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ABSTRACT

TheBiologicalActivityandAnticancerEffectofEthanol

Extractsfrom EuonymusAlatusandZizaniaLatifolia

OH,PyungIl

Advisor:Prof.Lee,MiJa,M.D.,Ph.D

DepartmentofComplementaryandAlternativeMedicine,

GraduateSchoolofChosunUniversity

Inthemiddleofsearchingthepotentialtreatmentdrugsofstomachcancer

which isoneofthemain cancersin Korea,thisstudy wasdesigned the

following research tofind outtheeffectsofEuonymusalatusand Zizania

latifolia applied to a variety ofa folk remedy.This study was confirmed

phenolic and flavonoid contents,and 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl(DPPH)

radicalscavengingactivity,2,2'-azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonicacid

(ABTS)radicalscavengingactivitytocheckthebiologicalactiveandobserved

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) assay,

Westernblotandfluorescentmicroscopeafterexperimentingwithextractsfrom

EuonymusalatusandZizanialatifoliainfourkindsofcancercells(AGS,Hela,

HepG2,andMCF-7)tocheckanticanceractivity.

AnextractionrateofZizanialatifoliaextracts(7.3±0.1%)wastwicehigher

than thatofEuonymusalatusextracts(3.5±0.3%),butphenoliccontentsin

Euonymusalatusextracts(277.4±7.8GAEmg/g)wasmeasuredhigherthanin

Zizania latifolia extracts (25.2±0.4 GAE mg/g).Also in flavonoid contents,

Euonymusalatusextracts(13.1±1.1QE mg/g)wasmeasuredhigherthanin

Zizanialatifoliaextracts(6.5±0.7QE mg/g).Euonymusalatusextractswas

measuredhigherthanZizanialatifoliaextractsinantioxidantsscavengingDPPH
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andABTSradical,whichisconsideredtocontributetophenolicandflavonoid

contents.Euonymusalatusextractsrevealedhigherantioxidantsthandifferent

extractsinanexistingreport,previewingthepossibilitytodevelopintonatural

antioxidants.

Asaresultofconfirminganticanceractivityofextractsfrom Zizanialatifolia

extractsandEuonymusalatus,Zizanialatifoliaextractsdidn'thaveanticancer

activitybutEuonymusalatusextractsshowedanticanceractivitythatpeculiarly

reducedonlycancercells,decreasingthesurvivalrateofcancercells.There

wasthehighestanticanceractivity in AGS,followed by Hela,HepG2,and

MCF-7.Alsowhenexperimentingwiththem for48hr.or72hr.,theyshowed

anticanceractivity thatisn'ttolerantofcancercells,resulting in constant

decreaseoncellsurvival.

AsaresultofconductingWesternblotafterdisposingofEuonymusalatus

extracts from AGS,Bax,pro-apoptotic factor,was increased and Bcl-2,

anti-apoptoticfactor,wasdecreased,whichmadeintrinsicapoptosisoccurand

caspase-3activated.

Based on these results,Euonymus alatus ethanolextracts showed the

possibility of effective anticancer drugs. Also these results can be an

opportunity to develop Euonymus alatus anticancerdrugs.Thus itcan be

concludedthatEuonymusalatusextractscanbeusedindevelopingmedicine

foranticancerdrugs.

Keywords:Zizanialatifolia,Euonymusalatus,AGS,DPPH,ABTS,HeLa,

HepG2,MCF-7,Caspase-3



- 3 -

Euonymusalatus Zizanialatifolia

Ⅰ.서론

우리나라는 통 인 의학인 한의학에 한 기성 한의서들이 다수 존재하며,질

병의 증상에 따른 다양한 약재들의 임상시험 결과에 한 내용이 세부 으로 서술

되어 있다. 인들의 생활습 변화로 암,성인병이 증가함에 따라 천연소재를

활용한 질병치료에 심이 증가하고 있다.

귀 우(Euonymusalatus)는 낙엽 목인 화살나무의 가지에 코르크층이 이상발달

로 생긴 익상돌기를 수피와 같이 채취하여 건조한 것으로 우리나라 지역에 자

생하며(Fig.1),날개는 8.0∼12mm 정도로 회갈색∼회황색을 띄며 맛은 약간 쓰

다.한의학에서는 行氣,㓉血,消積의 효능이 있어 氣血의 순환을 조 하고 통증을

경감시키고,어 을 제거하므로 각종 종양을 치료하는 약제로 사용되어져 왔다

(1-4).귀 우의 성분은 evonine,evonymine,alatamine,quercetin등이 알려져 있

다(5).약리작용으로는 당강하작용,장 수축작용 항암 작용 등이 알려져 있다

(6).

Fig.1.PicturesofEuonymusalatusandZizanialatifolia.
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풀(Zizanialatifolia)은 벼과에 속한 다년생 본으로 키는 1～2m쯤 자라며,

진흙 속에 굵고 짧은 뿌리가 으로 뻗으면서 자란다(Fig.1). 의학사 에서는 그

뿌리를 菰根 ,열매를 菰米라 하여 消渴이나 利尿劑로 사용하 으며(7),민간에서는

고 압, 염,변비,피부병 등에 이용하거나,흉년이 들었을 때 식량으로 쓰기도

하 다(8).최근에는 신경세포에 산화 손상을 유발시켜 풀 뿌리 추출물을 처리

하여 세포생존율,DNA 분 세포자멸사(apoptosis)와 련된 유 인자들의 활

성을 분석한 결과 유의한 결과를 얻었다는 보고(9)가 있으며,고장 와 발효 고장

가 각각 신체 지구력의 향상과 항피로 효과를 가진다는 연구결과가 보고되었

다(10).

2011년 우리나라 체인구(50,111,483명)45명 1명이 암치료를 받고 있거나 암

치료 후 생존하고 있는데,특히 65세 이상 연령 군에서는 13명 1명으로 이 남

자는 9명당 1명,여자는 18명당 1명이 암 환자이거나 암 치료 후 생존하고 있는 것

으로 나타났다.남자는 암이 가장 많이 발생하고 다음이 장암,폐암,간암,

립선암 순,여자는 갑상선암,유방암, 장암, 암,폐암 순이다.암 진단 후 5년

이상 생존한 암 환자는 체 암 환자의 37.6%이며 암은 69.4%로 높은 생존율을

보 으나,간암 28.6%,폐암 20.7%,췌장암 8.7%로 낮은 생존율을 보인다.암 발생

증가의 주요 원인은 인구고령화,암 진단 기술 발달,조기검진 활성화 서구형

식생활과 신체활동의 감소 등 생활습 의 변화 등으로 추정된다(11). 암을 일으

키는 험요인은 흡연,아질산염이 풍부한 음식과 야채,헬리코박터 일로리균 등

이 보고되고 있다(12).많은 환자들에서 암이 진행된 이후 발견되고,수술 시행 후

항암치료나 방사선 치료를 시도 하지만 부작용 한 지 않아서 만족할 만한 치

료 결과를 얻지 못하고 있다(13).

세포자멸사는 내인성 경로(intrinsic pathway) 는 외인성 경로(extrinsic

pathway)를 통해 일어나며 deathreceptor 련 인자들,Bcl-2 세포자멸사 억제

인자들(Inhibitorsofapoptosis,IAP),그리고 카스 아제(caspase)등의 유 자들에

의해 조 된다(14-20).내인성 경로는 미토콘드리아 경로(mitochodrialpathway)라

고도 불리며 미토콘드리아 외막에 존재하는 Bcl-2family가 요한 역할을 한다

(15,17).Bcl-2family는 Bcl-2,Bcl-xL 등 세포자멸사를 억제하는 인자와 Bax,

Bak,Bad Bid등 세포자멸사를 유발하는 인자로 나뉘며 이들은 이합체(dimer)

상태로 결합되어 미토콘드리아 외막에서 균형을 이루고 있다.하지만 외부자극에
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의해 균형이 깨지면 미토콘드리아의 막 가 변화되어 미토콘드리아 내에 존재하

는 시토크롬 c(cytochromec)와 같은 세포자멸사 유발인자들이 세포질로 방출된

다.이 시토크롬 c는 apoptosisactivatingfactor-1(Apaf-1),caspase-9과 함께 세

포질에서 apoptosome복합체를 형성하는데,이 apoptosome은 비활성상태로 존재하

고 있는 caspase-3를 활성화시키게 된다(16,19). 다른 경로로 알려진 외인성 경

로는 미토콘드리아와 비의존 과정으로 death receptor pathway라고 불리며

tumornecrosisfactor(TNF)family의 deathreceptor들의 활성에 의해 일어난다

(21).세포막에 존재하는 DR4,DR5나 TNFreceptorsuperfamily에 속하는 Fas,

TNF수용체(TNFR-1)에 TRAIL,FasL,TNF-α와 같은 apoptoticligand가 결합하

게 되면 Fas-associated death domain (FADD) 는 TNF receptor-associated

death domain (TRADD)와 procaspase-8이 death-inducing signaling complex

(DISC)를 형성하게 되어 caspase-8이 활성화 되어 세포자멸사를 유발하게 된다

(22-26).

세포자멸사 유발에 결정 인 역할을 하는 것으로 알려진 caspase들은 cysteine

protease로 알려져 있다.일반 으로 비활성 구체 상태로 존재하지만 세포자멸사

신호를 받게 되면 기질 특이 으로 aspartate잔기를 단되어 활성을 가지게 된다.

Caspase는 크게 caspase-2,-8,-9 -10과 같은 classⅠ이나 caspase-3,-6그

리고 -7과 같은 classⅡ 두 가지로 나 수 있다.ClassⅠ에 속하는 caspase들은

특이 인 분자들과 상호작용하게 되어 신호 복합체(DISC)로 연결되고,이러한

다양한 신호 달을 통해 classⅡ에 속하는 caspase들을 활성화시켜 세포질에 존재

하는 단백질의 분해를 유발한다(26-27).

본 연구에서는 우리나라 주요 암 하나인 암의 치료 가능성 약물을 탐색하

던 민간요법 등에 다양하게 응용되고 있는 귀 우와 풀의 효과를 알기 하

여 귀 우와 풀의 에탄올 추출물이 항산화 효능과 항암효능 그 작용기 을

확인하여 신약개발의 기 자료로 제공하고자 하 다.이를 하여 총 폴리페놀 함

량측정,총 라보노이드 함량측정,DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl)라디칼

소거능,ABTS (2,2'-azino-bis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonicacid)라디칼 소

거능 등을 확인하 고 항암효능을 확인하기 해 4종의 암세포인 암세포(AGS),

자궁경부암세포(HeLa),간암세포(HepG2),유방암세포(MCF-7)에 풀과 귀 우 추

출물을 처리하여 세포생존율(MTT assay)측정,Westernblot,형 미경 찰 등
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을 하 다. 한 caspases의 활성화가 세포자멸사를 유발하는지 알아보기 해 귀

우와 풀 추출물들이 암세포의 Bcl-2,Bax,caspases-3의 발 에 미치는 향을

조사하 다.
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Ⅱ.재료 방법

1.시약

풀과 귀 우는 (주)세화당(Sehwadang,Gwangju,RepublicofKorea)에서 2013

년 10월에 구입하여 사용하 으며 항산화실험에 련된 Folin-Denisreagent,Gallic

acid,quercetin,DPPH,ABTS는 Sigma-Aldrich(St.Louis,MO,USA)로부터 구

입하여 사용하 다.

세포배양을 한 RPMI-1640,minimum essentialmedium (MEM),fetalbovine

serum (FBS)과 antibiotic-antimycoticreagent는 GIBCO-BRL(GrandIsland,NY,

USA)에서,dimethylsulfoxide(DMSO),3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl

tetrazolium bromide(MTT)는 Sigma-Aldrich로부터,Westernblot분석을 한 β

-actin,Bcl-2,Bax,caspase-3항체는 SantaCruzBiotechInc(SantaCruz,CA,

USA)에서,AGS( 암세포),HeLa(자궁경부암세포),HepG2(간암세포),MCF-7(유방

암세포),Vero(신장세포)는 한국세포주은행에서,BCA Protein Assay는 Thermo

Fisher Scientific Inc.에서,WEST-ZOL은 iNtRON Biotechnology (Seongnam,

RepublicofKorea)사에서 구입하여 사용하 다.

2.시료추출

건조된 풀과 귀 우를 25mesh로 분쇄하여 사용하 다.각 시료 5g을 80%

에탄올에 침지하고 상온에서 3시간동안 150rpm으로 Obitalshaker(VS-201D,

VisionScientificCo.)에서 교반하며 추출하 다.추출물은 WhatmanpaperNo.2

로 filter하고 에탄올을 증발시키기 해 진공회 증발농축기(N-1000S-W,Tokyo

RikakikaiCo.)를 이용하여 감압 농축하 다.각 시료는 50mLconicaltube에 넣어

온냉장고(MDF-794,SanyoElectricCo.)에서 24시간동안 동결하여 동결건조기

(PVTFD10R,IlshinLabCo.)로 분말화 하 다.각 시료는 무게를 측정하여 추출수

율(%)를 계산(28)하 으며,차후 실험에 시료로 사용하 다.



- 8 -

3.총 폴리페놀 함량 측정

총 폴리페놀 함량은 Folin-Denis법에 의해 측정하 다.1mg/mL농도에 추출물

25μL에 10배 희석시킨 Folin-Denisreagent를 0.5mL첨가하 다.상온에서 5분

반응 후 0.5 mL에 7.5% Na2CO3를 첨가하고 90분 동안 반응시켰다.UV-vis

spectrophotometer를 이용하여 725nm에서 흡 도를 측정하 다.Gallicacid를 이

용하여 총 페놀 함량을 당량(equivalent,GAEmg/gdw)하 다.

4.총 라보노이드 함량 측정

시료 속에 함유된 총 라보노이드 함량은 Jia등(29)의 방법을 일부 변경하여

측정하 으며 시료의 추출은 총 페놀 함량의 처리와 동일한 방법으로 하 다.추

출물 0.1mL에 10% aluminum niteate20μL와 1M potassium acetate20μL를 혼

합하고 80% ethanol860μL를 첨가하여 상온에서 40분간 반응하여 405nm에 흡

도로 측정하 다.표 물질로 quercetin을 이용하여 건조 시료 량 당 mg

quercetinequivalent(QEmg/gdw)로 나타내었다.

5.DPPH 라디칼 소거능

항산화 활성측정법 하나인 DPPH 법에 의한 자유라디칼 소거능은 Blois의 방

법(30)을 참고하여 측정하 다.농도별로 제조한 각 시료용액 10μL에 0.4mM의

DPPH 용액 990μL을 첨가하 다.실온에서 30분간 반응시킨 후 남아 있는 DPPH

의 양을 측정하기 해서 517nm에 흡 도로 측정하 다.소거능에 의한 항산화활

성은 시료용액의 첨가군과 무첨가군의 흡 도 감소율로 나타냈으며 다음의 식에

의해 구하 다.

Freeradicalscavengingactivity(%)=(Absorbanceofcontrol− Absorbanceof

sample)÷Absorbanceofcontrol×100
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6.ABTS라디칼 소거능

시료의 총 항산화활성은 ABTS cationradicaldecolorizationassay방법(31)에

따라 측정하 다.7mM ABTS에 2.45mM potassium persulphate를 비하여 하

루 동안 암소에 방치하여 ABTS
+
을 형성시킨 후 이 용액을 734nm에서 흡 도 값

이 0.700±0.020가 되도록 희석하여 사용하 다.추출물 10μL와 ABTS용액 90μL

를 첨가한 후 분 도계를 이용하여 734nm에서 측정하 다.

ABTSradicalscavengingactivity(%)=(Absorbanceofcontrol-Absorbance

ofsample)÷Absorbanceofcontrol×100

7.세포배양

본 연구에서 사용한 AGS,MCF-7,Vero세포주는 RPMI-1640에서 배양하 으

며,HeLa,HepG2세포주는 minimum essentialmedium (MEM)에서 배양하 다.

세포배지는 10% FBS와 1% antibiotic-antimycoticreagent를 첨가하여 사용하 으

며 5% CO2배양기에서 37℃로 배양하 다.실험을 해 계 할 때는 세포를 1x10
5

cell/mL로 분주하여 실험하 다.

8.세포 생존율

세포에 한 독성 측정은 MTT 측정법(32-35)으로 확인하 다.이 방법은 세포

의 미토콘드리아 내 효소인 succinate-dehydrogenase에 의해 MTT가 formazan으

로 환되는데,세포의 성장이 멈추거나 세포가 죽으면 formazan의 생성이 감소되

는 을 이용한 것이다.추출물과 FBS에 간섭을 이기 해 시료 처리할 때에는

0.5% FBS로 낮추어 사용하 으며,추출물은 10,50 100μg/mL의 농도로 사용

하 다.96wellplate에 1×10
5
cells/mL로 100μL씩 분주하여 16시간 동안 배양한

후,시료 추출물을 배지에 10,50 100μg/mL농도로 처리하 다.이를 24시간,

48시간,72시간 배양한 다음 0.5mg/mL의 MTT가 첨가된 배지로 교체하여 4시간

동안 배양하 다.이때 형성된 formazan은 150μLDMSO로 녹여 ELISA reader로
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540nm에서 흡 도를 측정하 으며,시료 무처리군에 비하여 세포 생존율(%)을

계산하 다.

9.Westernblot분석

세포를 1×10
5
cell/mL의 농도로 100mm dish에 분주하여 16시간 배양한 후 시

료를 농도별(10,50,100µg/mL)로 처리하여 24시간,48시간,72시간 배양하 다.

시료처리가 끝난 dish는 phosphatebufferedsaline(PBS)으로 3회 세척한 다음

100μLradio-immunoprecipitationassay(RIFA,Sigma-AldrichCo.)buffer(150

mM NaCl,1.0% IGEPAL
®
CA-630,0.5% sodium deoxycholate,0.1% SDS,and

50mM Tris,pH 8.0)를 첨가하여 세포를 용해한 후 13,000rpm으로 15분 동안 원

심 분리하여 상층액을 새로운 EP-tube로 옮겼다.상층액은 BCA kit를 사용하여

단백질을 정량하고 단백질 20µg을 10.5% SDSpolyacrylamidegelelectrophoresis

(PAGE) 하 다.PAGE에서 분리된 단백질은 PVDF membrane으로 transfer

(100V,90min)한 후 5% skim milk(inPBS-T)로 1시간동안 상온에서 background

blocking하 다.1차 항체인 anti-caspase-3,anti-Bcl-2,anti-Bax와 anti-β-actin

은 1:1,000으로 5% skim milk(inPBS-T)에 희석하여 4℃에서 밤새 반응시킨 후

0.5% skim milk (in PBS-T)로 15분간 3회 세척하고 2차 항체인 anti-mouse,

anti-rabbit,anti-goat를 1:1,000의 비율로 0.5% skim milk(inPBS-T)에 희석하여

처리한 뒤 1시간동안 상온에서 부착시켰다.다시 0.5% skim milk(inPBS-T)로

15분간 3회 세척하고 암실에서 PVDFmembrane에 WEST-ZOL을 처리하여 발

시켜 X-ray필름에 감 하고 LAS-3000(Fujifilm,Tokyo,Japan)으로 상하 다.

10.형 미경 찰

암 세포 AGS에 귀 우 추출물을 처리하여 capase-3의 발 치 확인 형

태학 분석을 해 8-wellchamber에 1×10
5
cell/mL의 농도로 분주하여 5% CO2

가 든 37℃ 배양기에서 16시간 동안 배양시켰다.귀 우 추출물을 10,50,100μ

g/mL로 처리하여 24시간 배양 한 후 PBS로 3회 세척하 다.세포를 고정하기

해 4% paraformaldehyde로 30분간 4℃에서 고정하 다.다시 PBS로 3회 세척하고
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1차 항체 anti-caspase-3를 1:250으로 희석하여 처리하고 4℃에서 1시간동안 염색

하 다. 다시 PBS로 3회 세척하고 2차 항체인 anti-goat conjugated

tetramethylrhodamineisothiocyanate(TRITC)를 1:250으로 희석하여 1시간동안 처

리하 다.다시 PBS로 3회 세척한 후 2 μg/mL 4',6-diamidino-2-phenylindole

(DAPI)를 처리하여 핵 염색을 하여 형 미경(Olympus,Tokyo,Japan)으로 세포

를 찰하 다.

11.통계분석

본 연구의 모든 실험은 세 번 이상 반복하 으며,얻어진 결과는 SigmaPlot2000

을 사용하여 분산분석 하 으며,결과는 평균±표 편차로 나타내었다.각 시료의

분석결과에 해 유의성 검정을 해 SPSS (Version 16.0) 로그램을 이용한

one-wayANOVA를 수행하 다.
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Ⅲ.결과

1.추출수율

5g에 풀과 귀 우를 80% 에탄올로 상온에서 150rpm으로 교반하면서 추출한

추출물은 각각 0.365±0.005g과 0.175±0.015g으로 측정되었다.이는 결과 으로

7.3±0.1%와 3.5±0.3%에 추출수율을 확인하 다(Table1).

2.총 폴리페놀 함량 측정

추출물에 총 폴리페놀 함량을 측정한 결과, 풀은 25.2±0.4GAEmg/g으로 검

출되었으며 귀 우는 277.4±7.8GAEmg/g로 검출되어 귀 우에서 추출율이 더 높

았다(Table1).

3.총 라보노이드 함량 측정

추출물에 총 라보노이드 함량을 측정한 결과, 풀은 6.5±0.7QEmg/g으로 검

출되었으며 귀 우는 13.1±1.1QEmg/g로 검출되어 귀 우에서 추출율이 더 높았

다(Table1).

Table1.PhenolicandflavonoidcontentsofextractsofZizanialatifoliaand

Euonymusalatus.

Extracts
Yield

(%)

Totalpolyphenol

(GAEmg/g)

Totalflavonoid

(QEmg/g)

Zizania latifolia 7.3±0.1 25.2±0.4 6.5±0.7

Euonymus alatus 3.5±0.3 277.4±7.8 13.1±1.1

Eachvaluerepresentsthemean±SDofthreedeterminations.GAE,Gallicacid

equivalents;QE,quercetinequivalents.
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4.DPPH 라디칼 소거능

DPPH에 의한 자공여능은 수소나 자를 받아 환원될 때 보라색이 탈색되어지

는 원리를 이용한다.다양한 천연소재로부터 항산화 물질을 탐색하기 해 많이 이

용되고 있으며,비교 짧은 시간 내에 항산화능을 측정할 수 있어 리 사용되고

있는 방법이다(36).

풀과 귀 우의 추출물(10,50,100,300,500μg/mL)에 자유라디칼 소거능을 확

인한 결과(Fig.2), 풀은 모든 농도에서 소거능이 없었으나 귀 우는 10μg/mL에

서 7.0±0.4%,50μg/mL에서 10.0±0.6%,100μg/mL에서 15.8±0.4%,300μg/mL에서

32.7±0.2% 그리고 500μg/mL에서 47.7±2.3%로 추출물 농도에 의존 으로 소거능

이 증가하는 것을 확인할 수 있었다. 한,귀 우 추출물은 동일한 농도에 식품용

산화방지제인 butylatedhydroxytoluene(BHT)보다 높은 소거 활성을 보 다.
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Fig.2.DPPHradicalscavengingactivityofextracts.Ascorbicacidwasusedas

positivecontrol.Eachvaluerepresentsthemean±SDofthreedeterminations.
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5.ABTS라디칼 소거능

ABTS법은 potassium persulfate와의 반응에 의해 생성된 ABTS+이 시료 내의

항산화 물질에 의해 제거되어 탈색되는 것을 이용한 항산화능 측정 방법으로

DPPH assay의 경우 자유라디칼을 소거하는 반면,ABTS는 양이온 라디칼을 제거

하는 차이를 가지고 두 기질과 반응물과의 결합 정도가 달라져 라디칼 제거 능력

의 차이를 보인다(37).

풀과 귀 우의 추출물을 10,50,100,300,500μg/mL농도로 첨가하여 ABTS

라디칼 소거활성을 확인한 결과(Fig.3), 풀은 10 μg/mL에서 0.9±0.6%,50 μ

g/mL에서 2.3±0.6%,100μg/mL에서 3.2±0.2%,300μg/mL에서 11.3±1.3% 그리고

500 μg/mL에서 16.9±1.0%에 소거 활성을 보 으며 귀 우는 10 μg/mL에서

12.5±1.8%,50μg/mL에서 29.4±1.0%,100μg/mL에서 46.5±3.9%,300μg/mL에서

71.8±0.2% 그리고 500μg/mL에서 72.2±0.7%로 확인되었다.두 추출물 모두 추출물

농도에 의존 으로 소거능이 증가하는 것을 확인할 수 있었으며 귀 우 추출물의

경우 DPPH소거활성과 동일하게 BHT보다는 높은 소거능을 보 다.
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Fig.3.ABTSradicalscavengingactivityofextracts.Ascorbicacidwasused

aspositivecontrol.Eachvaluerepresentsthemean±SDofthreedeterminations.
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6.추출물의 24시간 처리시 항암효능

풀과 귀 우 추출물이 암세포인 AGS,자궁경부암세포인 HeLa,간암세포인

HepG2,유방암세포인 MCF-7에 한 항암효능을 확인하기 해 시료를 농도별(10,

50,100 μg/mL)로 24시간 처리 후 MTT assay법으로 항암 활성을 측정하 다

(Fig.4). 한 일반세포에 한 독성도 확인하기 해 신장세포인 Vero에 동일한

농도로 처리하여 시료의 독성도 확인하 다.

암세포(AGS)에서는 풀이 항암효능이 없었으나 50μg/mL로 처리한 귀 우

에서는 세포생존율이 21.8%로 감소하 으며 100μg/mL로 처리한 것에서는 8.4%로

높은 항암효능을 보 다(Fig.4A).자궁경부암세포(HeLa)에서는 풀이 10,50,100

μg/mL처리하 을 때 101.0%,78.1% 67.8%로 확인되었으며 귀 우의 경우 85.3%,

11.7%,10.0%로 확인되었다(Fig.4B).간암세포(HepG2)에서는 풀의 경우 10,50,

100μg/mL농도로 처리하 을 때 96.8%,96.7%,83.7%로 확인되었고 귀 우의 경

우 동일한 농도에서 73.9%,59.7%,48.3%로 확인되어 암이나 자궁경부암 세포의

항암효능보다는 낮게 확인되었다(Fig.4C).유방암세포(MCF-7)에서는 풀의 경우

94.2%,88.1%,84.1%로 확인되었고 귀 우의 경우 99.5%,99.1%,76.1%로 측정되

어 암세포 에서는 유방암세포에서 가장 낮은 항암효능을 보 고 암세포와 자

궁경부암세포에서 높은 항암효능이 나타났다(Fig.4D). 한,일반 신장세포(Vero)

에서는 풀과 귀 우 모두 독성은 없음을 확인하 다(Fig.4E).
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Fig.4.Theeffectofanticanceractivityfrom Zizanialatifolia,Euonymusalatus

extractsoncancercells(AGS,HeLa,HepG2,MCF-7)for24hr.Cellswere

seededat1x10
5
cell/mL andtreatedwithextractsfor24hrattheindicated

concentrations.CellviabilitywasmeasuredbyMTT assay.Eachbarindicates

themean±SD ofdeterminations,n=3.Statisticalanalysiswasperformedbythe

one-wayANOVA (p<0.05).
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7.추출물 48시간 처리시 항암효능

풀과 귀 우 추출물을 농도별(10,50,100μg/mL)로 처리 후 48시간 반응하여

MTT assay법으로 항암 활성을 측정하 다(Fig.5). 한 신장세포인 Vero에 동일

한 농도로 처리하여 시료의 독성도 확인하 다.

풀 추출물은 암세포에 한 항암세포 억제 효능이 없었지만,귀 우 추출물

은 10,50,100μg/mL농도에 따라 63.7%,10.8%,6.7%로 탁월하 다(Fig.5A).자

궁경부암세포에 항암효능 역시 풀 추출물은 효능을 보이지 않아 24시간 경과 후

약제내성이 생긴 것으로 단되지만,귀 우 추출물에서는 86.2%,7.2%,6.0%로 지

속 인 항암효능을 나타냈다(Fig.5B).간암세포에서 항암효능은 풀 추출물이

100 μg/mL 농도에서 79.2%로 미비했으나,귀 우 추출물에서는 10,50,100 μ

g/mL농도에서 각각 68.0%,46.3%,38.6%로 농도에 비례하게 세포 생존율이 감소

되었다(Fig.5C).유방암세포에서는 풀 추출물과 귀 우 추출물 모두 미비한 항

암효능을 보 으나 풀 추출물보다는 귀 우 추출물이 더 높은 항암효능을 보

다(Fig.5D).추출물에 한 독성을 확인한 일반 신장세포에서는 풀과 귀 우 모

두 독성은 없음을 확인하 다(Fig.5E).
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Fig.5.Theeffectofanticanceractivityfrom Zizanialatifolia,Euonymusalatus

extractsoncancercells(AGS,HeLa,HepG2,MCF-7)for48hr.Cellswere

seededat1x10
5
cell/mL andtreatedwithextractsfor48hrattheindicated

concentrations.CellviabilitywasmeasuredbyMTT assay.Eachbarindicates

themean±SD ofdeterminations,n=3.Statisticalanalysiswasperformedbythe

one-wayANOVA (p<0.05).
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8.추출물 72시간 처리시 항암효능

풀과 귀 우 추출물을 농도별(10,50,100μg/mL)로 처리하여 72시간 반응한

후 MTT assay법으로 세포 생존율을 확인하 다(Fig.6). 한 일반 신장세포인

Vero에 같은 시간동안,동일한 농도로 처리하여 시료의 독성을 일반 세포에서 확

인하 다.

풀 추출물은 암세포에 해서 세포 생존율이 변화가 크지 않아 항암 효능이

낮았지만,귀 우 추출물은 10,50,100μg/mL농도에 따라 66.7%,18.7%,7.5%로

장시간 처리되어도 세포 증식이 꾸 히 억제되어 탁월한 항암효능을 나타냈다(Fig.

6A).자궁경부암세포에서는 풀 추출물에서 세포 생존율이 변화가 없어 24시간

처리 이후로 내성을 지녀 시료 무처리군 정도의 세포 생존율을 나타냈지만,귀 우

추출물의 경우 10,50,100μg/mL농도에 따라 91.2%,5.2%,7.0%로 나타났다(Fig.

6B).간암세포에서는 풀 추출물이 내성을 지녀 세포증식이 격히 증가하여 시료

무처리군 보다 더 높은 세포생존율을 보 으며 귀 우 추출물에서는 10,50,100μ

g/mL농도에 따라 96.4%,20.7%,18.9%로 지속 인 항암효능을 보 다(Fig.6C).

유방암세포에서는 풀 추출물이 약한 항암효능을 보이지만 귀 우 추출물에서는

10,50,100μg/mL농도에 따라 90.9%,62.8%,33.9%로 농도에 의존 으로 항암효

능을 나타냈다(Fig.6D).추출물에 한 독성을 확인한 일반 신장세포에서는 풀

과 귀 우 모두 약간에 독성은 있었다(Fig.6E).

풀과 귀 우 추출물이 MTT assay를 통하여 시간에 따른 암세포 성장을 50%

억제하는 농도(inhibitoryconcentration50%,IC50)는 Table2와 같다.
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Fig.6.Theeffectofanticanceractivityfrom Zizanialatifolia,Euonymusalatus

extractsoncancercells(AGS,HeLa,HepG2,MCF-7)for72hr.Cellswere

seededat1x10
5
cell/mL andtreatedwithextractsfor72hrattheindicated

concentrations.CellviabilitywasmeasuredbyMTT assay.Eachbarindicates

themean±SD ofdeterminations,n=3.Statisticalanalysiswasperformedbythe

one-wayANOVA (p<0.05).
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Table2.Thehalfmaximalinhibitoryconcentration(IC50)valuesoftheextracts

atdifferenttimeperiods

(단 :μg/mL)

Extracts Time AGS HeLa HepG2 MCF-7

Zizania latifolia

24hr 324.3±4.7 215.0±3.0 288.9±4.4 411.7±1.5

48hr 338.7±1.7 267.2±0.5 264.6±4.9 315.6±2.8

72hr 263.3±2.0 297.7±2.9 364.9±2.7 264.3±1.8

Euonymus alatus

24hr 32.2±1.0 29.2±0.4 92.7±6.7 260.0±9.6

48hr 20.2±2.0 28.3±0.3 42.8±2.1 202.5±7.3

72hr 23.9±0.4 29.1±0.6 34.5±0.4 72.1±1.3
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9.Westernblot분석

암세포에 귀 우 추출물을 10,50,100 μg/mL 농도별로 24시간 처리하고

RIFA buffer를 이용하여 단백질을 얻었다.이 단백질을 정량하여 20μg을 Western

blot하 다.1차 항체로는 세포자멸사와 련되어 있는 Bcl-2,Bax,caspase-3발

양을 확인하 다.그 결과 anti-apoptotic factor인 Bcl-2의 발 은 감소되고

pro-apoptoticfactor인 Bax의 발 은 증가하여 최종 으로 caspase-3로부터 단

된 caspase-3가 증가함으로 세포자멸사가 일어나 항암효과가 일어난 것으로 확인

할 수 있었다(Fig.7).

Fig.7.TheEuonymusalatusextractsinducedchangesintheexpressionlevels

ofapoptoticproteins.Cellswereseeded at1x10
5
cell/mL and treated with

Euonymusalatusextractsfor24hrattheindicatedconcentrations.Cellswere

treatedwithEuonymusalatusextractsfor24hr,andsamplesweretakenand

subjectedtoWesternblotassay.
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10.형 미경 찰

암세포인 AGS에 귀 우 추출물을 24시간동안 처리하여 세포자멸사 경로와

련된 단백질인 caspase-3를 형 염색하여 확인하 다.형 항체로는 TRITC가 결

합된 2차 항체를 사용하 으며,핵의 치를 확인하기 해 DAPI로 염색하여 형 미경

으로 찰하 다.그 결과,추출물 무처리 군과 10μg/mL귀 우 추출물 처리 군

에서는 caspase-3가 염색되지 않았지만 50 μg/mL 처리 군에서는 세포질에서

caspase-3가 염색이 되었으며 암세포수가 확연히 감소되었다. 한 100μg/mL처

리 군에서는 caspase-3가 핵 주변에서 염색되었다.이는 귀 우 추출물에 의해 세

포자멸사가 일어나 세포질에 존재하던 caspase-3가 활성형인 cleavagedcaspase-3

가 되어 핵 주변에서 염색되어 찰되었다(Fig.8).
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Fig.8.Thestomachcancer(AGS)cellstreatedwithEuonymusalatus(10,50,

100 μg/mL)extractfor24 hr.Morphologicalapoptosis was determined by

stainingwith4',6-diamidino-2-phenylindole(DAPI),caspase-3.Euonymusalatus

extractsinducetheseapoptoticfeatures.Eachimageisrepresentativeofthree

experiments. Pictures were taken using a fluorescent microscope and

photographedat100Xmagnification.
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Ⅳ.고찰

본 연구에서는 풀과 귀 우의 에탄올 추출물이 항산화 효능과 항암효능 그

작용기 에 해 확인하 다.항산화 효능을 확인하기 해 총 폴리페놀 함량측정,

총 라보노이드 함량측정,DPPH 라디칼 소거능,ABTS라디칼 소거능 등을 확인

하 고 항암효능을 확인하기 해 4종의 암세포인 암세포(AGS),자궁경부암세포

(HeLa),간암세포(HepG2),유방암세포(MCF-7)에 풀과 귀 우 추출물을 처리하

여 세포생존율(MTTassay)측정,Westernblot,형 미경 찰 등을 하 다.

추출 단계에서 추출수율은 풀 추출물(7.3±0.1%)이 귀 우 추출물(3.5±0.3%)보

다 2배정도 높았다.하지만 총 폴리페놀 함량에서 풀 추출물(25.2±0.4 GAE

mg/g)보다 귀 우 추출물(277.4±7.8GAE mg/g)이 11배가량 높은 함량을 나타냈

다.총 폴리페놀은 식물에 다량 포함되어 있으며 산화방지와 항산화 효능이 있다고

알려져 있다(38).이 귀 우 추출물은 기존에 보고(39,40)되어 있는 나 (27.9

mg/gdw),비수리(228.9mg/gdw),비쑥(228.45mg/g),양 (187.67mg/g),보리

(183.33 mg/g),오이(171.94 mg/g),참나무 겨우살이(46.76 mg/g),속새(67.28

mg/g),산딸나무(70.39mg/g),각시 둥 (83.59mg/g),골담 (88.19mg/g)보다

높은 폴리페놀 함량을 보여 기존에 보고된 식물 추출물보다 높은 항산화 효능이

있을 것으로 확인되었다. 한 총 라보노이드 함량에서도 풀 추출물(6.5±0.7

QEmg/g)보다 귀 우 추출물(13.1±1.1QEmg/g)이 2배가량 높은 함량을 보 다.

이 라보노이드는 항산화 효능(41),항암효능(42-44),심 계 질환(45,46) 항

박테리아(47)에 효능이 있다고 알려져 있다.기존에 보고(40)되어 있는 어성 (1.40

mg/g),쥐오리 풀(6.40mg/g)보다 귀 우 추출물이 높은 함량을 보여 항암효능

다양한 효능이 있을 것을 확인되었다.

항산화 효능을 확인하기 해 DPPH와 ABTS라디칼 소거능을 확인한 결과,총

폴리페놀 함량과 총 라보노이드 함량과 동일하게 풀 보다는 귀 우가 높게 나

왔다. 풀의 경우 DPPH,ABTS라디칼 소거능이 거의 없었으나 귀 우의 경우

식용 항산화제인 BHT보다 2배가량 높은 DPPH와 ABTS라디칼 소거능을 보 다.

이러한 결과는,귀 우 추출물이 기존에 보고된 담쟁이덩굴 추출물보다 높은

DPPH 라디칼 소거능을 보 으며(48),돌미나리 보다 높은 ABTS라디칼 소거능을
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보 다(49). 한 청고추 추출물과 할라피뇨 추출물 보다 높은 DPPH와 ABTS라

디칼 소거능을 보 다(50).

따라서 본 항산화 련 연구 결과들은 귀 우 에탄올 추출물의 강력한 항산화

효과를 나타내 보이고 있으며,이러한 효능들은 어도 자유라디칼의 산화 억제와

높은 총페놀 함량에 기인하는 것으로 생각된다. 한 향후 귀 우 추출물의 천연

항산화제로의 개발 가능성을 시사하고 있다.

풀 추출물과 귀 우 추출물을 정상세포에 독성이 없었던 10,50,100μg/mL의

농도로 암세포에 처리하 을 때 풀 추출물에서는 특별한 항암효능은 보이지 않

았지만 귀 우 추출물은 24시간,48시간,72시간 처리하 을 때 지속 인 암세포생

존율을 감소시켜 암세포만을 특이 으로 생존율을 감소시키는 항암효능을 나타냈

다.귀 우 추출물을 24시간동안 10,50,100 μg/mL의 농도로 처리한 암세포

(AGS)에 세포생존율이 85.2%,21.8%,8.4%로 농도에 의존 으로 세포생존율이 감

소됨이 확인되었다.이 귀 우 추출물은 자궁경부암세포(HeLa)에서는 85.3%,

11.7%,10.0%로 확인되었으며 간암세포(HepG2)에서는 73.9%,59.7%,48.3%로 확인

되어 암세포나 자궁경부암세포에 항암효능보다는 낮게 확인되었다.유방암세포

(MCF-7)에서는 99.5%,99.1%,76.1%로 측정되어 암세포 에서는 유방암세포에서

가장 낮은 항암효능을 보 다.결과 으로 귀 우 추출물의 항암효능은 암(IC50

32.2μg),자궁경부암(IC5029.2μg)에서 높게 나타났으며 간암세포(IC5092.7μg)에

서는 일반 인 항암효능이고 유방암세포에서는 항암효능이 없었다(Table2).

48시간동안 처리하 을 때 귀 우 추출물은 암세포에서는 10,50,100μg/mL

에 따라 세포생존율이 63.7%,10.8%,6.7%로 추출물 농도에 의존 으로 감소되었

다.자궁경부암에서는 귀 우 추출물에 의해 86.2%,7.2%,6.0%으로 감소되었으며,

간암세포에서 항암효능은 풀 추출물이 100μg/mL 농도에서 79.2%로 미비했으

나,귀 우 추출물에서는 10,50,100μg/mL농도에서 각각 68.0%,46.3%,38.6%로

시료처리 농도가 높아질수록 세포 생존율이 감소되었다.유방암세포에서는 풀 추

출물과 귀 우 추출물 모두 미비한 항암효능을 보 으나 풀 추출물보다는 귀

우 추출물이 더 높은 항암효능을 보 다.

귀 우 추출물을 72시간동안 10,50,100μg/mL의 농도로 처리하 을 때 암세

포에 세포생존율은 66.7%,18.7%,7.5%로 추출물 농도에 의존 으로 감소되었다.

자궁경부암세포에서는 풀 추출물에서 세포 생존율이 변화가 없었지만 귀 우 추
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출물의 경우 10,50,100μg/mL농도에 따라 91.2%,5.2%,7.0%로 나타났다.간암

세포에서는 귀 우 추출물에서는 10,50,100 μg/mL 농도에 따라 96.4%,20.7%,

18.9%로 지속 인 항암효능을 보 다.유방암세포에서는 귀 우 추출물에서 농도에

따라 90.9%,62.8%,33.9%로 농도에 의존 으로 항암효능을 나타냈다.귀 우 추출

물은 유방암세포를 제외하고 암,자궁경부암,간암에서 높은 항암효능을 나타냈

다.그 에서도 암세포에서는 경과 시간에 따라 꾸 한 항암효능을 보 다.

이와 같은 귀 우 추출물의 항암효능 결과는, 암세포(AGS)에서는 항암효능이

있다고 알려져 있는 아기콩 추출물 보다 월등히 높게 세포 생존율을 감소시켰으며

(50),풋고추,청량고추 할라피뇨 추출물보다 월등히 높은 유방암세포(MCF-7)에

항암효능을 보 다(51).

암세포에 귀 우 추출물을 10,50,100 μg/mL 농도별로 24시간 처리하고

RIFA buffer로 단백질을 얻어 Westernblot한 결과,Bcl-2의 발 을 감소시키고

bax의 발 을 증가시켰다.이러한 Bcl-2family의 발 은 미토콘드리아의 기능과

련되어 있는데,귀 우 추출물은 미토콘드리아에 손상을 주어 ATP합성에 지장

을 주는 것이 확인되었다.이는 caspase-3를 활성화시켜 세포자멸사를 유발하여 세

포생존율에도 향을 주었다.이러한 상은 농도 의존 으로 일어났으며 세포생존

율에도 향을 미친 것으로 확인되었다.

암세포인 AGS에 귀 우 추출물을 24시간동안 처리하여 세포자멸사 경로에

련된 caspase-3를 형 염색하여 확인한 결과,추출물 무처리 군과 10μg/mL귀

우 추출물 처리 군에서는 세포자멸사가 유발되지 않아 caspase-3가 염색되지 않았

지만 50μg/mL처리 군에서는 세포질에서 caspase-3가 염색이 되었으며 암세포수

가 확연히 감소되었다. 한 100μg/mL처리 군에서는 caspase-3가 핵 주변에서

염색되었다.이는 귀 우 추출물에 의해 세포자멸사가 일어나 세포질에 존재하던

caspase-3가 활성형인 cleavagedcaspase-3가 되어 핵 주변에서 염색된 것으로

찰되었다.이러한 cleavagedcaspase-3는 핵내에 PARP를 활성화하여 세포자멸사

를 일으키는 것으로 알려져 있으며 이로 인해 항암효능이 나타난 것으로 보인다.



- 30 -

Ⅴ.결론

본 연구에서는 풀과 귀 우의 에탄올 추출물에 항산화 효능과 항암효능 그

작용기 을 확인하고자 하 다.항산화 효능을 확인하기 해 총 폴리페놀 함량측

정,총 라보노이드 함량측정,DPPH 라디칼 소거능,ABTS라디칼 소거능 등을

확인하 고 항암효능을 확인하기 해 4종의 암세포인 암세포(AGS),자궁경부암

세포(HeLa),간암세포(HepG2),유방암세포(MCF-7)에 풀과 귀 우 추출물을 처

리하여 세포생존율(MTT assay)측정,Westernblot,형 미경 찰 등을 하

다.

그 결과 폴리페놀 함량은 풀 추출물보다 귀 우 추출물이 높게 측정되었으며,

라보노이드 함량에서도 풀 추출물보다 귀 우 추출물이 높게 측정되었다.

DPPH와 ABTS라디칼을 소거하는 항산화 효능에서도 풀 추출물보다 귀 우 추

출물이 높게 측정되었는데 이는 폴리페놀과 라보노이드 함량에 기인하는 것으로

단되었다.이에 귀 우 추출물이 기존 보고된 여러 추출물보다 높은 항산화력을

보여 천연 항산화제로의 개발 가능성을 시사하 다. 한 풀 추출물에서는 항암

효능이 없었으나 귀 우 추출물에서는 농도 의존 으로 암세포의 증식을 강하게

억제시키는 항암효능을 나타냈다.항암효능은 암,자궁경부암,간암,유방암 순으

로 항암효능이 높게 나타났다.48시간,72시간 처리하 을 때 세포생존율이 지속

으로 감소하여 암세포에 내성이 생기지 않는 항암효능을 보 다. 한 귀 우 추출

물에 의해 일어나는 암세포의 증식억제 형태 변화는 세포자멸사와 한

연 성이 있음을 알 수 있었다.

그러므로 이러한 결과는 귀 우 에탄올 추출물이 효과 인 항암제로서의 가능성

제시하며,본 연구로 인해 귀 우의 항암제 개발의 계기가 될 수 있을 것이며 앞으

로 귀 우 추출물을 이용한 항암제 개발을 한 임상연구가 필요할 것이라 단된

다.
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항상 기도와 성원을 보내주신 아버지,어머니와 장인,장모님,동생인 오창일,오

정애,서승 ,김지연,홍 창,김근 님에게 다시 한번 감사를 드립니다.

그리고 나의 친구들 박병 ,장원호,채동수에게도 함께 해서 고맙다는 말을 합

니다.

마지막으로 이 논문을 쓰기까지 바쁜 남편을 내조하느라 힘들었을 나의 사랑하

는 아내 김평순과 나를 꼭 빼어 닮은 아들 동 ,사랑스럽고 쁜 나의 딸 나 이

에게 이 논문을 바칩니다.
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