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Capsosiphon fulvescens is well-known green sea algae that, in recent years, has been proposed as a potential 
anticancer drug. In this study, we found that C. fulvescens glycoprotein (Cf-GP) had pro-apoptotic effects 
on human gastric carcinoma cells. By SDS-PAGE, we confirmed that C. fulvescens extract contained a 
glycoprotein. Using H33342 staining, we found that the Cf-GP caused cell death in a does-dependent manner, 
while an MTS assay showed decreased cellular viability due to induction of apoptosis. To determine the 
effect of Cf-GP on apoptosis-related cellular events, cells were treated with Cf-GP and the expression 
of several apoptosis-related protein was determined by Western blotting. Our results indicate that Cf-GP 
activated both a caspase cascade and PARP, which is a substrate of caspase-3, caspase-8 and the Bcl-2 
family proteins. In addition, we assessed caspase-3, and -8 activation and annexin V staining. Our results 
revealed a cell cycle arrest, itself leading to an increased percentage of sub-G1 cells. Our findings indicate 
that Cf-GP may be a source of bio-functional material with therapeutic effects on human gastrointestinal 
cancer.
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서     론
현대인들은 스트레스, 불규칙적인 식습관, 생활환경의 변

화 및 약화에 따라 각종 암 질환으로 인한 사망률이 증가하고 
있다. 암은 세포 증식 작용이 비정상적일 때 발생하며 그 원인
은 바이러스, 음주, 식이 등과 같은 외부적인 요인 및 호르몬과 
유전자 변이와 같은 내부적 요인이 복합화 되어서 생기는 
병으로 후기에 발병하면 완치가 어렵고 사망에 이를 확률이 
높은 질병이다 (Bishop, 1987). 그 중에서도 불규칙한 식습관 
및 식이가 가장 중요한 발암 요인 중 하나라고 하였으며 (Park 
et al., 2003), 특히 식이로 인한 위궤양과 위암 발병도 관련 
있음을 보고하고 있다 (Kim, 2009). 

최근 패스트푸드와 같은 서양식 식품의 소비량의 증가 추세
와 불규칙한 식습관에 따라 위암의 발병률도 증가하고 있으
며, 따라서 잘못된 식이로 인한 발병률이 높은 위암은 완치가 
어려운 질병 중의 하나이지만 이를 치료하고 예방하기 위한 
식이 소재로써 버섯 추출물 등 기능성 식품 개발되고 있다 
(Lee et al., 2006). 해조류를 통해서도 이러한 암을 예방・감소
시키는 효과를 기대할 수 있는데, 해조류는 우리나라에서 전
통적으로 이용되어왔고 이러한 해조류의 단백질 탄수화물 
등의 생리기능으로써 항균 및 항암효과 등이 밝혀지면서 (Kim 
et al., 2006), 근래에 들어서 항암 및 각종 건강 기능성 식품으로
서 활용도가 증가하고 있다. 해조류 소비량이 큰 일본에서도 

많은 연구가 진행되고 있는데 여러 종의 해조류 성분 분석을 
통한 단백질 및 탄수화물의 항암 연구 (Noda et al., 1990) 
및 유방암 예방 효과도 연구가 보고 되고 있다 (Funahashi 
et al., 2001). 또한 국내에서도 해양생물유래 기능성 물질로써 
해조류 김 단백질이 간 손상의 보호효과를 가진다는 연구가 
보고되고 있다 (Kwon and Nam, 2006). 특히, 해조류 성분 
중의 다시마 당단백질로부터 HT-29 대장암세포에서의 항암 
효과 (Go et al., 2010), 톳 당단백질로부터 손상된 간세포에서
의 회복 효과 (Hwang et al., 2008)등 해조류의 당단백질을 
통한 효과 등이 입증되었으며 해조류 다당류인 후코이단의 
폐암에서의 효과 또한 보고되었다 (Boo et al., 2011).

본 연구에 사용된 녹조식물 갈파래과의 매생이 (Capsosiphon 
fulvescens)는 우리나라 남해안이나 서해남부 지방을 중심으
로 청정지역에서 널리 분포하며 탄수화물과 단백질, 아미노산 
등이 많은 것으로 알려져 있다 (Jung et al., 2005). 이러한 
성분 분석을 토대로 매생이의 열수 추출물 획분을 동결건조한 
시료가 U937 백혈구암 세포주, NB41A3 신경아종 세포주, 
C6, HepG2 간암 세포주 등에서 농도 의존적으로 항암효과를 
보여주었으며 (Kim et al., 2006), 또한 매생이 열수추출물로 
획득한 단백질이 5종의 인체암세포에 대한 세포 독성이 조사
되어 in vivo에서 장관면역 활성, 급성 독성시험, 마우스 육종
세포 억제 효과 등도 확인되었다 (Park et al., 2006).

앞선 연구들에서 해조류 김 당단백질, 매생이 열수추출
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물, 다시마 당단백질 등 다양한 해조류의 당단백질 성분이 
암 세포주에서 항암효과가 입증, 보고된 사례가 많아 위암 
세포주에서도 매생이 당단백질 효과가 있을 것으로 가정하
여, 위암세포 사멸 작용 메커니즘을 밝히고자 본 연구를 시
도하였다. 

재료 및 방법
매생이 당단백질의 추출 

본 연구에 사용한 매생이 (Capsosiphon fulvescens)는 2006
년 1월 전라남도 장흥군 내저리 매생이 작업장에서 구입하여 
재료로 사용하였다.

매생이 분말을 수세 후 분쇄기를 이용하여 분말화한 다음 
3구 플라스크에 매생이 분말 40 g을 증류수 l L에 침지 시킨 
후 80℃에서 3시간 동안 교반하여 추출한 후 원심분리 
(Supra-22K, Hamil, Korea)를 사용하여 5,000 rpm, 15 min, 4℃ 
조건으로 원심분리 하였다. 상층액의 3배 vol/vol에 에탄올을 
첨가하여 4시간 동안 정지 반응 시킨 후 침전된 감압 여과를 
하여 당을 제거하고 회수한 여액에 ammonium sulfate를 80% 
첨가하여 24시간 교반하였다. Ammonium sulfate는 단백질용
액 중에 첨가함으로서 용해도 차이에 따라 단백질이 석출이 
된 것을 회수하여 탈이온수로 녹이고 투석막 (Pormembrane 
MW. 3,500/Spectra of spectrum laboratories inc, USA)을 사용하
여 4℃에서 약 5,000 mL의 증류수에 24시간 투석한 후 동결건
조 하였으며 이를 Capsosiphon fulvescens glycoprotein (Cf-GP)
로 명명하였다
당단백질 분자량

15% SDS-PAGE (Laemmli, 1970)로 매생이 당단백질을 10, 
20, 40μg/mL 농도로 30 mA에서 2시간 전기영동을 한 후 정제
된 당단백질임을 Coomassie brilliant blue staining과 
glycoprotein staining을 통해 확인하였다. 즉, 추출한 매생이 
당단백질을 SDS-PAGE하고 staining solution (7% Acetic acid, 
40% Methanol, 0.1% coomassie brilliant blue R-250), destaining 
solution (7% Acetic acid, 20% Methanol)을 사용하여 band를 
확인하였다. Standard marker는 dual color marker (BIO-RAD, 
USA)를 사용하였고 bovine serum albumin (BSA)은 Sigma 
Chemical Co. (Logan, UT, USA) 사용하였으며 glycoprotein 
staining을 Gelcode® Glycoprotein Staining Kit (Pierce, USA)를 
통해 매생이 당단백질의 분자량을 확인하였다.

세포 및 배양
항암 활성 실험에 사용한 세포는 American Type Culture 

Collection (ATCC)로부터 구입한 위암 세포주인 AGS gastric 
cancer cell (ATCC CRL-1739)을 사용하였고, 위 세포주인 
IEC-6 intestinal epithelial cell (ATCC CRL-1592)을 사용하였
다. 세포 배양에 사용한 Fetal bovine serum (FBS)은 Gibco 
BRL (Life Technologies, Gaitherberg, MD, USA) 제품을 사용
하였으며 RPMI-1640, 100 U/mL penicillin, 100 mg/mL 
streptomyocin (P/S)은 Sigma Chemical Co. (Logan, UT, USA)

에서 구입하였다. 
AGS 세포는 RPMI-1640 배지에 IEC-6 세포는 Dulbecco's 

modified Eagle's medium 배지에 10% FBS, P/S를 첨가하여 
5% CO2 incubator에서 배양하였으며 세포가 100 mm diameter 
culture dish에 80% 정도 증식하면 부착 세포의 계대배양에 
사용되는 trypsin을 사용해 배양 하였다.

MTS assay 
세포의 증식율을 측정하는 MTS 실험방법을 토대로 하여 

(Gerlier and Thomasset, 1986), Cf-GP가 AGS 세포에 증식억제
효과를 가지면서 IEC-6 세포에서 독성을 유발하는지 확인하
기 위해 MTS assay를 실시하였다. 각 세포를 96-well plate에 
2×104/cell로 100μL 양의 medium을 분주한 후 Cf-GP를 0, 
1, 2 및 3μg/mL 농도별로 처리하고 MTS/PMS solution 
(Promega Co, USA)를 10μg/mL씩 첨가하여 37℃에서 30분 
반응시킨 후 ELISA plate reader (Benchmaker Plus, BIO-Rad, 
USA)로 490 nm 흡광도에서 측정하였다.  

세포와 핵의 형태학적 변화 관찰
AGS 세포를 6-well plate에 배양하고 Cf-GP를 1, 2, 3μg/mL 

농도로 24시간 처리하였다. 고정액 (formaldehyde:PBS=1:9)
을 첨가하여 10분간 고정한 후 Phosphate buffered saline (PBS)
로 1 mL 분주하여 세척한 후, 0.2% Triton X-100을 2 mL 첨가
하여 실온에서 10분간 방치하였다. 그런 다음 2μg/mL 
Hoechst 33342 용액을 첨가해 빛을 차단한 상태로 실온에서 
30분 반응시켰다. PBS로 세척 후 100% ethanol을 2 mL 첨가해 
탈수처리하고 핵의 형태학적 관찰을 위해 mounting medium을 
처리하여 형광현미경 (OLYMPUS IX51, Japan)을 통해 200배 
배율로 핵의 형태학적 변화를 관찰하였다.

Western blot analysis
단백질 발현 및 분석은 AGS 세포에 Cf-GP를 1, 2, 3μg/mL 

농도로 처리하여 300μL의 양으로 lysis buffer (50 mM Tris- 
HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl, 1 mM ethylendiamine tetraacetic 
acid (EDTA), 1 mM sodium fluoride (NaF), 1% NP-40, 1 mM 
Na3VO4, 1μg/mL aprotinin, 1μg/mL leupeptin, 1μg/mL 
pepstatin, 1 mM phenylsufonyl fluoride (PMSF), 0.25% 
Na-deoxycholate)를 첨가하여 실험에 사용하였다. 세포질 및 
미토콘드리아의 획분 추출은 Emanuele et al. (2004)의 방법으
로 buffer (20 mM HEPES, pH 7.4, 10 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 
1 mM EDTA, 1 mM ethylene glycol bis-N,N,N'N'-tetra-acetic 
acid (EGTA), 1 mM 1,4-dithiothreitol (DTT), 250 mM Sucrose)
로 회수하여 실험에 사용하였으며, 핵 획분 추출은 문헌의 
방법을 이용해 (Park et al., 2005), lysis buffer (10 mM HEPES, 
pH 7.9, 10 mM KCl, 1.5 mM MgCl2), nuclear extraction buffer 
(10 mM HEPES, pH 7.9, 100 mM NaCl, 1.5 mM MgCl2, 0.1 
mM EDTA, 0.1 mM DTT)를 실험에 사용하였다. 단백질 농도
를 50μg/mL 로 동일하게 취하여 western blotting을 위해 전기
영동한 다음 Polyvinylidene Fluoride (PVDF) membrane 
(Millipore, USA)으로 옮겼다. Membrane은 실온에서 1% 
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BSA/TBS-T (Tris-Buffered Saline Tween-20) 로 blocking 시킨 
후, rabbit 1차 항체를 각각 1% BSA/TBS-T와의 비율을 1:1,000, 
2차 항체를 1:10,000으로 희석해 반응시킨 후 super signal west 
pico stable peroxide solution과 super signal west pico luminol/ 
enhancer solution (Rockford, IL, USA)을 사용해 KODAK X-ray 
film에 감광시킨 후 단백질 발현 정도를 측정 하였다.

Caspase activity 측정
Caspase activity 측정에 사용된 caspase-3 substrate, 

caspase-8 substrate, caspase-3 Inhibitor는 Calbiochem (San 
Diego, CA, USA)을 사용하였고 caspase-8 inhibitor는 R&D 
system (Minneapolis, MN, USA)을 사용하였다.

AGS 세포에 Cf-GP를 처리하였을 때, caspase-3, -8 활성의 
증가를 살펴 보기위해 10% FBS를 함유한 RPMI 1640 배지로 
희석해 6-well에 분주하였다. 세포가 80% 정도 자라면 SFM
으로 배지를 교환하여 4시간 배양하고 이후 Cf-GP를 24시간 
처리하였다. 최종 농도인 3μg/mL 군은 caspase-3, -8 inhibitor
인 (Caspase-3 InhibitorII (Z-D(OMe)E(Ome)VD(OMe)-FMK)), 
(Z-IETD-FMK)를 1시간 전처리 한 후 Cf-GP를 농도별로 24
시간 처리하였다. Lysis buffer (25 mM HEPES, 5 mM EDTA, 
2 mM DTT, 0.1% CHAPS)로 세포를 회수하여 100μg 
protein /100μL 씩 96-well에 분주하였다. 각 각의 substrate 
(Caspase-3 Substrate I, Colorimetric (Ac-DEVD-pNA), 
Caspase-8 Substrate I (Ac-IETD-pNA))를 첨가하여 shaking 
incubator에서 37℃, 4시간 조건으로 반응시킨 후 ELISA plate 
reader로 흡광도 405 nm으로 측정하였다.

Annexin V-FITC 분석
AGS 세포에 Cf-GP를 처리하였을 때, apoptosis와 그 증가

를 확인하기 위해 AGS 세포를 10% FBS가 함유된 RPMI 
1640 배지로 희석해 6-well에 분주하였다. 세포가 80% 정도 

자라면 SFM으로 배지를 교환하여 4시간 배양하고 이후 
Cf-GP를 24시간 처리하고 PBS에 세포를 부유시켰다. 원심분
리 (2,500 rpm, 10 min, 4℃)한 후 pellet을 Annexin V-FITC 
apoptosis detection kit (Becton Dickinson San Jose, CA, USA)
를 사용하였다. Pellet을 1X Annexin V binding buffer (10 mM 
HEPES/NaOH, pH 7.4, 140 mM NaCl, 2.5 mM CaCl2) 100μL
에 희석하여 Annexin V-FITC solution과 propidium iodide (PI) 
solution을 첨가하고 암실에서 15분 반응 후 1X binding buffer
에 희석하여 flow cytometer (FACS Calibur; BD Biosciences)
를 사용해 측정하였다. 

실험 결과의 통계처리
본 실험에 대한 결과는 mean±S.D.로 나타내었고, SPSS 

ver. 10.0 프로그램을 사용해 ANOVA로 검증한 후, p<0.05 
수준에서 Duncan's multiple range test로 실험군간의 유의성 
비교를 하였다.

결     과
매생이로부터 당단백질 정제, 분자량 확인 

매생이로부터 추출한 물질의 당과 단백질 확인 및 측정하
기 위해 coomassie brilliant blue staining과 당단백질 염색을 
통해 살펴보았다. 그 결과, 추출물은 농도 의존적으로 당 및 
단백질의 함량이 10 kDa 이하의 분자량에서 확인이 되었으
며, 추출과정 중에서 에탄올 결합 후 여과 과정을 거쳐도 
매생이에 다량 함유된 당 성분이 남아있어 순수한 단백질이 
아닌 10 kDa 이하의 분자량을 가지는 당단백질임을 확인할 
수 있었다 (Fig. 1).

Cf-GP가 AGS 세포 사멸에 미치는 영향
인간 위암 세포주인 AGS의 세포 사멸에 Cf-GP가 미치는 

Fig. 1. The glycoprotein extracted Capsosiphon fulvescens and the sample were loaded with SDS-PAGE. Then stained with 
Coomassie brilliant blue and Glycoprotein staining. Fig. 1(A, B) ①, concentration of Capsosiphon fulvescens's glycoprotein 
(Cf-GP) is 10μg/mL; ②, concentration of glycoprotein is 20μg/mL; ③, concentration of glycoprotein is 40μg/mL. This 
results indicate that in the range Cf-GP 6-10 kDa.
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영향 및 위 세포주인 IEC-6 세포의 독성 유무를 확인하기 
위해 MTS assay를 실시하였다. AGS 세포에서 0-5μg/mL 처리 
시 농도 의존적으로 약 65% 정도 세포증식 억제 효과가 나타
났으며, IEC-6 위 세포주에서는 거의 세포증식억제 효과가 
없었으므로 암세포에 대한 특이성으로 작용함을 알 수 있다 
(Fig. 2). 따라서 IEC-6 위 세포주에서는 독성을 나타내지 않으
며 암세포에서는 세포증식 억제효과를 보이는 0-3μg/mL 농
도로 실험을 진행하였다.

세포의 형태학적 변화 
앞 선 MTS 결과에서, Cf-GP를 처리하였을 때 AGS 세포 

증식이 감소하는 결과를 보였기 때문에 현미경 상에서 형태학
적 변화가 있는지를 살펴보았다.

그 결과, AGS 세포에 Cf-GP를 처리하였을 때 MTS 결과와 
동일하게 농도 의존적으로 세포 수가 감소하였다 (Fig. 3A). 
Cf-GP를 처리하지 않은 군과 비교하였을 때 농도 의존적으로 
세포가 사멸함을 알 수 있는데 그 과정에서 세포는 세포 외 
기질과 그에 대한 세포막 수용체인 integrin과의 결합력 저하
로 인한 focal adhesion complex의 분해로 인하여 정상적인 
세포의 형태에서 둥근 형태로 변화하면서 단백질 변화에 의한 
형태의 수축, 염색사 응축, 핵의 손상등과 같은 여러 형태, 
생화학적인 변화를 일으킨다 (John et al., 1994). 

 

Fig. 2. Effect of Cf-GP on the cell proliferations. (A) Effect 
of Cf-GP treatment on the growth inhibit of AGS gastric 
cancer cells. Control or varying concentrations of Cf-GP (0, 
1, 2, 3, 4, 5μg/mL) for 24 h. (B) Effect of Cf-GP treatment 
on the non toxic to IEC-6 intestinal epithelial cells. Values 
are the mean±SD; P<0.05 by ANOVA. Values with different 
letters are significantly different from one another according 
to Duncan’s multiple range test.

Fig. 3. Morphological changes and Induction of apoptotic 
bodies by treatment with Cf-GP in AGS cells.
(A) and H33342 staining (B) of AGS cells were treated with 
Cf-GP. Magnification, ×200.

앞 선 세포의 형태학적 변화에서 세포 수의 감소 결과를 
보였음으로 Cf-GP 처리 시 사멸체 (apoptotic body) 형성의 
핵의 형태학적 변화를 관찰하기 위해 Hoechst 33342 염색을 
하였다. Hoechst 33342는 세포에 DNA-binding dyes를 붙여 
염색할 경우, 생존하고 있는 세포와 사멸된 세포의 DNA를 
blue 계열로 염색하며 핵의 형태학전 변화에 이용되고 있다. 
AGS 세포에 Cf-GP를 처리하였을 때 대조군과는 달리 세포 
사멸에 의한 DNA 단편화 현상인 apoptotic body (Arends et 
al., 1990)를 농도 의존적으로 증가함을 볼 수 있었다 (Fig. 
3B). 

Apoptosis 조절 단백질 발현 분석 
Apoptosis에 관련되는 많은 단백질들은 bcl-2 family proteins 

발현의 변화에 의해 활성이 조절되는 것으로 알려져 있는데 
이러한 caspases가 활성화되면 actin, gelsolin, fodrin, lamin과 
같은 구조단백질과 (Takahashi et al., 1996), Poly ADP-ribose 
polymerase (PARP)를 포함하는 특정 기질이 절단되어 
apoptosis에 의한 세포의 형태학적, 생물학적 변화가 발생 한
다. 또한 활성화되어진 caspases는 apoptosis의 전형적인 특징
처럼, 세포의 skeleton, membrane, nucleus에 존재하는 단백질
들을 빠르게 분해한다. 앞서 설명한 caspase-8에 의하여 
caspase-3이 활성화되면 핵단백질인 PARP가 잘려져 비활성화 
현상이 관찰되는데, 이는 apoptosis 과정에서 핵 DNA 손상에 
의해 PARP가 과도하게 활성화되어 PARP 기질인 동시에 세포 
에너지원인 ATP와 NADH가 소모되는 것을 억제함으로서 
apoptosis 과정 중에 사용되는 에너지를 유지하려는 현상이 
발생하게 된다 (Yutaka et al., 1997). Caspase-8은 death receptor
를 통하여 활성화되므로 cleaved form이 증가를 하게 되고 
bcl-2 family proteins중 하나인 bid를 절단하여 다시 활성화된 
caspase-8에 의해 절단된 후 미토콘드리아를 활성시킴으로서 
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caspase-3의 활성 또한 증가하게 된다 (Nagata, 1997). 또한 
미토콘드리아와 세포질의 cytochrome c의 단백질 발현으로 
인하여 caspase-9와 Apaf-1이 결합하면 apoptosome 형성으로 
인한 caspase-9의 활성도 증가하게 된다.

본 실험에서 Cf-GP를 1, 2, 3μg/mL 농도로 24시간 처리하였
을 때 농도 의존적으로 pro-caspase의 감소와 Fas가 나타났으
며 cleaved PARP 발현을 확인하였는데, 이는 HeLa 세포에서 
DNA 회복에 관여하는 단백질인 PARP 수준을 살펴본 연구에
서도 유사한 경향을 보여주었다 (Odile and Felix, 2009). 또한, 
FADD 및 cleaved caspase-3, -8, -9의 발현이 증가하는 것으로 
나타나, Fas signal을 통해 apoptosis가 일어남을 확인할 수 
있었다 (Fig. 4). 

Fig. 4. Effects of Cf-GP on the expression levels of apoptosis 
related proteins in AGS cells. 

Bcl-2 family 단백질 발현 분석
Bcl-2 family proteins은 미토콘드리아의 막 투과성을 조절하

는 인자로써 미토콘드리아에 의한 intrinsic apoptosis pathway
에 작용하는 단백질로 다양한 종류가 존재한다. 그 종류에 
따라서 apoptosis를 일으키기도 하고 anti-apoptosis를 하기도 
하는데 bad, bax, bid는 apoptosis에 관여하는 단백질인자로, 
bcl-2, bcl-XL은 anti-apoptosis로써 그 역할을 가지고 있다 
(Sudheer et al., 2006).

Pro-apoptosis중에서 bax sub-family는 bax가 평상시에는 
monomer로 존재하면서 bcl-2에 의하여 그 작용이 저해 받게 
된다. Apoptosis signal이 들어오면 bad가 bcl-2와 결합하게 
되고 bcl-2로부터 떨어져 나온 bid는 bax와 결합하여 그들의 
conformational change가 일어나 dimer를 형성하게 되고 미토
콘드리아 외막에 작용해 구멍을 만들어 내부의 물질을 유출 
시키게 된다. 이 때 나오는 cytochrome c, Apaf-1 등은 apoptosis

에 작용하는 물질들이다. 또한 BH3 sub-family는 bcl-2, bcl-XL
에 결합되어 그 작용을 억제하여 bax의 작용을 활성화 시킨다 
(Elizabeth et al., 1995). 이 때 bid의 경우 평상시에는 작용이 
없으나 apoptosis 신호가 들어오게 되면 활성화된 caspase-8에 
의해 잘려나가게 된다.

본 실험에서 Cf-GP를 1, 2, 3μg/mL 농도로 24시간 처리하
였을 때 농도 의존적으로 증가하는 경향을 나타내었으며 
apoptosis를 저해하는 것으로 알려진 bcl-2, bcl-XL의 단백질 
발현 수준은 농도 의존적으로 감소하는 경향을 보여주었다. 
또한, apoptosis에 관여하는 bid의 단백질 발현 수준은 감소되
는 것으로 나타났다 (Fig. 5).

Fig. 5. Effects of Cf-GP on the expression of Bcl-2 family 
proteins in AGS cells. 

Caspases 분석 
앞선 실험에서 Cf-GP를 AGS 세포에 처리 했을 시 세포 

증식 억제를 확인 하였고 western blot의 결과로 Fas를 통한 
apoptosis와 이로 인해 활성화되는 cleaved caspase-3, -8의 발현
을 알 수 있었다.

본 실험에서는 이러한 caspase-3, -8의 활성 및 정도가 대조
군에 비하여 어느 정도 수준으로 활성이 되는지를 측정해 
보았다. 모든 실험에서 기준이 된 동일한 시간, 농도 조건으로 
측정을 해 본 결과 농도 의존적으로 caspase-3, -8의 활성이 
최종 농도인 3μg/mL에서 대조군에 비해 각각 47%, 65% 증가
함을 알 수 있었고, inhibitor를 처리한 군에서는 대조군 수준을 
유지하는 것을 확인 하였다 (Fig. 6).

Annexin V-FITC 분석
앞선 결과에서, AGS 세포에 Cf-GP 처리 시 세포 사멸이 

유도되어 그 수가 감소하였음으로 Annexin V-FITC apoptosis 
detection kit를 사용해 apoptosis인지 necrosis인지 flow 
cytometry로 분석하였다. Annexin V-FITC를 통해 apoptosis의 
수치를 정량적으로 측정할 수 있다. 세포에서 apoptosis가 발생
하면 세포막을 조성하고 있는 인지질의 안쪽에 존재하는 
phosphatidylserin (PS)이 세포막 외부로 이동을 하게 되는데 
이 때 PS에 결합하는 Annexin V와 PI의 세포막 투과성을 이용
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Fig. 6. Activation of caspase-3 and caspase-8 by Cf-GP 
treatment in AGS cells. The values were the means±SD; 
p<0.05 by ANOVA. Values with different letters are 
significantly different from one another according to 
Duncan’s multiple range test.

해 early apoptosis (Annexin V-FITC positive/PI negative)와 late 
apoptosis (Annexin V-FITC positive/PI positive)의 비율을 알 

수 있다.
분석 결과, 대조군에서는 apoptosis cell의 비율이 3.48%였으

나 Cf-GP를 1, 2, 3μg/mL 농도로 24시간 처리한 구간에서는 
10.27%, 12.48%, 17.36%로 농도 의존적으로 apoptosis cell의 
비율이 증가하는 것을 확인할 수 있었다 (Fig. 7). 이에 반하여 
necrosis의 경우 대조군에서 4.47%였으나 CF-GP 처리 시 
3.84%, 2.47%, 2.72%로 큰 차이가 없었으며 necrosis가 작은 
수치나마 발현된 것은 세포를 배양하는 과정에서 SFM 처리에 
의하여 영양분이 없었기 때문에 자연사의 과정에 의해 발생 
한 것으로 보인다.

세포질과 미토콘드리아에서의 Cytochrome C 단백질 
발현 분석

앞선 결과에서 caspase-3, 9의 단편화를 확인하였다 (Fig. 
4). 앞서 western blot 실험을 통해 발현을 알 수 있었던 bcl-2는 
apoptosis가 발생하지 않을 시 미토콘드리아 외막을 유지시켜
서 cytochrome c 분비를 방어해주며 bad, bax와 같은 단백질은 
cytochrome c의 분비를 촉진하는 것으로 알려져 있다.  

Fig. 7. Induction of apoptosis in AGS cells after treatment with Cf-GP as determined Bivariate annexin V/PI analysis. 
Bivariate annexin V/PI analysis by Cf-GP treatment in AGS cells. Region lower left contains the vital (double negative). 
(A) Untreated control cells; (B) Cells treated with 1μg/mL Cf-GP; (C) Cells treated with 2μg/mL Cf-GP; (D) Cells treated 
with 3μg/mL Cf-GP.
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Western blot 결과 AGS 세포에 Cf-GP 처리 시 세포사멸에 
관여할 수준으로 bcl-2 family proteins가 작용하는 것을 토대로 
세포질에서의 cytochrome c 유출 단계를 확인해 보았다. 
apoptosis signal에 의해 bcl-2 family proteins와의 작용으로 인
하여 미토콘드리아에서 cytochrome c가 유출되면 세포질에서 
caspase-9, Apaf-1과 결합을 하여 apoptosome을 형성하게 된다. 
이것은 다시 caspase-9를 활성화시켜 caspase-3이 활성을 가지
게 되어 apoptosis를 유도하게 된다 (Alan and Reiner, 1999; 
Lavrik et al., 2005). Apoptosis 동안에 미토콘드리아가 손상됨
으로써 미토콘드리아로부터 cytochrome c가 세포질로 유리된
다. Bcl-2는 apoptosis를 유도하는 cytochrome c가 미토콘드리
아로부터의 분리되는 것을 막는데 앞서 bcl-2 family proteins의 
western blot 결과를 통해 pro-apoptosis가 활성화되고 anti- 
apoptosis 계열이 감소하는 것을 확인하였음으로 미토콘드리
아와 세포질에서의 cytochrome c의 발현을 확인한 문헌의 실
험방법을 사용하여 (Agarwal et al., 2002), 미토콘드리아에서 
방출된 cytochrome c가 세포질에서 Cf-GP 처리 시 농도 의존적
으로 증가하는 것을 확인할 수 있었으며 세포질 수준의 Apaf-1
도 증가하는 것을 확인할 수 있었다 (Fig. 8).

Fig. 8. Effects of Cf-GP on the expression levels of 
cytochrome C and Apaf-1 proteins in AGS cells. 

고    찰
본 연구에서 해조류 중 하나인 매생이로부터 추출, 정제한 

당단백질을 통해 위암세포인 AGS를 농도 의존적으로 억제하
는 것을 확인하였고 (Fig. 2), 이를 광학현미경을 통하여 세포
수의 감소나 형태학적 변화 또한 관찰할 수 있었다 (Fig. 3).

이러한 결과를 바탕으로 Cf-GP에 의한 세포증식 억제가 
apoptosis임을 단백질 발현 등을 통하여 확인할 수 있었는데 
일반적으로 apoptosis는 Fas나 TRAIL 등의 경로를 통하여 조
절이 된다. 그 중 apoptosis에서 중요 인자인 caspases는 세포의 
증식과 유지에 필요한 필수 단백질을 분해하는 역할을 가지는
데, 그 종류에 따라 서로 다른 경로에 의해 활성이 일어난다 
(Berg et al., 2001). Caspase-8은 cell death ligand가 receptor에 
결합이 되면 활성이 일어나 effector caspase를 활성화 시킨다 
(Honglin et al., 1998). 또한 apoptosis에 의해 DNA손상이 일부 
발생하면 bcl-2 family계열의 단백질에 변화가 유도되어 미토
콘드리아 막의 투과성 증가로 인해 cytochrome c가 세포질로 
방출되게 된다 (Emily et al., 2001). 방출된 cytochrome c는 
Apaf-1과 결합하여 또 다른 caspase경로인 caspase-9와 결합해 

활성이 일어나고 caspase-9는 하위 effector caspase를 활성화 
시키게 된다 (Lavrik et al., 2005).

본 연구에서는 Cf-GP로 인한 apoptosis 유도에서의 단백질 
발현에서 0, 1, 2 및 3μg/mL 농도로 24시간 처리 시 Fas, cleaved 
PARP, FADD 및 cleaved caspase-3, -8, -9 변화를 확인하였고 
(Fig. 4), bcl-2 family 계열 단백질의 발현 현상과 (Fig. 5) 미토
콘드리아 에서 방출된 cytochrome c이 세포질로의 이동 현상
도 확인할 수 있었다 (Fig. 9). 

또한 본 실험에서 Cf-GP를 처리 하였을 때 cleaved caspases
의 발현증가가 일어났는데, 3μg/mL의 Cf-GP 처리 시 대조군
에 비해 60% 증가되었으며 (Fig. 6), caspase inhibitor를 처리한 
결과 대조군 수준으로 활성이 감소되어, caspases-3과 -8의 
신호로 apotpsosis가 일어남을 확인하였는데, 에탄올 추출물 
처리 시 cleaved caspases의 발현이 증가하였다는 결과와 동일
한 경향을 보여주었다 (Jang et al., 2010).

본 연구에서 Annexin V-FITC 분석 결과, 대조군에서는 
apoptosis cell의 비율이 3.48%였으나 Cf-GP를 1, 2, 3μg/mL 
농도로 24시간 처리한 구간에서는 10.27%, 12.48%, 17.36%로 
농도 의존적으로 apoptosis cell의 비율이 증가하는 것을 확인
할 수 있었다 (Fig. 7). 이 결과는 Annexin V-FITC을 통해 암 
환자와 회복군의 세포의 apoptosis 발현정도를 측정한 문헌과 
유사한 결과를 보여주었다 (Shen et al., 2002).

따라서, 본 결과는 매생이로부터 추출한 당단백질인 Cf-GP
가 AGS 세포에서 caspase-3, -8의 경로를 통해 apoptosis를 
유발하여 세포 증식 억제 및 항암효과를 가진다는 것을 확인
하였으며, 정제된 해조류의 당단백질 성분은 암 치료 및 예방
에 있어서 기능성 식품으로서의 효과를 가져 올 수 있음을 
제시하고 있다.
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