
Inhibitory Effect of Chloroform Extract of Marine Algae Hizikia Fusifomis on
Angiogenesis

Myeong-Eun Jegal
1†

, Yu-Seon Han
1†

, Shi-Young Park
2
, Ji-Hyeok Lee

3
, Eui-Yeun Yi

4
and

Yung-Jin Kim
1,4*

1Institute of Nanobio Convergence, Pusan National University, Busan 46241, Korea 
2Korea Mouse Metabolic Phenotyping Center, Lee Gil Ya Cancer and Diabetes Institute, Gachon University, Incheon 21999, Korea
3Natural Products Research Division, Honam National Institute of Biological Resources, Mokpo 58762, Korea 
4Department of Molecular Biology, Pusan National University, Busan 46241, Korea

Received April 29, 2024 /Revised June 10, 2024 /Accepted June 11, 2024

Angiogenesis is the process by which new blood vessels form from existing blood vessels. This phe-
nomenon occurs during growth, healing, and menstrual cycle changes. Angiogenesis is a complex 
and multifaceted process that is important for the continued growth of primary tumors, metastasis 
promotion, the support of metastatic tumors, and cancer progression. Impaired angiogenesis can lead 
to cancer, autoimmune diseases, rheumatoid arthritis, cardiovascular disease, and delayed wound 
healing. Currently, there are only a handful of effective antiangiogenic drugs. Recent studies have 
shown that natural marine products exhibit antiangiogenic effects. In a previous study, we reported 
that the hexane extract of H. fusiformis (HFH) could inhibit the development of new blood vessels 
both in vitro and in vivo. The aim of this study was to describe the inhibitory effect of chloroform 
extracts of H. fusiformis on angiogenesis. To investigate how chloroform extract prevents blood vessel 
growth, we examined its effects on HUVEC, including cell migration, invasion, and tube formation. 
In a mouse Matrigel plug assay, H. fusiformis chloroform extract (HFC) also inhibited angiogenesis 
in vivo. Certain proteins associated with blood vessel growth were reduced after HFC treatment. These 
proteins include vascular endothelial growth factor (VEGF), mitogen-activated protein kinase 
(MAPK)/extracellular signal transduction kinase, and serine/threonine kinase 1 (AKT). These studies 
have shown that the chloroform extract of H. fusiformis can inhibit blood vessel growth both in vitro 
and in vivo.
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서 론

혈관신생은 기존 혈관에서 새로운 미세 혈관을 형성하

고 확장시키는 것[8, 11, 19, 45]으로 조직의 치유, 상처의 

회복 및 항상성을 유지하는 데 필수적이다[8, 9]. 혈관 신

생 과정은 다양한 세포와 인자들의 상호작용에 의해 조절

된다[8, 21]. 즉, 혈관신생 촉진인자와 혈관신생 억제인자 

사이의 균형에 의해 엄격하게 조절되며[11, 45], 상향 조절

된 혈관신생 단백질, 혈관 내피 성장 인자(VEGF) 및 섬유

아세포 성장 인자(FGF)는 암, 죽상동맥경화증, 당뇨병성 

망막병증을 포함한 병리학적 상태에 중요하다[28]. 또한, 
상처 치유 과정 중에는 혈관 내피 성장 인자(VEGF), 섬유

아세포 성장 인자(FGF), 혈소판 유래 성장 인자(PDGF) 
및 혈관형성인자(angioproteins)와 같은 다양한 혈관신생 

관련 인자들이 새로운 혈관의 형성에 기여한다[36]. 그러

므로 혈관 미세환경 내의 양성 및 음성 혈관신생 인자들 

사이의 균형을 유지하는 것이 혈관신생을 효과적으로 규

제하는 데 매우 중요하다. 이러한 균형을 통하여 새로운 

혈관의 형성을 적절하게 통제하고 병리적 상태로의 비정

상적인 혈관신생 반응을 예방하게 된다. 따라서 혈관신생 

관련 질환의 예방 및 치료를 위해 항혈관신생제가 집중적

으로 연구되고 있으며[15], 현재 건강기능 식품 및 음료의 

성분으로 사용하기 위한 천연 추출물 및 합성 약물에 대

한 관심도가 높아가고 있다[30].
해양 유래 천연물질은 다양한 화학적 다양성을 갖고 

있으며, 독특한 생체기능적 특성으로 인해 오랫동안 약리
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학적 연구의 후보물질로 연구되어 왔다[13]. 해조류의 2차 

생산물에는 폴리페놀, 색소, 다당류 등 다양한 생리 활성 

화합물이 풍부하며[18, 38, 44], 기능식품, 제약, 화장품 산

업에서 큰 잠재력을 가지고 있다[18, 44]. 특히, 식용 갈조

류 중 하나인 Hizikia fusiformis (H. fusiformis)에는 항산화, 
항암, 항고혈압, 항균, 항염 특성을 지닌 생리활성 다당류

가 풍부하다[18, 44]. 최근에는 암세포주를 이용하여 H. 
fusiformis 추출물과 항암효과에 대한 연구도 보고되었다

[18]. 
본 연구실에서 H. fusifomis 핵산 추출물의 혈관신생 억

제 효과를 in vitro 및 in vivo에서 확인하고 보고하였다

[25]. 본 연구에서는 이전 연구를 확장하여 H. fusiformis의 

클로로포름 추출물 또한 in vitro 및 in vivo에서 혈관신생

을 억제함을 확인하고자 한다. 

재료 및 방법

재료

Endothelial basal medium (EGM-2; Cat. No: CC-3156), 
EGM-2 Endothelial SingleQuots™ Kit (Cat. No: CC-4176), 
그리고 ReagentPack™ Subculture Reagents (Cat. No: 
CC-5034)는 Lonza (Basel, Switzerland)에서 구매하였다. 
Endothelial cell growth medium (EGM; Cat. No: C-22010) 
은 PromoCell (Heidelberg, Germany)에 구매하였다. 3-(4,5- 
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide 
(MTT) reagent는 Sigma-Aldrich (MO, USA)에서 구매하였

다. The Matrigel Matrix (Cat. No: 354234)와 standard 
Transwell ® permeable supports (Cat. No: 3422)는 Corning 
(NY, USA)에서 구매하였다. Hemoglobin assay kit는 Sigma- 
Aldrich (MO, USA)를 통해 구매하였다. Pro-PREP lysis 
buffer는 iNtRON (Daejeon, Korea)에서 구매하였다. 2차 항

체는 Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA)에서 

구매하였다. ERK, p-ERK, Akt, p-Akt, 그리고 GAPDH 항
체는 Cell Signaling Technology (Danvers, MA, USA)에서 

구매하였다. VEGF 항체는 Invitrogen (Waltham, MA, USA)
에서 구매하였다. 

Primary cell culture

인간 제대 정맥 내피 세포(HUVECs, Lonza, Heidelberg, 
Germany)를 2% Fetal Bovine Serum (FBS)이 함유된 EGM- 
2 Endothelial SingleQuots™ Kit (Lonza)가 보충된 Endothe-
lial basal medium-2 (EGM-2, Lonza)에서 배양하였다. 몇몇 

실험에서는 세포는 2% FBS, 0.004 ng/ml endothelial cell 
growth supplement, 0.1 ng/ml EGF (recombinant human), 1 
ng/ml basic FGF (recombinant human), 90 μg/ml heparin, 
1 μg/ml hydrocortisone이 포함된 Endothelial cell growth 
basal medium (EGM)을 이용하여 배양하였다. 모든 실험

에서 passage 2‒9 사이의 세포를 사용하였고, 세포는 37℃, 
5% CO2에서 24시간 동안 배양하였다.

Chloroform extract of Hizikia fusiformis

본 연구에 사용한 Hizikia fusiformis 클로로포름 추출물

은 국립호남권생물자원관 이지혁 박사로부터 제공받았

으며, 분말 형태의 추출물을 DMSO에 녹여 사용하였다. 

Cell cytotoxicity assay

HUVEC를 96-well plates (SPL Life Science, Gyeonggi- 
do, Korea)에 bFGF (25 ng/ml) 및 HFC (0.1‒10 μg/ml)가 

포함된 EGM-2 배지에 담아 각 well에 10,000개씩 분주하

고 5% CO2, 37℃에서 12시간 동안 배양하였다. MTT 시약

(Sigma-Aldrich)을 각 well에 직접 첨가하여 최종 농도가 

0.5 mg/ml가 되도록 하였고, 4시간 후 배지를 제거하고 

세포에 형성된 결정을 DMSO에 녹인 후 Synergy HTX 
Multi-Mode Reader (BIO-TEK, Vermont, USA)를 이용하여 

흡광도를 540 nm 필터로 측정하였다. 각 샘플을 3회씩 

분석하였다.

Cell proliferation assay

HUVEC를 24-well plate에 2×104개 세포로 분주하고 5% 
CO2, 37℃에서 24시간 배양하였다. bFGF (25 ng/ml) 및 

HFC (0.1‒10 μg/ml)를 세포에 24시간 동안 처리하였다. 
MTT 시약(Sigma-Aldrich)을 최종 농도 0.5 mg/ml가 되도

록 각 well에 직접 첨가하였고, 4시간 후 배지를 제거하고 

세포에 형성된 formazan crystal을 DMSO에 녹인 후 540 
nm 필터가 장착된 Synergy HTX Multi-Mode Reader (BIO- 
TEK)를 사용하여 formazan 용액의 흡광도를 측정하였다. 
각 샘플을 3회 분석하였다.  

Wound healing assay

HUVEC를 24-well plates (SPL)에 2×105로 분주하고 24
시간 배양하였다. 세포가 면적의 90‒95% 정도 도달하면 

P1250 피펫 팁을 사용하여 세포를 긁었고, bFGF (25 
ng/ml) 및 HFC (0.25 μg/ml)가 보충된 EGM에서 18시간 

동안 추가로 배양하였다. 이동 패턴은 위상차 현미경을 

사용하여 관찰하고 사진을 찍었다. 상처 난 면적의 너비 

변화는 40배율의 광학 현미경을 이용하여 18시간 동안 

촬영하였다. 정량화하기 위해서 기준선을 넘어 이동한 세

포의 수를 측정하였다.

Transwell assay

세포의 침습 능력은 24-well Transwell system (Corning)
을 사용하여 결정하였다. Transwell membrane 윗부분을 

1 mg/ml Matrigel (Corning) 10 μl/well로 코팅하였다. 
Transwell의 상부 구획에는 bFGF (25 ng/ml) 및 HFC (0.25 
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Fig. 1. Effect of H. fusiformis extract (HFC) on HUVEC cyto-
toxicity and proliferation rate. (A) The cytotoxic effects 
of HFC on human umbilical vein endothelial cells 
(HUVECs) were assessed using the MTT assay (*p; 
control vs. HFC 10 mg/ml). (B) The effect of HFC 
treatment on the proliferation rate of HUVECs was ex-
amined using the MTT assay (****p; 1 day vs 2 day).

μg/ml)를 함유한 무혈청 배지 100 μl에 세포를 2×104개 세

포의 밀도로 넣어주었다. 하부 구획에는 모든 영양분이 

있는 EGM-2를 넣어주었다. 세포를 5% CO2, 37℃에서 12, 
18, 24시간 동안 배양하였다. 시간마다 멤브레인을 메탄

올로 고정하고 hematoxylin과 eosin-Y로 염색하였다. 막 상

부 표면의 세포는 면봉으로 닦아 제거하였다. 40배율의 

광학 현미경을 사용하여 단일 멤브레인에서 전체 세포 

수를 계수하여 세포 침윤을 결정하였다. 각 샘플은 두 번 

분석하였으며 독립적인 실험을 3회 반복하였다.

In vitro tube formation assay

HUVEC (2×104개)를 Matrigel (Corning)이 코팅된 96- 
well plate에 분주하고 bFGF (25 ng/ml) 및 HFC (0.25 μg/ml 
및 5 μg/ml)로 처리하였다. 4시간 후, 위상차 현미경을 사

용하여 세포 형태의 변화를 포착하고 40배율로 사진을 

찍었다. 각 샘플은 두 번 분석하였으며 독립적인 실험은 

3회 반복하였다.

In vivo mouse Matrigel plug assay

생체 내 혈관 신생에 대한 H. fusiformis 추출물의 효과

를 평가하기 위해 이전에 보고된 바와 같이 생체 내 마우

스 matrigel plug 분석을 수행하였다[47]. 간략하게, 9주령 

C57BL/6 마우스에 bFGF (50 ng) 및 HFC (1.25 μg)가 포함

되거나 포함되지 않은 heparin (10 U)을 포함하는 Matrigel 
500 μl를 피하 주사하였다. 7일 후, 마우스 피부를 뒤로 당

겨서 손상되지 않은 Matrigel plug를 노출시켰다. Matrigel 
plug 사진을 촬영하였고, 혈관 형성 정량을 매뉴얼에 따라 

헤모글로빈 분석 키트(Sigma-Aldrich)를 사용하여 헤모글

로빈 함량을 측정하였다.

Western blot analysis

HUVEC에 배지에서 24시간 동안 HFC (0.25 μg/ml 및 

5 μg/ml)가 포함되거나 포함되지 않은 bFGF (25 ng/ml)를 

처리하였다. 1 mM sodium orthovanadate가 함유된 Proprep 
Protein Extraction Solution (iNtRON)을 첨가하여 전체 단

백질을 얻었다. 동일한 양(30 μg)의 샘플을 10% SDS poly-
acrylamide gel에서 분리하고 membrane으로 옮긴 다음 1차 

항체 및 2차 항체를 순차적으로 붙였다. 1× blocking sol-
ution을 이용하여 1차 항체(VEGF, FGFR (1:500), total 
ERK, phospho-ERK, total Akt, phospho-Akt 및 GAPDH 
(1:1,000))를 희석하여 사용하였다.

Ethics approval and consent to participate

본 연구에 사용된 동물 프로토콜은 가천대학교 이길여 

암당뇨병연구소 동물관리 및 이용센터 산하 기관동물관

리 및 이용위원회(IACUC)에서 승인되었다(승인번호: LCDI- 
2021-0038).

Statistical analysis

데이터는 평균±표준 편차(SD)로 표시하였다. 그룹(세포 
독성, 침윤, 관 형성 및 Matrigel plug) 간의 통계적 비교는 

일원 분산 분석(ANOVA)에 이어 Tukey의 다중 비교 테스

트와 증식 및 이동에 대한 양방향 ANOVA를 사용하여 

수행하였다. *p≤0.05, **p≤0.01, ***p≤0.001, ****p<0.0001
은 통계적으로 유의한 것으로 간주되었으며, 통계 분석은 

Prism 9.1.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA)을 

사용하여 수행하였다.

결 과

H. fusiformis 추출물(HFC)의 HUVEC 생존율에 대한 영

향 조사

인간 제대 정맥 내피 세포(HUVEC)에 H. fusiformis의 

chloroform 추출물(HFC)을 다양한 농도 0.1‒10 μg/ml 로 

처리하고 MTT assay로 세포 독성 및 증식 속도 변화를 

분석하였다. 세포 독성을 확인하기 위해서 HFC를 12시간 

동안 처리하였고, Fig. 1A와 같이 HUVEC의 생존율에 영
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Fig. 2. HFC-Mediated suppression of HUVEC migration (A) 
The migratory ability of HUVECs was confirmed by 
a wound healing assay. (B) Phase contrast microscopy 
(×40) was used to capture and quantify the migrating 
regions. Each experiment was performed independ-
ently three times (****p; 0 hr vs 18 hr (all groups); 
18 hr; bFGF vs bFGF + HFC).

향을 미치지 않는 것으로 나타났다. 마찬가지로, 24시간 

동안 HFC로 처리하여도 HUVEC의 증식 속도에는 영향을 

미치지 않았다(Fig. 1B). 따라서, 이후 진행되는 실험에서

는 HUVEC의 증식과 생존에 영향을 주지 않는 농도(0.25, 
5 μg/ml)의 HFC를 사용하였다.

HFC에 의한 HUVEC의 이동과 침윤 억제

혈관신생에서 내피 세포 이동 및 침윤은 중요한 단계이

다[10, 32]. 따라서, HUVEC의 이동성 확인을 위해 Wound- 
healing assay를 이용하였고, 세포의 침윤성은 Transwell 
assay로 조사하였다. 세포의 이동성을 18시간 동안 조사한 

결과 bFGF 그룹에 비해서 HFC 처리한 그룹에서 HUVEC
의 이동이 현저히 감소하였다(Fig. 2A). bFGF를 처리한 

경우 세포가 이동한 면적이 70% 이상이었지만, HFC 처리

시 세포의 이동 면적은 대조군과 유사하게 13‒30%로 감

소하였다(Fig. 2B). 
또한, HFC는 12-24시간 동안 control, bFGF 그룹과 비교

하여 HUVEC의 침윤을 억제하는 효과를 보였다(Fig. 3A). 

12 시간 동안 HFC를 처리한 경우에는, 침윤된 세포의 수

가 HFC를 처리하지 않은 그룹(control)과 유사하였지만

(Fig. 3B, 왼쪽), 18 시간 동안 처리 시, bFGF 처리에 비해 

침윤성이 약 60%로 감소하였다(Fig. 3B, 중앙 패널). 24 
시간 동안 HFC를 처리한 경우, bFGF 처리에 비해 약 53% 
억제하였다(Fig. 3B, 오른쪽 패널). 이러한 결과는 HFC 추
출물이 HUVEC의 이동과 침윤을 강력하게 억제한다는 것

을 시사한다.

HFC에 의한 HUVEC 혈관 네트워크 형성 억제

혈관 신생의 과정에서 내피 세포가 모세혈관과 유사한 

네트워크로 분화되는 것은 매우 중요한 단계이다[32]. 따
라서, HUVEC을 이용한 tube formation assay를 이용하여 

혈관 네트워크 형성에 대한 HFC 효과를 조사하였다. 
Control 그룹은 혈관과 유사한 네트워크를 형성하였다. 그
러나 HFC 처리 시, 네트워크 파손, 작고 약한 튜브 네트워

크가 형성되었다(Fig. 4A). HFC 처리 후 마스터 접합부

(master junction), 노드(nodes), 메시 수(mesh number) 및 

전체 메시 면적(meshes area)이 감소하였다(Fig. 4A, 4B). 
이러한 결과는 HFC가 HUVEC의 혈관 네트워크 형성을 

억제한다는 것을 보여준다.

HFC에 의한 HUVEC의 ERK 및 Akt 활성화 억제

VEGF와 그 수용체(VEGFR)는 내피 세포에 특이적으로 

작용하고 이들의 증식과 이동을 조절하여 혈관 신생과 

관련된 기본 단계를 나타낸다[1, 27]. FGF와 그 수용체

(FGFR)는 혈관신생 동안 내피 세포의 증식, 이동 및 분화

를 조절한다[27]. 따라서 HUVEC에서 VEGF 및 FGFR 발
현에 대한 HFC의 영향을 분석하였다. 그 결과는 HFC 농
도가 증가함에 따라 VEGF 및 FGFR의 발현을 감소시키는 

것으로 나타났다(Fig. 4C). VEGF 활성화는 ERK 및 Akt 
신호 전달 경로에 의해 매개되므로[46], 다음으로 ERK 및 

Akt 활성화를 조사하였다. 그 결과 HFC 처리 시, ERK와 

Akt의 인산화가 HFC 농도 의존적으로 억제됨을 관찰하였

다(Fig. 4C). 이러한 결과는 HFC가 ERK 및 Akt 인산화를 

억제하여 HUVEC에서 VEGF 및 FGFR의 발현을 억제함

을 시사한다.

HFC에 의한 생체 내 혈관 신생 억제

In vivo 상태에서 혈관신생에 대한 HFC의 효과를 조사

하기 위해 생체 내 혈관 신생의 확립된 모델인 마우스 

matrigel plug assay를 수행하였다. bFGF를 함유한 matrigel
을 HFC와 함께 마우스에 피하 이식하였다. Fig. 5A에서 

볼 수 있듯이, bFGF를 포함하는 matrigel plug는 Matrigel 
plug 단독(공백)에 비해 적혈구로 풍부하게 채워져 있어 

matrigel 내부에 기능성 혈관 구조가 형성되었음을 보여준

다. 그러나 HFC는 bFGF에 의해 유발된 혈관신생을 크게 
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Fig. 3. Inhibition of HUVEC invasion by 
HFC (A) The transwell system 
was used to assess the invasive 
ability of HUVECs and phase 
contrast microscopy (×40) was 
used to visualize the results of in-
vading cells. (B) Quantification 
of invading cells observed by 
phase contrast microscopy was 
performed. Three independent 
experiments were performed (*p; 
control vs bFGF; control vs bFGF/ 
HFC; bFGF vs HFC).

억제하였다. 또한, matrigel plug의 헤모글로빈 함량은 HFC 
처리 시 크게 감소하는 것을 확인하였다(Fig. 5B). 이러한 

결과는 HFC가 in vivo에서도 강력한 혈관신생 억제활성을 

가지고 있음을 나타낸다.

고 찰

본 연구에서는 H. fusiformis의 클로로포름 추출물(HFC)
에 의한 혈관 신생 억제효과를 in vitro와 in vivo에서 조사

하였다. 실험 결과에 의하면, 이 추출물이 in vitro에서 인

간 혈관 내피세포(HUVEC)의 이동, 침입, 그리고 혈관 신

생을 억제하는 효과를 보였다. 아울러, 마우스 모델을 이

용한 실험을 통하여 HFC에 의한 혈관 신생 억제 효과를 

in vivo에서도 확인하였다.
혈관신생 관련 단백질의 과발현으로 인한 질병을 치료

하기 위해 여러 혈관 신생 억제 화합물 및 약물이 확인 

및 개발되고 있다[1, 14, 22, 27, 46]. 그러나 상당한 부작용

으로 인해 bevacizumab, sunitinib, sorafenib, pazopanib 등 

제한된 수의 약물만 식품의약국(FDA)에서 승인되었다

[24, 34]. 최근 연구에서는 강력한 혈관 신생 억제특성을 

지닌 천연물이 확인되었으며, 합성 약물에 비해 장점이 

있기 때문에[26, 37], 치료 효과가 있는 암, 심혈관 질환, 
다발성 경화증 등의 질병에 대한 약물로 개발되었다. 천

연약물의 가용성과 독특한 구조적 특성은 합성 약물에 

비해 탁월한 이점을 제공한다[2]. 흥미롭게도 해양 화합물

은 다양한 진화 이력이나 바다 특유의 환경적특성으로 

인해 육상 화합물과 구조적 특성이 다르며[43] 항염, 항암

[17, 31, 38], 항감염 효과가 있는 것으로 보고되고 있다

[38, 43]. 
갈조류에는 phlorotannin, fucoxanthin, fucoidan, sterols 

과 같은 여러 생리활성 2차 대사산물이 함유되어 있어 

항산화, 항암, 항고혈압, 항균, 항염 활성을 나타낸다[18, 
44]. 해조류의 종류에 따라 phytosterol 함량이 달라질 수 

있으며 생물학적 특성이 다르게 나타날 수 있다[35, 40]. 
식용 갈조류인 H. fusiformis의 항산화 및 항암 특성은 이

전에 보고되었으며[18, 44], 암의 성장과 전이 억제효과를 

보였다[18]. 
본 연구의 목적은 in vitro 및 in vivo 혈관 신생 분석을 

사용하여 H. fusiformis 추출물(HFC)의 혈관 신생 억제효

과를 확인하는 것이고, 본 연구의 결과로써 H. fusiformis
의 HFC 추출물이 in vitro 및 in vivo 혈관 신생을 억제한다

는 것을 확인하였다. HFC는 HUVEC의 이동, 침입 및 관 

형성을 강력하게 억제하였다. 더욱이, HFC는 Matrigel 분
석에서 네오마이크로 혈관의 형성을 현저하게 억제하였

다(Fig. 5).
종양은 혈관 신생 과정에서 여러 혈관신생 관련 분자를 
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C

Fig. 4. Inhibition of HUVEC vascular network formation by HFC. (A) HFC inhibited tube formation by HUVECs (top image). 
After HFC (0.25, 5 mg/ml) was added and incubated for 4 hr, changes in cell morphology were observed and documented 
using phase contrast microscopy (×40). The results obtained using the Angiogenesis Analyzer plugin for Image J are 
shown in the image below, where the mesh structure is shown in light blue, master junctions are shown as red circles, 
and branches are shown in green. (B) Quantification of the number of master junctions, nodes, mesh area, and total 
mesh area was performed using Image J (*p; control vs bFGF, HFC; bFGF vs HFC). (C) Western blot analysis was 
used to identify angiogenesis-related molecules.
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A B

  

Fig. 5. Inhibition of in vivo angiogenesis by HFC (A) 
A photomicrograph (×40) of the vasculariza-
tion within the Matrigel plug is shown. (B) 
The hemoglobin content of the plugs was 
quantified, and each value represents the mean 
and standard deviation (SD) (**p<0.005, bFGF 
vs blank, HFC).

생성한다[12, 23]. VEGF, FGF 및 그 수용체는 혈관 신생을 

위한 잠재적 자극제로 널리 알려져 있다[3, 16, 19, 20, 28, 
32, 33]. 그리고 H. fusiformis에서 분리된 fucoidan은 VEGF/ 
VEGFR을 억제하고[4], 항암 효과가 있는 것으로 보고되

어 있다[5, 42]. 따라서 혈관 신생 관련인자의 발현에 대한 

HFC의 영향을 분석한 결과, Fig. 4C에서 보는 바와 같이 

HFC는 주요 혈관신생 분자(VEGF)의 발현을 용량 의존적

으로 하향 조절하였다.
ERK 및 Akt는 혈관 신생 조절에 중심 역할을 하는 다중 

단위 전사 인자이다[41]. 따라서 western blot 분석을 통해 

HFC가 ERK 및 Akt 활성화에 미치는 영향을 조사한 결과, 
Akt의 단백질 발현은 HFC 처리 후에도 변하지 않았으나, 
ERK의 발현은 HFC 치료에 의해 하향 조절되었다. 또한, 
ERK와 Akt의 인산화는 용량 의존적으로 억제되었다(Fig. 
4C).

H. fusiformis 추출물인 HFC는 항산화 효과가 없는 것으

로 보고되었지만[7], 본 연구에서는 HFC는 강력한 혈관신

생 억제활성을 보였다. 일반적으로 항산화 효과가 있는 

물질은 혈관신생 억제효과를 나타내는 것으로 알려져 있

다[6, 29, 39]. 따라서 HFC는 기존의 항산화 물질과 다른 

혈관신생 억제기전을 가지고 있을 수 있다.
결론적으로, HFC는 VEGF, FGFR 및 ERK, Akt 활성화 

신호전달 경로를 억제함으로써 혈관 신생 억제효과를 보

이는 것으로 설명할 수 있다. HFC는 혈관신생 관련 질환

을 치료하는 유망한 후보 물질이며, HFC로부터 대한 혈관

신생 억제활성을 갖는 단일 화합물을 분리하고, 분리된 

화합물의 혈관신생 억제기전을 이해하는 데에 초점을 맞

춘 추가 연구가 필요할 것이다.
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초록：Hizikia fusiformis 클로로포름 추출물의 in vitro 및 in vivo 혈관신생 억제 연구
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혈관신생은 기존 혈관에서 새로운 혈관을 형성하는 과정이며, 이 현상은 성장, 치유, 월경주기의 변화 

중에 발생한다. 종양의 경우, 혈관신생은 원발성 종양의 지속적인 성장, 전이 촉진, 전이성 종양 성장 지원 

및 암 진행에 중요한 복잡하고 다면적인 과정이다. 혈관신생 장애는 암 발병, 자가면역 질환, 류마티스 

관절염, 심혈관 질환 및 상처 치유 지연을 초래할 수 있다. 현재 유효한 혈관신생 억제약물은 제한된 수에 

불과하다. 최근 연구에 따르면 해양 천연물이 혈관신생 억제효과를 나타내는 것으로 보고되고 있다. 이전 

연구에서 Hizikia fusiformis의 핵산 추출물(HFC)이 in vitro 및 in vivo에서 혈관 신생 억제효과를 확인하고 

보고하였다. 본 연구의 목적은 H. fusiformis의 클로로포름 추출물(HFC)의 혈관신생 억제 효과를 확인하는 

것이다. HFC가 세포 이동, 침입 및 관 형성을 포함하여 HUVEC 세포에 미치는 영향을 조사하였고, 또한 

마우스 Matrigel 겔 플러그 분석을 통해 생체 내 혈관 신생 억제 효과도 조사하였다. 또한 HFC 처리 후 

혈관신생에 중요한 인자인 VEGF, FGFR의 발현이 억제되고, Erk, Akt의 활성이 감소하는 것을 확인하였다. 
이러한 결과는 해양갈조류 톳(H. fusiformis)의 클로르포름 추출물이 in vitro 및 in vivo 혈관 신생을 억제함

을 보여준다.
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