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차가버섯 열수 추출물이 비장세포 증식능과 Cytokine 생성능에 미치는 영향
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Abstract — Chaga mushroom (Inonotus obliquus) has been identified to have various biological activities. This study was

performed to investigate the potential of chaga mushroom as a immunomodulating functional food. When mouse splenocytes

were exposed to various concentration of hot water extracts of chaga mushroom (IOE) with mitogens (Con A, LPS), sple-

nocytes proliferation was significantly increased. Also, IFN-γ and IL-4 levels were significantly enhanced. Therefore, our

results suggest that chaga mushroom may have the potential of being an immunomodulating functional food.
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생체의 면역계는 각종 이물질 및 병원체의 침입에 대항하는 숙

주의 장기, 면역관련세포, 각종 인자 등으로 구성되어 있는 매우

복잡한 계통이며, 면역계 내에서 또는 생체내의 다른 계통과 서

로 복잡하게 상호작용을 하고 있다. 이러한 생체의 정상적인 면

역기능이 환경오염물질, 의약품의 부작용, 질병 및 노화 등과 같

은 매우 다양한 위해요인으로 인하여 억제되거나 또는 바람직하

지 않은 변화가 일어날 수 있다. 최근에는 지금까지 인류가 섭취

해 온 천연물질로부터 변화된 면역기능을 조정하여 정상으로 회

복시키거나 이러한 변화를 최대한 경감시키고 생체방어능력을

증강시키는 물질을 발굴하려는 연구가 매우 활발히 이루어지고

있다.1)

차가버섯(Inootus obliquus)은 소나무 비늘버섯과 시루뻔버섯

속에 속하는 다년생의 담자균 버섯으로, 자연 상태에서 시베리

아, 핀란드, 노르웨이, 우크라이나, 홋카이도 등의 북위 45~50도

내의 춥고 습한 북반구의 광대한 지역에 분포하는 극내 한성버

섯이다. 국내에서 자생한다는 보고는 아직 없으며, 백색 부후균

의 일종으로 자연 상태에서 성장하면 검은색의 균핵덩어리가 되

어 자작나무 등의 줄기에 기생하는 것으로 알려져 있다.

현재까지 연구된 바로는 차가버섯은 항종양 활성을 지녀 세포

독성을 나타내고 세포성장을 억제2,3)한다고 보고되어 있다. 항암

작용4-6)뿐만 아니라 차가버섯의 추출물은 항산화 작용,7,8) 항고지

혈증, 항당뇨,5) 항진균,9) 항바이러스10) 효과 또한 있다고 보고된

바 있다. 또한 차가버섯은 항염증, 진통작용11)을 지닌다고 알려

져 있다. 이와 같이 차가버섯의 다양한 생리활성이 알려지면서

기능성 식품 소재로서 차가버섯에 대한 관심이 높아지고 있다.

본 연구에서는 차가버섯의 면역기능조절 관련 기능식품소재로

서의 가능성을 탐색하는 연구의 일환으로, 일차적으로 차가버섯

열수 추출물이 mitogen으로 유도되는 마우스 비장세포의 증식능

과 cytokine(IFN-γ, IL-4) 생성능에 미치는 영향을 in vitro에서

측정하였다.

실험방법

실험물질 및 추출

서울시 목동에 위치한 상락수에서 구입한 차가버섯을 분쇄하

여 분말로 한 다음 건조분말 50 g에 3차 증류수 1 l를 가하여 수

욕상에서 83oC를 유지하면서 8시간 동안 진탕 추출하고 여과지

로 감압여과하여 1차 추출액을 얻고 남은 잔사에 같은 부피의 3
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차 증류수 1 l를 가하여 수욕상에서 83oC를 유지하며 4시간 동

안 진탕하면서 추출한 후, 여과하여 2차 추출액을 얻었다. 1, 2

차 추출액을 합하여 동결건조한 후 -20oC에서 보관하였으며, 실

험을 시작하기 직전에 배지액으로 농도별로 희석하여 차가버섯

추출액(IOE)을 만들어 실험에 사용하였다.

시약 및 기기

본 실험에서 사용한 시약은 RPMI medium 1640 powder,

fetal bovine serum(FBS)은 Gibco Co.에서, 그리고 concanavalin

A(Con A), lipopolysaccharide(LPS)는 Sigma Co.에서, 3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium(MTT)는 Amresco

에서 구입하였으며, Mouse IFN-γ set, Mouse IL-4 set은 BD

Biosciences에서 구입하였다. 기타 시약은 약용 및 특급으로 구

입하여 사용하였다. 실험 기기로는 CO2 incubator(Sanyo), ELISA

microplate reader(ELX 800, BIO-TEK instruments) 등을 이용

하였다.

실험동물

6~7주령인 Balb/c 암컷 마우스를 (주)셈타코에서 분양받아 고

형사료와 물을 자유롭게 공급하면서 실험 동물실에서 1주간 적

응시킨 후, 체중 18±1 g의 마우스를 실험에 사용하였다. 실험동

물실의 온도는 21~24oC, 습도는 40~60oC, 명암교대는 12시간

을 유지하였다.

비장세포액 조제

마우스의 비장을 무균적으로 적출하여 빙냉의 RPMI-1640 배

지액에 넣고 frosted microscope slides로 갈아 비장세포액을 만

들어 원심분리(1000 rpm, 10 min, 4oC)하였다. 상등액을 제거한

후 세포침전물에 RBC lysis buffer를 가하여 원심분리(1000 rpm,

10 min, 4oC)하여 적혈구를 용혈시킨 후 상등액을 제거하였다.

같은 방법으로 배지로 2회 세척하고 침전된 비장세포에 10%

FBS가 첨가된 RPMI-1640 배지액을 가하여 trypan blue exclusion

method12)로 4×106 cells/ml의 비장세포액이 되도록 조정하였다.

비장세포 증식능 측정

비장세포 증식능에 대한 Con A와 LPS의 최적농도와 배양시

간을 예비실험 한 결과 Con A 5 µg/ml와 LPS 50 µg/ml 그리고

72 시간 배양으로 결정하여 실험하였다. 비장세포액(4×106 cells/

ml)을 96 well plate에 well당 100 µl씩 가하고 각 well에서 차가

버섯 추출물의 최종농도가 10, 20, 50, 100 µg/ml가 되도록 10%

FBS-RPMI 배지액에 녹여 가하였다. 여기에 mitogen(Con A;

5 µg/ml, LPS; 50 µg/ml) 또는 10% FBS-RPMI 배지액를 가한

후 72시간 동안 배양(37oC, 5% CO2)하였다. MTT assay13)는 생

존세포의 효소작용에 의해 MTT 시약이 환원되어 생성되는

formazan의 양을 측정함으로써 세포독성 연구와 비장세포 증식

능 측정에 자주 사용되며, 측정된 결과도 3H-thymidine uptake

assay의 결과와 유사한 것으로 보고되어13) 있으므로 본 연구에

서는 이 방법을 이용하여 실험하였다. 즉, 배양 후 각 well에

MTT용액(3 mg/ml)을 50 µl씩 가하고 4시간 동안 배양한 후에

원심분리(2000 rpm, 5 min, 4oC)하여 상등액을 제거하였다.

Dimethyl sulfoxide(DMSO) 원액을 well당 50 µl씩 가하고 10분

이내에 ELISA microplate reader로 흡광도(570 nm)를 측정하였다.

Cytokine(IFN-γ, IL-4) 생성능 측정

정상 마우스를 ether로 치사시킨 후, 비장을 무균적으로 적출

하여 위와 같은 방법으로 비장세포액을 조제한 후, 24 well flat

bottomed plate에 세포액 500 µl(4×106 cells/ml)을 가하였다. 1

시간 배양(37oC, 5% CO2)하여 안정시킨 후, 각 well에서 차가버

섯 추출물의 최종농도가 10, 20, 50, 100 µg/ml가 되도록 가하고,

다시 1시간 후 Con A(5 µg/ml)를 가하여 48시간 동안 배양하여

얻은 배양액을 -70oC에 보관하면서 사용하였다. BD Biosciences

에서 제공한 sandwich ELISA법에 준하여 배양액 중의 cytokine

생성량을 측정하였다. 즉, anti-mouse IFN-γ monoclonal

antibody 또는 anti-mouse IL-4 monoclonal antibody를 96 well

flat bottomed plate(Dynex Immulon 4HBX)에 도포한 후

acetate plate sealer로 밀봉하여 4oC에서 하룻밤 방치한 후

washing buffer로 5회 또는 3회 세척하고 각 well에 200 µl의

10% FBS-PBS를 가하고 1시간 동안 실온에서 방치하였다. 3회

세척 후 비장세포를 배양하여 얻은 배양액을 각 well에 100 µl씩

duplicate로 가하고, 검량선을 작성하기 위해서는 recombinant

mouse IFN-γ를 2000, 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 0 pg/

ml, recombinant mouse IL-4를 500, 250, 125, 62.5, 31.25,

15.63, 7.81, 0 pg/ml 농도로 희석하여 100 µl씩 duplicate로 가한

후, plate를 acetate plate sealer로 봉하여 실온에서 2시간 방치

하였다. IFN-γ 5회, IL-4는 3회 반복 세척한 후 biotinylated anti-

mouse IFN-γ polyclonal antibody 또는 biotinylated anti-mouse

IL-4 polyclonal antibody와 streptavidin-horseradish peroxidase

conjugate를 동량 섞은 용액을 well당 100 µl씩 가하였다. 실온에

서 1시간 방치한 뒤 plate를 IFN-γ는 10회, IL-4는 7회 세척하였

다. 3,3',5,5'tetramethylbenzidine(TMB)과 hydrogen peroxidase

를 사용 직전에 동량 섞어서 각 well당 100 µl씩 가한 뒤 실온,

암소에 30분간 방치 후 50 µl의 2 N-H2SO4를 가해 반응을 정지

시킨 다음 30분 이내에 450 nm에서 ELISA microplate reader

를 사용하여 흡광도를 측정하여 검량선으로부터 자동적으로 배

양액 중의 cytokines(IFN-γ, IL-4) 함량을 산출하였다.

통계분석

각 실험군의 측정값의 평균과 표준편차를 구하고, 대조군과의
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차이를 Student t-test를 이용하여 유의성을 검정하였다.

실험결과 및 고찰

비장세포 증식능에 미치는 영향

차가버섯 열수 추출물(IOE)이 비장세포 증식, Con A로 유도

되는 T 세포 반응 및 LPS로 유도되는 B 세포 반응에 미치는 영

향을 알아보기 위하여 in vitro에서 비장세포에 IOE만을 가하여

배양하거나, mitogen(Con A, LPS)과 IOE를 동시에 처리하여 배

양한 후 비장세포의 증식정도를 MTT assay로 측정하여 그 결

과를 Fig. 1~3에 나타내었다.

Fig. 1에서 보는 바와 같이 정상 마우스의 비장세포에 이미

mitogen으로 잘 알려져 실험에 많이 사용하는 Con A 또는 LPS

를 첨가하여 배양한 군의 흡광도 값이 mitogen을 첨가하지 않고

비장세포만을 배양한 군의 흡광도 보다 높아 mitogen에 의해 비

장세포 증식이 증가되는 것을 확인할 수 있었다. 비장세포에 IOE

을 농도별로 가하여 72시간 배양 후 측정된 흡광도값이 비장세

포만을 배양한 대조군의 흡광도값에 비하여 모든 군에서 유의성

있게 증가되었으며 특히 100 µg/ml 농도에서는 현저히 증가되었

다. 이러한 결과로 면역 조절 활성이 있는 것으로 알려진 여러

천연물질과 유사하게 차가버섯 열수 추출물이 시험관에서 비장

세포에 분열 촉진인자(mitogen)으로 작용하여 비장세포 증식능

을 증가시키는 것을 알 수 있었다.

차가버섯 열수 추출물이 Con A로 유도되는 T 세포 반응에 미

치는 영향을 알아 보기 위해 정상마우스의 비장세포에 IOE를 농

Fig. 1 − The effects of IOE on the proliferation of mouse splenocytes

in vitro. Mouse splenocytes were stimulated without

mitogens in the presence of various concentration of

Inonotus obliquus hot water extracts (IOE) for 72hrs.

Control group (Media) was cultured without mitogens and

IOE. The splenocytes proliferation was assessed by MTT

assay. Results are the means±S.D. of 3 different

experiments and all experiments were done in triplicate.

Significant difference from control (*p<0.05, **p<0.01,

#p<0.001).

Fig. 2 − The effects of IOE on the splenocytes proliferation induced

by Con A in vitro. Mouse splenocytes were stimulated with

Con A (5 µg/ml) in the presence of various concentration of

Inonotus obliquus hot water extracts (IOE) for 72 hrs.

Control group was cultured with Con A alone. Other

legends and methods are the same those as described in

Fig. 1. Significant difference from control (**p<0.01,

#p<0.001).

Fig. 3 − The effects of IOE on the splenocytes proliferation induced

by LPS in vitro. Mouse splenocytes were stimulated with

LPS (50 µg/ml) in the presence of various concentration of

Inonotus obliquus hot water extracts (IOE) for 72 hrs.

Control group was cultured with LPS alone. Other legends

and methods are the same those as described in Fig. 1.

Significant difference from control (**p<0.01, #p<0.001).

도별로 첨가하고 T 세포 분열 촉진인자인 Con A을 처리하여 72

시간 배양 후 측정된 실험군의 흡광도가 비장세포에 IOE를 가

하지 않고 Con A만을 처리하여 배양한 대조군의 흡광도와 비교

해 보면(Fig. 2), IOE를 처리한 모든 농도에서 10~20% 정도 유

의성 있게 증가되었다. T 세포는 지연형 과민반응, 세균이나 바

이러스 감염에 대한 저항, 장기이식 거부반응 및 종양에 대한 면

역반응 등의 세포성 면역반응에 관여할 뿐만 아니라 B 세포나

다른 세포에 의해 진행되는 면역반응을 조절하는 기능을 가지고

있고, Con A는 시험관내에서 비장세포중의 T 세포를 활성화 시

키는데 사용되는 분열촉진인자이다.15) 그러므로, 차가버섯 열수

추출물의 첨가로 Con A로 유도되는 비장세포 증식이 증가된 본

실험의 결과는 차가버섯 열수 추출물이 세포성 면역반응을 증강
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시키는 작용을 나타낼 수 있는 가능성을 시사해 주고 있다.

또한, 정상마우스의 비장세포에 B 세포 분열촉진인자인 LPS

를 가하고 IOE를 농도별로 처리하여 72시간 배양 후 측정된 실

험군의 흡광도가 비장세포에 IOE를 가하지 않고 LPS만을 첨가

하여 배양한 대조군의 흡광도와 비교해 보면(Fig. 3), IOE 농도

의존적으로 증가하는 경향을 보였으며, 20, 50, 100 µg/ml 농도

에서 각각 30%, 40%, 64% 정도 유의성 있게 증가되었다. B 세

포는 항원의 자극과 T 세포 등의 도움으로 항체를 분비하는 형

질세포로 변화하는 체액성 면역반응에 관여하는 세포이며, LPS

는 시험관내에서 비장세포 중의 B 세포를 활성화 시키는 데 사

용되는 분열촉진인자이다.16) 그러므로, 차가버섯 열수 추출물의

첨가로 LPS로 유도되는 비장세포 증식이 증가된 본 실험의 결

과는 차가버섯 열수 추출물이 체액성 면역반응을 증강시키는 작

용을 나타낼 수 있는 가능성을 시사해 주고 있다.

Kim 등17) 차가버섯을 배양하여 얻은 수용성 endo-polysac-

charide가 비장세포 증식과 B 세포 증식을 증가시켰으나, T 세

포 증식과 T 세포에 의해 유도되는 cytokine 생성에는 영향이

없는 것으로 보고하였는데, 이는 차가버섯 열수 추출물에 대한

본 실험결과와 차이가 있어 이에 대한 체계적인 연구가 필요하

다고 생각된다.

비장세포의 cytokine 생성능에 미치는 영향

차가버섯 열수 추출물이 Con A로 유도되는 비장세포

의 cytokine 생성능에 미치는 영향을 알아보기 위해 정상마우스

의 비장세포에 Con A와 차가버섯 열수 추출물을 농도별로 가하

여 48시간 배양 후 배양액 중의 IFN-γ와 IL-4의 생성량을 측정

하여 그 결과를 Fig. 4와 Fig. 5에 나타내었다.

Fig. 4에서 보는 바와 같이 T 세포만을 활성화시키는 Con A

를 가한 비장세포에 IOE를 첨가하여 배양 후 배양액 중의 IFN-

γ 생성량을 측정한 결과, IOE를 첨가하지 않고 Con A만을 가한

대조군에 비하여 증가되는 경향을 보였으며, 100 µg/ml 농도를

제외한 모든 군에서 대조군에 비하여 뚜렷이 유의성있게 증가하

였다. 또한, IL-4의 생성량(Fig. 5)도 Con A만을 가한 대조군에

비교해 보면 차가버섯 열수 추출물의 농도가 50과 100 µg/ml일

때 유의적으로 현저히 증가하였다.

T 세포의 아집단인 보조 T 세포(helper T 세포, Th cell)는 다

른 임파구의 활성화를 촉진하며 각종 세포활성물질을 생성하는

데, 생성하는 세포활성물질의 종류의 차이에 따라 type 1 T 세

포(Th1)와 Type 2 T 세포(Th2)의 아집단으로 분류된다. IFN-γ

는 Th1 세포가 생성하는 대표적인 특징 cytokine이며, IL-4는

Th2 세포에서 분비되는 대표적인 cytokine으로 이들은 T 세포

아집단을 구분할 때도 주로 사용된다.16,18) 따라서 시험관내에서

차가버섯 열수 추출물의 직접 노출에 의해 Con A로 유도되는

비장세포의 cytokine이 IOE의 농도에 따라 차이는 있으나 대조

군보다 모두 증가되어 차가버섯 열수 추출물이 Th1 반응과 Th2

반응유도 가능성을 시사해 주고 있어 이에 대한 체계적인 연구

가 본 연구실에서 진행되고 있다.

결 론

차가버섯 열수 추출물이 in vitro에서 비장세포 증식을 증가시

키고, T 세포 mitogen인 Con A와 B 세포 mitogen인 LPS로 유

도되는 비장세포 증식도 항진시켰다. 또한 차가버섯 열수 추출

물은 cytokine(IFN-γ, IL-4)의 생성을 유의적으로 증가시켜 세포

성 및 체액성 면역반응을 증강시킬 수 있는 가능성을 시사해 주

어 차가버섯의 면역조절 기능식품 소재로서의 개발 가능성에 대

한 계속적인 연구가 본 연구실에서 진행되고 있다.

Fig. 4 − The effect of IOE on the IFN-γ production from splenocytes

stimulated with T cell mitogen in vitro. Mouse splenocytes

were cultured with Inonotus obliquus hot water extracts

(IOE) in the presence of Con A (5 µg/ml) for 48 hrs.

Control group was cultured with Con A alone. Cytokine

level in culture supernatant was determined by ELISA

assay. The results are expressed as the means±S.D. of 3

separate experiments (duplicated for experiment). Sig-

nificant difference from control (*p<0.05, **p<0.01).

Fig. 5 − The effect of IOE on the IL-4 production from splenocytes

stimulated with T cell mitogen in vitro. Other legends and

methods are the same those as described in Fig. 4.

Significant difference from control group (**p<0.01, #p<

0.001).
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