
Introduction
식용 버섯은 영양학적인 가치와 의약적인 가치가 높아 전 세
계적으로 건강보조식품이나 전통의약품으로 사용되고 있다
[1]. 버섯유래 수많은 화합물, 즉 다당체(polysaccharides), 
단백다당체(glycoproteins), 테르펜류(terpenes) 및 페놀류
(phenols) 등이 항암, 면역조절, 항바이러스 및 항균효과가 
있음이 확증되었다[2-6].
버섯 다당체는 주로 β-(1,3)-D-glucan으로 소장에서 흡수
가 되지 않아 대부분 면역계를 활성화시켜 항암성을 나타내기 
때문에, 고분자(500-2,000 kDa)가 저분자 보다 더 강한 항암
효과를 나타낸다[7-9]. 반면에, 단백다당체는 다당체-펩타이
드 또는 다당체-단백질로 구성되어 있어 다당체가 단백질이
나 폴리펩타이드 사슬에 공유결합을 하거나, 특정 다당체 곁
사슬에 단백질이나 펩타이드가 결합되어 있다[10]. 그래서 단
백다당체는 직접 암세포의 cell cycle을 arrest하거나 apop-
tosis를 유도하여 항암성을 나타낸다[11]. 또한 단백다당체
의 항암성은 분자량이나 구성 성분에 따라 차이가 있다[12].
신령버섯(Agaricus blazei, AB), 상황버섯(Phellinus 

linteus), 차가버섯(Inonotus obliqua) 등은 항암성 단백
다당체나 다당체를 함유하고 있어 암치료에 많이 이용되는 
버섯이다. 특히 AB는 동물실험에서 고형암에 대한 억제율
이 99.4%, 완치율이 90%인 것으로 보고되었다[1, 12, 13]. 
주요 활성성분은 β-(1,3)-D-glucan의 주 체인에 β-(1,6)-
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Glycoproteins isolated from fruit bodies and mycelial 
cultures of mushrooms exhibit anti-carcinogenic actions in 
human cancer cells and animal tumor cells by induction 
of apoptosis. Here, we report that isoflavone-conjugated 
glycoproteins (designate Gluvone), exhibit strong anti-
carcinogenic effects on human breast cancer MCF-7 cells by 
induction of apoptosis. Gluvone with 9.4 kDa of molecular 
weight was isolated from submerged-liquid culture of 
Agaricus blazei mycelia (ABM) in soy flake-containing liquid 
medium. MCF-7 cells were incubated with various amounts 
of Gluvone (0~250 μM) for a period of 6 days. Gluvone 
exhibited anti-proliferative actions in a dose-dependent 
manner and 62% growth inhibition at 200 μM for 4 days 
relative to control. Hoechst 33258 staining analysis revealed 
that Gluvone induced formation of apoptotic bodies. Gluvone 
was associated with down-regulation of anti-apoptotic 
Bcl-2 protein expression as well as up-regulation of pro-
apoptotic Bax protein expression. Gluvone treatment induced 
proteolytic activation of caspase-9 and caspase-3 through 
cytochrome c release from mitochondria to cytosol as well as 
concomitant degradation of poly (ADP-ribose) polymerase 
(PARP). In addition, Gluvone induced activation of caspase-8. 
Taken all together, these results indicate that the anti-
proliferative effect of Gluvone is associated with induction of 
apoptotic cell death through the mitochondrial dysfunction 
pathway mediated by enhancement of Bax protein expression 
and suppression of Bcl-2 protein expression.

Key words: Agaricus blazei mycelium (ABM), apoptosis, 
caspase 3, human breast cancer MCF-7 cells, isoflavone-
conjugated glycoproteins (Gluvone)



glycosyl 가지를 가진 다당체[13-18]와 단백다당체(당질 약 
50%와 단백질 약 43%로 구성)이다[10, 18, 19]. 이와 같은 
항암효과를 갖는 단백다당체 및 다당체는 AB 자실체로부터 
얻을 수도 있지만, AB mycelia (ABM) 액체배양으로부터 
균일하고 많은 양을 쉽게 얻을 수 있다[3, 20]. 따라서 본연
구진은 ABM을 대두박이 함유된 액체배지에서 배양하고 이
를 자가분해(53°C, pH 5.5, 120 rpm, 3 시간)하여 분자량
이 9,400 Da인 isoflavone-conjugated glycoprotein (Glu-
vone이라 명명)을 분리하였다[21, 22]. 이 Gluvone은 자가
분해 하지 않은 것과 비교하여 MCF-7 인체 유선암과 S-180 
cell로 유도한 mouse 복수암에 대한 항암효과가 크게 증가되
었다[22]. 그러나 그 항암기전에 관한 연구는 아직 아무도 수
행한 적이 없었다.
따라서 본 연구에서는 ABM 액체배양액을 자가분해하고 이
로부터 분리한 Gluvone이 MCF-7 세포에 대해 강한 세포독
성을 나타내었고, Gluvone이 mitochondrial dysfunction에 
의한 apoptosis를 유도하였기에 그 결과를 보고하고자 한다.

Materials and Methods
실험재료

MCF-7 cell은 Korea Cell Line Bank (Seoul, Korea)에서 
분양받아 사용하였다. Bovine serum albumin (BSA), sodi-
um selenite, phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), leu-
peptin과 RNase A는 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO)에서 
구입하였다. Dulbecco's Modified Eagle Medium/Ham's 
F-12 nutrient mixture (DMEM/F12), fetal bovine serum 
(FBS), 0.5% trypsin-5.3 mM EDTA, penicillin-strepto-
mycin, phosphate buffered saline (PBS)과 transferrin
은 Gibco BRL (Rockville, MD)에서 구입하였다. Bcl-2, 
Bax, caspase-3, caspase-8, caspase-9, cytochrome c와 
poly (ADP-ribose) polymerase (PARP) rabbit polyclonal 
antibody는 Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, 
CA)에서 구입하였다. Monoclonal anti-β-actin은 Sigma-
Aldrich에서, anti-rabbit anti-mouse IgG-horseradish per-
oxidase는 Delta Biolabs (Muraoka Drive Gilroy, CA)에
서 구입하였다. 그 외 사용된 일반적인 시약은 reagent grade 
이상을 사용하였다.

Gluvone 분리

기본배지(1 L)에 황백당 20 g, 대두박 분해물 100 mL, 
MgSO4 0.5 g, KH2PO4 0.5 g를 첨가하였다. 이 액체배지
를 500 mL 삼각플라스크에 300 mL 분주하고 살균(121°C, 
30분)하여 액체배지로 사용하였다. 액체배지에 potato dex-
trose agar (PDA) 배지에서 활성화 한 ABM을 접종하고 7일
간 진탕배양(120 rpm, 25°C)하였다. 
이 ABM 액체배양물을 Kim 등[22]의 방법에 준하여 자가
분해(53°C, pH 5.5, 120 rpm, 3시간)하고 Gluvone (9,400 
Da)을 분리하였다. Gluvone은 탄수화물 66.6%, 단백질 
31.0%, isoflavone (genestein 및 diadzein) 2.0%로 구성되
어 있었다[22].

MCF-7 세포배양 및 시료처리

MCF-7 세포는 10% FBS와 penicillin/streptomycin (

각각 100 U/mL, 100 g/mL)이 첨가된 DMEM/F12 배지
(37°C, 5% CO2)에서 배양하였다[23]. 세포가 80% 자랐
을 때 0.1% trypsin-1.06 mM EDTA를 처리하고 원심분리
(4°C, 10분, 1,000 rpm)하여 세포를 회수하였다. 
시료의 세포증식에 미치는 영향을 측정하기 위해 회수된 세
포를 배양 배지로 희석하여 12-well culture plate의 각 well
에 1 × 104 세포를 분주하고 24시간 배양하였고, serum free 
medium (SFM, 5 g/mL transferrin, 5 ng/mL selenium, 
0.1 mg/mL BSA)으로 배지를 교환하고 24시간 더 배양하
였다. 그 후 Gluvone 시료를 다양한 농도(0, 10, 100, 150, 
200, 250 μM)로 처리하여 6일 동안 배양하였다. 다른 실험
을 위해서는 culture dish (90 × 15 mm)에 1 mL 세포액(1 
× 106 세포/mL)을 분주하여 상기 세포증식 실험과 동일한 방
법으로 배양 및 Gluvone 시료 처리를 하고 4일간 배양하였
다. 배지는 이틀마다 신선한 배지로 바꾸어 주었고 80% 자
란 세포를 모든 실험에 사용하였다. 배양 마지막 일에 0.1% 
trypsin-1.06 mM EDTA를 처리하고 원심분리(4°C, 10분, 
1,000 rpm)하여 세포를 회수하였다. 

세포생장율 측정

살아있는 세포생존율 측정은 MTT assay를 이용하였다
[23]. 흡광도 측정은 microplate reader (Anthos Labtech In-
struments, Wals., Austria)로 570 nm에서 측정하였다. 시료
의 세포생장율은 0일의 세포에 대한 백분률(%)로 나타내었다.

Hoechst 33258 염색

세포핵 형태를 Hoechst 33258로 염색하여 형광현미경으
로 관찰하였다[24]. 먼저 세포를 4% paraformaldehyde 용
액으로 10분간 고정한 다음, 0.1% Triton X-100 용액을 10
분간 처리하였다. 그 후 Hoechst dye (10 g/mL)용액으로 
10분간 핵을 염색시킨 후, fluorescence microscope (Carl 
Zeiss, Germany)으로 관찰하였으며, 역상광학현미경(Ni-
con Eclipse TE 300, Japan)을 이용하여 촬영하였다.

Western blot 분석

세포를 protease inhibitor leupeptin (10 g/mL)과 PMSF 
(2 mM)이 포함된 lysis buffer [50 mM Tris-HCl (pH 7.4), 
150 mM NaCl, 1 mM EGTA, 1 mM EDTA, 10% glycer-
ol]에서 lysis하였다. 단백질 농도는 Bio-Rad Protein Assay 
manual에 준하여 분석하였다. Western blotting은 Rakib 등
[23]의 방법에 준하여 수행하였다. Bcl-2, Bax, caspase-8, 
caspase-3, caspase-9, cytochrome c 와 PARP의 단백질발
현은 Western blot으로 분석하였다[23]. 관련 단백질 발현은 
대조 세포를 100으로 보았을 때 Kodak ID Scientific Imag-
ing System software를 이용하여 각 단백질 밴드의 발현 정
도를 비교∙분석하였다.

Mitochondrial cytochrome c 방출 분석

세포의 mitochondria 분획과 cytosol 분획은 Miura 등
[25]의 방법에 준하여 분석하였다. 세포를 PBS로 세척하
여 extraction buffer [20 mM HEPES (pH 7.5), 10 mM 
KCl, 1.5 mM MgCl2, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM 
DTT, 0.1 PMSF, 250 mM sucrose]를 첨가하고 homog-
enizer (Seoul, Korea)로 균질화한 후 원심분리(4°C, 10분, 
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1,000 rpm)하였다. 상등액을 Beckman ultracentrifuge (S. 
A., Gagny, France)로 원심분리(4°C, 15분, 10,000 g)하여 
mitochondria 분획인 pellet을 얻고, 상등액을 다시 원심분리
(4°C, 1시간, 100,000 g)하여 cytosol 분획(상등액)을 얻었
다. Mitochondria 분획과 cytosol 분획의 cytochrome c 함
량은 Western blot으로 분석하였다[23].

통계처리

Data는 평균(M) ± 표준편차(S.D.)로 나타내었다. 결과는 
SAS (Statistical Analysis System, Cary, NC) version 8.1 
프로그램을 이용하여 통계 분석하였다. 평균치간의 유의성은 
Duncan의 다중검증으로 검증하였다.

Results
Gluvone의 세포생장 억제

Gluvone은 isoflavone을 함유한 단백다당체이기 때문에 
MCF-7 세포에 대한 강한 독성이 있을 것으로 기대되어 Glu-
vone을 MCF-7 세포에 농도별 (0~250 μM), 시간별(0, 2, 
4, 6일)로 처리한 후 세포생장율을 MTT assay로 측정하였
다(Fig. 1). Gluvone의 MCF-7 세포에 대한 세포생장율은 
처리농도(10~250 μM)에 따라 비례하여 억제하였으나 200 
μM과 250 μM 에서는 차이가 없었다. 또한 처리기간에 따라 
모든 처리농도에서 배양 4일 이후에는 세포생장율이 억제되
지 않았다. 이 결과는 200 μM Gluvone을 4일간 MCF-7 세
포에 처리하였을 경우 세포생장이 최대로 억제되었음을 의
미하였다.

Gluvone의 apoptosis 유도 및 Bcl-2와 Bax의 발현

Apoptotic cell은 세포 수축, 핵 농축, chromatin의 응축, 
DNA 절단과 같은 형태학적인 특징을 나타낸다[26]. 따라
서 Gluvone이 MCF-7의 apoptosis를 유도하는지를 조사하
였다(Fig. 2). Gluvone은 MCF-7 세포의 핵을 응축시켰는
데, 이 결과는 Gluvone을 처리하지 않은 대조군에 비해 Glu-

vone의 처리량이 증가할 수록 핵 응축은 증가되었다(Fig 2). 
이 결과는 Gluone의 MCF-7 세포에 대한 세포독성(Fig. 1)
은 apoptosis 유도에 기인함을 의미한다.
세포내 신호에 의한 apoptosis의 기전은 17번 염색체에 존
재하는 종양억제인자 p53에 의한 것이 비교적 잘 알려져 있
다. DNA가 손상을 받게 되면 p53의 전사를 촉진시켜 세포
주기의 진행 및 DNA 합성을 차단시키고, Bcl-2의 발현을 감
소시키며, Bax의 발현을 증가시켜서 apoptosis를 유도한다. 
Bcl-2는 apoptosis를 방해하는 방향으로, Bax는 apoptosis
를 유도하는 방향으로 각각 작동 한다고 알려져 있다[27]. 따
라서 암세포 세포질에 p53 단백질이 발현되면 Bax 단백질의 
활성이 유도된다.
따라서 Gluvone이 Bcl-2와 Bax 단백질의 발현에 미치는 
영향을 조사하였다(Fig. 3). Gluvone의 처리량이 증가할수
록 Bcl-2 단백질의 발현은 감소하였고, Bax 단백질의 발현은 
증가하였다. 이러한 결과들로 미루어 보아 Gluvone의 처리
가 MCF-7 세포에서 Bax 단백질 발현을 증가시켜 apoptosis
를 유도하는 것을 의미한다.
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Fig. 1. Effects of Gluvone on the growth of human breast 
cancer MCF-7 cells. Results were expressed as percent of cell 
proliferation of control at 0 day. Data were means ± S.D. (n=6). 
Growth rate at 4 days was significantly different from each 
other at P<0.05 by Duncan’s multiple range test. 

Fig. 3. Expressions of Bax and Bcl-2 proteins in MCF-7 cells 
treated with Gluvone. Values are means ± S.D. (n=3). Means not 
sharing same small letters are different at P<0.05 by Duncan’s 
multiple range test.

Fig. 2. Nuclei morphological changes of Gluvone-treated 
MCF-7 cells. Cells were fixed and the nuclei were stained with 
Hoechst 33258.
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Mitochondrial dysfunction에 의한 apoptosis 유도

p53 발현 단백질에 의해 활성화 된 Bax 단백질은 mito-
chondrial cell membrane에 결합하여 mitochondria에 존
재하는 cytochrome c를 세포질로 유출하고 세포가 생존하기 
어렵게 되어 apoptosis를 유도하는 것으로 알려져 있다[28]. 
따라서 Fig. 4는 Gluvone의 처리가 MCF-7 세포의 mito-
chondria에 존재하는 cytochrome c가 세포질 내로 유출되
었음을 나타낸다. Gluvone의 처리농도가 증가할수록 mito-
chondria에 존재하는 cytochrome c의 량은 감소하였고, 세
포질의 cytochrome c의 량은 증가하였다.
방출된 cytochrome c는 Apaf-1 (apoptotic protease ac-

tivating factor 1)과 결합하여 pro-caspase-9을 활성화 시
키고 이것은 다시 caspase-3를 활성화시켜 apoptosis를 유
도한다[28]. Gluvone 처리 농도에 따라 caspase-9 (Fig. 5)

과 caspase-3 (Fig. 6) 단백질의 발현 정도는 증가하였다. 또
한 cytochrome c와는 관련이 없지만 caspase-8이 활성화되
면 caspase-9 활성화를 증폭시키고, 이는 하부에서 작용하는 
caspase-3 활성화를 증폭시킨다[29]. Fig. 7에서 보는 바와 
같이 caspase-8 단백질 발현은 Gluvone의 처리 농도에 따
라 증가하여, 이 효소의 활성도 caspase-3의 발현에 기여한
다고 볼 수 있다. 이들 caspase의 활성화는 apoptosis를 유도
하게 된다. 따라서 Gluvone의 MCF-7 세포독성은 Bax 단백
질을 발현을 증가시켜, mitochondria의 cytochrome c를 방
출시키고 이 cytochrome c에 의한 caspase-3 활성화에 따라 
apoptosis가 유발되는 mitochondrial dysfunction에 기인한
다고 할 수 있다.

PARP 단백질은 세포의 DNA repair나 genomic stability
의 유지에 중요한 역할을 하며, apoptosis 과정 중 caspase-3
의 활성에 의해 PARP 단백질(116 Kda)이 85 KDa으로 분
해되어 그 기능을 상실하게 된다[30]. Fig. 8은 Gluvone 처

Fig. 5. Expressions of caspase-9 proteins in MCF-7 cells treated 
with Gluvone. Values are means ± S.D. (n=3). Means not 
sharing same small letters are different at P<0.05 by Duncan’s 
multiple range test.

Fig. 6. Expressions of caspase-3 proteins in MCF-7 cells treated 
with Gluvone. Values are means ± S.D. (n=3). Means not 
sharing same small letters superscript are different at P<0.05 
by Duncan’s multiple range test.

Fig. 4. Cytochrome c distribution to mitochondria and cytosol 
in MCF-7 cells treated with Gluvone. Values are means ± S.D. 
(n=3). Means not sharing same smal letterst are different at 
P<0.05 by Duncan’s multiple range test.

Fig. 7. Expressions of caspase-8 proteins in MCF-7 cells treated 
with Gluvone. Values are means ± S.D. (n=3). Means not 
sharing same small letters are different at P<0.05 by Duncan’s 
multiple range test.



리가 MCF-7 세포의 PARP 발현 정도를 나타낸 결과로 Glu-
vone의 처리량이 증가할수록 PARP 단백질의 단편화가 일어
나 116 KDa의 양은 감소하고 86 KDa의 단편은 증가되었다. 
이 결과로 Gluvone이 MCF-7 세포의 apoptosis를 유도한다
는 것을 다시 확인할 수 있었다.

Discussion
본 연구에서 ABM 액체배양물로부터 분리한 isoflavone
이 conjugation된 단백다당체인 Gluvone이 mitochondrial 
dysfunction에 의한 기전으로 MCF-7 세포의 apoptosis를 
유도함을 확인하였다. Gluvone은 MCF-7 cell의 생장을 농
도 의존적으로 억제 하였고, anti-apoptotic 단백질인 Bcl-2
의 발현을 down-regulation하고 pro-apoptotic 단백질인 
Bax의 발현을 up-regulation하여 mitochondria의 cyto-
chrome c 방출, caspase-8, caspase-9, caspase-3을 활성화
시키고, PARP를 분해시켜 apoptosis를 유도하였다(Fig. 9). 
버섯으로부터 다양한 항암 다당체와 단백다당체가 분리되
었다. 수많은 버섯으로부터 β-D-glucan, 표고버섯으로부터 
lentinan, 구름버섯으로부터 크레스틴(PS-K), 치마버섯으로
부터 소니필란(SPG) 그리고 많은 버섯으로부터 단백다당체
가 분리되었다[31-34]. 본 연구에서는 ABM 액체배양물로부
터 분리한 분자량 9,400 Da인 Gluvone은 이들 항암제와는 
달리 isoflavone이 단백다당체에 결합되어 있다는 점에서 큰 
차이가 있다. 대부분의 버섯 유래 다당체는 면역체계를 활성
화시켜 간접적으로 항암성을 나타내지만, 단백다당체는 cell 
cycle arrest를 유도하거나 apoptosis을 유도하여 항암성을 
나타낸다. 차가버섯 물 추출은 대장암 HT-29 세포의 DNA 
합성 억제에 의한 apoptosis 유도와 caspase-8 경로 활성증가
에 의한 apoptosis를 유도하였다[35]. AB 수용액 추출물은 
인체 폐암 A-549 세포의 G2/M phase arrest를 통한 apop-
tosis 유도는 cyclin A의 발현 감소, ckd inhibitor p21 발현
증가 등이 관여한다고 보고하였다[36]. 구름버섯(Trametes 

versicolor)으로부터 분리된 다당체-펩타이드 복합체(PSP)
의 인체 유방암 MAD-MB-231 세포 증식 감소와 상황버섯
으로부터 분리된 protein bound polysaccharide (PBP)의 인
체 직장암 SW480 세포 증식억제는 apoptosis에 기인하였다
[37, 38]. 이들 보고와 마찬가지로 Gluvone의 MCF-7 세포
에 대한 항암기전은 apoptosis 조절에 중요한 유전자들의 선
택적 발현 조절을 통한 apoptosis 유발과 밀접한 관련이 있었
으며, 이는 Gluvone이 강력한 항암 및 암 예방 효능의 잠재력
을 가지고 있음을 의미하는 것이지만 항암제로 사용하기 위해
서는 많은 연구가 수행되어야 할 것이다.

Isoflavone 중 genistein은 여러 종류의 암세포의 apopto-
sis를 유발하였다 [39-41]. Akiyama 등[42]은 genestein이 
tumorigenesis 과정에 중요한 역할을 하고 성장조절 수용체
와 밀접하게 연관되어 있는 protein tyrosine kinase (PTK)
의 작용을 특이적으로 억제하였다. 또한 genistein은 DNA와 
topoisomerase II 사이의 공유 결합을 촉진함으로써 topoi-
somerase II의 작용을 억제였다[43]. 따라서 Gluvone의 구
성분인 isoflavone의 암화 억제나 apoptosis 유도 촉진은 유
리상태로 존재하는 것보다 Gluvone에 결합된 상태의 isofla-
vone이 단백다당체의 활성에 시너지 효과를 부여할 것으로 
기대되지만, 이를 위한 더 많은 연구가 수행되어야 할 것이다. 
결론적으로, ABM 액체배양물로부터 분리한 Gluvone의 

MCF-7 세포에 대한 항암기전은 Bax 단백질의 발현 증가에 
따른 mitochondrial dysfunction에 의한 apoptosis에 기인
함을 밝혔다. Gluvone에 결합된 isoflavone의 역할에 대한 
연구는 더욱 구체적으로 수행되어야 하겠지만, 다양한 형태
의 항암제들은 암세포의 apoptosis를 유도하여 항암제로서 
작용하기에 apoptosis를 유도하는 Gluvone을 항암제로 개
발할 수 있음을 암시한다.
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