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Abstract Here, we evaluated the anti-glycation effects and renal protective properties of 70% 
(v/v) ethanolic extract of Colpomenia sinuosa (CSE) against AGEs -induced oxidative stress and 
apoptosis at different concentrations (1, 5, and 20 μg/mL). At 20 μg/mL, CSE showed that anti-
glycation activities via the inhibition of AGE formation (51.1%), inhibition of AGEs–protein 
cross-linking (61.7%), and breaking of AGEs–protein cross-links (33.3%), were significantly (###p 
< 0.001 vs. non-treated group) lower than the nontreated group. Methylglyoxal (MGO) significantly 
(***p < 0.001) reduced cell viability (24.4%) and increased reactive oxygen species (ROS) level 
(642.3%), MGO accumulation (119.4 μg/mL), and apoptosis (55.0%) in mesangial cells compared 
to the nontreated group. Pretreatment with CSE significantly (###p < 0.001) increased cell viability 
(57.8%) and decreased intracellular ROS (96.5%), MGO accumulation (80.0 μg/mL), and apoptosis 
(22.6%) at 20 μg/mL. Additionally, we confirmed intracellular AGEs reduction by  CSE 
pretreatment. Consequently, our results suggest that CSE is a good source of natural therapeutics 
for managing diabetic complications by the antiglycation effect and renal protective activity against 
MGO-induced oxidative stress.

Keywords : Colpomenia sinuosa, marine algae, advanced glycation end-products, renal protective 
effect, diabetic complications
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반응을 통해 최종당화산물(advanced glycation 
end-products, AGEs)이 생성된다. [1]. 환원당과 단백

질의 lysine 잔기 혹은 N 말단이 반응하여 carbinol-
amine 중간체가 형성되고 amadori rearrangement를 

통해 amadori형의 초기 당화산물이 생성된다. 고혈

당 상태가 지속되어 amadori형의 초기 당화산물이 

분해되지 않고 산화, 탈수, 및 축합 반응한다. 이 때 

생성된 dicarbonyl 중간체들은 단백질과 교차결합

(cross-link)을 형성하고, 비가역적인 반응을 통해 최

종적으로 최종당화산물이 된다[2, 3]. 이러한 반응이 

만성적인 고혈당 상태에서 발생하여, 혈장 단백질이

나 여러 조직에 최종당화산물이 축적된다. 축적된 

최종당화산물은 세포 증식, 유전자 발현 및 세포 내 

산화적 스트레스에 영향을 미치고 최종당화산물 수

용체(receptor of AGEs, RAGE)와 반응하여 망막 병

증, 신경 병증 및 신장 병증과 같은 만성 당뇨병성 

합병증의 발병의 주요 원인으로 작용한다[4]. 
체내 최종당화산물의 축적은 당뇨병성 합병증 유

발에 영향을 미치는 것으로 알려져 있기 때문에 이

를 완화할 수 있는 소재에 관한 연구가 지속적으로 

이루어지고 있다. 당뇨합병증 발병을 예방하거나 증

상을 완화시키는 효과적인 방법으로 최종당화산물

의 생성을 억제하거나 체내 축적된 최종당화산물과 

단백질 간의 교차결합을 절단하거나 교차결합 형성

을 억제하는 방법이 있다[5]. 당뇨 합병증의 치료제

로 개발된 합성 물질 중 alagebrium (ALT-711)과 ami-
noguaindine (AG)은 최종당화산물의 교차결합을 절

단하고 최종당화산물 생성 및 교차결합 형성을 억제

한다고 보고되어 있으나, 임상시험 단계에서 위장 

장애, 간 기능 이상, 독감 유사 증상 및 울혈성 심부

전증 등과 같은 부작용이 발생하여 개발이 중단되었

다[6, 7]. 최근에는 부작용의 위험성이 높은 합성 화

합물 대신 상대적으로 부작용 발생 위험이 낮은 천

연물 소재에서 유래한 생리활성 성분을 이용한 당뇨

합병증 치료제 연구가 활발히 이루어지고 있다. 
아시아 연안 지역에서 한약재 및 식품으로 사용되

는 해조류는 소화 흡수율이 낮고 영양가가 낮아 영

양학적 측면에서 관심을 끌지 못하였으나, 최근 가

용성 식이섬유, 필수아미노산, 폴리페놀, 다중 불포

화 지방산 및 미네랄 등 다양한 생리 활성물질을 함

유되어 있음이 보고되어 해조류에 대한 관심이 높아

지고 있다[8-10]. 불레기말(Colpomenia sinuosa)은 갈

조류에 속하는 해조류 중 하나로 z,z-6,28-hepta-
triactontadien-2-one, 2-hexadecanol, L-(+)-ascorbic 
acid, 3-methyl-2-(2-oxopropyl)furan, palmitaldehyde, 
squalene, trans-5-Hexyl-1,4-dioxane-2-carboxylic acid 
및 vitamin E 등 다양한 생리활성 화합물을 보유하고 

있다[11]. 불레기말은 1,1-diphenyl-2-picryl hydrazyl 
(DPPH), nitric oxide radical, hydrogen peroxide, scav-
enging of 2,2′-Azino-bis(3-ethylbenzothiazo-
line-6-sulfonic acid) diammonium salt (ABTS) radical 
and total antioxidant capacity (TAC)의 항산화 효능 

관련 실험에서 자유 라디칼 소거능을 나타낸다고 보

고되며[12] carbon tetra chloride (CCl4)로 유도한 산화

적 스트레스 및 신장 독성으로부터 lipid peroxidation
과  자유 라디칼 생성을 감소시켜 신장을 보호하는 

기능을 가진다[13]. 불레기말은 갱년기 장애를 유발

한 쥐의 지질 및 혈소판 응집능 개선 효과를 나타내

며 결합조직 중 콜라겐 합성을 촉진한다[14]. 또한 

불레기말은 혈당 조절과 관련되어있는 α-glucosidase
에 높은 저해 활성을 나타낸다 [15]. 하지만 불레기

말의 항당화 활성에 대한 활성 연구는 아직 미비한 

실정이다. 
따라서 본 연구는 불레기말의 최종당화산물과 콜

라겐 사이의 비가역적인 교차결합 형성 억제, 교차

결합 절단 효과 및 최종당화산물 생성 저해 효과를 

검증하였다. 또한 신장 사구체 간질을 구성하는 me-
sangial 세포주를 이용하여 불레기말 추출물이 최종

당화산물 생성의 전구물질인 methylglyoxal (MGO)
에 의한 산화적 스트레스로부터 신장 세포를 보호하

고 세포 내 MGO 및 AGEs 축적을 감소시키는 효과

를 확인하였다. 

재료 및 방법

1. 실험 시약
본 실험에 사용된 Collagen 1 coated plate, fetal bo-

vine serum (FBS), penicillin/streptomycin은 Gibco 
(Rockwille, MD, USA)에서 구입하였다. alagebrium 
(ALT-711)은 Matrix Scientific (Columbia, SC, USA)에
서 구입하였다. Dulbeco’s Midified Eagle’s Media 
(DMEM)/Ham’s F12 Medium (F-12)은 Welgene 
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(Daegu, Korea)에서 구입하였다. Muse Annexin V and 
Dead Cell kit는 Luminex Co., Ltd (Austin, TX, USA)
에서 구입하였다. 이 외에 사용된 다른 시약은 

Sigma-Aldrich Co.,Ltd (St. Louis, MO, USA)에서 구

입하였다.

2. 추출물 제조
본 실험에 사용된 불레기말(Colpomenia sinuosa)는 

(주)아쿠아그린텍에서 제공받아 사용하였다. 불레

기말 분말은 시료 중량의 40배 용량의 70% (v/v) 에
탄올을 이용하여 추출하였으며, 교반추출기를 이용

하여 50℃, 120 rpm에서 24시간 동안 추출하여 실험

에 사용하였다. 추출물은 Whatman No.2 여과지

(Whatman International Ltd., Kent, UK)를 이용하여 

여과하였다. 여과한 추출물은 회전식 감압농축기

(Eyela, Tokyo, Japan)를 이용하여 40℃에서 농축하였

다. 에탄올을 제거 한 후 동결건조기를 이용하여 -4
0℃에서 5일간 동결 건조하였다. 동결 건조된 추출

물은 -20℃에 보관하여 실험에 사용하였다. 

3. 최종당화산물 생성 저해 효능 평가
최종당화산물 생성 저해 활성은 Do 등[16]의 방법

을 변형하여 실시하였다. 10 mg/mL의 우혈청 알부

민(bovine serumﾠalbumin, BSA)을 50 mM phosphate 
buffer (pH 7.4)에 용해시키고, 2 M의 fructose와 glu-
cose를 처리하였다. 최종당화산물 생성 반응 기간 동

안 미생물이 생성되는 것을 방지하기 위해 50 mM 
phosphate buffer에 0.02%의 sodium azide를 처리하였

다. 총 반응 용액 1 mL을 기준으로 불레기말 70% 
(v/v) 에탄올 추출물(CSE)을 1, 5, 및 20 μg/mL 농도

로 처리하였으며, 양성대조군으로 사용한 AG는 0.5 
mM 농도로 첨가한 후 37℃ 항온기에서 7일 동안 

반응시켰다. 최종당화산물 생성 저해 활성은 마이크

로플레이트 형광 판독기(Infinite M200, Tecan Austria 
GmbH, Grödig, Austria)를 이용하여 excitation은 350 
nm, emission은 450 nm에서 형광도를 측정하였다. 
불레기말 추출물의 최종당화산물 생성 저해는 무첨

가 대조군과 비교하여 백분율(%)로 나타내었다. 

4. 최종당화산물 교차결합 억제 효능 평가
CSE의 최종당화산물 교차결합 억제 실험은 Lee 

등[17]의 방법을 변형하여 실시하였다. AGEs (5 μ

g/mL)와 CSE (1, 5, 및 20 μg/mL)를 혼합한 용액 100 
μL를 collagen 1 coated plate에 분주한 후 37℃에서 

18시간 동안 반응시켰다. AGEs 교차결합 억제제로 

알려진 AG는 양성대조군으로 사용하였으며, 1 mM 
농도로 처리하였다. 이후 phosphate-buffered saline 
with 0.05% tween (PBST)를 이용하여 96-well plate를 

3회 세척하였으며, 100 μL 3,3′,5,5′-te-
tramethylbenzidine (TMB) substrate 용액을 첨가하여 

발색 시켰다. 반응 종료 후 분광광도계(Spectramax 
M2e)를 이용하여 450 nm에서 흡광도를 측정하였다. 
불레기말 추출물의 최종당화산물 교차결합 억제 효

능은 무첨가 대조군과 비교하여 백분율(%)로 나타

내었다. 

5. 최종당화산물 교차결합 절단 효능 평가
CSE의 최종당화산물 교차결합 억제 실험은 Lee 

등[17]의 방법을 변형하여 실시하였다. 5 μg/mL 농
도의 AGEs를 collagen 1 coated plate에 100 μL씩 분주

한 후 37℃에서 4시간 동안 콜라겐과 AGEs간의 교

차결합을 형성시켰다. 반응 종료 후 0.05% PBST를 

이용하여 96- well plate를 3회 세척하였으며, CSE 
(1, 5, 및 20 μg/mL) 및 교차결합 절단제로 알려진 

ALT-711 (500 μg/mL) 용액을 100 μL씩 분주하여 3
7℃에서 18시간 동안 반응시켰다. 이후 phos-
phate-buffered saline with 0.05% tween (PBST)를 이용

하여 96-well plate를 3회 세척하였으며, 100 μL TMB 
substrate 용액을 첨가하여 발색 시켰다. 최종 용액은 

분광광도계(Spectramax M2e)를 이용하여 450 nm에

서 흡광도를 측정하였다. CSE의 최종당화산물 교차

결합 절단 효능은 무첨가 대조군과 비교하여 백분율

(%)로 나타내었다.

6. 세포 배양
 본 실험에 사용한 mesangial (SV40 MES 13)세포

는 쥐 신장 사구체(glomerulus)의 사구체 간질

(mesangium)을 구성하는 세포주로, American Type 
Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA)에서 

구입하여 사용하였다. 세포는 DMEM/F12에 5% 
(v/v) fetal bovine serum (FBS), 100 unit/mL penicillin, 
100 μg/mL streptomycin 및 14 mM 4-(2-hydrox-
yethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES)가 첨

가된 배지를 이용하여 37℃, 5% CO2 조건에서 배양
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하였다. 

7. 신장 세포 보호능 평가
CSE의 신장 세포 보호 효과를 평가하기 위해 

MTT법을 이용하였다. 96-well plate에 3.0 × 104 
cell/well로 분주하여 3시간 배양 후 CSE를 1, 5, 및 

20 μg/mL의 농도로 희석하여 1시간 동안 처리한 후 

methylglyoxal (MGO)을 1 mM 농도로 각 well에 첨가

하였다. 양성대조군으로 사용한 AG는 0.5 mM 농도

로 처리하였다. MGO 처리 23시간 후, MTT를 3시간 

동안 반응시키고, dimethyl sulfoxide (DMSO)를 이용

하여 formazan을 용해시킨 후 마이크로 플레이트 판

독기(Tecan Infinite M200)를 이용하여 570 nm에서 

흡광도를 측정하였다. 신장 세포의 생존율은 무첨가 

대조군과 비교하여 백분율(%)로 나타내었다.

8. 세포 내 산화적 스트레스 측정
세포 내 산화적 스트레스 수준은 2’,7’ –dichloro-

fluorescin diacetate (DCFH-DA) 시약을 이용한 fluo-
rescence probe 방법을 사용하여 측정하였다. 
Mesangial 세포는 12-well plate에 5.0 × 105 cell/well로 

분주하여 3시간 배양하였다. 이후 CSE을 1, 5, 및 

20 μg/mL의 농도로 분주하여 1시간 동안 처리하였

다. 양성대조군으로 사용한 AG는 0.5 mM 농도로 

처리하였다. 산화적 스트레스 유발을 위해 1 mM 
MGO를 1시간동안 처리한 후 20 μM DCFH-DA를 

30분 동안 처리하였다. 세포 내 산화적 스트레스 수

준은 마이크로 플레이트 형광 판독기(Infinite M200)
를 이용하여 들뜸(excitation)은 485 nm, 방출(e-
mission)은 530 nm에서 측정하였으며, 대조군과 비

교하여 백분율(%)로 나타내었다.

9. Apoptosis 분석
MGO에 의해 유도되는 mesangial 세포의 apoptotic 

세포 사멸에 대한 CSE의 보호 효과를 확인하기 위

해 MUSE Annexin V & dead cell kit (EMD Millipore, 
USA)를 이용하여 flow cytometry 방법으로 측정하였

다. Mesangial 세포는 6-well plate에 1.0 × 106 cell/well
로 분주하여 37℃, 5% CO2 배양기에서 3시간 배양하

였다. 이후 CSE (1, 5, 및 20 μg/mL) 및 AG (0.5 mM)
을 1시간 동안 처리하였다. 이후 1 mM MGO를 첨가

하여 23시간 동안 반응시켜 apoptosis를 유발시켰다. 

반응 종료 후 세포는 Annexin V & dead cell reagent를 

첨가하여 20분 반응시킨 후 유세포 분석기(MUSE 
cell analyzer, Millipore, USA)로 5,000개의 세포를 분

석하여 apoptotic 세포를 정량적으로 측정하였다. 
Apoptotic 세포는 대조군과 비교하여 백분율(%)로 

나타내었다.

10. 세포 내 MGO 및 AGEs 변화 측정
세포 내 methylglyoxal(MGO)-cross-linked proteins

은 OxiSelectTM Methylglyoxal (MG) Competitive 
ELISA Kit (Cell biolabs, San Diego, CA, USA)를 이용

하여 측정하였다. 세포를 6 well plate에 1 × 106 
cells/well로 분주하여 24시간 배양 후 CSE를 1, 5, 
및 20 μg/mL의 농도로 희석하여 1시간 처리한 후 

MGO를 1 mM 농도로 각 well에 첨가하였다. 양성대

조군으로 사용한 AG는 0.5 mM 농도로 처리하였다. 
MGO 처리 23시간 후 lysis buffer를 처리하였다. 
12000 rpm에서 10분 원심 분리한 후, 상등액을 취하

여 MGO의 양을 측정하였다. 세포 내 MGO 함량은 

단백질 양을 나누어 계산하였다. 
세포 내 AGEs 형광 염색은 Yao 등[18] 의 방법을 

변형하여 실시하였다. 4 chamber slide에 2 × 105 
cells/well로 분주하였다. CSE, MGO, 및 AG의 농도 

및 처리 시간은 세포 내 MGO 측정 방법과 동일하게 

진행하였다. MGO 처리 23시간 후 차가운 Dulbecco's 
phosphate-buffered saline (DPBS)로 2번 washing하였

다. 4% formalin 및 0.1% triton X-100를 각각 15분 

및 5분 처리하였다. 그 후 1% bovine serum albumin 
(BSA)로 30분 blocking한 뒤 AGEs antibody (abcam, 
ab23722, 1:200)를 처리한 후 4℃에서 overnight하였

다. 그 후 Alexa 488 형광을 띄는 2차 항체를 상온에

서 1시간 부착한 후 4,6-diamidino-2-phenyl-
indole-dihydrochlori -de (DAPI) 가 함유된 mounting 
solution을 처리하였다. DAPI 및 AGEs는 형광 현미

경(Zeiss Axio Observer A1, ZEISS, Germany)으로 촬

영하였다. 

11. 통계 분석
 모든 실험은 독립적으로 3회 이상 반복하여 측정

하였으며, 결과 값은 평균 ± 표준편차로 나타내었다. 
통계분석은 GraphPad Prism ver. 9 (GraphPad 
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Software, Inc., SanDiego, CA, USA)를 이용하였다. 각 

평균값의 유의적 차이를 검증하기 위해 0.05 미만 

유의수준에서 Tukey’s multiple comparisons을 이용

하여 유의차를 검증하였다. 

결과 및 고찰

1. 최종당화산물 생성 저해 효과, 교차결합 절단 및
억제 효과

 해조류의 고리매과(Scytosiphonaceae)에 속하는 

불레기말은 다양한 생리활성 화합물을 함유하고, 항
산화 활성을 나타내는 것으로 알려져 있다[11-13]. 
CSE의 최종당화산물 생성 저해 효과는 Fig. 1A에 

나타내었다. CSE의 최종당화산물 생성 저해 효능은 

1, 5, 및 20 μg/mL 농도로 실험하였다. CSE는 1, 5, 
및 20 μg/mL 농도에서 48.94 ± 1.92%, 48.56 ± 2.05% 
및 51.06 ± 3.89%로 유의적(###p < 0.001)인 억제 효

능을 나타내었다. 양성 대조군으로 처리한 AG를 0.5 
mM 농도로 처리하였을 때 무첨가 대조군에 비해 

49.34 ± 2.29%의 최종당화산물 생성 저해 효능을 나

타내었다. 
CSE의 최종당화산물과 콜라겐 사이의 교차결합 

형성을 억제하는 효능은 Fig. 1B에 나타내었다. CSE
의  교차결합 형성 억제 효능은 1, 5, 및 20 μg/mL 
농도에서 농도 의존적인 효능을 확인하였다. CSE는 

20 μg/mL 농도에서 최종당화산물과 콜라겐 사이에 

교차결합 형성을 61.73 ± 3.63% 수준으로 억제하는 

가장 높은 활성을 나타내었다. 최종당화산물 교차결

합 억제제로 알려진 AG의 경우 0.5 mM 농도에서 

교차결합 억제 효능은 53.32 ± 3.48%였다. 
 CSE의 최종당화산물과 콜라겐 사이의 교차결합

을 절단하는 효능을 측정한 결과는 Fig. 1C와 같다. 
CSE의 교차결합 절단 효과는 추출물의 농도가 증가

할수록 증가하였다. CSE의 농도가 1, 5, 및 20 μg/mL
일 때, 42.18 ± 0.69%, 38.26 ± 1.31% 및 33.25 ± 1.55%
로 유의적(###p < 0.001)인 절단 효능을 나타내었다. 
최종당화산물과 콜라겐 단백질 사이에 형성된 교차

결합을 절단하는 약물로 알려진 alagebrium 
(ALT-711)의 경우 1 mg/mL에서 32.98 ± 1.15%의 교

차결합 절단 효능을 보였다. 

Figure 1. Effects of the CSE on AGEs-induced glycation re-
action in vitro. Inhibition of AGEs formation (A), inhibition 
of AGEs-BSA and collagen cross-link formation (B) and 
breaking of AGEs-BSA and collagen cross-links (C). 
Aminoguanidine (AG) and alagebrium (ALT-711) were used 
as positive control. Bar values are expressed as mean ± stand-
ard deviation (n = 6) (##p < 0.01, ###p < 0.001 vs non-treated 
group)  

당뇨합병증 예방 및 치료제 개발을 위한 연구에서 

넓패, 패 및 톳과 같은 해조류 소재가 최종당화산물

의 생성 저해, 최종당화산물과 콜라겐의 교차결합 

형성 억제 및 교차결합 절단 효과를 나타내는 것으

로 보고되었다[19-21]. 불레기말은 in vitro에서 항산

화 효과를 나타낸다고 보고된 바 있으며[12], 산화적 

스트레스 및 신장 장애를 유도한 in vivo 모델에서 

항산화 방어 체계를 증진시키고 신장을 보호하는 효
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능을 나타낸다고 보고된 바 있다[13]. 또한 in vivo 
모델에서 지질 및 혈소판 응집능 개선 효과를 나타

낸 바 있으며[14], 당뇨와 관련된 효소로 알려진 α

-glucosidase에 우수한 저해활성을 나타낸다고 알려

져 있다[15]. 본 실험결과를 보았을 때 불레기말 추

출물의 항산화능이 최종당화산물 생성 억제 및 최종

당화산물과 콜라겐 사이의 교차결합 억제 및 절단에 

도움을 주는 것으로 사료된다. 이후 불레기말의 신

장 세포에 대한 보호 효능 실험을 진행하였다. 

2. 신장 세포 보호 효과

Figure 2. Protective effects of CSE on the cell viability of 
mouse glomerular mesangial cells. Protective effect (A) and 
intracellular antioxidant capacity (B) of CSE on MGO-in-
duced renal damage in mouse glomerular mesangial cells. A 
decrease in cell viability to lower than 80% compared to 
non-treated group was considered to be cytotoxic. 
Aminoguanidine (AG) was used as positive control. Bar val-
ues are presented as mean ± standard deviation (n = 3). (***p 
< 0.001 vs. normal group and ###p < 0.001 vs. MGO-treated 
group)

 사구체 간질은 신장 사구체의 중심부를 형성하

며 혈액을 여과하는 glomerular tuft를 지지하는 역할

을 한다[22]. 사구체 간질은 세포 외 기질

(extracellular matrix, ECM)과 ECM 내부의 mesangial 
세포로 구성되며, mesangial 세포는 전체 사구체의 

30~40%를 차지한다[23]. Mesangial 세포는 한외여과

를 조절하며 사구체의 항상성을 조절하는 역할을 한

다[24]. MGO에 의해 유도된 세포 사멸로부터 me-
sangial 세포를 보호하는 효능을 Fig. 2A에 나타내었

다. 1 mM MGO를 처리한 mesangial 세포에 CSE를 

1, 5, 및 20 μg/mL로 처리하였을 때 52.41 ± 2.53%, 
55.86 ± 0.91%, 및 57.83 ± 1.77%의 세포 생존율을 

보였으며 이는 CSE를 처리하지 않은 MGO 처리군

에 비해 유의적(###p < 0.001)으로 증가한 수치이다. 
양성대조군으로 사용된 AG를 0.5 mM 농도로 처리

하였을 때 무첨가 대조군에 비해 79.70 ± 3.39%의 

세포 생존율을 나타내었다. 
CSE의 세포 내 항산화 작용은 DCFH-DA 시약을 

사용하여 평가하였으며, Fig. 2B에 나타내었다. 
MGO 처리군은 무첨가 대조군에 비해 산화적 스트

레스가 약 642.34%까지 증가하는 것을 확인할 수 

있었다. 반면 CSE를 처리하였을 때 유의적(###p < 
0.001)으로 산화적 스트레스가 감소하였다. CSE를 

1, 5, 및 20 μg/mL 농도로 처리하였을 때 mesangial 
세포의 산화적 스트레스 수준이 약 373.63%, 
245.01%, 및 96.52%로 최대 대조군 수준까지 감소하

였다. 양성 대조군으로 사용된 AG를 0.5 mM로 처리

하였을 때 세포 내 산화적 스트레스는 약 345.10%까

지 감소하였으며, CSE가 AG보다 효과적으로 MGO
로 유도되는 세포 내 산화적 스트레스를 감소시켰

다.
과도한 수준의 세포 내 산화적 스트레스는 단백

질, 지질, 핵산, 세포막 및 세포 소기관에 손상을 일

으켜 apoptosis를 유도한다[25]. 세포의 정상적인 상

태에서 세포막을 구성하는 phosphatidylserines (PS)
는 세포 내부에 노출되어 있지만 초기 apoptosis 동안 

외부로 노출되고, 후기 apoptosis가 진행되는 동안 세

포 파열로 인해 DNA가 외부로 노출된다[26, 27]. 
MGO처리로 인해 유도되는 산화적 스트레스로부터 

CSE의 mesangial 세포 보호 효과를 확인하기 위해 

Annexin V & dead cell kit를 이용하여 apoptotic 세포

를 정량적으로 분석하였다(Fig. 3). MGO의 처리는

무첨가 대조군에 비해 apoptotic 세포(early apoptotic 
cells + late apoptotic cells)의 비율이 증가할 뿐만 아



J . Mar . Biosci. Biotechnol. 2021, p. 94 - 103 Vol. 13, No. 2 [Research Paper]

- 100 -

Figure 3. Protective effects of CSE on MGO-induced apopto-
sis in mouse glomerular mesangial cells. Dot plots for flow 
cytometric analysis of apoptotic cells. Annexin V-positive 
cells were assigned to the upper-right (late stage apoptotic 
cells) and lower-right (early stage apoptotic cells) quadrants, 
respectively. Dead cells are presented in the upper-left in the 
dot plots. Living cells without signs of apoptosis in the low-
er-left quadrant were negative for both Annexin V & PI stain-
ing (A). Bar graph showing the percentage of live, apoptotic 
(early and late apoptotic), and dead cells determined using 
the Muse Annexin V & Dead Cell Kit (B). Aminoguanidine 
(AG) was used as positive control. Bar values are presented 
as mean ± standard deviation (n = 3). (***p < 0.001 vs. nor-
mal group and ###p < 0.001 vs. MGO-treated group). 

니라 live cell의 비율 또한 감소시키는 것을 확인하

였다. 반면 CSE를 1, 5, 및 20 μg/mL 농도로 처리하였

을 때 MGO에 의해 유도되는 산화적 스트레스로부

터 mesangial 세포를 보호하여 apoptosis를 억제하는 

효과를 확인하였다(Fig. 3A). MGO 처리로 유도되는 

산화적 스트레스로부터 CSE의 mesangial 세포의 

apoptosis 억제 효과는 Fig. 3B에 정량적으로 나타내

었다. 무첨가 대조군에서 live 세포가 약 89.77%, 
apoptotic 세포(early apoptotic cells + late apoptotic 
cells)의 비율이 약 9.49%로 나타난 반면, 1 mM MGO

를 처리한 mesangial 세포에서는 live 세포의 비율이 

약 43.94%로 감소하였으며, apoptotic 세포의 비율은 

무첨가 대조군에 비해 54.99%로 약 5배 이상 증가하

였다. CSE는 1, 5, 및 20 μg/mL 농도로 처리 시 MGO
에 의해 유발되는 apoptosis를 26.35 ± 1.94%, 25.11 
±1.76% 및 22.58 ± 0.34% 비율로 감소시켰다. 양성대

조군으로 사용한 AG를 0.5 mM로 처리하였을 때 

apoptotic 세포(early apoptotic cells + late apoptotic 
cells)의 비율이 10.92 ± 1.45%로 감소하였다. 

3. 세포 내 MGO 및 AGEs 감소 효과
 최종당화산물(advanced glycation end-products, 

AGEs)의 전구체인 MGO는 당과 지질대사에 이상을 

초래하여 반응성이 강한 카르보닐 화합물 생성량을 

증가시켜 최종당화산물의 생성을 촉진시키고, 산화

적 스트레스 및 염증 반응을 유발한다[28]. 고혈당 

상태에서 신장 세포 내부에 MGO의 양이 증가하며

[29], 세포 내 MGO의 축적은 reactive oxygen species 
(ROS)를 증가시키고, p38 mitogen activated protein 
kinase (MAPK) 활성화 및 세포 사멸을 통해 신장 

손상을 일으켜 당뇨병성 신장증의 다양한 합병증과 

밀접한 관련이 있다고 알려져 있다[30]. CSE 처리에 

의한 세포 내 MGO 농도는 Methylglyoxal 
Competitive ELISA Kit를 이용하여 측정하였다(Fig. 
4A). MGO 처리에 의해 세포 내 MGO 농도가 무첨가 

대조군에 비해 유의적(***p < 0.001)으로 증가하는 

것을 확인하였다. 반면 CSE를 처리하였을 때 MGO 
처리에 의한 세포 내 MGO 축적을 감소하는 효과를 

확인하였다. 무첨가 대조군에서 세포 내 MGO 농도

는 16.67 ± 1.03 μg/mL인 반면, 1 mM MGO를 처리한 

mesangial 세포 내부의 MGO 농도는 약 119.41 μ
g/mL로 약 7배 증가하였다. CSE를 최고 농도인 20 
μg/mL 농도로 처리하였을 때 세포 내 MGO 농도는 

80.04 ± 2.60%로 유의적(###p < 0.001)으로 감소한 

것을 확인할 수 있었다. 양성 대조군으로 사용한 AG
를 0.5 mM로 처리하였을 때 세포 내 MGO 농도는 

16.65 ± 1.02 μg/mL로 감소하였다. 최종당화산물의 

전구체인 MGO 처리에 의한 세포 내 AGEs 축적 변

화는 형광 현미경을 이용하여 관찰하였다(Fig. 4B). 
MGO를 처리하였을 때 무첨가 대조군(control)에 비

해 AGEs 발현량이 증가하는 동시에 DAPI의 형광 
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Figure 4.  Effects of CSE on intracellular MGO and AGEs 
accumulation in mouse glomerular mesangial cells. Inhibition 
of MGO-cross-linked protein accumulation (A) and AGEs 
with DAPI staining (B). Bar values are presented as mean 
± standard deviation (n = 3). (***p < 0.001 vs. normal group 
and ##p < 0.01, ###p < 0.001 vs. MGO-treated group). AGEs  
and DAPI were expressed with green colored Alexa 488 dye 
and blue color respectively. Scale bar: 20 μm 

강도 또한 증가한 것을 확인하였다. 반면 CSE를 처

리하였을 때 1, 5, 및 20 μg/mL 농도로 처리하였을 

때 세포 내 AGEs 축적이 감소하고 DAPI 또한 강도

가 감소하는 것을 확인하였다. 양성 대조군으로 사

용된 AG를 처리하였을 때 세포 내 AGEs 축적과 

DAPI의 형광 강도가 감소하였다. DAPI는 핵을 염색

할 때 사용되는 시약으로 손상된 chromatin을 염색하

면 정상 세포에 비해 더 밝게 빛난다[31]. MGO 처리

에 의한 DAPI의 형광 강도 증가는 apoptosis를 분석

한 결과(Fig. 3)와 일치한다. 
본 연구에서 CSE는 최종당화산물의 생성을 억제

하였으며 최종당화산물과 콜라겐 사이의 교차결합 

형성을 억제 및 절단 능력을 확인하였다. 또한 CSE
는 MGO에 의해 유도되는 mesangial 세포 내 산화적 

스트레스 수준, 세포 내 MGO 및 AGEs 축적을 감소

시켜 apoptotic cell death를 억제함으로써 신장 세포 

보호 효능을 가지는 것을 확인하였다.

결 론

본 연구에서는 갈조류 중 하나인 불레기말의 항당

화 효능 및 신장 세포 보호 효능을 평가하였다. 불레

기말은 최종당화산물 생성 억제 및 최종당화산물과 

콜라겐 사이의 교차결합 형성 억제 및 절단에 있어

서 우수한 효능을 보였다. 불레기말은 methylglyoxal 
(MGO)에 의해 유도되는 mesangial 세포 내 산화적 

스트레스를 유의적으로 감소시킬 뿐만 아니라 apop-
tosis로 인한 세포 사멸을 감소시켰다. 또한 세포 내

부에 MGO와 최종당화산물의 축적을 감소시킨 것을 

확인하였다. 결과적으로 불레기말은 부작용 발생 위

험이 낮은 당뇨합병증 예방 및 치료제 개발을 위한 

천연물 후보로 높은 잠재력을 가지고 있는 것으로 

사료된다. 추가적으로 불레기말에 함유된 최종당화

산물과 연관된 당뇨합병증 발병 예방 및 증상 완화 

작용에 기인하는 활성 물질 규명 및 관련 메커니즘

을 명확히 하는 추가적인 연구가 필요하다. 
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