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서   론

위 조직은 스트레스와 알코올, 감염, 흡연 등으로 손상을 받게 
되며 이러한 손상이 장기적으로 이어질 경우 위궤양으로 발전
하기 쉬운 조직 중 하나이다(Tulassay and Herszenyi, 2010). 그 
중 알코올은 위점막 손상 또는 위궤양이 심각할 경우 위암을 유
발하는 주 인자 중 하나로서 위 손상과 관련된 질병을 예방 또
는 치료하기 위한 보호물질의 효과를 실험하기 위한 독성모델
로서 많은 연구자들이 채택하여 실험에 사용되고 있다(Szabo 
et al., 1985).
장기적인 알코올의 과다섭취는 위 조직의 괴사, 세포의 자살 
그리고 산화적인 스트레스를 유발하여 조직의 손상을 일으키
게 된다. 이중 조직의 괴사와 세포의 자살에 연관된 생체의 신호
기작은 다양한 경로를 통하여 이루어지지만, MAPKs와 apop-
totic signal pathway가 중요한 역할을 담당하는 것으로 알려져 
있다(Lee et al., 2005; Joza et al., 2002).

MAPK (mitogen activated protein kinase)는 ERK (extracel-

lular signal regulated kinase), JNK (c-jun N-terminal kinase), 
p38 세가지 단백질로 구성된 신호전달 경로로서 각각의 단백
질이 인산화가 이루어 짐으로 활성화되어 역할을 수행하게 된
다. 알코올로 인한 독성반응에서 각각의 단백질은 활성화 되어 
염증반응과 조직의 괴사를 일으킨다고 한다. 또한 알코올의 지
속적인 섭취는 염증반응과 독성반응을 통하여 세포에 복구하
기 힘든 심각한 손상을 야기하고 이러한 손상으로 인하여 세포
의 자살반응이 진행된다(Yang et al., 2008 ; Kim et al., 2004). 
방사무늬 김(Pyropia yezoensis)은 홍조류에 속하는 해조류로
서 한국, 중국, 일본에서 예로부터 섭취해온 식품재료 중 하나
이다. 해조류의 탄수화물은 일반 야채류에 함유된 섬유소와는 
달리 장의 활동을 원활하게 하고 중금속 배출 및 콜레스테롤
의 혈관 내의 침착 방지 효과가 있다는 것이 밝혀졌으며(Choi 
et al., 2000), 해조류의 다당류 성분의 항암작용이 보고되고 있
다(Nakazawa et al., 1974). 그러나 해조류 다당류의 연구에 비
해서 단백질의 연구는 아직 미비한 실정이다. 김을 이용한 관련 
연구에는 lipopolysaccharide (LPS)에 의한 항염증 효과(Shin 
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et al., 2011), 아세트아미노펜(Hwang et al., 2008), 사염화탄소
(Guo et al., 2007)에 대한 간 독성 보호효과 등이 보고되어 있
지만, 장기적인 알코올의 섭취에 의한 위장관 손상에 관련된 연
구는 거의 없다. 따라서 본 연구에서는 김에서 추출한 당단백질
(Pyropia yezoensis glycoprotein; PYGP)이 장기적인 알코올 
섭취로 인한 위 조직 손상에서 알코올 독성과 연관된 MAPK
와 apoptosis 신호경로에 어떠한 영향을 미치는지에 대해 검토
하였다. 

재료 및 방법

시료 제작

본 연구에 사용한 방사무늬 김(Pyropia yezoensis)은 2012년 
3월 기장군에서 구입하였다. 방사무늬 김은 수세하여 염분을 제
거하고 동결 건조한 후 마쇄하여 분말형태로 제조하였다. 이후 
증류수 1 L에 분말 40 g을 넣어 4시간 동안 교반하여 추출하였
고 추출액은 원심분리(3,500 rpm, 20 min, 4℃)하여 분리된 상
층액에 에탄올을 첨가하여 당을 침전시켰다. 침전된 당은 여과
과정을 통하여 제거하였으며, 여액은 감압 농축하여 동결건조
한 뒤 분말형태로 제조하였다. 제조된 분말을 SDS-PAGE를 이
용한 단백질 분리와 염색을 실시한 결과 당단백질임을 선행연
구를 통하여 확인하였다(Shin et al., 2011). 

실험동물의 사육

실험에 사용된 쥐는 체중 130±10 g의 5주령 Spraue Daw-
ley계 수컷을 샘타코(SAMTAKO Co., LTD, Gyeonggi-do, 
Korea)에서 구입하여 사용하였으며, 사육실은 온도 22±2℃, 
습도 50±5%, 12시간 명암주기로 일정한 조건을 유지하였
다. 7일간의 순치사육기간을 거친 뒤 난괴법에 의하여 20마리
의 쥐를 각 군당 5마리씩 대조군, ethanol 군(EtOH), ethanol
과 150 mg/kg body weight (B.W.) PYGP를 함께 투여한 군
(EtOH+150), ethanol과 300 mg/kg B.W. PYGP를 함께 투여
한 군(EtOH+300), 총 4개의 군으로 분류하였다. 쥐는 물과 고
형사료를 제한 없이 공급하였으며 4주의 실험기간 동안 대조군
과 EtOH군은 김 당단백질 대신 증류수를 경구투여 하였다. 김 
당단백질 투여군은 김 당단백질 건조분말을 150, 300 mg/kg 
B.W. 용량으로 증류수에 용해하여 투여하였다. 에탄올 투여는 
매일 시료를 투여한 3시간 후 대조군을 제외한 실험군에 3.7 g/
kg B.W.의 용량으로 경구투여하였다. 4주간의 실험 종료 후 실
험동물은 에틸 에테르를 이용하여 흡입 마취시킨 뒤 단두하였
으며, 적출된 위 조직은 생리식염수에서 혈액을 제거한 뒤 액체
질소로 급속 동결시켜 -70℃에 보관하여 실험에 사용하였다.

Western Blot Analysis 

단백질 발현의 분석은 위 조직을 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 
sodium orthovanadate (Na3VO4), 1 μg/mL aprotinin, 1 μg/
mL leupeptin, 1 μg/mL pepstatin, 1 mM phenylmethylsufonyl 
fluoride (PMSF), 0.25% Na-deoxycholate, 1% NP-40,  1 mM 
EGTA, 150 mM NaCl, 50 mM Tri-HCl, pH 7.5)에 넣어 얼음 
위에서 균질화 시킨 뒤 원심분리(12,000 rpm, 10 min, 4℃)하였
다. 이후 단백질 농도를 동일하게 정량하여 SDS-PAGE에 전기
영동한 다음 PVDF membrane (Millipore Co., Billerica, MA, 
USA)으로 이동시켰다. 이때 표준 분자량은 dual color marker 
(Bio-rad laboratories, Gladesville, NSW, Australia)를 사용하
였다. 전기영동 시킨 membrane은 실온에서 1% bovine serum 
albumin/Tris-buffered saline-Tween 20 (BSA/TBS-T)로 1시
간 30분 동안 blocking 시킨 후 각각의 1차 antibody [anti-ERK 
(1:1,000), anti-p-ERK (1:1,000), anti-JNK (1:1,000), anti-p-
JNK (1:1,000), anti-p38 (1:1,000), anti-p-p38 (1:1,000), BCL-
2 (1:1,000), BAD (1:1,000), BAX (1:1,000), cytochrome C 
(1:1,000), caspase-9 (1:1,000), cleaved caspase-9 (1:1,000). 
caspase-3 (1:1,000), cleaved caspase-3 (1:1,000), pro-PARP 
(1:1,000), cleaved PARP (1:1,000); Santa Cruz Biotechnol-
ogy Inc, Dallas, TX, USA]를 희석하여 4℃에서 16시간 반
응시키고 2차 antibody (peroxidase-conjugated goat, mouse, 
rabbit antibody; GE Healthcare Bio-Sciences, Piscataway, NJ, 
USA)를 1:10,000 비율로 희석하여 반응시킨 후 Super Signal 
West Pico Stable Peroxide Solution과 Super Signal West Pico 
Luminol/ Enhancer solution (Thermo Fisher Scientific Inc., 
Rockford, IL, USA)을 사용하여 KODAK X-ray film에 감광
시켜 현상하여 시각화하였다. 이후 각 단백질에 대한 western 
blot 음영을 densitometer 프로그램을 이용하여 정량분석을 실
시하였다. 

통계 처리

모든 실험의 분석 결과는 각각의 군별로 평균과 표준편차
(mean±S.D.)로 나타내었으며 각 실험군 간의 유의성은 SPSS 
프로그램(Statistical Package for Social Science, SPSS Inc., 
Chicago, IL, USA)을 이용하여 나타내었다. 반복 측정에 의한 
ANOVA Test로 검증한 후, Duncan's multiple range test를 통
하여 P<0.05 수준에서 유의성을 비교하였다.

결과 및 고찰

김 당단백질이 MAPK 신호경로에 미치는 영향

 에탄올로 인한 위 조직의 손상은 다양한 신호전달을 통해 일
어나게 되지만 그 중 MAPK 신호전달 경로가 중요한 역할을 담
당한다(Gukovskaya et al., 2002). MAPK 경로는 산화적 스트
레스와 염증반응에서 활성화하여 세포의 사멸유도와 염증반응
을 일으킨다고 알려져 있다(Robinson and Cobb, 1997). 세가
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지 단백질 중 ERK는 세포의 성장과 분열에 연관을 가지지만 
동시에 염증반응에서 전사인자인 NF-κB 또는 AP-1 (activator 
protein-1)의 활성화에 관여하여 전염증 물질의 발현과 산화적 
스트레스에 관여하게 된다(Jonsson and Palmblad, 2001). 또한 
JNK와 p38단백질은 활성화된 상태에서 apoptosis를 유발하는 
신호전달이 발생하게 되며 염증반응에서 활성화되어 세포의 형
태적 증대와 사이토카인 전사에 영향을 미치게 된다(Xia et al., 
1995; Chen et al., 1996; Verheij et al., 1996).

 본 연구에서는 김 당단백질과 에탄올이 MAPK 신호경로에 
미치는 영향을 알아보기 위해 western blot을 통하여 단백질의 
발현과 인산화를 확인하였다. 그 결과 ERK, JNK, p38단백질
의 발현은 4개의 군에서 동일한 수준으로 발현하는 것이 확인
되었지만 에탄올을 처리군에서는 각 단백질의 인산화가 대조
군에 비해 JNK는 91%, ERK는 104% 그리고 p38은 70% 증가
하는 것이 관찰되었고 이러한 인산화는 김 당단백질을 급이한 
EtOH+150, EtOH+300군에서는 농도 유의적으로 감소하는 경
향이 나타났다. 이는 에탄올로 인한 MAPK의 활성화가 김 당단
백질로 인하여 저해되었음을 나타낸다(Fig. 1).

김 당단백질이 Bcl-2 family에 미치는 영향

Bcl-2 family는 apoptosis의 조절자 역할을 하는 단백질 fam-
ily로서 미토콘드리아의 외막에 주로 존재하면서 cytochrome 

c의 방출을 조절하여 apoptosis 조절자 역할을 수행하게 된다
(Nagata, 1977; Chiarugi ea al., 1994). 특히 Bcl-2는 apoptosis 
신호에 의한 자극이 없을 경우 BH3 subfamily인 bid와 결합된 
상태를 유지하고 있지만 apoptosis 신호가 들어올 경우 Bad가 
Bcl-2에 결합하게 되고 Bcl-2로부터 떨어져 나온 Bid는 Bak, 
Bax에 결합하여 구조적인 변화를 유도하게 되며 미토콘드리
아 외막에 작용하여 미토콘드리아 내부 물질을 외부로 유출시
킨다. 이때 유출되는 cytochrome C, Apaf-1등은 apoptosis를 
촉진시키는 물질들로 최종적으로 apoptosis가 유발된다. Bcl-2 
family에는 다양한 단백질이 존재하는데 apoptosis를 촉진하는 
Bax, Bac, Bad 등과 apoptosis를 억제하는 Bcl-2, Bcl-X, Bcl-w 
등이 존재한다(Lu et al., 1996; Reed, 1994).
본 연구에서는 에탄올로 인한 apoptosis 과정 중에 apoptosis
를 촉진하는 Bad와 Bax 단백질의 발현과 cytochrome c의 수
준이 37% 증가하였고 apoptosis를 억제하는 Bcl-2의 발현은 
72% 감소하였다. 그러나 김 당단백질을 동시에 투여한 군에서
는 Bad, Bax, cytochrome c의 수준이 농도유의적으로 감소하
여 EtOH+300군에서는 대조군 수준으로 회복하였으며 Bcl-2
의 발현은 농도유의적으로 증가하여 EtOH+300군에서 대조군
에 비해 60% 증가하였다. 이러한 결과로 미루어보아 김 당단백
질은 에탄올로 인한 세포의 apoptosis 반응에서 Bcl-2 family중 
Bad, Bax, cytochrome c, Bcl-2의 발현에 관여함으로써 apop-
tosis를 억제시키는 것으로 생각된다(Fig. 2).

김 당단백질이 caspase와 PARP에 미치는 영향

Apoptosis는 세포의 생존에 필수적인 현상으로서 apoptosisJNK
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Fig. 1. Effect of Pyropia yezoensis glycoprotein (PYGP) in MAPK 
pathway regulators expression in  rats.
Animals were treated as materials and methods and collected 
stomach tissues. Protein of tissue was  extracted with lysis buffer 
and analyzed protein expression by Western blot analysis. GADPH 
was the loading control. Each lane represent sample from an indi-
vidual rat.
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Fig. 2. Effect of Pyropia yezoensis glycoprotein (PYGP) on Bcl-2 
family protein expression in rats.
Animals were treated as materials and methods and collected 
stomach tissues. Protein of tissue was  extracted with lysis buffer 
and analyzed protein expression by western blot analysis. GADPH 
was the loading control. Each lane represent sample from an indi-
vidual rat.
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가 일어날 경우 세포는 예정된 경로를 통하여 신호를 전달하
고 사멸되어 분해된다(Kamesaki, 1998; Pritchard and Butler, 
1988). 이러한 apoptosis는 괴사와는 다르게 병적인 상황과 생
리적 상황에서 세포의 수 조절에 영향을 미치게 된다. 에탄올
은 이러한 apoptosis를 유발하는 물질로서 특히 apoptosis를 유
발하는 신호경로 중 caspase-3, -8, -9 단백질의 활성화를 통하
여 유발되는 것으로 알려져 있다. 이들 단백질은 직접적으로 
apoptosis와 연관되어 있으며 각 단백질은 procaspase라는 불
활성 전구물질형태에서 cleaved 형태로 전환되며, 활성화 되는
데 활성화된 caspase는 DNA의 단편화와 death receptor의 활
성화를 유도하게 된다(Kaufmann and Earnshaw, 2000). 특히 
caspase-3은 caspase의 최하위 단계로서 apoptosis에서 핵심적
인 역할을 하고 있으며 활성화될 경우 PARP (poly ADP ribose 
polymerase)와 같은 단백질의 분해를 통하여 신호를 전달하게 
되어 최종적으로 apoptosis를 유발하게 된다(Kothakota et al., 
1997; Soldani and Scovassi, 2002). 이에 EtOH와 김 당단백질
이 caspase 신호경로에 미치는 영향을 분석해 본 결과, 에탄올
은 쥐 위 조직의 caspase-3, -9, PARP 단백질들이 대조군에 비
하여 불활성 전구물질형태에서 cleaved 형태로 전환된 활성화
된 상태가 caspase-9는 179%, caspase-3은 55% 그리고 PARP
는 132% 증가한 것이 확인되었고, 이에 비하여 김 당단백질을 
경구투여한 EtOH+150, EtOH+300군에서는 이러한 활성화된 
상태가 대조군 수준으로 감소하는 결과가 관찰되었다. 이는 김 
당단백질이 위 조직중의 caspase 신호경로의 활성화를 억제하
여 에탄올로 유발되는 세포의 사멸로부터 보호하는 효과를 가
지는 것을 나타낸다(Figs. 3, 4).

이상으로 확인된 결과를 종합해 보았을 때, 장기적인 에탄올
의 투여는 위 조직에서 MAPK, apoptosis 신호경로를 통하여 
조직에 독성을 일으키는 것으로 나타났다. 동시에 장기적인 에
탄올 투여와 김 당단백질의 투여를 병행하였을 때 김 당단백
질은 위 조직의 MAPK의 ERK, JNK, p38의 인산화를 저해하
여 대조군 수준으로 낮추어 주었고 apoptosis의 조절 단백질인 
Bcl-2 family 중의 Bad, Bax, cytochrome c와 Bcl-2의 발현을 
조절함으로써 최종적으로 caspase-3, -9의 활성을 저해하는 것
을 확인하였다. 따라서 에탄올의 장기적인 섭취로 인한 위 조직
의 손상 시 김 당단백질이 위 조직 기능 개선에 도움이 될 수 있
을 것으로 여겨진다.
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