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Abstract: In this study, we investigated the anti-inflamma-

tory effects of fermented Hizikia fusiformis extracts in lipo-

polysaccharide (LPS)-stimulated RAW 264.7 mouse mac-

rophages. The fermentation was performed using Lactobacil-

lus casei in mixture of carbon source at 30

o

C for 30 days. The

sample groups were prepared with/without L. casei group in

order to demonstrate the anti-inflammatory activity of fermen-

ted H. fusiformis in regard to lactic acid bacteria. As a result,

we confirmed the inhibitory effect of H. fusiformis extracts on

LPS-stimulated NO production and expression of TNFα,

while it had no regulatory effect on the expression of iNOS,

COX-2, IL-1β and IL-6 as important inflammatory factors.

However, L. casei fermented group significantly suppressed

the expression of the above factors. In particular, the differ-

ence between the two groups in the matter of mRNA expres-

sion of iNOS, which is directly associated with NO produc-

tion, indicated that the fermentation with lactic acid bacteria

effectively suppressed NO production by regulating iNOS ex-

pression. Also, effective suppression of pro-inflammatory cy-

tokines showed that the fermentation using L. casei may pro-

vide an increment towards extraction of active ingredients that

are effective anti-inflammatory agents.

Keywords: Hizikia fusiformis, Lactobacillus casei, Inflamma-

tion, Fermentation

1. INTRODUCTION

염증반응이란 외부로부터의 병원균에 의한 감염, 조직의 손

상 및 물리화학적으로 유해한 자극에 대항하는 생체 방어 체

계로, 체내에 외부물질의 유입이 감지되었을 때 면역세포는

염증 매개 물질들을 분비하여 체내 면역반응을 일으키는 신

호를 전달하게 된다 [1]. 염증반응은 우리 몸을 보호하기 위
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한 면역체계 반응이지만 지속적인 염증반응의 진행은 세포

조직의 손상을 초래하여 암, 뇌질환, 알츠하이머병, 관절염,

천식, 염증성 장질환 및 동맥경화 등 여러 질병뿐만 아니라

노화의 직·간접적 원인이 되는 것으로 알려져 있다 [2-4]. 대

식세포는 염증반응에 관여하는 주요 세포로 손상 부위로의

면역세포의 이동과 Tumor necrosis factor (TNF)-α, Interleukin

(IL)-1β 및 IL-6 등의 pro-inflammatory cytokine 분비에 관여

하는 등 매우 중요한 역할을 한다 [1,3,5-7]. 즉, 대식세포의

사이토카인에 의한 활성화는 pro-inflammatory cytokine, Pro-

staglandin E2 (PGE2) 및 Nitric oxide (NO) 등을 생성함으로

써 염증성반응의 유발과 염증부위로의 면역세포의 이동을

촉진하게 된다 [1]. 이 중 NO는 염증반응의 대표적인 지표물

질로 체내에서 NO synthase (NOS) 촉매반응을 통하여 L-

arginine으로부터 생성되며 [7], inducible NOS (iNOS) 및

Cyclooxygenase-2 (COX-2)가 과도하게 발현될 경우 다량의

NO를 생성하게 된다. 대식세포는 그람음성균의 세포벽을

구성하는 내독소 작용물질인 Lipopolysaccharide (LPS)의 자

극에 의해 iNOS의 발현이 급격하게 증가하는 것으로 알려져

있다 [5,6]. 따라서 항염증 활성 및 염증 매개 인자들의 발현

을 조절하는 물질에 대한 연구는 LPS를 자극한 대식세포를

이용하여 진행되고 있다.

해조류는 독특한 화학적 구조의 화합물을 함유하고 있으

며 풍부한 영양성분을 가지고 있어 생리활성에 대한 연구가

많이 진행되고 있으며 [8], 해조류의 유용성분을 추출하기

위한 방법으로 주로 열수 및 에탄올 추출법을 이용하고 있다

[9]. 그러나 해조류에 포함되어 있는 탄수화물의 대부분이

비소화성 복합다당류로서 이러한 기존 추출 방법으로는 유

용성분을 다량 추출해 내는데 한계점이 있다 [10]. 이러한 단

점을 극복하기 위한 방법으로 효소처리법과 유용 미생물을

이용한 발효법으로 유용성분을 추출하고자 하는 시도가 행

해지고 있다 [9,11-13]. 특히, 발효는 미생물의 대사활동에 의

해 유용성분의 추출 효율성을 극대화 시키는 동시에 다양한

효능을 가지는 물질을 생성할 수 있는 것으로 알려져 있다

[11]. Lactobacillus casei는 주로 치즈 생산에 이용되는 유산

균으로 탄수화물을 분해시키는 효소인 아밀라아제 (amylase)

를 생산하며 다당 성분의 처리에 의해 기능성 해조 올리고당

이 생성된다고 알려져 있어 탄소원으로 포도당을 첨가하여

유용성분의 추출률을 높이는데 이용되고 있다 [9].

따라서 본 연구에서는 L. casei로 발효시킨 톳 추출물을 이

용하여 LPS로 염증을 유도한 RAW 264.7 대식세포에서 NO

생성 억제와 염증관련인자의 발현에 미치는 영향을 검토하

여 발효 톳의 항염증 소재로서의 이용 가능성을 알아보고자

하였다.

2. MATERIALS AND METHOD

2.1. 실험재료

본 실험에 사용한 톳 (Hizikia fusiformis)은 2013년 파라제주

(Jeju, Korea)에서 구입하여 사용하였으며, 탈염된 톳 건조물

을 초미세 기류식 분쇄기 (KMS-200, Korea)로 분쇄한 다음

밀봉하여 4oC에 보관하면서 사용하였다.

2.2. 발효균주

발효균주로는 Lactobacillus casei ((주) 메디오젠, Jecheon,

Korea)를 실험에 사용하였다. L. casei는 유산균 선택배지인

MRS 액체배지 (Difco, USA)에 배양하였고, 멸균된 80% gly-

cerol (Duchefa Biochemie, Netherlands)에 배양액을 현탁하

여 -80oC deep freezer (NF-140SF, HFC, Japan)에서 장기 보관

하였다.

2.3. 발효균주를 이용한 톳발효액의 제조

발효균인 L. casei는 MRS 액체배지를 이용하여 30oC에서 정

치 배양하였다. 발효액은 이전 연구방법에 따라 제조하였다

[9]. 톳 분말10 g에 5% (w/v)로 되게 ddH2O를 첨가한 후, 탄

소원으로 1% glucose의 농도로 첨가하여 121oC의 가압 조건

에서 30분간 멸균하였다. 여기에 발효균을 0.05%의 농도로

접종한 후 30oC 배양기에서 30일간 배양하여 톳 발효액을 제

조하였다.

2.4. 발효톳 추출물의 제조

발효가 완료된 톳 발효액을 진공농축기 (R-200, Buchi, Swit-

zerland)를 이용하여 농축시킨 후, 동결건조 (FD8518, Ilshin

BioBae, Korea)하여 발효 톳 건조시료를 얻었다. 건조시료에

10배량 (w/v)의 70% 에탄올을 첨가한 후, 80oC 에서 4시간씩

2회 추출을 수행하였으며 진공농축기를 이용하여 농축시켜

추출물을 얻었다.

2.5. 세포배양 및 세포독성실험

마우스 대식세포인 RAW 264.7세포는 10% fetal bovine serum

(FBS, Atlas, Fort Collins, CO, USA) 및 1% penicillin (Sigma-

Aldrich, St. Lousi, MO, USA)을 포함한 phenol red-free Dul-

becco's modified Eagle medium (DMEM, Gibco-BRL, Gaith-

ersburg, MD, USA) 배지를 사용하여 37oC, 5% CO2 조건에서

배양하였다.

세포독성은 3-(4,5-dimethylthiazole-2-yl)-2,5-diphenyl-tetra-

zolium bromide (MTT) assay를 이용하여 측정하였다. RAW

264.7 cells을 1×103 cells/well이 되도록 96-well plates에 분주

하고 24시간 동안 배양한 후, 농도별로 시료를 처리하여 24시

간 동안 배양하였다. MTT (1 mg/mL) 용액을 가하고 동일한

배양 조건에서 4시간 더 배양하였다. 이때 생성된 formazan

crystal은 DMSO에 녹여서 ELISA Reader (Multiskan GO,

Thermo Scientific, Finland)를 이용하여 540 nm에서 흡광도

를 측정하여 세포생존율 (%)을 다음과 같이 계산하였다.

Cytotoxicity (%) =
대조군의 흡광도−시료처리군의 흡광도

× 100
대조군의 흡광도
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2.6. Nitric oxide (NO) 생성 억제능

RAW 264.7세포를 96-well plates에 1×103 cells/well로 분주하

여 24시간 동안 배양한 후, 시료를 농도별로 처리하였으며

NO 생성을 유도하기 위해 LPS (1 µg/mL)를 처리하여 24시

간 동안 배양하였다. 세포 배양액을 Griess reagent (Sigma-

Aldrich, St. Lousi, MO, USA)와 1:1로 혼합하여 15분 동안 실

온에 방치한 후, ELISA Reader (Multiskan GO, Thermo Sci-

entific, Finland)를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하였

다. 생성된 NO양은 표준물질인 sodium nitrate (NaNO2)를 표

준용액으로 사용하여 계산하였다.

2.7. Reverse Transcription-Polymerase Chain Reaction

(RT-PCR) 

상기와 동일한 조건에서 배양한 RAW 264.7 세포를 Trizol

reagent (Invitrogen Co., CA, USA)를 이용하여 total RNA를

추출, 정량하였다. 분리된 RNA (2 µg)는 37 oC 에서 1시간동

안 역전사 반응을 실시하여 cDNA를 합성하였다. 합성된

cDNA에 COX-2, iNOS, IL-1β, IL-6와 TNFα primer를 첨가

하였으며 internal control로 β-actin을 사용하였다 (Table 1).

T100 Thermal Cycler (Bio-Rad, CA, USA)을 이용하여 95oC

에서 2분간 denaturation 시킨 뒤, 95oC에서 30초간 Denatura-

tion, 60oC에서 45초간 Annealing, 72oC 에서 1분간 Extension

과정을 30번 반복함으로써 증폭시킨 후 마지막으로 72oC에

서 5분간 Extension한 후에 4oC 에서 종결하였다. PCR 산물

은 TAE buffer (Biosesang, Korea)를 전해질로 사용한 1.5%

agarose gel을 이용하여 10분간 전기영동한 후, Ethidium bro-

mide (EtBr, AMRESCO, USA) 용액에 담궈 30분 동안 염색

한 후 UV (Davinch-Chemi imager™, CAS-400SM, Wako Co.,

Osaka, Japan) 하에서 확인하였다.

2.8. 통계처리

실험결과는 평균×표준편차 (Mean×Standard deviation, SD)

로 표시하였으며, SPSS+/WIN 12.0 (Statistical Package for So-

cial Science, version 12.0) 통계 프로그램을 이용하여 통계적

유의성을 검토하였다. 집단간의 유의성을 검정하기 위해 일

원배치 분산분석 (Oneway Analysis of Variance: ANOVA)을

통해 분석하였고, 사후검증은 Duncan's multiple range test를

실시하여 p<0.05 수준에서 검증하였다.

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. 발효톳 추출물의 RAW264.7 세포에 대한 독성 측정

발효톳 에탄올 추출물의 RAW 264.7세포에 대한 세포독성은

MTT assay를 통하여 확인하였다 (Fig. 1(a)). RAW 264.7세포

에 발효톳 에탄올 추출물을 농도별 (10, 100, 500 µg/mL)로

처리한 결과, L. casei 접종군 및 L. casei 무접종군 모두 90%

이상의 생존율을 보여 RAW 264.7세포에 대한 독성이 나타

나지 않음을 확인하였으며, 이 농도에서 발효톳 추출물의 염

Table 1. Sequences of primers used for RT-PCR

Gene Direction Sequence

COX-2
Forward 5'-AGA-AGG-AAA-TGG-CTG-CAG-AA-3'

Reverse 5'-GCT-CGG-CTT-CCA-GTA-TTG-AG-3'

iNOS
Forward 5'-TTC-CAG-AAT-CCC-TGG-ACA-AG-3'

Reverse 5'-TGG-TCA-AAC-TCT-TGG-GGT-TC-3'

IL-1β
Forward 5'-GGG-CCT-CAA-AGG-AAA-GAA-TC-3'

Reverse 5'-TAC-CAG-TTG-GGG-AAC-TCT-GC-3'

IL-6
Forward 5'-AGT-TGC-CTT-CTT-GGG-ACT-GA-3'

Reverse 5'-CAG-AAT-TGC-CAT-TGC-ACA-AC-3'

TNFα
Forward 5'-AGC-CCC-CAG-TCT-GTA-TCC-TT-3'

Reverse 5'-CAT-TCG-AGG-CTC-CAG-TGA-AT-3'

β-actin
Forward 5'-CCA-CAG-CTG-AGA-GGG-AAA-TC-3'

Reverse 5'-AAG-GAA-GGC-TGG-AAA-AGA-GC-3'

Fig. 1. Effect of ethanol extracts from fermented H. fusiformis with/without L. casei on cell viability (a) and NO level (b) in LPS-

stimulated RAW 264.7 macrophages. The cells were pretreated with fermented H. fusiformis for 1 h and following by treating with LPS (1

µg/mL) for 24 h. The nitrite content of culture media was analyzed. a-dMeans with the different letters in the each sample are significantly

different (p<0.05) by Duncan's multiple range test. *p<0.01.
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증 억제 활성을 확인하기 위한 실험을 진행하였다.

3.2. 발효톳 추출물이 LPS에 의해 유도된 NO 생성에 미치

는 영향

NO는 L-arginine을 기질로 하여 NOS에 의해서 합성되며 NO

가 과량으로 생성되면 염증 반응을 촉진시키고 조직 및 신경

을 손상시키는 것으로 알려져 있다 [14]. 발효톳 추출물의

NO 생성억제 활성을 알아보기 위해 RAW 264.7세포에서

LPS로 자극을 유도하고 시료를 농도별 (10, 100, 500 µg/mL)

로 처리하여 24시간 후 NO 생성량을 측정하였다 (Fig. 1(b)).

LPS 단독 처리군에 비하여 L. casei 접종군과 L. casei 무접종

군 모두 NO 생성을 저해하였다. 특히, L. casei 접종군은 L.

casei 무접종군에 비해 10, 100, 500 ìg/mL의 처리 농도에서

각각 1.4배, 1.3배, 2.1배의 NO 생성 저해 효과를 보였다.

3.3. 발효톳 추출물의 iNOS와 COX-2 발현에 미치는 영향

iNOS와 COX-2는 염증 유발에 관여하는 유전자로 대식세포

에서 LPS 자극에 의해 유도된 염증이 NO를 포함한 다량의

염증매개체를 생합성하는 것으로 알려져 있다. 세 종류의

NOS에서 neuronla NOS (nNOS)와 endothelial NOS (eNOS)

는 세포 내에서 항상 발현이 유지되지만 iNOS는 LPS와 pro-

inflammatory cytokine에 의해 발현이 증가한다. iNOS에 의

해 NO가 과량 증가되어 염증성 질환을 유발한다. COX는 염

증 매개 물질인 prostaglandins 분비를 자극하는 효소이다.

COX-1은 정상적인 생체기능에 적용되어 인체에 유익한

prostaglandins 형성에 관여하는 효소인 반면, COX-2는 염증

유발 자극인자들에 의해 활성화되어 통증과 염증을 유발시

키는 prostaglandins의 분비에 작용한다 [14-16]. 발효톳 에탄

올 추출물의 NO 생성 억제 효과가 염증 관련 유전자의 발현

조절과 관련이 있는지 확인하기 위하여 RT-PCR을 수행하였

다 (Fig. 2). 유전자 발현에 큰 변화를 보이지 않은 L. casei 무

접종 군에 비하여 L. casei 접종군은 COX-2의 발현을 농도 의

존적으로 저해하였으며, 특히 500 µg/mL의 농도에서 iNOS

와 COX-2의 발현을 현저히 억제하였다.

3.4. 발효톳 추출물이 pro-inflammatory cytokine 발현에

미치는 영향

TNFα, IL-1β 및 IL-6는 대표적인 염증성 cytokine으로 LPS

로 유도된 대식세포에서 과도하게 생성되어 발열, 조직을 손

상시키고 염증반응을 촉진한다 [17]. 이들 중 TNFα는 endo-

toxin shock에 관련된 중요한 인자로 과발현되면 치명적인

독성을 유발하여 패혈증의 원인이 되는 것으로 알려지고 있

다 [18]. 발효톳 에탄올 추출물이 pro-inflammatory cytokine의

유전자 발현에 미치는 효과를 RT-PCR을 통하여 확인하였다

(Fig. 3). L. casei 무접종군은 IL-1β와 IL-6 발현은 억제하지

못하였지만 TNFα 발현은 유의적으로 감소시켰다. 반면, L.

casei 접종군은 TNFα, IL-1β와 IL-6 발현 모두 농도 의존적으

로 저해하였으며, 500 µg/mL 농도에서는 L. casei 무접종군

에 비해 L. casei 접종군의 TNFα, IL-1β와 IL-6 발현이 현저히

억제되어 발효톳 에탄올 추출물이 pro-inflammatory cytokine

생성을 저해하는 것을 확인하였다.

4. CONCLUSION

톳의 분해성을 높여 유용성분의 활성을 증진시키고자 유산

균 L. casei을 이용한 발효 공정을 도입하여 유산균 발효에 따

른 항염증 활성을 L. casei 접종군과 L. casei 무접종군으로 나

Fig. 2. Effect of ethanol extracts from fermented H. fusiformis with/without L. casei on COX-2 and iNOS in LPS-stimulated RAW 264.7

macrophages. The cells were pre-treated with different concentration of the fermented H. fusiformis for 1 h followed by stimulated with LPS (1

µg/mL) for 24 h. a-eMeans with the different letters are significantly different in each gene (p<0.05) by Duncan's multiple range test.
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누어 비교하였다. 그 결과, L. casei 무접종군은 LPS에 의해

유도된 NO생성과 TNFα의 발현을 억제하여 톳 발효 추출물

그 자체로도 염증 억제 효과를 보임을 확인하였다. 하지만 중

요한 염증유발 인자인 iNOS와 COX-2 및 IL-1β, IL-6의 발현

조절에는 효과가 없었던 반면, L. casei 접종군은 위 인자들

의 발현을 유의적으로 저해시켰다. 특히, NO 생성과 직접적

으로 연관된 iNOS의 발현이 두 그룹간 큰 차이를 보인 점은

유산균 발효가 전사수준에서 iNOS 유전자를 조절하여 NO

생성을 효과적으로 억제한다는 것을 시사한다. 또한, pro-

inflammatory cytokine에 보인 뛰어난 억제효과는 L. casei를

이용한 발효가 염증 억제에 효과가 있는 유효 성분의 추출률

을 높여줄 수 있음을 보여준다. 본 연구를 바탕으로 향후 개

선된 발효 조건을 확립하여 항염증 활성 물질 개발 연구에

기초 자료로 활용할 수 있을 것으로 기대되며, 톳 발효 추출

물을 기능성 소재로 개발하기 위해서 항염증 억제 기전에 대

한 추가적인 연구가 필요할 것으로 사료된다.
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