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ABSTRACT ABSTRACT ABSTRACT ABSTRACT 

 The effect of green tea polyphenol on cisplatin-or 

doxorubicin-induced cytotoxicity in 

human lungcancer cell line 

                         Ko, Ki-Oh

                         Adviser : Prof. Lee, Byoung-Rai, M.D.,Ph.D

                         Department of Medicine

                         Graduate School of Chosun University   

   

Objective:Objective:Objective:Objective: Tea polyphenol(TP) has been shown to have anti-tumor properties 

in a wide variety of experimental systems. In this study, we evaluated TP as 

a biochemical modulator on the cytotoxic effects of cisplatin or doxorubicin 

in treatment of lung cancer.  

Methods: The human lung cancer cells of A549 line was used. A549 

Cells(Korean Cell Culture Bank) were grown in RPMI-1640 medium supplemented 

with 10% (v/v) heat-inactivated fetal bovine serum and antibiotics: 100 

units/mL penicillin and 100 ㎍/mL streptomycin. Two types of TP, 

epigallocatechin galate(EGCG) and polyphenon  were used for these 

experiment. Cells were seeded at 1×104 cells/well in RPMI1640 media in 

triplicate wells on a Nunc Lab ware 96 well flat bottom microculture plate, 

with or without TP(50㎍/mL) and at different concentrations of doxorubicin 
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(0-40㎍/mL) or cisplatin(0-100㎍/mL. 1 day after incubation at 37°C in 5% 

CO2, the cells viability were determined using the MTT 

[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] assay. 

Western blot method were employed to detect the influence of EGCG and 

polyphenon on the expressions of  p53, capsae 3, caspase 8, and Noxa genes 

in A549 cell lines.

Results:Results:Results:Results: A549 cells viability were decreased to 35% at a 12㎍/mL 

concentration of cisplatin, and to 14 % above 25 ㎍/mL as measured by the 

MTT assay. However, in the co-treatment with EGCG(50㎍/mL) or polyphenon(50

㎍/mL), the cell viability decreased to 41% at 4㎍/mL of cisplatin and to 16 

% at 6㎍/mL of cisplatin in A549 cells.

There is no apparent changes in cisplatin-induced cytotoxicity between EGCG 

and polyphenon administration. 

A549 cells viability were decreased to 36% at a 6㎍/mL concentration of 

doxorubicin, but cell viability decreased to 32% at 4㎍/mL of doxorubicin 

cisplatin and to 16% at 6㎍/mL of cisplatin in EGCG(50㎍/mL) or 

polyphenon(50㎍/mL) co-treated  A549 cells as measured by the MTT assay. 

There is no apparent changes in doxorubicin-induced cytotoxicity between 

EGCG and polyphenon administration. 

The levels of p53, caspase-3, Noxa and caspase-8 in A549 cells were 

increased by EGCG or polyphenon treatment.  

Conclusion:Conclusion:Conclusion:Conclusion: These experiments showed that TP has a potentiating effect on 

doxorubicin- or cisplatin-induced cytotoxicity of A549 cells. The 

synergistic activity of TP might be due to the induction of apoptosis.

Key Key Key Key words: words: words: words: Doxorubicin, cisplatin, polyphenol, apoptosis, A549 cell. 
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                                                                                                                ⅠⅠⅠⅠ. . . . 서  서  서  서  론론론론

  항암화학요법은 암의 종류나 시기에 관계없이 모두 시행할 수 있는 방법이지만 

치료율이 수술요법보다 낮고, 생존율의 증가가 크지 않으며, 독성 부작용이 많기 

때문에 논란이 되고 있으나, 전이된 경우나 말기암환자에서는 항암 화학요법제에 

의한 보조요법(adjuvant therapy or neoadjuvant therapy) 등은 최근에 관심이 증

가되고 있다.1,2) 보조요법에 이용되는 화학요법제는 시스플라틴(cisplatin 

:cis-diammine dichloroplatinum)과 독소루비신(doxorubicin)과 같은 광범위 항암 

화학요법제로 이들은 자궁경부암, 대장암, 폐암등 암에 대한 항암치료에 이용되고 

있다.3,4) 시스플라틴은 백금계 화학물질로서 항암작용 기전은 DNA 사슬사이에서 교

차반응(interstrand cross linking)을 일으킴으로서, DNA 합성이나 RNA합성을 억

제함으로서 세포자사(apoptosis)를 유도한다고 알려져 있다.5,6) Anthracycline 계

의 항암화학요법제인 독소루비신은 DNA에 결합하거나 topoisomeras II를 억제함으

로서 DNA나 RNA의 합성을 억제하여 항암작용을 나타내는 것으로 알려져 있다.7) 광

범위 화학요법제는 암치료에서 1차적인 치료제로 이용되고 있으나, 신장이나, 간

장 및 골수세포 등에 대한 독성 부작용과 항암제에 대한 내성 암세포가 나타나므

로서 항암화학요법의 장애로 대두되고 있다.8-10) 따라서 최근에는 항암화학요법제 

단독요법으로 항암효과가 충분치 않은 경우 항암효과를 상승시키기 위하여 여러 

가지 항암제를 병행하여 투여하는 병합요법이나 방사선요법과 병행하는 치료법이 

시도되고 있다.1-3) 또한 광범위화학요법제의 치료효과를 증진시키고, 부작용을 줄

이기 위하여 투여량을 증가시키는 고용량요법을 시행하거나 리포좀등에 약물을 포

장하여 투여하는등 약물투여 량이나 방법을 개선하는 연구에 관심이 모아지고 있

다.11,12)  그러나 아직까지 항암화학요법제의 항암작용을 증가시키면서 독성은 최

소화하여 암치료가 효과적으로 이루어 질 수 있는 방법의 개발이 충분하지 않다. 

따라서 화학요법제의 정상세포에 대한 독성작용을 최소화 하면서 암세포에 대한 

독성을 증가시킬 수 있는 방법에 대한 연구가 필요하며, 이중에서도 항암제의 항
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암력을 증가시키거나, 암세포의 내성을 변화시킬 수 있는 항암화학요법 보조제의 

개발에 대한 연구가 매우 절실히 요구되고 있다.  최근 천연물을 이용한 약품개발

에 관심이 집중되고 있는데, 특히 천연물에 함유된 항산화물질은 노화나 암등 여

러 가지 질환의 예방및 치료에 이용하려는 연구가 진행되고 있다.13) 녹차에 함유

된 항산화 작용이 있는 폴리페놀 성분은 암의 발생과 치료에도 효과적인 작용을 

한다는 많은 연구 논문이 발표되고 있다.14) 녹차잎에 함유된 카테킨은 여러 가지 

종류가 있는데, 그중 epicatechin(EG), epicatechin-3-gallate(ECG), 

epigallocatechin(EGC) 및 epigallocatechin-3-gallate(EGCG) 등 4가지 종류가 특

히 많고, 이중에서도 EGCG가 녹차잎에 함유된 폴리페놀 중 가장 함량이 높다.15) 

녹차 카테킨은 발암물질에 직접 작용하거나 세포에 작용하여 암의 발생기전을 차

단하여 암의 발생을 예방하고, 암세포 괴사를 유도하며, 암 침투와 혈관증식을 억

제하여 암의 성장이나 진행을 억제시킬 수 있다고 한다.16-18)

  본 연구는 광법위 항암 화학요법제인 시스플라틴과 독소루비신의 항암작용 증강

에 미치는 녹차 폴리페놀의 영향을 관찰하기 위하여 사람 선형 폐암

(adenocarcinoma) 세포주인 A549 세포를 배양하여 시스플라틴과 독소루비신 및 폴

리페놀을 병합 투여 한 후 세포생존율을 측정하여 조사하였고, 세포자사에 관여하

는 것으로 알려진 p53, caspase 3, caspase 8 및 Noxa 단백질의 량을 western 

blot법에 의해서 측정하여 폐암세포에서 광범위 화학요법제에 의한 암치료에 미치

는 폴리페놀의 영향을 관찰하고자 하였다.  
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ⅡⅡⅡⅡ. . . . 방  방  방  방  법법법법

1. 1. 1. 1. 세포의 세포의 세포의 세포의 배양 배양 배양 배양 방법방법방법방법

  본 실험에서 사용한 세포는 사람 폐암세포주인 A549 세포로, 한국 세포주 은행

에서 분양받아 실험에 사용하였다. 10% 태우혈청, 스트렙토마이신(100U/mL) 및 페

니실린(100U/mL)을 함유한 RPMI 1640 배지(Gibco BRL)를 사용하였으며, 37℃로 유

지되는 CO2 배양기에서 상기 세포를 배양하였다.     

2. 2. 2. 2. A459 A459 A459 A459 세포에서 세포에서 세포에서 세포에서 시스플라틴시스플라틴시스플라틴시스플라틴, , , , 독소루비신 독소루비신 독소루비신 독소루비신 및 및 및 및 폴리페놀이 폴리페놀이 폴리페놀이 폴리페놀이 세포활성에 세포활성에 세포활성에 세포활성에 미미미미

치는 치는 치는 치는 측정방법측정방법측정방법측정방법

   실험은 배양세포를 시스플라틴만 첨가한 대조군, 독소루비신(Sigma Chemical 

Co, USA), 시스플라틴(Sigma Chemical Co, USA)및 녹차 폴리페놀(polyphenon 60, 

Cat. No : P 1204, EGCG Cat. No : E 4143, Sigma Chemical Co, USA) 를 첨가한 

군으로 나누어 실시하였다. 즉 세포배양 용기(96 well plate)의 각 well에 A459 

세포 2 ×105 개씩을 넣어 1일간 배양한 후 실험을 실시하였다. 녹차 폴리페놀과 

독소루비신은 PBS에 용해시켜 첨가하였고, 시스플라틴은 DMSO(dimethylsulfoxide)

에 용해시킨 후 PBS(phosphate buffered saline)에 희석시켜 각 well에 순서대로 

첨가한 후, CO2 배양기에 24시간 동안 더 배양한 후, 세포활성(Cell viability)를 

MTT(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl- tetrazolium bromide)법19)으로 

측정하였다. MTT법의 시행은 배양된 세포에 MTT를 최종농도가 1 mM이 되게 첨가하

여 4 시간동안 배양시킨 후 배양액을 제거하고, HBSS로 3회 세척한 후 MTT 용해액

[50% N,N-dimethylformamide(v/v); 20% sodium dodecyl sulfate(W/v), pH4.7] 200

㎕를 첨가하여 ELISA plate reader로 540nm에서 흡광도를 측정하여 계산하였다. 
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실험은 각 실험군마다 3 wells의 흡광도를 각각 측정하여 평균값을 계산하였고, 3

회 반복 실험을 실시하여 유의성을 판정하였다. 

3. 3. 3. 3. A549 A549 A549 A549 세포에서 세포에서 세포에서 세포에서 폴리페놀이 폴리페놀이 폴리페놀이 폴리페놀이 p53, p53, p53, p53, caspase caspase caspase caspase 3, 3, 3, 3, noxa noxa noxa noxa 에 에 에 에 미치는 미치는 미치는 미치는 측정방법 측정방법 측정방법 측정방법 

  A549 세포에서 폴리페놀이 p53, caspase 3, NOXA 유전자 발현에 미치는 영향을 

알기 위하여 세포에 녹차 폴리페놀을 첨가하여 배양한 후 western blot 법으로 확

인하였다. 실험은 배양세포를 배양한 후 대조군, 녹차 폴리페놀(polyphenon 60, 

Cat. No : P 1204, EGCG Cat. No : E 4143, Sigma Chemical Co, USA) 를 첨가한 

군으로 나누어 세포배양 용기(4 well plate)의 각 well에 A459 세포 2 ×105 개씩

을 넣어 1일간 배양한 후 녹차 폴리페놀을 PBS(phosphate buffered saline)에 희

석시켜 각 well에 첨가하여 CO2 배양기에 24시간 동안 더 배양한 후, p53, caspase 

3, NOXA량을 western blot 법으로 확인하였다.

4. 4. 4. 4. Western Western Western Western blot blot blot blot 방법방법방법방법

  배양세포에서 배지를 제거 한 후 Dulbecco's PBS로 1회 세척하고 100㎕ 

SDS-loading buffer(50mM Tris-HCl; pH6.8, 2% SDS, 0.1% Bromphenol blue, 10% 

glycerol)를 첨가하여 95℃ 에서 5분 동안 방치한 후 냉각시켜서 전기영동을 시행

하였다. 전기영동은 10% polyacrylamide gel에서 Tris 완충액(pH8.8, 0.025M 

Tris, 0.192M glycine, 0.1% SDS)으로  80V로 2시간 동안 전개 시켰다. 전기영동 

후 gel은 분리하여 nitrocellulose(NC) membrane을 얹어서 transfer buffer(25mM 

Tris, 192mM glycine, 20% methanol)에서 20V로 12시간동안 transfer하였다.  NC 

membrane을 분리하여 5% nonfat milk를 함유한 TBS(0.1% Tween20 in pH7.4 

Tris-based saline buffer)에서 1시간 동안 처리하고 TBS로 2회 세척하였다. 일차 

항체로서 Antirabbit polyclonal Anti-p53 Ab, anti-caspase 3 Ab, anti-caspase 
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8 Ab, anti-Noxa Ab(Santa Cruz Biotechnology, Inc. USA)를 사용하였다. 각각의 

일차 항체는 2% non fat milk/TBS 에 희석하여 4℃에서 12시간 동안 반응시켰다. 

반응후 TBS로 4회 세척하고 이차항체(horseradish peroxidase-labeled goat 

anti-rabbit IgG)는 2% nonfat milk/TBS 희석(1:2000 dilution)하여 1시간 동안 

반응 시킨 후 TBS로 4회 세척하였다. NC membrane은 enhanced chemiluminescence 

용액(Amersham, UK)에  넣은 후 1분 30초 동안 반응시키고 X-ray 필름을 이용하여 

감광시킨 후 현상하여 나타난 밴드를 image analyzer (1D ver.2.1, pharmacia 

biotech, USA)로 그 밀도를 정량하였다.

   

5. 5. 5. 5. 실험결과의  실험결과의  실험결과의  실험결과의  분석분석분석분석

  모든 측정결과는 평균±표준편차로 표시하였고, 실험결과는 SPSS pc 프로그램을 

이용하여 Duncan's multiple range test에 의해서 유의성을 검정하여 p<0.05를 유

의한 것으로 판정하였다.
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ⅢⅢⅢⅢ. . . . 결    결    결    결    과과과과

1. 1. 1. 1. 시스플라틴과 시스플라틴과 시스플라틴과 시스플라틴과 독소루비신이 독소루비신이 독소루비신이 독소루비신이 A549 A549 A549 A549 세포의 세포의 세포의 세포의 활성에 활성에 활성에 활성에 미치는 미치는 미치는 미치는 영향 영향 영향 영향 

  A549 세포를 배양한 후 배양액에 시스플라틴이 0, 2, 4, 6, 12, 25, 50, 100㎍

/mL 되게 첨가하여 배양한 후 MTT 환원량을 측정한 결과 시스플라틴의 농도가  

12, 25, 50 및 100㎍/mL 일때 MTT 환원량은 대조군의 40, 11, 15 및 7%로 감소되

었고, 독소루비신의 농도 6, 12, 25, 50 및 100㎍/mL 일때 MTT 환원량은 대조군의 

35, 17, 11, 9 및 10%로 감소되었다(Fig. 1).

2. 2. 2. 2. 폴리페놀이 폴리페놀이 폴리페놀이 폴리페놀이 A549 A549 A549 A549 세포의 세포의 세포의 세포의 활성에 활성에 활성에 활성에 미치는 미치는 미치는 미치는 영향 영향 영향 영향 

  A549 세포를 배양한 후 배양액에 EGCG나 polyphenon 을 0, 10, 20, 50, 100, 

200, 400, 800 및 1000㎍/mL 되게 첨가하여 배양한 후 MTT 환원량을 측정한 결과 

EGCG 농도 200, 400, 800 및 1000㎍/mL 일때 MTT 환원량은 대조군의 87, 41, 15 

및 11%로 감소되었고, polyphenon 농도 200, 400, 800 및 1000㎍/mL 일때 MTT 환

원량은 대조군의 91, 35, 12 및 12%로 감소되어 A549 세포에 대하여 EGCG와  

polyphenon의 독성 차이는 없는 것으로 나타났다(Fig. 2).

3. 3. 3. 3. A549 A549 A549 A549 세포에서 세포에서 세포에서 세포에서 EGCGEGCGEGCGEGCG와 와 와 와 polyphenonpolyphenonpolyphenonpolyphenon이 이 이 이 시스플라틴의 시스플라틴의 시스플라틴의 시스플라틴의 세포활성에 세포활성에 세포활성에 세포활성에 미치는 미치는 미치는 미치는 

영향 영향 영향 영향 

  A549 세포를 배양한 후 배양액에 시스플라틴이 2, 4, 6, 12, 25, 50 및 100㎍

/mL되게 첨가하여 24시간 배양한 후 MTT 환원량은 시스플라틴을 첨가하지 않은 대

조군에 비하여 98, 95, 96, 35, 14, 11 및 7% 로 나타나 시스플라틴 12㎍/mL 첨가

군부터 세포활성이 급격히 감소됨을 알 수 있다.  

A549 세포를 배양한 후 배양액에  EGCG나 polyphenon을 50㎍/mL 되게 첨가하고 2

시간 배양 후, 시스플라틴을 0, 2, 4, 6, 12, 25, 50, 75 및 100㎍/mL 되게 첨가
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하여 24시간 배양한 후 MTT 환원량을 측정하였다.

EGCG를 첨가하여 배양한 세포의 MTT 환원량은 시스플라틴의 투여량에 따라서 각각 

100, 90, 41, 16, 9, 8, 9 및 9%로 나타나 시스플라틴 4㎍/mL 군에서부터 세포활

성이 급격히 감소되었는데, EGCG를 첨가하지 않은 군에서는 시스플라틴 12㎍/mL군

에서부터 MTT 환원량이 감소되었던 것과 비교 하면 EGC에 의해서 시스플라틴에 의

한 세포독성이 증가됨을 알 수 있다. 

Polyphenon을 첨가하여 배양한 세포의 MTT 환원량은 시스플라틴의 투여량에 따라

서 각각 100, 96, 43, 14, 11, 9, 9 및 8%로 나타나 시스플라틴 4㎍/mL 군에서부

터 세포활성이 급격히 감소됨을 알 수 있다(Fig. 3).

4. 4. 4. 4. A549 A549 A549 A549 세포에서 세포에서 세포에서 세포에서 EGCGEGCGEGCGEGCG와 와 와 와 polyphenonpolyphenonpolyphenonpolyphenon이 이 이 이 독소루비신의 독소루비신의 독소루비신의 독소루비신의 세포활성에 세포활성에 세포활성에 세포활성에 미치는 미치는 미치는 미치는 

영향 영향 영향 영향 

  A549 세포를 배양한 후 배양액에 독소루비신을 1, 2, 4, 6, 10, 20 및 40㎍/mL

되게 첨가하여 24시간 배양한 후 MTT 환원량은 독소루비신을 첨가하지 않은 대조

군에 비하여 98, 101, 98, 36, 11, 9 및 10% 로 나타나 독소루비신 6㎍/mL 첨가군

부터 세포활성이 급격히 감소됨을 알 수 있다.  A549 세포를 배양한 후 배양액에  

EGCG나 polyphenon을 50㎍/mL 되게 첨가하고 2시간 배양 후, 독소루비신을 1, 2, 

4, 6, 10, 20 및 40㎍/mL 되게 첨가하여 24시간 배양한 후 MTT 환원량을 측정하였

다. EGCG를 첨가하여 배양한 세포의 MTT 환원량은 독소루비신 투여량에 따라서 각

각 95, 91, 32, 15, 11, 10 및 12%로 나타나 독소루비신 4㎍/mL 군에서부터 세포

활성이 급격히 감소되어 EGCG를 첨가하지 않은 군과 비교하면 EGCG에 의해서 독소

루비신의 세포독성이 증가되었음을 알 수 있다.  Polyphenon을 첨가하여 배양한 

세포의 MTT 환원량은 독소루비신 투여량에 따라서 각각 94, 94, 41, 12, 10, 9 및 

8%로 나타나 독소루비신 4㎍/mL 군에서부터 세포활성이 급격히 감소되어, 

polyphenon을 첨가하지 않은 대조군에 비하여 세포 독성이 증가됨을 알 수 있다

(Fig. 4).  
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5. 5. 5. 5. A549 A549 A549 A549 세포에서 세포에서 세포에서 세포에서 EGCGEGCGEGCGEGCG와 와 와 와 polyphenonpolyphenonpolyphenonpolyphenon이 이 이 이 casapase casapase casapase casapase 3 3 3 3 유전자 유전자 유전자 유전자 발현에 발현에 발현에 발현에 미치미치미치미치

는 는 는 는 영향 영향 영향 영향 

  A549 세포를 1일간 배양한 후 배양액에 EGCG와 polyphenon 을  50 과 100㎍/mL

되게 첨가하여 6시간 더 배양한 후 세포를 수집하여 caspase 3과  actin에 대한  

western blot을 시행하여 나타난 밴드의 밀도를 측정하여 각각 caspase 3/actin 

의 비율을 환산한 결과 polyphenon 0, 50 및 100㎍/mL 군에서 0.62, 1.24, 및 

1.26를 나타냈고, EGCG 0, 50 및 100㎍/mL 군에서는 0.63, 1.31, 및 1.35 을 나타

내서  polyphenon 과 EGCG 첨가군에서 모두 대조군에 비하여 유의한 증가를 나타

냈다(Fig. 5).  

6. 6. 6. 6. A549 A549 A549 A549 세포에서 세포에서 세포에서 세포에서 EGCGEGCGEGCGEGCG와 와 와 와 polyphenonpolyphenonpolyphenonpolyphenon이 이 이 이 Noxa Noxa Noxa Noxa 유전자 유전자 유전자 유전자 발현에 발현에 발현에 발현에 미치는 미치는 미치는 미치는 영향 영향 영향 영향 

  A549 세포를 1일간 배양한 후 배양액에 EGCG와 polyphenon 을  50 과 100㎍/mL

되게 첨가하여 6시간 더 배양한 후 세포를 수집하여 Noxa 와 actin에 대한  

western blot을 시행하여 나타난 밴드의 밀도를 측정하여 각각 Noxa/actin 비율을 

환산한 결과 polyphenon 0, 50 및 100㎍/mL 군에서 0.58, 0.82 및 0.86 을 나타냈

고, EGCG 0, 50 및 100㎍/mL 군에서는 0.58, 0.84 및 0.89를 나타내서 polyphenon 

과 EGCG 첨가군에서 모두 대조군에 비하여 유의한 증가를 나타냈다(Fig. 6). 

7. 7. 7. 7. A549 A549 A549 A549 세포에서 세포에서 세포에서 세포에서 EGCGEGCGEGCGEGCG와 와 와 와 polyphenonpolyphenonpolyphenonpolyphenon이 이 이 이 casapase casapase casapase casapase 8 8 8 8 유전자 유전자 유전자 유전자 발현에 발현에 발현에 발현에 미치미치미치미치

는 는 는 는 영향  영향  영향  영향   

  A549 세포를 1일간 배양한 후 배양액에 EGCG와 polyphenon 을 50 및 100㎍/mL 

되게 첨가하여 6시간 더 배양한 후 세포를 수집하여 caspase 8 과 actin에 대한  

western blot을 시행하여 나타난 밴드 밀도를 측정하여 각각 caspase 8/actin 비

율로 환산한 결과 EGCG 0, 50 및 100㎍/mL 군에서 0.36, 0.83 및 0.86 을 나타냈

고, polyphenon 0, 50 및 100㎍/mL 군에서는 0.35, 0.62 및 0.67 을 나타내서 
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EGCG와 polyphenon 첨가군에서 모두 대조군에 비하여 caspase 8 량이 증가됨을 나

타냈다(Fig. 7).  

8. 8. 8. 8. A459 A459 A459 A459 세포에서 세포에서 세포에서 세포에서 EGCGEGCGEGCGEGCG와 와 와 와 polyphenonpolyphenonpolyphenonpolyphenon이 이 이 이 p53 p53 p53 p53 유전자 유전자 유전자 유전자 발현에 발현에 발현에 발현에 미치는 미치는 미치는 미치는 영향 영향 영향 영향 

  A549 세포를 1일간 배양한 후 배양액에 EGCG와 polyphenon 을 50 및 100㎍/mL 

되게 첨가하여 6시간 더 배양한 후 세포를 수집하여 p53과 actin에 대한 western 

blot을 시행하여 나타난 밴드를 측정하여 각각 p53/actin 비율로 환산환 결과 

EGCG 0, 50 및 100㎍/mL 군에서 0.8, 1.25, 및 1.21 를 나타냈고, polyphenon 0, 

50 및 100㎍/mL 군에서는 0.8, 1.3 및 1.35 를 나타내서 EGCG와 polyphenon 첨가

군에서 모두 대조군에 비하여 p53이 유의하게 증가됨을 나타냈다(Fig. 8).
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IV. IV. IV. IV. 고  고  고  고  찰찰찰찰

  본 실험결과 사람의 폐암세포인 A549 세포에서 EGCG와 polyphenon은 시스플라틴

과 독소루비신의 독성을 증가시키는 효과가 있는 것으로 나타났다. 폴리페놀류는 

식물에서 항산화작용을 나타내는 물질로서 녹차나 포도에 많이 함유되어 있으며, 

식물에 함유된 flavanols, flavandiols, flavonoids 그리고 phenolic acids등이 

폴리페놀류이다.20) 녹차에는 폴리페놀류인 카테킨의 함량이 매우 높아 건조 녹차

잎의 약 10% 내외를 차지하고 있다. 녹차에 함유되어 있는 카테킨에는 여러 가지 

종류가 있는데, EC, ECG, EGC, EGCG등 이 많이 함유되어 있다.15) 녹차 카테킨은 

항산화 작용 및 항암작용 작용뿐 아니라 항균작용, 항비루스작용 등 여러 가지 생

리활성이 있는 것으로 보고되고 있는데, 카테킨중에서 항암작용이나 항균작용은 

EGCG가 가장 강한 것으로 알려져 있다.15,16,21) 녹차 카테킨중 일반적으로 EGCG가 항

암성이 가장 강한 것으로 보고되고 있으나14,15), Babich 등23)은 정상세포(HGF-2) 

와 암세포(HSC-2)를 배양한 실험에서 HSC-2에 대한 세포독성의 크기는 ECG,EGCG > 

EGC > EC, C 였으나, HGF-2 세포에 대한 세포독성은 ECG > EGCG > EGC 순서로 나

타난다고 하여 세포의 종류에 따라서 폴리페놀의 종류에 대한 감수성이 다르다고 

하였다. 본 실험에서는 EGCG와 녹차 카테킨 복합물인 polyphenon 의 암세포에 대

한 독성작용을 비교하기 위하여 폐암 세포주인 A549 세포를 배양액에 EGCG와 

polyphenon을 첨가하여 배양한 후 생존한 세포를 MTT법으로 측정한 결과 EGCG와 

polyphenon 모두 400㎍/mL 이상의 농도에서 세포활성이 감소되어, EGCG와 

polyphenon가 A549 세포에 대한 세포독성을 나타내는 농도가 유사하며, 항암작용

이 가장 강한 것으로 알려진 EGCG와 녹차카테킨 복합물인 polyphenon 사이의 암세

포에 대한 독성 민감도의 차이는 없는 것으로 생각된다. 

  본 실험에 사용한 polyphenon은  EGCG, ECG, EGC 및 EC 등이 혼합되어 있는 카

테킨 복합물이다. 광범위 항암제 시스플라틴은 126㎍/mL,  독소루비신은 6㎍/mL 

이상의 농도에서 세포활성이 감소된 것과 비교하면 EGCG와 polyphenon 은 400㎍
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/mL 이상 농도에서 세포활성의 감소를 나타내므로 EGCG와 polyphenon 의 직접적인 

세포독성작용은 크지 않은 것으로 생각된다.    

  항암제와 카테킨을 병행투여 한 경우 그 효과가 상승될 수 있다는 실험보고가 

있는데, 난소육종암세포에서 독소루비신과 EGCG를 동시 투여하면 EGCG가 

p-glycoprotein의 작용을 억제하여 독소루비신의 세포외 배출을 억제함으로서  항

암 효과가 증대된다고 하였고24), 독소루비신 내성세포에서 EGCG는  

p-glycoprotein의 작용을 억제하여 감수성을 증가시킨다고 하였다.25) 독소루비신

은 anthracycline 계의 항암제로서 광범위 항암제로 폐암등 여러 가지 암치료에 

이용되고 있다. 시스플라틴이나 독소루비신은 DNA에 결합함으로서 DNA 복제를 억

제함으로서 항암작용을 하는 것으로 알려져 있다.26)  

  본 실험에서 녹차 카테킨이 항암화학 요법에 미치는 영향을 알기 위하여 A549 

세포를 배양한 후 시스플라틴과 독소루비신을 EGCG 나 polyphenon을 병행하여  배

양액에 첨가한 후 세포활성을 측정하여 비교하였다. EGCG와 polyphenon 50㎍/mL을 

각각 첨가하여 2시간 동안 배양한 후 시스플라틴을 2-100㎍/mL 투여하여 세포활성

도를 측정한 결과 녹차폴리페놀을 투여하지 않은 대조군, EGCG 및 polyphenon 투

여군의 세포활성도는 시스플라틴 4㎍/mL 투여시 95 %, 41% 및 43%를 각각 나타냈

고, 6㎍/mL 투여시에는 96%, 16% 및 14%를 각각 나타내서 시스플라틴 4 및 6㎍/mL 

투여군에서 모두 EGCG와 polyphenon의 첨가로 세포활성이 현저히 감소되었고, 

EGCG와 polyphenon의 세포활성 감소율 차이는 없는 것으로 나타났다.  이러한 실

험 결과로서 EGCG와 polyphenon은 시스플라틴과 병합 투여시 A549 세포 활성이 현

저히 감소되기 때문에 EGCG와 polyphenon는 시스플라틴의 항암 작용을 증가 시키

는 효과가 있는 것으로 추측된다. 

  또한 EGCG와 polyphenon 50㎍/mL을 각각 첨가하여 2시간 동안 배양한 후 독소루

비신을 1-40㎍/mL 투여하여 세포활성도를 측정한 결과 녹차폴리페놀을 투여하지 

않은 대조군, EGCG 및 polyphenon 투여군의 세포활성도는 독소루비신 4㎍/mL 투여

시 98%, 32% 및 41%를 각각 나타냈고, 6㎍/mL 투여시에는 36%, 15% 및 12%를 각각 
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나타내서 독소루비신 4㎍/mL 투여군에서 EGCG와 polyphenon의 첨가로 세포활성이 

현저히 감소되었고, EGCG와 polyphenon의 세포활성 감소율 차이는 없는 것으로 나

타났다. 

   EGCG와 polyphenon은 시스플라틴이나 독소루비신에 의한 세포활성 감소율을 증

가 시켰고, 세포활성 감소율은 EGCG와 polyphenon이 비슷하게 나타나서  A549 세

포에서 시스플라틴과 독소루비신의 감수성 증가에 미치는 EGCG와 polyphenon의 효

율은 차이가 없는 것으로 생각된다.       

  Apoptosis는 세포의 사멸을 유도하는 기전으로서 여러 가지 항암물질이나 세포

사멸의 중요한 기전으로 알려져 있는데, apoptosis의 유발은 p53, Noxa, bid 및 

Bcl2 등이 관여하는 cascade 반응에 의해서 최종적으로 caspase가 활성화되어 일

어난다.27,28)

  본 실험에서 폴리페놀이 p53 유전자 발현에 미치는 영향을 관찰하기 위해 A549 

세포에 EGCG와 polyphenon을 첨가하여 배양한 후 p53 단백질에 대한 western blot

을 시행한 결과 EGCG와 polyphenon 첨가한 군에서 첨가하지 않은 대조군에 비하여 

결과 EGCG  50, 100㎍/mL 투여군에서 56,  51%가 각각 증가 되었고, polyphenon 

50 및 100㎍/mL 투여군에서는 60% 와  66% 가 각각 증가되어  A549 세포에서 EGCG

와 polyphenon 투여로 p53이 증가됨을 알 수 있다. p53 단백질은 시스플라틴의 

DNA 독성을 증가시키는 등의 시스플라틴의 항암작용과 밀접한 연관이 있는 것으로 

알려져 있으므로,29,30) 본 실험에서 EGCG와 polyphenon 의해서 A549 세포에서 p53 

단백질량이 증가되는 것은 EGCG와 polyphenon에 의한 시스플라틴의 세포독성 증가

에 요인이 될 수 있을 것으로 추측된다. 

  세포 자사(apoptosis)에 관여 하는 것으로 알려진 단백질인 caspase 3, caspase 

8 및 NOXA 단백질27,31) 에 대한 EGCG와 polyphenon 의 영향을 western blot에 의해

서 관찰하였다. 

Caspase 3는 세포자사에 직접 관여하는 단백질로서 A549 세포에 EGCG와 

polyphenon 을 50 및 100㎍/mL 되게 첨가하여 배양하여 western blot을 시행한  
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결과 EGCG 투여군에서 101 및 110% 가 각각 증가 되었고, polyphenon 투여군에서

는 100, 101% 가 각각 증가되어 EGCG와 polyphenon 첨가군에서 모두 caspase 3가 

증가되었으며, 증가율은 polyphenon 과 EGCG 투여군이 유사하였다. 또한 EGCG 50

㎍/mL 투여군에서 caspase 3 는 110%가 증가 되었으나, p53은 54%가 증가되어 p53

의 증가와 caspase 3 의 증가비율이 다른 것으로 나타났다.  p53에 의한 세포자사

는 p53 은 핵에서 Puma, Noxa 단백질의 활성화 그리고 이들에 의한 Bax나 Bak 단

백질활성화 에 따른 caspase-3, -7, -12 등 effector caspase 의 활성화에 따른 

세포자사의 유발로 이어지는 것으로 알려져 있다.28,31) 본 실험에서 Noxa 단백질의 

량을 A549 세포에 EGCG와 polyphenon 을 50 및 100㎍/mL 되게 첨가하여 배양하여 

측정한 결과 EGCG 투여군에서 45 및 53% 가 각각 증가 되었고, polyphenon 투여군

에서는 41 및  48% 가 각각 증가되어 EGCG와 polyphenon 첨가군에서 모두 Noxa 량

이 증가되었으며, 증가율은 polyphenon 투여군과 EGCG 투여군이 유사하였다.

  또한 A549 세포에 EGCG와 polyphenon 을  50 및 100㎍/mL 되게 첨가하여 배양한 

후 caspase-8 량을 측정한 결과 EGCG 투여군에서 130% 및 138% 가 각각 증가 되었

고, polyphenon 투여군에서는 77, 91% 가 각각 증가되어 EGCG와 polyphenon 첨가

군에서 모두 caspase-8 량이 증가되었다. 이상의 실험결과  A549 세포에서 EGCG나 

polyphenon은 세포자사를 유발하는 caspase 를 활성화시키는 것으로 추측된다. 또

한 EGCG 50㎍/mL 투여군에서 p53은 56%, caspase-3는 101%, Noxa는 45%, caspas-8

은 130% 가 각각 증가되었고, polyphenon 50㎍/mL 투여군에서 p53은 60%, 

caspase-3는 100%, Noxa는 41%, caspas-8은 77% 가 각각 증가되어 EGCG나 

polyphenon 사이에 농도차이 없이 세포자사에 관여하는 단백질의 변화가 비슷하게 

나타나서 세포자사 유도력의 차이는 없는 것으로 추측된다. 

최근 항암 화학 요법은 암 치료의  반응성을 높이기 위하여 고용량 요법이 시도되

고 있는데,3) 고용량요법은 항암제의 부작용 증가에 따르는 문제점이 있다. 따라서 

항암 화학요법제의 항암작용을 증가시키거나, 부작용을 감소시켜 항암 치료를 효

과적으로 할 수 있는 항암치료 보조제(modulator)에 대한 개발이 요구되고 있다. 
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EGCG와 polyphenon은 항암 화학 요법제의 주된 치료 약물로 이용되고 있는 광범위 

항암제 시스플라틴이나 독소루비신과 병합 투여할 경우 항암 화학요법제 단독투여

때 보다 암세포의 독성이 증가되므로 암 치료에 있어서 폴리페놀을 병용 투여하면 

항암화학요법제의 사용량을 늘리지 않고도 치료 효과를 증대시킬 수 있을 것으로 

기대된다. 따라서 폴리페놀이 항암화학요법 보조제로서 이용 될 수 있을 것으로 

생각되며, 이러한 효과를 증명하기위해서는 많은 연구과 임상실험이 필요 할 것으

로 사료된다. 
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IV. IV. IV. IV. 결  결  결  결  론론론론

  녹차 폴리페놀의 항암효과에 대한 연구가 많이 진행되고 있는데, 본 실험에서는 

EGCG와 폴리페논이 항암화학요법제의 항암작용 증강제로서 이용가능성을 추정하기 

위하여 광범위 항암 화학요법제인 시스플라틴과 독소루비신의 항암작용에  미치는 

영향을 사람 폐암 세포주를 이용하여 관찰하였다.  

1. A549 세포를  배양하여 EGCG 또는 polyphenon을 투여하면 시스플라틴이나 독소

루비신에 의한  세포독성이 증가되었다.

2. A549  세포를  배양하여 EGCG 및 polyphenon을 처리하면  400㎍/mL 이상의 높

은 농도에서 세포독성이 나타났다 

3. A549 세포에 EGCG 및 polyphenon 투여하면 p53이 증가되었다. 

4. A549 세포에서 EGCG 및 polyphenon 투여하면 caspase 3 가 증가되었다. 

5. A549 세포에 EGCG 및 polyphenon 투여하면 Noxa 가 증가되었다. 

6. A549 세포에 EGCG 및 polyphenon 투여하면 caspase 8 이 증가되었다. 

  이상의 결과 EGCG와 polyphenon은 광범위 화학요법제인 시스플라틴이나 독소루

비신과 병합 투여할 경우 화학요법제 단독투여시 보다 암세포의 활성도를 크게 감

소시키므로 EGCG나 polyphenon를 화학요법제와 병행투여하면 높은 치료 효과가 나

타날 것으로 생각된다. 따라서 녹차 폴리페놀은 항암 화학요법제에 의한 암치료시 

치료 보조제로서 이용 될 수 있을 것으로 기대되며, 이러한 효과를 입증하기 위한 

더 많은 연구가 있어야 할 것으로 사료된다. 
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