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마우스 흑색종 세포주 B16-F0에서 다시마 추출물의
세포사멸을 통한 항암 효과
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Anti-cancer effects of kelp extract in mouse melanoma 
B16-F0 cell line through apoptosis
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Abstract Kelp belongs to the brown algae family and has been reported to exert anti-cancer effects on some cancer
types, however studies have not been reported on the anti-cancer effects of kelp extracts on melanoma. In this study, the
anti-cancer effects of kelp extract in B16-F0 cells were investigated, and the underlying molecular mechanisms were
assessed. Kelp extract was found to inhibit the proliferation of B16-F0 cells, induce cytotoxicity, inhibit cell colony
formation, and induce DNA fragmentation and apoptosis. The molecular mechanism was found to involve kelp extract
increasing the expression of cytochrome-c and activated caspase-9 in the intrinsic apoptotic pathway. In addition, kelp
extract upregulated the expression of Fas-associated protein with death domain and activated caspase-8 in the extrinsic
apoptosis pathway. Activation of caspase-9 and caspase-8 by kelp extract induced activation of caspase-3 and cleaved poly
adenosine diphosphate-ribose polymerase, consequently inducing apoptosis. These data suggest that kelp extract represents
a potential therapeutic agent for melanoma.
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서 론

흑색종은 ‘악성 흑색종’이라고도 불리는데 이는 멜라닌 세포에

서 기원한 암으로, 멜라닌 세포는 우리 몸의 피부, 점막 등에 존

재한다(Oh 등, 2018). 따라서 피부 이외의 부위에도 흑색종이 발

생할 수 있지만 자외선에 노출되는 피부에 가장 많이 발생한다

고 알려져 있다. 현재 흑색종은 인간의 기대수명이 증가하면서

피부 손상이 축적된 고령의 인구가 증가하면서 흑색종의 발병률

및 사망률이 꾸준히 증가하고 있는 추세이다(Lens와 Dawes, 2004;

Rigel 등, 2010). 악성 흑색종은 모든 피부암의 4% 정도이지만 피

부암으로 인한 사망원인의 80% 이상을 차지하며 흑색종이 전이

된 경우 10년 후 생존율은 10% 미만으로 나타난다(Bhatia 등,

2009). 악성 흑색종의 치료를 위해서는 조기진단과 광범위한 수

술적 절제가 주요 치료 전략이다(Oh, 2018; Rigel과 Carucci,

2000). 하지만 수술을 통한 치료의 경우에는 다른 기관으로의 전

이가 없는 경우에 가능하기 때문에 전이가 일어나 수술적 치료

가 불가능한 경우도 있으며, 수술을 시행한 후나 수술을 할 수

없는 경우 화학요법, 면역요법, 방사선요법 등이 시행된다(Kim과

Chung, 2016). 악성 흑색종 치료를 위한 화학요법으로 dabrafenib,

vemurafenib, trametinib과 같은 치료제가 흑색종 환자에 반응성을

보이기는 하지만, 이러한 치료제에 내성과 독성을 가지는 것으로

보고되고 있고(Nazarian 등, 2010), 흑색종의 재발이나 치료적 저

항성이 증가하여 결국에는 사망하는 경우가 많기 때문에 흑색종

치료에 효과적인 새로운 물질의 탐색이 필요하다(Chen과 Davies,

2014). 또한, 국내에서 흑색종 환자가 증가함에도 불구하고 흑색

종의 연구는 흑색종 세포주를 이용한 미백효과의 연구가 대부분

이다(Jung 등, 2009; Kang 등, 2018). 이에 본 연구는 흑색종을

억제할 수 있는 물질 탐색을 위한 기초연구의 일환으로 진행되었다.

해조류(seaweed)는 비타민, 무기질, 불포화지방산, 필수아미노

산 등이 풍부하며 열량이 낮아 아시아지역에서 식품, 비료, 의약

품 등으로 많이 사용되며, 녹조류, 홍조류, 갈조류로 분류된다

(Escring과 Goni, 1999; Jeon 등, 2012). 해조류에는 탄닌류, 카테

킨류, 테르펜류, 페놀류, 할로겐류 등이 포함되어 있어 면역증강

효과, 혈액응고능, 항염증효과, 항바이러스효과 및 항암효과와 같

은 기능을 가지는 것으로 보고되고 있다(Bae와 Kang, 2013; Lee

등, 1992; Nakashima 등, 1987). 그중에서도 갈조류에 속하는 다

시마 추출물은 항비만효과, 항당뇨효과, 항염증효과, 항산화효과

및 항암효과를 가진다고 보고되었다(Kang 등, 2006; Kang 등,

2018). 또한, 다시마 추출물의 항암효과는 자궁 경부암(Grozdanic

등, 2020), 대장암과 유방암(Moussvou 등, 2014)에서 효과가 있다

고 보고된 바 있다. Kong 등(2005)의 보고에 따르면 다시마 추

출물에는 fucoidan이라는 물질이 많으며, 이 물질이 위암과 대장
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암에서 항암효과를 가진다고 하였다. 또한, 갈조류 내의 미생물

의 대사산물이 흑색종의 증식을 감소시킨다는 연구가 보고된 바

있으나(Fan 등, 2020), 이 연구만으로는 다시마 추출물이 흑색종

억제 효과를 가진다는 것을 증명하기에는 과학적인 근거가 부족

하며 어떠한 기전을 통해 항암효과를 가지는지를 규명할 필요가

있다.

이에 본 연구에서는 다시마 추출물이 흑색종 세포주인 B16-F0

에 있어서의 항암효과 및 그 분자적 기전에 대하여 연구하였다.

재료 및 방법

실험 재료

본 실험에서 사용된 다시마는 오뚜기(Anyang, Korea)에서 구입

하였고, 다시마 추출물 여과에 사용된 0.4 µm syringe filter는

Sartorius (Gottingen, BG, Germeny)에서 구입하였다. 세포배양에

필요한 fetal bovine serum (FBS), Dulbecco’s modified Eagle’s

medium (DMEM), penicillin-streptomycin, 0.5% Trypin-EDTA는

HyClone (Logan, UT, USA)에서 구입 후 사용하였다. 증식 및 독

성 실험에 사용된 CellTiter96® Aqueous One Solution Cell

Proliferation Assay kit와 CytoTox96® Non-Radioactive Cytotoxicity

Assay kit는 Promega (Madison, WI, USA)에서 구입하였다. 군집

형성능 측정 실험에 사용된 crystal violet과 glutaraldehyde 용액은

Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)로부터 구입하였으며,

extraction buffer로 사용된 acetic acid는 DC Chemical (Seoul,

Korea) 제품이었다. DNA 분절 실험에 사용된 cell death detection

ELISA kit는 Roche (Basel, Switzerland)에서 구입하여 사용하였

다. 세포사멸 측정에 사용된 Muse® Annexin V & dead cell

assay kit는 Merk Millipore (Darmstadt, Germany)로부터 구매하였

다. Western blot 분석에서 사용한 일차 항체 anti-Fas associated

protein with death domain (FADD), anti-cytochrome-c는 Santa

Cruz Bio Technology (Dallas, TX, USA)에서, anti-cleaved

caspase-8은 Novus Biologicals (Centennial, CO, USA)에서, anti-

cleaved caspase-9, anti-caspase-9, anti-cleaved caspase-3, anti-

caspase-3, anti-cleaved poly adenosine diphosphate-ribose

polymerase (PARP), anti-PARP는 Cellsignaling Technology

(Danvers, MA, USA)에서, anti-GAPDH는 Proteintech (Chicago,

IL, USA)에서 구입하였다. 이차 항체인 anti-rabbit IgG-HRP, anti-

mouse IgG-HRP는 Cell Signaling Technology에서 구입하여 사용

하였다. Immobilon® transfer membrane (0.45 µm)은 Millipore

(Burlington, MA, USA)에서 구입하였다.

다시마 추출물 제조

다시마 추출물은 Hur 등(1999)의 연구를 참고하여 제작하였다.

다시마 5 g을 40oC의 3차 증류수 50 mL에 넣어 믹서기로 갈아준

뒤 30분 동안 대기하고 난 후 추출하였다. 1 N NaOH를 첨가하

여 다시마 추출물의 pH를 6.22±0.05에서 7.54±0.03로 보정 한 후

최종 부피를 100 mL로 하여 최종 농도를 50 mg/mL로 맞추었다.

또한, 염도계로 다시마 추출물의 염도를 측정하여 PBS와 유사한

것을 확인하였다(Table S1). 그 후 여과용 천을 통하여 부유물 및

점액질을 걸러주고, 세포실험에 이용하기 위하여 0.4 µm의 필터

(Sartorius)로 여과해 주었다.

세포주 및 세포배양

마우스 유래 흑색종 세포주인 B16-F0 (ATCC No. CRL-6322)

는 American Type Culture Collection (ATCC, Rockvile, MD,

USA)에서 분양받아서 사용하였다. 세포는 10% FBS, 1%

penicillin-streptomycin을 함유하고 있는 DMEM 배지에서 배양하

였으며, 37oC, 5% CO
2
에서 2-3일에 한번씩 계대배양하였다.

세포 증식 및 독성 측정

다시마 추출물이 세포증식 및 세포독성에 미치는 영향을 검토

하기 위하여 B16-F0를 96-well plate에 2×104 cells/200 µL/well의

세포수가 되도록 분주하였고, 37oC, 5% CO
2
 배양기에서 24시간

배양하였다. 그 후 다시마 추출물을 농도별(0, 1, 2.5, 5, 10 mg/

mL)로 처리한 후 48시간 동안 배양하고 CellTiter96® aqueous one

solution assay of cell proliferation (Promega)을 이용하여 세포증식

능을 microplate reader (SUNRISE-BASIC TECAN, Tecan

Austria, Salzburg, Austria)를 사용하여 측정하였고, CytoTox96®

non-radioactive cytotoxicity assay (Promega)를 이용하여 다시마 추

출물이 세포에 독성을 나타내는지를 microplate reader (SUNRISE-

BASIC TECAN)를 사용하여 측정하였다. 세포 증식은 대조군 대

비 생존률(%)로 계산하여 산출하였다.

                        실험군 OD
Cell viability rate (%) =

 대조군 OD의 평균 
×100

세포독성은 490 nm에서 측정된 흡광도 값으로 양성대조군의

최대 lactate dehydrogenase (LDH) 방출에 대한 실험군의 LDH 방

출비율로 계산하였다.

Cytotoxicity (%) =
 실험군의 LDH 방출(OD) 

×100
                  최대 LDH 방출(OD)

군집형성능 측정

다시마 추출물이 B16-F0의 군집형성에 미치는 영향을 검토하

기 위해 B16-F0를 24-well plate에 1×103 cells/mL/well의 세포수

가 되도록 분주하였고 37oC, 5% CO
2
 배양기에서 24시간 배양하

였다. 그 후 다시마 추출물을 농도별(0, 1, 2.5, 5, 10 mg/mL)로

처리한 후 3일마다 다시마 추출물을 함유한 새로운 배지로 교환

해 주며 14일 동안 배양하였다. 배양 후 PBS로 2회 세척 한 후

6% glutaraldehyde와 5% crystal violet을 1:1로 혼합한 용액으로

세포를 1시간 염색해 준 뒤 PBS로 15분씩 3회 세척했다. 염색된

세포는 scanner (Epson perfection v37, Epson, Nagano, Japan)를

이용해 스캔하였다. 그 후 1% acetic acid 수용액 1 mL를 사용하

여 염색된 세포로부터 crystal violet을 추출한 후 microplate reader

(SUNRISE-BASIC TECAN)를 사용하여 590 nm에서 흡광도를 측

정하였다.

DNA분절 측정

다시마 추출물이 B16-F0의 DNA 분절에 미치는 영향을 검토

하기 위해 B16-F0를 24-well plate에 1×105 cells/mL/well의 세포

수가 되도록 분주하였고 37oC, 5% CO
2
 배양기에서 24시간 배양

하였다. 그 후 다시마 추출물을 농도별(0, 1, 2.5, 5, 10 mg/mL)로

처리한 후 48시간 동안 배양하고, cell death detection ELISA kit

(Roche, Basel, Switzerland)를 이용하여 DNA 분절을 microplate

reader (SUNRISE-BASIC TECAN)를 사용하여 405 nm에서 흡광도

를 측정하였다.

세포사멸 측정

다시마 추출물이 B16-F0의 세포사멸에 미치는 영향을 검토하

기 위해, 24-well plate에 2×105 cells/mL/well의 세포수가 되도록
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분주였고, 37oC, 5% CO
2
로 배양기에서 24시간 배양하였다. 그 후

다시마 추출물을 농도별(0, 1, 2.5, 5, 10 mg/mL)로 처리한 후 48

시간 동안 배양한 후 Muse® Annexin V & dead cell assay kit

(Merk Millipore)를 사용하여 세포를 염색하고 muse cell analyzer

(Merk Millipore)를 이용하여 분석하였다.

Western Blot 분석

다시마 추출물이 B16-F0에서 증식억제 및 독성 유도 관련 기

전을 밝히기 위하여 B16-F0를 6-well plate에 2×105 cells/mL/well

의 세포수가 되도록 분주하였고 37oC, 5% CO
2
로 배양기에서 24

시간 배양하였다. 그 후 다시마 추출물 10 mg/mL을 처리한 후

8시간 동안 배양하였다. 세포를 PBS로 세척하고 cell lysis buffer

를 이용해 세포 용해물을 얻었다. 단백질 농도를 BSA로 표준화

한 제품인 Bio-Rad protein assay kit (Bio-Rad, Hercules, CA,

USA)를 사용해 정량하였다. 단백질 농도가 같도록 조정한 후

2×sodium dodecyl sulfate (SDS) sample buffer를 넣어주어 95oC

에서 5분간 끓여주었다. Mini-PROTEAN system (Bio-Rad,

Hercules, CA, USA)을 이용하여 10% SDS polyacrylamide gel을

만들어 각 well에 14 µg에 해당하는 단백질이 되도록 각 시료를

loading하고 전기영동을 하였으며 Immobilon® transfer membranes

0.45 µm (Merck Millipore, Burlington, MA, USA)에 transfer 시

켰다. Membrane을 1×blocking buffer (BIOFACT BIOFACTORY,

Daejeon, Korea)로 실온에서 1시간 동안 blocking 한 후 일차 항

체 anti-GAPDH (1:10000, Proteintech), anti-FADD (#sc-271748,

1:100, Santa Cruz), anti-cleaved caspase-8 (#NB100-561161,

1:1000, Novus Bio), anti-caspase-8 (#NB100-561161, 1:1000,

Novus Bio), anti-cytochrome-C (#sc-13560, 1:200, Santa Cruz),

anti-cleaved caspase-9 (#9504, 1:400, Cell Signaling), anti-

caspase-9 (#9509, 1:1000, Cell Signaling), anti-cleaved caspase-3

(#9661, 1:1000, Cell Signaling), anti-caspase-3 (#9662, 1:1000,

Cell Signaling), anti-cleaved PARP (#9544, 1:400, Cell

Signaling), anti-PARP (#9544, 1:1000, Cell Signaling)를 각각 처

리하여 4oC에서 overnight하였다. Tris-buffered saline containing

0.1% tween-20 (TBST, pH 8.0)으로 세척한 다음 이차항체(HRP-

conjugated anti-rabbit IgG, anti-mouse IgG, 1:2000, Cell

Signaling)에 1시간 30분 동안 실온에서 배양하였다. TBST로 세

척하고, ECL solution (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA)을

기질로 반응시킨 후 Fusion Solo system (Vilber, Lourmat,

France)을 이용하여 band를 확인하였다. 단백질 band의 강도는

Image J software (NIH, Bethesda, MD, USA)를 사용하여 분석하

였다.

통계분석

본 연구의 실험은 최소 3번 이상 반복했으며, 얻어진 결과의

통계적 유의성은 GraphPad Prism Verson 5.0 software (GraphPad,

San Diego, CA, USA)를 이용하여 분석하였다. 실험 결과의 경우

mean±standard error of mean (SEM)으로 나타내었고, 세포증식,

세포독성, 군집형성, DNA 분절에 대한 각 그룹 간의 통계적 유

의성은 one-way ANOVA를 통한 Tukey’s test를 통하여 검정하였

으며, 세포사멸 측정에 대한 각 그룹 간의 통계적 유의성은 변수

가 다시마 추출물의 농도와 apoptosis 단계 두가지 이기 때문에

two-way ANOVA를 통한 Bonferroni test를 통하여 검정하였다. p

값은 p<0.05를 통계적 유의차가 있는 것으로 판단하였다.

결과 및 고찰

다시마 추출물이 B16-F0의 세포증식에 미치는 영향

흑색종의 주요한 특징은 무분별한 증식과 세포사멸의 결함으

로 인해 나타난다(Wang 등, 2019). 그래서 다시마 추출물이 B16-

F0의 증식에 미치는 영향을 확인하기 위해 0, 1, 2.5, 5, 10 mg/

mL 농도로 다시마 추출물을 B16-F0에 48시간 동안 처리한 결과

(Fig. 1), 대조군에서는 세포 생존률이 100%인 것에 비하여 1 mg/

mL의 다시마 추출물을 처리한 군에서부터 농도 의존적으로 세

포증식이 억제되어 10 mg/mL의 다시마 추출물에서 세포증식이

57.52%까지 감소하였다(p<0.05). Kim 등(2005)은 다시마 추출물

이 자궁경부암(IC
50 

1.68 mg/mL), 유방암(IC
50 

2.12 mg/mL), 위암

(IC
50 

3.24 mg/mL)세포에서 증식을 억제한다고 보고하였다. 선행

연구에서 보고된 바와 같이 다시마 추출물은 흑색종에서도 증식

을 억제하였다.

Fig. 1. Effect of kelp extract on cell proliferation on B16-F0 cells.
B16-F0 cells were treated with the indicated concentration of kelp
extract for 48 h. Cell proliferation was determined by One Solution
Assay kit. The data is reported as the mean±SEM (n=4). Different
letters above bars indicate a significant difference by one-way
ANOVA followed by Tukey’s test (p<0.05).

Fig. 2. Effect of kelp extract on cell cytotoxicity on B16-F0 cells.

B16-F0 cells were treated with the indicated concentration of kelp
extract for 48 h. Cell cytotoxicity was determined by Non-
Radioactive Cytotoxicity Assay kit. The data is reported as the
mean±SEM (n=4). Different letters above bars indicate a significant
difference by one-way ANOVA followed by Tukey’s test (p<0.05).



다시마 추출물의 흑색종 억제 효과 137

다시마 추출물이 B16-F0의 세포독성에 미치는 영향

다시마 추출물이 B16-F0의 독성에 미치는 영향을 확인하기 위

해 0, 1, 2.5, 5, 10 mg/mL 농도로 다시마 추출물을 48시간 동안

처리한 결과(Fig. 2), 2.5 mg/mL에서부터 흑색종에 대해 독성을

보였다(p<0.05). Cui 등(2002)은 다시마 추출물이 폐암, 간암 세포

에서 독성을 유도하고, 정상세포에서는 독성을 유도하지 않는다

고 보고하였다. 세포독성을 측정하기 위해 본 실험에서 측정한

LDH는 세포괴사(necrosis)의 측정 지표로 쓰인다고 알려져 있다

(Decker와 Lohamann-Matthes, 2004). 이상의 결과로 부터 다시마

추출물은 흑색종에서도 독성을 유도하였다.

다시마 추출물이 B16-F0의 군집형성에 미치는 영향

암세포에서의 군집형성은 세포들의 증식 능력과 자기재생능력

을 확인하기 위하여 측정한다(Ma 등, 2012). 48시간 단기간 동안

다시마 추출물 처리에 의해서 세포증식이 억제되었고 독성을 유

도하였기 때문에 다시마 추출물의 장기간 처리가 흑색종의 증식

에 미치는 영향을 검토하기 위하여 다시마 추출물이 B16-F0의

군집형성능력에 미치는 영향을 측정하였다. B16-F0에 0, 1, 2.5,

5, 10 mg/mL의 다시마 추출물을 14일 동안 처리하여 형성된 군

집을 crystal violet으로 염색한 결과(Fig. 3), 1 mg/mL의 다시마 추

출물부터 B16-F0의 군집형성을 현저히 감소시켰다. Crystal violet

을 1% acetic acid 수용액으로 추출하여 흡광도 값을 측정한 결

과, 대조군에서의 흡광도 값이 0.60였으나, 1 mg/mL의 다시마 추

출물에서부터 군집이 현저히 감소한 것과 같이 흡광도 값이 0.12

까지 감소하여 스캔으로 확인한 결과와 일치하였다(p<0.05). Raineri

등(2019)의 보고에 따르면 흑색종은 악성도가 강해 군집 형성능

이 더욱 뛰어나다고 하였고, Hororan 등(2013)과 Easwaran 등

(2014)의 보고에 따르면 뛰어난 군집형성능은 항암치료제의 내성

과 암 줄기세포의 생존, 돌연변이와 관련이 있다고 하였다. 이상

의 결과는 다시마 추출물의 단기간 처리에 의해 세포증식을 억

제하고, 독성을 유도하였을 뿐만 아니라 장기간 처리에 의해서

군집형성을 억제하였음을 의미한다.

다시마 추출물이 세포사멸에 미치는 영향

세포사멸의 큰 특징 중 하나는 DNA 분절이며(Matassov 등,

2004), 세포사멸을 유도하는 것은 흑색종을 억제하는 방법이 될

수 있다(Cai 등, 2020). 따라서 다시마 추출물이 흑색종의 세포사

멸에 영향을 미치는지 확인하기 위해서 DNA 분절과 세포사멸에

미치는 영향을 측정하였다. 먼저 B16-F0에 0, 1, 2.5, 5, 10 mg/

mL의 다시마 추출물을 48시간 동안 처리한 후 DNA 분절을 측

정한 결과(Fig. 4), 대조군에서의 흡광도 값은 0.39인 것에 비하

여, 5, 10 mg/mL 처리군에서의 흡광도 값은 각각 0.69, 0.66로 증

가하여, 다시마 추출물 처리에 의해 DNA 분절이 일어난 것을 확

인하였다(p<0.05). 또한, 세포사멸을 측정한 결과 초기 세포사멸

(early apoptosis)을 의미하는 Annexin V+-7-ADD-인 세포의 비율

이 대조군이 6.81%인 것에 비해 다시마 추출물 처리로 인해 증

가하여 2.5 mg/mL 다시마 추출물군에서는 15.43%로 증가하였다

(Fig. 5, p<0.05). 또한, 후기 세포사멸(late apoptosis)인 Annexin

V+-7-AAD+인 세포가 대조군인 16.01%인 것에 비해 2.5, 5 mg/mL

다시마 추출물 처리군에서는 각각 45.65, 49.16%로 증가하였고,

10 mg/mL에서는 37.68%로 대조군 보다 유의적으로 증가하여,

DNA 세포분절 결과와 마찬가지로 5 mg/mL보다는 감소하였다.

또한, 총 세포사멸(total apoptosis)은 Fig. 4의 DNA 분절 결과와

Fig. 3. Effect of kelp extract on colony formation of B16-F0 cells.

B16-F0 cells were treated with the indicated concentration of kelp
extract for 14 days. Colony formation assay was determined by
crystal violet staining and took a photograph. It was assessed by
extracting crystal violet dye from stained B16-F0 cells. The data are
reported as the mean±SEM (n=3). Different letters above bars
indicate a significant difference by one-way ANOVA followed by
Tukey’s test (p<0.05).

Fig. 4. Effect of kelp extract on DNA fragmentation of B16-F0

cells. B16-F0 cells were treated with the indicated concentration of
kelp extract for 48 h. DNA fragmentation was determined by Cell
Death Detection ELISA. The data are reported as the mean±SEM
(n=3). Different letters above bars indicate a significant difference by
one-way ANOVA followed by Tukey’s test (p<0.05).
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비슷한 양상을 보였다(Fig. 5, p<0.05). 이와 같은 결과는 10 mg/

mL에서도 다시마 추출물이 항암효과를 나타내지만 5 mg/mL의

농도에서 그 효과가 우수한 것을 의미하며, 이러한 결과가 나타

난 이유는 추가 연구가 필요할 것으로 생각된다. Annexin V-7-

AAD염색은 초기 세포사멸과 후기 세포사멸을 구분하는 방법이

다. 초기 세포사멸은 세포막 내부의 phosphatidyl-serine이 바깥으

로 노출되어 annexin-V가 phosphatidylserine과 결합하여 측정할 수

있고, 7-AAD는 DNA와 결합하는 물질로 후기 세포사멸에서 세

포막의 투과성이 높아지면 7-AAD가 세포 내로 유입되어 핵을

염색하게 된다. 따라서 annexin-V/7-AAD 이중염색법을 이용하면

초기 세포사멸과 후기 세포사멸이 유도된 정도를 측정할 수 있

다(Lecoeur 등, 1997). 다시마 추출물이 흑색종의 세포사멸에 대

한 보고는 없으나, Choo 등(2016)의 연구에 따르면 다시마 추출

물이 위암 세포와 유방암 세포에서 세포사멸을 유도한다고 보고

하였다. 이상의 결과로 부터 다시마 추출물은 흑색종의 세포사멸

을 유도하였다.

다시마 추출물이 세포사멸 관련 단백질 발현량에 미치는 영향

세포사멸은 세포의 손상, DNA 손상에 의해 유도되는 내인성

경로와 death 수용체에 death ligand의 결합에 의해서 유도되는 외

인성 경로로 나뉜다(Rampal 등, 2012). 다시마 추출물이 세포사

멸을 유도하였기 때문에 세포사멸과 관련된 단백질들의 발현량

에 미치는 영향을 western blot 분석을 통하여 확인하였다. 다시

마 추출물을 48시간 동안 처리하고 세포사멸 관련 단백질인

caspase-3 활성을 측정하였으나 caspase-3, cleaved caspase-3 및

GAPDH의 단백질 발현이 모두 감소하였다(Fig. S1). 다시마 추출

물의 48시간의 처리가 단백질 분해에 영향을 주었을 가능성이 있

다고 생각되어 물질처리 초기 시간인 8시간에 세포사멸 관련 단

백질의 발현에 어떠한 영향을 주는지 측정하였다. 그 결과 8시간

동안 10 mg/mL 다시마 추출물 처리는 FADD의 발현량을 1.55배

증가시켰다(Fig. 6). FADD의 단백질의 발현량 증가는 생체 내에

서 종양억제제로 작용할 수 있다고 하였다(Tourneur 등, 2005). 다

시마 추출물이 FADD의 발현량을 증가시켰기 때문에 FADD에 의

해 활성화되어 외인성 세포사멸을 유도하는 caspase-8의 활성(Cai

등, 2020)에 미치는 영향을 측정하였다. 그 결과 다시마 추출물

은 caspase-8의 활성을 5배 증가시켰다(Fig. 6). 외인성 세포사멸

은 FADD와 caspase-8을 포함하는 death-inducing signaling complex

(DISC)에 의존적이라고 알려져 있는데(Tummers와 Green, 2017),

다시마 추출물은 이 경로를 활성화시켜 세포사멸을 유도하는 것

으로 나타났다. 또한, 세포사멸은 caspase family의 활성화와 관련

이 있는데 caspase는 세포 기질의 aspartic acid 잔기를 표적으로

하는 cysteine protease이다(Shallini 등, 2014). 내인성 경로에 관여

하는 cytochrome c와 caspase-9의 단백질 발현량에 다시마 추출

물을 처리하였을 때 어떠한 영향을 주는지 확인하였다. 그 결과

다시마 추출물 처리에 의해 cytochrome c의 발현량이 1.9배 증가

하였고, cleaved caspase-9의 발현량 또한 2.25배 증가하였다(Fig

6). Caspase-9의 활성화는 mitochondria의 막 전압 감소를 통한 세

포사멸과 관련이 있는데 이러한 과정 중에 pro-apoptotic 인자인

cytochrome c가 증가하게 된다(Brentnall 등, 2013). 이상의 결과는

다시마 추출물이 mitochondria에서 분비되는 cytochrome c의 발현

을 증가시켜, caspase-9의 활성화를 통하여 세포사멸을 유도하는

것으로 나타났다.

Caspase-3는 내인성 경로인 caspase-9의 활성화에 의하여 연속

적으로 활성화되고, 외인성 경로에서 활성화되는 cleaved caspase-

8 또한 caspase-3를 활성화한다. 본 연구에서 다시마 추출물의 처

리에 의해 caspase-8과 caspase-9을 활성화하였기 때문에 다시마

추출물이 활성화된 caspase-3의 발현에 미치는 영향을 확인하였

다. 그 결과 다시마 추출물 처리에 의해 cleaved caspase-3의 발

현량이 3배로 크게 증가하였다(Fig. 6). Cai 등(2020)의 보고에 따

르면 흑색종에서 FADD의 과발현은 caspase-3를 활성화한다고 하

였고, cytochrome c의 과발현 역시 caspase-3를 활성화한다고 하

였다. 이상의 결과에서 다시마 추출물의 처리는 외인성 경로인

FADD를 증가시키고, caspase-8을 활성화 시키며 그 결과 caspase-

3를 활성화할 뿐만 아니라 내인성 경로인 cytochrome c의 발현을

Fig. 5. Effect of kelp extract on apoptosis of B16-F0 cells. B16-F0
cells were treated with the indicated concentration of kelp extract for
48 h. Apoptosis was determined by Muse® Annexin V & Dead Cell
Assay Kit. The data are reported as the mean±SEM (n=3). Different
letters above bars indicate a significant difference by two-way
ANOVA followed by Bonferroni test (p<0.05).
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유도하여 caspase-9의 활성화하고 caspase-3를 활성화한다는 것을

확인할 수 있었다.

마지막으로 DNA 가닥 조각에 결합하여 DNA를 수선하는 PARP

의 활성화는 caspase-3의 활성화에 의해 일어나므로, 다시마 추출

물의 처리가 cleaved PARP에 미치는 영향을 검토하였다. 그 결

과 cleaved PARP가 다시마 추출물 처리에 의해 3.08배 증가하였

다(Fig. 6). Blank 등(2018)은 흑색종에 penicillin 유도체인 TAP7f

를 처리하였을 때 caspase family의 활성이 증가하는 것으로 나

타났고, 결국 PARP의 cleaved 형태가 증가한다고 보고하였으며

이는 본 연구 결과와 유사하였다.

이상의 결과로부터 다시마 추출물은 FADD와 caspase family를

활성화하여 흑색종의 세포사멸을 유도하는 것으로 생각된다(Fig. 7).

요 약

다시마 추출물은 인체의 중금속 제거 효과 및 항암효과가 있

다고 알려져 있다. 현재 국내에는 고령화, 야외활동의 증가, 오존

층 파괴 등으로 인하여 흑색종 발병률이 증가하고 있다. 흑색종

의 치료는 외과 수술적 제거를 원칙으로 하고 항암요법이나 방

사선 치료, 면역요법 등이 보존적인 방법으로 사용되고 있다. 하

지만 재발의 확률이 높고, 항암치료제에 대한 저항성을 나타내는

경우가 많아 치료에 어려움이 있다. 본 연구에서는 다시마 추출

물이 B16-F0에서 항암효과를 확인하고 또한 어떠한 경로를 통하

여 항암효과를 나타내는지 밝히기 위한 분자적 기전을 연구하였

다. 다시마 추출물은 B16-F0의 증식을 억제하고 세포독성을 유

도하였다. 그리고 세포의 군집형성을 억제하고, DNA 분절을 일

으키며, 세포사멸을 일으키는 것으로 나타났다. 이러한 다시마 추

출물의 흑색종 사멸효과를 유도하는 분자적 기전을 확인한 결과,

내인성 세포사멸 경로인 cytochrome c를 증가시켜 caspase-9 활

성화하였고, 외인성 세포사멸 경로인 FADD를 증가시켜 caspase-

8을 활성화하였다. Caspase-9의 활성화와 caspase-8의 활성화는

caspase-3를 활성화 시켜 결과적으로 PARP를 활성화하여 세포사

멸을 유도하였다. 본 연구의 제한점으로는 단일물질이 아닌 추출

물로 인한 다시마 추출물의 정확한 농도를 구하기 어려운 한계

가 있으며 추후 연구에서 보완되어야 하는 부분이라 생각된다.

그럼에도 불구하고 본 실험에서 다시마 추출물은 내인성과 외인

성 세포사멸 경로를 활성화시켜 흑색종에 독성을 가지며, 증식을

억제하고 세포사멸을 유도하는 것으로 나타났다. 다시마는 갈조

류에 속해 있으며, 다양한 성분들이 포함되어 있는데 그중 fucoidan

이 항암효과를 가지는 것으로 알려져 있다(Kang 등, 2006).

Fucoidan과 관련한 흑색종의 연구는 미백 연구가 대부분이기 때

문에, 이후 연구에서는 in vitro 및 in vivo에서 흑색종에 대한

Fig. 6. Kelp extract induces expression of apoptosis related

proteins. B16-F0 cells were treated with 10 mg/mL kelp extract for
8 h. Protein of whole cell lysates was resolved on 10% SDS-page for
FADD, caspase-8, cleaved caspase-8, cytochrome c, caspase-9,
cleaved caspase-9, caspase-3, cleaved caspase-3, PARP, cleaved
PARP. GAPDH expression is shown as a loading control. Relative
values over western blot band are indicated by the intensity of band
of target protein divided by density of band of GAPDH or native
caspase, native PARP protein. 

Fig. 7. Kelp extract has anti-melanoma effect. Kelp extract
induces the extrinsic and intrinsic apoptotic pathways. The extrinsic
apoptotic pathways is occurred by activation of FADD and caspase-
8. The intrinsic apoptotic pathways is occurred by activation of
caspase-8, cytochrome c, and caspase 9. Both activate caspase-3 and
PARP. Consequently, Kelp extract induces apoptosis in melanoma.
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fucoidan의 항암효과 검토 등 다양한 데이터들이 축적된다면 향

후 다시마 추출물이 흑색종의 치료에 사용될 가능성이 있을 것

으로 생각된다.
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