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ABSTRACT

A study on in vitro culture of Orostachys japonicus A.

and physiological activity of extract

Seung Mi, Kim

Advisor: Prof. Park, Hyeon-Young, Ph.D.

Department of Biology,

Graduate School of Chosun University

In the tissue culture using leaf tissue of Orostachys japonicus, callus were

induced most efficiently in 5-week-after culture in the MS medium supplemented

with 10 Mμ BAP and 4 Mμ 2,4-D at the growth condition of 24 6500 lux 16℃

hr-day-length. Adventitious roots developed in all the medium supplemented with

0, 0.1, 1 Mμ 2,4-D whereas roots formed only in the uppersides of the leaflets

not in contact with MS medium containing 0.5 Mμ BAP and 100 Mμ 2,4-D. Shoot

regeneration was observed when callus induced in the MS medium containing 10 Mμ

BAP and 4 Mμ 2,4-D was transplanted in to the MS medium without any plant

growth regulators. Massive proliferation methods given by these tissue culture

methods for O. japonicus might provide efficient ways to its production.

The ethylacetate fraction extract for O. japonicus contained 634.48 gμ/㎖

polyphenol and 205.20 gμ /ml flavonoid. The polyphenol and flavonid contents of

O. japonicus were 0.16× and 3.3× higher than those of Aronia a source of

well-known health supplement food, respectively. The ABTS radical scavenging

ability of ethylacetate fraction extract at 1 mg/ml was higher than 95% which is

comparable to ascorbic acid of 97%. The APX enzymatic activity and catalase activity

were 1125.89 mol ascorbate oxidized/min/mg protein and 119.87 Hμ 2O2 decomposed/

min/mg protein, respectively. In disc agar plate diffusion assay, the extract
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gave rise to a larger inhibition circle with Lissteria monocytogenes,

Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus and Malassezia furfur strains

compared with antibiotics kanamycin suggestive of high antibiotic activity.

These results suggest that fraction extract of O. japonicus might be very

effective and economical in developing natural antioxidant and antibiotic.

Key words : Orostachys japonicus, tissue culture, the fraction extract,

antioxidant, antibiotic
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제 1

(Orostachys japonicus 엽하 등A. Berger) , , ,

돌 물과 식물 가 에 종 과 함께 고 하 년생 식물,

다 러한 식물특 문에 연 주 가 에 하 공[1,2]. ,

가 고 하 전 월에 하 생체 간9 10∼

매 짧다 근 년 동 다 한 가[3]. ,

격히 가하고 다 에 노 한 묘 생 조절.

조절 플러그 트 규격 정 등 다 한 연 가 행 다[4,5].

주 연 식 한 노 조 강 해 등에 해, ,

생 과 에 많 향 또한 많 비 과 노 다, .

조 식 무병주 생 에 한 과 향 종[6], [7],

식물들 원 보존 식물 식 종 간 한 신 종[8], [9], ·

개 등에 고 다 또한 종 생 개체 식 등에[10] . F1 ,

하고 러 감염 문제 해 식 히 신[11],

러 무병주 생 에 다 연 노[12].

다 조 한 식 개 다 해,

등에 향 고 무병주 공 할 노 에 비 하여,

공간에 비 과 노 생 할 것 료 다 또한 노. ,

에 월에만 하가 가 한 것 연 생 할 것 료9 10∼

다 본 연 에 조 해. callus plant

에 한 개 하고 하여 식에 한regeneration ,

연 시 하고 하 다.

간 격히 가하고 만 에 각종 트 동 족, , ,

경 염 식 하여 노 당뇨 비만 심 등 각종, , , , ,

병 가 것 고 다 해 다 한 식물들[13].

건강 식 개 한 항 항균 항 항비만과 같, , , ,

연 가 하게 행 고 다 특히 과채 에 많 함 놀[14,15,16].

합물과 플 보노 드 빈 과 같 항 물 포, ,

가져 제하여 노 연과 심reactive oxygen species (ROS) ,

계 등 할 것 보고 다 러한 생 갖 폴[17,18].
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놀 합물 flavonoids, anthocyanins, tannins, catechin isoflavonoes,

등 하 식물 합 에 해 생 것 져lignans, resveratrols ,

다 폴 놀에 다 하 드 실 포함하고 하 드 실[24]. (-OH) ,

게 다 합물들과 결합할 문에 폴 놀 항 과 항 항,

염 과가 뛰 것 져 다 플 보노 드 연계에[19,20]. (flavonoids)

널 포 합물 폴 놀과 같 식물 과실 뿌 등, , , ,

거 든 에 함 것 져 다 플 보노 드 과적 제거. ROS

하여 항 높다고 져 폴 놀과 찬가 항 러 항염[21], ,

항 과가 것 져 다 근 같 식물 물 한, [22].

연 들 행 고 물 한 연 들 또한 다 하게 행 고,

다 체 포주에 클 포 물. 100 g/μ ml 농 시간 처24

포생존 타 결과가 보고 고 전 포주에50.19% [23], 600 μ

g/ml 농 시간 처 한 경 포생존 과 가 보고 다48 10% , apoptosis

간 포주에[24]. 2.0 mg/ml 농 시간 처 포생존 타24 40%

다고 보고 다 물 처 한 경 병 포주 단[25]. apoptosis

합 시 염 한 식 포에[27], Dichloro methane

물 처 한 경 생 제 하고 항염 과 보고, nitric oxide(NO) ,

다 또한 식 고 한 흰 에 물 경 투여 한 흰[28].

정 식 한 흰 보다 체 감 하고 함 감 하 결과,

해 항비만과 고 에 한 과가 다고 보고하 다[29].

채취 시 건조 매 다 게 하여 항 항 항비만 항염[30], [31], , , ,

과 비 하여 연 다. 그러 연 에 단 물에

한 연 에 한 다 본 논문에. n-hexane,

하여 가 매methylenechloride, ethylacetate, n-butylalcohol, water 5

하 고 물 생 비 하 다 폴 놀과 플 보노 드, .

함 정하 고 천연 항 제 가 보 하여 항,

항 정하 다 또한 다 한 균주들 물. ,

항균 정하여 식 첨가물 생 개 등에 함 식 향

에 가 타 하고 하 다 그 고 물 폐. ,

포주 항 조 함 료 할 건강,

식 가 규 하고 하 다.
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제 료2

료식물 시료2.1

노 에 (Orostachys japonicus 년 월 채취하여 실험에 하) 2014 7

다 조 에 할 크 하여 에. 5 6 cm 2% NaOCl 3∼

균 한 균 하여 척 하여 에 하 다, 2 .

폴 놀과 플 보노 드 함 정 항 미 항균 항 등 생, , ,

실험 해 하 저 동고 에 시간 동-70 (NIHON, Japan) 5℃

결 시킨 동결 료 하에 전하게, 0.05 0.5 Torr(mmHg) -50∼ ℃

공 동결 건조 하여 하 다 동결 건조 피(Ilshin, Korea) . 2 (v/v)

에 시간 하여 에 걸쳐 복 하 다98% methanol 48 3 .

하여 여과하 여과filter paper(Tokyo Roshi Kaisha, Ltd. 150mm Japan) ,

에 감 농 하 다 물60 65 (BUCHI, Switzerland) . methanol∼ ℃

에 담 과 같 하 다 에(Fig. 2) , . 500 ml

넣고 극, n-hexane 500 ml 첨가하여 시간 하여24 ,

하 다. methylenechloride 500 ml, ethylacetate 500 ml, n-butyl alcohol 500

ml 차 복하여 하 다 처 첨가한 물, .

가 매 물 득하 다 물 감 농 하여 전히 건조 시킨5 .

동 보 하 물 실험에 하 다, .
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Fig. 1 Schemes of solvent fractionation from Orostachys japonicus.
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실험2.2

2.2.1 Tissue culture

가 생 조절제 향.

에 할 조 절단 에 하 다 크fig. 1 . 5 6 cm∼

정 제거하고 원 간 근0.3 (distal), (middle),㎝

등 한 각 다시 께 등 하여 절 정(proximal) 3 , 0.6 cm 3

단 가 향하게 하 다.

sucrose 30 g/l, myo-inositol 100 mg/l 첨가한 에MS [32] 0,

0.1, 1, 10, 100 Mμ 2,4-D 0, 0.5, 5, 50 Mμ 조합한 것 과BAP HCl KOH

하여 조정하 다 에 고 균pH 6.2 . 121 20 (SANYO, Japan) , 60×10 mm℃

에petri dish 10 ml 주하 다 각 접시 당 각 절 개. A, B, C 1

개 절 하 다 복 실시하여 시간3 . 2 24 6500 lux 16 /℃

주 조건 했 조 에 생 조절제에 해 타,

정하 다.

처 실험 결과에 높 농 생 조절제 조건 0, 4, 20, 100, 500

Mμ 2,4-D 0, 2, 10, 50, 250 Mμ 조합 하 다 조건 당 개 절BAP , . 3

한 시간 주 조건 하여 타, 24 6500 lux 16 /℃

결과 조 하 다.
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Fig. 2 The cutting direction of O. japonicus leaf and explants placed in an

array on medium. A: the distal region, B: the middle region, C: the proximal

region. Both ends of the leaf were cut. a: The leaf pieces were separated as

three equal parts as A, B and C. And the A, B and C were cut within fragments

into approximately 0.6 cm in length; b: A C explants were placed counter∼

clockwise for their distal surfaces to face air.

A

B

C

A

B C

a b
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. Callus culture plant regeneration

조 절 주 동 러 태적 특징에 적5

러 조 러 포 러 러(Fig. 7a), (Fig. 7b), (Fig. 7c),

하 다 해 각 러 들 크(Fig. 7d) . 5×5 0,㎜

0.1 Mμ 2,4-D 0, 0.1 Mμ 조합 첨가한 에 계 하 다BAP MS . 24 6500℃

시간 주 조건 하여 러 식물체lux 16 /

조 하 다.
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생 정2.2.2

가 폴 놀과 플 보노 드 함 정.

폴 놀 함 정(1)

시 과Folin-ciocalteu reagent sodium molybdate sodiumtungstate

시 제조하 다 한 놀 물 들 조건에, folin-ciocalteu

시 에 전 공여하여 청reagent phosphomolybdic/phosphotungstic acid complex

원물 생 하게 다 청 원물 흡 정하여 폴 놀 함.

정 하게 다 같 학 한 에. Folin-Denis [33]

물에 한 폴 놀 함 정하 다.

물 에98% methanol 1 mg/ml 해하여 25 lμ 희 한, 10 folin-

ciocalteu reagent 500 lμ 합하여 에 간 시킨5 , 7.5% sodium

carbonate (Na2CO3) 500 lμ 첨가하여 합하 다 합. water bath (BUCHI,

에 간 시 다Switzerland) 37 60 . Spectrophotometer (Mecasys, Korea)℃

하여 에 흡 정하 다 폴 놀 물750 nm . chlorogenic acid

하여 검 하(Sigma, USA) ,

물 폴 놀 함 정 하 다.
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플 보노 드 함 정(2)

에 시키 과 등 또Flavonoid hesperidin naringin flavan,

당체가 타 다 합물 흡 정하여 함flavonol . flavonoid

정 한다 학 한 에. Jia Tang [34]

물에 한 플 보노 드 함 정하 다.

물 탄 에98% 1 mg/ml농 해하여 100 lμ, diethylene glycol

1000 lμ, 1N NaOH 10 lμ 넣 합한 에 간 시, water bath 37 60℃

다 하여 에 흡 정하 다 플 보노 드. Spectrophotometer 425 nm .

물 하여 검 하naringin (Sigma, USA) ,

물 플 보노 드 함 정 하 다.
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항 정.

거(1) DPPH radical

보 빛DPPH(2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) radical free radical

에 특징적 흡 타 다 거 노 빛 게517 nm . radical

흡 하 하게 다 매에 매 정적517 nm . radical ,

에 하여 탈 문에 거 정에proton-radical scavenger radical

고 다 같 한 에 물. Blois [35] DPPH

거 정 하 다radical .

물 탄 매 하여 각98% 10, 5, 2.5, 1, 0.5 mg/ml 농 희

시킨 시료, 100 lμ 100 Mμ DPPH 900 lμ 합한 에,

간 시 주 다 하여 에 흡 정하여30 . Spectrophotometer 517 nm

감 정 하 다 각 실험 복하여 균값 하 값radical . 3 ,

식에 하여 함 조 에 한 흡 감 정(%)

하 다.

 

 
×

An 거 에 한 항: DPPH radical (%)

A0 시료 첨가하 흡: DPPH

각 시료 시킨 흡A: DPPH
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거(2) ABTS radical

ABTS(2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonicacid)diammoniumsalt)

시간 하여 짙 녹 타 항radical potassium persulfate 24

높 물 과 할 경 투 한 에 가 워 특징 타 다. ABTS radical

거 정 거 정과 함께 체 거 간DPPH radical radical

접적 정하 실험 거 정과 원 가 한 다, DPPH radical .

학 한 등 에 물Re [36] ABTS radical

거 정하 다.

물 탄 매 하여 각 0.5, 1, 2.5, 10 mg/ml 농 희

시 하 다 에 해하여. ABTS + 2.45 mM potassium persulfate∙

에 녹여 시간 에 보 하여7 mM ABTS 12 17 ABTS cation radical∼

시킨 에 흡 값, 734 nm 0.900±0.002 methanol

희 하 다 희. ABTS + 950∙ lμ에 시료 50 lμ 합한 에, 5

간 시 다 하여 에 흡 정하여. Spectrophotometer 734 nm

감 정 하 다 각 실험 복하여 균값 하 값radical . 3 ,

조 에 한 흡 감 정 하 해 식에 하여 (%)

하 다.

 

 
×

An 거 에 한 항: ABTS + radical (%)∙

A0 시료 첨가하 흡: ABTS +·

각 시료 시킨 흡A: ABTS +·
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염 거(3)

물 염 거 정 등 과 등Kato [39] Kim [38]

에 또 하여 각0.1 N HCl 0.2 M citrate buffer pH 1.2,

맞 차 정하 다 물4.0, 6.0 . (20 mg/ml) 40 lμ에 1

mM NaNO2 20 lμ pH buffer 140 lμ 하여 피 200 lμ 조절하 다.

에 간 시킨37 50 , 2% acetic acid 1,000℃ lμ, Griess reagant 80

lμ 첨가하여 합한 빛 차단한 에 간 시 다, 15 .

하여 에 흡 정하여 식에 하여Spectrophotometer 520 nm

염 거 타 다.



 
×

염 거N :

A0 : 1 mM NaNO2 에 간 시킨 흡control 50

A : 1 mM NaNO2에 시료 첨가하여 간 시킨 흡50
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항 정.

조제(1)

매 100 mM potassium phosphate buffer (pH 7.5) 48.5 ml에 2 mM EDTA 1 ml,

PVP 0.5 g, 1 mM PMSF 500 lμ 비하 다 항 정 매. 1000 lμ

에 물 첨가하여 시킨 간 원심5 mg overnight , 15,000 rpm 10

한 하 다 각 물 단. Bradford [39]

에 물 하여 정 하 다BSA .

정(2) Catalase(CAT)

등 하여 정하 다Catalase(CAT) Mishra [40] . 100 lμ

100 mM potassium phosphate buffer(pH 7.0) 500 lμ, 110 mM H2O2 400 lμ 합하

다 거. H2O2 하여 에 간 흡 정spectrophotometer 240 nm 1

하 다 단 당 거. 1 mg H2O2 mμ 하 다ol .

정(3) Ascorbate peroxidase(APX)

과 에 정하 다Ascorbate peroxidase(APX) Chen Asada[41] .

100 lμ 200 mM potassium phosphate buffer(pH 7.5) 500 lμ, 5 mM ascorbate

100 lμ, 2 mM H2O2 10 lμ 합하 다 정. Ascorbate spectrophotometer

하여 에 간 흡 정하 다 단 당290 nm 1 . 1 mg ascorbate

mμ ol 하 다.
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정(4) Peroxidase(POX)

등 에 정하 다Peroxidase(POX) Chance Maehly [42] .

100 lμ 80 mM potassium phosphate buffer(pH6.9) 500 lμ, 15 mM guaiacol 100 lμ,

65 mM H2O2 100 lμ 합하 다 하. Tetra guaiacol spectrophotometer

여 에 흡 정하 다 단 당470 nm . 1 mg tetra guaiacol μ

m 하 다ol .
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저해 과 정. Tyrosinase

닌 포 에 에 해 전tyrosinase tyrosine DOPA

고 전 시 생 시킨다 저해 정 피, DOPA-quinone [43]. Tyrosinase

생합 적 타 므 미 과 타 좋melanin

고 다 한 에. Flurkey [44]

물 저해 과 정하 다tyrosinase .

mushroom tyrosinase 100 unit/ml 희 하여 하 , 10

과mM 3,4-Dihydroxy-L-phenylalanine 0.1 M potassium phosphate buffer(pH 6.8)

비 합하여 하 다 물 시료2 : 3 . 200 lμ, mushroom

tyrosinase 200 lμ 합, 600 lμ 합한 에37 waterbath 20℃

간 시 다 하여 에 흡 정하 다 정. spectrophotometer 475 nm .

값 다 식에 하여 저해 타 다tyrosinase .

저해 (%)  


×

A0 물 시료 무 첨가 흡:

An 물 시료 첨가 흡:
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항균 정2.2.3

가 균주.

항균 해 한 균주 해한 균주 심 뇌 염 염 등,

하 Listeria monocytogenes, 피 균 항생제 균

Staphylococcus epidermidis, 식 피 농 키, Staphylococcus

aureus, 루 피 염 키 Malassezia furfur, 균(Escherichia coli)과

폐 키 항생제에 저항 갖, Pseudomonas aeruginosa 등

가 하 균주들 한 생 공학원 원 생물 원6 , (Korea

한 미생물보존Biological Resource Center, KCTC) (Korea Culture Center of

하여 실험에 하 다 실험에 한 균주 균Microogrganism, KCCM) .

종과 빛 조건 에 조 에 정 하 다Table 1 Table 2~5 .

균주 항균 과 정.

물 항균 과 정하 하여 한천 (disc agar

하 다 한천 항생물 에 해plate diffusion method)[45] .

제농 시험 균 하여 제 경inhibitor zone

정하 각 균주에 적합한 한천 에 주 고시킨 다, petri dish ,

균주0.8% Agar 100 lμ 합하여 비한 말하 다 에top Agar . Top Agar

균 정한 간격 놓고8 mm paper disc (Adventic, Japan) ,

에paper disc kanamycin (1 mg/ml) 30 lμ 주 에 각 물들, paper disc

30 lμ 주 하 다 흡 고 하여. paper disc 10 lμ 차

주 하 다 한천 들 에 시간 동 에 하여. 37 24 incubator paper℃

주 에 생 저해 찰하 다 저해 시간 에 생 경 항disc . 24

균 것 정하 저해 경 정하여 항균 정,

정하 다.
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Table 1. List of strains and culture conditions used for screening of

antimicrobial activity test

Strains Strains No. culture condition

Lissteria monocytogenes KCCM40307 37 Brain heart infusion agar℃

Staphylococcus epidermidis KCTC1917 37 Nutrient agar℃

Staphylococcus aureus KCT1621 37 Nutrient agar℃

Malassezia furfur KCTC7743 37 YM agar+1% olive oil℃

Escherichia coli KCCM11234 37 Trypticase soy agar℃

Pseudomonas aeruginosa KCTC2004 37 Nutrient agar℃
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Table 2. Composition of brain heart infusion agar.

Component Contents

Brain Heart Infusion 17.5 g

Peptone 10.0 g

Glucose 2.0 g

Sodium Chloride 5.0 g

Agar 15 g

Purified water 1 l

pH 7.4±0.2
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Table 3. Composition of nutrient agar.

Component Contents

Beef extract 1.0 g

Peptone 5.0 g

Sodium chloride 5.0 g

Yeast extract 2.0 g

Agar 15 g

Purified water 1 l

pH 6.8±0.2
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Table 4. Composition of YM agar + 1% olive oil

Component Contents

Yeast extract 3.0 g

Malt extract 3.0 g

Peptone 5.0 g

Dextrose 10.0 g

Agar 10.0 g

Purified water 1 l

pH 6.3±0.2
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Table 5. Composition of trypicase soy agar.

Component Contents

Pancreatic digest of casein 15.0 g

Pancreatic digest of soybean 5.0 g

Sodium chloride 5.0 g

Agar 15 g

Purified water 1 l

pH 7.3±0.2
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항 과2.2.4

가 포.

실험에 포 한 포주 행에 간 폐 포주

포주 포주Calu-6 (KCLB No.10002), MCF-7 (KCLB No.30022),

에HCT-116 (KCLB No.10247) RPMI1640 (Lonza, USA) 10% FBS (fetal bovine

첨가한 복합serum)(Lonza, USA) 1% Antibiotic-antimycotic (Gibco BRL, USA)

하여, 37 , 5% CO℃ 2 Incubator (SANYO, MCO - 17AIC, Japna)

에 다 한 계 하 다 계 거2 . 3

포주 실험에 하 다.

체 포 생존 정.

해 특정 흡 정하 실험MTT assay ,

포 미 드 에 해 보 비MTT tetrazolium

MTT formazan(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazoliumbromide)

원시키 한 검 다 흡 가 높게 포가.

많 포 미 드 에 해 많 원 것 미하 흡MTT formazan ,

가 적 죽 포가 많 게 원 것 흡 에MTT formazan ,

포 생존 단하 검 고 다.[46].

등 에 에 해 물 포 식 제Hansen[47] MTT assay

과 하 다 각 포주. 3×104 cell/ml 가 hemocytometer cell

한 에counting , 96 well microplate 98 lμ 주한/well , 37 , 5% CO℃ 2

포 에 시간 하여 포 착시 다 각 에24 incubation . well

물 농 조제하여 2 lμ 첨가하여 시간 동 하 다 그 고 각24 .

에well 5 mg/ml MTT solution(sigma, USA) 10 lμ 첨가하여 시간 동 시, 4

킨 제거하 다 그 고 각 에, . well 100 lμ 첨가하여 간DMSO 15
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시 다 하여shaking . Micro plate spectrophoto meter (BIO RAD, xMark, USA)

에 흡 정하 다 각 포 물 무첨가 하여 포540 nm . 100%

식 제 하 다.

percent of viable cells(%) 대조구의흡광도

대조구의흡광도  시료처리구의흡광도
×

계처2.2.5

매 물 생 에 한 각 실험 SAS software (SAS

하 다 실시하여 다 검정Institute, USA) . ANOVA procedure (Duncan's

하여 에 검정하 다 매multiple range test) 0.05% .

물 생 에 한 각 실험 실시하 결과 값 균 차3 , ±

하 다.
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제 결과 고찰3

3.1 Tissue culture

생 조절제 향3.1.1

Orostachys japonicus 0, 0.1, 1, 10, 100 Mμ 2,4-D 0, 0.5, 5, 50 Mμ BAP

합 처 하여 주 동 한 결과 에 타 다5 Fig. 3, Table 6 .

가 포함 조건에BAP 0, 0.1, 1 Mμ 첨가한 에2,4-D 1

주 접 에 뿌 가 달하 주 뚜 한 정근 찰 다, , 2 .

달 정근 주 달하 다 농4 14.2 , 10.5 , 8.0 . 2,4-D㎜ ㎜ ㎜

가 가할 정근 짧 고 곁뿌 가 가하 것 찰하 다, (Fig.

같 결과 등 다 식물에 하 염좌 연 에 신4). [49]

처 하 정근 달하 결과 하게 타 다 적 다 식.

물 하여 식에 하 역시 신 첨가하 조 에,

뿌 가 달하 다 같 결과 가 한 다 식물.

보 특 료 다. 10, 100 Mμ 첨가한 경 주 닥 에2,4-D 4 ,

짧 정근 균 개 달하 다1 2 3 .㎜ ∼

0.5 Mμ BAP 0, 0.1, 1 Mμ 합 처 한 경 가 첨가2,4-D BAP

보다 짧 정근 다8 , 5 , 2 . 0.5㎜ ㎜ ㎜ Mμ BAP 10, 100 Mμ

합 처 한 경 접 에 정근 찰할 주2,4-D , 2

에 정근 달하 다. 0.5 Mμ BAP 10 Mμ 합 처 한 경 정2,4-D

근 게 달하 다51.1 mm, 45.1 . 0.5㎜ Mμ BAP 100 Mμ 합 처2,4-D

한 경 다 하 정근 에 달하 다20 (Fig. 5).㎜

10 Mμ 가 첨가 경 접 에 뿌 달 제 결과가2,4-D

찰 , 0.5 Mμ BAP 10 Mμ 가 첨가 경 에 뿌2,4-D

달 것 찰 다 같 결과 물 에 타 고농.

과 같 조 에 제 제 특 과 같 타2,4-D

료 다[48].

5 Mμ 가 첨가 에 정근 달 타 러 가BAP ,

달하 다. 5 Mμ BAP 0.1 Mμ 합 처 한 경 원 에 주2,4-D 2

조 비 단단한 맹 들 태 러 가1.3 , (Fig. 7d)
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달하 다. 5 Mμ BAP 1, 10, 100 Mμ 합 처 한 경 주 조2,4-D 2 ,

생 다 주 원 크 보다 비 단단하고 매. 4 , 2 ,

한 러 달하 다(Fig. 7a) .

50 Mμ BAP 0, 0.1, 1, 10, 100 Mμ 합 처 한 경 각 경2,4-D

주 포 러 가 달하 다 포 러 농2 (Fig. 7c) . 2,4-D

가 높 러 에 존 하 포 크 가 균 0.5 , 0.4 , 0.3 , 0.1㎜ ㎜ ㎜

것 찰하 다.㎜

0, 0.5 Mμ 첨가 경 뿌 가 달하 고BAP , 5, 50 Mμ 첨가 경 조BAP

커 러 하 다 농 가. BAP 5 Mμ 첨가 경 조

비 해 농 에 러 러 포 러 가, 2,4-D , ,

달 다 실험에 타 결과 같(Table 6). 50 Mμ BAP, 100 Mμ 고2,4-D

농 첨가 에 한 조 들 고 하 고 달하 다 같.

고농 에 규 하 하여 250 Mμ BAP 500 Mμ 가 첨가2,4-D

조합하여 시 하 다. , 4, 20, 100, 500 Mμ 2,4-D 2, 10, 50, 250 μ

M 조합하여 주 동 찰하 다BAP 5 .

4, 20, 100, 500 Mμ 2,4-D 2, 10, 50, 250 Mμ 조합하여 실험한 결과BAP

에 러 크 러 특징에 하여 정 하 다Table 7 , . 2 Mμ BAP

0, 4, 20, 100 Mμ 합처 한 경2,4-D , 0, 4 Mμ 에 원 조2,4-D

에 단단한 맹 들 태 러 가 달하 다. 20 Mμ 에2,4-D

원 간 에 매 한 러 가 달하 다. 100 Mμ 에2,4-D

근 에 러 가 달하 다. 10 Mμ BAP 0, 4, 20, 100 Mμ 합처 한2,4-D

경 , 0, 4 Mμ 에 원 조 에 러 가 달하 다2,4-D . 20 Mμ

에 간 에 조 러 가 달하 고2,4-D (Fig. 7b) , 100 Mμ 에

근 에 러 가 달하 다. 50 Mμ BAP 0, 4, 20, 100 Mμ 합처2,4-D

한 경 , 0, 4 Mμ 에 원 간 조 에 포 러 가 달했2,4-D ,

, 20 Mμ , 100 Mμ 에 근 에 러 가 달하 다2,4-D (Fig 6). 250 Mμ

경BAP 20 Mμ 하 에 단 주 에 게 러 가 달하 다 농2,4-D . BAP

가 높 농 에 러 가 달했다2,4-D (Table 7). 500 Mμ 가2,4-D

첨가 에 농 계 주 흑 고 하 다 참다BAP 1 .

러 적 농2,4-D 0.1 mg/l(0.4 Mμ 희 무 적 농)[49], 2,4-D

0.2 mg/l(0.9 Mμ 보고하 고 고 등 적 농) [50], 2,4-D 1
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mg/l(4.5 Mμ 보고하 다 적농 가 첨가 경 가 달) [51]. 2,4-D callus

하 고 고 하 것 보고 고 다 그러 경[52]. 5 Mμ BAP

100 Mμ 에 러 가 달하 다 과 같 돌 물과 식물2,4-D (Fig. 3).

돌 물 3.0 mg/l(13.5 Mμ ) 2,4-D 1.0 ㎎/l 첨가 에 가 높 러BA

보고하 고 또 다 돌 물과 식물 근 꿩 비 경[53], 2.0 ㎎

/l(9.6 Mμ 가 조 달 적 농 보고하 다 돌 물과식물 조) 2,4-D [54].

에 러 달에 농 타 식물에 비 하여 높 신2,4-D

농 하 것 타 다 경 적 식물들 갖. 2,4-D

타 농 보다 높20 100 Mμ 에 고 하 고 러 가,

달하 높, 100 500 Mμ 에 흑 하 고 하 것 찰 다.

조 러 10 Mμ 에 가 달하 다BAP .

농 에 원 러 가 달하 농 가 높 간2,4-D , 2,4-D ,

근 러 달 타 다 원 경. 10 Mμ BAP 4 Mμ 가 첨가2,4-D

에 러 가 크게 달했고 간 경, 10 Mμ BAP 20 Mμ 가 첨2,4-D

가 에 러 가 크게 달했고 근 경, 100 Mμ 에 러 가2,4-D

달하 다 같 결과 해 조 포 신 농 가 존 하.

신 농 원 갈 높 것 할 다, (Fig. 6).

가적 농 하여 농 농 에BAP 2,4-D BAP 2,4-D

원 간 근 러 달 규 하고 또한 역 정 하여, , ,

정 하 해 조 에 함 신함IAA , [55]

정 히 정한 조 한 조 에 신 향 규 하 연,

가 다.
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Fig. 3 Effects of various concentration of 2,4-D/BAP on callus formation of O.

japonicus 5 weeks after culture.

At 0, 0.1, 1 Mμ 2,4-D without BAP, adherent faces of explants adhering to

medium develped roots where as at 100 Mμ 2,4-D together with 0.5 Mμ BAP,

non-adherent faces did. Callus develped from at a lower concetration of 2,4-D as

the concentration of BAP increased.

2,4-D

BAP
0 Mμ 0.1 Mμ 1 Mμ 10 Mμ 100 Mμ

0 Mμ

0.5 Mμ

5 Mμ

50 Mμ
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Table 6. Effects of 2,4-D/BAP concentration on root or callus formation of O.

japonicus explants at 5 weeks after culture.

A: the distal region, B: the middle region, C: the proximal region (Number of

lateral roots per 1 cm of adventitious root. +++: more than 10; ++: 5 or more,

10 or less; +: 1 or more, 5 or less) (Relative size difference between incubated

callus and the original explants +++: more than 3x; ++: 2x or more, 3x or less;

+: 1x or more; -: no change)

PGR a b c

2,4-D ( Mμ ) BAP ( Mμ ) Root Callus Root Callus Root Callus

0

0 ++ ++ ++

0.5 + + +

5 - - -

50 - ++ -

0.1

0 ++ ++ ++

0.5 + + +

5 +++ - -

50 ++ ++ ++

1

0 +++ +++ +++

0.5 + + + + + +

5 - - ++++

50 +++ +++ +++

10

0 + + +

0.5 + + +

5 ++ +++ -

50 ++ +++ +++

100

0 + + +

0.5 ++ ++ +++

5 + ++ +

50 + ++ ++
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Fig. 4 Effects of 2,4-D concentrations on the adventitious root formation of O.

japonicus in vitro culture at 5 weeks after culture.

a: 0 Mμ ; b: 0.1 Mμ ; c: 1 M.μ 2,4-D as the concentration of 2,4-D increases, the

lenghth of advention roots decreases and the member of lateral roots increases.

c

a

b
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Fig. 5 Formation of roots from explants of O. japonicus at 4 weeks after culture

on medium supplemented with 100 Mμ 2,4-D and 0.5 Mμ BAP

a: the distal region; b: the middle region; c: the proximal region. At 100 Mμ

2,4-D, no root formation was observed at the faces of adherent side, whereas

non-adherent face, develpoed roots instead. Based on the shapes of the excised

side, roots were likely to emerge around vasculature regions.

c

b

a
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Fig. 6 Effects of 2,4-D/BAP concentrations on callus formation from leaf explant

of O. japonicus at 4 weeks after culture.

At 2 Mμ BAP and 4 Mμ 2,4-D, explants originated form distal region

proliferated most efficiently. At 2 Mμ BAP and 20 Mμ 2,4-D, explants form

distal region and mid leaf region proliferated most efficiently. At 10 Mμ BAP

and 4 Mμ 2,4-D, explants originated form distal region proliferated most

efficiently. At 10 Mμ BAP and 20 Mμ 2,4-D, explants originated form mid region

proliferated most efficiently.

2,4-D

BAP
4 Mμ 20 Mμ 100 Mμ

2 Mμ

10 Mμ

50 Mμ



- 32 -

Table. 7 Effects of 2,4-D/BAP concentration on root or callus formation of O.

japonicus explants at 5 weeks after culture

A: the distal region, B: the middle region, C: the proximal region

: rough callus : smooth callus : globular callus : botryose callus▲ ■ ◆ ●

(Relative size difference between incubated callus and the original explants.

+++: more than 3x; ++: 2x or more, 3x or less; +: 1x or more; -: no change)

PGR a b c

BAP( Mμ ) 2,4-D ( Mμ )

2

0 ◆ + - -

4 ◆ ++ - -

20 ◆ ++ ◆ ++ -

100 - - ++

500 - - -

10

0 ■ +++ - -

4 ■ +++ + -

20 - ▲ +++ +

100 - - +

500 - - -

50

0 ● ++ ● + -

4 ● ++ ● ++ -

20 - - +

100 - - +

500 - - -

250

0 + + -

4 - + -

20 - - +

100 - - -

500 - - -
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3.1.2 Callus culture and plant regeneration

에 생 러 특징에 러 조 러 포 러, , ,

러 가 적 하 다 러 크 절4 (Fig. 7). 5×5 ㎜

단하여 본 에 조합에 러 식물체MS 2,4-D BAP

조 하 다.

러 매 하고 녹 단단한 태(Fig. 7a) , 10 Mμ BAP 4 μ

M 하 가 첨가 에 주 달하 다 같2,4-D 4 2.5 .㎝

러 생 조절제 첨가하 본 에 계 할 경 주 매 했MS 1

에 투 하고 족한 근 생 러 가 (Fig. 8a),

주 정 가 달 다 주 전한 식물체 하 다 균2 (Fig. 8b). 5 .

러 개 조각 당 개 식물체가1 30 , 식물체 투

했다 같 식물체 주 한 녹 식물체 달하(Fig. 8d). 7

다 러 전체에 생 러 가 식물체 달. (Fig. 10a),

하 다 러(Fig. 10b). 0.1 Mμ BAP 0.1 Mμ 가 첨가 계2,4-D

할 경 주 투 한 정 가 달하 다 주 투 한 러 가 식물체, 3 . 6

달하 러 조각 개당 개 식물체가 다, 1 4 .

러 러 전체에 태(Fig. 7d) , 4 Mμ BAP

2 Mμ 가 첨가 에 주 달하 다 러 생 조절제 첨가2,4-D 5 .

하 본 에 계 할 경 주 다 균 개MS 4 2 3∼

식물체가 달하 다 러 식물체 달과 비 하여 식물체 개체 가.

게 달하 뿌 가 달하 다, (Fig. 9c).

녹 갱 태 포 러 (Fig. 7c) 50 Mμ BAP 10 Mμ

하 조합한 조건에 달하 절단하 경 포 갱 가 져2,4-D ,

러 절단하 고 계 하 다 거 태 조 러. (Fig. 7b)

10 Mμ BAP 10 20∼ 가 첨가 에M 2,4-Dμ 달하 다 포 러 조.

러 주 접 근 점차 흑 시 하 주 에2 , 4

러 전체가 흑 고 하 다.

조 한 식물체 생 한 적 조건, 10 Mμ BAP 4μ

M 조합한 본 에 주 동 하여 러 생 조절제가 첨2,4-D MS 5

가 에 계 하 타 다MS .
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건조한 경에 다 식물 달에 건조 향, stress

것 료 다 건조 향 규 하고 빛 등 다 한 조건. stress , ,

조합에 한 연 하여 식물체 생 높 것 료

다.
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Fig. 7 Four kinds of callus developed from O. japonicus leaf explant at 4 weeks

after culture.

a: The deep green and smooth callus was developed in 10 Mμ BAP, 0, 4 Mμ 2,4-D.

b: The callus possessing rough surface tended to be developed in 10 Mμ BAP, 20

Mμ 2,4-D. c: the callus with bubble-like round particles was developed when

concentration is over 50 Mμ BAP and under 4 Mμ 2,4-D. d: The callus with small

and solid lumps was developed in 5 Mμ BAP and 0.1 Mμ 2,4-D.

a b

c d
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Fig. 8 Plantlet regeneration from the deep green callus with the smooth surface

from leaf explants of O. japonicus.

a: Round embryo genic callus began to form on the smooth surface of explants at

1 week after culture in the basal MS media. b: Smooth and transparent callus

masses with sharp edges developed radially exhibiting representative O.

japonicus's phyllotaxis. c: Leaf primordia were arranged displaying

representative phyllotaxis at 3 weeks after culture. d: Plantlets emerged at 5

week after culture.

a b

c d
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Fig. 9 Plant regeneration from the callus which has heaps of small and solid

lumps in tissue culture from O. japonicus.

a: the callus possessing heaps of small and solid lumps. b, c: At 4 weeks after

culture shoot from the callus. In the basal MS media both root and shoot

developed efficiently, 2 to 3 shoot were found to develop from callus masses on

average.

c

a

b
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Fig. 10 In vitro micropropagation of O. japonicus

a: Formation of shoots from the deep green callus which has the smooth surface

in tissue culture from leaf explant of O. japonicus in MS media with 5 Mμ BAP

and 10 Mμ 2,4-D 5 weeks after culture. b: Shoots emerged from the whole callus

at 15 weeks after culture. c: 40 weeks after culture.

a

b

c
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생 정3.2

폴 놀 함 플 보노 드 함3.2.1

함 과 함 에 타 다polyphenol flavonoid Table 7 .

물 함 가 가 높polyphenol ethylacetate 634.48 g/mg ,μ

n-butylalcohol 351.14 g/mg, n-hexane 148.37 g/mg, methylenechloride 124.38μ μ

높게 정 다 물 함g/mg, water 8.40 g/mg . flavonoidμ μ

과 동 하게 물 가 높Polyphenol ethylacetate 205.20 g/mgμ

, n-hexane 98.54 g/mg, n-butylalcohol 97.85 g/mg, methylenechloride 74.63μ μ

높게 정 다g/mg, water 5.67 g/mg .μ μ

한 놀 합물과 항 에 한 연 에 합[56] methanol

물에 폴 놀함 계피 110 g/μ ml, 108 g/μ ml 피, 100 g/μ ml,

85 g/μ ml 높게 타 다고 보고하 고 등 연 에 천년, [57]

물 폴 놀함 뿌 가 46.9 g/μ ml 열매가, 44.9 g/μ ml 종 가, 44.6 μ

g/ml 가, 4.29 g/μ ml 플 보노 드함, 25.9 g/μ ml 뿌 가, 1.66 μ

g/ml 열매가, 1.31 g/μ ml 종 가, 1.20 g/μ ml 보고하 다 등 생식물. [58]

과 생 원 물에 한 연 에 식물 물 폴 놀함 비 228.9

mg 엽/g, 203.92 mg/g, 171.94 mg 참 무 겨/g, 46.76 mg 보고하/g

플 보노 드 함 비, 90.15 mg 엽/g, 44.52 mg 참 무 겨/g,

57.02 mg 경/g, 48.06 mg/g, 14.31 mg 등 보고하 다/g . [59]

항 연 에 껍 폴 놀 함 91.24 mg 과/g, 33.95

mg 보고 다 등 연 에 한 시 닌 함 높고/g . [60] ,

폴 놀 함 높다고 져 드 정 건강 식, 10 ,

널 고 다 열 건조한 폴 놀 함. 757.6 mg 플 보노/g ,

드 함 62.9 mg 보고 다 같 결과 비 하여 볼/g . ,

물 함 비 계피ethylacetate polyphenol 634.5 g/mg 3 , ,μ

피등 매 높 함 할, 6 , n-butylalcohol

물 계피 피 보다 높 것 할 다 플 보노 드, , 3 .

함 물 경 비 엽 참 무 겨 경ethylacetate 2 , , ,

높게 타 것 하 다 폴 놀함 과 플 보노 드5 .



- 40 -

함 과 비 할 물 폴 놀 함 만, ethylacetate 0.16 ,

플 보노 드 함 물 높게 타 다 같ethylacetate 3.3 .

결과 볼 폴 놀과 플 보노 드 함 높게 타, ,

하여 피 복과 심 시 폴 놀 건강 식 노,

등에 천연폴 놀 할 것 료 다.
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Table 8. Total polyphenol and flavonoid contents of solvent extracts from O.

japonicus

μ μ
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항3.2.2

가 거. DPPH radical

물 거 에 타 다 각 물DPPH radical Table 8 .

거radical 10 mg/ml에 ethylacetate 98.17%, n-butylalcohol 94.84%,

좋게 타 다 특n-hexane 89.99%, methylenechloride 88.64%, water 40.34% .

히 조 한 보다 높 값 보 매ethylacetate ascorbic acid 97.90%

한 과 보 것 타 다 또한 거. DPPH radical 50%

타 IC50 값 ethylacetate 0.45 mg/ml n-butylalcohol 0.77 mg/ml, n-hexane 1.47

mg/ml, methylenechloride 1.96 mg/ml water 12.93mg/ml 거 타50%

다.

항 연 에[59] 1 mg/ml 농 에 과 껍50.93%,

거 보고하 다 개똥쑥 행 항93.12% DPPH radical . [61] , ,

염 항 연 에 0.5 mg/ml 농 탄 물에 개똥쑥 83.4%,

행 거 보고하 다 물 제 한84.2%, 43.8% DPPH radical . water

물 과피에 비해 만 5 mg/ml 농 에 85%

거 타 고 건강 식 널DPPH radical ,

보다 거 체 항 제 제조에2 DPPH radical

할 것 료 다.
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Table 9. DPPH (100 Mμ ) radical scavenging activities of solvent extracts from O.

japonicus
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거. ABTS radical

거 에 타 다 각 물ABTS radical Table 9 . radical

거 10 mg/ml에 ethylacetate 98.56%, methylenechloride 98.21%,

높게 타 다 특히n-butylalcohol 91.98%, n-hexane 85.73%, water 59.88% .

ethylacetate 1 mg/ml에 거 보 조 한95.59% ascorbic

비 하게 과 보 것 타 다 또한 거acid . ABTS radical 50%

타 IC50 값 ethylacetate 0.47 mg/ml, n-butylalcohol 0.87 mg/ml,

methylenechloride 4.26 mg/ml, n-hexane 4.79 mg/ml, water 7.39 mg/ml

가 가 농 에 거 타 다ethylacetate 50% .

주 식물 거 정에[62] ABTS radical 0.5 mg/ml 농 에 갈

근 쇠비 참빗 무 합 피 감 거62.49%, 30.31%, 52.58%, 43.43%, 52.47%

타 다고 보고하 다 물. ethylacetate 0.5 mg/ml농

에 거 보 값과 하거 것 타63.76% ABTS radical

다 항 연 에 거. ABTS radical IC50값 과피가 1.26 mg/ml 과,

피 과+ 2.92 mg/ml 과, 6.20 mg/ml 타 다 물[59]. ethylacetate

IC50값 0.47 mg/ml 물, n-butylalcohol IC50값 0.87 mg/ml 보다 높게 타

물 거, ethylacetate n-butylalcohol ABTS radical

높 것 할 다 과 다 종. DPPH radical ABTS radical radical

거 높 거 동 하게 정DPPH radical ABTS radical

다 경 거 과 거 높. DPPH radical ABTS radical

타 좋 항 보 물, ethylacetate 1 mg/ml 농 에

거 정 천연 항 제 한 할 것 료90%

다.
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Table 10. ABTS radical scavenging activities of solvent extracts from O.

japonicus
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다 염 거.

가 흔히 취하 식 들에 미 등 하여 염, ,

식 첨가제 널 고 만 염 취했 경 에 민,

하여 물 생 하게 다 러한 거nitrosamine [63]. nitrite

물 생 제 트헤 빈 등 병 할nitrosamine

것 보고 다[64,65].

물 10 mg/ml 트 에 첨가하여 염에 한 거

조 한 결과 에 타 다 거 당히 에 존적Table 10 . pH

타 에, pH 1.2 n-hexane 25.13%, methylenechloride 36.67%, ethylacetate

거 정81.68%, n-butylalcohol 74.00%, water 47.14% ,

가 가 높 거 정 다 그 고 에ethylacetate 81.68% . pH 4.2

n-hexane 18.70%, methylenechloride 15.94%, ethylacetate 66.19%,

염 거 정 다n-butylalcohol 55.75%, water 17.44% . pH 1.2

찬가 물 높 염 거 정 다 그 고ethylacetate . pH

에 염6.0 ethylacetate 47.15%, n-butylalcohol 29.09%, water 7.99%

거 정 과 에 타, n-hexane methylenechloride

다 물 가 가해 물 가 높 염 거. Ethylacetate pH

타 다 고들빼 탄 물 거 연 한. [66]

결과 한 결과 다 한 항균 항 에 해 연 한. [56]

연 에 계 무 염 거 높게 타, , , ,

에 가 좋 높 게 타pH 1.2 , pH 4.2, pH 6.0

다 에 타 고 계 무 등. pH 6.0 30% , , , 10%

거 타 다고 보고하 다 식물들 에. pH 1.2, pH 4.0 50%

염 거 타 다 같 결과들 비 하여 볼. ,

물 경 에 높게 타ethylacetate PH 1.2, 4.0 81.68%, 66.19% , pH

에 보다 높 염 거 할6.0 47.15% , 30%

다 또한 가 가 염 거 감 하. , pH , 10%

거 보 만 물 에 거ethylacetate pH 6.0 47.15%

정 가공 식 에 미 해 전 적 많 쓰,

물 논 고 염 거제 가 하 다.
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Table 11. Nitrite scavenging activities of solvent extracts from O.japonicus
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항3.2.3

생체 에 생 포 트 하게(ROS)

같 보 하 하여 물 ascorbate peroxidase(APX),

superoxide dismutase(SOD), catalase(CAT), peroxidase(POX), ascorbic acid,

등 항 물 생 시킨다고 보고하 다 식물glutachion, carotenoid [68][69].

들 고착하여 생 하 문에 트 에 한 경 적 저항

동물 보다 높 많 종 항 물 만들 것 져 다[67].

포에 해한 과 전 시키고 다시 에 하여oxygen radical , catalase

무해한 물 전 시 생체 보 하 한다

고 보고하 다[69].

식물 엽 체 미 드 포 포 에 존APX(ascorbate peroxidase) , ,

하고 시 과 하여 포 과 엽 체에, APX ascorbate

가 한 제거제 역할 하 것 져 다 과.

가 다시 물과 해하여 생체 항 하catalase peroxidase

것 보고 다[67].

물 APX, Catalase, POX Fig. 11, Fig. 12, Fig. 13

에 타 다 가. APX ethylacetate 1125.89, n-butylalcohol 481.91,

가n-hexane 136.02, methylenechloride 128.682, water 77.62 mμ ol ascorbate

oxidized/min /mg 정 가 높게 정protein APX ethylacetate

높 항, n-butylalcohol, n-hexane, methylenechloride, water

정 다 고들빼 생 연(Fig. 11). ethylacetate [66]

에 뿌 660.76 mμ ol ascorbate oxidized/min/mg 보다 높 값protein 2

정 다.

Catalase ethylacetate 119.87 mmol H2O2 decomposed/min/mg protein

가 높게 정 , n-butylalcohol 34.80, n-hexane 9.58, methylene

chloride 8.49, water 4.71 mmol H2O2 높게 정decomposed/min/mig protein

다 연 에 고들빼(Fig. 12). [66] catalase 13.88 mmol

H2O2 뿌 가 가 높게 타decomposed/min/mig protein ,

물 고들빼 뿌ethylacetate 9 , n-butylalcohol 2

타 시 높 갖 것 타 다.
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POX n-butylalcohol 2.71, ethylacetate 2.35, n-hexane 1.79,

높게methylenechloride 1.77, water 1.54 mmol tetraguaiacol/min/mg protein

타 다 연 에 고들빼(Fig. 13). [66] POX 7.04 mmol

타 뿌ascorbate oxidazed/min/mig protein , 5.73, 3.91 mmol

타 물보다ascorbate oxidazed/min/mig protein ,

높 타 다.

물 에 물ethylacetate APX catalase

1125.89 mμ ol ascorbate oxidized/min/mg protein, 119.87 mmol H2O2 decomposed/min

높/mg protein n-hexane 8 , n-butylalcohol 2.33 , POX

n-butyl alcohol 2.71 mmol tetraguaiacol/min/mg protein ethylacetate 2.35

보다 높게 타 다 매에mmol tetraguaiacol/min/mg protein .

차 가 많 타 하 다 높 항 보.

물 하여 에 천연ethylacetate, n-butylalcohol anti-aging

개 건강 식 가 높 것 료 다.
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Fig. 11 APX activities of solvent extracts from O. japonicus.

Bar represent the standard error of the mean. Means separation was conducted

with by Duncan's multiple range test (P=0.05). Means followed by same letters

are not significantly different.
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Fig. 12 CAT activities of solvent extracts from O. japonicus.

Bar represent the standard error of the mean. Means separation was conducted

with by Duncan's multiple range test (P=0.05). Means followed by same letters

are not significantly different.
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Fig. 13 POX activities of solvent extracts from O. japonicus.

Bar represent the standard error of the mean. Means separation was conducted

with by Duncan's multiple range test (P=0.05). Means followed by same letters

are not significantly different.
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저해 과3.2.4 Tyrosinase

물 저해 과 에 타 다tyrosinase fig. 14 .

물 각각 0.5 mg/ml, 1.0 mg/ml, 2.5 mg/ml, 5.0 mg/ml, 10.0 mg/ml 농 희 하여

저해 과 하 다 농tyrosinase . 0.5 mg/ml에 n-hexane 50.14%,

methylenechloride 33.67%, ethylacetate 25.42%, n-butylalcohol 38.18%, water

정 다 농11.60% . 1.0 mg/ml에 n-hexane 60.40%, methylenechloride

정 다51.02%, ethylacetate 37.80%, n-butylalcohol 45.38%, water 15.24% .

농 2.5 mg/ml에 n-hexane 68.89%, methylenechloride 71.34%, ethylacetate

정 다 농47.95%, n-butylalcohol 62.72%, water 19.20% . 5.0 mg/ml에

n-hexane 71.97%, methylenechloride 83.09%, ethylacetate 65.99%, n-butylalcohol

정 다 농80.96%, water 23.28% . 10.0 mg/ml에 n-hexane 88.94%,

methylenechloride 88.53%, ethylacetate 83.61%, n-butylalcohol 88.59%, water

정 다 물 농 존적 저해 과가36.52% . tyrosinase

가 다. 10.0 mg/ml농 에 제 한 든 물에water 80%

저해 과가 타 물 가 저해tyrosinase , n-hexane tyrosinase

과가 높게 타 다.

연 에 고들빼[66] 5.0 mg/ml 농 물 저해27.5%

과 보고하 고 등 물에 한 저해 과에, [70] tyrosinase

0.1 mg/ml 농 에 저해 과 보고하 다 차 연 에17% . [71]

껍 물과 흑 0.15 mg/ml 농 에 저해40% tyrosinase

보고하 다 결과 비 하여 물 농. 0.5 mg/ml , ,

껍 보다 높 농 만 물 결과 제 하3 n-hexane 50.14% ,

껍 흑 저해 보다 저해40% 33.67%, 25.42%, 38.81%, 11.60%

정 다 하 만. 0.5 mg/ml 농 물 타n-hexane 50.14%

고들빼 보다 높 저해 타 다 실험 결과 미27.5% .

과에 뛰 것 단 주 개 피 노 제 개 또 미,

주 료 가 가 매 높 것 생각 다 한 연

피 보 과 미 에 한 연 폭넓게 행해 할 것 료 다.
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Fig. 14 Tyrosinase inhibition activity of solvent extracts from O. japonicus.

Bar represent the standard error of the mean. Means separation was conducted

with by Duncan's multiple range test (P=0.05). Means followed by same letters

are not significantly different.
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항균 과3.3

하여 정한 물 항균Agar diffusion assay Fig.

에 저해 크 타 다 종 균주15, Table 10 . 6 Lissteria monocytogenes,

Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Malassezia furfur,

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa 항균 타 물,

물 향균 좋 에ethylacetate , n-butylalcohol, water

항균 타 다 물 저해 거. n-hexane, methylenechloride

다.

Lissteria monocytogenes 물 저해 ethylacetate 30.5 ,㎜

물 보다 큰 저해n-butylalcohol 23.1 , water 20.5 kanamycine 16.7㎜ ㎜ ㎜

타 타 다, n-hexane 10.2 , methylenechloride 12.8 (Fig.㎜ ㎜

15.1). Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa

에 한 물 저해 가ethylacetate 25.2 , 25.1 , 27.6㎜ ㎜ ㎜

물 가 큰 저해 했 , n-butylalcohol 17.5 , 16.0 ,㎜ ㎜

물 다25.0 , water 15.0 , 12.5 , 22.2 ethyllacetate㎜ ㎜ ㎜ ㎜

좋 항균 하 다n-butylalcohol, water . 특히 ethylacetate

물 Staphylococcus epidermidis 에 한 항생제 저해 보다 큰25 30.5 mm㎜

저해 했고, Malassezia furfur에 항생제 저해 보다 큰20.1 ㎜

저해 하여32.1 mm , 에Staphylococcus epidermidis , Malassezia furfur

항균 뛰 것 하 다ethylacetate (Fig. 15. 2,3,4,6). Escherichia

coli에 저해 했고kanamycine 20.0 , ethylacetat 13.9 ,㎜ ㎜

저해 했 과n-butylalcohol 9 , water 9 , n-hexane methylene㎜ ㎜

저해 다chloride (Fig. 15.5).

한 포 물 행 물 동 무 물[72] , [73] , [74]

항균연 에 물 항균 에 한 결과 물 결과 비 하 ,

Listeria Monocytogenes 경 든 물 n-hexane 10.2 , methylene㎜

chloride 12.9 , ethylacetate 30.5 , n-butylalcohol 23.1 , water 20.5㎜ ㎜ ㎜ ㎜

저해 하 고 행 동 하 저해 하여 물보다, , 10 mm

항균 게 타 다 동 경 과 물. n-hexane ethylacetate

다. Staphylococcus aurens 경 물과 포 물n-hexane n-butylalcohol
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저해 하여 물10 mm, 16 mm n-hexane 8 mm, n-butylalcohol

보다 큰 저해 하 그 행 동 저해15 mm , 7 mm, 0mm

하 고 물 경 저해 하여, ethylacetate water 22.5 mm, 12.5mm

포 물 물 보다 큰 저해 하 고ethylacetate 8 mm, water 10 mm ,

동 물 물 행 물ethylacetate 9 mm, water 9mm, ethylacetate 7 mm,

물 높게 타 다water 9 mm . Escherichia coli 경 ethylacetate

물 경 포 행 동 큰 저해13.9 mm, 12 mm, 8.5 mm, 0mm

하 물에 포, Hexane, n-butylalcohol, water 12 16 mm,∼

행 동 저해 높게 타 다9 10 mm, 7 8 mm, 0 6 mm .∼ ∼ ∼ Psedomonas

경 에 저해 하여 포 저해ethylacetate 27.6 mm 12mm

보다 크게 타 물에 포 경 항균 타,

다 균주에 물 다 식물 물과 비 하여 높 항균.

타 다 특히 물 경 균에 가 큰 저해. ethylacetate

하 다 비 하여 물 경 균주에 높. ethylacetate

항균 갖 것 타 천연항균제 천연보존료 개 에 한 원료,

것 료 다.
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Fig. 15 Inhibition activity of the O. japonicus against the microorganism in

paper disc diffusion assay.

(1 6;strains)(1)∼ Lissteria monocytogenes, (2)Staphylococcus epidermidis, (3)

Staphylococcus aureus, (4)Malassezia furfur, (5)Escherichia coli, (6)Pseudomonas

aeruginosa (A E;solvent extratcts from∼ Orostachys japonicus.) (A)n-hexane,

(B)methylenechloride, (C)ethylacetate, (D)n-butylalcohol, (E)water
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Table 12. Inhibition zone size against the microorganism by agar diffusion

method of solvent extracts from O. japonicus

+++++ : lager than 30 mm, ++++ : 25 30 mm, +++ : 20 25 mm, ++ : 10 20 mm, + :∼ ∼ ∼

smaller than 10 mm, - : not detected.
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에 한 체 포 생존3.4 MTT assay

물농 1000 g/μ ml에 폐 포주 생존(Calu-6) n-hexane

33.11%, methylenechloride 40.74%, ethylacetate 40.43%, n-butylalcohol 70.33%,

생존 타 다 물과water 87.33% . n-hexane methylenechloride

에 높 포 식 제 과 타 다 포주 생존ethylacetate . (MCF-7)

n-hexane 50.63%, methylenechloride 60.80%, ethylacetate 60.15%,

생존 타 다 물 제 한n-butylalcohol 44.77%, water 80.06% . water

물에 포 식 제 과 타 다 포주 생존. (HCT-116)

n-hexane 61.79%, methylenechloride 61.84%, ethylacetate 63.58%, n-butylalcohol

생존 타 다65.97%, water 82.17% .

특히 폐 포주 에 큰 포 식 제 타(Calu-6)

다 물. n-hexane 1000 g/μ ml 농 에 생존 보여 높 포33%

식 제 타 다 포주 에 물에. (MCF-7) n-butylalcohol

높 포 식 제 타 다 그러 포주 에 해 가. (HCT-116) 5

물 1000 g/μ ml 농 에 생존 타 폐 보60% , ,

다 포 식 제 타 다 물에 포 식 제 에.

차 가 포 종 에 물 식 제 에 차가,

하 다 같 결과 종합하여 볼 폐 료. , ,

연 개 가 가 것 료 다.
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폐 포주 생존3.4.1 (Calu-6)

에 한 물에 한 폐 포주 포 식 제MTT assay (Calu-6)

과 정하여 에 타 고 폐 포주 포Fig. 16 , (Calu-6) 50%

물 농 타 IC50값 에 타 다Table 11 .

물 50 g/μ ml, 100 g/μ ml, 200 g/μ ml, 400 g/μ ml, 800 g/μ ml,

1000 g/μ ml 농 희 하여 농 폐 포주 생존 타(Calu-6) ,

물농 50 g/μ ml에 n-hexane 70.75%, methylenechloride 79.52%, ethyl

생존 타 다 물acetate 78.60%, n-butylalcohol 93.06%, water 97.27% .

농 100 g/μ ml에 n-hexane 63.54%, methylenechloride 71.84%, ethylacetate

물농68.81%, n-butylalcohol 86.15%, water 94.87%, 200 g/μ ml에 n-hexane

53.25%, methylenechloride 68.09%, ethylacetate 55.41%, n-butyl alcohol 81.12%,

생존 타 다 물농water 92.88% . 400 g/μ ml에 n-hexane 40.11%,

methylenechloride 56.54%, ethylacetate 54.34%, n-butylalcohol 78.90%, water

물농90.00%, 800 g/μ ml에 n-hexane 37.84%, methylene chloride 43.21%,

생존 타 다ethylacetate 50.47%, n-butylalcohol 77.30%, water 89.55% .

물농 1000 g/μ ml에 n-hexane 33.11%, methylenechloride 40.74%, ethyl

생존 타 다acetate 40.43%, n-butylalcohol 70.33%, water 87.33% .

물과 에 높 포 식 제 과n-hexane methylenechloride ethylacetate

타 다 물 폐 포주 에 한. (Calu-6) IC50값 n-hexane

419.03 g/μ ml, methylenechloride 678.45 g/μ ml, ethylacetate 686.40 g/μ ml,

n-butyl alcohol 2175.22 g/μ ml, water 5431.67 g/μ ml 타 다 천 등. [75]

민들 물 연 에 폐 포주 에 한(Calu-6) IC50값 85.7,

뿌251.3, 284.5, 775.4 mg 보고하 다 민들 경/ . , ,㎏

물보다n-hexane IC50값 타 민들 포 식 제 보

다 것 하 다 그러 천 등 연 생 에 한 연. [76]

에 1000 g/μ ml 농 년생 년생5 47.2%, 2 59%, 3

년 년 년생 폐 포주 생존 보고하 다 에 비 하여,4 ,6 85% .

물 n-hexane 33.11%, methylenechloride 40.74%, ethylacetate

생존 타 보다 높 포 식 제 타 다40.43% .
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Fig. 16 Effects of solvent extracts from O. japonicus on cell viability of

Calu-6 cell

Bar represent the standard error of the mean. Means separation was conducted

with by Duncan's multiple range test (P=0.05). Means followed by same letters

are not significantly different.
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포주 생존3.4.2 (MCF-7)

에 한 물에 한 포주 포 식MTT assay (MCF-7)

제 과 정하여 에 타 고 포주 포Fig. 17 , (MCF-7) 50%

물 농 타 IC50값 에 타 다Table 11 .

물 50 g/μ ml, 100 g/μ ml, 200 g/μ ml, 400 g/μ ml, 800 g/μ ml,

1000 g/μ ml 농 희 하여 단계 포 생존 타 다(MCF-7) .

물농 50 g/μ ml에 n-hexane 73.07%, methylenechloride 82.10%, ethyl acetate

생존 정했다 물농80.33%, n-butylalcohol 71.69%, water 92.06% . 100

g/μ ml에 n-hexane 69.78%, methylenechloride 73.85%, ethylacetate 76.09%,

물농n-butylalcohol 62.59%, water 91.37%, 200 g/μ ml에 n-hexane 67.42%,

methylenechloride 71.27%, ethylacetate 74.00%, n-butylalcohol 55.38%, water

생존 정했다 물농87.62% . 400 g/μ ml에 n-hexane 58.47%,

methylenechloride 67.07%, ethylacetate 67.27%, n-butylalcohol 52.16%, water

생존 정했다 물농81.85% . 800 g/μ ml에 n-hexane 54.49%,

methylenechloride 66.21%, ethylacetate 63.09%, n-butylalcohol 49.55%, water

생존 정했다 물농81.94% . 1000 g/μ ml에 n-hexane 50.63%,

methylenechloride 60.80%, ethyl acetate 60.15%, n-butylalcohol 44.77%, water

생존 정했다 물 제 한 물에 포 식 제80.06% . water

과 타 다 특히 과 물에 다 물보다 높. n-butylalcohol n-hexane

포 식 제 과 타 다 물 포주 에 한. (MCF-7) IC50값

n-hexane 997.44 g/μ ml, methylenechloride 1651.03 g/μ ml, ethylacetate 1464.54

g/μ ml, n-butylalcohol 328.82 g/μ ml, water 3409.41 g/μ ml 타 다 등.

연 에 무 물[77] 50, 100 g/μ ml 처 하 생존하90%

고, 500 g/μ ml 처 하 포 생존 보고하 다 등41.7% . [78]

연 에 미 물 100 g/μ ml, 200 g/μ ml, 300 g/μ ml, 400 g/μ ml 경

생존 보고하 다96.2%, 67.4%, 43.3%, 25.2% . 50, 100 g/μ ml 농 에

물 포생존 보 만n-hexane, n-butylalcohol 73.07%, 71.69%

500 g/μ ml 농 에 무 물과 미 물에 비58.47%, 52.16%

하여 포생존 높게 타 다 물 높 농 보다 농 에.

무 물과 미 물보다 높 포 식 제 과 타 다.
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Fig. 17 Effects of solvent extracts from O. japonicus on cell viability of MCF-7

cell

Bar represent the standard error of the mean. Means separation was conducted

with by Duncan's multiple range test (P=0.05). Means followed by same letters

are not significantly different.
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포주 생존3.4.3 (HCT-116)

에 한 물에 한 포주 포 식MTT assay (HCT-116)

제 과 정하여 에 타 고 포주 포Fig. 18 , (HCT-116)

물 농 타50% IC50값 에 타 다Table 11 .

물 50 g/μ ml, 100 g/μ ml, 200 g/μ ml, 400 g/μ ml, 800 g/μ ml,

1000 g/μ ml 농 희 하여 단계 포주 생존 타(HCT-116)

물농, 50 g/μ ml에 n-hexane 80.07%, methylenechloride 79.73%,

생존 정했다ethylacetate 83.03%, n-butylalcohol 82.86%, water 89.24% .

물농 100 g/μ ml에 n-hexane 79.79%, methylenechloride 71.95%, ethylacetate

물농76.65%, n-butylalcohol 75.22%, water 88.49%, 200 g/μ ml에 n-hexane

76.75%, methylenechloride 67.87%, ethylacetate 73.39%, n-butyl alcohol 73.55%,

생존 정했다 물농water 87.96% . 400 g/μ ml에 n-hexane 71.14%,

methylenechloride 65.64%, ethylacetate 67.81%, n-butylalcohol 72.06%, water

물농87.62%, 800 g/μ ml에 n-hexane 67.36%, methylene chloride 63.30%,

생존 정했다ethylacetate 64.03%, n-butylalcohol 69.82%, water 85.62% .

물농 1000 g/μ ml에 n-hexane 61.79%, methylenechloride 61.84%, ethylacetate

생존 정했다 물63.58%, n-butylalcohol 65.97%, water 82.17% . water

제 한 물에 생존 정했다 물 포주 에60% . (HCT-116)

한 IC50값 n-hexane 1658.43 g/μ ml, methylenechloride 1719.71 g/μ ml, ethyl

acetate 1628.08 g/μ ml, n-butylalcohol 2254.48 g/μ ml, water 15903.33 g/μ ml

타 다.

천 등 연 생 에 한 연 에 년생 타[75] 2 98%

년생 물 포주 생존 보고하 다 등, 3,4,5,6 100% .

경 물에 한 포주에 한 연 에[79] , 1000 g/μ ml 농

시간 처 포 생존 보고하 다 등 엽 에 한24 80% . [80]

연 에 1000 g/μ ml에 59.3%, 500 g/μ ml에 생존 과 비 한77% ,

포 식 제 타 다 경과 비 하여 물. ,

포주에 비 한 포 식 제 갖 것 료 다.
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Fig. 18 Effects of solvent extracts from O. japonicus on cell viability of

HCT-116 cell

Bar represent the standard error of the mean. Means separation was conducted

with by Duncan's multiple range test (P=0.05). Means followed by same letters

are not significantly different.
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Table 13. IC50( gμ /ml) of solvent extrcts from O. japonicus on three cancer cell

lines.

*Extract concentrations, which show 50% cell viability of solvent extratcts from

Orostachys japonicus.

Cell line

μ

n-hexane
methylene

chloride
ethylacetate

n-butyl

alcohol
water

Calu-6 419.03 678.45 686.40 >1000 >1000

MCF-7 997.44 >1000 >1000 328.82 >1000

HCT-116 >1000 >1000 >1000 >1000 >1000
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제 결4

조 한 조 에 러 10 Mμ BAP, 4 Mμ 2,4-D

조합 MS , 24℃ 6500Lux 시간 주 조건에 주 에 가16 5

다. 0, 0.1, 1 Mμ 첨가한 조건에 뿌 가 달했2,4-D , 0.5 μ

M BAP, 100 Mμ 첨가 에 접 에 뿌 가2,4-D

달 다. Shoot 10 Mμ BAP, 4 Mμ 가 첨가 에2,4-D callus

생 조절물 포함 에 겨주 가 다MS shoot .

러한 조 한 식 해 적 생 에

것 료 다.

물 폴 놀 함ethylacetate 634.48 gμ 플 보노 드 함/mg,

205.20 gμ 타 다 드 져 건강 식/mg . 10

고 폴 놀 함 에 비하여 플 보757.6 mg/g 0.16 ,

노 드 함 높 결과 타 타 식물에 비 하여 높62.9 mg/g 3.3 ,

결과 타 다 또한 물. ethylacetate 1 mg/ml 농 에 DPPH radical,

거 거 과 한 결과ABTS radical 95% , ascorbic acid 97%

타 다 과. APX catalase 1125.89 Mμ ol ascorbate

oxidized/min/mg protein, 119.87 mmol H2O2 타decomposed/min/mg protein

에, disc agar plate diffusion Lissteria monocytogenes, Staphylococcus

epidermidis, Staphylococcus aureus, Malassezia furfur 균주에 항생제 kanamycine

보다 큰 저해 하 높 항균 다 같 결과.

물 한 천연 항 제 천연 항균제 개 에 커다ethylacetate ,

과 함께 경제 타 것 료 다.
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감

짧 년 시간동 식물 생 학 실험실에 탄하 만 만 든든4 ,

한 주신 님께 감 말 전합 다 건강하시고 행복.

하시 심 드 다 허허 주시 한 고 말 주신 조태.

님께 감 드 다 실험조 하 가 실 만 찮다.

해주시고 제 하게 찬해주시고 격 해주신 님께 감 드 다, , .

그 고 학과에 님 전택 님 식 님 조 원 님께 감, , ,

드 다.

시 만 제 제 걱정하시 해주신 정 생님 제 제 연 에,

답 주시고 원 해주 정말 감 드 다 좋 만 하드 함께. .

행복하 좋겠 좌절할 다 큰 힘 실험실 든든한.

보다 하고 넌 정말 할거 큰 힘 정말 고 워 달달, , .

한게 필 하 제든 연 하 고 했 연 게 시 할 다 에,

행복하 빌게 전공 다 만 처럼 걱정해주고 저 물 주.

민 에게 정말 큰 힘 고 워 많 했 고 웠 다 겨, .

게 해 다 학 너 힘 그 고 비 주신 신. .

빠 제 제 걱정해주신 정말 감 드, .

처럼 똑 닮 가 학 에 제 너,

한 넘 고 게 네 생 하고 좋 곳 취 하 게 그, .

큰 가 고 워 학과 학과실 제 실 가게.

에 조 논문 비 했 비하 시험 결과, .

할게 원한 간 해 에 학 생 정말 거웠. , .

고 워 너 비하 시험 게 헐 다. .

걷게 만 하 고 함께 하 힘든 들 주고 원해 정원, .

고맙다 그 고 제 주 근 빠 곁에 픈 함께. , ,

뻐해주고 닥여 고맙 다 함께 행복하 좋겠 다. .
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여 믿 주고 원해 정말 고 워 믿 만큼 열심히. .

달 제 시 다가 가 제 에게 든든한.

게 고맙고 정말 합 다 그 고 동생 가 티격태격 하 만. . ,

걱정해주고 원하 거 많 걱정하고 원한다 열심히 공 해 좋. .

생님 게 여 에 적 만 많 들에게 큰 고.

많 감 전합 다 하고 감 드 다. .

년 월2016 6

미 드
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