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서   론

퇴행성 관절염(osteoarthritis, OA)은 세계에서 가장 흔한 무
릎 관련 질병이며, 오랜 기간 사용하여 연골이 마모되어 생긴
다. 이는 무릎 통증과 만성적인 자가면역 및 자가염증 메커니
즘의 기능이 손상되었기 때문이다(Lories and Luyten, 2011). 
이 질병은 주로 60세 이상의 나이 환자들에게 나타나며, 10%
는 남자, 18%가 여성이다(Glyn-Jones et al., 2015). OA는 초
기에 연골 손상 시 이화작용 하는 사이토카인과 연골의 기질을 
분해시키는 효소 합성을 증가시킨다. 대표적인 사이토카인은 
interleukin 1 beta (IL-1β)이며, 이는 연골 ECM (extracellular 

matrix)를 분해하는 요소인 iNOS, MMPs (matrix metallopro-
teinases), ADAMTS (a disintegrin and metalloproteinase with 
thrombospondin motifs)-4, ADAMTS-5의 발현을 증가시킨다
(Goldring, 2000; Gu et al., 2017). 특히, MMPs와 ADAMTS 
-4와 -5는 연골의 정상 기능을 방해하는 효소이다(Mehana et 
al., 2019). 또한, 몸의 방어와 면역 반응에 관여하는 nitric ox-
ide (NO)의 수치도 IL-1β에 의해 증가한다(Korhonen et al., 
2005). 이 때문에 연골 표면에 있는 연골의 ECM의 주 구성요
소인 proteoglycans aggrecan과 collagen type II가 손상된다
(Poole et al., 2002). 이와 관련된 ADAMTS-4와 -5 proteinases
는 연골 파괴에 관련 되어있으며 OA에서 이는 proteoglycan 
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Osteoarthritis (OA) is an inflammatory disease due to wear caused by the continuous use of cartilage. Although many 
drugs for treating OA are being studied, they have side effects, such as digestive disorders and cardiovascular dis-
eases. Glucosamine, a drug derived from natural products, is known to be less effective. Therefore, the marine organ-
ism, Sargassum fulvellum, was studied to determine whether it contains substances with a chondroprotective effect 
on the inflammatory response of chondrocytes induced by interleukin-1β (IL-1β). A 30% ethanol extract of S. fulvel-
lum (SF30%EtOH) has therapeutic and few side effects. We first confirmed the presence of nitric oxide (NO) and 
the expression of inducible nitric oxide synthase (iNOS), which is expressed during inflammatory reactions. We then 
examined the expression of collagen type II, which is the main component of the extracellular matrix and cartilage. 
Finally, the expression of extracellular matrix degrading enzymes, MMPs and ADAMTS-4 and -5, was confirmed. 
The results showed that SF30%EtOH reduced the expression levels of NO, iNOS, MMPs, and ADAMT-4 and -5, and 
increased the expression level of collagen type II in chondrocytes induced with IL-1β. Therefore, SF30%EtOH has 
a chondroprotective effect against inflammation, indicating its potential use for the prevention and treatment of OA.
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aggrecan을 분해한다(Verma and Dalal, 2011). 또한, IL-1β는 
염증을 일으켜 intracellular signalling에 영향을 주게 되는데 이
는 mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathway에 영향
을 미친다. C-JUN N-terminal kinases (JNKs)와 p38 MAPKs
는 염증 자극과 세포 스트레스에 의해 강하게 활성화되고 ex-
tracellularly regulated kinases (ERKs)는 좀 더 폭 넓은 자극과 
사이토카인에 영향을 받는다(Saklatvala, 2007; Kyriakis and 
Avruch, 2012). OA는 수술법이 있기는 하지만 부작용과 일생
을 살아가는데 불편함, 고통을 주고 비용적으로 부담이 되며, 
지속적인 치료가 필요하기 때문에 초기에 미리 방지하고 치료
하는 것이 매우 중요하다. 약물 치료 방법도 있는데 시중에 나
와있는 대표적인 약물로는 acetaminophen과 논스테로이드 약
물(nonsteroidal antiinflammatory drugs, NSAIDs)이 있다. 하
지만 장기간 복용시 심혈관질환, 위장 및 신장 장애를 일으키
는 등의 부작용이 있다(Goodrich and Nixon, 2006). 이 때문
에 천연물 기반한 OA 치료 약물을 연구하는 것이 필요한데, 천
연물은 합성약물보다 부작용이 적고 흡수율이 높다. 천연물 기
반하여 OA 치료하는 대표적인 약물이 glucosamine과 methyl 
sulfonyl methane이 있지만 OA 증상 완화 효과에는 여전히 의
문이 제기 되고 있다(Goodrich and Nixon, 2006). 이 문제를 해
결하기 위해 해조류에서 답을 찾고자 하였다. 그 이유는 해조
류에는 항산화(Zhong et al., 2019) 효과가 좋은 mycosporine-
glycine (Dunlap, 1995)과 carotinoids (Krinsky, 1991)가 풍부
하고 항염증, 항산화, 항발암에 효과 있는 성분 등을 다량 함유
하고 있다.  또한, 해양 생물에서 다양한 생리활성 유효성분이 
있음이 밝혀지면서 많은 연구에 사용되고 있다(Lauritano and 
Adrianna lanora, 2016; Liu et al., 2020). 많은 해조류 중에서
도 특히 모자반(Sargassum fulvellum)은 아시아 해안에 넓게 
분포하고 있는 것으로 다량의 탄수화물과 소량의 지방을 포함
하고 있다. 또한, 항발암(Bae, 2004), 항산화(Kim et al., 2007), 
항염증(Kang et al., 2007), 부어오름, 고환암의 통증, 비뇨기계
의 감염 등의 질병에도 사용되고 있다(Liu et al., 2020). 이처
럼 모자반은 널리 질병의 치료 목적으로 이용되고 있으며, 상
당히 신뢰할 만하다. 하지만 항관절염에 대한 치료 가능성은 연
구된 바 없기에 모자반이 항관절염에 대한 효능이 있는지는 연
구가 필요하다.

재료 및 방법

실험 재료

본 실험에 사용된 모자반(S. fulvellum)은 2022년 파라제주
(Jeju, Korea)에서 구입하였다. 이 시료를 주정 30%로 추출, 농
축, 동결건조 과정을 거쳐서 모자반 주정 30% 추출물을 만들었
다. 모자반 주정 30% 추출물을 연골세포가 배양되고 있는 배
지에 혼합하고 24시간동안 37°C, 5% CO2 incubator에 배양하
였다. 24시간 후 염증을 일으키기 위해 모자반 주정 30% 추출

물이 혼합된 연골세포 배양액에 IL-1β (10 ng/mL)를 넣어주
고 24시간, 37°C, 5% CO2 incubator에 배양시켰다. 이를 통해 
모자반 주정 30% 추출물이 연골 보호 효과가 있는지 알아보
기 위해 염증 관련 인자인 NO, iNOS의 발현량을 각 ELISA 
(enzyme-linked immunosorbent assay)와 Western blot을 통해 
확인하고, 연골 관련한 인자인 MMPs, ADAMTS-4와 -5 그리
고 MAPK signaling을 통해 확인하였다. 
이 시료가 자체로 세포 독성이 있는지 확인하기 위해 사용
된 시약은 N-(1-naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride, 
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 
(MTT) (Sigma-Aldrich Co., Ltd., St. Louis, MO, USA) 제품
을 사용하였고 염증 유발을 위한 IL-1β (ProSpec Protein Spe-
cialists Co., Ltd., Rehovot, Israel), 연골 세포 배양을 위한 배
지인 Dulbecco’s modified Eagle’s medium/Nutrient mixture 
F-12 (DMEM/F12)와 penicillin-streptomycin solution (Wel-
Gene Co., Ltd., Daegu, Korea), Fetal bovine serum (FBS) 
(ATLAS Biologicals Co., Ltd., Fort Collins, CO, USA) 사
용하였다. Western blot을 위해 1차, 2차 항체 MMP-13, AD-
AMTS-4, 그리고 iNOS (Abcam Co., Ltd., Cambridge, MA, 
USA)을 사용하였고 anti-α-tubulin (Thermo Fisher Scientific 
Co., Ltd., Waltham, MA, USA), 그리고 MMP-1 (Lifespan 
Biosciences Co., Ltd., Seattle, WA, USA), MMP-3, p-ERK, 

Fig 1. Effects of 30% ethanol extracts of Sargassum fulvellum 
on rat primary chondrocyte viability. Chondrocytes were treated 
with 30% ethanol extracts of S. fulvellum (250, 500, 1,000, 2,000 
μg/mL) for 24 h, and cell viability was measured by MTT assay. 
Chondrocytes were incubated without 30% ethanol extracts of S. 
fulvellum. It was control group, which were considered 100% sur-
vival. Data are represented as mean±SD of three independent ex-
periments. N=5 per group. ***P<0.005 compared with the control 
group.
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ERK, p-JNK, JNK, p-p38, p38 (Cell Signaling Technology 
Co., Ltd., Danvers, MA, USA)을 사용하였다.

세포 배양

본 실험에서 사용한 연골 세포는 5일령 Sprague-Dawley rats
를 Damool Science (Daejeon, Korea)에서 구입하고 Kim et al. 
(2013)을 참고하여 추출하였다. 연골을 DMEM/F12 배지에 녹
인 0.3% collagenase type II에 넣고 37°C incubator에 하루 둔
다. 모든 동물 관리 및 절차는 조선대학교 동물 케어와 위원회
로부터 승인받았다(CIACUC2021-A0013). 그리고 이 세포를 
cell strainer (0.45 μm)로 거른 후 37°C, 5% CO2 incubator에 
10% FBS와 1% penicillin/streptomycin이 들어있는 DMEM/
F12배지로 2×106의 세포를 6well plate (SPL Life Science 

Co., Ltd., Gyeonggi-do, Korea)에 배양하였다. 연골 세포는 
90% 찰 때까지 배양하였고 실험하는 동안 계대 하지 않았다.

세포 독성 측정

모자반 추출물의 연골세포에 대한 독성 효과는 N-(1-naph-
thyl) ethylenediamine dihydrochloride, 3-(4,5-dimethylthi-
azol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)를 사용
하여 행하였다. 이는 Sigma-Aldrich사의 방법으로 행하였다. 
MTT assay는 세포의 생존율을 측정하는 방법으로서 살아있
는 세포에 있는 미토콘드리아의 dehydrogenase가 MTT로 인
해 dark blue formazan을 생성하는 원리를 이용한다.
이를 위해 각 세포주를 1×106 cells/well로 맞추고 모자반 주
정 30% 추출물을 0, 250, 500, 1,000, 2,000 μg/mL로 24시간 

Fig. 2. Inhibitory effects of 30% Ethanol Extracts of Sargassum fulvellum on IL-1β-induced NO, iNOS, TNF-α, and IL-6 in rat primary 
chondrocytes. Chondrocytes were pre-treated with 30% Ethanol Extracts of S. fulvellum (10, 50, 100, 200 μg/mL) for 1 h, then IL-1β (10 
ng/mL) was induced for inflammatory response for 24 h. A, NO production was measured in the cultured medium using a Griess reagent; B, 
Protein expression levels of the iNOS, TNF-α, and IL-6 was examined using Western blot analysis. C-E, Quantitative data of B were ana-
lyzed using the ImageJ bundled with Java 1.8.0_172 software. α-Tubulin represented as an internal control. CTL, Control. N=5 per group. 
Data are served as mean±SD of three independent experiments. ###P<0.005 vs. control group; **P<0.05, and ***P<0.005 compared with 
the IL-1β-treated group. 
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동안 37°C, 5% CO2 incubator에 배양했다. 그 후, MTT 시약
을 5 mg/mL로 각 well에 처리한 후 37°C incubator에 2시간 

넣어 두었다. 그 다음 MTT 시약이 포함된 배지를 제거한 후 
dimethyl sulfoxide를 1 mL씩 각 well에 넣고 565 nm에서 흡

Fig. 3. Inhibitory effect of 30% ethanol extracts of Sargassum fulvellum on IL-1β-induced MMP-1, MMP-3, MMP-13, ADAMTS-4 and 
ADAMTS-5 in rat primary chondrocytes. Chondrocytes were pre-treated with 30% ethanol extracts of S. fulvellum (50, 100, 200 μg/mL) 
for 1 h, then IL-1β (10 ng/mL) was induced for inflammatory response for 24 h. Protein expression levels of MMP-1, MMP-3, MMP-13, 
ADAMTS-4 and ADAMTS-5 were determined using Western blot analysis. B-F, Quantitative data of A were analyzed using the ImageJ 
bundled with Java 1.8.0_172 software. α-Tubulin represented as an internal control. N=5 per group. Data are served as mean±SD of three 
independent experiments. ###P<0.005 vs. control group; *P<0.5, **P<0.05, and ***P<0.005 compared with the IL-1β-treated group.
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모자반(Sargassum fulvellum) 주정 30% 추출물의 연골보호효과 871

광도를 측정하였다.

Nitric oxide (NO) 측정

모자반 주정 30% 추출물(50, 100, 200 μg/mL)을 연골세
포에 1시간 처리한 후 IL-1β (10 ng/mL)를 첨가해서 24시간 
37°C, 5% CO2 incubator에 배양했다. NO 생성물은 세포 배양
액에 NO가 얼마나 축적되었는지 측정하는 것이다. 배양액(100 
μL)과 Griess reagent (5% phosphoric acid에 녹인 1% sulfa-
nilamide와 H2O에 녹인 0.1% α-naphthylamide)를 섞은 다음 
microplate reader (Epoch BioTek Instruments Inc., Winooski, 
VT, USA)를 이용하여 540 nm에서 측정하였다.

Western blotting 분석

모자반 주정 30% 추출물(50, 100, 200 μg/mL)을 연골세
포에 1시간 처리한 후 IL-1β (10 ng/mL)를 첨가해서 24시간 
37°C, 5% CO2 incubator에 배양했다. 그 다음 1X phosphate-
buffered saline로 세척해주고 단백질을 추출하기 위하여 PRO-
PREP protein extraction solution (iNtRON Biotechnology, 
Seongnam, Korea)을 이용하여 얼음에서 30분 동안 두었다. 그 
후 14,000 g로 4°C에서 15분간 원심분리를 진행하였다. 단백
질 정량을 위해서 bicinchoninic acid protein assay kit (Pierce, 
Rockford, IL, USA)를 이용하였다. Lysate protein (10 μg)을 
6, 8, 10, 12% sodium dodecyl sulfate polyacrylamide 젤로 분
리하고 젤에 있는 단백질을 polyvinylidene difluoride mem-
brane (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)로 옮겨주
었다. 그 후 이 membrane을 0.1% Tween 20 (TBST)가 포함된 
Tris-buffered saline에 5% bovine serum albumin을 녹인 용액
으로 상온에서 1시간 blocking을 행하였다. 그 다음 1차 항체를 

1:1,000으로 하룻밤 동안 4°C에 방치하였다.  이 membranes을 
TBST로 3번 세척하고 2차 항체를 1:10,000으로 상온에서 1시
간 두었다. 밴드 확인을 위해서 chemiluminescence  kit (Mil-
lipore, Bedford, MA, USA)를 처리하고 시각화 하기 위해 Mi-
croChemi 4.2 imager (DNR Bioimaging Systems, Jerusalem, 
Israel)를 사용하였다. 

통계 분석

대조군과 각 시료로부터 얻은 실험 결과들은 standard devia-
tion 값이며 GraphPad Prism 5.0 software (GraphPad Software 
Inc., San Diego, CA, USA)로 Dunnett test인 one-way analysis 
of variance (ANOVA)를 이용하여 유의성을 검증하였다. 통계 
유의성은 control과 비교하였을 때 ###P<0.005로 표기하였으
며 IL-1β와 비교하였을 때는 *P<0.5, **P<0.05, ***P<0.005
로 표기하였다. 

결과 및 고찰

모자반의 세포 독성 측정(Cell viability)

모자반 주정 30% 추출물이 연골 세포에 대한 독성 효과를 보
기 위해 세포에 모자반 주정 30% 추출물을 0, 250, 500, 1,000, 
2,000 μg/mL로 24시간 동안 37°C, 5% CO2 incubator에 배양
하고 세포 독성을 확인하였다. 그 결과 1,000 μg/mL까지는 세
포 독성이 확인되지 않았지만 2,000 μg/mL에서는 독성이 확인
되었다(Fig. 1). 

모자반의 IL-1β에 의해 염증이 일어난 연골 세포에서의 
Nitric oxide (NO) 측정

Fig. 4. Inhibitory effect of 30% ethanol extracts of Sargassum fulvellum on IL-1β-induced collagen type II degradation in rat primary chon-
drocytes. Chondrocytes were pre-treated with 30% ethanol extracts of S. fulvellum (50, 100, 200 μg/mL) for 1 h, then IL-1β (10 ng/mL) 
was induced for inflammatory response for 24 h. Protein expression levels of collagen type II were measured using Western blot analysis. 
α-Tubulin represented as an internal control. B, Quantitative data of (A) were analyzed using the ImageJ bundled with Java 1.8.0_172 
software. N=5 per group. Data are represented as mean±SD of three independent experiments. ###P<0.005 vs. control group; ***P<0.005 
compared with the IL-1β-treated group.
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장고은ㆍ한설희ㆍ김도경ㆍ김춘성872

OA가 진행됨에 따라 염증의 정도는 심해지므로 염증 여부를 
알 수 있는 NO 양 측정을 통해 모자반이 염증 완화에 효과가 있
는지 확인하였다. 그래서 NO 양은 IL-1β (10 ng/mL)가 처리
된 연골 세포를 배양하는 배지를 따서 측정하였다. 모자반 주정 
30% 추출물을 연골세포를 배양하는 배지에 50, 100, 200 μg/
mL의 농도로 혼합 한 후 IL-1β (10 ng/mL)를 첨가해서 24시간 
37°C, 5% CO2 incubator에 배양했다. 오직 IL-1β만 처리한 군
에서 NO 양이 증가하였고 모자반 주정 30% 추출물을 같이 처
리한 군에서는 처리한 농도가 높아질수록 NO 양이 감소하는 
경향을 나타내었다(Fig. 2A). 또한, western blot을 통해 본 결
과에서 염증 관련 인자인 iNOS의 발현양이 IL-1β만 처리한 군

에서는 높았지만 모자반 주정 30% 추출물을 처리한 군에서는 
농도가 높아짐에 따라 iNOS의 발현양이 낮아지는 경향을 보였
다(Fig. 2B-2E). 이 결과는 IL-1β에 의해 유도된 염증 반응에 모
자반 주정 30% 추출물이 항염증에 잠재적인 효과가 있음을 시
사하는 바이다. 

모자반의 IL-1β에 의해 염증이 일어난 연골 세포에서의 
matrix-degrading enzyme 발현 측정

염증 발현 인자들인 NO는 MMPs와 ADAMTS-4, -5와 같
은 matrix-degrading enzyme의 발현을 촉진시킨다. MMPs와 
ADAMTS-4, -5는 proteoglycan molecule aggrecan과 ECM

Fig. 5. Effects of 30% ethanol extracts of Sargassum fulvellum on IL-1β-induced phosphorylation of MAPKs in rat primary chondrocytes. 
Chondrocytes were pre-treated with 30% Ethanol Extracts of S. fulvellum (50, 100, 200 μg/mL) for 1 h, then IL-1β (10 ng/mL) was induced 
for inflammatory response for 24 h. Protein expression levels of phosphorylation of MAPKs (ERK, JNK, and p38) were measured using 
Western blot analysis. ERK, Extracellular signal-regulated kinase; JNK, c-Jun N-terminal kinase. B-D, Quantitative data of A were analyzed 
using the ImageJ bundled with Java 1.8.0_172 software. N=5 per group. Data are represented as mean±SD of three independent experi-
ments. ###P<0.005 vs. control group; ***P<0.005 compared with the IL-1β-treated group.
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모자반(Sargassum fulvellum) 주정 30% 추출물의 연골보호효과 873

를 파괴하는 효소이다(Verma and Dalal, 2011; Mehana et al., 
2019). 그러므로 IL-1β에 의해 유도된 염증 반응에 모자반 주정 
30% 추출물의 효능을 OA에서 두드러진 역할을 하는 MMP-
1,-3,-13과 ADAMTS-4,-5의 발현양을 통해 보고자했다. IL-1β
만 처리한 군에서는 MMPs와 ADAMTSs의 발현양이 아무것
도 처리 하지 않은 군에 비해 높았으며 모자반 주정 30% 추출물
을 함께 처리한 군에서는 농도가 높아질수록 발현양이 낮아지
는 것을 볼 수 있었다(Fig. 3A-3F). 이처럼 모자반 주정 30% 추
출물이 IL-1β로 인해 유도된 염증 반응에서 matrix-degrading 
enzyme의 발현양 감소에 효과가 있음을 시사한다.

모자반의 IL-1β에 의해 염증이 일어난 연골 세포에서의 
collagen type II 발현 측정

Collagen type II는 cartilage extracellular matrix의 주 구성 
요소중 하나이다. 그래서, IL-1β가 처리되어 염증이 일어난 연
골 세포에 모자반 주정 30% 추출물이 collagen type II의 발현
양에 어떤 영향을 미치는지 측정함으로서 그 효과를 알 수 있
다. IL-1β만 처리된 군에서는 collagen type II의 발현이 아무것
도 처리 하지 않은 군에 비해 현저히 감소하였으며 모자반 주정 
30% 추출물을 같이 처리한 군에서는 IL-1β만 처리한 군에 비해 
증가하였다(Fig. 4A, 4B). 이 결과, collagen type II 발현양의 변
화로도 모자반 주정 30% 추출물이 IL-1β에 의해 염증이 일어난 
연골 세포에 효과가 있다는 것을 알 수 있다.

모자반의 IL-1β에 의해 염증이 일어난 연골 세포에서의 
MAPK signaling pathways 발현 측정

Mitogen-activated protein linase (MARK) pathways는 염증 
자극에 의해 활성화 되고 세포 증식, 분화, 생존, 죽음, 변형에 대
한 중요한 역할을 한다. JNKs와 p38, Extracellularly regulated 
kinases (ERKs) MAPKs는 TNF-α나 IL-1β와 같은 염증 사이
토카인에 의해 강하게 활성화 되며 세포 스트레스에 반응한다
(Kim and Choi, 2010). 그러므로 MAPK signaling pathways를 
통해 염증이 일어난 연골 세포에 모자반 주정 30% 추출물이 어
떤 영향을 미치는지 알아보았다. IL-1β가 처리되어 염증이 일어
난 연골 세포에 모자반 주정 30% 추출물을 처리해본 결과, 오직 
IL-1β만 처리된 군에서는 전체 양은 변화 없이 JNK, p38, 그리
고 ERK의 인산화 된 양이 높았지만 모자반 주정 30% 추출물
이 같이 처리된 군에서는 전체 양 변화없이 JNK, p38, ERK 인
산화 된 양이 농도 의존적으로 낮아지는 것을 확인 할 수 있었다
(Fig. 5). 이를 바탕으로 모자반 주정 30% 추출물은 IL-1β에 의
한 염증이 일어난 연골 세포에서도 MAPK signaling pathways
의 발현 양을 낮춤으로써 염증 완화에 확실히 효과가 있음을 보
여준다. 이처럼 여러 염증 마커들과 연골 관련 마커들의 확인을 
통해 모자반이 염증 및 연골 보호 효과가 있음을 알 수 있었다. 
더 많은 마커들과 동물 실험을 진행하여 확실한 효과를 확인하
는 연구가 필요하다. 또한 모자반 주정 추출물 외에도 다른 분획
물들이 소량으로 더 좋은 효과를 낼 수 있는지에 대한 추가 연

구도 필요하다. 
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