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Abstract

In this study, Sargassum coreanum was enzymatically hydrolyzed to

prepare water-soluble extracts by using five carbohydrates(Viscozyme,

Celluclast, AMG, Termamy and Ultraflo) and five proteases(Protamax,

Kojizyme, Neutrase, Flavourezyme and Alcalase) and evaluated their potential

antioxident activity.

The Celluclast and Neutrase extracts of Sargassum coreanum exhibited

better DPPH radical scavenging activities(92.42% and 92.78%, respectively)

and hydrogen peroxide(H2O2) scavenging activities(58.28% and 57.97%

respectively) compared to other enzymatic extracts. Celluclast and Neutrase

extracts were fractionated using millipore's Labscale TFF system with

ultrafiltration membrane(5kDa, 10kDa and 30kDa). The resultant fractions

were collected according to the molecular weight(＜5kDa, 5～10kDa, 10～

30kDa and ＞30kDa). Among all the fractions, 5～10 kDa fraction showed the

highest H2O2 scavenging activity and ＞30kDa fraction showed the highest

DPPH radical scavenging activity. Also, 5～10kDa fraction strongly enhanced

cell viability against H2O2-induced oxidative damage in the chinese hamster

lung fibroblast(V79-4) cell line.

Celluclast and Neutrase extracts of Sargassum coreanum were examined

for a potential antitumor activity against five tumor cell lines such as

CT-26(mouse colon carcinoma line), U-937(human monoblastoid leukemia cell

line), HL-60(human promyelocyte leukemia cell line), HeLa(woman cervical

carcinoma cell line) and B-16(murine melanoma cell line)

＞30kDa fraction inhibited cell growth on the two tumor cells than the

other fractions. Especially the fraction significantly showed inhibition of cell

growth against U-937 cell and HL-60 cell.

Therefore the dose-dependent effect of ＞30kDa fraction on U-937 cell and
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HL-60 cell were further investigated and the results are showed clear

dose-depentent antitumor activity on U-937 cells and HL-60 cells.

It was also revealed that ＞30kDa fraction increased DNA fragmentation,

apoptotic body and sub-G1 DNA contents in U-937 cell and HL-60 cell.

These results indicate that ＞30kDa fraction of Sargassum coreanum

Celluclast and Neutrase extracts can control U-937 cells and HL-60 cells

through apoptosis. Therefore, ＞30kDa fraction has a potential antitumor

activity.
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요 약

이 연구에서는 큰잎모자반을 상업용효소인 Celluclast와 Neutrase를 이용하여

효소적방법으로 수용성 추출물을 제조하여 이들의 항산화활성과 항암활성에 대

해 연구하였다.

큰잎모자반(Sargassum coreanum) 유기용매 추출물의 DPPH 라디칼 소거활성은

Chloroform과 Ethylacetate 획분에서 81% 정도의 활성을 나타냈고, 수용액 획분에

서 가장 낮은 2.55%의 활성을 나타냈다. Ferrous ion 활성은 n-Haxane에서 68.61%

로 가장 높았으며 Chloroform 추출물은 12.41%로 가장 낮게 나타났다. H2O2 소거활

성은 대부분이 80% 이상의 활성을 보였다. 총 폴리페놀함량은 Ethylacetate와

Ethanol에서 각각 0.1764 ㎎/㎖와 0.1729 ㎎/㎖로 n-Hexane의 0.0294 ㎎/㎖ 보다는

높게 나타났다.

당분해효소나 단백질분해효소 모두다 DPPH 라디칼 소거활성은 88% 이상을 나

타내었고, Neutrase 효소추출물은 거의 93%의 소거활성을 보였다. H2O2 소거활성

에서도 Neutrase와 Celluclast 효소추출물이 다른 효소추출물보다 다소 높은 소거활

성을 나타내었다. DPPH 라디칼 소거활성과 H2O2 소거활성에서 활성이 높았던

Neutrase와 Celluclast 추출물을 분자량별 분획하여 5 kDa<, 5∼10 kDa, 10∼30

kDa >30 kDa 분획물을 얻어 항산화 활성을 측정하였다. DPPH 라디칼 소거활성에

서는 >30 kDa 분획물이 다른 분획물에 비해 DPPH 라디칼 소거활성이 높았고 현재

상용되어지고 있는 항산화제 BHA, BHT 및 α-tocopherol 보다도 약간 높은 유해산

소 소거율을 보였다. H2O2 소거활성에서는 Neutrase와 Celluclast 효소추출물의 5～

10 kDa 분획물이 다른 분획물보다 높은 소거활성을 나타내었으며, 분자량별 분획물

의 농도별에서도 같은 결과가 나왔다. DPPH 라디칼 소거활성도 각각 80% 이상 나

타내었다.

세포상에서 큰잎모자반 Celluclast와 Neutrase 추출물의 5～10 kDa 분획물의

H2O2 소거활성은 100 ㎍/㎖에 약 70% 정도의 활성을 나타내었으며 H2O2에 의해 손

상을 받은 V79-4 세포에 대한 세포사멸 억제효과는 Celluclast와 Neutrase의 5～10
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kDa 분획물 모두에서 농도 비례적으로 세포 생존율이 증가하였으며 농도가 100 ㎎/

㎖ 약 70%의 우수한 세포 보호효과를 가지는 것을 확인하였다.

Alkaline comet assay를 이용하여 H2O2 처리로 손상된 L-5178 세포의 DNA

손상에 대한 Celluclast 추출물 5～10 kDa 분획물의 농도별 처리에 따른 세포손

상 저해효과는 H2O2를 처리하지 않은 대조구에서 약 7% 세포손상을 보였고,

H2O2를 처리하였을 때 약 50%의 높은 DNA 손상을 입었다. 반면 효소분획물을

100 ㎍/㎖를 처리하였을 때 약 15% 정도의 DNA 손상만을 보였다. 농도에 따른

세포손상 저해효과는 25 ㎍/㎖의 농도에서는 30% 정도였고, 100 ㎍/㎖의 농도에

서는 약 70%이 높은 세포손상 억제효과를 보였다. Neutrase 추출물 5～10 kDa

분획물의 농도별 처리의 결과도 Celluclast 추출물과 유사한 결과를 나타내었다.

V79-4 세포를 H2O2 처리 후 분획물의 농도별 처리에 따른 apoptosis 유도 억

제효과는 H2O2만을 V79-4 세포에 처리하였을 때 H2O2를 처리하지 않은 대조구

에 비해 apoptotic body가 많이 관찰되는 것을 확인하였다. 반면 Celluclast 5～

10 kDa 분획물을 100㎍/㎖의 농도를 처리하였을 때 거의 대조구와 유사한 형태

를 유지하였고, Neutrase 추출물 5～10 kDa 분획물의 경우는 Celluclast와 비교

하며 다소 떨어지는 apoptosis 유도 억제효과를 보였다. 그리고 apoptosis 유도

억제 효과를 보기위한 또 다른 방법으로 flow cytometry를 이용하여 측정하였다.

flow cymetry로 측정한 결과 H2O2를 처리하지 않은 대조군의 sub-G1가 1.52%인

반면 H2O2에 의해 유도된 V79-4 세포의 apoptosis를 나타내는 sub-G1은 18.5%

로 크게 증가하였으나 100 ㎍/㎖ Celluclast의 5-10 kDa 분획물 첨가시

apoptosis나타내는 sub-G1은 1.8%로 거의 대조구와 유사한 apoptosis를 보였다.

이것은 Celluclast의 5～10 kDa 분획물의 첨가가 H2O2에 의해 손상된 V79-4의

apoptosis 유도를 효과적으로 억제되었다는 것을 확인할 수 있었다.

Neutrase의 5～10 kDa 분획물의 apoptosis 유도억제 효과에서 H2O2에 의해 손상

된 V79-4 세포에 대한 cell cycle 변화를 측정한 결과는 대조구의 sub-G1의 1.52%

인 반면 H2O2에 의해 유도된 V79-4 cell의 apoptosis sub-G1은 18.5%였으나 100 ㎍

/㎖ Neutrase의 5～10 kDa 분획물 첨가시 apoptosis를 나타내는 sub-G1은 2.68%로

낮아진 것으로 보아 Neutrase의 5～10 kDa 분획물의 첨가가 H2O2에 의해 손상된

V79-4 세포의 apoptosis 유도를 억제하는 효과가 있다는 것을 확인할 수 있었다.
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큰잎모자반 Neutrase 추출물의 5～10 kDa 분획물의 농도별 처리에 따른 V79-4

세포의 항산화효소 SOD와 CAT의 활성은 25, 50 및 100 ㎍/㎖ 처리시 SOD 활성이

각각 21%, 38% 및 67%씩 증가하였다. CAT의 경우는 각각 9.6%, 24% 및 45%씩

증가하였다.

Celluclast 추출물의 경우 SOD와 CAT의 활성은 25, 50 및 100 ㎍/㎖씩 처리시

SOD 활성이 각각 16%, 36% 및 58%씩 증가하였다. CAT의 경우 각각 15%, 23%

및 41%씩 증가하였다.

CT-26, U-937, HL-60, B-16과 Hela 세포에 대한 Celluclast와 Neutrase 효소분

획물의 세포성장 억제효과는 다른 분획물에 비해 ＞30 KDa 분획물이 U-937와

HL-60 cell에 대해 높은 성장억제 효과를 나타내었으며, U-937 cell에 더 효과적이

었다.

U-937와 HL-60 세포에 대한 분획물의 농도별 성장억제효과는 농도 의존적으

로 세포성장 억제효과를 보였으며, 암세포에 효소분획물을 처리하였을 때 시간대

별 DNA 손상정도는 시간이 증가할수록 DNA 손상도 증가하였고 12시간 경과한

후에는 HL-60 세포에 대해 약 40～50%의 DNA 손상을 보였다. 농도별 HL-60

과 U-937 세포에 대한 DNA 손상 측정 결과는 200 ㎍/㎖의 농도에서는 약 25～

30%의 DNA 손상을 나타냈다.

Lymphocyte 세포(정상세포)에 대한 큰잎모자반 Celluclast와 Neutrase ＞

30kDa 분획물의 DNA 손상 측정 결과 두 효소 모두 100 ㎍/㎖의 농도까지는 효

소추출물을 처리하지 않은 대조구와 비슷한 DNA 손상 결과를 나타냈으나 200

㎍/㎖의 농도에서는 대조구에 비해 약간의 Lymphocyte 세포의 DNA 손상이 나

타났다.

Neutrase 추출물의 ＞30 kDa 분획물의 U-937 cell에 대한 cell cycle 변화를

측정한 결과 효소추출물을 처리하지 않은 대조구의 경우 apoptosis를 나타내는

sub-G1는 약 3.15%였던 것이 Neutrase 추출물의 >30 kDa 분획물을 50 ㎍/㎖,

100 ㎍/㎖와 200 ㎍/㎖를 처리 하였을 때 sub-G1이 각각 3.10%, 3.25%, 15..66%

로 증가하는 것을 보였다. Celluclast 추출물의 경우도 Neurase 추출물과 비슷한

경향을 보이며 대조구의 sub-G1는 3.15%였던 것이, Neurase 추출물의 >30 kDa

분획물을 200 ㎍/㎖를 처리하였 을 때 sub-G1이 증가하는 것을 보였다 (17.74%).
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Neutrase 추출물의 ＞30kDa 분획물을 가지고 HL-60 cell에 대한 cell cycle 변

화를 측정 결과 추출물을 처리하지 않은 대조구와 Neutrase 추출물의 >30 kDa

분획물을 50 ㎍/㎖, 100 ㎍/㎖와 200 ㎍/㎖를 처리하였을 때 apoptosis를 나타내

는 sub-G1은 각각 2.91%, 4.33%, 6.21%와 14.45%를 나타내었으며, Celluclast 추

출물의 경우는 대조구의 sub-G1은 2.91%였고, 추출물을 50 ㎍/㎖, 100 ㎍/㎖와

200 ㎍/㎖를 처리하였을 때 sub-G1은 각각 5.02%, 5.63%와 16.21%의 수치를 나

타내었다.

이러한 결과를 종합해 볼 때, 큰잎모자반 효소적 추출물이 식품에서 사용가능

한 안전한 수용성 물질이고, 활성산소종의 하나인 H2O2를 효과적으로 제거시키

고, 또한 암세포의 증식을 억제하는 것으로 볼 때 산업적 용도가 매우 다양할 것

으로 추정되며, 특히 식품산업으로서의 이용 가능성을 높일 수 있을 것이라 판단

된다. 또한 기존의 항산화제 및 항암제가 갖고 있던 인체 안전성 문제도 충분히

극복할 수 있을 것으로 기대된다.
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서 론

  호기성생물의대부분은 산소(O2)를 체내에받아드려 에너지 생성등 여러 대사과정

에관여하고생물의생존에 가장 필수적인 물질이지만 체내 대사과정에서생체에독성

을나타낼 수 있는 부산물이생성되기도하는데 이들을활성산소라 한다. 활성산소의종

류로는 lipid radical(LOO․), superoxide radical(O2
-
), 및 hydroxyl radical(․OH)과 같

은 radical 뿐만 아니라 비라디칼인 single oxigen(
1
O2), hydrogen peroxide(H2O2),

hypochlorous acid(HOCl), lipid peroxide(LOOH), N-chloramine 성분들을포함한다. 이

런 활성산소들은 생체 내에서생성될 뿐만 아니라 방향성탄화수소, 담배, 살충제, 유기

용매, 튀김 음식, 술 및공기오염 등을통하여 생체에들어오는데 활성산소들은 생체 내

제거 기작에의하여 대부분이소멸되나 생성과소멸의균형이깨어질 때 생체 내에서는

각종 질환이발생한다. 이들 활성산소들른단백질, 불포화 지방산등과결합하여 과산화

지질을생성하고, DNA, RNA 등에손상을일으키며, 생체막의손상, 면역능력의약화와

함께 성인병 즉, 류마티스성 관절염, 세균성혹은 바이러스성감염, 심장병, 파킨스씨병,

알츠하이머병 그리고 암과 같은 질병과 노화를 유발하게 된다.

2005년도한국의사회지표에따르면 2004년 기준으로인구 10만명당 133.5명이암으로

사망하는 것으로 밝혀졌다. 암 질환 다음으로는 뇌혈관질환(70.3명), 심장질환(36.9명),

자살(25.2명), 당뇨병(24.3명), 간질환(19.1명) 및 만성질환(17.3명)등의순으로암이주된

사망원인이다,

암은 조기에 발견되지 못할 경우 완치가 거의 불가능하고, 병이 진전 될수록 환자와

가족의고통과경제적 손실이막대하여, 의료보험의재정고갈 등 사회적으로도큰비용

을초래한다. 그러므로단순한 수명연장보다 즐겁고건강한 삶을원하는 삶의질이중요

한 관심사로 대두되고 있는 요즘, 암의 예방과 조기 치료의 중요성은 그 어느 때 보다

높다고할 수 있다. 암의발병에는 유전적 소인도깊이관여하지만 환경적 요인 또한 큰

영향을미치며 선진국일수록 암의발병률이증가하는 경향을보인다. 그 이유로는 농약,

살충제 등의 사용량 및 식품내 잔유량 증가, 식품 보존제, 방부제, 착색제 등의 첨가된

가공식품의소비 증가, 수질, 토양, 대기오염의 증가, 현대인의스트레스의증가, 활동량
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의감소그리고풍요로운 식생활을통한 비만 등을들 수 있다. 현대의학의눈부신 발전

으로암을 진단하고치료하는 다양한 방법들이개발되어 인류의건강 증진에기여하였

으나 아직도 해결해야 할 많은 문제점들이 남아있다.

암치료에있어서항암제 요법은매우 중요한 부분을차지하고있지만 항암제 자체의

비특이성및독성으로인한 정상세포의손상은 해결해야 될 시급한 과제로남아있다. 그

래서오늘날 보다 안전한 천연항암제 개발이절실히 필요한 실정이다. 따라서근래에는

인간이안전하게 오랫동안 먹어 왔던 천연물로부터항산화효과가 있는 물질을분리, 이

용하려는 시도가 활발히 이루어지고 있다.

삼면이 바다로 둘러싸여 있고 비교적 해양생물 자원이 풍부한 입지조건을 가지고

있음에도 불구하고, 아직까지 해양생물자원을 단순한 식량자원으로만 이용할 뿐 생

명공학기법을 이용하여 다방면으로 활용하기 위한 체계적인 연구가 미흡한 실정이

다. 최근들어 건강에 대한 관심이 증폭되면서 천연물들이 갖는 phytochemical과 그

들이 갖는 활성에 대한 연구가 증대되고 있다. 해조류는 양적으로 매우 풍부하게 먹

을 수 있는 식품으로써 건강에 필수적인 여러 가지 무기염류들을 다량 함유하고 있

으며, 동시에 단백질 같은 체구성 영양소도 함유하고 있다. 그리고 식물성 섬유인

알긴산과 칼슘이온(Ca
++
), 요오드 성분이 많이 함유되어 있어서 대장의 연동운동을

도와주고 골다공증을 예방해주며, 갑상선 부종을 억제시키는 역할을 하기도 한다.

또한 해조류의 어떤 성분들은 항균, 항암, 항산화 등 많은 생리활성을 갖고 있다고

알려져 있으며, 이러한 분야들 중 항산화활성에 관심을 갖는 이유는 국민소득이 증

대됨에 따라 식생활이 서구화되면서 고혈압, 당뇨병, 고지혈증, 비만 등 각종 성인병

이 유발되고, 사회가 점차 고도화됨에 따라 고령화 인구가 늘어나게 되면서 건강문

제에 대한 인식이 바뀌게 되었기 때문이다.

천연 항산화제는 지금까지 여러종류가 분리되었다고 보고되고 있지만 토코페롤

이외에는 인체독성, 양적, 경제적인 문제로 거의 사용되지 않는 실정이다. 또한 최근

에 많이 사용되고 있는 페놀계 합상 항산화제인 BHA(butylated hydroxyanisol)와

BHT(butylated hydroxytoluene)는 다른 항산화제에 비해 뛰어난 활성을 지닌다고

평가받고 있지만 50㎎/㎏/day 이상을 섭취하였을때는 생체효소 및 지방의 변화로

인해 암 및 각종 질병을 유발하는 등 거의 모든 합성 항산화제는 인체에 독성을 가

진다고 보고되어 있다. 따라서 강력하면서도 인체에 해가 되지 않는 천연 항산화제
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의 개발에 관한 연구가 요구되고 있는 실정이다.

지금까지 연구되어진 천연 항산화제로는 인삼, 녹용, 구기자, 버섯등의 생약제나

식생활에 많이 이용되고 있는 콩, 녹차 등 육상식물들을 이용한 연구가 가장 많이

이루어져 있다. 해조류에서는 육상식물들에 비해 그다지 많은 연구가 이루어지지는

않았지만 해조류를 많이 섭취하는 일본과 유럽의 일부에서 많이 연구되어져 있다.

연구결과들을 보면 다음과 같다. Kaneda와 Ando(1971)는 20종의 해조류 중 김에서

항산화 활성을 나타내는 phospholipids를 분리하는데 성공한 바가 있고, Yan 등

(1996)은 갈조류인 Sargassum kjellmanianum로부터 분리한 phlorotannins 성분이

우수한 지질과 산화 억제효과를 보인다고 밝힌 바 있다. 또한 Yan 등(1999)은 톳의

acetone 추출물에서 우수한 항산화 효과를 나타내어 이것을 분석한 결과

fucoxanthin이라는 것을 밝혀내었고, Estrada 등(2001)은 남조류인 Spirulina

platensis의 phycocyanin 성분이 우수한 hydroxyl radical 소거활성을 나타내었다고

보고하였다. 우리 나라에서도 우리가 일상에서 많이 접할 수 있는 해조류들에 대한

연구는 상당수 이루어져 있는데, Park 등(1991)은 갈조류인 톳에서 항산화 활성을

검색한 결과 여러 가지 용매 획분에서 활성 산소종 소거활성과 지질과산화 억제활

성을 보인다고 보고하였다. 이러한 연구들의 대부분이 유기용매 추출과 열수 추출

을 이용하여 실험을 수행하였는데, 우수한 항산화 효과를 나타내는 반면에 추출 수

율이 낮았고, 추출시 고온을 이용하였기 때문에 열에 불안정한 항산화 물질이 파괴

되었을 가능성이 있다.

따라서 이러한 단점을 보완할 만한 방법으로 해조류에 생물공학 기법 중 하나인

효소적 가수분해방법을 적용하여 해조류가 갖고 있는 미량성분들 중 항산화 효과와

세포손상 억제 활성을 갖는 물질을 소재화하고 이들 소재를 주제로 한 기능성 식품

및 의약품으로서의 가치를 알아보고자 하였다.

이에 본 실험은 제주도에 서식하고있는 갈조류의한 종류인 큰잎모자반으로부터 수

용성활성물질을 제조하여 항산화활성및 항암활성을 검토하였다. 큰잎모자반으로부터

수용성활성물질 제조는 여러 종류의단백질분해효소와 당분해효소를 이용하여 효소적

추출방법을이용하였다. 큰잎모자반으로부터 수용성효소추출물의항산화활성을검토하

기위하여 정상세포인 V79-4 세포에과산화수소를 처리하였을때의과산화수소소거활

성을조사하였으며, 또한 과산화수소에의한세포의산화적손상으로부터큰잎모자반추



- 10 -

출물의 보호효과와 큰잎모자반 효소추출물의 항암효과를 알아보기 위해 대장암 세포

(CT-26 cells), 백혈병 세포(U-937과 HL-60 cells), 자궁암세포(HeLa cells) 및 피부암

세포(B-16 cells)를 이용하여 MTT assay, Comet assay, cell cycle 및 western blot의

apotosis 유도기작을 통해 암세포의 세포 증식억제활성을 알아보았다.
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Part Ⅰ

큰잎모자반(Sargassum coreanum) 유기용매 분획물 및

효소추출물의 항산화활성 측정
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Part Ⅰ

큰잎모자반(Sargassum coreanum) 유기용매 분획물 및

효소추출물의 항산화활성 측정

1. 요약

큰잎모자반(Sargassum coreanum) 유기용매 추출물의 DPPH 소거활성은

Chloroform과 Ethylacetate 획분에서 81% 정도의 활성을 나타냈고, 수용액 획분에

서 가장 낮은 2.55%의 활성을 나타냈다. Ferrous ion 활성은 n-Haxane에서 68.61%

로 가장 높았으며 Chloroform 추출물은 12.41%로 가장 낮게 나타났다. H2O2 소거활

성은 대부분이 80% 이상의 활성을 보였다. 총 폴리페놀함량은 Ethylacetate와

Ethanol에서 각각 0.1764㎎/㎖와 0.1729㎎/㎖로 n-Hexane의 0.0294㎎/㎖ 보다는 높

게 나타났다.

당분해효소나 단백질분해효소 모두다 DPPH 라디칼 소거활성은 88% 이상을 나

타내었고, Neutrase 효소추출물은 거의 93%의 소거활성을 보였다. H2O2 소거활성

에서도 Neutrase와 Celluclast 효소추출물의 다른 효소추출물보다 다소 높은 소거활

성을 나타내었다. DPPH 라디칼 소거활성에서도 >30 kDa의 분획물에서는 현재 상

용되어지고 있는 항산화제 BHA, BHT 및 α-tocopherol 보다도 약간 높은 유해산소

소거율을 보였다. H2O2 소거활성에서는 Neutrase와 Celluclast 효소추출물의 5～10

kDa 분획물이 다른 분획물보다 높은 소거활성을 나타내었으며, 분자량별 분획물의

농도별에서도 같은 결과가 나왔다. DPPH radical 소거활성도 각각 80% 이상 나타

내었다.

2. 재료 및 방법

2-1. 재료
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제주지역에서 서식하고 있는 큰잎모자반(Sargassum coreanum)을 수거하여 불

필요한 이물질을 제거한 후 세척하여 동결건조한다. 이것을 25 mesh 이하가 되도록

분쇄하여 분말화한다. 사용된 효소는 Novo. Co.(Novozyme Nordisk, Bagsvaerd,

Denmark)에서 생산되고 있는 효소들 중 당분해 효소 5종 (Viscozyme L, Celluclast

1.5L, AMG 300L, Termamyl 120L, Ultraflo L), 단백질 분해효소 5종 (Protamex,

Kojizyme 500MG, Neutrase 0.8L, Flavourzyme 500MG, Alcalase 2.4L)을 구입하여

사용하였다. 이들 효소들의 최적 pH와 온도는 Table 1.에 나타내었고,

1,1,-Diphenyl-2-pricrylhydrazyl(DPPH), thiobarbituric acid(TBA),

Trichloroacetic acid(TCA), 3-(2-Pyridyl)-5,6-di(ρ-sulfophenyl)-1,2,4-triazine,

disodium salt(ferrozine), butylated hydroxyanisol(BHA), butylated

hydroxytoluene(BHT), α-tocopherol과 linoleic acid는 Sigma Co.(St. Louis, MO,

USA)에서 구입하였다. 그 밖의 시약들은 분석용 특급을 사용하였다.

2-2. 큰잎모자반의 일반성분 분석

AOAC(1990)에 따라 수분은 상압 105℃ 가열건조법, 지방은 Soxhlet법, 조단백

질은 semi-micro Kjeldahl법 그리고 회분은 건식회화법으로 측정하고 탄수화물

정량은 phenol sulfuric acid법으로 측정한다.

2-3. 큰잎모자반 유기용매 분획물 제조

분말화된 큰잎모자반(Sargassum coreanum) 30g을 환류장치가 부착된 반응기

에 넣고 여기에 70%(v/v) 에탄올 3L를 넣어 80℃에서 교반하면서 24시간 동안

추출하였다. 반응종료 후 추출액을 Whatman No. 1 여지로 여과한 다음 여과액

을 n-Hexane과 1:1비율로 혼합하여 분액여두에 정치시킨 다음 Hexane층과 수용

액층으로 구분하여 Hexnae층을 회수하고 수용액층에 다시 chloroform을 1:1비율

로 혼합하여 위과정을 반복한다. 연속적으로 수용액층에 Ethylacetate, Butanol도

위 과정을 행한다. 이 과정으로 Ethanol, n-Hexane, Chloroform, Ethylacetate,



- 14 -

Butanol 및 수용액층의 6가지 분획물을 제조하였다(Fig. 1). 이 분획물의 용매를

증발시킨 후 Methanol에 용해시켜 100㎖로 정용하여 실험할 때 유기용매 추출물

의 농도는 2 ㎎/㎖로 조절하였다.

2-4. 큰잎모자반 효소추출물 제조

분말화된 큰잎모자반(Sargassum coreanum)을 1% 용액 100 ㎖를 만들어 기질

대비 10%의 효소 100 ㎕(또는 ㎎)을 첨가하여 각각 효소의 최적온도와 pH 조건

에 따라 12시간 동안 가수분해 하였다. 가수분해액중 미반응물질을 제거하기 위

해 3,000 rpm에서 20분간 원심분리하여 상층액을 가지고 라디칼소거능과 폴리페

놀 함량을 측정하였다. 실험할 때 각 효소 추출물의 농도는 2 ㎎/㎖로 조절하였

다.
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Table 1. Optimum hydrolysis conditions of the enzymes used for preparation

of enzymatic extracts.

효 소
최적 조건

pH 온도(℃)

Viscozyme 4.5 50

Celluclast 4.5 50

AMG 4.5 60

Termamyl 6.0 60

Ultraflo 7.0 60

Protamex 6.0 40

Kojizyme 6.0 40

Neutrase 6.0 50

Flavourzyme 7.0 50

Alcalase 8.0 50
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2-5. 큰잎모자반 효소추출물의 분자량별 분획물 제조

분말화된 큰잎모자반(Sargassum coreanum) 1% 용액 2L를 만들어 기질대비

10%의 Celluclast와 Neutrase 효소 2 ㎖을 첨가하여 각각 효소의 최적온도(50℃,

50℃)와 pH(4.5, 6.0) 조건에 따라 12시간 동안 가수분해 하였다. 가수분해액중

미반응물질을 제거하기 위해 3,000 rpm에서 20분간 원심분리하여 상층액을 Fig.

2에 나타낸 Millipore Labscale TFF system을 이용하여 각각 5 kDa, 10 kDa 및

30 kDa의 멤브레인을 이용해 4가지 분자량별(<5 kDa, 5～10 kDa, 10～30 kDa

및 >30 kDa ) 분획물을 제조하였다.

2-6. DPPH free radical scavenging activity

추출물의 자유라디칼 소거활성은 Blois (1958)의 방법을 변형하여 전자공여능

(Electron donating ability, EDA)으로 측정한다. 4.0×10
-4

M DPPH

(1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) 용액 2.9 ㎖에 각 효소분해액 0.1 ㎖를 넣고 5초

간 교반하여 30분간 반응시킨 후 516 ㎚에서 흡광도를 측정하여 대조구에 대한

흡광도의 감소 비율로서 전자공여능을 나타낸다.

2-7. Hydrogen peroxide scavenging activity

H2O2 소거활성은 Müller 등(1985)의 방법에 따라 수행하였다. 즉, 0.1 M

phosphate buffer(pH 5.0) 100 ㎕와 sample를 96 microwell plate에서 혼합시킨

다. 다시 20 ㎕의 H2O2를 첨가시키고 37℃에서 5분간 반응시킨다. 반응이 끝난

후 1.25 mM ABTS 와 peroxidase (1 unit/㎖)를 각각 30 ㎕첨가하여 최종적으로

37℃에서 10분간 반응시켜 ELISA reader를 사용해 405 ㎚에서 활성도를 측정한

다.
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Fig. 1. Scheme of the organic solvent fractionation of Sargassum

coreanum
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Fig. 2. Ultrafiltration membrane system for fractionation of Sargassum

coreanum enzymatic extract according to the molecular weight of

constituents.
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2-8. Metal chelating assay

Metal chelating능은 Decker와 Welch(1990)의 방법에 따라 측정하였다. 시료

0.1 ㎖에 정제수 0.1 ㎖와 0.5 mM FeCl2 0.025 ㎖을 혼합한 후 550 ㎚에서 흡광

도(Abs. 1)를 측정을 하고 이 혼합물에 2.5 mM ferrozine 0.025 ㎖를 첨가한 후

실온에서 20분간 방치한 다음 550 ㎚에서 흡광도(Abs. 2)를 측정하였다. 계산식

은 다음과 같다.

Ferrous ion chelating activity(%)

= [(1-(sample Abs. 2-sample Abs. 1)/(control Abs. 2-control Abs. 1))× 100]

positive control : EDTA

2-9. Total polyphenolic assay

총 페놀함량은 Chandler과 Dodds(1983)의 방법에 따라 측정하였다. 시료 1 ㎖

에 95% 에탄올 1 ㎖, 정제수 5 ㎖ 및 50% Folin-Ciocalteu reagent(Sigma

Chemical, St. Louis, MO) 0.5 ㎖를 혼합하여 5분간 방치한 후 5% Na2CO3 1 ㎖

를 첨가하여 교반시킨 다음 1시간 동안 암소에 둔 후 gallic acid를 표품으로 하

여 725 ㎚에서 흡광도를 측정하였다. 계산식은 Y(㎎/㎖)=10.668X - 0.0122이고,

blank는 95% 에탄올 사용하였다.
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3. 결과

3-1. 큰잎모자반의 일반성분 분석

채집한 큰잎모자반(Sargassum coreanum)을 불필요한 이물질을 제거한 후 세

척, 동결건조 다음 25 mesh 이하가 되도록 분쇄하여 분말화 하여 일반성분을 분

석한 결과는 Table 2와 같다.

탄수화물의 함량이 전체의 약 67%를 차지하였다. 여러 해조류들 중에 갈조류

는 다당류를 비롯한 탄수화물 성분을 다량으로 함유하고 있다고 알려져 있는데

본 실험에서 또한 가장 많은 함량을 차지하고 있는 것을 확인하였다. 또한 각종

미네랄 및 비타민들을 다량으로 함유하고 있어서 회분함량도 12.77%를 나타내었

고, 단백질의 함량이 14.4%를 차지하였고, 수분이 약 4.3%, 지방의 함량이 약

1.33% 내외의 함량을 나타내었다.

3-2. 큰잎모자반 유기용매 분획물의 수율

큰잎모자반(Sargassum coreanum)을 Ethanol, n-Hexane, Chloroform,

Ethylacetate, Butanol 등의 유기용매로 추출하여 수용액분까지 6가지 분획물을

얻은 결과를 Table 3.에 나타내었다. 용매를 증발시킨 후의 수율은 수용액분이

20.76%로 가장 높게 나타났으며 그 다음은 Ethylacetate 분획물이 8.52%의 수율

를 나타냈으며 n-Hexane 분획물이 1.38%로 가장 낮은 수율을 보였다.
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Scientific name Moisture Ash Protein
Carbohyd

rate
Lipid

Sargassum coreanum 4.30 12.77 14.40 67.21 1.33

Table 2. Chemical composition of Sargassum coreanum(%)



- 22 -

Organic

solvent

After solvent extraction After solvent evaporation

Content

(㎎/㎖)

Total

content

(g)

Yield

(%)

Content

(㎎/㎖)

Total

content

(g)

Yield

(%)

EtOH 5.87 1.47 4.89 9.5 0.95 3.17

n-Hexane 0.47 0.86 2.88 4.13 0.41 1.38

Chloroform 0.53 1.38 4.59 6 0.60 2

Ethylacetate 2.47 2.96 9.86 25.57 2.56 8.52

Butanol 2.4 3.16 10.54 13.17 1.32 4.39

Aqueous 21.6 6.61 22.03 31.13 6.23 20.76

Residue 12.40 41.33

Total 28.84 96.12

Table 3. Yield(%) of various organic solvent extracts of Sargassum coreanum

* Sample weight : 30g
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3-3. 큰잎모자반의 유기용매 추출물의 라디칼 소거활성

큰잎모자반(Sargassum coreanum) 유기용매 추출물의 라디칼 소거활성과 폴리

페놀 함량의 결과를 Table 4.에 나타내었다. DPPH 소거활성은 Chloroform과

Ethylacetate 획분에서 81% 정도의 활성을 보였으며, 수용액 획분에서 가장 낮은

2.55%의 활성을 나타냈다. DPPH은 자유라디칼의 일반적인 화합물이고 여러 가

지 항산화 성분의 자유라디칼 소거능을 평가할 때 가장 널리 사용되고 있다

(Hatano et al., 1989). 대부분의 자유라디칼 소거성분들은 친수성 용매 분획물

(ethylacetate)과 관련이 있는 경향이 있다.

Ferrous ion 활성은 n-Haxane에서 68.61%로 가장 높았으며 Chloroform 추출

물은 12.41%로 가장 낮게 나타났다. 철, 구리, 망간과 같이 전이금속이온들은 모

든 유기체에 보편적으로 분포되어 있으며 지질산화에 직, 간접적으로 관여하고

있다. 더 높은 원자상태 금속인 Ferrous ion은 전자전이 또는 지질 alkyl 라디칼

형성을 통해 지질산화에 참여하는 것으로 알려져 있다(Halliwell, 1991). Metal

킬레이트능은 지질과산화에 있어서 전이금속을 촉진을 늦추어 주는데 기여한다

(Duh et al., 1999).

유기용매 추출물의 H2O2 소거활성은 대부분이 80% 이상의 활성을 보였다.

H2O2는 non-radical 화합물이지만 생체막을 통과하는데 매우 중요하다. 비록 자

체는 반응성이 낮지만 hydroxyl radicals과 같은 반응성이 높은 종으로 전환될수

있다. H2O2 소거활성 측정은 과산화수소와 같은 전단계산화제 level을 감소시키

는 항산화제의 능력을 결정하는 유용한 방법중의 하나이다(Czochra and

Widensk, 2002).

총 폴리페놀함량은 Ethylacetate와 ethanol에서 각각 0.1764 ㎎/㎖와 0.1729 ㎎/

㎖로 n-Hexane의 0.0294 ㎎/㎖ 보다는 높게 나타났다. 많은 연구자들은 해조류

의 polyphenol은 항산화활성과 관련이 있고, 지질과산화를 안정화시키는데 중요

한 역할을 한다고 하였으며, polyphenolic 성분들은 인간의 돌연변이 생성이나 발

암현상을 저해하는 효과를 가진다(Tanaka et al., 1998)

약용식물 9가지의 methanol 추출물의 DPPH 라디칼 소거활성을 측정한 결과

Areca catechu var. dulcissima 추출물이 IC50의 값이 1.8 ㎍/㎖로 가장 높은
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DPPH 소거활성을 나타내었고, Cinnamomun cassia, Paeonia suffruticosa와

Alpinia officinarum의 추출물이 다른 추출물보다 높은 DPPH 소거활성을 보였으

며, 또한 모든 추출물들이 농도의존적으로 DPPH 소거활성을 보였다고 보고하였

다(Lee et al., 2003).

지충이(Sargassum thunbergii)이의 유기용매 추출물 총페놀함량에서

chloroform 추출물이 22.5±0.8 ㎎/100 ㎖, methanol 추출물이 20.1±0.6 ㎎/100 ㎖

전자공여능은 Hexane 추출물을 제외한 모든 시료에서 추출물의 농도가 높을수

록 그 효과가 증가하였으며, 특히 추출물의 농도가 1000 ㎍/㎖일때 methanol 추

출물과 water 추출물에서 각각 70.4%와 63.2%의 라디칼 소거능을 보였다고 보

고하였다(Choi et al., 2006).

톳(Hizikia fusiformis)의 여러 가지 유기용매 추출물과 수용액에서의 DPPH

소거활성은 organic ethylacetate 분획물(IC50 = 0.113±0.02 ㎎/㎖)이 BHT((IC50 =

0.36±0.002 ㎎/㎖)보다 활성이 높았으며, 또한 organic n-Hexane 분획물(IC50 =

0.144±0.03 ㎎/㎖)과 수용액 chloroform 분획물(IC50 = 0.157±0.03 ㎎/㎖)도 강한

DPPH 소거활성을 나타내었고, ethylacetate의 organic과 수용액 분획물에서 각각

IC50 = 1.9±0.02 ㎎/㎖, IC50 = 2.54±0.05 ㎎/㎖로 비교적 높은 H2O2 소거활성을

보였지만 상업용 항산화제 BHT(IC50 = 0.07±0.004 ㎎/㎖)와 α-tocopherol(IC50 =

0.127±0.03 ㎎/㎖)보다는 H2O2 소거활성이 낮았으며, 금속 킬레이트능은

chloroform 수용획분(IC50 = 0.131±0.002 ㎎/㎖)과 ethylacetate 수용획분(IC50 =

0.18±0.07 ㎎/㎖)이 α-tocopherol(IC50 = 1.72±0.2 ㎎/㎖)보다 높은 금속 킬레이트

능을 보였으며, 이러한 결과 organic 분획물보다는 수용획분에서 더 높은 금속

킬레이트능을 나타내었다고 보고하였다(Karawita et al., 2005).
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DPPH

scavenging

activity

(%)

Ferrous ion

chelating

activity

(%)

H2O2

scavenging

activity

(%)

Total

polyphenolic

content

(㎎/㎖)

EtOH 49.10 56.50 83.98 0.1729

n-Hexane 41.27 68.61 84.99 0.0294

Chloroform 81.28 12.41 84.14 0.1171

Ethylacetate 81.54 42.60 84.22 0.1764

Butanol 57.93 37.82 79.41 0.1683

Aqueous 2.55 48.28 85.01 0.0451

Table 4. Scavenging activities of reactive oxygen species and total

polyphenolic contents of various organic solvent extract of

Sargassum coreanum

* Test sample content : 2 ㎎/㎖
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3-4. 큰잎모자반 효소추출물의 분자량별 수율

최적가수분해 조건에서 추출한 큰잎모자반(Sargassum coreanum)의 Celluclast

와 Neutrase 효소추출물을 Millipore Labscale TFF system을 이용하여 각각 5

kDa, 10 kDa 및 30 kDa의 분자량 membrane를 이용하여 4가지 분자량별(<5

kDa, 5～10 kDa 10～30 kDa 및 >30 kDa) 분획물의 수율을 Table 6.에 나타내

었다. Neutrase 효소추출물의 분자량별 분획물에서는 5 kDa 이하가 19.5%로 가

장 높은 수율을 나타내었고, 10～30 kDa 분획물이 1.8%로 가장 낮은 수율을 나

타내었다. Celluclast 효소추출물의 분자량별 분획물에서는 >30 kDa이 29.8%로

수율이 가장 높았고, 5～10 kDa 분획물이 2.8%로 가장 낮은 수율을 나타내었다.

큰잎모자반(Sargassum coreanum)으로부터의 총수율은 Celluclast 효소추출물이

61.95%로 Neutrase 효소추출물의 47.9%보다 약 14%정도 높은 수율을 나타내었

다.

톳(Hizikia fusiformis)을 원료로 하여 NOVO. Ltd., 각각 5가지 당분해효소와

단백질분해효소를 이용하여 최적pH와 온도에서 기질대비 5%의 효소를 첨가하여

3일간 반응시킨 효소분해물의 수율은 당분해효소 Viscozyme, Termamyl,

Ultraflo과 5가지 단백질분해효소 모두 35% 이상이었으며, 40% 이상인 것도 있

었다. 복합효소(Alcalase 2.5% + Ultraflo 2.5%) 분해물의 41.3% 이었고, 이 분해

물의 분자량별 분획물에서 >30 kDa 분획물이 다른 분획물(10～30 kDa, 1～10

kDa, <1 kDa)보다 높은 수율을 나타내었다(Siriwardhana et al., 2004).

3-5. 큰잎모자반의 효소추출물의 라디칼 소거활성

생체내에서 산화와 관련된 현상으로 세포막에 존재하는 지질은 산소에서 유래

되는 superoxide anion radical, Hydroxyl radical, singlet oxygen 및 H2O2 등의

활성산소와 결합하여 과산화물을 만들고, 이들의 연속반응에 의하여 alchohol류,

aldehyde류, ketone류 등을 생성함으로써 생체내에서 DNA를 손상시켜 암을 유

발할 뿐만 아니라, 세포노화, 세포막 분해, 지방산화 등 심각한 생리적인 장애를

일으킨다. 따라서 본 실험에서는 큰잎모자반(Sargassum coreanum)을 당분해 효
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소 5종 (Viscozyme L, Celluclast 1.5L, AMG 300L, Termamyl 120L, Ultraflo

L), 단백질 분해효소 5종 (Protamex, Kojizyme 500MG, Neutrase 0.8L,

Flavourzyme 500MG, Alcalase 2.4L)을 이용하여 최적가수분해 조건에서 분해한

분해물의 라디칼 소거활성 결과를 Table 5에 나타내었다.

당분해효소나 단백질분해효소 모두다 DPPH 소거활성은 88% 이상을 나타내었

고, Neutrase와 Celluclast 효소추출물은 거의 93%의 소거활성을 보였다. H2O2

소거활성에서도 Neutrase와 Celluclast 효소추출물은 다른 효소추출물보다 다소

높은 58%의 소거활성을 나타내었다.

톳(Hizikia fusiformis)을 원료로 하여 NOVO. Ltd., 각각 5가지 당분해효소와

단백질분해효소의 최적가수분해 조건에서 얻은 효소분해물의 DPPH 소거활성은

모든 효소분해물에서 70% 이상을 나타내었다. 또한 당분해효소 AMG,

Termamyl, Ultraflo와 단백질분해효소 Flavourzyme와 Alcalase 분해물이 상대적

으로 더 강한 H2O2 소거활성을 보였으며, 복합효소(Alcalase 2.5% + Ultraflo

2.5%) 분해물의 DPPH 소거활성은 84.5%, H2O2 소거활성은 71%로 단일효소보다

는 높은 소거활성을 나타내었다(Siriwardhana et al., 2004).

Ecklonia cava의 효소추출물은 상업용 항산화제인 α-tocopherol, BHA보다는

낮고 BHT보다는 높은 70% 정도의 자유라디칼 소거활성을 나타내었고, 나머지

효소추출물들은 낮은 자유라디칼 소거활성을 나타내었다. H2O2 소거활성에서도

여러 효소추출물들이 거의 90%의 소거활성을 나타내었는데 특히 Ishige

okamurae Kojizyme 추출물은 가장 높은 96%의 소거활성을 나타내었다.

Sargassum horneri의 Ultraflo와 Alcalase 추출물들은 비교적 높은 90%의 소거

활성을 나타내었고, 이러한 소거활성은 상업용 항산화제인 α-tocopherol, BHA

및 BHT의 각각 64.11%, 67.37% 및 50.32% 보다도 높다고 보고하였다(Heo et

al., 2005).

갈조류 잘록이 고리매(Scytosiphon lomentaria) 효소추출물의 DPPH 라디칼 소

거활성은 농도의존적이었으며, AMG, Celluclast, Termamyl, Ultraflo 및

Viscozyme 추출물은 DPPH 소거활성은 0.125 ㎎/㎖의 농도에서 각각 88.21%,

90.85%, 88.00%, 87.52% 및 95.54%를 나타냈고, Alcalase, Flavourzyme,

Kojizyme, Neutrase 및 Protamex 추출물의 DPPH 소거활성은 같은 농도에서 각
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각 88.84%, 87.12%, 82.45%, 74.03% 및 78.06%의 활성을 나타내었다고 보고하였

다(Ahn et al., 2004).

톳(Hizikia fusiformis)의 효소추출물(OE)과 그 친수성 phlorotannis 추출물

(CHPE)의 DPPH 소거활성은 농도의존적으로 증가하였으며, CHPE에서의 농도별

DPPH(6 × 10
-5
M) 소거활성은 0.25 ㎎/㎖(37.3%), 0.5 ㎎/㎖(78.2%) 및 1㎎/㎖

(91.6%)으로 OE의 같은 농도에서 각각 11.4%, 34.6% 및 61.7%보다 더 높은

DPPH 소거활성을 나타내었다고 보고하였다(Siriwardhana et al., 2005).

이 두 효소추출물을 다시 분자량별로 분획하여 그 분획물의 라디칼 소거활성

을 Table 7.에 나타내었다. 표에서 보는 것처럼 거의 대부분의 분획물에서 소

거활성을 나타내었는데, DPPH 소거활성에서도 >30 kDa의 분획물은 88.23%로

현재 상용되고 있는 항산화제 BHA, BHT 및 α-tocopherol의 각각 85.46%,

78.05% 및 87.54%보다 약간 높은 DPPH 소거활성을 보였다. H2O2 소거활성에서

는 Neutrase와 Celluclast 효소추출물의 5～10 kDa 분획물의 소거활성이 다른 분

획물보다 높게 나타내었다.

큰잎모자반 Celluclast와 Neutrase 추출물의 분자량별 분획물의 농도별 H2O2와

DPPH 소거활성을 측정한 결과를 Fig. 3과 Fig. 4에 나타내었다.

Fig. 3에서 H2O2의 소거활성이 두효소 추출물 모두에서 분자량 5～10 kDa에서

다른 분자량 분획물보다 높게 나타났으며, 500 ㎍/㎖의 분획물 농도에서는 약 70%

정도의 소거활성을 나타내었다. Sargassum horneri의 Ultraflo와 Alcalase 효소추출

물의 농도별 H2O2의 소거활성은 8 ㎎/㎖의 농도에서 약 90%의 소거활성을 보였다

고 보고하였다(Heo et al., 2005).

Fig. 4에서는 두효소 추출물에서 >30kDa의 분획물에서 DPPH radical 소거활성

이 각각 80% 이상 나타내었다.

갈조류 E. cava의 항산화활성은 카로테노이드 색소(fucoxanthin), 폴리페놀

(phlorotannins), 비타민(vitamin C 와 E), 황산화 다당류 그들의 분해물(laminarin과

fucoidan) 그리고 단백질 또는 그들 분해물에 기인할 수 있다(Nardella et al., 1996;

Yan et al., 1999; Burtin, 2003).

톳(Hizikia fusiformis)의 복합효소(Alcalase 2.5% + Ultraflo 2.5%) 분해물의 총페

놀함량은 >30 kDa, 1～10 kDa, 10～30 kDa, <1 kDa 순으로 낮았으며, DPPH의 소
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거활성은 <1 kDa이 다른 3가지 분획물보다 상대적으로 더 낮았고, 1～10 kDa 분획

물이 가장 높은 DPPH 소거활성을 나타내었지만 다른 두가지 분획물과 크게 차이가

나지는 않았다. H2O2 소거활성도 DPPH와 유사한 결과를 얻었다고 보고하였다

(Siriwardhana et al., 2004).

지충이(Sargassum thunbergii)의 당분해효소 AMG, Celluclast, Termamyl,

Ultraflo 및 Viscozyme의 효소분해물의 25 ㎍/㎖ 농도에서 DPPH 소거활성은 각각

93.8%, 83.9%, 62.9%, 95.6% 및 61.1% 나타났으며 농도의존적이었다. 같은 농도에

서 단백질 분해효소 Alcalase, Flavorzyme, Kojizyme, Neutrase 및 Protamex의 효

소분해물의 DPPH 소거활성은 각각 95.9%, 75.1%, 80.4%, 71.8% 및 59.4%을 나타내

었다. 모든 효소추출물에서 DPPH 활성을 가지고 있었으며, AMG와 Alcalase 추출

물의 활성이 가장 높았으며 각각의 IC50값은 1.56 ㎍/㎖와 1.35 ㎍/㎖을 나타내었다.

H2O2 소거활성에서는 단백질 분해효소 추출물들은 80% 이상이었고, 특히 당분해

효소인 Ultraflo 추출물은 90% 이상의 H2O2 소거활성을 나타내었다. Alcalase와

Ultraflo 효소추출물의 농도별 H2O2 소거활성에서는 Alcalase 효소추출물이 1 ㎎/㎖

이하의 농도에서는 Ultraflo 추출물과 비교해서 더 높은 H2O2 소거활성을 보였으나

2 ㎎/㎖ 이상에서는 유사한 활성을 나타내었다고 보고하였다(Park et al., 2005).
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(㎎/㎖)

Kojizyme 92.50 31.18 54.83 0.1164

Ultraflo 88.50 57.58 42.94 0.0991

Protamax 92.41 26.79 55.18 0.1206

Neutrase 92.78 59.51 57.97 0.1242

Termamyl 89.71 28.33 44.90 0.0946

Viscozyme 92.03 35.18 57.37 0.1085

Celluclast 92.42 48.88 58.28 0.1151

Alcalase 91.35 29.10 56.44 0.1120

Flavozyme 92.33 34.33 55.17 0.1137

AMG 90.11 50.19 39.38 0.0916

Table 5. Scavenging activities of reactive oxygen species and total

ployphenolic contents of the various enzymatic extract of

Sargassum coreanum

* Test sample content : 2 ㎎/㎖
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Mol. Fr.
Vol.

(㎖)

Dry weitgt

(㎎/㎖)

Total

content

(g)

Yield

(%)

Neutrase

Crude liquid 200 6.65 1.33 6.65

>30 kDa 315 10.7 3.37 16.86

10～30 kDa 180 2 0.36 1.8

5～10 kDa 310 2 0.62 3.1

<5 kDa 290 13.45 3.90 19.51

47.92

Celluclast

Crude liquid 200 6.4 1.28 6.4

>30 kDa 545 10.95 5.97 29.84

10～30 kDa 345 4.9 1.69 8.46

5～10 kDa 115 4.85 0.56 2.79

<5 kDa 106 27.25 2.89 14.45

61.95

Table 6. Yield(%) of the different molecular weight fractions of Sargassum

coreanum Celluclast and Neutrase extract.

* Sample weight : 20g
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Treated

enzyme
Mol. Fr.

DPPH

scavenging

activity

(%)

Ferrous ion

chelating

activity

(%)

H2O2

scavenging

activity

(%)

Total

polyphenolic

content

(㎎/㎖)

Neutrase

Crude liquid 89.15 44.59 46.92 0.0869

>30 kDa 88.23 86.47 48.60 0.1362

10～30 kDa 66.30 67.70 46.99 0.1538

5～10 kDa 64.02 -35.27 52.94 0.1558

<5 kDa 63.80 18.65 14.47 0.0420

Celluclast

Crude liquid 84.55 37.43 48.23 0.0945

>30 kDa 91.02 52.43 40.85 0.1180

10～30 kDa 73.81 24.20 43.31 0.0982

5～10 kDa 75.77 74.46 53.08 0.1111

<5 kDa 72.56 18.51 10.20 0.0338

Commercial

antioxident

BHA 85.46

BHT 78.05

α-tocopherol 87.54

Table 7. Scavenging activities of reactive oxygen species and total phenolic

contents of the different molecular weight fractions of Sargassum

coreanum Celluclast and Neutrase extract.

* Test sample content : 2 ㎎/㎖
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Fig. 3. Hydrogen peroxide scavenging activity(%) with different concentration

of the different molecular weight fractions of Sargassum coreanum

Celluclast and Neutrase extract.
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Fig. 4. DPPH radical scavenging activity(%) with different concentration of

the different molecular weight fractions of Sargassum coreanum

Celluclast and Neutrase extract.
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4. 결론

큰잎모자반(Sargassum coreanum) 유기용매 추출물의 DPPH 소거활성은

Chloroform과 Ethylacetate 획분에서 81% 정도의 활성을 나타냈고, 수용액 획분

에서 가장 낮은 2.55%의 활성을 나타냈다. Ferrous ion 활성은 n-Haxane에서

68.61%로 가장 높았으며 Chloroform 추출물은 12.41%로 가장 낮게 나타났다.

H2O2 소거활성은 대부분이 80% 이상의 활성을 보였다. 총 폴리페놀함량은

Ethylacetate와 Ethanol에서 각각 0.1764 ㎎/㎖와 0.1729 ㎎/㎖로 n-Hexane의

0.0294 ㎎/㎖ 보다는 높게 나타났다.

당분해효소나 단백질분해효소 모두다 DPPH 소거활성은 88% 이상을 나타내었

고, Neutrase 효소추출물은 거의 93%의 소거활성을 보였다. H2O2 소거활성에서도

Neutrase와 Celluclast 효소추출물의 다른 효소추출물보다 다소 높은 소거활성을 나

타내었다. DPPH free radical에서도 >30 kDa의 분획물에서는 현재 상용되어지고

있는 항산화제 BHA, BHT 및 α-tocopherol 보다도 약간 높은 유해산소 소거율을

보였다. H2O2 소거활성에서는 Neutrase와 Celluclast 효소추출물의 5～10 kDa 분획

물이 다른 분획물보다 높은 소거활성을 나타내었다. 이들 두 효소의 분자량별 분획

물의 농도별 H2O2 소거활성이 두효소 추출물 모두에서 분자량 5～10 kDa에서 다른

분획물보다 높게 나타났으며, DPPH radical 소거활성도 각각 80% 이상 나타내었

다.
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Part Ⅱ

큰잎모자반(Sargassum coreanum) 분자량별 분획물의 H2O2

처리에 따른 V79-4 세포의 세포손상 보호효과
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Part Ⅱ

큰잎모자반(Sargassum coreanum) 분자량별 분획물의 H2O2

처리에 따른 V79-4 세포의 세포손상 보호효과

1. 요약

세포상에서 큰잎모자반 Celluclast와 Neutrase 추출물의 5～10 kDa 분획물의

H2O2 소거활성은 100 ㎍/㎖ 농도에서 두 추출물 모두 약 70% 정도의 활성을 나

타내었다.

Celluclast와 Neutrase 추출물의 H2O2에 의한 V79-4 세포의 세포사멸 억제효

과는 Celluclast와 Neutrase 분획물 모두에서 농도 비례적으로 세포 생존율이 증

가하였으며 농도가 100 ㎎/㎖ 약 70%의 우수한 세포 보호효과를 가지는 것을 확

인하였다.

Alkaline comet assay를 이용하여 H2O2 처리로 손상된 L-5178 세포의 DNA

손상에 대한 Celluclast 추출물 5～10 kDa 분획물의 농도별 처리에 따른 세포손

상 저해효과는 H2O2를 처리하지 않은 대조구의 경우 DNA 손상이 약 7%였던

것이 H2O2 처리로 약 50%로 높은 DNA 손상을 입었으나 효소분획물 100 ㎍/㎖

의 농도를 처리함으로써 약 15%정도의 DNA 손상만 보였다. 농도에 따른 세포

손상 저해효과는 25 ㎍/㎖의 농도에서는 30% 정도였고, 100 ㎍/㎖의 농도에서는

저해효과가 약 70%까지 보였다. Neutrase 추출물 5～10 kDa 분획물의 농도별

처리의 결과도 Celluclast 추출물과 유사한 결과를 나타내었으며 Neutrase 추출

물보다는 Celluclast 추출물이 DNA 손상을 더 억제하는 것으로 판단된다.

V79-4 세포를 H2O2 처리 후 분획물의 농도별 처리에 따른 apoptosis 유도 억

제효과는 형광형미경을 통하여 세포의 형태적 변화를 통하여 알아보았는데 H2O2

만을 처리하였을 때 H2O2를 처리하지 않은 대조군에 비해 apoptotic body가 많

이 관찰되었다. 반면 Celluclast 5～10 kDa 분획물을 100 ㎍/㎖의 농도에서는 거
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의 대조구와 유사한 형태를 유지하였고, Neutrase 추출물 5～10 kDa 분획물의

경우는 Celluclast와 비교하며 다소 떨어지는 apoptosis 유도 억제효과를 보였다.

큰잎모자반 Neutrase 추출물의 5～10 kDa 분획물의 농도별 처리에 따른 V79-4

cell의 항산화효소 SOD와 CAT의 활성은 25, 50 및 100 ㎍/㎖ 처리시 SOD 활성이

각각 21%, 38% 및 67%씩 증가하였다. CAT의 경우는 각각 9.6%, 24% 및 45%씩

증가하였다. Celluclast 추출물의 경우 SOD와 CAT의 활성은 25, 50 및 100 ㎍/㎖씩

처리시 SOD 활성이 각각 16%, 36% 및 58%씩 증가하였다. CAT의 경우 각각 15%,

23% 및 41%씩 증가하였다.

2. 재료 및 방법

2-1. 재료

제주지역에서 서식하고 있는 큰잎모자반(Sargassum coreanum)을 수거하여 불

필요한 이물질을 제거한 후 세척하여 동결건조한다. 이것을 25 mesh 이하가 되

도록 분쇄하여 분말화한다. 사용된 효소는 Novo. Co.(Novozyme Nordisk,

Bagsvaerd, Denmark)에서 생산되고 있는 효소들 중 당분해 효소 5종

(Viscozyme L, Celluclast 1.5L, AMG 300L, Termamyl 120L, Ultraflo L), 단백

질 분해효소 5종 (Protamex, Kojizyme 500MG, Neutrase 0.8L, Flavourzyme

500MG, Alcalase 2.4L)을 구입하여 사용하였다. 이들 효소들의 최적 pH와 온도

는 Table 1.에 나타내었고, 1,1,-Diphenyl-2-pricrylhydrazyl(DPPH),

thiobarbituric acid(TBA), Trichloroacetic acid(TCA), 3-(2-Pyridyl)-5,6-di(ρ

-sulfophenyl)-1,2,4-triazine, disodium salt(ferrozine), butylated

hydroxyanisol(BHA), butylated hydroxytoluene(BHT), α-tocopherol과 linoleic

acid는 Sigma Co.(St. Louis, MO, USA)에서 구입하였다. 그 밖의 시약들은 분석

용 특급을 사용하였다.

2-2. 큰잎모자반 효소추출물의 분자량별 분획물 제조
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분말화된 큰잎모자반(Sargassum coreanum) 1% 용액 2L를 만들어 기질대비

0.1%의 Celluclast와 Neutrase 효소 2 ㎖을 첨가하여 각각 효소의 최적온도(50℃,

50℃)와 pH(4.5, 6.0) 조건에 따라 12시간 동안 가수분해 하였다. 가수분해액중

미반응물질을 제거하기 위해 3,000rpm에서 20분간 원심분리하여 상층액을 Fig. 1

에 나타낸 Millipore Labscale TFF system을 이용하여 각각 5 kDa, 10 kDa 및

30 kDa의 멤브레인을 이용해 4가지 분자량별(<5 kDa, 5～10 kDa, 10～30 kDa

및 >30 kDa) 분획물을 제조하였다.

2-3. 세포배양

V79-4 세포는 10%(v/v) heat-inactivated fetal calf serum과 streptomycin(100

㎍/㎖) 및 penicillin(100㎍/㎖)이 포함된 Dulbecco's modified Eagle's 배양액을

이용하여 37℃, 5% CO2 배양기 내에서 배양하면서 실험에 사용하였다.

L-5178 세포는 10%(v/v) heat-inactivated fetal bovine serum(FBS),

penicillin(100 ㎍/㎖) 및 streptomycin(100 ㎍/㎖)가 함유된 RPMI 1640 배양액을

이용하여 37℃, 5% CO2 배양기 내에서 배양하면서 실험에 사용하였다.

2-4. 세포상에서의 hydrogen peroxide 소거활성

V79-4 cell들을 well당 약 1.5×10
5
세포수가 되도록 96 well에 각각 접종한 후

에 16시간 동안 37℃, 5% CO2 배양기에서 배양하여 세포가 잘 붙도록 한다. 그

리고 난 후에 시료 추출물을 여러 농도로 처리한 후 37℃, 5% CO2 배양기에서

30분간 배양한다. H2O2 (stock 20 mM)를 10 ㎕씩 가한 후 (최종 농도 1 mM)

다시 37℃, 5% CO2 배양기에서 30분간 배양한다. 반응기에서 well을 꺼내어

DCFH-DA (stock 500 μM)를 20 ㎕씩 가한 후 spectrofluormeter (excitation

485 nm, emission 535 nm)로 측정한다. 시료를 넣지 않고 활성 산소종 형성만을

측정한 것을 대조군으로 정하고, 시료를 넣어 H2O2를 소거시키는 시료 처리군과

비교하여 H2O2 저해율을 구한다.
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2-5. 형광현미경을 이용한 세포의 형태적 관찰

V79-4 cell을 well당 약 1×10
5
세포수가 되도록 96 well에 각각 접종한다. 그리

고 난 후에 시료 추출물을 여러 농도로 처리한 후 37℃, 5% CO2 배양기에서 24

시간 배양한다. 반응기에서 well을 꺼내어 Hoechst 33342 형광 염색약을 가하고

37℃, 5% CO2 배양기에서 10분간 배양한 후 형광 현미경으로 관찰한다. 세포가

손상을 받은 경우는 핵이 작은 파편 모양으로 염색이 되는 것을 관찰할 수 있다.

2-6. Cell viability 측정

V79-4 세포들을 well당 약 1.5×10
5
세포수가 되도록 96 well에 각각 접종한 후

에 16시간 동안 37℃, 5% CO2 배양기에서 배양하여 세포가 잘 붙도록 한다. 그

리고 난 후에 시료 추출물을 여러 농도로 처리한 후 37℃, 5% CO2 배양기에서

30분간 배양한다. H2O2 (stock 20 mM)를 10 ㎕씩 가한 후 (최종 농도 1 mM)

다시 37℃, 5% CO2 배양기에서 24시간 배양한다. 반응기에서 well을 꺼내어

MTT 시약 (stock 2 ㎎/㎖)을 50 ㎕씩 가한 후 37℃, 5% CO2 배양기에서 4시간

배양한다. 상등액을 조심스럽게 버린 후 DMSO를 150 ㎕씩 가하여 잘 섞고 540

nm에서 측정하여 세포 생존율을 구한다.

2-7. Nuclear staining with Hoechst 33342

세포의 핵 형태는 cell-permeable DNA dye Hoechst 33342을 사용하여 측정하

였다. 염색된 핵들의 형태에서 동질성을 가진 세포는 핵들이 생동적인 반면 염색

질 응축 또는 파편은 apoptosis를 의미하는 것이다(Gschwind and Huber, 1995;

Lizard et al., 1995). V79-4 cell들을 well당 약 1.5×10
5
세포수가 되도록 96 well

에 각각 접종한 후에 16시간 배양한 후 이 cell에 여러 가지 농도의 분획물을 처

리한 다음 1시간 더 배양하고, 최종농도 1mM되게 H2O2를 첨가하여 24시간 배양

한다. 그 다음 1.5㎕의 Hoechst 33342(10 ㎎/㎖)와 DNA-specific fluorescent dye

를 각 well당 첨가하여 37℃에서 10분간 배양하였다. 핵 응축정도를 관찰하기 위
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해 염색된 cell들은 CoolSNAP-Pro color digital camera가 장착된 fluorescence

microscope로 관찰하였다.

2-8. Alkaline comet assay를 이용한 DNA 손상 측정

Alkaline comet assay 는 Singh (1988)의 방법을 수정, 보완하여 실시하였다.

L-5178 세포를 well당 약 4×10
4
세포수가 되도록 24 well에 각각 접종한다. 그리

고 난 후에 시료 추출물을 여러 농도로 처리한 후 37℃, 5% CO2 배양기에서 2

시간 배양한다. 그 다음 75 ㎕의 0.7% low melting agarose gel (LMA)과 섞은

후, 0.5% normal melting agarose (NMA)가 precoating된 fully frosted slide 위

로 임파구와 LMA의 현탁액이 골고루 분산되게 한 후 cover glass로 덮어 4℃

냉장고에 약 10분간 보관하였다. Gel이 굳으면 cover glass를 벗기고 그 위에 다

시 0.7% LMA 용액 75 ㎕를 slide 위에 떨어뜨린 후 다시 cover glass를 덮어

gel이 굳을 때까지 냉장 보관하였다. Gel이 굳은 것을 확인한 뒤 cover glass를

벗기고 미리 준비해 둔 차가운 alkali lysis buffer (2.5 M NaCl, 100 mM

Na2EDTA, 10 mM Tris)에 사용직전에 1% Triton X-100와 10% DMSO를 섞은

후 slide를 담가 저온, 암실에서 1시간 동안 침지 시켜 DNA의 double strand를

풀어주었다. Lysis가 끝난 slide를 electrophoresis tank에 배열하고 실험직전 제

조하여 냉장 보관하였던 전기영동 buffer (300 mM NaOH, 10 mM Na2EDTA,

pH>13)를 채워 40분 동안 unwinding 시켜 DNA의 alkali labile sites가 드러나

게 한 후 25 V/300 ± 3 mA의 전압을 걸어 20분간 전기영동을 실시하였다. 빛에

의해 DNA가 부가적으로 손상되는 것을 방지하기 위해 위의 과정은 전기영동

tank를 어두운 천으로 덮은 채 실시하였다. 전기영동이 끝난 후 0.4 M Tris 완충

용액 (pH 7.4)에 10분씩 담가 세척하는 과정을 3회 반복하여 slide를 건조시켰다.

20 ㎕/ml 농도의 ethidium bromide로 핵을 형광 염색하고 cover glass로 덮은

뒤 형광현미경 (Leica, Germany) 상에서 관찰하였다. CCD camera (Nikon,

Japan)를 통해 보내진 각각의 세포핵 image는 Komet 4.0 comet image

analyzing system (Kinetic Imaging, UK)이 설치된 컴퓨터 상에서 분석하였다.

임파구의 DNA 손상정도는 핵으로부터 이동한 DNA 파편의 거리 (tail length,
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TL) 또는 tail length에 tail내 함유된 DNA%를 곱해준 tail moment (TM) 값을

측정하여 나타내었다.

2-9. Flow cytometry analysis

Flow cytometry analysis는 apoptotic sub-G1 hypodiploid cells(Nicoletti et al.,

1991)의 비율을 결정하기 위해 수행하였다. V79-4 세포를 well당 약 1.0×10
5
세

포수가 되도록 96 well에 각각 접종하여 16시간 동안 배양한 후 효소분해물을 농

도별로 첨가한다. 1시간 후 H2O2를 처리한 다음 24시간 동안 배양하였다. 정해진

시간에 자란 cell들을 70% 에탄올 1㎖를 첨가하여 4℃에서 30분간 고정시켰다.

그 다음 phosphate buffered saline(PBS)로 두 번정도 cell을 씻은 후 100㎍ PI

와 100㎍ RNase가 포함된 PBS 용액 1ml를 첨가하여 37℃에서 30분간 암소에

두었다. Flow cytometry analysis는 FACSCalibur flow cytometer(Becton

Dichinson, San Jose, USA)를 이용하여 분석하였다.

Cell cycle의 효과는 cell cycle의 각 phase에서 cell 분포%의 변화로 결정하고,

computer program Cell Quest와 Mod-Fit(Wang et al., 1999)에 의해 생성된 막

대그래프로 평가하였다.

2-10. 항산화효소 분석

V79-4 세포를 well당 약 1.0×10
5
세포수가 되도록 96 well에 각각 접종하여 16

시간 동안 배양한 후 효소분해물을 농도별로 첨가한 1시간 배양한다. 배양된 cell

을 10 mM phosphate buffer(pH 7.5)에 현탁시켜 얼음물에서 15초 동안 두 번

초음파 조사하여 용해한 후 1% Triton X-100을 첨가하여 얼음물에서 10분간 배

양한다. 용해물의 세포찌거기를 제거하기 위해 4℃에서 5,000×g로 10분간 원심분

리한다. 상층액의 단백질 함량은 bovine serum albumin을 표품으로하여

Bradford 방법에 따라 분석하였다.

SOD 활성은 epinephrine auto-oxidation inhibition(Misra and Fridovich, 1972)

level을 측정하였다. 단백질 50 ㎍에 500mM phosphate buffer(pH 10.2)와 1mM
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epinephrine을 첨가한다. epinephrine은 pH 10에서 급격히 adrenochrom으로 자동

산화를 겪는다. pink color 반응물을 UV/VIS spectrophotometer로 480 nm에서

흡광도를 측정한다. SOD는 epinephrine의 자동산화를 저해한다. 1unit의 효소활

성은 50% 저해를 보이는 효소량으로 정의한다. SOD 활성은 units/㎎ protein으

로 나타내었다.

Catalase(CAT)의 활성은 단백질 50 ㎍에 50 mM phosphate buffer(pH 7)와

100 mM(v/v) H2O2을 첨가하여 37℃에서 2분간 배양한다. 흡광도는 240 nm에서

5분마다 측정한다. 흡광도의 변화는 H2O2 파괴에 비례적이다(Carrillo et al.,

1991). 1unit의 효소활성은 1 μM H2O2 파괴하는데 요구되는 효소량으로 정의한

다. CAT 활성은 units/㎎ protein으로 나타내었다.

2-11. 통계분석

데이타는 Window상에서 SPSS package를 이용하여 분석하였으며, 수치는

mean±standard error(SE)로 표현하였다. 수치는 Duncan's multiple range test에

따라 variance(ANOVA)의 one-way analysis 사용 비교하여 얻어진 tail

intensity를 의미한다.

3. 결과

3-1. Cell 상에서의 hydrogen peroxide 소거활성

화학적 분석을 통해 우수한 활성을 나타내었던 큰잎모자반 Celluclast와

Neutrase 추출물의 5～10 kDa 분획물이 세포상에서 어떠한 효과를 나타내는지

알아보기 위해 정상세포인 V79-4 세포를 이용해 DCFH-DA방법으로 항산화 활

성을 측정하였다. 이 방법은 세포내에서 H2O2를 측정하기 위한 fluormetric 분석

법으로서 비형광물질인 dichlorodihydrofluorescin diacetate(DCHF-DA)가 세포내

에 들어가 esterase 효소에 의해 탈아세틸화되어 dichlorodihydrofluorescin

(DCHF)로 변환되고 다시 세포내에서 H2O2와 반응하여 dichlorofluorescin(DCF)



- 44 -

로 산화되면서 발색되는 형광정도를 측정함으로써 H2O2 소거활성을 나타내는 방

법이다(Crow, 1997; Wang et al., 1999). 측정한 결과는 Fig. 5에 나타내었으며

Neutrase 분획물의 농도가 12.5, 25, 50 ㎍/㎖일 때는 농도의존적인 소거활성을

보였으며, 100 ㎍/㎖일 때는 50 ㎍/㎖일 때와 유사한 약 70% 정도의 소거율을

나타내었고, Celluclast 분획물은 12.5, 25, 50 및 100 ㎍/㎖로 농도가 증가할수록

소거활성은 농도 의존적이었다.

E. cava의 효소가수분해물이 높은 H2O2 소거활성과 DPPH 라디칼 소거활성을

나타냈다고 보고하였다(Heo et al., 2005).

많은 연구자들이 Reactive oxygen species(ROS) 소거활성과 총페놀화합물과

상관관계에 대해 보고하였으며, 폴리페놀화합물은 식물이나 해조류에 널리 분포

되어 있고 높은 항산화활성을 나타낸다고 알려져 왔으며 이러한 활성은 ROS 소

거활성의 여러 가지 방법과 지질과산화 저해등을 통해 보고되어 왔다(Yan et al.,

1999; Athukorala et al., 2003a, b; Heo et al., 2003a, b; Siriwardhana et al.,

2003, 2004).

E. cava에서 분리한 phloroglucinol의 세포상 H2O2 소거활성은 0.1 ㎍/㎖(28%),

1 ㎍/㎖(61%) 및 10 ㎍/㎖(73%)씩 농도의존적으로 증가하였으며, Eckol의 경우

는 30 μM(79%)의 H2O2 소거활성을 나타내었고, triphlorethol-A의 경우는 0.3 μ

M(43%), 3 μM(69%) 및 30 μM(76%) H2O2 소거활성이 농도의존적으로 증가하

는 것을 보고하였다(Kang et al., 2005; 2006).

3-2. 효소분획물의 H2O2 처리 V79-4 cell의 세포사멸 억제효과

H2O2에 의해 손상을 받은 V79-4 cell에 대한 Celluclast와 Neutrase의 효소분해물

의 cell viability는 MTT 방법으로 측정하였다. 이 방법은 살아있는 세포의 경우 노

란색의 수용성 MTT 시약이 미토콘드리아의 탈수소 효소 작용에 의해 자주색으로

환원되는 정도를 흡광도를 측정함으로써 알아보는 방법이다(Garmichael et al.,

1987). Celluclast와 Neutrase 분해물의 5∼10 kDa 분획물을 대상으로 H2O2 처리 하

였을 때 V79-4 세포의 세포사멸을 얼마만큼 억제효과를 나타내는지 Fig. 6에 나타

내었다. Fig. 6에서 Celluclast와 Neutrase 분획물 모두에서 농도 비례적으로 세포
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생존율이 증가하였으며, Celluclast 분획물인 경우 H2O2만 처리하였을 경우 세포생

존율이 45% 정도였으나, 5～10 kDa 분획물의 농도가 100 ㎍/㎖ 첨가하였을때 약

70%의 세포생존율을 나타내었다. 두효소 분획물 간에는 그리 큰 차이를 나타내지

않았으나 우수한 세포 보호효과를 가지는 것을 확인하였다.

E. cava Celluclast 추출물의 >30 kDa 분획물이 H2O2에 손상된 V79-4 cell의 생존

율을 향상시켰다고 보고하였다(Siriwardhana et al., 2004).

E. cava에서 분리한 phloroglucinol의 H2O2 처리한 V79-4 cell에서 세포 생존율은

0.1 ㎍/㎖(5%), 1 ㎍/㎖(16%) 및 10 ㎍/㎖(45%)씩 농도의존적으로 증가하였으며,

Eckol의 경우도 농도의존적으로 세포 생존율이 증가하였고, triphlorethol-A의 경우

는 0.3 μM(7%), 3 μM(22%) 및 30 μM(42%) 세포 생존율이 농도의존적으로 증가하

는 것을 보고하였다(Kang et al., 2005; 2006).

H2O2 처리된 V79-4 cell에서 약용식물 methanol 추출물의 세포 생존율을 측정한

결과 Areca catechu var. dulcissima과 Paeonia suffruticosa 추출물은 다른 추출물

보다 H2O2 처리된 V79-4 cell에서 더 높은 세포 생존율을 보였으며, 100 ㎍/㎖ 농도

에서 각각 61%와 50%의 세포 생존율을 보였다. Alpinia officinarum, Glycyrrhiza

uralensis와 Cinnamonun cassia 추출물의 100 ㎍/㎖ 농도에서 각각 48%, 24%와

40%의 세포 생존율 증가를 보였다고 보고하였다(Lee et al., 2003).

3-3. 효소분획물의 H2O2 처리 V79-4 cell의 형태적 변화

5～10 kDa 분획물이 H2O2에 의한 apoptosis 유도를 얼마만큼 억제하는지 알아보

기 위해 현미경적 관찰을 하였다. 이것은 유해산소종에 의해 세포가 손상을 받은 정

도를 Hoechst 33342 형광 염색약으로 핵을 염색하여 핵의 손상정도를 형광 현미경

으로 관찰하는 방법으로 세포에 H2O2를 첨가시키지 않은 경우, 세포에 H2O2로 손상

을 가한 경우, 그리고 세포에 Celluclast 추출물의 5～10 kDa 분획물을 50 ㎍/㎖과

100 ㎍/㎖로 처리하여 준 군으로 나누어 형태적 관찰을 실시하여 Fig. 7에 나타내었

다. 사진에서 손상을 받지 않은 control의 경우는 세포의 형태가 뚜렷하고 타원형의

모양을 하고 있지만 H2O2를 첨가시킨 경우는 세포의 형태가 많이 깨져서 apoptosis

의 특징인 apoptotic body가 많이 보이고 있으며 세포의 형태 또한 뚜렷하지가 않았
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다. 하지만 Celluclast 5～10 kDa 분획물을 50 ㎍/㎖ 첨가한 사진은 H2O2를 첨가한

것보다는 세포의 형태는 뚜렷하게 확인할 수 있었고, 특히 100 ㎍/㎖의 농도에서는

거의 control과 유사한 형태를 취하며 apoptotic body가 현저히 줄어든 것을 관찰할

수 있었다. 따라서 Celluclast 5～10 kDa 분획물이 H2O2에 의한 apoptosis 유도를 억

제할 수 있는 것으로 판단된다.

Neutrase 추출물의 5～10 kDa 분획물의 농도별 처리에 따른 apoptosis 유도 억제

효과를 Fig. 8에 나타내었다. 사진에서도 5～10 kDa 분획물의 농도를 50 ㎍/㎖, 100

㎍/㎖ 첨가한 사진은 H2O2에 의해 손상된 것보다 핵이 큰편으로 H2O2에 의한

apoptosis 유도를 억제할 수 있는 것으로 판단된다.

H2O2에 의해 손상된 V79-4 cell에서 약용식물 Betula platyphylla var. japonica의

보호효과의 형태적 관찰에서 control의 경우는 cell의 형태가 뚜렷하고 타원형의 모

양을 하고 있지만 H2O2를 첨가시킨 경우는 cell의 형태가 많이 깨져서 apoptotic

body가 많이 보이고 있으며 cell의 형태 또한 뚜렷하지가 않았다. 하지만 약용식물

추출물 100 ㎍/㎖ 첨가한 사진은 H2O2를 첨가한 것보다는 cell의 형태는 뚜렷하게

확인할 수 있었다(Ju et al., 2004).

E. cava에서 분리한 phloroglucinol, Eckol 및 triphlorethol-A을 각각 처리한 cell

과 H2O2에 의해 손상된 V79-4 cell의 Hoechst 33342의 형광염색법으로 apoptotic

body의 관찰에서도 세포 생존율이 향상된 것을 확인할 수 있었다(Kang et al., 2005;

2006).



- 47 -

Fig. 5. Hydrogen peroxide scavenging activity(%) of 5～10 kDa fraction of

the Sargassum coreanum Celluclast and Neutrase hydrolysate by

DCHF-DA on V79-4 cells. Experiments were performed in triplicates

and data are expressed as average percent change from control± S.D.
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Fig. 6. Protective effect of 5～10 kDa fraction from Sargassum coreanum

Celluclast and Neutrase extract against H2O2-induced oxidative damage

in V79-4 cells.
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Fig. 7. Protective effect of 5～10 kDa fraction from Sargassum coreanum

Celluclast extract against H2O2-induced oxidative damage in V79-4

cells.
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Fig. 8. Protective effect of 5～10 kDa fraction from Sargassum coreanum

Neutrase extract against H2O2-induced oxidative damage in V79-4

cells.
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3-4. 효소분획물의 H2O2 처리 L-5178 cell의 DNA 손상변화

Alkaline comet assay를 이용하여 H2O2 처리로 손상된 정상세포 L-5178 cell의

DNA 손상에 대한 Celluclast 추출물 5～10 kDa 분획물의 농도별 처리에 따른 세포

손상 저해효과를 Fig. 9에 나타내었다. Fig. 9에서 control은 7% 정도의 DNA 손상

을 입었고, H2O2 처리시 약 50%의 DNA 손상을 입었으나 Celluclast 추출물 5～10

kDa 분획물의 농도를 25 ㎍/㎖, 50 ㎍/㎖ 및 100㎍/㎖로 증가시킴에 따라 손상정도

가 감소하였으며 100 ㎍/㎖의 농도에서는 약 16% 정도의 DNA 손상 결과를 나타내

었다. 농도에 따른 세포손상 저해효과는 Celluclast 추출물 5～10 kDa 분획물 25 ㎍/

㎖의 농도에서는 30% 정도였고, 100 ㎍/㎖의 농도에서는 세포손상 저해효과가 약

70%까지 나타났다.

Fig. 10은 L-5178 세포에 H2O2 처리 후 Celluclast 추출물의 5～10 kDa 분획물의

처리에 따른 DNA 손상 변화를 Comet image로 나타낸 것으로 H2O2를 처리하지 않

은 control은 DNA가 손상을 입지 않아 동그란 형태를 나타내고 있지만, H2O2 처리

한 사진에서는 핵으로부터 손상된 DNA 가닥이 전기영동에 의해 길게 나타난 형태

를 하고 있는 것을 확인할 수 있었다. 반면 Celluclast 추출물의 5～10 kDa 분획물의

농도를 25 ㎍/㎖, 50 ㎍/㎖ 및 100㎍/㎖로 증가시킬 수록 손상된 DNA가 적어져 혜

성의 꼬리모양이 점점 짧아지는 것을 사진으로부터 확인할 수 있었는데 이것은

L-5178 cell에 H2O2 처리에 따른 DNA 손상을 Celluclast 추출물 5～10 kDa 분획물

이 DNA 손상을 억제할 수 있다는 것을 의미하였다.

Alkaline comet assay를 이용하여 H2O2 처리로 손상된 L-5178 세포의 DNA 손상

에 대한 Neutrase 추출물 5～10 kDa 분획물의 농도별 처리에 따른 세포손상 저해효

과를 Fig. 11에 나타내었다. Fig. 11에서 Celluclast 추출물과 유사한 결과를 나타내

었으며 Fig. 12에서 L-5178 세포에 H2O2 처리 후 Neutrase 추출물 5～10 kDa 분획

물의 농도별 처리에 따른 DNA 손상 변화를 Comet image로 나타낸 것으로

Celluclast 추출물의 5～10 kDa 분획물의 농도를 25 ㎍/㎖, 50 ㎍/㎖ 및 100㎍/㎖로

증가시킬 수록 손상된 DNA가 적어져 혜성의 꼬리모양이 점점 짧아지는 것을 사진

으로부터 확인할 수 있었는데 이것은 L-5178 cell에 H2O2 처리에 따른 DNA 손상을

Neutrase 추출물 5～10 kDa 분획물이 DNA 손상을 억제할 수 있다는 것을 의미하
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였다.

E. cava로부터 정제한 phlorotannins인 eckol의 H2O2에 의해 손상된 L5178Y-R

세포의 DNA 손상 저해효과와 comet image의 결과에서 eckol의 농도 5 ㎍/㎖

(34.61%), 10 ㎍/㎖(42.76%), 15 ㎍/㎖(53.00%), 20 ㎍/㎖(56.28%) 및 25 ㎍/㎖

(68.96%)씩 증가할 수록 DNA 손상 저해효과가 증가하였으며, comet image에서도

H2O2 처리군에서는 완전히 DNA가 손상을 받아 DNA의 꼬리 함량이 대조군에 비해

굉장히 증가하였으나 eckol을 cell에 처리하였을때 농도의존적으로 DNA 꼬리 함량

이 점차적으로 감소하였다고 보고하였다(Ahn et al., 2006).

H2O2에 의해 손상된 인간 lymphocyte DNA 손상에 대해 Sargassum horneri의

Ultraflo와 Alcalase 효소추출물의 농도별 세포손상 억제효과에서는 H2O2만 처리시

40%의 DNA 손상을 받았으나 1 ㎍/㎖의 효소추출물 첨가에서도 DNA 손상이 감소

하였으며, 25 ㎍/㎖와 50 ㎍/㎖의 분해물을 첨가할 경우 약 20% 정도의 DNA 손상

을 받았으며, 따라서 25 ㎍/㎖와 50 ㎍/㎖의 분해물을 첨가할 경우 세포손상 억제효

과가 50% 이상 나타내었으며, Comet image에서도 H2O2만 처리할 경우 DNA가 완

전히 손상되었으나, H2O2와 같이 50 ㎍/㎖의 분해물 첨가에서는 control과 비교하여

도 DNA 손상에 대해서 강한 세포손상 억제효과를 나타내었다고 보고한 바 있다

(Heo at al., 2005).

H2O2에 의해 손상된 인간 lymphocyte DNA 손상에 대해 Sargassum thunbergii

의 Ultraflo와 Alcalase 효소추출물의 농도별 세포손상 억제효과에서는 농도의존적

으로 세포손상 억제효과를 나타내었으며, Ultraflo 추출물의 50 ㎍/㎖의 농도에서는

약 79%의 세포손상 억제효과를 보였다(Park et al., 2005).

DNA 손상은 자유라디칼 세대와 항산화제 시스템의 효율사이의 불균형을 나타내

는 산화적 스트레스를 평가하는 가장 민감한 생물지표중 하나로 알려져 있다

(Gutteridge, 1995; Kassie et al., 2000). 개개의 세포 단계에서 일차적 DNA 손상의

감지를 위해 빠르고 민감한 형광현미경 방법인 Comet 분석(단일세포 겔 전기영동)

은 시험물질의 유전독성을 평가위해 광범위하게 이용되고 있다(Olive et al., 1990;

Fairbairn et al., 1995).

많은 연구자들은 차(Zhang et al., 2002), 주스(Park et al., 2003), 식물추출물(Yen

et al., 2001; Zhu and Loft, 2001) 및 flavonoid(Senthilmonhan et al., 2003)와 같은
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식품원료에 의한 DNA 손상 저해에 관해 연구하였다.
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Fig. 9. The effect of supplementation in vitro with different concentration of

5～10 kDa fraction from Sargassum coreanum Celluclast extract on

DNA damage of H2O2-induced in L-5178 cell. Values are means with

standard errors of duplicate experiments.(□; % Fluroescence in tail,

-◆-; Inhibitory effect of cell damage)
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Fig. 10. Comet images of 5～10 kDa fraction from Sargassum coreanum

Celluclast extract against H2O2-induced oxidative damage in L-5178

cells.
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Fig. 11. The effect of supplementation in vitro with different concentration of

5～10 kDa fraction from Sargassum coreanum Neutrase extract on

DNA damage of H2O2-induced in L-5178 cell. Values are means with

standard errors of duplicate experiments.(□; % Fluroescence in tail,

-◆-; Inhibitory effect of cell damage)



- 57 -

Fig. 12. Comet images of 5～10 kDa fraction from Sargassum coreanum

Neutrase extract against H2O2-induced oxidative damage in L-5178

cells.
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3-5. 효소분획물의 H2O2 처리 V79-4 cell의 cell cycle 변화

Celluclast의 5∼10 kDa 분획물이 갖는 H2O2 처리에 의한 V79-4 세포의

apoptosis 유도를 얼마만큼 억제하는지 알아보기 위해 flow cytometry를 이용하여

다시 한번 확인하였다. 세포 수준에서 apoptosis를 가장 정확하게 정량할 수 있는

방법은 세포 DNA를 형광물질로 염색한 후 flow cytometry로 분석하는 것이다. 이

것은 세포 또는 염색체 등의 세포성분을 부유 상태로 유체계 속을 고속으로 통과시

키고 여기에 레이저를 부딪쳐 발생되는 빛의 산란과 형광물질의 발광현상을 이용하

여 세포에 관한 여러 가지 정보를 측정하는 것으로 큰잎모자반 Celluclast의 5∼10

kDa 분획물에 의해 세포들이 과산화수소의 손상에 대항해 얼마만큼 효과적으로 보

호하는지 확인하였다.

Fig. 13은 H2O2에 의해 손상된 V79-4 cell에서 Celluclast의 5∼10 kDa 분획물의

apoptosis 유도억제 효과를 flow cytometry를 이용해 측정한 결과를 나타낸 것으로

그림의 peak는 cell cycle 변화를 의미하는 것이다. Cell cycel은 한 세포가 성장하여

분열되는 과정으로 S기(DNA 합성기)를 시작으로 하여 G2기(합성 후기), M기(유사

분열과 세포질 분리), G1기(합성 전기)를 거친 후 다시 S기로 이어지는 4단계로 나

누어 지는데 세포에 apoptosis가 유발되게 되면 DNA의 복제가 멈추고 cell의 고사

가 일어나 flow cytometry로 측정하였을 때 sub-G1부분에 보이는 것처럼 고사된 부

분이 증가한 것을 확인할 수 있다. 그림에서 처럼 control의 sub-G1의 1.52%인 반면

H2O2에 의해 유도된 V79-4 세포의 apoptosis를 나타내는 sub-G1은 18.5%였으나

100 ㎍/㎖ Celluclast의 5∼10 kDa 분획물 첨가시 apoptosis sub-G1은 1.8%로 거의

control과 유사한 apoptosis를 보였는데, 이것은 Celluclast의 5∼10 kDa 분획물의

첨가가 H2O2에 의해 손상된 V79-4의 apoptosis 유도를 효과적으로 억제되었다는

것을 확인할 수 있었다.

Fig. 14는 H2O2에 의해 손상된 V79-4 세포에서 Neutrase의 5∼10 kDa 분획물의

apoptosis 유도억제 효과를 나타낸 것으로 H2O2에 의해 손상된 V79-4 세포에 대한

cell cycle 변화를 측정한 결과로써 control의 sub-G1가 1.52%인 반면 H2O2를 처리

함으로써 유도된 V79-4 세포의 sub-G1은 18.5%로 증가하였다. 100 ㎍/㎖

Neutrase의 5∼10 kDa 분획물 첨가시 apoptosis sub-G1은 2.68%로 낮아진 것으로
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보아 Neutrase의 5∼10 kDa 분획물의 첨가가 H2O2에 의해 손상된 V79-4 세포의

apoptosis 유도를 억제하는 효과가 있다는 것을 확인할 수 있었다.

현재까지 해조류로부터 항산화 효과를 보고한 연구들은 많았지만 이전까지의 연

구들은 fucoxanthin, phlorotanin 등과 같은 pigment나 polyphenol 계열의 저분자 물

질들을 대상으로 연구가 주를 이루었다. 이 실험에서는 큰잎모자반 5∼10 kDa 분

획물이 세포손상 억제효과를 나타내었다.

E. cava에서 분리한 triphlorethol-A의 apoptosis에 대해 보호효과를 확인하기 위

해 Flow cytometry 방법으로 확인한 결과 H2O2 처리한 V79-4 cell에서 apoptotic

sub-G1 DNA 함량이 65%이고, 처리하지 않은 대조구는 apoptotic sub-G1 DNA 함

량은 2%에 비해 apoptosis가 많이 일어난 것을 알수 있었는데, 30 μM

triphlorethol-A 처리하였을 때 apoptotic sub-G1 DNA 함량이 52%로 감소하였고,

10 ㎍/㎖의 phloroglucinol을 처리하였을 때 apoptotic sub-G1 DNA 함량이 44%로

감소하였으며, 30 μM의 eckol를 처리하였을 때는 apoptotic sub-G1 DNA 함량이

34%를 나타내었는데 이것은 이들 물질들이 H2O2로 야기된 apoptosis를 저해함으로

써 세포 생존을 향상시킨 것을 의미한다는 것을 나타낸다(Kang et al., 2005; 2006).

H2O2에 의해 야기된 V79-4 cell의 apoptosis에서 9가지 약용식물 추출물의 보호

효과를 분석한 결과 H2O2 처리한 cell의 apoptotic sub-G1 DNA 함량은 28.5%를 나

타냈지만 특히, Paeonia suffruticosa와 Areca catechu var. dulcissima 추출물의

100 ㎍/㎖의 농도에서는 apoptotic sub-G1 DNA 함량이 각각 0.5%와 2.9%로 90%

이상 apoptosis를 감소시켰다고 보고하였다(Lee et al., 2003).
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Fig. 13. Effect of 5-10 kDa fraction of Sargassum coreanum Celluclast

extract on the cell cycle pattern and apoptotic portion against

H2O2-induced oxidative damage in V79-4 cells by flow cytometric

analysis.
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Fig. 14. Effect of 5-10 kDa fraction of Sargassum coreanum Neutrase

extract on the cell cycle pattern and apoptotic portion against

H2O2-induced oxidative damage in V79-4 cells by flow cytometric

analysis.
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3-6. 효소분획물 첨가시 V79-4 cell의 항산화효소 변화

큰잎모자반 Neutrase 추출물의 5～10 kDa 분획물의 농도별 처리에 따른 V79-4

세포의 항산화효소 변화를 Fig. 15에 나타내었다. SOD와 CAT의 활성을 측정한 결

과 Fig. 15(A)에서 control의 SOD 활성은 14.25 ± 0.98 U/㎎ protein 이었으나

Neutrase 추출물의 5～10 kDa 분획물을 25, 50 및 100 ㎍/㎖ 처리하였을때 SOD 활

성이 각각 17.27 ± 1.42 U/㎎ protein(21%), 19.65 ± 2.17 U/㎎ protein(38%) 및 23.86

± 1.99 U/㎎ protein(67%)씩 증가하였다. Fig. 15(B)에서 CAT의 control의 활성은

17.65 ± 1.15 U/㎎ protein 이었으나 Neutrase 추출물의 5～10 kDa 분획물을 25, 50

및 100 ㎍/㎖ 처리하였을때 CAT의 활성이 각각 19.34 ± 1.66 U/㎎ protein(9.6%),

21.87 ± 1.31 U/㎎ protein(24%) 및 25.62 ± 1.72 U/㎎ protein(45%)씩 증가하였다.

이러한 결과로부터 V79-4 cell에 Neutrase 추출물의 5～10 kDa 분획물을 첨가하면

농도 의존적으로 SOD와 CAT의 생산을 유도하는 것을 알 수 있었다.

Celluclast 추출물의 5～10 kDa 분획물의 농도별 처리에 따른 V79-4 세포의 항산

화효소 변화를 Fig. 16에 나타내었다. SOD와 CAT의 활성을 측정한 결과 Fig.

16(A)에서 control의 SOD 활성은 14.25 ± 0.98 U/㎎ protein 이었으나 Celluclast 추

출물의 5～10 kDa 분획물을 25, 50 및 100㎍/㎖ 처리하였을때 SOD 활성이 각각

16.55 ± 1.53 U/㎎ protein(16%), 19.43 ± 1.87 U/㎎ protein(36%) 및 22.54 ± 1.43

U/㎎ protein(58%)씩 증가하였다. Fig. 16(B)에서 CAT의 control의 활성은 17.65 ±

1.15 U/㎎ protein 이었으나 Celluclast 추출물의 5～10 kDa 분획물을 25, 50 및 100

㎍/㎖ 처리하였을때 CAT의 활성이 각각 20.28 ± 2.18 U/㎎ protein(15%), 21.65 ±

1.34 U/㎎ protein(23%) 및 24.92 ± 1.56 U/㎎ protein(41%)씩 증가하였다. 이러한

결과로부터 V79-4 cell에 Celluclast 추출물의 5～10 kDa 분획물을 첨가하면 농도의

존적으로 SOD와 CAT의 생산을 유도하는 것을 알 수 있었다.

이와 같이 Celluclast와 Neutrase 추출물의 5∼10 kDa 분획물이 V79-4 세포의 항

산화 효소를 증가시키는 것으로 볼 때 두 추출물의 분획물들이 V79-4 세포의 항산

화 효소를 증가시킴으로써 H2O2에 의한 손상으로부터 세포를 보호하는 것으로 생각

되어진다.

약용식물 Butula platyphylla var. japonica 추출물을 처리했을때 V79-4 cell의 항
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산화효소 변화에서 SOD의 활성은 4 ㎍/㎖(21%), 20 ㎍/㎖(31%) 및 100 ㎍/㎖(36%)

농도의존적으로 증가하였으며, CAT의 활성도 4 ㎍/㎖(12%), 20 ㎍/㎖(20%) 및

100 ㎍/㎖(24%) 농도의존적으로 증가하였다고 보고하였다(Ju et al., 2004).

E. cava에서 분리한 phloroglucinol, triphlorethol-A 및 eckol를 각각 V-79-4 cell

에 첨가하였을때 항산화효소의 변화를 관찰한 결과 먼저 phloroglucinol의 경우

catalase(CAT) 변화를 확인한 결과 대조구의 CAT 활성 15 unit/㎎ protein에 비해

phloroglucinol의 농도를 0.1 ㎍/㎖(18 unit/㎎ protein), 1 ㎍/㎖(26 unit/㎎ protein),

10 ㎍/㎖(37 unit/㎎ protein)씩 증가시킬때 CAT의 활성도 증가하였다.

Triphlorethol-A의 경우 SOD의 활성은 대조구의 SOD 활성 11 unit/㎎ protein에

비해 triphlorethol-A의 농도를 0.3 μM(16 unit/㎎ protein), 3 μM(18 unit/㎎

protein), 30 μM(21 unit/㎎ protein)씩 증가하면 SOD의 활성도 증가하였으며, CAT

의 경우 대조구의 CAT 활성 15 unit/㎎ protein에 비해 triphlorethol-A의 농도를

0.3 μM(15 unit/㎎ protein), 3 μM(23 unit/㎎ protein), 30 μM(31 unit/㎎ protein)씩

증가하였으며, GPx의 활성은 대조구의 GPx 활성 7 unit/㎎ protein에 비해

triphlorethol-A의 농도를 0.3 μM(12 unit/㎎ protein), 3 μM(14 unit/㎎ protein), 30

μM(17 unit/㎎ protein)씩 증가하였다.

Eckol의 경우 CAT의 활성은 대조구의 CAT 활성 15 unit/㎎ protein에 비해

eckol의 농도를 0.3 μM(22 unit/㎎ protein), 3 μM(28 unit/㎎ protein), 30 μM(41

unit/㎎ protein)씩 증가하였다고 보고하였다(Kang et al., 2005; 2006).

9가지 약용식물 추출물의 V79-4 cell에 대한 항산화효소 변화를 관찰한 결과 모든

추출물이 V79-4 cell의 항산화효소 활성을 농도의존적으로 증가시켰으며 특히,

Areca catechu var. dulcissima 추출물이 다른 추출물보다 항산화효소 활성이 높았

는데 100 ㎍/㎖의 농도에서 SOD, CAT 및 GPx의 활성이 각각 45%, 51% 및 48%씩

증가하였다. 또한 같은 농도에서 Paeonia suffruticosa는 SOD, CAT 및 GPx의 활성

이 각각 43%, 28% 및 45%씩, Alpinia officinarum은 SOD, CAT 및 GPx의 활성이

각각 40%, 23% 및 42%씩, Cinnamomun cassia는 SOD, CAT 및 GPx의 활성이 각

각 38%, 40% 및 41%씩 활성을 나타내었다고 보고하였다(Lee et al., 2003).
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Fig. 15. Effect of the different concentration of 5～10 kDa fraction from

Sargassum coreanum Neutrase extract on antioxidant enzyme

activites in V79-4 cell. (A) SOD activity, (B) CAT activity.

Experiments were performed in triplicates and data are expressed

as average percent change from control ± S.D.
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Fig. 16. Effect of the different concentration of 5～10 kDa fraction from

Sargassum coreanum Celluclast extract on antioxidant enzyme

activites in V79-4 cell. (A) SOD activity, (B) CAT activity .

Experiments were performed in triplicates and data are expressed

as average percent change from control ± S.D.
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4. 결론

세포상에서의 H2O2 소거활성 측정한 결과 Neutrase 분획물의 농도가 12.5, 25,

50 ㎍/㎖일 때는 농도의존적인 소거활성을 보였으며, 100 ㎍/㎖일 때는 50 ㎍/㎖

일 때와 유사한 약 70% 정도의 소거율을 나타내었고, Celluclast 분획물은 12.5,

25, 50 및 100 ㎍/㎖로 농도가 증가 할수록 소거활성은 농도 의존적이었다.

Celluclast와 Neutrase 분해물의 5∼10 kDa 분획물을 대상으로 H2O2 처리 V79-4

세포에서 세포사멸 억제효과의 결과는 Celluclast와 Neutrase 분획물 모두에서 농도

비례적으로 세포 생존율이 증가하였으며, Celluclast 분획물인 경우 H2O2만 처리하

였을 경우 세포생존율이 45% 정도였으나, 5～10 kDa 분획물의 농도가 100 ㎍/㎖

첨가하였을 때 약 70%의 세포생존율을 나타내었다. 두 효소 분획물 간에는 그리 큰

차이를 나타내지 않았으나 우수한 세포 보호효과를 가지는 것을 확인하였다.

효소분획물의 H2O2 처리 V79-4 세포의 형태적 변화에서는 세포에 H2O2를 첨가시

키지 않은 경우, 세포에 H2O2로 손상을 가한 경우, 그리고 세포에 Celluclast 추출물

의 5～10 kDa 분획물을 50 ㎍/㎖과 100 ㎍/㎖로 처리하여 준 군으로 나누어 형태적

관찰을 실시한 결과, 손상을 받지 않은 control의 경우는 세포의 형태가 뚜렷하고 타

원형의 모양을 하고 있지만 H2O2를 첨가시킨 경우는 세포의 형태가 많이 깨져서

apoptotic body가 많이 보이고 있으며 세포의 형태 또한 뚜렷하지가 않았다. 하지만

Celluclast 5～10 kDa 분획물을 50 ㎍/㎖ 첨가한 사진은 H2O2를 첨가한 것보다는 세

포의 형태는 뚜렷하게 확인할 수 있었고, 특히 100 ㎍/㎖의 농도에서는 거의 control

과 유사한 형태를 취하고 있어 가수분해물이 가지고 있는 세포보호 효과로 인해 손

상을 거의 입지 않는 것을 확인할 수 있었다. 따라서 Celluclast 5～10 kDa 분획물이

H2O2에 의한 apoptosis 유도를 억제할 수 있는 것으로 판단된다.

Neutrase 추출물의 5～10 kDa 분획물의 농도별 처리에 따른 apoptosis 유도 억제

효과는 5～10 kDa 분획물의 농도를 50 ㎍/㎖, 100 ㎍/㎖ 첨가한 것은 H2O2에 의해

손상된 것보다 핵이 큰편으로 H2O2에 의한 apoptosis 유도를 억제할 수 있는 것으로

판단된다.

H2O2 처리로 손상된 L-5178 세포의 DNA 손상에 대한 Celluclast 추출물 5～10

kDa 분획물의 농도별 처리에 따른 세포손상 저해효과에서 control은 7% 정도의
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DNA 손상을 입었고, H2O2 처리시 약 50%의 DNA 손상을 입었으나 Celluclast 추출

물 5～10 kDa 분획물의 농도를 25 ㎍/㎖, 50 ㎍/㎖ 및 100㎍/㎖로 증가시킴에 따라

손상정도가 감소하였다. 특히 100 ㎍/㎖의 농도에서는 약 16% 정도의 DNA 손상

결과를 나타내며 H2O2에 의한 DNA 손상을 크게 감소시키는 것을 알 수 있었다. 농

도에 따른 세포손상 저해효과는 Celluclast 추출물 5～10 kDa 분획물 25 ㎍/㎖의 농

도에서는 30% 정도 DNA 손상을 억제하였고, 100 ㎍/㎖의 농도에서는 DNA 손상

저해효과가 약 70%까지 나타났다.

Comet image로 나타낸 것에도 control은 손상된 잘려진 DNA 가닥이 없어 혜성

의 꼬리모양과 같은 형상을 하지 않고 있으나, H2O2 처리한 사진에서는 핵으로부터

손상된 DNA 가닥이 길게 나타난 형태를 하고 있는 것을 확인할 수 있었다.

Celluclast 추출물의 5～10 kDa 분획물의 농도를 25 ㎍/㎖, 50 ㎍/㎖ 및 100㎍/㎖로

증가시킬 수록 손상된 DNA가 적어져 혜성의 꼬리모양이 점점 짧아지는 것을 사진

으로부터 확인할 수 있었는데 이것은 L-5178 세포에 H2O2 처리에 따른 DNA 손상

을 Celluclast 추출물 5～10 kDa 분획물이 DNA 손상을 억제할 수 있다는 것을 의미

하였다.

H2O2 처리로 손상된 L-5178 세포의 DNA 손상에 대한 Neutrase 추출물 5～10

kDa 분획물의 농도별 처리에 따른 세포손상 저해효과는 Celluclast 추출물과 유사한

결과를 나타내었으며, comet image에서도 Celluclast 추출물의 5～10 kDa 분획물의

농도를 25 ㎍/㎖, 50 ㎍/㎖ 및 100㎍/㎖로 증가시킬 수록 손상된 DNA가 적어져 혜

성의 꼬리모양이 점점 짧아지는 것을 확인할 수 있었는데 이것은 L-5178 세포에

H2O2 처리에 따른 DNA 손상을 Neutrase 추출물 5～10 kDa 분획물이 DNA 손상을

억제할 수 있다는 것을 의미하였다.

Celluclast의 5∼10 kDa 분획물이 갖는 H2O2에 의한 V79-4 세포의 apoptosis 유

도 억제효과는 flow cytometry를 이용하여 측정한 결과를 나타낸 것으로 sub-G1부

분에 보이는 것처럼 고사된 부분이 증가한 것을 확인할 수 있었고, control의

sub-G1의 1.52%인 반면 H2O2에 의해 유도된 V79-4 세포의 apoptosis를 나타내는

구간인 sub-G1은 18.5%로 증가하였으나 100 ㎍/㎖ Celluclast의 5∼10 kDa 분획물

첨가시 apoptosis 구간인 sub-G1은 1.8%로 거의 control과 유사한 apoptosis 유도

억제 효과를 보였는데, 이것은 Celluclast의 5∼10 kDa 분획물의 첨가가 H2O2에 의
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해 손상된 V79-4 세포의 apoptosis 유도를 효과적으로 억제되었다는 것을 확인할

수 있었다.

Neutrase의 5∼10 kDa 분획물의 apoptosis 유도억제 효과에서 H2O2에 의해 손상

된 V79-4 세포에 대한 cell cycle 변화를 측정한 결과는 control의 sub-G1의 1.52%

인 반면 H2O2에 의해 유도된 V79-4 세포의 apoptosis를 나타내는 sub-G1은 18.5%

였으나 100 ㎍/㎖ Neutrase의 5∼10 kDa 분획물 첨가시 apoptosis 구간인 sub-G1은

2.68%로 낮아진 것으로 보아 Neutrase의 5∼10 kDa 분획물의 첨가가 H2O2에 의해

손상된 V79-4 세포의 apoptosis 유도를 억제하는 효과가 있다는 것을 확인할 수 있

었다.

큰잎모자반 Neutrase 추출물의 5～10 kDa 분획물의 농도별 처리에 따른 V79-4

세포의 항산화효소 SOD와 CAT의 활성을 측정한 결과 추출물을 처리하지 않은

control의 SOD 활성은 14.25 ± 0.98 U/㎎ protein 이었으나 Neutrase 추출물의 5～

10 kDa 분획물을 25, 50 및 100 ㎍/㎖ 처리하였을때 SOD 활성이 각각 17.27 ± 1.42

U/㎎ protein(21%), 19.65 ± 2.17 U/㎎ protein(38%) 및 23.86 ± 1.99 U/㎎

protein(67%)씩 증가하였다. CAT의 경우 추출물을 처리하지 않은 control의 활성은

17.65 ± 1.15 U/㎎ protein 이었으나 Neutrase 추출물의 5～10 kDa 분획물을 25, 50

및 100 ㎍/㎖ 처리하였을때 CAT의 활성이 각각 19.34 ± 1.66 U/㎎ protein(9.6%),

21.87 ± 1.31 U/㎎ protein(24%) 및 25.62 ± 1.72 U/㎎ protein(45%)씩 증가하였다.

Celluclast 추출물의 5～10 kDa 분획물의 농도별 처리에 따른 V79-4 세포의 항산

화효소 SOD와 CAT의 활성을 측정한 결과 추출물을 처리하지 않은 control의 SOD

활성은 14.25 ± 0.98 U/㎎ protein 이었으나 Celluclast 추출물의 5～10 kDa 분획물

을 25, 50 및 100㎍/㎖ 처리하였을때 SOD 활성이 각각 16.55 ± 1.53 U/㎎

protein(16%), 19.43 ± 1.87 U/㎎ protein(36%) 및 22.54 ± 1.43 U/㎎ protein(58%)씩

증가하였다. CAT의 경우 추출물을 처리하지 않은 control의 활성은 17.65 ± 1.15 U/

㎎ protein 이었으나 Celluclast 추출물의 5～10 kDa 분획물을 25, 50 및 100㎍/㎖

처리하였을때 CAT의 활성이 각각 20.28 ± 2.18 U/㎎ protein(15%), 21.65 ± 1.34 U/

㎎ protein(23%) 및 24.92 ± 1.56 U/㎎ protein(41%)씩 증가하였다. 이러한 결과로부

터 V79-4 cell에 Neutrase와 Celluclast 추출물의 5～10 kDa 분획물을 첨가하면 농

도의존적으로 SOD와 CAT의 생산을 유도하는 것을 알 수 있었다.
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Part Ⅲ

암세포에 대한 큰잎모자반(Sargassum coreanum) 분자량별

분획물의 apoptosis 유도 및 항암활성
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Part Ⅲ

암세포에 대한 큰잎모자반(Sargassum coreanum) 분자량별

분획물의 apoptosis 유도 및 항암활성

1. 요약

CT-26, U-937, HL-60, B-16과 Hela cell에 cell growth inhibition acitivity는

Celluclast와 Neutrase 효소분획물 (원액, <5 kDa, 5∼10 kDa, 10∼30 kDa, >30

kDa) 중 특히 ＞30 KDa 분획물이 U-937와 HL-60 세포에 대해 높은 성장억제

효과를 나타내었으며, U-937 세포에 더 효과적이었다.

U-937와 HL-60 세포에 대한 분획물의 농도별 성장억제효과는 농도 의존적으

로 세포성장 억제효과를 보였다. 또한 추출물을 처리 시간에 따른 암세포의

DNA 손상정도는 추출물을 처리하여 12시간 경과 후에 HL-60 세포에 대해 약

40～50%의 DNA 손상을 보였다. 농도별 HL-60과 U-937 세포에 대한 DNA 손

상 측정 결과는 200 ㎍/㎖의 농도에서는 약 25～30%의 세포독성을 보였다.

Lymphocyte 세포(정상세포)에 대한 큰잎모자반 Celluclast와 Neutrase ＞

30kDa 분획물의 DNA 손상 측정 결과 두효소 모두 100 ㎍/㎖의 농도까지는 추

출물을 처리하지 않은 control과 비슷한 DNA 손상 결과를 나타냈으나 200 ㎍/㎖

의 농도에서는 control에 비해 약간의 Lymphocyte cell의 DNA 손상이 나타났다.

Neutrase 추출물의 ＞30kDa 분획물의 U-937 세포에 대한 cell cycle 변화를

측정한 결과 control의 sub-G1(3.15%), 50 ㎍/㎖(3.10%), 100 ㎍/㎖(3.25%) 및

200 ㎍/㎖(15.66%)를 나타내었으며, Celluclast 추출물의 경우는 control의

sub-G1(3.15%), 50 ㎍/㎖(2.59%), 100 ㎍/㎖(4.82%) 및 200 ㎍/㎖(17.74%)로

Neutrase 추출물보다 약간 높은 apoptosis가 유도된 것을 확인할 수 있었다.

Neutrase 추출물의 ＞30kDa 분획물을 가지고 HL-60 세포에 대한 cell cycle

변화를 측정 결과 control의 sub-G1(2.91%), 50 ㎍/㎖(4.33%), 100 ㎍/㎖(6.21%)
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및 200 ㎍/㎖(4.45%)를 나타내었으며, Celluclast 추출물의 경우는 control의

sub-G1(2.91%), 50 ㎍/㎖(5.02%), 100 ㎍/㎖(5.63%) 및 200 ㎍/㎖(16.21%)의 수치

를 나타내었다.

2. 재료 및 방법

2-1. 재료

제주지역에서 서식하고 있는 큰잎모자반(Sargassum coreanum)을 수거하여 불

필요한 이물질을 제거한 후 세척하여 동결건조한다. 이것을 25 mesh 이하가 되

도록 분쇄하여 분말화한다. 사용된 효소는 Novo. Co.(Novozyme Nordisk,

Bagsvaerd, Denmark)에서 생산되고 있는 효소들 중 당분해 효소 5종

(Viscozyme L, Celluclast 1.5L, AMG 300L, Termamyl 120L, Ultraflo L), 단백

질 분해효소 5종 (Protamex, Kojizyme 500MG, Neutrase 0.8L, Flavourzyme

500MG, Alcalase 2.4L)을 구입하여 사용하였다. 이들 효소들의 최적 pH와 온도

는 Table 1.에 나타내었고, 1,1,-Diphenyl-2-pricrylhydrazyl(DPPH),

thiobarbituric acid(TBA), Trichloroacetic acid(TCA), 3-(2-Pyridyl)-5,6-di(ρ

-sulfophenyl)-1,2,4-triazine, disodium salt(ferrozine), butylated

hydroxyanisol(BHA), butylated hydroxytoluene(BHT), α-tocopherol과 linoleic

acid는 Sigma Co.(St. Louis, MO, USA)에서 구입하였다. 그 밖의 시약들은 분석

용 특급을 사용하였다.

2-2. 큰잎모자반 효소추출물의 분자량별 분획물 제조

분말화된 큰잎모자반(Sargassum coreanum) 1% 용액 2 L를 만들어 기질대비

10%의 Celluclast와 Neutrase 효소 2 ㎖을 첨가하여 각각 효소의 최적온도(50℃,

50℃)와 pH(4.5, 6.0) 조건에 따라 12시간 동안 가수분해 하였다. 가수분해액중

미반응물질을 제거하기 위해 3,000 rpm에서 20분간 원심분리하여 상층액을 Fig.

1에 나타낸 Millipore Labscale TFF system을 이용하여 각각 5 kDa, 10 kDa 및



- 72 -

30 kDa의 멤브레인을 이용해 4가지 분자량별(<5 kDa, 5～10 kDa, 10～30 kDa

및 >30 kDa) 분획물을 제조하였다.

2-3. 세포배양

대장암 세포(CT-26 cells), 백혈병 세포(U-937과 HL-60 cells), 자궁암 세포(HeLa

cells) 및 피부암 세포(B-16 cells)는 10%(v/v) heat-inactivated fetal bovine

serum(FBS), penicillin(100 ㎍/㎖) 및 streptomycin(100 ㎍/㎖)가 함유된 RPMI

1640 배양액을 이용하여 37℃, 5% CO2 배양기 내에서 배양하면서 실험에 사용

하였다.

Lymphocyte cell은 10%(v/v) heat-inactivated fetal calf serum과

streptomycin(100 ㎍/㎖) 및 penicillin(100 ㎍/㎖)이 포함된 Dulbecco's modified

Eagle's 배양액을 이용하여 37℃, 5% CO2 배양기 내에서 배양하면서 실험에

사용하였다.

2-4. Nuclear staining with Hoechst 33342

세포의 핵 형태는 cell-permeable DNA dye Hoecht 33342을 사용하여 측정하

였다. 염색된 핵들의 형태에서 동질성을 가진 세포는 핵들이 생동적인 반면 염색

질 응축 또는 파편은 apoptosis를 의미하는 것이다(Gschwind and Huber, 1995;

Lizard et al., 1995). V79-4 cell들을 well당 약 1.5×10
5
세포수가 되도록 96 well

에 각각 접종한 후에 16시간 배양한 후 이 cell에 여러 가지 농도의 분획물을 처

리한 다음 1시간 더 배양하고, 최종농도 1mM되게 H2O2를 첨가하여 24시간 배양

한다. 그 다음 1.5 ㎕의 Hoecht 33342(10 ㎎/㎖)와 DNA-specific fluorescent dye

를 각 well당 첨가하여 37℃에서 10분간 배양하였다. 핵 응축정도를 관찰하기 위

해 염색된 cell들은 CoolSNAP-Pro color digital camera가 장착된 fluorescence

microscope로 관찰하였다.

2-5. Cell growth inhibition activity 측정
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CT-26, U-937, HL-60, B-16과 Hela cell들을 well당 약 2×10
4
세포수가 되도

록 96 well에 각각 접종한 후에 부착세포인 CT-26, B-16과 Hela cell은 16시간

동안 37℃, 5% CO2 배양기에서 배양하여 세포가 잘 붙도록 한다. 그리고 난 후

에 시료 추출물을 여러 dose로 처리한 후 37℃, 5% CO2 배양기에서 72시간 배

양한다. 부유 cell인 U-937과 HL-60은 96 well에 접종한 후에 시료 추출물을 여

러 dose로 처리한 후 37℃, 5% CO2 배양기에서 72시간 배양한다. 배양기에서

well을 꺼내어 MTT 시약 (stock 2 mg/ml)을 50 ㎕씩 가한 후 37℃, 5% CO2

배양기에서 4시간 배양한다. 상등액을 조심스럽게 버린 후 DMSO를 150 ㎕씩 가

하여 잘 섞고 540 nm에서 측정하여 세포 생존율을 구한다.

2-6. 형광현미경을 이용한 cell의 형태적 관찰

HL-60 cell과 U937 cell들을 well당 약 1×10
5
세포수가 되도록 96 well에 각각

접종한다. 그리고 난 후에 시료 추출물을 여러 dose로 처리한 후 37℃, 5% CO2

배양기에서 24시간 배양한다. 반응기에서 well을 꺼내어 Hoechst 33342 형광 염

색약을 가하고 37℃, 5% CO2 배양기에서 10분간 배양한 후 형광 현미경으로 관

찰한다. 세포가 손상을 받는 경우는 핵이 작은 파편모양으로 염색이 되는 것을

관찰할 수 있다.

2-7. Alkaline comet assay를 이용한 DNA 손상 측정

Alkaline comet assay 는 Singh (1988)의 방법을 수정, 보완하여 실시하였다.

HL-60 cell과 U-937 cell들을 well당 약 4×10
4
세포수가 되도록 24 well에 각각

접종한다. 그리고 난 후에 시료 추출물을 여러 dose로 처리한 후 37℃, 5% CO2

배양기에서 2시간 배양한다. U937 cell은 75 ㎕의 0.7% low melting agarose gel

(LMA)과 섞은 후, 0.5% normal melting agarose (NMA)가 precoating된 fully

frosted slide 위로 임파구와 LMA의 현탁액이 골고루 분산되게 한 후 cover

glass로 덮어 4℃ 냉장고에 약 10분간 보관하였다. Gel이 굳으면 cover glass를
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벗기고 그 위에 다시 0.7% LMA 용액 75 ㎕를 slide 위에 떨어뜨린 후 다시

cover glass를 덮어 gel이 굳을 때까지 냉장 보관하였다. Gel이 굳은 것을 확인

한 뒤 cover glass를 벗기고 미리 준비해 둔 차가운 alkali lysis buffer (2.5 M

NaCl, 100 mM Na2EDTA, 10 mM Tris)에 사용직전에 1% Triton X-100와 10%

DMSO를 섞은 후 slide를 담가 저온, 암실에서 1시간 동안 침지 시켜 DNA의

double strand를 풀어주었다. Lysis가 끝난 slide를 electrophoresis tank에 배열하

고 실험직전 제조하여 냉장 보관하였던 전기영동 buffer (300 mM NaOH, 10

mM Na2EDTA, pH>13)를 채워 40분 동안 unwinding 시켜 DNA의 alkali labile

sites가 드러나게 한 후 25 V/300 ± 3 mA의 전압을 걸어 20분간 전기영동을 실

시하였다. 빛에 의해 DNA가 부가적으로 손상되는 것을 방지하기 위해 위의 과

정은 전기영동 tank를 어두운 천으로 덮은 채 실시하였다. 전기영동이 끝난 후

0.4 M Tris 완충용액 (pH 7.4)에 10분씩 담가 세척하는 과정을 3회 반복하여

slide를 건조시켰다. 20 ㎕/ml 농도의 ethidium bromide로 핵을 형광 염색하고

cover glass로 덮은 뒤 형광현미경 (Leica, Germany) 상에서 관찰하였다. CCD

camera (Nikon, Japan)를 통해 보내진 각각의 세포핵 image는 Komet 4.0 comet

image analyzing system (Kinetic Imaging, UK)이 설치된 컴퓨터 상에서 분석하

였다. 임파구의 DNA 손상정도는 핵으로부터 이동한 DNA 파편의 거리 (tail

length, TL) 또는 tail length에 tail내 함유된 DNA%를 곱해준 tail moment

(TM) 값을 측정하여 나타내었다.

2-8. Flow cytometry analysis

Flow cytometry analysis는 apoptotic sub-G1 hypodiploid cells(Nicoletti et al.,

1991)의 비율을 결정하기 위해 수행하였다. U-937과 HL-60 cell을 1.0×10
5
cells/

㎖의 농도로 6-well plate에 접종한 후 16시간 동안 배양하였다. 여기에 여러 가

지 농도(50, 100 및 200 ㎍/㎖)의 효소추출물 분획분을 처리한 다음 24시간 동안

배양하였다. 정해진 시간에 자란 cell들을 70% 에탄올 1 ㎖를 첨가하여 4℃에서

30분간 고정시켰다. 그 다음 phosphate buffered saline(PBS)로 두 번정도 cell을

씻은 후 100 ㎍ PI와 100 ㎍ RNase가 포함된 PBS 용액 1 ㎖를 첨가하여 37℃
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에서 30분간 암소에 두었다. Flow cytometry analysis는 FACSCalibur flow

cytometer(Becton Dichinson, San Jose, USA)를 이용하여 분석하였다.

Cell cycle의 효과는 cell cycle의 각 phase에서 cell 분포%의 변화로 결정하고,

computer program Cell Quest와 Mod-Fit(Wang et al., 1999)에 의해 생성된 막

대그래프로 평가하였다.

2-9. 통계분석

데이터는 Window상에서 SPSS package를 이용하여 분석하였으며, 수치는

mean±standard error(SE)로 표현하였다. 수치는 Duncan's multiple range test에

따라 variance(ANOVA)의 one-way analysis 사용 비교하여 얻어진 tail

intensity를 의미한다.

2-10. Western blot analysis

세포를 lysis buffer[10 mM Tris-HCl(pH 7.4), 5 mM EDTA, 130 mM NaCl,

1% Triton X-100]와 0.2 M PMSF (phenylmethyl sulfonylfluoride) 및

proteinase inhibitor cocktail (0.02 mM aprotinin, 2 mM leupeptin, 5mM

phenanthroline, 28 mM benzamidine-HCl)을 넣고 얼음에 30분간 둔 후

12,000rpm, 4℃에서 원심분리하여 상층액을 취하였다. 추출한 단백질은 Biorad

protein assay kit으로 정량하였다. 100㎍의 단백질을 SDS-polyacrylamide gel에

전기영동한 다음, nitrocellulose paper (Millipore Co.)로 전이한 후 각종 일차 항

체를 붙인 후 Enhanced chemilluminescence kit(Amersham Co.)방법으로 확인하

였다. 사용한 일차 항체들은 다음과 같다 (caspase-3, Santa Cruz Biotechnology

Inc.; Bax, Santa Cruz Biotechnology Inc.; PARP, Enzyme System products;

Bcl-2, Santa Cruz Biotechnology Inc.; β-tubulin, Santa Cruz Biotechnology

Inc.).

3. 결과
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3-1. Cell growth inhibition activity 측정

신체를 구성하고 있는 기본단위인 세포는 조직의 항상성을 유지하기 위하여 세포분

열과 죽음을 조절하는데 이중에서 능동적인 죽음을 자가사멸(apoptosis) 또는

programmed cell death라고 한다(Steller 1995). 이 과정에서 원하지 않거나 손상을 입

은 세포는 제거된다. 이러한 자가사멸은 세포 내에 본래부터 존재하고 있던 자살 기

작이 세포 내부와 외부의 자극에 의하여 활성화되어 계획한 대로 스스로 죽는 현상으

로 세포의 괴사(necrosis)와는 달리 죽어 가는 세포의 내용물이 세포 외로 유리되지

않아 다른 세포에 손상을 주지는 않는다. 형태학적으로는 세포의 비중 감소와 세포막

의 파괴 및 염색체이 응축과 더불어 사멸체(apoptotic body) 형성과 함께 식세포 작용

을 거치는 작용을 의미하며, 생화학적으로는 염색체 DNA가 큰 조각에서 작은 조각으

로 갈라지는 DNA fragmentation을 의미한다(Lee et al., 2000; Jaruga et al., 1998).

본 실험에서는 큰잎모자반 Celluclast와 Neutrase 추출물의 분자량별로 분획물을 이

용하여 대장암 세포(CT-26 cells), 백혈병 세포(U-937과 HL-60 cells), 자궁암 세포

(HeLa cells) 및 피부암 세포(B-16 cells)에 대한 항암활성을 측정하였다.

큰잎모자반 Celluclast와 Neutrase 추출물의 분자량별 분획물의 cell growth

inhibition activity 측정은 MTT법으로 측정하였다. 이것은 살아있는 세포의 경우

노란색의 수용성 MTT 시약이 미토콘드리아의 탈수소 효소 작용에 의해 자주색

으로 환원되는 정도를 흡광도를 측정함으로써 알아보는 방법이다. CT-26,

U-937, HL-60, B-16과 Hela 세포에 대한 큰잎모자반 가수분해물의 분자량별 분

획물의 cell growth inhibition acitivity 결과는 Fig. 17와 Fig. 18에 나타내었다.

Fig. 17은 큰잎모자반 Celluclast 효소분획물의 세포성장 억제효과를 나타낸 것

으로 분획물중에서 가장 낮은 분자량인 <5 kDa 에서는 HL-60 cell에 대해서만

성장억제 효과가 있었고, 특히 ＞30 KDa 분획물이 분획하지 않은 효소추출물보

다 U-937와 HL-60 세포에 대해 높은 성장억제 효과를 나타내었으며, U-937 세

포에 더 효과적이었다.

Fig. 18은 큰잎모자반 Neutrase 효소분획물의 세포성장 억제효과를 나타낸 것

으로 분획물중에서 가장 낮은 분자량인 <5 kDa 에서는 HL-60 세포에 대해서만
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성장억제 효과가 있었고, 5～10 kDa 분획물은 분획하지 않은 효소추출물과 모든

암세포에서 비슷한 성장억제효과를 보였으며, 10～30 kDa와 ＞30 kDa 분획물은

모든 암세포에서 비슷한 성장저해활성을 나타내었으나 ＞30 KDa 분획물이 다소

높은 활성을 보였다. Celluclast 효소분획물과 마찬가지로 ＞30 kDa 분획물이 분

획하지 않은 효소추출물보다 U-937와 HL-60 세포에 대해 높은 성장억제 효과를

나타내었으며, U-937 세포에 더 효과적이었다. Celluclast와 Neutrase 추출물의

분획물 모두 >30 kDa 분획물에서 암세포성장 억제효과가 좋았고 특히 다섯 가

지 암세포 중 U-937과 HL-60 세포에 대해 특이적으로 효과가 높게 나타났다.

그래서 >30 kDa 분획물을 선택하여 U-937과 HL-60 세포에 대해 더 많은 실험

을 수행하였다.

U-937와 HL-60 세포에 대해 큰잎모자반 Celluclast와 Neutrase 효소 ＞30

KDa 분획물의 농도별 성장억제효과를 본 결과는 Fig. 19에 나타내었다. 그림에

서 두 효소 분획물이 모두 농도의존적으로 성장억제효과를 보였다.

인간 유래 대장암 세포주 HT-29에 대한 미더덕 추출물의 암세포 증식억제 효

과를 본 결과 동결건조 미더덕 분말로부터 추출한 경우에는 acetone 추출물이

농도의존적으로 암세포증식억제를 나타내지는 않았지만, 추출물의 농도가 500 ㎍

/㎖에서 약 40% 이하의 암세포 증식억제활성을 보였는데 이는 추출물에 불순물

이 많이 함유되어 있음을 의미하고 정제수율을 높이면 상대적 활성이 증가하리

라 예상된다고 보고하였다(Kim et al., 2006).

대장암 세포인 HT-29에 차가버섯 열수추출액을 1.5 ㎎/㎖를 첨가하였을 때는

세포수는 대조군의 82.7%로 감소하였고, 3.0 ㎎/㎖ 첨가에서는 77.2%로 감소하여

차가버섯의 HT-29 세포증식 억제 효과를 알 수 있었으며, 버섯 추출물의 첨가수

준이 높아짐에 따라 증식 억제 효과가 더 뚜렷하였다고 보고하였고, 위암세포

SNU484에 대한 차가버섯 추출물 1.5 ㎎/㎖ 첨가에서는 세포수가 9.2× 10
5
으로

대조군의 19.5×10
5
에 비해 매우 유의적으로 감소하였으며, 320 ㎎/㎖ 첨가에서는

세포가 거의 관찰되지 않았으므로 차가버섯 추출물의 첨가량이 증가할수록

SNU484 세포수는 매우 감소하는 경향을 보였다고 보고하였다(Hwang et al.,

2003).

간암세포인 H22와 백혈병세포인 L1210에 대한 표고버섯과 느타리버섯의 항암
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효능을 확인하고 버섯의 첨가량이 증가할수록 암세포의 저지율이 증가하였다고

보고하였다(Park et al., 1998).

해조류 추출물의 인체 자궁경부암 세포인 HeLa 세포에 대한 암세포 성장 억

제효과는 해조류 에탄올 추출물 모두 50% 이상의 억제효과를 보였으며, 이중

90% 이상 해조류 억제효과를 보인 해조류는 톳(92%), 다시마(92%), 미역(93%),

파래(92%)였고, 김은 56%로 다른 해조류에 비해 다소 낮은 억제효과를 보였다.

추출물 농도별 암세포 성장 억제효과를 보면 다시마와 미역, 김은 농도가 높아짐

에 따라 억제효과가 높아졌으나, 톳과 파래는 250 ㎍/assay의 농도에서 최대 성

장억제 효과를 보였고, 유방암 세포인 MCF-7 cell에 대한 각 해조류 추출물의

암세포 증식의 저해율을 보면 50% 이상의 억제효과를 보인 해조류는 톳(89%),

다시마(90%), 미역(92%), 파래(91%), 김(50%)로 모든 해조류 에탄올 추출물에서

암세포 성장억제 효과가 있다고 보고하였고, 위암세포인 SNU-638에 대해서는

HeLa cell이나 MCF-7 cell에 대한 암세포 성장억제 효과보다는 다소 낮은 저해

율을 보였으나 50% 이상 저해하였다고 보고하였다(Kim et al., 2005).

식용버섯 균사체를 이용하여 단독 배양한 발효대두의 메탄올 추출물 농도별로

인체 전립선암 세포주 DU145에 대한 성장억제 효과를 보면 균사체 배양물 1,000

㎍/㎖ 농도에서 팽이버섯(F. velutipes) 균사체를 배양한 발효대두가 35.07%로

가장 높았으며, 다음으로 아가리쿠스(A. blazai) 32.32%, 새송이(P. eryngii)

29.86%였으며, 동충하초(P. japonica) 20.92%로 가장 낮을 값을 나타내었다.

식용버섯 균사체와 B. megaterium SMY-212를 이용하여 2단계 배양한 발효대

두의 메탄올 추출물 농도별의 세포성장 억제효과는 1,000 ㎍/㎖ 농도에서 각 추

출물의 암세포 증식 억제효과는 32.01-50.03%의 범위로 나타났으며, 그 추출물의

농도에 비례적인 증가를 나타내었다고 보고하였다(Choi et al., 2004).

HL-60 세포에서 약용식물 B. platyphylla var. japonica 추출물의 세포독성은

0, 20, 100 및 500 ㎍/㎖를 2일 동안 처리했을때 점진적으로 세포 생존율이 농도

의존적으로 감소하였으며, HL-60 cell에 대한 약용식물 B. platyphylla var.

japonica 추출물 IC50은 159.0 ㎍/㎖이었다고 보고하였다(Ju et al., 2004).

모자반(Sargassum fulvellum) 유기용매별 추출물의 HeLa 세포, 결장암 세포

(HT29), 간암세포(HepG2)에 대한 세포독성은 HepG2에 용매별 각 시료 분획물
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을 100, 200, 300, 400 및 500 ㎍/㎖씩 첨가하였을때 ethylether층의 경우 시료 농

도가 100 ㎍/㎖을 첨가하였을때 이미 92%의 높은 암세포 독성효과를 보였으며

농도가 증가할 수록 증식억제효과가 그대로 유지되다가 400 ㎍/㎖에서는 다소

감소하는 경향을 보였고, ethylacetate층의 경우는 300 ㎍/㎖를 첨가하였을때 암

세포의 독성효과가 갑자기 증가되어 78%의 효과를 보였고 계속 농도의존적으로

증가하여 500 ㎍/㎖를 첨가하였을때 91%의 높은 효과가 나타났다고 하였으며,

결장암 세포인 HT29와 HeLa cell에 대한 암세포의 독성효과도 ethylether층과

ethylacetate층에서 높은 증식억제 효과를 보였는데 경향은 HepG2와 유사하였다

고 보고하였다(Bae S. J., 2004).
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Fig. 17. Effect of different molecular weight fractions of Sargassum coreanum

Celluclast extract on tumor cell growth inhibition activity in tumor

cells(U-937, HL-60, HaLa, B-16 and CT-26 cells). Cells were treated

with 100 ㎍/㎖ of different molecular weight fractions and measured

for viability by MTT assay at 72hr after the sample treatment.

Experiments were performed in triplicates and data are expressed as

average percent change from control ± S.D.
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Fig. 18. Effect of different molecular weight fractions of Sargassum coreanum

Neutrase extract on tumor cell growth inhibition activity in tumor

cells(U-937, HL-60, HaLa, B-16 and CT-26 cells). Cells were treated

with 100 ㎍/㎖ of different molecular weight fractions and measured

for viability by MTT assay at 72hr after the sample treatment.

Experiments were performed in triplicates and data are expressed as

average percent change from control ± S.D.
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Fig. 19. Effect of various concentration of >30 kDa fraction of Sargassum

coreanum Celluclast and Neutrase extract on tumor cell growth

inhibition activity in tumor U-937 and HL-60 cell, Cells were

measured for viability by MTT assay at 72hr after the sample

treatment. Experiments were performed in triplicates and data are

expressed as average percent change from control ± S.D.
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3-2. 형광현미경을 이용한 cell의 형태적 관찰

큰잎모자반의 효소적 가수분해물 암세포 사멸을 apoptosis로 유도하는지 확인

하기 위해 현미경적 관찰을 통해 확인해 보았다. 이것은 세포 손상 정도를

Hoechst 33342 형광 염색약으로 핵을 염색하여 핵의 손상정도를 형광 현미경으

로 관찰하는 방법으로써 백혈병 세포인 HL-60과 U-937 세포에 큰잎모자반의

celluclast와 Neutrase 추출물의 ＞30kDa 분획물을 농도별로 처리해 준 후 형태

적 관찰을 실시하여 Fig. 20～23에 나타내었다. Fig. 20과 21은 HL-60 세포에 대

해 큰잎모자반의 Celluclast와 Neutrase 추출물의 ＞30kDa 분획물을 농도별로 처

리결과 추출물을 처리하지 않은 control의 경우에는 세포의 형태가 뚜렷하고 타

원형의 모양을 하고 있지만, 분획물을 100㎍/㎖를 처리하였을 때 세포의 형태가

많이 깨져서 apoptotic body가 많이 보이고 있으며 세포의 형태 또한 뚜렷하지가

않았다. 따라서 큰잎모자반의 Celluclast와 Neutrase 추출물의 ＞30kDa 분획물이

백혈병 세포인 HL-60 세포를 apoptosis로 유도하여 세포를 사멸 시키는 것을 확

인할 수 있었다. U-937 세포에 대한 관찰결과는 Fig. 22과 23에 나타내었다.

U-937 세포도 HL-60 세포와 마찬가지로 추출물농도 의존적으로 apoptotic body

가 많이 형성됨을 알 수 있었다.

Apoptosis는 암세포 성장 억제 기전 중 중요하게 연구되고 있는 분야로

Apoptosis에 의해 죽은 세포의 특징중 하나가 apoptotic DNA ladder라는 DNA

의 분절현상이다(Bortner et al., 1995).

키토산 올리고당에 의한 HL-60 암세포의 성장억제 효과가 apoptosis 유도로

인한 세포사망에 기인한 것인지를 알아보고자 Agarose gel 전기영동으로 DNA

fragmentation 분석을 실시한 결과 키토산 올리고당의 농도가 증가할 수록 현저

한 DNA 분자가 큰 조각에서 작은 조각으로 갈라지는 apoptotic DNA ladder가

관찰되었으며, glacial acetic acid 처치한 경우 glacial acetic acid 농도가 증가하

여도 apoptotic DNA ladder를 관찰할 수 없었기 때문에 키토산 올리고당에 의한

HL-60 암세포의 성장억제 효과는 apoptosis 유도에 의한 것이라고 보고하였다

(Jeong et al., 2000).

Apoptosis 과정에서 실행경로의 활성화 과정에 관여하는 caspase는 apoptosis
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시 활성화되는 중요한 단백질 분해효소이므로 이 효소의 활성도를 측정하여

apoptosis 정도를 파악할 수 있는데 차가버섯이 대장암세포 HT-29 세포의

apoptosis에 미치는 영향을 조사한 결과 차가버섯 1.5 ㎎/㎖ 첨가에서 caspase-3

활성이 대조군의 152%, 3.0 ㎎/㎖에서 153%, 6.0 ㎎/㎖에서 171%, 12.0 ㎎/㎖에

서 198%, 18.0 ㎎/㎖에서 254%, 24 ㎎/㎖에서 270% 증가하였다고 보고하였고,

위암세포 SNU484 세포에서 차가버섯 추출물의 첨가량이 증가할 수록 caspase-3

활성이 급격히 증가하였다고 하였다(Hwang et al., 2003).

Curcumin을 인간의 상피암세포인 A-431에 처리한 연구에서 curcumin 주입

48시간 뒤 세포 생존율은 10 μM에서 80% 이상이었으나, 20 μM 이상에서는

20%이하로 감소하였으며, 이때 caspase-3 활성은 증가하였으므로 curcumin에

의해 유도된 자가사멸이었다고 보고하였다(Shim et al., 2001).

MCSB에 의해 U-937 세포에서 apoptosis의 형태학적 변화를 확인하기 위해

TUNEL 방법으로 검사한 결과 MCSB 15 ㎍/㎖ 농도에서 DNA fragment와

apoptotic body가 관찰되었다고 보고하였다(Cha et al., 2004).
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Fig. 20. Morphological changes of HL-60 cells treated with different

concentration of >30 kDa fraction of Sargassum coreanum Celluclast

extract.
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Fig. 21. Morphological changes of HL-60 cells treated with different

concentration of >30 kDa fraction of Sargassum coreanum Neutrase

extract.
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Fig. 22. Morphological changes of U-937 cells treated with different

concentration of >30 kDa fraction of Sargassum coreanum Celluclast

extract.
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Fig. 23. Morphological changes of U-937 cells treated with different

concentration of >30 kDa fraction of Sargassum coreanum Neutrase

extract.
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3-3. Alkaline comet assay를 이용한 암세포의 DNA 손상 측정

본 실험에서는 세포의 DNA 손상을 측정하는 방법으로 comet assay를 이용

하여 큰잎모자반 Celluclast 추출물과 Neutrase 추출물의 ＞30kDa 분획물이 갖는

암세포의 DNA 손상을 분석하였다. 이 방법의 이론은 근본적으로 분자량에 따라

그 이동속도가 반비례되는 전기영동의 원리에 기초하고 있다. 즉 DNA 손상을

입은 세포를 lysis시켜 핵만 남긴 후 전기영동을 하게되면 DNA 분자량의 크기

가 작을수록 핵으로부터 멀리 이동되므로 손상되어 잘려진 DNA 가닥이 많을수

록 혜성 꼬리처럼 긴 모양이 생긴다. 이러한 tail movement를 측정하여 얻은 결

과를 아래 그림에 나타내었다.

Fig. 24～26은 큰잎모자반 Celluclast와 Neutrase 추출물의 ＞30kDa 분획물의

시간대별 HL-60 세포에 대한 DNA 손상을 측정한 결과이다. Fig. 24에서는 큰잎

모자반 Celluclast와 Neutrase 추출물의 ＞30kDa 분획물은 처리 시간이 증가할

수록 세포손상이 증가하는 경향을 보였으며 12시간 경과한 후에는 HL-60 세포

에 대해 약 40～50%의 DNA 손상을 보였다. 이러한 결과를 Comet image로 본

결과 Fig. 25은 Celluclast ＞30kDa 분획물의 12시간 경과 후 HL-60 세포에 대

한 DNA 손상이 많이 일어났음을 알 수 있었고, Neutrase 추출물의 ＞30kDa 분

획물 또한 12시간 경과 후 HL-60 세포에 대해 DNA 손상이 많이 일어난 것을

Fig. 26를 통해 알 수 있었다.

Fig. 27～29은 큰잎모자반 Celluclast와 Neutrase 추출물의 ＞30kDa 분획물의

시간대별 U-937 세포에 대한 DNA 손상을 측정한 결과이다. Fig. 27에서는 큰잎

모자반 Celluclast와 Neutrase 추출물의 ＞30kDa 분획물은 처리 시간이 증가할

수록 세포손상이 증가하는 경향을 보였으며 12시간 경과한 후에는 Neutrase의

경우는 U-937 세포에 대해 약 50% 이상의 세포독성을 보였다. 이러한 결과를

Comet image로 본 결과 Fig. 28는 Celluclast ＞30kDa 분획물이 1시간 경과 때

부터 U-937 세포에 대한 DNA 손상을 보였으며 12시간 경과 후에는 U-937 세

포에 대한 DNA 손상이 많이 일어났음을 알 수 있었다. Fig. 29은 Neutrase 추

출물의 ＞30kDa 분획물이 U-937 세포에 대해 DNA 손상이 같은 시간대에서의

DNA가 많이 손상됨을 알 수 있었다.
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Fig. 30～32는 큰잎모자반 Celluclast와 Neutrase 추출물의 ＞30kDa 분획물의

농도별 HL-60 세포에 대한 DNA 손상 측정결과 나타낸 것으로 큰잎모자반

Celluclast와 Neutrase 추출물의 ＞30kDa 분획물이 농도의존적으로 DNA 손상이

증가하는 경향이 있었고, 200 ㎍/㎖의 농도에서는 약 25～30%의 세포독성을 보

였다. 이러한 결과를 Comet image로 본 결과 Fig. 31은 Celluclast ＞30kDa 분획

물의 농도가 100 ㎍/㎖일때 까지는 DNA 손상의 차이를 잘 확인할 수 없었으나

200 ㎍/㎖일때 DNA 손상을 확인할 수 있었다. Fig. 32의 Neutrase 추출물의 ＞

30kDa 분획물의 농도별 HL-60 세포에 대한 DNA 손상 Comet image에서도

Celluclast 추출물과 마찬가지로 100 ㎍/㎖일때 까지는 DNA 손상의 차이를 잘

확인할 수 없었으나 200 ㎍/㎖일때 DNA 손상을 확인할 수 있었다.

Fig. 33～35는 큰잎모자반 Celluclast와 Neutrase 추출물의 ＞30kDa 분획물의

농도별 U-937 세포에 대한 DNA 손상 측정 결과를 나타낸 것으로 큰잎모자반

Celluclast와 Neutrase 추출물의 ＞30kDa 분획물의 농도의존적으로 DNA 손상이

증가하는 경향이 있었으며, 이러한 결과를 Comet image로 본 결과인 Fig. 34는

U-937 세포에서 Celluclast ＞30kDa 분획물의 농도를 50 ㎍/㎖～200 ㎍/㎖로 증

가시킬 때 DNA 손상이 농도 의존적으로 증가되는 것을 확인하였다. Fig. 35에서

Neutrase 추출물의 ＞30kDa 분획물의 농도별 U-937 cell에 대한 DNA 손상

Comet image에서도 농도를 50 ㎍/㎖～200 ㎍/㎖로 증가시킬때 DNA 손상이 증

가함을 알 수 있었다.

약용식물 Betula platyphylla var. japonica 추출물 500 ㎍/㎖으로 HL-60 세포

에 대해 0, 3, 7, 16 및 24시간 시간별로 처리하였을때 시간 의존적으로 DNA

fragmentation이 증가하였고, 추출물을 HL-60 세포에 0, 4, 20, 100 및 500 ㎍/㎖

씩 농도별로 24시간 처리하였을 때도 농도 의존적으로 DNA fragmentation이 증

가하였다고 보고하였다(Ju et al., 2004).
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Fig. 24. The effect of time of >30 kDa fraction of Sargassum coreanum

Celluclast and Neutrase extract on nucleolus DNA damage in HL-60

cells. Values are means with standard errors of duplicate

experiments.
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Fig. 25. Comet images of HL-60 cells after the treatments of different time of

>30 kDa fraction of Sargassum coreanum Celluclast extract.
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Fig. 26. Comet images of HL-60 cells after the treatments of different time of

>30 kDa fraction of Sargassum coreanum Neutrase extract.
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Fig. 27. The effect of time of >30 kDa fraction of Sargassum coreanum

Celluclast and Neutrase extract on nucleolus DNA damage in U-937

cells. Values are means with standard errors of duplicate

experiments.
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Fig. 28. Comet images of U-937 cells after the treatments of different time of

>30 kDa fraction of Sargassum coreanum Celluclast extract.
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Fig. 29. Comet images of U-937 cells after the treatments of different time of

>30 kDa fraction of Sargassum coreanum Neutrase extract.
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Fig. 30. The effect of different concentration >30 kDa fraction of Sargassum

coreanum Celluclast and Neutrase extract on nucleolus DNA damage

in HL-60 cells. Values are means with standard errors of duplicate

experiments.
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Fig. 31. Comet images of HL-60 cells after the treatments of different

concentration of >30 kDa fraction of Sargassum coreanum Celluclast

extract.
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Fig. 32. Comet images of HL-60 cells after the treatments of different

concentration of >30 kDa fraction of Sargassum coreanum Neutrase

extract.
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Fig. 33. The effect of different concentration >30 kDa fraction of Sargassum

coreanum Celluclast and Neutrase extract on nucleolus DNA damage

in U-937 cells. Values are means with standard errors of duplicate

experiments.
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Fig. 34. Comet images of U-937 cells after the treatments of different

concentration of >30 kDa fraction of Sargassum coreanum Celluclast

extract.
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Fig. 35. Comet images of U-937 cells after the treatments of different

concentration of >30 kDa fraction of Sargassum coreanum Neutrase

extract.
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3-4. Lymphocyte cell(정상세포)에 대한 ＞30kDa 분획물들의 독성효과

Lymphocyte 세포(정상세포)에 대한 큰잎모자반 Celluclast와 Neutrase ＞

30kDa 분획물의 DNA 손상을 측정한 결과는 Fig. 36～38에 나타내었다. Fig. 36

에서 두효소 모두 100 ㎍/㎖의 농도까지는 control과 비슷한 DNA 손상 결과를

나타냈으나 200 ㎍/㎖의 농도에서는 control에 비해 약간의 Lymphocyte 세포의

DNA 손상이 생겼다. 이것을 확인하기 위해 comet image로 본 결과 Fig. 37의

Neutrase 분획물에서 100 ㎍/㎖까지는 control과 비슷하였으나 200 ㎍/㎖에서는

DNA 손상이 약간 일어나기 시작함을 알 수 있었다. Celluclast 추출물의 대한

Fig. 38은 Neutrase 추출물과 유사한 모습을 나타내었다. 이는 암세포에 비해 정

상세포에 대해서 DNA 손상이 적게 나타난 것으로 볼 때 큰잎모자반 추출물을

이용하여 항암 관련 기능성 식품 또는 항암제의 재료로 이용할 수 있을 것으로

생각된다.
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Fig. 36. The effect of different concentration >30 kDa fraction of Sargassum

coreanum Celluclast and Neutrase extract on nucleolus DNA damage

in Lymphocyte cells. Values are means with standard errors of

duplicate experiments.
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Fig. 37. Comet images of lymphocyte cell after the treatments of different

concentration of >30 kDa fraction of Sargassum coreanum Neutrase

extract.
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Fig. 38. Comet images of lymphocyte cell after the treatments of different

concentration of >30 kDa fraction of Sargassum coreanum Celluclast

extract.
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3-5. 효소분획물의 U-937 cell과 HL-60 cell에 대한 cell cycle 변화

Fig. 39～42은 큰잎모자반 Neutrase와 Celluclast의 ＞30kDa 분획물을 가지고

U-937 세포에 대한 cell cycle 변화를 측정한 결과로써 Fig. 39와 Fig. 40에서

Neutrase 추출물의 경우 50 ㎍/㎖와 100 ㎍/㎖에서는 추출물을 처리하지 않은

control의 sub-G1의 3.15%와 비슷한 수치인 각각 3.10%와 3.25%의 sub-G1 수치

를 나타냈으나 200㎍/㎖의 농도에서는 sub-G1이 15.66%를 나타낸 것으로 보아

apoptosis가 유도된 것을 확인할 수 있었다.

Fig. 41와 Fig. 42의 Celluclast 추출물의 경우는 100 ㎍/㎖에서는 대조구의

sub-G1의 3.15%보다 약간 높은 수치인 4.82% 수치를 나타냈으나 200 ㎍/㎖의

농도에서는 sub-G1이 17.74%를 나타낸 것으로 보아 Neutrase 추출물보다 약간

높은 apoptosis가 유도된 것을 확인할 수 있었다.

Fig. 43～46은 큰잎모자반 Neutrase와 Celluclast의 ＞30kDa 분획물을 가지고

HL-60 세포에 대한 cell cycle 변화를 측정한 결과로써 Fig. 43와 Fig. 44에서

Neutrase 추출물의 경우 50 ㎍/㎖와 100 ㎍/㎖에서는 sub-G1이 각각 4.33%와

6.21%를 나타내어 control sub-G1의 2.91%보다 약간 높은 apoptosis를 나타내었

고 200 ㎍/㎖의 농도에서는 sub-G1이 14.45%로 보다 높은 apoptosis가 유도된

것을 확인할 수 있었다.

Fig. 45와 Fig. 46의 Celluclast 추출물의 경우는 50 ㎍/㎖와 100 ㎍/㎖에서는

sub-G1이 각각 5.02%와 5.63% 비슷한 apoptosis를 나타내었고, 200 ㎍/㎖의 농

도에서는 sub-G1이 16.21%의 수치를 나타내었다.

HL-60 세포에 대한 약용식물 Butula platyphylla var. japonica 추출물의 flow

cytometric 분석을 통한 apoptotic 효과에서 24시간 동안 추출물의 농도를 4 ㎍/

㎖(0%), 20 ㎍/㎖(5.7%), 100 ㎍/㎖(12.2%) 및 500 ㎍/㎖(68.5%)씩 apoptotic cell

의 비율이 증가하였으며, 500 ㎍/㎖의 추출물 농도에서 시간을 3시간(25.5%), 7시

간(46.3%), 16시간(58.2%) 및 24시간(68.5%)씩 poptotic cell의 비율이 증가하였다

고 보고하였다(Ju et al., 2004).

U937 세포에 대한 MCSB의 apoptosis를 확인하기 위한 cell cycle 분석에서

G0/G1 상에서 MCSB 농도의존적으로 DNA 함량이 증가한 반면 S 상에서는 감
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소하였으며, sub-G1의 apoptotic 비율은 control과 비교하여 농도 5 ㎍/㎖

(4.16%), 10 ㎍/㎖(8.76%) 및 15 ㎍/㎖(16.11%)씩 각각 증가하였다고 보고하였다

(Cha et al., 2004).
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Fig. 39. Effect of >30 kDa fraction of Sargassum coreanum Neutrase

extract on the cell cycle pattern and apoptotic portion in U-937 cells

by flow cytometric analysis. Histogram patterns of U-937 cells treated

with various concentration of >30 kDa fraction for 24hr by cell cycle

analysis.
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Fig. 40. Bar graph for cell cycle patterns of U-937 cells treated by various

concentration of >30 kDa fraction of Sargassum coreanum Neutrase

extract.
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Fig. 41. Effect of >30 kDa fraction of Sargassum coreanum Celluclast

extract on the cell cycle pattern and apoptotic portion in U-937 cells

by flow cytometric analysis. Histogram patterns of U-937 cells

treated with various concentration of >30 kDa fraction for 24hr by

cell cycle analysis.
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Fig. 42. Bar graph for cell cycle patterns of U-937 cells treated by various

concentration of >30 kDa fraction of Sargassum coreanum Celluclast

extract.
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Fig. 43. Effect of >30 kDa fraction of Sargassum coreanum Neutrase

extract on the cell cycle pattern and apoptotic portion in HL-60 cells

by flow cytometric analysis. Histogram patterns of U-937 cells treated

with various concentration of >30 kDa fraction for 24hr by cell cycle

analysis.
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Fig. 44. Bar graph for cell cycle patterns of HL-60 cells treated by various

concentration of >30 kDa fraction of Sargassum coreanum Neutrase

extract.
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Fig. 45. Effect of >30 kDa fraction of Sargassum coreanum Celluclast

extract on the cell cycle pattern and apoptotic portion in HL-60 cells

by flow cytometric analysis. Histogram patterns of U-937 cells

treated with various concentration of >30 kDa fraction for 24hr by

cell cycle analysis.
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Fig. 46. Bar graph for cell cycle patterns of HL-60 cells treated by various

concentration of >30 kDa fraction of Sargassum coreanum Celluclast

extract.
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4. 결론

CT-26, U-937, HL-60, B-16과 Hela 세포에 대한 큰잎모자반 가수분해물의

분자량별 분획물의 cell growth inhibition acitivity는 Celluclast 효소분획물(원액,

>5 kDa, 5∼10 kDa, 10∼30 kDa, >30 kDa)에서 ＞30 kDa 분획물이 분획하지

않은 효소추출물보다 U-937와 HL-60 세포에 대해 높은 성장억제 효과를 나타내

었으며, U-937 세포에 더 효과적이었다.

Neutrase 효소분획물의 세포성장 억제효과 <5 kDa 에서는 HL-60 cell에 대해

서만 성장억제 효과가 있었고, 5～10 kDa 분획물은 분획하지 않은 효소추출물과

모든 암세포에서 비슷한 성장억제효과를 보였으며, 10～30 kDa와 ＞30 KDa 분

획물은 모든 암세포에서 비슷한 성장저해활성을 나타내었으나 ＞30 KDa 분획물

이 다소 높은 활성을 보였다. Celluclast 효소분획물도 마찬가지로 ＞30 KDa 분

획물이 분획하지 않은 효소추출물보다 U-937와 HL-60 세포에 대해 높은 성장억

제 효과를 나타내었으며, U-937 세포에 더 효과적이었다.

U-937와 HL-60 세포에 대해 큰잎모자반 Celluclast와 Neutrase 효소 ＞30

KDa 분획물의 농도별 성장억제효과 모두 농도의존적으로 성장억제효과를 보였

다.

백혈병 세포인 HL-60과 U-937 세포에 큰잎모자반의 celluclast와 Neutrase 추

출물의 ＞30kDa 분획물을 농도별로 처리해 준 후 형태적 관찰은 추출물을 처리

하지 않은 control의 경우에는 세포의 형태가 뚜렷하고 타원형의 모양을 하고 있

지만, 분획물의 농도가 100 ㎍/㎖이상의 경우에는 세포의 형태가 많이 깨져서

apoptotic body가 많이 보이고 있으며 세포의 형태 또한 뚜렷하지가 않았다. 따

라서 큰잎모자반의 Celluclast와 Neutrase 추출물의 ＞30kDa 분획물이 백혈병 세

포인 HL-60 세포를 apoptosis로 유도 시키는것을 확인할 수 있었다. U-937 세포

에 대해서도 농도의존적으로 apoptotic body가 많이 형성됨을 알 수 있었다.

큰잎모자반 Celluclast와 Neutrase 추출물의 ＞30kDa 분획물의 시간대별

HL-60 cell과 U-937 cell에 대한 DNA 손상을 측정한 결과는 처리 시간이 증가

할 수록 세포손상이 증가하는 경향을 보였으며 12시간 경과한 후에는 HL-60

cell에 대해 약 40～50%의 세포독성을 보였다. 이러한 결과를 comet image로 본
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결과에서도 나타났으며, 시간대별 U-937 cell에 대한 DNA 손상을 측정 결과에

서도 처리 시간이 증가할 수록 세포손상이 증가하는 경향을 보였으며 12시간 경

과한 후에는 Neutrase의 경우는 U-937 cell에 대해 약 50% 이상의 세포독성을

보였다.

농도별 HL-60세포 U-937 세포에 대한 DNA 손상 측정 결과는 200 ㎍/㎖의

농도에서는 약 25～30%의 세포독성을 보였다. 이러한 결과를 comet image로 본

결과 100 ㎍/㎖일때 까지는 DNA 손상의 차이를 잘 확인할 수 없었으나 200 ㎍/

㎖일때 DNA 손상을 확인할 수 있었다. Neutrase 추출물의 ＞30kDa 분획물의

농도별 HL-60 세포에 대한 DNA 손상 comet image에서도 Celluclast 추출물과

마찬가지로 100 ㎍/㎖일때 까지는 DNA 손상의 차이를 잘 확인할 수 없었으나

200 ㎍/㎖일때 DNA 손상을 확인할 수 있었다.

큰잎모자반 Celluclast와 Neutrase 추출물의 ＞30 kDa 분획물의 농도별 U-937

cell에 대한 DNA 손상 측정 결과를 나타낸 것으로 큰잎모자반 Celluclast와

Neutrase 추출물의 ＞30kDa 분획물의 농도의존적으로 DNA 손상이 증가하는 경

향이 있었으며, U-937 세포에서 Celluclast ＞30kDa 분획물의 농도를 50 ㎍/㎖～

200 ㎍/㎖로 증가시킬 때 DNA 손상이 증가하는 것을 comet image로 확인하였

다. Neutrase 추출물 Celluclast 추출물과 마찬가지로 농도를 50 ㎍/㎖～200 ㎍/

㎖로 증가시킬 때 DNA 손상이 증가함을 알 수 있었다.

Lymphocyte 세포(정상세포)에 대한 큰잎모자반 Celluclast와 Neutrase ＞

30kDa 분획물의 DNA 손상 측정 결과 두효소 모두 100 ㎍/㎖의 농도까지는

control과 비슷한 DNA 손상 결과를 나타냈으나 200 ㎍/㎖의 농도에서는 control

에 비해 약간의 Lymphocyte 세포의 DNA 손상이 나타났다. comet image의 결

과도 Neutrase 분획물에서 100 ㎍/㎖까지는 control과 비슷하였으나 200 ㎍/㎖에

서는 DNA 손상이 약간 일어나기 시작함을 알 수 있었다. Celluclast 추출물은

Neutrase 추출물과 유사한 모습을 나타내었다.

큰잎모자반 Neutrase와 Celluclast의 ＞30kDa 분획물을 가지고 U-937 세포에

대한 cell cycle 변화를 측정한 결과 Neutrase 추출물의 경우 50 ㎍/㎖와 100 ㎍/

㎖에서는 추출물을 처리하지 않은 control의 sub-G1의 3.15%와 비슷한 수치인

각각 3.10%와 3.25%의 sub-G1 수치를 나타냈으나 200 ㎍/㎖의 농도에서는
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sub-G1이 15.66%를 나타낸 것으로 보아 apoptosis가 유도된 것을 확인할 수 있

었고, Celluclast 추출물의 경우는 100 ㎍/㎖에서는 대조구의 sub-G1의 3.15%보

다 약간 높은 수치인 4.82% 수치를 나타냈으나 200 ㎍/㎖의 농도에서는 sub-G1

이 17.74%를 나타낸 것으로 보아 Neutrase 추출물보다 약간 높은 apoptosis가

유도된 것을 확인할 수 있었다.

큰잎모자반 Neutrase와 Celluclast의 ＞30kDa 분획물을 가지고 HL-60 cell에

대한 cell cycle 변화를 측정한 결과 Neutrase 추출물의 경우 50 ㎍/㎖와 100 ㎍/

㎖에서는 sub-G1이 각각 4.33%와 6.21%를 나타내어 control sub-G1의 2.91%보

다 약간 높은 apoptosis를 나타내었고, 200 ㎍/㎖의 농도에서는 sub-G1이 14.45%

로 보다 높은 apoptosis가 유도된 것을 확인할 수 있었고, Celluclast 추출물의 경

우는 50 ㎍/㎖와 100 ㎍/㎖에서는 sub-G1이 각각 5.02%와 5.63% 비슷한

apoptosis를 나타내었으며, 200 ㎍/㎖의 농도에서는 sub-G1이 16.21%의 수치를

나타내었다.
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