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Anti-inflammatoryEffectsPorphyrayezoensisExtractinLPSStimulated

Raw 264.7Cells
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Abstract

Manyresearchershavestudiedalgaeasasourceofmaterialswithpotential

biological activities because many marine algae extracts have strong

antioxidantproperties.

Seaweed which has nutritionally low calories is rich in protein,

carbohydrates,dietaryfiber,vitamins,andminerals.

Inaddition,itisknowntobehighinunsaturatedfattyacidsandessential

aminoacidscomparedtovegetables.Porphyrayezoensisoutofseaweedsuch

asgreen laver,porphyrayezoensis,Undariapinnatifida,and hijikiisthe

oldestandhighestinintakefrequencyindailylife.InParticular,ithasnot

only much vitamin B,omega-3 fatty acids,and taurine lowering blood

cholesterol,butmuchmoreproteinandvitaminA.Porphyrayezoensisextract

usedinthisexperimenthasanti-oxidationeffectandreducestheincidenceof

coloncancer.

Also,itisfamousforotheranti-cancer,andsleepextensioneffects,also

increasingtheweightofthenumberofcellsandimmune-relatedorgans.

This study was investigated the anti-inflammatory effects of Porphyra

yezoensisextract(PYE)on RAW 264.7macrophagesby measuring nitric

oxide (NO),reactive oxygen species (ROS),superoxide dismutase (SOD),
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catalaseactivity,inducibleNOS (iNOS),cyclooxygenase-2(COX-2),nuclear

factor-kappa B (NF-κB), interleukin-1β (1L-1β) and tumor necrosis

factor-alpha (TNF-α).PYE decreased theproduction ofintracellularROS

dose dependently and increased SOD and catalase activity in

lipopolysaccharide (LPS)-stimulated RAW 264.7 cells. PYE significantly

suppressedtheproductionofNOandreducedtheexpressionofiNOS,COX-2

andNF-κB.InadditionPYE treatmentsignificantlyinhibitedtheproduction

ofIL-1β andTNF-α andsignificantlyreducedthephosphorylationofAkt

andMAPK in LPS-stimulatedRAW 264.7cells.Theseresultsshow that

PYEhaspotentialantioxidantandanti-inflammatoryactions. 
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Ⅰ.서 론

면역은 박테리아나 바이러스 감염에 대해 방어할 수 여러 기전을 통해

활성화되는 숙주방어 형식이다.하지만 지속적이고 과도한 면역반응은 오

히려 조직의 손상을 촉진하고 여러 만성 염증을 유발하게 된다(Brownet

al.,2007).염증의 시작은 외부 자극에 대한 생체의 정상적인 방어 기작이

지만 이것이 지속화 되면 관절염,당뇨병,동맥경화,암,노화 및 알츠하이

머병을 포함하는 퇴행성 신경 질환의 원인이 된다(DeHerediaetal.,

2012;OsbornandOlefsky,2012).

선천성 면역과 후천성 면역에 모두 관여하는 대식세포는 adaptive

immunity작용으로 다른 면역세포나 림프구를 활성화시켜 생체 내에서

염증 및 면역 반응을 조절하는 대표적이 세포로 일차적인 보호기능을 한

다(Erwingetal.,2007).대식세포의 주작용은 활성산소(ROS)와 활성질소

(RNS)를 무기로 사용하여 세균,바이러스,암세포에 대해 공격하며 T

cell활성화 및 B cell활성화에도 필수적으로 참여함으로써 면역계에서

총체적이고 핵심적인 역할을 하는 세포이다(Hakim etal.,2004).대식세

포는 염증 촉진성 cytokine인 TNF-α,IL-6,IL-1β등과 병원균의 내독소

로서 그람 음성세균의 막 구조물로 다당류,인지질 및 소량의 단백질로

이루어져 있고 여러 염증세포들이 생산하는 cytokine들의 생산을 촉진하

는 Lipopolysaccharide(LPS)에 의한 자극으로 활성화된다(Marriotetal.,

1998).활성된 대식세포는 TNF-α,IL-6,IL-1β 등 외에도 iNOS,COX-2

같은 효소를 생산하여 NO및 PGE₂ 같은 다양한 염증 매개체들을 생성

한다(Nathan.,1992).염증성 cytokine및 iNOS,COX-2의 발현은 NF-κB

에 의해 조절되는데 NF-κB또한 산화적 스트레스,LPS,cytokine등의 외

부 자극에 반응하여 활성화되어 핵으로 이동하여 면역 및 염증 반응에 관

여하는 매개체들의 발현을 조절한다(Choietal.,2003).NF-κB는 세포질

에서 핵으로의 다양한 신호 전달에 관여하는 redox-sensitive

transcription factor로 (Grimm S,BaeuerlePA.,1993)p65,p50,IκB
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subunit의 trimer로 구성되어 있고 산화적 스트레스에 의해 IκB가 분해되

면 p65/p50heterodimer가 핵 속으로 이동하여 연속적인 DNA 결합을 하

는 것으로 알려져 있다(Munoretal.,1991).이러한 과정에서 IκB를 분해

시키는 IκB kinase의 활성화는 ERK,JNK,p38 subgroups,Akt등의

kinase에 의하여 조절된다.ERK,JNK,p38subgroups들은 세포증식,사

멸,분화뿐만 아니라 산화적 손상 시에도 관여하는 인자들이다.JNK는 세

포사멸에 주로 작용하고 산화적 손상시 활성화 된다.ERK는 세포성장,

분화를 조절하며 산화적 손상에 의해 활성화되고,항상성 유지를 위해 세

포사멸 억제 신호로 작용한다고 알려져 있다(Nairetal.,2004).

인체의 산소호흡으로 인하여 많은 oxidativestress를 받고 있다.이것의

방어기전으로 우리 몸은 SOD,Catalase,Peroxidase등의 항산화 효소를

이용하여 활성산소종인 O2,H2O2 등을 방어한다.Superoxideradical(O2)

은 catecholamine,reducedferredoxin,leucoflavin등이 자동산화 하거나(

Fridovich,1975),aldehydeoxidase및 xanthineoxidase등의 산화 관련

효소 활성시 또는 활성화된 polymorphonuclear leukocyte

neutrophil(PMN)과 macrophage에 의해 식세포작용을 동반한 respiratory

burst가 일어날 때 미토콘드리아와 엽록체 등의 세포 소기관에서 생성된

다(Oyamagui, 1981). Hydrogen peroxide (H2O2)의 생성은 주로

peroxisome에 존재하는 무수한 oxidase에 의한 O2의 환원,SOD의 작용으

로 인한 O2의 제거에 의한 생성,dienefattyacid,triene,tetraenefatty

acid의 자동산화,세포막의 산화 시에 생성된다.이러한 산화 중간체들은

인체의 모든 세포 구성성분인 nucleicacid,lipid,protein,carbohydrate에

oxygen toxicity를 유발한다(Kim etal.,1995).활성 산소종과 염증성

cytokine은 oxidativestress와 관련이 있다고 알려져 왔으며,TNF-α와

같은 내독소의 매개체와 단백분해효소 및 활성 산소종 생성을 통해 염증

반응과 산화적 스트레스를 증가시키게 된다(Choetal,2008).

해조류는 영양학적으로 열량이 낮고 단백질,당질,식이섬유,비타민,무

기질 함량이 풍부하고 특히 채소에 비해 불포화지방산과 필수아미노산 함
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량이 더 높은 것으로 알려져 있다(Jimenezetal.,1999).해조류에는 김,미

역,다시마,톳,파래 등이 있는데 일상생활에서 섭취빈도가 가장 높은 김

은 인류가 이용한 해조류 중 가장 오래되었으며 단백질과 비타민 A가 특

히 많이 함유 되어 있고 비타민 B군,오메가 3지방산 과 혈중 콜레스테롤

을 낮추는 작용을 하는 taurine이 풍부한 식품이다(Nishizawaetal.,1988

;ParkCK etal.,2000).본 실험에서 사용한 김 추추물은 항산화 효과,

대장암의 발병률을 낮추고 그 밖의 항암효과 및 수면 연장효과를 나타낸

것으로 알려져 있고 (Parketal.,1998;Nodaetal.,1989)세포 수 및 면

역관련 장기의 무게도 증가한다고 하였다(Choetal.,1990).

앞선 논문들을 바탕으로 김의 항산화 및 항암 효과에 대한 가능성을 확

인할 수 있었고 이를 바탕으로 산화적 손상과 깊게 관련되어 있는 항염증

효과와 그 기전을 구체적으로 살펴봄으로써 김의 활용도를 높일 수 있을

뿐 만 아니라 여러 질환에 활용될 수 있는 가능성을 입증할 수 있을 것이

라 생각된다.



- 4 -

Ⅱ.재료 및 방법

1.재료

1)시약 및 재료

본 실험에서 사용한 김은 기장에서 구입한 돌김(P.yezoensis)을 이용하

였다.RAW264.7세포는 ATCC(TIB-71
TM
)로부터 구입하였다.배양에 사

용된 Fetal bovine serum (FBS), Penicillin/Streptomycin (P/S),

Phosphate-bufferedsaline(PBS)은 GibcoBRL(LifeTechnlogies,Gibco

BRL,Gaitherberg,MD,USA)제품을 사용하였고 Dulbocco'sModified

Eagle'sMedium (DMEM),Sodium bicarbonate,항생제,Bovineserum

albumin (BSA), Trypsin, Protease inhibitor, Detergent는 Sigma

ChemicalCo.(USA)에서 구입하였다.

Westernblot에서 세포의 단백질 농도를 측정하기 위해 BCA Protein

AssayKit(Pierce,USA)를 사용하였고,Proteinstandardmarker는 Dual

colormarker(BIO-RAD,USA)제품이다.각종 Antibody는 SantaCruz

(CA,USA),Cellsignaling (Beverly,MA,USA)제품을 사용하였다.

Detectionregent로 SupersignalWestPicoLuminol/EnhancerSolution

과 SupersignalWestPicoStablePeroxideSolution(Piercem,USA)을

사용하여 Kodacfilm (Rochester,NY,USA)으로 감광하였다.

이외에도 세포의 생존율 측정에는 MTS/PMS solution(CellTiter96

AqueousNon-RadioactiveCellProliferationAssayKit)을 Promega에서

구입하였고,세포 내 ROS 측정은 2',7'-Dichloro fluorescein diacetate

(Sigma,USA)를 사용하였다.
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2.실험방법

1)시료의 조제

본 실험에 사용한 김(Porphyrayezoensis)은 2012년 3월에 기장군에서

구입하였고,수세한 후 염분을 제거하고 동결건조기로 건조한 후 마쇄하

여 김 분말을 제조하였다.3구 플라스크에 증류수 1L를 넣고 김 분말 40g

을 취하여 침지시킨 후 실온에서 4시간 교반하여 추출하였고 추출액을 원

심분리(3500rpm,20min,4℃)하여 얻어진 상층액에 95% 에탄올을 첨가

한 뒤 당을 침전 시켰다.침전된 당을 분리하기 위해 여과 과정을 거치고

얻은 여액을 감압여과 하여 동결건조한 뒤 -70℃에 보관하여 실험에 사

용하였다.

Fig.1.PreparationofPorphyrayezoensisextract
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2)세포배양

실험에 사용된 RAW 264.7세포는 AmericanTypeCultureCollection

(Manassas,VA,USA)에서 구입하여 사용하였다.세포는 10% fetal

bovine serum (Gibco BRL, Gaitherberg, MD, USA)과 5%

penicillin/streptomyocin(GibcoBRL,GrandIsland,NY,USA)이 함유된

Dulbecco'smodifiedEagle'smedium (DMEM)배지에 37℃,5% CO2가

유지되는 incubator에서 배양하였다.Cellcultureplate에 RAW 264.7세

포가 70~80% 정도 자라면 PBS로 씻어낸 후 계대배양하고 배지는 2~3일

마다 교체하였다.

3)MTSassay

PYE가 RAW264.7 세포에 세포독성을 유발하는지를 알아보기 위해

MTSassay를 시행하였다.96-wellplate에 10×104cells/well에 세포를 동

일하게 분주한 후 세포부착을 위하여 24시간 배양하고,phenolred

free-DMEM배지에 12시간을 더 배양한 후 PYE를 0,5,10,20,40㎍/ml

씩 농도별로 처리한 후 24시간 배양하였다.

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulphen

yl)-2H-tetrazolium, inner salt/phenazine methosulfate. (MTS/PMS)

solution(PromegaCo.,Madison,WI,USA)을 첨가하고 37℃에서 30분

반응시킨 후 ELISA platereaderreader(Benchmarkmicroplatereader;

Bio-Radlaboratories,Hercules,CA,USA)로 490nm에서 흡광도를 측정

하였다.

4)Cytokine발현 측정

RAW 264.7세포에 LPS처리를 하게 되면 대식세포는 활성화되어 세포



- 7 -

내 여러 신호전달체계 및 유전자 발현의 변화를 통하여 Cytokine을 만든

다.다양한 종류의 Cytokine생성에 미치는 PYE의 영향을 조사하기 위하

여 TNF-α와 IL-1β의 단백질 양을 측정하였다.RAW 264.7 세포를

100-mm dish에 배양하고 세포가 60~80%정도 증식하면 SFM(Serum

FreeMedia)으로 교체하였다.6시간 뒤에 PGP(10,20㎍/㎖)가 처리된

SFM으로 교체하고 4시간 후에 1㎍/㎖ LPS를 20시간동안 처리한 후

PBS(PhosphateBufferedSaline)용액으로 세척하고 1㎖ Lysisbuffer(1%

IgepalCA-360,20mM Tris-HCl(pH 8.0),137mM NaCl,10% glycerol,

2mM EDTA,10㎍/㎖ aprotinin,10㎍/㎖ leupeptin,10㎍/㎖ pepstatin)로

세포를 취한 다음 12,000xg,5분동안 원심분리하였다.상층액을 취해

MouseCytokineArraykit(R&D system Inc.,Minneapolis,MN,USA)

를 사용하여 제조사의 방법에 따라 측정하였다.iNOS와 COX-2의 단백질

양은 WesternBlot분석을 통하여 측정하였다.

5)Westernblotanalysis

① Totalcelllysate추출

김 추출물에 의한 세포내 단백질 발현에 미치는 영향을 알아보기 위해서

RAW 264.7세포를 100-mm dish에 배양하여 세포가 60~80%정도 증식하

면 SFM으로 교체하였다.6시간 뒤에 PYE (10,20µg/mL)가 처리된

SFM으로 교체하고 4시간 후에 1µg/mLLPS를 20시간 동안 처리한 후

PBS용액으로 세척하고 Lysis buffer (50 mM Tris-hydrochloride

(Tris-HCl), pH 7.4, 150 mM sodium chloride (NaCl), 1 mM

ethylenediaminetetraaceticacid(EDTA),1mM sodium fluoride(NaF),

1% NP-40,1mM sodium orthovanadate(Na3VO4),1µg/mLaprotinin,

1µg/mL leupeptin,1 μg/mL pepstatin,1mM phenylsufonylfluoride

(PMSF),0.25% Na-deoxycholate)를 RIPA buffer(1% NP-40,0.25%
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Sodium deoxycholate,1mM ethyleneglycoltetraaceticacid(EGTA),

150mM NaCl,50mM Tris-HCl,pH 7.5)에 넣어 celllysate를 회수하고

30분간 방치한 후 원심분리 (12,000rpm,4℃,10min)하였다.단백질 농도

를 측정하기 위해 상층액을 취하여 BCAproteinassaykit를 사용하였다.

② 단백질 발현 및 분석

단백질농도를 30㎍/㎖으로 동일하게 정량하여 SDS-PAGE에 전기영동한

다음 PVDFmembrane(MilliporeCo.,Billerica,MA,USA)으로 이동시

켰다.이때 표준 분자량은 dualcolormarker를 사용하였다.전기영동 시

킨 membrane은 실온에서 1% BSA/TBS-T로 1시간 30분 동안 blocking

시킨 후 각각의 1차 antibody를 1:1,000으로 희석하여 4℃에서 overnight

시키고 TBS-T로 15분간 2회 세척한 다음 2차 antibody를 1:10,000비율

로 희석하여 1시간 30분간 반응시킨 후 다시 TBS-T로 15분간 2회 세척

하고 SuperSignalWestPicoStablePeroxideSolution과 SuperSignal

WestPicoLuminol/Enhancersolution(Rockford,IL,USA)을 사용하여

KODAK X-rayfilm에 감광시켰다.X-rayfilm을 현상한 후 scanning하

여 나온 밴드의 강도를 ScienceLab2005(Fujifilm,Japan)를 이용하여

비교분석하였다.

6)NOassay

NO의 농도는 배양액 내의 nitrite농도를 Griessreagent를 이용하여 측정

하였다.RAW 264.7세포를 5×10
4
cells/well농도로 96-wellplate에 배양

한 후에 PYE를 농도별 (0,5,10,20,40㎍/㎖)로 처리한 다음 LPS1㎍/㎖

를 처리하여 24시간 배양하였다.세포 배양액 100㎕와 Griessreagent

(1% Sulfanilamide,0.1% Naphthlethy-diamine-dihydro-chloridein2.5%

phosphoric acid)100㎕를 혼합하여 실온에서 10분동안 반응시킨 후
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570nm에서 ELISA platereader(Benchmarkmicroplatereader;Bio-Rad

laboratories,Hercules,CA,USA)로 흡광도를 측정하고 NO 생성율을 백

분율로 표시하였다.

7)ROSassay

세포내 활성 산소(ROS)를 측정하기 위하여 활성산소와 반응하면 형광을

발산하는 DCF-DA (2′7′-dichloro-fluorescein diacetate)(Sigma,St.

Louis, MO, USA) assay법으로 측정하였다. RAW264.7 세포를

5×10
4
cells/well농도로 96-wellplate에 배양한 후에 LPS(1㎍/㎖)단독

또는 PYE를 농도별 (0,5,10,20,40㎍/㎖)로 처리한 다음 LPS1㎍/㎖를

처리하여 24시간 배양시켰다.배지를 모두 제거한 후에 PBS에 20μM의

DCF-DA를 조제하여 넣고 37℃,30분간 더 배양하였다.Excitation

wavelength 485nm, emission wavelength 530nm에서 Fluorescence

microplatereader로 활성산소를 확인하였다.

8)항산화 효소 SOD 활성 측정

 세포의 SOD측정은 superoxidedismutaseassaykit(Caymanchemical,

Annarbor,MI,USA)를 이용하여 측정하였다.PYE와 LPS를 처리된

RAW264.7세포를 회수하여 extractionbuffer(20mM HEPES buffer,

pH 7.2,1mM EGTA,210mM mannitol,70mM sucrose)500㎕ 을 분

주한 뒤 homogenizer를 이용하여 균질화 하였다.그 뒤 원심분리 (1,500g,

5min,4℃)하여 상층액을 회수하여 사용하였다.96-wellplate에 상층액

과 SOD standard solution (20㎕ bovine erythrocyte,sample buffer

(50mM Tris-HCl,pH8.0))을 각각 10㎕씩 분주 한 후에 radicaldetector

(50㎕ tetrazolium saltsolution,assaybuffer(50mM Tris-HCl,pH8.0,

0.1mM diethylenetriaminepentaacetic acid (DPTA), 0.1mM

hypoxanthine)200㎕를 첨가한 뒤 실온에서 5분간 반응시킨 후 xanthine
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oxidase(50㎕ xanthineoxidase,samplebuffer(50mM Tris-HCl,pH8.0)

)20㎕를 넣어 실온에서 20분간 교반한 후에 ELISA platereader로 450

nm에서 흡광도를 측정하였다.

9)항산화 효소 Catalase활성 측정

Catalase의 측정은 catalaseassaykit(Caymanchemical,Annarbor,

MI,USA)를 사용하여 측정하였다. CAT는 PYE와 LPS가 처리된

RAW264.7 세포를 회수하여 extraction buffer (50 mM potassium

phosphate,pH7.0,1mM EDTA)500㎕ 을 분주한 뒤 homogenizer를 이

용하여 균질화 하였다.그 뒤 원심분리 (1,500g,5min,4℃)하여 상층액을

회수하여 사용하였다.회수한 상층액과 4.25mM formaldehydestandard,

positivecontrol,sample을 각각 20㎕씩 96-wellplate에 분주하고 1X

assaybuffer(100mM Potassium phosphate,pH7.0)100㎕,MeOH 30㎕

를 첨가한 후 Hydrogenperoxide(8.82M Hydrogenperoxide)35㎕를 넣

고 실온에서 20분간 반응시킨 후 potassium hydroxide(10M potassium

hydroxide(KOH))30㎕를 넣은 후 Purpald(0.5M hydrochloricacid)30

㎕를 첨가하여 실온에서 10분간 반응시키고 potassium periodate10㎕을

첨가하여 ELISAplatereader로 540nm에서 흡광도를 측정하였다.

10)통계학적 처리

모든 실험의 분석 결과는 각각의 군별로 평균과 표준편차 (mean ±

S.D.)로 나타내었으며 실험군 간의 유의성은 window용 SPSS 프로그램

(StatisticalPackageforSocialScience,SPSSInc.,Chicago,IL,USA)을

이용하여 나타내었다.반복 측정에 의한 ANOVA Test로 검증한 후,

Duncan'smultiplerangetest를 통하여 p<0.05수준에서 유의성을 비교

하였다.
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Ⅲ.결과 및 고찰

1.김(Porphyrayezoensis)추출물의 제조

김 추출물을 제조한 총체적인 과정은 Fig.1에서 보여주고 있다.따라서

이후 실험에 사용된 시료를 김 추출물,즉 PYE라 명명하였다.

2.RAW 264.7대식세포에 대한 김 추출물의 독성 측정

LPS로 자극된 RAW 264.7세포에서 생성되는 염증유도 Cytokine및

NO(NitricOxide)생성의 억제 효과가 Porphyrayezoensis로 만들어진

김 추출물에 의한 세포독성으로써 작용할 수 있는지를 검증하고자 세포생

존율의 변화를 MTSassay로 분석하였다.

RAW 264.7세포에 PYE를 5,10,20,40㎍/㎖ 의 농도로 처리한 후 24시

간동안 배양하였다.그 결과 20㎍/㎖ 이하의 농도에서 99% 이상 생존율

을 보여 RAW 264.7세포의 생존에 영향을 미치지 않고 있음을 확인 할

수 있었다(Fig.2).
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Fig.2.EffectofP.yezoensisextracton cytotoxicity in RAW

264.7macrophage.

RAW 264.7cellswereincubatedwithPYEfor24hattheindicated

concentration.ThecellviabilitywasdeterminedbyMTSassay.Each

valueisexpressedasmean±SD intriplicateexperiment.Valueswith

differentalphabetsaresignificantlydifferentatP<0.05asanalyzedby

Duncan’smultiplerangetest.RAW 264.7cellswere



- 13 -

3.김 추출물의 항산화 효과

산화적 스트레스는 동맥경화,만성 염증성 질환,암과 같은 성인병을 야

기 시키는 1차적 요인일 뿐만 아니라 노화의 주된 요인이기도 하다.여러

연구에서 활성산소종과 염증성 cytokine은 산화적 스트레스와 관련이 있

는 것으로 밝혀졌고 내독소 자극을 포함한 다양한 질병의 병리학적 측면

에서 매개체로써 중요한 원인이 되고 있다.이로 인해 대식세포가 과도하

게 자극되면 염증성 cytokine인 TNF-α,IL-1β등과 같은 염증 매개인자

와 단백분해효소 및 활성 산소종 생성을 통해 염증반응과 산화적 스트레

스를 증가시키게 된다(Choetal.,2003).

이러한 산화적 스트레스에 대한 방어기전으로 생체내에는 SOD

(Superoxidedismutase),Catalase,Peroxidase등의 여러효소를 가지고

있으며 이 효소를 이용하여 활성산소종 (ROS,reactiveoxygenspecies)

인 O2
-
,H2O2를 제거한다.

활성산소종(ROS)은 산소 호흡시 산소분자(O2)가 2개의 짝짓지 않은 전

자를 함유하고 있어 다른 전자를 받아서 쉽게 물로 환원이 되는데 이 과

정에서 짝을 짓지 못한 전자가 남게 되어 radical이 되고 이런 과정에서

반응성이 큰 중간체를 생산하게 되는데 즉,활성산소종(ROS,reactive

oxygen species)- superoxide radical(O2
-),hydrogen peroxide(H2O2),

hydroxyradical(OH-)이다.위에서 언급했듯이 인체는 활성산소종 방어기

전으로 O2
-
제거하는 SOD(Superoxidedismutase)와 H2O2 를 제거하는

Catalase를 가지고 있다.SOD와 Catalase는 그 속에 들어있는 금속들이

전자를 주고 받으면서 항산화 기전에 참여하게 되고 SOD는 activesite에

redoxmetal을 가지는 metalloprotein으로 그 종류는 metalcofactor에 따

라 Cu,,Zn-SOD, Mn-SOD, Fe-SOD로 3가지로 구분된다(Fridovich,

1986).

이러한 항산화 효소들은 열,스트레스,염증,nitricacid(NO),TNF등의

외부 산화적 스트레스에 의해 유발되어 활성이 증가되므로 본 연구에서는
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PYE가 주요한 염증 매개 인자인 ROS에 어떠한 영향을 주는지,ROS를

제거하는 항산화 효소인 SOD와 Catalase에는 어떠한 영향을 주는지 살펴

보았다.
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1)RAW 264.7대식세포의 ROS생성에 미치는 영향

ROS는 인체 내 산소의 정상적인 대사작용에 의해서 자연스럽게 생기고

체내로 유입되는 세균이나 바이러스를 제거하는 면역체계로 세포신호와

항상성에 중요한 역할을 한다.그러나 식품첨가물,방사선,알콜,공해,자

외선이나 높은 열에 노출되는 것처럼 환경적인 스트레스 또는 지속적인

염증 반응에 의해 필요 이상으로 증가하여 질병과 노화의 주된 요인이 되

고 있다(Devasagayam etal.,2004).또한 NF-κB에 의존하여 염증발현을

조절하여 ROS저해는 NF-κB 활성 저해를 유도하여 염증 반을을 억제

할수 있다고 보고되고 있다.

따라서 PYE가 RAW264.7대식세포에 LPS를 처리하였을 때 생성되는

superoxideradical(O2
-),hydrogenperoxide(H2O2),hydroxyradical(OH

-)

등의 활성산소종 생성에 미치는 영향을 알아보았다.

Fig.3.를 보면 아무것도 처리 하지 않은 무처리군에 비해 LPS를 처리한

대조군에서 ROS가 유의적으로 증가한 반면 PYE를 농도별 (5,10,15,20,

40㎍/㎖)처리한 군은 LPS대조군에 비해 유의적으로 감소하였다.특히

PYE농도가 높을수록 ROS농도가 크게 감소되는 것을 볼 수 있다.

따라서 김 추출물이 ROS에 대해 항산화 효과를 가지고 있는 것을 보

여주고 항염증 작용도 할 것으로 생각한다.
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Fig.3.EffectofP.yezoensisextractonintracellularROS levels

inLPSstimulatedRAW 264.7macrophage.

RAW 264.7cellswereincubatedwithPYE for24hattheindicated

concentration.Each valueisexpressed asmean ± SD in triplicate

experiment.Valueswithdifferentalphabetsaresignificantlydifferent

atp<0.05asanalyzedbyDuncan’smultiplerangetest.
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2)RAW 264.7대식세포의 SOD 활성 변화

앞 선 RAW 264.7대식세포의 ROS생성에 미치는 영향에서 PYE의 농

도가 높을수록 ROS생성이 감소하는 것을 관찰 할 수 있었다.따라서

ROS중 O2
- 제거하는 SOD(Superoxidedismutase)의 농도의 변화를 알

아보고 항산화 효과에 영향을 미치는지를 뒷받침하고자 살펴보았다.

Fig4을 보면 LPS단독 처리 후 대조군보다 SOD활성이 유의적으로 감

소 하였고 PYE를 농도별 (10,20㎍/㎖)처리한 군은 LPS대조군보다 유

의적으로 SOD활성이 증가하였다.

ROS인 O2
-는 산소호흡을 하는 호기적 세포에서 생성되며 산화적 스트

레스로 인한 과다 생성 시 암,염증 및 여러 질병의 밀접한 관련이 있다

(Sunetal.,2004).이렇게 생성된 O2
-는 생물체 내에 가지고 있는 SOD

에 의해 제거 된다.

앞선 실험과 이 실험에서 대식세포의 LPS처리는 O2
-
의 생성을 촉진

하는 것으로 나타났고,PYE를 같이 투여하였을 때 SOD활성이 증가하여

O2
-
의 생성이 줄어든 것으로 나타났다.이 결과는 PYE투여가 LPS처리

로 인하여 생긴 내독소의 산화적 스트레스에 대한 항산화 작용이 있는 것

으로 사료된다.
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Fig.4.EffectofP.yezoensisextractonSODactivityinLPS

stimulatedRAW 264.7cells.

RAW 264.7cellswereincubatedwithPYEfor24hattheindicated

concentration.Each value is expressed as mean±SD in triplicate

experiment.Valueswithdifferentalphabetsaresignificantlydifferent

atP<0.05asanalyzedbyDuncan’smultiplerangetest.
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3)RAW 264.7대식세포의 Catalase활성 변화

Catalase는 조직 내의 SOD가 효소 반응에 의해 O2
-
를 제거 한 후 생성

되는 TNF-α,IL-1β,IL-6과 같은 염증성 인자인 cytokine생산의 2차

messenger역할을 하는 H2O2를 물로 분해 시켜 생체를 방어하는 항산화

효소이다(YasuiandBaba.,2006).

본 실험에서는 Catalase활성이 LPS처리 후 PYE를 농도별로 처리 했을

때 SOD활성과 마찬가지로 ROS생성 감소에 어떠한 영향을 미치는지 살

펴보았다.Fig5.를 보면 LPS만 처리 했을 때는 Catalase활성이 유의적

으로 감소하였고 PYE20㎍/㎖ 처리시 유의적으로 증가하였다.이 결과

PYE가 LPS를 처리한 대식세포에 대해 항산화작용을 하여 Catalase활성

을 증가시켜 ROS생성을 저해시켰음을 확인 할 수 있었다.

Catalase는 H2O2 농도가 다소 높을 때 H2O2를 효과적으로 분해하기는

하지만 H2O2 생성속도가 낮을 때에는 H2O2의 분해에 큰 영향을 미치지

못한다.따라서 산화적 스트레스에 의해 H2O2생성이 증가되면 Catalase

의 역할이 필수적이다(Jonesetal.,1981).

앞 선 실험들을 종합해 볼 때 LPS처리한 대식세포에 PYE농도 별로

투여시 농도가 높을수록 ROS생성 저해 능력이 크고 SOD,Catalase활

성이 높아졌다.따라서 PYE에는 항산화 능력이 있다는 것을 뒷받침하고

있다.
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Fig.5.EffectofP.yezoensisextractonCatalaseactivityinLPS

stimulatedRAW 264.7cells.

RAW 264.7cellswereincubatedwithPYEfor24hattheindicated

concentration.Each value is expressed as mean±SD in triplicate

experiment.

ValueswithdifferentalphabetsaresignificantlydifferentatP<0.05as

analyzedbyDuncan’smultiplerangetest.
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4.김 추출물의 항염증 작용 기전

염증은 체내에 외부물질 즉,박테리아나 바이러스 등이 유입되었을 때

면역세포가 이를 인지하여 다양한 염증매개 물질을 분비하여 몸을 방어하

는 기전이다(Tizard,1988).염증 반응이 과다하게 일어나면 암,동맥경화

등의 만성질환으로 이어지는 것이다(CokerandLaurent,1998).이와 같

은 염증반응의 또 다른 원인이 산화적 스트레스에 의한 것이고 흡연,음

주,스트레스 등이 생체 내 산화적 스트레스를 유발시켜 염증반응을 일으

킨다고 알려져 있다(Ryuetal.,2003).

앞에서 PYE는 LPS로 처리한 대식세포에 대하여 항산화 효과를 나타내

었다.세포질 산화 환원 반응은 염증과 관련되어 있기 때문에 항산화 효

과는 항염증 효과와 깊게 관련되어 있다고 보고되고 있다(Liang et

al.,1999,LinandLin,1997).

염증 반응의 전체적 흐름을 살펴보면 대식세포에서 cytokine,TNF-α,

LPS와 같은 자극에 의해 염증 반응의 전사 인자를 활성화시키고

inducible nitric acid (iNOS),cyclooxygenase-2(COX-2)를 발현시켜

nitricoxide(NO)와 prostaglandin(PGE2)를 생성하여 염증을 일으킨다

(Shew etal.,1993;Kwqamataetal.,2000;Leeetal.,2000).

따라서 본 연구에서는 LPS처리에 의하여 유도된 iNOS,COX와 같은 염

증 매개 인자와 cytokine의 발현을 살펴봄으로써 PYE에 의한 항염증 효

과에 대하여 알아보았다.
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1)RAW 264.7대식세포의 NO 생성에 미치는 영향

체내염증과정에서 과량의 NO 및 PEG2등의 염증인자는 유도형인 iNOS

및 COX-2에 의해 형성된다.NO를 형성하는 NOS(NOSynthase)는 L-

arginine을 L-citrulline으로 전환시키면서 NO를 만들어 내며 NOS는

iNOS에 의해 생성되며 이렇게 만들어진 NO는 염증반응을 매개하는 역할

을 하고(SchmidtandWalter.1994)생체 내에서 빠르게 superoxide와 반

응하여 강력한 산화제인 peroxynitrite를 형성하여 염증 자극제로서 대식

세포를 활성화 시켜(Ippouchietal,.2002;Kangetal,.2000)NO생성을

현저히 증가시키고 다른 염증 물질들과 함께 과도한 염증을 유발하고 조

직의 손상을 일으킨다(Nathan.1994;Panetal.,2011).

LPS로 자극된 RAW 264.7대식세포에서 생성되는 NO에 대한 PYE의

억제효과를 확인하였으며 그 결과는 Fig6.에서 보는 바와 같다.LPS처리

군은 대조군에 비하여 NO생성이 유의적으로 증가하였고 LPS와 PYE를

병행 처리한 군에서는 NO생성이 LPS처리군에 비해 유의적으로 감소하

였다.각 농도 별로 큰 차이는 보이지 않았으나 PYE농도가 가장 높은 군

이 NO생성을 가장 많이 억제 하였다.
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Fig.6.Effect of P.yezoensis extract on NO levelin LPS

stimulatedRAW 264.7cells.

Thecellswereincubatedwith100㎍/㎖ LPS onlyorwithdifferent

concentrationsofP.yezoensisextractfor24h.TheamountofNOwere

determinedbyGriessassay.Eachvalueisexpressedasmean±SDin

triplicateexperiment.Valueswithdifferentalphabetsaresignificantly

differentatp<0.05asanalyzedbyDuncan’smultiplerangetest.
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2)염증 인자 발현에 미치는 영향

활성산소는 염증반응과 깊게 관련되어 있다(Mccord,1974).염증은 생리

적인 보호기전으로 방어기전을 활성화 시키거나 손상을 제한하지만 활성

산소의 파괴적 성향으로 인하여 과다 생성되면 세포와 조직의 손상을 유

도하고 더 나아가 만성질환 및 노화를 일으킨다(Azadetal.,2008).

여기서 생성되는 많은 양의 염증 유도 사이토카인(Proinflammatory

cytokines)은 대식세포의 phagocytosis작용을 과도하게 작용시켜 염증

반응과 산화적 스트레스를 증가시킨다(Blatteisetal.,2004;Fullertonet

al.,2013).그러므로 염증반응에 대한 생물학적 지표로 알려진 염증 매개

인자들과 Cytokines의 단백질 발현을 살펴 볼 필요가 있다.RAW 264.7

대식세포에 LPS를 처리한 후 PYE를 농도별로 처리하고 cytokines(TNF-

α,IL-1β)array를 실시하고,COX-2,iNOS발현을 Westernblot으로 살

펴 보았다.

TNF-α의 경우 LPS단독 처리군에 비해 PYE를 20㎍/㎖로 처리하였을

때 감소하였고 IL-1β도 LPS단독 처리군에 비해 PYE를 농도별로 처리

하였을 때 점차 감소하는 것을 볼 수 있었다(Fig7.).

LPS에 의해 자극된 대식세포는 TNF-α를 생성하고 IL-1β와 IL-6생성을

유도한다(BeutlerandCeramin.,1989).TNF-α의 과잉생산은 T cell의 수

를 감소시켜 방어체계를 무너뜨리며(Abuletal.,2007) 혈액과 조직사이

의 구조물인 내피세포를 자극하여 각종 백혈구들을 염증부위로 이동시키

는 역할을 한다.이를 통해 염증부위로 모인 백혈구는 각종 cytokines를

지속적으로 분비하여 미생물과 암세포에 대한 독성을 유지하거나 염증반

응을 유발시켜 조직을 손상시키기도 한다(Tracy etal.,1987).따라서

TNF-α분비를 조절하는 것은 염증 반응 조절에 중요한 부분이다.Fig8

에서 LPS처리 후 TNF-α 농도가 대조군보다 급격히 증가하였고 Fig7과

동일한 결과로 TNF-α 농도가 PYE농도 20㎍/㎖일 때 유의적으로 낮은

수치를 보여 PYE가 염증반응 조절기능에 관련됨을 보여주고 있다.
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IL-1β는 대표적인 전 염증성 cytokine으로 TNF-α의 수용체와 다른 구

조를 나타내고 있는데 면역 생물학적 기능으로 볼 때 다른 cytokine보다

TNF-α와 밀접한 연관이 있다(Zhangetal.,1997).급성기 염증 반응에서

TNF-α와 IL-1β의 농도는 급격히 증가하며 상호 상가효과를 나타낸다

(Mathiaketal.,2000).Fig7에서도 대조군에 비하여 LPS처리 후 TNF-

α와 IL-1β이 급격히 증가한 것을 알 수 있다.

NOS는 typeⅠ,Ⅱ,Ⅲ의 3종류로 구분되며 typeⅢ인 inducibleNOS

(iNOS)는 평소에는 세포내에 존재하지 않으나 LPS,cytokine및 박테리

아 독소 같은 자극에 의하거나 NF-κB활성으로 유도되어 발현하고 장시

간 동안 다량의 NO를 생성한다(Nathan., 1992). 다른 염증인자인

Cyclooxygenase(COX)는 arachidonicacid를 prostaglandins로 전환하는

효소이고 COX-1과 COX-2로 나누어지는데 COX-1은 대부분 조직에서

혈소판 활성화,위장보호,신장 기능 유지 등의 인체의 항상성 유지기능에

관여하나 COX-2는 cytokine,자외선,세균성 내독소 및 TNF등과 같은

여러 종류의 proinflammatoryagent에 의해 과다하게 발현하여 염증 및

각종 퇴행성 질환에 관여하고 (Botting,2006;Wuetal.,2009)COX-2에

의해 생성되는 PGE2는 통증,발열에 관여하는 염증 매개체로서 혈관신생

을 촉진시키는 등 암 발생에도 관련이 있다(Masferreretal,.1994).(홍화)

Fig9에서 보는 바와 같이 NO생성과 관계있는 iNOS의 단백질 발현은

LPS처리군에 비해 억제되는 것을 확인할 수 있다.이것은 PYE처리에

의한 NO 생성의 감소가 iNOS의 발현이 억제되어 지는 것에 의한 것을

알 수 있다.COX-2의 단백질 발현은 iNOS와 마찬가지로 LPS처리군에

비해 억제되는 것을 확인할 수 있었다.
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Fig.7.InhibitoryeffectsofP.yezoensisextractonTNF-α,IL-1

β productioninLPSstimulatedRAW 264.7cells.

RAW 264.7 cells were treated with LPS only or with different

concentration ofP.yezoensis extractfor 24 h.Celllysate were

preparedandassaybyantibodyarraykit.
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Fig.8.Inhibitory effects ofP.yezoensis extracton TNF-α 

productioninLPSstimulatedRAW 264.7cells.

Eachvalueisexpressedasmean±SD intriplicateexperiment.Values

with different alphabets are significantly different at P<0.05 as

analyzedbyDuncan’smultiplerangetest.
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Fig.9.EffectofP.yezoensis extracton iNOS and COX-2

proteinexpressioninLPSstimulatedRAW 264.7cells.

RAW 264.7 cells were treated with LPS only or with different

concentrationofP.yezoensisextractfor24handlysatedforwestern

blotanalysis.
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3)NF-κBsignalingpathway에 미치는 영향

NuclearfactorkappaB(NF-κB)는 cytokine,LPS와 산화적 스트레스

등과 같은 여러 외부 자극에 의하여 활성화 되어 핵으로 이동하여 면역과

염증반응에 관여한다.NF-κB는 세포질 속에서 p50과 p65의 heterodimer

와 억제 단백질인 IκB와 함께 복합체를 이루어 불활성형으로 존재한다.

LPS,cytokine,ROS등에 의하여 IκBkinase가 활성화되고 IκB가 분해되

면 p50과 p65의 heterodimer형태로 활성화되어 핵으로 이동한다.핵으로

이동한 NF-κB는 cytokine,iNOS,COX-2와 같은 염증반응 매개 물질들

의 발현을 촉진한다(Lawrence etal.,2001;Riehemann etal.,1999;

Allenm andTresini,2000).

본 실험에서 PYE는 농도에 따라 cytokine,iNOS,COX-2와 같은 염증

반응 매개 물질들의 발현을 감소시켰으므로 이들의 발현을 유도하는 NF-

κB 활성에 PYE가 어떤 영향을 주는지를 westernblot을 통해서 살펴보

았다.RAW 264.7세포는 LPS에 의해 자극을 받게 되면 IκB kinase가

NF-κB와 IκB복합체에 작용하여 NF-κB는 핵으로 이동하게 된다.Fig

10.에서 보는 바와 같이 LPS처리에 의해 NF-κB와 IκB는 감소하지만

PYE농도에 따라 증가하는 것을 확인할 수 있었고 LPS처리에 의해 증

가되는 IκB인산화는 PYE처리로 감소하였다.이것은 PYE처리로 인하여

IκB인산화가 억제되는 것으로 볼 수 있다.

따라서 LPS에 의해서 발생하는 염증발현에 PYE가 NF-κB signaling

pathway에 단계적으로 작용하여 저해효과를 나타내고 있으므로 NF-κB

활성 억제를 통해 염증성 매개물을 감소시키면 여러 염증 관련 질환을 예

방할 수 있을 것이라 사료된다.
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Fig.10.Effect of P.yezoensis extract on NF-κB signaling

pathwayinLPSstimulatedRAW 264.7cells.

RAW 264.7 cells were treated with LPS only or with different

concentrationofP.yezoensisextractfor24handlysatedforwestern

blotanalysis.
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4)MAPK signalingpathway에 미치는 영향

MAPKs는 ERK,JNK,p38MAPK로 구성되어 있다.MAPKs신호경로

들은 LPS로 유도되어 활성화된다.활성화된 MAPKs는 NF-κB활성화에

관여하여 iNOS발현 및 전염증성 물질에 발현에 관여한다(Celec,2004).

그리고 AKT또한 NF-κB활성화뿐만 아니라 대식세포와 혈관세포에서 I

κB활성화에 중요한 역할을 하며 여러 염증 유전자 발현에 관여하는 것으

로 알려져 있다(MacMickingetal.,1997;Sheuetal.,2005).

본 실험에서는 PYE가 NF-κBpathway를 통해 염증반응을 억제하는 것

인지 NF-κB활성화의 상위 신호 전달 경로인 MAPKs및 AKT 인산화

에도 영향을 미치는지를 알아보기 위해 MAPKs 및 AKT signaling

pathway에 관련된 단백질의 발현 수준을 westernblot을 통해서 살펴보

았다.

Fig.11.에서 보는바와 같이 AKT,p38,JUK,ERK의 활성화 형태인

p-AKT,p-p38,p-JUK,p-ERK는 LPS처리시 증가하였으나 PYE처리

에 의하여 농도에 따라 감소하는 것으로 나타났다.따라서 PYE가 NF-κ

Bpathway와 MAPKs및 AKT 경로에도 관여함으로써 NF-κB활성화

에 대한 PYE의 항염증 효과가 MAPKs및 AKT의 인산화 과정에 영향

을 주는 것으로 보인다.
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Fig.11.Effect of P.yezoensis extract on MAPK and Akt

signalingpathwayinLPSstimulatedRAW 264.7cells.

RAW 264.7 cells were treated with LPS only or with different

concentrationofP.yezoensisextractfor24handlysatedforwestern

blotanalysis.
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Ⅳ.결론 및 요약

최근 천연물 중 항산화 기능을 가지고 있는 생리활성 물질들이 많이 개

발되고 있는데 그중 해조류는 셀레늄,레시틴 등의 무기질 및 비타민이

풍부하고 항산화작용과 항암,노화방지 등의 효과가 밝혀지면서 해조류를

기능성 소재로 이용하는 연구들이 활발히 진행 되고 있다(Chungetal.,

1991;Lietal.,2003).항산화효과가 있는 물질은 높은 항염증 작용을 수

반하므로 산화적 손상과 관련된 만성 염증성 질환 개선에도 도움이 된다

고 보고되고 있다(Liangetal.,1999;LinandLin,1997).

홍조류에 속하는 김은 예로부터 한국을 포함한 중국,일본 등 아시아 지

역에서 섭취하여 왔으며 영양학적 측면으로 열량은 낮지만 비타민,무기

질,식이섬유가 풍부한 특징을 가지고 있다.또한 김은 폴리페놀을 함유하

여 항산화활성을 가지는 것으로 확인되었으며(LeeandOh,2002)김에

함유된 betaine은 혈중콜레스테롤을 저하시키는 효과가 있다고 보고되었

다(Jungetal.,2001).특히 건조 김의 10% 내외로 함유되어있는 수용성

다당체인 포피란은 항종양 활성과(NodaandArashima,1989)항산화 활

성(Zhangetal.,2004),지질대사 개선에 대한 효과(Leeetal.,2010)등이

확인되어 있으나 김의 항염증 효과와 그에 대한 분자기전에 대한 연구는

미비한 실정이다.

따라서 본 연구에서는 LPS자극을 통해 RAW 264.7세포에서 나타난 염

증반응에 대하여 김 추출물의 항산화 효과와 항염증효과를 확인하였다.

항산화 활성을 알아보기 위해서 ROS생성과 SOD,Catalase활성을 확인

한 결과 LPS를 처리한 대조군에서 ROS가 유의적으로 증가한 반면 PYE

를 농도별 (5,10,15,20,40㎍/㎖)처리한 군은 LPS대조군에 비해 유의

적으로 감소하였다.LPS단독 처리 후 대조군보다 SOD활성이 유의적으

로 감소하였고 PYE를 농도별 (10,20㎍/㎖)처리한 군은 LPS대조군보

다 유의적으로 SOD 활성이 증가하였다.LPS만 처리 했을 때는 Catalase

활성이 유의적으로 감소하였고 PYE20㎍/㎖ 처리 시 유의적으로 증가하

였다.이 결과 PYE가 LPS를 처리한 대식세포에 대해 항산화작용을 하여

Catalase활성을 증가시켜 ROS생성을 저해시켰음을 확인 할 수 있었다.

산화적 스트레스와 밀접한 염증발현에 대한 김 추출물의 영향력을 알아보
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기 위해서 염증반응의 maker인 NO,iNOS,COX-2,Cytokines의 발현을

살펴보았다.이들은 LPS처리시 발현이 증가되었고 김 추출물을 농도별

로 처리하였을 때 감소하는 것을 볼 수 있었다.따라서 김 추출물이 항염

증효과를 가지는 것을 확인 할 수 있었고 염증발현에 가장 중요한 역할을

하는 NF-κB signalingpathway를 살펴본 결과 김 추출물은 LPS자극에

의하여 IκB 인산화가 억제되어 NF-κB가 활성화 되는 것을 억제하였다.

그리고 NF-κB활성화의 상위 신호 전달 경로인 MAPKs및 AKT 인산

화에도 영향을 미치는지를 알아보기 위해 MAPKs및 AKT signaling

pathway에 관련된 단백질의 발현 수준을 westernblot을 통해서 살펴보

았다.AKT,p38,JUK,ERK의 활성화 형태인 p-AKT,p-p38,p-JUK,

p-ERK는 LPS처리시 증가하였으나 PYE처리에 의하여 농도에 따라 감

소하는 것으로 나타났다.따라서 PYE가 NF-κBpathway와 MAPKs및

AKT 경로에도 관여함으로써 NF-κB활성화에 대한 PYE의 항염증 효과

가 MAPKs및 AKT의 인산화 과정에 영향을 주는 것을 알 수 있었다.

위의 결과들을 종합하여 볼 때,김 추출물은 LPS로 자극한 RAW264.7

대식세포의 SOD,Catalase활성을 높이는 항산화효과를 나타내며 염증성

cytokines및 염증 매개 지표인 NO 생성을 억제하고 IκB의 분해를 저해

하여 NF-κB의 활성을 억제시키며 NF-κB의 활성에 관여하는 MAPKs

및 AKT signalingpathway에도 영향을 미치는 것으로 확인 되었다.따

라서 김 추출물은 항염증 효능을 가진 기능성 식품의 소재로서 이용가치

가 있음을 제안할 수 있다.
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