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ABSTRACT

UndergroundseawaterisfoundintheeastareaofvolcanicJejuislandand

isplentyofmineralswhichisdeficientinsurfaceseawater.Recentlythedeep

seawater in the Eastsea has been focused to its application for the

improvementofhumanhealth.Thepurposeofthestudywastoinvestigate

theeffectoftheelectrodialysed,desalted underground seawater(EDSW)of

Jeju on themetabolicactivitiesin cultured cellsand experimentalanimals.

SupplementationofEDSW totheculturemedium (upto20%,v/v)reduced

theleakageofLDH,however,increasedtheMTTactivityinCHO-IR cells.

EDSW more stimulated insulin-induced glucose uptake and activities of

ethanol-metabolizingenzymeslikeasADH andALDH.Moreover,weaimed

toinvestigatethemetabolicactivitiesofEDSW intermsoflipidmetabolism

invitroandinvivo.EDSW suppressedintracellularfataccumulationinduced

bysupplementingpalmitateinculturemedium inHepG2cells.EDSW reduced

thebodyweightgainandhepaticlipidaccumulationinducedbyhighcalorie

dietinmice.ActivitiesofAMP-stimulatedproteinkinase(AMPK)andacetyl

CoA carboxylase(ACC),enzymesmodulatingfatmetabolism,werechanged

by EDSW in HepG2 cells toward the suppression ofintracellular lipid

accumulation.Taken together,EDSW lead to beneficalmetabolicactivities

includingtheenhancementofethanolmetabolism,andthesuppressionoffat

accumulation within cells,and so on.These results suggest a strong

bioavailability ofEDSW to controllipid metabolism in orderto alleviate

hepaticsteatosis.

Keyword:EDSW,ADH,ALDH,AMPK,ACC,steatosis
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Ⅰ.서 론

인체는 70~80%가 물로 구성돼 있다.인체에 물 구성 비율이 70%가 되지 않으

면 신체 이상을 겪게 된다.세계보건기구(WHO)도 최근의 보고서에서 "인간의

질병의 80%는 물과 관련이 있다"고 밝히고 있다.이처럼 물은 인간과 뗄 수 없

는 필수불가결의 요소임에 틀림없다.최근,오염의 증가와 더불어 상수도에 대한

불안이 커지면서 깨끗한 물을 마시려는 욕구가 높아졌으며,최근에는 웰빙

(well-being)열풍과 생활 수준의 향상과 환경오염이 대두되면서 증류수처럼 너무

깨끗한 물에서 인체에 필요한 미네랄이 적절히 들어있는 건강한 물을 찾게되고

이에 따라 물이 갈증해소 역할로서만이 아닌 기능성 물에 대한 소재로서의 중요

성이 점점 커지고 있다(문무일 외.,1990;이창기,1997;권혁순 외.,1990).이러

한 기능성 물 중에서 최근 가장 주목받고 있는 해양심층수는 깊은 바닷속을 흐

르는 특성에 따라 일체의 유기물이 없고,10℃이하의 온도를 항상 유지하며 미네

랄이 풍부하여 해양심층수가 죽상경화증 및 아토피성 피부염의 개선에도 효과가

있을(MiyamuraM etal.,2004;KimataH etal.,2002)가능성이 제시되고 있어

산업적 소재로서의 중요성이 강조되고 있다.

제주도 동부지역은 용암이 굳어 형성된 화산암이 지표에서부터 해수면 아래

약 150m 내외까지 두텁게 분포하며,본암층은 지하수를 저류시킬 수 있는 공극

이 차지하는 비율이 높으며,해안과 인접하여 해수와 약간의 지하수가 혼합된 대

수층이 발달하고 있다(Fig.1).화산암 하부의 서귀포층은 저투수성 지층으로서

화산암층 내 두터운 용암해수 층을 떠받치고 있으며,화산암층 내 유리질쇄설성

각력암과 용암류의 경계 및 절리대는 고염분의 염지하수(이하 제주용암해수)의

부존을 용이하게 하는 부존특성을 보이고 있다(Fig.2).

제주 용암해수는 지하 70m 또는 그 이상의 깊이에 대량으로 매장되어 있어

세균,바이러스,유해 화학물질 등으로부터 완전히 격리되어 있는 반면 일반 해

수보다 미네랄성분이 다량으로 함유되어 있다(Table.1).

제주 용암해수는 해양심층수와 해양심층수와 유사한 물리화학적 성질을 갖으

며 제주에서는 어류의 사육 및 종묘생산을 위해 용암해수를 이용해 왔으나 아직
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그 기능적인 효과에 대해서는 연구가 진행되어 있지 않은 실정이다.

따라서,본 연구에서는 전기투석과정을 통해 고농도의 염분을 제거하고 미네랄

성분은 포함되어 있는 탈염수(electrodialized,desalted underground seawater,

EDSW)를 재료로 하여 제주 용암해수의 생물학적 활성을 규명하고자 하였다.
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Ⅱ.재료 및 방법

1.실험재료

제주 동부 한동지역에서 취수된 원수(용암해수)를,0.1~1.0미크론 막재질을 갖

고 있어 5미크론 이상의 부유물질 및 미생물을 제거하고 시간당 10톤을 여과할

수 있는 정밀여과장치를 거쳐 탱크에 저장하고,10~500Å범위의 세공 크기의 한

외여과막을 통해 초순수 입자의 크기가 1nm ~0.1μm 정도의 당류,단백질,고분

자물질을 분리하는 (UF)처리 과정을 거쳤으며,계속하여 역삼투압및 전기투석과

정을 거쳤다.전기투석장치에 의해 1가양이온과 2가음이온이 약 80~90%가 제거

되고 세포내에서 삼투압 스트레스를 일으키는 고농도의 염 성분이 제거된 반면

인체에 유용한 미네랄 성분이 잔존하고 있는 전기투석 탈염수(electrodialzed

desaltedseawater,EDSW)를 실험재료로 사용하였다.

2.세포배양

간암세포주인 HepG2 세포 및 간암세포주 기원이 아닌 표피세포 기원의

Chinesehamsterovary(CHO)세포,L6근육세포들을 한국세포주은행(서울)로부

터 공여받아 사용하였다.HepG2세포와 L6세포는 100U/mlpenicillin,100μg/ml

streptomycin,10% 우태아혈청(fetalbovineserum)이 포함된 Dulbeco'sMinimal

EssentialMedium (D-Mem)액을,CHO 세포는 Ham'sF-12배양액을 사용하였

고 5% CO2및 37℃가 유지되는 배양기에서 배양하였다.세포는 T75배양용기에

서 배양된 후 우태아혈청이 제거된 혈청결핍 (serum-free)배양액에서 일정시간

동안 전배양(serum-starvation)하고 난 뒤 시료의 처리실험에 사용하였다.

3. 배양세포내 활성산소물질 (Reactive Oxygen Species, ROS)의 측정

 ROS의 측정을 위해서 세포막 투과성 ROS 탐색자(probe)인 2‘,7’- 

dichlorofluorescin diacetate (H2DCFDA)를 사용하여 세포질내 ROS의 생성과 축

적을 측정하였다.  배양이 끝난 세포를 PBS로 세척한 후 1mM의 H2DCFDA를

함유한 phenol red-free D-Mem/F-12 배양액에서 37 oC, 15분 및 30분간 배양한
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후 multiwell 형광측정기(Tecan, Austria)를 이용하여 485nm/535nm의 파장에서

형광의 강도를 측정하였다.

4.Lacticdehydrogenase(LDH)활성도 측정

세포에 대한 비특이적(nonspecific)상해의 지표가 되는 LDH 활성도를 측정하

여 시료가 배양세포에 독성을 나타내는 지를 조사하였다.시료처리가 끝난 세포

배양액과 LDH assayagent(Takara,Japan)를 동량으로 섞어 10분 간 상온에서

반응시킨 뒤 492nm에서의 흡광도를 측정하였으며 이때 기저 흡광도는 배양에

사용되지 않은 배양액으로부터 측정하고 각 실험군의 흡광도로부터 기저흡광도

를 제한 값을 실제 LDH 활성도로 계산하였다.

5.MTTassay

MTTassay(Carmichaeletal.,1987)를 이용하여 세포 독성 실험을 하였다.살

아있는 세포 mitochondria의 탈수소 효소작용에 의하여 수용성의 노란색 MTT

[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide]가 환원되어 형성

되는 자주색을 띠는 비수용성의 formazan을 microplate(ELISA)reader로 540

nm에서 흡광도를 측정하여,생존하면서 대사적으로 왕성한 세포의 농도를 조사

하였다.각각의 세포 (2.5×10
5
cells/㎖)를 96wellplate에 넣고 EDSW를 농도

별로 처리하였다.이를 1~2일간 배양한 다음 MTT(Sigma,MO,USA)200㎕

(2㎎/㎖)을 첨가하고 4시간 동안 반응 시킨 후 plate를 1000rpm에서 5분간 원

심분리하고 상층액을 제거하였다.Isopropanol150㎕를 가하여 침전물을 용해시

킨 후 microplatereader(Amersham PharmaciaBiotech,NY,USA)를 사용하여

540nm에서 흡광도를 측정하였다.각 시료군에 대한 평균 흡광도 값을 구하였으

며,대조군의 흡광도 값과 비교하여 증식 억제 정도를 조사하였다.

6.H33342염색

세포의 생존,또는 세포사멸 여부를 조사하는 또다른 방법으로 세포내 DNA특

이적인 형광색소인 H33342를 최종농도가 1μg/ml이 되도록 배양중인 세포에 투
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여하고 37℃에서 30분간 배양한 후 CoolSNAP-Procolordigitalcamera(Media

Cybernetics,MD,USA)가 장착된 형광현미경 아래에서 관찰하였다.세포핵의 응

축정도와 apoptoticbody의 형성 여부를 관찰하여 세포의 생존 또는 세포사멸의

지표로 삼았다.

7.포도당농도 측정

Sigma사의 glucoseassaykit(Trinderreagent)을 사용하여 시료의 포도당 농도

를 측정하였다.

8.전기영동 및 Westernblot분석

배양이 끝난 세포를 직접 5%의 2-mercaptoethanol을 포함한 celllysisbuffer로

균질화시키고 70℃에서 10분간 가열하고 4-12%의 polyacrylamidgel에 전기영동

하고 polyvinylidene difluoride(PVDF)에 흡착시켰다. PVDF membrane을

blockingbuffer[Tris-bufferedsaline-0.1%(w/v)Tween-20](TBS-T)으로 상온에서 1

시간동안 반응시키고 난 뒤 1차 항체(1:1000-1:5000)인 anti-Akt/PKB,

anti-phosphoAMPK,anti-phosphoACC(Upstate,Inc)가 들어있는 TBS-T에서 1

시간(25C) 또는 16시간(4℃)동안 반응시키고 TBS-T로 3회 세척 후

HRP-conjugated 2차 항체 anti-rabbit 또는 mouse IgG (Santa Cruz

Biotechnology, Inc)와 상온에서 30분간 반응시킨 뒤 Enhanced

chemiluminescence(ECL)방법으로 각 band의 영상을 얻었다.

9.Alcoholdehydrogenase(ADH)및 aldehydedehydrogenase(ALDH)활성

도 측정

ADH/ALDH 활성의 측정은 <식품의약안전청>에서 발행한 <건강기능식품 시험

법가이드,2004>의 "숙취관련기능성시험"의 방법에 따라 실시하였다.이때 효소원

으로는 동결건조된 S9 ratliverhomogenate (MOLTOX Co.USA)를 0.1%

bovineserum albumin용액 8ml에 녹여 0.45μm 여과한 후 사용하였다.각각의

반응용액에서 반응시킨 후 340nm 에서의 흡광도를 NADH의 생성지표로 삼았고

이때,시료를 첨가하지 않은 것을 대조군으로 하였으며 시료의 활성은 대조군에



- 6 -

대한 상대활성으로 표시하였다.

10.Oil-redO 염색

HepG2세포(4x105cells/well)를 24-well배양접시에 접종하고 하룻밤 배양한

다음 serum-free배지에 하룻밤 전배양하였다.Palmitatesolution (500μM)과

EDSW를 24 시간 처리하였다.24 시간이 지난 후 세포들을 인산 완충액

(phosphate-bufferedsaline,PBS)로 세척하고,10% formaldehyde로 5분간 고정

시켜준 후 다시 PBS로 세척하였다.고정된 세포들은 1% OilRed 용액(in

isopropanol)을 증류수로 6:4의 비율로 의석한 염색용액에 15분간 염색한후 다시

PBS로 세척하고 난 뒤 hematoxylin염색하여 광학 현미경으로 관찰하였다.

11.간세포 중성지방량 측정

HepG2세포를 6-well(1x10
6
cells/well)배양접시에 24시간 동안 배양한 후

serum-free배지에 다시 24시간 전배양하였다.Palmitate(500μM)와 EDSW를 48시

간 처리하였다.세포를 떼어낸 후 0.5% triton-X100lysisbuffer로 세포를 균질화

하고 BCA assay로 단백질의 양을 측정한 후 동량을 중성지방 측정용시액

(ASAN PHARM.CO.,LTD.)으로 10분 동안 37℃에서 반응시키고 530nm에서 흡

광도를 측정하였다.중성지방 표준용액을 이용하여 위의 방법과 동일하게 발색시

켜 흡광도를 측정한 후 시료의 흡광도 값을 다음 식에 대입하여 중성지방 농도

를 구했다.

검체의 흡광도

중성지방 (mg/ml)= x300

표준액의 흡광도

12.동물실험

체중 변화 및 지질대사에 대한 EDSW의 효능을 알아보기 위하여 생후 3주령인

ICRmice수컷을 사용하였다.그룹당 7마리씩으로 하여 19주 동안 고지방 사료

(Researchdietwith45%KcalFat)와 EDSW 10%를 음용하게 하였으며 고지방 사

료 대조군 그룹은 EDSW 10% 대신 수돗물(tapwater)을 음용케 하였다.또한 대
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조군 그룹은 일반 사료와 수돗물을 마시게 하였다.본 실험기간 동안 점등은

4:00~21:00까지 하루에 17시간씩 일정하게 유지하였으며 물과 사료는 자유로이

섭취할 수 있도록 하였고,일주일에 한번씩 체중 변화를 확인하였다.15주 후에

희생하여 간조직 및 혈액을 채취하였다.간조직은 hematoxylin& eosin조직염

색을 시행하였고 혈액으로부터 혈장을 분리하여 생화학 분석을 시행하였다.적출

한 간조직을 10% neutralbufferedformalin(pH 7.2)용액에 고정(fixation)시킨

뒤,흐르는 물에 수세 (washing)하여 조직 내에 남아있는 포르말린을 제거하였

고,60% 에탄올에서부터 무수에탄올까지 농도 상승순으로 각각 1시간씩 탈수

(dehydration)하였다.에탄올 :자일렌 (xylene)(1:1)에서 1시간,자일렌으로 1

시간씩 2회 치환 (clearing)하였고 파라핀 침투 (paraffininfiltration)과정을 거쳐,

동일 파라핀으로 블록을 회전형 박절기 (microtone,LeicaCo.)를 사용하여 4~5μ 

m 두께로 자르고,슬라이드글라스 (slideglass)위에 부착하여 자일렌으로 2회에

걸쳐 파라핀을 제거하고 무수에탄올에서부터 60% 에탄올까지 침수 (rehydration)

과정을 거친 후,흐르는 물에 수세하였다.수세과정을 거친 절편을 헤마톡실린

(hematoxylin)과 에오신 (eosin)으로 이중염색을 하고 canadabalsam을 이용하여

봉입 (mounting)한 후,광학현미경으로 검경하고 사진촬영을 실시하였다.



- 8 -

Ⅲ.결 과

1.EDSW가 세포의 생존능에 미치는 영향

EDSW로 세포배양액을 제조하고 0-20%(v/v)비율로 혼합배양액을 구성한 뒤

HepG2세포와 CHO-IR 세포의 생존능 변화에 미치는 영향을 관찰하였다(Fig.

1,2).HepG2세포는 MTT실험 결과 48시간 후에 농도의존적으로 세포의 생존능

이 감소하였고,세포괴사의 생화학적 지표인 LDH분비 또한 증가하였다(Fig.3A).

또한,같은 실험 조건에서 세포핵 염색질을 형광염색 한 결과 10% EDSW가 혼

합된 배양액에서 apoptoticbody가 현저하게 증가하였다(Fig.3B).반면에,EDSW

가 포함된 배양액을 정상배양액에 혼합하여 CHO-IR 세포를 배양하면 HepG2

세포에서와는 반대로 전체적으로 농도의존적으로 MTT활성이 증가하며 동시에

세포괴사성 LDH의 세포외 분비도 감소하여 세포독성이 감소됨을 관찰할 수 있

었다(Fig.4A).또한 세포사멸의 지표인 세포핵 염색질의 응축정도도 감소하였다

(Fig4B).

2.EDSW의 항산화활성

EDSW가 포함된 배양액을 각각 0,1.25,2.5,5,10% 비율로 혼합하여 하루 동안

전배양한 뒤 배양세포에 과산화수소를 처리한 H2DCFDA로 세포내 활성산소를

형광표지하였다.HepG2,CHO-IR두 세포주 모두에서 과산화수소의 처리는 급

격한 활성산소종 농도의 증가를 일으켰는데 이때 배양액 내 EDSW의 존재는 이

러한 활성산소종 농도의 증가를 억제하지 못하였다(Fig5A).또한 배양세포에 과

산화수소를 처리하였을 때 발생하는 산화스트레스는 세포생존능의 저하 (또는

세포사멸의 증가)를 일으키는데,이 경우에서도 EDSW는 두 세포주 모두에서 산

화스트레성 세포사멸을 억제하지 못하였다(Fig5B).

3.EDSW가 L6myocytes에서 포도당 수송에 미치는 영향

EDSW가 L6 myocytes에서 포도당 수송에 미치는 영향을 보기 위해,L6

myocytes를 혈청결핍배양액(serum-freemedium)에 3시간동안 전배양하고 난 뒤
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10% EDSW가 포함된 배양액에 30분간 전처리하고 인슐린 (100nM)을 후처리하

고 24-48시간 동안 처리하여 배양액내에 남아있는 포도당의 농도를 측정하므로

써 최초 배양액에 포함되어 있던 포도당의 감소분을 세포내 이동량으로 환산하

였다(Fig.6). EDSW만 포함되어 있는 배양액 내에서의 포도당은 대조군에 비하

여 24시간,48시간 모두 약 40% 정도의 포도당 흡수 증가를 보였으며 이는 인슐

린 단독처리에 따른 포도당 흡수 증가와도 유사한 수준이었다.또한 인슐린에 의

한 포도당 흡수 역시 EDSW에 의해 더욱 증가되었다.

4.EDSW가 L6myocytes에서 인슐린-수용체 신호전달에 미치는

영향

EDSW가 포도당흡수를 증가시키는 작용이 인슐린-수용체 신호전달체계에 영향

을 미치므로서 매개되는 지,아니면 관계없이 단독적으로 이루어지는 지를 규명

하기 위하여 EDSW의 처리가 대표적인 인슐린-수용체 신호전달단백질들인

Akt/PKB 및 ERK 활성에 미치는 영향을 조사하였다(Fig.7).혈청결핍배양액

(serum-freemedium)에 3시간 전배양한 L6myocytes에 EDSW가 포함(10%)된

배양액에 30분간 전처리 한 후 인슐린을 5분간 처리하여 활성화된 Akt/PKB및

ERK 단백질에 대한 immunoblotting분석을 시행하였다.EDSW의 단독처리는

Akt/PKB의 활성을 증가시키지는 못했으나 ERK의 활성은 EDSW의 단독으로도

현저하게 증가되었다.그러나 인슐린 (1nM 이하)에 의해 활성화된 Akt/PKB활

성은 EDSW의 첨가로 현저하게 더욱 증가되었다.

5.EDSW가 알콜분해효소 활성에 미치는 영향

EDSW가 ADH 및 ALDH 효소활성을 조절하는지를 조사하였다.이를 위하여

알콜분해활성에 유효한 효과를 갖고 있는 것으로 알려진 아스파라거스식물의 추

출물 및 음료,시중숙취해소음료를 동결건조한 후 이를 EDSW에 용해시킨 후 위

의 두 효소활성에 미치는 효과를 비교하였다(Fig.8).대조군(무처리군)에 비해

EDSW 자체만으로도 ADH 및 ALDH 활성이 약 2배 증가하였으며 시중숙취음료

동결건조물 역시 EDSW가 첨가된 경우 ADH,ALDH 활성이 더욱 증가되었다.
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6.EDSW가 지질대사에 미치는 영향

EDSW가 지질대사 활성에 미치는 영향을 조사하였다.먼저 지질대사 활성의 중

요한 두 활성인자인 AMP-stimulated protein kinase(AMPK)와 acetyl-CoA

carboxylase(ACC)의 활성을 측정하기 위해 HepG2세포에 palmitate(0.5mM)을

24시간 처리하여 세포내 지질의 축적을 유도하였으며 여기에 EDSW(10%)를 병

행처리하였다.그 결과,palmitate에 의해 감소되었던 AMPK와 ACC의 활성이

EDSW에 의해 회복되었다(Fig.11)또한,Oilred염색으로 세포내 지질을 염색

했을 때 palmitate처리로 증가된 세포내 지질의 양이 EDSW의 병행처리로 감소

하였고(Fig.12A),세포내 중성지방의 양을 측정한 결과,palmitate에 의한 중성지

방의 축적이 EDSW에 의해 억제됨을 확인하였다(Fig.12B).실험동물(ICRmice)

에서도 고지방사료를 장기간(15주)섭취하게 한 후 EDSW를 음용케하여 체중의

변화 및 간조직내 변화를 조사하였다.그결과,식이 15주간 체중의 변화는 고지

방사료 섭취로 증가하였고 EDSW의 음용은 이러한 체중의 증가를 억제하였고

(Fig.13A),간조직의 지질축적 정도는 EDSW의 음용에 의해 현저히 감소하였다

(Fig.13B).
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Table1.CompositionofundergroundseawaterofJeju

Sample

분석항목

용암해수

('06.11월 ~‘07.

6월)

일본심층수

(고지현)
삼다수

일반해수

(전세계 77개

해역 평균)

Na(나트륨) 10439 11000 7.2 10762

Mg(마그네슘) 1242 1270 2.8 1294

Ca(칼슘) 408 474 3.6 413

K(칼륨) 407 403 3.4 387

Cu(구리) 0.0088 0.02 - 0.00015

Mo(몰리브텐) 0.0096 0.00773 - 0.01

V(바나듐) 0.010 - 0.002 0.002

Ge(게르마늄) 0.0015 - - 0.0000055

Se(셀레늄) 0.011 <0.005 - 0.00001

Br(브롬) 65.4 80.8 - 67

Sr(스트론튬) 7.22 8.03 - 7.80

SO42-(황산이온) 2210 2570 - 2712

Si(SiO2)(규소-규산염)9.93 - - 3.10

Zn(아연) 0.026 <0.005 - 0.00035

Fe(철) 0.015 <0.03 - 0.00003

Mn(망간) 0.012 <0.005 - 0.00002

Cl-(염소이온) 22228 19300 - 19353

B(보론) 3.98 4.69 - 4.5

Pb(납) 불검출 <0.005 불검출 0.0000027

F(불소) 0.70 1.2 - 1.3

As(비소) 0~0.010 <0.005 불검출 0.0012

Hg(수은) 불검출 <0.00005 불검출 0.000000014

CN-(시안) 불검출 <0.005 불검출 -

Cr(크롬) 불검출 - - 0.00021

Cd(카드늄) 불검출 <0.005 불검출 0.00007

Al(알루미늄) 불검출 - - 0.00003

일반세균(cfu/㎖) 0~89 ≤30 - -

대장균군(ND/50㎖)불검출 불검출 - -

질산성질소(㎎/L) 0.65 - 0.4 0.42

페놀류(㎎/L) 불검출 <0.005 - -

Cr6+(크롬6가이온) 불검출 <0.005 - -

수소이온농도(pH) 7.4~7.5 7.8 - 7.9~8.4
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Table2.CompositionofED-desaltedmagmaseawater.

Sample

분석항목

원수

RO 탈염수 RO 염수
ED 미네랄수

(12m/S)

분석결

과

제거율(

%)

분석결

과

농축

율(%)

분석결

과

제거율(

%)
비 고

Na(나트륨) 10800 0.33 ≑100 12090 ≑11 461.4 ≑96
1가양

이온

Mg(마그네슘) 1329 0.06 ≑100 1497 ≑12 1216 ≑9

Ca(칼슘) 407 0.05 ≑100 477.2 ≑15 321 ≑22

K(칼륨) 416 0.10 ≑100 492.8 ≑15 17.32 ≑96
1가양

이온

Cu(구리) 0.014 0.005 - 0.021 - 0.007 -

Mo(몰리브텐) 0.011 0.001 - 0.013 - 0.003 -

V(바나듐) 0.022 0.001 - 0.023 - 0.013 -

Ge(게르마늄) 0.001 <0.001- 0.0022 - <0.001 -

Se(셀레늄) 0.008 0.001 - 0.003 - 0.022 -

Br(브롬) 61.2 0.008 ≑100 66.7 ≑10 11.8 ≑81
1가음
이온

Sr(스트론튬) 8.36 <0.001≑100 9.46 ≑12 7.28 ≑13

SO42-(황산이온)1691 불검출 100 1983.85≑15 584 ≑65
2가음
이온

Si(SiO2)(규소-규산

염)
10.8

0.01이
하 ≑100 13.74 ≑22 11.0 -

Zn(아연) 0.016 0.013 - 0.020 - 0.010 -

Fe(철) 0.010
0.01이
하 - 0.005 - 0.022 -

Mn(망간) 0.003 0.001 - 0.001 - 0.004 -

Cl-(염소이온) 19422 0.89 ≑100 22875.3≑15 3630 ≑82
1가음
이온

B(보론) 4.97 0.23 ≑95 5.34 ≑7 5.34 -

F(불소) 0.82 불검출 100 0.965 ≑15 0.89 -

경도 6500 6 7700 5000
일반세균 불검출 불검출 불검출 불검출

대장균군 불검출 불검출 불검출 불검출

분원성대장균군 불검출 불검출 불검출 불검출
수소이온농도 7.9 6.2 7.7 7.5

암모니아성질소 불검출 불검출 불검출 불검출
질산성질소 0.1 불검출 0.1 0.1

Cr
6+
(6가크롬) 불검출 불검출 불검출 불검출
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Figure1.FormationofundergroundseawaterofJeju.
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Figure2.RegionaldistributionofundergroundSeawaterofJeju.
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A B

Figure3.EffectsofED-desaltedmagmaseawater(EDSW)ontheviabilityof

HepG2cells.Serum-starved(3h)cellswerefurtherincubatedfor24hto48h

with/withoutEDSW.Cells were stained with H33342,a cellmembrane

permeableDNA-specificfluorescentdye.
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A

B

Figure 4.Effects of EDSW on the viability of CHO-IR cells.Serum

starved(3h)cellswerefurtherincubatedfor24hto48hwith/withoutEDSW.

Cellswerestained with H33342,acellmembranepermeableDNA-specific

fluorescentdye.
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A B

Figure 5.Anti-oxidantactivity ofEDSW.(A)DPPH radicalscavenging

activityofconcentratedmagmaseawaterandEDSW.(B)EffectofEDSW on

ROSgenerationinducedbyhydrogenperoxideinHepG2andCHO-IRcells.
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Figure6.TheEffectofEDSW on thebasal-orinsulin-induced glucose

utilization in L6 myocytes.Confluentcells were serum-starved for 3h,

pretreatedwithEDSW (20%)for30minbeforeinsulin(100nM)addition.
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Figure 7.EffectED-desalted magmaseawater (EDSW)on the basal-or

insulin-stimulatedsignalingpathwaysinL6myocytes.Confluentcellswere

serum-starvedfor3h,pretreatedwithEDSW (20%)for30minbeforeinsulin

(0-100nM)addition.Cellswerelysed,separated on SDS-polyacrylamide

gels,andimmunoblottedasdescribedin'MaterialsandMethods'.
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Figure8.EffectofEDSW onactivitiesofADH andALDH.CTL,control;

Asp,asparagusshootextract;Asp-L,asparagusleaf-extract;CON,commercial

drinkA;Y80,commercialdrinkB.
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Figure9.Pathwaysofethanolmetabolism (조재열 외.,1977)
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Figure 10.Regulation of glucose and lipid metabolism by

AMPK-ACC.
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Figure11.EffectofEDSW onactivitiesofAMPKandACCinHepG2cells.

Confluentcellswereserum-starvedovernightinD-Mem,treatedwithEDSW

(10%) and palmitate (0.5mM) for 24h.Cells were lysed,separated on

SDS-polyacrylamidegels,andimmunoblottedasdescribed in'Materialsand

Methods'.



- 24 -

0

5

10

15

20

25

30

A

B

CTL PA PA+ED

Figure 12. Effect of EDSW on palmitate-induced intracellular lipid

accumulation.(A)Confluentcellswereserum-starved overnightin D-Mem,

treatedwithEDSW (10%)andpalmitate(0.5mM)for24h.Cellswerestained

withOil-redO.(B)Confluentcellswereserum-starvedovernightinD-Mem,

treatedwithEDSW (10%)andpalmitate(0.5mM)for48h.Cellswerelysed,

TGassayasdescribedin'MaterialsandMethods'.
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A

B

Figure13.EffectofEDSW onhighfatdiet-inducedhepaticfataccumulation

ICR mice.(A)EffectofEDSW onhigh-fatdiet-induced bodyweight

gaininmice.(B)EffectofEDSW onhigh-fatdiet-inducedhepaticfat

accumulationinmice.
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Ⅳ.고 찰

본 연구에서는 제주 용암해수 원수를 가공공정을 거쳐 생산된 EDSW의 생물

학적 기능성을 조사하였다.먼저,EDSW가 세포의 생존능에 미치는 영향을 알아

보기 위하여 암세포주인 HepG2cell과 정상세포주인 CHO-IRcell두 종류의 세

포에서 EDSW의 효과를 조사하였다.EDSW는 암세포주인 HepG2cell에 있어서

는 LDH를 증가시키고,MTT활성은 감소시켰다(Fig.3A).이러한 결과는 EDSW-

배양액의 성분이 급격하지는 않으나 완만하게 암세포의 성장을 억제할 가능성을

제시하나 대부분 항암성분 규명을 위한 실험에서 보여지는 것과 같은 유효한 항

암활성을 기대하기는 어려울 것으로 사료되며 추후 보다 세밀한 분석이 요구된

다.반면,정상세포주인 CHO-IRcell에서는 혈청미포함 배양액에서 배양시 영양

결핍성 세포사멸이 유도되는데,흥미롭게도 EDSW 농도의존적으로 MTT활성이

증가하며(Fig.4A),세포사멸의 지표인 염색질의 응축정도도 감소하고(Fig.4B),

세포괴사성 LDH의 세포외 분비도 감소하였다(Fig.4A).이러한 결과는 EDSW의

어떤 구성성분이 암세포에 대한 활성과는 별도로 정상세포에 대한 보호활성을

나타내는 것으로 판단할 수 있다.세포에 대한 긍정적인 효과들은 상당부분 자체

의 항산화활성에서 비롯되는 경우들이 많으므로(Ekambaram G etal.,2008;

Rayalam Setal.,2007;DeianaM etal,.2002)본 실험에서도 ED탈염수의 항산

화 활성을 측정하였지만 DPPH radical소거능,H2DCFDA 두 실험에서 모두 항

산화활성을 확인할 수 없었다(Fig.5).또한,EDSW가 포도당대사의 표적세포인

L6근육세포에서 insulin과 EDSW를 단독으로 처리했을때 각각 대조군에 비하여

40%정도의 포도당 흡수 증가를 보였으며 특히 병행 처리하였을때 EDSW는 인슐

린에 의한 포도당 흡수를 더욱 증가시켰다(Fig.6).이러한 결과는 EDSW 단독으

로도 세포의 포도당 흡수를 촉진시키는 효과가 있으며 이러한 효과는 부분적으

로 인슐린의 작용과는 별개로 이루어지고 있음을 시사한다.이러한 결과를 바탕

으로 EDSW가 포도당흡수를 증가시키는 작용이 인슐린-수용체 신호전달체계에

영향을 미치므로서 매개되는지,아니면 단독적으로 이루어지는 지를 규명하기 위

하여 대표적인 인슐린-수용체 신호전달단백질인 Akt/PKB및 ,ERK활성에 미치
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는 영향을 조사하였다(Cheatham Betal.,1995;KahnCRetal.,1997).그 결과

EDSW의 단독처리는 Akt/PKB의 활성을 증가시키지는 못했으나 ERK의 활성은

EDSW 단독으로도 현저하게 증가하였다(Fig.7).ERK 활성은 주로 세포의 증식

을 촉진하는 효과가 있는 것으로 생각되므로 (Ballif,etal.,2001) EDSW 단독으

로도 세포의 증식을 촉진하는 효과가 예상되고 이에 따라 증식된 세포수에 비례

하여 인슐린비의존적으로 배양액내 포도당의 소모가 증가했을 것으로 추측된다.

그러나 저농도의 인슐린(1nM 이하)에 의해 활성화된 Akt/PKB활성은 EDSW의

첨가로 현저하게 더욱 증가되는 반면 10nM 이상의 인슐린에 의해 활성화된

Akt/PKB활성은 EDSW에 의해 더 이상은 증가되지 않는 것으로 보아 이러한

결과는 생리적 수준 이하의 농도환경에서 EDSW는 인슐린의 작용을 보완적으로

증가시켜 결과적으로 인슐린-의존적인 포도당수송을 촉진시키는 것으로 보여진

다.즉 EDSW의 포도당흡수 촉진효과는 인슐린수용체 신호전달을 매개(Akt/PKB

를 통한)하는 인슐린-의존적 부분과,세포의 생장을 촉진하므로서 전체적으로 세

포에 의한 포도당 소모를 증가시키는 인슐린-비의존적 부분을 모두 포함하는 것

으로 판단된다.결과적으로 EDSW는 체내 인슐린의 결핍 또는 부족으로 인해 야

기되는 포도당대사의 부전 (한국인 당뇨병의 중요한 측면)을 보완할 수 있는 기

능성 생리활성소재로서의 가능성을 가지고 있다고 사료된다.

인체의 간 조직은 섭취한 알콜을 대사과정을 거쳐 분해하는 일차적인 부위로

서 과도한 알콜섭취로 비롯되는 알콜성 세포독성을 완화하게 된다(Guytonetal.,

1986;LieberCSetal.,1986;LinderMC etal.,1991).이때 알콜분해효소

(alcoholdehydrogenase,ADH)및 알데히드분해효소(aldehydedehydrogenase,

ALDH)두가지 효소가 중추적인 역할을 하며 이 과정에서 조효소(cofactor,이

경우에는 NAD-NADH의 전환)들이 효소활성 조절에 중요한 역할을 한다(Fig.9)

(Laserietal.,1966).본 실험에서는 EDSW가 알코올대사 과정에 영향을 미치는

지 알아보기 위해 ADH,ALDH 활성을 측정하였는데,대조군에 비해 EDSW 자

체만으로도 ADH 및 ALDH 활성이 약 2배 증가하였으며 아스파라거스 식물체

의 경우를 제외하고 시중숙취음료 동결건조물도 EDSW로 용해시킬 경우가 증류

수로 용해시킨 경우에 비해 ADH,ALDH 활성을 증가시키는 것으로 나타났다

(Fig.8).이러한 결과들은 EDSW의 구성성분이 알콜대사의 활성을 증가시키는데
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기여하고 있음을 나타낸다.최근 탄수화물 및 지질대사의 이상,심혈관계통의 이

상을 동시에 수반하는 대사성증후군(metabolicsyndrome)유병률이 크게 높아지

고 있으며 (EckelRH etal,.2005; MaglianoDJetal.,2006) 이는 주로 인슐

린 저항성으로 인한 포도당대사의 이상,지질대사의 부조로 인한 비만,고지혈증

에 기인하는 것으로 알려지고 있다(Reaven, 1998). 지질의 대사과정에는

AMP-stimulatedproteinkinase(AMPK)및 acetyl-CoAcarboxylase(ACC)의 두

가지 효소가 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다. 즉, 활성화된

(phosphorylated)AMPK는 인슐린의존적 또는 비의존적으로 포도당흡수를 촉진

하며(Breen etal.,2008)동시에 acetylCoA를 malonylCoA로 전환시켜 결과적

으로 중성지방의 축적을 증가시키는 효소인 ACC를 인산화시키므로서 활성을 억

제시킨다(Fig.10)(Carlingetal.,1987).본 연구에서 EDSW가 ACC의 활성에 미

치는 영향을 조사하기 위해 포화지방산인 palmitate를 EDSW와 병행처리 하였을

때 EDSW의 영향으로 AMPK의 활성이 증가하고 반대로 ACC의 활성이 감소되

었다(Fig.11).이는 EDSW가 지질의 축적을 조절하는 두 효소의 활성을 조절하

여 지질의 축적을 억제함을 의미한다.이러한 결과를 바탕으로 palmitate를

HepG2에 처리하거나 고지방식이를 투여한 실험동물에서 EDSW의 효능을 조사

하였다.HepG2cell에 palmitate를 단독 또는 EDSW와 병행처리하여 oil-redO

염색과 세포내 중성지방량을 측정하였을때,palmitate단독 처리군에 비해 중성

지방의 축적이 EDSW에 의해 감소된것을 확인할 수 있었다(Fig.10).또한 실험

동물(ICRmice)에서 고지방사료를 장기간(15주)섭취하게 한 후 EDSW를 동시에

음용케 한 결과,체중의 변화를 보았더니,고지방사료 식이군에 비해 체중감소를

보였고,특히 간조직의 지질축적 정도는 ED탈염수의 음용에 의해 현저히 감소하

였다(Fig.11).이는 EDSW가 비알콜성 지방간 형성을 개선하는데 기여할 것으로

사료된다.

결론적으로,EDSW는 정상세포의 영양결핍성 손상을 억제하며,암세포에서는

제한적인 세포독성을 나타내고 알콜분해 효소의 활성에 기여하며,Akt/PKB의

활성을 증가시켜 포도당 수송을 촉진하는 것으로 사료된다.또한 AMPK와 ACC

의 활성을 조절함으로써 중성지질의 과도한 축적을 억제하므로 EDSW가 인체의

대사활성 이상과 관련된 질환들(당뇨병,대사성 증후군 등)을 예방하거나 치유하
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는데 도움이 될 수 있는 생리활성 소재로 활용될 수 있다는 가능성이 제시되었

다.
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Ⅵ.적 요

용암해수는 제주 동부 지역에 부존하고 있는 지하해수를 말하며 일반 표층해수

와 비교할 때 미네랄 조성이 특이하다.최근 일본 및 동해의 해양심층수에 대한

산업적 활용의 범위가 커지고 있으며 이에 따라 제주 고유의 용암해수의 활용에

대한 관심이 높아지고 있다.본 연구에서는 전기투석과정을 통해 고농도의 염분

을 제거하고 미네랄성분은 포함되어 있는 탈염수(electrodialized, desalted

undergroundseawater,EDSW)를 재료로 하여 제주 용암해수의 생물학적 활성을

규명하고자 하였다.EDSW는 간암세포주인 HepG2세포에 대해 농도의존적인 세

포독성을 보였으나,기원이 암세포주가 아닌 CHO-IR 세포에 대해서는 반대로

증식을 촉진하였다.또한,EDSW 단독으로는 CHO-IR세포와 L6myocytes에서

기저 포도당의 흡수에 영향을 미치지 못하나 인슐린 의존적 포도당흡수를 부가

적으로 더욱 증가시켰으며,인슐린의존성 포도당수송에 중요한 역할을 하는 신호

전달 단백질들 중 하나인 Akt/PKB의 활성 또한 향상시켰다.알콜분해 과정의

중추적인 효소인 alcohol dehydrogenase(ADH)및 aldehyde

dehydrogenase(ALDH)의 활성도 EDSW에 의해 증진되었다.또한 EDSW가 지질

대사에 미치는 영향을 배양세포와 실험동물을 대상으로 조사하였다.HepG2세

포에 palmitateacid(PA)를 처리하여 지방간을 유도한 후 지질대사의 조절에 중

요한 두가지 효소인 AMP-stimulatedkinase(AMPK)및 acetyl-CoA carboxylase

(ACC)활성을 측정한 결과 AMPK는 EDSW에 의해 활성이 증가하였고,ACC의

활성은 억제되므로서 궁극적으로 EDSW는 세포내 지질축적을 억제하는 데 기여

하는 것으로 보여졌다.또한,PA의 처리로 증가된 세포내 지질의 축적이 EDSW

처리에 의해 억제되는 것이 확인(Oil-Red염색)되었고 세포내 중성지방

(Triglyceride,TG)의 양도 감소된 것을 확인하였다.실험동물(생쥐,ICR)에게 고

지방사료와 함께 EDSW을 동시 음용하게 하여 19주 동안 유지하였을 때,

EDSW(10%,v/v)를 음용한 실험군에서 지질조성이 개선되었고,간조직에서도 중

성지방의 축적이 억제 된 것을 확인하였다.이러한 결과들로부터,EDSW는 포도

당대사,지질대사,에탄올대사에 대한 개선활성을 나타내었고,특히 간세포를 비
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롯한 체내 지질대사 조절에 기여할 가능성을 제시하였다.본 연구에서 보여진

EDSW의 생물학적 효능은 제주 용암해수를 기능성식품,신의약품 개발의 기본소

재로서 활용할 수 있을 것으로 기대된다.
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어느덧 대학원 생활 2년을 마치며,저에게도 이런 글을 쓸 수 있는 기회가 오게

되었습니다.2년 대학원 생활동안 수업 준비,다른 학생들과의 교류,학회,실험

등을 하면서 이런 일 저런 일 많은 일들이 있었던 것 같다는 생각이 들며 고마

운 분들에게 글로나마 마음을 전하려고 합니다.

우선,실력으로나 성품으로나 항상 본보기가 되어주시고,역성 한번 안내시며,

항상 여유롭고 인자한 모습을 보여주신 박덕배 교수님...교수님 앞으로도 좋은 성

과 거두시고,건강 관리 잘하세요 ^̂

그리고 지도교수님도 아니시지만 관심 가져주시고 따뜻하게 바라봐 주신 이영

기 교수님,강희경 교수님,유은숙 교수님,은수용 교수님,조문제 교수님,고영상

교수님,현진원 교수님,정영배 교수님 그 외 많은 의과대학 교수님들께도 깊이

감사드립니다.

지금도 함께하고 있거나 혹은 잠깐이나마 우리 실험실을 거쳐갔던 가영이,지현

이,혜란이,많은 조언을 해주는 최지강 선생님...실험실에서 거의 혼자인 저에게

같은 실험실 식구인 냥 대해준 약리학 교실의 혜자언니,상철오빠,재희언니,경

진오빠,정일오빠,혜진이...생화학 교실의 영미언니,희경언니,경아언니,진영이...

같이 결혼준비 하며 많은 수다를 떨었던 미생물학 교실의 정은언니...그리고 많아

서 장점도 있고 단점도 있었던 우리 대학원 동기 은진이,민경이,은희,선순이,

변윤영 선생님...다들 지금쯤 여유롭겠죠?^̂

나의 20대의 시작에서부터 이제는 평생의 동반자가 된 원율오빠^̂ 너무 고맙고

사랑하고 앞으로도 이쁘게 살자아~!그리고 오빠를 통해 이제 가족이 된 시부모

님...스트레스 안받게 하려고 많이 배려해주시고 이해해주셔서 정말 감사합니다.

마지막으로 아직 친정이란 말이 어색하지만 친정부모님,언니,동생들...시집 가

는 날까지 짜증만 부리다 갔는데^̂ 키워주셔서 감사드리고 잘 사는 모습으로 보

답하고 효도할께요.

그리고 저를 아는 모든 사람들에게도 좋은 일만 있길 빌면서 이 글을 마칩니

다.

2008년 12월.김보연 올림
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