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우리나라 국민의 신규 암 환자 수는 2015년 이후 매년 증

가하는 추세이며, 2019년도 신규 발생 암환자 수는 25만 

4,718명(남 13만 4,180명, 여 12만 538명)으로, 2018년(24만 

5,874명) 대비 8,844명(3.6%)이며, 남자는 4,356명(3.4%), 여자

는 4,488명(3.9%) 증가하였고, 신규 암 발생 1위는 갑상선암

(3만 676명), 2위 폐암(2만 9,960명), 3위 위암(2만 9,493명), 
4위 대장암(2만 9,030명)이며, 기대수명(83세)까지 생존하는 

경우 암에 걸릴 확률은 평균 37.9%로, 남자(80세)는 39.9%, 
여자(87세)는 35.8%의 암 발생이 예상된다(Ministry of Health 
and Welfare 2021). 

대장암은 우리나라에서 꾸준히 발병 우위를 차지하고 있

으며, 주요 발병요인으로는 과도한 동물성 지방, 당분, 알콜 

섭취 증가 및 섬유소, 항산화 비타민, 채소, 과일 섭취 부족 

등에 의해 발생한다(Jemal 등 2005; Yoon 등 2007). 대장암은 

조기 진단 및 항암제, 방사선 치료, 기능성 소재와의 병용 치

료를 통해 상당한 치료 효과를 보이고 있으나, 진단 시 이미 

병이 진행되어 수술로 완치 불가능한 경우가 많아 항암제나 

방사선 치료를 시도하나 효과가 좋지 않고 부작용 또한 많아 

만족할 만한 치료법이 되지 못하고 있다(Kronborg 등 1996; 
Winawer 등 1996; Shin & Byun 2004). 대장암의 화학예방 약

제의 이상적인 조건은 종양 예방효과와 비용의 효율성 및 약

물 독성이나 부작용이 없어야 한다. 그러나 이러한 조건을 
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Abstract

The purpose of this study was to investigate the biological activity of fucoidan, a sulfur-containing polysaccharide, on cytotoxicity 
and apoptosis in the human HT-29 colorectal cancer cell line using cell viability, Flow cytometry, Western blot, and RT-PCR analyses. 
Fucoidan inhibited the proliferation of HT-29 cells by 39.6% at a concentration of 100 μg/mL for 72 h. The inhibition was 
dose-dependent and accompanied by apoptosis. Flow cytometric analysis showed that fucoidan increased early apoptosis and late 
apoptosis by 65.84% and 72.09% at concentrations of 25 and 100 μg/mL, respectively. Analysis of the mechanism of these events 
indicated that fucoidan-treated cells exhibited increases in the activation of caspase-3, caspase-8, and PARP in a dose-dependent 
manner. These results suggest that fucoidan may inhibit the growth of human colorectal cancer cells by various apoptosis-promoting 
effects, as well as by apoptosis itself.
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충족하는 약제가 없으므로, 독성이 없으면서 예방효과가 우

수한 약제 및 식이 성분에 의한 대장암 화학예방 관련 연구

(Zhao 등 1991; Torzsas 등 1996; Lee YR 2013; Na 등 2019) 
등 보다 효과적이고 안전한 화합물의 개발이 필요 시 되고 

있다.
일명 프로그램화된 세포사멸(programmed cell death)로 알

려진 세포자멸사(apoptosis)는 정상적인 발생 단계 및 생리 작

용에서 세포 수를 일정하게 유지하기 위해 필수적인 세포사

멸 과정이다. 특히, 암의 발생과 진행 과정에서 세포사멸 기

전이 손상되는 경우, 정상세포가 암세포로 변화되며(Hu & 
Kavanagh 2003), 세포 항상성 유지 과정에서 주요한 역할을 

하고, 세포질과 염색질 응축, 세포막 수포화 현상, 핵의 단편

화 현상 및 apoptotic body 형성 등 세포의 형태적 변화를 초

래하며, 이러한 과정은 세포 내부와 외부에서 오는 신호로 

조절된다(Choi 등 2009; Cho 등 2012). 세포사멸 과정의 주요 

단백질인 Bcl-2 계열의 단백질, p53, Bax, caspases 효소, tumor 
necrosis factor(TNF)-related apoptosis-inducing ligand(TRAIL)
가 단백질의 활성을 증가시키며, 사멸 기전과 관련된 단백질 

인산화 효소, 탈인산화 효소, 전사인자 및 세포 표면의 수용

체, proteosome 등을 표적으로 하여 세포사멸을 유도한다

(Korsmeyer SJ 1995; Trauzold 등 2001; Baetu & Hiscott 2002; 
Jäättelä M 2002; Reed JC 2002; LeBlanc & Ashkenazi 2003; 
Debatin KM 2004; Paoluzzi & O'Connor 2010). 

Fucoidan은 유황을 함유하는 분자량 20만의 다당체로, fucose 
(44.1%), sulfate(26.3%), ash(31.1%) 및 소량의 aminoglucose와 
monosaccharides를 함유하고 있으며(Nishino 등 1994; Bilan 등 

2002), 다시마와 미역 등에 주로 존재하고(Chevolot 등 1999; 
Chizhov 등 1999; Chevolot 등 2001), 항산화(Piao 등 2004; 
Ryu & Chung 2016; Bai 등 2020; Fernando 등 2020), 니코틴의 

코티닌으로의 전환(Lee & Rhee 2014), 항균, 항스트레스, 콜
레스테롤 저하, 항당뇨, 지질 생합성, 항종양(Brunner 등 

1998; Del Bigio 등 1999; Jiang 등 2010; Kim 등 2010; Xue 
등 2018; van Weelden 등 2019; Daub 등 2020; Dimitrova- 
Shumkovska 등 2020; Li 등 2020; Fitton 등 2021; Huang 등 2021; 
Mabate 등 2021; Mustafa 등 2021; Suprunchuk V 2021; Yu 등 

2021; Zhu 등 2021) 등의 생리활성이 보고되었다.
본 연구는 천연물로부터 인체 대장암세포 사멸을 유도하

는 기능성 소재 탐색에 대한 연구(Ryu & Chung 2011; Ryu 
등 2013; Ryu & Chung 2015; Guon & Chung 2016)의 일환으

로, 해조류에 다량으로 존재하는 함유황 다당체인 fucoidan의 

인체 대장암세포(HT-29) 사멸 및 apoptosis에 미치는 영향을 

MTT, Flow cytometry, Western blot 및 RT-PCR analysis를 수

행하여 확인하였다. 

재료 및 방법

1. 실험재료
실험에 사용한 MTT, fucoidan(F8315, 순도 95% 이상)은 

Sigma-Aldrich(St. Louis, MO, USA), Dulbecco’s modified 
Eagle’s medium(DMEM), fetal bovine serum(FBS), streptomycin- 
penicillin, Trypsin-EDTA은 Gibco(Carlsbad, CA, USA), caspase-8, 
caspase-3, PARP, goat anti-rabbit IgG-HRP는 Cell Signaling 
Technology Inc.(Danvers, MA, USA), Bcl-2, Bax, p53, goat 
anti-mouse IgG-HRP은 Santa Cruz Biotechnology Inc.(Dallas, 
TX, USA) 제품을 사용하였고, 분석에 사용된 모든 시약은 특

급을 사용하였다.

2. 세포주 및 세포 배양
인체 대장암 세포주(Human colorectal epithelial cell)인 

HT-29 세포는 Korean Cell Line Bank(Seoul, Korea)에서 구입하

여 사용하였다. 분양받은 세포주를 10% heat-inactivated fetal 
bovine serum(FBS, Gibco/BRL)과 1% penicillin-streptomycin을 

첨가한 RPM1640 배지를 사용하여 5% CO2를 함유한 37℃배

양기(Sanyo, Japan)에서 배양하였다. 2주 이상 계대 배양하여 

배양 환경에 충분히 적응시킨 후 세포 밀도가 70~80% 정도 

포화되면 0.05% Trypsin-EDTA(Gibco/BRL) 용액을 사용하여 

계대 배양하면서 실험에 사용하였다. 

3. 세포 독성 실험(MTT assay) 
Fucoidan 처리 시 HT-29 세포 증식에 미치는 효과를 3- 

(3,4-dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium bromide(MTT) 
방법(Carmichael 등 1987)으로 측정하였다. HT-29 세포를 96 
well plate에 1.5×104 cells/well 밀도로 분주하여 24시간 배양 

후 시료의 최종 농도가 0, 25, 50, 100 μg/mL가 되도록 처리하

여 각각을 24, 48, 72시간 배양하였다. 배양 후 MTT 시약을 

2.0 mg/mL 농도로 50 μL를 각 well에 첨가하여 4시간 더 배양 

후 배지를 제거하고 dimethylsulfoxide를 150 μL 첨가하여 생

성된 불용성의 formazan 결정을 용해시켜 ELISA reader 
(SpectraMax, Molecular Devices, LLC, Sunnyvale, CA, USA)로 

570 nm에서 흡광도를 측정(Agilent Inc., Palo Alto, CA, USA)
하였다. 세포 증식률은 fucoidan의 흡광도를 대조군의 흡광도

에 대한 백분율로 나타내었다. 

4. 유세포 분석(Flow cytometry analysis)
HT-29 세포에 fucoidan을 처리한 후에 early-apototic cell 및 

late-apoptotic cell 수를 FACSCalibur Flow cytometry 방법(Ryu 
등 2020)으로 측정하였다. HT-29 세포를 6 well plate에 3×105 
cells/well 밀도로 분주하여 72시간 배양 후 시료를 농도별로 
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처리하고 24시간 배양한 후에 배지를 제거하고 PBS로 세포 

단층을 씻어낸 후 trypsin-EDTA를 처리하여 원심분리하고 세

포들을 모아주었다. 이어서 1×binding buffer(Annexin V-FITC 
kit, BioBud, Seoul, Korea) 100 μL를 첨가하고, 세포에 annexin 
5 μL, PI 0.7 μL를 첨가하여 suspension한 뒤 FACS(Fluorescence- 
activated cell sorting) 분석을 통해 apoptotic cell 수를 측정하

였다. 

5. 단백질 발현 실험(Western blott analysis)
세포사멸 및 증식과 관련된 단백질 발현을 확인하기 위해 

Western blot(Ryu & Chung 2015)을 실시하였다. HT-29 세포

를 10 mm의 dish에 2×106 cells/well로 분주하고 시료를 농도

별로 처리하여 72시간 배양 후 PBS로 2회 washing한 후에 

RIPA buffer(pH 7.4, 50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 1 mM 
EDTA, 1% NP40, 10% glycerol)로 44℃에서 overnight 반응시

키고, 용해된 cell lysates를 4℃, 12,000 rpm에서 10분간 원심

분리 후 상층액을 모아 시료로 사용하였다. 단백질 정량은 

Bradford (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, USA) 시약

을 사용하였으며, SDS-PAGE gel에 동량의 단백질을 loading
하여 단백질을 분리한 후, nitrocellulose membrane에 옮겼다. 
단백질이 옮겨진 membrane은 3% milk/TBST(1.5 M NaCl, 100 
mM Tris base, pH 7.4, 1% tween)로 실온에서 1시간 blocking
한 후, 1차 antibody인 cleaved caspase-3, cleaved caspase-8, 
cleaved-PARP, Bcl-2, Bax, p53을 4℃에서 overnight 반응시켰

다. 이어서 TBST로 세척 후 다시 goat anti-mouse IgG-HRP, 
goat anti-rabbit IgG-HRP로 1시간 반응시킨 후에 Gel 
Documentation System (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, 
USA)을 이용하여 high molecular weight marker(Amersham, 
England)로 분자량을 측정하였다.

6. mRNA 발현 실험(RT-PCR)

1) Total RNA 분리
Fucoidan의 HT-29 세포 증식 억제 및 사멸 유도 효과가 

mRNA 수준에서도 영향을 미치는지 확인하기 위하여 RT-PCR
을 수행하였다. HT-29 세포를 6 well plate에 3×105 cells/well 
밀도로 분주하여 fucoidan을 농도별로 처리하고 24시간 후 배

지를 제거한 후 Tri reagent 1 mL를 첨가하여 scraper로 세포

를 모아 3분간 실온에 방치하였다. 여기에 chloroform 200 μL
를 첨가하여 충분히 섞은 후에 10분간 방치하고 4℃, 14,000 
rpm에서 20분간 원심분리하였다. 상층을 튜브로 옮겨 담고 

isopropanol 500 μL를 첨가하여 상온에서 10분간 방치하고 다

시 4℃, 14,000 rpm에서 20분간 원심분리하여 상층액을 제거

하였다. DEPC water로 희석한 75% ethanol 1 mL를 첨가하여 

약하게 vortex하고 4℃, 14,000 rpm에서 5분간 원심분리 후, 
상층액을 제거하고 pellet을 충분히 건조시켰다. Pellet은 

RNase-free DEPC water 50 μL를 첨가하여 녹인 후에 이것을 

RNase-free DEPC water 용액으로 1:100으로 희석하여 260 nm 
및 280 nm에서 흡광도(OD)를 측정(Agilent Inc., Palo Alto, 
CA, USA)하여 OD 260/OD 280 ratio로 RNA의 purity(1.7~2.0)
를 확인하고 OD 260 값으로 RNA 농도를 측정하였다. 

2) cDNA 합성
정량한 RNA sample 양이 500 ng이 되도록 tube에 준비하

고 10 mM dNTP mix, Random hexamers(50 ng/μL)를 포함하여 

총량이 10 μL가 되도록 멸균수를 첨가하여 65℃에서 5분간 

배양한 후 reaction buffer(10×RT buffer 2 μL, 25 mM MgCl2 
4 μL, 0.1 M DTT 2 μL, RNase OUTTM 1 μL) 9 μL 첨가하여 

실온에서 2분간 배양한 후, superscriptTMII RT 1 μL를 첨가하

여 42℃에서 50분, 70℃에서 15분간 배양하였다. RNase H를 

1 μL 첨가하고 37℃에서 20분 배양한 후 －20℃에서 보관하

며 시료로 사용하였다.

3) Polymerase chain reaction으로 DNA 증폭
시료 1 μL에 PCR mix buffer(10X PCR buffer 5 μL, 25 mM 

MgCl2 3 μL, 10 mM dNTP mix 1 μL, Taq DNA polymerase 
0.4 μL) 9.4 μL와 sense, antisense primer 각각 1 μL, 멸균수 

37.6 μL를 혼합하여 RT-PCR(Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, 
CA, USA) cycle을 실행한 후에 ethidium bromide로 염색한 1% 
agarose gel로 전기영동을 실시하고, Gel Documentation System
으로 band를 관찰하였다. 사용된 primers는 β-actin sense 
(5'-CCTCTATGCCAACACAGTGC-3') antisense(5'-ATACTCCTG 
CTTGCTGATCC-3', BCl-2 sense(5'-CAGCTGCACCTGACG-3') 
antisense(5'-ATGCACCTACCCAGC-3'), Bax sense(5'-ATGGA 
CGGGTCCGGGGAG-3') antisense(5'-TACGCCCATCTTCTTCCA- 
3'), p53 sense(5'-GCTCTGACTGTACCACCATCC-3') antisense(5'-C 
TCTCGGAACATCTCGAAGCG-3')이다.

7. 통계처리
실험 결과는 SPSS 20.0 프로그램으로 각 실험군의 평균과 

표준편차로 계산하고 ANOVA 분석 후 p<0.05 수준에서 

Duncan's multiple range test를 실시하여 처리군 간의 유의성

을 검증하였다.

결과 및 고찰

1. HT-29 세포 증식 변화
MTT assay는 미토콘드리아의 탈수소 효소작용에 의해 노
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란색의 수용성 기질인 MTT가 불용성의 보라색 formazan으

로 환원되는 원리를 이용한 방법(Carmichael 등 1987)이며, 
MTT formazan의 흡광도는 570 nm 파장에서 최대가 되며, 이 

파장에서 측정된 흡광도는 살아있고 대사가 왕성한 세포의 

농도를 반영한다. 인체 대장암세포인 HT-29 세포 증식에 미

치는 영향을 확인하기 위해 fucoidan을 0, 20, 40, 60, 80 및 

100 μg/mL 농도로 제조하여 24, 48 및 72시간 처리하였다. 실
험 결과, fucoidan의 농도와 처리시간에 비례하여 HT-29 세포

사멸이 유의적으로 증가하였으며(p<0.05), 특히 100 μg/mL 
농도에서 72시간 처리 시 세포 생존율이 39.6%로 급격하게 

감소하였다(Fig. 1). 

2. HT-29 세포사멸 유도
Fucoidan에 의한 세포사멸이 apoptosis에 기인하는지 확인

하기 위하여, 시료를 0, 25, 50 및 100 μg/mL 농도로 처리하여 

72시간 배양 후 HT-29 세포사멸을 확인하였다. 실험에 사용

된 Flow cytometry 방법(Guon & Chung 2017; Ryu 등 2020)은 

apoptosis가 유도될 때 인지질 내부에 존재하던 phosphatidylserine 
(PS)이 세포 외부로 노출되면서 이에 affinity를 갖는 Annexin 
V가 결합하는 성질을 이용하는 것으로, popidium iodide(PI)
와 double staining을 실시하여 apoptosis의 유발 정도를 정량

적으로 측정하였다. PS에 특이적으로 결합하는 Annexin V와 

PI의 세포막 투과성을 이용하여 세포 중 early apoptosis 
(Annexin V-FITC positive, PI negative) 및 late apoptosis 
(Annexin V-FITC positive, PI positive) 비율을 확인하였다. 실

험 결과, 대조군에서는 early apoptosis 및 late apoptosis 모두

에서 세포사멸이 발생하지 않았으나, fucoidan 25 μg/mL 농도

에서 early apoptosis 65.84%, late apoptosis 6.2%로 총 72.04%
의 세포사멸이 진행되었다. 이어서 fucoidan 50 μg/mL 농도에

서는 early apoptosis 9.55%, late apoptosis 64.4%로 총 73.95%
의 세포사멸이 확인되었고, 100 μg/mL 농도에서는 early 
apoptosis 12.65%, late apoptosis 72.09%로 총 84.74%의 세포사

멸이 진행되었으며, fucoidan 농도가 증가할수록 late apoptosis
가 비례적으로 증가하였다(Table 1, Fig. 2). 

3. Caspase-3 및 caspase-8의 활성화
HT-29 세포에 fucoidan 처리 시 농도 의존적으로 세포사멸

Fig. 1. Cytotoxic effects of fucoidan in HT-29 cells in 
time and dose dependent manners. After treatment with 
fucoidan for 24, 48, and 72 hr, the cell viability was 
investigated as described in the Materials and Methods. The 
values are mean±S.D. of three independent experiments. 
Bars with different alphabet letters are significantly different 
at p<0.05.

% A* B C D
Live 99.8 27.26 4.56 2.23

Early apoptosis 0 65.84 9.55 12.65
Late apoptosis 0 6.2 64.4 72.09

Total 0 72.04 73.95 84.74
*A: 0 μg/mL, B: 25 μg/mL, C: 50 μg/mL, D: 100 μg/mL of fucoidan.

Table 1. The population of early-apoptosis (Annexin 
V-FITC positive, PI negative) and late apoptosis (Annexin 
V-FITC positive, PI positive) treated with fucoidan in 
HT-29 cells for 72 hr

Fig. 2. Effects of fucoidan on apoptosis in HT-29 cells 
in a dose dependent manner. The right bottom quadrant 
represents Annexin V-stained cells (early-phase apoptotic 
cells). The top right quadrant represents PI- and Annexin 
V-stained cells (late-phase apoptotic cells). A: 0 μg/mL, B: 
25 μg/mL, C: 50 μg/mL, D: 100 μg/mL of fucoidan.



김민지․정하숙 한국식품영양학회지208

이 유도되었으므로, apoptosis의 주요 인자인 cleaved-caspases 
및 cleaved-PARP의 발현양상을 단백질 수준에서 관찰하기 위

해 Western blot(Ryu & Chung 2015)을 시행하였다. Fucoidan을 
25, 50 및 100 μg/mL 농도로 HT-29 세포에 72시간 처리한 후

에 cleaved caspases-3 및 cleaved caspase-8의 발현이 fucoidan 
농도에 비례하여 증가하였으며, PARP의 발현도 다소 증가하

는 것이 확인되었다(Fig. 3). Caspases는 cell repair 효소의 분

해와 apoptotic 단백질의 활성화 과정을 통해 apoptosis를 일으

키며(Nicholson & Thornberry 1997), apoptosis 과정에서 중요한 

역할을 하는 caspase 단백질은 initiator caspases인 caspases-2, 
-8, -9, -10은 death-inducing 신호로 활성화되며, 활성화된 

initiator caspases는 effector caspases인 caspsaes-3, -6, -7에 작

용하여 활성화된다. 활성화된 effector caspases는 lamin A, 
DNA fragmentation factor, a-fodrin 및 PARP 등 세포 단백의 

분열을 통해 apoptosis를 일으키며 이 때 caspase-8에 의해 

caspase-3가 활성화된다(Chai 등 1999; Kim 등 2005; Selvakumar 
& Sharma 2007; Tsang & Kwok 2008). Apoptosis 과정에서 

caspase-3는 apoptosis의 실행자로, PARP를 절단하거나 핵의 

응축과 DNA를 절단하여 apoptosis를 유도하며(Nobili 등 

2009; Tan 등 2009; Galluzzi 등 2012), cleaved caspase-3는 

PARP 기질에 결합하여 세포분해가 촉진되므로, cleaved 
PARP 단백질이 증가되어 apoptosis가 일어난다. 이번 실험을 

통해, fucoidan에 의해 caspase-8 및 caspase-3의 활성이 증가하

고, 미미하지만 PARP의 분절을 유도하여 apoptosis가 일어나

는 것을 확인하였다. 

4. Bcl-2, Bax 및 p53 발현
Fucoidan에 의한 apoptosis 유도 기전을 규명하기 위해 

anti-apoptosis protein인 Bcl-2와 pro-apoptosis protein인 Bax, 종
양 억제유전자 산물인 p53의 발현양상을 대조군인 β-actin과 

비교 분석하였다. Fucoidan을 25, 50 및 100 μg/mL 농도로 72
시간 처리 시, Bcl-2 발현은 모든 농도에서 감소하였고, 
apoptosis를 촉진하는 Bax와 p53의 발현이 다소 증가하였다

(Fig. 4). 이어서 apoptosis의 지표로 사용되는 Bcl-2/Bax 발현

이 대조군과 비교 시 fucoidan의 모든 농도인 25, 50 및 100 
μg/mL에서 유의적으로 감소하였고, 최고 농도인 100 μg/mL
에서 44.2% 감소하였다(Fig. 5). 

Fig. 3. Effects of fucoidan on the expression of 
caspase-related proteins in HT-29 cells in a dose dependent 
manner. Cells were treated with 0, 25, 50 and 100 μg/mL 
of fucoidan for 72 hr. The cell lysates were electrophoresed 
and Western blotting with caspase-8, caspase-3, and PARP 
antibodies. 

Fig. 5. Effects of fucoidan on Bcl-2/Bax ratio(%) in 
HT-29 cells. Quantitative analysis of band was estimated by 
densitometric analysis. The values are mean±S.D. of three 
independent experiments. Bars with different alphabet 
letters are significantly different at p<0.05.

Fig. 4. Effects of fucoidan on the expression of Bcl-2 
family related proteins in HT-29 cells in a dose dependent 
manner. Cells were treated with 0, 25, 50 and 100 μg/mL 
of fucoidan for 72 hr. 
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5. Apoptosis 관련 mRNA 발현
Fucoidan을 25, 50 및 100 μg/mL 농도로 처리하였을 때, 모

든 농도에서 Bcl-2의 mRNA 발현이 대조군과 비교하여 유의

적으로 감소하였으나, 이와는 반대로, Bax mRNA 발현은 대

조군과 비교 시, fucoidan 25, 50 및 100 μg/mL 농도에서 모두 

유의적으로 증가하였다(p<0.05)(Fig. 6). 또한 p53의 mRNA 발
현도 fucoidan 100 μg/mL 농도에서 유의적으로 증가하였다

(p<0.05)(Fig. 7). Bcl-2 family 단백질은 미토콘드리아 내막에 

존재하며 미토콘드리아의 막 투과성과 cytochrome c 방출 제

어를 통해 세포사멸을 조절한다. Anti-apoptotic 단백질인 

Bcl-2는 pro-apoptotic 단백질인 Bax와 hetero-dimer를 형성하

여 apoptosis를 억제하는 반면, Bax는 미토콘드리아의 막 전

위를 유발시켜 cytochrome c의 방출을 일으켜 apoptosis를 유

도한다(Chiarugi 등 1994; Youle & Strasser 2008). 또한 p53은 

세포 증식을 억제하거나 apoptosis를 유발하는 종양 억제 유

전자이며, Bcl-2의 불활성화를 유도한다(Smith 등 2000; 
Vogelstein 등 2000; Haupt 등 2003).

요약 및 결론

본 연구는 천연물 유래 인체 대장암세포 사멸을 유도하는 

소재 발굴을 목적으로, 함유황 다당체인 fucoidan의 HT-29 세 포사멸 및 apoptosis 직용기전을 관찰하였다. HT-29 세포에 

fucoidan을 0, 20, 40, 60, 80, 100 μg/mL 농도로 처리하고 각각

을 24, 48, 72시간 배양하여 MTT assay를 수행한 결과, 모든 

실험군에서 농도 의존적으로 HT-29 세포사멸이 증가하였고, 
fucoidan 100 μg/mL 농도에서 24시간 배양 시 세포 생존율이 

90.4%, 48 및 72시간의 경우 생존율이 각각 69.1%와 39.6%를 

나타내어, fucoidan의 농도와 배양 시간이 증가할수록 HT-29 
세포사멸이 유의적으로 증가하였다. Fucoidan을 0, 25, 50, 
100 μg/mL 농도로 처리하여 Annexin V-PI staining을 통해 

apoptosis로 사멸하는 세포의 함량을 정량적으로 측정한 결

과, 각각 0%, 70.04%, 73.95%, 84.74%로 세포사멸이 증가하

였다. 세포사멸과 관련된 단백질의 발현을 Western blot 
analysis를 통해 관찰하고 RT-PCR을 이용하여 apoptosis 관련 

유전자들의 mRNA 발현을 관찰한 결과, caspases의 활성형인 

cleaved caspases-3, caspase-8의 발현이 농도 의존적으로 증가

하였고, PARP의 발현도 다소 증가하였다. 또한 apoptosis 조
절에 가장 대표적인 유전자인 Bcl-2 family 단백질과 mRNA 
발현은 농도 의존적으로 감소하였고, 이와는 반대로 Bax 및 

p53의 발현은 농도 의존적으로 증가하였다. 이상의 결과로, 
fucoidan이 인체 대장암 세포주인 HT-29의 증식을 억제하고, 
caspase-8과 caspase-3의 활성화를 일으키며, PARP의 절단과 

Bcl-2의 발현 억제, Bax 및 p53의 발현 증가를 통해 apoptosis
를 유도하는 것을 확인하였다. 

Fig. 6. Effects of fucoidan on Bax mRNA expression in 
HT-29 cells. Quantitative analysis of band was estimated by 
densitometric analysis. The values are mean±SD of three 
independent experiments. Bars with different alphabet 
letters are significantly different at p<0.05. 

Fig. 7. Effects of fucoidan on p53 mRNA expression in 
HT-29 cells. Quantitative analysis of the band was 
estimated by densitometric analysis. The values are mean± 
SD of three independent experiments. Bars with different 
alphabet letters are significantly different at p<0.05.
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