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            초록
          
        

        
          The antioxidative activity and antimutagenic activity of the ethanol extracts from pericarp and seeds of wild grape (Vitis coignetiea) were analyzed in this study. The antioxidative activity of the extracts from wild grape was determined using 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) assay and 2,2′-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) assay. The antimutagenic activity of the extracts was evaluated on Salmonella typhimurium TA98 and TA100 by Ames test using 4-nitroquinoline 1-oxide (4-NQO) and sodium azide as mutagens. In the antioxidative activity determination, IC50 values of the DPPH radical scavenging activity of the extracts from pericarp and seeds were 27.16 ppm and 7.61 ppm, respectively. Additionally, ABTS radical scavenging activities of pericarp and seed extract were 99.75% and 98.87% at 200 ppm, respectively. In the antimutagenic activity determination, pericarp extract at 5 mg/plate inhibited 72.6% and 74.3% of mutagenicity of S. typhimurium TA98 induced by 4-NQO and sodium azaid, respectively. Also, the mutagenicity inhibition rates of seed extract at 5 mg/plate were 77.8% and 74.5% in S. typhimurium TA100 induced by 4-NQO and sodium azaid, respectively. These results demonstrate that the ethanol extract from wild grape has remarkable antioxidant activity and antimutagenicity.
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      서  론
      생체 내 과산화수소(H2O2), 수산화기(OH) 및 superoxide anion(O2-)과 같은 활성 산소종(reactive oxygen species)은 동ㆍ식물이 체내에서 세균, 곰팡이, 바이러스 등이 침입하였을 때 이를 사멸시켜 생체를 방어하는 역할을 하지만, 체내에 이런 활성 산소종이 지나치게 증가할 경우 자기 몸의 조직을 공격할 수 있다(Cheon KB 1999). 활성 산소종은 생체 내 주요 구성 성분인 지질, 단백질, 핵산 등의 성분들을 손상시켜 생체기능을 저하시키고(Ludvisson J 1993; Park CS 2005), 유전자를 공격해 돌연변이나 암을 유발할 수 있으며(Cheon KB 1999), 정상적인 대사를 방해하고 산화적 손상을 입혀 각종 질병과 노화를 촉진시킨다(Beckman KB & Ames BN 1998; Ku KM et al 2009). 항산화 활성을 가진 물질들은 체내에서 free radical의 생성을 억제하거나 소거하여 각종 질병을 예방하고 노화를 억제할 수 있어, 활성 산소종에 의한 산화적 스트레스를 억제하며 생체를 보호할 수 있는 항산화제가 최근 크게 주목받고 있다.

      식물에는 플라보노이드와 안토시아닌과 같은 항산화 활성을 가진 성분들이 다양하게 존재하는데, 머루(Vitis coignetiea)는 산포도라고도 불리며, 포도과에 속하는 식물로 사과산, 주석산 등의 유기산과 안토시아닌 등의 색소를 다량 함유하고 있다(Lee DH et al 2004; Choi SY et al 2006a). 또한, 머루에는 칼슘, 인, 철분 등의 무기질 및 비타민 B1, B2, C 등 수용성 비타민도 풍부하게 들어 있다(Bing DJ 2015; Choi SY et al 2006b). 머루 열매는 약용으로 종창, 동상, 이뇨, 두통, 식욕촉진 등을 위해 사용되었으며(Kim NY et al 2006), 뿌리는 염증치료와 항비만 효과(Choi SY et al 2006b)가 있다고 알려져 있다.

      그동안 머루에 관해 수행된 연구를 살펴보면 머루주의 품질 특성과 발효조건의 최적화(Kim SH 2008; Kim YS et al 2008; Lee DH　et al 2004; Seo JS 2008), 머루를 첨가한 약주의 특성(Choi SH & Kwak EJ 2012), 머루즙과 머루주의 이화학적 분석 및 항산화 효과(Choi SY et al 2006a), 머루를 이용한 스파클링 와인 제조(Bing DJ 2015) 등 머루주에 대한 연구가 주로 수행되었으며, 머루즙을 첨가한 빵의 특성(Lee BY et al 2010), 머루 분말을 첨가한 샐러드드레싱의 품질 특성(Bing DJ et al 2015), 머루 분말로 대체한 쌀 시폰 케이크의 품질(Bing DJ & Chun SS 2015), 머루를 이용한 Sourdough 식빵 개발(Bing DJ et al 2014) 등 머루를 첨가한 식품의 특성에 대한 연구들은 많으나, 아직까지 머루의 과피와 종자의 항산화 활성이나 항돌연변이 활성에 대한 연구는 동종인 포도에 비해 미흡하다. 따라서 본 연구에서는 우리가 주로 섭취하는 과육 외에 머루 과피와 종자의 생리활성을 살펴보고, 기능성 식품의 개발을 위한 기초 자료로 이용하고자, 머루의 과피와 종자 추출물의 DPPH, ABTS radical 소거능 측정을 통한 머루의 항산화 활성을 분석하였으며, Ames test를 이용하여 항돌연변이 활성을 측정하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 재료 및 시약
        본 실험에 사용한 머루는 경북 봉화에서 재배하여 수확한 것을 사용하였다. 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl(DPPH), 2,2′-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt, 4-nitroquinoline-1-oxide(4-NQO), dimethylsulfoxide(DMSO), sodium azide는 Sigma Chemical Co.(St. Louis, MO, USA)로부터 구입하였으며, butylated hydroxytoluene(BHT)은 Junsei Chemical Co., Ltd.(Japan)에서 구입하였다.

      

      
        2. 실험 방법
        
          1) 머루 추출물 제조
          머루의 과피와 종자를 분리하고, 종자는 45℃에서 하루 동안 건조시킨 후 분쇄하였다. 머루 과피 및 종자 100 g에 0.1 % HCl-60% ethanol(1:1, V/V) 2 L를 각각 가하여 12시간 동안 추출한 후 여과지(Toyo No. 2, Advantec, Japan)로 여과하는 하는 과정을 4회 반복하였다. 여과액을 회전감압농축기(EYELA, Rikakiki Co., Japan)로 농축하고 동결건조한 후, 추출물은 -20℃에서 냉동 보관하여 실험에 사용하였다.

        

        
          2) 항산화 활성 측정
          (1) DPPH Radical 소거능 측정

          머루 과피 및 종자 추출물의 radical 소거능은 Blois MS (1958)의 방법을 이용하여 측정하였다. 0.1 M sodium acetate buffer(pH 5.5)에 용해한 시료 용액 1 mL와 7.5×10-5 M DPPH 용액 2 mL를 혼합하여 vortex로 교반한 후 37℃에서 30분간 반응시키고, UV/Visible spectrophotometer(Du 800, Beckman, USA)를 사용하여 515 nm에서 흡광도를 측정하였다. 대조군으로는 BHT를 사용하였으며, 3번 반복 실험하였다. 시료의 DPPH radical 소거능은 아래의 식을 이용하여 산출하였으며, IC50 값을 구하였다. 
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          (2) ABTS Radical 소거능 측정

          머루 에탄올 추출물의 ABTS radical 소거능은 Re R 등(1999)의 방법을 수정하여 측정하였다. 즉, 증류수에 녹인 7 mM ABTS 용액과 2.45 mM potassium persulfate 용액을 1:1로 혼합하여 12∼16시간 동안 30℃ 암소에서 방치한 후 5 mM potassium phosphate buffer(pH 7.4)로 734 nm에서 흡광도가 0.7∼0.8이 되도록 희석하였다. ABTS 희석용액 4 mL와 0.1 M sodium acetate buffer(pH 5.5)에 용해시킨 시료 40 µL를 혼합한 다음 1분간 반응시킨 후 734 nm에서 흡광도를 측정하였다. 대조군으로는 BHT를 사용하였으며, 3번 반복 실험하였다. 시료의 ABTS radical 소거능을 구하였고, IC50 값도 산출하였다.
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          3) 항돌연변이 활성 측정
          한국생명공학연구원 생물자원센터에서 분양받은 Salmonella typhimurium TA98(KTCT 2053), Salmonella typhimurium TA-100(KTCT 2054)를 이용하여 Ames test(Maron MI & Ames BN 1983)를 실시하였으며, 사용 균주들은 주기적으로 deep rough(rfa) 돌연변이, histidine 요구성, R-factor, uvrB 돌연변이의 유전형질을 확인하였다. 돌연변이 유발물질로는 직접돌연변이원인 4-NQO와 sodium azide를 사용하였다. 돌연변이 물질은 dose response 예비실험을 통해 최적 농도를 확인한 후 사용하였다. 또한 추출 시료도 본 실험 전에 mutagenicity test를 실시하여 실험균주에 돌연변이를 일으키지 않는 농도를 확인하여 실험에 적용하였다. 돌연변이 물질인 4-NQO와 sodium azide는 각각 DMSO와 멸균수에 녹여 syringe filter(φ=0.2 μm, Advantec, Japan)를 통과시켜 제균한 후 사용하였다. 항돌연변이 실험을 위해 nutrient broth(NB)에서 12시간 동안 활성화시킨 균 배양액을 NB를 이용하여 600 nm에서 흡광도가 0.3∼0.4가 되도록 희석하였다. 멸균한 cap tube에 돌연변이원 50 µL, 시료 50 µL, 희석된 균배양액 100 µL를 첨가한 다음 0.2 M phosphate buffer(pH 7.0)을 첨가하여 최종부피를 700 µL가 되도록 하였다. 이를 37℃ 항온수조에서 30분 동안 배양한 후 0.5 mM histidine/biotin이 첨가된 top agar를 2 mL 넣고 vortex에서 혼합한 후 minimal glucose agar plate에 도말하였다. Plate는 암실에서 1시간 동안 두어 굳혔으며, 굳힌 plate는 37℃에서 48시간 동안 배양한 후 복귀돌연변이의 colony 수를 측정하였다. 항돌연변이 활성은 아래의 식에 의해 산출하였다.
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P : 시료무첨가 복귀돌연변이
S : 시료첨가 복귀돌연변이
N : 자연 복귀돌연변이 

        

      

      
        3. 통계 분석
        모든 실험결과는 SPSS(v. 18.0) 프로그램을 이용하여 통계처리하였다. 실험군 간의 유의성은 분산분석을 실시하고, Duncan's multiple range test(p<0.05)로 검정하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 추출물의 항산화 활성
        
          1) DPPH Radical 소거능
          머루 과피 및 종자 추출물의 농도별 radical 소거능을 측정한 결과는 Fig. 1과 같다. 과피와 종자 추출물 모두 추출물의 농도가 증가함에 따라 radical 소거능도 함께 증가하는 것을 볼 수 있었으며, 특히 종자 추출물의 경우 전반적으로 대조군으로 사용된 BHT보다 radical 소거능이 더 높게 나타남을 볼 수 있었다. 10 ppm 이하의 농도에서는 종자 추출물이 과피 추출물보다 높은 radical 소거능을 보였으나, 50 ppm 이상에서는 종자 추출물과 과피 추출물 사이에 유의적인 차이가 나타나지 않았다. 150 ppm 농도에서는 과피 추출물이 88.7 %, 종자 추출물이 85.6%의 높은 radical 소거능을 보여 BHT (68.0%)보다 유의적으로 높은 radical 소거활성을 나타내었다. Choi SY 등(2006b)의 연구에서는 머루 과피의 분획물 중 가장 높은 DPPH radical 소거능을 가진 ethyl acetate 분획물이 100 ppm에서 79.2%의 소거능을 보였다고 하였는데, 본 연구에서는 머루 과피와 종자 추출물이 100 ppm에서 각각 88.3%와 85.5%의 radical 소거능을 보여 항산화 활성이 좀 더 높은 것으로 나타났다. 또한 Park CS(2005)의 연구에서 목통, 골담초, 당귀 추출물의 DPPH radical 소거능을 측정한 결과, 1,000 ppm에서 각각 87%, 87%, 43%의 radical 소거능을 보여, 본 연구의 머루 과피 추출물이 이들 추출물보다 높은 항산화 활성을 가진 것으로 나타났다.

          
            
            

            Fig. 1. 
				
            

            
              DPPH radical scavenging activity of the ethanol extracts from wild grape.
              Values are means of triplicate.

              1) Values with different capital letters (A∼D) are significantly different among the different concentrations in the same sample (p< 0.05). 

              2) Values with different small letters (a∼c) are significantly different among the different samples at the same concentrations (p< 0.05).

            
            

            

          

          한편, IC50은 검체 농도에 따른 DPPH radical 소거능 변화 곡선으로부터 산화를 50% 억제시키는 농도를 산출한 값으로, 본 실험에서 BHT의 IC50 값은 35.68 ppm이고, 과피와 종자 추출물의 IC50 값은 각각 27.16 ppm, 7.61 ppm으로 산출되어, 머루 추출물이 BHT보다 낮은 IC50 값을 가져 항산화 활성이 우수한 것으로 나타났다. Bang IS(2008)의 연구에서 청일뽕 오디 60% 에탄올 추출물의 항산화력 측정을 위해 DPPH radical 소거능을 측정한 결과, RC50 값(reduce concentration 50%)이 38.5 ppm으로 나타났으며, Park SJ 등(2003)의 연구에서는 78℃, 50℃, 30℃에서 추출한 캠벨얼리종 포도 과피의 RC50 값이 각각 2,437.5 ppm, 2,569.2 ppm, 3,186.1 ppm으로 나타나, 본 연구의 머루 추출물보다 높은 RC50 값을 보였다. 또한 Jin SY(2007)의 연구에서도 DPPH radical을 이용한 석류 부위별 추출물의 RC50 값이 이란산 석류 종자는 94.26 ppm, 이란산 석류 과즙은 838.67 ppm, 국내산 석류 종자는 95.99 ppm, 국내산 석류 과즙은 288.55 ppm이라고 보고하여, 본 연구의 머루 종자 추출물의 항산화 활성이 좀 더 높게 나타났다. 또한 식용과 약용식물의 종자 추출물의 항산화 활성을 분석한 Jeong JA 등(2007)의 연구에서 머루종자 추출물 및 머루×캠벨얼리 교잡종의 종자 추출물의 RC50 값이 각각 71 ppm, 30 ppm이라고 하여, 본 연구에서 측정된 머루 과피와 종자 추출물의 IC50 값이 더 낮아, 이들이 높은 radical 소거능을 가지고 있음을 확인할 수 있었다.

        

        
          2) ABTS Radical 소거능
          ABTS radical 소거활성 측정은 DPPH radical 소거능 측정법과 함께 항산화 활성을 측정하는 대표적인 방법 중의 하나로, potassium persulfate와의 반응으로 생성된 ABTS free radical이 검체에 있는 항산화 물질에 의해 제거되어 radical 특유의 색인 청록색이 탈색되는 원리를 이용하여 측정하는 방법이다. ABTS radical 소거능 측정은 DPPH radical 측정법에 비해 수용성, 지용성 물질의 항산화력을 동시에 측정할 수 있고, 반응시간이 짧아 빠르게 측정할 수 있는 장점을 가지고 있다(Bang CS 2007).

          머루 과피 및 종자 추출물의 ABTS radical 소거능을 측정한 결과는 Fig. 2와 같다. 머루 과피 및 종자 추출물의 ABTS radical 소거능은 앞의 DPPH radical 소거능 결과와 마찬가지로 추출물의 농도가 증가함에 따라 항산화 활성이 증가하는 양상을 나타내었다. 머루 추출물의 항산화력은 ABTS radical 소거능 측정에서도 우수하게 나타나, 머루 과피 및 종자 추출물은 100 ppm에서 각각 82.47%, 99.2%, 200 ppm에서 99.75 %, 99.87%의 매우 높은 radical 소거능을 나타내었다. 또한 종자 추출물이 과피 추출물보다 ABTS radical 소거능이 우수한 것으로 나타나, 100 ppm 농도 이하에서는 종자 추출물의 ABTS radical 소거능이 과피 추출물보다 유의적으로 높게 나타났다. 본 연구결과를 머루와 유사한 베리류의 항산화 활성에 관한 선행연구와 비교해 보면, blueberry, raspberry, mulberrry, strawberry의 에탄올 추출물이 5,000 ppm에서 각각 97.97 %, 93.93%, 95.95%, 96.93%의 ABTS radical 소거능을 보였다고 보고되어(Kang HH 2009), 본 연구의 머루 추출물이 낮은 농도에서도 높은 항산화 활성을 가진 것으로 나타났다. 유자의 항산화 활성에 대한 연구(Lee YJ 2008)에서도 5,000 ppm의 농도에서 유자 whole(과피와 과육 모두)은 67%, 과육은 45%의 radical 소거능을 보여, 본 연구의 머루 추출물의 항산화 활성이 더 높은 것으로 나타났다.

          
            
            

            Fig. 2. 
				
            

            
              ABTS radical scavenging activity of the ethanol extracts from wild grape.
              Values are means of triplicate.

              1) Values with different capital letters (A∼E) are significantly different among the different concentrations in the same sample (p< 0.05). 

              2) Values with different small letters (a∼c) are significantly different among the different samples at the same concentrations (p< 0.05).

            
            

            

          

          ABTS radical 소거능 측정을 통해 머루 과피 및 종자 추출물의 IC50 값은 각각 54.31 ppm, 6.04 ppm으로 산출되어, 머루 종자 추출물의 IC50 값이 머루 과피 추출물보다 더 낮게 나타났다. ABTS radical 소거능 측정을 통해 항산화 활성을 분석한 선행연구에 의하면 유자 과육 에탄올 추출물의 IC50 값은 6.20 mg/mL(Lee YJ 2008)라고 보고되었고, 울금과 강황의 IC50 값은 66.25 ppm과 141.63 ppm이라고 하여(Oh HI et al 2010), 본 연구의 머루 과피 및 종자 추출물이 이들보다 높은 ABTS radical 소거 활성을 가지고 있음을 확인할 수 있었다.

          이와 같이 DPPH와 ABTS radical 소거능 측정을 통해 머루 과피 및 종자 추출물의 항산화 활성이 매우 높은 것으로 나타나, 머루 추출물에는 free radical과 반응하기 적합한 hydroxyl기를 가지고 있는 화합물이 존재하는 것으로 사료되었다(Yoshida T et al 1989; Chen JH & Ho CT 1997; Lee SE et al 2002). 또한 머루 종자 추출물은 전반적으로 ABTS radical 소거능이 DPPH radical 소거능에 비해 더 높게 나타났는데, 이는 소거능에 이용되는 radical의 차이 때문으로 보인다. DPPH는 free radical이고, ABTS는 양이온 radical으로 머루 종자 추출물에는 ABTS 양이온 radical 소거에 우수한 활성을 가진 폴리페놀 성분의 함유량이 높은 것으로 생각되었는데, 실제 Won JH & Kim MR(2012)의 선행연구에서 머루 종자 추출물과 과피 추출물에 다량의 총폴리페놀 화합물이 함유되어 있으며, 과피 추출물(5.98 mg/g)보다 종자 추출물(9.94 mg/g)에 더 많이 폴리페놀이 함유되어 있다고 보고되어, 본 연구의 결과를 뒷받침해 주었다.

        

      

      
        2. 항돌연변이 활성
        항돌연변이 활성 측정을 위해 실험에 사용한 Salmonella typhimurium TA98과 TA100은 각각 frameshift mutation과 base-pair substitution 변이주로서 모두 histidine/biotin plate에서만 성장하고, biotin plate에서는 성장하지 않아 histidine 요구성을 확인할 수 있는 균종이다(Maron MI & Ames BN 1983). 본 연구에서는 균의 돌연변이 유발을 위해 세포 내의 DNA 정보 발현에 직접적인 이상을 일으키는 돌연변이원으로 4-NQO와 sodium azide를 사용하였다. 또한, 머루 과피 및 종자 추출물의 항돌연변이 활성을 측정하기 위한 본 실험 전에 시료 자체의 돌연변이 유발성을 확인한 결과, 직접돌연변이원인 4-NQO와 sodium azide는 음성대조군에 비해 복귀돌연변이 colony 수를 유의적으로 증가시켰으나, 시료첨가군에서는 실험에 사용된 농도의 추출물이 복귀돌연변이 colony 수를 유의적으로 증가시키지 않아 항돌연변이 실험에 적합함을 확인하였다(data not shown).

        먼저 4-NQO를 돌연변이원으로 사용하여 TA100와 TA98에 대한 머루 과피 및 종자 추출물의 항돌연변이 활성을 측정한 결과를 보면, TA100과 TA98 모두 추출물의 농도가 높아질수록 돌연변이 저해율도 높아지는 양상을 보였으며, 5 mg/plate 농도에서 과피와 종자 추출물 모두 65% 이상의 높은 돌연변이 저해활성을 나타내었다(Table 1, Table 2). TA100의 경우, 0.5 mg/plate와 1 mg/plate 농도에서는 머루 과피 추출물과 머루 종자 추출물의 돌연변이 저해 활성에 유의적인 차이가 없었으나, 5 mg/plate에서는 머루 종자 추출물(77.8%)이 머루 과피 추출물(65.8%)보다 유의적으로 높은 돌연변이 저해 활성을 나타내었다(Table 1). TA 98의 경우는 1 mg/plate에서 머루 종자 추출물(31.8.0%)이 머루 과피 추출물(23.8%)보다 돌연변이 저해 활성이 유의적으로 높게 나타났으며, 5 mg/plate에서는 과피와 종자 추출물의 돌연변이 저해활성이 각각 72.6%와 68.0%로 나타나 높은 돌연변이 저해활성을 보였다. 오미자를 재료로 한 선행연구에서 4-NQO를 직접돌연변이원으로 이용한 경우 오미자 에탄올 추출물(5 mg/plate)의 TA100에 대한 항돌연변이 활성이 67.1%라고 하여(Jeon YH et al, 2008a) 머루 추출물의 항돌연변이 저해활성과 유사하였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            The antimutagenic activity of the ethanol extracts from wild grape on the mutagenicity induced by 4-NQO in Salmonella typhimurium TA100
          
          

        

        
          
            
              	Extract
              	4-NQO concentration (µg/plate)
              	Extract concentration (mg/plate)
              	His+ (colony/plate)
              	Inhibition (%)
            

          
          
            	Pericarp
            	Spontaneous revertants
            	203.0± 5.6
            	
          

          
            	0.15
            	0.0
            	1,284.7±50.1
            	
          

          
            	0.15
            	0.5
            	1,091.7±19.4
            	17.8±2.21)A2)
          

          
            	0.15
            	1.0
            	958.0±10.6
            	30.1±4.1B
          

          
            	0.15
            	5.0
            	572.0±17.4
            	65.8±3.3C
          

          
            	Seeds
            	Spontaneous revertants
            	203.0± 5.6
            	
          

          
            	0.15
            	0.0
            	1,284.7±50.1
            	
          

          
            	0.15
            	0.5
            	1,074.0±42.6
            	19.5±2.41)A2)
          

          
            	0.15
            	1.0
            	889.0±19.1
            	36.5±4.1B
          

          
            	0.15
            	5.0
            	443.0±21.5
            	77.8±2.7C*3)
          

        

        
          
            1) Data are expressed as mean±S.D. (n=3).
          

          
            2) Values with different capital letters (A∼C) are significantly different among the different concentrations of the same extract by Duncan's multiple range test (p<0.05).
          

          
            3) The marker (*) indicates significant difference between pericarp extract and seed extract at the same concentration by Student t-test (p<0.05).
          

        

        

        
          Table 2. 
				
          

          
            The antimutagenic activity of the ethanol extracts from wild grape on the mutagenicity induced by 4-NQO in Salmonella typhimurium TA98
          
          

        

        
          
            
              	Extract
              	4-NQO concentration (µg/plate)
              	Extract concentration (mg/plate)
              	His+ (colony/plate)
              	Inhibition (%)
            

          
          
            	Pericarp
            	Spontaneous revertants
            	 20.0±3.0
            	
          

          
            	0.15
            	0.0
            	149.7±5.5
            	
          

          
            	0.15
            	0.5
            	138.7±4.2
            	 8.4±4.81)A2)
          

          
            	0.15
            	1.0
            	118.7±2.5
            	23.8±2.0B
          

          
            	0.15
            	5.0
            	 55.7±5.7
            	72.6±5.3C
          

          
            	Seeds
            	Spontaneous revertants
            	 20.0±3.0
            	
          

          
            	0.15
            	0.0
            	149.7±5.5
            	
          

          
            	0.15
            	0.5
            	127.7±7.0
            	17.1±5.11)A2)
          

          
            	0.15
            	1.0
            	108.7±8.3
            	31.8±4.3B*3)
          

          
            	0.15
            	5.0
            	 61.7±6.5
            	68.0±4.5C
          

        

        
          
            1) Data are expressed as mean±S.D. (n=3).
          

          
            2) Values with different capital letters (A∼C) are significantly different among the different concentrations of the same extract by Duncan's multiple range test (p<0.05).
          

          
            3) The marker (*) indicates significant difference between pericarp extract and seed extract at the same concentration by Student t-test (p<0.05).
          

        

        

        Sodium azide를 돌연변이원으로 이용하여 균주에 대한 머루 과피 및 종자 추출물의 항돌연변이 활성을 측정한 결과는 Table 3과 Table 4에 나타나 있다. 4-NQO를 사용하였을 때와 마찬가지로 TA100과 TA98 모두 추출물의 농도가 높아지면 항돌연변이 활성도 높아지는 경향을 나타냈으며, 5 mg/plate의 농도에서 과피 추출물과 종자 추출물은 66.8%와 74.5%의 높은 항돌연변이 활성을 보였다. TA100의 경우, 실험한 농도 전체에서 머루 종자 추출물이 머루 과피 추출물에 비해 모두 유의적으로 높은 항돌연변이 활성을 나타내었다. TA98의 경우에는 5 mg/plate의 농도에서 과피 추출물과 종자 추출물이 74.3%와 73.6%의 높은 항돌연변이 활성을 보였다. 항돌연변이 활성과 관련된 선행연구를 보면, sodium azide를 돌연변이원으로 사용한 경우, Salmonella typhimurium TA100에 대하여 산수유 에탄올 추출물이 5 mg/plate 농도에서 25.5%의 항돌연변이 활성을 나타내었고(Jeon YH et al 2008b), 오미자 에탄올 추출물은 5 mg/plate 농도에서 45.3%의 항돌연변이 활성을 보였다고 보고되어(Jeon YH et al 2008a), 본 연구에서의 머루 추출물이 같은 농도에서 항돌연변이 활성이 좀 더 우수한 것으로 나타났다.

        
          Table 3. 
				
          

          
            The antimutagenic activity of the ethanol extracts from wild grape on the mutagenicity induced by sodium azide in Salmonella typhimurium TA100
          
          

        

        
          
            
              	Extract
              	Sodium azide concentration (µg/plate)
              	Extract concentration (mg/plate)
              	His+ (colony/plate)
              	Inhibition (%)
            

          
          
            	Pericarp
            	Spontaneous revertants
            	 195.3±34.0
            	
          

          
            	1.5
            	0.0
            	1,173.7±25.3
            	
          

          
            	1.5
            	0.5
            	987.7± 4.5
            	19.0±2.11)A2)
          

          
            	1.5
            	1.0
            	868.3±14.0
            	31.2±1.1B
          

          
            	1.5
            	5.0
            	521.0± 8.2
            	66.8±1.5C
          

          
            	Seeds
            	Spontaneous revertants
            	 195.3±34.0
            	
          

          
            	1.5
            	0.0
            	1,173.6±25.3
            	
          

          
            	1.5
            	0.5
            	782.3±15.0
            	40.0±2.91)A2)*3)
          

          
            	1.5
            	1.0
            	614.0±11.5
            	57.3±1.6B*
          

          
            	1.5
            	5.0
            	445.0±14.7
            	74.5±1.3C*
          

        

        
          
            1) Data are expressed as mean±S.D. (n=3).
          

          
            2) Values with different capital letters (A∼C) are significantly different among the different concentrations of the same extract by Duncan's multiple range test (p<0.05).
          

          
            3) The marker (*) indicates significant difference between pericarp extract and seed extract at the same concentration by Student t-test (p<0.05).
          

        

        

        
          Table 4. 
				
          

          
            The antimutagenic activity of the ethanol extracts from wild grape on the mutagenicity induced by sodium azide in Salmonella typhimurium TA98
          
          

        

        
          
            
              	Extract
              	Sodium azide concentration (µg/plate)
              	Extract concentration (mg/plate)
              	His+ (colony/plate)
              	Inhibition (%)
            

          
          
            	Pericarp
            	Spontaneous revertants
            	21.7±2.1
            	
          

          
            	1.5
            	0.0
            	65.7±4.5
            	
          

          
            	1.5
            	0.5
            	52.0±3.6
            	31.0±1.41)A2)
          

          
            	1.5
            	1.0
            	41.0±2.0
            	55.8±5.0B
          

          
            	1.5
            	5.0
            	33.0±2.0
            	74.3±6.6C
          

          
            	Seeds
            	Spontaneous revertants
            	21.7±2.1
            	
          

          
            	1.5
            	0.0
            	65.7±4.5
            	
          

          
            	1.5
            	0.5
            	50.0±3.0
            	35.5±1.21)A2)*3)
          

          
            	1.5
            	1.0
            	43.3±4.9
            	50.8±4.6B
          

          
            	1.5
            	5.0
            	33.3±3.2
            	73.6±1.7C
          

        

        
          
            1) Data are expressed as mean±S.D. (n=3).
          

          
            2) Values with different capital letters (A∼C) are significantly different among the different concentrations of the same extract by Duncan's multiple range test (p<0.05).
          

          
            3) The marker (*) indicates significant difference between pericarp extract and seed extract at the same concentration by Student t-test (p<0.05).
          

        

        

      

    

    

  
    
      요약 및 결론
      본 연구에서는 머루의 생리활성을 탐색하고, 건강식품의 소재로 이용하기 위한 기초자료를 얻기 위하여 머루 과피와 종자 추출물의 항산화 활성 및 항돌연변이 활성을 분석하였다. 연구 결과, 머루 과피 및 종자 추출물의 DPPH radical에 대한 IC50 값은 각각 27.16 ppm, 7.61 ppm으로 대조군으로 이용한 BHT의 IC50(35.68 ppm)보다 낮아 우수한 항산화 활성을 가지고 있는 것으로 나타났다. 또한, ABTS radical 소거능 측정에서도 200 ppm의 농도에서 머루 과피 및 종자 추출물은 각각 99.75%, 99.87%의 매우 높은 소거능을 나타내었다. 한편, 머루 과피 및 종자 추출물의 Salmonella typhimurium TA98과 TA100에 대한 돌연변이 억제 활성을 측정한 결과, 두 추출물 모두 농도가 높아질수록 돌연변이 억제 활성이 증가하는 것으로 나타났다. 4-NQO를 돌연변이원으로 사용한 경우, 5 mg/plate 농도에서 TA100에 대해 머루 종자 추출물과 과피 추출물은 각각 77.8%, 65.8%의 항돌연변이 활성을 보였으며, TA98에 대해서는 68.0%와 72.6%의 항돌연변이 활성을 보였다. Sodium azide를 돌연변이원으로 사용한 경우에는 같은 농도에서 과피 추출물과 종자 추출물은 TA100에 대해 각각 66.8%와 74.5%의 항돌연변이 활성을 보였고, TA98에 대해서는 74.3%와 73.6%의 항돌연변이 활성을 보여 높은 항돌연변이 활성을 가지고 있는 것으로 나타났다. 이들 결과를 볼 때, 머루 과피와 종자 추출물은 높은 항산화 활성 및 항돌연변이 활성을 가지고 있는 것이 확인되어, 향후 이를 기능성 식품의 소재로 활용할 수 있을 것으로 보인다.
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