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발색반응 분석법을 이용한 표고 교배균주의 세포외효소 분비 능력 평가
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ABSTRACT : Shiitake breeding requires the procedures of mating of two different parental strains and selection

of hybrid strains that have good traits for the mushroom production. In this study, we tested the possibility of

the use of chromogenic plate-based assay for extracellular enzyme production in order to assess and find good bio-

chemical properties-possessed hybrid strains that were generated from genetic cross of the monokaryotic strains

derived from two different parental strains of Lentinula edodes Sanjo-101ho and Sanjo-108ho. We observed that

there was difference in the ability of producing β-glucosidase, avicelase, CM-cellulase, amylase, pectinase, xylanase,

and protease among the monokaryotic strains. We could also comparatively assess that the ability of the seven

extracellular enzymes production in the hybrid strains depended on the mating combination of the monokaryotic

strains. Our results demonstrate that the assessment method for extracellular enzyme production using chromogenic

plate assay could be usefully applied to the assessment of the hybrid strains derived from the breeding procedure

of L. edodes. 
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서  론

표고(Lentinula edodes)는 분류학적으로 담자균아문 주

름버섯목, 낙엽버섯과(Marasmiaceae)에 속하는 버섯으로

서 봄, 여름, 가을에 걸쳐 참나무류(Quercus spp.), 밤나무,

서어나무 등 활엽수에 발생한다(Cannon 등, 2001). 외형

상으로 표고의 갓 지름은 6~10 cm이고 표면은 다갈색이

며 흑갈색의 가는 솜털 모양의 비늘조각이 덮여 있다. 렌

티난(lentinan)이라는 β-D-glucan 계 고분자 물질이 항암

특성을 지니고 있는 것이 밝혀지면서 표고는 약용버섯으

로 크게 각광을 받고 있으며 조단백질, 당지질, 회분, 탄

수화물, 섬유질, 아미노산 등 여러 가지 영양물질들이 존

재함에 따라 식용으로서도 각광을 받고 있다(Chang, 1999).

또한 다양한 버섯 식품류, 버섯스낵, 농후발효유, 버섯스

프 등으로 개발이용되고 있으며, 항종양, 혈압저하, 혈당

강하, 항혈전 등의 생리활성 성분 연구가 활발히 이루어

지고 있다(Ohnuma et al., 2000; Yaoita et al., 1998).

이러한 영양적 성분과 약리작용에 대한 기능성 물질 탐

색을 통해 표고에 대한 가치가 증대되고 있으며 이에 따

라 수요가 증대되고 있으며 국내의 경우 일본을 위주로

해외로 수출이 이루어지고 있다. 수요와 가치의 증대로

표고 재배기술의 개발 역시 꾸준히 지속되어 왔다. 재배

기술과 함께 표고의 생산성 및 품질에 가장 근본적인 영

향을 미치는 주요요인은 품종이 갖는 특성에 있다. 특히

최근 국제식물신품종보호동맹(UPOV)의 협약에 따라 자

국의 품종에 대한 보호정책이 시작되었기에 국내의 경우

새로운 표고 품종의 육성이 시급한 실정이다.

버섯을 육종하는 방법으로 품종을 조절된 환경에 순화

시키는 법, 균주 수집에 의한 선발육종법, 균주간의 교배

에 의한 교잡육종법, 유전공학적 육종법, 돌연변이육종법

등 다양한 기술이 연구되고 있다. 이 중 가장 대표적이면

서 보편적으로 사용되고 있는 방법은 선별된 모균주를 교

배하여 하여 교잡균주 얻는 교잡육종법이다. 교잡육종을

수행하는 과정에서 수많은 교잡균주가 만들어지고, 만들

어진 교잡균주는 톱밥배지 또는 원목에 접종하여 키운 후

새로운 형질을 지니는 버섯을 선발하는 과정을 거치게 된

다. 이렇듯 신품종 육성 과정은 상당한 시간과 비용을 요
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하는 과정이다. 이 과정에서 비용과 시간을 줄이기 위해

만들어진 교잡균주들을 인공배지에서 키운 후 단지 생육

이 우수한 균주만을 선별하여 재배평가를 수행하고 있다.

교잡균주가 지닌 잠정적인 능력을 생장으로만 평가하여

적용하는 데는 한계가 있는바 생장 특성 이외에 교잡균주

의 능력을 평가할 수 있는 부가적인 평가 방법의 개발이

요구되고 있다. 

이에 따라 본 연구에서는 배지를 이용한 발색반응법이

교잡육종 과정에 생겨나는 많은 교잡균주들의 생화학적

특성을 평가하는 간편한 수단이 될 수 있는지 알아보기

위하여 두 계통의 모균주에서 얻은 단핵균주들과 이들 계

통이 다른 단핵균주들 간에 교배를 수행하고 얻어진 이핵

체의 교잡균주들을 대상으로 여러 가지 세포외 기질분해

효소의 능력을 조사 비교하였다. 

재료 및 방법

표고버섯 단핵 및 교잡 균주

본 실험에 사용한 단핵균주 및 교잡균주는 산림조합중

앙회 산림버섯연구소 등록균주인 산조101호와 산조108호

를 모균주로 활용하여 선발한 균주를 사용하였다. 참나무

원목 재배를 통하여 버섯 자실체를 얻은 후 자실체의 주

름살로부터 약 12시간동안 자연낙하 하는 담자포자를 받

았다. 담자포자는 PDA 배지에 발아시켜 자라난 균사를

현미경을 이용하여 검정 후, 꺽쇠연결체가 없는 균주만을

선택하였다. 선택된 균주 중 PDA 상에서 균사 활력이 우

수한 단핵균주를 20균주씩 각각 선발하여 사용하였다

(Kwon et al., 2008). 이들 2가지 서로 다른 모균주 계통

에서 나온 단핵균주를 대상으로 산조101호 유래 단핵균

주 하나당 산조108호 유래 단핵균주 20균주에 대해 각각

PDA 상에서 1:1 교배를 실시하고 동시에 그 반대로 산조

108호 유래 단핵균주 하나당 산조101호 유래 단핵균주

20균주에 대해서도 각각 PDA 상에서 1:1 교배를 실시하

여 총 400균주의 조합으로 시험을 수행하였다. 2-3주간

배양 후 현미경을 통하여 꺽쇠연결체(clamp connection)

가 있는 이핵체 균사를 선발하였다. 총 163개의 교잡균주

가 선발되었고 이들 균주를 PDA에 접종하고 25
o

C에서 2

주간 순수 계대 배양하면서 세포외 효소분해 능력 검정

시험에 사용하였다. 

세포외효소 분비 능력 평가

발색배지를 이용한 세포외효소 분비 능력 검정을 위해

서는 발색반응(chromogenic reaction)을 위한 시약인

0.5%의 Congo Red (Sigma, USA)와 서로 다른 효소기질

(영양원)을 첨가하여 만든 배지(Chromagenic media)를 사

용하였다(Hyun et al., 2006; Yoon et al., 2007). 발색반

응 배지의 공통된 질소원으로 0.1%의 yeast nitrogen

base (Difco, USA)를 사용하였고, 유일한 탄소원으로는

β-glucosidase의 경우 D-cellobiose (Sigma, USA)를,

avicelase의 경우 Avicel PH-101 (Fluca, Switzerland)을,

CM-cellulase의 경우 CM-cellulose (Sigma, USA)를,

amylase의 경우 Starch from potato (Sigma, USA)를,

pectinase의 경우 polygalacturonic acid (MP Biomedical,

France)를, xylanase의 경우 xylan oat spelts (Sigma,

USA)를 0.5% 되게 첨가하여 사용하였다. Protease의 경

우에는 효소반응을 위한 영양원으로 skim milk powder

(Sigma, USA)를 사용하였다 (Yoon et al., 2007). 이상의

각기 다른 영양 기질을 담은 용액 1 l 당 1.5% 분량의

agar 첨가하여 고압살균 후 직경 13 mm Petri plate에

20 ml 씩 분주하여 만든 고체배지를 발색반응배지로 사용

하였다. 발색반응배지에서의 균주 간 효소분해능력 비교

를 위해 PDA에 동일한 시점에 접종하여 같은 시간동안

배양된 단핵균주와 교잡균주의 균총을 이용하였다. 접종

용 균사는 균총에서 동일 생장선상에 위치한 균사 끝부분

을 직경 0.3 mm cork borer를 이용하여 agar plug를 떼어

낸 다음 각각의 서로 다른 기질영양원을 함유한 발색반응

배지에 접종하고 25
o

C에서 20일간 배양 후 생장균사 주

변에 형성된 투명환(clear zone)을 측정하였다. 투명환은

발색반응배지 내에 고르게 분포하여 존재하는 발색시약에

결합된 효소의 기질이 표고균에서 분비된 세포외 효소와

반응하여 기질이 분해되면서 나타나기 때문에 투명환의

크기가 크면 세포외효소 분비 능력이 우수하다고 할 수

있다. 따라서 표고균주간에 세포외효소 분비능력 비교 평

가는 균사의 접종원으로부터 투명환이 형성된 부분까지

길이를 측정하여 비교하였다. 0~20 mm의 투명환을 보이

는 균주는 효소분비 능력이 약한 균주(weak, W)로,

20~50 mm의 투명환을 형성하는 균주는 중도적인 효소분

비 능력을 보이는 균주(moderate, M), 그리고 50 mm 이

상의 투명환을 보이는 균주를 효소분비능력이 강한 균주

(strong, S)로 구분하여 평가하였다. 비교평가에 사용된 각

영양기질에 대한 세포외효소 분비 능력을 판단하는 기준

이 되는 예를 Fig. 1에 제시하였다.

결과 및 고찰

단핵균주에 대한 평가

제시된 기준에 따라 산조101과 산조108에서 유래한 단

핵균주를 발색반응배지에 키워 나타난 효소의 분해력 정

도를 조사한 결과는 Table 1과 같다. 대조로 사용한 모균

주의 경우 산조101호는 7가지 효소 중 β-glucosidase,

pectinase, protease에서 중도적 이상의 세포외효소 분비능

력을 보였고 나머지 효소에서는 약한 분비능력을 보였다.

이에 반하여 모균주인 산조108호는 protease만 강한 분비능

력을 보였고 다른 6가지 세포외효소에 대해서는 약한 분비

능력을 보였다. 이는 모균주 산조101호와 산조108호가 서로

다른 효소 생화학적 특성을 지니고 있음을 보여준다.
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Fig. 1. Examples of observation of extracellular enzyme production shown by hybrid strains of L. edodes on chromogenic media. Arrow

indicates clear zone (enzyme production zone). S : Strong production, M: Moderate production, W : Weak or no production.

Table 1. Degree of extracellular enzyme production shown by the monokaryotic strains derived from their parental strain L. edodes

Sanjo-101ho and Sanjo-108ho

Enzyme Degree of production
Parental strain

Sanjo-101ho

Parental strain

Sanjo-108ho

Monokaryotic strain 

from Sanjo-101ho

Monokaryotic strain

from Sanjo-108ho

β-glucosidase Strong 1/1* 3/20 18/20

Moderate 5/20 2/20

Weak 1/1 12/20 0/20

Avicelase Strong 3/20 4/20

Moderate 3/20 8/20

Weak 1/1 1/1 14/20 8/20

CM-cellulase Strong 0/20 9/20

Moderate 3/20 6/20

Weak 1/1 1/1 17/20 5/20

Amylase Strong 0/20 7/20

Moderate 2/20 3/20

Weak 1/1 1/1 18/20 10/20

Pectinase Strong 1/1 2/20 1/20

Moderate 2/20 7/20

Weak 1/1 16/20 12/20

Xylanase Strong 0/20 6/20

Moderate 0/20 1/20

Weak 1/1 1/1 20/20 13/20

Protease Strong 1/1 0/20 0/20

Moderate 1/1 15/20 9/20

Weak 5/20 11/20

*Number of strains shown the enzyme production/total number of strains.
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이러한 상이한 특성을 지닌 모균주들로부터 유래한 단

핵균주들에 대하여 7가지 세포외효소의 분비능력을 비교

한 결과는 Table 1에 나타내었다. 산조101호에서 유래한

20개의 단핵균주 중 효소활성이 강하게 검출된 효소는 β-

glucosidase, avicelase, pectinase 등 이었으며 균주의 비

율은 20개 균주 중 2-3개 균주 수준으로서 분비 능력이

뛰어난 균주의 빈도는 낮았다. 검출된 균주의 활성 정도

를 살펴볼 때 모균주에 비하여 단핵균주가 서로 다른 정

도의 분비 능력을 지니는 균주로 나누어져 있음을 알 수

있었다. 이는 모균주의 자실체에서 감수분열이 일어나면

서 생겨나는 담자포자들이 서로 다른 효소분비능력을 지

니는 담자포자들임을 보여준다. 산조108호에서 유래한 20

개의 단핵균주 중 분비가 우수하게 검출된 효소는 β-

glucosidase, avicelase, CM-cellulase, amylase, pectinase,

xylanase 였으며 검출 균주의 비율은 20개 균주 중 1개에서

최대 18개 까지 이르는 수준으로서 분비 능력이 우수한 균

주의 빈도는 다양하게 나타났다. 검출된 균주의 세포외 효

소 분비 능력 정도를 모균주와 비교하였을 때 단핵균주 중

에 서로 다른 정도의 분비 능력을 지니는 균주들이 존재하

였고 이중에 모균주 보다 우수한 분비 능력을 보이는 균주

도 존재함을 알 수 있었다. 이러한 Table 1의 결과로 볼

때 표고 모균주 자실체에서 생겨나는 담자포자들 중에 모

균주와 비교하여 세포외 효소 분비 능력이 서로 다른 포

자가 존재하고 있음을 결론 할 수 있다. 따라서 이들 담자

포자로 부터  얻어진 단핵균주들이 교잡을 위한 소재로

활용 될 수 있음을 본 연구의 발색반응을 이용한 세포외

효소 평가는 보여준다. 

교잡균주에 대한 평가

단핵균주에 대한 발색반응 평가를 바탕으로 이들 균주

들 간의 조합으로 선발한 163개 교잡균주에 대한 평가를

실시한 결과는 Table 2에 제시하였다. 흥미롭게도 교잡균

주의 경우 7가지 효소 모두 강하게 분비하는 균주들이 존

재하였다. 163개 교잡균주 중 강한 분비 능력을 보인균주

가 50% 이상의 비율로 나타난 효소는 7가지 효소 중 β-

glucosidase, avicelase, CM-cellulase 등 이었다. 이들 효

소는 모두 목재의 주요 구성분인 cellulose 분해에 관여하

는 효소들임을 볼 때 이핵체인 교잡균주에서 이 3가지 효

Table 2. Degree of extracellular enzyme production shown by the 163 hybrid strains generated by combinational mating between the

monokaryotic strains derived from L. edodes Sanjo-101ho and Sanjo-108ho

Enzyme Degree of production
Parental strain

(Sanjo-101ho)

Parental strain

(Sanjo-108ho)
No. of hybrid strain

β-glucosidase Strong 1/1
*

88/163

Moderate 18/163

Weak 1/1 57/163

Avicelase Strong 84/163

Moderate 24/163

Weak 1/1 1/1 55/163

CM-cellulase Strong 90/163

Moderate 17/163

Weak 1/1 1/1 56/163

Amylase Strong 29/163

Moderate 54/163

Weak 1/1 1/1 80/163

Pectinase Strong 1/1 65/163

Moderate 52/163

Weak 1/1 46/163

Xylanase Strong 41/163

Moderate 22/163

Weak 1/1 1/1 100/163

Protease Strong 1/1 18/163

Moderate 1/1 130/163

Weak 25/163

*Number of strains shown the enzyme production/total number of strains.
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소의 분비 능력이 높은 것은 매우 흥미롭다고 할 수 있다.

특히 단핵균주에서는 avicelase, CM-cellulase 등의 분비

능력이 우수한 균주가 많지 않았는데 교잡 후 이들 효소

의 분비 능력이 강한 균주가 많이 나타난 점을 미루어 본

다면 원목 재배를 위한 교잡균주의 평가에 있어서 이러한

우수한 cellulose 분해효소 분비 능력을 지닌 균주를 사전

에 파악할 수 있다면 육종적 측면에서 도움이 되는 정보

가 될 것으로 사료된다. 그리고 목재에는 cellulose 이외에

도 펙틴, 자일란 같은 성분이 존재하고 이러한 성분은 톱

밥재배의 경우 톱밥 이외에도 배지에 혼합하는 여러 식물

성 농업부산물에도 존재하기 때문에 pectinase, xylanase

등의 분비능력이 우수한 교잡균주를 검출하는 것도 톱밥

재배용 표고균주의 육성 평가에 중요한 정보가 될 수 있

다. Table 2에서 보듯이 본 연구에서 선발한 163개 교잡

균주 중 pectinase와 xylanase 분비 능력이 우수한 균주가

65개와 41개로 각각 나타남을 볼 때 발색반응을 이용한

세포외효소 평가는 이러한 목적으로 사용하기에 부합함을

보여준다.

 163개 교잡균주가 나타낸 세포외효소 분비 능력정도가

어떠한 정도의 효소분비 능력을 지닌 단핵균주들 간의 교

배조합으로 나타나게 됐는지 분석한 결과를 Table 3에 제

시하였다. 놀랍게도 전반적으로 효소의 분비 능력이 강한

교잡균주의 생성은 반듯이 효소 분비 능력이 강한 단핵균

주간의 조합에 의존해서 나타나는 것이 아니라 비록 단핵

균주가 효소 분비 능력이 약하더라고 교잡을 통하여 강한

효소 분비 능력을 나타내는 교잡균주가 될 수 있다는 것을

보여주었다. 즉 단핵균주일 때 효소 분비 능력이 약하더라

도 계통이 다른 단핵균주를 만나면 효소 분비 능력이 약한

교잡균주에서부터 중도적인 교잡균주, 강한 교잡균주를 각

각 만들 수 있다는 자료를 제시하고 있다. 이것은 유전적으

로 볼 때 상당히 귀중한 정보이다. 이는 단핵균주 때 세포

외효소 유전자의 발현이나 효소분비 관련 유전자의 발현

Table 3. Analysis of the 163 hybrid strains showing different degree of extracellular enzyme production based on mating combination

of the monokaryotic strains having different degree of extracellular enzyme production, derived from L. edodes Sanjo-

101ho and Sanjo-108ho 

Enzyme
Degree of 

production

Mating combination resulted in hybrid strain Total no. 

of strains*

S1 × S2 S1 × M2 S1 × W2 M1 × S2 M1 × M2 M1 × W2 W1 × S2 W1 × M2 W1 × W2

β-glucosidase Strong 16
**

3 36 24 4 5 88

Moderate 1 8 9 18

Weak 10 1 25 17 2 2 57

Avicelase Strong 2 3 5 5 12 3 11 23 20 84

Moderate 1 1 2 1 4 7 8 24

Weak 1 1 4 1 7 7 9 14 11 55

CM-cellulase Strong 5 2 42 19 19 87

Moderate 8 2 2 3 5 20

Weak 2 1 28 14 11 56

Amylase Strong 1 1 2 14 2 9 29

Moderate 2 2 5 8 7 30 54

Weak 5 2 5 23 8 37 80

Pectinase Strong 4 6 1 4 5 13 32 65

Moderate 1 2 4 2 10 33 52

Weak 1 5 2 2 3 2 4 27 46

Xylanase Strong 11 2 28 41

Moderate 1 21 22

Weak 20 4 76 100

Protease Strong 12 4 1 1 18

Moderate 40 62 11 7 120

Weak 7 12 2 4 25

*Mating type combination. **Number of hybrid strain.

S: strong production, M: moderate production, W: Weak or no production.

1: Monokaryotic strains from Sanjo-101ho, 2: Monokaryotic strains from Sanjo-108ho.



104 권혁우 등

이 억제되어 있다가 교잡이 일어나면서 억제가 무마되고

발현이 회복되는 어떠한 기작이 존재하는 것을 시사한다.

7가지 효소를 대상으로 교잡의 조합내역을 간단히 살펴

보면 β-glucosidase 의 경우 산조101호와 산조108호로부

터 유래한 단핵균주 중 분비 능력이 좋은 산조101호 유래

단핵균주와의 조합에서 대체로 분비 능력이 좋은 교잡균

주가 분포하였다. Avicelase 의 경우는 흥미롭게도 7개 효

소 중에 유일하게 모든 조합에서 폭넓게 분비 능력이 우

수한 교잡균주가 만들어졌다. 이는 어쩌면 avicel 형태의

cellulose 기질을 이용하는 효소의 형성이 표고균주에서는

보편적으로 존재하는 특성인지도 모른다. 이에 반해 CM-

cellulase의 경우는 특정 조합에서는 전혀 분비 능력이 강

한 교잡균주가 없는바 Carboxyl-methyl 형태의 cellulose

기질 이용은 표고균주의 보편적인 특성으로 보이지 않았

다. 그 밖에 다른 나머지 효소들도 특정 조합에서는 분비

능력이 강한 교잡균주 뿐만 아니라 약한 교잡균주 조차도

만들어지지 않는 조합의 분포를 보였다. 이는 이들 효소

의 경우 기질을 이용하는 능력이 교잡하는 단핵균주의 유

전적 소인에 크게 좌우됨을 시사한다. 따라서 유전적 소

인에 따라 세포외효소의 분비능력 정도가 달라지는 균주

를 선별하는데 발색반응 배지가 쓰일 수 있음을 Table 3

의 결과를 통해 확인 할 수 있었다. 

단핵균주나 교잡균주들 간의 효소 생화학적 특성 차이

를 평가하기 위해서는 전분 겔이나 아크릴아마이드 겔을

이용하여 단백질 분리 후 동위효소(isozyme)를 분석하는

생화학적 방법을 활용할 수 있는데 이는 추출과 염색, 단

백질 정량 등의 과정과 분석기기의 구입을 필요로 하고

시간과 비용이 많이 들고 생화학적 지식과 기술을 요하기

때문에 누구나 쉽게 접근하기에는 제한적인 방법이다. 이에

반해 발색배지를 이용한 간이 평가법은 누구나 손쉽게 저비

용으로 세포외효소 분비 능력 검정에 활용 할 수 있는 장점

을 지니고 있다. 이러한 장점에 힘입어 최근 영지버섯, 목이

버섯 등에서도 버섯균의 세포외효소 검정을 위하여 발색배

지를 사용하였다(Jo et al., 2009, Jo et al., 2010). 표고균으

로부터 세포외효소를 검정한 사례로는 볏짚이나 유칼립투

스 부산물을 기질로 이용한 Mata와 Savoie(1998), Silva 등

(2005)을 들 수 있다. 그러나 지금까지 하나의 계통에서

유래하는 균주들에 대한 체계적인 평가를 통하여 교배 전

후 변화하는 특성을 평가하는데 발색반응배지의 활용 가

능성을 보여준 사례는 본 연구가 유일하다. 

적요
 

표고버섯의 육종은 두 개의 다른 모균주에 의한 교배와

버섯생산에 좋은 형질을 지닌 교잡균주의 선발이 요구된

다. 본 연구에서는 서로 다른 두 계통의 표고 모균주에서

유래한 단핵균주와 이들 단핵균주간의 교배로부터 만들어

진 교잡균주에 대하여 발색반응 배지를 이용하여 세포외

분해효소의 분비능력 정도를 비교하여 생화학적 특성이

우수한 균주를 선발할 가능성에 대하여 조사하였다. 모균

주로부터 유래한 단핵균주들 간에 β-glucosidase, avicelase,

CM-cellulase, amylase, pectinase, xylanase, protease의

분비능력에 차이가 있음을 확인하였다. 교잡균주에 있어

서도 단핵균주의 조합에 따라 효소 분비능력이 달라지는

것을 볼 수 있었다. 이에 따라 발색반응배지를 이용한 세

포외효소 평가법이 표고의 육종과정 중에 생성되는 교잡

균주들의 평가에 활용 할 수 있을 것으로 사료된다. 
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