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            초록
          
        

        
          The current study was carried out to determine the effects of the seed, flesh (seedless fruit), and leaf of loquat (Eriobotrya japonica Lindle.) on antioxidative activity and anti-proliferation in human cancer cells. Total polyphenol contents of loquat seed, flesh, and leaf ethanol extracts were found to be 17.77, 32.32, and 28.08 mg/g, respectively. Also, total flavonoid contents of loquat seed, flesh, and leaf ethanol extracts were found to be 18.77, 28.73, and 21.35 mg/g, respectively. The IC50 values of DPPH hydroxyl scavenging of loquat seed, flesh, and leaf ethanol extracts were 0.049, 0.063, and 0.042 mg/mL, respectively. Antioxidative indexes of loquat leaf and seed ethanol extracts was highly and it was similar to the BHA and BHT. The antioxidative activities in loquat seed and leaf ethanol extracts were higher in loquat flesh. The antiproliferation effect of loquat seed and leaf ethanol extracts on liver cancer cell line (H460), stomach cancer cell line (AGS) and lung cancer cell line (A549) showed higher values compared with the flesh ethanol extracts. These results indicate that loquat ethanol extracts may play a positive role in antioxidative properties and cancer prevention.
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      I. 서론
      산업화로 인해 증가되는 각종 환경오염 물질, 흡연, 알코올, 방사선 등은 반응성이 높은 활성산소종(Reactive Oxygen Species, ROS)을 생성시키는 원인이 된다. 이러한 활성산소종은 인체 내에 존재하는 superoxide dismutase, catalase, peroxidase, glutathione reductase 등과 같은 항산화계의 역할만으로는 방어체계가 초과되어 산화적 스트레스(oxidative stress)를 발생시켜 세포막과 단백질 분해, DNA 합성 억제 등의 손상이 유발된다고 알려져 있다(Frei 1994; Sözmen et al. 1994). 과도한 산화적 스트레스 상태가 지속될 경우 심혈관질환, 당뇨, 암, 신경질환과 같은 만성퇴행성질환 및 노화를 촉진한다(Sohal et al. 1990).

      2014년 통계에 의하면 우리나라의 사망률 중 가장 높게 나타난 것은 악성 신생물(암)로 65세 이상 성인의 암 종류별 사망률이 인구 10만명 당 폐암이 181.9명으로 가장 높았고, 간암(90.1명), 대장암(86.5명), 위암(83.2명), 췌장암(56.3명) 순으로 나타났다(2014, National Statistical Office Republic of Korea). 암 치료법으로는 암세포 사멸을 위하여 암환자에게 투여된 약물요법으로 항암화학요법이 있다(Miyata et al. 2012). 식물로부터 유래한 대표적인 항암물질은 taxol, vinblastine 등이 이용되고 있으며 이러한 식물로부터 획득한 항암제가 합성 항암제보다 치료에 효과적이다(Shen et al. 1986). 이는 합성 화학제품들이 임상결과 암세포의 작용보다 정상세포나 조직에 더 크게 작용하여 골수세포, 임파세포 파괴에 의한 저항력 약화 등의 2차 감염을 유발한다고 보고되었다(Yang et al. 2001). 따라서 효과적인 항암제는 정상세포에 대한 독성을 보이지 않고 타깃하는 암세포에 대한 선택적 공격이 중요하다.

      비파나무는 비파속(Eriobotrya japonica Lindle.)의 장미과(Resaceae)에 속하며, 상록 소교목으로 잎 표면에는 털이 없으며 광택이 나고 타원상의 긴 난형으로 우리나라는 제주도를 비롯한 전남 및 경남지방 등의 기후 조건에서 주로 자생하고 있다. 비파나무의 잎은 비파옆(枇杷葉)이라 불리며, 예로부터 부종, 진해, 거담, 건위, 청폐, 이뇨, 기관지염, 구역질, 딸꾹질, 폐열해소 등에 효능이 있다고 알려져 민간요법으로 사용되어 왔다(Yook 1989). 비파는 항암제로도 오래전부터 사용되어 왔으며, 비파 잎, 씨(종자), 줄기 및 과육 추출물이 암세포 및 복수암 유발 마우스의 항암효과에 관한 연구도 수행되었다(Whang et al. 1996). 비파 잎에는 다양한 terpenoid (Nazato et al. 1984)와 플라보노이드(Jung et al. 1999) 등의 유용한 화합물을 다량 함유하고 있으며, 항당뇨, 항암활성, 항산화, 항염증, 항돌연변이 등이 보고(Lee et al. 2004)되었다. 비파 씨는 폴리페놀 화합물군과 독성이 있는 것으로 알려져 있지만 한편으로는 항암효과도 있는 것(Moertel et al. 1982)으로 알려진 amygdalin도 함유하고 있어 산화적 스트레스를 감소시키는 항산화효과가 있다고 보고되었다(Nazato et al. 1994; Jung et al. 1994; Taniguchi et al. 2002). 이 밖에도 비파 잎, 씨 또는 과육에 다량 함유되어 있는 유용한 화합물들의 항산화효과(Jung et al. 1994; Koba et al. 2007; Lee et al. 2009), 항당뇨효과(Chen et al. 2008), 항염증 및 항암효과(Ito et al. 2002; Banno et al. 2005; Huang et al. 2007), 항바이러스효과(De Tommasi et al. 1992)에 대한 연구도 보고되었다. 최근 들어 우리나라 남해안 지역이 비파 재배에 적합한 기후 조건으로 판단되어 비파를 지역 특화작목으로 육성하고 있어 재배 면적이 점차 증가하는 추세로 제품화에 응용할 수 있는 다양한 기초 연구 자료가 필요한 실정이다. 따라서 비파 부위별 생리활성 평가는 각종 건강식품 및 의약품 개발의 기초자료로서 활용가치가 클 것으로 기대된다.

      이에 본 연구에서는 각종 약리효과와 생리활성 물질을 함유하고 있는 비파의 씨, 과육 및 잎을 가지고 생리활성 효능 검증의 일환으로 in vitro 에서 항산화 효능 및 인체유래 3종의 암세포(간암, 위암 및 폐암) 증식 억제효과에 미치는 효과를 살펴보고자 실시하였다.

    

    

  
    
      Ⅱ. 연구방법
      
        1. 실험재료
        비파 열매와 잎은 전남 완도에서 재배한 것을 구입하였으며, 비파 열매는 과육과 씨(종자)로 분리하였다. 비파 씨, 과육 및 잎은 수세, 정선 및 탈수과정을 거친 다음 -70℃ 동결건조기(MDF-U52V, Sanyo, Osaka, Japan)에 건조하여 분쇄기로 분쇄하여 -70℃에서 냉동보관하면서 시험 시료로 사용하였다. 각 시험 항목에 대한 분석은 3회 반복 실시하였으며, 본 시험에 사용한 시약은 특급으로 구입하여 사용하였다.

      

      
        2. 비파 씨, 과육 및 잎의 에탄올 추출
        동결 건조된 비파 씨, 과육 및 잎은 각각 100 g당 80% ethanol 1500 mL을 첨가하여 환류냉각관을 부착한 65℃의 Heating mantle(Mtops ms-265, Seoul, Korea)에서 3시간씩 3회 추출하였다. 추출액은 Whatman filter paper(No.2, GE Heathcare, Buckinghamshire, UK)로 여과하였으며, 여액은 40℃ 수욕 상에서 감압농축기(EYELA VACUUM NVC-1100, Tokyo, Japan)를 이용하여 용매를 제거하고, 비파 과육, 씨 및 잎의 추출 수율을 구하였다(Table 1). 각 부위별 비파 에탄올 추출물은 산화 방지를 휘하여 -70℃에 냉동 보관하면서 실험을 수행하였다.

        
          Table 1 
				
          

          
            Yield of 80% ethanol extracts and total polyphenol and total flavonoid contents of loquat seed, flesh, and leaf ethanol extracts
          
          

        

        
          
            
              	Samples
              	Extraction yield
(%, dry basis)
              	Total polyphenol
(mg tannic acid/g dry wt)
              	Total flavonoid
(mg rutin/g dry wt)
            

          
          
            	Seed
            	13.40
            	28.06 ± 0.882)b3)
            	21.35 ± 1.01b
          

          
            	Flesh1)
            	17.10
            	17.77 ± 1.05c
            	18.77 ± 1.03c2)
          

          
            	Leaf
            	14.10
            	32.32 ± 1.41a
            	28.73 ± 0.92a
          

        

        
          
            1)Seedlees fruit.
          

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

          
            3)Different superscript letters indicate significant differences at p<0.05 based on Tukey’s test.
          

        

        

      

      
        3. 총 폴리페놀 함량 측정
        비파 각 부위별 에탄올 추출물의 총 폴리페놀 함량은 Folin & Denis(1912) 방법에 의거하여 측정하였다. 시험관에 비파 씨, 과육 및 잎 에탄올 추출물 각각 1 mL(0.5 mg/mL)와 Folin reagent 2 mL을 넣어 섞어 실온에서 3분간 둔 다음 10% Na2CO3 2 mL을 첨가하였다. 이를 잘 혼합한 후 30℃에서 40분간 정치한 다음 분광광도계(Shimadzu UV-1601PC, Kyoto, Japan)를 이용하여 760 nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준곡선은 tannic acid(0.0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 mg/mL)를 사용하여 작성하였으며, 검량곡선을 이용하여 각 시료의 총 폴리페놀 함량을 산출하였다.

      

      
        4. 총 플라보노이드 함량 측정
        총 플라보노이드 함량은 Davis방법을 일부 변형시킨 Chae et al.(2002)의 방법에 따라 측정하였다. 시험관에 비파 씨, 과육 및 잎 에탄올 추출물 각각 1 mL(0.5 mg/mL)와 diethylene glycol 2 mL을 첨가하여 잘 섞은 후 1N NaOH 20 μL을 넣었다. 그 후 37℃ 항온수조에서 1시간 동안 반응시킨 후 분광광도계(Shimadzu UV-1601PC, Kyoto, Japan)를 사용하여 420 nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준곡선은 rutin(0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 mg/mL)을 이용하여 작성하였으며, 이 검량곡선으로부터 각 시료의 총 플라보노이드 함량을 구했다.

      

      
        5. 2,2-diphenyl–1-picryl hydrazyl(DPPH) radical 소거능 측정
        각 부위별 비파 에탄올 추출물의 DPPH radical 소거능은 Blois(1958)의 방법으로 측정하였다. 비파 씨, 과육 및 잎 에탄올 추출물 각각 1 mL와 0.2 mM DPPH(Sigma-Aldrich Co, Louis, MO, USA) 1 mL을 시험관에 넣은 후 잘 혼합하여 37℃에서 30분간 반응시킨다. 그 후 분광광도계(Shimadzu UV-1601PC, Kyoto, Japan)를 사용하여 517 nm에서 흡광도를 측정하였다. DPPH radical 소거능 활성 비교를 위하여 양성대조군으로 합성항산화제인 butylated hydroxyanisole (BHA)와 butylated hydroxytoluene (BHT)를 이용하여 시료와 동량의 농도를 첨가하여 측정하였다. 비파의 각 부위별 추출물의 DPPH radical 소거능은 (1-시료첨가구의 흡광도/무첨가구의 흡광도)×100에 의하여 계산하였다..

      

      
        6. 항산화지수 측정
        항산화지수(antioxidant index, AI)는 Joo & Kim (2002) 방법으로 Rancimat(Metrohm Model 679, Herisan, Switzerland)을 가지고 측정하였다. 비파 각 부위별 추출물에 함유된 용매는 Speed vaccum dryer(Eyela FDU-2100, Tokyo Rikakikai Co., Tokyo, Japan)로 제거하였다. 농도가 500 ppm이 되도록 분석 시료 추출물과 soybean oil(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)을 첨가하여 초음파(SONICS®, UCX-750, CT, USA)를 이용하여 시료와 유지가 잘 섞이도록 하였다. 이들 용액은 각각 3.0 g씩 반응 용기에 넣고 증류수 70 mL을 가한 후 110℃에서 air flow rate 20 L/h로 하여 산화 안정성을 비교하였다. 양성대조군은 기존의 상업용 합성항산화제인 BHT를 사용하였으며 시료와 같은 방법으로 유지에 첨가하여 관찰하였다.

      

      
        7. 세포배양
        인체유래 암세포주는 간암세포 H460, 위암세포 AGS 및 폐암세포 A549로 한국세포주은행(KCLB, Seoul, Korea)으로부터 분양받아 사용하였다. H460, AGS 및 A549세포는 10% fetal bovine serum, 100 units/mL penicillin, 10 μg/mL streptomycin이 함유된 DMEM 배지로 37℃, 5% CO2 incubator(Model 311, Forma, Waltham, MA, USA)에서 배양하였다. 배양된 각 세포는 한 주에 2~3회 배지를 갈아주면서 6~7일 간격으로 phosphate buffered saline로 세척하였다. 0.05% trypsin-0.02% EDTA로 부착된 세포를 분리하여 원심분리한 후 상등액을 제거한 다음 세포에 배지를 넣고 피펫으로 세포가 골고루 분산되도록 잘 혼합하였다. 세포는 6~7일마다 계대배양하면서 실험에 사용하였다. 

      

      
        8. 암세포 증식 억제율
        암세포 성장 억제효과는 Ishiyama et al.(1996) 방법에 따라 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay하였다. 1×105 cell/well 농도로 96 well plate에 100 μL씩 분주하여 37℃, 5% CO2 incubator(Model 311, Forma, Waltham, MA, USA)에서 24시간 배양하였다. 그 후 전 배양에 사용된 배지는 제거하고 일정 농도로 희석된 추출물 100 μL를 배지에 처리하여 24시간 배양하였다. 그 후 MTT 시약(2 mg/mL)을 well 당 10 μL씩 넣은 다음 5% CO2 incubator에서 4시간 더 배양하였다. 배양이 끝난 후 MTT 시약이 포함된 배지를 제거하고 dimethyl sulfoxide(DMSO) 100 μL를 가하여 상온에서 발색시킨다. ELISA Microplate reader(ELx808, Bio Tek Inc., Winooski, VT, USA)를 이용, 540 nm에서 흡광도를 측정하였다.

        
          
            
              	
                
                  
                    Cell viability
                    
                      
                        % of control
                      
                    
                    =
                    
                      
                        시료처리군의 흡광도
                      
                      
                        대조구 흡광도
                      
                    
                    ×
                    100
                  
                
              
              	
                (1) 
				
              
            

          

        

      

      
        9. 통계분석
        실험은 3회 반복 수행하였으며, 본 실험에서 얻어진 통계분석 결과는 SPSS(Statistical Package for Social Science)를 이용해서 실시하였다. 실험군당 평균 ± 표준오차로 표시하였으며 그룹 간 평균 차에 의한 통계적 유의성을 검정하기 위해 일원배치 분산분석(one-way analysis of variance)을 실시 한 후 p<0.05 수준에서 Tukey’s test를 이용하여 사후 검정(Post-Hoc test)을 실시하였다.

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 결과 및 고찰
      
        1. 추출 수율
        비파 부위별 항산화효과를 검토하기 위하여 씨, 과육 및 잎을 냉동 건조하여 마쇄한 분말 시료를 80% 에탄올로 추출한 후 추출 수율을 구하였는데, 추출 수율은 Table 1과 같다. 비파의 씨, 과육 및 잎의 에탄올 추출 수율은 각각 13.40, 17.10, 14.10%로 나왔으며, 과육부에서 추출 수율이 좀 더 높게 나타났다. 식물 추출물이 생리활성이 우수하여도 그 추출 수율이 낮을 경우에는 경제성이 없기 때문에 실질적으로 이용하기 어려운 부분이 있어 추출 수율은 기능성 식물 추출물의 제형화 및 산업화에 고려되어야 할 중요한 요인으로 작용한다. 추출 수율이 10% 이상이면 경제성이 있는 것으로 알려져 있는데(Park et al. 2003), 본 연구 결과 비파의 과육, 씨, 잎의 추출 수율이 모두 10% 이상이 나와 경제적으로 활용 가능성이 있는 식물 소재라 여겨진다.

      

      
        2. 총 폴리페놀과 총 플라보노이드 함량
        비파 씨, 과육 및 잎 에탄올 추출물의 총 폴리페놀과 총 플라보노이드 함량을 분석하였는데 그 결과는 Table 1과 같다. 비파 씨 에탄올 추출물의 총 폴리페놀 함량은 28.06 ± 0.88 mg/g, 과육 추출물은 17.77 ± 1.05 mg/g, 잎 추출물은 32.32 ± 1.41 mg/g를 함유하고 있는 것으로 나타나 잎에서 유의적으로 높게 나타났으며, 씨, 과육 순으로 나타났다. Park et al.(2008)이 보고한 비파 각 부위별 에탄올 추출물의 총 폴리페놀 함량을 조사한 결과도 잎, 씨, 과육 순으로 나타나 본 연구와 비슷한 경향을 보였다. 페놀성 화합물이 다량 함유된 대표적인 식물인 녹차와 보이차 추출물의 총 폴리페놀 함량을 분석한 결과는 각각 10.15 mg/g와 6.00 mg/g로 보고(Son et al. 2005)되어, 본 연구의 비파 잎의 총 폴리페놀의 함량이 녹차와 보이차에 비하여 더 높은 것으로 나타났다. 비파의 부위별 총 플라보노이드 함량은 씨 21.35 ± 1.01 mg/g, 과육 18.77 ± 1.03 mg/g, 잎 28.73 ± 0.92 mg/g이었다. 이러한 수치는 총 플라보노이드가 페놀성 화합물의 일종이므로 총 폴리페놀 함량과 비슷한 경향을 보인 것으로 보인다. 페놀성 물질 함량이 높을수록 기능성 물질로 유용하게 활용할 수 있다는 점에서 비파 부위별 에탄올 추출물에 함유되어 있는 총 폴리페놀과 플라보노이드는 항산화 활성을 증가시켜 항산화계에 영향을 미칠 것으로 사료된다.

        항산화효과와 같은 생리활성을 나타낼 수 있는 성분으로는 항산화 비타민 및 플라보노이드를 비롯한 폴리페놀류를 들 수 있는데, 페놀성 화합물은 여러 식용 및 약용식물류에 널리 분포되어 있다. 페놀성 화합물은 수용성으로 플라보노이드류가 대부분이며, 그 외 단순한 phenol류, phenolic acid류, phenyl propanoid류, phenol성 quinone류 등이 있다(Huang et al. 1992). 페놀성 화합물은 식물의 대표적 2차 대사산물로 hydroxyl기를 가지는 방향족 화합물이여서 다양한 생리활성에 기여한다. 페놀성 화합물의 종류나 함량에 따라서 항산화 활성에 미치는 영향은 다른 것으로 알려져 있다(Manach et al. 2005; Ryu et al. 2006). Dural & Shetty(2001)와 Park(2005)도 페놀성 화합물은 종류와 분자량이 다르며, 특히 phenolic hydroxyl이 단백질처럼 거대 분자와 결합하여 항산화, 항균, 항암 등의 생리활성 기능을 나타내는 것으로 보고하였다.

      

      
        3. DPPH radical 소거능
        DPPH는 식물 추출물의 항산화 활성을 간단히 측정할 수 있는 물질로, 비교적 안정한 free radical로 비타민 C, 비타민 E, 방향족 아민류, polyhydroxy 방향족 화합물 등에 의해 환원되어 짙은 자색으로 변하는 원리를 이용하여 측정하는 것이다(Yoo et al. 2004). Table 2에서와 같이 비파 부위별 에탄올 추출물의 DPPH radical 소거능은 비파 씨, 과육 및 잎 추출물 모두 농도에 비례하여 증가하였으며, 50% radical 소거능 농도인 IC50값은 구한 결과는 비파 씨 추출물은 0.049 mg/mL, 비파 과육 추출물은 0.063 mg/mL, 비파 잎 추출물은 0.042 mg/mL로 비파 씨와 잎이 과육에 비하여 항산화 활성이 좋은 것으로 나타났다. Park et al.(2008)도 비파 부위별 에탄올 추출물의 DPPH radical 소거능을 측정한 결과, 비파 씨와 과육에 비하여 잎이 가장 높았다고 보고하여 본 연구결과와 유사한 경향이었다. 그러나 비파 부위별 추출물의 DPPH radical 소거능은 양성대조군으로 사용한 합성항산화제인 BHA 및 BHT에 비하여 낮은 것으로 나타났다. 장미과에 속하는 살구 씨 추출물의 IC50 48.3 μg/mL, 살구 과육 추출물은 43.9 μg/mL 수준의 유리 라디칼 소거능이 나타났으며(Yoo et al. 2007), 두 종류의 자두 과육 추출물의 IC50는 33.4-34.3 μg/mL 범위로 나타났다고 보고(Jung et al. 2005)하여 비파 과육 추출물과 비슷한 항산화 활성이 나타났다.

        
          Table 2 
				
          

          
            DPPH radical scavenging activities of ethanol extracts from loquat seed, flesh, and leaves
          
          

        

        
          
            
              	Samples
              	Inhibition activity (%)
              	IC50 (μg/mL)
            

            
              	25
              	50
              	100
              	500
            

            
              	(μg/mL)
            

          
          
            	Seed
            	22.73 ± 1.372)B3)c4)
            	62.87 ± 1.08Bb
            	77.45 ± 1.27Ba
            	79.45 ± 1.69Ba
            	49.31 ± 0.007b5)
          

          
            	Flesh1)
            	10.76 ± 0.95Cc
            	47.25 ± 0.99Cb
            	54.02 ± 1.19Ca
            	56.26 ± 1.12Ca
            	63.52 ± 0.005a
          

          
            	Leaf
            	25.36 ± 1.55Bd
            	60.34 ± 1.13Bc
            	82.93 ± 1.36Ab
            	89.60 ± 1.55Aa
            	42.65 ± 0.004b
          

          
            	BHA
            	80.92 ± 0.61Ac
            	82.73 ± 0.73Abc
            	84.37 ± 0.60Aab
            	86.26 ± 1.12Aa
            	9.31 ± 0.004c
          

          
            	BHT
            	81.38 ± 1.61Ac
            	84.31 ± 0.10Abc
            	87.40 ± 0.60Aab
            	90.31 ± 1.22Aa
            	9.25 ± 0.002c
          

        

        
          
            1)Seedless fruit.
          

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

          
            3)A-CMeans with different superscripts within a column differ significantly(p<0.05).
          

          
            4)a-cMeans with different superscripts within a row differ significantly(p<0.05).
          

          
            5)Different superscript letters indicate significant differences at p<0.05 based on Tukey’s test.
          

        

        

      

      
        4. 항산화지수
        항산화지수는 공기에 의한 지질산패도를 측정하는 것으로 Rancimat을 사용하여 측정하는데, 유지의 산화과정 중 유도기간 마지막에 저분자 휘발성 카보닐산이 유리되는 양을 측정하는 원리를 이용하여 항산화능을 측정한다(Cha & Choi 1990). 비파 각 부위별 에탄올 추출물의 유지 산화 억제효과는 Table 3과 같다. 양성대조군인 BHT와 BHA는 유지 산화 유도기간이 11.09 ± 0.07 및 11.21 ± 0.06 시간으로 가장 길게 나타났으며, 비파 씨 추출물이 10.04 ± 0.05 시간, 비파 과육 추출물이 7.58 ± 0.03 시간, 비파 잎 추출물이 10.99 ± 0.04 시간으로 비파 씨와 잎 에탄올 추출물의 결과는 양성대조군과 유의차가 없이 높은 항산화능을 보였다. 또한 과육 추출물도 시료를 미첨가한 음성대조군보다 유지 산화 유도기간 길게 나타나 비파의 모든 부위별 에탄올 추출물이 유지 산화 억제효과가 있는 것으로 확인되었다. 

        
          Table 3 
				
          

          
            Antioxidative activities of loquat seed, flesh, and leaf ethanol extracts on soybean oil
          
          

        

        
          
            
              	Samples
              	Antioxidative index
            

            
              	IP2)
              	AI3)
            

          
          
            	Control1)
            	5.54 ± 0.02c
            	1.00
          

          
            	Seed
            	10.04 ± 0.05a
            	1.81
          

          
            	Flesh
            	7.58 ± 0.03b
            	1.37
          

          
            	Leaf
            	10.99 ± 0.04a
            	1.98
          

          
            	BHA
            	11.09 ± 0.07a
            	2.00
          

          
            	BHT
            	11.21 ± 0.06a
            	2.02
          

        

        
          
            1)Control: soybean oil without loquat seed, flesh, and leaf ethanol extract.
          

          
            2)Induction period (IP) of oil was determined by a test of Rancimat at 110°C.
          

          
            3)Antioxidant index(AI) was expressed as IP of oil containing various fractions/IP of soybean oil.
          

          
            4)All values are expressed as the mean ± SE of triplicate measurements
          

          
            5)Different superscript letters indicate significant differences at p<0.05 based on Tukey’s test.
          

        

        

      

      
        5. 간암세포 증식 억제효과
        비파 부위별(씨, 과육, 잎) 에탄올 추출물의 간암세포 성장 억제효과를 측정하기 위해 간암세포(H460)주를 대상으로 MTT assay를 이용한 세포생존율을 측정하였다. 씨, 과육 및 잎 추출물 25, 50, 100, 200, 400, 800 μg/mL을 농도별로 처치하여 측정한 결과는 Fig. 1과 같다. 비파 부위별로 살펴보면, 비파 씨 에탄올 추출물의 경우 농도가 증가할수록 간암세포의 생존율이 농도 의존적으로 저하되었으며, 400 μg/mL부터 유의하게 저하되기 시작하여 800 μg/mL의 농도일 때 대조군에 비하여 38.55%로 저하된 것으로 나타났다. 비파 잎 에탄올 추출물의 경우 간암세포의 생존율에 크게 영향을 미치지 않았으나 고농도로 처리하였을 경우 다소 낮아지는 경향을 보였다. 비파 과육 에탄올 추출물의 경우에는 400 μg/mL부터 간암세포 증식 억제효과가 나타났으나, 비파 씨 에탄올 추출물에 비해서 효과가 덜 나타나는 경향을 보였다. 같은 농도에서 살펴보았을 경우, 비파 부위별 추출물 중 비파 씨 에탄올 추출물이 비파 잎과 비파 과육 추출물에 비하여 간암세포 증식 억제효과가 더 큰 것으로 확인되었다. 같은 장미과에 속하는 살구 과육 에탄올 추출물의 경우는 3 mg/mL부터 간암세포 증식 억제효과가 뚜렷하게 나타났는데(Yoo et al. 2007) 이는 처리 농도가 본 연구에서 실시한 농도보다 훨씬 높았기 때문이다. Rho & Oh(2002)는 오미자 추출물의 간암세포(SNU-398) 생존율이 48시간 처치 시 100, 200, 400, 800, 1,600 μg/mL의 농도에서 농도 의존적으로 저하되었고, 800 μg/mL 농도에서 암세포 생존률이 38.1%로 나타나, 본 연구의 비파 씨 에탄올 추출물 800 μg/mL 농도와 비슷한 간암세포 생존율을 나타내었다. 

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            H460 cell viabilities of loquat seed, flesh, and leaf ethanol extracts
            Values are the mean ± SE (n=3). a,bValues with different superscript letters in the same part are significantly different(p<0.05) based on Tukey’s test. A,BValues with different superscript letters in the same concentration are significantly different(p<0.05) based on Tukey’s test.

            NS: No significances among groups in the same concentration.

          
          

          

        

      

      
        6. 위암세포 증식 억제효과
        비파 부위별(씨, 과육, 잎) 추출물의 위암세포 성장 억제효과를 알아보기 위하여 위암세포주(AGS)를 대상으로 MTT assay를 이용한 세포생존율을 측정하였다. 씨, 과육 및 잎 추출물 25, 50, 100, 200, 400, 800 μg/mL을 농도별로 처치하여 측정한 결과는 Fig. 2와 같다. 비파 부위별로 살펴보면, 비파 씨 에탄올 추출물로 처리하였을 경우 25 μg/mL부터 농도가 증가할수록 유의하게 위암세포의 생존율이 저하되었으며, 400 μg/mL에서 대조군에 비하여 84.16% 증식 억제효과가 나타났다. 비파 과육 에탄올 추출물은 위암세포의 생존율이 대조군과 비교하였을 때 유의적인 차이가 없었다. 비파 잎 에탄올 추출물은 400 μg/mL부터 유의하게 영향을 미쳐 고농도로 처리 했을 경우에만 위암세포 증식 억제효과가 있는 것으로 나타났다. 같은 농도에서 위암세포 성장 억제효과를 살펴본 결과는 비파 씨 에탄올 추출물이 가장 우수하였으며, 다음으로 비파 잎 추출물, 비파 과육 추출물 순으로 나타났다. 같은 장미과에 속하는 자두의 경우도 위암세포 증식 억제효과가 나타났으며(Kim et al. 2013), 살구 씨와 살구 과육 에탄올 추출물의 경우는 모두 위암세포 증식 억제효과가 본 연구보다 뚜렷하게 나타났는데 이는 본 연구보다도 고농도(4 mg/mL)로 처치한 결과로 보여진다(Yoo et al., 2007). Whang et al.(1996)의 비파 추출물의 항암성 검증 연구에서도 간암세포주(HepG2)와 위암세포주(KATOIII)에 비파 분획물들이 특이적으로 강하게 항암반응을 보였고, 다른 정상세포들에는 별다른 영향을 주지 않았다는 연구도 있었다. 

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            AGS cell viabilities of loquat seed, flesh and leaf ethanol extracts
            Values are the means ± SE (n=3). a,bValues with different superscript letters in the same part are significantly different(p<0.05) based on Tukey’s test. A,BValues with different superscript letters in the same concentration are significantly different(p<0.05) based on Tukey’s test.

          
          

          

        

      

      
        7. 폐암세포 증식 억제효과
        비파 부위별(씨, 과육, 잎) 추출물의 폐암세포 성장 억제효과를 측정하기 위해 폐암세포주(A549)를 대상으로 MTT assay를 이용한 세포 생존율을 측정하였다. 씨, 과육 및 잎 추출물 25, 50, 100, 200, 400, 800 μg/mL을 농도별로 처치하여 측정한 결과는 Fig. 3과 같다. 비파 부위별로 살펴보면, 폐암세포의 경우 비파 씨 에탄올 추출물로 처리하였을 경우 25 μg/mL부터 추출물의 농도가 증가됨에 따라 유의하게 생존율이 저하되었다. 800 μg/mL 농도에서는 대조군에 비하여 17.71%로 폐암세포 증식 억제활성이 높은 것으로 나타났다. 비파 과육 에탄올 추출물의 경우는 800 μg/mL의 고농도로 처리하였을 경우에만 세포 생존율에 영향을 미치는 것으로 나타났다. 그러나 Kim et al.(2013)의 연구에서 자두 추출물의 경우 250 μg/mL 농도부터 폐암세포 증식 억제효과가 있는 것으로 나타나 비파 과육에 비하여 자두가 폐암세포 증식 억제효과가 큰 것으로 보인다. 비파 잎 에탄올 추출물의 경우도 800 μg/mL에서 폐암세포 생존율이 유의적으로 낮아지므로, 고농도에서만 효과가 있는 것으로 나타났다. 같은 농도에서 폐암세포 성장 억제효과를 살펴 본 결과, 비파 씨 에탄올 추출물이 암세포 성장 억제효과가 가장 우수하였으며, 다음으로 비파 잎 추출물, 비파 과육 추출물 순으로 나타났다. 

        이상의 결과 비파 씨 추출물이 간암, 위암 및 폐암세포의 암세포 증식 억제효과가 가장 우수한 것으로 확인되었다. 비파 씨 에탄올 추출물의 암세포 증식 억제효과는 항암활성을 나타내는 생리활성 물질이 관여하는 것으로 보여지며, 추후 암세포 증식 억제효과가 있는 생리활성 물질들에 관한 연구가 필요하며, 암 예방식품으로의 활용 가능성이 있을 것으로 기대된다.

      

    

    

  
    
      IV. 요약
      본 연구는 비파 씨, 과육 및 잎의 부위별 에탄올 추출물이 항산화효과 및 암세포 증식 억제효과를 알아보고자 실시하였다. 총 폴리페놀과 총 플라보노이드 함량은 비파 잎 에탄올 추출물에서 가장 높게 나타났으며, 다음으로는 비파 씨, 과육 추출물 순으로 나타났다. 비파 씨, 과육 및 잎 추출물의 DPPH radical 소거능의 IC50값은 0.049, 0.063, 0.042 mg/mL로 비파 씨와 잎이 과육에 비하여 항산화 활성이 좋은 것으로 나타났다. Rancimat에 의한 항산화능 측정 결과도 비파 씨와 잎 추출물이 높게 나타났다. 비파 부위별 추출물의 암세포 성장억제 효과를 측정한 결과, 비파 씨 에탄올 추출물은 위암과 폐암세포는 농도 의존적으로 저하시켰으나, 간암세포의 경우는 400 μg/mL부터 유의하게 저하시켰다. 비파 잎과 과육 에탄올 추출물은 고농도에서 암세포 증식 억제효과가 나타났다. 이상의 결과 비파 부위별 에탄올 추출물의 항산화 및 암세포 증식 억제효과는 모든 부위에서 나타났으며, 특히 비파 씨 추출물이 가장 좋은 결과를 보였다.
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