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            Abstract
          
        

        
          
            Background: 
            Ganoderma lucidum cultured on hulled barley was investigated as a potential natural source of antioxidants and antiinflammatory agents.

          

          
            Methods and Results: 
            The yields from Ganoderma lucidum cultured on hulled barley water and ethanol extract were 17.69% and 25.77%, respectively. The antioxidant activity of Ganoderma lucidum cultured on hulled barley extracts was confirmed by various methods including assayss of 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), 2,2-azino-bis-(3-ethylbenzo thiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS), nitrite radical scavenging, and Fe3+ to Fe2+ reducing power activity. The ethanol extract of Ganoderma lucidum cultured on hulled barley showed improved DPPH, ABTS and nitrite radical scavenging activity compared with the water extract. After treatment of RAW264.7 cells with Ganoderma lucidum cultured on hulled barley ethanol extracts, the cell viability compared with the control was 92.82%, even at a concentration of 3,000 μg/ml. The ethanol extract inhibited reactive oxygen species (ROS) generation in RAW264.7 cells stimulated with H2O2, even at low concentrations. In addition, the ethanol extract showed an inhibitory effects on the production of lipopolysaccharide-induced nitric oxide (NO) in RAW264.7 cells.

          

          
            Conclusions: 
            This study suggests that the extract of Ganoderma lucidum cultured on hulled barley is a potential source of natural antioxidants and anti-inflammatory agents.
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      서 언
      최근 서구화된 식습관과 생활환경의 변화는 비만, 당뇨, 심 혈관계 및 퇴행성 노인질환 등과 같은 만성질환의 증가를 초 래하고 있다. 또한, 영양소 공급을 위한 식품의 1차적 기능을 넘어서 다양한 생리 활성을 갖는 천연물 유래 식의약품 소재 에 대한 관심이 증가하고 있다 (Park et al., 2013).

      산소는 화학물질이나 공해 등과 같은 물리 • 화학적 요인이 나 생체 내 대사과정의 불균형으로 인하여 생성되는 부산물로 hydroxyl radical, hydrogen peroxide, superoxide 등과 같은 반응성이 강한 활성산소종 (reactive oxygen species, ROS)으 로 전환된다 (Bohr, 2002;Seitz and Stickel, 2006). 활성산 소가 생체 내에서 과도하게 발생되면 강한 산화력으로 인하여 생체막의 지질을 산화시키고 단백질의 변성을 일으킨다. 이로 인해 세포나 조직의 손상을 초래함으로써 세포노화, 동맥경화, 당뇨병, 뇌졸중 및 암과 같은 질병이 발생하게 된다 (Jun et al., 2013). 따라서, 활성산소에서 비롯되는 산화스트레스를 억 제하고 조절할 수 있는 항산화 소재의 개발과 인체 적용에 관 한 연구 분야가 많은 주목을 받고 있다. 생체 내 염증반응은 대식세포나 호중구와 같은 면역 세포들의 활성화를 유도하고 이로 인해 활성 산소가 다량 생성된다. 이처럼 산화스트레스 와 염증 반응은 매우 밀접한 관련이 있으며, 따라서 항산화 활성이 있는 소재는 항염증 소재로 개발할 수 있을 것으로 사 료된다 (Delanty and Dichter, 1998).

      보리 (Hordeum vulgare L.)는 1960 - 1970년대에는 쌀 다 음으로 중요한 작물로 여겨졌으나, 최근에 이르러 국민 소득 향상과 식생활 변화로 인해 수요 및 재배 면적이 감소하는 양 상을 보였다. 그러나 최근 소비자의 관심도 증가에 따른 보리 차, 엿기름, 보리싹 등과 같은 가공 보리제품의 개발이 이루어 지고 있다 (Hyun et al., 2008). 보리는 쌀이나 밀 등의 일반 곡류가 갖지 않는 β-glucan, arabinoxyran, hydrocynamic acid 등의 기능성 영양 성분들을 많이 함유하고 있으며, 체내 혈중 콜레스테롤 수치 저하를 통한 심장 질환의 예방, 체지방 축적 억제를 통한 비만 합병증 완화 등 성인병 예방에 효과적 이다 (Kalra and Jood, 2000;Song et al., 2005). 더욱이, 겉보리는 까락이 길며 껍질이 얇고 매우 밀착되어 있어 껍질 이 잘 분리되지 않는 보리로서, 보통 껍질을 벗기지 않은 보 리를 의미한다. 껍질이 잘 분리되어 식용으로 주로 이용되는 쌀보리와는 달리 사료로 이용되는 경우가 많지만, 우수한 항 산화력 및 활성산소 소거활성을 지닌 폴리페놀 추출물이 보리 의 내부 배유조직 보다는 껍질을 포함하는 외층부 및 배아부 위에 더 많이 함유되어 있다는 것이 알려지면서 겉보리 자체 의 기능성 소재로서 연구가 이루어지고 있다 (Jo et al., 2013;Tamagawa et al., 1997).

      최근 녹차추출물, 마늘, 감귤농축액, 한약재 등의 다양한 천 연물을 버섯 재배의 배지로 활용하여 기존 버섯 및 천연물의 활성보다 증가된 생리활성을 갖는 새로운 기능성 식품 소재의 탐색에 대한 연구가 진행되고 있다 (Cho et al., 1999). Kim 등 (2008)은 감귤농축액에 상황버섯, 운지버섯 및 꽃송이버섯 을 배양하였을 때 기존 일반배지보다 인체유래 암세포에 대한 항암 효과가 높게 나타났다고 보고하였다. 또한, 한약재를 배 지로 하여 장수상황버섯 균사체를 배양한 경우, 항산화 활성 이 증진되는 것으로 보고되었다 (Shin et al., 2008).

      따라서, 본 연구는 다양한 생리활성 기능을 가진 겉보리와 영지버섯의 생물전환 (bioconversion)과 추출 용매에 따른 항 산화 활성과 항염증을 평가하여 기능성 식의약품 신소재로서 의 가능성을 제시하고자 수행하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험 재료
        
          1) 추출물 제조
          본 실험에 사용된 겉보리 (Hordeum vulgare L.)는 충청북 도 충주시에서 생산되었으며, 영지버섯 균사체 (KTCT No. 26193)는 한국미생물자원센터 (Korean Collection for Type Cultures, Jeongup, Korea)에서 구입하였다. 고압증기멸균기를 이용하여 가열 및 소재화한 겉보리를 배지로 하여 영지버섯 균사체를 접종시킨 후 온도 28℃, 습도 60%에서 40일간 배양 하였다. 그 후 열풍건조기를 이용하여 40℃에서 3일간 건조 후 열수추출물은 시료 무게 10배의 증류수를 넣고 50℃에서 2시간, 3회 반복 추출하였다. 에탄올추출물은 시료 무게 10배 의 70% 에탄올을 넣고 7일간 실온에서 침지추출을 하였다. 추 출액은 Whatman 여과지 (Whatman No.1 filter paper, Whatman Co., Maidstone, England)를 사용하여 2회 감압 여 과하고 회전 감압농축기 (EYELA, Tokyo Rikakikai Co., Ltd., Tokyo, Japan)로 농축하여 동결건조 (Martin christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Osterode, Germany) 한 뒤, 완 전히 건조된 시료는 −20℃에 보관하여 사용하였다.

        

        
          2) 시약
          Gallic acid, D-catechin, ascorbic acid, Folin-Ciocalteau reagent, sodium nitrite, metaphosphoric acid, 2,6- dichloroindophenol sodium salt hydrate, citiric acid, sodium citrate, acetic acid, anhydrous sodium phosphate (monobasic), 2,2-azino-bis (3-ethylbenzo thiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt (ABTS), 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH), potassium persulfate, ferrous sulfate heptahydrate (FeSO4) 등 모든 시약은 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)사에서 구입하여 사용하였다.

        

        
          3) 세포배양
          마우스 대식 세포주인 RAW264.7은 American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD, USA)로부터 구 입하였고 Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM)과 fetal bovine serum (FBS) 및 penicillin-streptomycin (P/S) 등은 Gibco BRL (Gaithersburg, MD, USA)사의 제품을 사 용하여 세포를 배양하였다. 10% FBS와 1% P/S가 포함된 DMEM 배지로 5% CO2, 37℃ incubator에서 3일 간격으로 계대 배양하였다.

          세포 실험을 위한 시약인 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- diphenyl tetrazolium bromide (MTT), dimethyl sulfoxide (DMSO)는 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)사에서 구입 하였고 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate (H2DCF-DA) 는 Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)사에서 구 입하여 실험에 이용하였다.

        

      

      
        2. 총 phenolic compound, flavonoid 및 ascorbic acid 함량 측정
        총 phenolic compound 함량은 Folin-Ciocalteu’s 방법으로 측정하였다 (Seo et al., 2016). 시료 40㎕에 1M Folin– Ciocalteau (FC) reagent 20㎕, 20% Na2CO3 60㎕을 혼합 하여 암실에서 30분간 반응시킨 후 microplate reader (Soft Max Pro 5, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)를 이용해 700㎚에서 흡광도를 측정하였다. 표준물질로 gallic acid를 이용하여 표준 검량선을 작성하고 총 phenolic compound 함량을 시료 100 g 기준 ㎎• gallic acid equivalent (㎎• GAE)으로 나타내었다.

        Flavonoid 함량은 Kim 등 (2013)의 방법으로 측정하였다. 시료 25㎕에 증류수 125㎕로 희석한 후 5% NaNO2 8㎕ 를 첨가한 후 5분간 상온에서 반응시켰다. 그 후 10% AlCl3 15 ㎕를 넣고 6분간 반응 후 1 M NaOH 50 ㎕와 증류수 27 ㎕를 첨가하여 혼합한 후 510 ㎚에서 흡광도를 측정하 였다. 표준물질로 catechin를 이용하여 표준 검량선을 작성하 고 flavonoid 함량을 시료 100 g 기준 ㎎• catechin equivalent (㎎• CE)으로 나타내었다.

        Ascorbic acid 함량은 Klein과 Perry (1982)의 방법으로 측 정하였다. 시료 10㎎에 10㎎/㎖ metaphosphoric acid 1㎖을 넣고 상온에서 45분간 반응 후 여과하였다. 여과액 100㎕에 0.05 mM 2,6-dichloroindophenol 900㎕를 혼합하여 515㎚에 서 흡광도를 측정하였다. 표준물질로 ascorbic acid를 이용하여 표준 검량선을 작성하고 ascorbic acid 함량을 시료 100 g 기 준 ㎎• ascorbic acid으로 나타내었다.

      

      
        3. DPPH radical 소거활성 측정
        DPPH radical 소거능은 Lee 등 (2015)의 방법을 변형하여 측정하였다. 농도 별로 제조한 시료 80㎕에 DPPH 용액 (0.2 mM in methanol) 80㎕을 혼합한 후 암실에서 30분간 반응시켜 517㎚에서 흡광도를 측정하였다.

      

      
        4. ABTS radical 소거활성 측정
        ABTS radical 소거활성은 Yoon 등 (2016)의 방법을 변형 하여 측정하였다. 7 mM ABTS 수용액과 2.45 mM potassium persulphate를 혼합하여 암실상태에서 실온에 12 - 16시간 반응 시킴으로써 안정적인 ABTS 양이온 용액을 만들었다. 준비한 ABTS 양이온 용액을 0.01 M phosphate buffered saline (PBS, pH 7.4)를 이용하여 734㎚에서 흡광도 값이 0.70 ± 0.02이 되도록 희석하였다. 농도 별로 제조한 시료 200㎕에 ABTS 양이온 용액 800㎕를 혼합한 후 5분간 실온에서 반응 시킨 후 734㎚에서 흡광도를 측정하였다.

      

      
        5. Nitrite 소거활성 측정
        Nitrite 소거활성은 Choi 등 (2008)의 방법을 이용하여 측정 하였다. 농도 별로 제조한 시료 1㎖에 1 mM NaNO2 1㎖, 0.2M citrate buffer (pH 3.0) 8㎖를 넣고 혼합한 후 37℃에 서 1시간 동안 반응시켰다. 혼합물 1㎖에 2% acetic acid 2㎖과 Griess reagent 400㎕를 넣고 혼합하여 15분 동안 실 온에서 반응 시킨 후 520㎚에서 흡광도를 측정하였다.

      

      
        6. 환원력 측정
        환원력 측정은 Chung 등 (2005)의 방법을 변형하여 측정하 였다. 농도 별로 제조한 시료 1㎖에 0.2M PBS (pH 6.6) 2.5㎖, 10㎎/㎖ potassium ferricyanide 2.5㎖ 혼합시킨 후 50℃에서 20분 반응시켰다. 혼합물 5㎖에 100㎎/㎖ TCA (trichloroacetic acid) 용액 2.5㎖를 첨가하여 centrifuge 에서 3,000 rpm으로 10분간 원심분리하였다. 상층액 5㎖에 증류수 5㎖, 0.1% FeCl3 1㎖을 첨가하여 700㎚에서 흡광도를 측정 하였다.

      

      
        7. 세포 내 ROS 측정
        세포 내 ROS 형성은 fluorescent 2’,7’-dichlorofluorescin (DCF)가 산화된 H2DCF-DA probe로 검출하였다 (Yeon et al., 2013). RAW264.7 세포를 96 well plate에 5 × 104 cells/ well로 분주하여 24시간 후 농도 별로 제조한 시료를 처리하여 24시간 배양하였다. 10 mΜ H2DCF-DA를 처리하고 40분 후 600 μM H2O2를 처리하여 1시간 후 fluorescence microplate readers (Soft Max Pro 5, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)를 이용하여 excitation 485㎚, emission 530㎚에서 측정하였다.

      

      
        8. 세포생존율 측정
        세포생존율은 RAW264.7 세포를 96 well plate에 5 × 104 cells/well로 분주하여 24시간 후 농도 별로 제조한 시료와 lipopolysaccharide (LPS)를 처리하여 24시간 배양하였다. MTT 용액 (2㎎/㎖) 50㎕를 첨가하여 5% CO2, 37℃ incubator에서 2시간 반응하였다. 이후 배지를 제거하고 DMSO 150㎕를 첨가하여 실온에서 15분간 반응 후 540㎚ 에서 흡광도를 측정하였다.

      

      
        9. NO 생성 평가
        활성 질소종인 nitric oxide (NO)의 생성량은 Green 등 (1982)의 방법으로 측정하였다. RAW264.7 세포를 96 well plate에 5 × 104 cells/well로 분주하여 24시간 후 농도 별로 제 조한 시료와 LPS를 처리하여 24시간 배양하였다. 상층액 80㎕와 Griess reagent 80 ㎕를 혼합하여 상온에서 15분 반 응 후 540㎚에서 흡광도를 측정하였다.

      

      
        10. 통계분석
        모든 측정값은 3회 이상 반복하여 평균값과 표준편차 (means ± SD)로 나타내었고, 각 실험군 간의 통계학적 분석은 Prism 5 GraphPad software (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA)를 이용 하였다. 각 군 간의 측정치 비교는 Two-way ANOVA를 통해 bonferroni posttests로 유의성을 p < 0.05로 검증하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 겉보리 영지버섯 추출물의 총 phenolic compound, flavonoid 및 ascorbic acid 함량
        식물체내의 페놀화합물은 2차 대사산물이며 항산화, 항균 등 다양한 생리활성을 나타낸다. 특히 항산화 활성은 페놀성 화 합물이 작용하는 것으로 보고되어 식물체가 가지는 페놀화합 물의 함량을 측정하면 항산화능을 판단하는 기본적인 자료로 이용할 수 있다 (Sato et al., 1996). 항산화제로 알려져 있는 ascorbic acid는 인체에 중요한 필수적인 성분 중 하나로서 성 인이 하루에 필요한 ascorbic acid의 양은 남자는 70㎎이고 여성은 60 ㎎이다. 하지만 ascorbic acid는 인체내부에서 직접 만들어지지 않고 외부에서 섭취를 해야만 하는 성분이다 (Huang et al., 2007).

        본 연구 결과 겉보리 (Hordeum vulgare L.) 영지버섯 추출 물의 총 phenolic compound, flavonoid 및 ascorbic acid 함 량을 측정한 결과는 Table 1과 같다. 겉보리 영지버섯 열수 및 에탄올 추출물의 총 phenolic compound 함량은 각각 29.84㎎• GAE/100 g과 53.43㎎• GAE/100 g이고 flavonoid 함량은 각각 10.32㎎• CE/100 g과 13.31㎎• CE/100 g이며, ascorbic acid 함량은 각각 7.96㎎/100 g과 19.33㎎/100 g으 로 나타났다. 비교적 높은 수율을 나타낸 겉보리 영지버섯 에 탄올 추출물이 전반적으로 높은 총 phenolic compound, flavonoid 및 ascorbic acid 함량을 나타내었다.

        
          Table 1 
				
          

          
            Total phenolic compound, flavonoid, ascorbic acid content and yield of Ganoderma lucidum cultured on hulled barley (GLHB) extracts.

          
          

        

        
          
            	
              
            
          

        

        

        Jo 등 (2013)은 보리가 도정이 진행될수록 보리의 총 phenol 함량이 감소한다고 보고하였으며, 보리 열수 추출물의 총 phenolic compound 함량은 5.67㎎/100 g으로 보고하였다. 이에 비해 겉보리에 영지버섯 균사체를 이용하여 생물전환한 겉보리 영지버섯 추출물은 높은 수율과 총 phenolic compound, flavonoid 및 ascorbic acid 함량을 나타내어 생물전환으로 인한 유효성분 증대로 판단된다.

      

      
        2. 겉보리 영지버섯 추출물의 DPPH radical, ABTS radical, nitrite 소거활성
        DPPH 라디칼 소거능은 DPPH가 비교적 안정한 자유 라디 칼로 항산화 물질과 반응하면 산화성 자유 라디칼이 억제되어 안정한 형태로 전환되는 원리를 이용하여 다양한 화합물의 항 산화 활성을 평가하기 위해 널리 사용된다 (Hu and Kitts, 2000). 겉보리 영지버섯 물 또는 에탄올 추출물의 DPPH 라디 칼 소거능을 그래프로 나타낸 것으로, 농도 2㎎/㎖에서 14.07% (GLHB-W), 30.15% (GLHB-E)로 나타났다. 대조군 으로 사용한 ascorbic acid는 2㎎/㎖에서 101.5% 소거능을 나타냈다 (Fig. 1A).

        
          
          

          Fig. 1 
				
          

          
            Anti-oxidative activities of the extract of Ganoderma lucidum cultured on hulled barley (GLHB).
            A; DPPH
			radical scavenging activity, B; ABTS radical scavenging activity, C; nitrite scavenging activity, D; reducing power. The values are the means ± SD from triplicate independent experiments (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001). GLHB-W; Water extract of Ganoderma lucidum cultured on hulled barley, GLHB-E; Ethanol extract of Ganoderma lucidum cultured on hulled barley.

          
          

          

        

        ABTS 라디칼 소거능 측정은 ABTS가 산화 유도제인 potassium persulfate와 반응하여 청록색의 ABTS 양이온을 형 성하고 항산화 물질의 전자공여능으로 인한 탈색반응을 통해 항산화능을 측정하는 방법이다 (Adedapo et al., 2008). 겉보 리 영지버섯 추출물의 ABTS 라디칼 소거능을 그래프로 나타 낸 것으로, 농도 2㎎/㎖에서 45.65% (GLHB-W), 71.24% (GLHB-E)로 나타났다. 대조군으로 사용한 ascorbic acid는 2㎎/㎖에서 101.5% 소거능을 보였다 (Fig. 1B).

        Nitrite은 식품의 발색, 풍미증진, 항균작용 및 산패 방지를 위해 첨가제로 사용되고 있지만 amine류를 함유하고 있는 식 품을 섭취 시 인체 내에서 니트로화 반응으로 인해 발암물질 인 nitrosamine이 생성될 가능성이 매우 높으며 특히 산성조건 에서 쉽게 발생한다 (Kim et al., 2013). 또한 nitrite는 체내 에서 신체기능의 조절에 관여하여 염증질환을 유도하기도 한 다 (Hong et al., 2003). 겉보리영지버섯 추출물의 nitrite 소 거능을 그래프로 나타낸 것으로, 농도 2㎎/㎖에서 10.92% (GLHB-W), 18.74% (GLHB-E)로 나타났다. 대조군으로 사용 한 ascorbic acid는 2㎎/㎖에서 58.27% 소거능을 보였다 (Fig. 1C).

        높은 수율과 총 phenolic compound, flavonoid 및 ascorbic acid 함량을 나타내었던 겉보리 영지버섯 에탄올추출물은 열수 추출물에 비해 높은 DPPH 및 ABTS 라다칼 소거활성을 나타내었다. Ku 등 (2009)과 Park 등 (2016)이 보고한 총 phenolic compound 함량이 높을수록 높은 DPPH 라디칼 소 거능을 보이며, flavonoid 성분과 ABTS 라디칼 사이에도 높 은 연관관계가 있다는 것을 확인하였다. 또한 에탄올 추출물 은 nitrite 소거능 또한 저농도에서 비교적 높은 소거능을 보였 는데 이는 ascorbic acid는 nitrosamine의 형성을 억제하여 ascorbic acid 함량이 높을수록 높은 nitrite 소거능을 보인다는 연구결과와 일치하였다 (Lee and Ahn, 1997).

      

      
        3. 겉보리 영지버섯 추출물의 환원력
        환원력을 평가는 ferric-ferricyanide (Fe3+)혼합물이 수소를 공여하여 자유 라디칼을 안정화시켜 ferrous (Fe2+)로 전환하는 환원력을 흡광도 값으로 나타낸 것으로, 이 Fe3+의 감소는 페 놀 화합물로부터 수소 원자의 보냄으로써 일어난다 (Gülçına et al., 2003). 겉보리 영지버섯 추출물의 환원력 측정한 결과 농도 0.25㎎/㎖에서 ascorbic acid 다음으로 겉보리 영지버섯 에탄올추출물이 높은 환원력을 나타냈다 (Fig. 1D). Ascorbic acid 같은 reductone의 항산화 반응은 hydrogen atom을 제공 하여 자유 라디칼 연쇄를 변환하여 일어나며, 또한 과산화의 일정한 전구물질과 반응하여 과산화의 형성을 방해한다. Flavonoid에 속하는 flavonol은 free radical과 반응하거나 전 자를 제공하여 자유 라디칼의 연쇄반응을 종료한다고 보고되 었다 (Wettasinghe and Shahidi, 1999). 따라서 겉보리 영지 버섯 에탄올 추출물에서 비교적 높은 flavonoid 및 ascorbic acid 함량을 나타내어 비교적 높은 환원력이 있는 것으로 판 단된다.

      

      
        4. 겉보리 영지버섯 추출물의 H2O2로 유도된 세포 내 ROS 생성 억제 효과
        겉보리 영지버섯 열수 및 에탄올 추출물을 세포생존율을 측 정한 결과, 열수 추출물은 50㎍/㎖에서 86.55%의 세포 생존 율을 보였으며, 100㎍/㎖ 농도 이상에서는 농도가 높아짐에 따라 생존율이 낮아짐을 확인하였다. 반면 에탄올 추출물은 고 농도인 3,000㎍/㎖에서도 92.82%의 생존율을 보임으로써 겉 보리 영지버섯 에탄올추출물이 세포에 미치는 영향이 낮은 것 으로 나타났다 (data not shown).

        세포 내에서 산화 스트레스에 의해 발생하는 ROS에 대 한 겉보리 영지버섯 추출물의 억제활성을 알아보기 위해 RAW264.7에 H2O2로 산화 스트레스를 유도한 뒤 DCFH-DA probe를 이용하여 ROS의 양에 따른 형광발생 정도를 측정 하 였다. H2DCF-DA는 세포 내 활성산소 (ROS) 표지자 등으로 사용하는 fluorescein이 화학적으로 환원된 형태로서 세포막을 통과하여 확산할 수 있다. 세포막을 통과한 DCFH-DA는 세 포질에서 세포 내 esterase에 의해 비형광물질인 DCFH로 가 수분해된다. ROS 존재 시에 DCFH는 산화되어 형광도가 높 은 DCF로 전환된다. 따라서 세포 내 ROS의 양이 많을수록 측정되는 형광값이 커지므로, 추출물 내에 항산화 물질이 존 재하는 경우 ROS 생성이 억제되어 DCF 형광도가 감소되는 것을 이용하여 측정한다 (Choi et al., 2006;Kim and Park, 2011).

        대조군에 비해 600 μM H2O2를 1시간 처리한 negative control의 intercellular ROS 생성은 약 1.2 - 1.5배 증가하였으 며, 겉보리 영지버섯 추출물을 50 - 3,000㎍/㎖의 농도로 전 처리한 경우 열수 추출물은 100㎍/㎖의 농도부터 ROS 생성 이 증가하는 경향을 보였다. 이는 세포생존율의 감소로 인해 활성산소의 생성을 억제할 수 있는 능력이 상실되거나 미토 콘드리아의 기능이상 등의 문제로 생겨난 활성산소의 증가로 인한 결과로 판단된다. 에탄올 추출물은 negative control (125.85%) 대비 농도의존적으로 92.26%까지 ROS 생성이 저 해 되는 것을 확인하였다 (Fig. 2). 이상의 결과는 겉보리 영 지버섯 에탄올추출물의 polyphenol 성분의 항산화 활성이 H2O2로 유도한 세포 내 ROS 소거능과 상관관계를 갖고 있는 것으로 사료된다.

        
          
          

          Fig. 2 
				
          

          
            H2O2-induced generation of intracellular ROS levels on the extract of Ganoderma lucidum cultured on hulled barley (GLHB).
            A; GLHB-W, B; GLHB-E. The values are the means ± SD from triplicate independent experiments. Two-way analysis of variance followed by Dunnett’s t-test (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001). GLHBW; Water extract of Ganoderma lucidum cultured on hulled barley, GLHB-E; Ethanol extract of Ganoderma lucidum cultured on hulled barley.

          
          

          

        

      

      
        5. 겉보리 영지버섯 추출물의 LPS로 유도된 세포생존율과 NO 생성 억제효과
        세포손상에 따른 세포사멸은 특히 염증성 질환과 밀접한 관 계를 갖고 있는데 염증반응은 이러한 자유라디칼에 의하여 생 체 내의 조직 손상을 유발하고 그 외 감염에 의해 발생한다 (Jin et al., 2010). 대표적인 요인으로 인체의 대식세포 (macrophage)가 외부의 자극이나 침입한 병원체에 반응하여 염 증유발인자인 TNF-α, IL-1β 및 IL-6와 같은 cytokine을 생성 하고 또한 iNOS와 COX-2를 합성하여 NO 및 PGE2를 생성 한다 (Nguyen et al., 2013). LPS는 내독소 중 하나로 대식 세포인 RAW264.7에 대해 TNF-α, IL-6, IL-1β와 같은 proinflammatory cytokine을 증가시키고, NO, PGE2등의 염증매 개물질을 분비한다 (Kim and Son, 2014). 이러한 LPS를 통 해 RAW264.7에 염증을 유도한 후, 추출물의 각 농도에 대한 세포생존율 및 NO 생성에 대한 억제효과를 평가하였다. 특히 염증과 관련된 실험에서는 추출물 자체의 세포생존율을 참고 하여 열수 및 에탄올 추출물의 농도를 다르게 처리하였다.

        MTT를 이용하여 겉보리 영지 열수추출물이 LPS (1 ㎍/㎖) 로 처리된 세포생존율에 미치는 영향을 확인하였다. 그 결과, LPS 처리 군에서 약 65%로 세포수가 감소하였고 열수추출물 은 농도가 높아질수록 세포생존율이 점점 감소하는 경향을 보 였다. 반면 에탄올추출물 3,000㎍/㎖의 농도에서 세포생존율 이 유의적으로 증가하였다 (Fig. 3).

        
          
          

          Fig. 3 
				
          

          
            Cell viability of the extract of Ganoderma lucidum cultured on hulled barley (GLHB).
            A; GLHB-W, B; GLHB-E. The values are the means ± SD from triplicate independent experiments. Two-way analysis of variance followed by Dunnett’s t-test (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001). GLHB-W; Water extract of Ganoderma lucidum cultured on hulled barley, GLHB-E; Ethanol extract of Ganoderma lucidum cultured on hulled barley.

          
          

          

        

        NO 생성은 아질산이나 아질산이온의 검출 및 정량에 사용 되는 Griess 시약을 이용하여 측정하였다. 대조군에 비해 LPS 처리 시 NO는 약 5배 증가하였고, 겉보리 영지 열수추출물은 농도가 높아짐에도 불구하고 NO 생성에는 차이가 없었다. 반 면 에탄올추출물은 농도의존적으로 감소하는 경향을 보였으며 3,000㎍/㎖의 농도에서 약 63%까지 저해되었다 (Fig. 4).

        
          
          

          Fig. 4 
				
          

          
            LPS-induced NO production of the extract of Ganoderma lucidum cultured on hulled barley (GLHB).
            A; GLHB-W, B; GLHB-E. The values are the means ± SD from triplicate independent experiments. Two-way analysis of variance followed by Dunnett’s t-test (*p<0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001). GLHB-W; Water extract of Ganoderma lucidum cultured on hulled barley, GLHB-E; Ethanol extract of Ganoderma lucidum cultured on hulled barley.

          
          

          

        

        Park 등 (2013)은 균주별 영지버섯 균사체 추출물 100㎍/ ㎖에서 LPS를 처리한 세포생존율에서의 영향은 없고 NO 생 성을 50 - 80%까지 억제하였다고 보고하였다. 균주별로 차이 는 있었지만 영지버섯 균사체추출물의 항염증 효능을 확인하 였다. 따라서 겉보리 영지버섯 에탄올추출물의 항염증 효과가 있음을 시사하는 바이다.

        본 연구는 겉보리에 영지버섯 균사체를 생물전환하여 겉보 리 영지버섯이라는 신소재를 개발하고 겉보리 영지버섯 추출 물의 항산화 및 항염증 효과를 알아보았다. 연구 결과 겉보리 영지버섯 에탄올추출물에서 비교적 높은 항산화 활성을 나타 내었고 RAW264.7에서 H2O2로 유도한 ROS 생성 억제활성 및 LPS로 유도한 NO 생성 억제효과를 보였다. 이상의 결과 를 통해 신소재인 겉보리 영지버섯 추출물에는 비극성 혹은 지용성의 기능성 성분이 있을 것으로 기대되며 추후 성분분석 과 작용기전에 대한 연구가 이루어져야 할 것으로 사료된다. 따라서 겉보리 영지버섯 에탄올추출물은 항산화 및 항염증 효 과를 지닌 기능성 식의약품 신소재로서 가능성을 제시하였다.
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