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ABSTRACT

Effect of hispidulin on epithelial-mesenchymal transition

in breast cancer cells.

                                by. Kim, Hyun a

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

                               Dept. of Food and Nutrition,

                               Graduate School of Chosun University,

                               Gwangju, Korea

  Breast cancer is a leading cause of cancer mortality for women 

worldwide. However, many anti-cancer drugs have been associated with 

adverse outcomes. The epithelial to mesenchymal transition (EMT) is the 

conversion of epithelial cells into mesenchymal cells, which is an important 

mechanism of epithelial tumor progression, invasion and metastasis. 

Phytochemicals have been reported to interfere with a specific stage of the 

carcinogenic process. Herein, we investigated the effect of hispidulin, a 

polyphenolic flavonoid, on EMT in human breast cancer (MCF-7 and HCC38) 

cells. Hispidulin inhibited cell proliferation in both MCF-7 and HCC38 cells. 
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Hispidulin (1.25, 2.5 µM) increased the mRNA and protein expression of 

E-cadherin and occludin and decreased the mRNA and protein expression of 

vimentin in both breast cancer cells. In addition. co-treatment with 

hispidulin and TGF-β up-regulated the protein of expression E-cadherin and 

occludin against TGF-β-induced in MCF-7 and HCC38 cells. The protein 

expression of vimentin in HCC38 cells were increased after TGF-β treatment, 

but these effects were reversed by  hispidulin and TGF-β co-treatment. We 

also showed that hispidulin decreased TGF-β-mediated phosphorylation of 

Smad2/3 in MCF-7 and HCC38 cells. These results revealed that hispidulin 

inhibits the TGF-β-induced EMT via down-regulation of Smad2/3 signalling 

pathways of breast cancer cells. Findings from wound-healing and transwell 

migration experiments provided that hispidulin inhibits TGF-β-mediated 

migration in MCF-7 and HCC38 cells. These results suggested that the 

inhibitory effect of migration by hispidulin may be linked with the inhibition 

of EMT by suppression of Smad2/3 signalling pathways in breast cancer 

cells.
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제1장  서  론

  여성에게 흔히 발병되는 암 중 하나인 유방암은 전 세계 여성의 암 관련 사망의 

주요 원인이다(1). 2018년 중앙암등록본부에서 발표된 자료에 의하면 우리나라의 유

방암 발병률이 2015년에는 19,301명이었으며 2016년에는 21,839명으로 증가하는 추

세를 보였으며, 여성 암 유병률 1위가 2015년 갑상선암에서 2016년 유방암으로 변동

되었다(2). 남성에게 유방암이 발생하는 경우도 있지만 대부분 여성에게 발병하기 때

문에 유방암은 여성암이라고 할 수 있다(3). 

  유방암의 발병원인은 명확히 규명되지 않았지만 환경적, 유전적 요인과 그 외의 요

인들이 복합적으로 영향을 미치는 것으로 추정되고 있다. 유방암을 발병시키는 입증

된 요인으로는 이른 초경, 늦은 폐경, 출산 경험이 없는 경우 등 에스트로겐의 노출 

기간이 길어지거나, 서구화된 식단으로 인해 비만한 경우 지방세포에서 에스트로겐의 

수치가 높아지면 유방암 발생위험도가 증가한다(4-5). 또한 직계가족이 유방암 환자

인 경우 유방암에 걸릴 위험이 2배로 증가하였으며, BRCA1과 BRCA2 유전자의 변

이가 유방암 발병을 16% 증가시킨다(6-7). 최근 유방암의 치료는 발생 연령, 암의 

병리학적 특성, 환자의 심리 등을 고려하여 수술요법, 방사선치료, 항암화학요법, 내

분비치료, 표적치료 등을 적용하게 된다(8). 항암치료가 끝난 유방암 환자들은 대부분 

건강한 상태를 유지하며 예전의 삶을 영위할 수 있지만 신체적 후유증, 피로, 성적 

장애, 폐경, 인지기능 손상, 신체의 변화로 인한 상실감과 위축, 재발에 대한 공포 등

과 같은 신체적·심리적 스트레스를 경험하게 된다(9). 따라서 부작용 없는 새로운 약

물의 개발은 유방암의 예방과 치료에 필수적이라고 할 수 있다.

  암으로 인한 사망의 90%는 초기 발생 암 부위로부터 멀리 떨어진 곳으로의 전이

에 의한 것으로 알려져 있다(10). 전이는 복잡한 과정으로 이루어져 있으며, 원발 종

양에서 순환기로의 세포 배출, 혈액 순환 중 세포의 생존, 새로운 기관에서의 적응, 
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성장의 개시 및 유지, 전이성 종양의 혈관형성 등이 포함된다(11). 종양세포가 원발 

종양을 떠나 상피조직의 특징을 상실하고 세포-세포 사이의 연결이 약해지면서 간엽

세포의 특징을 얻어 다른 조직으로 침투하여 혈액 순환을 시작하려는 초기의 단계가 

epithelial-mesenchymal transition (EMT)이다(12). 조직에서 EMT는 역할에 따라 

3가지로 분류되는데 제 1형은 배아발생 (embryogenesis), 낭배형성 (gastrulation), 

신경능 형성 (neural crest formation)에 작용하고, 제 2형은 조직의 재생 (tissue 

regeneration)과 상처치유 (wound healing)에 관련되어 있으며, 제 3형은 암의 침

윤 (invasion)과 전이 (metastasis)에 관여한다(13). 전이의 초기 과정에서는 초기에 

발생한 종양에서 다른 조직으로 이동하기 위해 EMT가 일어나고 다른 조직으로 이동 

후 분화하기 위해서는 mesenchymal-epithelial transition (MET)이 일어나게 된다

(14). EMT는 세포 간의 접합 붕괴, 세포의 극성 상실, 세포의 운동성 증가 등의 특

징이 있으며, 암세포가 줄기세포와 유사한 성질을 가지게 된다(15). 또한 

E-cadherin, occludin, claudin 등의 epithelial marker가 감소하게 되고 

N-cadherin, fibronectin, vimentin 등의 mesenchymal marker가 증가하는 것은 

EMT의 기본적인 현상이다(16).

  Cadherin은 세포의 표면에 존재하는 당단백질로 세포-세포 간의 유착 (Cell-Cell 

adhension), 세포의 형태형성 (morphogenesis), 암 등에 중요한 역할을 하며, Ca++

에 의존하여 adherens junction (AJs)라는 세포-세포 유착을 형성한다(17). 

Cadherin은 20여 가지 종류가 있으며, 일반적으로 상피세포에는 E-cadherin이 발

현되고 간엽세포에서는 N-cadherin이 발현된다(18). E-cadherin 발현의 감소 또는 

N-cadherin 발현의 증가는 세포의 표현형을 변화시키고 세포의 이동이 활발해지며 

암세포를 둘러싼 세포 외 기질의 변화를 주어 전이와 침윤을 증가시킨다(19, 20). 

  종양의 EMT를 유도하는 인자로는 transforming growth factor-β (TGF-β), 

epidermal growth factor (EGF), hepatocyte growth factor (HGF), fibroblast 

growth factor (FGF), insulin-like growth factor (IGF)가 있으며, 저산소 
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(hypoxia) 환경에서도 EMT가 유도된다(21). 특히 TGF-β가 EMT 유도 인자로 잘 알

려져 있다. TGF-β signaling은 EMT뿐만 아니라 세포분화, 세포자살, 등에도 관여하

며, smad-dependent signaling와 smad-independent signaling로 나누어져 있다. 

Smad-dependent signaling는 Smad2/3이 인산화 되어 Smad4의 도움을 받아 핵

으로 들어가 E-cadherin을 조절하고 Smad binding elements (SBE)에 결합하여 

EMT를 유도하게 된다(22). Smad-independent signaling는 MAP kinase (MAPK) 

pathway, phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K)/Akt pathway 등을 포함하며, 

MAPK　 pathway에는 ERK/tyrosine phosphorylation pathway과 JNK/p38 

pathway이 있다(23).   

  Hispidulin (4’,5,7-trihydroxyl-6-methoxyflavone)은 천연에 존재하는 페놀성 플

라보노이드 화합물로, Grindelia argentina, Arrabidaea chica, Saussurea

involucrate, Crossostephium chinense와 같은 식물들과 쑥속 (Artemisia) 그리고 

배암차즈기속 (Salvia)에 등에 존재한다(24). 여러 연구들에서 hispidulin은 항비만 

(anti-obesity), 항산화 (antioxiant), 항돌연변이 (antimutagenic), 항염증 

(anti-inflammatory), 항종양 (antineoplastic) 등의 효과를 밝혀냈다(25-29). 또한 

중추신경계 관련하여 hispidulin은 혈관-뇌 장벽을 넘나들며 항경련 효과가 있으며, 

bupivacaine에 의해 유발된 신경독성에 대한 신경보호 효과가 알려져 있다(30-31). 

뿐만 아니라 hispidulin은 난소 절제술에 의한 체중 감소와 골수의 손실을 방지하며, 

골다공증 방지 효과를 밝혀 골다공증 치료제로서 hispidulin의 가능성을 제시하였다

(32-33).

  암세포가 정상세포에 비해 빠른 속도로 증식하는 것은 암세포의 대표적인 특징이

다. 항암제 개발 초기 단계에서는 암세포를 제거하는 것이 주요 목적이었으나, 최근

에는 암세포의 전이를 저해하는 것으로 변화하였다(34). EMT에 관한 연구가 이루어

지면서 EMT 조절로 암의 전이를 억제할 수 있다는 사실이 밝혀졌으며, EMT 현상을 

억제하는 항암제 개발의 가능성을 제시하였다.(35). 본 연구에서는 식물성 폴리페놀계 
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화합물의 일종인 hispidulin을 이용하여 인체 유방암 세포주인 MCF-7과 HCC38 세

포주의 성장에 미치는 영향을 확인하고 TGF-β 처리로 유도된 EMT 작용에 미치는 

영향을 알아보고자 하였다.
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제2장  연구방법

1. Reagent

  본 실험에 사용된 hispidulin은 Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)에서 구입

하여 사용하였으며, dimethyl sulfoxide (DMSO)에 40 mM 농도로 stock을 만든 

후, 사용 시 농도별로 희석하여 사용하였다. Hispidulin의 구조는 Figure 1과 같다. 

TGF-β는 Calbiochem-EMD Millipore (Billerica, MA, USA)에서 구입하였으며    

4 μg/mL 농도로 distilled water (D·W)에 녹여 stock을 만든 후 사용하였다. 

    Fig. 1. Structure of hispidulin.
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2. Cell culture

  본 연구에 사용된 인체 유방암세포주 estrogen receptor positive (ER+) MCF-7 

과 estrogen receptor negative (ER-) HCC38은 한국세포주은행 (Korean Cell Li

ne Bank, Seoul, Korea) 으로부터 분양받아 본 실험실에서 계대배양하면서 사용하

였다. MCF-7과 HCC38은 1% penicillin/streptomycin과 10% fetal bovine seru

m (FBS)을 포함한 RPMI 1640 배지 (Gibco-BRL, Grand Island, NY, USA)를 사용

하였으며, 5% CO2 상태가 유지되는 37℃ incubator (MCO-18AIC, Sanyo, Osaka, 

Japan)에서 배양하였다.

  Cell stock은 액체질소에 보관하면서 사용하였으며, 세포를 배양할 경우 2,000   

rpm에서 5분 동안 원심분리하여 stock의 DMSO를 제거하여 배양하였다. 계대배양

을 위해 media를 제거하고 phosphate buffered saline (PBS)로 2회 washing한 뒤

에 Trypsin·EDTA (Gibco-BRL, Grand Island, NY, USA)를 처리하여 세포를 떨어

뜨리고, 2,000 rpm에서 5분간 원심분리하여 cell culture plate에 분주하여 배양하

였다.
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3. MTS assay

  Hispidulin 처리에 의한 MCF-7과 HCC38의 성장 억제 효과를 측정하기 위하여 

MTS assay를 수행하였다.

  96 well plate에 MCF-7과 HCC38을 3×103 cells/well을 분주하여 24시간 동안 

배양시켜 안정화시켰다. Hispidulin을 단독 처리한 경우 10% FBS media에 

hispidulin을 농도별 (1.25, 2.5, 5, 10, 20 μM)로 처리하였으며, TGF-β와 

hispidulin을 동시에 처리한 경우에는 serum free media에 TGF-β (10 ng/mL)와 

hispidulin (1.25, 2.5 μM)을 24시간 동안 처리하였다. 그 후, 각 well에 CellTiter 

96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (MTS) 용액 (Promega 

Co., CA, USA) 20 μL를 넣어 4시간 동안 반응시키면서 UV-spectrophotometer 

(Bio-rad, Hercules, CA, USA)를 이용하여 490 nm에서 30분 단위로 흡광도를 측

정하였다. 
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4. Reverse transcription polymerase chain reaction 

  (RT-PCR)

   Hispidulin 처리에 의한 MCF-7과 HCC38의 EMT 관련 mRNA 발현을 확인하기 

위하여 reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR)을 수행하였

다.

  60 mm dish에 5×10
5 cells/dish의 세포를 분주한 후, hispidulin을 농도별     

(1.25, 2.5 μM)로 처리하였다. 24시간 뒤 배양이 끝난 세포는 RNeasy mini kit    

(QIAGEN, Maryland, USA)를 사용하여 RNA를 추출하였다. RNA를              

UV-spectrophotometer를 이용해 정량한 후 RNA 1 μg과 oligo dT (Bioneer,    

Seoul, Korea) 1 μL를 넣고 70℃에서 5분 동안 incubation하였다. 최종 volume이 

20 μL가 되도록 diehtyl phosphorocyanidate (DEPC)를 채워 42℃에서 60분, 94℃

에서 5분 동안 cDNA를 합성하였다. 합성한 cDNA를 PCR-premix (Bioneer,      

Seoul, Korea)를 이용해 증폭한 뒤, 2% agarose gel에서 전기영동하여 유전자의 발

현을 확인하였다. House-keeping gene으로 β-actin을 사용하였으며 사용된       

Primer는 Table 1과 같다.
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Gene Primers

E-cadherin Forward 5ʹ-AAAGGCCCATTTCCTAAAAACCT-3ʹ

Reverse 5ʹ-TGCGTTCTCTATCCAGAGGCT-3ʹ

occludin Forward 5ʹ-GCAGGAAGGTCAAAGAGAACAGA-3ʹ

Reverse 5ʹ-GGACTCGCCGCCAGTTG-3ʹ

vimentin Forward 5ʹ-CTCTTCCAAACTTTTCCTCCC-3ʹ

Reverse 5ʹ- AGTTTCGTTGATAACCTGTCC-3ʹ

β-actin Forward 5ʹ-CTGGAACGGTGAAGGTGACA-3ʹ

Reverse 5ʹ-AAGGGACTTCCTGTAACAATGCA-3ʹ

Table 1. Sequences of primers used for reverse transcription           

             polymerase chain reaction.
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5. Westerm blot

  Hispidulin을 처리한 MCF-7과 HCC38의 EMT관련 단백질의 발현을 확인하기 위

해 western blot을 실시하였다. 

  60 mm dish에 5×105 cells/well의 cell을 seeding하여 24시간 동안 배양시켰다. 

Hispidulin만 단독으로 처리한 경우, 24시간 동안 각각의 농도별 (1.25, 2.5 μM)로 

처리한 후 사용하였다. TGF-β와 hispidulin을 같이 동시에 처리한 경우에는 각각의 

세포주를 16시간 동안 serum free media에서 starvation한 뒤 TGF-β (10       

ng/mL)와 hispidulin (1.25, 2.5 μM)을 처리를 하고 24시간 뒤 prep하여 실험에 사

용하였다.

  회수한 세포에 protease inhibitor와 phosphatase inhibitor (GenDEPOT, TX, 

USA)가 포함된 lysis buffer (150 mM NaCl, 0.1% SDS, Triton X-100 and 50  

mM Tris HCl, pH 8.0)를 넣고 4℃에서 30분 동안 반응시킨 후 14,000rpm에서 25

분간 원심분리하여 pellet을 제외한 상층액을 분리하였다. 단백질은 Bradford assay 

(Bio-rad, CA, USA)를 이용해 정량하였으며 Laemmli’s SDS-Sample Buffer     

(GenDEPOT, TX, USA)에 동일한 양의 단백질을 넣고 5분간 끓여 loading sample

로 사용하였다. 

  8~12%의 SDS-PAGE (Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel           

electrophoresis)에 10~30 μg의 단백질을 2시간 30분 전기영동한 후,              

polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane (Bedford, MA, USA)에 옮겨 2시간 

동안 transfer하였다. Transfer가 끝난 membrane은 Ponseau S solution으로 염

색하여 단백질의 size를 확인하고 TBS에 0.1% Tween 20이 포함된 TBST로       

washing한 후, 5% skim milk로 1시간 동안 blocking하였다. 5% skim milk에 희
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석한 primary antibody는 4℃에서 overnight한 뒤에 TBST로 30분 washing하고  

secondary antibody를 room temperature에서 2시간 동안 반응시켰다. TBST로  

30분 washing한 뒤 암실에서 enheanced shemiluminescence (ECL) solution    

(Amersham Biosciences Co., Buckinghamshire, UK)을 사용하여 X-ray film에 

감광시켜 단백질의 발현을 확인하였다.

  실험에 사용된 primary antibody인 β-actin, total-Smad2/3은 Santa Cruz   

(Santa Cruz Biotechnoiogy Inc., CA, USA)에서 구매하였고 phospho-Smad2/3

은 Cell signaling (Cell Signaling Technology, MA, USA), vimentin은 Sigma   

Aldrich (St. Louis, Mo, USA), E-cadherin과 occludin은 BD science (BD, USA, 

NJ)에서 구매하여 사용하였다. secondary antibody인 horseradish peroxidase  

(HRP)-conjugated anti-mouse는 Santa Cruz에서, horseradish peroxidase    

(HRP)-conjugated anti-rabbit은 Cell signaling에서 구입하여 사용하였다. 
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6. Confocal microscopy

   Hispidulin이 인체 유방암 세포주인 MCF-7과 HCC38에서 TGF-β로 유도된    

EMT 억제 효과 중 E-cadherin의 발현을 형광이미지로 관찰하였다.

  12 well plate에 coverslip을 깐 뒤 1×105개의 세포를 seeding하고 24시간 뒤   

TGF-β 10 ng/mL와 hispidulin 1.25, 2.5 μM을 동시에 처리하였다. 24시간  후,  

PBS로 2회 washing하고 4%　paraformaldehyde (Biosesang, seongnam, Korea)

로 1시간 동안 실온에서 고정한 후 0.5% Triton X-100 solution을 첨가해 10분 동

안 반응시켰다. 1% bovine serum albumin (BSA) solution으로 1시간동안 실온에

서 blocking한 뒤 primary antibody를 1% BSA에 희석하여 4℃에서 overnight하

였다. PBS로 2회 washing한 후 secondary antibody를 1% BSA에 희석하여 암소

에서 1시간 처리하고 PBS로 washing한 뒤에 4’,6-diamidino-2- phenylindole   

(DAPI) staining solution을 실온에서 15분간 처리하여 confocal 현미경 (LSM-700, 

Carl Zeiss Microimaging Inc., Stockholm, Sweden)을 이용해 400배율로 관찰하

였다.
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7. Wound healing migration assay

   Hispidulin에 의한 인체 유방암 세포 (MCF-7과 HCC38)의 이동성의 억제 여부를 

확인하기 위해 wound healing assay를 시행하였다.

  12 well plate에 4×105개의 MCF-7과 HCC38 세포를 seeding하여 90~100% 정도 

자라도록한 뒤, media를 제거하고 pipet tip으로 well 가운데를 긁어 wound를 만들

었다. 1% FBS가 포함된 media에 TGF-β 10 ng/mL와 hispidulin 1.25, 2.5 μM을 

처리하여 24시간 배양하였다. Media를 제거하고 PBS로 2회 washing한 뒤         

methanol로 5분 동안 고정시키고 Giemsa stain solution (St. Louis, Mo, USA)으

로 1시간 동안 염색하였다. 증류수로 washing하고 건조한 후 광학현미경 (CKX41, 

OLIMPUS Co., Tokyo, Japan)을 이용하여 200배율로 관찰하고 촬영하여 Image J 

program (NIH, Bethesda, MD, USA)을 이용해 분석하였다.
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8. Transwell migration assay

   Hispidulin에 의한 인체 유방암 세포 (MCF7과 HCC38)의 이동 억제 효과를 확인

하기 위해 Transwell migration assay를 시행하였다.

  MCF-7과 HCC38을 serum free media를 이용하여 Transwell plate (Costar,  

Cambridge, MA, USA)의 upper chamber에 1×105 cells, TGF-β (10ng/mL)와   

hispidulin (1.25, 2.5μM)을 동시에 처리하였다. Lower chamber에는 5% FBS가 포

함된 media를 분주하였다. 24시간 후, 이동하지 않은 transwell chamber 위쪽의 

세포들은 면봉으로 제거하고, 메탄올을 이용하여 5분 동안 세포를 고정시켰다.     

Hematoxylin (St. Louis, Mo, USA)을 이용하여 10분 동안 염색한 뒤 eosin (St.  

Louis, Mo, USA)으로 5분 염색하였다. 증류수로 washing하여 건조시키고 광학현미

경을 이용하여 400배율로 사진을 촬영하여 insert 아래로 이동한 세포를 확인하였다.
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9. 통계처리

  모든 실험은 독립적으로 3회 반복 시행하였으며, 각 실험군 간의 유의성 검증은 

SPSS (Statistical Package for Social Science)를 사용하였다. 그 결과를 평균 

(mean)과 표준편차 (SD)로 나타내었고 일원배치 분산분석 (one-way analysis of 

variance)을 통해 실시하였으며, 각 시료간의 통계적 유의성은 p<0.05 수준에서 

Tukey의 방법을 이용하여 사후검정을 실시했다.
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제3장  실험결과

1. Hispidulin이 유방암 세포주에 미치는 영향

3. 1. A. 유방암 세포의 성장에 미치는 영향

  Hispidulin이 인체유방암 세포주인 MCF-7과 HCC38에 미치는 영향을 보기위해 

먼저 세포독성 유무를 MTS assay로 측정하였다. Hispidulin을 DMSO에 녹여 40 

mM stock으로 만든 후 1.25, 2.5, 5, 10, 20 μM로 희석하여 MCF-7과 HCC38 세

포주에 24시간 동안 처리하였으며, DMSO를 처리한 control을 100% 기준으로 세포 

성장 억제율을 측정하였다. 그 결과는 Figure 2와 같다. MCF-7과 HCC38에 

hispidulin을 1.25, 2.5, 5, 10, 20 μM로 처리하였을 때 MCF-7은 각각 2.6%, 

7.9%, 12.2%, 21.9%, 50.6%의 세포 성장 억제율을 보였으며, HCC38은 0.9%, 

1.9%, 4.9%, 9.5%, 13.2%의 세포 성장 억제율을 보였다. MCF-7과 HCC38 세포주 

모두 5 μM 이상의 농도에서 세포의 성장이 유의적으로 억제되는 경향을 보였다. 따

라서 약물이 세포의 독성에 영향을 미치지 않는 농도인 1.25, 2.5 μM 농도를 본 연

구에 사용하기로 하였다. 
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Fig. 2. Cell proliferation of MCF-7 and HCC38 breast cancer cells after     

       treatment with the indicated concentrations of hispidulin for 24 h 

        by a MTS assay. All the values are expressed as the mean ± SD   

        of at least three replicate experiments. Significant at *p < 0.05      

       versus DMSO-treated group.
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3. 1. B. EMT 관련 mRNA 발현 조절에 미치는 영향

  암세포에서 EMT 현상이 진행되면서 epithelial marker인 E-cadherin과 

occludin은 감소하며, mesenchymal marker인 vimentin은 증가하는 경향을 보이

게 된다(36-37). 유방암 세포주에서  hispidulin이 EMT marker의 mRNA 발현에 

미치는 영향을 보기 위해서 RT-PCR을 수행하였다. 그 결과는 Figure 3과 같다.

MCF-7과 HCC38 유방암 세포주에 hispidulin (1.25, 2.5 μM)을 24시간 동안 처

리하였으며, hispidulin을 처리하지 않은 DMSO-control과 비교하여 hispidulin 처

리군의 mRNA 발현량을 분석하였다. MCF-7 세포주에 hispidulin (1.25, 2.5 μM)을 

24시간 처리하였을 경우, E-cadherin과 Occludin의 mRNA 발현이 DMSO-control

에 비해 유의적으로 증가하였다. HCC38 세포주에 동일 조건으로 처리한 경우 

E-cadherin은 hispidulin 2.5 μM 농도에서 유의적인 증가를 보였고 occludin은 

1.25, 2.5 μM에서 유의적으로 증가하였으며, vimentin은 농도가 높아질수록 유의적

으로 감소하였다. 
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Fig. 3. Effects of hispidulin on EMT-related mRNA expression in breast     

        cancer cells. RT-PCR analysis of E-cadherin (MCF-7 and HCC38    

        cells), occludin (MCF-7 and HCC38 cells) and vimentin (HCC38      

        cells) after treatment with 1.25 or 2.5 µM hispidulin for 24 h. Each  

        value was normalized to β-actin as the housekeeping gene. All the  

        values are expressed as the mean ± SD of at least three replicate  

        experiments. Significant at *p < 0.05 versus DMSO-treated group.
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3. 2. C. EMT 관련 단백질 발현 조절에 미치는 영향

  

  인체 유방암 세포주인 MCF-7과 HCC38에 hispidulin이 E-cadherin, occludin, 

vimentin의 단백질 발현에 미치는 영향을 보기 위해 western blot을 실시하였다. 

MCF-7과 HCC38 세포주에 각각 hispidulin을 1.25, 2.5 μM로 24시간 처리하였으

며, hispidulin을 처리하지 않은 DMSO-control과 비교하여 hispidulin 처리군의 단

백질 발현량을 비교하였다. 그 결과는 Figure 4와 같다.

  MCF-7 세포주에 hispidulin 1.25, 2.5 μM을 처리하였을 때 E-cadherin 단백질 

발현은 2.5 μM 농도에서 유의적인 증가를 보였으며, occludin은 1.25, 2.5 μM에서 

유의적으로 단백질 발현이 증가되었다. HCC38 세포주에 hispidulin을 1.25, 2.5 μM 

처리한 경우, E-cadherin은 2.5 μM 농도에서 유의적인 증가를 보였고 occludin은 

1.25, 2.5 μM 농도 모두에서 유의적인 증가를 보였으나, vimentin은 1.25, 2.5 μM 

농도에서 유의적으로 감소하였다. 
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Fig. 4. Effects of hispidulin on EMT-related protein expression in breast    

        cancer cells. Western blot analysis of E-cadherin (MCF-7 and       

        HCC38 cells), occludin (MCF-7 and HCC38 cells) and vimentin       

        (HCC38 cells) after treatment with 1.25 or 2.5 µM hispidulin for     

        24 h. All the values are expressed as the mean ± SD of at least    

        three replicate experiments. Significant at 
*p < 0.05 versus          

        DMSO-treated group.
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3. 2. Hispidulin과 TGF-β 처리가 인체 유방암 세포주에 

      미치는 영향

3. 2. A. Hispidulin과 TGF-β 처리가 세포 성장에 미치는 영향

  Hispidulin과 TGF-β를 함께 처리했을 때의 세포 생존률을 확인하기 위해 MTS 

assay를 시행하였다. 그 결과는 Figure 5와 같다. 

  MCF-7에 24시간 동안 TGF 10 ng/mL와 DMSO-control 대비 TGF-β 처리군에

서 유의적인 세포 생존률의 증가를 보였으며, TGF-β와 hispidulin 2.5 μM을 같이 

처리한 경우 TGF-β 단독 처리군에 비교하여 세포 생존률이 유의적으로 감소하였다. 

HCC38의 경우, DMSO-control 대비하여 TGF-β 처리군에서 세포 생존률이 유의적

으로 증가하였다. 또한 TGF-β 단독 처리군에 대비하여 TGF-β와 hispidulin 1.25, 

2.5 μM 동시 처리군에서 세포 생존률의 유의적인 증가를 보였다.
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Fig. 5. Cell proliferation of MCF-7 and HCC38 breast cancer cells after     

       treatment with the indicated concentrations of TGF-β (10 ng/mL)     

       and hispidulin for 24 h by a MTS assay. All the values are          

       expressed as the mean ± SD of at least three replicate experiments.  

       Significant at *p < 0.05 versus DMSO-treated group and #p < 0.05    

       versus TGF-β-treated group.
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3. 2. B. Hispidulin과 TGF-β 처리가 EMT 현상에 미치는 영향

  TGF-β는 정상 상피세포에서 세포의 분화와 재생 사이의 균형을 유지하는 역할을 

한다(38). 하지만 암이 진행되면 TGF-β는 EMT와 신생혈관 생성을 촉진하며, 면역체

계에 작용하여 암의 진행을 촉진시킨다(39).

  Hispidulin이 TGF-β에 의해 유도된 EMT 효과에 미치는 영향을 알아보기 위해 

TGF-β와 hispidulin (1.25, 2.5 μM)을 동시에 처리한 후 EMT 현상에 관여하는 단

백질 발현을 western blot을 통해 관찰하였다. 그 결과는 Figure 6와 같다.

  MCF-7 세포주에 TGF-β를 처리한 경우 DMSO-control과 비교하여 E-cadherin

과 occludin의 단백질 발현이 유의적으로 감소하였다. TGF-β와 hispidulin 1.25, 

2.5 μM을 동시에 처리했을 때, E-cadherin은 TGF-β 단독 처리군과 비교하여 

hispidulin의 농도가 높아질수록 유의적으로 증가하였다. Occludin은 TGF-β 단독 

처리군에 비해 TGF-β와 hispidulin 1.25 μM을 처리하였을 때 유의적인 증가를 보

였다.

  HCC38 세포주의 경우, DMSO-control과 비교하여 TGF-β를 처리하였을 때 

E-cadherin의 단백질 발현이 감소하는 경향을 보였고, occludin은 유의적으로 감소

하였다. 또한 TGF-β 단독 처리군에 비해 TGF-β와 hispidulin 동시 처리군에서 

E-cadherin과 occludin의 단백질 발현이 모두 유의적인 증가를 보였다. Vimentin

의 단백질 발현량은 TGF-β를 처리하면 DMSO-control 대비 유의적인 증가를 보였

으며, TGF-β와 hispidulin 1.25, 2.5 μM 동시 처리군에서 유의적으로 감소하였다.

  Western blot으로 확인한 E-cadherin의 발현을 시각적으로 확인하기 위해 

confocal 현미경을 이용한 형광염색을 진행하여 관찰하였다. 그 결과는 Figure 7, 8

과 같다. 



- 25 -

  MCF-7과 HCC38 세포주에 TGF-β를 처리하였을 때 DMSO-control과 비교하여 

E-cadherin이 감소하는 것을 관찰하였다. TGF-β와 hispidulin 1.25, 2.5 μM을 동

시에 한 경우 TGF-β 단독으로 처리한 세포에 비해 TGF-β와 hispidulin을 동시에 

처리한 세포의 E-cadherin 발현이 증가하는 것을 볼 수 있다. 이로 인해 hispidulin

은 TGF-β에 의해 유도된 EMT 저해 효과가 있다는 사실을 증명했다.
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Fig. 6. Effects of hispidulin on EMT-related protein expression in breast    

        cancer cells. Western blot analysis of E-cadherin (MCF-7 and       

        HCC38 cells), occludin (MCF-7 and HCC38 cells) and vimentin       

        (HCC38 cells) after treatment with TGF-β (10 ng/mL) and 1.25 or    

        2.5 µM hispidulin for 24 h. All the values are expressed as the      

        mean ± SD of at least three replicate experiments. 
*p < 0.05        

        versus DMSO-treated group and #p < 0.05 versus TGF-β-treated    

        group.
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Fig. 7. Immunofluorescence analysis of E-cadherin expression in MCF-7    

        cells after treatment with hispidulin and TGF-β for 24 h. Similar    

        results were obtained in three independent experiments.
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Fig. 8. Immunofluorescence analysis of E-cadherin expression in HCC38     

        cells after treatment with hispidulin and TGF-β for 24 h. Similar    

        results were obtained in three independent experiments.
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3. 2. C. TGF-β 신호전달체계의 매개 단백질인 Smad2/3의 인산화에    

          미치는 영향

  TGF-β는 상피세포의 EMT를 유도하며, EMT에 의해 세포의 표현형이 공격적으로 

바뀌어 암세포의 증식 및 전이를 가능하게 한다(40). TGF-β에 의해 Smad2와 

Smad3이 인산화되며, Smad4와 결합하여 Smad 복합체가 형성되어 핵 내로 이동해 

TGF-β 관련 전사를 활성 또는 억제시킨다(41). Hispidulin이 TGF-β에 의해 유도된 

Smad2/3의 인산화에 미치는 영향을 관찰하기 위해 western blot을 수행하였다. 그 

결과는 Figure 9와 같다.

  MCF-7 세포주에 TGF-β를 처리한 경우 DMOS-control과 비교하여 

phospho-Smad2/3 단백질 발현량이 유의적으로 증가하였다. TGF-β 단독 처리군에 

비해 TGF-β와 hispidulin 1.25, 2.5 μM을 동시에 처리하였을 때 

phospho-Smad2/3이 유의적으로 감소하였다. Total-Smad2/3의 발현량은 모든 처

리군에서 비슷하게 나타났으며 유의적인 차이가 없었다.

  HCC38 세포주에 TGF-β를 처리한 경우 DMSO-control에 대비하여 

phospho-Smad2/3이 유의적으로 증가했다. TGF-β와 hispidulin 1.25, 2.5 μM 동

시 처리군에서의 phospho-Smad2/3의 발현량은 TGF-β 단독 처리군과 비교하여 유

의적인 증가를 보였다. Total-Smad2/3의 발현량은 모든 처리군에서 유의적인 차이

를 나타내지 않았다. 이로 인해 hispidulin이 TGF-β로 유도된 EMT 현상을  

smad-dependent signaling을 통해 억제함을 알 수 있었다.



- 30 -

Fig. 9. Effects of hispidulin on Smad2/3 signaling protein expression in     

        breast cancer cells. Western blot analysis of phospho-Smad2/3 and  

        total-Smad2/3 (MCF-7 and HCC38) after treatment with TGF-β (10  

        ng/mL) and 1.25 or 2.5 µM hispidulin for 24 h. All the values       

        are expressed as the mean ± SD of at least three replicate         

        experiments. Significant at *p < 0.05 versus DMSO-treated group    

        and #p < 0.05 versus TGF-β-treated group.
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3. 3. Hispidulin의 TGF-β 처리에 의한 유방암 세포의 이동성  

      억제 효과

3. 3. A. 유방암 세포의 이동성에 미치는 영향

  Hispidulin이 인체유방암세포인 MCF-7과 HCC38의 이동성에 미치는 영향을 

wound healing assay와 transwell migration assay를 통해 알아보았다.

  Hispidulin에 의한 유방암세포에서의 이동을 확인하기 위하여 wound healing 

assay를 실시하였으며 그 결과는 Figure 10, 11과 같다. Wound healing assay는 

12 well plate에 부착시킨 세포를 pipet tip으로 길게 상처를 낸 뒤에 TGF-β와 

hispidulin 1.25, 2.5 μM을 동시에 처리하여 세포의 이동성을 확인하였다. MCF-7과 

HCC38에 TGF-β를 처리한 경우 DMSO-control에 비해 wound의 면적이 유의적으

로 감소되었으며, TGF-β로 인해 세포의 이동성이 증가되었다. TGF-β와 hispidulin

을 농도별로 처리한 경우 TGF-β 단독 처리군에 대비하여 wound의 면적이 

hidpidulin 농도 의존적으로 증가하였으며, hispidulin이 TGF-β로 인해 유도된 세포

의 이동성을 감소시켰다.

  Transwell migration을 수행한 결과는 Figure 12, 13과 같다. Transwell insert 

안에 세포를 분주하고 TGF-β와 hispidulin 1.25, 2.5 μM을 처리하여 24시간 뒤 이

동한 세포를 counting하였다. MCF-7과 HCC38 세포주에 TGF-β를 처리한 경우 

DMSO-control과 비교하여 이동한 세포의 수가 유의적으로 증가하였음을 확인할 수 

있다. TGF-β 단독 처리군과 비교하여 TGF-β와 hispidulin 동시 처리군에서 이동한 

세포수가 유의적으로 감소하였으며, 이는 TGF-β에 의해 증가된 세포의 이동성을 

hispidulin이 억제한다는 것을 알 수 있다.
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Fig. 10. Effects of hispidulin on the wound healing migration of breast      

         cancer cell. Wound healing assay using confluent monolayers of   

         MCF-7 cells treated with TGF-β (10 ng/mL) and hispidulin 1.25,    

         2.5  μM for 24 h. All the values are expressed as the mean ± SD  

         of at least three replicate experiments. Significant at 
*p < 0.05     

         versus DMSO-treated group and #p < 0.05 versus TGF-β-treated   

         group.
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Fig. 11. Effects of hispidulin on the wound healing migration of breast      

         cancer cell. Wound healing assay using confluent monolayers of   

         HCC38 cells treated with TGF-β (10 ng/mL) and hispidulin 1.25,    

         2.5 μM for 24 h. All the values are expressed as the mean ± SD  

         of at least three replicate experiments. Significant at *p < 0.05     

         versus DMSO-treated group and #p < 0.05 versus TGF-β-treated   

         group.
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Fig. 12. Effects of hispidulin on the transwell migration of breast            

      cancer cell. Transwell migration assay of MCF-7 cells treated with    

      TGF-β (10 ng/mL) and hispidulin 1.25, 2.5 μM for 24 h. All the       

      values are expressed as the mean ± SD of at least three replicate    

      experiments. Significant at *p < 0.05 versus DMSO-treated group and  

      #p < 0.05 versus TGF-β-treated group.
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Fig. 13. Effects of hispidulin on the transwell migration of breast            

      cancer cell. Transwell migration assay of HCC38 cells treated with    

      TGF-β (10 ng/mL) and hispidulin 1.25, 2.5 μM for 24 h. All the       

      values are expressed as the mean ± SD of at least three replicate    

      experiments. Significant at *p < 0.05 versus DMSO-treated group and  

      #p < 0.05 versus TGF-β-treated group.
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제4장 고  찰

  현대사회는 삶의 질의 향상뿐만 아니라 의학 기술의 발전으로 현대인의 평균 수명

이 증가하고 있다. 하지만 암은 현대인의 질병에 의한 주요 사망원인중 하나이며, 아

직까지도 명확한 발병원인에 대한 연구와 부작용이 없는 치료방법 개발은 미흡하다. 

이러한 상황에서 암 치료의 근본적인 문제를 해결하기 위한 암의 예방과 전이 억제

에 관한 연구가 필요하다.

  유방암은 전 세계적으로 가장 흔히 발생하는 여성암으로, 우리나라의 경우 2017년 

통계청 발표에 따르면 여성 암 발생률 1위에 해당한다. 유방암 치료에 사용하는 대표

적인 항암제로 Tamoxifen과 Trastuzumab이 있다. Tamoxifen은 estrogen 

receptor에 작용하여 치료 효과를 나타내며, 종양의 estrogen receptor가 양성인 

유방암 환자들을 대상으로 사용한다(42). 25-30%의 전이성 유방암 환자에서 HER2가 

과발현되며, Trastuzumab가 HER2 신호를 차단하여 전이성 유방암 치료에 사용한

다(43). 그러나 이러한 항암제들은 폐경, 우울증, 발진, 신장독성 등의 부작용이 나타

나 삶의 질이 낮아지며, 치료 후에도 유방암이 재발하거나 전이의 가능성이 있기 때

문에 완치가 어렵다(44-45). 유방암은 주로 폐와 뼈로 전이되는 것으로 알려져 있으

며, 이에 대한 치료법의 개발에 대한 많은 연구가 이루어지고 있다(46-47).

  최근 연구에 의하면 천연물 내에 포함된 생리활성 물질의 항암 작용에 대한 연구

가 활발히 진행되고 있으며, 이러한 식물유래 물질들이 암의 예방과 치료에 효과가 

있는 것으로 나타났다(48). 생리활성 물질 중 하나인 플라보노이드는 항산화, 항암 등 

다양한 효능이 알려져 있으며, 이 중 hispidulin은 꿀풀과 식물들에서 발견되는 페놀

성 플라보노이드 화합물의 일종이다(49-50). Hispidulin은 한국에서 재배되는 곰보배

추에 평균적으로 1.13 mg/g이 함유되어 있는 것으로 조사되었으며, 재배한 지역별

로 hispidulin의 함량이 다르게 나타났다(51). Hispidulin을 이용하여 췌장암, 난소
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암, 간암 등 다양한 암세포에서의 암 억제능에 대한 연구가 진행되었다. 그 예로서 

hispidulin이 간암의 AMPK signaling과 ERK signaling을 조절하여 전이를 억제시

키고 미토콘드리아 기능 장애, PI3K/Akt signaling와 AMPK　signaling을 통해 세포

의 성장을 억제하며 세포자살 (apoptosis)에 대한 항암작용 연구가 이루어졌다

(52-53). 그러나 hispidulin을 이용한 유방암의 항암효과에 대한 연구는 아직 부족하

다. 따라서 본 연구에서는 hispidulin이 암 전이 초기 단계인 EMT에 미치는 영향에 

대해 알아보고자 하였으며, 이에 대한 작용기전 연구를 시행하였다.

  EMT는 배아 발생의 초기 단계에 필수적인 과정이지만, 조절되지 않는 EMT는 종

양 유발과 관련되어 있다(54). 정상 세포가 암 세포로 변하고 암세포가 전이되는 과

정에서 상피세포의 특성을 잃고 간엽세포의 성질을 얻는 EMT가 일어나며, 암세포가 

혈관 또는 림프를 통해 다른 장기로 이동하여 전이와 재발을 유발하게 된다(55). 

EMT는 세포의 표현형을 변화시키고 이동을 촉진하며 주위의 조직에 침범을 가능하

게 한다(56). 

  본 연구에는 인체 유방암 세포주인 MCF-7과 HCC38을 사용하였다. 유방암 세포

는 세포의 표면 및 세포질과 핵에 수용체를 가지고 있으며, 호르몬과 같은 물질이 수

용체에 결합하여 세포에 변화가 일어난다. 유방암 세포의 대표적인 수용체로 

Estrogen receptor (ER), Progesterone receptor (PR), Human epidermal grow 

factor receptor 2 (HER2)가 있으며, 세 가지 수용체의 여부에 따라 Luminal, 

Basal, Claudin-low, HER2로 분류된다(57). MCF-7은 Luminal A type (ER+, 

PR+/-, HER2-)에 속하며, HCC38은 Claudin-low type (ER-, PR-, HER2-)에 포함

된다. MCF-7과 같은 Luminal type의 세포들은 세포와 세포 사이의 견고한 유착이 

있으며 응집된 구조를 가진다. 대조적으로  HCC38과 같은 Claudin-low type의 세

포들은 침습적인 형태를 가지고 있으며 세포와 세포 사이의 응집력이 약해 전이성이 

높은 특징이 있다(58). 본 연구에서 MCF-7과 HCC38 세포주에 hispidulin을 농도별

로 처리하였을 때, hispidulin의 처리농도가 높아질수록 두 세포주 모두의 증식률이 
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억제됨을 확인되었다. 이로 인해 hispidulin은 estrogen receptor의 유무에 상관없

이 인체 유방암 세포주의 성장을 억제한다는 것을 알 수 있다.

  EMT가 진행되는 동안 epithelial marker는 감소하며 mesenchymal marker는 

증가하는 특징이 있다. Hispidulin의 EMT 억제 효과를 보기위해 epithelial marker

인 E-cadherin과 occludin, mesenchymal marker인 vimentin의 mRNA 및 단백

질 변화를 관찰하였다. MCF-7과 HCC38 세포주에 hispidulin을 처리하였을 경우, 

두 세포주 모두에서 E-cadherin과 occludin의 mRNA와 단백질의 발현 모두 증가

하였으며, HCC38에서 vimentin의 mRNA와 단백질의 발현은 감소하였다. 

E-cadherin은 EMT의 초기 단계에서 감소하게 되며, adherens junction에 관여하

는 단백질이다(59). 조직을 연결해주는 adherens junction이 감소하면 세포는 자유

롭게 이동하게 되는데, 이는 암 전이에 중요한 역할을 한다(60). Occuludin은 tight 

junctions에 관련된 단백질로 세포와 세포 사이의 유착에 관여하며 물리적으로 세포 

간의 장벽을 만든다(61). Vimentin은 제 Ⅲ 형 중간 섬유단백질로 mesenchymal 세

포에 많이 발현되는 것으로 알려져 있으며, 세포의 접착, 이동, 세포 신호와 관련되

어 있다(62). 이로 인해 hispidulin의 EMT 억제 가능성을 보았으며, 이후 TGF-β를 

처리하여 EMT를 유도해 hispidulin의 억제 능력을 연구하였다.

  TGF-β은 암의 미세환경 내에서 생성되는 사이토카인으로, 암 진행의 주요 신호 

전달 경로에 속한다. 정상 상피세포에서는 종양 억제 역할을 하지만 악성종양에서는 

종양을 촉진시키며, 세포의 침입, 전이, 암 줄기세포 형성, 면역 억제 등의 역할 등의 

역할을 한다(63). TGF-β에 의해 EMT가 유도된다는 사실을 세포배양으로 밝혀냈으

며, TGF-β가 epithelial marker는 감소시키고 mesenchymal marker는 증가시키

며 세포의 운동성을 증가시킨다(64). 본 연구에서 MCF-7과 HCC38 세포주에 TGF-β

를 처리한 경우, 세포의 증식은 증가하였고, epithelial marker인 E-cadherin과 

occludin의 단백질 발현량은 감소하였으며, mesenchymal marker인 vimentin의 

단백질 발현량은 증가하였다. 이를 통해 MCF-7과 HCC38 세포주에서 TGF-β가 
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EMT 현상을 일으킨다는 사실을 알 수 있었다. Hispidulin이 TGF-β로 유도된 EMT

에 미치는 영향을 알아보기 위해 TGF-β와 hispidulin을 동시에 처리한 경우, TGF-

β를 단독 처리군과 비교하여 세포의 증식이 억제되었으며 e-cadherin과 occludin의 

단백질 발현량이 증가하였고 vimentin의 발현량은 감소하였다. 이로 인해 MCF-7과 

HCC38 세포주에서 모두 hispidulin이 TGF-β로 인해 유도된 EMT를 억제하였으며, 

HCC38 세포주보다 MCF-7 세포주에서 억제 효과가 더 큰 것으로 보아 estrogen 

receptor가 존재하는 세포주에서 hispidulin의 EMT 억제 효과가 더 뛰어난 것을 알 

수 있다.

  TGF-β는 smad-dependent signaling와 smad-independent signaling이 활성화

되며, 주로 smad-dependent signaling에 의해 EMT가 유도된다. TGF-β가 

membrane에 존재하는 serine/threonine kinase receptors에 결합하여 smad2/3

이 인산화되어 활성을 가지며 EMT를 유도하게 된다(65-68). 본 연구에서는 

hispidulin이 MCF-7과 HCC38 세포주에서 TGF-β에 의해 유도된 EMT를 

p-Smad2/3과 total-Smad2/3의 단백질 발현을 확인하였다. MCF-7과 HCC38 세포

주에 TGF-β를 처리한 경우 p-Smad2/3의 단백질 발현이 증가하였으며, TGF-β가 

smad dependent signaling을 통해 EMT를 유도하게 된다. TGF-β와 hispidulin을 

동시에 처리한 경우 TGF-β 단독 처리와 비교하여 p-Smad2/3의 단백질 발현이 감

소하였으며, total-Smad2/3의 변화는 없었다. 이로 인해 hispidulin이 MCF-7과 

HCC38 세포주에서 smad dependent signaling을 통해 유도된 EMT를 억제함을 알 

수 있다. 하지만 PI3K/Akt pathway , ERK/tyrosine phosphorylation pathway와 

JNK/p38 MAPK pathway 등과 같은 smad-independent signaling에 대한 연구결

과는 부족하며, 추가 실험이 필요한 것으로 사료된다.

  암세포의 이동성이 증가하면 다른 세포에 침투하여 전이를 발생시킨다. TGF-β는 

정상상피세포에서는 세포의 확산과 분화, 세포의 이동, 혈관 생성 등의 작용을 하여 

상처치유 (wound healing)의 기능을 하지만 암세포에서는 세포의 이동성을 증가시
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켜 전이와 침습을 일으킨다(69). 본 연구에서는 hispidulin이 TGF-β로 인해 증가된 

세포의 이동성에 미치는 영향을 wound healing assay와 trasnwell migration 

assay로 확인하였다. MCF-7과 HCC38 세포주에 TGF-β를 처리한 경우 TGF-β에 

의해 세포의 이동성의 증가하였으며, TGF-β와 hispidulin을 동시에 처리한 경우 

TGF-β에 의해 유도된 세포의 이동성이 감소하였다. Wound healing assay와 

transwell migration assay에서 hispidulin 처리가 TGF-β에 의해 증가된 세포의 

이동성을 억제하는 효과는 HCC38 세포주보다 MCF-7 세포주 에서 더 큰 효과를 보

이는 것으로 관찰되었다.

  현재까지 암세포주에서 여러 생리활성물질을 이용한 연구를 살펴보면, 기존 항암제 

사용에 비해 낮은 독성을 보이면서도 효과적인 암 증식 및 분화를 억제 하는 효과를 

나타내었다. 하지만 생리활성물질들이 암의 생성과 증식에 관여하는 복잡한 분자생물

학적인 신호전달체계를 모두 억제시키는 것은 아니기 때문에, 암의 특성과 발병 시기

에 맞는 적절한 선택이 중요하다고 할 수 있다. 따라서 본 연구는 생리활성물질중의 

하나인 hispidulin이 유방암의 세포증식 억제 및 EMT 현상 억제 기전을 관찰하였으

며, 이러한 결과들을 통하여 암의 전이 예방 등의 기초자료를 제공하고자 연구하였

다. 
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