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서 론

해조류에는 다양한 천연 생리활성 화합물이 풍부

하게 존재하여 오랫동안 식용 또는 약용으로 사용되

어왔다. Sagassaceae 과에 속하는 톳(Hizikia fusi-

forme)은 한국을 포함한 북서태평양에 서식하는 식

용 갈조류의 일종이다[1]. 선행 연구들에 의하면 톳

은 항산화, 항노화, 항염, 항암, 면역 조절, 골 기능 

강화 및 항당뇨 활성과 같은 다양한 생리 활성을 가

지고 있음이 알려져 있다[2-4]. 본 연구실에서도 그
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Abstract Hizikia fusiforme, a type of brown algae, is widely used in Asian cuisine. It has been 
reported to have various pharmacological effects. In this study, the effects of the ethanol extract 
from H. fusiforme (EAHF) on the proliferation of human colon carcinoma cells were investigated. 
The effect on the survival of human hepatocarcinoma and colon carcinoma cells was examined, 
and results revealed that the anti-proliferative effects of EAHF were higher in colon carcinoma 
cells than in hepatocarcinoma cells. The inhibition of proliferation of HT29 colon carcinoma cells 
by EAHF treatment was closely related to the induction of apoptosis. EAHF treatment also in-
creased caspase activity and poly(ADP-ribose) polymerase degradation, induced mitochondrial dys-
function, altered Bcl-2 family protein expression, and increased the rate of cytochrome c released 
from the mitochondria into the cytoplasm. Furthermore, the production of reactive oxygen species 
(ROS) was markedly stimulated by EAHF treatment, and when ROS production was blocked, 
EAHF-induced cytotoxicity was significantly attenuated. These results indicate that the anticancer 
activity of EAHF in HT29 colon carcinoma cells was induced by ROS-dependent mitochondrial 
impairment. While EAHF exhibited potent anticancer activity in colon carcinoma cells in this 
study, further studies on the active components of EAHF and their efficacy should be performed.
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동안 톳 추출물의 미백, 항비만, 항염증, 항산화, 항
콜레스테롤 등을 포함한 약리학적 효능에 관한 연구

를 수행한 바 있으며, 백혈병 세포뿐만 아니라 다양

한 고형암 세포에서의 항암 활성을 보고한 바 있다

[5-9].
항암 활성과 연관된 선행 연구에 의하면, 톳 추출

물은 유방암세포의 증식을 억제하였으며, 이는 세포

주기 진행에서 G1기 정지(G1 arrest)와 연관성이 있

었다[10,11]. 또한, 인간 위암세포에서 세포사멸

(apoptosis)을 유도하였고[12], 세포사멸 유도에서 tu-
mor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand 
(TRAIL)에 대한 저항성을 극복할 수 있었다[13]. 특
히 TRAIL 저항성 간암세포에서 톳 추출물은 TRAIL
에 대한 감수성을 증대시켜, 항암제 내성 극복 가능

성이 있음을 보고한 바 있다[14]. 아울러, 톳 추출물

의 암세포 세포사멸 유도는 폐암, 전립선암, 흑색종 

및 방광암세포 등에서도 보고된 바 있고[15-18], 이
러한 항암 활성은 세포증식 관련 세포 내 신호 전달

계의 활성 억제와 연관된 reactive oxygen species 
(ROS) 생성 의존적이었으며[16-18], 암세포의 침윤 

또한 억제되었다[12,19]. 그럼에도 불구하고 톳 추출

물이 결장암 세포의 증식에 미치는 영향은 아직 보

고된 바 없다. 본 연구에서는 톳 에탄올 추출물(eth-
anol extract of H. fusiforme, EAHF)이 인간 결장암 

세포의 증식에 미치는 영향을 분석하였으며, 본 실

험에 앞서 간암세포와 감수성을 비교하였다.

재료 및 방법

세포배양
본 연구에 사용된 인간 결장암(colon carcinoma, 

HCT116 및 HT29) 및 간세포 암종(hepatocellular car-
cinoma, Hep3B 및 HepG2) 세포는 American Type 
Culture Collection (Manassas, VA, USA)에서 구입하

였다. 모든 세포는 10% fetal bovine serum 
(WelGENE, Inc., Gyeongsan, Republic of Korea)과 1% 
penicillin-streptomycin (WelGENE, Inc.)이 함유된 

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (WelGENE, Inc.)
를 사용하여 5% CO2 및 37℃ 조건에서 배양하였다.

EAHF의 준비 및 처리
본 연구에 사용된 톳은 울산시 정자동 해변에서 

채취한 것으로서[5], EAHF의 제조를 위하여 건조된 

톳을 파쇄한 후 4℃에서 10 ml/g의 비율로 80% 알코

올에 침전시켰다[16]. 24시간 후, Whatman #2 필터를 

통해 여과하고 동결건조시켜 건조된 잔류물(EAHF)
을 얻은 후 dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma-Aldrich 
Chemical Co., St. Louis, MO, USA)에 녹여 100 mg/ml
의 stock 용액으로 제조하여 –20°C에 보관하였다. 
EAHF를 세포에 처리하기 위하여 세포배양 배지에 

적정 농도로 희석하여 처리하였다. 

세포 생존율 측정
EAHF가 암세포의 생존에 미치는 영향을 분석하

기 위하여, 다양한 농도의 EAHF를 단독으로 48시간 

동안 처리하거나, 10 mM의 N-acetyl-L-cysteine 
(NAC, Sigma-Aldrich Chemical Co.)를 1시간 동안 처

리한 후, 150 μg/ml의 EAHF를 48시간 동안 추가로 

처리한 후, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenylte-
trazolium bromide (MTT, Sigma-Aldrich Chemical 
Co.) 용액을 최종 농도가 0.5 mg/ml가 되도록 첨가하

였다. 3시간 반응 후, 형성된 formazan crystal을 

DMSO에 용해시키고 enzyme-linked immunosorbent 
assay (ELISA) reader (Dynatech Laboratories, 
Chantilly, VA, USA)를 이용하여 570 nm의 파장에서 

흡광도를 측정하였다. 처리되지 않은 대조군 세포에

서 형성된 formazan crystal의 광학 밀도는 100% 생존

율을 나타내는 데 사용되었다.

세포사멸 유발 빈도의 정량적 측정
세포사멸 유도의 정량적 평가를 위하여 annexin 

V-fluorescein isothiocyanate (FITC) apoptosis detection 
kit (R&D Systems Inc., Minneapolis, MN, USA)를 사

용하였다. 이를 위하여 적정 농도의 EAHF를 48시간 

동안 처리하거나, EAHF 처리 1시간 전에 10 mM의 

NAC을 처리한 후 150 μg/ml의 EAHF를 48시간 동안 

추가로 처리하였다. 처리가 끝난 세포를 수집하여 

phosphate buffer saline (PBS)로 세척하고, 4℃에서 20
분 동안 75% 에탄올에 고정시켰다. 그 후, 실온에서 

20분 동안 암 하에서 150 μl의 annexin V-FITC 및 

propidium iodide (PI) 용액으로 염색하고, flow cy-
tometer (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA)를 이

용하여 annexin V-양성 세포 집단의 백분율을 세포

사멸이 유도된 빈도로 정량화하였다.
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단백질의 분리 및 immunoblotting
세포사멸 조절 단백질들의 발현에 미치는 EAHF

의 영향을 조사하기 위하여 선행 방법에 준하여 총 

단백질을 추출하였으며[17], 미토콘드리아 및 세포

질 단백질은 mitochondrial fractionation kit (Active 
Motif, Inc., Carlsbad, CA, USA)를 사용하여 분리하

였다. Sodium-dodecyl sulfate-polyacrylamide gel을 이

용하여 각 처리군에서 추출된 동량의 단백질(30~50 
μg)을 분리한 후 polyvinylidene difluoride membrane 
(Bedford, MA, USA)으로 전이시켰다. 단백질들이 전

이된 membrane을 Thermo Fisher Scientific, Inc. 
(Waltham, MA, USA), Santa Cruz Biotechnology Inc. 
(Santa Cruz, CA, USA) 및 Cell Signaling Technology 
Inc. (Beverly, MA, USA)에서 구입한 1차 항체(Table 
1)로 반응시키고 적절한 horseradish peroxidase-con-
jugated 2차 항체(Amersham Life Science, Arlington 
Heights, IL, USA)와 추가 반응시킨 후, enhanced 
chemiluminescence solution (R&D Systems Inc.)을 첨

가하여 단백질의 발현 양상을 검출하였다. 

Caspase 활성의 측정
Caspase의 활성 증가의 정량적 평가를 위하여 col-

orimetric assay kit (R&D Systems (Minneapolis, MN, 
USA)를 사용하였다. 이를 위하여 EAHF가 처리된 

세포를 kit에서 제공된 용해 완충액을 이용하여 용해

시켰다. 이어서 상청액을 수집하고, 각 caspase의 기

질(caspase-3, Asp-Glu-Val-Asp-p-nitroanilide (pNA); 
caspase-8, Ile-Glu-Thr-Asp-pNA; caspase-9, 
Glu-His-Asp-pNA)과 혼합 후 37℃에서 20분간 반응

시켰다. 각 caspase 활성은 ELISA reader를 사용하여 

405 nm에서 흡광도의 변화를 측정하여 대조군에 대

한 상대치로 제시하였다.

Mitochondrial membrane potential (MMP, Δψm)
의 측정

EAHF가 처리된 세포의 미토콘드리아 활성 평가

를 위한 MMP의 값을 측정하기 위하여 5,5',6,6'-tetra-
chloro-1,1'3,3'-tetraethyl-imidacarbocyanune iodide 
(JC-1)를 사용하였다. 이를 위하여 처리가 끝난 세포

를 PBS로 세척하고 10 μM의 JC-1 용액

(Sigma-Aldrich Chemical Co.)과 혼합하여 37℃에서 

20분 동안 반응시켰다. 이후 세포를 다시 PBS로 세

척하고 flow cytometer를 사용하여 JC-1 aggregate 및 

monomer의 비율을 산출하였으며, monomer의 빈도

를 MMP가 소실된 세포의 빈도로 제시하였다.

ROS 생성 측정
ROS의 생성이 EAHF 처리에 의한 세포사멸에 미

치는 영향을 조사하기 위하여 2’,7’-dichloro-
fluorescein diacetate (DCF-DA) 염색을 실시하였다. 
이를 위하여 제시된 시간 동안 EAHF가 처리된 세포

를 대상으로 10 μM의 DCF-DA (Eugene, OR, USA)로 

염색한 후 flow cytometer를 사용하여 ROS 생성의 

정도를 평가하였다. 아울러 EAHF 처리에 의한 ROS
의 생성에 미치는 NAC의 영향을 조사하기 위하여 

10 mM의 NAC을 1시간 동안 처리한 후, 150 μg/ml의 

EAHF를 1시간 동안 추가로 처리하였다. 처리가 끝

난 세포를 flow cytometer로 분석하거나 형광현미경

(Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) 하에서 ROS 생성 

정도를 시각화하였다. 

통계 분석

Table 1. List of antibodies used in this study
Antibody Species Dilution Catalog No. Vendor
caspase-9 Rabbit polyclonal 1:1000 PA5-105271 Thermo Fisher Scientific, Inc.
caspase-8 Mouse monoclonal 1:1000 MA1-41280 Thermo Fisher Scientific, Inc.
caspase-3 Mouse monoclonal 1:1000 sc-56052 Santa Cruz Biotechnology Inc.

PARP Mouse monoclonal 1:1000 sc-8007 Santa Cruz Biotechnology Inc.
Bcl-2 Mouse monoclonal 1:1000 sc-509 Santa Cruz Biotechnology Inc.
Bax Mouse monoclonal 1:1000 sc-7480 Santa Cruz Biotechnology Inc.

cytochrome c Mouse monoclonal 1:500 sc-13560 Santa Cruz Biotechnology Inc.
COV IV Rabbit polyclonal 1:500 4844 Cell Signaling Technology Inc.

actin Mouse monoclonal 1:1000 sc-47778 Santa Cruz Biotechnology Inc.
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실험 결과의 통계적 분석을 위하여 GraphPad 
Prism (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, USA)
를 이용하였으며, 결과는 최소 세 번의 독립적인 실

험에서 얻은 평균 값(± standard deviation, SD)으로 

제시하였다. One-way analysis of variance (ANOVA)
를 실시하고 Duncan’s multiple range test를 이용하여 

각 처리 그룹(n=3) 간의 유의성을 검증하였다. p < 
0.05 이하일 때 유의성이 있다고 간주하였다.

결과 및 고찰

EAHF 처리에 의한 HT29 결장암 세포의 세포사멸
유도

EAHF가 인간 결장암세포의 증식에 미치는 영향

을 조사하기 위하여 정상세포에서는 세포독성이 관

찰되지 않았던 범위[5]에서의 EAHF가 처리된 조건

에서 48시간 배양된 결장암세포를 대상으로 MTT 
분석을 수행하였다. Figure 1에 나타낸 결과에서 알 

수 있듯이, EAHF가 처리된 HCT116 및 HT29 결장암

세포의 세포 생존율은 처리 농도 의존적으로 감소하

였으며, 두 암세포에서 IC50 value는 약 200 μg/ml 
정도로 나타났다. 아울러 동일 조건에서 조사된 

Hep3B 세포에서 IC50 value는 약 400 μg/ml 정도를 

추정되며, HepG2 세포에서는 본 연구에서 사용된 

농도보다 높은 것으로 나타났다. 따라서 EAHF에 대

한 항암 활성은 간암세포와 비교하여 결장암세포에

서 높음을 알 수 있었다. 또한, 동일 조건에서 수행된 

B16F10 마우스 흑색종 세포와 비교하였을 경우에도 

EAHF는 결장암세포에서 세포 독성에 대한 감수성

이 상대적으로 높았다[16]. 
이러한 EAHF에 의한 결장암세포에서의 세포증식 

억제 효능이 세포사멸 유도와 연관이 있는지를 조사

하기 위하여 HT29 세포를 선정하였으며, EAHF 처
리는 약 50% 정도의 세포 생존율을 보인 150 μg/ml
을 최고 농도로 설정하여 48시간 동안 처리하였다. 
이어서 처리가 끝난 HT29 세포를 수거하여 annexin 
V-FITC/PI 용액으로 염색한 후 flow cytometer를 이

용하여 annexin V-양성 세포를 세포사멸이 유도된 

빈도로 산출하였다. Figure 2의 결과에서 알 수 있듯

이, EAHF가 처리된 HT29 세포는 EAHF 처리 농도 

의존적으로 세포사멸 유도가 증가되었다. 따라서 

EAHF 처리에 의한 결장암세포의 세포 생존율 억제

는 세포사멸 유도에 따른 현상임을 알 수 있었고, 
이는 B16F10 마우스 흑색종 세포를 포함하여 전립

선암세포 및 백혈병 세포 등에서 관찰된 결과와 유

사하였다[16,17,20]. 따라서 본 결과는 결장암세포를 

포함한 다양한 암종에서 EAHF의 항암 활성은 세포

사멸 유도와 밀접한 연관성이 있음을 의미한다. 

   

Figure 1. Inhibition of cell viability by EAHF treatment in 
various human cancer cell lines. Human hepatocellul
ar carcinoma (Hep3B and HepG2) and colon carcino
ma (HCT116 and HT29) cells were treated with the 
indicated concentrations of EAHF for 48 h. Cell viab
ility of EAHF-treated cells was measured by the MT
T assay. Data were presented as mean ± SD of three 
independent experiments (*p < 0.05 and ***p < 0.00
1 vs untreated cells). 

Figure 2. Induction of apoptosis by EAHF treatment in HT29 
cells. HT29 cells were treated with the indicated con
centrations of EAHF for 48 h. For quantitative analy
sis of apoptosis-induced cells, annexin V and PI dou
ble staining was performed. (A) Representative profi
les of flow cytometry results obtained after annexin 
V/PI staining were presented. (B) The frequencies 
of apoptosis-induced cells were expressed as percent
ages of the numbers of annexin V-positive cells. Dat
a were presented as mean ± SD of three independent 
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experiments (*p < 0.05 and ***p < 0.001 vs untreate
d cells). 

HT29 결장암 세포에서 caspase의 활성에 미치는
EAHF의 영향
세포사멸 유도는 암세포의 증식을 억제하는 중요

한 항암 경로이며, 세포사멸을 회피하는 능력은 암

세포의 전형적인 특징 중 하나이다. 세포사멸의 유

도는 개시 신호에 따라 크게 외재적 및 내재적 경로

로 구분되면, caspase는 세포사멸 신호전달 경로의 

실행자 역할을 한다[21,22]. 그중, death receptor (DR) 
매개 외인성 경로는 death legand가 세포 표면의 DR
에 결합에 따른 caspase-8의 활성 증가에 의해 시작

되는 반면, 미토콘드리아 매개 내인성 경로는 cas-
pase-9의 활성화에 의해 개시된다. Caspase-8 및 -9의 

활성화는 caspase-3 및 -7과 같은 효과기 caspase를 

활성화시켜 세포사멸을 완료하기 때문에, caspase-8 
및 -9는 각각 두 경로에서 개시자 caspase로 분류된

다[23,24]. 따라서 EAHF 처리에 의한 HT29 결장암

세포의 세포사멸 유도에 이러한 caspase cascade가 

관여하는지를 조사하기 위하여, EAHF가 처리된 

HT29 세포를 대상으로 caspase-8, -9 및 –3의 발현과 

활성에 미치는 영향을 조사하였다.

      

Figure 3. Activation of caspases by EAHF treatment in HT29 
cells. HT29 cells were treated with the indicated con
centrations of EAHF for 48 h. (A) The results of 
immunoblotting for the indicated proteins were prese
nted, and actin was used as a loading control. (B) 
To measure the activity of caspases, colorimetric EL
ISA assay kits were used. Data were presented as 

mean ± SD of three independent experiments (*p 
< 0.05, **p < 0.01 and ***p < 0.001 vs untreated 
cells). 

Figure 3A에 나타낸 결과에서 알 수 있듯이, EAHF
의 처리 농도가 증가할수록 비활성 caspase-3의 발현

은 감소된 반면, 활성형 caspase-3의 발현은 증가하

였다. 비록 caspase-8 및 –9의 활성형 발현의 증가는 

관찰할 수 없었지만, 그들의 비활성형은 EAHF 농도 

증가에 따라 점차적으로 감소되어 활성형으로 전환

되었음을 알 수 있었다. 따라서 그들의 활성을 정량

적으로 평가하기 위하여 각 caspase의 기질을 이용한 

그들의 활성 정도를 평가한 결과, EAHF의 처리 농

도 의존적으로 3가지 caspase의 활성이 유의적으로 

증가하였다(Figure 3B). 아울러 caspase-3과 같은 효

과기 caspase의 대표적인 기질 단백질인 

poly(ADP-ribose) polymerase (PARP)의 단편화

[22,23] 또한 증가되었다(Figure 3A). 따라서 EAHF에 

의한 HT29 세포의 세포사멸 유도는 외재적 및 내재

적 경로의 활성화가 동시에 관여하는 caspase 의존적 

현상임을 암시하며, 이는 일부 이전 연구의 결과와 

잘 일치된다[16,17,20].

HT29 결장암 세포에서 Bcl-2 family의 발현 및 미
토콘드리아의 기능에 미치는 EAHF의 영향

HT29 세포에서 EAHF에 의해 유도되는 세포사멸 

경로를 추가적으로 규명하기 위해 Bcl-2 family에 속

하는 인자들의 발현에 미치는 영향을 조사하였다. 
Bcl-2 family는 미토콘드리아 매개 세포사멸 유도에 

핵심적인 역할을 세포사멸 촉진(pro-apoptotic) 및 억

제(anti-apoptotic) 단백질로 구성되어 있다[23,24]. 그
중, 세포사멸 촉진에 관여하는 Bax와 같은 단백질의 

상향 조절과 함께 세포사멸 억제에 관여하는 Bcl-2
와 같은 단백질의 하향 조절은 미토콘드리아 투과성

을 증가시킬 수 있다. 이에 따라 cytochrome c를 포함

한 apoptogenic factor가 미토콘드리아에서 세포질로

의 방출이 촉진되어 세포사멸을 완결시킨다[21,25]. 
본 연구의 결과에 의하면, EAHF가 처리된 HT29 세
포에서 Bcl-2의 발현은 EAHF 처리 농도 증가에 따라 

감소된 반면, Bax의 발현은 증가되었다(Figure 4A). 
다음은 이러한 Bcl-2 family 단백질들의 발현 변화

가 미토콘드리아의 기능 손상과 연관성이 있는지를 

조사하였다. 이를 위하여 MMP의 변화를 조사하였



J . Mar . Biosci. Biotechnol. 2022, p. 93 - 101 Vol. 14, No. 2 [Research Paper]

- 98 -

으며, EAHF 처리 농도의 증가에 따라 MMP의 소실

을 의미하는 JC-1 monomer의 비율이 증가하여 미토

콘드리아의 기능 손상이 동반되었음을 알 수 있었다

(Figure 4B). 이와 동시에 EAHF가 처리된 세포의 세

포질에서 cytochrome c의 발현이 증가되어, cyto-
chrome c가 미토콘드리아에서 세포질로 유리되었음

을 확인하였다(Figure 4C 및 4D). 즉 EAHF가 처리된 

HT29 세포에서 Bax/Bcl-2 비율의 증가에 따라 미토

콘드리아 막 투과성이 증대되어 cytochrome c가 세

포질로 유되었으며, 이는 caspase-9 활성에 따른 cas-
pase-3의 활성을 증가시켰음을 의미한다. 이러한 현

상은 선행 연구에서와 부분적으로 공통되는 현상으

로[16,17] EAHF에 의한 암세포의 세포사멸 유도에

는 외재적 경로뿐만 아니라 내재적 경로의 활성 증

가가 핵심적임 역할을 하고 있음을 알 수 있다.

Figure 4. Effects of EAHF treatment on the expression of 
Bcl-2 family proteins and cytochrome c, and MMP 
in HT29 cells. HT29 cells were treated with the indic
ated concentrations of EAHF for 48 h. (A) Total 
proteins were isolated and immunoblotting was perfo
rmed. Actin was used as a loading control. (B) To 
determine the extent of MMP loss, cells were stained 
with JC-1 dye and then flow cytometry was perform
ed. Data were presented as mean ± SD of three indep
endent experiments (***p < 0.001 vs untreated cell
s). (C and D) In a parallel experiment, cytochrome 
c expression was analyzed from isolated mitochondri
al and cytoplasmic proteins. Cytochrome oxidase su

bunit VI (COX VI) and actin were included as loadin
g controls, respectively (MF, mitochondrial fraction; 
CF, cytosolic fraction).

HT29 결장암 세포에서 ROS의 생성에 미치는
EAHF의 영향
한편, 산화적 스트레스는 세포 기능과 증식을 조

절하는 핵심 요소이다. 정상적인 생리적 조건에서 

일정 수준의 ROS는 세포 기능의 유지에 요구되지

만, 과도한 ROS 축적은 세포 손상을 유발할 수 있다

[26,27]. 많은 선행 연구들에서 ROS 생성의 조절이 

세포사멸의 중요한 요인 중 하나이며, 세포 내 산화/
환원 불균형으로 인한 산화적 스트레스가 세포사멸

을 촉진하는 ROS의 과도한 생성을 유발할 수 있음

을 제시하였다[27,28]. 특히 EAHF는 정상 세포에서

는 항산화 활성에 의해 ROS의 생성을 억제하는 것

으로 보고된 바 있다[29,30]. 따라서 HT29 세포에서 

ROS의 생성에 미치는 EAHF의 영향을 조사하였으

며, 이를 위하여 EAHF가 처리된 세포를 DCF-DA로 

염색한 후, ROS의 생성 여부를 정량적으로 평가하

였다. 그 결과, ROS의 생성은 EAHF 처리 30분 이내

에 가장 높게 나타났으며, 이후 처리 시간의 증가에 

따라 서서히 감소되었다(Figure 5A-C). 그러나 ROS 
소거제인 NAC이 전처리된 세포에서는 EAHF가 처

리된 세포에 비해 ROS 수준이 현저히 감소되었다.

Figure 5. Increased ROS production by EAHF treatment in 
HT29 cells. HT29 cells were cultured in media conta
ining 150 μg/ml EAHF for the indicated times, or 
pre-treated with 10 mM NAC for 1 h (A), followed 
by exposure to 150 μg/ml EAHF for an additional 
1 h (B and D). (A-C) After staining with DCF-DA, 
ROS generation in each experimental group was mea
sured by flow cytometry. (A and B) Representative 
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profiles for ROS generation were presented. (C) Eac
h data was presented as the mean ± SD (***p < 
0.001 vs untreated cells. ###p < 0.001 vs 150 μg/ml 
EAHF-treated cells). (D) ROS accumulation was det
ected by a fluorescence microscope and representativ
e fluorescence micrographs depicting ROS generatio
n are presented.

다음은 EAHF에 의하여 증가된 ROS가 EAHF로 

유도된 세포사멸 및 생존율 억제에 어떠한 영향을 

미치는지를 조사하였다. 이를 위하여 NAC을 전처

리하여 인위적으로 ROS의 생성이 차단된 조건에서 

EAHF가 처리된 HT29 세포에서 세포사멸이 억제되

었는지를 조사한 결과, 세포사멸 유도의 억제와 함

께 생존력 감소가 유의하게 차단되었다(Figure 6). 이
러한 결과는 ROS 생성이 적어도 EAHF의 항암 활성

에서 상류 조절인자 역할을 한다는 선행 연구 결과

를 잘 뒷받침하여 준다[16,17]. ROS의 주요 세포 내 

공급원은 미토콘드리아이지만, ROS가 전자 전달 사

슬에 관여하는 다양한 거대 분자에 대해 높은 반응

성을 나타내기 때문에 ROS의 과도한 축적은 미토콘

드리아 기능 장애의 매개체로 알려져 있다[27,31]. 
그러나 ROS의 생성은 호기성 호흡과 관련된 미토콘

드리아 손상 외에도 산화 환원 항상성 및 세포 신호

의 다양한 경로와 관련되어 있기 때문에[28,31], 
ROS 생성의 기원에 대한 추가 조사가 요구된다. 

Figure 6. Induction of ROS-dependent apoptosis and growth 
inhibition by EAHF treatment in HT29 cells. HT29 
cells were cultured in media containing the indicated 
concentrations of EAHF for 48 h, or pre-treated with 
10 mM NAC for 1 h, followed by exposure to 150 

μg/ml EAHF for an additional 48 h. (A and B) For 
quantitative analysis of apoptosis-induced cells, anne
xin V and PI double staining was performed. (A) 
Representative profiles of flow cytometry results obt
ained after annexin V/PI staining were presented. (B) 
The frequencies of apoptosis-induced cells were expr
essed as percentages of the numbers of annexin V-po
sitive cells. (C) Cell viability was measured by the 
MTT assay. (B and C) Each data was presented as 
the mean ± SD (***p < 0.001 vs untreated cells. 
###p < 0.001 vs 150 μg/ml EAHF-treated cells).

결 론

본 연구에서는 톳 에탄올 추출물(EAHF)이 인체 

결장암세포의 증식에 미치는 영향을 조사하였다. 이
를 위하여 인체 간암세포와 결장암세포의 증식에 미

치는 EAHF의 영향을 먼저 조사하였으며, EAHF에 

의한 증식억제 효과는 결장암세포에서 높게 관찰되

었다. EAHF 처리에 의한 HT29 결장암세포의 증식

억제는 세포사멸 유도와 밀접한 연관성이 있었고, 
EAHF 처리는 HT29 세포에서 caspase의 활성을 증가

시켰으며, PARP의 분해를 동반하였다. 아울러 

EAHF가 처리된 HT29 세포에서 Bcl-2 family 단백질

의 발현 변화에 따른 미토콘드리아 기능 손상이 유

발되었으며, 미토콘드리아에서 세포질로의 cyto-
chrome c 유리를 증가시켰다. 또한, EAHF는 ROS의 

생성을 촉진시켰으며, 인위적인 ROS의 생성 차단은 

EAHF에 의한 세포독성을 약화시켰다. 따라서 

EAHF에 의한 HT29 결장암세포에서의 항암 활성은 

ROS 의존적 미토콘드리아 기능 손상에 의한 것임을 

알 수 있었다.
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