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            초록
          
        

        
          The aim of this study was to examine the cytotoxicity and potential inhibitory effects from four types of edible domestic brown seaweeds, Undaria pinnatifida (UP), Laminaria japonica (LJ), Sargassum fulvellum (SF), and Hizikia fusiforme (HF), on preadipocyte differentiation in 3T3-L1 cell line. Water and ethanol extracts from the four types of seaweeds were prepared and tested for cell viability in the 3T3-L1 cell line by using MTT assay. In addition, various doses of the water extract of seaweeds (WES) and ethanol extract of seaweeds (EES) were treated at the beginning of 3T3-L1 differentiation and continued until the cells were fully differentiated to adipocytes. Oil Red-O staining was performed to determine the potential cell differentiation inhibitory effects of the WES and EES by measuring the levels of lipid droplet accumulation in 3T3-L1 adipocytes. PPARγ mRNA expression levels were significantly reduced by WESs of UP, LJ, and HF as well as EESs of LJ and HF. As a result, we observed the superior cell differentiation inhibitory effects of WES compared to that of EES in a dose-dependent manner without any significant cytotoxicity in mouse adipocytes.
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      서  론
      비만의 원인 및 기전은 유전적인 요인부터 환경적 요인까지 복합적으로 영향을 주는 것으로 알려져 있는데(Mokdad AH et al 2003), 에너지 저장고인 지방세포의 비대로 면역세포의 모집(recruitment)과 염증성 사이토카인(cytokines)의 분비로 인한 만성염증 상태가 인슐린 저항성 및 심혈관계 질환을 유발한다는 이론이 점차 확고해지고 있다(Xu H et al 2003). 비만은 일반적으로 지방전구세포(preaipocyte)에서 분화를 통해 지방세포(adipocyte)를 과잉으로 생성하고, 중성지방을 축적하는 일련의 adipogenesis라는 과정을 거쳐서 유발된다. 즉, 과거에는 단순한 에너지 저장고로 여겨졌던 지방세포의 새로운 발견으로, 지방세포의 분화·비대 과정에 미치는 영향을 관찰함이 항비만 물질을 스크리닝(screening)하는데 중요한 in vitro 실험 방법으로 이용되고 있다. 3T3-L1 세포주는 전지방세포주로 분화배지에 의해 비대해짐과 동시에 중성지방을 축적하여 지방세포(adipocytes)로의 분화가 가능하여 대표적인 in vitro 연구에 사용되어 오고 있다. 지방세포 분화과정에서는 세포의 형태학적 변화, 호르몬에 대한 반응 및 지방의 저장과 대사에 관련된 유전자의 발현 등 다양한 변화가 동반된다(Green H & Meuth M 1974; Gregoire FM 2001). 대표적인 지방 분화에 관여하는 전사인자(transcription factor)에는 분화 초기단계의 CCAAT/enhancer-binding protein(C/EBP)와 후기분화에 관여하는 peroxisome proliferator-activated receptorγ(PPARγ)가 있다(Gregoire FM 2001). 이러한 지방분화 전사인자의 발현을 통해서 지방분화에 필요한 최종 산물들의 발현을 통해 지방세포 형성 유도조절자 및 지방세포형성 억제 인자들을 조절하여 전체적인 지방분화를 조절하게 된다.

      비만의 치료를 위해서 운동 및 식이요법, 나아가 약물요법이 사용되고 있는데, 항비만제의 부작용(예: 우울증, 약물을 중단했을 때 체중 증가 등)을 최소화하기 위해 최근에는 천연물에서 인체에 부작용을 최소화시킬 수 있는 물질해조류는 한국, 일본, 중국 등 아시아 지역에서 오래전부터 식품 및 가공식품의 원료 등으로 흔하게 이용되어 왔으나, 낮은 소화 흡수율로 영양학적 관심을 끌지 못하였었다. 하지만 해조류가 함유하고 있는 여러 가지 건강증진 생리활성 물질들에 대한 긍정적인 연구결과들이 보고되면서, 다양한 해조류에서 기능성 생리활성 물질 탐색 및 그 활성에 대한 연구가 활발히 진행되고 있다(Miyata M et al 2009; Teas J et al 2013; Shahidi F 2009). 이러한 이유로 서양에서도 과거 해조류를 단순히 농축된 추출물의 형태로 제약분야에서의 원료로 사용하거나, 가공식품의 점도 증가를 위한 농조화제(thickening agent) 및 겔화(gelling agent)를 위한 해조콜로이드(phycocol- loids)로만 취급하였으나, 최근에는 해조류를 직접 식이에 첨가하거나, 기능성 식품으로 고려하는 움직임이 보이고 있다(Shahidi F 2009).

      해조류는 크게 갈조류, 홍조류, 녹조류로 나뉘고, 그중 갈조류가 59%, 홍조류 40%, 그리고 나머지를 녹조류가 차지한다. 이러한 해조류의 성분 중 많은 부분이 총 건조무게의 25∼75%를 차지하는 식이섬유이다. 녹조류에는 전분, 셀룰로오스, 자일란(xylan), 매넌(mannans)이, 갈조류에는 라미나란(laminarans), 황산기를 함유하는 다당류의 일종인 알긴산염 (alginates)와 후칸(fucans), 홍조류에는 카라기난(carrageenan)이 함유되어 있으며, 해조류의 물 추출물에는 이러한 식이 다당류가 다량 함유되어 있다. 그밖에도 해조류에는 다양한 비타민, 무기질, 단백질, 다가불포화지방산 등 다양한 영양성분이 함유되어 있다(D’Orazio N et al 2012). 현재까지 보고된 해조류의 생리활성으로는 혈중콜레스테롤 저하효과(Ren D et al 1994; Jung B et al 2001), 종양세포의 성장억제효과(Noda H et al 1990), 항혈액응고효과(Koo J et al 2001), 유해 중금속배출 효과(Davis TA et al 2003), 유해 미생물 증식 억제효과(Lim J et al 2008)와 유익균의 증식 촉진을 통한 장건강개선 효과(O’Sullivan L et al 2010) 등이 있으며, 최근 in vitro와 in vivo 모델을 통한 해조류의 항비만 연구도 활발히 진행되고 있다(Miyata M et al 2009; Jang WS & Choung SY 2013). 하지만 가장 많이 식이로 섭취하는 갈조류의 물과 에탄올 추출물이 3T3-L1에서의 세포독성과 지방생성(adipogenesis)에 미치는 영향을 농도와 추출물 별로 비교 분석한 자료는 부족한 실정이다. 이에 본 연구에서는 우리나라 식탁에 자주 등장하며, 해조류 중 가장 많은 식용비중을 차지하고 있는 미역(Undaria pinnatifida), 다시마(Laminaria japonica), 모자반(Sargassum fulvellum), 톳(Hizikia fusiforme)과 같은 갈조류 4종의 물과 에탄올 추출물이 마우스 지방세포의 분화와 지방구 축적에 미치는 영향에 비교·분석하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 실험 재료 및 추출물 제조
        본 연구에서 사용된 해조류는 제주 오일장에서 2013년 12월에서 2014년 3월까지 국내산 미역, 다시마, 모자반, 톳을 모두 생물로 구매하여 사용하였다. 해조류 4종의 물과 에탄올 추출물 제조방법은 선행연구(Kang S et al 2012)를 바탕으로 Fig. 1과 같이 실시하였다. 해조류의 염분 및 이물질의 제거를 위해 흐르는 물로 3회 이상 수세 후 각 군을 플라스틱 백에 담아 —20℃에서 일차 냉동하여 동결 건조를 실시하였다. 이후 물 추출물은 100 mL의 3차 증류수에 3 g의 시료를 넣고 24 시간동안 침지시킨 뒤 공기 압력기를 이용하여 추출하고, 지퍼백에 담아 동결건조를 시켜 추출물을 얻고, 실험에 처리할 때에는 DPBS에 녹여 필터(0.45 μm)를 한 뒤 실험에 사용하였다. 에탄올 추출물 제조는 3g 해조류 파우더 /70% 에탄올 100 mL 혼탁액을 24시간 동안 침지시킨 뒤, 감압 추출 농축장치로 에탄올 추출물을 얻어 DMSO에 용해시켜 해조류 에탄올추출물 시료 400 μg/mL를 준비하였다. 이후 실험에는 DPBS에 녹여 여과(0.45 μm)한 뒤 실험에 사용하였다(Fig. 1).

      

      
        2. 3T3-L1 세포주 배양 및 해조류 처치
        3T3-L1 세포주(mouse embryonic fibroblast)는 한국세포주은행(Korean Cell Line Bank, Seoul. Korea)에서 분양받아 사용하였다. 3T3-L1 세포는 10% bovine calf serum(BCS, Gibco BRL, USA)와 1% penicillin-streptomycin(P/S, Gibco BRL, USA)이 함유된 Dulbecco’s modified Eagle’s medium(DMEM, Gibco BRL, USA)배지에서 37℃, 5% CO2 조건에서 배양하였다. 3T3-L1 전 지방세포는 2일마다 신선한 배지로 교환해 주었으며, 세포가 70∼80% 밀도가 되었을 때 0.5% 10 X tryp- sin-EDTA를 처리하여 계대 배양하였다. 지방세포로 분화유도를 위해 3T3-L1 세포를 12-well cell culture plate에 1×105 cells/well 농도로 분주하고, 세포가 confluent하기까지 배양한 후, 신선한 배지로 교환하여 48시간을 추가 배양하였다. Confluent 상태에서 배양액을 분화유도배지인 10% FBS, 1% P/S, 250 μM dexamethasone(DEXA, Sigma-Aldrich, USA), 0.5 μM 3-isobutyl-1-methylxanthin(IBMX, Sigma-Aldrich, USA) 및 10 μg/mL 인슐린이 함유된 DMEM 배지로 교환하여 2일간 분화를 유도하였다. 지방세포분화에 미치는 해조류 추출물의 영향을 관찰하기 위해 분화유도와 같이 시료 추출물을 농도별로 함께 처리하였다. 분화유도 후 2∼4일차에 배지를 시료 추출물, 10% FBS, 1% P/S, 10 μg/mL 인슐린을 포함한 DMEM으로 교환하였고, 분화유도 6일차부터는 2일에 한 번씩 10% FBS, 1% P/S를 포함한 DMEM으로 교환하며, 세포를 분화시켰다. 세포의 분화 정도에 따라 모든 실험은 분화 시작 후 8∼10일 사이에 실시하였다.

      

      
        3. 세포 독성 측정
        물과 에탄올 해조류 추출물이 3T3-L1 세포 생존율에 미치는 영향을 MTT(3-(4,5-dimethyl thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tet- razolium bromide)분석을 통해 측정하였다(Mosmann T 1983). 3T3-L1 세포를 24-well plate에 1×105 cells/well로 분주하여, 16∼24시간 안정화시킨 후, 제조한 해조류 물과 에탄올 추출물 4종을 0, 50, 100, 200 μg/mL의 농도별로 처리하고, 다시 24시간동안 배양하였다. 배양액에 200 mg/mL농도의 MTT를 100 μL 첨가하여 4시간 동안 추가 배양한 후 상층액인 배지를 제거하였다. 이후 100 μL의 DMSO로 분주하여 well에 생성된 formazan이 잘 녹을 수 있게 24시간동안 충분히 흔들어 모두 녹인 후, 96-well plate에 각 50 μL씩 분주한 뒤 ELISA reader(Molecular Devices, Sunnyvale CA, USA) 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 세포증식률은 시료를 처리하지 않은 대조군의 흡광도 값과 비교하여, [세포 생존율(%) = (시료처리군의 흡광도/대조군의 평균 흡광도) × 100]으로 산출하였다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Preparation of the water and ethanol extracts of the 4 types of domestic seaweeds.
          
          

          

        

      

      
        4. Oil Red O Staining을 이용한 해조류 추출물의 지방세포 분화 억제능력 측정
        Oil Red O staining(Ramirez-Zacarias J et al 1992)은 분화유도 8∼10일차의 3T3-L1 세포에서 실시하였다. 10% FBS DMEM 배지를 제거한 후, 10% formalin을 1 mL 넣고 10분 실온에서 보관한다. 이후 새로운 10% formalin 1 mL 넣고 4℃에서 1시간 동안 보관해 세포들을 고정시켰다. 고정된 세포는 세포 내 생성된 지방구와 특이적으로 반응하는 Oil Red-O로 1시간 동안 염색한 후, 증류수를 이용해 3번 세척하였다. 염색된 세포들은 건조시켜 100% 아이소프로페놀을 500 μL 첨가하여 Oil Red O를 용출시켜 96-well에 각 100 μL씩 넣어, ELISA reader를 이용하여 500 nm에서 흡광도를 측정하였다. Oil Red O contents(%)를 [Oil Red O contents (%) = (시료처리군의 흡광도/대조군의 평균 흡광도) × 100]으로 계산하였다.

      

      
        5. Real-time Polymoerase Chain Reaction(real time- PCR)에 의한 mRNA 분석
        미역, 다시마, 모자반, 톳의 WES와 EES(100μg/mL)를 처리하면서 분화시킨 3T3-L1 지방전구세포에 TRizol reagent(In- vitrogen Co. Carlsbad, Ca, USA)를 이용한 RNA 추출을 실시하였다. 추출한 RNA의 농도를 측정한 후, High-capacity cDNA reverse transcription kits(Applied Biosystems, USA)를 이용하여 RT를 실시하였다(Lee Y et al 2009). 합성된 cDNA는 타겟 유전자 primer(mouse PPARγ(Cosmo genetech, Korea))와 control 유전자로는 β-actin를 사용하여 real-time PCR(Sybr- Green, Applied Biosystems, USA)를 실시하였다(Table 1).

      

      
        6. 통계처리
        본 실험의 결과는 평균(mean)±표준오차(SEM)로 표현하였으며, 유의적 차이에 대한 해석은 ANOVA(GraphPad Prism 6 (version 6.05), La Jolla, CA, USA)를 사용하였다. 유의성 차이검증은 P-Value<0.05 수준에서 실시하였고, 사후검증은 Tukey test를 사용하였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Sequence of primers used for RT-PCR
          
          

        

        
          
            
              	Gene name
              	Sequence
            

          
          
            	β-actin
            	Sense
            	5‘-GACCTCTATGCCAACACAGT-3’
          

          
            	Antisense
            	5‘-TTGCTGATCCACATCTGCT-3’
          

          
            	PPARγ
            	Sense
            	5‘-TTGACAGGAAAGACAACGGA-3’
          

          
            	Antisense
            	5‘-GAGCAGAGTCACTTGGTCATT-3’
          

        

        

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 해조류 물과 에탄올 추출물의 세포독성
        해조류 4종의 물 추출물(WES)과 에탄올 추출물(EES)의 독성은 MTT assay 실험을 통하여 세포 생존율의 차이를 측정하였다. MTT assay 실험의 원리는 노란색의 tetrazolium을 청자색의 formazan으로 환원시키는 미토콘드리아의 능력을 이용하여 세포의 증식과 성장을 흡광도의 변화로 측정하는 것으로써, 살아있는 세포의 수가 많을수록 흡광도가 증가한다. 본 연구에서는 농도별로 대조군, 50, 100, 200 μg/mL를 24시간 처치한 3T3-L1 전지방세포 생존율의 실험 결과, 미역, 다시마, 모자반, 톳 4종의 갈조류의 물 추출물은 200 μg/mL의 가장 높은 농도에서도 3T3-L1 전지방세포에서 독성을 보이지 않았다(Fig. 2). EES의 세포독성도 위의 WES 처치 농도와 같은 조건에서 실험을 실시하였으며, 세포 생존율의 결과 본 연구에 사용된 4종의 갈조류 에탄올 추출물은 최대 200 μg/mL의 농도로 24시간 처치하였을 때 3T3-L1 세포에 유의적인 독성을 나타내지 않았다(Fig. 3).

        선행연구에서도 본 연구 결과와 유사한 해조류 에탄올 추출물이 지방세포에서 독성을 일으키지 않았음이 보고된바 있는데, 예를 들어 잔가시 모자반 에탄올 추출물의 세포독성 실험에서도, 100 μg/mL의 농도에서 24시간 처리하였을 때에도 유의적인 독성을 일으키지 않았으며(Lee Y et al 2012), 톳의 추출과정에서 분획물들(물, 부탄올, 에틸아세테이트, 에탄올, 다이클로로메탄)을 수집하여 최대 250 μg/mL의 농도로 3T3- L1 전지방세포에 72시간 동안 처치하였을 때, 유의적인 독성을 나타내지 않았다(Choi EO et al 2012). RAW264.7 세포를 LPS로 처리로 인해 약 50% 정도 감소된 세포는 미역의 메탄올 추출물의 처치로 정상수준으로 회복되기도 하여(Choi J et al 2008), 이러한 해조류의 메탄올과 에탄올 추출물은 세포독성에 크게 영향을 주지 않음을 알 수 있다. 해조류 물 추출물의 경우, 물 추출물을 효소로 소화시킨 후 다양한 다당류를 분획하여 실시한 연구들이 존재하고 있으며, 인간과 쥐의 암 세포주를 이용한 연구들에 암세포의 성장 및 증식을 저해한다고 연구결과들이 존재한다(Athukorala Y et al 2009; Wije- singhe W & Jeon Y 2012; Wijesekara I et al 2011).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            Cytotoxicity of ethanol extract of the four seaweeds(EES) in 3T3-L1 preadipocytes.
            Data are expressed as mean±SEM. Cytotoxicity of ethanol extracts of the four seaweeds was determined by MTT assay. Preconfluent preadipocytes were treated with various concentration of EES for 24 hours.

          
          

          

        

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Cytotoxicity of water extract of the four seaweeds(WES) in 3T3-L1 preadipocytes.
            Data are expressed as mean±SEM. Cytotoxicity of water extracts of the four seaweeds was determined by MTT assay. Preconfluent preadipocytes were treated with various concentration of WES for 24 hours.

          
          

          

        

      

      
        2. 3T3-L1 전지방세포의 Lipid Droplet 생성과 PPARγ 유전자 발현에 미치는 해조류 물과 에탄올 추출물의 영향
        해조류 4종의 WES과 EES이 전지방세포를 지방세포로 분화하는 과정에 어떤 영향을 미치는지 알아보기 위해서 Oil Red O staining을 실시하였다. 세포질에 축적된 지방구는 전지방세포에서 지방세포로 분화됨을 나타내는 지표이며, 이때 지방구를 염색한 Oil Red O에 비례하여 증가하게 된다(Ramirez-Zacarias J et al 1992). 3T3-L1 전지방세포의 분화시작과 함께 해조류 추출물을 각 정해진 농도별로 처치하여 분화를 진행하여, 분화 완료 시점에서 3T3-L1의 지방구를 Oil Red O로 염색하여 지방구의 형성 정도를 확인하였다(Fig. 4 및 Fig. 5). EES 중에서는 다시마 EES(200 μg/mL)만이 유일하게 지방분화를 억제하는 효과를 가지고 있었다. 반면 WES에서는 미역 WES를 제외한 모든 WES 군에서 유의적인 지방분화 억제효과를 관찰하였다. 다시마 WES는 100 μg/mL부터 대조군과 비교하여 유의적으로 지방구의 형성이 저하됨을 확인하였고, 모자반 WES는 50 μg/mL부터 지방분화 억제효과, 톳 WES는 200 μg/mL에서 지방분화 억제에 유의적인 효과를 나타냈다(Fig. 5(A)). 즉, 본 연구에서는 WES가 EES보다 지방분화 저해 효과가 우수함을 알 수 있었다. 이러한 결과는 톳 추출물이 지방분화에 미치는 영향을 살펴본 연구에서도 비슷하게 톳 에탄올 추출물에 비해 톳 물추출물이 지방분화 억제효과가 우수하였다(Choi EO et al 2012).

        Kang S et al(2010)의 연구에서는 식용 갈조류인 미역치(Petalonia binghamiae)의 물 추출물이 3T3-L1 전지방세포에서 PPARγ, CCAAT/enhancer-binding proteins(C/EBP), fatty acid binding protein 등의 지방생성 조절관련 인자들의 발현을 저해하였으며, 나아가 고지방식이를 섭취한 쥐의 몸무게 증가도 억제하는 효과를 보여주었다(Kang S et al 2010). 반면, 같은 그룹의 선행연구에서 미역치의 에탄올 추출물은 오히려 지방생성 조절 관련 인자들을 증가시켰으며, 3T3-L1의 지방분화를 촉진시켰다(Kang S et al 2008). 흥미로운 점은 미역치 에탄올 추출물은 지방세포의 분화촉진과는 독립적으로 당뇨병 증상이 있는 쥐의 고혈당 증세를 완화시켰다는 것이다. 이러한 상이한 결과에 영향을 미칠 수 있는 요인 중 하나는 사용된 용매에 따라 추출된 해조류의 성분들의 차이를 들 수 있다. 예를 들어 미역치 에탄올 추출물에는 폴리페놀이 25.39 mg/g, 다당류가 8.3 mg/g 함유되어 있는 반면, 미역치 물 추출물에는 폴리페놀이 3.96 mg/g, 다당류가 424.3 mg/g이 함유되어 있다(Kang S et al 2010). 본 연구에서 이용한 갈조류 4종의 WES가 EES보다 탁월한 지방분화 억제효과를 나타낸 것 또한 이러한 추출물에 함유되어 있는 폴리페놀과 다당류의 차이일 것이라 사료되나, 추후 체계적인 해조류 추출물 폴리페놀 및 다당류의 비교 분석을 통해서 이에 대한 보다 정확한 결론의 도출이 가능할 것이다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Effect of ethanol extracts of seaweeds(EES) on lipid accumulation in 3T3-L1 adipocytes.
            3T3-L1 cells were plated in 24-well plates at a density of 50,000 cells/well and differentiated to adipocytes along with various concentrations of the EES. An asterisk represents a significant difference by ANOVA (* p<0.05).

          
          

          

        

        더불어 본 연구에서는 갈조류 4종의 EES와 WES를 처치한 지방세포에서의 지방분화 조절 전사인자 중 하나인 PPARγ의 mRNA 발현에 미치는 영향을 살펴보았다(Fig. 6). EES의 경우, 다시마와 톳 처치군에서는 PPARγ의 유전자 발현이 대조군에 비해 유의적으로 감소하였으나, 미역 처치군에서는 PPARγ의 유전자 발현이 대조군보다 유의적으로 증가함을 관찰하였다. WES의 경우, 모자반 군을 제외하고는 미역, 다시마, 톳 처치군에서 PPARγ의 유전자 발현이 모두 유의적으로 대조군보다 낮아 해조류 추출물이 지방분화 전사인자의 조절에 영향을 줌을 확인하였다. 하지만 Fig. 5의 중성지방 축적 정도의 결과와 mRNA 발현 실험결과는 정확히 일치되지는 않았다. 대표적으로 미역 에탄올 추출물는 PPARγ 유전자 발현을 증가시켰으나, 중성지방 축적을 증가시키지는 않았다. 즉, 해조류 추출물들은 3T3-L1 세포주의 지방분화과정에 전사와 번역단계에서 차별적으로 작용하였다.

        해조류 유래 다당류에 대한 지방생성 조절에 관한 연구들을 살펴보면 다음과 같다. Maeda H et al(2006)은 미역, 톳, 모자반에서 추출 가능한 후코잔틴과 이를 돼지 췌장 지방분해 효소로 가수분해한 대사물질인 후코잔티놀(fucoxanthinol)로 3T3-L1 전세포가 지방세포로 분화를 저해함으로 보여주었으며, 특히 후코잔티놀이 후코잔틴보다 탁월한 지방분화억제능력을 보유하고 있음을 확인하였다(Maeda H et al 2006). 후코스(L-fucose), 자일로스, 갈락토오스와 만노오스로 구성되어 있는 후코이단(fucoidan)은 황산다당류로 지방생성 조절관련 인자(C/EBPα, PPARγ) 저하와 이들 신호전달체계의 상위단계에 위치하는 JNK와 ERK의 인산화 저해로 인해 지방세포의 분화를 억제하였다(Kim K et al 2010). 이러한 여러 해조류 추출물이 지방분화에 미치는 영향에 대한 연구들을 종합해 보면 해조류의 종류, 추출 용매 등에 따라 지방분화에 미치는 영향이 다르며, 지방분화 억제 효과는 지방분화와 지방 축적에 관여하는 유전자들의 발현의 효율적인 조절과정을 통해 가능하다고 사려 된다.

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Effect of water extract of seaweeds (WES) on lipid accumulation in 3T3-L1 adipocytes.
            (A) 3T3-L1 cells were plated in 24-well plates at a density of 50,000 cells/well and differentiated to adipocytes along with various concentrations of the WES. Data are presented as the mean±SEM (n=3). Asterisks represent a significant difference by ANOVA (* p<0.05, ** p<0.001). (B) Accumulations of lipid droplet in 3T3-L1 adipocytes were stained with Oil Red O and visualized by a light microscopy at ×200 magnification.

          
          

          

        

      

    

    

  
    
      요약 및 결론
      본 연구에서는 식생활에서 흔히 섭취하는 국내산 갈조류 4종, 미역, 다시마, 모자반, 톳의 물과 에탄올 추출물을 이용하여 3T3-L1에서의 세포독성 측정 및 전지방세포에서 지방세포로 분화과정에 해조류 추출물이 미치는 영향을 농도별로 비교·분석하였다. 3T3-L1 전지방세포에서 실시한 EES와 WES의 MTT assay를 이용한 세포독성 실험결과, 모든 추출물의 최대 200 μg/mL의 농도로 24시간 처치는 대조군과 비교해서 유의적인 세포독성을 일으키지 않았다. 전지방세포를 지방세포로 분화시키는 과정에서 두 개의 다른 용매로 추출한 갈조류 4종의 추출물이 미치는 영향을 살펴보기 위해서 3T3-L1 전지방세포의 분화와 동시에 추출물을 농도별로 처치하여 분화를 진행한 결과, 다시마 EES, 다시마 WES, 모자반 WES, 그리고 톳 WES군이 대조군과 비교하여 유의적으로 지방분화를 억제하였다. 이와 같이 해조류를 추출하는 용매에 따라 지방분화에 미치는 효과에 유의적인 차이가 있으며, 특히 해조류 물 추출물의 지방생성 저해 효과는 해조류 에탄올 추출물보다 우수하다는 것을 in vitro 모델을 통해 확인하였다. 미역을 제외한 다시마, 모자반, 톳에서 추출한 물 추출물의 지방분화 억제효과에 대한 세부적인 기전연구를 수행할 것이며, 향후 다양한 해조류 물 추출물 방법에 대한 연구와 함유되어 있는 다당류에 대한 분석과 더불어 in vivo 시험 등을 통한 추가적인 연구가 필요할 것으로 사료된다.

      
        
        

        Fig. 6. 
				
        

        
          mRNA expression of PPARγ by EES or WES in 3T3-L1 cells.
          3T3-L1 cells were plated in 6-well plates at a density of 1×106 cells/well and differentiated to adipocytes along with 100 μg/mL of either EES(Panel A) or WES(Panel B). UP: Undaria pinna- tifida, LJ: Laminaria japonica, SF: Sargassum fulvellum, HF: Hizikia fusiforme. Data are presented as the mean±SEM (n=3). Bars that do not share the same superscript are significantly different by ANOVA (P<0.05).
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