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Abstract

 Inflammation is protective physiological response of the body 

to activate the immune system in response to a variety of 

stimuli, including infections and tissue injury. However, chronic 

inflammatory response may induce various diseases such as 

sepsis, rheumatoid arthritis, and cancer. Macrophage plays 

critical roles in immune reaction, allergy, and inflammation. 

These cells induce inflammatory reation, and initiate and 

maintain specific immune responses by releasing different types 

of cytokines. Macrophage activation by lipopolysaccharides 

(LPS), which are derived from gram-negative bacteria cell 

walls, results in the release of several inflammatory mediators 

including nitric oxide (NO), cyclooxygenase (COX)-2, Interleukin 

(IL)-6, IL-1β, and tumor necrosis factor (TNF)-α. 
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Over-expression of the inflammatory mediators in macrophage 

in involved in many inflammation related diseases, such as 

sepsis, rheumatoid arthritis, and cancer.  Currently, most 

broadly used medicines for treating inflammation-related 

diseases are non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs). 

However, the long-term administration of NSAIDs with a potent 

activity can result in various and severe adverse effects. 

Therefore, a strong interest in developing new 

anti-inflammatory drugs from various natural products has been 

growing. It may inhibit or prevent a variety of inflammatory 

diseases by suppressing the secretion of these inflammatory 

mediators in activated macrophages. Therefore, plant-derived 

natural compounds have been targeted for the treatment of 

various inflammatory diseases due to  high effectiveness and 

very few side effects. Therefore, the anti-inflammatory effects 

of Sargassum micracanthum  ethanol extracts(SMEE), Sargassum 

micracanthum water extracts(SMWE), and Tuna eyeball oil 

(TEO) were investigated using LPS-induced inflammatory 

response in this study. The murine macrophage cell line RAW 

264.7 cells were used and MTT assay was performed to 

measure the cell proliferation ability. The nitric oxide(NO), 

TNF-α, IL-6 and IL-1β secretion were measured in 

LPS-induced RAW 264.7 cells by ELISA. The expression of 
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iNOS, COX-2 and NF-κB p65 protein were studied by 

immunoblotting. The Balb/c mice were used for an in vivo 

acute toxicity test, and ICR mice were purchased to evaluate 

croton oil-induced ear edema. As a results, there were no 

cytotoxicity in the macrophage proliferation treated with SFEE 

and SSEE compared to the control. NO levels decreased with 

increasing concentration of SFEE and SSEE and was inhibited 

up to 50%. Moreover, the secretion of IL-6, TNF-α, and IL-1β 

were  suppressed in a dose-dependent manner, especially, IL-6 

and IL-1β inhibition activities were over 50% at 0.1 μg/mL.  

The rated of formation of edema in the mouse ear was 

reduced at the highest dose tested compared to that in the 

control. Moreover, in acute toxicity test, no moralities 

occurred in mice adiministered 5000 mg/kg body weight of 

SMEE, SMWE and TEO over 2 weeks observation period. 

 These results suggested that SMEE, SMWE, and TEO may 

have significant effects on inflammatory factors and be a 

potential anti-inflammatory therapeutic materials.
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서 론

 최근 경제가 발전함에 따라 생활환경 및 식생활의 변화로 인하여 전 

세계적으로 암, 당뇨병, 고혈압, 비만 및 혈관성 질환 등의 생활습관 

병이 차지하는 비율이 매년 증가하고 있다. 이와 더불어, 현대 사회의 

급격한 산업 발달로 인한 환경 변화 그리고 이에 따른 스트레스의 증

가 등을 포함하여 다양한 요인으로 인하여 면역 조절 이상으로 인하여 

유발된 염증이 지속됨으로써 아토피, 천식 등의 만성 염증 질환이 증

가하고 있다(Sung et al., 2012; Heinzmann & Daser, 2002).

  염증 반응은 상처나 세균 감염 등의 물리적, 화학적 자극이 일어날 

때 손상 부위를 복구시키는 신체 방어 기전 중 하나이며, 이 중 만성 

염증은 체내의 과도한 방어 반응으로 염증이 지속되는 상태를 말한다

(Yoo et al., 2012). 지속적인 염증반응은 점막 손상을 촉진시켜 결과

적으로 통증, 부종, 발적, 발열 등을 일으켜 기능 장애를 유발하며 관

절염 및 암 등의 발생과 깊은 연관을 갖고 있다(Ljung et al., 2006) 

염증 반응에 관여하는 주요 세포는 macrophage로 알려져 있으며, 여

러 자극이나 면역세포들이 분비하는 사이토카인 등에 의해 활성화 되

어, 통증, 부종, 열 등의 염증 반응을 유발하고, 염증 부위로 면역 세

포의 이동을 촉진시킨다(Lee et al., 2004). RAW 264.7과 같은 대식

세포 또는 단핵구는 그람 음성균의 세포외막에 존재하는 내독소인 

lipopolysaccharide(LPS)의 자극에 의해 tumor necrosis factor-α

(TNF-α), interleukin-1β(IL-1β) 및 IL-6와 같은 염증매개성 

cytokine들의 분비를 촉진한다. 이러한 염증 매개 물질들의 형성은 
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arachidonic acid가  cyclooxygenase(COX)의 작용을 거쳐 

leukotriene, thromboxane, prostaglandin 등으로 바뀌는 과정 및 

nitric oxide(NO)의 대량 생성에 관여함으로써 염증매개에 큰 역할을 

하며, 숙주에 치명적 결과를 초래한다고 알려져 있다(McDaniel et al., 

1996; Kim et al., 2009). 이 중 NO는 반응성이 높은 물질로 NO 

synthase(NOS)에 의해 L-arginine으로부터 생성되며 NOS는 

contitutive NOS와 inducible NOS로 나누어진다. 특히 iNOS는 외부

자극이나 pro-inflammatory cytokine 등에 의해 자극받게 되면 

hepatobyte, smooth mucle cells, bone marrow cells, monocytes, 

macrophages 등 다양한 세포에서 발현되어 다량의 NO를 생산한다고 

보고되고 있다(Lee et al., 2007). COX는 세포막의 인지질로부터 

arachidonic acid가 유리된 후 prostaglandin으로의 변화를 촉진시키

는 효소로써 COX-1, COX-2의 isoform이 존재한다(Smith et al., 

2000). COX-1은 대부분의 조직에서 발현되어 인체의 항상성 유지에 

관하여하는 반면, COX-2는 growth factors, cytokines 및 

lipopolysaccharide 등의 다양한 자극에 의해서 macrophage나 

monocyte 등의 세포에서만 다량 발현되며, 이로 인해 발생된 

prostaglandin은 종양의 세포사멸을 억제하고 혈관생성을 유도하여 종

양생성에 기여한다(Bishop-Bailey et al., 2002; Seibert et al., 

1994). 또한, 염증 반응에서 중요한 역할을 하는 Nuclear 

transcription factor-kappa B(NF-κB)는 다양한 cytokine, 

chemokine, growth factor의 합성을 조절하는 transcription factor이

다(Ghosh & Hayden, 2008). NF-κB는 p50과 p65로 구성되어 핵 안
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으로 들어가 전사인자로서 작용하여 iNOS, COX-2 및 염증관련 

cytokine을 합성하며, 일반적으로 세포질에서 IκBα와 결합함으로 NF-

κB의 작용이 억제된다(Majdalawieh & Ro, 2010). 

 이와 같은 염증반응과 밀접하게 관련되어 있는 염증매개 물질의 생성

과 생성에 관여하는 효소의 발현을 조절할 수 있는 물질이 염증 질환

의 예방 및 치료제로서 주목을 받고 있다. 지금까지 개발된 합성 항염

증제는 크게 스테로이드(히드로코르티손, 프레드니솔론, 베타메타손)와 

비스테로이드(아스피린, 인도메타신, 이부프로펜)로 나눌 수가 있으며, 

이들은 대부분 위장, 신장 및 심장 질환 등의 부작용을 나타내어

(Dogne et al., 2006; Makins & Ballinger, 2003), 그 사용이 제한받

고 있다. 따라서 현재 보다 안전하고 효과 있는 천연 유래 치료제의 

개발이 필요하다. 최근에는 항염증 활성을 갖는 식품 및 생약추출물을 

이용한 각종 염증성 질환의 치료제 개발이 활발히 이루어지고 있다

(Lee et al., 2011; Kwon et al., 2009).

 현재 천연물을 이용한 염증반응 완화에 대한 연구로는 구판(Baek et 

al., 2012), 오가피(Lee et al., 2007), 금은화(Yun et al., 2007)등 생

약재의 항염증에 관한 연구들과 청시닥나무(Lee et al., 2012), 등골나

물(Lee et al., 2011), 홍화자(Kim et al., 2013), 왕쥐똥나무(Kim et 

al., 2012), 녹두 및 대두(Imm et al., 2010) 등의 육상식물에 대한 연

구들이 주를 이루고 있다. 하지만 이러한 연구는 대부분 육상 식물을 

대상으로 한 것으로 이미 한계치에 이르고 있으므로 새로운 건강 기능

성 소재 개발을 위해서는 해양식물에 대한 연구가 필요하다. 이는 해

조류가 극심한 환경에서 생육하므로 육상 식물과는 다른 성분과 생리
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활성이 있을 것으로 추측되기 때문이다(Cho & Choi, 2010).

 삼면이 바다로 둘러싸인 우리나라는 예로부터 다양한 수산물들이 다

량으로 소비되어 왔다. 이 중에서 참치(Thunnus thynnus)는 고단백 

식품으로 영양적으로 우수할 뿐 아니라 동맥 경화를 예방하고 항암작

용이 있다고 알려져 있다(Choi et al., 2011; Je et al., 2007). 참치유

에는 eicosapentaenoic acid(EPA)와 docosahexaenoic acid(DHA) 

같은 오메가-ω계 고도 불포화 지방산이 다량 함유되어 있어 식품분야

에 다양하게 이용 할 수 있는 장점을 가지고 있으며(Roh et al., 

2005), EPA와 DHA는 고지혈증 및 심혈관계 질환에 대한 효능뿐만 

아니라 망막, 두뇌의 인지질의 주요 구성 성분으로 성장에 필수 지방

산으로 알려져 있다(Simopoulos, 1991; Casillo et al., 2000). 본 연

구에서는 참치 안구에서 분리 및 정제된 참치안구유(Tuna eyeball 

oil)를 사용하였다.

 또한 한국은 해조류 생산이 전 세계 4위에 달할 만큼 해조류 이용 및 

양식 산업이 매우 발달해 있으며, 해조류의 다양한 생리 활성에 대한 

연구가 진행되면서 식품, 의약품 및 화장품 분야의 이용이 빠르게 증

가되고 있다(Cha & Kim, 2008). 실제 해조류의 고지혈증 및 고혈압 

예방(Bae, 2004; Joo et al., 2003), 항당뇨(Lee et al., 2009), 항돌

연변이(Choi et al., 2005), 항암(Jin & Jin, 2007), 항염증(Kang et 

al., 2008) 및 항응고(Lim et al., 2008; Yoon et al., 2000) 등의 기

능들이 보고되면서 해조류를 건강 기능성 식품 원료로 인식하고 있다. 

특히 갈조류 중 항염증 효과가 있는 물질로는 외톨개모자반

(Myagropsis myagroides)에서 분리한 fucoxanthin (Heo et al., 
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2010)과  감태(Ecklonia cava)에서 분리된 phlorotannin (Ryu et al., 

2009) 등이 보고되고 있다.  최근에는 해조류의 fucoidans과 같은 다

당류의 항혈전(Joo et al., 2003), 항암(Oh et al., 2003) 및 중금속 

제거 활성(Choi et al., 2005)이 각광받고 있다.

 본 연구에서 사용되어진 잔가시 모자반(Sargassum micracanthum)

은 모자반목 모자반과에 속하는 갈조류로 우리나라 인근 해역에서 쉽

게 채취할 수 있는 대표적인 해조류이다. 잔가시 모자반에 관한 연구

로는 항비만(Lee et al., 2012) 및 항산화(Kim et al., 2012; Ham et 

al., 2010)에 관한 일부 연구가 수행되고 있다. 

 참치안구유 및 잔가시 모자반과 같이 다양한 기능성을 가지고 있는 

풍부한 수산 자원은 이용 가능성에 비해 식품분야에 적용하는 연구가 

미비한 실정이다. 이에 본 연구에서는 참치안구유 및 잔가시 모자반 

추출물을 이용하여 LPS로 활성화 된 RAW 264.7 대식세포에서 염증 

매개물질들의 생성 억제 효과를 측정하였으며, 아울러 항염증 활성을 

갖는 기능성 식품으로의 가능성을 밝히고자 하였다.
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재료 및 방법

1. 실험 재료

1-1. 원료

 본 실험에 사용한 참치안구유(Tuna eyeball oil)는 (주)동원에서 제공

받은 것으로 4℃에서 저장하며 사용하였다. 잔가시 모자반(Sargassum 

micracanthum)은 부산 연화리에서 채취한 것으로 담수로 깨끗이 수세

하고 동결 건조한 후, 이를 분말화 하고 진공 포장하여 -20℃에서 저

장하며 사용하였다.

1-2. 동물

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

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

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

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

되는 동물실에서 1주일간 예비 사육한 후 실험에 사용하였다. 

1-3. 시약

 Fetal Bovine Serum(FBS), Penicilline/streptomycin은 Hyclone 

(Logan, USA)에서, TNF-α, IL-6 및 IL-1β ELISA kit는 BD 

science (San Diego, USA)에서 구입하여 사용하였으며, Dulbecco's 

Modified Eagle's Medium(DMEM) 배지는 GIBCO(Grand Island, 

USA)에서 구입하여 사용하였다. Dimethylsulfoxide(DMSO), 
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Lipopolysaccharide(LPS), 3-(4.5-dimethyl thiazol 

2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide(MTT) reagent 는 Sigma사

(St.Louis, USA)에서 구입하였으며, iNOS, COX-2, NF-κB 및 β

-actin의 항체와 anti-mouse IgG conjugated horse-radish 

peroxidase는 Santa Cruz(San Diego, CA)에서 구입하여 사용하였다. 

BCA protein assay kit 및 enhanced chemiluminescence kit(ECL 

kit)는 Pierce(IL, USA) 제품을 구입하여 실험에 이용하였다.  

2. 추출물 제조

 분말 상태의 잔가시 모자반에 10배량의 80% 에탄올을 가한 후 교반

기(H-0820, Dongwon science co., Busan, Korea)를 이용하여 실온

에서 24시간 동안 추출하였다. 이를 원심분리기(UNION 32R, Hanil 

Co., Incheon, Korea)를 이용하여 3,000 rpm에서 10분간 원심분리한 

후 상층액을 취하고 잔사를 이와 동일한 방법으로 2회 반복하여 추출

하였다. 에탄올 추출 후 남은 잔사는 37℃에서 건조하여 물 추출에 사

용하였다. 물 추출물은 건조된 잔사에 10배량의 초순수를 가하여 에탄

올과 동일하게 3회 반복 추출하였다. 추출한 상층액은 여과지로 여과

하여 37℃에서 감압농축기(RE200,yamato Co., Tokyo, Japan)로 농

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

하였다.

3. 방법
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3-1. 세포배양

 Murine의 대식세포주인 RAW 264.7 세포는 한국세포주은행(KCLB 

40071)에서 분양받아 사용하였으며, DMEM에 10% inactivated fetal 

bovine serum과 1% penicillin-streptomycin을 첨가한 배지를 배양

액으로 37℃, 5% CO2 조건에서 배양하였다. 실험과정의 모든 세포는 

80-90% 정도의 밀도로 자랐을 때 계대 배양하였고, 20 passages를 

넘기지 않은 세포만 사용하였다.

3-2. 세포 독성 측정 

 시료의 세포독성을 평가하기위해 MTT assay를 실시하였다. RAW 

264.7 cell 1x106 cells/mL를 well plate에 분주하고 20시간 전 배양 

후, 1 μg/mL의 LPS와 참치안구유와 잔가시 모자반 에탄올 및 물 추

출물을 농도별(0.1, 1, 10, 50, 100 μg/mL)로 첨가하여 37℃, 5% 

CO2 incubator(MCO-15AC, Sanyo, Osaka, Japan)에서 24시간 배양

하였다. 배양 후, 5 mg/mL 농도의  MTT 시약을 첨가하여 2시간 재 

배양하고 이를 4℃, 2,000 rpm에서 10분간 원심분리(UNION 32R, 

Hanil Co., Incheon, Korea)하여 상층액을 제거하였다. 그 후, 각 

well에 DMSO를 첨가하고 이를 microplate reader(Model 550, 

Bio-rad, Richmond, USA)를 이용하여 540 nm에서 흡광도(obtical 

density (O.D))를 측정하였다. 세포증식능은 다음 식에 의해 계산하였

다.

Proliferation Index(%) = sample 흡광도/ control 흡광도x100
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3-3. Nitric Oxides 생성량 측정

 NO의 농도는 배양액 내의 nitrite 농도를 griess 반응(Lee et al., 

2000)을 이용하여 측정하였다. Raw 264.7 cell은 DMEM 배지를 이

용하여 2.5x105 cells/mL로 조절한 후 24 well plate에 접종하고 5% 

CO2 incubator(MCO-15AC, Sanyo, Osaka, Japan)에서 20시간 전 

배양하였다. 세포에 1 μg/mL의 LPS와 0.1, 1, 10, 50, 100 μg/mL의 

모자반 및 비틀대 에탄올 추출물을 처리하여 24시간 재 배양하였다. 

배양액의 상층액을 얻은 후, 동량의 griess 시약(1% sulfanilamide + 

0.1% naphthylendiamine dihydrochloride, 1:1)을 첨가하여 실온에서 

10분간 반응시키고, microplate reader(Model 550, Bio-rad, 

Richmond, USA)를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 세포 

배양액 내 NO의 농도는 sodium nitrite(NaNO2)의 농도별 표준곡선과 

비교하여 산출하였다.

3-4. 염증 관련 cytokines 분비량 측정

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

ELISA kit(Mouse ELISA set, BD Bioscience, San Diego, USA)를 

이용하여 측정하였다. 이를 위해 ELISA microplate에 capture 

antibody로 anti-mouse TNF-α, IL-6 및 IL-1β 를 분주하여 4℃에

서 하룻밤 동안 coating시켰다. 이를 0.05% Tween 20이 포함된 

PBST로 세척하고 10% FBS 용액으로 blocking 하였다. PBST로 세

척한 뒤, 각 microplate에 NO를 측정 하였던 것과 동일한 배양 상층

액을 분주하고 실온에서 2시간 반응시켰다. 다시 PBST로 세척한 뒤 
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희석한 biotinylated anti-mouse TNF-α, IL-6 detection antibody와 

streptavidin-horseradish peroxidase conjugate를 첨가하여 실온에

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

detection antibody를 첨가하고 1시간 반응 후, 

streptavidin-horseradish peroxidase conjugate를 첨가하여 30분 반

응 시켰다. 그 후, 이를 다시 PBST로 세척한 다음, OPD 용액을 첨가

하여 실온에서 30분 동안 암반응 시켰다. 2 M H2SO4로 반응을 종료

시킨 후, microplate reader(Model 550, Bio-rad, Richmond, USA)

를 이용하여 490 nm에서 흡광도를 측정하였다.

3-5. iNOS 및 COX-2 발현량 측정

 배양이 끝난 세포를 수집하여 3회 PBS(phosphate buffered saline)

로 세척한 후, lysis buffer를 첨가하여 30분간 4℃에서 lysis 시킨 

후, 12,000 rpm에서 20분간 원심분리 하여 세포막 성분 등을 제거하

였다. 단백질 농도는 BCA protein assay kit(Pierce, IL, USA)를 사

용하여 정량하였으며, 30 μL의 lysate를 Laemmli(1970)의 방법을 사

용하여 10% SDS-PAGE로 분리하였다. 분리된 단백질은 Towbin 등

(1979)의 방법을 참고하여 PVDF(polyvinylidene difluoride) 

membrane(Bio-rad, CA, USA)에 200 mA에서 1시간 동안 전사시킨 

후, 5% skim milk가 포함된 TBST(tris buffered saline; pH7.5) 용

액으로 상온에서 2시간 동안 blocking하였다. iNOS, COX-2 및 NF-κ

B의 발현 양을 검토하기 위한 항체로는 anti-mouse iNOS, COX-2 

및 NF-κB를 사용하여 1:500으로 희석하고 상온에서 2시간 반응시킨 
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후 TBST로 3회 세정하였다. 2차 항체로 HRP(horse radish 

peroxidase)가 결합된 anti-mouse IgG 및 anti-rabbit IgG를 1:2000

으로 희석하여 상온에서 1시간 반응시킨 후, TBST로 3회 세정하여 

ECL 기질과 1-3분 간 반응 후 X-ray 필름(Kodak X-Omat blue 

film, Perkinelmer, Waltham, USA)에 감광하였다.

3-6. 귀 부종 측정 및 조직 관찰

 ICR 마우스에 참치안구유, 잔가시 모자반 에탄올 및 물 추출물을 10, 

50 및 250 mg/kg·body weight 농도로 200 μL씩 경구 투여 하였다. 

한 시간 후, 오른쪽 귀에 2.5% croton oil을 20 μL/ear 농도로 도포

하였다. 귀 두께는 croton oil을 처리하고 5시간 후에 측정하였으며 

croton oil 처리한 후 두께의 증가를 부종의 형성으로 간주하였다.

 조직 관찰은 ICR 마우스의 오른쪽 귀에 참치안구유, 잔가시 모자반 

에탄올 및 물 추출물을 100 mg/mL 농도로 20 μL씩 도포하고 15분 

뒤, 5% croton oil을 20 μL씩 도포하였다. 6시간 뒤, diethylether로 

마취사 시키고, 귀 조직을 절제하여 10% formaldehyde에 72 시간 고

정하였다. 고정 후 파라핀 블록을 만들어 박편을 제조하고 

hematoxylin-eosin 염색을 하여 조직을 관찰하였다. 

3-7. 단기 독성 평가

 Balb/c 마우스를 실험 시작 전에 4~6시간 정도 절식시킨 후에 참치

안구유, 잔가시 모자반 에탄올 및 물 추출물을 300, 2000 및 5000 

mg/kg·body weight 농도로 경구 투여 하였다. 6시간 동안 비정상적
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인 행동 등의 경과를 관찰하였고 2주까지 지속적으로 관찰하였다. 

4. 통계처리

 모든 실험 결과에 대한 유의차 검정은 SAS software(SAS Institute, 

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

multiple range test법에 따라 p<0.05 수준에서 검정하였다. 
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결과 및 고찰

1. 참치안구유의 염증 억제 효과

1-1. 세포 독성 측정

 대식세포는 NO, PGE2, leukotriene 및 pro-inflammatory cytokine

들의 2차 매개물을 생산하고 분비한다. 이런 물질들은 선천성 및 후천

성 면역을 조절하는데 있어서 중요한 역할을 한다. 그러나 이런 물질

들이 과잉 생산되었을 때에는 세균성 패혈증, 류마티스성 관절염, 만성 

염증, 자가 면역 질환 등을 유발하기도 한다(Hilliquin et al., 1997). 

따라서 본 연구에서는 염증에 중요한 역할을 하는 대식세포에 대해 참

치안구유의 세포 독성을 알아보기 위하여 MTT assay를 수행하였다. 

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

한 결과, 모든 처리 농도에서 RAW 264.7 세포 증식능이 negative 

control에 비해 유의적으로 증가하는 것을 확인하였으며, 참치안구유

는 RAW 264.7 세포의 증식을 유도하는 것을 관찰하였다(Fig. 1). 이

는 청시닥나무(Acer babrbinerve) 추출물에 대한 세포 독성 실험 결

과, 농도 의존적으로 세포 증식률이 증가하는 경향을 보였으나 세포독

성은 나타나지 않은 결과와 유사하다(Lee et al., 2012). 
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Fig. 1. Effect of tuna eyeball oil on the proliferation of RAW 

264.7 cells. Proliferation index = sample O.D/control O.D*100.

a-c means with different superscripts are significantly different        

(p<0.05).
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1-2. Nitric Oxides 생성 억제 효과

 NO는 체내 방어기능, 신호 전달 기능, 신경 독성, 혈관 확장 등의 다

양한 생리 기능을 가지고 있다. NO 자체는 반감기가 6~10초 정도로 

매우 짧으며, NO를 형성하는 NOS들은 L-arginine을 L-citrullin으로 

전환시키면서 NO를 생성하며, 이들 NOS는 iNOS에 의한 발현성이 절

대적으로 많으며, 이는 병리적으로 중요한 작용을 한다(Schmidt & 

Walter, 1994). 참치안구유 처리에 의한 NO 생성 정도를 측정하기 위

하여 RAW 264.7 세포를 LPS로 활성 시킨 후, 참치안구유를 각 농도

별로 (0.1, 1, 10, 50 및 100 μg/mL) 첨가하고 생성 된 NO를 griess 

시약을 이용하여 측정하였다. 참치안구유를 처리하였을 경우, NO 생

성량이 LPS 처리구 보다 유의적으로 감소함을 확인하였다. positive 

control의 경우 negative control과 비교하여 4배 이상 분비량이 증가

하였으나, 참치안구유를 0.1 μg/mL의 낮은 농도 처리에서도 낮은 NO 

분비량을 보였다. 특히 10, 50 및 100 μg/mL 농도에서는 50% 이상 

감소한 것을 확인하였다(Fig. 2). 이는 오메가-ω 지방산의 항염증 효

과를 측정한 연구결과와 유사하며(Emily et al., 2011), 참치안구유와 

같은 어유(fish oil)는 EPA와 DHA와 같은 long-chain 

polyunsaturated fatty acid인 오메가-3 지방산의 함량이 높은 식품으

로 알려져 있다(Din et al., 2004).
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Fig. 2. Effect of tuna eyeball oil on production of nitric oxides 

in RAW 246.7 cells. 

a-g means with different superscripts are significantly different       

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

 인체에서 염증반응이 진행되기 위해서는 NO와 PGE2와 같은 염증 매

개물 이외에 면역 반응에서 필연적으로 염증성 사이토카인이 동반되는

데, 대표적인 사이토카인으로는 IL-6, TNF-α 및 IL-1β이다(Kim et 

al., 2013). IL-6는 단핵구를 포함한 여러 종류의 세포에서 분비되며 

다양한 기능을 가지는 대표적인 pro-inflammatory cytokine 중의 하

나로 초기 면역 반응에서 중요한 역할을 한다. 종양괴사 인자인 

TNF-α는 체내에서 대식세포나 림프구 등 백혈구에 의해 생성되는 

cytokine으로 정상상태에서는 만들어지지 않으며 LPS 등에 의한 대식

세포의 자극으로 합성되어 분비된다(Djeu et al., 1988). IL-1β는 

IL-6, TNF-α와 함께 대표적인 염증성 cytokine으로 NO를 생성하게 

하는 매개물질이며, 국소염증을 발생시키고 T세포의 활성화, B세포의 

성숙 및 NK cell을 활성화 시키는 cytokine이다(Chae et al., 2007; 

Delgado et al, 2003). 따라서 참치안구유가 염증성 cytokine의 생성

에 미치는 영향을 알아보기 위하여 RAW 264.7 세포에 LPS처리 후, 

참치안구유를 농도별로 처리하여 ELISA 방법으로 측정하였다. 그 결

과, IL-6, TNF-α 및 IL-1β 모두 농도 의존적으로 감소하는 것을 확

인하였다.  IL-6 및 IL-1β의 경우 참치안구유를 50 µg/mL 농도로 처

리하였을 때, 그 분비량이 각각 85.08±0.92 및 15.66±2.06으로 낮은 

값을 나타내었다. 또한 LPS 단독 처리 시 IL-6 및 IL-1β 분비량이 

371.93±8.33 및 60.64±4.13인 것과 비교해 볼 때, 참치안구유가 각

각 77 및 74% 이상의 높은 감소를 보임을 확인할 수 있었다. TNF-α

의 경우, LPS 단독 처리 시 2414.43±2.32인 것과 비교하여 1 



- 18 -

µg/mL 농도 처리의 경우 1017.08±3.09으로 58% 이상의 감소를 보

여 TNF-α 분비 억제도 큰 효과가 있음을 나타내었다(Fig. 3-5). 이

는 씀바귀 추출물 첨가 시 RAW 264.7 세포 실험에서 TNF-α의 분비

량이 첨가 농도에 의해 감소하는 경향을 보임에 따라 IL-1β의 분비량 

또한 감소한 연구결과와 유사하다(Lee, 2011). 다른 연구로, 애기땅빈

대(Park et al., 2011)와 청서익기탕(Lee, 2011) 추출물 처리 농도가 

500 μg/mL 에서 LPS 단독 처리구에 비해 IL-6 분비량이 약 50% 이

상 감소한 결과를 보인 것과 비교해 볼 때, 참치안구유의 경우에는 10 

μg/mL의 비교적 낮은 농도에서 70% 이상의 IL-6 분비량 감소를 보

임에 따라 육상식물이나 한약재보다도 해양 생물에서부터 정제된 참치

안구유가 항염증 기능성 물질로의 높은 가능성을 가지고 있다고 사료

된다.
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Fig. 3. Effect of tuna eyeball oil on production of IL-6 in RAW 

246.7 cells. 

a-f means with different superscripts are significantly different 

(p<0.05).
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Fig. 4. Effect of tuna eyeball oil on production of TNF-α in 

RAW 246.7 cells. 

a-g means with different superscripts are significantly different       

(p<0.05).
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Fig. 5. Effect of tuna eyeball oil on production of IL-1β in RAW 

246.7 cells. 

a-d means with different superscripts are significantly different       

(p<0.05).
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1-4. iNOS 및 COX-2 발현 억제 효과 

 일반적으로 NO는 생체 내에서 세균과 종양을 제거하고 혈압을 조절

하며 신경 전달을 매개하는 등 다양한 역할을 하며(Kubes, 2000), 

neuronal NOS(nNOS), endothelial NOS(eNOS) 그리고 inducible 

NOS(iNOS) 세 가지 형태의 NOS에 의해 합성된다. nNOS와 eNOS는 

세포내에 항상 존재하지만, iNOS는 interferon-γ, LPS 그리고 다양한 

염증유도 사이토카인에 노출되는 경우에만 발현된다(Moncada et al., 

1991). 따라서 염증 반응이 일어나면 관련 세포에서 iNOS의 발현이 

증가하여 많은 양의 NO가 생성되고, 과도하게 생성된 NO는 조직의 

손상, 유전자 변이, 신경 손상 등을 유발하고, 혈관 투과성을 증가시켜 

부종 등의 염증 반응을 촉진시킨다(Yun et al., 1996). COX는 

arachidonic acid를 prostaglandins(PGs)으로 전환시키는 효소로써 

COX-1과 COX-2로 분류된다. COX-1은 체내에서 혈소판의 형성, 위

벽 보호, 신장 기능의 유지 등 정상적 생체 기능에 작용하지만 

COX-2는 염증 매개 물질인 PGE2를 형성시킨다(Duerksen-Hughes 

et al., 1992). 따라서 염증 반응에서 생성되는 물질 중 iNOS, COX-2

와 같은 물질의 생성 억제를 확인하여 항염증 효과를 확인할 수 있다

(팽이14). Raw 264.7 세포에 참치안구유를 0.1-100 μg/mL 농도로 

처리하고 iNOS 발현량을 측정한 결과(Fig. 6), LPS 단독처리구와 비

교하였을 때 발현량이 농도 의존적으로 감소하는 것을 확인할 수가 있

었으며 특히 100 μg/mL 농도에서 PBS 처리구와 유사한 발현량을 나

타냈다. 이는 넘취 정유의 iNOS 발현량 억제 연구(Kim et al., 2002)

와 유사하다. 또한 천궁으로부터 얻은 에센셜 오일을 raw 264.7 세포
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에 처리하고 iNOS의 발현량을 측정한 결과(Lim et al., 2010)와 유사

하였으며, 천궁 에센셜 오일의 경우 50 μg/mL 농도 처리구에서 50% 

이상의 감소를 나타냈으나 참치안구유는 10 μg/mL 농도로 처리 시 

약 50% 이상 감소함을 보여 더 효과가 뛰어남을 확인할 수 있었다. 

Raw 264.7 세포에 참치안구유를 0.1-100 μg/mL 농도로 처리하고 

COX-2 발현량을 측정한 결과(Fig. 7), 참치안구유를 50-100 μg/mL 

농도로 처리하였을 때, LPS 단독 처리구에 비해 약 65% 이상의 억제 

효과를 나타냈으며 100 μg/mL 농도 처리구의 경우 PBS 처리구보다 

더 낮은 발현량을 나타냈다. 이러한 결과는 카멜리아 오일을 raw 

264.7 세포에 0.1-0.5 mg/mL 농도로 처리하고 COX-2의 발현량을 

측정한 결과(Kim et al., 2011)와 유사하였으며, Kim 등(2006)이 어

유를 마우스에 식이한 후 피부 조직에서의 COX-2의 발현량을 측정한 

결과와도 같은 경향을 나타냈다. 또한 참치안구유를 처리함으로써 

iNOS 및 COX-2 발현량의 동시 억제 효과는 curcumin과 오메가-3 

지방산 혼합물의 iNOS 및 COX-2 발현량 억제 결과와 유사한 경향을 

나타냈다(Swamy et al., 2008). 이러한 결과를 종합 해 볼 때,  참치

안구유는 LPS에 의해 형성되는 iNOS의 발현 억제 뿐만 아니라 

COX-2 발현도 억제시키며 항염증에 효과가 있을 것으로 사료된다.



- 24 -

Fig. 6. Effect of tuna eyeball oil on LPS-induced iNOS 

expression in RAW 246.7 cells. 
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Fig. 7. Effect of tuna eyeball oil on LPS-induced COX-2 

expression in RAW 246.7 cells. 
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1-5. 귀 부종 억제 효과 및 조직 관찰

 피부는 외부 환경의 여러 유해 물질로부터 몸을 보호하고, 몸의 온도

와 수분 조절 및 외부 변화를 감지하는 등의 기능을 가진 장기로서, 

제일 먼저 몸을 보호하기 때문에 끊임없이 병원체에 의해 손상 된다. 

손상 된 부위를 복구 시키려는 일련의 생체 과정으로서 혈관확장, 부

종 등의 생리 현상이 나타나며 이는 피부 염증에서 일어나는 대표적인 

반응으로 이 반응을 억제하는 효과를 실험적으로 검증함으로써 특정 

약리 물질의 항염증 효과를 증명할 수 있다(Hahm et al., 2008). 참치

안구유를 10, 50 및 250 mg/kg 농도로 200 μL씩 경구투여 한 후, 

croton oil로 염증 유발하고 귀 두께를 측정한 결과이다(Fig. 8). 

control과 비교하여 모든 농도에서 유의적으로 귀 두께가 감소한 것을 

확인하였다. 특히, 참치안구유 250 mg/kg 농도에서 positive control

인 prednisolon 처리구와 비교하였을 때, prednisolon 50 mg/kg 처

리와 유사하게 감소하였으며 현재 사용되고 있는 합성 스테로이드제인 

prednisolon과 유사한 효과를 나타내는 것을 확인하였다. H&E 및 

T&B 염색을 통한 조직 관찰 결과도 동일한 경향을 나타내었다(Fig. 

9). 이러한 결과는 Stephania tetrandrase(방기)의 fangchinoline과 

tetrandrine을 20-80 mg/kg 농도로 처리한 결과(Choi et al., 2000)

와 유사한 경향을 나타냈으며 Vanillosmopsis arborea 에센셜 오일을 

귀에 도포 처리하고 귀 부종 억제율을 측정한 결과(Leite et al., 

2011)와도 유사함을 확인하였다. 참치안구유를 식이함으로써 염증 반

응 중 하나인 부종에 효과가 있는 것으로 미루어 보아, 참치안구유는 

염증 치료제로써의 소재로 이용될 가치가 충분할 것으로 사료된다.
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Fig. 8. Inhibition of tuna eyeball oil against croton oil-induced 

mouse ear edema. 

a-c means with different superscripts are significantly different       

(p<0.05).
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Fig. 9. Photomicrograph of transverse sections of mice ears 

sensitized with topical application of Croton oil 5% (v/v) 

in acetone (A–.C) or vehicle acetone (D, non-inflamed), 

stained with hematoxylin–.eosin and examined under light 

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

Tween 80 (A), prednisolone 0.08 mg/ear (B) and Tuna eyeball oil 20 

μL/ear (C). The numbers 1 and 2 indicate  dermis and epidermis, 

respectively.
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1-6. 단기 독성 평가

 국민들의 건강에 대한 관심 증가와 더불어 각종 만성질환에 대한 관

심이 증가하였다. 최근, 의약품으로 인해 일어날 수 있는 부작용을 최

소화시키고 건강을 유지시키거나 질병을 예방할 수 있는 기능성 식품

의 활용이 증가하고 있으며 기능성 식품 시장은 지속적으로 확대되고 

있다(Choi et al., 2004; Ko et al., 2004). 따라서 기능성 식품 소재

로써 이용 가능성을 알아보기 위해 참치안구유를 300, 2000 및 5000 

mg/kg 농도로 200 μL씩 경구투여하고 2주간 행동변화 및 치사율을 

관찰하였다(Table 1). 경구투여 후 4시간까지 행동 변화를 관찰하였을 

때, 5000 mg/kg 농도 처리구에서 2개체에서 30분 정도 약간 흥분 상

태를 보였으나 1시간 이후 진정하였다. 2주간 치사율은 0%로 나타났

다. 유사한 연구로 흰점박이꽃무지의 기능성 식품 재료로써의 활용 가

능성을 검증하기 위해 단기 독성 평가를 실시한 결과 그 안전성을 검

증하였으며(Park et al., 2012), 천연 물질에서 추출 된 기능성 물질을 

활용한 다양한 식품 개발이 요청됨에 따라 기능성 식품 시장 또한 확

대되고 있다(Ko et al., 2011). 따라서 동물실험을 통해 참치안구유가 

인체에도 무해 할 것으로 사료되며 참치의 부산물로써 이용이 미비한 

참치안구유는 새로운 기능성 식품 소재로 이용이 가능할 것으로 사료

된다. 
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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 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

2000 mg/kg·body weight 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

5000 mg/kg·body weight 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

Table 1. Mortality of mice treated orally with tuna eyeball oil 
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2. 잔가시 모자반 추출물의 염증 억제 효과

2-1. 세포 독성 측정

 대식세포는 염증 반응 시에 NO와 같은 활성 산소종 및 IL-6, TNF-

α 및 IL-1β와 같은 염증성 사이토카인을 생산하여 감염초기에 생체 

방어에 중요한 역할을 하므로 항염증 효과를 검증하는 염증 모델로 많

이 사용된다(Higuchi et al., 1990; Willeaume et al., 1996). 잔가시 

모자반 에탄올 및 물 추출물의 세포독성을 측정하기 위해 MTT 방법

을 이용하였다. MTT assay는 살아있는 세포가 tetrazolium dye를 환

원하는 효소에 의해 불용성인 formazan을 형성하는 것을 측정하는 방

법으로 간접적으로 세포증식능을 확인하는 방법이다(Kang et al., 

2012). 잔가시 모자반 에탄올 및 물 추출물를 0.1, 1, 10, 50 및 100 

μg/mL의 농도로 첨가하여 배양한 결과, 모든 처리 농도에서 RAW 

264.7 세포 증식능이 negative control에 비해 유의적으로 증가한 것

을 확인하였으며, LPS 단독 처리 시와 유사하게 증식하는 것을 확인

하였다(Fig. 11). 이는 왕쥐똥나무잎 물 추출물 및 에탄올 추출물의 세

포 독성 평가 결과와 유사하며(Kim et al., 2012), 홍화자 분획물의 

대식세포에 대한 독성 결과와도 유사함을 나타내었다(Kim et al., 

2013). 따라서 잔가시 모자반 에탄올 및 물 추출물은 0.1-100 μg/mL

에서 높은 세포 생존율을 보여 독성이 없는 것으로 사료된다.
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(A)

(B)

Fig. 11. Effect of Sargassum micracanthum (A)ethanol and 

(B)water extract on the proliferation of RAW 264.7 

cells. Proliferation index = sample O.D/control O.D*100. a-b 

means with different superscripts are significantly different 

(p<0.05).
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2-2. Nitric Oxides 생성 억제 효과

 NO는 NO 합성 효소에 의해 L-arginine으로부터 생성되는 무기 유

리체로 면역 반응, 세포독성, 신경 전달계 및 혈관 이완 등 여러 생물

학적인 과정에 관여하며 농도에 따라 세포 기능 유지에 중요한 작용을 

하기도 하고 세포 독성을 일으키기도 한다(Kim et al., 2004). 잔가시 

모자반 에탄올 및 물 추출물 처리에 의한 NO 생성 정도를 측정하기 

위하여 RAW 264.7 세포를 LPS로 활성 시킨 후, 잔가시 모자반 에탄

올 및 물 추출물을 각 농도별로 (0.1, 1, 10, 50 및 100 μg/mL) 첨가

하고 생성 된 NO를 측정하였다. LPS 처리 후 NO 생성량은 정상세포

에 비해 8배 이상 증가되었으며, 잔가시 모자반 에탄올 및 물 추출물

을 처리하였을  경우 NO 생성량이 유의적으로 감소함을 확인하였다. 

특히 잔가시 모자반 에탄올 추출물 0.1 μg/mL의 낮은 농도 처리에서

도 현저히 낮은 NO 분비량을 보여 잔가시 모자반 에탄올 추출물이 

NO 생성 저해에 미치는 효과가 탁월함을 관찰하였으며, 잔가시 모자

반 물 추출물의 경우에는 50 μg/mL 농도에서 낮은 NO 분비량을 보

였다(Fig. 12). 따라서 잔가시 모자반 에탄올 추출물이 물 추출물 보다 

더 효과적으로 NO 생성을 억제하는 것으로 사료된다. 일반적으로 에

탄올 추출 시에 유기 용매에 추출되는 소수성 물질과 가용성인 친수성 

물질이 모두 추출되는 것으로 알려져 있는데(Lee et al., 2009) 이로 

미루어 볼 때, NO 생성을 저해하는 물질은 에탄올에 용출이 잘 되는 

소수성 물질일 것으로 생각된다. 이는 괭생이 모자반(Sargassum 

honeri) 에탄올 추출물 처리에 따라 농도 의존적으로 NO 분비량 감소
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를 보인 결과(Lee, 2010)와 외톨개 모자반(Myagropsis myagroides)

으로부터 분리된 fucoxanthin이 높은 NO 저해능을 보인 연구결과

(Heo et al., 2010)와 유사하다. fucoxanthin은 carotenoid 색소에 함

유되어 있으며 갈조류에도 존재하는 것으로 알려져 있으며 특히 free 

radical 반응에 의해 생성되는 활성 산소로부터 세포와 조직을 보호하

는 중요한 물질로 보고되어 있다(Giovannucci, 1999). 또한 갈조류의 

대표적인 성분인 fucoidan이 RAW 264.7 세포에서 NO 생성과 iNOS 

발현을 억제한다는 보고(Kim et al., 2008)로 미루어보아 이러한 성분

이 갈조류인 잔가시 모자반의 NO 생성 저해 효과에 영향을 미친 것으

로 사료된다. 
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(A)

(B)

Fig. 12. Effect of Sargassum micracanthum (A)ethanol and 

(B)water extract on production of nitric oxides in 

RAW 246.7 cells. a-f means with different superscripts are 

significantly different (p<0.05).
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2-3. 염증 관련 cytokines 생성 억제 효과

 IL-6, TNF-α 및 IL-1β와 같은 염증성 사이토카인은 염증 반응을 

매개하는 물질로 초기 염증 반응에 관여하고 있는 것으로 알려져 있다

(Tizard, 1986). 독소로 잘 알려진 LPS는 TNF-α 및 IL-6 등의 염증

성 사이토카인의 발현을 촉진하고, 그 결과 iNOS와 COX-2와 같은 

염증 매개 조절인자에 의해 NO와 PGE2가 생성되어 염증이 유발된다

(Posadae et al., 2000). IL-6는 체내에서 과잉 생산 될 경우 악성 종

양이나 자가 면역질환 및 감염성 질환 등의 여러 가지 질환을 유발함

에 따라 다양한 염증성 질환에서 IL-6 분비량이 항상 증가하는 것으

로 보고되어 있다(Chae et al., 2007; Delgado et al., 2003). 잔가시 

모자반 에탄올 및 물 추출물이 IL-6 생성에 미치는 영향을 알아보기 

위해, RAW 264.7 세포에 LPS 처리 후 추출물을 농도별로 처리하고 

분비량을 측정하였다. 그 결과, 잔가시 모자반 에탄올 및 물 추출물의 

농도에 따라 유의적으로 감소하는 것을 확인하였다. 특히 에탄올 추출

물의 경우, 50 μg/mL 농도에서 물 추출물과 비교하여 현저히 낮은 분

비량을 보임을 확인하였다(Fig. 13). 이는 모자반 에탄올 추출물을 처

리한 후 IL-6 분비량을 측정한 결과 50 μg/mL의 비교적 낮은 농도에

서 50% 이상의 감소를 보인 결과(Kim, 2012)와 유사하다. 또한 잔가

시 모자반 물 추출물 보다 에탄올 추출물의 IL-6 분비량 억제에 있어

서 뛰어난 효과를 보인 경향은 같은 갈조류인 괭생이 모자반을 이용한 

염증 억제 연구(Lee, 2010)와 동일한 결과임을 확인하였다. 

 TNF-α는 여러 급성 또는 만성 염증 질환의 발생 및 진행에 중요한 

역할을 하게 되며, TNF-α의 합성 조절이 이들 질환의 치료에 이용될 
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수 있다(Tracey et al. 1998; Beutler et al., 1989). 따라서 잔가시 

모자반 에탄올 및 물 추출물이 염증 유발 원인이 되는 주요 cytokine

인 TNF-α의 생성 억제에 미치는 영향을 알아보았다. 잔가시 모자반 

에탄올 및 물 추출물의 모든 처리구에서 그 분비량이 농도 의존적인 

감소를 보였으며, 비교적 낮은 농도인 50 μg/mL에서 낮은 분비량을 

보였다(Fig. 14). LPS 단독 처리 시 2517.94의 분비량에 비해 에탄올 

및 물 추출물은 1292.35±18.35 및 1650.13±14.48으로 각각 49 및 

35% 이상의 높은 감소율을 나타냈다. 이러한 결과는 발효시킨 대황 

물 추출물 및 에탄올 추출물의 항염증 억제 연구와 유사하다(Kim et 

al., 2011). 대황 물추출물 및 에탄올 추출물의 농도 의존적으로 

TNF-α 분비량이 감소하였으며, 에탄올 추출물 1000 μg/mL에서 약 

57% 억제됨을 보고하였다. 이를 잔가시 모자반 에탄올 추출물과 비교

하였을 때, 100 μg/mL 농도에서 약 70% 이상의 감소를 보여 더 뛰

어난 효과가 있음을 확인할 수 있었다. 따라서 잔가시 모자반 에탄올 

및 물 추출물이 TNF-α 생성 억제에 효과적이며 잔가시 모자반 에탄

올 추출물의 경우 그 효과가 더 탁월한 것으로 사료된다. 

 IL-1β은 염증 반응을 촉진하며 면역계를 자극하는 염증 유발 인자로 

T-cell의 활성화, B-cell의 성숙 등에 관련하며(Kim et al., 2011), 

종양의 침습에도 관련이 있다고 알려져 있다(Delgado et al., 2003). 

잔가시 모자반 에탄올 및 물 추출물이 IL-1β 생성에 미치는 영향을 

알아보기 위해 LPS로 활성화 된 RAW 264.7 세포로부터 분비된 

IL-1β 분비량을 ELISA 방법으로 측정하였다. 그 결과, 잔가시 모자반 

에탄올 및 물 추출물 모두 추출물 처리 농도에 따라 그 분비량이 유의
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적으로 감소하는 것으로 나타났다(Fig. 15). 특히, 에탄올 추출물에 있

어서 0.1 μg/mL 농도에서부터 약 50% 이상 높은 분비량 감소를 보

였다. 이는 급성기 염증 반응에서 혈액 내 TNF-α 및 IL-1β의 농도가 

급격히 증가하며 IL-1β 분비량이 TNF-α 분비와 상호작용을 나타낸

다(Mathiak et al., 2000)는 보고에 따라, 잔가시 모자반 에탄올 및 

물 추출물 처리에 의한 TNF-α 분비량 감소와 비슷한 경향을 나타내

는 것으로 보인다. 이러한 결과를 종합 해 볼 때, 잔가시 모자반 에탄

올 추출물에 포함되어 있는 phlorotannin이 46.91 μg/mL로 비교적 

높은 함량을 보임에 따른 결과(Yoon et al., 2009)에서 비롯된 것으로 

사료된다. Phlorotannin은 갈조류에서 주로 추출되어지는 phenolic 

compound로써 항산화, 항균 항알레르기 및 항염증 등의 생리활성을 

보인다고 알려져 있다(Li et al., 2011; Jung et al., 2009). 따라서 염

증성 사이토카인인 IL-6, TNF-α 및 IL-1β 분비량 감소에 있어서 

phlorotannin이 주된 물질로 작용되었을 것으로 추정되며, 이에 대한 

연구가 계속 진행되어야 할 것으로 사료된다. 
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(A)

(B)

Fig. 13. Effect of Sargassum micracanthum (A)ethanol and 

(B)water extract on production of IL-6 in RAW 246.7 

cells. a-f means with different superscripts are significantly 

different  (p<0.05).
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(A)

(B)

Fig. 14. Effect of Sargassum micracanthum (A)ethanol and 

(B)water extract on production of TNF-α in RAW 

246.7 cells. a-e means with different superscripts are 

significantly different (p<0.05).
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(A)

(B)

Fig. 15. Effect of Sargassum micracanthum (A)ethanol and 

(B)water extract on production of IL-1β in RAW 

246.7 cells. a-d means with different superscripts are 

significantly different (p<0.05).
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2-4. iNOS 및 COX-2 발현 억제 효과 

 iNOS는 평소에는 세포 내에 존재하지 않으나 일단 유도되면 장시간 

동안 다량의 NO를 생성하며, 생성된 NO는 혈관 투과성, 부종 등의 

염증 반응을 촉진 시킬 뿐만 아니라 염증 매개체의 생합성을 촉진하여 

염증을 심화시키는 것으로 알려져 있다(Kim et al., 2002; Tezuka et 

al., 2001). COX는 cyclooxygenase와 peroxidase 활성을 모두 가지

고 있는 효소이다. Cyclooxygenase 기능으로서 arachidonic acid를 

prostagland으로 변환하고, peroxidase 기능으로서는 endoperoxide

를 prostaglanin으로 변환시키며, prostaglannin은 parostaglandins, 

thromboxane 및 prostacyclins의 전구체로 사용된다. COX-1은 모든 

세포에 존재하면서 정상 세포의 항상성을 유지하지만 COX-2는 급성 

염증 반응에서 prostaglandins의 합성에 관여하며 LPS 및 sytokine에 

의해 발현이 유도된다(Hume and Wells., 2007; Lin et al., 2005). 

잔가시 모자반 에탄올 추출물에 의한 염증 억제 기전을 확인하기 위해 

western blot을 실시하여 iNOS 및 COX-2 발현을 측정하였다(Fig. 

16,17). 그 결과, 추출물 농도가 높아질수록 발현이 억제되는 것을 확

인할 수 있었고 iNOS 및 COX-2 모두 50 μg/mL 농도에서 LPS 단독

처리구와 비교 시, 약 50%의 억제 효과를 보였다. 잔가시 모자반 물 

추출물을 농도(0.1-100 μg/mL)에 따라 처리하고 iNOS 및 COX-2의 

발현을 측정하였다(Fig. 18,19). 그 결과, 에탄올 추출물 처리구와 마

찬가지로 농도의존적으로 단백질의 발현이 억제되는 것을 확인할 수 

있었다. iNOS의 경우, 1 μg/mL의 낮은 농도에서도 LPS 단독처리구와 

비교하였을 때 50% 이상의 뛰어난 억제효과를 보였으며, COX-2의 
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경우에는 100 μg/mL 농도로 물 추출물을 처리 시에 PBS 처리구와 

비슷한 발현량이 나타난 것을 확인할 수가 있었다.
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Fig. 16. Effect of Sargassum micracanthum ethanol extracts on 

LPS-induced iNOS expression in RAW 246.7 cells. 



- 45 -

Fig. 17. Effect of Sargassum micracanthum ethanol extracts on 

LPS-induced COX-2 expression in RAW 246.7 cells. 
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Fig. 18. Effect of Sargassum micracanthum water extracts on 

LPS-induced iNOS expression in RAW 246.7 cells. 
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Fig. 19. Effect of Sargassum micracanthum water extracts on 

LPS-induced COX-2 expression in RAW 246.7 cells. 
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2-5. 귀 부종 억제 효과 및 조직 관찰

 염증은 인체의 손상 및 감염 등에 대한 일차적인 보호 작용으로서, 

물리화학적 요인, 면역학적 요인 등에 의해 발생하며 발적, 발열, 부

종, 통증을 동반한다. 염증이 유발되면 혈류량이 증가하여 열감과 발적

이 나타나고, 혈액 내의 neutrophils 등이 혈관 밖 조직으로 부과되어 

부종을 유발하며 염증 부위의 prostaglandin 증가 및 cytokine 활성화

를 통해 통증이 유발된다(Ju et al., 2010). 잔가시 모자반 에탄올 및 

물 추출물의 효능을 확인하기 위해 10, 50 및 250 mg/kg 농도로 

200 μL씩 경구투여 한 후, croton oil로 염증 유발하고 귀 두께를 측

정하였다(Fig. 20). control과 비교하여 모든 농도에서 유의적으로 귀 

두께가 감소한 것을 확인하였으며, 이는 현지초의 진통 및 항염증 효

과에 관한 연구(Ju et al., 2010)와 유사하다. 특히, 250 mg/kg 농도

에서 positive control인 prednisolon 처리구와 비교하였을 때, 

prednisolon 50 mg/kg 처리보다 현저히 감소함을 확인하였다. 이는 

조직 관찰 결과에서도 일치하는 경향을 나타내었다(Fig. 21,22). 통증 

및 염증의 완화에는 비스테로이드계 소염진통제가 주로 사용되지만 부

작용(Sanchez-Borges, 2010)이 보고된 바 있다. 따라서 현재 천연물

로부터의 새로운 진통 및 항염증제의 가능성을 찾기 위한 연구가 활발

히 진행되고 있으며 본 연구의 귀 부종 억제 실험 결과로 미루어 볼 

때, 잔가시 모자반 에탄올 및 물 추출물은 부종 완화에 뛰어난 효과가 

있으며 이를 이용한 치료제 개발에도 가능성이 있을 것으로 사료된다.
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Fig. 20. Inhibition of Sargassum micracanthum ethanol and water 

extract against croton oil-induced mouse ear edema. a-d 

means with different superscripts are significantly different       

(p<0.05).
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Fig. 21. Photomicrograph of transverse sections of mice ears 

sensitized with topical application of Croton oil 5% (v/v) 

in acetone (A–.C) or vehicle acetone (D, non-inflamed), 

stained with hematoxylin–.eosin and examined under 

light microscopy (magnification: 200×). Treatments: vehicle 

2% Tween 80 (A), prednisolone 0.08 mg/ear (B) and Sargassum 

micracanthum ethanol extract 20 μL/ear (C). The numbers 1 and 2 

indicate  dermis and epidermis, respectively.
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Fig. 22. Photomicrograph of transverse sections of mice ears 

sensitized with topical application of Croton oil 5% 

(v/v) in acetone (A–.C) or vehicle acetone (D, 

non-inflamed), stained with hematoxylin–.eosin and 

examined under light microscopy (magnification: 

200×). Treatments: vehicle 2% Tween 80 (A), prednisolone 

0.08 mg/ear (B) and Sargassum micracanthum water extract 20 μ

L/ear (C). The numbers 1 and 2 indicate  dermis and epidermis, 

respectively.
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2-6. 단기 독성 평가

 천연 식물은 예로부터 여러 가지 민간요법으로 사용 또는 섭취가 되

어오면서 효능이 검증 되어왔고, 최근에 와서 현대의학의 대체 요법으

로 사용이 되고 있다. 선진국에서는 이미 전 세계 자원식물에 대한 치

료 또는 예방 기능과 경제적 효용 가치를 평가하여 보다 다양한 식품 

종의 확보에 주력하고 있다(KHIDI, 2006). 본 연구에서는 해양 식물 

자원인 잔가시 모자반의 에탄올 및 물 추출물의 독성을 평가하기 위해 

300, 2000 및 5000 mg/kg 농도로 200 μL씩 경구투여하고 2주간 행

동변화 및 치사율을 관찰하였다(Table 2). 경구투여 후 4시간까지 행

동 변화를 관찰하였을 때, 에탄올 추출물의 5000 mg/kg 농도 처리구

에서 1개체에서 30분 정도 수면 상태를 보였으나 2시간 이후 회복하

였다. 이러한 행동은 투여 직후에 일시적으로 관찰되었으며 이외의 일

반 증상이나 사망 증상이 나타나지 않았기 때문에 잔가시 모자반 에탄

올 추출물 투여에 의한 독성 현상은 아닌 것으로 사료된다. 이러한 결

과는 생강나무 에탄올 추출물에 대한 독성 평가 결과(Hong et al., 

2009)와 유사하다. 반면에 물 추출물에 있어서는 모든 농도에서 이상 

행동은 관찰되지 않았다. 또한 잔가시 모자반 에탄올 및 물 추출물을 

투여한 후 2주 동안 이틀 간격으로 관찰한 결과, 그 치사율은 0%로 

나타났다. 이러한 결과를 종합 해 볼 때, 잔가시 모자반 에탄올 및 물 

추출물은 5000 mg/kg 농도에서도 인체에도 무해하며 안전한 소재로

서 식재료 또는 건강 기능 식품의 원료로서도 사용이 가능하다고 볼 

수 있을 것이다. 또한 기존의 밝혀진 잔가시 모자반의 생리활성과 함

께 항염증 기능성 식품 소재로 무한한 이용과 가공이 가능할 것으로 
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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

SMEE 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

SMWE 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

2000 mg/kg·body 

weight

SMEE 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

SMWE 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

5000 mg/kg·body 

weight

SMEE 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

SMWE 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5 0/5

Table 2. Mortality of mice treated orally with Sargassum 

micracanthum ethanol and water extracts
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요 약

 참치안구유, 잔가시 에탄올 및 물 추출물의 항염증 활성을 알아보기 

위해 LPS 처리한 RAW 264.7 세포에서 염증성 cytokine인 TNF-α, 

IL-6, IL-1β의 생성억제를 관찰하고, iNOS, COX-2 및 NF-κB의 단

백질 발현정도를 알아보았다. 또한 동물실험을 통하여 귀 부종 억제 

및 조직 변화를 확인하였으며 단기 독성 평가를 실시하였다.

1. 세포 증식능 

 참치안구유, 잔가시 모자반 에탄올 및 물 추출물을 0.1, 1, 10, 50, 

100 μg/mL의 농도로 첨가하여 배양한 결과, 모든 첨가 농도에서 

RAW 264.7 세포 증식능이 무첨가구에 비해 유의적으로 증가함에 따

라 세포독성을 나타내지 않음을 확인하였다.

2. Nitric Oxide 생성량 

 참치안구유, 잔가시 모자반 에탄올 및 물 추출물에 의한 NO 생성량

이 LPS 처리구 보다 유의적으로 감소함을 확인하였으며, 특히 잔가시 

모자반 에탄올 추출물 처리의 경우 0.1 μg/mL으로 처리하였을 때, 추

출물을 처리하지 않은 군과 비교하여 약 50% 이상의 NO 생성 감소 

효과를 확인하였다. 

3. Pro-inflammatory cytokine 생성 억제 효과 
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 3-1. IL-6 분비량

 참치안구유, 잔가시 모자반 에탄올 및 물 추출물을 처리하였을 경우, 

모든 농도 처리구에서 IL-6의 생성이 감소되었으며, 참치안구유, 잔가

시 에탄올 및 물 추출물 50 μg/mL 이상의 농도에서 77, 49 및 35% 

이상 그 분비량이 감소되었다. 

 3-2. TNF-α 분비량

 참치안구유, 잔가시 모자반 에탄올 및 물 추출물에 의한 TNF-α 분

비량은 농도 의존적으로 감소하는 경향을 보였다. 특히, 참치안구유를 

낮은 농도인 0.1 μg/mL으로 처리하였을 때, 58% 이상의 높은 감소를 

보여 TNF-α 분비 억제에 뛰어난 효과가 있음을 나타내었다.

 3-3. IL-1β 분비량

 참치안구유, 잔가시 모자반 에탄올 및 물 추출물에 의한 IL-1β 분비

량은 농도에 따라 유의적으로 감소하였다. 참치안구유를 50 μg/mL로 

처리하였을 때 약 50% 이상 높은 분비량 감소를 보였으며 특히, 잔가

시 모자반 에탄올 추출물을 0.1 μg/mL의 농도로 처리하였을 경우, 약 

74% 이상의 감소효과를 보였으며 LPS와 추출물 모두 처리하지 않은 

대조군과 유사한 분비량을 보여 높은 IL-1β 분비 억제 활성을 나타내

었다.

4. iNOS 및 COX-2 단백질 발현 억제 효과

 참치안구유, 잔가시 모자반 에탄올 및 물 추출물을 0.1-100 μg/mL 
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농도로 처리한 후 iNOS, COX-2 발현량을 측정하였다. 참치안구유, 

잔가시 모자반 추출물 모두 농도의존적으로 단백질의 발현량이 감소하

였으며, 참치안구유의 경우 50 μg/mL 농도에서 iNOS 및 COX-2의 

발현량이 약 50% 이상 억제되는 것을 확인하였다.  

 5. 귀 부종 억제 효과 및 조직 관찰

 참치안구유, 잔가시 모자반 에탄올 및 물 추출물을 경구 투여하여 귀 

부종 억제 효과를 측정한 결과, control과 비교 시 유의적으로 감소함

을 확인하였으며 prednisolon 50 mg/kg 농도와 유사한 억제 효과를 

나타내었다. 특히, 잔가시 모자반 에탄올 및 물 추출물 투여에 있어서 

250 mg/kg 농도로 투여하였을 때, prednisolon 50 mg/kg 보다 더 

효과적임을 확인하였다. 또한 조직 관찰에서도 추출물을 처리하였을 

때 표피, 진피의 두께가 효과적으로 줄어든 것을 확인할 수 있었다.

 6. 단기 독성 평가

 참치안구유, 잔가시 모자반 에탄올 및 물 추출물의 독성을 알아보기 

위해, 마우스를 이용하여 2주간 단기 독성 평가를 실시하였다. 그 결

과, 세 시료 모두 치사율은 0%였으며 독성을 나타내지 않는 것을 확

인하였다.
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