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ABSTRACT
To develop a new antidementia acetycholinesterase (AChE) inhibitor from edible mushrooms, 
the inhibitory effects on AChE of water and ethanol extracts from various edible mushrooms 
were measured. Among the tested compounds, 70% ethanol extracts from Tremella fuciformis 
showed the highest AChE inhibitory activity, at 25.3% (IC50: 9.9 mg). Water extracts from the 
fruiting body of Pleurotus ostreatus (Heuktari) showed AChE inhibitory activity of 20.2% (IC50: 
12.4 mg). However, the yield (40.8%) from Pleurotus ostreatus (Heuktari) was higher than that 
from Tremella fuciformis (5.0%). Therefore, we selected Pleurotus ostreatus (Heuktari) as the 
most promising candidate for a mushroom containing anti-dementia AChE inhibitors. The 
AChE inhibitor from Pleurotus ostreatus (Heuktari) was optimally extracted when its fruiting 
body was treated with water for 6 h at 30℃. The anti-dementia effects of the partially purified 
AChE inhibitor from Pleurotus ostreatus (Heuktari) were observed in PC12 nerve cells.

Keywords: Acetylcholinesterase inhibitor, Anti-dementia, Nerve cell, PC12, Pleurotus 
ostreatus (Heuktari), Water extracts

서론
최근 우리나라도 급속한 노인인구의 증가로 인해 고령사회로 진입함에 따라 만성 소모성 질
환으로 단독 생존력이 없어 사회복귀가 불가능하고 경제적 부담이 큰 치매 질환이 크게 증가
하는 추세이다. 치매 질환의 주 원인으로는 B-secretas에 의한 B-amyloid 단백질(노인반) 생성으
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로 인지능력 등의 신호가 차단되어 발생하는 경우[1,2]와 주요 신경전달물질인 아세틸콜린과 

부티릴콜린 등이 이들을 분해하는 acetylcholinesterase, EC.3.1.1.7 등에 의해 콜린과 아세테이트
로 전환되어 이들의 결핍이 초래되어 발생하는 경우로 크게 대별된다[2,3]. 따라서 B-secretase 와 

acetylcholinesterase등은 치매 발병의 주요 효소들로 이들을 저해하는 물질을 이용한 치매의 치료 

또는 예방을 위한 새로운 저해제 개발 연구가 현재 많이 진행되고 있다.

지금까지 acetylcholinesterase 저해물질은 석이버섯[4], 녹차나 과일 등의 식물체들[5-11]과 일
부 미생물[12]로부터 추출 또는 생산되어 이들의 특성이 분석, 보고되었다. 또한, 이들 저해물질
을 응용하여 개발한 Livastigmine Galantamine, Donepezil, Tacrine, Memantine들이 현재 치매의 약물
치료제로 FDA의 승인을 받았으나 이들은 메스꺼움, 식욕 부진, 구토 및 설사와 같은 부작용이 있
다.[2]. 따라서 부작용이 적고 효능이 비교적 우수한 새로운 항치매 건강소재의 개발이 필요하다.

한편, 버섯은 진균류의 일종으로 담자포자를 형성하는 담자균류에 주로 분포하고 있고 탄수화
물 외에도 단백질과 핵산 등이 풍부하며 특히 β-glucan과 provitamin D인 ergosterol을 함유하고 있
어 생식 외에도 건강소재 자원으로 이미 오래 전부터 많이 사용되고 있다[13,14].

지금까지 보고된 버섯의 주요 생리(약리) 활성으로는 콜레스테롤 저해효과[15], 항산화 활성과 

혈당 상승 억제 효과[16,17], 항비만효과[18], 항 통풍효과[19-21], 항암 효과[22], 혈소판 응집 저해
효과와 혈전 용해효과[23, 24] 등이 보고되어 있다.

또한 왕송이버섯[13], 검은 비늘버섯[25], 노랑느타리 버섯[14], 느티만가닥 버섯[26] 등의 항고
혈압성 안지오텐신전환효소 저해물질의 추출 및 특성 등이 보고 되어있고, 골다공증 예방효과 

등[27]이 보고 되어있다. 그러나 위와 같이 버섯의 다양한 생리활성들이 보고되었지만 항치매성 

acetylcholinesterase 저해 물질에 관한 연구는 전무한 실정이다.

따라서 버섯으로부터 새로운 항치매성 건강소재를 개발하여 이들을 건강 식, 의약품산업에 응
용하고자 먼저 시판 비늘버섯들로부터 항치매성 acetylcholinesterase 저해물질 생산 우수 버섯으
로 검은 비늘버섯을 선별하여 이들의 acetylcholinesterase 저해물질 추출 최적 조건을 조사하여 보
고하였다[9]. 본 연구에서는 경기도 버섯연구소에서 분양받은 몇 종의 주요 식용 및 약용 버섯들
의 물과 에탄올 추출물들을 제조한 후, 이들의 수율과 acetylcholinesterase 저해활성을 측정하여 우
수 버섯을 선발하였다. 또한 선발된 항치매성 우수버섯에 함유되어있는 acetylcholinesterase 저해
물질의 추출 최적조건을 검토하였고 이 저해물질을 부분정제한 후 PC12 신경세포사 저해 활성
을 측정하여 항치매 효능을 검증하였다.

재료 및 방법

시료버섯 및 재료
시료버섯은 느타리(흑타리)버섯 등 9종을 경기도 농업기술원 버섯연구소로부터 분양받아 실험
에 사용하였다.

Acetylcholinesterase 저해활성 측정에는 Sigma사(St, Louis, MO, USA) 제품의 acetylcholinesterase 

(Electrophorus electricus로부터 생산)와 acetylcholine chlorid, phosphate buffered saline, fetal bovine 

serum(FBS, Gibco BRL, Invitrogen Co., USA), Streptomycin/ampicillin, 5,5�-dithiobis (2-nitrobenzonic 
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acid)와 VERSAmax microplate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)등을 사용하였다. 신
경세포 PC12는 한국미생물자원센터(KCTC)에서 구입하였고 기타 모든 시약들과 용매는 분석용 

특급을 사용하였다.

추출물 제조
건조 버섯 자실체 분말을 증류수와 1:30으로 혼합하여 30℃에서 6시간 동안 진탕하면서 추출하
였다. 이 추출물을, Whatman 0.45 membrane filter(NO 7404-004)을 사용해서 여과한 후 동결건조하
여 물 추출물을 제조하였다.

또한 70% 에탄올을 이용하여 위와 동일하게 추출한 후 건조하여 에탄올 추출물로 하였다[9].

Acetylcholinesterase 저해활성 측정
Acetylcholinesterase(AChE) 저해활성은 전보[9]의 방법을 이용하여 다음과 같이 측정하였다. 각 

well 마다 0.1 M sodium phosphate buffer (pH 7.3) 110 ㎕와 AChE(0.8 unit)를 각각 30 ㎕씩 넣고 기질 

(2 mM acetylthiocholine chloride) 30 ㎕와 5,5�-Dithiobis (2-nitrobenzonic acid) (2 mM DTNB)를 20 ㎕
씩 첨가한 후 assay buffer에 1 mg/ml로 용해시킨 버섯추출물 10 ㎕를 96-well plate에 첨가하여 잘 섞
은 후, 37oC에서 6분 동안 반응시키면서 VERSAmax microplate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, 

CA, USA)로 415 nm에서 흡광도 변화를 측정하였다[9].

이들 흡광도 값을 이용하여 아래와 같이 AChE의 저해활성을 계산하였다.

Acetylcholinesterase 저해활성 (%)= [1-{(S-S0) / (C-C0)}] × 100

(S, 반응 후 시료의 흡광도; S0, 초기 시료의 흡광도; C, 반응 후 대조구의 흡광도; C0, 초기 대조구
의 흡광도)

Acetylcholinesterase 저해물질의 부분정제
AChE 저해물질 함유 우수버섯 자실체의 물 추출물을 먼저 30 kDa 이상과 이하로 한외여과를 실
시하여 활성분획을 수집하였다. 이들을 다시 소량의 증류수에 현탁시킨 후 Sephadex G-100으로 

분당 4 mL씩 100개를 분획한 다음 이들 분획들의 AChE 저해활성을 측정하여 활성분획을 얻은 

후 이들을 모아서 농축시켜 부분 정제물로 하였다.

신경세포를 이용한 항치매 효능검사
항치매 효능 조사를 위하여 신경세포 PC12를 엠피실린과 스트렙토마이신과 FBS를 첨가한 RPMI 

배지에 접종하여 5% CO2 배양기에서 37℃로 3일간 배양한 후 pCT105를 일정량 첨가하여 신경세
포 치사율을 확인하였다.

신경세포 치사율이 20% 이상 되는 pCT105의 최적 처리농도를 설정한 후 부분 정제한 흑타리 

버섯 자실체의 항치매성 AChE 저해제를 농도별로 PC12세포와 같이 처리하여 신경세포 치사율
의 억제 정도를 측정하여 최종 항치매성 효능을 검증하였다[28].
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결과 및 고찰

항치매성 acetylcholinesterase 저해물질 생산 우수버섯의 선발
Acetylcholinesterase (AChE) 저해물질을 많이 함유한 버섯을 선정하기 위해 9 종의 식용 버섯 물 

추출물과 70% 에탄올 추출물을 각각 제조하여 이들의 수율과 AChE 저해 활성을 측정하였다
(Table 1).

Table 1. Yield and acetylcholinesterase inhibitory activity of water and 70% ethanol extracts 
from various mushrooms fruiting body

Scientific name
Yield (%)

Acetylcholinesterase 
inhibitory activity( %, IC50)

Water
extracts

70% Ethanol
extracts

Water
extracts

70% Ethanol
extracts

Pleurotus ostreatus (Heuktari).* 40.8 28.9
20.2(±0.5 )

12.4mg
3.2(±0.4)
78.1mg

Pleurotus nebrodensis 38.1 35.3
12.3(±0.6 )

20.3mg
2.9(±0.5)
86.2mg

Pleurotus citrinopileatus 58.5 29.9
10.8(±0.4 )

23.1mg
4.4(±0.0)
56.8mg

Tremella fuciformis 12.4 5.0
7.3(±0.2)
34.2mg

25.3(±0.3 )
9.9mg

Lyophyllum leucophaeatum (White) 37.2 27.4
7.1(±0.2)
35.2mg

11.0(±0.5 )
22.7mg

Lyophyllum leucophaeatum (Black) 40.1 48.9
14.3(±0.1 )

17.5mg
5.6(±0.3)
44.6mg

Hericium erinaceum 51.7 27.8
8.2(±0.4)
30.5mg

5.2(±0.2)
48.1mg

Lentinus edodes 45.4 27.4
18.2(±0.3 )

13.7mg
1.3(±0.8)
192.3mg

Grifola frondosa 42.9 23.9
15.2(±0.1 )

16.4mg
17.6(±0.2 )

14.2mg

*Extraction condition: 1:30, 30℃, 24h

수율은 노랑 느타리버섯의 물 추출물이 58.5%로 가장 높았고, 70% 에탄올 추출물에서는 만가
닥버섯(흑색)이 48.9%로 높았으나 이들의 AChE 저해 활성은 각각 4.4%와 5.6%로 매우 낮았다. 백
목이버섯의 경우도 70% 에탄올 추출물의 AChE저해활성이 25.3% (IC50: 9.9 mg) 로 가장 높았으나 

수율은 5.0%로 매우 낮았고 표고버섯 물 추출물의 수율이 42.9%로 비교적 높았으나 AChE저해활
성은 18.2% (IC50: 13.7 mg)로, 흑타리버섯의 물 추출물의 20.2% (IC50: 12.4 mg) 보다 낮았다. 따라서 

수율이 5.0%로 매우 낮았으므로 수율이 40%로 비교적 높고 AChE 활성도 우수한 흑타리버섯을 

AChE 저해물질을 함유한 우수 버섯으로 최종 선발하였다.

이러한 흑타리버섯 물추출물의 AChE 저해 활성은 야생효모, S. cerevisiae WJSL 0113과 WJSL 

0090 무세포추출물들의 저해활성(95.2%, 84.2%)[29]과 호두(72.6%)[3], 율무(55.1 %)[11], 식용 검
은 비늘버섯 에탄올 추출물의 저해활성(30.6%)[9]보다 약간 낮아 아래와 같은 최대활성을 가진 

추출물 제조를 위한 다양한 추출조건의 최적화 연구를 진행하였다.
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항치매성 acetylcholinesterase 저해물질 추출조건
흑타리버섯 자실체의 AChE 저해물질 대량추출을 위한 추출 온도의 영향을 조사하였다(Table 2).

Table 2. Effects of extraction temperature on the yield and acetylcholinesterase inhibitory 
activity of water extract from Pleurotus ostreatus (Heuktari)

Extraction temperature (℃) Yield1) AChE2) inhibitory activity

303) 40.8
20.2(±0.5)

12.4mg

50 36.0
10.1(±0.2)

24.8mg

70 35.7
10.9(±0.3)

22.9mg

100 35.8
6.4(±0.1)
39.1mg

1) Ratio of sample and solvents; 1 : 30 
2) AChE; acetylcholinesterase 
3) Extraction time; 24h at 30℃ and 50℃, 3h at 70℃ and 100℃

30℃에서 추출한 물 추출물의 수율(40.8%)은 100℃에서 추출한 물 추출물의 수율(35.8%)보다 

5% 높았고 추출 온도가 증가함에 따라 조금씩 감소하였다.

AChE 저해활성도 30℃에서 추출한 물 추출물이 20.2% (IC50: 12.4 mg) 로 가장 높았다.

추출 시간이 AChE 저해제 추출에 미치는 영향을 조사한 결과는Fig. 1과 같다. 72시간동안 추
출한 물 추출물의 수율이 49.4%로 3시간 동안 추출한 물 추출물의 수율(39.4%)보다 약 10% 높았

Fig.1. Effect of extraction time on the yield
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고 추출 시간이 길어짐에 따라 증가하였다. 그러나 AChE 저해활성은 6시간에서 24.2% (IC50: 10.3 

mg)로 가장 높았고 추출시간이 길어짐에 따라 활성은 큰 변화 없이 일정하였다.

그 밖에도 분말 현탁액을 초음파 처리나 비드 첨가 후 voltexing했을 때 수율은 48.5%까지 약간 

증가했으나 저해활성은 증진되지 않았고 건조 자실체를 분말화하여 추출했을 때 역시 활성 변화
는 없었으나 플레이크 상태로 처리했을 때보다 수율이 약 15%정도 낮았다(data not shown). 따라
서 이러한 전처리 효과는 저해활성 증진에 효과가 없는 것으로 사료된다.

이상의 결과들을 종합하였을 때 흑타리버섯 자실체중의 항치매성 AChE 저해물질의 추출 최적 

조건은 흑타리버섯 분말을 1:30으로 증류수에 현탁 시킨 후 30℃에서 6시간 추출하는 조건이었
다.

본 연구의 흑타리버섯이 항치매활성 버섯 선별 시 저해활성이 다른 야생효모들이나 호두 등의 

식물추출물들보다 다소 낮았지만, 흑타리버섯은 경기도 농업기술원 버섯 연구소에서 주년재배 

체계를 확립하기 위해 중, 고온기에 안정적으로 재배 가능한 느타리버섯의 식용가능한 신품종으
로 육성, 보급한 새로운 버섯이라는 점[30]과 식품용 가공제품에 유리한 물 추출물에서 활성과 수
율이 높고 추출 최적 조건 연구를 통해 수율과 저해활성이 증가하여 대량 추출을 위한 대량생산
이 가능한 점 등에서 산업적 가치가 매우 큰 것으로 사료된다.

항치매성 AChE저해 물질의 부분정제 및 신경세포사 저해 효과
흑타리버섯 자실체의 항치매성 AChE 저해물질을 부분정제한 결과, 먼저 흑타리버섯 자실체 물 

추출물 (AChE 저해 활성; 24.2% (IC50: 10.3 mg))를 30 kDa이상과 이하로 한외여과를 실시한 결과 

30 kDa이하 여과물의 수율이 25.7%, AChE 저해활성이 14.3%로 30 kDa 이상의 물질들의 수율과 

저해활성(7.1%, 11.2% (IC50: 35.2 mg, 22.3 mg))보다 높았다. 따라서 활성과 수율이 좋았던 30 kDa 

이하의 여과액을 농축시켜 Sephadex G-100으로 젤 여과 크로마토그래피를 실시하였다. 100개의 

분획들의 AChE 저해활성을 측정한 결과 No.21−No.25 분획이 16.0%의 저해활성을 보여 가장 높
았으므로 이들 활성분획들을 모아서 농축시켜 AChE 저해물질의 부분정제물로 하였다.

신경세포에 대한 항치매 효과, 신경세포 PC12의 세포치사 억제에 미치는 흑타리버섯에 함유된 

AChE 저해 부분 정제물질의 영향을 조사한 결과는 Fig. 2 와 같다.

신경세포의 최종적인 현상으로 β APP의 C말단 단백질 펩티드인 CT105발현에 의한 신경세포
의 세포치사는 정상군 5.0(±0.2)%에 비해 CT105의 발현으로 인한 세포치사율은 87.1(±2.5)%이
었다. 본 연구의 흑타리버섯 부분정제물을 50 ㎍/mL로 처리했을 때 17.0(±0.5)%로 치사율이 낮
아져서 흑타리버섯 부분정제물이 치매 진행과정을 억제하거나 지연시키는 효과를 보이는 것으
로 사료된다.

한편, 흑타리버섯 AChE 저해 부분정제물을 100, 250, 500, 750, 1000 ug/mL로 처리하여 세포 생
존율을 조사한 결과 각각 95.4(±1.5)%, 91.7(±2.5)%, 86.4(±3.5)%, 80.2(±2.7)%, 71.6(±4.1)%를 

보여 흑타리버섯 부분정제물이 농도 비 의존형태로 세포 생존율이 감소하였다(Fig. 3). 이와 같이 

본 연구의 흑타리버섯 AChE 저해 부분정제물이 100 ㎍/mL에서 27% 세포사를 보인 것은 전보[9]

의 야생효모 Saccharomyces cerevisiae WJSL0113가 100 ㎍/mL에서 40%의 세포사를 보인 결과에 

비해 훨씬 더 높은 세포사 저해능을 보여 항치매 효과가 더 우수한 것으로 사료된다.
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Fig. 2. Cell viability on PC12 nerve cell of the partial purified acetylcholinesterase(AChE) 
inhibitor. C, AChE inhibitor not treated

Fig.3. Apoptotic ratio on PC12 nerve cell of the partial purified acetylcholinesterase(AChE) 
inhibitor. N, CT105 not treated; C, CT105 treated
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적요
본 연구에서는 버섯으로부터 항치매성 건강소재를 개발하고자 주요 식용 및 약용 버섯들의 물
과 에탄올 추출물들을 제조한 후 이들의 수율과 acetylcholinesterase 저해활성을 측정하여 우수 

버섯을 선발하였다. 또한 선발된 우수버섯에 함유되어있는 항치매성 acetylcholinesterase 저해
물질의 추출 최적조건을 검토하였고, 이 저해물질을 부분정제한 후 PC12 신경세포사 저해 활성
을 측정하여 항치매 효능을 검증하였다. 시료 버섯들의 물 추출물과 70% 에탄올 추출물을 각각 

제조하여 이들의 acetylcholinesterase 저해 활성을 측정한 결과 물 추출물의 수율이 40%로 높고 

acetylcholinesterase 저해 활성도 20.2% (IC50: 12.4 mg)로 우수한 흑타리버섯을 acetylcholinesterase 

저해물질을 함유한 우수 버섯으로 최종 선발하였다. 흑타리버섯 자실체중의 항치매성 

acetylcholinesterase 저해물질의 추출 최적 조건은 흑타리버섯 분말을 1:30으로 증류수에 현탁 시
킨 후 30℃에서 6시간 추출하는 조건이었다. 흑타리버섯 자실체의 항치매성 acetylcholinesterase 

저해물질을 한외여과와 gel 여과 등으로 부분정제한 후 신경세포 PC12의 세포치사 억제에 미치
는 영향을 조사한 결과 부분정제 물질을 50 ㎍/mL 처리했을 때 세포치사율이 17.0%로 낮아져서 

흑타리버섯 부분정제물이 치매 진행과정을 억제하거나 지연시키는 효과를 보이는 것으로 사료된
다.
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