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요   약   문

Ⅰ. 제  목

     버섯에서 혈전분해효소 생산 및 유전자 크로닝

Ⅱ. 연구 개발의 목적 및 중요성

  혈전분해효소는 생체내의 혈관계가 손상을 받게 되면 혈액은 응고현상을 일으켜 

지혈되며, 여기서 생성된 혈전은 자연히 분해된다.  이와 같이 혈액중의 응고-분해

계는 효소의 작용에 의해 균형을 이루고 있는데 이 균형이 깨어져 혈전의 분해 기능

이 저하되면 이로 인해 여러 가지 증상이 유발된다. 최근 식생활의 변화와 함께 혈

관장애에 의한 사망자 수가 급증하고 있기 때문에 혈관장애의 주된 요인인 혈전의 

치료는 대단히 중요한 과제이다.  또한 세계 항혈전제 시장은 '99년 67억 달러로 추

산되며 연평균 약 5%의 성장률로 2005년경 약 93억 달러의 시장을 형성할 것으로 

전망되고 있다. 지난 4년 동안 혈전 예방 및 치료제 시장에 상당한 진보가 이뤄졌으

며, 특히 저분자 헤파린 개발로 도입된 주사형 항응고제 시장은 기존 표준 치료제인 

헤파린을 대체해가고 있다. 뇌졸증 분야의 경우 약효가 뚜렷한 치료제가 개발되지 

않아 새로운 혈전 분해제 및 항응고제 개발 수요를 일으키고 있으며 정부의 deep 

vein thrombosis 예방을 위한 노력이 강화됨에 따라 전체적으로 항혈전제 시장의 동

인이 되고 있다. 전체적으로 성장의 동인을 분석하면, 업계의 연구개발 강화, 고령 

인구 증가 및 정부의 예방 의학 정책 등이 맞물려 항혈전제 시장은 지속적이고 높은 

성장률을 보일 것으로 분석되고 있다. 현재 임상에서 사용되어지고 있는 혈전분해효

소제로는 Plasmin, urokinase, streptokinase, hirudin, tPA 등이 개발되어져있으나 

발열, 알러지, 국소출혈, 혈전에 대한 비선택성, 고가의 의약품인 점을 감안할 때 생

산단가가 저렴하고 분작용을 최소화할 수 있는 새로운 혈전분해효소제의 개발이 요

구되어지고 있다.

  이를 위하여 본 연구에서는 부작용의 최소화가 가능하며, 저렴한 혈전분해효소제
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의 개발을 위하여 예로부터 약용으로 사용되어진 버섯으로부터 혈전분해효소를 정

제하고 이를 대량생산하기 위한 유전자 크로닝을 수행하 다. 

버섯은 식용, 약용, 건강음료, 기호식품, 화장품, 기타 산업용 등으로 이용되고 있는

데 현재 지구상에는 약 15,000종의 버섯이 분류 동정되었는데 그 중 약 50%가 식

용 가능한 것으로 알려져 있다. 식생활이 고급화되면서 버섯은 저열량 식품으로서 

특유의 향과 맛 그리고 치감이 좋은 식품으로 인기가 높으며, 또한 버섯은 기능적 

특성으로서 생체조절, 생체내의 균형유지, 생체리듬의 조절, 질병회복 그리고 암, 뇌

졸증, 심장병 등의 성인병에 대한 예방효과와 탈 콜레스테롤, 고지혈장 개선 항 혈전

효과, 혈압강하, 혈당강하, 그리고 노인성 치매증 개선 등에 이르기까지 여러 가지 

유효한 기능들이 있는 것으로 보고되고 있다. 본 연구에서 우수 균주로 선발된 뽕나

무버섯은 천마와 함께 예로부터 중국 및 한국에서 진귀한 한약제로 사용되어 왔으

며, 노인병 (geriatric patients), 중풍 (palsy), 현기증 (dizziness), 두통 (headache), 

신경쇠약 (neurasthenia), 불면증 (insomnia), 사지마비 (numbness in limbs), 소아마

비 (infantile convulsion) 간질 (epilepsy) 등에 효과가 있는 것으로 알려져 있다. 

  뽕나무 버섯 균사체는 생산 면에서 지금까지 알려져 있는 어떠한 미생물체 보다 

높은 균사체 (생체량) 생산 가능성이 확인된 바 있어 이의 양적 혹은 생리활성적 

효능에 착안한다면 식품이나 의약품으로 높은 잠재력을 가지고 있다고 판단된다. 또

한 뽕나무 버섯에는 천마에서 나타나는 약리적 활성이 있다는 보고도 있어 3∼4년

이 소요되는 천마를 대신할 수 있을 뿐만 아니라 배지 조성의 변형에 따라 다양한 

기능성 향상을 도모할 수 있으며, 높은 균사체 생산 잠재력을 이용한다면 산업화 가

능성이 충분히 있다고 판단되어 안정성이 검증된 천연물 함유 배지로부터 균사체 

대량생산의 최적조건을 확립하고 그 기능성을 검토하 다. 

  따라서 본 연구에서는 혈전분해활성이 우수한 버섯 자원을 발굴하므로서 식․의

약용으로 활용 가치를 높이고자 수집 버섯균류의 균사체 및 자실체들을 대상으로 

이들 버섯 자원들의 혈전용해활성을 기준으로 우수자원을 발굴함으로서 한국산 버

섯을 고부가가치의 새로운 농가 소득원으로 정착시키고자 한다.
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Ⅲ. 연구 개발 내용 및 범위

가. 혈전 분해능 우수균 선발 

  혈전분해 활성이 우수한 버섯 자원을 발굴하므로서 식․의약용으로 활용 가치를 

높이고자 14종의 버섯균 균사체와 7종의 인공재배된 자실체를 대상으로 이들 버섯 

자원들이 가지고 있는 혈전용해활성을 fibrin plate assay법으로 비교․분석하 다. 

버섯의 종류, 버섯 균사체 배양액, 균사체, 자실체 등 각종 단계에서 혈전용해활성을 

검토하여 가장 경제성 있는 버섯 자원을 발굴함으로서 한국산 버섯을 고부가가치의 

새로운 농가 소득원으로 정착시키고자 하 다.

나. 혈전분해효소의 정제 및 유전자 크로닝

  균사체의 대량배양 및 약리효과와 혈전분해효과가 우수한 뽕나무버섯으로부터 혈

전분해활성을 검증한 후 순수 분리․정제하여 뽕나무버섯 자실체의 혈전분해효소의 

특성을 검토하 다. 분석된 혈전분해효소의 특성을 기초로하여 혈전분해효소의 대

량생산 및 국내 유전자원으로 보존하기 위하여 뽕나무버섯 균사체 혈전분해효소 유

전자를 분리 후 크로닝하 다.

        

다.  뽕나무버섯균의 양요구성, 대량생산 및 가공식품개발

  새로운 유용 기능성 버섯 발굴하기 위하여 혈전용해활성이 우수한 균으로 선발된 

뽕나무버섯균의 대량생산 시스템을 구축을 위한 균사체 생산조건 최적화와 수율 증

진을 위한 배양법을 개발하기 위하여 수집균주에 대한 양요구성과 배양온도, pH, 

배양기간 등 균사체 생산조건 최적화로 선발 균주의 대량생산 조건을 구명하 다. 

또한 균사체의 양성분 분석 및 균사체 기능성 향상을 위한 방안을 확립하 으며, 

기능성 식품 개발기술에 접목을 위하여 보조제의 종류 및 적정배합비 선정을 통한 

가공식품을 개발하 다.
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Ⅳ. 연구 개발 결과 및 활용에 대한 건의

가. 혈전 용해능 우수균 선발 

  혈전용해 활성이 우수한 버섯 자원을 발굴하기 위하여 14종의 버섯균 균사체와 7

종의 인공재배된 자실체를 대상으로 이들 버섯 자원들이 가지고 있는 혈전용해활성

을 비교한 결과 버섯 배양 배양액 중의 혈전분해활성은 표고, 노루궁뎅이, 차가버섯

을 제외한 대부분의 버섯균들은 대조구인 plasmin 보다 높았으며, 유용 균주로는 잔

나비걸상, 새송이, 지, 운지, T. plustris, 만가닥 버섯 등이었으며, 배양 균사체의 

경우는 표고, 노루궁뎅이, T. pulustris, 운지, 상황버섯 균사체 추출물을 제외하고는 

대조구인 plasmin 보다 높았으며, 유용균주로는 지, 장수, 만가닥, 토끼털송편, 뽕

나무, 차가, 느타리버섯 등이었고, 뽕나무버섯 균사체의 경우는 홍삼박 5% 첨가구가 

무첨가구에 비하여 단백질 ㎎당 60% 활성 증대 효과를 보 다.

  또한 인공배양 버섯균 자실체의 혈전분해활성은 아위, 느타리, 새송이버섯 등 느

타리과 버섯이 높았다. 혈전분해활성을 기준으로 판단하 을 때 많은 종류의 버섯 

자실체, 균사체, 배양여액 등이 활용 가능성이 있으나 생산수율 및 이용 효율성 면에

서는 뽕나무버섯 균사체를 활용하는 것이 가장 효율적이었다.

나. 뽕나무버섯 균사체로부터 혈전분해효소 분리정제 및 특성분석

  뽕나무버섯 균사체를 균질화하여 에탄올 침전법 (Ethanol precipitation), 이온교환

수지크로마토그래피(Ion-exchange chromatography), Gel-filtration 등을 수행하여 

혈전분해효소를 분리하여 SDS-PAGE 및 fibrin-zymography로부터 약 22 kDa의 

혈전분해효소를 분리․정제하 다. 분리․정제된 혈전분해효소의 혈전분해활성을 

fibrin-plate에서 검증한 결과 형성된 투명대는 정제된 혈전분해효소제인 plasmin의 

혈전분해활성에 비하여 약 2배 이상의 혈전분해활성을 나타내었으며, 최적활성온도

는 30℃, 최적활성 pH는 6.0으로 확인되었다. 또한 분리․정제된 혈전분해효소는 금

속2가 이온인 Ca2+과 Mg2+에 의해서 활성이 증가됨을 확인하 으며, chromogenic 
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substrate를 이용하여 확인한 결과 chymotrypsine 계열의 단백질 분해효소 및 

EDTA에 의해 강력한 효소활성억제효과를 나타냄으로써 metalloprotease 임을 확인

하 다. 인체 투여 시 혈전분해활성을 Rat의 platelet을 이용하여 혈전분해활성을 확

인한 결과 분리․정제된 혈전분해효소는 rat의 적혈구에는 향을 미치지 않고 혈전

을 분해함을 확인하 다. 

  분리정제된 혈전분해효소의 아미노산 서열을 분석한 결과 MFSLSSRFFLYTL

의 아미노산 서열을 확인하 고, National Center for Biotechnology Information 

(NCBI)의 ACCESSION No. AJ238718 Armillaria mellea  mp gene for metalloendo 

-peptidase의 아미노산 서열과 유사함을 확인하 다.

  따라서 뽕나무버섯 균사체로부터 분리정제된 단백질분해효소는 혈전분해효소임

을 확인하 으며, 향후 뽕나무버섯 균사체를 대량배양함으로써 저렴하고 경제적인 

혈전분해효소제의 생산이 가능하리라 사료되어진다.

다. 뽕나무버섯균사체의 혈전분해효소 유전자의 크로닝

  NCBI에 등록된 뽕나무버섯 혈전분해효소 유전자와 본 연구팀에 의하여 분리정제

된 혈전분해효소의 아미노산서열을 기초로하여 뽕나무버섯 균사체로부터 1,056bp의 

혈전분해효소유전자를 크로닝하 으며, 한국기초과학연구 광주분원에 염기서열을 

분석의뢰한 결과 NCBI에 등록된 뽕나무버섯 혈전분해효소 유전자와 약 98%의 상

동성을 확인하 다. 

라. 뽕나무버섯균의 양요구성, 대량생산 및 가공식품개발 

  새로운 유용 기능성 버섯 발굴하기 위하여 혈전용해활성이 우수한 균으로 선발된 

뽕나무버섯균의 대량생산 시스템을 구축하기 위하여 균사체의 양 요구성, 균사체 

생산조건 최적화와 수율 증진을 위한 연구를 수행하 다. 합성배지 상에서 뽕나무버

섯균 균사체 생산을 위한 최적 양조건으로 각종 탄소원 중 glucose가 균사체 생산

에 가장 우수한 탄소원이었고 glucose의 최적 농도는 1.5%이었다. 각종 질소원 중 
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proteose peptone이 균사체 생산에 가장 우수한 질소원이었으며, proteose peptone

의 최적농도는 0.2%이었다. KH2PO4의 최적농도는 0.15%, MgSO4의 최적농도는 

0.025%이었다. 기타 무기염류 중 균사체 생산에 가장 향을 많이 주는 것은 CaCl2

이었으며, CaCl2의 최적농도는 5.55%이었다. 또한 균사체 생산에 가장 효과적인 

vitamin은 Thiamine․HCl이었으며, 최적농도는 1000μg/ℓ이었다.

  반합성배지와 천연배지를 이용한 뽕나무 버섯균사체 생산의 최적배지 선정을 위

하여 7종의 배지(MCM, YEPD, MEB, Weinhold's, PDB, DSM, GMEB)를 대상으로 

실험을 수행한 결과 맥아즙 (GMEB)배지가 뽕나무 버섯 균사체 생산에 적합하 다.  

  맥아즙 배지에서 뽕나무 버섯균 균사체 생산을 위한 적정조건은 맥아즙 농도 15 

Brix°이었으며 온도, pH, 배양기간의 조건을 반응표면분석법에 의해서 실행한 결과, 

통계적으로 온도 25.9℃, pH 5.72, 배양기간은 15.22일에서 3.40 g/50 ㎖의 최대 예측

치를 나타내었다.

  11 Brix° 맥아즙 배지에 1∼5% 농도로 각종 천연물 추출액의 첨가 뽕나무 버섯 

균사체 생산에 미치는 향을 살펴본 결과 대부분의 천연물 추출액의 첨가는 균사

체 생산에 큰 향을 주지 않았으나 가시오갈피 가지, 옻피 처리시 증식이 약간 억

제되었다. 특히, 인삼 첨가구에서는 현저한 증식억제를 보 다. 그러나 배양액에 5% 

농도의 각종 천연물 추출물 및 무기물을 첨가한 결과 홍삼박 첨가구에서 혈전용해

활성이 0.72 Plasmin unit/㎎ protein으로 가장 높은 활성을 보 다. 

  각종 식용 및 약용버섯의 자실체 및 뽕나무 버섯 균사체에 존재하는 총 vitamin 

D의 함량은 50∼103 ㎎/ 100 g으로 분포되어 있었으며, 뽕나무버섯 균사체에 함유

되어 있는 총 Vitamin D도 102 ㎎/ 100 g으로 표고버섯 외 3종의 버섯 자실체 보다 

높았다. 또한 건조량 기준으로 뽕나무버섯 균사체의 일반성분은 조지방 2.3%, 조섬

유 11.6%, 조단백 37.6%, 조회분 3.2%, 탄수화물 48.1%로 탄수화물과 조단백질 함량

이 높았다.  기능성 음료 제조를 위한 각종 생약제 및 기호성 식품원료의 종류, 적정 

배합 농도는 뽕나무버섯 균사체 추출물 84%, 고과당 15.55%, Citric acid 0.16%, 

Sodium citrate 0.04%, Vitamin C 0.05%, Sodium benzoate 0.05%, 사과향 0.15%이

었다.
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마. 건의사항

  본 연구팀은 국내 자생 및 재배 중인 버섯류로부터 혈전분해활성 및 기능성이 우

수하고 대량배양이 가능한 뽕나무버섯을 선별하 으며, 이로부터 뽕나무버섯 균사

체로부터 우수한 혈전분해효소를 정제하여 특성과 혈전분해효소 유전자를 크로닝하

다. 또한 혈전분해효소를 대량생산하기 위한 뽕나무버섯 균사체의 최적배양조건 

및 기능성음료제조에 대한 가능성을 제시하 다.

따라서 향후 뽕나무버섯 균사체를 이용한 기능성 식음료의 개발 및 체내 혈전 형성 

억제 및 혈전분해에 대한 기능성 식품의 개발이 필요할 것으로 사료되어지며, 혈전

분해효소의 순수 정제 및 이를 더욱 손쉽게 대량생산이 가능하도록 혈전분해효소 

유전자를 크로닝함으로써 임상약학적인 연구가 진행되어야 할 것으로 사료되어진

다. 또한 국내 버섯 농가에 본 연구에 의해 돌출되어진 다양한 생리활성기능을 가진 

뽕나무버섯 균사체 대량배양에 의한 혈전분해효소제의 원료 공급 및 식품가공에 의

한 새로운 고부가가치의 농가 소득원으로 자리매김할 수 있도록 이에 대한 기술이

전이 필요할 것으로 사료되어진다.
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SUMMARY

Ⅰ. TITLE

Characterization and Molecular Cloning  of a novel fibrinolytic enzyme from 

medicinal mushroom

Ⅱ. PURPOSE AND SIGNIFICANCE OF THE STUDY

A. Screening of  mushroom sources having fibrinolytic activity

  Mushrooms have long been considered as valuable medicine. Actually, the 

early herbalists were more interested in the medicinal properties of 

mushrooms than their basic value as a source of food.

  Such medical benefits of edible fungi remain largely unexploited. As yet no 

medical effect has provided a drug for established, contemporary scientific 

therapy. In this respect, we tried to develop highly valuable nutraceuticals or 

drug candidate, fibrinolytic agents from artificially cultivated mushroom 

sources. 

B. The fibrinolytic enzyme and molecular cloning of the mushroom

  Blood clots are formed through the conversion of fibrinogen into fibrin by 

the 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, 



- ix -

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, investigations have been coducting conducted on 

the isolation of fibrinolytic enzyme from natural extract, because the 

thrombolytic therapy meet the demand of the fibrinolytic proteases having 

high specificity for fibrin and cutting cost. 

  Therefore, We purified the fibrinolytic enzyme and cloned the gene to the 

mushroom, Armillaria mellea  mycelium in this study.

C. Growth optimization of A. mellea  mycelial production and   development 

of processed foods using its mycelial mass

  Armillaria mellea, honey mushroom is well known as a symbiotic fungus 

with Gastodia elata  and is reported that fruit body and mycelium are used to 

treat geriatric patients with palsy, dizziness, headache, neurasthenia, 

insomnia, numbness in limbs, cerebral protecting and infantile convulsion. 

  Because cultivation need not be a limitation when active principles can be 

derived from mycelial cultures, we performed research to functional properties 

such as fibrinolytic acivity with A. mellea  mycelium. Also the conditions of 

large-scale fermentations and development of processed foods using its 

mycelium were examined.

Ⅲ. Results and Recommendation

A. Screening of  mushroom sources having fibrinolysis activity
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  Fourteen species of mushroom were cultured in liquid broth and fibrinolytic 

activity of the culture media were assayed on fibrin plate. The activity of 

fibrinolytic enzyme were, for the most part, higher than that of plasmin except 

Lentinus edodes, Hericium ernaceus and Inontus obliqua. The valuable 

mycelia's culture broth were Elfvingia applanata, Pleurotus eryngii, Ganoderma 

lucidum, Coriolus vecicolor, Tyromyces pulustris and Lyopyllum ulmarium in 

regular sequence.

  In cultured mycelia, 14 different species, of fibrinolytic activity assayed same 

as the culture broth. The activity of mycelia were higher than that of plasmin 

except Tyromyces pulustris, Coriolus vecicolor and Phellinus linteus. The 

valuable mycelia were Ganoderma lucidum, Fomitella fraxinea, Lyopyllum 

ulmarium, Trametes trogii, Armillaria mellea, Inontus obliqua and Pleurotus 

ostreatus. However, in the case of Armillaria mellea, the fibrinolytic activity 

increased by 20% as a result of adding red ginseng waste in culture broth.

  The artificially cultivated fruit bodies were extracted and then fibrinolytic 

activity was assayed. In result, Pleurotus ferulae, Pleurotus ostreatus and  

Pleurotus eryngii showed high fibrinolytic activity.

  Many species of fruit bodies, mycelia and several kinds of culture broths 

revealed that they were useful sources as a fibrinolytic agent but Armillaria 

mellea  was the best source based on yield and efficiency.

  Armillaria mellea showed highest yield (6.8g/100 ㎖) on germinated malt 

extract broth. That is 2∼5 times higher than mainly mycelia production(1.3∼

3.4g/100 ㎖). Although its fibrinolytic activity was low, it was selected for 

fibrinolytic enzyme source, because it has superior mycelial productivity 

compare with the others sources.

B. Fibrinolytic enzyme purification and gene cloning 

  Blood clots are formed through the conversion of fibrinogen into fibrin by 
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the 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. 

  In this study, we are reported that the fibrinolytic proteases were isolated 

from medicinal mushrooms such as the Armillaria mellea  mycelium and 

these gene was cloned.

  Purified fibrinolytic protease from A. mellea  mycelium showed  molecular 

mass of 22 kDa, both, on SDS-PAGE and in fibrin zymography. It has been 

isolated and purified using a series of chromatographic column such as anion 

exchange. The protease from A. mellea  mycelium showed a level of 

fibrinolytic activity that was about 2.0 fold higher than 1.0 unit of plasmin.

  The optimum pH and temperature for the enzyme activity were pH 6.0 and 

30℃, respectively. The enzyme activity was relatively stable at pH 5.0∼7.0 

and temperature below 30℃. The activity of enzyme was activated by Ca2+ 

and Mg
2+
. In addition, the enzyme activity was significantly inhibited by 

EDTA, indicating that the enzyme is a metalloprotease. The purified enzyme 
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had fibrinolytic activity, hydrolyzing α, β and γ-γ chains with preference 

in this order. It also had fibrinogenolytic activity, rapidly hydrolyzing Aα ,B

β ,and γ chains with preference in this order. 

  Consequently we cloned a fibrinolytic enzyme gene,  found that it has a 

nerar perfect homology (99%) to the fruiting body's fribrinolytic gene of the 

mushroom.

These results suggest that the purified enzyme can be a strong candidate of 

a therapeutic agent for the treatment of thrombic diseases. 

C.  Biological efficacy of  Armillaria mellea

  Armillaria mellea  (A. mellea) honey mushroom, is well known as a 

symbiotic fungus with  Gastodia elata  and reported that fruit body and 

mycelium are used to treat geriatric patients with palsy, dizziness, headache, 

neurasthenia, insomnia, numbness in limbs, cerebral protecting and indantile 

convulsion. On these backgrounds, we performed the research of biological 

activity such as antioxidant (superoxide dismutase ; SOD), neurotrophic 

factor induction and tyrosine-hydrox ylase gene induction. 

  The mRNA level of Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF) was 

markedly increased upon treatments with 20 ㎎/㎏ of A. mellea  mycelium 

extracts for 2∼4 hrs in rat brain. Glial Derived Neurotrophic Factor (GDNF) 

mRNA level was increased upon treatment with 10 ㎎/㎏ of A. mellea 

mycelium extracts in the beginning 2 hrs but decreased at 8 hrs. 

  In dopamin biosynthesis pathway, the tyrosine-hydroxylase mRNA level 

was increased upon treatment with 10 ㎎/㎏ of A. mellea extracts for 4 hrs 

in rat brain and persisted high level expression at 20∼40 ㎎/㎏ treatment. 

Western blot analysis revealed that TH protein level was increased for 4 hrs 

in rat brain and stomach, respectively, by crude extracts treatments with 10 
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㎎/㎏ of A. mellea. 

  After treat the rat with A. mellea  extracts, TH-immunoreactive(TH-IR) 

neurons were stained by TH immunohistochemistry and TH-positive neurons 

were counted on microscope. TH-IR neurons in A. mellea  extracts treated 

animals were expressed higher levels than in non-treatment tissues in 

substantia nigra of rat brain. Also, cell body of TH-IR neurons were 

extended by treatment with A. mellea  extracts.

  In addition, SOD activity of mycelium of A. mellea  that were grown in 

media containing plant extracts or inorganic compounds were estimated by 

using native-PAGE. SOD activity of A. mellea  was 3∼4 folds higher than 

the others on treated media with 5% Dioscorea japonica, Ulmus darvidiana  

var. japonica etc.

D. Growth optimization of A. mellea  mycelial production and development of 

processed foods using its mycelial mass

  Nutritional characteristics for the mycelial production of Armillaria mellea  

in synthetic medium were investigated. The most efficient carbon source was 

glucose and its optimum concentration was 1.5% (w/v). Among the nitrogen 

sources, proteose peptone was the best and its optimal concentration was 

0.2% (w/v). Also the optimal concentrations of KH2PO4 and MgSO4 were 0.15 

and 0.02% (w/v), respectively. In several mineral salts, CaCl2 stimulated the 

mycelial production and it's optimal concentration was 5.55 ㎎% (w/v). The 

most efficient vitamin source was thiamine.HCl and its effective concentration 

was 100 ㎍/L.

  Germinated malt extract broth was excellent medium for mycelial 

production of Armillaria mellea  out of the other media (MCM, YEPD, MEB, 

Weinhold's, PDB, DSM, GMEB).
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  The optimal broth concentration for mycelial production was 15 Brix°.  

Also, the optimal conditions which were estimated with response surface 

methodology under temperature, pH and incubation period were 25.9℃, pH 

5.72, 15.22 days, respectively, on GMEB medium having 15 Brix° 

concentration for mycelial production of A. mellea.

  The various plant extracts which were added to media by 1∼5%(v/v) for 

mycelial production of A. mellea  in GMEB medium showed stimulatory 

effect, but ASH-S, RVS and KG extracts inhibited growth of A. mellea.  

Especially, KG extracts seriously inhibited the mycelial growth of  A. mellea. 

However most of plant extracts did not show the inhibitory effect.

  Total vitamin D2 contents of fruit bodies or mycelia from edible or 

pharmaceutical mushroom were 50 to 103 ㎎/100g. Total vitamin D2 content 

of A. mellea  mycelium was 102 ㎎/100g that was higher than the other 

mushroom's fruit bodies including Lentinus edodes. The chemical 

compositions of A. mellea  were crude fat 2.3%, crude fiber 11.6%, crude 

protein 37.6% and carbohydrates 48.1%.

  The fibrinolytic activity of A. mellea  mycelium which grown on GMEB 

mdium containing extracts of WRG was increased from 0.44 to 0.72 plasmin 

unit/㎎ protein by fibrin plate assay.

  Optimal blending composition was 84% A. mellea  mycelial extract, 0.16% 

high fructose corn syrup, 0.16% citric acid, 0.04% sodium citrate, 0.05% 

vitamin C,  0.05% sodium benzoate and  0.15% apple flavor, respectively.

     In this study, we are obtained 68 g/ℓ mycelial dry weight.
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제 1 장   연구개발과제의 개요

제 1 절 연구개발의 목적 및 필요성

  오늘날 많은 종류의 버섯들이 식용, 약용, 건강음료, 기호식품, 화장품, 기타 산업

용 등으로 이용되고 있는데 현재 지구상에는 약 15,000종의 버섯이 분류 동정되었

는데 그 중 약 50%가 식용으로 추정된다. 이에 비해 독버섯은 10%, 약용이 약 20%, 

나머지는 밝혀지지 않는 상태이다. 따라서, 현재 우리가 이용하는 버섯 종류는 극히 

일부분임을 감안한다면 개발할 수 있는 버섯 자원은 무한한 상태이다. 국내의 산야

에 자생하고 있는 버섯 자원을 조사 수집하여 농업, 임업, 의약등 각 분야에 활용하

기 위하여 1973년부터 야생버섯의 분포를 조사한 결과 665종을 분류 동정되었고, 그 

중  182종의 미기록 종이 확인되었다. 따라서 분류 동정된 버섯중 이용이 가능하다

고 판단되는 버섯 156종은 균주를 수집 보관하면서 육종 및 인공재배의 기초 자료로 

활용되고 있다. 

  최근에 생명공학 기술의 도입으로 많은 버섯이 식품소재 (기능성식품)로서 또는 

약품개발소재로서도 이용되고 있다. 이 같은 버섯의 장점때문에 건강식품 (기능식

품)의 소재로의 이용방법이 모색되어지고 있으며 식생활이 변하면서 버섯은 저열량 

식품으로서 특유의 향과 맛 그리고 치감이 좋은 식품으로 인기가 높다. 또한 버섯이 

생리적 특성 (약리효과)으로서 생체조절 (면역활성), 생체내의 균형유지, 생체리듬의 

조절, 질병회복 그리고 암, 뇌졸증, 심장병 등의 성인병에 대한 예방과 개선효과가 

있는 것이 발견되었다. 그밖에 탈 콜레스테롤, 고지혈장 개선 항 혈전효과, 혈압강

하, 혈당강하, 그리고 노인성 치매증 개선 등에까지 여러 가지 유효한 성분이 증명되

고 있다.

  본 연구는 성인병 예방과 치료에 탁월한 효능이 있는 것으로 알려진 버섯류들을 

인공 배양하고 액체종균을 제조하여 농가에 보급할 수 있는 기술을 개발하고 , 나아
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가 한국산 버섯류 로부터 생리활성물질인 혈전치료물질, 신경 양인자 유도물질을 

분리하고 효능을 연구∙분석하여 이러한 기능에 관여하는 유전자를 크로닝하여 유

전공학적인 방법으로 혈전치료물질을 생산하므로서 한국산 버섯을 고부가가치의 새

로운 농가 소득원으로 정착시키고자 계획되었다. 

가. 기술적 측면

1) 우리나라 버섯산업의 규모는 농가수 2만여농가, 생산액 5천억정도로 쌀, 고추, 마

늘, 사과 등에 이어 10위권의 큰 비중을 차지하는 농작물이나 느타리버섯, 표고버섯, 

팽이버섯, 양송이 등 주로 식용버섯 위주이며 작목이 단순하여 다양한 버섯작목개발

이 요구됨

2) 세계 각 국에서는 버섯이 갖는 잠재적인 능력 발굴에 전념하고 있으며 다양한 연

구진간의 상호 협력으로 공동연구를 수행함으로서 전문성 요구됨 

3) 버섯균 (뽕나무 버섯)를 이용하여 배양액 1000 ㎖ 당 550 g의 균사체 (생체량) 생

산 가능성을 타진한 바 있어 이의 양적 혹은 생리활성적 효능에 착안하여 식품이

나 의약품으로 사용 방안이 확립된다면 국내 버섯 산업에 큰 기여를 할 수 있을 것

으로 판단됨.

4) 현재 본 연구팀은 버섯류로부터 생리활성물질을 분리하여 그들의 항혈전, 노인성 

질병들에 관여하는 Neurotrophic Factor들의 발현유도 등에서 상당한 기술적 진전

을 같고 있음

나. 경제⋅산업적 측면

1) 염가의 농산폐자원을 이용하여 경제적으로 대량생산이 가능함

2) 식용버섯은 대부분 생버섯으로 유통되고 있어 선도유지 때문에 외국산 버섯의 수

입압력이 적은편임
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3) 버섯의 기능성 활용을 위한 산업은 현재 농가 차원에서도 다양한 재배방법이 실

용화되어 버섯의 자실체 및 균사체 생산기술이 보편화되어 가고 있기 때문에 신 기

능성 자원으로서의 버섯자원 활용방안이 제시된다면 식.의약품 산업 분야의 항혈전, 

면역강화, 그리고 노인성 질병 예방 기능을 갖는 기능성 재료 개발로 농가소득증대

에 일익을 담당할 수 있음

다. 사회⋅문화적 측면

1)  버섯은 각종 무기물, 지방, 단백질, 탄수화물, 비타민, 식이섬유 및 기타 생리활성

물질 등을 함유하고 핵산, 아미노산 등 다양한 정미성분을 함유하여 맛, 양성 및 

기능성 성분이 풍부한 식품소재로 잘 인식되고 있으며, 경제성장과 꾸준한 소득수준

의 향상에 따른 우리 식생활의 고급화 추세를 배경으로 버섯 산업, 건강식품산업, 의

약품산업 등이 각광을 받고 있음

2) 저비용 대량생산기술이 농가현장에 접목되면 약리적효능이 우수한 버섯들이 저

렴한 가격으로 유통되어 장기적이고 안정적인 생산체계가 구축될 것임 

3) 버섯은 농∙임산 부산물과 같은 비교적 값싼 원료를 기질로 재배가 가능하고 다

양한 생리활성 기능을 가지고 있기 때문에 건강식품 내지는 의약품의 소재로  고부

가가치 창출에 적합함

제 2 절 연구개발 목표

1. 연구개발 목표와 내용

  주관연구기관인 조선대학교와 협동연구기관인 국립익산대학에서는 국내에 자생 

및 재배 중인 약용∙식용버섯류로부터 새로운 유용한 기능성버섯을 발굴하여 이에 

대한 균사체 수율 증진을 위한 액체 배양방법을 개발하여 혈전분해효소를 분리정제 
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후 그 특성을 확인하고 혈전분해효소의 유전자를 탐색 후 크로닝하고자 하 다. 또

한 발굴된 유망 기능성버섯으로부터 생리활성을 검증하기 위하여 신경성장인자 및 

양인자, 기능성물질을 탐색 후 이를 식.의약품 산업에 접목하여 농가소득을 증대

시키기 위해 유용한 성분의 대량생산 시스템을 구축과 기능성 식품개발을 병행하

다. 본 연구로부터 돌출되어진 결과를 토대로 하여 버섯농가에 새로운 기능성버섯의 

대량생산 조건 및 기능성식품개발기술을 이전하여 고부가가치의 농가소득원으로 자

리매김하고자 한다.

2. 연차별 연구개발 목표와 내용

구   분 연 구 개 발 목 표 연구개발 내용 및 범위

1차 년도

(2001년)

주관연구기관 :조선대

∙혈전분해물질 탐색/분리

∙생리활성물질탐색

  /분리 

∙ 다양한 버섯으로부터 신경성장인자의 탐색

∙ 혈전분해능 물질분리 특성조사

∙ 혈전분해물질유전자 탐색 및 크로닝

협동연구기관 : 익산대

∙고기능성 유용균주 선발

∙균주별 양조건 확립

∙ 균주 및 자료수집

∙ 기능성 및 대량생산 유망버섯 선발

∙ 균사체 생산을 위한 양요구성 검토

∙ 효소 생산능 검정

∙ 균사체의 양성 분석

∙ 분비효소계를 이용한 유용물질 생산

∙ 대량생산을 위한 적정 배양방법 구명

2차 년도

(2002년)

주관연구기관 : 조선대

∙ 혈전분해물질의 대량

   생산 및 제품가능성 

   시험 

∙ 탐색된 기능성 버섯으로부터 혈전제의 대량생산

∙ 혈전분해물질의 순수대량분리를 위한 

   시스템화

∙ 분리된 혈전제의 상품화 가능성 test

∙ 대량생산방법 특허출원

협동연구기관 : 익산대

∙ 버섯균 대량생산 

   체계확립 및 실용화

   기술개발

∙ 버섯균의 대량생산 생산 방법의 실용화 

   기술 개발

∙ 균사체 활용에 따른 경제성 분석

∙ 시작품 제작
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제 2 장   국내외 기술개발 현황

제 1 절 세계시장 동향

  세계 항혈전제 시장은 '99년 67억 달러로 추산되며 연평균 약 5%의 성장률로 

2005년경 약 93억 달러의 시장을 형성할 것으로 전망되고 있다. 지난 4년 동안 혈전 

예방 및 치료제 시장에 상당한 진보가 이뤄졌으며, 특히 저분자 헤파린 개발로 도입

된 주사형 항응고제 시장은 기존 표준 치료제인 헤파린을 대체해가고 있다. 뇌졸증 

분야의 경우 약효가 뚜렷한 치료제가 개발되지 않아 새로운 혈전 분해제 및 항응고

제 개발 수요를 일으키고 있으며 정부의 Deep vein thrombosis 예방을 위한 노력이 

강화됨에 따라 전체적으로 항혈전제 시장의 동인이 되고 있다. 전체적으로 성장의 

동인을 분석하면, 업계의 연구개발 강화, 고령 인구 증가 및 정부의 예방 의학 정책 

등이 맞물려 항혈전제 시장은 지속적이고 높은 성장률을 보일 것으로 분석되고 있

다. 미국은 항응고제와 혈전분해제가 항혈전제 시장 성장을 주도하는 반면, 유럽권

은 항응고제 및 항혈소판제가 시장 성장을 주도하고 있다. 미국의 항응고제 시장은 

'99년 기준 약 9억 달러로 추산되며 경구형 항응고제와 저분자 헤파린 개발로 심근 

경색, 앵기나 등 치료 범위를 확대하면서 시장 성장의 동인이 되고 있다. 항혈소판제

제의 시장은 약 5억 달러로 추산되며 주로 허혈성 뇌졸증 치료제로 사용되고 있으

며, 고령 인구의 급격한 증가는 항혈소판제제의 시장 전망을 밟게 하고 있다. 유럽권

의 항혈전제 시장은 '99년 12억 4천만 달러이며 2005년경 약 23억 4천만 달러의 시

장을 형성하며 연평균 25%의 성장률을 보일 것으로 분석되고 있다. 

제 2 절 연구동향

  혈전분해효소는 생체내의 혈관계가 손상을 받게 되면 혈액은 응고현상을 일으켜 
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지혈되며, 여기 생성된 혈전은 자연히 분해된다.  이와 같이 혈액중의 응고-분해계

는 효소의 작용에 의해 균형을 이루고 있는데 이 균형이 깨어져 혈전의 분해 기능이 

저하되면 이로 인해 여러 가지 증상이 유발된다. 최근 식생활의 변화와 함께 혈관장

애에 의한 사망자 수가 급증하고 있기 때문에 혈관장애의 주된 요인인 혈전의 치료

는 대단히 중요한 과제이다.  

  혈전분해효소는 작용 기전에 따라 크게 두 가지로 나눌 수 있는데, 첫째 혈전에 

직접 작용하여 Fibrin을 용해시키는 단백분해 효소제와 둘째, 인체의 혈액 분해계를 

활성화시키는 효소제로 나눌 수 있다. 단백분해효소제로는 Brinase, Papain, 

Ochrase, Trypsin, Plasmin 등이 있으나 이러한 단백분해효소제들은 정맥 주사로 

주입 시 무작위적인 단백분해효과로 혈전 외에 혈전생성인자들까지 파괴하여 출혈

을 일으킬 수 있어 매우 독성이 강해 거의 쓰이지 않고 있으며, 대신 인체의 혈전 분

해를 촉진시키는 효소제인 Streptokinase, Urokinase 등이 일반적으로 사용되고 있

다. 

  혈전 내에 생긴 fibrin이 용해하여 혈전이 용해되는 현상은 혈장중의 Plasmin의 

작용에 의한다. Plasmin은 일종의 Serine protease이며, 혈액 중에는 존재하지 않고 

불활성전구체 형태인 Plasminogen으로서 혈장 중에 함유되어 있다.  혈전 용해는 

위와 같은 기작에 의해서 일어나는데 실제로는 plasmin inhibitor 등에 의한 혈전 방

해 등의 문제가 있다.  또 Plasmin이 Fibrin에만 작용하도록 하지 않으면 출혈 등의 

부작용을 일으킬 수도 있다.  따라서 Plasminogen activator가 fibrin에 흡착하여 여

기서 Plasmin이 생기게 하면 매우 이상적이기 때문에 혈전 용해에 Plasminogen 

activator를 사용하는 경우가 점점 늘어나고 있다. 이러한 Plasmonogen activator 활

성을 가진 것으로는 Streptokinase, Urokinase, Single chain prourokinase, Trypsin, 

Staphylokinase, tPA 등이 있다. 

  중요한 혈전분해효소의 예로는, Streptokinase(SK)는 Hoechst-Roussel과 Kabi에 

의해 제조된 것으로 용혈성 연쇄상 구균의 배양액에서 발견된 효소로서 Plasmino 

-gen을 직접 활성화시키며, Plasmin으로 변화시킨다.  SK는 본래 외래성 물질이기 

때문에 인체 내에서 항원성을 가지고 있어 인체에 투여할 경우 발열, 알레르기, 저혈
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압 유발 등의 부작용을 일으키게 된다. 그러나 SK는 대량 생산이 용이하고 가격이 

Urokinase나 tPA보다 휠씬 저렴하며, 현재 항원성이 있는 부분을 없애거나 아실화

하는 연구가 진행되고 있어 장래 혈전을 용해하는 치료제로서 기대되고 있다. 

  Urokinase는 1964년 일본의 녹십자에 의해 인뇨로부터 처음 공업화되었는데 최근 

태아 콩팥세포의 조직배양으로 생산하는데서 최근은 유전자조작에 의해서 대량생산

이 가능하게 되었으며, 국내에서는 녹십자 등에 의해 생산되고 있다.  Urokinase는 

인체의 콩팥 세포에 의해 만들어져 뇨중에 배출되며, 항원성이 없고 발열의 부작용

이 없다.  Urokinase는 일종의 Serine protease이며, Plasminogen에 특이적 친화력

을 가지고 활성화하는 인자로 저분자형 (M.W. 33,000)과 고분자형 (M.W. 54,000)이 

있으며 고분자형의 활성이 높다. Tissue Plassminogen Activator (tPA)는 분자량 

72,000의 Serine protease의 일종으로 Two-chain polypeptide로 구성되어 있다. 

  tPA는 Fibrin에 특이적으로 반응하여 Plasminogen과 Complex를 형성하여 강력

한 혈전 용해 작용을 나타내기 때문에 Urokinase보다 출혈 등의 부작용이 적다.  

tPA는 이미 구미에서 유전공학적 방법에 의해 대량생산되고 있으며 또한 광범위한 

임상실험이 진행되고 있는 등 혈전증치료에 각종 각광을 받고 있다. 크게 혈전분해

제 개발은 미국권, 유럽권, 아시아권으로 분류할 수 있다. 미국은 항응고제와 혈전분

해제가 항혈전제 시장 성장을 주도하는 반면, 유럽권은 항응고제 및 항혈소판제가 

시장 성장을 주도하고 있다. 아시아권에서는 주로 천연추출물로 혈전분해효소를 정

제하여 직접 투여할 수 있는 혈전분해제를 개발하고 있다. 특히 한국, 일본, 중국 등 

전통적으로 발효식품이 발달한 곳에서는 미생물인 Bacillus  sp. 로부터 혈전분해효

소를 정제하 고, 거머리, 독사의 독, 버섯류, 녹조류 등으로부터 혈전분해효소를 정

제하여 보고하 다.
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제 3 장   연구개발수행 내용 및 결과

  

제 1 절 혈전용해능 우수 버섯균 선발

1. 서    론 

  오늘날 많은 종류의 버섯들이 식용, 약용, 건강음료, 기호식품, 화장품, 기타 산업

용 등으로 이용되고 있는데 현재 지구상에는 약 15,000종의 버섯이 분류 동정되었

는데 그 중 약 50%가 식용으로 추정된다. 이에 비해 독버섯은 10%, 약용이 약 20%, 

나머지는 밝혀지지 않는 상태이다. 따라서, 현재 우리가 이용하는 버섯 종류는 극히 

일부분임을 감안한다면 개발할 수 있는 버섯 자원은 무한한 상태이다.  그러나 버섯

에 관한 연구는 주로 버섯의 생리․생태 및 재배에 관한 연구가 주를 이루었으나 최

근 들어 버섯의 기능성에 관한 연구가 많이 이루어져 버섯의 소비 촉진에도 많은 기

여를 하고 있고 더 나아가 이를 이용한 각종 버섯 가공식품들의 개발이 다양화되고

있는 추세이다. 

  노루궁뎅이 버섯 (Hericium erinaceus)은 오래전 부터 식용 및 약용버섯으로 이

용되는 버섯으로 Kawagishi 등 (1996)은 노루궁뎅이버섯에서 생리활성물질을 추출

하여 구조를 밝혀냈으며 그 물질은 nerve growth factor (NGF)로 중추신경 재생과 

치매병의 치료제로서의 이용 가능성을 시사한 바 있고, Mizuno (1995)는 노루궁뎅

이버섯이 고급요리 및 건강증진식품으로 손색이 없으며 의학적으로도 매우 잠재성

이 높은 버섯이라고 보고한 바 있다. 

  느타리버섯 (Pleurotus ostreatus)은 우리나라에서 가장 많이 생산되는 버섯  

(76.9%)이며, 일반채소류나 일부버섯에 비하여 높은 양가와 향미를 가지고 있고, 

항암활성, 고혈압 및 당뇨병 예방효과 (Chang and Miles, 1989) 등 약리활성이 있다

고 보고되어 건강식품으로 수요가 증가 추세에 있고, 팽이버섯 (Flammulina 

velutipes)은 씹는 맛이 좋으며, 단백질 함량이 높고 혈중 cholesterol 저하효과 등이 

인정되어 (Komatsu 등, 1963; Lin 등 1974; 박, 1997) 생산과 소비가 급격히 증가한 



- 18 -

버섯이다. 표고버섯 (Lentinus edodes)은 우리나라에서도 이조시대 허준 (1613)의 

동의보감과 정약용 (1790)의 산림경제에 기록이 있는 것으로 보아 약용이나 식용으

로 널리 이용되어 왔음을 알 수 있다. 

  또한 버섯은 생리적 특성 (약리효과)으로서 생체조절 (면역활성), 생체내의 균형

유지, 생체리듬의 조절, 질병회복 그리고 암, 뇌졸증, 심장병 등의 성인병에 대한 예

방과 개선효과와 탈 콜레스테롤, 고지혈장 개선 항 혈전효과, 혈압강하, 혈당강하, 

그리고 노인성 치매증 개선 등에 이르기까지 여러 가지 유효한 성분들이 함유되어 

있는 것이 증명되고 있다.

  혈관이 손상되면 출혈이 일어나고 지혈과정에서 형성된 혈소판과 섬유소의 응집

체인 혈전은 지혈과정이 완료되고 손상된 부위의 조직이 재생되면 Plasminogen 활

성화제인 Urokinase (UK), Tissue plasminogen activator (tPA), Streptokinase 

(SK)에 의해 Plasminogen이 활성화된 Plasmin에 의해 용해되어 혈관의 혈액은 다

시 정상상태를 유지하게 된다. 그러나 생성된 혈전이 체내에 과도하게 축적되거나 

혈전용해기작이 원활하게 작동하지 못할 경우 혈전증을 유발하여 인체에 치명적인 

손상을 줄 수도 있다. 이 혈전은 혈관을 따라 흐르면서 뇌혈전증, 뇌출혈, 심부전증, 

심장마비와 같은 혈관계 질환을 유발하는데 현대인의 사망원인 중 혈관계 질환에 

의한 사망이 39%로 알려지고 있어 이 혈관계 질환의 주원인 중 하나인 혈전을 용해

하는 혈전 용해제에 관한 관심이 점점 더 커지고 있다 (정, 1991).

  현재 임상에서 사용되어지고 있는 혈전 용해제로는 UK, tPA, SK (Reed 등, 1995) 

등이 있으나 UK를 제외하고는 경구 투여를 할 수 없고 tPA의 경우 반감기가 짧은 

단점이 있다. 이 용해제들은 투여 시 혈전에 대한 선택성이 적어 전신출혈이 발생할 

수도 있으며, Fibrin에 대한 선택성이 작아 장기간 복용시 용혈현상과 면역거부반응

이 나타나는 것으로 알려져 있을 뿐만 아니라 가격이 매우 높은 단점이 있어 혈전을 

직접 용해하는 새로운 대체 혈전 용해제들이 필요한 실정이다.

  최 등 (1999)은 국내에 자생하는 버섯인 때죽도장버섯 (Daedaeopsis styracina), 

기와옷솔버섯 (Trichaptum abietium), 구름버섯 (Coriolus versiccolor), 모래밭버섯 

(Pisolithus tinctorius) 등의 자실체에서 혈전분해 활성이 있음을 보고하 고, 또한 
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Kim 등 (2000, 1998)에 의해 식용버섯인 할미송이버섯 (Tricholoma saponaceum), 

먹물버섯 (Coprinus comatus), 주름버섯 (Agaricus campestris), 점박이애기버섯 

(Coprinus disseminatus), 민자주방망이버섯 (Lepista nuda) 등의 자실체에서도 단

백질 분해 및 혈전분해 활성이 있음이 밝혀져 있으나, 이외의 버섯류에 대한 연구는 

없는 실정이며, 균사체를 대상으로 한 혈전분해 활성에 관한 연구는 전무한 상태이

다. 

  따라서 본 연구에서는 혈전용해 활성이 우수한 버섯 자원을 발굴하므로서 식․의

약용으로 활용 가치를 높이고자 수집 버섯균류의 균사체 및 자실체들을 대상으로 

이들 버섯 자원들의 혈전용해활성을 기준으로 우수자원을 발굴함으로서 한국산 버

섯을 고부가가치의 새로운 농가 소득원으로 정착시키고자 하 다.

2. 재료 및 방법 

가. 공시균주 및 재료

1) 버섯균 

  Coriolus versicolor (운지), Lentinus edodes  (표고), Pleurotus eryngii  (새송이), 

Phellinus linteus  (상황), Fomitella fraxinea  (장수버섯), Lyopyllum ulmarium  (만

가닥), Hericium ernaceus (노루궁뎅이), Elfvingia applanata  (잔나비걸상), 

Ganoderma lucidum  ( 지), Pleurotus ostreatus  (느타리), Trametes trogii  (토끼

털송편버섯), Tyromyces pulustris, Inonotus obliqua  (차가버섯), Armillaria mellea  

(뽕나무 버섯) 등 14종 익산대학 식량환경과 균이학 실험실에서 보관중인 균주를 사

용하 다.

2) 자실체 
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  Flammulina velutipes  (팽이), Lentinus edodes (표고), Agaricus bisporus  (양송

이), Pleurotus ostreatus  (느타리)는 시중에서 구입하여 사용하 고,  Pleurotus 

eryngii  (새송이), Hericium ernaceus (노루궁뎅이), Pleurotus ferulae  (아위) 버섯 

자실체는 톱밥배지에서 병재배에 의해 생산한 것을 시료로 이용하 다.

나. 균사체 배양 

  각종 버섯 균사체 배양은 pH 6.5, 11 Brix° 농도의 맥아즙 액체배지를 500 ㎖ 삼각

플라스크에 200 ㎖ 씩 분주하고 25℃로 조절된 배양기에서 10 일간 진탕배양한 배양

여액 및 균사체를 시료로 사용하 다.

다. 조효소 추출 

  pH 6.5, 11 Brix°농도의 맥아즙 액체배지 상 (200 ㎖)에서 진탕배양한 배양여액 10 

㎖에 3 배량의 에탄올 (-70℃)을 서서히 가하며 교반시킨 하룻밤 냉장고에 방치하

다. 다시 8,000×g, 4℃에서 30 분간 원심분리하여 침전물을 10 mM Citrate-NaOH 

(pH 6.0) 완충용액 0.5 ㎖에 용해시켜 불용성물질을 제거한 후 배양액 조효소액으로 

사용하 고, 균사체 내 혈전용해효소 조효소액은 Flask 당 회수된 균사체에 동량의 

멸균수를 가하여 Homogenizer로 균질화한 후 냉장고에서 하룻밤 추출하고 원심분

리를 행하고, 원심분리 후 상등액에 3배량의 에탄올을 가하여 효소단백질을 침전한 

것을 이용하 다. 이 침전물은 소량의 멸균수 (균사체 생체 대비 5%)로 용해․여과

하여 균사체 혈전용해효소 조효소액으로 사용하 다.

  버섯균의 자실체 중의 혈전용해효소 추출은 생체 50 g에 대하여 동량의 멸균수를 

가하여 Homoginizer로 1분간 마쇄 후 냉동원심분리하고, 상등액에 3배량의 에탄올

를 가하여 효소단백질을 침전하 으며, 이 침전물은 소량의 멸균수 (자실체 생체 대

비 5%)로 용해․여과하여 혈전용해효소 조효소액으로 사용하여 비교실험을 행하

다. 
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라. 혈전용해활성 측정

  0.15 M NaCl 함유 50 mM Tris-HCl 완충용액 (pH 7.4)에 Fibrinogen을 최종농도 

0.3% 되도록 완전히 용해시킨 용액 5 ㎖에 동량의 2% agarose 5 ㎖을 첨가하여 혼

합한 후 용액에 Thrombin (100NIH unit/㎖) 0.1 ㎖을 첨가하여 1시간 동안 실온에

서 고화시켜 Fibrin plate를 조제하 다. fibrin plate에 지름 5 ㎜의 구멍을 만들어 

각 조효소 추출물 200 ㎍과 대조구로 정제된 혈전효소인 Plasmin 1 unit 

(Calbiochem. co.)를 점적한 후에 37℃에서 12시간 반응시켜 Plasmin 용해면적에 대

한 시료의 상대적인 용해면적 비율로 환산하여 산출하 다. 

3.  결과 및 고찰 

가. 버섯균 배양액의 혈전용해활성

  Coriolus versicolor (운지), Lentinus edodes  (표고), Pleurotus eryngii (새송이), 

Phellinus linteus  (상황), Fomitella fraxinea  (장수버섯), Lyopyllum ulmarium  (만

가닥), Hericium ernaceus (노루궁뎅이), Elfvingia applanata  (잔나비걸상), 

Ganoderma lucidum  ( 지), Pleurotus ostreatus (느타리), Trametes trogii  (토끼

털송편버섯), Tyromyces pulustris, Inonotus obliqua  (차가버섯), Armillaria mellea  

(뽕나무 버섯) 등 14종의 균주를 pH 6.5, 11 Brix° 농도의 맥아즙 액체배지 상(200 

㎖)에서 진탕배양하고 배양여액 10 ㎖에 3배량의 에탄올 (-70℃)을 서서히 가하며 

교반시킨 후 하룻밤 냉장고에 방치하 다. 다시 8,000×g, 4℃에서 30분간 원심분리

하여 침전물을 10 mM Citrate-NaOH (pH 6.0) 완충용액 0.5 ㎖에 용해시켜 불용성

물질을 제거한 후 조효소액으로 사용하여 혈전분해활성을 검토한 결과는 Fig. 1과 

같다.  Lentinus edodes, Hericium ernaceus, Inonotus obliqua을 제외한 대부분의 

버섯균들은 대조구인 plasmin 보다 배양액 내에 혈전분해효소를 생산하는 것으로 

나타났다. 배양여액을 이용한 혈전분해효소의 생산은 Elfvingia applanata, 

Pleurotus eryngii, Ganoderma lucidum, Coriolus versicolor, Tyromyces plustris, 

Lyopyllum ulmarium 순으로 높아 Elfvingia applanata, Pleurotus eryngii, 
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Ganoderma lucidum의 배양액을 활용하는 것이 적당하 다.

나. 버섯균 배양 균사체의 혈전용해활성

  액체배지 상에서 Coriolus versicolor, Lentinus edodes, Pleurotus eryngii, 

Phellinus linteus, Fomitella fraxinea, Lyopyllum ulmarium, Hericium ernaceus, 

Elfvingia applanata, Ganoderma lucidum, Pleurotus ostreatus, Trametes trogii, 

Tyromyces pulustris,  Inonotus obliqua, Armillaria mellea  등의 14종의 균주를 pH 

6.5, 11 Brix° 농도의 맥아즙 액체배지 상 (200 ㎖)에서 진탕배양하고 원심분리하여 

균사체를 회수하 다. Flask 당 회수된 균사체에 동량의 멸균수를 가하여 

Homogenizer로 균질화한 후 냉장고에서 하룻밤 추출하고 원심분리를 행하 다. 원

심분리 후 상등액에 3배량의 에탄올을 가하여 효소단백질을 침전하 다. 이 침전물

은 소량의 멸균수 (균사체 생체 대비 5%)로 용해.여과하여 균사체 혈전용해효소 조

효소액으로 사용하여 비교실험을 행하 다. 이 자실체의 조효소액을 대상으로 효소

활성을 검토한 결과 는 Fig. 2와 같다. Lentinus edodes, Hericium ernaceus, 

Tyromyces pulustris, Coriolus versicolor, Inonotus obliqua  균사체 추출물을 제외

하고는 대조구인 plasmin 보다 높은 활성을 보 다. 균사체 추출물의 혈전분해효소 

활성은 Ganoderma lucidum, Fomitella fraxinea, Lyopyllum ulmarium, Trametes 

trogii, Armillaria mellea, Inonotus obliqua, Pleurotus ostreatus  순으로 높은 활성

을 보 고, Armillaria mellea  균사체의 경우는 홍삼박 5% 첨가구가 무첨가구에 비

하여 혈전용해활성이 단백질 ㎎당 60% 증대 효과를 보 다.

다. 버섯 자실체의 혈전용해활성

  인공배양된 Flammulina velutipes, Lentinus edodes, Agaricus bisporus, 

Pleurotus ostreatus, Pleurotus eryngii, Hericium ernaceus, Pleurotus ferulae  버

섯균의 자실체 생체 50 g에 대하여 동량의 멸균수를 가하고 Homogenizer로 1분간 

마쇄 후 냉동원심분리하여 상등액에 3배량의 에탄올을 가하여 효소단백질을 침전하

다. 이 침전물은 소량의 멸균수 (자실체 생체 대비 5%)로 용해․여과하여 혈전용
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해효소 조효소액으로 사용하여 비교실험을 행하 다. 이 조효소액을 대상으로 효소

활성을 검토한 결과는 Fig. 3과 같다. 

  본 실험에서 사용한 모든 버섯의 자실체에서 대조구인 plasmin 보다 혈전용해활

성이 높게 나타났다. 자실체의 혈전용해활성은 Pleurotus ferulae, Pleurotus 

ostreatus, Pleurotus eryngii, Lentinus edodes, Flammulina velutipes, Agaricus 

bisporus, Hericium ernaceus  순으로 Pleurotus  sp.에서 공히 높은 활성을 보 다.

라. 기능성 버섯류 선발을 위한 버섯균에 따른 균사체 생산능 비교

  특정 물질 생산을 위해서는 배양기간이 많이 소요되고 배양관리가 까다로운 자실

체를 이용하는 것 보다 균사체를 이용하는 것이 시간적으로나 경제적으로 훨씬 유

리하다. 따라서 엿기름 배지상에서 각종 버섯균의 균사체 생산력 (g/100 ㎖)을 비교

한 결과는 Table 1과 같이 뽕나무버섯균의 균사 생산능 (6.8 g/100 ㎖)이 가장 높았

으며, 대부분의 버섯균들 (1.3∼3.4 g/100 ㎖) 보다 균사체 생산능력이 2∼5배 정도

로 월등히 높았다. 본 실험에 사용한 버섯 자실체 및 균사체의 혈전분해활성 비교한 

결과 자실체의 경우 1.17∼3.17 Plasmin unit/g 범위를 보 고 균사체의 경우는 활성

을 전혀 보이지 않는 노루궁뎅이, T. pulustris, 표고, 운지, 상황버섯균을 제외하고는 

대부분의 균사체에서 1.33∼2.00 Plasmin unit/g 범위로 나타나 비록 균사체가 자실

체보다 혈전분해활성은 약간 낮지만 유용자원 생산능력이 월등히 높기 때문에 혈전

분해활성과 균사체 수율측면을 고려하여 혈전분해효소 생산용 우수한 균주로 뽕나

무버섯균을 선정하 다.

마. 균사체 활용에 따른 경제적 효과

  뽕나무버섯 균사체의 활용가치를 높이기 위하여 뽕나무버섯 균사체로부터 혈전용

해효소의 생산성을 증대시키기 위하여 각종 생리활성이 있는 생약제를 대상으로 첨

가하여 이들의 효과를 검토한 결과 가시 오갈피와 홍삼박 첨가구가 control에 비하

여 ㎎ 단백질당 혈전분해활성이 60% 이상의 활성증대효과를 보 다. 또한 각 첨가
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Fig. 1.  The screening of  fibrinolytic activity from mushroom culture 

medium crude extracts on 2% fibrin agarose plate.  N; Autoclaved 3rd D.W 

as negative control, P; plasmin (10㎍) as positive control, 1; Coriolus versicolor,  

2; Lentinus edodes, 3; Pleurotus eryngii, 4; Phellinus linteus, 5; Fomitella 

fraxinea, 6;  Lyopyllum ulmarium, 7; Hericium ernaceus, 8; Elfvingia applanata, 9; 

Ganoderma lucidum, 10; Pleurotus ostreatus, 11; Trametes trogii, 12; Tyromyces 

pulustris, 13; Inonotus obliqua, 14; Armillaria mellea.  It was incubated for 12 

hrs at 37℃ in 2% fibrin agarose  plate.
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Fig. 2.  The screening of fibrinolytic activity from cultured mycelium crude 

extracts on 2% fibrin agarose plate. N; Autoclaved 3rd D.W as negative 

control, P; plasmin (10㎍) as positive control, 1; Elfvingia applanata, 2; Fomitella 

fraxinea, 3; Lentinus edodes, 4; Trametes trogii, 5;  Inonotus obliqua, 6; 

Pleurotus ostreatus, 7; Hericium ernaceus, 8; Tyromyces pulustris, 9; Lyopyllum 

ulmarium, 10; Pleurotus eryngii, 11; Ganoderma lucidum, 12; Coriolus 

versicolor,  13; Phellinus linteus, 14; Armillaria mellea  (control). 15; Armillaria 

mellea. (5% red ginseng waste).  It was incubated for 12 hrs at 37℃ in 2% fibrin 

agarose  plate.
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구별로 500 ㎖ 배양액 중 균사체에서 생산 가능한 단백질 양을 기준으로 경제적 가

치를 환산한 결과 가시오갈피, 상백피, 홍삼 첨가구 순으로 경제성이 높은 것으로 나

타났으나 옻피는 식품첨가물에 있어서 고려의 대상이 되며 오갈피 첨가구는 단백질 

㎎당 혈전분해 활성이 낮아 다량을 투여해야하는 문제점을 가지고 있다. 따라서 두 

가지 요건을 충족하는 홍삼 첨가구를 활용하는 것이 타당하리라 사료된다.
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Fig. 3.  The screening of  fibrinolytic activity from cultured mushroom 

fruiting body crude extracts on 2% fibrin agarose plate. N; Autoclaved 3rd 

D.W as negative control, P; plasmin (10 ㎍) as positive control, 1; Flammulina 

velutipes, 2; Lentinus edodes, 3; Agaricus bisporus, 4; Pleurotus ostreatus, 5; 

Pleurotus eryngii, 6; Hericium ernaceus, 7; Pleurotus ferulae.
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Table 1.  Mycelial Yields from artificial cultivation of  mushroom in liquid 

media.

Strain
Dry weight of mycelium 

(g/100 ㎖)

Ganoderma lucidum 2.37

Hericium ernaceus 1.65

Elfvingia applanata 3.46

Tyromyces pulustris 1.42

Fomitella fraxinea 2.41

Lyopyllum ulmarium 2.91

Pleurotus eryngii 2.18

Pleurotus ostreatus 2.46

Phellinus linteus 1.61

Inonotus obliqua 1.45

Lentinus edodes 1.31

Coriolus versicolor 1.70

Trametes trogii 2.40

Armillaria mellea 6.80
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<균사체 활용에 따른 경제적 효과>

Protein 양 혈전분해활성 경제적 가치

a b c d 원 달러($)

Control 11.996 46.092 0.44 20.17 927,602 713.54 

5% 상백피 17.537 59.755 0.48 28.38 1,305,647 1004.34 

5% 마 9.311 35.775 0.48 17.172 721,224 554.79

5% 옻피 12.453 31.52 0.70 22.06 1,014,944 780.73 

5% 가지 12.738 27.735 0.71 19.55 899,446 691.88 

5% 유근피 8.912 43.564 0.40 17.43 801,578 616.60 

5% 홍삼 8.111 34.756 0.73 25.20 1,159,113 891.63 

5% 뿌리 13.023 67.291 0.50 33.65 1,547,693 1190.53 

Ge 100ppm 4.227 16.13 0.55 8.88 372,778 286.75

Se 50ppm 3.708 14.21 0.56 7.96 334,471 207.21

a: Protein (㎎, 50∼70% Ethanol)/ 50 g 생체량.

b: 동일한 배양액에서 생산 가능한 protein (㎎, 50∼70% Ethanol)/ 500 ㎖ 배양액 

중 균사체량.

c: ㎎ 단백질당 혈전분해활성(plasmin unit/㎎ protein)

d. 500 ㎖ 배양액에서 생산 가능한 혈전분해활성(plasmin unit/total protein in 

mycelium on producted 500 ㎖ broth).
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4. 적    요 

가. 버섯균사 배양액을 이용한 혈전분해활성

  14종의 버섯균을 액체배지 상에서 배양하고 배양여액의 혈전분해활성을 검토한 

결과 표고, 노루궁뎅이, 차가버섯을 제외한 대부분의 버섯균들은 대조구인 Plasmin 

보다 높았으며, 유용 균주로는 잔나비걸상, 새송이, 지, 운지, T. plustris, 만가닥 

버섯 등이었다.

나. 버섯 배양 균사체를 이용한 혈전분해활성

  14종의 균주를 액체배지 상에서 배양하고 배양 균사체에서 혈전분해효소 활성을 

검토한 결과 표고, 노루궁뎅이, T. pulustris, 운지, 상황버섯 균사체 추출물을 제외하

고는 대조구인 Plasmin 보다 높았으며, 유용균주로는 지, 장수, 만가닥, 토끼털송

편, 뽕나무, 차가, 느타리버섯 등이었고, 뽕나무버섯 균사체의 경우는 홍삼박 5% 첨

가구가 무첨가구에 비하여 60% 활성 증대 효과를 보 다.

다. 인공배양 버섯균 자실체를 이용한 혈전분해활성

  인공배양된 버섯균의 자실체로부터 혈전분해 조효소를 추출하고 이 추출물을 대

상으로 효소활성을 검토한 결과 아위, 느타리, 새송이버섯에서 높았다.

라. 혈전분해활성 유망버섯 선발

혈전분해활성을 기준으로 판단하 을 때 많은 종류의 버섯 자실체, 균사체, 배양여

액 등이 활용 가능성이 있으나 생산수율 및 이용 효율성 면에서는 뽕나무버섯 균사

체를 활용하는 것이 가장 효율적이었다.
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제 2 절 뽕나무버섯 균사체로부터 혈전분해효소 정제 및 

특성분석

1. 서    론

  혈관이 손상되면 출혈이 일어나고 지혈과정이 뒤따르며 이 과정에서 형성된 혈소

판과 섬유소 (Fibrin)의 응집체인 혈전 (Thrombus)은 지혈과정이 완결되고 손상된 

부위의 조직이 재생되면 Plasminogen 활성화제인 Urokinase (UK), Tissue 

plasminogen activator (tPA), Streptokiknase (SK)에 의해 Plasminogne이 활성화된 

Plasmin에 의해 용해되어 혈관의 혈액은 다시 정상상태를 유지하게 된다. 만약 생성

된 혈전이 체내에 과도하게 축적되거나 혈전용해 기작이 원활하게 작동하지 못할 

경우 혈전증 (Thrombosis)을 유발하여 인체에 치명적인 손상을 줄 수도 있다. 이 혈

전은 혈관을 따라 흐르며 뇌혈전증, 뇌출혈, 심부전증, 심장마비와 같은 혈관계 질환

을 유발하는데 현대인의 사망원인 중 혈관계 질환에 의한 사망이 39 %를 차지하고 

있어 혈관계 질환의 주원인 중 하나인 혈전을 분해하는 혈전분해제에 관한 관심이 

점점 더 커지고 있다(Fig. 4). 

  임상에서 사용되어지고 있는 혈전분해제로는 UK, tPA, SK 등이 있으나 UK를 제

외하고는 경구 투여를 할 수 없고 tPA의 경우 반감기가 짧은 단점이 있다. 이 분해

제들은 투여 시 혈전에 대한 선택성이 적어 전신출혈이 발생하며 또한 가격이 비싼 

단점이 있다. 기존에 사용되고 있는 UK를 제외한 혈전분해제들은 체내 

Plasminogen 활성화시킴으로써 Plasmin으로 전환시키는 간접적인 방법으로 혈전을 

용해하기 때문에 혈전을 직접 용해하는 새로운 혈전 분해제들이 요구되어지고 있다. 

경제적이고 경구투여가 가능한 혈전증 치료제에 대한 연구가 다양하게 시도되고 있

으며, 현재 경구투여가 가능한 혈전분해제로 지 이(Lumbricus lubellus)이로부터 6 

가지의 혈전분해효소를 분리하 으며, 혈전을 직접 분해하는 효소를 뱀독으로부터 

분리하 다 (Chai 등, 1995). 또한 한국과 일본을 중심으로 한 발효식품에서의 혈전
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분해효소의 연구는 직접 섭취가 가능한 식품을 대상으로 하 다 (Park 등, 1995; 

Kim 등, 2000; Kim 등, 1999). 일본의 전통대두 발효식품인 Natto (Nattokinase)와 

절임식품인 Shiokara (Katsuwokinase)에서 혈전분해효소 생산 균주를 분리하고 효

소를 정제하 으며, 이의 경구투여 시 생체내의 혈전분해능을 높일 수 있다고 보고

하 다. 우리나라에서도 일본의 Natto와 유사한 콩을 원료로 한 전통발효식품인 청

국장에서 혈전분해능을 가진 Bacillus  sp.로부터 혈전분해효소 분리 및 정제에 대한 

많은 연구가 진행되었으며, 전통대두 발효식품인 된장으로부터 Natto와 청국장에서 

분리한 균주에 비해 2∼3 배 이상의 높은 혈전분해효소를 생산하는 균주를 분리하

여 보고하 다 (Kim 등, 1996).

  한편 버섯의 경우 간단한 요리로 직접섭취가 가능하므로 이에 대한 행되고 있으

나, 주로 Metalloprotease (Doonana 등, 1999)와 항진균활성에 관한 연구 (Lee 등, 

2000)가 많이 되었다. 한국산 버섯은 약 990여종이 분류되어 있으며, 이 중 100여종

이 식용 가능한 버섯으로 확인되었고, Fibrin plate와 Fibrin zymography (Leber 등, 

1997; Kim 등, 1998)을 이용하여 혈전분해능을 가진 버섯을 선발하고 활성의 특이성

을 연구하 다. 

  현재 임상적으로 사용되어지고 있는 혈전분해제인 UK, SK, tPA등은 Plasmino 

-gen 활성화제로 작용하여 Plasmin을 만드는데 관여할 뿐 아니라 혈소판응집을 강

하게 억제하는 작용도 한다. 그러나 이 혈전분해제들은 활성은 크지만 Fibrin에 대

한 선택성이 낮아 장기간 복용 시 용혈현상과 면역반응이 나타나는 것으로 알려져 

있고 또한 가격이 매우 높은 단점이 있다. 이러한 문제점을 해결하기 위하여 버섯의 

자실체 및 균사체로부터 혈전에 대한 선택성이 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.

  본 장에서는 협동연구기관인 익산대학으로부터 선정된 기능성 후보 약용버섯 중 

균사배양이 우수하며, 혈전분해효과 및 생리활성 효과가 뛰어난 뽕나무버섯으로부

터 혈전분해효소를 분리정제 후 특성을 분석하고자 한다. 본 장의 연구자료는 국내 

약용버섯으로부터 혈전분해효소 유전자를 분리하여 이를 분자생물학적 방법을 이용
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하여 대량생산으로 인한 저렴한 가격의 혈전분해제 및 체내 혈전예방제를 개발하기 

위한 기초자료로 이용하고자 한다. 

2.  재료 및 방법

가. 뽕나무버섯 균사체의 단백질분해활성 및 혈전분해활성 검색

1) 조추출물 조제

  각 버섯 10 g을 동일한 양의 멸균수에 균질화하여 600×g에서 원심분리 후 상층액

을 회수하여 조추출물로 사용함.

2) 단백질 분해활성 및 혈전분해활성 검색

가) 단백질분해활성 검색

  멸균수에 0.3% skim milk 용액 5 ㎖에 동량의 2% Agarose 용액 5 ㎖을 첨가하여 

혼합하여 1시간 동안 실온에서 고화시켜 Skim milk agarose plate를 제조하 다. 단

백질 분해작용을 검색하기 위하여 Skim milk agarose plate에 지름 5 ㎜의 구멍을 

만들어 각 버섯의 조추출물 10 ㎍을 침적하고 37℃에서 12시간 반응시켜 생성된 투

명대로 확인하고, 이때 효소 1 unit는 위의 반응조건에서 10 ㎟의 투명대를 생성시키

는 효소량으로 하 다.

나) Azocasein assay

  혈전분해효소 활성측정은 Azocasein으로부터 Acid-soluble material 양을 측정함

으로서 결정. 1% Azocasein (50 mM Tris-HCl, pH 7.0) 300 ㎕에 각 분획 50 ㎕를 

넣고 37℃에서 20분간 배양시킨 후 ice-cold 10% (W/V) Trichloroacetic acid 600 
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㎕를 넣고 즉시 혼합하 다. 이 시료들을 10분 동안 얼음에 보관시킨 후 15,000 rpm, 

4℃, 15분 동안 원심분리 시킨 후 상층액을 분리하여 OD366에서 측정하여 단백질분

해활성을 가지는 분획을 분리하 고, 혈전분해능을 확인하기 위하여 분리된 분획을 

2% Fibrin agarose plate에 침적하여 혈전분해활성을 검색하 다.

다) 혈전분해활성 검색 

  Fibrinogen을 0.3%가 되도록 TN 완충용액 (50 mM Tris-HCl, 0.15 M NaCl, pH 

7.4)에  용해시킨 용액 5 ㎖에 동량의 2% Agarose 용액 5 ㎖을 첨가하여 혼합한 후, 

Thrombin (100 NIH unit/㎖) 0.1 ㎖을 첨가하여 1시간 동안 실온에서 고화시켜 

Fibrin agarose plate를 제조하 다. 혈전분해활성을 위해 Fibrin agarose plate에 지

름 5 ㎜의 구멍을 만들어 각 버섯 추출액 시료 10 ㎍를 침적하고 37℃에서 12 시간 

반응하여 형성된 투명대를 확인함으로서 검색하 다.

나. 뽕나무버섯 균사체로부터 혈전분해효소 정제 및 특성분석

1) 시료

 본 연구에 사용되어진 재료는 협동연구기관인 국립익산대학 식량자원학과 연구팀

에 의해 우수한 균주로 선정된 뽕나무버섯균 (Armillaria mellea)의 균사체를 맥아

배지상에서 대량배양한 것을 시료로 사용하 다.

2) 조단백질 분리

  뽕나무버섯균사체 (Armillaria mellea  mycelium) 100 g을 동일한 양의 멸균수로 

균질화하여 5,000 rpm, 4℃에서 원심분리 후 상층액을 회수하 다. 회수된 상층액에 

-70℃로 처리된 동량의 100% 에탄올을 천천히 가하며 최종적으로 에탄올 농도를 

50%로 적정하여 1시간 동안 4℃에서 교반하여 5,000 rpm, 0℃에서 30분간 원심분리 

후 상층액을 회수하 다.  회수된 상층액에 -70℃로 처리된 동량의 100% 에탄올을 
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천천히 가하며 최종적으로 에탄올 농도를 75%로 적정하여 1시간 동안 4℃에서 교반

하여 10,000 rpm, 0℃에서 30 분간 원심분리 후 형성된 침전물을 10 mM 

Citrate-NaOH  pH 6.0 완충용액에 현탁하고, 불순물을 제거하기 위하여 10,000 

rpm, 0℃, 10분간 원심분리하여 상층액을 회수 후 시료로 사용하 다.

3) 단백질 정량

  효소의 단백질 정량은 Lowry 등 (1951)의 방법에 의해 BCA 단백질정량 kit 

(Pierce co.)를 사용하여 UV/Vis-spectrophotometer (Pharmacia co.)를 이용하여 

OD562에서 측정하 으며, 표준시료로는 Bovine Serum Albumin (BSA)을 사용한 표

준곡선에 의하여 환산하 다.

4) 단백질 분리

가) Ion-exchange column chromatography

(1) Cation-exchange column chromatography

  CM-cellulose를 0.1 N HCl과 0.1 N NaCl로 활성화를 시킨 후 10 mM Citrate- 

NaOH (pH 6.0) 완충용액으로 평형화시켜 지름 7×15 ㎝의 Column에 충전시킨 후 

시료을 주입시켜 10∼500 mM Citrate-NaOH (pH 6.0)의 농도구배를 형성하여 0.5 

㎖/min의 속도로 분획을 수집하 다.  

(2) Anion-exchange column chromatography

  FPLC system (Pharmacia co.)을 이용하여 DEAE-sephacel을 5×20 ㎝의 Column

에 충전시켜 10 mM Citrate-NaOH (pH 6.0)완충용액으로 평형화시킨 후 각 버섯단

백질을 주입시켜  0∼1 M NaCl의 농도구배를 형성시켜 0.5 ㎖/min의 속도로 분획
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을 수집하 다.

나) Gel filtration

  Sephadex G-75 (Pharmacia co.)를 이용하여 1.5×120 ㎝의 Column에 충전시켜 10 

mM Citrate-NaOH (pH 6.0) 완충용액으로 평형화시킨 후 활성분획 주입시켜 0.15 

M NaCl이 포함되어있는 10 mM Citrate-NaOH (pH 6.0) 완충용액으로 0.5 ㎖/min

의 속도로 분획을 수집하 다.

5) 활성 분획 분리

  혈전분해효소 활성측정은 Azocasein으로부터 Acid-soluble material 양을 측정함

으로서 결정하 다. 1% Azocasein (50 mM Tris-HCl, pH 7.0) 300 ㎕에 각 분획 50 

㎕를 넣고 37℃에서 20분간 배양시킨 후 ice-cold 10% (W/V) Trichloroacetic acid 

(TCA) 600 ㎕를 넣고 즉시 혼합시켜 10분 동안 얼음에 보관시킨 후 15,000 rpm, 

4℃, 15분 동안 원심분리 시킨 후 상층액을 분리하여 OD366에서 측정하여 단백질분

해활성을 가지는 분획을 분리하 고, 혈전분해능을 확인하기 위하여 분리된 분획을 

2% Fibrin agarose plate에 침적하여 혈전분해활성을 검색하 다.

6) 혈전분해작용 및 활성 측정

  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 혼합하 다. 혼합한 용액에 Thrombin 

(100NIH unit/㎖) 0.1 ㎖을 첨가하여 충분히 혼합한 후 1시간 동안 실온에서 고화시

켜 Fibrin plate를 제조하여 Fibrin plate에 지름 5 ㎜의 구멍을 만들어 각 분획을 첨

가하여 투명대가 형성된 분획을 취하여 10 K centricon (Amicon co.)으로 농축하

다. 농축된 각 시료를 단백질 정량을 하여 Fibrin plate에 첨가시키고 대조구로 정제

된 혈전용해효소인 Plasmin 1 unit (Calbiochem co.)을 사용하 다. 추출액의 혈전분
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해활성은 대조구의 용해면적에 대한 시료의 용해면적의 상대적인 비율로 환산하여 

산출하 다.

7) 혈전분해효소의 분자량 측정

가) SDS-PAGE

  정제된 뽕나무버섯 혈전분해단백질은 SDS-polyacrylamide gel elecrophoresis 

(SDS-PAGE)를 수행하여 분자량을 분석하 다. 12% Separating gel과 5% 

Stacking gel로 이루어진 SDS-PAGE에 활성분획 20 ㎍과 5× Sample 완충용액 (60 

mM Tris-HCl, pH 6.8, 25% Glycerol, 2% SDS, 14.4 mM β-mercaptoethanol, 0.1% 

Bromophenol blue)과 혼합하여 100℃에서 5분간 중탕하여 전기 동을 수행하 으

며, Pre-stained protein marker (BMA co.)를 사용하여 분자량을 확인하 고, 전기

동 된 Gel은 Coomassie blue R-250로 염색하 다.

나) Fibrin-zymography

  SDS-fibrin zymogrphy는 Fibrinogen 농도가 0.12% (W/V)가 되게 Polyacrylam 

-ide 용액에 혼합한 후 즉시 Thrombin (1 NIH unit/㎖)을 첨가하여 제조한 12% 

Fibrin-polyacrylamide gel에서 수행하 다. 각 Lane에 시료 10 ㎍의 단백질을 

Loading한 후 10 ㎃의 일정한 전류를 걸어 전기 동을 실시한 다음 SDS에 의해 불

활성화된 효소를 재활성화 시키기 위하여 gel을 2.5% Triton X-100을 포함한 

Tris-HCl (50 mM, pH 7.4)에 gel을  30분간 침적하여 단백질을 활성화시킨 후 

Triton X-100을 제거하기 위하여 멸균수로 15분씩 2회 세척을 하 다. 분획된 단백

질의 혈전분해활성은 활성반응 완충용액 (200 mM NaCl, 10 mM CaCl2, 0.02% 

NaN3가 포함된 30 mM Tris-HCl pH 7.4)에 gel을 침적하여 37℃항온기에서 12∼15 

시간 반응을 시켰다. Fibrin 분해능을 지닌 단백질 분획은 활성염색법에 의해 gel상

의 fibrin을 분해하여 Coomassie blue R-250 염색결과 형성된 투명대로 활성을 확인
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하 다 (Beber등. 1997; Kim 등. 1998).

8) N-terminal Sequence analysis

  정제된 뽕나무버섯 균사체 혈전분해효소는 SDS-PAGE 전기 동 후 PVDF 

memebrane으로 transfer시킨 후 기초과학지원연구소 광주분소에 의뢰하여 

N-terminal sequencing analysis를 수행하 다. Hewlett Packard(USA)사의  

hewlett Packard hp241 protein sequncer (N+C)로 reading하여 단백질 아미노산서

열을 분석하 다. 

  N-terminal sequence는  National Center for Biotechnology Information  (NCBI)

의 BLAST에 등록되어있는 Armillaria mellea  metalloendopeptidase (AMMEP) 아

미노산 서열과 비교하 다. 

9)  In vitro  와 in vivo에서 혈전분해효과 검증

가) In vitro에서 혈전분해효과

  Well plate에 50 mM Tris-HCl 완충용액 (pH 7.4, 0.15 M NaCl포함)에 용해되어

있는 1 ㎎ Fibrinogen과 Thrombin 1 unit를 첨가하여 실온에서 1시간 동안 고화시

킨 후 정제된 뽕나무버섯 혈전분해효소 10 ㎍을 첨가하여 37℃ 항온기에서 5시간 동

안 반응시킨 후 400배의 현미경하에서 관찰하 다.

나) In vivo에서 혈전분해효과

  Diethyl ether로 Rat을 마취시키고, 복부 대동맥으로부터 채혈을 하 다. 채혈 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×g 에서 10분간 원심분리 후 상층의 혈소판풍부혈장 (PRP, 
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platelet rich plasma)를 취하여 다시 500×g에서 10분간 원심분리하여 혈소판 침전물

을 얻어 세척완충용액 (11.9 mM NaHCO3, 0.33 mM NaH2PO4, 163.3 mM NaCl, 2.8 

mM KCl, 1.1 mM MgCl2, 11.2 mM α-D-Glucose, 2.0 mM EDTA, 0.35% Bovine 

serum albumin, pH 7.4)로 세척한 후 침전물을 현탁완충용액 (11.9 mM NaHCO3, 

0.33 mM NaH2PO4, 163.3 mM NaCl, 2.8 mM KCl, 1.1 mM MgCl2, 11.2 mM α

-D-Glucose, 2.0 mM EDTA, pH 7.4)에 최종 도를 5×108/㎖로 부유시킨 후

thrombin 1 unit를 첨가하여 실온에서 고화시킨 후 정제된 뽕나무버섯 혈전분해효

소 10 ㎍을 첨가하여 37℃ 항온기에서 5시간 동안 반응시켜 400배의 현미경하에서 

관찰하 다.

10) 혈전분해효소 특성분석

가) 금속이온에 대한 혈전분해효소 활성 측정

  정제한 효소의 활성에 대한 금속이온의 향을 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 1시간 동안 37℃ 

항온기에서 반응을 시킨 후 azocasein assay와 fibrin agarose plate를 수행하여 활

성을 비교하 다.

나) pH에 대한 혈전분해효소 활성 측정

  효소반응의 최적 pH를 검토하기 위해 정제된 혈전용해효소를 각 pH 완충용액에 

가하여 37℃에서 1시간 반응시킨 후 효소활성을 비교하 다. 이때 사용한 완충용액

은 혈전분해활성에 대한 향을 최소화하기 위하여 0.5 M Glycin-HCl (pH 2∼3), 

0.5 M Acetate (pH 4∼5), 0.5 M Tris-HCl  (pH 6∼8), 0.5 M Glycine-NaOH (pH 

9∼10) 완충용액을 사용하 으며, Azocasein assay와 Fibrin agarose plate를 수행하

여 pH에 대한 혈전분해효소의 활성을 측정하 다. 
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다) 온도에 대한 혈전분해효소 활성 측정

  분리된 단백질의 열안정성을 알아보기 위하여 효소액 0.1 ㎖을 30∼80℃에서 1 시

간 반응시킨 후 Azocasein assay와 Fibrin agarose plate를 수행하여 온도에 대한 

혈전분해효소의 활성을 측정하 다. 

라) 다양한 기질에 의한 혈전분해 특성 분석

  단백질분해효소의 특성을 분석하기 위하여 다양한 Chromogenic substrate 

(Chromogenix co.)을 이용하여 Amidolytic activity를 측정하 다. 사용되어진 

chromogenic substrate로는 Table 2와 같다.

활성화측정은 0.5  mM chromogenic substrate 에 정제된 혈전분해효소 1 ㎍을 첨가

하여 37℃에서 5 분간 반응시킨 후 ELISA Leader를 사용하여 405 ㎚에서 방출되어

진  p-nitroaniline의 양을 측정하 다.

마) Fibrin 및 fibrinogen에 대한 혈전분해 특성분석

  정제된 혈전분해효소의 Fibrin 및 Fibrinogen에 대한 혈전분해 특성을 분석하기 

위하여 10 ㎍의 Fibrinogen 및 10 ㎍ Fibrinogen에 Thrombin 0.1 unit를 처리하여 

고화시킨 Fibrin에 정제된 혈전분해효소 10 ㎍을 첨가하여 일정한 시간적 간격을 두

고 37℃에서 반응시킨 후 SDS-PAGE를 이용하여 분해특성을 비교하 다.

다. 뽕나무버섯 균사체로부터 혈전분해효소 유전자 크로닝

1) 시    료

   주관연구기관인 조선대학교 및 협동연구기관인 국립익산대학에서 균사체 대량배

양 및 항혈전성이 우수한 균주로 선정된 뽕나무버섯균 (Armillaria mellea)의 균사

체를 맥아배지상에서 대량배양한 것을 시료로 사용하 다.  



- 42 -

Table 2.  Chromogenic substrate

Chromogenic 

substrate
amino acid sequence characteristics

S-2222 Bz-Ile-Glu-(OR)-Gly-Arg-pNA for factor Xa

S-2288 H-D-Ile-Pro-Arg-pNA for t-PA

S-2238 H-D-Phe-Pip-Arg-pNA for thrombin

S-2251 H-D-Val-Leu-Lys-pNA

for plasmin and 

streptokinase-activated 

plasminogen

S-2444 pyroGlu-Gly-Arg-pNA for urokinase

S-2586
MeO-Suc-Arg-Pro-Tyr-pNA∙

HCl
for chymotrypsin

S-2765 Z-D-Arg-Gly-Arg-pNA∙2HCl for factor Xa
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2) Total RNA의 분리 

  Total RNA를 분리하기 위하여 모든 시약과 초자기구류는 DEPC (diethylpyroca 

-bonate)를 처리하 고, RNA는 TriZol reagent를 이용하여 분리하 다. 뽕나무버섯 

균사체 50∼100 ㎎에 TriZol reagent 1 ㎖을 첨가시키고 5∼10분간 반응시켜 균질화

한 후 0.2 ㎖ Chloroform을 처리 후 혼합하여 실온에서 5분간 반응시켜 12,000×g로 

4℃에서 15분간 원심분리한다. 상층액은 새로운 eppendorf tube에 옮겨 0.5 ㎖의 

isopropyl alcohol을 처리 후 실온에서 10분간 반응시켜 12,000×g로 4℃에서 10분간 

원심분리한 후, 75% 에탄올 1 ㎖을 첨가해 혼합하고 7,500×g로 원심분리하여 RNA 

pellet을 얻었다. 이 RNA pellet을 speed vacuum에서 건조시켰으며, RNase 

free-water에 녹여 -20℃에 보관하여 cDNA 합성에 이용하 다. 

3) RT(Reverse Transcriptase) - PCR

  뽕나무버섯 균사체로부터 추출된 RNA 2 ㎍을 사용하여 역전사 반응용액 [2 mM 

dNTPs, 10 units RNase inhibitor, 1 ㎕ Oligo-dT (100 pmol), 3 units MMLV 

Reverse transcriptase]에서 역전사반응을 하 다. 

4) 뽕나무버섯혈전분해효소 유전자에 대한 특이적 primer의 제작

  NCBI에 등록되어있는 유전자은행을 검색하여 뽕나무버섯자실체 혈전유전자의 염

기서열과 뽕나무버섯 균사체로부터 분리되어진 혈전분해효소의 N-terminal 

sequence를 비교분석하여 개시코돈 부위부터 종결 코돈 부위까지 PCR 수행할 수 

있도록 각각 2부분으로 Primer를 제작하여 Bioneer 에 Primer합성 의뢰하 다(Fig. 

5).

5) 뽕나무버섯균사체로부터 혈전분해효소 유전자 탐색

  RT-PCR을 수행하여 획득되어진 cDNA는 제작한 Primer를 이용하여 94℃에서 5 

분간 반응시킨 후 Denaturation은 94.0℃에서 1 분, Annealing은 52.0∼63.0℃에서 1 

분, extension은 72.0℃에서 1 분 30 초간 35∼40 회 반복하여 72.0℃에서 5 분간 반
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응시켜 PCR을 수행한 후, PCR product는 1.0% Agarose gel에 전기 동하여 

Ethidium-bromide (EtBr)로 염색한 후 확인하 다. 

바. 유전자크로닝

  Ligation은 Promega Co. (USA)의 방법에 따라 수행하 다. Ligation 반응액 10 

㎕ 내에 fresh PCR product, 2× ligation 완충용액(250 mM Tris-HCl pH 7.8, 100 

mM MgCl2, 20 mM DTT, 4 mM ATP) 5 ㎕, pGEM-T easy vector(25 ng/㎕) 1 

㎕, T4 DNA ligase (3.0 Weiss units) 1 ㎕, 멸균수를 첨가한 후 잘 혼합하여 실온에

서 1시간 반응 후 혼합액을 형질전환 시켜 X-gal과 IPTG가 포함된 LB 배지에 도말

하고 얻어진 clone를 LB 배지에 배양하여 제한효소를 통해 확인하 다 (Fig. 6).

  형질전환은 Hanahan (1985) 방법에 의하여 숙주인 E.coli  DH5α를 사용하 다. 적

합세포 (competent cell)를 준비하기 위해 종 배양한 E.coli  DH5α를 새로운 SOB 액

체배지(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 ㎚에서 OD가 0.3∼0.5가 될 때까지 37℃에서 진탕 배양하 다. 배양액을 4℃에

서 1,000×g로 15분 동안 원심분리하여 세포들을 모은 후 RF1용액(100 mM KCl, 50 

mM MnCl2․4H2O, 30 mM KOAc, 10 mM CaCl2․2H2O, 15% glycerol, pH 5.8)의 

1/3에 현탁시키고 15분 동안 얼음에 정치한 후 다시 4℃에서 1,000×g로 15분 동안 

원심분리 하 다. 침전물에 RF2용액 (10 mM MOPS, 10 mM KCl, 75 mM CaCl2․

2H2O, 15% glycerol, pH 6.8)의 1/12.5로 현탁시켜 15분 동안 얼음에 정치한 후 1.5 
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F1 F2

R1 R2650bp 588bp

F1 F2

R1 R2650bp 588bp

F1 5’-ATGTTCTCCCTCTCCTCTCGCTTCTTCTTG-3’

F2 5’-GACACGCAGCAGCATACCACTAAGATCAGC-3’

R1 5’- GACGAGAGGTAGTTATAAGAGCTTTGGGCG-3’

R2 5’-AGATACATTTAAGACTGCGCAGGGTTGTTC-3’

Fig. 5.  Produced PCR product size by oligonucleotides primers.
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㎖ microfuge tube에 적당량을 분주한 후 액체질소나 dry ice/ethanol에서 신속하게 

얼린 다음 -70℃에 보관하면서 형질전환에 사용하 다. Ligation 혼합액 10 ㎕와 적

합세포 100 ㎕를 혼합하여 잘 섞은 후 30 분 동안 얼음에 정치하고 42℃에서 90 초 

동안 heat shock 하 다. 곧바로 2∼3 분 동안 얼음에 방치한 후 세포벽의 재생을 

위하여 LB 액체배지 400 ㎕를 가하여 수평으로 37℃에서 1시간 동안 225 rpm으로 

진탕 배양하 다. 배양한 세포를 50 ㎍/㎖ Ampicillin, X-gal (20 ㎎/㎖) 30 ㎕, IPTG 

(20 ㎎/㎖) 30 ㎕가 함유된 LB 고체배지에 도말하여 37℃에서 하룻밤 동안 배양하여 

흰색집락을 선발하 다. 

형질전환체를 확인하기 위하여 선별한 흰색 집락을 50 ㎍/㎖ Ampicillin이 함유된 

LB 액체배지에 하룻밤 동안 배양한 후 배양액 1.5 ㎖을 집균하여 Alkaline lysis 방

법 (Maniatis et al, 1989)에 의하여 재조합 플라스미드 DNA를 분리하 다. Vector

에 삽입된 DNA가 정확히 삽입되었는지의 여부를 확인하기 위하여 제한효소 EcoR 

I 으로 절단한 후 이것을 EtBr이 함유된 1.0% agarose gel에 전기 동 시킨 후 자외

선을 조사하여 관찰하 다. 

사. DNA Sequence analysis

  클로닝된 vector는 T7 primer를 사용하여 염기서열을 분석하 다. 염기서열 분석

은 기초과학지원연구소 광주분소에 의뢰하여 수행하 다. Perkin elmer (USA)사의 

Automatic DNA sequencer (모델명:ABI PRISM 377)로 Reading하여 염기서열 해

석 소프트웨어 SequencerTM (Gene Codes Inc. USA와 Hitachi software 

engineering Co., Ltd. Japan)을 이용하여 해석하 다. 염기서열 분석 결과는 

National Center for Biotechnology Information (NCBI)의 BLAST에서 Armillaria 

mellea  metalloendo -peptidase (AMMEP) 염기서열과 비교하 다. 
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Fig. 6.  Cloning strategy of  pGEM-T Easy vector with AMMEP gene.
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3. 결과 및 고찰

가. 뽕나무버섯 균사체의 단백질분해활성 및 혈전분해활성 

1)  뽕나무버섯의 단백질분해활성 

  2% Skim milk agarose plate에 정량한 각 버섯추출물 10 ㎍과 양성대조군으로 

trypsin 10 ㎍을 침적하고 37℃에서 12시간 동안 반응시켜 형성된 투명대로 단백질 

분해활성을 검색하 다. 이때 효소 1 unit는 위의 반응조건에서 10 ㎣의 투명대를 생

성시키는 효소량으로 하 다. 침적된 각 버섯추출물은 12시간 반응 후 투명대를 형

성하 다. 따라서 이들 버섯추출물 내에 단백질 분해효소가 존재함을 확인하 고,  

정제된 단백질 분해효소인 Trypsin은 0.5 unit/㎍,  0.48 unit/㎍의 단백질분해활성을 

나타내 단백질분해활성이 존재함을 확인하 다 (Fig. 7).

2) 뽕나무버섯의 혈전분해활성 검색

  혈전분해효소는 단백질분해계열의 효소로 혈전분해활성을 검증하기 위해서는 단

백질분해활성 검증이 선행되어야한다. 따라서 정량된 각 버섯단백질 추출물로부터 

더욱 명확한 단백질분해활성을 검증하기 위하여  Azocasein assay를 수행하여 단백

질분해활성을 검증한 결과 Fig. 7에서와 동일한 결과를 확인하 으며 (Fig. 8), 혈전

형성의 주원인인 혈액 내 Fibrin에 대한 혈전분해작용을 검색하고자 정제된 Human 

fibrin을 이용하여 Fibrin agarose plate assay를 수행하 다. 각 버섯추출물 10 ㎍을 

침적시킨 후 12시간동안 37℃ 항온기에서 반응하 으며, 혈전분해반응시간을 확인

하기 위하여 1시간 별로 활성을 확인한 결과 Table 3에서 처럼 뽕나무버섯 추출물

은 3시간 후에 투명대를 형성하여 Fibrin에 대한 특이적 분해능을 확인하 다. 따라

서 버섯추출물을 가공하여 혈전증예방에 대한 기능성 식품 및 건강보조식품으로 개

발이 가능할 것으로 사료된다.
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Negative Control Trypsine A. mellea crude
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Fig. 7.  The proteolytic activity of crude extracts on Skim milk agarose 

plate. Lane 1, Autoclaved 3rd D.W as negative control; lane 2, trypsin (10 ㎍) as 

positive control; lane 3.  A. mellea  crude extract (10 ㎍). It was incubated for 12 

hrs at 37℃ on Skim milk  plate.
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Negative con. Plasmin A. mellea crude
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Fig. 8.  Fibrinolytic activity of  crude extracts on human fibrin agarose 

plate. Lane 1, Autoclaved 3rd D.W as negative control ; lane 2, Plasmin (1 unit) 

as positive control; lane 3. A. mellea  crude extract (10 ㎍). It was incubated for 

12 hrs at 37℃ on human fibrin agarose plaste.
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Table 3.  Time course of fibrinolysis on human fibrin plate.

Time (h) Negative control Plasmin A. mellea curde

1 - + -

2 - + + +/-

3 - + + +

4 - + + + +

Human fibrinolysis by the A. mellea  crude extracts with time. (-), no hydorlysis; 

(+/-), slight hydrolysis; (+), intermediate hydrolysis; (++), full hydorlysis
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나. 뽕나무버섯 균사체로부터 단백질 분리 정제

1) 에탄올 침전법에 의한 조단백질의 분리

  모든 정제 과정은 4℃에서 수행하 으며, 안정적인 혈전분해효소 활성을 유지시키

기 위하여 에탄올추출을 수행하 다. 혈전분해효소가 분리되어지는 에탄올 농도를 

측정하기 위하여 50%, 70%, 85%로 에탄올 농도를 점진적으로 증가시켜서 분리된 

단백질을 10 mM Citrate-NaOH (pH 6.0) 완충용액에 현탁하여 Azocasein assay 및 

Fibrinolysis assay를 수행하 고, 단백질분해활성 1 unit는 OD366에서 0.1의 값으로 

정하 다. 뽕나무버섯의 혈전분해효소는 약 50∼75% 에탄올 농도분획에서 4,124 

unit로 가장 높은 수준의 단백질분해활성을 나타내었다 (Table 4). 따라서 에탄올 농

도가 50∼75% 사이에서 분획되어지는 침전물을 시료로 사용하 다.

2) 혈전분해효소의 정제

  Anion-exchange chromatography를 수행하기 위하여 DEAE-sephadex를 이용하

여 10 mM Citrate-NaOH (pH 6.0)으로 평형화한 후 0∼1 M NaCl의 농도구배를 형

성시켜 0.5 ㎖/min으로 분획하 으나, 결합이 이루어지지 않아 Cation-exchange 

chromatography를 수행하 다. CM-cellulose를 이용하여 뽕나무버섯균사체의 혈전

분해효소를 정제하기 위하여 10∼500 mM Citrate-NaOH (pH 6.0)의 농도구배를 형

성하여 0.5 ㎖/min으로 분획을 수집하 으며, UV/Vis-sepctrophotomerter (Pharma 

-cia co.)를 이용하여 OD280에서 분광하여 단백질농도를 분석 후 각 분획의 혈전분해

효소활성을 확인하기 위하여 Human fibrin plate에 각 분획을 점적하여 혈전분해활

성을 확인하 다.

Fig. 9에 의한 결과로 뽕나무버섯 균사체의 혈전분해효소는 약 100∼200 mM 

Citrate의 농도에서 분획되어짐을 확인하 고, 활성분획을 수집하여 Freezing-dry 

시킨 후 10 mM Citrate-NaOH (pH 6.0) 완충용액에서 투석 후 Gel filtration을 수행

하 다. Sephadex G-75 column을 이용하여 뽕나무버섯 균사체로부터 혈전분해효
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Fig. 9.  Ion-exchange column chromatography of fibrinolytic enzyme from 

A. mellea mycelium on CM-cellulose. The protein sample was applied to the 

column (7×15 ㎝) equilibrated with 10 mM Citrate-NaOH buffer (pH 6.0). The 

protein was eluted with 10∼500 mM Citrate-NaOH (pH 6.0) linear gradient at 

the flow rate of 0.5 ㎖/min at 4°C. The fraction volume was 5 ㎖.
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Fig. 10. Gel filtration of  fibrinolytic enzyme from A. mellea  mycelium on 

Sephadex G-75. The protein was eluted through the column (1.5×120 ㎝) 

equilibrated with 10 mM Citrate-NaOH (pH 6.0) buffer at the flow rate of 0.5 ㎖

/min at 4°C. The fraction volume was 5 ㎖.
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Table 4.  Purified fibrinolytic enzyme activity yields from A. mellea  

mycelium

Note. N.d., not determind. Proteinas activity was measured using the azocasein 

assay as described under Materials and Methods.

The enzyme assay for the fibrinolysis was carried out with 1% azocasein 

solution at 37℃ for 20 min. The reaction was stopped by 10% trichloroacetic acid 

and stood for 10 min in ice. Then, it was centrifuged at 15,000×g for 10 min. 

The absorbance of the reaction mixture was measured at 366 nm. The enzyme 

unit was defined as the amount required to produce enough acid-soluble material 

from azocasein to yield an absorbance of 0.1 at 366 ㎚ following a incubation at 

37℃ for 20 min.

Step
Volume 

(㎖)

Protein

(㎎)

Proteinase 

activity

(units)

Specific 

activity

(units/㎎)

Recovery

(%)
fold

Homogenate 624 n.d. n.d. - - -

Crude extract 400 4,141 7,247 1.75 (100) (1)

Pellet 56 9.6 4,124 430 57 246

CM23 elute 15.6 4.08 1,848 453 25.5 259

Sepadex G-75 

elute
3 0.96 812 846 11.2 483
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Fig. 11.  PAGE of the fibrinolytic protease from A. mellea  mycelium.

(A) SDS-electrophoresis was carried out in 10.5 % polyacrylamide gel. The 

protein in the gel was stained with Coomassie brilliant blue G-250. 

(B) Fibrin-zymography was carried out in 10.5 % polyacrylamide gel containing 

0.12 % fibrin. After immersion of the gel plate in 50 mM Tris-HCl (pH 7.4) to 

grade the fibrin, the fibrinolytic activity in the gel was revealed as a colorless 

band with blue background by Coomassie brilliant blue G-250. Lane 1 is protein 

standard marker, lane 2 is purified fibrinolytic protease from A. mellea  mycelium, 

lane 3 is purified fibrinolytic protease on fibrin-zymography
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Table 5.  An aligment of  the amino-terminal sequence of  purified fibrinoly 

-tic enzyme of A. mellea mycelium with metalloendopeptidase of  A. mellea  

fruiting body

1),  Iksan National college

2), The comparison was carried out using Blast in National center for 

Biotechnology Information(NCBI). The amino acid sequence data reported in this 

report will appear in the amino acid sequence database under Accession No. 

AJ238718

A. mellea  1) M F S L S S R F F L Y T* L C L S A V A V

┃ ┃ ┃ ┃ ┃ ┃ ┃ ┃ ┃ ┃ ┃ ┃ ┃ ┃ ┃ ┃ ┃ ┃ ┃

A. mellea  2) M F S L S S R F F L Y S L C L S A V A V
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Fig. 12.  The halo formed by fibrinolytic enzymes. 

1, Plasmin 1 NIH unit ; 2, Purified fibrinolytic enzyme from A. mellea  mycleium 

10 ㎍
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소를 정제하여 약 483배의 효소량을 정제하 다(Fig. 10, Table 4). 

  정제후 혈전분해효소와 Plasmin 1 unit 활성을 비교하 다. 정제된 뽕나무버섯 균

사체의 혈전분해효소 10 ㎍을 human fibrin plate에 점적하여 혈전분해효소활성을 

비교한 결과 약 2배의 혈전분해효소활성을 나타내고 있음을 확인하 다 (Fig. 12).

다. 정제된 혈전분해효소의 특성 분석

1) 정제된 혈전분해효소의 분자량 결정

  뽕나무버섯 균사체로 분리정제된 혈전분해효소의 분자량을 측정하기 위하여 

SDS-PAGE 및 Fibrin-zymography를 수행하 다. 뽕나무버섯 균사체로부터 분리

정제된 혈전분해효소는 SDS-PAGE에서 약 22 kDa의 분자량을 나타내었으며, 

Fibrin-zymography에서도 약 22 kDa에서 투명대를 형성하 다(Fig. 11). 또한 정제

되어진 뽕나무버섯 균사체의 혈전분해효소의 N-terminal sequence는 한국기초과학

연구소광주분소에 의뢰하여 아미노산염기서열을 분석 후 미국 National Center for 

Biotechnology Information (NCBI)에 등록되어있는 뽕나무버섯 자실체로부터 분리

되어진 Metalloendopeptidase (AMMEP)의 아미노산 염기서열과 거의 일치함을 확

인하 다 (Table 5). Metalloendopeptidase는 Lys 특이적 단백질 분해효소로 혈전분

해효과를 가지고 있는 것으로 보고되었다. 따라서 뽕나무버섯 균사체에서 정제한 혈

전분해효소가 뽕나무버섯 자실체에서 정제한 혈전분해효소와 동일한 혈전분해효소

임을 확인하 으며, 차후 자실체의 생산보다 균사체를 이용한 혈전분해제의 대량생

산이 가능하리라 사료되어진다.

  위의 결과는 S. Doonan 등 (1999) 에 의하여 밝혀진 뽕나무버섯 자실체의 혈전분

해효소가 약 18∼20 kDa를 나타내는 것과는 약간 다른 결과를 나타내었다. 또한 혈

전분해효소가 Fbrin-zymography와 SDS-PAGE 상에서 동일한 분자량을 나타냄에 

따라 뽕나무버섯 균사체로부터 분리정제되어진 혈전분해효소는 단량체(Monomer)

임을 확인하 다. 기존에 보고된 뱀독으로부터 정제된 혈전분해효소는 약 51 kDa 
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(Chung 등, 1992), 할미송이버섯 (84 kDa) 이외의 5종의 버섯으로부터 분리한 혈전

분해효소의 분자량이 54∼61 kDa 사이로 뱀독 및 기타 버섯으로부터 분리된 혈전분

해효소와는 다른 효소임을 확인하 다. 특히 위의 결과에서 저 분자량의 혈전분해효

소는 분자량이 큰 혈전분해효소에 비하여 임상의학적으로 이용 시 peptide 성 단백

질로 분류되어 구강투여가 가능하다는 장점을 가지고 있기 때문에 체내 혈전형성예

방 및 임상의학적 혈전분해제로의 개발이 가능하리라 사료되어진다.

  

2)  분리정제된 혈전분해효소의 in vitro  와 in vivo에서 혈전분해효과 검증

  In vitro  와 in vivo에서 혈전분해효과 검증하기 위하여 Fibrin 분해 작용을 검증

하기 위한 in vitro test로서 Fibrinogen용액 1 ㎎에 Thrombin 1 unit를 첨가하여 고

화시킨 후 정제된 혈전분해효소 10 ㎍을 처리하여 37℃ 항온기에서 5 시간동안 반응

시켜 Fibrin 응집유무를 현미경하에서 관찰하 다. Saline을 처리한 음성대조군에는 

Blinc 등 (2000)이 보고한 Fibrin의 현미경적 사진과 동일하게 그물모양으로 존재하

으며 (Fig. 13.Ⅰ.A), Plasmin을 처리한 시료는 Fibrin이 용해되었다(Fig. 13.Ⅰ.B). 

정제된 혈전분해효소를 처리한 Lane에서는 Plasmin과 동일하게 Fibrin이 용해되었

음을 확인 할 수 있었다(Fig. 13.Ⅰ.C). 따라서 정제된 효소는 혈전에 의해 유발되어

지는 질병 및 혈전형성예방을 위한 기능성 식품 개발가능성을 제시해 주고 있다.

  또한 생체 내에 혈전분해효소 투여 시 적혈구의 용혈반응을 유발 시킬 수있다. 따

라서 정제된 혈전분해효소가 체내 투여 시 적혈구 용혈반응 유무 및 특이적으로 혈

전을분해시키는지 여부를 확인하기 위하여 in vivo  tset를 위해 Rat의 혈액으로부터 

분리한 PRP에 Thrombin을 처리하여 고화시킨 후 음성대조군으로 Saline, 양성대조

군으로 Plasmin, 정제된 혈전분해효소를 처리하여 혈전분해작용을 검증하 다. 

Saline을 처리한 음성대조군에서는 적혈구와 Fibrin이 엉켜 혈전이 형성되었으며 

(Fig. 13.Ⅱ.A), Plasmin을 처리한 양성대조군에서는 Fibrin이 용해되어 적혈구만 확

인되어 Blinc 등 (2000)이 보고한 Plasma clot에서 혈전분해와 동일한 결과를 확인 

할 수 있었다(Fig. 13.Ⅱ.B). 

  in vitro에서와 동일하게 정제된 혈전분해효소제인 Plasmin은 혈액의 용혈반응 없
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이 체내 Fibrin에 대하여 특이적으로 분해되어짐을 확인 할 수 있었으며(Fig. 13.

Ⅱ.C), 뽕나무버섯 균사체로부터 분리정제한 혈전분해효소도 동일한 결과를 나타내

고 있음을 확인하 다. 따라서 정제된 효소들은 섭취 및 투여 시 체내에서 일어날 

수 있는 부작용 중의 하나인 국소적인 용혈현상을 최소화 할 것으로 사료된다.

3) 금속이온 및 단백질분해효소 억제제에 대한 혈전분해효소 활성 측정

  금속이온에 대한 혈전분해효소의 활성은 각각의 금속이온을 처리하여 Azocasein 

assay 및 Fibrin agarose plate를 수행하 다.  뽕나무버섯으로부터 정제된 혈전분해

효소는 EDTA에 의해 활성이 저해되었고(Table 6) Mg2+, Ca2+에 의해 활성화되었다

(Table 7). 이는 뽕나무버섯균사체로부터 정제된 혈전분해효소는 metalloprotease 

계열임을 확인하 으며, Doonan 등 (1999)이 보고한 뽕나무버섯자실체로부터 정제

된 혈전분해효소와 동일한 결과임을 확인하 다. 그러나 Cu2+, Co2+, Zn2+, Fe2+ 등의 

금속이가 이온에 의해서는 약한 저해활성을 나타내었다. 

4) pH 및 온도에 대한 혈전분해효소의 활성 측정

  혈전분해효소반응의 최적 pH를 검토하기 위해 정제된 혈전용해효소를 각 pH 완

충용액에 가하여 37℃에서 1 시간동안  반응시킨 후 Azocasein assay 및 Fibrin 

agarose plate를 수행하여 효소활성을 비교하 다. 분리된 혈전분해효소는 대부분 

pH 5∼pH 7에서 비교적 안정한 활성을 나타내었으며, 특히 pH 6.0에서 가장 높은 

효소활성을 나타내었다. 그러나 pH 7.0 이상부터는 강력하게 효소활성이 저해됨을 

확인하 다(Fig. 14). 분리된 뽕나무버섯균사체의 혈전분해효소의  열안정성을 알아

보기 위하여 효소액 0.1 ㎖을 10℃ 간격으로 30∼80℃에서 10분간 처리하여 

Azocasein assay  및 Fibrin agarose plate를 수행하 다. 분리된 혈전분해효소들은 

30℃ 이하에서 안정적인 효소활성을 나타내었으나, 30℃ 이상으로부터는 급격한 효

소활성 억제를 나타내었다(Fig. 15). 
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I.

II.

Fig. 13.  Hydrolytic characterization of fibrin by fibrinolytic enzyme in vivo  

and in vitro.  I. Hydrolysis of human fibrin by purified fibrinolytic enzyme from 

A. mellea  mycelium. A, Negative control as Saline ( 20㎕ ) ; B, Positive control 

as Plasmin ( 10 ㎍ ) ; C, Purified enzyme from A. mellea  myclium ( 10 ㎍ )

II. Inhibitory effects of platelet aggregation of fibrinolytic enzyme in rat(× 400).

A, Negative control as Saline ( 20㎕ ) ; B, Positive control as Plasmin ( 10 ㎍ ) 

; C, Purified enzyme from A. mellea  myclium ( 10 ㎍ )
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미생물로부터 분리정제된 혈전분해효소 (Chen등 2000, Heo등 2001)과 할미송이버섯

(Tricholoma asponaceum)으로부터 분리정제된 혈전분해효소는 최적활성온도가 5

0∼60℃로 보고되었다. 따라서 뽕나무버섯 균사체로부터 분리정제된 혈전분해효소

는 인체에 투여 시 pH와 온도 측면에서 안정적인 효소활성을 나타냄에 따라, 혈전

형성억제 및 분해 특이적 기능성식품의 재료로 적합할 것으로 사료되어진다.

5) 다양한 기질에 의한 혈전분해효소의 특성 분석

  단백질분해 특성을 확인하기 위하여 Urokinase-like, Streptokinase-like, 

Plasmin-l ike, tPA-like, Factor Xa-like, Thrombin-like, 그리고 Chymotrypsin- 

like 등의 Chromnic substrate를 구입하여 뽕나무버섯균사체로부터 분리정제 된 혈

전분해효소와 반응시켜 특성을 분석하 다. Cromogenic substrate 중 S2586인 

Chymotrypsin-like substrate에서 가장 높은 반응을 나타내었다. 따라서 분리정제된 

혈전분해효소는 Chymotrypsin 계열의 단백질 분해효소로 S2586의 MeO-Suc-Arg 

-Pro-Tyr-pNA+H2O에 분리정제된 분해효소가 작용하여 MeO-Suc-Arg-Pro-Tyr 

-OH+pNA로 작용하게 된다(Fig. 16). 

6) Fibrin 및 fibrinogen에 대한 혈전분해 특성분석

가) 정제된 효소에 의한 Fibrin의 혈전분해 특성

  Fibrin은 α, β, γ-γ 의 3개 단위체로 구성되어 있는 섬유상 단백질이다. 따라서 이

러한 단위체들에 어떻게 혈전분해효소가 작용하는 지를 일정한 시간적 간격으로 반

응시켜 특성을 분석하 다. 뽕나무버섯 균사체로부터 분리정제된 혈전분해효소의 

fibrin 분해특성은 최초 α 단위체를 시작으로, 4시간 이후부터는 β 단위체를 분해시

키게 되지만, γ-γ 단위체는 반응 8시간까지 분해가 일어나지 않으나 12시간 이후에

는 모든 단위체가 분해되어짐을 확인하 다. 따라서 뽕나무버섯균사체로 분리정제

된 혈전분해효소가 fibrin을 α단위체, β단위체 마지막으로 γ-γ단위체 순서로 가수분
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Table 6.  Effects of protease inhibitors on the activity of  the fibrinolytic 

enzyme from A. mellea mycelium.

The enzyme was pre-incubated with various protease inhibitors on 10 mM 

Citrate-NaOH (pH 7.0) buffer for 1 hr at 37℃. After incubation, the mixture was 

subjected to the 1% azocasein assay. Results were expressed as percentage (%) 

relative activity to that of none.

Protease inhibitors　

Relative activity (%)

1 mM

Control 100

PMSF 81.5

APMSF 89.2

EDTA 50.6

TLCK 88.9

TPCK 78.7



- 65 -

Table 7.  Effects of metal ions on the activity of  the fibrinolytic enzyme 

from A. mellea  mycelium.

The enzyme was pre-incubated withvarious metal ions on 10 mM Citrate-NaOH 

(pH 7.0) buffer for 1 hr at 37℃. After incubation, the mixture was subjected to 

the 1% azocasein assay. Results were expressed as percentage (%) relative 

activity to that of none.

metal ions　

Relative activity (%)

1 mM

Control 100

CuSO4 81.7

CoCl2 78.2

CaCl2 126.4

ZnCl2 86.3

FeCl2 87.5

MgCl2 118.2
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pH
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Fig. 14.  Effect of  pH on the activity of the fibrinolytic enzyme from A. 

mellea mycelium. The enzyme activity was assayed in the pH range of 2∼10, 

respectively in 1% azocasein for 0.5 M Glycine-HCl (pH 2.0∼3.0), 0.5 M Acetate 

(pH 4.0∼5.0), 0.5 M Tris-HCl (pH 6.0∼8.0), and 0.5 M Glycine-NaOH (pH 9.0∼ 

10.0) buffers. The enzyme activity was measured by incubating it for 20 min at 

the various pH values and 37℃.
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Temperature
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Fig. 15. Effect of  temperature on the activity of  the fibrinolytic enzyme 

from A. mellea  mycelium. The enzyme activity was assayed various 

temperature of 30∼80℃and pH 7.0 in 10 mM Citrate-NaOH (pH 7.0) buffer. The 

enzyme activity was measured by keeping it for 1 hr  at the various 

temperatures and was performed azocasein assay.
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Fig. 16. Aminolytic activity on choromogenic substrate. Amidolytic activities 

were measured spectrophotometrically using the chromogenic protease substrates, 

such as S2222, S2288, S2238, S2251, S2444, S2586 and S2765.
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해시킴을 확인하 다.

나) 정제된 효소에 의한 fibrinogen의 분해특성

  Fibrinogen은 Thrombin에 의하여 Fibrin으로 전환되어진다. 최근 혈전분해효소 

및 혈전제의 개발은 크게 3가지 방향으로 연구되어지고 있다. 첫 번째는 직접 Fibrin

을 가수분해시키는 효소제의 개발, 두 번째는 Fibrin의 전구체인 Fibrinogen에 작용

하는 Thrombin을 불활성화시키는 Antithrombin의 개발 마지막으로 세 번째는 체내 

Plasminogen을 Plasmin으로 전환시키는 효소제의 개발이다. 따라서 본 연구에서 분

리정제된어진 혈전분해효소가 Fibrin을 직접 가수분해시키는 작용외에도 어떠한 효

과를 가지고 있는지를 확인하기 위하여 Fibrinogen에 대한 분해특성을 확인하여보

았다(Fig. 17). 

Fibrinogen은 Aα, Bβ 그리고 γ 단위체로 구성되어있다. Fibrin의 분해특성과 동일하

게 일정한 시간적 간격을 두고 Fibrinogen의 분해특성을 확인하 다. Fig.   .에서와 

같이 정제된 혈전분해효소는 Fibrinogen의 단위체들 중 Aα 단위체에 대한 높은 단

백질분해특이성을 나타냄을 확인할 수 있었으며, 약 4 시간 이후에는 Aα단위체가 

분해되어짐을 확인할 수 있었다(Fig. 18).

라. 뽕나무버섯 균사체의 혈전분해효소 유전자 크로닝 및 염기서열분석

1) 뽕나무버섯 균사체의 혈전분해효소 유전자 크로닝

  뽕나무버섯 균사체로부터 혈전분해효소 유전자를 크로닝하기 위하여 National 

Center for Biotechnology Information (NCBI) 에 등록되어있는 Armillaria mellea 

의 metalloendopeptidase의 유전자 염기서열과 정제된 혈전분해효소의 아미노산 염

기서열을 기초로하여 제작된 sepcific primer를 이용하여 뽕나무버섯 균사체로부터 

혈전분해효소 유전자를 크로닝하 다. F1-R1 (650 bp), F2-R2 (588 bp) 2부분으로 

나누어 PCR을 수행하 다.
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Fig. 17.  Fibrinolysis pattern of  fibrin by purified fibrinolytic enzyme from 

A. mellea  mycelium with time. The enzyme was incubated with 10 ㎍ of fibrin 

in 10 mM Citrate-NaOH buffer (pH 7.0) at 37℃ for up to 1 hr. Lane 1, Control; 

lane 2, after 5 min reaction; lane 3, after 10 min reaction; lane 4, after 15 min 

reaction; lane 5, after30 min reaction; lane 6, after 1 hr.

Fig. 18.  Fibrinogenolysis pattern of fibrinogen by purified fibrinolytic 

enzyme from A. mellea mycelium with time. The enzyme was incubated with 

10 ㎍of fibrinogen in 10 mM Citrate-NaOH buffer (pH 7.0) at 37℃ for up to 1 hr. 

Lane 1, Control; lane 2, after 5 min reaction; lane 3, after 10 min reaction; lane 4, 

after 15 min reaction; lane 5, after 30 min reaction; lane 6, after 1 hr reaction.
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 각각의 primer에 의해 합성된 2 종류의 단편은 94.0℃에서 5 분간 미리 변성시킨 

후 94.0℃에서 1 분, 63.0℃에서 1 분, 72.0℃에서 1 분 30 초로 35 회 반복하고 72.

0℃에서 5 분간 반응시켰다. 증폭된 단편을 1.0% agarose gel에 전기 동한 후 EtBr

에 염색하여 UV에서 확인한 결과 각각의 F1-R1은 650 bp에서 확인되었고, F2-R2

은 588 bp에서 확인되었다 (Fig. 19).

2) 뽕나무버섯 균사체의 혈전분해효소 유전자 염기서열분석

  pGEM T-easy vetor에 크로닝된 뽕나무버섯 균사체의 혈전분해효소 유전자(Fig. 

20)는 한국기초과학연구소 광주분소에 의뢰하여 염기서열을 분석하 다.

분석된 염기서열을 National Center for Biotechnology Information (NCBI)의 

Accession No. AJ238718 (Armillaria mellea  mp gene for metalloendopeptidase) 염

기서열 및 아미노산서열을 비교분석하 다. NCBI에 등록되어진 뽕나무버섯 혈전분

해효소의 총 염기서열 1,056 bp로 352개의 아미노산으로 구성되어진 lys-specific 

metalloendopeptidase로 본 연구분석에서 얻어진 결과와 동일하 으며, 유전자상동

성은 98% 다(Fig. 21, Fig. 22).
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Fig. 19.  The results of agarose gel electrophoresis of  PCR product.  M, 

marker; Lane 1, Produced 650 bp PCR product by F1 and R1 primers. ; Lane 2, 

Produced 588 bp PCR product by F2 and R2 primers.

Fig. 20.  Restriction enzyme digestion of the recombinant Armillaria mellea  

AMMEP gene. M, 100 bp ladder ; lane 1, recombinant plasmid of 650bp PCR 

product by F1-R1 primer ;  lane 2, lane1 plasmid digested with EcoRI ; lane 3, 

recombinant plasmid of 588bp PCR product by F2-R2 primer ; lane 4, lane3 

plasmid digested with EcoRI.
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Fig. 21.  Comparison of  AMMEP gene nucleotide sequence from A. mellea 

Iksna national college (AM1) and  A.  mellea  NCBI(AM2). Different 

sequence are designated by asterisks.
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Fig. 22.  Comparison of AMMEP amino acid sequence from A. mellea Iksan 

national college (AM1) and A. mellea  NCBI(AM2). Different amino acid 

are designated by asterisks.
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4. 적    요

  전 세계 사망원인의 약 39%를 차지하고 있는 혈전질환관련의 질병은 최근 우리나

라에서도 식생활의 서구화, 과도한 스트레스, 인구 고령화 등으로 인하여 더욱 증가

되어지고 있는 추세이다. 그러나 임상에서 사용되어지고 있는 혈전분해제인 

Streptokinase, Urokinase, Tissue specific plasminogen activator 등은 체내의 

Plasminogen을 활성화시켜 Plasmin으로 전환시킴으로써 혈전을 제거시키게 된다. 

따라서 혈전에 대한 낮은 특이성 및 반감기가 짧으며, 국소적인 출혈 또는 발열, 알

러지 등의 다양한 부작용을 내포하고 있다. 따라서 최근 직접 혈전에 작용하고 부작

용을 최소화시킬 수 있으며 저렴한 가격의 혈전분해제 개발 필요성이 대두되어지고 

있다. 본 연구에서는 임상에서 사용되어지고 있는 혈전분해제의 단점을 보완할 수 

있으면서 저렴한 가격으로 대량생산이 가능한 뽕나무버섯 균사체로부터 혈전분해효

소를 분리 정제하여 체내 혈전형성 예방 효과 및 혈전분해효과에 대하여 분석하

다. 

  뽕나무버섯 균사체로부터 분리정제된 혈전분해효소는 약 22 kDa의 분자량을 가

지고 있으며, EDTA에 의해 강력하게 활성이 저해되는 Metalloprotease 계열 및 

Chymotrypsin 계열의 혈전분해효소로 확인되어졌다. 분리정제된 혈전분해효소는 

pH 5.0∼pH7.0에서 안정적인 효소반응을 나타내었고 특히 pH 6.0에서 가장 높은 효

소반응을 나타내었다. 또한 안정적인 효소반응 온도는 약 30℃이며, 효소의 활성에 

향을 주는 금속이온으로는 Mg2+, Ca2+로 나타났으며, 정제된 혈전분해효소는 

Plasmin과 비교하여 2 배이상의 혈전분해효소활성을 나타내었다. In vivo와 in vitro

에서 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 처

리한 곳에서는 Fibrin섬유가 분해되어 있음을 현미경(×400)하에서 확인 할 수 있었

다. 또한 뽕나무버섯 균사체로부터 혈전분해효소 유전자를 크로닝하여 염기서열 및 

아미노산서열을 분석하여 NCBI에 등록되어있는 뽕나무버섯 AMMEP 유전자 및 아

미노산서열을 비교분석하여 본 결과 유전자의 크기는 1,056 bp로 염기서열 상동성은 
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약 98%를 차지하 으며 아미노산 서열 상동성은 99%의 상동성을 보 다. 따라서 

뽕나무버섯 자실체와 뽕나무버섯 균사체에서 분리정제된 혈전분해효소가 99%이상 

동일함을 확인하 다. 향후 혈전분해 관련 유전자 연구와 새로운 혈전분해물질에 대

한 연구를 통하여  기능성 버섯류 개발과 인체 부작용을 최소화할 수 있는 새로운 

혈전분해제 개발이 가능하리라 사료되다.
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제 3 절 뽕나무버섯 균사체의 생리활성

1. 서   론

  뽕나무버섯은 담자균류주름버섯목 송이과의 버섯과의 약용버섯으로 봄부터 가을

에 걸쳐 활엽수, 침엽수의 나무 밑동, 고목 또는 생나무 뿌리에 기생하여 다발로 발

생한다. 

  뽕나무버섯은 식용버섯인 동시에 뿌리썩음병을 일으키는 임목해균으로 이 균과 

공생하는 천마는 고가의 한약제이고, 자실체인 뽕나무버섯은 옛날부터 우수한 야생 

식용버섯으로서 재배가 유망한 버섯이다. 이 버섯은 야산에서 다발로 발생하고 수량

이많고, 약간 건성인 연질버섯이며 일광에도 쉽게 건조하므로, 인공재배에 적합한 

조건을 갖추고 있다. 은은한 양과 씹는 맛은 우리 기호에도 적합하므로 소득작물로 

재배가 가능하다. 뽕나무버섯 균은 기주식물과 자실체의 특징 등으로 생물학적 종이 

분류되며, 보통 갓은 지름 5∼15cm이다. 빛깔은 황갈색이며 갈색의 가늘고 비늘 모

양의 털이 덮여 있으며 습할 때는 꿀 같은 끈끈한 물이 있다. 살은 백색이고 주름도 

처음에 백색이나 담갈색으로 되며 자루에 바로 붙거나 약간 내려붙는다. 자루는 4∼

15cm×5∼13mm이고 섬유질의 담황갈색이며 상부는 백색이고 하부는 진하며 백색

의 섬유상 막질의 자루테가 있다. 포자는 타원형이며 포자무늬는 백색이다. 

  지구상에는 수천종에 이르는 버섯 (담자균과 자낭균류)이 자생되고 있으며, 유전

자원으로서의 가치가 크다. 바이오 기술의 도입이 기대되는 많은 버섯이 식품소재

(기능성식품)로서, 또 약품개발소재로서도 주목을 받고 있다. 그 중에서도 식용버섯

은 최근, 식용전 정적인 특성이 있는 양특성 (1차기능), 기호특성 (2차기능), 그리

고 다음으로 식용후의 동적인 생체조절기능 특성 (3차기능)에 관여하는 성분의 질과 

함량에 의해 평가되어 지고 있다. 지금 버섯은 저 칼로리 식품이고 특유의 향과 맛, 

그리고 치감이 꽤 좋으므로 식품으로서의 선호도가 높다. 또한 버섯이 나타내는 생

리특성 (약리 효과)으로서 생체방어 (면역부활), 생체항상성의 유지, 체조리듬의 조

절, 질병회복 등, 더욱 암, 뇌졸중, 심장병 등의 성인병에 대한 예방과 개선효과가 지

적되어지고 있다. 그밖에 특히 본 연구에서는 뽕나무버섯의 생체조절기능 특성인 섭
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식 후에 발현되는 생리활성, 생체방어 (면역), 생체항상성의 유지, 노화방제, 성인병

의 효과 등을 검증하게 되었다. 탈코레스테롤 , 고지혈장개선, 항혈전, 혈압강하, 혈

당강화, 노인성 치매증 개선 등에까지 여러 가지 유효한 성분이 증명되어있다.

  따라서 건강지향식품 (기능식품)의 소재로서 주목받고, 여러 가지의 이용방법이 

모색되어지고 있다. 특히 본 연구에서는 최근 급격한 고령인구 증가로 인하여 사회

문제로 부각되고 있는 노인성 신경퇴행성 질환인 파킨슨씨병인 치매와 연계하여 연

구를 진행하 다. 

  Tyrosine hydroxylase (TH)는 도파민 (Dopamine)의 전구체인 L-DOPA를 

tyrosine으로부터 전환을 촉진하는 효소로 카테콜라민 생합성 경로의 첫 번째로 작

용하는 Rate-limiting enzyme이다(Fig. 23). 카테콜라민 생합성에서 도파민은 노르

에피네프린 (Norepineprine)과 에피네프린 (Epineprine)을 생성하는 전구체이다. TH

는 카테콜라민 생합성경로의 활성에 다양한 기작을 부여하며 카테콜라민을 생성하

는 신경세포들의 활성에 매우 중요한 역할을 하고 있다. 또한 TH는 카테콜라민성 

신경세포에 고도의 특이적인 면역세포화학적 표지효소로 알려져 있으며 조직을 이

용한 immunohisto chemistry를 실행한 TH의 형태학적인 연구가 활발히 진행되어

졌다. 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 기원

한 Rat pheochromocytoma(PC) 세포인 PC12에서도 발현되어 (Greene 등, 1996) 연

구되었다.

  TH의 활성은 퇴행성 질병과 관련이 있어 TH 유전자와 활성에 대한 많은 연구되

었다. TH의 활성은 여러 가지 환경적, 생리적인 자극과 다양한 인자에 의해 향을 

받는데 주로 Glucocorticoid administration (Zhe 등, 1993), Drug administration, 

Cold / immobilization stress (Lee 등, 1996)와 같은 다양한 약리적, 생리적인 상태

에 따라 변화된다. 특히 Reserpine (Nicole 등, 1986), Forskolin (Spyridon 등, 2001)

은 rat brain과 PC12 세포에서 TH 효소를 유도 발현한다고 보고하 다. 그리고 
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Fig. 23.  The pathway of Catecholamine biosynthesis



- 80 -

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 보고

하 다. 

  뇌에서 카테콜라민 체계의 비정상적인 기능은 정신적인 질병과 연관된다. 특히 

SN의 mesencephalic dopaminergic 신경세포는 신체 운동성 기능의 퇴행에 중요한 

역할을 담당하고 있어 Parkinson's disease(PD)와 관련된다. 이러한 dopaminergic 

신경세포의 활성은 TH의 발현 양상에 따라 큰 향을 받는다. PD는 계속적으로 진

전되는 퇴행성 신경질병이며, 전형적인 신경적 형태는 striatum에서의 TH 및 다른 

카데콜라민과 연관된 효소와 도파민이 결핍되거나 감소된다. (Birkmayer 등, 1989; 

Nagatsu, 1984; Riedere 등, 1989). 지금까지 가장 효과적인 PD의 치료법으로서 

L-DOPA를 처리함으로 회복된다는 보고 (Weiner 등, 1980)가 있으나 이 도파민 치

료는 계속적인 복용으로 인한 여러 side effect를 초래 (Obeso 등, 1989)하고 경제적

인 손실이 크기 때문에 현재에는 TH나 L-DOPA의 유도생성에 대한 관심이 모아지

고 있다. 또한 이를 생성할 수 있는 세포를 이식하는 방법 (Koji 등, 2000)들이 보고

되어지고 있으나 효율성과 윤리적인 면에서 논쟁의 여지가 계속적으로 제기되고 있

어 다른 치료법의 개발이 요구되어지고 있다. 

  따라서 본 연구에서는 뽕나무버섯 추출물에 의해 파킨슨씨병과 연관되어있는 

dopamin 생합성과정 중 dopamin의 전구체인 L-DOPA를 생성시키는 tyrosine 

hydroxylase의 발현 유도 및 신경의 성장 및 생존에 연관되어있는 neurotrophic 

factor의 발현여부를 검증하 다.

2. 재료 및 방법

가. 시    료 

  협동연구기관인 국립익산대에 의하여 국내에서 생산 및 자생되고 있는 약용버섯 
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중 인공대량배양이 가능하고 향후 우수한 기능성버섯으로 선별된 뽕나무버섯 균사

체를 시료로 사용하 다.

나. 버섯 추출물 조제

  유기용매인 에탄올과 메탄올에 7일간 침적하여 얻어지는 상층액을 evaporator를 

이용하여 추출 및 농축시켜 사용하 다.

다. 실험동물

  생후 6∼8주된 약 150 g의 specific pathogenic free male sprague-dawely rat를 

한국화학연구소 안정성 연구부로부터 구입하여 실험에 사용하 다. 사료와 물은 자

유롭게 먹게 하며, 사육실의 온도는 21∼24℃, 상대 습도는 40∼60%로 유지한다. 또

한 사육실의 밤과 낮이 12시간마다 반복되도록 조절하 다. 

라. A. mellea  추출물의  투여

  Rat과 Mouse 에 A. mellea 추출물(20 ㎎/㎏)과 LPS(10 ㎎/㎏) 복강과 경구를 통

해 투여한 후 시간의 경과에 따라, 뇌 부위를 절단하고 뇌와 각 조직을 적출하 다. 

마. Rat tissue로부터 total RNA 분리

  조직 100 ㎎ 당 0.5 ㎖의 GIT buffer solution (4 M Guanidium thiocyanate, 25 

mM Sodium citrate, pH 7.0, 0.5% N-lauroyl sarcosine, 0.1 M β-mercaptoethanol)

을 첨가하여 4℃에서 homogenizer로 조직을 파쇄한 후 2 M sodium acetate(pH 4.0) 

0.5 ㎖을 첨가하여 30초간 vortex하 다. 그리고 chloroform 100 ㎕를 첨가하여 20 

초간 vortex한 후 얼음에서 15분간 반응시킨 후 4℃에서 12,000 rpm으로 20분간 원

심분리하여 상등액을 새로운 tube에 옳기고 동량의 isopropanol을 첨가하여 -20℃에

서 1시간 이상 정치시킨다. 반응 후, 4℃에서 12,000 rpm으로 20분간 원심분리하여 
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얻은 pellet을 75% 에탄올로 세척한 후, 4,500 rpm으로 4℃에서 5분간 원심분리하여 

얻은 pellet을 건조시키고 RNase free water에 현탁하여 -20℃에 보관하여 사용하

다.

바. RT(reverse trasncriptase)-PCR 및 specific primer

  쥐의 뇌에서 추출한 RNA를 각각 2 ㎍를 사용하여 역전사 반응용액 [2 mM 

dNTPS, 10 units RNase inhibitor, 1 ㎕ Oligo-dT (100 pmol), 15 units AMV 

Reverse transcriptase]에서 역전사 반응을 하 다. 각각 얻어진 sample의 cDNA를 

Specific primer (Table 3)를 제작하여 PCR (Alison M. Comer and Hannah M. 

Gibbons, 1999; Alison M. Comer and Jianguo Qi, 1998)을 수행한 후 PCR product

는 1.2∼1.5% Agarose gel에 전기 동한 후 Ethidium-bromide로 염색하여 

Neurotrophic factor, Cytokine, Tyrosine-hydroxylase gene의 발현을 확인하 다.

사. Immunohistochemistry

  Rat은 흉부을 절개한 후 심장의 정맥을 이용해 PBS로 체내의 혈액을 제거한 뒤 

4% Paraformaldehyde로 관류 고정하 다. 고정된 쥐 뇌와 위를 적출하고 

microcryocut를 이용하여 3∼5 ㎛두께의 동결절편을 제작하 다. 준비된 뇌와 위 절

편은 PBS로 여러 번 씻어주었다. 30% hydrogen peroxide로 전처리하여 씻어준 후 

vectastain ABC kit의 normal goat serum을 0.5% BSA/PBS에 섞어 1시간동안 반

응시켜 비특이적 단백질의 결합을 막았다. TH primary 항체와 0.5% BSA/PBS 

(1:10000) 희석하여 실온에서 1시간에서 2시간 정도 반응시켰다.  Sample을 PBS로 

3번 씻은 후, 이차 항체 (biotinylated anti-rabbit IgG in 1% BSA/ PBS)를 이용하

여 1시간 동안  반응시킨 다음 1% BSA/ PBS로 두 번 씻어냈다. 사용하기 30분 전

에 vectastain ABC kit (1:50)를 희석하여 50분 동안 반응시킨 후 PBS로 2번 씻고, 

50 ㎖ DAB 용액과 0.2 M PB 용액에 30% hydrogen peroxide 12 ㎕를 첨가한 용액

으로 5분간 염색시켜 0.1 M PB로 5분간 반응을 동시에 정지시킨 다음, 광학 현미경

으로 관찰하 다. 그리고 위에서의 세포 counting은 각각 처리된 4 개의 염색된 절
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Table  8.   Oligonucleotide primers for PCR used in this study. 

* Abbreviation : GDNF, Glial Derived Neurotrophic Factor ; BDNF, Brain 

Derived Neurotrophic Factor ; TH, Tyrosine-Hydroxylase ; IL-18, Interleukin-18 

Gene Forword primer Reverse primer

GDNF 5'-AGCTGCCAGCCCAGAGAATT-3

'

5'-GATACATCCACACCGTTAG-3'

BDNF 5'-ACCAGGTGAGAAGAGTGA-3' 5'-CCACTATCTTCCCCTT-3'

TH 5'-GCTGTCACGTCCCCAAGGTT-3

'

5'-AAGCGCACAAAATACTCCAGG-3'

IL-18 5'-ATGGCTGCCATGTCAGAAGA-

3'

5'-GTAGGTTATCATAAGGCTCG-3'

β-actin 5'-CCTCTATGCCAACACAGT-3' 5'AGCCACCAATCCACACAG-3'
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편을 선택하여 ×400에서 전 층을 대상으로 조직절편의 단위면적당 TH가 발현된 

세포의 수를 측정하 고 계수 결과는 윌콕슨의 순위합 검정 (Wilcoxson rank sum 

test)를 이용하 다.

아. 다양한 배지조성물에 의한 뽕나무버섯의 항산화효과 검증

  분리된 조효소액의 SOD 활성도를 측정하기 위해 시료 20 ㎍을 열처리하지 않은 

상태에서 SDS가 첨가되지 않은 9% Native-PAGE에서 30 ㎃로 전기 동을 실시하

다. SOD의 활성도 측정은 Beauchamp 등 (1971)의 방법에 준하여 실시하 다. 즉, 

0.05 M KH2PO4 (pH 7.8), 1×10
-4 M EDTA, 2.45×10-3 M NBT를 포함한 용액에서 

20분 동안 1차 염색을 실시한 후 0.05M KH2PO4 (pH 7.8), 1×10
-4
 M EDTA, 28 

mM TEMED, 2.8×10-5 M ribvoflavin 용액에서 15분 동안 2차 염색을 실시하여 확

인하 다.
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3. 결과 및 고찰

가. 신경 양인자 발현 유도 검증

  신경퇴행성 질환은 흑색질의 신경세포가 계속적으로 사멸함으로써 진행성으로 증

세가 악화되는 신경계 질환이다. 신경성장인자 (Nerve growth factor, NGF), 뇌유래 

신경 양인자 (Brain Derived Neurotrophic Factor, BDNF)을 포함한 각종의 신경

양인자 (Neurotrophic Factor)가 알려져 있다. 이들 신경 양인자는 파킨슨병, 알츠

하이머병, 헌팅톤병, 척수측색경화증 (ALS) 등의 신경변성질환의 동물모델에서 변

성, 또는 사멸하는 신경세포를 구제하고 그 생존을 촉진한다고 보고되어 있다. 따라

서 본 연구과제에서는 도파민성 신경세포의 생존에 필요한 신경성장인자를 버섯추

출물을 투여함으로써 신경 양인자를 생산하는 세포로부터 유도발현을 확인하고자 

하 다. 

1) Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF)

  신경세포의 생존 및 분화에 관여하는 Neurotrophic Factor인 Brain Derived 

neurotrophic factor (BDNF)는 돼지의 뇌에서 처음으로 분리되어졌으며(Brade 등, 

1982), Neuron 및 척추신경생존에 관여하는 신경 양인자로 알려져 있다. 따라서 최

근 고령화사회로 변화되어감에 따라 신경퇴행성 질병인 Parkinson's disease(PD), 

Alzheimer disease(AD) 등 신경세포의 사멸에 의해 유도되어지는 질병에 대한 치료

제 및 예방제로써 연구되어지고 있는 물질 중의 하나이다. 본 연구에서는 뽕나무버

섯 균사체 추출물을 처리하여 유도되어지는 BDNF를 검증하 다.

  BDNF mRNA의 발편수준은 뇌의 전부분에서 발현되어지지만 가장 높은 수준으

로 발현되는 부분은 뇌의 해마 내에서 발견 (Ernfors 등, 1990)되어지므로 본 연구에

서도 쥐뇌의 해마부분으로부터 mRNA를 분리하여 그 발현을 확인하 다(Fig. ).

  뽕나무버섯 균사체 추출물에 의한 BDNF의 발현은 2∼4시간에서 발현이 유도되

어짐을 확인하 으며 (Fig. 25), 투여량에 따른 BDNF의 발현은 20 ㎎/㎏에서 가장 
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높은 수준으로 발현됨을 확인 할 수 있었다 (Fig. 24).

따라서 뽕나무버섯 균사체 추출물이 뇌에서 BDNF를 발현유도시킴으로 신경퇴행성 

질병에 관련된 특정 신경세포들의 생존을 보호하고 퇴행성 뇌질환에 대한 예방 및 

치료효과를 나타낼 것으로 사료되어진다.

2) Tyrosine-Hydroxylase gene(TH)과 Glial Derived Neurotrophic Factor

(GDNF)

  신경 양인자 가운데서 최근에 주목을 받고 있는 것이 신경교세포종양유래 신경

양인자(GDNF, glial derived neurotrophic factor)이다. GDNF는 TGF 그룹에 속

하며, Neurturin과 함께 GPI-linked 수용체에 결합하여, Receptor tyrosine kinase이

며 proto-oncogene인 c-ret를 활성화시킨다고 알려졌으나 그 정확한 기작은 아직 

확실하지 않다 (Trupp 등., 1996). GDNF 는 1993년 흰쥐 신경교세포의 종세포주인 

B49 라인의 조건배양액에서 분리되었으며, 분자량 50 kDa의 단백질로서 흰쥐의 중

뇌 흑질의 도파민성 신경세포의 배양중에서의 생존을 증진시킨다 (Lin 등., 1993). 

 GDNF는 이밖에도 척수전각운동 신경세포 (Henderson 등., 1994) 말초감각신경세

포 (Zurn 등., 1994), 교감신경절신경세포 (Buj-Bello 등., 1995), 후뇌의 노르아드레

날린성 신경세포 (Beck 등., 1995)의 생존과 재생을 촉진시킨다고 보고되었다. 

  따라서 GDNF 단백질을 주입하여 그 효력이 지속적이지 못한 문제점을 극복하기 

위하여, GDNF 유전자치료법에 의해 GDNF 생산세포를 중뇌 혹은 선조체 부위에 

주입하면 지속적으로 GDNF가 생산되어서 도파민성 신경세포의 생존과 재생을 실

질적으로 촉진시킬 수 있을 것이다. 이는 GDNF가 Dopaminergic neuron과 같은 신

경세포 전달물질을 자극하여 dopamine 생합성유도에 관여하는 TH (Molinoff 등., 

1971)의 활성화에 관여한다고 보고되었다(Carl 등., 2000).

  본 연구에서 Tyrosine-Hydroxylase (TH) mRNA는 뽕나무버섯 균사체 추출물을 

10 ㎎/㎏, 20 ㎎/㎏ 그리고 40 ㎎/㎏을 처리한 결과 10 ㎎/㎏에서 가장 높은 발현을 

유도시켰으나, 20∼40 ㎎/㎏을 투여한 실험군에서도 높은 발현율을 나타내었다 



- 87 -

Saline          5mg/Kg         10mg/Kg       20mg/Kg       40mg/Kg

BDNF

Β-actin

Saline          5mg/Kg         10mg/Kg       20mg/Kg       40mg/Kg

BDNF

Β-actin

Saline          5mg/Kg         10mg/Kg       20mg/Kg       40mg/Kg

BDNF

Β-actin

Saline 5mg/Kg 10mg/Kg 20mg/Kg 40mg/Kg

R
el

at
iv

e 
ex

pr
es

si
on

 (B
D

N
F/

ac
tin

e)

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

Fig. 24.  In rat brain, BDNF expression by dose-dependent. Untreated 

(saline) or treated with A.mellea crude extract at 5, 10, 20 and 40 mg/Kg. After 

4 hrs, the rat 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. To quantify 

the BDNF mRNA, a computer-assisted image analysis system was used. 
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Fig. 25. In rat brain, induction of BDNF mRNA by time-dependent.  The 

extract was injected into a mouse as a time indicated. After 1 to 8 hrs, the rat 

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. To quantify the BDNF 

mRNA, a computer-assisted image analysis system was used. 
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Fig. 26.  In rat brain, induction of TH mRNA by dose-dependent.  Untreated 

(saline) or treated with A.mellea crude extract at 5, 10, 20 and 40 mg/Kg. After 

4 hrs, the rat 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. To quantify 

the BDNF mRNA, a computer-assisted image analysis system was used. 



- 90 -

Saline               1                  2                  4    8

TH mRNA

Β-actin

Time Saline               1                  2                  4    8

TH mRNA

Β-actin

Time Saline               1                  2                  4    8

TH mRNA

Β-actin

Time

Treated-Time

Saline 1 2 4 8

R
el

at
iv

e 
ex

pr
es

si
on

 (T
H

 /a
ct

in
)

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

Fig. 27. In rat brain, induction of TH mRNA by time-dependent.  The 

extract was injected into a mouse as a time indicated. After 1 to 8 hrs, the rat 

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. To quantify the BDNF 

mRNA, a computer-assisted image analysis system was used. 
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Fig. 28. In rat brain, induction of GDNF mRNA by time-dependent. The 

extract(10mg/Kg) was injected into a mouse as a time indicated. After 2 to 8 hrs, 

the rat 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. To quantify the 

BDNF mRNA, a computer-assisted image analysis system was used. 
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(Fig. 26). 또한 시료처리 후 TH mRNA는 처리 후 2시간에서부터 발현을 하여 4시

간에서 가장 높을 발현율을 나타내었고, 처리 8시간 후 TH mRNA의 발현율이 감소

되어짐을 확인하 다 (Fig. 27). Dopamin 생합성에 관여하는 TH의 발현과 더불어 

GDNF는 TH mRNA 발현 전인 약 2시간에서 가장 높은 발현율을 나타냄에 따라 

GDNF가 발현된 후 TH mRNA가 발현되어 dopamin의 생합성률을 증가시키는 것

으로 사료되어진다 (Fig. 28).

3) 면역조직화학적 방법에 의한 TH의 발현 분석

  Western blotting 방법은 단백질의 발현 여부만을 알 수 있는 반면, 면역조직화학

법은 조직의 어떤 부위에서 단백질이 발현되는가를 정확히 육안으로 관찰 할 수 있

는 장점이 있다. 또한, TH는 catechol amine성 신경세포에 고도의 특이적인 면역세

포화학적 표지효소로 알려져 있으며, 조직을 이용한 면역조직화학적 염색을 통한 

TH의 형태학적인 연구가 활발히 진행되고 있어 본 실험에서도 위의 내용을 바탕으

로 쥐의 장기에서 TH의 발현여부를 확인하고자 실험을 수행하 다.

  뽕나무버섯 균사체 추출물을 TS량으로 20 ㎎/㎏을 쥐에 구강투여 한 후 4시간 뒤

에 쥐를 마취하여 조직을 고정하고 적출한 후 동결절편을 제작하여 Western 

blotting과 동일하게 TH primary antibody와 ABC kit를 이용하여 쥐의 뇌와 위에서 

면역조직화학적 염색을 실행하고 TH-IR (TH-Immuno Reactive) Neuron들의 발현

양상을 관찰하 다. 뇌에서는 TH neuron들이 가장 많이 분포되어 있는 SN 부위를 

중점적으로 관찰하 다. 

  Fig. 29의 결과와 같이 MB의 일부로서 dopamine의 생성 및 전달경로의 시작부분

인 VTA (Ventral Tegmental Area), SNR (Substantia Nigra, Reticular),  SNC 

(Substantia Nigra, Compacta) 모두에서 대조군에 (Fig. 29; A, B) 비하여 TH-IR 

neuron의 도가 더욱 높음을 관찰할 수 있었다 (Fig. 29; C, D). 특히 Dopaminergic 

neuron들에 의해 dopamine이 합성되고 분비되는 SNC 부분에서 강하게 발현되어 

TH-IR neuron들의 도가 현저하게 증가됨이 관찰되었다. 또한 VTA, SNC, SNR 

부위의 독립적으로 존재하는 neuron을 400배 현미경으로 관찰한 결과 TH-IR 
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neuron들의 발현 증가로 세포체 (cell body) 크기가 확대되었으며, 체포체 역 또한 

확장됨이 관찰되었다. 따라서 뽕나무 버섯 추출물은 MB 부위의 dopaminergic 

neuron을 활성화시켜 TH 생성이 증가하 던 것으로 추측되기 때문에 A. mellea  균

사체의 TH 발현 유도물질을 밝히고 유도물질 생산방법의 최적화 연구가 선행된다

면 Parkinson씨 병의 치료 및 예방에 활용 가치가 클 것으로 사료된다. 

  Fig. 30은 위 (Stomach)에서의 TH-IR의 발현양상을 나타낸 것으로 Eisenhofer 

등 (1999)의 보고와 같은 TH-IR 세포의 형태 및 발현양상을 보여주고 있었으며, 

TH-IR 세포들은 주로 점막근판 (Muscularis mucosae)에 나타났고 대조구에 비하

여 처리구에서는 위선 (Gastric glands)까지 TH-IR 세포들의 발현 역이 확장됨을 

관찰할 수 있었다. 또한, 동일면적 (40㎟)에 대한 TH-IR세포들의 수를 측정한 결과

에서도 점막근판에서는 약 1.6배, 위선에서는 약 3배가 높은 TH-IR 세포들이 발현

됨을 알 수 있었다 (ANOVA, P<0.05) (Fig. 31). 그러나 세계적으로 위 (Stomach)에

서 TH의 발현에 관한 연구는 아직 미진하여 이에 관련된 추가적인 연구가 따라야

할 것으로 생각된다. 
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Fig. 29.  Immunohistochemical detection of TH by A. mellea  in the 

substantia nigra after 4hours (×200). A, B : Non-treated ; C, D : Mycelia of 

A. mellea VTA : Ventral Tegmental Area ; SNC : Substantia nigra, compact ; 

SNR : Substantia nigra, reticular.
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Fig. 30.  Immunohistochemical detection of TH in the stomach. Section were 

incubated with TH antibodies (1:10000) and visualized by DAB reaction products 

using the avidin-biotin technique. A, B : Control ; C, D : Mycelia of A. mellea  ;

A, C : ×100 ; B, D : ×400 
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Fig. 31. The expression of TH-IR cells in muscularis mucosae and gastric 

glands of stomach by treatment of   mycelia of A. mellea.  . Data are 

expressed as mean±S.E.M (**P < 0.05).
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나. 다양한 배지 조성물에 의한 항산화 효과

  뽕나무버섯 균사체 추출물의 항산화 (SOD) 활성을 알아보기 위하여 Beauchamp

와 Fridovich (1971)의 방법에 준하여 활성을 측정하 다. 양성 대조군으로는 정제된 

항산화제인 bovine CuZn-SOD 1 ㎍을 사용하여 50∼70% 에탄올 균사체 추출물 각 

400 ㎍과 12% Native-PAGE을 통하여 비교 실험을 실시한 결과 (Fig. 32) 각종 추

출물 및 무기물을 첨가한 배지에서 생산한 균사체 중 5% 참마, 5% 유근피, 5% 홍삼

박, Ge 100 ppm 첨가구에서 무첨가구에 비해 3∼4배의 활성이 높게 나타났으나, 

5% 가시오갈피 가지, 5% 가시오갈피 뿌리 추출물 첨가구에서는 전혀 활성이 나타

나지 않았고, Se 50 ppm 첨가구에서는 그 활성이 매우 미약하 다. 

  Shimomura (1992)는 뽕나무 버섯을 포함한 빛을 발산하는 6 종의 버섯을 대상으

로 SOD활성을 측정해본 결과 애주름버섯(Mycena citricolor)을 제외하고는 자실체 

보다는 균사체에서 그 활성이 높았으며, 뽕나무 버섯 균사체는 6 종의 균사체 중 가

장 활성이 높았고, 17 일 동안 증식한 균사체에서 최대의 SOD 활성을 보인다고 보

고하 다. 현재 보고된 SOD 들은 다양한 분자량을 가지고 있으며, 특히 세포질에 

있는 CuZn-SOD는 이량체 (dimer)로써 분자량이 약 32∼33 kDa이며, mitochondria 

내에 있는 Mn-SOD는 삼량체 (trimer)로 분자량은 약 80∼90 kDa인 것으로 알려져 

있다.

  본 실험에서 사용된 뽕나무버섯 균사체에서 추출한 SOD는 12% Native-PAGE 

결과 CuZn-SOD와 동일한 위치에 band가 나타나는 것으로 미루어 CuZn-SOD와 

유사한 물질이거나 그 유도체인 것으로 추정되어진다. 또한, 단백질 band 2 개가 형

성되어진 것으로 미루어 2 종의 SOD가 존재하는 것으로 확인되었다. 그러나 항산화 

활성이 큰 5% 참마, 5% 유근피, 5% 홍삼박 추출물 첨가구에서는 1 개의 단백질 

band가 관찰되어 이에 관한 연구는 더 진행되어져야 할 것으로 생각된다. 
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Fig. 32. Bioassay of SOD activity from A. mellea  mycelium.  

lane  1, 1 ㎍ CuZn SOD 

lane  2, cultured A. mellea mycelium in control medium  

lane  3, cultured  A. mellea mycelium in medium contained Ge 100 ppm

lane  4, cultured A. mellea  mycelium in medium contained 5 % Morus alba L.

lane  5, cultured A. mellea  mycelium in medium contained 5 % Dioscorea

        japonica 

lane  6, cultured A. mellea  mycelium in medium contained 5 % Rhus 

         verniciflua 

lane  7, cultured A. mellea  mycelium in medium contained 5 % Ulms 

         darvidiana 

lane  8, cultured A. mellea  mycelium in medium contained 5 % waste of red 

         Ginseng 

lane  9, cultured A. mellea  mycelium in medium contained 5 % Acanthopanax 

        senticosus

lane 10, cultured A. mellea  mycelium in medium contained Se 50 ppm 
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4. 적    요

  본 연구에서는 담자균류주름버섯목 송이과의 버섯인 뽕나무버섯은 생체조절기능 

특성인 섭식 후에 발현되는 약리 및 기능성에 관하여 다음과 같이 보고한다.

  노인성퇴행질환인 파킨슨씨병과 연관하여 도파민생합성에 관련된 tyrosine 

hydroxylase의 발현 유도와 신경퇴행성과 연관된 신경세포의 사멸에 연관하여 신경

세포의 성장 및 생존에 관련된 신경 양인자인 Brain Derived Neurotrphic Factor 

(BDNF), Glial Derived Neurotrophic Factor (GDNF)의 발현유도 그리고 뽕나무버

섯에 의한 항산화효과 등 다양한 기능성을 검증하 다. 

  뽕나무버섯 추출물에 의한 신경 양인자의 발현은 시간과 투여량에 따라 실험동

물의 뇌로부터 분리한 Total mRNA를 이용하여 RT-PCR을 수행한 후 결과를 분석

하 다.

  BDNF는 뽕나무버섯 추출물 20 ㎎/㎏을 투여 후 2∼4시간에서 발현이 유도되어짐

을 확인하여, 뽕나무버섯 추출물이 뇌에서 BDNF를 발현유도시킴을 확인하 고, 향

후 퇴행성 뇌질환에 대한 예방 및 치료효과를 나타낼 것으로 사료되어진다.

또한 신경 양인자 중의 하나인 GDNF는 뽕나무버섯추출물 10 ㎎/㎏을 투여한 실험

군에서 가장 높은 발현율을 나타내었으며, 20∼40 ㎎/㎏을 투여한 실험군에서도 높

은 발현율을 나타내었다. 이와 연관하여 GDNF는 신경퇴행성질병인 파킨슨씨병 원

인중의 하나인 도파민생합성 경로의 tyrosine-hydroxylase (TH)의 발현과 접한 

관계가 있으므로 본 연구에서도 확인할 수 있었다. 뽕나무버섯 추출물 처리 후 TH 

mRNA는 처리 후 2시간부터 발현을 하여 4시간에서 가장 높은 발현율을 나타내었

고 처리 8시간 후 TH mRNA의 발현율이 감소되어짐을 확인하 다. 이는 GDNF가 

발현된 후 TH mRNA가 발현되어 도파민 생합성률을 증가시키는 것으로 사료되어

진다. 또한 단백질 수준 및 면역조직화학적 방법에 의한 TH 단백질의 발현분서결과

로는  mRNA가 단백질로 번역되어짐에 따라 뽕나무버섯 투여 후 약 4시간에서 발

현이 일어남을 확인하 으며, 특이하게 실험동물의 위(stomach)에서도 TH-IR 세포

들의 발현역역이 확장되었다. 따라서 위에서 발현되어지는 TH 단백질이 어떠한 역

할을 하는지에 대한 연구가 더욱 진해되어야 할 것으로 사료되어진다. 



- 100 -

뽕나무버섯에 의한 항산화효과 즉 노화억제효과의 경우 활성산소분해효소(SOD)를 

분석함으로써 확인 할 수 있었다. A. mellea  균사체에서 추출한 SOD는 12% 

Native-PAGE 결과 CuZn-SOD와 동일한 위치에 band가 나타나는 것으로 미루어 

CuZn-SOD와 유사한 물질이거나 그 유도체인 것으로 추정되어진다. 또한, 단백질 

band 2개가 형성되어진 것으로 미루어 2종의 SOD가 존재하는 것으로 확인되었다. 

그러나 항산화 활성이 큰 5% 참마, 5% 유근피, 5% 홍삼박 추출물 첨가구에서는 1

개의 단백질 band가 관찰되어 이에 관한 연구는 더 진행되어져야 할 것으로 생각된

다. 

위와 같은 결과를 종합하여 볼 때 뽕나무버섯은 신경퇴행성질병에 대한 예방적 효

과 및 항노화효과를 가진 약용버섯으로써 기능성 식품으로의 개발가능성을 제시하

고 있다.
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제 4 절 뽕나무버섯균의 양요구성, 대량생산 및 가공식

품개발

1. 서    론 

  뽕나무버섯균 (Armillaria mellea.)은 담자균의 일종으로 나무뿌리모양의 균사속

을 형성하며, 자실체 갓의 직경은 3∼12 cm, 갓 중앙부가 암갈색이고 주변 및 주름

살은 황갈색을 띠고, 갓의 주변에는 방사상의 선이 있다. 침엽수 및 활엽수의 사물 

및 활물에 기생하는 목재 부후균으로서 그 기생력이 강하여 산림에 치명적인 피해

를 주는 병원성 균인 동시에 봄과 가을철에 많은 자실체를 군생 또는 속생하는 식용

버섯 (honey mushroom)으로 잘 알려져 있고, 세계적으로 널리 분포되어 있다 (이 

등, 1985). 엽록소가 없어서 탄소동화 작용이 불가능하고, 독립적인 양분합성 능력이 

없기 때문에 독자생존이 불가능한 난과 식물인 천마 (Gastrodia elata)와 공생하여 

양분과 수분을 공급해줌이 밝혀진 (Zhang, 1980; Kusano, 1911) 이후 천마의 인공재

배가 가능하게 되었다. 따라서 천마 인공재배의 성패는 뽕나무버섯균에 달려있으나 

뽕나무버섯에 관한 연구는 주로 산림의 병원성 (Redfern 등, 19788; Lopez-real 등, 

1975), 분포 (Anderson 등, 1979)와 생태학 (Kwas'na 등, 2001) 및 형태학적 특성 

(Watling, 1982)에 대한 연구가 주를 이루고 있어 뽕나무 버섯균의 생리적 및 양

적 특성에 대한 체계적인 연구가 절실히 요망되고 있다.

  뽕나무 버섯균은 일반적으로 Peptone, Yeat extract, 각종 식물체 추출물과 같은 

복합기질들이 함유된 양원이 풍부한 배지 (김, 1995; 홍 등, 1990)나 PDA, 맥아배

지 (최 등, 1983; 宇田川, 1978; Raabe, 1966)에서는 균사속 (Rhizomorph)이 잘 형성

되나 양이 불충분한 제한 배지 상태에서는 균사는 생육하지만 균사속을 전혀 형

성하지 못하는 것으로 알려져 있다 (Weinhold, 1963). 또한 각종 식물체의 대사산물

에 의한 뽕나무버섯 균사속의 생육촉진 효과도 보고된 바 있는데, 최 등 (1983)은 

Hetero-auxin 및 Gibberellin 첨가가, Cheo (1982)는 Tannic acid와 Gallic acid가, 

Garraway (1970)는 ο-amino benzoic acid와 ρ-amino benzoic acid가 균사속 발달을 
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촉진한다고 하 다. 홍 등 (1990)은 각종 휘발성 유기산 및 알코올 성분 중 Valeric 

acid와 Ethanol이, Moody 등 (1972)은 Coconut, Corn, Cotton seed, Olive 등과 같은 

천연 식물 유지류와 Tween계 계면활성제 등에 의하여 뽕나무버섯 균사속의 생육이 

촉진된다는 보고도 있다. 

   뽕나무버섯은 천마와 함께 예로부터 중국 및 한국에서 진귀한 한약제로 사용되

어 왔으며, 노인병 (Geriatric patients), 중풍 (Palsy), 현기증 (Dizziness), 두통 

(Headache), 신경쇠약 (Neurasthenia), 불면증 (Insomnia), 사지마비 (Numbness in 

limbs), 소아마비 (Infantile convulsion) 간질 (Epilepsy) 등에 효과가 있는 것으로 

알려져 있다(Yang 등, 1976). Yang 등 (1984)은 뽕나무버섯 (A. mellea) 자실체로부

터 3개의 새로운 Sesquiterpenoide aromatic esters (Armillarin, Armillaridin, 

Armillaricin)를 분리했으며, Donnelly 등 (1990)과 Cremin 등 (1995)은 균사체에서

도 유사한 물질이 존재함을 확인한 바 있다. Obuchi 등 (1990)은 뽕나무버섯에서 분

리한 Armillaric acid, 2-Hydroxy-4-methoxy-6-methyl benzoic acid, Armillarin 및 

Melleolide가 그람양성 세균과 효모에 항균성을 가진다고 보고하 다. 또한, 

Watanabe 등 (1990)은 뽕나무버섯에서 분리한 Adenosine 유도체들이 대뇌보호 효

과가 있다고 보고하 으며,  김 등 (1983)은 뽕나무버섯 자실체로부터 추출한 단백

성 다당류를 쥐에 투여한 결과 항암효과 및 면역촉진 효과가 있다고 보고하 으며, 

김 등 (1998) 및 Kim 등 (1999)은 뽕나무버섯 자실체로 추출한 성분이 항혈전 효과

가 있다고 하 다. 또한 Junhua 등 (1990)에 의해 쥐와 개를 이용한 실험에서 뽕나

무버섯 추출물에서도 천마와 마찬가지로 중추신경 및 심장혈관 계통과 고지방혈증

에 대한 효과를 검색한 결과 진정작용, 경련억제, 대뇌보호, 저혈압, 고지방혈증 방

지 등에 약리 효과를 보이는 성분이 존재하고 있음이 시사된 바 있기 때문에 앞으로 

뽕나무버섯은 천마 생산을 위한 양공급원으로써 뿐만 아니라 천마재배에 소요되

는 3∼4 년 간의 기간을 단축할 수 있는 대안으로서 그리고 이를 이용한 유용 성분

의 생산 또한 크게 기대된다. 또한 유용 기능성 물질 생산을 위해 많은 장점을 가지

고 있는 뽕나무버섯 균사체에 관해서도 뽕나무버섯 자실체와 더불어 유사한 생리활

성 성분을 함유하고 있다는 보고에 근거한다면 뽕나무버섯 균사체의 생산 및 활용

기술에 관하여서도 많은 연구가 뒤따라야할 것으로 사료된다.
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  혈관이 손상되면 출혈이 일어나고 지혈과정이 뒤따르며 이 과정에서 형성된 혈소

판과 섬유소 (Fibrin)의 응집체인 혈전 (Thrombus)은 지혈과정이 완료되고 손상된 

부위의 조직이 재생되면 Plasminogen 활성화제인 Urokinase (UK), Tissue-type 

Plasminogen activator (tPA), Streptokinase (SK)에 의해 Plasminogen이 활성화된 

plasmin에 의해 용해되어 혈관의 혈액은 다시 정상상태를 유지하게 된다. 그러나 생

성된 혈전이 체내에 과도하게 축적되거나 혈전용해 기작이 원활하게 작동하지 못할 

경우 혈전증 (Thrombosis)을 유발하여 인체에 치명적인 손상을 줄 수도 있다. 이 혈

전은 혈관을 따라 흐르면서 뇌혈전증, 뇌출혈, 심부전증, 심장마비와 같은 혈관계 질

환을 유발하는데 현대인의 사망원인 중 혈관계 질환에 의한 사망이 39%로 알려지고 

있어 이 혈관계 질환의 주원인 중 하나인 혈전을 용해하는 혈전 용해제에 관한 관심

이 점점 더 커지고 있다 (정, 1991).

  현재 임상에서 사용되어지고 있는 혈전 용해제로는 UK, tPA, SK (Reed 등, 1995) 

등이 있으나 UK를 제외하고는 경구 투여를 할 수 없고 tPA의 경우 반감기가 짧은 

단점이 있다. 이 용해제들은 투여 시 혈전에 대한 선택성이 적어 전신출혈이 발생할 

수도 있으며, Fibrin에 대한 선택성이 작아 장기간 복용시 용혈현상과 면역거부반응

이 나타나는 것으로 알려져 있을 뿐만 아니라 가격이 매우 높은 단점이 있어 혈전을 

직접 용해하는 새로운 대체 혈전 용해제들이 필요한 실정이다. Mihara 등 (1991)은 

지 이 (Lumbricus lubellus)로 부터, Chung 등 (1992)은 뱀독으로부터 혈전용해제

를 분리하 으나 그 안전성 문제는 논란의 대상이 되고 있다. 또한 Kim 등 (1995), 

Lee 등 (1998)도 발효식품에서의 혈전분해효소를 분리하 다고 보고한 바 있다.   

  한편 최 등 (1999)은 국내에 자생하는 버섯인 때죽도장버섯(Daedaeopsis 

styracina), 기와옷솔버섯 (Trichaptum abietium), 구름버섯 (Coriolus versiccolor), 

모래밭버섯 (Pisolithus tinctorius) 등의 자실체에서 혈전분해 활성이 있음을 보고하

고, 또한 Kim 등 (2000, 1998)에 의해 식용버섯인 할미송이버섯 (Tricholoma 

saponaceum), 먹물버섯 (Coprinus comatus), 주름버섯 (Agaricus campestris), 점

박이애기버섯 (Coprinus disseminatus), 민자주방망이버섯 (Lepista nuda) 등의 자

실체에서도 단백질 분해 및 혈전분해 활성이 있음이 밝혀져 있으나, 이외의 버섯류
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에 대한 연구는 없는 실정이며, 균사체를 대상으로 한 혈전분해 활성에 관한 연구는 

전무한 상태이다. 뽕나무버섯은 예로부터 중국에서 천마와 함께 중풍, 어혈, 불면증 

치료제로 사용되는 한약제이기 때문에 자실체 보다도 대량생산이 훨씬 용이한 뽕나

무버섯 균사체에서도 항혈전 효과의 탐색은 상당한 의미가 있다고 판단된다. 

   뽕나무버섯 균사체 생산에 대한 예비 실험결과 엿기름 배지에서 다른 미생물에 

비하여 현저하게 높은 균사체 생산력을 확인한 바 있고 (Fig. 34), 배양액에 각종 기

능성 식물체 추출물 및 무기물을 첨가한 후 배양시켜 균체량 및 효소활성을 측정한 

결과 각각의 처리구별로 차이가 있음이 확인되었다. 총 16개의 식물체 추출물 및 무

기물 처리구 중 13개의 처리구에서 균사체 생산량 증가와 14개의 처리구에서 단백

질 분해 활성 등 각종 기능적 특성 등에서도 처리 종류 및 량에 따라서도 차이가 있

음이 확인되었다. 

  한편, 뽕나무버섯의 인공재배는 중국에서 일부 실시하고 있으나 많은 연구가 되어 

있지 않으며, 톱밥 및 나무를 이용한 인공재배시 균사속이 완전하게 증식되는데는 

약 70일이 소요되며, 자실체를 수확하기까지는 90∼100일 소요된다 (김 등, 1992). 

또한 그 수확량이 적어 상업적으로도 이용되기 어렵다. 

  그러나 뽕나무 버섯 균사체는 생산 면에서 지금까지 알려져 있는 어떠한 미생물

체 보다 높은 생산수율을 보여 배양액 1000 ㎖ 당 550 g 이상의 균사체 (생체량) 생

산 가능성이 확인된 바 있어 이의 양적 혹은 생리활성적 효능에 착안한다면 식품

이나 의약품으로 높은 잠재력을 가지고 있다고 판단된다. 또한 뽕나무 버섯에는 천

마에서 나타나는 약리적 활성이 있다는 보고도 있어 3∼4년이 소요되는 천마를 대

신할 수 있을 뿐만 아니라 배지 조성의 변형에 따라 다양한 기능성 향상을 도모할 

수 있으며, 높은 균사체 생산 잠재력을 이용한다면 산업화 가능성이 충분히 있다고 

판단되어 안정성이 검증된 천연물 함유 배지로부터 균사체 대량생산의 최적조건을 

확립하고 그 기능성을 검토하 다. 또한 균사체의 양성분 분석 및 균사체 기능성 

향상을 위한 방안을 확립하 으며, 기능성 식품 개발기술에 접목을 위하여 보조제의 

종류 및 적정배합비 선정을 통한 가공식품을 개발하 다.
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Fig. 33. The morphology of mycelia (A, B) and fruit body (C) of  A.     

mellea  in  various media
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2. 재료 및 방법

가. 공시균주

  익산대학 식량환경과 균이학 실험실에서 분리 보관 중인 뽕나무버섯균(Armillaria 

mellea)을 공시균주로 사용하 다. 

나. 합성배지를 이용한 균사체 생산

1) 배지의 조제

가) 종배양용 배지

  2.5% Malt extract (Difco), 2% Agar를 함유한 배지를 pH 5.0으로 조정하 다.

나) 배양용 배지

  Narkran's medium을 약간 수정하여 기본배지로 사용하 다. 즉 Sucrose 20 g, 

Peptone 2 g, KH2PO2 1 g, MgSO4 0.5 g, FeCl3 5 ㎎, MnSO4 5 ㎎, ZnSO4 4.4 ㎎, 

CaCl2 55.5 ㎎, Thiamine․HCl 50 ㎍, 멸균수 1000 ㎖이었다.

(1) 탄소원

  기본배지의 탄소원인 Sucrose 대신 각종 탄소원을 2% 씩 가하고 배지의 pH는 

5.0으로 조정하여 시험관 (Ø30×20㎝)과 샤레 (Ø9 ㎝)에 30 ㎖씩 분주하여 고화시켰

다. 단 탄소원 중 효과가 있는 Glucose는 0∼3%의 농도로 조제하 다.

(2) 질소원
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  탄소원을 Glucose 1.5%로 하고 Peptone 대신 각종 질소원을 질소로 0.028%되게 

조제하 다. 단 질소원 중 효과가 있는 Proteose peptone은 0∼0.25%의 농도로 조제

하 다.

(3) KH2PO4

  (1)의 배지에서 질소원을 Proteose peptone 0.2%로 조정하고 KH2PO4를 0∼0.25%

의 농도로 조제하 다.

(4) MgSO4

  (2)의 배지에서 KH2PO4의 농도를 0.15%로 조정하고 MgSO4의 농도를 0∼0.1%로 

조제하 다.  

(5) 기타 무기염류의 향

  (3)의 배지에서 MgSO4의 농도를 0.025%로 조정하고 FeCl3, MnSO3, ZnSO4, 

CaCl2의 첨가실험을 행하 으며, 이중 가장 효과가 컸던 CaCl2의 농도를 0∼10 ㎎ 

%로 달리 조제하 다. 

(6) Vitamin

  (4)의 배지에서 FeCl2 0.5 ㎎%, MnSO4 0.5 ㎎%, ZnSO4 0.44 ㎎%, CaCl2 5.55 ㎎%

로 조정하고 버섯균의 생육에 향을 미치는 Vitamin으로 알려진 Biotin, Folic acid, 

Ascorbic acid, Nicotinic acid, Ca-pantothenate 및 Thiamine․HCl의 농도를 Table 

21과 같이 달리 조제하 다.

2) 배양방법

  종배양 배지에서 10일간 배양한 군사속을 길이 3 ㎜ 씩 잘라 배지에 접종하고 온
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도실험을 제외하고는 25℃에서 배양하면서 균사속의 생장속도와 중량을 측정하

다. 고층배지 (Stab culture)에서 배양한 균사속은 시험관 밑으로 뻗어나간 길이를 

측정하 으며 평판배지 (Plate culture)에서 배양한 균사속의 colony는 직경을 측정

하 다 (Fig. 34). 균사속의 중량은 고화된 한천을 더운물에서 녹여내고 증류수로 수

회 세척한 후 건조평량한 여과지로 여과하여 65℃에서 항량이 될때까지 건조시켜 

순수한 균사속의 건조중량을 구하여 비교하 다.

다. 천연배지를 이용한 균사체 생산

1) 배지의 조제 

  보관용 배지는 2.5% Malt extract (Difco)에 2%(w/v) agar를 첨가한 배지를 pH 

6.0으로 조절하여 사용하 으며, 3개월 주기로 계대배양하여 냉장보관 하 다. 배양

용 배지는 전라북도 종자보급소에서 구입한 태백보리 품종을 이용하여 17℃, RH 

(Relative Humidity, 상대습도) 80%에서 싹이 2 ㎜될 때까지 발아시켜 천일건조한 

것을 배지원료로 사용하 다. 건조된 엿기름은 4 배의 멸균수를 첨가하여 60℃에서 

6 시간 동안 당화한 후 11 Brix°, pH 6.0으로 조절한 것을 사용하 으며, 시험관 (∅

21×20 ㎝)에 50 ㎖ 씩 분주하여 살균한 후 배지를 종배양용 배지로 사용하 다. 뽕

나무버섯 균사체의 생리 및 균사체 생산 비교실험을 위한 기타 배지 조성은 Table 

9와 같다.

2) 접종원의 조제

  종배양용 배지에 2회 계대배양하여 활성화시킨 뽕나무버섯 균사를 5×5 ㎜되게 잘

라 멸균된 기본배지에 접종하고 25℃에서 정치배양하여 대수증식기에 도달한 균을 

Homogenizer (Omni mixer, USA)를 이용하여 1,000 rpm에서 무균적으로 마쇄한 후 

Test Plate (∅16.2×16.8 ㎜)에 미리 분주해 놓은 종배양용 배지 2 ㎖에 0.5 ㎖씩 접

종하고 25℃에서 6일 동안 배양하여 이를 seed로 사용하 다.
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Fig. 34.  Growth of A. mellea  mycelium rhizomorph on stab and plate 

culture
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3) 천연물 및 무기물의 첨가

뽕나무버섯 균사체의 기능성 향상을 위하여 균사체 생산용 배지에 첨가한 각종 천

연물 및 무기물의 종류는 Table 10와 같다. 

천연물 첨가물은 10배 (V/W)의 멸균수를 가한 후 환류냉각장치를 부착하여 100℃

에서 6시간 추출하고 3000×g에서 30분간 원심분리하여 그 상징액을 사용하 으며, 

무기물은 제균용 Filter (Millipore, 0.2 ㎛)를 이용하여 제균한 후 첨가하 다. 

4) 균사체 생산 최적화

  온도, pH, 배양기간을 최적화는 Cragle 등 (1955)의 반응표면분석법에 준하여 실

시하 으며, 독립변수 3개의 중심합성계획을 사용한 것으로 α=2를 택하 고, 중심점

수는 2개를 선정하 다 (Table 11).

5) 균사체의 성분분석

가) 일반성분

  일반성분의 분석은 상법에 준하 다. 즉, 수분은 105℃ 건조법, 조단백질은 

micro-Kjeldahl법, 조지방은 Soxhlet법, 조회분은 건식회화법, 전당은 25% HCl로 가

수분해하여 얻은 환원당을 Somogyi 변법으로, 조섬유정량은 AOAC법으로 각각 분

석하 다.

나) Vitamin D 정량

  Vitamin D 추출은 Takamura 등 (1991)의 방법에 준하 으며, Provitamin D2 및 

Vitamin D2 함량은 HPLC를 이용하여 분석․정량하 다. 이때 HPLC의 분석조건은 

Table 12와 같다.
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Table 9.  List of  culture media for production of mycelia of A. mellea 

Media Composition of media (w/v%)

MCM malt extract 2%, yeast extract 0.2%, dextrose 2%

YEPD yeast extract 0.3%, peptone 0.5%, dextrose 2%

MEB malt extract 2%

Weinhold's
glucose 0.5%, (NH4)2PO4 0.2%, KH2PO4 0.175%, 

MgSO4․7H2O 0.075%, thiamine-HCl  0.1mg%

PDB potato extract 20%, dextrose 2%

DSM
soybean extract 0.3%, sucrose 3%, KH2PO4 0.45%, MgSO4 

0.05% 

GMEB germinated-malt extract broth with 11 Brix°

  MCM :  Mushroom Complete medium

  YEPD : Yeast Extract Peptone Dextrose medium

  MEB : Malt Extract Broth medium

  Weinhold's : Weinhold (1963) medium, modified

  PDB  : Potato Dextrose Broth medium

  DSM : Defatted Soybean Meal medium 

  GMEB : Germinated-malt saccharified at 65℃ with 4 fold D.W. 

               for 6 hours and adjusted to 11 Brix° 
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Table 10. List of  plants and inorganic compounds added to GMEB.

A. Plant

~

Botanical name (abbreviation) Korean name Part used

Morus alba  L.(MAL) 상백피 root bark

Ulmus darvidiana  var. japonica

Nak. (UDVN)
유근피 root bark

Dioscorea japonica  Thunb. (DJT) 참마 root bark

Rhus verniciflua  Stokes (RVS) 옻나무 stem bark

Acanthopanax senticosus 

(Rupr. et Max.) Harms.(ASH)
가시오갈피

root and

stem

Waste of red Ginseng (WRG) 홍삼박 root

Angelicae gigantis Radix. (AGR) 당귀 root

Korean Ginseng (KG) 인삼 root

B. Inorganic compound

Element (abbreviation)

Germanium (Ge)

Selenium (Se)
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Table 11. Independent variables and the levels of variables chosen for 

trials 

Variable
Levels of variables

-α
*

-1 0 1 α
*

Experi-

mental

value

Temperature (℃) X1 21 23 25 27 29

pH         X2 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0

Incubation period

(days) 
X3 12 14 16 1810

 *  -α, α = lowest and highest level for each variable (α=2) design

    by Cragle et al. (1955)

Table 12. HPLC condition for vitamin D2 analysis

Instrument HPLC (Shimadzu LC-10 Series)

Column Prodigy 5 ODS-2 (4.6 ㎜ × 250 ㎜, 5 ㎛)

Guard column Supelco Discovery C18 (2 ㎝×4.0 ㎜, 5 ㎛)

Mobile phase Methanol/Acetonitrile (25/75; vol), 1.3㎖/min 

Detection UV, 264 nm

Oven temp. 30℃

Pressure 86∼87psi
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라. 혈전용해활성 측정

1) 조효소 분리 및 정량

  조효소 분리는 Vincent 등 (1999)의 방법에 준하여 분리하 다. 즉, 뽕나무버섯  

균사체 50 g에 동량의 멸균수를 넣고 균질화한 후 600×g, 4℃, 30분간 원심분리하여 

상징액을 회수하고 동량의 100% 에탄올 (-70℃)을 서서히 가하며 교반 (최종 에탄

올 농도. 50%)시킨 후 1 시간 동안 4℃에서 교반하며 반응시켰다. 다시 600×g, 0℃

에서 30분간 원심분리하여 상징액을 회수하고 최종 에탄올 농도를 70%로 하여 4℃

에서 1시간 교반 후 1200×g, 0℃에서 원심분리하여 생성된 침전물을 10 mM 

Citrate-NaOH (pH 6.0) 완충용액에 용해시켜 사용하 다.

단백질 정량은 Lowry 등 (1951)의 방법에 의해 단백질 정량 kit (Pierce co.)를 사용

하여 측정하 으며, Bovine Serum Albumin (BSA)을 사용한 표준곡선에 의하여 환

산하 다.

2) 단백질 분해활성 

  1% Azocasein (50 mM Tris-HCl, pH 7.0) 300 ㎕에 각 조효소액 100 ㎍/50 ㎕를 

가하여 37℃에서 20분간 반응시킨 후 얼음에서 냉각된 10% (w/v) TCA 600 ㎕를 

넣고 즉시 혼합하 다. 이 시료들은 10분 동안 얼음에 보관하 으며, 15,000 rpm, 

4℃, 15분 동안 원심분리한 후 상징액을 분리하고 366 ㎚의 UV파장에서 OD값을 측

정하여 단백질분해활성을 측정하 다. 1 unit는 위 조건 하에서 Azocasein으로부터 

흡광도 0.1에 상당하는 양으로 하 다.

3) 혈전용해효소 활성

  0.15 M NaCl 함유 50 mM Tris-HCl 완충용액 (pH 7.4)에 Fibrinogen을 최종농도 

0.3% 되도록 완전히 용해시킨 용액 5 ㎖에 동량의 2% Agarose 5 ㎖을 첨가하여 혼

합한 후 용액에 Thrombin (100NIH unit/㎖) 0.1 ㎖을 첨가하여 1시간 동안 실온에
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서 고화시켜 fibrin plate를 조제하 다. Fibrin plate에 지름 5 ㎜의 구멍을 만들어 

각 조효소 추출물 200 ㎍과 대조구로 정제된 혈전효소인 Plasmin 1 unit 

(Calbiochem co.)를 점적한 후에 37℃에서 12시간 반응시켜 plasmin 용해면적에 대

한 시료의 상대적인 용해면적 비율로 환산하여 산출하 다.

마. 데이터 분석

  균사체 생산에 대한 실험자료의 통계처리를 위하여 SAS program (version 8.1)을 

이용하여 ANOVA와 RSREG을 수행하여 유의성을 검증하 다. 모든 데이터는 95% 

신뢰도범위에서 표현되었다. 

2.  결과 및 고찰 

가. 합성배지 상에서의 양 요구성

  혈전용해활성을 위주로 기능성 유망버섯을 발굴위기 위하여 야생균주 및 일반 재

배되고 있는 식용 및 약용버섯균을 대상으로 실험한 결과 대량생산 가능성 및 균사

체 생산수율 면에서 뽕나무버섯 균사체를 활용하는 방안이 가장 바람직하 기 때문

에 합성배지를 이용하여 뽕나무버섯균에 대하여 탄소원, 질소원, 무기물, 비타민 등

의 양요구성을 검토하 다. 

 

1) 탄소원의 향

  기본배지의 탄소원인 Sucrose 대신 각종 당류를 탄소원으로 2%씩 첨가하여 균사

속 생산에 미치는 향을 검토한 결과는 Table 13와 같이 뽕나무버섯균은 Sorbose

와 Lactose를 제외한 당류를 이용하여 균사속을 생산할 수 있었으며, 다당류, 이당

류 및 당알코올 보다 단당류를 더 효과적으로 이용함을 알 수 있었다. 단당류는 5탄

당 보다 6탄당의 경우가 더 효과적이었고 6 탄당 중에서는 Glucose와 Fructose가 우

수한 탄소원임을 알 수 있었는데 Glucose는 Fructose보다 평판배양시 균사속 생산
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량이 약 10 ㎎이 더 많아 가장 우수한 탄소원으로 나타났다. 

  Kuraishi (1954)는 3 종의  Armillaria  sp. 분리균주의 균사속 생산에 가장 우수한 

탄소원은 Glucose와 Sucrose 으며, 당류가 유기산을 탄소원으로 하 을 때보다 훨

씬 더 효과적이었다고 한 보고와 유사한 경향이었다.

2) Glucose 농도의 향

  탄소원 중 가장 우수하 던 Glucose의 농도가 균사속 생산에 미치는 향을 살펴

보기 위하여 0∼3.0%의 농도로 조정하여 본 결과는 Table 14에서와 같이 Glucose의 

농도가 증가함에 따라 1% 이상의 농도에서 균사속의 생성수가 20개 이상을 나타내

었고 1.5∼2.0%의 범위에서 균사속의 생산량이 가장 많았는데 배양 12일째 균사속 

생산량은 평판배양시 Glucose 농도 1.5%에서는 223 ㎎, 2.0%에서는 215 ㎎으로 

1.5%의 농도에서 약간 많았다.   

3)  질소원의 향

  각종 질소원이 균사속 생산에 미치는 향을 검토하기 위하여 각종 질소원을 질

소량으로 0.028%되게 조정하여 본 결과는  Table 15과 같다. 균사속 생산은 무기태 

질소원보다 유기태 질소원에서 높았고 유기태 질소원 중에서는 Proteose- peptone

이 6일까지 가장 우수하 으며, 다음으로는 Bacto-pepotone이었으나 12일에는 

Bacto-pepotone과 Proteose-peptone 순이었다. 무기태 질소원들은 대부분 균사속 

생장을 촉진시키지 못하 지만 그 중에도 양호한 촉진효과를 보이는 질소원은 

(NH4)2HPO4이었다. 그러나 질산태 질소원과 아질산태 질소원은 균사속 생산량이 감

소할 뿐만 아니라 균사속 생육에도 부진한 면을 보여 오히려 저해적임을 알 수 있었

다. 이는 Peptone이나 Glycine, Asparagine 등과 같은 유기태 질소원을 뽕나무버섯

균이 더 잘 이용하며, 아질산태 질소원에서는 전혀 생육하지 못하 다고 보고한 

Kuraishi (1954)의 보고와 유사한 경향이었다.
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Table 13. Effect of carbon sources on the rhizomorph growth of A. mellea

Carborn source

(2%, w/v)

Stab culture Plate culture

Growth rate(mm) Mycelial dry 

weight(mg)
*

Growth rate(mm) Mycelial dry 

weight(mg)6 days 12 days 6 days 12 days

Control (  +)**3 (  +) 7 23 (  +) 8 (  +) 10 27

Soluble Starch (  +) 6 (  +) 20 61 (  +) 10 (  +) 20 112

CMC (  +) 3 (  +) 10 65 (  +) 19 (  +) 28 92

Sucrose ( ++) 15 ( ++) 45 197 ( ++) 32 ( ++) 50 215

Maltose (  +) 13 ( ++) 35 172 (  +) 33 ( ++) 58 204

Lactose (  -) 5 (  -) 7 5 (  -) 7 (  -) 20 7

Glucose ( ++) 15 (+++) 50 212 (+++) 36 (+++) 63 225

Fructose ( ++) 16 (+++) 50 212 ( ++) 36 (+++) 60 215

Galactose ( ++) 10 (+++) 33 159 ( ++) 30 (+++) 45 192

Mannose ( ++) 20 ( ++) 50 208 ( ++) 39 (+++) 68 220

Xylose (  +) 10 (  +) 25 116 (  +) 35 ( ++) 55 135

Sorbose (  -) 0 (  -) 0 0 (  -) 0 (  -) 0 0

Mannitol (  +) 17 (  +) 35 168 (  +) 24 ( ++) 48 175

A. mellea was cultured in Narkaran's medium (pH 5.0) for 12days at 25℃, and 

the rhizomorph weight(㎎) was measured.

Number of rhizomorph: -; 0, +; 1, ++; 11-20, +++; above 20
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Table 14.  Effect of concentration of glucose on the rhizomorph growth of 

A. mellea

Glucose conc.

(%, w/v)

Stab culture Plate culture

Growth rate(mm) Mycelial dry 

weight(㎎)*

Growth rate(mm) Mycelial dry 

weight(㎎)6 days 12 days 6 days 12 days

0 (  +)
**
7 (  +)

 
12 25 (  +) 8 (  +)

 
10 25

0.5 ( ++) 9 ( ++) 27 117 ( ++) 12 ( ++) 33 129

1.0 (+++) 25 (+++) 45 198 (+++) 33 (+++) 54 174

1.5 (+++) 20 (+++) 50 213 (+++) 35 (+++) 63 223

2.0 (+++) 22 (+++) 50 212 (+++) 32 (+++) 60 215

2.5 (+++) 30 (+++) 50 208 (+++) 30 (+++) 66 217

3.0 (+++) 21 (+++) 40 207 (+++) 27 (+++) 60 209

A. mellea was cultured in Narkaran's medium (pH 5.0) for 12days at 25℃, and 

the rhizomorph weight (㎎) was measured.

Number of rhizomorph: -; 0, +; 1, ++; 11-20, +++; above 20
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4) Proteose peptone 농도의 향

  질소원 중 균사속 생산에 가장 우수하 던 Proteose peptone의 농도를 0∼0.5%로 

달리 조제하여 그 향을 검토한 결과는 Table 16에서와 같이 질소원은 균사속 생

산에 접한 관련성을 보 는데 질소원의 무첨가시는 균사속의 생산이 전혀 이루어

지지 못하 고 Proteose peptone의 농도가 증가함에 따라 0.2% 이상의 농도에서 균

사속의 생산이 활발하 으며, 0.2% 농도에서 최고의 균사속 생산량을 보여 고층배

지에서 223 ㎎, 평판배지에서 235 ㎎의 생산량을 보 으나 그 이상의 농도에서는 증

가현상을 볼 수 없었다.

5) 무기염류의 향

가) KH2PO4 농도

  배지 중의 KH2PO4의 농도가 균사속 생산에 미치는 향을 검토하기 위하여 

KH2PO4의 농도를 0∼0.25%로 달리하여 본 결과는 Table 17에서와 같이 KH2PO4의 

농도가 증가함에 따라 균사속 생산량도 증가하여 0.15%에서 배양 12일의 균사속 생

산량이 고층배지에서 230 ㎎, 평판배지에서 243 ㎎으로 최대치를 보 으며 그 이상

의 농도에서는 농도가 증가함에 따라 점점 감소하는 추세를 보 다. 이는 北本과 葛

西 (1968)의 Flavolus arcularius의 균체생육이 KH2PO4 0.3% 농도일 때, 金 (1985)

의 Pleurotus sajor-caju와 Pleurotus ostreatus에서 0.2%제일 좋았다고한 농도보다

는 약간 낮았으나 金 (1986)의 Lyophyllum decastes의 균체생산 최적 농도인 0.4%

와는 큰 차이를 보 다. 또한 Morrison (1975)은 뽕나무버섯의 균사속이 PO4
-2 이온

을 잘 흡수한다고 보고한 바 있다.

나) MgSO4 농도

   균사속 생산에 미치는 MgSO47H2O 농도의 향을 검토하기 위하여 0∼0.1%

의 농도로 달리하여 본 결과는 Table 18에서와 같이 MgSO47H2O의 
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Table 15. Effect of nitrogen sources on the rhizomorph growth of  A. 

mellea

Nitrogen source

(0.028%, N)

Stab culture Plate culture

Growth rate(mm) Mycelial dry 

weight(mg)*

Growth rate(mm) Mycelial dry 

weight(mg)
6 days 12 days 6 days 12 days

Control (  -)
 
3 (  -)

 
6 5 (  -)

 
8 (  -)

 
5 10

Bacto-peptone ( ++) 20 (+++) 50 211 ( ++) 35 (+++) 60 227

Proteose-peptone (+++) 18 (+++) 51 221 (+++) 33 (+++) 72 233

Tryptone (  +) 6 (+++) 34 161 ( ++) 32 (+++) 48 195

Casaminio acid (  +) 8 (+++) 30 36 (  +) 13 ( ++) 25 45

Urea (  -) 3 (  -) 10 7 (  -) 3 (  -) 10 12

(NH4)2SO4 (  -) 4 (  +) 18 25 (  -) 15 (  +) 19 37

(NH4)2HPO4 (  +) 8 (  +) 24 69 (  +) 16 (  +) 40 163

(NH4)2C4H4O6 (  +) 5 (  +) 30 35 (  +) 8 (  +) 20 37

NH4NO3 (  +) 5 (  +) 20 51 (  +) 5 (  +) 18 50

KNO3 (  -) 3 (  -) 10 10 (  -) 5 (  -) 13 21

NaNO3 (  -) 3 (  -) 6 5 (  -) 3 (  -) 8 7

NaNO2 (  -) 0 (  -) 0 0 (  -) 0 (  -) 0 0

A. mellea  was cultured in Narkaran's medium (pH 5.0) for 12days at 25℃, and 

the rhizomorph weight (mg) was measured.

Number of rhizomorph: -; 0, +; 1, ++; 11-20, +++; above 20
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Table 16. Effect of  proteose peptone concentrations on the rhizomorph 

growth of A. mellea

Proteose 

peptone conc.

(%, w/v)

Stab culture Plate culture

Growth rate(mm) Mycelial dry 

weight(mg)*

Growth rate(mm) Mycelial dry 

weight(mg)6 days 12 days 6 days 12 days

0 (  -) 2 (  -) 5 5 (  -) 8 (  -) 9 9

0.1 (  +) 18 ( ++) 40 173 ( ++) 22 ( ++) 53 174

0.2 (+++) 17 (+++) 50 223 (+++) 32 (+++) 72 235

0.3 (+++) 17 (+++) 45 216 (+++) 33 (+++) 70 213

0.4 (+++) 14 (+++) 40 209 (+++) 25 (+++) 67 207

0.5 (+++) 15 (+++) 40 205 (+++) 25 (+++) 60 196

A. mellea was cultured in Narkaran's medium (pH 5.0) for 12 days at 25℃, and 

the rhizomorph weight (mg) was measured.

Number of rhizomorph: -; 0, +; 1, ++; 11-20, +++; above 20
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 농도는 0.025%에서 가장 양호하 으며 그 이상의 농도에서는 오히려 균사속 생산

이 점점 감소하는 경향을 보 다. 이는 Casselton과 Casselton (1966)이 Coprinus 

lagopus가 MgSO47H2O 0.03%의 농도에서 균사생육이 가장 우수하 다는 보고 

보다는 약간 낮은 경향이었으나 金 (1986)의 Lyophyllum decastes의 균사체 생산 

최적 농도인 0.06%와는 큰 차이를 보 다.

다) CaCl2 농도

  기본배지의 5 종의 미량 무기염류중 균사속 생산에 가장 큰 향을 미쳤던 CaCl2

의 농도를 0∼10 ㎎%로 조정하여 그 향을 검토한 결과는 Table 11에서와 같이 

CaCl2의 농도가 증가함에 따라 균사속의 생산도 증가하여 5.5 ㎎% (w/v)의 농도에

서 배양 12일의 균사속 생산량이 고층배양에서 236 ㎎, 평판배양에서 288 ㎎으로 가

장 높았으며 그 이상의 농도에서는 약간씩 감소되는 경향을 보 다. 이는 北本 등 

(1974)의 Psilocybe panaeoliformis에서 CaCl2의 첨가는 균사생육에 저해적 이었다

는 보고와는 큰 차이를 보 으나 金 (1986)의 Lyophyllum decastes의 균사체 생산

시 0.01%의 CaCl2 첨가는 균체 생육을 촉진시켰다는 보고보다는 약간 낮은 경향이

었다. 

라) 기타 무기염류

  무기 미량원소들인 Mn, Fe, Zn 및 Ca ion등이 균사속 생산에 미치는 향을 검토

하여 본 결과는 Table 20와 같이 각종 미량원속들은 무첨가구에 비하여 첨가구에서 

균사속의 생산을 촉진시켰는데 상기 5종의 미량원소 중 Ca ion을 제외한 4종의 원

소만을 첨가시켰을 때 균사속의 생산이 현저히 감소되는 것으로 미루어 Ca ion이 

균사속 생육과 접한 관련이 있음을 알 수 있었다.

7) 비타민의 향

  담자균의 생육을 촉진시키는 것으로 알려진 Biotin, Folic acid, Ascorbic acid, 
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Table 17. Effect of potassium phosphate monobasic concentrations on the  

rhizomorph growth of A. mellea

KH2PO4 conc. 

(%, w/v)

Stab culture Plate culture

Growth rate(mm) Mycelial dry 

weight(mg)*

Growth rate(mm) Mycelial dry 

weight(mg)6 days 12 days 6 days 12 days

0 (  +) 9 (  +) 5 126 (  +) 13 (  +) 31 205

0.05 (  +) 12 ( ++) 27 205 (  +) 15 ( ++) 60 218

0.10 ( ++) 17 (+++) 50 220 ( ++) 30 (+++) 72 231

0.15 (+++) 30 (+++) 55 230 (+++) 55 (+++) 90 243

0.20 (+++) 27 (+++) 50 217 (+++) 50 (+++) 90 240

0.25 (+++) 27 (+++) 47 163 (+++) 50 (+++) 85 222

A. mellea  was cultured in Narkaran's medium (pH 5.0) for 12days at 25℃, and 

the rhizomorph weight (mg) was measured.

Number of rhizomorph: -; 0, +; 1, ++; 11-20, +++; above 20
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Table 18. Effect of  magnesium sulfate concentrations on the rhizomorph 

growth of A. mellea

MgSO4 conc. 

(%, w/v)

Stab culture Plate culture

Growth rate(mm) Mycelial dry 

weight(mg)*

Growth rate(mm) Mycelial dry 

weight(mg)6 days 12 days 6 days 12 days

0 ( ++) 18 (+++) 45 143 ( ++) 47 (+++) 82 236

0.025 (+++) 45 (+++) 55 234 (+++) 55 (+++) 90 289

0.050 (+++) 30 (+++) 55 233 (+++) 52 (+++) 90 245

0.075 (+++) 30 (+++) 52 183 (+++) 32 (+++) 76 240

0.1 ( ++) 27 ( ++) 50 183 (  +) 25 ( ++) 70 221

A. mellea  was cultured in Narkaran's medium (pH 5.0) for 12days at 25℃, and 

the rhizomorph weight (mg) was measured.

Number of rhizomorph: -; 0, +; 1, ++; 11-20, +++; above 20
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Table 19. Effect of  calcium chloride concentrations on the rhizomorph 

growth of A. mellea

CaCl2 conc. 

(mg%, w/v)

Stab culture Plate culture

Growth rate(mm) Mycelial dry 

weight(mg)*

Growth rate(mm) Mycelial dry 

weight(mg)6 days 12 days 6 days 12 days

0 (  +) 20 (  +) 5 143 ( ++) 47 (+++) 82 236

2.50 (+++) 40 (+++) 55 234 (+++) 55 (+++) 90 289

5.55 (+++) 45 (+++) 55 233 (+++) 52 (+++) 90 245

7.50 (+++) 43 (+++) 52 183 (+++) 32 (+++) 76 240

10.00 ( ++) 35 ( ++) 50 183 (  +) 25 ( ++) 70 221

A. mellea  was cultured in Narkaran's medium (pH 5.0) for 12 days at 25℃, and 

the rhizomorph weight (mg) was measured.

Number of rhizomorph: -; 0, +; 1, ++; 11-20, +++; above 20
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Nicotinic acid, Ca-pantothenate 및 ThiamineHCl 등이 균사속 생산에 미치는 

향을 검토하여 본 결과는 Table 21에서와 같이 뽕나무버섯균의 균사속 생산에 촉진 

효과를 보이는 Vitamin 및 그 농도는 Biotin 0.05∼0.1 ㎎/ℓ, Ascorbic acid 250 ㎎/

ℓ, Nicotinic acid 0.1250 ㎎/ℓ, Thiamine․HCl 0.05∼0.1 ㎎/ℓ 이었으며, 이중 가

장 양호한 효과를 보인 Vitamin은 Thiamine․HCl이었다. Thiamine․HCl은 0.1 ㎎/

ℓ 농도에서 고층배양시 250 ㎎, 평판배양시 307 ㎎의 균사속 생산량을 보여 가장 

양호하 는데 이는 뽕나무버섯 균사속 생육에 가장 양호한 Vitamin은 Aneurin 

(Thiamine)으로 최적 농도는 50∼100 ㎍/ℓ 이었다는 Kuraishi (1954)의 보고와 유

사한 경향이었다.

나. 천연성배지를 이용한 균사체 생산

1) 최적배지선정

  뽕나무버섯의 균사체 생산 최적배지를 선정하기 위해 기존에 보고된 천연, 합성, 

반합성 액체배지에 50 ㎖ 당 건조 균체량으로 153∼155 ㎎인 접종원을 접종하여 2

5℃에서 11일 동안 배양시켜 건조 균체량을 측정한 결과는 Fig. 35과 같다. 균사체 

생산은 GMEB (맥아즙 배지)가 2.3149 g으로 가장 양호하 고 그 다음으로는 MCM 

(버섯 완전배지), YEPD, PDB (감자추출물 배지), DSM (탈지대두박 배지), MEB, 

변형된 Weinhold's (1982)의 배지 순이었으며, 맥아즙 배지, 버섯완전 배지, YEPD, 

감자추출물 배지, 탈지대두박 배지에서는 균사속 (Rhizomorph)이 잘 형성되었으나 

그 외의 제한된 배지에서는 형성되지 못하 다. 이는 최 등 (1983), Weinhold 등 

(1963), 홍 등 (1987)의 연구와 유사한 경향을 보 으나, Hansson 등 (1984)이 MEB

배지에서 균사속을 생산했다는 보고와는 다소 차이가 있었다. 

  최 등 (1983)은 Gibberrellin, Vitamin, Folic acid 첨가가, Cheo (1981)는 Tannic 

acid (0.6%), Weinhold (1963), Moody 등 (1971), 홍 등 (1990)은 알코올, 유기산 및 

지방산 첨가가 뽕나무버섯  균사체 생산에 효과를 나타내었다고 보고한 바 있으나, 

보리에는 전분, 단백질, 지방의 유기질, Phosphate, Potassium salts 등의 무기질 성 
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Table 20. Effect of  minor mineral salts on the rhizomorph growth of A. 

mellea

Mineral salt

Stab culture Plate culture

Growth rate(mm) Mycelial 

dry 

weight(mg)
*

Growth rate(mm) Mycelial 

dry 

weight(mg)
6 days 12 days 6 days 12 days

Control (  +) 18 (  +) 30 102 (  +) 25 (  +) 43 205

MnSO4+ZnSO4+CaCl2 ( ++) 35 ( ++) 43 125 ( ++) 42 ( ++) 64 260

FeCl3+ZnSO4+CaCl2 ( ++) 27 ( ++) 40 150 ( ++) 36 ( ++) 50 240

FeCl3+MnSO4+CaCl2 ( ++) 40 ( ++) 45 191 ( ++) 45 ( ++) 65 268

FeCl3+MnSO4+ZnSO4 (  +) 20 (  +) 35 110 (  +) 30 (  +) 45 216

FeCl3+MnSO4+ZnSO4

+CaCl2
(+++) 45 (+++) 55 232 (+++) 52 (+++) 90 290

A. mellea  was cultured in Narkaran's medium (pH 5.0) for 12 days at 25℃, and 

the rhizomorph weight (mg) was measured.

Number of rhizomorph: -; 0, +; 1, ++; 11-20, +++; above 20
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Table 21. Effect of  various vitamin source on the rhizomorph growth of  

A. mellea

Vitamin 
conc.

(mg/l)

Stab culture Plate culture

Growth rate(mm)
Mycelial 

dry 

weight(mg)

*

Growth rate(mm) Mycelial 

dry 

weight(mg)6 days 12 days 6 days 12 days

Control 0 ( ++) 20 ( ++) 37 165 ( ++) 24 (+++) 55 209

Biotin 0.01 (+++) 20 ( ++) 40 168 ( ++) 25 (+++) 62 213

0.05 (+++) 43 (+++) 55 236 (+++) 50 (+++) 90 299

Folic acid 0.03 (+++) 23 (+++) 45 187 (+++) 43 (+++) 75 237

0.15 ( ++) 23 ( ++) 47 195 (  +) 47 ( ++) 82 247

Ascorbic

  acid

 250 ( ++) 32 (+++) 50 214 ( ++) 51 (+++) 88 271

1000 (+++) 25 (+++) 45 175 (+++) 36 (+++) 72 222

Nicotinic

  acid

0.1 (+++) 35 (+++) 50 230 (+++) 52 (+++) 90 292

0.5 (+++) 25 (+++) 42 175 (+++) 35 (+++) 72 222

Ca-pantot-

henate

0.1 ( ++) 23 ( ++) 40 168 ( ++) 28 ( ++) 63 213

0.5 (+++) 21 (+++) 47 203 (+++) 50 (+++) 86 257

Thiamine

HCl

0.05 (+++) 45 (+++) 55 232 (+++) 52 (+++) 90 287

0.10 (+++) 45 (+++) 55 240 (+++) 61 (+++) 90 307

A. mellea  was cultured in Narkaran's medium (pH 5.0) for 12 days at 25℃, and 

the rhizomorph weight (mg) was measured.

Number of rhizomorph: -; 0, +; 1, ++; 11-20, +++; above 20
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Fig. 35.  Time course of  mycelial production of  A. mellea.  

.grown at 25℃, pH 6.0 for 13days in various media. 

.initial dry cell weight of mycelia was 0.153∼0.155 g.

   MCM : Mushroom complete medium 

   YEPD    : Yeast Extract Peptone Dextrose medium

   MEB : Malt Extract Broth medium

   Weinhold's : modified Weinhold (1963) medium 

   PDB : Potato Dextrose Broth medium

   DSM : Defatted Soybean Meal medium 

   GMEB    : saccharified germinated-malt at 65℃ and adjusted to 

               11 brix° (Yang, 1982)
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분과 Polyphenol성 물질 및 Tannin, Vitamin B1, B2, E 등의 성분뿐만 아니라  발아

시  작용되는  Amylase,  β-Glucanase,  Protease, Phosphatase 등의 효소에 의한 

고분자 물질의 저분자물질로의 전환에 의하여 맥아즙 배지에 풍부한 양물질이 공

급되어 짐에 따라 맥아즙 배지에서 균사체 생산이 우수한 것으로 추정된다

2) 균사체 생산배지 최적화

  반응표면분석법 (RSM, Response Surface Methodology)은 여러 개의 요인변수가 

복합적으로 작용하여 반응변수에 향을 미칠 때 반응변화가 이루는 반응표면에 대

한 통계적인 분석방법으로 제품개발 및 생산, 최적 공정조건을 찾는데 세계적으로 

널이 이용되고 있으며, 최근 우리나라의 식품개발 및 반응특성 연구에 많이 응용되

고 있다. 최근 세균을 비롯한 효모, 사상균 등의 증식조건 및 2차 대사산물 생산의 

최적조건을 확립하고자 많이 사용되고 있으나 뽕나무버섯 균사체와 같은 균사속을 

형성하는 균류에 적용한 예는 보고된 바 없다. 

   맥아즙 배지가 그 외의 배지에서 보다 균사체 생산 수율이 4.6∼14.2배가 높게 나

타남에 따라 맥아즙 배지를 배양용 우수 배지로 선정하고 이의 최적조건을 확립하

고자 맥아즙 배지의 농도 (Brix°)를 달리하여 pH 6.0, 25℃에서 14일 동안 배양시킨 

후 건조 균체량을 측정하 으며, 그 결과는 Fig. 36과 같다.

  Fig. 37에서와 같이 일반적으로 버섯균 배양에 사용하는 맥아즙배지의 농도 11 

Brix° 보다 15 Brix° 에서 건조 균체량이 가장 우수하 으며, 그 이상의 농도에서는 

오히려 억제효과를 보 다. 이때 배양액 중의 pH는 5.1∼5.5 범위를 나타냈다.  

  Table 22는 Fig. 36에 표현된 데이터를 SAS Program (ver. 8.1)을 이용하여 RSM

을 실행한 결과로 맥아즙 농도의 변화에 따라 통계적으로 균체량의 차이가 있음을 

보여주고 있으며, 맥아즙 농도 16.123 Brix° 에서 최대 예측치 3.04 g/50 ㎖을 나타내

었다 (P<0.001). 또한, 통계처리에 의하여 가정된 모형이 실제실험 데이터 자료에 얼

마나 적합한지를 보여주는 결정계수 (R2)가 0.6832로 나타나 가정된 모형이 실험 데

이터에 비교적 잘 표현해주고 있음을 알 수 있었다.  
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  그러나 15 Brix° 에서도 3.03 g/50 ㎖의 높은 예측치를 보여주고 있으며, 또한 맥

아즙배지 제조시 당화과정 후 당화액의 최종농도가 15.2∼15.6 Brix° 사이에서 형성

되어 진다. 그러므로 맥아즙 배지를 16 Brix° 이상으로 만들기 위해서는 농축과정이 

추가되며, 이로 인한 경제적 손실 및 배지의 열변성이 발생한다. 따라서, 본 연구에

서는 균체생산에 맥아즙 배지의 적정 농도를 15 Brix° 로 하 다.

  Fig. 27는 15 Brix° 맥아즙 배지에서 초기배지 pH 조건에 따른 배양기간별 균체량

의 변화로 pH 5.5와 pH 6.0 에서는 흡사한 경향을 보인 반면, pH 5.0에서는 현저한 

증식억제를 보 다.  

  위의 결과를 바탕으로 뽕나무버섯 균사체 생산을 위한 온도 (X1), pH (X2), 배양기

간 (X3)의 최적조건을 구명하기 위하여 Table 11에 정의된 Cragle 등 (1955)의 반응

표면 실험계획법을 적용하여 조건 구명을 실시하 다. 이 때 α값을 2로, 중심점은 2

개로 선정하 으며, 3반복으로 실시한 결과를 Table 23, 24와 Fig. 38로 나타내었다. 

  Table 23와 같이 온도, pH, 배양기간 등에 대하여 SAS Program (ver. 8.1)으로 

RSM을 적용하여 분석한 결과 온도, pH, 배양기간의 각 인자들은 통계적으로 높은 

유의성 (P<0.0001)을 보여 온도, pH, 배양기간의 변화에 따라 뽕나무버섯 균사체 생

산에 큰 향이 있음을 알 수 있었나 교호작용은 통계적인 유의성이 없었다. 또한, 

결정계수 (R2)가 0.843으로 높은 결정계수를 보 으며, 결정계수가 1에 가깝다 할 

수 있으므로 가정된 반응 모형이 자료에 잘 적용됨을 알 수 있었다.  

  Table 24는 실험치와 Table 22의 방정식에 적용한 예측치를 비교한 결과로서 실

험번호 2, 6, 7, 13, 14에서는 비교적 많은 차이를 보 지만 대부분의 데이터가 실험

치와 예측치가 서로 유사하여 통계적으로는 25.90℃, pH 5.72, 배양기간 15.22 일에

서 3.40 g/50 ㎖으로 최대 수율을 보이는 것으로 나타내었다. 

   Fig. 39는 RSM을 적용하여 3차원 반응표면과 2차원 등고선으로 나타낸 결과로

서 23℃ 미만, 29℃ 이상의 온도와 5.0 이하와 7.0 이상의 pH에서는 뽕나무버섯 균사

체 생육이 현저하게 저하된 반면, 25∼27℃, pH 5.5∼6.0 및 배양기간 14∼17일에서 

뽕나무버섯 균사체 생산이 가장 양호하 다. 특히, pH 5.5∼6.0 범위에서 pH 변화에 

대해서는 둔감하게 작용한 반면 온도와 배양기간의 변화가 뽕나무버섯 균사체 생산
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에 민감하게 작용함을 보여주고 있어 온도와 증식기간이 뽕나무버섯 균사체 생산에 

결정적인 요인임을 알 수 있었다. 

  최 등 (1983)은 본 실험과 동일한 맥아즙 배지 (11 Brix°)배지에 ㅁgar를 첨가하여 

고화시킨 고체배지에서 pH 6.0, 온도 27℃에서 뽕나무버섯  균사생육이 양호하 고, 

상기배지에 vit. A 200ppm 첨가하 을 때 314.6 ㎎/10 ㎖의 균체량을 보 다는 보고

는 본 실험과 유사한 경향임을 알 수 있었으나 균체량 면에 있어서는 2배 가량의 차

이를 나타냈다. 

  또한, 합성배지에서 차 (1981)는 pH 6.2∼7.0 범위에서 Cook 등 (1991)은 pH 6.2

5∼6.5 범위에서 뽕나무버섯  균사체 생산이 양호하다고 보고하여 본 연구와 상이점

이 있으나 이는 배지의 차이로 생각된다. 그러나 15∼21℃의 온도범위에서 뽕나무버

섯  균사체 생산이 양호하 다는 Gibson 등 (1964)의 보고가 있어 23℃ 이하에서 균

사체 생산이 현저하게 감소한 본 실험과는 대조적인 차이를 보여 이에 관한 연구가 

요구된다.

전통적인 실험방법 즉, 한 변수를 제외한 모든 변수를 고정시키고 한번에 한 변수만

을 변화시켜 그 효과를 관찰하는 방법은 변수들이 상호 의존성을 가지고 있을 경우

에는 최적조건이라 보기 어렵다 (이 등, 2000). 그러나 통계적인 실험계획 및 방법은 

이를 극복하여 전통적인 방법으로 찾아내기 힘든 True optimum condition을 구할 

수 있다. 따라서 본 연구는 통계적인 방법을 적용하여 반응변수가 복합적으로 작용

할 때 균사체 생산의 변화 및 최대 생산을 위한 이들 변수의 최적조건을 선정하 으

며 추후 비슷한 연구에 중요한 자료가 되리라 사료된다.

3) 천연물 추출물이 균사체 생산에 미치는 향

  뽕나무버섯 균사체 생산용 배지에서 균사체의 기능적 특성을 향상시킬 목적으로 

국내에서 약용 및 식용으로 이용되는 각종 기능성 소재들의 첨가가 균사체 생산에 

미치는 향을 검토하 다. 각종 천연물을 10배 (v/w)의 멸균수를 가한 후 환류냉각

장치를 부착하여 100℃에 서 6시간 추출하고 3000×g에서 30분간 원심분리하여,
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of A. mellea

. grown at 25℃ and pH 6.0 for 14 days 

. Data shown are means of five replicates ± S.E.M
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Table 22.  The equation by RSM program for DCW of A. mellea on various 

GMEB concentration.

Factor   Pr > F Equation

 Brix° 0.0010 Y=-0.011B
2
 + 0.3640B + 0.1069

  Coefficient of determination (R2) = 0.6832

  Maximum predicted value at stationary point (B = 16.123) : 3.04

  Y = DCW (g/50㎖) of A. mellea (25℃, pH 6.0)

  B = Brix°, GMEB concentration
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Table 23. The equation by RSM program for DCW of A. mellea  for the 

defined model in Table 11.

Factor   Pr > F Equation

 X1 (Temperature) <.0001

Y=-0.157X1
2 - 1.903X2

2 - 0.091X3
2 - 

0.495X1X2 + 0.009X1X3 + 

0.095X2X3 + 10.830X1 + 33.132X2 

+ 1.189X3 - 246.707

 X2 (pH) <.0001

 X3 (Incubation

     period)
<.0001

  Coefficient of determination (R2) = 0.8432
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Table 24.  Predicted and experimental value of response surface for 

mycerial production of  A. mellea  at the defined conditions in Table 11.

Trial no.

Variables
Experimental 

value(g/50㎖)

Predicted 

value
**
(g/50㎖)X1 X2 X3

1 -1 -1 -1 1.147 0.889

2  1 -1 -1 2.925 2.333

3 -1  1 -1 0.534 0.948

4  1  1 -1 0.311 0.414

5 -1 -1  1 1.756 1.588

6  1 -1  1 3.655 3.176

7 -1  1  1 1.500 2.026

8  1  1  1 1.442 1.635

9  0  0  0 3.145 3.093

10  0  0  0 2.978 3.093

11 -2  0  0 0.343 0.336

12  2  0  0 0.752 1.106

13  0 -2  0 1.216 1.932

14  0  2  0 1.101 0.450

15  0  0 -2 0.547 0.681

16  0  0  2 2.671 2.601

   Variables coded are same as given in Table 3. 

   ** Predicted values were obtained by equation in Table 15.

   Maximum predicted value at stationary point: 3.403079

     (X1=25.90, X2=5.72, X3=15.22)
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 그 상징액을 배양액에 1∼5% (v/v) 되게 첨가하고 최종농도를 11 Brix° (pH 6.0)로 

조정하여 12일간 배양한 결과를 Fig. 39으로 나타내었다. 

  Fig. 39과 같이 대부분의 천연 약재들에는 각종 항균성 물질들의 함유로 미생물의 

생육 억제활성이 있는 것으로 알려져 있으나 이들의 첨가가 뽕나무 버섯균의 균사

체 생장에는 인삼과 오갈피 가지 첨가구를 제외하고는 큰 저해 현상이 관찰되지 않

아 뽕나무버섯 균사체의 기능성 향상을 위해 이들 재료의 활용 가능성이 충분히 있

다고 판단되었다.

  뽕나무버섯 균사체 생산에 큰 저해를 보 던 것은 인삼 추출물이었으며, 가시오갈

피의 줄기, 옻피 등도 정도의 차이는 있었지만 약간의 저해 현상을 보 다. 그러나 

저해현상이 심하게 나타난 인삼을 제외하고는 뽕나무버섯 균의 기능성 향상을 위한 

소재로서의 활용 가능성은 충분히 있다고 판단되었다. 생육저해현상을 보 던 재료

들은 비교적 수지성분이 다량 함유된 식물체 추출물들이었다.

다. 천연물 추출물이 혈전용해활성에 미치는 향

     Vincent 등 (1999)의 방법에 준하여 분리한 A. mellea  균사체 단백질에서 안정

적으로 활성을 유지시키면서 효소를 분리하기 위하여 에탄올 추출법을 사용하 다. 

혈전분해 효소가 분리되는 농도를 구하기 위하여 에탄올 농도를 50%, 70%, 85%로 

점차 증가시켜 가면서 분리하 다. 분리되어진 효소단백은 Lowry 등 (1951)의 방법

에 의해 단백질을 정량한 후 1% Azocasein assay를 통하여 단백질 분해활성을 측

정하 고, 2% fibrin plate assay를 수행하여 혈전 용해활성을 측정한 결과를 Table 

25 및 Fig. 40로 나타내었다. 

  단백질 분해 활성 및 혈전 용해활성은 50∼70% 에탄올 농도에서 분리한 조효소액

에서 활성을 보 다. 또한 뽕나무버섯 균사체 배양 중 각종 천연물 및 무기물들에 

의한 단백질 분해 활성 및 혈전 용해활성의 상승효과를 검토한 결과 5% 가시오갈피 

가지 및 5% 홍삼박 첨가구에서 Proteolytic specific activity와 혈전 용해활성 모두

가 무첨가구에 비해 현저히 증가 (149∼176%)되어 배지에 첨가되는 각종 물질들이 

효소의 생산에 많은 향을 미치는 것으로 나타났다. 단백질 분해활성은 5% 가시오
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갈피 뿌리, Ge (100 ppm), Se (50 ppm) 첨가구에서 낮은 활성을 보 던 반면, 혈전

분해활성에 있어서는 이들 첨가구에서 무첨가구 보다 높을 생산력을 보 다. 이는 

첨가되어진 각종 천연물 및 무기물이 대사작용에 관여하여 효소생산에 많은 향을 

주고 기질특이성에도 관여하는 것으로 사료된다.

 Kim 등 (1998)은 전통 발효식품인 된장으로부터 분리되어진 Bacillus sp.로 부터 

분리한 혈전분해효소는 1.3 Plasmin unit의 활성을 가지고 있다고 보고했으며, 또한 

김 등 (1999)은 모래밭 버섯 (Pisolithus tinctorius) 자실체의 메탄올 추출물이 4.71 

Plasmin unit의 혈전분해활성이 있다고 보고한 바 있다. 본 실험에서도 뽕나무버섯  

균사체에서 추출한 조효소액의 혈전분해 활성이 5% 홍삼박 첨가구에서 0.72 

plasmin unit/㎎ protein로 여러 처리구 중 가장 높게 나타났다. Kim 등 (1999)은 뽕

나무버섯  자실체의 혈전분해 활성이 조효액은 0.17 Plasmin unit를 보인 반면, 

FPLC를 이용하여 정제하 을 경우 17 Plasmin unit를 나타낸다는 보고가 있어 본 

실험에 사용된 뽕나무버섯  균사체 또한 완전 정제되었을 경우 기 보고된 버섯 자실

체 효소와도 큰 차이가 없을 것으로 판단된다. 
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Table 25. The effect of  extract of plant and inorganic compounds, added to  

media on proteolytic activity of  A. mellea 

Added to medium

(%, v/w)

Crude 50∼70% EtOH

Total protein

(mg/50g)

Total protein

(mg)

Specific activity

(unit/mg protein)

1 Not added 1572.73 119.95 8.6 

2 5% MAL 2292.46 175.36 7.2 

3 5% DJT 1999.24 93.11 9.2 

4 5% RVS 3188.12 124.52 7.2 

5 5% ASH-S 1466.11 127.38 12.8 

6 5% UDVN 1226.20 89.11 6.5 

7 5% WRG 1759.33 81.11 15.1 

8 5% ASH-R 1599.39 130.24 3.2 

9 Ge 100ppm 1466.11 42.27 5.6 

10 Se 50ppm 2025.90 41.13 7.5 

ASH-S : Acanthopanax senticosus (Rupr. et Max.) Harms. stem

ASH-R : Acanthopanax senticosus (Rupr. et Max.) Harms. root

* 1 unit is azocasein yield at absorbance of 0.1 at 366 ㎚ following a 

  incubation at 37℃ for 20 min
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Fig. 40.  The effect of extract of  plants and inorganic compounds to 

fibrinolytic activity.

      . mycelium was extracted with 50∼70% Ethanol

      . fibrinolytic activity assayed on 2% fibrin agarose plate at 37℃, 24 hrs.  

      N : Negative control : Autoclaved with 3rd D.W

      P : Positive control : plasmin (1 unit)

      1∼10 : Variables coded are same as given in Table 11. (200㎍)

      Data shown are means of three replicates ± S.E.M  
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라. 균사체의 성분

1) 일반성분

  뽕나무 버섯 균사체의 일반성분을 분석한 결과는 Table 26과 같다.  뽕나무버섯 

균사체 성분으로는 특히 단백질의 함량이 높았다.

2) 비타민 D

  Vitamin D는 장관에서 칼슘의 흡수, 뼈에서는 칼슘대사 등에 관여하는 중요한 

양소로 현재까지 Provitamin D2에서 D7 까지 발견되었다. 버섯이 단순한 식품재료

에 머물지 않고 우수한 Provitamin D의 자원 (0.19∼4.92 ㎎/g)으로서 중요한 위치

를 차지하기 위해서는 다량의 Vitamin D를 생산하는 우수 버섯의 개발이 요망된다. 

일반적으로 버섯은 천연물 중에서 Vitamin D의 전구물질인 Provitamin D 

(Ergosterol)를 가장 많이 함유하고 있으며, 무공해 자연식으로 뿐만 아니라 건강식

으로도 널리 알려져 있어 그 소모량도 날로 증가하고 있지만, 현재까지의 버섯생산

은 양적인 측면에서만 고려되어 왔으며 버섯 중에 함유된 특수성분은 제대로 활용

되지 않고 있다.

   Vitamin D가 결핍되면 뼈의 석탄화 (Calcification)가 정상적으로 이루어지지 않

아 구루병이 발생한다. 특히 현대의 고령화 사회에서는 골조발증이 심각한 사회문제

로 대두되고 있다. 이러한 골조발증을 예방하기 위해서는 소아기 때부터 Vitamin D

나 칼슘을 충분히 섭취하고, 지속적이고 적당한 운동을 통하여 30세 중반에 도달하

는 최대 골량을 증대시켜야 한다.

  이러한 Vitamin D는 어류의 일부와 버섯에 풍부하게 함유되어 있지만, 계란이나 

우유 중에는 미량이 함유되어 있을 뿐 다른 식품에는 거의 함유되어 있지 않다. 미

국에서는 Vitamin D의 부족을 보충하기 위해 시판우유 1 ℓ당 400 IU정도의 

Vitamin D를 강화(첨가)하고 있다. 우리나라에서도 두유와 같은 식품에 일부 첨가

하는 시도가 있기는 하나 Vitamin D 강화 식품은 극히 미미한 실정이다.  
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Table 26. Nutritional composition of  A. mellea  (mycelium)

                                                                   (%)

Crude Carbo-

hydrate
Water

Fat Fiber Protein Ash

Mycelium of 

A. mellea
2.3 11.6 37.62 3.18 48.14 91.87

        Carbohydrate = 100 - crude (fat + fiber + ash + protein) 

Table 27. Vitamin D content of various mushroom sources.

     Species

Vitamin D

Fruit bodies
Mycelium of 

A. melleaLentinus 

edodes

Agaricus 

bisporus

Pleurotus 

ostreatus

Flammulina 

velutipes

Pleurotus 

eryngii  

Ergocalciferol

(㎍/100g)
424 290 289 573 265 305

Ergosterol

(㎍/100g)
139,279 50,788 102,728 56,236 99,943 101,823

Total vitamin D

(㎍/100g)
139,702 51,078 103,017 56,809 100,208 102,128
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일반적으로 버섯은 천연물 중에서 Vitamin D의 전구물질인 Provitamin D를 가장 

많이 함유하고 있는 것으로 알려져 있어 뽕나무버섯 균사체의 양학적 활용가치를 

타진하고자 뽕나무 버섯 균사체 100 g에 함유된 Vitamin D를 Takamura 등 (1991)

의 방법에 준하여 추출한 후 Provitamin D 및 Vitamin D의 함량을 HPLC로 분석․

정량한 결과를 Table 19에 나타내었다.

Table 19에서 보는 바와 같이, 각종 식용 및 약용버섯의 자실체 및 뽕나무 버섯 균

사체에 존재하는 Vitamin D는 대부분 비활성형인 Provitamin D가 대부분이었으며, 

100 g 중량에 대하여 총 Vitamin D의 함량은 50∼140 ㎎으로 분포되어 있었고 총 

Vitamin D 중에서 활성형 Vitamin D (Ergocalciferol)는 0.2∼1.0 w/w%이었다. 

   이 중에서 느타리버섯 자실체가 총 Vitamin D 함량이 103 ㎎%로 가장 높았으나 

뽕나무버섯 균사체에 함유되어 있는 총 Vitamin D도 102.128 ㎎%로 표고버섯 외 3

종의 버섯 자실체 보다 높았으며, 느타리버섯의 자실체와도 거의 비슷한 결과를 보

여 Vitamin D 자원으로서 충분한 활용가치를 가지고 있다고 판단된다. 

마. 뽕나무버섯 균사체를 이용한 기능성 식품 개발

  세계적으로는 버섯류에 대한 양소 및 기호성과 더불어 기능적 특성이 밝혀지면

서 뽕나무 버섯, 상황, 천마, 구름버섯, 지, 신령버섯, 노루궁뎅이 버섯, 동충하초, 

표고버섯, 팽이버섯 등을 이용한 의약품 개발 내지는 건강보조식품으로 개발되고 있

으나 우리나라에서는 이에 대한 연구가 미흡한 실정으로 국내 부존 버섯자원에 대

한 연구개발이 체계적으로 이루어져야 할 것으로 사료된다. 

  특히 버섯류를 새로운 생물신소재로 이용하기 위해서는 이들의 효율적인 배양관

리와 저렴한 원료를 이용한 대량생산 기술이 요구되고 있다. 

  기능성 음료 제조를 위하여 현재 각종 생약제 및 기호성 식품원료의 종류, 적정 

배합 농도 및 처리조건에 관한 실험을 수행하고 관능검사를 통하여 선정된 배합조

건 및 살균조건을 거친 후 최종 상품을 (주)바이젠과 공동연구에 의하여 개발하

다.
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1) 원료 

  익산대학에서 규명한 뽕나무 버섯균 균사체 인공대량생산을 적정조건에 준하여 

대량생산한 뽕나무버섯균 균사속을 활용하여 가공식품 재료로 사용하 다. 즉 1ℓ

플라스틱 종균병에 pH 5.7, 15 Brix° 농도의 맥아즙 배지 500 ㎖를 분주하고 살균하

고, 뽕나무버섯 균사체가 배양액 속으로 가라앉지 않게 특수처리된 종균 일정량 씩

을 접종하여 25±2℃로 조절된 배양실에서 30일간 배양하고 배양 후 흐르는 수돗물

로 충분히 배양물을 세척한 후 가공용 재료로 사용하 다.

  세척된 균사체 생산물은 생체량에 대하여 10배수에 해당하는 정제수를 첨가하고 

85℃ 1시간, 95℃ 4시간 열수추출하고 여과하여 각종 첨가제의 적정 농도를 관능검

사를 통하여 선정한 후 기능성 음료를 제조하 다. 적정 배합제의 선정은 뽕나무버

섯 추출물을 기초로 하여 기타 첨가제는 맛 조정으로 기호성 향상을 위한 최소농도

에 기초하여 배합비를 설정하 다. 

2) 제품 배합비

원료명
종류

비고
A type B type

 뽕나무버섯 균사체 추출물 84.00% 80.00%  생체 10배수 열수추출물

 뽕나무버섯 추출물 - 4.00%  시판 첨가제

 High fructose corn syrup 15.55% 15.55%  72。 Brix

 Citric acid  0.16% 0.16%

 Sodium citrate  0.04% 0.04%

 Vitamin C  0.05% 0.05%

 Sodium benzoate  0.05% 0.05%

 Flavor        0.15% 0.15%  Apple flavor

합    계 100% 100%



배합 1  배합2

액상고과당

구연산

Na-citrate

Vit. C

Na-benzoate

뽕나무버섯 추출물 

액상고과당

구연산

Na-citrate

Vit. C

Na-benzoat

e
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3) 제조 공정도

 

 

              

충진

Capping

냉각

제품

2차 추출

(95℃, 4hr)
배합탱크

Filtration

Mixing 

(30min)

Flavoring

(Apple flavor)

Mixing

(5min)

Pasteurization

(120℃,  15min)

뽕나무버섯 균사체

정제수 10배량 첨가

1차 추출

(85℃, 1hr)
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4. 적    요 

가. 합성배지를 이용한 뽕나무버섯 균사속 생산

    1) 각종 탄소원중 Glucose가 균사속생산에 가장 우수한 탄소원이었고 Glucose

       의 최적 농도는 1.5%이었다.

    2) 각종 질소원중 Proteose peptone이 균사속 생산에 가장 우수한 질소원이었으  

      며, Proteose peptone의 최적농도는 0.2%이었다.

    3) KH2PO4의 최적농도는 0.15%이었고, MgSO4의 최적농도는 0.025%이었다.

    4) 기타 무기염류중 균사속 생산에 가장 향을 많이주는 것은 CaCl2이었으며,  

      CaCl2의 최적농도는 5.55 ㎎%이었다.

    마. 균사속 생산에 가장 효과적인 Vitamin은 Thiamine․HCl이었으며, 최적농도  

      는 1000 ㎍/ℓ이었다.

나. 반합성배지와 천연배지를 이용한 균사속의 생산

  뽕나무 버섯균사체 생산의 최적배지 선정을 위하여 7종의 배지 (MCM, YEPD, 

MEB, Weinhold's, PDB, DSM, GMEB)를 대상으로 실험을 수행한 결과  맥아즙 

(GMEB)배지가 뽕나무 버섯 균사체 생산에 가장 우수하 다. 

다. 염가 천연배지 상에서의 균사체 대량생산 조건 

1) 맥아즙 배지에서 뽕나무 버섯균 균사체 생산을 위한 적정조건은 맥아즙 농도 15 

Brix° 이었으며 온도, pH, 배양기간의 조건을 반응표면분석법에 의해서 실행한 결

과, 통계적으로 온도 25.9℃, pH 5.72, 배양기간은 15.22일에서 3.40 g/50 ㎖의 최대 

예측치를 나타내었다.

2) 11 Brix° 맥아즙 배지에 1∼5% 농도로 각종 천연물 추출액의 첨가 뽕나무 버섯 

균사체 생산에 미치는 향을 살펴본 결과 대부분의 천연물 추출액의 첨가는 균사
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체 생산에 큰 향을 주지 않았으나 가시오갈피 가지, 옻피 처리시 증식이 약간 억

제되었다. 특히, 인삼 첨가구에서는 현저한 증식억제를 보 다. 

라. 뽕나무버섯 균사체의 혈전용해활성 

  뽕나무 버섯 균사체로부터 혈전분해효소 생산을 증대시키기 위해 배양액에 5% 

농도의 각종 천연물 추출물 및 무기물 (Ge 100 ppm, Se 50 ppm)을 첨가한 결과 홍

삼박 첨가구에서 0.72 Plasmin unit/㎎ protein으로 가장 높은 활성을 보 다. 

마. 뽕나무버섯 균사체의 양성분 

  각종 식용 및 약용버섯의 자실체 및 뽕나무 버섯 균사체에 존재하는 총 Vitamin 

D의 함량은 50∼103 ㎎/100 g으로 분포되어 있었으며, 뽕나무버섯 균사체에 함유되

어 있는 총 Vitamin D도 102 ㎎/100 g으로 표고버섯 외 3종의 버섯 자실체 보다 높

았다. 또한 건조량 기준으로 뽕나무버섯 균사체의 일반성분은 조지방 2.3%, 조섬유 

11.6%, 조단백 37.6%, 조회분 3.2%, 탄수화물 48.1%로 탄수화물과 조단백질 함량이 

높았다. 

바. 뽕나무버섯 균사체를 이용한 기능성 식품 개발

  기능성 음료 제조를 위하여 현재 각종 생약제 및 기호성 식품원료의 종류, 적정 

배합 농도는 뽕나무버섯 균사체 추출물 84%, 고과당 15.55%, Citric acid 0.16%, 

Sodium citrate 0.04%, Vitamin C 0.05%, Sodium benzoate 0.05%, 사과향 0.15%이

었다.
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제 4 장 목표달성도 및 관련분야에의 기여도

제 1 절 목표달성도

본 연구는 2001 년 8 월∼ 2003 년 8월까지 2년간 “버섯으로부터 혈전분해효소 생산 

및 유전자크로닝“이라는 연구목적에 따라 주관연구기관인 조선대학교와 협동연구기

관인 국립익산대학에 의하여 다음과 같은 연차별 목표 및 연구가 성실하게 진행되

었다고 사료되어진다.

1. 1 년차 “고기능성 유용균주를 선별하여 혈전분해물질과 생리활성물질 탐색 

및 분리”

가. 주관연구기관 조선대학교

1) 연구개발목표 : 혈전분해물질과 생리활성물질 탐색

2) 연구개발 내용 및 달성도

가) 버섯으로부터 신경성장인자 및 생리활성의 탐색

주관연구기관인 조선대학교와 협동연구기관인 국립익산대학에서 우수한 약리효과

와 대량배양이 가능한 버섯으로 선정하고, 인공배양시킨 뽕나무버섯 균사체로부터 

열수추출, 에탄올 및 메탄올 추출하여 얻은 추출물을 이용하여 실험동물에 투여시킨 

후 파킨슨씨병과 알쯔하이머병의 원인인 신경퇴행성을 완화시키는데 관여하는 신경

양인자(Neurotrophic factor), 도파민(Dopamin) 생합성에 관여하는 Tyrosine-hy 
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droxylase (TH) 유전자의 발현유도를 확인하 다.

실험동물에 다양한 시간 및 투여량을 결정하여 신경 양인자 (Neurotrophic factor)

인 Brain Derived Neurotrophic factor (BDNF), Glial Derived Neurotrophic factor

(GDNF), tyrosine-hydroxylase (TH) 유전자의 발현을 확인함으로써 뽕나무버섯의 

퇴행성신경질환에 대한 완화효과와 치매예방 및 퇴행성신경예방 효과에 대하여 분

석하 다. 또한 뽕나무버섯 배양배지를 다양한 천연배지를 이용하여 배양시킨 후 항

산화효과 및 항혈전효과를 분석하여 뽕나무버섯의 다양한 생리활성 중 항노화효과 

및 체내 혈전형성에 대한 예방효과를 확인하 다.

나) 혈전분해효소의 분리 및 특성분석

기 선정된 뽕나무버섯을 협동연구기관인 익산대학에서 균사체를 대량배양하여 이를 

분양받아 혈전분해효소를 분리정제하고 특성을 분석하 다.

뽕나무버섯 균사체로부터 에탄올침전법, 이온교환수지법, Gel-filtration 등 다양한 

정제방법을 통하여 22 kDa의 혈전분해효소를 분리정제 하 으며, 금속이온, 단백질

분해효소억제인자, Chromogenic substrate, 온도, pH에 의한 혈전분해효소의 특성

을 분석하여 뽕나무버섯 균사체로부터 분리정제된 혈전분해효소는 metalloprotease 

및 Chymotrypsine-like protease임을 확인하 다. 또한 분리정제된 혈전분해효소의 

아미노산서열을 분석한 후 미국의 National Ceter for Biotechnology Infromation 

(NCBI)에 등록되어있는 뽕나무버섯 자실체의 혈전분해효소인 AMMEP와 아미노산

서열을 분석하여 99%이상 상동성을 나타내고 있음을 확인하여, 동일한 혈전분해효

소임을 확인하여 향후 균사체를 대량배양함으로써 저렴한 혈전분해효소의 정제에 

대한 기초자료를 제공하 다.

다) 혈전분해효소 유전자의 탐색

아미노산 서열을 분석한 결과 NCBI에 등록되어있는 뽕나무버섯 자실체의 혈전분해

효소인 AMMEP와 98% 상동성을 나타내고 있음을 확인하 고, 이들의 유전자 염기
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서열을 분석하여 유전자의 크로닝을 위한 다양한 primer를 제작하여 뽕나무버섯 균

사체에 동일한 혈전분해효소 유전자가 존재함을 확인하 다.

나. 협동연구기관 익산대학교

1) 연구목표 : 고기능성 유용균주 선발 및 균주별 양조건 확립

2) 연구개발 내용 및 달성도

가) 고기능성 유용균주선발

야생 균주 및 일반 재배되고 있는 지, 운지, 노루궁뎅이, 뽕나무버섯, 표고, 느타리 

등 식용 및 약용버섯균을 대상으로 경제성 및 기능성이 우수한 소재로 뽕나무버섯 

균사체를 선정하 다.

나) 균주별 양조건 확립

선발균주에 대한 양요구성 검토를 위해 합성배지, 반합성배지, 천연배지를 대상으

로 실험을 실시하 다. 합성배지내의 탄소원, 탄소원의 농도, 질소원, 질소원 농도, 

무기염류 (KH2PO4, MgSO4, CaCl2, 기타 무기 미량원소들인 Mn, Fe, Zn 및 Ca ion

등) 및 Vitamin 등의 양 요구성을 구명하 으며,  반합성배지와 천연배지를 조제

하여 뽕나무버섯 균사체 대량 생산 최적배지 선정을 위해 합성배지, 반합성배지와 

천연배지들의 배지조성을 달리하여 검토한 결과 천연배지인 맥아즙배지를 균사체 

생산 최적배지로 선정하 고, 균사체 수율 증진을 위한 배양방법 등 뽕나무버섯 균

사체 생산을 위해 배양조건 구명하 다. 또한  균사생산 과정 중 유용효소인 혈전용

해효소의 생산 증대를 위한 천연유기물 및 무기물의 첨가효과도 검토하 다.
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2. 2  년차 “혈전분해효의 대량생산과 실용화 기술개발”

가. 주관연구기관 조선대학교

1) 연구개발목표 : 혈전분해효소 유전자의 크로닝 및 대량생산과 제품화 가능성

2) 연구개발 내용 및 달성도

가) 뽕나무버섯으로부터 혈전분해효소 유전자의 크로닝

기 정제된 혈전분해효소의 아미노산 서열을 기초로 다양한 primer를 이용하여  혈

전분해효소유전자를 크로닝하여 염기서열을 분석한 결과 1,056 bp로 구성되어있으

며, NCBI에 등록되어있는 뽕나무버섯 자실체의 혈전분해효소인 AMMEP의 염기서

열과 98% 이상의 상동성을 가지는 혈전분해효소를 크로닝하여 이를 이용한 혈전분

해효소의 생명공학적 대량생산 및 순수대량분리에 대한 기초자료를 제공하 다.

나) 혈전분해효소의 상품화 가능성 

혈전분해효소를 생산하는 뽕나무버섯 균사체를 대량배양함으로써 이를 이용한 체내 

혈전형성억제 및 퇴행성신경예방에 대한 시너지 효과를 가진 기능성 식품의 대량생

산을 위한 첨가물 조성 및 분말을 이용한 캡슐화, 음료화를 대량생산하기 위한 시제

품을 개발하 으며, 이를 대량생산하기 위한 상품화 가능성을 test하 다.

나. 협동구기관 국립익산대학

1) 연구개발목표 : 혈전분해능 우수균 선발 및 버섯균 대량생산 체계화와 실용화 

기술개발
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2) 연구개발 내용 및 달성도

가) 혈전 용해능 우수균 선발 버섯균

혈전용해 활성이 우수한 버섯 자원을 발굴하므로서 식.의약용으로 활용 가치를 높이

고자 14종의 버섯균 균사체와 7종의 인공재배된 자실체를 대상으로 버섯의 종류, 버

섯 균사체 배양액, 균사체, 자실체 등 각종 단계에서 혈전용해활성을 검토한 결과 뽕

나무버섯 균사체를 이용한 혈전용해효소 생산이 가장 우수함을 확인함.

나) 버섯균 대량생산 체계확립 및 실용화 기술개발

뽕나무버섯 균사체의 대량생산을 위한 적정 배양조건 구명을 위해 온도, pH, 배양기

간을 최적화하 다.  뽕나무버섯 균사체를 이용한 가공식품 개발을 위해 뽕나무버섯

균의 양성분조성으로 일반성분과 버섯류의 주요 비타민인 vitamin D를 분석하

다. 기능성 음료 제조를 위하여 현재 각종 생약제 및 기호성 식품원료를 배합하여 

기능성 음료를 제조하 다.

다) 대량생산방법에 대한 특허출원

주관연구기관인 조선대학교와 협동연구기관인 국립익산대학에 의하여 선별된 뽕나

무버섯 균사체의 대량생산에 대하여 다음과 같이 특허를 출원하 다. 

출원번호 10-2002-0045686, “ 뽕나무버섯 균사체 생산방법 및 그 배지 조성물 ”
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제 5 장 연구개발결과의 활용계획

제 1 절 제품화 개요

1. 제품화 기술의 중요성(필요성)

1) 혈관이 손상되면 출혈이 일어나고 지혈과정이 뒤따르며 이 과정에서 형성된 혈소판

과 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 Plasminogen이 활성화된 

plasmin에 의해 용해되어 혈관의 혈액은 다시 정상상태를 유지하게 된다. 만약 생성된 

혈전이 체내에 과도하게 축적되거나 혈전용해 기작이 원활하게 작동하지 못할 경우 혈

전증(Thrombosis)을 유발하여 인체에 치명적인 손상을 줄 수도 있다. 이 혈전은 혈관

을 따라 흐르며 뇌혈전증, 뇌출혈, 심부전증, 심장마비와 같은 혈관계 질환을 유발하는데 

현대인의 사망원인 중 혈관계 질환에 의한 사망이 39%로 알려지고 있어 이 혈관계 질

환의 주원인 중 하나인 혈전을 용해하는 혈전 용해제에 관한 관심이 점점 더 커지고 있

다. 

2) 임상에서 사용되어지고 있는 혈전 용해제로는 UK, tPA, SK 등이 있으나 UK를 제

외하고는 경구 투여를 할 수 없고 tPA의 경우 반감기가 짧은 단점이 있다. 이 용해제들

은 투여 시 혈전에 대한 선택성이 적어 전신출혈이 발생하며 또한 가격이 비싼 단점이 

있다. 기존에 사용되고 있는 혈전 용해제들은 Plasminogen활성화제들로 간접적인 방법

으로 혈전을 용해하지만 혈전을 직접 용해하는 새로운 혈전 용해제들이 보고되었고, 경

제적이고 경구투여가 가능한 혈전증 치료제에 대한 연구가 다양하게 시도되고 있다. 

3) 따라서 체내 혈전형성을 억제시키기 위하여 경구투여가 가능하고, 저렴하고 경제적이

며, 부작용을 최소화시킬 수 있는 혈전분해효소제의 개발이 절실히 요구되어지고 있다. 
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2. 혈전분해제 시장규모

1) 세계 항혈전제 시장은 '99년 67억 달러로 추산되며 연평균 약 5%의 성장률로 2005

년경 약 93억 달러의 시장을 형성할 것으로 전망되고 있다. 

지난 4년동안 혈전 예방 및 치료제 시장에 상당한 진보가 이뤄졌으며, 특히 저분자 헤파

린 개발로 도입된 주사형 항응고제 시장은 기존 표준 치료제인 헤파린을 대체해가고 있

다.

2) 뇌졸증 분야의 경우 약효가 뚜렷한 치료제가 개발되지 않아 새로운 혈전 분해제 및 

항응고제 개발 수요를 일으키고 있으며 정부의 Deep vein thrombosis 예방을 위한 노

력이 강화됨에 따라 전체적으로 항혈전제 시장의 동인이 되고 있다. 전체적으로 성장의 

동인을 분석하면, 업계의 연구개발 강화, 고령 인구 증가 및 정부의 예방 의학 정책 등이 

맞물려 항혈전제 시장은 지속적이고 높은 성장률을 보일 것으로 분석되고 있다.

3) 미국은 항응고제와 혈전분해제가 항혈전제 시장 성장을 주도하는 반면, 유럽권은 항

응고제 및 항혈소판제가 시장 성장을 주도하고 있다. 미국의 항응고제 시장은 '99년 기

준 약 9억 달러로 추산되며 경구형 항응고제와 저분자 헤파린 개발로 심근 경색, 앵기나 

등 치료 범위를 확대하면서 시장 성장의 동인이 되고 있다.

4) 항혈소판제제의 시장은 약 5억 달러로 추산되며 주로 허혈성 뇌졸증 치료제로 사용되

고 있으며, 고령 인구의 급격한 증가는 항혈소판제제의 시장 전망을 밟게 하고 있다.

5) 유럽권의 항혈전제 시장은 '99년 12억4천만 달러이며 2005년경 약 23억4천만 달러의 

시장을 형성하며 연평균 25%의 성장률을 보일 것으로 분석되고 있다. 시장 성장의 주도 

제품은 항혈소판제와 주사형 항응고제로 장기적으로 항혈전제 시장을 지배할 것으로 전

망되고 있는 가운데, 주사형 항응고제는 외래 환자 증가와 1일 수술 증가로 인해 항혈전

제 시장에서 가장 큰 점유율을 보일 것으로 분석된다.

3. 제품화 개발 시 예상되는 기대효과
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1) 기술적 측면

가) 임상에서 사용되어지는 혈전분해제의 경우 국소적인 출혈, 발열, 알러지, 구강투여의 

불가능, 비싼 생산단가 등에 의한 단점을 보완하여, 고대로부터 약용버섯으로 사용되어

진 뽕나무버섯 균사체를 대량배양함으로서 혈전분해효소제의 저가 생산 및 구강투여 등 

부작용을 최소화 할 수 있으며, 체내 혈전형성 억제 및 분해기능을 가지고 있는 기능성 

식품의 개발이 가능하리라 사료되어짐.

나) 특히 최근 전세계 사망원인의 약 39%를 차지하고 있으며, 식생활의 서구와에 따른 

다양한 혈전에 기인한 급성질병이 증가추세임에 따라 혈행개선을 위한 기능성 식품의 

수효도 증가할 것으로 사료되어짐.

다)  또한 본 기술에서 사용되어진 뽕나무버섯의 균사체의 경우 다양한 생리활성 기능을 

내포하고 있으므로 혈행개선효과 및 다양한 생리활성(면역증가효과, 신경퇴행성질환 억

제 효과 등) 의 시너지 효과가 기대되어짐.

라) 현재 전임상단계에서의 혈전분해활성이 검증되어짐에 따라 향후 혈전분해효소의 순

수분리정제에 의해 임상에서의 저렴한 혈전분해제의 개발이 가능하리라 사료되어짐.

2) 경제∙사업적 측면

가) 혈전증 관련 의약품 세계 시장은 약 100억 달러로 추산되어지고 있으며, 항응혈제, 

항혈소판 등 혈전증 관련 치료제의 세계 시장은 연평균 15% 이상 증가하여 2005년경에

는 약 100억 달러를 돌파할 것으로 전망되어짐.

나) 혈액응고 저지제는 순환기계질환의 치료 및 예방에 이용되고 있으며, 최근 식생활의 

변화 및 노령인구의 증가로 혈관장애에 의한 사망자수가 급증하고 있고, 이에 따라 심혈

관계질환 치료제의 연구 개발에 대한 투자가 급증하고 있어 히루딘의 잠재시장인 혈액

응고 저지제 시장은 크게 확대될 것으로 기대되고 있다.

다) 국내 혈액응고 저지제 시장은 2000년의 경우 820억원, 2010년에는 1조 2천억원을 

상회할 것으로 추정되어 단일품목으로서의 연구개발 제품으로는 충분한 잠재시장을 확

보하고 있는 것으로 나타났다. 
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라) 국내․외 잠재시장이 매우 크기 때문에 정부 및 기업에서는 이 분야에 대한 지속적

인 연구개발 투자를 통해 21세기에 예상되는 혈전분해효소제의 국제적 시장경쟁에 주도

권을 가질 수 있도록 국가적인 차원에서 노력하여야 할 것이다.

제 2 절 제품화 목표 및 내용

1. 제품화 목표 

1) 대량배양된 뽕나무버섯 균사체로부터 혈전분해효소제의 원료의 대량생산 체제확립

2) 대량생산된 혈전분해효소제 원료를 이용한 체내 혈전형성억제효과 유지 및 기능성 

시너지효과를 위한 첨가물의 조성에 의한 시제품 제작

3) 체내 혈전형성억제 기능성식품 생산을 위한 대량생산시스템 설계 및 생산

4) 혈전분해능을 정제된 혈전분해효소제인 Plasmin과 동일한 효능을 가진 시제품의 생

산

5) 생산된 시제품의 혈전분해효과 및 식품안전성 평가

2. 제품화 내용 및 범위 

혈행개선 효과가 뛰어난 뽕나무버섯 균사체를 배양하여 원심분리 및 한외여과를 통하여 

기타 미생물을 제거한 후 일정량의 부형제를 첨가하여 동결건조 후 미세분말의 원료를 

생산한다. 생산 된 혈행개선 원료를 중심으로 하여 기타 상호보완 작용을 할 수 있는 건

강식품 원료를 첨가하여 제품을 완성한다.

3. 기대효과 

1) 뽕나무버섯은는 고대로부터 천마와 함께 한약재로서 약용 및 식용으로 이용되어진 

만큼 다양한 기능성식품으로 개발되어질 수 있음.
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2) 특히 기 연구에서 뽕나무버섯 균사체로부터 혈전분해효소를 분리정제하여 특성을 확

인한 바 혈전분해제의 대량생산으로 인한 저렴한 생산비용으로 저가의 혈전분해제 개발

이 가능하리라 사료되어짐. 

3)  또한 뽕나무버섯은 약용버섯류로서 식용이 가능하며, 다양한 약리활성이 밝혀진바 

발열, 알러지, 국소출혈 등의 부작용을 최소화할 것으로 사료되어짐.

4)  초기 개발은 혈전형성예방 기능성을 체내 혈전형성을 억제시키는 기능성식품으로 

개발하고,  전임상 실험 및 임상 실험을 거쳐 새로운 혈전용해제의 개발이 가능하리라 

사료되어짐.

4. 제품화 후 활용방안 및 사업화 추진계획 

1) 대량의 혈전분해효소를 정제하기 위한 초기단계로 뽕나무버섯 균사체의 대량배양기

술 및 뽕나무버섯균사체로부터 최적의 혈전분해효소 정제 조건에 대하여 기술이전

2) 뽕나무버섯 균사체로부터 혈전분해효소의 정제 및 원재료 가공처리에 대한 기술이전

3) 뽕나무버섯 균사체로부터 혈전분해제의 활성 및 특성에 대한 정보제공

4) 다양한 한약재 처리 후 기능성을 증가시킨 기능성 식음료 제조에 대한 기술제공

5) 뽕나무버섯 균사체를 이용한 혈전형성예방 기능성 식품의 대량생산을 위한 기술설계

6) 향후 국내 기능성 시장 및 중국 기능성 시장을 겨냥하여 각국의 기호에 맞는 원재료 

가공처리 및 조성물을 첨가하여 새로운 시제품 개발
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제 6 장 

연구개발과정에서 수집한 해외과학기술정보

 

제 1 절. 관련기술의 국내외 시장현황 및 사업화 전망

    

1.  국내외 연구현황

가. 국외 연구현황

1) 항응고제

트롬빈, Factor Xa, Factor IXa, Factor VIII/tissue factor complex를 표적으로 이들

의 활성을 억제하여 Protein C의 억제 메커니즘을 향상시키는데 중점이 되어왔으며 이

중 트롬빈을 직접 표적으로 한 신약이 개발되어 임상 연구 중에 있으며 그 외 표적들도 

활발하게 연구되고 있다.

가) 트롬빈 억제제

트롬빈은 물론 피브린과 결합한 트롬빈의 활성을 억제하기 때문에 강력한 항혈전 효과

를 얻을 수 있다. 현재 임상 평가를 받고 있는 트롬빈 억제제로 히루딘(Hirudin)이 있으

며 합성 히루딘 유사체인 Bivalirudin, Argatroban, Efegatran, Inogratran 등이 개발

되었으나 hirudin과 Bivalirudin의 항혈전 효과가 가장 우수하다.

나) Factor IXa 억제제 

개발 중에 있으며 대표적인 억제제로 펩타이드 화합물인 Antistatin 27와 비펩타이드인 
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DX-906527은 동물 모델에서 우수한 항혈전 효과를 보여준 것으로 보고되고 있다.

다) 헤파린계

Pentasaccharide는 Antithrombin에 대한 친화성이 높아 잠재적인 항혈전제로 평가 받

고있는 가운데 현재 2상 임상 연구 중에 있다.

라) Protein C

재조합 Protein C가 개발되어 동물 모델에 이어 임상 연구를 진행 중에 있다.

2) 항혈소판제 연구개발

혈소판의 활성을 억제하여 혈전 생성을 억제하는 항 혈소판제는 Ticlopidine, Clopidog 

-rel 등이 개발되어 상품화가 진행되고 있다. 이 혈소판제는 ADP 수용체에 작용하여 

ADP가 혈소판의 응집을 억제한다. 현재까지 정확한 항혈전 메커니즘이 밝혀지지 않고 

있는데, 미확인 대사 물질에 의해 Ticlopidine의 항혈전 효과가 나타나는 것으로 추정되

고 있다. 이 같은 이유로 항혈소판제는 약물 투여 후 수시간이 지난 후에 확인할 수 있

다. 항혈전 효과는 아스피린에 비해 약간 뛰어나나, 아스피린과 병행 투여할 경우 항혈

전 효과가 크게 증가하여 혼합 투여를 통해 임상 적용되고 있다.

나. 국내 연구현황

아시아권을 중심으로한 한국, 일본, 중국 등지에서는 직접 혈전을 용해시키는 효소위주

의 연구가 진행되어지고 있다. 미국 및 유럽권에서 사용되고 있는 혈전 용해제들은 

Plasminogen활성화제들로 간접적인 방법으로 혈전을 용해하지만 혈전을 직접 용해하

는 새로운 혈전 용해제들이 보고되었고, 경제적이고 경구투여가 가능한 혈전증 치료제에 

대한 연구가 다양하게 시도되고 있다. 

1) 현재 경구투여가 가능한 혈전제로 지 이(Lumbricus lubellus)이로부터 6가지의 혈
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전분해효소를 분리하 으며, 혈전을 직접 분해하는 효소를 뱀독으로부터 분리하 다. 

2) 한국과 일본을 중심으로 한 발효식품에서의 혈전분해효소의 연구는 직접 섭취가 가

능한 식품을 대상으로 하 다. 일본의 전통대두 발효식품인 Natto와 절임식품인 

Shiokara (Katsuwokinase)에서 혈전용해효소 생산 균주를 분리하고 효소를 정제하

으며, 이의 경구투여 시 생체내의 혈전분해능을 높일 수 있다고 보고하 다. 우리나라에

서도 일본의 Natto와 유사한 콩을 원료로 한 전통발효식품인 청국장에서 혈전분해능을 

가진 Bacillus sp.를 분리 및 정제하 으며, 전통대두 발효식품인 된장으로부터 Natto와 

청국장에서 분리한 균주에 비해 2 ∼ 3배 이상의 높은 혈전용해효소를 생산하는 균주를 

분리하여 보고하 다. 

3) 국내에서는 버섯에 대한 많은 연구가 진행되고 있으나, 주로 Metalloprotease와 항

진균활성에 관한 연구가 많이 되었다. 한국산 버섯은 약 990 여종이 분류되어 있으며, 

이 중 100 여종이 식용 가능한 버섯으로 확인되었고, Fibrin plate와 Fibrin 

zymography 을 이용하여 혈전분해능을 가진 버섯을 선발하고 활성의 특이성을 연구하

다. 국내에 자생하는 버섯류 중 때죽도장버섯 (Daedaeopsis styracina), 기와옷솔버

섯 (Trichaptum abietium), 구름버섯 (Coriolus versiccolor), 모래밭버섯 (Pisolithus 

tinctorius) 등이 혈전분해능을 가지고 있음을 보고하 다. 또한 식용버섯인 할미송이버

섯 (Tricholoma saponaceum),  먹물버섯 (Coprinus comatus), 주름버섯 (Agaricus 

campestris), 민자주방망이버섯 (Lepista nuda) 등의 버섯류에서 단백질 분해 효소 및 

혈전분해 효소가 밝혀졌다.

다. 문제점

혈전분해효소는 작용 기전에 따라 크게 두 가지로 나눌 수 있는데, 첫째 혈전에 직접 작

용하여 fibrin을 용해시키는 단백분해 효소제와 둘째, 인체의 혈액 분해계를 활성화시키

는 효소제로 나눌 수 있다. 단백분해효소제로는 Brinase, Papain, Ochrase, Trypsin, 

Plasmin 등이 있으나 이러한 단백분해효소제들은 정맥 주사로 주입 시 무작위적인 단백

분해효과로 혈전 외에 혈전생성인자들까지 파괴하여 출혈을 일으킬 수 있어 매우 독성

이 강해 거의 쓰이지 않고 있으며, 대신 인체의 혈전 분해를 촉진시키는 효소제인 
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Streptokinase, Urokinase 등이 일반적으로 사용되고 있다. 혈전 내에 생긴 피브린이 

용해하여 혈전이 용해되는 현상은 혈장중의 Plasmin의 작용에 의한다. 플라스민은 일종

의 세린 프로테아제이며, 혈액 중에는 존재하지 않고 불활성전구체 형태인 

Plasminogen으로서 혈장 중에 함유되어 있다.  혈전 용해는 위와 같은 기작에 의해서 

일어나는데 실제로는 플라스민 저해제 등에 의한 혈전 방해 등의 문제가 있다.  또 플라

스민이 피브린에만 작용하도록 하지 않으면 출혈 등의 부작용을 일으킬 수도 있다.  따

라서 플라스미노겐과 활성제가 피브린에 흡착하여 여기서 플라스민이 생기게 하면 매우 

이상적이기 때문에 혈전 용해에 플라스미노겐 활성제를 사용하는 경우가 점점 늘어나고 

있다. 이러한 Plasminogen activator 활성을 가진 것으로는 Streptokinase, 

Urokinase, Single chain prourokinase, Trypsin, Staphylokinase, tPA 등이 있다.  

중요한 혈전분해효소의 예로는, Streptokinase(SK)는 Hoechst-Roussel과 Kabi에 의

해 제조된 것으로 용혈성 연쇄상 구균의 배양액에서 발견된 효소로서 플라스미노겐을 

직접 활성화시키며, 플라스민으로 변화시킨다.  SK는 본래 외래성 물질이기 때문에 인

체 내에서 항원성을 가지고 있어 인체에 투여할 경우 발열, 알레르기, 저혈압 유발 등의 

부작용을 일으키게 된다. 그러나 SK는 대량 생산이 용이하고 가격이 Urokinase나 tPA

보다 휠씬 저렴하며, 현재 항원성이 있는 부분을 없애거나 아실화하는 연구가 진행되고 

있어 장래 혈전을 용해하는 치료제로서 기대되고 있다. Urokinase는 1964년 일본의 녹

십자에 의해 인뇨로부터 처음 공업화되었는데 최근 태아 콩팥세포의 조직배양으로 생산

하는데서 최근은 유전자조작에 의해서 대량생산이 가능하게 되었으며, 국내에서는 녹십

자 등에 의해 생산되고 있다.  Urokinase는 인체의 콩팥 세포에 의해 만들어져 뇨중에 

배출되며, 항원성이 없고 발열의 부작용이 없다.  Urokinase는 일종의 세린 프로테아제

이며, 플라스미노겐에 특이적 친화력을 가지고 활성화하는 인자로 저분자형(M.W. 

33,000)과 고분자형(M.W. 54,000)이 있으며 고분자형의 활성이 높다. Tissue 

Plassminogen Activator (tPA)는 분자량 72,000의 세린 프로테아제의 일종으로 

two-chain polypeptide로 구성되어 있다.   tPA는 피브린에 특이적으로 반응하여 플라

스미노겐과 복합체를 형성하여 강력한 혈전 용해 작용을 나타내기 때문에 유로키나아제

보다 출혈 등의 부작용이 적다.  
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