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            Abstract
          
        

        
          Studies have been conducted on fermentation products known to increase biological activity through bioconversion of mycelium. In this study, ethanol extract of waxy sorghum (WS) and ethanol extract of waxy sorghum fermented with Phellinus linteus mycelium (WSPM) were prepared, and functional component contents, antioxidant activity, and cytotoxicity were analyzed. Total polyphenol contents and total flavonoid contents of WSPM were higher than those of WS. In addition, the β-glucan content of WS was higher than that of WSPM. DPPH and ABTS radical scavenging activities showed that WSPM had higher antioxidant activity than WS at all concentrations. Analysis of SOD-like activity also showed higher antioxidant activity in WSPM. MTT assay demonstrated that WSPM exhibited high inhibitory activity in all cancer cells, and in particular, in HeLa cells with the highest inhibition. A concentration-dependent increase in anticancer activities of WS and WSPM was detected in all cancer cells, which was identical to the SRB assay result. MTT and SRB assay showed the increased cytotoxicity of WSPM in cancer cells. Therefore, it is expected that WSPM can be used as a functional food material.
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      서 론
      수수(Sorghum bicolor L. Moench)는 한해살이 화본과에 속하는 식물로 고온 다습한 환경에서 생장하고 내건성이 강한 잡곡이다. 수수의 단백질, 탄수화물, 식이섬유 함량은 다른 잡곡에 비해 상대적으로 높고, 지방 함량은 낮은 것으로 알려져 있다(Hulse JH 등 1980). 수수에는 tannins, phenolic acids, anthocyanins, phytosterols, policosanols 등과 같은 페놀성 화합물이 다른 잡곡보다 많이 함유되어 있으며(Dykes L & Rooney LW 2006), 수수에 함유된 폴리페놀 화합물은 항암활성, 항산화 활성, 면역증진 효과(Awika JM 등 2009, Kim KO 2004)가 있는 것으로 알려져 있다. 또한 수수의 플라보노이드에서 분리된 apigenin은 자궁경부암 세포인 HeLa, 대장암 세포인 HCT116 및 HT29에 대해 우수한 항암 효과를 나타내는 것으로 보고되었다(Kim JS 등 2011).

      한편, 버섯은 담자균에 속하는 고등균류로서 칼로리는 낮고 특유의 향과 식감을 가지고 있어 다양한 음식의 식재료로 이용되고 있다. 뿐만 아니라 버섯은 예로부터 한의학에서 약재로 이용되어 왔으며, 항산화 활성, 항암 활성 및 항염증 활성이 높은 것으로 알려지면서 다양한 기능성 식품으로 이용되고 있다. 대표적인 약용버섯인 상황버섯(Phellinus linteus)은 소나무 비늘버섯과(Hymenochaetaceae) 진흙버섯속(Phellinus)으로 분류되고, 항암 활성, 면역증강 효과 및 항바이러스 활성이 뛰어나며(Sin OS 2004), 그밖에도 항산화 활성, 항염증 활성, 항진통 효과와 같은 다양한 생리활성을 가진 것으로 알려져 있다(Kim SH 2002).

      이와 같이 다양한 생리활성을 가지는 상황버섯은 자실체뿐만 아니라, 균사체에도 우수한 생리활성 성분이 함유되어 있다고 보고되면서 균사체를 이용한 다양한 연구들이 진행되고 있다. 상황버섯 균사체의 생리활성을 연구한 Chung KS 등(1993)은 상황버섯 균사체에서 분리된 단백다당체는 Sarcoma 180 복강암을 효과적으로 억제시켰을 뿐만 아니라 면역증진 효과도 우수하다고 하였다(Lee BE 등 2012). 상황버섯 균사체를 다른 기질에 접종시켜 발효물의 생리활성 변화를 분석한 연구들도 수행되었는데, 장수 상황버섯 균사체를 36종 한약재에 접종시켜 생리활성을 확인한 Shin YK 등(2008)의 연구에서는 장수 상황버섯 균사체로 배양시킨 한약재의 항산화 활성이 증가되었다고 하였다. 또한, Hong JY(2014)는 상황버섯 균사체를 이용하여 발효한 수삼이 마우스의 중성지방과 혈중 콜레스테롤을 낮추었다고 하였으며, Kim H 등(2010)은 상황버섯 균사체로 발효한 수삼의 면역 활성이 발효 전보다 증가되었다고 보고하였다.

      지금까지 수행된 연구들은 대부분 한약재를 이용한 균사체 발효 연구들로 우리가 일상적인 식생활에서 이용하고 있는 곡물을 이용하여 균사체를 발효한 발효물에 대한 연구는 미흡한 형편이다. 더욱이 상황버섯은 약리적 효과가 높은 버섯으로 알려져 있으며, 찰수수도 항산화성, 항암성 등이 높은 것으로 알려져 있어, 본 연구에서는 이들을 함께 발효시켜 생물학적 전환을 통해 생리활성이 증대된 기능성 식품소재를 탐색하고자 하였다. 이를 위해 본 연구에서는 상황버섯 균사체를 찰수수에 접종하여 발효시킨 다음, 발효 전과 발효 후의 유용 성분, 항산화 활성 및 암세포에 대한 세포 독성을 분석하여 발효물의 기능성에 대해 살펴보았다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험 재료
        본 실험에 사용한 찰수수(waxy sorghum)는 농협에서 구입하였으며, 상황버섯 균사체(Phellinus linteus mycelium. KFRI 318)는 국립산림과학원에서 분양받아 4℃에서 냉장 보관하여 사용하였다.

      

      
        2. 시약
        실험에 사용된 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl(DPPH), 2-2'-azinobis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)diammonium salt(ABTS), tirs(hydroxymethyl)amino-methane, hydrochloric acid, ethylene diamine tetraacetic acid(EDTA), pyrogallol, dimethyl sulfoxide(DMSO)，L-ascorbic acid, thiazolyl blue tetrazolium bromide(MTT), sulforhodamine B(SRB), trichloroacetic acid(TCA), Folin-Ciocalteu's phenol reagent, gallic acid, quercetin, potassium hydroxide, sodium chloride, potassium chloride, trizama base는 Sigma Chemical Co.(USA)에서 구입하였다. 세포배양에 사용한 fetal bovine serum(FBS), penicillin-streptomycin solution, trypsin 0.25% EDTA solution, Dulbecco's modified Eagle's minimal essential medium(DMEM/high glucose), roswell park memorial institute medium(RPMI-1640 with Lglutamin), minimum essential medium(MEM)은 Hyclone Co.(USA)에서 구입하였다. 균사체 배양에 사용한 potato dextrose agar(PDA)와 potato dextrose broth(PDB)는 Acumedia Co(USA)에서 구입하였다.

      

      
        3. 균사체 배양 및 상황버섯 균사체 찰수수 발효물 제조
        상황버섯 균사체를 직경 5 mm 크기로 취하여 PDA에 접종하고, 25℃에서 7일 동안 배양하였으며, 4주마다 계대 배양하여 사용하였다. 배양된 균총은 cork borer(∅: 8 mm)로 절취하여 멸균된 PDB에 5개의 disk를 접종한 뒤 25℃에서 7일 동안 100 rpm으로 진탕 배양하였다. 찰수수는 증류수에 침지시킨 후, 121℃에서 15분 동안 autoclave로 고압 멸균하였다. 그 후 PDB에서 배양한 균총을 멸균된 찰수수에 접종한 뒤, 25℃의 배양기에서 7일 동안 정치 배양하여 상황버섯 균사체 찰수수 발효물을 제조하였다.

      

      
        4. 에탄올 추출물 제조
        80% 에탄올 1 L에 멸균한 찰수수 및 상황버섯 균사체 찰수수 발효물 100 g을 첨가하여 25℃에서 24시간 동안 교반하며 추출하였다. 추출물은 여과지(Toyo No. 2, Advantec, Japan)를 이용하여 여과하고, 감압농축기(LABOROTA 4000-efficient, Heidolph Instruments GmbH & Co., KG, Germany)를 이용하여 농축한 후 동결건조기(EYELA, Tokyo Rikakikai Co., Japan)에서 건조하여 실험에 사용하였다.

      

      
        5. 총 폴리페놀 함량 측정
        총 폴리페놀 함량은 Folin-Ciocalteu 법(Re R 등 1998)으로 측정하였다. 희석된 시료 1 mL에 증류수 5 mL를 혼합한 후, Folin-Ciocalteu's phenol reagent 0.5 mL를 가하고, vortex로 혼합하여 8분간 반응시키고, 여기에 7% Na2CO3 10 mL를 첨가하였다. 증류수를 이용하여 최종 부피를 25 mL로 맞춘 후 상온의 암소에서 2시간 동안 방치한 다음 UV/Vis spectrophotometer(DU 800, Beckman, USA)로 750 nm에서 반응액의 흡광도를 측정하였다. 표준물질로 gallic acid를 사용하여 검량곡선을 작성하고 총 폴리페놀 함량을 구하였다. 총 폴리페놀 함량은 시료 g당 gallic acid 당량의 mg(mg GAE/g)으로 표시하였으며, 3회 반복 측정한 후 평균값으로 나타내었다.

      

      
        6. 총 플라보노이드 함량 측정
        총 플라보노이드 함량은 Moreno MI 등(2000)의 방법을 이용하여 측정하였다. 희석된 시료 500 μL를 취한 후 10% aluminum nitrate 1 mL와 1 M potassium acetate 100 μL, 80% 에탄올 4.3 mL를 순서대로 첨가한 후 암소에서 40분 동안 반응시킨 다음, UV/Vis spectrophotometer로 510 nm에서 반응액의 흡광도를 측정하였다. 표준물질로 quercetin을 사용하여 검량곡선을 작성하고 총 플라보노이드 함량을 구하였다. 총 플라보노이드 함량은 시료 g당 quercetin 당량의 mg(mg QE/g)으로 표시하였으며, 3회 반복 측정한 후 평균값으로 나타내었다.

      

      
        7. β-Glucan 함량 측정
        β-Glucan 함량은 mushroom and yeast β-glucan assay procedure kit(K-YBGL, Megazyme Int. Wicklow, Ireland)를 이용하여 측정하였다.

      

      
        8. DPPH Radical 소거 활성 측정
        DPPH radical에 대한 소거 효과 측정은 Blois MS(1958)의 방법을 이용하여 측정하였다. 0.1 M sodium acetate buffer(pH 5.5)를 이용하여 희석된 시료 1 mL에 7.5×10—5 M DPPH 용액 2 mL를 첨가하여 교반한 후, 37℃ 암소에서 30분간 반응시켰다. 이것을 UV/Vis spectrophotometer를 이용하여 517 nm에서 흡광도를 측정하였으며, positive control로는 L-ascorbic acid를 사용하였다. DPPH radical 소거 활성은 아래 공식을 이용하여 백분율을 구하였으며, 3회 반복 측정한 후 평균값으로 나타내었다.

        
          
            
              	
                
                  
                    DPPH radical 
                    소거
                    
                    활성
                    
                      
                        %
                      
                    
                    =
                    
                      
                        
                          
                            시료
                            
                            무첨가구의
                            
                            흡광도
                            -
                            시료
                            
                            첨가구의
                            
                            흡광도
                          
                          
                            시료
                            
                            무첨가구의
                            
                            흡광도
                          
                        
                      
                    
                    ×
                    100
                  
                
              
              	
            

          

        

      

      
        9. ABTS Radical 소거 활성 측정
        ABTS radical 소거 활성 측정은 Re R 등(1999)의 방법을 이용하여 측정하였다. 7 mM ABTS 용액과 2.45 mM potassium persulfate 용액을 혼합하고 30℃ 암소에서 12시간 방치하여 ABTS 양이온을 형성시켰다. 그 후 UV/Vis spectrophotometer를 이용하여 413 nm에서 흡광도가 0.7이 되도록 0.005 M potassium phosphate buffer(pH 7.4)를 이용하여 희석하였다. 희석된 ABTS 용액 4 mL에 0.1 M sodium acetate buffer(pH 5.5)로 희석된 시료 40 μL를 가하여 1분간 반응시킨 후 UV/Vis spectrophotometer를 이용하여 413 nm에서 흡광도를 측정하였으며, positive control로는 L-ascorbic acid를 사용하였다. ABTS radical 소거 활성은 DPPH radical 소거 활성 측정 공식과 동일한 식을 이용하여 구하였으며, 3회 반복 측정한 후 평균값으로 나타내었다.

      

      
        10. Superoxide Dismutase(SOD) 유사활성 측정
        SOD 유사활성은 Marklund S & Marklund G(1974)의 방법을 이용하여 측정하였다. 각 농도별로 희석된 시료 0.2 mL에 tris-HCl buffer(pH 8.5) 3 mL를 가하여 혼합시켰다. 여기에 7.2 mM pyrogallol 0.2 mL를 첨가하여 25℃에서 10분간 반응시킨 후 1 N HCl 1 mL를 첨가하여 반응을 정지시켰다. 산화된 pyrogallol의 생성량은 UV/Vis spectrophotometer을 이용하여 420 nm에서 흡광도를 측정하여 구하였으며, positive control로는 L-ascorbic acid를 사용하였다. SOD 유사활성은 아래 공식을 이용하여 백분율을 구하였으며, 3회 반복 측정한 후 평균값으로 나타내었다.
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        11. 세포주 배양
        실험에 사용한 인체 세포는 위암 세포(AGS), 유방암 세포(MCF-7), 간암 세포(Hep 3B), 자궁경부암 세포(HeLa) 및 정상자궁 세포(HeLa 229)이며, 세포는 한국세포주은행(Korea Cell Line Bank, Seoul, KCLB, Korea)에서 분양받아 사용하였다. AGS, MCF-7 및 HeLa 229는 RPMI-1640 배지, Hep 3B는 DMEM 배지, HeLa는 MEM 배지를 사용하여 배양하였다. 각 배지에 10%(w/v) FBS 및 1%(w/v) penicillin streptomycin을 첨가한 복합배지를 조제하여 배양에 사용하였으며, 37℃, 5% CO2 incubator에서 4일 간격으로 계대 배양하면서 실험에 사용하였다.

      

      
        12. MTT Assay
        MTT assay는 Carmichael J 등(1987)의 방법을 이용하여 측정하였다. 즉, 선배양한 암세포를 1×105 cells/mL의 농도로 맞춘 후 96 well plate에 180 μL씩 첨가하고, 37℃, 5% CO2 incubator에서 24시간 동안 배양하였다. 배양 후 배지 80 μL를 제거하고, 각 well에 시료를 농도별로 100 μL씩 첨가하여 37℃, 5% CO2 incubator에서 48시간 동안 배양하였다. 배양 후 각 well에 5 mg/mL의 MTT 용액을 20 μL씩 첨가하여 4시간 동안 배양한 후 96 well plate 바닥에 형성된 formazan이 분산되지 않도록 주의하면서 well의 배양액을 제거하였다. 배양액을 제거한 후 DMSO와 ethanol을 1:1 비율로 혼합한 용액을 150 μL씩 각 well에 첨가하여 30분간 흔들어 반응시킨 뒤, ELISA reader(Versamax, Molecular Device, USA)를 이용하여 550 nm에서 흡광도를 측정하였다. 시료 무첨가구는 시료 대신 PBS를 첨가하여 위와 동일한 방법으로 실험하였다. 세포 독성은 암세포에 대한 시료 무첨가구와 시료 첨가구의 세포 독성을 비교하여 구하였으며, 3회 반복 측정한 후 평균값으로 나타내었다.
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        13. SRB Assay
        SRB assay는 Doll R & Peto R(1981)의 방법을 이용하여 측정하였다. 암세포를 5×104 cells/mL의 농도로 맞춘 후 96 well plate에 100 μL씩 첨가하고, 37℃, 5% CO2 incubator에서 24시간 동안 배양하였다. 각 well에 시료를 농도별로 100 μL씩 첨가하여 37℃, 5% CO2 incubator에서 48시간 동안 선 배양하였다. 배양 후 배지를 제거한 다음, 각 well에 10% TCA 100 μL를 첨가하여 4℃에서 반응시켰다. 1시간 후 TCA를 제거하고 96 well plate를 멸균수로 5회 세척하여 실온에서 건조한 후, 각 well에 1% acetic acid에 용해한 0.4%(w/v) SRB 용액을 100 μL씩 첨가하여 실온에서 30분간 반응시켰다. SRB로 염색된 96 well plate를 1% acetic acid로 5회 세척한 뒤 상온에서 건조시켰다. 건조된 96 well plate에 10 mM tris buffer (pH 10.5) 100 μL를 각 well에 첨가한 다음 ELISA reader를 이용하여 540 nm의 파장에서 흡광도를 측정하였다. 시료 무첨가구는 시료대신 멸균수를 이용하여 위와 동일한 방법으로 실험하였다. 세포 독성은 암세포에 대한 시료 무첨가구와 시료 첨가구의 세포 독성을 비교하여 MTT assay와 같은 식을 이용하여 구하였으며, 3회 반복 측정한 후 평균값으로 나타내었다.

      

      
        14. 통계분석
        모든 측정한 값은 평균값±표준편차로 표시하였으며, 통계처리는SPSS program(version 22, SPSS Inc., Chicago, IL, USA)을 이용하여 분산분석(ANOVA, analysis of variance) 및 t-test로 분석하였다. 측정한 각 시료들 간의 유의성 검증을 실시하였고, 사후검증은 Duncan's multiple range test를 이용하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 총 폴리페놀 함량
        본 연구에서 찰수수의 에탄올 추출물(WS)과 찰수수와 상황버섯 균사체 발효물의 에탄올 추출물(WSPM)의 총 폴리페놀 함량은 각각 48.60 mg GAE/g, 67.80 mg GAE/g으로, 찰수수가 발효과정을 거치면서 총 폴리페놀 함량이 유의적으로 증가된 것으로 나타났다(Table 1). 이러한 결과는 상황버섯 균사체로 발효된 홍삼의 폴리페놀 함량이 발효 전에 비해 유의적으로 증가하였다고 보고한 Ryu JS(2011)의 연구와 장수진흙버섯 균사체로 발효한 유색미 추출물의 총 폴리페놀 함량이 발효 전의 유색미 추출물보다 유의적으로 높았다고 보고한 Kim S(2012)의 결과와 일치하였다. 이와 같이 발효과정을 거친 찰수수의 총 폴리페놀과 함량이 증가된 것은 상황버섯 균사체와의 발효과정에서 폴리페놀 성분이 합성이 되되었 때문인 것으로 사료된다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Contents of total polyphenol, total flavonoid, and β-glucan of ethanol extracts from waxy sorghum and waxy sorghum fermented with Phellinus linteus mycelium
          
          

        

        
          
            
              	Sample1)
              	Total polyphenols (mg GAE/g)2)
              	Total flavonoids (mg QE/g)3)
              	β-glucan (%)
            

          
          
            	WS
            	48.60±0.05
            	17.14±0.75
            	7.69±0.18
          

          
            	WSPM
            	67.80±0.06***4)
            	28.91±0.72***
            	12.24±0.31***
          

        

        
          
            1) WS: Ethanol extract from waxy sorghum, WSPM: Ethanol extract from waxy sorghum fermented with Phellinus linteus mycelium.
          

          
            2) mg of gallic acid equivalents/g of sample.
          

          
            3) mg of quercetin equivalents/g of sample.
          

          
            4) Star marker indicates significant difference between WS and WSPM by Student's t-test (*** p<0.001).
          

        

        

      

      
        2. 총 플라보노이드 함량
        WS와 WSPM의 총 플라보노이드 함량은 Table 1과 같이 각각 17.14 mg QE/g, 28.91 mg QE/g으로 분석되어, 발효 전보다 발효 후에 총 플라보노이드 함량이 유의적으로 높게 나타났는데, 이는 총 폴리페놀 측정 결과와 동일한 양상이었다. Lee JY 등(2013)의 연구에서도 영지버섯 균사체를 이용하여 발효한 더덕차는 비 발효 더덕차보다 플라보노이드 함량이 유의적으로 높게 나타났다고 하였으며, Jeong 등(2010)도 균사체로 배양된 인삼이 원료인 인삼보다 페놀성 물질의 함량이 증가되었다고 하여 발효 과정을 통하여 플라보노이드 함량이 증가된 것으로 보고하였다. 본 연구에서도 상황버섯 균사체를 이용하여 발효한 찰수수의 플라보노이드 함량이 증가된 것은 발효 과정에서 균사체의 생물전환 능력을 통하여 플라보노이드의 생성이 증가된 것으로 보인다.

      

      
        3. β-Glucan 함량
        WS와 WSPM의 β-glucan 함량을 측정한 결과는 Table 1과 같이 각각 7.69%와 12.24%로 나타나 찰수수와 상황버섯 균사체의 발효과정 동안 β-glucan 함량이 증가한 것으로 나타났다. Lee HD & Lee KS(2009)는 청풍느타리버섯, 상황버섯 및 표고버섯 균사체를 이용하여 배양된 보리의 β-glucan 함량이 각각 11.24%, 16.35% 및 16.25%로 배양 전 보리에 비해 약 2∼3배 정도 증가되었다고 보고하여 본 실험 결과와 같은 양상을 나타내었다. β-Glucan은 세포의 면역 기능을 활성화시켜 암세포 증식을 억제시킬 뿐만 아니라, 면역기능을 담당하고 있는 B세포와 T세포도 활성화시킨다고 보고되었다(Hwang YJ 등 2003). 따라서 본 연구에서도 찰수수와 상황버섯 균사체의 발효과정 동안 증가한 β-glucan은 암세포 증식 억제에 영향을 줄 수 있을 것으로 기대되었다.

      

      
        4. DPPH Radical 소거 활성
        WS와 WSPM의 DPPH radical 소거 활성 측정 결과는 Fig. 1에 나타나있다. WS와 WSPM은 농도가 증가함에 따라 유의적으로 DPPH radical 소거 활성이 증가하였으며, 210 μg/mL에서 WS는 71.40%, WSPM은 80.40%의 DPPH radical 소거활성을 나타내었고, 발효 후 추출물이 발효 전 추출물보다 DPPH radical 소거 활성이 유의적으로 높은 것으로 나타났다. Ryu JS(2011)는 비 발효 홍삼과 상황버섯 균사체로 발효한 홍삼의 항산화 활성을 비교한 결과, 발효 홍삼의 IC50 값이 비 발효 홍삼보다 낮게 나타나 균사체 발효과정을 거치면서 항산화 활성이 증가되었다고 하였다. 또한 복령과 후박을 버섯 균사체로 발효시킨 추출액의 항산화 활성을 측정한 Shon MY(2007)도 균사체 발효 추출액이 원료 후박 및 복령추출물에 비하여 항산화 활성이 증가하였다고 보고하였으며, Kim S(2012)의 연구에서도 상황버섯 균사체를 이용하여 배양한 적미와 흑미가 배양 전보다 유의적으로 높은 항산화 효과를 나타내었다고 보고하였다. 본 실험에서도 WSPM이 WS보다 DPPH radical 소거 활성이 유의적으로 높게 나타나, 이들 선행연구와 유사한 결과를 보였다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            DPPH radical scavenging activity of waxy sorghum and waxy sorghum fermented with Phellinus linteus mycelium.
            L-ascorbic acid: positive control group, WS: ethanol extract from waxy sorghum, WSPM: ethanol extract from waxy sorghum fermented with Phellinus linteus mycelium. Values with the different small letters (a∼c) are significantly different at the same concentration by Duncan's multiple range test (p<0.05). Values with the different capital letters (A∼F) are significantly different at the same sample by Duncan's multiple range test (p<0.05).

          
          

          

        

      

      
        5. ABTS Radical 소거 활성
        WS와 WSPM의 ABTS radical 소거 활성 측정 결과는 Fig. 2와 같이 WS와 WSPM 모두 시료 농도가 증가함에 따라 ABTS radical 소거 활성이 유의적으로 증가하는 것으로 나타났으며, 모든 실험 농도에서 WSPM이 WS에 비해 높은 ABTS radical 소거 활성을 나타내어 DPPH radical 소거 활성 측정결과와 유사한 양상을 보였다. 시료 농도 210 μg/mL에서 WS는 72.42%의 ABTS radical 소거 활성을 나타내었으며, WSPM은 90.17%의 높은 소거 활성을 나타내었다. 버섯 균사체를 이용하여 발효한 한약재의 항산화 활성을 측정한 Park MJ(2011)의 연구에서 발효한 한약재가 비 발효 한약재보다 ABTS radical 소거 활성이 증가되었다고 보고하여 본 연구와 유사한 결과를 보였다. 상황버섯 균사체를 이용하여 발효한 수삼의 생리활성을 연구한 Hong JY(2014)는 버섯 균사체의 생육 과정에서 생물전환 능력에 의해 수삼의 항산화 활성이 증가되었거나, 항산화 활성과 관련된 영양물질이 유출되어 항산화 활성이 증가되었다고 하였는데, 본 연구에서도 찰수수 발효물의 항산화 활성이 증가된 것은 균사체의 생물전환 능력과 관련이 있을 것으로 생각된다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            ABTS radical scavenging activity of waxy sorghum and waxy sorghum fermented with Phellinus linteus mycelium.
            L-ascorbic acid: positive control group, WS: ethanol extract from waxy sorghum, WSPM: ethanol extract from waxy sorghum fermented with Phellinus linteus mycelium. Values with the different small letters (a∼c) are significantly different at the same concentration by Duncan's multiple range test (p<0.05). Values with the different capital letters (A∼F) are significantly different at the same sample by Duncan's multiple range test (p<0.05).

          
          

          

        

      

      
        6. SOD 유사활성
        WS와 WSPM의 SOD 유사활성 측정 결과는 Fig. 3과같다. 100 ppm에서SOD 유사활성은 WS가 7.83%, WSPM이 19.13%로 나타났으며, 500 ppm에서 WS는 23.22%, WSPM이 30.74%로 나타났다. 또한 가장 높은 시료 농도인 1,000 ppm에서 WS는 35.48%, WSPM은 43.49%의 SOD 유사활성을 나타내어 시료의 농도가 증가할수록 SOD 유사활성이 증가하였고, WSPM은 WS에 비해 SOD 유사활성이 유의적으로 높게 나타났다. 이러한 결과는 영지버섯 균사체를 이용하여 발효한 감잎차가 비 발효 감잎차에 비해 SOD 유사활성이 더 높다고 보고한 Lee JJ(2009)의 연구결과와 일치하였다.

        본 연구에서 DPPH radical 소거능과 ABTS radical 소거능 및 SOD 유사활성 측정을 통해 추출물의 항산화 활성을 측정한 결과를 종합적으로 살펴볼 때, WS에 비해 WSPM이 더 높은 항산화 활성을 보여 찰수수가 상황버섯 균사체와의 발효과정을 통해 항산화 활성이 증가되는 것으로 나타났으며, 총 폴리페놀 함량과 총 플라보노이드 함량도 증가한 것으로 나타났다. 총 폴리페놀 함량 및 총 플라보노이드 함량은 항산화 활성과 양의 상관관계를 나타낸다고 보고되었는데(Jin SY 2007), 본 연구에서도 상황버섯 균사체와의 발효과정 중 총 폴리페놀과 총 플라보노이드 함량이 증가되어 항산화 활성 증가의 근거를 뒷받침해 주었다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Superoxide dismutase-like activity of extracts from waxy sorghum and waxy sorghum fermented with Phellinus linteus mycelium.
            L-ascorbic acid: positive control group, WS: ethanol extract from waxy sorghum, WSPM: ethanol extract from waxy sorghum fermented with Phellinus linteus mycelium. Values with the different small letters (a∼c) are significantly different at the same concentration by Duncan's multiple range test (p<0.05). Values with the different capital letters (A∼C) are significantly different at the same sample by Duncan's multiple range test (p<0.05).

          
          

          

        

      

      
        7. MTT Assay
        MTT assay는 세포의 효소작용으로 MTT가 환원되어 formazan crystal이 생성되는 정도를 흡광도로 측정하여 세포독성을 측정하는 방법인 반면, SRB assay는 세포 단백질을 염색하여 세포 독성을 평가하는 방법으로(Jeon YH 등 2009), 본 연구에서는 두 가지 방법을 이용하여 세포 독성을 분석하였다. 먼저 MCF-7, AGS, Hep 3B, HeLa 및 HeLa 229에 대하여 MTT assay를 이용하여 세포 독성을 측정한 결과는 Table 2와 같다. WS 및 WSPM을 800 ppm의 농도로 첨가하였을 때, HeLa에 대한 세포 독성은 WS가 86.20%, WSPM은 93.59%로 다른 암세포에 대한 세포 독성보다 유의적으로 높게 나타났다. Hep 3B의 경우, WS는 70.56%, WSPM은 82.38%의 세포 독성을 보여 다른 암세포에 비해 세포 독성이 낮았다. WS와 WSPM는 모두 농도 의존적으로 세포 독성이 증가하는 경향을 보였으며, 실험한 모든 암세포에 대해 WSPM이 WS보다 암세포 증식 억제효과가 높은 것으로 나타났다. 세포 독성은 암세포의 종류에 따라 차이가 있었으나, 800 ppm의 농도에서 WS는 70∼86%의 세포 독성을 보였으나, WSPM은 82∼93%의 높은 세포 독성을 보였다. 이를 통해 찰수수가 상황버섯 균사체를 이용한 발효과정을 거치면서 암세포 증식억제 효과가 높아진 것을 확인할 수 있었다. 표고버섯 균사체를 이용하여 발효한 황기 추출물의 항암활성을 연구한 Bae MJ 등(2007)의 연구에서도 균사체 발효 황기 추출물은 MCF-7, Hep 3B 및 HeLa에 대해서 비 발효 황기 추출물보다 높은 세포 독성을 나타내었다고 하여 본 연구와 유사한 결과를 보였다. 한편, 정상 세포에 대한 세포 독성을 알아보기 위하여 HeLa 229에 대한 WS와 WSPM의 세포 독성을 측정한 결과, 두 시료 모두 농도가 증가함에 따라 세포 독성이 증가하였으나, 최고 농도인 800 ppm에서 WS는 19.68%, WSPM은 26.16%의 세포 독성을 보여, 정상 세포에 대한 독성은 암세포에 대한 세포 독성보다 매우 낮은 것으로 나타났다. 이는 WS와 WSPM이 정상 세포에는 큰 영향을 주지 않으면서 암세포에 대한 세포 독성은 높은 것을 의미하는 것으로 WSPM이 암세포 증식을 효과적으로 억제할 수 있음을 보여주었다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Cytotoxicity of ethanol extracts from waxy sorghum and waxy sorghum fermented with Phellinus linteus mycelium on human cancer cell lines by MTT assay
          
          

        

        
          
            
              	Concentration (ppm)
              	WS1)
              	WSPM2)
            

            
              	AGS
              	MCF-7
              	Hep3B
              	HeLa
              	HeLa 229
              	AGS
              	MCF-7
              	Hep3B
              	HeLa
              	HeLa 229
            

          
          
            	100
            	28.34±0.25b3)E4)
            	30.55±0.24aE
            	29.76±0.95aE
            	24.09±1.54cE
            	7.82±0.14dD
            	31.04±0.25cE***5)
            	34.81±1.06aE*
            	32.22±0.84bcE*
            	32.72±0.74bE**
            	6.24±0.38dE*
          

          
            	200
            	31.04±0.25dD
            	40.04±0.32bD
            	48.57±0.24aD
            	36.91±1.13cD
            	9.81±0.38eC
            	33.25±0.25dD***
            	45.55±0.63bD**
            	52.38±0.24aD***
            	44.05±1.12cD**
            	12.38±0.24eD**
          

          
            	400
            	42.00±0.51cC
            	54.02±0.72aC
            	54.60±0.14aC
            	50.46±1.48bC
            	14.21±1.01dB
            	53.70±0.14cC***
            	59.18±0.32aC**
            	57.30±0.60bC*
            	54.41±1.13cC*
            	16.95±0.63dC*
          

          
            	600
            	64.09±0.37bB
            	71.64±0.78aB
            	65.07±0.50bB
            	65.50±1.54bB
            	18.86±1.08cA
            	78.73±0.37aB***
            	78.04±0.24aB**
            	66.83±0.36cB*
            	76.59±0.43bB**
            	19.10±0.86dB
          

          
            	800
            	79.88±0.49bA
            	73.71±0.31cA
            	70.56±0.37dA
            	86.20±0.43aA
            	19.68±0.63eA
            	90.02±0.14bA***
            	85.34±0.21cA***
            	82.38±1.04dA**
            	93.59±0.43aA***
            	26.16±0.80eA**
          

        

        
          
            1) WS: ethanol extract from waxy sorghum.
          

          
            2) WSPM: ethanol extract from waxy sorghum fermented with Phellinus linteus mycelium.
          

          
            3) Means with the different small letters (a∼e) are significantly different at the same concentration by Duncan's multiple range test (p<0.05).
          

          
            4) Means with the different capital letters (A∼E) are significantly different at the same kind of cell line by Duncan's multiple range test(p<0.05).
          

          
            5) Star marker indicates a significantly different between WS and WSPM at the same concentration by student's t-test (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).
          

        

        

      

      
        8. SRB Assay
        WS 및 WSPM의 항암 활성을 SRB assay로 분석한 결과는 Table 3과 같다. HeLa에 대한 세포 독성은 WS가 10.23∼84.54%, WSPM은 26.07∼92.64%로 나타나, 다른 세포주에 비해 전반적으로 높은 세포 독성을 보였다. SRB assay에서도 WS와 WSPM는 농도 의존적으로 암세포에 대하여 세포증식 억제 효과가 증가하였으며, 모든 농도에서 WSPM이 WS보다 유의적으로 높은 암세포 증식 억제 효과를 가진 것으로 나타나, 앞선 MTT assay 결과와 일치하였다. 따라서 상황버섯 균사체를 이용하여 발효한 찰수수는 발효과정을 통하여 암세포에 대한 세포 독성이 증가된 것을 확인할 수 있었다. Shon MY(2007)는 팽이버섯 균사체를 이용하여 발효한 복령과 후박의 항암 활성이 비 발효 복령과 후박보다 간암세포에 대해 약 2배 높은 암세포 증식 저해 활성을 가졌다고 보고하여 본 실험 결과와 유사한 양상을 보였다. 한편, 영지버섯 균사체에서 분리된 β-glucan을 이용하여 Sarcoma 180에 대한 항암 활성을 측정한 Han MD 등(2014)의 연구에서는 양성대조군인 polysaccharide-K보다 β-glucan이 더 높은 항암 활성을 나타내었다고 하여 β-glucan의 우수한 항암 활성을 보고하였는데, 본 연구에서도 상황버섯 균사체를 이용하여 찰수수를 발효하는 과정에서 β-glucan 함량이 증가하여 암세포 증식억제에 영향을 주었을 것으로 생각한다.

        
          Table 3. 
				
          

          
            Cytotoxicity of ethanol extracts from waxy sorghum and waxy sorghum fermented with Phellinus linteus mycelium on human cancer cell lines by SRB assay
          
          

        

        
          
            
              	Concentration (ppm)
              	WS1)
              	WSPM2)
            

            
              	AGS
              	MCF-7
              	Hep3B
              	HeLa
              	HeLa 229
              	AGS
              	MCF-7
              	Hep3B
              	HeLa
              	HeLa 229
            

          
          
            	100
            	22.32±0.26c2)E3)
            	25.13±0.61bE
            	29.43±0.80aE
            	10.23±0.37dE
            	3.92±0.25eD
            	35.23±0.26bE***4)
            	34.60±0.74bE***
            	36.74±0.21aE**
            	26.07±0.86cE***
            	5.31±0.28dE**
          

          
            	200
            	29.80±0.68bD
            	29.14±0.59bD
            	38.36±0.32aD
            	30.03±1.82bD
            	7.76±0.37cC
            	39.78±0.40cD***
            	38.21±0.29dD***
            	57.62±0.42aD***
            	43.04±0.37bD**
            	12.58±0.79eD**
          

          
            	400
            	50.71±0.26abC
            	51.98±0.59aC
            	50.59±0.88bC
            	42.29±0.57cC
            	13.07±0.99dB
            	53.46±0.15cC***
            	58.03±0.45bC***
            	63.38±0.44aC***
            	48.89±0.86dC**
            	17.16±0.25eC*
          

          
            	600
            	60.17±0.65cB
            	69.06±1.22aB
            	59.16±0.80cB
            	64.73±1.31bB
            	19.85±0.65dA
            	74.37±0.15bB***
            	75.60±0.74abB**
            	71.32±0.92cB***
            	75.86±0.87aB**
            	19.85±0.65dB**
          

          
            	800
            	71.35±0.26bA
            	72.57±1.38bA
            	71.96±0.42bA
            	84.54±1.18aA
            	19.93±0.1cA
            	83.82±0.79bA**
            	81.06±1.03cA**
            	80.88±0.44cA***
            	92.64±0.57aA**
            	27.70±0.65dA**
          

        

        
          
            1) WS: ethanol extract from waxy sorghum.
          

          
            2) WSPM: ethanol extract from waxy sorghum fermented with Phellinus linteus mycelium.
          

          
            3) Means with the different small letters (a∼e) are significantly different at the same concentration by Duncan's multiple range test (p<0.05).
          

          
            4) Means with the different capital letters (A∼E) are significantly different at the same kind of cell line by Duncan's multiple range test(p<0.05).
          

          
            5) Star marker indicates a significantly different between WS and WSPM at the same concentration by student's t-test (* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001).
          

        

        

      

    

    

  
    
      결론 및 요약
      본 연구에서는 찰수수를 상황버섯 균사체로 발효시켜 에탄올로 추출한 추출물의 생리활성 및 성분 변화를 분석하였다. WS와 WSPM의 총 폴리페놀 함량은 각각 48.60 mg GAE/g, 67.80 mg GAE/g으로 나타났으며, 총 플라보노이드 함량은 각각 17.14 mg QE/g, 28.91 mg QE/g으로 나타나, WSPM의 총 폴리페놀과 총 플라보노이드 함량이 WS보다 유의적으로 높게 나타났다. 항산화 활성을 검증하기 위하여 DPPH radical 소거 활성, ABTS radical 소거 활성 및 SOD 유사활성을 측정한 결과, DPPH radical 소거 활성은 모든 시료 농도에서 WSPM이 WS보다 유의적으로 높게 나타났으며, 210 μg/mL에서 WSPM은 80% 이상의 radical 소거능을 나타내었다. ABTS radical 소거 활성은 DPPH radical 소거 활성과 유사한 양상을 보였으며, WSPM은 210 μg/mL에서 90% 이상의 높은 radical 소거 활성을 나타내었다. SOD 유사활성 측정에서도 WSPM는 WS에 비해 유의적으로 높은 항산화활성을 보여 이들 결과를 종합적으로 볼 때, 상황버섯 균사체를 이용하여 찰수수를 발효하는 과정에서 항산화 활성이 증가하는 것으로 나타났다. MTT assay로 측정한 세포 독성에서는 실험한 모든 암세포에 대해서 WSPM이 WS보다 높은 세포 독성을 나타내었으며, 농도 의존적으로 암세포에 대한 세포 독성이 증가하였다. 이러한 양상은 SRB assay도 동일하게 나타나 상황버섯 균사체를 이용한 발효과정에서 암세포에 대한 세포 독성이 증가하는 것을 확인할 수 있었다. 이들 결과를 볼 때, 상황버섯 균사체와 찰수수 발효물의 에탄올 추출물은 발효가 용이하고 대량생산할 수 있으며 자실체보다 가격도 저렴하여 항산화 활성 증가 및 암세포 증식 억제를 위한 기능성 식품소재로 이용 가능성이 높은 것으로 사료된다.
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