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ABSTRACT

Growth-inhibitoryEffectsoftheSolarsalt-Doenjang

andDoenjangstarterBacillussubtilisDJI

onCancercells

Lee,SunMi

Adviser:Prof.Chang,HaeChoon,Ph.D.

DepartmentofFoodandNutrition,

GraduateSchoolofChosunUniversity

Thisstudy extracted anticancerBacillussubtilisDJIfrom 4typesofstrains

separatedfrom traditionalfermentedfoods.Theresultsofmeasuringtheanticancer

effectofB.subtilisDJIsupernatantbycultivationphaseaccordingtotheMTT

assaymethodshowedahighconcentration-dependentcancercellrestrainteffectfor

HT-29(humancoloncancercell)andAGS(humangastricadenocarcinomacell),but,

uniquely,showed a concentration-dependent cellgrowth effect for BJ(human

foreskin normalcell).The anticancereffectofsupernatanton cancercells by

cultivationphasewashighintheorderofthedeathphase,stationaryphaseand

logarithmicphase,whichconfirmedthattheclosertothedeathphase,thebigger

anticancereffectwas.Theextraction ofcellwallcontentfrom B.subtilisDJI

showedayieldof59%,andthemeasurementoftheanticancereffectofB.subtilis

DJIcellwallshowedahighrestraintrateforHT-29,butlittlecelltoxicityforBJ.

DJIdoenjangwaspreparedbyusingB.subtilisDJIstarterandtherefinedsaltor

solarsaltwith12%(w/v)concentration.Theprepareddoenjangswerefermentedand

agedfor2monthand16monthrespectively.MTT assaywasusedtomeasurethe

growth-inhibitoryeffectofDJIdoenjangextracts(water,methanol)onBJ,HT-29
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andAGS.Theanticancereffectincreasedinbothrefinedsalt-doenjangandsolar

salt-doenjangasfermentationperiodincreased.Inparticular,inthecaseofwater

extracts,solarsalt-doenjang showed much betteranticancereffectthan refined

salt-doenjang.Inaddition,apoptosiswereobservedwhenthewaterextractsofthe

doenjangs were treated into AGS.In particular,itwas observed thatmore

apoptosisoccuredinsolarsalt-doenjangtreatsthanrefinedsalt-doenjangtreats. 
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제 1장 서 론

우리나라는 생활양식과 식습관의 많은 변화로 인하여 주요 질병 발생 유형이 과거

의 전염성 질환에서 각종 성인병과 만성 질환으로 이행되고 있으며,특히 암(악성신생

물)의 발생과 이로 인한 사망률이 계속 증가하는 추세이다(90).현대 의학에 있어 인체

에 무해하면서 동시에 효과적인 치료가 가능한 항암제 개발은 매우 중요한 과제이다.

현재 암 치료에 이용되는 여러 치료 요법은 그 치료 효능에 있어 한계성이 있으므로

식이를 이용한 암 예방법이 중요하다.

Bacillussutilis(이하 B.sutilis)는 자연계에 널리 분포하는 비병원성 세균으로 호기

성의 내열성 아포 형성균이다.예전부터 식품과 함께 이용되어 오면서 안전성이 입증

된 GRAS(generallyrecognizedassafe)미생물로 최적 발아온도는 40℃정도이며 장내

에서 부패균의 활동을 억제하고 유기산을 생성하여 장을 자극함으로써 변비개선 및 다

이어트에도 효과가 있다(86).또한 강력한 protease및 amylase를 분비하여 식품의 발

효산업 및 효소산업 분야의 활발한 연구와 산업적 이용이 이루어지고 있다.그러나 B.

subtilis의 항암활성 관련 연구는 유산균에 비교해 부족한 실정이다.Bacillus속 배양상

징액의 항암활성 관련 보고로 장 (4)등은 장암세포 DLD-1에 B.polyfermenticusSCD

배양상징액을 10 mg/mL의 농도처리시 약 65%의 억제율을 보였으며, B.

polyfermenticusSCD 배양상징액을 DiaionHP-20column을 이용하여 정제한 부분정

제물의 항암활성을 연구한 결과 인체 폐암세포주 A549,인체 위암세포주 AGS,인체

장암세포주 DLD-1,인체 자궁암세포주 HEC-1-B,인체 신장암세포주 SW-156에 부분

정제물을 10mg/mL로 처리했을 때 각각 97,98.1,81.6,83.5,92.7%의 높은 억제율을

보였음을 보고하였다.

세포벽은 세포막을 둘러싸고 있는 다소 단단한 물질층으로 세포 고유의 특징적인 모

양을 유지하고 삼투압 분해와 기계적 피해로부터 구조체들을 보호하는 역할을 한다.

그람 양성균의 세포벽은 90% 이상이 peptidoglycan으로 구성되어 있으며,이외

teichonicacid라는 기질이 존재한다.Teichonicacid는 그람 양성균의 세포벽에만 존재

하는 것으로 세포벽을 강화시키는 역할을 한다.Peptidoglycan은 N-acethylglucosamine

과 N-acetylmuramicacid의 2종류의 당 유도체와 L-alanine,D-alanine,D-glutamic

acid,lysine등의 아미노산으로 구성되어 있으며,2종류의 당 유도체는 아미노산에 의
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해 사슬을 형성하여 peptidoglycan이라고 하는 3차 구조를 형성하게 된다(87,30).유산

균으로부터 분리한 세포벽성분의 항암 및 면역활성에 관한 연구는 보고(30,42)된 바

있으나 Bacillus로부터 분리한 세포벽성분의 항암활성에 관한 연구는 부족한 실정이다.

소금은 어전(漁箭)과 함께 국가의 주요 재정 수입원이자 수요 품목이었고,민초들의

생활필수품이었다.소금(salt)을 어원적으로 살펴보면 로마시대 용병들이 봉급(salaries)

일부를 소금막대로 지불 받았던 것에서 비롯된 것으로 화폐의 역할을 하기도 하였다.

문화적으로는 악이나 액운을 쫓는 등 다양한 습속을 가지고 있으며 민속의례에서도 빠

져서는 안 될 중요한 재료이기도 하였다.그러나 소금을 언급함에 있어 빼놓을 수 없

는 것은 음식문화이다.서남해안의 갯벌․조류․어류 등 해양생태와 소금은 젓갈문화

를 가능케 했으며 다양한 음식 문화를 만들어 냈다(85).

소금의 종류는 다양하며 KS규격에 따라 크게 천일염과 정제염으로 나뉜다(88).천일

염은 해수를 저류지로 유입해 태양열과 바람 등 자연을 이용하여 농축시켜서 얻은 소

금을 말하며(22),정제염은 해수를 이온교환막에 전기투석시켜 정제한 농축함수를 증발

관에 넣어 제조한 소금을 말한다(39).

소금은 풍미를 내는 조미료이며 식품의 방부력을 부여하는 보존제로 사용 되어왔다.

또한 생리적으로 발한 작용을 통해서 체온을 조절하고 체내 신경이나 근육의 흥분성

유지 및 신진대사를 왕성하게 하며,체액과 세포의 삼투압을 일정하게 조절해 정상적

인 생리기능을 유지하는 생체조절 물질로서도 중요하다(68,61,69,51,67,1).

인체구성의 3.5%를 차지하는 미네랄의 역할은 광범위하며 생명력에 있어 중요한 위

치를 차지한다.현대사회에서는 화학농법과 가공기술이 발달하고,저장과 유통기간 또

한 연장되고 있는 실정이기에 식품 고유의 미량 영양소는 대부분 잃어버리고 있다.따

라서 현대인의 대부분은 미네랄의 만성 결핍에 시달려 돌연사,암 등의 위험에 무방비

로 노출되어 있다(89).정제염과 천일염의 무기질 조성 연구결과 정제염은 99.8%의

NaCl을 함유하고 있으나 천일염은 92.4～94.4%의 NaCl과 K,Ca,Mg,S와 같은 다른

무기질을 함유하고 있음을 보였다(15).K,Ca,Mg은 혈압을 낮추는 효과가 있고(70)

특히 K은 혈관확장효과와 aldosterone및 rennin분비저해 작용을 억제하며(67),Ca과

Mg은 혈압의 항상성 유지를 위한 대사에 중요성이 보고된 바 있다(22).즉,천일염은

정제염에 비교해 K,Ca,Mg,S과 같은 무기질을 많이 함유하고 있으므로 천일염의 섭

취는 현대인들의 큰 문제점으로 대두되고 있는 미네랄결핍의 예방 및 해결방안이 될

것으로 예상된다.
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박 (57)등은 천일염의 중금속(Pb,Cd,As,Hg)함량을 조사해 본 결과 식품위생법

규정의 기준치 이하였으며,신 (70)등은 저장기간에 따른 천일염의 구성 성분 변화를

조사한 결과 저장기간이 증가할수록 NaCl함량이 증가하고 무기질의 함량은 낮은값을

나타내었으며,천일염의 색도는 밝은 백색을 띠었다고 보고하였다.소금의 외형구조를

SEM으로 관찰한 결과 정제염은 전형적인 소금의 결정구조를 보였지만 천일염은 결정

구조에 핵이 중복되며 겹을 이루고 있다고 보고하였다(15).

김 (36)등은 된장제조시 여러 종류의 소금을 사용하여 된장의 발효시 성분의 변화를

측정해 본 결과 된장의 맛과 영양을 좌우하는 유리아미노산의 함량이 천일염을 사용한

된장에서 가장 우수하게 나타났다고 보고하였다.최근 황(21)등의 보고에 의하면 소금

의 종류를 달리하여 제조한 된장의 항돌연변이 및 염색체상해방지 효과를 측정한 결과

그 효과는 9번 구운 죽염,1번 구운 죽염,천일염,정제염으로 제조한 된장 순으로 높

게 나타났음을 보고하였다.이밖에 김 (38)등은 천일염,세척탈수염,기계염,환원염을

사용하여 제조한 김치의 숙성 중 산도변화 및 총균수에 대한 생육양상의 결과로 볼 때

기계염 보다는 천일염의 경우가 김치발효에 더욱 효과적이라고 보고하였다.이 밖에

천일염으로 만든 된장분말을 첨가하여 제조한 쿠키와 머핀의 특성에 관한 연구 등 이

보고되었다(24).

정 (28)등은 소금이 sarcoma-180세포를 이식한 마우스에서 고형암의 성장과 면역활

성에 미치는 영향을 연구한 결과 천일염이 정제염보다 고형암의 성장을 억제하고,면

역활성을 증가시킴을 나타내었다.하 (16)등은 소금의 종류에 따른 과산화효과와 항돌

연변이성 비교 연구에서 그 효능은 죽염이 가장 좋았고 가공염,천일염,기계염 순으로

효과가 높았으며,소금은 가공처리에 따라 생리적으로 다르게 작용할 수 있음을 보고

하였다.

된장은 한국의 대표적인 대두 발효식품 중의 하나로 단백질과 아미노산 함량이 높아

영양적 가치가 우수하고 저장성이 뛰어나며 독특한 향미를 지니고 있어 조미식품으로

써 우리 조상들의 식생활에 널리 애용되어져 왔다(68,61).이러한 된장은 제조방법에

따라 재래식 된장과 개량식 된장으로 구분되어진다.재래식 된장은 대두를 100% 사용

하며 메주를 자연발효하고 건조 된 메주를 소금물에 침지하여 일정기간 숙성시켜 여액

을 분리하거나 그대로 소금을 넣어 5～6개월 숙성시키면 재래식 된장이 된다.개량식

된장은 국(麴, koji)제조법을 도입한 것으로서 주원료로 대두와 전분질을 섞어

Aspergillusoryzae를 의도적으로 접종하여 된장 코지를 만든 후 이를 메주대신 사용
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하며,코지에 삶은 콩과 소금을 혼합하여 1～2개월 정도 숙성시켜 제조한다(5).최근

장 (3)의 연구결과에서는 재래식 된장과 개량식 된장의 단점을 보완한 DJI된장제조법

을 개발하였다.이는 대두를 100% 사용하였으며,제조된 bacterial-koji(B.subtilisDJI)

에 삶은 콩과 소금(12%)을 첨가하여 2개월 숙성시 된장이 제조된다.제조된 DJI된장은

제조기간 단축과 더불어 위생상 안전하고 고유한 재래된장의 맛과 향을 재현할 수 있

으며,된장제조시 stater도입으로 biogenicamine의 저감화 효과를 지닌다고 보고하였

다.

된장 제조에 이용되는 콩에는 생리활성 물질로 알려진 isoflavone,trypsininhibitor,

phyticacid,saponin,vitaminE,불포화지방산 등 의 성분을 포함하여 항암효과 및 항

돌연변이 효과를 지닌다(84).또한 많은 연구결과 콩을 많이 섭취하는 동양인의 경우

상대적으로 콩의 섭취가 낮은 서양인에 비해 유방암,결장암,전립선암 등 의 발병률이

훨씬 낮다고 증명하였다(17,65,73).

콩에 isoflavone은 주로 genistein,daidzein,glycitein 등이 당과 결합한 genistin,

daidzein형태로 들어있다.식품에서 genistein은 aglycon(genistein),β-glycoside(genistin),

acetylglucose(6"-ℴ-acetylgenistin),malonylglucoside(6"-ℴ-malonylgenistin)의 네 가지

화학구조로 존재하며(40),aglycon의 형태인 genistein은 생리활성 물질로 알려져 있다

(55).박 (59)등의 보고에 의하면 콩,된장의 genistein의 함량은 각각 0.06mg/kg,

5.29mg/kg이고,genistin의 함량은 각각 5.28mg/kg,0.99mg/kg임을 알 수 있었다.

또한 최근 박 (26)등의 연구결과 된장은 발효기간이 길어질수록 콩의 isoflavone이

aglycone인 genistein,dadzein으로 전환되고 함량도 증가되어 항암활성이 증가한다고

보고하였다.콩 비발효식품 보다 콩 발효식품에서 genistein의 함량이 높은 것은 발효

동안에 여러 미생물의 가수분해 작용에 의해 genistin의 β-glycosylbond끊어짐에 의

한 것으로 여겨진다(13).

된장의 기능성관련 보고에는 된장의 항산화성 물질에 관한 연구(44,32,45)와 된장

에서 분리한 펩타이드의 혈압강하작용(37,71),항혈전(72)및 항동맥경화활성(8)에 대

한 연구 결과가 보고되었으며,invitro상에서 된장 추출물의 암세포 증식 억제효과

(20,48,49),sarcoma-180세포이식 마우스에서 항암활성(26,35)및 aflatoxin을 포함

한 다양한 돌연변이 유도물에 대한 강한 항돌연변이 활성(26,60,50,18)이 보고되었

다.이러한 된장의 항돌연변이 활성물질 연구결과 genistein과 linoleic acid는 S.

typhimurium TA100균주에서 aflatoxinB1과 MNNG에 대해 강한 항돌연변이 효과를



- 5 -

보였고(59),최근에 임 (47)등의 보고에 의하면 된장 분획물이 림프종 세포와 복수암

세포의 증식 억제나 생존력을 감소시키는데 작용할 뿐만 아니라 면역세포에서 IL-2

cytokine의 생성을 증가시켜 면역활성 증진 효과를 나타낸다고 보고하였다.

권 (41)등의 연구에 의하면 고지방식이에 의한 항비만효과는 된장,쌈장,고추장,청

국장 순으로 된장이 가장 높은 체중감소 효과가 있음을 보고하였다.또한 이 등(43)의

보고에서 된장은 흰쥐에서 고지방 또는 고콜레스테롤 식이에 의하여 유발된 고지혈증

을 개선하는 효과가 있음이 보고되었다.

Glutathione은 주요 세포의 protectivesystem으로 sulfhydrylradical을 가지고 있으

며,친전자성 물질과 활성산소 및 과산화지질의 최종 무독화 과정에서 필연적으로 요

구된다.이 물질의 세포내 합성유지에는 합성계 효소와 해독반응 후 생성되는 산화형

glutathione의 재환원 효소가 관여하고 있다(27). 김 (35)등의 보고에 의하면

sarcoma-180세포이식 마우스에서 된장,miso,콩의 메탄올 추출물을 처리한 모든 실

험군은 대조군에 비교해 lipidperoxide와 xanthineoxidase가 감소하였고,glutathione

reductase와 glutathione은 증가함을 보였다.이는 된장,miso,콩 메탄올 추출물이

detoxificationmechanism과 관련해서 간 효소의 활성을 조절하며 특히 된장의 메탄올

추출물이 가장 높은 활성을 나타냄을 보고하였다.또한 sarcoma-180세포이식 마우스

에 된장,miso,콩의 메탄올 추출물을 투여하고 이들 시료로 인한 수명연장 효과를 살

펴본 결과 대조군에 비해 된장 메탄올 추출물을 처리한 구간은 68%의 수명연장 효과

를 보이며,miso및 콩은 각각 41%,11%의 수명연장효과가 있다고 하였다.이뿐만 아

니라 박 (59)등의 연구에서도 전통된장이 miso및 다른 콩 발효식품인 청국장보다 더

높은 항돌연변이 효과를 보임을 증명하였다.

된장의 발효숙성 중 성분변화에 관한 연구결과 숙성기간에 따른 된장의 총지질 함량

은 점차 증가하였고 특히 지질 중의 중성지방은 감소하였으나 유리지방산은 증가함을

알 수 있었다(29).정미 성분의 변화로는 숙성이 진행됨에 따라 된장의 지미성분인

glutamicacid는 30일까지 서서히 증가하여 그 이후 일정한 수치를 보였으며,aspartic

acid는 계속 증가하여 된장의 지미는 숙성에 따라 더 깊어짐을 알 수 있었다(33).또한

된장의 맛 성분에 기여하는 펩타이드의 변화 및 특성 연구(34)와 된장의 향기특성 변

화(7)등 에 관한 연구가 보고되었다.

된장 발효 미생물 및 원료배합에 의한 된장의 품질 변화 연구는 메주균을 달리한 된

장의 유리아미노산,유리당 및 유기산 조성의 비교(2)와 된장 koji및 그 혼합에 따른
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된장 숙성 과정중의 화학성분 변화(23),곰팡이 및 세균으로 제조한 콩알메주의 배합

비율을 달리하여 제조한 된장의 품질 변화(66),원료배합을 달리한 된장의 특징(6)등

의 활발한 연구가 이루어졌으며 또한 된장의 담금 용기에 따른 숙성 중 품질변화(82),

된장 제조공정의 표준화(58)등 된장 품질관련 연구가 보고 되었다.

이밖에도 황기 추출액을 첨가하여 항산화 활성이 높은 된장의 개발(53)및 초임계

기술로 처리된 목초액을 첨가함으로서 된장의 저장성 향상과 갈변을 늦추는 연구(83)

에 대한 다양한 연구가 이루어졌다.

세포사는 necrosis와 apoptosis라는 두 가지의 다른 mechanism에 의해 일어난다.

Necrosis는 외부 환경의 변화에 의해 급격히 일어나는 수동적인 세포사멸이고,

apoptosis는 program celldeath로 여러 유전자들이 발현됨으로써 일어나는 능동적인

세포사멸이다.Apoptosis는 많은 병리학적 요인에 의해서도 생기지만 발생,면역,호르

몬작용과 같은 정상적인 생리현상과 발현에 필수적인 physiologicalcelldeath로서 정

상적인 생명유지와 발생과정 중에 중요한 역할을 한다(27).Apoptosis와 necrosis의 형

태적,생리적 특성을 보면 apoptosis는 세포의 수축(shrinkageofthecytoplasma),

DNA의 분절(DNA fragmentation), caspase의 활성화, 세포막을 이루는 지질인

phosphatidylserine의 세포 외부로의 노출 등 이 있다.그에 반해 necrosis는 세포질의

팽창(swellingofcytoplasm),세포파편(celldebris),염증(inflammation)유발 등 이 있다

(78,79,9,52,54).

Apoptosis와 관련된 질환을 살펴보면 비정상적인 apoptosis의 발생은 심혈관계 질환

(cardiovascular disease),퇴행성뇌신경질환(neurogenerative disorder),면역계 이상

(immunedisorder),암(cancer)과 같은 질병의 발생과 높은 상관관계를 보인다(10).이

와 같이 apoptosis는 생명체의 정상적인 생리작용 유지에 중요한 역할을 할 뿐만 아니

라 여러 질병들의 발병과정에도 밀접한 관련이 있다.

Apoptosis에 의한 세포의 죽음과정 중 가장 중요한 실행자는 cystein계의 단백분해효

소인 caspase이며,지금까지 알려진 caspase는 14종류가 있다(11,74).Caspase는 세포

내에서 비활성 효소(zymogen)로 존재하지만 protease와 다른 caspase및 다양한 자극

에 의해 DNA가 손상되어 종양억제 유전자인 p53이 발현되고 그에 따라 caspase-3가

활성화된다(77,76,12,75,56).결과적으로 caspase-3의 활성화는 주요 기질인

PARP(polyADP-ribosepolymerase)의 분절을 일으킨다.PARP는 DNA 복구에 관련

된 중요한 효소로서,PARP의 분해는 결국 염색체를 파괴한다(14).즉 caspase-3의 활
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성화는 세포사멸 신호전달에 중요한 조절인자로 작용한다.

세계적으로 유명한 프랑스의 게랑드 천일염에 비해 국내산 천일염은 연간 생산량이

15배 정도 많으며,가격 면에서도 저렴하여 높은 경쟁력을 지니고 있다.뿐만 아니라

청정해역의 비옥한 갯벌에서 생산되는 국내산 천일염은 미네랄 함량이 높아 세계적으

로 우수한 품질의 저렴한 천일염을 손쉽게 생산할 수 있는 좋은 조건을 지니고 있다.

B.subtilis는 예전부터 식품과 함께 이용되어 오면서 안전성이 입증된 GRAS

(generallyrecognizedassafe)미생물로 B.subtilis관련 연구에는 효소생산 및 항생제

관련 분야 등의 많은 연구가 이루어지고 있는 반면에 B.subtilis로부터 분리한 세포벽

성분 및 대사산물의 항암활성 관련 연구는 부족한 실정이다.

따라서 본 논문은 항암활성을 지닌 B.subtilisDJI균주를 선별하여 B.subtilisDJI

의 배양단계별 상징액 및 세포벽성분이 정상세포에 미치는 세포독성을 조사하였고 암

세포에 대한 성장억제효과를 측정하였다.또한 항암활성을 지닌 B.subtilisDJI을 이용

하여 bacterial-koji를 제조하였으며 이를 된장제조에 사용하였다.된장제조시 사용되는

소금의 종류를 달리하여 천일염된장과 정제염된장을 제조하였고,제조된 각 된장의 발

효기간을 달리하였다.소금의 종류 및 발효기간을 달리한 각각의 된장추출물이 정상세

포(BJ)에 미치는 세포독성 및 인체 위암세포(AGS)와 인체 결장암세포(HT-29)의 성장

억제효과를 조사하여 소금의 종류 및 발효기간에 따른 된장추출물의 항암효과를 알아

보고,apoptosis유발여부를 측정해 보고자 한다.
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제 2장 실험 재료 및 방법

제 1절.BacillussubtilisDJI균주의 암세포 성장 억제효과

1.사용 균주

본 실험에 사용한 균주들은 본 실험실에서 개발된 균주로 Table1과 같다.

2.B.subtilisDJI균주의 생육도

B.subtilisDJI의 배양시간에 따른 생육을 측정하기 위하여 37℃에서 24시간 전

배양한 균주를 40 mL LB broth(Duchefa biochemie, nutrient broth :

bacto-tryptone10%,yeast-extract5%,sodium chloride10%)에 1%(v/v)접종한

후,24시간 동안 배양하면서 3시간 간격으로 600nm에서 흡광도를 측정하였다(5).

(Fig.1)본 실험에 사용된 B.subtilisDJI배양상징액은 logarithmicphase(Fig.1

A지점),stationaryphase(Fig.1B지점),deathphase(Fig.1C지점)로 나누어 사용

하였다.
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Strains Medium
Incubation

temperature(℃)
Reference

B.subtilisDJI LB 37℃ (5)

B.subtilisMJP1 LB 37℃ (80)

B.polyfermenticusCJ6 TSB 37℃ (25)

Lb.plantarum AF1 MRS 30℃ (81)

Table1.Listofbacteriausedintheexperiment
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Figure1.Growthfrom B.subtilisDJIinLBbrothat37℃(5).

A:logarithmicphase,B:stationaryphase,C:deathphase
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3.B.subtilisDJI의 세포벽성분 추출

B.subtilisDJI의 cellwallextract는 Lehman등(46)의 방법에 따라 분리하였다.

먼저 B.subtilisDJI을 LB broth에서 death phase에 도달할 때까지 배양한 후

9,950×g에서 15분간 원심분리하여 균체만 회수하였다.회수된 균체는 PBS로 3회

세척한 후 PBS에 현탁하여 5분간 초음파 파쇄한 다음 원심분리하였다.회수된

pellet은 PBS로 세척하여 4% sodium dodecylsulfate(SDS)에 현탁시킨 후 30℃에

서 2시간 용해하였다.용해 후 원심분리하여 얻어진 pellet은 SDS를 제거하기 위하

여 PBS로 다시 세척하였다.RibonucleaseA를 250μg/mL의 농도로 37℃에서 4시

간동안 처리한 후 앞서 수행한 방법으로 세척하였다.세척 후 deoxyribonucleaseI

과 trypsin을 120 μg/mL의 농도로 첨가한 후 37℃에서 하룻밤동안 처리한 다음

PBS로 세척 후 9,950×g에서 원심분리하여 상징액을 제거하고 pellet을 회수하였

다.회수된 pellet은 무게를 측정하여 그 수율을 구하고,동결 건조하여 실험에 사용

하였다(Fig.2).
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Cultivation(15hrs,37℃)

↓

Centrifugation(9,950×g,15min)

↓

WashedwithPBS

↓

Sonicationfor5min

↓

Centrifugation(9,950×g,25min)

↓

WashedwithPBS

↓

Additionof4% SDS(2hrs,30℃)

↓

Centrifugation(9,950×g,30min)

↓

WashedwithPBS

↓
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AdditionofribonucleaseA 250μg/mL(4hrs,37℃)

↓

Centrifugation(9,950×g,20min)

↓

WashedwithPBS

↓

AdditionofdeoxyribonucleaseI120μg/mL,

PBScontainingtrypsin120μg/mL

↓

Overnightat37℃

↓

Centrifugation(9,950×g,20min)

↓

WashedwithPBS

↓

Freezedrying

Figure 2.Flow chartfor the preparation of cellwallextract

isolatedfrom B.subtilisDJIwholecell.
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4.Invitro항암실험

1)암세포 성장 억제효과 균주 선별

(1)시료의 준비

준비된 각각의 균주 배양액을 원심분리(9,950×g,15min,4℃)하여 상징액을

회수한 후 각 상징액의 pH를 측정하고 0.45μm syringefilter로 제균하여 실험에

사용하였다.각 균주의 culture broth와 각 배양상징액 pH로 보정한 culture

broth,cellculturemedia모두 0.45μm syringefilter로 제균한 후 각 농도별로

처리하였다.각 세포의 무첨가구를 100%(대조구)로 하여 상대적인 세포 생존율

(%)을 구하였다.

(2)세포배양

실험에 사용되어진 암세포주는 AGS (human gastric adenocarcinoma cell)

CRL-1739,HT-29(humancoloncancercell)HTB-38과 정상세포주 BJ(human

foreskinnormalcell)CRL-4001를 사용하였다.

인체 위암세포(AGS)와 인체 결장암세포(HT-29)는 RPMI1640(GibcoBRL,USA)

배지로 배양하고,종양세포와 대조군으로 사용한 인체 포낭 정상세포주(BJ)는

Dulbecco'smodificationofeaglesmedium (DMEM;GibcoBRL,USA)으로 배양하였

다.각각의 배지에는 10% fetalbovineserum (FBS;Gibco,BRL,USA),100μg/mL

penicillin(GibcoBRL,USA)그리고 100μg/mLstreptomycin(GibcoBRL,USA)을

첨가하였다.배양된 각각의 세포는 일주일에 2～3회 신선한 새 배지로 갈아주고 6～7

일 만에 phosphatebufferedsaline(PBS)로 세척한 후 0.05% trypsin-0.02% EDTA로

부착된 세포를 분리하여 원심분리한 후 집적된 세포에 배지를 넣고 피펫으로 세포가

골고루 분산되도록 잘 혼합한 다음 6～7일 마다 계대배양하면서 실험에 사용하였다.

계대 배양 시 각각의 passagenumber를 기록하였고 passagenumber가 10회 이상일

때는 새로운 세포를 액체질소 탱크로부터 꺼내어 다시 배양하여 실험하였다.
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(3)MTT assay에 의한 세포 생존율 측정

세포 증식 정도를 MTTassay법(64)에 따라 측정하였다.MTT assay는 살아있

는 세포의 미토콘드리아 내막에 존재하는 oxide-reductase작용을 받아 MTT에 의

하여 생성되는 dark blue formazan의 양을 측정하는 방법이다.Dark blue

formazan의 생산량은 대사적으로 활성이 있는 살아있는 세포수와 거의 비례하는

것으로 알려져 세포의 생육과 분화를 측정하는데 아주 효과적으로 사용되고 있다.

배양된 각각의 세포주는 96wellplate에 well당 2×10
4
cells/mL가 되도록 100

μL씩 seeding하고 37℃,5% CO2배양기에서 24시간 동안 세포를 부착시킨 후 시

료를 농도별로 첨가하여 48시간 배양하였다.여기에 인산생리식염수 5mg/mL의

농도로 제조한 MTT{3-(4,5-dimethylehiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide}

용액 20μL를 첨가하고 4시간 더 배양한 후 생성된 formazan결정을 dimethyl

sulfoxide(DMSO)에 녹여 platereader(UV scanning ELISA reader,BioTek,

USA)를 이용하여 540nm에서 흡광도를 측정하였다.
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2)B.subtilisDJI의 배양단계별 상징액의 암세포 성장 억제효과

(1)시료의 준비

B.subtilisDJI을 37℃에서 24시간 전 배양하여 LBbroth에 1%(v/v)접종한 후

logarithmicphase,stationaryphase,deathphase각각의 지점까지 배양한 것을

사용하였다.준비된 각각의 배양단계별 B.subtilisDJI배양액을 원심분리(9,950

×g,15min,4℃)하여 상징액을 회수한 후 0.45μm syringefilter로 제균하였다.

제균한 각각의 배양단계별 상징액을 실험에 사용하였다.각 세포의 배양상징액 무

첨가구를 100%(대조구)로 하였고,각 시료를 농도별로 처리하여 48시간 동안 배

양한 세포의 생존율을 대조구에 대한 상대적 세포 생존율(%)로 표기하였다.

(2)세포배양

실험에 사용되어진 암세포주는 AGS (human gastric adenocarcinoma cell),

HT-29(human colon cancercell)과 정상세포주 BJ(human foreskin normal

cell)를 사용하였으며,배양방법은 상기의 방법대로 배양하여 실험에 사용하였다.

(3)MTT assay에 의한 세포 생존율 측정

B.subtilisDJI의 배양단계별 상징액의 세포 증식 정도를 측정하기 위하여

MTT assay를 시행하였다.배양된 각각의 세포주는 96wellplate에 well당

2×10
4
cells/mL가 되도록 100μL씩 seeding하고 37℃,5% CO2배양기에서 24시간

동안 세포를 부착시킨 후 시료를 농도별로 첨가하여 48시간 배양하였다.여기에

인산생리식염수 5 mg/mL의 농도로 제조한 MTT{3-(4,5-dimethylethiazol-2-yl)

-2,5-diphenyltetrazolium bromide}용액 20μL를 첨가하고 4시간 더 배양한 후 생

성된 formazan결정을 dimethylsulfoxide(DMSO)에 녹여 platereader(UV

scanningELISA reader,BioTek,USA)를 이용하여 540nm에서 흡광도를 측정하

였다.
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3)B.subtilisDJI세포벽성분의 암세포 성장 억제효과

(1)시료의 준비

B.subtilisDJI으로부터 추출된 세포벽성분(Fig.2)을 PBS에 녹여 실험에 사용

하였다.세포벽성분은 각 well당 첨가되는 최종 농도가 45,450μg/mL가 되도록

조정하여 세포실험에 사용하였다.각 세포에 PBS를 첨가한 구간을 100%(대조구)

로 하였고,시료를 농도별로 처리하여 48시간 동안 배양한 세포의 생존율을 대조

구에 대한 상대적 세포 생존율(%)로 표기하였다.

(2)세포배양

실험에 사용된 암세포주는 인체 결장암세포(HT-29:humancoloncancercell)

와 대조군으로 인체 포낭 정상세포주 (BJ:humanforeskinnormalcell)를 사용하

였다.배양방법은 상기의 방법대로 배양하여 실험에 사용하였다.

(3)MTT assay에 의한 세포 생존율 측정

배양된 각각의 세포주는 96wellplate에 well당 2×10
4
cells/mL가 되도록 100

μL씩 seeding하고 24시간 동안 37℃,5% CO2배양기에서 세포를 부착시킨 후 시

료를 농도별로 첨가하여 48시간 배양하였다.여기에 인산생리식염수에 5mg/mL

의 농도로 제조한 MTT{3-(4,5-dimethylehiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium

bromide}용액 20 μL를 첨가하고 4시간 더 배양한 후 생성된 formazan결정을

dimethylsulfoxide(DMSO)에 녹여 platereader(UV scanningELISA reader,

BioTek,USA)를 이용하여 540nm에서 흡광도를 측정하였다.
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Preparationofcells

↓

Distributionofcellsin96wellplates

↓

Incubationat37℃,5% CO2incubationfor24hrs

↓

Additionofsample

↓

Incubationat37℃,5% CO2incubationfor48hrs

↓

AdditionofMTTsolution(5mg/mLPBS)

↓

Incubationat37℃,5% CO2incubationfor4hrs

↓

Discardingsupernatant

↓

AdditionDMSO200μL

↓

Measuringabsorbanceat540nm

Figure3.A procedureofcytotoxicityassayusingMTT assay.
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4)세포의 형태적 변화 관찰

세포배양은 상기의 방법대로 배양하였으며,준비된 세포를 culturedish에 2×10
4

cells/mL이 되도록 분주하여 24시간 동안 37℃,5% CO2배양기에서 세포를 부착시

켰다.부착 후 각 시료를 첨가하여 48시간 배양한 후 세포의 형태적 변화를 현미경

(NikonECLIPSETS100)으로 관찰하였다.
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제 2절.Bacterial-koji(B.subtilisDJI)를 이용하여 제조한 천일염

된장의 암세포 성장 억제효과

1.소금의 종류를 달리한 bacterial-koji이용 된장 제조

1)Bacterial-koji제조

본 실험에 이용된 bacterial-koji제조방법은 장 (3)의 방법에 따라 제조하였다.

B.subtilisDJI은 37℃에서 24시간 전 배양하여 LBbroth에 1% 접종한 후 9시간

배양한 것을 사용하였다.균체를 회수하여 3차 멸균증류수로 2회 수세한 후 코지

제조에 사용하였다.코지제조에 사용된 콩은 국내산 소립종을 사용하였으며,정선

된 원료콩 1kg을 20℃에서 15시간 침지 후 121℃에서 40분간 증자하였다.삶은

콩은 40℃로 냉각시킨 후 준비된 B.subtilisDJI균체를 원료콩의 1%(w/w)비율

로 접종하였다.접종 후 39～50℃ 온도에서 12～14시간 배양하였다.배양 종료 후

항온항습장치(HanBaekScientificCo.Korea)를 이용해서 24시간동안 20℃,30%

습도를 유지하면서 풍건시켜 이를 bacterial-koji로 사용하였다.

2)된장의 제조

본 실험에 이용된 된장제조의 방법은 장 (3)의 방법에 따라 제조하였다.본 연

구에서는 된장제조시 사용되는 소금의 종류를 달리하여 소금의 종류에 따른 된장추

출물의 암세포 성장 억제효과를 비교해 보고자 하였다.따라서 천일염(Shinan-docho,

Korea)과 정제염(chunilsalt,Korea)을 사용하여 두 가지 종류의 된장을 제조하였으

며,사용된 소금은 목포대학교 천일염 및 염생식물 산업화 사업단에서 제공받아 사

용하였다.제조된 bacterial-koji에 삶은 콩(원료콩을 기준으로 코지와 같은 양)을 가

하고 최종 소금의 농도가 12%(w/v)가 되도록 각각의 소금을 종수에 녹여 함께 섞

었다.이와 같이 제조된 된장을 20℃에서 2개월,16개월 동안 숙성시켜 실험에 사용

하였다(Fig.4).
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Soybean

｜

Draining

｜

Soaking

｜

Steaming

｜

Cooling

｜

Inoculation

｜

Fermentation

｜

Drying

｜

Bacterial-koji

｜

Mixing

｜

Refinedsalt Solarsalt

(99% NaCl) (Shinan-docho)

｜

Doenjang

｜

Aging

drainingandwashing

20℃,15hrs

121℃,40min

38～42℃

B.subtilisDJI1%(w/w)

39～50℃,12～14hrs

temperature 20℃

humidity 30%,24hrs

moisturecontent15～18%

cookedsoybean

water

saltconc.12%(w/w)

at20℃,for2,12or16months

Figure4.Manufacturingprocessofbacterial-kojianddoenjang(3).
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2.된장의 구성아미노산 분석

단백질 구성아미노산은 식품공전에 준하여 측정하였다(39).시료 약 80～85mg을

취하여 6N HCl7mL를 가한 후 110℃에서 22시간동안 가수분해 시켰다.이를 여

과하고 rotaryvacuum evaporator(EyelaN-1000SW,Japan)로 55℃에서 감압 농축하

여 염산을 제거하였다.이를 증류수 30mL에 녹인 다음 0.45μm syringefilter로 여

과 후 아미노산 자동분석기(HitachL-8800Aminoacidanalyzer,Japan)에 주입하여

분석하였다.

3.된장의 유리아미노산 분석

유리아미노산은 식품공전에 준하여 측정하였다(39).시료 2 g을 취하여 70%

ethanol35mL를 가하고 1시간동안 균질화 한 후 10분간 방치하였다.원심분리

(21,000×g,15min)후 상징액을 농축플라스크로 옮겨 70% ethanol25mL로 2회

반복 추출하고,침전물에 다시 70% ethanol25mL를 넣고 2회 추출한 후 추출액을

합하여 rotaryvacuum evaporator로 감압농축 하였다.이를 증류수 35mL에 녹여

0.45μm syringefilter로 여과한 후 아미노산 자동분석기에 주입하여 분석하였다.
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4.된장의 추출

Bacterial-koji를 이용하여 제조한 천일염,정제염 된장을 동결 건조시킨 후 시료

를 마쇄하였다.시료에 20배(w/v)의 물,메탄올을 각각 첨가하여 12시간 교반 추출

을 3회 반복하였다.추출물을 여과(Whatman No.2)한 후 rotary vacuum

evaporator로 농축하여 각각의 물,메탄올 추출물을 얻었다(Fig.4).
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Freezedriedandpulverizeddoenjang

↓

Addedwithwaterormethanol(20vol.)

↓

Extracted(shakingfor12hrs),threetimes

↓

Centrifugation(9,950×g,10min)

↓

Filterationthroughgauzeandfilterpaper(WhatmanNo.2)

↓

Evaporation

Figure5.Flow sheetforthepreparationofdoenjangextract.
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5.Invitro항암실험

1)소금의 종류 및 발효기간을 달리한 된장의 암세포 성장 억제효과

(1)시료의 준비

상기의 방법(Fig.5)에 따라 추출한 각각의 된장추출물은 cellculturemedia에

희석하여 실험에 사용하였다.각 세포에 culturemedia를 첨가한 구간을 100%

(대조구)로 하였으며,실험구는 각각의 된장추출물을 48시간 동안 농도별로 처리

한 각 배양세포의 생존율을 대조구에 대한 상대적 생존율(%)로 표시하였다.

(2)세포배양

실험에 사용된 세포주는 인체 위암세포(AGS:humangastricadenocarcinoma

cell)와 인체 결장암세포(HT-29:humancoloncancercell)두 종의 종양세포와

대조군으로 인체 포낭 정상세포주 (BJ:humanforeskinnormalcell)를 사용하였

다.배양방법은 상기의 방법대로 배양하여 실험에 사용하였다.

(3)MTT assay에 의한 세포 생존율 측정

배양된 각각의 세포주는 96wellplate에 well당 1×10
4
cells/mL가 되도록 180

μL씩 seeding하고 24시간 동안 37℃,5% CO2배양기에서 세포를 부착시킨 후

각 시료를 농도별로 20μL첨가하여 48시간 배양하였다.여기에 인산생리식염수

에 5mg/mL의 농도로 제조한 MTT{3-(4,5-dimethylehiazol-2-yl)-2,5-dipheny

ltetrazoliumbromide}용액 20 μL를 첨가하고 4시간 더 배양한 후 생성된

formazan 결정을 dimethyl sulfoxide (DMSO)에 녹여 plate reader (UV

scanningELISA reader,BioTek,USA)를 이용하여 540nm에서 흡광도를 측정

하였다.
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2)세포의 형태적 변화 관찰

세포배양은 상기의 방법대로 배양하였으며,준비된 세포를 culturedish에 1×10
4

cells/mL가 되도록 분주하여 24시간 동안 37℃,5% CO2배양기에서 세포를 부착시

켰다.부착 후 시료가 함유된 배지를 첨가하여 48시간 배양한 후 세포의 형태적 변

화를 현미경(NikonECLIPSETS100)으로 관찰하였다.

3)Apoptosis관찰

배양된 인체 위암세포 AGS를 8wellchamberslide에 well당 1×10
4
cells/mL가

되도록 seeding하고 24시간 동안 37℃,5% CO2배양기에서 세포를 부착시킨 후

시료를 첨가하여 48시간 배양하였다.Apoptosis유발 여부를 확인하기 위해 세포에

CaspACEFITC-VAD-FMK Kit(Promega,USA)을 최종 10μm 농도로 첨가하여

37℃,5% CO2배양기에서 30분간 염색하였다.염색 후 세포를 PBS로 3회 수세한

후 caspase-3activation을 fluorescencemicroscope(×200)을 이용하여 관찰하였다

(Fig.6).
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Preparationofcells

↓

Distributionofcellsin8wellchamberslide

↓

Incubationat37℃,5% CO2incubationfor24hrs

↓

Additionofsample

↓

Incubationat37℃,5% CO2incubationfor48hrs

↓

AdditionoftheCaspACEFITC-VAD-FMK

↓

Incubationat37℃,5% CO2incubationfor30min

↓

Removethemedium

↓

WashcellwithPBS

↓

Observe

Figure6.A procedureofapoptosisdetectionusingafluorescence

microscope.
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5.통계처리

모든 실험은 3회씩 수행하였으며,SPSS12.0.1(Statisticalpackageforthesocial

science)P/Cpackage를 이용하여 평균값과 표준편차범위로 나타내었다.결과는 일원

배치분산분석(one-wayANOVA)을 실시하였으며,사후검정은 T-test에 의하여 실

행하였다.통계적 유의성은 P<0.05를 기준으로 하였다.
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제 3장 결과 및 고찰

1.암세포 성장 억제효과 균주 선별

본 연구에서는 전통발효식품으로부터 분리된 4종의 균주로부터 항암효과를 지닌 균

주를 선별하기 위하여 배양된 각각의 균주 배양액에서 상징액을 분리하였다.각 균주

의 배양상징액의 항암효과를 측정하기 위하여 MTT assay를 실시하였으며,인체 정

상세포주 BJ(human foreskin normalcell),인체 위암세포주 AGS(human gastric

adenocarcinomacell),인체 결장암세포주 HT-29(humancoloncancercell)에 시료를

처리한 후 그 생존율을 측정하였다.각 세포의 배양상징액을 첨가하지 않은 구간을

100%(대조구)로 하였고 실험구는 각 균주의 culturebroth및 배양상징액의 pH로 보

정된 culturebroth,cellculturemedia,배양상징액을 48시간 동안 농도별로 처리한

각 배양세포의 생존율을 대조구에 대한 상대적 생존율(%)로 표시하였다.각 세포에

대한 각각의 균주 상징액의 세포독성 결과는 Fig.7～10과 같다.

B.subtilisMJP1배양액으로부터 분리한 상징액을 정상세포 BJ,위암세포 AGS,장

암세포 HT-29에 각각 처리하였을 때 각 세포에 대한 세포독성 결과는 Fig.7과 같다.

AGS,HT-29에 cellculturemedia(RPMI1640)를 농도별로 첨가하였을시 각 세포의

생육에 영향을 미치지 않는 것으로 관찰되었다.LBbroth,pH보정 LBbroth를 2.5%～

7.5%로 첨가하였을시 AGS의 경우는 각각 93%～87%,89%～86%로 LBbroth자체만

으로도 AGS의 생육을 저해하는 경향을 보였고,pH에 의한 영향은 거의 없는 것으로

관찰되었다.HT-29의 경우는 각각 100%～101%,100%～104%로 생육에 큰 영향을

미치지 않음을 확인하였다.반면에 B.subtilisMJP1배양상징액을 AGS,HT-29에

2.5%～7.5%로 농도 처리하였을시 각각 31%～41%,9%～23%로 농도의존적으로 높은

억제율을 보여 2종의 암세포에 성장 억제효과를 나타냄을 관찰하였다.정상세포 BJ의

경우는 cellculturemedia(DMEM)를 처리한 결과 대조구에 비교해 세포 생육에 영향

을 미치지 않는 것으로 관찰되었고,LBbroth,pH보정 LBbroth처리시 농도의존적

으로 세포성장효과를 보여 최고 7.5% 농도에서 LB broth의 경우는 121% 생존율을

보였으며,pH보정 LBbroth의 경우는 122%의 높은 세포생존율을 나타내어 정상세포

에 대해 LB broth와 B.subtilisMJP1배양상징액의 pH는 독성을 나타내지 않으며
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오히려 세포 성장효과를 보임을 확인하였다.반면에 B.subtilisMJP1배양상징액을

2.5%～7.5% 농도로 처리한 경우 102%～73%의 생존율을 보여 정상세포에 독성을 나

타내는 것으로 관찰되었다.

B.polyfermenticusCJ6의 배양상징액을 각각의 세포에 처리하였을 때 각 세포에 대

한 세포독성효과는 Fig.8과 같다.AGS,HT-29에 cellculturemedia(RPMI1640)를 첨

가한 구간은 대조구에 비교해 세포 성장에 큰 영향을 미치지 않았으나 B.

polyfermenticusCJ6배양배지 TSBbroth와 pH보정 TSBbroth를 처리한 구간의 경우

HT-29는 영향을 받지 않았으나 AGS는 최고 7.5% 농도처리시 각각 74%,71%의 생존

율을 보였다.위암세포 AGS에 대해 TSBbroth자체만으로도 세포성장을 억제하는 경

향을 보이는 것으로 관찰되었다.그러나 AGS에 B.polyfermenticusCJ6배양상징액을

2.5%～7.5% 농도처리시 50%～59%의 매우 높은 억제율을 보여 위암세포에 대해 TSB

broth자체만으로도 세포 성장저해 경향을 보였으나 배양상징액 처리시 위암세포 억제

효과가 더 높은 것으로 관찰되었다.HT-29의 경우도 32%～67%의 매우 높은 억제율을

보여 장암세포 억제효과가 매우 뛰어남을 관찰하였다.정상세포 BJ에 대해서는 cell

culture media(DMEM)를 첨가한 구간은 세포성장에 거의 영향을 미치지 않았으며,

TSB broth,pH보정 TSB broth를 처리한 구간에서는 농도의존적으로 세포성장효과를

보였다.반면에 B.polyfermenticusCJ6배양상징액을 2.5%,5%,7.5% 첨가시 각각

73%,55%,11%의 생존율을 나타내어 정상세포에 독성을 보임을 관찰하였다.

Lb.plantarum AF1의 배양상징액을 정상세포 BJ,위암세포 AGS,대장암세포

HT-29에 각각 처리하여 각 세포에 세포독성을 측정한 결과는 Fig.9과 같다.Cell

culturemedia(RPMI1640)를 농도별로 첨가시 AGS와 HT-29의 생육에 거의 영향을

미치지 않는 것으로 관찰되었으나 유산균 배양배지 MRSbroth를 최고 7.5% 첨가했

을 경우 AGS는 90% 생존율을 나타내어 다소 세포성장을 저해하는 것으로 보였으며,

HT-29는 109%의 생존율을 보여 독성을 나타내지 않음을 관찰하였다.그러나 pH보정

MRS broth를 첨가하였을시 AGS,HT-29의 세포생존율을 농도의존적으로 감소시켜

최고 7.5% 농도에서 각각 15%,72%의 생존율을 나타내어 pH에 의한 영향으로 세포

생존율이 감소함을 확인하였다.Lb.plantarum AF1배양상징액을 2.5%～7.5% 농도로

처리하였을시 AGS의 억제율은 43%～97%,HT-29의 경우는 41%～94%로 매우 높은

억제율을 보임을 관찰하였다.위 결과로 볼 때 암세포에 대한 Lb.plantarum AF1배

양상징액의 높은 억제율은 배양상징액의 효과만이 아니라 pH에 의한 영향이 큰 것으
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로 사료되어진다.정상세포에 cellculturemedia(DMEM)를 2.5%～7.5%의 농도로 첨

가하였을 경우 세포에 큰 영향을 미치지 않았으나 MRSbroth첨가시 농도의존적으로

122%～125%의 높은 생존율을 보였고 pH 보정 MRSbroth첨가시 114%～75%의 생

존율을 나타내어 pH에 의해 세포성장 저해효과를 보임을 관찰하였다.Lb.plantarum

AF1의 배양상징액 2.5% 농도첨가시 98%의 생존율을 보였으며,5%,7.5% 농도첨가시

각각 46%,16%의 생존율 보여 농도의존적으로 세포독성이 증가함을 관찰하였다.

B.subtilisDJI의 배양상징액을 각각의 세포에 처리했을 때 각 세포에 대한 세포독

성효과는 Fig.10과 같다.각 세포의 cellculturemedia(RPMI1640,DMEM)를 농도

별로 첨가시 AGS와 HT-29,BJ의 세포 생육에는 거의 영향을 미치지 않음을 관찰하

였다.AGS에 B.subtilisDJI의 배양배지 LB broth와 pH보정 LB broth를 2.5%～

7.5%의 농도로 첨가하였을 시 각각 95%～87%로 같은 생존율을 나타내어 pH에 의한

영향은 보이지 않았으나 LB broth가 위암세포의 성장을 다소 저해시키는 것으로 관

찰되었다.HT-29에 대해서 모든 구간에서 세포생육에 영향을 미치지 않는 것으로 관

찰되었다.정상세포 BJ의 경우 LBbroth와 pH보정 LBbroth를 첨가한 구간에서 농도

의존적으로 세포성장효과를 보여 최고 7.5% 처리농도에서 각각 125%,124%의 높은

생존율을 나타내었다.B.subtilisDJI의 배양상징액을 각 세포에 2.5%～7.5%의 농도

로 처리했을 때 위암세포 AGS,대장암세포 HT-29에 대한 각각의 억제효과는 11%～

21%,13%～32%의 억제율을 나타내었으며,정상세포 BJ의 경우 105%～120%의 생존

율을 보임을 관찰하였다.B.subtilisDJI의 배양상징액은 정상세포 BJ에 독성을 나타

내지 않으면서 위암세포 AGS,대장암세포 HT-29에 대해 특이적으로 세포독성을 나

타냄을 확인하였다.

따라서 본 연구에서는 전통발효식품으로부터 분리된 4종의 각 균주에서 배양상징액

을 분리하여 항암효과를 조사한 결과 B.subtilisMJP1,B.polyfermenticusCJ6,Lb.

plantarum AF1은 2종의 암세포에 대해 매우 높은 억제효과를 보였으나 정상세포에

대해서도 독성을 나타냄을 확인하였다.그러나 B.subtilisDJI의 경우는 정상세포 BJ

에 대해 독성을 나타내지 않았으며 오히려 농도의존적으로 세포성장효과를 보임을 관

찰하였고,특이적으로 2종의 암세포에 대해서는 성장억제효과를 보여 함암활성이 뛰

어남을 확인하였다.
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Figure7.Cytotoxicityoftheculturesupernatantsfrom B.subtilis

MJP1oncellviability.

Cellswereexposed to differentconcentrationsofculturesupernatants from B.

subtilisMJP1for48hrsandthencellviabilitywasassessedbyMTTassay.

Allvaluesrepresent±S.Dofthreeindependentexperiments.

*
Significantdifferenceswerecomparedwithcontrols(0% concentrationoftheculture

supernatants)ofp<0.05byT-test.
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Figure 8. Cytotoxicity of the culture supernatants from B.

polyfermenticusCJ6oncellviability.

Cellswereexposed to differentconcentrationsofculturesupernatants from B.

polyfermenticusCJ6for48hrsandthencellviabilitywasassessedbyMTTassay.

Allvaluesrepresent±S.Dofthreeindependentexperiments.

*
Significantdifferenceswerecomparedwithcontrols(0% concentrationoftheculture

supernatants)ofp<0.05byT-test.
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Figure 9. Cytotoxicity of the culture supernatants from Lb.

plantarum AF1oncellviability.

Cellswereexposed todifferentconcentrationsofculturesupernatantsfrom Lb.

plantarum AF1for48hrsandthencellviabilitywasassessedbyMTTassay.

Allvaluesrepresent±S.Dofthreeindependentexperiments.

*
Significantdifferenceswerecomparedwithcontrols(0% concentrationoftheculture

supernatants)ofp<0.05byT-test.
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Figure10.Cytotoxicityoftheculturesupernatantsfrom B.subtilis

DJIoncellviability.

Cellswereexposed to differentconcentrationsofculturesupernatants from B.

subtilisDJIfor48hrsandthencellviabilitywasassessedbyMTTassay.

Allvaluesrepresent±S.Dofthreeindependentexperiments.

*
Significantdifferenceswerecomparedwithcontrols(0% concentrationoftheculture

supernatants)ofp<0.05byT-test.
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2.B.subtilisDJI배양단계별 상징액의 암세포 성장 억제효과

B.subtilisDJI의 배양단계별 상징액의 암세포 성장 억제효과를 알아보기 위하여

MTT assay를 실시하였으며 인체 정상세포주 BJ(humanforeskinnormalcell)에 대

한 세포독성과 인체 위암세포주 AGS(humangastricadenocarcinomacell),인체 결장

암세포주 HT-29(humancoloncancercell)에 대한 세포독성을 알아보았다.각 세포의

배양상징액 무첨가구를 100%(대조구)로 하여 배양세포의 생존율을 대조구에 대한 상

대적 생존율(%)로 구하였다.

위암세포 AGS에 대한 B.subtilisDJI의 배양단계별 상징액의 세포 성장억제효과는

Fig.11과 같다.각각의 배양단계의 상징액을 처리한 모든 구간에서는 대조구에 비교

해 유의적인(p<0.05)차이를 보였으며,deathphase에 도달 할수록 세포 성장억제효

과가 증가하였다.Logarithmicphase의 경우 농도의존적으로 세포 성장을 억제 하였

으며,2.5～10%의 농도처리시 12～27%의 억제율을 보였다.Stationaryphase의 경우

는 2.5%의 농도에서부터 20% 억제율을 보였으며,농도의존적으로 억제율이 증가하여

최고 10%의 농도에서 33%의 높은 억제율을 보였다.Deathphase의 경우 2.5%,5%,

7.5%의 농도에서 각각 22%,29%,31%의 억제율을 보였으며 최고 10%의 농도에서

44%의 높은 억제율을 보여 deathphase의 상징액이 위암세포 성장억제효과가 가장

뛰어난 것으로 관찰되었다.

대장암세포 HT-29에 대한 B.subtilisDJI의 배양단계별 상징액의 성장억제효과는

Fig.12와 같이 logarithmicphase의 경우 2.5% 농도에서 15%의 억제율을 보였고 이

후의 농도인 5%,7.5%,10%에서는 농도의존적으로 각각 19%,26%,37%의 높은 억제

율을 보였다.Stationaryphase의 경우는 2.5%,5%의 농도에서 19%,22%의 비슷한

억제율을 보였으나 이후 7.5%,10%의 농도처리시 31%,39%의 높은 억제율을 나타냈

다.Deathphase의 경우도 2.5%,5%의 농도에서는 20%,23%의 비슷한 억제율을 보

였지만 7.5%의 농도에서 35%,10%의 농도에서 41%의 높은 억제율을 보임을 관찰하

였다.HT-29에 B.subtilisDJI의 각 배양단계별 상징액을 처리한 구간은 대조구에 비

교해 유의적인(p<0.05)차이를 나타내었다.

BJ정상세포에 대한 B.subtilisDJI의 배양단계별 상징액의 세포독성은 Fig.13과

같다.BJ에 대한 logarithmicphase의 경우 모든 농도에서 세포독성을 보이지 않았으

며,2.5%의 농도에서 103%의 생존율을 보였고 5%,7.5%,10%의 농도에서는 농도의
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존적으로 106%,109%,115%의 유의적인(p<0.05)차이를 나타내어 오히려 세포성장

효과를 보임을 관찰하였다.Stationaryphase의 경우 2.5%의 농도에서 96%의 생존율

을 보여 세포독성을 나타내는 것처럼 보였으나 이후의 농도인 5%～10%의 농도에서

는 101～114%의 세포성장효과를 보여 세포독성을 나타내지 않음을 알 수 있었다.

Deathphase의 경우도 2.5%의 농도에서 98%의 생존율을 나타내어 정상세포에 대해

독성을 나타내는 것처럼 보였으나 5%의 처리 농도에서 101%의 생존율을 나타내었고

7.5%,10%의 농도에서 각각 103%,114%의 유의적인(p<0.05)차이를 나타내어 정상

세포에 대한 세포독성이 없고 오히려 세포성장효과를 나타냄을 관찰하였다.

B.subtilisDJI의 배양단계별 상징액의 암세포 억제효과를 비교해 보기위해 각 배

양단계 상징액의 동일 최대 농도인 10% 처리 구간을 비교해 보았다.위암세포 AGS

에 대한 logarithmicphase의 경우 27%의 억제율을 보였고,stationaryphase는 33%,

deathphase는 44%의 억제율을 보여 AGS에 대한 B.subtilisDJI의 각 배양단계별

상징액의 세포 성장억제효과는 death phase에 도달할수록 증가됨을 확인하였다.

HT-29의 경우 logarithmicphase에서 37%,stationary phase의 경우 39%,death

phase에는 41%의 억제율을 보여 각 배양단계의 상징액이 모두 비교적 높은 억제율을

보였으며 deathphase에 상징액이 가장 높은 세포 성장억제효과를 보임을 확인하였

다.위 결과로 볼 때 B.subtilisDJI의 각 배양단계별 상징액은 정상세포 BJ에 독성

을 보이지 않고 오히려 세포성장효과를 지니는 반면에 위암세포 AGS와 대장암세포

HT-29에 대해서는 암세포 성장 억제효과가 높은 것으로 관찰되었다.2종의 암세포에

대한 성장 억제효과는 deathphase,stationaryphase,logarithmicphase순으로 높아

deathphase의 암세포 성장 억제효과가 우수함을 확인하였다.

Fig.14는 위상차 현미경을 이용하여 B.subtilisDJI의 deathphase상징액을 각 세

포에 10%의 농도로 처리하였을 때 세포의 형태적 변화를 나타낸 사진이다.대조구는

B.subtilisDJI의 deathphase상징액을 처리하지 않은 구간으로 정상세포 BJ,위암

세포 AGS,대장암세포 HT-29의 정상적인 세포의 모습을 보였다.B.subtilisDJI의

deathphase상징액을 처리한 구간에서 정상세포 BJ는 성장에 영향을 받지 않으며 대

조구와 비슷한 모습을 보였으나 2종의 암세포는 정상적으로 성장하지 못하고 세포밀

도가 감소하는 현상을 관찰하였다.AGS의 경우 세포의 형태적 변화 및 잔유물이 발

견되었고,HT-29의 경우도 세포밀도 감소 및 형태적 변화가 뚜렷이 관찰되었다.
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Figure11.Cytotoxicityoftheculturesupernatantsfrom B.subtilis

DJIcultivationphasesonhumangastricadenocarcinomacell.

AGScellswereexposedtodifferentconcentrationsofculturesupernatantsfrom B.

subtilisDJIcultivationphasesfor48hrsandthencellviabilitywasassessedby

MTTassay.

Allvaluesrepresent±S.Dofthreeindependentexperiments.

*
Significantdifferences were compared with controls (0% concentration ofthe

culturesupernatants)ofp<0.05byT-test.

B.subtilisDJIculturesupernatantfrom logarithmicphase:A,stationaryphase:B,

ordeathphase:C.
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Figure12.Cytotoxicityoftheculturesupernatantsfrom B.subtilis

DJIcultivationphasesonhumancoloncancercell.

HT-29cellswereexposedtodifferentconcentrationsofculturesupernatantsfrom

B.subtilisDJIcultivationphasesfor48hrsandthencellviabilitywasassessedby

MTTassay.

Allvaluesrepresent±S.Dofthreeindependentexperiments.

*
Significantdifferences were compared with controls (0% concentration ofthe

culturesupernatants)ofp<0.05byT-test.

B.subtilisDJIculturesupernatantfrom logarithmicphase:A,stationaryphase:B,

ordeathphase:C.
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Figure13.Cytotoxicityoftheculturesupernatantsfrom B.subtilis

DJIcultivationphasesonhumanforeskinnormalcell.

BJcellswereexposedtodifferentconcentrationsofculturesupernatantsfrom B.

subtilisDJIcultivationphasesfor48hrsandthencellviabilitywasassessedby

MTTassay.

Allvaluesrepresent±S.Dofthreeindependentexperiments.

*
Significantdifferences were compared with controls (0% concentration ofthe

culturesupernatants)ofp<0.05byT-test.

B.subtilisDJIculturesupernatantfrom logarithmicphase:A,stationaryphase:B,

ordeathphase:C.
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BJ
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Figure14.Photomicrographs(x100)ofBJ,HT-29andAGScellstreated

withculturesupernatantsat10% from B.subtilisDJIcultivation

deathphases.

Thecellsweretreatedby10% ofculturesupernatantsfrom B.subtilisDJI

cultivationdeathphases.
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3.B.subtilisDJI세포벽성분의 수율과 암세포 성장 억제효과

본 연구결과 B.subtilisDJI의 wholecell로부터 추출한 세포벽성분의 수율은 59%

를 나타내었다.세포벽성분의 암세포 성장 억제효과를 알아보기 위하여 정상세포

BJ(human foreskin normalcell)에 대한 세포독성과 2종의 종양세포 AGS(human

gastricadenocarcinomacell),HT-29(humancoloncancercell)에 대한 세포독성을

알아보았다.시료대신 각 세포에 PBS를 첨가한 구간을 100%(대조구)로 하여 세포벽

성분을 처리한 각 세포의 생존율을 대조구에 대한 상대적 생존율(%)로 구하였다.

정상세포 BJ와 대장암세포 HT-29에 대한 B.subtilisDJI세포벽성분의 세포독성

효과는 Fig.15와 같다.정상세포 BJ에 대하여 B.subtilisDJI세포벽성분을 45μg/mL

로 처리하였을시 100%의 생존율을 보여 세포독성을 나타내지 않았으나 450μg/mL의

농도에서는 96%의 생존율을 보여 약간의 독성을 나타내었다.반면에 B.subtilisDJI

세포벽성분의 대장암세포 HT-29에 대한 세포 성장억제효과는 뚜렷히 관찰되었다.즉

45 μg/mL와 450 μg/mL의 농도에서 86%,52%의 생존율을 가짐으로써 각각 14%,

48%의 높은 세포성장 억제율을(p<0.05)나타내어,B.subtilisDJI으로 제조된 된장

뿐만아니라 B.subtilisDJI세포벽 자체도 강력한 항암활성이 있음을 나타내었다.

이 (42)등은 ICRmouse에서 고형암 및 복수암에 대하여 유산균 세포벽성분 분획물

의 암세포 억제능력을 측정한 결과 시료 투여 농도가 높을수록 항암효과가 증가하였

으며,복수암의 경우 muramicacid와 polysaccaride분획물을 각각 처리한 경우보다

결합된 상태일 때 암세포 억제능력이 더 높음을 보고하였다.김 (30)은 유산균

LactobacilluspentosusSGU 0010과 StreptococcusthermophilusSGU 0021로부터

분리한 세포벽성분을 결장암세포 WiDr에 5 mg/ml의 농도로 처리했을 때 각각

20.3%,37.9%의 억제율을 보였다고 보고하였다.본 연구결과에서는 B.subtilisDJI으

로부터 분리된 세포벽성분을 450μg/mL농도처리시 인체 결장암세포 HT-29에 대해

48%의 높은 억제율을 보임으로 장암세포에 대한 B.subtilisDJI의 세포벽성분은 유

산균으로부터 분리된 세포벽성분 보다 항암효과가 매우 우수함을 확인하였다.

B.subtilisDJI의 세포벽성분 450μg/mL첨가에 의한 세포형태 변화를 위상차 현

미경을 이용하여 관찰한 결과는 Fig.16과 같다.정상세포 BJ의 생육에는 거의 영향

을 미치지 않지만 대장암세포 HT-29에 대해서는 특이적으로 세포사멸을 유발함을

알 수 있었다.대장암 세포의 밀도감소 뿐만 아니라 뚜렷한 세포의 형태적 변화를 관
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찰함으로써 항암효과가 있는 것으로 확인되었다.따라서 본 연구결과는 Bacillus로부

터 세포벽성분을 추출하였고,Bacillus로부터 추출된 세포벽성분의 항암활성 관련 보

고로는 최초의 보고이다.
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Figure15.Cytotoxicity ofthecellwallextractisolated from B.

subtilisDJIwholecellonhumanforeskinnormalcellandhuman

coloncancercell.

Cellswereexposedtodifferentconcentrationsofthecellwallextractisolatedfrom

B.subtilisDJIwholecellfor48hrsandthencellviabilitywasassessedbyMTT

assay.

Allvaluesrepresent±S.Dofthreeindependentexperiments.

*
Significantdifferenceswerecomparedwithcontrols(0μg/mLconcentrationofthe

extract)ofp<0.05byT-test.
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Figure16.Photomicrographs(x100)ofBJandHT-29cellstreatedwith

cellwallextractisolatedfrom B.subtilisDJIwholecell.

Thecellsweretreatedby 450 μg/mL ofcellwallextractisolated from B.

subtilisDJIwholecell.
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4.된장의 구성아미노산,유리아미노산 분석

본 실험은 소금의 종류를 달리하여 제조한 된장(정제염된장,천일염된장)의 숙성 중 원

료 단백질의 가수분해작용에 의해 생성되는 구성아미노산과 유리아미노산의 함량을 측정

하여 소금의 종류에 따른 아미노산의 함량을 비교해 보고자 하였다.소금의 종류를 달리

한 된장의 숙성 중 구성아미노산과 유리아미노산의 함량을 측정한 결과는 Table2～5와

같다.

구성아미노산의 함량은 정제염된장의 경우(Table2)제조직후 총 함량이 277661.01

mg%였으나 숙성 2개월과 12개월에서 각각 12182.93mg%와 12696.03mg%로 감소하였

고,천일염된장의 경우는(Table3)제조직후 총 함량이 29906.27mg%였고 숙성 2개월과

12개월의 경우 각각 10084.68mg%와 13716.77mg%로 숙성이 경과함에 따라 구성아미노

산의 총 함량이 감소하는 것으로 나타났다.정제염과 천일염된장 모두 된장의 감칠맛과

관련된 glutamicacid와 aspartic acid가 가장 높은 함량을 나타냈으며,그 다음으로

leucine,lysine,arginie,valine등이 높은 함량을 차지하여 본 연구결과는 앞서 수행되어

진 보고(62,31)들과 유사한 결과를 나타내었다.

유리아미노산의 함량은 된장의 맛을 좌우하는 중요한 요인 중에 하나로 소금의 종류를

달리한 된장의 유리아미노산 함량을 비교해 보면 정제염된장의 경우(Table4)제조직후

1181.62mg%를 나타냈고 숙성 2개월에는 1716.86mg%,숙성 12개월은 1892.98mg%로

나타내어 숙성이 진행될수록 유리아미노산의 함량이 증가함을 확인하였다.천일염된장의

경우(Table4)제조직후 1254.37mg%를 나타냈고 숙성 2개월과 12개월에서 각각 1953.10

mg%와 2001.31mg%로 숙성과정이 경과함에 따라 유리아미노산의 함량이 증가하였다.

본 연구결과 소금의 종류를 달리한 된장 간의 유리아미노산 함량 증가율을 비교해 보

면 정제염된장의 경우 제조직후를 100%(1181.62 mg%)로 하여 숙성 2개월에는

145%(1716.86mg%),숙성 12개월에는 160%(1892.98mg%)로 나타났다.천일염된장의 경

우도 제조직후를 100%(1254.37mg%)로 하여 숙성 2개월은 156%(1716.86mg%),숙성 12

개월은 160%(2001.31mg%)를 나타내어 2개월 숙성시 천일염된장이 11% 더 높은 증가율

을 나타내었고,12개월 숙성시에는 각각 160%로 증가율이 같음을 확인하였다.따라서 정

제염 및 천일염된장 모두 숙성이 경과함에 따라 유리아미노산의 함량이 증가함을 알 수

있었다.위 결과로 된장의 숙성이 경과함에 따라 원료 단백질의 가수분해작용이 활발히

일어나지만 일정기간 이후에는 이러한 작용이 거의 마무리 되는 것으로 추측되어진다.
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Table2.ChangesoftotalaminoacidsinrefinedsaltB.subtilis

DJIdoenjang

(unit:mg%)

Aminoacid
Ripendedperiod

Initial 2months 12months

Asparticacid 3608.96 1519.11 1581.74

Threonine 1194.26 553.59 574.04

Serine 1280.28 698.40 712.80

Glutamicacid 6230.05 2338.82 2541.62

Glycine 1401.32 604.59 621.83

Alanine 1443.05 602.99 626.53

Valine 1784.03 679.66 715.27

Cystathionine 67.78 6.57 6.91

Isoleucine 1525.62 626.86 643.63

Leucine 2485.20 1087.20 1122.53

Tyrosine 189.08 487.43 504.42

Phenylalanine 1572.21 719.05 737.67

γ-Amino-n-butyricacid 30.38 12.37 11.41

Ornithine 134.86 43.77 37.56

Lysine 1996.61 895.27 914.74

Histidine 839.24 359.63 364.33

Arginie 1878.08 947.63 979.00

Total 27661.01 12182.93 12696.03
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Table3.ChangesoftotalaminoacidsinsolarsaltB.subtilisDJI

doenjang

(unit:mg%)

Aminoacid
Ripendedperiod

Initial 2months 12months

Asparticacid 3819.11 1617.79 1716.51

Threonine 1275.74 584.09 632.29

Serine 1325.37 729.76 766.86

Glutamicacid 6580.17 2674.14 2791.28

Glycine 1489.26 637.52 676.32

Alanine 1577.33 638.57 680.94

Valine 2155.87 714.71 768.34

Cystathionine 80.66 7.41 6.93

Isoleucine 1684.26 656.62 692.88

Leucine 2657.99 1139.63 1214.39

Tyrosine 453.91 512.99 495.22

Phenylalanine 1669.83 756.61 807.43

γ-Amino-n-butyricacid 34.78 10.84 11.11

Ornithine 152.70 29.55 33.03

Lysine 2073.87 939.57 993.04

Histidine 864.63 375.49 395.93

Arginie 2010.83 991.04 1034.27

Total 29906.27 10084.68 13716.77
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Table4.ChangesoffreeaminoacidsinrefinedsaltB.subtilisDJI

doenjang

(unit:mg%)

Aminoacids
Ripendedperiod

Initial 2months 12months

Asparticacid 12.75 22.91 27.39

Threonine 18.18 43.55 54.99

Serine 22.76 55.20 66.70

Glutamicacid 186.06 234.40 255.88

Sarcosine 30.32 36.86 43.06

Glycine 22.14 43.94 52.20

Alanine 53.35 108.02 123.52

Citrulline 19.78 11.77 14.74

Valine 98.60 140.65 154.45

Methionine 25.95 45.16 45.17

Cystathionine 10.28 18.04 23.08

Isoleucine 89.26 135.04 146.90

Leucine 89.69 141.09 158.41

Tyrosine 105.76 153.17 164.46

Phenylalanine 114.03 159.26 175.38

γ-Amino-n-butyricacid 33.51 30.60 32.71

Tryptophan 40.18 39.31 33.87

Ornithine 6.65 1.65 1.73

Lysine 61.63 98.79 107.15

Histidine 46.64 64.56 68.87

Carnosine 47.40 44.65 43.78

Arginie 46.69 88.24 98.52

Total 1181.62 1716.86 1892.98



- 50 -

Table5.ChangesoffreeaminoacidsinsolarsaltB.subtilisDJI

doenjang

(unit:mg%)

Aminoacids
Ripendedperiod

Initial 2months 12months

Asparticacid 13.24 24.84 27.68

Threonine 18.71 60.26 67.00

Serine 24.68 71.44 78.74

Glutamicacid 193.86 260.52 261.24

Sarcosine 33.24 41.95 43.96

Glycine 23.18 50.24 55.51

Alanine 57.50 120.73 127.92

Citrulline 22.05 12.38 15.28

Valine 103.86 155.48 158.84

Methionine 27.72 51.71 49.78

Cystathionine 12.10 19.73 23.11

Isoleucine 96.10 150.45 153.31

Leucine 94.26 162.07 169.20

Tyrosine 113.43 175.14 175.32

Phenylalanine 123.15 186.99 192.64

γ-Amino-n-butyricacid 36.44 32.59 32.73

Tryptophan 38.96 41.05 35.45

Ornithine 6.63 1.82 1.81

Lysine 64.20 111.18 112.18

Histidine 49.26 70.40 69.29

Carnosine 53.67 50.27 44.83

Arginie 48.15 101.86 105.50

Total 1254.37 1953.10 2001.31
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5.소금의 종류 및 발효기간을 달리한 된장의 암세포 성장 억제효과

1)소금의 종류를 달리한 2개월 숙성 된장의 암세포 성장 억제효과

소금의 종류를 달리한 2개월 숙성 된장의 세포독성을 알아보기 위해 MTT assay

를 실시하였다.대조구로 정상세포 BJ는 DMEM에서,나머지 두 종의 암세포는

RPMI1640배지를 처리하여 이때의 생존율을 100%로 표시하고,실험구는 소금의

종류를 달리하여 제조한 2개월 숙성 된장을 물과 메탄올로 추출한 각각의 시료를

48시간 동안 농도별로 처리한 각 배양세포의 생존율을 대조구에 대한 상대적 생존

율(%)로 표시하였다.

소금의 종류를 달리한 2개월 숙성 된장의 물 추출물과 메탄올 추출물은 위암세포

AGS에 대해 성장 억제효과를 나타냈으며,AGS에 대한 2개월 숙성 된장의 물 추출

물의 세포 성장억제효과는 Fig.17과 같다.천일염된장의 경우 0.005mg/mL의 농도

에서 97%의 생존율을 보여 억제효과가 거의 없는 것으로 보였으나 0.05mg/mL～1

mg/mL의 농도 처리 시 16～41%의 높은 억제율을 보였다.정제염된장의 경우 0.005

mg/mL와 0.05mg/mL의 농도에서 96%,94%의 생존율을 보여 억제효과가 거의 없

는 것으로 나타났으나 0.5mg/mL,1mg/mL의 농도에서는 각각 26%,29%의 억제

율을 나타냄을 관찰하였고 대조구에 비교해 실험구 모든 구간에서 유의적인(p

<0.05)차이를 나타내었다.각 농도에서 천일염,정제염된장간의 유의적인(p<0.05)

차이를 보이는 구간은 0.05mg/mL～1mg/mL로 물 추출물에서 천일염된장이 정제

염된장보다 우수함을 입증하였다.AGS에 대한 2개월 숙성 된장의 메탄올 추출물의

세포 성장억제효과는 Fig.18과 같다.천일염된장의 경우 0.005mg/mL～0.5mg/mL

의 농도처리시 7～27%의 억제율을 보였으며,최대 1mg/mL의 농도에서 29%의 억

제율을 보였다.정제염된장의 경우 0.005mg/mL에서부터 15%의 억제율을 보였으

며,0.05mg/mL～1mg/mL의 농도에서는 23～32%의 높은 억제율을 나타내었다.

메탄올 추출물의 경우 천일염,정제염된장은 모든 농도에서 대조구에 비교해 유의적

인(p<0.05)차이를 보였으며,각각의 농도에서 소금의 종류를 달리한 두 종류의 된

장은 0.005mg/mL～1mg/mL의 농도에서 서로 유의적인(p<0.05)차이를 보여 2개

월 숙성 된장의 메탄올 추출물의 경우 정제염된장이 더 우수함을 알 수 있었다.

HT-29에 대한 소금의 종류를 달리한 2개월 숙성 된장의 각각의 추출물은 세포
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성장억제효과를 나타내었다.2개월 숙성 된장의 물 추출물의 세포 성장억제효과는

Fig.19과 같다.천일염된장의 경우 0.005mg/mL,0.05mg/mL의 저 농도에서는 세

포 성장억제효과가 없는 것으로 보였으나 0.5mg/mL과 1mg/mL고 농도에서는

25%,40%의 높은 억제율을 보였다.정제염된장의 경우 0.005mg/mL의 농도에서

생존율이 106%로 증가하여 억제효과가 없는 것으로 관찰되었으나 0.05mg/mL에서

부터 6%의 억제율을 나타내었고,0.5mg/mL에서 13%,1mg/mL의 농도에서 24%

의 억제율을 보여 농도의존적으로 억제효과가 증가하여 유의적인(p<0.05)차이를

나타냈다.2개월 숙성 된장의 물 추출물의 경우 0.5mg/mL와 1mg/mL의 각각의

농도에서 천일염된장과 정제염된장이 서로 유의적인(p<0.05)차이를 보여 물 추출

물에서 천일염된장이 HT-29에 대한 세포 성장억제효과가 더 뛰어남을 확인하였다.

HT-29에 대한 2개월 숙성 된장의 메탄올 추출물의 세포증식억제효과는 Fig.20과

같다.천일염된장의 경우 0.005mg/mL의 농도에서 106%로 오히려 세포성장효과를

보였으나 이후 0.05mg/mL에서부터 6%의 억제율을 나타내었고 0.5mg/mL에서

17%,1mg/mL에서 26%의 억제율을 보여 농도의존적으로 억제효과가 증가함을 알

수 있었다.정제염된장은 0.005mg/mL의 농도에서는 생존율이 증가하여 105%를 나

타냈으나 0.05mg/mL～1mg/mL의 농도에서는 7%～27%의 억제율을 보임을 관

찰하였다.메탄올 추출물의 경우 대조구에 비교해 실험구 모든 구간에서 유의적인

(p<0.05)차이를 보였으며,각각의 농도에서 천일염된장과 정제염된장간의 유의적

인(p<0.05)차이는 보이지 않았다.

정상세포 BJ에 대한 소금의 종류를 달리한 2개월 숙성 된장의 물 추출물과 메탄

올 추출물은 세포독성이 거의 없는 것으로 관찰되었으며,BJ에 대한 2개월 숙성 된

장의 물 추출물의 세포독성효과는 Fig.21과 같다.천일염된장은 0.005mg/mL의 농

도에서 98%의 생존율을 보여 약간의 독성을 보이는 듯 했으나 0.05mg/mL에서

103%,0.5mg/mL에서 최대 111%의 높은 생존율을 보였고,1mg/mL의 농도에서는

106%의 생존율을 보여 세포독성을 나타내지 않았고 오히려 세포 성장효과가 있음

을 확인하였다.정제염된장의 경우는 0.005mg/mL의 농도에서 생존율 97%로 정상

세포에 독성을 보이는 것으로 관찰되었으나 0.05mg/mL～1mg/mL의 구간에서는

농도의존적으로 100～114%의 높은 생존율을 보여 세포독성을 보이지 않으며 세포

성장효과가 있음을 관찰하였다.BJ에 대한 2개월 숙성 된장의 메탄올 추출물의 세

포독성효과는 Fig.22과 같다.천일염된장의 경우 0.005mg/mL의 농도처리시 101%
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의 생존율을 보였으며,0.05mg/mL에서 100%,0.5mg/mL에서 117%,1mg/mL에

서 118%의 높은 세포성장효과를 보였다.정제염된장의 경우 0.005mg/mL와 0.05

mg/mL에서 103%의 생존율을 보였고 0.5mg/mL에서 최고 108%의 생존율을 나타

냈으며,1mg/mL에서 104%의 생존율을 나타내어 세포독성을 나타내지 않음을 알

수 있었다.서로 같은 농도에서 천일염,정제염된장을 비교했을 때 물 추출물의 경

우 1mg/mL에서 유의적인(p<0.05)차이를 보였으며,메탄올 추출물의 경우 0.05

mg/mL～1mg/mL에서 유의적인(p<0.05)차이를 보여 천일염된장의 메탄올 추출

물이 정제염된장보다 정상세포에 대해 더 높은 세포성장효과를 지님을 확인하였다.

이와 같이 천일염과 정제염을 이용하여 제조한 2개월 숙성 된장의 각각의 추출물

은 정상세포 BJ에 대해 세포독성을 보이지 않고 오히려 세포성장효과를 지니는 반

면 2종의 암세포 AGS와 HT-29에 대해서는 암세포 성장억제효과가 높은 것으로

관찰되었다.소금의 종류를 달리한 각각의 된장추출물의 암세포 성장억제효과를 비

교해 보기 위해 최대 처리 농도인 1mg/mL로 비교해 보았다.위암세포 AGS에 대

한 천일염된장의 물 추출물의 경우 41%,메탄올 추출물의 경우 29%의 억제율을 보

였고,정제염된장의 물 추출물의 경우 29%,메탄올 추출물의 경우 32%의 억제율을

보여 천일염된장이 정제염된장보다 위암세포 성장 억제효과가 매우 뛰어남을 알 수

있었다.HT-29에 대한 천일염된장의 물 추출물은 40%,메탄올 추출물의 경우는

26%의 억제율을 보였고,정제염된장의 물 추출물은 24%,메탄올 추출물에서는 27%

의 억제율을 보여 정제염된장보다 천일염된장이 대장암세포 HT-29에 대한 성장억

제효과가 우수함을 확인하였다.

황(19)의 연구보고에 의하면 AGS와 HT-29에 대한 천일염과 정제염을 이용하여

제조한 된장추출물의 invitro항암 활성을 검토한 결과 100μg의 농도처리시 AGS

의 경우 천일염된장은 39%,정제염된장은 36%를 보였고,HT-29의 경우 천일염된

장은 40%,정제염된장은 28%의 억제율을 보여 천일염된장이 정제염된장보다 암세

포 억제효과가 뛰어난 것으로 관찰되었다.한편 억제효과가 본 실험에 비교해 매우

높은 이유는 MTT assay시행 시 세포를 부착시키지 않고 바로 시료를 첨가하여

실험한 것에 따른 차이로 여겨진다.

이 밖에도 소금의 종류를 달리하여 제조한 된장의 관한 연구로 황(21)등은 천일

염,정제염,1번 구운죽염,9번 구운죽염을 이용하여 제조한 된장추출물의 항돌연변

이 효과를 본 결과 9번 구운죽염,1번 구운죽염,천일염,정제염 순으로 항돌연변이
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효과가 높았으며 정제염된장보다 천일염된장이 항돌연변이 효과가 더 뛰어남을 보

고하였다.
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Figure 17. Effects of the water extracts from 2MO ripened

doenjang with solar salt and refined salt on human gastric

adenocarcinomacellviability.

AGScellswereexposedtodifferentconcentrationsof2MO ripeneddoenjangwith

solarsaltandrefinesaltwaterextractsfor48hrsandthencellviability was

assessedbyMTTassay.

Allvaluesrepresent±S.Dofthreeindependentexperiments.

*
Significantdifferenceswerecomparedwithcontrols(0mg/mLconcentrationofthe

extract,
#
doenjangwitheachconcentration)ofp<0.05byT-test.

2MO,2-monthsripeneddoenjang.
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Figure 18.Effects ofthe methanolextracts from 2MO ripened

doenjang with solar salt and refined salt on human gastric

adenocarcinomacellviability.

AGScellswereexposedtodifferentconcentrationsof2MO ripeneddoenjangwith

solarsaltandrefinesaltmethanolextractsfor48hrsandthencellviabilitywas

assessedbyMTTassay.

Allvaluesrepresent±S.Dofthreeindependentexperiments.

*
Significantdifferenceswerecomparedwithcontrols(0mg/mLconcentrationofthe

extract,
#
doenjangwitheachconcentration)ofp<0.05byT-test.

2MO,2-monthsripeneddoenjang.
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Figure 19. Effects of the water extracts from 2MO ripened

doenjang withsolarsaltandrefinedsaltonhumancoloncancer

cellviability.

HT-29cellswereexposed todifferentconcentrationsof2MO ripeneddoenjang

withsolarsaltandrefinesaltwaterextractsfor48hrsandthencellviabilitywas

assessedbyMTTassay.

Allvaluesrepresent±S.Dofthreeindependentexperiments.

*
Significantdifferenceswerecomparedwithcontrols(0mg/mLconcentrationofthe

extract,
#
doenjangwitheachconcentration)ofp<0.05byT-test.

2MO,2-monthsripeneddoenjang.
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Figure 20.Effects ofthe methanolextracts from 2MO ripened

doenjang withsolarsaltandrefinedsaltonhumancoloncancer

cellviability.

HT-29cellswereexposed todifferentconcentrationsof2MO ripeneddoenjang

withsolarsaltandrefinesaltmethanolextractsfor48hrsandthencellviability

wasassessedbyMTTassay.

Allvaluesrepresent±S.Dofthreeindependentexperiments.

*
Significantdifferenceswerecomparedwithcontrols(0mg/mLconcentrationofthe

extract,
#
doenjangwitheachconcentration)ofp<0.05byT-test.

2MO,2-monthsripeneddoenjang.
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Figure 21. Effects of the water extracts from 2MO ripened

doenjangwithsolarsaltandrefinedsaltonhumanforeskinnormal

cellviability.

BJcellswereexposedtodifferentconcentrationsof2MO ripeneddoenjangwith

solarsaltandrefinesaltwaterextractsfor48hrsandthencellviability was

assessedbyMTTassay.

Allvaluesrepresent±S.Dofthreeindependentexperiments.

*
Significantdifferenceswerecomparedwithcontrols(0mg/mLconcentrationofthe

extract,
#
doenjangwitheachconcentration)ofp<0.05byT-test.

2MO,2-monthsripeneddoenjang.
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Figure 22.Effects ofthe methanolextracts from 2MO ripened

doenjangwithsolarsaltandrefinedsaltonhumanforeskinnormal

cellviability.

BJcellswereexposedtodifferentconcentrationsof2MO ripeneddoenjangwith

solarsaltandrefinesaltmethanolextractsfor48hrsandthencellviabilitywas

assessedbyMTTassay.

Allvaluesrepresent±S.Dofthreeindependentexperiments.

*
Significantdifferenceswerecomparedwithcontrols(0mg/mLconcentrationofthe

extract,
#
doenjangwitheachconcentration)ofp<0.05byT-test.

2MO,2-monthsripeneddoenjang.
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2)소금의 종류를 달리한 16개월 숙성 된장의 암세포 성장 억제효과

발효기간 및 소금의 종류에 따른 된장의 항암효과를 알아보기 위해 천일염,정제

염을 첨가하여 제조한 각각의 된장을 16개월 동안 숙성시킨 후 물과 메탄올로 추출

한 시료의 농도를 달리하여 인체 정상세포주 BJ(humanforeskinnormalcell)에 대

한 세포독성과 인체 위암세포주 AGS(humangastricadenocarcinomacell),인체 결

장암세포주 HT-29(humancoloncancercell)두 종의 암세포에 투여하여 각각의 암

세포주의 성장억제효과를 관찰하였다.

소금의 종류를 달리한 16개월 숙성 된장의 물 추출물과 메탄올 추출물은 위암세

포 AGS에 대해 성장억제효과를 나타냈으며,AGS에 대한 16개월 숙성 된장의 물

추출물의 세포 성장억제효과는 Fig.23과 같다.천일염된장은 0.005mg/mL의 농도

에서 10%의 억제율을 나타냈으며 0.05mg/mL에서 17%,0.5mg/mL와 1mg/mL의

농도에서는 각각 38%,50%로 유의적인(p<0.05)차이를 나타내었으며,농도의존적

으로 높은 억제율을 보였다.정제염된장의 경우 0.005mg/mL의 농도처리시 9%의

억제율을 보였으며,0.05mg/mL～1mg/mL의 농도에서 14～32%의 억제율을 나타

내어 모든 농도에서 유의적인(p<0.05)차이를 보였다.16개월 숙성 된장의 물 추출

물의 경우 0.05mg/mL～1mg/mL의 각각의 농도에서 천일염된장과 정제염된장간

의 유의적인(p<0.05)차이를 보여 물 추출물에서 천일염된장이 정제염된장 보다

위암세포 억제효과가 더 우수함을 알 수 있었다.AGS에 대한 16개월 숙성 된장의

메탄올 추출물의 세포 성장억제효과는 Fig.24와 같다.천일염된장의 경우 0.005

mg/mL～1mg/mL의 농도처리시 억제율은 9～36%로 유의적인(p<0.05)차이를 나

타내었다.정제염된장은 0.005mg/mL에서 11%의 억제율을 보였고 0.05mg/mL～1

mg/mL의 농도에서 20～42%의 높은 억제율을 나타내었으며 모든 구간에서 유의적

인(p<0.05)차이를 보였다.또한 각각의 모든 농도에서 천일염된장과 정제염된장간

의 유의적인(p<0.05)차이를 보여 16개월 숙성 된장의 메탄올 추출물의 경우 정제

염된장이 위암세포 억제효과가 더 뛰어남을 확인하였다.

HT-29에 대한 소금의 종류를 달리한 16개월 숙성 된장의 각각의 추출물은 세포

성장억제효과를 나타내었고 HT-29에 대한 16개월 숙성 된장의 물 추출물의 세포

성장억제효과는 Fig.25와 같다.천일염된장은 0.005mg/mL와 0.05mg/mL의 농도

에서 각각 100%,97%의 생존율을 나타내어 세포 성장억제효과가 없는 것으로 관찰
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되었으나 0.5mg/mL에서 29%의 최고 1mg/mL농도처리시 44%의 높은 억제율을

보여 유의적인(p<0.05)차이를 나타냈다.정제염된장의 경우 0.005mg/mL의 농도

에서 102%의 생존율을 나타내어 오히려 세포 성장효과를 보였으나 0.05mg/mL의

농도처리시 8%의 억제율을 보이면서 0.5mg/mL와 1mg/mL의 농도에서 각각

20%,32%의 억제율을 보였다.0.05mg/mL～1mg/mL의 각각의 농도에서 천일염된

장과 정제염된장은 서로 유의적인(p<0.05)차이를 보여 물 추출물의 경우는 정제

염된장보다 천일염된장이 HT-29세포의 성장억제효과가 더 우수한 것으로 관찰되

었다.HT-29에 대한 16개월 숙성 된장의 메탄올 추출물의 세포증식억제효과는 Fig.

26과 같다.천일염된장의 경우 0.005mg/mL와 0.05mg/mL의 저 농도에서 각각

99%와 98%의 생존율을 나타내어 유의적인(p<0.05)차이를 보이지 않았으나 0.5

mg/mL의 농도에서 억제율 21%,1mg/mL의 농도에서 억제율은 30%로 유의적인

(p<0.05)차이를 보였다.정제염된장의 경우 0.005mg/mL에서 102%의 생존율을

보여 세포 성장억제효과가 없는 것으로 보였으나 0.05mg/mL의 농도에서 억제

율 9%를 보였고 0.5mg/mL에서 26%,1mg/ml는 35%의 억제율을 보여 유의적

인(p<0.05)차이를 나타냈다.0.05mg/mL～1mg/mL의 각각의 농도에서 소금의

종류를 달리한 두 종류의 된장간의 유의적인(p<0.05)차이를 보였다.메탄올 추출

물의 경우 정제염된장이 HT-29에 대해 성장 억제효과가 더 높은 것으로 관찰되었

다.

정상세포 BJ에 대한 소금의 종류를 달리한 16개월 숙성 된장의 물 추출물과 메탄

올 추출물은 세포독성이 없는 것으로 관찰되었고 BJ에 대한 16개월 숙성 된장의 물

추출물의 세포독성효과는 Fig.27과 같다.천일염된장의 경우 0.005mg/mL에서

105%의 생존율 보였고,농도가 증가할수록 세포성장효과를 나타냈으며,최대 1

mg/mL의 농도에서는 114%의 높은 세포성장효과를 보였다.정제염된장의 경우도

천일염 된장에서와 같이 0.005mg/mL에서 103%의 생존율 보였고,농도가 증가할수

록 세포성장효과를 나타내어 1mg/mL의 농도에서는 112%의 세포성장효과를 나타

냈다. 대조구에 비교해 천일염된장은 실험구 모든 구간에서 유의적인(p<0.05)차

이를 보였으며,정제염된장의 경우 0.05mg/mL～1mg/mL의 농도에서 유의적인

(p<0.05)차이를 보였다.0.005mg/mL와 1mg/mL의 농도에서는 천일염된장과 정

제염된장간의 유의적(p<0.05)차이를 보임을 확인되었다.BJ에 대한 16개월 숙성

된장의 메탄올 추출물의 세포독성효과는 Fig.28과 같다.천일염된장의 경우 0.005
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mg/mL의 농도처리시 103%의 생존율을 나타냈고,0.05 mg/mL에서 105%,0.5

mg/mL와 1mg/mL의 농도에서는 각각 109%,108%의 생존율을 보여 대조구에 비

교해 모든 농도에서 유의적인(p<0.05)차이를 나타내었다.천일염된장은 BJ에 대해

세포독성을 보이지 않고 오히려 세포성장효과를 지님을 관찰하였다.정제염된장의

경우도 0.005 mg/mL～0.5 mg/mL에서 103～107%의 생존율을 나타냈으며,1

mg/mL의 농도처리시 106%의 생존율을 보여 정상세포에 독성을 보이지 않았으며

0.05mg/mL～1mg/mL의 구간에서 유의적인(p<0.05)차이를 보여 오히려 세포성

장효과가 있음을 관찰하였다.

이와 같이 천일염과 정제염을 이용하여 제조한 16개월 숙성 된장의 각각의 추출

물은 정상세포 BJ에 대해 세포독성을 보이지 않고 오히려 세포성장효과를 지니며

특이적으로 2종의 암세포 AGS와 HT-29에 대해서는 성장 억제효과가 높은 것으로

확인되었다.소금의 종류를 달리한 된장 추출물의 암세포 억제효과를 비교해 보기

위해 최대 처리 농도인 1mg/mL로 비교해 보았다.위암세포 AGS에 대한 천일염

된장의 물 추출물의 경우 50%,메탄올 추출물의 경우 36%의 억제율을 보였고,정

제염된장의 물 추출물의 경우 32%,메탄올 추출물의 경우 42%의 억제율을 보여 천

일염된장이 정제염된장보다 위암세포 성장억제효과가 매우 뛰어남을 알 수 있었다.

HT-29에 대한 천일염된장의 물 추출물의 경우 44%,메탄올 추출물의 경우 30%의

억제율을 보였고,정제염된장은 물 추출물의 경우 32%,메탄올 추출물은 35%의 억

제율을 보여 물 추출물에서 천일염된장이 정제염된장보다 HT-29에 대한 성장억제

효과가 우수함을 확인하였다.2종의 암세포에 대한 소금의 종류를 달리한 된장의 물

추출물의 경우 천일염된장이 정제염된장보다 암세포 성장억제효과가 매우 뛰어났으

며 메탄올 추출물의 경우 정제염된장이 천일염된장보다 암세포 성장억제효과가 더

우수함을 확인하였다.

된장의 발효기간에 따른 암세포 성장억제효과를 비교해 보기위해 각각 2개월,16

개월 숙성 된장의 추출물을 최대 처리 농도인 1mg/mL로 비교해 보았다.AGS에

대한 2개월 숙성 된장의 경우 천일염된장의 물 추출물은 41%,메탄올 추출물은

29%의 억제율을 보였으며,정제염된장의 물 추출물에서 29%,메탄올 추출물에서는

32%의 억제율을 보였다.16개월 숙성 된장의 경우 천일염된장의 물과 메탄올 추출

물은 각각 50%,36%의 억제율을 보였고 정제염된장의 경우에는 물 추출물과 메탄

올 추출물에서 각각 32%,42%의 억제효과를 보여 천일염 및 정제염을 첨가하여 제
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조한 각각의 된장의 물 추출물과 메탄올 추출물 모두 발효기간이 경과함에 따라 위

암세포 억제효과가 증가함을 확인하였다.HT-29에 대한 2개월 숙성 된장의 경우

천일염된장의 물과 메탄올 추출물은 각각 40%,26%의 억제율을 보였고,정제염된

장의 물 추출물과 메탄올 추출물은 24%,27%의 억제율을 나타내었다.16개월 숙성

된장의 경우 천일염된장의 물과 메탄올 추출물은 각각 44%,30%의 억제율을 보였

고,정제염된장의 물 추출물과 메탄올 추출물은 32%,35%의 억제율을 보임으로서

된장의 발효기간이 경과함에 따라 HT-29의 성장억제효과가 증가함을 확인하였다.

된장의 발효기간에 관한 박(63)의 연구보고에서는 3개월,6개월,24개월 숙성 된장

의 각각의 메탄올 추출물을 AGS,HT-29에 2.5mg/mL처리 시 3개월 숙성 된장은

각각 65%,31%의 억제율을 보였으며 6개월 숙성 된장의 경우 각각 74%,45%의 24

개월 숙성 된장은 91%,62%로 매우 높은 억제율을 보여 발효기간이 증가할수록 된

장의 항암효과가 증가하였고,된장추출물의 저해효과가 HT-29보다 AGS에서 더 높

게 나타나 본 실험 결과와 유사함을 알 수 있었다.된장의 발효기간의 연장에 의한

항암효과의 증가는 된장의 발효과정 동안에 발효 미생물 및 Maillard반응에 의한

생리활성 물질의 생성 및 함량이 증가되어 항암효과가 증가하는 것으로 여겨진다.

한편 본 연구에 비해 매우 높은 항암효과를 보이는데 그 이유는 된장의 발효기간

및 된장추출물의 처리농도가 2.5mg/mL로 본 실험(1mg/mL)보다 높고,MTT

assay시행 시 세포를 부착시키지 않고 바로 시료를 첨가하여 실험한 것에 따른 차

이로 보여진다.

Fig.29는 위상차 현미경을 이용하여 천일염된장의 물 추출물을 각 세포에 1

mg/mL의 농도로 처리하였을 때 세포형태 변화의 사진을 나타낸 것이다.Fig.29를

보면 정상세포 BJ는 시료를 처리한 구간에서도 생육에는 영향을 미치지 않으나 위

암세포 AGS와 대장암세포 HT-29는 대조구에 비교해 정상적으로 성장하지 못하고

세포밀도가 감소하였으며,세포의 형태적 변화가 일어났음을 관찰 할 수 있었다.
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Figure 23.Effects of the water extracts from 16MO ripened

doenjang with solar salt and refined salt on human gastric

adenocarcinomacellviability.

AGScellswereexposedtodifferentconcentrationsof16MOripeneddoenjangwith

solarsaltandrefinesaltwaterextractsfor48hrsandthencellviability was

assessedbyMTTassay.

Allvaluesrepresent±S.Dofthreeindependentexperiments.

*
Significantdifferenceswerecomparedwithcontrols(0mg/mLconcentrationofthe

extract,
#
doenjangwitheachconcentration)ofp<0.05byT-test.

16MO,16-monthsripeneddoenjang.
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Figure 24.Effects ofthemethanolextractsfrom 16MO ripened

doenjang with solar salt and refined salt on human gastric

adenocarcinomacellviability.

AGScellswereexposedtodifferentconcentrationsof16MOripeneddoenjangwith

solarsaltandrefinesaltmethanolextractsfor48hrsandthencellviabilitywas

assessedbyMTTassay.

Allvaluesrepresent±S.Dofthreeindependentexperiments.

*Significantdifferenceswerecomparedwithcontrols(0mg/mLconcentrationofthe

extract,
#
doenjangwitheachconcentration)ofp<0.05byT-test.

16MO,16-monthsripeneddoenjang.
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Figure 25.Effects of the water extracts from 16MO ripened

doenjang withsolarsaltandrefinedsaltonhumancoloncancer

cellviability.

HT-29cellswereexposedtodifferentconcentrationsof16MO ripeneddoenjang

withsolarsaltandrefinesaltwaterextractsfor48hrsandthencellviabilitywas

assessedbyMTTassay.

Allvaluesrepresent±S.Dofthreeindependentexperiments.

*Significantdifferenceswerecomparedwithcontrols(0mg/mLconcentrationofthe

extract,
#
doenjangwitheachconcentration)ofp<0.05byT-test.

16MO,16-monthsripeneddoenjang.
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Figure 26.Effects ofthemethanolextractsfrom 16MO ripened

doenjang withsolarsaltandrefinedsaltonhumancoloncancer

cellviability.

HT-29cellswereexposedtodifferentconcentrationsof16MO ripeneddoenjang

withsolarsaltandrefinesaltmethanolextractsfor48hrsandthencellviability

wasassessedbyMTTassay.

Allvaluesrepresent±S.Dofthreeindependentexperiments.

*Significantdifferenceswerecomparedwithcontrols(0mg/mLconcentrationofthe

extract,
#
doenjangwitheachconcentration)ofp<0.05byT-test.

16MO,16-monthsripeneddoenjang.
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Figure 27.Effects of the water extracts from 16MO ripened

doenjangwithsolarsaltandrefinedsaltonhumanforeskinnormal

cellviability.

BJcellswereexposedtodifferentconcentrationsof16MO ripeneddoenjangwith

solarsaltandrefinesaltwaterextractsfor48hrsandthencellviability was

assessedbyMTTassay.

Allvaluesrepresent±S.Dofthreeindependentexperiments.

*Significantdifferenceswerecomparedwithcontrols(0mg/mLconcentrationofthe

extract,
#
doenjangwitheachconcentration)ofp<0.05byT-test.

16MO,16-monthsripeneddoenjang.
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Figure 28.Effects ofthemethanolextractsfrom 16MO ripened

doenjangwithsolarsaltandrefinedsaltonhumanforeskinnormal

cellviability.

BJcellswereexposedtodifferentconcentrationsof16MO ripeneddoenjangwith

solarsaltandrefinesaltmethanolextractsfor48hrsandthencellviabilitywas

assessedbyMTTassay.

Allvaluesrepresent±S.Dofthreeindependentexperiments.

*Significantdifferenceswerecomparedwithcontrols(0mg/mLconcentrationofthe

extract,
#
doenjangwitheachconcentration)ofp<0.05byT-test.

16MO,16-monthsripeneddoenjang.



- 71 -

Control Treatment

HT- 29

AGS

BJ

Control Treatment

HT- 29

AGS

BJ

Figure29.Photomicrographs(x100)ofBJ,HT-29andAGScellstreated

withwaterextractfrom16MOripeneddoenjangwithsolarsalt.

Thecellsweretreatedby1mg/mLofthewaterextractfrom 16MO ripened

doenjangwithsolarsaltfor48hrs.

16MO,16-monthsripeneddoenjang.
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6.Apoptosis의 관찰

Apoptosis는 생체내에서 정상적이지 못한 세포와 불필요한 세포를 제거하는 필수적

인 역할을 한다.이전의 연구보고에 의하면 된장추출물 처리에 의한 암세포 성장 억

제효과는 apoptosis유발에 의한 것임을 보고한 바 있다(20).따라서 본 연구에서는 소

금의 종류를 달리한 각 된장의 물 추출물의 apoptosis유발 가능성을 조사해 보고자 하

였다.각각 천일염,정제염을 첨가하여 제조한 16개월 숙성 된장의 물 추출물의

apoptosis유발여부를 측정하기 위하여 위암세포 AGS에 각 된장의 물 추출물을 1

mg/mL농도로 처리하였으며 그 결과는 Fig.30과 같다.AGS에 된장추출물 대신 cell

culturemedia(RPMI1640)를 첨가한 대조구(0±0.00)에서는 apoptosis가 관찰되지 않았

으나 소금의 종류를 달리한 각 된장의 물 추출물을 처리한 경우에는 모두 apoptosis가

유발됨을 관찰하였다.또한 정제염된장의 물 추출물(3±0.58)에 비교해 천일염된장의

물 추출물(7±1.15)이 apoptosis유발을 더 많이 진행시킴을 확인하였다.

본 연구결과 천일염과 정제염으로 제조한 각 된장의 물 추출물은 인체 위암세포

AGS의 성장을 억제하였고 이는 apoptosis유발에 의한 것으로 사료되어진다.특히 천

일염된장의 물 추출물이 AGS에 대한 억제효과 및 apoptosis유발이 더 높은 것으로

보아 정제염된장보다 천일염된장이 매우 뛰어난 항암효과를 지닌 것으로 생각되어진

다.
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Figure30.ApoptosisinducedinAGS cellstreatedby1mg/mLof

thewaterextractfrom16monthsripeneddoenjangafter48hrs.

A:control

B:refinedsalt-doenjang

C:solarsalt-doenjang
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제 4장 결 론

본 연구에서는 전통발효식품으로부터 분리된 4종의 균주로부터 항암효과를 지닌 균

주를 선별하였고,선별된 균주의 배양단계별 상징액 및 세포벽성분의 암세포 성장 억

제효과를 관찰하였다.항암효과를 지닌 균주를 된장제조시 bacterial-koji로 이용하여

된장제조에 사용되는 소금(천일염:Shinan-docho,Korea,정제염:chunilsalt,Korea)을

달리하여 소금의 종류를 달리한 된장의 암세포 성장 억제효과를 비교해 보고자 하였

다.따라서 천일염과 정제염을 이용하여 두 종류의 된장을 제조하였고,각각의 된장을

2개월,16개월 동안 숙성시켜 소금의 종류와 발효기간에 따른 암세포 억제효과를 비교

하고,apoptosis유발여부를 측정하고자 하였다.

전통발효식품으로부터 분리된 B.subtilis MJP1,B.polyfermenticus CJ6,Lb.

plantarum AF1,B.subtilisDJI균주로부터 항암효과를 지닌 균주를 선별하기 위해 각

균주를 배양하여 분리한 배양상징액을 2종의 종양세포 AGS(human gastric

adenocarcinoma cell), HT-29(human colon cancer cell)와 정상세포 BJ(human

foreskinnormalcell)에 처리하였을시 4종의 균주 모두 농도의존적으로 암세포 성장 억

제효과를 보였으나 정상세포 BJ(humanforeskinnormalcell)에 대해서 B.subtilisDJI

은 세포성장효과를 보였고,나머지 3종의 균주는 세포독성을 나타내었다.따라서 B.

subtilisDJI은 정상세포 BJ에 대해 독성을 나타내지 않고 오히려 세포성장효과를 보이

며,특이적으로 2종의 암세포에 대해서는 성장 억제효과를 지님을 확인하였다.

B.subtilisDJI의 각 배양단계별 상징액은 암세포 성장 억제효과의 차이를 보였다.

각각의 배양단계별 상징액의 동일 최대 농도인 10%에서 암세포 성장 억제효과는 AGS

의 경우 logarithmicphase에서 27%,stationaryphase는 33%,deathphase44%의 억

제율을 나타내었고,HT-29의 경우는 logarithmicphase에서 37%,stationaryphase는

39%,deathphase41%의 억제율을 보여 deathphase에 도달 할수록 암세포 성장 억제

효과가 증가함을 확인하였다.정상세포 BJ에 대해서는 세포독성을 나타내지 않았으며,

오히려 농도의존적으로 세포성장효과를 보여 최대 10%의 농도에서 logarithmicphase

에서 115%,stationaryphase는 114%,deathphase114%의 생존율을 나타내는 것으로

관찰되었다.

항암효과를 지닌 B.subtilisDJI의 wholecell로부터 세포벽성분을 추출한 결과 수율

은 59%를 나타냈으며,B.subtilisDJI세포벽성분의 암세포 성장 억제효과는 450μ
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g/mL의 농도에서 대장암세포 HT-29에 대해 48%의 높은 억제율을 보였고 정상세포

BJ의 대해서는 96%의 생존율을 나타내었다.B.subtilisDJI세포벽성분은 HT-29에

대해 높은 성장억제효과를 보이고 정상세포 BJ에 대한 세포독성은 거의 없는 것으로

관찰되었다.

소금의 종류를 달리하여 제조한 각각의 된장(천일염된장,정제염된장)의 숙성 중 구

성아미노산의 총 함량은 제조직후에 비교해 감소하였으며,유리아미노산의 함량은 정

제염된장의 경우 제조직후를 100%(1181.62mg%)로 하여 숙성 2개월은 145%(1716.86

mg%),숙성 12개월은 160%(1892.98mg%)로 증가하였다.천일염된장의 경우는 제조직

후(1254.37mg%)를 100%로 하였을 시에 숙성 2개월은 156%(1953.10mg%),숙성 12

개월은 160%(2001.31mg%)로 정제염,천일염된장 모두 숙성이 경과함에 따라 유리아

미노산의 함량이 증가함을 알 수 있었다.

소금의 종류를 달리한 2개월 숙성 된장의 물 추출물과 메탄올 추출물은 모두 정상세

포 BJ에 대해 세포독성을 보이지 않고 오히려 세포성장효과를 지니는 반면 2종의 암세

포에 대해서는 높은 성장억제효과를 나타냈다.최대 처리 농도인 1mg/mL에서 AGS

의 경우 천일염된장의 물 추출물은 41%,메탄올 추출물은 29%의 억제율을 보였고,정

제염된장에서 물 추출물은 29%,메탄올 추출물은 32%의 억제율을 보였다.동일 농도

에서 HT-29의 경우 천일염된장의 물 추출물은 40%,메탄올 추출물은 26%의 억제율

을 보였고,정제염된장의 물,메탄올 추출물은 각각 24%,27%의 억제율을 보여 AGS,

HT-29에 대해 천일염된장의 물 추출물은 억제효과가 매우 뛰어남을 확인하였다.

천일염과 정제염을 첨가하여 제조한 16개월 숙성 된장의 각각의 추출물은 모두 정상

세포 BJ에 대해 세포성장효과를 보였으며 특이적으로 암세포 AGS,HT-29에 대해서

는 성장억제효과가 높음을 확인하였다.소금의 종류에 따른 된장추출물의 암세포 성장

억제효과를 비교해 보기 위하여 최대 처리 농도인 1mg/mL로 비교해 보면 AGS의 경

우 천일염된장의 물 추출물은 50%,메탄올 추출물은 36%의 억제율을 보였고,정제염

된장의 물 추출물은 32%,메탄올 추출물은 42%의 억제율을 보였다.동일 농도에서

HT-29의 경우 천일염된장의 물,메탄올 추출물은 각각 44%,30%의 억제율을 보였고,

정제염된장의 물,메탄올 추출물은 각각 32%,35%의 억제율을 보여 16개월 숙성 된장

의 경우 천일염된장의 물 추출물이 암세포 성장억제효과가 더 우수함을 확인하였다.

더 나아가 AGS에 각 된장의 물 추출물을 최대 1 mg/mL의 농도로 처리하여

apoptosis유발 여부를 측정한 결과 대조구에 비교해 모든 실험구에서 apoptosis를 유
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발함을 확인하였다.따라서 AGS에 대한 각 된장추출물의 억제효과는 apoptosis유발에

의한 것으로 사료되어진다.특히 천일염된장의 물 추출물이 정제염된장의 물 추출물보

다 AGS에 대한 억제효과 및 apoptosis유발이 더 높게 나타나 위 결과로 볼 때 천일

염된장이 매우 뛰어난 항암효과를 지닌 것으로 생각된다.

된장의 발효기간에 따른 암세포 성장억제효과 비교를 위해 최대 처리 농도인 1

mg/mL로 비교해 보았다.AGS에 대한 천일염된장의 물 추출물과 메탄올 추출물의 억

제율은 2개월 숙성시 각각 41%,29%이고,16개월 숙성시 각각 50%,36%의 억제율을

보였다.정제염된장은 2개월 숙성시 각각 29%,32%이고,16개월 숙성시 각각 32%,

42%의 억제율을 나타냈다.HT-29에 대한 천일염된장의 물 추출물과 메탄올 추출물의

억제율은 2개월 숙성시 각각 40%,26%이고,16개월 숙성시 각각 44%,30%의 억제율

을 보였다.정제염된장의 경우는 2개월 숙성시 각각 24%,27%이고,16개월 숙성시 각

각 32%,35%의 억제율을 나타냈다.이와같이 된장의 발효기간이 경과함에 따라 AGS,

HT-29의 대한 항암활성이 더 증가함을 확인하였다.

위 결과로 정제염된장은 이전에 보고된 결과와 유사하게 메탄올 추출물이 물 추출물

보다 암세포 성장억제효과가 높아 정제염된장의 암세포 성장억제효과를 보이는 유효성

분은 더 소수성 물질을 함유하고 있을 것으로 추측되어진다.한편 천일염 된장에서는

물 추출물이 메탄올 추출물보다 AGS와 HT-29의 성장억제효과가 높은 것으로 나타났

다.이와같이 물 추출물의 높은 암세포 성장억제효과를 보이는 이유는 정제염보다 천

일염의 높은 무기질 함량과 천일염과 bacterial-koji로 제조된 된장의 품질특성의 결과

로 추측되어진다.

본 연구에서는 전통발효식품으로부터 분리된 4종의 균주에서 항암효과를 지닌 균주를

선별하였고,선별된 균주 B.subtilisDJI의 항암효과를 규명하였다.Bacterial-koji(B.

subtilisDJI)를 이용하여 된장을 제조하였으며,된장제조시 소금의 종류를 달리하여 두

종류의 된장(천일염된장,정제염된장)을 제조하였다.또한 소금의 종류를 달리한 된장

의 항암효과를 측정한 결과 천일염된장이 정제염된장보다 항암효과가 뛰어나 천일염의

우수성을 입증하였다.본 연구 결과는 된장의 부가가치 및 천일염의 이용성을 향상시

켜 천일염산업에 기여할 수 있을 것으로 기대된다.향후 연구에서는 천일염 첨가 된장

의 뛰어난 항암효과가 첨가 소금에 의한 것인지에 대한 규명을 위해 소금의 암세포 억

제효과 평가에 대한 연구가 이루어져야 할 것이다.
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감 사 의  글

짧 고 도  긴  지 난  대 학 원  생 활 을  돌 아 보 면  많 은  아 쉬 움 이  남 지 만  한 층  더  성 숙 될  수  있 는  

밑 거 름 이  되 는  소 중 한  시 간 들 이 였 습 니 다 . 저 를  위 해  항 상  사 랑 과  관 심 으 로  희 망 과  격 려 를  

아 끼 지  않 으 셨 던  모 든  분 들 께  이  자 리 를  빌 어  감 사 의  말 씀 을  드 립 니 다 . 

먼 저  한 결 같 은  마 음 으 로  학 문 의  길 과  방 향 에  대 한  아 낌 없 는  지 도 를  해 주 시 고  연 구 에  대 한  

끝 없 는  열 정 과  자 부 심 을  주 신  장 해 춘  지 도 교 수 님 께  진 심 으 로  감 사 드 립 니 다 . 또 한  바 쁘 신  가

운 데 도  논 문 의  부 족 한  부 분 을  세 심 하 고  따 뜻 한  조 언 으 로  심 사 해  주 신  이 명 렬  교 수 님 과  전 홍

성  교 수 님 께 도  감 사 드 립 니 다 . 그 리 고  학 부 와  대 학 원  과 정  동 안 에  학 문 적  성 취 를  위 해  아 낌

없 는  가 르 침 을  주 신  노 희 경  교 수 님 , 김 경 수  교 수 님 , 김 복 희  교 수 님 , 이 소 정  교 수 님 , 이 재 준  

박 사 님 께 도  진 심 으 로  감 사 드 립 니 다 .  

오 랜 시 간 을  함 께  보 내 면 서  정 이  많 이  든  식 품 미 생 물  실 험 실  식 구 들 ...감 사 합 니 다 . 실 험 실 의  

정 신 적  지 주 이 면 서  많 은  조 언 을  해 주 신  장 군 이  엄 마  양 은 주  박 사 님 , 엄 마 같 이  항 상  세 심 하

게  챙 겨 주 시 는  마 음  따 뜻 한  장 지 윤  박 사 님 , 늘  자 신 의  일 처 럼  걱 정 해 주 시 는  장 미  박 사 님 , 어

느 덧  나 의  눈 빛 만  봐 도  생 각 을  읽 어 버 리 는  실 험 실 의  든 든 한  버 팀 목  지 혜 언 니 , 항 상  옆 에 서  

내  투 정  다  받 아 주 고  말 없 이  챙 겨 주 는  나 의  영 원 한  귀 염 댕 이  동 기  은 정 이 , 언 니 의  큰  웃 음

이  되 어 주 는  선 영 이 , 털 털 한  성 격 의  상 냥 소 녀  유 리 , 힘 이  되 어 주 는  송 희  그 리 고  너 무 나  의 젓

한  우 리  막 내  해 훈 , 지 영 , 은 혜 에 게 도  고 마 운  마 음 을  전 합 니 다 . 마 지 막 으 로  밝 고  따 뜻 하 게  

웃 어 주 시 는  효 주 언 니 , 힘 내 라 고  항 상  파 이 팅 을  외 치 며  에 너 지 를  주 시 는  율 언 니 , 웃 는  모 습 이  

너 무  예 쁜  지 용 언 니 , 실 험 과  함 께  많 은  것 을  가 르 쳐  준  나 의  정 신 적  지 주  현 경 언 니 에 게 도  

고 마 운  마 음 을  전 합 니 다 .

변 함 없 는  믿 음 으 로  지 켜 봐 주 는  내  친 구 들 ～  희 진 이 , 유 진 이 , 보 름 이 , 수 진 이 , 복 희 , 미 란 이 , 

지 현 이 , 민 영 이 , 한 아 라 , 현 경 이 , 진 아 , 지 선 언 니 , 그 리 고  대 학 원  동 기 인  인 민 오 빠 와  김 아 라 에

게 도  고 마 움 을  전 합 니 다 . 항 상  내  투 정  다  받 아 주 고  나 를  웃 게  만 드 는  우 리  한 오 라 기  동 기  

진 민 이 , 승 룡 이 , 상 현 이 , 세 윤 이 , 윤 영 언 니  모 두  고 마 워 .

항 상  따 뜻 한  마 음 으 로  딸 처 럼  대 해  주 시 는  여 천  부 영 관 광 호 텔  가 족 들 ...너 무  감 사 합 니 다 . 

그 리 고  영 원 한  나 의  반 쪽  김 상 대 씨 ... 많 이  고 맙 고  사 랑 해 요 .

마 지 막 으 로  자 랑 스 럽 진  않 아 도  부 끄 러 운  딸 이  되 지  않 겠 다 고  항 상  큰  소 리  치 는  부 족 한  

딸 을  이  세 상 에 서  가 장  최 고 로  아 시 는  우 리  아 빠 , 엄 마 ... 감 사 합 니 다 . 힘 든  생 활 에 도  공 부 한

다 는  딸 을  기 특 하 게  여 기 고  항 상  격 려 해 주 신  부 모 님 이  없 었 다 면  지 금 의  저 는  없 었 겠 지 요 ...

아 빠  ․ 엄 마  사 랑 해 요 . 그 리 고  가 까 이  있 지  못 해  잘  챙 겨 주 지  못 한 다 고  늘  그 리 워 하 고  미 안

해 하 는  하 나 뿐 인  우 리  오 빠 , 좋 은  가 르 침 과  제  인 생 에  나 침 반 이  되 어 주 시 는  우 리  혜 성 스 님  

그 리 고  남 희 보 살 림  모 두  감 사 하 고  행 복 하 시 길  빌 겠 습 니 다 . 항 상  못 난  조 카 딸 이  가 장  이 쁘 다

고  하 시 는  우 리  인 천 식 구 들 과  친 지 분 들 께 도  감 사 드 리 며  항 상  건 강 하 시 길  두  손  모 아  기 도 합

니 다 . 저 를  사 랑 하 고  아 껴 주 시 는  모 든  분 들 께  다 시  한 번  머 리  숙 여  감 사 의  말 씀 을  전 합 니 다 . 
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