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Abstract: The anti-inflammatory effect of tuna heart water

extract (THWE) was investigated using lipopolysaccharide-

induced inflammatory response in this study. Anti-inflamma-

tory effect was detected by the cell proliferation and the pro-

duction levels of nitric oxide, pro-inflammatory cytokines

such as interleukin-6 (IL-6), IL-1β, and tumor necrosis factor-

alpha. As a result, there were no cytotoxic effects on prolifera-

tion of macrophages treated with THWE compared to the

control. The production of pro-inflammatory cytokines was

remarkably suppressed compared with that of the LPS only

group. These results suggest that THWE exerts the anti-infla-

mmatory property by inhibiting production of inflammatory

factors and may be a potential material for anti-inflammatory

therapy.
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Nitric oxide, Tuna heart

1. INTRODUCTION

염증이란 오염물질, 내독소, 세균감염 등과 같은 외부 자극으

로부터 비정상적인 세포분열 등의 발생을 방어하기 위한 내

부 기작으로 조직의 손상을 재생하기 위하여 일어나는 필수

적인 반응이다 [1]. 인체는 정상적으로 염증 반응이 발생할

경우에는 염증촉진성 매개체 (pro-inflammatory)의 생성이 시

간이 지남에 따라 감소되고 항염증성 매개체는 증가되며 체

내 염증반응이 스스로 제한되는 조절기능을 가지고 있다 [2].

염증 반응에 관여하는 주요 세포는 대식세포 (macrophage)로

알려져 있으며 최초 대응세포로서 항원제시세포의 기능을

수행하며 여러 자극이나 면역세포들이 분비하는 사이토카인

등에 의해 활성화 되어 통증, 부종, 열 등의 염증 반응을 유발

하고, 염증 부위로 면역 세포의 이동을 촉진시킨다 [3]. RAW

264.7과 같은 대식세포 또는 단핵구는 그람 음성균의 세포외

막에 존재하는 내독소인 lipopolysaccharide (LPS)의 자극에

의해 tumor necrosis factor-α (TNFα), interleukin-1β (IL-1β)

및 IL-6와 같은 pro-inflammatory cytokine과 nitric oxide (NO),

prostaglandin E2 (PGE2)를 비롯한 여러 염증매개 인자의 분비

를 촉진한다 [4]. 염증반응은 인체 내에서 필수적인 반응이나

과도하게 발생하는 부적절한 염증반응은 세포 성장과 발달
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에서 국소 만성 염증반응에 대한 조직 변성을 심화시키고 혈

관내피의 손상과 복구 과정에서 병변을 심화시켜 암과 관절

염, 천식, 다발성 경화증, 염증성 장질환과 같은 다양한 질환

의 원인이 되기도 한다 [5,6]. 현재 염증반응의 억제제로서 사

용되고 있는 다양한 스테로이드 및 비스테로이드성 항염증

제는 장기간 복용할 시 여러 부작용을 야기할 수 있는 가능성

을 가지고 있어 최근 천연물 유래의 대체제를 찾으려는 노력

이 증가하고 있는 실정이다 [7].

한편, 참치는 농어목 고등어과의 바닷물고기로 고단백 식

품으로써 영양학적으로 우수할 뿐만 아니라 혈중 콜레스테

롤 농도를 낮춰 동맥경화를 예방하며 [8], 심장 질환의 회복

[9], 뇌의 시냅스 기능 강화 [10], 항암 활성 [11]과 같은 여러

가지 생리활성작용을 가져 각광을 받는 식품 중 하나이다. 또

한 ω-3계 고도불포화지방산 (polyunsaturated fatty acid, PUFA)

인 eicosapentaenoic acid (EPA, C20:5 ω-3)와 docosahexaenoic

acid (DHA, C22:6 ω-3)가 가지는 항암효과를 밝혀낸 연구와

함께 참치에 다량 함유되어 있는 DHA의 기능성 연구가 국내

외에서 활발히 추진되고 있다 [12-14]. 불포화 지방산 이외에

도 참치 유래 peptide의 항균활성 [15], 항비만 활성 [16] 등에

관해 보고가 되고 있다. 세계적으로 참치어획량은 연간 400

만 톤에 달하며 우리나라의 경우 연간 26만 톤 정도를 어획하

고 있다 [17]. 어획된 참치는 주로 통조림으로써 제조되어 이

용되는데 참치가 통조림으로 가공될 때, 자숙액, 꼬리, 심장,

혈합육, 복육, 내장, 두부 등과 같은 여러 가지 부산물들이 발

생되며 이는 전체 원료의 30~35% 정도를 차지한다 [18]. 최

근, 통조림의 제조량이 증가함에 따라 발생되는 부산물의 양

이 많아져 폐기물로 인한 환경문제뿐만 아니라 이를 효율적

으로 회수, 이용하는 방법의 개발이 매우 절실한 실정이다.

이러한 참치 부산물의 기능성에 관한 연구는 참치 정소 핵산

복합물질이 면역 활성에 미치는 영향 [19], 참치 지느러미 추

출물의 암세포 독성 및 quinone reductase 활성 증가 효과

[20], 참치 자숙액의 항산화 활성에 감마선 조사가 미치는 영

향 [21] 및 항염증 활성 [22]등 일부만이 보고가 되고 있어 다

른 부산물에 대한 면역생리활성을 알아본 연구는 미미한 실

정이다. 따라서 본 연구에서는 참치 부산물의 하나인 참치심

장 물 추출물을 이용하여 LPS로 활성화 된 RAW 264.7 대식

세포에서 염증 매개물질들의 생성 억제 효과를 측정하였으

며, 아울러 항염증 활성을 갖는 기능성 식품으로의 가능성을

밝히고자 하였다.

2. MATERIALS AND METHOD

2.1. 참치심장 물 추출물 제조

본 실험에 사용한 참치심장 분말은 (주)동원 F&B (Seong-

nam, Korea)에서 제공받았으며 분말상태의 참치심장은 교반

기 (H-0820, Dongwon Science Co., Busan, Korea)를 이용해

10배 양의 물을 가한 후 24시간 추출하였다. 추출물은 원심분

리기 (UNION 32R, Hanil Co., Incheon, Korea)로 3,000 rpm에

10분간 원심분리하여 상층액을 취하였다. 남은 잔사는 동일

한 방법으로 2회 반복하여 추출하였고 상층액은 37oC에서 감

압농축기 (RE200, Yamoto Co., Tokyo, Japan)로 농축하여 -20
oC에 보관하며 실험에 사용하였다.

2.2. 세포배양

Murine의 대식세포주인 RAW 264.7 세포는 한국세포주은행

(KCLB 40071, Seoul, Korea)에서 분양받아 사용하였으며,

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) (GIBCO, Grand

Island, NY, USA)에 10% inactivated fetal bovine serum (Hy-

Clone Laboratories, Inc., Logan, Utah, USA)과 1% penicillin-

streptomycin (HyClone Laboratories, Inc.)을 첨가한 배지를 배

양액으로 37oC, 5% CO2 조건에서 배양하였다.

2.3. 세포독성 측정

시료의 세포독성을 평가하기 위해 MTT assay를 실시하였다

[23]. RAW 264.7 세포를 1×106 cells/mL의 농도로 96-well plate

에 분주하고 20시간 동안 전 배양 후 참치심장 물 추출물

(THWE)을 농도별로 (0.1, 1, 10, 50, 100 μg/mL) 첨가하여 22

시간 본 배양하였다. 배양 후, 5 mg/mL의 MTT (3-(4,5-dime-

thylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) 시약 (Sigma

Chemical Co., St. Louis, MO, USA) 을 첨가하여 2시간 재 배

양하였다. 이를 4oC, 2,000 rpm에서 10분간 원심분리하여 상

층액을 걷어내고 dimethyl sulfoxide (Sigma Chemical Co.)

100 μL 분주하여 생성된 formazan을 녹여내 microplate rea-

der (Model 550, Bio-Rad, Richmond, CA, USA)를 이용하여

540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 세포 증식능은 다음 식에

의해 계산하였다.

Proliferation index (%) = Sample 흡광도 / Control 흡광도 ×

100

2.4. Nitric oxide 분비량 측정

Griess 반응 [24]을 이용하여 배양액 내의 NO의 농도를 측정

하였다. RAW 264.7 세포를 2.5×105 cells/mL로 조절한 후 24

well plate에 접종하고 37oC, 5% CO2 incubator (MCO-15AC,

Sanyo, Osaka, Japan)에서 20시간 전 배양하였다. 그 후 THWE

를 0.1, 1, 10, 50, 100 μg/mL 처리하고 1 μg/mL의 LPS로 자극

하여 24시간 본 배양하였다. 이를 4oC, 2,000 rpm에서 10분간

원심분리하여 상층액을 얻어 정량 실험에 사용하였다. 상층

액은 Griess 시약 (1% sulfanilamide + 0.1% naphthylendiamine

dihydrochloride, 1:1)과 1:1로 상온에서 10분간 반응시켜 mic-

roplate reader를 이용해 540 nm에서 흡광도를 측정하였다.

세포 배양액 내 NO의 농도는 sodium nitrite의 농도별 표준곡

선과 비교하여 산출하였다.

2.5. Pro-inflammatory cytokines 분비량 측정

RAW 264.7 세포의 세포배양액 내의 TNF-α, IL-6 및 IL-1β

cytokine의 분비량은 ELISA kit (Mouse ELISA set, BD Biosci-
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ence, San Diego, CA, USA)를 이용하여 측정하였다. 세포배

양액을 얻기 위해 RAW 264.7 세포를 2.5×105 cells/mL로 조절

하여 24 well plate에 접종하고 18시간의 전 배양 후 0.1, 1, 10,

50, 100 μg/mL 농도별 THWE와 1 μg/mL의 LPS를 처리하였

다. 그 후 12시간의 본배양을 거쳐 원심분리를 통해 상층액을

얻었다. ELISA는 microplate에 capture antibody로 anti-mouse

TNF-α, IL-6, IL-1β를 분주하여 4oC에서 하룻밤 동안 coating

시켰다. 이후 0.05% Tween 20이 포함된 phosphate buffered

saline (pH 7.3, PBST)로 세척하고 10% FBS 용액으로 block-

ing하였고 PBST로 세척한 뒤 각 microplate well에 세포 배양

상층액을 분주하고 실온에서 2시간 반응시켰다. 반응 후

PBST로 세척하고 희석한 biotinylated anti-mouse TNF-α, IL-

6, IL-1β detection antibody와 streptavidin-horseradish peroxy-

dase conjugate를 분주하여 실온에서 1시간 반응시켰다. 그 후

다시 PBST로 세척하고 OPD 용액을 첨가하여 실온에서 30분

동안 암반응시켰다. 2 N H2SO4로 반응을 종료시킨 후 micro-

plate reader를 이용하여 490 nm에서 흡광도를 측정하였다.

2.6. 통계 처리

모든 실험 결과에 대한 유의차 검정은 SAS software (ver. 9.3,

SAS Institute, Inc., Cary, NC, USA)에서 평균값을 분산분석

한 후, Duncan's multiple range test 법에 따라 p<0.05 수준에서

검정하였다.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. RAW 264.7에 미치는 참치심장 물 추출물의 세포독성

세포독성 측정에 이용된 RAW 264.7 세포는 그람 음성균의

내독소인 LPS와 같은 외부자극에 의해 다양한 염증 유발 인

자를 분비하여 염증반응을 일으키는 주요세포이다. 이러한

물질들은 선천성 및 후천성 면역을 조절하는데 있어서 중요

한 역할을 한다. 참치심장 물 추출물이 RAW 264.7 세포에

미치는 세포독성을 알아보기 위하여 추출물을 농도에 따라

(0.1, 1, 10, 50, 100 μg/mL) RAW 264.7 세포에 처리하여 세포

생존의 변화여부를 MTT assay를 이용해 측정하였다. 그 결

과, 아무것도 처리하지 않은 대조군과 비교 시 차이가 없음을

확인하였다 (data not shown). 이를 통해 참치심장 물 추출물

은 0.1-100 μg/mL에서 세포 생존율에 영향을 미치지 않아 독

성이 없는 것으로 사료된다. 따라서 본 연구에 사용된 THWE

의 최고 농도는 세포에 독성을 나타내지 않는 100 μg/mL으로

설정하였다. 이는 참치유의 세포독성 실험 결과, 농도 의존적

으로 세포독성이 나타나지 않은 결과 [25] 및 참치 자숙액의

세포 생존능 실험 결과 세포독성을 나타내지 않은 결과와 유

사하다 [26].

3.2. Nitric Oxide 생성 억제 효과

LPS 등의 외부자극은 세포의 신호전달을 통해 NF-κB를 활

성화시켜 그로인해 염증성 유전자인 iNOS가 발현되게 된다.

NO는 합성효소인 NOS 중 iNOS에 의해 L-arginine이 L-citru-

lline으로 전환되는 과정에서 주로 생성되는 반응성이 강한

이원자 자유라디칼로 인체 내 생리적이나 병적인 반응에서

중요한 물질이다 [27,28]. 적절한 수준에서는 생리적으로 평

활근의 이완, 혈소판억제, 면역조절, 신경전달 매개, 혈관확

장에 관여하여 혈압을 조절하는 등의 역할을 하지만 지속적

인 염증반응에 의해 NO가 과도하게 증가할 시, 면역질환을

포함한 관절염, 기관지염, 다발성 경화증과 같은 병적반응을

일으킨다 [29,30]. 본 연구에서는 참치심장 물 추출물의 NO

생성 억제효과를 알아보기 위하여 세포의 생존율에 영향을

미치지 않는 농도 (0.1, 1, 10, 50, 100 μg/mL)에서 LPS로 염

증반응을 유발한 RAW 264.7 세포에 추출물을 처리하여 배

양한 후, 배양액에 griess 시약을 반응시켜 확인하였다. LPS

는 Gram 음성 세균의 세포벽 물질로서 산화적 스트레스를

유발하여 NO의 생성을 증가시킨다고 보고되어 있는데 [31],

RAW 264.7 세포에 LPS만으로 염증을 유발한 결과, NO 분비

량이 14.37±1.13 μM로 아무것도 처리하지 않은 negative

control의 2.27±0.42 μM보다 약 6.3배 증가함을 보였다. 하지

만 THWE를 처리하였을 경우, positive control 군과 비교하

여 추출물 농도 의존적으로 NO 생성량이 억제된 것을 확인

하였으며, 특히, 최고 농도인 100 μg/mL에서 NO 생성량은

positive control 대비 32% 이상의 억제효과를 나타냈다 (Fig.

1). 이와 유사한 연구 결과로, 참치안구유 처리에 의해 10, 50

및 100 μg/mL 농도에서 50% 이상의 감소율을 보인다고 보

고되어 있다 [32]. 현재까지 참치의 항염증 효과는 참치에서

분리한 EPA 및 DHA에 대한 연구가 주를 이루고 있다 [33].

그러나 일반적으로 어류에는 많은 peptide가 함유되어 있는

데 Hwang 등 [34]과 Lee 등 [35]은 각각 참굴과 바지락의 해

양 생물 유래 peptide가 LPS로 유도된 RAW 264.7 세포의 염

증 반응에서 NO 생산을 억제하여 항염증 효과를 가진다고

Fig. 1. Effect of tuna heart water extract on nitric oxide production

in RAW 264.7 cells. Cells were incubated in the presence of LPS (1

μg/mL) alone or in combination with THWE (0.1, 1, 10, 50, and

100 μg/mL) for 24 h. The culture media of the treated cells were
used to measure NO levels. a-dMeans with different superscripts are

significantly different (p<0.05).
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보고한 바 있다. 따라서 LPS로 유도된 대식세포에서 증가된

NO에 대한 THWE의 분비 억제 효과는 참치 심장에 다량 함

유된 단백질 유래 생리활성 peptide 성분에서 기인될 것으로

사료된다.

3.3. Pro-inflammatory cytokines 생성 억제 효과

본 연구에서 이용된 LPS는 대식세포의 활성화에 관여하는

대표적인 유사분열물질 (mitogen)으로 마우스 대식세포주인

RAW 264.7 세포에 처리하면 대식세포의 표면 수용체인 toll-

like receptor4가 이를 인식하여 결합하게 된다 [36]. 대식세포

에서 LPS에 의해 분비되는 pro-inflammatory cytokine에는

TNF-α, IL-6 및 IL-1β 등이 있다. 이러한 사이토카인들은 생

체의 염증반응에서 필연적으로 생성되어 다양한 면역 및 염

증반응을 조절하는 역할을 한다 [37]. 그 중 IL-6는 B cell이

형질세포로 분화하는 과정을 촉진하여 항체 생산을 증가시

키는데 체내에서 과잉 생산될 경우 악성 종양이나 자가 면역

질환 등을 비롯한 감염성 질환 등을 유발하는 것으로 알려져

있다 [38]. 특히 TNF-α는 대식세포의 활성화에 따라 mast

cells, lymphoid cells, endothelial cells 등 생체에 존재하는 다

양한 세포에서 생산되는 사이토카인으로 LPS로 자극할 경

우 생산량이 더 많아진다 [39,40]. TNF-α의 분비가 증가함에

따라 열, 부종, 통증 및 발적 등의 염증의 기본적인 임상징후

를 일으키지만 지속적인 생성은 다른 염증세포를 활성화시

켜 NF-κB의 활성화를 유도함으로써 사이토카인 및 iNOS,

COX-2의 생성을 증대시키고 만성염증을 유발하여 패혈성

쇼크, 염증, 염증성 장 질환과 같은 자가면역질환, 세포상해

성 등에 관여하는 것으로 알려져 있다 [41]. 또한 IL-1β는 염

증반응 시 생성되는 촉진성 사이토카인으로 세균감염에 대

한 염증성 응답의 개시 및 강화에 중요하다. 이는 낮은 농도

에서는 세포성장이나 항상성 유지에 필수적이지만 염증반

응 및 면역적 자극에 의해 대량생산될 경우 T cell을 활성화

시키고 B cell을 성숙시켜 증상을 악화시킨다 [42]. 본 연구

에서는 염증반응에서 전염증성 사이토카인들의 분비에 미

치는 THWE의 효과를 확인하기 위하여 LPS로 유도된 RAW

264.7 세포로부터 분비된 사이토카인의 분비량 억제 효과를

관찰하였다. THWE를 농도별 (0.1, 1, 10, 50, 100 μg/mL)로

처리하여 배양 상층액의 IL-6, TNF-α 및 IL-1β의 양을

ELISA kit를 이용하여 측정한 결과, THWE의 처리에 따라

각 cytokine의 분비량이 농도의존적인 감소를 보였다. IL-6의

경우 (Fig. 2), LPS 단독처리구가 596.71±2.64 pg/mL의 높은

Fig. 3. Effect of tuna heart water extract on production of IL-1β in
RAW 264.7 cells. Cells were incubated in the presence of LPS (1 μg/
mL) alone or with various concentrations of THWE (0.1, 1, 10, 50,

and 100 μg/mL). a-dMeans with different superscripts are significantly

different (p<0.05).

Fig. 4. Effect of tuna heart water extract on production of TNF-α in
RAW 264.7 cells. Cells were incubated in the presence of LPS (1 μg/
mL) alone or with various concentrations of THWE (0.1, 1, 10, 50,

and 100 μg/mL). a-fMeans with different superscripts are significantly

different (p<0.05).

Fig. 2. Effect of tuna heart water extract on production of IL-6 in

RAW 264.7 cells. Cells were incubated in the presence of LPS (1 μg/
mL) alone or with various concentrations of THWE (0.1, 1, 10, 50,

and 100 μg/mL). The levels of pro-inflammatory cytokine in the cell
culture media were measured by ELISA. a-gMeans with different super-

scripts are significantly different (p<0.05).
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분비량을 보인 것에 비하여 100 μg/mL의 농도로 처리 시

364.35±3.96 pg/mL로 약 39%의 억제율을 보인 것을 알 수 있

다. 또한, IL-1β 분비량은 LPS 단독 처리 시 33.59±0.87 pg/

mL의 높은 분비량를 보였으나, THWE를 100 μg/mL의 농도

로 처리 시 19.49±1.73 pg/mL로 약 42%의 억제율을 나타내

pro-inflammatory cytokine의 억제효과를 가짐을 확인하였다

(Fig. 3). TNF-α 분비량의 경우 또한 농도의존적인 분비량 감

소를 보였으며 50 μg/mL의 THWE 농도 이상의 처리시 20%

이상의 억제율을 나타내었다 (Fig. 4). 이와 유사한 결과로

Lin 등 [43]은 새우 유래 peptide가 NF-κB 활성을 억제하여

TNF-α 분비를 억제한다고 한다고 보고하였으며. Kang 등

[44]은 참치심장 에탄올 추출물이 100 μg/mL의 농도로 처리

시 pro-inflammatory cytokine에 대해 70% 이상 억제한 결과

를 확인하였다.

4. CONCLUSION

본 연구에서는 참치심장 물 추출물의 항염증 효과를 확인하

기 위해 LPS로 염증이 유도된 RAW 264.7 세포를 이용하여

염증 매개성 물질들의 분비량을 확인하였다. 그 결과, LPS만

처리한 대조군과 비교하였을 때, 참치심장 물 추출물이 농도

의존적으로 NO의 생성량을 감소시키는 것을 확인하였으며,

추출물의 최고 농도인 100 μg/mL에서 32% 이상의 억제효과

를 나타냈다. 또한, pro-inflammatory cytokine의 분비량을 확

인한 결과도 LPS만 처리한 대조군과 비교했을 때 참치심장

물 추출물이 농도 의존적으로 TNF-α, IL-6 및 IL-1β의 분비

량을 저해함을 보였으며, 특히 IL-1β 분비량은 100 μg/mL의

농도로 추출물 처리 시 42%의 비교적 높은 억제율을 나타내

었다. 이러한 결과가 세포 사멸에 의한 감소인지 알아보기 위

하여 MTT assay를 시행하였을 때, 세포 증식능은 참치심장 물

추출물 및 LPS를 처리하지 않은 무처리군과 유의적인 차이가

없음을 확인하였다. 이를 종합해 볼 때, 참치심장 물 추출물은

NO 및 pro-inflammatory cytokine과 같은 대식세포 유래 전염

증성 매개물질의 분비를 효과적으로 저해함으로써 추후 천

연물로서 염증치료제의 개발이 가능할 것으로 사료된다.
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