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<Abstact>

Comparison of Biological Characteristics and Immunomodulatory Effect between 

Purified Polysaccharides and Water Extract from

 Laminaria Japonica 

Jiamei Cui

Department of Food Science & Nutrition Graduate School

Jeju National University

Supervised by professor Yunkyoung Lee

Inflammation is the complex biological protective response of body tissues to 

harmful stimuli, such as pathogens, damaged cells, or irritants. Prolonged low-grade 

inflammation results in chronic diseases including diabetes, obesity, inflammatory 

bowel disease, pulmonary disease and cancer. Pharmaceutical substances have been 

used to treat such diseases however there have been a wide range of side effects. 

Therefore, not only to minimize the side effects but also to positively regulate 

inflammation to prevent the chronic diseases, compounds from natural sources/foods 

have drawn lots of attentions. Seaweed has been one of the attractive materials, 

which with potential to be exploited in human health applications. Laminaria 

japonica (LJ), a brown seaweed has served as a source of food, medicine, pigment, 

and livestock fodder with various essential nutrients and biological activities including 

anti-inflammatory, anti-oxidant, anti-proliferative, anti-tumor, anti-diabetic and others. It 

is well-documented that components and functions of extracts are highly dependable 

to its solvents. In consideration of potentially bioactive components in seaweeds, 

seaweed-derived dietary fiber has been intensively examined due to its richness, 

various forms, and functionalities. We hypothesized that polysaccharide purified from 

LJ (LJPS) is a responsible component contributing the beneficial effects of LJ, 
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especially its anti-inflammatory property. Therefore, in this study we compared water 

extract from LJ (LJE) and LJPS on their anti-oxidant and immunomodulatory effects 

by using in vitro model. 

Total polyphenol contents were measured using Folin–Ciocalteu method. 

Antioxidant activity was evaluated using the ABTs and DPPH assay. Cell viability 

was measured using MTT assays in mouse macrophages, RAW 264.7 cells. Nitric 

oxide (NO) assay, ELISA, and real-time PCR were performed to investigate the 

immunomodulating effect of LJE and LJPS in LPS-stimulated RAW 264.7 cells 

treated with LJE or LJPS.

As a result, we observed that LJE had a stronger ABTs radical scavenging activity 

than LJPS. Cellular toxicity of LJE was comparatively higher than that of LJPS in 

RAW 264.7 cells. LJE showed cellular toxicity from concentration 10 μg/mL, and no 

significant cytotoxicity was observed with LJPS upto 50 μg/mL in RAW 264.7 cells. 

Moreover, LJPS itself significantly enhanced the production of NO in RAW 264.7 

cells. On the other hand, both LJE and LJPS reduced the production of NO, tumor 

necrosis factor-α (TNF-α) and interleukin-6 (IL-6) expression by LPS stimulated 

RAW 264.7 cells.

Taken together, it was confirmed that polyphenols were lost through polysaccharide 

purified from LJ. Based on the antioxidant activity of LJPS, we were abel to 

conclude that the antioxidant activity was not the main biological property of LJPS. 

LJE appeared to have an anti-inflammatory effect, whereas LJPS had a biphasic 

immunomodulatory effect in RAW 264.7 cells. Overall, LJE and LJPS presented a  

promising natural source of food additives to regulae immune responses. 
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Ⅰ. 서 론

염증이란 체내의 면역세포가 외부로부터 물리적, 화학적 자극이나 

세균감염을 인지하여 다양한 염증매개 물질을 분비함으로써 손상된 조직을 

재생하려는 우리 몸은 자연 방어 기전이다. 만성 염증 상태가 지속되면 신체의 

여러 기관에 기능 장애가 유발될 수 있으며, 이로 인하여 암, 당뇨, 동맥경화와 

같은 심혈관계 질환 등 다양한 질병이 야기된다 [1-3].

염증을 치료하기 위해 다양한 항염증 제제가 개발 되어 왔으며, 현재 

보편적으로 사용되고 있는 항염증 제제로는 크게 스테로이드계 항염증제 

(steroid anti-inflammatory drugs)와 비스테로이드계 항염증제 (Non-steroidal 

anti-inflammatory drugs, NSAIDs)로 나뉜다 [4]. 이러한 항염증 제제들은 

염증 증상을 완화하는 동시에 다양한 부작용 (예, 위장관 질환 [5-7], 

심혈관질환 [8], 신장질환 등)을 유발하기도 한다 [9, 10]. 이에 학계에서는 

항염증 약제의 원료로 상대적으로 부작용이 적은 천연유래 원료에 많은 관심을 

가지고 다양한 연구를 지속해 왔다. 

다양한 천연물질 중 해조류는 아시아의 일부 국가에서만 식용으로 사용되고 

있고 유럽이나 북미에서는 식품이나 의약품의 첨가물 정도로만 사용되고 있다 

[11, 12]. 하지만 최근 해조류의 잠재적인 건강 증진효과에 대한 지속적인 

연구결과로 서양에서도 이에 대한 관심이 높아지고 있다 [13]. 해조류는 

보유하고 있는 색소의 종류에 따라 크게 갈조류, 녹조류, 홍조류로 나뉘며, 

영양학적으로는 열량이 낮으며 비타민, 무기질, 단백질, 탄수화물, 식이 섬유, 고 

미네랄 (요오드, 칼슘), 그 외 생리활성물질 (예, 다당류, 폴리페놀, 다가 불포화 

지방산) 등을 풍부한 것이 특징적이다 [14-17]. 이러한 해조류의 영양성분은 

서식하는 지역이나 계절 등 외부요인에 영향을 받는 것으로 알려져 있다 [18]. 

지금까지 많은 선행 연구들을 통해서 해조류의 다양한 잠재적 건강증진 효과, 

항암, 항산화, 항염증, 항종양, 항비만과 장 건강 개선 [19, 20]등이 보고된 바 

있다. 
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갈조류인 다시마 (Laminaria japonica)는 한국, 중국, 일본 등 아시아 

국가들에서 흔히 식재료 및 전통약제로 이용되며, 저칼로리 식품으로 비타민, 

미네랄, 식이 섬유 및 폴리페놀 등 생리학적 활성 물질을 함유하고 있다. 

지금까지 보고된 다시마의 효능으로는 항비만 [21], 항종양 [22], 항염증, 

항당뇨 [23], 항동맥경화 [24], 면역조절 [25], 세포자멸 억제 (anti-apoptosis) 

[26], 항바이러스 [27], 항응고 [28]와 항방사선 [29] 등의 건강기능 효과가 

있으나, 아직 구체적으로 다시마의 어떤 성분 때문에 이러한 유익한 효과가 

나타나는 지와 이에 따른 기전의 규명에 더 많은 연구가 필요하다.  

해조류로부터 기능성 성분을 발굴하기 위해 여러 가지 용매 및 효소 처리 

기법 등을 적용한 추출 방법이 연구되어 오고 있다. 대표적인 추출방법으로는 

효소 추출 (enzyme-assisted extraction), 마이크로파 추출 

(microwave-assisted extraction), 초음파 추출 (ultrasound-assisted 

extraction), 초임계 유체 추출 (supercritical fluid extraction), 가압 액체 추출 

(pressurized liquid extraction) 등이 개발되어 이용되고 있다 [12, 30-34].  

다양한 추출방법은 추출물이 함유하는 기능성 성분에도 큰 차이를 보인다 [35]. 

예를 들어, 해조류에서 다른 추출방법을 이용한 추출물질은 이화학적 특성 (예, 

폴리페놀 함량, 항산화 능력, 프리바이오틱스 (prebiotics)로의 잠재성, 

α-glucosidase 억제효과 등)의 자명한 차이를 보인다 [36]. 보편적으로, 식물의 

물 추출물보다는 효소를 이용해서 획득한 추출물 (enzyme-assisted 

extraction)은 폴리페놀의 함량이 높을 뿐만 아니라, 프리바이오틱스로의 잠재성, 

항산화 효과, 항당뇨 효과 등에서 뛰어난 능력을 보여준다 [36, 37]. 아직까지 

정확하게 어떤 표적물질이 이러한 추출물의 개선된 이화학적 효과에 

관여하는지에 대한 정확한 인과관계는 밝혀지지 않았으나, 효소를 이용한 

추출법에서는 가수분해작용을 통해 해조류의 세포벽 파괴가 가능하므로 물 

추출물과 비교하여 상대적으로 다양한 다당류, 펩티드 또는 아미노산의 추출되는 

특징이 부분적으로 기여할 것이라고 사료된다. 
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선행연구에 의하면 해조류 추출물 (갈조류 중에서 미역 (Undaria 

pinnatifida), 다시마 (Laminaria japonica), 모자반 (Sargassum fulvellum), 톳 

(Hizikia fusiforme) 등)의 전지방 세포에서 지방 세포로 분화과정에 해조류 

추출물이 미치는 영향과 관련 연구에서 물 추출물과 에탄올 추출물 중에서 물 

추출물이 지방분화 억제효과에 더욱 탁월하였다 [38]. 해조류 물 추출물이 

지방세포 분화에 미치는 영향에 대한 정확한 기전은 알려져 있지 않지만, 해조류 

에탄올 추출물에 비해 물 추출물에 함유되어 있는 특정 생리활성 성분이 영향을 

미칠 것으로 사료된다. 즉, 추출에 이용되는 용매의 종류에 따라 추출물에 

함유되어 있는 성분의 차이가 크며, 해조류 물 추출물에는 에탄올 추출물에 비해 

다당류 성분의 함량이 높다고 알려져 있다. 다당류의 다양한 생리활성 효과들이 

연구되어 있으나, 아직까지 해조류 (다시마)의 물 추출물과 해조류에서 추출한 

정제 다당류의 생리활성의 직접적인 비교에 대한 연구는 미비한 실정이다. 이에 

본 연구의 목적은 다시마 물 추출물과 다시마 유래 다당류의 이화학적 특성의 

비교와 항염증에 초점을 둔 생리활성 효과를 비교하고 그 기전에 대해 연구해 

보고자 한다.   
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Ⅱ. 이론적 배경

1. 해조류

바다의 중요한 생명 자원 중 하나인 해조류는 보통 연안 지역에 있으며 

다양한 모양, 크기, 색상 및 구성을 가진다. 해조류는 최대 180 m의 심해 지역, 

하구 (estuaries)및 black water에 있는 자갈, 암석, 죽은 산호, 조개 및 식물 

재료표면에서 붙어 있으며 비교적 얕은 바위 해안 지역의 바닥에 붙어 서식한다 

[39].

해조류는 서식하고 있는 바다의 깊이에 따라 광합성의 정도 차이로 인해 

생성되는 색소의 양에 따라 녹조류 (Chlorophyceae), 갈조류 (Phaeophyceae), 

홍조류 (Rhodophyceae)로 분류된다 [40]. 해조류의 분류군 별 출현비율은 

녹조류 16.4%, 갈조류 25.0%, 홍조류 58.6%로 분포 되어있다 [41]. 해조류는 

자신의 몸 색과 보색 관계에 있는 빛을 주로 이용하여 광합성을 하도록 

적응되어 있어 녹조류는 투과력이 약한 적색광을 주로 광합성에 이용해서 

수심이 얇은 곳에서 서식하고 홍조류는 투과력이 강한 청색광을 주로 광합성을 

이용해서 깊은 곳에서, 갈조류는 그 둘 중간 깊이에서 서식한다 [42]. 한국에서 

일반 대중이 흔하게 섭취하는 해조류로는 다시마, 미역귀, 김, 미역, 모자반, 

매생이, 청각, 꼬시래기 등이 대표적이다.

해조류는 영양적인 가치가 높은 식품으로 갈조류인 다시마는 단백질 8-15%, 

식이 섬유 10-41%, 탄수화물 48%, 지방 1.0%를 함유한다. 녹조류인 청각은 

단백질 8-11%, 식이 섬유 5.1%, 탄수화물 39-67%, 지방 0.5-1.5%를 

함유한다. 홍조류인 꼬시래기는 단백질 6.9%, 식이 섬유 24.7%, 지방 3.3%를 

함유한다 [14]. 그 외에도, 해조류는 미네랄 (요오드, 칼슘), 비타민 (Vitamin C, 

E, B3), 색소 등도 풍부하고 동물의 정상적인 성장과 조직 복구에 필요한 비타민 

A의 전구체인 베타-카로틴을 함유하고 있다 [43]. 이러한 해조류는 
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식용으로뿐만 아니라 산업 응용, 사료 첨가제, 비료, 염료 등 분야에서 

광범위하게 사용되고 있다 [17, 44, 45]. 

Figure 1. Potential health-beneficial effects and various applications of 

seaweeds

지금까지 해조류는 다양한 잠재적인 건강증진효과가 보고되어 왔으며, 식품, 

시료, 비료, 식품 첨가물 등 여러 분야에 적용이 가능하다 (Figure 1). 특히 우수

한 해조류의 항증식, 항종양, 항암, 항바이러스, 항산화, 면역조절, 항염증, 항응

고, 항비만, 항당뇨 등의 효과가 지금까지 보고되었다 [20, 46-51].
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1) 갈조류

(1) 갈조류의 종류 및 특징 

바다 생태계에서 중요한 역할을 수행하는 갈조류는 1,500종이 넘으며, 

대표적인 바다생물의 먹이로 사용된다.  이러한 갈조류는 온대, 열대 및 극지 

해안을 따라 자라는 다세포 해양 생물이다 [52, 53]. 갈조류는 주로 중국, 한국, 

일본 등 아시아 나라에서 식용과 약제로 사용되어 왔다 [54, 55]. 예를 들어, 

주성분인 톳 (Sargassum fusiforme), 중국 전통 약제인 “Modified Haizao 

Yuhu Decoction” (海藻玉壶汤, 해조옥호탕)가 in vivo (autoimmune thyroiditis 

rats)에서 잠재적인 면역조절 (immunomodulatory)의 역할을 한다고 보고된 바 

있다 [56]. 대표적인 식용 갈조류는 다시마, 톳, 미역 등이 있으며, 주로 반찬, 

샐러드, 무침, 국 등의 형태로 식탁에 오른다.

특히 해조류는 식이 섬유, 다당류 (건조물의 약 40%)를 풍부하게 함유하고 

있는데, 갈조류의 대표적인 다당류로는 laminarin, fucoidan, alginates 등이 

있다 [57]. 

(2) 갈조류의 잠재적 건강 증진 효과 

지금까지 다양한 갈조류의 잠재적 건강 증진 효과가 보고되어 왔다. 

Ectocarpus에 함유되어 있는 β-D-mannuronic acid (M)-rich와 

α-L-guluronic acid (G)-rich alginates는 세포벽 강화에 도움을 준다고 알려져 

있으며 [58], Phlorotannins는 UVB (Ultraviolet B: 290–320 nm)에 의한 

손상에 효과적인 보호제로 제안 된다 [59]. 또한 Bifurcaria bifurcate는 in 

vitro 파킨슨 질병 모델에서 항산화 능력을 보여주었다 [60]. 갈조류에서 발견된 

다당류인 Laminarin는 인간 결장암 성장 억제 효과를 보고된 바 있다 [57]. 

모자반은 항염증, 항 알레르기 활성, 항균제, 항바이러스 활성, 항암, 간 보호, 
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피부 미백, 알츠하이머병 치료, 혈당 저감, 위 보호, 항산화제 등 약리적인 

생리활성을 가진다고 알려져 있다 [55]. Kjellmaniella crassifolia는 murine 

hepatocarcinoma Hca-F 세포로 종양을 접종하였을 때  종양의 성장을 억제 할 

수 있음이 확인되었다 [61]. 또 다른 연구에서는 갈조류 5종 [Eisenia bicyclis 

(Arame), Kjellmaniella crassifolia (Gagome), Alaria crassifolia (Chigaiso), 

Sargassum horneri (Akamoku), Cystoseira hakodatensis (Uganomoku)]의 

항산화 능력을 확인하였으며, 이를 통해 갈조류가 천연 항산화제의 대체 

공급원의 가능성을 제시하였다 [62]. Turbinaria conoides 유래 후코이단은 

농도 의존적으로 폐암세포의 성장을 억제하였다 [63]. 추가적으로 Costaria 

costata 유래 carrageenan는 유도하는 마우스 꼬리 모델 

(carrageenan-induced mice tail model)에서 혈전 형성을 예방이나 감소시키는 

효과가 보였다 [64]. Fucus distichus는 Toll-like receptors (TLR)-4와 

TLR-9의 함량을 감소시켰고 지질 축적이 55% 및 유리 글리세롤 농도 28-45% 

감소시킴으로써 Fucus distichus의 항염증과 지질대사 개선 효과를 규명하였다 

[65].

2) 다시마 (Laminaria japonica)

(1) 다시마의 조성

갈조류인 다시마 (Laminaria japonica)는 다시마속의 식물로 암갈색을 띠고 

뿌리와 줄기, 잎 3부분으로 된 대형의 다년생 해조류이다. 길이는 1.5~3.5 m, 

너비는 25~40 cm 정도로 수확 시기는 5~6월이다. 현재 한국 국내 생산량은 약 

200-300 kt으로 매년 증가하고 있다 [66]. 다시마는 국내산의 주요 해조류 중 

식이 섬유소 (다당류) 함량이 10-41%로 높게 나타났다 [67]. 이렇게 풍부한 

다당류를 함유하고 있는 다시마로부터 발견된 대표적인 다당류로는 laminarin, 

fucoidan, alginates의 3종이 있다. 다시마는 탄수화물 48%, 단백질 8-15%, 

지방 1.0%, 식이 섬유 10-41%를 함유하고 있으며, 무기질의 함량도 풍부하다 
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(Table 1) [14, 67]. 

Table 1. Mineral contents of Laminaria japonica (mg/100 g dry weight)

Data collected by [45, 68-70]

다시마는 다른 해조류처럼 무기질 (나트륨, 칼륨, 인, 칼슘, 마그네슘, 철, 

요오드) 함량이 풍부하며, 특히 요오드의 함량이 200-1000 mg/100 g dry 

matter로 타 해조류보다 훨씬 더 높은 수치를 나타낸다 [68]. 

다시마는 1,400년부터 중국에서 의학책에서 기록되어 있고 그에 식용가치를 

높게 평가하였다 [71]. 다시마는 중국 전통 약제로써 갑상선, 비뇨 질병, 부종, 

위 질환, 치질 및 항문 누공 등 질환들에 대한 치료효과가 있다고 알려져 있다 

[54]. 

Mineral Contents (mg/100 g dry weight)

K 1300-12600

Ca 500-3000

Mg 500-2000

Na 900-6000

I 200-1000

P 150-800

Fe 4-80

Zn 0.6-1.82

Mn 0.29-11.1

Cu 0.1-1.4
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Table 2. The potential health benefits of brown seaweed, Laminaria japonica

Biologically 
Active 

Substance
Model

Extraction  
 method

Treatment condition Activity/ Results Ref

in 
vitro

Crude Laminaria  
 japonica 

polysaccharides 
(LJP)

RAW 264.7 cell Hot water
50, 100, 200 and 400 

μg/mL 
for 20 hr

w Activity: immunostimulant activity

w NO, TNF-α, IL-1β, IL-6 and IL-10 ↑

w Translocation of NF-κB, p65 ↑

w Phosphorylation of IκBα, ERK1/2, JNK1/2 and P38 ↑

[25]

Glycoprotein 
from L. japonica 

(LJGP)

AGS gastric   
cancer cells, HepG2 

liver cancer cells, 
and HT-29 colon 

cancer cells

Water 
extract

50 μg/ml for 24 hr

w Activity: anti-proliferative effects

w Inhibited the proliferation of several cancer cell lines in a 
dose-dependent manner

w The expression of Cdk2, cyclin E, cyclin D1, PCNA, 
E2F-1, and phosphorylated pRb ↓

[72]

L. japonica 
n-hexane   

fraction (LHF)
RAW 264.7 cells

Ethanol   
extract

5, 10, 25, 50 μg/mL 
for 25 hr

w Activity: anti-inflammatory activity

w NO, PGE2, TNF-a, IL-1b, and IL-6 ↓.

w Regulated by NF-κB inactivation through inhibition of 
IκB-α, MAPKs, and Akt phosphorylation

[73]

L. japonica 
roots

RAW 264.7 cells
Ethanol   
extract

0.1, 1, 10, 50, 100 
μg/mL 

for 24 hr

w Activity: anti-inflammatory activity

w NO, IL-6, TNF-α, and IL-1β ↓
[66]
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in 
vivo

Water extract

Male C57BL/6N 
mice,

mouse derived 
C2C12 myoblast 

cell line

Water 
extract

5% freeze-dried LJ or 
HF 

for 16 weeks

w Activity: anti-diabetic effects and anti-inflammatory effects

w Inhibited α-glucosidase activity in a dose-dependent 
manner

w Phosphorylation of protein kinase B and AMP-activated 
protein kinase

w Glucose uptake ↑, TNF-α ↓, (IL)-6 and IL-10 ↑

[23]

L. japonica   
polysaccharide 

(LJP)

Female Kunming 
mice

The murine H22 
hepatoma cell line

Hot water
50, 100 or 150 mg/kg 

for 14 days
w Activity: anti-tumor activity

w IL-2 and TNF-α ↑, serum VEGF level ↓
[22]

Fucoidan 
polysaccharide 
sulfuric acid 
ester (FPS)

Male 
Sprague-Dawley   

(SD) rats
Hot water

0.03, 0.1 ,0.2, 0.4 g/kg
 for 28 days

w Activity: Hypolipidemic effect

w TC, TG, and LDL-C concentrations ↓, HDL-C level ↑, 
the activities of lipid metabolic enzymes (LPL, HL, and 
LCAT) ↑

[74]

The crude   
polysaccharides 

of
 L. japonica 

(LP)

Male Kunming   
mice

Methanol   
extract

Group LDP, 100 
mg/kg/day,

 group MDP, 200 
mg/kg/day, 

group HDP, 400 
mg/kg/day 

for 12 weeks

w Activity: hypolipidemic activity

w Total serum cholesterol, triglycerides, high density 
lipoprotein-cholesterol, low density lipoprotein-cholesterol 
in serum ↓

w Serum lipids level and enhancement of serum antioxidant 
enzyme activities ↓

[75]

L. japonica 
Areshoung 

ethanol extract 
(LE)

Male   
Sprague-Dawley rats

Ethanol   
extract

100, 200, or 400 mg/kg 
for 6 weeks

w Activity: anti-obesity activity

w Body weight gain, food intake, lipid levels in serum and 
liver, and size and number of adipocytes ↓

[21]
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in 
vivo

Fucoidan

Zebrafish (Danio 
rerio) embryos

The   
MDA-MB-231 and 
HCC1806 human 
breast cancer cell 

lines

-

0, 1, and 2 mg/mL 
for 48 hr

0, 1, and 2 mg/mL 
for 24 hr

w Activity: anti-tumor effect

w Suppressed activation of MAPK and PI3K followed by 
inhibition of AP-1 and NF-κB signaling in triple-negative 
breast cancer (TNBC)

w Attenuation of invasiveness and pro-angiogenesis in 
TNBC

[76]

L. japonica 
ethanol extract

Male   
Sprague-Dawley rats

Ethanol   
extract

200 mg/kg 
for 6 weeks

w Activity: anti-hyperlipidemic and anti-arteriosclerosis 
activity

w Total lipid and triglyceride levels in the serum ↓，total 
cholesterol and low density lipoprotein-cholesterol levels ↓

w The atherosclerosis index and superoxide dismutase in 
blood lipids ↓

[77]
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(2) 다시마의 생리활성   

다시마의 면역자극 활성, 항 증식, 항염증, 항 당뇨, 항비만 및 인슐린 저항성 

감소, 항종양, 항 고지혈증, 항 동맥 경화 등의 다양한 생리활성은 in vivo 와 in 

vitro 모델을 이용한 연구들을 통해 보고 되어왔다 [78]. 이러한 다시마의 

생리활성 관련 선행연구들을 세포 실험과 동물 실험으로 분류하여 Table 2 와 

같이 정리하였다. 그 내용을 살펴보면 아래와 같다.

Jing Wang 외 (2010)는 다시마의 부위, 추출하는 분자량 크기, 황산염의 함량 

등에 따라 다시마 유래 추출물의 과산화물 라디칼 소거능, 항응고능과 positive 

correlation 등 생리활성 효능에 차이가 있음을 보여주었다 [79]. 예를 들어, 

다시마 유래 저 분자량 fucoidan 은 중간 분자량 fucoidan 에 비하여 항 혈전 

효과에 차이를 보였으며, 저 분자량 fucoidan 이 경구 흡수 및 항 혈전활성이 

중간 분자량의 fucoidan 과 비교하여 더 우월하다고 보고하였다 [80]. 다시마 

유래 다당류인 fucose 는 다시마의 뿌리보다 잎에 그 함량이 더 많으며, 특히 3, 

4 월 수확된 다시마에서 유래된 fucose 함량은 제일 낮게 나타나며 광합성에 

의해서 그 함유량이 증가한다고 보고되었다 [81].

다시마 유래 다당류에 대한 다양한 선행연구들이 발표되어 왔다. 다시마 유래 

저 분자량의 fucoidan 은 항산화, 항염증 효과가 탁월하며, 아세트산에 의해 유도 

된 위궤양에 대한 치료 효과를 보였다 [82]. 다시마 유래 수용성 균질 다당류 

water-soluble homogeneous polysaccharide (LJP-31)는 nitric oxide (NO), 

tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin-1β (IL-1β), interleukin-6 

(IL-6) 및 interleukin-10 (IL-10)의 생성량을 상승시킬 수 있었고 toll-like 

receptor 4 (TLR 4)를 통해 mitogen-activated protein kinase (MAPK) 및 

nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-κb) 

신호 전달 경로의 활성화를 통한 면역활성을 유도하였다 [25]. 또한, 다시마 

유래 fucoidan 은 300 mg/kg 으로 Wistar rat 에 제공되었 을 때, 독성없이 

고지혈증을 저해하는 효과를 보였다 [83]. 더불어 fucoidans 은 대장균 
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Escherichia coli (E. coli)와 황색포도상구균 Staphylococcus aureus (S. 

aureus)의 증식에 대한 억제 효과가 있어 실제로 일상생활 중에서 항생제로써의 

효과도 보고된 바 있다 [84]. 또 다른 다시마 유래 다당류인 알긴산 (Alginic 

acid)은 Laminaria japonica Aresch 의 세포벽 및 세포 간 공간에 위치하며, 이 

화합물의 염은 주로 calcium alginates 의 형식으로 존재한다. 

이외에도 다시마는 식품, 화장품, 흡착제, 사료 등의 재료로도 많이 

이용되고 있다. 특히 다시마 유래 다당류는 주름 개선, 미백, 보습, 자외선 차단, 

항산화 및 항염증 작용 등 피부보호 효과가 입증되었다 [85]. 다시마는 잠재적 

생체 흡착제로서 중금속 오염된 수용액에서 중금속 제거능을 가진다 [86]. 또한 

다시마는 오리의 사료에 항생제 대체제로도 사용되고 있다 [87].

3) 해조류 유래 다당류

다당류는 글리코사이드 결합에 의해 결합된 단당류 단위체의 긴 사슬로 

구성된 중합체 탄수화물 분자이며, 가수분해 작용을 통해 단당류 또는 

올리고당으로 분해된다. 식물 등의 원재료에서 추출방법 (추출용매, 효소 이용 

등)에 따라 추출되는 다당류의 분자량과 구조에 자명한 차이를 보인다. 

다당류의 생물활성은 분자량, 단당류 조성, sulfate 함량과 황산 에스테르 그룹의 

위치 등과 관련성을 보인다 [33]. 특히 sulfate 함량은 과산화물 라디칼 소거능, 

항응고능과 양의 상관관계가 있음이 보고된 바 있다 [79].

장내 미생물의 다양한 기능들이 밝혀지면서, 미생물의 먹이인 다당류, 즉 

프리바이오틱스에 대한 연구가 큰 관심을 받고 있다. 특히 상대적으로 부작용의 

위험이 적은 천연 식물 유래 다당류에 대한 연구들이 주목을 많이 받고 있다. 

특히, 그 중에 해조류 유래 다당류는 생물 의학적 가치가 많이 알려져 있다. 

현재까지 보고된 해조류 유래 다당류의 다양한 건강증진 효과들이 보고되어 

왔으며, 예를 들어 targeted 약물 전달, 잠재적인 상처 치료 능력, 잠재적인 항암 
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능력, 조직 엔지니어링 측면 및 해조 다당류의 자외선  보호 기능성 등에 대한 

효과가 있다 [88]. 요즘 10 년간에 다당류는 장 건강 증진, 간암 치료에 대한 

효능을 연구학자들에게 많이 연구 되고 있다 [89, 90]. 연구에 따라 Ficus 

carica L. Fruit 다당류와 물 추출물은 모두 건강 의학 및 식품 산업에 적용될 

수 있지만 물 추출물보다 다당류에서 superoxide radical 과 hydroxyl anion 

radical 의 라디칼 소거능력이 우수하였다 [91]. 

 다당류의 주요 성분인 식이 섬유소는 중요한 기능들을 통해 인간의 영양을 

간접적으로 지원하면서 장 건강을 촉진시킨다. 이를 통해 대장암, 장염 등 장 

질환의 발병율을 감소시킬 수 있다. 육상 식물에서 추출하는 식이 섬유소보다는 

해조류에서 추출하는 식이 섬유의 함량은 비슷하거나 더 높게 나타났다 [92]. 

이들 식이 섬유소 중에는 55–70%는 수용성 식이 섬유소로, 주로 agar, 

alginates, carrageenan, fucoidan, laminarin 등을 포함한다 [93]. 갈조류는 

주로 alginates, fucoidan, laminarin 등을 포함되었고, 녹조류는 주로 ulvan 을 

포함하고, 홍조류는 주로 agar, carrageenan, porphyran 을 포함한다.

Alginate 는 갈조류의 세포벽을 구성하는 선형 산성 다당류이고 uronic acids 

두개 (즉, β-d-mannuronate (M) 및 α-l-guluronate (G))로 구성되며, 이들은 

서로 다양한 blocks 으로 무작위로 배열된다 [94]. Alginate 와 fucoidan 는 

중금속 chelation 의 역할을 한다 [53]. 

 Fucoidan 은 복잡한 함황다당류로 다양한 갈조류의 세포벽 기질에서 발견된다. 

또한, Fucoidan 은  l-fucose 과 sulfate ester 그룹을 함유하는데 [16], in 

vitro 와 in vivo 모델에서 세포 사멸을 유도, 혈관 신생 억제, 유방암의 전이 

억제 능력 등이 보고되었다 [95-97]. 

Laminarin은 액포에서 존재하며, (1,3)‐β‐d‐glucopyranose residues로 

구성되어 있으며 6‐O‐branching과 β‐(1,6)‐intrachain links을 함유는 

구조적 특징을 가진다 [98].
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2. 염증 관련 대사성 질환

염증반응은 생물체 내부나 외부에서 다양한 감염 및 부상에 대한 방어 

메커니즘이고 열, 부기, 통증 및 다양한 기능 장애를 유발할 수 있다. 일반적으로 

염증반응은 인체에 대한 유익적인 방어 반응이지만 때로는 염증은 신체의 

면역체계에 알레르기 반응을 일으키고 자체의 조직 및 세포를 공격할 수 있다. 

그리하여 아나필락시스, 건초열, 습진 및 천식과 같은 알레르기 장애를 일으킬 

수 있다.

염증반응은 급성염증과 만성염증으로 나눌 수 있다. 급성 염증은 암, 동맥경화, 

뇌신경 질환 등 만성 염증으로 전환했을 때 여러 만성 질환이 유발할 수 있다. 

급성 폐 염증은 폐렴 및 급성 호흡 곤란 증후군을 포함하고; 만성 염증에는 

천식과 만성 폐쇄성 폐질환 (Chronic obstructive pulmonary disease, 

COPD)가 포함된다. 급성 염증은 사망을 유발할 수 있는 경우도 있다. 염증의 

지속은 조직을 손상시키고, 조직의 괴사는 추가적인 염증을 유발할 수 있기 

때문에 내재적인 위험이 될 수 있다 [99].  만성 염증은 비만, 제2형 당뇨병, 

치아 pulp 손상, 염증성 장 질환 (inflammatory bowel diseases, IBDs), 

지방간, 동맥 경화증, 천식 및 알츠하이머병 등을 유발시킬 수 있다 [100-104]. 

추가적으로 박테리아 및 바이러스 감염에 의한 염증의 유도가 암 위험을 

증가시킬 수 있다. 따라서 염증성 대사 질환에 대한 예방과 치료는 중요한 

분야이다.

3. 대식세포

선천성 면역에 관여하는 대표적인 면역 세포인 대식세포는 염증 반응을 

유발하는 데 중요한 역할을 하고 탐식, 소화, 항원이 침입하면 섭식하거나 

독소를 분비하여 파괴하는 기능을 담당할 뿐만 아니라 염증성 분자에 의해서 

면역체계 활성화를 시킬 수 있다. 대식세포는 탐식작용 (phagocytosis)을 통해 
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병원체를 직접으로 사멸시키고, 염증성 사이토카인을 분비하여 간접적으로 

병원체를 죽일 수 있다 [105]. 마우스 대식세포인 RAW 264.7는 염증 유도 

모델에서 많이 이용되고 있다.

대식세포는 그 성질에 따라 크게 classically activated macrophages (M1)과 

alternatively-activated macrophages (M2)로 나뉜다. M1 대식세포는 세포 

증식을 억제하고 조직 손상을 일으키고 염증성 세포 (pro-inflammatory 

cells)로, 종양 활성 (tumoricidal activity) 성질을 가진다. 또한, M1 대식세포는 

T helper 1 (Th1) 세포 반응 촉진하고 염증성 사이토카인 (TNF-α, IL-1, 

IL-6, IL-12, toxic nitric oxide (NO), Type I IFN, CXCL1-3, CXCL-5 과 

CXCL8-10 등)을 생산한다. 그리하여 염증 부위로 더 많은 백혈구를 모집하고 

염증 상태를 향상시킨다. 반면에, M2 대식세포는 세포 증식 및 조직 복구를 

촉진하고 조직 완전성을 유지하는 역할을 한다. M2 대식세포는 면역 억제세포 

(immunosuppressive cells)로 helper 2 (Th2) 반응을 촉진하며서, IL-10 같은 

항염증성 사이토카인과 trophic polyamines을 많이 방출한다 [106-110]. 즉, 

M2 대식세포는 염증을 감소시키고 조직을 복구(repair)를 돕는다.

대식세포가 자극을 받아서（이물질에 대응할 때）nitric oxide (NO), 

monocyte chemotactic peptide 1 (MCP-1), 또는 염증성 사이토카인, tumor 

necrosis factor-α (TNF-α), 인터루킨 (interleukin-6 (IL-6) 및 

interleukin-1β (IL-1β) 등 염증성 인자들을 생성과 방출을 돕는다 [111-115]. 

4. 대식세포에서의 염증성 사이토카인 및 염증 대사경로

Lipopolysaccharide (LPS)는 내독소 (endotoxin)로 지질과 다당류로 

구성되는 커다란 분자이다. LPS는 대식세포의 염증을 유도할 수 있고 

염증신호기전들을 활성화를 시킬 수 있으므로 염증반응을 연구할 때 흔하게 

사용된다. 
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Nitric oxide (NO)의 생성은 생리적 조절 과정, 숙주 방어, 염증 및 면역의 

조절에 중요한 역할을 한다. 포유동물 세포에 존재한 NO 는 산화질소 합성효소 

(nitric oxide synthases, NOS)에 의해서 조절하고 3 종류 isoforms 

(endothelial NO synthase (eNOS), neural NO synthase (nNOS) 및 inducible 

NO synthase (iNOS))가 알려져 있다. 대식세포에서 발현되는 주된 형태는 

iNOS 이다. 비정상적인 상황에서 NO 생성 증가는 전신 조직 손상을 유발할 수 

있다는 것도 알려져 있다 [116]. 급성염증, 만성염증 등 질병은 대식세포 같은 

염증성 세포가 생성하는 NO 과 연관이 있다. 그래서 대식세포에서 NO 생성량을 

억제하는 것은 염증성 질병을 치료하는 것에 대해 도움이 될 수 있다. 

즉, NO 는 염증성 질환 또는 부상 과정의 초기 단계에서 빠르게 유도되고 

치유 과정을 조절한다. 그러나 NO 가 과량 생산된 경우에는 오히려 염증성 

질환을 더 악화시킬 수 있다. 염증 기전을 조절하는 사이토카인은 주로 염증성과 

항염증성 사이토카인으로 나눈다. 염증성 사이토카인은 염증을 촉진하는 작은 

분비 단백질로 대표적인 예로는 TNF-α 와 IL-1 가 있다. 항염증성 사이토카인은 

면역조절 분자로 IL-4, IL-5, IL-10, IL-11, IL-13 등이 해당된다 [117].

TNF-α는 대표적인 염증성 사이토카인으로써 다른 염증성 사이토카인 (IL-1α, 

IL-1β, IL-6, IL-8)의 유도를 통해 염증 조절에 중요한 역할을 한다 [118]. 

LPS의 자극으로 대식세포는 TNF-a를 분비하고, 이는 순차적으로 IL-1과 

IL-6의 분비를 자극한다 [119]. 즉, TNF-α는 LPS와 같은 내독소 쇼크의 

매개자이고 질병의 병리에 기여할 수 있다. 

면역 시스템에서 큰 영향이 있는 IL-6는 다방면성 (pleiotropic) 

사이토카인으로써 염증성과 항염증성 효과가 모두 가진다 [120]. 즉, IL-6는 

면역 항상성, 조혈, 염증, 발달 및 신진 대사에 대한 필수적인 반응인자이다. 

일반적으로 IL-6는 염증성 사인토카인으로 작용하지만, 근육에서는 운동으로 

인해 IL-6가 유도될 수 있다 [121]. 근육 섬유에서 운동에 의해서 생성된 
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IL-6는 동맥경화의 지질개선이 보고된 바 있다 [122]. 즉, IL-6는 근육에서 

TNF-α가 유도하는 인슐린 저항성을 감소시킬 수 있으며, 운동 할 때 근육 

조직에서 생성된 IL-6는 건강에 좋은 영향을 줄 수 있다. 흥미로운 점은 운동 

후에 IL-6, TNF-α, IL-1β와 같은 염증성 사이토카인의 생성의 증가와 

사이토카인 억제인자 (IL-1ra, sTNF-r1, TNF‐r2) 및 항염증성 사인토카인 

(IL-10)의 생성량도 증가시킨다. 즉, 동일한 사이토카인이라도 특정 조직과 

상황에 따라 항염증과 염증성 기전을 통해 우리의 면역계 균형을 유지할 수 

있다는 것을 알 수 있다 [123].

IL-10는 일반적으로 항염증성 사이토카인으로 알려져 있지만, 위에서 언급한 

IL-6와 같이 염증성 사이토카인으로 활성을 가지는 양면성이 있다는 보고가 

존재한다. 즉, IL-10는 T 세포, 단핵구 및 대식세포의 활성화를 억제한다. 

IL-10는 다기능 사이토카인으로써 대부분의 조혈 세포 유형에 다양한 영향을 

미치고 면역조절하고 염증반응 중에서 중요한 역할을 담당한다 [124]. IL-10의 

경우 항염증성 인자로써 TNF-α와 IL-6 등 염증성 사인토카인을 억제시킨다. 

IL-10은 항염증 효과가 있을 뿐만 아니라 CD4+, CD8+ T 세포 및 NK 

(natural killer, 자연 살해) 세포에서 면역자극의 작용의 기능도 담당한다 [125, 

126]. IL-10의 농도가 너무 높거나 혹은 너무 낮아도 만성염증에 영향을 초래될 

수 있는데, 이는 H Tilg외 16인의 연구결과에서 보여준 바와 같이 IL-10를 

이용해서 Crohn’s disease (CD)를 치료할 경우 사람에게 5–8 mg/kg/day로 

처치하였을 경우 가장 효과적인 반면, 농도가 더 높으면 오히려 역효과를 

유도하였다 [127, 128]. 이와 같이 적용되는 대상에 따른 혹은 질병에 따른 

치료효과를 이루기 위해서는 사이토카인의 농도의 최적화 과정이 필수적이라 할 

수 있겠다.

Monocyte chemotactic peptide 1 (MCP-1)는 C-C chemokine family중 

하나로 주로 폐포 대식세포 (alveolar macrophages, AMs)과 T세포를 감염 및 

염증 부위로 모집한 역할을 한다 [129]. 신장에 MCP-1함량의 증가는 신장 
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염증의 상승과 고혈압 등에 관련이 있고 근육에서 염증을 유도할 수 있다. 그 

외에는 MCP-1은 당뇨병과 관련된 염증 과정의 주요 원인이고 인슐린 저항성 

및 제 2 형 당뇨병 발병 과정에서 중요한 위험 인자로 밝혀졌다 [130, 131].
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Ⅲ. 연구 내용 및 방법

1.시료 준비

1) 다시마 물 추출물 (LJE)의 제작

실험에서 사용된 다시마 (Laminaria japonica, LJ)는 2016년 3-4월 제주시 

전통시장에서 구입하여 세척, 탈염 및 동결 건조하여 -80℃에 보관하였다. 

다시마 물 추출물 (LJ extract, LJE)의 시료 제작 과정은 Figure 2와 같다. 동결 

건조된 다시마 파우더 (30 g)를 1 L의 3차 증류수에 혼합하여 상온에서 24시간 

교반 시킨 후, 진공 여과를 거쳐 0.5 L가 될 때까지 농축시켰다 (62 ℃). 

최종적으로 LJE의 농축된 용액을 동결건조 시키고, 이를 Dulbecco’s 

phosphate-buffered saline (DPBS, Gibco, Gaithersburg, MD, USA)에 

용해·여과하여 세포실험에 사용하였다.

2) 다시마 유래 다당류의 제작 (분리· 정제 과정)

다당류 추출을 위한 다시마는 2019년 5월 완도 수협에서 구입하여 

제염·수세·절단한 후, 2-3 cm 길이의 조각으로 잘게 썰고 65 ℃에서 

오븐-건조시켰다. 자세한 해조류 유래 다당류 (LJ polysaccharides, LJPS) 

추출·정제 과정은 Figure 3 와 같다. 제조된 샘플을 비이커에 1: 30 (v: v, LJ 

파우더: 증류수)의 비율로 혼합하고 4 hr 동안 끓인 후, 나일론 메시 (0.2 cm 

mesh)로 여과하고, 여과액의 1/4 부피로 농축시켰다. 냉각 후에 농축된 

여과액과 trichloroacetic acid (TCA) 용액 (5% concentrate)을 1:2 (v: v, 

filter liquid: TCA)의 비율로 혼합하여 단백질을 제거과정을 거쳤다 (2 hr). 

원심분리를 진행한 후 (3,000×g, 10 min), 상층액을 4배 부피의 무수 에틸 

알코올 (ethyl alcohol)을 혼합하여 4 °C에 12 hr 정치하여 crude 
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polysaccharides (PS)를 침전시켜 원심분리 하였다 (3,000×g, 10 min). 위 

과정을 통해 획득한 crude PS는 증류수에 용해시켜 반투과성막 (3,500-MW 

cutoff, Beijing Solarbio Science and Technology Co. Ltd. Beijing, China)을 

이용하여 12 hr 마다 한 번씩 증류수를 교체하며 투석을 진행하였다 (4 °C, 48 

hr). 원심분리 (3,000×g, 10 min)를 진행하고, 상층액을 4배 부피의 무수 에틸 

알코올을 혼합시켜 4 °C에 12 hr 정치하여 정치액을 원심분리 하였다. 

마지막으로 획득한 침전물질은 동결건조를 통해 정제된 다당류 (pure PS)를 

완성하였다 (Biosafer-10A, Biosafer, Nanjing, China). 최종 분말은 

Dulbecco’s phosphate-buffered saline (DPBS, Gibco, Gaithersburg, MD, 

USA)에 용해시키고 여과하여 세포실험에 사용하였다. 
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Figure 2. A flow diagram of LJ water extract preparation
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Figure 3. A flow diagram of Purified LJ polysaccharide preparation
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2. 실험 방법

1) 다시마 추출물과 다시마 다당류의 이화학적 실험

(1) 총 폴리페놀 함량 

LJE 및 LJPS 추출물의 총 폴리페놀 함량은 Folin-Denis 방법 [132]을 

이용해서 측정했다. 해조류 물 추출물 혹은 해조류 유래 다당류 샘플 (8 

mg/mL) 50 μL와 1 M Folin–Ciocalteu’s phenol reagent (FMD Millipore 

Corporation, Darmstadt, Germany) 50 μL를 96-well plate에 첨가해서 

실온에서 6 min 을 반응시키고 2% Na2CO3 solution 100μL를 첨가해서 

암실에서 30 min 더 반응시켰다. Gallic acid (Sigma, MO, USA)를 사용하여 

표준곡선을 도출하였다. ELISA Microplate reader (Molecular devices, CA, 

USA)를 이용하여 흡광도를 720 nm에서 측정했고 결과는 gallic acid 

concentration equivalents (GAE)에 의해서 계산하였다. 

(2) 항산화능 측정

① ABTS 라디칼 소거능 분석

ABTS 라디칼 소거능 분석은 [133] 방법에 의해서 측정되었다. ABTS 

(2,2′-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium 

salt)은 3차 증류수를 이용해서 7.4 mM 농도로 만들고 동량의 2.6 mM 

potassium persulfate (1:1) 혼합하여 암실에 실온에서 12–24 hr 방치하고 

ABTS stock solution로 사용하였다. 방치된 ABTS stock solution는 735 

nm에서 흡광도가 1.40-1.50 이 되도록 3차 증류수로 희석했다. 해조류 시료 

LJE, LJPS는 농도별 (8 mg/mL, 1.6 mg/mL, 0.8 mg/mL, 0.4 mg/mL, 0.08 

mg/mL) 25 μL와 희석된 ABTS working solution 나 D3 (background) 175 μL 

96-well plate에 첨가하고 실온에서 30 min 방치했다. 735 nm에서 Microplate 



- 25 -

reader를 이용하여 흡광도를 측정하였고, Ascorbic acid (1000 μg/mL, 200 

μg/mL, 100 μg/mL, 50 μg/mL, 10 μg/mL)는 positive control로 사용했다. 

다음 식을 이용해서 결과를 계산하였다.

A sample: optical density (OD) of sample (sample +ABTs solution)

A sample blank: OD of sample only (without ABTs solution)

A control: OD of control (ABTs solution without sample)

② DPPH 라디칼 소거능 분석

DPPH 라디칼 소거능 분석은 다음 방법을 이용하여 측정하였다. 해조류 시료 

LJE, LJPS는 농도별 (8 mg/mL, 1.6 mg/mL, 0.8 mg/mL, 0.4 mg/mL, 0.08 

mg/mL) 25 μL와 0.2 mM DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl)나 DMSO 

(background) 175 μL를 96-well plate에 첨가하고 실온에서 30 min 방치했다. 

Microplate reader를 이용하여 515 nm에서 흡광도를 측정하였고 Ascorbic 

acid (1000 μg/mL, 200 μg/mL, 100 μg/mL, 50 μg/mL, 10 μg/mL)는 

positive control로 사용했다. 다음 식을 이용하여 소거능을 계산했다.

A sample: OD of sample (sample +DPPH solution)

A sample blank: OD of sample only (without DPPH solution)

A control: OD of control (DPPH solution without sample)

ABTS radical scavenging activity (%) 

= [1- (A sample - A sample blank/A control)]× 100

DPPH radical scavenging activity (%) 

= [1- (A sample - A sample blank/A control)]× 100
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2) 세포 배양

대식세포, RAW 264.7 cell (TIB-71, BALB/c mice에서 유래, Abelson 

murine 백혈병 바이러스 유도하는 종양, 복수)는 America Type Culture 

Collection (ATCC, Manassas, USA.)에서 구매하였다. 세포의 배양은 10% 

fetal bovine serum (FBS)와 1% penicillin/streptomycin (P/S) 포함된 

high-glucose Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM-high glucose) 

배지를 사용하고 37 °C, 5% CO2에서 배양했다. 세포는 각 0.25 × 106 

cells/well 과 1.0 × 106cells/well의 농도로 6-well plate 및 24-well 

plate에서 1% FBS, 1% P/S 포함된 DMEM-high glucose 배지에서 배양했다. 

본 실험에서 RAW세포는 passages 30 이하로 사용하였으며, 세포 배양에 

사용된 모든 시약은 Gibco (BRL, Gaithersburg, MD, USA)에서 구매하여 

사용하였다.

3) 세포 생존율 측정 

Tetrazolium salt (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium 

bromide, or MTT)를 사용해서 세포의 생존율을 측정했다. RAW 264.7 세포는 

24-well plates에서 배양하여, 해조류 시료 농도별로 (1, 5, 10, 25, 50 μg/mL) 

처치했다 (37 °C 24 hr). 처치가 마무리 된 시점에서 40 μL의 MTT solution 

(5 mg/mL in PBS) 첨가해서 3-4 hr 추가 배양하였다. 그 후에 상층액을 제거

하고 dimethyl sulfoxide (DMSO)를 첨가해서 생성된 formazan이 충분히 용출

될 수 있도록 shake 시켜줬다. 96-well plate에서 용출 된 액체 50 μL를 분주

해서 Microplate reader를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 측정했다. 세포 생존

율은 다음 식을 이용해서 계산했다.

Cell viability (%) = (OD of sample/OD of control) × 100
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4) Nitric oxide (NO) 생성량 측정 

NO 생성량 측정은 Griess Reagent system방법을 이용해서 측정했다. 우선 

RAW 264.7 cells 1 × 106 cells/well의 농도로 6-well plate에 16-18 hr 배양 

후, 해조류 시료 1, 10 μg/mL의 2가지 농도를 첨가해서 6 hr를 배양 후에 LPS 

100 ng/mL를 첨가해서 총 24 hr를 배양시켰다. 시료의 상층액 50 μL와 동량의 

Griess reagent (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)를 96-well plate에서 

실온에서 10-15 min 반응시켰다. Microplate reader를 이용하여 540 nm를 

흡광도를 측정했다. Nitrite 생성량은 sodium nitrite를 이용해서 만든 표준 곡선 

값을 이용하여 계산하였으며, LPS 처치군은 양성대조군으로 사용하였다. 

5) RNA 분리·정제와 reverse transcription-polymerase chain reaction 

(RT-PCR)

Trizol reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)를 사용해서 RAW 264.7 

cells에서 RNA를 추출하였으며, 모든 실험은 RNase-free 조건 하에서 

이루어졌다. NanoDrop (Nano-200 Micro-Spectrophotometer, Hangzhou 

City, China) 기계를 이용해서 RNA 정량을 했다. mRNA 총 2 μg 를 kit (ABI 

High Capacity cDNA Archive kits, CA, USA)를 이용해서 20 μL를 만들어서 

25 °C 10 min, 37 °C 2 hr 또는 85 °C 5 min에서 cDNA로 합성했다. RNase 

Free Water로 cDNA를 5배를 희석했다. 2.5 μL cDNA, 5 μL SYBR 

(Bio-Rad®, CA, USA) 및 1.6 μm의 forward 과 reverse primer를 섞고 최종 

10 μL 양을 맞춰서 real-time qPCR (CFX96™ Real-Time PCR Detection 

System, Bio-Rad, CA, USA)를 이용하여 PCR를 실시하였다. 이때 PCR 조건은 

50 °C/2 min; 95 °C/2 min; 95 °C/15 s 및 60 °C/1 min 40회. 최종 

extension는 65 °C/0.05 s에서 Roche Fast Start Universal SYBR Green 

Master를 사용해서 실시했다. RT-PCR에서 사용된 primer는 Table 3과 같다. 

mRPLP0 (36B4)는 internal control로 사용했다. Delta Ct 방법으로 유전자 
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발현을 계산했다. 본 실험에 사용하는 PCR primers는 Cosmo Genetech 

(Seoul, Korea)에서 구매했다.

Table 3. Primer sequences for RT-PCR

Abbreviations: RT-PCR, reverse transcription-polymerase chain reaction; 

m, mouse; F, Forward primer; R, Reverse primer; mRPLP0 (36B4), 

internal control.

6) 염증관련 사이토카인 생성량 측정 (ELISA)

염증성 사이토카인 생성량은 ELISA assay를 사용하여 분석했다. RAW 264.7 

cells는 1 × 106 cells/well의 농도로 6-well plate에 16-18 hr 배양했다. 그 

이 후에 해조류 시료 1, 10 μg/mL를 첨가해서 6 hr를 배양 후에 LPS를 

첨가해서 총 24 hr를 배양시켰다. 시료의 상층액을 수거해서 ELISA kit 

Target genes Primer sequence (5'-3')

mRPLP0 (36B4)
F: GGATCTGCTGCATCTGCTTG

R: GGCGACCTGGAAGTCCAACT

mTNF-α
F: GGCTGCCCCGACTACGT

R: ACTTTCTCCTGGTATGAGATAGCAAAT

mIL-6
F: CTGCAAGAGACTTCCATCCAGTT

R: AGGGAAGGCCGTGGTTGT

mIL-1β 
F: AAATACCTGTGGCCTTGGGC 

R: CTTGGGATCCACACTCTCCAG 

mMCP-1
F: AGGTCCCTGTCATGCTTCTG

R: GCTGCTGGTGATCCTCTTGT

mIL-10
F: GCTCTTACTGACTGGGATGAG

R: CGCAGCTCTAGGAGCATGTG
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(TNF-α, IL-6, IL-10: BD PharMingen, San Jose, CA, USA)를 이용하여 

protocol에 따라 실험을 진행했다. 96 well plate에서 Capture Antibody로 

TNF-α, IL-6 및 IL-10（Anti-mouse）를 （Capture Antibody: Coating 

Buffer= 1: 250） 100 μL 첨가하여 4 °C에서 overnight coating 시켰다. 

다음날에 96 well plate는 wash buffer (1X)로 세척하고 Assay Diluent 200 

μL 1 hr blocking 시켰다. Wash buffer로 세척한 뒤, Standard 용액과 배양 

상층액을 100 mL를 넣고 실온에서 2 hr를 반응시켰다. 반응 후 다시 세척한 뒤 

Working Detector (Detection Antibody: Assay Diluent= 1: 500, Enzyme 

Reagent (Sav-HRP): diluted Detection Antibody= 1: 250) 100 μL 첨가하여 

실온에서 1 hr를 반응시켰다. TNF-α의 경우, Detection Antibody (Detection 

Antibody: Assay Diluent= 1: 250)를 첨가하고 1 hr 반응 후, 세척하고 

Enzyme Reagent (Enzyme Reagent: Detection Antibody= 1: 250)를 

첨가하여 30 min을 반응시켰다. 그 후에는, 다시 세척하고, Substrate 

Solution(A: B= 1: 1) 100 μL를 첨가하여 실온에서 30 min 동안 암실에서 

반응시켰다. Stop Solution로 반응을 종료시킨 후, 30 min 안에 Microplate 

reader를 이용하여 450 nm및 570 nm에서 흡광도를 측정하였다. 세포 배양 

상층액은 centrifuge 14,000 rcf, 4 °C, 5 min 시키고 위의 액체를 가져 Assay 

Diluent로 희석했다 (TNF-α: 500배; IL-6: 50배 희석； IL-10: 2배 희석). 

Standard로 만든 표준곡선을 통해 TNF-α, IL-6 및 IL-10 생성량을 

계산하였다.

3. 통계 분석

모든 데이터는 one-way analysis of variance (ANOVA)을 통해 분석했다. 

GraphPad Software, Prism 8.0.1 (San Diego, CA, USA)를 이용해서 analysis 

of variance (ANOVA) one-way multiple comparison (Dunnett’s or Tukey’s 

multiple comparisons) 또는 t-test (P <0.05)를 실시하였다. 모든 값은 평균 

(mean) ± SEM으로 나타냈다.
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Ⅳ. 연구 결과

1. 다시마 물 추출물 및 다시마 유래 다당류의 이화학적 실험 결과

다시마 물 추출물 및 다시마 유래 다당류에 따른 이화학적 성분의 변화를 

관찰하기 위하여 총 폴리페놀 함량, 항산화 효과를 확인하였다. 

1) 다시마 물 추출물과 다시마 유래 다당류의 총 폴리페놀 함량 

 본 연구에서 다시마 물 추출물과 다시마 유래 다당류 추출물의 총 폴리페놀 

수치의 결과는 Table 4와 같다. 위 실험방법에서 기술된 바와 같이 Gallic acid 

concentration equivalents (GAE) 기준으로 시료의 폴리페놀 수치를 

계산하였다.  LJE의 총 폴리페놀 수치는 2.163 μg GAE/mg, LJPS의 총 

폴리페놀 수치는 0 μg GAE/mg 나타났다. LJE는 LJPS보다 총 폴리페놀 함량이 

유의적으로 높았으며, 다당류의 정제과정에서 폴리페놀이 손실됨을 확인하였다. 
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Table 4.  Total polyphenol contents of LJE and LJPS

Asterisks (*) indicate significant differences of p <0.05. 

The concentration of samples was 2 mg/mL.

The data are presented as the mean ± SEM, n = 2, two independent 

experiments.  

Abbreviations: LJE, Laminaria japonica extract; LJPS, Laminaria japonica 

polysaccharides.

    

Samples Total polyphenol contents (μg GAE/mg)

LJE 2.163 ± 0.105

LJPS 0
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2) 다시마 물 추출물과 다시마 유래 다당류의 항산화 효과 

① ABTS 라디칼 소거능 

ABTS 라디칼 소거능 결과는 Figure 4와 같다. LJE 및 LJPS의 ABTS 라디칼 

소거능은 양성 대조군 (Ascorbic acid, AA)과 비교하여 낮았고 농도별로 ABTS 

라디칼 수거능 증가하는 결과가 나타났다. LJE, LJPS 1 mg/mL의 농도에서 

ABTS 라디칼 소거능 결과는 각 50.5%, 21.5%로 나타났다. ABTS 라디칼 

소거능은 LJPS보다 LJE에서 더 높게 나타났다. 200 μg/mL부터 LJE, LJPS가 

유의적으로 차이가 나타났다.
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Figure 4. ABTS radical scavenging activity of LJE and LJPS

The data are presented as the mean ± SD, n = 2, two independent 

experiments. 

Statistical analysis was performed using one-way ANOVA. 

* p <0.05; ** p <0.01, *** p <0.001, **** p <0.0001

Abbreviations: LJE, Laminaria japonica extract; LJPS, Laminaria japonica 

polysaccharides; AA, Ascorbic acid.
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② DPPH 라디칼 소거능 

DPPH 라디칼 소거능 결과는 Figure 5와 같다. LJE 및 LJPS의 DPPH 라디칼 

소거능은 양성 대조군 (Ascorbic acid)과 비교하여 낮았고 농도별로 DPPH 

라디칼 수거능 증가하는 결과가 나타났다. 1 mg/mL 농도까지 LJE및 LJPS가 

DPPH 라디칼 소거능이 없음을 확인하였다. 
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Figure 5. DPPH radical scavenging activity of LJE and LJPS

The data are presented as the mean ± SD, n = 2, two independent 

experiments. 

Statistical analysis was performed using one-way ANOVA. 

* p <0.05; ** p <0.01, *** p <0.001, **** p <0.0001

Abbreviations: LJE, Laminaria japonica extract; LJPS, Laminaria japonica 

polysaccharides; AA, Ascorbic acid.
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2. 다시마 물 추출물과 다시마 유래 다당류의 세포독성

다시마 시료 2종 (LJE, LJPS)가 RAW 264.7 세포의 생존율에 미치는 영향을 

MTT assay를 통해 확인하였다. RAW 264.7에 해조류 추출물을 농도별 (1, 5, 

10, 25, 50 μg/mL)로 처치하여 해조류 추출물의 잠재적인 세포 독성을 확인 한 

결과는 Figure 6와 같다. 

대조군에 비하여 LJE는 10 μg/mL 이상의 농도에서는 세포 생존율의 

유의적인 감소를 관찰하였다. LJPS의 경우에는 모든 처치 농도에서 대조군과 

비교하여 유의적으로 차이가 없었다.  그러나 LJPS 25 μg/mL, 50 μg/mL 

처치했을 때 세포 생존율은 각각 13%, 19%가 감소되었다. 따라서 본 

실험결과에 따라 추후 모든 RAW 264.7 세포를 이용한 다시마 시료농도는 

LJE와 LJPS 모두에서 1과 10 μg/mL의 농도로 결정하여 진행하였다.
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Figure 6. Cellilar toxicity of LJE and LJPS in RAW 264.7 cells

Cytotoxicity of LJE or LJPS on RAW 264.7 cells determined via an MTT 

assay.

The data are presented as the mean ± SEM, n = 3, three independent 

experiments. 

Statistical analysis was performed using one-way ANOVA. 

Asterisks (*) indicate significant differences of p <0.05.

Column of grey, control without samples; Column of black, LJE; Column 

of pattern, LJPS. 

Abbreviations: MTT, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide; LJE, Laminaria japonica extract; LJPS, Laminaria japonica 

polysaccharides.
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3. 다시마 물 추출물과 다시마 유래 다당류가 NO 생성에 미치는 영향

LJE와 LJPS의 항염증 효과를 평가하기 위해서 LPS로 자극을 유도한 RAW 

264.7 세포에서 해조류 추출물의 NO 생성량 억제효과를 측정했다. LJE (10 

μg/mL) 처치군에서 대조군 보다 유의적으로 높은 NO 생성량을 보였고, LJE (1 

μg/mL) 처치군은 LPS로 유도된 NO 생성량을 유의적으로 감소시켰다 (Figure 

7. Panel a.). 비슷한 패턴이 LJPS에서도 관찰되었으며, LJPS (10 μg/mL) 

처치만으로 대조군보다 유의적으로 높은 NO를 생산하였고, 1과 10 μg/mL 

LJPS의 처치는 LPS로 유도된 NO 생성량을 유의적으로 감소시켰다 (Figure 7. 

Panel b.). 
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Figure 7. Effect of LJE and LJPS on nitric oxide (NO) production 

in RAW 264.7 cells

Panel a. Nitric oxide (NO) production treated with LJE 1, 10 μg/mL 

with/without LPS in RAW 264.7 cells. Panel b. NO production treated with 

LJPS 1, 10 μg/mL with/without LPS in RAW 264.7 cells.

RAW 264.7 cells were pretreated with indicated concentrations of LJE or 

LJPS for 6 hrs, then incubated with LPS (100 ng/ml) for another 18 hrs. 

The data are presented as the mean ± SEM, n = 3, three independent 

experiments. 

Statistical analysis was performed using one-way ANOVA. 

Asterisks (*) indicate significant differences from control, and hashtag (#) 

indicate significant differences from LPS (p <0.05).

Column of black, LJE; Column of pattern, LJPS. 

Abbreviations: LJE, Laminaria japonica extract; LJPS, Laminaria japonica 

polysaccharides. 
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4. 다시마 물 추출물과 다시마 유래 다당류의 항염증 관련 유전자 발현에 

미치는 영향

 Figure 8-12에서 보여 진 바와 같이 LJE와 LJPS의 염증조절 능력의 기전을 

알아보기 위해서, 다양한 염증관련 사이토카인, TNF-α, IL-6, IL-1β, MCP-1 

및 IL-10의 mRNA 발현을 확인하였다.  TNF-α mRNA의 경우 LJE (10 

μg/mL) 처치군에서 대조군 보다 유의적으로 높은 TNF-α 생성량을 보였고, 

LJE, LJPS (1과 10 μg/mL)를 처치한 군에서는 LPS자극에 의해 TNF-α 

생성량은 유의적 차이가 없었다 (Figure 8). IL-6 mRNA의 경우, LJE, LJPS 

(1과 10 μg/mL) 모든 군에서 대조군과 유의적 차이가 없었고 LPS자극에 의한 

IL-6 생성량도 유의적 차이가 없었다 (Figure 9). IL-1β mRNA의 경우, LJE 

(10 μg/mL) 처치군은 LPS군의 IL-1β 생성량과 비교하여 유의적으로 

감소시켰다. LJPS (1과 10 μg/mL) 처치군에서 LPS자극에 의해 IL-1β 

생성량을 유의적 차이가 없었다 (Figure 10). 비슷한 패턴이 MCP-1 

mRNA에서도 LJE, LJPS (1과 10 μg/mL) 모든 군에서 대조군과 유의적 차이가 

없었고 LPS자극에 의해 MCP-1 생성량도 유의적 차이가 없었다 (Figure 11). 

IL-10 mRNA의 경우에는 LPS군과 비교하여 LJE와 LJPS의 두가지 농도에서 

IL-10의 생성량을 유의적으로 감소되었다 (Figure 12).
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Figure 8. Effect of LJE and LJPS on LPS-induced TNF-α expression in 

RAW 264.7 cells

  

Panel a. Effect of LJE on LPS-induced TNF-α expression in RAW 264.7 

cells. Panel b. Effect of LJPS on LPS-induced TNF-α expression in RAW 

264.7 cells.

RAW 264.7 cells were pretreated with indicated concentrations of LJE or 

LJPS for 6 hrs, then incubated with LPS (100 ng/ml) for another 18 hrs.

The data are presented as the mean ± SEM, n = 3, three independent 

experiments. 

Statistical analysis was performed using one-way ANOVA. 

Asterisks (*) indicate significant differences from control (p <0.05). 

Column of black, LJE; Column of pattern, LJPS. 

Abbreviations: LJE, Laminaria japonica extract; LJPS, Laminaria japonica 

polysaccharides.
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Figure 9. Effect of LJE and LJPS on LPS-induced IL-6 expression in 

RAW 264.7 cells

Panel a. Effect of LJE on LPS-induced IL-6 expression in RAW 264.7 

cells. Panel b. Effect of LJPS on LPS-induced IL-6 expression in RAW 

264.7 cells.

RAW 264.7 cells were pretreated with indicated concentrations of LJE or 

LJPS for 6 hrs, then incubated with LPS (100 ng/ml) for another 18 hrs.

The data are presented as the mean ± SEM, n = 3, three independent 

experiments. 

Statistical analysis was performed using one-way ANOVA. 

Column of black, LJE; Column of pattern, LJPS.  

Abbreviations: LJE, Laminaria japonica extract; LJPS, Laminaria japonica 

polysaccharides.
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Figure 10. Effect of LJE and LJPS on LPS-induced IL-1β expression in 

RAW 264.7 cells

Panel a. Effect of LJE on LPS-induced IL-1β expression in RAW 264.7 

cells. Panel b. Effect of LJPS on LPS-induced IL-1β expression in RAW 

264.7 cells.

RAW 264.7 cells were pretreated with indicated concentrations of LJE or 

LJPS for 6 hrs, then incubated with LPS (100 ng/ml) for another 18 hrs.

The data are presented as the mean ± SEM, n = 3, three independent 

experiments. 

Statistical analysis was performed using one-way ANOVA. 

Hashtag (#) indicate significant differences from LPS (p <0.05).

Column of black, LJE; Column of pattern, LJPS.  

Abbreviations: LJE, Laminaria japonica extract; LJPS, Laminaria japonica 

polysaccharides.
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Figure 11. Effect of LJE and LJPS on LPS-induced MCP-1 expression in 

RAW 264.7 cells

  

Panel a. Effect of LJE on LPS-induced MCP-1 expression in RAW 264.7 

cells. Panel b. Effect of LJPS on LPS-induced MCP-1 expression in RAW 

264.7 cells.

RAW 264.7 cells were pretreated with indicated concentrations of LJE or 

LJPS for 6 hrs, then incubated with LPS (100 ng/ml) for another 18 hrs.

The data are presented as the mean ± SEM, n = 3, three independent 

experiments. 

Statistical analysis was performed using one-way ANOVA. 

Column of black, LJE; Column of pattern, LJPS.  

Abbreviations: LJE, Laminaria japonica extract; LJPS, Laminaria japonica 

polysaccharides.
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Figure 12. Effect of LJE and LJPS on LPS-induced 1L-10 expression in 

RAW 264.7 cells

Panel a. Effect of LJE on LPS-induced IL-10 expression in RAW 264.7 

cells. Panel b. Effect of LJPS on LPS-induced IL-10 expression in RAW 

264.7 cells.

RAW 264.7 cells were pretreated with indicated concentrations of LJE or 

LJPS for 6 hrs, then incubated with LPS (100 ng/ml) for another 18 hrs.

The data are presented as the mean ± SEM, n = 3, three independent 

experiments. 

Statistical analysis was performed using one-way ANOVA. 

Hashtag (#) indicate significant differences from LPS (p <0.05).

Column of black, LJE; Column of pattern, LJPS.  

Abbreviations: LJE, Laminaria japonica extract; LJPS, Laminaria japonica 

polysaccharides.
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5. 다시마 물 추출물과 다시마 유래 다당류가 염증성 사이토카인 생성에 미치는 

영향

해조류 추출물 LJE와 LJPS를 각각 1, 10 μg/mL로 처치하여 대식세포에서 

LPS로 유도되는 TNF-α, IL-6및 IL-10의 생성량에 미치는 영향을 확인했다 

(Figure 13). LPS 자극에 의해 증가한 TNF-α 및 IL-6의 생성량은 LJE 1 

μg/mL, LJPS 1, 10 μg/mL를 처치한 군에서 TNF-α및 IL-6의 생성량을 

유의적으로 감소시켰다. 즉, LJE 10 μg/mL농도 처치군에서는 LPS의 자극으로 

생성된 TNF-α 및 IL-6을 감소시켰고, IL-10의 경우에는 LPS군의 IL-10 

생성량과 비교하여 LJE와 LJPS의 두까지 농도에서 IL-10의 생성량을 

유의적으로 감소시켰다. 
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Figure 13. Effect of LJE and LJPS on inflammatory cytokine production in 

LPS-stimulated RAW 264.7 cells

Panel a. Effect of LJE and LJPS (1, 10 μg/mL) on LPS-induced TNF-α 

expression in RAW 264.7 cells. Panel b. Effect of LJE and LJPS (1, 10 

μg/mL) on LPS-induced IL-6 expression in RAW 264.7 cells. Panel c. 

Effect of LJE and LJPS (1, 10 μg/mL) on LPS-induced IL-10 expression 

in RAW 264.7 cells.

RAW 264.7 cells were pretreated with indicated concentrations of LJE or 

LJPS for 6 hrs, then incubated with LPS (100 ng/ml) for another 18 hrs.

The data are presented as the mean ± SEM, n = 3, two independent 

experiments.

Statistical analysis was performed using one-way ANOVA. 

Asterisks (*) indicate significant differences of p <0.05.

Abbreviations: LJE, Laminaria japonica extract; LJPS, Laminaria japonica 

polysaccharides.
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Ⅴ. 고찰

본 연구에서는 해조류 다시마 물 추출물, 다시마 유래 다당류를 추출해서 

이화학적 특성을 비교하고 이들의 면역조절 효과를 대식세포 RAW 24.7 세포를 

이용해서 규명하고자 하였다. 

LJE 및 LJPS의 이화학적 특성 분석 결과, 총 폴리페놀 함량은 LJE은 2.163 

μg GAE/mg로 나타났으나, LJPS에서는 폴리페놀이 검출되지 않았다. 이는 

다시마에서 다당류를 분리·정제하는 과정에서 가열 및 여과 등을 거쳐 

폴리페놀이 손실되는 것으로 사료된다. Min Joo Bae 외 (2015)는 에탄올 

다시마 추출물은 4 mg GAE/100 g로 보여줬으며 이는 본 연구와 비슷한 

결과를 보였다 [134]. 신선한 다시마를 건조시킬 때 LJE는 동결건조로 진행했고 

LJPS는 열풍건조로 진행했다. 백수현 외 (2019)는 다시마가 70 ℃, 5 hr에서 

열풍 건조 후 총 페놀함량은 50%까지 줄어든 것을 확인하였으며 이는 다시 본 

연구의 총 폴리페놀 함량 결과를 인증할 수 있다 [135]. 다시마 추출 방법과 

조건에 따라 함유되어 있는 총 폴리페놀 함량이 다름을 알 수 있다. 권유리 외 

(2017)도 추출방법에 따라 해조류 추출물의 생리활성이 다름을 보여주었다 

[136].

본 연구에서 시료의 농도는 10 μg/mL-1 mg/mL까지 사용했고 항산화 능력을 

측정했다. LJE, LJPS 1 mg/mL의 농도에서 ABTS 라디칼 소거능 결과는 각 

50.5%, 21.5%로 LJE가 LJPS보다 더 높은 결과가 나타났다. LJE, LJPS 1 

mg/mL의 농도까지 DPPH 라디칼 소거능이 없음을 확인하였다. Wan Peng 외 

(2015)는 다시마를 이용해서 3까지 방법으로 다당류를 추출했고 3종류 다시마 

유래 다당류 (1 mg/mL) 처치군에서 ABTS 라디칼 소거능이 20% 정도 

나타났고 DPPH 라디칼 소거능이 5% 이하로 나타났다 [137]. 이는 본 연구와 

동일한 결과를 나타냈다. 또한, 본 연구에서 ABTS, DPPH radical 소거능 두 
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가지 방법으로 측정하였고 항산화 효능이 일치하지 않았다. 이것은 각 라디칼 

소거능 성분이 다르기 때문이다. Paraskevi Kouka 외 (2017), Raj Kumar 

Salar 외 (2011) 연구에서도 측정방법에 따라 항산화 효능의 경향이 다르는 

결과가 나타났다 [138, 139].

대조군에 비하여 LJE 는 10 μg/mL 이상의 농도에서는 세포 생존율의 

유의적인 감소를 관찰하였고 RAW 264.7 세포에서 독성이 있는 것을 확인했다. 

LJPS 의 경우에는 모든 처치 농도에서 독성이 나타나지 않음을 확인했다. 

그러나 LJPS 25 μg/mL, 50 μg/mL 처치했을 때 세포 생존율은 13%, 19% 

감소하여 LJPS 의 처치농도는 1, 10 μg/mL 로 선정했다. LJE 와 LJPS 를 

비교하기 위해 10 μg/mL 농도에서 독성이 나타나도 참고적으로 같이 사용했다.

Preliminary data로써 LPS를 농도별 (10 ng/mL, 100 ng/mL, 1000 ng/mL), 

시간별 (0 h, 6 h, 18 h, 24 h)로 RAW 264.7 세포에 처치해서 NO assay, 

MTT assay 및 염증성 사이토카인 (TNF-α) 생성량을 확인했고 이 preliminary 

data 결과에 의해서 본 연구에서는 LPS의 농도를 100 ng/mL로 선정했다 (data 

not shown).

LJPS를 10 μg/mL 처치할 때 NO의 생성량을 유의적으로 증가하는 것을 

확인하였다. 이와 같은 결과는 김동섭 외 (2018)의 연구에서는 해조류 모자반 

추출물은 RAW 264.7 대식세포에서 면역활성화 효과가 보였고 Sang Chul 

Jeong 외 (2015)의 연구에서는 갈조류인 톳 유래 다당류는 RAW 264.7 

세포에서 면역활성화 효과도 보였다 [140, 141]. 반면에 LJE 1 μg/mL, LJPS 

1, 10 μg/mL는 LPS를 처치한 RAW 264.7 세포에서 항염증 효과가 보였다. 

따라서 LJE가 RAW 264.7 cell에서 항염증 효과를 가지는 것을 알 수 있으며 

LJPS 가 RAW 264.7 cell에서 양면적 염증 조절 효과 (biphasic 

immunomodulatory effect)를 가지는 것을 알 수 있다.

LJE, LJPS가 LPS 자극으로 인해 증가한 염증성 사이토카인 (TNF-α, IL-6, 
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IL-1β, MCP-1)의 발현은 유의적이지 않았다. LJE, LJPS 1, 10 μg/mL 모든 

군에서 LPS 자극으로 인해 증가한 항염증성 사이토카인 (IL-10)의 발현이 

유의적으로 감소된 것을 확인하였다. 본 연구에서 염증관련 mRNA 발현 측정 

결과는 다른 연구결과와는 다르게 나타났다. 예를 들면, Jing Ye 외 (2020) 

연구에서 다시마 유래 fucoidan는 LPS 자극으로 인해 증가한 염증성 

사이토카인 (TNF-α, IL-6, IL-1β)의 발현이 유의적으로 감소시켰다 [142]. 

ELISA 분석 결과에서는 LJE (1 μg/mL), LJPS (1, 10 μg/mL) 처치군은 LPS 

유도되는 RAW 264.7 세포에서 TNF-α, IL-6, IL-10의 생성량을 유의적으로 

감소되었다. LJE (1 μg/mL), LJPS (1, 10 μg/mL) 처치군은 RAW 264.7 

세포에서 항염증 효과가 보였다. Park 외 (2013) LJE (10 μg/mL-100 

μg/mL)가 LPS를 처치한 RAW 264.7 세포에서 TNF-α, IL-1β, IL-6의 

생성량을 감소시켰으며 본 연구와 동일한 결과를 나타냈다 [143].

본 연구결과에서 LJE와 LJPS는 LPS의 자극으로 증가된 염증관련 사이토카인 

mRNA 발현에 유의적인 영향을 주지 않았지만 ELISA 실험결과에서 LJE와 

LJPS는 LPS의 자극으로 증가된 염증관련 사이토카인의 생성량 (단백질 발현)을 

유의적으로 감소시켰다. ELISA는 세포 상층액을 이용해서 항체에 결합된 효소를 

통해 항원-항체 반응을 확인하는 방법으로 세포에서 분비한 단백질을 측정할 수 

있다. RT-PCR는 mRNA의 생성량을 측정하는 방법이다. 세포 안에 인자발현 

기전이 복잡하고 다양한 염증 신호 전달 체계 (경로)가 존재한다. LPS가 유도한 

RAW 264.7 세포 모델에서 두 실험은 측정하는 인자발현의 위치가 다르기 

때문에 LJE와 LJPS가 단백질에서 저해효과가 보였고 mRNA에서 명확한 

저해효과가 나타나지 않았다. 따라서 LJE 및 LJPS가 전사 과정 (transcriptional 

level)에서 조절하는지, 번역 과정 (translational level)에서 조절하는지 

확인하려면 추가 연구가 필요한다. 
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Ⅵ. 요약 및 결론

본 연구에서는 갈조류인 다시마 (Laminaria japonica)를 이용하여 다시마 물 

추출물 (LJE) 및 다시마 유래 다당류 (LJPS)를 추출해서 대식세포 RAW 264.7 

세포를 이용해서 LJE및 LJPS의 이화학 특성（총 폴리페놀 함량, ABTS, DPPH 

라디컬 소거능 측정）의 고찰과 항염증에 초점을 둔 생리활성 효과를 비교하고 

그 기전에 대해 연구해 보고자 하였다. 그 결과를 다음과 같이 요약하였다.

1. LJE의 총 폴리페놀 함량은 2.163 μg GAE/mg이지만, LJPS에서는 측정되지 

않았다. 다시마에서 다당류를 추출 정제하는 과정에서 폴리페놀이 손실됨을 

확인하였다.

 

2. 세포에 독성을 유발하지 않는 농도에서는 LJE의 항산화 효과가 AA 

(Ascorbic acid)과 비교해서 탁월하지는 않았다. 따라서 LJE와 LJPS의 항산화능 

결과에서 알 수 있듯이 항산화능이 다시마 유래 다당류의 주된 생리활성은 

아님을 확인했다.

3. 대식세포인 RAW 264.7 세포에서 LJE, LJPS가 1, 5, 10, 25, 50 μg/mL의 

농도로 처치한 결과, LJE 가 10 μg/mL이상으로 처리군에 세포 독성을 나타났고 

LJPS가 50 μg/mL까지 처리한 군에서 세포 독성을 나타나지 않았다. LJE가 

LJPS보다 대식세포에서 상대적으로 높은 세포 독성을 보였다. 

4. LJE 1 μg/mL 처치군이 LPS 자극으로 인해 증가된 NO 생성량을 유의적으로 

감소시키는 항염증 효과를 관찰하였다. 또한 LJPS (10 μg/mL)처치군이 

대조군보다 NO 생성량을 유의적으로 증가했고 LJPS (1, 10 μg/mL)가 LPS로 

염증을 유도된 NO 생성량을 유의적으로 감소하는 결과가 나타났다. 즉, LJPS 

는 RAW 264.7 cell에서 양면적 염증조절 효과（biphasic immunomodulator
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y）를 기대해 볼 수 있다.

5. LJE와 LJPS가 LPS 자극으로 인해 증가한 TNF-α, IL-6, IL-1β, MCP-1의 

mRNA 발현에 미치는 효과는 유의적이지 않았다. 단, 유전자 발현을 확인한 

염증성 사이토카인 중 LJE와 LJPS (1, 10 μg/mL)는 LPS 자극으로 인해 증가한 

IL-10의 mRNA 발현이 유의적으로 감소된 것을 확인하였다.

6. LPS로 염증 유도된 RAW 264.7 대식세포에서 염증 관련 사이토카인 

TNF-α, IL-6및 IL-10의 단백질 생성량을 측정한 결과, LJE 1 μg/mL, LJPS 1, 

10 μg/mL가 LPS의 자극으로 인해 증가한 TNF-α, IL-6및 IL-10의 생성량을 

유의적으로 감소시켰다. 

 이상의 결과를 종합하여 보면 다시마에서 다당류를 추출 정제하는 과정을 통해 

폴리페놀이 손실되며, LJE와 LJPS 항산화능 결과에서 알 수 있듯이 항산화능이 

다시마 유래 다당류의 주된 생리활성은 아님을 확인했다. LJE가 LJPS보다 

대식세포에서 상대적으로 높은 세포 독성을 보였으며, LJPS와 LJE의 염증조절 

기전에 차이를 보이는 것을 알 수 있다. LJE는 RAW 264.7 대식세포에 독성이 

없는 농도에서 항염증 효과를 보이지만, LJPS는 특정 농도에 따라 RAW 264.7 

세포에서 면역자극 작용과 항염증 효과를 담당하는 LJPS의 양면적인 면역조절 

효과 (biphasic immunomodulatory effect)를 확인하였다. 본 연구를 통해 

LJE와 LJPS의 면역제 조절제의 역할을 수행하는 기능성 천연 소재로의 

가능성을 제시하였다.
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<국문초록>

다시마 물 추출물과 다시마 유래 다당류의 이화학적 특성 및 

항염증 효과

崔 佳 美

濟州大學校 大學院 食品營養學科

指導敎授 李 允 京

염증이란 체내의 면역세포가 외부로부터 물리적, 화학적 자극이나 세균감염을 

인지하여 다양한 염증매개 물질을 분비함으로써 손상된 조직을 재생하려는 우리 

몸의 자연 방어 기전이다. 신체활동 부족, 비만, 스트레스과 같은 외적요인과 

영양결핍, 영양 불균형, 활성산소 등의 내적요인으로 인해 우리 몸에서는 

자연스러운 염증반응이 일어나게 된다. 하지만 만성 염증 상태가 지속되면 

동맥경화, 심혈관질환, 당뇨, 암과 같은 질병을 유발하게 된다. 따라서 

연구자들이 염증을 치료하기 위해 부작용이 없은 천연물질에 대한 관심이 

많아지고 있으며 그에 대한 식이요법, 기능성 식품 등의 개발을 꾸준히 진행하고 

있다.

해조류는 광합성에 따라 색소 생성 정도에 따라서 녹조류, 갈조류, 홍조류로 

나눈다. 그 중에서 한국, 중국 같은 아시아 사람들이 제일 많이 소비하는 

해조류는 갈조류이다. 특히, 갈조류인 다시마는 일상생활에서 쉽게 접할 수 

있으며 식이 섬유, 무기질 등 풍부하고 항당뇨, 항비만, 항염증, 장 건강 

증진효과 등 여러 생리활성을 가지고 있는 것으로 알려져 있다. 
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해조류의 추출물의 추출방법 및 추출 시료 등에 따라 추출물에 함유되어 있는 

성분에 유의적인 차이가 발생하며 이에 따른 생리적인 효과도 크게 다르다. 특히 

해조류의 주성분인 식이 섬유소 (다당류)의 다양한 종류와 생리활성은 이미 

보고된 바 있으나, 해조류 추출물과 다당류의 직접적인 비교 데이터는 미비한 

상황이다. 이에 선행연구 결과에 기반하여 본 연구에서는 다시마에서 정제된 

다당류가 다시마의 유익한 효과에 담당하는 성분이라는 가설을 세우고, 다시마 

물 추출물 (LJE)와 다시마유래 다당류 (LJPS)의 이화학적 특성의 비교와 

항염증에 초점을 둔 생리활성 효과를 비교하고 그 기전에 대해 연구해 보고자 

하였다. 

이화학적 특성 분석으로 총 폴리페놀 함량, ABTS 라디칼 소거능 측정, DPPH 

라디칼 소거능 측정을 실시하였다. MTT assay를 통한 RAW 264.7 세포에서 

세포 독성과 적정 처치농도를 결정하였다. RAW 264.7 세포에서 LPS로 유도된 

NO 생성량을 확인하였고 LPS로 유도된 염증성 사이토카인 mRNA 발현 정도를 

RT-PCR를 통해 측정하였다. 더불어 LPS로 유도된 염증성 사이토카인 단백질 

생성량을 ELISA assay로 확인하였다.

LJE의 총 폴리페놀 수치는 2.163 μg GAE/mg이고, LJPS에서는 검출되지 

않았다. 이는 다시마에서 다당류를 분리·정제하는 과정에서 가열, 필터 및 여과 

등을 거쳐 폴리페놀이 소실되는 것으로 사료된다. LJE는 LJPS보다 ABTS 

라디칼 소거능력 더 좋은 것으로 나타났고 LJE, LJPS는 1 mg/ml 농도까지 

유의적인 DPPH 라디칼 소거능은 관찰되지 않았다. 세포독성 측정결과에서 

LJE는 RAW 264.7 세포에 10 μg/mL부터 독성이 나타났고, LJPS는 50 

μg/mL까지 독성이 나타내지 않았다. 본 연구에서 LJE, LJPS의 농도는 1, 10 

μg/mL를 선정해서 진행했다. NO 생성량을 측정한 결과에서 LJPS (10 μg/mL) 

처치군은 대조군 보다 유의적으로 높은 NO 생성량을 보였고 LJE (1 μg/mL), 

LJPS (1, 10 μg/mL) 처치군은 LPS로 유도된 RAW 264.7 세포에서 NO 

생성량을 유의적으로 감소하였다. 따라서 LJE가 RAW 264.7 세포에서 항염증 

효과가 가지는 것을 알 수 있으며 LJPS가 RAW 264.7 세포에서 양면적 
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염증조절 효과가 가지는 것을 알 수 있다. mRNA 측정결과에서 LPS 자극으로 

인해 증가한 TNF-α, IL-6, IL-1β, MCP-1의 발현이 유의적인 차이 보이지 

않았지만 LPS가 염증을 유도하는 RAW 264.7 세포에서 염증성 사이토카인 

(TNF-α, IL-6, IL-10)을 유의적으로 감소하는 것을 관찰했다. 따라서 LJE 및 

LJPS의 염증조절 기전이 전사 과정 (transcriptional level) 혹은 번역 과정 

(translational level)에 기인하는지에 대해서는 추가 실험이 필요하다.

본 연구를 통해 우리는 항산화 효과가 LJPS의 주로 생리활성이 아님을 알 수 

있었으며, 다시마 유래 물질 2종 (LJE, LJPS)은 모두 대식세포의 면역조절 

효과를 가지지만 그 조절 기전은 다름을 보여주었다. 즉, 대식세포에서 LJE는 

항염증 효과, LJPS 양면적인 면역조절효과를 보유하고 있었다. LJPS는 특정 

농도에 따라 대식세포에서 면역활성 작용과 항염증 효과를 동시에 가지고 있다. 

결론적으로 LJE와 LJPS는 식품 첨가물과 면역 조절 기능을 보유하고 있는 

기능성 천연 소재로의 가능성을 확인하였다.
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