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서   론

최근 영양과잉 및 불균형, 운동부족, 스트레스 등으로 발생하
는 고혈압, 고지혈증, 당뇨병과 같은 대사증후군은 죽상동맥경
화증을 일으키는 주요 위험인자로, 이들 질환의 증가로 인해 유
발되는 심혈관 질환으로 사망률이 증가하면서 사회적 문제로 
대두되고 있다(Lee et al., 2012a). 혈관 내피세포에서 일어나는 
대표적인 염증성 질환인 죽상동맥경화증은 혈관이나 혈관벽 내 
염증 생성으로 염증성 사이토카인의 자극에 의해 혈류 중 단핵
세포 또는 거식세포가 혈관내피세포에 부착하게 되면서 시작된

다(Packard and Libby, 2008). 혈관의 내막에 콜레스테롤이 침
착되고, 내피세포가 증식하면 죽종이 형성되는데 이는 혈관의 
내강을 좁히고 혈전을 형성하며, 협심증, 심근경색, 심내막염, 
부정맥 등의 심장질환을 비롯하여 뇌경색, 뇌출혈과 같은 뇌혈
관질환, 그 외에도 신부전, 허혈성 사지질환과 같은 각종 합병
증을 유발하기도 한다(Lee et al., 2012b; Cho et al., 2016). 이러
한 심혈관계 질환과 여러가지 합병증을 유발하는 혈관성 염증
을 억제할 수 있는 안전하고 효과가 좋은 혈관성 염증 억제제를 
천연물로부터 개발하고자 많은 연구가 진행되고 있다.
쏙(Upogebia major)은 우리나라 서해안, 제주를 포함하는 남

혈관내피세포에서 TNF-α로 유도되는 혈관염증에 대한 쏙(Upogebia 
major) 효소가수분해물의 억제 효과
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Arteriosclerosis is the major cause of coronary artery and cerebrovascular disease, which are leading causes of death. 
Pro-inflammatory cytokines induce injury to vascular endothelial cells by increasing cell adhesion molecules, leading 
to vascular inflammation, a major risk factor for the development of arteriosclerosis. In the current study, we investi-
gated the inhibitory effect of enzymatic hydrolysate from Japanese mud shrimp Upogebia major on the inflammation 
of tumor necrosis factor-α (TNF-α)-stimulated human umbilical vein endothelial cells (HUVECs). We first evalu-
ated the antioxidant and angiotensin I-converting enzyme (ACE) inhibitory activities of eight U. major enzymatic 
hydrolysates: alcalase, papain, α-chymotrypsin (α-Chy), trypsin, pepsin, neutrase, protamex and flavourzyme. Of 
these, α-Chy exhibited potent antioxidant and ACE inhibitory activities. The α-Chy hydrolysate was fractionated by 
two ultrafiltration membranes of 3 and 10 kDa. The α-Chy hydrolysate of U. major and its molecular weight cut-off 
fractions resulted in a significant reduction in NO production and a decrease in cell adhesion molecules [vascular cell 
adhesion molecule-1 (VCAM-1), intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) and endothelial-selectin (E-selectin)] 
and pro-inflammatory cytokines [interleukin-6 (IL-6), interleukin-8 (IL-8) and monocyte chemoattractant protein-1 
(MCP-1)] in TNF-α-stimulated HUVECs. These results suggest that enzymatic hydrolysate from U. major can be 
used in the control and prevention of vascular inflammation and arteriosclerosis.
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해안, 일본 오키나와를 제외한 일본 전 해역, 중국의 황해 북부
와 러시아 극동지역의 블라디보스토크와 사할린 지역에 분포
하며, 갯벌이나 조간대의 모래가 섞인 진흙질 바닥에 구멍을 파
고 군락을 이루며 사는 쏙과의 갑각류이다. 쏙은 갑각류 특유의 
맛을 내며, 우리나라, 일본, 중국을 비롯하여 베트남, 타이완 등 
전세계 많은 지역에서 식용으로 이용하고 있다(Hong, 2013). 
새우와 게와 같은 갑각류에는 키틴, 키토산, carotenoids 색
소 등의 유용 물질을 다량 함유하고 있으며, 이들 물질은 항균, 
항바이러스, 항산화, 항염증 등 다양한 생리활성이 보고되어 
있다(Pan et al., 2000; Rosa and Barracco, 2010; Sindhu and 
Sherief, 2011; Oh and Jung, 2015). 그러나 쏙에 대한 연구는 
서식환경과 생태특성에 관한 연구가 주를 이루고 있고, 쏙의 식
품학적 특성이나 생리활성에 관한 연구는 보고되어 있지 않다.
본 연구에서는 쏙 효소가수분해물의 혈관성 염증 억제 효과를 
평가하기 위하여, 사람 혈관 내피세포인 human umbilical vein 
endothelial cells (HUVECs)에 종양괴사인자인 tumor necro-
sis factor-α (TNF-α)로 염증반응을 유도하여, 쏙 효소가수분
해물이 염증 유발 인자인 NO, 동맥경화를 유발하는 세포부착
인자[vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1), intercel-
lular adhesion molecule-1 (ICAM-1) and endothelial-selectin 
(E-selectin)]와 이들의 생성에 관여하는 염증성 사이토카인
[interleukin-6 (IL-6), interleukin-8 (IL-8) and monocyte che-
moattractant protein-1 (MCP-1)]에 미치는 영향을 알아보았다. 

재료 및 방법

재료

쏙(U. major)은 2016년 3월에 충남보령 갯벌에서 5 kg을 채
집하였으며, 세척 후 통째로 동결건조하여 분쇄한 후 -20°C에
서 보관하여 사용하였다. Alcalase® 2.4L (Alc), papain (Pa), 
α-chymotrypsin (α-Chy), trypsin (Try), pepsin (Pep), serine, 
o-phthaldialdehyde (OPA)은 Sigma-Aldrich Chemical Co. 
(St. Louis, MO, USA)에서 구입하였으며, Neutrase (Neu), 

Protamex (Pro), Flavourzyme (Fla)은 Novo Co. (Novozyme 
Laboratories, Copenhagen, Denmark)에서 구입하였다. 2, 
2′-azino-bis [3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonicacid] (ABTS+), 
potassium persulfate, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), 
sodium phosphate, potassium ferricyanide [K3Fe(CN)6], trichlo-
roacetic acid (TCA), L-ascorbic acid, hippuryl-L-histidyl-L-
leucine (HHL), sodium borate, angiotensin I-converting enzyme 
(ACE), hydrochloric acid, pyridine, benzene sulfonyl chloride 
(BSC), captopril, tumor necrosis factor-α (TNF-α), Griess re-
agent는 Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA)에
서 구입하였으며, iron (III) chloride (FeCl3)는 Junsei Chemical 
Co. (Tokyo, Japan), cell lysis buffer는 Cell signaling technology, 
Inc (Danvers, MA, USA), nitrite standard는 Promega (Madi-
son, WI, USA)에서 구입하여 사용하였다. human umbilical 
vein endothelial cells (HUVECs)과 Endothelial Growth Me-
dium-2 (EGMTM-2 Medium)은 Lonza (Walkersville, MD, 
USA)에서 구입하였으며, penicillin-streptomycin solution은 
Cellgro (Herndon, VA, USA), trypsin ethylenediaminetet-
raacetic acid (Trypsin-EDTA)는 Gibco (Grand Island, NY, 
USA), Cell Proliferation Reagent water-soluble tetrazolium 
salt (WST-1)은 Roche (Mannheim, Germany) 그리고 ELISA 
kit는 R&D systems, Inc. (Minneapolis, MN, USA)에서 구입
하여 사용하였다. 

쏙 효소가수분해

쏙 동결건조물 각 10 g씩에 8개 효소(Alc, Pa, α-Chy, Try, 
Pep, Neu, Pro, Fla)를 처리하였으며, 효소량은 쏙의 단백질 함
량 대비 1%를 처리하였다. 이때 쏙의 효소가수분해물의 조단
백질 함량은 41.39 g/100 g이었다(결과 미제시). 8개 효소를 이
용한 쏙의 가수분해는 Table 1에 나타난 조건하에서 8시간 동
안 가수분해하였다. 가수분해 후, 효소의 불활성화를 위하여
100℃에서 10분간 가열하였다. 불활성화된 시료는 4,450 g에
서 20분간 원심분리하여 상층액을 따로 분리하였다. 상층액은 
동결건조 후 사용시까지 -20℃에서 보관하였다.

Table 1.The conditions of enzymatic hydrolysis and degree of hydrolysis of the enzymatic hydrolysates of Japanese mud shrimp Upogebia 
major

Enzyme Buffer pH Temperature (℃) DH1 (%)
Alcalase (Alc) 0.1 M Na2HPO4-NaH2PO4 8.0 50 63.82±0.04
α-Chymotrypsin (α-Chy) 0.1 M Na2HPO4-NaH2PO4 8.0 37 67.91±0.02
Flavourzyme (Fla) 0.1 M Na2HPO4-NaH2PO4 7.0 50 67.84±0.03
Neutrase (Neu) 0.1 M Na2HPO4-NaH2PO4 8.0 50 65.76±0.08
Papain (Pa) 0.1 M Na2HPO4-NaH2PO4 6.0 37 65.09±0.05
Pepsin (Pep) 0.1 M Glycine-HCl 2.0 37 67.47±0.06
Protamax (Pro) 0.1 M Na2HPO4-NaH2PO4 8.0 45 67.32±0.09
Trypsin (Try) 0.1 M Na2HPO4-NaH2PO4 8.0 37 63.13±0.04
DH1, degree of hydrolysis. Enzymatic hydrolysates were obtained from 8 hour under the optical conditions. 
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가수분해도(Degree of hydrolysis, DH)

쏙의 효소가수분해물의 가수분해도는Adler-Nissen (1979)법
을 변형하여 측정하였으며, 그 값은 o-phthaldialdehyde (OPA)
가 결합된 free amino groups 값으로 환산하여 나타내었다
(Adler-Nissen, 1986).

DH = h / htot ×100

htot은 protein equivalent 당 총peptide bonds수를, h는 가수분
해된 결합수이다.

가수분해물 분획

쏙의 8개의 효소가수분해물을 10 mL 증류수에 녹인 후, 3 
kDa과 10 kDa의 ultrafiltration membranes (Amicon Ultra-
filter devices; Millipore, Billerica, MA, USA)을 이용하여 920 
g에서 20분간 반복적으로 원심분리하여 분자량별로 각각 분획
하였다(<3 kDa, 3-10 kDa, >10 kDa). 분자량별로 분획된 분획
물은 동결건조하여 사용하였다.

ABTS+ 라디칼 소거 활성 

ABTS+ 라디칼 소거활성은 Roberta et al. (1999) 방법을 변형
하여 측정하였다. 7.4 mM ABTS와 2.6 mM potassium persul-
fate buffer를 각각 1:1의 비율로 혼합한 후 4℃의 암소에서 하
룻동안 방치시킨다. ABTS+ 라디칼 용액이 734 nm 파장에서 
0.7-1의 흡광도를 갖도록 증류수로 희석하여 10 μL의 시료에 
희석한 ABTS+ 라디칼 용액 190 μL를 혼합한 후 실온의 암실
에서 10분간 반응시켜 734 nm에서 흡광도를 측정하였다. 양성
대조군으로 L-ascorbic acid를 사용하였고, ABTS+ 라디칼 소

거 활성은 라디칼의 활성을 50%로 저해하는 농도인 IC50 (mg/
mL)으로 나타내었다.

DPPH 라디칼 소거 활성 

DPPH 라디칼 소거 활성은 Blois (1958) 방법을 변형하여 측
정하였다. 메탄올에 용해시킨 0.2 mM의 DPPH 용액 160 μL와 
시료 40 μL를 각각 혼합하고, 37℃에서 30분간 반응시킨 후, 
540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 양성대조군으로 L-ascorbic 
acid를 사용하였고, DPPH 라디칼 소거 활성은 라디칼의 활성
을 50%로 저해하는 농도인 IC50 (mg/mL)으로 나타내었다.

Reducing power 측정 

Reducing power는 Oyaizu (1986)방법을 변형하여 측정하였
다. 시료 100 μL에 0.2 M sodium phosphate buffer (pH 6.6)와 
1% K3Fe(CN)6를 각 100 μL씩 차례로 넣어 혼합한 뒤, 50℃
에서 20분간 반응시킨다. 반응 후 10% TCA를 100 μL 첨가하
고, 2,000 g에서 10분간 원심분리한다. 상층액 200 μL에 0.1% 
FeCl3 40 μL를 반응시킨 뒤, 700 nm에서 흡광도를 측정하였다. 
양성대조군으로 L-ascorbic acid를 사용하였고, 환원력은 최대 
효과의 50%에 도달하는데 필요한 농도인 EC50 (mg/mL)로 나
타내었다.

ACE 억제 효과 측정

ACE 억제 효과는 Li et al. (2005)방법을 변형하여 측정하였
다. 20 μL의 시료에 50 μL의 5 mM HHL, 0.1M sodium borate 
buffer (pH 8.3)를 37℃에서 5분간 반응시킨다. 1 U ACE를 10 
μL을 넣고 37℃에서 30분간 방치한다. 1 M HCl을 100 μL와 
sodium borate buffer (320 μL), pyridine (600 μL), BSC (200 

Table 2. The antioxidant and ACE inhibitory activities of eight enzymatic hydrolysates of Japanese mud shrimp Upogebia major
 (mg/mL)

Samples ABTS+ (IC50
1) DPPH (IC50) Reducing power (EC50

2) ACE (IC50)
Alcalase (Alc) 0.09±0.00c,3 3.23±0.22c 3.10±0.18b,c 0.07±0.06c

α-Chymotrypsin (α-Chy) 0.09±0.00c 2.87±0.18d 1.77±0.13d 0.08±0.05c

Flavourzyme (Fla) 0.09±0.00c 4.28±0.21b 2.81±0.19c 0.17±0.08a

Neutrase (Neu) 0.08±0.00c 5.61±0.69a 3.38±0.42b 0.18±0.20a

Papain (Pa) 0.13±0.00b 3.56±0.61c 2.60±0.09c 0.11±0.28b

Pepsin (Pep) 0.18±0.00a 4.72±0.28b 5.93±0.66a 0.17±0.05a

Protamax (Pro) 0.09±0.00c 4.59±0.17b 2.64±0.32c 0.02±0.05d

Trypsin (Try) 0.12±0.00b 3.68±0.38c 3.62±0.22b 0.11±0.08b

AL-Ascorbic acid (μg/mL) 5.61±0.09d 4.46±0.27e 4.71±0.00e

BCaptopril (ng/mL) 0.25±0.05e

1IC50 (50% inhibition concentration) values of ABTS+ and DPPH radical scavenging, and ACE inhibitory activities were expressed as a mean 
±SD. 2The reducing power was expressed as an EC50 (concentration of the 0.5 absorbance) value. 3Mean within the same row with different 
superscripts are significantly different by Duncan’s multiple range test (P<0.05). AL-ascorbic acid was used as a positive control of ABTS+ 
and DPPH radicals scavenging and reducing power. BCaptopril was used as a positive control of ACE inhibitory activity. ABTS+, 2, 2′-azino-
bis [3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonicacid]; DPPH, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl; ACE, angiotensin I-converting enzyme.
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μL)를 반응물에 각각 첨가한 후 37 ℃에서 30분간 암소에 두고, 
410 nm에서 흡광도를 측정하였다. 양성대조군으로 captopril
을 사용하였고, ACE 억제 효과는 ACE의 활성을 50%로 억제
하는 농도인 IC50 (mg/mL)로 나타내었다.

세포배양

HUVEC 세포는 2% fetal bovine serum (FBS)와 vascular 
endothelial growth factor (VEGF)가 포함되어있는 Endothe-
lial Growth Medium-2 (EGMTM-2 Medium)을 사용하여 37℃, 
5% CO2 조건에서 배양하였다. 

세포독성 측정

시료의 세포독성을 확인하기 위해 HUVEC 세포에서 WST-1
을 이용하여 cell viability를 측정하였다. 96 well plate에 HU-
VEC 세포를 5×10³ cells/well이 되도록 분주한 후, 시료를 농
도별로 처리하여 40 시간 동안 배양한 후, 각 well당 WST-1 
용액을 10 μL씩 처리하여 2시간 동안 반응시킨 다음, ELISA 
reader (US/MQX 200; Bio-Tek Instruments Inc., Winooski, 
VT, USA)를 이용하여 450 nm에서 흡광도를 측정하였다. 

Nitric oxide (NO) 생성 억제능 측정

HUVEC 세포를 6 well plates에 24시간 배양한 후, 시료를 농
도별로 처리하고 2시간 후에 TNF-α (20 ng/mL)를 처리한 후 
40시간 배양하였다. 배지를 제거하고, lysis buffer 120 μL 넣
은 후 cell을 긁어 모으고, 14,000 rpm에서 10분간 원심분리 하
였다. 상층액 100 μL와 Griess reagent 100 μL를 암소에서 20
분간 반응시킨 후, 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. Nitrite 
standard의 농도별 표준곡선을 이용하여 NO의 농도를 결정하
였다. 

세포부착인자(Cell adhesion molecules, CAMs) 생
성량 측정

HUVEC 세포를 6 well plates에 24시간 배양한 후, 시료를 농
도별로 처리하고 2시간 후에 TNF-α (20 ng/mL)를 처리한 후 
40시간 배양하였다. 상층액을 모아 ELISA kit (R&D systems, 
Inc., Minneapolis, MN, USA)를 이용하여 VCAM-1, ICAM-
1, E-selectin의 발현량을 ELISA reader (US/MQX 200; Bio-
Tek Instruments Inc., Winooski, VT, USA)를 이용하여 450 
nm에서 측정하였다. 

사이토카인(Cytokines) 생성량 측정

HUVEC 세포를 6 well plates에 24시간 배양한 후, 시료를 
농도별로 처리하고 2시간 후에 TNF-α (20 ng/mL)를 처리하
였다. 이를 40시간 배양한 후 상층액을 모아 ELISA kit (R&D 
systems, Inc., Minneapolis, MN, USA)를 이용하여 IL-6, IL-
8, MCP-1의 발현량을 ELISA reader (US/MQX 200; Bio-Tek 
Instruments Inc., Winooski, VT, USA)를 이용하여 450 nm에
서 측정하였다. 

통계

결과는 평균±표준편차(SD)로 나타내었으며, 통계처리는 
SAS 프로그램(SAS Institute, Cary, NC, USA)을 이용하였으
며, Duncan의 multiple-comparison test와 Student t-test로 P< 
0.05에서 결과간의 유의성을 검정하였다.

Fig. 1. The cell viability of the α-chymotrypsin hydrolysates of 
Japanese mud shrimp Upogebia major and its molecular weight 
cut-off fractions in HUVEC. HUVEC, human umbilical vein en-
dothelial cell. 
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Fig. 2. The inhibition effect of the α-chymotrypsin hydrolysates of 
Japanese mud shrimp Upogebia major and its molecular weight 
cut-off fractions on the production of nitric oxide (NO) in TNF-α-
stimulated HUVEC. All data are presented as means±SD of three 
independent experiments. *P<0.05 compared with TNF-α treat-
ment only. #P<0.01, compared with the TNF-α-nontreated group. 
TNF-α, tumor necrosis factor-α; HUVEC, human umbilical vein 
endothelial cell. 
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결과 및 고찰

효소가수분해 및 가수분해도

동결건조한 쏙을 8개의 효소로 가수분해하고, 각각의 효소
가수분해물의 가수분해도를 측정하였다(Table 1). 쏙의 가수
분해도는α-Chy 가수분해물(67.91±0.02%)>Fla 가수분해물
(67.84±0.03%)>Pep 가수분해물(67.47±0.06%)>Pro 가수
분해물(67.32±0.09%)>Neu 가수분해물(65.76±0.08%) >Pa 
가수분해물(65.09±0.05%)>Alc 가수분해물(63.82±0.04%) 
>Try 가수분해물(63.13±0.04%)의 순으로 나타났다. 8개의 효
소가수분해물 중α-Chy 가수분해물의 가수분해도가 가장 높은 
것으로 나타났다.

항산화 및 ACE 억제 활성 

우리 몸의 대사과정 또는 외부적 요인에 의해서 생성되는 활
성산소종은 세포막과 DNA 손상, 단백질과 지질의 산화를 초래
하면서 세포에서의 신호전달체계를 망가뜨리고 면역력을 저하
시키는 등 세포의 정상적인 기능을 차단함으로써 염증, 동맥경
화, 암 등 여러 만성질환을 유발한다(Nardin, 2001). 체내에서 
활성산소종의 증가는 동맥경화 생성과정에서 각종 cytokine, 
growth factor 등의 분비를 증가시키고, 혈관긴장도의 증가, 염
증세포의 침착, 세포분열 및 apoptosis를 유발한다고 알려져 있
다(Kunsch and Medford, 1999). 
고혈압은 심혈관계 질환을 일으키는 주요 위험인자 중 하나
로 동맥경화증의 예방과 관리를 위해서는 이를 예방하는 것이 
중요하다. 고혈압과 관련된 혈관 염증을 유발할 수 있는 인자
들 중 가장 핵심으로는 angiotensin-II가 있는데, 이는 혈관내피
세포 평활근 세포에서 superoxide anion의 형성을 유도하여 산
화적 스트레스를 증가시키며, VCAM-1, IL-6, MCP-1 등의 발
현을 증가시켜 염증반응을 유도한다. ACE는 angiotensin-I을 
angiotensin-II로 전환시킴으로써 혈관을 수축시키고, 신장에서 
나트륨과 수분의 과흡수를 일으켜 혈압을 상승시킨다. 따라서 
이러한 작용을 저해하는 ACE 억제제는 고혈압을 비롯한 심혈
관질환의 치료에 널리 사용되고 있다(Parish and Miller, 1992; 
Paul et al., 2006; Takahashi et al., 2011).
혈관 염증의 유발에 관여하는 활성산소종 및 ACE의 활성을 
억제하는 능력을 확인하기 위하여 쏙의 8개 효소가수분해물
의 항산화 활성(ABTS+ 및 DPPH 라디칼 소거 활성, reducing 
power)과 ACE 억제 활성을 측정하였다(Table 2). 쏙 효소가수
분해물의 ABTS+ 라디칼 소거능은 IC50 값이 0.08-0.18 mg/mL
였으며, 이들 중 Alc, α-Chy, Fla, Neu, Pro 가수분해물에서 높
은 활성을 나타내었다. DPPH 라디칼 소거활성에서는 8개의 
효소가수분해물 중 α-Chy 가수분해물이 IC50 값이 2.87±0.18 
mg/mL로 가장 높은 활성을 보였으며, Reducing power에서도 
α-Chy 가수분해물이 EC50 값이 1.77±0.13 mg/mL로 가장 강
한 활성을 나타내었다. ACE 억제활성에서는 쏙의 Alc, α-Chy, 

Fig. 3. The inhibition effect of the α-chymotrypsin hydrolysates of 
Japanese mud shrimp Upogebia major and its molecular weight 
cut-off fractions on the expression of adhesion molecules (VCAM-
1, ICAM-1 and E-selectin) in TNF-α-stimulated HUVEC. All data 
are presented as means±SD of three independent experiments. 
*P<0.05 compared with TNF-α treatment only. #P<0.01, compared 
with the TNF-α-nontreated group. VCAM-1, vascular cell adhe-
sion molecule-1; ICAM-1, intercellular adhesion molecule-1; E-
selectin, endothelial-selectin; TNF-α, tumor necrosis factor-α; 
HUVEC, human umbilical vein endothelial cell.
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Pro 가수분해물들이 높은 활성을 나타내었다. 
이들 결과로부터 쏙의 8개 효소가수분해물 중 항산화 및 ACE 
억제능에서 높은 활성을 나타낸 α-Chy 가수분해물로부터 혈관
성 염증 억제 활성을 평가하고자 하였다. 

HUVEC 세포에 대한 독성 

HUVEC에 대한 쏙 α-Chy 가수분해물과 분획물의 세포독성
을 측정하였다(Fig. 1). 쏙 α-Chy 가수분해물과 분획물을 농도
별(0.125-1 mg/mL)로 처리한 결과, 쏙 α-Chy 가수분해물은 
0.125-0.5 mg/mL의 농도에서는 80% 이상의 생존율을 나타내
었으며, 분획물에서는 모든 농도에서 세포독성이 나타나지 않
았다.

NO 생성 억제 효과 

염증 매개 물질 중 하나인 NO의 과도한 생성은 림프구 증식
을 억제하고 정상세포에 손상을 유발하여 염증질환을 유발한다
고 알려져 있다(Korhonen et al., 2005). TNF-α로 염증 반응을 
유도한 HUVEC 세포에서 쏙의 α-Chy 가수분해물과 분획물들
의 염증 매개 물질인 NO 생성 억제 효과를 측정하였다(Fig. 2). 
쏙 α-Chy 가수분해물과 분획물은 HUVEC 세포에서 TNF-α
의 처리로 과량 생성된 NO를 유의적으로 억제하는 것으로 나
타났다.

세포부착인자(Cell adhesion molecules, CAMs) 의 
발현에 미치는 영향 

혈관의 만성 염증성 질환인 동맥경화는 세포부착인자의 매개
로 혈중에 존재하는 고농도의 콜레스테롤을 이동시키는데 관
여하는 지질단백질과, 세포외 기질, 칼슘과 면역세포가 혈관내
피세포에서 참착되어 발생한다(Peter et al., 1997; Koo et al., 
2014). 동맥경화의 진행과 관련된 대표적인 염증 표지자는 세
포부착인자(VCAM-1, ICAM-1, E-selectin)와 염증성 사이토
카인(IL-6, IL-8, MCP-1)이 알려져 있으며, 이들은 각각 독립
적인 위험인자로 보고된 바 있다(Bae et al., 2008). 
본 연구에서는 TNF-α로 염증 반응이 유발된 HUVEC 세포
에서 쏙의 α-Chy 가수분해물과 분획물들이 세포부착인자의 발
현에 미치는 영향을 평가하였다(Fig. 3). TNF-α 처리에 의해 
유도된 VCAM-1은 쏙 α-Chy 가수분해물을 처리함에 따라 농
도의존적으로 감소하는 것으로 나타났으며, 특히, 0.25 mg/mL 
이상의 농도를 처리한 군에서는 유의적인 감소를 나타내었다. 
또한, 쏙 α-Chy 가수분해물의 3개의 분획물, <3 kDa 분획물, 
3-10 kDa 분획물, >10 kDa 분획물들은 모든 농도(0.125-1 mg/
mL)에서 VCAM-1의 발현을 유의적으로 감소시켰으며, 특히 
>10 kDa 분획물을 처리한 군에서 가장 강력한 억제 효과가 나
타났다.

HUVEC 세포에서 염증 반응으로 과량 발현된 ICAM-1은 쏙 
α-Chy 가수분해물을 처리함에 따라 감소하는 경향을 보였으
며, 0.25 mg/mL 이상의 농도를 처리한 군에서 유의적으로 감

Fig. 4. The inhibition effect of the α-chymotrypsin hydrolysates of 
Japanese mud shrimp Upogebia major and its molecular weight 
cut-off fractions on the expression of pro-inflammatory cytokines 
(IL-6, IL-8 and MCP-1) in TNF-α-stimulated HUVEC. All data 
are presented as means±SD of three independent experiments. 
*P<0.05 compared with TNF-α treatment only. #P<0.01, compared 
with the TNF-α -nontreated group. IL-6, interleukin-6; IL-8, in-
terleukin-8; MCP-1, monocyte chemoattractant protein-1; TNF-α, 
tumor necrosis factor-α; HUVEC, human umbilical vein endothe-
lial cell.
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소하였다. 분획물에서는 3-10 kDa 분획물과 >10 kDa 분획물
은 0.125-1 mg/mL의 농도에서 ICAM-1 발현을 유의적으로 억
제하였고, <3 kDa 분획물은 0.25 mg/mL 이상에서 유의적인 감
소를 나타내었다. 

HUVEC 세포에서 TNF-α 처리로 발현된 E-selectin은 쏙 
α-Chy 가수분해물에 의해 0.125-1 mg/mL의 모든 농도에서 유
의적으로 감소되었다. 분획물 중 3-10 kDa 분획물과 >10 kDa 
분획물은 0.125-1 mg/mL의 농도에서 E-selectin 발현을 유의
적으로 억제하였고, <3 kDa 분획물은 0.25 mg/mL 이상에서 유
의적인 감소를 나타내었다. 그중에서 특히, >10 kDa 분획물을 
처리한 군은 가장 강력한 억제 효과를 나타내었다.
이들 결과로부터 쏙의 α-Chy 가수분해물과 분획물들은 세포
부착인자들의 발현을 유의적으로 억제하여 혈관 염증 유발을 
억제하는 것으로 확인하였으며, 분획물들 중에서 >10 kDa 분
획물 처리군이 가장 강력한 억제 효과를 나타내는 것으로 나타
났다. 

염증성 사이토카인(Pro-inflammatory cytokines)의 
발현에 미치는 영향

염증세포를 유도하여 혈관 내로 이동시키고 염증세포의 작용
을 유도하는 물질인 사이토카인은 IL-6, IL-8, MCP-1 등이 있
다. IL-6는 염증 초기에 분비되어 과잉 생성시 염증성 질환을 비
롯한 여러 질병을 초래하며, IL-8은 호중구의 chemoattractant
로, MCP-1은 거식세포와 단핵세포의 chemoattractant로 작용
하여 동맥경화의 개시와 진행에 중요한 역할을 한다(Yang et 
al., 2004; Sprague and Khalil, 2009).
본 연구에서는 혈관 염증에 관여하는 사이토카인의 발현에 대
한 쏙 가수분해물의 억제능을 평가하고자 HUVEC에 TNF-α을 
처리하여 염증성 사이토카인의 발현을 유도한 뒤, 쏙 α-Chy 가
수분해물과 분획물들을 처리하여 사이토카인의 발현 억제 효과
를 평가하였다(Fig. 4).

TNF-α에 의해 HUVEC에서 과량 생성된 IL-6는 쏙 α-Chy 가
수분해물을 처리함에 따라 유의적인 IL-6 억제 효과는 나타났
으나 농도의존적인 감소는 나타나지 않았다. 분획물에서는 3개
의 분획물이 0.125-1 mg/mL의 농도에서 모두 IL-6의 발현량을 
유의적으로 억제하는 것으로 나타났다. 

HUVEC에서 TNF-α의 처리에 의해 발현된 IL-8는 쏙 α-Chy 
가수분해물을 1 mg/mL을 처리한 군에서 유의적인 억제 효과
를 나타내었다. 분획물들 중에서는 <3 kDa 분획물은 0.25-1 
mg/mL의 농도에서 유의적인 억제 효과를 나타내었으며, 3-10 
kDa 분획물과 >10 kDa 분획물은 0.125-1 mg/mL의 농도에서 
유의적인 IL-8 발현 억제 활성이 나타났다. 분획물들 중 3-10 
kDa 분획물은 가장 강력한 IL-8 발현 억제 효과가 나타났으나, 
농도의존적인 억제 효과는 나타내지 않았다. 

TNF-α로 과량 발현된 MCP-1은 쏙 α-Chy 가수분해물을 처
리하였을때 0.125-1 mg/mL의 농도 모두에서 유의적인 감소를 

나타내었다. 분획물에서도 3개의 분획물 모두 0.125-1 mg/mL
의 농도에서 농도의존적으로 유의적인 억제 효과를 나타내었
고, 특히 분획물들 중에서 >10 kDa 분획물이 MCP-1의 발현을 
가장 강력하게 억제하는 것으로 나타났다.  
이들 결과로부터 쏙의 α-Chy 가수분해물과 분획물은 HUVEC
에서 TNF-α의 처리에 의해생성된 NO와 세포부착인자들의 생
성을 유의적으로 억제하고, 염증성 사이토카인들 또한 유의적
으로 발현을 억제함으로써 α-Chy 가수분해물과 분획물의 혈관 
염증 억제 효과를 확인하였다.  
향후, 본 연구 결과를 토대로 가장 강력한 혈관성 염증 억제 
효과를 나타낸 쏙의 α-Chy 가수분해물의 >10 kDa 분획물로
부터 활성 소재를 분리·정제하고, 구조 동정하여 활성 소재를 
구명하고, 활성 소재의 효능 검증 및 기전 연구를 추가로 진행
할 예정이다.
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