
용암해수는 바닷물이 제주도 화산 암반층에 의해 자연적으로

여과되면서 육지 지하로 흘러들어온 해수로  특히 동부지역은 연

안으로부터 최대 8 km까지 내륙으로 흘러들어와 있는데 그 이유

는 동부지역은 평균 해수면 하부에 투수성이 양호한 균질 지층이

넓고 두껍게 분포되어 있어서 해수의 압력에 의해 바닷물이 내륙

쪽으로 쉽게 유입될 수 있기 때문이다. 용암해수의 수질은 일일/

계절변동 및 물리적특성 변화가 적고, 안정성을 확보하고 있어

지속적 개발이 가능하다. 수온, pH, 염분 등 연중 변동이 거의

없고 제주도 현무암에 의해 자연 여과되어 병원균 및 오염물질

등이 검출되지 않는 청정한 수자원이라고 볼 수 있다1).

용암해수는 화산암반층에서 유래되는 미네랄 성분을 다량 함유

하고 있는데, 염도가 매우 높아서 역삼투압(reverse osmosis,

RO) 또는 전기투석(electrodialysis, ED) 방식을 사용하여 대부분

의 염분을 제거하고 상대적으로 다른 미네랄의 농도를 올릴 수

있다. 이렇게 두 가지 방식으로 생성된 물을 적절하게 사용하면

염분이 많이 제거된 고농도의 미네랄 수를 다양하게 만들 수 있

다. 일반해수, 해양심층수 및 용암해수는 모두 해수를 기원으로

하기 때문에 나트륨(Na), 마그네슘(Mg), 칼슘(Ca)등의 미네랄 함

량이 높고 그 함량도 비슷한데, 특히 용암해수는 화산 암반에서

유래한 유용 미네랄(바나듐, 셀레늄, 게르마늄 등) 성분이 다른

해수보다 높은 편이다2). 용암해수와 미네랄 성분이 유사한 해양

심층수는 이전의 연구들에서 고지혈증, 동맥경화 또는 심혈관질

환과 관련한 유익한 활성을 나타낼 수도 있다는 가능성이 제안되

기도 하였다3-4). 또한 미네랄 성분 중 칼슘과 마그네슘은 비만과

동맥경화, 당뇨병을 예방하는 효과가 있다는 연구결과들도 있다5-6).

본 연구에서는 제주 용암해수에 포함되어 있는 여러 미네랄

성분들이 당뇨병의 예방에 영향을 미칠 수 있는 지를 규명하기
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위한 하나의 방법으로, 제주 용암해수의 세포배양액 첨가가 혈중

포도당농도 조절에 가장 중요한 역할을 하는 근육세포로의 포도

당 수송에 미치는 영향을 조사하였다.

세포배양

본 연구에서는 흰쥐의 골격근 세포주인 미분화 L6 근육모세포

(myoblast)를 세포주은행(서울)로부터 공여받아 사용하였다. 세포

는 100 U/ml penicillin, 100 μg/ml streptomycin, 10% 우태아혈

청(fetal bovine serum)이 포함된 Dulbecco's Minimal Essential

Medium (D-Mem) 배양액을,사용하였으며 5% CO2 및 37℃가

유지되는 배양기에서 배양하였다. 세포(L6 myoblast)는 T75 배

양용기에서 배양된 후 우태아혈청이 2% 포함된 배양액에서 6-8

일 동안 배양하여 L6 근육세포(myotube)로의 분화과정을 거친

뒤에 Dulbecco’s phosphate-buffered saline (D-PBS)로 2회 세

척한 후 실험에 사용하였다.

MTT assay

세포독성 또는 세포의 생존능의 지표인 mitochondria의 활성

을 측정하기 위하여 MTT 측정법을 사용하였다. 시료의 처리가

끝난 뒤 세포배양액과 동량의 MTT reagent(1 mg/ml in D-

PBS)를 섞어 37℃에서 30분 동안 더 배양한 후 상층액을 제거하

고 200 ㎕ isopropanol을 넣어 발색반응을 유도하였으며 흡광도

는 570-690nm에서 측정하였다. 

포도당수송 활성 측정

24-well 배양접시에 성장이 70-80% 정도 완료된 L6 근육모세

포를 2% 우태아혈청이 포함된 배양액에서 6-8일 동안 배양하여

L6 근육세포(myotube)로 분화시켰다. 이후 포도당이 1g/L 농도

로 포함된 D-Mem으로 배양하면서 여러 가지 실험처리조건에서

의 배양액내 잔여 포도당농도를 측정하여 최초 배양시점 대비 감

소한 포도당의 양을 L6 근육세포 내로 이동한 포도당수송 활성의

지표로 삼았다. 배양액내 포도당 농도는 glucose oxidase 활성을

이용한 측정키트(Asan Pharm., Korea)를 사용하여 측정하였다. 

전기영동 및 Western blot 분석

배양이 끝난 세포를 직접 5%의 2-mercaptoethanol을 포함한

cell lysis buffer7)에 녹여 균질화시켰다. 70℃에서 10분간 가열

하고 4-20%의 polyacrylamid gel에 전기영동하고 poly(vinylidene

difluoride)(PVDF)에 흡착시켰다. PVDF membrane을 blocking

buffer(Tris-buffered saline-0.1%(w/v) Tween-20) (TBS-T)으로

상온에서 1시간동안 반응시키고 난 뒤 여러 가지 1차항체

(1:1000-1:3000)가 들어있는 TBS-T에서 1시간(25℃) 또는 16시

간(4℃)동안 반응시켰다. TBS-T로 3회 세척하고 HRP-

conjugated 2차 항체와 상온에서 30분 반응시킨 뒤 Enhanced

Chemiluminescence(ECL) 방법으로 각 band의 영상을 얻었다.

통계분석

대조군과 실험군 사이의 통계적 유의성은 student’s t-test를

사용하였고 p 수치가 0.05 이하일 경우 통계적 유의성을 부여하

였다.

용암해수의 배양액첨가가 분화전 근육모세포의 생장에 미치는

영향

전기투석을 거친 탈염용암수(electrodialized seawater, EDSW)

는 경도가 6,000 정도로서 대부분 칼슘과 마그네슘의 함유량을

표시하며 생체에 다량 흡수될 경우 체액의 삼투압에 영향을 미쳐

여러 가지 세포독성의 부작용이 초래될 수 있다. 수용액의 경도

는 칼슘과 마그네슘의 함량을 나타내는 지표로서 [칼슘(mg/L)+마

그네슘(mg/L)] x 4.1의 공식으로 산출된다. 따라서, 탈염용암수를

단계적으로 희석하여 저경도-고경도 구간의 세포배양 조건들이

세포의 생장 또는 생존성에 미치는 영향을 비교하였다. 이를 위

하여 세포증식 활성이 있는 근육모세포(L6 myoblast)를 저밀도-

고밀도 세포 수 배양조건에서 서로 다른 경도의 용암수들이 미치

는 효과를 4일간 배양하여 MTT 활성을 측정하였다 (Figure 1).

MTT 활성은 생존해 있는 세포의 수를 간접적으로 나타내므로 세

포증식을 촉진하는 지, 또는 증식이 포화상태에 이른 세포의 생

존성에 영향을 미치는 지에 대한 지표를 나타낸다. 

L6 근육모세포를 저밀도(A), 중밀도(B), 고밀도(C)로 배양접시

에 정치한 후 배양액내 경도의 차이에 따라 어떤 변화가 일어나

는 지를 조사한 결과, 미약하게 경도-의존적으로 세포의 증식을

촉진(A)하거나 세포의 생존성을 증가(B, C)시키는 현상을 발견하

였다. 이러한 결과는 체외 배양조건에서 근육모세포는 최대 약

3,000 정도의 고경도에서 유의할 만한 직접적 세포독성을 나타내

지는 않는다는 사실을 보여준다. 그러나 생체 내에서는 신장세포,

혈관내피세포 등 삼투압이나 특정 미네랄에 민감하게 반응하는

다른 세포들이 혼재하고 있기 때문에 실제로는 체외배양 조건보

다는 적절한 경도 구간이 상대적으로 낮을 것이라고 판단된다.  

재료 및 방법
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용암해수의 배양액첨가가 분화 근육세포(myotube)의 포도당

흡수 활성에 미치는 영향

생체에서는 식후 포도당의 혈중농도가 증가하면 췌장베타세포

에서의 인슐린분비가 증가하고 근육, 지방, 간세포 조직에서는 인

슐린의 작용으로 여분의 포도당 흡수를 촉진하는 동시에 간세포

에서 기저 포도당신생을 억제하므로서 다시 혈중 포도당 농도를

정상적으로 회복시킨다. 당뇨병의 경우, 근육(지방, 간)에서의 인

슐린의존성 포도당흡수가 저해되어 있고, 동시에 간세포에서 지

속적으로 포도당을 생산하기 때문에 만성적인 고혈당이 유지된

다. 따라서 인슐린의존적, 또는 비의존적으로 포도당흡수를 촉진

할 수 있는 생리활성 소재의 발굴은 당뇨병 치료제의 개발을 위

한 첫 번째 단계의 시도이다. 본 연구에서는 서로 다른 경도의 용

암수가 근육세포에서 포도당흡수를 촉진하는 지의 여부를 조사하

였다. L6 근육모세포(myoblast)를 저혈청(2%) 배지에서 4일 이상

배양하면서 근육세포(myotube)로 분화하도록 유도한 후 포도당흡

수 활성실험에 사용하였다 (Figure 2).

배양액내 경도구간은 898 (기본배양액) - 1,898/2,898 세 가

지로 구분하였고, 단독 또는 인슐린과 병용하였다. 경도 2,898의

배양조건에서 2시간 배양 후 대조군(898)에 비해 약 40%의 포도

당흡수가 증가하였고, 인슐린(10 nM)에 의한 포도당흡수도 미약

하게나마 증진되었다. 이러한 결과는 용암수의 미네랄 성분들 중

인슐린과 상관없이 단독으로 포도당흡수를 촉진하는 요소들이

있을 가능성을 보여준다. 즉, 용암수가 항당뇨활성을 가진 기본

소재 또는 다른 유효활성소재와의 융합을 위한 소재로서 활용될

수 있을 것으로 보여진다. 

Figure 1. Effect of magma seawater on the viability of

undifferentiated L6 myoblasts. L6 myoblasts were plated

with different densities (low-A, medium-B, high-C) and

incubated for 4 days in a serum-free DMEM  with

different hardness by magma seawater supplementation.

Data represent the mean ± SE (n=4). *P<0.05,

significantly different from the control (898 of hardness).

Figure 2. Stimulatory effect of magma seawater on glucose
transport in skeletal muscle cells. Differentiated L6 myotubes
were preincubated in a serum-free DMEM overnight and
further incubated for  2 h in a fresh serum-free DMEM with
different hardness by magma seawater upplementation in the
absence or presence of 10 nM insulin. Data represent the
mean ± SE (n=4). *P<0.05, significantly different from the
control (898 of hardness).
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용암해수의 배양액 첨가가 L6 분화 근육세포에서 포도당흡수

활성관련 세포신호전달에 미치는 영향

근육세포에는 인슐린의존적-, 비의존적으로 포도당흡수를 촉진

하는 세포내 신호전달단백질 체계가 존재한다. 근육세포의 세포

막에서 인슐린수용체가 인슐린과 결합하면 인슐린수용체의 티로

신(tyrosine) 잔기들에서 자가인산화(autophosphorylation)가 활성

화되고 단게적으로 인슐린수용체기질(insulin receptor substrates),

PI3 kinase, protein kinase B (=Akt)의 인산화 및 활성화가 이어

져 궁극적으로 포도당수송체(glucose transporter)가 세포막으로

이동하여 포도당이 세포막을 통해 세포질 안쪽으로 들어온다. 이

들 신호전달단백질의 인산화를 측정하는 것은 인슐린의존성 포도

당수송의 생화학적 지표이며 이들 중 PKB(Akt)의 serine부위 인

산화의 측정이 가장 널리 사용된다. 또 한편으로는 인슐린비의존

적으로 포도당수송을 증진하는 효소인 AMP-activated protein

kinase(AMPK)의 인산화 측정도 광범위하게 사용된다. 본 실험에

서도 서로 다른 경도 조건에서 이들 효소단백질들의 인산화 변화

를 측정하였다. 이를 위하여 인산화단백질에 특이하게 결합하는

항체를 사용한 면역측정법(immunoblot assay)을 활용하였다

(Figure 3). L6 근육세포를 24시간 배양하였을 때 경도 2,898 배

양군에서 포도당수송을 증진하는 두 효소 Akt와 AMPK의 기저인

산화가 증가하였다 (Figure 3A). 다음으로는 인슐린의 농도를 저

농도-고농도로 변화시키면서 배양액의 경도차이가 어떤 변화를

가져오는 지를 비교 하였는데 인슐린의 처리로 증가하는 Akt,

AMPK, ACC 단백질의 인산화가 배양액내 고경도(2,898) 용암수

에 의해 부가적으로 더욱 증가하는 현상이 발견되었다(Figure

3B). 이러한 사실은 용암수내 미네랄 성분(들)은 포도당수송과 관

련된 단백질의 기저활성을 증가시키므로서 인슐린의 효과를 더욱

증강시키는 효능을 가지고 있다는 사실을 의미한다.

Figure 3. Stimulatory effect of magma seawater on Akt and AMPK, two signaling proteins involved in the glucose transport in
skeletal muscle cells. Differentiated L6 myotubes were preincubated in a serum-free DMEM overnight (A) in a fresh serum-free
DMEM with different hardness by magma seawater supplementation, or  treated with insulin (0-100 nM) or metformin (2 mM) for
an additional 4 h (B). After treatments, cells were homogenized and subjected to the electrophoresis and immunoblot analysis.
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제2형 당뇨병(Type II Diabetes Mellitus, T2DM)은 인슐린저

항성, 고혈당, 단계적인 췌장베타세포의 기능저하들과 같은 증상

을 수반하여 궁극적으로는 신경, 신장, 망막에서의 병증과 케토

산혈증과 같은 당뇨합병증이 복합적으로 발생하여 생명을 위협

하는 위험한 질병으로서 T2DM을 예방하거나 치유하기 위한 기

본적 방법은 혈중 포도당 농도를 일정하게 유지하도록 하는 것이

다8). 이를 위해서 근육이나 지방조직, 간으로의 포도당흡수가 효

율적으로 이루어져  말초혈액 내 포도당농도를 일정한 범위 내에

서 유지되도록 하는 약제들이 사용되고 있으나 보다 근본적으로

는 약제의 처방에 앞서 생활습관이나 섭식의 조절, 영양의 균형

등을 통해 기저 포도당수준이 유지되도록 하는 것이 당뇨병의 발

병을 방지할 수 있는 좋은 방법이다. 당뇨병 발병이후 치료약제

의 사용은 저혈당, 체중변화, 부종, 소화장애 등과 같은 부작용을

일부 가져올 수 있으므로9) 이러한 부작용을 최소화할 수 있는 대

체수단, 예를 들면 식용천연물의 추출성분이나 이들로부터 얻은

특정 분획들을 당뇨병의 예방이나 기존약제의 보완수단으로 발

굴하는 노력들이 여러 방면에서 활발히 진행 중이다10). 이러한 다

양한 시도들 중 하나로서 일반해수에 비해 칼슘, 마그네슘, 아연,

바나듐 등 생리활성 증진과 관계되는 여러 미네랄들이 상대적으

로 다량 포함되어 있는 햬양심층수(deep-sea water)를 이용하여

고지혈증이나 고혈압11), 동맥경화12)등과 같은 대사성질환을 예방

하거나 질환의 진행을 늦추도록 하는 수단의 하나로 개발하고자

하는 연구들이 수행되어 왔다. 또한 해양심층수에 고농도로 존재

하는 칼슙과 마그네슘이 비만이나 당뇨의 예방 또는 개선과 관련

된 생리활성을 증진시킨다는 연구결과도 있다6, 13).     

제주의 용암해수는 기본적으로 함유미네랄의 조성이 해양심층

수와 유사하거나 일부 미세미네랄의 함량이 상대적으로 높은 특

성을 갖고 있다. 또한 해양심층수에 비해 취수가 쉽고 오랜 기간

동안 제주 지하현무암층에 저장되어 안전하고 안정된 생물학적

안전성이 보다 높은 수자원인데, 기존의 해양심층수를 대상으로

하는 연구에 비해 선행연구결과들이 대단히 부족하다. 따라서 용

암해수를 다양한 방법으로 활용하여 인체나 세포의 생리활성에

어떤 영향을 미치는 지를 조사, 분석하는 것은 매우 시급하며 필

수적인 접근이다.  따라서 본 연구에서는 용암해수의 기본물성에

관한 데이터를 바탕으로 첫째, 용암해수 성분이 세포의 생존에

영향을 미치는지(세포독성), 둘째, 체내 포도당수송에 가장 큰 기

여를 하는 골격근세포에 의한 포도당흡수 기능에 영향을 미치는

지, 셋째, 만약 포도당흡수를 증진시킨다면 골격근세포의 생화학

적 반응(신호전달)을 자극하는 지를 분석하고자 하였다.

배양중인 세포는 실제로 인체내에서 생존하거나 생장하는 세

포를 모사(mimicking)하는 실험모델로서 배양중인 세포의 생존이

나 생장에 변화가 온다는 것은 인체 내에서도 유사한 변화를 가

져올 수 있다. 세포의 생존/생장을 위해서는 적절한 영양성분의

균형, 산-염기의 평형, 삼투압의 유지 등이 필요한 데, 용암해수

의 생리활성과 관련하여 세포배양액에 일시적인 삼투압의 증가

가 과연 세포의 생존/생장에 어떤 영향을 미치는 가에 대한 고찰

은 이후 계속 이어지는 생리활성의 분석에 앞서 선행되어야 한

다. 본 실험에서는 배양액의 경도가 898-2,898의 범위로 변화하

였을 때 미분화 L6 근육모세포의 생존/생장에 미치는 효과를 비

교하였다. 그 결과, 여러 가지 배양조건(세포의 배양밀도, 기간)

을 달리하였을 때 저경도-고경도 배양조건의 변화가 세포의 생

존에 어떠한 독성도 나타내지 않았으며 오히려 고경도 조건

(2,898)에서 배양세포의 수가 증가하는 결과를 보여, 최소한 용암

해수의 첨가 자체가 최소한 2,898 경도 이내 수준에서는 어떠한

세포독성도 가져오지 않는 생물학적 안전성(biological safety)을

가지고 있다는 사실을 확인할 수 있었다. 이는 고염수의 경우 과

도한 나트륨과 칼륨의 농도가 세포막의 삼투안전성을 위협하여

세포독성을 나타낼 수 있음에 비해 나트륨-칼륨에 비해서는 상

대적으로 낮은 마그네슘-칼슘은 일정 농도 구간에서는 세포에

해롭지 않을 것이라는 사실을 보여준다.     

이러한 결과를 바탕으로 분화가 끝난 L6 골격근세포에서 용암

해수의 배양액 첨가가 기저- 또는 인슐린의존성 포도당흡수에

영향을 미치는 지를 분석하였는데 배양액에 용암해수를 첨가하

여 경도 898-2,898로 조정한 뒤 포도당이 세포 내로 얼마나 이

동하였는 지를 측정하였다. 2시간 동안 세포내로 이동한 포도당

의 양은 경도-의존적으로 기저(인슐린제외 배양액) 또는 인슐린

의존성 포도당 흡수를 증가시켰다. 이러한 결과는 용암해수의 함

유성분(마그네슘-칼슘 포함)들이 그 자체만으로도 포도당흡수를

자극하여 배양액 안의 포도당 농도를 낮추었음을 의미하며 실제

로 인체 내에서 골격근육으로의 포도당흡수를 자극하여 혈중 포

도당 농도를 낮추는데 기여할 수 있다는 가능성을 보여준다.  골

격근육 세포에서 포도당흡수활성이 증가하는 것은 인슐린의존-

또는 비의존적인 반응을 통해 이루어지는데 그러한 반응들을 보

여주는 지표의 예는 세포내 Akt (인슐린의존) 및 AMPK (인슐린

비의존) 두 단백질의 활성이 증가하는 것을 포함한다. 본 실험에

서는 용암해수의 첨가가 Akt 활성과 AMPK 활성을 동시에 자극

하는 결과를 보였는데, 이는 용암해수 함유성분이 위 두가지 반

응에 모두 참여하여 포도당흡수를 자극하는 활성을 가지고 있을

것이라는 사실을 보여주는 것이다.     

본 연구의 결과, 제주 용암해수는 이미 알려진 해양심층수의

활성과 유사하게, 혈중 포도당을 낮추므로서 당뇨병을 예방하거

나 질병의 진행을 지연시킬 수 있는 생리활성 소재의 하나로 활

용가능성을 확인하였고 세포수준에서의 안전성과 기본적인 작동

기전을 확인하였다. 
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