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서  론

제주도에 서식하고 있는 해조류는 지형 특성에 따라 제주도 연안에 많이 분포하고 있으며, 녹조류가 약

60종, 갈조류가 약 120종 그리고 홍조류가 약 340종이 있는 것으로 알려져 있다. 이러한 해조류는 식량자

원으로서 뿐만 아니라 의약품 원료, 비료 공업, 사료 원료, 화장품 원료 등으로 다양하게 이용되고 그 실용

적 가치가 증대되고 있는 가운데 향후 예측되는 에너지 또는 식량 위기에 대체될 수 있는 자원으로서 그

중요성이 새로이 인식되고 있다. 이것은 육상 식물과는 다른 구조 형태를 가지고 있고, 혈관 내 콜레스테롤

침착 방지 및 장관 운동 활성화, 중금속 배출 촉진, 고지혈증 개선, anti-Plasmin 억제 활성, 항돌연변이 활

성, 항균 활성, HIV-1 transcriptase와 protease 억제 활성, tyrosinase 억제 활성 등이 확인되면서 기능성 식

품으로서의 개발에 관심이 모아지고 있기도 하다(Ebihara et al 1990, Kim et al 1998, Kang et al 2004a, 
b, Kang et al 2003, Fukuyama et al 1989, 1990, Lee et al 1998, Nagayama et al 2002, Ahn et al 2004). 
또한 많은 연구자들은 그와 같은 활성은 해조류가 많은 식이섬유와 생리 활성 성분으로 알려진 alginate, 
한천, caraginan, fucoidan 등과 같은 다당류, vitamin, mineral, phloroglucinol이나 eckol 등과 같은 polyphenol 
성분을 다량 함유하고 있는 것과 연관되어진다고 보고하였다(Kim et al 1998, Nagai et al 2003, Lkai et 
al 1998, Yan et al 1999, Yoshie et al 2002, Jensen et al 1969,1972, Gonzales et al 1983). 따라서, 현재

전 세계의 많은 연구자들은 해조류가 육상 생물과는 다른 특이한 생합성 경로를 가지면서 다양한 생리

활성 성분을 함유하고 있는 천연 물질이라는 점에서 다양한 생리 활성인 항산화, 항암, 항응고, 항고혈압등

의 생리 활성 등의 다양한 측면에서 접근을 시도하고 있다. 
이전 연구는 혈액 응고가 혈관 내 생성된 혈전이 혈관벽에 점착하거나 미세 혈관을 막아 혈류를 방해함

으로써 야기되는 혈액 순환계 질환으로 최근 우리나라에서도 식생활의 서구화, 환경의 오염, 운동 부족

등에 의해 발병률이 높아지고 있다는 것을 제시하였고, 이에 따라 우리나라에서 생산되어지고 있는 60여종

의 해조류로부터 다당류를 분리하여 항응고 활성을 측정한 결과, 참도박의 수용성 추출물이 높은 항응고

활성을 보였고, 이것은 황산기를 가지는 다당류와 연관되어진다고 보고하였다(Yoon et al 2000a, b). 뿐만

아니라, 갈조류의 한 종류인 톳을 이용하여 얻은 열수 추출물이 혈액에 대한 높은 항응고 활성을 가지고, 
이것은 단백질과 탄수화물 중 탄수화물의 함량이 높은 경우, 그 활성이 증가하는 것으로 보아 그 활성은

탄수화물과 연관되어진다고도 보고하였다(Kim et al 1998). 
이처럼 해조류를 가지고 많은 연구자들에 의해 다양한 생리 활성이 밝혀졌고, 지금도 해조류가 가지는
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잠재적 가치에 의해 많은 연구자들은 그들이 가지는 다양한 생리 활성과 그 활성 성분을 밝히고자 노력하

고 있다. 
따라서 본 연구에서는 수용성 추출물을 높은 수율로 얻을 수 있고, 독성이 없이 친환경적인 추출 방법으

로 당 분해 효소와 단백질 분해 효소를 이용하는 효소적 가수 분해 방법을 이용하여 해조류로부터 수용성

의 활성 성분을 추출하고, 그 중, 좋은 활성이 예상되어지는 해조류 효소 추출물을 선별하여, 활성 산소종

에 대한 in vitro상과 세포내의 항산화 활성과 항응고 활성, 면역 조절 및 항염증 활성, 항암 활성을 알아보

도록 하겠다. 

재료 및 방법

제주지역에서 서식하고 있는 다양한 해조류를 채집하여 수세한 후, 동결 건조하여 분말로 만들었다. 이
렇게 얻어진 해조류는 AOAC법(1990)에 따라 수분, 지방, 조단백질, 회분 그리고 탄수화물과 같은 일반

성분 함량을 상압 105℃ 가열 건조법, Soxhlet법, semi-micro Kjeldahl법, 건식 회화법과 phenol sulfuric acid
법으로 각각 측정하였다. 
분말된 건조 해조류 원료는 Novo. Co.에서 생산되고 있는 효소들 중, 당분해 효소 5종(Viscozyme, 

Celluclast, AMG, Termamyl, Ultraflo)과 단백질 분해 효소 5종(Protamex, Kojizyme, Neutrase, Flavourzyme, 
Alcalase)을 이용하여 Heo 등(2003)의 방법에 의해 효소적 추출물을 제조하였다.
이렇게 제조된 해조류 추출물은 항산화 효과, 지질과산화 억제 효과, 세포 손상 억제 효과, 항응고 효과, 

면역 조절 효과, 항염증 효과의 측정을 위해 사용되어졌다.  
먼저, 항산화 효과의 측정을 위해, 대표적인 유해 산소종인 과산화 음이온, 수산기 라디칼, 과산화수소, 

DPPH 자유 라디칼에 대한 소거 활성을 측정하였다. 과산화 음이온에 대한 소거 활성은 pyrogallol의 자동

산화로 인한 과산화 음이온의 저해 정도를 측정하는 것, 수산기 라디칼 소거 활성은 Fenton reaction에 의해

발생되는 수산기 라디칼을 변형된 2-deoxyribose oxidation 방법을 사용하여 측정하였다. 그리고 과산화수

소 소거 활성은 ABTS와 peroxidase의 반응을 이용하는 방법에 따라 수행하였고, DPPH 라디칼의 소거 활

성은 전자 공여능(Electron donating ability, EDA)을 측정하는 방법을 가지고 측정하였다. 
이렇게 시험관내에서 유해 산소종에 대한 소거 활성을 측정 한 후, 세포내의 항산화 효과를 확인하기

위해, 세포내에 유해 산소종인 과산화수소에 의한 인위적인 세포 손상을 감태의 효소적 추출물이 얼마나

저해할 수 있는 지를 확인하였다. 우선, 임파구 세포 내 oxidative DNA 손상 억제 활성을 확인하기 위해, 
Singh(1988)의 방법을 수정, 보완한 alkaline comet assay를 수행하였다. 또한, Hoechst 33342 형광 염색약이

H2O2에 의해 손상된 세포핵의 파편을 염색시키는 것을 형광 현미경하에서 관찰하는 것에 의해 형태학적인

세포 손상 억제를 측정하였다. 더 정확한 apoptosis를 확인하기 위해, flow cytometry assay를 수행하였는데, 
이것은 한 세포가 성장하여 분열되는 과정인 cell cycle내에서 세포가 apoptosis를 유발하면 replication이
멈추고 cell의 고사가 일어난 DNA를 propidium iodide PI) 염색시키는 것을 이용하여 측정하는 것이다. 뿐
만 아니라, Cell 상에서와 당뇨가 유발된 쥐에서의 지질과산화 억제 활성을 측정하기 위해, thiobarbituric 
acid(TBA)와 반응하여 생성된 malondialdehyde(MDA)의 양을 측정하는 Wilber법을 변형하여 이용하였다. 
두 번째로, 감태를 포함한 해조류 효소적 추출물이 항혈액 응고 활성을 가지는 지를 결정하기 위해, 혈청

에 sample을 처리하고 APTT와 PT 그리고 TT reagent를 혼합시켜 coagulation machine을 이용해 트롬빈이

응고되는 시간을 측정하는 것에 따라 측정하였다. 그 중, 가장 활성이 좋은 것으로 확인된 효소적 추출물로

부터 분자량별 분획물, 후코이단을 각각 순차적으로 분리하여 항응고 활성을 위와 같은 방법으로 수행하였다. 
세 번째로, 마우스의 비장 조직으로부터 얻어진 세포에 있어 감태의 효소적 추출물이 면역학적 활성을
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가지는 지를 확인하였다. 먼저, 세포의 증식능을 검색하기 위하여, DNA의 T 염기에
3H-thymidine과 같은

방사능 동위 원소를 라벨링하여 세포가 분화 증식한 후, 방사능 동위 원소의 양을 측정하는 T cell prolife-
ration assay(3H-thymidine incorporation)를 이용하였다. 이렇게 증식이 확인된 후, 증식된 세포의 표면 타입

을 검색하기 위하여, CD3, CD4, CD8, CD11b, CD11c, CD45R/B220와 같은 T, B 세포, 대식 세포와 단핵

구에 해당하는 항체와 반응시켜 세포의 크기와 형광 광도를 이용한 BD FACSCaliburTM flow cytometer와
CellQuest 소프트웨어로 세포의 표면 타입을 분석하였다. 
또한, 이렇게 증식된 세포에서 전사인자의 단백질 발현 양상 검색하기 위해, NFkB p65, phospho-ikB, 

IkB에 대한 단백질 발현량을 Western blot에 의해 측정하였고, EMSA에 의해 NFkB와 DNA 결합능을 확인

하였다. 뿐만 아니라, 샘플의 항염증 효과를 확인하기 위해, in vivo 상에서 동물 모델을 사용하여 귀에 유

도되는 염증을 감태 효소 추출물이 얼마나 억제할 수 있는지를 측정하였다. 이것으로 부터 TPA가 유도하

는 귀의 부종에 대한 억제 활성 정도를 계산하였고, 염증이 유도되어졌던 마우스 귀 일부 조직의 조직학적

평가를 Hematoxylin & Eosin 염색법을 수행하여 항염증 효과를 확인하였다. 

결  과

이 연구에서 제주지역에서 채집한 여러 종의 해조류로부터 일반 성분을 분석한 결과, 대부분의 해조류

내 탄수화물의 함량이 전체의 약 60%, 회분 함량은 거의 10% 이상, 수분은 약 5%, 지방은 1～2% 내외를

차지한 것으로 확인하였다. 
일반적으로, 생체 내에서 산화 현상으로 세포막에 존재하는 지질은 산소에서 유래되는 superoxide anion 

radical, hydroxyl radical, singlet oxygen 및 H2O2 등의 활성 산소와 결합하여 과산화물을 만들고, 이들의

연속 반응에 의하여 생체 내에서 DNA를 손상시켜 암을 유발할 뿐만 아니라, 세포 노화, 세포막 분해, 지방

산화 등 심각한 생리적인 장애를 일으킨다. 따라서 이러한 유해 산소인 superoxide anion radical, hydroxyl 
radical, H2O2, DPPH free radical에 대한 감태 효소 추출물의 소거 활성을 측정한 결과, 대부분의 효소 추출

물에서 유해 산소종 소거 활성을 확인할 수 있었는데, 그 중에서 감태의 효소 추출물은 약 60～90%의 우

수한 hydrogen peroxide 소거 활성과 우수한 60～70%의 DPPH free radical 소거 활성을 나타내었다. 게다가

감태의 Termamyl 효소 추출물은 67%의 가장 우수한 superoxide anion radical 소거 활성을 나타내었고, 
hydroxyl radical의 경우에는 모자반의 Acalase 효소 추출물의 47% 소거율을 제외하고는 40% 미만의 낮은

소거율을 나타내었다. 뿐만 아니라, 감태가 과산화수소를 인위적으로 처리하였을 경우, 얼마나 세포 손상

을 얼마나 억제할 수 있을 지를 확인한 결과, 이 감태의 모든 효소 추출물에서 대부분 약 50～90%의 세포

손상 억제 활성을 나타내었고, 그 중, AMG 효소 추출물은 1μg/mL에서도 약 70% 이상의 대체적으로 높

은 활성을 나타내었다(그림 1). 또한, 형광 현미경하에서 DNA 형상을 관찰한 결과로부터 과산화수소만

처리한 경우보다, 감태의 모든 효소 추출물을 농도별로 처리하였을 때, DNA 손상이 줄어드는 것을 확인할

수 있었다. 그리고 유해 산소 종에 의한 세포 내 핵의 손상 정도를 형광 현미경으로 관찰한 결과, H2O2를

첨가하지 않은 경우에는 cell이 손상 받지 않은 원형의 형태를 하고 있지만, H2O2를 첨가시킨 경우에는

세포가 손상을 받아 apoptotic body가 많이 생성된 것을 확인할 수 있다. 하지만 감태 효소 추출물을 첨가

시킨 경우에는 apoptotic body와 세포의 손상이 줄어든 것을 확인할 수 있었다. 또한, apoptosis를 가장 정확

하게 정량할 수 있는 법인 flow cytometry는 cell에 apoptosis가 유발되게 되면 replication이 멈추고 cell의
고사가 일어나 세포주기 중, sub-G1기의 DNA %가 증가하게 되는 원리를 이용한 것이다. 그림 2에서 보는

바와 같이, sub-G1기의 DNA가 22%에서 12%로 감소한 것을 확인하였고, 이것은 감태의 효소 추출물이

apoptosis의 유발을 효과적으로 억제한다는 것을 제시하였다. 
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그림 1. 감태 AMG 효소 추출물을 처리했을 때 보이는 DNA 손상 억제 활성. 
▒ : % Fluorescence in tail DNA,   -●- : 세포 손상 억제 활성.

 

그림 2. Flow cytometry를 이용한 세포 보호 효과 측정. 
(a) H2O2를 첨가하지 않음, (b) H2O2를 첨가함, (c) 30 KDa 이상의 감태 효소 추출물을 처리해 준 후, H2O2를

첨가함. 
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일반적으로, 대기 중에 존재하는 산소는 여러 유기물질에 대해 산화 반응을 유발시켜 많은 부작용을 유

발한다. 특히, 반응성이 강한 산소는 linoleic acid 등과 같은 불포화 지방산과 쉽게 반응하여 말론알데히드

(malondialdehyde) 등과 같은 발암성 물질, 과산화 지방질 혹은 반응성이 매우 강력한 자유라디칼을 생성시

키는 것으로 보고되었다. 따라서 본 실험에서는 지질을 산화시켰을 때 감태의 효소적 가수 분해물이 얼마

만큼의 지질과산화 저해 효과를 갖는지를 측정하였다. 그 결과, 당 분해 효소 추출물에서는 Ultraflo 효소

추출물이 가장 우수한 지질과산화 억제 효과를 갖는 것을 확인하였고, 단백질 분해 효소 추출물에서는

Flavourzyme과 Alcalase 효소 추출물이 유의적으로 지질과산화를 줄여주는 것을 확인하였다. 뿐만 아니라, 
당뇨병이 유발된 쥐에서 지질과산화를 억제하는 정도를 측정한 결과, 효소 추출물을 처리한 경우, 지질과

산화량이 줄어든 것을 확인할 수 있었다. 
두 번째로, 항응고 활성이란 혈전의 주성분인 불용성의 섬유소를 형성하는 혈액의 응고를 억제하는 활성

으로 복잡한 생화학적 반응이다. 게다가 혈관 내 생성된 혈전이 혈관벽에 점착하여 미세 혈관을 막아 혈류

를 방해함으로써 혈액 순환계 질환인 동맥경화증, 심부전, 심근경색, 뇌출혈, 뇌혈전 등과 같은 중대한 성

인병을 일으킨다. 이에 본 연구에서 감태의 효소적 추출물의 항응고 활성을 측정한 결과, 감태의 효소적 추출

물들은 높은 APTT와 TT의 활성을 보였고, PT는 control과 유사한 활성을 나타내었다. 특히, 그 중에서

AMG 추출물이 가장 좋은 항응고 활성을 나타내었다. 더 나아가 AMG 추출물을 가지고 분자량별 분획물을

제조하여 측정한 결과에서, 30 KDa 미만의 분자량에서는 control과 별 차이를 나타내지 않았으나 30 KDa 
이상의 고분자 물질에서는 아주 뛰어난 항응고 활성을 나타내는 것을 확인하였다. 또한 고분자 물질로부터

분리된 다당류에서도 헤파린과 유사한 항응고 활성을 가진다는 것을 확인하였다(표 1). 
세 번째로, 감태 효소 추출물의 면역학적 활성이나 항염증 활성을 평가하기 위해 수행한 실험으로부터, 

조혈 기관으로 알려진 마우스의 비장 조직부터 얻어진 세포들을 가지고 수행하였다. 일반적으로 비장 조직

은 면역에 관여하는 많은 면역 세포들을 가지고 있는 것으로 알려져 있어, 감태 효소 추출물의 세포 증식

능을 확인하는데 사용하였다. 그 결과, 세포의 증식능은 농도 의존적으로 그 수가 증가하는 것을 확인할

수 있었고, 그 분자량별 분획물을 가지고 수행한 결과도 농도 의존적으로 증가한 것을 확인하였다. 흥미롭

게도, 저분자량의 분획물보다 고분자량의 분획물이 더 좋은 세포 증식능을 가진다는 것을 확인할 수 있었

다(그림 3). 이렇게 증식이 된 세포에서 어떤 특정한 세포 타입이 증가되었는지를 확인하기 위해 실시한

FACS에 의한 결과로부터, helper T cell 마커인 CD4+ T 세포, cytolytic T cell 마커인 CD8+ T 세포와 pan 
B 세포 마커인 CD45R/B220+ 세포들의 수가 유의성 있게 감태 효소 추출물에 의해 증가한 것을 확인하였

다. 특히, CD8+ T 세포의 수는 약 두 배 정도 증가되었다. 세포의 표면 타입을 확인한 후, 그 증식이 어떠

한 전사인자에 의해 유도되어지는 지를 확인한 결과, 사이토카인의 분비를 유도하거나, T 세포의 활성, 분
화, 증식을 유도한다고 알려진 핵 내 NFkB는 단시간과 장시간에 걸쳐 각각 15분에 활성화 되었고, 3시간
이후에는 그 발현이 상당히 시간 의존적으로 증가되었다(그림 4). 흥미롭게도, 이것은 NFkB와 DNA 결합

력이 증가한 시간대와 일치하였다.  
마지막으로 항염증 평가를 위해 수행한 실험에서, 그림 5에서 보이는 바와 같이 TPA 만을 단독 처리한

경우 증가된 염증 세포나 귀의 부종을 관찰할 수 있으나, 효소 추출물과 같이 처리한 경우, 염증세포의 수는

감소하고 귀의 부종도 줄었다는 것을 확인하였다. 이것은 귀의 두께에 대하여 측정한 염증 억제 활성과도

그 결과가 일치함을 알 수 있었다. 

표 1. 감태의 효소적 추출물로부터 분리된 다당류의 항응고 활성

농도(μg/mL PPP) 0.7 1.4 2.8

다당류의 응고 시간 60 110 > 300

헤파린의 응고 시간 70 170 > 300
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그림 3. 감태 Kojizyme 추출물(A)과 그 분자량별 분획물(B)의 splenocytes에 대한 증식능.

그림 4. 감태 Kojizyme 추출물에 의해 증식된 마우스 비장 세포에서의 NFkB 전사인자와 IkB, p-IkB의 단기

(A)와 장기(B) 발현.

결  론

현재 이 연구에서, 다양한 해조류로부터 효소적 추출물을 제조하여 다양한 생리 활성을 검색하였다. 이
모든 결과로부터 항산화 효과, 지질 과산화 효과, 세포 손상 억제 효과, 항응고 효과, 면역 조절 및 항염증

효과를 다양한 해조류 추출물들이 가진다는 것을 확인하였고, 그 중 감태로부터 분리된 효소 추출물이 가

장 좋은 효과들을 보였다는 것을 확인할 수 있었다. 뿐만 아니라, 항산화 효과, 지질 과산화 효과, 세포
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그림 5. 감태 Kojizyme 추출물의 항염증 활성. 
Dex.: Dexamethasone, 감태 ext.: 감태 kojizyme 추출물.

손상 억제 측면에서, 추출물 내에 함유된 폴리페놀릭 성분의 함량이 활성 증가와 함께 증가되는 것을 확인

하였기에 아마도 폴리페놀릭 계통의 물질이 그 활성과 연관된다고 사료된다. 또한, 항응고나 면역 조절, 
항염증 측면에서는 분자량별 분획에 의한 분획물에 따른 활성 비교 시, 저분자량의 효소 추출물 성분보다

고분자량의 효소 추출물 성분이 더 좋은 항응고나 면역 조절, 항염증 효과를 가졌기에 이것으로부터, 
30KD 이상에 해당하는 고분자 물질인 후코이단과 같은 다당류 성분이 그러한 좋은 효과를 이끄는 것이라

고 사료된다. 
또한, 현재까지 일반적으로 사용하고 있는 유기 용매 추출법이 아닌 효소를 이용한 가수분해적인 방법에

의해 천연 물질로부터 제조한 해조류 수용성 추출물이기에, 비독성과 친환경 측면을 고려할 때, 보다 더

다양한 측면에서 많은 부가가치가 있다고 사료되고, 더 나아가서 각 활성에 대한 활성 성분을 정제․분리

하여 그 메커니즘을 파악하는 것이 요구된다. 
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