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ABSTRACT
Purpose: This study examined the effects of Sargassum horneri extracts on palmitic acid (PA)-
induced endoplasmic reticulum (ER) stress in HepG2 cells.
Methods: HepG2 cells were treated with varying concentrations of S. horneri extract or PA, 
and the cell viability was measured by water soluble tetrazolium salts analysis. The effective 
induction of ER stress and the effects of S. horneri were investigated through an examination 
of the ER stress-related genes, such as activating transcription factor 4 (ATF4), X-box binding 
protein (XBP1s), C/EBP homologous protein (CHOP), and 78-kDa glucose-regulated protein 
(GRP78) by quantitative reverse transcription polymerase chain reaction. The expression and 
activation levels of unfolded protein response (UPR) associated proteins, such as inositol-
requiring enzyme-1α (IRE1α), eukaryotic translation initiation factor 2 alpha submit (eIF2α), 
and CHOP were examined by western blot analysis.
Results: The treatment with PA increased the expression of UPR associated genes 
significantly and induced ER stress in a 12-hour treatment. Subsequent treatment with S. 
horneri reduced mRNA expression of ATF4, GRP78, and XBP1s. In addition, the protein levels 
of phosphate (p)-IRE1α, p-elF2α, and CHOP were also reduced by a treatment with S. horneri. 
An analysis of sirtuin (SIRT) mRNA expression in the S. horneri and PA-treated HepG2 cells 
showed that S. horneri increased the levels of SIRT2, SIRT6, and SIRT7, which indicates a 
possible role in reducing the expression of ER stress-related genes.
Conclusion: These data indicate that S. horneri can exert an inhibitory effect on ER stress caused 
by PA and highlight its potential as an agent for managing various ER stress-related diseases.
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서론

소포체 (endoplasmic reticulum [ER])는 조면 소포체 (rough ER)와 활면 소포체 (smooth ER)

로 나누어지는데 리보솜이 있는 조면 소포체에서 전령 RNA (mRNA)의 코돈 (codon)에 따라 

아미노산을 붙여 단백질로 번역 후 수정 (post-translational modification) 즉, 접힘 (folding)과 

조립 (assembly), 이황화결합 (disulfide bond) 및 당화 (glycation) 등이 이루어져 활성형 단백
질을 배출시킨다 [1,2]. 또한, 최적의 단백질 접힘을 위해서 ATP, Ca2+ 및 이황화결합 형성을 

위한 산화 환경 등 몇 가지 요인이 요구된다 [3]. 그러나, 칼슘 항상성의 이상, 미접힘 단백질 

(misfolded protein)의 과다 유입, 염증반응 등 생리적 혹은 병리적 환경의 변화로 소포체 기
능에 장애가 발생하는데 이러한 상태를 소포체 스트레스 (ER stress) 라고 한다 [4-6]. 소포체 

스트레스 발생 시 세포는 생존하기 위한 방어기전인 미접힘 단백질 반응 (unfolded protein 

response [UPR]) 신호 전달 경로를 작동시킨다 [7]. UPR 기전의 경로는 첫 번째로 리보솜에
서 mRNA로부터 단백질로 번역되는 것을 억제 (translational attenuation)하여 새로운 단백
질이 소포체 내로 유입되는 것을 막는다 [8]. 두 번째는 단백질을 접합시키는데 필요한 유전
자를 발현시켜 소포체의 접힘 능력을 증진시킨다 [9,10]. 세 번째 반응은 소포체에서 비정상
으로 접힘이 되거나 미접힘 단백질을 세포질 내 ubiquitin-proteasome 과정을 통해 분해하여 

제거하는 소포체 스트레스 관련 분해 (ER associated protein degradation) 반응이다 [11]. 이러
한 URP 기전은 inositol-requiring enzyme-1α (IRE1α), protein kinase-like endoplasmic reticulum 

kinase (PERK), activating transcription factor 6 (ATF6)에 의해 매개되며 이러한 반응들에도 소
포체 스트레스가 장기간 지속되면 C/EBP homologous protein (CHOP) 단백질이 활성화되어 

세포사멸 (apoptosis)의 과정이 촉진될 뿐만 아니라 [12,13], 신경퇴화성 질환, 당뇨병, 암을 포
함한 많은 질환의 발생에 연관되어 있다고 보고되었다 [14].

Palmitic acid (PA)는 혈청에 존재하는 가장 풍부한 유리지방산 (free fatty acid) 중 하나로 이전
의 연구에 따르면, 과도한 유리지방산은 지방세포 및 췌장 β세포에서 UPR과 관련된 유전자
를 상향 조절함으로써 소포체 스트레스를 유도하는 것으로 나타났다 [15,16]. 많은 선행연구
에서는 소포체 스트레스 유도를 위해 종양 promotor인 thapsigargin을 이용하였으며 [17,18] 

PA를 이용한 소포체 스트레스 유도 조건에서의 연구는 미비한 실정이다.

해조류는 다량의 무기질을 함유하고 다당류의 함량이 높아 천연자원으로 각광받고 있으며, 

특히 갈조류의 경우 항암, 항염증 및 항산화 등 생리활성 물질이 풍부한 것으로 알려져 있다 

[19,20]. 갈조 모자반 속 식물인 괭생이 모자반 (Sargassum horneri)은 주로 중국과 일본 및 우리
나라 동해안과 남해안에 분포하고 일본의 경우 오래 전부터 식용으로 이용되고 있는 것으로 

보고되며 우리나라에서는 사료 및 거름으로 활용하지만 지난 몇 년 동안 해안으로 밀려와 쌓
여 주변 수산업에 영향을 주고 악취를 풍겨 상품성이 떨어진다고 인식되고 있었다 [21]. 괭생
이 모자반에 대한 이전 연구를 살펴보면 수세기 동안 전통 의학에서 음식과 약물의 근원으로 

사용되었으며, 풍부한 아미노산, 비타민 및 다당류로 구성되고 항염증, 항바이러스, 항산화, 

항암 작용과 같은 다양한 생리 활성을 가지고 있다고 보고되어 있다 [22,23]. 그러나 괭생이 

모자반 추출물의 소포체 스트레스 억제 효과 및 기전에 대한 연구는 미비한 실정이므로 본 

연구에서는 HepG2 세포에서 PA로 유도된 소포체 스트레스 조건 시 괭생이 모자반 추출물의 

처리가 소포체 스트레스에 미치는 영향을 확인하였다.
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연구방법

Bovine serum albumin (BSA)를 이용한 BSA-PA conjugate의 제조
본 실험에 사용된 PA은 sodium palmitate (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)를 BSA (raction 

V-fatty acid free; MERCK, Billerica, MA, USA)로 녹여 사용하였다. Sodium palmitate와 BSA는 

Seahorse Bioscience (North Billerica, MA, USA)의 protocol에 따라 6:1 (molecular ratio)의 비율
로 제조하였다.

괭생이 모자반 추출물의 제조
본 실험에 사용에 사용한 괭생이 모자반 열수추출물은 한국프라임제약㈜에서 제공한 시료
를 사용하였다. 제조 과정은 전라남도 완도 일대에서 수거한 후 정수를 이용하여 침지 세척 

및 자숙의 탈염과정을 거친 후 건조하여 수분함량이 10% 이하로 1차 가공된 괭생이 모자반 

원물을 100 mm 수준으로 분쇄한 다음 시료 1 kg에 원물대비 30배에 상당한 정제수를 30 L를 

가하여 온도 90°C에서 4시간 동안 추출하였다. 추출물은 55 μm의 백필터 (bag filter) 여과 후 

원심박막농축기 (Evaporator, CEP-LABO; Okawahara Kakohki, Yokohama, Japan)를 이용하여 

고형분 함량 20% brix가 되도록 농축하였고, 분무건조 (spray dryer, HKC-100-DJ; Niro, Copen-

hagen, Denmark)한 것을 괭생이 모자반 추출물로 사용하였다 [24].

세포주 및 세포배양
인간 간암 세포주 HepG2 세포 (ATCC-HB-8065; ATCC, Manassas, VA, USA)의 배양액은 10% fe-

tal bovine serum (Gibco, Invitrogen, Grand Island, NY, USA)과 1% penicillin-streptomycin (Gib-

co, Grand Island, NY, USA)을 첨가한 Dulbecco's modified Eagle medium (4.5g/L glucose; Gibco 

BRL, Grand Island, NY, USA)을 사용하였으며, 세포 배양은 37°C, 5% CO2 조건의 배양기 (BB15; 

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)에서 실시하였다.

세포 독성 측정
괭생이 모자반 추출물과 PA가 HepG2 세포에 미치는 독성을 알아보기 위해 water soluble tetra-

zolium salts (WST)를 사용하여 cell viability를 측정하였다. 96 well plate에 HepG2 세포를 1 × 104 

cells/mL의 농도로 100 μL씩 분주하여 24시간 동안 배양한 후 농도별 추출물 (6.25, 12.5, 25, 50, 

100, 200, 400, 800 μg/mL), PA (100, 250, 500, 750, 1,000 μM)을 처리하여 24시간 배양하였다. 배
양 후 EZ-Cytox WST assay reagent (Dogenbio Co., Ltd., Seoul, Korea)를 10 μL씩 첨가한 후, 2시간 

뒤에 ELISA reader (microplate absorbance spectrophotometer; Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercu-

les, CA, USA)를 이용하여 450 nm에서 흡광도를 측정하였다. 괭생이 모자반 추출물과 PA가 처
리된 세포 생존율은 대조군 (control)의 세포 생존율 대비 백분율 (%)로 나타내었다.

Western blot analysis
HepG2 세포를 1 × 106 cell/mL 농도로 6 well plate에 분주하고 24시간 동안 배양한 후 PA 750 μM을 

시간대별로 (1, 4, 8, 12, 24시간) 처리하여 배양 시간을 정한 후 농도별 괭생이 모자반 열수추출
물 (10, 50, 100 μg/mL)과 PA 750 μM를 처리하여 12시간 배양하였다. 배양이 끝난 HepG2 세포를 

cold-PBS (phosphate buffered saline; iNtRON Biotechnology Inc., Seongnam, Korea)로 1회 세척한 

후, protease inhibitor (Roche, Mannheim, Germany)와 phosphatase inhibitor (Roche)가 포함된 

lysis buffer (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA)를 가하여 lysis 시킨 후 15,000 rpm에서 15분간 
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원심분리를 하여 단백질을 추출하였다. Bradford reagent (Sigma-Aldrich)를 사용하여 단백질
의 농도를 정량하고 lysate에 5 × sample buffer (Elpisbiotech Inc., Daejeon, Korea)를 넣고 95°C에
서 5분간 불활성화 시켰다. Well당 단백질 30 μg을 10%–12% sodium dodecyl sulphate-polyacryl-

amide gel electrophoresis로 분리한 뒤, 분리된 단백질은 270 mA에서 polyvinylidene difluoride 

membrane에 1시간 30분 동안 transfer하고 membrane에서 antibody 비특이적 결합 방지를 위해 

5% skim milk에서 1시간 동안 blocking하였다. Phosphate (p)-IRE1α, IRE1α, p-eukaryotic trans-

lation initiation factor 2 alpha submit (eIF2α), eIF2α, CHOP, β-actin의 발현량을 측정하기 위해 1

차 항체로는 anti-rabbit p-IRE1α, p-eIF2α, anti-mouse CHOP, β-actin (Cell Signaling Technology 

Inc., Beverly, MA, USA)를 사용하였고 1:1,000의 비율로 희석하여 4°C에서 overnight시키고, tris 

buffered saline Tween-20 (TBS-T)로 5분씩 3회 세척하였다. 2차 항체로 horseradish peroxidase

가 결합된 anti-rabbit IgG (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), anti-mouse IgG (San-

ta Cruz Biotechnology)를 각각 1:10,000, 1:2,000의 비율로 희석하여 상온에서 1시간 반응시킨 

후 TBS-T로 5분씩 3회 세척하였다. 이후 Ezwestlumi-plus (ATTO Co., Tokyo, Japan)를 처리하고 

Chemiluminescent Imaging System (LuminoGraphII, ATTO Co.)을 이용하여 결과를 확인하였고, 

band intensity의 정량화는 CS Analyzer 4 (ATTO Co.)를 이용하였다.

Total RNA 추출 및 cDNA 합성
괭생이 모자반 열수 농도별 추출물 (10, 50, 100 μg/mL)에 PA 750 μM를 처리하여 12시간 배양한 

6 well plate는 HigeneTM Total RNA Prep kit (BioFACT Co., Daejeon, Korea)를 이용하여 제시된 방
법대로 total RNA를 추출하였다. 추출한 RNA는 NanoDrop (NanoDrop ONE, Thermo Fisher Sci-

entific Inc.)을 이용하여 정량하였다. cDNA 합성은 RT-Kit (BioFACT Co.)을 이용하였으며, 역전
사에 의한 cDNA synthesis는 50°C에서 30분간, RTase inactivation은 95°C에서 5분간 반응시켰다.

Quantitative reverse transcription polymerase chain reaction
HepG2 세포의 ATF4, CHOP, 78-kDa glucose-regulated protein (GRP78), X-box binding protein 

(XBP1s), SIRT mRNA의 발현 정도의 측정은 7,500 Real-Time PCR system (Applied Biosystems, 

Foster City, CA, USA)에서 진행하였다. 실험에 사용한 primer sequence는 Table 1과 같다.
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Table 1. Reverse transcription polymerase chain reaction primer sequences
Gene Primer Sequence (5′ → 3′)
ATF4 Forward 5′-GAG GTG GCC AAG CAC TTC AA-3′

Reverse 5′-GCC CGC CTT AGC CTT GTC-3′
CHOP Forward 5′-CTC TGA TTG ACC GAA TGG TGA A-3′

Reverse 5′-GGG ACT GAT GCT CCC AAT TG-3′
XBP1s Forward 5′-AAC CAG GAG TTA AGA CAG CGC TT-3′

Reverse 5′-CTG CAC CCT CTG CGG ACT-3′
GRP78 Forward 5′-TGG CGG AAC CTT CGA TGT-3′

Reverse 5′-CGG ACA ACT TCG AAG ACA CCA T-3′
SIRT1 Forward 5′-TAG CCT TGT CAG ATA AGG AAG GA-3′

Reverse 5′-ACA GCT TCA CAG TCA ACT TTG T-3′
SIRT2 Forward 5′-CCG GCC TCT ATG ACA ACC TA-3′

Reverse 5′-GGA GTA GCC CCT TGT CCT TC-3′
SIRT6 Forward 5′-CCA AGT TCG ACA CCA CCT TT-3′

Reverse 5′-CGG ACG TAC TGC GTC TTA CA-3′
SIRT7 Forward 5′-GTG GAC CCG AAG GAT GAC T-3′

Reverse 5′-TGC ACA GCG ACT TCC GAC T-3′
GAPDH Forward 5′-ATG GAA ATC CCA TCA CCA TT-3′

Reverse 5′-CGC CCC ACT TGA TTT TGG-3′
ATF4, activating transcription factor 4; CHOP, C/EBP homologous protein; XBP1s, spliced X-box binding protein; 
GRP78, 78-kDa glucose-regulated protein; SIRT, sirtuin; GAPDH, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase.



통계처리
실험 결과의 통계처리는 SPSS program (Statistical Package for Social Sciences, ver. 24; IBM Cor-

poration, New York, NY, USA)을 이용하여 분석하였고 평균 ± 표준편차 (mean ± SD)로 나타
내었다. 각 군 간의 평균값에 대한 유의성은 신뢰수준 95% (p < 0.05)에서 one-way analysis of 

variance test를 실시하고 유의한 차이를 검증한 후 사후분석으로 Duncan's multiple range test

를 사용하여 검증하였다.

결과

세포 생존율
괭생이 모자반 추출물과 PA의 세포 생존율을 알아보기 위해 HepG2 세포에 각각 6.25–800 μg/

mL과 50–1,000 μM의 농도로 24시간 배양한 결과, 괭생이 모자반 추출물 800 μg/mL 농도에
서 세포 생존율이 감소하고 (Fig. 1A), PA의 경우 1000 μM 농도일 때 세포 생존율이 감소하는 

것으로 나타났다 (Fig. 1B). 따라서 이후 실험에는 괭생이 모자반 추출물 처리 시 세포 생존율
에 영향을 주지 않는 100 μg/mL 이하를 사용하였고 PA 처리 시 750 μM 이하를 사용하였다.

PA를 농도별로 처리한 HepG2 세포의 소포체 스트레스 유도
비만 관련 지방 간 질환, 바이러스성 간염 및 알코올 유발 간 손상을 포함한 지질과 관련된 간 

질환 시 UPR 활성화가 발생한다 [25]. PA를 HepG2 세포에 농도별로 처리했을 때 UPR 관련 인
자의 단백질 발현이 변화하는지 확인하기 위하여 Western blot을 수행하였다. p-IRE1α 발현
은 BSA 단독 처리군에 비해 PA 처리 후 농도 의존적으로 증가하는 경향을 보였고 p-eIF2α 발
현은 PA 처리 시 농도 의존적으로 유의한 차이를 보였으며 750 μM 농도에서 가장 높은 발현
을 보였다. CHOP 발현에서도 750 μM 농도에서 가장 높은 발현을 나타냈다 (Fig. 2). 따라서 본 

실험에서는 소포체 스트레스에 대한 괭생이 모자반 추출물의 효과를 결정하기 위한 농도로 

PA 750 μM 농도가 선택되었다.
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Fig. 1. Effect of (A) SHE and (B) PA on the HepG2 cell viability. Values are expressed as mean ± SD. Values with different letters indicate significance between 
groups by analysis of variance with Duncan's multiple range test at p < 0.05. 
CON, control; SHE, Sargassum horneri; BSA, bovine serum albumin; PA, palmitic acid.



PA를 시간별로 처리한 HepG2 세포의 소포체 스트레스 유도
PA를 HepG2 세포에 시간별로 처리하였을 때 UPR 관련 인자의 단백질 발현 변화를 분석하기 

위해 Western blot을 수행한 결과 p-IRE1α 발현은 PA를 4시간 처리하였을 때부터 증가하는 경
향을 보이며 12시간 처리 시 유의하게 가장 높은 발현을 나타냈다 (Fig. 3). p-eIF2α 발현도 12

시간 처리 시 가장 높은 발현을 보였고 CHOP 발현은 p-IRE1α 발현과 비슷한 경향을 보이며 12

시간 처리 시 가장 높은 발현의 경향을 보였다. 이러한 결과로 미루어 UPR 관련 인자가 PA 24

시간 처리 후에도 BSA 단독 처리군보다 증가하였지만 12시간 처리 후 더 증가하는 경향을 보
였으므로 이후 실험은 HepG2 세포에 PA를 12시간 처리하여 수행하였다.

괭생이 모자반이 HepG2 세포에서 PA로 유도된 소포체 스트레스에 미치는 영향
괭생이 모자반 추출물이 소포체 스트레스에 미치는 영향을 알아보기 위해 UPR 관련 인자의 

mRNA 발현을 측정한 결과, 괭생이 모자반 추출물 처리 시 농도에 관계없이 PA 단독 처리군
보다 ATF4 및 GRP78의 mRNA 발현을 현저하게 감소하였다 (Fig. 4A). XBP1s mRNA 발현은 PA 

단독 처리군보다 괭생이 모자반 추출물 처리 시 농도 의존적으로 감소하는 경향을 보이며 50

과 100 μg/mL 농도에서 유의성있게 감소하였다. 또한, CHOP mRNA 발현도 괭생이 모자반 추
출물 처리 시 농도 의존적으로 감소하는 경향을 보였으며 PA 단독 처리군에 비해 괭생이 모
자반 추출물의 모든 농도에서 유의한 차이를 보였다. UPR 관련 인자의 단백질 발현을 측정한 

결과, p-IRE1α 발현은 PA 단독 처리군에 비해 괭생이 모자반 추출물 처리 시 농도 의존적으로 

588https://doi.org/10.4163/jnh.2020.53.6.583

괭생이 모자반 추출물의 ER-stress 억제 효과

https://e-jnh.org

a a

ab

bc

bc
c

7

3

5

6

4

2

1

0

PA (µM)

B

Fo
ld

 c
ha

ng
e

(p
-I

RE
1α

/I
RE

1α
)

BSA 50 100 250 500 750

BSA

A

p-IRE1α

IRE1α

p-eIF2α

eIF2α

+ − − − − −
PA (µM) − 50 100 250 500 750

β-actin

CHOP

a

b
b

c
c

d

6

3

5

4

2

1

0

PA (µM)

D

Fo
ld

 c
ha

ng
e

(C
H

O
P/
β-

ac
tin

)

BSA 50 100 250 500 750

a
a

b

c

d
e10

6

8

4

2

0

PA (µM)

C

Fo
ld

 c
ha

ng
e

(p
-e

IF
2α

/e
IF

2α
)

BSA 50 100 250 500 750

Fig. 2. Endoplasmic reticulum stress markers on treatment with different concentrations of PA in HepG2 cells; (A) protein expression and (B-D) fold change. Values 
are expressed as mean ± SD. Values with different letters indicate significance between groups by analysis of variance with Duncan's multiple range test at p < 0.05. 
PA, palmitic acid; BSA, bovine serum albumin; p-IRE1α, phosphate-inositol-requiring enzyme-1α; IRE1α, inositol-requiring enzyme-1α; p-eIF2α, phosphate-
eukaryotic translation initiation factor 2 alpha submit; eIF2α, eukaryotic translation initiation factor 2 alpha submit; CHOP, C/EBP homologous protein.



감소하는 경향을 보였으며 100 μg/mL 농도에서 유의하게 감소하였다 (Fig. 4B). p-eIF2α 발현
도 PA 단독 처리군과 비교하였을 때 100 μg/mL 농도에서 유의하게 감소하였다. CHOP 단백질 

발현은 mRNA 발현과 유사하게 PA 단독 처리군과 비교 시 괭생이 모자반 추출물의 모든 농도
에서 유의한 차이를 보였다.

Sirtuin (SIRT)의 mRNA 발현에 대한 괭생이 모자반의 효과
SIRT은 포유류에서 7종 (SIRT1–SIRT7)으로 구성되어, 다양한 신진대사 및 종양 억제와 관련
이 있으며 노화 과정 조절에 중요한 역할을 하는 것으로 알려졌다 [26,27]. 많은 선행 연구 결
과에서 SIRT이 소포체 스트레스와 직접적으로 관련이 있다고 보고되었으므로 따라서 본 연
구에서는 괭생이 모자반 추출물의 소포체 스트레스 억제 효과의 분자적 기전을 알아보기 위
하여 SIRT의 mRNA 발현을 측정하였다. Fig. 5에서 보듯이 SIRT1의 발현은 PA 및 괭생이 모자
반 추출물 처리에도 변화가 없었다. 그러나 SIRT2, 6, 7 발현은 유의적 차이는 없었으나 PA 단
독 처리 시 감소되는 경향을 보였고 괭생이 모자반 추출물과 동반 처리 시 100 μg/mL 농도에
서 유의성 있게 증가하였다.
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Fig. 3. Measurement of the ER stress markers in HepG2 cell (A) protein expression and (B-D) folding with 1, 4, 8, 12 and 24 hours of PA treatment. Values are 
expressed as mean ± SD. Values with different letters indicate significance between groups by analysis of variance with Duncan's multiple range test at p < 0.05. 
PA, palmitic acid; BSA, bovine serum albumin; p-IRE1α, phosphate-inositol-requiring enzyme-1α; IRE1α, inositol-requiring enzyme-1α; p-eIF2α, phosphate-
eukaryotic translation initiation factor 2 alpha submit; eIF2α, eukaryotic translation initiation factor 2 alpha submit; CHOP, C/EBP homologous protein.



590https://doi.org/10.4163/jnh.2020.53.6.583

괭생이 모자반 추출물의 ER-stress 억제 효과

https://e-jnh.org

a

c

bc
b ab

3

2

1

0

PA (750 µM)
BSA

Re
la

tiv
e 

m
RN

A 
ex

pr
es

sio
n

(X
BP

1/
G

AP
DH

)

+

A

− − − −
− + + + +

SHE (µg/mL) − − 10 50 100

a

b

a
a

a

4

3

2

1

0

PA (750 µM)
BSA

Re
la

tiv
e 

m
RN

A 
ex

pr
es

sio
n

(A
TF

4/
G

AP
DH

)

+ − − − −
− + + + +

SHE (µg/mL) − − 10 50 100

b

c

b
ab a

5

4

3

2

1

0

PA (750 µM)
BSA

Re
la

tiv
e 

m
RN

A 
ex

pr
es

sio
n

(C
H

O
P/

G
AP

DH
)

+ − − − −
− + + + +

SHE (µg/mL) − − 10 50 100

a

b

a
a a

8

2

6

4

0

PA (750 µM)
BSA

Re
la

tiv
e 

m
RN

A 
ex

pr
es

sio
n

(B
ip

/G
AP

DH
)

+ − − − −
− + + + +

SHE (µg/mL) − − 10 50 100

a

b

ab
ab

a

5

3

4

2

1

0

PA (750 µM)

PA (750 µM)

BSA

Fo
ld

 c
ha

ng
e

(p
-I

RE
1α

/I
RE

1α
)

+

B

p-IRE1α
IRE1α

p-eIF2α
eIF2α

− − − −
− + + + +

SHE (µg/mL) − − 10 50 100

a

c

b

a a

8

6

4

2

0

PA (750 µM)
BSA

Fo
ld

 c
ha

ng
e

(C
H

O
P/
β-

ac
tin

)

+ − − − −
− + + + +

SHE (µg/mL) − − 10 50 100

a

c

bc bc

ab

8

2

6

4

0

PA (750 µM)
BSA

Fo
ld

 c
ha

ng
e

(p
-e

IF
2α

/e
IF

2α
)

+ − − − −
− + + + +

SHE (µg/mL) − − 10 50 100

BSA + − − − −
SHE (µg/mL) − − 10 50 100

β-actin

CHOP

Fig. 4. Effect of SHE on PA induced endoplasmic reticulum stress marker genes in HepG2 cells (A) mRNA 
expression and (B) protein expression and fold change. Values are expressed as mean ± SD. Values with different 
letters indicate significance between groups by analysis of variance with Duncan's multiple range test at p < 0.05. 
PA, palmitic acid; BSA, bovine serum albumin; SHE, Sargassum horneri; p-IRE1α, phosphate-inositol-requiring 
enzyme-1α; IRE1α, inositol-requiring enzyme-1α; p-eIF2α, phosphate-eukaryotic translation initiation factor 2 
alpha submit; eIF2α, eukaryotic translation initiation factor 2 alpha submit; CHOP, C/EBP homologous protein; 
GAPDH, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase.



고찰

최근 만성적인 소포체 스트레스 상태가 퇴행성 신경질환, 암, 대사질환, 염증성 질환 등의 주
요 병리기전과 관련이 있다는 연구가 보고되고 있으며 따라서 소포체 스트레스의 신호전달 

기작인 미접힘 단백질 반응의 조절을 타겟으로 하는 치료 방법 개발 시도가 다양하게 이뤄지
고 있다 [14]. 따라서 본 연구에서는 소포체 스트레스 관련 질병의 예방 및 치료 소재로서 활
용가능성을 알아보고자 HepG2 세포에서 PA로 유도된 소포체 스트레스에 대한 괭생이 모자
반 추출물의 효과를 분석하였다.

소포체 스트레스의 효과적인 유도를 위한 PA의 농도를 결정하기 위해 PA를 농도별로 처리
하였을 때 PA 750 μM 농도에서 UPR 관련 인자 (p-IRE1α, p-eIF2α, CHOP)의 단백질 발현이 가
장 높게 나타났다. Thomas 등 [28]의 연구에 따르면 p-IRE1α 및 p-eIF2α의 발현은 본 연구와 

유사하게 PA 500 및 750 μM 농도로 처리한 후 유의하게 증가하였고 CHOP 발현 수준도 증가
하였다. 본 연구에서 PA 750 μM을 시간별로 처리하였을 때 12시간 처리 시 UPR 관련 인자 

(p-IRE1α, p-eIF2α, CHOP)의 단백질 발현이 가장 높게 나타났고 Kwak 등 [29]의 연구에서도 

PA 750 μM 농도를 12시간 처리 시 BSA 단독 처리군과 비교하였을 때 UPR 관련 인자 (ATF6, 

GRP78, CHOP)의 mRNA 발현이 증가한 것으로 보고되었다.

소포체 스트레스를 조절하는 3가지 경로 (PERK, IRE1α, ATF6)가 있으며 소포체 스트레스 발
생 시 제일 먼저 PERK 활성화에 의해 eIF2α 를 인산화 시켜 mRNA에서 단백질 번역 (transla-

tion)이 감소됨에 따라 단백질 합성이 억제되고 소포체 내로 새로운 단백질 유입을 차단시킨
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다 [30]. 또한, 인산화된 eIF2α는 ATF4 mRNA에서 단백질 번역을 증가시켜 소포체 스트레스
를 완화한다 [31]. ATF4는 CHOP 및 growth arrest and DNA damage-inducible 34 (GADD34)를 

활성화시키며 CHOP는 세포 사멸을 조절하고 GADD34는 eIF2α의 탈인산화하는 유전자를 활
성화시킨다 [32]. 본 연구에서는 괭생이 모자반 추출물 처리 시 ATF4 및 CHOP의 mRNA 발현
을 감소시켰으며 이는 PA로 유도된 소포체 스트레스를 억제할 수 있음을 나타낸다. 또한 단
백질 발현 분석에서 괭생이 모자반 추출물 처리 시 p-eIF2α 및 CHOP의 발현이 감소됨을 보
여주었다.

IRE1α는 소포체 스트레스 발생 시 GRP78과 결합이 해리가 되고 자기 인산화된 IRE1α는 XBP1 

mRNA를 잘라 활성적이고 안정적인 전사 인자 형태인 XBP1 spliced 형태 (XBP1S)로 변환시킨
다 [33]. XBP1은 소포체 스트레스를 완화시키는 단백질 접힘과 분비, 소포체로의 지질 합성 

및 단백질 이동을 조절하는 인자의 활성화를 돕는다 [34]. 본 연구 결과, 괭생이 모자반 추출
물 처리 시 XBP1S mRNA 발현을 감소시키고 p-IRE1α 단백질 발현도 감소시킴으로써 괭생이 

모자반이 PA로 유도된 소포체 스트레스를 감소시킨다는 것을 보여주었다.

ATF6는 소포체 스트레스 발생 시 단백질 접힘과 관련된 유전자를 조절하는 소포체 결합 전사 

인자이며 GRP78 유전자의 전사를 활성화시킨다 [35-37]. 본 연구에서 괭생이 모자반 추출물 

처리 시 GRP78의 mRNA 발현이 감소됨을 확인하였다. 따라서 괭생이 모자반 추출물의 처리
는 PA로 유도된 소포체 스트레스를 mRNA 및 단백질 발현 감소를 통해 소포체 스트레스 억제 

효능을 나타내는 것으로 사료된다.

SIRT는 간, 신장 등 신체의 조직에서 만들어지는 단백질 탈아세틸화효소 (protein deacetyl-

ase)로, 복제 수명을 연장시키는 역할을 하는 효모에서 Sir2 단백질로 처음 발견되었으며 촉
매 활성을 위해 NAD+를 필요로 한다 [38]. SIRT1은 HepG2 세포에서 palmitate로 유도된 소포
체 스트레스 및 인슐린 저항성을 약화시키고 고지혈증 관련 인슐린 저항성 치료에 효과적이
라고 알려져 있으며 [39], SIRT2의 억제는 소포체 스트레스 유발하고 ATF4와 CHOP를 상향 

조절하는 것으로 보고되었다 [40]. 또한 SIRT6는 소포체 스트레스에 대해 보호 역할을 하며 

[41], SIRT7의 증가는 소포체 스트레스 관련 인자인 CHOP, XBP1 및 GRP78의 발현을 감소시키
는 것으로 알려져 있다 [38]. 본 연구에서는 괭생이 모자반 추출물의 소포체 스트레스 억제 효
과의 분자적 기전을 분석하기 위해 SIRT의 mRNA를 발현을 측정한 결과 괭생이 모자반 추출
물 처리 후 SIRT1의 mRNA 발현은 PA 단독 처리군과 비교 시 유의한 차이는 없었지만 SIRT2, 

SIRT6 및 SIRT7의 발현은 PA 단독 처리 시 감소되었다가 괭생이 모자반 추출물 처리 후 100 

μg/mL 농도에서 유의하게 증가하였다. 따라서 괭생이 모자반 추출물의 미접힘 단백질 발현 

조절을 통한 소포체 스트레스 억제효능은 이러한 SIRT의 발현 증가를 통하여 이루어지는 것
으로 사료된다.

괭생이 모자반 추출물에 대한 선행연구를 살펴보면 괭생이 모자반 추출물의 항산화, 항염 

효능 및 헤르페스 바이러스 복제에 대한 억제효과가 보고되었으며 [22,23], 본 연구실에서도 

RWA264.7 대식세포와 마우스를 이용한 동물 모델에서 괭생이 모자반 열수추출물의 면역활
성 증진 가능성을 보고하였다 [24]. 그러나 괭생이 모자반 추출물의 미접힘 단백질 발현 조절 

효능에 대한 연구는 현재까지 보고된 바가 없으며 본 연구에서 괭생이 모자반 열수추출물의 

소포체 스트레스 억제 효능을 관찰하였다. 향후 괭생이 모자반 열수추출물의 소포체 스트레
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스 억제 활성이 추출물 내 어떠한 성분에 의한 것인지 규명하기 위한 추가적인 성분분석 연
구가 필요할 것으로 사료된다.

요약

본 연구에서는 괭생이 모자반 추출물의 소포체 스트레스 억제 효능을 연구하기 위하여 

HepG2 간세포에 PA를 처리하여 소포체 스트레스를 유발한 후 추출물을 처리하여 UPR 관
련 인자 발현 정도를 측정하였다. PA 750 μM 처리 시 UPR 관련 인자 (p-IRE1α, p-eIF2α, CHOP)

의 단백질 발현이 가장 높게 나타나 소포체 스트레스를 효과적으로 유도함을 확인하였고 PA 

750 μM를 12시간 처리 시 UPR 관련 인자 (p-IRE1α, p-eIF2α, CHOP)의 단백질 발현이 가장 높
음을 확인하였다. 괭생이 모자반 처리 시 PA에 의해 상향 조절된 UPR 관련 인자의 mRNA 및 

단백질 발현이 감소하여 PA로 유도된 소포체 스트레스에 대한 억제 효능이 있음을 보여주었
다. 또한, 괭생이 모자반은 SIRT2, SIRT6 및 SIRT7의 mRNA의 발현을 증가시킴으로써 괭생이 

모자반의 소포체 스트레스 억제 효능이 SIRT에 의한 것으로 확인되었다. 이러한 결과는 괭
생이 모자반이 다양한 소포체 스트레스 관련 질병의 예방과 치료에 활용가능성이 있음을 시
사한다.
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