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Abstract: To develop new strains of Ceriporia lamaritus (C.

lamaritus) with different functional activities, the protoplast

was prepared from the mycelium of C. lamaritus after treat-

ment with various concentrations of EMS and the myceliums

were regenerated. As a result, lots of mutant strains were

obtained, 3 strains with different phenotypic characteristics

were selected and named C. lamaritus f1, f2, and f3, respec-

tively. To evaluate molecular phylogenetic tree, the genomic

DNAs of mutants were amplified with ITS1 and ITS4 prim-

ers by PCR , sequenced and the DNA sequences were com-

pared with the ITS sequences of the related strains in GenBank

using BLAST program. Clustal multiple alignment showed

that there are a number of sequence changes in partial 18S

ribosomal DNA, ITS 1 region and 5.8S rDNA between the

strains, indicating that EMS treatment generated chemical,

random mutations in the chromosomal DNA. A neighbor

joining tree revealed that C. lamaritus f1 and f2 strains were

clustered in the same clade, but C. lamaritus f3 in different

clade. To investigate changes of biological phenotypes, lac-

case and antioxidant activities were studied. As a result, lac-

case activity of C. lamaritus f3 showed the highest level (2.49

u/mg) among the strains and also antioxidant activity showed

124% of the culture broth after 4 days incubation. Further-

more, the radical scavenging activities were constantly main-

tained during culture period. Accordingly, EMS might be

efficient tool to develop new strain and utilization of the active

components in the culture broth of C. lamaritus f3 presents the

possibility of industrial application. 
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1. INTRODUCTION

Ceriporia 속 (genus) 버섯은 구멍장이 버섯목 (Polyporales), 유

색 고약버섯과(Phanerochaetaceae)에 속하는 버섯으로 polypore

의 형태로 자라는 resupinate (배착형) fungi로서 산림 속에서

나무를 분해하는 버섯으로 알려져 있으며 [1], 약 80개의 분

류군을 포함하며 이 중 상당수는 동아시아에서 연구 보고되

었다 [2,3]. 그 중 Ceriporia lacerata (C. lacerata)는 2003년에

일본에서 처음으로 발견되었고 [4], 담자균류에 속하는 백색

부후균으로 참나무나 적송에 부생하며, 목재내 리그닌을 선

택적으로 분해시켜 부후가 진행되면서 백색으로 변하는 형

태학적 특징을 가지고 있다 [5]. 일반적으로 버섯류는 생장

지역에 따라 특성과 주요 성분 함량에 많은 차이가 있으며

공통적으로 서식지 온도가 낮은 지역에서 획득한 균주는 품

질은 좋지만 생장 속도가 느리고, 잡균의 오염에 약하며 수
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량성이 낮은 단점이 있지만, 온도가 높은 지역에서 획득한

균주는 품질은 떨어지지만 생장 속도가 빠르고 잡균의 오염

에 강하고, 생산성이 우수한 특성을 가지고 있고 이로 인해

의약적 효능에서도 많은 차이가 있다. C. lacerata의 경우에

도 균사체 성장속도가 느려 배양기간이 길고 잡균으로 인한

오염발생으로 배양 성공률이 떨어져 산업화에 어려움이 대

두되고 있다. 따라서 이를 해결하기 위하여 서식지의 환경적

요인에 따른 생장 특성 및 성분 함량이 서로 다른 6종의 C.

lacerata 균주들을 di-mono (이핵 단핵) 교배법으로 2극성으

로 대치한 후 반복적인 교배를 통하여 균사체의 생장형태가

모균주와 확연한 차이를 보이면서, 균사가 굵고, 성장속도가

매우 빠른 1개의 균주를 최종적으로 선발하여 선발하여 국

제미생물명명법에 따라 Ceriporia lamaritus (KCTC 56671)

로 등록되어 있다 (주식회사 씨엘바이오). 구멍장이 버섯류인

C. lacerata를 이용한 의약학적 연구로서 균사체 배양액 추출

물을 사용하여 제 1형 당뇨병 쥐에서의 항당뇨 효과 [6], 또

한 제 2형당뇨에서의 효과와 세포수준에서의 기전연구, 당

뇨병 동물에서의 인슐린 신호 전달 상의 기전연구 [7] 등이

보고된 바 있다. 버섯류는 탄수화물, 단백질, 지질, 무기질 및

비타민 등의 풍부한 영양과 독특한 향을 함유하고 있어 자실

체 뿐만 아니라 액체배양을 통하여 생산된 균사체도 식용이

가능하여 기능성 식품 및 의약품 소재로 많이 활용되고 있다

[8]. 즉, 버섯의 균사체는 자실체와 마찬가지로 여러 가지 유

용한 물질을 함유하고 있으며, 특히 균사체는 버섯 자실체와

는 달리 안정적으로 대규모 용기 내에서 단기배양 및 산업적

생산이 가능하다는 장점이 있으며 최근 대부분의 버섯 종균

은 액체 배지에서 함유된 영양성분을 이용한 생물 전환을 통

해 다양한 생리활성물질을 포함하는 균사체 배양이 가능하

게 되었다 [9]. 버섯 균사체를 포함한 액체 배양물은 배지의

영양성분 조성과 배양조건에 따라 항암 [10] 및 항산화 및 항

당뇨 [11] 활성을 가지는 다양한 대사산물을 얻을 수 있으며

[12,13], 액체배양은 작은 공간에서 경제적으로 단기간에 균

사체 대량 생산이 가능하며 자실체로부터 유용성분을 생산

하는 것보다 더 효과적인 생산방법이라 할 수 있다. 현재까

지 보고된 연구로는 노루궁뎅이버섯 [14,15], 표고버섯 [16].

흰목이버섯 [17] 등 다양한 버섯 균사체를 이용한 액체 배양

의 최적화에 대한 연구들이 보고되었으나, C. lamaritus의 균

사체를 이용한 액체 배양물 생산을 최적화하여 기능성 소재

로서 활용하는 연구는 아직까지는 미비한 실정이다. 따라서

다양한 기능성 소재개발을 위하여 성장속도가 빠르면서 오

염에 강하고 생산 수율 및 생물학적 기능이 강화된 새로운

균주개발 필요성이 제기되고 있다. 일반적으로 돌연변이 유

발은 버섯 및 식물체의 여러가지 특성, 즉 개화시기 및 생장

속도 조절, 신품종 개발, 스트레스 저항성, 내병성 및 생산성

증진 등을 개선하는데 사용될 수 있다. 인위적 돌연변이 유

발을 위하여 여러가지 물리, 화학적 돌연변이 유발원을 (UV,

gamma-ray, chemicals, EMS 등) 사용할 수가 있으며, 대상 작

물들의 유전적 구성의 변화는 돌연변이 유발원의 특이 작용

기작에 의존하게 된다 [18,19]. 염색체 DNA상에서 여러 종

류의 재배열은 돌연변이 유발원의 투여농도 및 처리시간에

따라 다양한 특성을 갖는 돌연변이체를 유발하며, 따라서 여

러 작물, 종 또는 유전자형에 정확한 투여농도 정보를 갖는

것이 바람직한 빈도의 돌연변이체를 유도하는데 중요하다.

Ethyl methanesulfonate (EMS)는 전형적으로 염색체를 무작

위적으로 점돌연변이를 일으키는 아주 효과적이며 강력한

화학적 돌연변이 유발원 [20]이다. 따라서 본 연구에서는 C.

lamaritus의 표현형적인 특성과 생물학적 기능성이 강화된

신 균주를 개발하기 위하여 C. lamaritus의 원형질체를 유도

하여 화학적 돌연변이 유발물질인 EMS를 농도별로 처리하

여 게놈에서 무작위 돌연변이를 유도한 후, 균사체 colony로

재분화하여 모균주에 비해 높은 성장률, 항산화 활성 및

laccase 활성 증가, flavour 등이 개선된 균주를 개발하고 대

량배양에 의한 산업적 응용범위를 확장하는 것을 그 연구 목

표로 한다. 

2. MATERIALS ND METHODS

2.1. 균주 및 시약

본 연구에 사용된 모균주는 한국생명공학연구원 생물자원

센터 (KCTC: Korean Collection for Type Cultures)에 기탁 보

존되어진 Ceriporia lamaritus (KCTC 56671)를 ㈜씨엘바이

오 (Seoul, Korea)에서 제공받아 실시하였다. C. lamaritius 균

주 배양을 위한 배지로서 PDA (potato dextrose agar) 및 PDB

(potato dextrose broth)를 Becton Dickinson사 (Sparks, MD,

USA)로부터 구입하여 사용하였고, 균사체 배양은 PDA 고

체 배지에서 배양하여 균사 상태로 유도한 후, 액체배양 시

균사가 자란 배지를 멸균된 칼을 이용하여 약 0.5 cm2로 작게

자른 후 PDB 액체배지 200 mL에 접종하여 28oC에서 50 rpm

으로 진탕 배양하여 실험에 사용하였다. 원형질 형성을 위하

여 Trichoderma harzianum에서 분리한 lysing enzyme (Sigma,

St Louis, MO, USA) 및 Celllulase onozuka R-10 (Duchefa

Biochmie, Haarlem, Netherlands)를 사용하였으며, 돌연변이

유발원으로서 ethyl methansulfonate (Sigma, St Louis, MO,

USA), 또한 항산화활성 및 laccase 활성 측정을 위하여

ABTS (Sigma, St Louis, MO, USA)를 사용하였다. 

2.2. C. lamaritus의 원형질체 나출

원형질체 나출을 위해 PDB배지 (100 ml)에서 5일 동안 배양

한 C. lamaritus 균사체를 적당량 (20 mL)을 취하여 새로운

PDB 배지 200 mL로 옮겨 5일 동안 28oC에서 150 rpm으로

재 배양 하였다. 배양시킨 균사를 glass filter G1 (LukeGL,

Namyangju, Korea)을 사용하여 균사체를 회수하고, 0.6 M

sucrose로 균사체를 2회 세척한 후, lysing buffer (lysing

enzyme 10 mg/mL, celllulase 10 mg/mL in 0.6 M sucrose)를

균사체의 5배 볼륨이 되도록 첨가한 다음, 28oC, 130 rpm에

서 4시간 동안 배양하였다. 그 후 glass filter funnel G3 (LukeGL,

Namyangju, Korea)를 이용하여 진공 여과를 통해 분해되지
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않은 균사와 세포 찌꺼기들을 제거하였고, 필터를 빠져 나온

원형질체 용액을 4oC에서 9,000 rpm으로 20 분간 원심분리

하여 원형질체를 침전시켰다. 상등액은 버리고 pellet에 남아

있는 잔여 lysing buffer를 씻어주기 위해 STC buffer (0.6 M

sucrose, 10 mM Tris-HCl, 10 mM CaCl2) 500 µL을 첨가하여

pellet을 현탁하여 원심분리를 행하고 침전된 원형질체에

STC buffer를 첨가하고 현미경 관찰 후, hemocytometer로 원

형질체를 계수하여 원형질체 수를 1 × 105 cells/mL이 되도록

하였다[21]. 

2.3. EMS 처리에 의한 C. lamaritus 신균주 선발

EMS 처리는 Liu[22] 방법을 약간 변형하여 사용하였다.

EMS의 최종농도를 1.167 g/mL로 제조하여 원형질체 현탁액

100 uL (1 × 105 cells/mL)에 EMS를 각각 0~2% (v/v)가 되도

록 처리해준 뒤 30oC, 120 rpm에서 1시간 진탕 배양시켜준

뒤 4oC, 9,000 rpm으로 5분간 원심분리 하여 원형질체를 침

전 후 상등액은 버리고 pellet을 STC buffer에 2번 씻어준 뒤,

pellet을 hemocytometer로 확인하였다. 확보된 pellet을 STC

buffer 100 uL에 현탁하고 low melting PDA agar 배지 (2.4%

potato dextrose, 0.8% agar powder) 7 mL에 섞어 준 뒤 0.6 M

sucrose가 함유된 PDA 배지(2.4% potato dextrose, 1.5% agar

powder)에 pouring 한 후, 28oC에서 7 일 동안 재분화를 위하

여 배양하였다. 재분화 된 균사체들을 kanamycin (50 µg/mL)

과 ampicillin (50 µg/mL)이 함유된 MCM agar (2% glucose,

0.2% yeast extract, 0.2% peptone, 0.05% MgSO4·7H2O, 0.1%

K2HPO4, 0.046% KH2PO4, 1.5% agar powder)배지에서 1회

더 선별하여 C. lamaritus 돌연변이체들을 분리하였다. 

2.4. DNA 추출 및 ITS 염기서열 분석

염색체 DNA추출을 위하여 PDA 또는 PDB 배지에서 10일간

배양한 균사를 사용하였으며, DNA 추출은 Lee [23] 방법을

이용하여 추출하였다. 즉, 배양한 균사 1 g을 취하여 막자사

발에 넣고 액체질소로 급냉시킨 다음, lysis buffer [50 mM

Tris-HCl (pH 7.2), 50 mM EDTA (pH 8.0), 3% SDS, 1% 2-

Mercaptoethanol] 500 µL를 넣어 잘 섞고, 55oC water bath에

서 1시간 반응시킨 후, 12,000 rpm, 4oC에서 15분 원심분리 후

상등액을 취하였다. 동량의 phenol/chloroform/isoamylalcohol

(25/24/1) buffer를 첨가하고 12,000 rpm에서 10분간 원심분

리 하여 상등액을 취한 후, 2 volume의 100% 에탄올과 1/10

volume의 3 M sodium acetate를 첨가하여 침전시킨 다음 원

심분리에 의해DNA를 확보하였다 [24]. White 등 [25]에 의

해 보고된 fungi의 ITS (internal transcribed spacer) 영역을 증폭

하기 위하여 ITSP1 (TCCGTAGGTCAACCTGCGG), ITSP4

(TCCTCCGCTTATTGATATGC), LROR (ACCCGCTGAACTTAAGC)

primer등을 사용하였고, 증폭된DNA의 염기서열은 Macrogen

(Seoul, Korea)를 통하여 분석하였다. 확인된 염기서열들은

sequencher (Gene codes Co., USA) 및 Clustal X를 이용하여

C. lamaritus control 서열과 alignment 후 변화된 서열을 확인

하였고, 유전적 계통 분류 및 Neighbour Joining (NJ) 분석은

PAUP 4.0b version (Swofford, 2002) [26]을 이용하여 분석하

였다. 

2.5. 리그닌 분해효소 활성 조사

C. lacamritus 및 변이주들의 리그닌 분해효소 (laccase)의 활

성을 조사하기 위하여 laccase에 대한 높은 특이성 [27,28]을

갖는ABTS [2,2’-azinobis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)]

를 기질로 사용하여 분석하였다. 즉, ABTS agar 배지(0.2%

K2HPO4, 0.2% KCl, 0.2% MgSO4·7H2O, 0.0547% ABTS, 1.5%

agar powder)에 0.1 g의 균사체를 중앙에 접종한 후, 28oC에

서 7일동안 암배양하였다. 접종원을 중심으로 청록색의 원

형 발색대가 형성이 되면 laccase 활성이 있는 것으로 판정하

여 발색 강도를 4군으로 나누어 very weak(1+), weak(2+),

moderate(3+), strong(4+)으로 판정하여 조사하였다 [29,30].

액체배양 에서laccase 활성 분석을 위해서 균사체 같은 양을

접종하여 배양한 C. lamaritus 및 변이주들의 배양액을

100 uL 취하여 125 mM sodium acetate buffer (pH 5.2) 800 µL와

0.25 M ABTS 100 uL를 혼합한 후, 25oC에서 5분간 반응시킨

후 420 nm 파장에서 흡광도를 측정하였다. 배양액 내의

laccase 활성은 다음과 같이 계산되었다 [31].

(ε420 = 36,000 M-1cm-1 = 3.6 × 104)

2.6. 항산화 활성 분석

C. lamaritus 및 변이주들의 배양액 항산화 활성은 ABTS

(2,2’-azinobis-3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid)를 사용하

여 radical 이온을 소거시키는 정도를 배양 일자 별로 측정하

여 분석하였다 [32]. 즉, 7 mM ABTS와 2.45 mM potassium

persulfate를 1 : 1 비율로 섞어준 뒤, 암실에서 16시간 반응시

키고, 그 후 OD734에서 0.7이 되도록 D.W로 희석하여 반응에

사용하였다. 제조된 ABTS+ 용액 900 mL과 배양액 100 µL를

45초간 섞어준 뒤 실온에서 30분 반응시킨 다음, OD734에서

흡광도를 측정하였고 배양액의 항산화 활성은 다음과 같이

계산되었다. 

Activity(%) = (A−B)A × 100

(A: ABTS+ solution, B: ABTS+ solution + 배양액)

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. 원형질체 나출 및 EMS 처리 

C. lamaritus의 원형질체를 나출하기 위하여 균사체를 수거

하여 (wet weight, 1 g) 여러 효소를 조합하여 원형질 나출 최

적조건을 확립하였다. 즉, 사용된 세포벽 분해효소들 조합은

celllulase onozuka R-10 (10 mg/mL)과 Trichoderma harzianum

Laccase activity unit/mg( )
AΔ bsorbance 10

6
Total volume××

TimeΔ ε420 Sample weight××
-------------------------------------------------------------------------------------=
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의 lysing enzyme (10 mg/mL)을 혼합하여 시간 별로 균사체

에 처리하여 원형질체를 나출하였을 때 2시간 이하의 짧은

처리시간에서는 원형질체 수가 mL당 1 × 103개 이하로 형성

이 되었고 장시간 반응 (5시간 이상)을 시키면 세포막이 파

괴되어 찌꺼기가 많이 형성되어 원형질체의 안정성이 떨어

지는 현상을 보였으며, 4시간 반응하였을 때 1~1.5 × 107

cells/mL로 많은 원형질체를 얻을 수 있었다 (Fig. 1(A)). 얻어

진 원형질체의 세포 수를 1 × 105 cells/mL이 되도록 조절한

후 현탁액 100 uL (104 cells)에 EMS (1.167 g/mL)를 각각 0%,

0.5%, 1% 및 2% (v/v)가 되도록 처리해준 뒤 30oC에서 1시간

배양 후 처리된 EMS를 제거하여 top agar를 이용하여 PDA

배지에 pouring 하여 재분화를 유도하였다. 그 결과 Fig. 1(B)

에서 보는 바와 같이 EMS를 처리하지 않은 군에서는 약 800

개 정도의 균사체가 재분화 되었고, 0.5% 처리 시 420개, 1%

처리 시 180개 정도로 EMS의 처리 농도가 높아질수록 재분

화 되는 균사체 수가 감소하는 것으로 나타났으며, 원형질체

의 EMS에 의한 반치사선량 (LD50)은 0.5% 처리시 52.5%,

1% EMS 처리시 22.5%로 적절한 EMS 처리 농도는 0.5%에

서 1% 이내인 것으로 보인다. 고농도의 EMS (2-5%)를 처리

하였을 때는 균사체의 재분화가 거의 일어나지 않았고 (data

not shown), 이는 원형질체에 EMS 처리 농도가 증가함에 따

라 용량 의존적 (dose-dependent)으로 균사체로의 재분화를

방해하여 치사율을 증가시키는 것으로 보고되었다 [33]. 

3.2. 돌연변이체 선별

재분화 된 균사체들을 kanamycin (50 µg/mL)과 ampicillin

(50 µg/mL)이 함유된 MCM agar 배지에서 1회 더 선별하여

C. lamaritus 돌연변이체들을 분리하였다. 즉, EMS를 각각

0%, 0.5%, 및 1% 처리한 원형질체를 28oC에서 배양하여 재

분화 된 균사체 들 중 EMS 처리군별로 각각 40개씩 항생제

함유 MCM agar 배지에서 control 균사체 (C. lamaritus)와 균

사체 성장속도, 밀도, 균사체 층의 두께에 따라 0.5% 처리군

에서 2균주 (0.5-8, 0.5-11), 1% 처리군에서는 1균주 (1-41)을

선별하였다. 즉, EMS 처리군, 0.5%와 1%의 처리군을 control

과 비교하였을 때 0.5% 및 1% 처리군에서 균사체의 성장속

도, 밀도, 무게 (wet weight), 및 균사체층의 두께가 평균적으

로 증가되는 것으로 나타났다 (Fig. 2, Table 1). 완전 성장까

지 걸리는 시간은 1-41 클론의 경우 3일로 가장 빨랐으며, 균

사체 밀도는 0.5-11 클론이 가장 높았고, 또한 균사체 층의 두

께는 1-41 클론이 2 mm로 가장 두꺼운 층의 균사체를 유지

하였다. 이와 같은 특성을 갖는 클론들, 0.5-8 클론은 C.

lamaritus f1, 0.5-11번 클론을 C. lamaritus f2, 또한 1-41번 클

론은 C. lamaritus f3로 새롭게 명명하였다 (Table 1). 이 돌연

변이체들의 EMS에 의한 유전적 변화를 측정하기 위하여 각

클론들을 배양한 후 염색체 DNA를 추출하고 부분적 18S

ribosomal DNA, ITS (internal transcribed spacer) 부위 및 5.8S

ribosomal DNA 지역의 염기서열을 분석하였다. 

3.3. 돌연변이체의 염기서열 분석 및 계통수

Nuclear ribosomal DNA (nrDNA)의 변화된 서열을 분석하기

위하여 ITS 1과 ITS 4 primer를 사용하여 각각 돌연변이체들

의 염색체 DNA를 주형으로 하여 PCR을 수행하고 증폭된

Fig. 1. (A) Protoplast formation of C. lamaritus after treatment of

enzyme. The arrows indicate the position of the C. lamaritus

protoplast. (B) Effect of different EMS concentrations on

germination of basidiospores of C. lamaritus var.

Fig. 2. Time profile of C. lamaritus and mutants mycelia on

MCM agar plates. To examine the growth rate of each strain, the

mycelium of same wet weight was spotted on the center of each

plate and incubated during 7 days.  
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DNA 조각을 정제한 다음, Macrogen (Seoul, Korea)에 서열

분석을 의뢰하여 염기서열을 확보하였다. 확보한 각각 돌연

변이체들의 염기서열은 부분적인 18S ribosomal DNA, ITS1

부위 및 5.8S rRNA 서열을 포함하고 있으며, 그 서열들을

BLAST (basic local alignment search tool)를 이용하여 Genbank

database와 비교하여 새로운 돌연변이체들의 균 종을 분석하

였다 (Fig. 3(A)). C. lamaritus 서열과 Genbank에 등재된 C.

lacerata 서열 665 염기를 비교하였을 때 부분적인 18S

ribosomal DNA, ITS1 부위, 5.8S rRNA 서열에서 약 34% 정

도의 서열의 차이를 보이며, 또한 C. lamaritus 서열과 돌연

변이체 f1, f2, f3의 염기서열들과도 비교하였을 때 ITS1

region에서는 거의 consensus 서열을 보이지만 그 외의 지역

에서는 클론들 간에 염기서열이 상당한 차이가 있음을 확인

하였다. 또한 Clustal multiple alignment program에 의해 염기

서열들을 정렬하였을 때 클론들간에도 상당한 차이가 있는

것으로 나타났다 (Fig. 3). 일반적으로 ITS 영역은 가운데

5.8S rRNA 서열을 포함하고 있으므로 균종을 대상으로 분류

학적 연구에 적합하며 그 분자진화 속도가 빨라 염기서열의

다양성을 요구하는 종, 속의 분류에 적합하다. 더구나 보존

성이 높은 5.8S 부위를 포함하고 있으므로 ITS 부위와의 비

교가 가능하며 이런 풍부한 정보량과 간편성으로 동일 속내

의 종간 및 속간의 유연관계를 연구에 유용한 수단이 되어지

며 또한 계통적 분류에 이용되어진다[34,35]. 유전적 계통수

(phylogenetic tree)를 그리기 위하여 각각의 돌연변이체들의

염기서열을 바탕으로 전체 분류군을 PAUP (4.0b) program

(Swofford, 2002) [26]을 이용하여 체계적인 관계를 평가하기

위한 통계적 방법인 UPGMA (unweighted pair group method

with arithmetic mean) [36]를 수행한 결과 Fig. 4(A)와 Fig.

4(B)에서 보는 바와 같은 결과를 얻었다. 염기서열 분석 결과

얻어진 Bootstrap 합의계통수 (Fig. 4(A))와 Neighbor-joining

(NJ) 계통수 (Fig. 4(B))는 비슷한 양상으로 나타났고, EMS를

처리한 균주인 C. lamaritus f1, C. lamaritus f2는 유전적으로

는 별 차이가 없는 매우 가까운 유연관계를 나타내었고 C.

lamaritus f3는 다른 양상을 나타내어 독립적인 분계조를 형

성하여 EMS에 의한 화학적인 돌연변이가 유발 되었음을 알

수 있다. 염기서열 변이에 기초하여 neighbor-joining (NJ) 분

석결과, 총 5개의 cluster를 형성하였다. C. lamaritus, Fungal

endophyte sp (EU803316.1), Porostereum spadiceum (JX463660.1)

이 cluster 1에 속하고 돌연변이체인 C. lamaritus f1과 C.

lamaritus f2가 cluster 2를 이루었다. C. lamaritus f3는 다른

독립적인 양상을 띄어 Thanatephorus cucumeris (KF381087.1)

와 cluster3을 이루었다. C. lacerata (KP297426.1), Emmia

lacerata (MN856430.1), Unculutred fungus (KX761867.1), Fungal

sp (HQ331062.1) 들은 cluster4에 속하는 것으로 나타났다.

이러한 분자계통을 나타내는 이유는 첫번째로 C. lamaritus

라는 같은 모균주에서 변이에 의해 분화가 되었기 때문에 C.

lamaritus f1와 C. lamaritus f2가 한 cluster에 묶여졌고, C.

lamaritus f3은 변이 분화도가 높아 다른 cluster에 묶여진 것

으로 나타났고, 두번째로는 EMS를 처리한 종들이 모균주와

다른 cluster를 형성한 것으로 보아 무작위적인 화학적인 돌

연변이가 발생한 것으로 보인다. 특히 ITS 서열이라는 제한

적 DNA의 분석에 의해 유의적인 변이가 발생하였기 때문에

새로운 품종으로 평가 받을 수 있는 분자유전적 근거를 용이

하게 얻을 수 있다고 판단되며, 따라서 버섯 원형질체에

EMS의 처리는 새로운 품종을 개발하는데 유용한 돌연변이

유발원이 될 수 있다고 사료된다. 

3.4. 리그닌 분해 효소 laccase 활성조사

Laccase(benzenediol: oxygenoxidoreductase, EC 1.10.3.2)는

대부분의 균류가 생산하고 있는 세포외 효소로서 세포 밖 환

경에서도 안정성이 높은 것으로 알려져 있다. 따라서 laccase

는 산림에 서식하고 있는 다양한 균류 들의 생활사에 관여하

고 있으며 균류의 형태나 자실체 형성, 균 포자 색소 형성, 리

그닌 분해, 성 분화, 식물병원균, 기타 스트레스에 대한 방어

등과 같은 중요한 기능을 담당하고 있는 것으로 보고되었다

[30]. 백색부후균인 C. lamaritus를 모균주로 하여 EMS 처리

에 의해 얻어진 f1, f2, f3 균주들의 변화된 생물학적 활성을

조사하기 위하여 목재의 리그닌을 분해하는 효소인 laccase

활성능의 변화를 측정하였다. 즉, laccase에 대하여 높은 특

이성 [27,28]을 갖는 ABTS를 포함하는 ABTS agar 고체 배지

각각 균주들의 균사체 0.1 g을 배지 중앙에 접종한 후, 28℃

에서 7 일 동안 암배양하였다. 그 후 접종원을 중심으로 청록

색의 원형 발색대가 형성이 되면 laccase 활성이 있는 것으로

판정하여 발색 강도를 4군으로 나누어 very weak(1+), weak(2+),

moderate(3+), strong(4+)으로 표시하였다 [29,30]. 그 결과 Fig.

5에서 보는 바와 같이 C. lamaritus의 발색대 크기는 15 mm

로 강도는 weak(2+)를 나타냈고, C. lamaritus f1 균주의 발색

대 크기도 14 mm로 weak(2+) 상태의 강도를 보이며 돌연변

이체 중에서는 가장 약한 laccase 활성을 나타내었다. 또한

C. lamaritus f2 균주의 발색대 크기는 22 mm이며 강도가

Table 1. Phenotypic characteristics of C. lamaritus and mutants 

Confluent growth (day) Diameter of mycelium top layer (mm) Wet weight (g) Culture medium (pH)

C. lamaritus 6 1.5 ± 0.2 8.43 ± 0.2 4.37 ± 0.2

C. lamaritus f1 4 1 ± 0.2 13.14 ± 0.2 3.37 ± 0.3

C. lamaritus f2 7 1.5 ± 0.3 10.79 ± 0.3 3.63 ± 0.2

C. lamaritus f3 3 2 ± 0.4 13.84 ± 0.4 4.72 ± 0.1

The strains were incubated at 28oC in MCM solid plate and liquid medium, respectively. In solid plate, the periods of confluent growth and the 

thickness of mycelium were measured. Wet weights of the strains and pH of the culture medium were investigated after 7 days incubation. 
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moderate(3+)로 두번째로 높은 laccase 활성을 나타낸 반면,

C. lamairtus f3 균주의 경우 발색대 크기가 24 mm로 가장 크

고 발색강도는 strong(4+)으로 가장 높은 laccase 활성을 나타

내었다. 형성된 청록색 환의 반지름은 C. lamaritus (15 mm)

를 기준으로 C. lamaritus f2의 경우 22 mm, C. lamaritus f3의

경우 24 mm로 laccase 활성이 모균주 보다 46-60%까지 크게

증가한 것으로 나타났다. ABTS는 다른 폐놀계 기질과는 달

리 인체에 암을 유발시키지 않는 비발암원성 산화환원 지시

제로 알려져 있으며 [29], laccase와 반응 시 청록색으로 발색

되어 효소 활성을 쉽고 빠르게 육안으로 확인할 수 있는 특

성이 있어 균류 돌연변이체들의 생물학적 활성의 변화를 우

선적으로 측정하기 위한 좋은 기질임을 확인하였다. 균사체

Fig. 3. Clustal multiple sequence alignment of C. lamaritus mutants. Chromosomal DNAs of the strains were isolated and the regions of

partial 18S rRNA, ITS, and 5.8S rRNA were amplified using ITS 1 primer by PCR. Nucleotide sequences of the strains were analyzed

using Clustal omega program.
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액체배양에 의한 배양액의 laccase 활성 분석을 위해서 같은

균사체 같은 양을 접종하여 배양한 C. lamaritus 및 변이주들

의 배양액을 취하여 sodium acetate buffer (pH 5.2)와 ABTS

100 µL를 혼합하여 반응시킨 후 420 nm 파장에서 흡광도를

측정하여 효소 활성을 측정하였다 [31]. Fig. 5에서 보는 바와

같이 모균주인 C. lamaritus는 1.76 unit/mg, C. lamaritus f1은

1.74 unit/mg으로 증가하지 않았고, C. lamaritus f2는 1.87

unit/mg, C. lamaritus f3는 2.49 unit/mg로서 모균주보다 1.06

배 및 1.41배 각각 증가한 것으로 나타났다. 고체배지와 액체

배지에서 laccase 활성은 균주에 따라서 일치하는 것으로 나

타났지만, laccase 활성과 균사체 성장과의 관계는 비례적인

관계가 아닌 것으로 나타났다 (Table 1 & Fig. 5). 즉, ABTS

agar plate 상에 laccase 활성이 크게 나타났다고 하여 반드시

균사체도 크게 성장한 것은 아니기 때문에 균사체 성장률에

따른 효소 활성의 변화 또는 효소 활성과 균체량과의 상관관

계를 균주별로 구명하는 연구가 필요할 것으로 본다. EMS

처리에 의해 백색부후균인 C. lamaritus의 리그닌 분해능이

증가함으로서 laccase 관련 유전자 및 조절부위에 관여하는

인자들의 유전적 변화에 의해 laccase 효소의 발현이 증가 되

는 것으로 판단된다 [37]. 

3.5. 돌연변이체의 항산화 활성 분석

일반적으로 버섯류는 높은 영양적 가치 [38]를 지니며 또한

질병 예방의 효과를 가지는 것으로 알려져 있다. 여러 질병

의 원인이 되는 free radical 및 활성산소를 제거하는 항산화

활성을 가지고 있으며, 또한 버섯 자실체 및 균사체로부터

다당류, terpenoids, 스테로이드류, cytokine 활성 촉진제, 이

차대사산물 등과 같은 활성 성분들이 분리되어 생물학적 활

성 검정에 관련된 많은 연구들이 보고되었다 [39,40]. 따라서

C. lamaritus 모균주와 돌연변이체인 C. lamaritus f1, f2, f3 균

주의 항산화활성을 비교하기 위하여 각 균주의 균사체를

MCM 배지에 접종하여 8일동안 배양하면서 배양기간 (2-8

일)에 따른 항산화 활성을 측정한 결과, 배양일수 2, 4, 6, 8일

을 기준으로 할 때 항산화활성은 C. lamaritus의 경우 각각

116.28%, 52.14%, 13.71% 및 22.28%로 시간이 지남에 따라

감소하였고, C. lamaritus f1은 104.28%, 41.14%, 15.71%,

Fig. 4. (A) Bootstrap consensus tree by UPGMA using PAUP

(4.0b) program based on ITS sequences of mushroom. This tree

showed the various dissimilarities on the genetic variation. (B)

The phylogenetic tree based on ITS sequence by Neighbour

joining (NJ) method. This showed classification of 5 clusters. C.

lamaritus f1 and f2 were same cluster but C. lamaritus f3 was

classed into different cluster.

Fig. 5. Laccase activities of C. lamaritus and mutants on ABTS agar and culture medium. Each strain with same wet weight was spotted

on the center of MCM agar plate containing ABTS as a substrate. Chromogenic intensities were examined for laccase activity. 
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21.42% 이고, C. lamaritus f2의 경우도 79.43%, 48.57%,

31.42%, 26%로 배양기간 동안 계속 감소하는 경향을 보였다.

반면에 C. lamaritus f3의 경우 122.42%, 124.28%, 92.85%,

109.14%로 4일 배양 시 항산화 활성이 가장 높았고 6일째 조

금 감소하다가 8일째 다시 증가하는 경향을 보였다 (Fig. 6).

위와 같은 ABTS+ decolorization assay 방법은 ABTS의 양이

온 라디칼의 흡광도가 항산화제에 의해 감소되는 원리에 기

초한 방법으로 potassium persulphate와 ABTS의 산화에 의해

라디칼을 형성시킨 후, 각각의 시료에 의한 자유 라디칼 소

거능을 측정함으로써 항산화능을 확인할 수 있었다 [32]. 종

합적으로 볼 때 C. lamaritus f3의 경우 모균주인 C. lamaritus

보다 항산화능이 월등히 개선되었고 또한 식품원료로 활용

하기 위하여 EMS 처리에 의해 얻어진 C. lamaritus f3의 독

성효과는 간접적인 유사실험에 의해 유전적인 변화 이외에

는 없는 것으로 입증이 되었고 [41] 산업적인 응용 가능성 보

여 주었지만 배양액 내에서 활성적으로 작용하는 항산화 물

질 및 폴리페놀 성분에 대한 분리 및 특성 분석은 앞으로 추

가적인 연구가 필요한 것으로 사료된다. 

4. CONCLUSION

본 연구는 기능이 개선된 C. lamaritus의 새로운 품종을 개발

하기 위해 화학적 돌연변이원인 EMS를 사용하여 수행되었

다. C. lamaritus의 원형질체를 나출한 뒤, EMS를 농도별 (0-

2%, v/v)로 처리하여, 가장 효과적인 돌연변이체 형성을 보인

0.5%와 1% 처리농도에서 선발된 돌연변이 균주 C. lamaritus

f.1, f2, f3와 모균주인 C. lamaritus의 균사체로부터 DNA를

추출하여 부분적 18S ribosomal DNA, ITS1 부위 및 5.8

ribosomal DNA의 염기서열을 규명하였고 Blast 및 clustal 정

렬에 의에 균주 간에 많은 부분에서 염기서열의 변화가 일어

났으며 Bootstrap 합의계통수와 Neighbor-Joining (NJ) 계통

수 분석에 의하면 C. lamaritus f3은 변이 분화도가 가장 높아

다른 cluster에 묶여진 것으로 나타났으며 EMS를 처리한 종

들이 모균주와는 다른 cluster를 형성한 것으로 보아 무작위

적인 화학적인 돌연변이가 발생한 것으로 보인다. 또한 백색

부후균의 특징인 laccase 활성을 조사한 결과 모균주인 C.

lamaritus (1.76 unit/mg) 보다 돌연변이 균주인 C. lamaritus

f2 (1.87 unit/mg)와 C. lamaritus f3 (2.49 unit/mg) 균주들의

laccase 활성이 증가한 것으로 나타났다. 항산화활성을 측정

한 결과 독립적인 분계조를 이룬 C. lamaritus f3 균주의 활성

이 4일째 배양액에서 124.3%로 가장 높은 활성을 나타내었

고, 배양기간 동안 일정한 항산화 활성을 보였다. 이상의 연

구결과는 EMS가 버섯의 품종계량을 위한 수단이 될 수 있음

을 보여주며 성장률, 리그닌 분해효소 및 항산화 활성 등이

크게 증가한 C. lamaritus f3 균주 배양액의 활성 성분들을 활

용하여 산업적 응용 가능성을 보여준다. 
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