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ABSTRACT

Induction of Apoptosis by Dendropanax morbifera Lev. 

Methanol Extract in KB Human Oral Cancer Cells

                                        Cho, Seon-Ho

                                        Advisor: Prof. Kim, Do Kyung, Ph.D.

                                        Department of Biodental Engineering,

Graduate School of Chosun University

Dendropanax morbifera is evergreen broad-leaved arboreous tree belongs

to the araliaceae. The country of origin is mainly the South Korea. The

scientific name is Dendropanax morbifera that component is based compound

polyacetylenes. Recently, many researchs have been conducted about

anti-cancer effects using Dendropanax morbifera in liver cancer, lung cancer,

cervical cancer, and so on. However, the effects of Dendropanax morbifera

on oral cancer is not clearly established. Therefore, the main goal of this

study was to investigate the effect of Dendropanax morbifera extract on

cell growth and apoptosis induction in oral cancer cells.

To determine the effects of Dendropanax morbifera on cell growth and

apoptosis induction in oral cancer cells, it was examined by inhibition of

cell growth (MTT assay), nuclear staining with DAPI, DNA fragmentation

analysis determination of caspase activation and immunoblotting in KB

human oral cancer cells.

The results were as follows.
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1. Dendropanax morbifera methanol(DMME) extract induced the inhibition

of cell growth depended on the Dendropanax morbifera extract treatment

time and concentration in KB cells.

2. DMME observed the changing nuclear size and nuclear condensation

in KB cells.

3. DMME induced the DNA fragmentation in KB cells.

4. DMME promoted proteolytic cleavages of procaspase-3, -7, -8 and -9

with the increases in the amount of cleaved caspase-3, -7，-8 and -9.

5. Cleaved PARP was increased by DMME in KB cells.

These results suggest that Dendropanax morbifera can induce the suppression

of cell growth through the cell apoptosis pathways in KB human oral

cancer cells, and that it many have potential properties for anti-cancer

drug discovery.

KEY WORDS: Dendropanax morbifera, Anti-cancer therapy, Apoptosis,

Cell death, KB human oral cancer cells.
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Ⅰ. 서 론

세계적으로 생물유래 천연물질은 제약 산업의 중추적인 역할을 하고 있다. Taxol(주목

나무 유래), Silymarin(대계 유래), Artemisinin(개똥쑥 유래) 성분은 약의 합성에 이

용된다[1]. 이외에도 천연물에서 항암물질을 찾는 노력은 현재에도 활발히 진행되고 있으

며, 그 예로써 방기뿌리(roots of Stephania tetrandra) 유래 Tetrandrine는 간암

세포인 HepG2에서, 감초(licorice) 유래 Isoliquiritigenin는 HepG2와 폐암세포인

A549에서, 소귀나무(Myrica rubra) 유래 Prodelphinidin B-2 3,3’-di-O-gallate는

유방암세포인 MCF-7에서 세포사멸을 유도한다고 보고되었다[1].

세포는 apoptosis라고 불리는 세포사멸기전을 가지고 있다. 세포사멸기전은 크게 세포

외부로부터 시작되는 외인성 세포사멸과 세포 내부에서 시작되는 내인성 세포사멸로 분류

된다[2]. 다세포 생물은 세포의 항상성을 조절하기 위해 apoptosis를 이용한다[2]. 그

특징으로는 세포질의 응축, DNA의 분절이 있으며, 세포 내의 게놈 DNA가 핵산내부분해

효소(endonuclease)에 의하여 180-200bp 크기의 올리고뉴클레오좀으로 잘린다[3]. 그

리고 원형질막이 파괴되지 않아서 염증 반응을 일으키지 않는다[3].

화학요법은 악성종양 세포를 사멸시켜 환자의 생존을 연장할 수 있으나, 부작용으로 정

상세포에 대한 독성을 나타낼 수 있다[4]. 예를 들어, 광범위하게 처방되는 항암제인

doxorubicin은 심장 및 신장독성과 연관되어 있다[4]. 따라서 정상세포에 대한 독성을

선택적으로 감소시키고 암세포를 선택적으로 사멸시켜 암치료를 향상시킬 수 있는 전략이

필요하며, 이를 위해서는 천연물 연구를 활발히 진행하여야 한다.

황칠나무는 두릅나무과에 속하는 상록활엽교목이며, 완도, 해남, 제주도 등 주로 우리나

라 남부 지역에서 자생한다[5]. 학명은 Dendropanax morbifera이며 목본(Dendro)

전능약(panax)라는 의미가 있다. 황칠액의 주성분은 정유성분이며 수액은 도료로 이용하

고 수지는 거풍습과 활혈의 약효가 있다는 보고가 있다[5]. 황칠나무에 대한 최초 연구는

1937년 황칠 정유 성분에 대한 것으로 황칠 정유의 주성분은 2중 결합이 2개 있는 쌍환

성 세스퀘테르펜이며, 그 외에 알코올과 에테르 등의 성분을 함유하고 있다고 보고되었다

[6]. 그리고 또 다른 성분으로는 polyacetylenes계 화합물로써 식물의 외상으로 분비되

는 항균성 물질로 보고되었다[7]. 최근 황칠나무 추출물을 이용하여 간암, 폐암, 자궁경부

암 등 항암효과에 대해서 활발한 연구가 진행되고 있으나[8-11], 구강암 세포에서 황칠에
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의한 항암효과에 관한 연구는 매우 부족하다.

따라서 본 연구에서는 사람 구강암 세포주 KB를 이용하여 황칠나무 추출물의 암세포

성장억제에 미치는 효과와 세포성장 억제기전을 밝히고자 하며, 아울러 황칠나무에 의한

구강암 치료의 효용성을 제시 하고자 한다.
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Ⅱ. 실험재료 및 방법

1. 실험재료

N-methylthiotetrazole(MTT)는 Sigma(St. Louis, MO, USA)에서 구입하여 사

용하였고, ECL detection kit는 Amersham Biosciences Corp.(Piscataway,

NJ, USA)에서 구입하여 사용하였다. Anti-cleaved caspase-3, -7, -8, -9와

anti-cleaved PARP 항체는 Cell Signaling Technology, Inc.(Danvers, MA,

USA)에서 구입하여 사용하였고, DAPI 염색물질은 Simga(St. Louis, MO, USA)에

서 구입하여 사용하였다. 기타 분석시약들은 analytical grade를 구입하여 사용하였다.

사람 구강암 KB 세포는 American Type Culture Collection(ATCC, Rockville,

MD, USA)에서 제공받아 실험에 이용하였다.

2. 식물재료와 추출

전남 완도군 보길면 원산의 Dendropanax morbifera 지엽(에스플랜트, 대전, 대한민국)

을 사용하였다. Dendropanax morbifera 지엽을 1mm 크기로 분쇄한 후, 94% 메탄올

(대정화금, 시흥, 대한민국)을 이용하여 상온에서 24시간 동안 추출하였다. 추출물을

whatman 여과지(0.45um)를 이용하여 여과한 후, rotary evaporator(N-1100, Eyela,

Japan)를 이용하여 40℃의 진공상태로 증발시켰다. 증발건조 후, 농축된 추출물을 -4

0℃에서 1일 동안 동결건조 하였으며, 4°C에서 보관하며 사용하였다.

3. 세포주와 세포배양

KB 세포는 5% fetal bovine serum(FBS, Invitrogen Co., Carlsbad, CA, USA)

및 1% Nonssential amino acids(NEAA, Gibco, Newyork, NY, USA)가 함유된

37°C의 Minimum Essential Mediun(MEM, Invitrogen Co., Carlsbad, CA,

USA) 성장배지 하에서 배양하면서 실험에 이용하였다.

4. 세포성장 억제실험(MTT 분석)

Dendropanax morbifera 메탄올 추출물(DMME)에 의한 세포성장 억제효과를 관찰
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하기 위해, 24well plate에 5 × 103cells/well의 KB세포를 접종하였다. 24시간 배양한

후, DMME를 다양한 농도와 시간에서 처리하여 37℃에서 반응시킨 후, 세포성장 억제효

과를 MTT 분석으로 측정하였다. MTT 분석은 KB 세포에 MTT 용액(MTT 최종농도

0.5㎍/㎕)을 37℃에서 4시간 처리한 후, MTT 용액을 제거하고 0.04N HCl이 함유된

isopropanol로 녹여내어 570nm에서 흡광도를 측정하여 시행하였다.

5. DAPI 염색

DMME에 의한 KB 세포 증식억제가 apoptosis 유도와 연관성이 있는지를 조사하기 위하여

DAPI 염색을 진행 후 형태를 관찰하였다. 먼저 24well plate에 5 × 103cells/well에

KB 세포를 접종하여 24시간 배양한 후, DMME 30㎍/㎕과 100㎍/㎕의 농도로 각각 처

리하여 48시간 동안 37℃에서 배양하였다. 배양한 KB 세포를 37% formaldehyde 용

액과 PBS를 1:9의 비율로 섞은 fixing solution을 이용하여 상온에서 10분 동안 고정

한 후, 4′,6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride(DAPI)용액을 이용하여

15분 동안 염색하였다. 염색한 KB 세포를 형광현미경(IX71, Olympus, Japan)을 이

용하여 핵의 형태학적 변화를 관찰하였다.

6. DNA fragmentation 분석

세포사멸의 기전 중 apoptosis의 지표가 되는 DNA fragmentation 분석을 시행하

였다. DMME에 의한 세포 DNA fragmentation 효과를 관찰하기 위해, 10cm 배양접

시에 5 X 105개의 KB 세포를 접종하였다. 24시간 배양한 후, DMME(100㎍/ml)를 처

리하여 1일 또는 2일 동안 37℃에서 배양한 후, 세포를 수집하여 lysis buffer(0.1M

NaCl, 0.001M EDTA, 0.3M Tris-HCl(pH, 7.5), 0.2M sucrose)를 이용한 통상의

phenol-chloroform 추출법으로 DNA를 추출하였다. 추출한 DNA를 2% agarose gel

에서 전기영동(50volts, 90분) 하였으며, ethidium bromide로 염색하여 관찰하였다.

7. Immunoblotting

세포 apoptosis의 지표가 되는 anti-cleaved caspase-3, -7, -8, -9와 anti-cleaved

PARP 항체 분석을 위해 immunoblotting을 시행하였다. 10cm 배양접시에 5 X 105

개의 KB 세포를 접종하고 24시간 배양한 후, DMME(100㎍/ml)를 처리하여 1일 또는
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2일 동안 37℃에서 배양한 후 세포를 수집하였다. 세포를 4℃의 PBS로 2회 세척한 후, 4℃의

lysis buffer(1% Triton X-100, 0.5mM EDTA, 1mM phenylmethylsulfonyl

fluoride, 5㎍/ml aprotinin 및 5㎍/ml leupeptin이 포함된 PBS)에서 30분 반응시

켰다. 세포 용해물을 12,500 x g에서 20분간 원심분리한 후, 단백질 시료를 정량하였다.

단백질 시료를 2배의 SDS sample buffer(60mM Tris-HCl(pH, 6.8), 4% SDS,

25% glycerol, 14.4mM 2-mercaptoethanol, 0.1% bromophenol blue)에 넣고

100℃에서 5분간 변성 시킨 후, 12% SDS-polyacrylamide gel에 120volt에서 2시간

전기영동 한 다음, 단백질 transfer를 이용하여 nitrocellulose membrane(Millipore

Co., Billerica, MA, USA)으로 이동시켰다. Membrane을 5% fat-free dry

milk-PBST buffer(PBS, 0.2% Tween-20)에서 2시간 동안 blocking하였고, PBST

buffer로 15분간 3회 세척하였다. 일차항체로 anti-cleaved caspase-3, -7, -8, -9

와 anti-cleaved PARP 항체를 1,000배 희석하여 사용하였으며, anti-β-actin 항체는

2,000배 희석하여 사용하였다. 이차항체로 horseradish peroxidase conjugated

anti-rabbit IgG(Cell Signaling Technology, Inc., Danvers, MA, USA)를

5,000배 희석하여 사용하였으며, ECL detection kit를 사용하여 X-ray 필름에 현상한

후 분석하였다.

8. 실험자료의 통계학적 검정

모든 실험성적은 mean ± SEM으로 나타내었고, 각 실험군 간의 유의성 검정은 ANOVA

후에 Student's t-test를 하였으며, p value가 0.05 미만(p<0.05)의 경우에서 통계적

유의성이 있는 것으로 간주하였다. 또한 본 연구의 통계적 검정은 SPSS ver. 12.0

(SPSS Inc., Chicago, IL, USA)을 이용하여 분석하였다.
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Ⅲ. 실험결과

1. 세포성장에 영향을 미치는 Dendropanax morbifera 메탄올 추출물

(DMME)의 효과

KB 세포에서 DMME에 의한 세포성장 억제효과를 조사하기 위해 MTT 분석을 시행하

였다. DMME를 1, 3, 10, 30, 100, 300 및 1,000㎍/ml의 다양한 농도로 1일, 2일동

안 KB 세포에 투여한 후 MTT 검사를 시행한 결과, DMME 처리 1일, 2일의 경우에서

DMME 3㎍/ml 까지의 농도에서는 대조군과 비교하였을 때 세포성장 억제의 차이를 볼

수 없었다(Fig. 1). 그러나 DMME 처리 1일, 2일 경우, DMME 10, 30, 100, 300

및 1,000㎍/ml에서는 대조군과 비교하여 볼 때 뚜렷한 세포성장 억제효과를 볼 수 있었

으며, 이 효과는 시간과 농도에 의존적임을 확인할 수 있었다(Fig. 1). KB 세포성장 억

제에 대한 DMME의 IC50(최대 억제량의 50%를 유발시키는 농도)은 DMME 처리 1일

째는 약 300㎍/ml 이었고, 2일째는 약 70㎍/ml이었다(Table 1).

Table 1. Anti-proliferative effect of Dendropanax morbifera extract in KB

cells

Time IC50 (㎍/㎖)

24 hours 301.2 ± 36.1

48 hours 69.3 ± 7.9

The IC50 values represent the mean ± SEM for three experiments.
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Fig. 1. Concentration- and time-dependent effects of Dendropanax morbifera

methanol extract(DMME) on the cell viability in KB cells. (A)

Concentration-dependent effect of DMME on the cell viability in KB

cells. The KB cells were treated with various concentrations of

DMME or without DMME for 24 (circle) and 48 (square). (B)

Time-dependent effect of DMME on the cell viability in KB cells.
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The KB cells were treated with 3 (circle), 10 (square), 30 (triangle),

100 (diamond), 300 ㎍/㎖ (hexagon) and 1,000 ㎍/㎖ (inverted triangle)

DMME for 24 or 48 hours. The cell viabilities were determined by

the MTT assays. The percentage of cell viability was calculated as

a ratio of A570nms of DMME treated cells and untreated control cells.

Each data point represents the mean ± SEM of four experiments.
**P<0.01 vs. control and ***P<0.001 vs. control (the control cells

measured in the absence of DMME).

2. DAPI 염색에 의한 세포핵 관찰 결과

Dendropanax morbifera 메탄올 추출물(DMME) 처리에 따른 KB 세포의 성장억제

가 세포의 apoptosis 유발과 상관성이 있는지 조사하기 위하여 0, 30 및 100㎍/ml의

DMME를 처리한 배지에서 48시간 동안 배양 한 후, DAPI 염색을 통해 세포핵의 형태

학적 변화를 관찰하였다. DAPI 염색을 실시하고 형광현미경을 이용하여 관찰한 결과， 

Fig.2A에 나타낸 바와 같이 DMME를 처리하지 않은 대조군 KB 세포에서는 대부분의

세포에서 핵의 형태가 뚜렷하게 정상으로 염색이 되었으나, DMME를 30 및 100㎍/ml

을 처리한 세포에서는 apoptosis 발생 세포에서 전형적으로 관찰되는 염색질 응축에 의

한 apoptotic body가 다수 관찰되었다(Fig. 2A). Apoptosis가 발생하지 않은 정상세

포를 100%로 기준하여 apoptotic body를 비율로 나타내어 비교한 결과，DMME를 처

리하지 않은 대조군 KB 세포에서는 약 0.8%，DMME를 30과 100㎍/ml를 처리한 세

포에서는 각각 약 24%와 57%로, DMME 농도가 증가함에 따라 apoptotic body의 비

율이 증가함을 알 수 있었다(Fig. 2B).

3. DNA fragmentation 분석

DMME에 의한 KB 세포의 성장억제 기전을 확인하기 위해 DNA fragmentation 분

석을 시행하였다. DMME 100㎍/ml을 2일 처리한 KB 세포의 DNA를 추출하여 전기영

동으로 확인한 결과, 대조군에서는 DNA fragmentation 현상을 볼 수 없었으나,

DMME를 100㎍/ml 처리한 2일 실험군에서는 DNA fragmentation 현상을 뚜렷하게

볼 수 있었다(Fig. 3).
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Fig. 2. Induction of apoptosis by Dendropanax morbifera methanol extract

(DMME) in KB cells. (A) Changes in nuclear morphology by

DMME. The cells were treated with 0, 30 or 100 ㎍/㎖ DMME for

48 hours. Representative fluorescence photomicrographs show the nuclei

morphology of KB cells. The arrows indicate chromatin condensation,

reduced nuclear size and nuclear fragmentation typically observed in

apoptotic cells. (B) The percentage of apoptotic cells was calculated

as the ratio of apoptotic cells to total cells.
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Fig. 3. Fragmentation of internucleosomal DNA by Dendropanax morbifera

methanol extract(DMME) in KB cells. The KB cells were treated

with 0 and 100 ㎍/㎖ DMME for 48 hours, and nuclear DNA (5µg)

was subjected to agarose gel electrophoresis.
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4. Dendropanax morbifera 메탄올 추출물(DMME)에 의한 caspase의 활성

Anti-cleaved caspase-3, -7, -8 및 caspase-9가 세포 apoptosis의 지표가 되므

로 DMME를 처리한 KB 세포에서 anti-cleaved caspase-3, -7, -8, -9 발현분석을

위해 immunoblotting을 시행하였다. DMME 100㎍/ml을 처리한 KB 세포를 2일간

처리한 후 단백질을 추출하여 확인한 결과, 시험한 4가지 anti-cleaved caspase에서 단

백질 가수분해 현상이 나타남을 알 수 있었다(Figs. 4-7).

5. DMME에 의한 PARP를 통한 apoptosis 매개

DMME이 KB세포에서 apoptosis를 유도하는지 확인을 위해서, 단백질 수준에서 PARP

발현을 측정할 수 있는 immunoblotting을 수행하였다. 대조군에서보다 DMME 처리군

에서 cleaved PARP가 증가함을 확인할 수 있었다(Fig. 8).
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Fig. 4. Proteolytic cleavage of caspase-3 by Dendropanax morbifera methanol

extract(DMME) treatment in KB cells. (A) Activity of cleaved

caspase-3 by DMME was measured in KB cells. The cells were

treated with 0 or 100 ㎍/㎖ DMME for 48 hours. The cell lysate

was prepared and analyzed by immunoblotting as described in

"MATERIALS AND METHODS". (B) Quantitative data for (A) were

analyzed by using Imagegauge 3.12 software after β-actin

normalization.
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Fig. 5. Proteolytic cleavage of caspase-7 by Dendropanax morbifera methanol

extract(DMME) treatment in KB cells. (A) Activity of cleaved

caspase-7 by DMME was measured in KB cells. The cells were

treated with 0 or 100 ㎍/㎖ DMME for 48 hours. The cell lysate

was prepared and analyzed by immunoblotting as described in

"MATERIALS AND METHODS". (B) Quantitative data for (A) were

analyzed by using Imagegauge 3.12 software after β-actin normalization.
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Fig. 6. Proteolytic cleavage of caspase-8 by Dendropanax morbifera methanol

extract(DMME) treatment in KB cells. (A) Activity of cleaved

caspase-8 by DMME was measured in KB cells. The cells were

treated with 0 or 100 ㎍/㎖ DMME for 48 hours. The cell lysate

was prepared and analyzed by immunoblotting as described in

"MATERIALS AND METHODS". (B) Quantitative data for (A)

were analyzed by using Imagegauge 3.12 software after β-actin

normalization.
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Fig. 7. Proteolytic cleavage of caspase-9 by Dendropanax morbifera

methanol extract(DMME) treatment in KB cells. (A) Activity of

cleaved caspase-9 by DMME was measured in KB cells. The cells

were treated with 0 or 100 ㎍/㎖ DMME for 48 hours. The cell

lysate was prepared and analyzed by immunoblotting as described

in "MATERIALS AND METHODS". (B) Quantitative data for (A)

were analyzed by using Imagegauge 3.12 software after β-actin

normalization.
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Fig. 8. Activation of cleaved PARP by Dendropanax morbifera methanol

extract(DMME) treatment in KB cells. (A) The activity of cleaved

PARP by DMME was measured in KB cells. The KB cells were

stimulated with 0 or 100 ㎍/㎖ DMME for 48 hours, harvested and

lyzed using a cell lysate buffer. (B) Quantitative data for (A)

were analyzed by using Imagegauge 3.12 software after β-actin

normalization.
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Ⅳ. 총괄 및 고안

현재 천연물 유래의 항암제 개발은 전 세계적으로 대표적인 관심 분야이다. 그 예로 미

국은 National Cancer Institute(NCI)의 주도하에 1,550속, 3,390종의 식물로부터

114,000개 추출물을 대상으로 항암제 개발을 위한 검색을 하였으며, 특히 백합과 일일초

(Vinca rosea)로부터 vinca alkaloid의 부분 합성에 성공하여 vincristine, vinblastine,

leurosine, leurosidine 등과 같은 다수의 항암물질을 개발하였다[12]. 그 중 vincristine

은 소아와 성인의 급성 림프구성 백혈병의 항암화학요법치료 약물로 사용되며, 기전은 세

포분열기에 방추사 형성을 방해하여 세포를 파괴한다[13]. 주목과 나무인 Taxus

brevifolia에서 추출한 diterpene구조를 가진 Taxol 역시 식물유래 항암제로써 항암작

용에 대한 연구결과가 다수 보고되고 있다[14]. 이처럼 항생제의 약 78%와 항암화합물

의 약74%가 천연물이거나 그 유도체인 것으로 확인되면서 천연물 의약품의 중요성이 점

차 부각되고 있다[12].

우수한 화학요법 항암제 및 항암요법이 개발되어 암의 치료율은 향상되었으나, 암세포

제거에 초점을 맞춘 암치료 방식으로 인해 환자의 삶의 질은 저하됨에 따라 개선해야 할

필요성이 대두되고 있다. 화학요법제의 부작용은 조혈기능 억제, 메스꺼움 및 구토, 점막

궤양 및 탈모증 등이 있다[15]. 이러한 이유로 항암제는 정상세포를 사멸시키는 부작용이

없어야 하며, 암세포만 특이적으로 apoptosis를 유도하여 세포사멸을 유도 하는 것이 가

장 이상적인 방법이다.

황칠나무는 두릅나무과 황칠나무속에 속하는 상록활엽수로써, 전남의 해남, 완도, 보길

도 등의 서남해안 지역 및 제주도의 한라산 일대에 자생하고 있는 것으로 알려져 있다. 황

칠의 주성분은 polyacetylenes계 화합물로써 식물의 외상에 의하여 자극을 받으면 분비

되는 항균성 물질인 것으로 보고되었다[6-7]. 최근 황칠나무 추출물을 이용하여 간암, 폐

암, 자궁경부암 등 항암효과에 대해서 활발한 연구가 진행되고 있지만, 구강암에서 황칠나

무의 효능에 대한 연구는 매우 부족하다[8-11]. 따라서 본 연구에서는 사람 구강암 세포

인 KB를 이용하여 황칠나무(Dendropanax morbifera)추출물의 암세포 성장억제에 미

치는 효과와 세포성장 억제기전을 밝히고자 하였다.

세포성장 억제효과를 조사하기 위한 MTT 실험에서, Dendropanax morbifera는 시

간과 농도에 의존적으로 KB 세포의 성장을 억제시켰다(Fig. 1). 이는 시간과 농도에 의



- 18 -

존적으로 암세포의 성장을 억제시키는 항암효과를 지닌 여러 추출물들(Peucedanum

japonicum Thunb. Roots, Ginsenoside Rg3, Sasa quelpaertensis Nakai)에

서의 연구결과와 일치하는 것이었다[16-18]. Dendropanax morbifera 메탄올 추출물

은 다른 추출물들과 비슷한 농도에서 KB 세포의 성장을 억제하였다[16-18]. 이러한 결과

는 Dendropanax morbifera가 암세포 성장을 억제하고 항암치료제로써 잠재적인 가치

를 가지고 있다는 것을 시사한다.

Apoptosis는 세포분열과 세포사멸 사이에서 항상성을 유지시켜주는 중요한 역할을 한

다[16-17]. 암세포에서 apoptosis의 유도는 천연물들로부터 항암제로의 개발에 가장 유

용한 전략이다[19]. 따라서 많은 연구자들이 식물의 추출물을 포함한 많은 천연물들로부터

암세포들의 apoptosis를 유도하는 연구들을 시행하고 있다. 본 연구에서도 Dendropanax

morbifera 메탄올 추출물(DMME)에 의한 KB 세포 성장억제 기전에 apoptosis가 포함

되는지를 확인하기 위하여, DAPI 핵 염색을 수행하였다. KB세포에 DMME를 처리하고

고정한 후, DAPI 염색을 진행하였다. 형광현미경으로 관찰한 결과 DMME를 처리한

KB세포에서 핵의 응축과 분절을 확인할 수 있었다(Fig. 2). 또한 DMME를 2일 처리한 KB

세포의 DNA를 추출하여 전기영동으로 확인한 결과, 대조군에서는 DNA fragmentation

현상을 볼 수 없었으나, DMME 처리 2일 실험군에서는 DNA fragmentation 현상을

확인할 수 있었다(Fig. 3). 이는 암세포의 성장을 억제시키는 항암효과를 지닌 여러 추출

물들이 DNA fragmentation을 유도하는 apoptosis 과정에 의해 암세포를 사멸시킨다

는 연구결과[16-18]와 일치하는 것으로써, DMME에 의해 유도되는 KB 세포 성장억제

과정에는 apoptosis 기전이 포함되는 것으로 사료된다.

Caspase라 불리는 세포 내 cysteine protease들의 활성은 다양한 자극에 의해 유도

된 apoptosis를 개시하고 실행하는데 중요한 역할을 하며, 포유동물 세포에서 확인된

caspase 중에 caspase-3, caspase-7, caspase-8 및 caspase-9 등이 apoptosis에

의한 세포사멸의 effector caspase로 알려져 있다[20-22]. Caspase-3, caspase-7,

caspase-8 및 caspase-9은 각각 17kDa, 20kDa, 43kDa 및 37kDa의 불활성

proenzyme으로 합성되며, 다양한 자극에 의해 apoptosis가 일어날 때 proteolytic

cleavage 현상이 일어난다[20-22]. 본 연구에서 proenzyme들의 발현분석을 위해 immu-

noblotting을 시행한 결과, Dendropanax morbifera 처리 실험군에서 caspase-3,

caspase-7, caspase-8 및 caspase-9의 proteolytic cleavage 현상을 볼 수 있었다

(Fig. 4-7). PARP는 세포 apoptosis(death receptor-mediatied extrinsic apoptotic
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pathway)의 중요한 조절인자 중의 하나이다[23]. 본 연구에서 Dendropanax

morbifera 메탄올 추출물(DMME) 처리 실험군에서 PARP의 proteolytic cleavage

현상을 볼 수 있었다.(fig. 8). 이러한 결과들은 DMME에 의해 유도되는 KB 세포의 성

장억제 과정에 caspase-3, caspase-7, caspase-8, caspase-9 및 PARP에 의존적인

apoptosis가 포함되어 있음을 시사한다. 그러나 DMME가 유도하는 암세포 성장억제에

관한 세포 및 분자적 기전 연구는 더 추구하여야 할 과제로 생각된다.

결론적으로, Dendropanax morbifera는 사람 구강암 KB 세포의 apoptosis를 유도

하여 암세포 성장을 억제시키는 것으로 사료된다. 또한 본 연구의 결과로, Dendropanax

morbifera는 암세포 성장억제에 관한 또 하나의 방향을 제시할 수 있을 것으로 사료된다.
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Ⅴ. 결 론

사람 구강암 세포인 KB를 이용하여 Dendropanax morbifera 메탄올 추출물(DMME)의

암세포 성장억제에 미치는 효과와 세포성장 억제기전을 밝히기 위해, KB 세포에서 DMME

를 이용하여 MTT 분석, DAPI 핵 염색, DNA fragmentation 분석 및 immu-

noblotting 등을 시행하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

1. DMME는 KB 세포의 성장을 시간과 농도에 의존적으로 억제하였다.

2. DMME를 처리한 KB 세포 실험군에서 핵의 응집과 파쇄를 확인할 수 있었다.

3. DMME를 처리한 KB 세포 실험군에서 DNA fragmentation 현상을 확인할 수

있었다.

4. DMME를 처리한 KB 세포 실험군에서 procaspase-3, procaspase-7, procaspase-8

및 procaspase-9의 proteolytic cleavage 현상을 확인할 수 있었다.

5. DMME를 처리한 KB 세포 실험군에서 PARP의 proteolytic cleavage 현상을

확인 할 수 있었다.

본 연구의 결과로서 사람 구강암 KB 세포에서 Dendropanax morbifera는 apoptosis

를 유도하여 암세포 성장을 억제시키는 것으로 사료된다. 또한 본 연구의 결과로,

Dendropanax morbifera를 이용한 암세포 성장억제에 관한 또 하나의 방향을 제시할

수 있을 것으로 사료된다.
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ABSTRACT

Induction of Apoptosis by Dendropanax morbifera Lev. 

Methanol Extract in KB Human Oral Cancer Cells

                                        Cho, Seon-Ho

                                        Advisor: Prof. Kim, Do Kyung, Ph.D.

                                        Department of Biodental Engineering,

Graduate School of Chosun University

Dendropanax morbifera is evergreen broad-leaved arboreous tree belongs

to the araliaceae. The country of origin is mainly the South Korea. The

scientific name is Dendropanax morbifera that component is based compound

polyacetylenes. Recently, many researchs have been conducted about

anti-cancer effects using Dendropanax morbifera in liver cancer, lung cancer,

cervical cancer, and so on. However, the effects of Dendropanax morbifera

on oral cancer is not clearly established. Therefore, the main goal of this

study was to investigate the effect of Dendropanax morbifera extract on

cell growth and apoptosis induction in oral cancer cells.

To determine the effects of Dendropanax morbifera on cell growth and

apoptosis induction in oral cancer cells, it was examined by inhibition of

cell growth (MTT assay), nuclear staining with DAPI, DNA fragmentation

analysis determination of caspase activation and immunoblotting in KB

human oral cancer cells.

The results were as follows.
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1. Dendropanax morbifera methanol(DMME) extract induced the inhibition

of cell growth depended on the Dendropanax morbifera extract treatment

time and concentration in KB cells.

2. DMME observed the changing nuclear size and nuclear condensation

in KB cells.

3. DMME induced the DNA fragmentation in KB cells.

4. DMME promoted proteolytic cleavages of procaspase-3, -7, -8 and -9

with the increases in the amount of cleaved caspase-3, -7，-8 and -9.

5. Cleaved PARP was increased by DMME in KB cells.

These results suggest that Dendropanax morbifera can induce the suppression

of cell growth through the cell apoptosis pathways in KB human oral

cancer cells, and that it many have potential properties for anti-cancer

drug discovery.

KEY WORDS: Dendropanax morbifera, Anti-cancer therapy, Apoptosis,

Cell death, KB human oral cancer cells.
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Ⅰ. 서 론

세계적으로 생물유래 천연물질은 제약 산업의 중추적인 역할을 하고 있다. Taxol(주목

나무 유래), Silymarin(대계 유래), Artemisinin(개똥쑥 유래) 성분은 약의 합성에 이

용된다[1]. 이외에도 천연물에서 항암물질을 찾는 노력은 현재에도 활발히 진행되고 있으

며, 그 예로써 방기뿌리(roots of Stephania tetrandra) 유래 Tetrandrine는 간암

세포인 HepG2에서, 감초(licorice) 유래 Isoliquiritigenin는 HepG2와 폐암세포인

A549에서, 소귀나무(Myrica rubra) 유래 Prodelphinidin B-2 3,3’-di-O-gallate는

유방암세포인 MCF-7에서 세포사멸을 유도한다고 보고되었다[1].

세포는 apoptosis라고 불리는 세포사멸기전을 가지고 있다. 세포사멸기전은 크게 세포

외부로부터 시작되는 외인성 세포사멸과 세포 내부에서 시작되는 내인성 세포사멸로 분류

된다[2]. 다세포 생물은 세포의 항상성을 조절하기 위해 apoptosis를 이용한다[2]. 그

특징으로는 세포질의 응축, DNA의 분절이 있으며, 세포 내의 게놈 DNA가 핵산내부분해

효소(endonuclease)에 의하여 180-200bp 크기의 올리고뉴클레오좀으로 잘린다[3]. 그

리고 원형질막이 파괴되지 않아서 염증 반응을 일으키지 않는다[3].

화학요법은 악성종양 세포를 사멸시켜 환자의 생존을 연장할 수 있으나, 부작용으로 정

상세포에 대한 독성을 나타낼 수 있다[4]. 예를 들어, 광범위하게 처방되는 항암제인

doxorubicin은 심장 및 신장독성과 연관되어 있다[4]. 따라서 정상세포에 대한 독성을

선택적으로 감소시키고 암세포를 선택적으로 사멸시켜 암치료를 향상시킬 수 있는 전략이

필요하며, 이를 위해서는 천연물 연구를 활발히 진행하여야 한다.

황칠나무는 두릅나무과에 속하는 상록활엽교목이며, 완도, 해남, 제주도 등 주로 우리나

라 남부 지역에서 자생한다[5]. 학명은 Dendropanax morbifera이며 목본(Dendro)

전능약(panax)라는 의미가 있다. 황칠액의 주성분은 정유성분이며 수액은 도료로 이용하

고 수지는 거풍습과 활혈의 약효가 있다는 보고가 있다[5]. 황칠나무에 대한 최초 연구는

1937년 황칠 정유 성분에 대한 것으로 황칠 정유의 주성분은 2중 결합이 2개 있는 쌍환

성 세스퀘테르펜이며, 그 외에 알코올과 에테르 등의 성분을 함유하고 있다고 보고되었다

[6]. 그리고 또 다른 성분으로는 polyacetylenes계 화합물로써 식물의 외상으로 분비되

는 항균성 물질로 보고되었다[7]. 최근 황칠나무 추출물을 이용하여 간암, 폐암, 자궁경부

암 등 항암효과에 대해서 활발한 연구가 진행되고 있으나[8-11], 구강암 세포에서 황칠에
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의한 항암효과에 관한 연구는 매우 부족하다.

따라서 본 연구에서는 사람 구강암 세포주 KB를 이용하여 황칠나무 추출물의 암세포

성장억제에 미치는 효과와 세포성장 억제기전을 밝히고자 하며, 아울러 황칠나무에 의한

구강암 치료의 효용성을 제시 하고자 한다.
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Ⅱ. 실험재료 및 방법

1. 실험재료

N-methylthiotetrazole(MTT)는 Sigma(St. Louis, MO, USA)에서 구입하여 사

용하였고, ECL detection kit는 Amersham Biosciences Corp.(Piscataway,

NJ, USA)에서 구입하여 사용하였다. Anti-cleaved caspase-3, -7, -8, -9와

anti-cleaved PARP 항체는 Cell Signaling Technology, Inc.(Danvers, MA,

USA)에서 구입하여 사용하였고, DAPI 염색물질은 Simga(St. Louis, MO, USA)에

서 구입하여 사용하였다. 기타 분석시약들은 analytical grade를 구입하여 사용하였다.

사람 구강암 KB 세포는 American Type Culture Collection(ATCC, Rockville,

MD, USA)에서 제공받아 실험에 이용하였다.

2. 식물재료와 추출

전남 완도군 보길면 원산의 Dendropanax morbifera 지엽(에스플랜트, 대전, 대한민국)

을 사용하였다. Dendropanax morbifera 지엽을 1mm 크기로 분쇄한 후, 94% 메탄올

(대정화금, 시흥, 대한민국)을 이용하여 상온에서 24시간 동안 추출하였다. 추출물을

whatman 여과지(0.45um)를 이용하여 여과한 후, rotary evaporator(N-1100, Eyela,

Japan)를 이용하여 40℃의 진공상태로 증발시켰다. 증발건조 후, 농축된 추출물을 -4

0℃에서 1일 동안 동결건조 하였으며, 4°C에서 보관하며 사용하였다.

3. 세포주와 세포배양

KB 세포는 5% fetal bovine serum(FBS, Invitrogen Co., Carlsbad, CA, USA)

및 1% Nonssential amino acids(NEAA, Gibco, Newyork, NY, USA)가 함유된

37°C의 Minimum Essential Mediun(MEM, Invitrogen Co., Carlsbad, CA,

USA) 성장배지 하에서 배양하면서 실험에 이용하였다.

4. 세포성장 억제실험(MTT 분석)

Dendropanax morbifera 메탄올 추출물(DMME)에 의한 세포성장 억제효과를 관찰
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하기 위해, 24well plate에 5 × 103cells/well의 KB세포를 접종하였다. 24시간 배양한

후, DMME를 다양한 농도와 시간에서 처리하여 37℃에서 반응시킨 후, 세포성장 억제효

과를 MTT 분석으로 측정하였다. MTT 분석은 KB 세포에 MTT 용액(MTT 최종농도

0.5㎍/㎕)을 37℃에서 4시간 처리한 후, MTT 용액을 제거하고 0.04N HCl이 함유된

isopropanol로 녹여내어 570nm에서 흡광도를 측정하여 시행하였다.

5. DAPI 염색

DMME에 의한 KB 세포 증식억제가 apoptosis 유도와 연관성이 있는지를 조사하기 위하여

DAPI 염색을 진행 후 형태를 관찰하였다. 먼저 24well plate에 5 × 103cells/well에

KB 세포를 접종하여 24시간 배양한 후, DMME 30㎍/㎕과 100㎍/㎕의 농도로 각각 처

리하여 48시간 동안 37℃에서 배양하였다. 배양한 KB 세포를 37% formaldehyde 용

액과 PBS를 1:9의 비율로 섞은 fixing solution을 이용하여 상온에서 10분 동안 고정

한 후, 4′,6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride(DAPI)용액을 이용하여

15분 동안 염색하였다. 염색한 KB 세포를 형광현미경(IX71, Olympus, Japan)을 이

용하여 핵의 형태학적 변화를 관찰하였다.

6. DNA fragmentation 분석

세포사멸의 기전 중 apoptosis의 지표가 되는 DNA fragmentation 분석을 시행하

였다. DMME에 의한 세포 DNA fragmentation 효과를 관찰하기 위해, 10cm 배양접

시에 5 X 105개의 KB 세포를 접종하였다. 24시간 배양한 후, DMME(100㎍/ml)를 처

리하여 1일 또는 2일 동안 37℃에서 배양한 후, 세포를 수집하여 lysis buffer(0.1M

NaCl, 0.001M EDTA, 0.3M Tris-HCl(pH, 7.5), 0.2M sucrose)를 이용한 통상의

phenol-chloroform 추출법으로 DNA를 추출하였다. 추출한 DNA를 2% agarose gel

에서 전기영동(50volts, 90분) 하였으며, ethidium bromide로 염색하여 관찰하였다.

7. Immunoblotting

세포 apoptosis의 지표가 되는 anti-cleaved caspase-3, -7, -8, -9와 anti-cleaved

PARP 항체 분석을 위해 immunoblotting을 시행하였다. 10cm 배양접시에 5 X 105

개의 KB 세포를 접종하고 24시간 배양한 후, DMME(100㎍/ml)를 처리하여 1일 또는
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2일 동안 37℃에서 배양한 후 세포를 수집하였다. 세포를 4℃의 PBS로 2회 세척한 후, 4℃의

lysis buffer(1% Triton X-100, 0.5mM EDTA, 1mM phenylmethylsulfonyl

fluoride, 5㎍/ml aprotinin 및 5㎍/ml leupeptin이 포함된 PBS)에서 30분 반응시

켰다. 세포 용해물을 12,500 x g에서 20분간 원심분리한 후, 단백질 시료를 정량하였다.

단백질 시료를 2배의 SDS sample buffer(60mM Tris-HCl(pH, 6.8), 4% SDS,

25% glycerol, 14.4mM 2-mercaptoethanol, 0.1% bromophenol blue)에 넣고

100℃에서 5분간 변성 시킨 후, 12% SDS-polyacrylamide gel에 120volt에서 2시간

전기영동 한 다음, 단백질 transfer를 이용하여 nitrocellulose membrane(Millipore

Co., Billerica, MA, USA)으로 이동시켰다. Membrane을 5% fat-free dry

milk-PBST buffer(PBS, 0.2% Tween-20)에서 2시간 동안 blocking하였고, PBST

buffer로 15분간 3회 세척하였다. 일차항체로 anti-cleaved caspase-3, -7, -8, -9

와 anti-cleaved PARP 항체를 1,000배 희석하여 사용하였으며, anti-β-actin 항체는

2,000배 희석하여 사용하였다. 이차항체로 horseradish peroxidase conjugated

anti-rabbit IgG(Cell Signaling Technology, Inc., Danvers, MA, USA)를

5,000배 희석하여 사용하였으며, ECL detection kit를 사용하여 X-ray 필름에 현상한

후 분석하였다.

8. 실험자료의 통계학적 검정

모든 실험성적은 mean ± SEM으로 나타내었고, 각 실험군 간의 유의성 검정은 ANOVA

후에 Student's t-test를 하였으며, p value가 0.05 미만(p<0.05)의 경우에서 통계적

유의성이 있는 것으로 간주하였다. 또한 본 연구의 통계적 검정은 SPSS ver. 12.0

(SPSS Inc., Chicago, IL, USA)을 이용하여 분석하였다.
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Ⅲ. 실험결과

1. 세포성장에 영향을 미치는 Dendropanax morbifera 메탄올 추출물

(DMME)의 효과

KB 세포에서 DMME에 의한 세포성장 억제효과를 조사하기 위해 MTT 분석을 시행하

였다. DMME를 1, 3, 10, 30, 100, 300 및 1,000㎍/ml의 다양한 농도로 1일, 2일동

안 KB 세포에 투여한 후 MTT 검사를 시행한 결과, DMME 처리 1일, 2일의 경우에서

DMME 3㎍/ml 까지의 농도에서는 대조군과 비교하였을 때 세포성장 억제의 차이를 볼

수 없었다(Fig. 1). 그러나 DMME 처리 1일, 2일 경우, DMME 10, 30, 100, 300

및 1,000㎍/ml에서는 대조군과 비교하여 볼 때 뚜렷한 세포성장 억제효과를 볼 수 있었

으며, 이 효과는 시간과 농도에 의존적임을 확인할 수 있었다(Fig. 1). KB 세포성장 억

제에 대한 DMME의 IC50(최대 억제량의 50%를 유발시키는 농도)은 DMME 처리 1일

째는 약 300㎍/ml 이었고, 2일째는 약 70㎍/ml이었다(Table 1).

Table 1. Anti-proliferative effect of Dendropanax morbifera extract in KB

cells

Time IC50 (㎍/㎖)

24 hours 301.2 ± 36.1

48 hours 69.3 ± 7.9

The IC50 values represent the mean ± SEM for three experiments.
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Fig. 1. Concentration- and time-dependent effects of Dendropanax morbifera

methanol extract(DMME) on the cell viability in KB cells. (A)

Concentration-dependent effect of DMME on the cell viability in KB

cells. The KB cells were treated with various concentrations of

DMME or without DMME for 24 (circle) and 48 (square). (B)

Time-dependent effect of DMME on the cell viability in KB cells.
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The KB cells were treated with 3 (circle), 10 (square), 30 (triangle),

100 (diamond), 300 ㎍/㎖ (hexagon) and 1,000 ㎍/㎖ (inverted triangle)

DMME for 24 or 48 hours. The cell viabilities were determined by

the MTT assays. The percentage of cell viability was calculated as

a ratio of A570nms of DMME treated cells and untreated control cells.

Each data point represents the mean ± SEM of four experiments.
**P<0.01 vs. control and ***P<0.001 vs. control (the control cells

measured in the absence of DMME).

2. DAPI 염색에 의한 세포핵 관찰 결과

Dendropanax morbifera 메탄올 추출물(DMME) 처리에 따른 KB 세포의 성장억제

가 세포의 apoptosis 유발과 상관성이 있는지 조사하기 위하여 0, 30 및 100㎍/ml의

DMME를 처리한 배지에서 48시간 동안 배양 한 후, DAPI 염색을 통해 세포핵의 형태

학적 변화를 관찰하였다. DAPI 염색을 실시하고 형광현미경을 이용하여 관찰한 결과， 

Fig.2A에 나타낸 바와 같이 DMME를 처리하지 않은 대조군 KB 세포에서는 대부분의

세포에서 핵의 형태가 뚜렷하게 정상으로 염색이 되었으나, DMME를 30 및 100㎍/ml

을 처리한 세포에서는 apoptosis 발생 세포에서 전형적으로 관찰되는 염색질 응축에 의

한 apoptotic body가 다수 관찰되었다(Fig. 2A). Apoptosis가 발생하지 않은 정상세

포를 100%로 기준하여 apoptotic body를 비율로 나타내어 비교한 결과，DMME를 처

리하지 않은 대조군 KB 세포에서는 약 0.8%，DMME를 30과 100㎍/ml를 처리한 세

포에서는 각각 약 24%와 57%로, DMME 농도가 증가함에 따라 apoptotic body의 비

율이 증가함을 알 수 있었다(Fig. 2B).

3. DNA fragmentation 분석

DMME에 의한 KB 세포의 성장억제 기전을 확인하기 위해 DNA fragmentation 분

석을 시행하였다. DMME 100㎍/ml을 2일 처리한 KB 세포의 DNA를 추출하여 전기영

동으로 확인한 결과, 대조군에서는 DNA fragmentation 현상을 볼 수 없었으나,

DMME를 100㎍/ml 처리한 2일 실험군에서는 DNA fragmentation 현상을 뚜렷하게

볼 수 있었다(Fig. 3).
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Fig. 2. Induction of apoptosis by Dendropanax morbifera methanol extract

(DMME) in KB cells. (A) Changes in nuclear morphology by

DMME. The cells were treated with 0, 30 or 100 ㎍/㎖ DMME for

48 hours. Representative fluorescence photomicrographs show the nuclei

morphology of KB cells. The arrows indicate chromatin condensation,

reduced nuclear size and nuclear fragmentation typically observed in

apoptotic cells. (B) The percentage of apoptotic cells was calculated

as the ratio of apoptotic cells to total cells.
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Fig. 3. Fragmentation of internucleosomal DNA by Dendropanax morbifera

methanol extract(DMME) in KB cells. The KB cells were treated

with 0 and 100 ㎍/㎖ DMME for 48 hours, and nuclear DNA (5µg)

was subjected to agarose gel electrophoresis.
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4. Dendropanax morbifera 메탄올 추출물(DMME)에 의한 caspase의 활성

Anti-cleaved caspase-3, -7, -8 및 caspase-9가 세포 apoptosis의 지표가 되므

로 DMME를 처리한 KB 세포에서 anti-cleaved caspase-3, -7, -8, -9 발현분석을

위해 immunoblotting을 시행하였다. DMME 100㎍/ml을 처리한 KB 세포를 2일간

처리한 후 단백질을 추출하여 확인한 결과, 시험한 4가지 anti-cleaved caspase에서 단

백질 가수분해 현상이 나타남을 알 수 있었다(Figs. 4-7).

5. DMME에 의한 PARP를 통한 apoptosis 매개

DMME이 KB세포에서 apoptosis를 유도하는지 확인을 위해서, 단백질 수준에서 PARP

발현을 측정할 수 있는 immunoblotting을 수행하였다. 대조군에서보다 DMME 처리군

에서 cleaved PARP가 증가함을 확인할 수 있었다(Fig. 8).
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Fig. 4. Proteolytic cleavage of caspase-3 by Dendropanax morbifera methanol

extract(DMME) treatment in KB cells. (A) Activity of cleaved

caspase-3 by DMME was measured in KB cells. The cells were

treated with 0 or 100 ㎍/㎖ DMME for 48 hours. The cell lysate

was prepared and analyzed by immunoblotting as described in

"MATERIALS AND METHODS". (B) Quantitative data for (A) were

analyzed by using Imagegauge 3.12 software after β-actin

normalization.
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Fig. 5. Proteolytic cleavage of caspase-7 by Dendropanax morbifera methanol

extract(DMME) treatment in KB cells. (A) Activity of cleaved

caspase-7 by DMME was measured in KB cells. The cells were

treated with 0 or 100 ㎍/㎖ DMME for 48 hours. The cell lysate

was prepared and analyzed by immunoblotting as described in

"MATERIALS AND METHODS". (B) Quantitative data for (A) were

analyzed by using Imagegauge 3.12 software after β-actin normalization.
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Fig. 6. Proteolytic cleavage of caspase-8 by Dendropanax morbifera methanol

extract(DMME) treatment in KB cells. (A) Activity of cleaved

caspase-8 by DMME was measured in KB cells. The cells were

treated with 0 or 100 ㎍/㎖ DMME for 48 hours. The cell lysate

was prepared and analyzed by immunoblotting as described in

"MATERIALS AND METHODS". (B) Quantitative data for (A)

were analyzed by using Imagegauge 3.12 software after β-actin

normalization.
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Fig. 7. Proteolytic cleavage of caspase-9 by Dendropanax morbifera

methanol extract(DMME) treatment in KB cells. (A) Activity of

cleaved caspase-9 by DMME was measured in KB cells. The cells

were treated with 0 or 100 ㎍/㎖ DMME for 48 hours. The cell

lysate was prepared and analyzed by immunoblotting as described

in "MATERIALS AND METHODS". (B) Quantitative data for (A)

were analyzed by using Imagegauge 3.12 software after β-actin

normalization.
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Fig. 8. Activation of cleaved PARP by Dendropanax morbifera methanol

extract(DMME) treatment in KB cells. (A) The activity of cleaved

PARP by DMME was measured in KB cells. The KB cells were

stimulated with 0 or 100 ㎍/㎖ DMME for 48 hours, harvested and

lyzed using a cell lysate buffer. (B) Quantitative data for (A)

were analyzed by using Imagegauge 3.12 software after β-actin

normalization.
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Ⅳ. 총괄 및 고안

현재 천연물 유래의 항암제 개발은 전 세계적으로 대표적인 관심 분야이다. 그 예로 미

국은 National Cancer Institute(NCI)의 주도하에 1,550속, 3,390종의 식물로부터

114,000개 추출물을 대상으로 항암제 개발을 위한 검색을 하였으며, 특히 백합과 일일초

(Vinca rosea)로부터 vinca alkaloid의 부분 합성에 성공하여 vincristine, vinblastine,

leurosine, leurosidine 등과 같은 다수의 항암물질을 개발하였다[12]. 그 중 vincristine

은 소아와 성인의 급성 림프구성 백혈병의 항암화학요법치료 약물로 사용되며, 기전은 세

포분열기에 방추사 형성을 방해하여 세포를 파괴한다[13]. 주목과 나무인 Taxus

brevifolia에서 추출한 diterpene구조를 가진 Taxol 역시 식물유래 항암제로써 항암작

용에 대한 연구결과가 다수 보고되고 있다[14]. 이처럼 항생제의 약 78%와 항암화합물

의 약74%가 천연물이거나 그 유도체인 것으로 확인되면서 천연물 의약품의 중요성이 점

차 부각되고 있다[12].

우수한 화학요법 항암제 및 항암요법이 개발되어 암의 치료율은 향상되었으나, 암세포

제거에 초점을 맞춘 암치료 방식으로 인해 환자의 삶의 질은 저하됨에 따라 개선해야 할

필요성이 대두되고 있다. 화학요법제의 부작용은 조혈기능 억제, 메스꺼움 및 구토, 점막

궤양 및 탈모증 등이 있다[15]. 이러한 이유로 항암제는 정상세포를 사멸시키는 부작용이

없어야 하며, 암세포만 특이적으로 apoptosis를 유도하여 세포사멸을 유도 하는 것이 가

장 이상적인 방법이다.

황칠나무는 두릅나무과 황칠나무속에 속하는 상록활엽수로써, 전남의 해남, 완도, 보길

도 등의 서남해안 지역 및 제주도의 한라산 일대에 자생하고 있는 것으로 알려져 있다. 황

칠의 주성분은 polyacetylenes계 화합물로써 식물의 외상에 의하여 자극을 받으면 분비

되는 항균성 물질인 것으로 보고되었다[6-7]. 최근 황칠나무 추출물을 이용하여 간암, 폐

암, 자궁경부암 등 항암효과에 대해서 활발한 연구가 진행되고 있지만, 구강암에서 황칠나

무의 효능에 대한 연구는 매우 부족하다[8-11]. 따라서 본 연구에서는 사람 구강암 세포

인 KB를 이용하여 황칠나무(Dendropanax morbifera)추출물의 암세포 성장억제에 미

치는 효과와 세포성장 억제기전을 밝히고자 하였다.

세포성장 억제효과를 조사하기 위한 MTT 실험에서, Dendropanax morbifera는 시

간과 농도에 의존적으로 KB 세포의 성장을 억제시켰다(Fig. 1). 이는 시간과 농도에 의
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존적으로 암세포의 성장을 억제시키는 항암효과를 지닌 여러 추출물들(Peucedanum

japonicum Thunb. Roots, Ginsenoside Rg3, Sasa quelpaertensis Nakai)에

서의 연구결과와 일치하는 것이었다[16-18]. Dendropanax morbifera 메탄올 추출물

은 다른 추출물들과 비슷한 농도에서 KB 세포의 성장을 억제하였다[16-18]. 이러한 결과

는 Dendropanax morbifera가 암세포 성장을 억제하고 항암치료제로써 잠재적인 가치

를 가지고 있다는 것을 시사한다.

Apoptosis는 세포분열과 세포사멸 사이에서 항상성을 유지시켜주는 중요한 역할을 한

다[16-17]. 암세포에서 apoptosis의 유도는 천연물들로부터 항암제로의 개발에 가장 유

용한 전략이다[19]. 따라서 많은 연구자들이 식물의 추출물을 포함한 많은 천연물들로부터

암세포들의 apoptosis를 유도하는 연구들을 시행하고 있다. 본 연구에서도 Dendropanax

morbifera 메탄올 추출물(DMME)에 의한 KB 세포 성장억제 기전에 apoptosis가 포함

되는지를 확인하기 위하여, DAPI 핵 염색을 수행하였다. KB세포에 DMME를 처리하고

고정한 후, DAPI 염색을 진행하였다. 형광현미경으로 관찰한 결과 DMME를 처리한

KB세포에서 핵의 응축과 분절을 확인할 수 있었다(Fig. 2). 또한 DMME를 2일 처리한 KB

세포의 DNA를 추출하여 전기영동으로 확인한 결과, 대조군에서는 DNA fragmentation

현상을 볼 수 없었으나, DMME 처리 2일 실험군에서는 DNA fragmentation 현상을

확인할 수 있었다(Fig. 3). 이는 암세포의 성장을 억제시키는 항암효과를 지닌 여러 추출

물들이 DNA fragmentation을 유도하는 apoptosis 과정에 의해 암세포를 사멸시킨다

는 연구결과[16-18]와 일치하는 것으로써, DMME에 의해 유도되는 KB 세포 성장억제

과정에는 apoptosis 기전이 포함되는 것으로 사료된다.

Caspase라 불리는 세포 내 cysteine protease들의 활성은 다양한 자극에 의해 유도

된 apoptosis를 개시하고 실행하는데 중요한 역할을 하며, 포유동물 세포에서 확인된

caspase 중에 caspase-3, caspase-7, caspase-8 및 caspase-9 등이 apoptosis에

의한 세포사멸의 effector caspase로 알려져 있다[20-22]. Caspase-3, caspase-7,

caspase-8 및 caspase-9은 각각 17kDa, 20kDa, 43kDa 및 37kDa의 불활성

proenzyme으로 합성되며, 다양한 자극에 의해 apoptosis가 일어날 때 proteolytic

cleavage 현상이 일어난다[20-22]. 본 연구에서 proenzyme들의 발현분석을 위해 immu-

noblotting을 시행한 결과, Dendropanax morbifera 처리 실험군에서 caspase-3,

caspase-7, caspase-8 및 caspase-9의 proteolytic cleavage 현상을 볼 수 있었다

(Fig. 4-7). PARP는 세포 apoptosis(death receptor-mediatied extrinsic apoptotic
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pathway)의 중요한 조절인자 중의 하나이다[23]. 본 연구에서 Dendropanax

morbifera 메탄올 추출물(DMME) 처리 실험군에서 PARP의 proteolytic cleavage

현상을 볼 수 있었다.(fig. 8). 이러한 결과들은 DMME에 의해 유도되는 KB 세포의 성

장억제 과정에 caspase-3, caspase-7, caspase-8, caspase-9 및 PARP에 의존적인

apoptosis가 포함되어 있음을 시사한다. 그러나 DMME가 유도하는 암세포 성장억제에

관한 세포 및 분자적 기전 연구는 더 추구하여야 할 과제로 생각된다.

결론적으로, Dendropanax morbifera는 사람 구강암 KB 세포의 apoptosis를 유도

하여 암세포 성장을 억제시키는 것으로 사료된다. 또한 본 연구의 결과로, Dendropanax

morbifera는 암세포 성장억제에 관한 또 하나의 방향을 제시할 수 있을 것으로 사료된다.
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Ⅴ. 결 론

사람 구강암 세포인 KB를 이용하여 Dendropanax morbifera 메탄올 추출물(DMME)의

암세포 성장억제에 미치는 효과와 세포성장 억제기전을 밝히기 위해, KB 세포에서 DMME

를 이용하여 MTT 분석, DAPI 핵 염색, DNA fragmentation 분석 및 immu-

noblotting 등을 시행하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

1. DMME는 KB 세포의 성장을 시간과 농도에 의존적으로 억제하였다.

2. DMME를 처리한 KB 세포 실험군에서 핵의 응집과 파쇄를 확인할 수 있었다.

3. DMME를 처리한 KB 세포 실험군에서 DNA fragmentation 현상을 확인할 수

있었다.

4. DMME를 처리한 KB 세포 실험군에서 procaspase-3, procaspase-7, procaspase-8

및 procaspase-9의 proteolytic cleavage 현상을 확인할 수 있었다.

5. DMME를 처리한 KB 세포 실험군에서 PARP의 proteolytic cleavage 현상을

확인 할 수 있었다.

본 연구의 결과로서 사람 구강암 KB 세포에서 Dendropanax morbifera는 apoptosis

를 유도하여 암세포 성장을 억제시키는 것으로 사료된다. 또한 본 연구의 결과로,

Dendropanax morbifera를 이용한 암세포 성장억제에 관한 또 하나의 방향을 제시할

수 있을 것으로 사료된다.
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