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요 약: UV 뿐 아니라 가시광선, 적외선에 의해 발생된 열로 인해 피부 온도 상승, MMP-1의 증가에 따른 
피부 노화가 진행된다. 따라서 열에 의한 노화에서 피부 온도 조절은 노화 억제에 중요한 핵심 요소이다. 일
시적인 수용체 전위 통로인 TRPM8은 멘솔 수용체(CMR1)로써 25 ℃ 이하의 온도에서 활성화되고 시원한 
감각을 발생시키는 냉 수용체로 보고되어 있다. TRPM8 조절을 통해 시원한 감각과 피부 온도를 조절하는 
연구가 활발히 진행되고 있다. 본 연구에서는 천연물인 영지버섯을 이용하여 냉 수용체인 TRPM8 발현에 어
떠한 영향을 주는지 확인하였다. 영지버섯추출물 및 용매 분획물의 TRPM8 발현에 대한 영향을 측정한 결과, 
영지버섯추출물, n-hexane 분획물 및 water 분획물에서 농도의존적으로 TRPM8 발현이 증가함을 확인하였
다. Hex 분획물에서 유효성분을 찾고자 크로마토그래피를 실시하여 1개의 화합물을 분리하였으며 1H 및 13C 
NMR spectrum 분석을 통하여 화학구조를 동정하였다. 분리된 화합물은 에르고스테롤로 TRPM8 발현 증가
에 효과가 있음을 확인하였다. 결과를 토대로, 영지버섯추출물 및 에르고스테롤은 화장품 분야에서 새로운 쿨
링 소재로서 개발가능성이 있다고 사료된다.

Abstract: Skin-aging is accelerated by the increased expression of MMP-1 caused by the increased skin temperature 
induced by IR/visible light as well as UV. Thus, the control of skin temperature is important to inhibit 
heat-induced aging. Many studies have been conducted to lower the skin temperature through the controlling 
transient receptor potential melastatin 8 channel (TRPM8), which is known as the cold and menthol receptor 1 
(CMR1) and is activated at temperature below 25 ℃. In this study, we first investigated the effect of Ganoderma 
lucidum extract (GLE) on the TRPM8 expression. Results showed that GLE, hexane (Hex) fractions and water 
fractions increased the TRPM8 expression in a dose dependent manner. Active compound in Hex fractions were 
separated by chromatography and analyzed by 1H and 13C NMR spectroscopy. The isolated compounds were 
identified as ergosterol and it also significantly increased the TRPM8 expression. Taken together, these results 
strongly suggest that G. lucidum extract and ergosterol have the potential as a new cooling ingredient in the 
cosmetics.
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1. 서    론

피부노화는 크게 내인성 노화와 외인성 노화로 나누

어진다[1]. 내인성 피부노화는 연령이 증가함에 따라, 

생체의 생리적인 기능이 저하되어 자연적으로 유발되

는 노화현상이다. 외인성 피부노화는 광노화, 즉 햇빛

에 의한 피부노화 현상을 주요 요인으로 간주하고 그 

외 기후, 환경오염, 흡연, 스트레스 등의 외적 요인에 

의해 노화가 진행되는 것을 말한다[2,3]. 피부 노화를 

유발하는 가장 큰 요인인 UV에 지속적으로 노출되면 

피부 염증, 홍반, DNA 손상 및 반응성이 큰 활성산소

가 증가하고 콜라겐 분해효소인 MMP-1의 발현이 증

가되어 피부를 구성하는 중요한 요소인 콜라겐, 엘라

스틴과 같은 세포외기질 단백질들이 분해되어 주름과 

같은 피부노화가 유발된다[4,5]. 

최근 연구에 따르면 UV 뿐만 아니라 적외선, 즉 열

에 의한 피부노화가 촉진된다는 연구 결과가 발표되고 

있다[6]. 15-20분 정도 직사광선을 받으면 피부의 온도

가 40 ℃ 이상으로 올라가게 되고, MMP-1의 발현이 

증가하고 콜라겐 분해가 촉진되어 피부 노화 및 피부 

손상이 촉진된다[7-10]. 열에 의한 피부 온도 상승은 

진피층의 섬유아세포의 extracellular signal-regulated 

kinase (ERK)와 c-jun N-terminal kinase (JNK)가 활

성화되어 MMP-1과 MMP-3의 발현이 유도된다[6]. 

또한 c-fos, c-jun 및 egr-1의 발현이 유도되어 mi-

togen-activated protein kinase (MAPK)의 활성화를 촉진

하여 노화가 유도된다[10-12]. 여러 논문을 통해 열이 

또 다른 피부 노화의 주요한 요인임이 입증되었고, 열

에 의한 노화를 억제하려는 다양한 연구가 진행되고 

있다.

일시적 수용체 전위 통로(transient receptor potential 

channel, TRP channel)는 다양한 세포 및 조직에서 발현

되는 양이온 통로로 주로 칼슘이온에 대한 세포 내 통

로로 작용한다[13]. 광 수용체로 처음 발견된 이후 TRP 

통로는 기계적 자극, 삼투압의 변화, 온도자극, 화학자

극 등 다양한 자극에 의해 활성화가 유도된다[14]. TRP 

통로는 30여 종류로, 크게 TRPC, TRPV, TRPM, TRPP, 

TRPML, TRPA으로 분류되고 있다[15]. 많은 TRP 통로 

중 지금까지 알려진 냉 자극과 관련된 TRP 이온통로

는 TRPM8과 TRPA1으로 알려져 있다. TRPM8은 25 

℃ 이하의 온도에 의해 활성화되며 멘솔, eucalyptol, 

icilin 등의 화학물질에 의해서도 활성화된다고 보고되

어 있다[16]. 박하에서 발견되는 멘솔에 의해 TRPM8

이 활성화되어 멘솔 수용체(CMT1)로도 불리고 있으며 

감각신경세포에 분포하고 있는 TRPM8은 시원한 온도

감각에는 관여하지만 냉 통증과는 관계가 없는 것으로 

밝혀졌다[17-20]. TRPM8 knockout 쥐에서 시원한 온도

자극에 대한 반응은 사라졌지만 냉 통증에 대한 반응

은 유지됨이 확인되었다[21,22]. 또 다른 냉 수용체인 

TRPA1는 17 ℃ 이하의 온도인 냉 통증 유발 온도에서 

활성화되는 이온통로로 시원한 감각에 관여하는 

TRPM8과 달리, TRPA1는 통증을 담당하는 세포에서 

발현되나 아직 정확한 기전에 대해서는 알려지지 않았

다[23,24]. 이러한 이유로 인해 감각을 조절하는 TRP 

통로들의 조절 및 활성화 기전 규명을 위하여 많은 연

구들이 활발히 이루어지고 있다. 

한편, 지구 온난화 현상 등으로 인해 지구 온도가 상

승하고 기후의 변화로 인해 피부온도 조절에 대한 연

구가 화장품 분야에서 널리 연구 중에 있다. 따라서 천

연물을 이용하여 시원한 감각을 조절하는 TRPM8 통

로를 조절하고자 연구를 진행하였다. 영지버섯은 오래 

전부터 귀중한 약재로 사용되어 왔으며 진정, 진통, 동

맥경화, 만성관절염 및 항종양 효과가 알려져 있다

[25]. 본 연구에서는 영지버섯 추출물 및 분획물에서 

TRPM8 발현에 대한 영향을 확인하였다. 또한 활성을 

갖는 물질을 분리하여 구조를 규명하고 TRPM8 발현

에 대한 영향을 확인함으로써 쿨링 소재로서의 가능성

을 알아보았다. 

2. 재료 및 방법 

2.1. 재료 및 시약

영지버섯은 제천한방약초에서 구입하여 에탄올 

추출 후 농축과 분획하여 실험에 사용하였다. 인간 

각질형성세포(HaCaT)는 American Type Cell Culture 

(ATCC, USA)에서 분양 받은 세포를 사용하였으며, 

세포 배양을 위해 Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium (DMEM), fetal bovine serum (FBS), penicillin-

Keywords: Ganoderma lucidum extract, ergosterol, keratinocyte, cold and menthol receptor, TRPM8
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streptomycin, trypsin-EDTA는 Gibco (USA)에서 구매하

였다. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide (MTT), β-actin 항체 및 dimethyl sulfoxide 

(DMSO)는 sigma (USA) 제품을 사용하였으며 96-well 

plate, 6-well plate는 SPL (Korea) 제품을 사용하였다. 

TRPM8 항체는 alomone labs (Israel) 제품을 사용하

였으며, 흡광도 측정을 위해 ELISA plate reader 

(SpectraMax i3x, Molecular Devices, UK)를 이용하였다. 

2.2. 영지 버섯의 추출 및 용매 분획

영지버섯(Ganoderma lucidum) 400 g을 70% 에탄올

에 침적하여 실온에서 24 h 동안 침출시켰다. 침출시

킨 시료를 여과하여 얻어진 여액을 감압 농축하여 농

축물 3.5 g을 얻었다. 얻어진 농축물을 극성에 따라 

분획하기 위해 유기용매를 이용한 계통적 분획을 실

시하였다. 얻어진 농축물(3.5 g)을 정제수에 현탁하여 

헥산으로 분획하였다. 헥산층을 제거하고 남은 정제

수층을 용매 극성 순서에 따라 순차적으로 메틸렌클

로라이드, 에틸아세테이트, 부탄올로 분획하여 총 5

개의 분획을 얻었다. 각 층은 감압 농축하여 헥산

(Hex) 분획, 메틸렌클로라이드(MC) 분획, 에틸아세테

이트(EA) 분획, 부탄올(BuOH) 분획, 물(DW) 분획으

로 나누었다.

2.3. 활성 성분의 분리 및 동정

헥산 분획물을 silica (C60) 레진을 이용하여 크로마

토그래피를 실시하였다. 이때 용매로는 헥산 100%에

서 시작하여 에틸아세테이트 비율을 늘려가며 에틸아

세테이트 100%가 될 때까지 흘려주었다. 크로마토그

래피를 통해 9개 분획을 수득하였고, 9개 분획 중 6번 

분획을 메틸렌클로라이드와 메탄올이 1 : 1로 혼합된 

용매를 사용하여 LH-20 레진 크로마토그래피를 수행

하였다. 실시된 크로마토그래피를 통해 4개의 분획을 

얻었고 이 중 1번 분획을 메탄올을 이용해 재결정하

였고, 55 ℃에서 건조하여 하얀색 결정 형태의 화합물 

1을 수득하였다. 수득한 화합물은 NMR 분석을 통해 

구조를 규명하였다.

2.4. 세포 배양

HaCaT 세포는 100 U/mL penicillin, 100 µg/mL strep-

tomycin 및 10% FBS가 함유된 DMEM 배지를 사용하

여 37 ℃, 5% CO2 배양기에서 배양하였으며, 2-3일에 

한 번씩 계대 배양하였다.

2.5. 세포 생존율 측정

HaCaT 세포를 96-well plate에 2 × 104 cells/well이 되

도록 180 µL 분주하고 37 ℃, 5% CO2 배양기에서 24 

h 안정화시켰다. 각각의 시료를 계열 희석하여 농도별

로 20 µL 처리하고 24 h 배양하였다. 각 well에 500 

µg/mL의 농도로 MTT 용액을 첨가하여 37 ℃, 5% CO2 

배양기에서 2-3 h 동안 반응시킨 후, 상층액을 제거하

였다. DMSO 100 µL를 각 well에 첨가하여 생성된 for-

mazan을 용해시킨 후, ELISA plate reader를 이용해 540 

nm에서 흡광도를 측정하여 세포 생존율(%)을 계산하

였다.

Figure 1. The flowchart of G. lucidum extracts liquid-liquid 

separation. 

Figure 2. Isolation of ergosterol from G. lucidum hexane 

fraction.
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2.6. Western Blot를 통한 TRPM8의 발현 측정

HaCaT 세포를 6-well plate에 4 × 105 cells/well이 되

도록 1.8 mL 분주하고 37 ℃, 5% CO2 배양기에서 24 

h 안정화시켰다. 각각의 시료를 희석하여 0.2 mL 처리

하고 6 h 배양하였다. 배지를 제거한 후 1 × phosphate 

buffered saline으로 세척하고 scraper를 이용하여 세포

를 수득하였다. 수득한 세포에 radioimmunoprecipitation 

assay buffer (Cell Signaling Technology, USA)를 100 µL

를 첨가하여 30 min 동안 반응시킨 후, 12,000 rpm, 

4 ℃에서 15 min 동안 원심 분리하여 상층액을 수득

하였다. 수득한 상층액은 bicinchoninic acid assay kit 

(BioRad, USA)로 정량하여 20 µg의 단백질을 10% so-

dium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 

(SDS-PAGE, BioRad, USA)에서 전기영동을 실시하였

다. 분리된 단백질은 polyvinylidene fluoride (PVDF) 

membrane으로 이동시킨 후, 5% skim milk (in tris-buf-

fered saline and tween 20, TBST)를 이용하여 1 h 동안 

상온에서 blocking 하였다. TBST를 이용하여 10 min 

간격으로 3회 세척하고 TRPM8, β-actin의 1차 항체를 

4 ℃에서 24 h 동안 반응시켰다. 그 후, TBST를 이용하

여 10 min 간격으로 3회 세척하고 2차 항체(in 5% skim 

milk)를 상온에서 2 h 동안 반응 시킨 후 다시 TBST를 

이용하여 3회 세척하였다. Enhanced chemiluminescence 

(Amersham Pharmacia Biotech, USA)를 사용해 밴드를 

관찰하고 ImageJ 1.47 software를 이용하여 밴드를 수치

화하였다.

2.7. 통계처리

본 연구의 실험은 3회 반복하여 수행하였으며, 실험 

결과는 mean ± standard deviation (S.D.)로 나타내었다. 

통계적 유의성은 Student’s t-test를 이용하여 분석하였

으며, 유의성 수준은 ＊p < 0.05로 표시하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. 영지버섯추출물의 헥산 분획으로부터 에르고스테롤의 

분리 및 동정

영지버섯추출물은 70% 에탄올을 이용하여 추출하

였으며 얻어진 추출물을 용매의 극성에 따라 순차적으

로 분리하여 헥산, 메틸렌클로라이드, 에틸아세테이트, 

부탄올, 물 분획물을 수득하였다. 또한, 헥산 분획물

로부터 silica 레진, LH-20 레진을 이용하여 크로마토

그래피를 실시하여 화합물 1 (GLH6A)을 분리하였다. 
1H-NMR 결과, δH 5.57 (1H, dd, J = 5.4, 2.8, H-6), 5.38 

(1H, q, J = 3.0, H-7)로부터 6번 탄소와 7번 탄소의 ole-

fin proton을 확인할 수 있었다. 또한 δH 5.19 (1H, m, 

H-23), 5.16 (1H, m, H-22)로부터 22번 탄소와 23번 탄

소의 olefin proton을 확인할 수 있었다. 그리고 
13C-NMR 확인 결과, 5, 6, 7, 8, 22, 23번의 olefin carbon

을 확인하여 화합물 1은 에르고스테롤(ergosterol)로 동

정하였다(Figure 3)[26]. 

UV (CH3OH):λmax nm 201, 272, 281

1H-NMR (500 MHz, CDCl3) δ : 5.57 (1H, dd, J = 5.4, 

2.8, H-6), 5.38 (1H, q, J = 3.0, H-7), 5.19 (1H, m, H-23), 

5.16 (1H, m, H-22), 1.03 (3H, d, J = 6.5, H-21), 0.93 

(3H, s, H-19), 0.91 (3H, d, J = 7.0, H-28), 0.83 (3H, d, 

J = 7.0, H-27), 0.81 (3H, d, J = 7.0, H-26), 0.62 (3H, s, 

H-18)

13C-NMR (125 MHz, CDCl3) δ : 38.37 (C-1), 31.96 

(C-2), 70.45 (C-3), 40.77 (C-4), 139.80 (C-5), 119.57 

(C-6), 116.28 (C-7), 141.37 (C-8), 46.25 (C-9), 37.03 

(C-10), 21.54 (C-11) 39.08 (C-12), 42.83 (C-13), 54.83 

(C-14), 22.99 (C-15), 28.29 (C-16), 55.73 (C-17), 12.04 

(C-18), 16.27 (C-19), 40.42 (C-20), 21.11 (C-21), 135.57 

(C-22), 131.97 (C-23), 42.83 (C-24), 33.09 (C-25), 19.63 

(C-26), 19.94 (C-27), 17.59 (C-28)

3.2. 영지버섯추출물, 분획물 및 에르고스테롤의 세포 

생존율 확인

인간 유래 각질 형성 세포인 HaCaT cell에서 영지버

섯추출물, 분획물 5종 및 에르고스테롤을 각각 농도별

Figure 3. The structure of ergosterol.
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로 처리하여 MTT assay를 수행하고 세포에 대한 시료

의 세포 독성을 평가하였다. 25-100 µg/mL의 농도로 

세포에 처리한 결과, 영지버섯추출물 및 분획물 5종이 

100 µg/mL의 농도까지 독성을 보이지 않음을 확인하

였다(Figure 4). 영지버섯추출물에서 분리한 유효 성분

인 에르고스테롤 또한 100 µg/mL의 농도까지 통계적

으로 유의한 세포 독성이 보이지 않음을 확인하였다

(Figure 5). 

3.3. 영지버섯추출물, 분획물 5종 및 에르고스테롤의 

TRPM8 발현에 미치는 영향

피부 자극 기전 중에서 cold and menthol receptor로 

알려져 있는 일시적인 수용체 전위 통로인 TRPM8의 

발현에 대한 영지버섯추출물, 분획물 5종 및 에르고스

테롤의 효과를 알아보았다. 각각의 시료를 세포 독성

이 없는 농도인 25-100 µg/mL로 처리한 결과, 영지버

섯추출물이 50 µg/mL 농도부터 유의적으로 TRPM8의 

발현을 증가시켰고 DW 분획물과 Hex 분획물 또한 

TRPM8의 발현을 유의적으로 증가시킴을 확인하였다

(Figure 6, 7). 영지버섯추출물의 유효 성분인 에르고스

테롤 또한 TRPM8의 발현을 25 µg/mL 농도부터 유의

적으로 증가시킴을 확인하였다(Figure 8). 

 
(A)

(B)

Figure 4. Cell viability of G. lucidum extract (GLE) and 

fractions. Cells were treated with various concentrations of 

GLE (A), and fractions (B) for 24 h. Viability was determined 

in th MTT assay by measuring the absorbance at 540 nm. 

Significance was determined compared to untreated cells (＊p

< 0.05). All data are expressed as mean ± S.D. of three 

separate experiments performed in triplicate.

Figure 6. The effect of G. lucidum extract on TRPM8 

expression. HaCaT cells were treated with various 

concentrations of GLE for 6 h. Total cell extracts were blotted 

with TRPM8 and β-actin antibodies. Band intensities were 

quantified using ImageJ 1.47 software and nomalized to β

-actin. 

Figure 5. Cell viability of ergosterol. Cells were treated with 

various concentrations of ergosterol for 24 h. Viability was 

determined in th MTT assay by measuring the absorbance at 

540 nm. Significance was determined compared to untreated 

cells (＊p < 0.05). All data are expressed as mean ± S.D. of 

three separate experiments performed in triplicate.
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4. 결    론

열에 의한 노화는 피부의 온도가 올라감에 따라 

MMP-1의 활성이 증가하고 콜라겐의 분해가 일어나 

피부주름을 형성시켜 노화를 야기한다[4]. TRPM8은 

감각신경세포 및 피부 세포에서 발현되는 수용체로 냉 

통증에 관여하는 TRPA1과 다르게 냉 감각을 담당하는 

채널로 알려져 있다[17-20]. 본 연구에서는 열에 의해 

높아진 피부에 TRPM8 조절을 통해 시원한 감각을 전

달하기 위한 실험을 진행하였다. 천연물인 영지버섯을 

이용하여 추출물 및 극성에 따라 순차적으로 분획하여 

분획물을 수득하였다. TRPM8의 발현에 대한 영지버

섯추출과 분획물의 영향을 확인한 결과 영지추출물이 

50 µg/mL 농도부터 유의적으로 TRPM8의 발현을 증가

시켰고 Hex 분획물 및 DW 분획물에서 TRPM8 발현이 

농도의존적으로 증가함을 확인하였다. TRPM8 발현 

증가 활성이 가장 높은 Hex 분획물에서 유효 성분을 

분리하고 1H 및 13C NMR 데이터 분석을 통해 구조를 

규명하였다. 유효 성분인 에르고스테롤 역시 농도의존

적으로 TRPM8의 발현을 효과적으로 증가시킴을 확인

하였다. 이상의 연구결과를 바탕으로 천연 소재인 영

지버섯을 에탄올로 추출한 추출물, Hex 분획물, DW 

분획물 및 활성성분인 에르고스테롤이 효과적으로 

TRPM8의 발현을 증가시켜 쿨링 감각을 나타낼 것으

로 추정되었다. 한편, TRPM8의 발현 증가를 통해 피부

의 온도 변화가 실질적으로 유도되는지 임상 실험이 

추가로 진행되어야 한다.
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