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서   론

면역반응에 작용하는 세포로써 염증 및 숙주의 방어에 대식세
포(macrophages)의 역할은 잘 알려져 있다. 또한 병원체의 감
염 및 조직손상에 의해 유발된 염증반응을 해소하고 손상된 조
직을 회복하는 과정에도 대식세포는 중요한 역할을 한다. 이러
한 다양한 생리학적 기능을 수행할 수 있는 근거는 대식세포가 

주변의 국소적인 환경에 따라 다른 형태로 변형(macrophage 
polarization)될 수 있는 특성에 따른 것이다(Ferrante and Lei-
bovich, 2012).  
최근 이러한 대식세포 표현형(phenotypes)의 변화에 대해 많
은 연구들이 이루어지고 있고, 활성화된 두 가지의 형태의 주요 
표현형, 즉 M1 및 M2의 형태를 가지고 있음이 확인되었다(Fer-
rante and Leibovich, 2012). 고전적 활성화(classically activat-
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Inflammation is a protective response to infection or injury. However, prolonged inflammation can contribute to the 
pathogenesis of many diseases, such as cancer, diabetes, arthritis, atherosclerosis, and Alzheimer’s disease. Recent 
studies have shown that activated macrophages, inflammatory effector cells, can react to tissue insults in a polar-
ized manner, in which their phenotypes are polarized into two major subtypes, categorized as M1 or M2. Classical 
M1 activation involves the production of pro-inflammatory cytokines, such as interleukin (IL)-6 and tumor necrosis 
factor (TNF)-α, and free radicals, while M2 or alternative activation is an anti-inflammatory phenotype involved 
in homeostatic processes, such as wound healing, debris scavenging, and the dampening of inflammation via the 
production of very low levels of pro-inflammatory cytokines and high levels of anti-inflammatory mediators, includ-
ing IL-10. As part of our ongoing effort to isolate anti-inflammatory compounds from seaweeds, we investigated 
the effects of phlorotannins isolated from the brown alga Ecklonia stolonifera on macrophage polarization. Mouse 
peritoneal macrophages were treated with various concentrations of the extracts, and real-time RT-PCR analyses 
were performed to examine the expression of polarization markers: IL-1β, IL-6, and TNF-α for M1 and arginase-1, 
peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR)-γ, found inflammatory zone-1 (Fizz-1), chitinase 3-like 3 (Ym1), 
and Krüppel-like factor 4 (Klf-4) for M2. The pretreatment of cells with eckol, dieckol, and phlorofucofuroeckol-A 
(PFF-A), isolated from the ethyl acetate fraction of E. stolonifera ethanolic extract, potentiated the anti-inflammatory 
M2 phenotype of the macrophages. These results indicate that phlorotannins derived from E. stolonifera can be used 
to enrich macrophages with markers of the M2 anti-inflammatory state.
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ed) 형태인 M1 표현형은 세균의 lipopolysaccharides (LPS) 및 
peptidoglycan과 같은 외인성 pathogen-associated molecular 
patterns (PAMPs) 및 괴사된 세포에서 유리되는 단백질 및 핵
산과 같은 damage-associated molecular patterns (DAMPs), 그
리고 T helper 1 (Th1) cell에서 분비되는 cytokine인 interferon 
(IFN)-γ에 의한 자극에 의해서 유도되고, 이에 의해 염증촉진성 
cytokines 및 매개체[nitric oxide (NO) 및 superoxide radical]
의 생성량이 많아지는 염증촉진성(pro-inflammatory) 특성을 
가진다(Mosser, 2003; Bystrom et al., 2008; Colin et al., 2014).  
다른 형태인 M2 표현형은 염증을 억제(anti-inflammatory)하
는 특성을 가지고 있고, 이는 IL-4 및 IL-13과 같은 Th2 cyto-
kines에 의해서 유도된다(Chang et al., 2015). 이들 cytokines 
이외에 glucocorticoids 및 resolvins과 같은 항염증성 및 염증
해소성 자극 또한 M2 phenotype을 유도한다(Titos et al., 2011; 
Zhang et al., 2009). M2 대식세포는 IL-10과 같은 항염증성 
cytokine을 분비하고 염증반응부산물의 소거에 관련된 CD36
의 발현이 증가하게 되고, 그에 따라 상처의 회복 및 조직의 리
모델링과 같은 항상성을 유지하는데 작용함으로써 염증을 해
소하는데 주된 역할을 한다. 따라서 염증반응 동안 대식세포의 
활성화 상태는 염증의 지속여부를 결정짓는데 중요한 역할을 
하고, 표현형의 적절한 변화(macrophage polarization)가 이루
어지지 않을 경우 만성염증상태로 발전하게 된다(Ferrante and 
Leibovich, 2012; Bystrom et al., 2008). 병리학적으로 만성적
인 염증을 동반하는 죽상동맥경화(atherosclerosis), 천식, 관절
염과 같은 질환에서 염증촉진성 M1 표현형이 주로 관찰되는 
것이 보고되었다. 최근 이러한 염증성질환의 예방 및 치료를 위
한 새로운 접근법으로써 약물 및 식이성분 등을 이용하여 대식
세포를 M2 표현형으로의 유도하거나 M2 표현형을 더욱 증강
시키는 방법들이 연구되고 있다(Camell and Smith, 2013; Li et 
al., 2013; Chen et al., 2014; Chang et al., 2015). 
해조류는 육상식물에서는 발견되지 않는 물질들을 함유하고 
있어 다양한 생리활성을 나타내는 것으로 알려져 있다(Kim et 
al., 2009; Lee et al., 2012; Wijesinghe and Jeon YJ, 2012). 그 
중 갈조류는 엽록소와 갈색을 띄는 xanthophyll계 caroteinods
의 일종인 fucoxanthin과 fucoidan 등의 다당류, fucosterol, 
phlorotannins과 같은 다양한 생리활성 물질들을 가지고 있는 
것으로 보고되었다(Kang et al., 2003; Hosokawa et al., 2004; 
Kim et al., 2012;Brown et al., 2014). 본 연구실에서는 이전
에 수행한 실험에서 다양한 갈조류의 주정추출물 및 유기용매
획분들을 분획하였고, 또한 분리한 화합물을 이용하여 다양한 
활성을 분석하여 보고하였다. 특히, 곰피(Ecklonia stolonifera) 
주정추출물의 ethyl acetate (EtOAc) 획분 및 그 획분에서 분
리한 phlorotannins [eckol, dieckol, phlorofucofuroeckol-A 
(PFF-A)]의 경우 뛰어난 항산화 및 항염증효과가 있는 것으로 
확인되었다(Kim et al., 2009; Lee et al., 2012). 본 연구에서
는 복강대식세포(mouse peritoneal macrophages, PEM)를 이

용하여 LPS 및 IL-4 처리하고 M1 및 M2 marker genes의 발
현을 분석하여 M1 및 M2 표현형이 유도됨을 확인하고자 하
였고, 이들 시스템에 곰피-유래 phlorotannins을 처리하여 대식
세포 표현형의 변화를 분석하였다. 본 연구를 통해 향후 항염증
성물질의 개발에 대한 새로운 접근법을 제시하고, 또한 해조류
를 이용한 대식세포 표현형의 변화연구에 대한 기초자료를 제
공하고자 한다.

재료 및 방법

실험재료

부산 기장에서 채취한 곰피(E. stolonifera)로부터 95% 주정
추출물의 제조 및 그로부터 ethyl acetate (EtOAc) 획분의 분
리, 그리고 EtOAc 획분으로부터 phlorotannins (eckol, dieckol, 
PFF-A)의 분리 및 동정은 전보의 방법(Kim et al., 2009; Lee et 
al., 2012)에 따라 수행하였다. 

세포배양 및 처리

ICR 마우스를 이용하여 Alleva et al. (1998)의 방법에 따라 복
강대식세포(peritoneal macrophages, PEM)을 분리하였다. 즉 
10주령 마우스를 이용하여 대식세포 분리 3-4일 전에 복강에 
4% thioglycollate (w/v) 3 mL을 주사하였다. 이후 마우스를 마
취하여 경추탈골한 뒤 복강의 내피를 노출시키고, 주사기를 이
용하여 3% bovine calf serum (BCS, Gibco, Rockville, MD, 
USA)을 주입하여 복강의 대식세포를 회수하였다. 이 과정을 
2-3회 반복한 이후 원심분리하고 phosphate-buffered saline 
(PBS)로 세척하였다. 분리한 복강대식세포는 10% fetal bo-
vine serum (FBS)와 penicillin (100 units/mL), streptomycin 
(100 μg/mL)을 첨가한 Dulbecco’s modified Eagle’s medium 
(DMEM, WellGene, Daegu, Korea)을 사용하여 5% CO2, 
37℃에서 1일 배양한 뒤 이후 시료를 처리하였다. 각 시료들은 
100% dimethyl sulfoxide (DMSO)에 녹여 사용하였고, IL-4와 
IL-13 (R&D systems, Minneapolis, MN, USA), LPS (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA)는 PBS에 녹여 사용하였다.

세포독성 시험

복강대식세포를 96-well plate에 2×105 cells/well로 분주하
고 37℃에서 24시간 동안 배양하였다. 이후에 각 시료들이 농
도별로 희석된 DMEM 배지로 교체하여 다시 24시간 배양하였
다. 이후 CellTiter96® Aqueous 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazoli-
um (MTS) 시험 키트(Promega, Madison, WI, USA)를 사용하
여 제조사의 방법에 따라 세포생존율을 분석하였다. MTS 용액
은 FBS-free DMEM에 5% (v/v)의 농도로 섞어 100 μL씩 처
리하였다. 1시간 후에 microplate reader (Glomax Multi Detec-
tion System, Promega, Madison, WI, USA)를 이용하여 490 
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nm 파장에서 흡광도를 측정하였다.

mRNA 발현양의 분석

복강대식세포(1×106 cells/well)에 시료들을 4시간 동안 처
리한 이후에 Quiazol 시약(Quiagen, Valencia, CA, USA)을 이
용하여 total RNA를 분리하였고, 1 μg의 total RNA에 GoS-
cript™ Reverse transcriptase (Promega, Madison, WI, USA)
를 사용하여 제조사의 방법대로 cDNA 합성을 진행하였다. 
합성된 cDNA와 TOPreal™ qPCR 2× PreMIX (Enzynom-
ics, Daejeon, Korea), 표적유전자 특이적인 primers를 사용하
여 real-time reverse transcription-polymerase chain reaction 
(real-time RT-PCR, Rotor-Gene Q, Quiagen, Valencia, CA, 
USA) 방법을 통해 유전자 발현양을 분석.비교하였다. 유전자 
발현의 비교는 상대적인 비교를 위해 ΔΔCt 방법을 이용하였
으며, real-time RT-PCR에 이용된 각 primers의 염기서열은 
Table 1에 나타내었다. 

통계 처리

본 연구의 모든 실험은 세 번 이상 반복하였으며, 얻어진 결과
들을 평균값과 표준편차(mean±SD)를 계산하여 나타내었다. 
실험군 간의 유의성 검증은 P<0.05 수준에서 Student’s t-test로 
검증하였다.

결과 및 고찰

복강대식세포에 대한 세포독성 시험

곰피(E. stolonifera) 주정 추출물에서 분획한 ethyl acetate 
(EtOAc) 획분(ESA)과 분리한 eckol, dieckol, PFF-A의 세포독
성을 평가하기 위해, 각각의 시료들을 마우스의 복강대식세포

에 농도별로 처리하고 세포생존율을 분석하였다. Fig. 1에 나타
내었듯이, eckol과 dieckol의 경우 100 µM의 농도까지, PFF-A
의 경우 50 µM, ESA의 경우 200 µM의 농도까지 독성이 나타
나지 않았다. 이전 대식세포 세포주인 RAW264.7 cell에 대한 
PFF-A 및 dieckol의 세포독성을 분석하였을 때에도 유사한 경
향이 관찰되었다(Kim et al., 2009). 

복강대식세포의 염증촉진성(M1) 및 항염증성(M2) 표
현형의 유도

상기에서 분리한 복강대식세포(PEM)에 LPS 또는 IL-4를 4
시간 동안 처리하고, 이들 세포들이 M 1 및 M2 형태로 유도되
는지 알아보기 위해서 RNA를 추출하여 real-time RT-PCR 방
법을 통해서 각각의 marker 유전자들의 발현 profile을 분석하
였다. M1에 대한 markers (Mosser., 2003; Bystrom et al., 2008; 
Colin et al., 2014)로는 IL-1β, IL-6, TNF-α와 같은 cytokines 
이외에 NO 및 prostaglandin E2 (PGE2)와 같은 염증촉진성 매
개체를 생성하는 inducible nitric oxide synthase (iNOS) 및 cy-
clooxygenase-2 (COX-2)를 분석하였다. M2에 대한 marker 유
전자는 arginase (Arg)-1과 found in inflammatory zone (Fizz)-
1, chitinase-like 3 (Ym1), peroxisome proliferator-activated 
receptor (PPAR)-γ, Krüppel-like factor (Klf)-4와 같은 염증상
태 개선 및 조직복구에 관여하는 유전자들(Liao et al., 2011; 
Ferrante and Leibovich, 2012; Liu et al., 2014)을 분석하였다. 

Fig. 2에 나타내었듯이, LPS 처리에 의해 M1의 특징적인 
marker 유전자들의 발현이 현저하게 증가하였고(P<0.05), 
IL-4 처리에 의해 그 발현양이 감소하는 것으로 나타났다
(P<0.05) (Fig. 2A). 반면, M2 marker 유전자들의 경우 IL-4 처
리에 의해 모두 유의적으로 발현이 증가하는 것으로 나타났고
(P<0.05), LPS 처리에 의해서는 큰 변화가 없거나 일부 감소하

Table 1. Primers used for real-time RT-PCR analysis

Gene Sense Antisense
GAPDH CTG CCC AGA ACA TCA TCC CT ACT TGG CAG GTT TCT CCA GG
TNF-α TAG CCC ACG TCG TAG CAA AC ACA AGG TAC AAC CCA TCG GC
IL-1β AGC TTC CTT GTG CAA GTG TC GCA GCC CTT CAT CTT TTG GG
IL-6 CCT CTC TGC AAG AGA CTT CCA T ACA GGT CTG TTG GGA GTG GT
iNOS AGA CCT CAA CAG AGC CCT CA TCG AAG GTG AGC TGA ACG AG
COX-2 GGG CCA TGG AGT GGA CTT AAA TGC AGG TTC TCA GGG ATG TG
Arg-1 CCT GAA GGA ACT GAA AGG AAA G TTG GCA GAT ATG CAG GGA GT
PPARγ GAT GGA AGA CCA CTC GCA TT AAC CAT TGG GTC AGC TCT TG
Fizz-1 CCA ATC CAG CTA ACT ATC CCT CC CAC CCA GTA GCA GTC ATC CC
Ym1 TGT CAC AGG TCT GGC AAT TCT GCC TGT CCT TAG CCC AAC TG
Klf-4 GCA CAC CTG CGA ACT CAC AC CCG TCC CAG TCA CAG TGG TAA

GAPDH, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; TNF-α, tumor necrosis factors-α; IL-1β, interleukin-1β; IL-6, interleukin-6; iNOS, 
inducible nitric oxide synthase; COX-2, cyclooxygenase-2; Arg-1, arginase-1; PPARγ, peroxisome proliferator-activated receptor-γ; Fizz-1, 
found in inflammatory zone-1; Ym1, chitinase-3-like protein 3; Klf-4, Kruppel-like factor-4
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는 것으로 확인되었다(Fig. 2B). 이러한 결과는 복강대식세포
는 각각의 자극에 의해 염증촉진성 및 항염증성 표현형으로 유
도된다는 것을 확인할 수 있었고, 이러한 조건은 향후 대식세포 
표현형의 polarization 분석을 위한 기초시스템으로 이용될 수 
있을 것이다.

복강대식세포의 항염증성 표현형에 대한 곰피-유래 시
료의 효과

복강대식세포의 M2 polarization에 대한 곰피-유래 eckol, di-
eckol, PFF-A의 직접적인 유도효과를 분석한 결과, 일부의 시
료에서 M2 marker 유전자의 발현이 증가하는 것으로 나타났
지만 유의적인 효과는 관찰되지 않았다(data not shown).  그러
나, 복강대식세포를 이들 화합물로 전처리한 이후 IL-4로 자극
하였을 경우 M2 marker 유전자의 발현이 현저하게 증가하는 
것으로 나타났다(Fig. 3). Fig. 2와 마찬가지로, IL-4만을 처리
하였을 때 M2 marker 유전자의 발현이 유의적으로 증가하는 
것이 확인되었고(P<0.05), 이러한 증가는 LPS 전처리에 의해
서는 변화가 없거나 감소 또는 증가함으로써 일정한 경향은 없
는 것으로 확인되었다. 그러나, 곰피-유래 화합물을 전처리한 
경우에는 IL-4 단독으로 자극한 경우와 비교하여 M2 marker 
유전자의 발현양은 현저하게 더 높은 수준으로 증가하는 것으
로 나타났다(Fig. 3, P<0.05). 특히 이러한 상승효과는 eckol, 
dieckol, PFF-A 세 가지 화합물 모두 공통적으로 관찰되었고

(Fig. 3A, B, and C, P<0.05), 유전자 발현양의 증가폭을 기준으
로 세 화합물의 효과를 비교하였을 때, dieckol<eckol<PFF-A
의 순으로 나타났다. 

M2 marker 유전자의 하나인 Arg-1은 가장 잘 알려진 M2 
marker이다(Munder et al., 1999). 이 효소는 Arg을 L-ornithine
으로 변환시키고 이후 상처회복 및 matrix 침착에 사용될 수 있
는 polyamines과 proline의 전구체를 제공해주는 역할을 한다
(Munder, 2009). Arg은 iNOS의 기질이기도 하기 때문에 Arg-1
의 발현이 증가할 경우 iNOS에 의한 NO의 생성을 경쟁적으
로 억제하는 역할을 하게 된다(Corraliza et al., 1995; Morris, 
2007). Fizz-1의 경우 세포외부(extracelluar) matrix의 침착을 
촉진시킴으로써 손상된 조직의 회복을 돕는 것으로 알려져 있
다(Raes et al., 2002).  Klf-4는 최근 연구에서 M2 대식세포에
서 현저하게 증가하고 반면 M1 형태에서는 감소하는 것으로 
확인됨으로써 대식세포의 M1/M2 polarization에 중요한 조절
인자로 작용한다는 것이 보고되었다(Liao et al., 2011). Ym1은 
extracellular matrix 성분의 분해를 저해함으로써 조직손상을 
막는 것으로 보고되었다(Chang et al., 2001, Hung et al., 2002). 
이상과 같이 M2 marker 유전자들의 공통적인 특성은 염증상태
의 해소 및 조직손상의 회복에 관련된 항염증 활성을 나타낸다. 
따라서 이들의 발현이 곰피-유래 phlorotannins에 의해 더욱더 
높은 수준으로 증가한다는 것은 M2 표현형이 강화되고 그에 의
해 강력한 염증억제효과를 나타낼 수 있음을 의미하는 것이다. 

Fig. 1. Cytotoxicity of the ethyl acetate fraction of Ecklonia stolonifera (ESA) or phlorotannins isolated from ESA in mouse peritoneal mac-
rophages (PEM). Cells were treated with various concentrations of the samples including ESA, eckol, dieckol and phlorofucofuroeckol-A 
(PFF-A) for 24 hrs. Viabilities of the cells were measured by MTS assay and their relative viabilities are shown. 
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최근 대식세포의 M2 표현형 유도를 위해 식이지방산의 이용
가능성을 검토한 연구가 보고되었다. Oleic acid (C18:1 n-9) 

처리에 의해 대식세포에서 Klf-4 및 Arg-1의 전사수준이 유의
적으로 증가하는 것이 관찰되었고(Camell and Smith., 2013), 

(B)(A)

Fig. 2. Changes in mRNA expression profile induced by lipopolysacchrarides (LPS) or IL-4 treatment in mouse peritoneal macrophages 
(PEM). M1 (A) or M2 (B) marker gene expressions in the cells treated with LPS or IL-4 were analyzed by real-time RT-PCR. All data are 
presented as mean±SD of three independent experiments. *P<0.05 indicates significant difference compared to non-treated control.
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n-3 고도불포화지방산인  docosahexaenoic acid (DHA, C22:6 
n-3) 처리에 의해서 RAW264.7 세포의 M1 표현형이 억제되는 
반면, M2 표현형이 증가하는 것으로 확인되었다(Chang et al., 
2015). DHA의 경우 PPARγ ligand로 작용함으로써 PPARγ의 
활성화를 일으키고 M2 polarization을 유도하는 것으로 확인되
었다. 또한 항산화 및 항염증 등의 다양한 생리활성을 가진 것
으로 알려져 있는 curcumin의 경우 RAW264.7 세포에 처리하
였을 때 Klf-4 및 Fizz-1의 발현을 증가시키는 것으로 나타났고, 
이러한 M2 phenotype 유도는 PPARγ의 활성화를 통해서 일어
나는 것으로 보고되었다(Chen et al., 2014). PPARγ는 M2 형

태로의 변환을 유도하는데 중추적인 역할을 하는 전사인자이고
(Bouhlel et al., 2007), 본 연구에서 관찰된 PPARγ의 발현증가
는 곰피-유래 화합들이 M2 polarization 유도에 효과적임을 의
미하는 것이다(Fig. 3). 
이상의 결과에서 만성염증을 병리학적 특성으로 하는 염증성
질환의 치료 및 예방을 위한 새로운 접근법으로써 대식세포의 
표현형을 항염증성으로 유도하는데 곰피-유래 phlorotannins이 
효과적임을 확인할 수 있었다. 향후 보다 광범위한 marker 유전
자들의 분석 및 관련 신호전달기전의 구명이 필요한 것으로 판
단된다. 

(A) (B) (C)

Fig. 3. Effect of eckol, dieckol or phlorofucofuroeckol-A (PFF-A) isolated from ethyl acetate fraction of Ecklonia stolonifera on M2 polar-
ization in IL-4-treated mouse peritoneal macrophages (PEM). Cells pretreated with eckol (A), dieckol (B), PFF-A (C) or lipopolysaccha-
rides (LPS) for 1 h were stimulated with IL-4 for 4 hr, and then changes in their M2 marker gene expressions were analyzed by real-time RT-
PCR. All data are presented as mean±SD of three independent experiments. ＊P<0.05 or #P<0.05 indicates significant differences compared 
to non-treated control or IL-treated group, respectively. 
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