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The inflammatory response have been considered as one of important targets for cancer treatment 
because they play a key role during all steps of tumor development including initiation, promotion, 
malignant conversion and progression. To investigate the anti-inflammatory response during anti-tumor 
activity of an aqueous extracts of Ecklonia cava (AEC), alterations on the distribution of mast cells 
and the expression of inducible nitric oxide synthase (iNOS) and cyclooxygenase-2 (COX-2), nuclear 
factor (NF)-κB, inflammasome compositional protein and inflammatory cytokines were examined in 
CT26 colon tumor-bearing BALB/cKorl syngeneic mice after administrating AEC for five weeks. 
After treatment of AEC, total weight of tumor and necrotic region of tumor section were significantly 
decreased compared to vehicle treated group. The number of infiltered mast cells was higher in AEC 
treated group than vehicle treated group, while the expression levels of COX-2 and iNOS were de-
creased in AEC treated group. Also, similar decrease pattern were detected in the expression levels 
of NF-κB, NLR family pyrin domain containing 3 (NLRP3), apoptosis-associated speck-like protein 
containing a caspase recruitment domain (ASC) and caspase-1 (Cas-1) after AEC treatment although 
the decrease rate was varied. Furthermore, the mRNA expressions of three inflammatory cytokines 
including tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin-1α (IL-1α) and interleukin-6 (IL-6) were remark-
ably decreased in AEC treated group compared to vehicle treated group. These results suggest that 
inhibition of inflammatory response may be tightly associated with anti-tumor activity of AEC in 
CT26 colon tumor-bearing BALB/cKorl syngeneic mice.
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서 론

염증(inflammation)은 암(tumor)의 발달과 종양발생과정

(tumorigenesis)의 모든 단계를 촉진하는 인자 중에 하나로 

알려져 있다[33]. 이러한 과정 동안에, 암세포와 염증세포

(inflammatory cells) 혹은 주변기질세포(surrounding stro-
mal cells)는 상호작용을 통하여  염증성 종양미세환경(in-
flammatory tumor microenvironment (TME))을 형성하며, 
암세포들은 TME에서 지속적으로 그들의 표현형과 특성

을 변화시키면서 가소성(plastics)을 증가시킨다[14]. 또한, 

염증은 TME의 구성이나 세포간의 작용에 중요한 영향을 

미치며, 종양발생과정에서 pro-tumorigenic 기능과 anti-tu-
morigenic 기능을 나타낸다[30, 42]. 이러한 과학적 근거에 

기반하여 염증반응의 조절은 암의 치료 전략에서 중요한 

표적으로 고려되고 있으며, 이와 관련된 다양한 연구가 

활발히 진행되고 있다. 특히, 항암활성을 갖는 천연물

(natural products)은 암의 면역치료(cancer immunotherapy)
과정에서 TME의 면역기능을 증진시키기 때문에 중요한 

대체요법으로 고려되고 있으며, 천연물로부터 암의 면역

치료의 새로운 잠재적 조절제(new potential modulator)를 

발견하는 연구에 많은 관심이 집중되고 있다[15].
한편, 감태(Ecklonia cava)의 항암제로써의 잠재성은 이

전의 다양한 논문에서 연구되었지만 대부분은 감태로부

터 유래된 단일물질(single compound)인 dieckol [2], dioxi-
nodehydroeckol [18], 6,6'-bieckol [43]에 대한 효능연구에 

집중되어 있다. 이러한 연구들 중에서 dieckol의 항암효능

은 다양한 세포주와 동물모델에서 연구되었다. Dieckol은 
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MCF-7 유방암 세포주에서 vascular endothelial growth fac-
tor (VEGF)와 matrix metallopeptidase (MMP)-9의 발현을 

저해하였고, 세포이동을 억제하였으며, tissue inhibitors of 
metalloproteinases (TIMP)-1/2를 촉진시켰다[4]. 또한, die-
ckol은 자궁암 세포주와 이종이식모델동물(xenograft mod-
el)에서 세포사를 활성화하고, 암 성장을 억제하며, 활성

산소종(reactive oxygen species (ROS))의 생성을 증가시키

고, Akt/p38 신호전달과정을 억제하였다[2]. 암세포의 침투 
및 혈관신생 저해와 유사한 항암효과는 N-nitrosodiethyl-
amine-induced hepatocarcinogenesis 모델에서 dieckol의 처

리 후에 관찰되었다[31]. 더불어, 감태로부터 추출된 diox-
inodehydroeckol은 nuclear factor (NF)-κB 신호전달의 조절

을 통하여 MCF-7 유방암 세포의 분열을 유의적으로 억제

하는 효과를 나타내었다[18]. 다른 추출분자인 6,6'-bieckol
은 인간의 섬유육종 세포주(human fibrosarcoma cell line)
에서  MMP2/9의 발현억제, 세포이동억제, NF-κB 신호전

달의 저해를 유도하였다[43]. 단일물질에 대한 효과와 더

불어, 일부 감태로부터 유래된 복합물이나 추출물도 다양

한 세포주에서 항암효능을 나타내었다. CT26 대장암 세

포주의 분열과 성장은 carbohydrase hydrolysis 과정을 통

해 감태로부터 추출된 생리활성물질들에 의해서 억제되

었으며[4], 감태로부터 추출된 복합 황화 다당류(complex 
sulfated polysaccharides)도 대장암 세포주에서 세포성장 

억제, apoptotic bodies 형성 촉진, caspase (Cas)-9/Poly 
ADP-ribose polymerase (PARP) 발현 증가, Bax/Bcl-2신호

전달 조절 등을 유도하였다[1]. 최근에 감태의 열수추출물

(aqueous extracts of E. cava, AEC)의 효능이 연구되었으며, 
AEC는 CT26 대장암 세포주와 CT26 고형암을 내포하는 

BALB/cKorl syngeneic 마우스에서 암세포의 성장/증식 억

제, 전이능력 저해 등을 유도하였다[13]. 하지만 대부분의 

감태추출물을 이용한 항암연구에서 염증반응에 대한 작

용기전 연구는 수행되지 않았다.
따라서, 본 연구에서는 CT26 고형암을 내포하는 BALB/ 

cKorl syngeneic 마우스에서 AEC의 항암활성 동안에 염증

반응의 변화를 관찰하고자 하였다. 이를 위하여, AEC를 

CT26 고형암을 내포하는 BALB/cKorl syngeneic 마우스에 

5주간 투여하고, iNOS단백질, COX-2단백질, NF-κB단백

질, inflammasome 구성 단백질 그리고 inflammatory cyto-
kines 발현을 고형암 조직에서 분석하였다.

재료 및 방법

감태추출물의 준비

AEC시료는 이전의 연구에서 적용된 방법으로 준비하

였다[13]. 건조된 감태시료는 파라제주(Para Jeju Co., Jeju- 
do, Korea)에서 구매하여 사용하였으며, 분쇄기(MF-3100S, 
Hanil Electric Co., Seoul, Korea)를 이용하여 건조분말을 

제조하였다. 증류수(dH2O)에 희석하여 추출한 AEC는 부

산대학교 웰빙RIS센터(Wellbeing RIS Center)의 기능성소

재뱅크(Functional Materials Bank)에 표준시료(WPC-19- 
001)로 보존하였다. 

동물실험 설계

본 연구에 수행된 동물실험은 부산대학교 동물실험윤

리위원회(PNU-IACUC)의 동물실험 윤리성과 과학성에 

대한 검토를 승인(승인번호 PNU-2020-0108) 받아 실시하

였다. 7주령의 BALB/cKorl 마우스는 식품의약품안전평

가원(NIFDS, Chungju, Korea)에서 제공받았으며, 식품의

약안전청(KFDA) (Accredited Unit Number; 000231)과 

Association for Assessment and Accreditation of Laboratory 
Animal Care (AAALAC) International (Accredited Unit 
Number; 001525)에서 인증받은 부산대학교 청정실험동물

센터(Laboratory Animal Resources Center)에서 사육하였

다. 모든 실험동물은 물과 사료를 자유급식하였고, 12시
간의 조명주기(08:00~22:00)로 specific pathogen-free (SPF) 
상태에서 22±2℃의 온도와 50±10%의 상대습도에서 사육

하였다.
BALB/cKorl syngeneic 마우스는 CT26 대장암 세포(4× 

105 cells)를 BALB/cKorl 마우스의 피하에 주사하여 확립

하였으며, 고형암의 크기가 100 mm3에 도달하였을 때 다

음과 같이 5개 그룹으로 분류하였다; 1) 대조군 처리그룹 

(vehicle, n = 7), 2) Cisplatin 처리그룹(Cis, n = 7), 3) 250 
mg/kg 농도의 AEC처리그룹 (LoAEC, n = 7), 4) 500 mg/kg 
농도의 AEC처리그룹 (MiAEC, n = 7), 5) 1,000 mg/kg 농도

의 AEC처리그룹 (HiAEC, n = 7). 먼저, vehicle처리그룹은 

동일한 양(200 μl)의 1× PBS를 5주 동안 매일 경구투여하

였고, Cis처리그룹은 Cis의 장기 투여가 심각한 독성과 사

망을 유도하기 때문에, 26일차부터 37일차까지 2일에 한

번씩 복강주사(intraperitoneal injection)로 4 mg/kg의 농도

로 투여하였다. 다른 3개 그룹은 AEC를 37일 동안 매일 

250 mg/kg (LoAEC처리그룹), 500 mg/kg (MiAEC처리그

룹), 1,000 mg/kg (HiAEC처리그룹)농도로 경구투여하였

다. 모든 마우스의 건강과 생동상태는 매일 물질을 투여

하기 전에 관찰하였으며, 죽은 동물은 관찰되지 않았다. 
최종적으로 물질을 투여 후 24시간이 경과한 시점에, 모
든 동물은 99%의 이산화탄소 가스를 이용하여 안락사하

고, 고형암은 동물로부터 적출하여 화학저울을 이용하여 

무게를 측정한 후 분석실험에 사용하였다.

조직분석

적출한 고형암은 10% 포르말린 용액으로 48시간 동안 

고정한 후 병변 부위가 관찰될 수 있도록 절단(trimming)
하였다. 고정된 조직은 카세트에 넣은 후 조직처리기(STP- 
DO, SM Medical Co., Gyeonggi-do, Korea)를 이용하여 70, 
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Table 1. Primer sequences of RT-qPCR

Gene name Sequence (5’-3’) Product size (bp)

β-actin Forward
Reverse

ACG GCC AGG TCA TCA CTA TTG
CAA GAA GGA AGG CTG GAA AAG A 71

TNF-α Forward
Reverse

ATC CGC GAC GTG GAA CTG
ACC GCC TGG AGT TCT GGA A 70

IL-1α Forward
Reverse

CCA TAA CCC ATG ATC TGG AAG AG
GCT TCA TCA GTT TGT ATC TCA AAT CAC 87

IL-6 Forward
Reverse

TTC CAT CCA GTT GCC TTC TTG
GGG AGT GGT ATC CTC TGT GAA GTC 99

80, 90, 100% 에탄올(ethanol)에 각각 1-2시간 처리하고, 자
일렌(xylene)으로 4시간 처리하였다. 그 후 조직을 paraffin 
embedding station (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany)
을 이용하여 파라핀 블록으로 embedding하였고, rotary 
microtome (Leica Microsystems)을 이용하여 4 μm 두께로 

박절하였다. 박절된 조직은 hematoxylin (Sigma-Aldrich, 
Darmstadt, Germany) 및 eosin (Sigma-Aldrich)으로 염색한 

후 조직병리학적 특징을 현미경(Leica Microsystems)으로 

400배 확대하여 관찰하였다. 또한, 조직 내 비만세포(mast 
cells)의 분포를 확인하기 위하여, 박절된 조직은 toluidine 
blue (Sigma-Aldrich)로 염색한 후  비만세포의 분포를 400
배 배율에서 현미경(Leica Microsystems)으로 관찰하였다.

Western blot 분석

고형암의 전체 단백질은 Pro-Prep Protein Extraction 
Solution (iNtRON Biotechnology Inc., Seongnam, Korea)을 

이용하여 회사의 권장방법에 따라 추출하였다. 전체 단백

질의 농도는 SMARTTM Bicinchoninic Acid Protein assay 
kit (Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, MA, USA)을 

이용해 정량하였다. 약 30 μg의 단백질을 8-10% sodium 
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS- 
PAGE) gel에 전기영동하여 분리하고, 이 단백질은 enhanced 
chemiluminescence (ECL) 막(Amersham Life Science, Pis-
cataway, NJ, USA)에 전이하였다. 단백질이 전이된 ECL 
막을 3-5% skim milk에서 1시간 동안 블로킹하였고, anti- 
COX-2 항체(Cell Signaling Technology Inc., Danvers, MA, 
USA), anti-iNOS 항체(Cell Signaling Technology Inc.), anti- 
NLRP3 항체(Cell Signaling Technology Inc.), anti-ASC 항
체(Cell Signaling Technology Inc.), anti-Caspase-1 항체(Cell 
Signaling Technology Inc.), anti-Cleaved Caspase-1 항체

(Cell Signaling Technology Inc.), anti-β-actin 항체(Cell 
Signaling Technology Inc.)로 4℃에서 밤새 배양하였다. 미
결합된 1차 항체는 세척하여 제거한 후 HRP가 결합된 

Goat anti-rabbit IgG 항체(Zymed Laboratories Inc., South 
San Francisco, CA, USA)를 결합시켰다. 항체가 결합된 막

은 EZ-Western Lumi Femto Kit (Dogen Bio, Seoul, Korea)를 

사용하여 발광하고, 단백질의 형광은 FluorChem®FC2 (Alpha 

Innotech Co., San Leandro, CA, USA)를 이용하여 확인하

였다. 각 단백질에 특이적인 밴드의 밀도(density)는 Evol-
ution Capt software (Vilber Lourmat Deutschland GmbH, 
Eberhardzell, Germany)를 이용하여 측정하였다.

Reverse transcription Real-time Polymerase Chain

Reaction (RT-qPCR) 분석

고형암의 total RNA는 Tri-RNA Reagent (Favorgen Bio-
tech, Ping-Tung, Taiwan)를 이용하여 회사의 권장방법에 

따라 분리하였다. RNA의 농도는 Nano-300 Micro Spec-
trophotometer (Allsheng Instruments Co. Ltd., Hangzhou, 
China)를 이용하여 정량하였다. 상보적 DNA (cDNA)는 

total RNA (5 μg), oligo-dT primer (Invitrogen, Carlsbad, CA, 
USA), dNTP 및 Superscript Ⅱ reverse transcriptase (Thermo 
Scientific)를 이용해 합성하였다. qPCR은 cDNA (2 ml)와 

2 × Power SYBR Green (10 μl; Toyobo Life Science, Osaka, 
Japan)을 이용하여 95℃에서 15초간 denaturation, 70℃에

서 60초간 extension의 과정을 40 cycle 동안 반복하여 수행

하였다. 유전자 발현을 확인하기 위한 프라이머 서열은 

Table 1에 나타내었다. 각 샘플의 형광 강도는 각 cycle의 

extension 구간이 끝나면 측정되었고, Livak와 Schmittgen
의 방법에 따라 일정한 형광 강도에서 임계값 주기(Ct)를 

비교하는 것을 기반으로 하여 β-actin의 발현에 대한 표적 

유전자의 발현을 정량화하였다[24].

통계분석

그룹 간의 실험 결과에 대한 유의성은 One-way Anal-
ysis of Variance (ANOVA) (SPSS for Windows, Release 
10.10, Standard Version, IL, USA)를 이용하여 분석하였다. 
분석한 결과는 모든 값을 평균 ± SD (Standard deviation)로 

표기하였고, p-value (p<0.05)를 유의성 있는 값으로 제시

하였다.

결 과

CT26 syngeneic 마우스의 고형암 성장억제에 대한 AEC

효능
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A

B

Fig. 1. Inhibition of CT26 colon tumors growth in BALB/ 
cKorl syngeneic mice. (A) Weight of the CT26 colon 
tumors. On day 36, CT26 colon tumors were isolated 
from the subcutaneous region of the syngeneic model 
and their weight were measured. (B) Histopathological 
structure of the tumor. Tumorigenic alterations were 
observed in H&E stained tumor sections at 400× 
magnification. Red, yellow and bule arrow indicated 
the spindle cells, vacuolated cells and shrinked cells 
in the tumor tissue, while green circle indicated cyto-
plasmic expansion characterized by necrotic cells. The 
preparation of the H&E stained tissue sections was 
performed on five to six tumors group. The data repre-
sents the means ± SD. *p<0.05 vs. vehicle group. 
Abbreviation: AEC, aqueous extract of Ecklonia cava; 
Cis, cisplatin; Lo, low concentration; Mi, middle con-
centration; Hi, high concentration; H&E, hematoxylin 
and eosin.

먼저, AEC가 CT26 syngeneic 마우스의 고형암의 성장

을 억제하는 효능이 있는지 평가하기 위하여, CT26 고형

암을 갖는 BALB/cKorl syngeneic 마우스에 세 가지 농도

(250, 500, 1,000 mg/kg)의 AEC를 5주 동안 경구투여하고 

고형암의 무게와 조직학적 변화를 관찰하였다. 그 결과, 
고형암의 무게는 500 mg/kg으로 AEC를 경구투여한 마우

스에서만 유의적으로 감소하였고, 다른 농도에서는 유의

적인 변화가 나타나지 않았다(Fig. 1A). 하지만, 암조직의 

조직병리학적 분석에서, vehicle처리그룹은 암세포의 특

징인 spindle세포(붉은 화살표)와 vacuolated세포(노란 화

살표)가 명확하게 관찰되었다. 그러나 세포사멸의 특징인 

세포 핵 크기 수축(하늘색 화살표) 및 세포괴사의 특징인 

세포 팽창(초록색 원)은 AEC를 처리한 모든 고형암 조직

에서 증가하는 것으로 관찰되었다(Fig. 1B). 이러한 결과

는 AEC가 CT26 대장유래 고형암의 성장을 저해하는 효

과가 있음을 제시하고 있으며, AEC의 항암활성 과정 동

안에 항염증반응 작용기전 연구에 적합한 시료임을 제시

하고 있다.

AEC의 항암활성 동안에 암조직에서 비만세포의 침투 촉진

AEC가 항암활성 동안에 비만세포의 침투에 미치는 영

향을 평가하기 위하여, 암조직 절편을 toluidine blue로 염

색하여 비만세포의 분포를 분석하였다. 그 결과, 비만세

포의 수는 vehicle처리그룹에 비하여 3개의 AEC처리그룹

에서 유의적으로 증가하였다. 그러나, 이들의 수는 AEC
처리그룹 간에 차이가 없었으며, Cis그룹에서도 유사하게 

유지되었다(Fig. 2A, Fig. 2B). 이러한 결과는 AEC가 항암

활성 동안에 암조직으로 비만세포 침투를 촉진함을 제시

하고 있다.

AEC의 항암활성 동안에 암조직에서 iNOS와 COX-2단백

질 발현의 억제

AEC가 항암활성 동안에 iNOS와 COX-2단백질 발현에 

미치는 영향을 평가하기 위하여, 암조직에서 iNOS와 COX- 
2 단백질의 발현을 분석하였다. 그 결과, iNOS와 COX-2 
단백질의 발현은 vehicle처리그룹에 비하여 MiAEC와 

HiMAEC처리그룹에서 감소하였으며, 가장 많은 발현 감

소는 HiAEC처리그룹에서 관찰되었다. 하지만 Cis처리그

룹은 vehicle처리그룹에 비하여 COX-2 단백질의 발현은 

감소하였지만, iNOS단백질의 발현은 유의적으로 증가하

였다(Fig. 3A). 이러한 결과는 AEC가 항암활성 동안에 암

조직에서 iNOS와 COX-2단백질 발현을 억제함을 제시하

고 있다.

AEC의 항암활성 동안에 암조직에서 NF-κB단백질 및 in-

flammasome 구성 단백질의 발현 억제

AEC가 항암활성 동안에 inflammasome pathway에 미치

는 영향을 평가하기 위하여, 암조직에서 inflammasome의 

구성 단백질인 NLRP3, ASC, Cas-1의 발현을 분석하였다. 
그 결과, NLRP3와 ASC의 단백질 발현은 vehicle처리그룹

에 비하여 AEC처리그룹에서 유의적으로 감소하였지만 

농도의존적인 변화는 관찰되지 않았다. NLRP3단백질의 

발현은 MiAEC처리그룹에서 가장 크게 감소하였으며, 
ASC단백질의 발현은 Cis처리그룹에서 가장 적은 발현을 

나타내었다(Fig. 3B). 더불어 NLRP3의 전사를 조절하는 
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Fig. 2. Infilteration of mast cells after AEC treatment. (A) 
Infiltration of mast cells in each section of CT26 colon 
tumor was identified by staining with toluidine blue, 
followed by observation at 400× magnification. Arrows 
indicate the infiltrated mast cells in the tumor tissue. 
(B) The number of mast cells was counted in two 
fields of view (0.24 mm2) in each stained tumor tissue. 
The preparation of the toluidine blue stained tissue 
sections was performed on five to six tumors group, 
and the number of stained cells was counted in dupli-
cate for each sample. Data shown are the means ± 
SD. *p<0.05 vs. vehicle group. Abbreviation: AEC, 
aqueous extract of Ecklonia cava; Cis, cisplatin; Lo, 
low concentration; Mi, middle concentration; Hi, high 
concentration.

인자인 NF-κB의 인산화도 NLRP3의 발현과 유사한 경향

을 나타내었다(Fig. 3B). Cleaved Cas-1/Cas-1단백질의 발

현은 vehicle처리그룹에 비하여 AEC처리그룹에서 증가하

였다(Fig. 3B). 이러한 결과는 AEC가 항암활성 동안에 암

조직에서 NF-κB단백질 및 inflammasome 구성 단백질의 

발현을 억제함을 제시하고 있다.

AEC의 항암활성 동안에 암조직에서 inflammatory cyto-

kines 발현의 억제

AEC가 항암활성 동안에 inflammatory cytokines에 미치

는 영향을 평가하기 위하여, 암조직에서 TNF-α, IL-1α, 
IL-6의 전사량을 측정하였다. 그 결과, 3가지 cytokines의 

mRNA 수준은 LoAEC, MiAEC, HiAEC처리그룹에서 유사

한 경향을 나타내었다. 이들 mRNA 수준은 농도의존적으

로 감소하였으며, 최대 감소는 HiAEC처리그룹에서 관찰

되었다. Cis처리그룹도 cytokines의 유의적인 감소를 나타

내었다(Fig. 4). 따라서, 이러한 결과는 AEC가 항암활성 

동안에 암조직에서 inflammatory cytokines의 발현을 억제

함을 제시하고 있다.

고 찰

해양으로부터 기원된 식물이나 미생물의 많은 추출물

(cytarabine, trabectidine, eribulin mesylate 등)은 백혈병, 자
궁암 등을 치료하고, 예방하는 우수한 효과가 있는 것으

로 알려져 있다[12, 16]. 특히, 해양생물들은 다양한 화학

구조의 잔기를 갖는 새로운 생리활성 대사체의 보고로서 

새로운 항암제를 개발하기 위한 중요한 연구대상이다

[16]. 이러한 연구의 일환으로 본 연구에서 감태의 추출물

인 AEC의 항암효능에 대한 이전의 연구를 기반으로, 이
들의 항암활성 동안에 염증반응에 대한 작용기전을 규명

하고자 하였다. 그 결과, AEC가 대장암 성장 억제 동안에 

비만세포의 침투 증가, COX-2와 iNOS단백질의 발현 감

소, NF-κB단백질 및 inflammasome 구성 단백질의 발현 

저해, inflammatory cytokines의 발현 억제 등을 유도함을 

제시하고 있다.
비만세포는 histamin과 heparin이 풍부한 과립을 많이 

포함하고 있으며, 결합조직에 주로 분포하는 과립구(gra-
nulocytes)이다[11]. 이 세포는 면역계에서 항상성 유지에 

기여하며, 특히 피부와 점막에서 체내로 침투하는 외부항

원에 대한 방어기전으로 중요한 기능을 수행한다[6]. 따라

서 대부분의 비만세포에 대한 연구는 홍조(flushing), 소양

증(pruritus), 두드러기(urticarial), 혈관부종(angioedema), 기
관지수축(bronchoconstriction) 등과 같은 알러지에서 기능

에 집중되어 있지만, 암조직에서는 조건에 따라 암 발생

을 촉진하거나 억제하는 등 다양한 역할을 하는 것으로 

보고되고 있다[9]. 증가된 비만세포는 고형암, 호지킨림프

종(Hodgkin lymphoma), 피부와 결합조직의 암조직에서 관

찰되었으며, 흑색종모델에 anti-PD-1처리는 암조직의 성

장을 제한적으로 억제하였으며, 비만세포를 암조직 부위

로 침투하도록 유도하였다[9, 37]. 유선선암 세포주를 이

식한 모델에서, Imatinib mesylate (GleevecTM)는 암조직의 

성장을 촉진하였고, 정상적인 비만세포의 성장과 기능감

소를 유도하였으며, 암조직으로 비만세포의 침투를 억제

하였다[32]. 본 연구에서는 대장암 세포주를 이식한 모델

의 고형암에서 AEC처리는 암의 성장을 억제하는 효과를 

나타내는 동안 비만세포의 침투가 증가되었다. 이러한 결

과는 anti-PD-1처리와 유사한 결과를 나타내고 있지만 작

용기전 등에 대한 추가적인 연구가 필요할 것으로 사료 
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Fig. 3. Expression levels of iNOS, COX-2, NF-κB and inflammasome compositional proteins. (A) Analyses for iNOS and COX-2 
proteins. After collecting the CT26 colon tumors, the protein expression levels of the iNOS and COX-2 proteins were 
analyzed using specific antibodies and densitometry. (B) Analyses for NF-κB and inflammasome compositional proteins. 
After collecting the CT26 colon tumors, the protein expression levels of NF-κB, NLRP3, ASC, Cas-1 and Cleaved Cas-1 
proteins were assessed using specific antibodies and densitometry. The tissue homogenates were prepared from two to 
three tumors per group, and western blot was analyzed twice for each sample. The level of each protein was normalized 
to β-actin. Data shown are the means ± SD. *p<0.05 vs. vehicle group. #p<0.05 vs. Cis group. Abbreviation: AEC, aqueous 
extract of Ecklonia cava; Cis, cisplatin; Lo, low concentration; Mi, middle concentration; Hi, high concentration; iNOS, 
inducible nitric oxide synthase; COX-2, cyclooxygenase-2; NLRP3, NLR family pyrin domain containing 3; ASC, apopto-
sis-associated speck-like protein containing a caspase recruitment domain; Cas-1, caspase-1; NF-κB, nuclear factor-κB.
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Fig. 4. Transcription levels of inflammatory cytokines. The 
mRNA levels of TNF-α, IL-1α and IL-6 were quanti-
fied by RT-qPCR using specific primers. Total RNAs 
were prepared from two to three tumors per group, 
and RT-qPCR was analyzed twice for each sample. 
The level of each mRNA was normalized to β-actin. 
Data shown are the means ± SD. *p<0.05 vs. vehicle 
group. #p<0.05 vs. Cis group. Abbreviation: AEC, 
aqueous extract of Ecklonia cava; Cis, cisplatin; Lo, 
low concentration; Mi, middle concentration; Hi, high 
concentration; TNF-α, tumor necrosis factor-α; IL-1α, 
interleukin-1α; IL-6, interleukin-6.

된다.
한편, iNOS와 COX-2 단백질의 발현이 다양한 염증성 

자극에 의해서 유도되기 때문에 iNOS-COX-2 cross-talk는 

다양한 질병에서 중요한 조절기전으로 고려되고 있다[10, 
45]. iNOS의 과발현과 활성화는 nitric oxide (NO)의 생성

을 촉진하고 COX-2의 활성을 자극한다[28]. 이러한 과정

은 NF-κB와 mitogen-activated protein kinase (MAPK) sig-

naling pathway에 의해 조절되며, 세포의 성장과 분화뿐만 

아니라 cytokines과 스트레스에 대한 세포반응의 조절에

서 중요한 역할을 한다[21, 29, 36]. 특별히, COX-2의 발현

은 췌장암, 대장암, 위암, 폐암 등에서 과발현되기 때문에 

새로운 항암제의 중요한 표적으로 보고되었다[27]. 일부 

항암제는 항암효능과 COX-2 저해능을 동시에 나타내었

다. Licofelone은 HCA-7 대장암 세포주과 MCF-7 유방암 

세포주에서 항암활성과 COX-2 효소활성을 억제하였으

며, Darbufelone이 CRC 대장암 세포주에서 항암활성과 항

염증활성을 나타내었다[7, 8]. 본 연구에서는 AEC의 항암

활성 동안 염증반응의 작용기전을 분석하기 위하여 CT26 
대장암 유래 암조직에서 iNOS와 COX-2 단백질의 발현을 

분석하였다. 이러한 결과는 이전의 항암효능과 항염증효

능을 동시에 갖는 물질에 의해 유발되는 효과와 매우 유

사하였다.
또한, inflammasome은 다양한 스트레스 반응 동안에 

ASC, pro-Cas-1, NLRP3 단백질이 활성화할 때 분자플랫

폼으로서 형성된다. 이러한 복합체는 Cas-1을 활성화하

고, IL-1β와 IL-18을 포함하는 면역반응과 염증반응의 활

성화를 유도한다[26]. 활성화 과정 동안에, IL-1β는 IL-6와 

TNF-α의 분비를 유도하여 세포의 이동과 침투를 조절하

고, IL-18은 면역세포의 활성화를 유도한다[35]. 하지만 

inflammasome은 종양발생과정, 항암면역(anti-tumor im-
munity), 암 치료반응에서 세포의 종류에 따라 항암 면역

성을 자극하는 과정에 참여하지만, 암세포의 성장, 분화 

그리고 전이를 촉진시키기도 하는 등 대조적인 역할을 

한다[23]. Inflammasome 결합(assembly)과 활성(activity)은 
Rabdosia rubescens으로부터 분리된 oridonin에 의해서 효

과적으로 저해되었으며, 세포사의 촉진, 세포주기의 저

해, 혈관신생 저해, 전이의 억제 등을 포함하는 항암활성

도 oridonin과 oridonin의 유도체에 의해 다양한 암 세포주

에서 증명되었다[22, 41, 44]. 본 연구에서는 AEC의 CT26 
대장암 유래 암조직의 항암활성과정 동안에 inflamma-
some의 변화를 관찰하기 위하여 NLRP3, ASC, Cas-1의 발

현을 분석하였다. 이들 단백질 중에서 NLRP3와 ASC의 

발현은 AEC 처리그룹에서 유의적으로 감소하였으며, 이
러한 결과는 oridonin과 oridonin의 유도체를 활용한 이전

의 연구결과와 매우 유사하다[22, 41, 44]. 다만, 이전의 

연구결과는 Rabdosia rubescens에서 추출한 단일물질을 

이용한 연구이지만 본 연구에서는 복합물질을 이용한 연

구로 수행한 것이 차이점으로 고려될 수 있다. 하지만 연

구결과로 inflammasome의 활성결과인 IL-1β나 IL-18의 단

백질 농도를 측정하지 않은 것은 연구의 한계점이다.
천연물은 암의 조절과정에서 생리활성을 갖는 phyto-

chemicals에 대한 잠재적인 중요한 근원이며, 이들은 염증

촉진 조절제(pro-inflammatory modulators)와 염증억제 조

절제(anti-inflammatory modulators)로서 다양한 생물학적 
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활성을 조절한다[14, 38]. 인터류킨(interleukin)의 조절제

들은 잠재적인 항암제로 고려되며, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, 
IL-12, IL-23은 IFN-γ와 TNF-α의 생산을 유도하며, 세포성 

면역을 조절하여 암세포의 세포사와 암형성 억제를 촉진

한다[5]. 또한, IL-6, IL-8, GM-CSF, VEGF를 포함하는 암 

관련 사이토카인들은 혈관신생을 증가시키는 효과를 나

타낸다[34]. 한편, 항암효과를 갖는 다양한 천연물들은 염

증성 사이토카인의 발현을 조절한다. 고함량의 탄수화물

을 포함한 식물추출물(polysaccharide-rich plant extracts)은 

우수한 항암효과를 나타내었으며, TNF-α, IL-6, IL-1β, 
IL-12, IFNs 등 다양한 사이토카인의 조절을 동반하였다

[25, 40]. 유사한 변화는 항암효과를 갖는 플라보노이드와 

스테롤을 과량포함하는 식물추출물(flavonoids and ster-
ols-rich plant extracts)과 갈로탄닌을 과량포함하는 식물추

출물(gallotannin-rich plant extracts)에서도 관찰되었다[3, 
39]. 본 연구에서는 감태추출물인 AEC의 항암활성 동안 

염증성 사이토카인의 발현 조절을 분석하기 위하여, TNF-
α, IL-1α, IL-6의 발현을 5주 동안 AEC를 처리한 CT26 대장

암 유래 암조직에서 측정하였다. 이들의 발현은 AEC 처리

에 의해서 유의적으로 감소하였으며, 이러한 결과는 이전

의 다른 항암효능을 갖는 추출물의 결과와 매우 유사하였

다. 다만, 추출물에 포함된 성분분석에 대한 결과는 차이

가 있다. 본 연구에서 사용된 AEC는 후코이단(fucoidan), 
플로로탄닌(phlorotannin), 폴리페놀(polyphenol) 등의 생리

활성물질을 다량 포함하고 있으며, 총 폴리페놀 농도, 총 

탄닌 농도, 총 플라보노이드 농도 등에 대한 명확한 분석

이 보고되었지만[13], 이전의 연구에서 사용된 감태의 효

소처리 추출물은 폴리페놀, 황화다당류 등만을 단순 분석

하여 성분의 차이가 있을 것으로 사료된다[19, 20].
이상의 결과에서 살펴본 바와 같이, 본 연구에서는 

AEC가 CT26 대장고형암을 갖는 BALB/cKorl syngeneic 
마우스에서 항암활성 동안에 염증반응의 억제를 동반함

을 제시하고 있다. 이를 뒷받침하는 연구결과로서 AEC는 

비만세포의 침투를 증가시키고, iNOS, COX-2, NF-κB, in-
flammasome 구성 단백질 및 inflammatory cytokines 발현을 

억제하였다. 이러한 연구결과는 향후 감태 추출물을 활용

한 항암제의 개발과정에서 염증반응 억제를 표적으로 개

발할 필요성에 대한 과학적 근거를 제시하고 있다.
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초록：CT26 고형암을 내포하는 BALB/cKorl Syngeneic 마우스에서 Ecklonia cava의 항암효과

및 항염증효과

노유정
1
․김지은

1
․진유정

1
․설아윤

1
․송희진

1
․김태렬

1
․민경선

1
․박은서

1
․박기호

1
․황대연

1,2
*

(1부산대학교 바이오소재과학과/생명산업융합연구원, 2부산대학교 웰빙제품연구센터/청정실험동물센터)

염증반응(inflammation)은 발병, 진행, 악성 전이를 포함한 암의 진행과정(tumorigenesis)에서 중요한 역할

을 수행하기 때문에 암 치료를 위한 전략으로 고려되고 있다. 감태(Ecklonia cava) 열수추출물(AEC)의 항암

활성 동안 나타나는 항염증 반응을 연구하기 위하여, 비만세포(mast cells)의 분포, inducible nitric oxide 
synthase (iNOS)단백질, cyclooxygenase-2 (COX-2)단백질, nuclear factor (NF)-κB단백질, inflammasome 구성 

단백질, inflammatory cytokines 발현의 변화는 AEC를 5주간 경구투여한 CT26 대장암을 내포하는 BALB/ 
cKorl syngeneic 마우스에서 분석하였다. AEC를 처리한 후, 고형암의 무게와 조직 절편의 괴사 부위가 ve-
hicle처리그룹에 비하여 감소하였다. 비만세포의 수는 vehicle처리그룹에 비하여 AEC처리그룹에서 증가했

지만 COX-2와 iNOS의 발현은 AEC처리그룹에서 감소하였다. 또한, NF-κB, NLR family pyrin domain con-
taining 3 (NLRP3), apoptosis-associated speck-like protein containing a caspase recruitment domain (ASC)과 

Caspase-1 (Cas-1)단백질의 발현도 유사한 감소가 관찰되었다. 더불어, tumor necrosis factor-α (TNF-α), inter-
leukin-1α (IL-1α)와 interleukin-6 (IL-6)의 mRNA 발현이 vehicle처리그룹에 비하여 AEC처리그룹에서 감소하

였다. 이러한 결과는 AEC가 CT26 고형암을 내포하는 BALB/cKorl syngeneic 마우스에서 항암활성은 염증

반응과 밀접한 관련이 있음을 제시하고 있다.
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