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Abstract:1)Cigarette smoking (SM) is considered to be well 
known environmental toxin which contributes to the onset of 
various diseases. SM cause direct lungs damage, activate 
lungs inflammatory responses, and in some cases leads to the 
development of lung cancer. Cytokines in injured starfish 
(Asterina pectinifera) is the potential changes in its expression 
during the regeneration process. Especially, expression of 
TGF-β1 has increased in arm cut starfish extract after eight 
days. Also, starfish including saponin like the ginseng. Saponin 
is widely used in the world because of some effective 
pharmacological activities. Therefore, the current study was 
designed to elucidate the pharmacological activities of starfish 
extract against cigarette smoking induced damage in cell line 
and pulmonary tissue. We investigate that the effect of eight 
days starfish extract after arm cut (8d) and intact starfish 
extract on cell line and mouse lung injury by SM. In cell 
proliferation analysis, although cigarette smoking extract 
(CSE) was co-treated, the higher proliferation ability is shown 
in 8d treatment than intact starfish extract. 8d and intact starfish 
extract was directly transported to pulmonary cells through 
respiratory organ by nebulizer inhalation. In this case of 
cigarette smoking, the pulmonary structure was damaged and 
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functions become abnormal. However, 8d treated groups 
showed similar with the control group compared with SM 
group. Among them, 8d was proved to be more effective 
than intact starfish extract. These results demonstrate that 8d 
could more protect pulmonary structure and function than 
intact starfish extract against cigarette smoking by ginseng 
like saponin and regulation of inflammatory cytokines.

Keywords: Starfish, Cigarette smoke, Pulmonary, Nebulizer, 
Morphology, Anti-oxidant
  

1. 서론

폐는 공기와 혈액 사이의 산소와 이산화탄소의 교환을 통하
여 혈액의 산소 농도 유지 등의 기능을 담당하고 있으나 [1], 
대기 중의 유해물질인 아황산가스, 먼지, 황사, 담배연기 등
이 여러 경로를 통해 유입될 경우 폐 기능이 손상되고 혈액
이 산성화되어 질병이 유발된다 [2,3]. 특히, 담배연기에는 
타르 등 약 43종의 발암물질을 비롯한 여러 독성물질이 함유
되어 있어서 [4] 흡연을 하게 되면 담배연기에 있는 화학물질
이 일차적으로 호흡기관에 피해를 주고, 폐로 흡수되어 체내
를 순환하면서 생체내의 장기에 염증 및 암을 포함한 각종 
질병을 일으킬 뿐만 아니라 세포, 조직의 노화현상을 유발하
게 된다. 한편 흡연 시에는 혈액의 산소 운반기능 및 면역기
능의 저하와 폐포의 구조 변화, 폐의 표면장력을 조절하는 
surfactant protein의 변화를 가져 오게 된다 [5]. 또한 활성산
소종 (reactive oxygen species)으로 인하여 폐포 지방의 과
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산화 반응이 일어나며 활성산소종을 제거하는 반응에 사용
되는 SOD (superoxide dismutase), catalase, G6PD (glucose- 
6-phosphatedehydrogenase) 등 여러 효소에 영향을 미치게 
된다 [6-8]. 염증은 흡연으로 인한 세포손상이 가해졌을 때 
자극이나 손상인자를 제거하기 위한 생체방어로서 염증성 
면역세포 (T-cell, monocyte, macrophage), 혈관내피세포 
(vesicular endothelial cell), 염증성 단백질 (inflammatory 
protein: cytokines, chemokines)이 복잡하게 관여하는 과정
이다. 정상상태의 염증은 상처치유와 관련하여 보통 자가제
한적 (self-limit)이고 신체의 항상성을 유지하는데 중요하지
만 계속되는 자극으로 인한 염증은 동맥경화 및 특정 암의 
발생 및 진행을 촉진시키는 작용을 한다. 염증성 사이토카인
으로 알려져 있는 tumor necrosis factor-α (TNF-α)는 염증
의 주요한 매개자로서 염증성 병변과정에서 발현정도가 증
가되고 호중성 백혈구를 활성화시켜 과산화수소의 생성을 
증가시킨다. 또한 염증성 전구물질 (PEG2, iNOS, COX-2)들
은 nuclear factor-κB (NF-κB)와 같은 전사조절인자에 의해
서 조절된다고 알려져 있다 [9]. NF-κB는 유도성 전사인자
의 일종으로 염증을 포함한 다양한 병리학적 상태와 관련
된 특이적 표적 유전자의 발현을 조절한다 [10]. NF-κB는 세
포질에서 Rel단백질 (Rel A, p65, p50, c-Rel, v-Rel, 그리고 
Rel B)의 아단위로 구성된 이형이량체 (heterodimer)나 
동형이량체 (homodimer)를 이루면서 IκB라는 저해단백질 
(inhibitory protein)이 부착되어 불활성 상태로 존재한다 [11]. 
그러나 NF-κB 경로를 촉진하는 lipopolysaccharide (LPS), 
염증성 사이토카인, 산화적 스트레스와 같은 다양한 세포외 
신호를 주면 IκB가 분해되어 NF-κB를 활성화시켜 세포질
에서 핵 내로 이동을 유도하여 DNA와 결합하게 되면서 염증
성 전구물질을 생성한다 [9]. 
  인삼 saponin은 각종 혈관계, 심장, 뇌, 간장 질환 등을 
예방, 치유하고, 활성산소종에 대한 폐혈관 보호 작용 등의 
많은 약리학적 효과가 있는 것으로 알려져 있다 [12-14]. 본 
연구실에서 간접 흡연시킨 마우스 모델에 인삼추출물을 흡입
시킨 결과, 폐기능의 보호, 면역력 증가, 항산화작용의 증가 
및 손상된 폐조직의 회복 등의 효과를 보여주었다 [15]. 그러
나 인삼은 고가일 뿐만 아니라 그 추출과정이 복잡하여 경
제적인 측면에서 부가가치가 낮은 편이다. 따라서 이에 대한 
대체 방법으로 해양자원 특히, 양식장과 해양환경에 막대한 
피해를 주는 폐자원인 불가사리로부터 saponin 등의 유효
성분을 분리 · 추출하여 대체함으로써 그 부가가치를 높일 
수 있을 것으로 사료된다. 불가사리에는 의약학적 특이성
분인 saponins, proteins, triterpene glycosides, sulphated 
polysaccharides, glycosphingolipids 등이 포함되어 있다. 특히 
saponin은 sulphated sterol glycosides 등으로서 인삼 saponin 
(ginsenoside)과 화학적 구조 및 약리학적 효과가 비슷하며 
다양한 스테로이드 유도체로 항균 및 세포독성을 비롯한 미생
물을 괴사시키는 기능을 가지고 있음이 보고되었다 [16-18]. 
  이러한 불가사리를 포함한 모든 생물의 재생이나 염증반
응을 포함한 상처 치유 (wound healing) 과정에는 많은 성장 
인자 (growth factor)들이 작용 하는 것으로 알려져 있다. 
조직에 상처가 생기면 즉각적인 반응으로 혈소판의 활성화가 

일어난다. 혈소판은 또한 transforming growth factor- (TGF-: 
형질전환 성장 인자)와 platelet-derived growth factor (PDGF: 
혈소판유도 성장 인자)를 포함한 화학적 인자들을 생성한
다. 성장 인자 중에서도 특히 TGF-β는 여러 종류의 세포와 
조직에서 초기 발생의 조절, 세포주기의 조절, 세포 증식 및 
분화, 세포외 기질의 생산, 면역체계, 혈관 생성과 혈구 세포 
생산, 세포사 유도, 골격 형성, 상처 치유 등을 조절하는 다
기능적인 cytokine으로 알려져 있다 [19-21]. 또한, 방사형
으로 뻗은 5개의 팔 (arm) 중에 2개를 손상시킨 별불가사
리 (Asterina pectinifera)의 재생과정에서 시간경과에 따른 
TGF-β1의 발현 양을 측정한 결과 8일이 경과한 불가사리
에서 가장 많이 발현되는 것을 확인한 바 있다 [22].
  따라서 본 연구에서는 흡연 시에 발생하는 자극에 대해 
인삼의 주성분인 saponin과 유사한 성분을 포함한 조직손상
을 전혀 주지 않은 불가사리 추출물과 TGF-β1이 가장 많이 
발현되는 조직손상 후 8일이 경과한 불가사리 추출물을 세포
에 처리하여 세포의 증식율과 염증관련 단백질의 발현량을 
비교하고, 또한 불가사리 추출물을 nebulizer를 이용하여 
실험동물에 흡입시킴으로써 항염증 효과와 폐 기능의 보호 및 
흡연으로 인한 폐 세포의 구조 변화와 활성산소종으로 인한 
세포 손상에 어떠한 영향을 미치는지 알아보고자 하였다.

  
2. 재료 및 방법

2.1. 시약 및 장비
H2O2, NADPH, thiobarbituric acid (TBA), trichloroacetic acid 
(TCA), N-[2-Hydroxyethyl] piperazin- N'-[2-ethanesulfonic] 
acid (HEPES), ethylenediaminetetra-acetic acid (EDTA), 
phenylmethane-sulfonyl fluoride (PMSF)는 Sigma Chemical 
(St. Louis, USA), ammonium persulfate, sodium dodesyl 
sulfate (SDS), acrylamide, N,N,N',N'-tetramethylene-diamine 
(TEMED), Bio-Rad protein assay kit는 Bio-Rad (Hercules, 
USA), methanol, ethanol, tween 20은 Merck (Darmstadt, 
Germany)의 제품을 사용하였다. 그리고 TNF-α, NF-κB, 
Iκ-Bα, β-actin, surfactant protein A에 대한 항체는 Santa 
Cruz (Santa Cruz, USA), enhanced chemiluminescence 
(ECL) western blot detection kit는 Amersham Phamacia 
Biotech (Oxford, UK), EDTA tube는 BD Vacutainer 
(BD Vacutainer system, UK), hematoxyline, eosin xylene, 
autotechnicon, rotary microtome citadel-1000은 shandon 
(shandon, Japan), marienfild histobond slide glass은 superior 
(superior, Germany)에서 구입하여 사용하였다.

2.2. 재료 및 처리조건
본 연구에 사용된 불가사리는 우리나라 동해 (경북 포항시 
월포리) 연안에서 채집한 5개의 방사형 팔을 가진 별불가
사리 (Asterina pectinifera)이다. 대조군으로는 조직손상을 
전혀 주지 않은 불가사리 (intact starfish)를 사용하였고, 
실험군으로는 팔 두개를 절단하여 조직손상 후, 임대한 양
어장에서 사육하여 TGF-β1의 발현양이 가장 많은 8일이 
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경과한 불가사리 (eight days starfish after arm cut)를 선별, 
채집한 후 동결건조 후 분말화하여 냉동 보관하였다.

2.3. 불가사리 추출
불가사리 추출물 (starfish crude extract, SCE)의 추출과정
은 Fig. 1과 같다. 조직손상을 전혀 주지 않은 분말 불가사리
와 조직 손상 후 8일이 경과한 분말 불가사리를 각각 80% 
에탄올 용매로 40℃, 15 rpm에서 6시간 동안 추출한 후, 추
출물을 400 mesh, filter press로 여과하고 진공회전 증발기 
(Laborota 4000, Heidolph, Japan)로 50℃, 15 rpm에서 1시간 
동안 농축하였다. 농축물을 동결 건조기 (Neocool, Yamato, 
Japan)로 용매를 완전히 제거하여 분말화하였다. 그 후 영
하 20℃에 저장한 후, 3차 멸균수로 희석하여 pH를 7.4로 
맞춘 후 1 μm filter (Whatman, England)로 여과하여 실험에 
사용하였다.

2.4. 담배연기 추출
담배는 KT & G에서 생산한 THIS (타르 8.0 mg, 니코틴 
0.8 mg/개비)를 사용하였다. 최대의 담배연기 추출물 (cigarette 
smoking extract, CSE)을 얻기 위해서 10개비의 담배를 각
각 연소시키면서 콤프레샤를 통해 50 mL의 PBS가 들어 있
는 고무풍선 내로 주입시킨 후 용해시켰다. 이 때 만들어진 
담배연기 추출물은 -20℃에서 보관하였으며 0.22 μm filter 
(Millipore, Bedford, USA)로 여과하여 이를 100%로 정하여 
사용하였다.

 Freeze dried intact starfish powder 5 kg + 80% Ethanol (12 L),
 Freeze dried eight days starfish powder after arm cut 6 kg + 80% 

Ethanol (15 L)

Extraction (40℃, 15 rpm, 6 h) 
Filtration (400 mesh, nylon pocket) 
Evapolation for ethanol removal (50℃, 15 rpm, 1 h) 
Lyophilization

 Starfish crude powder 

Dilution with DDW  
Filtering (1 μm filter paper) 
Adjusted pH 7.4

 Starfish crude extract for experiments 

Fig. 1. Schematic view of the starfish crude extract preparation 
process for experiments. 

2.5. 세포주 및 실험조건
본 실험에 사용한 세포주는 사람유래 정상 섬유아세포인 
IMR-90 (human lung fibroblast cell)으로 ATCC (American 
type culture collection)에서 구입하였다. 세포배양에는 10% 
FBS와 1% penicillin/streptomycin이 첨가된 DMEM배지에
서 5% CO₂존재하의 37℃ 항온, 항습배양기에서 배양하였다.

2.6. 실험군 및 실험조건
실험동물은 7주령 된 ICR 마우스 (평균체중 33 g)를 사용하
였으며, 실험 시작 전 폴리프로필렌 상자 (453 × 293 × 247 mm, 
19 L)안에 넣어 1주간 적정 사육조건 하에서 적응시켰다 [22]. 
각각 7마리씩 사용한 실험동물군은 흡연과 SCE를 처리하지 
않은 대조군 (Control), 증류수만 처리한 군 (Sham), 조직
손상을 전혀 주지 않은 SCE 처리군 (Int), 조직 손상 후 8일
이 경과한 SCE 처리군 (8d), 조직손상을 전혀 주지 않은 SCE
와 흡연을 처리한 군 (Int + SM), 조직 손상 후 8일이 경과한 
SCE와 흡연을 처리한 군 (8d + SM) 그리고 흡연군 (SM)
으로 나누었다 (Table 1). 흡연은 명 상태에서 5분 흡입, 5분 
휴식으로 오전, 오후 각 1시간씩 하루 12개비 담배연기를 
간접 흡연시켰으며, SCE는 예비실험에서 확인한 적정 농도 
(0.5% 희석된 50 mL 증류수)를 one-jet nebulizer (MIDAS, 
H-30, Mega medical, Korea)를 이용하여 실험실에서 제작
한 흡입용 시스템으로 9시간 명 상태 동안 흡입시켰다.

Table 1. Experimental animals were divided into seven groups as 
follow

Group Treatment
Control
Sham

Int
8d

Int + SM
8d + SM

SM

no (only fresh air)
deionized distilled water (50 mL)
0.5% intact starfish crude extract (50 mL) 
0.5% eight days starfish crude extract after arm cut (50 mL) 
0.5% intact starfish crude extract (50 mL) + smoking
0.5% eight days starfish crude extract after arm cut (50 mL) 
+ smoking
smoking

2.7. In Vitro 실험
2.7.1. MTT 분석
5 × 10⁴cell/mL의 세포를 1% FBS가 함유된 배지에 부유
시켜 seeding하여 16시간 starvation시킨 후, CSE와 SCE
를 처리하였다. 시료 당 각각의 실험군은 96 well plate의 
1 column (5-well)을 동일한 조건으로 사용하였으며 37℃, 
5% CO₂incubator에서 배양하였다. 여기에 0.1 mg MTT를 
각 well에 첨가하여 3시간 배양하고 MTT를 환원시켜 생성
된 포마잔 (formazan)을 DMSO와 EtOH가 1：1 섞인 용액 
150 μL을 첨가하여 용해시킨 후 ELISA를 이용하여 540 nm
에서 흡광도를 측정하였다.

2.7.2. 단백질 발현 측정
CSE와 SCE를 시간대별로 전처리하고 세포를 수거하였다. 
RIPA lysis buffer로 1시간동안 균질화시킨 후 원심분리하
고 상층액을 획득하였다. 각각의 단백질 시료를 Bradford를 
사용하여 정량한 후 MTT 분석과 단백질 발현 실험에 사용
하였다. 10∼20 μg의 단백질을 10% SDS-polyacrylamide gel 
전기영동으로 분리한 후, nitrocellulose transfer membrane
에 전이시켰다. 단백질이 전이된 membrane은 상온에서 2시
간 동안 5% skim milk로 blocking 시킨 후, 1차 항체와 반응
시켰다. 1차 항체반응은 TNF-α (1：1000), NF-κB (1：1000), 
Ik-Bα antibody (1：1000)를 이용하여 4℃에서 하룻밤 
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동안 수행하였다. 1차 항체반응이 끝난 membrane은 0.1% 
Tween 20이 포함된 Tris-saline (TBS-T) 용액으로 세척한 후 
2차 항체 (1：2000)로 희석하여 2시간 동안 반응한 후 세척
하여 ECL detection kit로 반응시켜 결과를 검출하였다.

2.8. In Vivo 실험
2.8.1. Catalase 활성측정
10 mM phosphate buffer (pH 7.0)에 0.015 M H2O2를 가한 
후 조직에서 추출한 단백질을 첨가하여 240 nm에서 흡광도
를 측정하였다.

2.8.2. 지질과산화 측정
지질과산화에 의해 생성되는 malondialdehyde 측정을 위해 
Thiobarvituric acid-reactive substance (TBARS)를 이용하였
다. 1 Volume sample에 2 Volume TBA용액 (0.375% TBA/ 
15% TCA in 0.25 N HCl)을 가한 후 15∼20분 동안 중탕
하여 식힌 다음 12.000 rpm에서 10분간 원심분리하고 상층
액을 취하여 535 nm에서의 흡광도 (ε = 1.5 × 105 M-1cm-1)
를 측정하여 지질과산화 정도를 나타내었다.

2.8.3. 단백질 발현 측정
In Vitro 실험과 동일하며, 1차 항체로 SP-A (1：2000)를 추
가 반응시켰다.

2.9. 폐의 채취 및 분리 
쥐의 복강에 PBS (phosphate-buffered saline), Zoletil, Rumpun
을 12：2：1로 혼합한 마취제를 주사하였다. 마취시킨 후 흉
골 정중절개술로 개흉하고 폐를 적출하여 Surgical blade (아
이리(주), No. 10)로 다듬은 후 구조 관찰용 조직을 일부 취
하고 나머지 조직은 sonication buffer (50 mM Tris-/HCl 
(pH 7.5), 20 mM HEPES, 1 mM EDTA, 2 mM PMSF, 1% 
Triton-X 100)에 옮겨 담아 ultrasonic generator sonication 
(US-50, Nissei, Tokyo, Japan)을 이용하여 4℃에서 균질화
하여 표본을 얻었다. 그 중 일부는 원심분리 없이 일정량을 
취해 단백질을 정량하여 지질과산화 측정용으로 사용하고, 
나머지는 4℃에서 15,000 rpm으로 15분간 원심분리 하여 
상층액을 -70℃에 보관하여 실험에 사용하였다.

2.10. Hematoxylin & Eosin stain (H&E stain)
폐 조직을 10% 포르말린에 24～48시간 관류 고정한 후 수세
하여 일정한 크기로 잘라서 자동침투기 (Shandon, Japan)를 
거친 다음 파라핀 블럭을 만들어 Rotaly Microtom (Shandon, 
Japan)으로 4 μm 두께로 자른 후 H&E 염색 조건에 따라 
염색하였다. 판독 및 사진은 광학현미경을 사용하여 100배
에서 시행하였다.

2.11. 통계 처리 
모든 측정치는 평균 ± 표준편차로 표시하였으며, SPSS Ver 
11.5 for Window를 이용하여 필요한 통계적 처리를 시행하
였다. 통계학적 의의는 p < 0.05인 경우를 유의한 차이가 있
는 것으로 판정하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. 세포 증식효과
예비실험을 통한 MTT assay에서 CSE와 SCE를 처리한 
후 LD50을 측정한 결과 각각 적정 농도가 CSE의 경우는 
0.03 g/mL, SCE의 경우는 0.0006 g/mL으로 확인되었다. 
Fig. 2는 CSE와 SCE를 처리한 후 MTT assay를 사용하여 
세포의 증식 효과를 확인한 결과이다. CSE군은 Control군에 
비해 흡광도가 현저히 감소하는 것을 확인하였다 (p < 0.05). 
한편 8d + CSE군과 Int + CSE군은 CSE군보다 흡광도가 증
가하였으며 (p < 0.05), 8d + CSE군이 Int + CSE군보다 월등
히 증가하였다 (p < 0.05). 이는 8d 추출물이 Int 추출물보다 
담배에 대한 세포방어 작용에 효과적임을 알 수 있다.

Fig. 2. IMR-90 cells (5 × 10⁴/mL) were incubated with SCE for 4 h 
at 37℃, after treated with CSE. SCE : Starfish crude extract. CSE : 
Cigarette smoking extract. Int: Intact starfish crude extract. 8d: 
8 days starfish crude extract after arm cut. Data are means ± SD of 
six independent experiments for each point. *p < 0.05 compared 
with each group. 

3.2. 세포내 단백질 활성 측정 
Fig. 3은 SCE가 염증관련 전사인자인 TNF-α, NF-κB, Ik-Bα 
발현에 미치는 영향에 대한 실험결과이다. 세포에 CSE와 
SCE를 각각 처리한 결과, TNF-α와 NF-κB의 발현이 Int군, 

 Control       8d     8d + CSE    Int     Int + CSE    CSE

TNF-α

NF-κB

Iκ-Bα

β-actin

Fig. 3. The expression of TNF-α, NF-κB and Ik-Bα protein from 
isolated IMR-90. Sample were separated by SDS-PAGE and 
protein band were visualized by ECL. IMR-90 cells (5 × 104 /mL) 
were incubated with SCE for 4 h at 37℃, after treated with CSE for 
incubated times at 37℃, respectively.
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Int + CSE군, CSE군은 Control군보다 크게 증가하였으나, 
8d군, 8d + CSE군은 거의 변화가 없었다. Ik-Bα의 발현 또
한 Control군, 8d군, Int군에서는 동일하게 나타났다. 하지만 
CSE군은 8d + CSE군과 Int + CSE군보다 현저히 감소되었
으며, 8d + CSE군이 Int + CSE군보다 더 많이 발현됨을 확인
할 수 있다. 이는 염증 반응에서 일어나는 TNF-α와 NF-κB
의 발현증가와 Ik-Bα의 발현감소에 대하여 [23] 8d 추출물
이 Int 추출물보다 CSE로 인한 염증작용을 더 효과적으로 
억제하거나 완화시키는 것임을 알 수 있다.

3.3. 체중의 변화
Fig. 4는 시간에 따른 실험동물의 체중변화를 나타낸 결과이
다. 비흡연군인 Control군, Sham군, Int군, 8d군에서는 정상
적인 증가를 보였으나, 흡연군에서는 1주 후에 급격히 체중
이 감소되었다 (p < 0.05). SM군은 그 후에도 체중의 증가는 
없었으나, 8d + SM군과 Int + SM군은 점차적으로 증가함을 
보였다 (p < 0.05). 그 중 8d + SM군의 체중이 Int + SM군보
다 상대적으로 증가되었으나 유의성은 나타나지 않았다.

Fig. 4. After experiment, the weight of each mouse was measured 
at every with the same time. The ordinate in figure is the relative 
value which means the ratio of the control value to each group. 
Data are means ± SD of seven mice per group experiments for each 
point. *p < 0.05 compared with each group. 

3.4. Catalase 활성
Fig. 5는 항산화 효소인 catalase의 활성을 확인한 결과이다. 

Fig. 5. Relative activity of each group in catalase activity. The ordinate 
in figure is the relative value which means the ratio of the control 
value to each group. Data are means ± SD of four independent 
experiments for each point. *p < 0.05 compared with each group. 

비흡연군인 Control군, Sham군, 8d군, Int군에서의 활성은 
큰 차이가 없었으나, 흡연군인 SM군의 활성은 감소하였다 
(p < 0.05). 8d + SM군과 Int + SM군은 SM군보다 활성의 
감소가 적었으며 (p < 0.05), 특히 8d + SM군이 Int + SM군에 
비해 활성의 감소가 훨씬 적게 나타났다 (p < 0.05). 이러한 
결과는 catalase의 활성이 폐질환에 의해 감소되는 이전의 
보고에서와 같은 결과를 보여 주었다 [24]. 따라서 8d 추출
물이 Int 추출물보다 항산화 효소의 활성에 더 많은 영향을 
미침을 알 수 있다.

3.5. 지질과산화 측정
Fig. 6은 세포막의 지질과산화 정도를 측정한 결과이다. 흡연
을 포함한 기타 외부 자극에 의한 지질과산화의 증가는 [25] 
본 실험에서도 흡연군인 SM군이 Control군보다 현저히 증가
되어 나타나는 것으로 확인되었다 (p < 0.05). 반면 8d + SM
군과 Int + SM군은 SM군에 비해 현저한 증가는 나타내지 
않았으며 (p < 0.05), 특히 8d + SM군이 Int + SM군보다 지질
과산화가 적게 나타났다 (p < 0.05). 이는 8d 추출물이 Int 
추출물보다 흡연으로 인한 지질과산화 작용에 대한 예방효과 
및 손상으로부터 세포막을 보호한다는 것을 알 수 있다. 

Fig. 6. Absorbance of each group in lipid peroxidation. The ordinate 
in figure is the relative value which means the ratio of the control 
value to each group. Data are means ± SD of four independent 
experiments for each point. *p < 0.05 compared with each group.

3.6. 혈액성분의 변화 
생체의 방어시스템인 염증반응에서 백혈구는 중요한 역할을 
한다 [26]. Table 2는 SCE가 백혈구에 미치는 영향을 보여
주는 것으로 lymphocyte, neutrophil, monocyte, eosiniphil
을 분석한 결과이다. 비흡연군인 Control군, Sham군, 8d군, 
Int군에서는 각 성분의 증가 변화가 없었다. 흡연군인 SM군
은 Control군에 비해 각 성분에서 확연한 증가를 나타내는 
반면 (p < 0.05), 8d + SM군과 Int + SM군은 SM군보다 증가
의 폭이 적었으며 (p < 0.05), 특히 8d + SM군이 Int + SM군
에 비해 증가폭이 적음을 알 수 있었다 (p < 0.05). 이는 8d 
추출물이 Int 추출물보다 흡연으로 인한 염증관련 neutrophil, 
eosiniphil의 증가를 억제하여 더 효과적인 항염증 작용을 
함을 알 수 있다. 

3.7. 단백질 활성 측정 
Fig. 7은 폐 조직에서의 TNF-α, NF-κB, Iκ-Bα와 SP-A의 발
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Lymphocyte Neutrophil Monocyte Eosinophil
Vaue STD Vaue STD Vaue STD Vaue STD

Con
Sham

8d
8d + SM

Int
Int + SM

SM

1.00
1.02
1.04
1.02
1.08
1.10
1.19

± 0.05
± 0.01
± 0.09
± 0.07
± 0.03
± 0.07
± 0.09

1.00
1.06
1.02

  1.19*
1.12

  1.35*
1.74

± 0.11
± 0.21
± 0.16
± 0.16
± 0.08
± 0.09
± 0.18

1.00 
1.02 
1.04 
1.09 
1.15 
1.29 
1.72 

± 0.08
± 0.11
± 0.11
± 0.05
± 0.11
± 0.27
± 0.11

1.00
1.04
1.01

  1.14*
1.07

  1.34*
1.89

± 0.05
± 0.12
± 0.04
± 0.09
± 0.10
± 0.06
± 0.08

The value is the relative value which means the ratio of the control value to each group. Result present the mean ± SD of five separate 
experiment. Data are means ± SD of four independent experiments for each point. *p < 0.05 compared with SM group.

Table 2. The effects of cigarette smoking and starfish extracts treatment on white blood cell

현정도를 확인한 결과이다. TNF-α, NF-κB 발현이 Sham군, 
8d군, 8d + SM군은 Control군과 거의 동일하게 나타났으나, 
Int군, Int + SM군은 약간 증가하였으며, SM군이 가장 크게 
증가하였다. 염증 반응에서 TNF-α와 NF-κB의 발현증가에 
대하여 [23] 8d 추출물이 Int 추출물보다 SM으로 인한 염증
작용을 완화시키는 것임을 알 수 있다. Iκ-Bα와 SP-A의 발
현이 비흡연군인 Control군, Sham군, 8d군, Int군에서 각각 
동일하였으나, 흡연군인 SM군은 Control군에 비해 현저히 
감소되었다. 이는 염증 발생시 Ik-Bα의 발현감소 [23]와 특
히 폐 조직의 염증 발생시 SP-A가 감소한다는 보고 [27]와 
일치한다. 한편 흡연군 중 8d + CSE군과 Int + CSE군의 Iκ- 
Bα의 발현은 Control군과 비슷하게 나타났다. SP-A의 발현
에서 8d + SM군은 Control군보다 감소하였지만 SM군에 
비해 증가되어 나타났다. 이는 SCE가 흡연으로 인한 Iκ-Bα
의 감소와 SP-A의 감소를 효과적으로 방어함을 알 수 있다. 

 Control   Sham     8d   8d + SM   Int   Int + SM   SM

TNF-α

NF-κB

Iκ-Bα

SP-A

β-actin

Fig. 7. The expression of TNF-α, NF-κB, IkBα and SP-A protein 
from isolated lung tissue. Increment of cigarette smoking and 
starfish extracts with inhalation of seaweed extracts combination. 
Sample were separated by SDS-PAGE and protein band were 
visualized by ECL.

3.8. 폐 조직의 변화
Fig. 8은 폐 조직을 H&E 염색한 결과이다 . 비흡연군인 
Control군 (a), Sham군 (b), 8d군 (c), Int군 (d)의 폐포 구조
는 배열이 규칙적이며, 폐포벽이 전반적으로 얇게 관찰되
었으나, 흡연군 중 SM (g)군은 폐포의 공간이 불규칙하며 

폐포벽이 심한 유착으로 두꺼워져 나타났다. 흡연군 중 8d + 
SM (e)군과 Int + SM (f)군은 폐포공간이 약간 불규칙하게 
커지고 폐포벽이 약간 두꺼워져 있을 뿐 다른 구조적 변화
는 관찰할 수 없었다. 이는 SCE가 성분 그 자체로는 조직과 
세포내에 영향을 미치지 않으면서, 흡연으로 인한 유해물질
로부터 폐 조직을 보호하는 것에 효과적임을 알 수 있다.

(a) (b) 

(c) (d) 

(e) (f) 

(g) 

Fig. 8. The H&E stain of pulmonary structure during 4 week. 
Experimental group inhaled according to each condition for 10 h. 
The samples were analyzed by analysis method as described in the 
Materials and Methods section. Magnification is 100×.

4. 결론

본 실험은 불가사리에서 조직손상 후 8일 후 발현되는 성장
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인자 [22]와 인삼의 주성분인 사포닌과 화학적 구조, 약리학
적 효능이 유사하다고 알려진 사포닌을 포함한 불가사리 추출
물 흡입이 흡연으로 인한 염증성 폐 손상 [6-8]의 방어에 어떠
한 효과가 있는지를 알아보았다.
  담배 추출물과 불가사리 추출물을 IMR-90에 처리한 결과 
조직손상 후 8일이 경과한 불가사리 추출물이 손상 받지 않
은 불가사리 추출물보다 세포증식의 증가 및 염증성 세포 
전사인자인 TNF-α, NF-κB의 발현 억제와 Ik-Ba 분해를 억
제하는 효과가 나타났으며, 이는 불가시리의 손상 후 발현
되는 전사인자 [22]에 의하여 손상 받지 않은 불가사리 추출
물에서보다 염증의 억제와 완화효과가 향상되었음을 확인하
였다. 또한 사포닌을 포함한 천연 추출물의 흡입에 관한 이
전 실험 [15]에서와 같이 흡연 및 nebulizer를 통해 불가사
리 추출물을 실험동물에 직접 흡입시킨 결과, 체중, 항산화 
효과, 지질과산화, 단백질 발현, 조직학적 변화 그리고 혈액
성분과 SP-A의 변화에서 조직손상 후 8일이 경과한 불가사
리 추출물이 손상 받지 않은 불가사리 추출물보다 염증의 
억제와 완화효과가 더 좋은 것으로 나타났다. 즉, 불가사리
에 포함된 인삼과 유사한 사포닌 성분과 조직 손상 후 8일이 
경과된 불가사리 추출물이 TNF-α, NF-κB의 발현 및 Iκ-Bα
의 분해를 억제하여 흡연 시 생성되는 독성물질들에 의한 폐
의 구조 변화와 손상으로부터 기능과 구조의 항상성을 유지
하는데 효과가 있음을 시사하고 있다. 특히, 조직손상 후 8일
이 경과한 불가사리 추출물이 흡연으로 발생하는 세포의 비
정상적인 형태 변화 및 폐포벽의 두꺼워짐과 폐포 공간의 
불규칙적 변화, 세포막의 지질과산화를 억제하여 조직 구조
와 기능의 항상성을 유지시킴으로 염증의 진행을 억제하는 
것으로 사료된다. 본 실험의 재료로 선택한 불가사리가 인삼 
사포닌과 비슷한 구조와 효과를 지닌 성분을 포함하고 있으
면서도 인삼보다 가격 면에서 저렴하고 추출과정이 복잡하
지 않으며, 특히 환경오염물로서 폐기되고 있는 불가사리를 
염증치유에 대한 유효한 물질로 사용함으로서 경제적 부가
가치를 높일 수 있으리라 생각된다.
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