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            Abstract
          
        

        
          
            Background: 
            Hericium erinaceus is considered a functional food and potential medicinal source. The present study was conducted to examine the potential antioxidant and anti-inflammatory activities of carried out with water and ethanol extracts of Hericium erinaceus grown on germinated green rice (HEGR-W and HEGR-E, respectively) and the water and ethanol extracts of germinated green rice (GR-W and GR-E, respectively) as potential medicinal resources or antioxidant and anti-inflammatory agents.

          

          
            Methods and Results: 
            The total phenolic and flavonoid contents, DPPH, and ABTS activity, reducing power, DNA protective activity, cell viability, and NO production were investigated. The total phenolic and flavonoid contents were highest in HEGR-E (66.53 ± 2.40 ㎎·GAE/100 g and 82.12 ± 7.10 ㎎·CE/100 g respectively). HEGR-E exhibited high DPPH (44.70 ± 1.28%) and, ABTS (44.70 ± 1.28%) activity and reducing power (0.219). HEGR and GR extracts showed protective activity against DNA damage. The cytotoxicity of HEGR and GR in RAW264.7 cells and LPS-induced RAW264.7 cells was low. HEGR-E and GR-W exhibited anti-inflammatory effects through a 28% inhibition of NO production in LPS-induced RAW264.7 cells.

          

          
            Conclusions: 
            These results suggested that the extracts of Hericium erinaceus grown on germinated green rice could be a potential medicinal material with natural antioxidant and NO inhibitory properties.
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      서 언
      최근 건강에 대한 관심 증대 등으로 건강과 관련된 의약품, 건강보조식품 및 건강기능성 식품의 수요 증가와 더불어 이들 의 소재를 천연 원료인 약용식물로부터 얻으려는 연구가 증가 하고 있으며 (Kim et al., 2010a) 또한 버섯 균사체 및 미생 물을 촉매로 이용한 생물 전환 공정은 최근 식품, 제약, 화학 산업에서 요구되는 고부가가치 신소재 생산에 널리 응용되고 있다 (Tsegaye, 2015). 또한 경제성장과 식생활의 서구화로 인 해 비만, 당뇨, 고혈압 및 심장질환 등 다양한 성인병의 발생 율이 높아지고 있다.

      Hydroxyl radicals (OH·), superoxide anions (O2-), hydrogen peroxide (H2O2), singlet oxygen (1O2) 등의 ROS는 정상적인 세포 내 필요한 에너지 생산을 위한 생화학적인 산화과정에서 생성되며 세포분화, 유전자의 발현, 사이토카인에 대한 반응 정도를 포함한 다양한 생물학적 과정과 연관되어있다 (Rhee, 2006). 이러한 ROS는 불안정하고 산화력이 높아 생체 물질과 쉽게 반응하기 때문에 인체 내에서 ROS의 생성과 제거반응 간에 불균형을 초래하게 되어 ROS가 과량으로 존재하게 되 면 산화적 스트레스 (oxidative stress)를 유발하게 되며, 이러 한 산화적 스트레스는 지질과산화를 유도하고, 단백질, 세포막 및 DNA 등을 손상시켜 세포의 노화와 변형을 유도함으로써 뇌졸중, 암, 동맥경화, 알츠하이머병, 파킨슨 병 등 다양한 질 병을 유발하게 된다 (Jeong et al., 2008).

      염증반응은 생체나 조직에 물리적 작용이나 화학적 물질, 세 균 감염 등의 어떠한 기질적 변화를 가져오는 자극에 대한 방 어기능으로 정상적인 회복을 위한 반응이며 정상적인 염증반응 은 시간이 지남에 따라 염증 촉진성 매개체 (pro-inflammatory mediators)의 생성은 감소되고, 항염증성 매개체 (antiinflammatory mediators)는 증가됨으로써 스스로 염증반응이 제한되는 조절과정을 가지고 있다 (Tizard, 1986). 초기 염증 반응에 반응하는 면역세포 중 대식세포는 LPS나 IFN-γ, IL- 1β, IL-6, TNF-α등의 염증 촉진성 사이토카인의 자극에 노출 됨으로써 활성화된다 (Xie et al., 1993).

      활성화된 대식세포는 염증 촉진성 사이토카인 이외에 iNOS (inducible nitric oxide synthase) 및 COX-2 (cyclooxygenase- 2)와 같은 효소의 발현을 통해 NO (nitric oxide) 및 PGE2 (prostaglandin E2)와 같은 다양한 염증매개 분자들을 생성하게 되고 (Nathan, 1992), 이들 매개체들의 과도한 생성은 다양한 만성염증성 질환의 발병에 기여하고 있는 것으로 알려져 있다. 특히 NOS에 의해 L-arginine에서 생성되는 NO는 평활근의 이완을 통한 혈관 등의 이완, 혈소판 응집억제, 신경전달, 면 역조절 등의 중요한 기능을 가지고 있으나 과도한 NO의 생성 은 염증반응을 촉진하고 염증매개체의 생합성을 촉진함으로써 염증을 심화시켜 조직 손상, 유전자 변이 및 신경 손상을 일 으킨다 (Hippeli and Elstner, 1999). 따라서 NO 생성억제 등 염증성 매개체들의 생성을 억제하는 천연화합물의 발견은 보 다 부작용이 적은 항염증 치료제 개발을 위한 방편으로 관심 을 끌고 있다.

      최근 기능성 식품에 대한 관심이 높아지면서 쌀도 다양한 종류의 쌀이 관심이 높아지고 있으며 유색미의 소비량도 높아 지고 있다. 녹미, 적미 등을 포함한 유색미는 백미보다 안토시 아닌계 색소를 많이 함유하고 있으므로 유색미들은 일반 백미 보다 높은 항산화 기능 및 생리활성을 가지고 있다고 보고되 었다 (Choi et al., 1996, 2004; Kim et al., 1998; Nam et al., 2003).

      버섯은 예로부터 식용 및 약용으로 널리 이용되어 왔으며 버섯의 항암작용, 생체기능 조절 및 뇌졸중 등 성인병에 대한 예방과 개선 효과가 보고됨에 따라 버섯에 대한 관심은 더욱 높아지게 되었다. 겉보리 영지버섯 (Seo et al., 2017)과 노루 궁뎅이 버섯 (Hericium erinaceus) (Kim et al., 2013)의 항 산화 및 항염증 효능, 상황버섯 (An et al., 2009)의 면역력 강화, 능이버섯 추출물의 신경보호 효과 (Lee et al., 2011) 등 버섯의 생리활성 기능에 대하여 보고되고 있다. 노루궁뎅 이 버섯 (Hericium erinaceus)은 산호버섯과에 속하는 버섯으 로 하얀색의 다육질 균류로 다당류, 단백질, 렉틴, 헤리세논, 에리나콜, 에리나신 및 테르페노이드와 같은 성분의 생물학적 활성이 연구되어 보고 되었고 (Kim et al., 2013) 또한 노루 궁뎅이 버섯에서 치매치료제로 가능한 물질이 분리되었으며, 항암효과를 가진 성분 등 다양한 생리활성물질이 있는 것으로 보고되었다 (Kawagishi et al., 1996).

      따라서 본 연구에서는 기능성 식품으로 관심이 높은 유색미 중에서 우리 고유의 토종 쌀인 발아 녹미와 노루버섯 균사체 를 이용하여 배양한 발아녹미 노루궁뎅이 버섯의 열수 추출물 및 70% 에탄올 추출물의 항산화 및 NO 억제 효능을 평가하 여 생물전환 약용 신소재로서의 기능성을 제시하고자 수행하 였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험재료 및 시약
        Folin-Ciocalteau's phenol reagent, gallic acid, (+)-catechin, sodium nitrite, 1,1-diphenyl-2-picryl hydrazyl (DPPH), 2,2'-azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS), potassium persulfate, tyrosinase, ferrozine, potassium ferricyanide, sodium carbonate 등은 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)에서 구 입하였고, 1-(4,5-methylthiazol-2-yl)-3,5-diphenyl formazan (MTT), 5,5'-dimethyl pyrroline-1-oxide (DMPO)는 Duchefa Biochemie (Haarlem, Netherlands)에서 구입하였다. DNA loading dyes와 pBR322 DNA는 Fermentas (Waltham, MA, USA)에서 구입하였고, Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM), streptomycin (100 g/㎖), penicillin (100 IU/㎖) 그 리고 fetal bovine serum (FBS)는 WelGENE (Gyeongsan, Korea)에서 구입하여 사용하였다.

      

      
        2. 시료 추출물 제조
        발아녹미 노루궁뎅이 버섯 (Hericium erinaceus) 열수 추출 물 (HEGR-W)과 70% 에탄올 추출 (HEGR-E) 및 발아녹미 열수 추출물 (HR-W)과 70% 에탄올 추출물 (HR-E)은 다음과 같이 제조하였다.

        노루궁뎅이 버섯 균사체를 Φ8 cork borer로 조각을 내어 potato dextrose broth로 제조한 액체배지 300㎖에 5 - 6 조각 을 접종하여 진탕 배양기에서 24℃ 에서 6 주 배양 하였다. 액체 배양한 노루궁뎅이 버섯 균사체를 균질화 하여 물을 첨 가하여 autoclave 한 발아녹미에 1/10 비율로 첨가한 후, 25℃, 습도 70% 배양기에서 4 주간 배양 하였다. 발효된 발아녹미 노루궁뎅이 버섯을 발아녹미와 함께 회수하여 열풍건조기에서 2 - 3 일간 건조 시켰다.

        건조된 시료무게의 20 배의 증류수를 첨가하여 환류추출기 (C-WB6, Changshin Science, Seoul, Korea)를 사용하여 85℃, 2 시간씩 3 회 반복 열수 추출 및 70% 에탄올 추출을 진행 하였다. 발아녹미 열수 추출과 발아녹미 70% 에탄올 추출도 동일한 방법으로 추출하였다. 얻어진 추출액을 여과하고 rotary evaporator (RV10D, IKA, Staufen, Germany)로 농축한 후 동결 건조하여 분말 형태로 –20℃에 보관하여 사용하였다.

      

      
        3. 총 폴리페놀 화합물 함량 측정
        총 폴리페놀 화합물 성 화합물 함량을 측정하기 위해 Folin- Ciocalteu's 방법을 이용하였고 (Wang et al., 1994) standard 로 gallic acid (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)를 사용하였으며, 증류수를 이용해 농도별로 희석하여 표준곡선 을 구했다 (y = 0.0032x + 0.0368, R2= 0.9974).

        시료 추출물 10㎎/㎖의 40㎕와 Folin-Ciocalteu phenol reagent을 1 N 농도로 용해한 용액 20㎕, 20%의 Na2CO3 60㎕를 혼합하였다. 호일을 씌워서 30 분간 반응을 시킨 후 ELISA reader (16039400, Tecan, Männedorf, Switzerland) 를 이용해 700㎚에서 흡광도를 측정하여 표준곡선을 이용 해 함량 값을 구하였다.

      

      
        4. 총 플라보노이드 화합물 함량 측정
        총 플라보노이드 화합물 함량의 측정은 Nieva 등 (2000)의 방법으로 측정하였다. Standard인 catechin (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)를 농도 별로 희석하여 표준곡선을 구했다 (y = 0.0017x + 0.0403, R2= 0.9908). 시료 추출물을 25㎕을 분주 한 후 125㎕의 증류수로 희석한다. 다음은 5% NaNO₂8㎕를 첨가한 후, 5 분간 상온에서 반응시켜준다. 그 후 10% aluminum chloride 15㎕를 넣고, 6 분간 반응 후 1M NaOH 50㎕와 27㎕의 증류수를 첨가하여 혼합한 후 ELISA reader (16039400, Tecan, Männedorf, Switzerland)를 이용해 510㎚에서 흡광도를 측정하였다. 그 후, 표준곡선을 이용하여 총 플라보노이드 함량 값을 측정하였다.

      

      
        5. DPPH 라디칼 소거능 측정
        DPPH radical scavenging activity는 Blois (1958)의 실험방 법을 변형하여 진행하였다. Standard인 BHT 용액(butylated hydroxytoluene)은 메탄올로 희석하여 농도별로 (0.25, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0㎎/㎖) 제조하고, 시료 추출물도 증류수 및 에탄 올 70%를 이용하여 농도별로 각각 1㎖씩 제조하였다. 96 well plate에 농도별로 제작한 시료 및 standard를 80㎕씩 3 번 분주한 후, 0.2 mM 농도의 DPPH를 80㎕씩 추가로 분주 하여 foil로 감싸준 뒤 실온에서 30 분간 방치한 후, ELISA reader (16039400, Tecan, Männedorf, Switzerland)를 이용해 517㎚에서 흡광도를 측정하였다.

      

      
        6. ABTS 라디칼 소거능 측정
        ABTS 라디칼 소거능은 Jeong 등 (2015)의 방법을 변형하 여 측정하였다. 증류수에 용해한 7 mM의 ABTS와 2.45 mM 의 potassium persulphate를 혼합한 후, ABTS radical 발생을 위해 암실상태에서 12 - 16 시간 방치하였다. 혼합한 ABTS solution을 734㎚에서 OD값이 0.70 ± 0.02 이 되도록 0.01M PBS (pH 7.4)로 희석하였다. 시료 추출물과 standard인 ascorbic acid을 0.25, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0㎎/㎖로 용해한 용액 0.2㎖와 ABTS 용액 0.8 ㎖을 가하여 혼합 한 후, 5 분간 실온에서 정치한 후, ELISA reader (16039400, Tecan, Männedorf, Switzerland)를 이용해 734㎚에서 흡광도를 측정 하였다.

      

      
        7. 환원력 (reducing power) 측정
        Dutta 등 (2012)의 실험 방법을 인용하여 환원력 측정 실험 을 진행하였다. 시료 추출물과 standard인 ascorbic acid를 각 각의 농도 0.25, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0㎎/㎖으로 제작하였다. Control로 증류수를 준비하였고, e-tube에 각각 500㎕씩 분주 하고 0.2M PBS (pH 6.6)를 각 e-tube에 500㎕씩, potassium ferricyanide 10㎎/㎖ 500㎕를 분주 한 뒤, 50℃ water bath (HB10D, IKA, Staufen, Germany)에서 20 분간 반응 시킨 후, 새로운 e-tube에 1 ㎖씩 옮겨준 뒤, 100㎎/㎖ TCA 500㎕씩 분주 하였다. 원심분리기 (368826, Beckman Coulter Inc., Brea, CA, USA)에서 10 분간 돌린 뒤, 상층액 을 500㎕씩 새 e-tube에 옮겼다. 추가로 증류수 500㎕씩, FeCl3 100㎕씩 각각 분주 후 96 well plate에 150㎕씩 분 주 한 뒤, ELISA reader (16039400, Tecan, Männedorf, Switzerland)를 이용해로 700㎚ 에서 흡광도를 측정하였다.

      

      
        8. DNA 보호능 측정
        활성산소에 의한 DNA 손상의 보호능 측정은 Tian와 Hua (2005)의 실험방법을 이용하여 진행하였다. Plasmid pBR DNA (0.5㎍/㎖) 1 ㎕에 FeSO4 (0.08 mM) 3㎕, 증류수 3㎕, 30% H2O2 (v/v) 4㎕, 그리고 농도별로 희석한 시료 추출물을 2㎕씩 첨가하였다. 이 혼합물을 37℃ water bath (HB10D, IKA, Staufen, Germany)에서 1 시간 동안 반응 시 켰다. 그 후에 6x DNA loading dye 2㎕씩 첨가 한 후, agarose gel에서 상온 100 V에 30 분간 전기영동 하였다. DNA 밴드는 agarose gel에 포함된 ethidium bromide에 의해 염색되어 측정이 가능하였다. DNA 밴드는 ChemiDoc (10016025, Bio-Rad, Hercules, CA, USA)을 이용하여 측정 하였다.

      

      
        9. 세포 배양 (RAW264.7)
        RAW264.7 세포를 유지하기 위해 DEME 배지를 사용하였 고, 배지에 10% FBS (fetal bovine serum, Gibco BRL, Gaithersburg, MD, USA)와 1% penicillin이 포함된 용액을 사용하여 37℃, 5% CO₂incubator에서 배양하였다.

      

      
        10. 세포 생존률 측정
        추출물의 세포독성은 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5- diphenyl- 2H-tetrazolium bromide (MTT)를 이용한 방법에 의해 측정하 였다. 배양된 RAW264.7 세포를 5 × 104 cells/well 의 농도로 분주하여 24 시간 배양하여 안정화시킨 후, 농도 별로 희석한 시료를 처리하여 24 시간 동안 배양하였다. 각 세포에 알맞은 배지로 2㎎/㎖의 농도로 제조한 MTT용액을 각 well에 50㎕씩 가하고, 37℃, 5% CO₂조건에서 2 시간 동안 반응 시켰다. 배지를 제거한 후, 각 well에 150㎕의 DMSO를 첨 가하여 생성된 formazan 결정을 용해시켜 ELISA reader (16039400, Tecan, Männedorf, Switzerland)를 이용해 570㎚ 에서 흡광도를 측정하여 세포 생존율을 산출하였다.

      

      
        11. NO (nitric oxide) 생성량 측정
        NO 생성량 측정 실험은 Griess 반응을 이용하여 세포 배양 상측액의 NO 생성량을 측정하였다 (Wadsworth, 1999). 배양 된 RAW264.7 세포를 5 × 104 cells/well 의 농도로 분주하여 37℃, 5% CO₂조건에서 24 시간 배양하여 안정화시킨 후, 농 도별로 희석한 시료와 LPS (1㎍/㎖)를 첨가하여 24 시간 더 배양하였다. 그 후, plate에 상측 액을 80㎕씩 새로운 96 well plate로 옮겨준 뒤 Griess 시약을 80㎕씩 분주하여 10 분간 상온 반응 시킨다. 그 다음 ELISA reader (16039400, Tecan, Männedorf, Switzerland)를 이용해 540㎚에서 흡광도 를 측정하여 NO 발생량을 측정하였다.

      

      
        12. 통계처리
        각 실험에서 얻어진 결과는 평균 ± 표준편차로 나타내었다. 통계처리는 GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA)로 분석한 후, 분석결과는 일원분산분석 (One-way ANOVA)에 의한 Duncan 검정을 실시하여 p < 0.05 유의수준에서 Ducan’s Multiple Range Test (DMRT)로 유의적 차이를 검증하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 총 폴리페놀 화합물 및 플라보 노이드 함량
        생물 전환을 통한 약용신소재를 개발하기 위하여 발아녹미 에 노루버섯 균사제를 배양한 HEGR과 GR의 총 페놀성 화합 물 과 플라보노이드 함량은 Table 1과 같으며 HEGR-E (66.53㎎) 및 HEGR-W (24.38㎎) 추출물의 총 페놀성 화합 물 함량은 GR-E (53.14㎎) 와 GR-W (14.67㎎)의 총 페놀 성 화합물 함량보다 모두 높게 나타났다 (Table 1). 총 플라보 노이드 함량도 GR-E (49.57㎎) 및 GR-W (7.35㎎) 보다 HEGR-E (82.12㎎) 및 HEGR-W (19.73㎎) 추출물에서 더 높은 것으로 나타났다. 즉 총 페놀성 화합물 함량과 총 플라 보노이드 함량은 HEGR 추출물이 GR 추출물보다 높았으며 특히 HEGR-E 추출물이 총 폴리페놀성 화합물과 총 플라보노 이드 함량이 높은 것으로 나타났다.

        
          Table 1 
				
          

          
            Total phenolic and flavonoid contents of Hericium erinaceus grown on green rice, green rice, and Hericium erinaceus.

          
          

        

        
          
            
              	Extract
              	Total phenolic (㎎·GAE1)/100 g of dry mass)
              	Total flavonoid (㎎·CE2)/100 g of dry mass)
            

            
              	
                

              
            

          
          
            	HEGR-W
            	24.38±0.69b
            	19.73±0.42b
          

          
            	HEGR-E
            	66.53±2.40d
            	82.12±7.10d
          

          
            	GR-W
            	14.67±0.93a
            	7.35±0.57a
          

          
            	GR-E
            	53.14±1.32c
            	49.57±0.00c
          

        

        
          
            All data are expresses as meansstandard deviation (n = 3). HEGRW; Water extract of Hericium erinaceus grown on green rice, HEGRE; Ethanol extract of Hericium erinaceus grown on green rice, GR-W; Water extract of green rice, GR-E; Ethanol extract of green rice.
          

          
            GAE; Gallic acid equivalent
          

          
            CE; Catechin equivalent.
          

          
            The result
					was statistically analyzed by One-way ANOVA and post-hoc Duncan Multiple Range Test (DMRT). The different letters indicate a significant difference for each extract with control (p < 0.05).
          

        

        

        식물에 널리 분포되어 있는 플라보노이드 성분 역시 항산화 능을 비롯한 여러 생리활성 기능이 최근 많은 연구에서 밝혀 지고 있다 (Heim et al., 2002). 천연 폴리페놀 화합물은 가 장 많은 phytochemicals로써 oxidative stress와 관련된 질환의 예방과 치료에 대한 치료후보제로 또 생체 내에서 생성되는 ROS를 제거 하는 천연항산화물로서 많은 관심을 받고 있다. 식이성 폴리페놀성 화합물을 많이 섭취하는 경우 암, 심혈관 질환, 신경변성 질환과 염증 등 여러 질병의 위험을 감소시킨 다고 하였다 (Vauzour et al., 2010). 또한 채소, 과일, 약용식 물, 미세조류, 곡류, 야생화 등 식물들에 함유된 천연 폴리페 놀성 화합물은 중요한 생리활성을 지니고 있으며 (Guo, 2012), 플라보노이도 폴리페놀성 화합물 과 함께 과일, 채소, 음료 등에 함유된 2 차 식품 대사산물로서 강한 항산화 활성 을 가지고 있는 phytochemicals로 항암, 항고혈압, 항염증, 항 균, 항산화 및 항노화 작용 등 여러 생리적 작용을 지니고 있 어 현재 기능성식품 및 의약품 신소재로서 널리 사용되고 있다 (Alan et al., 2000).

        본 연구에서 약용작물 신소재로 개발하기 위하여 발아녹미에 노루궁뎅이 버섯 (Hericium erinaceus) 균사체를 배양하여 생 물전환 한 HEGR 추출물의 총 페놀성 화합물 함량과 총 플라 보노이드 함량은 GR 추출물보다 높았다.

      

      
        2. DPPH 라디칼 소거능 측정
        HEGR과 GR 추출물의 DPPH　라디칼 소거능과 IC50 값을 측정한 결과는 table 2에 나타나 있다. DPPH 라디칼 소거능은 추출물 2㎎/㎖에서 HEGR-E 추출물이 44.70%로 가장 높게 나타났으며 다음은 GR-E 추출물이 42.98%로 높게 나타났다. 이는 ascorbic acid (2㎎/㎖)의 DPPH 라디칼 소거능 (90.42%)의 49.4% (HEGR-E), 47.5% (GR-E)에 해당되며 DPPH 라디칼 소거능의 IC50 값은 HEGR-E와 GR-E 추출물 이 각 각 2.89㎎/㎖와 2.58㎎/㎖으로 낮은 농도에서 DPPH 라디칼 소거능을 나타냈다. 유색미 연구에서 Park 등 (2015)은 DPPH 라디칼 소거 활성에서 흑진주가 활성이 가장 높았고, 다음으로 건강흑미와 신토흑미가 높은 활성을 나타내었으며 폴리페놀 함량이 높은 진주, 신토흑미가 항산화 활성이 높은 것으로 나타났다고 보고 하였다.

        
          Table 2 
				
          

          
            DPPH radical scavenging activity and IC50 value of Hericium erinaceus grown on germinated green riceand green rice.

          
          

        

        
          
            
              	Extract
              	DPPH
            

            
              	
                

              
            

            
              	Radical scavenging activity (%)
              	IC50value1) (㎎/㎖)
            

            
              	
                

              
            

          
          
            	HEGR-W3)
            	20.03±3.12b
            	–2)
          

          
            	HEGR-E4)
            	44.70±1.28c
            	2.89±0.09
          

          
            	GR-W5)
            	3.22±3.04a
            	–
          

          
            	GR-E6)
            	42.98±1.38c
            	2.58±0.10
          

          
            	AA7)
            	90.42±0.58d
            	0.007±0.0002
          

        

        
          
            All data are expressed as means ± standard deviation (n = 3).
          

          
            IC50 value (㎎/㎖); the concentration in which 50% is inhibited
          

          
            −; not detected
          

          
            HEGR-W; treatment of water extract of Hericium erinaceus grown on green rice
          

          
            HEGR-E; treatment of ethanol extract of Hericium erinaceus grown on green rice
          

          
            GR-W; treatment of water extract of green rice
          

          
            GR-E; treatment of ethanol extract of green rice
          

          
            AA; Ascorbic acid, by 2 ㎎/㎖ respectively.
          

          
            The result was statistically analyzed by One-way ANOVA and post-hoc Duncan Multiple Range Test (DMRT). The different letters indicate a significant difference for each extract with control (p < 0.05).
          

        

        

        Kim 등 (2010b)은 주요 품종별 현미와 백미의 70% 에탄올 추출물에 대한 DPPH radical 소거능 (1㎎/㎖)은 현미일 경우 홍진주벼와 흑광벼가 88.79, 77.23%로 높았으며 모든 품종의 백미에서는 12.71 - 20.82%로 측정되었다. 또한 Oki 등 (2002) 은 흑미의 메탄올 추출물이 백미의 메탄올 추출물보다 DPPH radical을 이용한 측정에서 높은 활성을 나타내었다고 보고하 였으며, Choi 등 (2004)은 유색미의 DPPH 라디칼 소거능은 일반미와 비교하였을 때 3 - 7 배 우수한 활성을 보였으며 유 색미는 BHT의 항산화능이 82 - 90%인데 반하여 일반미는 23%정도라고 하였다. 또한 노루궁뎅이 버섯의 DPPH 라디칼 소거능은 열수 추출물 0.1, 0.5, 1, 2, 3㎎/㎖에서 대조군으로 사용한 합성 항산화제인 BHT 보다는 낮은 소거 활성을 보이 나 전체적 농도로 보았을 때 60% 이상의 DPPH 라디칼 소거 활성을 보였다고 하였다 (Kim et al., 2013).

        DPPH radical 소거능은 식물 추출물과 식품의 항산화능력 을 측정하는 대표적 방법으로 DPPH radical은 phenolic compound와 같이 수소나 전자를 제공해주는 전자공여체와 반 응하면 전자나 hydrogen radical을 받아 phenoxy radical을 생성하게 되어 안정한 분자로 전환하여 환원될 때 탈색이 되 는 특성을 가지고 있다 (Jung et al., 2008). 이 방법은 짙은 자색의 DPPH의 짙은 자색이 탈색되는 정도에 따라 물질의 항산화능을 나타내는 방법으로 비교적 간단하여 여러 시료로 부터 항산화 활성을 탐색할 때 유용하다. 본 연구에서 노루궁 뎅이 균사체를 이용해서 생물 전환하여 약용 신소재로 개발한 HEGR 에탄올 추출물의 DPPH 라디칼 소거능은 44.7%로 가 장 높았으며 동시에 낮은 IC50 값을 나타냈다.

      

      
        3. ABTS 라디칼 소거능 측정
        ABTS 라디칼 소거능은 Fig. 1과 같으며 HEGR와 GR의 ABTS 라디칼 소거능은 열수 추출물보다 에탄올 추출물의 소 거능이 높게 나타났다. 특히 2.0 - 4.0㎎/㎖의 농도에서 HEGR-E와 GR-E 추출물의 ABTS 라디칼 소거능은 각 각 97.71%, 99.43%로 높은 소거능을 보였으며 이는 ascorbic acid (0.25㎎/㎖)의 97.74% 소거능과 비슷한 라디칼 소거능이다.

        
          
          

          Fig. 1 
				
          

          
            ABTS radical scavenging activity of Hericium erinaceus grown on germinated green rice and germinated green rice compared with ascorbic acid as a positive control.
            HEGR-W; Water extract of Hericium erinaceus grown on green rice, HEGR-E; Ethanol extract of Hericium erinaceus grown on green rice, GR-W; Water extract of green rice, GR-E; Ethanol extract of green rice. The result was statistically analyzed by One-way ANOVA and posthoc Duncan Multiple Range Test (DMRT). The different letters indicate a significant difference for each extract with control (p < 0.05).

          
          

          

        

        여러 연구에서도 유색미의 유리 라디칼 소거능이 높았다고 보고 하였다. Park 등 (2015)의 유색미 연구에서 ABTS 라디 칼 소거능은 흑진주가 가장높았고 그 다음으로, 흑신토흑미, 신농흑찰 순이었고 적미 중에서는 홍진주와 적진주가 각각 높 았다고 했으며 Seo 등 (2008)은 흑미 메탄올 추출물의 총 항 산화력, 환원력 등이 백미, 현미, 적색미, 거대배아미에서 높았 다고 보고 하였다. ABTS radical 소거능은 DPPH 방법과 함께 항산화 활성을 측정하는데 많이 이용되며 ABTS를 peroxidase, H2O2와의 반응에 의해 생성된 활성 양이온인 ABTS+가 시료 중의 항산화성 물질에 의해 제거될 때 일어나는 탈색반응을 이용하여 물질의 항산화 능력을 측정하는 방법으로 고유의 청 록색의 변화를 흡광도 값으로 나타내어 추출물의 ABTS+ 라 디칼 소거 활성을 측정할 수 있다 (Jeong et al., 2015).

        본 연구에서 노루궁뎅이 버섯을 이용하여 생물전환을 한 HEGR 추출물의 ABTS 라디칼 소거능은 4.0㎎/㎖농도에서 ascorbic acid (0.25㎎/㎖)의 ABTS radical 소거능과 거의 비 슷하였으며 이는 노루궁뎅이 균사체를 이용해서 생물 전환하 여 약용 신소재로 개발한 HEGR의 항산화성이 매우 높음을 시사한다.

      

      
        4. 환원력 측정
        HEGR과 GR의 Fe3+ 금속이온을 환원시키는 환원력을 700㎚에서 흡광도를 측정하여 나타내었으며 측정한 결과를 항산화제인 ascorbic acid의 환원력과 비교하여 Fig. 2에 나타 내었다. HEGR과 GR의 환원력도 열수 추출물보다 에탄올 추 출물이 높았으며 HEGR-E 추출물 농도 0.25, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0㎎/㎖에서 측정한 흡광도는 0.07, 0.08, 0.11, 0.15, 0.22 로 HEGR-E는 농도 의존적으로 금속이온을 환원하는 환원력 이 증가하였으며 GR-E 보다 환원력이 높게 나타났다.

        
          
          

          Fig. 2 
				
          

          
            Reducing power of Hericium erinaceus grown on germinated green rice and germinated green rice compared with ascorbic acid and butyl hydroxy toluene (BHT) as positive control.
            HEGR-W; Water extract of Hericium erinaceus grown on green rice, HEGR-E; Ethanol extract of Hericium erinaceus grown on green rice, GR-W; Water extract of green rice, GRE; Ethanol extract of green rice. The result was statistically analyzed by One-way ANOVA and posthoc Duncan Multiple Range Test (DMRT). The different letters indicate a significant difference for each extract with control (p < 0.05).

          
          

          

        

        환원력 평가는 ferric-ferricyanide (Fe3+)를 ferrous (Fe2+)로 전환하는 환원력을 흡광도 값으로 나타낸 것으로서 Fe3+의 감 소는 시료 등에 함유된 총 페놀성 화합물 화합물로부터 수소 원자를 공여 받음으로써 일어나며 철 이온을 Fe3+에서 Fe2+로 환원시키는 강도가 클수록 발색의 정도가 증가하는 원리를 이 용하여 측정하였다 (Yildirim et al., 2001). 32 종의 유색미 항산화 활성 연구에서 유색미의 환원력은 일반미보다 높았으 며 유색미의 색소체 함량과 환원력은 정의 상관관계가 있다고 보고하였다 (Nam et al., 2003). 또한 유색미 등의 항산화 활 성에 대한 연구에서 DPPH 라디칼 소거능은 80% 에탄올로 추출한 유색미가루가 백미가루의 4.77 - 9.33 배 높았고, ABTS 라디칼 소거능은 2.59 - 6.06 배 높았으며, 환원력은 2.34 - 7.73 배 높았다고 보고하였으며 (Park et al., 2015), 항산화성 분과 항산화력 간의 상관관계 분석에서 현미의 경우 항산화 성분인 총 페놀성 화합물 성분과 DPPH 라디칼 소거능 (R2 = 0.8311), ABTS 라디칼 소거능 (R2= 0.9897) 및 환원력 (R2 = 0.9901) 그리고 플라보노이드 성분과 DPPH 라디칼 소거능 (R2= 0.7624), ABTS 라디칼 소거능 (R2= 0.9620) 및 환원력 (R2= 0.9855)간에는 상당한 상관성을 나타낸다고 보고 하였다 (Kim et al., 2010b).

        본 연구에서 HEGR-E 추출물은 0.25, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0㎎/㎖로 추출물의 농도가 증가할수록 700㎚에서 흡광도 로 측정한 환원력도 0.108, 0.126, 0.168, 0.216, 0.304 로 농 도 의존적으로 증가하였다. 환원력은 HEGR-E, HEGR-W, GR-E, GR-W 추출물 중에서 HEGR-E 추출물의 환원력이 더 높게 나타났으나 각 각의 시료 간 통계적으로 유의적인 차이 를 보이지는 않았다.

      

      
        5. 산화적 스트레스에 의한 DNA 손상 억제 효과
        산화적 스트레스에 의한 DNA의 손상을 억제하는 효과는 Fig. 3에 나타나 있다. 산화스트레스 상태에서 superoxide anion (O2-), hydrogen peroxide (H2O2), hydroxyl radical (•OH) 같은 고농도의 ROS 는 생체 분자에 손상을 일으켜 결 국 지방 과산화, 단백질 산화, DNA 손상 등을 야기한다 (Rhee, 2006). DNA 손상 억제 활성은 FeCl2 (ferric chloride)로 인한 산화적 스트레스와 FeSO4 (ferrous sulfate) 와 H2O2의 Fenton 반응에 의한 산화적 스트레스를 이용하여 시료의 DNA 손상 억제 활성을 평가하였으며 자유 라디칼로 유도된 pBR322 plasmid DNA 손상은 in vitro plasmid DNA breaks system을 통하여 평가하였다.

        
          
          

          Fig. 3 
				
          

          
            Protection activity of Hericium erinaceus grown on germinated green rice and germinated green rice on oxidative plasmid DNA damage.
            HEGR-W; Water extract of Hericium erinaceus grown on green rice, HEGR-E; Ethanol extract of Hericium erinaceus grown on green rice, GR-W; Water extract of green rice, GR-E; Ethanol extract of green rice. Agarose gel electrophoretic patterns of plasmid DNA breaks by OH (hydroxyl radical) generated from a fenton reaction in the presence of the water and ethanol extracts. Con; plasmid DNA control, NC; Negative control (0.08 mM FeSO4 and 30% H2O2 treatment). 0.1, 0.5, 1.0㎎/㎖ concentrations, extract treatment in the presence of FeSO4 and H2O2, respectively.

          
          

          

        

        HEGR과 GR의 산화적 스트레스에 의한 DNA의 손상을 억 제하는 효과 Fig.3에서와 같이 negative control (0.08 mM FeSO4 and 30% H2O2 treatment)과 비교하였을 때 FeSO4에 의해 야기된 산화적 스트레스에 의한 DNA 손상 억제 활성은 HEGR와 GR 추출물 모두에서 나타났으나 free radical 소거능 과 환원력처럼 DNA의 산화적 손상 보호효과는 크게 나타나 지는 않았으나 추출물 0.1, 0.5, 1.0㎎/㎖에서 농도 의존적으 로 억제 활성을 보였다.

      

      
        6. MTT assay에 의한 세포 생존율 측정
        MTT를 이용하여 GR와 HEGR 추출물이 세포 생존율에 대 한 효과를 측정하였다 (Fig. 4). HEGR-W 및 HRGR-E 추출 물을 10㎍/㎖, 25㎍/㎖, 50㎍/㎖를 RAW264.7 cell에 처리 하였을 때 세포 생존율은 농도 의존적으로 감소하였으나 GR 추출물을 50㎍/㎖에서 생존율은 GR-W 추출물에서 82.8%, GR-E 추출물에서 93.0%의 생존율을 나타냈다. 또한 GR-W 및 GR-E 추출물을 RAW264.7 cell에 처리하였을 때 50㎍/㎖에서 GR-W 추출물 84.9%, GR-E 추출물은 93.9% 이상의 생존율을 나타냈다. 따라서 HEGR 및 GR 추출물은 50㎍/㎖ 이하로 처리하였을 때 세포 독성은 낮은 것으로 나 타났다.

        
          
          

          Fig. 4 
				
          

          
            Effect of Hericium erinaceus grown on germinated green rice and germinated green rice on viability of RAW264.7 cells.
            HEGR-W; Water extract of Hericium erinaceus grown on green rice, HEGR-E; Ethanol extract of Hericium erinaceus grown on green rice, GRW; Water extract of green rice, GR-E; Ethanol extract of green rice. The result was statistically analyzed by One-way ANOVA and post-hoc Duncan Multiple Range Test (DMRT). The different letters indicate a significant difference for each extract with control (p < 0.05).

          
          

          

        

        또한 MTT assay를 이용하여 HEGR 및 GR 추출물이 LPS (1㎍/㎖)로 유도된 RAW264.7 cell에서 세포 독성을 나 타내는지 확인하기 위하여 세포생존율을 측정하였다 (Fig. 5). 1㎍/㎖ LPS로 처리한 RAW264.7 cell에서 세포 생존율은 유 의적으로 (p < 0.05) 감소하였으나 HEGR와 GR 추출물을 10㎍/㎖, 25㎍/㎖, 50㎍/㎖ 농도로 처리했을 때 세포 생존 율은 LPS 처리군과 비교 시 거의 같거나 약간 증가하는 것으 로 나타났으며 특히 HEGR 에탄올 추출물을 처리했을 때 세 포 생존율은 18.4 - 21.8% 증가한 것으로 나타났다. 즉 RAW264.7 cell과 LPS로 유도된 RAW264.7 cell에서 HEGR 과 GR 추출물의 세포 독성은 낮은 것으로 나타났다.

        
          
          

          Fig. 5 
				
          

          
            Effect of Hericium erinaceus grown on germinated green rice and germinated green rice on viability of LPS-stimulated RAW264.7 cells.
            HEGR-W; Water extract of Hericium erinaceus grown on green rice, HEGR-E; Ethanol extract of Hericium erinaceus grown on green rice, GR-W; Water extract of green rice, GRE; Ethanol extract of green rice. The result was statistically analyzed by One-way ANOVA and posthoc Duncan Multiple Range Test (DMRT). The different letters indicate a significant difference for each extract with control (p < 0.05).

          
          

          

        

      

      
        7. Nitric oxide 생성 저해효과
        GR 추출물이 LPS로 유도된 RAW264.7 cell에서 NO 생성 억제 활성에 대한 결과는 Fig. 6에 나타나 있다. ROS 등의 자유 라디칼에 의하여 생체 내의 세포 손상은 염증성 질환과 밀접한 관계를 있다 (Jin et al., 2010). 대식세포 (macrophage) 인 RAW264.7 cell에 내독소의 하나인 LPS를 처리했을 때 염 증성 proinfammatory cytokine을 증가하면서 NO 및 PGE2 등의 염증매개물질을 분비가 증가한다 (Kim et al., 2014). 따 라서 LPS로 유도된 RAW264.7 cell에서 생산하는 NO 생성 억제 효과를 측정하기 위하여 각 추출물을 처리한 후 시료의 NO 생성 억제 효과를 평가하였다.

        
          
          

          Fig. 6 
				
          

          
            Effect of Hericium erinaceus grown on germinated green rice and germinated green riceon NO production by LPS-stimulated RAW264.7 cells.
            HEGR-W; Water extract of Hericium erinaceus grown on green rice, HEGR-E; Ethanol extract of Hericium erinaceus grown on green rice, GR-W; Water extract of green rice, GR-E; Ethanol extract of green rice. The result was statistically analyzed by One-way ANOVA and post-hoc Duncan Multiple Range Test (DMRT). The different letters indicate a significant difference for each extract with control (p < 0.05).

          
          

          

        

        Fig. 6에서와 같이 HEGR-W와 HEGR-E 추출물을 10, 25, 50㎍/㎖으로 처리했을 때 LPS로 유도된 RAW264.7 cell에서 NO 생성 억제 활성이 나타냈다 (p < 0.05). 특히 HEGR-E 추 출물은 LPS 처리 시 세포 독성은 크게 나타나지 않았으나 NO 생성은 농도 의존적으로 억제되는 것으로 나타났고 또한 50㎍/㎖ HEGR-E 추출물을 처리했을 때 LPS로 유도된 RAW264.7 cell의 NO 생성량 보다 28.1%가 억제되는 것으로 나타났다. 또한 GR 추출물의 NO 생성 억제 효과는 GR-E 추출물에서는 유의적인 감소를 보이지 않았으나 GR-W 추출 물에서는 농도 의존적으로 NO 생성 억제 활성이 나타났으나 세포 생존율이 감소하였다. 즉 LPS로 유도된 RAW264.7 cell 에서 NO 생성 억제 활성은 HEGR-E 추출물이 가장 효과가 큰 것으로 나타냈으며 또한 세포 독성도 거의 없는 것으로 나 타났다. Nitric oxide는 감염부위에서 면역 활성화된 대식세포 에 의해 생성되는 것으로서 다양한 조직에서 신경전달, 혈관확 장 및 면역조절에서 중요한 역할을 담당 (Soe et al., 2009) 하고 있다.

        따라서 HEGR-E 추출물과 같이 NO 생성저해활성이 높은 추출물은 감염반응과 질환의 치료 및 예방을 위한 약용 신소 재로의 활용가능성을 제시하고 있다고 사료된다.

        본 연구에서는 생물전환을 통하여 약용 신소재를 개발하기 위하여 발아녹미 (GR)에 노루궁뎅이 버섯 (HE) 균사체를 처 리하여 배양한 발아녹미 노루궁뎅이 버섯을 70% 에탄올과 열 수로 추출한 HEGR 추출물의 항산화 및 항염증 효과를 GR 추출물과 비교 평가하였다.

        HEGR 추출물의 총 페놀성 화합물 함량과 총 플라보노이드 함량이 GR 추출물에서 보다 높게 나타났으며 특히 HEGR-E 추출물 (66.53 ± 2.40㎎·GAE/100 g)에서 가장 많이 함유한 것 으로 나타났다. DPPH 라디칼 소거능도 추출물 농도 2㎎/㎖ 에서 HEGR-E (44.70 ± 1.28%)와 GR-E추출물 (42.98 ± 1.38%)의 소거능이 높게 나타났으며 ABTS 라디칼 소거능은 HEGR-E와 GR-E 추출물에서 HEGR-W와 GR-W 추출물보다 높게 나타났으며 HEGR-E와 GR-E 추출물 2.0㎎/㎖이상의 농도에서는 대조군인 ascorbic acid의 라디칼 소거능과 비슷한 소거능을 보였으며 특히 HEGR-E 추출물의 소거능이 가장 높 은 것으로 나타났다. 또한 모든 추출물의 환원력은 농도 의존 적으로 증가하였으며 특히 HEGR-E 추출물은 환원력이 높게 나타났다. 산화적 스트레스에 의한 DNA의 손상을 억제하는 효과는 HEGR과 GR 추출물에서 DNA 손상을 억제하는 활성 이 있는 것으로 나타났으나 라디칼 소거능 처럼 큰 효과를 보 이지 않았다. RAW264.7 cell과 LPS 처리한 RAW264.7 cell 에서 HEGR 및 GR 추출물 (10 - 50㎍/㎖)의 세포독성은 낮 게 나타났으며 LPS로 유도된 RAW264.7 cell에서 생산하는 NO 생성 억제 활성은 HEGR-E 추출물이 가장 효과가 큰 것 으로 나타났다.

        이상의 결과를 통해 생물전환을 통한 약용 신소재 탐색하기 위하여 발아녹미에 노루궁뎅이 버섯의 균사체를 접종하여 배 양한 HEGR 추출물은 높은 항산화 활성과 항염증 효과를 나 타냈으며 특히 HEGR-E 추출물의 활성이 높게 나타났다. 이 러한 결과들은 HEGR 추출물이 약용신소재로서 기능성 식의 약품 후보제로서 가능성이 있음을 시사하고 있다. 향후 HEGR 의 유효 성분 분석과 항산화 및 항염증 작용 기전에 대한 연 구가 이루어져야 할 것으로 사료된다.
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