
J . Mar . Biosci. Biotechnol. 2019, p. 71 - 80 Vol. 11, No. 2 [Research Paper]

- 71 -

서 론

한천은 소화 효소에 의해 분해되기 어려운 점질성 
복합 다당류의 일종으로 우뭇가사리속(Gelidium), 
꼬시래기속(Gracilaria) 등의 홍조류에 주로 포함되

어 있다 [1]. 한천은 agarose와 agaropectin으로 구성

되어 있으며 agarose는 1→3 결합으로 연결된 β

-D-galactopyranose와 1→4 결합으로 연결된 3,6-an-
hydro-α-L-galactose가 교대로 결합된 중합체이다 

[2].  또한, 한천은 수분 13~24%, 조단백질 1.5~3.0%, 
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Agar Hydrolysates Obtained from Jeju Island Attenuates the 
LPS-induced Inflammation in In Vitro and In Vivo Zebrafish 
Embryos

김서영1,2, 선현진3, 은창호3, 김길남4, 전유진5,*

Seo-Young Kim1,2,  Hyeon-Jin Sun3, Chang-Ho Eun3, Kil-Nam Kim4, You-Jin Jeon5,*

1박사후연구원, 제주대학교 해양생명과학과, 제주특별자치도 제주시 제주대학로 102, 63243, 대한민국
2박사후연수원, 한국기초과학지원연구원 춘천센터, 강원도 춘천시 강원대학길 1 강원대학교 집현관, 24341, 대한민국3책임연구원, 아열대원예산업연구소, 제주특별자치도 제주시 제주대학로 102, 63243, 대한민국4책임연구원, 한국기초과학지원연구원 춘천센터, 강원도 춘천시 강원대학길 1 강원대학교 집현관, 24341, 대한민국5교수, 제주대학교 해양생명과학과, 제주특별자치도 제주시 제주대학로 102, 63243, 대한민국
1,5Department of Marine Life Sciences, Jeju National University, Jeju 63243, Republic of Korea
2,4Chuncheon Center, Korea Basic Science Institute (KBSI), Chuncheon 24341, Republic of Korea3Subtropical Horticulture Research Institute, Jeju National University, Jeju 63243, Republic of Korea
(Received 21 November 2019, Revised 11 December 2019, Accepted 12 December 2019)

Abstract Previously, agar obtained from Gelidum sp. has a small molecular weight and has the 
disadvantage of inherent viscosity properties and poor functionality as a dietary fiber. In order 
to improve aforementioned disadvantages, agar having a fluidity that can be added to food at 
a higher concentration that a powder agar having a gelling property at low concertation was 
manufactured. In addition, the anti-inflammatory activity of agar hydrolysates was evaluated to 
confirm their potential as a functional material. As a result, agar hydrolysates significantly reduced 
NO levels secreted by LPS-activated macrophages and inhibited the expression of iNOS and 
COX-2, which are inflammatory mediators that regulates NO secretion in macrophages. 
Furthermore, in in vivo zebrafish embryos model results demonstrated significant reduction of 
LPS induced NO production after the treatment of agar hydrolysate hydrolyzed for 360 min. 
In addition, ROS production and cell death by stresses were also reduced in LPS-exposed embryos 
after the treatment of agar hydrolysis product hydrolyzed for 360 min. Taken together, agar hydro-
lysate hydrolyzed for 360 min can be easily added into food due to their fluidity and used as 
a food ingredient that inhibits inflammation due to their anti-inflammatory property. 
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조섬유 0.5~0.8% 등도 포함하고 있으며, 우수한 수

분흡수성, 응고성, 점탄성, 보수성 등을 지니고 있어 

식품제조과정에서 안정제, 중량제, 형성제, 농후제, 
건조방지제, 물성유지제 등으로 활용되고 있다 [3]. 
그러나, 우뭇가사리 유래의 한천은 낮은 농도에서도 

겔을 형성하며 85°C 이하에서는 녹지 않는 특성 때

문에 식품개발에 있어서 그 용도와 기능이 매우 제

한적이다. 따라서 한천의 용도와 기능성 향상을 목

적으로 효소 또는 산을 이용한 가수분해물을 통해 

한천올리고당이 생산된다. 산가수분해법으로는 무

기산(염산, 황산 등), 유기산(구연산, 아세트산, 아스

코르빈산 등) 고체산(양이온 교환 수지, 양이온 교환 

섬유 등) 등이 사용되고 있으며 일본에서는 양이온 

교환 수지를 사용하여 제조된 올리고당(중합도 10 
이하) 용액을 이용하여 개발된 음료 제품이 판매되

고 있다. 그러나, 산가수분해법은 무작위로 한천을 

분해하므로 한천올리고당의 기능성 및 안정성이 확

보되기 어렵기 때문에 [2] 이를 보완할 수 있는 방법

이 필요하다. 반면, 한천분해효소를 이용한 가수분

해는 결합을 분해하는 위치에 따라 α-agarase와 β

-agarase에 의한 가수분해 2 종류로 구분할 수 있다 

[1]. α-agarase는 α-1,3 결합을 가수분해하여 아가로

올리고당(agarooligosaccharides)을 생산하는데 현재

까지 알터로모나스 아가리티쿠스(Alteromonas agar-
lyticus), 슈도모나스 종(Pseudomonas sp.), 탈라소모

나스 종(Thalassomonas sp.) 등에서만 보고되었으며 

β-agarase에 비해 활성이 낮고 생산성도 높지 않아 

산업적 활용가능성이 낮은 실정이다. 한편, β
-agarase는 β-1,4 결합을 가수분해하여 네오아가로올

리고당(neoagarooligosaccharides)를 생산하며 보고된 

대부분의 한천분해효소는 해양 세균 유래이다 [4]. 
α-agarase에 의해 생성된 아가로올리고당과  β

-agarase에 의해 생성된 네오아가로올리고당은 항암 

효과, 면역증진 효과, 항산화 효과, prebiotic 효과, 간
보호 효과, 항균 효과, 미백 효과, 보습 효과 등의 

다양한 기능성이 보고되어 있어 고부가가치 기능성

물질의 가능성이 매우 높은 것으로 알려져 있다 [4]. 
이전 연구에서 우뭇가사리를 가열처리하여 한천을 

추출하는 기법을 이용하여 당질을 추출함과 동시에 

가열분해를 통해 특정 분자량의 크기로 올리고당화

하는 기술을 개시하였으나 생산된 한천올리고당은 

분자량이 작아 한천 고유의 보수성과 식이섬유로서

의 기능성이 떨어지는 단점이 있었다. 한편, 염증은 

독성물질, 상해, 감염 등의 유해한 자극으로부터 숙

주를 보호하기 위한 병리학적 반응의 대표적인 특징

으로 다양한 면역세포와 매개물질이 관여하는 복잡

한 과정이다 [5]. 또한, 염증반응은 대식세포, 호중구 

등과 같은 면역관련 세포들이 염증성 cytokines, 일산

화질소(nitric oxide, NO) 및 prostaglandin E2 (PGE2) 
등의 염증매개물질을 분비하여 발생한다 [6]. 특히, 
만성 염증 매개물질인 NO는 nNOS, eNOS, iNOS 등 

세가지 합성 효소에 의해 L-arginine과 분자 산소로

부터 합성된 물질로 많은 연구를 통해 과생성된 NO
가 신경계 장애뿐만 아니라 혈관 기능장애, 기타 염

증과 관련된 질환을 유발하는 주요 원인으로 알려져 

있으며 과생성된 NO로 인한 질환이 발생할 경우 

NO는 ROS와 결합을 통해 인체 내 분자를 산화시켜 

질환 발병이 가속화되므로 백혈구와 대식세포는 

NO를 신속하게 제거하는 역할 수행을 통해 인체를 

방어하게 된다 [7]. 이에 대식세포에서 분비되는 NO
의 생성을 억제할 수 있는 새로운 물질을 연구하고 

개발하는 것은 염증성 질환의 치료 및 면역 반응 연

구에서 중요한 역할을 한다. 따라서 본 연구에서는 

새로운 한천 가수분해물을 제조하여 이화학적 특성

을 검토하고, LPS(lipopolysaccharides)로 염증을 유도

한 RAW264.7 대식세포에 대한 항염증 효과를 확인

함으로써 한천의 식이섬유원으로서의 기능을 유지

하면서 한천올리고당이 가진 생리활성이 기능이 부

가된 한천 가수분해물을 제조하고, 이들의 염증성 

질환 치료 연구에 기초자료를 제공하고자 하였다.

재료 및 방법

실험 재료
본 실험에 사용된 Dulbecco’s modified eagle me-

dium (DMEM), fetal bovine serum (FBS), pen-
icillin/streptomycin (P/S), phosphate buffered saline 
(PBS), EDTA-trypsin은 Gibco-BRL (Gibco-BRL, NY, 
USA)에서 구입하였으며, 제주산 우뭇가사리로부터 

제조된 한천은 ㈜제주씨그린(Jeju, Korea)에서 구입

하였다. 이 외에 사용 된 다른 화학 물질과 시약은 

분석 등급을 사용하였다.
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한천 가수분해물의 제조
한천은 증류수를 넣은 삼각플라스크에 첨가한 후 

가열하여 한천을 용해하였다. 용해한 한천은 50℃, 
150 rpm으로 설정한 진탕배양기에 넣고, 반응액의 

온도가 설정 온도와 동일한 온도까지 내려가면 염산

을 첨가하여 가수분해를 수행하였다. 한천의 최종 

농도 2% (4 g/200 mL), 염산의 최종 농도가 50 mM이 

되도록 반응액을 제조하여 반응 시간 별로 가수분해

를 수행하였다. 가수분해물은 수산화나트륨을 첨가

하여 중화한 후 냉장 보관하였다. 항염 활성 평가에

는 동결건조한 한천 가수분해물을 사용하였다. 

점도의 측정
가수분해 반응 완료 후의 시료는 중화 후 25℃에 

2시간 이상 방치한 다음 VISCOMETER TVC-7 (TOKI 
SANGYO, Tokyo, Japan)을 이용하여 측정하였다.

환원당의 정량
가수분해 반응에 따라 생성되는 환원당의 함량은 

DNS(dinitrosalicylic acid)법에 따라 갈락토스(galactose)
를 사용한 표준검량선으로부터 정량 하였다. 가수분해 

시간에 따른 한천의 분해율은 반응액의 전당(초기 한천 

함량)에 대한 환원당의 비로 나타내었다. 표준물질로는 

갈락토스를 0 – 20 mg/mL의 범위에서 제조하여 사용

하였으며, 정량 가능 범위는 0.1 – 5 mg/mL이었다.

한천 가수분해물의 생리활성 평가
세포 배양
마우스 유래 대식세포주(murin macrophage cell 

line)인 RAW264.7 세포는 한국세포주은행 (Korean 
Cell Line Bank, KCLB, Seoul, Korea)으로부터 분양 

받아 Kim 등(2014) [6]의 방법에 따라 10% 소태아혈

청(Fetal bovine serum, FBS)과 1% pen-
icillin/streptomycin(P/S)이 함유된 DMEM(Dulbecco’s 
modified Eagle’s medium) 배지를 사용하여 37°C, 5% 
CO2 incubator에서 1 × 105 cells/mL로 분주 후 con-
fluent 상태가 될 때까지 37°C를 유지하는 CO2 in-
cubator에서 배양하였다.

일산화질소(NO) 생성 및 세포 생존율 평가
LPS(Lipopolysaccharide)를 처리하여 염증을 유도

한 대식세포에 대한 가수분해물의 염증 보호 효능을 

확인하기 위하여 대식세포로부터 분비되는 일산화

질소(NO) 양과 세포생존율을 측정하였다. 먼저 NO 
생성량을 측정하기 위하여 배양한 RAW264.7 세포

를 10% FBS와 1% P/S가 함유된 DMEM 배지에 현탁 

하여 24 well plate에 각 well 당 1 × 105 cells/mL로 

동일하게 분주하고 16시간 동안 배양하여 부착시켰

다. 그 후, 한천 가수분해물을 처리하였고, 1시간 후 

LPS(1 μg/mL)를 처리하여 다시 24시간 동안 배양하

였다. 생성된 NO의 양은 상등액과 Griess 시약[1% 
(w/v) sulfanilamid in 5% (v/v) phosphoric acid와 0.1% 
(w/v) aphtylethylenediamine-HCl]을 동량 (1:1, v:v) 혼
합하여 96 well plates에서 10분 동안 반응시킨 후 540 
nm에서 흡광도를 측정하였다. 한편, 세포생존율을 

측정하기 위하여 한천 가수분해물을 처리하고, LPS
로 염증을 유도한 대식세포에 MTT(2 mg/mL)를 첨

가하여 4시간 배양한 후 상층액을 완전히 제거하고 

DMSO(dimethylsulfoxide)를 가하여 침전물을 완전히 

용해시킨 후 540 nm에서 흡광도를 측정하여 살아있

는 세포의 양을 측정하였다.

염증 매개 인자 단백질 발현 측정
염증 매개 인자의 단백질 발현량을 측정하기 위하

여 배양한 RAW264.7 세포를 10% FBS와 1% P/S가 

함유된 DMEM 배지에 현탁 하여 6 well plate에 각 

well에 1 × 105 cells/mL로 동일하게 분주하고 16시간 

동안 배양하여 부착시켰다. 그 후, 한천 가수분해물

을 처리하였고, 1시간 후 LPS(1 μg/mL)를 처리하여 

다시 24시간 동안 배양하였다. 그 후, 세포 내 단백질

을 얻기 위하여 상등액을 제거하고 세포를 회수하여 

lysis buffer[50 mM Tris-HCl (pH 7.4), 150 mM NaCl, 
1% Triton X-100, 0.1% SDS, 1mM ethyl-
enediaminetetraacetic acid (EDTA)]로 세포 내 단백질

을 용해한 후 BCA protein assay kit(ThermoFisher 
Scientific, MA, USA)를 통해 단백질 정량 하였다. 동
일한 단백질 양을 SDS-PAGE에 loading 하여 크기에 

따라 분리한 뒤 nitrocellulose membrane으로 transfer
하여 membrane에 염증 매개 인자인 iNOS와 COX-2
의 1차 항체를 반응시킨 후 2차 항체를 결합시켜 

western blotting detection kit(ThermoFisher Scientific, 
MA, USA)를 사용한 chemiluminescence 방법을 통하

여 단백질의 발현량을 가시화 하였고, FusionCapt 
Advance FX7 program (Vilber Lourmat, Austraila)을 
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통하여 단백질의 발현량을 수치화 시켜 분석하였다.

In vivo zebrafish embryos 배양 및 한천 가수분해
물 처리

In vivo 실험 동물로 사용된 zebrafish(Danio rerio, 
wild type)는 제주월드피쉬수족관(Jeju, Korea)에서 

구입하였고, Yang 등(2018) [8]의 방법에 따라 사육

하였다. 성체 수컷 2마리와 암컷 1마리를 mating 하
여 다음날 빛이 켜짐에 따라 자연적으로 산란하는 

embryos를 획득하여 embryo media로 채운 petri dish
에 보관하여 37°C incubator에서 배양하였다. 7-9 hpf 
(hour post-fertilization)의 embryos를 12 well plates에 

각 well 당 15 embryos씩 분주한 후 한천 가수분해물

을 처리하였다. Zebrafish embryos에 염증을 유도하

기 위하여 한천 가수분해물을 처리하고, 1시간 후 

LPS(10 μg/mL)를 처리하여 염증을 유도한 후 37°C 
incubator에서 배양하였다.

Zebrafish embryos 체내 NO 생성 및 생존율 평가
LPS를 처리하여 염증을 유도한 zebrafish embryos

에 대한 한천 가수분해물의 zebrafish embryos 보호 

효능을 평가하기 위하여 LPS 처리된 zebrafish em-
bryos 체내에서 생산되는 NO를 4-amino-5-methyl-
amino- 2',7'-difluorofluorescein diacetate (DAF-FM 
DA) 형광 dye를 통해 측정하였다. 한천 가수분해물

을 처리하고 1시간 후 LPS(10 μg/mL)를 처리하여 

염증을 유도한 후 37°C incubator에서 배양하였다. 
24시간 후 embryo media를 모두 제거한 후 새로운 

embryo media를 넣어준 후 3 d pf(days post-fertiliza-
tion)에 24 well plates에 각 well 당 10 embryos씩 분

주하여 DAF-FM DA 형광 dye를 처리한 후 3시간 

동안 암반응 시켰다. 암반응 후 새로운 embryo me-
dia로 2회 세척하고 MS-222(0.003%)로 1분 동안 마

취시킨 후 CoolSNAP-Pro color digital camera가 장착

된 현미경(Olympus, Tokyo, Japan)을 이용하여 형태

학적으로 관찰하였고, Image J program을 통하여 형

광 발현량을 수치화 시켜 분석하였다. 또한, zebra-
fish embryos 생존율을 측정하기 위하여 한천 가수

분해물을 처리하고 24시간 후 embryo media를 모두 

제거하고 새로운 embryo media를 넣어준 후 24시간 

간격으로 7 dpf(days post-fertilization)까지 생존율을 

측정하였다.

Zebrafish embryos 체내 ROS 생성 및 Cell death
평가

LPS 처리된 zebrafish embryos 체내에서 생성되는 

ROS와 더불어 Cell death의 양에 대한 한천 가수분해

물의 억제 효능을 평가하기 위하여 각각 2',7'–di-
chlorofluorescin diacetate(DCFH-DA)와 acridine or-
ange 형광 dye를 통해 측정하였다. 한천 가수분해물

을 처리하고 1시간 후 LPS(10 μg/mL)를 처리하여 

염증을 유도한 후 37°C incubator에서 배양하였다. 
24시간 후 embryo media를 모두 제거하고 새로운 

embryo media를 넣어준 후 3 dpf(days post-fertiliza-
tion)에 24 well plates에 각 well 당 10 embryos씩 분주

하여 DCFH-DA와 acridine orange 형광 dye를 각각 

처리하였다. 체내 ROS 생성량을 측정하기 위하여 

DCFH-DA 형광 dye를 처리한 zebrafish embryos는 1
시간 동안 암반응 시켰고, Cell death를 측정하기 위

하여 acridine orange 형광 dye를 처리한 zebrafish em-
bryos는 30분 동안 암반응 시켰다. 암반응 후 새로운 

embryo media로 2회 세척하고 MS-222(0.003%)로 1
분 동안 마취시킨 후 형광현미경을 이용하여 형태학

적으로 관찰하였고, Image J program을 통하여 형광 

발현량을 수치화 시켜 분석하였다.

통계 분석
실험 결과의 통계 처리는 각각의 시료에 대한 평

균 ± 표준편차로 나타내었다. SPSS 프로그램(SPSS 
Inc. Ver. 12.0)을 사용하여 One-way ANOVA-test를 

실시하여 조사 항목들 간의 유의성 검증은 Turkey’s 
multiple range test 로 P < 0.05 및  P < 0.01 수준에서 

실시하였다.

결과 및 고찰

가수분해 시간에 따른 한천 가수분해물의 이화학적
특성
염산의 첨가에 따른 한천 가수분해물의 환원당 

함량(Figure 1A) 및 가수분해율(Figure 1B)의 변화

를 살펴본 결과, 환원당 함량 및 가수분해율 모두 

반응시간이 길어질수록 증가하였다. 또한, 한천 가

수분해물의 가수분해 시간에 따른 점도를 측정한 

결과, 15분까지는 가수분해물이 겔화하여 점도 측

정이 불가 하였으나, 30분 가수분해물의 평균 점도
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는 약 7,845 cps, 45분 가수분해물의 평균 점도는 

약 5,060 cps, 60분 가수분해물의 평균 점도는 약 

1,172 cps, 90분 가수분해물의 평균 점도는 약 203 
cps로 나타났고, 120분 이상의 가수분해 시간에서

는 점도가 100 cps 이하였고 이수 현상이 나타났다 

(Table 1). 위 결과로부터 한천 가수분해물은 가수

분해 시간이 증가할수록 점도가 감소하고 환원당

의 함량이 증가함을 확인하였다. 이와 같이 제조한 

한천 가수분해물을 이용하여 생리활성 평가를 수

행하였다.

(A) (B)

Figure 1. Reducing sugar contents (A) and yield (B) of agar hydrolysates according to reaction time.

Table 1. Viscosity of agar hydrolysates according to reaction time.

Reaction time
(min) 0 15 30 45 60 90 120 180 360

Viscosity
(cps) Gelling Gelling 7,845

±2,973.86
5,060

±815.61
1,172

±382.06
203

±66.10 ≥100 ≥100 ≥100

한천 가수분해물에 의한 대식세포의 염증 억제 효과
대식세포(macrophages)는 외부에서 이물질이나 

바이러스, 병원 미생물 등이 침입할 경우 생체 방어

를 보다 효과적으로 수행하기 위해 최초로 병원체에 

대응하는 면역세포로써 항원의 감시 및 이동, 식균

작용 등을 담당하는 선천면역계의 중요한 세포이다 

[7]. 또한, 대식세포는 일산화질소(NO)를 포함한 cy-
tokines과 prostaglandins 등의 다양한 염증매개물질

을 방출하는 것을 통해 선천면역과 후천면역에서 중

요한 역할을 할 뿐만 아니라 염증성 질병에서 중심

적인 역할을 한다 [6]. 특히, NO는 미생물의 침입이

나 cytokines의 자극에 의하여 세포가 활성화되는 것

으로 NO 합성 효소(inducible isoforms of NO syn-
thase, iNOS)에 의해 L-arginine으로부터 형성되는 반

응성이 강한 이원자 free radical로써 적절한 수준의 

NO는 면역조절, 혈관확장, 신경전달 및 혈소판 억제 

등의 기능을 수행하지만 다량 생성될 경우 염증반응

을 촉진하고 기관지염, 관절염, 종양발생 및 세포의 

돌연변이 등의 병적 반응을 일으키는 것으로 알려져

있다 [9]. 따라서, 대식세포에 염증반응을 유도하는 

외부 자극물질로 사용되는 LPS를 이용하여 대식세

포에서 생성되는 NO의 양을 세포배양액 중에 존재

하는 NO2
-의 형태로 측정하여 가수분해 시간에 따른 

한천 가수분해물의 NO 생성 억제 효능을 측정하였

다. 먼저, 한천 가수분해물이 대식세포에 독성을 미

치는지 확인하기 위하여 한천 가수분해물(250 μ
g/mL)만 처리한 결과, Figure 2A에 나타난 것처럼 

독성을 나타내지 않았다. 다음으로 한천 가수분해물

의 항염 효능을 확인한 결과, Figure 2B에 나타난 것

처럼, LPS만 처리한 세포의 NO production을 100%로 

하였을 때 아무것도 처리하지 않은 대조군(Control)
의 NO production은 약 20%를 나타내었다. 이 결과

로 LPS에 의해서 염증 자극이 유도된 것을 확인하였

다. 또한, 가수분해 시간에 따른 한천 가수분해물을 

처리한 실험군 중 360분 가수분해물을 처리한 실험

군의 NO production이 약 70% 이상 감소되었다 

(Figure 2B). 또한, 대조군과 LPS만 처리한 군의 세포

생존율은 약 90%로 세포 독성을 나타내지 않았다.
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이를 통해 LPS가 독성을 나타내지 않으면서 NO 
생성을 유도한 것을 확인하였다. 반면, LPS 처리로 

염증을 유도하기 전에에 시간 경과에 따른 한천 가

수분해물을 전처리한 모든 실험군에서 세포 사멸을 

보이지 않았다 (Figure 2C). 따라서, 360분 가수분해

물(Sample F)이 대식세포에서 독성을 나타내지 않으

며 LPS에 의한 NO 생성을 억제함으로써 염증 보호 

활성을 나타내는 것을 확인하였다.

 (A)  (B)

(C)

Figure 2. Anti-inflammatory activities of agar hydrolysates according to reaction time on lipopolysaccharides (LPS)-induced 
RAW 264.7 macrophages. (A), Cytotoxicity of agar hydrolysates; Effects of agar hydrolysates on nitric oxide (NO) production 
(B) and cell viability (C) in LPS-stimulated RAW 264.7 macrophages. The agar hydrolysates used to experiments are as 
follow: A, reaction time is 0 min, B, reaction time is 45 min; C, reaction time is 60 min; D, reaction time is 90 min; E, 
reaction time is 120 min; F, reaction time is 360 min.

한천 가수분해물에 의한 염증 매개 인자 단백질 발
현 감소 효과
염증성 매개체의 유도는 전사인자의 활성화에 의

해 일어나게 된다. 염증 유발인자로 작용하는 LPS는 

대식세포의 toll-like receptor(TLR4)라고 불리는 pat-
tern recognition receptor를 통해 세포 내 mi-
togen-activated protein kinase(MAPK) family를 포함하

여 여러 신호전달 경로를 활성화시키는 것으로 알려

져 있으며, 활성화된 MAPKs는 전사조절 인자인 nu-
clear transcription factor-kappa-B (NF-κB)를 핵 내로 

translocation을 유도하며, 그 결과 iNOS 또는 COX-2
와 같은 pro-inflammatory 유전자 발현을 촉진하여 염

증 반응을 일으킨다 [5].  따라서, LPS에 의해 염증 

자극이 된 대식세포에서 iNOS와 COX-2와 같은 

pro-inflammatory 인자의 단백질 발현이 한천 가수분

해물에 의해 어떻게 조절되는지 확인하였다. 그 결과, 
Figure 3에 나타낸 것과 같이 β-Actin에 대하여 iNOS
와 COX-2의 발현량을 비교했을 때 아무것도 처리하

지 않은 대조군(Control)은 iNOS와 COX-2의 단백질

이 발현하지 않은 반면, LPS만을 처리하여 염증 자극

을 유도한 실험군에서는 iNOS와 COX-2의 단백질 발

현이 상당히 증가하였다. 이를 통해, 염증 자극 유도

제로 사용한 LPS에 의하여 염증이 유도 되어 pro-in-
flammatory 인자들이 활성화 된 것을 확인하였다. 그
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러나, 360분 한천 가수분해물(Sample F)을 처리하였

을 때 iNOS와 COX-2의 단백질 발현이 유의성을 나타

내며 크게 감소하였다. 특히, iNOS 단백질 발현이 360
분 한천 가수분해물(Sample F)을 처리한 모든 실험군

에서 감소하였다. 이를 통하여 선천면역뿐만 아니라 

획득면역 등 다양한 숙주 반응에 관여하여 항상성 유

지에 관여하는 것으로 알려진 대식세포가 LPS 자극

에 의하여 활성화 되어 NO 합성 효소인 iNOS가 과발

현 되었고, 360분 한천 가수분해물(Sample F)에 의하

여 발현이 억제되었으며 앞서 확인한 NO 생성 역시 

iNOS 발현 억제를 통한 것으로 여겨진다.

(A)

(B)

(C)

Figure 3. Down-regulation of iNOS and COX-2 proteins by 
the treatment of agar hydrolysate hydrolyzed for 360 min 
(Sample F) in LPS-stimulated RAW 264.7 macrophages. (A), 

Western blot bands; (B), iNOS protein expression; (C), 
COX-2 protein expression. Experiments were performed in 
triplicate and the data were expressed as mean ± SE; * P 
< 0.05, and ** P < 0.01 as compared to the untreated group.

한천 가수분해물에 의한 zebrafish embroys 체내
NO 생성량 변화
열대성 담수어인 zebrafish(Danio rerio)는 포유류

와 생리적 유사성 때문에 분자유전학, 발생학, 약
물 및 독성학에 관한 연구에서 널리 이용되는 실험 

동물모델로서 공간의 제약을 받지 않는 작은 크기

와 대량으로 쉽게 수정란을 확보할 수 있고, 더불

어 조직 및 장기가 하루 만에 형성되는 빠른 발생

과정 등의 장점을 가지고 있다 [8]. 따라서, 한천 

가수분해물을 zebrafish 배아(embryos)에 처리하여 

배아 내 염증 반응을 관찰하였다. 먼저, zebrafish 
embryos에 염증을 유도하기에 앞서 한천 가수분해

물이 zebrafish에 미치는 영향을 알아보기 위해 시

간 경과에 따른 한천 가수분해물 중 세포 수준에서 

가장 뛰어난 항염 효능을 나타내었던 360분 한천 

가수분해물(Sample F)을 처리하여 7일까지 생존율 

변화를 확인하였다. 그 결과, Figure 4A에 나타낸 

것처럼 15.6 μg/mL 농도 이상에서 생존율이 약 

80% 이상 감소하였다. 이후, 독성을 나타내지 않는 

한천 가수분해물이 LPS로 염증이 유도된 zebrafish 
embryos 체내 NO 생성을 억제하는지 확인하였다. 
먼저, LPS가 zebrafish 배아 체내 NO 생성을 유도하

는지 확인하기 위하여 아무것도 처리하지 않은 대

조군(Control)과 LPS만을 처리한 실험군의 NO 생
성량을 형광 현미경으로 관찰한 후 가시화하여 비

교했을 때 LPS만을 처리한 실험군의 zebrafish em-
bryos 체내 NO 생성량이 유의적으로 증가하였다. 
반면, 360분 한천 가수분해물(Sample F)을 처리하

였을 때 zebrafish embryos 체내 NO 생성량이 유의

적으로 감소하였다 (Figure 4C). 또한, 고농도(15.6 
μg/mL)의 360분 한천 가수분해물(Sample F)을 처

리하였을 때 zebrafish embryos의 생존율이 LPS만
을 처리한 실험군과 비교하여 아무것도 처리하지 

않은 대조군(Control)과 유사하게 나타났다 (Figure 
4B).
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 (A)  (B)

(C)

Figure 4. Changes in survival rates of zebrafish embryos after treating with the hydrolysate hydrolyzed for 24 hours (Sample 
F) (A) and with Sample F and LPS (B). Nitric oxide (NO) production in LPS exposed zebrafish embryos after treating with 
the hydrolysis product hydrolyzed for 24 hours (Sample F) (C). Experiments were performed in triplicate and the data were 
expressed as mean ± SE; * P < 0.05, and ** P < 0.01 as compared to the untreated group.

한천 가수분해물에 의한 zebrafish 체내 ROS 생성
량 및 Cell death 변화

NO는 대식세포의 활성으로 인한 산물로 oxygen rad-
ical과 더불어 강력한 항 미생물 작용을 하며 NO가 생

성될 때 Ca2+ 농도의 증가로 인해 superoxide anion (O2
-)

과 H2O2가 함께 생성되면 산화력이 강한 OH-로의 연쇄

반응을 일으켜 세포 조직에 영향을 주어 직간접적으로 

조직의 산화를 초래한다 [10]. 활성산소(reactive oxy-
gen species, ROS)는 인체 세포를 공격하여 과산화지질

을 형성하고, DNA와 RNA 파괴뿐만 아니라 세포 사멸

과 괴사 발생 및 다양한 효소 기능을 억제하여 다양한 

질병을 유발하는 주요 원인이 된다 [9]. 따라서, 각각의 

형광 dye 염색을 통해 zebrafish embryos 체내 ROS 생성

량과 cell death를 관찰하였다. 그 결과, Figure 5A에서 

확인할 수 있듯이 zebrafish embryos 체내 ROS 생성량이 

LPS에 의해 증가하였고, 360분 한천 가수분해물(Sample 
F)을 처리하였을 때 zebrafish embryos 체내 ROS 생성량

이 감소하는 경향을 보였다. 또한, 아무것도 처리하지 

않은 대조군(Control)과 비교하여 LPS만을 처리한 ze-
brafish embryos의 cell death가 증가하였다. 반면, 360분 

한천 가수분해물(Sample F)을 처리한 실험군 중 고농도

(15.6 μg/ml)에서 cell death가 유의적으로 감소하였다 

(Figure 5B). 이는 LPS에 의해 지질과산화 및 DNA/RNA 
손상이 일어나 체내 ROS가 증가하며 세포사멸이 일어

났으며, 360분 한천 가수분해물(Sample F)에 의해 체내 

ROS 생성과 Cell death가 감소된 것으로 여겨진다.
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(A)

(B)

Figure 5. Reactive oxygen species (ROS) production (A) and cell death (B) in LPS exposed zebrafish embryos after treating 
with the hydrolysate hydrolyzed for 24 hours (Sample F). Experiments were performed in triplicate and the data were expressed 
as mean ± SE; * P < 0.05, and ** P < 0.01 as compared to the untreated group.

결 론

이전 우뭇가사리 유래 한천은 분자량이 작고 한천 

고유의 보수성과 식이섬유로의 기능성이 떨어지는 

단점이 있어 이를 보완하여 낮은 농도에서도 겔화되

는 특성을 가진 분말 한천보다 고농도로 식품에 첨

가될 수 있는 한천 가수분해물을 제조하였다. 또한, 
이들의 항염 효능을 측정한 결과, 360분 이상 한천 

가수분해물이 LPS로 염증 자극된 대식세포에서 분

비되는 NO 분비량을 억제하였고, NO 분비를 조절

하는 염증매개인자인 iNOS뿐만 아니라 COX-2의 단

백질 발현을 감소시켰다. 게다가, 360분 이상 한천 

가수분해물은 in vivo zebrafish 동물모델에서 LPS 염
증 자극에 의하여 zebrafish 체내 NO 생성량뿐만 아

니라 ROS 생성량과 cell death를 크게 감소시켰다. 
결과들을 종합하면 한천 가수분해물(360분 가수분

해물,  Sample F)은 페이스트상(현탁액)이므로 식품 

내에 균일하게 혼합될 수 있을 뿐만 아니라 항염 효

능을 가지고 있어 염증 억제 또는 개선 식품의 제조

에 사용될 수 있을 것으로 기대된다.
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