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Protectiveeffectofapolysaccharidefrom Hizikiafusiformisagainst 

ethanol-inducedgastricinjuryinratsandIEC-6cell.

Eun-YoungChoi

DepartmentofFoodandLifeScience,GraduateSchool,

PukyungNationalUniversity

Abstract

Gastrointestinaldisorders are important causes of human morbidity in

non-industrialized countries. Many pharmaceutical products have been

developed forthetreatmentofgastrointestinalsymptoms.However,despite

recentpharmaceuticaladvances,many pharmaceuticalproductsarerelatively

expensiveandareassociatedwithvariousmedicalproblems.Drugsthatrelieve

pain,healulcers,delayulcerrecurrences,andevencurediseasehavebeen

developed,buttheygenerallyhaveimportantsideeffects.

Marinealgaehaveprovidedgreatbiologicaldiversity forsampling inthe

discovery-phaseofdrugdevelopment.Someseaweedscontainhighamountsof

polysaccharidessuchasalginate,agarose,carrageenanandfucoidan.Various

seaweedpolysaccharideshavediversebiologicalactivities,includingeffectson

theelicitawiderangeofanti-tumor,anti-complimentary,anti-inflammatory,

immunologicalandanti-viralactivities.Amongthevariousseaweeds,Hizikia

fusiformis(Hf)isoneoftheblownalgaeconsumedwidelyinKorea,Chines

andJapanese.Brownseaweedscontainavarioussolublepolysaccharidesas

alginates,fucansandlaminarinstogetherwiththeinsolublefibersmadeof

cellulose. Thisalgaepossessesanumberofpotentialcompounds,including

antioxidants(Siriwardhanaetal.,2004)andanticoagulants(Kim etal.,1998).It

alsocontainsinorganicarsenic,whichiscarcinogenictohumans(Watanabeet
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al.,1979;Nakamuraetal.,2008).ButthehealtheffectofdietaryHfremains

scientifically unclear.Especially,the mechanisms responsible forprotective

effectofHfagainstethanol-inducedpepticinjuryisunparalleled.Inthisstudy,

we extracted and purificated polysaccharidefrom the marine alga Hizikia

fusiformis (Hf-PS-1) and examined its biological effects against

ethanol-inducedgastrointestinalinjury,usinginvitroandinvivoassay.

Invitroassay,usingaratsmallintestineIEC-6cells,we'vedestroyedthe

gutbyethanol,whichismostfrequentlyabusedagent,andfoundthat5%

ethanoltreatmentfor1hrinhibitedcellproliferationby50% comparedwith

untreated group.Since co-treatmentofHf-PS-1 and ethanolprotectthe

ethanol-induced celldeath,and we examined which signaling pathway is

relatedwiththeeffectofHf-PS-1,focusing onIGF-IR signaling pathway,

whichisinvolvedincellgrowth,defferentiation,etc.TheHf-PS-1inhibited

EthanolcytotoxicitythroughtwoIGF-IRsignalingpathways:activationofthe

PI3K pathwayandtheMAPK pathway.TheethanoltreatmentinducedIGF-IR

andIRS-1phosphorylationslightly.Furthermore,bindingofIRS-1andp85,

andthephosphorylationofAktmarkedlyincreasedafterEthanoltreatment.In

contrast, co-treatment of Hf-PS-1 further phosphorylated IGF-IR, but

decreased IRS-Iphosphorylation and binding ofp85 to IRS-1.Based on

Westernblottinganalysis,treatmentwithethanolaloneinducedanincreaseof

Aktactivation, whereasHf-PS-1co-treatmentdecreaased it.TheAktis

generallyactivatedbyproliferativestimuli,suchasgrowthfactors,butinour

system,Akt phosphorylation is induced ethanoltreatment but decreased

Hf-PS-1co-treatment,whichinducedcellproliferation.Therefore,wesuggest

theAktactivationduringtheoxidativestressbyEthanolisinducedtosustain

cellsurvival.Furthermore,we examined the anotherpathway ofIGF-IR

signalingpathway,MAPK signalingpathway.EthanolinhibitedShcactivation

and the its binding with Grb2.On the contrary,Hf-PS-1 co-treatment

increasedShcactivationandthebindingofGrb2toShc. Soweobserved

ERK,JNK,p38activation, thedownstream ofShc-Grb2singaling.Ethanol
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inducedphosphorylationofJNK comparedcontrol,butco-treatedHf-PS-1is

decreased.MAPKs mediate apoptosis and cellgrowth.Specially,JNK is

activatedbyoxidativestressandoneofthemitochondrialapoptosispathway.

Althoughp38activationisnotdetected,ERK phosphorylationisincreasedin

bothofethanol onlyorco-treatmentofethanolandHf-PS-1.Therefore,the

effectofHf-PS-1 against ethanol-induced damage is related with JNK

phosphorylation.

Intheresultsofinvivoassay,ethanoltreatmentinducedgastricbleeding,

surface epithelialcelldestruction and loss ofthe surface mucosa layer

comparedtothecontrolgroup,butco-treatmentwithHf-PS-1inhibitedthese

damages.Ethanoltreatmentresultedinsignificantactivationofcaspases3,8,

and9,andDNA fragmentation,indicatorsofapoptosis,andco-treatmentwith

Hf-PS-1inhibitedit.Furthermore,weexaminedGSH,whichplaysamajor

protectiveroleasascavengeroffreeradicalsthatcombinewithnon-protein

thiolsattheGSHreactivecentertoabolishfreeradicaltoxicity.Inthepresent

study,GSH levelsdecreasedby34% intheethanol-onlygrouprelativetothe

controlgroup (100%),whereas they increased to 103.9% in the ethanol

+Hf-PS-1group.BasedonWesternblottinganalysis,JNK activationinthe

ethanol-only group.Co-treatmentwithHf-PS-1andethanoldecreasedJNK

activation,butphospho-ERK levelswerenotsignificantlydifferentamongthe

threegroups.TheseresultssuggestedthattheprotectiveeffectofHf-PS-1

wasprimarilyassociatedwiththeinhibitionofJNK phosphorylation.These

resultsareagreementwiththatofinvitroassay.Therefore,wesuggestthat

Hf-PS-1couldprovideanew,naturaltreatmentoptionforgastriculcersin

humans.
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Ⅰ.서 론

우리나라는 옛 부터 고유의 식생활 습관으로 인해 많은 사람들이 위장

질환 또는 증세를 경험하였다.최근 경제적 수준의 향상과 식생활의 서구

화,과식 및 과음,고도의 산업화와 경쟁사회의 도래로 인한 스트레스,카

페인의 섭취,아스피린,부신피질호르몬제,소염제 같은 약물(NSAID)의 섭

취 증가로 인해 과거에는 잘 나타나지 않았던 위장질환까지 증가하고 있

다.특별히 위암은 한국인의 사망원인 중 가장 많이 발생하는 질환이며 암

으로 인한 사망원인 중 가장 많은 빈도를 차지하고 있다.

위장질환 중 위궤양(gastriculcer)은 세계인구 중 4～5%가 일생 중 한번

이상 겪는 질환으로 위산과 pepsin,secretin그리고 정신적인 스트레스 같

은 위장질환유발인자들이 prostaglandin이나 epidermalgrowth factors

(EGFs)같은 방어인자들보다 강하게 작용하여 위 점막을 손상시킴으로써

발생하는 소화성궤양(pepticulcerdisease)이다(JainuM andDeviCS,

2006).

위궤양으로 인한 위출혈이나 위천공 같은 병을 치료하기 위한 약들이 진

통과 궤양치료 및 재발방지를 위해 많이 개발되었으나(Higham etal.,

2000)이러한 약들은 일반적으로 비싸고 다양한 부작용을 나타낸다.그래

서 천연물질 중에서 생리활성물질들을 분리하여 부작용이 없으면서 약리

효능을 가진 물질을 찾기위한 연구가 활발히 진행되고 있다.월계수 씨앗

(Afifietal,1997),Anchusastrigosa의 뿌리(Disietal,1998),차나무

(Maityetal,1995),호황련(Banerjeeetal,2008)등이 바로 그 예다.

최근 천연물 중에서도 해조류의 다양한 생리기능효과가 밝혀지면서 해조

류로부터 분리한 생리활성물질에 관한 연구가 활발히 진행되고 있으며
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(Kwonetal,2006;Munroetal,1987)그 기능을 고부가가치로 발전시키

고 이용하려는 움직임이 활발해지고 있다.해조류의 구성성분으로 단백질,

비타민,미네랄 뿐 아니라 다당류 그리고 당단백질들은 항바이러스와 항암

효과 및 면역활성을 가지고 있다고 보고되었다(Von VaupelKlein J.C,

1987;Yamamotoetal,1987;Sheuetal,1996).

그 중 홍조류인 김으로부터 추출한 포피란은 콜레스테롤 저하작용,항균

효과,항암효과 및 아세토아미노펜에 의한 간독성과 세포독성을 저해하는

효과가 있다고 알려져 있고(Hongetal,1997;Hwangetal,2007)녹조류

인 매생이의 메탄올 추출물은 지질과산화를 억제하고 에탄올 추출물은 멜

라닌 생성을 억제하는 효과가 있으며 매생이 자체는 중성지방과 콜레스테

롤을 저하하는 효과가 있다고 보고되었다(Munetal,2005;Parketal,

1997;Kwonetal,2006;Yangetal,2005).갈조류에는 특히 alginate,

fucan,fucoidan그리고 laminaran같은 생리활성이 우수한 수용성 다당류

와 함께 cellulose 같은 불용성 다당류를 포함한다고 알려져 있는데

(Mabeau& Kloareg,1987;Lahaye& Kaeffer,1997)그 중 알긴산은 노화

억제 효과를 가진다고 하였고(Choietal,1992)푸코이단은 항암,항바이러

스,항 혈액응고작용 등의 생리효과를 가지고 있으며 여기에 황산기의 함

량을 증가시킬 경우 그 효과를 향상시킨다는 보고가 있어 산업적인 이용가

치를 높일 것으로 기대되고 있다(Teruyaetal,2007;Zemanietal,2005;

Liuetal,2005).

한편,갈조식물문 모자반과에 속하는 톳은 한국,중국,일본의 해안에서

많이 소비되는 해조류 중 하나로 칼슘,비타민 A 및 식이섬유 함량이 풍부

하여 당뇨병,고혈압 예방,대장암 및 변비 등에 효과가 있고 요오드 함량

이 많아 갑상선 암 및 각기병 예방에 효과가 있다고 알려져 있다(Koet

al,2002).일본에서는 톳의 효능을 높이 사서 톳의 날을 따로 만들어 섭취
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를 권장하고 있으나 우리나라에서는 생산되고 있는 톳의 80% 이상이 일본

으로 수출되어왔기 때문에 잘 알려지지 않았고 섭취도 많지 않았다.

지금까지 밝혀진 톳의 생리 활성능력으로는 톳에서 추출·정제한 푸코이

단의 항 혈액응고활성,톳 열수추출물의 흰 쥐의 고형암 성장 저지,톳에서

분리한 fucoxantin의 DPPH radical소거 능,톳의 에탄올 추출물이 인간

임파구의 면역능력 증가효과를 가진다는 연구(Kooetal,2001;1990;Shan

etal,1999;Ryuetal,2007)등이 있으나 아직까지 미미한 실정이다.따라

서 톳 구성성분 중 많은 양을 차지하는 다당 부분을 추출하여 어떤 기능을

가질 것이라는 가정 하에 생리기능효과를 검토하였다.

에탄올은 대표적인 질병유발요인으로 과량 섭취된 에탄올이 대사되면서

acetaldehyde를 생성하게 되고 이로 인해 freeradical이 생성되어 지질과산

화물을 형성하여 활성산소종(reactiveoxygenspecies,ROS)를 인체 내에

생성하게 되어 산화적 스트레스(oxidativestress)를 유발하게 된다 (Pryor,

1977).이러한 산화적 스트레스로부터 세포막과 세포내 물질을 보호하고

생체 내 균형을 맞추기 위해 우리 몸에서는 freeradicalscavenger로 항산

화 효소인 glutathione peroxidase (GSH-Px),xanthine oxidase(XO),

catalase,superoxidedismutase(SOD)등 과 항산화 물질인 vitamin C,

vitaminE,β-carotene,lipoicacid,uricacid,selenium(Se),glutathione

(GSH)등이 존재하여 활성산소들을 제거하지만 과량의 에탄올을 지속적으

로 섭취할 경우 소화성 궤양이 발생하게 된다(Choetal,2007;Sungetal,

2000).

에탄올에 의한 손상 저해에는 갈근(Radixpuerariae)과 죽력(Bambusae

caulesinliquamenphyllostachyos),헛개나무 열매 추출물 등이 효과를 가

진다고 알려져 있으며(Parketal,2006;Kim,2004)해조류 중에서는 매생

이,해마토코쿠스,모자반 등이 효과가 있다고 보고되어 있으나(Hwanget
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al,2008;Raghavendranetal,2004;Kamathetal,2008)아직까지 톳에

관한 연구는 없었다.

따라서 본 실험에서는 에탄올에 의한 산화적 스트레스와 관련하여 위 손

상을 유도하는 것과 세포 독성을 나타내는 것에 대해 톳의 구성성분 중 다

당이 어떤 영향을 주는 지 확인하고자 invivo와 invitro실험을 통해 각각

살펴보았다.
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Ⅱ.재료 및 방법

1.재료

가.시약 및 재료

본 실험에 사용된 톳은 전라남도 완도의 톳 양식장에서 구입한 톳을 사

용하였다.

IEC-6세포 배양에 사용한 Fetalbovineserum (FBS)은 GibcoBRL

(LifeTechnologies,GibcoBRL,Gaitherberg,MD,USA)제품을 사용하였

으며,Dulbocco'sModifiedEagle'sMedium(DMEM),sodium bicarbonate,

배지용 항생제,bovineserum albumin(BSA),trypsin,proteaseinhibitor,

detergent,SP600125는 SigmaChemicalCo.(USA)에서 구입하였으며,톳

의 단백질을 제거하기 위해 Pronase(Roche,Mannhein,Germany)를 사

용하였다.

Westernblot에 사용된 proteinstandardmarker는 dualcolormarker

(BIO-RAD,USA)를 사용하였고 detectionreagent로는 SuperSignalWest

Pico Luminol/Enhancer Solution과 SuperSignal West Pico Stable

PeroxideSolution과 세포단백질농도를 측정하기 위한 BCA ProteinAssay

Kit(Pierce,USA)를 사용하였다.Westernblot와 immunoprecipitation에

사용한 antibody들은 SantaCruz(USA)와 CellSignaling(USA)제품을

사용하였다.세포생존율을 측정하기 위한 MTS/PMS solution(CellTiter

96AQueousNon-RadioactiveCellProliferationAssayKit)은 Promega에
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서 구입하였다.Caspase-3,-8활성을 측정하기 위해 CaspACETM Assay

System(Promega)를 구입해서 사용하였다. 세포배양용 culture dish,

6-/96- wellplate,corning tube,scrapper는 Corning (USA)와 Falcon

(Becton Dicknson Labware, USA) 제품을 사용하였고, 전기영동용

agarose는 SeaKenLFagarose(BMA,USA)를 사용하였다.100bpDNA

ladder는 Bioneer(BioneerCo,Korea)에서 구입하였으며,그 외 DNA 실

험용 시약들은 molecularbiology용으로 Sigma에서 구입 사용하였다.

2.실험방법

가.시료의 조제

(1)톳으로부터 다당 추출 및 단백질 제거

2007년 3월에 전라남도 완도 톳 양식장에서 구입한 생 톳(Hizikia

fusiformis)을 수세하여 염분기를 제거하고 50℃열풍 건조 후 분쇄한 다

음,톳 분말 40g을 취해 3구 플라스크에 넣고 증류수 1L에 침지하였다.

100℃에서 6시간동안 교반하면서 추출한 다음,감압하여 뷰후너 깔대기로

여과하고 4℃,2500rpm에서 10분간 원심분리하여 상층액에 3배 부피의 에

탄올을 첨가하고 침전된 당을 뷰후너 깔대기로 거른 뒤 50℃ 열풍 건조

하여 톳 당(Hf-PS)를 얻었다.Hf-PS를 0.1M Trisbuffer(pH7.5)에 0.5%

SDS가 첨가된 용액에 1%로 녹이고 당과 pronase가 10:1이 되도록

pronase를 첨가하였다.이 혼합물을 37℃에서 20hr 동안 shacking

incubation한 뒤 100℃에서 10분간 가열하여 효소 활성을 제거한 다음
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4℃에서 O/N 하여 잔사가 가라앉게 하였다.4℃,2500rpm에서 20분간 원

심분리 후 상층액을 취하여 3배 부피의 에탄올을 첨가하고 부후너 깔대

기로 여과한 뒤 아세톤을 처리하여 수분을 제거하고 50℃에서 열풍건조

하여 분쇄한 뒤 (Hf-PS-1)(Figure1.)-70℃에서 보관하고 에탄올에 의

한 손상에 대한 저해 효과를 검토하였다.위에서 나온 시료의 정제도는

BCAKit를 통해 측정하였다.
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Figure 1. Purification procedures of Hf-PS-1 from Hizikia 

fusiformis.
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(2)Agarosegelelectrophoresis

Agarosegel전기영동은 DietrichCP& DietrichSMC와 Leiteetal.

(1998)의 방법으로 실험하였다.즉,0.05M 1,3diaminopropane/acetate

buffer(pH 9.0)을 사용하여 0.6% agarosegel을 만들어 100V에서 1시간

동안 전기영동 하였다.Gel은 3% aceticacid:ethanol:water(0.1:5:

4.9,v/v)에 toluidineblue를 0.1%로 첨가한 염색약에 15분간 염색하고

toluidineblue만 뺀 용액에 탈색하여 밴드를 확인하였다(Leiteetal,1998

;Silvaetal,2005).

나.세포배양

Rat의 정상 소화관에서 유래된 IEC-6세포는 AmericanTypeCulture

Collection (ATCC,USA)에서 구입하였다.세포는 10% FBS가 함유된

DMEM배지를 사용하여 37℃와 5% CO2가 유지되도록 배양하였다.이 때

미생물의 오염이나 증식을 억제하기위해 penicillin(100 units/ml)과

streptomycin(100ug/ml)을 배지에 첨가하였다.세포가 80% 정도 dish를

덮으면 phosphated-buffered saline-EDTA (PBS-EDTA)로 세척한 후

trypsin처리하여 계대배양 하였으며 배지는 48시간마다 교환하였다.

다.MTSassay

Ethanol,Hf-PS-1이 IEC-6세포의 증식에 미치는 영향을 알아보기 위

해 96-wellplate에 2×10
4
cells/well로 세포를 분주한 후 세포부착을 위해

24시간 배양하고,phenolredfree-MEM 배지로 12시간 더 배양한 다음
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Hf-PS-1을 표시된 농도/시간대별로 배양한 뒤 ethanol을 배지의 5%로 1

시간 처리하였다.MTS/PMSsolution(PromegaCo,USA)를 첨가하고 3

7℃에서 1시간 반응시킨 후 ELISA platereader로 490nm에서 흡광도를

측정하였다.

라.Westernblot

먼저 totalcelllysate를 취하기 위해 PBS로 2회 세척한 세포를,

protease inhibitor(1 mg/mlaprotinin,1 mg/mlleupeptin,1 mg/ml

pepstatin A, 200 mM Na3VO4, 500 mM NaF, 100 mM

Pphenylmethylsulphonylfluoride)가 든 RIPA lysisbuffer(1% NP40,0.25%

sodium deoxycholate,1mM EGTA,150mM NaCl,50mM Tris-HCl,

pH7.5)로 세포를 취한 다음 4℃,12,000rpm으로 원심분리시킨다.상층액을

취해 BCAproteinassaykit로 단백질 농도를 측정하였다.

단백질 농도를 50μg/lane으로 동일하게 취하여 SDS-PAGE로 전기영동

한 다음 PVDFmembrane(Millipore,USA)으로 옮겼다.이때 표준분자량은

rainbow molecularmarker를 사용하였다.분리된 단백질은 SuperSignal

West Pico Chemiluminescent Substrate(PIERCE,Biotechnology,Inc,

USA)를 이용하여 단백질 발현을 확인하였다. 0.1% bovine serum

albumine(BSA)과 Tween20이 든 Tris-bufferedSaline(10mM Tris-HCl,

150 mM NaCl,pH 7.5)에서 2시간동안 blocking시킨 다음 TBS-T

(Tris-bufferedsalinecontaining0.1% Tween20)로 15분간 2회 세척하였

다.세척한 membrane에 1차 항체를 TBS-T에 1:500으로 희석하여 4℃에

서 하룻밤 반응시켰다.TBS-T로 15분간 2회 세척시킨 membrane을 2차

항체(1:10,000)로 2시간 반응시킨 후,다시 TBS-T로 15분간 2회 세척한다.
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SuperSignalWestPicoStablePeroxideSolution과 SuperSignalWest

PicoLuminol/Enhancersolution을 사용하여 KODAK X-ray필름에 감광

시켰다.X-ray필름을 현상한 후 scanning하여 나온 밴드의 강도를 Science

Lab2005(Fujifilm,Japan)을 이용하여 비교분석하였다.

마.Immunoprecipitation

Control,Ethanol,Ethanol+Hf-PS-1을 처리한 세포를 PBS-EDTA로

2회 세척하고 RIPA buffer를 넣어 얼음 위에서 신속하게 celllysate를 회수

하였다.회수한 celllysate는 12,000rpm에서 10분간 원심분리하여 상층액을

다시 회수하고 단백질 농도를 측정하였다.각 처리별로 농도를 일정하게

맞춘 celllysate에 anti-IGF-IR β-항체,anti-IRS-1항체 또는 anti-Shc항

체를 처리하여(1:300)4℃에서 하룻밤 반응시킨 후,proteinA-Sepharose

(SigmaCo,USA)를 넣어 4℃에서 1시간 방치하고 12,000rpm에서 10분간

원심분리하여 항체와 결합한 IGF-IR과 IRS-1단백질을 A-Sepharose와

함께 침전시켰다.ProteinA-Sepharose는 RIPAbuffer로 3번 반복하여 세척

하고 0.1M DTT를 함유하는 1×Laemmlisamplebuffer를 넣고 10분간 끓인

후,samplebuffer만 조심스럽게 회수하여 IGF-IR과 IRS-1sample은 6%

gel에 전기영동하고 Shcsample은 12.5% gel에 전기영동한 뒤 membrane으

로 옮겼다. Membrane을 anti-phosphotyrosine 항체(1:1000, mouse

monoclonalantibody)로 4℃에서 하룻밤 반응시킨 후,2차 항체로는

anti-mouseIgG-conjugatedhorseradishperoxidase(1:10,000)를 사용하여

실온에서 2시간 반응시켰다.TBS-T로 세척 후,chemiluminiescence

substrate을 사용하여 X-ray필름에 감광시키고 현상하여 IGF-IR,IRS-1,

Shc의 protein인산화 정도를 확인하였다.인산화를 살펴본 membrane은
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stripping하여 IGF-IR의 protein 수준 검토에 사용하기 위하여 stripping

buffer(100mM 2-mercaptoethanol,2% sodium dodecylsulphate,62.5

mM Tris-HCl,pH 6.7)로 50℃에서 30분간 stripping한 다음,anti-IGF-IR

β-항체,IRS-1항체,Shc항체(1:1000)로 4℃에서 하룻밤 반응시킨 후,

ECLwesternblot방법으로 IGF-IR,IRS-1,Shc의 단백질 발현 수준을

밴드로 확인하였다.

바.세포에서의 GSH assay

GSH 농도는 glutathionassaykit(Sigma,USA)를 이용하여 측정하였

다.먼저 세포를 PBS로 2회 세척한 후,5×10
8
cells을 1.5mltube에 취하

였다.원심분리하여 남은 세포 pellet에 5% sulfosalicylicacid(SSA)용액

을 첨가하고 액체질소와 37℃ waterbath를 이용하여 동결,해동을 2회 반

복하였다.4℃에서 5분간 방치 후 12,000rpm에서 10분간 원심분리하고 상

층액을 취해 GSH농도를 측정하였다.상층액을 96-wellplate에 취하고 여

기에 assaykit내 포함된 workingmixture를 첨가하여 실온에서 5분간 반

응시켰다.5분후 NADPH를 넣고 피펫으로 혼합한 후 412nm에서 5분 간

격으로 흡광도를 측정하였다.

사.동물사육

실험동물은 샘타코에서 분양받은 8주령의 SparagueDawley 계 숫쥐

(체중,200± 10g)를 사용하였다.각각 10마리씩 세 그룹(control군,

Ethanol군,Ethanol+Hf-PS-1군)으로 나누어 연립식 사육케이지에 넣고

7일간의 순치예비사육을 하였다.이 때 사육실온도(22±1℃),습도(50±
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10%)및 명암(12시간,08:00~20:00)을 엄격히 조절하였다.

순치 예비사육을 거친 후,일반사료와 물은 자유롭게 먹을 수 있도록 하

였고, 8일 째 되는 날 ddH2O(control군과 Ethanol군)와 Hf-PS-1

(300mg/kg)을 경구 투여하였고 2시간 후 ddH2O(control군)와 ethanol

(40%,8ml/kg;Ethanol군,Ethanol+Hf-PS-1군)을 경구 투여하였다.1시

간 후 Ether로 마취하고 단두하여 채혈하였고,각 혈액시료는 빙수 중에 1

시간 방치한 후에 원심분리(2,500rpm,20min,4℃)하여 취한 혈청을 저온

(-70℃)에 보관하면서 실험에 사용하였다.그리고 위를 적출하여 생리식염

수로 세척한 다음 그 무게를 칭량하고 그 중 일부를 취해 Bounin용액

(picricacid:formalin:glacialacetate=15:5:1)에 고정하였다.

(1)위 조직염색

각 실험군 별로 사육한 휜쥐의 위 조직을 떼어내어 생리식염수로 가볍게

씻어 혈액과 위액을 제거하였다.위 조직의 일부를 절단하여 0.5㎝ 두께로

잘라 Bounin고정용액(picricacid:formalin:glacialacetate=15:5:1

)에 고정하고,동일 고정액을 사용하여 24시간 안에 tissuecapsule에 넣어

재고정하였다.이를 수세하여 자동 침투기(autotechnicon)에 넣어 순차 농

도 에탄올에 탈수하고 xylene으로 투명화시켰다.Embedding center에서

tissuecapsule에 paraffin을 침투시켜 포매(embedding)하여 block으로 만들

었다.Rotarymicrotome으로 block을 5㎛두께로 박절하여 부유 항온수조에

서 충분히 퍼지도록 둔 후 깨끗한 slideglass에 부착시켰다.그런 다음,

slideglass와 조직절편을 단단히 접착시켜주기 위해서 60℃ 정도의 온도를

유지하는 slidewarmer에 방치하였다.마지막으로 세포의 배열과 형태학적

변화를 보기 위해 모든 조직절편을 핵과 세포질을 구분해서 볼 수 있는
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Hematoxylin& Eosin염색 후 광학 현미경으로 관찰하였다.

    (2) 위 조직 중의 GSH 활성 측정

위 조직을 5% SSA 용액으로 균질화시킨 후,액체질소로 동결,37℃ 항

온 수조에 해동을 2회 반복 실시하였다.4℃에서 5분간 방치시킨 후 4℃,

14,000rpm에서 10분간 원심분리하여 상층액을 취했다.상층액과 GSH

assaykit내 standardsolution을 96-wellplate에 각각 분주한 다음 여기에

workingmixture를 첨가하여 실온에서 5분간 반응시킨 후 NADPH를 넣고

피펫으로 혼합하고 412nm에서 5분 간격으로 흡광도를 측정하였다.

(3)위 조직 중의 DNA 단편화

위 조직을 extractionbuffer(50mM Tris-HCl,pH 7.5,20mM EDTA,

1% NonidetP-40)에 넣고 균질화시킨 후 4℃에서 2시간동안 추출하였다.

그 후 sodium dodecylsulfate(SDS)를 1%가 되도록 넣고 4℃에서 2시간,

0.55mg/ml의 proteinaseK를 넣고 42℃에서 2시간 incubation하였다.동량

의 phenol-chloroform-isoamylethanol(25:24:1)을 넣고 잘 섞은 후 원심분

리하여 DNA가 포함되어 있는 상층액을 얻었다.DNA를 포함한 상층액에

0.1배의 3M sodium acetate와 2.5배의 100% ethanol을 넣어 DNA pellet을

침전시킨 후 70% ethanol로 세척하고 건조시켰다.건조된 작은 알갱이를

Tris-EDTA(TE)buffer(20mM Tris,1mM EDTA)에 녹여 260nm에서

흡광도를 측정하여 정량한 뒤,1% agarosegel에 전기영동하였다.전기영

동이 끝난 gel은 EtBr로 염색하여 자외선등을 이용하여 관찰하였다. 

(4)위 조직 Westernblot
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단백질 농도를 50μg/lane으로 동일하게 취하여 SDS-PAGE로 전기영

동한 다음 PVDFmembrane(Millipore,USA)으로 옮겼다.이때 표준분자량

은 rainbow molecular marker를 사용하였다.분리된 단백질은 Super

SignalWestPicoChemiluminescentSubstrate(PIERCE,Biotechnology,

Inc,USA)를 이용하여 단백질 발현을 확인하였다.0.1% bovineserum

albumine(BSA)과 Tween 20이 든 Tris-buffered Saline (10 mM

Tris-HCl,150 mM NaCl,pH 7.5)에서 1시간동안 blocking시킨 다음

TBS-T(Tris-bufferedsalinecontaining 0.1% Tween20)로 15분간 2회

세척하였다.세척한 membrane에 1차 항체를 TBS-T에 1:1000으로 희석하

여 4℃에서 하룻밤 반응시켰다.TBS-T로 15분간 2회 세척시킨 membrane

을 2차 항체(1:10,000)로 2시간 반응시킨 후,다시 TBS-T로 15분간 2회 세

척한다.SuperSignalWestPicoStablePeroxideSolution과 SuperSignal

WestPicoLuminol/Enhancersolution을 사용하여 KODAK X-ray필름

에 감광시켰다.X-ray필름을 현상한 후 scanning하여 나온 밴드의 강도를

ScienceLab2005(Fujifilm,Japan)를 이용하여 비교분석하였다.

자.통계처리

실험의 분석결과는 각각의 군별로 평균과 표준편차(mean±S.D.)를 사용

하여 표기하였으며,모든 자료는 Window용 SPSS 프로그램 (Statistical

PackageforSocialScience,SPSSInc,Chicago,IL,USA)을 이용하여 처

리하였고,반복측정에 의한 ANOVA test를 한 후 Duncan's multiple

rangetest로 유의성 검증을 실시하였다.이때,모든 통계적 유의도 수준은

p<0.05에서 살펴보았다.
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Ⅲ.결과 및 고찰

1.해조류인 톳으로부터 당 추출 및 정제

 

  톳의 일반성분을 AssociationofAnalyticalCommunities(AOAC) 방법에

의해 분석한 결과 수분이 6.66±0.01%, 조단백질이 11.75±0.04%,조지방이

1.79±0.25%,조회분이 35.12±0.05%,염분이 17.47±0.02%  그리고 탄수화물

이 27.21±0.02%로 탄수화물,단백질,지방 중 가장 많은 양을 차지하는 것

을 확인하였다(Table1). 50℃ 열풍 건조 후 7.054g의 톳 당(Hf-PS)를  얻

었다.이렇게 얻은 톳 당(Hf-PS)중의 단백질 함량을 측정한 결과 0.36%의

단백질이 포함된 것을 확인하였다. 더 정제된 당을 얻기 위해 단백질분해

효소인 pronase를 처리하여 Hf-PS-1을 준비하였다.  Hf-PS-1중의 단백질

함량은 0.05%로 pronase처리에 의해 감소한 것을 확인하였다. 당임을 확인

하기위해 0.6% agarosegel을 사용하여 전기영동한 결과,단백질 제거 후

밴드가 이동한 것을 확인할 수 있었고 이는 단백질제거에 의한 변화라고

생각된다. 이렇게 정제된 당을 Hf-PS-1이라 명명하고 이후 실험에 사용하

였다(Table2,Figure2).
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Moisture Crudelipid Crudeprotein Crudeash
Carbo-

hydrate
*1

4.27
1.76

(1.84)

12.94

(13.52)

19.17

(20.03)

61.86

(64.12)

Table1.ProximatecompositionofdriedH.fusiformis.

(%)

1
100-(Moisture+Crudelipid+Crudeprotein+Crudeash)

( ) = Dry base
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Moisture Crudelipid Crudeprotein Crudeash
Carbo-

hydrate
*1

7.34
trace

(trace)

trace

(trace)

16.54

(17.85)

76.12

(82.15)

Table2.ProximatecompositionofdriedHf-PS-1.

(%)

1
100-(Moisture+Crudelipid+Crudeprotein+Crudeash)

( ) = Dry base
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Figure2.ElectrophoresisbandsofHf-PS-1. Hf-PS-1wasseparated

by 0.6% agarosegelelectropheresis, and analyzed by toluidine blue

stainingforpolysaccharide.
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2.에탄올의 소화관 정상세포인 IEC-6에 대한 독성 및

Hf-PS-1의 에탄올 독성 저해 효과

가.에탄올 및 정제 Hf-PS-1처리가 세포증식에 미치는 영향

 

본 실험에서 사용된 소화관 세포는 rat의 정상 소화관 조직에서 유래한 

IEC-6 세포를 사용하였고,Hf-PS-1은 500㎍/ml로 24시간 처리한 후

ethanol을 5% 농도로 1시간 처리하였다.여기에 tetrazolium compound인

MTS를 투여하고 일정시간동안 배양하여 MTS가 세포 내 미토콘드리아에

서 생산되는 succinatedehydrogenase에 의해 수용성 formazan으로 만들

어진 것을 490nm에서 광학농도를 측정하여 formazan의 생성된 양으로 세

포의 증식을 확인하였다. 

 먼저 Hf-PS-1이 IEC-6세포에 대하여 독성을 나타내는 지 확인하기 위

해 100,200,300,500ug/ml로 24시간 처리한 후 MTSassay를 한 결과 

Figure3에서 보이는 것과 같이 독성이 나타나지 않음을 확인 할 수 있었

다.일반적으로 에탄올은 여러가지 기관에 있어서 손상을 주고 특히 세포

에 대해서는 독성을 나타낸다. Venugopaletal.(2007)은 간세포인 VL-17A

세포의 경우 에탄올을 10%로 처리 시 MAPK cascade로 인해 염증과 세

포사멸이 유도된다고 하였고,Zhangetal.(2007)은 흰쥐의 초대배양 간세

포에 에탄올을 처리시 산화적 스트레스와 MAPK, 그리고 타이로신 인산화

를 통해 세포사멸을 유도한다고 하였으며,Villegasetal.(2006)은 신경세

포인 B92glial세포에서 에탄올에 의한 산화적 스트레스가 MAPK에 영향

을 주어 세포사멸을 유도한다고 발표하였다.이렇게 에탄올이 세포사멸을
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유도한다는 보고처럼  본 실험에서도 에탄올을 5%로  1시간

처리하였을 때 Figure4에서 보이는 바와 같이 IEC-6세포의 세포증식이

약 50% 감소하는 것으로 보아 에탄올이 세포사멸을 유도하는 것으로 보여

진다.에탄올 유도 세포사멸에 대해 톳 당의 저해 효과를 확인하기위해

Hf-PS를 pronase로 단백질을 제거한 것(Hf-PS-1)과 제거하기 전의 것

(Hf-PS)으로 실험 한 결과 단백질을 제거하였을 때가 에탄올에 의한 세

포사멸을 저해하는 효과가 있음을 확인할 수 있었다(Figure4A). 그래서

효과가 있는 Hf-PS-1의 조건을 확인하기 위해 시간별,농도별로 실험을

한 결과 농도별로 24시간 처리 시 농도 의존적으로 효과가 있음을 확인할

수 있었고 Hf-PS-1을 3,6,12,24시간 처리 시 시간 의존적으로도 효과

를 확인하였으며(Figure4B)그 중 Hf-PS-1500㎍/ml을 24시간 처리하는

조건으로 고정으로 하여 실험을 진행하였다. .   
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Figure3.EffectofHf-PSandHf-PS-1oncellviability.

IEC-6cellswereincubatedwithHf-PS orHf-PS-1in theindicated

concentrationsfor24hrs.Theresultsindicatedmean± S.D.inthree 

independentexperiments.
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Figure4.ProtecteffectofHf-PS-1onethanolinduceddamage.

Cellswereseededin96-wellplateandincubatedfor24hrs andmedia

waschangedwithSFM for12hrs. CellsweretreatedEthanolfor1hr 

afterSFM,Hf-PS,Hf-PS-1attheindicatedconcentrations for24hrs 

except control.And cells were incubated SFM,Hf-PS-1 at the 

indicatedconcentrationsandtimes,afterthattreatedEthanol for1hr. 

Cellviability wasmeasured with MTS assay kitas manufacturer's

instruction.Datawererepresented% ofcontrol(100%). Valuesarethe

mean±S.D.Valuesdefferentalphabetaresignificantly(p<0.05) among

thegroupbyDuncan'smultiplerangetest. 
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나.에탄올 및 Hf-PS-1처리가 세포형태에 미치는 영향

 

Figure5는 IEC-6세포에 에탄올을 처리한 것과 Hf-PS-1과 에탄올을 

처리했을 때 세포형태를 현미경에서 관찰한 것이다.그림에서 보여지는 바

와 같이,IEC-6세포에 에탄올을 처리 시 세포가 수축하였으며, 세포 수

또환 감소하는 것으로 나타났다. 반면에 Hf-PS-1을 24시간 처리 후 에탄

올을 처리하였을 때 농도가 높아질수록 세포의 형태가 대조군과 비슷하게 

보호되는 것으로 나타났다. 이는 앞에서 살펴보았던 MTS assay결과와 

일치하는 것이다.
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Figure5.H.fusiformisPolysaccharide-1protects ethanol-induced

damageofIEC-6cellsandmorphology(x400).

CellsweretreatedwithSFM for12hrs.Cellswere treated Ethanol(5%,

1hr)aftertreatedSFM orHf-PS-1(500㎍/ml)for24hrs A iscontrol.B

istreatedonlyEthanol.C istreatedEthanol (5%,1hr)afterHf-PS-1

(500㎍/ml)pretreatment.
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3.에탄올의 세포독성에 대한 Hf-PS-1의 저해 기전

가.Hf-PS-1의 IGF-I신호전달경로와 관련한 억제기전

 

  Insulin-likegrowthfactors(IGFs)는 세포 대사,성장,분화를 조절하

는 중요한 peptide로 adulthepatocytes와 infetalhepatocytes에서 합성, 분

비된다고 알려져 왔으나 우리 몸의 대부분에서 발견되고 암세포에서도 발

현이 되는 것이 알려지게 되었다.IGF-I은 growthhormone에 의해 조절

되고 생체 내의 성장과 발육에 영향을 주게 된다. 분비된 IGF-I은 DNA

합성에 필요한 G1기에서 S기로 진행되는데 필요한 인자로 IGF-IR (type-I

IGFreceptor)과 결합하여 세포의 증식과 세포주기 진행 및 분화, 대사에

관여하고 초기 종양생성에 관여하며 세포사멸 억제작용을 나타낸다

(Basergaetal,1993). IGF-I이 IGF-IR과 결합하게 되면 다양한 신호전달

이 활성화되게 되는데 tyrosine인산화(PY)로 인해 IGF-IR이 활성화되면

IRS-1(insulin receptor substrate-1)을 인산화시키게 되고

PI3K(phosphatidylinositol-3 kinase)의 substrate인 p85를 인산화하여

AKT의 인산화에 영향을 주게 된다. 또한 IGF-IR의 인산화는 Shc을 인산

화하게 되고 IRS-1비의존성으로 Grb2(growth factorreceptorbound

protein 2)와 결합하여 Ras-MEK 경로를 활성화하게 되고

MAPKs(mitogen-activatedproteinkinases)에 연관되게 된다.  본 연구에

서는 에탄올이 소화관세포인 IEC-6의 세포사멸을 유도하고 Hf-PS-1을 병

행 투여하였을 때 세포사멸을 저해하였는데 그 유도과정이 IGF-IR신호전

달에 있어서 어떻게 연관되고 작용하였는지를 살펴보았다. IP로 IGF-IR을



- 27 -

사용하고 IB로 PY99를 써서 tyrosine인산화를 확인하였는데 에탄올만 처

리하였을 때 IGF-IR이 대조군에 비해 20.7±5.1% 인산화 되었으며 

Hf-PS-1을 병행 투여한 군은 에탄올 처리 군만큼(25.6±8.8%)인산화 된

것을 확인할 수 있었다.세포는 스트레스를 받으면 항상성을 유지하기 위

해 스트레스 저항력이 증가하게 되는데 이 때 IGF-I분비를 증가시키게

된다. 에탄올은 일시적인 세포 스트레스 저항성에 영향이 있다고 보고되고

있으므로 IGF-IR이 세포증식에 관여하는 IGF-I과 결합해서 자동 인산화를 

유도하게 되고 그로 인하여 대조군에 비해 IGF-IR의 인산화가 증가한 것

이라고 보여진다 (Leeetal,2007;Ohetal,2008). 또한 Hf-PS-1을 투여

하였을 때 유의적인 차이는 없었지만 Densidometer로 확인 시 더 진해진

것을 확인할 수 있었는데 이는 Hf-PS-1의 보호효과로 인해 스트레스 저

항력이 더욱 증가해 IGF-1분비를 증가시켜서이기 때문이라고 보여진다. 

IGF-IR의 downstream인 IRS-1의 tyrosine인산화를 확인하기 위해 IP로

IRS-1을, IB로 PY99를 붙였을 때 에탄올만 처리하였을 때 IRS-1이 대조

군에 비해 29.0±1.6% 인산화 되었으며 Hf-PS-1을 병행 투여한 군은 다시

대조군 만큼 인산화가 감소되었다. 다음으로 IRS-1에 결합하는 PI3K p85

의 양을 확인하기 위해 IPIRS-1에 IB PI3K p85를 붙였을 때 대조군에

비해 에탄올 처리 군에서 단백질 발현이 증가하였고 Hf-PS-1을 병행투여

시에는 다시 감소하였는데 유의적인 차이는 없었다. Hf-PS-1을 병행하여

처리한 군에서 다시 단백질이 대조군만큼 줄어들었다. AKT역시 western

으로 확인하였을 때 AKT의 단백질에는 변화가 없었으나 phospho AKT는

에탄올 처리 군에서 다른 군보다 많이 발현되었다가 Hf-PS-1병행 처리

군에서 대조군보다는 발현되었으나 에탄올 군 보다 감소되었다 (Figure6).
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Zhouetal.(2005)은 소장상피세포인 RIE-1에 H2O2를 처리하였을 때 본 실

험과 같이 산화적 스트레스로 인한 세포의 사멸을 방어하기 위해서 대조군

보다 H2O2처리군이 AKT의 인산화가 더 많이 일어난다고 발표하였으며

Kim etal.(2008)과 Kuwabaraetal.(2008)은 세포가 산화적 손상시 산화․

환원 조절의 균형이 깨짐으로 인해 세포가 사멸할 때 균형을 유지하기 위

해 AKT의 인산화가 일시적으로 증가한다고 하였으며 이 현상을

homeostasis적인 반응이라고 하였다.또한 항산화 효과가 있는 Lutein과

N-acetylcystein(NAC)을 H2O2와 함께 처리하였을 때 AKT의 인산화가 저

해된다고 보고하여 본 실험과 같은 경향을 보였다.아직 이 현상에 대한

정확한 보고는 나와있지 않았으며 이에 대한 연구가 더욱 진행되어야 할

것이라 생각된다.Shc의 경우 IP는 Shc,IB는 PY99를 붙여 Shc의

tyrosine 인산화를 확인하였는데 대조군에 비해 에탄올 군에서 29.6±4.9%

감소되었다가 Hf-PS-1을 병행 처리하였을 때 에탄올 군에 비해

32.1±11.2% 다시 증가하였다. Shc에 붙는 Grb2를 보기위해 IPShc에 IB

로 Grb2를 붙였더니 대조군에 비해 에탄올 군에서 Grb2의 발현량이

20.7±0.4% 감소하였으나 Hf-PS-1병행처리 군에서 다시 에탄올 군에 비

해 발현량이 40.6±3.4% 증가한 것을 확인할 수 있었다(Figure7).즉,에탄

올이 IEC-6세포에 산화적 스트레스를 유도하게 되는데 이를 방어하기 위

해서 IGF-IR의 tyrosine인산화가 증가하게 되고 Hf-PS-1을 병행처리하

였을 때는 IGF-IR의 인산화가 에탄올만 처리했을 때 보다 더 많이 일어나

산화적 스트레스로부터 보호하게 되어 그 downstream인 Shc과 Grb2를 통

해 생존으로 가는 것으로 보여진다.
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Figure 6.Effect of Hf-PS-1 on IGF-IR pathway regulators

expressioninIEC-6cells.

Cells were treated with Ethanol(5%,1hr) or Ethanol(5%,1hr) +

Hf-PS-1(500㎍/ml)afterpreincubationwithSFM for 12hrs.Cell lysates

were immunoprecipitated with anti-IGFIR,IRS-1 antibody and the

immune complexes were then analyzed by eletrophoresis and

immunoblottingwithanti-phosphotyrosine,oranti-IGF-IR, IRS-1,p85

antibody.And whole cellextracts were prepared and analyzed by 

westernblottingusinganti-phospho-AKT,anti-AKTantibodies.
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Figure7.EffectofHf-PS-1onShcphosphorylationand Shc/Grb2

complexformationinIEC-6cells.

Cells were treated with Ethanol(5%,1hr) or Ethanol(5%,1hr) +

Hf-PS-1(500㎍/ml)afterpreincubationwithSFM for12hrs. Celllysates

were immunoprecipitated with anti-Shc antibody and the immune

complexeswerethen analyzed by eletrophoresisand immunoblotting

withanti-phosphotyrosine,oranti-Shc,Grb2antibody.
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나.Hf-PS-1의 MAPkinase신호전달 경로와 관련한 억제기전

 

  에탄올에 의한 산화적손상과 관련된 세포 내 신호전달경로로는 MAPK

(Mitogen-activated protein kinases) 신호 전달을 들 수있다.MAPK

family 로는 extracellular signal-regulated kinase (ERK 1/2),c-Jun

N-terminalkinase(JNK),p38이 있다 (ZhangY etal,2007LeeYJ and

ShuklaSD,2005).Yuetal.(2007)은 ROS에 의해 이들이 활성화 되면서

세포 생존에 영향을 준다고 하였다. ERK는 세포생존과 연관된 반면

p38MAPK과 JNK는 세포의 죽음과 연관되어 있다고 알려져 있고 이 들

사이의 균형이 세포의 생존과 죽음을 결정한다고 하였다(Yoon etal,

2002). 그래서 JNK의 저해제를 사용해서 JNK의 활성을 저해하면 세포사

멸을 막을 수 있다(Condeetal,2008). 본 실험에서는 에탄올이 MAPKs에 

미치는 영향과 그에 대한 Hf-PS-1의 산화적 손상 저해가 어떻게 이루어

지는지 westernblotting을 통해 확인하였다. 하지만 p38MAPK의 경우

밴드를 확인할 수 없었다(Figure8). ERK1/2는 에탄올 처리 시 인산화가

42.8±3.5% 증가하였으며 Hf-PS-1병행 투여 군에서도 동일하게 대조군에

비해 인산화가 42.4±4.7% 증가하였다. 그에 반해 JNK의 경우는 에탄올 처

리 시 인산화가 32.8±3.2% 증가하였다가 Hf-PS-1 병행 투여 시 활성이

61.8±9.1% 줄어들었다. Leeet al.(2007)은 간세포에 200mM 에탄올을 30

분간 처리 했을 때 일시적으로 p42/44MAPK가 활성화되고 IGF-1발현이 

증가한다고 발표하여 본 실험과 비슷한 경향을 보였는데 이는 간세포에서 

에탄올에 의해 ROS가 축적되고 hydrogen-peroxide에 의해 일시적인 세포

스트레스에 대한 저항력이 생기면서 p42/44MAPK가 활성화되기 때문이
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라고 하였다.(AroorAR & ShuklaSD.2004;LeeYJ& ShuklaSD.

2005). 

Zhouetal(2005)은 소장상피세포인 RIE-1에 H2O2를 처리하였을 때 

ERK1/2의 인산화가 일어난다고 하였으며 ERK1/2의 upstream인 MEK1의

저해제를 H2O2와 함께 처리시 세포사멸의 지표인 DNA fragmentation이 

일어나는 정도가 H2O2만을 처리했을 때보다 감소하는 것을 확인할 수 있

었다고 하였다. 보통 ERK 1/2는 세포 생존과 연관이 있다고 알려져 있으

나 ERK 1/2는 세포 생존과 죽음 모두 관련이 있으며 여러 논문에서 H2O2

에 의한 ERK1/2의 인산화가 signaltransduction, 세포성장,유전자 발현,

암 촉진인자로 작용하는 PKC(proteinkinaseC) 의존성과 비의존성 신호

전달에 의해 조절된다고 하였으며 RIE-1세포에서는 H2O2에 의한 ERK1/2

의 인산화가 PKC 비의존성 경로라고 발표하였다(Song etal,2005 ;

Zhangetal,1998).

MAPKs 중 하나인 JNK는 산화적 스트레스원인 에탄올,   

Methamphetamin(METH),H2O2등에 의해 활성화되고 세포의 사멸을 유

도하게 된다. Weston과 Davis는 (2007) JNK가 세포사멸에 있어 중요한 

지표로서 사용된다고 하였다. Villegasetal.(2006)은 신경교세포인 B92에 

에탄올 처리 시 세포사멸이 JNK의 인산화를 통해서 유도된다고 하였으며, 

Wangetal.(2008)은 인간의 신경아세포인 SH-SY5Y에 METH로 산화적 

스트레스 유도시 JNK 경로가 활성화 되었으며 이로 인해 caspase-3가 활

성화되어 세포사멸을 유도한다고 하여 본 실험과 비슷한 경향을 보였다. 

p38 MAPK의 경우 본 실험에서는 어떠한 밴드도 나타나지 않았는데 

Zhanget al.(2007)의 실험에서 간세포에 에탄올을 50mM로 처리시 p38의
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활성이 대조군과 유의적인 차이가 없었으나 100mM로 처리시 대조군에 비

해 유의적으로 활성화됨을 보고하였다.본 실험은 에탄올을 50mM로 처리

하였기 때문에 p38MAPK의 밴드를 확인할 수 없었다고 생각된다.
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Figure 8.Effects of Hf-PS-1 on MAPK pathway regulators 

expressioninIEC-6cells.

Cells were treated with Ethanol(5%,1hr) or Ethanol(5%,1hr) +

Hf-PS-1(500㎍/ml)afterpreincubationwithSFM for12hrs. Wholecell

extracts were prepared and analyzed by western blotting using 

anti-phospho-ERK1/2,anti-phospho-JNK,anti-phosphop38and acti-β

-actin antibodies.
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다.에탄올의 산화적 스트레스에 대한 Hf-PS-1의 저해 효과

에탄올에 의해서 JNK가 인산화 됨에 따라 JNK가 산화적 스트레스에 대

한 결정적인 역할을 한다고 가정하여 JNK 저해제인 SP600125를 에탄올과

함께 처리 후 Hf-PS-1의 효과가 어느 정도인지 westernblot과 GSH로 확

인하였다.

에탄올은 산화적 스트레스의 대표적인 요인 중 하나로 에탄올이 대사되

면서 에탄올 dehydrogenase와 cytochromep4502E1에 의해 acetaldehyde

를 생성하게 되고 이로 인해 freeradical이 생성되어 지질과산화물을 형성

하여 활성산소종(reactiveoxygenspecies,ROS)를 인체 내에 생성하게 되

어 산화적 스트레스(oxidativestress)를 유발하게 된다 (Pryor,1977). 이

때 GSH가 이들과 반응하여 제거하는 역할을 하고 세포 내 GSH 농도가

감소되어 산화적인 손상이 발생하게 된다(Cohenetal,1983).

본 연구에서는 에탄올로 인한 GSH의 손실은 대조군에 비해 감소 

(72.72±14.84%)하였는데 반해 Hf-PS-1을 먼저 처리하였을 때 에는 GSH

가 에탄올 군보다 증가한 것 (118.18±10.49%)을 확인할 수 있었는데 이는

저해제 처리시 (95.45±9.09%)보다 더 높은 수치로 Hf-PS-1이 에탄올에

의한 산화적 스트레스를 저해한다고 볼 수 있다(Figure9A).JNK의 인산

화는 Hf-PS-1이 JNK inhibitor를 처리한 만큼 효과가 있음을 확인하였다

(Figure9B).
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Figure9.EffectofHf-PS-1onethanol-induceddamage

A.CellsweretreatedwithEthanol,Ethanol+Hf-PS-1or Ethanol+ 

SP600125(JNK inhibitor) and cell GSH level were measured as

describedinthematerialsandmethods.Datawererepresented% of 

control(100%).Valuesarethemean±S.D.Valuesdifferent alphabetare

significantly(p<0.05)amongthegroupbyDuncan'smultiple rangetest

.B.Wholecellextractswerepreparedandanalyzedby westernblotting

using anti-phospho-JNK,and acti-β-actin antibodies.
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이상의 실험들로 에탄올과 에탄올에 의한IEC-6세포의 세포사멸을 억제하

는 Hf-PS-1의 영향을 기전으로 표시하면 다음과 같다(Figure10A,10B)



- 38 -

Figure 10. The proposed model of Hf-PS-1's protective

mechanism onethanolinduceddamageinIEC-6cells.
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4.에탄올에 의한 SparagueDawleyrat의 위 손상 및 

Hf-PS-1의 Ethanol위 손상 억제 효과

  소화관 상피세포인 IEC-6에서 에탄올로 인한 세포사멸과 Hf-PS-1의 저

해효과를 확인하였으므로 invivo형태로서 SparagueDawleyrat의 위 손

상 및 Hf-PS-1의 Ethanol위 손상 억제 효과를 확인하였다.에탄올이 위

장관에 손상을 준다는 연구가 다수 발표되었는데(Hernandez-MunozR et

al,2000;BirdaneFM etal,2007) 에탄올의 위 손상유도에 따른 Hf-PS-1

의 보호 효과를 관찰하기 위해 8주령 된 Sparague-Dawleyrat를 대조군, 

에탄올 단독 투여군,에탄올과 Hf-PS-1을 투여한 Hf-PS-1병행 투여 군

으로 각각 10마리씩 나누어 실험하였다.1주일간의 순치사육을 실시하였고, 

그 이후 단기로 대조군과 에탄올 단독 투여 군에는 ddH2O를, Hf-PS-1병

행 투여군에는 300mg/kg의 Hf-PS-1을 ddH2O에 녹여 경구 투여하였다.2

시간 후 대조군은 ddH2O를,에탄올 단독 투여 군과 Hf-PS-1 병행 투여군

에는 40% 에탄올을 8ml/kg로 경구 투여하였다. 다시 1시간 뒤 에테르로

마취하고 단두 및 해부하였다(Figure10).
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Figure10.Proceduresofratexperiment.
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가.에탄올 및 Hf-PS-1투여가 위 무게에 미치는 영향

  

  대조군,에탄올 단독 투여군,Hf-PS-1병행 투여군의 간,위를 적출하고

무게를 측정하였는데 간 무게는 3군 간에 차이가 없었고 위는 에탄올을 먹

인 두 군은 위액이 나와 부풀어 있었고 무게도 대조군보다 유의적(P<0.05)

으로 높게 나타났다. 그러나 안의 내용물을 모두 제거한 뒤 확인 하였을

때는 차이가 없었다. 3주 정도의 장기실험에서는 에탄올을 먹인 쥐의 식이

효율이 대조군에 비해 감소하였다는 보고가 있었는데 이는 소화율과 흡수

율 그리고 열량효율이 감소하였기 때문이라고 설명하였다(Lieberetal,

1998; Koetal, 2002). 하지만 본 연구와 같이 단회 투여 실험의 경우 장

기무게에는 유의적인 차이가 없었다(Parketal,2008 ; Kim etal, 2004;

Parketal,2005) (Table2).
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Experimental

animalgroup
*1 Control Ethanol

Ethanol+

Hf-PS-1300mg/kg

Liver(g) 10.15±0.96a 9.62±0.77a 9.74±0.60a

Stomach(g) 1.85±0.22
a

3.3±1.09
b

2.86±0.51
b

Table2.LiverandStomachweightfollowingethanolor ethanol +

Hf-PS-1co-treatment.

(Mean ± S.D.)

Values represent mean ± S.D. with n=10 per group.
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나.에탄올 및 Hf-PS-1투여가 위 표면손상에 미치는 영향

 

  에탄올의 섭취는 위 염증,위궤양 같은 병리학적인 상태를 유발시킨다

(Hernandezetal,2000Frankeetal,2005; Tayloratal,2005).  본 연구

에서는 대조군과 에탄올 단독 투여군, 톳당 병행 투여군 모두를 해부하여

각 위 내부 표면의 상태를 확인하였다(Figure11). 위 내부표면에 대한 육

안적인 소견은 에탄올 투여 시 위 출혈이 일어난 것을 확인할 수 있었고

Hf-PS-1을 먹인 군에서는 위출혈이 저해된 것을 확인할 수 있었다.

 위 표면 상피세포들은 에탄올,NSAID 그리고 다른 위 손상 요소로부터 

위를 보호하기 위해 점액질을 만들어 낸다(HingsonandIto,1971;Allen 

etal,1986). 일반적으로 위 점막 손상은 상피세포들이 괴사상태일 경우 재

생을 돕기 때문에 위궤양과 직접적으로 관련되지 않는다(Morris and 

Wallace,1981;LacyandIto,1984). 하지만 Allenetal.(1986)은 표면상

피점액이 에탄올이나 아스피린으로 인한 손상에는 보호역할을 하지 못한다

고 발표하였다. 본 실험에서는 위 표면사진 뿐 아니라 에탄올 및 Hf-PS-1

의 경구투여에 따른 흰쥐의 위 조직을 조직학적으로 살펴보기 위해 H&E

로 염색 처리한 후 광학현미경으로 관찰하였다(Figure12). 에탄올 군의 위

는 대조군의 위에 비해 표면상피가 파괴되어 떨어져 나가 있는 것을 확인

할 수 있었고 표면 점막이 손실된 것을 관찰할 수 있었으나 Hf-PS-1병

행투여 군에서는 표면상피가 에탄올에 의해 약간 수축된 상태를 보였지만

거의 대조군에 가깝게 보호해 주는 것을 확인 할 수 있었다.
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Figure 11.Photography ofstomach afterethanolorethanol +

Hf-PS-1.

Hf-PS-1 protects againstethanol-induced hemorrhage on the inner 

surfaceofstomach.A iscontrolgroup.BistreatedonlyEthanol (40%,

8.0mL/kg B.W.).C istreatedEthanol(40%,8.0mL/kgB.W.) after

Hf-PS-1(300mg/kgB.W.)pretreatment.
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Figure12.Photographsonepithelium ofstomachby H-Estaining. 

A,B ;controlgroup(ⅹ200,400);C,D ;ethanoltreatment group 

(40%,8.0 mL/kg B.W.;ⅹ200,400)induced somelossof surface 

mucosalayer E,F Ethanol(40%,8.0mL/kg B.W.)andHf-PS-1 

co-treatmentgroup(300mg/kgB.W.; ⅹ200,400)appearedacomplete

surfacemucosalayer.
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다.에탄올 및 Hf-PS-1투여가 위 조직 중의 caspase활성    

 및 DNA 단편화에 미치는 영향

 

  위 조직의 표면 상피세포의 손실을 확인하였는데 이 손실이 에탄올로 인

한 세포사멸에 의한 것인지를 확인하기 위해 세포사멸의 지표인 caspase

-3,-8,-9활성을 확인하였다. 본 실험에서 확인한 결과 에탄올을 경구 투

여하였을 때(40%,80ml/kgB.W.) caspase-3,-8,-9가 활성화된 것을 확

인하였으며, Hf-PS-1 병행 투여 시에는 에탄올 투여 군보다 활성이 저해

되는 것으로 나타났다. 또한 에탄올 처리 군에서 caspase-3의 기질인

PARP가 분해되었다(Figure13). 앞에서 설명한 세포사멸에 관한 이해를

바탕으로 보았을 때 에탄올은 미토콘드리아와 관련된 사멸과 미토콘드리아

와 관련되지 않은 사멸 모두를 유도하는 것으로 보여지며 핵에도 영향을

미치는 것으로 보여진다. 에탄올은 산화반응을 일으키고 그로 인해 DNA

fragmentation을 일으킨다(Sehirliatal, 2008). 본 실험에서도 에탄올 투여

로 인해 쥐의 위 조직에서 DNA fragmentation을 일으켰으며 Hf-PS-1병

행 투여 군에서는 대조군만큼 보호되었다(Figure14). 
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Figure13.EffectsofHf-PS-1onethanol-inducedgastric damage.

Animalsweretreatedasmaterialsandmethodsandcollectedgastric 

tissues.Proteinoftissueswasextractedwithlysisbuffer and analyzed

theexpressionofcaspases,PARPandβ-actinproteinsbyWesternblot 

analysis.β-actin was the loading control.Each lane represents a

samplefrom anindivisualrat.
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Figure14.EffectsofHf-PS-1onethanol-inducedgastric damage

byDNA fragmentation.

Animalsweretreatedasmaterialsandmethodsandcollectedgastric 

tissues.DNA oftissueswasextractedwith10mM Tris–HCl (pH7.4), 

10mM EDTA,and1% TritonX-100andelectrophoresis in1% agarose

gels, and visualized by ethidium bromide staining with a UV 

transilluminator.Eachlanerepresentsasamplefrom anindivisualrat.
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라.에탄올 및 Hf-PS-1투여가 위 조직 중의 산화적 스트레스

에 미치는 영향

   

  앞에서 설명한 바와 같이 에탄올은 산화적 스트레스의 대표적인 요인 중

하나로 GSH가 이들과 반응하여 제거하는 역할을 하고 세포 내 GSH 농도

가 감소되어 산화적인 손상이 발생하게 된다(Cohen,1983). GSH는 많은

동물조직에서 tripeptide형태로 존재하며 자유 radical의 scavenger로부터

보호하는 역할을 하므로 에탄올, H2O2그리고 다른 여러 독성물질로 인한

손상과 질병으로부터 몸을 보호하는 항산화 작용을 하게된다.본 연구에서

는 위 조직중의 GSH를 측정하여 에탄올의 산화적 스트레스에 대한

Hf-PS-1의 보호효과를 확인하였다.그 결과 에탄올만을 처리하였을 때 위 

조직 내 GSH가 에탄올 처리 군은 대조 군(100%)에 비해 65.8±22.9% 로

감소하였으며 Hf-PS-1병행 처리 군에서는 다시 증가하였다(103.9±22.0%)

(Figure15).

 앞에서 말한 바와 같이 에탄올에 의한 산화적손상은 MAPK

(Mitogen-activatedproteinkinases) 신호 전달과 연관되는데,Yuetal.

(2007)은 ROS에 의해 이들이 활성화 된다고 하였다. ERK는 세포생존과 

연관된 반면 JNK와 p38MAPK는 세포의 죽음과 연관되어 있다고 알려져

있고 이 들 사이의 균형이 세포의 생존과 죽음을 결정한다고 하였다(Yoon

etal,2002). 본 실험에서는 에탄올에 의한 위 조직손상이 MAPKs와 관련

이 있는지와 그에 대한 Hf-PS-1의 산화적 손상 저해가 어떻게 이루어지

는지 westernblotting을 통해 확인하였다. ERK1/2는 세 군간에 변화가 없

었으나 JNK의 경우는 에탄올 처리 시 인산화가 증가하였다가 Hf-PS-1
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병행 투여 시 활성이 줄어들었고 p38MAPK는 ERK와 같은 경향을 보였

다(Fig.16). 
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Figure 15.Effects of Hf-PS-1 on ethanol-induced oxidative

damage.

Animalsweretreatedasmaterialsandmethodsandcollectedgastric

tissues.Onegram oftissueswasusedtomeasureGSH levels.The

GSH levelwas analyzed as manufacture’s instruction.Each value

represents the mean±S.D. of 10 rats. Different alphabets are

significantlyamongthegroupbyDuncan’smultiplerangetest.
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Figure16.EffectsofHf-PS-1on MAPKsproteinsexpression. 

Animalsweretreatedasmaterialsandmethodsandcollectedgastric 

tissues.Proteinoftissueswasextractedwithlysisbufferandanalyzed 

MAPK proteinsexpressionbyWesternblotanalysis.β-actinwasthe 

loadingcontrol.Eachlanerepresentsasamplefrom anindivisualrat.
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Ⅳ.요약 및 결론

옛 부터 이어져온 우리나라 고유의 식생활 습관과 최근 식생활의 서구

화,과식,과음,스트레스,카페인의 섭취 및 아스피린,부신피질호르몬제,

소염제 같은 약물(NSAID)의 섭취 증가로 인해 위장질환 또는 증세가 증

가하고 있다.위궤양으로 인한 위출혈이나 위천공 같은 병을 치료하기 위

한 약들이 많이 개발되었으나 비싸고 다양한 부작용을 가지고 있어서 식물

중 생리 화학적 물질들을 분리하여 부작용 없는 여러 가지 효능을 확인하

는 연구가 진행되어지고 있다.

갈조류의 대표적인 종인 톳은 최근생리활성에 대한 연구가 활발하게 이

루어지고 있으나 위 손상에 대한 생리활성 연구는 잘 알려지지 않았다.

에탄올 섭취는 공격인자의 대표적인 요인으로 인체 내 산화적 스트레스

(oxidativestress)를 유발하게 된다.

본 연구에서는 에탄올의 산화적 스트레스로 인한 위 손상 및 세포 독성

에 대해 톳의 구성성분 중 가장 많은 탄수화물을 선택하여 정제한

Hf-PS-1의 생리활성 효과를 invivo와 invitro실험을 통해 각각 살펴보

았다.

1.Hf-PS-1정제

톳의 일반 성분을 분석한 결과 수분이 6.66±0.01%, 조단백질이

11.75±0.04%, 조지방이 1.79±0.25%, 조회분이 35.12±0.05%, 염분이

17.47±0.02% 그리고 탄수화물이 27.21±0.02%로 가장 많은 양을 차지하는
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것을 확인하였다.그래서 톳 성분 중 당을 실험물질로 선택하여 열수추출

후 에탄올로 침전시켜 Hf-PS를 분리하였고 당에 붙어있는 단백질을 제거

하기 위해 pronase를 반응시켜서 Hf-PS-1을 정제하였다.

2.Invitroassay

소화관 세포인 IEC-6를 모델로 이용하여 MTSassay를 통해 Hf-PS-1

이 독성을 나타내지 않음을 확인하였고,에탄올이 IEC-6의 세포사멸을 유

도하는 것을 확인하였다.Hf-PS는 효과가 없었으나 단백질을 제거한

Hf-PS-1처리 시에 에탄올에 의한 세포사멸을 시간 및 농도 의존적으로

저해하였다.

가.에탄올에 의한 산화적 스트레스와 Hf-PS-1의 저해효과

에탄올 대사 시 산화적 스트레스(oxidativestress)로 세포 내의 GSH가

이들과 반응하여 제거함으로써 GSH level이 감소하였으나 Hf-PS-1처리

시 에탄올에 의한 GSH 감소를 JNK inhibitor를 처리했을 때인 22.7% 보

다 더 많은 45.4%로 증가시킴으로서 산화적 스트레스를 저해하였다.

나.에탄올의 세포독성에 대한 Hf-PS-1의 저해 기전

(1)IEC-6세포에 에탄올만 단독 처리했을 때와 Hf-PS-1을 함께 처
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리시 IGF-IR의 Tyrosine인산화가 유도되었으나 그 하부 신호전달물질인

IRS-1Tyrosine인산화와 IRS-1과 PI3K p85regulatorysubunit결합 그

리고 phosphorAKT 는 에탄올 처리시 발현량이 대조군에 비해 증가하였

고 Hf-PS-1을 함께 처리하였을 때 다시 발현량이 감소하였다.이는 에탄

올에 의한 산화적 스트레스로 인해 세포가 항상성 유지를 위하여 저항력이

증가한 것으로 보여진다.

(2)IRS-1과 비 의존적으로 Shc과 Shc-Grb2regulatorysubunit결합

에서는 에탄올 단독 처리시 Shc의 Tyrosine 인산화와 Shc-Grb2

regulatorysubunit결합이 대조군에 비해 감소되었고 Hf-PS-1을 함께 처

리시 다시 증가하였다.이는 에탄올에 의한 산화적 스트레스로 인해 Shc의

인산화를 감소시키고 Shc-Grb2regulatorysubunit결합을 억제시킴으로

인해 세포사멸을 유도하였다가 Hf-PS-1처리시 Shc-Grb2pathway를 진

행시킴으로서 세포사멸을 억제하는 것으로 보여진다.

(3)Shc-Grb2신호전달경로의 downstream인 MAPK pathway는 산화

적 손상에 관여하므로 3가지 MAPKs를 살펴본 결과 에탄올처리시 ERK

1/2와 JNK의 인산화가 활성화 하였으며 Hf-PS-1처리시 ERK는 변화가

없었으나 JNK의 경우 감소하였다.이로서 산화적 손상에 의해 ERK와

JNK가 활성화 되었으나 Hf-PS-1이 JNK에 영향을 주어 산화적 손상을

저해하는 것을 확인할 수 있었다.

3.Invivoassay
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S.D계 흰쥐를 기초식이로 1주간 순치한 후에 대조 군,에탄올 단독 투여

군,Hf-PS-1병행 투여 군으로 나누어 단기로 실험한 결과는 다음과 같다.

가.위 표면과 조직에 미치는 영향

위 내부표면에 대한 육안적인 소견은 에탄올 투여가 위 출혈을 일으켰으

나 Hf-PS-1병행 투여 군에서는 대조군과 비슷하게 출혈을 저해하는 것

으로 나타났다.흰쥐의 위 조직을 H&E로 염색 처리 후 광학현미경으로 관

찰한 결과 에탄올 군의 위는 대조군에 비해 표면상피가 파괴되어 떨어지고

표면 점막이 손실되었으나 Hf-PS-1병행투여 군에서는 표면상피가 에탄

올에 의해 약간 수축된 상태를 보였지만 거의 대조군에 가깝게 보호해 주

는 것을 확인 할 수 있었다.

나.위 조직 중의 caspase활성 및 DNA 단편화에 미치는 영향

에탄올 단독 처리군의 위 조직에서 caspase-3,-8,-9의 활성화 및

PARP의 분해,DNA 단편화가 일어나 위 상피세포의 손실이 세포사멸에

의한 것임을 확인하였으나 Hf-PS-1병행 처리군 에서 대조군만큼 보호됨

을 확인하였다.

다.위 조직 중의 산화적 스트레스에 미치는 영향
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여러 독성물질로 인한 손상과 질병으로부터 몸을 보호하는 항산화 역할

을 하는 GSH는 에탄올만을 처리하였을 때 위 조직 내 GSH가 대조군에

비해 감소하였으나(65.8±22.9%) Hf-PS-1병행 처리 군에서는 다시 증가하

였다(103.9±22.0%). 또한 산화손상과 관련된 MAPK(Mitogen-activated 

proteinkinases)신호 전달에서는 ERK1/2는 세 군 간에 변화가 없었으나 

JNK의 경우는 에탄올 처리 시 인산화가 증가하였다가 Hf-PS-1병행 투

여 시 활성이 줄어들었고 p38MAPK은 ERK와 같은 경향을 보였다.

이상의 결과들로 인해 에탄올에 의한 산화적 손상으로 생긴 IEC-6세포

사멸과 S.Drat의 위 손상이 Hf-PS-1을 처리함으로서 보호되는 것을 확인

하였으며 이로써 Hf-PS-1이 알코올성 위손상 저해를 위한 기능성 신소재

로 그 이용가치가 있음을 제시한다.
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