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ABSTRACT

Effect of Antioxidant Activities and Apoptosis Induction

of Lysimachia christinae Hance in Human Breast Cancer

Cells

by. Hong, Seong-woo

Advisor : Prof. Lee, Joomin, Ph.D.

Dept. of Food and Nutrition,

Graduate School of Chosun University,

Gwangju, Korea

This research investigated the nutritional components and antioxidant activities of

Lysimachia christinae Hance (LH) as well as apoptotic effect of LH in MCF-7

(estrogen receptor positive) and HCC 38(estrogen receptor negative) breast

cancer cells. The proximate compositions of LH were 8.17% of moisture content,

7.09% of crude ash, 0.72% of crude fat, 5.83% of crude protein and 78.19% of

carbohydrate, respectively. The content of fatty acids in LH was 29.84% palmtic

acid of saturated fatty acids, and 46.18% of polyunsaturated fatty acids. The

malic aicd(2411.30 ppm) is the most abundant organic acids in LH extract. The

LH extract showed the highest ascorbic acid content(4695.53 ppm). The contents

of total amino acid and essential amino acids were 3,593.99 mg/100g and

1,555.56 mg/100g, respectively. The component ratio of essential amino acids to

amino acids was 43.28%. Mineral contents of LH were in the order

K>Ca>Na>Mg. Total polyphenols and total flavonoids of LH were 311.31 mg

TAE/g and 184.68 mg RE/g, respectively. The IC50 values of LH extracts based
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on DPPH and ABTS
+
hydroxyl scavenging were 0.62 mg/mL and 0.15 mg/mL,

respectively. Next, we examined the potential anti-cancer effects of LH extracts

against MCF-7 and HCC 38 human breast cancer cells. The LH extract

significantly inhibited the proliferation of MCF-7 and HCC 38 cells. Treatment

with LH for 24 h resulted in the condensation of MCF-7 and HCC38 nuclei, as

determined by 4’,6-diamidino-2-phenylindole(DAPI) staining. To confirm the

apoptotic activity, the anti-apoptotic and pro-apoptotic proteins were measured

by western blot analysis. The protein expressions of cleaved poly(ADP-ribose)

polymerase(PARP) and p53 were increased, however the protein expression of

Bcl-2 was decreased after LH extract treatment compared to the control. And

LH extract increased the protein expression of the phospho-Akt in MCF-7 and

HCC 38 cells. Taken together, these findings showed that LH might have the

therapeutic value against human breast cancers.



- 1 -

제1장 서 론

현대사회는 의학의 발전으로 점차 고령화 사회로 진입하고 있으며, 이에 따라 노

화의 지연과 질병의 예방을 원하는 개개인의 식품 및 의약품 섭취에 대한 요구가

높아지고 있다(1). 또한 현대인들의 서구화된 식생활로 인해 고혈압, 비만, 당뇨 등

과 같은 만성질환이 점차 증가하고 있으며, 이러한 질병들은 정상적인 대사과정에

서 생기는 활성산소(reactive oxygen species, ROS) 및 유리라디칼(free radical)이

체내에 증가하게 되면서 생기는 것으로 알려져 있다(2). 산소는 생명을 유지하기

위한 필수적인 요소이나, 그 부산물인 활성산소는 반응력이 매우 커 세포를 손상시

킴으로서 지질산화, 단백질 분해, 세포막 손상 등의 여러 가지 생리적 기능장애 및

질환을 초래한다. 초과산화 음이온(superoxide anion), 초과산화물(superoxide), 수

산화라디칼(hydroxyl radical), 과산화수소(hydrogen peroxide) 등과 같은 활성산소

는 개시, 증식, 종결의 과정을 거치며 세포를 손상, 노화에 이르게 하는 것으로 보

고되었다. 사람은 들이마시는 산소의 약 1∼3%를 초과산화물로 만들며, 이를 사람

의 산소 사용량으로 계산하면 연간 2 kg의 초과산화물을 체내에서 만드는 것과 같

다(3). 이러한 활성산소로 부터 자신을 보호하기 위해 인체는 glutathione

peroxidase(Gpx), catalase(CAT), superoxide dismutase(SOD) 등의 방어 시스템을

이용해 활성산소를 소거한다. 이러한 항산화 효소들은 O2-, H2O2, 유기 과산화수소,

그리고 OH 라디칼 등을 약화 또는 해소시킴으로써 항산화 기능을 나타낸다. 하지

만 체내에서 빠르게 생성되는 활성산소종(ROS) 전부를 소거 할 수는 없으며, 인체

내 존재하는 항산화 효소는 성인의 시점에서 점차 감소하기 때문에 외부에서 항산

화물질을 충분히 공급해 주어야 한다(4). 항산화제의 종류로는 합성 항산화제와 천

연 항산화제가 있으며, 널리 쓰이는 합성 항산화제에는 butylated

hydroxyanisole(BHA), butylated hydroxytoluene(BHT), propyl gallate(PG) 등이

있으며, 천연 항산화제로는 polyphenol, flavonoid, carotinoid, ascorbic acid,

tocopherol 등이 있다(5). 하지만 합성 항산화제인 PG, BHA, BHT, PG 등은 위장

관 및 심혈관에 독성 및 발암을 일으킨다고 보고되었고, 천연 항산화제인

tocopherol은 가격이 비교적 높다는 문제점이 있다. 따라서 좀 더 안정적이고 효과

적으로 대체할 수 있는 항산화제에 대한 개발이 요구되고 있다. 식품산업 분야 역

시 활성산소의 생성을 억제하고 노화를 지연시키는 항산화제에 대한 관심이 높아
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지고 있다(6). 또한 생성된 활성산소와 이를 소거하려는 방어체계의 불균형은 산화

적 질병을 발생시킴으로서, 체내 항산화 작용과 질병에 대한 연구가 활발히 진행

중이다.

한편 현대에 이르러 생활환경 및 서구화된 식생활의 증가 등으로 인해 암 발생

은 증가하고 있으나, 여전히 발생과정과 치료에 대해 명확한 해답을 찾지 못한 상

황이다(7). 이중 유방암은 우리나라 여성에게 두 번째로 발병률이 높은 암으로 주

목받고 있다(8). 유방암은 세계적으로 연간 100만 명 이상의 여성에게 발병하고 약

400,000명 이상의 사망자가 발생하는 선진국형 질환이다(9). 유방암의 원인으로는

성별, 가족력, 호르몬, 나이, 생활습관에 의해 영향을 받으며 특히 운동부족, 고칼로

리 식습관 등에 의해 발병률이 높다고 보고되었다. 유방암 치료에는 국소적 요법인

외과적 수술, 방사선 치료와 전신요법인 화학요법, 호르몬치료 등이 있으며, 병기에

따라 수술, 항암요법, 약물치료 등이 있다. 그러나 화학요법으로 사용되는 항암제

등은 환자 개인마다 다른 약리작용이 나타내어 정상적인 세포를 공격 하는 등 부

작용 및 독성 후유증을 배제할 수 없다. 따라서 최근에는 항암 및 질병예방에 우수

하며 안전성이 확인된 천연물을 이용한 약물개발이 요구되고 있는 현실이다(7). 유

방암에 관한 연구로는 암세포의 사멸을 유도하는 여러 기전에 대한 연구가 활발히

진행 중이며 이에 대한 치료법에 대해서도 주목받고 있다(10). 암세포가 사멸에 이

르는 과정은 크게 세포괴사(necrosis)와 자가세포사멸(apoptosis)로 분류할 수 있으

며, 이는 세포의 생화학적 특성 및 형태적 특성에 의하여 구분한다. Necrosis는 조

직손상이나 감염에 의해 발생하는 비정상적 과정이며 세포를 둘러싼 환경이 급격

히 변할 때 세포가 더 이상 적응할 수 없어 이온농도의 변화, 세포의 팽창 등이 조

절되지 않는 상태로 유발되는 세포의 사멸이다. 이는 에너지에 대해 비의존적이며

necrosis가 유발된 세포의 내용물이 유출 되어 근처에 위치한 세포에 영향을 미치

게 되며 면역 반응의 손상을 유발하기도 한다(11, 12, 13). 반면 자가세포사멸인

apoptosis는 programmed cell death라고도 불리며 핵응축, 세포수축, 세포막 기포형

성 등의 특징을 가지는 세포내의 자발적인 파괴과정이다. Apoptosis는 생리학적으

로 난자배란, 신경 시냅스 형성, 태아의 형태형성 등과 같은 발달·분화 과정중의 비

정상세포 사멸에 관여하며 이러한 체내 비정상 세포의 제거는 개체 생존을 위한

정교한 방어 수단이다(14). Apoptosis는 주로 Bcl-2 family 단백질, Bax, p53 등과

연관되어 세포 내·외부로 부터 오는 신호를 통해 일련의 과정을 거친다(15). 그 경

로는 세포막 수용체에 의한 외인성 경로(extrisnsic way)와 미토콘드리아에 의한
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내인성 경로(intrinsic way)로 구분되며, 특히 내인성 경로는 미토콘드리아의 Bcl-2

family가 cytochrome c를 세포질로 방출하게 되며 그에 따라 apoptosis 정도를 파

악할 수 있다(16). 이러한 apoptosis 체계에 이상이 생기면 암 발병의 중요한 원인

이 됨으로 apoptosis는 암 치료를 위한 중요한 표적중 하나로 여겨지고 있다(12,

17).

금전초(Lysimachia christinae Hance)는 꿀풀과(Labiatae)에 속한 전초로 여러해

살이풀 이며 온대기후에 분포하고 여름과 가을에 채취하여 햇볕에 말려 이용한다.

주로 털이 없거나 엉켜서 뭉쳐져 있고, 또는 부드러운 털이 성글게 났으며 줄기는

뒤틀려 있다. 잎은 마주나고 대부분 오그라져 있는데 펼치면 넓은 난형 또는 심장

형으로 너비 1∼5 cm, 길이 1∼4 cm 이다(19). 금전초는 phenol성 성분인 sterol,

flavone, amino acid, tannin, choline 등을 함유하고 있으며 myricetin, kaempferol

및 quercetin의 배당체들이 풍부하다고 보고되어 있다(18,19,20). 본 실험에 사용된

금전초는 한의학에서 성질은 미한(微寒)하고, 맛은 감함(甘鹹)하며 요로결석, 황달,

담석증, 담낭염 등의 치료제로 사용되어 왔다(21,22). 최근 이루어진 연구로는 항염

증 효과(23), 산화방지효과(24), 이뇨제(25), 메탄올 추출물과 분획물의 담석증 감소

효과(22) 등 다양한 생리활성에 관한 연구들이 있다. 한의학 역시 오랜 기간 동안

不老(노화를 막는법)와 암의 치료를 위해 다양한 약물들을 사용해왔다. 따라서 천

연 항산화제, 천연 항암제 개발을 위해 한의학 문헌에 근거한 한약재 발굴은 좋은

방법이라 할 수 있다. 하지만 약물 사용의 과학적 근거는 부족한 것이 현실이다.

현재까지 금전초의 항산화 성분에 대한 다수의 논문이 보고되고 있으나, 항산화

효과, 항암효과에 대한 연구는 아직 미흡한 실정이다. 체내에서 만들어진 활성산소

에 의한 산화를 조절 하는 것은 apoptosis를 통한 암세포의 증식과 사멸에 영향을

미치는 것으로 알려져 있다(26). 따라서 본 연구에서는 금전초 추출물의 식품으로

의 이용가능성에 대한 연구의 일환으로 일반성분과 영양성분을 분석하였다. 또한

금전초가 항산화활성 및 apoptosis에 미치는 영향에 대해 알아보고자 하였다.
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제2장 연구방법

1. 실험재료

본 연구에 사용된 백합과 식물인 맥문동(충남 청양)은 늘푸른농장에서, 총백(전북

고창)은 갑당약초에서 구입하였다. 꿀풀과 식물인 익모초(강원 홍천), 박하(경남 산

청), 금전초(충북 충주)는 각각 자연가루 가루랑, 지리산한방식품 영농조합법인, 농

업회사 푸른들판에서 구입하여 사용하였다. 모든 시료는 2017년 12월에 구입하였으

며, -70℃ deep freezer(MDFU52V, Sanyo Electric Co., Ltd., Osaka, Japan)에 보관

하면서 실험에 사용하였다.

2. 시료추출

건조된 5개의 시료 분말 100 g에 80% ethanol 1.5 L을 첨가하였다. 그 다음 65℃

의 heating mantle(Mtops ms-265, Seoul, Korea)에 환류냉각관을 부착하고 3시간

씩 3회 반복하여 추출하였다. 이 추출액을 Whatman filter paper(Whatman No.2)

를 이용하여 여과하고 그 여액을 rotary vacuum evaporator(EYELA VACUUM

NVC-1100, Tokyo, Japan)를 이용하여 40℃ 수욕 상에서 감압․농축한 다음 동결

건조하였으며, 산화방지를 위해 시료는 -70℃에 냉동 보관하여 이용하였다.
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3. 일반성분 분석

금전초 분말의 일반성분은 Association of Official Analytical Chemists법(27)을

이용하여 3회 분석 후 평균값으로 하였다. 수분 함량은 105℃ 건조법, 조지방은 So

xhlet법, 조회분은 550℃ 회화법으로 분석하였고 조단백질은 원소분석기vario MAC

RO cube, DKSH, Zurich, Switzerland)를 이용하여 전질소량을 정량하고 6.25(질소

계수)를 곱하여 조단백질로 하였으며 탄수화물은 100에서 수분, 조단백질, 조지방,

조회분의 값을 제한 값으로 표시하였다.
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4. 지방산 분석

금전초의 지방산 조성 분석은 Wungaarden의 방법(28)에 따라 분석하였다. 시료

2 g을 원통여지에 넣고 chloroform-methanol로 추출․여과하여 감압농축시켜 중량

법으로 함량을 측정했다. 추출한 시료 약 100 mg을 가지형 플라스크에 취하고 1N

-KOH․ethanol 용액 4 mL를 섞어 유지방울이 없어질 때까지 교반하였다. 그 후 1

4% BF3-Methanol 5 mL를 가한 뒤 환류냉각기를 부착하여 5분간 80℃에서 가열하

여 methylester화 하였고, 이 용액에 NaCl 포화용액 3 mL를 가하고, 다시 hexane

1 mL를 가하여 흔들어 섞은 후 시험관에 옮겨 방치하였고 상층을 분리, 채취하여

무수 Na2SO4를 넣어 탈수한 후 0.5 mL를 vial에 채취해서 시험용액으로 하였고, G

as chromatography(GC-17A, Shimadzu, Kyoto, Japan)로 분석하였다. 분석조건은

Table 1과 같다.

Table 1. Operating conditions of gas chromatography for fatty acids

Instrument model Shimadzu GC-17A(Shimadzu Co.,Kyoto, Japan)

Column
SP ™-2560 capillary column

(100m length x 0.25㎜ I.d. x 0.25㎛ film thickness)

Oven temperature 140℃(10 min) → 4℃/min → 240℃(30min)

Injection temp. 260℃

Detector temp. 260℃

Split ratio 1 : 80

Detector Flame ionization detector

Injection volume 2 ㎕
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5. 유기산 분석

유기산 시료 0.5 g을 취하여 cap이 달린 삼각플라스크에 넣고 증류수 20 mL을

가한 후, 80℃ 이상의 항온 수욕 상에서 4시간 동안 가열시키고 Whatman membra

ne filter paper(1 μm)를 이용해 여과하여 30 mL로 정용하였다. 이를 Whatman me

mbrane filter(0.45 μm)로 여과한 후에 Prominence HPLC(Shimadzu, Kyoto, Japa

n)를 이용해 분석하였다. 분석조건은 Table 2와 같다.

Table 2. Operating conditions of Prominence HPLC for organic acids

Organic acid

Model Prominence HPLC(Shimadzu Co., Kyoto, Japan)

Column Two Shim-pack SCR-102H(300×8.0 mm)

Guard column Shim-pack Guard Column SCR-102H(50×6.0 mm)

Mobile phase 4 mM p-toluenesulfonic acid

Oven temp. 40℃

Flow rate 0.8 mL/min

Reaction reagent
16 mM Bis-Tris aqueous solution containing 4 mM

p-toluenesulfonic acid and 100 μM EDTA

Detection Electroconductivity

Inj. Volume 20 ㎕
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6. 비타민 분석

비타민 A, C 및 E의 분석은 식품공전법(29)의 시험방법을 기준으로 하여 분석하

였다.

비타민 A와 E의 함량 측정을 위한 시료 전처리는 다음과 같다. 시료 4 g에 아스

코르브산 0.1 g과 ethanol 30 mL를 첨가하여 균질화하고 80℃에서 20분간 추출하

였다. 추출액에 50% KOH용액 0.25 mL를 가한 후에 증류수 3 mL와 hexane 5

mL를 첨가하여 3,000 rpm에서 20분간 원심분리 시켰다. 상등액을 분리한 후 잔사

에 hexane 5 mL를 가하여 균질화 시킨 뒤 80℃에서 20분 동안 추출하고 3,000

rpm에서 20분간 추출 후 원심분리 시켰다. 상등액에 무수황산나트륨을 가해 탈수

시킨 뒤 50℃에서 감압 농축하고 methanol로 용해시키고 membrane filter(0.45 ㎛)

로 여과하여 비타민 A와 E를 HPLC(LC-10AVP, Shimadzu, Kyoto, Japan)로 분석

하였다. 분석조건은 Table 3와 같다.

비타민 C의 함량 측정을 위한 시료 전처리는 다음과 같다. 5 g의 시료를 균질화

하고 10% metaphosphoric acid(HPO3) 용액 10 mL를 가하여 원심분리(3000 rpm,

20분) 하였다. 이 후, 다시 10% HPO3 용액 5 mL을 가해서 추출하여 다시 원심분

리 하였다. 이 의 상등액을 취해 membrane filter (0.20 μm)로 여과하여 시험용액

으로 사용하였다. 이를 HPLC(LC-10AVP, Shimadzu, Kyoto, Japan)로 분석하였다.

분석조건은 Table 4과 같다.
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Table 3. Operating conditions of HPLC for vitamin A and E

Retinol(Vit.A) and (±)α-tocopherol(Vit.E)

Model LC-10Avp (Shimadzu Co., Kyoto, Japan)

Column Phenomenex Luna 5 um C18(250×4.6 mm)

Mobile phase Acetonitrile : 2-Propanol (95 : 5)

Flow rate 1.0 mL/min

Inj.Volume 20㎕

Detection

UV-VIS Detector(254 nm)

Spectrofluorometric

Detector(EX:290 nm, EM:330 nm)

Table 4. Operation conditions of HPLC for vitamin C

Ascorbicacid(Vit.C)

Model LC-10Avp (Shimadzu Co., Kyoto, Japan)

Column Phenomenex Bondclone 10 um C18, 300×3.9 mm

Mobile phase 50 mM KH2PO4 : Acetonitrile(60:40)

Oven temperature 30 oC

Flow rate 1.0 mL/min

Inj.Volume 20㎕

Detection UV-VIS Detector(254 nm)
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7. 구성 아미노산 분석

구성 아미노산의 분석방법은 다음과 같다. 분해관에 건조된 시료 0.5g에 6N HCl

3 mL를 혼합하여 탈기하고 121℃에서 24시간 동안 가수분해 시켰다. glass filter로

여액을 여과한 후에 rotary vaccum evaporator로 감압·농축하고 sodium phosphate

buffer (pH 7.0) 10 mL로 정용하였다. 용액 1 mL를 취하여 membrane filter (0.2 μ

m)로 여과한 후에 아미노산자동분석기(S433-H, SYKAM, Eresing, Germany)를 이

용해 분석하였다. 분석조건은 Table 5와 같다.

Table 5. Operating conditions of amino acid auto – analyzer

Instrument S433-H(SYKAM, Eresing, Germany)

Column Cation separation column(LCA K06/Na)

Column size 4.6 × 150mm

Column temperature 57 ~ 74℃

Flow rate Buffer 0.45 ㎖/min, reagent 0.25 ㎖/min

Buffer pH range 3.45 ~ 10.85

Wavelength
fluorescence spectrophotometer

(440 nm and 570 nm)
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Item Condition

Instrument ICP-OES (PerkinElmer, Massachusetts, USA)

Lamp Item Ca K Mg Fe Na Mn Cu Zn

Wavelength 317.93 766.49 285.21 238.20 589.59 257.61 327.39 206.20

Plasma Unit
RF Power 1.4 Kw

Gas Flow Rate 15 L/min

8. 무기질 분석

구성 무기질 분석은 A.O.A.C.방법(27)에 준하여 실시하였다. 시료 0.5 g에 20%

HNO3 10 mL, 60% HClO4 3 mL를 가하여 투명하게 변할 때까지 가열하였다. 그

후 0.5 M HNO3로 50 mL를 정용하였다. 각각의 항목별 표준용액을 혼합하고, vial

병에 8 mL씩 취하여 표준용액으로 한 다음 0.5 M HNO3를 대조군으로 하여 유도

결합플라즈마 분광분석기(ICP-OES, PerkinElmer, Massachusetts, USA)로 측정하

였다. 분석조건은 Table 6과 같다.

Table 6. Operating conditions of Inductively Coupled Plasma Spectrometer

for minerals
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9. 총 polyphenol 함량 측정

총 polyphenol 함량은 Folin-Denis법(30) 에 따라 측정하였고 추출물의 농도를

1mg/mL 농도로 하여 사용하였다. 시료 0.5 mL와 Folin reagent 0.5 mL를 혼합하여 실

온에서 3분간 방치한 다음 10% Na2CO3 0.8 mL을 첨가한 후 40분간 방치하였으며,

UV-spectrophotometer (Bio-rad, Hercules, CA, USA)를 이용하여 760 nm에서 흡광도

를 측정하였다. tannic acid를 표준물질로 하여 표준검량곡선을 적용해 추출물의 총

polyphenol 함량을 산출하였다.

10. 총 flavonoid 함량 측정

총 flavonoid 함량은 Davis법을 변형한 방법(31)에 따라 측정하였다. 5개의 시료

를 1mg/mL 농도로 맞추어 시료로 사용하였다. 시료 0.5 mL와 diethylene glycol

0.5 mL를 넣은 다음, 1 N NaOH 10 μL을 넣고 37℃ heating block에서 1시간 동

안을 반응시키고 UV-spectrophotometer(Bio-rad, Hercules, CA, USA)로 420 nm

로 흡광도를 측정하였다. rutin을 표준물질로 하여 표준검량곡선을 적용해 추출물의

총 flavonoid 함량을 산출하였다.
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11. DPPH 라디칼 소거능 측정

금전초 추출물의 0.2 mM 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl(DPPH) 라디칼 소거능은

Blois의 방법(32)에 따라 다음과 같이 측정하였다. 0.2 mM DPPH 시약(Sigma, St.

Louis, MO, USA) 900 μL에 농도별 시료 100 μL를 첨가하여 37℃ heating block에 30

분간 반응시켰다. 96 well plate에 200 μL씩 분주하고 UV-spectrophotometer(Bio-Rad,

Hercules, CA, USA)를 이용하여 517 nm로 흡광도를 분석하였다.

12. ABTS+ 라디칼 소거능 측정

금전초 추출물의 2,2’-Azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid(ABTS) radical

소거능은 Re 등의 방법(33)을 변형하여 다음과 같이 분석하였다. 7 mM ABTS와 2.4

mM potassium persulfate를 1 : 1로 혼합한 다음 실온인 암소에서 24시간 방치하여 라

디칼의 생성을 유도하였다. 그 후, 734 nm에서 흡광도 값이 0.7∼1.0 정도가 되도록 희

석하여 이용하였다. 희석한 ABTS+ 라디칼 용액 900 μL와 금전초 추출물 100 μL을 혼

합하여 실온에서 30분간 반응시킨 후 UV-spectrophotometer(Bio-rad, Hercules, CA,

USA)를 사용하여 734 nm로 흡광도를 측정하여 라디칼 소거능을 분석하였다.
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13. 세포배양

본 실험에 이용된 인체 유방암세포주 MCF-7과 HCC 38은 한국세포주은행

(Korean Cell Line Bank, Seoul, Korea) 에서 분양받아 본 실험실에서 배양 후 사

용하였다. RPMI 1640(Gibco-BRL, Grand Island, NY, USA)배지에 1%

penicillin/streptomycin과 10% fetal bovine serum (FBS)을 포함하여 배양배지로

사용하였다. 배양조건은 37℃, 5% CO2 incubator(MCO-18AIC, Sanyo, Osaka,

Japan) 이다.

14. MTS assay

MCF-7, HCC 38 세포를 96 well plate에 2×103/well로 분주하여 24시간 배양한

후, dimethyl sulfoxide(DMSO)에 녹인 금전초 추출물을 각 well 당 0, 0.1, 0.2, 0.4,

0.8 mg/mL의 농도로 처리하였다. 24시간 및 48시간 후 CellTiter 96® AQueous

One Solution Cell Proliferation Assay(MTS) 용액(Promega Co., CA, USA) 20 μL

씩을 각 well에 첨가하였다. 그리고 37℃, 5% CO2 incubator 조건에서 30분 단위로

4시간 동안 UV-spectrophotometer(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)를 이용하여 490

nm로 흡광도를 분석하였다.
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15. 인체 유방암 세포 형태 관찰

MCF-7과 HCC 38 암세포의 형태변화를 광학현미경(CKX41, OLIMPUS Co.,

Tokyo, Japan)을 이용하여 관찰하였다. 세포를 60 mm dish에 5×105 cell/well이 되

도록 분주하였다. 그 다음 37℃, 5% CO2 incubator(MCO-18AIC, Sanyo, Osaka,

Japan) 에서 24시간 안정화 시키고 금전초 추출물을 각각 0, 0.2, 0.4 mg/mL로 처

리한 후 48시간 동안 반응시켰다. 금전초 추출물에 의한 인체유방암 세포의 형태학

적 변화를 100배율로 관찰하였다.

16. DAPI staining

MCF-7, HCC 38 세포를 4’,6-diamidino-2-phenylindole(DAPI) 염색 후 암세포

핵의 형태변화를 관찰하였다. MCF-7, HCC 38 세포를 12 well plate에 1x105/well

로 분주하고 안정화시킨 후, 금전초 추출물을 각각 0, 0.2, 0.4 mg/mL 처리하고 3

7℃, 5% CO2 incubator(MCO-18AIC, Sanyo, Osaka, Japan) 조건에서 배양하였다.

48시간 후, 배지를 제거하고 phosphate buffered saline(PBS)로 세척한 후에 4%

paraformaldehyde solution(Biosesang, Seongnam, Korea)을 첨가하여 1시간 동안

실온에서 고정하였다. 상층액을 제거하고 0.5% Triton X-100 solution(Sigma, St.

Louis, MO, USA)을 첨가하여 실온에서 10분간 반응시켰다. 그 후 DAPI staining

용액(Vector laboratories, Burlingame, CA, USA)을 처리하여 실온에서 염색한 다

음 암실에서 형광현미경(BX41, OLIMPUS, Tokyo, Japan)을 이용해 200배의 배율

로 각 농도별 apoptosis 형태 변화를 관찰하였다.
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17. Western blotting

금전초 추출물을 0, 0.2, 0.4 mg/mL 처리한 MCF-7과 HCC 38 세포의 apoptosis

관련 단백질의 발현을 분석하기 위하여 Western blotting을 수행하였다. 금전초 추

출물을 농도별로 처리한 세포를 회수하여 lysis buffer(150 mM NaCl, 0.1% SDS,

1% Triton X-100, and 50 mM Tris-Hcl, pH 8.0)를 세포에 첨가하여 4℃에서 30

분간 반응시킨 후 14,000 rpm에서 25분 동안 원심분리하여 상층액에 있는 총단백

질을 분리하였다. 상층액 단백질을 정량한 후에 Laemmli sample buffer(Bio-Rad,

CA, USA)을 넣어 protein sample을 만들었다. 동일한 양의 단백질을 10% sodium

dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis(SDS-PAGE)에서 전기영동하여

분리한 후에 polyvinylidenedifluoride(PVDF) membranes에 transfer시켰다. transfer

가 끝난 membrane을 5% skim milk를 이용하여 1시간동안 blocking한 후 1차 항

체를 처리하여 4℃에서 overnight 반응시킨 후, 2차 항체를 실온에서 1시간 동안

반응시켰다. 단백질 분석을 위해 사용된 Akt, phospho-Akt, poly(ADP-ribose)

polymerase(PARP), Bcl-2, p53, β-actin, cleaved PARP등 1차 antibody 및

horseradish peroxidase (HRP)-conjugated anti-mouse antibody는 Santa

Cruz(Santa Cruz Biotechnology Inc., CA, USA)에서 구입하여 사용하였다. 반응이

끝난 후 암실에서 enhanced chemiluminoesence solution(Amersham Biosciences

Co., Buckinghamshire, UK)을 적용하여 필름에 노출시켜 특정단백질의 발현 양을

확인하였다.

18. 통계처리

모든 실험은 독립적으로 3회 반복을 시행하였다. 각 실험군 간의 유의성 검증은

GraphPad Prism 5 program (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA)을 사

용하였다. 그 결과는 평균 (mean)과 표준편차 (SD)로 나타내었다. 각 시료간의 통

계적 유의성은 p<0.05 수준에서 Student t-test에 의해 검정하였다.
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제3장 실험결과 및 고찰

1. 일반성분 분석

금전초 분말의 일반성분을 분석한 결과는 Table 7과 같다. 건조한 금전초 분말의

일반성분 함량은 수분 8.17%, 조회분 7.09%, 조지방 0.72%, 조단백질 5.83%, 및 탄

수화물 78.19%이었다. 금전초와 같은 꿀풀과 식물인 초석잠은 수분 4.13%, 조회분

10.49%, 조지방 1.57%, 조단백질 27.86% 및 탄수화물 55.95%로(34) 금전초 분말이

초석잠에 비해 탄수화물 함량이 높은 것으로 나타났다. 또 다른 꿀풀과 식물인 배

초향(35)은 수분 77.80%, 조회분 2.34%, 조지방 0.63%, 조단백질 4.39% 및 조섬유

질이 1.40%로 나타났다. 금전초는 배초향에 비하여 수분 함량이 본 연구와 차이를

보였다.
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Composition
Sample

Lysimachia christinae Hance

Moisture 8.17±0.02
2)

Crude ash 7.09±0.65

Crude fat 0.72±0.01

Crude protein 5.83±0.80

Carbohydrate1) 78.19±1.02

Table 7. Proximate compositions of Lysimachia christinae Hance

(%)

1)Carbohydrate = 100 - (moisture +crude protein + crude fat + crude ash).

2)All values are expressed as mean±SD of triplicate determinations.
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2. 지방산

금전초의 지방산 조성은 Table 8과 같다. 금전초의 지방산 조성은 포화지방산 5

종, 단일불포화지방산 3종, 다가불포화지방산 3종의 총 11종의 지방산이 검출되었

다. 포화지방산은 palmitic acid의 함량이 29.84%로 가장 높았고, heptadecanoic

acid의 함량이 5.50%로 다음으로 높았다. 불포화지방산은 cis-11,14,17-eicosatienoic

acid의 함량이 21.20%로 가장 높았고, linoleic acid의 함량이 17.78%로 다음으로 높

았다. 따라서 금전초의 주요 지방산은 palmitic acid, cis-11,14,17-eicosatienoic

acid, heptadecanoic acid, linoleic acid로 나타났다. 금전초와 같은 꿀풀과 식물인

초석잠 잎의 지방산 함량을 보면 포화지방산은 heneicosanoic acid가 63.40%로 가

장 높았고, 다음으로 palmtic acid가 높았다. 불포화지방산은 linoleic acid가 12.27%

로 가장 높았고 다음으로 linolenic acid가 높았다(34). 따라서 본 연구에서 다른 꿀

풀과 식물의 연구와 유사하게 palmtic acid와 linoleic acid가 주요 지방산으로 나타

났다.
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Fatty acid Lysimachia christinae Hance

Myristic acid (C14:0) 0.97±0.04
1)

Pentadecanoic acid (C15:0) 0.44±0.02

Palmitic acid (C16:0) 29.84±0.02

Heptadecanoic acid (C17:0) 5.50±0.13

Stearic acid (C18:0) 3.17±0.02

Saturated 39.92

cis-10-Heptadecenoic acid (C17:1) 1.54±0.01

Oleic acid (C18:1n9c) 11.43±0.04

cis-11-Eicosenoic acid (C20:1) 0.93±0.01

Monounsaturated 13.91

Linoleic acid(C18:2n6c) 17.78±1.12

Linolenic acid(C18:3n3) 7.19±0.05

cis-11,14,17-Eicosatienoic acid

(C20:3n3)
21.20±2.52

Polyunsaturated 46.18

Total 100.00

Table 8. Compositions of fatty acids in Lysimachia christinae Hance

(% total fatty acids)

1)All values are expressed as mean±SD of triplicate determinations.
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3. 유기산

금전초의 유기산 함량을 분석한 결과는 Table 9과 같다. 총 7종의 유기산이

11982.34 ppm 으로 검출되었으며, 이 중 malic acid가 4960.68 ppm으로 가장 높았

고, 다음으로 citric acid가 2411.30 ppm, tartaric acid가 1757.95 ppm, succinic acid

1393.63 ppm, formic acid 972.59 ppm, acetic acid 486.17 ppm 순으로 나타났다. 같

은 꿀풀과 식물인 초석잠 뿌리의 경우 malic acid가 가장 높았고 다음으로 citric

acid, formic acid, acetic acid 순으로 나타났다(34). 또 다른 꿀풀과 식물인 배암차

즈기의 경우 succinic acid, citric acid, malic acid, tartaric acid 순으로 나타났다

(36). 따라서 본 연구의 금전초를 비롯하여 다른 꿀풀과 식물들은 malic acid가 주

요 유기산 이라는 점을 확인할 수 있었다.
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Organic Acid Lysimachia christinae Hance

Citric acid 2411.30±4.341)

Tartaric acid 1757.95±3.21

Malic acid 4960.68±5.17

Succinic acid 1393.63±1.87

Lactic acid N.D.

Formic acid 972.59±2.51

Acetic acid 486.17±1.24

Total 11982.34

Table 9. Contents of organic acids in Lysimachia christinae Hance

(ppm)

1)All values are expressed as mean±SD of triplicate determinations.
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4. 비타민

금전초의 비타민 A, E 및 C 함량을 식품공전법의 시험방법(27)에 의거하여 분석

한 결과는 Table 10과 같다. 금전초의 비타민 C 함량은 4695.53 ppm 으로 가장 높게

나타났으며 비타민 E 함량은 43.21 ppm 으로 나타났고 비타민 A는 검출되지 않았

다. 항산화 비타민인 A, C 및 E는 세포의 활성산소를 제거하여 산화적 스트레스를

감소시키는 영양소이다. 비타민 C는 수용성 비타민으로 주로 채소나 과일 속에 들

어있으며 체내 생물학적 반응을 돕는 기능을 하는데 주로 수용성 환경에서 강한

생물학적 환원제로 쓰이는 항산화 역할을 하고, 비타민 E는 지용성 비타민으로 체

내에서는 합성이 되지 않으며 세포막을 안정시키는 역할에 작용 한다(37). 같은 꿀

풀과 식물인 초석잠(34) 잎의 경우 비타민 A는 397.9 ppm, 비타민 E는 114.9 ppm이

검출되었으나, 비타민 C는 검출되지 않았다고 보고되었다. 또 다른 꿀풀과 식물인 배

초향(35) 에서는 비타민 C가 81.6 ppm 검출되었다. 다른 꿀풀과 식물들과 비교했을

때 금전초의 비타민 함량은 높음을 알 수 있다. 또한 금전초의 비타민 C 함량은 비

타민이 풍부하기로 알려진 대표적 식품인 감귤 2890 ppm, 딸기 1540 ppm(38) 보다

도 함량이 높음을 알 수 있다.
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Vitamin Lysimachia christinae Hance

vitamin A N.D.

vitamin C 4695.53±4.27
1)

vitamin E 43.21±1.71

Table 10. Contents of vitamin A, C and E in Lysimachia christinae Hance

(ppm)

1)
All values are expressed as mean±SD of triplicate determinations.
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5. 구성 아미노산

금전초의 구성아미노산 함량은 Table 11과 같다. 금전초의 구성 아미노산은 필

수아미노산 8종과 비필수아미노산 8종이 검출되어 도합 16종의 아미노산이 검출

되었다. 필수아미노산의 총 함량은 1555.56 mg/100g으로 조성을 보면 leucine이

가장 많았고, methionine이 가장 적었다. 비필수아미노산 에서는 glutamic acid가

가장 많았고 tryosine이 가장 적었다. 총 구성 아미노산의 함량은 3,593.39 mg/10

0g 이었다. 같은 꿀풀과 식물인 잎들깨는 L-aspartic acid이 가장 많고(39) 총 아

미노산 함량은 3,094.20 mg/100g으로 같은 꿀풀과 식물에 비해 금전초의 총 아

미노산 함량이 높은 것으로 나타났다. 또한 금전초의 필수 아미노산은 1555.56

mg/100g으로 필수아미노산의 비율은 43.28%로 이었으며 잎들깨의 경우 필수아

미노산 비율은 28.05%로 나타났다. 같은 꿀풀과 식물에 비해 금전초의 필수아미

노산 비율이 높은 것을 확인할 수 있었다.
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Amino acid Lysimachia christinae Hance

Essential

Threonine 224.43±3.32
3)

Valine 243.00±1.14

Methionine 40.41±2.25

Isoleucine 182.13±0.85

Leucine 333.51±1.58

Phenylalanine 220.42±2.33

Histidine 124.00±1.58

Lysine 187.62±0.84

Total EAA1) 1555.56

Non-essential

Aspartic acid 415.07±3.34

Serine 161.84±0.66

Glutamic acid 442.76±2.86

Proline 203.18±1.47

Glycine 229.30±2.61

Alanine 275.03±0.73

Tryosine 130.72±1.29

Arginine 179.90±1.83

Total AA2) 3,593.39

EAA/AA(%) 43.28

Table 11. Contents of total amino acids in Lysimachia christinae Hance

(mg/100g)

1)Total EAA: Total essential amino acid.

2)Total AA: Total amino acid.

3)All values are expressed as mean±SD of triplicate determinations.
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6. 무기질

무기질은 체내 여러 생리기능의 조절 및 유지에 필수적이며, 식품을 통한 섭취가

매우 중요한 영양소다(40). 금전초의 무기질 함량은 Table 12와 같다. 총 무기질의

함량은 3639.19 mg/100g 으로 8종의 무기질이 검출되었다. 이중 K의 함량이

2624.00 mg/100g으로 가장 많이 검출되었고, 다음으로 Ca, Mg, Fe, Mn, Zn, Cu 순

서로 나타났다. K은 Na 이온과 같이 산 염기 평형에 관여하고, 세포내액에서 Na과

함께 체액의 수분평형과 삼투압을 조절하는 무기질이며(41), K의 섭취는 고혈압의

예방 및 치료에 효과적이라 보고되었다(42). 같은 꿀풀과 식물인 배초향(35)의 무기

질 함량은 K이 519 mg/100g로 가장 많이 검출되었으며, 그 다음으로는 Ca, Na,

Mg 순이었다. 꿀풀과 다른 식물에 비해 금전초의 무기질 함량이 높은 것으로 확인

되었다.
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Mineral Lysimachia christinae Hance

Ca 717.60±2.24
1)

K 2624.00±3.25

Mg 242.00±1.74

Fe 39.06±3.19

Na 2.66±2.67

Mn 9.08±1.23

Cu 0.76±2.57

Zn 4.03±1.36

Total 3639.19

Table 12. Contents of minerals in Lysimachia christinae Hance

(mg/100g)

1)All values are expressed as mean±SD of triplicate determinations.
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7. 총 polyphenol 함량

본 연구에서는 금전초, 맥문동, 총백, 박하, 익모초 에탄올 추출물의 총

polyphenol 함량 측정을 위해 tannic acid를 기준물질로 사용하였고, 총 polyphenol

함량은 Table 13에서와 같다. 각각의 총 polyphenol 함량은 금전초가 311.31 mg

TAE/g, 맥문동은 206.10 mg TAE/g, 총백은 200.79 mg TAE/g, 박하는 131.18

mg TAE/g, 익모초는 188.65 mg TAE/g로 나타났다. 다른 식물에 비해 금전초의

총 polyphenol 함량이 유의하게 높았다. Polyphenol은 식물에서 발견되는 화학물질

중 하나로 분자 하나당 페놀그룹이 한 개 이상 있으면 tannin, flavonoid, lignin 등

으로 분류되고 두 개 이상의 (-OH)기로 치환된 것이다. 식물체에 존재하는

Polyphenol류는 대표적인 항산화성 물질이며, 항암, 항균 등의 다양한 생리활성 역

할을 하는 것으로 알려져 있다(43). 페놀 화합물은 벤젠고리 탄소에 phenolic

hydroxyl (-OH)기가 자유라디칼과 결합하여 안정화된 공명구조의 phenoxyl

radical을 형성하여 직접적으로 자유 라디칼들을 소거하거나, 항산화 효소와 함께

간접적으로 자유 라디칼을 제거하여 항산화 효과, 항암 및 항균, 간보호 작용 등의

생리활성을 가지고 있다(44). 금전초와 같은 꿀풀과인 다른 식물들의 총 polyphenol

함량을 살펴보면 초석잠 잎이 236.35 mg/g(34), 황금 추출물이 103.53 mg

TAE/g(45)인 것을 알 수 있다. 본 연구를 통해 금전초의 총 polyphenol 함량이 같

은 꿀풀과 다른 식물들에 비해 유의하게 높은 것을 알 수 있었다.
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Total polyphenol

(mg TAE/g)

금전초 (Lysimachia christinae Hance) 311.31 ± 3.73

맥문동 (Liriope platyphylla) 206.10 ± 12.53

총백 (Allii Fistulosi Bulbus) 200.79 ± 7.38

박하 (Mentha piperascens) 131.18 ± 5.65

익모초 (Leonurus sibiricus) 188.65 ± 4.67

Table 13. Total polyphenol

All values are expressed as the mean ± SD of triplicate determinations.
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8. 총 flavonoid 함량

식물체에 존재하는 flavonoid류는 대표적인 항산화성 물질이며, 항균, 항암 등의

다양한 생리활성을 나타내는 것으로 알려져 있다(43). flavonoid는 식물성

polyphenol계 화합물의 가장 큰 부류이며, 약 4000개의 화합물로 이루어진 화합물

로 노란색 계열의 항산화 물질이다. 화학적 구조 차이에 의해 flavanol, flavanone,

flavone, isoflavone, anthocyanidin의 5가지 하위그룹으로 나뉘며, 생리활성, 분포와

대사에 있어 차이점을 가지며 효능에도 차이가 있다(46). 본 연구에서는 금전초, 맥

문동, 총백, 박하, 익모초 에탄올 추출물의 총 flavonoid 함량 측정을 위해 rutin을

기준물질로 사용하였고, 총 flavonoid 함량은 Table 14와 같다. 각각의 총 flavonoid

함량은 금전초가 184.68 mg RE/g, 맥문동은 7.97 mg RE/g, 총백은 11.00 mg

RE/g, 박하는 5.51 mg RE/g, 익모초는 109.85 mg RE/g로 나타났다. 다른 식물에

비해 금전초의 총 flavonoid 함량이 유의하게 높았다. 금전초와 같은 꿀풀과인 다른

식물들의 총 flavonoid 함량을 살펴보면 초석잠 잎이 101.76 mg/g(34), 황금 추출물

이 101.98 mg RE/g(45)인 것을 알 수 있다. 본 연구를 통해 금전초의 총 flavonoid

함량이 같은 꿀풀과 다른 식물들에 비해 유의하게 높은 것을 알 수 있었다.
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Total flavonoid

(mg RE/g)

금전초 (Lysimachia christinae Hance) 184.68 ± 1.80

맥문동 (Liriope platyphylla) 7.97 ± 1.33

총백 (Allii Fistulosi Bulbus) 11.00 ± 1.67

박하 (Mentha piperascens) 5.51 ± 0.67

익모초 (Leonurus sibiricus) 109.85 ± 7.25

Table 14. Total flavonoid

All values are expressed as the mean ± SD of triplicate determinations.
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9. DPPH 라디칼 소거능

활성산소는 에너지 생성을 위한 산화과정 등에서 발생하게 되고, 그로 인해 과하

게 증가된 활성산소는 체내 방어기전에 작용하여 노화 및 암 등의 원인이 된다

(47). 그에 따라 질병을 막기 위해선 항산화능을 보유한 생리활성 물질의 확인이

중요하다. 이러한 물질의 가장 특징적인 기작은 유리기와 반응하는 것이다. 자유

라디칼 소거 작용은 인체에서 노화를 억제하는 척도 또는 항산화 효과의 척도로

이용되고 있으며 이를 측정하기 위해 DPPH가 대표적으로 쓰이고 있다. 본 연구

결과, 금전초 에탄올 추출물을 이용한 DPPH 라디칼 소거능은 Table 15와 같다.

0.125 mg/mL, 0.25 mg/mL, 0.5 mg/mL, 1 mg/mL 농도에서 각각 19.52%, 26.42%,

49.77%, 70.55%로 나타났고 50% 라디칼 소거능인 IC50을 구한 결과, DPPH의 IC50

은 0.62 mg/mL로 나타났다. 금전초와 같은 꿀풀과에 속하는 초석잠 잎의 DPPH

라디칼 소거능은 0.5 mg/mL 농도에서 39.36%로 나왔으며 본 연구결과보다는 더

높은 함량에서 동일한 효과를 나타내었다(34).
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Concentration

(mg/mL)
DPPH radical scavenging activity(%)

0.125 19.52 ± 4.34

0.250 26.42 ± 1.22

0.500 49.77 ± 0.79

1.000 70.55 ± 3.56

IC50 (mg/mL) 0.62

Table 15. DPPH radical-scavenging activity of Lysimachia christinae

Hance

All values are expressed as the mean ± SD of triplicate determinations.
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10. ABTS
+
라디칼 소거능

ABTS+ 라디칼 소거능은 potassium persulfate를 암소에서 24시간 반응시켜 생성

된 ABTS+유리 라디칼이 항산화력 물질에 의해 환원되고 색이 변화되는 것을 이용

하여 측정하였다(48). 본 연구 결과, 금전초 에탄올 추출물을 이용한 ABTS 라디칼

소거능은 Table 16과 같다. 금전초의 ABTS+ radical 소거능은 0.125 mg/mL, 0.25

mg/mL, 0.5 mg/mL, 1 mg/mL 농도에서 각각 46.36%, 78.49%, 95.24%, 95.20%로

나타났고, 50%의 라디칼 소거능의 값인 IC50을 구한 결과, ABTS+의 IC50은 0.15

mg/mL로 나타났다. 꿀풀과에 속하는 들깨 새싹 추출물의 ABTS+ 라디칼 소거능은

0.5 mg/mL 농도에서 79.4%로 나왔으며 본 연구결과보다는 더 높은 함량에서 유사

한 효과를 나타내었다(49).
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Concentration

(mg/mL)
ABTS

+
radical scavenging activity(%)

0.125 46.36 ± 0.60

0.250 78.49 ± 0.41

0.500 95.24 ± 0.08

1.000 95.20 ± 0.13

IC50 (mg/mL) 0.15

Table 16. ABTS
+
radical-scavenging activity of Lysimachia christinae

Hance

All values are expressed as the mean ± SD of triplicate determinations.
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11. 금전초 추출물이 유방암세포의 성장에 미치는 영향

인체유방암세포 증식억제 효과를 확인하기 위해 금전초 추출물 0, 0.1, 0.2, 0.4,

0.8 mg/mL의 농도를 MCF-7과 HCC 38 세포에 24시간 또는 48시간 동안 처리하

여 MTS assay를 통해 측정하였으며 그 결과는 Fig.1과 같으며 금전초 추출물에

의해 농도 의존적으로 암세포 성장률이 감소하였으며 MCF-7 세포주에 0.8

mg/mL 농도, 24시간 처리한 경우 32.2%, 48시간 처리한 경우 62.2% 세포 성장억

제율을 보였고 HCC 38 세포주에 금전초 0.8 mg/mL 농도, 24시간 처리한 경우

27.8%, 48시간 처리한 경우 59.4% 세포 성장 억제율을 보였다. 같은 꿀풀과에 속하

는 황금 추출물을 Caki-1 신세포암 세포주에 48시간 처리한 경우, 0.2 g/mL 농도

에서부터 세포증식 억제효과를 보였으며 0.8 g/mL 농도에 이르러 72% 의 증식 억

제효과를 나타내었고(50), 다른 꿀풀과 식물인 곰보배추 추출물을 MCF-7 유방암

세포주에 72시간 처리한 경우도 0.8 g/mL 농도에 이르러 70%의 증식 억제효과를

나타내는 결과로써(51) 대체적으로 본 연구결과와 유사한 경향을 보였다. 그리고

인체유방암 세포의 형태는 Fig.2와 같으며 48시간 동안 금전초 추출물 처리에 따른

MCF-7과 HCC 38 세포주의 형태학적인 변화를 살펴보았을 때, 금전초 추출물의

처리 농도가 증가할수록 세포가 부착된 형태를 잃으며 세포 형태의 변화가 심하고

또한 세포수도 감소하는 것을 관찰할 수 있었다. 이러한 결과를 통해 금전초는

MCF-7과 HCC 38 인체 유방암세포에서 증식억제 효과가 있는 것으로 사료된다.



- 38 -

Fig. 1. Viability of MCF-7 and HCC 38 breast cancer cells after

treatment with the indicated concentrations of Lysimachia

christinae Hance extract for 24 and 48 h by a MTS assay.
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Fig.2. The cell morphology was visualized by optical microscopy after the

Lysimachia christinae Hance extract treatment for 48h

(magnification × 100). All values are expressed as the mean ± SD

of at least three replicate experiments. Significantly different

(p<0.05) compared to the DMSO-control.
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12. DAPI 형광염색을 이용한 apoptosis 확인

apoptosis는 병리적 원인에 노출된 세포를 죽음에 이르게 하는 세포내의 자발적

파괴과정을 말하며 nucleosome의 linker DNA 부분이 절단되고 단편화 되어 세포

막의 수포화 현상, 염색질 및 핵의 응축에 의한 분절(apoptotic body)이 생성되며

이것은 염색시약에 의해 관찰된다(52). 이러한 apoptosis가 억제 되는 것이 암의 주

요 특징이다(53). 따라서 본 연구 에서는 금전초에 의한 유방암세포의 증식억제가

apoptosis에 의한 것인지 확인하기 위해 DAPI staining을 시행하였고 그 결과는

Fig. 3과 같다. 연구 결과 유방암세포에 48시간 동안 금전초를 처리했을 경우, 처리

하지 않은 대조군은 비교적 일정한 반면 금전초 처리군 에서는 핵이 손상되어 응

축이 일어났으며 apoptosis의 특징인 apoptotic body가 증가되었다. 특히 MCF-7,

HCC 38 암세포 모두에서 0.2 mg/mL 이상의 농도에서 apoptotic body증가와 세포

수축이 확연히 나타났다. 따라서 금전초 추출물의 처리에 따른 유방암세포 성장억

제 효과는 apoptosis 유발과 밀접한 관련이 있는 것으로 분석된다.
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Fig. 3. Induction of apoptosis by Lysimachia christinae Hance extract in

MCF-7 and HCC 38 breast cancer cells. The nuclear morphology

was analyzed by DAPI staining for 48h (magnification × 200).
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13. 금전초 추출물이 유방암세포의 apoptosis 관련 단백질

발현에 미치는 영향

Bcl-2 family 단백질, p53 등과 연관되어 세포 내·외부로 부터 자극을 받으면

death signal 들이 활성화되고 apoptosis가 유도되며, 이 과정 중 관련 단백질들의

발현과 억제가 일어난다. mitochondria 막전위가 변화되어 투과성이 증가되면 종양

억제인자인 p53을 활성화 시키며 DNA 손상을 복구하는 poly-ADP ribose

polymerase(PARP) 단백질이 분절되고 그 결과 암세포의 apoptosis가 유도된다(54).

그 결과는 Fig. 4~7와 같으며 genomic stability에 관여하는 apoptosis 표적단백질

PARP의 경우 금전초 처리군에서 단편화 현상이 관찰되었으며 pro-apoptotic 단백

질인 cleaved PARP는 증가하였고 anti apoptotic 단백질인 Bcl-2는 감소하였고 암

억제 단백질로 알려진 p53 은 증가하였다. 따라서 MCF-7과 HCC 38 유방암세포에

금전초 추출물을 처리했을 때 apoptosis를 유도한다는 것을 알 수 있었다.
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Fig.4. The changes of PARP expressions in MCF-7 and HCC 38 cells
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Fig.5 The changes of cleaved PARP expressions in MCF-7 and HCC 38

cells



- 45 -

Fig. 6. The changes of Bcl-2 expressions in MCF-7 and HCC 38 cells
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Fig. 7. The changes of P53 expressions in MCF-7 and HCC 38 cells
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14. PI3K/Akt 경로의 발현에 미치는 금전초 추출물의 영향

본 연구에서는 금전초 추출물을 다양한 농도로 유방암세포에 처리했을 때 일어

나는 apoptosis가 phosphatidylinositol 3 kinase(PI3K)/Akt의 작용에 의한 것인지

확인하고자 하였다. Akt는 serine/threonine을 인산화에 관여하며 PI3K에 의해 활

성화되어 세포의 생존과 관련된 증식 및 분화, 세포 주기 진행에 관여하는 등 여러

생리활성을 조절한다(55). PI3K의 활성화는 Akt를 활성화 시켜서 pro-apoptotic 단

백질 발현을 저해하여 apoptosis를 억제하는 것으로 알려져 있다(50). 실험 결과는

Fig. 8,9와 같으며, MCF-7과 HCC 38 유방암세포주에 금전초 추출물 0.2 mg/mL,

0.4 mg/mL 농도로 처리하였을 때, Akt는 단백질 변화가 관찰되지 않았으며,

phospho Akt의 발현은 감소였다. 이에 금전초가 MCF-7와 HCC 38 유방암세포의

apoptosis와 연관된 PI3K/Akt 세포신호전달계에 영향을 미치는 것으로 사료된다.
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Fig. 8. The changes of phospho Akt expressions in MCF-7 and HCC 38

cells
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Fig. 9. The changes of Akt expressions in MCF-7 and HCC 38 cells
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제4장 요 약

본 연구는 금전초의 항산화효과, 항암효과를 확인하기 위해 일반성분 분석, 항산

화 물질의 함량과 DPPH와 ABTS
+
assay를 이용한 소거능을 측정하였다. 항암효과

의 확인은 금전초 추출물을 MCF-7과 HCC 38 인체유방암세포에 처리하여

apoptosis와 암세포 증식억제와 관련하여 연구하였다. 그 결과는 다음과 같으며 금

전초가 영양 기능과 항산화 기능을 하는 식품으로 사용 가능하다는 것으로 사료된

다. 또한 인체유방암세포에서 apoptosis 유발에 의한 항암효과를 지니는 것으로 분

석되며, 향후 암 치료를 위한 근거로 사용될 것으로 기대된다.

1. 금전초의 이화학적 성분 분석 결과

일반성분은 수분 8.17%, 조회분 7.09%, 조지방 0.72%, 조단백질 5.83%, 및 탄수

화물 78.19% 이었다. 금전초의 주요 지방산은 palmtic acid 이며, 유기산 함량은

2411.30 ppm 으로 malic acid 함량이 가장 높았다. 비타민은 비타민 C 함량이 가장

높았으며 비타민 A는 검출되지 않았다. 아미노산을 살펴보면 총 함량은 1,555.56

mg/100g 으로 leucine, Glutamic acid, Aspartic acid 등이 주요 구성 아미노산이며

전체 아미노산에 대한 필수아미노산의 비율은 43.28 %였다. 무기질 함량은 K>

Ca> Na> Mg 순이었다.

2. 금전초 추출물의 항산화물질 함량 및 활성

금전초의 총 polyphenol 함량은 311.31 mg TAE/g, 총 flavonoid 함량은 184.68

mg RE/g 로 나타났다. DPPH radical 소거능의 IC50이 0.62 mg/mL, ABTS+

radical 소거능의 IC50 이 0.15 mg/mL 로 나타났다.

3. 금전초 추출물의 인체유방암세포에 대한 apoptosis 유발과 관련한 항암효과

금전초 추출물(0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8 mg/mL)에 의해 MCF-7과 HCC 38 인체유방

암세포의 증식이 억제되었으며 apoptosis에 의한 염색질 및 핵의 응축에 의한 분절

인 apoptotic body가 형성됨이 관찰되었다. apoptosis 관련 단백질 발현은 western

blotting을 통해 관찰하였으며, PARP의 단편화 현상이 나타났고 cleaved PARP,

p53은 증가, Bcl-2는 감소, PI3K/Akt 경로의 발현은 억제되는 것이 관찰되었다.
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