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            초록
          
        

        
          This study examined the chemical profile and antioxidant effects of Juniperus rigida Sieb. et. Zucc. (JS) fruit extract. The carbohydrate content was high, and leucine, lysine, and histidine were the major total essential amino acid components in the JS fruit extract. The major organic acids were malic acid, citric acid, and tartaric acid. Saturated fatty acids (stearic acid, capric acid, heptadecanoic acid, and tricosanoic acid) and monounsaturated fatty acids (cis-11-eicosenoic acid and palmitoleic acid) were detected in the JS fruit extract. The order of mineral content was Ca>K>Mg. The total polyphenol and flavonoid contents were 84.22 mg TAE/g and 136.24 mg RE/g, respectively. Furthermore, the JS fruit extract (0.05, 0.1, 0.2 mg/mL) had a growth inhibitory effect on MCF-7 and HCC38 breast cancer cells; the effect was greater in the MCF-7 cell line than in the HCC38 cell line. The present study showed that JS fruit extracts play a major role in the antioxidant and anti-cancer effects in breast cancer cells.
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      I. 서론
      현대인들은 평균 수명의 증가로 인해 질병 없이 건강한 삶을 유지하기 위한 관심이 높아지고 있다. 이와 더불어 식물 유래 기능성 재료 및 식품 시장은 최근 소비자 인식 증가와 건강한 식습관 추구의 라이프 스타일의 변화로 인해 크게 성장하였다(Lee et al. 2019a). 최근 천연물 내의 여러 다양한 생리활성물질들이 질병의 예방 및 치료 등과 같은 건강에 유익한 효과를 주는 것으로 밝혀지면서 새로운 천연소재의 발굴 및 개발에 대한 관심이 높아지고 있는 실정이다(Lee et al. 2019b).

      향나무과의 일종인 다년생 수목인 노간주 나무속은 측백나무과에 속하며 한국, 중국, 시베리아에 주로 분포되어 있다. 노간주나무(Juniperus rigida Sieb. et. Zucc.)는 추위에 강하고 해풍에 잘 견디는 특성으로 해안이나 간척지 부근에서 방풍림 또는 풍치림으로 이용되고 있다(Adams 2000). 노간주나무의 열매는 두송실이라고 부르며 거풍제습과 이뇨작용이 있어 관절염에 외용약으로 쓰거나 부조, 통풍, 요로 생식기 질환에 사용한다(Mashima 1970). 서양에서는 두송실을 이용하여 술을 담궈 마시거나 향으로 이용하였다(Kim 1996). 노간주나무의 열매는 α-pinene, myrene, careen, limonene, p-cymene 등이 함유되어 있다고 알려져 있다(Jo et al. 1999). 지금까지 노간주나무를 이용한 연구로는 노간주나무 열매의 지질의 일반성분과 지방산 분석(Shin 2003), 섬유아세포를 이용한 주름개선 및 흑세포종에서의 미백효과(Jun et al. 2013; Lee et al. 2013), 항산화 및 항당뇨 효과 (Kim et al. 2014) 등으로 노간주나무 열매를 이용한 연구는 미비한 상황이다.

      인체에서 생성되는 반응성 산소종은 내인성 항산화 방어에 의해 완전히 제거되기 힘들며 DNA, 지질, 단백질 등에 대한 지속적인 산화적 손상을 일으켜 암을 포함한 퇴행성 질환 발병에 영향을 미친다(Halliwell 1996). 식물 유래 항산화제는 이러한 질병을 예방하는 데 중요하다고 보고되고 있으며, 최근 암의 예방 및 치료를 위해 천연물의 효능에 대한 연구가 활발히 진행되고 있다. 기존 항암제의 반복적인 사용은 내성을 일으킬수 있으나 천연물 내의 생리활성물질은 독성 및 부작용이 적어 잠재적인 암 치료를 위한 대체 물질로 제안되고 있다(Kim et al. 2018)

      따라서 본 연구는 노간주나무 열매의 에탄올 추출물을 이용하여 이화학적 성분 및 항산화 활성을 분석하고자 하였으며, 유방암세포주를 이용한 세포의 증식에 미치는 영향에 대해 살펴보았다.

    

    

  
    
      Ⅱ. 연구방법
      
        1. 실험재료 및 시료추출
        본 연구에 사용된 노간주나무 열매는 2019년 12월에 ㈜청명약초에서 건조된 열매의 형태로 구입하여 사용하였다. 건조된 노간주나무 열매를 분쇄기(HR1378, Philips N.V., Karner, Slovenia)를 이용하여 분쇄한 후 분말화하여 시료무게의 50배인 80% ethanol을 첨가하고 65℃ heating mantle(Mtops ms-265, Seoul, Korea)의 환류냉각관을 부착하여 3시간씩 3회 추출한 후 Whatman filter paper(Whatman No. 2)로 여과 시켰다. 여과액을 rotary vacuum evaporator(VACUUM NVC-1100, EYELA Co., Ltd., Tokyo, Japan)를 이용하여 감압·농축하고 농축된 노간주나무 열매를 24시간 냉동시킨 후 동결건조기(ED 8512, Ilshin, Yangju, Korea)를 이용하여 72시간 동안 동결건조하였다. 건조된 노간주나무 열매 추출물은 –70℃ deep freezer(MDFU52V, Sanyo Electric Co., Ltd., Osaka, Japan)에 보관하면서 사용하였다.

      

      
        2. 일반성분 분석
        노간주나무 열매의 일반성분 분석은 Association of Official Analytical Chemists(A.O.A.C 2005)에 따라 실시하였다. 수분 함량은 105℃ 상압건조법, 조지방은 Soxhlet법, 조회분은 550℃ 회화법을 이용하여 3회 반복하여 분석하였고, 조단백질은 원소 분석기(Thermo Quest, Flash 2000, Milan, Italy)를 이용하여 전질소량을 정량한 값에 질소계수인 6.25를 곱하여 분석하였으며, 탄수화물은 전체 100%에서 수분, 조단백질, 조지방, 조회분의 값을 제한 값으로 표시하였다.

      

      
        3. 지방산 분석
        노간주나무 열매의 지방산 분석은 Wungaarden의 방법(1967)에 따라 분석을 시행하였다. 원통여지에 시료 2 g을 담아 chloroform-methanol을 이용하여 추출·여과한 다음 감압·농축시킨 후 중량법으로 함량을 측정하였다. 가지형 플라스크에 추출한 시료 약 100 mg을 취하고 1N-KOH·ethanol 용액 4 mL를 섞어 유지방울이 없어질 때까지 교반하였다. 유지방울이 없어지면 14% BF3-Methanol 5 mL를 가한 뒤 환류냉각기를 부착하여 5분간 80℃에서 methylester화 하였다. NaCl 포화용액 3 mL과 hexane 1 mL를 첨가하여 흔들어 섞은 후 시험관에 옮겨 정치하였고, 상층을 분리하여 무수 Na2SO4를 넣어 탈수시킨 후 0.5 mL를 vial에 채취해 Gas chromatography (GC-71A, Shimadzu, Kyoto, Japan)로 분석하였다.

      

      
        4. 유기산 분석
        노간주나무 열매의 유기산 분석은 시료 0.5 g을 cap이 달린 삼각플라스크에 넣고 증류수 20 mL를 가한 후, 환류냉각기가 부착된 추출기에서 4시간 가량 80℃ 수욕상에서 가열시키고 Whatman membrane filter paper(1 μm)를 이용해 여과하여 30 mL로 정용하였다. 이를 Whatman membrane filter(0.45 μm)로 여과한 후에 prominence HPLC(Shimadzu, Kyoto, Japan)를 이용해 분석하였다.

      

      
        5. 구성 아미노산 분석
        노간주나무 열매의 구성아미노산 분석은 분해관에 건조된 시료 0.5 g에 6N HCl 3 mL를 혼합하고 탈기하여 121℃에서 24시간 동안 가수분해시킨 후, glass filter로 여액을 여과한 후에 감압·농축하고 sodium phosphate buffer(pH 7.0)를 이용해 10 mL로 정용하였다. 용액 1 mL을 취하여 membrane filter(0.2 μm)로 여과한 다음 아미노산자동분석기(S433-H, SYKAM, Eresing, Germany)를 이용하여 분석하였다.

      

      
        6. 무기질 분석
        노간주나무 열매의 무기질 분석은 A.O.A.C 방법(2005)에 따라 실시 하였다. 시료 0.5 g에 20% HNO3 10 mL와 60% HClO4 3 mL를 가하여 투명하게 변할 때까지 가열한 후에 0.5 M HNO3를 이용해 50 mL로 정용하였다. 각각의 항목별 표준용액을 혼합하고 8 mL씩 vial 병에 취하게 한 다음 0.5 M HNO3를 대조군으로 하여 유도결합플라즈마 분광분석기(ICP-OES, PerkinElmer, MA, USA)를 이용하여 분석하였다.

      

      
        7. Total flavonoid 함량
        Total flavonoid 함량은 Davis법을 일부 변형시켜 Chae et al.의 방법(2002)에 따라 측정하였다. 1.5 mL tube에 diethylene glycol(Sigma, St, Louis, MO, USA) 0.5 mL와 농도별로 희석한 노간주나무 열매 에탄올 추출물 0.5 mL를 첨가 후 충분히 섞어주었다. 1N NaOH를 10 µL를 넣고 37℃에서 1시간 반응시킨 후 UV-spectrophotometer(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)로 420 nm에서 흡광도 값을 측정하였다. 표준검량곡선으로 rutin을 표준물질로 이용하였으며 total flavonoid 함량(mg rutin equivalent (RE)/100 g)을 산출하였다.

      

      
        8. Total polyphenol 함량
        Total polyphenol 함량은 Folin-Denis의 방법(1912)에 따라 측정하였다. 노간주나무 열매 에탄올 추출물 0.2 mL와 Folin reagent(Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA) 0.2 mL를 혼합한 후 실온에서 3분 동안 반응시킨다. 10% Na2CO3용액 0.4 mL를 첨가하고 40분 동안 암소에서 반응시킨 후에 UV-spectrophotometer (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA)를 이용하여 760 nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준검량곡선으로 tannic acid(Sigma, St. Louis, MO, USA)를 표준물질로 이용하였으며 노간주나무 열매 추출물의 total polyphenol 함량을 산출하였다.

      

      
        9. DPPH 라디칼 소거능 측정
        2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl(DPPH) 라디칼 소거능은 Blois의 방법(1958)을 다음과 같이 사용하여 측정하였다. 1.5 mL tube에 0.2 mM DPPH(Sigma-Aldrich, Louis, MO, USA) 시약 900 μL와 농도별로 희석한 노간주나무 열매 시료를 각각 0.1 mL 첨가하였으며 무첨가 시료군에는 에탄올을 사용하였다. 37℃ heating block에 30분간 반응시킨 후 96 well plate에 200 μL씩 분주하여 UV-spectrophotometer(Bio-rad, Hercules, CA, USA)를 이용해 517 nm에서 흡광도를 측정하였다. 시료 농도별 소거능값으로 표준곡선을 이용하여 IC50값을 산출하였다.

      

      
        10. ABTS+ radical 소거능 측정
        2,2-azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid(ABTS) 라디칼 소거능은 Re 등의 방법(1999)을 변형하여 다음과 같이 측정하였다. 7 mM ABTS와 2.4 mM potassium persulfate를	1 : 1 비율로 혼합한 다음 암소에서 24시간 반응시켜 라디칼의 생성을 유도하였다. 반응이 끝난 ABTS+ radical 용액을 734 nm에서 흡광도 값이 0.7~1.0로 되도록 메탄올로 희석하여 사용하였다. 각각의 tube에 희석한 ABTS+ radical 용액 900 μL와 0.125, 0.25, 0.5, 1 mg/mL 농도별로 희석한 노간주나무 열매의 시료 추출물 100 μL를 혼합하여 37℃ heating block에서 30분 동안 반응시킨 후, UV-spectrophotometer (Bio-rad, Hercules, CA, USA)를 이용해 734 nm에서 흡광도를 측정하였다. 시료 농도별 소거능값으로 표준곡선을 이용하여 IC50값으로 산출하였다.

      

      
        11. 환원력(Reducing power)
        노간주나무 열매의 환원력은 Wong et al.(2009)의 방법을 일부 변형하여 측정하였다. 노간주나무 열매 추출물을 0.125, 0.25, 0.5, 1 mg/mL 농도별로 희석하여 tube에 담고 0.2M phosphate buffer(pH 6.6)과 1% potassium ferricyanide를 각각 200 μL씩 첨가한 후 50℃에서 20분간 반응시켰다. 그 후 10% trichloroacetic acid(TCA) 200 μL을 첨가하여 원심분리하였다. 원심분리한 상층액에 0.1% FeCl 용액을 첨가하고 실온에서 10분 동안 방치시킨 후 700nm에서 흡광도를 측정하였다.

      

      
        12. 세포배양
        본 실험에 사용된 인체 유방암세포주인 MCF-7과 HCC38은 한국세포주은행(Korean Cell Line Bank, Seoul, Korea)으로부터 분양받아 사용하였다. 10% fetal bovine serum(FBS)과 1% penicillin/streptomycin을 포함한 RPMI1640 배지(Gibco-BRL, Grand Island, NY, USA)를 사용하였으며, 37℃, 5% CO2 incubator(MCO-18AIC, Sanyo, Osaka, Japan)에서 계대 배양하여 사용하였다.

      

      
        13. MTS assay
        세포배양용 96 welll plate에 MCF-7과 HCC38 (2×103 cells/well) 세포주를 분주하고 24시간 배양한 후, 노간주나무 열매 추출물을 0.1, 0.2, 0.4, 0.8 mg/mL 농도로 처리하였다. 24시간 또는 48시간 처리 후, 각 well에 CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay(MTS) 용액(Promega Co., CA, USA)을 20 µL 첨가하여 37℃, 5% CO2 incubator (MCO-18AIC, Sanyo, Osaka, Japan)에서 반응시키고 UV-spectrophotometer(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)를 이용하여 490 nm 흡광도로 측정하였다.

      

      
        14. 통계처리
        실험으로 얻어진 결과치는 평균(mean)과 표준편차(SD)로 나타내었으며 모든 실험은 독립적으로 3회 반복을 통해 얻었다. 각 실험군 간의 유의성 검증은 GraphPad Prism 6 program GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA)을 이용하였고, 각 시료간의 통계적 유의성은 p<0.05 수준에서 Student t-test를 이용하여 유의성을 검정하였다.

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 결과 및 고찰
      
        1. 일반성분 분석
        노간주나무 열매의 일반성분을 분석한 결과는 Table 1과 같다. 노간주나무 열매의 수분은 6.71%, 조회분 4.50%, 조단백질 3.65%, 조지방 19.27%, 탄수화물 64.87%로 나타났다. 노간주나무 열매의 주요 성분은 탄수화물이었으며, 일반성분 중에서 조단백질 함량이 가장 낮은 것으로 나타났다. 측백나무에 속하는 메타세콰이어나무 열매의 일반성분 함량을 살펴보면, 수분은 8.21%, 조회분 3.55%, 조단백질 2.52%, 조지방 14.43%로 본 연구와 유사한 결과를 보였다(Bae et al. 2013).

        
          Table 1. 
				
          

          
            Proximate compositions of Juniperus rigida Sieb. et. Zucc. fruit
            (Dry Matter Basis, %)

          
          

        

        
          
            
              	Composition
              	
            

          
          
            	Moisture
            	6.71 ± 0.022)
          

          
            	Crude ash
            	4.50 ± 0.52
          

          
            	Crude protein
            	3.65 ± 0.05
          

          
            	Crude fat
            	19.27 ± 1.23
          

          
            	Carbohydrate1)
            	64.87 ± 5.82
          

        

        
          
            1)Carbohydrate = 100 - (moisture + crude protein + crude fat + crude ash).
          

          
            2)All values are expressed as mean ± SD of triplicate determinations.
          

        

        

      

      
        2. 구성 아미노산 분석
        노간주나무 열매의 구성 아미노산 함량분석은 Table 2와 같다. 노간주나무 열매에서 필수아미노산 8종, 비필수아미노산 8종이 검출되어 총 16종의 아미노산이 검출되었다. 노간주나무 열매의 총 필수아미노산 함량은 1,358.89 mg/100g으로 나타났으며 leucine(256.39 mg/100g), lysine(250.48 mg/100g), histidine(195.27 mg/100g) 순으로 높게 검출되었다. Bae et al.(2013)는 메타세콰이어나무 열매에서 총 필수아미노산 함량이 573.557 mg/100g으로 조사하였으며 본 연구와 다소 차이를 나타내었다. 노간주나무 열매의 비필수아미노산의 총 함량은 2,305.53 mg/100g으로 aspartic acid(527.34 mg/100g), glutamic acid(448.92 mg/100g), arginine(391.72 mg/100g) 순으로 높은 함량을 보였다. 전체 아미노산에 대한 필수아미노산 함량 비율은 60.11%로 나타나 영양학적인 우수함을 나타내었다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Contents of total amino acids in Juniperus rigida Sieb. et. Zucc. fruit
            (mg/100g)

          
          

        

        
          
            
              	Amino acid
              	Juniperus rigida Sieb. et. Zucc. fruit
            

          
          
            	Essential
            	
          

          
            	 Threonine
            	172.17 ± 2.543)
          

          
            	 Valine
            	184.95 ± 1.16
          

          
            	 Methionine
            	11.98 ± 0.25
          

          
            	 Isoleucine
            	151.02 ± 2.68
          

          
            	 Leucine
            	256.39 ± 8.36
          

          
            	 Phenylalanine
            	163.63 ± 5.62
          

          
            	 Histidine
            	195.27 ± 4.63
          

          
            	 Lysine
            	250.48 ± 5.32
          

          
            	 Total EAA1)
            	1,385.89
          

          
            	Non-essential
            	
          

          
            	 Aspartic acid
            	527.34 ± 0.65
          

          
            	 Serine
            	213.83 ± 5.35
          

          
            	 Glutamic acid
            	448.92 ± 2.84
          

          
            	 Proline
            	242.03 ± 6.24
          

          
            	 Glycine
            	186.89 ± 2.48
          

          
            	 Alanine
            	207.49 ± 5.63
          

          
            	 Tyrosine
            	87.31 ± 1.65
          

          
            	 Arginine
            	391.72 ± 8.35
          

          
            	Total AA2)
            	2,305.53
          

          
            	EAA/AA(%)
            	60.11
          

        

        
          
            1)Total EAA: Total essential amino acid.
          

          
            2)Total AA: Total amino acid.
          

          
            3)All values are expressed as mean ± SD of triplicate determinations.
          

        

        

      

      
        3. 유기산 함량 분석
        노간주나무 열매의 유기산 함량은 Table 3과 같다. 노간주나무 열매에서 검출된 유기산은 총 6가지이며 malic acid(7,385.90 ppm), citric acid(5,170.95 ppm), tartaric acid(588.90 ppm), acetic acid(464.52 ppm), succinic acid(272.21 ppm), formic acid(61.71 ppm) 순으로 검출되었다.

        
          Table 3. 
				
          

          
            Contents of total amino acids in Juniperus rigida Sieb. et. Zucc. fruit
            (ppm)

          
          

        

        
          
            
              	Organic acids
              	
            

          
          
            	Citric acid
            	5,170.95 ± 4.341)
          

          
            	Tartaric acid
            	588.90 ± 3.21
          

          
            	Malic acid
            	7,385.90 ± 5.17
          

          
            	Succinic acid
            	272.21 ± 1.87
          

          
            	Formic acid
            	61.71 ± 0.05
          

          
            	Acetic acid
            	464.52 ± 1.24
          

          
            	Total
            	11,982.34
          

        

        
          
            1)All values are expressed as the mean ± SD of triplicate determinations.
          

        

        

      

      
        4. 지방산 분석
        노간주나무 열매의 지방산 분석은 Table 4와 같다. 노간주나무 열매의 포화지방산 4종, 단일불포화지방산 2종을 포함하여 총 6종의 지방산이 검출되었다. 포화지방산 중, stearic acid. capric acid, heptadecanoic acid, tricosanoic acid 순으로 많이 검출되었으며, 단일불포화지방산은 cis-11-eicosenoic acid, palmitoleic acid 순으로 높은 함량을 나타내었다. Ahn et al.(2011)은 측백나무 열매의 주요 지방산 성분이 palmitic acid로 나타났으며 주로 포화지방산 만으로 구성되었다고 하여 본 연구와 다소 차이를 보였다.

        
          Table 4. 
				
          

          
            Compositions of fatty acids in Juniperus rigida Sieb. et. Zucc. fruit
            (g/100g total fatty acids)

          
          

        

        
          
            
              	Fatty acid
              	Juniperus rigida Sieb. et. Zucc. fruit
            

          
          
            	Capric acid (C10:0)
            	5.42 ± 0.151)
          

          
            	Heptadecanoic acid (C17:0)
            	2.09 ± 0.10
          

          
            	Stearic acid (C18:0)
            	32.72 ± 0.15
          

          
            	Tricosanoic acid (C23:0)
            	2.04 ± 0.15
          

          
            	Saturated
            	42.28
          

          
            	Palmitoleic acid (C16:1)
            	0.13 ± 0.05
          

          
            	cis-11-Eicosenoic acid (C20:1)
            	57.59 ± 0.12
          

          
            	Monounsaturated
            	57.72
          

          
            	Total
            	100.00
          

        

        
          
            1)All values are expressed as mean ± SD of triplicate determinations.
          

        

        

      

      
        5. 무기질 분석
        노간주나무 열매의 무기질 분석은 Table 5와 같다. 검출된 총 8종의 무기질 함량은 2,301.93 mg/100g이었으며, Ca, K, Mg 순으로 높게 나타났다. Bae et al.(2013)은 메타세콰이어나무 열매에서 주요 무기질 성분이 Ca, K, P으로 나타나 본 연구와 유사함을 보였다. 노간주나무 열매는 인체의 골격을 구성하는 Ca과 글리코겐 및 단백질 합성 및 혈압을 낮추어 뇌졸중 및 심근경색을 예방하는 K을 많이 함유하고 있는 것으로 나타나 기능성식품 소재로서의 활용이 기대된다.

        
          Table 5. 
				
          

          
            Contents of minerals in Juniperus rigida Sieb. et. Zucc. fruit
            (mg/100g)

          
          

        

        
          
            
              	Mineral
              	Juniperus rigida Sieb. et. Zucc. fruit
            

          
          
            	Ca
            	1,111.97 ± 2.341)
          

          
            	K
            	1,071.53 ± 3.24
          

          
            	Mg
            	98.67 ± 5.32
          

          
            	Fe
            	4.17 ± 4.72
          

          
            	Na
            	2.02 ± 2.34
          

          
            	Mn
            	12.18 ± 0.54
          

          
            	Cu
            	0.16 ± 0.21
          

          
            	Zn
            	1.23 ± 0.25
          

          
            	Total
            	2,301.93
          

        

        
          
            1)All values are expressed as mean ± SD of triplicate determinations.
          

        

        

      

      
        6. 노간주나무 열매의 추출수율 및 항산화 성분 함량
        노간주나무 열매의 추출수율과 total flavonoid 및 total polyphenol 함량을 분석한 결과는 Table 6과 같다. 본 실험의 노간주나무 열매 추출수율은 16.6%로 나타났다. 본 연구에 사용된 노간주나무 열매 에탄올 추출물의 total flavonoid 함량은 136.24 mg RE/g, total polyphenol 함량은 84.22 mg TAE/g으로 나타났다. Kim et al.(2014)은 노간주나무 에탄올 추출물의 total flavonoid 함량 및 total polyphenol 함량을 각각 76.4 mg/g, 116.0 mg/g으로 나타내어 본 연구와의 차이를 보였다. 메타세콰이어나무 열매의 경우, total polyphenol 함량은 19.95mg/g로 본 연구와 다소 차이를 나타내었다(Bae et al. 2013).

        
          Table 6. 
				
          

          
            Total polyphenol and total flavonoid contents of Juniperus rigida Sieb. et. Zucc. fruit
          
          

        

        
          
            
              	Extraction yield (%, dry basis)
              	Total flavonoid (mg RE/g)
              	Total polyphenol (mg TAE/g)
            

          
          
            	16.6
            	136.24 ± 5.99
            	84.22 ± 0.78
          

        

        
          
            All values are expressed as the mean ± SD of triplicate determinations.
          

        

        

      

      
        7. DPPH 및 ABTS+ radical 소거능 측정
        항산화 활성을 평가하기 위한 DPPH와 ABTS+ radical 소거능 활성 측정방법은 항산화능을 지닌 페놀성 물질량이 높을수록 소거활성이 증가되며 free radical 물질인 DPPH와 ABTS+의 소거활성과 유의적인 상관관계를 갖는 것으로 알려져 있다(Koleva et al. 2002). 본 연구에 사용된 노간주나무 열매의 DPPH radical 소거능을 측정한 결과는 Table 7과 같다. 노간주나무 열매의 DPPH radical 소거능은 0.125, 0.25, 0.5, 1.0 mg/mL 농도에서 각각 17.37%, 32.94%, 58.13%, 83.32%로 나타났으며, 50%의 radical 소거능을 나타내는 값인 IC50은 0.52 mg/mL로 나타났다. ABTS+ radical 소거능은 0.125, 0.25, 0.5 mg/mL 농도에서 각각 45.82%, 80.55%, 94.77%의 ABTS+ radical 소거능을 나타내었으며, 50%의 radical 소거능을 나타내는 값인 IC50은 0.19 mg/mL로 나타났다(Table 8). Kim et al.(2014)이 보고한 노간주나무 에탄올 추출물의 ABTS+ radical 소거능은 0.5 mg/mL에서 79.3%의 활성을 보여 노간주나무 열매의 ABTS+ radical 소거능이 뛰어남을 확인하였다. 또한 Bae et al.(2013)이 보고한 메타세콰이어나무 열매의 경우, 0.125, 0.25 mg/ mL 농도에서 각각 71.42%, 88.49%의 DPPH radical 소거능을 보여 본 연구와 다소 차이를 보였다.

        
          Table 7. 
				
          

          
            DPPH+ radical-scavenging activity of Juniperus rigida Sieb. et. Zucc. fruit
          
          

        

        
          
            
              	Concentration (mg/mL)
              	DPPH radical scavenging activity (%)
            

          
          
            	0.125
            	17.37 ± 0.21
          

          
            	0.250
            	32.94 ± 0.95
          

          
            	0.500
            	58.13 ± 0.98
          

          
            	1.000
            	83.32 ± 0.12
          

          
            	IC501) (mg/mL)
            	0.52
          

        

        
          
            All values are expressed as the mean ± SD of triplicate determinations.
          

          
            1)Amount required for 50% reduction of scavenging activity.
          

        

        

        
          Table 8. 
				
          

          
            ABTS+ radical-scavenging activity of Juniperus rigida Sieb. et. Zucc. fruit
          
          

        

        
          
            
              	Concentration (mg/mL)
              	ABTS radical scavenging activity (%)
            

          
          
            	0.125
            	45.82 ± 0.73
          

          
            	0.250
            	80.55 ± 0.33
          

          
            	0.500
            	94.77 ± 0.00
          

          
            	IC501) (mg/mL)
            	0.19
          

        

        
          
            All values are expressed as the mean ± SD of triplicate determinations.
          

          
            1)Amount required for 50% reduction of scavenging activity.
          

        

        

      

      
        8. 환원력(Reducing power) 측정
        활성산소종 및 유리기에 전자를 공여하는 능력인 환원력을 이용하여 ferric ferricyanide(Fe3+) 화합물에 전자를 공여하여 ferrous(Fe2+)로 전환하는 환원력을 흡광도 값으로 확인하였다(Oyaizu 1986). 본 연구에 사용된 노간주나무 열매의 환원력을 측정한 결과는 Table 9와 같다. 노간주나무 열매의 환원력을 측정한 결과, 0.125, 0.25, 0.5, 1.0 mg/mL 농도에서 각각 0.23, 0.36, 0.55, 0.82의 흡광도를 보여 농도 의존적으로 증가함을 확인하였다. 메타세콰이어 열매 추출물의 경우, 0.125, 0.25, 0.5, 1.0 mg/mL 농도에서 각각 0.29, 0.44, 0.74, 1.40의 흡광도를 본 연구와 유사함을 보였다(Bae et al. 2013). Ahn et al.(2011)은 측백나무 열매의 환원력을 0.01, 0.05, 0.1, 0.5% 농도에서 각각 0.14, 0.43, 0.76, 0.95의 환원력을 보여 본 연구와 다소 차이를 보였다.

        
          Table 9. 
				
          

          
            Reducing power of Juniperus rigida Sieb. et. Zucc. fruit
            (Absorbance at 700nm)

          
          

        

        
          
            
              	Concentration (mg/mL)
              	Reducing power
            

          
          
            	0.125
            	0.23 ± 0.01
          

          
            	0.250
            	0.36 ± 0.00
          

          
            	0.500
            	0.55 ± 0.00
          

          
            	1.000
            	0.82 ± 0.01
          

        

        

      

      
        9. 노간주나무 열매 에탄올 추출물이 유방암 세포주의 성장에 미치는 영향
        노간주나무 열매 에탄올 추출물이 인체 유방암세포주인 MCF-7과 HCC38 세포주의 성장에 미치는 영향을 조사하기 위하여 노간주나무 열매 에탄올 추출물을 0.05, 0.1, 0.2 mg/mL 농도별로 처리한 후, MTS assay를 통해 확인하였다. Fig. 1에서 나타난 것과 같이 MCF-7 세포주에 노간주나무 열매 에탄올 추출물을 24시간 처리하였을 때 0.05, 0.1, 0.2 mg/mL 농도에서 대조군과 비교해 각각 84.02%, 73.44%, 34.76%로 유의적인 세포 성장억제율을 보였고, 48시간 처리하였을 때 각각 49.48%, 45.63%, 24.01%의 세포 성장률을 보여 유의적인 세포 증식 억제 효과를 나타내었다. HCC38 세포주에 노간주나무 열매 에탄올 추출물을 24시간 처리하였을 때 0.05, 0.1, 0.2 mg/mL mg/mL 농도에서 대조군과 비교해 각각 92.85%, 86.75%, 46.45%로 유의적인 세포 성장억제율을 보였고, 48시간 처리하였을 때 각각 70.03%, 64.73%, 27.23%를 나타내었다. Oh et al.(2011)은 향나무의 활성성분 중 widdrol을 이용하여 인체 폐암 세포주인 A549에 처리한 결과, 세포 성장이 유의적으로 감소함을 확인하였다 본 실험의 결과는 노간주나무 열매 추출물을 이용하여 에스트로겐 수용체를 함유한 MCF-7 세포주와 에스트로겐 수용체를 함유하지 않은 HCC38 세포주 모두에서 성장억제 효과를 보였으며, MCF-7 세포주에 보다 좋은 효과를 나타내었음을 확인하였다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Cell proliferation effect of JS for 24 and 48 h in MCF-7 and HCC38 cells.
          
          

          

        

      

    

    

  
    
      IV. 요약 및 결론
      본 연구는 노간주나무 열매 에탄올 추출물의 영양성분 분석, 항산화력 및 인체 유래 유방암세포주인 MCF-7와 HCC38를 사용하여 세포의 증식 억제 효과에 미치는 영향을 평가하였다. 노간주나무 열매의 일반성분을 분석한 결과 탄수화물 함량이 높게 나타났으며, 총 필수 아미노산 함량은 leucine, lysine, histidin 순으로 높게 검출되었다. 노간주나무 열매의 주된 유기산은 malic acid, citric acid, tartaric acid 순으로 높게 나타났다. 노간주나무 열매에서는 포화지방산 4종(stearic acid. capric acid, heptadecanoic acid, tricosanoic acid)과 단일불포화지방산 2종(cis-11-eicosenoic acid, palmitoleic acid)이 검출되었다. 무기질 함량은 Ca, K, Mg 순으로 높게 나타났다. 총 polyphenol 및 flavonoid 함량은 각각 84.22 mg TAE/g, 136.24 mg RE/g으로 나타났다. 노간주나무 열매의 50% DPPH 와 ABTS+ radical 소거능(IC50)값은 각각 0.52 mg/mL와 0.19 mg/mL 이었다. 유방암세포주에 노간주나무 열매를 0.05, 0.1, 0.2 mg/mL 농도별로 처리한 결과, HCC38 세포주에 비해 MCF-7 세포주에서 세포성장억제 효과가 큰 것으로 나타났다. 이러한 결과를 통하여 노간주나무 열매의 영양성분과 항산화능 및 암세포 성장 억제를 확인하였으며 향후 유용한 기능성식품 소재로서 활용 가능할 것으로 사료된다.
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All the values are expressed as the mean * SD of at
least three replicate experiments. Significantly different

(p<0.05) compared with the DMSO-control.






