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서론 

규조류(Diatoms)는 “frustules”라고 하는 다공성 규산질 세포벽으로 덮인 단세포 광

합성 조류이다[1]. 바이오실리카(biosilica)는 규조류의 세포벽에서 추출된 물질이며 합

성 실리카(synthetic silica, 이하 실리카)와 화학적 구성성분이 SiO2로 같지만 실리카와

는 다른 생물화학적 활성을 가지고 있다[2].

바이오실리카는 뼈조직에서의 조직공학, hemorrhage control, silica-based drug de-
livery system 등 생의학 분야에서의 적용이 연구되고 있다[1-4]. 하지만 면역세포에 대
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Original Article

Biosilica is a silica-based substance derived from the cell walls (frustules) of diatoms. 
Recently, research into biosilica’s biological functions is underway, but little has been 
reported on the effects of biosilica on immune cells. In this study, we investigated the 
effect of ionized biosilica water (iBW) on dendritic cells (DCs), which play crucial roles 
as antigen (Ag)-presenting cells. Treatment with iBW increased the expression of im-
mune response-related markers, closely connected to the maturation of DCs, and the 
production of tumor necrosis factor-alpha. In addition, iBW-treated DCs (iBW-DCs) 
had a lower uptake of fluorescein isothiocyanate-dextran than that of control DCs. 
Mixed leukocyte response analysis used for measuring the Ag-presenting capability of 
DCs, showed iBW-DCs had a higher capability than that of control DCs. Interestingly, 
DCs treated with lipopolysaccharide (LPS) and iBW had a lower level of Ag-presenting 
capability than that of LPS-treated DCs. Taken together, the results indicate that iBW 
alone can mature DCs, but it decreases the Ag-presenting capability of DCs in the 
presence of LPS, a representative agent of inflammation. This study may provide valu-
able information regarding the effect of iBW on immune cells. Further research is 
needed to investigate how iBW induces the observed biphasic immunomodulatory ac-
tivity. 

Keywords: ionized biosilica water; immunomodulatory effects; dendritic cells; bipha-
sic; antigen-presenting capability
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한 바이오실리카에 대한 연구는 매우 제한적이고 주로 실리카와 실

리카 nanoparticle에 대한 연구가 보고되었다[5,6]. 실리카는 patho-
gen-associated molecular pattern으로 인식되어 면역세포를 자극

할 수 있으며, 대식세포의 사이토카인 생산을 촉진하였다[5]. 또한 

실리카 성분의 nanoparticle에 대한 독성에 대해 보고된 바 있다[6]. 

실리카에 대한 면역세포의 반응은 물리 화학적 성상과 세포의 종류

에 따라 반응성이 달랐다[6].  

항원 제시 세포(antigen presenting cells, APC)는 면역계의 주요 

세포로서 면역반응에 필수적이다[7,8]. 그 중 수지상세포는 선천면

역(innate immunity)과 적응면역(adaptive immunity)에서 항원 특

이적인 면역반응의 개시, 면역 관용 등을 담당하는 핵심적인 면역세

포이다[9]. 수지상세포는 각종 장기에 분포하며 주로 미성숙(imma-
ture) 형태로 존재하면서 외부에서 침입하는 항원, 병원체를 만나면 

탐식하고 주변의 림프절로 이동하여 림프구를 활성화시킨다[10]. 

본 연구에서는 바이오실리카를 정제수에 녹인 형태의 농축된 이

온화 규소수(ionized biosilica water, iBW)가 면역기능에 어떤 영향

을 미치는지 알아보기 위해, 면역 중심 세포인 수지상세포에 처리하

여 세포대사 및 기능에 대한 효과를 알아보았다. 

재료 및 방법 

실험동물과 물질 

실험동물은 OrientBio (Korea)에서 제공받아 제주대학교 실험동

물센터에서 유지하였으며, 8-12주령의 C57BL/6와 Balb/c 마우스

를 실험에 사용하였다. 동물실험은 제주대학교 동물실험윤리위원회

의 승인 하에 시행하였다(승인번호, 2020-0034). iBW는 JDK 바이

오사(Korea)에서 제조된 SIEAUNET 알파 이온화 규소수®를 사용

하였다. 배양된 규조류(Melosira nummuloides)를 650-850℃에서 

회화공정을 하여 유기물이 완전히 제거되고 얻어진 바이오실리카를 

원료로 하였으며, 이전 실험에서 사용된 규소수보다 10배 진한 농도

이며 이온화 상태이다. 정제수를 사용하여 용해한 규소수(SiO3, pH 

8-9)이며, 실험 전에 0.2 μm 필터를 거친 뒤 사용하였다. Lipopoly-
saccharide (LPS; Sigma-Aldrich, USA)는 수지상세포를 자극하는 

양성 대조 물질로 사용하였다. 

골수 유래 수지상세포의 준비와 물질 처리 

수지상세포는 본 실험실에서 확립된 방법으로 준비하였다. 수지

상세포를 배양하기 위해 C57BL/6 마우스의 대퇴골과 경골에서 골

수세포를 얻었다[11]. 적혈구를 제거한 후 10 ng/mL의 mouse re-
combinant granulocyte macrophage-colony stimulating factor 
(Peprotech, USA)와 murine interleukin (IL)-4 (Peprotech)가 포

함된 배지에서 배양하였다. 림프구와 과립구를 최대한 배제하기 위

해 배양 시작 후 2일과 4일째에 부유세포를 제거하였고 바닥에 붙어

있는 수지상세포의 전구세포를 배양하였다. 6일 후 반부유된 세포

를 수지상세포로 사용했다. 

수지상세포의 대사활성도 측정 

수지상세포의 대사활성도를 측정하기 위해 세포를 2 × 105 cells/
mL의 농도로 96-well culture plate에 분주하였다. iBW를 농도 별

로 처리하여 3일간 배양하였다. 그 후, 3-(4,5-dimethylthi-
azol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT, Sigma-Al-
drich) 용액을 0.5 mg/mL의 농도로 처리하여 4시간 동안 배양하고 

10% sodium dodecyl sulfate 용액을 처리 후 2시간 동안 배양하였

다. Microplate reader (Multiskan FC; Thermo Fisher Scientific, 
USA)를 이용하여 570 nm에서 흡광도를 측정하였다. 

사이토카인 생산량 측정 

수지상세포를 2 × 105 cells/mL의 농도로 96-well culture plate
에 넣은 후, iBW를 농도별로 처리하였다. 3일간 배양한 후 세포 배

양 상층액을 분리하였고, enzyme-linked immunosorbent assay 

(ELISA) kit (Thermo Fisher Scientific)를 이용하여 IL-1 beta와 

tumor necrosis factor (TNF)-alpha의 생산량을 측정하였다. ELI-
SA 분석은 제조사의 실험 방법에 따라 진행되었으며, 450 nm에서 

흡광도를 측정하였다. 

유세포 분석 

수지상세포의 면역 관련 마커의 발현 정도를 측정하기 위해 표면 

마커에 특이적인 단클론항체를 이용하여 유세포 분석을 실행하였다. 

수지상세포를 6-well culture plate에 분주한 후, iBW와 LPS를 처

리하여 3일간 배양하였다. 세포염색은 fluorescein isothiocyanate 
(FITC)-labeled anti-mouse MHC class Ⅱ (I-Ab)와 phycoerythrin 

(PE)-labeled anti-mouse CD40, PE/cyanine7-labeled anti-mouse 
CD54, allophycocyanin (APC)-labeled anti-mouse CD86 항체

(Biolegend, USA)를 사용하였다. 또한 수지상세포의 항원 탐식능을 

측정하기 위해 100 μg/mL 농도의 FITC-dextran을 세포에 처리한 

후 37℃에서 1시간 반응시켰다. 모든 분석은 FACSCalibur flow cy-
tometer와 CellQuest software (BD Biosciences, USA)를 이용하였

다.  

동종이형 혼합 림프구 반응 시험(Mixed leukocyte response) 

C57BL/6 마우스 유래의 수지상세포를 6-well culture plate에 넣

은 후, 5% 농도(volume/volume, v/v)의 iBW와 0.1 μg/mL 농도의 

LPS를 처리 후 2일간 배양하였다. 혼합 배양 기간 동안 수지상세포

의 성숙으로 인한 오차 발생을 방지하기 위해 수지상세포를 50 μg/

mL 농도의 mitomycin C로 30분간 처리하였다. 실험실에서 확립된 

방법에 따라 Balb/c 마우스에서 비장세포를 얻어[12], 수지상세포와 

각각 2 × 106 cells/mL, 1 × 105 cells/mL의 농도로 96-well cul-
ture plate에 넣은 후 5일간 배양하였다. 수지상세포에 의해 자극된 
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림프구의 증식 및 활성을 측정하기 위해 10 μL/well의 cell counting 

kit-8 (CCK-8) 용액(Dojindo Molecular Tech., Japan)을 처리하고 

37℃에서 4시간 동안 배양한 후, microplate reader를 이용하여 450 

nm에서 흡광도를 측정하였다. 

통계분석 

유세포 분석을 제외한 나머지 실험 결과는 평균 ±  표준편차로 

나타냈으며, one way ANOVA 분석 후 Tukey-Kramer multiple 
comparison test (GraphPad Prism; GraphPad Software, USA)로 

유의성을 확인하였다. 0.05 미만의 p-value를 갖는 경우 유의한 것

으로 판단하였다. 

결과 

수지상세포의 활성도에 대한 iBW의 효과 

수지상세포의 활성도에 대한 iBW의 효과를 알아보기 위해 MTT 

assay를 시행하였다. 수지상세포에 iBW를 0-5% 농도(v/v) 범위에

서 2배 계단 희석하여 3일간 처리하였다. LPS를 처리한 군과 처리하

지 않은 군 모두에서 대조군(0%)에 비해 경미한 감소를 보였지만 유

의하지 않았다. 또한 농도별 차이도 보이지 않았다. LPS를 처리하지 

않은 군은 LPS 처리군에 비해 모든 농도에서 대사활성도가 낮았다

(Fig. 1). 

iBW 처리에 의한 수지상세포의 사이토카인 생산량 변화 

iBW를 처리한 수지상세포의 IL-1 beta와 TNF-alpha의 생산량

을 ELISA를 통해 정량하였다(Fig. 2). IL-1 beta의 생산량은 LPS에 

관계없이 낮은 농도(0.3125%, 1.25%)에서는 약간 감소하고 5%의 

농도에서는 대조군과 유사했다. 하지만 모두 대조군과 큰 차이를 보

이지 않았다. TNF-alpha 생산량은 LPS를 처리했을 때, IL-1 beta
와 마찬가지로 낮은 농도에서는 감소하였으나 5%의 농도에서는 유

의하게 증가하였다. LPS가 없을 때는 0.3125% 이하의 농도에서는 

측정 범위 이하였으며, 5%의 농도에서는 유의하게 증가하였다. 

iBW가 처리된 수지상세포의 면역 관련 표면 마커의 발현 변화 

iBW가 수지상세포의 활성화와 성숙을 유도하는지 알아보기 위해 

수지상세포의 면역 관련 표면 마커의 발현을 측정하였다. iBW는 수

지상세포의 표면 마커 발현을 크게 증가시켰는데, MHC class Ⅱ의 

경우 대조군에 비해 약 39% 증가하였고, 나머지 3개 마커는 50% 이

상의 증가율을 보였다(Fig. 3). 수지상세포를 활성화시키는 양성 대
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Fig. 1. Effect of ionized biosilica water (iBW) on the metabolic 
activity of dendritic cells (DCs). DCs were cultured in 96-well cul-
ture plates at a concentration of 2 × 105 cells/mL with 0 to 5% 
(v/v) iBW and 0.1 μg/mL lipopolysaccharide (LPS) for 3 days. MTT 
assays were performed as described in Materials and Methods. 
The optical density (OD) was measured at 570 nm by using a mi-
croplate reader.

Fig. 2. Effect of ionized biosilica water (iBW) on the production 
of interleukin (IL)-1 beta and tumor necrosis factor (TNF)-alpha. 
Dendritic cells (DCs) were cultured in 96-well culture plates at a 
concentration of 2 × 105 cells/mL with 0 to 5% (v/v) iBW and 0.1 
μg/mL lipopolysaccharide (LPS) for 3 days. The supernatants of the 
cultured DCs were collected and used for enzyme-linked immu-
nosorbent assay. The optical density was measured at 450 nm by 
using a microplate reader. Data are presented as mean ± standard 
deviation. *p < 0.05, ***p < 0.001. 

***

***

*

ndnd



https://doi.org/10.14405/kjvr.2021.61.e14

Korean J Vet Res 2021;61(2):e14  •  You-Jeong Lee, et al.

4 / 7

조군으로 쓰인 LPS보다는 발현 정도가 낮았다. 4개의 표면 마커 모

두에서 LPS와 iBW를 모두 처리한 세포(이하 LPS/iBW-dendritic 
cell [DCs])는 LPS를 단독으로 처리한 세포(이하 LPS-DCs)보다 약

간 증가하였다. 

iBW가 수지상세포의 항원 탐식 능력에 미치는 영향 

iBW가 수지상세포의 성숙을 유도하는지 알아보기 위해 항원 탐

식 분석을 하였다. 세포는 FITC-dextran과 함께 37℃에서 1시간 동

안 배양되었다. 4℃의 수지상세포는 음성 대조군으로 이용되었다. 

iBW가 처리된 세포(이하 iBW-DCs)와 LPS-DCs, LPS/iBW-DCs 
모두 대조군보다 FITC-dextran 탐식 정도가 감소했다(Fig. 4). 

iBW-DCs가 가장 낮았고, LPS/iBW-DCs가 LPS-DCs보다 높

았다. 
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Fig. 3. Expression of immune-related surface markers on dendritic cells (DCs). DCs were culture in 6-well plates at a concentration of 2 
× 105 cells/mL and treated with 5% (v/v) ionized biosilica water (iBW) and 0.1 μg/mL lipopolysaccharide (LPS) for 3 days. After treatment, 
DCs were stained as described in Materials and Methods. The DC region was gated based on forward and side scatters. Histogram num-
bers indicate the mean fluorescence intensity.
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iBW가 수지상세포의 항원 제시 능력에 미치는 영향 

비장세포의 대사활성도를 측정하여 수지상세포의 림프구 자극 능

력을 분석하는 MLR을 하였다. 수지상세포는 5% iBW와 0.1 μg/mL 

LPS를 2일 동안 처리해서 Balb/c 마우스로부터 얻은 동종이형 비장

세포와 1:20의 비율로 co-culture를 하였다. 5일 후 CCK-8 assay를 

통해 림프구의 대사활성도를 측정하였다(Fig. 5). 모든 처리군에서 

대조군에 비해 림프구의 대사활성도가 증가하였는데, iBW-DCs에
서는 유의하지 않았다. LPS/iBW-DCs는 LPS-DCs보다 림프구 대

사활성도가 유의하게 감소하였다.  
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Fig. 4. Effect of ionized biosilica water (iBW) on the antigen uptake capability of dendritic cells (DCs). DCs were cultured in 6-well plates 
at a concentration of 2 × 105 cells/mL and treated with 5% (v/v) iBW and 0.1 μg/mL lipopolysaccharide (LPS) for 3 days. After treatment, 
DCs were stained as described in Materials and Methods. The negative control was treated at 4℃, others were treated at 37℃ for 60 
minutes. The DC region was gated based on forward and side scatters. Histogram numbers indicate the mean fluorescence intensity. FITC, 
fluorescein isothiocyanate.

며[1], 실리카와 화학적 성분은 동일하지만, 서로 다른 생리활성 특

징을 보이는 것으로 알려져 있다[2]. 골활성물질과 함께 사용되거나 

약물전달체로 적용 가능성 등이 연구되어 왔으며[3,4], 지혈효과에 

대한 연구도 진행된 바 있다[2]. 바이오실리카는 다양한 생리활성 기

능에 대한 연구에도 불구하고, 바이오실리카가 면역계에 노출되었

을 때 면역세포에 대해 어떤 효과가 있는지에 대한 연구는 매우 미

흡한 실정이다. 본 연구에서는 이온화되어 이전보다 10배가 농축된 

iBW의 면역기능에 대한 효과를 알아보기 위해, 수지상세포에 iBW
를 처리하여 세포 활성도, 사이토카인 생성량, 면역 관련 표면 마커

의 발현, 항원 탐식 능력, 항원 제시 능력을 확인하였다. 

이번 연구에서 iBW는 0-5%의 농도 모두에서 대사활성도가 크게 

감소하지 않았다. 농축되지 않은 규소수(biosilica water)를 사용했

던 이전 실험에서는 20% (v/v)의 농도에서 대조군에 비해 대사활성
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Fig. 5. Effect of ionized biosilica water (iBW) on the antigen-pre-
senting capability of dendritic cells (DCs). DCs were treated with 
5% (v/v) iBW and 0.1 μg/mL lipopolysaccharide (LPS) for 2 days. 
The treated DCs were incubated with 50 μg/mL mitomycin C for 
30 minutes before the co-culture step. Allogeneic spleen cells and 
DCs were co-cultured in 96-well culture plates at a concentra-
tion of 2 × 106 cells/mL and 1 × 105 cells/mL, respectively. After 
5 days, cell counting kit-8 assays were performed as described in 
Materials and Methods. Data are presented as mean ± standard 
deviation. **p < 0.01. OD, optical density; ns, not significant.

도가 유의하게 감소했다[13]. 이 결과는 iBW가 이전의 규소수보다 

10배 농축된 물질임에도 불구하고 수지상세포의 대사활성도에는 크

게 영향을 미치지 않음을 보여준다. 

표면 마커 분석 결과는 iBW가 미성숙한 수지상세포를 성숙시켜 

면역작용을 활성화할 수 있다는 것을 보여주었다. iBW는 수지상세

포의 MHC class Ⅱ 분자와 3개의 면역 관련 분자들의 발현을 모두 

증가시켰다. iBW-DCs는 LPS-DCs보다 낮은 수준이었지만, LPS/

iBW-DCs가 LPS-DCs보다 마커 발현이 더욱 증가한 것으로 보아 

iBW가 단독으로도 수지상세포를 성숙시켜 면역반응을 증가시킬 수 

있음을 보여준다. 

활성화된 수지상세포는 사이토카인을 분비하여 항원 특이적 기억 

T 세포나 naïve T 세포를 자극하고 면역반응을 촉진한다[9,10]. 

IL-1 beta와 TNF-alpha는 활성화된 수지상세포에서 분비되는 염

증반응을 촉진하는 사이토카인(inflammatory cytokine)이며, 세포 

매개 면역반응에 관여한다[14]. iBW를 처리한 수지상세포가 IL-1 

beta와 TNF-alpha를 얼마나 생산하는지 알아보았다. 0.3125%와 

1.25% iBW처리군은 IL-1 beta는 모든 농도에서 대조군에 비해 유

의한 변화는 없었던 반면, TNF-alpha는 5% iBW를 처리했을 때 대

조군에 비해 유의하게 증가하였다. 이는 5% 이상의 상대적인 고농

도에서 iBW가 단독으로 수지상세포를 자극하여 활성화할 수 있음

을 보여준다. 

iBW가 수지상세포를 성숙시키는지 알아보기 위해 항원 탐식 능

력 분석도 시행하였다. 미성숙 수지상세포는 주로 항원을 탐식하지

만 성숙한 수지상세포는 미성숙 수지상세포와 비교해 항원 탐식 능

력이 낮다[9,15]. iBW-DCs, LPS-DCs, LPS/iBW-DCs 모두에서 

대조군보다 FITC-dextran 탐식 정도가 감소했다. 이는 iBW가 수

지상세포를 성숙시킬 수 있다는 것을 의미한다. 하지만 LPS-DCs에 

비해 LPS/iBW-DCs의 탐식 능력이 더 높아진 것을 확인했다. 향후 

LPS 처리된 또는 염증 시 iBW가 수지상세포의 phagocytosis 등의 

항원 탐식 능력에 대해 미치는 영향에 관한 세밀한 연구가 필요하다. 

수지상세포의 항원 제시 능력에 대한 iBW의 효과를 알아보기 위

해 동종이형 혼합 림프구 반응 시험(mixed leukocyte response, 

MLR)을 수행하였다. MLR 분석에서 수치의 증가는 수지상세포에 

의해 자극된 동종이형림프구의 대사활성도 증가와 증식(prolifera-
tion)을 의미한다[16]. 대조군 수지상세포에 비해 iBW-DCs의 항원 

제시 능력이 증가된 사실을 확인했다(Fig. 5). 반면 LPS-DCs에 비

해 LPS/iBW-DCs의 항원 제시 능력은 감소하였다. 이는 iBW가 단

독으로는 수지상세포의 항원 제시 능력을 증가시키지만, LPS와 같

은 염증성 물질의 존재 하에서는 수지상세포의 항원 제시 능력을 감

소시킬 수 있음을 보여준다. 

본 연구에서는 iBW는 단독으로 수지상세포를 활성화하고 성숙시

킬 수 있으며, LPS와 같은 염증성 물질이 있을 때는 수지상세포의 

항원 제시 능력을 낮추어 면역조절 기능을 할 수 있다는 것을 확인

했다. 따라서 iBW는 단독 또는 염증상태에서 면역 중심 세포인 수

지상세포에 대해 서로 다른 반응(biphasic effect)을 보였다. 하지만 

LPS-DCs에 비해 LPS/iBW-DCs에서 수지상세포 표면의 면역 관

련 분자의 발현 증가, TNF-alpha의 생산 증가가 나타나는 사실은 

항원 제시 능력의 증가와는 차이가 있다. 향후 연구를 통해 iBW에 

의한 면역 관용 유도, 관련 분자의 발현이 어떻게 변하는지를 밝힐 

필요가 있다. 
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