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            초록
          
        

        
          This study examined the antioxidant activity and cytotoxicity of the ethanol extract of Glycyrrhizae radix (GR) and ethanol extract of Glycyrrhizae radix cultured with Paecilomyces japonica mycelium (GRPM). The total polyphenol contents of GR and GRPM were 50.55 mg GAE/g and 63.97 mg GAE/g, respectively, and the corresponding total flavonoid contents were 6.87 mg QE/g and 11.39 mg QE/g. These results mean that the polyphenol and flavonoid contents of GRPM increased during the culture of Glycyrrhizae radix with Paecilomyces japonica mycelium. In the DPPH and ABTS assay, GRPM exhibited higher antioxidant activity than GR. The MTT and SRB assay showed that the cytotoxicity of GRPM was significantly higher than that of GR on all human cancer cells tested, including A549, Hep3B, and HeLa cells. In addition, the numbers of A549 cells treated with GRPM decreased and most cells did not attach to the plates and were constricted. These results suggest that GRPM can be used as a functional material with good antioxidant activity and cytotoxicity.
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      서론
      우리나라 국민들의 식생활이 서구화되면서 고혈압, 동맥경화, 당뇨병, 암 등과 같은 성인병의 발생이 증가하고 있으며, 이에 따라 국민들이 건강에 대한 관심이 높아져 질병의 예방 및 개선에 효과적인 생리활성을 가진 전통 약용식물에 대한 수요도 증가하고 있다.

      약용식물 중 한약 조제 시 원료로 많이 사용되는 감초(Licorice, Glycyrrhizae radix)는 콩과에 속하는 다년생 초본 식물로 주로 뿌리가 이용되며, 맛이 달고 독이 없으며 따뜻한 기운을 가지고 있어 약제 외에도 건강음료, 감미료 등의 소재로 식품산업에서 이용되고 있다. 감초에 함유된 사포닌 계통의 감미성분인 glycyrrhizin은 항산화, 항염증, 항바이러스, 간 보호 효과 등을 가지고 있고(Sohn EJ 등 2003; Matsui S 등 2004; Wan XY 등 2009; Wolkerstorfer A 등 2009), liquiritigenin 성분은 항균 활성이 뛰어나며, 특히 그람 음성균인 Bacillus cereus, Listeria monocytogenes에대한 항균 효과가 높은 것으로 보고되었다(Ahn EY 등 1998; Kim E & Kim M 2016).

      눈꽃동충하초(Paecilomyces japonica)는 약용버섯의 일종인 동충하초의 대표적인 속으로 분생자병속에 포자를 형성하는 불완전균이며, 동충하초는 혈당 강하 효과, 신장 및 간 보호 기능 등의 생리활성을 가지고 있는 것으로 알려져 있다(Kwon YM 등 2001; Wang Y 등 2010). 눈꽃동충하초에 대한 선행연구로는 알코올을 과량 투여한 흰쥐에 인진쑥과 눈꽃동충하초 투여가 지질대사 개선 및 간독성 저하에 미치는 영향을 분석한 연구(Han EK 등 2009), 눈꽃동충하초 물추출물이 흰쥐의 알코올 분해 및 대사에 미치는 영향에 대한 연구(Kim JM 등 2008), 눈꽃동충하초가 고지방 식이를 섭취한 흰쥐의 지질대사에 미치는 영향에 대한 연구(Koh J & Choi MA 2003), 눈꽃동충하초를 첨가한 민속주 제조에 관한 연구(Lee DH 등 2002) 등이 수행되었으나, 대부분 동충하초의 자실체를 이용한 연구로 균사체를 이용한 연구는 아직 미흡한 실정이다. 버섯류의 유용한 생리활성 물질은 자실체뿐만 아니라 균사체에도 존재하는 것으로 알려져 최근에는 균사체 이용에 대한 관심이 증가하고 있다. 또한 균류는 생장하면서 배지에 함유된 성분을 다양한 기능성을 가진 물질로 전환할 수 있는 능력을 가지고 있어 최근에는 천연물에 균사체를 배양하여 천연물의 생리활성을 더욱 증가시키기 위한 연구들이 수행되고 있다(Zhang MW 등 2016; Ryu JS 2012). 따라서 본 연구에서는 감초의 생리적 활성을 증가시켜 새로운 기능성 소재로서의 이용 가능성을 살펴보기 위하여 감초에 눈꽃동충하초 균사체를 고체배양하고, 배양추출물의 항산화 활성 및 암세포에 대한 세포독성 효과를 분석하였다. 

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 재료 및 시약
        본 실험에 사용한 감초는 대구광역시 약령시장에서 구입하였으며, 눈꽃동충하초 균사체(Paecilomyces japonica)는 산림청 국립산림과학원에서 분양받아 사용하였다. 실험에 사용된 gallic acid, quercetin, 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl (DPPH), 2-2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt(ABTS), L-ascorbic acid, dimethylsulfoxide (DMSO), trichloroacetic acid(TCA), thiazoly blue tetrazolium bromide(MTT), sulforhodamine B(SRB), Folin-Ciocalteu's phenol reagent는  Sigma Chemical Co.(St. Louis, MO, USA)에서 구입하였으며, potato dextrose agar(PDA), potato dextrose broth(PDB)는 Acumedia(Lansing, MI, USA)에서 구입하였다. 또한 세포 배양을 위한 Dulbecco's modified eagle's minimal essential medium(DMEM/High glucose), Roswell Park Memorial Institute medium(RPMI-1640, with L-glutamin), fetal bovine serum(FBS)는 Hyclone Co.(Logan, UT, USA)에서 구입하였다. 

      

      
        2. 균사체 배양 및 배양물 제조
        멸균된 PDA 배지에 균사체를 접종하여 25℃에서 7일간 배양하고, 액체종균 제조를 위해 활성화된 균총을 PDB에 접종하여 25℃에서 5일간 진탕배양하였으며, 배양 후 homogenizer(400 Mark Ⅱ, Seward, UK)로 균질화하여 사용하였다. 감초는 증류수에 1시간 동안 침지하고, 121℃에서 15분간 고압 멸균하여 냉각한 후, 제조한 액체종균을 접종하고 25℃ 배양기에서 10일간 배양하였다.

      

      
        3. 추출물 조제
        감초 및 감초와 눈꽃동충하초 균사체 배양물에 20배(w/v)의 80% 에탄올을 가하여 상온에서 24시간 동안 추출하였다. 추출액은 여과지로 여과하고 감압농축기(LABOROTA 4000-efficient, Heidolph Instruments GmbH & Co., KG, Germany)로 농축시킨 후 동결건조기(EYELA, Tokyo Rikakikai Co., Tokyo, Japan)를 이용하여 동결건조하여 -20℃에서 냉동보관하였다. 

      

      
        4. 총 폴리페놀 함량 측정
        총 폴리페놀 함량은 Folin-Denis 법(Singleton VL & Rossi JA 1965)에 따라 측정하였다. 증류수 5 mL와 0.1 M sodium acetate buffer(pH 5.5)에 용해한 시료 1 mL를 혼합한 후 Folin-Ciocalteu 시약 0.5 mL를 첨가하여 8분간 방치한 후 7% Na2CO3 10 mL를 첨가하였다. 혼합액의 최종 부피가 25 mL가 되도록 증류수를 채우고 암소에서 2시간 방치한 후 UV/visible spectrophotometer(DU 800, Beckman, USA)를 이용하여 750 nm에서 흡광도를 측정하였다. 총 폴리페놀 함량은 시료 g당 gallic acid mg 당량(mg GAE/g)으로 구하였으며, 3회 반복 실험하여 평균값으로 나타내었다.

      

      
        5. 총 플라보노이드 함량
        총 플라보노이드 함량은 Moreno MI 등(2000)의 방법에 따라 측정하였다. 시험관에 10% aluminum nitrate 0.1 mL와 1 M의 aqueous potassium acetate 0.1 mL, 80% ethanol 4.3 mL를 넣어 혼합한 뒤 0.1 M sodium acetate buffer(pH 5.5)에 용해한 시료 0.5 mL를 첨가하여 실온에서 40분간 방치한 후, UV/visible spectrophotometer를 이용하여 510 nm에서 흡광도를 측정하였다. 총 플라보노이드 함량은 시료 g당 quercetin mg 당량(mg QE/g)으로 구하였으며, 3회 반복 실험하여 평균값으로 나타내었다.

      

      
        6. DPPH 라디칼 소거 활성
        DPPH 라디칼 소거 활성은 Blois MS(1958)의 방법에 따라 측정하였다. 0.1 M sodium acetate buffer(pH 5.5)에 용해한 시료 1 mL와 7.5 × 10—5 M DPPH 용액 2 mL를 혼합하여 37℃에서 30분간 반응시킨 후 UV/Vis spectrophotometer를 이용하여 517 nm에서 흡광도를 측정하였다. 대조군으로 L-ascorbic acid를 사용하였고, DPPH 라디칼 소거 활성은 아래의 식을 이용하여 구하였으며, 3회 반복 실험하여 평균값으로 나타내었다.

        
          
            
              
                전
                자
                공
                여
                능
                (
                %
                )
                =
                
                  
                    대
                    조
                    구
                    의
                     
                     
                    흡
                    광
                    도
                    -
                    시
                    료
                    첨
                    가
                    구
                    의
                     
                     
                    흡
                    광
                    도
                  
                  
                    대
                    조
                    구
                    의
                     
                     
                    흡
                    광
                    도
                  
                
                 
                 
                 
                ×
                 
                100
              
            
          
        

      

      
        7. ABTS 라디칼 소거 활성
        ABTS 라디칼 소거 활성은 Re R 등 (1999)의 방법을 사용하여 측정하였다. 7 mM의 ABTS 용액과 2.45 mM의 potassium persulfate를 1:1로 혼합하여 암소에서 12시간 방치시킨 뒤, 5 mM potassium phosphate buffer(pH 7.4)를 이용하여 413 nm에서 흡광도가 0.7∼0.8이 되도록 희석하였다. ABTS 희석용액 4 mL와 0.1 M sodium acetate buffer(pH 5.5)에 용해한 시료 40 µL를 혼합하여 1분간 반응시킨 후 UV/visible spectrophotometer를 이용하여 413 nm에서 흡광도를 측정하였다. 대조군으로 L-ascorbic acid를 사용하였고, ABTS 라디칼 소거 활성은 DPPH 라디칼 소거능 측정에 사용한 식을 이용하여 구하였으며, 3회 반복 실험하여 평균값으로 표시하였다. 

      

      
        8. 세포주 배양
        실험에 사용한 암세포는 A549(인체 폐암 세포), Hep3B(인체 간암 세포), HeLa(인체 자궁경부암 세포)이며, 한국세포주은행(Korea Cell Line Bank, Seoul, KCLB, Korea)에서 분양받아 사용하였다. 배양 시 HeLa 및 A549는 RPMI-1640, Hep3B는 DEME 배지를 사용하였고, 10%의 FBS 및 1%의 penicillin-streptomycin을 배양액에 첨가하였으며, 37℃, 5% CO2 조건에서 계대배양하였다.

      

      
        9. MTT Assay
        추출물의 암세포 증식 억제 효과를 측정하기 위해 Carmichael J 등(1987)의 방법을 사용하여 MTT assay를 실시하였다. 배양한 암세포를 1 × 105 cell/mL로 희석하여 96 well plate에 180 μL씩 분주하고, 37℃, 5% CO2 incubator에서 24시간 동안 배양하였다. 배양 후 배지 80 μL를 제거하고, 각 well에 농도별 시료를 100 μL씩 첨가하여 위와 동일한 조건에서 48시간 동안 배양하였다. 여기에 5 μg/mL MTT 용액 20 μL를 첨가하고 4시간 배양한 후, 배양액을 제거하고 DMSO:ethanol(1:1) 용액 150 μL를 첨가하여 30분간 진탕배양한 뒤 ELISA reader(VersaMax, Molecular Device, Silicon Valley, CA, USA)를 이용하여 550 nm에서 흡광도를 측정하였다. 암세포 증식 억제 효과는 아래의 식을 이용하여 세포독성으로 구하였으며, 3회 반복 실험하여 평균값으로 나타내었다. 
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        10. SRB Assay
        SRB assay는 Doll R & Peto R(1981)의 방법을 이용하였다. 배양한 세포를 5 × 104 cells/mL로 희석하여 96 well plate에 분주하고 37℃, 5% CO2 incubator에서 24시간 배양한 후, 농도별 시료 100 μL를 첨가하여 동일한 조건에서 48시간 동안 배양하였다. 배양 후 배지를 제거하고 10% TCA 100 μL를 첨가하여 4℃에서 1시간 동안 방치하였다. 그 후, TCA를 제거하고 멸균수로 5회 세척한 다음 실온에서 건조한 뒤 0.4% SRB 용액을 100 μL씩 첨가하여 30분간 염색하였다. 이를 1% acetic acid로 5회 세척하고 다시 실온에서 건조시킨 후, 10 mM tris buffer(pH 10.5) 100 μL를 첨가하고 ELISA reader를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 암세포에 대한 세포독성은 MTT assay와 동일한 식으로 계산하였으며, 3회 반복 실험하여 평균값으로 나타내었다.

      

      
        11. 암세포 형태 관찰
        추출물 처리 시 암세포의 형태학적 변화 관찰을 위해 A549 cell을 96 well plate에 1 × 105 cells/mL로 분주하여 37℃, 5% CO2 incubator에서 24시간 동안 배양한 후, 농도별 추출물을 각각 처리하여 48시간 배양 후에 inverted microscope(Axioplan 2 etc, Carl Zeiss, Germany)를 이용하여 세포형태를 관찰하였다.

      

      
        12. 통계처리
        본 실험의 자료들은 SPSS(version 20) program으로 t-test 및 분산분석(ANOVA, analysis of variance)으로 통계분석하였으며, 시료들 간의 유의성 검증은 Duncan's multiple range test를 이용하여 실시하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 총 폴리페놀 함량
        감초 추출물(GR)및 감초와 눈꽃동충하초 균사체 배양추출물(GRPM)에 대한 총 폴리페놀 함량을 Table 1에 나타내었다. GR 및 GRPM의 총 폴리페놀 함량은 각각 50.55 mg GAE/g, 63.97 mg GAE/g으로 나타나, 감초에 눈꽃동충하초 균사체를 배양했을 때 본래 감초보다 유의적으로 총 폴리페놀 함량이 증가한 것을 확인할 수 있었다. Joung EM 등(2010)의 연구에서도 배양기간에 따른 버섯균사체 인삼배양물의 총 폴리페놀 함량을 측정한 결과, 원료 인삼 추출물에 비해 버섯균사체로 배양한 인삼 추출물의 총 폴리페놀 함량이 높게 나타나 본 연구결과와 유사하였으며, 이러한 결과들을 통해 균사체에 의한 배양과정에서 폴리페놀 화합물이 증가함을 확인할 수 있었다. 폴리페놀 화합물은 자연계에 널리 분포되어 있는 천연 성분으로 분자 구조에 다수의 하이드록실기(—OH)를 가지고 있는데, 이들은 라디칼을 쉽게 제거함으로써 산화억제 작용을 나타낸다. 따라서 균사체와의 배양을 통해 폴리페놀 화합물이 증가됨으로써 배양물의 항산화 활성이 증가되는데 기여할 수 있을 것으로 보였다.

      

      
        2. 총 플라보노이드 함량
        GR 및 GRPM의 총 플라보노이드 함량은 Table 1에 제시한 것과 같이 GR은 6.87 mg QE/g, GRPM은 11.39 mg QE/g으로, 감초보다 눈꽃동충하초 균사체로 배양한 감초 추출물의 총 플라보노이드 함량이 유의적으로 높게 나타났다. Park MH & Kim MR(2017)도 창출을 영지버섯 균사체로 배양하였을 때 본래 창출보다 총 플라보노이드 함량이 증가했다고 보고하였으며, Kim DB 등(2014)도 노루궁뎅이버섯을 이용하여 발효한 가시오가피 추출물이 가시오가피 추출물보다 총 플라보노이드 함량이 높다고 보고하여 본 연구와 유사한 결과를 보였다. 따라서 이들 연구 결과들을 볼 때 균사체와의 발효과정 동안 플라보노이드 성분이 증가함을 확인할 수 있었다. 

        
          Table 1.  
				
          

          
            Contents of total polyphenols and total flavonoids of ethanol extracts from Glycyrrhizae radix and Glycyrrhizae radix cultured with Paecilomyces japonica mycelium
          
          

        

        
          
            
              	Sample1)
              	Total polyphenols2) (mg GAE/g)
              	Total flavonoids3) (mg QE/g)
            

          
          
            	GR
            	50.55±1.98
            	6.87±0.76
          

          
            	GRPM
            	63.97±0.44**4)
            	11.39±0.48**
          

        

        
          
            1) GR: ethanol extract from Glycyrrhizae radix, GRPM: ethanol extract from Glycyrrhizae radix cultured with Paecilomyces japonica mycelium.
          

          
            2) Gallic acid was used as a standard for measuring total polyphenol content.
          

          
            3) Quercertin was used as a standard for measuring total flavonoid content.
          

          
            4) Means are significantly different between GR and GRPM by t-test (**: p<0.01).
          

        

        

      

      
        3. DPPH 라디칼 소거 활성
        DPPH 라디칼은 비교적 안정한 화합물로 항산화 활성을 갖는 물질을 만나면 라디칼이 소거되어 탈색되는 원리를 이용하여 항산화 활성을 검정하는데 자주 사용되는 물질이다. DPPH 라디칼 소거 활성법은 간단하면서도 비용이 저렴하여 항산화 활성 측정에 대표적으로 사용되고 있는 방법이다(Yoo KM 등 2007). GR과 GRPM의 DPPH 라디칼에 소거 활성은 Fig. 1과 같다. 이 그래프를 이용하여 IC50값을 구한 결과, 대조군인 L-ascorbic acid는 29.87 μg/assay로 가장 높은 라디칼 소거 활성을 보였으며, GR은 200.47 μg/assay, GRPM은 181.32 μg/assay의 값을 나타내 GR에 비해 GRPM의 DPPH 라디칼 소거 활성이 높게 나타났다. GRPM의 라디칼 소거 활성은 300 μg/assay 이상에서 GR보다 유의적으로 높았으며, 500 μg/assay, 700 μg/assay, 1,000 μg/assay에서 85.25%, 86.71%, 87.42%의 높은 라디칼 소거 활성을 보여 500 μg/assay 이상의 농도에서는 대조군과 유의한 차이가 없었다. Joung EM 등(2010)은 원료 인삼 추출물보다 버섯균사체로 배양한 인삼 추출물의 DPPH 라디칼 소거능이 높게 나타났다고 하였으며, Shin YK 등(2008)도 장수상황버섯 균사체로 발효시킨 한약재 추출물의 DPPH 라디칼 소거능을 측정한 결과 한약재에 따라 차이는 있었으나 발효 전 한약재에 비해 발효 후 한약재의 라디칼 소거능이 높게 나타났다고 보고하여, 본 연구결과는 균사체와의 배양 시 항산화 활성이 증가한 이들 선행연구와 일치하였다.

        
          
          

          Fig. 1.  
				
          

          
            DPPH radical scavenging activity of ethanol extracts from Glycyrrhizae radix and Glycyrrhizae radix cultured with Paecilomyces japonica mycelium. 
            GR: ethanol extract from Glycyrrhizae radix, GRPM: ethanol extract from Glycyrrhizae radix cultured with Paecilomyces japonica mycelium. Means with the different letters are significantly different at the same concentration by Duncan's multiple range test (p<0.05).

          
          

          

        

      

      
        4. ABTS 라디칼 소거 활성
        ABTS 라디칼 소거활성 측정은 potassium persulfate와의 반응으로 생성된 ABTS 라디칼이 검체에 있는 항산화 물질에 의해 제거되어 라디칼 특유의 청록색이 탈색되는 원리를 이용하여 측정하는 방법이다(Won JH & Kim M 2016). GR과 GRPM의 ABTS 라디칼 소거 활성은 Fig. 2와 같이 나타났다. Fig. 2를 토대로 구한 각 시료의 IC50값을 비교한 결과, 대조군인 L-ascorbic acid는 25.06 μg/assay, GR은 37.99 μg/assay, GRPM은 35.53 μg/assay로 나타나 GR과 GRPM의 ABTS 라디칼 소거 활성은 L-ascorbic acid에 비해 낮았으나, GR과 GRPM의 라디칼 소거 활성도 상당히 높은 것으로 나타났다. 특히 GRPM은 100 μg/assay에서 92.79%, 300 μg/assay에서 98.47%의 라디칼 소거 활성을 보여 매우 높은 항산화성을 가지고 있음을 확인할 수 있었다. 한편, 300 μg/assay 이상의 농도에서는 모든 시료의 라디칼 소거 활성이 95% 이상으로 이미 거의 한계치에 도달하였기 때문에 GR과 GRPM의 라디칼 소거 활성이 대조군과 유의적인 차이를 보이지 않았다. 상황버섯 균사체를 이용하여 발효한 홍삼과 비발효홍삼의 ABTS 라디칼 소거능에 대한 IC50값을 측정한 연구에서도 발효홍삼은 2.6 mg/mL, 비발효홍삼은 5.2 mg/mL로 나타나 균사체를 이용하여 발효한 홍삼의 라디칼 소거능이 증가하였다고 보고하였다(Ryu JS 2012). 본 실험에서 측정한 DPPH 라디칼 소거 활성 결과와 ABTS 라디칼 소거 활성 결과를 종합적으로 살펴볼 때, 두 결과에서 모두 전체적으로 GRPM이 GR보다 높은 라디칼 소거 활성을 보여 눈꽃동충하초 균사체를 이용하여 배양하는 과정을 통해 항산화성이 증가함을 확인할 수 있었다. Kim SJ 등(2004)은 버섯균사체를 뽕나무 첨가 배지에서 배양시키는 과정에서 버섯균의 생물 전환 능력에 의해 배지에 함유된 항산화성이 낮은 화합물이 항산화성이 높은 물질로 전환되었다고 보고하였는데, 본 연구에서도 눈꽃동충하초 균사체가 감초에서 배양되는 과정에서 생물 전환 능력에 의해 폴리페놀 화합물, 플라보노이드 화합물 등의 항산화 물질들이 증가한 것으로 나타났다. 또한 여러 선행연구에서 항산화 활성과 총 폴리페놀 및 플라보노이드 함량 사이에 양의 상관관계가 있다고 보고하여 이들 물질의 증가가 항산화성 증가에 영향을 준다고 하였는데(Kwak CS 등 2005, Kim EJ 등 2012), 본 연구에서도 GRPM의 총 폴리페놀과 총 플라보노이드 함량이 GR보다 높게 나타나 이들이 라디칼 소거 활성 증가에 기여했을 것으로 생각된다.

        
          
          

          Fig. 2.  
				
          

          
            ABTS radical scavenging activity of ethanol extracts from Glycyrrhizae radix and Glycyrrhizae radix cultured with Paecilomyces japonica mycelium.
            GR: ethanol extract from Glycyrrhizae radix, GRPM: ethanol extract from Glycyrrhizae radix cultured with Paecilomyces japonica mycelium. Means with the different letters are significantly different at the same concentration by Duncan's multiple range test (p<0.05). 

          
          

          

        

      

      
        5. MTT Assay
        MTT assay는 살아있는 세포내에 존재하는 미토콘드리아의 탈수소효소작용에 의해 노란색을 띄는 MTT tetraxolium이 보라색의 불용성 MTT formazan으로 환원되는 원리를 이용한 방법이다(Denizot F & Lang R 1986). GR 및 GRPM을 이용하여 암세포인 A549, Hep3B, HeLa에 대해 MTT assay를 실시한 결과는 Fig. 3과 같다. 두 시료 모두 실험에 사용된 모든 암세포에 대해 농도 의존적으로 세포독성 효과를 나타내었으며, 그 정도는 시료와 암세포의 종류에 따라 차이가 있었다. 인체 폐암 세포인 A549의 경우 200∼800 ppm 농도에서 GR은 3.77∼35.23%, GRPM은 16.15∼81.96%의 세포독성을 나타내었다. 400 ppm을 제외한 모든 농도에서 GRPM이 GR에 비해 높은 세포독성을 나타났으며, 특히 600 ppm, 800 ppm에서는 GRPM의 세포독성이 GR에 비해 2배 이상 더 높게 나타나 암세포에 대한 세포 증식 억제 효과가 강함을 보여주었다. 인체 간암세포인 Hep3B에 대한 세포독성 측정 결과, 200∼800 ppm 농도에서 GR은 12.46∼65.78%, GRPM은 52.20∼91.34%의 세포독성을 보였으며, 모든 농도에서 GR에 비해 GRPM의 세포독성이 유의적으로 높았다. 또한 GRPM은 600 ppm부터 Hep3B에 대해 90%가 넘는 높은 세포독성 효과를 나타내었다. 자궁경부암 세포인 HeLa에 대한 세포독성 측정 결과, 200∼800 ppm 농도에서 GR은 14.54∼86.22%, GRPM은 27.77∼96.10%의 세포독성을 보였으며, 모든 농도에서 GRPM의 세포독성이 GR보다 유의적으로 높았다. GRPM은 400 ppm의 낮은 농도에서도 92.89%의 세포독성을 나타내어 HeLa에 대한 높은 암세포 증식 억제 효과를 확인할 수 있었다. 표고버섯 균사체로 배양한 감초 추출물의 항암 효과를 분석한 Bae MJ & Ye EJ(2007)의 연구에서도 Hep3B에 대해 1∼3 mg/mL 농도에서 감초 추출물이 33.26∼52.77%, 감초 균사체 추출물이 78.81∼100%의 세포 증식 억제율을 나타내었으며, 같은 농도에서 HeLa에 대해 감초 추출물이 4.62∼7.16%, 감초 균사체 추출물이 28.67∼97.73%의 세포 증식 억제율을 나타내어, 감초 추출물보다 감초 균사체 추출물의 암세포 증식 억제율이 확연히 높다고 보고하였다. 또한 유방암 세포인 MCF-7의 증식 억제율과 고형암 억제효과도 감초 추출물에 비해 감초 균사체 추출물이 높다고 보고하여 감초에 균사체를 배양하는 과정을 통해 암세포에 대한 증식 억제 활성이 증가된 본 연구결과와 일치함을 확인할 수 있었다. 

        
          
          

          Fig. 3.  
				
          

          
            Cytotoxicity of ethanol extracts from Glycyrrhizae radix and Glycyrrhizae radix cultured with Paecilomyces japonica mycelium on human cancer cell lines by MTT assay.
            GR: ethanol extract from Glycyrrhizae radix, GRPM: ethanol extract from Glycyrrhizae radix cultured with Paecilomyces japonica mycelium. Means with small letters (a~c) are significantly different among different concentrations of GR by Duncan's multiple range test (p<0.05). Means with capital letters (A~D) are significantly different among different concentrations of GRPM by Duncan’s multiple range test (p<0.05). Means with star marks are significantly different between GR and GRPM at the same concentration by t-test (p<0.05).

          
          

          

        

      

      
        6. SRB Assay
        SRB assay는 sulforhodamine B(SRB)로 살아있는 세포내 핵단백질을 염색하여 세포 독성을 측정하는 방법으로(Skehan P 등 1988), 본 연구에서는 더욱 신뢰성 있는 결과를 얻기 위하여 MTT assay뿐만 아니라, SRB assay도 함께 실시하여 세포독성을 측정하였다. SRB assay를 이용하여 측정한 GR과 GRPM의 세포독성 결과는 Fig. 4와 같다. A549에 대한 세포독성 측정 결과, 200∼800 ppm의 농도에서 GR은 3.77∼37.45%, GRPM은 35.66∼80.94%의 세포독성을 보였으며, GRPM은 GR에 비해 모든 농도에서 유의적으로 높은 세포독성을 보였다. 특히 400∼800 ppm에서 GRPM은 GR보다 40% 이상 더 높은 세포독성을 나타내었다. Hep3B에 대한 세포독성 측정 결과, 200∼800 ppm에서 GR은 5.43∼58.35%, GRPM은 30.27∼76.73%의 세포독성을 보였으며, 모든 농도에서 GRPM이 GR보다 높은 세포독성을 나타내었다. HeLa에 대한 세포독성 측정 결과, GR은 25.12∼86.74%, GRPM은 26.48∼91.30%의 세포독성을 보여 다른 암세포에 비해 세포독성이 높게 나타났다. 마늘 첨가 복합배지에서 배양된 영지버섯 균사체를 이용하여 SRB assay를 수행한 Mun HC 등(2004)의 연구에서도 마늘 추출물에 비해 마늘 첨가 복합배지에서 배양된 균사체 추출물의 항암 활성이 높게 나타나 균사체와의 배양 시 항암 활성의 증강 효과를 확인하였다고 보고하였는데, 본 연구에서도 이와 같은 암세포 증식 억제 효과를 볼 수 있었다.

        
          
          

          Fig. 4.  
				
          

          
            Cytotoxicity of ethanol extracts from Glycyrrhizae radix and Glycyrrhizae radix cultured with Paecilomyces japonica mycelium on human cancer cell lines by SRB assay.
            GR: ethanol extract from Glycyrrhizae radix, GRPM: ethanol extract from Glycyrrhizae radix cultured with Paecilomyces japonica mycelium. Means with small letters (a~d) are significantly different among different concentrations of GR by Duncan's multiple range test (p<0.05). Means with capital letters (A~D) are significantly different among different concentrations of GRPM by Duncan's multiple range test (p<0.05). Means with star marks are significantly different between GR and GRPM at the same concentration by t-test (p<0.05).

          
          

          

        

        MTT assay와 SRB assay를 통해 GR 및 GRPM의 암세포에 대한 세포독성 결과를 보면, 두 assay에서 모두 GRPM은 모든 암세포에서 GR보다 높은 세포독성을 나타내 일치된 결과를 보여주었다. 또한 A549에 대해서는 GRPM의 세포독성이 GR에 비해 현저히 큰 효과를 나타냈으며, HeLa에 대해 가장 높은 암세포 증식 억제 효과를 보였다. Park JH 등(2011)은 감초에서 분리한 glabridin, glabrol, abyssinone II, isoliquiritigenin이 암세포에 대해 세포독성 효과가 있다고 하였고, Hatano T 등(1988)은 플라보노이드 계통인 liquiritin, isoliquiritin, apioliquiritin, liquiritigenin, glycyrol, glycyrin, licoricidin 및 licoricone과 페놀 계통인 licopyranocoumarin, glycocoumarin 등이 감초의 주요 생리활성 성분이라고 보고하였는데, 본 연구에서도 눈꽃동충하초 균사체와의 배양 후 감초의 총 플라보이드 함량과 총 폴리페놀 함량이 증가한 결과를 보여 암세포의 증식 억제 효과 증진에 기여했을 것으로 사료된다.

      

      
        7. 암세포 형태 관찰
        GR과 GRPM을 A549 세포에 처리한 후 세포의 형태 변화를 관찰한 결과(Fig. 5), 시료를 처리하지 않은 대조군은 암세포가 well plate에 조밀하게 부착되어 정상적인 증식이 이루어진 모습을 보였으나, GR을 처리한 군에서는 시료의 농도가 증가할수록 부착된 세포의 수가 감소하고, 세포가 응축되어 있는 모습을 확인할 수 있었다. 또한 GRPM을 처리한 군은 GR 처리군에 비해 암세포의 수가 확연하게 감소하였으며, 특히 800 ppm 처리군에서는 대부분의 세포가 well plate에 부착되지 못하고 배양액에 부유하고 있는 모습을 볼 수 있었다. 이러한 세포 수와 형태의 변화를 볼 때, GRPM은 GR에 비해 A549 세포에 대해 더 많은 변화를 유발하여 더 높은 세포 증식 억제 활성을 나타냄을 확인할 수 있었다. 이는 인동초 추출물과 인동초로 배양한 표고버섯 균사체 추출물이 Hep3B 세포에 미치는 영향을 분석한 Bae MJ 등(2007)의 연구에서 세포 형태 변화 관찰 시 인동초 추출물 처리군에 비해 인동초 균사체 추출물 처리군이 세포의 전체적인 수와 형태에 더 많은 영향을 주었다고 한 결과와 같은 양상이었다.

        
          
          

          Fig. 5.  
				
          

          
            Photomicrographs of A549 cells treated with ethanol extract from Glycyrrhizae radix (GR) and ethanol extract from Glycyrrhizae radix cultured with Paecilomyces japonica mycelium (GRPM). 
            A: Control, B: GR 400 ppm, C: GR 800 ppm, D: GRPM 400 ppm, E: GRPM 800 ppm.

          
          

          

        

      

    

    

  
    
      요약
      본 연구에서는 감초의 생리활성을 증가시키기 위해 감초에 눈꽃동충하초 균사체를 고체배양하고 에탄올 추출물을 제조하여 항산화 활성 및 암세포에 대한 세포독성 효과를 분석하였다. GR과 GRPM의 총 폴리페놀 함량은 50.55 mg GAE/g, 63.97 mg GAE/g이었으며, 총 플라보노이드 함량은 6.87 mg QE/g, 11.39 mg QE/g이었다. DPPH 라디칼 소거 활성 측정에서 IC50값이 GR은 200.47 μg/assay, GRPM은 181.32 μg/assay로 나타났으며, ABTS 라디칼 소거 활성 측정에서도 IC50값이 GR은 37.99 μg/assay, GRPM은 35.53 μg/assay로 나타나 GR에 비해 GRPM의 항산화 활성이 높게 나타났으며, 이를 통해 감초와 눈꽃동충하초 균사체의 배양과정에서 항산화성이 증가된 것이 확인되었다. 암세포 A549, Hep3B, HeLa에 대한 MTT assay를 실시한 결과, GRPM이 GR에 비해 유의적으로 높은 세포독성을 나타내었으며, GRPM은 Hep3B에 대해 600 ppm 이상의 농도에서 90%가 넘는 세포독성을 보였고, HeLa에 대해서도 400 ppm 이상의 농도에서 90% 이상의 높은 세포독성을 보여 강한 암세포 증식 억제 효과를 가지고 있는 것으로 나타났다. SRB assay에서도 GRPM이 GR에 비해 유의적으로 높은 세포독성을 보여 MTT assay와 일치하는 결과를 보였다. GR 및 GRPM을 처리한 A549 세포의 형태 변화를 관찰한 결과, 시료를 처리하지 않은 대조군에서는 암세포의 정상적인 증식이 이루어진 반면, GR을 처리한 세포는 부착된 세포 수가 감소하고 세포가 응축되어 있었으며, GRPM을 처리한 세포는 GR 처리군에 비해 세포 수가 확연하게 감소하였고, 대부분의 세포가 well plate에 부착되지 못하고 배양액에 부유하고 있었다. 이들 결과를 볼 때 눈꽃동충하초 균사체와 배양함으로써 감초의 항산화 활성 및 암세포에 대한 세포 증식 억제 효과가 증가되는 것이 확인되어 감초와 눈꽃동충하초 균사체 배양물이 기능성 식품소재로 활용될 수 있을 것으로 보인다.  
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