73 10.45 10.63

27 12.63 13.18 12.87 12.51 12.80

average 7.82 8.16 7.89 7.31

  사. 공시균주 8194의 길이와 갯수 (노랑색) : 공시균주 8194를 배양한 A, B, C, 

D 그룹 중 A그룹의 평균 길이는 5.97 ㎝이고, 지름은 약 1.3 ㎜였으며, 약 

260개의 자실체가 나왔다. B그룹의 평균 길이는 6.10 ㎝이고, 지름은 약 1.5 

㎜였으며, 약 320개의 자실체가 나왔다. C그룹의 평균 길이는 7.05 ㎝이고, 

지름은 약 1 ㎜였으며, 약 264개의 자실체가 나왔다. D그룹의 평균 길이는 

7.52 ㎝이고, 지름은 약 1.4 ㎜였으며, 약 385개의 자실체가 나왔다. E그룹의 

평균 길이는 7.93 ㎝이고, 지름은 약 1.3 ㎜였으며, 약 360개의 자실체가 나

왔다.

이것들의 평균은 6.9 ㎝ 이었고 자실체수는 4,334개체수였다. 

4. 결   과

  가. 판재배에 의한 것이 병재배에 의한 것보다 배양일수가 짧았으나 길이는 상

대적으로 짧았다. 그러나 자실체의 숫자가 월등히 많아서 판재배가 전체 수

확량은 많았다.    
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  나. 판재배에 의한 동충하초의 종류는 동충하초(Cordyceps militaris)와 눈꽃동

충하초(Isaria japonica)가 가능하다. 

Table 3. Length and No. of strain 8194

                                                           단위( ㎝)

  group
length number

A 3.9 260

B 4.25 320

C 3.15 264

D 3.8 385

E 3.7 360

total 3.76 318
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  Cordyceps 8194

   Cordyceps 8194

Isaria 8204

Isaria 8204
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제7절 동충하초의 성분 분석 실험

1. 단백질 정량 및 아미노산 분석

   조단백질 분석은 micro-Kjedahl법으로 실시 후 질소계수 5.7로 계산하였다. 

아미노산 분석은 Biding-meyer등의 방법에 의해 일정량의 시료를 6C-HCl 용

액과 혼합하여 질소충전 후 110℃에서 24시간 동안 가수분해한 후 50 ml로 정

용하고 이를 0.45㎛ membran filter로 여과하여 24 ㎕를 취하여 진공건조 하였

다. 건조된 시료에 methanol : triethylamine( 2 : 2 : 1)용액에 30 ㎕를 첨가하

여 2차 건조하여 이것에 유도체 시약(methanol : water : triethylamine : 

phenyl isothiocyanate = 7 : 1 : 1 : 1)을 30 ㎕ 가하여 20분간 방치한 후 3차 

건조하였다.

   Methanol 30 ㎕를 첨가하여 다시 건조하고 Sodium acetate buffer(PH 6.4)로 

재용해하여 HPLC로 분석하였다. 분석조건은 Table 1과 같다.

  Table 1. Equipment and Condition for HPLC

 Equipment Jasco PU-980 pump

Jasco HG-980-30 High pressure gradient module

Jasco 851-AS autosampler

Jasco UV-975 UV/VIS detector

Jasco 807-IT integrator

Colnmn oven(40℃)

 Column Water pico-tag column(3.9×150㎚, 4㎛)

 UV range 254㎚

 Mobile phase
Eluent A : 0.14M sodium acetate trihydrate

           0.05% triethylamine

           IL HPLC grade water

Eluent B : 60% acetonitrile

2. 동충하초의 성분

  동충하초의 성분은 채취된 지역에 따라 약간의 차이는 있으나 동충하초
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(Cordyceps militaris)의 아미노산 함량분석은 다음과 같다.

  Table 2. Compounds of amino acid

Arg 0.479% Phe 0.479%

Val 1.634%  Pro 1.465%

Cys 0.333% Met 0.543%

Ile 5.529% His 0.680%

Tyr 0.384% Leu 2.821%

Thr 1.715% Ala 2.698%

Gly 1.886% Ser 1.424%

Lys 2.114% Asp 3.449%

Glu 4.172% NH3 0.527%
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제8절 결    론

1. 동충하초 채집

  가. 동충하초류(Cordyceps) : 52개 채집

   1) 동충하초 Cordyceps militaris ＝ 99-0007, 6712, 8194, 6996, 7051, 7206, 

7207, 7208, 7209, 7377

   2) 매미동충하초 Cordyceps sobolifera ＝ 99-0008

   3) 칸자스동충하초 Cordyceps kanzashiana ＝  99-0009

   4) 흰동충하초 Cordyceps militaris f. albino Kobaysi et Shimizu = 6715

   5) 벌동충하초 Cordyceps sphecocephala Kobaysi et Shimizu = 7062, 7066, 7074, 

7115

   6) 홍두깨동충하초 Cordyceps yakushimensis Kobayasi et Shimizu = 7018

   7) 방망이동충하초 Cordyceps clavata Kobayasi et Shimizu

   8) 붉은곤봉동충하초 Cordyceps ampullacea Kobayasi et Shimizu

   9) 가는유충동충하초 Cordyceps gracilioides Kobayasi et Shimizu = 6716, 

6717

   10) 쐐기나방동충하초 Cordyceps coecidiocapitate = 7022

   11) 노린재동충하초 Cordyceps nutans Pat. = 6712, 6784, 7039, 7040, 7061, 

7073, 7113, 7116, 7316, 

   12) 동충하초 Cordyceps sp. ＝ 99-0006, 6047, 7059, 7060, 7063, 7064, 7065, 

7067, 7068, 7069, 7070, 7072, 7107, 7110, 

7111, 7210

   13) Cordyceps juzumino-gayadoritake = 6672

   14) Cordyceps purinosa = 7108, 7347, 7396

  나. 눈꽃동충하초류(Isaria) : 22개 채집

   1) 눈꽃동충하초 Isaria japonica ＝  99-0001, 99-0002, 99-0003, 7109, M-001, 

8204, 6713, 6714, 6718, 6718-1, 7109, 7177, 7321, 7348, 

7395

   2) 흰가루눈꽃동충하초 Isaria sinclairii (Berk.) Lyoyd 
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   3) Isaria takamizusanensis Kobayasi

   4) 가루눈꽃동충하초 Isaria  farinosa  (Holm.)Fr.

   5) Isaria sp. =  7175, 7176, 7211, 7321-1

  다. 불완전 균류 : 1개 채집

   1) 노린재동충하초덧붙이 Hirsutella nutans Kobayasi 

  라. 백강균류 : 1개 채집

   1) 백강균 Beauveria bassiana

  마. 한국산 미기록종 : 4종류

     흰동충하초 Cordyceps militaris f. albino

     방망이동충하초 Cordyceps clavata Kobayasi et  Shimizu

     홍두깨동충하초 Cordyceps yakushimensis Kobayasi et Shimizu

     흰가루눈꽃동충하초 Isaria sinclairii

2. 우수균주 선발

  가. 동충하초 표본 수 : Cordyceps류 43개, Isaria 30개, Hirustella 2개, 백강균 

2개.

  나. 분리된 균주 : Cordyceps 류 30개, Isaria 5개

  다. 자실체 발생이 우수한 균주

    1) 동충하초 Cordyceps

      Cordyceps militaris : 7개(99-0007, CHO-7410, 6047, 6712, 7072, 7209, 

7110)

      Cordyceps sobolifera : 1개(99-0008)

      Cordyceps kanzashina : 1개(99-0009)
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    2) 눈꽃동충하초 Isaria

       Isaria japonica : 8개 (99-0001, 99-0002, 99-0003, CHO-6713, CHO-7413, 7109, 

M-001, 7211)

  라. 문제점보완실험은 동충하초 (Cordyceps militaris = 6047)와 눈꽃동충하초 

(Isaria = 7109)는 자실체 발생에 이상이 없었다.

  마. 중국산 동충하초 (Cordyceps militaris = C-001)도 한국산 동충하초와  배

양 조건은 같았고 다만 끝이 가늘었다. 

3. 동충하초 비교실험

  가. 눈꽃동충하초(Isaria japonica=6540)의 산소공급에 따른 병마개 개방형과 

밀폐형 실험에서  개방형은 포자채취에 좋았고 밀폐형은 상품성으로 좋았

다. 

  나. 매미동충하초 (Cordyceps sobolifera = 6233 (99-008))는 자실체 발생은 

400 Lux가 최적이었다. 광도에 따라서 자실체의 생육기간, 초기자실체 발생

기간과 그리고 균사의 색이 자실체의 색에 영향을 미친다.  

4. 대 량 재 배

  가. 판재배에 의한 것이 병재배에 의한 것보다 배양일수도 짧았지만 길이도 상

대적으로 짧았다. 그러나 자실체의 숫자가 월등히 많아서 판재배가 전체 수

확량은 많았다.    

  나. 판재배에 의한 동충하초의 종류는 동충하초(Cordyceps militaris)와 눈꽃동

충하초(Isaria japonica)가 모두 가능하다. 

5. 동충하초의 성분 분석

  1. 동충하초의 성분은 채집된 지역에 따라 약간의 차이는 있었다.
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  2. 동충하초(Cordyceps militaris)의 아미노산 함량분석은 많이 함유한 것부터 

Ile, Glu, Asp, Leu, Ala, Lys, Gly, Thr, Val, Pro, Ser, His, Met, NH3, 

Phe, Arg, Tyr, Cys 순으로 나타났다.
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