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            초록
          
        

        
          This study was conducted to investigate alterations of seaweed composition upon Lactobacillus rhamnosus GG (LGG) fermentation as well as potential anti-inflammatory effects and mechanism (s) of water extracts and fermented water extracts of Laminaria japonica (LJ) and Hizikia fusiforme (HF) in lipopolysaccharide (LPS)-stimulated RAW264.7 macrophages. Total polyphenol, total sugar, and reducing sugar contents were measured in LJ and HF water extracts before and after fermentation by LGG. Alterations of inflammatory cytokine levels in cell culture media were measured by ELISA, and levels of phosphorylation of c-jun NH2-terminalkinase (JNK) and extra cellular signal regulated kinase (ERK) were examined by Western blot analysis. LGG fermentation of LJ and HF altered total polyphenol and sugar contents in water extracts of LJ and HF. LPS-induced production of pro-inflammatory cytokines such as IL-6 and TNF-α was significantly reduced by HF-f compared to control in RAW264.7 cells. Consistent with reduction of anti-inflammatory cytokine, interleukin (IL)-6, and tumor necrosis factor (TNF)-α levels by HF-f, HF-f also significantly reduced phosphorylation of ERK and JNK in LPS-stimulated RAW264.7 cells. In addition, LJ-f and HF also significantly reduced phosphorylation of JNK and ERK induced by LPS in RAW264.7 cells. Overall, our result suggests that HF-f among the four tested seaweed extracts is the most potent anti-inflammatory agent, and its mechanism of action is partially mediated by reduction of JNK and ERK phosphorylation as well as IL-6 and TNF-α production in LPS-stimulated RAW264.7 cells.
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      서 론
      염증 반응은 감염 및 다양한 외부 자극과 조직 손상에 의한 신체의 방어 반응으로, 손상된 신체 구조 및 기능을 재생하려는 기전이다(Lawrence T & Gilroy DW 2007). 정상적인 염증반응은 항염증성 단백질과 염증성 단백질 분비의 균형에 의해 조절되며, 이러한 조절 기전의 불균형으로 인해 과도한 염증성 물질이 생성되면 체내 조직의 손상을 일으키고, 만성염증으로 연계되어 동맥경화, 당뇨, 암과 같은 각종 만성염증성 질환의 발병을 초래하기도 한다(Baker RG 등 2011). 체내 면역반응 조절에 관여하는 대식세포(macrophages)는 외부로부터 침입한 이물질의 제거하고, 식균작용과 함께 interleukin(IL)-6, tumor necrosis factor(TNF)-α 등의 사이토카인을 생성하여 생체 방어와 면역체계에서 필수적인 역할을 담당한다(Zhang G & Ghosh S 2000). 현재까지 개발∙이용되고 있는 항염증제는 크게 스테로이드계와 비스테로이드계로 나뉘며, 모두 염증반응의 주요 매개체인 프로스타글란딘 합성의 억제를 통해서 그 효과를 발휘한다. 하지만 이들 항염증제는 신장, 심장 및 위장 질환의 유발과 같은 부작용으로 인체 안전성 면에서 문제점을 가지고 있어(Makins R & Ballinger A 2003; Dogne J 등 2006), 이러한 부작용을 최소화한 항염증제의 개발을 위해 천연물을 이용한 보다 안전한 항염증 치료제의 연구∙개발이 활발히 진행되고 있다(Kang B 등 2014).

      다시마(Laminaria japonica)와 톳(Hizikia fusiforme)은 우리나라의 해안에 전반적으로 분포하는 해조류로 갈조류과에 속하며, 건조품 기준으로 단백질은 약 10%, 탄수화물은 약 30∼40%가 함유되어 있으며, 나트륨, 칼륨, 칼슘, 인 등의 무기질뿐만 아니라, 비타민 B, 비타민 C과 비타민 E 등의 비타민 함량이 매우 풍부하다(Jiménez-Escrig A & Sánchez-Muniz F 2000; Gómez-Ordóñez E 등 2010), 특히 해조류가 함유하고 있는 탄수화물은 다당류로써 인간의 소화관계에서 소화되지 않고 장까지 도달이 가능한 식이 섬유소로써의 건강증진 활성을 가진다(Deville C 등 2004). 다시마와 톳은 후코이단(fucoidan), 알긴산(alginate)과 라미나란(laminaran) 등과 같은 식이섬유를 다량 함유하고 있으며, 이들의 항산화(Chandini SK 등 2008; Eom S 등 2010; Lee NY 2013), 항비만(Maeda H 등 2007; Miyata M 등 2009), 항당뇨(Nwosu F 등 2011; Oh J 등 2016), 항염증(Park HY 등 2011; Kang B 등 2014) 효과 등의 다양한 생리활성 효과가 보고되어 있다. 또한 최근에는 유산균을 이용한 발효를 통해 해조류 추출물의 프리바이오틱스(prebiotics)로 이용될 수 있음이 보고되었으며, 유용 미생물을 이용한 발효과정이 새로운 생리활성 물질의 생성 및 유용성분의 증대에 효과가 있는 것으로 보고되고 있다(O’Sullivan L 등 2010; Lee W 등 2016).

      발효는 고분자의 유기물질을 대사하여 상대적으로 단순한 물질로 변환시키는 생화학적인 반응으로, 식품의 영양을 증진, 단백질의 질과 섬유질의 소화성을 향상과 체내 흡수율을 개선하는 등 식품의 영양학적 특성 및 기능성 향상에 매우 중요한 역할을 한다(Kim Y 등 1993; Chen I 등 2009). 유산균은 장내 유해균 억제 및 정장작용 효과가 있는 프로바이오틱스(probiotics)로 Lactobacillus 속과 Bifidobacteria 속이 대표적이고, 이들은 식품의 당류를 발효하여 주로 젖산을 생성하며, 유가공품과 김치, 간장, 된장 등에서 풍미를 향상시키고, 장내 유익한 작용을 하는 것으로 알려져 있어 오랫동안 산업적으로 이용되어 왔다(Gomes AM & Malcata FX 1999; Shah N 2000). 해조류의 탄수화물은 대부분이 체내에서 소화되기 어려운 난소화성 다당류로 산이나 알칼리에 비교적 안정적인 특징이 있어 효율적으로 추출하기 어려울 뿐만 아니라, 활성 물질의 변질 및 손실을 줄 수 있는 가능성이 높다는 단점이 있으나(Shon JH 등 2006), 이러한 단점을 보완하기 위해 최근 미생물 효소를 통하여 해조류의 유용성분을 추출해 내고자 하는 연구가 활발히 진행되고 있다(Eom S 등 2010; Eom S 등 2011).

      이에 본 연구에서는 다시마와 톳의 물 추출물과 장내 대표적인 유산균(Lactobacillus rhamnosus GG; LGG)으로 발효한 다시마와 톳의 물 추출물의 성분 차이를 비교하고, 이들 추출물이 LPS(lipopolysaccharide)로 염증반응을 유도한 RAW-264.7 대식세포의 염증반응에 미치는 잠재적인 항염증 활성효과와 그 기전을 비교∙분석하였다.

    

    

  
    
      연구 방법
      
        1. 시료준비
        실험에 사용된 톳은 제주 전통오일시장에서 국내산 생물을 구입하였고, 다시마는 완도쇼핑에서 국내산 염장다시마를 구입하여 Fig. 1의 과정을 통해 시료를 제작하였다. 다시마와 톳은 수세, 제염, 동결건조의 과정을 거쳐 분말화 한 뒤, 시료무게 60배량(w/v)의 3차 증류수를 첨가하여 24시간 동안 추출하였다. 추출 후 감압여과한 후, 감압농축기(Heidolph, Schwabach, Germany)를 이용하여 65˚C에서 농축 후 동결 건조하여 분말화 하였다(Oh J 등 2016). 다시마(Laminaria japonica; LJ)와 톳(Hizikia fusiforme; HF) 물 추출물은 위에서 준비한 해조류 분말을 농도별로 DPBS(Dulbecco’s Phosphate buffered saline)에 희석하여 여과한 후, 실험에 사용하였다. 다시마와 해조류 추출물의 발효 조건을 최적화하기 위해 시험 발효를 시간, 온도, LGG의 농도별로 진행하였으며, 최종적으로 다시마와 톳의 발효 물 추출물(LJ-f, HF-f)의 경우, 분리된 다시마와 톳의 물 추출물에 LGG(300 billion CFU/g, Chr-Hansen, Denmark, 매일유업(주) 중앙연구소에서 제공) powder를 2 g/100 mL(w/v) 농도로 첨가하여 37℃ 배양기에서 48시간 동안 발효를 진행한 후 (pH가 4.0 이하), 고압멸균 처리를 통해 발효를 종료하였다. 그 후 LJ-f와 HF-f을 감압농축기를 이용하여 65℃에서 농축 후, 동결 건조하여 분말 형태의 시료를 제작하였다. 실험에 사용한 해조류 물 추출물과 발효 물 추출물은 농도별로 DPBS에 희석∙여과한 후 사용하였다(Fig. 1).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            A flow diagram for preparation of Laminaria japonica and Hizikia fusiforme water extracts and their fermented water extracts.
          
          

          

        

      

      
        2. 총 폴리페놀과 당 함량 측정
        총 폴리페놀 함량은 Folin-Denis 방법을 응용하여 측정하였다(Folin O & Denis W 1912). 시료 50 μL에 동량의 1 M Folin-Ciocalteu’s phenol reagent를 첨가하여 실온에서 6분간 반응시킨 후, 2% Na2CO3 포화용액 100 μL를 가하여 30분간 반응시켜 720 nm에서 흡광도(Molecular device, CA, USA)를 측정하였다. 지표 물질인 galic(gallic) acid의 표준검량곡선을 통해 시료가 함유하는 폴리페놀 화합물의 함량을 측정하였다. Phenol-sulfuric acid 법을 응용하여 시료의 총 당 함량(total sugar)을 측정하였으며(Wolfrom ML & BeMiller JN 1963), 시료 10 μL에 5% phenol 용액 10 μL를 첨가한 후 50 μL의 황산을 가하여 반응시켜, 490 nm에서 흡광도를 측정하였다. D-Glucose 표준용액을 이용한 표준검량곡선을 통해 총 당 함량을 계산하였다. 시료의 환원당(reducing sugar) 함량은 3,5-dinitrosalicylic acid(DNS) 방법을 응용하여 측정하였으며, Dglucose 표준용액을 이용한 표준검량곡선을 통해 환원당 함량을 측정하였다(Miller GL 1959).

      

      
        3. 세포배양
        RAW264.7 대식세포는 한국세포주은행에서 분양받아 사용하였으며, 10% heat inactivated fetal bovine serum(HI-FBS), 1% antibiotics(penicillin-streptomycin)와 1% L-glutamine을 첨가한 DMEM(Dulbecco’s modified Eagle medium) 배지를 이용하여 37℃, 5% CO2 조건에서 배양하였다. Seeding 후에는 serum을 줄인 배지인 1% HI-FBS를 포함한 DMEM 배지에서 약 24시간 배양하여 세포주기를 균일하게 맞추어 실험에 사용하였다. 세포실험에 사용된 모든 시약은 Gibco(BRL, Rockville, MD, USA)에서 구입하였다.

      

      
        4. 염증관련 단백질 발현 측정
        RAW264.7 대식세포를 1×106 cells/well의 농도로 6-well plate에 분주한 뒤 1% HI-FBS를 함유한 DMEM에서 24시간 동안 배양하였다. 다시마와 톳 물 추출물의 처치 농도는 선행연구(Oh & Lee 2015)에서 3T3-L1 전지방세포에 다시마와 톳 추출물을 처치하여 실시된 세포독성 실험결과, 다시마와 톳 모두 200 μg/mL까지는 세포생존율에 영향을 미치지 않는다는 결과와 LJ와 HF 추출물을 농도별로 RAW264.7 세포주에 다시마뿌리 추출물의 경우에는 100 μg/mL까지, 톳과 톳 발효추출물(발효균주: Weissella sp. SH-1, Lactobacillus casei)의 경우에는 500 μg/mL까지 처치하였을 때 독성이 관찰되지 않았던 세포생존율 결과를 고찰하여, 본 연구에서는 LJ와 HF 추출물과 이들의 발효 추출물의 처치농도를 100 μg/mL로 설정하였다(Kang B 등 2014; Kwon MS 등 2015). LJ, HF, LJ-f  혹은 HF-f를 100 μg/mL 농도로 처리하고, 3시간 후 LPS(200 ng/mL)를 처리하여 24시간 동안 배양하였다. 처치가 끝난 세포는 DPBS로 세척한 후 lysis buffer(100 μL)를 이용하여 단백질을 추출하였으며, 단백질 샘플은 분석이 진행되기 전까지 —70℃에 보관하였다. 본 실험에 사용된 단백질 정량과 western blot assay 방법은 Hwang YJ(2016)에 자세히 기술되어 있으며, 간단히 언급하면 다음과 같다. Bradford 법으로 단백질 정량을 실시한 후, 10% SDS-PAGE gel에 50 μg의 단백질을 로딩하여 80 V에서 1시간, 120 V에서 1시간동안 전기영동을 실시하고, nitrocellulose blotting membrane(Amersham Co., Germany)으로 transfer시켰다. 한 시간 동안 5% blocking buffer(Bio-rad, CA, USA)로 blocking을 한 후, 1차 항체(p-JNK, JNK, p-ERK, ERK(Cell signalling technology, MA, USA))를 5% blocking buffer에 1:1,000의 농도로 희석하여 4℃에서 12∼24시간 동안 반응시켰다. TBS-T 용액(0.1% Tween 20를 함유한 TBS)을 이용하여 10분씩, 3회 세척한 후 2차 항체 anti-rabbit IgG, HRP-linked 항체(Cell signalling technology, MA, USA)를 5% blocking buffer에 1:2,000의 농도로 희석하여 상온에서 90분 동안 반응시켰다. 마지막으로 TBS-T 용액을 이용하여 3회 washing한 후, ECL kit(Enhanced chemilumine-scence, Cyanogen, Bologna, Italy)를 이용하여 Fusion Solo(Marne, France)를 통해 측정하였다.

      

      
        5. 염증관련 사이토카인 생성량 측정
        다시마와 톳의 물 추출물(LJ, HF)과 발효물 추출물(LJ-f, HF-f)이 LPS의 자극에 의해 생성되는 IL-1β, IL-6과 TNF-α의 생성량에 미치는 효과를 측정하기 위하여 RAW264.7 대식세포를 1×106 cells/well의 농도로 6-well plate에 분주한 뒤 1% HI-FBS를 함유한 DMEM에서 약 24시간 동안 배양하였다. 4가지 추출물 시료를 각각 처리하고, 3시간 뒤 LPS(200 ng/mL)를 처리하여 24시간 동안 배양 후, 세포 배양액을 수거하여 원심분리 과정을 거친 상등액을 분석이 실시될 때까지 —70℃에 보관하였다. 배지의 사이토카인 농도 측정은 ELISA kit(IL-1β는 R&D system, Minneapolis, MN, USA/IL-6)와 TNF-α는 BD PharMingen(San Diego, CA, USA)를 이용하여 제공된 실험방법에 따라 진행하였으며, 흡광도는 450과 540 nm에서 microplate reader(Molecular device, CA, USA)를 이용하여 측정하였다.

      

      
        6. 통계분석
        모든 데이터는 평균±표준오차(SEM)로 표시하였으며, 유의적 차이에 대한 해석은 t-test 혹은 ANOVA 분석을 실시하였다. 유의성 차이 검증은 p-value<0.05 수준에서 실시하였고, 사후검정은 Tukey test를 사용하였다(Graph pad Prism Version 6.0, San Diego, CA, USA).

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 발효에 따른 다시마와 톳의 이화학적 변화
        발효 전과 후의 총 폴리페놀 함량과 총 당∙환원당 함량의 측정 결과는 Table 1과 같다. 다시마(LJ)와 톳(HF) 물 추출물의 총 폴리페놀 함량은 각각 6.44 μg/mL, 2.57 μg/mL로, HF의 폴리페놀 함량이 LJ의 폴리페놀 함량보다 유의적으로 높았다. LGG 발효에 의해 두 해조류 추출물의 총 폴리페놀 함량은 감소하였다. 즉, LJ의 폴리페놀 수치는 2.57 μg/mL에서 발효 후 1.83 μg/mL로 약 28% 감소하였고, HF의 폴리페놀 수치는 6.44 μg/mL에서 발효 후 2.30 μg/mL로 약 64%의 유의적인 감소를 나타냈다(p<0.001).

        
          Table 1. 
				
          

          
            Total polyphenol, total sugar and reducing sugar contents of LJ and HF water extracts and fermented water extracts
          
          

        

        
          
            
              	Sample
              	Total polyphenol contents (μg/mL)
              	Total sugar contents (μg/mL)
              	Reducing sugar contents (μg/mL)
            

          
          
            	
              LJ
            
            	2.57±0.37a
            	3.74±0.37a
            	4.56±2.22a
          

          
            	LJ-f
            	1.83±0.06a
            	5.96±0.98a
            	226.78±2.22b
          

          
            	
              HF
            
            	6.44±0.08b
            	2.26±0.37a
            	12.33±1.93a
          

          
            	HF-f
            	2.30±0.06a
            	11.89±1.28b
            	309.00±3.85b
          

        

        
          
            * Values are the means±SEM of three independent experiments (n=3).
          

          
            * Values that do not share the same superscript are significantly different by ANOVA (p<0.05).
          

          
            * Abbreviations: LJ (Laminaria japonica water extract), LJ-f (fermented Laminaria japonica water extract), HF (Hizikia fusiforme water extract), HF-f (fermented Hizikia fusiforme water extract).
          

        

        

        본 연구에서는 다시마와 톳의 총 폴리페놀 함량이 LGG를 이용한 발효과정을 통하여 감소하였는데, 이와 같이 발효 후의 폴리페놀 함량의 감소는 Lee S 등(2010)의 연구에서 야콘 뿌리의 폴리페놀 함량이 효모(Saccharomyces cerevisiae)를 이용한 상온 정치발효에 의해 148.6 μg/mL에서 89.7 μg/mL로 감소하는 결과에서도 관찰되었으나, 시료와 발효 균주 및 발효조건 등이 다르므로 직접적인 비교가 어렵다. 추가적으로 Friedman과 Jürgens(2000)의 연구에 의하면 페놀산 중에는 pH에 의해 민감하게 반응하여 변형이 일어나는 페놀산과 반대로 열과 낮은 pH에서도 비교적 안정적인 페놀산이 존재하며, 본 연구에서 관찰된 총 폴리페놀 함량의 변화에도 발효 종료 시점의 pH(4 이하)가 일정부분 영향을 미친 것으로 추측되나, 정확한 결론의 도출을 위해서는 pH에 민감도에 따른 다양한 종류의 폴리페놀 측정이 필요하겠다. 한편, 본 연구결과와는 반대로 누룩곰팡이인 Aspergillus oryzae를 이용하여 다시마 물 추출물을 발효하였을 때, 총 폴리페놀의 수치 증가와 더불어 항산화 능력 또한 증가시켰다는 보고가 있다(Bae H & Kim Y 2010). 이 또한 두 연구에서 사용된 발효 균주와 발효 조건 등의 차이 등으로 직접적인 비교가 어렵다는 제한점을 가진다.

        발효에 따른 다시마와 톳 추출물의 총 당량과 환원당 함량의 변화결과, LJ의 총 당 함량은 3.74 μg/mL, LJ-f는 5.96 μg/mL로 발효 후 총 당 함량이 증가하는 경향을 보였으며, HF의 총 당 함량은 2.26 μg/mL, HF-f 는 11.89 μg/mL로 발효 후 총 당의 함량이 유의적으로 증가하였다. 환원당 함량을 비교한 결과에서는 다시마와 톳 추출물의 환원당 함량이 LGG 발효를 통해 유의적으로 높아진 것을 관찰하였다. 즉, 발효 전 LJ와 HF의 환원당 함량은 각각 4.56 μg/mL, 12.33 μg/mL이었으나, 발효 후 LJ-f와 HF-f의 환원당 함량은 각각 226.78 μg/mL, 309.00 μg/mL로, 발효를 통해 다시마와 톳 물 추출물의 환원당 함량이 유의적으로 증가하였다(p<0.001). Rhee C 등(2006)의 재래식 된장의 발효과정 중 이화학적 특성의 변화에 대한 연구결과에 의하면 환원당 함량은 숙성 60일까지 6.36%의 증가를 보였는데, 이는 amylase의 활성증가로 인해 환원당이 증가한 것으로 해석하였다. 하지만 본 연구의 다시마와 톳 추출물의 발효에서도 이와 같은 amylase의 활성 증가가 영향 여부 확인은 추가적인 분석이 필요하겠다.

      

      
        2. 다시마와 톳 추출물이 RAW264.7 대식세포의 염증 관련 단백질 발현에 미치는 영향
        염증성 신호전달계 단백질인 ERK와 JNK의 인산화 정도를 통해 4종의 다시마와 톳 추출물이 LPS로 염증 유도된 RAW264.7 대식세포의 염증성 단백질 발현에 미치는 영향을 측정한 결과는 Fig. 2와 같다. LPS 자극으로 증가한 ERK의 인산화는 3종의 해조류 처치(LPS+LJ-f, LPS+HF와 LPS+HF-f)에 의해 유의적으로 감소하였고(p<0.05), JNK의 인산화는 LPS+HF와 LPS+HF-f군에서 유의적인 감소를 나타냈다(p<0.05).

        전사인자 NF-κB(nuclear factor κB)는 만성 염증성 질환 유발 인자로써 염증 관련 유전자 발현의 조절을 통해서 면역력을 촉진하며(Baker RG 등 2011), NF-κB는 여러 염증관련 단백질(예, IL-1β, IL-6, TNF-α) 혹은 LPS 등의 내독소(endotoxin)에 의해 그 생성이 촉진된다(Anisowicz A 등 1991). MAPK(mitogen-activated protein kinase)는 세포내 효소로 IκB의 인산화 조절을 통하여 만성염증성 질환유발 인자인 NF-κB의 활성에 관여한다(Baker RG 등 2011; Wada T & Penninger JM 2004). MAPK 경로는 유전자의 발현, 세포의 생존, 분화, 증식 및 사멸 등에 관여하며, 이 경로에는 ERK(extracellular signal regulated kinase), JNK(c-jun NH2-terminal kinase), 그리고 p-38 MAPK 등이 포함된다(Baker RG 등 2011). 본 연구에서는 LPS로 염증을 유도한 RAW264.7 대식세포의 ERK와 JNK의 인산화 감소 정도를 통해 다시마와 톳 추출물 4종의 항염증 효과와 그 잠재적인 기전을 살펴보았으며, HF와 HF-f의 추출물은 LPS로 증가한 EKR와 JNK의 인산화를 감소시켰고, LJ-f는 ERK의 인산화를 감소시켰다. 즉, 톳의 경우에는 HF와 HF-f의 염증관련 단백질의 활성을 감소능에 유의적인 차이가 없었으나, 다시마의 경우에는 LJ-f군만이 ERK의 인산화를 감소시켜 LJ와 LJ-f간의 ERK 인산화 감소정도에 차이를 관찰하였다. 이와 같이 발효를 통한 기존의 생리활성의 증대 혹은 개선효과는 타 연구에서도 발표된 바 있는데, Eom S 등(2010)의 연구에 의하면 다시마 효모 발효 추출액은 다시마 추출액과 비교하여 항염증과 항산화 능력이 향상됨을 보여주었다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Effects of LJ, HF, LJ-f, and HF-f on phosphorylation of ERK abd JNK in LPS-stimulated RAW264.7 macrophages.
            * Values are the means±SEM of three independent experiments.

            * Values that do not share the same superscript are significantly different by ANOVA (p<0.05).

            * Abbreviations: LJ (Laminaria japonica water extract), LJ-f (fermented Laminaria japonica water extract), HF (Hizikia fusiforme water extract), HF-f (fermented Hizikia fusiforme water extract); RAW264.7 cells were incubated in serum starved media for 24 hrs and then treated with 100 μM of the extracts mentioned above for 3 hrs prior to treating LPS (200 ng/mL) for an additional 24 hrs.

          
          

          

        

      

      
        3. 다시마와 톳 추출물이 RAW264.7 대식세포의 염증 관련 사이토카인 생성에 미치는 영향
        LJ, HF, LJ-f, HF-f가 LPS의 자극으로 염증을 유도한 RAW264.7 대식세포에서 생성하는 염증성 사이토카인인 IL-1β, IL-6와 TNF-α의 생성에 미치는 영향에 대한 결과는 Table 2와 같다. LPS 자극에 의해 RAW264.7 대식세포의 염증관련 사이토카인 IL-1β, IL-6, TNF-α의 수치는 LPS를 처리하지 않은 대조군(negative control)에 비해 유의적으로 증가하였으며, 4종의 해조류 추출물 중, LPS+HF-f군만이 IL-6와 TNF-α의 수치를 LPS군에 비해 유의적으로 감소시켰다(p<0.05). 사이토카인 IL-1β, IL-6과 TNF-α 등은 염증반응을 촉진하는 매개체로써, 면역세포 활성화를 통한 염증반응 조절, 체내의 조혈작용뿐만 아니라, 선천적 면역반응과 만성염증반응에 관여한다(Ren K & Torres R 2009; Ishihara K & Hirano T 2002). 본 연구에서 톳 발효 추출물(HF-f)은 LPS의 자극으로 생성∙분비가 증가한 IL-1β의 수치에는 영향을 주지 않았으나, IL-6와 TNF-α의 생성량을 LPS 대조군에 비해 유의적으로 감소시켰다. Kang B 등(2014)의 연구에 의하면 다시마 뿌리 에탄올 추출물은 LPS로 염증 유도된 RAW264.7 세포에서 생산이 증가된 IL-1β, IL-6와 TNF-α 수치를 모두 유의적으로 낮추어 본 연구와는 상이한 결과를 보였다. 하지만 일반 다시마와 다시마 뿌리부분의 잠재적인 성분 차이, 사용된 추출용매, 해조류 추출과정의 차이 및 LPS로 염증유도 처치시간이 상이함 등 본 연구와 직접적인 비교의 한계가 있고 제한점이 있으며, 이러한 요소들이 상이한 결과의 부분적인 이유로 작용한다고 사료된다. 상당수의 연구결과들에서 갈조류 유래 다당류인 후코이단(fucoidan)을 이용한 다양한 항염증 효과가 보고된바 있는데, Park HY 등(2011)의 연구에서는 LPS로 염증 유도한 소신경교세포(microglia cells)에 후코이단을 처치하였을 때 농도 의존적으로 IL-1β와 TNF-α의 생성을 감소시켰다. 본 연구에서 사용한 LJ와 HF 추출물 여러 가지 성분을 함유하고 있는 추출물의 효과를 관찰한 반면, 후코이단 단일 성분의 항염증 효과를 관찰하는 등의 차이가 존재한다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            Effects of LJ, LJ-f, HF and HF-f on cytokine productions in LPS-stimulated RAW264.7 macrophages
          
          

        

        
          
            
              	Sample
              	IL-1β level
(μg/mL)
              	IL-6 level
(μg/mL)
              	TNF-α level
(μg/mL)
            

            
              	Treatment
              	LPS
            

          
          
            	Negative control
            	-
            	ND*
            	ND
            	ND
          

          
            	Positive control
            	+
            	182.25±32.75
            	1,170.12±9.08b
            	2,684.29±306.55b
          

          
            	
              LJ
            
            	+
            	155.75±19.25
            	1,195.81±5.69b
            	2,753.54±325.67b
          

          
            	LJ-f
            	+
            	216.00±54.00
            	1,190.11±4.41b
            	2,781.04±293.69b
          

          
            	
              HF
            
            	+
            	209.25±34.92
            	1,216.28±3.39b
            	2,777.96±373.02b
          

          
            	HF-f
            	+
            	172.58± 3.75
            	1,071.84±7.75a
            	2,514.67±292.45a
          

        

        
          
            * Values are the means±SEM of three independent experiments (n=3).
          

          
            * Values that do not share the same superscript are significantly different by ANOVA (p<0.05).
          

          
            * ND: Not detected.
          

          
            * Abbreviations: LJ (Laminaria japonica water extract), LJ-f (fermented Laminaria japonica water extract), HF (Hizikia fusiforme water extract), HF-f (fermented Hizikia fusiforme water extract); RAW264.7 cells were incubated in serum starved media for 24 hrs and then treated with 100 μM of the extracts mentioned above for 3 hrs prior to treating LPS (200 ng/mL) for an additional 24 hrs.
          

        

        

      

    

    

  
    
      요약 및 결론
      본 연구는 다시마와 톳 물 추출물(LJ, HF)과 유산균 LGG를 이용하여 발효한 다시마와 톳 물 추출물(LJ-f, HF-f)의 발효를 통한 성분의 변화를 분석하고, 이들의 잠재적인 항염증 활성과 그 기전을 살펴보았다. LGG를 이용한 발효과정 후, HF의 총 폴리페놀 함량은 발효 전과 비교하여 유의적으로 감소하였고, 총당 함량은 유의적으로 증가하였다. 반면, 환원당의 함량은 LJ와 HF 모두 발효 후에 유의적으로 증가하였다. 4종의 추출물 중에서 LJ를 제외한 LJ-f, HF 그리고 HF-f는 모두 염증으로 인해 활성이 증가한 ERK와 JNK의 인산화 수치를 유의적으로 감소시켜 MAPK pathway 단백질의 조절에 3종의 해조류 추출물이 영향을 미치는 것을 확인하였으나, LPS 자극을 통해 증가된 염증성 사이토카인 IL-6와 TNF-α는 HF-f 처치군에서만 유의적으로 그 수치가 감소하여 염증성 신호전달 단백질의 활성 감소가 염증성 사이토카인 분비의 조절에 동일하게 영향을 주지는 않는 것으로 관찰되었다. 더불어 발효를 통한 다시마 물 추출물은 대식세포에서 LPS로 증가한 ERK와 JNK의 활성을 유의적으로 감소시켰으나, 톳의 경우에는 이러한 발효에 따른 추출물의 활성 차이는 관찰되지 않았다. 따라서 본 연구에서는 RAW264.7 대식세포에서 LJ-f, HF, HF-f가 염증신호전달 관련 단백질인 ERK와 JNK의 인산화를 통한 잠재적 항염증 효과를 가지며, 그 중 HF-f는 염증성 사이토카인의 생성을 감소 효과가 있음을 확인하였다. 이와 같은 다시마와 톳의 항염증 활성은 부분적으로 MAPK pathway 단백질의 활성을 통해서 가능할 것이라 사료되지만, 추후 좀 더 넓은 스펙트럼의 사이토카인의 비교분석과 추가적인 염증관련 단백질의 발현의 조절 등을 확인함으로써 보다 정확한 다시마와 톳 추출물의 항염증 기전에 대한 이해를 높일 수 있을 것이라 생각된다.
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