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<Abstract>

Study on Functional Characteristics and Food

Suitability using Seahorse Cultured in Jeju

XU WEI

Department of Food Science and Nutrition

Graduate school

Jeju National University

Supervised by Professor Sung-Soo Park

The hippocampus (Hippocampus coronatus) is a fish belonging to the

Syngnathidae family of the Greaterosteiformes and about 54 species are

known worldwide. Widely distributed in tropical and subtropical shallow

waters with high medicinal and therapeutic health value. Its main

pharmacological activities include sex hormone-like effects,

anti-inflammatory, anti-oxidation, anti-tumor and improving immunity.

Recently, research on the hippocampus is limited to the research on

fat-soluble components, while the research on water-soluble components is

relatively small. In addition, the development of foods using the ingredients

of the seahorse has not been promoted conspicuously. In this study, water

and ethanol extracts of Jeju cultured hippocampus were prepared, and

functional characteristics were examined through antioxidant and

anti-inflammatory experiments on RAW cells, and this study was

conducted for use in food development and health food processing.
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In order to evaluate the antioxidant effect, we carried out DPPH, ABTS

free radical scavenging determination and polyphenol content determination.

The results showed that the DPPH and ABTS free radical scavenging

activity of the hippocampal water extract with the same protein

concentration was about twice higher than that of the ethanol extract, and

the total phenol content was also higher than that of the ethanol extract. It

can be concluded that the antioxidant capacity of hippocampal water

extract is higher than that of ethanol extract.

In order to evaluate the anti-inflammatory activity, we used LPS to induce

RAW264. 7 macrophages to establish an inflammatory model; the amount

of NO secretion and the amount of cytokine (TNF-α, IL-6) released as

indicators were used for experiments. Different solvent extracts of

hippocampus have no obvious cytotoxicity to cells at the concentration of

0-1μg/ml. Compared with the modelgroup, HW and HE can inhibit the NO

secretion of macrophages induced by LPS. In the cytokine experiment, HE

inhibited LPS-induced RAW264.7 macrophages to secrete TNF-α and IL-6

at various concentrations (100ng/ml, 500ng/ml, 1μg/ml) at various

concentrations of the reagents than HW.

This research proves that the antioxidant effect of HW is better than that

of HE, and HE has a better anti-inflammatory effect, providing basis and

reference for the subsequent development of hippocampal-related health

food.
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Ⅰ. 서론

해양 종의 생물학적 다양성과 구조적으로 화학적 다양성은 활성 2차 대사 산물

연구에 흥미로운 틀을 제공한다[1，2]. 지금까지 9개의 승인 된 에이전트와 12개

의 현재 임상 시험 에이전트는 어떤 의미에서 해양 환경에서 파생된다[3]. 해양

대사산물 또는 합성 유사체가 1981 ~ 2002년 동안 미국 FDA 승인 약물의 약

50%를 차지하는 것으로 밝혀졌다[4]. 해양 생물 다양성은 새로운 천연 제품을 위

한 잠재적 자원을 제공한다.

해마 (Hippocampus coronatus)는 큰가시고기목 (Gasterosteiformes) 실고기과

(Syngnathidae)에 속하는 어종으로 전 세계적으로 약 54종이 알려져 있다[5]. 높

은 의약 및 치료 건강 가치로 열대 및 아열대 얕은 물에 널리 분포한다[5]. 자연

이 따뜻하고 맛이 달콤하며 간과 신장 경락에 속하며 신장을 따뜻하게 하고 양

을 튼튼하게 하고 종괴를 쫓아내고 부종을 줄이는 등의 효과가 있다. 발기 부전,

야뇨증, 신장 결핍 및 천식, 낙하 떨림 부상, 옹종 및 통증 치료에 사용된다[6].

최근 약리학 연구에 따르면 해마는 호르몬과 같은 효과를 가지며 조혈 기능을

향상시킬 뿐만 아니라 항암, 항노화, 항종양, 항피로, 학습 및 기억력 향상 및

Ca2+ 차단 효과를 나타낸다. 해마의 화학 성분 분석을 통해, 해마에는 스테롤, 다

양한 지방산, 단백질, 아미노산, 미량 원소, 인지질 및 기타 성분이 풍부하여 해

마의 기능적 역할에 대한 과학적 설명을 제공하는 것으로 밝혀졌다[7].

염증은 외부 자극 하에서 신체가 생성하는 일련의 복잡한 생리적 변화이다[8].

합성 항염증제의 내성과 부작용의 출현으로 사람들은 풍부한 자원, 적은 부작용,

좋은 치료 효과를 가진 한약을 개발하기 시작했으며, 당연히 항염증제의 개발은

다양한 연구의 대상이 되었다[9].

현대에 와서 생명 과학 관련 연구에 따르면 인체 조직에서 활성 산소 클러스터

/ 질소 클러스터가 생성되면 산화 손상과 노화 및 암과 같은 일부 퇴행성 질환을

유발할 수 있다[10]. 항산화제는 자유 라디칼을 제거하는 물질로 간주된다. 최근
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에는 천연물로부터 천연 항산화제를 습득하여 사람들의 큰 관심을 불러 일으켰

고, 의학, 영양, 식품 산업에서 널리 주목을 받고 있다. 현재 다양한 식물과 동물

의 수용성 성분을 분석하여 다양한 항산화 활성 성분을 얻었다. 현재 해마에 대

한 지용성 성분에 대한 연구[11]는 있으나, 수용성 성분에 대한 연구는 상대적으

로 적다. 또한 해마의 성분을 활용한 식품의 개발은 눈에 띄게 추진된 것이 없는

형편이다.

본 연구에서는 제주양식 해마의 물, 에탄올 추출물를 시키고 RAW264.7 세포에

대한 항산화, 항염 실험을 통해 기능 특성을 검토하며, 식품 개발 및 건강식품

가공에 이용하기 위해 본 연구를 수행하였다.
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Ⅱ. 이론적 배경

1. 해마

해마 (Hippocampus coronatus)는 큰가시고기목 (Gasterosteiformes) 실고기과

(Syngnathidae)에 속하는 어종으로 전 세계적으로 약 54종이 알려져 있다[5]. 한

국에는 빅벨리해마(Hippocampus abdominalis), 산호해마(Hippocampus

mohnikei), 가시해마(Hippocampus histrix), 점해마(Hippocampus trimaculatus),

그리고 복해마(Hippocampus kuda) 5종이 있다[12].

해마는 높은 의약 및 치료 건강 가치로 열대 및 아열대 얕은 물에 널리 분포한

다[5]. 한방에서 해마는 양기(陽氣)를 보하는 요약으로 생식 기능을 높인다. 노인

과 허약한 자의 정신쇠약과 피로에도 쓰인다. 기의 순환을 조절하고 혈액 순환을

촉진시키는 효능도 있어 기혈이 원활치 않아 생기는 부인의 징가(癥瘕) 아랫배에

생기는 단단한 덩어리와 난산(難産)에 적용된다. 그리고 등에 생기는 정창(疔瘡)

을 치료한다[13]. 유럽은 18세기에 해마를 약으로 사용하였다[14]. 신체에는 주로

스테로이드, 인지질, 아미노산 등 다양한 생물학적 활성 물질이 포함되어 있으며

[15] 그 효과는 항 피로[16], 항 관절염[17], 항균이다[18]. 현대 생명 과학 연구에

따르면 인체에서 활성 산소 종 / 질소 클러스터의 생성은 산화 손상과 노화 및

암과 같은 일부 퇴행성 질환을 유발할 수 있다[19]. 해마의 의학적 사용에 대한

관련 보고서가 있다. 또한 사회적 경제가 발달함에 따라 해마는 공예 기념품 감

상 및 만들기와 같은 다른 분야에서 점차적으로 사용되었다[20,21].

2. 항산화와 염증

1) 항산화

인간의 정상적인 세포 대사는 하이드록실 라디칼 (-OH) 및 수퍼 옥사이드 음이
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온 유리 라디칼 (O2-)과 같은 자유 라디칼을 생성한다. 체내의 자유 라디칼 생성

및 제거가 비평형 상태일 때 어느 정도 촉발될 수 있다. 관절염, 당뇨병, 심혈 관

계 질환, 암, 노화 등의 질병으로[22,23] 인체는 항산화제를 섭취하여 건강을 유

지할 수 있다. 연구에 따르면 해마 추출물 (유기 용매 및 물 추출물)은 천연 항

산화 활성을 가지며 배양된 해마의 항산화력은 야생 해마와 동일하지만 암컷 해

마의 항산화력은 수컷 해마보다 높으며 항산화력도 추출물과 비슷한다[24]. 액체

농도, 유기 용매의 종류, 프로테아제의 종류 및 정제된 제품의 분자량은 밀접한

관련이 있다. 앞서 언급한 ACE 억제 펩티드는 고혈압 치료에 사용될 수 있을

뿐만 아니라 항산화 효과도 있다[22].

DPPH (1,1-diphenyl-2-pierylhydrazyl, 즉 1,1-diphenyl-2-picrhydrazyl)는 벤젠

고리의 접합 및 입체 장애와 니트로 그룹의 전자적 작용으로 인해 안정한 자유

라디칼이다. 에탄올 용액은 보라색이다. DPPH 용액에 자유 라디칼 제거제를 첨

가하면 DPPH의 단일 전자가 쌍을 이루어 보라색이 더 밝아지고 흡수 광도가 작

아지고 흡수 광도가 자유 라디칼 소거 정도와 선형이 된다[25,26].

ABTS 방법은 생물학적 시료의 항산화 능력을 결정하기 위해 Miller 등이 처음

개척하였다[27]. ABTS는 활성 산소에 의해 산화되어 안정된 청록색 양이온 라디

칼인 ABTS·+를 생성하고, 시험 물질을 첨가하여 물질에 항산화 성분이 있으면

ABTS·+와 반응하여 반응계를 퇴색시킨다. 그러면 ABTS +이 자유 라디칼의 최

대 흡수 파장 (일반적으로 734 nm가 선택됨)에서 흡광도의 변화를 감지하고,

trolox가 포함된 대조 표준 시스템과 비교하여 시험 물질의 총 항산화 능력이 변

환되어 결과가 대부분 일정 수준에 도달 한 것으로 표현된다. 농도는 물질의 동

등한 항산화 능력에 필요한 Trolox의 농도를 테스트하므로 이 방법을 TEAC

(Trolox equivalent antioxidant capacity) 방법[28]이라고도 하며 일부 연구자들

은 아스코르브산을 참조 표준으로 사용하도록 제안했으며 이 방법을 VCEAC 또

는 AEAC 방법이라고 한다[29].

2) 염증

사이토카인(cytokine)은 세포에서 분비되는 생물학적 활성을 가진 저분자 단백
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질의 일반적인 용어이다. 인터루킨, 인터페론, 종양 괴사 인자, 집락 자극 인자,

성장 인자 및 화학 주성 사이토카인의 6가지 범주로 나눌 수 있다. 사이토카인은

또한 전 염증 인자와 항염증 인자의 두 가지 유형으로 나눌 수 있다. 인터루킨-1

(IL-1), IL-6, IL-8, 종양 괴사 인자-α (TNF-α)와 같은 전 염증 인자 및 인터루

킨 수용체 길항제 IL-1Ra와 같은 항염증 인자, IL-4, IL-10, IL-13은 균형 잡힌

상태로 균형을 잃으면 질병을 유발한다[30].

IL-6는 단핵구와 대 식세포에서 생산되는 다 방향 사이토카인으로 활성화된 T

세포, B 세포, 섬유 아세포, 내피 세포 등에 의해 생산 될 수있어 말단 B 세포의

분화를 강화하고 면역을 매개 할 수 있다. 글로불린의 분비는 또한 T 세포의

활성화 신호를 증가시키고 세포를 용해시키는 세포 독성 T 세포 및 NK 세포의

능력을 촉진 할 수 있다[31].

종양 괴사 인자 (TNF)는 주요 염증 매개체이며 IL-1과 많은 전 염증 활성을

공유한다. 분비된 TNF-α는 주로 단핵구, 대 식세포 및 T 세포에 의해 생성되는

17kD 비당 단백질이다. TNF-α는 면역과 다른 세포 사이에 신호를 전달하며,

세포 사멸 또는 세포 사멸, 대사, 염증, 혈전증 및 섬유소 용해를 포함한다[30].



- 6 -

Ⅲ. 재료 및 방법

1. 시료의 준비

1) 해마의 Etoh추출 및 water추출

본 실험에서 사용한 해마는 Nerina 회사에서 제공한 양식 해마를 사용하였다.

건조된 해마를 마쇄기로 1분간 마쇄 후 분말 14g을 취하여 100ml 3차증류수와

90% 에탄올 각각 첨가하였다. 이것을 Polytron 균질기(Wheaton, Miliville, NJ,

USA)로 균질화 하며 실온에서 60분 동안 추출함, 추출액은 13,000 rpm에서 15분

간 원심분리하고 그 상등액을 0.45μm 필터(Millipore, Toyo Roshi Kaisha, Ltd,

Japan)를 이용하여 여과한 후 단백질 함량을 측정하여 동일한 농도의 HE와 HW

를 동결건조 시키고 -20℃ 냉동고에 보관하였다.
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2. 시료의 기능적 특성

1) 단백질 함량 측정

먼저 BCA Protein Assay Kit (Themo Fisher, Waltham MA, USA)를 이용하

여 diluted albumin(BSA) standard와 BCA working agent을 준비하고, 각각의

표준시료와 sample(HE, HW)을 따로 각각 micro plate well에 50μL를 피펫으로

옮겨 담았다. 각각의 well에 BCA working agent 100μL를 추가하고 30초간

plate를 잘 흔들어 섞은 다음, 커버 플레이트를 덮고 30분간 37℃에서 보온 처리

하였다. 보온 후에는 상온까지 plate를 식히고, 평판 리더로 562nm에서의 흡광도

를 측정하여 작성한 표준 곡선으로 함량을 계산하였으며 모든 실험군은 3회 반

복하였다.

2) 항산화 측정

(1) DPPH 라디칼 소거능 측정

DPPH (1,1-diphenyl-2-pierylhydrazyl, 즉 1,1-diphenyl-2-picrhydrazyl)는 벤젠

고리의 접합 및 입체 장애와 니트로 그룹의 전자적 작용으로 인해 안정한 자유

라디칼이다. 에탄올 용액은 보라색이다. DPPH 용액에 자유 라디칼 제거제를 첨

가하면 DPPH의 단일 전자가 쌍을 이루어 보라색이 더 밝아지고 흡수 광도가 작

아지고 흡수 광도가 자유 라디칼 소거 정도와 선형이 된다[25,26].

시료의 DPPH 라디칼 소거능 측정은 Wei & Shibamoto등[32]의 방법을 응용하

여 측정하였다. 시료 10μL에 에탄올에 녹여 제조한 0.2 mM 1, 1-diphenyl-2-

picrylhydrazyl (DPPH, Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) 용액 190 μL

를 첨가하여 혼합한 후 암소에서 30분간 반응시킨 뒤 microplate reader (Versa

Max, Orleans, USA)를 사용하여 517nm에서 흡광도 값을 측정하여 ascorbic

acid (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)를 같은 농도로 사용하여 대조
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군의 흡광도로 측정하였다.

각 시료의 DPPH 라디칼 소거능은 아래의 식에 따라 계산하였으며 모든 실험군

은 3회 반복하였다.

DPPH radical scavenging activity(%) = [1-(시료의 평균 흡광도/대조군의 평균

흡광도)] * 100

(2) ABTS 라디칼 소거능 측정

ABTS는 활성 산소에 의해 산화되어 안정된 청록색 양이온 라디칼 인 ABTS·+

를 생성하고, 시험 물질을 첨가하여 물질에 항산화 성분이 있으면 ABTS·+와 반

응하여 반응계를 퇴색시킨다. 그러면 ABTS +이 자유 라디칼의 최대 흡수 파장

(일반적으로 734nm가 선택됨)에서 흡광도의 변화를 감지하고, trolox가 포함 된

대조 표준 시스템과 비교하여 시험 물질의 총 항산화 능력이 변환되어 결과가

대부분 일정 수준에 도달한 것으로 표현된다[28].

ABTS 라디칼 소거능은 Roberta 등[33]의 방법을 응용하여 측정하였다. 메탄올

에 녹인 2,2'-azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid (Sigma Aldrich,

St. Louis, Missouri, USA) 7.4 mM과 potassium persulphate 2.6 mM을 12시간

이상 암소에 방치하여 ABTS 양이온을 생성하였다. 형성 후, 용액을 증류수로

희석하여 735nm에서 흡광도 값 1.2-1.3를 얻었다. 10 μL의 시료와 190 uL의

ABTS 용액을 넣고 혼합 한 후 젖소에 30분간 방치하고 마이크로 플레이트 리

더(Versa Max, Orleans, USA)를 사용하여 735nm에서 측정하여 ascorbic acid

(Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)를 같은 농도로 사용하여 대조군의

흡광도로 측정하였다.

각 시료의 ABTS 라디칼 소거능은 아래의 식에 따라 계산하였으며 모든 실험군

은 3회 반복하였다.

ABTS radical scavenging activity(%) = [1-(시료의 평균 흡광도/대조군의 평균
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흡광도)] * 100

(3) Total polyphenol 함량 측정

폴리페놀은 자유 라디칼 제거, 항암, 항 방사선, 항균, 혈중 지질 저하, 노화 방

지, 신경 보호, 신체 면역력 향상 및 인체 건강에 대한 기타 유익한 효과와 같은

항산화와 같은 다양한 생물학적 활동과 생리적 기능을 가지고 있다[34-41]. 폴리

페놀은 동물과 식물의 광범위 함, 풍부한 매장량, 다양한 생리적 기능으로 인해

천연물과 인간의 건강 및 영양에 대한 연구 대상으로 다양하게 사용되고 있다

[42].

폴리페놀 함량은 Folin-Denis 방법[43]을 사용하여 측정하였다. 시료 40μL, 증류

수 580μL, Folin & Giocalteu’s phenol reagent (Sigma Aldrich, St. Louis,

Missouri, USA) 80μL, 25% sodium carbonate 용액 300μL를 순서대로 넣고, 잘

흔들어 섞은 다음 암소에서 1시간 방치 후 microplate reader (Versa Max,

Orleans, Louisiana, USA) 사용하여 725nm에서 흡광도를 측정하였다. 총 폴리페

놀 함량 분석은 gallic acid (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)를 이용하

여 작성한 표준 곡선으로 계산하여 3회 반복하였다.

3) 항염 측정

(1) 세포 배양

본 실험에 사용한 RAW264.7 대식세포는 America Type Culture Collection

(ATCC, Manassas, USA.)에서 받고 사용하였다. 배지는 DMEM (Sigma

Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)에 1% penicillin-streptomycin (Capricorn,

Ebsdorfergrund, Germany)과 10% H·FBS (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri,

USA)을 첨가하였으며, 37℃，5% CO2 에서 계대 배양하였다.

(2) 새포 생존율 측정 (MTT Assay)
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배양 세포를 Trypan blue(Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)를 이용하

여 cell counting한 후, 24-well plate에 한 well 당 cell 수 1*105/ml로 희석 후

500μl 씩 seeding 하였다. Cell이 70% 자란(24h) 후 각 농도(0, 500ng/ml, 1μ

g/ml, 5μg/ml, 10μg/ml, 15μg/ml, 20μg/ml)의 시료를 처리하여 24시간 incubation

하였다. 24h 후 암소에서 5mg/ml MTT (Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri,

USA)시약을 50 μl seeding(4시간 incubation) 석션 후 DMSO (Bio basic,

Ontario, Canada) 150 μl 씩 seeding 후 20분 incubation한 후 microplate reader

(Versa Max, Orleans, Louisiana, USA) 사용하여 540nm 파장에서 흡광도 측정

하였다. 모든 실험군은 3회 반복하여 세포 생존율은 아래의 식에 따라 계산하였

다.

cell Viability(%) = 시료의 평균 흠광도/대조군의 평균 흡광도 * 100

(3) Nitric oxide (NO) 생성량 측정

배양 세포를 counting하고 24-well plate에 한 well 당 cell 수 1*105/ml로 희석

후 500μl 씩 seeding 하였다. Cell이 70% 자란(24h) 후 각 농도(100ng/ml,

500ng/ml, 1μg/ml, 2.5μg/ml, 5μg/ml)sample처리하여 6시간 후 LPS(1μg/ml)를

염증 유도하고 incubation 하였다. 24h 후 상등액 50μl에 Griess reagent(Sigma 

Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)을 동량 처리하여 15분간 암소에서 반응시켰다.

Microplate reader (Versa Max, Orleans, Louisiana, USA)를 사용하여 548nm 파

장에서 흡광도 측정하였다. NaNO₂(Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA)

를 이용하여 작성한 표준 곡선에 대입하여 나타내었다. 모든 실험군은 3회 반복

하였다.

(4) 염증 관련 사이토카인 생성량 측정

- TNF-α 생성량 측정
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배양 세포를 counting하고 24-well plate에 한 well 당 cell 수 1*105/ml로 희석

후 500μl 씩 seeding 하였다. Cell이 70% 자란(24h) 후 각 농도(100ng/ml,

500ng/ml, 1μg/ml)로 sample 처리하여 6시간 후 LPS(1μg/ml)를 염증 유도하고

incubation 하였다. 24h 후 상등액을 받았다. ELISA kit(TNF-α, IL-6: BD

PharMingen, CA, USA)를 따라서 실험을 진행하였다.

① Capture Antibody1 : 250을 Coating Buffer에 희석하고 희석된 Capture

Antibody 웰당 100μl로 microwell을 코팅합니다. 플레이트를 밀봉하고 4℃에서

밤새 배양하였다.

② 웰을 흡인하고 Well Wash Buffer(300μl)로 3회 세척하였다.

③ Well Assay Diluent(200μl)가 포함된 Block plate를 실온에서 1시간 동안 배

양하였다.

④ 단계 ②와 같이 흡인과 세척하였다.

⑤ Assay Diluent에 표준액과 시료 희석액을 준비하였다. 각 표준 물질, 샘플 및

대조군의 100μl를 적절한 웰에 피펫하였다. 플레이트를 밀봉하고 실온에서 2시간

동안 배양하였다.

⑥ 단계 ②에서와 같이 흡인 그리고 세척하되 총 5회 세척하였다.

⑦ 검출 항체를 Assay Diluent에 1 : 250으로 희석하고 희석된 검출 항체 100μl

를 각 well에 첨가하였다. 플레이트를 밀봉하고 실온에서 1시간 동안 배양하였다.

⑧ 스텝 ②와 같이 흡인 그리고 세척하되 총 5회 진행하였다.

⑨ Assay Diluent에 Enzyme Reagent를 1 : 250으로 희석하고 각 well에 희석된

Enzyme Reagent 100μl를 추가하였다. 플레이트를 밀봉하고 실온에서 30분 동안

배양하였다.

⑩ 단계 ②와 같이 흡인 그리고 세척하되 총 7번 반복하였다.

⑪ 각 웰에 TMB 기질 용액 100μl를 추가하였다. 어두운 곳에서 실온에서 30분
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동안 플레이트를 배양하였다.

⑫ 각 웰에 Stop Solution 50μl를 추가하였다.

⑬ 반응 정지 후 30분 이내에 450nm, 570nm에서 흡광도를 측정하였다. 흡광도

450nm에서 파장 보정까지 570nm에서의 흡광도를 빼 주었다. 표준액을 이용하여

작성한 표준곡선에 대입하여 나타내었다. 모든 실험군은 3회 반복하였다.

- IL-6 생성량 측정

배양중인 세포를 counting하고 24-well plate에 한well 당 cell 수 1*105/ml로

희석후 500μl 씩 seeding 하였다. Cell이 70% 자란(24h) 후 각 농도(100ng/ml,

500ng/ml, 1μg/ml)sample처리하여 6시간 후 LPS(1μg/ml)를 염증 유도하고

incubation 하였다. 24h 후 상등액을 받았다. ELISA kit(TNF-α, IL-6: BD

PharMingen, CA, USA)를 따라서 실험을 진행 하였다.

① 마이크로 웰을 코팅 버퍼에 희석 한 Capture Antibody 웰당 100μl로 코팅하

였다. 플레이트를 밀봉하고 4℃에서 밤새 배양하였다.

② 웰을 흡인하고 Well Wash Buffer(300μl) 3회 세척하였다.

③Well Assay Diluent(200μl)가 포함된 Block plate. 실온에서 1시간 동안 배양하

였다.

④ 단계 ②와 같이 흡인과 세척하였다.

⑤ Assay Diluent에 표준액과 시료 희석액을 준비하였다. 각 표준 물질, 샘플 및

대조군의 100μl를 적절한 웰에 피펫하였다. 플레이트를 밀봉하고 실온에서 2시간

동안 배양하였다.

⑥ 단계 ②에서와 같이 흡인 그리고 세척하되 총 5회 세척하였다.

⑦ 각 Well에 100μl의 Working Detection을 추가하였다. 플레이트를 밀봉하고 실
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온에서 1시간 동안 배양하였다.

⑧ 스텝 ②와 같이 흡인 그리고 세척하되 총 7번의 반복하였다.

⑨ 각 웰에 기질 용액 100μl를 추가하였다. 어두운 곳에서 실온에서 30분 동안

플레이트를 배양하였다.

⑩ 각 웰에 Stop Solution 50μl를 추가하였다.

⑪ 반응 정지 후 30분 이내에 450nm, 570nm에서 흡광도를 읽었다. 흡광도

450nm에서 파장 보정까지 570nm에서 흡광도를 빼었다. 표준액를 이용하여 작성

한 표준 곡선에 대입하여 나타내었다. 모든 실험군은 3회 반복하였다.

3. 통계분석

본 실험은 독립적으로 3회 반복하여 실시하였으며, 모든 실험 결과는 통계 프로

그램 SPSS Version 25.0을 이용하여 평균 ± 표준편차 (mean ± SD)로 나타내었

다. One-way ANOVA 분석 후 p<0.05 수준에서 Dancan's multiple range test

로 각 실험군의 유의적 차이를 검증하였다.
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Ⅳ. 연 구 결 과

1. 단백질 함량 측정

HE와 HW의 단백질 함량 측정 결과는 Table 1 및 Figure 1에 나타내었다.

HE의 단백질농도은 0.48µg/µl, HW의 단백질농도은 2.97µg/µl로 나타내었다. 이

에 보면 해마의 물 추출물은 EtOH추출물보다 단백질 함량이 훨씬 많게 보였다.

다음 실험을 위하여 동일한 단백질농도(0.5µg/µl)의 HE와 HW를 설정하여 동결

건조 시키고 -20℃ 냉동고에 보관하였다.
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Table 1. Protein concentration of hippocampus extract

Data are represented as mean ± SD of three independent experiments with a

one-way ANOVA followed by the Dunnett’s test; Letters indicate significant

differences among samples determined(p<0.05).

1) HE: Hippocampus EtOH extract

2) HW: Hippocampus Water extract

sample 단백질농도(µg/µl)

HE 0.4759±0.0516b

HW 2.9723±0.0092a
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Figure 1. Protein concentration of hippocampus extract. Data are represented

as mean ± SD of three independent experiments with a one-way ANOVA

followed by the Dunnett’s test; Letters indicate significant differences among

samples determined(p<0.05).
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2. 항산화 실험

1) DPPH 라디칼 소거능 측정 결과

본 연구에서는 각 시료의 DPPH 라디칼 소거능 활성을 ascorbic acid를 콘트롤

로 또한 시료용액의 무첨가군과 대조하여 진행하였다.

DPPH 라디칼 소거능 활성은 Table 2 및 Figure 2에 나타내었다.

단백질농도 0.5µg/µl의 HE와 HW를 DPPH 라디칼 소거능 측정하고 HE 4.81%

에서 HW 8.47%로 관찰 되었고, HW는 HE와 비교하여 약 2배로 나타내었다.

HW는 HE보다 높은 라디칼 소거능을 가지고 있지만 ascorbic acid에 비해 라디

칼 소거능이 모두 낮은 것으로 보였다.
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Table 2. DPPH ridical scavenging activities of hippocampus extract

Data are represented as mean ± SD of three independent experiments with a

one-way ANOVA followed by the Duncan's multiple range test; Letters

indicate significant differences among samples determined(p<0.05).

1) HE: Hippocampus EtOH extract

2) HW: Hippocampus Water extract

sample(0.5µg/µl) DPPH Radical 소거능%

HE 8.47±2.07b

HW 4.81±1.50c

Ascorbic acid 9.59±2.97a
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Figure 2. DPPH ridical scavenging activities of hippocampus extract. Data are

represented as mean ± SD of three independent experiments with a one-way

ANOVA followed by the Duncan's multiple range test; Letters indicate

significant differences among samples determined(p<0.05).
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2) ABTS 라디칼 소거능 측정 결과

본 연구에서는 각 시료의 ABTS 라디칼 소거능 활성을 ascorbic acid를 콘트롤

로 또한 시료용액의 무첨가군과 대조하여 진행하였다.

ABTS 라디칼 소거능 활성은 Table 3 및 Figure 3에 나타내었다.

DPPH 라디칼 소거능과 같아 단백질농도 0.5µg/µl로 ABTS 라디칼 소거능을 측

정하였다. HE는 22.21%, HW는 44.41%로 관찰되었고, HW는 HE와 비교하여 약

2배 높게 나타내었다. Ascorbic acid 비해 라디칼 소거능이 모두 높은 것으로 보

였다.
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Table 3. ABTS ridical scavenging activities of hippocampus extract

Data are represented as mean ± SD of three independent experiments with a

one-way ANOVA followed by the Duncan's multiple range test; Letters

indicate significant differences among samples determined(p<0.05).

1) HE: Hippocampus EtOH extract

2) HW: Hippocampus Water extract

sample(0.5µg/µl) ABTS Radical 소거능%

HE 22.21±1.11b

HW 44.41±0.94a

Ascorbic acid 16.07±0.74c
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Figure 3. ABTS ridical scavenging activities of hippocampus extract. Data

are represented as mean ± SD of three independent experiments with a

one-way ANOVA followed by the Duncan's multiple range test; Letters

indicate significant differences among samples determined(p<0.05).
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3) Total polyphenol 함량 측정 결과

Total polyphenol 함량 측정 결과는 Table 4 및 Figure 4를 통하여 나타내었다.

물 추출물은 EtOH추출물보다 높은 폴리페놀 함량을 보였다. 물 추출물은

0.4244mg/ml, EtOH추출물 0.1165mg/ml로 나타났다(Table 4, Figure 4).
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Table 4. Total polyphenol content of hippocampus extract

Data are represented as mean ± SD of three independent experiments with a

one-way ANOVA followed by the Duncan's multiple range test; Letters

indicate significant differences among samples determined(p<0.05).

sample Total polyphenol contents(mg/ml)

해마 EtOH추출물 0.1165±0.0003b

해마 수용액 0.4244±0.4244a

해마 수용액 6배희석 0.1116±0.1115b
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Figure 4. Total polyphenol content of hippocampus extract. Data are

represented as mean ± SD of three independent experiments with a one-way

ANOVA followed by the Duncan's multiple range test; Letters indicate

significant differences among samples determined(p<0.05).
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3. RAW264.7 대식세포에서의 세포 생존율 측정 결과

각 농도(0, 500ng/ml, 1μg/ml, 5μg/ml, 10μg/ml, 15μg/ml, 20μg/ml)의 시료를 24

시간 처리하여 유의적으로 세포 생존율이 감소하는 것으로 관할하였다(Table 5,

Figure 5).

0～1μg/ml에서 모두 생존율 70%이상으로 나타나 세포 사멸에 큰 영향을 주지

않는 것으로 판단하여 본 실험에서는 0～1μg/ml의 농도로 설정하여 항염 실험을

수행하였다.
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Table 5. Effect of hippocampus extract on cell viability RAW264.7 cells

Data are represented as mean ± SD of three independent experiments with a

one-way ANOVA followed by the Duncan's multiple range test; Letters

indicate significant differences among samples determined(p<0.05).

1) HE: Hippocampus EtOH extract

2) HW: Hippocampus Water extract

Sample농도

생존율%

HE HW

0ng/ml 100±0a 100±0a

500ng/ml 81.44±5.71b 72.45±6.45bcd

1μg/ml 79.44±5.44bc 67.73±5.63d

5μg/ml 70.10±1.28cd 53.09±3.80e

10μg/ml 64.58±8.19d 41.13±2.39fg

15μg/ml 49.61±10.34ef 14.56±1.87h

20μg/ml 38.09±12.06g 9.75±1.56h
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Figure 5. Effect of hippocampus extract on cell viability RAW264.7 cells. Data

are represented as mean ± SD of three independent experiments with a

one-way ANOVA followed by the Duncan's multiple range test; Letters

indicate significant differences among samples determined(p<0.05).

1) Sample A = HE: Hippocampus EtOH extract

2) Sample B = HW: Hippocampus Water extract
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4. RAW264.7 대식세포에서의 Nitric oxide (NO) 생성량 측정 결과

RAW264.7 대식세포에 각 농도 시료를 처리하여 6시간 후 LPS(1μg/ml)를 염증

유도하고 배지 내에 NO농도를 비교한 결과 농도 증가할수록 NO 생성량이 감소

하는 것으로 나타났다.
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Table 6. Effect of hippocampus extract on NO production in the

LPS-stimulated RAW264.7 cells

Data are represented as mean ± SD of three independent experiments with a

one-way ANOVA followed by the Duncan's multiple range test; Letters

indicate significant differences among samples determined(p<0.05).

Sample농도

NO생성량(uM)

HE HW

LPS 3.66±0.10c 3.66±0.10c

LPS+100ng/ml 3.58±0.02d 3.76±003b

LPS+500ng/ml 3.45±0.01ef 3.90±002a

LPS+1μg/ml 3.38±0.02f 3.64±0.03cd

LPS+2.5μg/ml 3.26±0.03g 3.16±0.03h

LPS+5μg/ml 3.07±0.04i 2.42±0.06j

control 2.40±0.02j 2.40±0.02j

100ng/ml 2.37±0.05j 3.39±0.05ef

500ng/ml 2.35±0.03j 3.47±0.08e

1μg/ml 2.35±0.01j 3.40±0.05ef

2.5μg/ml 2.39±0.01j 3.06±0.09i

5μg/ml 2.35±0.04j 2.35±0.04g
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Figure 6. Effect of hippocampus extract on NO production in the

LPS-stimulated RAW264.7 cells. Data are represented as mean ± SD of three

independent experiments with a one-way ANOVA followed by the Duncan's

multiple range test; Letters indicate significant differences among samples

determined(p<0.05).

1) Sample A = HE: Hippocampus EtOH extract

2) Sample B = HW: Hippocampus Water extract
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5. 염증 관련 사이토카인 생성량 측정 결과

HE와 HW시료의 각 농도별 (100ng/ml, 500ng/ml, 1μg/ml) 처리 하였을 경우

LPS로 유도된 RAW264.7 대식세포의 TNF-α와 IL-6 생성량이 감소하여 항염

효과가 있는 것으로 나타났다.

LPS처리하지 않는 군에 HW의 사이토카인 생성량이 증가한 것을 보면 HW는

독성이 있다고 추측 되었다.
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Table 7. Effect of hippocampus extract on TNF-α production in the

LPS-stimulated RAW264.7 cells

Data are represented as mean ± SD of three independent experiments with a

one-way ANOVA followed by the Duncan's multiple range test; Letters

indicate significant differences among samples determined(p<0.05).

Sample농도

TNF-α

HE HW

control 0.0544±0.0010h 0.0544±0.0010h

100ng/ml 0.0590±0.0030h 0.8346±0.0055b

500ng/ml 0.0699±0.0015h 0.7702±0.0250c

1μg/ml 0.0681±0.0009h 0.6586±0.0178ef

LPS 0.8982±0.0987b 0.8982±0.0987b

LPS+100ng/ml 0.7297±0.0006cd 1.0182±0.0090a

LPS+500ng/ml 0.7014±0.0026de 0.8787±0.0192b

LPS+1μg/ml 0.5591±0.0383g 0.6105±0.0159fg
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Figure 7. Effect of hippocampus extract on TNF-α production in the

LPS-stimulated RAW264.7 cells. Data are represented as mean ± SD of three

independent experiments with a one-way ANOVA followed by the Duncan's

multiple range test; Letters indicate significant differences among samples

determined(p<0.05).

1) Sample A = HE: Hippocampus EtOH extract

2) Sample B = HW: Hippocampus Water extract
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Table 8. Effect of hippocampus extract on IL-6 production in the

LPS-stimulated RAW264.7 cells

Data are represented as mean ± SD of three independent experiments with a

one-way ANOVA followed by the Duncan's multiple range test; Letters

indicate significant differences among samples determined(p<0.05).

Sample농도
Il-6

HE HW

control 0.0538±0.0239g 0.0538±0.0024g

100ng/ml 0.0507±0.0090g 0.1389±0.0030d

500ng/ml 0.0513±0.0192g 0.1236±0.0095e

1μg/ml 0.0496±0.0059g 0.1008±0.0043f

LPS 0.2349±0.0127b 0.2349±0.0127b

LPS+100ng/ml 0.1871±0.0064c 0.2744±0.0067a

LPS+500ng/ml 0.1787±0.0020c 0.2269±0.0061b

LPS+1μg/ml 0.1422±0.0046d 0.1801±0.0065c
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Figure 8. Effect of hippocampus extract on IL-6 production in the

LPS-stimulated RAW264.7 cells. Data are represented as mean ± SD of three

independent experiments with a one-way ANOVA followed by the Duncan's

multiple range test; Letters indicate significant differences among samples

determined(p<0.05).

1) Sample A = HE: Hippocampus EtOH extract

2) Sample B = HW: Hippocampus Water extract
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Ⅴ. 고찰

해마의 물 추출물은 EtOH추출물보다 DPPH, ABTS radical 소거능이 약 2배로

나타났다. 물 추출물은 EtOH추출물보다 높은 폴리페놀 함량을 나타냈다. 이에

EtOH추출물보다 물 추출물이 항산화 능력이 높게 확인되었다. 페놀 화합물은 해

마에서 강력한 항산화 활성을 갖는 성분이다. 연구에 따르면 항산화 활성은 활성

산소를 흡수 및 중화하고 단일 항 산소와 삼중항산소를 소멸하거나 분해할 수있

는 산화 환원 특성에 기인한다[44]. 해마의 다양한 극성 추출물의 항산화 활성은

전체 페놀 함량, 페놀 화합물의 분포 및 극성과 관련이 있으며 극성이 더 많은

수용성 성분이 항산화 활성이 더 강함을 보여준다[45,46]. 해마 수용성 추출물의

항산화 활성은 해마의 DPPH, 소거율, 총 환원력, ·OH 소거율 및 철 킬레이트

능력을 측정하여 평가하였다. 총 아미노산과 작은 펩타이드의 함량과 유형은 밀

접한 관련이 있다. 이 실험의 결과와 일치한다. 해마가 항산화능을 가지고 있으

며 총 페놀 함량과 관련이 있음을 미리 확인할 수 있다.

염증은 종양과 같은 많은 질병의 발생 및 발달과 밀접한 관련이 있다. 당뇨병

및 신경 퇴행성 질환, 현재 스테로이드 및 비스테로이드성 항염증제는 심각한 부

작용이 있어 임상적 적용을 제한하고 있다. 최근에는 한약 자원에서 새로운 항염

증제를 개발하는 것에 대한 연구가 활발하게 이루어지고 있다[47,48]. 본 실험에

LPS로 유도된 RAW264.7 세포의 NO 생성량이 해마의 물 추출물과 EtOH추출물

의 각 농도별(100ng/ml, 500ng/ml, 1μg/ml, 2.5μg/ml,5μg/ml) 증가할수록 NO농도

를 감소하는 것으로 나타났다. 시료의 각 농도별 (100ng/ml, 500ng/ml, 1μg/ml)

처리 하였을 경우 LPS로 유도된 RAW264.7 세포의 TNF-α와 IL-6 생성량이 감

소하여 항염 효과가 있는 것으로 나타났다. 물 출추물 처리 하였을 경우 초기에

조금 증가하지만, 시료의 농도가 증가할수록 감소하여 항염 효과가 있는 것으로

나타났다. 해마에서 분리한 Paeonol은 in vitro에서 좋은 항염증 효과를 나타내

며, LPS (lipopolysaccharide)에 의해 유도된 iNOX 및 COX-2 유전자의 활성화

를 억제하고 NF-κB 및 MAPK 신호 경로를 조절하여 NO를 감소시킬 수 있다.
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프로스타글란딘 E2 (PGE2) 및 IL-6와 같은 전 염증성 사이토카인의 방출이 연

구의 결과는 해마에서 분리된 파에 오 놀이 후속 발달을 위한 잠재적인 신경 염

증 약물로 사용될 수 있음을 나타낸다[49]. 또한, 해마 석유 에테르 추출물에서

분리된 지질은 시험관 내에서 명백한 항염증 효과가 있으며, 그 결과 대 식세포

RAW264.7에서 LPS에 의해 유도된 전 염증성 사이토카인의 방출을 억제할 수

있음을 보여준다[50]. 이것은 실험 결과와 일치한다.

이에 해마 추출물의 항산화 능력과 항염 능력을 확인하였다. 해마는 광범위한

약리학적 효과와 명확한 임상적 효과를 가지고 있으며 다양한 중국 특허 의약품

및 강장제 건강 제품에 널리 사용되고 있으며 광범위한 응용범위를 가지고 있다

[51].
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Ⅵ. 요약 및 결론

본 연구는 해마의 EtOH추출물 (HE= Hippocampus EtOH extract)와 해마의 물

추출물(HW= Hippocampus Water extract)에 의해 기능적 특성을 비교하기 위해

항산화 실험을 실시하였으며, 시료 처리하였을 경우 LPS로 유도된 RAW264.7

대식세포의 NO 생성량과 사이토카인 생성량을 측정하고 다음과 같은 결론을 얻

었다.

1. EtOH추출물의 단백질농도은 0.48µg/µl, 물 추출물2.97µg/µl로 나타났다. 이에

물 추출물은 EtOH추출물보다 단백질 함량이 훨씬 많게 보였다.

2. 물 추출물은 EtOH추출물보다 DPPH, ABTS radical 소거능이 약 2배로 나타

났다. 물 추출물은 EtOH추출물보다 높은 폴리페놀 함량을 나타냈다. 이에 EtOH

추출물보다 물 추출물이 항산화 능력이 높게 확인되었다.

3. 시료 처리 후 24시간 관찰한 결과 시료 10μg/ml, 15μg/ml, 20μg/ml처리 군에

서(특히 물추출물 처리군) 유의적으로 세포 생존율이 감소하는 것으로 나타났다.

0～1μg/ml의 범위에서 생존율 70%이상으로 나타나 세포 사멸에 큰 영향을 주지

않는 것으로 판단하여 본 실험에서는 0～1μg/ml의 농도로 설정하여 항염실험을

수행하였다.

4. 배지 내에 NO농도를 비교한 결과 시료의 각 농도별(100ng/ml, 500ng/ml, 1μ

g/ml, 2.5μg/ml, 5μg/ml) 증가할수록 LPS로 유도된 RAW264.7 세포의 NO 생성

량이 감소하는 것으로 나타났다.

5. 시료를 각 농도별 (100ng/ml, 500ng/ml, 1μg/ml)로 처리 하였을 경우 LPS로

유도된 RAW264.7 세포의 TNF-α와 IL-6 의 생성량이 감소하여 항염 효과가 있

는 것으로 나타났다.
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본 연구 결과 해마의 물 추출물은 높은 항산화능을 가지며 해마 EtOH추출물은

더 좋은 항염 효과를 나타냈다. 물 추출물로 처리하였을 경우 LPS로 유도된 세

포의 사이토카인 생성량이 초기에 조금 증가하지만 시료의 농도가 증가할수록

감소하여 항염 효과가 있는 것으로 나타났다. 이유가 명확하지 않고 추가 연구가

필요하나, 제시된 여러 데이터에 따르면 해마 추출물은 항산화, 항염 효과를 가

지고 있는 건강식품 개발 및 가공에 사용할 수 있음을 확인하였다.
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<국문초록>

제주해마를 활용한 기능 특성 및 식품 적합성 연구

徐 偉

濟州大學校 大學院 食品營養學科

指導敎授 朴 晟 秀

해마(Hippocampus coronatus)는 큰가시고기목 (Gasterosteiformes) 실고기과

(Syngnathidae)에 속하는 어종으로 전 세계적으로 약 54종이 알려져 있다. 높은

의약 및 치료 건강 가치로 열대 및 아열대 얕은 물에 널리 분포한다. 주요 약리

학적 효능에는 성호르몬 유사 효과, 항염증, 항산화, 항종양 및 면역 개선이 포함

된다. 현재 기존 해마 연구는 지용성 성분의 분석과 연구에 치중되고 있는 반면,

수용성성분에 대한 연구는 상대적으로 적다. 또한, 해마의 성분을 활용한 식품의

개발은 눈에 띄게 추진되지 못하고 있는 형편이다. 본 연구에서는 제주 양식 해

마의 물, 에탄올 추출물을 시료로 하여 RAW264.7 세포에 대한 항산화, 항염 실

험을 통해 기능 특성을 검토하였으며, 식품 개발 및 건강식품 가공에 이용하기

위해 본 연구를 수행하였다.

항산화 효과를 평가하기 위해 DPPH, ABTS 라디칼 소거능 측정 및 폴리페놀

함량 측정을 수행하였다. 그 결과 동일한 단백질 농도를 가진 해마 물 추출물의

DPPH와 ABTS 라디칼 소거능은 에탄올 추출물보다 약 2배 높았으며, 총 페놀

함량도 에탄올 추출물보다 높았다. 해마 물 추출물의 항산화 능력은 에탄올 추출

물보다 높다는 결론을 내릴 수 있다.

항염증 활성을 평가하기 위해 LPS를 사용하여 RAW264.7 대식세포를 유도하여

염증 모델을 확립했다. NO 분비량과 사이토카인 (TNF-α와 IL-6) 방출량을 실
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험 지표로 사용했다. 해마의 다른 용매추출물은 0 ～ 1 μg/ml 의 농도에서 세포

에 대한 세포 독성이 명백하게 나타나지 않았다. 모델그룹에 비하여 HW와 HE

는 LPS에 의해 유도된 대식세포의 NO분비를 억제할 수 있었다. 사이토카인 실

험에서 HE는 LPS로 유도된 RAW264.7 대식세포를 억제하여 HW보다 다양한

농도(100ng/ml, 500ng/ml, 1μg/ml)에서 TNF-α와 IL-6을 분비했다.

기존 자료는 HW의 항산화 효과가 HE보다 우수하고 HE가 항염 효과가 우수하

다는 것을 예비적으로 증명하여 해마관련 건강식품의 후속개발에 대한 근거와

참고 자료를 제공한다.
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