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서 론

면역 반응은 염증을 조절하고 비정상적인 세포 성

장을 막으며 병원 감염 인자들로부터 숙주를 보호하

기 위한 자가 방어 메커니즘으로 매우 중요하다. 면

역 반응은 선천 면역과 후천 면역으로 나뉜다[1]. 선

천 면역 반응은 외벽에 감염이 일어났을 때 즉각적

으로 반응하여 면역 세포를 모으거나, cytokines 분

비, 외부 항원이나 감염되거나 죽은 세포들을 정리

하여 방어 체계 구성을 촉진하고 후천 면역을 활성

화시킨다. 선천 면역 관련된 세포는 호중구

(neutrophils), 수지상세포(dendritic cells), 

Macrophages가 있다[2]. 특히, lipopolysaccharides 

(LPS), 염증 매개체이며, Macrophages는 cytokines에 

의해 활성화되고 염증과 숙주 방어 조절에 매우 중

요하다[3]. 활성화된 Macrophages는 방어 반응을 하
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Abstract This study aimed to investigate the immunomodulatory function of Pyropia yezoensis 
hydrothermal (water) extract (PYWE) in comparison to the group treated only with lip-
opolysaccharides (LPS) in RAW264.7 cells. LPS is known to be an inflammatory mediator that 
activates macrophages, leading to the secretion of nitric oxide (NO), inducible nitric oxide synthase 
(iNOS), tumor necrosis factor-α (TNF-α), and interleukin-6 (IL-6) as defense responses. Through 
enzyme-linked immunoassay and western blot analyses, it was observed that PYWE increased 
the expression levels of NO, iNOS, TNF-α, and IL-6 in RAW264.7 cells in a dose-dependent 
manner, although to a lesser extent compared with the group treated with LPS alone. In addition, 
the study examined the mitogen-activated protein kinases (MAPKs) pathway, which regulates vari-
ous cellular activities, including gene expression, mitosis, cell differentiation, transformation, sur-
vival, and death. The western blot analysis confirmed that PYWE also regulated the MAPKs 
pathway. Furthermore, the expression levels of immunomodulatory-related factors increased in 
the group treated with PYWE compared with the control group. Even though the effects of PYWE 
were usually less strong than those of LPS, the effects of PYWE increased with increasing doses 
compared to the control group. This suggests that PYWE could be used to control the immune 
system.

Keywords : Pyropia yezoensis, Immunomodulator, RAW264.7, Nitric oxide, lipopolysaccharides

http://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/


J . Mar . Biosci. Biotechnol. 2023, p. 33 – 40 Vol. 15, No. 2 [Research Paper]

- 34 -

기위해 nitric oxide (NO), tumor necrosis factor-α 

(TNF-α), interleukin (IL)-6 그리고 IL-1β를 분비한다. 

후천 면역 반응은 같은 항원에 대해서 빠르고 효율

적인 반응을 하기 위해 이 면역 반응을 기억하여 맞

는 항체를 만들어낸다[4]. 

Mitogen-activated protein kinases (MAPKs)는 외부

세포 자극에 반응하고 다양한 세포 활동을 조절한다

[5, 6, 7]. 예를 들면 유전자 발현, 체세포 분열, 세포

의 분화, 변형, 생존, 사멸에 대해 관여한다. MAP 

kinases인 ERK(the extracellular-signal-regulated kin-

ase), JNK(the JUN N-terminal kinase), p38는 염증 및 

면역 반응에 중요한 신호 전달과 LPS에 의해 유도된 

iNOS, COX-2 발현을 조절하고 염증성 cytokines인 

TNF-α와 IL-1β에 의해 활성화된다[8].

하지만 Macrophages의 과활성화와 과민증, 자가 

면역, 면역 결핍 반응으로 인해 예기치 못한 면역 

반응이 일어나 염증 질환이나 염증 반응 지속 등의 

면역 체계에 이상이 생기기도 한다[9]. 이것은 외부

의 해로운 박테리아, 바이러스와 같은 것들이 영향

을 줄 수 있다. 외부 항원에 의해 염증이 일어나 생긴 

반응은 건강한 사람의 몸에서 다양한 항원 및 질병

과 맞서는 필요한 과정이지만 과도한 염증 반응은 

염증성 장애나 자가 면역 질환을 일으킬 수 있으므

로 적절하게 면역 반응을 조절하여 그 반응을 일으

키는 후보 물질을 찾고 연구하는 것이 매우 중요하

다.

다양한 전통 약물들이 염증성 질병을 치료하기 위

해 연구되고 있다[10-13]. 그 중에서 해조류는 육생 

식물과는 다르게 phlorotannins과 polysaccharides와 

같이 건강 증진에 도움이 되는 특성을 가진 여러 생

리 활성 화합물을 포함 하고 있다. 또한 해조류 섭취

는 암, 고지혈증, 심각한 심장 질환등과 같은 질병의 

위험성을 낮추는데 관련이 되어 있다[14]. 해조류 중

에서도 방사무늬 김(Pyropia yezoensis)은 사람의 건

강에 이점이 된다고 알려져있다. 많은 생리 활성 화

합물인 polysaccharides, porphyrans, proteins, fatty 

acids, carotenoids, vitamins, minerals을 포함 하고 있

으며[15], 항산화, 항염증, 항노화, 항고혈압, 항암 등

에 효과가 있다고 알려져 있다[16-22]. 그러나 방사

무늬 김 열수 추출물(PYWE)이 면역 조절에 대한 연

구는 미비하다. 그러므로 방사무늬 김을 열수 추출

한 추출물을 RAW 264.7 macrophages 세포에 직접 

처리하여 그 효과를 보고자 하였다.

재료 및 방법

1. 시료

 1. 시료

 본 실험에 사용된 방사무늬 김(Pyropia yezoensis)는 

2022년 완도군 당인리 김 위판장에서 구입하였다. 

방사무늬 김은 민물로 가볍게 세척하여 건조한 후 

사용하였다. 건조 시료의 32배수의 물을 첨가하여 

90도에서 4시간 환류추출 후 분무건조하였다. 이 시

료를 열수로 추출, 농축, 동결건조하여 RAW264.7 

세포에 농도별로 처리하여 면역 반응이 일어나는지 

확인하고 면역 효과를 확인하였다. 이는 염증 관련 

인자인 nitric oxide(NO), iNOS의 발현량을 각 ELISA

와 Western blot을 통해 확인하고 염증성 cytokines인 

IL-6, TNF-α도 Western blot을 통해 확인하였다. 

Lipopolysaccharide (LPS), 

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide (MTT), phosphoric acid, sulfanilamide, and 

N-(1-naphthyl) ethylenediamine dihydrochloride는 

Sigma–Aldrich (St. Louis, MO, USA)에서 구입하였

다. 모든 항체는 Cell Signaling Technology (Danvers, 

MA, USA)에서 구입하였고 inducible NO synthase 

(iNOS)는 Abcam (Cambridge, UK) 사에서, α-tubulin

은 Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)사에

서 구입하였다. Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

and penicillin/streptomycin은 WelGene (Daegu, Korea)

사에서 구입하였다. Fetal bovine serum은 ATLAS 

Biologicals (Fort Collins, CO, USA)사에서 구입하였

다.
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2. 세포 배양

 본 실험에 사용된 Murine macrophage RAW264.7 세

포는 Korea Research Institute of Bioscience and 

Biotechnology (Daejeon, Korea)에서 구입하여 사용하

였다. 세포는 10% fetal bovine serum과 1% pen-

icillin/streptomycin이 함유된 Dulbecco’s modified 

Eagle’s medium (DMEM)에 5% CO2, 37  °C가 유지

되는 incubator에서 배양하였다.

3. 세포 생존율 측정

 PYWE의 세포 독성 여부를 측정하기 위해 

RAW264.7 세포에 농도 의존적으로 처리하여 MTT 

assay를 이용해 확인하였다. 세포는 1x105/mL로 12 

well plates에 24시간 배양을 시킨다. 그 후 PYWE을 

0, 0.125, 0.25, 0.5, 1 mg/mL로 24시간 처리하고 100 

µL의 MTT(5 mg/mL) 시약을 각각 넣어주고 추가적

으로 37 ◦ C에서 4시간 배양한다. MTT 시약이 포함

된 배지를 제거하고 dimethyl sulfoxide (DMSO)를 각

각 넣어준 후 microplate reader (Epoch Biotek 

Instruments, Inc., Winooski, VT, USA)로 590nm에서 

측정해준다. 이 실험은 3번 반복 진행하였다. 

4. Nitric oxide 측정

 RAW264.7 세포를 1x105/mL로 12 well plates로 24

시간 배양하고 각각 LPS (0.5μg/mL)와 PYWE을 

0.125, 0.25, 0.5, 1 mg/mL로 24시간 처리한다. Nitric 

oxide를 측정하는데 100 μL의 배양 된 배지와 100 

μL의 Griess reagent (5% (v/v) phosphoric acid에 녹인 

1% (v/v) sulfanilamide과 H2O에 녹인 0.1% (w/v) 

naphthylethylenediamine)를 섞어서 microplate reader 

(Epoch Biotek Instruments, Inc.)를 이용하여 540 nm

의 흡광도에서 측정하였다.

5. Cytokine expression 측정

 IL-6와 TNF-α 발현 양을 측정하기 위해 Raw264.7 

세포에 LPS (0.5μg/mL)와 PYWE를 0.125, 0.25, 0.5, 

1 mg/mL로 24시간 처리한다. 그 후 세포를 배양한 

배지를 사용하여 R&D Systems (Minneapolis, 

MN,USA)사의 제품을 이용하여 각 cytokine 발현량

을 측정하였다. 이 실험은 3번 반복하였다.

6. Western Blot Analysis
 RAW264.7 cells에 각각 PYWE를 0.125, 0.25, 0.5 

mg/mL 농도로 처리하고, LPS (0.5μg/mL)를 24시간 

처리한다. 그 후 1X Phosphate-Buffered Saline (PBS)

로 세척해준 후 PRO-PREP protein extraction solution 

(iNtRON Biotechnology, Seongnam, Gyeonggi, Korea)

를 이용해서 단백질을 추출해준다. 단백질 정량 하

기 위해 biocinchoninic acid (BCA) protein assay kit 

(Pierce, Rockford, IL, USA)를 사용하였다. 단백질 양

을 10, 20 μg으로 맞춘 후 8%, 10%, 15% sodium do-

decyl sulfate-polyacrylamide gels을 이용해 전기영동

한 다음 polyvinylidene difluoride membranes (Bio-Rad 

Laboratories, Hercules, CA, USA)로 이동시켰다. 단백

질이 이동된 membranes은 0.1% Tween 20이 포함 된 

Tris buffered saline (0.1% TBS-T)에 5% bovine serum 

albumin 녹인 용액으로 실온에서 1시간 blocking 시

킨다. 그 다음 1차 항체를 1:1000으로 희석하여 4 °C

에서 overnight 시킨다. 1X 0.1% TBS-T로 3번 10분씩 

세척하고 2차 항체를 1:25000으로 희석하여 상온에

서 1시간 반응시킨다. 다시 한번 1X 0.1% TBS-T로 

3번 10분씩 세척하고 enhanced chemiluminescence kit 

(Millipore, Billerica, MA, USA)을 사용하고 시각화하

기 위해서 MicroChemi 4.2 imager (DNR Bioimaging 

Systems, Jerusalem, Israel)를 사용하였다.

 7. 통계

 본 실험에서 측정한 분석 결과는 총 3번 실험하여 

평균 ± 표준편차로 표기하였으며, 실험군간의 통계

학적 분석은 analysis of variance (ANOVA) 분석을 

실시하였고, Dunnett’s test로 3번의 실험을 비교하여 

GraphPad Prism software (version 5.0; GraphPad 

Software Inc., San Diego, CA, USA)을 사용하였고 

Control군과 비교하여 ** p < 0.05, *** p < 0.005 수준
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에서 통계학적 유의성을 검정하였다.

결 과 및 고 찰

PYWE의 세포 생존율 측정

PYWE가 RAW 264.7 대식세포의 생존율 측정을 

위해 RAW264.7 세포를 1x105/mL로 12 well plates에 

24시간 배양을 시키고, PYWE를 0, 0.125, 0.25, 0.5, 

1 mg/mL로 24시간 처리한 후 PYWE의 세포 독성을 

측정하였다. 그 결과 1mg/mL까지 세포 독성이 없는 

것을 확인 할 수 있었다(Fig. 1).

Fig. 1. Cell viability of PYWE on RAW264.7 cells. 

RAW264.7 cells were treated with PYWE (0.125, 0.25, 0.5, 

1 mg/mL) for 24 h, and cell viability was measured by MTT 

assay. RAW264.7 cells were incubated without PYWE as 

control group, which were considered 100% survival. Data 

are represented as mean ± SD of three independent 

experiments. N = 3 per group.

PYWE의 Nitric oxide 생성량과 iNOS 발현량

RAW264.7 세포를 1x105/mL로 12 well plates로 24

시간 배양하고 각각 LPS (0.5μg/mL)와 PYWE를 

0.125, 0.25, 0.5, 1 mg/mL로 24시간 처리한다. 그 후 

Griess reagent와 세포 배양된 상층액을 이용하여 

Nitric oxide 측정한 결과, LPS를 처리한 군은 

15.68±1.114이고 PYWE를 0.125, 0.25, 0.5, 1로 처리 

했을 때 각각 1.43±0.27, 3.14±1.02, 6.75±2.04, 

9.11±0.55로 나타났다. PYWE를 처리한 군에서는 

Nitric oxide의 양이 control에 비해 농도의존적으로 

증가하였고 오직 LPS만 처리한 군과 비교했을때는 

현저히 낮았다(Fig. 2a). iNOS 발현량을 측정을 위해 

Western Blot을 수행하여 확인하였다. PYWE를 0, 

0.125, 0.25, 0.5mg/mL로 처리하고 LPS는 단독으로 

0.5μg/mL로 처리하였다. PYWE를 0.125, 0.25, 0.5를 

처리한 군은 control군에 비해 농도의존적으로 증가

하였고 LPS 단독으로 처리한 군에 비해서는 발현량

이 낮았다(Fig. 2b). 이는 LPS로 유도한 염증 반응보

다는 낮고 control 보다는 iNOS의 발현량이 높은 것

으로 보아 면역 증강에 효능이 있다는 가능성을 시

사한다.

PYWE이 RAW264.7 세포에서의 Cytokine levels 

측정

PYWE를 RAW264.7 세포에 0.125, 0.25, 0.5, 

1(mg/mL)의 농도로 24시간 처리하고 세포 배양액을 

이용하여 TNF-α와 IL-6의 발현량을 ELISA kits 지시

사항에 적힌 그대로 실험을 진행하였다. TNF-α 발현

량은 LPS만 처리한 군에서 142.9±7.36이 나왔고 

PYWE를 0.125, 0.25, 0.5, 1mg/mL로 처리한 군에서

는 각각 18.73±2.92, 42.73±2.51, 64.73±5.13, 

100.23±8.81으로 나타났다. (Fig. 3a). IL-6의 발현량

은 LPS만 처리한 군에서는 86.23±5.39로 나타났으며 

PYWE를 0.125, 0.25, 0.5, 1mg/mL로 처리한 군에서

는 각각 38.9±5.19, 45.4±5, 62.73±6.80, 70.23±7.63으

로 나타났다(Fig. 3b). 이는 TNF-α와 IL-6의 발현량을 

보았을 때도 PYWE를 처리한 군이 control군 보다는 

농도의존적으로 높고 오직 LPS를 처리한 군 보다 

PYWE를 처리한 군에서 낮게 나타났다. Western 

Blot를 통해서 단백질  발현량을 측정하였을 때도 
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같은 결과를 보였다(Fig. 2b). 면역 및 염증 반응이 

일어 났을 때 면역 세포가 분비하는 cytokine의 발현

량을 측정 결과를 보아 PYWE가 면역 증강에 효과가 

있음을 보여준다.

Fig. 2. Effects of PYWE on the expression levels of Nitric 

oxide, iNOS, TNF-α, and IL-6 in RAW264.7 cells. RAW264.

7 cells were pre-treated with PYWE (0.125, 0.25, 0.5, 1 mg/m

L) for 24 h, and LPS (0.5 μg/mL) was respectively induced 

for inflammatory response for 24 h. (a) NO production was 

detected by using the supernatant of cultured medium and 

Griess reagents. (b) Protein expression levels of the iNOS, 

TNF-α, and IL-6 was examined using Western blot analysis. 

α-Tubulin represented as a control. N = 3 per group. Data 

are served as mean ± SD of three independent experiments. 

** p < 0.05, and *** p < 0.005 compared with the Control 

group.

Fig. 3. Effects of PYWE on the cytokine expression levels 
of TNF-α, and IL-6 in RAW264.7 cells. RAW264.7 cells wer
e pre-treated with PYWE (0.125, 0.25, 0.5, 1 mg/mL) for 

24 h, and LPS (0.5 μg/mL) was respectively induced for infla
mmatory response for 24 h. (a) TNF-α concentration was dete
cted by ELISA kits using the supernatant of cultured medium. 
(b) IL-6 concentration was examined by ELISA kits using 
the supernatant of cultured medium. N = 3 per group. Data 
are served as mean ± SD of three independent experiments. 
** p < 0.05, and *** p < 0.005 compared with the Control 
group.

 PYWE이 RAW264.7 세포에서의 MAPKs pathway 

발현 측정

 MARKs는 세포 성장과 분화, 세포 반응에 중요한 

역할을 한다. 특히 ERK는 세포의 proliferation과 dif-

ferentiation, JNK과 p38은 염증 및 stress 반응과 관련

이 있다. MARKs는 LPS를 적정 농도로 30분간 처리

하면 최고로 증가한다고 알려져 있어, MAPKs path-

way 발현량을 측정하기 위해 PYWE를 RAW264.7 세

포에 0.125, 0.25, 0.5 mg/mL 농도로 처리하고, LPS는 
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0.5μg/mL 로 30분 처리하였다. ERK와 JNK, P38에서

는 변화가 없고, phosphorylation-ERK, phosphor-

ylation-JNK, phosphorylation-P38는 LPS 단독 처리한 

군에서는 증가하고 PYWE를 처리한 군에서는 con-

trol에 비해 농도의존적으로 증가하였다. 하지만 

LPS 단독 처리한 군에 비해 PYWE를 처리한 군의 

발현향이 현저히 낮았다. (Fig. 4). 이는 MARKs path-

way (p-ERK, ERK, p-JNK, JNK, p-P38, P38)확인을 

통해 PYWE가 면역 증강에 효과가 있음을 보여준다.

Fig. 4. Effects of PYWE on the protein expression levels 

of MAPKs in RAW264.7 cells. RAW264.7 cells were pre-tre

ated with PYWE (0.125, 0.25, 0.5 mg/mL) for 24 h, and 

LPS (0.5 μg/mL) was respectively induced for inflammatory 

response for 24 h. Protein expression levels of the ERK, p-ER

K, JNK, p-JNK, P38, and p-P38 was measured by Western 

blot analysis. (b-d) Quantitative data of (a) were analyzed 

using the ImageJ bundled with Java 1.8.0_172 software. N 

= 3 per group.

결 론

해조류는 많은 생리 활성 화합물인 poly-

saccharides, porphyrans, proteins, fatty acids, car-

otenoids, vitamins, minerals을 포함 하고 있으며 특히, 

방사무늬 김은 항산화, 항염증, 항노화, 항고혈압, 항

암 등에 효과가 있다고 알려져 있다. 본 연구에서는 

방사무늬 김을 열수 추출하여 면역 조절에 효과가 

있는지 확인하였다. 면역 및 염증에 관련된 인자들

인 Nitric oxide, iNOS, TNF-α, IL-6, MAPKs pathway

를 확인하고 염증 반응을 일으키기 위해 처리한 LPS 
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처리군에 비해 염증 관련인자들의 발현량이 낮고, 

이 발현량이 일정 수준에서 control에 비해 농도의존

적으로 증가하는 것으로 보아 PYWE가 RAW 264.7 

대식세포에서 면역 조절 능력이 있음을 시사한다.
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