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            초록
          
        

        
          This study evaluated the antioxidant potential and anti-proliferation effects in breast cancers using Litsea japonica (L. japonica) Jussieu (Lauraceae) (LJ) fruit and LJ leaf extract. The total flavonoid and total polyphenol contents in the LJ leaves were higher than in the LJ fruit. The LJ leaf extract had higher antioxidant activity than the LJ fruit extract, according to a 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and 2,2-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (ABTS) assay. The LJ leaf extract showed better antioxidant activity than the LJ fruit using the FRAP and reducing power method. Next, the effects of the LJ fruit and LJ leaf extracts on MCF-7 and HCC38 breast cancer cells were examined in terms of cell proliferation. The results showed that the LJ fruit-treated breast cancer cells showed significantly reduced cell proliferation in a dose-response manner for 24 h and 48 h. On the other hand, LJ leaf extract did not affect cell proliferation. These findings suggest that the leaf extracts from LJ have strong antioxidant effects, and LJ fruit showed significant growth inhibition in breast cancer cells.
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      I. 서론
      현대인의 건강을 해치는 암, 심혈관 질환 및 당뇨병과 같은 만성 질환을 예방하고 지연시키기 위한 여러 가지 방안으로 천연물 및 식물 유래 생리활성물질에 대한 관심이 높아지고 있다. 산화 스트레스는 만성 질환을 유발하는 중요한 원인 중 하나로 알려져 있으며, 지질, 단백질 및 DNA와 같은 중요한 생체 분자에 산화적 손상을 일으켜 반응성 산소종(reactive oxygen species, ROS)생성에 기여한다(Rao & Amanat 2007). ROS의 생성은 정상적인 대사 과정의 부산물로, 식이, 흡연, 운동과 같은 요소들에 의해서도 생성되며, 항산화제는 ROS에 의한 손상을 완화하고 만성 질환 예방에 중요한 역할을 하며 노화의 지연 및 암의 생성을 억제하는데 기여하는 것으로 알려져 높은 관심이 집중되고 있다. 

      까마귀쪽나무(Litsea japonica (Thunb.) Jussieu)는 상록엽 소교목으로서 한국의 남쪽지역 및 일본에 주로 자생한다(Min et al. 2003). 까마귀쪽나무 열매에는 lactones, alkaloids 및 terpenoids 등이 포함되어 있으며(Tanaka et al. 1990), 주요한 생리활성성분으로 hamabiwalactone A, hamabiwalatone B, akolactone B, litsealactone A 및 litsealactone B 등이 보고되었다(Min et al. 2003). 까마귀쪽나무가 항염증에 미치는 영향에 대한 연구로는 대식세포에 염증 유발물질 lipopolysacharid (LPS)과 까마귀쪽나무 잎을 처리한 경우 염증성 cytokine 증가에 대하여 유의적인 억제 효과를 보임을 확인하였다(Namkoong et al. 2015). 또한 위염을 유발하게 한 흰 쥐에게 까마귀쪽나무 열매 추출물을 투여한 결과 위염에 대한 억제효과가 있는 것으로 보고되었다(Park et al. 2017). 뿐만 아니라 까마귀쪽나무 추출물이 제2형 당뇨쥐(db/db mouse)에 당뇨병 유발 혈액-망막 장벽 분해를 차단하여 당뇨병성 합병증 예방 효과가 있음을 보고하였다(Kim et al. 2014). 현재까지 까마귀쪽나무를 이용하여 내성암세포주에서 apoptosis 유도효과(Kim et al. 2009)를 보인 연구가 있으나 다양한 암을 대상으로 한 항암 연구는 부족하며, 까마귀쪽나무 열매 및 잎을 이용하여 항산화능을 비교한 연구 역시 미비한 상태임으로 이에 대한 연구가 더욱 필요한 실정이다. 이에 본 연구에서는 까마귀쪽나무 열매와 잎의 항산화 효과를 비교 분석하고자 하였으며, 또한 유방암세포주를 이용하여 까마귀쪽나무 열매 및 잎 추출물이 암의 증식억제에 미치는 영향에 대해 알아보고자 하였다. 

    

    

  
    
      Ⅱ. 연구방법
      
        1. 실험재료
        본 실험에 사용된 까마귀쪽나무 열매는 청명약초에서 분말의 형태로 2020년 2월에 구입하여 사용하였다. 까마귀쪽나무 잎은 제주시 한경면에서 2020년 2월에 채집한 것을 구입하여 깨끗이 수세한 후 냉동건조시켜 사용하였다. 까마귀쪽나무 열매와 잎은 –80℃에서 냉동시킨 후 동결건조기(ED 8512, Ilshin, Yangju, Korea)를 이용하여 동결건조한 후, 분쇄기(HR1378, Philips, Karner, Slovenia)로 분쇄하였다. 각각의 시료 분말은 분석 시까지 –70℃ deep freezer(MDFU52V, Sanyo, Osaka, Japan)에 보관하였다.

      

      
        2. 시료추출
        건조된 까마귀쪽나무 열매와 잎 100 g에 80% 에탄올 1.5 L를 첨가한 후 65℃의 heating mantle(Mtops ms-265, Seoul, Korea)에 환류냉각관을 부착하여 3시간씩 3회 반복 추출하였다. 이후 얻어진 까마귀쪽나무 열매와 잎 추출액을 whatman filter paper(Whatman No.2)로 여과한 후 여액을 rotary vacuum evaporator(EYELA VACUUM NVC-1100, Tokyo, Japan)를 이용하여 40℃ 수욕상에서 감압ㆍ농축한 후에 동결건조 하였다. 시료는 –70℃에 보관하여 분석 시 사용하였다.

      

      
        3. 총 플라보노이드 및 총 폴리페놀 함량
        총 플라보노이드 함량은 Davis법을 변형한 Chae et al.의 방법(2002)에 따라 측정하였다. 먼저 10 mg/mL 농도로 조제한 까마귀쪽나무 열매와 잎 에탄올 추출물 0.5 mL와 diethylene glycol (Sigma, St. Louis, MO, USA)을 0.5 mL를 넣고 1N NaOH 10 µL을 첨가한 후 37℃ heating block에서 1시간 반응시킨후 UV-spectrophotometer (Bio-rad, Hercules, CA, USA)를 이용하여 420 nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준물질로 rutin (Sigma, St. Louis, MO, USA)를 이용하여 표준검량곡선을 적용하여 총 플라보노이드 함량을 산출하였다. 총 폴리페놀 함량은 Folin-Denis의 방법(1912)에 따라 측정하였다. 10 mg/mL 농도로 조제한 까마귀쪽나무 열매와 잎 에탄올 추출물을 사용하여, 각 시료 0.5 mL와 Folin reagent (Sigma, St. Louis, MO, USA)를 0.5 mL을 혼합하여 3분간 실온에서 반응시킨 후, 10% Na2CO3용액 0.8 mL을 넣고 40분간 암소에서 반응시켰다. UV-spectrophotometer(Bio-rad, Hercules, CA, USA)를 이용하여 760 nm에서 흡광도를 측정하고, 표준물질로 tannic acid (Sigma, St. Louis, MO, USA)를 이용하여 표준검량곡선을 적용하여 총 폴리페놀 함량을 산출하였다. 

      

      
        4. DPPH 라디칼 소거능 측정
        까마귀쪽나무 열매와 잎 추출물의 0.2 mM 2,2-diphenyl-1-picryhydrazyl (DPPH) 라디칼 소거능은 Blois의 방법(1958)을 이용하여 다음과 같이 측정하였다. 0.2 mM DPPH 시약 (Sigma, St. Louis, MO, USA) 900 µL에 농도별로 조제한 각각의 시료 100 µL을 첨가하여 37℃ heating block에 30분간 반응시켰다. 96 well plate에 200 µL씩 분주하고 UV-spectrophotometer (Bio-rad, Hercules, CA, USA)를 이용하여 517 nm에서 흡광도를 측정하였다.

      

      
        5. ABTS+ 라디칼 소거능 측정
        까마귀쪽나무 열매와 잎 추출물의 ABTS+ 라디칼 소거능은 Re의 방법(1999)을 변형하여 다음과 같이 측정하였다. 7 mM 2,2-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sul fonic acid(ABTS) 시약(Sigma, St. Louis, MO, USA)에 2.4 mM potassium persulfate를 혼합하여 암소에서 24시간 반응시킨다. 반응이 끝난 ABTS 시약 900 µL에 농도별로 조제한 시료 100 µL을 첨가하여 37℃ heating block에 30분간 반응시킨 후, UV-spectrophotometer(Bio-rad, Hercules, CA, USA)로 734 nm에서 흡광도를 측정하였다

      

      
        6. Ferric reducing antioxidant power(FRAP) 측정
        FRAP assay는 Benzie&Strain(1996)의 방법을 변형하여 다음과 같이 측정하였다. FRAP reagent는 300 mM sodium acetate buffer(pH 3.6) (Sigma-Aldrich, Louis, MO, USA), 10 2,4,6-tris(2-pyridyl)-s-triazine(TPTZ) (Sigma-Aldrich, Louis, MO, USA), 20 mM ferric chloride (Sigma-Aldrich, Louis, MO, USA)를 각각 10:1:1의 비율로 혼합하여 사용하였다. 각각의 시료 10 µL, 증류수 90 µL와 FRAP reagent 200 µL를 혼합하여 37℃에서 30분 동안 반응시킨 후 593 nm에서 흡광도를 측정하였다. Iron sulfate hexahydrate(Sigma-Aldrich, Louis, MO, USA)를 표준물질로 하여 표준검량곡선을 적용해 추출물 1 mg에 들어있는 iron sulfate hexahydrate의 µM 함량으로 나타내었다.

      

      
        7. Reducing power 측정
        Reducing power는 Oyaizu(1986)의 방법을 변형하여 다음과 같이 측정하였다. 까마귀쪽나무 열매와 잎 추출물 200 µL에 0.2 M phosphate buffer(pH 6.6) 200 µL와 1% potassium ferricyanide 200 µL를 첨가한 후 50℃에서 20분 동안 방치하였다. 이후 10% trichloroacetic acid 200 µL를 첨가한 후 14,000 rpm에서 5분 동안 원심분리 하였다. 원심분리한 상층액 750 µL, 증류수 750 µL와 0.1% ferric chloride 100 µL를 혼합하여 37℃에서 10분 동안 반응시키고 700 nm에서 흡광도를 측정하였다.

      

      
        8. 세포배양
        실험에 사용된 인체유방암세포주 MCF-7과 HCC38은 한국세포주은행(Korean Cell Line Bank, Seoul, Korea)으로부터 분양받아 본 실험실에서 배양하여 사용하였다. MCF-7과 HCC38 세포는 1% penicillin/streptomycin과 10% fetal bovine serum (FBS)을 포함한 RPMI 1640 배지(Gibco-BRL, Grand Island, NY, USA)를 사용하여 37℃, 5% CO2 incubator(MCO-18AIC, Sanyo, Osaka, Japan)에서 배양하였다. 

      

      
        9. MTS assay
        MCF-7과 HCC38 세포를 96 well plate에 2×103/well로 분주하여 24시간 배양하였다. Dimethyl sulfoxide(DMSO)에 녹인 까마귀쪽나무 열매와 잎 추출물을 0.025, 0.05, 0.1, 0.2 mg/mL의 농도로 24시간 및 48시간 처리한 후, CellTiter 96 ® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay(MTS) 용액(Promega, CA, USA)을 각 well에 20 µL씩 첨가하고 37℃, 5% CO2 incubator에서 반응시킨 후, UV-spectrophotometer(Bio-rad, Hercules, CA, USA)를 이용하여 490 nm에서 흡광도를 측정하였다.

      

      
        10. 통계처리
        모든 실험은 독립적으로 3회 반복을 통해 얻었으며, 각 실험군 간의 유의성 검증은 GraphPad Prism 6 program(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA)을 이용하여 평균 (mean)과 표준편차 (SD)로 나타내었다. 각 시료간의 통계적 유의성은 p<0.05 수준에서 Student’s t-test와 분산분석(one-way ANOVA)을 실시하여 유의성을 검증하였다.

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 결과 및 고찰
      
        1. 총 플라보노이드 및 총 폴리페놀 함량
        본 연구에 사용된 까마귀쪽나무 열매와 잎의 추출수율은 각각 22.38%와 18.96%로 나타났다. 여러 식물에 존재하는 플라보노이드류는 대표적인 항산화성 물질이며, 지질 과산화물 및 반응성 산소종의 생성을 억제하는 등의 다양한 생리활성을 나타내는 것으로 알려져 있다(Heim et al. 2002). 까마귀쪽나무 열매와 잎 에탄올 추출물의 총 플라보노이드 함량은 각각 23.23 mg RE/g과 60.52 mg RE/g으로 두 군간의 유의적인 차이를 나타내었다(Table 1). 폴리페놀류는 하나 이상의 벤젠링과 한 개 이상의 수산기를 구성하며, 식이 내 폴리페놀은 항산화 및 항염증 작용 등을 하는 것으로 알려져 있다(Bors et al. 2002). 까마귀쪽나무 열매와 잎 에탄올 추출물의 총 폴리페놀 함량은 각각 72.90 mg TAE/g과 109.74 mg TAE/g로 두 군간의 유의적인 차이를 나타냈다. 녹나무과에 속하는 토후박나무껍질의 H20 fraction 총 폴리페놀 및 총 플라보노이드 함량은 각각 189.92 mg/g과 58.38mg/g으로 나타나 본 연구와 다소 차이를 보였다(Xu et al. 2010). 또한 Hong (2013)은 50% 에탄올로 추출한 생강나무 잎의 총 폴리페놀 및 총 플라보노이드 함량은 각각 311.84 mg/g과 259.05 mg/g으로 나타내었다. 

        
          Table 1. 
				
          

          
            Total polyphenol and total flavonoid contents of the Litsea japonica fruit and leaf extract
          
          

        

        
          
            
              	
              	LJ fruit
              	LJ leaf
              	F-value
            

          
          
            	Total
polyphenol
(mg TAE/g)
            	72.90 ± 3.79
            	109.74 ± 1.58
            	2.78*,**
          

          
            	Total
flavonoid
(mg RE/g)
            	23.23 ± 1.07
            	60.52 ± 2.05
            	2.63*,**
          

        

        
          
            All values are expressed as the mean ± SD of triplicate determinations (n=3).
          

          
            *p<0.05, **p<0.01; significantly different by Student’s t-test between LJ fruit and LJ leaf
          

        

        

      

      
        2. DPPH 라디칼 소거능
        DPPH를 이용한 전자공여능 측정은 산화환원반응으로부터 전자의 활동을 조사할수 있는 방법으로 널리 이용되고 있다(Hu et al. 2004). 까마귀쪽나무 열매와 잎의 추출물을 이용한 DPPH 라디칼 소거능을 측정한 결과는 Table 2에 나타냈다. 까마귀쪽나무 열매의 추출물을 이용한 DPPH 라디칼 소거능은 0.125 mg/mL, 0.25 mg/mL, 0.5 mg/mL, 1 mg/mL 농도에서 10.89%, 20.46%, 38.35%, 64.75%를 나타내었으며, 50%의 라디칼 소거능의 값인 IC50을 구한 결과, 까마귀쪽나무 열매는 0.74 mg/mL를 나타냈다. 까마귀쪽나무 잎의 추출물을 이용한 DPPH 라디칼 소거능은 0.125 mg/mL, 0.25 mg/mL, 0.5 mg/mL, 1 mg/mL 농도에서 21.34%, 35.19%, 64.73%, 85.51%를 나타내었으며, 50%의 라디칼 소거능의 값인 IC50을 구한 결과, 까마귀쪽나무 잎은 0.48 mg/mL를 나타나 까마귀쪽나무 잎의 DPPH 라디칼 소거능이 까마귀쪽나무 열매에 비해 뛰어남을 확인하였다. 녹나무과에 속하는 육계피 추출물을 DPPH IC50 값을 측정한 결과, 0.89 mg/mL으로 본 연구와 유사한 결과를 보였다(Cha et al. 2018). 또한 Endlicheria anomala(Nees) Mez를 이용하여 측정한 DPPH IC50 값은 1.42 µg/mL로 본 논문과 다소 큰 차이를 보였다(Jin et al. 2013).

        
          Table 2. 
				
          

          
            DPPH radical-scavenging activity of the Litsea japonica fruit and leaf extract
          
          

        

        
          
            
              	DPPH radical scavenging activity (%)
              	 F-value
            

            
              	Concentration
(mg/mL)
              	0.125
              	0.250
              	0.500
              	1.000
            

          
          
            	LJ fruit
            	10.89 ± 1.11a
            	20.46 ± 0.93b
            	38.35 ± 3.48c
            	64.75 ± 3.47d
            	256.00*,**
          

          
            	LJ leaf
            	21.34 ± 0.90b
            	35.19 ± 0.36c
            	64.73 ± 1.10d
            	85.51 ± 1.79e
            	1864.00*,**
          

        

        
          
            Data are the mean ± SD of triplicate experiments (n=3). Means with the different letters (a-f) within the same row are significantly different at p<0.05, according to a Duncan’s multiple range test.
          

          
            *p<0.05, **p<0.01
          

        

        

      

      
        3. ABTS+ 라디칼 소거능
        ABTS 양이온 소거능은 ABTS 용액과 potassium persulfate의 반응에 의해 생성된 ABTS 양이온이 추출물의 항산화력에 의해 제거되는 것을 이용한 측정방법이다. 본 연구 결과, 까마귀쪽나무 열매의 추출물을 이용한 ABTS+ 라디칼 소거능은 0.125 mg/mL, 0.25 mg/mL, 0.5 mg/mL, 1 mg/mL 농도에서 각각 23.63%, 45.46%, 77.89%, 97.41%를 나타내었으며, 50%의 라디칼 소거능의 값인 IC50은 0.30 mg/mL를 나타냈다. 까마귀쪽나무 잎 추출물을 이용한 ABTS+ 라디칼 소거능은 0.125 mg/mL, 0.25 mg/mL, 0.5 mg/mL, 1 mg/mL 농도에서 34.13%, 60.90%, 94.60%, 97.45%를 나타내었으며, 50%의 라디칼 소거능의 값인 IC50을 구한 결과, 0.23 mg/mL를 나타냈다. 본 결과로 까마귀쪽나무 잎이 까마귀쪽나무 옆매에 비해 ABTS+ 라디칼 소거능이 우수함을 확인하였다.

        
          Table 3. 
				
          

          
            ABTS+ radical-scavenging activity of Litsea japonica fruit and leaf extract
          
          

        

        
          
            
              	ABTS+ radical scavenging activity (%)
              	 F-value
            

            
              	Concentration
(mg/mL)
              	0.125
              	0.250
              	0.500
              	1.000
            

          
          
            	LJ fruit
            	23.63 ± 0.96a
            	45.46 ± 0.26c
            	77.89 ± 0.54e
            	97.41 ± 0.10g
            	10,011.00*,**
          

          
            	LJ leaf
            	34.13 ± 0.45b
            	60.90 ± 1.15d
            	94.60 ± 0.70f
            	97.45 ± 0.01g
            	5,390.00*,**
          

        

        
          
            Data are the mean ± SD of triplicate experiments (n=3). Means with the different letters (a-f) within the same row are significantly different at p<0.05 according to a Duncan’s multiple range test.
          

          
            *p<0.05, **p<0.01
          

        

        

      

      
        4. Reducing power 분석
        환원력은 시료가 Fe3+에 수소를 공여하여 라디칼을 안정화시킴으로써 Fe2+로 환원되는 것을 이용한 방법으로 널리 이용된다(Hwang & Thi 2014). 까마귀쪽나무 열매와 잎 추출물의 reducing power 측정 결과는 Table 4와 같다. 까마귀쪽나무 열매의 추출물을 이용한 700 nm에서 측정한 환원력은 0.125 mg/mL, 0.25 mg/mL, 0.5 mg/mL, 1 mg/mL, 2 mg/mL 농도에서 각각 0.05, 0.08, 0.27, 0351, 0.92 나타났다. 까마귀쪽나무 잎의 환원력은 0.125 mg/mL, 0.25 mg/mL, 0.5 mg/mL, 1 mg/mL, 2 mg/mL 농도에서 각각 0.05, 0.09, 0.27, 0.73, 1.49 나타났다. 까마귀쪽나무 열매와 잎 추출물 환원력은 농도 의존적으로 증가하였으며, 까마귀쪽나무 잎이 열매에 비해 뛰어난 것을 알 수 있다. 

        
          Table 4. 
				
          

          
            Reducing power of the Litsea japonica fruit and leaf extract
            (Absorbance at 700nm)

          
          

        

        
          
            
              	Reducing power
              	F-value
            

            
              	Concentration
(mg/mL)
              	0.125
              	0.250
              	0.500
              	1.000
              	2.000
            

          
          
            	LJ fruit
            	0.05 ± 0.01a
            	0.08 ± 0.04a
            	0.27 ± 0.0.1b
            	0.51 ± 0.02c
            	0.92 ± 0.06e
            	324.30*,**
          

          
            	LJ leaf
            	0.05 ± 0.01a
            	0.09 ± 0.01a
            	0.27 ± 0.12b
            	0.73 ± 0.02d
            	1.49 ± 0.02f
            	380.00*,**
          

        

        
          
            Data are the mean ± SD of triplicate experiments (n=3). Means with the different letters (a-f) within the same row are significantly different at p<0.05 according to a Duncan’s multiple range test.
          

          
            *p<0.05, **p<0.01
          

        

        

      

      
        5. FRAP 분석
        FRAP은 항산화물질에 의해 ferric 2,4,6-tripyridyl-striazine[Fe(III)-TPIZ]를 ferrous 2, 4,6-tripyridyls-triazine[Fe(II)-TPIZ] 혼합물로 환원되는 원리로 고안된 방법으로 항산화 측정에 널리 이용되고 있다(Benzie & Strain 1996). 까마귀쪽나무 열매와 잎 추출물의 FRAP 활성은 Table 5와 같다. 까마귀쪽나무 열매 추출물 1.0 mg/mL 농도에서 FRAP 활성을 측정한 결과, 까마귀쪽나무 열매는 24.95 µM, 까마귀쪽나무 잎은 55.44 µM으로 까마귀쪽나무 잎의 FRAP 활성이 유의적으로 더 높음을 알 수 있었다. Hong (2013)의 연구에 따르면 50% 에탄올로 추출한 생강나무 잎의 FRAP 활성은 1.70 mg/g으로 나타나 본 연구와 상이함을 보였다. 

        
          Table 5. 
				
          

          
            Ferric reducing antioxidant power of the Litsea japonica fruit and leaf extract
            (FeSO4.7H2O eq μM)

          
          

        

        
          
            
              	
              	LJ fruit
              	LJ leaf
              	F-value
            

          
          
            	Ferric reducing antioxidant power
            	24.95 ± 0.60
            	55.44 ± 2.76
            	6.24*,**
          

        

        
          
            All values are expressed as the mean ± SD of triplicate determinations (n=3).
          

          
            *p<0.05, **p<0.01; significantly different according to a Student’s t-test between LJ fruit and LJ leaf
          

        

        

      

      
        6. 까마귀쪽나무 열매와 잎 추출물이 유방암세포의 성장에 미치는 영향
        까마귀쪽나무 열매와 잎 추출물이 인체 유방암세포인 MCF-7과 HCC38 세포의 성장에 미치는 영향을 MTS assay를 통해 측정하였으며 그 결과는 Table 6과 7에 나타내었다. 유방암세포주에 까마귀쪽나무 열매 추출물 0.025 g/mL, 0.05 mg/mL, 0.1 mg/mL 및 0.2 mg/mL을 24시간과 48시간 동안 처리하였을 경우, 암세포의 성장이 무처리한 군에 비해 유의적으로 억제되는 효과를 나타내었다. 그러나 까마귀쪽나무 잎 추출물의 경우는 암 성장 억제 효과를 나타내지 못함을 확인하였다. 본 연구 결과를 토대로 까마귀쪽나무 잎 추출물이 까마귀쪽나무 열매 추출물에 비해 높은 항산화 효과를 나타내었던 것과 달리 까마귀쪽나무 열매 추출물이 암세포의 성장을 억제 저해율을 나타내어 향후 이에 따른 생리활성물질에 대한 규명이 필요할 것으로 사료된다.

        
          Table 6. 
				
          

          
            Effect of the Litsea japonica fruit and leaf extract on the proliferation of MCF-7 breast cancer cells for 24 and 48 h according to an MTS assay
          
          

        

        
          
            
              	MCF-7 cell proliferation (24 h)
              	F-value
            

            
              	Concentration
(mg/mL)
              	0
              	0.025
              	0.05
              	0.1
              	0.2
            

          
          
            	LJ fruit
            	100.00 ± 3.16e
            	76.82 ± 1.64d
            	55.61 ± 0.25c
            	39.97 ± 1.56b
            	20.88 ± 0.86a
            	902.19*
          

          
            	LJ leaf
            	100.00 ± 6.33
            	100.68 ± 2.86
            	106.50 ± 6.72
            	106.79 ± 6.18
            	113.37 ± 11.70
            	1.65N.S.
          

          
            	MCF-7 cell proliferation (48 h)
            	F-value
          

          
            	Concentration
(mg/mL)
            	0
            	0.025
            	0.05
            	0.1
            	0.2
          

          
            	LJ fruit
            	100.00 ± 9.32d
            	75.19± 5.18c
            	33.88 ± 0.25b
            	39.97 ± 2.39a
            	9.61 ± 0.40a
            	177.24*
          

          
            	LJ leaf
            	100.00 ± 5.31
            	103.61 ± 10.14
            	113.97 ± 2.81
            	113.74 ± 3.42
            	113.51 ± 4.86
            	3.82N.S.
          

        

        
          
            Data are the mean ± SD of triplicate experiments (n=3). Means with the different letters (a-f) within the same row are significantly different at p<0.05 according to a Duncan’s multiple range test.
          

          
            N.S, non-significant, *p<0.05
          

        

        

        
          Table 7. 
				
          

          
            Effect of Litsea japonica fruit and leaf extract on the proliferation of HCC38 breast cancer cells for 24 and 48 h according to an MTS assay
          
          

        

        
          
            
              	HCC38 cell proliferation (24 h)
              	F-value
            

            
              	Concentration
(mg/mL)
              	0
              	0.025
              	0.05
              	0.1
              	0.2
            

          
          
            	LJ fruit
            	100.00 ± 6.41d
            	74.36 ± 1.61c
            	44.58 ± 3.52b
            	31.98 ± 0.61a
            	32.42 ± 0.31a
            	234.19*
          

          
            	LJ leaf
            	100.00 ± 2.14
            	97.98 ± 8.01
            	103.30 ± 4.47
            	113.54 ± 4.92
            	117.26 ± 12.59
            	4.00N.S.
          

          
            	HCC38 cell proliferation (48 h)
            	F-value
          

          
            	Concentration
(mg/mL)
            	0
            	0.025
            	0.05
            	0.1
            	0.2
          

          
            	LJ fruit
            	100.00 ± 7.52c
            	62.86 ± 2.61b
            	26.46 ± 4.28a
            	18.16 ± 0.57a
            	21.29 ± 1.92a
            	217.52*
          

          
            	LJ leaf
            	100.00 ± 10.93
            	95.52 ± 12.02
            	98.68 ± 16.23
            	105.72 ± 10.72
            	109.59 ± 14.55
            	0.56N.S.
          

        

        
          
            Data are the mean ± SD of triplicate experiments (n=3). Means with the different letters (a-f) within the same row are significantly different at p<0.05 according to a Duncan’s multiple range test.
          

          
            N.S, non-significant, *p<0.05
          

        

        

      

    

    

  
    
      Ⅳ. 요약 및 결론
      본 연구는 까마귀쪽나무 열매와 잎 추출물을 이용하여 총 플라보노이드 및 총 폴리페놀 함량, DPPH, ABTS+ assay, reducing power 및 FRAP 분석을 이용한 free radical 소거능을 측정하고, 인체 유래 유방암세포인 MCF-7와 HCC38 세포주를 이용하여 까마귀쪽나무 열매와 잎 추출물 처리에 의해 유발되는 유방암 세포의 증식 억제에 미치는 영향에 관하여 연구하였다. 본 실험 결과, 까마귀쪽나무 열매의 총 플라보노이드 함량 및 총 폴리페놀 함량은 각각 23.23 mg RE/g, 72.90 mg TAE/g이었으며 까마귀쪽나무 잎의 총 플라보노이드 함량 및 총 폴리페놀 함량은 각각 60.52 mg RE/g, 109.74 mg TAE/g로 까마귀쪽나무 잎에서 유의적으로 높은 수치를 나타내었다. 까마귀쪽나무 열매 추출물의 DPPH 와 ABTS+ assay를 이용한 IC50는 각각 0.74 mg/mL와 0.3 mg/mL이었으며, 까마귀쪽나무 잎 추출물의 경우는 각각 0.48 mg/mL와 0.23 mg/mL으로 까마귀쪽나무 열매보다 잎이 보다 우수한 항산화 효과를 나타내었다. Reducing power와 FRAP 활성을 분석한 결과, 까마귀쪽나무 열매보다 잎 추출물이 보다 우수하였다. 까마귀쪽나무 열매와 잎 추출물 (0.025, 0.05. 0.1, 0.2 mg/mL)을 이용하여 MCF-7와 HCC38 유방암세포주에서 세포 증식에 미치는 영향을 분석한 결과, 까마귀쪽나무 잎은 암세포의 억제에 영향을 미치지 못하는 반면 까마귀쪽나무 열매 추출물이 암세포의 증식을 억제하는 효과를 나타내었다. 위와 같은 결과를 통하여 까마귀쪽나무 잎은 까마귀쪽나무 열매에 비해 우수한 항산화활성을 가지고 있으며, 유방암세포주에 있어 까마귀쪽나무 열매가 세포증식 억제효과를 가지고 있는 것으로 나타나 이러한 결과를 통해 까마귀쪽나무 열매와 잎이 향후 여러 분야에서 다양한 식품 소재로서의 활용이 가능할 것으로 사료된다. 
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