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Abstract

 Inflammation is the normal immune response to injury caused 

by both internal and external substances as either self or 

non-self antigens. And that leads to the activation of several 

effector cells, such as thymus lymphocytes, neutrophils, and 

macrophages, and the release of a variety of inflammatory 

mediators and finalized with the restoration of the tissue 

structure and function in normal condition. Macrophages and 

monocytes play an important role in host immune reaction, 

inflammation and allergic responses. It induces inflammatory 

reaction and initiate, and maintain specific immune responses by 
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releasing many kinds of mediatiors including several types of 

cytokines. Among various causes of inflammation, macrophage 

activated by lipopolysaccharide (LPS), derived from cell walls of 

gram-negative bacteria. Upon stimulating by LPS, two major 

intracellular signaling pathways are activated in the 

macrophages: the myeloid differentiation factor 88 

(MyD88)-dependent and independent pathway. The activation of 

the MyD88-dependent pathway results in the activation of two 

distinct downstream signaling pathways: the transcription factor 

nuclear transcription factor-κB (NF-κB) pathway and the 

mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathway. These two 

pathways induce the expression and release of a board array of 

inflammatory mediators including nitric oxide (NO), 

cyclooxygenase-2 (COX-2), inducible nitric oxide synthase 

(iNOS), prostagladins, interleukin-6 (IL-6), IL-1β, and tumor 

necrosis factor (TNF)-α and orchestrate the inflammatory 

responses of the host. However, their overproduction by 

activated macrophages has been implicated in the 

pathophysiology of many inflammation diseases, such as 

rheumatoid arthritis, atherosclerosis, and cancer. Therefore, 

LPS-stimulated macrophages are used as a model to study 

inflammation and the mechanisms of action of potential 

anti-inflammatory mediators. It is well known that existing 
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non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) were used to 

treat inflammatory diseases, but NSAIDs could usually cause 

undesired and serious side effects, especially gastrointestinal 

injure. Therefore, a strong interests in developing new and 

more powerful drugs from various natural products has been 

growing. Than, the anti-inflammatory effects of Sargassum 

fulvellum ethanol extract (SFEE) and tuna heart ethanol extract 

(THEE) were investigated using LPS-induced inflammatory 

response in this study. The murine macrophage cell line RAW 

264.7 cells were used. MTT assay was performed to measure 

the cell proliferation ability. The NO, TNF-α, IL-6, and IL-1β 

secretion were measured by enzyme linked immunosorbent 

assay (ELISA). The expression of iNOS, COX-2, NF-κB protein 

were studied by immunoblotting. The Balb/c mice were used for 

an in vivo acute toxicity test, and ICR mice were used for 

evaluation of inhibition rates of croton oil-induced mouse ear 

oedema. In addition, purification of grasshopper ketone was 

carried out by liquid and liquid extraction, silica gel column 

chromatography, sephadex LH-20 column chromatography, and 

HPLC. As a results, there were no cytotoxicity in the 

macrophage proliferation treated with SFEE and THEE compared 

to the control. NO levels decreased with increaseng 

concentration of SFEE and THEE. Moreover, the secretion of 



- 4 -

IL-6, TNF-α, and IL-1β were suppressed dose-dependent 

manner and were inhibited up to 70% at 100 μg/mL. 

Furthermore, iNOS, COX-2, NF-κB, MAPKs (JNK, ERK, p38) 

expressions were decreased by treatments of SFEE and  THEE. 

The rate of oedema formation in the mouse ear was reduced 

compared to that in the control. Moreover, no mortalities 

occurred in mice administered 5,000 mg/kg body weight of 

SFEE and THEE over 2 weeks observation period. To separate 

the active compound of SFEE, the SFEE was partitioned 

successively with n-hexane, chloroform, ethyl acetate, butanol, 

and water. Among the solvent fractions, the hexane fration 

exhibited the highes activities and then the hexane fraction 

eluted with CHCl3/MeOH (20:1) mixture by a silica gel column 

chromatography exhibited the highest activity and this fracton 

was subjected sephadex LH-20 column chromatography twice. 

The highest active fraction was conducted HPLC analysis and 

the grasshopper ketone was isolated. These compound showed 

high anti-inflammatory effects of 100%, 97%, and 77% on IL-6, 

TNF-α, and IL-1β production at 100 μg/mL. Also, grasshopper 

ketone inhibited the LPS-induced phosphorylation of NF-κB and 

MAPKs. These result suggest that SFEE, THEE, and 

grasshopper ketone may contribute to the inhibitory effect on 

inflammation. 
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서 론

최근 경제 발전에 따른 의료기술의 발달 및 평균수명의 연장으로 고

령자 비율이 계속하여 증가하고 있으며,식생활 및 환경변화로 인해 

전 세계적으로 암,당뇨병,고혈압,비만 및 혈관성 질환 등과 같은 생

활습관병의 발병률이 매년 증가하고 있다.이와 더불어,환경오염 및 

스트레스의 증가에 따른 면역계 이상으로 염증 반응의 만성화가 진행

되어 아토피,천식 등의 만성 염증성 질환이 증가하고 있다(Changet

al.,1994;Heinzemann& Daser,2002;Songetal.,1998;Sungetal.,

2012).

염증반응은 염증 인자의 내인적 발생 또는 외인적 병원체의 침입을 

인지하여 제거하고,손상 부위를 정상 상태로 복구시키는 신체 방어기

전으로,적절한 염증반응은 인체를 보호하는 필수적 반응이나,과도하

고 부적절하게 발생된 염증 반응은 만성으로 진행되어 정상조직의 파

괴와 점막 손상의 촉진,통증,부종,발열,발적 및 기능장애의 증상을 

초래하며,암 또는 관절염 등의 만성질환의 발생과 밀접한 관련이 있

다(Kim etal.,2013b;Ljungetal.,2006).

이러한 염증반응에서 주요한 역할을 하는 대식세포는 다양한 숙주반

응에 대한 항상성 유지에 관여하며,염증반응에서 여러 자극 또는 면

역세포들이 분비하는 cytokine에 의해 활성화되어 염증부위로 타 면역 

세포의 이동을 촉진시킴으로써 염증반응을 더욱 심화시킨다(Higuchi

etal.,1990).Murine의 대식세포주인 RAW 264.7cell은 그람음성균의 

세포외막에 존재하는 내독소인 lipopolysaccharide(LPS)의 자극에 의해 

nitricoxide(NO),interleukin-6(IL-6),tumornecrosisfactor-α(TNF-α),
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IL-1β과 같은 염증 매개물질의 분비를 촉진한다.이러한 물질들은 

cyclooxygenase(COX)의 작용을 통해 leukotriene,prostaglandin등의 

생성을 유도하거나,NO의 대량생산을 유도함으로써 숙주에 치명적인 

결과를 초래하는 것으로 알려져 있다(Kim etal.,2009;McDanielet

al.,1996).특히 COX는 세포막의 인지질로부터 유리된 arachidonic

acid를 prostaglandin으로 전환시키는 효소로 COX-1, COX-2의 

iso-form이 존재하는데(Smithetal.,2000),COX-1은 정상조직에서 상

시 발현되어 점막보호,혈소판 형성 등의 인체 항상성 유지의 역할을 

하는 반면,COX-2의 경우 염증 반응 시에만 LPS나 cytokine,growth

factor등의 자극에 의해 활성화된 대식세포와 단핵구로부터 생성되어 

prostaglandin을 생성한다.이렇게 발생된 prostaglandin은 종양의 세

포사멸을 억제하고 혈관생성을 유도하여 종양생성에 기여한다

(Bishop-Baileyetal.,2002;Seibertetal.,1994).또한 염증반응에서 과

잉으로 생산되는 것으로 알려진 NO는 세포 내에서 nitric oxide

synthase(NOS)에 의해 L-arginine이 L-citrulline으로 전환되면서 생성

되는 것으로,신경계,면역계,심혈관계에서 주요 신경전달물질의 역할

을 한다.이러한 NOS는 포유류에 neuronalNOS(nNOS),inducible

NOS(iNOS),endothelialNOS(eNOS)의 3종류가 있으며,그 중 iNOS

는 외부자극이나 pro-inflammatorycytokine의 신호전달에 의해 단핵

구,대식세포,골수세포 등에서 발생하여 다량의 NO를 생성하는 효소

이다(Lee et al.,2007).대식세포의 염증반응에서 이러한 염증성 

cytokines,COX-2및 iNOS와 같은 염증 매개체들의 발현은 주요 전사

인자인 nuclear transcription factor kappa-B(NF-κB)와 activator
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protein-1(AP-1)의 활성에 의해 조절되며(Baeuerle& Henkel,1994;),

그 중 NF-κB은 p65및 p50의 두 개의 subunit을 가지는 단백질로,정

상상태에서는 inhibitorkappa-B(IκB)와 결합하여 불활성 상태로 세포

질에 격리되어 있으나(D̀Acquistoetal.,1997;Makarov2001),염증반

응 시에는 활성화된 IκB kinase의 작용에 의해 IκB가 인산화되면서 

NF-κB가 유리되어 활성화된다(Majdalawieh& Ro,2010).이렇게 활성

화된 NF-κB는 세포의 핵 내부로 들어가 염증 매개 유전자의 promoter

에 결합하여 NF-κB의존전사를 유도하게되며,이는 TNF-α,IL-6,IL-1

β,iNOS및 COX-2등의 여러 염증 매개물질의 생산을 촉진하여 염증

을 심화한다(Strausetal,2000).이러한 NF-κB의존전사 경로 이외에

도,대식세포에서 LPS자극에 의해 활성화되는 다른 대표적 신호는 

mitogen activated protein kinases(MAPKs)으로, 포유류에서는 

extracellular signal-regulated kinase (ERK), c-Jun N-terminal

kinase(JNK),p38proteinkinase(p38)의 3종이 알려져 있다(Kim etal.,

2013b).이러한 MAPKs의 활성은 인산화에 의해 조절되며,MAPKs가 

인산화되어 활성화되면 AP-1이 활성화됨에 따라 iNOS및 interleukin

단백질의 전사가 일어난다.또한 MAPKs는 IκBkinase의 활성화를 조

절하는 것으로도 알려져있다(Marks-Konczalik etal.,1998;Zhang &

Ghosh,2000).따라서 대식세포를 매개한 급성 염증반응의 조절을 위

하여 iNOS,COX-2,NF-κB의 발현 및 MAPK의 인산화 조절과 

cytokine분비 조절은 염증반응의 핵심요소로 인식되고 있으며,이와 

같은 인자들의 활성을 조절하는 물질이 염증질환의 예방 및 치료제로

서 주목받고 있다(Kim etal.,2013b).
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오랜 기간 동안 hydrocortisone,prednisolone,betamethasone과 같은 

steroids는 임상적으로 염증을 억제하는 약물로 이용되어 왔으나,간 

손상,암,뇌졸중과 같은 여러 심각한 부작용을 초래하여 사용 시 제한

성이 있으며, aspirin, indomethacin, phenylbutazone과 같은 

nonsteroidalantiinflammatorydrugs(NSAIDs)역시 위장관 출혈,신장 

및 심장 질환 등의 심각한 부작용을 가지고 있어 그 사용이 제한되고 

있다(Dogneetal.,2006;Makins& Ballinger,2003,Rainsford,2007).

따라서 보다 안전한 염증치료제의 개발이 촉구되고 있는 한편,천연물

로부터 분리,정제된 물질은 비교적 독성이 적어 의약품에 비해 장기

간 섭취가 용이하다는 장점을 가지고 있어 현재 각종 생약추출물 및 

식품을 이용한 염증성 질환의 치료제 개발이 활발히 이루어지고 있다

(Leeetal.,2011;Kwonetal.,2009).

현재 천연물을 이용한 염증반응 완화에 대한 연구로는 딱지꽃(Kang

etal.,2013),청시닥나무(Lee etal.,2012a),등골나물(Lee etal,.

2012b),꽃송이버섯(Choietal.,2013c),감귤류 과피(Leeetal.,2013),

소태나무 잎(Jungetal.,2013)등의 육상식물에 대한 연구와,금은화

(Yunetal.,2012),자초(Choietal.,2013b),홍화자(Kim etal.,2013a)

등의 생약재에 대한 연구가 주를 이루고 있으나,이러한 육상식물이나 

생약재 원료의 생리활성 기능 연구는 이미 그 한계치에 이르고 있다.

한편,해양생물은 지구 생물 중 약 80%를 차지하는 것으로 알려져 있

으며(Kwaketal.,2005),육상 생물에 비해 고염,고압의 특수한 환경

에서 생육하면서 다양한 미네랄 성분을 함유하고 있어,오래전부터 한

국,일본 등에서 활발하게 이용되어 왔다(Kim etal.,2007b).해조류의 
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생리활성으로는 고지혈증,고혈압 예방(Bae,2004),항암(Jin & Jin,

2007),항돌연변이(Choietal.,2005),항염증(Kangetal.,2008)및 항

응고(Lim etal.,2008)등의 기능이 보고된 바 있으며,특히 갈조류 중

에서는 외톨개모자반(Myagropsismyagroides)에서 분리한 fucoxanthin

(Heo etal.,2010)과  감태(Eckloniacava)에서 분리된 phlorotannin

(Ryuetal.,2009)등이 보고되고 있다.

본 연구에서 사용된 모자반(Sargassum fulvellum)은 한국,일본 등 동

남아시아 일대에 널리 분포하는 다년생 갈조식물로 우리나라에서는 전 

해안에 걸쳐 괭생이모자반,알쏭이모자반,꽈배기모자반,짝잎모자반 

등을 포함하여 약 20여 종이 분포하고 있는 것으로 알려져 있다(Kang

etal.,2012).특히 식용으로 이용되는 모자반은 ‘참몰’또는 ‘참모자반’

으로 불리어지는데,주로 cellulose,fucoidan,laminaran,alginicacid

등의 복합 다당류가 36~60%로 풍부하게 함유되어 있으며,이외에도 

단백질 약 15.8%,지질 5% 및 회분 27.5%을 함유하고 있는 것으로 보

고되어 있다(Kangetal.,2008;Leeetal.,1996).이러한 모자반은 동

의보감에 따르면 예로부터 혹,부종,음낭수종 및 배뇨장애 등에 널리 

이용되어 온 것으로(Donguibogam Committee,1999),생리활성에 대한 

연구로는 항암(Bae,2004),항균 및 항산화 효과(Leeetal.,2000a;Lee

etal.,1996;Haung& Wang.2004),항혈액응고능(Grayetal.,1975),

물 추출물의 항염증 활성(Jeongetal.,2012)에 대한 연구가 진행된 바 

있으나,현재까지 참모자반의 항염증 효과 물질에 대한 분리,정제 및 

분석에 대한 연구는 진행 된 바 없다.

한편,참치(Katsuwonuspelamis)는 농어목 고등어과의 바닷물고기로,
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연간 어획량은 2000년 이후 큰 변동 없이 약 23만~27만 M/T범위로 

다량 어획 되고 있다(Kangetal.,2000;Ohetal.,2007).어획된 참치

는 주로 통조림 제조에 이용되는데 참치 통조림 가공 시 가식부 55%

를 제외하고 약 45% 정도의 부산물이 생성되어,통조림 제조량의 증가

에 따라 가공공장에서 나오는 폐기물 양이 증가하여 환경문제가 발생

하고 있으며,따라서 효율적인 회수와 이용이 매우 절실한 실정이다.

참치 가공 시 발생하는 부산물에는 껍질,자숙액,뼈,심장 및 내장이 

있는데,그 중 껍질은 주로 젤라틴 추출(Choetal2005,Rahmanet

al,2008),자숙액은 항산화(Leeetal2008,Jangetal,2009),항암(Jang

etal,2009)효과,뼈는 임플란트용 생체 소재 개발(Seoetal2008),내

장은 내장유의 레시틴 분리 정제(Kim etal.,1998)등의 분야에서 그 

효율적 이용을 위해 활발히 연구되고 있으나,심장의 경우 단독으로 

그 기능성이나 이용에 대해 연구된 바 없다.

따라서 본 연구에서는 이러한 참모자반 및 참치 심장 에탄올 추출물

의 항염증 효과에 대해 살펴보고,특히 참모자반 에탄올 추출물로부터 

항염증 유효 성분을 분리 정제하여 효과적인 염증 치료제의 소재를 개

발하고자 하였다.

재료 및 방법

1.실험 재료

1-1.원료
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본 실험에 사용한 참모자반(Sargassum fulvellum)은 진도의 양식장에

서 구입한 것으로 담수로 깨끗이 수세하고 동결 건조한 후,이를 분말

화하고 진공 포장하여 -20℃에서 저장하며 사용하였다.참치(skipjack

tuna,Katsuwonuspelamis)심장 분말은 참치의 자숙처리 후 즉시 채취

되었으며,세척 후 동결건조하여 분쇄한 것으로,동원F&B로부터 공급

받아 4℃에 저장하며 사용하였다.Table1은 참치 심장의 일반성분 및 

염도를 나타낸 것이다.

1-2.동물

생후 8주령의 수컷, ICR mouse를 오리엔트바이오(Orient Co.,

Seongnam,Korea)로부터 구입하여 귀 부종 실험에 사용하였으며,생

후 10주령의 암컷,Balb/cmouse는 단기 독성 평가 실험에 사용하였

다.마우스는 온도 20±2℃,습도 50±10%,12시간 명암주기가 유지되는 

동물사육실에서 1주일간 예비 사육한 후 실험에 사용하였다.

1-3.시약

Fetal Bovine Serum(FBS), penicilline/streptomycin은 Hyclone

(Logan,USA)에서,TNF-α,IL-6및 IL-1β ELISAkit는 BD Science(San

Diego, USA)에서 구입하여 사용하였으며, Dulbecco's Modified

Eagle'sMedium(DMEM)배지는 GIBCO(GrandIsland,USA)에서 구

입하여 사용하였다. Dimethylsulfoxide(DMSO),

Lipopolysaccharide(LPS), 3-(4.5-dimethyl thiazol

2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide(MTT) Reagent 는 Sigma사
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(St.Louis,USA)에서 구입하였으며,iNOS,COX-2,NF-κBp65,p-JNK,

p-ERK,p-p38 및 β-actin의 항체와 Anti-mouse IgG conjugated

horse-radishperoxidase는 SantaCruz(SanDiego,CA,USA)에서 구입

하여 사용하였다. BCA Protein assay kit 및 Enhanced

chemiluminescence kit(ECL kit)는 Thermo scientific(Rockford,IL,

USA)제품을 구입하여 실험에 이용하였다.
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General compositions Tuna heart (%)

Moisture 65.63

Crude protein 29.86

Crude fat 1.06

Carbohydrate 2.3

Crude ash 1.15

Salinity 0.4

Table.1Generalcompositionsandsalinityoftunaheart
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2.추출물 제조

건조분말 상태의 참모자반 및 참치심장에 각각 10배의 95% 및 80%

에탄올을 가한 후 교반기(H-0820,Dongwon science co.,Busan,

Korea)를 이용하여 실온에서 24시간 동안 추출하였다.이를 원심분리

기(UNION 32R,HanilCo.,Incheon,Korea)를 이용하여 3,000rpm에

서 10분간 원심분리한 후 상층액을 취하고,잔사를 이용하여 이와 동

일한 방법으로 2회 반복하여 추출하였다.추출하여 모은 상층액은 여

과하여 37℃에서 감압농축기(RE200,YamatoCo.,Tokyo,Japan)로 농

축한 뒤 건조하였다.건조된 시료는 -20℃에서 보관하며 실험에 사용하

였다.

3.실험 방법

3-1.항염증 활성 측정 

3-1-1.세포배양

Murine의 대식세포주인 RAW 264.7 세포는 한국세포주은행(KCLB

40071)에서 분양받아 사용하였으며,DMEM에 10% Inactivated fetal

bovineserum과 1% Penicillin-streptomycin을 첨가한 배지를 배양액으

로 37℃,5% CO2 조건에서 배양하였다.실험과정의 모든 세포는 

80~90% 정도의 밀도로 자랐을 때 계대 배양하였고,20Passages를 넘

기지 않은 세포만 사용하였다.

3-1-2.세포 독성 측정

시료의 세포독성을 평가하기 위해 Park등(2006)의 방법을 약간 변형
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하여 MTT assay를 실시하였다.RAW 264.7cell1×10
6
cells/mL를 

wellplate에 분주하고 20시간 전 배양 후,1μg/mL의 LPS와 참모자

반 및 참치심장 추출물을 농도별(0.1,1,10,50,100μg/mL)로 첨가하

여 37℃,5% CO2incubator(MCO-15AC,Sanyo,Osaka,Japan)에서 24

시간 배양하였다.배양 후,5mg/mL농도의  MTT시약을 첨가하여 

2시간 재 배양하고 이를 4℃,2,000rpm에서 10분간 원심분리(UNION

32R,HanilCo.,Incheon,Korea)하여 상층액을 제거하였다.그 후,각 

well에 DMSO를 첨가하고 이를 microplatereader(Model550,Bio-rad,

Richmond,USA)를 이용하여 540 nm에서 흡광도(opticaldensity

(O.D.))를 측정하였다.세포증식능은 다음 식에 의해 계산하였다.

ProliferationIndex(%)=(sampleO.D./controlO.D.)×100

3-1-3.NitricOxides생성량 측정

NO의 농도는 배양액 내의 nitrite농도를 griess반응(Leeetal.,

2000b)을 이용하여 측정하였다.RAW 264.7cell은 DMEM 배지를 이용

하여 2.5×10
5
cells/mL로 조절한 후 24wellplate에 접종하고 5% CO2

incubator(MCO-15AC,Sanyo,Osaka,Japan)에서 20시간 전 배양하였

다.세포에 1μg/mL의 LPS와 0.1,1,10,50,100μg/mL의 농도로 참

모자반 및 참치심장 추출물을 각각 처리하여 24시간 재 배양하였다.

배양액의 상층액을 얻은 후,동량의 griess시약(1% sulfanilamide+

0.1% naphthylendiaminedihydrochloride,1:1)을 첨가하여 실온에서 

10분간 반응시키고,microplatereader(Model550,Bio-rad,Richmond,
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USA)를 이용하여 540nm에서 흡광도를 측정하였다.세포 배양액 내 

NO의 농도는 sodium nitrite(NaNO2)의 농도별 표준곡선과 비교하여 

산출하였다.

3-1-4.염증 관련 cytokines분비량 측정

염증 관련 cytokine의 분비량을 측정하기 위해 RAW 264.7cell을  

DMEM 배지를 이용하여 2.5×10
5
cells/mL로 조절한 후 24wellplate

에 접종하고 5% CO2incubator(MCO-15AC,Sanyo,Osaka,Japan)에서 

18시간 전 배양하였다.세포에 1μg/mL의 LPS와 0.1,1,10,50,100μ

g/mL의 참모자반 및 참치심장 추출물을 처리하여 12시간 재 배양하

였다.세포배양액 내의 TNF-α,IL-6및 IL-1β cytokine의 분비량을 

ELISA kit(MouseELISAset,BDBioscience,SanDiego,USA)를 이용

하여 측정하였다.이를 위해 ELISA microplate에 captureantibody로 

anti-mouseTNF-α,IL-6및 IL-1β 를 분주하여 4℃에서 하룻밤 동안 

coating시켰다.이를 0.05% Tween20이 포함된 PBST로 세척하고 10%

FBS용액으로 blocking하였다.PBST로 세척한 뒤,각 microplate에 배

양 상층액을 분주하고 실온에서 2시간 반응시켰다.다시 PBST로 세척

한 뒤 희석한 biotinylatedanti-mouseTNF-α,IL-6detectionantibody

와 streptavidin-horseradishperoxidaseconjugate를 첨가하여 실온에서 

1시간 반응시켰다. IL-1β의 경우, biotinylated anti-mouse IL-1β  

detection antibody를 첨가하고 1시간 반응 후,

streptavidin-horseradishperoxidaseconjugate를 첨가하여 30분 반응 

시켰다.그 후,이를 다시 PBST로 세척한 다음,OPD 용액을 첨가하여 
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실온에서 30분 동안 암반응 시켰다.2N H2SO4로 반응을 종료시킨 후,

microplatereader(Model550,Bio-rad,Richmond,USA)를 이용하여 

490nm에서 흡광도를 측정하였다.

3-1-5.iNOS,COX-2및 NF-κB발현량 측정

iNOS,COX-2및 NF-κB발현에 미치는 시료의 효과를 알아보기 위

해 RAW 264.7cell을 DMEM 배지를 이용하여 iNOS,COX-2의 경우 

1×10
6
cells/mL,NF-κB의 경우 4×10

6
cells/mL으로 조절하여 20시간 

전 배양 하였다.세포에 1μg/mL의 LPS와 0.1,1,10,50,100μg/mL

의 참모자반 및 참치심장 추출물을 처리하여 iNOS,COX-2의 경우 18

시간,NF-κB의 경우 30분 재 배양하였다.배양이 끝난 세포를 수집하

여 3회 PBS(phosphate-buffered saline)로 세척한 후, Sheeba와 

Asha(2009)의 방법에 따라,세포질 내의 iNOS,COX-2단백질 측정을 

위하여 cytosollysisbuffer(50mM HEPES(pH 7.4),150mM NaCl,

5 mM EDTA, 1% Deoxycholate, 5 mM Phenylmethylsulfonyl

fluoride(PMSF),1 μg/mL Aprotinin,1% Triton X-100,and 0.1%

NP-40)를 첨가하여 30분간 4℃에서 Lysis시켰으며,NF-κBp65의 경

우 핵 내의 NF-κBp65단백질 측정을 위하여 먼저 hypotoniclysis

buffer(10mM HEPES,10mM KCl,1.5mM MgCl2)를 첨가하여 15

분간 4℃에서 lysis시켜 crudecytoplasmicfraction을 제거한 후,남은 

pellet에 nuclearextractionbuffer(10mM HEPES,100mM NaCl,1.5

mM MgCl,0.1mM EDTA,0.1mM dithiothreitol(DTT))을 첨가하여 

lysis시켰다.그 후 12,000rpm에서 20분간 원심분리 하여 세포막 성
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분 등을 제거하였다.단백질 농도는 BCA protein assay kit(Pierce,

Rockford,IL,USA)를 사용하여 정량하였으며,30 μL의 lysate를 

Laemmli(1970)의 방법을 사용하여 10% SDS-PAGE로 분리하였다.분리

된 단백질은 Towbin 등(1979)의 방법을 참고하여 

PVDF(polyvinylidenedifluoride)membrane(Bio-rad)에 200mA에서 1

시간 동안 전사시킨 후,5% Skim milk가 포함된 TBST(trisbuffered

saline;pH7.5)용액으로 상온에서 2시간 동안 blocking하였다.iNOS,

COX-2 및 NF-κB p65의 발현 양을 검토하기 위한 항체로는 

anti-mouseiNOS,COX-2및 NF-κB를 사용하여 1:500으로 희석하고 

상온에서 2시간 반응시킨 후 TBST로 3회 세정하였다.2차 항체로 

HRP(horseradishperoxidase)가 결합된 anti-mouseIgG및 anti-rabbit

IgG를 1:2000으로 희석하여 상온에서 1시간 반응시킨 후,TBST로 3회 

세정하여 ECL기질과 1~3분 간 반응 후 각각의 단백질 밴드는 Gene

tool(GeneGnome5,Syngene,Cambridge,UK)를 이용하여 가시화 하였

다.

3-1-6.MAPKinase(JNK,ERK,p38)발현량 측정

MAPKs의 발현에 미치는 시료의 영향을 알아보기 위해 RAW 264.7

cell을 DMEM배지를 이용하여 1×10
6
cells/mL으로 18시간 전배양 하

고 참모자반 및 참치심장 추출물을 농도별 (0.1,1,10,50,100μg/mL

농도로 처리하여 30분 본 배양 하였으며,이후의 실험은 3-1-5와 동일

한 방법으로 진행하였다.p-JNK,p-ERK,p-p38의 발현 양을 검토하기 

위한 항체로는 anti-mouseJNK,ERK 및 p38을 이용하여 1:5000으로 
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희석하여 사용하였다.

3-1-7.귀 부종 측정 및 조직 관찰

참모자반 추출물 및 분획물,참치심장 추출물의 항염증 효과를 in

vivo모델을 이용하여 검증하기 위하여 각각 Kim 등(2002a)과,Saraiva

등(2011)의 방법에 의거하여 귀부종 측정 및 조직 관찰을 진행하였다.

ICR마우스에 참모자반 및 참치심장 에탄올 추출물을 10,50및 250

mg/kg·bodyweight농도로 200μL씩 경구 투여 하였다.또한 control

구로 prednisolone을 10,50mg/kg·bodyweight로 시료와 동량 경구

투여 하였다.한 시간 후,오른쪽 귀에 2.5% crotonoil을 20μL/ear

농도로 도포하였다.귀 두께는 crotonoil을 처리하고 5시간 후에 측정

하였으며  crotonoil처리한 후 두께의 증가를 부종의 형성으로 간주

하였다.

조직 관찰은 ICR마우스의 오른쪽 귀에 추출물을 100mg/mL농도

로 20μL씩 도포하였으며,control구로 prednisolone을 0.08mg/ear이 

되도록 20μL도포하였다.15분 뒤,5% crotonoil을 20μL씩 도포하였

다.6시간 뒤,diethylether로 마취사 시키고,귀 조직을 절제하여 10%

formaldehyde에 72시간 고정하였다.고정 후 파라핀 블록을 만들어 

박편을 제조하고 hematoxylin-eosin및 toluidine-blue염색을 하여 조

직을 관찰하였다.

3-1-8.단기 독성 평가

본 실험은 식품의약품안전처 고시 제 2014-136호(2014년 7월 30일 개



- 20 -

정)‘의약품 등의 독성시험기준’와 Seok등(2014)의 연구내용을 바탕으

로 실험을 수행하였다.Balb/c마우스를 실험 시작 전에 4~6시간 정도 

절식시킨 후에 참모자반 및 참치심장 에탄올 추출물을 300,2,000및 

5,000mg/kg·bodyweight농도로 경구 투여 하였다.6시간 동안 비정

상적인 행동 등의 경과를 관찰하였고 2주까지 사망 여부를 지속적으로 

관찰하였다.

3-2.유효 성분 분리 정제

3-2-1.계통 분획

참모자반 및 참치심장을 이용하여 상기 방법으로 에탄올 추출물을 얻

은 후,Fig.1과 같이 극성이 낮은 용매에서 높은 용매로 순차적으로 

계통분획을 진행하였다.에탄올 추출물을 10배량의 증류수에 현탁한 

후 동량의 n-hexane(C6H14,Hex)을 가하여 180rpm에서 2시간 동안 

shaker(DongwonScienceCo.,Busan,Korea)에서 교반한 후 상층액을 

취하여 여과,감압농축하여 n-hexane분획을 얻었으며,동일한 방법으

로 chloroform(CHCl3), ethyl acetate(CH3COOC2H5, EtAOc),

butanol(C4H9OH,BuOH)분획을 얻었다.CHCl3분획은 하층액을 취하

였으며,EtAOc및 BuOH 분획은 상층액을 취하였다.

3-2-2. Silica gel column chromatography에 의한 참모자반 

n-hexane추출물의 분획

참모자반 에탄올 추출물의 n-hexane 분획물을 CHCl3에서 

methanol(CH3OH,MeOH)로 용매 계를 단계적으로 변화시켜가며 
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silicagelcolumnchromatography를 실시하여 분획물을 얻었다.활성

화된 silicagel(70–230mesh;Merck Art,Darmstadt,Germany)에 

CHCl3을 가하여 slurry로 만들고 glasscolumn(5×10cm column)에 

충진 한 후 이를 CHCl3로 세척하였다.참모자반 Hex 분획물을 

column에 loading하였다.CHCl3과 MeOH을 용매계로 하여 50:1,

20:1,10:1.5:1비율로 순차적으로 분획하여 7개의 분획물을 얻었다.

분리된 분획물은 감압농축하여 37℃에서 완전히 건조시킨 후 용매에 

희석하여 항염증 활성을 측정하였다.

3-2-3.SephadexLH-20columnchromatography에 의한 분획별 활

성

Silicagelcolumnchromatography에 의해 얻어진 7개의 분획물 중 

활성이 높은 4번 분획을 이용하여 sephadex LH-20 column

chromatography를 진행하였다.사용 용매는 CHCl3과 MeOH을 1:1로 

혼합하여 사용 또는 MeOH을 이용하였으며,사용 용매를 이용하여 

sephadex LH-20(Amersham Pharmacia Biotech AB, Uppsala,

Sweden)를 slurry로 만들고 glasscolumn(2.5×90cm column)에 

충진한 후 4번 분획물을 column에 loading 하였으며,

CHCl3:MeOH=1:1을 용매계로 하여 6개의 분획을 획득하였다.그 중 

항염증 활성이 가장 높았던 5번 분획을 sephadex LH-20column

chromatography(MeOH)을 이용하여 정제하였다.

3-2-4.HPLC
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SephadexLH-20columnchromatography에 의해 분리된 획분을 희

석하여 preparativeHPLC(ODScolumn,10×150mm,25% aqueous

MeOH,3mL/min)를 실시하여 grasshopperketone을 분리 정제 하

였다.
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Fig.1.Procedureforthepurification ofabioactivecompound,

grasshopperketone,from Sargassumfulvellumethanolextract.
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3-3.정제물의 구조 분석

참모자반 에탄올 추출물의 Hex층에서 분리한 CMB-2(Fr.2)의 화학

구조를 구명하기 위하여 600 MHz FT-NMR

Spectrometer(JNM-ECA600,Jeol,Japan)를 사용하였으며,분자량 분

석을 위하여 LC/MSspectrometer(Agilent1100,Agilent,USA)를 사

용하였다.

5.통계처리

모든 실험 결과에 대한 유의차 검정은 SASsoftware(SASInstitute,

Inc.,Cary,NC,USA)에서 평균값을 분산분석 한 후,Duncan's

multiplerangetest법에 따라 p<0.05수준에서 검정하였다.

결과 및 고찰

1.참모자반 및 참치심장 에탄올 추출물의 염증 억제 효과

1-1.세포 독성 측정

참모자반 및 참치심장 에탄올 추출물의 대식세포에 대한 세포독성을 

살펴보고 항염증 효과 탐색을 위한 농도 조건 설정을 위해 RAW

264.7세포에 대해 MTTassay를 실시하였다.참모자반 및 참치심장 에

탄올 추출물을 0.1,1,10,50및 100μg/mL의 농도로 첨가하여 배양

한 결과(Fig.2A,B),RAW 264.7세포의 증식능이 모든 처리 농도에서 

negativecontrol에 비해 유의적인 차이를 보이지 않아 세포 독성을 가

지지 않음을 확인하였다.이는 Park등(Parketal.,2014)이 황금 열수 
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추출물 첨가 시 RAW 264.7세포 증식능이 negativecontrol과 유의적

인 차이를 가지지 않아 세포 독성이 없다고 보고한 결과와 동일하다.

따라서 이후의 RAW 264.7세포를 이용한 항염증 효과 측정 실험에서 

참모자반 및 참치심장 에탄올 추출물을 0.1,1,10,50,100μg/mL의 

농도로 처리하여 실험을 진행하였다.
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Fig.2.EffectofSargassum fulvellum ethanolextract(A)andtuna

heartethanolextract(B)ontheproliferationofRAW 264.7cells.

Proliferationindex(%)=(sampleO.D./controlO.D.)*100.

ND
Meansnotsignificantlydifferent(p<0.05).
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1-2.NitricOxides생성 억제 효과

NO는 L-arginine이 L-citrulline으로 전환되는 과정에서 iNOS의 작용

에 의해 생성되는 반응성이 강한 이원자 자유라디칼이다(Yum,2009).

이러한 NO는 생체 내에서 혈관 확장에 관여하여 혈압을 조절하고,세

포 간 혹은 세포내의 신호전달이나 항균 작용과 같은 다양한 생리기능

을 통해 신경 전달을 매개하거나,생체 방어역할을 하는 것으로 체내

에서 매우 중요한 역할을 한다(Han etal.,2014b;Kubes,2000;

Schmidt& Walter,1994).그러나 지속적인 염증반응에 의해 과잉으로 

생성된 NO는 수 초가 지나면 nitrite(NO2),nitrate(NO3)등의 안정한 

화합물로 존재하게 되며, 이 과정 중 생성되는 

peroxynitriteanion(ONOO
-
)가 염증을 일으키고(Castillo etal.,1995;

Southan& Szabo,1996),세포 내 독소작용을 야기하여 조직 손상을 

유발할 뿐만 아니라,혈관 투과성을 증가시켜 부종을 동반한 염증 반

응을 촉진시킨다(Kubes,2000).또한 NO는 2형 동위효소인 COX-2를 

활성화시킴으로써 염증성 물질인 prostaglandinE2(PGE2)의 생성을 촉

진하여 염증 반응을 심화시킨다(Hanetal.,2014a).따라서 NO의 과도

한 생성을 억제하는 것이 염증 억제의 주요 목표로 인식되고 있다.

이에 본 연구에서는 참모자반 및 참치심장 에탄올 추출물의 처리에 

의한 NO 생성 억제 효과를 살펴보기 위해 RAW 264.7세포를 LPS로 

활성화 시킨 후 참모자반 및 참치심장 에탄올 추출물을 농도별(0.1,1,

10,50,100μg/mL)로 처리하여 생성된 NO를 griess시약을 이용하여 

측정하였다.참모자반의 경우(Fig.3A),참모자반 에탄올 추출물 첨가 

농도 의존적으로 NO 분비량이 현저히 감소하는 것을 확인하였으며,
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특히 LPS단독 처리 시 16.42±0.50μM의 분비량을 보였으나,참모자반 

에탄올 추출물을 50μg/mL의 농도로 처리 시 비해 3.22±0.50μM의 

분비를 보여 약 80%의 우수한 NO 분비 억제 효과를 가지는 것을 확

인하였다.이는 모자반속 모자반과에 속하는 다른 갈조류인 괭생이 모

자반 에탄올 추출물의 처리에 따라 NO분비가 감소된 결과(Lee,2010)

와,외톨개 모자반으로부터 분리한 fucoxanthin이 높은 NO 억제능을 

가진 연구 결과와 동일하였다(Heoetal.,2010).에탄올은 물,아세톤 

등과 함께 대표적인 극성 용매로,일반적으로 에탄올에는 소수성 물질

과 친수성 물질이 모두 용출되는 것으로 보고된 바 있는데(Leeetal.,

2009),특히 갈조류의 대표적 지용성 색소인 fucoxanthin은 자유 라디

칼 반응에 의한 활성 산소로부터 세포와 조직을 보호하는 주요 물질로 

알려져 있으며(Giovannucci,1999),또한 갈조류에 풍부한 수용성 다당

류인 fucoidan이 RAW 264.7세포에서 NO 생성과 iNOS발현을 억제

한다는 보고(Kim etal.,2008a)로 미루어볼 때,이러한 성분이 갈조류

인 참모자반의 NO생성 저해효과에 영향을 미친 것으로 사료된다.

다음으로 참치심장 에탄올 추출물의 경우(Fig.3B),negativecontrol에

서는 2.87±0.54 μM로 낮은 분비량을 보였으나, LPS 첨가 시 

12.57±0.85μM로 높은 분비량을 보였다.참치심장 에탄올 추출물을 농

도별로 첨가 시 농도 의존적으로 분비량이 현저히 감소됨을 확인하였

으며,특히 50μg/mL이상의 농도로 처리 시  NO 분비량에서 아무 

처리도 하지 않은 negativecontrol과 유의적인 차이를 보이지 않아 우

수한 항염증 효과를 가짐을 확인하였다.현재까지 참치의 항염증 효과

에 대한 연구는 참치에서 분리한  eicosapentaenoicacid(C20:5,EPA)
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와 docosahexaenoicacid(C22:6,DHA)를 이용한 연구가 주를 이루고 

있다(Khair-El-Dinetal.,1996;Loetal.,1999;Weldonetal.,2007).

그러나 본 연구에서 사용된 참치 심장의 경우 대부분이 단백질 성분으

로 구성되어 있으며,EPA,DHA와 같은 지질 성분의 함량은 매우 낮

게 측정되었다(Table1).

현재까지 참치 심장의 단백질 조성에 대한 고찰은 보고된 바 없으나,

어류에는 다양한 생리활성 peptide가 함유되어 있으며(Erdmannetal.,

2008),이들 생리활성 peptide는 체내에서 호르몬 기능과 같은 생체 

system을 조절하는 것으로 알려져 있다(Meisel& FitzGerald,2003).

Cheong(2007)은 참치 자숙액에서 항산화 활성을 가지는 peptide인 

L-anserine과 L-carnosine을 분리 정제하였으며,특히 Hwang등(2012)

과 Lee등(2012)는 각각 참굴과 바지락의 해양 생물 유래 peptide가 

LPS유도 RAW 264.7cell의 염증 반응에서 NO생산을 억제하여 항염

증 효과를 가진다고 보고하였다.

따라서 본 연구에서 나타난 참치 심장 에탄올 추출물의 항염증 효과

는 참치 심장에 다량 함유된 단백질 유래 peptide성분에서 기인한 것

으로 사료된다.
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Fig.3.InhibitoryeffectsofSargassum fulvellum ethanolextract(A)

andtunaheartethanolextract(B)onproductionofnitricoxides

inRAW 264.7cells.

a-e
Means with different superscripts are significantly different

(p<0.05).
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1-3.염증 관련 cytokines생성 억제 효과 

체내에서 염증 반응이 일어나면,NO,PGE2등과 같은 염증 매개 인

자 이외에도 면역 반응에서 신호전달의 역할을 하는 단백질인 염증성 

cytokine이 분비되는데,대표적인 pro-inflammatorycytokine에는 IL-6,

TNF-α 및 IL-1이 있다(Kim etal.,2013a).이러한 염증성 cytokine은 

초기 염증 반응에 관여하고 있는 것으로 알려져 있는데(Tizard,1986),

그람음성균의 세포벽 성분인 LPS는 TNF-α,IL-6와 같은 cytokine의 발

현을 촉진하고,그 결과 iNOS,COX-2와 같은 단백질 발현이 증가함에 

따라 NO,PGE2가 생성됨으로써 염증이 심화되게 된다(Kiemeretal.,

2003).이러한 cytokine중 IL-6는 단핵구,대식세포,활성화된 림프구 

등과 같은 여러 세포에서 분비되는 것으로 B세포가 plasma세포로 

분화되는 단계를 활성화시킴으로써 항체 분비를 촉진시켜 급성 염증 

반응을 만성 염증 반응으로 전환시키는 역할을 하며(Hibietal.,1996;

Kim etal.,2011a;Wangetal.,2013),과잉 생산 시 감염성 질환,자

가 면역 질환,악성 종양 등의 여러 질병을 유발하며,이러한 질병에서 

분비량이 증가하는 것으로 알려져 있다(Chaeetal.,2007;Delgadoet

al.,2003).TNF-α는 종양괴사인자라고도 하며,단핵구,대식세포 및 비

만세포에서 발생되는 것으로,염증개시 및 유지에 핵심적 작용을 하여 

염증성 병변에서 증가된 발현을 보이는 것으로  만성 염증질환과 밀접

한 연관이 있는 것으로 알려져 있다(Djeuetal.,1988,Kim & Son,

2012;Parketal.,2014;Moonetal.,2013).이러한 TNF-α는 내분비 

및 외분비계를 통해 자신과 다른 대식세포의 TNF-α 수용체에 ligand

로 결합하여 염증 매개 전사인자인 NF-κB의 p50/p65를 활성화시켜 
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TNF-α 및 IL-6의 cytokine과 iNOS,COX-2와 같은 염증 매개 인자의 

발현을 증가시켜 염증을 심화시킨다(Traceyetal.,2008;Giulianiet

al.,2001;Medzhitov,2008;Tak & Firestein etal.,2001).이러한 

TNF-α의 국소적 증가는 열,부종,발적,통증 등의 염증 반응의 기본

적 임상 징후를 일으키지만,전신적 증가는 미세 혈관의 혈전,모세혈

관 누출을 유발시켜 심장 박출량을 억제하여 극심한 조직의 손상을 가

져온다(Leeetal.,2003).때문에 많은 연구들에서 TNF-α의 조절을 통

한 염증성 질환의 치료법을 제시하고 있다(Traceyetal.1998;Beutler

etal.,1989,Kim etal.,2011b;Wangetal.,2013).마지막으로 IL-1β

는 IL-6및 TNF-α와 함께 대표적 염증성 cytokine으로 다양한 염증성 

자극 요인에 의하여 활성화된 단핵구,대식세포,B세포,수지상세포 

등에서 분비되는 것으로,B세포의 성숙,T세포의 활성화 및 NK세포

의 활성화에 관여하여 면역계를 자극하며,염증반응에서 NO 생성을 

유도하고,시상하부에 작용하여 발열증상을 유도하는 cytokine이다

(Kim etal.,2011a;Chaeetal.,2007;Delgadoetal,2003,Masters&

Simon,2009).

따라서 참모자반 및 참치심장 에탄올 추출물이 염증성 cytokine의 생

성에 미치는 영향을 알아보기 위하여 RAW 264.7세포에 LPS처리 

후,추출물을 농도별로 처리하여 ELISA 방법으로 분비량을 측정하였

다.그 결과,참모자반 에탄올 추출물의 처리에 따라 IL-6,TNF-α 및 

IL-1β 모두 농도 의존적으로 분비량이 감소함을 확인하였다.특히 IL-6

및 IL-1β의 경우(Fig.4A,6A),positivecontrol인 LPS처리구에 비해 

참모자반 에탄올 추출물을 비교적 낮은 농도인 10μg/mL의 농도로 
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처리 시에도 40% 이상의 감소를 보였으며,특히 100μg/mL의 농도로 

처리 시,분비량이 각각 35.88±11.10,10.91±1.73pg/mL으로,LPS단독 

처리시 각각 350.27±5.55,69.76±0.00pg/mL을 나타낸 것과 비교해볼 

때 약 89%,84%의 감소효과가 있음을 확인하였다.TNF-α의 경우(Fig.

5A),LPS단독 처리시 1,733.56±68.89pg/mL의 분비량을 보인 것에 

비해 100μg/mL농도로 처리 시 143.21±8.83pg/mL으로 90% 이상의 

감소를 보여 참모자반 에탄올 추출물이 IL-6,TNF-α 및 IL-1β의 감소

에 큰 효과가 있음을 확인하였다.참치심장 에탄올 추출물의 경우,

IL-6,TNF-α 및 IL-1β 분비를 첨가 농도 의존적으로 감소시킴을 확인

하여 항염증 효과를 확인하였다.먼저 IL-6및 TNF-α 분비량에서 LPS

단독 처리 시 각각 373.83±6.82,2,345.34±34.46pg/mL의 높은 분비량

를 보였으나,참치심장 에탄올 추출물을 100μg/mL의 농도로 처리 시 

각각 110.60±4.88,676.31±40.20pg/mL으로 나타나 70% 이상의 감소율

을 보였으며(Fig.4B,5B),IL-1β의 경우(Fig.6B),LPS단독 처리 시 

50.14±3.47pg/mL의 분비량을 보였으나,50μg/mL의 농도로 처리 시 

50% 이상의 감소율을 보였으며,100μg/mL의 농도로 처리 시 76%의 

감소율을 보여 항염증 효과를 가짐을 확인하였다.

일반적으로 급성기 염증 반응에서 TNF-α 및 IL-1β는 상호 작용을 통

하여 급격히 증가하는 것으로 알려져 있는데(Mathiaketal.,2000),본 

연구에서 참모자반 및 참치심장 에탄올 추출물은 LPS에 의해 유도된 

급성기 염증 반응에서 TNF-α 및 IL-1β의 분비를 함께 억제하는 것을 

확인하였다.이는 씀바귀 추출물의 RAW 264.7세포에 대한 항염증 효

과 실험에서 TNF-α의 분비량이 추출물 첨가 농도 의존적으로 감소하
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였으며,이에 따라 IL-1β의 분비량 또한 감소시킨 결과와 유사하였으

며(Lee,2011),짝잎모자반 추출물의 경우에도 IL-6,TNF-α 및 IL-1β 

모두에 억제 효과를 보인 결과와 유사하였다(Hwangetal.,2011).

이상의 결과로 참모자반 및 참치심장 에탄올 추출물의 처리는 IL-6,

TNF-α 및 IL-1β cytokine의 효과적인 분비 억제효과를 가지며,이에 

따라 우수한 항염증 효과를 가짐을 확인하였다.
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Fig.4.InhibitoryeffectsofSargassum fulvellum ethanolextract(A)

andtunaheartethanolextract(B)onproductionofIL-6inRAW

264.7cells.

a-f
Means with different superscripts are significantly different

(p<0.05).
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RAW 264.7cells.

a-f
Means with different superscripts are significantly different

(p<0.05).
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Means with different superscripts are significantly different

(p<0.05).
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1-4.iNOS,COX-2및 NF-κB발현 억제 효과 

일반적으로 mammaliancell에는 typeⅠ,Ⅱ,Ⅲ의 3가지 iso-form의 

NOS가 존재하며 typeⅠ(nNOS,neuronalNOS)와 type Ⅲ(eNOS,

endothelial NOS)는 세포내에서 지속적으로 존재하기 때문에 

cNOS(constitutiveNOS)로 분류되나,typeⅡ인 iNOS(inducibleNOS)

는 LPS,cytokine과 같은 특정 자극인자에 노출 시에만 발현된다.

nNOS나 eNOS와는 달리 iNOS는 LPS나 interferon-γ(IFN-γ)등의 다

양한 염증성 자극에 의해서만 간세포,혈관의 평활근세포,섬유아세포,

마우스 대식세포 등의 세포에서 합성되고 다량의 NO를 생성한다

(Moncadaetal.,1991).따라서 염증 반응이 일어나면 관련 세포로부

터 iNOS의 발현이 증가하는데,이는 일단 유도되면 장시간 동안 다량

의 NO를 생성하며,과도하게 생성된 NO는 혈관을 확장시키고,유전

자 변이,신경손상 및 부종 등의 염증반응을 촉진시킴과 동시에 염증 

매개체의 생합성을  촉진함으로써 염증반응을 더욱 심화시킨다(Kim et

al.,2002b;Tezukaetal.,2001;Yunetal.,1996).

다음으로 COX는 Arachidonicacid를 prostaglandins(PGs)으로 전환시

키는 효소로써 COX-1과 COX-2로 분류된다.COX-1은 정상적인 체내

의 모든 세포에 존재하면서 혈소판 형성,위벽 보호,신장 기능 유지 

등의 정상적인 생체 기능의 항상성 유지의 기능을 하지만,COX-2는 

급성 염증 반응에서 LPS및 cytokine등에 의해 연골세포나 활액세포

에서 유도되어 염증 매개 물질인 prostaglandins를 형성하여 통증 및 

각종 염증반응을 유발한다(Duerksen-Hughesetal.,1992;Humeand

Wells,2007;Linetal.,2005;Kangetal.,2013).따라서 각종 COX-2
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저해제가 대표적 소염 진통제로 이용되고 있으며,이에 따라 염증성 

질환의 치료를 위해 NO와 PGE2의 과도한 발생을 억제하기 위해 그 

up-stream 단계인 iNOS및 COX-2의 발현을 억제하는 것이 중요한 목

표로 인식되고 있다(Hseu etal.,2005;Camacho-Barquero etal.,

2007).

이러한 iNOS및 COX-2발현은 up-stream 단계의 전사인자인 NF-κB

의 활성화에 의해 유도되는데,이러한 NF-κB는 다양한 cytokine,

chemokine,growth factor의 합성을 조절하는 전사인자로(Ghosh &

Hayden,2008),p50과 p65의 이량체로 구성되며 정상 상태에서는 IκB

와 결합함으로써 불활성화 상태로 존재하나,LPS등의 자극에 의해 세

포 표면의 toll-like receptor 4/myeloid differentiation primary

responsegene88(TLR4/MyD88)경로를 통해 활성화 된 inhibitor

kappaBkinase(Iκk)에 의해 IκB와의 결합이 끊어지면서 핵 내부로 

들어가 iNOS,COX-2및 염증 관련 cytokine을 합성을 유도하는 전사

인자의 역할을 하는 것으로 알려져 있다(Majdalawieh&Ro,2010).따

라서 염증반응에서 생성되는 물질 중 iNOS,COX-2,NF-κB와 같은 단

백질의 발현 억제효과를 확인하여 항염증 효과 물질이 어떤 염증성 신

호전달 경로를 차단하여 항염증 효과를 가지는지를 알 수 있다.

본 연구에서 참모자반 및 참치심장 에탄올 추출물이 가지는 항염증 

효과에 대한 기작을 알아보기 위하여 추출물을 농도별로 처리하여 

iNOS,COX-2및 NF-κB발현량을 측정하였다.Control로는 대표적인 

housekeeping gene인 β-actin을 측정하였다.Negativecontrol에서는 

각 단백질 밴드가 거의 관찰되지 않았으나,LPS 처리한 positive
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control에서 단백질 발현이 급격히 증가함을 확인하였으며,참모자반 

에탄올 추출물 처리에 의해 iNOS,COX-2및 NF-κB의 발현량이 농도 

의존적으로 감소함을 확인하였다(Fig.7A-C).특히 100μg/mL의 농도

로 처리 시 각각 87%,65% 및 50%의 억제 효과를 가짐을 확인하였다.

이와 동일한 결과로,Jin등(2010)의 마 추출물에 대한 연구와,Kim 등

(2007a)의 탱자나무에서 분리한 poncirin및 Kim 등(2008b)의 감초뿌리

에서 분리한 isoliquiritigenin의 항염증 효과에 대한 연구에서도 각 시

료의 첨가에 의해 iNOS,COX-2및 NF-κB의 발현이 농도 의존적으로 

억제됨을 관찰하여,이를 통해 항염증 효과를 가진다고 보고하였다.

또한 참치심장 에탄올 추출물을 처리한 경우(Fig.8A-C),iNOS,

COX-2및 NF-κB의 발현량이 추출물 농도 의존적으로 감소함을 확인

하였으며,100μg/mL으로 처리 시 각각의 발현량을 대조구에 비해 약 

38%,61%,60% 억제함을 확인하였다.참치 심장 에탄올 추출물의 이

러한 효과는 높은 함량의 단백질 성분에서 기인한 것으로 사료되며,

최근 다수의 연구자들이 항염증 효과를 가지는 peptide에 대해 주목하

고 있다.Lin등(2010)은 새우 유래 peptide가 NF-κB활성을 저해하여 

TNF-α 분비를 억제한다고 보고하였다.유사한 결과로 Park등(2004)은 

melittin이 LPS유도 염증 반응에서,IκB의 활성 억제에 의한 NF-κB

subunit의 핵 내로의 이동과 DNA 결합 활성을 저해하여 iNOS,

COX-2,cytosolicphospholipaseA2 단백질 발현과 PGE2,NO의 생성

을 감소시켜 항염증 효과를 가진다고 보고하였다.또한 Ahn등(2015)

은 연어 가슴지느러미 단백질의 가수분해산물인 tripeptide가 iNOS,

COX-2,NO 및 PGE2를 억제하고,IL-6,TNF-α,IL-1β 생산을 저해하
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는 기작을 통해 항염 효과를 가진다고 하였다.

따라서 이러한 결과를 종합해 볼 때,참모자반 및 참치심장 에탄올 

추출물이 LPS에 의해 일어나는 NF-κB의 활성화 억제를 통해 iNOS및 

COX-2의 발현을 억제시킴으로써 결과적으로 NO 및 PGE2와 같은 염

증 매개인자 생성을 억제함으로써 항염증 효과를 가지는 것으로 사료

된다.



- 42 -

A

iN
O

S
/b

-a
c

ti
n

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

LPS

Sample -

+

-

+ + +

1 10 100 (mg/mL)

+

50

+ -

0.1

B

C
O

X
-2

/b
-a

c
ti

n

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

LPS

Sample -

+

-

+ + +

1 10 100 (mg/mL)

+

50

+ -

0.1

C

N
F

-k
B

/b
-a

c
ti

n

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

LPS

Sample -

+

-

+ + +

1 10 100 (mg/mL)

+

50

+ -

0.1

Fig.7.Inhibitory effectsofSargassum fulvellum ethanolextract

(SFEE)on theprotein expression ofiNOS (A),COX-2(B),and

NF-κB(C)inRAW 264.7cells.ThelevelsofiNOSandCOX-2in

thecytosolicprotein and thep65subunitofNF-κB in nuclear

proteinweredeterminedbyawesternblotanalysis.
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Fig.8.Inhibitoryeffectsoftunaheartethanolextract(THEE)on

theproteinexpressionofiNOS(A),COX-2(B),andNF-κB(C)in

RAW 264.7cells.ThelevelsofiNOSandCOX-2inthecytosolic

protein and thep65subunitofNF-κB in nuclearprotein were

determinedbyawesternblotanalysis.
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1-5.MAPKs발현 억제 효과 

대식세포에서 LPS의 자극에 의해 일어나는 염증반응의 경로에는  

TLR4/MyD88/NF-κB 경로 이외에도 mitogen activated protein

kinases(MAPKs)경로가 있다.LPS자극에 의한 MAPKs의 인산화는 

하위의 activatorprotein-1(AP-1),cAMPresponsiveelementbinding

protein,activatingtranscriptionfactor-2,NF-κB와 같은 전사 인자의 

serine및 threonine잔기의 인산화를 시켜 활성화시키는 핵심 신호 전

달 분자로,포유류에서는 주로 c-Jun NH2-terminalkinase (JNK),

extracellularsignalregulatedkinase(ERK),p38proteinkinase(p38)

이 알려져 있다(Johnson&Lapadat,2002;Dong&Davis,2002).

참모자반 및 참치심장 에탄올 추출물의 항염증 작용이 MAPkinases

경로 억제와 관련성이 있는 지를 확인하기 위하여 LPS로 염증 반응을 

유도한 RAW 264.7세포에 추출물을 처리하여 JNK,ERK,p38의 인산

화 정도를 Westernblotanalysis를 통하여 분석하였다.그 결과,참모

자반 에탄올 추출물의 경우(Fig.9A-C),p38,ERK및 JNK의 인산화를 

참모자반 에탄올 추출물 첨가 농도 의존적으로 억제함을 확인하였으

며,특히 100μg/mL의 농도로 처리 시 각각 57%,70%,57%의 억제 

효과를 보임을 확인하였다.이와 유사한 결과로,Joung등 (2012)은 참

모자반과 같은 갈조류의 일종인 외톨개 모자반의 에틸아세테이트 분획

물이 특히 p-ERK의 발현을 억제하여 항염증 효과가 있다고 보고하였

다.

참치 심장 에탄올 추출물의 처리에 따른 효과를 살펴본 결과(Fig.

10A-C)에서도 세포질 내의 p-p38,p-ERK,p-JNK 발현이 농도 의존적
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으로 억제됨을 확인하였으며,특히 100μg/mL으로 처리 시 각각 30%,

43%,43%의 억제 효과를 가짐을 확인하였다.유사한 결과로,Kim 등

(2015)은 LPS로 유도한 RAW 264.7cell의 염증 반응에서 tat-biliverdin

reductaseA단백질이 세포 내로 침투하여 p38,JNK,ERK의 인산화를 

억제하는 기작을 통해 COX-2,iNOS및 cytokine발현을 억제하였다고 

보고하였다.

위의 결과를 종합해 볼 때,참모자반 및 참치심장 에탄올 추출물이 

LPS에 의해 일어나는 MAPKs의 인산화 억제를 통해 우수한 항염증 

효과를 가지는 것을 확인하였다.
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Fig.10.Inhibitory effectsoftunaheartextract(THEE)on the

phosphorylationofMAPKsinLPS-inducedRAW 264.7cells.The

levelsofphospho-p38(p-p38)(A),p-ERK (B),andp-JNK (C)were

determinedbyawesternblotanalysis.
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1-6.귀 부종 억제 효과 및 조직 관찰

염증반응은 외부로부터 가해지는 손상 및 감염에 대한 생체 및 조직

의 일차적 보호 작용으로,물리화학적 및 면역학적 인자들의 상호작용

에 의해 발생하여 발적,발열,부종,통증 및 기능장애 등을 동반한다

(Jeongetal.,2012).이러한 염증반응은 손상된 부위를 복구시키려는 

기전으로 일어나며,혈관확장이나 부종 등은 피부염증에서 가장 대표

적인 반응이다.염증이 유발되면 혈관확장으로 인해 혈류량이 증가함

에 따라 발열 및 발적이 나타나고,혈관 내부에 존재하던 neutrophils

및 mastcell등이 혈관 외부의 염증부위 조직으로 침윤함으로써 부종 

증상 및 cytokine,prostaglandins증가를 일으켜 다른 면역세포들을 

활성화시킴과 동시에 통증을 유도하게 된다(Parketal.,2014).따라서 

특정 약리물질의 항염증 효과를 증명하기 위하여 염증을 유도한 피부

조직의 두께 및 면역세포의 침윤에 미치는 물질의 영향을 관찰하여 이 

반응을 억제하는 효과를 검증하는 실험이 행해지고 있다(Ju etal.,

2010;Hahm etal.,2008).따라서 본 연구에서는 참모자반 및 참치심

장 에탄올 추출물을 10,50및 250mg/kg의 농도로 200μL씩 경구 투

여한 후,crotonoil로 염증을 유발하고 귀 두께를 측정하였다.Croton

oil의 국소적 적용은 염증세포의 침윤을 동반한 급성부종을 초래하고,

조직학적으로는 투여 부위에 국소적 염증세포 침윤을 동반한 피부조직

의 부종이 관찰되는 것으로 알려져 있다(Verasetal.,2013;Moetal.,

2013).

참모자반 에탄올 추출물의 경우(Fig.11A),control구와 비교하여 모든 

농도에서 유의적으로 귀 두께가 감소함을 확인하였으며 특히 250
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mg/kg의 농도에서 positivecontrol구인 prednisolone50mg/kg처리

구와 비교하였을 때 유사한 효과를 나타냄을 확인하였다.이는 조직관

찰 결과에서도 나타났는데,crotonoil로 부종을 유발한 마우스 귀 조

직에서 crotonoil만을 처리한 경우에 비해 참모자반 에탄올 추출물을 

100mg/mL의 농도로 도포한 경우 prednisolone0.8mg/ear처리구와 

유사한 정도로 경피 및 진피두께가 얇아진 것을 확인하였으며(Fig.

12A),toluidine-blue염색을 통해 조직 내의 mastcell침윤 정도를 확

인한 결과(Fig.12B)참모자반 에탄올 추출물의 처리가 mastcell침윤

을 현저히 억제함을 확인하였다. 다음으로 참치 심장 에탄올 추출물

의 경우에도 마찬가지로 처리 농도 의존적으로 유의적인 귀 부종 발생

률 억제 효과를 확인하였으며 mastcell침윤도 효과적으로 억제한 것

을 확인하였다(Fig.11B,13).통증 완화 및 염증 치료제로 주로 사용되

는 비스테로이드계 소염진통제는 위궤양이나 위점막 손상과 같은 여러 

가지 부작용을 가지는 것으로 보고된 바 있으며(Dogneetal.,2006;

Makins& Ballinger,2003),따라서 최근에는 천연물로부터의 안전성이 

보장된 새로운 항염증 치료제의 탐색이 활발히 진행되고 있다.본 연

구의 귀 부종 억제에 대한 실험 결과로 미루어 보아,참모자반 및 참

치심장 에탄올 추출물은 마우스 모델에서의 염증 반응에 의한 부종의 

완화에 우수한 효과가 있는 것으로 나타났으며,염증 치료제의 소재로

써의 활용 가치가 충분할 것으로 사료된다.
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(A)

(B)

Fig.11.Inhibition ofSargassum fulvellum ethanolextract(A)and

tunaheartethanolextract(B)againstcrotonoil-inducedmouseear

edema.
a-c
Meanswithdifferentsuperscriptaresignificantlydifferent

(p<0.05).
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(A) (B)

Fig.12.Photomicrograph of transverse sections of mice ears

sensitized with topicalapplication ofcroton oil5% (v/v)in

acetone (a-c) or vehicle acetone (d), stained with (A)

hematoxylin-eosin and (B)toluidine-blue examined underlight

microscopy (magnification:200×).Treatments(20 μL):vehicle 2%

tween80(a),prednisolone0.08mg/ear(b)andSargassum fulvellum

ethanolextract2mg/ear(c).Thenumbers1and2indicatedermis

andepidermis,respectivelyandthearrow in(B)meansinfiltration

ofmastcells.
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(A) (B)

Fig.13.Photomicrograph of transverse sections of mice ears

sensitized with topicalapplication ofcroton oil5% (v/v)in

acetone (a-c) or vehicle acetone (d), stained with (A)

hematoxylin-eosin and (B)toluidine-blue examined underlight

microscopy (magnification:200×).Treatments(20 μL):vehicle 2%

Tween80(a),prednisolone0.08mg/ear(b)andtunaheartethanol

extract2mg/ear(c).Thenumbers1and 2indicatedermisand

epidermis,respectivelyandthearrow in(B)meansinfiltrationof

mastcells.
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1-6.단기 독성 평가

앞서 invitro및 invivo실험에서 참모자반 및 참치 심장 에탄올 추

출물이 우수한 항염증 효과를 가지는 것을 확인하였다.이에 대해 그 

독성과 부작용에 대한 과학적 검증을 통해 향후 새로운 기능성 식품 

소재의 개발을 위한 가능성을 확인하기 위해 단회 경구 투여 독성시험

을 실시하였다.식약처 고시에 따르면 강제 경구 투여 시 기술적으로 

투여하는 용량은 1,000~2,000mg/kg이나,예외적인 경우에는 5,000

mg/kg까지 투약이 가능하다.따라서 기능성 식품 소재로서의 활용 가

능성에 대해 알아보기 위하여 참모자반 및 참치심장 에탄올 추출물을 

300,2000및 5000mg/kg농도로 200μL씩 경구 투여한 후 2주간 행

동변화 및 치사율을 관찰하였다(Table2).경구 투여 후 4시간 까지 이

상행동을 관찰 시 모든 농도에서 이상행동이 관찰되지 않았으며,2주

간 이틀 간격으로 관찰한 결과 참모자반 및 참치심장 에탄올 추출물의 

모든 시험 군에서 사망동물은 없었으며,따라서 치사율에 대한 영향은 

없는 것으로 나타났다.유사한 연구 결과로 Seok등(2014)은 백선피 추

출물,Jung(2014)은 조위승청탕,Han등(2014a)은 오미자 종자 정유의 

단회 경구 투여 독성연구에서 경구 투여 후 2주간의 관찰 기간 중 이

상행동 및 사망동물이 관찰되지 않아 독성이 없는 것으로 보고하였다.

따라서 동물실험을 통해 참모자반 및 참치심장 에탄올 추출물이 5,000

mg/kg농도에서도 무해할 것으로 사료되며,이를 토대로 안전한 기능

성 식재료 또는 건강 기능 식품의 원료로서의 이용이 가능할 것으로 

사료된다.
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Days after treatment

0 2 4 6 8 10 12 14

Control 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

300 mg/kg·body 

weight

SFEE
1) 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

THEE
2) 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

2000 mg/kg·body 

weight

SFEE 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

THEE 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

5000 mg/kg·body 

weight

SFEE 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

THEE 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

Table2.MortalityofmicetreatedorallywithSargassum fulvellum

ethanolextractandtunaheartethanolextract

1)Sargassumfulvellumethanolextract.

2)Tunaheartethanolextract.
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2.참모자반 에탄올 추출물로부터 Grasshopperketone의 분리 및 

정제 

2-1.계통분획에 의한 참모자반 추출물의 분획별 활성

참모자반 에탄올 추출물로부터 항염증 활성 유효물질을 분리하기 위

해 참모자반 에탄올 추출물을 용매간의 극성차를 이용하여 Hex,

CHCl3,EtAOc,BuOH 및 H2O로 액/액 분배하여 순차적으로 용매별 

분획을 얻었다.분획물의 수율은 에탄올 추출물에 대하여 환산하였을 

때,H2O 분획물이 46.5%의 값을 보여 가장 높은 수율을 나타냈으며,

Hex(41.3%),EtAOc(2.6%),CHCl3(2.3%),BuOH(2.3%)순으로 높은 수

율을 보였다.각 분획물의 항염증 활성을 평가하기 위해 RAW 264.7

세포를 LPS로 활성 시킨 후,각 분획물을 50및 100μg/mL농도로 

첨가하고 IL-6및 TNF-α의 분비에 미치는 영향을 살펴보았다.그 결

과,IL-6의 경우(Fig.14A),LPS단독 처리 시 360.98±4.87pg/mL의 분

비량을 보였으나,Hex분획물 및 CHCl3분획물을 100μg/mL로 처리 

시 각각 63.29±6.82,60.54±8.78pg/mL으로 80% 이상의  IL-6분비 억

제 효과를 보였으며,TNF-α의 경우(Fig.14B),LPS 단독 처리 시 

2024.86±67.60pg/mL의 분비량을 보였으나,Hex및 CHCl3 분획물을 

100 μg/mL로 처리 시 105.14±9.67,205.03±13.52pg/mL의 분비량을 

보여 각각 89%,94%의 TNF-α 분비 억제 효과를 가짐을 확인하였다.

Choi등(2013a)은 오미자의 Hex,CHCl3,MeOH의 계통 분획 중 Hex

추출물의 항염증 활성이 가장 높아 Hex추출물을 대상으로 silicagel

columnchromatography를 진행하였으며,Yoon등(2007)은 큰비쑥 추

출물을 이용한 순차분획에서 Hex및 EtAOc,분획물이 NO,iNOS및 
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COX-2발현 억제에 높은 효과를 보였다고 보고하였다.n-hexane은 가

장 대표적인 비극성 용매로, 일반적으로 n-hexane에는 phenolic

compound와 flavonoids,lipid성분이 풍부하게 추출되는 것으로 알려

져 있으며(Sultanaetal.,2012),본 연구 결과에서 항염증 효과 물질이 

Hex추출물에 많이 함유되어 있는 것으로 추정되었다.참모자반 추출

물의 성분 중 대부분이 지방산 관련 물질이라는 Kang등(2008)의 보고

로 미루어 볼 때,참모자반의 항염증 활성 물질은 비극성 용매에 추출

되는 lipid성분으로 사료된다.따라서 Hex및 CHCl3분획물 중 수율

이 뛰어난 Hex 분획물을 이용하여 다음의 silica gel column

chromatography를 진행하였다.
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Fig.14.InhibitoryeffectsofserialsolventfractionsofSargassum

fulvellum ethanolextractsontheproductionofIL-6(A)andTNF-α

(B)inRAW 264.7cells.
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2-2.Silicagelcolumn chromatography에 의한 참모자반 n-hexane

추출물의 분획별 활성

가장 높은 항염증 활성을 보인 Hex및 CHCl3분획물 중 수율이 가

장 우수한 Hex분획물을 CHCl3과 MeOH을 용매계로 하여 50:1,20:1.

10:1,5:1의 비율로 순차적으로 silicagelcolumnchromatography를 실

시하여 silica-TLC를 이용하여 총 7개의 분획물을 얻었다.각 분획물의 

항염증 활성을 평가하기 위해 RAW 264.7세포를 LPS로 활성 시킨 

후,각 분획물을 50및 100μg/mL농도로 첨가하고 IL-6및 TNF-α의 

분비에 미치는 영향을 살펴보았다.먼저 IL-6의 경우(Fig.15A),LPS단

독 처리 시 485.01±0.97pg/mL의 분비량을 보였으나,활성이 가장 좋

은 4및 5번 분획의 경우 100μg/mL의 농도에서 각각 14.37±19.49,

4.72±5.85pg/mL의 분비량을 보여 각각 99%,97%의 분비 억제율을 

보였다.TNF-α의 경우(Fig.15B),LPS 단독 처리 시 2,637.43±31.86

pg/mL의 분비량을 보였으나,활성이 가장 높은 4번 분획물의 경우 

100μg/mL의 농도에서 41.50±4.83pg/mL으로 98% 이상의 분비 억제

율을 보였다.효과가 우수하였던 4번 및 5번 분획물 중 수율이 높은 4

번 분획을 이용하여 다음 실험을 진행하였다.



- 59 -

(A)

PBS LPS Fr. I Fr. II Fr. III Fr. IV Fr. V Fr. VI Fr.VII

IL
-6

 (
p
g
/m

L
)

0

50

100

150

200

250

300

350

400

450

500

550

600

50 mg/mL

100 mg/mL

(B)

PBS LPS Fr. I Fr. II Fr. III Fr. IV Fr. V Fr. VI Fr.VII

T
N

F
-a

 (
p
g
/m

L
)

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

50 mg/mL

100 mg/mL

Fig.15.Inhibitory effects of fractions of silica gel column

chromatography(CHCl3:MeOH =50:1~5:1)ofhexanefractionof

Sargassum fulvellum ethanolextractson theproduction ofIL-6(A)

andTNF-α(B)inRAW 264.7cells.
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2-3.SephadexLH-20column chromatography(CHCl3 :MeOH =

1:1)에 의한 분획별 활성

Silicagelcolumnchromatography를 실시한 후 항염증 활성이 가장 

뛰어났던 4번 분획을 이용하여 항염증 활성 유효 물질을 분리하기 위

해 sephadexLH-20columnchromatography를 CHCl3과 MeOH을 1:1

로 혼합한 용매를 이용하여 6개의 분획을 얻었다.그 결과(Fig.16),4,

5,6번 분획이 높은 활성을 보임을 확인하였다.IL-6분비량에서(Fig.

16A),LPS단독 처리 시 373.38±14.62pg/mL의 분비량를 보인 데 반

해,4,5 및 6번 분획물을 100 μg/mL 농도로 처리 시 각각 

49.51±12.67,57.09±5.85,46.75±4.87pg/mL으로 세 분획물 모두 84%

이상의 효과를 보였다.TNF-α의 경우(Fig.16B),LPS단독 처리 시 

2,477.66±49.25pg/mL의 분비량을 보였으나,4,5및 6분획을 100μ

g/mL의 농도로 처리 시 각각 31.26±23.17,21.7±21.24,13.51±0.00

pg/mL으로 98% 이상의 효과를 보임을 확인하였다.따라서 IL-6및 

TNF-α 분비 억제효과가 가장 우수한 4,5및 6번 분획물 중 가장 수

율이 높은 5번 분획을 이용하여 다음 실험을 진행하였다.
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Fig.16.Inhibitory effects of fractions from sephadex LH-20

columnchromatography(CHCl3:MeOH =1:1)ofhexanefraction

ofSargassum fulvellum ethanolextractontheproductionofIL-6(A)

andTNF-α(B)inRAW 264.7cells.
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2-4.SephadexLH-20columnchromatography(MeOH)에 의한 분

획의 활성

정제도를 높이기 위하여 MeOH를 용매로 하여 2차 sephadexLH-20

column chromatography를 진행하였으며 TLC를 이용하여 분획물을 

정제하였다.얻은 분획을 이용하여 LPS유도 RAW 264.7세포에 대한 

IL-6및 TNF-α 분비 억제효과를 확인하였다.그 결과(Fig.17),분획물

의 첨가 농도 의존적으로 cytokine분비량이 억제된 것을 확인하였으

며,특히 100μg/mL의 농도로 처리 시 IL-6및 TNF-α를 각각 71.15%,

98.07% 억제함을 확인하여 특히 TNF-α의 분비 억제에 대한 효과가 높

음을 확인하였다.
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2-5.HPLC분석에 의한 정제

항염증 효과 물질의 분리 및 정제를 위해 2차 sephadexLH-20

column chromatography에 의해 분리된 분획을 preparative

HPLC(ODScolumn10×150mm,25% MeOH,3mL/min)분석을 

진행하였다.그 결과(Fig.18),wavelength 254 nm에서 나타나는 

retentiontime12min에 peak가 나타나 12min이전에 나타나는 작

은 peak들을 합쳐 fraction1,12min의 Peak를 fraction2,12min이

후의 작은 peak들을 fraction3으로 분리하였으며,fraction1및 3의 

성분이 분자량이 낮은 지방산 성분임을 확인하였다.분리된 fraction

2의 정제도 판단을 위하여 preparativeHPLC를 진행하였으며,Fig.

19와 같이 본 물질이 순수 분리 단일물질임을 확인하였다.이것을 

CMB-2라고 명명하였다.
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Fig.18.HPLC chromatogram ofa fraction ofsephadex LH-20

columnchromatography(MeOH).

Fig.19.HPLCchromatogram offraction2(CMB-2).
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2-6.Grasshopperketone의 분자 구조 및 분자량

2-6-1.NMRspectrum 분석

참모자반 에탄올 추출물로부터 정제된 활성물질인 CMB-2의 화학구조

를 규명하기 위해 
1
H NMR,

13
C NMR Spectrum을 측정하였다.

1
H

NMRSpectrum을 측정한 결과(Fig.20),5.82(1H,s)ppm에서 한 개

의 olefinic proton,4.20 (1H,m)ppm에서 한 개의 oxygenated

methineproton,2.19/1.38,1.92/1.33ppm에서 두 개의 methylene

proton,2.18,1.37(×2),1.14ppm에서 네 개의 methylproton이 관찰

되었다.13CNMRSpectrum을 측정한 결과(Fig.21),총 13개의 피크가 

관찰되었다. 즉 211.5 ppm에서 allene carbon, 200.8 ppm에서 

carbonylcarbon,119.9ppm에서 sp
2
quaternarycarbon,101.1ppm에

서 sp2 methinecarbon,72.4ppm에서 sp3 oxygenated quaternary

carbon,64.4ppm에서 sp
3
oxygenated methinecarbon,49.9,49.7

ppm에서 두 개의 methylenecarbon,37.0ppm에서 sp
3
quaternary

carbon,32.3,30.8,29.3,26.5ppm에서 네 개의 methylcarbon이 관찰

되었다.
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Fig.20.
1
H-NMR spectra ofthe purified bioactive compounds

(grasshopper ketone) from Sargassum fulvellum ethanol extract.
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Fig.21.
13
C-NMRspectraofthepurifiedbioactivecompound.
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2-6-2.COSY,HMQCspectrum 및 HMBCspectrum 분석

Spectral assignment는 COSY, HMQC(Heteronuclear multiple

quantum correlation), HMBC(Heteronuclear multiple bond

correlation)spectrum 분석을 통해 확인하였다.
1
H-
1
H COSYspectrum

분석 결과(Fig.22A),1.92/1.33ppm의 methyleneproton과 4.20ppm

의 oxygenated methineproton 사이에서 cross-peak이 관찰되었고,

4.20 ppm의 Oxygenated methine proton과 2.19/1.38 ppm의 

methyleneproton사이에서 cross-peak이 관찰되었다.이에 따라 Fig.

22B와 같은 부분 구조를 확립하였다.HMQC(Heteronuclearmultiple

quantum correlation) Spectrum을 측정한 결과(Fig. 23A), 모든 

proton-bearing carbon(
1
JC-H)을 규명할 수 있었다. 또한 

HMBC(Heteronuclearmultiplebond correlation)spectrum을 측정한 

결과(Fig.23B),5.82ppm의 olefinicmethineproton으로부터 211.5,

200.8,119.9ppm의 carbon에,2.18ppm의 methylproton으로부터 

200.8ppm의 carbonylcarbon에 Long-rangecorrelation이 관찰되었다.

또한 1.37ppm의 Methylproton으로부터 119.9,72.4,49.7ppm의 

carbon에,1.14,1.37ppm의 methylproton으로부터 119.9,49.9,37.0

ppm의 carbon에 long-rangecorrelation이 관찰되었다.이들 결과로부

터 본 화합물은 grasshopperketone(=icarisideB1aglycon)임을 확인

하였다.이는 Ren등(2013)과 Otsuka등(2003)이 보고한 Grasshopper

ketone의 proton,carbonchemicalshift와 정확히 일치함을 확인하였

다.Fig.22B에 화합물 grasshopperketone의 화학구조 및 proton,

carbonNMRpeak의 귀속을 나타내었으며 참모자반 에탄올 추출물로

부터 분리된 Grasshopperketone의 최종 분자구조는 Fig.24과 같다.
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Fig.22.COSY (correlation spectroscopy)spectra(A)and partial

structure (B)ofthe purified bioactive compound (grasshopper

ketone)from Sargassumfulvellumethanolextract.
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(A)

(B)

Fig.23.HMQC (Heteronuclearmultiplequantum correlation)(A)

andHMBC (Heteronuclearmultiplebondcorrelation)(B)spectra

ofthe purified bioactive compound (grasshopperketone)from

Sargassumfulvellumethanolextract.
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2-6-3.Massspectrum 분석

NMR분광 분석으로부터 얻은 화학구조의 확인을 위하여 mass분석

을 실시하였다.ESI-Massspectrum을 측정한 결과(Fig.25),m/z225.0

에서 [M+H]
+
peak가 관찰되어 분자량이 224(C13H20O3)Da임을 알 수 

있었고,이는 NMR분광분석에 의하여 결정된 화학구조와 정확히 일

치함을 확인하였다.
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Fig.25.ESI-massspectrum ofgrasshopperketone.



- 75 -

3.Grasshopperketone의 항염증 활성

3-1.세포 독성 측정

참모자반 에탄올 추출물로부터 분리한 grasshopperketone의 대식세

포에 대한 세포독성을 측정하기 위하여 MTT assay를 실시하였다.

grasshopperketone을 농도별(0.1,1,10,50,100μg/mL)로 처리하여 

배양한 결과(Fig.26),세포 증식 능에서 모든 첨가농도에서 negative

control과 유의적인 차이를 보이지 않아 세포독성을 가지지 않는 것을 

확인하였다.
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Fig.26.Effectofgrasshopperketoneon theproliferation of

RAW 264.7 cells.Proliferation index = (sample O.D/control

O.D)*100.NDMeansnotsignificantlydifferent(p<0.05).
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3-2.Nitricoxides생성 억제 효과

참모자반 에탄올 추출물로부터 분리한 grasshopperketone의 항염증 

활성을 알아보기 위해 LPS로 염증을 유도한 RAW 264.7세포의 NO

분비 억제활성을 측정하였다.그 결과(Fig.27),LPS처리를 하지 않은 

대조구에서 1.16±0.71μM으로 낮은 분비량을 보였으나,LPS처리 시 

18.12±0.50 μM으로 NO 분비가 급격하게 증가함을 확인하였으며,

grasshopperketone에 의해 첨가 농도 의존적으로 현저히 감소함을 확

인하였다.특히 100μg/mL의 농도로 처리 시 0.96±0.14μM의 NO 분

비를 보여 control과 유의적인 차이가 없는 정도로 NO 분비를 억제함

을 확인하였다.100μg/mL의 grasshopperketone은 약 22.4μM(M.W.

224)으로 나타낼 수 있으며, 이를 잔가시 모자반(Sargassum

micracanthum)에서 분리한 sargachromenol을 100μM의 농도로 처리하

였을 때 61.6%의 NO 억제효과를 보인 결과(Yangetal.,2013b)와 비

교해볼 때,참모자반에서 분리한 grasshopperketone이 다른 갈조류로

부터 분리한 항염증 효과물질에 비해 낮은 농도에서도 현저히 높은 항

염증효과를 가짐을 확인하였다.
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Fig.27.Inhibitoryeffectsofgrasshopperketoneonproductionof

nitricoxidesinRAW 264.7cells.

a-gMeans with different superscripts are significantly different

(p<0.05).
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3-3.염증 관련 cytokines생성 억제 효과

본 연구에서 분리된 항염증 유효물질인 grasshopperketone은 allen

기를 함유하는 지용성색소인 carotenoid의 일종으로,날지 못하는 메뚜

기(Romalea microptera)에서 처음 분리 동정되었으며,다른 allenic

carotenoid를 섭취하였을 때 대사산물로 생성되는 물질로 알려져 있다

(Hoffman-Roder& Krause,2004).이러한 grasshopperketone의 생리 

활성으로는 일본 쌀 종류 중 하나인 Awaakamai에서 이 작물의 타감 

효과를 나타내며(Kato-Noguchietal.,2012),잠분 메탄올 추출물에서 

분리되어 아토피 치료효과를 가지는 것으로 보고된 바 있다(Park,

2010).이외에도 연잎(Ahn,2013),Aglaiasilvestris의 열매 및 가지

(Hwangetal.,2004),명아주(Chenopodium album)(DellaGrecaetal.,

2004),삼지닥나무(Edgeworthiachrysantha)(Hashimotoetal.,1991)에 함

유되어 있는 것으로 알려져 있으며 참모자반과 같은 갈조류에서는 처

음 분리 되었다.

참모자반에서 분리된 grasshopperketone의 항염증 효과에 대해 알아

보기 위해 염증반응의 주요 매개체로 작용하는 cytokine의 분비에 대

한 억제효과를 살펴보았다.IL-6,TNF-α 및 IL-1β의 분비량을 측정한 

결과(Fig.28-30),grasshopperketone의 처리 농도 의존적으로 각각의 

cytokine의 분비가 유의적으로 억제됨을 확인하였다.특히 IL-6의 경우 

50μg/mL(11.2μM)의 농도에서 약 90%의 억제효과를 보였으며,100

μg/mL의 농도로 처리 시  negativecontrol과 유의적인 차이를 보이지 

않음을 확인하였다.또한 TNF-α와 IL-1β의 경우 100μg/mL(22.4μ

M)의 농도로 처리 시 각각 약 97%,78%의 억제 효과를 보임을 확인
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하였다.

참모자반과 마찬가지로 갈조류의 일종인 꽈배기 모자반(Sargassum

siliquastrum)으로부터 분리한 fucoxanthin유도체의 경우,60μM로 처

리 시 IL-6및 TNF-α의 분비를 각각 37.9%,42.06% 억제한 결과(Heo

etal.,2012)로 미루어 보아,grasshopperketone이 매우 우수한 항염

증 효과가 있음을 확인하였다.
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Fig.28.Inhibitoryeffectsofgrasshopperketoneonproductionof

IL-6inRAW 264.7cells.

a-d
Means with different superscripts are significantly different

(p<0.05).
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Fig.29.Inhibitoryeffectsofgrasshopperketoneonproductionof

TNF-α inRAW 264.7cells.

a-fMeans with different superscripts are significantly different

(p<0.05).
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3-4.iNOS,COX-2및 NF-kB억제 효과

참모자반 에탄올 추출물에서 분리한 grasshopperketone이 어떤 

기작을 통해 항염증 효과를 나타내는지를 알아보기 위하여 iNOS,

COX-2및 NF-κB에 대한 억제효과를 살펴보았다.그 결과,RAW

264.7cell세포질 내의 iNOS및 COX-2단백질 발현을 100μg/mL

의 농도로 처리 시 control구에 비해 각각 60% 및 58%의 억제 효과

를 보임을 확인하였다(Fig.31A,B).또한 RAW 264.7cell의 핵 내 

NF-κB/p65의 단백질 발현을 살펴본 결과 100μg/mL의 농도로 처

리 시 약 69%의 억제 효과를 보임을 확인하였다(Fig.30C).유사한 

결과로 Yang 등 (2013a)은 S. muticum에서 분리한 

apo-9̀-fucoxanthinone이 NF-κB 활성화를 억제함으로써 iNOS 및 

COX-2의 단백질 발현을 억제하여 항염증 효과를 가진다고 보고하

였다.본 결과를 통해 GK가 염증 기작 중 TLR/MyD88경로를 통

한 NF-κB활성화 기작을 억제함으로써 염증성 cytokine및 iNOS,

COX-2의 발현을 감소시켜 항염증 효과를 가지는 것을 확인하였다.
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Fig.31.Inhibitoryeffectsofgrasshopperketoneon theprotein

expressionofiNOS(A),COX-2(B),andNF-κB(C)inRAW 264.7

cells.ThelevelsofiNOSandCOX-2inthecytosolicproteinand

thep65subunitofNF-κBinnuclearproteinweredeterminedby

awesternblotanalysis.
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3-5.MAPKs억제 효과

MAPKs의 인산화에 미치는 효과를 알아보기 위하여,LPS로 유도

한 RAW 264.7cell의 염증 반응에서 p-p38,p-ERK 및 p-JNK 단백

질의 발현을 westernblot을 통해 알아보았다.그 결과(Fig.32A-C),

각각의 단백질을 LPS만 처리한 control구에 비하여 50%,60%,46%

의 억제효과를 가짐을 확인하였다.본 연구와 동일한 결과로,Heo

등(2014)은 Sargassum sp.의 일종인 S.siliquastrum에서 분리한 

sargachromanolD가 LPS유도 염증 반응에서 NF-κB와 JNK,ERK

의 인산화를 억제함으로써 항염 효과를 가진다고 보고하였으며,또

한 Lee등(2013)은 S.siliquastrum에서 분리한 sargachromanolE가 

EKR및 JNK의 phosphorylation을 현저히 억제하였으나,p38에 대

해서는 큰 효과를 보이지 않는다고 보고하였다.따라서 S.fulvellum

로부터 분리된 grasshopperketone은 Fig.33에 나타낸 바와 같이 

NF-κB및 MAPKs의존 전사 경로를 억제하여 우수한 항염증 효과

를 가짐을 확인하였다.



- 87 -

Fig.32.InhibitoryeffectsofgrasshopperketoneontheofMAPKs

in LPS-induced RAW 264.7 cells.The levels of phospho-p38

(p-p38)(A),p-ERK (B),and p-JNK (C)weredetermined by a

westernblotanalysis.
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Fig.33.Schematicdiagram ofapotentialinhibitorypathwayused

bySargassum fulvellum ethanolextract,tunaheartethanolextract,

and grasshopper ketone during the LPS-induced inflammatory

responseinRAW 264.7cells.
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요 약 

본 연구에서는 LPS로 염증반응을 유도한 RAW 264.7 cellline과 

mouse염증모델을 이용하여 참모자반 및 참치심장 에탄올 추출물의 

항염증 활성을 알아보고,그 효과적인 이용을 위해 참모자반의 항염증 

효과물질을 분리 정제하였다.

1.참모자반 및 참치심장 추출물의 항염증 활성

1-1.세포 독성

참모자반 및 참치심장 에탄올 추출물을 0.1,1,10,50,100μg/mL농

도로 첨가하여 배양한 결과,모든 첨가농도에서 RAW 264.7세포의 증

식능이 negativecontrol과 유의적인 차이가 없어 세포독성을 나타내지 

않음을 확인하였다.

1-2.Nitricoxide생성량

LPS로 염증반응을 유도한 RAW 264.7세포에 참모자반 및 참치심장 

에탄올 추출물을 농도별(0.1,1,10,50,100μg/mL)로 첨가하여 배양한 

결과,모든 첨가농도에서 농도 의존적으로 NO 분비량이 현저히 감소

함을 확인하였다.

1-3.Pro-inflammatorycytokine분비량

참모자반 및 참치심장 에탄올 추출물을 처리한 경우,모든 농도의 처

리구에서 IL-6,TNF-α 및 IL-1β 분비가 농도 의존적으로 감소함을 확
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인하였으며,두 시료 모두 100 μg/mL의 농도로 처리 시 모든 

cytokine에 대해 70% 이상의 억제효과를 보였다.

1-4.iNOS,COX-2및 NF-κB발현량

참모자반 및 참치심장 에탄올 추출물을 처리한 경우,모든 첨가 농도

에서 농도 의존적인 단백질 발현 억제 효과를 확인하였다.특히 참모

자반의 경우,100μg/mL로 처리 시 iNOS발현을 control구에 비해 약 

87% 억제하여 우수한 효과를 확인하였다.또한 참치심장의 경우,100

μg/mL로 처리 시 COX-2및 NF-κB단백질 발현을 50%이상 억제한 

것을 확인하였다.이를 통해 참모자반 및 참치심장 에탄올 추출물이 

NF-κB발현을 억제함으로써 iNOS와 COX-2발현을 억제하여 항염증 

효과를 가짐을 확인하였다.

1-5.MAPKinases발현량

참모자반 및 참치심장 에탄올 추출물을 처리한 경우,모든 첨가 농도

에서 농도 의존적인 MAPKs단백질 발현 억제 효과를 확인하였다.특

히 참모자반 에탄올 추출물의 경우,100μg/mL로 처리 시 JNK,ERK

및 p38의 세가지 kinase의 인산화를 50% 이상 억제하여 매우 우수한 

효과를 보였다.

1-6.귀 부종 억제 효과 및 조직 관찰

참모자반 및 참치심장 에탄올 추출물을 경구 투여한 후 귀 부종을 유

발하여 귀 부종에 대한 억제효과를 살펴본 결과,crotonoil처리군과 
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비교 시 유의적으로 귀 부종이 억제됨을 확인하였으며,두 시료 모두 

250mg/kg처리 시 prednisolon50mg/kg처리구와 유사한 정도의 

부종 억제효과가 있음을 확인하였다.또한 조직관찰에서도 경피 및 진

피 두께를 효과적으로 억제하고,염증부위로의 mastcell침윤이 억제

됨을 확인하였다.

1-7.단기 독성 평가

참모자반 및 참치심장 에탄올 추출물의 경구독성을 알아보기 위해,

마우스를 이용하여 2주간 단기 독성평가를 실시하였다.그 결과,두 시

료 모두 치사율이 0%로 나타나 독성을 나타내지 않는 것을 확인하였

다.

2.참모자반으로부터 항염증 활성 물질의 분리 정제 및 구조 동정

2-1.계통 분획

Hex,CHCl3,EtAOc,BuOH,H2O를 용매계로 하여 계통 분획을 얻어 

각각의 항염증활성을 측정한 결과,Hex분획이 100μg/mL농도에서 

IL-6및 TNF-α에 대해 80% 이상의 분비 억제효과를 보였다.

2-2.Silicagelcolumnchromatography

높은 항염증 활성을 보인 Hex분획을 이용하여 silicagelcolumn

chromatography(CHCl3:MeOH =50:1,20:1.10:1,5:1)를 실시하였으

며,4번 분획이 우수한 효과를 보였다.
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2-3.SephadexLH-20columnchromatography

우수한 항염증 효과를 보인 silicagelcolumnchromatography의 4번 

분획을 이용하여 sephadexLH-20columnchromatography(CHCl3 :

MeOH = 1:1)를 실시하여 IL-6및 TNF-α 억제효과를 측정하였으며,

높은 효과를 보인 5번 분획을 이용하여 sephadex LH-20 column

chromatography(MeOH)를 1회 더 실시하여 정제된 분획을 얻어 항염

증 효과를 측정하였으며,특히 TNF-α에 대해 98% 이상의 매우 우수한 

항염증효과를 가짐을 확인하였다.

2-4.HPLC

항염증 효과 물질의 분리 정제를 위해 HPLC analysis를 진행하였으

며,retentiontime12min의 peak(fraction2)를 분리하여 순수 분리 

정제된 단일 물질 CMB-2를 획득하였다.

2-5.NMR및 ESI-MS

분리 정제된 항염증효과 물질의 구조분석을 위해 NMR및 ESI-MS를 

실시하였으며,grasshopperketone임을 확인하였다.

3.참모자반으로부터 분리한 Grasshopperketone의 항염증 활성

3-1.세포 독성

Grasshopperketone을 농도별(0.1,1,10,50,100μg/mL)로 처리 시 

RAW 264.7세포의 세포 증식 능에 영향을 주지 않는 것을 확인하여 

세포독성을 가지지 않음을 확인하였다.
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3-2.Nitricoxide생성량

Grasshopperketone첨가농도가 증가함에 따라 NO분비량이 유의적

으로 감소함을 확인하였으며,특히 100μg/mL의 농도로 첨가 시 90%

이상의 NO억제효과를 보여 우수한 항염증효과를 확인하였다.

3-3.Pro-inflammatorycytokine분비량

LPS로 염증반응을 유도한 RAW 264.7세포의 IL-6,TNF-α 및 IL-1β 

분비를 효과적으로 억제하여 항염증효과가 있음을 확인하였다.

3-4.iNOS,COX-2및 NF-κB발현량 

Grasshopperketone이 염증 반응의 signal에 미치는 영향을 살펴보기 

위해 전사인자인 NF-κB및 염증성 효소인 iNOS,COX-2에 대한 효과

를 살펴본 결과,100μg/mL으로 처리 시 각각에 대하여 control대비 

69%,60%,58%의 억제 효과를 가짐을 확인하였다.

3-5.MAPKinases발현량 

NF-κB의존 경로 이외에 MAPKssignal에 대한 억제 효과를 살펴본 

결과,p38,ERK및 JNK의 인산화를 100μg/mL으로 처리 시,control

에 비하여 각각 50%,60%,46%의 우수한 억제 효과를 보임을 확인하

였다.

위의 결과에 따라 본 연구에서는 참모자반 및 참치심장 에탄올 추출
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물이 LPS로 유도한 invitrotype염증 반응모델에서 NF-κB및 MAP

kinase활성화 경로를 억제하여,iNOS및 COX-2의 발현과 NO 및 

pro-inflammatorycytokine의 생성을 억제함으로써 항염증효과를 가지

는 것을 확인하였으며,염증유도 동물모델에서도 귀 부종 억제효과를 

확인하여 invivotype의 실험에서도 우수한 효과를 가짐을 입증하였

다.특히 참치 심장 에탄올 추출물의 항염증 효과는 단백질 유래 

peptide의 효과인 것으로 사료되며,이러한 관점에서 참치 심장 에탄

올 추출물 내에 함유된 항염증 활성 peptide성분 분석에 대한 추가적

인 연구가 이루어져야 할 것으로 사료된다.

또한 참모자반 에탄올 추출물로부터 항염증효과 물질인 grasshopper

ketone을 정제하였으며 분리된 grasshopperketone이 세포독성을 가지

지 않으면서 염증 매개 인자들을 효과적으로 억제하여 우수한 항염증 

효과를 가짐을 확인하였다.
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