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서 론

해양에 서식하는 해조류는 다량의 fucoxanthin, fu-
coidan 및 Alginic acid 등을 함유하고 있어 다양한 

생리 활성을 유도할 수 있는 천연자원으로 주목을 

받고 있다[1-3]. 해조류 중 모자반류는 갈조류에 속

하며 어류 및 갑갑류 등 해양 생물의 먹이, 번식지  

및 서식지 등을 제공하며 탄소 순환에도 중요한 역

할을 한다. 모자반목 모자반과에 속하는 갈조류인 

괭생이모자반은 (Sargassum Horneri, SH) 일본, 중국 

및 한국의 연안 해역에서 발견되는 종으로 일본에서

는 식용으로 이용되는 것으로 보고되고 있다[4,5]. 
국내에서는 제주, 전남 및 남해안에 중국으로부터 

유입된 대규모 괭생이모자반 유조로 인해 어업 활동

의 피해 및 악취로 인한 관광업 등의 문제가 발생하

고 있다[5-7]. 이를 계기로 한국 정부에서는 괭생이
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Abstract Sargassum horneri (SH), a brown macroalgae, has medicinal properties. The present 
study investigated the immune-enhancing effects of SH extract on peritoneal macrophages (PM). 
The SH significantly increased the production of tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin-6 
(IL-6), and nitric oxide (NO) in PM. It was confirmed that SH significantly increased NO ex-
pression through the increase of iNOS protein expression, which is the up-regulation pathway. 
Additionally, it was determined if SH activates the mitogen-activated protein kinase (MAPK) 
pathway, an upper regulatory mechanism that influences TNF-α, IL-6, and NO expression. 
Consequently, SH significantly increased the phosphorylation of p38, extracellular signal-regulated 
kinases (ERK), and c-Jun N-terminal kinase (JNK), all of which are MAPK pathway proteins. 
Moreover, the immune-enhancing effects of SH on another macrophage cell line, bone marrow-de-
rived macrophages were investigated. It was observed that SH significantly enhanced TNF-α, 
IL-6, and NO production. Overall, this study demonstrates the immune-enhancing effects of SH 
on macrophages via activated MAPK pathway. Therefore, it suggests that SH has the potential 
to improve immunological activity in various macrophage cell lines and can be useful as an im-
mune-enhancing treatment.

Keywords : sargassum horneri, immune-enhance, MAPK pathway, peritoneal macrophagy, bone 
marrow derived macrophage
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모자반을 유용한 소재로 개발하기 위한 연구를 진행

하고 있으며, 현재 산업, 제약, 농업 및 식품업 등 

다양한 분야에서 괭생이모자반을 활용한 다양한 제

품개발이 완료되고 있다[8,9]. 
최근 연구에 따르면 괭생이모자반은 항염증

[10,11], 항암[12,13], 항산화[14,15] 및 면역증강[16]
등의 유용한 효과가 있음이 밝혀졌다. 따라서 괭생

이모자반은 현재 개인 건강 증진을 위한 재료로 인

식되고 있다. 우리는 이전 연구를 통해 괭생이모자

반 추출물이 면역 저하 동물모델에서 면역 체계의 

활성화를 통해 면역 조절이 가능함을 밝혔다[16]. 또
한 대식세포 및 면역세포의 활성화를 통해 면역증강

의 효과 및 활성화 기전에 대해 밝혔다[17]. 하지만 

이전 연구 결과에서는, 다양한 종류의 대식세포 중 

일부분에 국한되어 효능을 확인한 사실에 한계점이 

있다. 
면역은 우리 체내에서 내외부로부터 유입된 대사

산물, 병원체 및 알레르겐 등을 제거하는 과정을 거

쳐 인체 내의 항상성을 유지하고 질병을 예방해주는 

역할을 수행한다[18]. 면역 시스템은 선천면역과 후

천면역으로 나누어진다[19]. 선천면역은 대사산물, 
병원체 등의 내외부 요인 자극을 통해 대식세포, 수
지상세포, 호중구, 단핵구 및 자연살해세포 등의 탐

식세포들이 즉각적으로 활성화되어 짧은 시간 내에 

반응하여 면역 작용을 한다[20]. 선천면역에 관여하

는 세포 중 하나인 대식세포는 항원을 인식하여 포

식하고, 사이토카인인 IL-6, IL-1β 및 TNF-α 등을 생

성한다. 대식세포의 활성은 면역 조절인자인 iNOS 
및 NO 활성 및 생성을 유도하여, 수지상세포 및 자

연살해세포 등의 활성을 유도한다. 또한, 외부 항원

에 반응하여 T 세포의 활성화 및 분화를 조절 함으

로써, 후천 면역의 활성화 유도 역할을 한다[21-23]. 
인체 내의 이러한 면역 작용의 저하는 감염, 질병 

유발, 종양 발생 및 치유 지연 등의 요인이 되는 것으

로 밝혀져 있다[24]. 따라서 최근 면역 활성화를 통

한 체내의 방어체계 향상은 삶의 질적 향상에 중요

한 전략으로 대두되고 있다. 
본 연구에서는 bone marrow derived macrophage 및 

peritoneal macrophage에 괭생이모자반 추출물을 처

리하여 세포 생존율, 사이토카인 (IL-6, TNF-α), NO 
생성에 미치는 영향을 비교하였다. 또한, peritoneal 
macrophage에서 mitogen-activated protein kinases 
(MAPKs) 신호전달경로 활성화에 미치는 영향을 확

인함으로써 괭생이모자반의 면역 활성 효능 및 작용 

기전을 규명하고, 면역 조절 천연물로서의 개발 가

능성을 연구하고자 하였다.

재료 및 방법

1. 시약 및 항체

단백질 분석을 위하여 본 실험에 사용된 p-p38, 
p38, p-ERK, ERK, IκB 및 β-actin 항체는 Cell 
Signaling Technology (Beverly, Ma, USA)에서 구입 

하였고, iNOS 항체는 abcam (cambridge, UK) 구입하

였으며, p-JNK, JNK 항체는 Santa Cruz Biotechnology 
Inc. (Santa Cruz, CA, USA)에서 구입하여 사용하였

다. 

2. Bone Marrow derived Macrophage 및

Peritoneal macrophages 세포 배양 및 약물 처리

2.1 bone marrow derived macrophage 세포 배양

bone marrow derived macrophage (골수 유래 대식

세포, BMDM)를 추출하기 위해, 마우스의 대퇴골과 

경골을 2개씩, 한 마리 당 총 4개의 뼈를 분리하였다. 
각 뼈의 골두와 골단 부분을 잘라 원통으로 만든 후 

주사기를 이용하여 IMDM (2% pen strep) 배지를 뼈 

하나당 10 mL 주입하여 50mL tube에 골수세포를 수

확하였다. 이를 원심분리 하여 상등액을 제거하고 

150π dish에 IMDM 배지 (54% IMMD, 33% L929 배
양 상등액, 10% FBS, 1% sodium pyruvate, 1% pen 
strep, 1% MEM NEAA) 30 mL을 넣고 대식세포로 

분화될 때까지 37°C, 5% CO2 세포 배양기에서 7∼8
일간 배양하였다.

2.2 Peritoneal macrophage 세포 배양
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peritoneal macrophage(복강대식세포)를 분리하기 

위해 마우스에 2 mL의 3% thioglycollate (DIFCO, 
Detroit, USA)를 복강에 주사하고, 3일 후 마우스를 

희생시키고 주사기 (henke-ject, Tuttingen, Germany)
를 이용하여 복강에 10 mL의 RPMI 1640 (2% pen 
strep) 배지를 주입하고 손가락으로 마사지한 후, 다
시 주사기로 복강 세포가 현탁 된 배지를 수확하였

다. 이를 3회 반복하여 약 20∼25 mL의 복강 세포 

현탁액을 수확하였다. 이를 원심분리하여 상등액을 

제거하고 RPMI 1640 배지에 복강 세포를 현탁 시킨 

후 세포를 trypan blue로 염색하여 hematocytometer 
상에서 계수하여 각 실험에 사용하였다.

3 MTT assay

대식세포에 대한 괭생이모자반추출물 (SH)의 세

포독성 및 생존능은 MTT (3-(4,5-dimethylthiazol- 
2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) assay로 측정하

였다. 본 연구에 사용된 SH 샘플은 전라남도 완도 

일대에서 채취한 괭생이모자반으로, 원물대비 40배
에 해당하는 정제수를 가하여 90℃에서 4시간 동안 

열수 추출 후 분무 건조한 원료이다. 한국프라임제

약(주)으로부터 제공받아 실험에 사용하였으며, 모
든 실험은 해당 샘플로 진행하였다. 대식세포 (2×104 
cells)에 SH를 농도별로 24시간 처리한 후 세포의 생

존능을 측정하였다. 배양된 96-well microplate의 각 

well마다 MTT (5 mg/mL)을 10 μL 첨가하여 2시간 

동안 추가로 배양한 후 원심분리하여 상등액을 제거

한 뒤, DMSO (dimethyl sulfoxide)를 100 μL 첨가하여 

10분간 교반한 후 microplate spectrophotometer 
(bio-rad, USA)를 이용하여 흡광도를 측정하였다.

4 IL-6, TNF-α, Nitric oxide (NO) 생성 측정

4.1 Nitric oxide (NO) 생성량 측정

대식세포에서 NO 생성량은 Griess reagent kit 
(Promega; Madison, WI,  USA)를 이용하여 측정하였

다. 48 well plate에 대식세포를 5×104 cell/well로 분주

한 후, 37°C, 5% CO2 incubator에 12시간 동안 배양하

면서 세포를 완전히 부착시켜 SH를 각각 맞는 농도

로 처리하였고, 양성대조군인 lipopolysaccharide 
(LPS; Sigma-Aldrich) 또한 1 μg/mL 농도로 처리하여 

24시간 동안 배양한 후, 배양 상등액을 분리하였다. 
분리된 배양 상등액 100 μL에 동량의 Griess (Sigma- 
Aldrich) 시약을 처리하여 10분 동안 암실에서 반응

시킨 후, micro-plate reader를 이용하여 517 nm에서 

흡광도를 측정하였다. NO의 농도는 sodium nitrite 
(NaNO2, Sigma-Aldrich)를 사용하여 얻은 표준 직선

과 비교하여 산출하였다.

4.2 IL-6 및 TNF-α 분비 유도능 평가

48 well plate에 대식세포를 5×104 cell/well로 분주

한 후 SH를 각각 맞는 농도로 처리하였고, 양성대조

군인 LPS 또한 1 μg/mL 농도로 처리하여 24시간 동

안 배양한 후, 배양 상등액을 분리하였다. 분리된 배

양상등액의 IL-6 및 TNF-α 함량은 ELISA kit 
(eBioscience Co., San Diege, CA, USA)을 사용하여 

측정하였으며, 이때 사이토카인의 농도는 kit에 포함

되어 있는 표준용액으로부터 산출된 표준곡선으로

부터 계산되었다.

5. Reverse transcription-polymerase chain re-

action (RT-PCR)에 의한 mRNA 발현 분석

대식세포에 대한 SH의 mRNA 발현을 측정하기 

위해, 대식세포 (4×105 cells)를 6-well micro plate의 

well마다 넣어준 뒤 SH를 o/n처리한 후 LPS를 24시
간 처리하였다. 분리된 세포를 PBS로 세척하고 

RNeasy mini kit (QIAGEN)를 사용하여 total RNA를 

추출하였고, total RNA에서 cDNA를 합성하는데 

maximeTM RT pre-mix (Intron, Korea)을 사용하였다. 
합성된 cDNA에 primer를 넣고 real-time polymerase 
chain reaction (Real-time PCR) 방법으로 증폭시켜 

mRNA를 합성하여 7500 fast system (applied bio-
systems, Foster City, CA, USA)을 이용해 측정하였

다. 측정하고자 하는 mRNA는 GAPDH로 수치를 정

량화 하였고 7500 software (ver. 2.3, applied bio-
systems, CA, USA)을 사용하여 계산하였다. mRNA 
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primer는 cosmo genetech (Seoul, Korea)에서 아래 표

와 같이 만들어 사용하였다 (Table 1).

Table 1. Primer sequences used for real time-PCR

Gene Primer Sequence

IL-6
Forward 5‘-AGT TGC CTT CTT GGG 

ACT GA-3’

Reverse 5‘-TCC ACG ATT TCC CAG 
AGA AC-3'

TNF-α
Forward 5‘-GAG AAG TTC CCA AAT 

GGC-3’

Reverse 5‘-ACT TGG TGG TTT GCT 
ACG-3'

6. Western blot 분석에 의한 단백질 발현 분석

대식세포에 대한 SH의 단백질 발현을 측정하기 

위해, 대식세포 (4×105 cells)를 6 well plate의 각 well 
마다 넣어주고 SH를 o/n 처리한 후 LPS를 20분 배양 

후 원심분리하여 세포를 분리하였다. 분리된 세포를 

PBS로 세척 한 다음, nuclear and cytoplasmic ex-
traction reagents kit (thermo scientific inc.)를 사용하여 

세포질 내의 단백질을 분리하였고 BCA protein de-
tection kit (thermo scientific inc.)를 사용하여 정량하

여 10% tris-glycine mini gel (Invitrogen)에 well당 20 
μg의 단백질을 loading하여 SDS-PAGE로 분리하였

다. 이를 PVDF (poly-vinylidene difluoride membrane, 
Invitrogen)로 transfer 한 후, membrain을 10 mL의 

blocking solution에 2시간 동안 방치한 후 이를 제거

하고 1차 항체를 1:1,000으로 5% skim milk에 희석하

여 4°C에서 overnight 반응시켰다. 이후 TBS-tween 
20 (Intron)으로 10분씩 4회 세척하고, 2차 항체를 5% 
skim milk에 1:3,000으로 희석하여 2시간 동안 반응

시키고, TBST로 10분간 4회 세척하였으며, west 
femto maximum sensitivity substrate와 LAS-4000 (GE 
healthcare life sciences)을 이용하여 밴드를 분석하였

다.

7. 통계 분석

본 연구에 대한 실험결과는 통계분석 SAS 8.2를 

이용하여 Two-way ANOVA (Analysis of variation) 검
정을 실시한 후, Bonferroni post tests의 다중범위검정

과 Student’s t test로 p < 0.05 수준에서 유의성을 검증

하였다. 모든 실험군은 3회 이상 반복하여 동일한 

실험결과로 사용하였으며 정량적 결과는 대조군에 

대한 백분율로 평균 ± 표준편차로 나타냈다.

결 과

괭생이모자반 추출물이 bone marrow derived

macrophage 세포의 생존율에 미치는 영향

 대식세포는 선천면역과 적응면역에서 필수적인 역

할을 하며 모든 조직과 기관에 분포한다. 대식세포 

집단은 집단 사이에서 뚜렷한 형태학적 차이와 이질

성이 있음이 밝혀졌다[25]. 복강 대식세포와 골수 유

래 대식세포 (bone marrow derived macrophage, 
BMDM) 모두 대식세포의 종류로, 면역 반응 조절 

및 병원체 제거 등의 공통적 역할을 하지만 사이토

카인 (IL-6, TNF-α 및 IL-10) 발현 및 T 세포 활성화 

조절 등과 같은 기능 면과 성장 기원의 차이가 있다

[26]. 대표적으로 Toll-like recptor 4 (TRL4)-MAPK 기
전을 통한 염증 조절을 하는 복강대식세포 와 비교

하여 골수 유래 대식세포의 경우 NLRP3–caspase 
1–IL 1β 기전의 조절이 면역 및 염증 조절에 중요

한 역할을 하는 것으로 밝혀졌다 [27]. 본 연구에서

는 괭생이모자반추출물 (SH)가 면역조절 효과가 있

는지 확인하기 위해 골수 유래 대식세포 및 복강대

식세포에서 공통적으로 발현하는 IL-6, TNF-α 그리

고 NO의 발현 여부 확인하였다. 효능을 확인하기 

전 SH의 세포독성 여부를 평가하기 위하여 골수 유

래 대식세포에 SH를 12.5~1000 μg/ml 농도까지 처리

한 뒤, 24시간 배양한 후 MTT assay를 수행하였다 

(Fig 1). SH를 처리하지 않고 배양한 0 μg/ml (Blank) 
군의 세포 생존율 100%와 비교하여, SH를 처리한 

경우에는 100 μg/ml 농도까지 세포 생존율에 변화가 

없었으며, 250 μg/ml부터 유의적인 세포독성이 나타

남을 확인하였다. 따라서 우리는 향후 독성이 없는 
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100 μg/ml 이하의 농도를 선정하여 실험을 진행하였

다.

Figure 1. Effect of Sargassum horneri (SH) extracts on 
the cell viability in Bone marrow-derived macrophagy 
cell (BMDM). SH were treated at the concentration of 
12.5, 25, 50, 100, 250, 500, 750 and 1000 μg/ml. after 
24h, cell proliferation was determined by MTT assay. 
Results are expressed as the mean±SD (n=3). statistical 
analysis was performed using Student’s t-test with a 
significant level of *<0.05 compared to Blank (0 μg/ml) 
group. 

괭생이모자반 추출물이 bone marrow derived

macrophage 에서 IL-6, TNF-α 및 NO 생성에 미치

는 영향

 골수 유래 대식세포에서 IL-6, TNF-α 및 NO는 다른 

대식세포와 동일하게, 대식세포의 활성화에 중요한 

인자로 알려져 있다. SH 처리가 대식세포 활성화에 

미치는 영향을 평가하기 위하여, 골수 유래 대식세

포에 SH 처리 후 IL-6, TNF-α 및 NO 생성 정도를 

측정하였다. 그 결과, 염증 및 감염에 대한 면역반응

을 조절하는 사이토카인인 IL-6 및 TNF-α가 농도 의

존적으로 생성됨을 확인하였다(Fig 2A, B). 또한, 면
역 항상성 조절에 중요한 역할을 하는 NO 생성 역시 

SH 처리 후 농도 의존적으로 유의적인 증가가 나타

남을 확인하였다(Fig 2C). 이는 SH 처리가 골수 유래 

대식세포 활성을 유도하여 면역을 조절할 수 있음을 

확인하였다. 

Figure 2. Effect of Sargassum horneri (SH) extracts on 
the (A) TNF-α production, (B) IL-6 production (C) NO 
production in bone marrow-Derived macrophagy. SH 
were treated at the concentration of 12.5, 25 and 50 
μg/ml. And we used LPS (1μg/ml) for positive control. 
after 24h, (A-C) cytokine(IL-6, TNF-α) and NO 
production in culture supernatant were investigted by 
Elisa kits. Results are expressed as the mean±SD (n=3). 
statistical analysis was performed using Student’s t-test 
with a significant level of *<0.05 compared to Blank 
(0 μg/ml) group.

괭생이모자반 추출물이 Peritoneal macrophage의

생존율에 미치는 영향

 SH의 세포독성 평가를 위해 Peritoneal macrophages 
(복강대식세포) 세포에 SH를 각각 농도별로 처리하

여 24시간 배양한 후 MTT assay를 진행하였다 (Fig. 
3). SH를 처리하지 않은 음성대조군 (Blank)군과 비

교하여 SH를 12.5~1000 μg/ml 농도까지 처리한 결

과, 100 μg/ml부터 유의적인 세포사멸이 나타남을 

확인하였다. 따라서 SH의 12.5, 25 및 50 μg/ml 농도

는 복강대식세포에서 세포독성이 없음을 확인하였

다. 
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Figure 3. Effect of Sargassum horneri (SH) extracts on 
the cell viability in Peritoneal macrophages. SH were 
treated at the concentration of 12.5, 25, 50, 100, 250, 
500, 750 and 1000 μg/ml. after 24h, cell proliferation 
was determined by MTT assay. Results are expressed 
as the mean±SD (n=3). statistical analysis was 
performed using Student’s t-test with a significant level 
of *<0.05 compared to Blank (0 μg/ml) group. 

괭생이모자반 추출물이 Peritoneal macrophage의

IL-6 및 TNF-α 생성에 미치는 영향

 대식세포는 선천면역을 담당하는 주요 세포로 세

포 조직이나, 암세포 등 체내에 기본적으로 존재하

지 않은 물질이나 비정상적 단백질을 흡수하고 소화

하는 식세포 작용을 한다[28,29]. 대식세포는 선천면

역 및 적응면역 등 대부분의 면역 작용에 관하여 항

상성 유지에 중요한 역할을 한다. 대식세포의 활성

화는 분비되는 NO 및 사이토카인 (TNF-α, IL-6 및 

IL-1) 등의 증가를 통해 확인할 수 있으며, 특히 TNF-
α 및 IL-6 와 같은 사이토카인은 감염 초기에 반응에 

관여한다[30,31]. 대식세포에서 분비된 TNF-α는 성

숙된 형태의 면역세포로 전환하기 위하여, 미성숙 

면역세포의 단백질 또는 보조 자극인자의 발현을 증

가시킨다. 성숙된 면역세포는 항암 및 항원에 의해 

오염된 세포 등의 살해능력을 증가시켜 초기 면역 

반응에 중요한 역할을 한다[32,33]. IL-6는 광범위한 

면역 및 조혈 활동을 유도하는 능력으로 인해 숙주 

방어에서 중요한 역할을 한다[34,35]. 본 연구 결과

에서는 SH 처리가 면역세포를 활성화할 정도의 사

이토카인 생성에 미치는 영향을 확인하기 위해, 대
표적인 사이토카인인 IL-6 및 TNF-α의 생성 정도를 

확인하였다. 
SH가 대식세포 활성화에 미치는 영향을 확인하기 

위해 복강대식세포에 SH를 각각 12.5, 25 그리고 50 
μg/ml 농도로 처리하였다. LPS는 양성대조군으로 

비교하였다. 그 결과 복강대식세포에서 SH 처리는 

정상군 (0 μg/ml)과 비교하여 IL-6 및 TNF-α 생성이 

유의적으로 증가하는 것을 확인하였다 (Fig 4A, C). 
또한, 양성대조군인 LPS의 처리가 IL-6 및 TNF-α 생

성을 유의적으로 증가하는 것을 확인하였다. 
또한, 본 연구는 SH 처리가 IL-6 및 TNF-α의 mRNA 
발현에 영향을 주는지 확인하였다. 그 결과, SH 처리

는 IL-6의 mRNA 발현양을 25 및 50 μg/ml에서 유의

적으로 증가시켰으며, TNF-α의 발현양은 12.5, 25 및 

50μg/ml에서 유의적으로 증가 됨을 확인하였다 (Fig 
4B, D). 이러한 연구 결과는 SH가 대식세포 활성의 

증가를 통해 면역 활성을 갖는 것을 의미한다. 우리

의 선행연구에서 면역세포인 Splenocyte에 SH 처리

가 IL-6 및 TNF-α의 생성을 증가시켰으며, 또한 면역 

활성 지표인 INFγ 및 IL-2가 유의적으로 증가 됨을 

확인하였다[36]. 이를 통해 SH는 대식세포 및 면역

세포의 활성을 유도할 수 있을 것으로 판단된다. 
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Figure 4. Effect of Sargassum horneri (SH) extracts on 
the (A) IL-6 production, (B) IL-6 mRNA level, (C) 
TNF-α production, (D) TNF-α mRNA level in 
Peritoneal macrophages. SH were treated at the 
concentration of 12.5, 25 and 50 μg/ml. And we used 
LPS (1μg/ml) for positive control. after 24h, (A, C) 
cytokine productions in culture supernatant were 
investigted by Elisa kits. (B, D) mRAN levels of IL-6 
and TNF-α  in Peritoneal macrophages cell treated with 
SH. Results are expressed as the mean±SD (n=3). 
statistical analysis was performed using Student’s t-test 
with a significant level of *<0.05 compared to Blank 
(0 μg/ml) group. 

괭생이모자반 추출물이 Peritoneal macrophage의

NO 생성 및 iNOS 발현에 미치는 영향

SH 처리가 복강대식세포 활성화에 미치는 영향을 

평가하기 위하여 세포 상등액 및 세포 단백질에서 

NO 및 iNOS 발현 정도를 조사하였다. iNOS는 NO를 

합성하는 효소로 염증 반응으로 유도될 수 있으며 

대식세포의 조절에 중요한 역할을 하는 것으로 밝혀 

져있다[37]. 대부분 조직에 존재하며 사이토카인

(IL-1 및  TNF-α 등), 병원체, 저산소증, 산화스트레

스의 자극 등에 대한 반응으로 발현되며, 높은 수준

의 생리 활성을 가진다[38-40]. NO는 대식세포, 비만

세포, 호중구 및 자연살해세포 등의 많은 면역 및 

염증세포의 성장, 사멸 및 활성을 조절하며[41] 
iNOS에 의해 생성된 NO는 혈류 조절, 면역반응 및 

시냅스 전달을 포함한 다양한 신호전달 인자로 작용

한다[17]. 과량의 NO 발현은 염증을 유도하여 정상 

세포를 공격하는 독성 염증 질환의 매개 인자로 밝

혀져 있으나, 적절한 양의 NO 생성은 면역 신호 전

달자로서 외부 저항성을 증가시키는 것으로 알려져 

있다[42,43]. 따라서 NO 수준을 조절하는 것은 면역 

조절에 있어서 매우 중요하며 이에 관한 연구가 활

발히 진행되고 있다. 
우리의 연구 결과를 통해 SH 처리 군은 SH가 처리되

지 않은 군과 비교 하여 iNOS 단백질 발현도가 농도 

의존적으로 증가 되는 것을 확인하였으며(Fig 5B), 

또한 최종 산물인 NO 생산량이 SH 처리를 통해 유

의적으로 증가 되었음을 확인하였다(Fig 5A). 이는 

SH 처리가 iNOS 발현을 통해 NO 생성을 촉진 함으

로써 면역 활성을 유도할 수 있을 것으로 사료된다.

Figure 5. Effect of Sargassum horneri (SH) extracts on 
the (A) NO production, (B) iNOS protein expressions 
in Peritoneal macrophages. SH were treated at the 
concentration of 12.5, 25 and 50 μg/ml. And we used 
LPS (1μg/ml) for positive control. after 24h, (A) NO 
productions in culture supernatant were investigted by 
Elisa kits. (B) Protein levels of iNOS in Peritoneal 
macrophages cell treated with SH. Results are 
expressed as the mean±SD (n=3). statistical analysis 
was performed using Student’s t-test with a significant 
level of *<0.05 compared to Blank (0 μg/ml) group. 

괭생이모자반 추출물이 Peritoneal macrophage의

MAPKs 활성에 미치는 영향

Mitogen-activated protein kinases (MAPKs)는 기본적

으로 다양한 세포에서 세포의 증식, 분화 및 사멸 

등의 중요 조절자 역할을 한다. MAPK는 면역세포

에서 사이토카인 생성, 선천성 면역 세포의 생존력 

및 하원 제시세포 (antigen-presenting cell, APC)의 기

능을 조절함으로써 선천성 면역 반응에서 중요한 역

할을 하는 것으로 밝혀 졌다. 또한 사이토카인 생합

성 및 세포 증식 조절을 통해 적응 면역 반응을 조절 



J . Mar . Biosci. Biotechnol. 2023, p. 12 – 23 Vol. 15, No. 1 [Research Paper]

- 19 -

하는 것으로 알려져 있다[44]. MAPKs는 ERK1/2, 
JNK, p38 등과 같은 단백질을 포함하는 신호전달경

로 알려져 있으며 p38, JNK, ERK 단백질은 염증, 
산화스트레스 및 세포 손상과 같은 자극에 의해 반

응하여 활성화된다[45]. MAPK 기전의 주요 기능 중 

하나는 대식세포에서 염증을 조절하는 것으로, 
MAPK 기전의 대표 단백질인 p38, JNK, ERK의 활성

화는 사이토카인 (IL-6 및 TNF-α 등)과 NO의 생성을 

촉진을 유도할 수 있다[46]. 따라서 MAPKs 활성은 

항암 및 면역 조절 등의 연구에 있어서 중요한 기전

으로 인식되고 있다. 본 연구는 SH처리가 복강대식

세포에서 MAPKs 기전 활성화의 연관성을 확인하기 

위하여, 인산화된 p38, JNK, ERK 단백질 발현양을 

측정하였다. SH를 처리한 경우, 처리하지 않은 군과 

비교하여 p-p38, p-ERK, p-JNK 단백질 발현양이 최

고농도인 50 μg/ml에서 각각 8배, 0.9배 및 3배가 유

의적으로 증가 되는 것을 확인하였다 (Fig 6A, B). 
양성대조군인 LPS 또한 p-p38, p-ERK, p-JNK 모두 

유의적으로 증가하는 것을 관찰할 수 있었다. 
MAPK 기전의 활성화는 IκΒ의 인산화 및 분해로 이

어 지며, 이는 핵내로 NF-κΒ 이동으로 인한 표적 유

전자의 활성을 유도할 수 있다. 핵내로 NF-κΒ의 전

이는 사이토카인, 케모카인 및 세포 생존 인자를 포

함하여 면역반응 및 염증과 관련된 유전자를 조절하

는 것으로 알려져 있다[46]. 따라서 MAPK-IκΒ-NF-κ
Β 경로는 대식세포에서 염증 및 면역을 조절하는 

데 매우 중요한 역할을 할 수 있다. 우리의 연구 결과

를 통해 SH 처리 군은 SH가 처리되지 않은 군과 비

교하여 IκΒ의 인산화가 증가 됨을 확인하였으며, 또
한 전체 IκΒ의 양이 유의적으로 감소하는 것을 확인

하였다 (Fig 6A, B). 이는 MAPK의 활성화를 통해 

IκΒ의 인산화 및 분해가 이루어졌음을 확인할 수 있

었으며, 최종적으로 NF-κΒ가 증가될 수 있을 것을 

예상할 수 있다. 우리는 선행연구에서 Raw 264.7 대
식세포에 SH 처리가 MAPK-IκΒ-NF-κΒ기전의 활성

화를 통해 면역증강 효과[17]를 확인하였으며, 이는 

다양한 종류의 대식세포에 적용될 수 있음을 예상할 

수 있다.

Figure 6. Effect of Sargassum horneri (SH) extracts on 
the MAPKs phospholylation and IκΒ expression. (A, 
B) MAPKs and IκΒ protein expressions were analyzed 

by Western blot analysis. SH were treated at the 
concentration of 12.5, 25 and 50 μg/ml for 30 min. And 
we used LPS (1μg/ml) for positive control. Results are 
expressed as the mean±SD (n=3). statistical analysis 
was performed using Student’s t-test with a significant 
level of *<0.05 compared to Blank (0 μg/ml) group. 
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결 론

본 연구에서는 괭생이모자반추출물 (SH)의 면역 

활성 효능을 확인하기 위하여, Peritoneal macro-
phages (복강 대식세포) 및 bone marrow derived mac-
rophage (골수 유래 대식세포)에 SH을 처리하여 면

역 활성 지표로 IL-6, TNF-α, iNOS 그리고 NO 생성 

및 발현 수준을 측정하였다. 또한, 복강 대식세포에

서 면역 활성을 유도하는 상위 기전을 확인하기 위

하여 MAPKs 신호전달경로의 활성화를 확인하였다. 
그 결과 복강 대식세포에서 SH 처리는 사이토카인

인 IL-6 및 TNF-α의 mRNA level이 유의적으로 증가 

되었으며, 또한 IL-6 및 TNF-α의 분비량이 증가 되었

다. 면역 활성 유도 인자인 iNOS의 단백질 발현이 

SH 의해 증가 되었으며 iNOS의 활성화를 통한 NO
분비가 촉진됨을 확인하였다. 이러한 SH의 면역증

진 효과는 MAPK신호전달 경로를 통해 이루어지고 

있음을 확인하였다. 또 다른 대식세포 종류 중 하나

인 골수 유래 대식세포에서 SH 처리는 앞선 결과와 

유사하게, IL-6, TNF-α, 그리고 NO 생성이 유의적으

로 증가 되는 것을 확인하였다.
 본 연구는 괭생이모자반추출물의 면역활성 증진 

가능성을 제시하며, 면역증진 치료에 유용하게 사용

될 수 있음을 보여준다. 또한, 대부분 수입 되고 있는 

면역증진을 위한 기능성 원료에 대한 수입대체 효과

를 기대할 수 있으며, 면역 증진 개별인정형 기능성 

원료 소재 및 건강기능식품 개발에 기초적인 자료로 

유용하게 사용될 수 있을 것으로 사료된다. 추가로, 
본 연구에서는 골수 유래 대식세포에서 면역증진 효

능을 조절하는 상위 기전 연구 및 면역증진 활성 성

분에 대한 규명이 부족하여 추가 연구가 필요할 것

으로 사료된다.
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