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요   약   문

Ⅰ. 제  목

수확후 생체대사제어기법을 이용한 레스베라트롤 고함유 포도 생산기계 개발

Ⅱ. 연구개발의 목적 및 필요성

   본 과제는 항암 기능성 물질인 레스베라트롤이 고함유된 생식용 청정 포도 

생산을 위해 수확후 세정 및 생체대사 조절처리용 기계를 개발하는 것을 최종 

목표로 하며 이 장치를 통해 포도 과피에 잔류된 농약 및 불순물이 제거되고 

reveratrol 함량이 증폭되어 과피까지 먹을 수 있는 생식용 포도를 생산하고자 

하 다.

Ⅲ. 연구개발 내용 및 범위

(제1과제: 주관연구기관) Resveratrol 고함유 청정 포도 생산기계 개발 및 품

질 평가 연구(식품연)

  ○ 수확후 포도의 세정 및 생체대사 조절장치의 기본설계

  ○ 수확후 포도의 세정 및 생체대사 조절을 위한 레스베라트롤 고함유 청정

포도 생산기계 시작품 개발 및 현장 검증

  ○ 수확후 세정 및 생체대사 조절처리 포도의 품질 평가

(제2과제: 협동연구기관) 포도 수확 후 기능성 물질 생합성 유도 시스템 개발 

및 resveratrol 대사 안정성 연구(단국대)

  ○ 포도 수확 후 resveratrol 함량 증진을 위한 유전자 발현 조절 인자 탐색

  ○ 포도 수확후 처리 기간 및 방법에 따른 resveratrol 생합성 유전자 발현 

변화 분석 및 최적 환경 조건 확립 

  ○ 포도 수확 후 처리에 따른 resveratrol 함량 분석 및 대사 안정성 연구

(제3과제: 위탁연구기관) 처리된 포도의 생물활성 효능 평가(이화여대)

  ○ 항산화 효능 평가

  ○ 암세포전이 및 침윤에 관한 효능 평가

  ○ 항염증 효능 평가
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Ⅳ. 연구개발 결과 및 활용에 대한 건의

가. 연구개발 결과

<포도의 레스베라트롤 대사연구>

○ 이미 genomic Southern blot 분석을 통해 포도 게놈내에는 적어도 4개 이

상의 stsy 유사 유전자군이 존재한다는 것을 알았고 다양한 환경시그널을 

찾기 위한 보다 효율적인 탐색 시스템을 만들기 위해 PCR-based DNA 

walking을 실시하여 promoter 부위를 포함하는 4개의 서로 다른 genomic 

clone을 얻었다. 이들 clone의 ORF간의 DNA 염기서열은 100%일치하며 

promoter region은 90% 이상의 유사성을 가지고 있었다. 이 중 가장 긴 

promoter 1의 DNA 염기 서열을 분석한 결과 transcripton start site로부터 

33bp 떨어진 곳에 TATA box를 시작으로 GATA motif와 ethylene에 반응

하는 GCC-box, CAAT, HES(heat response element), WUN(wound 

response element), G box, GT 1, AS-1가 포함되어 있으며 promoter 전반

적으로 light에 반응하는 I box, AE box, GAG motif등의 cis-acting 

element들이 분포되어 있었다. 따라서 이러한 점에 착안하여 4개의 stsy 

promoter들을 각각 GUS 유전자에 붙여 환경 stress에 반응하는 시그널 탐

색 시스템을 제작하 다. 이 4개의 promoter-GUS 유전자를 각각 

Arabidopsis에 형질전환한 후 GUS assay를 수행한 결과 stsy promoter 1

이 silique에서 발현되는 것이 확인되었으며 stsy promoter 1을 particle 

delivery system을 사용하여 포도에 주입하여 transient analysis를 시행한 

결과 과피와 과육에서 발현되는 것을 확인했다. 또한 포도에 UV, yeast 

extract, ozone, aluminum chloride, salicylic acid, methyljasmonate, 

6-benzylamino purine 등의 다양한 stress를 단용 또는 혼용 처리한 후 상

온에 저장하여 RT-PCR로 각 stress 별 최적의 stsy 유전자 발현 유도 조

건을 찾아내었다. UV stress의 경우 10분 이상 처리시 48시간 이후에도 

stsy transcript 합성이 유지되는 것을 관찰 할 수 있었으며 UV를 단용 처

리했을 때보다 ozone을 함께 2시간을 처리했을 경우와 MJ를 혼용 처리할 

경우 (200uM MJ, 6시간) stsy transcript 합성이 더 많이 유도되었다. 

○ 포도에 UV, yeast extract, ozone, aluminum chloride, salicylic acid, 

methyljasmonate, 6-benzylamino purine 등의 다양한 stress를 단용 또는 

혼용 처리한 후 저장 온도와 기간을 달리하여 RT-PCR을 이용하여 stsy 
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유전자의 발현양을 비교하고 HPLC를 이용하여 resveratrol의 함량을 측정

하 다. 모든 stress 처리 실험군에서 4℃에 저장하 을 경우 resveratrol의 

양이 거의 증가하지 않은 것을 관찰할 수 있었으며 주목할 점으로는 UV를 

제외한 YE, SA, MJ, BA 처리에 의한 낙과와 갈변, 악취 그리고 곰팡이의 

생성 등 포도에 상품성에 향을 주는 negatvie effect를 관찰 할 수 있었

다. UV stress는 특이할만한 negative effect가 없는 안정성, 생산기계 제작 

및 사용시 초도비용 이외에 추가비용이 거의 들지 않는 경제성, stress 처

리의 편의성 등의 장점이 있어 UV 단용처리에 의한 resveratrol induction 

최적 조건을 탐색하 다. UV stress 처리 경우 시간대별로 보았을 때 30분

을 처리했을 경우 가장 resveratrol의 함량이 높은 것으로 측정되었다 또한 

UV 30분을 처리 후 저장 온도를 비교해 보았을 때 23℃ 저장시 3-5일에서 

resveratrol 함량이 control에 비해서 5-15배의 증가 후 감소하는 것으로 측

정되었다.

○ 실제로 경북 천 농가에서 재배된 muscat 포도에 포도생산기계를 이용하

여 탐색된 resveratrol 합성 최적조건의 UV stress를 처리하고 저장 기간과 

온도에 따른 resveratrol의 함량을 측정하 다. muscat 포도는 campbell 

early에 비해 resveratrol 함량은 낮지만 충분한 induction 효과를 거둘 수 

있었으며 더불어 이 실험을 통해 포도 저장의 최적 온도인 2-6℃온도가 

stsy 유전자 발현 이후의 resvertrol 합성 induction 효과를 유지해주는 것

으로 생각되는 결과를 얻었다.

<포도의 세정 및 생체대사 조절장치>

○ 포도에 대해서 세정방법을 달리 한 후 UV 처리를 하 을 때 약간의 색상 

변화를 제외하면 대부분의 품질인자는 세정효과에 따른 향이 크지 않은 

것으로 나타난 반면에, 레스베라트롤 함량은 초음파 세정을 실시하 을 때 

증가하는 것으로 나타났다.

○ 포도에 대해서 UV A와 UV C 처리에 따른 품질 및 레스베라트롤 함량의 

변화를 분석한 결과, 약간의 색상의 변화를 제외하면 대부분의 품질인자는 

UV 처리에 따른 향이 크지 않은 것으로 나타났다. UV 처리가 색상 변

화에 미치는 향에서도 UV A가 Hunter b의 값에 약간의 향을 미치는 

것으로 나타난 반면에 UV C는 Hunter b 조차도 큰 향을 주지 않는 것

으로 나타났다. 그러나 UV 처리는 레스베라트롤의 함량 변화에 큰 향을 

미치는 것으로 나타났는데 특히, UV C가 레스베라트롤 함량을 증폭시키는 

데 있어 더 효과적인 것으로 나타났다.
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○ UV C 처리가 포도의 품질에 미치는 양향을 보면, UV 처리 직후 약간의 

색상 변화에 향을 미치는 것을 제외하면 저장에 따른 향은 것의 없는 

것으로 나타났다.

○ UV의 세기와 처리시간이 클수록 저장기간이 길어질수록 UV 처리에 따른 

포도의 레스베라트롤의 증폭 효과는 증가하는 것으로 나타났음을 알 수 있

다. 특히, UV 처리후 0℃보다는 20℃에서 저장하 을 때 UV 처리 효과는 

더욱 크게 나타남을 알 수 있었다. 이러한 결과를 종합해 볼 때, 포도 수확 

후 UV C를 이용하여 400∼600 mJ/cm
2
의 에너지를 조사하고 20℃에서 5∼

6일 저장하 을 때 레스베라트롤의 함량 가장 많이 증폭되는 것을 알 수 

있었다.

○ 시작기를 이용하여 현장에서 대량 처리를 한 경우, 레스베라트롤은 평균적

으로 약 10배 증폭되는 것으로 나타났다. 특히, 1차 시작기를 통해 얻어진 

결과를 바탕으로 개선된 2차 시작기에서는 작업의 편리성이 향상되었을 뿐

만 아니라 UV 처리 시 포도의 온도 상승에 의한 포도알의 열과 현상이 전

혀 나타나지 않았다. 또한, 2차 시작기에서도 1차 시작기에서와 마찬가지로 

8시간 동안 약 10톤의 포도를 처리할 수 있는 것으로 검증되었다.

○ 본 연구에서 개발된 기술은 관련 산업체에 이미 기술이전을 완료하여 제품

화를 시행하고 있다. 이미 2005년도에 약 10톤의 포도를 출시하여 약 5천만

원의 매출규모를 달성하 고, 2006년도에는 약 100톤의 레스베라트롤 증폭 

포도를 출시할 계획을 가지고 있다. 1차 및 2차 시작기를 통해서 레스베라

트롤을 증폭하기 위해 도입된 기계의 비용을 개략 분석한 결과, 본 연구를 

통해 개발된 기술은 매우 저렴한 비용으로 고부가가치를 창출할 수 있는 

산업화 기술로 평가되었다.

 

<포도의 생물활성 평가>

○ 국내 생산되는 MBA와 거봉을 신선포도 상태에서 UV처리한 포도껍질을 

대상으로 한 생물활성 시험에서 UV처리를 한 포도껍질이 UV처리를 하지 

않은 시료에 비해 항산화 및 암세포 전이 및 침윤, 항염증 효과가 더 높은 

것으로 나타났다.

○ 항산화 효능 평가에서는 DPPH assay를 통해 UV처리에 따른 항산화 효능
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이 더 높은 것을 확인할 수 있었으며 산화적 스트레스로 인한 세포내 ROS

생성 저해 효능 평가에서는 UV처리에 의한 뚜렷한 억제 효과차이는 나타

나지 않았으나 전체적으로 포도 추출물들이 뚜렷한 항산화 효능을 갖는 것

으로 나타났다.

○ 암세포의 성장 및 사멸 효능평가에서는 다른 암세포주에 비해 폐암세포주

인 A549에서 포도껍질의 효과가 비교적 우수하게 나타났으며 UV처리한 

시료가 UV처리하지 않은 시료에 비해 약간 더 높은 암세포의 성장억제 및 

사멸 효과를 보 다. 그러나 세포주기 분석, DNA fragmentation, 

caspase-3 활성을 평가해 본 결과 apoptosis를 통한 암세포 사멸 유도 활

성은 나타나지 않는 것으로 확인되었다. UV를 처리한 포도껍질의 추출물

은 UV를 처리하지 않은 포도껍질의 추출물에 비해 암세포 전이 및 침윤에 

관한 활성 효과가 다소 더 높은 것으로 나타났으며 이는 암세포 전이 관련 

유전자의 발현정도, migration assay, gelatin zymography, colony 

dispersion assay를 통하여 확인할 수 있었다. 이 중 특히 포도 추출물에 

의한 MMP-2 유전자의 발현 저해가 뚜렷이 나타났으며 migration assay 

및 colony dispersion assay에서는 UV처리 포도추출물의 migration 억제 

효능이 대조군에 비하여 뛰어난 것으로 확인되었다.

○ LPS 처리에 의해 생성된 iNOS(Inducible nitric oxide systhase) 저해 효과

를 살펴보면 UV처리 포도껍질들 중 UV-A 200W와 UV-C 40W를 처리한 

시료가 다른 시료에 비해 세포 독성은 크게 나타나지 않으면서 높은 저해

효과를 나타내었다. 결과적으로 본 연구는 UV처리에 따른 포도의 생물활

성효능평가를 성공적으로 수행하 으며 UV처리를 한 포도의 항산화, 암세

포 전이 및 침윤, 항염증의 효능은 UV처리를 하지 않은 포도에 비하여 전

체적으로 더 높은 것으로 사료된다.

나. 활용에 대한 건의

○ 자동화된 resveratrol 고함유 포도생산기계에 포도 내 최적의 resveratrol 

합성 처리 조건을 접목함으로써 항암 등의 효과가 있는 resveratrol 함량을 

포도 과실 내에서 증진시켜 수입산 포도와 차별화를 두고 이러한 고부가가

치 과실을 국내 포도 농가에서 직접생산 및 포도즙과 같은 가공 과정을 하

여 농가수입증대에 기여하고자 한다.

○ 또한 이러한 특허 기술을 기업에 이전하여 새로운 과수 또는 과채류에 응

용하고 stress에 반응하는 stsy promoter를 이용한 expression system을 개
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발 및 식물에 형질전환하여 resveratrol처럼 고부가가치를 가지는 물질을 

생산하거나 발현시기 조절이 가능한 신품종을 육성하여 국내 농업경쟁력을 

강하는 데 기여하고자 한다. 
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SUMMARY

( 문요약문)

Ⅰ. Title

   Development of a System to Enrich Resveratrol Content of Harvested 

Grapes Using Metabolism Modulation

Ⅱ. Objective and Significance

   Recently, Fruits with high contents of health components like fruit 

phenolics is being recognized as premium produces. As for grapes, 

resveratrol is one of the key health component among fruit phenolics. This 

study was performed to develop a system for enrichment of resveratrol 

content in harvested grapes using metabolism modulation and evaluate 

improvement of biological activities by metabolism-modulated grapes.

Ⅲ. Scope of Research

  ○ To design, manufacture and test a system to enrich resveratrol 

content of harvested grapes using metabolism modulation

  ○ To study biosynthesis of resveratrol in grapes by metabolism 

modulation and its stability 

  ○ To evaluate improvement of biological activities by metabolism- 

modulated grapes

Ⅳ. Results and Proposal for Practical Use

<Metabolism modulation of resveratrol in grape>

○ In grapevine, resveratrol (stilbene), a phytoalexin, is produced by 

stilbene synthase (STSY) from malonyl-CoA and ρ-coumaroyl-CoA. Its 
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biosynthesis is induced by fungal elicitor, ozone, UV, AlCl3 and 

methyljasmonate. Genomic Southern blot analysis showed the presence 

of at least 4 homologous genes encoding stilbene synthase on the 

grapevine genome. In order to understand the mechanism of STSY gene 

expression at the transcription level, 4 STSY  promoters were isolated 

from Vitis vinifera  L. × Vitis labrusca  L. cv Kyoho grape skin. Deletion 

series of the  STSY promoter 1, the longest one, were fused with the 

GUS reporter gene and introduced into Arabidopsis. Analysis of the 

promoter activity in transgenic Arabidopsis provided identification of the 

sequences to be required for responsiveness to AlCl3, UV and yeast 

extract respectively. Treatment of the transgenic Arabidopsis carrying 

the deleted series of the STSY promoter 1 with either salicylic acid 

(SA) or methyljasmonic acid (MJ) induced expression of the reporter 

gene. The results demonstrated that SA and MJ play an important role 

in the signal transduction pathway for stsy  gene expression. STSY 

promoters 1, 2, 3 and 4 showed spatially different expression patterns in 

addition to inducibility by environmental factor. RT-PCR analysis 

showed that STSY promoter 1 was especially highly expressed by 

treatment with UV and ozone for 2 hours and that its induction was 

also obtained with MJ treatment. 

○ Grape berries were harvested and treated for post-harvest induction of 

STSY  gene expression with UV, yeast extract, ozone, AlCl3, SA, MJ, or 

6-benzylamino purine alone or by combination of them and resveratrol 

content was analyzed after various period of storage at different 

temperature.  Storage at 4℃ provided the best condition for STSY gene 

induction with all of the treaments. However, post-harvest treatment of 

the stress except for UV shwed some negative effect on the fruit 

quality. Therefore, UV was finally selected as a main treatment factor 

for field application. UV treatment for 30 minutes provided the best 

condition for induction of STSY gene expression. After UV stress, 

resveratrol content in grape berry appeared to be increased upto 5 - 15 

fold during storage at 23℃ but the level decreased after 3-5 days. 

 

○ The optimized condition of UV treatment was applied to 'Campbell 

Early' and 'Muscat Belly Early' grape berries which were harvested 

from several vineyards in Youngcheon-si using a post-harvest treatment 
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system. The resveratol level varied very much depending on the storage 

condition including temperature and period. 'Muscat Belly Early' 

contained less amount of resveratrol than 'Campbell Early'. However, its 

induction after UV treatment was high enough for application and the 

level did not change during storage at 2-6℃. These results suggest that 

UV treatment at the optimized condition and storage at the cold 

temperature will maintain the level of resveratrol content.

<A system to enrich resveratrol in harvested grape>

○ When the ultra violets in classes A and C were applied to harvested 

grapes, there was little impact on their quality. Particularly, while UV A 

affected somewhat b value in Hunter color system, UV C had no effects 

on that. Also, some certain cleaning processes such as ozone water 

cleaning and ultrasonication cleaning had hardly effects on grape quality.

○ UV in classes A and C had an ability to enrich resveratrol in harvested 

grapes. In investigation on the effect of UV on enrichment of 

resveratrol, class C was better than class A. Enrichment of resveratrol 

increased with UV intensity and UV treatment time. After treatment 

with UV C, some additional enrichment of resveratrol was acquired 

during storage at 20℃, compared to storage at 0℃. When a cleaning 

process was introduced, resveratrol content in grapes increased 

somewhat by ultrasonication cleaning. The maximum enrichment of 

resveratrol by UV treatment was acquired when the UV-treated grapes 

were stored at 20℃ for 5 to 6 days after irradiation with 400 to 600 

mJ/cm
2
.

○ The two types of equipments with pilot plant scale were manufactured 

to enrich resveratrol of harvested grapes. The second version was 

obtained by modification of the first version in which there were a few 

problems such as insufficient cooling. These equipments could cover 10 

ton for 8 hours, based on fresh grape weight. Grapes treated by these 

equipments had 10 times more resveratrol content than untreated grapes. 
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<Biological activity of UV-treated grape>

○ Antioxidant potential: Grape skins showed DPPH-free radical scavenging 

activity, and the activity of UV-treated sample was stronger than that 

of UV-untreated one. 

○ Antiinflammatory activity: Grape skins suppressed LPS-induced 

prostaglandin E2 production in mouse macrophage cells, and UV-treated 

samples showed the stronger inhibition of COX-2 activity than 

UV-untreated grape skins. Grape skins also inhibited nitric oxide 

production in LPS-stimulated macrophage cells and UV-treated samples 

showed a relatively better on LPS-induced NO production activity 

compared with UV-untreated grape skins. In addition, compared with 

control, UV-treated sample highly down-regulated the mRNA expression 

of iNOS in LPS-stimulated macrophage cells. 

○ Antiproliferaitve activity against human cancer cells: The grape skins 

suppressed the proliferation of various human cancer cell lines. As 

compared with UV untreated grape skins, UV treated grape skins 

showed stronger growth inhibitory effect. However, the mechanism 

underlying anti-proliferative effect of grape skins might not be related 

to apoptosis.

○ Antimetastatic effects: The grape skins inhibited the migration and 

MMPs activity of HT-1080 human fibrosacroma cell and inhibitory 

activities of UV-treated sample was stronger than control sample. 
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제 1 장 연구개발과제의 개요

제 1 절 연구개발의 필요성

1. 기술적 측면

○ 우리나라에서 생산되는 포도의 약 95%가 생식용으로 소비되고 있어 포도 

수확 후 품질관리에 관한 기술이 중요한 자리를 차지하고 있다(한국농촌경

제연구원, 1999).

○ 포도, 특히 과피에는 레스베라트롤을 비롯한 건강기능성 페놀계 화합물이 

다량 함유되어 있다. 포도의 레스베라트롤은 항산화 작용, 종양의 발생 및 

억제 효과가 있고 독성은 나타나지 않는 것으로 보고되고 있으며, 저 도 

단백지질 콜레스테롤을 감소시키는 효과가 탁월하다고 알려져 있다(Meskin 

등, 2002).

○ 레스베라트롤은 포도에서와 같이 매우 제한된 식물체에서만 생성되며, 그 

양도 매우 적다(조용진 등, 2002). 국내산 주요 포도 품종에 대해서 부위별 

레스베라트롤 함량을 HPLC 분석법을 이용하여 측정한 결과를 보고한 바에 

의하면, 거봉, 캠벨, 세리단 모두의 경우 부위별 레스베라트롤 함량은 큰 차

이를 보 으나, 품종 간 차이는 크지 않은 것으로 나타났다. 포도 과피와 

씨에는 레스베라트롤의 함량이 매우 적어 4∼8 μg/g-dry weight(1∼4 μ

g/g-fresh weight)의 레스베라트롤을 함유하고 있는 것을 나타났다.

○ 포도를 포함하여 식물체는 수확 후에도 생명활동을 유지하고 있어 생체대

사에 의한 생합성이 계속 일어난다. 포도의 경우도 예외가 아니어서 수확 

후 생체대사를 제어하게 되면 레스베라트롤을 비롯한 생합성 물질을 증강

시킬 수 있는 것으로 분자생물학적 연구가 보고되고 있다(Cantos 등, 

2002).

○ 포도 수확 후, 생식용 고급브랜드 제품을 개발하기 위해 건강기능성 물질이 

고함유된 포도를 생산할 수 있는 생체대사 조절용 수확 후 처리기계의 개

발이 필요하다(조용진, 2003).
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○ 특히, 본 연구에서 다루고자 하는 기술은 생체대사 조절기법을 이용하는 것

으로서, 최근 관심의 대상이 되고 있는 유전자조작과는 전혀 다른 기법이

며, 따라서 식품의 안전성 문제는 근원적으로 발생하지 않는 접근방법이다.

2. 경제⋅산업적 측면

○ 포도는 국내 과실 생산액의 20%를 차지하는 주요 경제작물로서 1990년을 

기점으로 생산규모가 급성장하여 매년 생산량이 증가하고 있으며, 2001년 

기준으로 재배면적이 26,803 ha, 생산량이 453,578 톤에 이르고 있다(농림

부, 2002).

○ 세계무역의 자유화 물결로 인하여 국내 농산물의 경쟁력 확보는 매우 어려

운 입장에 처해 있으며, 포도도 예외는 아님. 그 동안 국내산 농산물 중에

서 포도산업의 상대적 안정성은 유지되었으나 그것이 오히려 과잉생산을 

촉발하는 조짐을 보이고 있을 뿐만 아니라, 칠레와의 자유무역협정(FTA) 

체결에 의한 포도 수입의 확대는 포도의 과잉 공급에 관한 시비를 불러일

으키고 있음. 결국 과잉생산의 논란 속에서 국내 포도산업의 기반은 크게 

약화될 우려가 있다.

○ 우리나라에서 생산된 포도는 대부분 생식용으로 소비되고 있어 수입 포도

에 대한 경쟁력을 확보하기 위해서는 고급 브랜드화 된 생식용 포도의 생

산이 절실히 요구되고 있다. 

○ 최근 농산물의 고급 브랜드화를 통한 경쟁력 강화는 매우 활발하게 이루어

져 농업경쟁력 강화의 주요 수단으로 자리 잡고 있음. 국내산 포도의 경우, 

가장 주된 관심사는 수확후 선도유지에 머물고 있어(최태동 등, 2002), 생

식용 포도의 고급화를 위한 새로운 접근이 필요하다.

○ 국내산 생식용 포도의 경우, 단순히 선도유지에 의한 경쟁력 강화보다는 포

도 수확 후 생체대사 조절기법을 적용하여 건강기능성 물질이 고함유된 고

급 브랜드 포도를 생산하게 되면 국내산 생식용 포도의 경쟁력은 배가적으

로 제고될 것으로 기대된다(조용진, 2003).

3. 사회⋅문화적 측면
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○ 포도의 1인당 연간 소비량은 1980년 이후 꾸준히 증가하여 1990년 3.1 kg

에서 1998년 8.7 kg으로 2.8배나 증가하 다. 포도의 소비량 증가는 포도에 

대한 기호뿐만 아니라 포도가 건강에 미치는 향에 기인한다고 볼 수 있

다.

○ 포도가 건강에 미치는 유익한 효과는 예로부터 잘 알려져 있을 뿐만 아니

라, 최근 포도주의 건강기능성 효과가 새롭게 알려지면서 포도에 대한 관

심이 더한층 고조되고 있다. 그러나 포도주의 경우, 'French Paradox'로 

알려진 바와 같이 포도주의 유익한 건강기능성 물질이 강조되고 있기는 하

나 술의 폐해가 서로 상충하고 있어 일방적으로 권장할 형편이 못된다.

○ 포도의 건강기능성 물질 즉, 포도주의 ‘French Paradox'의 주요 인자로 알

려진 물질로서 대표적인 성분은 레스베라트롤로 알려져 있다(Meskin 등, 

2002). 레스베라트롤은 페놀계 화합물의 일종으로서 저 도단백지질 콜레

스테롤을 감소시키는 반면에 고 도단백지질 콜레스테롤을 증가시키는 효

과가 있는 것으로 보고되고 있어, 포도를 적당량씩 자주 섭취할 경우 고지

혈증이나 심장병 치료에 매우 유익한 물질로 검증되고 있다.

○ 포도 수확 후 생체대사 조절기법을 통해 레스베라트롤의 함량을 강화시키

게 되면 생식용 포도의 섭취를 통해 포도의 건강기능성을 더욱 효과적으로 

얻을 수 있다.

제 2 절 연구개발의 목표 및 범위

1. 연구개발의 목표

  본 과제는 항암 기능성 물질인 레스베라트롤이 고함유된 생식용 청정 포도 

생산을 위해 수확후 세정 및 생체대사 조절처리용 기계를 개발하는 것을 최종 

목표로 하며 이 장치를 통해 포도 과피에 잔류된 농약 및 불순물이 제거되고 

reveratrol 함량이 증폭되어 과피까지 먹을 수 있는 생식용 포도를 생산하고자 

한다.
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2. 연구개발의 내용

(제1과제: 주관연구기관) Resveratrol 고함유 청정 포도 생산기계 개발 및 품

질 평가 연구(한식연)

  ○ 수확후 포도의 세정 및 생체대사 조절장치의 기본설계

  ○ 수확후 포도의 세정 및 생체대사 조절을 위한 레스베라트롤 고함유 청정

포도 생산기계 시작품 개발 및 현장 검증

  ○ 수확후 세정 및 생체대사 조절처리 포도의 품질 평가

(제2과제: 협동연구기관) 포도 수확 후 기능성 물질 생합성 유도 시스템 개발 

및 resveratrol 대사 안정성 연구 (단국대)

  ○ 포도 수확 후 resveratrol 함량 증진을 위한 유전자 발현 조절 인자 탐색

  ○ 포도 수확후 처리 기간 및 방법에 따른 resveratrol 생합성 유전자 발현 

변화 분석 및 최적 환경 조건 확립 

  ○ 포도 수확 후 처리에 따른 resveratrol 함량 분석 및 대사 안정성 연구

(제3과제: 위탁연구기관) 처리된 포도의 생물활성 효능 평가 (이화여대)

  ○ 항산화 효능 평가

  ○ 암세포전이 및 침윤에 관한 효능 평가

  ○ 항염증 효능 평가
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제 2 장 국내외 기술개발 현황

제 1 절 현황

○ 포도의 약리적 작용은 주로 페놀성 화합물(phenolic compounds)에 의하여 

얻어지며, stilbene계 화합물인 resveratrol과 trans-pterostilbene, 그리고 비

stilbene계 화합물인 ellagic acid 등을 예로 들 수 있다. 

○ Resveratrol 및 그 중합체인 viniferin은 원래 식물체에서 외부에서 침입한 

곰팡이의 성장을 억제하는 방어물질인 phytoalexin으로 알려져 있다. 1992

년 Siemann 및 Creasy(1992)에 의해 포도주에서 trans-resveratrol이 발견

되고, 적절한 포도주 섭취가 coronary heart disease (CHD)에 의한 사망율

을 낮춘다는 역학적인 보고가 나온 이후, resveratrol의 약리효과에 대한 많

은 실험결과가 발표되기 시작하 다.

○ 적포도주가 혈액 LDL(저비중 리포단백질)은 낮추고, 이로운 콜레스테롤은 

증가시킨다는 보고(Maxwell 등, 1994; Fuhrman 등, 1995)로 보아, 이는 아

마도 동맥내 지방 침적물을 정화시키기 때문이라고 보이며, 포도 과실의 표

피에 주로 나타나는 resveratrol이 그 활성 성분이라고 예상되고 있다.

○ Resveratrol은 쥐의 간에서 지방 침적 형성을 억제할 뿐만 아니라 

fungitoxin으로서의 작용을 나타낸다는 것이 확인되었고, 포도에서 발견되

는 스트레스 대사물질인 trans-pterostilbene은 resveratrol에 비해 효능(

향력; potent)이 뛰어나다는 보고도 있다(Langcake 등, 1979).

○ 최근에는 resveratrol이 세포변이를 억제하고 p53 경로를 통해 apoptosis를 

유도함으로써 항암효과를 나타낸다는 실험결과가 보고되었다(Carbo et al., 

1999; Clement et al., 1998; Huang et al., 1999).

○ 그외 resveratrol은 항엘러지 작용과 cell division cycle 조절작용 등의 활성

을 보 다(Ragione at al., 1998; Cheong et al., 1999).

○ 자연계에는 약 30 여종의 stilbene 혹은 stilbene glycoside가 존재하며 이들

은 spermatophyte에 속하는 식물체에서만 발견되었다(Gorham, 1980). 

Resveratrol을 포함한 stilbene계 화합물은 극히 일부 식물에서만 생성되는
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데, 지금까지 포도과 이외에 소나무, 땅콩, Polygonum cuspidatum, 유칼리

나무(eucalyptus), 그리고 백합과의 박새(Veratrum gradiflorum), 루바브

(Rheum rhaponticum) 등에서 보고되고 있다.

○ Resveratrol은 shikimate pathway를 거쳐 생성된 p-coumaroyl CoA 한 분

자와 malonyl CoA 세 분자로부터 stilbene synthase에 의해 합성되며 그 

동안 땅콩, 소나무, 포도 등으로부터 그 유전자가 분리되어 보고되었다. 

○ Resveratrol은 외부 환경 스트레스에 의해 그 합성이 유도되는데, 예를 들

면, pine seedling의 경우 UV, fungal infection, ozone 처리에 의해 합성이 

유도되었다(Schoeppner와 Kindl, 1979; Fliegmann 등, 1992). 

○ 포도에서의 resveratrol에 관한 연구도 오래 전부터 시작되어, 이 화합물이 

phytoalexin으로 식물 방어 작용에 관여한다고 알려져 왔으며(Langcake 등, 

1979), UV 및 fungal infection에 의해 합성이 유도된다는 사실은 이를 더

욱 뒷받침 해준다고 보고하 다(Langcake와 McCarthy, 1979; Langcake와 

Pryce, 1977).

○ 조직의 stilbene 농도차이에 따른 곰팡이 침입에 대한 감수성은 서로 반비

례 관계가 있음이 확인되었다. 따라서 병해를 입지 않은 건강한 포도 잎이

나 과실에서는 매우 적은 양의 resveratrol이 검출되었다(Dercks와 Creasy, 

1989). 

  

○ 포도 과피에서의 stilbene 생성량이 포도와 Botrytis cinerea  간의 상호반응

에 미치는 향에 대한 연구결과, 감염이 일어난 부위로부터 멀리 떨어진 

알에서 가장 많은 stilbene이 검출되었고(Jeandet 등, 1995),  감염이 실제로 

일어난 부위에서는 오히려 B. cinerea에 의해 resveratrol이 산화되어 불활

성화됨이 확인되었다(Hoos와 Blaich, 1990; Sbaghi 등, 1996). 

○ 따라서 resveratrol 합성에 관여하는 유전자의 분리와 상기 유전자의 환경

스트레스에 의한 발현 조절에 대한 보고들은 다수 있으나, 환경 스트레스를 

유발하는 다양한 인자를 정량적으로 처리하거나 또는 이들 환경인자를 복

합적으로 처리하여 resveratrol 함량을 증가시킨 예는 보고된 바가 없으며, 

다만 자외선을 처리하여 생식용 포도의 resveratrol 함량을 3-4배 증폭시킨 

보고가 2건 있을 뿐이다(Cantos 등, 2001, Cantos 등, 2002). 

○ 포도에서 resveratrol은 과실의 표피 또는 잎조직에서 발견되는데 잎조직에
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는 90,000ppm이상으로 존재한다는 것이 밝혀졌다(Duke, 1992b). 포도주 30

종의 resveratrol 함량 조사에서 red Bordeaux가 가장 높은 함량을 나타내

었고 white Bordeaux가 가장 낮은 함량을 나타내었다.

○ 포도 조직별 resveratrol 생성 potential을 비교하면, 과실의 과육에서는 

resveratrol이 전혀 검출되지 않으며, 과피에서 과실성숙기 바로 직전에 가

장 많이 생성된다. 그리고 다른 조직, 예를 들면, 꽃이나 성숙한 과실에서는 

매우 적은 양이 생성되었다(Creasy와 Coffee, 1988; Jeandet 등, 1991). 

○ 또한 유전자 발현 조절에 관한 연구는 땅콩 세포배양시 이 유전자의 발현

양상 변화를 관찰한 것(Lanz et al., 1990)과 포도에서 fungal elicitor에 의

해 stilbene synthase 유전자와 phenyalanine ammonia lyase 유전자가 동

시에 활성화된다는 보고(Melchior and Kindle, 1991)를 제외하면 거의 없는 

실정이며, 따라서 resveratrol 합성 유전자의 발현을 향상시키기 위해서는 

이에 대한 분자생물학적인 연구가 시급히 요청되고 있다.

○ 위와 같은 연구결과를 종합해 보면, 스텔벤계의 레스베라트롤은 포도의 생

체방어물질로서 수확 후 잔존하는 레스베라트롤을 인간이 섭취하여 활용할 

수 있음이 밝혀졌다. 그러나, 생육상태가 양호한 포도가 수확되었을 때는 

그 함량이 생육이 부실한 포도보다 오히려 낮아 인간의 이용성이 낮은 상

태이다.

○ 생육상태가 양호한 포도를 수확한 후 생체대사 조절기법을 활용하여 레스

베라트롤의 함량을 강화시키는 기술을 적용하게 되면 더욱 양질의 포도를 

생산할 수 있다.

○ 과학기술의 발달과 경제수준의 향상에 따라 식문화는 인간의 건강과 긴

한 유대를 갖게 되었다. 즉, 식품은 단순히 양섭취의 차원을 넘어 인간의 

건강을 유지하는 식품의 기능이 더욱 중요하게 부각될 것을 전망된다.

○ 과실류, 채소류와 같은 신선 식품의 산업규모는 계속 확대되고 있는 추세이

며, 신선 식품의 건강기능적 측면은 더욱 중요하게 대두될 것으로 예상되고 

있다.

○ 생체대사 조절기법은 안전성 문제가 대두되는 유전자조작과는 달리 자연현

상을 선택적으로 이용하기 때문에 안전성 문제를 근원적으로 회피할 수 있

는 방법으로서 양질의 신선식품을 생산하는 좋은 수단이 될 것으로 전망된
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다.

제 2 절 문제점

○ 농업 생산물의 고부가가치를 창출하기 위하여 기존의 단순가공을 지양하고 

기능성 생물소재를 생산하려는 노력은 국제적으로 활발히 경주되고 있다. 

특히, 21세기의 생물산업시대에 걸맞은 경쟁력을 확보하기 위해서 생산기술

의 경쟁이 더욱 치열해지고 있다. 

○ 우리 나라 과실의 국제경쟁력은 가공식품의 원료로서보다는 고급 브랜드화

된 신선식품으로써 확보될 것으로 기대된다. 특히, 포도는 생식용 소비가 

대부분을 차지하고 있어 고급 브랜드 제품의 개발이 절실히 요구될 것이다.

○ 유전자 조작에 의해 건강기능성 물질이 강화된 작물을 생산할 수는 있으나 

안전성 문제 제기로 인하여 GM 식품에 대한 소비자의 불안 심리가 고조되

고 있어 유전자 조작기법을 지양하는 기술의 개발이 요구되고 있다.

○ 포도의 레스베라트롤 함량을 증폭하는 방법으로서, 생물학적 방법, 화학적 

방법, 물리적 방법 등 여러 가지 방법이 기초연구의 결과로서 제시되고 있

으나 아직 현장에서 대량 생산용으로 사용할 수 있는 기술은 개발되어 있

지 않다.
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제 3 장 연구개발수행 내용 및 결과

제 1 절 포도의 레스베라트롤 대사 연구

1. 유전자 발현조절 인자

가. 서론

  수확후 포도의 레스베라트롤 함량 증진을 위하여 관련 유전자의 발현 조절 

인자를 탐색하고자 하 다.

  이를 위한 구체적인 연구내용은 다음과 같다.

① stsy-GUS transient expression system 개발

   이미 genomic Southern blot 분석을 통해서 찾아낸 4개의 stsy 유사 유전

자군을 PCR-based DNA walking 통해 각각을 cloning하고 promoter를 분

석 및 GUS reporter gene construct를 제작하 다. 

② 유전자 발현 분석

   GUS reporter gene construct들이 형질전환된 Arabidopsis에서 stsy 유전

자 발현 양상분석을 통해 promoter별 조직특이적인 발현을 확인하고 stress 

처리에 의해서 발현양이 증가함을 확인하 다 또한 bombardment를 이용한 

transient assay로 실제 포도에서도 stress에 의해 stsy 유전자가 발현이 증

가하는 것을 확인하 다.

③ 유전자 발현 최적인자 탐색

   포도에 UV, yeast extract(YE), ozone, aluminum chloride, salicylic 

acid(SA), methyljasmonate(MJ), 6-benzylamino purine(BA) 등의 다양한 

stress들을 세기와 농도를 달리하여 처리하고 RT-PCR을 이용하여 stsy 유

전자 발현양을 분석하고 stress 별 stsy 유전자 발현 최적 조건을 탐색하

다. 

나. 재료 및 방법

1) stsy-GUS transient expression system 개발

가) Library 제작 및 PCR-based DNA walking

  거봉 포도의 잎에서 분리한 2.5 ㎍의 genomic DNA를 EcoRV, PvuII, 
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DraI(Clontech, Universal GenomeWalker kit)의 제한 효소로 자른 후, 동량의 

phenol/chloroform으로 extraction하 다. 원심분리하여 얻은 상층액은 2배의 

에탄올, 1/10 volume의 3 M sodium acetate, 20 ㎍ glycogen을 첨가하여 잘 

섞어 주고 10,000 ×g으로 10분간 원심분리하여 DNA를 수거하 다. 형성된 

pellet은 80% 에탄올로 씻어 주고 TE buffer(10 mM Tris-HCl, pH 7.6, 1 

mM EDTA)에 녹여서 -20℃에 보관하고, 소량의 digested DNA에 

GenomeWalker Adaptor primer(Clontech. Universal GenomeWalker kit)를 넣

어 16℃에서 16시간 이상 ligation을 유도하 다. 마지막으로 75℃에서 5분간 

방치하여 반응을 정지시키고 PCR의 template로 사용하 다. 

  제조된 GenomeWalker library는 다음과 같은 조건으로 primary PCR을 실

시하 다. Deionized H2O, 1/10 vol. 10X Tth PCR buffer, 1.1 mM 

magnesium acetate, 0.2 mM dNTP, 10μM adatpor primer 1, 50X Advantage 

Genomic polymerase Mix, 10μM gene specific primer 1, each Genome 

Walker library; 7 cycle: 94℃ 30초, 72℃ 3분; 32 cycle: 94℃ 30초 ,67℃ 3분,  

67℃ 7분. 형성된 PCR 산물은 1/10로 희석하여 동일 조건으로 primer를 바꾸

어 secondary  PCR을 실시하 다. PCR로 얻은 각각의 product는 1% agarose 

gel에서 확인한 다음, pCR2.1-TOPO vector(Invitrogen)를 사용하여 

subcloning하 다.

   

나) Constructon of stsy promoter-GUS fusion gene

  pCR2.1-TOPO vector(Invitrogen)에 subcloning 되어 있는 genomic clone에

서 promoter만을 증폭, 사용하기 위하여 PCR primer를 새롭게 제작하 다. 

primer는 5‘ end sense에 XbaI 제한 효소 site를, 3’ end sense에는 Bam HI 

제한 효소 site를 첨가하여 해당 primer로 증폭하여 얻은 산물은 다시 

pCR2.1-TOPO vector(Invitrogen)에 subcloning하고 제한 효소를 처리하고 

agarose gel에 걸어 해당 절편만을 elution(Viogene, DNA.RNA extraction kit)

하여 소량의 TE buffer에 녹 다. 준비한 DNA 시료는 동일 제한 효소를 처리

한 pBI IOI.1(CLONETECH)과 vector:insert 비율을 1:8로 1 unit의 T4  DNA 

ligase을 첨가하여 16℃에서 16시간 반응을 유도하고 E. coli에 형질 전환하

다

2) 유전자 발현 분석

가) E. coli의 형질 전환

  E. coli 형질 전환은 TOPO TA cloning kit(Invitrogen)에서 제공되는 방법
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에 기초하여 수행하 다. TOPO TA cloning은 ligase나 제한 효소부위를 첨가

한 primer 없이 Taq-polymerase에 의해 증폭된 PCR 산물을 수분내에 

cloning하는 특징을 지닌다. 증폭된 PCR 산물은 pCR2.1-TOPO vector와 섞어

서 상온에서 5분간 방치한 후, 얼음에 방치하여 ligation을 종료하 다. 

Ligation 혼합물의 일부를 50 ㎕의 competent cell(TOP 10)과 섞어 얼음 에 

30 분간 방치한 후, 250 ㎕의 SOC 액체 배지를(2% tryptone, 0.5% yeast 

extract, 10 mM NaCl, 2.5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4, 20 mM 

glucose) 넣고 37℃에서 1 시간 동안 200 rpm으로 배양 시켰다. 배양액 100 

㎕를 50 ㎍/㎖의 ampicillin이 함유된 LB 고체 배지에 X-gal과 같이 도말하여 

37℃에서 16 시간 이상 배양함으로써, insert가 ligation이 된 형질 전환체인 

white colony를 선별하 다.

나) Agrobacterium 형질 전환

  E. coli에 형질전환 한 후, 해당 construct이 들어감을 확인하고 1㎍의 DNA

을 분리하여  Agrobacterium tumefaciens LBA 4404는 freeze-thaw 방법으로 

형질전환하 다. competent cell은 얼음에 꽂아 두고 1 ㎍의 해당 construct 

DNA를 첨가한 후, 얼음에 5분간 방치하고 액체 질소에 5분, 37℃에 5분간 반

응시켰다. 1 ㎖의 YMB 액체 배지를 섞어서 27℃, 170 rpm으로 2-4시간을 진

탕 배양 후 kanamycin이 첨가 된 MS 고체 배지에 도말하고 27℃에서 이틀 

정도 배양하여 형질 전환 된 colony를 얻었다. 형질 전환 된 colony는 YMB 

액체 배지에서 키우고 DNA를 추출하여 확인 한 후, 담배 형질 전환에 사용하

다.

  

다) Arabidopsis 형질 전환

  해당 construct로 형질 전환된 Agroobacterium을 23℃에서 약 2주간 키운 

Arabidopsis ecotype Col-0에 flow-dip method를 사용하여 형질전환 하 다. 

seed를 다시 kanamycin이 들어간 MS 배지에서 selection 해서 Gus assay에 

사용하 다. 

라) GUS staining

  MS 최소 배지에서 이틀간 배양한 stsy promoter-GUS가 들어간 조직을 두 

그룹으로 나뉘어서 한 그룹은 UV를 20분간 처리하 다. UV 처리 및 비처리 

조직을 1 mM X-glucuronic acid(X-gluc)를 포함한 GUS solution(50 mM 

phosphate buffer(pH 7.4), 3 mM potassium ferricyanide, 3 mM potasium 
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ferrocyanide)에 37℃에서 24시간 반응시켰다. Dehydration은 50%, 70%, 90% 

에탄올에 각각 30분씩 방치한 후, 마지막으로 70% 에탄올에 넣어서 색소를 완

전히 제거하고 GUS 발현을 확인하 다.

마) Transient analysis

  Stsy promoter의 기능을 확인하기 위한 transient assay는 해당 

construct(stsy promoter-GUS)와 함께 대조군으로 pBI 121을 사용하 다. 

Particle bombardment assay를 실시하기 위하여 거봉 과피를 직경 1 cm가 되

도록 잘라서 MS 최소 배지에(Duchefa, MS including vitamin, 30% sucrose, 

0.8% agar pH 5.6-5.8) 올려서 Bio-Rad Biolistic PDS-1000/HE Particle 

Delivery System에 장착하 다. 15-in Hg의 chamber vacuum으로 target 

distance를 3 cm로 잡고 1,500-psi particle acceleration pressure를 걸어 주었

다. 해당 plasmid DNA는 Bio-Rad의 방법대로 3 mg microcarrer를, DNA 5 

㎍과 50 ㎕ CaCl2(2.5M), 20 ㎕ spermidine(0.1 M)을 첨가하여 상온에서 침전

시킨 후 각각 70%, 100% 에탄올로 wash하고 최종 100% 에탄올에 녹여 사용

하 다.

   Particle Delivery System을 사용하여 stsy promoter-GUS 및 pBI 121이 

일시적으로 도입된 조직은 MS 최소 배지에서 이틀간 배양 후 histochemical 

analysis를 실시하 다. 

3) 유전자 발현 최적인자 탐색

가) Campbell early에 대한 stress 처리

  수확 후의 campbell early 포도의 berry를 UV는 254nm 파장, 30㎝ 거리에

서 시간별로(5분, 10분, 30분)간 처리하고 상온에 24시간 방치한 것과 48시간 

방치한 포도를 액체 질소를 사용하여 급냉하 다. 0.1%,0.5% yeast extract 용

액에 berry를 24시간 담구었고 MJ, BA, SA hormone은 농도와 시간 별로 담

가 처리한 후 동일한 방법으로 급냉하여 -70℃에 보관하 다. 

 

나) RNA 분리 

  Campbell early 포도송이를 stress를 처리한 후 skin, flesh를 분리하여 -8

0℃에 보관하 다. Skin을 막자사발로 고운 가루로 만든 후 조직 gram 당 5 

㎖의 extraction buffer(2% CTAB, w/v; 1.4 M NaCl; 1% PVP, w/v; 0.2% β

-mercaptoethanol, v/v; 20 mM EDTA; 100 mM Tris-HCl, pH 9.0; 0.4 g 
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PVPP/g)를 첨가하 다. 그리고 막자를 이용하여 갈려진 조직과 buffer를 잘 

섞어 주었다. 그런 뒤 1.5 ㎖의 microcentrifuge tube로 옮겨 60℃의 항온 수조

에서 10분간 정치시켰다. 동량 phenol:chloroform: isoamylalcohol(25:24:1, 

v/v/v)을 첨가하여 혼합시킨 뒤 12,000 ×g로 원심 분리했으며 이 과정을 두 

번 반복하 다.. 상층액은 새로운tube로 옮겨서 0.6 배의 isopropanol을 넣고, 

-20도씨에서 40 분간 침전시킨 뒤, 12,000 ×g로 20분간 원심분리 하여 nucleic 

acid pellet을 얻었다. Pellet은 0.6 ㎖의 DEPC(diethyl pyrocarbonate) 처리가 

된 멸균된 증류수를 넣고 녹인 뒤 동량의 4 M LiCl를 넣고 4℃에서 침전을 

시킨 뒤, 70% ethanol로 씻고 10 ㎕의 DEPC 처리 멸균 증류수에 녹여서 -8

0℃에 보관하며 사용하 다. UV 정량은 UV spectrophotometer(Perkin elmer, 

USA)를 사용하 고, 1.8%의 formladehyde가 들어있는 denaturating agarose 

gel에서 RNA 분리 상태를 확인하 다. Total RNA 등 RNA 시료는 UV 

Spectrophotometer와 RNA gel을 사용하여 그 질을 측정하 다.

다) Reverse transcription - polymerase chain reaction

  Skin에서 분리한 2 ㎍의 total RNA를 oligo dT primer를 첨가하여 75℃ 5분

간 반응시키고 M-MLV reverse transcriptase(Promega)를 첨가하여 37℃ 1시

간 반응하여 cDNA를 합성하고, PCR의 template로 사용하 다. 이미 보고된 

Shiraz 포도의 stilbene synthase cDNA의 염기 서열을 분석하여 open reading 

frame의 시작 및 끝 부위로부터 PCR primer를 구상하여 제조하 다. Sense 

및 antisense 방향의 primer는 각각 다음과 같다; 5' ATGGC TTCAG 

TCGAG GAAATT 3', 5' TTAAT TTGTC ACCAT AGGAAAG 3'. PCR 

반응은 일반적인 방법에 따라 수행하 으며, 94℃에서 40 초, 51℃에서 40초, 

그리고 72℃에서 40 초, 27 cycle을 반복하 다. PCR product를 gel에서 확인

하 다. 

 

다. 연구결과

1) stsy-GUS transient expression system 개발

  포도 수확 후 resveratrol 합성 유전자의 조절인자를 탐색하기 위한 reporter 

gene construct를 제작하고자 stsy 유전자를 클로닝하 다. 이미 genomic 

Southern blot 분석을 통해 포도 게놈내에는 적어도 3-4 개 이상의 stsy 유사 

유전자군이 존재하는 것을 알았다. 이들 유전자 중 특히 포도 과실에서 주로 

발현되는 유전자를 선별하고 유전자의 발현을 조절하는 부위인 promoter를 분
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리하고자 PCR-based DNA walking 방법을 사용하여 promoter 부위를 포함하

는 4개의 서로 다른 genomic clone을 얻었다. 이들 clone의 ORF간의 DNA 염

기 서열은 100% 일치하며, promoter region은 90% 이상의 유사성을 가지고 

있었다(Figure 1-1). 

Figure 1-1. Comparison of the nucleic acid sequences of the grape  

stsy  promoters 1, 2, 3, 4. 

Pro1, stsy  promoter 1 amplified from PvuII libraries; pro2, stsy 

promoter 2 amplified from DraI libraries; pro3, stsy promoter 3 

amplified from EcoRV libraries; pro4, stsy promoter 4 amplified from 

EcoRV libraries.

  먼저 4개의 clone 중 가장 긴 clone(pro1이라 명명)의 DNA 염기 서열을 분

석한 결과, transcription start site로부터 95 bp의 untranslated leader 

sequence와 coding region의 첫번째 codon(Met)을 포함하고 있었다. 그리고 

transcription start site로부터 33 bp 떨어진 곳에 TATA box를 시작으로 

GATA motif와 , ethylene에 반응하는 GCC-box, CAAT, HES(heat response 

element, position at -317,-112,-98), WUN(wound response element, position 
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at -665,-583,-453,-370,-265), G box(position at -426,-294,-151,-105), GT 

1(GGTTAA, position at -691,-479,-372), AS-1(position at -89)이 존재하고 

있으며 promoter 전체에 걸쳐 light에 반응하는 I box, AE box, GAG motif 

등의 cis-acting element들이 분포되어 있다. 그리고 -702--532 (X1이라고 명

명), -490--319(X2라고 명명) 부위에는 2 개의 repeat 구조가 존재한다.  이 

repeat 구조의 염기서열은 서로 98% 일치하며 2%의 차이에 의해  X2에는 G 

box가 한 개  있고 GT 1은 2개 있다.  

  분리된 4 개 유전자의 ORF의 염기서열이 같아서 일반적인 northern blot 분

석 방법이나 RT-PCR 방법으로는 각 유전자의 조직 특이성을 구별할 수 없어

서, 4개의 promoter를 각각 GUS와 fusion시킨 reporter gene construct를 제작

한 다음 transient assay 혹은 transgenic assay를 통해 이들 promoter의 활성

을 분석하고자 하 다(Figure 1-2). 

   

Figure 1-2. The physical map of the stsy  promoter 1-GUS 

construct. 
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2) 유전자 발현 분석

  promoter-GUS fusion gene construct(Figure 2)를 particle delivery system

을 사용하여 포도에 주입함으로써 transient analysis를 수행하 다. Transient 

expression을 통한 stsy promoter 1의 기능을 알아보기 위하여 대조군으로 사

용된 pBI 121(CaMV 35S promoter::GUS)은 거봉 과피 및 과육에서 GUS 발

현을 보임으로 transient expression assay에 사용된 조건이 거봉의 생장에 

향 없이 제대로 기능함을 확인하 다. stsy promoter 1::GUS도 거봉 과피 부

위에서 GUS를 발현함으로서 확보한 stsy promoter 1이 in vivo에서도 기능하

는 clone임을 확인할 수 있었다. 또한 stsy promoter 1::GUS는 거봉의 과피에

서 뿐만 아니라 과육 부위에서도 GUS 발현을 보임으로 해당 promoter에 의한 

과육에서의 stsy 발현이 가능할 수 있음을 시사해 준다(Figure 1-3).
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(a)

(b)

(c) 

     

Figure 1-3. Histochemical analysis of stsy promoter 1 in grapevine by 

transient expression.

         (a) pBI 121 as a positive control

         (b) stsy prmoter 1/GUS - no UV treatment

         (c) stsy prmoter 1/GUS - 20 min UV-treatment

  이러한 실험 결과는 stable transformation을 통하여 완전한 개체를 만든다

면 환경 stress에 따라 promoter의 activity가 어떻게 달라질 수 있는지를 실험

하여 promoter를 최상으로 activation시킬 수 있는 인자를 개발 할 수 있게 될 

것으로 생각된다. 다만, transient expression 유도 시 UV에 의한 발현 증가는 

보이지 않았다. 이는 UV 및 fungal infection 등의 환경 stress가 가해질 경우, 

stsy transcript 양이 급격히 증가했다가 빠르게 감소한다는 연구 결과를 볼 

때, 실험과정 중 이틀간의 배양 시간 동안 stsy promoter 1에 의한 GUS 발현

도 증가했다가 다시 급격히 감소했을 가능성이 크다고 판단된다. 

  한편, 4개의 promoter를 각각 GUS와 fusion시켜 Arabidopsis에 형질전환한 

후 GUS assay를 수행한 결과, stsy promoter 1이 silique에서 발현되는 것을 
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확인할 수 있었다(Figure 1-4). 

        leaf        stem       flower        root        silique 

(a)     

(b)     

(c)     

(d)     

Figure 1-4. Histochemical assay of stsy promoters 1, 2, 3, 4.

         (a), stsy pro1; (b), stsy pro2; (c), stsy pro3; (d), stsy pro4

  그러므로 비록 Arabidopsis는 과실이 없지만, 4개의 stsy gene promoter 중 

적어도 stsy pro1이 과실에서도 발현할 가능성이 높을 것으로 사료되었다. 따

라서 promoter1::GUS fusion gene construct(Figure 1-2)를 도입한 

Arabidopsis 형질 전환체에 외부 환경 stress를 처리하여 promoter 1이 환경 

stress에 의해 조절되는 정도를 비교하 다(Figure 1-5). 
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① ② ③

④ ⑤ ⑥

Figure 1-5. GUS expression in wild type and transgenic seedlings treated 

with UV, AlCl3 and yeast extract.  

1,transgenic seedlings without any treatment; 2,transgenic seedlings treated 

with UV (304 nm) for 15 min; 3,transgenic seedlings treated with 0.1%, 

yeast extract for 24 hr; 4,transgenic seedlings treated with 0.5% yeast 

extract for 24 hr; 5,transgenic seedlings treated with  75 mM AlCl3 for 24 

hr; 6,transgenic seedlings treated with 100 mM AlCl3 for 24 hr.

  환경stress를 처리하지 않은 형질 전환체에서는 뿌리에서 약한 발현을 보

으나, UV, yeast extract 등을 처리하면 잎과 뿌리에서 모두 GUS 유전자의 발

현이 유도되었다. UV를 처리했을 때는 뿌리와 잎에서 강하게 발현했고  yeast 

extract의 경우에는 0.5% 농도에서 가장 잘 유도되었다. 그러나 AlCl3의 경우

에는 75 mM 농도에서 발현이 더 잘 유도되지만 UV나 yeast extract에 비해

서는 약하 다. 이와 같이 유도 양상이 조금씩 다른 이유는 각각의 stress 처

리를 인지하는 receptor 혹은 세포내 신호 전달 인자가 각 stress마다 다르다

는 것을 제시하는 결과라고 사료된다.  

  포도에서는 본래 UV나 곰팡이 감염과 같은 stress에 의해 잎이나 과실에서 

stsy 유전자의 발현이 유도된다고 보고되었다. 모델 식물인 Arabidopsis 형질

전환체를 사용한 본 실험으로부터 UV 등과 같은 환경 인자에 의해 잎, 줄기, 

뿌리에서도 stsy 유전자의 발현이 유도된다는 것을 알 수 있다. 이러한 결과는 

형질전환체의 반응을 분석하면 resveratrol의 합성을 유도하는 다양한 환경인

자를 탐색할 수 있다는 것을 제시해 주는 것이다.
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3) 유전자 발현 최적인자 탐색

  stsy 유전자의 promoter를 도입한 Arabidopsis 형질전환체를 분석한 결과를 

바탕으로 stsy 유전자가 UV, yeast extract, AlCl3 등에 의해서 유도된다는 것

을 확인하 다. 앞의 실험에서 사용한 stress 조건을 이용하여 포도 과실에서

도 stsy transcript의 합성이 유도되는지를 RT-PCR로 확인하 다. 

   먼저 가장 크게 stsy transcript의 합성을 유도하는 UV의 경우 5분, 10분, 

30분 등 처리 시간대별로 stsy transcript 합성의 정도를 비교하 다(Figure 

1-6). 

     1    2    3    4    5    6    7    8    9    10  11  12
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Figure 1-6. Grapevine berries treated with UV.  

1, UV5min; 2, Control; 3, UV 10min; 4, Control; 5, UV30min; 6, 

Control,(after 24hr freezed); 7, UV 5min; 8, control; 9, UV10min; 10, control; 

11, UV 30min; 12, control (after 48hr freezed) 

  UV 5분 처리 후 24시간이 지나면 stsy transcript는 사라진다. 그러나 UV를 

10분 이상 처리하 을 경우에는 48시간이 지나서도 stsy 유전자 발현이 계속 
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유도되었다. 따라서 UV의 경우 10분이상 처리해야 할 것으로 생각된다. 그리

고 UV를 처리한 후 방치하는 시간은 24 시간과 48 시간의 차이가 거의 없었

다. 또한 UV와 오존을 함께 2 시간 처리했을 때는 UV를 단용 처리했을 때 

보다 stsy transcript의 합성이 더 많이 유도되었다(Figure 1-7). 

      1        2        3         4     

(a)   ←stsy

(b)   ←18s rRNA

Figure 1-7. Grapevine berries treated with stresses for 2hour.

1. control in R.T ; 2. control in water ; 3, UV 10min+O3 ; 4. UV 

10min+0.1%Yeast Extract 
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Figure 1-8. Grapevine berries treated with 200uM methyl jasmonate(MJ).

1, MJ 1h; 2, UV 15min+MJ 1h; 3, control; 4, MJ 6h; 5, UV15+MJ 6h; 6, 
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control; 7, MJ 24h; 8, UV15+MJ 24h; 9, control

 

  200 uM methyl jasmonic acid(MJ)의 경우에는 단용 처리에 비해 UV와 함

께 혼용처리했을 때 stsy transcript의 합성이 더 많이 유도되는 것을 확인하

다(Figure 1-8). 그리고 1시간, 6시간, 24시간 처리한 결과, 6시간 때 가장 

많이 stsy transcript가 합성된 것으로 보아, UV를 15분간 처리한 후 6시간 동

안 MJ를 처리하는 것이 가장 효율적으로 stsy 유전자를 유도하는 것으로 생

각된다. 

  BA의 경우 100 uM 농도에서 처리 시간이 5시간 이상 되면 stsy transcript

가 합성되었다. 그러나 200 uM 농도로 1시간 처리했을 때는 50 uM과 100 

uM을 24시간 처리한 것보다 훨씬 많은 stsy transcript의 합성이 유도되었다

(Figure 1-9). 따라서 저장 과정 중 BA를 처리하려면 100 uM 농도에서는 12

시간을, 200 uM 농도에서는 1시간을 처리할 때 stsy 유전자가 가장 효율적으

로 유도될 것으로 사료된다. 
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Figure 1-9. Grapevine berries treated with BA(6-benzylamino purine).  

1, BA 50uM 1h; 2, 5h; 3, 12h; 4, 24h; 5, BA 100uM 1h; 6, 5h; 7, 2h; 8, 24h; 

9, BA 200uM 1h; 10, 5h; 11, 12h; 12, 24h; 13, control 1h; 14. 5h; 15, 12h; 

16, 24h

  SA의 경우에는 100 uM 농도에서 처리 시간이 24시간 되어야 stsy 유전자
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가 induction 되지만 200 uM과  500 uM 농도에서는 1시간 처리했을 때 가장 

많은 stsy transcript의 합성을 유도하는 결과를 얻었다(Figure 1-10).  
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Figure 1-10. Grapevine berries treated with SA(salicylic acid).

1, SA 100uM 1h; 2, 6h; 3, 24h; 4, 200uM 1h; 5, 6h; 6, 24h; 7, 500uM 1h; 8, 

6h; 9, 24h; 10, control 1h; 11, 6h; 12, 24h 

  종합해 보면, UV를 15분간 처리했을 때 stsy transcript를 가장 많이 유도하

으며 O3과 UV를 함께 2시간 처리하고, UV 15분 및 200 uM 농도에서 MJ

를 6시간 혼용 처리하거나, 200 uM 농도에서 BA를 1시간, 200-500 uM 농도

에서 SA를 1시간 처리하는 것이 stsy transcipt의 합성이 가장 많이 유도되었

다. UV, O3, yeast extract 등 외부 환경 stress 반응에 관련된 것으로 알려진 

SA, MJ, BA의 처리는 UV, yeast extract 등을 처리한 것과 비슷하게 stsy의 

합성을 유도하면서 합성 시간을 줄여주었다. 이는 포도 수확 후 저장 기간 중

에도 위와 같은 물리적 인자, 화학적 인자, 생물 인자를 사용함으로써 

resveratrol의 합량을 증진시킬 수 있음을 보여주는 결과라 하겠다. 
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2. 레스베라트롤 생합성 유전자 발현 변화 및 환경 조건

 

가. 서론

  포도 수확후 레스베라트롤 함량 증진을 위한 유전자 발현 조절 인자를 탐색

한 결과를 바탕으로 처리 방법에 따른 레스베라트롤 유전자 발현 변화를 분석

하고 환경 조건을 확립하고자 하 다. 이를 위해 다음과 같은 연구를 실시하

다.

① 포도 수확 후 처리 기간 및 방법에 따른 resveratrol 생합성 유전자 발현 

변화 분석 

   포도에 UV, yeast extract(YE), salicylic acid(SA), methyljasmonate(MJ), 

6-benzylamino purine(BA) 등의 다양한 stress들을 농도, 세기, 저장온도, 

저장기간 등의 조건을 달리하여 처리하고 RT-PCR을 이용하여 stsy 유전

자 발현양 분석 resveratrol 합성유도를 위한 최적 조건을 탐색하 다.

② 환경인자 처리별 resveratrol 함량 분석

   포도에 UV, yeast extract(YE), salicylic acid(SA), methyljasmonate(MJ), 

6-benzylamino purine(BA) 등의 다양한 stress들을 농도, 세기, 저장온도, 

저장기간 등의 조건을 달리하여 처리하고 HPLC를 이용하여 resveratrol 함

량을 측정하고 환경인자 처리별 resveratrol 합성유도를 위한 최적 조건을 

탐색하 다.

③ stsy-GUS 유전자 도입 포도 과실 내 유전자 발현 변화 분석

   4가지의 stsy promoter-GUS reporter gene construct들을 bombardment를 

이용하여 포도의 과피와 과육에 도입시키고 stress를 처리하여 promoter별 

포도 과실 내 유전자 발현 변화를 분석하고 더불어 stress에 의해서 그 양

이 증가되는 것을 확인하 다.

나. 재료 및 방법

1) 포도 수확 후 처리 시간 및 방법에 따른 resveratrol 생합성 유전자 발현 변

화 분석 

가) campbell early에 대한 stress 처리

  수확 후의 포도 berry를 UV 254nm 파장, 60㎝ 거리에서 시간별로(5분, 10

분, 30분)간 처리하고 4℃에서 24시간 방치한 것과 48시간 방치한 포도를 과피 
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부분을 분리하여 액체 질소에 담가 급냉하 다. MJ, SA, BA hormon은 1년차

와 동일한 농도와 시간으로 4℃에서 처리한 후 동일한 방법으로 급냉하여 -8

0℃에 보관하 다. 

 

나) RNA 분리

 

  포도송이에 stress를 처리한 후 skin, flesh를 분리하여 -80℃에 보관하 다. 

Skin을 막자사발로 고운 가루로 만든 후 조직 2.5 gram에 25㎖의 extraction 

buffer(2% CTAB, w/v; 1.4 M NaCl; 1% PVP, w/v; 0.2% β

-mercaptoethanol, v/v; 20 mM EDTA; 100 mM Tris-HCl, pH 9.0; 2.5 g 

PVPP/g)를 첨가하 다. 그리고 막자를 이용하여 갈려진 조직과 buffer를 잘 

섞어 주었다. 그런 뒤 40 ㎖의 tube로 옮겨 68℃의 항온 수조에서 10분간 정치

시켰다. 10㎖의 chloroform: isoamylalcohol(25:24:1, v/v/v)을 첨가하여 혼합시

킨 뒤 13,000rpm으로 원심 분리했으며 10㎖의phenol:chloroform: 

isoamylalcohol(25:24:1, v/v/v)을 첨가하여 혼합시킨 뒤 13,000 rpm으로 원심 

분리후 다시 10㎖의 chloroform: isoamylalcohol(25:24:1, v/v/v)을 첨가하여 혼

합시킨 뒤 13,000rpm으로 원심 분리를 했다. 상층액은 새로운tube로 옮겨서 

0.6 배의 isopropanol을 넣고, -20도씨에서 90분간 침전시킨 뒤, 13,000rpm으로 

20분간 원심분리 하여 nucleic acid pellet을 얻어 1 ㎖ 70% ethanol을 이용 5

분간 원심분리를 통해 씻고 Pellet은 0.6 ㎖의 DEPC(diethyl pyrocarbonate) 처

리가 된 멸균된 증류수를 넣고 녹인 뒤 동량의 4 M LiCl를 넣고 4℃에서 침

전을 시킨 뒤, 70% ethanol로 씻고 10 ㎕의 DEPC 처리 멸균 증류수에 녹여서 

-80℃에 보관하며 사용하 다. UV 정량은 UV spectrophotometer(Perkin 

elmer, USA)를 사용하 고, 1.8%의 formladehyde가 들어있는 denaturating 

agarose gel에서 RNA 분리 상태를 확인하 다. Total RNA 등 RNA 시료는 

UV Spectrophotometer와 RNA gel을 사용하여 그 질을 측정하 다.

 

다) Reverse transcription - polymerase chain reaction

  Skin에서 분리한 2 ㎍의 total RNA를 primer를(oligo dT-UV; random-BA, 

SA, MJ) 첨가하여 75℃ 5분간 반응시키고 M-MLV reverse transcriptase 

(Promega)를 첨가하여 37℃ 1시간 반응하여 cDNA를 합성하고, PCR의 

template로 사용하 다. 이미 보고된 Shiraz 포도의 stilbene synthase cDNA의 

염기 서열을 분석하여 open reading frame의 시작 및 끝 부위로부터 PCR 

primer를 구상하여 제조하 다. Sense 및 antisense 방향의 primer는 각각 다

음과 같다; 5' ATGGC TTCAG TCGAG G 3', 5' AC TCTTC TAACA 

GATGG CTC 3'. PCR 반응은 일반적인 방법에 따라 수행하 으며, 94℃에서 



- 37 -

30 초, 53℃에서 30초, 그리고 72℃에서 30 초, 25 cycle을 반복하 다. PCR 

product를 gel에서 확인하 다. 

 

2) 환경인자 처리별 resveratrol 함량 분석

가) 1)의 가)와 동일

나) HPLC 분석

  식물체의 resveratrol 함량은 HPLC 분석법에 의해 측정되었다. 추출된 시료

를 0.1g당 1ml의 Acetonitrile을 가하여 0.45μm Nylon filtering하여 

diode-array UV detector를 가진 HPLC(Agilent 1100 Series)에 주입하 다. 

컬럼은 reverse-phase C-18(5μm, 4.6 × 150mm, Hewlett Packard)를 사용하

다. HPLC 분석 조건은 다음과 같다. Acetonitrile/water를 용매로하여 gradient 

조건 하에서 0.5 ml/min의 유동속도로 35분간 작동시켰다. 이때 시료 주입량은 

25㎕이었고, 용매의 gradient 조건은 55:45 acetomitrile/water로 하 으며, 

resveratrol peak은 18분에서 측정되었다. 한편, 표준물질로는 Sigma-Aldrich 

(USA)의 reveratrol을 구입하여 사용하 다. 

3) stsy-GUS 유전자 도입 포도 과실 내 유전자 발현 변화 분석

가) Transient analysis

  Stsy promoter의 기능을 확인하기 위한 transient assay는 해당 construct 

(stsy promoter-GUS)와 함께 대조군으로 pBI 121을 사용하 다. Particle 

bombardment assay를 실시하기 위하여 포도 과피를 직경 1 cm가 되도록 잘

라서 MS 최소 배지에(Duchefa, MS including vitamin, 30% sucrose, 0.8% 

agar pH 5.6-5.8) 올려서 Bio-Rad Biolistic PDS-1000/HE Particle Delivery 

System에 장착하 다. 15-in Hg의 chamber vacuum으로 target distance를 3 

cm로 잡고 1,500-psi particle acceleration pressure를 걸어 주었다. 해당 

plasmid DNA는 Bio-Rad의 방법대로 3 mg microcarrer를, DNA 5 ㎍과 50 

㎕ CaCl2(2.5M), 20 ㎕ spermidine(0.1 M)을 첨가하여 상온에서 침전시킨 후 

각각 70%, 100% 에탄올로 wash하고 최종 100% 에탄올에 녹여 사용하 다. 

Particle Delivery System을 사용하여 stsy promoter-GUS 및 pBI 121이 일시

적으로 도입된 조직은 MS 최소 배지에서 이틀간 배양 후 histochemical 

analysis를 실시하 다. 
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나) GUS staining

  MS 최소 배지에서 이틀간 배양한 stsy promoter-GUS가 들어간 조직을 두 

그룹으로 나뉘어서 한 그룹은 UV를 20분간 처리하 다. UV 처리 및 비처리 

조직을 1 mM X-glucuronic acid(X-gluc)를 포함한 GUS solution(50 mM 

phosphate buffer(pH 7.4), 3 mM potassium ferricyanide, 3 mM potasium 

ferrocyanide)에 37℃에서 24시간 반응시켰다. Dehydration은 50%, 70%, 90% 

에탄올에 각각 30분씩 방치한 후, 마지막으로 70% 에탄올에 넣어서 색소를 완

전히 제거하고 GUS 발현을 확인하 다.

다. 연구결과

1) 포도 수확 후 처리 시간 및 방법에 따른 resveratrol 생합성 유전자 발현 변

화 분석 

  Stsy 유전자의 promoter를 도입한 Arabidopsis 형질전환체를 분석한 결과를 

바탕으로 stsy 유전자가 UV, yeast extract, AlCl3 등에 의해서 유도된다는 것

을 확인하 다. 앞의 실험에서 사용한 stress 조건을 이용하여 4℃에서 처리시

에 포도 과실에서 stsy transcript의 합성이 얼마나 유도되는지를 RT-PCR을 

통해서 확인하 다. 

  먼저 가장 크게 stsy transcript의 합성을 유도하는 UV의 경우 5분, 10분, 

30분 등 시간대별로 처리한 후 4℃에서 0시간, 24시간, 48시간만큼 incubation

하여 stsy transcript 발현 정도를 RT-PCR한 결과 각 control에 비해 1.03-2배 

증가하 다. 그 중 UV를 5분 처리한 후 48시간 incubation한 것이 2배로 stsy 

transcript의 양이 가장 많이 증가하 다. 반면에 몇 가지 조건에서는 0.54-0.91

배로 감소된 경우도 있었다(Figure 1-11). 
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Figure 1-11. Grapevine skin treated with UV (a) RT-PCR band (b) 

RT-PCR graph.
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Figure 1-12. Grapevine skin treated with 200uM methyl jamonate(MJ). 

(a) RT-PCR band (b) RT-PCR graph
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  200 uM methyl jasmonic acid (MJ)을 4℃에서 각 1시간, 6시간, 24시간 단

용 처리한 경우와 UV를 15분 처리한 것에 MJ를 4℃에서 각 1시간, 6시간, 24

시간 혼용 처리한 것을 RT-PCR한 결과 각 control에 비해 1.02-1.54배의 증가

가 되었다. 그중 MJ를 24시간 단용 처리한 경우가 1.54배로 stsy transcript의 

양이 가장 많이 증가하 다. 반면에 몇 가지 조건에서는 0.45-0.83배로 감소된 

경우도 있었다(Figure 1-12).  

  SA의 경우에 4℃에서 100uM, 200uM, 500uM의 SA를 각 1시간, 6시간, 24

시간으로 처리한 것을 RT-PCR한 결과 각 control에 비해 1.01-1.08배의 증가

가 되었다. 그중 SA를 500uM을 24시간 처리한 경우가 1.08배로 stsy 

transcript의 양이 가장 많이 증가하 다. 반면에 몇 가지 조건에서는 0.4-0.97

배로 감소된 경우도 있었다(Figure 1-13).  
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Figure 1-13. Grapevine skin treated with SA(salicylic acid) 

         (a) RT-PCR band (b) RT-PCR graph 
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  BA의 경우에 4℃에서 50uM, 100uM, 200uM의 BA를 각 1시간, 6시간, 12시

간, 24시간으로 처리한 것을 RT-PCR한 결과 각 control에 비해 1.04-1.5배의 

증가가 되었다. 그중 BA를 100uM을 12시간 처리한 경우가 1.5배로 stsy 

transcript의 양이 가장 많이 증가하 다. 반면에 몇 가지 조건에서는 0.31-0.78

배로 감소된 경우도 있었다(Figure 1-14).
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Figure 1-14. Grapevine skin treated with BA(6-benzylamino purine).

(a) RT-PCR band (b) RT-PCR graph 

2) 환경인자 처리별 resveratrol 함량 분석

  RT-PCR분석과 동일한 stress 조건을 처리한 samples의 resveratrol 함량을 

HPLC 분석을 통하여 확인하 다. 

  UV의 경우 HPLC 분석 결과 각 control에 비해 1.09-3.02배 증가가 되었다. 

그 중 UV를 10분 처리한 후 4℃에서 24시간 incubation한 것이 3.02배로 

resveratrol 함량이 가장 많이 증가하 다. 감소된 경우는 없었다(Figure 1-15).  
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Figure 1-15. Resveratrol content of grapevine skin treated with UV

  MJ의 경우 HPLC 분석 결과 각 control에 비해 2.13-8배 증가가 되었다. 그 

중 MJ를 6시간 단용 처리한 것이 8배로 resveratrol 함량이 가장 많이 증가하

다. 반면에 몇 가지 조건에서는 0.2-0.75배로 감소된 경우도 있었다(Figure 

1-16).  
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Figure 1-16. Resveratrol content of grapevine skin treated with 200uM 

methyl 

jamonate(MJ)

  SA의 경우 HPLC 분석 결과 각 control에 비해 1.07-4.84배 증가가 되었다. 

그 중 500uM SA를 1시간 처리한 것이 4.84배로 resveratrol 함량이 가장 많이 

증가하 다. 반면에 500uM SA를 24시간 처리한 조건에서는 0.4배로 감소되었

다(Figure 1-17).  
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SA stress처리에 따른 건중량㎍/g비교
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Figure 1-17. Resveratrol content of grapevine skin treated with SA(salicylic 

acid).

  BA의 경우 HPLC 분석 결과 각 control에 비해 1.21-11.59배 증가가 되었다. 

그 중 100uM BA를 6시간 처리한 것이 11.59배로 resveratrol 함량이 가장 많

이 증가하 다. 반면에 100uM BA를 24시간 처리한 조건에서는 0.38배로 감소

되었다(Figure 1-18).  
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Figure 1-18. Resveratrol content of grapevine skin treated with 

BA(6-benzylamino purine)

  포도의 품질의 유지하기 위해서는 4℃에서 보관 하여야하기 때문에 위의 결

과를 보았을 때 stsy transcript의 발현양은 UV를 5분 처리한 후 4℃에서 48

시간 incubation한 조건에서 2배 증가했었고 resveratrol 함량은 4℃에서 

100uM BA를 6시간 처리한 조건에서 11.59배 증가한 결과를 보았을 때 기존

에 포도 수확 후 저장 기간 중 물리적 인자, 화학적 인자, 생물 인자를 처리하
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여 stsy transcript의 발현양과 resveratrol의 함량을 증진시키고자할 경우 이 

두 조건으로 처리하는 것이 이상적일 것이다. 

3) 청정포도 내 stsy-GUS 유전자 발현 안정성 평가

  stsy-GUS construct를 이용하여 포도내 resveratrol 합성 유전자의 발현이 

안정적으로 지속되는 것을 간접적으로 확인하 다. 

3. 포도 수확후 처리에 따른 레스베라트롤 함량 분석 및 대사 안정성 평가

가. 서론

  포도 수확후 레스베라트롤 함량 증진을 위한 처리를 한 후 증진된 레스베라

트롤 함량을 분석 하고 대사 안정성을 평가하고자 하 다. 구체적인 연구의 내

용은 다음과 같다.

① 환경 인자 처리별 resveratrol 함량 분석

   포도에 UV stress 처리 후 SA, YE, BA, MJ둥을 추가적으로 처리하여 

UV 단용 처리 보다  induction 효과가 더 증가되는지 HPLC로 resveratrol

의 함량을 측정하 다. UV와 다른 stress를 혼용 처리한 결과 UV 단용처

리에 비해 resveratrol의 함량은 소량 증가하거나 오히려 감소하 으며 특

히 호르몬과 YE에 의한 negative effect가 관찰되었다. 

② resveratrol 고함유 과실의 저장 기간별 resveratrol 대사 활성 분석

   포도에 최적의 UV stress 조건을 탐색하기 위하여 UV 세기와 처리 후 저

장 온도를 달리하여 처리하고 최적 조건에 의한 저장기간별 resveratrol 함

량을 측정하 다. resveratrol은 UV 1분 당 141J의 에너지를 기준으로 UV

를 30분 처리하여 23℃에서 저장했을 때 3-5일에 가장 높은 함량을 가진 

후 감소한다. 

③ 청정포도 내 resveratrol 함량 및 안정성 평가

   경북 천에서 생산되어 포도생산기계에 의해 최적 조건으로 처리된 청정

포도를 저장 기간과 온도를 달리하여 resveratrol의 함량을 측정하 다. 

④ 청정포도 내 stsy-GUS 유전자 발현 안정성 평가

   경북 천에서 생산되어 포도생산기계에 의해 최적 조건으로 처리된 청정

포도에 bombardment를 이용한 transient assay로 stsy promoter 1-GUS를 

도입하여 저장기간에 따른 stsy promoter 1 유전자 발현의 안정성을 평가

하 다. 
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나. 재료 및 방법

1) 환경 인자 처리별 resveratrol 함량 분석

가) 포도에 대한 stress 처리

  수확 후의 포도 berry에 254nm 파장의 UV를 60㎝ 거리에서 30분간 처리한 

후 4℃와 상온에서 저장한 것과 UV 30분 + 100uM SA 24hr or 100uM BA 6

시간 or 200uM MJ 6시간을 처리한 것을 상온에 저장하여 5일동안 일일 일회 

과피 부분만 sampling하여 액체 질소를 사용하여 급냉하고 -80℃에 보관하

다. 또한 포도를 0.1%, 0.5%, 1%, 2% YE에 담가 4일간 처리한 후 같은 방법

으로 sample하여 저장하 으며 UV 30분을 처리한 후 0.5% YE를 4일간 1-4

회 분무식으로 처리한 것도 동일한 방법으로 sampling을 하 다.

  

나) HPLC 분석

  식물체의 resveratrol 함량은 HPLC 분석법에 의해 측정되었다. 추출된 시료

를 0.1g당 1ml의 MeOH을 가하여 0.45μm HN13 filtering하여 diode-array UV 

detector를 가진 HPLC(Agilent 1100 Series)에 주입하 다. 컬럼은 

reverse-phase C-18 (5μm, 4.6 × 150mm, Hewlett Packard)를 사용하 다. 

HPLC 분석 조건은 다음과 같다. MeOH/water를 용매로하여 gradient 조건 하

에서 1 ml/min의 유동속도로 35분간 작동시켰다. 이때 시료 주입량은 20㎕이

었고, 용매의 gradient 조건은 15:85 → 40:60 MeOH/water로 하 으며, 

resveratrol peak은 23분에서 측정되었다. 한편, 표준물질로는 

Sigma-Aldrich(USA)의 reveratrol을 구입하여 사용하 다. 

2) resveratrol 고함유 과실의 저장 기간별 resveratrol 대사 활성 분석

가) Campbell early에 대한 stress 처리

  수확 후의 포도 berry에 254nm 파장의 UV를 60㎝ 거리에서 세기를 달리하

여(5분, 15분, 30분, 45분, 60분) 처리한 후 2일과 5일에 과피만을 액체 질소로 

급냉하여 -80℃에 보관하 다. 또한 포도에 UV 30분을 처리 후 저장 온도를 

달리하여(4℃, 18℃, 23℃, 28℃, 37℃) 5일간 보관하여 위와 동일한 방법으로 

sampling 하 고 UV 30분이 처리된 포도를 23℃에 5일간 저장하여 일일 일회 

과피부분을 sampling 하 다. 
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나) HPLC 분석: 1)의 나)와 동일

3) 청정포도 내 resveratrol 함량 및 안정성 평가

가) Muscat에 대한 stress 처리

  경북 천에서 수확된 포도에 최적의 stress 조건을 처리하 다. 23일간 

stress가 처리되지 않은 군과 UV 30분이 처리되어 4℃에 저장된 군 UV 30분

을 처리하여 상온 1일과 4℃ 3-4일을 번갈아 저장한 군을 각기 0일, 1일, 4일, 

5일, 8일, 9일, 13일, 14일, 18일, 19일, 23일의 날짜에 과피만을 액체질소로 급

냉하여 -80℃에 보관하 다.  

나) HPLC 분석:  1)의 나)와 동일

4) 청정포도 내 stsy-GUS 유전자 발현 안정성 평가

가) 청정포도에 대한 stress 처리

  경북 천 농가에서 생산된 muscat 청정포도를 최적 stress 조건으로 

setting된 포도생산기계로 처리하여 사용하 다. 

나) Transient analysis

  Stsy promoter의 기능을 확인하기 위한 transient assay는 해당 construct 

(stsy promoter-GUS)와 함께 대조군으로 pBI 121을 사용하 다. Particle 

bombardment assay를 실시하기 위하여 포도 과피를 직경 1 cm가 되도록 잘

라서 MS 최소 배지에 (Duchefa, MS including vitamin, 30% sucrose, 0.8% 

agar pH 5.6-5.8) 올려서 Bio-Rad Biolistic PDS-1000/HE Particle Delivery 

System에 장착하 다. 15-in Hg의 chamber vacuum으로 target distance를 3 

cm로 잡고 1,500-psi particle acceleration pressure를 걸어 주었다. 해당 

plasmid DNA는 Bio-Rad의 방법대로 3 mg microcarrer를, DNA 5 ㎍과 50 

㎕ CaCl2(2.5M), 20 ㎕ spermidine(0.1 M)을 첨가하여 상온에서 침전시킨 후 

각각 70%, 100% 에탄올로 wash하고 최종 100% 에탄올에 녹여 사용하 다. 

Particle Delivery System을 사용하여 stsy promoter-GUS 및 pBI 121이 일시

적으로 도입된 조직은 MS 최소 배지에서 이틀간 배양 후 histochemical 

analysis를 실시하 다. 
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다) GUS staining

  MS 최소 배지에서 이틀간 배양한 stsy promoter-GUS가 들어간 조직을 두 

그룹으로 나뉘어서 한 그룹은 UV를 20분간 처리하 다. UV 처리 및 비처리 

조직을 1 mM X-glucuronic acid (X-gluc)를 포함한 GUS solution (50 mM 

phosphate buffer (pH 7.4), 3 mM potassium ferricyanide, 3 mM potasium 

ferrocyanide)에 37℃에서 24시간 반응시켰다. Dehydration은 50%, 70%, 90% 

에탄올에 각각 30분씩 방치한 후, 마지막으로 70% 에탄올에 넣어서 색소를 완

전히 제거하고 GUS 발현을 확인하 다.

다. 연구결과

1) 환경 인자 처리별 resveratrol 함량 분석

   AlCl3, O3, UV 등은 phytoalexin의 분해를 막는 역할을 하는 것으로 알려져 

있으며 이중 처리가 간편하고 안전하며 효과도 뛰어난 UV를 선택하여 UV와 

함께 phytoalexin의 합성을 자극하는 YE나 그와 관련된 SA, BA, MJ를 혼용

으로 처리하여 혼용처리가 UV 단용처리에 비해서 resveratrol 합성 유도 효과

가 더 좋은지 측정해보았다. UV는 254nm 파장 60cm 거리에서 1분간 141J의 

에너지가 측정되는 장소를 선택하여 30분간 상온에서 처리하 으며 YE, SA 

,BA ,MJ 등은 2년차 실험 결과에서 stsy 유전자 발현이 증가되었던 농도와 

시간을 선택하여 추가적으로 처리하 다(Figure 1-19).
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Figure 1-19. Grapevine skin treated with UV 30min(4℃ or RT) or UV 

30min + 100uM SA 24hr(RT).

(a) RT-PCR band, (b) RT-PCR graph, (c) Resveratrol contents 
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  포도에 UV 단용처리 or UV + 100uM SA 24hr을 처리하여 RT-PCR을 한 

경우 UV 30분을 처리하여 4℃에 저장한 것과 UV + 100uM SA 24hr를 처리

하여 RT에 저장한 것은 stsy 유전자 발현율이 약 2.7배 증가하 고 UV 30분 

처리한 것은 약 3배 증가하여 UV 단용처리 후 저장 온도의 차이나 UV + SA

의 혼용처리에 의한 stsy 유전자 발현율의 차이는 미미하 지만 HPLC를 이용

한 실제적인 resveratrol의 함량의 측정하 을 때는 저장온도에 따라 큰 차이

를 보 다. UV를 30분 단용 처리한 경우 4℃에 저장하 을 때는 resveratrol의 

함량이 최대 1.8배 증가한데 비해서 상온에 저장하 을 때는 7.9배 증가하 으

며 추가적으로 100uM SA 24hr을 혼용 처리하 을 경우 오히려 6배로 UV 단

용처리에 비해 증가량이 감소하 을 뿐만 아니라 SA에 의해서 야기되는 

negative effect를 관찰할 수 있었다. 특히 SA에 의한 cell death 현상으로 낙

과와 갈변이 일어나 포도의 품질 저하가 일어났다. 이는 SA에 비해서는 약하

지만 100uM BA 6hr, 200uM MJ 6hr을 처리한 것에서도 관찰이 되었으며

(data not shown) 포도의 상품성을 위해서 호르몬 처리는 부적절하다고 판단

된다. 

  포도에 대한 YE 처리는 두 가지 방식으로 이루어졌다. 첫째는 호르몬처리와 

같은 방식으로 0.1%. 0.5%, 1%, 2% 농도의 YE에 4일간 담가 HPLC로 

resveratrol의 함량을 측정하 으며(Figure 1-20) 둘째는 YE 단용처리에서 가

장 효율적인 결과가 나왔던 0.5% 농도를 분무식으로 횟수를 달리하여 UV와 

혼용처리 한 것의 resveratrol 함량을 측정하 다(Figure 1-21).  
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Figure 1-20. Grapevine skin treated with YE(0.1%, 0.5%, 1%, 2%).

  YE를 농도별로 처리한 결과는 0.5% 이상에서는 resveratrol의 함량이 약 2

배 증가한 것으로 측정되어 YE 처리시에는 0.5%가 가장 효율적인 처리 방법

으로 생각되었다. 그러나  호르몬 처리에 비해서 정도는 약하지만 과실과 가지

가 연결되는 부분이나 상처가 있던 부분에 cell death 현상이 관찰되어 포도를 
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용액에 처리할 시 다른 방법을 모색하여 보았다.
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Figure 1-21. Grapevine skin treated with UV + YE. 

  Figure 1-21의 결과는 UV 30분 단용처리 된 포도와 UV 30분 + YE 혼용 

처리된 것을 5일간 상온에 저장하여 비교한 것으로 YE의 처리는 4일간 일일 

1회 분무식으로 처리하 으며 1회 처리된 것은 둘째 날 1회 처리 후 4일간 상

온에 저장한 것이다. YE는 포도의 stsy 유전자를 induction 시키는 것으로 UV

는 phytoalexin의 분해를 막는 역할과 더불어 혼용처리에 의한 resveratrol 함

량증가가 기대되었으나 UV 단용처리에(3.8배) 비해 오히려 YE의 처리 횟수가 

늘어날수록 UV 처리에 의한 효과가 감소되는 현상을(1배-3.2배) 관찰 할 수 

있었으며 Figure 1-19과 Figure 1-20에서 실험시에 보 던 용액 처리에 의한 

negative effect는 보이지 않았지만 YE 처리에 의해 곰팡이가 생성되는 것을 

관찰할 수가 있었다.

2) resveratrol 고함유 과실의 저장 기간별 resveratrol 대사 활성 분석

  호르몬과 YE에 의한 negative effect 발견으로 UV 단용처리에 의한 최적 

조건 재탐색 및 저장 기간에 따른 resveratrol 함량을 측정하 다. 포도에 대한 

UV 처리는 1)에서 처리된 조건과 동일하게 처리하 으며 UV 처리 시간에 변

화를 주어 5분, 15분, 30분, 45분, 60분을 처리 후 각각 2일과 5일간 상온에 보

관하여 과피만 sampling 하여 HPLC로 resveratrol의 함량을 측정하 다 

(Figure 1-22).
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Figure 1-22. Grapevine skin treated with UV(5, 15, 30, 45 and 60 min.).

  UV 처리 후 2일까지는 대조군에 비해서 거의 증가하지 않았으나(UV 60' 2

배) 5일 후에는 대조군에 비해서 UV 30분을 처리한 경우 14.2배(0.805mg/g)로 

가장 많은 증가량을 보 으며 그보다 오랜 시간에서는 서서히 감소되는 것이 

관찰되었다. 

  Figure 1-19에서 같은 stress 조건을 처리하 을 경우 저장온도에 따라 

resveratrol의 함량이 달라지는 것이 관찰되어 Figure 1-22 실험에서 가장 많

은 resveratrol 함량을 보 던 UV 30분을 처리 후 4℃, 18℃, 23℃, 28℃, 37℃

에서 5일간 저장하여 HPLC로 resveratrol의 함량을 측정해 보았다(Figure 

1-23).
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Figure 1-23. Grapevine skin treated with UV(5-day stored at 4℃, 18℃, 2

3℃, 28℃, 37℃).

  Figure 1-19(a)의 RT-PCR 결과와 비교해 보았을 때 동일한 stress를 처리

시 저장온도는 stsy 유전자의 발현양에는 큰 향을 주지 못하 지만 

resveratrol 합성에 많은 차이가 났다. 이를 좀 더 세부적인 온도로 나누어 보

았을 때 23℃에서 대조군과 비교해 7.4배로(1.277mg/g) 가장 많은 resveratrol 

합성률을 보 으며 37℃에서는 1.7배로 소량 증가하 으며 또한 높은 온도에 
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의해 포도의 품질에 쉽게 손상이 생기는 것을 관찰할 수 있었다. 

   포도를 탐색된 최적 조건인 UV 30분 처리 후 23℃에 저장하여 5일간 저장

하여 resveratrol의 함량을 측정하 다(Figure 1-24).
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Figure 1-24. Grapevine skin treated with UV.

  최적 조건인 UV를 30분 처리한 후 23℃에 저장하여 resvertrol을 일일 단위

로 측정한 결과 Figure 1-24의 실험에서는 3일까지 별다른 증가를 보이지 않

다가 4일부터 2.5배(0.659mg/g) 이상증가를 하 다. 포도는 재배환경에 따라 

resvertrol의 함량에 큰 차이를 보이므로 대조군에서도 많은 양의 resvertrol이 

측정될 수 있으며 동일한 UV stress를 처리하여도 실험상 직접적인 향을 받

는 부분은 과피의 절반이하에 국한되므로 UV 처리에 의한 signal이 직접적으

로 처리되지 않은 부분에 전해진다 하더라도 그것을 측정할만한 기준이나 정

량적인 data는 아직 없다. 

3) 청정포도 내 resveratrol 함량 및 안정성 평가

  경북 천에서 재배되어 최적 조건으로 처리된 포도의 resveratrol의 함량을 

측정하고 안정성을 평가하여 농가에서 실제적으로 재배된 고부가가치 포도가 

상품성을 지니는지 검증하고 합성된 resvertarol과 포도가 장기간 저장됨에 따

라 안정한지를 알아보았다. 경북 천에서 재배된 포도는 muscat으로 자동화

된 포도생산기계를 통해 최적조건으로 처리되어 저장온도에 변화를 주며 23일

간 resvertrol의 함량 변화를 측정하 다(Figure 1-25).
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Figure 1-25. Grapevine skin treated with UV.

Red arrow: 1 day storage with 23℃; blue arrow: 3-4 days storage with 

4℃

  최적 조건으로 처리된 천포도를 대조군과 4℃에 저장한 군 그리고 23℃와 

4℃에 번갈아 저장한 군으로 나누어 resvertrol의 함량을 측정하 다. 4℃에서 

저장한 포도는 UV 처리에도 불구하고 대조군과 별다른 차이점을 발견할 수 

없었으나 상온과 저온에 번갈아 저장한 실험군에서는 14일 (상온에서 보관 4

일)에서 대조군에 비해 13.2배의 증가량을 보 다. 그러나 이러한 결과는 

campbell early에 비해서는 적은 양인 0.211mg/g이었으며 처리되지 않은 대조

군 또한 평균 0.015mg/g으로 매우 적은 resvertrol 함량을 보 다. 주목할 점

은 4℃의 저장온도가 resvertrol의 합성을 저해하는 온도가 아니라 resvertrol 

합성은 되지 않지만 induction 효과가 유지되는 온도로 포도의 상품성을 위한 

저장온도가 2-6℃인 점을 감안할 때 포도 수확 후 포도생산기계로 처리하여 

저온 저장하여도 충분한 resveratrol 고함유 포도를 생산할 수 있다 생각되며 

상온 저장 3-5일시 최고 함량을 보이는 resvertrol은 그 양이 서서히 감소하는 

것으로 생각된다.  

 최적 조건 처리 및 저장된 포도는 resveratrol이 빠르면 3일 보통 4-5일 사이

에 최고치를 이루게 되며 그 양은 대조군에 따라 많은 차이가 있지만 5-15배

가량 증가하고 가장 많이 합성되었을 때의 양은 1.277mg/g 이었다. 이는 

campbell early에서 측정된 결과로 천의 muscat에서는 이보다 적은 

0.211mg/g로 이러한 차이는 품종이 다르거나 재배환경의 차이 또는 수확 후 

stress 처리 시기(campbell은 수학 직후인 9월, muscat은 끝물인 11월에 처리 

및 실험)에 따른 induction potential이 달라지기 때문이라 생각된다. 
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제 2 절 포도의 세정 및 생체대사 조절장치

1. 서론

  레스베라트롤(resveratrol, 3,5,4'-trihydroxy stilbene, C14H12O3,분자량: 228)이

란 물질은 3,5,4‘-트리히드록시스틸벤 구조의 폴리페놀 항산화물질이며 주요 발

암 단계를 억제하여 암 예방 기능이 있다고 1997년 과학전문지 ’사이언스‘에 

보고된 이후 큰 관심의 대상이 되었으며, 최근 포도주의 인기도 이 물질에 기

인하고 있다. 또한, 2004년 ’네이처‘에서는 레스베라트롤이 효모의 평균 수명을 

70% 증가시킨다고 보고된 사례도 있다.

  포도의 레스베라트롤은 포도나무의 생육 중 Botrytis cinerea 등의 세균(곰팡

이) 또는 UV의 공격에 대한 방어기작으로서 시킴산 회로의 의해 만들어진다.

  그런데, 수확 후에도 포도의 과피 등에서는 살아있는 세포의 대사에 의해 시

킴산 회로가 작동하여 레스베라트롤 등과 같은 생체방어물질을 만들 수 있다

고 알려져 있다. 즉, 수확 후에는 세포구성의 기본물질인 당인산, 아미노산, 단

백질, 지질, 핵산 등과 같은 1차 대사물질의 생성은 거의 중지되는 것에 반하

여 수확된 포도가 특정한 환경에 노출되었을 때 생체방어물질로서 레스베라트

롤과 같은 2차 대사물질이 생성될 수 있음을 밝힌 연구가 보고되고 있다.

  현재까지 수확물 관리기술은 시대적 요구에 따라 몇 단계의 주요 관심 기술

을 거쳐서 오늘에 이르고 있다. 즉, 1970년대까지는 주로 농산물의 수확 이후 

양적인 손실을 줄이는 과제가 주요 관심사 으며, 90년대 중반까지는 맛과 같

은 품질 향상 또는 유지가 주요 관심사 다. 90년대 이후에는 경제적 수준 향

상에 따른 삶의 질에 대한 요구가 반 되어 식품의 안전에 관한 관심이 크게 

부각되었다. 21세기 들어서는 안전한 농산물의 건강기능성에 대한 관심이 최대

의 이슈로 부각되면서 수확 후 관리기술의 관심도 여기로 집중되어 농산물의 

수확 후 건강기능성 성분을 조절하는 ‘제4세대 수확 후 관리기술’이 관심을 가

지게 되었다.

  따라서, 본 연구에서는 포도를 수확한 후 생체대사를 조절하는 방법에 의해 

포도의 대표적인 건강기능성 성분인 레스베라트롤를 증폭하는 장치를 개발하

고자 하 다. 

2. 재료 및 방법

가. 공시재료

  실험에는 경기 안성에서 생산된 캠벨얼리, 거봉과 경북 천에서 생산된 

MBA와 거봉을 사용하 다. 각 품종별로 수확적기에 수확하여 실험에 사용하
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다.

나. 세정방법별 품질 및 레스베라트롤 함량 분석

  세정방법에 따른 포도 품질과 레스베라트롤 함량 변화를 분석하기 위하여 1 

분간 살수 세정, 초음파 세정(47 kHz), 오존수 세정(오존 농도: 약 0.03 ppm)을 

실시하 다. 세정에 따른 향을 비교하기 위하여 세정전, 세정직후의 품질을 

측정하 다. 잔류농약은 식품공전에 따른 시험법을 이용하여 분석하 다.

  -분석 항목 : 호리쿠어 (Tebuconazole), 아미스타 (Azoxystrobin) 분석

  -전처리방법(식품공전2003, 식품중 잔류농약시험법, 58)다종다성분농약 동시

시험법)

  -분석절차

시료 5 g + acetone 100 mL

↓

균질화

↓

추출 및 여과

↓

농축

↓

make up, 2mL (acetone-GC, methanol-HPLC)

↓

GC-NPD(Tebuconazole), HPLC-UVD(Azoxystrobin)

  -GC-NPD 조건

Inlet temp. : 260℃ (splitless mode)

Detector temp. : 280℃ (H2 flow : 3.5 mL/min, air flow : 60 

mL/min)

Oven temp : 120℃ (2 min) - 10℃/min - 280℃(20min)

Flow gas : He, 1.5 mL/min

Column : ultra-1 (50m × 0.32mm)

  -HPLC-UVD 조건

이동상 A : Acetonitrile, B : Water

flow rate : 1.0 ml/min

Column : HiQ sil C18 (4.6 × 250 mm) 

Wavelength for uv detector : 254nm
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  한편, 세정후 UV에 의한 대사조절처리(UV-C 230 W, 1 min)를 한 후, 처리

직후 및 처리 5일후의 포도 품질 및 레스베라트롤 함량을 분석하 다.

다. 대사조절에 따른 품질 및 레스베라트롤 함량 분석

  포도의 대사조절을 위해 자외선 방사 시스템을 제작하 다. 254 nm 역의 

UV C의 경우, 40, 75, 115, 190, 230 W의 방사체를 선정하 으며, 365 nm 

역의 UV A의 경우에는 40, 60, 100, 160, 200 W의 방사체를 선정하 다. 각 

UV 세기 하에서 0.5, 1, 3, 5, 10 분간 처리하 으며, UV 처리된 포도는 저장

에 따른 향을 분석하기 위하여 0℃ 및 20℃의 저장고에서 1, 2, 3, 4, 5, 6일 

저장후 품질과 레스베라트롤 함량을 분석하 다.

라. 포도 품질측정

  포도의 품질을 평가하기 위하여 포도알의 크기, 무게, 색상(Hunter L, a, b), 

기계적 강도(극한력, 극한변형량), 당도, 수분함량을 측정하 다.

  포도의 색상은 chromameter(미놀타, 일본)를 이용하여 Hunter 색지수로 표

시하 다.

  과실의 압축특성은 원추형 플런저(직경 3.0 mm, 높이 4.0 mm)가 장착된 압

축시험기(Model Compac-100, Sun Scientific)로 분석하 다. 압축속도는 10 

mm/min로 하 다.

  과육의 수분함량은 실험에 이용한 부위에서 약 2 g을 취하여 70℃의 오븐에

서 20시간 건조한 후 수분의 무게를 습량기준의 %로 나타내었다.

  당도를 측정하기 위해 포도알을 homoeniger를 이용하여 분쇄하고 miracloth

로 불용성 고형분을 제거한 후 굴절당도계로 측정하 다.

 

마. resveratrol 분석을 위한 HPLC법

  시료 5g을 동결건조기로 18시간 건조시킨 후 에탄올:물(1:1)의 용액을 시료 

1g당 10ml씩 넣고 상온에서 10분간 초음파세정기(Branson Co.)를 이용하여 추

출한다. 추출한 시료를 감압 여과하여 내린 추출물을 50℃ 중탕 감압 증발시킨

다. 남은 추출물을 에탄올로 1g당 10ml씩 넣고 용출시킨 뒤 acetonitrile로 10

배 희석하여 sample을 준비한다. HPLC는 Agilent사의 1100Series 이며, 

DAD(Diode Araay Detecter) 308nm로 분석하 다. 컬럼은 Extend C-18 5um 

4.6x150mm 이며, 용매의 분석조건은 acetonitrile과 물을 용매로 하여 기울기 

조건 하에서 1.0 ml/min의 유동속도로 35분간 실시하 다. 이때 시료 주입량은 

20ul이었고, 용매의 기울기 조건은 최초 5:95의 acetonitile/물에서 35분까지 
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30:70으로 조정되었다. resveratrol의 RT 값은 17분 48초에 검출되었으며 표준

물질로 Sigma Chemical Co.(St Louis, MO, USA)의 것을 구입하여 사용하

다.

다.

바. 시작기 제작

  대량처리를 위한 기계개발을 위해 시작기를 제작하여 성능을 평가하 다.

3. 연구결과 및 고찰

가. UV 강도

  실험에 사용된 UV 방사 시스템에서의 UV 강도를 UV meter를 이용하여 측

정하 다. 표 2-1에서 보는 바와 같이 실제 UV 강도는 명목상의 출력과 크게 

다른 것으로 나타났다.

표 2-1. 시료 조사점에서의 UV 강도

UV 역 명목 출력(W) 실제 UV 강도(mW/cm
2
)

C

40 0.356

75 0.681

115 0.001

190 0.651

230 1.017

A

40 0.198

60 0.007

100 0.444

160 0.439

200 0.646

나. 세정 효과

  과실의 세정 방법으로 살수세정, 초음파 세정, 오존수 세정 등이 이용되고 

있다. 포도를 수확한 후 세정 과정을 도입하는 것을 전제로 하 을 때 세정 효

과를 살펴보고자 하 다.

  표 2-2는 일반수, 초음파, 오존수을 이용하여 포도를 세정한 후의 잔류농약

을 분석한 결과를 나타낸 것이다. 모든 방법에서 잔류농약은 검출되지 않는 것

으로 나타났다. 이러한 결과는 세정 효과를 기대할 수 있다는 측면보다는 정상

적으로 재배된 포도의 경우 잔류농약은 검출되지 않는 것으로 이해된다고 할 
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수 있다.

표 2-2. 세정 방법에 따른 잔류농약 분석결과

  그림 2-1에서 2-5 및 그림 2-6에서 2-10은 각각 캠벨얼리 및 거봉 포도에 

대해서 세정방법을 달리 한 후 UV 처리를 하 을 때 세정효과를 나타낸 것이

다. 여기서는 처리직후와  20℃에서 5일간 저장한 후의 결과를 비교한 것을 나

타내었다. 약간의 색상 변화를 제외하면 대부분의 품질인자는 세정효과에 따른 

향이 크지 않은 것으로 나타났다. 

  반면에 레스베라트롤 함량은 초음파 세정을 실시하 을 때 비교적 크게 증

가하는 것으로 나타났다. 이러한 결과를 볼 때, 포도의 세정작업이 필요한 경

우 초음파 세정을 사용하게 되면 레스베라트롤 함량의 증폭 효과도 얻을 수 

있는 것을 알 수 있다.

  

그림 2-77. 캠벨얼리 포도의 세정효과(좌: 구형도; 우: 수분함량).
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그림 2-78. 캠벨얼리 포도의 세정효과(좌: Hunter L ; 우: Hunter a). 
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그림 2-79. 캠벨얼리 포도의 세정효과(좌: Hunter b; 우: Hunter 색상

차).
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그림 2-80. 캠벨얼리 포도의 세정효과(좌: 극한변형량; 우: 극한력).
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그림 2-81. 캠벨얼리 포도의 세정효과(좌: 당도; 우: 레스베라트롤 함량).
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그림 2-82. 거봉 포도의 세정효과(좌: 구형도; 우: 수분함량).
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그림 2-83. 거봉 포도의 세정효과(좌: Hunter L; 우: Hunter a).
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그림 2-84. 거봉 포도의 세정효과(좌: Hunter b; 우: Hunter 색상차).
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그림 2-85. 거봉 포도의 세정효과(좌: 극한변형량; 우: 극한력).
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그림 2-86. 거봉 포도의 세정효과(좌: 당도; 우: 레스베라트롤 함량).
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다. UV 처리 효과 예비분석

  그림 2-11에서 2-16 및 그림 2-17에서 2-22는 각각 MBA 및 거봉 포도에 

대해서 UV A와 UV C 처리에 따른 품질 및 레스베라트롤 함량의 변화를 나

타낸 것이다. 약간의 색상의 변화를 제외하면 대부분의 품질인자는 UV 처리

에 따른 향이 크지 않은 것으로 나타났다. UV 처리가 색상 변화에 미치는 

향에서도 UV A가 Hunter b의 값에 약간의 향을 미치는 것으로 나타난 

반면에 UV C는 Hunter b 조차도 큰 향을 주지 않는 것으로 나타났다. 그러

나 UV 처리는 레스베라트롤의 함량 변화에 큰 향을 미치는 것으로 나타났

는데 특히, UV C가 레스베라트롤 함량을 증폭시키는 데 있어 더 효과적인 것

으로 나타났다.

그림 2-87. MBA 포도의 UV처리 효과(좌: 구형도; 우: 포도알 

당 무게).
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그림 2-88. MBA 포도의 UV처리 효과(좌: Hunter L; 우: 

Hunter a).
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그림 2-89. MBA 포도의 UV처리 효과(좌: Hunter b; 우: 

Hunter 색상차).
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그림 2-90. MBA 포도의 UV처리 효과(좌: 극한변형량; 우: 극한

력). 

그림 2-91. MBA 포도의 UV처리 효과(좌: 당도; 우: 수분함량). 
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그림 2-92. MBA 포도의 UV처리 효과(좌: 레스베라트롤 함량; 

우: 레스베라트롤 증폭비). 
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그림 2-93. 거봉 포도의 UV처리 효과(좌: 구형도; 우: 포도알 

당 무게).
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그림 2-94. 거봉 포도의 UV처리 효과(좌: Hunter L; 우: unter 

a).
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그림 2-95. 거봉 포도의 UV처리 효과(좌: Hunter b; 우: 

Hunter 색상차).
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그림 2-96. 거봉 포도의 UV처리 효과(좌: 극한변형량; 우: 극한

력).
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그림 2-97. 거봉 포도의 UV처리 효과(좌: 당도; 우: 수분함량).
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그림 2-98. 거봉 포도의 UV처리 효과(좌: 레스베라트롤 함량; 

우: 레스베라트롤 증폭비).

그림 2-99. 국내산 포도와 수입산 포도의 레스베라트

롤 증폭 효과 비교

국내산 거봉과 칠레산 거봉의 Resveratrol 함량 비교
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  그림 2-23은 수입 포도(칠레산)에 대해서 UV 처리에 의한 레스베라트롤 증

폭 효과를 나타낸 것이다. 그림에서 보는 바와 같이 국내산 포도에 비해 증폭 

효과가 매우 낮은 것을 알 수 있다. 이러한 결과가 나타난 이유는 수입 포도의 

경우 이송 등의 이유로 수확이후 많은 시간이 경과하여 포도 세포의 활성이 

매우 저조한 상태라서 수확직후의 국내산 포도에 비해 UV 처리에 의한 대사

조절이 용이하지 못한 것으로 짐작된다.
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라. 시작기 제원 및 성능

그림 2-100. 수확 후 포도의 대사조절용 처리기계 제원

- 초음파 처리기 제원: 220V, 8A, 35 kHz

- UV 램프 제원: UV 155 W X 10개 (상부: 6개; 하부 4개)

- 상부면 UV 최대강도: 입구: 1.180 mW/cm2; 중앙: 10.320 mW/cm2; 출구: 

1.838 mW/cm2 

- 하부면 UV 최대강도: 입구: 1.123 mW/cm
2
; 중앙:  2.755 mW/cm

2
; 출구: 

1.565 mW/cm2 

- 포도 체류시간: 최저: 16초; 최고 130초

- 처리용량: 10톤/8시간
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.
그림 2-101. 수확 후 포도의 대사조절용 처리기계 

전경

그림 2-102. 투입구 

   

그림 2-103. 배출구 

  

그림 2-104. 냉각용 송풍기 
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그림 2-105. 건조용 송풍기 

     

그림 2-106. 세정용 초음파 수조 

마. UV C 처리에 따른 포도의 품질 변화

  앞에서 분석한 내용을 바탕으로 UV C를 처리하 을 때 UV 세기 및 처리

시간의 향과 처리 직후, 0℃ 저장(6일까지), 20℃(6일까지)에서 저장한 후 품

질에 미치는 향을 식(1)의 모형을 이용하여 통계적 분석을 실시하고 그 결과 

표 4에서 31까지 나타냈었다.

수학적 모형: Q=a+bP+ct+dPt (1)

여기서, Q: UV 처리 후 품질 인자 값(예, 포도의 brix)   

        P: UV 세기(0.356∼1.017 mW/cm2)

        t: UV 처리시간(30∼600 s)

        a, b, c, d: 상수값

표 2-3. UV 처리전 포도의 품질 인자 값

품종

크기(mm)
무게

(g)

색상 기계적 강도

 Brix(%)
수분함량

(%)직경 높이 L a b
변형량

(mm)
극한력(g)

MBA 14.3 20.7 4.26 30.97 4.48 0.27 1.08 52.50 18.83 80.14

거봉 21.3 27.3 10.49 30.98 3.86 0.67 1.17 84.25 16.13 79.75
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표 2-4. 거봉 포도를 UV 처리(처리조건: 0.356∼1.017 mW/cm
2
, 30∼600 s)한 

후 0℃에서 저장하 을 때 저장기간별 포도의 색상 변화(Hunter L)에 대한 

UV 처리효과 분석

Storage 

period (days)
Mean F-value

Coefficient of 

variation

Significant 

probability

Coefficient of 

determination

0 28.3 2.10 4.6 0.1409 0.282

1 26.5 2.47 2.4 0.0991 0.316

2 26.6 1.79 2.1 0.1888 0.251

3 26.4 0.38 2.7 0.7655 0.067

4 26.2 0.78 3.1 0.5235 0.127

5 26.4 0.46 2.3 0.7131 0.079

6 26.0 0.88 2.8 0.4709 0.142

표 2-5. 거봉 포도를 UV 처리(처리조건: 0.356∼1.017 mW/cm
2
, 30∼600 s)한 

후 0℃에서 저장하 을 때 저장기간별 포도의 색상 변화(Hunter a)에 대한 

UV 처리효과 분석

Storage 

period (days)
Mean F-value

Coefficient of 

variation

Significant 

probability

Coefficient of 

determination

0 5.27 5.52 22.5 0.0085 0.508

1 2.57 1.80 28.8 0.1876 0.252

2 2.88 0.92 25.8 0.4531 0.147

3 2.22 2.22 25.0 0.1252 0.294

4 2.41 0.56 48.9 0.6485 0.095

5 2.68 2.24 26.9 0.1236 0.295

6 2.18 1.20 26.0 0.3418 0.183

표 2-6. 거봉 포도를 UV 처리(처리조건: 0.356∼1.017 mW/cm2, 30∼600 s)한 

후 0℃에서 저장하 을 때 저장기간별 포도의 색상 변화(Hunter b)에 대한 

UV 처리효과 분석

Storage 

period (days)
Mean F-value

Coefficient of 

variation

Significant 

probability

Coefficient of 

determination

0 1.02 6.11 49.5 0.0057 0.534

1 0.38 4.89 82.8 0.0134 0.478

2 0.38 1.36 54.6 0.2904 0.203

3 0.28 6.71 59.8 0.0038 0.557

4 0.43 1.14 77.9 0.3643 0.175

5 0.58 1.96 47.8 0.1606 0.268

6 0.61 0.68 43.3 0.5787 0.112
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표 2-7. 거봉 포도를 UV 처리(처리조건: 0.356∼1.017 mW/cm
2
, 30∼600 s)한 

후 0℃에서 저장하 을 때 저장기간별 포도의 극한변형량에 대한 UV 처리효

과 분석

Storage 

period (days)
Mean (mm) F-value

Coefficient of 

variation

Significant 

probability

Coefficient of 

determination

0 1.77 0.27 19.4 0.8480 0.047

1 1.81 0.64 17.3 0.6017 0.106

2 1.89 3.17 20.5 0.0532 0.372

3 1.71 3.01 21.0 0.0611 0.360

4 1.67 0.83 23.5 0.4988 0.134

5 1.79 1.08 20.6 0.3861 0.168

6 1.62 0.05 22.6 0.9857 0.008

표 2-8. 거봉 포도를 UV 처리(처리조건: 0.356∼1.017 mW/cm
2
, 30∼600 s)한 

후 0℃에서 저장하 을 때 저장기간별 포도의 극한력에 대한 UV 처리효과 분

석

Storage 

period (days)
Mean (gf) F-value

Coefficient of 

variation

Significant 

probability

Coefficient of 

determination

0 73.6 0.44 16.2 0.7251 0.076

1 71.7 4.16 15.4 0.0233 0.438

2 71.8 2.39 17.6 0.1073 0.309

3 67.0 1.92 16.6 0.1667 0.264

4 64.1 4.59 16.0 0.0167 0.462

5 74.9 1.07 22.0 0.3890 0.167

6 68.2 0.45 25.0 0.7222 0.077

표 2-9. 거봉 포도를 UV 처리(처리조건: 0.356∼1.017 mW/cm
2
, 30∼600 s)한 

후 0℃에서 저장하 을 때 저장기간별 포도의 당도(%brix)에 대한 UV 처리효

과 분석

Storage 

period (days)

Mean 

(%brix)
F-value

Coefficient of 

variation

Significant 

probability

Coefficient of 

determination

0 17.4 0.78 4.4 0.5237 0.127

1 16.9 0.45 2.9 0.7198 0.078

2 16.9 3.14 3.8 0.0546 0.370

3 16.8 1.44 3.7 0.2670 0.213

4 16.7 0.56 3.4 0.6499 0.094

5 16.6 1.39 2.7 0.2812 0.207

6 17.1 1.22 3.3 0.3361 0.185
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표 2-10. 거봉 포도를 UV 처리(처리조건: 0.356∼1.017 mW/cm
2
, 30∼600 s)한 

후 0℃에서 저장하 을 때 저장기간별 포도의 수분함량에 대한 UV 처리효과 

분석

Storage 

period (days)

Mean 

(%,wb)
F-value

Coefficient of 

variation

Significant 

probability

Coefficient of 

determination

0 78.2 1.20 2.5 0.3526 0.286

5 46.2 0.14 5.4 0.7346 0.044

표 2-11. 거봉 포도를 UV 처리(처리조건: 0.356∼1.017 mW/cm2, 30∼600 s)한 

후 20℃에서 저장하 을 때 저장기간별 포도의 색상 변화(Hunter L)에 대한 

UV 처리효과 분석

Storage 

period (days)
Mean F-value

Coefficient of 

variation

Significant 

probability

Coefficient of 

determination

0 28.3 2.10 4.6 0.1409 0.282

1 27.2 0.89 3.2 0.4670 0.143

2 27.7 0.53 3.2 0.6682 0.090

3 28.2 3.20 2.6 0.0516 0.375

4 28.4 1.58 3.3 0.2335 0.228

5 28.4 0.63 3.8 0.6072 0.105

6 28.2 1.21 3.4 0.3372 0.185

표 2-12. 거봉 포도를 UV 처리(처리조건: 0.356∼1.017 mW/cm
2
, 30∼600 s)한 

후 20℃에서 저장하 을 때 저장기간별 포도의 색상 변화(Hunter a)에 대한 

UV 처리효과 분석

Storage 

period (days)
Mean F-value

Coefficient of 

variation

Significant 

probability

Coefficient of 

determination

0 5.27 5.52 22.5 0.0085 0.508

1 2.34 0.51 46.0 0.6818 0.087

2 2.67 0.91 28.5 0.4578 0.145

3 1.86 2.00 48.9 0.1541 0.273

4 2.23 0.52 45.9 0.6774 0.088

5 2.16 0.86 48.1 0.4800 0.139

6 1.93 2.13 32.4 0.1367 0.285
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표 2-13. 거봉 포도를 UV 처리(처리조건: 0.356∼1.017 mW/cm
2
, 30∼600 s)한 

후 20℃에서 저장하 을 때 저장기간별 포도의 색상 변화(Hunter b)에 대한 

UV 처리효과 분석

Storage 

period (days)
Mean F-value

Coefficient of 

variation

Significant 

probability

Coefficient of 

determination

0 1.02 6.11 49.5 0.0057 0.534

1 0.36 0.63 63.5 0.6039 0.106

2 0.64 2.66 36.2 0.0837 0.332

3 0.84 1.65 35.1 0.2169 0.236

4 0.80 0.41 54.8 0.7468 0.071

5 0.85 0.31 55.1 0.8207 0.054

6 0.92 0.57 40.0 0.6439 0.096

표 2-14. 거봉 포도를 UV 처리(처리조건: 0.356∼1.017 mW/cm
2
, 30∼600 s)한 

후 20℃에서 저장하 을 때 저장기간별 포도의 극한변형량에 대한 UV 처리효

과 분석

Storage 

period (days)
Mean (mm) F-value

Coefficient of 

variation

Significant 

probability

Coefficient of 

determination

0 1.77 0.27 19.4 0.8480 0.047

1 2.16 0.01 35.9 0.9988 0.001

2 1.68 0.88 19.4 0.4701 0.142

3 1.68 0.09 15.1 0.9654 0.016

4 1.60 2.43 17.0 0.1034 0.312

5 1.66 1.59 15.7 0.2320 0.229

6 1.46 1.24 21.0 0.3270 0.188

표 2-15. 거봉 포도를 UV 처리(처리조건: 0.356∼1.017 mW/cm
2
, 30∼600 s)한 

후 20℃에서 저장하 을 때 저장기간별 포도의 극한력에 대한 UV 처리효과 

분석

Storage 

period (days)
Mean (gf) F-value

Coefficient of 

variation

Significant 

probability

Coefficient of 

determination

0 73.6 0.44 16.2 0.7251 0.076

1 76.3 1.45 22.2 0.2663 0.213

2 67.0 4.17 17.5 0.0231 0.439

3 74.6 0.64 13.9 0.5985 0.107

4 67.1 0.80 16.0 0.5120 0.130

5 69.0 1.70 21.7 0.2077 0.241

6 68.5 1.48 13.2 0.2571 0.217
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표 2-16. 거봉 포도를 UV 처리(처리조건: 0.356∼1.017 mW/cm
2
, 30∼600 s)한 

후 20℃에서 저장하 을 때 저장기간별 포도의 당도(%brix)에 대한 UV 처리

효과 분석

Storage 

period (days)

Mean 

(%brix)
F-value

Coefficient of 

variation

Significant 

probability

Coefficient of 

determination

0 17.4 0.78 4.4 0.5237 0.127

1 16.9 0.49 3.9 0.6928 0.0844

2 16.7 0.33 4.5 0.8022 0.058

3 16.8 0.39 3.4 0.7649 0.067

4 16.9 0.07 3.5 0.9755 0.012

5 15.9 0.11 24.3 0.9545 0.019

6 16.6 0.69 3.9 0.5705 0.114

표 2-17. 거봉 포도를 UV 처리(처리조건: 0.356∼1.017 mW/cm2, 30∼600 s)한 

후 20℃에서 저장하 을 때 저장기간별 포도의 수분함량에 대한 UV 처리효과 

분석

Storage 

period (days)

Mean 

(%,wb)
F-value

Coefficient of 

variation

Significant 

probability

Coefficient of 

determination

0 78.2 1.20 2.5 0.3526 0.286

5 78.0 0.21 5.2 0.6752 0.066

표 2-18. MBA 포도를 UV 처리(처리조건: 0.356∼1.017 mW/cm
2
, 30∼600 s)

한 후 0℃에서 저장하 을 때 저장기간별 포도의 색상 변화(Hunter L)에 대한 

UV 처리효과 분석

Storage 

period (days)
Mean F-value

Coefficient of 

variation

Significant 

probability

Coefficient of 

determination

0 29.3 1.71 4.3 0.2051 0.242

1 28.6 3.03 3.0 0.0599 0.362

2 29.1 2.87 2.9 0.0692 0.349

3 30.1 1.88 8.0 0.1743 0.260

4 28.9 0.31 4.4 0.8184 0.054

5 29.1 0.43 4.0 0.7317 0.075

6 29.0 1.06 4.4 0.3940 0.165
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표 2-19. MBA 포도를 UV 처리(처리조건: 0.356∼1.017 mW/cm2, 30∼600 s)

한 후 0℃에서 저장하 을 때 저장기간별 포도의 색상 변화(Hunter a)에 대한 

UV 처리효과 분석

Storage 

period (days)
Mean F-value

Coefficient of 

variation

Significant 

probability

Coefficient of 

determination

0 5.00 0.60 33.6 0.6244 0.101

1 4.55 0.81 37.9 0.5059 0.132

2 .91 1.81 24.8 0.1850 0.253

3 3.59 0.74 30.5 0.5444 0.121

4 3.37 1.08 19.6 0.3852 0.168

5 3.74 1.62 22.4 0.2234 0.233

6 3.41 1.72 25.8 0.2029 0.243

표 2-20. MBA 포도를 UV 처리(처리조건: 0.356∼1.017 mW/cm2, 30∼600 s)

한 후 0℃에서 저장하 을 때 저장기간별 포도의 색상 변화(Hunter b)에 대한 

UV 처리효과 분석

Storage 

period (days)
Mean F-value

Coefficient of 

variation

Significant 

probability

Coefficient of 

determination

0 0.88 0.62 113.7 0.6106 0.104

1 0.53 2.00 122.3 0.1545 0.272

2 -1.01 1.38 -5173.2 0.2861 0.205

3 -0.23 0.73 -315.6 0.5514 0.119

4 -0.32 0.72 -214.5 0.5547 0.118

5 -0.18 1.23 -273.4 0.3305 0.187

6 -0.31 1.53 -220.0 0.2445 0.223

표 2-21. MBA 포도를 UV 처리(처리조건: 0.356∼1.017 mW/cm2, 30∼600 s)

한 후 0℃에서 저장하 을 때 저장기간별 포도의 극한변형량에 대한 UV 처리

효과 분석

Storage 

period (days)
Mean (mm) F-value

Coefficient of 

variation

Significant 

probability

Coefficient of 

determination

0 1.91 0.48 16.1 0.6984 0.083

1 1.90 2.22 17.9 0.1251 0.294

2 2.09 1.70 19.5 0.2070 0.241

3 2.08 1.51 14.8 0.2490 0.221

4 2.04 0.89 17.1 0.4667 0.143

5 1.96 0.36 20.4 0.7793 0.064

6 2.12 2.21 13.3 0.1260 0.293
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표 2-22. MBA 포도를 UV 처리(처리조건: 0.356∼1.017 mW/cm
2
, 30∼600 s)

한 후 0℃에서 저장하 을 때 저장기간별 포도의 극한력에 대한 UV 처리효과 

분석

Storage 

period (days)
Mean (gf) F-value

Coefficient of 

variation

Significant 

probability

Coefficient of 

determination

0 54.6 0.77 15.4 0.5279 0.126

1 59.2 1.25 12.2 0.3235 0.190

2 60.7 0.46 18.7 0.7107 0.080

3 55.6 0.53 19.6 0.6712 0.089

4 56.2 0.37 18.0 0.7754 0.064

5 54.7 0.82 26.1 0.5029 0.132

6 60.4 1.07 19.3 0.3894 0.167

표 2-23. MBA 포도를 UV 처리(처리조건: 0.356∼1.017 mW/cm
2
, 30∼600 s)

한 후 0℃에서 저장하 을 때 저장기간별 포도의 당도(%brix)에 대한 UV 처

리효과 분석

Storage 

period (days)

Mean 

(%brix)
F-value

Coefficient of 

variation

Significant 

probability

Coefficient of 

determination

0 18.7 0.46 4.0 0.7119 0.079

1 18.8 1.37 3.0 0.2871 0.204

2 18.9 1.16 3.6 0.3540 0.179

3 19.2 0.28 4.4 0.8362 0.050

4 19.1 1.52 3.5 0.2478 0.221

5 18.8 0.94 4.2 0.4438 0.150

6 18.6 0.47 6.3 0.7086 0.080

 표 2-24. MBA 포도를 UV 처리(처리조건: 0.356∼1.017 mW/cm2, 30∼600 s)

한 후 0℃에서 저장하 을 때 저장기간별 포도의 수분함량에 대한 UV 처리효

과 분석

Storage 

period (days)

Mean 

(%,wb)
F-value

Coefficient of 

variation

Significant 

probability

Coefficient of 

determination

0 80.0 0.81 0.9 0.4357 0.211

5 76.6 0.00 13.5 0.9715 0.000
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표 2-25. MBA 포도를 UV 처리(처리조건: 0.356∼1.017 mW/cm
2
, 30∼600 s)

한 후 20℃에서 저장하 을 때 저장기간별 포도의 색상 변화(Hunter L)에 대

한 UV 처리효과 분석

Storage 

period (days)
Mean F-value

Coefficient of 

variation

Significant 

probability

Coefficient of 

determination

0 29.3 1.71 4.3 0.2051 0.242

1 30.1 9.56 2.6 0.0007 0.641

2 29.8 2.14 3.7 0.1351 0.286

3 291 2.83 3.6 0.0713 0.346

4 29.7 1.95 3.9 0.1619 0.267

5 29.8 6.86 3.2 0.0035 0.562

6 30.2 2.86 3.6 0.0699 0.348

표 2-26. MBA 포도를 UV 처리(처리조건: 0.356∼1.017 mW/cm
2
, 30∼600 s)

한 후 20℃에서 저장하 을 때 저장기간별 포도의 색상 변화(Hunter a)에 대

한 UV 처리효과 분석

Storage 

period (days)
Mean F-value

Coefficient of 

variation

Significant 

probability

Coefficient of 

determination

0 5.00 0.60 33.6 0.6244 0.101

1 4.50 3.16 31.4 0.0536 0.371

2 4.14 1.40 27.0 0.2805 0.207

3 4.66 2.82 28.6 0.0725 0.345

4 3.02 0.40 32.0 0.7557 0.069

5 3.15 1.93 24.3 0.1650 0.266

6 3.85 1.05 21.6 0.3960 0.165

표 2-27. MBA 포도를 UV 처리(처리조건: 0.356∼1.017 mW/cm
2
, 30∼600 s)

한 후 20℃에서 저장하 을 때 저장기간별 포도의 색상 변화(Hunter b)에 대

한 UV 처리효과 분석

Storage 

period (days)
Mean F-value

Coefficient of 

variation

Significant 

probability

Coefficient of 

determination

0 0.88 0.62 113.7 0.6106 0.104

1 0.52 0.30 234.2 0.8253 0.053

2 0.09 3.46 556.5 0.0413 0.393

3 0.59 1.88 93.4 0.1733 0.260

4 -0.30 0.85 -235.0 0.4871 0.137

5 -0.26 1.40 -171.3 0.2784 0.208

6 0.09 1.92 534.3 0.1675 0.264
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표 2-28. MBA 포도를 UV 처리(처리조건: 0.356∼1.017 mW/cm
2
, 30∼600 s)

한 후 20℃에서 저장하 을 때 저장기간별 포도의 극한변형량에 대한 UV 처

리효과 분석

Storage 

period (days)
Mean (mm) F-value

Coefficient of 

variation

Significant 

probability

Coefficient of 

determination

0 1.91 0.48 16.1 0.6984 0.083

1 1.82 0.63 14.7 0.6084 0.105

2 1.85 1.57 21.5 0.2345 0.227

3 1.99 0.97 13.1 0.4331 0.153

4 2.09 1.97 15.2 0.1594 0.269

5 2.10 1.71 12.3 0.2048 0.242

6 2.20 0.62 35.8 0.6138 0.103

표 2-29. MBA 포도를 UV 처리(처리조건: 0.356∼1.017 mW/cm
2
, 30∼600 s)

한 후 20℃에서 저장하 을 때 저장기간별 포도의 극한력에 대한 UV 처리효

과 분석

Storage 

period (days)
Mean (gf) F-value

Coefficient of 

variation

Significant 

probability

Coefficient of 

determination

0 54.6 0.77 15.4 0.5279 0.126

1 58.3 0.51 16.2 0.6793 0.087

2 57.5 0.58 18.8 0.6366 0.098

3 57.8 0.35 16.3 0.7923 0.060

4 61.8 0.48 20.8 0.7016 0.082

5 64.1 0.14 14.5 0.9360 0.025

6 60.5 3.83 14.3 0.0301 0.418

표 2-30. MBA 포도를 UV 처리(처리조건: 0.356∼1.017 mW/cm
2
, 30∼600 s)

한 후 20℃에서 저장하 을 때 저장기간별 포도의 당도(%brix)에 대한 UV 처

리효과 분석

Storage 

period (days)

Mean 

(%brix)
F-value

Coefficient of 

variation

Significant 

probability

Coefficient of 

determination

0 18.7 0.46 4.0 0.7119 0.079

1 118.6 0.43 4.2 0.7354 0.074

2 18.6 0.40 4.9 0.7558 0.069

3 18.6 1.94 3.8 0.1633 0.267

4 19.1 0.18 4.7 0.9094 0.032

5 18.8 3.62 3.7 0.0361 0.404

6 18.9 1.12 3.0 0.3693 0.173
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표 2-31. MBA 포도를 UV 처리(처리조건: 0.356∼1.017 mW/cm
2
, 30∼600 s)

한 후 20℃에서 저장하 을 때 저장기간별 포도의 수분함량에 대한 UV 처리

효과 분석

Storage 

period (days)

Mean 

(%,wb)
F-value

Coefficient of 

variation

Significant 

probability

Coefficient of 

determination

0 80.0 0.81 0.96 0.4357 0.211

5 72.2 0.00 14.7 0.9802 0.000

  표 2-5에서 2-31까지 나타낸 바와 같이 UV C 처리가 포도의 품질에 미치

는 양향을 보면, UV 처리 직후 약간의 색상 변화에 향을 미치는 것을 제외

하면 저장에 따른 향은 것의 없는 것으로 나타났다. 이러한 결과를 볼 때, 

포도 수확 이후 레스베라트롤의 함량을 증폭시키기 위하여 UV 처리를 하고 

저장을 하더라도 포도의 품질 변화는 염려할 수준이 아님을 알 수 있다.

바. UV 처리에 따른 포도의 레스베라트롤 증폭 효과

  앞에서 분석한 결과를 종합하면, 포도를 수확한 이후 UV C를 처리하여 포

도의 품질에는 큰 향을 주지 않으면서 레스베라트롤의 함량을 증폭할 수 있

음을 알 수 있었다. 여기서는 UV C를 처리하여 포도의 레스베라트롤의 함량

을 증폭함에 있어 UV의 세기 및 처리시간, 그리고 UV 처리후 저장조건에 따

른 효과를 최적화하고자 하 다. 각 처리 조건의 향을 분석하기 위하여 식 

(2)의 모형에 근거하여 통계적 분석을 실시하 으며, 분석 결과를 표 2-33, 

2-34 및 2-35에 나타내었다.

수학적 모형: [R]=a+bP+ct+dPt (2)

여기서, [R]: UV 처리 후 포도의 레스베라트롤 함량(μg/g)   

        P: UV 세기(0.356∼1.017 mW/cm2)

        t: UV 처리시간(30∼600 s)

        a, b, c, d: 상수값

표 2-32. UV 처리전 포도의 레스베라트롤 함량

품종 레스베라트롤 함량(μg/g)

MBA 1.24

거봉 1.15
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표 2-33. 거봉 포도를 UV 처리(처리조건: 0.356∼1.017 mW/cm2, 30∼600 s)한 

후 0℃에서 저장하 을 때 저장기간별 포도의 레스베라트롤 함량에 대한 UV 

처리효과 분석

Storage 

period (days)
Mean (μg/g) F-value

Coefficient of 

variation

Significant 

probability

Coefficient of 

determination

0 6.57 13.02 11.8 0.0001 0.709

1 6.51 13.67 11.8 0.0001 0.719

2 6.54 13.32 11.8 0.0001 0.714

3 6.56 12.67 11.6 0.0002 0.703

4 6.57 12.23 11.7 0.0002 0.696

5 6.58 13.35 12.0 0.0001 0.714

6 6.61 13.46 11.9 0.0001 0.716

Storage 

period (days)
[R]=a+bP+ct+dPt

a b c d

0 5.82 -0.675 0.00581 -0.000948

1 5.86 -0.843 0.00579 -0.000841

2 5.85 -0.782 0.00561 -0.000585

3 5.85 -0.652 0.00582 -0.001264

4 5.73 -0.471 0.00614 -0.001786

5 5.84 -0.728 0.00573 -0.000587

6 5.73 -0.554 0.00603 -0.001004

그림 2-107. 거봉 포도를 UV 처리(처리조건: 0.356∼1.017 

mW/cm
2
, 30∼600 s)한 후 0℃에서 저장하 을 때 저장기간별 포도

의 레스베라트롤 함량 변화.

0

2

4

6

8

10

12

0 100 200 300 400 500 600 700

UV irradiation (mJ/cm^2)

R
e
s
ve

ra
tr
o
l 
c
o
n
te

n
t 
(u

g
/g

)

Before Just after 1 day later 2 days later

3 days later 4 days later 5 days later 6 days later



- 80 -

표 2-34. 거봉 포도를 UV 처리(처리조건: 0.356∼1.017 mW/cm
2
, 30∼600 s)한 

후 20℃에서 저장하 을 때 저장기간별 포도의 레스베라트롤 함량에 대한 UV 

처리효과 분석

Storage 

period (days)
Mean (μg/g) F-value

Coefficient of 

variation

Significant 

probability

Coefficient of 

determination

0 6.57 13.02 11.8 0.0001 0.709

1 6.54 16.25 11.2 0.0001 0.752

2 7.12 19.21 10.3 0.0001 0.782

3 7.53 19.88 8.68 0.0001 0.788

4 7.53 19.88 8.68 0.0001 0.788

5 7.65 19.30 8.94 0.0001 0.783

6 7.70 19.46 8.87 0.0001 0.784

Storage 

period (days)
[R]=a+bP+ct+dPt

a b c d

0 5.82 -0.675 0.00581 -0.000948

1 5.78 -0.745 0.00612 -0.00020

2 6.50 -1.159 0.00409 0.002859

3 7.05 -1.143 0.00470 0.000980

4 7.05 -1.143 0.00470 0.000980

5 7.10 -1.118 0.00474 0.001204

6 7.16 -1.128 0.00471 0.001280

그림 2-108. 거봉 포도를 UV 처리(처리조건: 0.356∼1.017 mW/cm2, 3

0∼600 s)한 후 20℃에서 저장하 을 때 저장기간별 포도의 레스베라트

롤 함량 변화.
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표 2-35. MBA 포도를 UV 처리(처리조건: 0.356∼1.017 mW/cm2, 30∼600 s)

한 후 20℃에서 저장하 을 때 저장기간별 포도의 레스베라트롤 함량에 대한 

UV 처리효과 분석

Storage 

period (days)
Mean (μg/g) F-value

Coefficient of 

variation

Significant 

probability

Coefficient of 

determination

1 8.26 11.91 9.43 0.0002 0.690

2 9.66 20.07 7.68 0.0001 0.790

3 10.86 50.79 7.24 0.0001 0.904

4 12.44 59.98 9.23 0.0001 0.918

5 13.83 32.15 14.2 0.0001 0.857

6 13.94 32.76 14.6 0.0001 0.860

Storage 

period (days)
[R]=a+bP+ct+dPt

a b c d

1 7.72 -0.802 0.00690 -0.00333

2 8.95 -1.073 0.00510 0.00161

3 8.98 -0.832 0.00698 0.00512

4 8.99 -0.517 0.00854 0.01146

5 9.42 -0.445 0.00880 0.01680

6 9.68 -1.055 0.00909 0.01799

그림 2-109. MBA 포도를 UV 처리(처리조건: 0.356∼1.017 mW/cm
2
, 

30∼600 s)한 후 20℃에서 저장하 을 때 저장기간별 포도의 

레스베라트롤 함량 변화. 
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  통계적 분석 결과를 볼 때, UV 세기와 처리시간이 클수록 저장기간이 길어

질수록 UV 처리에 따른 포도의 레스베라트롤의 증폭 효과는 증가하는 것으로 

나타났음을 알 수 있다. 특히, UV 처리후 0℃보다는 20℃에서 저장하 을 때 

UV 처리 효과는 더욱 크게 나타남을 알 수 있었다. 이러한 결과를 종합해 볼 

때, 포도 수확 후 UV C를 이용하여 400∼600 mJ/cm2의 에너지를 조사하고 

20℃에서 5∼6일 저장하 을 때 레스베라트롤의 함량 가장 많이 증폭되는 것

을 알 수 있었다(그림 2-31, 2-32 및 2-33 참조). 그림 2-34는 UV 처리에 따

른 레스베라트롤 증폭 효과(처리조건: MBA의 경우 610mJ/㎠ 20℃ 6일저장; 

거봉의 경우 408mJ/㎠ 20℃ 6일저장)를 나타낸 것인데, MBA에서는 21.2배, 거

봉에서는 9.5배 증폭되었음을 알 수 있다.

그림 2-110. UV 처리에 따른 레스베라트롤 증폭 효과(처리조건: 

MBA의 경우 610mJ/㎠ 20℃ 6일저장; 거봉의 경우 408mJ/㎠ 2

0℃ 6일저장).
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사. 2차 시작기의 제작 및 성능평가

  1차 시작기를 제작하여 현장(경북 천시 고경읍 동도리 125번지 포도농가)

에서 성능평가를 실시한 결과, 다음과 같은 개선사항을 수집할 수 있었다.

  개선사항:

  ① 이송: 중심부를 이탈하는 사례가 발생할 우려가 있어 가장자리 가아드 설

치

  ② 냉각: 램프에서 발생한 열로 인하여 포도알의 균열 현상이 일부 발생하여 

냉각 성능 보완이 필요

  ③ UV 램프: 고정이 견고하면서도 착탈이 용이하도록 개선

  ④ UV 빛 유출: 작업자의 안전을 위해 빛 차단막 개선

  ⑤ 포도 투입구 및 배출구 길이: 길게 하여 작업자의 편이 도모
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그림 2-111. 2차 시작기 제원
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그림 2-112. 2차 시작기 가동준비 

   

그림 2-113. 2차 시작기 가동중

그림 2-114. UV 처리후 포장작업 

   
그림 2-115. 레스베라트롤 증폭 포

도 

그림 2-116. UV 처리후 레스베라트롤 함량(품종: MBA) 
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  그림 2-35는 2차 시작기의 제원을 나타낸 것이고, 그림 2-36에서 2-39는 2

차 시작기를 이용하여 포도의 레스베라트롤을 증폭하는 작업을 보여주는 것이

다. 한편, 그림 2-40은 UV 처리직후의 레스베라트롤 함량이 증폭된 정도를 나

타낸 것이다. 현장에서 대량 처리를 한 경우, 레스베라트롤은 평균적으로 약 

10배 증폭되는 것으로 나타났다. 특히, 1차 시작기를 통해 얻어진 결과를 바탕

으로 개선된 2차 시작기에서는 작업의 편리성이 향상되었을 뿐만 아니라 UV 

처리 시 포도의 온도 상승에 의한 포도알의 열과 현상이 전혀 나타나지 않았

다. 또한, 2차 시작기에서도 1차 시작기에서와 마찬가지로 8시간 동안 약 10톤

의 포도를 처리할 수 있는 것으로 검증되었다.

  한편, 대규모 처리를 위해서는 작업시간 5시간 기준으로 50톤을 처리할 수 

있는 시스템을 확보해야 대형 유통점에서의 요구에 따른 출하 물량을 처리할 

수 있을 것으로 판단되었다(표 2-36 참조).

표 2-36. 2차 시작기의 처리용량 및 향후 설계요구 사항

작업시간 처리용량 향후 요구사항

8시간/대 10톤/대

작업시간 5시간 기준으로 

50톤을 처리할 수 있는 

시스템을 확보해야 대형 

유통점에서의 요구에 따른 

출하 물량을 처리할 수 있을 

것으로 판단됨

아. 기계 도입에 따른 경제성 분석 

  본 연구에서 개발된 기술은 관련 산업체에 이미 기술이전을 완료하여 표 

2-37과 같이 제품화를 시행하고 있다. 이미 2005년도에 약 10톤의 포도를 출

시하여 약 5천만원의 매출규모를 달성하 고, 2006년도에는 약 100톤의 레스베

라트롤 증폭 포도를 출시할 계획을 가지고 있다. 2006년 현재, 천시 금호읍 

덕성리 20-21번지(저온창고 2동 사무실 및 100평 공장)에서 레스베라트롤 증

폭을 위한 작업을 준비 중에 있다.
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표 2-37. 레스베라트롤 증폭 포도의 산업화 현황

연도 처리량(톤) 매출규모(원)

2005 10 5천만

2006 100 5억

 

표 2-38. 레스베라트롤 증폭을 위해 투입된 기계 비용 및 수익

기계용량 제작비용(원)
유지비용 

(원/년)
작업인원(명) 수익

10톤/8시간 12,000,000 3,000,000 2

무처리 포도 

대비 약 50% 

고가격 유지

(2005년도 

시범사업 기준)

  1차 및 2차 시작기를 통해서 레스베라트롤을 증폭하기 위해 도입된 기계의 

비용을 개략 분석한 결과는 표 2-38과 같다. 표에서 보는 바와 같이 본 연구

를 통해 개발된 기술은 매우 저렴한 비용으로 고부가가치를 창출할 수 있는 

산업화 기술로 평가된다고 할 수 있다.
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제 3 절 포도의 생물활성 평가

1. 서론

  수확후 포도의 생체대사 조절을 이용하여 레스베라트롤의 함량을 증폭하는 

방법에 따라 기능성 성분이 강화된 포도에 대해서 생물활성 효능을 평가하고

자 하 다. 본 연구에서는 레스베라트롤의 함량이 증진된 포도의 생물활성은  

항산화 효능, 암세포전이 및 침윤에 관한 효능, 항염증 효능 등의 관점에서 평

가되었다.

2. 재료 및 방법

가. 효능 평가 시료 제조

  항암 기능성 물질인 레스베라트롤이 고함유된 생식용 청정 포도 생산을 위

해 수확 후 세정 및 생체대사 조절처리용 기계개발을 최종 목표로 이 장치를 

통해 포도 과피에 잔류된 농약 및 불순물이 제거되고 resveratrol 함량이 증폭

되어 과피까지 먹을 수 있는 생식용 포도를 생산하고자, 2가지 품종(MBA, 거

봉)의 포도를 4가지 파장으로 UV처리(UV-A 40W, 200W, UV-C 40W, 

190W) 하 다. 처리된 포도를 껍질을 분리하여 동결건조시킨 시험재료인 포도

껍질을 주관연구기관으로부터 공급받았다. 공급받은 시료에 대해 mixer를 이

용해 분쇄하고 200mesh의 체로 걸러 체쳐진 시료와 체쳐지지 않은 시료로 구

분하 다. 이렇게 처리된 포도껍질을 여러 생물학적 활성 평가에 이용하 다. 

1차년도에 사용하 던 2가지 품종(MBA, 거봉)의 포도 분쇄물을 에탄올:물 

(8:2, v/v) 용액에 현탁하고 실온에서 47kHz의 초음파처리기(Branson 5210)로 

현탁액 1L당 0.04kW의 초음파 에너지를 1시간 가하여 추출하고 여지로 거른 

후 감압 증발시켜 추출물을 제조하 다. 처리된 포도껍질추출물을 다음 1차년

도 생물학적 활성 평가에 이용하 다. 2, 3차 년도에는 시험재료를 에탄올 추

출물로 제조하여 효능 평가에 사용하 다. 1차년도에 사용하 던 2가지 품종

(MBA, 거봉)의 포도 분쇄물을 에탄올:물(8:2, v/v) 용액에 현탁하고 실온에서 

47 kHz의 초음파처리기(Branson 5210)로 현탁액 1L당 0.04kW의 초음파 에너

지를 1시간 가하여 추출하고 여지로 거른 후 감압증발시켜 추출물을 제조하

다. 처리된 포도껍질추출물을 다음 2, 3차년도 생물학적 활성 평가에 이용하

다.
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나. 항산화 효능 평가 및 암세포 사멸 유도효능 평가

1) 1,1-Diphenyl-2-picrylhydraxyl(DPPH) 프리 라디칼 소거법에 의한 항산화 

효능 측정

  시료를 DMSO로 처리 후 515 nm에서 ELISA reader로 흡광도를 측정하

다. 대조군으로 DMSO를 사용하며, % inhibition은 시료의 값과 DMSO 대조

군과의 비교 값으로부터 구하여 계산하 다. 실험결과는 IC50   값으로 표시하여 

활성도를 비교하 다.

2) 산화적 스트레스로 인한 세포내 reactive oxygen species (ROS) 생성 저해 

효능 평가

  Hepa 1c1c7 세포를 배양하고 시료를 처리하여 세포를 lysis 시켜 세포현탁

액을 만들었다. 세포현탁액을  500 μM H2O2 (hydrogen peroxide)와 15분 동안 

배양한 후, H2DCF-DA와 반응시킨 다음 flow cytometry를 이용하여 분석하

다.

3) 암세포 성장 저해 효능 평가(MTT assay)

  사람 암세포주(폐암 A549, 대장암 HT-29, 상피세포암 HT-1080, 위암 

SNU-638)를 이용하여 DMSO만 처리한 군과 비교하여 세포 생존률을 계산하

다.

4) 세포 신호 전달 체계에 미치는 향 평가(Western blot analysis)

  HCT-116 세포를 배양하고 시료를 처리하여 세포를 lysis 시켜 단백질을 추

출한 후 SDS-page를 이용하여 분리한다. 분리된 단백질을 PVDF로 옮긴 후 

antibody (c-myc, p53, β-actin, p-ERK)를 배양처리 한 후 ECL kit로 단백질 

발현정도를 측정하 다.  

5) SRB assay를 이용한 세포독성 평가

  사람 암세포주(폐암 A549, 대장암 HT-29, 상피세포암 HT-1080, 위암 

SNU-638)를 세포 현탁액으로 처리하여 DMSO만 처리한 대조군과 zero-day 

control의 차이를 기준으로하여 각 시험 물질처리에 따른 세포 생존율을 환산

하 다.

6) 세포 주기에 미치는 향 평가
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  HCT-116 세포를 배양하고 시료를 처리한 후 세포현탁액을 조제하여 PI 

buffer로 염색한 뒤 flow cytometer를 이용하여 세포 주기를 분석하 다. 

7) DNA fragmentation

  HCT-116 세포를 배양하고 시료를 처리한 후 세포를 모으고 DNA lysis 

buffer를 이용하여 세포를 lysis 시킨 후 RNA 및 단백질을 제거하고 

ammonium acetate와 ice-cold ethanol을 가하여 DNA를 분리하 다. 분리된 

DNA를 TE buffer에 녹이고 260 및 280 nm에서 흡광도를 측정하여 DNA의 

양 및 순도를 결정하 다. 10 μg의 DNA를 2% agarose gel로 전기 동 후 

SYBR Gold staining solution (Molecular Probes)로 염색하고 Alpha ImagerⓇ

를 이용하여 관찰하 다.

8) Caspase 활성 측정

  HCT 116 세포를 60 mm cell culture dish에 3×10
5
개씩 넣고 24시간 동안 

배양하여 부착시킨 다음, PBS로 1회 세척한 후 검색 시료를 넣고 24시간 동안 

배양하 다. 세포를 모은 후 lysis buffer 로 세포를 lysis 시켰다. Cell lysate

를 caspase assay buffer 중에서 caspase-3의 기질인 Ac-DEVD-pNA와 37
o
C

에서 4시간 이상 배양하 다. 배양 후 405 nm에서 흡광도를 측정하 으며, 따

로 마련한 pNA(p-nitroaniline) standard curve에 대입하여 흡광도를 pNA의 

농도로 환산하여 caspase-3 유도 활성을 평가하 다.

다. 암세포 전이 및 침윤에 관한 효능 평가

1) 암세포전이 관련유전자의 발현에 미치는 향평가(RT-PCR)

  HT-1080 세포를 배양하고 시료를 처리한 후 TRI reagent를 가하여 세포를 

lysis 시키고, chloroform을 처리하여 RNA를 분리하 다. 이 중 1 µg을 AMV 

역전사효소 및 oligo-(dT)15 primer를 이용하여 42℃에서 60분 동안 역전사 반

응을 실시하여 cDNA를 생성한다.  생성된 cDNA는 Taq polymerase 및 gene

에  선택적인 primer를 이용하여 PCR 반응을 한다. 증폭된 PCR 산물은 전기

동한 후 SYBR Gold staining solution으로 염색하여 Alpha Imager
TM 

(Alpha Innotech Corp. USA)를 이용해 염색된 DNA를 확인한다. MMP-2, 

MMP-9, TIMP1, TIMP2, MT1-MMP 및 housekeeping gene인 β-actin gene

의 증폭에 이용되어진 sense/antisense primer는 다음과 같다. 
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Target gene Sequences

Product 

size 

(bp)

MMP-2
Sense 5'-AGATCTGCAAACAGGACATTGTATT-3'

400
Antisense 5'-TTCTTCTTCACCTCATTGTATCTCC-3'

MMP-9
Sense 5'-CTGGGCTTAGATCATTCCTCAGT-3'

400
Antisense 5'-AGTACTTCCCATCCTTGAACAAATA-3'

TIMP1
Sense 5'-TGGGGACACCAGAAGTCAAC-3'

400
Antisense 5'-TTTTCAGAGCCTTGGAGGAG-3'

TIMP2
Sense 5'-GTCAGTGAGAAGGAAGTGGACTCT-3'

400
Antisense 5'-ATGTTCTTCTCTGTGACCCAGTC-3'

MT1-MMP
Sense 5'-GGGCCTGCCTGCGTCCATCAACA-3'

401
Antisense 5'-GCCGCCCTCCTCGTCCACCTCAAT-3'

β-Actin
Sense 5'-AGCACAATGAAGATCAAGAT-3'

188
Antisense 5'-TGTAACGCAACTAAGTCATA-3'

2) Migration assay

  HT1080 cells을 6 well plate에 약 90% 정도 생육시킨 후 well의 중간을 

yellow tip을 이용하여 그어주었다. 그 다음 시료를 18시간 동안 처리하고 

hematoxylin과 Eosin Y 용액으로 염색한 다음 실온에서 건조하여 사진 촬

하 다.

3) Gelatin zymography

  HT-1080 세포를 배양하고 시료를 처리한 후 배양 상등액을 원심분리 하여 

효소원을 얻고  Gelatin이 첨가된 SDS-PAGE gel을 이용하여 전기 동한 후 

gel을 37℃에서 16∼24시간동안 흔들어주면서 incubation하 다. 이후 

Coomassie blue R250 용액으로 염색하고 destaining solution(MeOH 50ml, 

acetic acid 100ml, H2O 850ml)으로 충분히 탈색시킨 후 gel을 건조한 후 

Scanner(EPSON)를 이용하여 clear zone을 관찰하 다.
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4) Colony dispersion assay

  24 well plate에 HT1080 cells을 well의 가운데에 조심스럽게 떨어뜨린 후 

16시간동안 배양한 후 시료를 처리하고 migration assay와 동일하게 

hematoxylin과 eosin Y 용액으로 염색하고 사진 촬 하 다.

5) QR 유전자의 발현에 미치는 향평가 (RT-PCR)

  HT-1080 세포를 배양하고 시료를 처리한 후 TRI reagent를 가하여 세포를 

lysis 시키고, chloroform을 처리하여 RNA를 분리하 다. RT-PCR법은 위의 

암세포전이 관련유전자의 발현에미치는 향평가와 동일하게 시행하 으며 사

용된 sense/antisense primer는 다음과 같다.  

Target gene Sequences

Product 

size 

(bp)

QR
Sense 5'-TCGGAGAACTTTCAGTACCC-3'

459
Antisense 5'-TGCAGAGAGTACATGGAGCC-3'

β-Actin
Sense 5'-AGCACAATGAAGATCAAGAT-3'

188
Antisense 5'-TGTAACGCAACTAAGTCATA-3'

라. 항염증 효능 평가 

1) COX-2, iNOS 유전자의 발현 억제에 미치는 향평가(RT-PCR)

  마우스 대식세포주인 RAW 264.7을 배양하고 시료를 처리한 후 TRI 

reagent를 가하여 세포를 lysis 시키고, chloroform을 처리하여 RNA를 분리하

다. RT-PCR법은 위의 암세포전이 관련유전자의 발현에 미치는 향평가와 

동일하게 시행하 으며 사용된 sense/antisense primer는 다음과 같다.  
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Target gene Primer Sequences

Product 

size 

(bp)

iNOS

 Sense 5‘-ATGTCCGAAGCAAACATCAC-3'

401 

Antisens

e

5'-TAATGTCCAGGAAGTAGGTG-3'

COX-2

 Sense 5'-GGAGAGACTATCAAGATAGTGATC-3'

861 

Antisens

e

5'-ATGGTCAGTAGACTTTTACAGCTC-3'

β-Actin

 Sense 5'-TGTGATGGTGGGAATGGGTCAG-3'

514 

Antisens

e

5'-TTTGATGTCACGCACGATTTCC-3'

2) Lipopolysaccharide 처리에 의한 cyclooxygenase-2 (COX-2) 유도 저해 활

성 검색

  마우스 대식세포주인 RAW 264.7 세포를 배양, 처리한 후 흡광도를 측정한

다. 따로 PGE2 농도로 환산하여 시험군에서의 PGE2 생성량과 대조군의 PGE2 

생성량을 비교하여 % Inhibition을 계산한다. 

3) Inducible nitric oxide synthase(iNOS) 억제 효과 검색

  마우스 대식세포의 LPS에 의한 NO 생성 저해 활성을 검색한다. RAW 

264.7 세포의 세포 현탁액을 배양, 처리한 후 NaNO2를 표준품으로 하여 검량

선을 작성하여 각 시료를 처리한 배양액 중의 NO 생성량을 구하고 이로부터 

시험군에서의 저해 활성을 측정한다.

4) 마우스 피부암 억제 효과

  ICR 마우스 등의 털을 동물용 clipper를 이용하여 깎아 제거한 후 시료를 

acetone에 녹여 마우스 등에 국소도포하고 1시간 후 aceton에 녹인 TPA를 다

시 도포하 다. 4시간 후 마우스를 희생시켜 피부를 잘라내고 액체질소와 함께 

분쇄 후 TRI reagent에 넣어 균질화시킨 후 chloroform을 이용하여 RNA를 

추출하 다. RT-PCR법은 위의 암세포전이 관련유전자의 발현에 미치는 향
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평가와 동일하게 시행하 으며 사용된 sense/antisense primer는 다음과 같다.  

Target 

gene
Primer Sequences

Produc

t size 

(bp)

COX-2

 Sense 5'-GGAGAGACTATCAAGATAGTGATC-3'

861 

Antisen

se

5'-ATGGTCAGTAGACTTTTACAGCTC-3'

β-Actin

 Sense 5'-TGTGATGGTGGGAATGGGTCAG-3'

514 

Antisen

se

5'-TTTGATGTCACGCACGATTTCC-3'

3. 연구결과

가. 항산화 효능 평가 및 암세포 사멸 유도효능 평가

1) 1,1-Diphenyl-2-picrylhydraxyl(DPPH) 프리 라디칼 소거법에 의한 항산화 

효능 측정

  UV처리한 포도껍질의 free radical scavenging 효과를 알아본 결과 UV처리 

포도껍질들은 대체적으로 400㎍/㎖ 전후에서 50%의 효과를 나타내는 것으로 

확인되었다. 거봉에 비해 MBA가 프리 라디칼 소거 효과가 높은 것으로 나타

났고 체쳐지지 않은 시료가 체쳐진 시료보다 높은 효과를 나타나는 것을 알 

수 있었다. 이 중 체쳐지지 않은 시료는 포도 알맹이 부분이 포함되어 곱게 갈

아진 체쳐진 시료에 비해 껍질 부분이 많이 함유되어 있는 것으로 생각되며 

따라서 더욱 높은 항산화 효과를 나타내는 것으로 확인될 수 있다. UV처리에 

따른 효과는 UV처리를 하지 않은 시료에 비해 대부분 약간 높은 것으로 나타

났다(그림 3-1, 표 3-1). 
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 그림 3-1. UV 처리포도들의 항산화 작용(상: MBA; 하: 거봉)
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표 3-1. UV 처리포도들의 항산화 작용

Sample
% Inhibition 

at 500 ㎍/㎖* IC50 (㎍/㎖)

MBA

체진것

Control 53.49 457.41

UV-A 40W 58.46 395.37

UV-A 200W 61.35 389.02

UV-C 40W 57.25 423.13

UV-C 190W 57.38 414.55

MBA

체쳐지지

않은것

Control 64.58 373.19

UV-A 40W 71.28 299.18

UV-A 200W 67.60 361.19

UV-C 40W 60.68 364.90

UV-C 190W 73.13 312.13

거봉

체진것

Control 59.74 391.19

UV-A 40W 57.94 411.80

UV-A 200W 56.44 435.23

UV-C 40W 53.26 449.07

UV-C 190W 58.51 421.78

거봉 

체쳐지지 

않은것

Control 57.28 434.36

UV-A 40W 59.44 417.06

UV-A 200W 63.31 401.24

UV-C 40W 58.00 417.66

UV-C 190W 56.30 458.67

Resveratrol* 67.68 53.61

Vitamin C* 90.50 21.90

Gallic acid* 89.66 3.95

  

 
        * : Resveratrol, Vitamin C, Gallic acid는 100 ㎍/㎖ 이 최고농도임.
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2) 산화적 스트레스로 인한 세포내 reactive oxygen species (ROS) 생성 저해 

효능 평가

  포도에 함유되어 있는 stilbenoid인 resveratrol이 항산화 효능이 있는 것으로 

보고됨에 따라, 포도 추출물들이 H2O2 처리에 의한 세포 내 활성 산소종

(reactive oxygen species, ROS)증가를 억제하는 활성이 있는지를 H2DCF-DA 

염색법을 이용하여 평가하 다. 500 μM H2O2만 처리한 세포에서는(그림 3-2)

에 나타난 바와 같이 DCF에 의한 형광이 뚜렷하게 증가하는 것으로 확인되었

으며, MBA control, MBA UV 200W, 거봉 control 400 μg/ml 처리시 H2O2만 

처리한 세포에 비하여 형광이 증가되는 정도가 20% 가량 감소하는 것으로 확

인되었다. 이를 통하여 포도 추출물들은 약간의 항산화 효능을 지니며, 이를 

통하여 산화적 스트레스에 의한 세포 손상도 다소 억제할 수 있을 것으로 여

겨지며 UV처리에 의한 뚜렷한 억제 효과차이는 나타나지 않았다. 

그림 3-2. 포도 추출물들의 세포 내 활성 산소 종 생성 저해 효능

3) 암세포 성장 저해 효능 평가(MTT assay)

  UV처리 포도껍질들의 암세포 성장에 대한 향을 폐암세포주인 A549와 대
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장암세포주인 HT-29를 이용하여 알아보았다. 양성 대조군으로는 Resveratrol

을 이용하 다. 시험 농도 500㎍/㎖에서 A549의 경우 60%정도까지 높은 성장 

억제효과를 나타내었다. UV처리 효과를 보면 다른처리에 비해 UV-C 190W를 

처리한 시료에서 높은 효과가 나타나는 것을 확인할 수 있다.

표 3-2. UV 처리포도들의 암세포 성장에 대한 효과

% cell proliferation at 500㎍/㎖

Sample A549 HT-29

MBA

체진것

Control 76.58 100

UV-A 40W 79.25 100

UV-A 200W 73.54 71.52

UV-C 40W 76.31 83.38

UV-C 190W 47.2 80.56

MBA

체쳐지지

않은것

Control 46.23 70.02

UV-A 40W 48.47 100

UV-A 200W 53.27 100

UV-C 40W 52.47 100

UV-C 190W 42.86 100

거봉

체친것

Control 47.81 94.03

UV-A 40W 47.54 93.00

UV-A 200W 41.6 87.30

UV-C 40W 42.66 61.04

UV-C 190W 34.67 79.98

거봉

체쳐지지

않은것

Control 47.28 84.47

UV-A 40W 49.92 94.90

UV-A 200W 38.14 82.11

UV-C 40W 51.32 86.12

UV-C 190W 43.8 100
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4) 세포 신호 전달 체계에 미치는 향 평가(Western blot analysis)

  세포 독성 평가와 암세포 저해 효능 평가를 통해 UV처리 포도추출물이 암

세포성장억제 효과를 나타내는 것을 확인하 다. 이와 같은 세포성장억제의 효

과는 다양한 세포신호전달체계의 조절에 의해 이루어지므로 UV처리 포도추출

물이 세포신호전달체계에 어떠한 향을 미치는지 알아보기 위하여 사람 대장

암세포 HCT-116에 시료를 처리하여 western blot을 실시하 다. 그 결과 세

포주기에 관여하며 oncogene으로 작용하는 c-myc의 발현이 거봉을 처리한 시

료에서 저해 효능을 나타내는 것을 확인하 다. 그러나 UV처리에 따른 효능 

차이는 나타나지 않았으며 pERK은 MBA에서 저해 효능이 약간 보 으며 p53

의 경우 시료 처리에 따른 발현차이를 나타내지 않았다(그림 3-3).

그림 3-3. UV처리포도들의 세포 주기 조절 관련 단백질 발현 향 평가

5) SRB assay를 이용한 세포독성 평가

  UV처리 포도껍질의 세포독성을 4가지 cell line에서 실험하여 비교해 본 결

과 폐암세포주인 A549에서 가장 세포독성효과가 높은 것으로 나타났으며 약 

50% 정도의 효과를 보 다. UV처리에 따른 독성효과는 control에 비해 대부

분 약간 높은 것으로 나타났다(표 3-3).
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표 3-3. UV 처리포도들의 세포독성 효과

% survival at 500㎍/㎖

Sample A549 SNU-638 HT-29 HT-1080

MBA

체진것

Control 51.85 69.84 63.32 65.52

UV-A 40W 60.08 76.85 71.20 71.08

UV-A 200W 67.39 76.53 77.75 72.44

UV-C 40W 56.35 75.15 71.84 66.41

UV-C 190W 53.03 86.50 63.54 63.84

MBA

체쳐지지

않은것

Control 56.00 59.90 63.44 71.69

UV-A 40W 38.45 46.13 57.21 56.33

UV-A 200W 44.96 73.59 71.16 72.64

UV-C 40W 46.99 66.16 61.35 69.16

UV-C 190W 41.50 65.91 65.22 69.25

거봉

체친것

Control 64.51 72.32 74.61 83.27

UV-A 40W 73.49 82.51 81.21 90.76

UV-A 200W 67.66 78.47 70.09 91.61

UV-C 40W 60.84 75.54 72.30 87.19

UV-C 190W 69.66 78.08 84.90 100

거봉

체쳐지지

않은것

Control 56.33 68.71 68.53 86.72

UV-A 40W 49.83 78.08 69.32 87.06

UV-A 200W 58.99 81.84 79.21 92.27

UV-C 40W 56.52 91.89 67.02 96.45

UV-C 190W 49.18 90.82 72.08 100

6) 세포 주기에 미치는 향 평가

  HCT-116 세포를 배양하고 시료(농도 : 200 μg/ml)를 24시간 처리한 후 세
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포현탁액을 조제하여 PI buffer로 염색한 뒤 flow cytometer를 이용하여 세포 

주기를 분석하 다. 그 결과(표 3-4)에 나타난 바와 같이 4종의 포도 추출물을 

처리한 세포에서 시료를 처리하지 않은 대조군과 비슷한 세포주기 형태를 나

타내었다. 따라서 포도 추출물들은 세포주기 변화에는 향을 미치지 않는 것

으로 여겨진다. 

표 3-4. 포도 추출물들에 의한 세포주기 변화 분석

Phase Control (%)
MBA 

CTL

MBA UV-A 

200W

거봉

CTL

거봉

UV-A 200W

G0/G1 31.88 34.80 32.60 30.44 30.43

G2/M 39.30 37.59 38.64 37.21 38.16

S 28.82 27.61 28.76 32.34 31.41

Apoptosis 0 0 0 0 0

7) DNA ladder fragmentation assay

  포도 추출물들이 사람 대장암 세포주인 HCT 116에 대하여 apoptosis의 지

표로 알려져 있는 DNA fragmentation 유도 활성이 있는지를 확인하여 보았

다. 그림 3-4에 나타난 바와 같이, 4종의 포도 추출물들을 처리한 세포에서도 

시료를 처리하지 않은 대조군과 마찬가지로 DNA fragmentation이 나타나지 

않았다. 따라서 포도 추출물들은 apoptosis를 통한 암세포 증식 저해 활성을 

지니지 않는 것으로 여겨진다. 

 그림 3-4. 포도 추출물들의 DNA fragmentation 유도 활성
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8) Caspase 활성 측정

  DNA fragmentation과 더불어, 일반적으로 apoptosis 유도시 활성화되는 것

으로 알려져 있는 caspase-3에 대한 포도 추출물들의 활성 유도 여부를 확인

하여 보았다. 비교 시료인 camptothecin은 대조군에 비하여 3배의 caspase-3 

활성 유도 작용을 나타내었으나, 포도 추출물들은 뚜렷한 caspase-3 활성 유

도 작용을 나타내지 못하 다(그림 3-5). 
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                                       3 : MBA UV-A 200W 400 μg/ml
                                       4 : 거봉 UV-A 200W 400 μg/ml

그림 3-5. UV 처리 포도 추출물들의 caspase-3 활성 유도 작용

나. 암세포 전이 및 침윤에 관한 효능 평가

1) 암세포전이 관련유전자의 발현에 미치는 향평가 (RT-PCR)

  암세포의 전이와 관련한 유전자로는 extracellular matrix 및 basement 

membrane의 degradation에 깊이 관여하고 있는 단백분해 효소중 

zinc-dependent한 matrix metalloproteinases(MMPs)를 들 수 있으며 이들의 
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발현은 암세포 전이에 접한 향이 있음이 밝혀지고 있다. 그리고 활성화된 

MMP는 내인성 저해제인 tissue inhibitor of matrix metalloproteinase(TIMP)

에 의해 저해된다. TIMP-1은 MMP-9과 복합체를 형성하여 저해하고, 

TIMP-2는 MMP-2를 선택적으로 저해하는 것으로 알려졌다. 따라서 포도추출

물(최종 농도: 100㎍/mL)이 암세포 전이에 미치는 향을 알아보고자 HT1080

의 세포 배양에서 MMP 및 TIMP 발현에 대해 포도추출물 처리가 MMP-2, 

MMP-9, MT1-MMP, TIMP-1 및 TIMP-2의 유전자의 발현에 미치는 향을 

검토하 다. 그 결과 UV-A 200W를 처리한 MBA의 추출물이 MMP-2와 

MMP-9의 발현을 현저히 저해함을 알 수 있었다. 한편 거봉 추출물의 경우 

모든 시료에서 MMP-2와 MMP-9의 발현이 약간 저해됨을 확인할 수 있었다 

(그림 3-6).

그림 3-6. UV 처리 포도 추출물들의 MMP관련 mRNA 발현 억제 작용

2) Migration assay

  암세포 침윤(invasion)에 미치는 포도추출물의 효능 평가를 위하여 본 연구

에서 2차년도에 확립한 실험법을 통하여 migration assay를 실시하 다. 암세

포의 migration 운동성에 미치는 효과를 HT1080의 세포 배양에서 포도추출물

의 처리에 따른 변화를 관찰하 다. 실험결과 vehicle 처리군에서는 18시간 경
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과 후 세포의 migration에 의하여 wound부분이 채워진 반면 포도추출물 처리

군에서는 migration억제 효능을 보 다. MBA와 거봉 두가지 추출물 모두 UV

처리군이 대조군에 비하여 높은 migration 억제 효능을 나타냈으며 거봉이 더 

뛰어난 migration 억제 효능을 보 다(그림 3-7). 

그림 3-7. UV 처리 포도추출물들의 migration 억제 활성

3) Gelatin zymography

포도추출물의 암세포에서 MMP-2 및 MMP-9 효소원의 세포외로의 분비에 미

치는 향을 알아보고자 포도추출물 처리에 따른 gelatin zymography 실험법

을 실시하 다. 포도추출물 처리에 따른 세포 배양액내의 MMP-2 및 MMP-9

의 양을 관찰하 으며 실험 결과 특히 거봉의 경우 UV 처리에 따른 MMP-2

와 MMP-9의 저해 효능이 큼을 알 수 있었다. 전체적으로 포도추출물들은 

MMP-2 및 MMP-9의 세포외로의 분비에 대한 억제 효과가 있음을 알 수 있

었으며 MMP-2의 분비에 대하여 보다 저해 효능이 큼을 알 수 있었다(그림 

3-8).
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그림 3-8. UV 처리 포도추출물들의 MMP 활성 억제 효능

4) Colony dispersion assay

  포도추출물의 암세포 침윤에 미치는 효능을 평가하고자 colony dispersion 

assay법을 실시하여 포도추출물 처리에 따른 암세포의 성장에 미치는 향을 

관찰하 다. 그 결과 MBA는 특히 시료를 처리하지 않은 대조군에 비하여 암

세포의 성장에 따른 colony의 주변으로의 퍼짐에 대하여 억제 효능이 뛰어난 

것으로 나타났으며 거봉도 억제 효능이 높은 것으로 확인되었다. UV처리를 

한 시료가 UV를 처리하지 않은 시료에 비하여 colony의 퍼짐에 대한 억제 효

능이 더 큼을 알 수 있었다. 
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그림 3-9. UV처리 포도추출물들의 colony dispersion 억제 효능

5) QR 유전자의 발현에 미치는 향평가 (RT-PCR)

  Quinone reductase(QR)는 phase II enzyme의 일종으로 phase I metabolism

에 의하여 생성된 반응성이 큰 중간 대사체들을 해독화하여 체외로 배설시키

는 역할을 한다. 이는 발암원(carcinogen)의 해독화에 중요한 역할을 할 수 있

어 이 효소의 발현 및 활성화를 증가시킬 수 있는 물질들은 암예방제로 적용

될 수 있을 것으로 여겨진다. 이에 따라 포도껍질 추출물의 QR mRNA 유도 

활성을 RT-PCR법으로 확인하여 보았다. 그 결과, 대조군으로 이용된 β

-naphthoflavone은 뚜렷한 QR 유도 활성을 나타낸 반면 resveratrol을 비롯한 

포도껍질 추출물에서는 이보다는 미약한 QR  유도 활성을 나타내었다(그림 

3-10).

1. Control

2. β-naphthoflavone 3. Resveratrol 50mM

4. MBA control 5. MBA UV-A 200W

6. MBA UV-C 190W 7. 거봉 control

8. 거봉 UV-A 200W 9. 거봉 UV-C 190W

그림 3-10. UV처리 포도추출물들의 QR 유전자 억제 효능
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다. 항염증 효능 평가 

1) COX-2, iNOS 유전자의 발현 억제에 미치는 향평가 (RT-PCR)

  포도추출물 (최종 농도: 100㎍/mL)이 LPS에 의해 유도된 COX-2, iNOS 발현 

억제에 미치는 향을 알아보고자 마우스 대식세포인 Raw 264.7의 세포배양에서 

포도추출물 처리가 COX-2 및 iNOS의 유전자의 발현에 미치는 향을 검토하 다. 

그 결과 resveratrol을 비롯하여 거의 모든 추출물이 COX-2의 발현을 저해하지 않는 

것으로 나타났으며 iNOS의 경우 Resveratrol은 뚜렷한 저해효과를 보 으며 UV를 처

리한 거봉의 추출물이 UV를 처리하지 않는 거봉 추출물에 비해 iNOS 발현을 저해하

는 것으로 확인되었다(그림 3-11).

                     1.  LPS (-)                                          2. LPS (+) 

           3. Resveratrol 50 mM                       

           4. MBA control                               9. 거봉 control

           5. MBA UV-A 40W                        10. 거봉 UV-A 40W

           6. MBA UV-A 200W                      11. 거봉 UV-A 200W

           7. MBA UV-C 40W                        12. 거봉 UV-C 40W

                              8. MBA UV-C 190W                      13. 거봉 UV-C 190W

그림 3-11. UV처리 포도추출물들의 iNOS, COX2 유전자 억제 효능

2) Lipopolysaccharide 처리에 의한 cyclooxygenase-2 (COX-2) 유도 저해 활

성 검색

  Cyclooxygenase-2 (COX-2)는 arachidonic acid를  prostaglandins로 전환하

는 과정에 관여하는 염증을 매개하는 효소이며, 암예방 지표효소로도 널리 이

용된다. UV처리 포도껍질들이 LPS에 의해 유도된 COX-2를 저해하는지를 알
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아본 결과 UV처리 포도껍질들은 대체적으로 500㎍/㎖에서 COX-2를 약간 억

제하는 것으로 나타났다. 대부분 UV처리를 하지 않은 control에 비해 더 우수

한 억제효과를 나타냈다(표 3-5).

표 3-5. UV 처리포도들의 COX-2 저해 활성

Sample
% Inhibition 

at 500 ㎍/㎖

MBA

체진것

Control 0.00

UV-A 40W 0.00

UV-A 200W 0.00

UV-C 40W 0.00

UV-C 190W 0.00

MBA

체쳐지지

않은것

Control 38.97

UV-A 40W 44.80

UV-A 200W 31.60

UV-C 40W 51.30

UV-C 190W 44.50

거봉

체친것

Control 0.00

UV-A 40W 23.23

UV-A 200W 9.80

UV-C 40W 36.22

UV-C 190W 27.60

거봉

체쳐지지

않은것

Control 32.31

UV-A 40W 46.76

UV-A 200W 58.35

UV-C 40W 40.83

UV-C 190W 40.38

Resveratrol IC50 4.76
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3) Inducible nitric oxide synthase(iNOS) 억제 효과 검색

  LPS 처리에 의해 생성된 Inducible nitric oxide systhase(iNOS)에 대해 UV

처리 포도껍질들이 저해 효과를 나타내는지 알아보기 위해 LPS에 의해 생성

된 NO를 Griess reagent와 반응시켜 발색 정도를 확인하 다. 그 결과 UV처

리 포도껍질중 UV-A 200W와 UV-C 40W를 처리한 시료가 다른 시료에 비

해 높은 저해효과를 나타내었다(그림 3-12). 한편 UV처리 포도껍질들이 실험 

조건에서 마우스 대식세포의 성장에 향을 나타내는지를 MTT와 반응시켜 

알아보았는데 모든 추출물들에서 세포 생존률이 100% 정도 나타나 실험 조건

에서 UV처리 포도껍질들의 세포 독성은 크지 않은 것으로 여겨진다(표 3-6).

0

5

10

15

20

25

LP S (-) LP S (+) 수 퍼 머 루

체 친 것

수 퍼 머 루

체 쳐 지 지

않 은 것

    거 봉    

체 친 것

    거 봉    

체 쳐 지 지

않 은 것

NaNO 2

LP S (-)

LP S (+)

c on t ro l

UV -A  40W

UV -A  200W

UV -C 40W

UV -C 190W

그림 3-12. UV 처리포도들의 NaNO2 생성량
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표 3-6. UV 처리포도들의 NO 생성 저해 효과

Sample
% Inhibition 

at 500 ㎍/㎖

MBA

체진것

Control 2.95

UV-A 40W 6.29

UV-A 200W 31.24

UV-C 40W 24.63

UV-C 190W 0.00

MBA

체쳐지지

않은것

Control 19.43

UV-A 40W 10.57

UV-A 200W 35.74

UV-C 40W 29.97

UV-C 190W 15.15

거봉

체친것

Control 3.00

UV-A 40W 0.00

UV-A 200W 7.11

UV-C 40W 15.18

UV-C 190W 2.37

거봉

체쳐지지

않은것

Control 14.86

UV-A 40W 21.42

UV-A 200W 18.97

UV-C 40W 17.15

UV-C 190W 6.25
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표 3-7. UV 처리 포도들의 마우스 대식세포 성장 저해 효과

Sample
% Inhibition 

at 500 ㎍/㎖

MBA

체진것

Control 100

UV-A 40W 99.46

UV-A 200W 100

UV-C 40W 100

UV-C 190W 98.88

MBA

체쳐지지

않은것

Control 100

UV-A 40W 100

UV-A 200W 100

UV-C 40W 100

UV-C 190W 100

거봉

체친것

Control 100

UV-A 40W 100

UV-A 200W 100

UV-C 40W 90.93

UV-C 190W 90.75

거봉

체쳐지지

않은것

Control 99.26

UV-A 40W 93.69

UV-A 200W 82.5

UV-C 40W 82.82

UV-C 190W 82.5

4) 마우스 피부암 억제 효과

  UV처리 포도추출물에 대하여 마우스 피부암 억제 활성을 평가하기 위해 

COX-2 mRNA 수준에서 TPA에 의해 유도된 COX-2의 발현을 평가해보았다. 
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그 결과(그림 3-13)에서 나타난 바와 같이 포도추출물들과 Resveratrol은 TPA

에 의해 유도된 COX-2의 발현을 억제시키지 않는 것으로 나타났다. 

그림 3-13. TPA에 의해 유도된 COX-2 발현 저해를 통한 마우스 피부암 억제 

활성 

4. 결론

  본 연구는 국내 생산되는 MBA와 거봉을 신선포도 상태에서 UV처리한 포

도껍질을 대상으로 항산화 효능, 암세포 전이 및 침윤에 관한 효능 항염증 효

능 평가를 검토하 다. 주관연구기관에서 제공받은 동결건조된 UV처리 포도

껍질을 분쇄물 또는 추출물로 제조하여 생물활성효능평가에 사용하 으며, 지

금까지의 연구 결과를 종합해 보면 국내 생산되는 MBA와 거봉을 신선포도 

상태에서 UV처리한 포도껍질을 대상으로 한 생물활성 시험에서 UV처리를 한 

포도껍질이 UV처리를 하지 않은 시료에 비해 항산화 및 암세포 전이 및 침

윤, 항염증 효과가 더 높은 것으로 나타났다. 항산화 효능 평가에서는 DPPH 

assay를 통해 UV처리에 따른 항산화 효능이 더 높은 것을 확인할 수 있었으

며 산화적 스트레스로 인한 세포내 ROS생성 저해 효능 평가에서는 UV처리에 

의한 뚜렷한 억제 효과차이는 나타나지 않았으나 전체적으로 포도 추출물들이 

뚜렷한 항산화 효능을 갖는 것으로 나타났다. 암세포의 성장 및 사멸 효능평가

에서는 다른 암세포주에 비해 폐암세포주인 A549에서 포도껍질의 효과가 비

교적 우수하게 나타났으며 UV처리한 시료가 UV처리하지 않은 시료에 비해 

약간 더 높은 암세포의 성장억제 및 사멸 효과를 보 다. 그러나 세포주기 분
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석, DNA fragmentation, caspase-3 활성을 평가해 본 결과 apoptosis를 통한 

암세포 사멸 유도 활성은 나타나지 않는 것으로 확인되었다. UV를 처리한 포

도껍질의 추출물은 UV를 처리하지 않은 포도껍질의 추출물에 비해 암세포 전

이 및 침윤에 관한 활성 효과가 다소 더 높은 것으로 나타났으며 이는 암세포 

전이 관련 유전자의 발현정도, migration assay, gelatin zymography, colony 

dispersion assay를 통하여 확인할 수 있었다. 이 중 특히 포도 추출물에 의한 

MMP-2 유전자의 발현 저해가 뚜렷이 나타났으며 migration assay 및 colony 

dispersion assay에서는 UV처리 포도추출물의 migration 억제 효능이 대조군

에 비하여 뛰어난 것으로 확인되었다. LPS 처리에 의해 생성된 

iNOS(Inducible nitric oxide systhase) 저해 효과를 살펴보면 UV처리 포도껍

질들 중 UV-A 200W와 UV-C 40W를 처리한 시료가 다른 시료에 비해 세포 

독성은 크게 나타나지 않으면서 높은 저해효과를 나타내었다. 결과적으로 본 

연구는 UV처리에 따른 포도의 생물활성효능평가를 성공적으로 수행하 으며 

UV처리를 한 포도의 항산화, 암세포 전이 및 침윤, 항염증의 효능은 UV처리

를 하지 않은 포도에 비하여 전체적으로 더 높은 것으로 사료된다.
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제 4 장 목표달성도 및 관련분야에의 기여도

□ 본 연구는 2003년 7월 15일부터 2006년 7월 14일까지 3년 동안 수행되었으

며, 연구의 최종 목표는 포도의 주요 건강기능성 성분인 레스베라트롤에 rg

관한 대사기작을 연구하고, 산업용 레스베라트롤 증폭 시스템을 개발하며, 

레스베라트롤이 증폭된 포도의 생물활성 평가를 하고자 한 바, 연구 종료 

시점에서 소기의 목표를 달성하 으며, 개발된 기술은 관련 산업체에 기술

이전을 완료하 고, ‘레스베라 포도’라는 상품명으로 2005년도 시범 출시한 

후, 2006년도 현재 제품 출시를 준비하고 있는 상태임.

□ 국내산 포도는 생산후 대부분이 생식용으로 소비되고 있어 포도를 통한 건

강기능성을 제고함은 물론이고, 생식용 포도의 고부가가치를 창출하고자 한

바, 레스베라트롤 증폭 포도는 무처리 포도에 비해 약 50% 높은 가격을 유

지할 수 있어 새로운 고부가가치 제품을 생산할 수 있는 핵심기술을 제공

할 수 있는 기술로 평가되며, 향후 국내 포도산업의 활성화에 크게 기여할 

것으로 전망됨.
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