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서 론   

현대 산업사회에서는 서구화된 식생활, 유전적요인, 내분

비 장애로 인해 전 세계적으로 비만이 심각한 질환으로 대두

되고 있다(Visscher & Seidell 2001). 비만은 칼로리 섭취와 소

비의 불균형으로 발생되는 대사성 질환의 일종으로, 심혈관계 

질환, 고혈압, 제2형 당뇨병 및 각종 암 등의 대사성 질환 발생 

가능성을 증가시키는 요인으로 지적되고 있다(Spiegelman & 
Flier 2001). 따라서 건강한 삶을 위해서는 비만의 예방과 치

료가 매우 중요하다(Mason EE 1992). 시중에는 다양한 비만 

관련 치료제들이 판매되고 있지만, 두통, 소화불량 등의 부

작용이 보고된 바 있다(Ballinger & Peikin 2002; Cheung 등 

2013). 따라서 부작용을 최소화하면서 우수한 효능을 가진 

천연 유래 소재를 통한 비만 치료제 개발이 요구되고 있다.
Reactive oxygen species(ROS)는 체내에서 진행되는 대사과

정에서 산화․환원 반응에 의해 발생하며 신호전달 매개체

로서 긍정적인 역할을 하지만 과도한 수준의 ROS는 세포 단

백질, 지질 및 핵산에 손상을 일으켜 잠재적으로 기능 장애

를 일으킬 수 있다(McMurray 등 2016). 한편 Lee 등(2012a)의 

연구에 의하면 지방세포 형성과 ROS가 밀접한 관계를 가지
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Abstract

This study was conducted to provide basic data on the antioxidant activity, inhibition of adipocyte differentiation and reactive 
oxygen species (ROS) production of a mixture of Brassica juncea extract (BJE) and fermented black rice fraction (BRF). We 
investigated the total phenol content, total flavonoid content, antioxidant effects (DPPH radical scavenging, ABTS radical scavenging, 
reducing power, FRAP and ORAC assay) and anti-obesity activity of the mixture in 3T3-L1 cells. Our results showed that the total 
phenol and flavonoid content increased with increasing BRF mixture ratio. The antioxidant activity increased as the BRF mixture 
ratio increased. In addition, BJE and BRF mixtures did not show any cytotoxicity during the 3T3-L1 differentiation period. During 
adipocyte differentiation, BJE and BRF mixtures significantly inhibited lipid accumulation and ROS production compared to the 
control group. These results warrant further experiments to develop an anti-obesity functional food using a mixture of BJE and BRF.
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고 있다고 보고되었다. 전지방 세포가 지방세포로 분화하는 

동안 세포 내로 유입되는 포도당을 저장하기 위해 지방합성

과 관련된 에너지 대사 경로를 거치게 된다. 이 중 hexose 
monophosphate(HMP) shunt는 G6PDH를 통해 지방합성에 필

요한 NADPH를 생성하게 된다. 이와 같이 생성된 NADPH는 

NADPH oxidase(NOX)에 의해 NADP+로 전환되고 이때 세포 

내 superoxide와 같은 ROS가 생성된다(Lee 등 2009a). 체내 여

러 세포에서 생성되는 ROS는 다양한 대사과정에서 지속적

으로 생성되며, ROS와 항산화 효소 간의 항상성이 무너지면

서 산화적 스트레스에 의한 당뇨, 비만, 노화 등의 각종 질병

들을 유발하게 된다(Halliwell B 1996). 지방세포에서 과도하

게 생성되는 ROS는 3T3-L1 지방전구세포의 분화를 촉진하

거나 지방세포 주변에 위치한 대식세포를 자극하여 또 다른 

ROS를 생성하기 때문에 비만의 주요 원인 중에 하나라고 보

고된 바 있다(Yamashita 등 2008). 따라서 효과적인 항비만 소

재 탐색을 위해서는 지질 축적 억제 효과와 함께 ROS 소거

효과에 대한 항산화 활성을 함께 평가하는 것은 중요하다. 
갓(Brassica juncea)은 원산지가 중국이지만 한국과 일본에

서 널리 재배되고 있는 십자화과(Brassicaceae)에 속하는 채

소이다(Kwon 등 2020). 갓은 2차 식물성 대사산물인 플라보

노이드, 폴리페놀 및 유황 함유 화합물이 풍부한 것으로 보

고되었다(Cho 등 1993). 게다가 sinigirn, 기타 glucosinolate 화
합물 및 isothiocyanate 화합물은 항암 등 다양한 효능이 있다

고 알려져 있다(Talalay & Fahey 2001). 따라서 B. juncea에 대

한 다양한 연구에서 sinigrin을 갓의 지표 성분으로 설정하여 

많은 연구가 이루어졌으며, 최적의 추출조건이 확립된 갓 추

출물의 경우 항비만에 탁월한 효능이 있는 것으로 보고된 바 

있다(Kwon 등 2021).
흑미강(Black rice bran)은 흑미를 도정한 후 남겨진 겨층을 

말하며, 다른 곡류에 비해 다양한 페놀성 화합물 및 

anthocyanin이 풍부하다(Cheigh 등 2010). 이러한 anthocyanin은 

delphinidin flavylium, cyanidin, malvidin, pheonidin, pelargonidin 
및 이들의 glycosides로 α-tocopherol과 유사한 수준의 항산화 

활성을 지니고 있다고 보고되고 있다. 이와 같은 항산화 화

합물들은 superoxide anion radical, singlet oxygen, hydroxyl 
radicals을 포함한 ROS를 효과적으로 제거하는 것으로 보고되

어 있다(Slavin 등 1999; Choi 등 2007). 흑미강은 항산화 활성 

이외에도 다양한 생리 활성을 갖는 소재이다(Chumchoochart 
& Sutthanut 2020). 특히, 흑미강을 발효하였을 때 항암, 항균

작용, 면역 활성 등 다양한 생리활성의 증가가 보고된 바 있

다(Kim 등 2014; Safrida 등 2022).
따라서 본 연구에서는 우수한 생리활성 소재인 갓과 흑미

강 발효액을 활용하여 혼합 소재를 제조하였고, 이에 항산화 

활성, 지질 축적 억제 및 ROS 생성 억제 활성을 평가하여 새로

운 항비만 기능성 소재 개발 가능성을 확인해 보고자 하였다. 

재료 및 방법

1. 실험재료 및 시약
 본 연구에서 사용된 갓원물과 발효 흑미강 분획물은 ㈜

에스티알바이오텍(Chuncheon, Korea)으로부터 제공 받아 사

용하였다. 갓 추출물(Brassica juncea extract, BJE)의 제조 방

법은 Kwon 등(2021)의 방법을 참고하였다. 갓 5 kg에 60% 주
정을 30배 첨가하였고 70℃에서 3시간 동안 환류 추출한 후 

여과하여 감압 농축하고 동결건조하여 분말을 얻었다. 발효 

흑미강 분획물(fermented black rice fraction, BRF)은 (주)에스

티알바이오텍의 흑미강(표고균사) 발효액을 연속원심분리

(15,000×g)하여 시료의 고형분을 제거하고, 수용성 상등액 부

피의 4배에 해당하는 95% 주정을 첨가하여 4℃ 냉장고에서 

8~10시간 동안 정치시켰다. 이후, 원심분리(10,000×g, 10분)
를 통해 주정 침전물을 회수하였고, 증류수를 사용하여 녹인 

뒤 이를 동결건조하여 얻었다(Kim 등 2013). BJE와 BRF를 

일정 비율로 혼합하여 최적 혼합비를 확인하고자 하였으며, 
BJE와 BRF를 각각 8:2(BRM1), 5:5(BRM2), 2:8(BRM3) 비율

로 혼합하여 시료로 사용하였다. 본 연구에서 사용된 시약인 

Quercetion, ascorbic acid, gallic acid, 2,2'-azobis(2-methyl-
propionamidine) dihychloride(AAPH), 1,1-Diphenyl-2-picryl hydrazyl 
radical(DPPH), potassium ferricyanide, sodium carbonate, potassium 
persulfate, 6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethlychroman-2-carboxylic acid 
(trolox), folin & ciocalteu’s phenol reagent, 2,4,6-tris(2-pyridyl)- 
s-triazine(TPTZ), 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline- 6-sulfonic 
acid) diammonium salt(ABTS), Dexamethasone, 3-isobutyl-1- 
methylxathine (IBMX), insulin, Oil red O (ORO) 등은 Sigma- 
Aldrich Co.(St. Louis, MO, USA)에서 구입하여 사용하였고 

Bovine serum, penicillinstreptomycin, Dulbecco’s modified Eagle’s 
medium과 trypsin - ethylenediaminetetraacetic acid는 Gibco 
(Gaithersburg, MD, USA)에서 구입하여 사용하였다.

2. 총 페놀 및 플라보노이드 함량 분석
총 페놀 함량은 Na 등(2022)의 방법을 변형하여 측정하였

다. BRM1, BRM2, BRM3을 각 1 mL씩 취한 후, 2% sodium 
carbonate 1 mL와 10% Folin-Ciocalteu’s reagent 1 mL를 첨가

하여 혼합하고 1시간 동안 암소에서 반응시켰다. 반응 후 

microplate reader(Spectramax i3, Molecular Devices Co., 
Sunnyvale, CA, USA)를 사용하여 750 nm에서 흡광도를 측정

하였다. 표준물질로 gallic acid를 사용하여 작성한 표준 검량 

곡선(y=16.901x-0.0416, R2=0.9982)으로부터 함량을 계산하였

다. 총 플라보노이드 함량은 Moreno 등(2000)의 방법을 참고
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하여 측정하였다. BRM1, BRM2, BRM3 각 0.5 mL씩 취해 증

류수 2.8 mL, 1 M potassium acetate 및 10% aluminum nitrate를 

첨가하고 상온에서 30분간 반응시켰다. 반응 후 microplate 
reader를 사용하여 415 nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준물

질로 Quercetin을 사용하여 표준 검량 곡선(y=3.245x－0.006, 
R2=0.9998)을 작성하고 함량을 계산하였다. 

3. 항산화 활성
DPPH radical 소거능은 Cho 등(2011)의 방법을 참고하여 

측정하였다. BRM1, BRM2, BRM3 각 0.2 mL씩 취해 0.0004 
M DPPH 시약을 0.8 mL 넣고 혼합하였다. 혼합물은 암소에

서 10분간 반응시키고 microplate reader를 사용하여 517 nm
에서 흡광도를 측정하였으며, 다음 계산식에 의하여 DPPH 
radical 소거능을 구하였다.

DPPH라디칼소거능  Acontrol
AExp ×

ABTS radical 소거능은 Choi 등(2022)의 방법을 참고하였

다. 2.45 mM potassium persulfate와 7 mM ABTS를 혼합하여 

암소에서 16시간 동안 반응시켜 radical을 형성시켰다. 이후, 
혼합물을 734 nm에서 흡광도 값이 0.70±0.02가 되도록 희석

하였다. BRM1, BRM2, BRM3 각 10 μL씩 취해 ABTS 용액 

1 mL를 첨가하여 상온에서 6분 반응시켰다. 이후 반응물은 

microplate reader를 이용하여 734 nm에서 흡광도를 측정하였

고 다음 계산식에 의하여 ABTS radical 소거능을 구하였다.

ABTS라디칼소거능  Acontorl
AExp ×

FRAP 활성 측정은 Benzie & Strain(1996)의 방법을 참고하

였다. 300 mM sodium acetate buffer(pH 3.6), 10 mM TPTZ 및 

20 mM FeCl3·6H2O를 10:1:1의 비율로 혼합한 용액 1.5 mL와 

50 μL씩 취한 BRM1, BRM2, BMR3 그리고 증류수 150 μL를 

섞어 37℃에서 4분간 반응시켰다. 반응 후, microplate reader
를 이용하여 593 nm에서 흡광도를 측정하였다.

Reducing power는 Yen & Duh(1993)의 방법에 따라 측정하

였다. BRM1, BRM2, BRM3 각 0.1 mL, 200 mM sodium 
phosphate buffer 0.5 mL 및 1% potassium ferricyanide 0.5 mL
를 혼합하여 50℃에서 20분간 반응시킨 후 trichloroacetic acid 
0.5 mL를 가하였다. 위 용액을 원심분리기(Hanil Science 
Industrial Co., Ltd., MICTRO, Daejeon, Korea)를 이용하여 

1,790×g로 10분간 원심분리하여 상등액 0.5 mL 취해 3차 증

류수 0.5 mL, 0.1% Iron(Ⅲ) chloride 0.1 mL와 혼합하고 

microplate reader를 사용하여 700 nm에서 흡광도를 측정하였다.
ORAC value은 BRM1, BMR2 및 BMR3를 75 mM phosphate 

buffer에 녹여 peroxy radical의 생성과 소멸에 따른 fluorescent
의 감소율을 측정하였다. 과산화 라디칼의 생성하기 위해 

AAPH를 사용하였고, Ou 등(2001)의 방법을 응용하여 ORAC 
value를 평가하였다. 표준물질은 trolox를 사용하였다. 시료는 

75 mM phosphate buffer(pH 7.4)를 이용하여 농도별로 제조하

고, 18 mM AAPH를 37℃에서 15분 동안 방치하였다. 그 후 

40 nM fluorescein 150 μL에 시료 25 μL를 넣고 바로 AAPH 
25 μL를 첨가하였다. 측정하기 전 shaking 하고 형광분광광

도계로 형광물질의 감소 수준을 37℃에서 90분 동안(3분당 

1회) 485 nm에서 전자가 들뜬상태가 되고 530 nm에서 방출되

게 설정하여 측정하였다. 표준물질로 사용된 trolox의 농도를 

0.625, 1.25, 2.5, 5 및 10 μM로 하였고, 시료의 저해 능력은 trolox 
equivalents로 표현하고 시료의 the area under the curve(AUC)를 

표준곡선(y=1.3342x+0.3955)에 의해 정량을 하였다.

4. 3T3-L1 세포배양 및 분화
3T3-L1 세포는 American Type Culture Collection(ATCC, 

CL-173, Manassas, VA, USA)로부터 구매하여 사용하였다. 
3T3-L1는 실험목적에 맞춰 24-well 및 96-well plate에 각각 

1×106 cells/well을 seeding한 후, BS(10%) 및 P/S(1%)를 첨가

한 DMEM(89%)에서 100% confluence에 도달할 때까지 배양

하였다. 이로부터 2일 후, 지방세포 분화유도 물질(0.5 mM 
IBMX, 1 μM DEX, 1 μg/mL insulin), FBS(10%) 및 P/S(10%)를 

첨가한 DMEM을 각 well에 처리하여 전지방세포를 지방세

포로 분화유도 하였다. 지방세포 분화(day 0)시 분화 유도 배

지에 BRM1, BRM2 및 BRM3를 400 μg/mL씩 처리하였고, 양
성 대조군(positive control)으로는 가르시니아 캄보지아 100 μg/ 
mL를 처리하여 비교하였다. 지방세포의 분화는 분화유도 물

질을 처리한 다음 2일마다 10% FBS, 1% P/S 및 1 μg/mL 
insulin를 첨가한 DMEM 즉, 분화유지 배지를 첨가하여 6일 

동안 분화상태를 유지하면서 지방생성량과 ROS의 생성량을 

관찰하였다. 세포 실험에서 시료의 처리농도는 Kwon 등

(2021) 및 Ghasemzadeh 등(2018)의 연구를 참고하여 세포독

성이 나타나지 않으면서 생리활성 기능이 극대화될 것으로 

기대되는 400 μg/mL 농도로 설정하였다.

5. XTT assay를 이용한 세포독성평가
XTT {2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5- 

carboxanilide innersalt} assay kit를 사용하여 3T3-L1 세포에 

대한 BRM1, BRM2 및 BMR3의 세포독성을 평가하였다. 
3T3-L1 지방세포를 96-well plate에 seeding하고 분화 6일째에 

1 mL의 2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium- 
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5-carboxanilide (XTT) 시약과 20 μL의 phenazine methosulfate 
(PMS) 시약를 혼합한 working solution을 준비하였다. 준비된 

working solution을 배지 부피의 20%로 각 well에 첨가했다. 
CO2 incubator에서 4시간 동안 배양한 후, microplate reader 
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)를 사용하여 450 nm
에서의 흡광도 값에서 690 nm에서의 흡광도 값을 빼 세포독

성을 계산하였다(Furukawa 등 2004). 

6. Oil red O staining을 이용한 지방 축적량 관찰
6일 동안 분화 과정을 거친 3T3-L1 세포 내 지방축적량을 

분석하고자 BRM1, BRM2 및 BRM3를 처리하여 24-well에서 

6일 동안 분화된 3T3-L1 세포의 배양액을 제거하고 멸균된 

PBS(pH 7.4)를 각 well에 500 μL씩 첨가하여 2회 세척하였다. 
세척 후 500 μL의 10% formalin을 첨가하였고 실온에서 5분

간 방치한 뒤 제거하였다. 그 후 동량의 10% formalin을 첨가

하였고 1시간 이상 실온에서 방치함으로써 분화된 3T3-L1 
세포들을 plate에 고정시켰다. 10% formalin을 완전히 제거하

기 위해 60% isopropyl alcohol 용액 500 μL로 세척하고 세척

된 세포들을 완전히 건조시켰다. 완전히 건조된 세포들은 미

리 제조한 Oil red O working solution(DDW : Oil red O = 4 
: 6)으로 지방세포 내 축적된 지방성분들을 충분히 염색하였

다. 염색 후 증류수를 사용하여 세포를 3회 세척하고 하루동

안 완전히 건조시켰다. 세포 내 축적된 지방을 염색한 Oil red 
O은 100% isopropyl alcohol을 사용하여 모두 용출시킨 후, 
microplate reader를 사용하여 470 nm에서 흡광도를 측정하였

다(Lee 등 2012b).

7. NBT assay를 이용한 ROS 함량 측정
6일 동안 분화 과정을 거친 3T3-L1 세포 내 ROS 생성량을 

측정하기 위하여 24-well에 분화된 3T3-L1 세포의 분화유지 

배지를 모두 제거한 후 멸균된 PBS(pH 7.4)를 각 well에 500 
μL씩 첨가하여 2회 세척하였다. 세척 후 0.2% NBT 용액 0.2 
mL씩 각 well 마다 첨가하고 CO2 incubator안에서 90분간 반

응시켰다. 반응이 끝난 뒤 1 N KOH와 DMSO를 3:7로 혼합한 

혼합용액을 사용하여 dark blue formazan을 모두 용출하고 

microplate reader를 사용하여 570 nm에서 흡광도를 측정하였

다(Lee 등 2012b).

8. 통계처리
모든 실험은 3회 반복 진행하였으며 평균값과 표준편차를 

구하였고 실험의 결과값에 대한 통계처리는 통계 소프트웨

어 SPSS statistics ver 26.0(IBM Co., Armonk, NY, USA)를 이

용하여 분석하였다. 또한, 유의성 분석은 ANOVA 검정을 시

행하여 Duncan의 다중 범위 검정법(Duncan’s multiple range 

test)으로, 유의성 p<0.05 수준에서 검정하였으며, 상관관계는 

Pearson의 적률 상관계수(Pearson’s correlation coefficient)를 

이용하여 유의성을 표기하였다.

결과 및 고찰

1. 총 페놀 및 플라보노이드 함량
BRM1, BRM2 및 BRM3의 총 페놀 및 플라보노이드 함량 

결과는 Table 1과 같다. 총 페놀 함량은 표준물질로 gallic 
acid를 사용하여 그 함량을 계산하였다. 총 페놀 함량은 

BRM1(8.51±0.05 mg GAE/g) , BRM2(9.37±0.07 mg GAE/g), 
BRM3(10.03±0.07 mg GAE/g)순으로 BRF의 비율이 높아질수

록 총 페놀 함량이 증가하였다. 총 플라보노이드 함량은 표

준물질로 Quercetin을 사용하여 그 함량을 확인하였다. 총 플

라보노이드 함량 역시 BRM1(4.45±0.19 mg QE/g), BRM2 
(5.22±0.24 mg QE/g), BRM3(6.25±0.12 mg QE/g)순으로 BRF
의 비율이 높아질수록 총 플라보노이드 함량이 증가하였다. 
Jun 등(2012)은 흑미강 및 적미강과 같은 유색미강에서 높은 

페놀 함량 및 플라보노이드 함량을 갖는다고 하였으며, 
Cheigh 등(2010)은 흑미강을 최적의 조건에서 추출하였을 때 

최대 7.08 mg QE/g의 플라보노이드 함량을 갖는다고 보고하

였다. 따라서 BRM1, BRM2 및 BRM3의 총 페놀 및 플라보노

이드 함량 변화는 BRF의 영향을 받았을 것으로 판단된다.

2. 항산화 활성
BRM1, BRM2 및 BRM3의 항산화 활성 평가는 다양한 in 

vitro 모델(DPPH radical 소거능, ABTS radical 소거능, FRAP, 

Sample Total phenolic content 
(mg GAE4)/g)

Total flavonoid content 
(mg QE5)/g

BRM11) 8.51±0.05c 4.45±0.19c

BRM22) 9.37±0.07b 5.22±0.24b

BRM33) 10.03±0.07a 6.25±0.12a

1) Brassica juncea extract and black rice bran fraction were mixed 
with 2:8 (v/v) ratio.

2) Brassica juncea extract and black rice bran fraction were mixed 
with 5:5 (v/v) ratio.

3) Brassica juncea extract and black rice bran fraction were mixed 
with 8:2 (v/v) ratio.

4) Galic acid equivalent content.
5) Quercetin equivalent content.
a-cMeans±SE within same column with different superscript letters 

differ significantly at p<0.05.

Table 1. Total polyphenol and flavonoid contents of 
BRM1, BRM2, BRM3
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Reducing power, ORAC value)을 이용하여 측정하였다. DPPH 
radical 소거능의 경우(Fig. 1A) 양성대조군으로 사용된 

ascrobic acid는 42.03~74.64%로 나타났으며, BRM1, BRM2 및 

BRM3에서 각각 38.12±1.63%, 43.45±1.39% 및 48.93±1.11%의 

DPPH radical 소거활성을 보였다. ABTS radical 소거능의 경

우에도 DPPH radical 소거능과 유사한 경향을 보였다(Fig. 
1B). BRM1, BRM2 및 BRM3의 ABTS radical 소거능은 각각 

18.02±0.16%, 18.88±0.27% 및 20.25±0.02%으로 나타나 BRM3
에서 가장 높은 항산화 활성을 나타냈다. Reducing power의 

경우에도 BRM3, BRM2, BRM1 순으로 BRF의 비율이 높을

수록 항산화 활성이 유의적으로 증가하였다(Fig. 1C). FRAP 
역시 DPPH, ABTS 및 reducing power의 결과와 같은 경향을 

나타났다(Fig. 1D). 한편, 수소의 전자전달과 관련하여 APPH
로 인해 생성된 peroxyl radical이 항산화물질에 의해 형광도

가 감소하는 것을 사용하여 항산화 활성을 측정하는 ORAC 
assay의 경우 시료의 항산화 활성으로 시간이 흐를수록 형광

물질이 감소하며 decay curve를 나타나는데 Fig. 1E는 시간에 

따른 혼합물들과 표준물질로 사용한 trolox의 형광물질의 감

소를 나타낸 것이다. 또 trolox로부터 표준 검량 곡선(y= 
1.3342x+0.3955, R2=0.9948)을 작성하여 BRM1, BRM2 및 

BRM3의 ORAC value를 측정한 결과 BRM3(26.34±0.11 μM 
TE/mg), BRM2(23.65±0.99 μM TE/mg), BRM1(19.41±1.07 μM 
TE/mg)순으로 나타났다. 

BRM1, BRM2, BRM3의 총 폴리페놀, 플라보노이드 함량

과 다양한 in vitro 모델에서의 항산화 활성 간의 상관관계를 

분석한 결과는 Table 2와 같다. 총 폴리페놀과 항산화 활성 

간의 상관성은 R2=0.723~0.956로 높은 양(+)의 관계를 나타

냈으며, 총 플라보노이드의 경우에도 R2=0.787~0.924으로 높

은 양(+)의 관계를 나타냈다. 이와 같은 결과를 볼 때, BRM1, 
BRM2, BRM3의 항산화 활성은 폴리페놀 및 플라보노이드 

두 물질에서 기인하는 것으로 판단된다.

3. 세포독성평가
Bioreduction을 증가시키기 위해 XTT에 PMS(phenazine 

methosulfat)를 첨가하고 세포에 XTT와 PMS의 혼합물을 처

리하면 살아있는 세포의 mitochondrial dehydrogenase에 의해 

XTT의 tetrazilium ring이 분해되고 formazan crystal을 형성하

게 된다. 형성된 formazan crystal은 수용액에 녹아 노란색을 

띄게 된다(Adan 등 2016). 이 노란색을 ELISA로 측정하여 세

포 독성 평가에 이용하였다. XTT 분석에 의해 400 μg/mL 혼
합물의 농도에서 세포독성 또는 형태 변화가 관찰되지 않았

다(Fig. 2). 따라서 400 μg/mL 농도로 하여 혼합물들의 항비만 

활성을 평가하였다.

4. Oil red O staining을 이용한 지방 축적량 관찰
BRM1, BRM2 및 BRM3의 지방세포 분화 억제 효과를 확

인하기 위하여 Oil red O를 통해 지질을 붉은색으로 염색시

키고 용출하여 3T3-L1 지방세포 내 생성된 중성지방의 양을 

측정한 결과는 Fig. 3과 같다. 대조군(con)에 비해 양성대조군

인 가르시니아 캄보지아 100 μg/mL 처리군에서 42.89±3.94%
로 세포 내 지질 축척량이 감소하였고 BRM1, BRM2 및 

BRM3 처리군에서 각각 90.03±0.69%, 88.67±0.75% 및 71.75± 
4.36%로 세포 내 지질 축척량이 대조군에 비해 유의적으로 

감소하였다. 비만은 지방전구세포의 분화 과정 중 세포 내 

중성지방이 축적됨으로써 발생하고 이러한 지방 생성 기전

의 조절을 통해 비만을 억제할 수 있다(Chen & Farese 2005). 
Aranaz 등(2019)에 따르면 PPAR γ 수용체는 지방 생성을 지

시하고 인슐린 감수성을 조절하는 능력을 담당하는데, 폴리

페놀은 PPAR γ 수용체와 상호 작용하여 지방 생성의 초기 

단계를 억제함으로써 지방 생성 기전을 조절한다고 보고된 

바 있다. 따라서, BRM1, BRM2, BMR3의 지질 축적 억제 효과

는 폴리페놀 및 플라보노이드와 같은 생리활성 물질에 기인된 

것으로 생각되며, BRM3의 폴리페놀 함량이 가장 높았기 때문

에 지질 축적 억제효과 또한 높았던 것으로 판단된다. 이러한 

결과는 메밀 추출물의 항산화 및 지방세포 분화에 대해 연구

한 Yoon 등(2012)의 결과와 동일한 경향성을 나타내었다.

5. NBT assay를 이용한 ROS 함량 측정
지방세포 내 축적된 ROS는 NBT 용액과 반응하여 dark 

blue formazan을 생성한다. 생성된 dark blue formazan을 용출

하여 세포 내 생성된 ROS의 양을 측정할 수 있다(Lee 등 

2021). 3T3-L1 분화 과정 중 BRM1, BRM2 및 BRM3 의 ROS 
생성억제 효과를 NBT assay를 사용하여 측정한 결과는 Fig. 
4와 같다. 대조군(con)에 비해 양성대조군인 가르시니아 캄

보지아 100 μg/mL 처리군에서 51.95±1.13%로 유의적으로 

ROS 생성량이 감소하였고 BRM1, BRM2 및 BRM3 처리군에

서 각각 91.67±3.21%, 89.45±3.05%, 84.26±5.44%로 모든 복합

비율에서 대조군에 비해 유의적으로 ROS 생성량이 감소하

였다. Lee 등(2009b)의 연구에 의하면 3T3-L1 세포에서 항산

화제의 처리로 인해 PPAR γ의 발현이 감소되고, 결과적으로 

지방세포의 분화를 억제 및 ROS 생성량 감소 효과가 나타난

다고 보고된 바 있다. 따라서 본 연구에서도 BRM1, BRM2, 
BRM3의 ROS 생성 억제 효과는 BJE와 BRF 혼합물의 항산화 

활성에 의한 것으로 판단된다.

요약 및 결론

본 연구는 BJE와 BRF 혼합물의 항산화 활성, 지질 축적 
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Fig. 1. Antioxidant activity of BRM1, BRM2 and BRM3 and ascorbic acid (ASA). (A) 2,2-diphenyl-1-pic-rhlhydrazyl (DPPH) 
radical scavenging activity, (B) 2,2’-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) radical scavenging activity, (C) 
FRAP activity, (D) reducing power, (E) Decay curve of fluorescence in the presence or absence of samples, (F) Radical 
scavenging activity of BRM1, BRM2 and BRM3 expressed as Trolox equivalents. Each value is expressed as the mean±S.D. 
of triple determination. The other letters on the bar indicate a significant difference of p<0.05 in the Duncan multi-range test.
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억제 및 ROS 생성 억제 활성을 확인하였다. 총 페놀 및 플라

보노이드는 BRM3, BRM2, BRM1 순으로 높은 함량을 나타

내었으며, 이에 따라 DPPH radical 소거능, ABTS radical 소거

능, FRAP, Reducing power, ORAC value와 같은 항산화 분석

에서 동일한 경향을 나타내었다. 상관관계 분석 결과, 항산

화 활성은 폴리페놀 및 플라보노이드 두 물질에서 기인하는 

것으로 판단된다. 3T3-L1 세포에서 400 μg/mL농도의 BRM1, 
BRM2, BRM3를 처리하였을 때 세포생존율에 영향을 미치지 

않았으며, Oil red O를 이용한 지방세포 분화 억제 효과는 

BRM1, BRM2, BRM3 모든 혼합물에서 유의적인 지질축적억

제 효과가 나타났으며 이는 폴리페놀 및 플라보노이드와 같

은 생리활성 물질의 영향을 받은 것으로 판단된다. 특히, 
BRM3에서 71.75±4.35%로 가장 낮은 지질 축적율을 나타내

었다. 모든 복합비율에서 대조군보다 유의적으로 ROS 생성

량을 억제하였고, BRM3에서 84.26±5.44%로 가장 낮은 ROS 
생성을 확인하였다. 따라서 BRM1, BRM2, BRM3 모두 지질 

축적 억제 효과 및 ROS 생성 억제 효과가 확인되었으며, 이
는 높은 폴리페놀 및 플라보노이드 함량 및 항산화 활성에 

기인한 결과로 판단된다. 이와 같은 결과를 바탕으로 향후 

항비만 기능성 식품 개발을 위한 새로운 소재로서 갓 추출물

과 발효 흑미강 분획물의 혼합물은 항비만 억제 기전과 in 
vivo 실험을 추가적으로 진행할 가치가 있을 것으로 생각되

　 TPC TFC DPPH ABTS FRAP RP ORAC
TPC - - - - - - -
TFC 0.917**1) - - - - - -

DPPH 0.944** 0.910** - - - - -
ABTS 0.956** 0.924** 0.972** - - - -
FRAP 0.723*2) 0.858** 0.768* 0.824** - - -

RP 0.779* 0.787* 0.870** 0.817** 0.821** - -
ORAC 0.928** 0.923** 0.896** 0.951** 0.776* 0.724* -

Significantly different at *p<0.05, **p<0.01.

Table 2. Correlation coefficients among total phenol content (TPC), total flavonoid content (TFC), DPPH radical scavenging 
(DPPH), ABTS radical scavenging (ABTS), FRAP, reducing power (RP) and ORAC vale of mixtures of Brassica juncea 
and black rice bran
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Fig. 2. Effect of BRM1, BRM2, and BRM3 on cell 
viability on 3T3-L1 preadipocytes. Each value is expressed 
the mean±S.D. of the results from five different plates 
(n=5). Statistical analysis was performed using the one-way 
ANOVA (p<0.05).
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Fig. 3. Effect of BRM1, BRM2, and BRM3 on lipid 
accumulation during adipogenesis of 3T3-L1 preadipocytes. 
Oil red O staining at day 6. Lipid accumulation determined 
by optical density at 490 nm. The result is presented as the 
mean±S.D. of 3 independent in triplicate. Bars with different 
letters indicate significantly different at p<0.05 by Duncan’s 
multiple range test.
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며, BJE 및 BRF 최적 혼합비율은 2:8인 것으로 확인되었다. 하
지만 본 연구에서 갓 추출물과 발효 흑미강 분획물의 단일성분

과 혼합물에 대한 비교 평가가 이루어지지 못한 제한점이 있었

으며, 이에 대해 추가적인 연구가 필요할 것으로 생각된다. 
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