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ABSTRACT

Analysis of anti-cancer effects of Anthriscus sylvestris 

Hoffmann aqueous layer on subcutaneous xenograft   

nude mouse tumor model

                               Bo - Ram Park

                           Advisor : Prof. Chun Sung Kim, ph. D. 

                           Department of Dentistry, 

                           Graduate School of Chosun University

Objective : The anti-cancer effect of Anthriscus sylvestris Hoffmann aqueous 

layer (ASAL) investigated by subcutaneous injection of KB human oral cancer cell 

and A549 human lung cancer cell of xenograft nude mouse models. 

Materials and Methods : Cell viability and cytotoxicity effects were evaluated by 

MTT assay after ASAL treatment for 24 h. For western blot analysis, primary 

antibodies such as phospho-p53 (Ser 15), phospho-ERK 1/2, EGFR, phospho-EGFR 

(Tyr 992), phospho-EGFR (Tyr 1045), phospho-EGFR (Tyr 1068), Bcl-2, cleaved 

caspase-3, cleaved caspase-7, cleaved caspase-8, cleaved caspase-9 and poly ADP 

ribose polymerase (PARP) were used in vitro and in vivo. KB oral cancer cells and 

A549 lung cancer cells cultured and subcutaneous injected them to nude mouse. 

ASAL was administrated to xenograft nude mouse tumor model orally every day. 

It has been raised and treated up to 17 days and 30 days. Their body weight, 

tumor weight and tumor volumes were measured every other day a week. 
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Hematology and serum biochemistry were performed for the safety assessment of 

ASAL in vivo. 

Results : ASAL significantly inhibited cell growth in KB, FaDu oral cancer cell 

lines and A549 lung cancer cells in dose-dependent manners without toxicity in 

NIH/3T3 fibroblast and primary rat chondrocyte cells. ASAL-treatment cells 

showed inhibition of ERK 1/2 phosphorylation in the KB and FaDu oral cancer cell 

lines. It also significantly inhibited EGFR phosporylation (Tyr 1068) in the A549 

lung cancer cells. Moreover, ASAL inhibited protein expression level of 

anti-apoptotic factor Bcl-2. In contrast, activated cleaved caspase-3, cleaved 

caspase-9 and poly ADP ribose polymerase (PARP) in the KB and A549 cells.   

KB subcutaneous xenograft nude mouse tumor models (ASAL ; 400 ㎎/kg) and 

A549 subcutaneous xenograft nude mouse tumor models (ASAL ; 80 ㎎/kg, ASAL 

; 200 ㎎/kg) ASAL treatment groups of were suppressed 40%, 45.6% and 59.4% 

tumor inhibition rate compared to non-treatment group, respectively. In addition, 

tumor tissues of ASAL treatment groups, poly ADP ribose polymerase (PARP) 

cleavage was significantly increased compared to non-treatment groups.          

No significant differences in body weight, hematology and serum biochemistry 

between control and ASAL (500 ㎎/kg) group were found.

Conclusion : These results indicated that ASAL may be suppress of cell 

proliferation and subcutaneous xenograft nude mouse tumor growth by inducing the 

intrinsic and extrinsic apoptotic pathway. Furthermore, it can be a basis 

development of water soluble anti-cancer drug.

Key Words : Anthriscus sylvestris Hoffmann aqueous layer (ASAL), KB, A549, 

Anti-cancer effect, Subcutaneous xenograft nude mouse tumor models.
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I. 서 론

  천연물은 자연계에서 얻어지는 식물, 동물, 광물 및 미생물과 이들의 대사산물을   

포함하는 매우 넓은 의미의 개념으로서, 오랫동안 축적된 한방에 관한 지식이나 민간

에서 사용한 천연물 관련 지식을 기반으로 식량자원 뿐만 아니라 약용자원으로서의  

역할을 해왔다(1). 또한 천연물은 의약용 소재로 사용한 역사가 오래되어 풍부한 임상적 

경험을 가지고 있고, 부작용이 적어 오늘날 사용하고 있는 의약물의 약 50% 정도가 

천연물에서 유래된 것으로 알려져 있다(2, 3). 

  천연물은 그 자체의 생합성 및 대사과정을 거쳐 생성되는 탄수화물, 지방, 단백질  

등의 1차 대사산물과 이로부터 생합성 되는 2차 대사산물인 플라보노이드(flavonoid),  

알칼로이드(alkaloid), 커큐민(curcumin) 및 리그난(lignan) 등의 많은 성분을 포함하고 

있으며, 이러한 성분은 다양한 활성 효능이 있는 것으로 보고되고 있다(4-6). 식물의 

잎과 줄기 및 과일 등에 수용성 배당체로 존재하는 플라보노이드는 항산화, 항염증,  

면역촉진, 항바이러스 등에 효능이 있는 것으로 보고되고 있으며(7-9), 플라보노이드의 

대표적인 퀘르세틴(quercetin)은 HepG2 간암세포에서 세포 내 DNA의 분절과 세포 내 

활성산소종의 생성 증가를 통하여 세포사멸을 유도한다고 보고되고 있다(10). 또 다른 

연구에서는 플라보노이드가 다량 함유 되어있는 백합과에 속하는 청미래덩굴(Smilax 

china)의 에탄올 추출물이 A549 폐암세포와 AGS 위암세포에 대해 세포주기 억제 및 

세포의 성장을 억제함을 보고하였다(11). 알칼로이드는 특이적이고 강한 생리작용을  

가지며, 현재까지 약 250종 이상의 알칼로이드 성분이 밝혀져 다양한 의약품 소재로서 

개발되고 있다(12, 13). 이 중 백합과 일일초로부터 추출되는 빈블라스틴(vinblastine), 

빈크리스틴(vincristine) 및 주목나무에서 추출되는 파크리탁셀(paclitaxel)은 이미 임상에서 

항암제로 개발되어 널리 이용되고 있다(14-16). 2차 대사산물로 곡류, 콩류, 채소류,  

과일류 등에 다량 함유 되어있는 리그난(lignan)은 항산화, 항간염, 항바이러스 및 항암

효과에 탁월하다고 알려져 있다(17, 18). 오미자에 포함된 리그난 물질의 생리활성을 나타

내는 Gomisin A는 A549 폐암세포, Huh7 간암세포, Du145 전립선암세포에서 암세포의 

성장과 전이 억제에 대해 동물실험을 수행하여 항암제로서 이용 가능성을 확인 한 바 

있다(19). 이 외 천연물에서 얻어진 많은 성분들의 다양한 효능이 보고되어 천연물은 

항암제로서 중요한 원천 소재로 쓰이고 있으며, 천연물 소재 신약 개발의 가치가 나날

이 높아지고 있다.
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  암은 전 세계적으로 발생률이 높은 질병으로 우리나라에서 사망원인 1위를 차지하고 

있으며, 식습관의 서구화와 고령화로 해마다 발병률과 사망률이 높아지고 있다. 구강암

(oral cancer)은 전체 악성종양 중 여섯 번째로 발병률이 높으며 개발도상국에서는   

발병률이 더 높은 것으로 보고되고 있다(20). 치료법으로는 방사선 요법 및 광범위   

절제수술요법을 우선적으로 하는 것이 일반적인 치료법이나, 저작, 연하, 발음 등의  

기능적 장애와 안모변형 등을 초래하여 일차적인 치료법으로 항암화학요법에 대한   

상대적인 중요성이 한층 높아지고 있다(21, 22). 구강암은 다른 부위에 비해 진단이  

쉬우며, 진단학적 기술의 발달과 수술 및 재건 술의 발달에도 불구하고 구강암으로   

인한 생존율의 뚜렷한 향상은 보이지 않고 있다(23). 이는 악성도가 높아 조기 사망하는 

경우가 많고, 인체의 중요 장기와 인접하고 있어 다른 암으로 전이 유발이 많다(24). 

그리고 항암제에 대한 약리적 효과를 나타내지 못하기 때문에 일차적인 치료방법으로 

항암화학요법치료에 사용될 만한 항암제가 없기 때문이다. 최근에는 폐암 치료제로  

개발된 항암제인 이레사(lreassa)의 주성분인 제피티닙(gefitinib)을 이용하여 종양의 

DNA 복구 능력을 차단시키면서 방사선에 대한 종양의 감수성을 높여 방사선 요법과 

약물을 함께 사용하여 외과적인 수술 없이도 구강암을 효과적으로 치료 할 수 있다는 

연구 결과가 보고된 바 있다(25, 26). 

  폐암(lung cancer)은 신체 조건상 구강과 매우 인접하고 있어 구강암에서부터 암의  

전이가 잘 되며, 통계청 자료에 의하면 국내에서 암 사망률 제 1위의 질환으로 알려져 

있다(27). 최근 10년 동안 다른 암에 비하여 증가 속도가 빠르며 앞으로도 폐암 발생 

및 사망률은 지속적으로 증가하여 20∼30년 후에는 현재의 두 배 이상까지 증가될   

것이라 추정된다. 폐암에 대한 치료는 크게 수술 요법, 방사선 요법 및 항암 화학요법 

등으로 구분할 수 있으나 대부분의 경우 수술 요법, 방사선 요법과 병행하여 항암   

화학약물을 추가로 투여하여 치료효과를 보고 있다(28, 29). 비소세포 폐암의 대표적인   

항암제로 시스플라틴(cisplatin), 비노렐빈(vinorelbine), 탁솔(Taxol), 젬시타빈(gemcitabin)   

등이 있으며,  소세포 폐암에는 빈크리스틴(vincristin), 싸이톡산(cyclophosphamide),  

아드리아마이신(adriamycin) 등이 임상에서 사용되고 있으며, 수술 요법 및 방사선   

요법과 병용한 항암제 투여에 의하여 삶의 질과 생존율은 크게 증가하였다(30). 그러나 

반복적인 항암제 사용에 의해 암세포에 내성이 생겨 계속적으로 다른 약제로 바꿔서 

투여해야하는 문제점과 골수기능 장애, 탈모, 신경계 이상 등의 부작용이 문제점으로 

대두되고 있다(31). 이러한 문제점을 극복하기 위해 최근에는 특정한 생물학적 기전을 

억제하여 치료효과 상승 및 부작용을 감소시키고자 하는 새로운 개념의 치료법으로  
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분자 표적 치료가 개발되었다(32). 또한 많은 약제들이 폐암 치료를 위한 임상 시험  

진행 중에 있으며, 그 중 제피티닙은 비소세포 폐암에서 분자 표적 치료제로서 가장  

먼저 미국 식품 의약청에서 승인을 받아 이미 임상에 적용되어 환자들에게 도움을   

주고 있다(33). 그러나 암은 매우 복잡한 경로로 발전하기 때문에 특정 표적인자만을 

선택적으로 억제하는 이러한 분자표적치료제는 특정 유전자의 돌연변이 상태에 따라 

선택적인 치료효과를 나타내는 단점이 있다. 또한 현재 사용되고 있는 항암제는 물에 

대해 용해도가 낮거나 불용성이기 때문에 추가적으로 유기용매를 필요로 하여 이에  

대한 부작용이 문제가 되고 있다. 캄토테신(camptothecin)은 희수나무에 추출되는    

알칼로이드로서 종양 조직 내에서 Topoisomerase-1 효소를 저해함으로써 강력한 항암

효과를 나타내는 물질로 21세기의 대표적인 항암제로 여겨져 위암, 결장암, 방광암,  

유방암, 소세포폐암, 백혈병에 대해서 뛰어난 효과를 입증 한 바 있다(34, 35). 그러나 

캄토테신의 불용성 때문에 투여에 어려움이 따라 임상 시험이 진행되지 못했으며,     

약물을 녹이기 위해 사용되는 유기용매에 따른 다양한 부작용이 또한 문제가 되었다. 

그러나 최근 캄토테신의 고질적인 문제였던 불용성 문제를 해결하여 물리·화학적으로 

안정한 제제의 이점과 뛰어난 항암효과를 가진 캄토벨(camtobell)을 개발함으로써   

문제 해결에 성공하였다(36). 따라서 항암제의 물에 대한 불용성 문제와 유기용매에  

따른 부작용 문제점을 해결하기 위해 기존의 약효를 가지고 있으며, 부작용이 적어  

기존의 약제를 대체할 수 있는 약효성분을 천연물에서부터 검색하여 천연물 유래 수용성 

항암제 신약 개발의 연구가 활발히 이루어져야 되는 시점이다.

  오래전부터 우리나라에서 의약품으로 사용한 전통 한방약제 중 전호(Anthriscus 

sylvestris Hoffmann)는 우리나라 전역의 산이나 들에서 자생하는 산형과에 속하는    

미나리과의 여러해살이풀로. 개화기는 5∼6월이며, 결실기는 7∼8월이다. 높이는 1m에 

이르며, 줄기는 곧게 서서 여러 개의 가지를 치며 온몸이 밋밋하고 털이 없어 이를   

‘토전호’ 또는 ‘아삼이라고 부르기도 한다. 우리나라에서 전호는 흑산도를 중심으로   

경상도 및 전라도의 남부지역에서 많이 재배되고 울릉도 지역에서도 재배되거나 자생

되고 있으며, 일본, 중국, 시베리아, 동유럽 등에 분포되어 있다(37, 38). 전호는 겨울 

동안 눈 속에서 싹을 틔어 눈이 녹으면 가장 먼저 수확되는 울릉도의 대표적인 봄나물

로서 어린잎은 독특한 향과 쌉싸래한 맛이 있어 각광 받는 나물이다. 뿌리부분은 한약

재로 사용되어 왔으며, 여러 가지 효능으로 현재에도 유망재배 약용식물자원 중의   

하나로 꼽히고 있다. 전호는 한의학적으로 혈액순환을 좋게 하고, 어혈을 풀어주며,  

열을 내리고, 통증을 멎게 하는 효능이 있다고 알려져 있다. 또한 근육통, 타박상, 수술 
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후 통증, 뱀에게 물린 독을 푸는 데 사용하는 것으로 기록되어 있다(39). 전호의 주성분

으로는 Anthricin (Deoxypodophyllotoxin), Lignin, Anthriscinol 등이 있고, 그 밖에 

Isoanthricin, Podophyllotoxin, Angeloyl podophyllotoxin, Morelensin, Yatein, 7-hydro 

xyyatein, Anhydropodorhizol, Arctigenin,bursehernin 등을 비롯한 리그난 계열의    

물질, Praeruptorins A, B, C, E, Qianth coumarin D, Acetyl angeloyl khellactone, 

Acetyl tigloyl khellactone, Decursin, Nodakenin 등의 큐마린 계열 물질 및 알칼로이드 

계열 등 많은 성분을 함유하고 있다(40). 큐마린 계열인 Acetyl angeloyl khellactone과 

Acetyl tigloyl khellactone의 혼합물은 평활근의 수축을 억제하며 동맥으로 흐르는 혈류

량을 증가시키며, Anthfalcarindiol, Angeloyl podophyllotoxin, Morelensin, Bursehernin

은 암 세포주에 대한 세포독성 있다고 보고된 바 있다(41, 42). 특히 전호에 다량 함유

되어 있는 리그난 계열 물질 중 Anthricin(Deoxypodophyllotoxin)은 PC-3 전립선 암 

세포, HeLa 자궁경부암 세포 및 SGC-7901 위암세포 등 다양한 암세포에서 세포형태

변화, 세포주기 억제 및 세포사멸 관련 단백질 발현 등에 의해 항암 효능이 있다고   

보고되었다(43, 44).

  본 연구에서는 기존 항암제의 암의 내성과 부작용을 극복하기 위하여 오래전부터  

민간요법으로 사용하여 풍부한 임상적 경험을 가지고 있는 약용 소재 천연물인 전호

(Anthriscus sylvestris Hoffmann)로부터 수용성 추출물을 분리하였으며, 이는 기존의  

항암제의 물의 불용성과 유기용매에 대한 부작용 문제점을 해결 할 수 있을 것이라  

사료된다. 더불어 구강암 세포 및 폐암 세포에 대한 세포성장 억제 효과 및 분자적  

기전을 확인하고, 구강암 및 폐암 이종이식 누드마우스 종양 모델을 이용하여 종양  

성장을 억제함으로써 새로운 천연물 유래 수용성 항암제 신약 개발에 중요한 초석이 

되며, 새로운 항암제로서 이용 가능성을 모색할 수 있는 기반을 마련하고자 한다.
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II. 실험재료 및 방법

1. 실험재료 및 시약

  본 실험에 사용된 전호는 100% 메탄올 추출 후, 용매분획 한 수용층을 동결건조   

시켜 물에 녹여 사용하였다. 세포 배양액에는 10% fetal bovine serum (FBS, GIBCO, 

Rockville, MD)과 1% 항생제(penicillin 100 U/㎖, streptomycin 100 ㎍/㎖) (Sigma 

Aldrich, USA)를 희석하여 사용하였다. 1차 항체 phospho-Erk 1/2, phospho-p53    

(Ser 15), EGFR, phospho-EGFR (Tyr 992), phospho-EGFR (Tyr 1045), 

phospho-EGFR (Tyr 1068), Bcl-2, cleaved caspase-3, cleaved caspase-7, 

cleaved-caspase-8 (p43-p41), cleaved-caspas-9, poly ADP ribose polymerase 

(PARP) antibody (Cell Signaling Technology, Beverly, MA)와 β-actin antibody 

(abcam)을 사용하였으며, 2차 항체는 anti-rabbit 또는 anti-mouse antibody (Santa 

cruz Biotechnology, Inc, USA)를 사용하였다. 

2. 전호 수용성 추출물(Anthriscus sylvestris Hoffman aqueous layer,  

ASAL) 분리

  본 실험에 사용된 전호(Anthriscus sylvestris Hoffmann)는 전라남도 흑산도에서  

자생된 식물로 2014년 봄에 채취한 전호를 구입하였다. 채취한 전호의 잎과 줄기는  

제거하고 뿌리만 얻어 이물질을 제거한 후, 자연건조 하여 실험에 사용하였다. 전호  

뿌리 500 g을 분쇄기를 이용하여 잘게 분쇄한 후, 5 ℓ의 100% 메탄올을 첨가하여  

56℃ incubator에서 48시간 동안 온침 추출하였다. 불순물들은 여과지로 여과한 뒤,  

감압농축기로 농축하여 용매를 증발시키고 50 g의 추출물을 얻었다. 50 g의 추출물을 

다시 멸균수를 첨가하여 최종부피가 200 ㎖이 되도록 희석하여 용해시키고, 용해액에 

n-haxane, ethyl acetate, n-buthanol 순으로 각각 3회씩 동량으로 분획하여 수용층을 

획득하였다(Fig. 1). 최종 수용층은 –80℃에서 24∼48시간 동결건조 시켰으며, 분말화 

상태로 -20℃에서 냉동 보관하였다. 분말화 된 ASAL을 g당 1 ㎖의 멸균수로 녹여  

다음 실험을 수행하였다. 
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Fig. 1. Isolation and partition from the Anthriscus sylvestris Hoffmann aqueous 

layer (ASAL). Extraction and solvent fractionation of ASAL using n-hexane, ethyl 

acetate, and n-buthanol. 
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3. High-performance liquid chromatography (HPLC)를 이용한 전호 

수용성 추출물(ASAL)의 분석 

  분석을 위한 시료로 분말 화 된 ASAL을 멸균수 1 ㎖당 250 ㎎ 농도로 용해하여 

0.45 ㎛ syringe filter로 여과한 후, 분석용 HPLC로 분석을 수행하였다. 분석시스템은 

Agilent 1100 series HPLC system (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, USA)을   

이용하여 CAPCELL PAK C18 AQ [10 mmI.D. x 250 mm (SHISEIDO Inc, Tokyo, 

Japan)]칼럼을 사용하였다. HPLC 이동상 용매로 slovent A는 멸균수, solvent B는 

100% 메탄올을 사용하여 1분당 5 ㎖의 유속으로 용출하였다(Table 1). HPLC 분획  

물질은 210 nm, 230 nm, 250 nm, 280 nm의 UV spectrum에서 각각의 피크를 검출   

하였다.
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Items Conditions

HPLC System Agilent 1100 series 

Column
CAPCELL PAK C18 Cat. No. 92075

TYPE : AQ 5 um, SIZE : 10 mm I.D. × 250 mm

Flow rate 5 ㎖/min

Injection volume                        100 ㎕

Mobile phase 5 ㎖/min

Gradient   Time [min] % A % B

 5.00 95.0  5.0

65.00 30.0 70.0

66.00  5.0 95.0

69.00  5.0 95.0

70.00 95.0  5.0

80.00 95.0  5.0

Table 1. Instrument and operating conditions for high-performance liquid 

chromatography (HPLC) analysis.
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4. 세포배양 

4-1. 사람 유래 구강암 세포주 세포배양

  KB, FaDu 세포는 American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, 

USA)에서 구입하였다. KB, FaDu 세포는 10% fatal bovine serum (FBS, GIBCO, 

Rockvile, MD, USA) 및 1% 항생제(100 ㎍/㎖ penicillin, 100 Unit streptomysin) 

(Sigma Aldrich, Michigan, USA)가 함유된 Dulbecco's Modified Eagles Medium 

(DMEM, GIBCO, Rockville, MD, USA)을 사용하였으며, 37℃의 5% CO2 조건하에서 

배양하였다. 

4-2. 사람 유래 폐암 세포주 세포배양

  A549 세포는 ATCC에서 구입하였다. 10% FBS와 1% 항생제가 함유된 RPMI-1640 

medium (GIBCO, Rockville, MD, USA)을 사용하였으며, 37℃의 5% CO2 조건하에서 

배양하였다. 

4-3. 생쥐 유래 배아 치은 섬유아세포주 세포배양

  NIH/3T3 세포는 ATCC에서 구입하였다. 10% FBS와 1% 항생제가 함유된 DMEM 

medium을 사용하였으며, 37℃의 5% CO2 조건하에서 배양하였다.

4-4. 흰쥐 유래 초대 연골세포 분리 및 세포배양

  생후 5일 된 흰쥐에 CO2를 투여하여 마취하고, 무릎 관절 부위를 노출시켜 관절   

부위를 채취하였다. 채취한 관절부위를 인산 완충 용액으로 3회 세정하고, 세포외기질을 

제거하기 위하여 1% collagenase type II (Sigma Aldrich, Michigan, USA)와 0.25% 

trysin-EDTA (GIBCO, Rockvile, MD, USA)용액을 첨가하여 37℃의 5% CO2 조건하 

에서 2시간 동안 교반하였다. 교반 후, 인산 완충 용액으로 세정하면서 근육 조직과   

기타 조직을 완전히 제거하고, 연골 부분만 남겼다. 이를 1,300 rpm으로 5분간 원심  

분리한 후 pellet층을 취하였다. 이를 인산 완충 용액에 현탁 시킨 뒤, 2번 더 동일한 

과정을 반복하여 연골 조직으로부터 분리된 단일 연골세포를 획득하였다. 세포 배양은 

10% FBS와 1% 항생제가 함유된 DMEM/F-12 medium (GIBCO, Rockville, MD, 

USA)을 사용하였으며, 37℃의 5% CO2 조건하에서 배양하였다.
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5. 세포독성 시험

  ASAL에 대한 세포독성은 MTT assay [3-(4,5–Dimethylthiazol 2-yl)-2,5- 

diphenyltertrazolium bromide] 방법으로 실험하였다. 12 well cell culture plate에 

3×105 세포 수를 seeding하고 12시간 후에 ASAL을 다양한 농도 (0.1 ㎎/㎖, 0.25 ㎎/㎖, 

0.5 ㎎/㎖, 0.75 ㎎/㎖, 1.0 ㎎/㎖, 1.25 ㎎/㎖, 1.5 ㎎/㎖, 1.75 ㎎/㎖, 2.0 ㎎/㎖)로 처리 

하였다. 24시간 반응 후 12 well plate에 있는 배양액을 제거하고 인산 완충 용액으로  

가볍게 세정한 후, 950 ㎕ 세포 배양액에 50 ㎕의 MTT 용액(Sigma Aldrich, 

Michigan, USA)을 첨가하여 빛이 투과되지 않도록 호일로 덮고 37℃의 5% CO2 배양

기에서 4시간 반응하였다. 4시간 반응 후, 배양액을 제거하고 dimethyl sulfoxide 

(DMSO, Sigma Aldrich, Michigan, USA)를 1 ㎖ 첨가하여 formazan이 용해되도록  

교반기에서 20분간 용해하였다. 용해 된 세포와 배양액을 96 well culture plate에    

100 ㎕를 분주 하고 인산 완충 용액 100 ㎕를 희석하여 Microplate Autoreader ELISA 

(Bio-Tek Instruments Inc., Winooski, VT)를 이용하여 562 ㎚ 흡광도에서 세포 생존율을 

측정하였다. 흡광도는 MTT가 세포에 의해 formazan으로 분해된 양을 나타냈다. 이를  

각 well의 viable cell 수와 대조군과 비교하여 백분율(%)로 표시하였다.

 



- 11 -

6. 세포사멸 관련 단백질 발현 변화 

  ASAL에 대한 세포사멸 관련 단백질 발현 정도를 알아보기 위해 12 well cell 

culture plate에 3×105 세포 수를 seeding하고 24시간 반응하였다. ASAL을 KB, FaDu 

구강암 세포주와 A549 폐암 세포주에 1.0 ㎎/㎖, 1.5 ㎎/㎖을 처리하였고, NIH/3T3   

섬유아세포주는 최고농도인 2.0 ㎎/㎖을 처리 하였다. 24시간 처리 후 12 well plate에 

있는 배양액을 제거하고 인산 완충 용액으로 가볍게 한 번 세정 후, 0.25% 

Trypsin-EDTA을 이용하여 세포를 수집하였다. 수집한 세포를 1,500 rpm으로 5분   

동안 원심 분리하고, pellet을 취하여 Protein lysis buffer (iNtRON Biotechnology, 

Inc., Korea)를 첨가해 단백질을 분리하였다. 종양 모델에서 적출한 조직은 Protein 

lysis buffer 1 ㎖를 첨가하고 조직 분쇄기를 이용하여 조직을 완전히 분쇄 한 후,   

이를 12,000 rpm으로 5분 동안 원심 분리하여 pellet을 취하였다. 단백질 분리는 

Protein lysis buffer를 분주하고, 10∼20 회 정도 강하게 tapping 한 후, ice에서 30분 

반응하고 12,000 rpm으로 15분 동안 원심 분리하여 pellet을 제외한 상층액을 새로운 

튜브에 옮겨 단백질을 얻었다. 분리 된 단백질을 BCA protein assay kit (Sigma 

Aldrich, Michigan, USA)을 이용하여 단백질을 정량화 하였다. 20 ㎍의 단백질을 8%, 

12% SDS-PAGE에 1× running buffer (25 mM Tris, 192 mM Glycine, 0.1% SDS)를 

이용하여 loading 한 후 120 voltage로 2시간 동안 전기영동 하였다. 젤 상에서 분리된 

단백질은 western blot analysis를 수행하기 위해 먼저 polyvinylidene fluoride (PVDF) 

membrane (Millipore Corparation, Bedford, MA, USA)을 메탄올에 5분간 적신 후, 

PVDF membrane 위에 전기영동을 수행한 젤을 올렸다. 이를 transfer buffer (25 mM 

Tris, 0.2M glycine, 20% methanol)를 이용하여 400 mA로 1시간 30분 동안 transfer 

하였다. 젤에서 PVDF membrane으로 transfer된 membrane을 blocking solution (5% 

BSA in TBS-T containing 0.1% Tween-20)을 이용하여 1시간 동안 반응하였다. 1차 

항체 phospho-Erk 1/2, phospho-p53 (Ser 15), EGFR, phospho-EGFR (Tyr 992), 

phospho-EGFR (Thr 1045), phospho-EGFR (Tyr 1068), Bcl-2, cleaved caspase-3, 

cleaved caspase-7, cleaved caspase-8, cleaved caspase-9, PARP 및 β-actin antibody

를 blocking solution과 1:1000 비율로 희석한 후, 4℃ 조건 하에 overnight로 반응   

하였다.  1차 항체를 overnight 한 후, 1× TBS-T (pH 7.6)를 이용하여 3번 세정 하고,  

2차 항체 anti-rabbit 또는 anti-mouse antibody는 blocking solution과 1:1,000 비율로 
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희석하여 1시간 반응 시켰다. 2차 항체 반응시킨 PVDF membrane을 1× TBS-T   

(pH 7.6)를 이용하여 3번 세정한 후, 면역반응 단백질은 화학발광시스템 Micro Chemi 

(Dong-il shimadzu Corp, Korea)에서 ECL kit (Millipore Corparation, MA, USA)을 

사용하여 단백질 발현 변화를 확인하였다.

7. 세포사멸의 형태학적 변화 

  세포사멸의 형태학적 변화 중에 하나로 알려져 있는 inter-nucleosomal DNA의 분절을 

확인하기 암세포를 12 well cell culture plate에 3×105 세포 수를 seeding하였다.     

24 시간 후, ASAL을 KB, FaDu 구강암 세포주는 각 세포의 반수치사량 농도인 1.0 ㎎/㎖, 

A549 폐암 세포주는 반수치사량 농도인 1.5 ㎎/㎖을 처리하였다. 24시간 처리 후,    

12 well plate에 있는 배양액을 제거하고 인산 완충 용액으로 가볍게 세정한 후, 0.25% 

Trypsin-EDTA을 이용하여 세포를 수집하였다. 수집된 세포를 500 ㎕ genomic DNA 

lysis buffer (20 mM EDTA, 10 mM Tris (pH8.0), 200 mM NaCl, 0.2% Triton 

X-100, 100 ㎍/㎖ proteinase k)로 용해시켜 57℃ incubator에 1시간 동안 반응시켰다. 

1시간 반응 후, 12,000 rpm으로 5분 동안 원심 분리하여 상층액을 새로운 튜브에 옮겨 

담고 동량의 phenol:chloroform:isoamylalchol (25:24:1) (Sigma Aldrich, Michigan, 

USA) 용액을 넣고 상온에서 5분 동안 반응하였다. 반응 후 12,000 rpm으로 5분 동안 

원심분리 하여 genomic DNA가 포함된 상층액을 새로운 튜브에 옮겨 2배의 100%   

에탄올과 1/10의 3M sodium acetate (pH 7.0)를 넣어 –20℃에서 1시간 반응하였다.  

1시간 후, 12,000 rpm으로 15분 동안 원심 분리하여 genomic DNA를 농축시켰다.    

농축된 genomic DNA는 70% 에탄올로 1번 세정한 후, 원심 분리하여 상층액을 제거 

하고 pellet을 건조하였다. 건조된 pellet을 멸균수 20 ㎕로 용해시켜 ethidium bromide가 

포함된 1.5% agarose gel을 이용하여 UV transilluminator (Spectronics Corporation 

Westbury, NY, USA)에서 genomic DNA 분절을 관찰하였다.
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8. 이종이식 누드마우스 종양 모델을 이용한 종양 억제 효과

  ASAL의 종양 억제 효과를 측정하기 위해 동물 모델로는 체중 20∼25 g, 6∼8주령

의 누드마우스를 샘타코(Samtako Bio, Inc., Osan, Korea)에서 구입하여 실험에 사용

하였다. 동물은 하나의 케이지 당 3마리씩 수용하고, 실험동물용 고형 사료와 멸균수를 

자유로이 섭취하도록 하였으며, 실험실 환경은 온도 23 ± 3℃, 상대습도 50 ± 15%,  

환기 횟수 10∼20회/hr, 12시간 명암 주기로 유지하였다. 본 연구의 접종 할 암세포인  

구강암 세포주 KB와 폐암 세포주 A549를 정상군과 실험군으로 나누고, 마취 후에   

누드마우스의 어깨와 넓적다리 피하부위에 1×107 cells/mouse 세포수를 인산완충용액

으로 현탁하여 0.1 ㎖씩 주사하여 종양 모델을 만들었다. KB 이종이식 누드마우스   

종양 모델은 정상 군과 실험 군으로 2개의 군으로 나누어 각 군당 3마리씩 배정하였다. 

정상군은 ㎏당 400 ㎎의 멸균수를 경구투여 하였고, 실험군은 ㎏당 400 ㎎의 ASAL을 

경구 투여 하였다. A549 이종이식 누드마우스 종양 모델은 정상군과 2개의 실험군  

으로 3개의 군으로 나누어 각 군당 3마리씩 배정하였다. 정상군은 ㎏당 200 ㎎의 멸균

수를 경구투여 하였고, 실험군에는 ㎏당 80 ㎎, ㎏당 200 ㎎의 ASAL을 경구투여 하여 

실험을 수행하였다. 체중 및 종양 크기 측정은 실험 개시일 및 개시 후 2일 간격으로 

시험물질 투여 전에 버니어캘리퍼스로 측정하여 기록하였으며, KB 이종이식 누드마우스 

종양 모델은 ASAL 경구 투여 시작일 부터 17일 째, A549 이종이식 누드마우스 종양 

모델은 30일 째 되는 날 마우스를 희생시켰다. 희생 후, 피하에 존재하는 종양을 적출

하여 무게와 크기 및 종양 억제 효과를 판정하였다. 계산은 아래 공식을 이용하여   

환산하였다. 

· 종양의 크기(V, mean tumor volume) 

  = (장축 길이 × 단축 길이2) / 2

· 종양 억제 효율 (TVI, tumor vloume inhivition rate)

  = 1-(ASAL 처리군의 종양 부피 평균값 / 정상군의 종양부피 평균값) × 100
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9. 간이독성 평가

  ASAL의 간이독성 평가를 위해 누드마우스를 정상군과 실험군의 2군으로 나누고, 

각 군당 5마리씩 배정하여 진행하였다. 누드마우스는 이종이식 누드마우스 종양 모델

과 같은 사육환경 조건으로 유지하였다. 정상군은 ㎏당 500 ㎎의 멸균수를 경구투여 

하였으며, 실험군은 ㎏당 500 ㎎의 ASAL을 28일간 경구투여하고, 29일째 희생하여  

혈액학적, 생·화학적 검사를 실시하였다. 부검 시, 마우스의 심장에서 혈액을 채취하여 

EDTA가 함유된 bottle에 혈액을 채취하고 가볍게 흔들어 EDTA와 섞이도록 하여   

아이스에 넣어 보관 하였다. 혈액학적 검사로는 백혈구, 적혈구, 헤모글로빈, 적혈구  

용적률, 혈소판, 림프구, 단핵구, 호중구, 호산구, 호염구를 측정하였으며, 생·화학적   

검사로 알부민, 혈청 GPT, 혈청 GOT, 빌리루틴, 콜레스테롤, 총 단백질을 측정하여 

반복투여에 따른 간이독성평가를 실시하였다. 측정항목의 단위는 Table 4에 나타내었다.

10. 통계학적 검정

  모든 실험은 3회 이상 반복하였으며, 실험 성적은 평균 ± 표준 편차로 계산하여   

측정하였다. 각 실험군 간의 유의성 검정은 ANOVA (Oneway analysis of varienced)

로 검증 후에 student t-test를 하였으며, p-value가 0.05 미만(*, p<0.05)과 0.01 미만

(**, p<0.01)의 경우에서 통계적 유의성이 있는 것으로 간주하였다.
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III. 결 과

1. 전호 수용성 추출물(ASAL)의 HPLC 분석

  ASAL을 멸균수를 이용하여 ㎖ 당 250 ㎎으로 용해하여 이동상 용매인 멸균수와 

100% 메탄올을 이용하여 분당 5 ㎖의 유속으로 분석하였다(Table 1). ASAL의 검출에 

적합한 UV 파장을 선정하기 위해 여러 개의 파장대인 210 nm, 230 nm, 250 nm,    

280 nm로 각각 검출하였으며, 각각의 UV 파장에서 여러 가지 성분의 피크가 검출  

되었다. 230 nm과 250 nm의 피크에서 비슷한 양상을 나타냈지만, 250 nm의 피크에서 

더 높게 검출되었다. 210 nm와 280 nm에서는 230 nm와 250 nm의 파장에서 보다   

다양한 피크가 검출 되었으며, 더 높은 mAU를 보였다. 이러한 피크는 ASAL에 다양한 

성분이 함유되어 있음을 시사한다(Fig. 2). 
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Fig. 2. High-performance liquid chromatography analysis (HPLC) of 

Anthriscus sylvestris Hoffmann aqueous layer (ASAL). The HPLC 

chromatogram of the ASAL detected at (A) 210 nm, (B) 230 nm, (C) 250 nm, (D) 

280 nm. Separation of the ASAL achieved at 45°C on a CAPCELL PAK C18 AQ 

column with dimensions 10 mm. x 250 mm using a one step linear gradient and 

flow rate of 5 ㎖/min. Mobile phase A is an water and mobile phase B is 100% 

methanol ratio where changed run time was 80minutes. Gradient elution separation 

of ASAL. The initial mobile phase is 95.0% A and 5.0% B. The percentage of 

mobile phase B increases in 5 steps.
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2. 전호 수용성 추출물(ASAL)에 대한 초대 연골세포의 세포 독성 평가 

  흰쥐의 초대 연골세포에서 ASAL의 세포독성을 평가하기 위하여 다양한 농도(0.5 ㎎/㎖, 

1.0 ㎎/㎖, 1.5 ㎎/㎖, 2.0 ㎎/㎖, 5.0 ㎎/㎖)로 24시간 처리하여 세포독성을 관찰하였다. 

ASAL을 0.5 ㎎/㎖에서 5.0 ㎎/㎖까지 처리한 세포에서 농도 의존적으로 유의할 만한 

차이가 없었으며(Fig. 3), 이는 ASAL이 정상세포인 초대 연골세포에 미치는 독성이 

없음을 시사한다. ASAL의 암세포에 대한 세포성장 억제 효과를 확인하기 위하여   

세포독성이 전혀 없는 범위인 2.0 ㎎/㎖ 까지를 최고 농도로 설정하여 본 실험을 진행

하였다.
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Fig. 3. Cytotoxicity effects of Anthriscus sylvestris Hoffmann aqueous 

layer (ASAL) on rat primary chondrocyte cells. The cytotoxicity effects of 

ASAL on cell viability in rat primary chondrocyte cell was treated with various 

concentrations (0.5 ㎎/㎖–5.0 ㎎/㎖) of ASAL alone for 24 h, and viability was 

assessed by MTT assay. percentage of cell viability was calculated as a ration 

of 562 nm. Data are presented as means ± SD of three independent 

experiments.
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3. 전호 수용성 추출물(ASAL)에 대한 KB, FaDu 구강암 세포주의 세포

성장 억제 효과

  ASAL에 의한 NIH/3T3 치은 섬유아세포주의 세포독성 평가와 KB, FaDu 구강암 

세포주의 세포성장 억제 및 반수치사량을 관찰하기 위해 ASAL을 다양한 농도 (0.1 ㎎/㎖, 

0.25 ㎎/㎖, 0.5 ㎎/㎖, 0.75 ㎎/㎖, 1.0 ㎎/㎖, 1.25 ㎎/㎖, 1.5 ㎎/㎖, 1.75 ㎎/㎖, 2.0 ㎎/㎖)

로 24시간 처리 후, MTT assay를 수행하였다. 초대 연골세포의 결과와 마찬가지로  

NIH/3T3 치은 섬유아세포주에 ASAL을 2.0 ㎎/㎖ 까지 처리한 세포에서 세포 생존율

의 변화가 없었으며, 이는 NIH/3T3 치은 섬유아세포주에 ASAL이 미치는 세포독성이 

없음을 판단할 수 있다. 반면 NIH/3T3 섬유아세포주와 같은 농도로 KB, FaDu 구강암 

세포주에 ASAL을 처리했을 때, 0.25 ㎎/㎖ 처리한 KB, FaDu 구강암 세포주에서    

약 20 %의 세포성장이 억제되었으며, 농도가 높아짐에 따라 농도 의존적으로 억제  

효과가 증가함을 나타내었다. 구강암 세포주에서 ASAL의 세포성장 억제가 약 50% 

정도 감소되는 반수 치사량이 KB 구강암 세포는 1.0 ㎎/㎖이었으며, FaDu 구강암 세포는 

1.0 ㎎/㎖ 임을 알 수 있었다(Fig. 4). 
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Fig. 4. Effects of Anthriscus sylvestris Hoffmann aqueous layer (ASAL) on 

cell viability and cell death in NIH/3T3 fibroblast and KB, FaDu oral cancer 

cells. The effect of ASAL on cell viability in KB, FaDu oral cancer cells and 

NIH/3T3 fibroblast were treated with various concentrations (0.1 ㎎/㎖–2.0 ㎎/㎖) 

of ASAL alone for 24 h, and cell viability was assessed by MTT assay. ASAL 

reduced cell viability in KB, FaDu oral cancer cells in a dose-dependent manner. 

The percentage of cell viability was calculated as a ration of 562 nm. Data are 

presented as means ± SD of three independent experiments.
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4. 전호 수용성 추출물(ASAL)에 대한 KB, FaDu 구강암 세포주의    

핵 내 DNA 분절화

  ASAL에 대해 KB, FaDu 구강암 세포주의 반수치사량이 약 1.0 ㎎/㎖임을 확인한 바

(Fig. 4), ASAL에 의한 KB, FaDu 구강암 세포주의 세포사멸의 핵 내 형태학적 변화인 

DNA 분절화를 ASAL 1.0 ㎎/㎖ 처리 후에 관찰하였다. 세포사멸의 기전은 대표적으로 

사망-수용기 경로(death-receptor pathway)와 사립체 경로(mitochondrial pathway)가  

잘 규명되어 있다. 사립체 경로는 사립체로부터 시토크롬 c (cytochrome c)가 유출된 

후, 단계적인 caspases의 활성화를 통해 세포 생존에 필요한 여러 효소를 억제하거나 

파괴시킴으로써 최종적으로 endonuclease가 활성화되어 핵 내 DNA 분절(fragmentation)을 

일으키게 된다(45). ASAL을 KB, FaDu 구강암 세포주의 반수치사량인 약 1.0 ㎎/㎖을 

24시간 처리하여 genomic DNA를 전기영동 하였다. ASAL을 처리하지 않은 정상군 

에서는 DNA 분절화에 의한 사다리 모양이 나타나지 않았으나, ASAL을 1.0 ㎎/㎖  

처리한 대조군에서는 DNA 분절화가 뚜렷하게 관찰되었다(Fig. 5). 이는 KB, FaDu  

구강암 세포주에서 ASAL에 의한 세포성장 억제가 세포사멸 기전에 의하여 일어난다는 

것을 시사한다. 
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Figure 5. DNA fragmentation induced by Anthriscus sylvestris Hoffmann 

aqueous layer (ASAL) on KB, FaDu oral cancer cells. (A) The KB, (B) FaDu 

oral cancer cells were treated with or without ASAL. And then, genomic DNA 

were isolated, Quantification the electronic porosis on 1.5% agarose gel 

electrophoresis with ethidium bromide. After that time, genomic DNA ASAL 

observed using a UV transilluminator. DNA fragmentation was induced in 1.0 ㎎/㎖ 

ASAL treated KB, FaDu oral cancer cells, which indicates cellular apoptosis.      

M = 1kb DNA marker; Con' = without ASAL; ASAL = with 1.0 ㎎/㎖ ASAL,   

24 hr incubation.
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5. 전호 수용성 추출물(ASAL)에 대한 KB, FaDu 구강암 세포주의 세포

사멸 단백질 발현

  KB, FaDu 구강암 세포주의 성장 억제를 일으키는 분자적 기전 중 세포사멸의 지표

로 알려져 있는 caspase family 단백질의 하위 단계를 보기 위해 세포 내 caspase-3 

protease의 기질 단백질인 PARP의 절단 정도를 western blot을 통해 관찰하였다.  

PARP는 핵 안에 존재하면서 손상된 DNA의 복구에 관련된 단백질로서 caspase-3 

protease에 의해 116 kDa 크기의 단백질이 절단되어 85 kDa의 단편으로 변화하는데 

이 절단을 관찰하는 것으로 세포사멸이 유도되었음을 알 수 있다(46). KB, FaDu    

구강암 세포주에 ASAL을 1.0 ㎎/㎖을 처리하고, NIH/3T3 치은 섬유아세포주에 

ASAL을 2.0 ㎎/㎖의 농도로 24시간 처리한 후, 단백질 발현을 정도를 비교하였다. 

NIH/3T3 치은 섬유아세포주에서 ASAL 처리하지 않은 군과 ASAL 2.0 ㎎/㎖ 처리한 

군의 비교해 보았을 때, cleaved PARP 단백질 활성이 유도되는 현상을 관찰할 수   

없었다. 이는 NIH/3T3 치은 섬유아세포주에 ASAL에 의한 세포사멸이 유도되지 않음을 

시사한다. KB, FaDu 구강암 세포주에서는 ASAL을 처리한 군에서 PARP의 절단이 

일어나 cleaved PARP 단백질 발현이 활성화되어 확연히 증가되었다(Fig. 6A). 

Cleaved PARP 단백질 발현 정도를 통해서 KB 구강암 세포주에서는 ASAL을 처리하지 

않은 군에 비해 ASAL을 처리한 군에서 약 30배 정도, FaDu 구강암 세포주에서는  

약 40배 정도 ASAL에 의해 세포사멸이 유도되고 있음을 측정할 수 있다. 반면 ASAL에 

의해 NIH/3T3 치은 섬유아세포주에서는 세포사멸이 유도되지 않았다(Fig. 6B).
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Fig. 6. Effects of Anthriscus sylvestris Hoffmann aqueous layer (ASAL) on 

cell apoptosis and PARP activity in NIH/3T3 fibroblast and KB, FaDu oral 

cancer cells by western blot analysis. (A) Western blot analysis for the 

expression of cleaved PARP in KB, FaDu oral cancer cells and NIH/3T3 fibroblast 

treated with ASAL (KB, FaDu oral cancer cells : 1.0 ㎎/㎖, NIH/3T3 fibroblast 

cells : 2.0 ㎎/㎖) for 24 h, using β-actin as protein loading control. Significant 

cleaved PARP (85 kDa) was observed at 24 h after the treatment of ASAL in KB, 

FaDu oral cancer cells. (B) Summary of densitometric analysis normalized to 

control. The results represent the data of three assays (means ± SD). * P < 0.05 

and ** P < 0.01 versus the control. 
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6. 전호 수용성 추출물(ASAL)에 대한 KB 이종이식 누드마우스 종양 

모델의 종양 억제 효과 

  In vitro 실험 결과를 근거로 하여, in vivo 실험에서 ASAL의 종양 억제 효과를   

결정하기 위하여 누드마우스를 이용한 이종이식 연구를 시행하였다. 정상적인 누드  

마우스에 KB 구강암 세포주를 마우스 피하에 주사하여 종양을 이식 한 결과, 모든   

실험동물에서 성공적으로 종양이 발생되었다. 이식한 종양이 육안으로 인지 가능한  

종양 결절이 생기기까지는 평균 약 7일이 소요되었다. 종양 형성 후, 시간이 경과함에 

따라 모든 누드마우스에서 종양의 발생과 성장이 관찰되었으며, 2일 간격으로 종양의 

크기를 측정하여 종양성장곡선으로 나타내었다. 실험 개시일 부터 실험 종료일 까지   

정상군은 멸균수를, 실험군은 ASAL을 ㎏당 400 ㎎씩 경구투여 하였으며, 정상군과  

실험군 모두 종양의 크기가 지속적으로 증가하는 양상을 보였으나 11일 째부터 정상군

과 실험군의 종양 크기의 차이를 쉽게 알 수 있었다. 실험 종료일 17일 째 비교 시,   

정상군에 비해 ASAL을 경구투여 한 실험군의 종양 크기의 증가 비율이 약 2배 정도 작은 

양상을 확인할 수 있었다(Fig. 7A). 실험 종료 후에 정상군과 실험군의 종양 적출 전의 

마우스와 적출 후 종양의 크기 비교 시, 정상군에 비해 실험군의 종양의 크기가 작은 

것을 육안 상으로 뚜렷하게 관찰할 수 있었다(Fig. 7B). ASAL을 17일간 경구투여하고 

증식한 종양의 크기를 측정한 결과, 정상군의 경우 실험 개시일 측정한 종양의 크기가 

85.25 ± 1.43 ㎣에서 실험 종료 후 종양의 크기 측정 시 507.75 ± 2.21 ㎣로 약 6배   

정도 종양의 크기가 증가하였으며, ASAL을 ㎏당 400 ㎎을 경구투여 한 실험군의   

경우 종양의 크기가 85.50 ± 1.81 ㎣에서 242.05 ± 2.13 ㎣으로 약 3배 정도 증가    

되었다. 정상군과 실험군의 증가 비율이 실험군에서 약 3배 정도 낮게 형성되었다.   

종양의 무게는 실험 종료 후 측정하였으며, 정상군은 0.830 ± 0.48 g, 실험군은 0.335 ± 0.70 g

으로 정상군에 비해 실험군이 약 2.5배 정도 적었다. ASAL의 종양성장 억제 효과는 

종양의 크기 및 무게를 확인하여 종양성장 억제 효과를 계산 하였으며, 정상군에 비해 

ASAL을 ㎏당 400 ㎎을 경구투여 한 실험군에서 약 40.0%의 종양성장 억제 능력을 

나타내었다(Table 2).
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Figure 7. Anti-cancer effects of Anthriscus sylvestris Hoffmann aqueous 

layer (ASAL) on tumor growth in an KB subcutaneous xenograft nude 

mouse tumor models. (A) KB s.c xenograft nude mouse models were 

administered 400 ㎎/㎏ once daily orally for up to 17 days. Tumor volumes were 

measured every other day a week using a caliper and calculated as (width)2 × 

length/2. Tumor volume between control and ASAL treated group was statistically 

significantly different at P < 0.05 by two way ANOVA. Data are presented as 

means ± SD of three independent experiments. (B) Images of KB s.c xenograft 

nude mouse tumor models and xenograft tumors obtained from mouse. Tumors 

were resected from the mice on 17 day.
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Group and dose
Tumor size (㎣)

Tumor Weight (g) TIR (%)
Begin End

Control 85.25±1.43* 507.75±2.21*   0.830±0.48** -

ASAL (400 ㎎/㎏) 85.50±1.81* 242.05±2.13* 0.335±0.70 40.0 %

Table 2. Inhibitory effects of Anthriscus sylvestris Hoffmann aqueous layer 

(ASAL) on the tumor growth of KB subcutaneous xenograft nude mouse  

tumor models.

Data are expressed as means ± SEM (n=3); * p < 0.05 versus control, ** p < 0.01 

versus control. Significant difference was calculated by on-way ANOVA.
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7. 전호 수용성 추출물(ASAL)에 대한 KB 이종이식 누드마우스 종양 

모델의 조직의 세포사멸 단백질 발현 

  KB 구강암 세포주에서 ASAL의 처리에 의해 세포사멸 표지 단백질인 PARP의   

단백질이 절단되어 cleaved PARP 단백질 발현이 현저하게 증가됨으로써 세포사멸이 

유도됨을 확인한 결과(Fig. 6), KB 이종이식 누드마우스 종양 모델에서 채취한 종양의 

조직으로부터 단백질을 분리하여 세포사멸에 관한 단백질 발현을 분석하였다. 

Pro-caspase-9은 세포사멸의 초기 시행자로서 세포사멸의 진행과정 중에 절단되어 

cleaved caspase-9으로 활성화되어 하류의 pro-caspase-3, 7을 활성 이량체인 cleaved 

caspase-3, 7, 즉 세포사멸의 실행인자를 만든다. ASAL이 caspase의 활성을 유도하는지를 

검증하기 위하여 ㎏당 400 ㎎의 멸균수를 경구 투여한 정상군과 ASAL을 ㎏당 400 ㎎을 

경구 투여 한 실험군의 종양 조직에서 분리한 단백질로 이들 caspase와 PARP 항체를 

사용하여 단백질의 발현 변화를 비교하였다. ASAL을 ㎏당 400 ㎎을 경구 투여 실험

군이 정상군에 비해 cleaved caspase-3, cleaved caspas-7, cleaved caspase-9의     

단백질의 발현이 증가하였고, caspase-3가 실행됨에 따라 PARP가 절단되어 cleaved 

PARP 단백질의 발현이 증가되었다(Fig. 8A). ASAL 처리에 의한 단백질 발현의 정도

를 ASAL을 처리하지 않은 군의 단백질 발현을 그래프로 비교하였을 때, cleaved 

caspase-9은 약 13배, cleaved caspase-7은 약 6배, cleaved caspase-3은 약 8배, 

cleaved PARP은 약 10배 증가됨을 비교할 수 있었다(Fig. 8B). 이는 KB 이종이식  

누드마우스 종양 모델에 ASAL의 경구투여로 인한 종양억제 효과가 세포사멸 과정을 

통하여 종양성장이 억제됨을 시사 할 수 있다. 
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Fig. 8. Effects of Anthriscus sylvestris Hoffmann aqueous layer (ASAL) on 

the expression of cleaved caspase-3, 7, 9, PARP and cleaved PARP in an 

KB subcutaneous xenograft nude mouse tumor model tissue. (A) Protein 

samples extracted from the tumors were tested for expression of cleaved caspase-3, 

7, 9, PARP and cleaved PARP proteins by western blot analysis. β-actin served as 

loading control. These protein expression changes are implicated in the apoptotic 

pathway. (B) Summary of densitometric analysis normalized to control. The results 

represented the data of three assays (means ± SD). * P < 0.05 and ** P < 0.01 

versus the control. 
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8. 전호 수용성 추출물(ASAL)에 대한 KB, FaDu 구강암 세포주의 세포

사멸 관련 분자적 기전

  ASAL에 대한 KB, FaDu 구강암 세포주의 세포사멸에 관한 분자적 기전을 확인  

하기 위해 western blot을 수행하였다. 세포 생존에 관여하는 신포전달 단백질인 Erk 

1/2 MAP kinases가 ASAL의 처리에 의해서 인산화 되어 처리하지 않은 군에 비해  

단백질의 발현이 KB 세포주에서는 약 9배, FaDu 세포주에서는 약 8배로 확연히 감소

되어 세포성장을 억제하였다. 또한 미토콘드리아의 투과성을 조절하여 세포사멸에   

관여하는 세포사멸 억제 인자인 Bcl-2의 단백질의 발현에서도 KB 세포주는 약 7배, 

FaDu 세포주에서는 약 8배로 단백질의 발현이 감소되었다. Bcl-2의 발현이 감소됨에 

따라 cleaved caspase-9, cleaved caspase-3가 활성화되어 최종적으로 핵 내 PARP의 

절단을 유도하여 세포사멸이 유도됨을 알 수 있다. ASAL의 처리에 의해 KB 구강암 

세포주의 경우 cleaved caspase-9에서 약 9배, cleaved caspase-3에서 약 4배 정도  

단백질 발현이 증가되었으며, FaDu 구강암 세포주의 경우 cleaved caspase-9에서   

약 8배, cleaved caspase-3에서 약 11배 정도 단백질의 발현이 증가됨을 확인하고,   

발현 정도의 차이는 그래프 상으로 비교하였다(Fig. 9). 최종적으로 세포사멸에 관여  

하는 기질 단백질인 PARP의 절단으로 인하여 KB, FaDu 구강암 세포주에서 세포사멸

이 유도되어 세포성장을 억제하였다(Fig. 6). 이와 같은 결과는 ASAL이 KB, FaDu    

구강암 세포주에서 세포성장에 관여하는 Erk 1/2 MAP kinases의 인산화 억제로 인한 

caspase 의존성 분자적 기전에 의해 세포사멸이 유도됨을 시사한다. 
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Figure 9. Molecular Mechanisms of apoptosis related proteins by treatment 

of Anthriscus sylvestris Hoffmann aqueous layer (ASAL) in NIH/3T3 

fibroblast and KB, FaDu oral cancer cells. (A) Cells were seeded at 3×105 and 

then treated with concentration of the ASAL for 24 h. Phospho-Erk, Bcl-2, 

Caspase-3, 7, 9 were determined by western blot analysis. Whole lysates were 

seperated by 12% SDS-PAGE. The amount of protein normalized by a comparison 

with the actin levels. (B) Summary of densitometric analysis normalized to control. 

The results represent the data of three assays (means ± SD).  * P < 0.05 and ** 

P < 0.01 versus the control. 
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9. 전호 수용성 추출물(ASAL)에 대한 A549 폐암 세포주의 세포성장   

억제 효과

  ASAL에 의한 NIH/3T3 치은 섬유아세포주의 세포독성 평가와 A549 폐암 세포주의 

세포성장 억제 및 반수치사량을 관찰하기 위해 ASAL을 다양한 농도 (0.1 ㎎/㎖, 0.25 ㎎/㎖, 

0.5 ㎎/㎖, 0.75 ㎎/㎖, 1.0 ㎎/㎖, 1.25 ㎎/㎖, 1.5 ㎎/㎖, 1.75 ㎎/㎖, 2.0 ㎎/㎖)로 24시간 

처리 후, MTT assay를 수행하였다. NIH/3T3 치은 섬유아세포주에 ASAL을 2.0 ㎎/㎖ 

까지 처리한 세포에서 세포 생존율의 변화가 없었으며, 이는 NIH/3T3 치은 섬유아   

세포주에 ASAL이 미치는 세포독성이 없음을 판단할 수 있다. 반면 NIH/3T3 섬유아

세포주와 같은 농도로 A549 폐암 세포주에 ASAL을 처리했을 때, 0.75 ㎎/㎖ 처리한 

A549 폐암 세포주에서 약 30 %의 세포성장이 억제 되었으며, 농도가 높아짐에 따라 

농도 의존적으로 세포성장이 억제되어 최고 농도로 설정 한 2.0 ㎎/㎖ 처리한 A549  

폐암 세포주에는 약 70% 세포성장이 억제됨을 나타내었다. A549 폐암 세포주에서 

ASAL의 세포성장 억제가 50% 정도 감소되는 반수 치사량은 1.5 ㎎/㎖임을 알 수   

있다(Fig. 10). 
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Fig. 10. Effects of Anthriscus sylvestris Hoffmann aqueous layer (ASAL) on 

cell viability and cell death in NIH/3T3 fibroblast and A549 lung cancer 

cells. The effect of ASAL on cell viability in A549 lung cancer cells and NIH/3T3 

fibroblast were treated with various concentrations (0.1 ㎎/㎖–2.0 ㎎/㎖) of ASAL 

alone for 24 h, and cell viability was assessed by MTT assay. ASAL reduced cell 

viability in A549 lung cancer cells in a dose-dependent manner. The percentage of 

cell viability was calculated as a ration of 562 nm. Data are presented as means ± 

SD of three independent experiments.
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10. 전호 수용성 추출물(ASAL)에 대한 A549 폐암 세포주의 핵 내 

DNA 분절화

  ASAL에 대해 A549 폐암 세포주의 반수 치사량이 약 1.5 ㎎/㎖임을 확인한 바(Fig. 

10), ASAL에 의한 A549 폐암 세포주의 세포사멸의 핵 내 형태학적 변화인 DNA   

분절화를 ASAL 처리 후에 관찰하였다. ASAL을 A549 폐암 세포주의 반수치사량인  

1.5 ㎎/㎖을 처리하여 24시간 동안 반응 한 후, genomic DNA를 추출하여 전기영동  

으로 확인한 결과, ASAL을 처리하지 않은 정상군에서 DNA 분절화에 의한 DNA   

사다리 모양이 나타나지 않았다. 반면 ASAL을 1.5 ㎎/㎖ 처리한 대조군에서는 DNA 

분절화가 일어났으며(Fig. 11), 이는 ASAL에 의한 세포 성장 억제가 세포사멸 기전에 

의하여 일어난다는 것을 알 수 있다.          
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Fig. 11. DNA fragmentation induced by Anthriscus sylvestris Hoffmann 

aqueous layer (ASAL) on A549 lung cancer cells. The A549 lung cancer cells 

were treated with or without ASAL. And then, genomic DNA were isolated, 

Quantification the electronic porosis on 1.5% agarose gel electrophoresis with 

ethidium bromide. After that time, genomic DNA ASAL observed using a UV 

transilluminator. DNA fragmentation was induced in 1.5 ㎎/㎖ ASAL treated A549 

lung cancer cells which indicates cellular apoptosis.  M = 1kb DNA marker; con' = 

without ASAL; ASAL = with 1.5 ㎎/㎖ ASAL, 24 hr incubation.
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11. 전호 수용성 추출물(ASAL)에 대한 A549 폐암 세포주의 세포 사멸 

단백질 발현 

  A549 폐암 세포주의 성장 억제를 일으키는 분자적 기전에 세포사멸의 지표인 PARP의 

절단 정도를 western blot을 통해 관찰하였다. A549 폐암 세포주에 ASAL을 1.5 ㎎/㎖

을 처리하고, NIH/3T3 치은 섬유아세포주에 ASAL을 2.0 ㎎/㎖의 농도로 24시간 처리

한 후, 단백질 발현을 정도를 비교하였다. NIH/3T3 치은 섬유아세포주에서 ASAL   

처리하지 않은 군과 ASAL 2.0 ㎎/㎖ 처리한 군의 비교해 보았을 때, cleaved PARP 

단백질 활성이 유도되는 현상을 관찰 할 수 없었으며, 이는 세포사멸이 유도되지 않음

을 시사한다. 반면 A549 폐암 세포주에서는 ASAL을 처리한 군에서 PARP의 절단이 

일어나 cleaved PARP 단백질 발현이 확연히 증가되었다(Fig. 12A). Cleaved PARP  

단백질 발현을 통해서 A549 폐암 세포주에서는 ASAL을 처리하지 군에 비해 ASAL

을 처리한 군에서 약 30배 정도 세포사멸이 유도되고 있음을 나타내었고, NIH/3T3  

섬유아세포주에는 ASAL이 세포사멸에 영향을 미치지 않음을 알 수 있다(Fig. 12B).
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Fig. 12. Effects of Anthriscus sylvestris Hoffmann aqueous layer (ASAL) on 

cell apoptosis and PARP activity in NIH/3T3 fibroblast and A549 lung 

cancer cells by western blot analysis. (A) Western blot analysis for the 

expression of cleaved PARP in A549 lung cancer cells and NIH/3T3 fibroblast 

treated with ASAL (A549 lung cancer cells : 1.5 ㎎/㎖, NIH/3T3 fibroblast cells : 

2.0 ㎎/㎖) for 24 h, using β-actin as protein loading control. Significant cleaved 

PARP (85 kDa) was observed at 24 h after the treatment of ASAL in A549 lung 

cancer cells. (B) Summary of densitometric analysis normalized to control. The 

results represent the data of three assays (means ± SD). * P < 0.05 and ** P < 

0.01 versus the control. 
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12. 전호 수용성 추출물(ASAL)에 대한 A549 이종이식 누드마우스 종양 

모델의 종양성장 억제 효과

  In vitro 실험 결과를 근거로 하여, in vivo 실험에서 ASAL의 종양 억제 효과를   

결정하기 위하여 정상적인 누드마우스에 A549 폐암 세포주를 마우스 피하에 주사하여 

종양을 이식하였다. 모든 실험동물에서 성공적으로 종양이 발생되었으며, 이식한 종양

이 육안으로 인지 가능한 종양 결절이 생기기까지는 평균 약 7일이 소요되었다. 종양 

형성 후, 시간이 경과함에 따라 모든 누드마우스에서 종양의 발생과 성장이 관찰    

되었으며, 2일 간격으로 종양의 크기를 측정하여 종양성장 곡선으로 나타내었다. 실험  

개시일 부터 실험 종료일 까지 정상군은 멸균수를 ㎏당 200 ㎎를 경구 투여하였으며, 

실험군은 ASAL을 ㎏당 80 ㎎과 ㎏당 200 ㎎을 매일 경구 투여하여 종양의 크기를  

측정한 결과, 정상군과 실험군 모두 종양의 크기가 지속적으로 증가하는 양상을 보였다. 

15일 째부터는 정상군과 실험군의 종양 크기 차이를 쉽게 알 수 있었으며, 실험 종료일 

30일 째 비교 시, 정상군에 비해 ASAL을 ㎏ 당 80 ㎎ 경구투여 한 실험군에서는 약 1.5

배, ㎏ 당 200 ㎎ 경구투여 한 실험군에서는 약 2배 정도 종양 크기의 증가 비율이  

낮은 양상을 확인할 수 있었다(Fig. 13A). 실험 종료 후, 정상군과 2군의 실험군에서  

종양 적출 전의 마우스와 적출 후 종양의 크기를 비교 하였을 때, 정상군에 비해     

2군의 실험군에서 모두 종양의 크기가 작은 것을 육안 상으로 관찰 할 수 있었다.   

종양의 크기 비교 시, 정상군에 비해 ASAL을 ㎏ 당 80 ㎎ 경구투여 한 실험군에서   

좀 더 작았으며, ASAL을 ㎏ 당 200 ㎎ 경구 투여 한 실험 군에서는 가장 작었다.   

이는 농도 의존적으로 종양의 크기가 줄어들었음을 나타낸다(Fig. 13B). ASAL을 30일간 

경구 투여하고 증식한 종양의 크기를 측정한 결과, 정상군의 경우 실험 개시일 측정한 

종양의 크기가 85.10 ± 1.43 ㎣에서 실험 종료 후 종양의 크기 측정 시 1706.10 ± 2.25 ㎣로 

약 20배 종양의 크기가 증가하였다. ASAL을 ㎏당 80 ㎎을 경구투여 한 실험군의   

경우 종양의 크기는 58.09 ± 2.50 ㎣에서 816.10 ± 2.13 ㎣으로 약 14배 정도 증가되었

으며, ASAL을 ㎏당 200 ㎎ 경구 투여 한 실험군의 종양의 크기는 94.81 ± 1.80 ㎣  

에서 906.70 ± 1.26 ㎣으로 약 9.5배 정도 증가되었다. 실험 개시일 측정한 종양의 크기와 

실험 종료 후 종양의 크기 측정 비교 시, ASAL을 ㎏당 200 ㎎ 경구 투여 한 실험군

의 종양의 크기가 가장 작게 형성되었다. 종양의 무게는 실험 종료 후 측정하였으며,   

정상군은 0.830 ± 0.48 g, ASAL을 ㎏당 80 ㎎ 경구 투여 한 실험군은 0.496 ± 0.70 g, 
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ASAL을 ㎏당 200 ㎎을 경구 투여 한 실험군은 0.906 ± 0.82 g으로 정상군에 비해   

실험군이 약 1.3 ∼ 1.5배 정도 작았다. ASAL의 종양성장 억제 효과는 종양의 크기 

및 무게를 확인하여 종양성장 억제 효과를 계산하였으며, 정상군에 비해 ASAL을 ㎏

당 80 ㎎ 경구 투여 한 실험군에서 약 45.6%, ASAL을 ㎏당 200 ㎎ 경구 투여 한   

실험군에서는 약 59.4%의 종양성장 억제 능력을 나타내었다(Table 3).
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Fig. 13. Anti-cancer effects of from Anthriscus sylvestris Hoffmann aqueous 

layer (ASAL) on tumor growth in A549 subcutaneous xenograft nude mouse 

tumor models. (A) A549 s.c xenograft nude mouse models were administered    

80 ㎎/㎏ and 200 ㎎/㎏ orally for up to 30 days. Tumor volumes were measured 

every other day a week using a caliper and calculated as (width)2 × length/2. 

Tumor volume between control and ASAL treated group was statistically 

significantly different at P < 0.05 by two way ANOVA. Data are presented as 

means ± SD of three independent experiments. (B) Images of KB s.c xenograft 

nude mouse tumor models and xenograft tumors obtained from mouse. Tumors 

were resected from the mice on 30 day.
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Group and dose
Tumor size (㎣)

Tumor Weight (g) TIR (%)
Begin End

Control 85.10±1.43
*

1706.10±2.25  0.840±0.48
*

ASAL (80 ㎎/㎏) 58.09±2.50
*

816.10±2.13 0.496±0.70 45.6%

ASAL (200 ㎎/㎏) 94.81±1.80
*

906.70±1.26
*

0.606±0.82 59.4%

Table 3. Inhibitory effects of Anthriscus sylvestris Hoffmann aqueous 

layer(ASAL) on the tumor growth of A549 subcutaneous xenograft nude 

mouse models.

Data are expressed as means ± SEM (n=3); * p < 0.05 versus control, ** p < 0.01 

versus control. Significant difference was calculated by on-way ANOVA.
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13. 전호 수용성 추출물(ASAL)에 대한 A549 이종이식 누드마우스 종양 

모델 조직의 세포사멸 단백질 발현

  ASAL에 대해 A549 폐암 세포주에서 세포사멸 표지 단백질인 PARP의 단백질이  

절단되어 cleaved PARP 단백질 발현이 현저하게 증가함으로 인해 세포사멸이 유도된 

결과(Fig. 12), A549 이종이식 누드마우스 종양 모델에서 채취한 종양의 조직으로부터 

단백질을 분리하여 세포사멸에 관한 단백질 발현을 분석하였다. Pro-caspase-8은 세포

사멸의 초기시행자로서 세포사멸의 진행과정 중에 절단되어 cleaved caspase-8으로  

활성화 되어 하류의 pro-caspase-3를 활성 이량체인 cleaved caspase-3로 세포사멸  

실행인자를 만든다. ASAL이 caspase의 활성을 유도하는지를 검증하기 위하여 ㎏당 

200 ㎎의 멸균수를 경구 투여 한 정상군과 ㎏당 200 ㎎ ASAL을 경구 투여 한 실험군

의 종양 조직에서 분리한 단백질로 이들 caspase와 PARP 항체를 사용하여 단백질의 

발현 변화를 비교하였다. ASAL을 ㎏당 200 ㎎을 경구 투여 실험군이 정상군에 비해 

cleaved caspase-3, cleaved caspas-8의 단백질의 발현이 증가하였고, caspase-3가   

실행됨에 따라 PARP가 절단되어 cleaved PARP 단백질의 발현이 증가되었다(Fig. 

14A). ASAL 처리에 의한 단백질 발현의 정도를 그래프로 비교하였을 때, cleaved 

caspase-8은 약 8배, cleaved caspase-3은 약 8배, cleaved PARP은 약 10배 증가하였

으며(Fig. 8B), 이는 A549 이종이식 누드마우스 종양 모델에 ASAL의 경구 투여로   

인한 종양억제 효과가 세포사멸 과정을 통하여 종양성장이 억제됨을 시사한다. 
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Fig. 14. Effects of Anthriscus sylvestris Hoffmann aqueous layer (ASAL) on 

the expression of cleaved caspase-3, 8 and Cleaved PARP in an A549 

subcutaneous xenograft nude mouse tumor model tissue. (A) Protein samples 

extracted from the tumors were tested for expression of cleaved caspase-3, 7, 9, 

PARP and cleaved PARP proteins by Western blot analysis. β-actin served as 

loading control. These protein expression changes are implicated in the apoptotic 

pathway. (B) Summary of densitometric analysis normalized to control. The results 

represent the data of three assays (means ± SD). * P < 0.05 and ** P < 0.01 

versus the control.
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14. 전호 수용성 추출물(ASAL)에 대한 A549 폐암 세포주의 세포사멸 

관련 분자적 기전

  ASAL에 대한 A549 폐암 세포주의 세포사멸에 관한 분자적 기전을 확인하기 위해 

western blot을 수행하였다. 암 발생에 관여하는 종양 억제 유전자인 p-53의 인산화에 

의해 ASAL의 처리한 군에서 단백질의 발현이 처리 하지 않은 군에 비해 현저하게  

증가 하였으며(Fig. 15A), 이를 그래프로 비교하였을 때 약 13배 정도 증가하였다(Fig. 

15B). 폐암 세포종을 포함한 많은 상피세포 종양 표면에는 표피성장인자 수용체 

(epidermal growth factor receptor, EGFR)와 EGF 성장인자가 존재한다. 이는 비정상

적으로 활성화되어 있고, EGFR-tyrosine kinase의 활성화로 인해 지속적인 세포 증식, 

주변 조직에 대한 침범, 전이, 혈관 형성을 일으키며 세포생존을 증가시킨다고 밝혀져 

있다(47). ASAL을 처리한 실험군에서 phospho-EGFR (Tyr 1068)이 인산화되어  

ASAL을 처리하지 않은 군에 비해서 단백질 발현이 현저히 감소되었으며(Fig. 16A), 

그래프로 비교하였을 때 약 9배 이상 감소됨을 비교할 수 있었다(Fig. 16B). A549   

폐암 세포에서 ASAL의 성장억제를 일으키는 기전을 규명하기 위해 내인성과 외인성 

세포사멸 경로의 하방에서 신호 전달의 필수적인 역할을 하는 caspase-3, caspase-8 

및 caspase-9의 변화를 확인 하였다. ASAL을 1.5 ㎎/㎖ 처리 한 A549 폐암 세포주 

에서 caspase-8, 9의 활성화를 증가시켰으며, 활성화 된 caspase-8, 9은 표적기질에  

따라 아미노산 배열 중 caspase-3를 활성화시켜 최종적으로 PARP를 절단하여 세포 

사멸을 유도하였다(Fig. 17A). ASAL을 처리한 세포와 처리하지 않은 세포의 단백질 

발현 정도를 그래프로 비교하였을 때, cleaved caspase-9은 ASAL을 처리하지 않은  

군에 비해 약 15배, cleaved caspase-8은 약 12배, cleaved caspase-3는 약 10배 정도  

증가되었으며(Fig. 17B), 최종적으로 PARP가 절단되어 세포사멸을 유도되어 세포성장이 

억제되었다Fig. 12). 이와 같은 결과는 ASAL이 A549 폐암 세포주에서 EGF Receptor 

tyrosine 1068 인산화 억제를 유도하여 caspase 의존성 분자적 기전에 의해 세포사멸이 

유도됨을 시사한다.
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Fig. 15. Phosphorylation of p53 by treatment of Anthriscus sylvestris 

Hoffmann aqueous layer (ASAL) in A549 lung cancer cells. (A) Western blot 

analysis for expression of phospho-p53 (Ser 15) in A549 lung cancer cell treated 

with 1.5 ㎎/㎖ for 24h, using β-actin as protein loading control. The expression of 

Phospho-p53 (Ser 15) significantly increased in ASAL treatment. These protein 

expression changes are implicated in the apoptotic pathway. (B) Summary of 

densitometric analysis normalized to control. The results represent the data of three 

assays (means ± SD). * P < 0.05 and ** P < 0.01 versus the control.
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Fig. 16. Inhibitory activity of Anthriscus sylvestris Hoffmann aqueous layer 

(ASAL) on epidermal growth factor receptor (EGFR) in A549 lung cancer 

cells. (A) Activity of Erk and its downstream effectors as assessed by western 

blotting in A549 lung cancer cell treated with 1.5 ㎎/㎖ for 24h, using β-actin as 

protein loading control. The expression of phospho-EGFR (Tyr 1068) significantly 

decreased in ASAL treatment. (B) Summary of densitometric analysis normalized to 

control. The results represent the data of three assays (means ± SD). * P < 0.05 

and ** P < 0.01 versus the control.
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Fig. 17. Molecular Mechanisms of apoptosis related proteins by treatment of 

Anthriscus sylvestris Hoffmann aqueous layer (ASAL) in A549 lung cancer 

cells. (A) cells were seeded at 3×105 and then treated with concentration of the 

Anthriscus sylvestris Hoffmann aqueous layer (ASAL) for 24 h. cleaved 

caspase-3, 8, 9, PARP and cleaved PAPR were determined by western blot 

analysis. Whole lysates were seperated by 12% SDS-PAGE. The amount of 

protein normalized by a comparison with the actin levels. (B) Summary of 

densitometric analysis normalized to control. The results represent the data of three 

assays (means ± SD). * P < 0.05 and ** P < 0.01 versus the control.
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15. 전호 수용성 추출물(ASAL)에 대한 누드마우스의 혈액학적, 생·화학적 

검사

  정상적인 누드마우스에 멸균수과 ASAL을 ㎏당 500 ㎎의 고용량으로 28일 동안 반복 

경구투여 하는 동안 정상군과 실험군의 모든 마우스에서 시험물질 투여로 인한 일반  

증상이 관찰되지 않았으며, 사망동물 또한 발생하지 않았다. 부검 시 채취한 혈액에   

대하여 혈액학적 지표를 분석한 결과, 백혈구, 적혈구, 헤모글로빈, 혈소판, 적혈구   

용적률, 림프구, 단핵구, 호중성, 호산구, 호염구의 모든 군 간에 유의할 만한 차이가 

나타나지 않았다. 또한 생·화학적 지표 분석 결과, 간의 합성 능력 지표인 총 단백질과 

알부민 모두에서 정상대조군과 차이를 보이지 않았으며, 지질대사의 지표인 콜레스테

롤에도 영향을 미치지 않았다. 이외의 혈중 생·화학적 수치의 혈청 GPT, 혈청GOT,  

빌리루틴에서도 유의할 만한 결과는 나타나지 않았다. 이와 같은 혈액학적, 생·화학적 

검사 결과를 바탕으로 ASAL의 고용량에서도 마우스의 전신적인 건강에 유의할 만한 

소견은 없었으며(Table 4), 이는 ASAL의 누드마우스에 대한 안정성을 시사한다.
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Group
백혈구 적혈구 헤모글로빈

적혈구

용정률
혈소판 림프구 단핵구 호중구 호산구 호염구

103/㎣ 103/㎣ g/dl % 103/㎣ % % % % %

Control
1.2±

0.17

9.7±

0.14

14.2±

1.35

46.6±

1.35

617.5±

98.3

47.6±

6.54

1.4±

0.33

44.8±

6.41

4.8±

1.50

0.1±

0.01

ASAL
1.2±

0.24

9.1±

1.04

45.1±

4.50

45.1±

4.50

647.3±

110.0

39.1±

5.81

1.7±

0.34

53.3±

8.37

5.1±

1.10

0.4±

0.05

Table 4. Hematology values of nude mouse treated orally with Anthriscus 

sylvestris Hoffmann aqueous layer (ASAL) for 28 days.

Control (n=5)

ASAL (n=5)

Data are expressed as means ± SEM (n=3); * p < 0.05 versus control, ** p < 0.01 

versus control. Significant difference was calculated by on-way ANOVA.
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Group
알부민 혈청 GPT 혈청 GOT 빌리루틴 콜레스테롤 총 단백질

g/dl U/L U/L mg/dl mg/dl g/dl

Control
1.47±

0.04

21.27±

1.81

31.20±

1.83

0.01±

0.01

77.77±

6.37

4.29±

0.05

ASAL
1.48±

0.19

23.40±

3.91

33.43±

1.62

0.01±

0.01

75.80±

4.01

4.63±

0.09

Table 5. Serum biochemistry values of nude mouse treated orally with 

Anthriscus sylvestris Hoffmann aqueous layer (ASAL) for 28 days.

Control (n=5)

ASAL (n=5)

Data are expressed as means ± SEM (n=3); * p < 0.05 versus control, ** p < 0.01 

versus control. Significant difference was calculated by on-way ANOVA.
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Ⅳ. 총괄 및 고안

  전 세계적으로 과학 기술의 발전, 물질적인 풍요와 함께 의료 수준도 급격히 향상 

되었지만 이에 따른 환경 오염, 스트레스의 증가, 식생활의 서구화 등으로 인해 발암성 

물질 및 자극에 쉽게 노출됨으로서 암의 발생률과 사망률 또한 증가하고 있다. 20세기

에 들어서 암에 대한 관심이 높아지면서 암의 치료나 약물에 대한 연구가 활발히 이루

어지고 있으며, 항암제 시장은 심혈관계, 신경계 질환과 더불어 전 세계에서 세 번째로 

큰 시장규모를 차지하고 있다. 그러나 현재 대부분의 암 치료는 방사선을 이용하거나 

합성화학약품으로 알칼리화제(alkylating agents), 대사길항제(antimetabolites), 항생물질

(antibiotics)등을 이용하며, 이들은 대부분 면역기능과 조혈기능에 심각한 이상을 초래

하는 강한 독성을 보여 효과적인 치료에 많은 문제점을 보이고 있다. 또한 항암제는 

암세포의 성장을 효과적으로 억제하기도 하지만, 때로는 정상 세포에 대해서 독성을 

나타내기도 한다. 따라서 최근 부작용을 최소화시킴으로서 정상세포에는 무해하며 암

세포의 세포사멸을 유도시키기 위한 연구의 일환으로 다양한 약용식물의 생리 활성 물질

을 분리·정제하고 이들의 항암효능을 분석한 천연물 신약 개발에 대한 연구가 활발히 

진행되고 있다(47, 48). 1981년부터 2012년까지 개발된 신약 중 천연물에서 유래하였거나 

천연물 유래 물질을 바탕으로 합성된 화합물은 전체의 52%로 나타났으며, 1940년대에

서 2012년까지 개발된 항암제 중 천연물로부터 확보되었거나 천연물 유래 물질을 기반

으로 합성된 화합물은 전체의 60%로 나타나 천연물이 의약품, 특히 항암제 개발을  

위한 자원으로서 중요한 역할을 차지하고 있다. 현재 임상에서 많이 사용되고 있는  

항암제 중 paclitaxel, vinblastine, vincristine 등도 모두 천연물로부터 유래된 것이며, 

이러한 개발은 높은 투자 효율성을 가진 고부가가치 산업으로 대두되고 있다(49, 50).

  예로부터 약용식물로서 이용되어 온 전호(Anthriscus sylvestris Hoffmann)는 두통, 

감기, 백일해, 천식 등의 민간요법 치료제로 오래전부터 사용되어 왔으며, 최근에는  

항염증, 항균작용 및 항암 효과가 있다고 보고하였다(51, 52). 여러 논문 결과에서 전호

로부터 쿠마린, 플라보노이드 및 리그난 계열의 성분들을 분리하여 보고 한 바 있으며

(53), 이 중 전호를 메탄올을 이용하여 추출하여 분리 및 정제 하여 얻은 리그난 계열

의 deoxypodophyllotixin이라는 성분이 우수한 항암효과가 있음을 여러 연구에서 보고

하였다. HeLa 자궁경부암 세포, MCF-7, MDA-MB-231 유방암세포에서 세포사멸을 
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유도하여 암 예방제로서 유용하게 이용될 수 있다고 보고되고 있으며(54), SGC-7901 

위암세포에서 세포주기인 G2/M기 세포주기 억제 및 세포사멸 관련 단백질의 발현을 

통해 세포성장을 억제함을 확인 한 동시에 동물 실험을 수행하여 종양성장 억제 효과에 

대한 연구를 보고 한 바 있다(55). 그러나 deoxypodophyllotixin은 물에 대한 용해도가 

떨어져 이를 용해하기 위해서 알코올류, 염화메틸렌, 클로로포름 등의 유기용매를 사용

하여 추출하는 것이 이상적이라고 보고되어지고 있으며, 선행연구에서는 이를 유기  

용매에 용해하여 실험을 진행하고 있다. 또한 현재까지 보고 된 연구에서 전호로부터  

항암효과 검색에 사용된 암세포들은 위암, 전립선암, 대장암, 유방암 등에 주로 국한 

되어 연구 되고 왔으며, 구강암 및 폐암에 대한 연구는 거의 보고되어 있지 않다. 

  본 연구에서 사용 된 전호 추출물은 전호로부터 분리한 수용성 추출물로서 물에   

대한 용해도가 매우 좋으며, 이러한 수용성 추출물에 대해 우수한 항암효과를 지님을 

발견하였다. 더불어 구강암 및 폐암세포에서 세포성장 억제 효과 및 그 분자적 기전을 

밝히고, 구강암 및 폐암 이종이식 종양 동물모델을 이용한 전호 수용성 추출물 

(ASAL)의 경구투여에 대한 종양성장 억제 효과를 나타내었다.

  전호의 항암효과에 대한 선행 실험에서는 전호로부터 메탄올, 부탄올, 에틸아세테이트 

등과 같은 용매로 추출하여 DMSO 등의 유기용매를 사용하여 실험을 수행하였으며, 

본 실험에 사용된 추출물은 메탄올 추출 후 수용층에서 얻은 추출물을 물로 용해하여 

실험을 수행한 차이가 있다. 이전 실험에서 전호를 메탄올, 클로로포름, 에틸아세테이트, 

부탄올 등의 다양한 용매를 이용하여 분획한 후, 그 분획의 추출물을 PC-3 전립선  

암세포에 처리하여 세포성장 억제를 확인 한 바 있다. PC-3 전립선 암세포에 대해  

메탄올과 클로르포름 분획에서 얻은 추출물은 대조군에 비해 약 4배 이상의 세포성장 

억제효과를 보였으며, 에틸아세테이트 분획에서는 역 2배 정도의 세포성장 억제 효과

를 보였다. 그러나 수용층 분획에서는 다른 용매 분획에서 보다 세포성장 억제효과가 

매우 낮았으며 약 0.5배 정도의 세포 성장 억제를 보였다(56). 이와 비교 하였을 때,  

구강암 및 폐암세포에서 ASAL은 수용층에서 높은 세포성장 억제 효과를 보였으며,    

수용성 추출물이라는 점으로서 가치는 더 우수할 것으로 사료된다. 최근 구강암의 항암

효과에 대해 다양한 천연물을 이용한 연구가 보고되고 있으며, 콩, 진달래꽃, 활 나무, 

쑥 등의 추출물이 구강암 세포인 KB 세포주에 대해 유의한 세포독성을 나타냄을 보고

한 바 있다(57, 58). 이러한 연구를 바탕으로, ASAL을 구강암 세포주에 적용하여 세포

성장 억제 및 종양성장 억제 효과를 확인하였다. 이전 연구에서는 전호로부터 세포와 

동물 실험을 통해 이에 미치는 세포독성 및 안정성에 대해 확인한 바 없으며, 본 논문
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에서는 먼저 정상 세포인 흰쥐의 초대 배양 연골세포와 마우스의 치은 섬유아세포에서 

ASAL을 처리하여 세포독성을 평가 한 결과, 최고 농도인 5.0 ㎎/㎖까지 세포생존율에 

아무런 변화가 없었다(Fig. 3, 4, 10). 또한 누드마우스에 ASAL을 kg 당 500 mg씩  

30일 동안 매일 경구 투여하여 누드마우스의 혈액학적, 생·화학적 검사에서도 유의할   

만한 차이가 없었으며, ASAL이 누드마우스에서 kg 당 500 mg까지 무해한 것으로   

판단되었다(Table 4). ASAL의 세포독성 및 안정성 확인 후, ASAL을 KB, FaDu 구강암 

세포주에 처리하여 세포성장 억제 효과를 보았다. KB, FaDu 구강암 세포주에서 모두  

농도 의존적으로 세포성장 억제 효과를 보였으며(Fig. 4), 핵 내 DAN 분절화 및 세포 사멸 

관련 단백질 발현을 통해 세포사멸이 유도됨을 알 수 있었다(Fig. 5, 6). 구강암은 다른 

암으로 전이 유발이 많으며, 신체 구조상 구강과 가까이 존재하여 전이 유발이 많은 

암 중 하나가 폐암이다. 또한 최근에 폐암 치료제로 개발된 항암제인 제피티닙이    

구강암에서도 항암효과가 있음을 보고하여 구강암과 폐암을 연관하여 연구할 필요성이 

크다고 할 수 있다(25, 26). 구강암과 마찬가지로 A549 폐암 세포주에서도 ASAL의  

처리에 의해 농도 의존적으로 세포성장 억제 효과를 보였으며(Fig. 10), 핵 내 DNA 

분절화 및 세포 사멸 관련 단백질 발현 변화를 통해 세포사멸이 유도됨을 알 수 있다

(Fig. 11, 12). 이러한 in vitro 실험의 결과를 토대로, KB 구강암 이종이식 누드마우스 

종양 모델을 만들어 종양 성장 억제 효과를 확인 한 바, 정상군을 기준으로 kg당    

400 mg의 ASAL을 경구투여 한 실험군에서 약 40.0%의 종양성장을 억제시켰다   

(Fig. 7, Table 2). A549 폐암 이종이식 누드마우스 종양 모델에서는 kg당 80 mg의 

ASAL을 경구투여 한 실험군에서는 45.6%, kg당 200 mg의 ASAL을 경구 투여 한  

실험군에서는 약 59.4%의 종양 성장을 저해하였다(Fig. 13, Table 3). 기존의 전호를   

이용한 동물실험은 유기용매를 사용하여 주입한 연구 보고가 있으며(44), 전호의     

수용성 추출물에 대해서 동물 실험을 수행한 연구는 보고 된 바 없다. 이러한 세포  

성장 및 종양성장 억제의 분자적 기전에 있어 이전의 여러 연구에서는 EGFR 같은 

growth factor receptor tyrosine kinase가 활성화되어 세포의 증식, 성장, 분화를 조절

하는데 중요한 역할을 한다고 보고되고 있으며(59), Extracellular signal regulated 

kinase (Erk)가 활성화되어 핵 내의 cyclin D1 활성을 유도하여 G1 기에서 S 기로 세

포주기가 바뀌면서 DNA 합성을 일으켜 세포의 증식, 생존 및 분화 등의 성장 발달과 

암  발생과도 연관이 된다고 보고 한 바 있다(60). 따라서 EGFR 및 Erk 신호전달체계

의 억제는 암을 치료하기 위한 하나의 표적이 될 수 있다. 본 실험결과에서 KB, FaDu 

구강암세포에 ASAL을 처리에 의한 E가 신호전달체계 억제를 확인 한 결과, ASAL을 
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처리하지 않은 군과 비교 시, ASAL을 처리한 군에서 Phospho-Erk 단백질이 인산화 

되어 발현이 현저하게 감소하였다(Fig. 7). 또한 A549 폐암세포에서 EGFR 및 

Phospho-EGFR (Tyr 992 / Tyr 1045 / Tyr 1068)의 단백질 발현을 확인 한 결과, 

Phospho-EGFR (Tyr 1068)의 단백질의 인산화 발현이 현저하게 감소하였으며(Fig 

16), 종양 억제 단백질인 Phospho-p53 단백질이 인산화 되어 단백질 발현이 증가하였

다(Fig. 15). 이러한 결과를 종합해 보면, ASAL이 KB, FaDu 구강암세포에서는 Erk 

1/2 MAP kinases의 인산화에 의한 caspase 의존성 기전에 의한 세포사멸을 유도함을 

알 수 있으며, A549 폐암세포에서는 EGF Receptor tyrosine 1068 인산화 억제에 의한 

caspase 의존성 기전에 의한 세포사멸을 유도함으로써 암세포의 성장이 억제되는 것으

로 생각된다.

  결론적으로 본 연구를 통하여 기존 항암제에 비해 ASAL은 부작용을 최소화하고  

물에 대해 용해도가 좋으며, 구강암 및 폐암세포의 성장 억제 효과가 있을 뿐만 아니

라 이종이식 누드마우스 종양 모델에서 종양 성장 억제 효과에 탁월하다. 이러한 결과

에 따라 향후 천연물에서 얻은 수용성 추출물을 이용한 항암제 신약 개발의 연구에  

이용 가능할 것으로 기대되며, 더 나아가 항암활성을 나타내는 물질을 단일 순수화합

물 및 복합 성분을 분리하고 그 물질의 항암활성 작용기전을 규명하는 연구가 계속  

되어야 할 것으로 사료된다.
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Ⅴ. 결 론

  전호 (Anthriscus sylvestris Hoffmann)는 알칼로이드, 쿠마린 및 리그난 계열 등의 

많은 성분이 함유되어 있으며, 오래전부터 건조된 뿌리를 이용하여 두통, 감기, 백일해, 

천식 등의 민간요법 치료제로 사용되어 왔다. 그러나 현재 암세포에 대한 세포성장  

억제 및 종양 억제의 항암효과에 대한 연구는 미흡한 상태이며, 임상에서 사용되는  

대부분의 항암제가 지용성 물질이라는 점에 따라 용해도 문제와 용매에 대한 독성이 

개발과정의 큰 문제로 자리하고 있다. 이러한 문제점을 해결하기 위해 천연물 유래  

수용성 항암제 신약 개발이 절실히 필요하다. 본 연구에서는 전호의 수용성 추출물을 

획득하여 구강암 및 폐암 세포에서 세포성장 억제 및 그 분자적 기전을 확인하고,   

이종이식 누드 종양 모델을 이용하여 종양성장 억제 효과를 확인하였다. 

1. 전호 메탄올 추출물을 n-hexane, ethyl acetate, n-butyl alcohol의 용매분획 과정을 

거쳐 수용성 추출물을 획득하고, agilent HPLC chromatogram을 이용해 수용성 추출물 

내의 다양한 성분을 피크로 분석하였다.

2. 전호 수용성 추출물을 흰쥐의 초대 배양 연골세포에 처리하여 5.0 ㎎/㎖까지 세포 

독성이 전혀 없었으며, 누드마우스를 이용한 혈액학적·생화학적 검사에서도 유의할  

만한 차이점을 보이지 않았다. 이는 전호 수용성 추출물의 독성에 대한 안전성을 시사

한다.

3. 전호 수용성 추출물을 KB, FaDu 구강암세포에 다양한 농도로 처리하였을 때, 농도 

의존적으로 세포 성장이 억제되었으며, 핵 내에 존재하는 genomic DNA를 분절화   

시킴으로서 세포사멸을 유도하였다. 이러한 세포사멸은 ERK 1/2 MAP kinases의   

인산화 억제에 의한 caspase 의존성 세포사멸이 유도되는 분자적 기전이다.

4. 전호 수용성 추출물을 A549 폐암세포에 다양한 농도로 처리하였을 때, 농도 의존적

으로 세포성장이 억제되었으며, 핵 내에 존재하는 genomic DNA를 분절화 시킴으로서 

세포사멸을 유도하였다. 이러한 세포사멸은 종양 성장 억제 유전자인 p53 (Ser15)의  
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인산화를 증가시켜 세포성장을 억제하였으며, EGFR receptor tyrosine 1068의 인산화 

억제에 의한 caspase 의존성 세포사멸이 유도되는 분자적 기전이다.

5. 전호 수용성 추출물이 KB 구강암 이종이식 누드마우스 종양 모델에서 약 40%의 

종양성장을 억제하였으며, A549 폐암 이종이식 누드마우스 종양 모델에서는 약 59.4%

의 종양성장을 억제하였다. 또한 종양의 조직에서 단백질의 변화를 확인 한 결과, 

caspase 의존성 세포사멸이 유도되는 것을 알 수 있었다.

  본 연구의 결과로서, 전호 수용성 추출물이 구강암 및 폐암 세포에서 세포사멸을   

유도함으로서 세포 성장을 억제하였으며, 더불어 구강암 및 폐암 이종이식 누드마우스 

종양 모델에서 종양 억제 효과가 있음을 확인하였다. 따라서 본 연구의 결과로 기존  

항암제의 용해도 문제와 용매의 독성 및 부작용을 최소화 할 수 있는 수용성 추출물이

라는 특이성을 갖는 새로운 천연물 유래 수용성 항암제 연구에 중요한 초석이 될    

것으로 사료된다. 
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