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ABSTRACT

Anticanceractivityofmethanolextractfrom
AnthriscussylvestrisHoffmannthroughcaspase
dependentapoptosisinKBhumanoralsquamous

cellcarcinoma

Parkseungcheol

Advisor:Prof.Su-GwanKim,Ph.D.

DepartmentofDentistry,

GraduateSchoolofChosunUniversity

Recently,biologicallyactivityfrom wildplantsusedinherbalmedicinehave

beenthecenterofinterest.　AnthriscussylvestrisHoffmannisacommon

wildplantthatisindigenoustoEurope,NorthAmerica,Africa,Asia,and

New Zealand.ThedriedrootofAnthriscussylvestrisHoffmannhasbeen

used in Korean traditionaldrugs forthe treatmentofvarious diseases,

includingbronchitis,andasanantipyretic,acoughremedy,andananalgesic

herbaldrug.However,ithasbeenunknowntheanti-cacnereffectofthe

AnthriscussylvestrisHoffmannonthegrowthofKB humanoralsquamous

cellcarcinoma.

Inthisstudy,toexploreitspotentialanti-cancereffectontheproliferation

ofKBhumanoralsuqamouscellcarcinoma,weexaminedwhethermethanol

extractofAnthriscussylvestrisHoffmanncouldinhibitthegrowthofKB

human oral squamous cell carcinoma, and investigated its molecular

mechanism.Treatmentofthe methanolextractofAnthriscus sylvestris

HoffmanninKBoralsquamouscellcarcinomareducedcellviabilityinadose
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dependentmanner.Tounderstandofmolecularmechanism whetheritscell

deathisrelatedwithapoptosispathway,weperformedDNA fragmentation,

westernblotandLIVE-DEAD cellstaining.TheformationofaDNA ladder

wasobservedbytreatmentofthemethanolextractfrom Anthriscussylvestris

Hoffmann.Inaddition,westernblotanalysisshowedthatmethanolextractof

AnthriscussylvestrisHoffmanninducedtheactivationofcaspase-3,-7,-9,

cleavedPARP,andmarkedreductionofBcl-2.Furthermore,thedeadcell

staining (red color) significantly increased by the methanolextract of

AnthriscussylvestrisHoffmann.

Taken together,these results suggested thatthe methanolextractof

AnthriscussylvestrisHoffmanninducedcellapoptosisthroughmitochondrial

caspasedependentpathwayinKBhumansoralsquamouscellcarcinoma.
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I.서 론

호(AnthriscussylvestrisHoffmann)는 우리나라 역의 산이나 들에

서 자생하는 산형과 (Umbelliferase)에 속하는 여러해살이풀로 어린잎은

식용으로 뿌리는 한방에서 약재로 사용되고 있다. 호는 방추형으로 근

두부에는 기와 엽 가 있고 길이는 3-10cm,지름 7-15mm 바깥면은

흑갈색을 띄고 있으며, 쪽에는 가로주름 뿌리자국이 있다.꺾인 면은

회백색이며 매끈하나 속이 엉성한 것도 있으며 특이한 방향이 있고,맛은

쓰다(1-3).지 까지 호의 성분으로는 디옥시포도필로톡신,안젤로일 포

도필로톡신,이소안트리신,포도필로톡신,야테인과 같은 리그난 계열의

물질과 데커신,노다 닌과 같은 쿠마린 계열의 물질들이 보고되어져 있

다(4). 호는 로부터 기침,천식 후두염의 치료제로 사용되어지고

있다. 호에서 분리한 안젤로일 포도필로톡신은 일시 인 허 에 유발되

는 심근기능의 이상을 호 시키며(5),최근에는 디옥시포도필로톡신을 처

리하여 다양한 암세포주에서 세포사멸을 유도하거나 세포주기를 억제하여

암세포를 죽이는 것으로 알려지고 있다(6,7).

구강암은 입안의 , 바닥,볼 막,잇몸,입천장,입술, 아래 턱

등에 발생하며 이를 총칭하여 구강암이라고 한다.구강암의 종류로는 편

평 상피세포암종(squamousepidermalcarcinoma)이 87%로 가장 흔하고

그 밖에 침샘에서 발생하는 선양낭성암(adenoidcysticcarcinoma), 액

표피양암(mucoepdermoid carcinoma),선암 등이 있다(8).원인인자로는

흡연,음주,만성 자극,HumanPapillomaVirus(HPV)감염 등이 있으

며,음주와 흡연을 함께 할 경우에는 정상에 비해 1.5배 높은 구강암 발생

률을 보이고 있다(9).최근 발표된 앙암 등록본부 자료에 의하면 2009년

우라나라 에서는 연 192,561건의 암이 발생되었는데,그 구강암은 남녀

를 합쳐서 연 1,401건으로 체 암 발생의 0.7%를 차지하 고 남녀의 성

비는 1.8:1로 남자에게서 더 많이 발생했다고 보고 하 다(9).구강암은
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다른 부 의 암과는 달리 부분 육안으로 별이 가능하며 조기진단이

비교 다른 암에 비해 용이하며 화학방사선요법 혹은 유 자 치료법의

상으로 훌륭한 모델이 될 수 있음에도 불구하고 구강암은 다른 암에 비

해 그 발생기 등 분자생물학 근이 되어있지 않은 암 의 하나로 알

려져 있다(10). 재까지 구강암 치료는 방사선요법과 5-FU(fluorouracil),

cisplatin,bleomycin등의 항암제를 병행하여 치료하고 있으나 소화기계

합병증,면역력 하,골수기능 하등과 같은 심각한 부작용이 나타나고

있다(11-13).

최근 들어,각종 질병의 방 치료용 천연생리활성 물질을 약용식물

에서 찾고자 하는 노력이 세계 으로 활발하게 이루어지고 있는 가운

데 자국의 약용작물 보호와 맞물려 새로운 천연생리활성 물질의 탐색

활용을 한 연구개발 노력이 격히 증 되고 있다(14).최근 국내외 으

로 천연물을 이용한 식품이나 의약품 개발에 한 심이 증가되고 있으

며, 한 생리활성 물질 뿐 아니라 다양한 암의 치료를 한 항암 물질의

원료로도 이용되고 있을 만큼 응용 분야도 다양하다(15).이처럼 우리나라

자생식물들과 각종 약용식물에 한 효능 연구가 활발히 진행되어 지고

있으나 그 수 이 기 인 효능연구에 집 되고 있다.그러나 차후 연구

방법은 단순한 효능의 분석에 그치지 않고 정확한 기 연구를 바탕으로

한 임상 용 시장 유통이 될 수 있는 산업 용이 가능한 연구가

필요하다.구강암의 90% 이상이 상피세포 암이며,발생기 은 신체의 다

른 부 에서 발생되는 상피세포암 과 유사하나 정확하게 암 발생기 이

알려져 있지 않다(16,17).임상 으로 국소 침윤 경부 임 이

를 하며 과거에는 수술이나 방사선과 같은 국소요법이 치료의 근간을 이

루어왔다. 재에는 암 치료에 있어 수술 방사선을 이용하여 치료함과

동시에 항암제를 투여하여 치료하는 복합 치료요법이 개발되었다. 한
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면역요법의 개발이 한창이여서 interferon,interleukin등이 출 하고 있으

나 비용도 비싸고 결과도 만족할 만한 정도는 못되어 구강암에는 이용되

지 못하고 있다(18).최근에는 지 까지 이용되고 있는 화학요법의 부작용

을 이기 한 노력의 일환으로 진통,이뇨 강장,거담,해열 는 항염

효과가 있다고 알려진 약용식물의 성분을 추출,정제하여 구강암 세포주

에 처리하여 항암 활성효과를 확인하는 연구들이 활발히 진행 이며,기

존의 화학요법에 사용되어왔던 항암제와 함께 이러한 약용식물을 병용하

여 항암활성 효과 증강 부작용 억제효과들이 보고되고 있다(19).본 연

구자는 이미 본격 인 기능성 물질 탐색을 하여 500여 가지 국내자생

추출물을 확보하여 구강암 세포주에 추출물을 처리하여 항암 활성효과를

MTT기법을 이용하여 탐색하 다.

본 연구에서는 여러 가지 자생식물 에서 항암 활성효과가 탁월한

호를 메탄올을 이용하여 추출한 후 구강암 세포주에 처리하여 세포 성장

억제를 확인한 결과 구강암세포의 성장률이 하게 감소함을 확인하

으며, 한 다양한 실험을 수행하기 해 세포성장 억제농도인 IC

(InhibitoryConcentration)50을 확인하 다.진핵세포에서 세포사멸은 일

반 으로 우리 몸 안에 입력되어 있는 생체 로그램으로 비정상세포,손

상된 세포,노화된 세포가 체계 인 분자 신호 달 체계에 의해 세포가

스스로 자살해 사멸하거나 화상과 타박,독극물 등의 자극에 의해 일어나

는 세포의 죽음으로 세포의 사고사 는 돌연사에 의해 세포 밖에서 수분

이 유입됨으로써 세포가 팽창하여 죽은 세포괴사의 두 형태로 구별된다

(20).세포사멸은 세포치사를 억제하는 단백질 는 반 로 세포치사를 유

도하는 단백질들의 활성의 변화에 의해 일어나며,이러한 단백질들의 변

화에 있어서 기본 으로 알려져 있는 것이 미토크드리아 외막에 존재하는

apoptosis에 련된 단백질과 caspase계 단백질이 존재한다(21).세포사멸
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의 외형 형태로는 기 염색사의 응축과 더불어 건강한 세포의 경우 세

포막 안쪽으로 노출되는 phosphatidylserine막지질이 세포막 바깥쪽으로

노출되며 annexin-V나 live-dye와 같은 염색약을 세포에 직 처리하여

살아있는 세포를 확인하거나 PI을 염색하여 죽은 세포를 확인 할 수 있

다. 한 정상세포에서는 chromosomalDNA는 분해되지 않는 단일한 형

태를 뛰는 반면 세포치사가 된 세포에서는 chromosomalDNA가 잘려지

기 때문에 세포의 genomicDNA를 분리하여 아가로즈상에서 기 동을

수행함으로서 세포치사 여부를 확인 할 수 있다(22).구강암세포 성장의

억제가 세포사멸에 의한 것인지 확인하기 해 DNA 분 화 실험을 수행

하 으며 미토콘드리아 외막에 존 하는 Bax와 Bcl-2의 변화를 확인하

다. 한 세포사멸과정에서 특이 으로 활성화되는 caspase계 단백질로

알려져 있는 caspase-3,-7,-9의 활성화와 PARP의 단을 확인하여

호 추출물이 구강암세포에서 미토콘드리아 의존성 기작에 의한 세포사멸

로 세포성장을 억제함을 확인 하 다.

와 같은 결과를 통해서 추출물에 의한 단순한 항암효능의 분석에 그

치지 않고 추출물의 암세포 사멸에 한 정확한 발생기 을 연구한다면

구강암 치료 새로운 항암제 개발에 많은 도움이 되리라 생각된다.
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II.재료 방법

1.실험재료

호(Anthriscus sylvestris Hoffmann)를 농조합법인 한약사랑에서

구입하여 메탄올을 이용하여 추출 후 동결건조 시킨 것을 Dimethyl

Sulfoxide(DMSO;Calbiochem,USA)에 녹인 후 세포 배양액에 회석하

여 사용하 다. anti-cleaved caspase-3,-7,-9,cleaved PARP, Bax,

Bcl-2(CellSignaling Technology,Beverly,MA)과 actin(Santa cruz

Biotechnology, Inc)을 구입하여 사용하 으며, 기타 분석시약들은

analyticalgrade를 구입하여 사용하 다.

2. 호 추출물의 제조

호 10㎏을 분쇄하여 가루로 만든 후 10L의 메탄올을 첨가하여 추

출 하 다.추출을 2회 반복 실시한 후 추출물을 여과지로 여과하여 감압

농축하여 50g의 추출물을 얻어 사용하 다.

3.세포 배양

Humanoralfibroblast와 구강암세포(KB,ATCC No,CCL17)는 10%

fetalbovineserum (FBS,GibcoBRL,Rockville,MD,USA) 항생제

(100 ㎍/㎖ penicillin,100 Unit streptomysin)가 함유된 Dulbecco's

ModifiedEaglesMedium (DMEM,GibcoBRL,Rockville,MD,USA)을

사용하 다.

4.MTT assay

호 추출물에 한 KB세포의 생존율을 조사하기 하여 12 well
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cultureplate에 3×10
5
cells/well세포를 seeding하고 12시간 후에 호

추출물(500㎍/㎖,1㎎/㎖,μg,5㎎/㎖,10㎎/㎖,50㎎/㎖,100㎎/㎖)을

1㎕ 처리하 고, 조군으로 DMSO 1㎕를 처리하 다. 호 추출물을

처리한 12wellplate에 있는 배양액을 제거 한 후 450㎕의 DMEM 배양

액과 50 ㎕의 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2(MTT)용액를 첨가하 다.

MTT용액이 첨가된 12wellplate을 37℃,5% CO2배양기에서 4시간 반

응시킨 후 배양액을 제거하고 DMSO500㎕를 첨가하여 녹인 후 96well

culture plate에 100 ㎕를 분주 후 Microplate Autoreader ELISA

(Bio-TekInstrumentsInc.,Winooski,VT)를 사용하여 570㎚에서 흡

도를 측정하여 세포 생존율을 확인하 다.

5.DNA fragmentationassay

DNA 분 상을 조사하기 해 3×10
5
KB세포를 12wellplate에 배

양 후 호 추출물(5㎎/㎖)을 1㎕ 처리하여 24시간 후 1500rpm으로 5

분 동안 원심분리 하여 세포를 수집 한 후 500㎕의 lysisbuffer로 용해

시켜 37℃ incubator에 2시간 동안 반응 시킨 후 12,000rpm으로 5분 동

안 원심 분리하여 상층액을 새로운 튜 에 옮겨 동량의

phenol/chroloform/isoamylalcoholsolution을 넣고 -20℃ 에서 1시간 동

안 보 한 뒤 12,000rpm으로 20분 동안 원심분리 하여 genomicDNA

을 분리하 다.분리한 genomicDNA를 ethidium bromide가 포함된 2%

agarose gel을 이용하여 150 voltage에서 30분 기 동하여 UV

transilluminator(SpectronicsCorporation Westbury,NY,USA)하에서

genomicDNA분 을 찰하 다.
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6.Westernblotanalysis

3×10
5
KB세포를 12wellplate에 배양 후 호 추출물(5㎎/㎖)을 1

㎕ 처리하여 24시간 후 1500rpm으로 5분 동안 원심분리 하여 세포를

수집 한 후 phosphatebuffersaline(PBS)로 두 번 세척하고,protein

lysisbuffer를 이용하여 단백질을 분리한 후 BCA ProteinAssay Kit

(Pierce,Rockgord,IL,USA)을 이용하여 정량하 다.50㎍ 단백질을

12% SDS-PAGEgel에 loading한 후 120voltage에서 2시간 동안 기

동 하 다.Gel상에서 분리 된 단백질은 westernblotanalysis을 수행

하기 해 polyvinylidenefluoride(PVDF)membrane에 transfer한 후,

blocking solution(5% nonfat dried milk in TBS containing 0.1%

Tween-20)을 이용하여 1시간 동안 blocking 하 다. 1차 항체

anti-cleavedcaspase-3,-7,-9,cleavedPARP,Bax,Bcl-2(CellSignaling

Technology,Beverly,MA)와 actin(SantacruzBiotechnology,Inc)을

TBST(TBScontaining0.1% Tween-20)를 이용하여 1:1000비율로 희석

한 후 4℃ 조건하에 16시간 동안 반응하 다.TBST를 이용하여 세 번

세척 후 2차 항체 anti-rabbit 는 anti-mouse antibody(Amersham

Biociences,UK)는 TBST를 이용하여 1:5,000비율로 희석하여 1시간 반

응 후 ECLkit(Amersham LifeSciences,ArlingtonHeights,IL,USA)을

이용하여 westernblotanalysis를 수행하 다.

7.Live-Deadcellstaining

LIVE-DEAD cellstainingkit(Invitrogen,MolecularProbes,Eugene,

Oregon,USA)는 생존 세포양과 죽은 세포양을 평가하는데 일반 으로

사용되고 있으며 LIVE-DEADcellstainingkit는 1mM live-dye와 2.5

㎎/㎖ propidium iodide(PI)로 구성되어 있다.live-dye는 막 투과성이며
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모든 세포막을 통과하여 핵산에 염색되어 녹색 형 을 나타낸다.반면 PI

는 막비투과성이며 세포막이 손상된 세포의 핵산에 염색되고 붉은색 형

을 나타낸다.live-dye와 PI 형 물질로 염색 시 살아있는 세포에

live-dye에 의해서 녹색으로 염색이 되며,죽은 세포는 PI에 의해서 붉은

색으로 염색 된다.따라서 본 실험에서는 live-dye와 PI을 동시에 KB구

강암 세포에 처리하 다.

8.실험자료의 통계학 검정

모든 실험성 은 mean±standarderrorofthemean으로 나타내었고,

각 실험군 간의 유의성 검정은 ANOVA 후에 standardt-test를 하 으

며,p-value가 0.05미만(*,p<0.05)과 0.01미만(**,p<0.05)의 경우에서

통계 유의성이 있는 것으로 간주하 다.
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Ⅲ.결 과

1. 호 메탄올 추출물이 KB세포 성장 억제에 미치는 효과

정상세포주인 humanoralfibroblast와 KB세포에 호의 메탄올 추출

물에 의한 IC50 세포성장 억제 효과를 조사하기 해 추출물을 다양한

농도(500㎍/㎖,1㎎/㎖,5㎎/㎖,10㎎/㎖,50㎎/㎖,100㎎/㎖)별로 1

㎕ 처리하여 24시간 후 MTTassay를 수행하 다.그 결과 정상세포주인

humanoralfibroblast에서는 변화가 없었으며 이러한 결과는 호 추출

물이 정상세포에서는 세포독성이 없음을 확인하 다(Fig1A).반면 KB

세포에서는 호 추출물을 처리 후 24시간 뒤 5㎎/㎖ 농도에서 1㎕를

처리한 well에서 약 50% 정도 세포성장이 감소함을 확인하 으며 이러한

결과를 가지고 호추출물의 IC50 값이 5㎍임을 확인하 으며(Fig1B),

조군으로 사용한 DMSO 조군에서는 세포성장에 향이 없는 것으로

확인되었다.
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Figure1.EffectofthemethanolextractofAnthriscussylvestris

Hoffmann on cell viability in KB human oral squamous

carcinomacells.Cellsweretreatedwithvariousconcentrationofthe

methanolextractofAnthriscussylvestrisHoffmann in human oral

fibroblast(A)andKBhumanoralsquamouscarcinomacells(B).Cells

viabilitiesweredeterminedbytheMTT assay.Thepercentageofcell

viability wascalculated asa ration ofA570nm.Each datapoint

representsthemean±SDofthreeindependentexperiments.
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2. 호 메탄올 추출물에 의한 KB세포 genomicDNA의 분 화

호 메탄올 추출물에 의한 KB세포의 증식억제가 apoptosis에 의해서

나타나는 것임을 확인하기 해 호 추출물 5㎍를 처리하여 24시간 동

안 배양 후 세포를 수집하여 DNA 분 이 나타남을 확인하 으며 이러한

결과는 세포성장 억제가 세포사멸에 의한 기작을 통해 나타남을 확인하

다(Fig2).
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Figure 2. Fragmentation of inter-nucleosomal DNA by the

methanolextractofAnthriscussylvestrisHoffmanntreatmentin

KB human oralsquamous carcinoma cell.Cellswereseeded at

3×10
5
andthentreatedwith5㎍ ofthemethanolextractofAnthriscus

sylvestrisHoffmannfor24h.GenomicDNA wassubjectedto1.5%

agarosegelelectrophoresis.
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3. 호 메탄올 추출물이 anti-apoptotic factor와 pro-apoptotic

factor에 의한 capase-3,-7,-9의존성에 의한 KB세포 사멸 유도

호 메탄올 추출물이 KB세포의 성장억제를 일으키는 기 을 확인하기

해 anti-apoptoticfactor로 잘 알려진 Bcl-2와 pro-apoptoticfactor로

알려진 Bax의 변화를 확인하고 한 세포사멸에 가장 요한 인자로 알

려져 있는 caspase의 활성화를 확인하 다.먼 세포 내 미토콘드리아

외막에 존재하는 Bax와 Bcl-2의 변화를 확인한 결과 추출물을 처리했을

때 Bax의 발 이 증가하 으나 Bcl-2의 발 변화는 하게 감소함을

확인하 다(Fig 3A). 한 내인성 세포사멸 유도에서 하방에서 활성화

되어 신호를 달하는 caspase-7,-9의 활성화 내인성과 외인성 세포

사멸경로의 하방에서 신호 달의 필수 인 역할을 하는 caspase-3활성

화도 확인하 다(Fig 3B).반면에 조군으로 사용한 DMSO에서는

caspase-3,-7,-9활성화가 나타나지 않음을 확인하 다.
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Figure3.Theexpressionlevelsofapoptoticrelatedproteinsand

caspasedependentproteinsbythemethanolextractofAnthriscus

sylvestrisHoffmann in KB oralsquamouscellcarcinoma.Cells

wereseededat3×10
5
andthentreatedwith5㎍ ofthemethanol

extractofAnthriscus sylvestris Hoffmann for 24 h.Bax,Bcl-2,

cleaved caspase-9,-7,-3 and cleaved PARP protein levels were

determined by western blotanalysis(A)and Quantitativedatafor

westernblots(B).Wholelysateswereseparatedby12% SDS-PAGE.

Theamountofprotein normalizedby acomparison with theactin

levels.The data are reported as mean±SD ofthree independent

experiments.*P < 0.05,**P < 0.01asdeterminedbytheStudent’s

t-testcomparedtothecontrol.
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4.Live-Deadcellstainingkit을 이용한 호 메탄올 추출물에 의한

KB세포 사멸 유도

KB세포에서 호 메탄올 추출물이 세포사멸에 향을 확인하기 해

live-dye와 PI 염색을 통해 확인하 다.LIVE-DEAD cellstaining

kit(Invitrogen,MolecularProbes,Eugene,Oregon,USA)는 생존 세포양

와 죽은 세포양을 평가하는데 일반 으로 사용되고 있다.LIVE-DEAD

cellstainingkit는 1mM live-dye와 2.5㎎/㎖ propidium iodide(PI)로 구

성되어 있다.live-dye는 막 투과성이며 모든 세포막을 통과하여 핵산에

염색되어 녹색 형 을 나타낸다.반면 PI는 막비투과성이며 세포막이 손

상된 세포의 핵산에 염색되고 붉은색 형 을 나타낸다.live-dye와 PI형

물질로 염색 시 살아있는 세포에 live-dye에 의해서 녹색으로 염색이

되며,죽은 세포는 PI에 의해서 붉은색으로 염색 된다.KB 세포에 호

메탄올 추출물 5㎍을 24시간 처리하여 배양한 후 염색을 통해 확인한

결과 메탄올 추출물에서 죽은 세포의 염색이 많이 됨을 확인할 수 있었다

(Fig.4).
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Figure4.LiveanddeadcellstainingofKB oralsquamouscell

carcinoma by the methanol extract of Anthriscus sylvestris

Hoffmann.Cellsweretreatedwith5㎍ ofextractfor24h.Thelive

cellsstainedbylive-dye(greencolor)andthedeadcellswerestained

byPI(redcolor).
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Ⅳ.고 찰

약용식물에 한 심이 높아짐에 따라 우리 주변에서 흔히 자생하는

식물의 다양한 생리활성 물질 인간에게 유용한 항암 물질을 발굴하기

한 노력이 활발해 지면서 기존의 호 효과로 알려져 있는 항염증,항

바이러스 소염작용 뿐만 아니라 재에는 호의 다양한 성분을 분리

하여 여러 가지 암세포에 처리함으로서 항암 효과 등을 나타내는 연구가

활발히 이루어지고 있다(10,11).최근에 연구자들이 자생식물을 이용한

용매 추출물을 이용하여 기존에 천연항암제 합성항암제의 단 으로 알

려진 암세포 내성 발 과 환자에 한 부작용을 극복하기 해 많은 실험

을 수행하고 있다.그러나 이러한 자생식물 추출물 에서도 일부 식물의

경우 낮은 효율과 약물의 세포독성 때문에 임상 단계에서 개발이 제한

되고 있다(23,24).따라서 본 연구에서는 국내에 자생하고 있는 호를

이용하여 KB세포의 세포성장 억제 세포사멸에 의한 항암효과 분자

기 에 해 연구하 다. 호 메탄올 추출물을 KB세포에 처리 후 세

포성장 억제는 MTTassay기법을 이용하여 확인하 다.KB세포에 메탄

올 추출물을 농도별로 처리한 결과 처리 후 24시간 뒤 5㎍ 에서 세포의

성장을 약 50% 정도 억제시키는 효과를 보 다(Fig1B).그러나 정상세

포에서는 변화가 없는 것을 확인하 으며(Fig1A),이러한 결과는 호

메탄올 추출물의 세포독성이 없음을 확인하 다.본 연구결과는 국내에

자생하는 여러 가지 식물의 추출물 보다 더욱 빠르게 세포성장을 억제하

는데 효과 임을 확인하 다(25,26).

본 연구에서는 호 메탄올 추출물의 KB세포에 한 성장억제 효과가

세포사멸에 의한 것인지 알아보기 해 우선 DNA 분 을 확인하 다.

DNA 분 상은 세포사멸의 표 상으로 Ca
2+
의존성 endonuclease

가 활성화 되어 chromatin의 linkerDNA가 단되어 nucleosomalDNA

분 을 이루게 된다.이러한 상을 agarosegel에서 ladder형태로 찰
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할 수 있다(26,27). 호 추출물을 KB세포에 5㎍ 처리 시 뚜렷한 DNA

ladder를 찰 할 수 있었고 반면 조군으로 사용된 DMSO 처리 시 어

떠한 분 화 상도 나타내지 않음을 확인하 다.이러한 결과를 통해서

호 메탄올 추출물의 KB세포 성장억제가 형 인 apoptosis의 세포사

멸에 의한 결과임을 확인하 다.이러한 apoptosis의 분자 기 을 확인

하기 해 미토콘드리아 외막에 존재하는 apoptotic연계 단백질로 알려

져 있는 Bax와 Bcl-2의 단백질 변화 caspase-3,-7,-9의 단백질 활성

을 westernblotanalysis를 수행하여 확인한 결과, 호 메탄올 추출물을

처리 하 을 때 pro-apoptotic인자로 알려져 있는 Bax의 단백질은 증가하

고 anti-apoptotic인자로 알려져 있는 Bcl-2의 발 은 하게 감소함

을 확인하 다. 한 미토콘드리아 의존성 caspase-9,-7,-3의 단백질

활성이 나타남을 확인하 다.더욱이 미토콘드리아 의존성 caspase기작

에 의해 최종 으로 PARP가 단되어 KB세포 성장이 억제됨을 확인하

다. 와 같은 결과를 토 로 호 메탄올 추출물을 KB세포에 처리하

면 apoptosis의 특징 경로 하나로 알려져 있는 미토콘드리아의

caspasefamily의존성에 의해 세포성장 억제 세포사멸과정을 유도하

는 것으로 사료된다.

결론 으로,본 연구에서는 기존의 알려져 있는 자생식물에서 유래된

여러 가지 항암제 보다 강한 효능을 보이는 항암 물질을 개발하기 해

국내 자생하는 호를 이용하여 KB세포에 용하여 연구하 다.그 결과

KB 세포에 호 메탄올 추출물을 처리하게 되면 미토콘드리아 caspase

family의존성 세포사멸을 유도하는 분자 기 을 통해 구강암세포의 성

장을 빠른 시간 내에 억제시킬 수 있을 뿐 아니라 효과 인 천연 항암 후

보물질이 될 수 있으며,구강암에 특이 인 항암제로서 개발에 도움이 될

수 있을 것으로 사료된다.
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Ⅴ.결 론

호의 성분으로는 호의 성분으로는 디옥시포도필로톡신,안젤로일

포도필로톡신,이소안트리신,포도필로톡신,야테인과 같은 비록한 리그난

계열의 물질과 데커신,노다 닌과 같은 쿠마린 계열의 물질들이 보고되

어져 있다(1). 호는 로부터 기침 ,천식 후두염의 치료제로 사용

되어지고 있다(3).최근에는 deoxypodophyllotoxin을 처리하여 다양한 암

세포에서 세포사멸을 유도하거나 세포주기를 억제하여 암세포를 죽이는

것으로 알려지고 있다(6,7).그러나 재 구강암세포에 한 세포성장 억

제에 한 연구는 미흡한 상태이다.본 연구에서 KB세포를 이용하여

호 메탄올 추출물이 구강암세포 성장 억제에 미치는 효과와 암세포 성장

억제 세포사멸에 한 분자 기 을 규명하고자 MTT assay,DNA

fragmentation,westernblot LIVE-DEAD cellstaining등을 수행 한

결과 다음과 같은 결과를 확인 하 다.

Ⅰ. 호 메탄올 추출물은 5㎍에서 KB세포의 성장을 50% 억제 시켰으

며 정상세포에서는 변화가 없음을 확인 하 다.

Ⅱ. 호 메탄올 추출물은 KB세포의 핵에 존재하는 genomicDNA를 분

화 시킴으로서 세포사멸을 유도하 으며,live-dye와 PI와 같은 염색약

을 처리하여 살아있는 세포와 죽은 세포의 차이를 확인하 다.

Ⅲ.KB세포 내 미토콘드리아 외막에 존재하는 Bax와 Bcl-2의 발 이 변

화하며 한 caspase-3,7,9의 활성화를 유도하고 PARP의 단에 의해

세포사멸이 유도됨을 확인하 으며 이러한 결과는 미토콘드리아 의존성
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caspase신호 달과정에 의한 분자 기 이 일어남을 확인하 다.

의 결과로 토 로 호 메탄올 추출물을 이용하여 KB세포에서 성장억

제에 한 분자 기 을 확인 하 고,더 나아가 구강암세포에 항암활성

을 갖는 단일 복합성분을 분리하고 동물실험을 이용하여 기존에 알려

져 있는 구강암 치료제 보다 나은 새로운 천연 항암제 개발에 한 기

연구에 요한 석이 될 것으로 사료된다.
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