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초   록

Cytotoxicity of Fucoidan on mouse 

splenocytes and HL-60, human leukemia 

cells

(지도교수: 주홍구)

양혜열

제주대학교 수의학과 대학원

Fucoidan은 갈조류에서 추출한 황화다당체이다. 항암효과와  소염효과등 여

러 효과들이 알려져 있다. Fucoidan은 비장세포를 자극시켜 면역증진에 영향

을 미치고, 고분자량을 가진 fucoidan이 보다 강력한 면역 자극 활성을 가진

다고 알려져 있다. 그러나 예비 실험 결과  fucoidan이 세포 독성 효과가 나

타날 수 있다고 생각되었다. 그리하여 4종류의 fucoidan을 가지고 실험을 실

시하였다. MTT assay를 사용하여 실험했을 때, fucoidan B가 fucoidan A에 

비해 비장 세포의 활성도를 유의적으로 감소시키는 결과를 보였다. 유세포 분

석으로 비장 세포의 크기 감소를 알았고, 현미경 관찰로 비장 세포의 형태를 

분석함으로써 fucoidan B를 처리한 세포에서 세포사를 확인 할 수 있었다. 또

한 세포사 중 초기 세포사를 유도하는 것을 확인하였고, 미토콘드리아 막전위

도 감소하였다. 따라서 면역세포에 독성을 미치는 fucoidan B가 암세포에서도 

대사활성을 감소시켜 항암효과를 나타낼 수 있을지에 대해서 검증해보기로 했

다. HL-60 세포는 human leukemia 세포주이고, 마찬가지로 fucoidan B를 



처리했다. Fucoidan B 처리로 인해 HL-60의 대사 활성이 감소되었고, 세포

의 형태도 차이가 있었다. Fucoidan 처리로 인해 일어난 세포사인지 검증하

기 위해 Annexin V/propidium iodide 염색을 하여 flow cytometry로 확인

해보았다. Fucoidan B는 지속적으로 HL-60 세포의 세포 자멸사를 포함한 

세포사를 유도했다. 또한, 미토콘드리아의 막을 불안정하게 만들고 reactive 

oxygen species (ROS)의 생산을 변화시켰다. 

기존 보고와는 다르게 fucoidan은 비장세포와 HL-60세포에서 세포독성을 

보였다. 따라서 fucoidan이 HL-60 세포에 항암 활성을 가지고 있다고 판단

된다. 본 연구로 fucoidan이 면역 세포에 세포독성 효과를 가지며 나아가 백

혈병의 항암제로 사용될 수 있음을 기대한다. 

Keywords: 후코이단, 비장세포, 세포사, HL-60 세포, 항암제
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Cytotoxicity of Fucoidan on mouse 

spleen cells and HL-60, human 

leukemia cells
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Fucoidan is a sulfated polysaccharide, purified from brown algae. It 

has been known to have multiple biological activities including 

anti-cancer and anti-inflammatory effects. Previous our reports 

demonstrated that fucoidan can stimulate splenocytes and especially 

high molecular weight fucoidan is responsible for the 

immunostimulatory activity. However, we recently found that the 

activity of fucoidan can be dependent on its individual batch or 

sources. 4 different fucoidans (fucoidan A, fucoidan B, high molecular 

weight fucoidan, low molecular weight fucoidan) were used for this 



study. MTT assay showed that fucoidan B significantly decreased the 

cellular activity of splenocytes compared to fucoidan A. Furthermore, 

fucoidan B consistently killed splenocytes based on the cell size by 

flow cytometry analysis and the morphology by an inverted 

microscope. fucoidan B decreased the MMP and induced the early 

apoptosis of splenocytes. So, we tried to examine whether fucoidan B, 

which is toxic to immune cells, could reduce the metabolic activity of 

cancer cells and show anticancer effects. We cultured HL-60 cells, a 

human leukemia cell line and treated with the same fucoidan. Fucoidan 

B. The metabolic activity of HL-60 cells was decreased by fucoidan. 

And also, the morphology of HL-60 treated by fucoidan was changed. 

To clarify whether the fucoidan’s effect was attributed to cell death, 

namely cytotoxicity, we analyzed the size and the level of Annexin 

V/propidium iodide staining of HL-60 cells by a flow cytometer. 

Fucoidan consistently induced the cell death including apoptosis of 

HL-60 cells. As potential mechanisms, fucoidan destabilized the 

mitochondrial membrane potential and altered the production of 

reactive oxygen species in HL-60 cells. Taken together, we suggest 

that different batches or origin of fucoidan may have differential 

activities on splenocytes, immunostimulatory and cytotoxic activity. 

Also, we suggest that fucoidan has anti-tumor activity on HL-60 

cells via the destabilization of mitochondrial membrane potential. The 

present study demonstrates that fucoidan can be used as an 

anti-cancer agent for leukemia based on its mechanism.

Keywords: Fucoidan, splenocytes, apoptosis, HL-60 cells , anti-tumor 

activity
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Ⅰ. 서론

Fucoidan은 갈조류와 해양 무척추 동물에서 추출된 고분자 황화 다당체이다[9].  

Fucoidan의 구조는 복잡하고, 종별로 구조와 화학식이 다를 수 있다. 또한 지역

이나 추출방식에 따라 많은 차이를 보일 수 있다. 본 연구에서는 Fucus 

vesiculosus에서 추출된 fucoidan을 사용하였다. Fucoidan은 항암 능력이 있어 

암세포의 성장과 분화를 억제한다고 하지만 그 작용 기전은 아직 명확하게 밝혀

지지 않았다[5]. Fucoidan은 항응고, 항염증, 항바이러스 효과, 면역 증진 효과

등 다양한 능력을 가진 천연물로 연구가 활발히 이루어지고 있다[9, 11].

 Fucoidan은 림프구를 증식시키고 활성화시켜 면역증진에 영향을 미친다고 한다

[15]. 또한 고분자(high molecular weight, HMF)와 저분자(low molecular 

weight, LMF) fucoidan의 비교 실험에서 HMF가 보다 강력한 면역자극효과를 

나타냈다[12]. 이전의 예비 실험에서, fucoidan이 같은 회사에서 판매된 것이라

도 연도별, batch별로 면역자극의 정도와 양상이 달랐다. 심지어 면역세포에 대

한 독성효과가 나타날 수 있다고 여겨졌다. 

세포독성 능력은 표적세포의 세포사(cell death)를 의미한다. 세포사는 보통 세

포자멸사(apoptosis)와 세포괴사(necrosis)로 분류된다. 세포자멸사는 프로그램 

된 세포의 죽음으로써, 다세포 생물에서 생존을 위한 중요 기전이다. 세포자멸사

는 유해 물질에 공격을 받은 세포를 사멸시켜 생명체를 보호하는 역할을 하기 

때문에 생존을 위한 중요한 기전으로 여겨진다[8]. 어떤 물질이 세포 독성 능력

을 가져 면역 세포에 발현하게 되면, 과도한 면역 세포의 활성을 억제시키게 된

다. 그리하여 그 물질은 면역 억제제로서 개발 가능성을 가진다. 따라서 

fucoidan의 면역세포에 대한 독성 검증과 그 정도를 측정하고, 더 나아가 

myeloid성 백혈병 세포주인 HL-60 세포에 대해서도 fucoidan의 세포 독성, 즉 

항암효과를 확인해 보고자 하였다. 
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Ⅱ. 재료 및 방법

PART 1. Fucoidan의 비장 세포에서 세포사 유도

실험동물 및 시약

실험에는 7-12 주령의 Balb/c와 C57BL/6 마우스를 사용하였다. 실험은 제주대

학교 동물실험윤리위원회의 승인을 받아 시행되었고, 제주대학교 동물실험윤리지

침을 준수하였다. Fucoidan은 4종류를 사용하였다. 2008년 구입한 fucoidan 

(이하 fucoidan A)와 2014년 구입한 fucoidan (이하 fucoidan B), ㈜해림후코

이단에서 제공받은 High molecular weight (이하 HMF), Low molecular 

weight (이하 LMF)를 사용하였다. HMF의 크기는 130 kDa이고, LMF의 크기

는 30 kDa이었다. Sigma사의 fucoidan의 크기는 20~200 kDa 의 범위로 알려

져 있다[12]. 모든 fucoidan은 phosphate buffered saline (PBS, Life 

Technologies, USA)에 10 mg/mL의 농도(stock solution)로 만들어 사용하였

다. 

 

비장세포의 준비 및 배양

비장세포는 이미 확립된 방법에 따라 준비하였다[14]. 마우스의 비장을 채취하

고 분쇄하여 비장세포를 얻었다. 비장세포 내 적혈구는 ammonium 

chloride-potassium (ACK) lysis buffer로 용혈시킨 후 제거하였다. RPMI 

1640 배지(Invitrogen, CA, USA)를 완전배지(L-glutamine, penicillin/ 

streptomycin, sodium pyruvate, non-essential amino acid, 2-mercaptoeth

anol, HEPES buffer, fetal bovine serum을 60℃에서 15분 불활성화시킨 후 

사용)로 만들어서 사용하였다.  세포는 2×106 cells/mL의 농도로 96-well이나 

24-well culture plate에 배양하였다. 
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비장세포 활성도 측정

비장세포를 96-well culture plate에 2×106 cells/mL의 농도로 넣고,  

fucoidan 4종류를 각각 처리하였다. Fucoidan의 농도는 0, 25, 50 ㎍/mL로   

3일간 배양한 후, 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide (MTT, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) assay를 실시하여 활

성도를 측정하였다[14]. Microplate reader (Multiskan FC, Thermo Fisher 

Scientific, USA)를 사용하여 570 nm에서 흡광도를 측정하였다.

 

유세포 분석을 이용하여 미토콘드리아 막전위 및 세포사 측정

비장세포를 24-well culture plate에 2×106 cells/mL의 농도로 넣고, 

fucoidan B를 처리하였다. Fucoidan의 농도는 0, 25, 50, 100 ㎍/mL로 24시

간 배양하였다. 미토콘드리아 막전위(Mitochondria membrane potential, 이하 

MMP)를 측정하기 위해 Rhodamine 123 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA)로 염색하였다[3]. 세포사의 정도를 측정하기 위해 Annexin Ⅴ-FITC 

(BD PharMingen, USA)와 propidium iodide (PI, Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, USA)를 함께 염색하였다[15]. Fucoidan B를 처리하여 24시간 배양 후, 

Rhodamine 123은 10 ㎍/mL로 염색하였다.  Annexin Ⅴ-FITC는 2㎕, PI는 

0.25 ㎍/mL로 세포에 처리하였다. 염색된 세포는 FACSCaliburTM (BD, USA)

를 이용하여 유세포분석을 실시하였다.

 

통계분석

유의성 차이는 ANOVA 분석 후 Tukey 검정으로 확인하였다.  0.05미만의 p 

value를 유의성이 있다고 판정하였으며 *, **, ***는 각각 control그룹과 비교하

였을 때 p < 0.05, 0.01, 0.001을 의미하고, #, ##, ###는 각각 fucoidan A 

와 B를 비교하였을 때 p < 0.05, 0.01, 0.001을 의미한다. 
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PART 2. Fucoidan의 사람 백혈병 세포(HL-60)에서의 항암효과 연구

HL-60 세포주 배양과 fucoidan

HL-60 세포는 human leukemia cell이다. 10% LCM 용액에 37 ℃ 5% CO²

에서 48-72시간 배양하였다[20]. Fucoidan은 part 1.에서 사용된 fucoidan B

가 사용되었다.

 

HL-60 세포 대사활성도 측정

HL-60 세포를 96-well에 2×105 cells/mL의 농도로 넣고, fucoidan을 0, 

6.25, 12.5, 25, 50, 100 ㎍/mL 처리하여 3일간 배양하여 MTT assay를 실시

하였다[14]. 

 

유세포분석

HL-60 세포를 24-well에 2×105 cells/mL의 농도로  넣은 후, fucoidan을  

0, 10, 20, 50 ㎍/mL로 각각 처리하여 72시간 배양하였다. Rhodamine 123 

과  Annexin Ⅴ-FITC/PI를 각각 세포에 처리 후 FACSCaliburTM (BD, USA)

로 유세포분석을 실시하였다. 

세포내 ROS 측정

 HL-60 세포를 24-well에 2×105 cells/mL의 농도로  넣은 후, fucoidan을  

0, 6.25, 25, 100 ㎍/mL로 각각 처리하였다. 2′,7′-Dichlorofluorescin 

diacetate (DCFDA, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 10 μM 농도로 

처리한 후 45분 배양하였다. 염색된 세포는 FACSCaliburTM (BD, USA)로 유

세포분석을 실시하였다. 

유의성분석

유의성 차이는 ANOVA 분석 후 Tukey검정으로 확인하였다.  
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Ⅲ. 결과

PART 1. Fucoidan의 비장 세포에서 세포사 유도

Fucoidan이 처리된 비장세포의 활성도 변화

비장세포에 4종류의 fucoidan을 처리하여 3일간 배양하였다. 세포의 활성도를 

MTT assay로 측정하였다(Fig. 1). HMF는 LMF보다 높은 활성도를 보였고, 

HMF와 fucoidan A는 각각의 대조군(0 ㎍/mL)에 비해 유의하게 증가된 세포활

성도를 보였다. 하지만 fucoidan A와 B는 같은 회사에서 구매했음에도 불구하고 

전혀 다른 세포활성을 보였다. 특히 fucoidan B의 경우 fucoidan A와 비교했을 

때 유의하게 세포활성을 감소시켰다. 이는 fucoidan B가 세포독성이 있을 가능

성을 의미한다. 선행연구에서 fucoidan이 면역세포에 자극 효과가 있는 것으로 

알려졌지만, 독성 효과도 또한 나타날 수 있음을 고려해 볼 수 있다. 이에 본 연

구에서는 fucoidan의 면역세포 중 비장세포에 대한 세포독성 효과를 분석하려고 

하였다.

Fig. 1. Splenocytes cellular activity by fucoidan. Splenocytes were setup 

at 2 × 106 cells/mL in 96-well culture plates and cultured with each 
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fucoidan (0 - 50 ㎍/mL). Three days later, MTT assay was performed. 

All values are represented as mean ± SD. *** indicates p < 0.001 

compared to control; ### indicates p < 0.001, between fucoidan A and 

fucoidan B treated cells.
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Fucoidan에 의한 비장세포의 크기 변화

Fucoidan 처리에 의한 세포독성을 분석하기 위해 유세포분석을 통해 비장세포의 

크기 변화를 관찰하였다. Forward Scatter (FSC)는 수치가 커질수록 세포의 

크기가 커짐을 의미하고 Side Scatter (SSC)는 수치가 커질수록 세포의 

granularity가 커짐을 의미한다. 죽은 세포의 경우 세포의 크기가 작아져 FSC값

이 작게 나타나는 경향을 보인다. 대조군(0 ㎍/mL)에서 판단한 죽은 세포의 비

율은 10% 정도인데, 25, 50, 100 ㎍/mL fucoidan 처리군들의 죽은 세포의 비

율은 농도에 따라 큰 차이는 없지만 대조군보다는 모두 증가하였다(Fig. 2). 도

립현미경(inverted microscope)로 세포모양을 관찰한 결과 대조군보다 

fucoidan 처리군에서 검정색의 작고, 죽은 세포(화살표)가 더 많이 관찰되었다. 

Fucoidan B 100 ㎍/mL 처리군에서는 면역자극에 의해 나타나는 cluster도 관

찰되었다(Fig. 3). 

Fig. 2. Exposure of fucoidan causes the change of cell size of 

splenocyte. Splenocytes were setup at 2 × 106 cells/mL in 24-well 

culture plates and cultured with 0 - 100 ㎍/mL fucoidan B for 24hr. 

The cells were subjected to FACS analysis. The region of dot plots 

means dead cells and the number is the cell percentage of the region.
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Fig. 3. Effects of fucoidan on cell morphology. Splenocytes were setup 

and treated as Fig. 2. The arrows indicate dead cells and the circle 

indicates the cluster of splenocyte.  
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Fucoidan에 의한 비장세포의 mitochondrial membrane potential(MMP)측정

세포의 미토콘드리아의 막전위를 Rhodamine 123 용액으로 염색하여 측정 할 

수 있다. Fucoidan 25 ㎍/mL 처리군에서는 대조군(0 ㎍/mL)보다 MMP가 증가

하였다. 그러나 fucoidan 50, 100 ㎍/mL 처리군에서는 감소하는 경향을 보였다

(Fig. 4). 

Fig. 4. Mitochondrial membrane potential (MMP) of fucoidan treated 

splenocytes (Rhodamine 123 staining). Splenocytes were setup and 

treated as Fig. 2. The number of histograms indicates geometric mean 

fluorescence intensity. 
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Fucoidan에 의한 비장세포의 세포사 측정

세포독성이 일어나는 이유 중 세포사가 어느 정도의 영향을 미치는 것인지 확인

해보기 위해 Annexin V-FITC/PI 염색을 하였다. 비장세포를 분리한 후 in 

vitro실험에서 배양하면 관련 cytokine 부족으로 세포사가 일어날 수 있다. 이를 

cytokine withdrawal cell death라고 하는데[8], fucoidan이 비장세포의 자연적

인 사멸에 대해 어떤 영향을 미치는지 알아보았다. Annexin V-FITC/PI 염색법

으로 초기 세포사(early apoptosis), 후기 세포사(late apoptosis), 세포괴사

(necrosis) 된 세포를 측정하였다(Fig. 5). Fucoidan B의 농도가 증가할수록 

초기 세포사(Annexin V⁺/PI⁻)된 세포의 수가 증가했다. 대조군(0 ㎍/mL)에 비

해 살아있는 세포(Annexin V⁻/PI⁻)의 수는 전반적으로 낮았다. 

Fig. 5. Fucoidan induces early apoptosis of splenocyte (Annexin V/PI 

staining). Splenocytes were setup and treated as Fig. 2. The quadrant of 

the dot plots indicates viable (lower left, Annexin V⁻/PI⁻), early 

apoptosis (lower right, Annexin V⁺/PI⁻), late apoptosis (upper right, 

Annexin V⁺/PI⁺), necrosis (upper left, Annexin V⁻/PI⁺) cells, 

respectively.
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PART 2. Fucoidan의 사람 백혈병 세포(HL-60)에서의 항암효과 연구

Fucoidan에 의한 HL-60 세포의 대사활성도 감소

Fucoidan을 HL-60 세포에 0, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 ㎍/mL의 농도로 처리

하였다. 삼 일간 배양한 후, MTT assay로 세포의 대사활성도를 측정하였다. 

Fucoidan의 농도가 증가할수록 세포의 대사활성이 감소되었다(Fig. 6).

Fig. 6. Fucoidan down-regulates the metabolic activity of HL-60 cells. 

HL-60 cells were setup at 2 × 105 cells/mL in 96-well culture plates 

and cultured with each fucoidan (0 - 100 ㎍/mL). Three days later, 

MTT assay was performed. 
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Fucoidan 농도에 의한 HL-60 세포의 형태 변화

HL-60에 대한 세포독성을 분석하기 위해 세포의 변화를 관찰하였다. Fucoidan 

0 ㎍/mL과 50 ㎍/mL을 처리한 HL-60세포를 200배 배율에서 관찰하였다

(Fig. 7). Fucoidan 0 ㎍/mL이 처리된 세포는 전체적으로 균일하고 표면이 매

끄러운 모습이다(Fig. 7A). 비교적으로 50 ㎍/mL이 처리된 세포는 표면이 거칠

고, 과립들을 확인할 수 있다(Fig. 7B). 두 농도는 세포의 수에도 확연한 차이를 

보이고 있다. Fucoidan은 HL-60에 대해 세포독성을 보인다고 판단된다. 

Fig. 7. Effects of fucoidan on HL-60 cell morphology. HL-60 cells 

were setup at 2 × 105 cells/mL in 24-well culture plates and cultured 

with each fucoidan (0 - 50 ㎍/mL) for 3 days. Images of HL-60 cells 

(A, 0 ㎍/mL; B, 50 ㎍/mL fucoidan) were captured using an inverted 

microscopy with a magnification, X200.
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Fucoidan 처리에 의한 HL-60 세포의 세포사 및 세포자멸사 증가

세포사 측정을 위해 Annexin V-FITC/PI 염색을 하였다. 유세포분석에서 

FSC/SSC로 세포크기를 관찰하였다. Fucoidan 0, 10, 20 ㎍/mL의 농도에서는 

죽은 세포의 비율이 유사하게 나타났다. 그러나 50 ㎍/mL의 농도에서는 확연한 

차이로 죽은 세포의 비율증가가 관찰되었다(Fig. 8). 20 ㎍/mL의 농도에서 후

기 세포사(Annexin V⁺/PI⁺)된 세포의 비율이 가장 높게 나타났고, 50 ㎍/mL의 

농도에서 세포괴사(Annexin V⁻/PI⁺)된 세포의 비율이 가장 높았다. 살아있는 

세포(Annexin V⁻/PI⁻)는 대조군(0 ㎍/mL)에 비해 fucoidan 처리군들이 다 낮

게 나타났다. Fucoidan 20, 50 ㎍/mL 처리군의 경우 살아있는 세포의 비율이 

비슷했고, 10 ㎍/mL 처리군에서의 살아있는 세포의 비율보다는 낮았다(Fig. 9).  

Fig. 8. Fucoidan induces the cell death of HL-60. HL-60 cells were 

setup as setup at 2 × 105 cells/mL in 24-well culture plates and 

cultured with  0, 10, 20, 50 ㎍/mL fucoidan. The region of dot plot 

indicates dead cells and the number is the cell percentaged of the 

region. 
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Fig. 9. Fucoidan induces the cell death of HL-60. HL-60 cells were 

setup as Fig. 8 and treated with 0 - 50 ㎍/mL fucoidan. The dots in 

the quadtrant indicates Annexin V/PI stained cells. 
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Fucoidan에 의한 HL-60 세포의 mitochondrial membrane potential감소

미토콘드리아 막전위를 측정하기 위해 HL-60세포에 Rhodamine 123 용액으로 

염색하였다. 대조군(0 ㎍/mL)과 비교했을 때 fucoidan 10, 20 ㎍/mL 처리군에

서는 미토콘드리아 막전위가 약간 감소했다. 그러나 fucoidan 50 ㎍/mL 처리군

에서는 미토콘드리아 막전위의 현저한 감소를 관찰하였다(Fig. 10). Fucoidan 

50 ㎍/mL 처리군에서 미토콘드리아 이중막 구조가 매우 불안정해진다는 사실을 

확인할 수 있다.

Fig. 10. Fucoidan effects the mitochondrial membrane potential (MMP) 

of  HL-60 cells (Rhodamine 123 staining). HL-60 cells were setup as 

Fig. 8 and treated with 0 - 50 ㎍/mL fucoidan. The number of 

histograms indicates geometric mean fluorescence intensity. 
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Fucoidan 처리에 의한 HL-60 세포 내 ROS 생산량 변화 

대조군(0 ㎍/mL)에 비해 fucoidan 6.25, 25 ㎍/mL 처리군에서 ROS 생산이 증

가하였다. Fucoidan 6.25 ㎍/mL 처리군은 25 ㎍/mL 처리군보다 ROS 생산이 

약간 높게 나타났다. Fucoidan 100 ㎍/mL 처리군은 대조군(0 ㎍/mL)에 비해 

매우 작은 ROS 생산을 보였다(Fig. 11). 이는 생산되는 ROS가 거의 없음을 의

미한다. 

   

 

Fig. 11. Fucoidan changes the ROS levels in HL-60 cells. HL-60 cells 

were setup as Fig. 6 and treated with 0, 6.25, 25, 100 ㎍/mL fucoidan. 

The treated HL-60 cells were stained with DCFDA solution. The 

number of histograms indicates geometric mean fluorescence intensity. 
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Ⅳ. 고찰

본 연구에서는 fucoidan의 세포 독성효과에 대해 확인하였다. Fucoidan은 면역 

증진에 효과가 있다고 알려져 있다. 그러나 예비 실험에서 fucoidan은 면역 세포

에 독성효과가 있음을 확인하였고 암세포에서도 대사활성을 감소시켜 항암효과

를 나타낼 수 있는 지에 관련해 실험을 진행하였다. 

면역 세포인 비장세포에 미치는 독성 효과와 그 정도에 대해 분석하였다. 세포활

성도를 MTT assay로 측정하였고, Annexin V/PI와 Rhodamine 123 염색법으

로 세포사와 관련 있는지에 관해 실험하였다. 암세포의 일종인 HL-60에서도 

fucoidan을 처리해 항암효과가 나타나는지 확인하였다. 이러한 항암효과가 세포

자멸사와 관련된 세포사에 의한 것인지에 대한 작용기전을 연구하였다. 항암 효

과는 다양한 작용기전을 통해 나타나지만 본 연구에서는 HL-60 세포의 미토콘

드리아 막전위를 측정하고 ROS 변화를 알아보았다. 

선행 연구에서 fucoidan은 농도 증가에 따라 면역 세포에서 면역 자극을 나타났

으며, fucoidan 고분자량에서 저분자량보다 면역 자극의 정도가 크게 나타났다 

[12, 15]. 그러나 최근 실시한 실험 시료인 fucoidan B (2014)는 다른 결과를 

보였다. Fucoidan B (이하 fucoidan)는 농도가 증가할수록 세포활성도가 감소

되는 결과가 나타났다. Fucoidan 의 농도가 증가할수록 같은 수의 세포 활성도

가 낮아지거나 세포수가 감소하기 때문이라고 생각해 볼 수 있다. 따라서 

fucoidan이 세포사를 유도시키는지 혹은 세포의 기능을 저하시키는 지 검증하고

자 하였다. Annexin V/PI 염색을 하고 그 결과를 관찰하였을 때, fucoidan가 비

장세포에서 초기 세포사(early apoptosis, Annexin V⁺/PI⁻)를 증가시켰다. 대조

군에 비해 fucoidan 처리군의 모든 농도에서 죽은 세포의 비율이 증가하였고, 현

미경으로도 죽은 세포를 확연히 관찰할 수 있었다. 따라서 fucoidan은 세포사를 

유도한다고 볼 수 있다. 그러나 농도가 높아져도 급격한 세포사가 일어나지는 않
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았다. 그 이유로는 비장세포는 여러 종류의 세포들이 섞여 있기 때문일 것이라고 

추측해 볼 수 있다. Rhodamine 123은 미토콘드리아 이중막에 축적된다[16]. 

미토콘드리아 막 전위차 측정(이하 MMP)은 세포의 생존율을 간접적으로 측정

할 수 있는 지표로 비장세포가 활성화되는 구간에서는 MMP가 증가하다 

fucoidan 값이 증가할수록 세포사가 일어나 MMP가 감소하는 경향을 갖는 것으

로 보인다.  Fucoidan 100 ㎍/mL 농도에서 intensity peak이 분리되는 것을 

관찰 할 수 있는데 죽은 세포로 인해 보이는 것으로 추정된다. Fucoidan는 비장 

세포에서 세포사를 야기시켰다. 그러나 농도 구배에 크게 연관된 세포사는 아니

며 오히려, 100 ㎍/mL의 농도에서 cluster를 발생시키며 약간의 면역자극 효과

도 나타나는 사실을 알 수 있었다. 

 HL-60 세포에 fucoidan B(이하 fucoidan)를 처리하여 대사활성도를 측정하

였다. Fucoidan의 농도가 높아질수록 HL-60의 대사활성도는 농도 의존적으로 

감소하였다. 이 결과가 세포사에 의한 것인지, 대사활성의 감소에 의한 것인지 

알아보기 위해 Annexin V-FITC/PI 염색을 하여 관찰하였다. Fucoidan의 농도

가 높아질수록 죽은 세포의 비율도 함께 높아졌다는 사실을 확인할 수 있었다. 

그리고 염색의 결과 late apoptosis된 세포의 비율은 fucoidan 20 ㎍/mL에서 

가장 높았고, necrosis된 세포의 비율은 fucoidan 50 ㎍/mL에서 가장 높았다. 

농도가 높아질수록 세포사의 시기도 빨라짐을 알 수 있었다. 대사활성 감소와 세

포사 증가의 작용기전을 좀더 명확하게 알아보기 위해 미토콘드리아 막전위와 

세포 내 ROS를 측정하였다. 미토콘드리아 이중막의 전위차를 측정하는 것이 세

포의 생존율 혹은 안정성을 간접적으로 측정할 수 있는 기준이 되는데, 이는 세

포사 이전에 이중막의 전위차가 감소하기 때문이다[17].  Rhodamine 123은 살

아있는 세포에 많은 양이 축적이 되어 MMP의 intensity가 높아지는데, 

fucoidan 50 ㎍/mL의 농도에서는 다른 농도와 달리 매우 낮은 값을 보였다. 50 

㎍/mL의 농도에서 전위차가 많이 감소된 것을 보고 세포사가 일어날 것임을 짐

작 할 수 있었다. ROS는 세포사를 나타나게 하는데[6], fucoidan의 농도가 

6.25 ㎍/mL과 25 ㎍/mL 인 경우 많은 ROS가 방출되었다. MMP와 함께 생각

하면 fucoidan 20 ~ 25 ㎍/mL농도에서 HL-60 세포는 살아있으나 대조군에 
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비해 많은 ROS를 방출한다고 볼 수 있다. 100 ㎍/mL에서는 낮은 intensity를 

보이는데, 이는 세포사가 나타나서 이미 많은 세포들이 사멸한 결과로 생각된다. 

 결론적으로 fucoidan은 HL-60 암세포의 대사활성을 감소시키고 세포사를 증

가시켜 항암효과를 일으켰다. 

Fucoidan은 면역 자극물질로 다루어져왔다. 그러나 본 연구에서는 fucoidan이 

면역세포에 독성을 보일 수 있고 그 효과가 연도별이나 batch별로 다를 수 있음

을 밝혔다. 또한 암세포에 대해 세포독성을 가져 항암효과를 나타냈다. 두 세포 

모두에게 독성을 보이지만, HL-60 세포에서는 농도에 따라 세포독성이 나타났

다. 그러나 비장 세포에서는 세포 독성이 나타나지만 농도에 따라 큰 차이를 보

이지 않았다. 이는 fucoidan이 비장세포에 HL-60만큼의 독성 효과가 나타나지 

않는다고 생각할 수 있다. 세포 독성이 있지만, 같은 농도에서 HL-60 세포보다 

그 독성에 저항 가능할 것으로 추측된다. 그리고 fucoidan이 세포 독성을 가지지

만, fucoidan 고농도에서 면역자극도 일어나는 사실을 볼 때 fucoidan을 임상적

으로 사용 시 암세포에는 항암효과를 주고, 면역 세포에는 암세포만큼의 세포독

성이 일어나지 않을 확률이 높다고 생각된다. 따라서 fucoidan이 항암제로 사용

될 가능성이 충분하다. Fucoidan을 임상적으로 사용할 때 본 연구를 통해 얻은 

결과가 유용하게 사용될 것으로 생각되지만, 임상분야에서의 적용하기 위해서는 

자세한 작용 기전에 대한 규명이 필요하며 심도 있는 후속 연구가 더 필요할 것

으로 판단된다.       
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