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            초록
          
        

        
          Bitter melon (Momordica charantia L.) has been used as a medicinal plant due to its biological activity. This study investigated the inhibitory effects on carbohydrase and anti-inflammatory effects of hot-water extract (WEM) and ethanol extract (EEM) from dried bitter melon cultivated in Korea. The inhibitory activities of EEM against α-amylase and α-glucosidase were over 70% at 4,000 ppm. The inhibitory activities of EEM were significantly higher than those of WEM at all concentrations. The anti-inflammatory effects were evaluated by measuring nitric oxide (NO) production in LPS-stimulated RAW264.7 cells. EEM did not show cytotoxicity on RAW264.7 cells at the test concentrations. Moreover, the inhibitory effect on NO production in LPS-stimulated RAW264.7 cells was significantly increased by the addition of EEM. These findings suggest that EEM has good inhibitory effect on carbohydrase and anti-inflammatory activity and it has potential as a source of natural functional material.
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      서  론
      경제 성장으로 생활양식이 편리해지고, 식생활의 서구화 및 음식의 과잉섭취 등으로 비만, 당뇨, 암 등 각종 성인병의 발병율이 증가하고 있어 성인병을 예방하고 개선하기 위해 천연물의 생리활성에 관한 연구들이 활발히 수행되고 있다(Lim SJ & Kim SH 2001). 여주(Momordica charantia L.)는 박과에 속하는 1년생 덩굴성 식물로 쓴맛이 나며, 외관은 긴 타원형 또는 난형 형태로 오이와 비슷하나, 겉에 돌기가 있으며, 돌기가 많을수록 유용성분이 많고, 쓴맛이 강한 것으로 알려져 있다(Day C et al 1990; Pugazhenthi S & Murthy PS 1995). 여주는 특유의 쓴맛 때문에 bitter melon, bitter cucumber, bitter gourd라고 불리며, 생김새로 인해 balsam pear, balsam apple이라고도 한다(Lee JW 2010). 여주는 덜 익은 미숙과일 때는 녹색이며, 완숙되면 주황색이 되고, 내부에 있는 종자는 홍색 종피로 싸여 있다(Sin SM 2012). 여주 미숙과에는 비타민 C, 비타민 A와 같은 비타민과 칼륨, 철분 등의 미네랄이 풍부하다(Grover JK & Yadav SP 2004). 여주의 미숙과, 종자, 뿌리, 줄기, 잎은 약용으로 많이 이용하며, 미숙과 및 성숙과, 홍색 종피는 식용으로 사용되고 있다(Raman A & Lau C 1996; Shin JS 2012). 여주는 항바이러스, 항당뇨, 항궤양 및 혈압강하 기능 등을 가지고 있다고 보고되었으며(Ng TB et al 1992; Raman A & Lau C 1996; Basch E et al 2003), 그밖에 야맹증, 피부병, 구충, 류머티스, 통풍, 폐렴, 황달, 소화궤양, 생리통 등에도 효과가 있는 것으로 알려져 있다(Grover JK & Yadav SP 2004).

      여주와 관련된 선행 연구로는 대만산 야생 여주의 항산화 및 free radical 소거능 활성(Wu SJ & Ng LT 2008), 여주 종자를 정유한 오일의 화학성분 및 항균활성(Alessandra B et al 2008), 쥐를 이용한 여주 메탄올 추출물의 항궤양 활성(Alam S et al 2009), 여주 추출물의 항산화 활성(Park Y et al 2007) 등이 보고되었으나, 아직까지 여주 미숙과의 생리활성에 대한 연구는 미흡한 실정으로, 본 연구에서는 국내산 미성숙 건여주 열수 및 에탄올 추출물의 탄수화물 분해효소저해활성 및 항염증 활성에 대해 분석하고, 기능성 식품소재로서의 이용 가능성을 살펴보았다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험재료
        본 실험에 사용된 여주는 경남 함양군에서 미숙과 상태로 채취하여 건조시킨 것을 구입하여 사용하였다.

      

      
        2. 시약
        실험에 사용된 dimethylsulfoxide(DMSO), thiazoly blue te- trazolium bromide(MTT), glutaraldehyde solution, N-(1-naphtyl) ethylenediamine dihydrochloride, ρ-nitrophenyl-α-D-gluco-py- ranoside, α-glucosidase(from Bacillus stearothermophilus), α-amylase(from porcine pancreas), 3,5-dinitrosalicylic acid는 Sigma Chemical Co.(USA)에서 구입하였으며, fetal bovine serum(FBS), Dulbecco's modified Eagle's minimal essential medium(DMEM/High glucose), roswell park memorial insti- tute medium(RPMI-1640, with L-glutamin)는 Hyclone Co.(USA)에서 구입하여 사용하였다.

      

      
        3. 건여주 추출물 제조
        건여주 추출물은 열수와 에탄올로 추출하여 제조하였다. 열수 추출물은 건여주 100 g에 증류수 2 L를 가하여 65℃의 수조에서 4시간 동안 추출한 후 원심분리하여 상등액을 얻었다. 이를 여과지(Toyo No. 2, Advantec. Japan)를 이용하여 여과한 후 감압농축기(LABOROTA 4000-efficient, Heidolph Instruments GmbH & Co. Germany)를 이용하여 농축한 뒤 동결건조하였다. 에탄올 추출물은 건여주 100 g에 80% 에탄올 2 L를 가하여 25℃, 108 rpm으로 24시간 동안 진탕 추출하였다. 추출 후 여과지로 여과하여 농축한 뒤 동결 건조하여 시료로 사용하였다. 건조된 추출물은 –20℃에서 냉동 보관하였다.

      

      
        4. 탄수화물 분해효소 저해 활성 측정
        
          1) α-Glucosidase 저해 활성 측정
          건여주 열수 및 에탄올 추출물의 α-glucosidase 저해 활성은 Watanabe J 등(1997)의 방법을 이용하여 측정하였다. 0.2% bovine serum albumin과 0.02% NaN3을 함유한 100 mM potassium phosphate buffer(pH 7.0)를 용매로 하여 농도별 시료와 α-glucosidase 용액(70 unit/mL) 및 5 mM pNPG(ρ-nitro- phenyl-α-D-glucopyra- noside)를 제조하였다. 96 well plate에 시료 10 μL와 α-gluco- sidase 용액 50 μL를 주입하고, 바로 ELISA reader(Tecan- Sunrise, Komabiotech, Australia)를 이용하여 405 nm에서 흡광도를 측정한 후 25℃에서 5분간 반응시켰다. 여기에 5 mM pNPG 50 μL를 첨가한 후 다시 25℃에서 5분간 반응시키고, 동일 파장에서 흡광도를 측정하였다. 반응 후 측정한 흡광도에서 초기 흡광도를 뺀 값으로 α-glucosidase의 저해율을 계산하였고, 대조군으로는 acarbose (Gluciobay tab., Bayer Inc. Korea)를 사용하였다.

        

        
          2) α-Amylase 저해 활성 측정
          건여주 추출물의 α-amylase 저해 활성은 Ali H 등(2006)의 방법을 이용하여 측정하였다. 농도별 시료 40 μL와 증류수 160 μL를 넣고 증류수로 제조한 0.5% 전분용액을 넣어 혼합한 후, 200 μL의 α-amylase 용액(4 unit/mL)을 첨가하고 25℃에서 3분간 반응시켰다. 그 후 반응액의 200 μL를 제거하고, DNS(96 mM 3,5-dinitrosalicylic acid : 2M NaOH에 용해한 5.31 M sodium potassium tartrate = 2.5 : 1) 용액 100 μL를 첨가하여 85℃의 수조에서 15분간 반응시킨 후, 증류수 900 μL를 첨가하고 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 시료 무첨가군은 시료 대신 증류수를 첨가하였고, blank test는 효소용액 대신 증류수를 첨가하였으며, 대조군은 acarbose를 사용하였다.
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          3) α-Amylase Agar Diffusion
          α-Amylase agar diffusion을 이용한 건여주 추출물의 α-amylase 저해 활성은 Lim SH 등(2010)의 방법을 이용하여 측정하였다. 1% soluble starch와 1% agar powder를 증류수에 용해한 후 이를 멸균하여 starch agar plate를 제조하였다. 제조된 starch agar plate 위에 멸균된 paper disc(∅: 6 mm)를 얹고, syringe filter(pore size 0.25 μm)로 제균한 4,000 ppm 농도의 시료 11.2 μL와 α-amylase 용액(300 unit/mL) 8.8 μL를 섞어 분주하였다. 37℃에서 3일간 반응시킨 후 3% KI에 용해한 5 mM I2 용액 4 mL를 가해 15분간 발색시켜 나타나는 환의 반지름을 측정하여 환의 면적을 산출하였으며, 시료 무첨가군의 면적에 대한 % 비율로 저해율을 나타내었다. 시료 무첨가군는 시료 대신 증류수를 첨가하였으며, 대조군은 acarbose를 시료와 동일한 농도로 제조하여 사용하였다.
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        5. 항염증 활성 측정
        
          1) 세포 배양
          RAW264.7 대식세포는 한국세포주은행(KCLB)에서 분양받아 사용하였다. RAW264.7 대식세포는 10% FBS, 1% penicillin이 첨가된 RPMI-1640 배지에서 배양하였으며, 37℃, 5% CO2 조건하에서 계대배양하며 사용하였다.

        

        
          2) 세포 생존율 측정
          RAW264.7 대식세포의 생존율은 Carmichael J 등(1987)의 방법을 이용하여 MTT assay를 실시하여 측정하였다. 세포가 1×105 cells/well이 되도록 배양액으로 희석한 후 96 well plate에 180 μL씩 분주하여 37℃, 5% CO2 incubator에서 24시간 동안 배양하였다. 배양액 80 μL를 제거하고, 농도별 시료를 100 μL씩 각 well에 분주한 후 48시간 동안 배양하였다. 배양 후 증류수로 제조한 5 μg/mL 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)- 2,5-dimethyl tetrazolium(MTT) 용액 20 μL씩을 첨가하여 4시간 동안 배양한 뒤 배양액을 제거하였다. 배양액이 제거된 각 well에 DMSO : ethanol(1:1) 용액 150 μL를 첨가하여 shaking incubator에서 30분간 교반한 후, ELISA reader를 이용하여 550 nm에서 흡광도를 측정하여 세포독성을 산출하였다.
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          3) Nitric Oxide(NO) 생성 억제 활성 측정
          Lee SJ 등(2012)의 방법을 이용하여 건여주 열수 및 에탄올 추출물의 nitric oxide(NO) 생성량을 측정하였다. RAW264.7 대식세포를 1×105 cells/mL의 농도로 96 well plate에 180 μL씩 분주하여 24시간 배양하고, 농도별 시료를 20 μL씩 처리한 다음, 증류수로 제조한 1 μg/mL lipopolysaccharide(LPS)를 20 μL 처리하여 24시간 동안 배양하였다. 세포 배양액 100 μL와 Griess 시약 100 μL를 혼합하여 상온에서 10분 동안 반응시킨 후 ELISA reader를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하고, sodium nitrite로 검정곡선을 작성하여 NO 함량을 산출하였다.

        

      

      
        6. 통계분석
        본 실험을 통해 얻은 결과들은 SPSS(version 20) program을 이용하여 t-test 및 분산분석(ANOVA, analysis of variance)을 실시하여 분석하였고, 각 시료들 간의 유의성 검증은 Duncan's multiple range test를 이용하여 실시하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 탄수화물 분해효소 저해 활성
        
          1) α-Glucosidase 저해 활성
          α-Glucosidase는 소장 상피세포의 Brush-Border membrane에 존재하는 효소로서, 다당류 또는 이당류 탄수화물의 소화, 흡수를 위해 이들을 단당류로 가수분해를 하는 역할을 한다. 따라서 α-glucosidase 활성을 저해하면 식후 혈당 상승이 억제될 수 있으며, 이러한 원리를 이용하여 항당뇨 활성을 측정할 수 있다(Gua J et al 2006). 미성숙 건여주 추출물의 α- glucosidase에 대한 저해 활성 결과는 Table 1과 같다. 미성숙 건여주 열수 및 에탄올 추출물은 모두 당뇨병 치료제로 사용되고 있는 대조군인 acarbose보다 α-glucosidase에 대한 저해 활성이 낮았으나, α-glucosidase에 대한 저해 활성을 가지고 있었으며, α-glucosidase 농도가 높아질수록 α-glucosidase에 대한 저해 활성이 증가하였다. 또한, 에탄올 추출물은 열수 추출물보다 유의적으로 높은 α-glucosidase에 대한 저해 활성을 보였으며, 4,000 ppm 농도에서 에탄올 추출물은 70% 이상의 높은 저해 활성을 나타내었고, 열수 추출물은 50% 이상의 저해 활성을 나타내었다. Kwon YR 등(2014)은 쇠비름의 70% 에탄올 추출물을 이용하여 α-glucosidase 저해 활성을 측정한 결과, 5 mg/mL(5,000 ppm)의 농도에서 48.90%의 저해 활성이 나타났고, acarbose보다 낮은 저해 활성을 나타내었다고 보고하였다. 따라서 본 실험에서 나타난 미숙과 건여주 열수 및 에탄올 추출물의 α-glucosidase 저해 활성은 쇠비름 에탄올 추출물의 저해 활성보다 좀 더 높은 것으로 나타나, 양호한 항당뇨 활성을 가지고 있는 것으로 확인되었다.

          
            Table 1. 
				
            

            
              Inhibitory activity of water and ethanol extracts from Momordica charatia L. and acarbose on α-glucosidase
            
            

          

          
            
              
                	Sample1)
                	Inhibitory activity (%)
              

              
                	Treatment concentration (ppm)
              

              
                	1,000
                	2,000
                	3,000
                	4,000
              

            
            
              	WEM
              	 20.57±0.172)d3)C4)
              	 33.66±0.92cC
              	 42.29±0.79bC
              	 52.84±0.01aC
            

            
              	EEM
              	 39.04±1.04dB
              	 55.59±1.65cB
              	 66.11±1.67bB
              	 72.89±1.76aB
            

            
              	Control (Acarbose)
              	 96.68±0.54nsA
              	 97.23±0.56A
              	 97.72±0.23A
              	 97.85±0.28A
            

          

          
            
              1) WEM : Water extract of Momordica charantia L., EEM : Ethanol extract of Momordica charantia L.
            

            
              2) Values are means of triplicate with standard deviation. 
            

            
              3) Small letters (a∼d) are significantly different among the different concentrations in the same sample by Duncan's multiple range test (p<0.05). 
            

            
              ns : Not significant.
            

            
              4) Capital letters (A∼C) are  significantly different among the different samples in the same concentration by Duncan's multiple range test (p<0.05).
            

          

          

        

        
          2) α-Amylase 저해 활성
          α-Amylase는 탄수화물의 α-D-(1,4)-glucan 결합을 분해하는 효소로서, 사람, 동물, 미생물 등의 탄수화물 대사에 있어서 필수적인 효소이다. 그러나 과혈당증이나 인슐린 비의존형 당뇨병과 같은 탄수화물 대사 질환의 치료를 위해서는 당의 소화 및 흡수를 제어할 필요가 있어, 이를 위해 α-amylase 효소에 대한 활성 저해에 관한 연구가 수행되고 있다(Lee BB et al 2008). 본 연구에서 미숙과 건여주 추출물의 α-amylase에 대한 활성 저해를 측정한 결과는 Fig. 1과 같다. 미숙과 건여주 에탄올 추출물과 열수 추출물 모두 α-amylase에 대한 저해 활성을 보였으며, 추출물의 농도가 증가함에 따라 α- amylase에 대한 저해 활성도 증가하는 농도 의존적 활성 억제 양상을 보였다. 특히, 에탄올 추출물의 α-amylase 저해 활성(41.34∼73.37%)은 모든 농도에서 대조군인 acarbose의 저해 활성(10.96∼49.04%) 및 열수 추출물의 저해 활성(12.83∼52.17%)보다 유의적으로 높게 나타났다. 열수 추출물은 α- amylase에 대한 저해 활성은 가지고 있었으나, 대조군인 acar- bose의 α-amylase 저해 활성과 유의적인 차이를 나타내지 않았다.

          당뇨병 치료와 관련된 약물들에 대한 부작용들이 보고되고 있는데(Braunwald E et al 2001; Holman RR & Tumer RC 1991), 제2형 당뇨병 치료를 위해 대표적으로 사용되는 혈당강하제인 acarbose는 복부팽만, 설사 등의 부작용을 보이고 있어 최근에는 혈당을 낮추는 효과를 가지는 천연물에 대한 연구가 수행되고 있다. 약용식물을 대상으로 항당뇨 활성을 연구한 Jeong HJ 등(2010)의 연구에서 상엽의 열수와 초음파 추출물은 각각 50.15%와 43.34%의 α-amylase 저해 활성을 보여 66.02%인 acarbose보다 낮은 저해 활성을 나타냈으나, 상엽 에탄올 추출물은 89.70%의 저해 활성을 보여 acarbose보다 높은 저해 활성을 보였으며, 상백피와 백복령 에탄올 추출물은 각각 61.47%와 60.10%로 acarbose와 비슷한 저해 활성을 나타냈다고 보고하였다. 또한 Lee BB 등(2008)은 제비꽃을 용매별로 추출하여 α-amylase 저해 활성을 측정한 결과, 아세톤 추출물(92.51%), 메탄올 추출물(92.28%), 에탄올 추출물(65.70%), 물 추출물(55.26%) 순으로 α-amylase 저해 활성이 나타났다고 보고하였고, Hwang EY 등(2009)은 구기자의 에탄올 및 열수 추출물을 이용하여 α-amylase 저해 활성을 측정한 결과 에탄올 추출물이 대조군인 acarbose보다 IC50값이 2배 이상 낮은 값을 나타내어 당뇨병 약제로서 기능성 효과가 있다고 보고하였다. 본 연구에서 미숙과 건여주 에탄올 추출물은 당뇨병 치료제인 acarbose보다 높은 α-amylase 저해 활성을 보였으며, 1,000 ppm에서 acarbose에 비해 α-amylase 저해 활성이 4.1배로 높게 나타나, 우수한 저해 활성을 가지고 있는 효과적인 천연 당뇨조절제로서의 이용 가능성을 보여주었다.

          
            
            

            Fig. 1. 
				
            

            
              Inhibitory activity of water and ethanol extracts from Momordica charatia L. and acarbose on α-amylase.
              WEM : Water extract of Momordica charantia L., EEM : Ethanol extract of Momordica charantia L.

              Means with the different letters are significantly different by Dun- can's multiple range test at the same concentration (p<0.05).

            
            

            

          

        

        
          3) α-Amylase Agar Diffusion
          추출물의 α-amylase 저해 활성을 확인하기 위해 전분과 요오드 반응을 이용한 α-amylase agar diffusion 법으로 실험한 결과는 Fig. 2와 같다. α-Amylase agar diffusion 측정에서는 α- amylase 활성에 대한 시료의 억제 활성이 높을수록 전분 분해가 감소하여 요오드와 반응하는 면적은 늘고 clear zone은 줄어들게 되는데, 실험 결과, 열수 추출물과 acarbose의 clear zone은 무첨가군에 비해 감소하였으며, 두 시료 간에는 큰 차이가 나타나지 않았다. 그러나 에탄올 추출물은 무첨가군에 비해 clear zone이 현저히 감소하여 α-amylase에 대한 높은 저해 활성을 가지고 있음을 볼 수 있었다. 환의 반지름을 측정하여 면적을 구해서 시료의 α-amylase 저해율을 산출한 결과(Table 2), 에탄올 추출물은 72.35%, 열수 추출물은 40.76 %, acarbose는 34.75%의 순으로 α-amylase에 대한 저해 활성을 나타내어 앞의 α-amylase 저해 활성 실험과 일치하는 결과를 보여주었다. Lim SH 등(2010)의 연구에서 돌단풍 잎의 에탄올 및 물 추출물을 이용하여 α-amylase 저해 활성에 대한 IC50값을 측정한 결과, 각각 4,623.87과 10,000 μg/mL 이상이었고, 대조군인 acarbose의 IC50값은 5,187.78 μg/mL로 에탄올 추출물의 α-amylase 저해 활성이 물 추출물보다 높았다고 보고하여 본 연구와 유사한 결과를 보였다.

          
            
            

            Fig. 2. 
				
            

            
              Hydrolysis zone of α-amylase by the addition of water and ethanol extracts from Momordica charatia L. and acarbose using agar diffusion method.
              WEM : Water extract of Momordica charantia L., EEM : Ethanol extract of Momordica charantia L.

            
            

            

          

        

      

      
        2. 항염증 활성
        
          1) 세포 생존율
          미숙과 건여주 추출물이 RAW264.7 대식세포에 독성을 나타내는지 확인하기 위해 MTT assay를 이용하여 세포 생존율을 측정하였으며, 그 결과는 Fig. 3과 같다. 미숙과 건여주 추출물을 처리한 결과, 열수 추출물을 처리한 군은 가장 낮은 농도인 25 ppm에서 62.94%의 생존율을 보였으며, 이후 농도가 증가함에 따라 생존율은 낮아지는 것으로 나타났다. 반면, 에탄올 추출물을 처리한 군은 시료 무첨가군과 비교하였을 때 모든 농도에서 90% 이상의 높은 생존율을 나타내었다.

          
            Table 2. 
				
            

            
              Inhibitory activity of water and ethanol extracts from Momordica charatia L. and acarbose on α-amylase by agar diffusion method
            
            

          

          
            
              
                	Sample1)
                	Inhibitory activity (%)
              

            
            
              	WEM
              	40.76±5.582)b3)
            

            
              	EEM
              	72.35±1.91a
            

            
              	Control (Acarbose)
              	34.75±2.93b
            

          

          
            
              1) WEM : Water extract of Momordica charantia L., EEM : Ethanol extract of Momordica charantia L.
            

            
              2) Values are means of triplicate with standard deviation. 
            

            
              3) Means with the different letters are significantly different by Duncan's multiple range test (p<0.05).
            

          

          

          
            
            

            Fig. 3. 
				
            

            
              Viability of RAW264.7 cells by treatment of water and ethanol extracts from Momordica charantia L.
              WEM : Water extract of Momordica charantia L., EEM : Ethanol extract of Momordica charantia L..

              *** means significant difference between WEM and EEM by student's t-test (p<0.001).

            
            

            

          

          
            
            

            Fig. 4. 
				
            

            
              Nitric oxide production in LPS-stimulated RAW264.7 cells by the treatment of ethanol extract from Momordica charantia L.
              Means with the different letters are significantly different by Dun- can's multiple range test (p<0.05).

            
            

            

          

          항염증 효과가 있는 찔레꽃 나무뿌리의 에탄올 추출물은 100 μg/mL의 농도에서 대식세포에 대해 세포 독성을 나타내었다고 보고되었는데(Park GH et al 2011), 본 연구에서 미숙과 건여주 에탄올 추출물은 200 ppm 농도에서도 94.86%의 높은 세포 생존율을 보여 독성을 거의 나타내지 않는 것으로 나타나, 안전성을 보유한 소재임을 확인할 수 있었다. 이들 결과를 바탕으로 NO 생성량 측정은 대식세포에 대해 독성을 나타낸 열수 추출물을 제외한 에탄올 추출물을 이용하여 수행하였다.

        

        
          2) NO 생성 억제 활성
          NO 형성은 박테리아를 죽이거나, 종양 제거에 중요한 역할을 하지만, 과도하게 NO가 형성되면 염증이 유발되어, 조직의 손상, 유전자 변이, 신경손상 등을 일으킬 수 있다(Weise F & Nathan CF 1991). LPS로 염증반응을 유도한 RAW264.7 대식세포에 미성숙 건여주 에탄올 추출물을 처리하였을 때의 NO 생성량을 산출한 결과는 Fig. 4와 같다. RAW264.7 대식세포가 기본적으로 생산해 내는 NO 함량을 측정하기 위해 LPS와 시료 모두 처리하지 않고 측정하였을 때 NO 농도는 7.71 μM로 나타났으며, LPS를 처리하였을 때는 21.19 μM로 나타나 LPS 무처리군에 비해 NO 함량이 약 3배 정도 증가하였다. LPS를 처리한 RAW264.7 대식세포에 미 성숙 건여주 에탄올 추출물을 25∼200 ppm의 농도로 처리하여 NO 함량을 측정한 결과, 시료의 농도가 증가함에 따라 NO 함량이 유의적으로 감소하여(17.80∼11.58 μM) 건여주 에탄올 추출물 농도에 의존적인 것을 확인할 수 있었다. 또한 미성숙 건여주 에탄올 추출물을 200 ppm 농도로 처리한 군에서 NO 생성량은 11.58 μM로, LPS 단일 처리군의 NO 생성량(21.19 μM)보다 약 45% 감소되어 건여주 에탄올 추출물의 NO 생성 저해 활성이 우수한 것으로 나타났다. 상처를 아물게 하는 효능이 있는 것으로 알려진 찔레꽃 나무뿌리의 용매 추출물을 이용하여 NO 생성량을 측정한 Park GH 등(2011)의 연구에서 에탄올 추출물은 100 μg/mL의 농도에서 가장 높은 40%의 NO 생성 억제능을 나타내었고 열수, 메탄올, 아세톤 추출물도 30% 이상의 NO 생성 억제효과를 나타내었으며, 추출물의 농도 의존적으로 NO 생성이 억제되었다고 보고하여 본 연구의 미성숙 건여주 에탄올 추출물의 NO 생성 억제 효과와 유사하였다.

        

      

    

    

  
    
      결  론
      본 연구에서는 국내에서 재배된 미성숙 건여주의 열수 및 에탄올 추출물을 이용하여 탄수화물 분해효소 저해 활성 및 항염증 활성을 분석하였다. α-Glucosidase 저해 활성 측정 결과, 열수 추출물은 4,000 ppm의 농도에서 50% 이상, 에탄올 추출물은 70% 이상의 높은 α-glucosidase 저해 활성을 나타내었다. 또한 α-amylase 저해 활성을 측정 결과, 에탄올 추출물은 모든 농도에서 열수 추출물과 대조군인 acarbose에 비해 유의적으로 높은 α-amylase 저해 활성을 보여주었다. α-Amy- lase agar diffusion을 이용한 α-amylase 저해율 산출에서도 에탄올 추출물은 72.35%, 열수추출물은 40.76%, acarbose는 34.75%의 순으로 α-amylase에 대한 저해를 나타내어 에탄올 추출물이 가장 높은 α-amylase 저해 활성을 나타내었다.

      항염증 활성 분석에서는 RAW264.7 대식세포에 대한 세포 생존율을 확인한 결과, 열수 추출물을 처리한 군은 세포 독성을 나타낸 반면, 에탄올 추출물을 처리한 군은 무처리군과 비교하였을 때 모든 농도(25∼200 ppm)에서 90% 이상의 높은 세포 생존율을 나타내었다. LPS를 처리한 대식세포에 에탄올 추출물을 처리하여 NO 생성 억제 활성을 측정한 결과, 추출물의 농도가 증가함에 따라 NO 생성량이 유의적으로 감소하는 결과를 보였다. 따라서 이들 결과를 통해 미숙과 건여주 에탄올 추출물의 탄수화물 분해효소 저해 활성 및 항염증 활성이 우수함을 확인할 수 있었으며, 향후 이들이 혈당 조절 및 항염증 활성을 가진 건강기능식품 및 의약품 등의 천연 기능성 소재로서 이용 가능성이 높을 것으로 기대된다.
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