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ABSTRACT

Anti-cancer effects on oral cancer (KB) cells of extracts from

Pteridium Aquilinum

Oh, In-Seok

Advisor: Prof. Seo, Jae Hong M.D., Ph.D.

Department of Alternative Medicine,

Graduate School of Health Science

Chosun University

Pteridium aquilinum has been used as a seasoned vegetables for a long

time with us. The anticancer effects of extracts from Pteridium aquilinum

on human oral cancer cells(KB cell line) were investigated in this study.

Hot water extracts and methanol extracts from Pteridium aquilinum (HEPA,

MEPA) were prepared and screened for their anti oral cancer activity by

using MTS assay. HEPA in 24 h showed 82% of cell viability on 125 g/ml,μ

76% on 250 g/ml and 62% on 500 g/ml. MEPA in 24 h showed 90% ofμ μ

cell viability on 125 g/ml, 88% on 250 g/ml and 70% on 500 g/ml. Andμ μ μ

COX-2 protein expression was not inhibited by methanol extracts from

Pteridium aquilinumwith using western blot analysis. These results showed

that HEPA in 24 h was more significant than MEPA in 24 h.
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I. 서 론

고사리(Pteridium aquilinum var. latiusculum, PAL 는) 우리나라의 대표적

인 양치식물로 고사리과(Pteridaceae 에 속하며 한국 일본 유럽 등 세계 여) , ,

러 지역에 널리 분포되어 있다(Park, 1975).

우리나라에서 오랫동안 주로 봄에 어린잎을 채취하여 삶아서 말렸다가 식

용으로 널리 이용되고 있는 고사리는 일본 캐나다 등지에서도 상당량 소비,

되고 있다 고사리의 성분은. caffeic acid, tannin, shikimic acid, prunasin,

및 전분 등이 있다고 단편적으로 보고되어 있을 뿐 고poratos-teroside A

사리의 정확한 성분에 관하여서는 아직도 분명하지 않다 등(Evans , 1974).

사람이 먹는 음식물은 인간에게 영양과 에너지를 공급해주는 역할을 하지

만 그 재료에 따라 건강에 해를 주기도 한다 암을 유발하는 원인들 가운데.

많은 부분이 환경적인 요인에 기인하며 그 가운데 상당한 부분이 식재료와

관계가 있다고 한다 특히 음식물에 들어있는 암 유발 및 돌연변이 물질은.

식물의 천연성분 과 같은 곡물의 곰팡이가 내는 발암성 독소, aflatoxin ,

콜타르에 함유된 발암물질인 등이 알려져 있다nitrosamine, benzopyrene

등 등(Fukuoka , 1978 Ames , 1975).․

구강암은 오랜 기간 동안 계속된 자극이나 발암 물질에 드러난 채 여러 단

계의 과정을 거쳐 생기며 구강암이 생기는 위치에 따라 혀는 설암 입술은, ,

구순암 입천장은 구개암 혀는 치은암이라고 하는데 이처럼 입에 생기는 암, ,

을 구강암이라고 통칭한다 또한 구강내의 점막은 자극성이 강한 물질들과.

수없이 접촉하므로써 다양한 요인에 의한 유전적 변화가 구강암 발생을 야기

할 것으로 판단하고 있다 등 등(Eckert , 2008 Muramatsu , 2008 Hagiwara․ ․

등, 2008). 구강암의 악성 정도는 신체 다른 부위에 생기는 암에 비해 매우

높으며 기능 감퇴와 외모 손상으로 인한 정신적 스트레스가 크고 신체의 중, ,

요한 장기와 근접해 발생함에 따라 적극적이고 효율적인 치료 방법이 필요하

다고 본다 등 미국 국립암연구소의 보고에 의하면 구강암(Silverman , 1990).
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의 년 생존율은 정도이나 초기 구강암의 년 생존율은 이며 전이5 50% 5 75% ,

된 구강암 생존율은 정도 밖에 되지 않는 것으로 보고되고 있다35%

등 구강암의 치료 방법은 외과적 절제 수술 방사선(Blijlevens NM , 2000). ,

치료 요법 화학요법 등이 있는데 이 가운데 구강암 치료에 효과적인 치료법,

으로 알려진 것은 화학요법이다 이종환 등 하지만 지금까지 개발된( , 1998).

항암화학요법제는 임상에 사용할 때 심각한 부작용인 내성생성 임파구 및,

골수세포 파괴 등의 문제점으로 인해 부작용이 적으면서 보다 효과가 뛰어난

항암치료제 개발에 대한 필요성이 요구된다 효과적 항암(Legnani W, 2008).

제로 알려진 비스테로이드성 소염진통제(NSAIDs, nonsteroidal

의 작용기전이 로부터anti-inflannatory drugs) arachidonic acid

합성을 억제한다고 밝혀졌는데 이의 합성과 대사에는prostaglandin (PG) ,

라는 효소가 관여한다고 알려졌다 등cyclooxygenase(COX) (Vane , 1998).

는 구조형 효소 인 과 유도형 효소인COX (constitutive enzyme) COX-1

로 구분되는데 은 위장세포보호 신장기능유지 및 혈소판 응집COX-2 COX-1 ,

과 같은 생리작용 기능 유지와 관련이 있으며 등 는(Warner , 1999), COX-2

세포자멸사를 억제하고 신생혈관형성을 촉진하거나 종양 침습성을 증가시키,

며 염증 및 면역기능을 조절하거나 을 으로 전환, procarcinogen carcinogen

시키는 등의 작용에 의해 종양 생성과 진행에 관련이 있다고 밝혀져 있다

등(Ben-Av P , 1995).

구강암에 대한 연구는 신체의 다른 부위에서 발생하는 암에 대한 연구에

비해 뒤떨어져 있으나 최근에 구강암의 발암 및 치료에 관한 연구가 활발해,

지고 있다 등 이에 따라 정상세포에는 유해하지 않으면서 면(Wong , 1996).

역력을 높여 항암 치료를 하려는 연구가 활발하게 진행되고 있으며 이는 항,

암 치료 분야에서 그 중요성이 크게 대두되고 있다 따라서 최근에는 여러.

종류의 천연식물로부터 새로운 약효성분을 모색하고 이를 통한 항암제 신약

개발에 대한 노력이 적극적으로 전개되고 있다(Pezzuto, 1997).

한방과 민간에서 고사리는 혈압강하 해열 통변 부종 및 이뇨 등의 효능, , ,

이 있는 것으로 알려져 왔으나 이에 대한 학문적 연구는 거의 이루어지지 않
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고 있다 이에 따라 본 연구에서는 고사리의 열수추출물과 메탄올추출물의.

구강암 세포주에 대한 세포 생존율을 를 이용하여 알아보고 메MTS assay ,

탄올추출물에 의한 발현 정도를 를 이용하여COX-2 Western blot analysis

측정하므로써 고사리가 구강암 예방과 치료를 위한 천연식물로 기능성식품,

으로 작용할 수 있는 지에 대해 살펴보고자 하였다.
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II. 실험재료 및 방법

실험재료1.

본 실험에 사용된 고사리는 전남 함평에서 월에 채취하여 건조시킨 것을5

양동시장에서 구입하여 건조중량 을 사용하였다500 g .

열수추출 방법2.

건조 시료 과 증류수 를 이용하여 약탕기 대웅100 g 1.3 L ( , DWP-5000M)

에서 시간 동안 가열하여 열수추출을 하였다3 . 추출이 끝나고 나면 부직포,

여과지를 이용하여 압착 여과하였다 여과된 추출물을 튜브로 나누어. 50 ml

담고 에서 분간 원심분리하여 여분의 분말 찌꺼기를 침전시켰, 4,000 rpm 30

다 원심분리 후 상층액만을 두 겹의 여과지 를 이용하여 감. , (whatman No.1)

압 여과하였다 감압 여과된 추출물을 회전증발농축기를 이용하여 농축한 후. ,

동결건조기를 이용하여 동결 건조하였다 동결 건조가 끝난 후 곱게 분쇄하.

여 실험에 사용하였다.

메탄올추출 방법3.

메탄올 에 건조 시료 을 시간 침지시켰다 이 때 시99% 1 L 100 g 24 . 2,3

간 단위로 교반하여 시료가 골고루 섞여 추출을 유도하였다 추출 후 두 겹.

의 여과지를 이용하여 감압 여과하여 차적인 메탄올 추출액을 얻어냈다 여1 .

과된 추출액을 회전증발농축기를 이용하여 감압 농축하였으며 이 때, water

의 온도는 를 유지하며 메탄올을 제거하여 농축하도록 하였다bath 35~37 .℃

추출 농축액을 과 의 비율로 혼합하여 강하게 한chloroform 1:1 voltexing

후 에서 분간 원심 분리하여 엽록소 및 여분의 잔여 미세 시료4,000 rpm 30

를 층 분리하였다 이 과정은 하층의 이 무색이 될 때까지 평균. chloroform 3
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회 반복하여 수행하였다 원심분리를 통하여 엽록소를 완전히 제거한 후 상.

층액만을 수거하여 회전 증발 농축시켰다 증발 농축시킬 때 소량의 메탄올.

을 넣어 농축 효율을 증대시켰다 농축 추출액을 동결 건조한 후 분쇄하여.

실험에 사용하였다.

세포 배양 및 배양액4.

고사리의 열수 및 메탄올 추출물의 항암효과에 대하여 알아보고자 본 실험

에 사용된 세포주인 사람 구강암 세포주 은KB cells American Tissue

에서Culture Collection (Manassas, VA) 구입하여 사용하였으며 세포 배양,

은 37 , 5% CO℃ 2 조건하에서 5% fetal bovine serum (FBS, Gibco, BRL,

USA), 100 g/ml penicillin (Gibco, BRL, USA), 100 g/ml streptomycinμ μ

이 첨가된(Gibco, BRL, USA) Dulbecco's Modification of Eagle's Medium

에서 배양하였다(DMEM, Gibco, BRL, USA) .

세포 생존율 측정5.

고사리 추출물의 세포 생존율 측정은 제조사의 설명에 따라 Celltiter 96

Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay Kit (Promega, Madison,

WI)를 사용하여 측정하였다 구강암 세포주 을 에 분. KB cell 96 well plate

주한 후 고사리 추출물의 다양한 농도 의 시료를(125~500 g/ml) 24, 48,μ

시간 배양하였다72 .

MTS(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-s

용액을 와 환경에서ulfo phenyl)-2H-tetrazolium) 492 nm 690 nm ELISA

microplate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, 를 이용하여USA)

정량하였다.
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6. Western blot analysis

세포주는 고사리 추출물을 처리한 후 증식되고 분열되어졌다 단백질KB .

상청액 분류는 를 이용하여 분리시켰다 분리되어있는 단( ) SDS-PAGE .上淸液

백질을 에 이동시킨 후 지시된 항체와의 교배를 통해 얻어진membrane 5%

와 반응시켰다 이차 항체의skim milk . horseradish peroxidase-conjugated

단백질 밴드는 를 이용하여 분석하였다chemiluminescence detection kit .

통계처리7.

각각의 실험들은 회 이상에 걸쳐 실행하였고 분석 수치는3 , mean ± S.D.

로 나타냈으며 통계 분석은, Student’s t 에 의해 분석되었다-test . 통계적 유

의성은 p < 이하인 경우에 통계적으로 유의한 것으로 판정하였다0.05 .



- 7 -

III. 결 과

에 의한 세포 생존율 결과1. MTS

구강암 세포주 에 고사리 열수 및 메탄올추출물을KB cell (PAL) 다양한 농

도 로 시간 동안 처리하였을 때의 세포생존(125, 250, 500 g/ml) 24, 48, 72μ

율을 시약을 이용하여 측정하였다MTS .

고사리 열수추출물을 처리하지 않은 대조군에서의 세포활성을 로 보100%

았을 때 고사리 열수추출물을 시간 동안 처리한 세포 생존율 측정 결과24 ,

농도에서는 농도에서는 의 농125 g/ml 82%, 250 g/ml 76%, 500 g/mlμ μ μ

도에서는 의 세포활성을 측정하였다 세포성장을 저해하62% (Fig. 1A). 50%

는 농도인 IC50 값은 이상으로 측정되었다 고사리 열수추출물을500 g/ml .μ

시간 동안 처리한 세포 생존율 측정 결과는 각각의 농도에서48 96%, 90%,

로 나타났으며 시간 처리했을 때 또한 각각의 농도에서 시간 처리83% , 72 48

했을 때와 마찬가지로 세포독성이 거의 없는 것으로 관찰되었다 (Fig. 1B &

Fig. 1C).

고사리 메탄올추출물의 시간 동안의 세포 생존율은 농도에서24 125 g/mlμ

는 농도에서는 의 농도에서는 의 세포90%, 250 g/ml 88%, 500 g/ml 70%μ μ

활성을 측정하였다 시간 동안 각각의 농도에서 처리 했을 때(Fig. 2A). 48

농도에서는 의 농도에서는 의125 g/ml, 250 g/ml 96%, 500 g/ml 82%μ μ μ

세포활성을 측정하였다 시간 동안 처리했을 때 의 농(Fig. 2B). 72 500 g/mlμ

도의 경우 오히려 의 활성을 나타냈다119% (Fig. 2C).

에 의한 고사리MTS 열수추출물과 메탄올추출물의 이와 같은 세포 생존

율 측정 결과는 시간 동안 처리했을 때의 경우에만 유의적인 결과를 얻을24

수 있었으며 열수추출물이 메탄올추출물에 비해 세포활성이 조금 떨어지는.

것으로 관찰되었다.
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Figure 1. Effects of Pteridium aquilinum hot water extracts on cell viability in oral cancer

(KB) cells

Pteridium aquilinum hot water extracts treated with oral cancer (KB) cells showed

significant cell viability in length of 24 h. Cell viability in oral cancer (KB) cells

was measured by MTS assay. The data represents the means ± S.D. of three

independent experiments.
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Figure 2. Effects of Pteridium aquilinum methanol extracts on cell viability in oral cancer

(KB) cells

Pteridium aquilinum methanol extracts treated with oral cancer (KB) cells showed

significant cell viability in length of 24 h. Cell anti-activity by hot water extracts

is more effective than methanol extracts. Cell viability in oral cancer (KB)

cells was measured by MTS assay. The data represents the means ± S.D. of

three independent experiments.
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에 의한 발현 측정 결과2. Western blot COX-2

고사리 메탄올추출물을 다양한 농도 로 처리한(500, 1000, 1500 g/ml)μ

구강암 세포 에서 의 발생 정도를 측정하기 위하여KB cell COX-2 Total

과 일차항체를 이용하였으며 실험의 정확성을 알protein extraction COX-2 ,

아보기 위하여 일차항체를 사용하였다 그 결과 각각의 농도에서 모두actin . ,

의 발현이 저해되지 않음을 관찰할 수 있었다COX-2 (Fig. 3).
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Figure 3. Effects of Pteridium aquilinum methanol extracts on COX-2 protein expression in

oral cancer (KB) cells

COX-2 expression were determined by western blot analysis. The levels of

COX-2 protein expression were not significantly decreased by Methanol

extracts Pteridium aquilinum. Actin was probed to determine the evenness of the

loading protein extract from treatment.
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.Ⅳ 고 찰

고사리(Pteridium aquilinum var. latiusculum, PAL 는) 우리나라의 대표적

인 양치식물로 고사리과(Pteridaceae 에 속하며 예로부터 산채) (Park, 1975),

로 널리 이용되고 있다 그러나. 생고사리의 경우 돌연변이 유발성분과

분해인자가 문제가 되어 이에 대한 보고들이 알려져 있으나 이들thiamine

성분 모두 열에 약하여 표백 가공조리 등에 의하여 파괴되거나 제거됨으로,

써 식용할 때 문제가 되지 않는 것으로 알려져 있다 등(Takauuki , 1989․

등 약용식물학이나 생약학에서는 고사리의 약리작용으로 자Hirono , 1970).

양강장 혈압강하 해열 및 이뇨작용 등을 기술하고 있다 육창수 심상, , ( , 1981․

룡, 1976).

최근에 들어 상대적으로 부작용이 적고 항암효과가 입증되고 있는 전래의

천연식물의 성분을 추출 정제하여 암세포에 작용하는 항암활성 정도를 실험,

하고 확인하는 연구들이 진행 중에 있다 이영훈 등 양용만 등( , 2000 , 1996).․

또한 고사리의 정제된 수용성 다당류의 항산화 작용과 피부의 칸디다균 감염

증 병균감염의 치료제로 고사리의 강한 항균 작용에 대한 연구가 보고되고,

있다 등 등 전통 식물에서 항암효과 검색(Xu W , 2009 Hamza OJ , 2006).․

에 사용된 암세포들은 위암 간암 대장암 등의 암과 혈액암에 주로 국한이, ,

되어 연구되어 왔으며 구강암에 대한 항암효과 연구는 비교적 드문 편이다,

양용만 등 구강암은 전체 암발생율의 정도를 차지하고 있으나( , 1996). 5%

그 악성 정도가 심해 기능 감퇴와 외모 손상으로 인한 정신적 스트레스가 크

고 신체의 중요한 장기와 근접해 발생함에 따라 적극적이고 효율적인 치료,

방법이 필요하다고 본다( 등Silverman , 1990) 하지만 지금까지 개발된 항암.

화학요법제는 임상에 사용할 때 심각한 부작용으로 인해 그 적용 범위 등에

제한을 받고 있다 따라서 부작용이 적으면서 보다 효과가 뛰어난 항암치료.

제 개발에 대한 필요성이 요구된다 이에 따라 최근에는 여러 종류의 천연식.

물로부터 새로운 약효성분을 모색하고 이를 통한 항암제 신약 개발에 대한
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노력이 활발히 진행되고 있다 구강암을(Legnani W, 2008 Pezzuto, 1997).․

치료할 때 각 암세포의 항암제에 대한 감수성이 각기 다르다는 것을 생각하

면 항암활성이 보고된 천연식물의 추출물에 대하여 구강암에 대한 항암효과

를 검토하는 것이 의미있는 일이라 할 수 있을 것이다.

의 발현은 발암 및 종양 형성과 관련이 있는데 정확히 어떤 경로로COX-2

발암 과정에 관여하는 지는 알려져 있지 않으나 억제는 세포고사를COX-2

유도하고 세포증식을 억제하며 발현을 하향조절하는 것으로 밝히고, , bcl-2

있다 등 기존의 항암화학제재인 의 문제점은(Ben-Av P , 1995). NSAIDs

과 를 모두 억제하기 때문인 것으로 알려졌는데COX-1 COX-2 (Kwon, 2001),

염증과 관련이 있는 만을 선별하여 억제한다면 부작용 없는 약물 개COX-2

발이 가능할 것으로 판단됨에 따라 고사리 추출물의 억제능을 연구COX-2

해야 할 것이다.

본 연구에서는 우리나라에서 오랜 기간 동안 식용으로 사용되어 오면서 심

각한 부작용을 나타내지 않는 전통의 천연식물 가운데 여러 효능을 가진 고

사리를 선정하여 구강암 세포주를 대상으로 항암활성을 실험하였다 본 연구.

에서 시료의 세포 생존율 측정을 위한 방법으로 를 시행하였다MTS assay .

그 결과 고사리 추출물의 구강암 세포주에 대한 항암활성은 시간 동안의24

열수추출물에서 처리한 세포 생존율 측정 결과 농도에서는, 125 g/ml 82%,μ

농도에서는 의 농도에서는 의 세포 활성도를250 g/ml 76%, 500 g/ml 62%μ μ

보여 효과가 있음을 확인하였다 이 같은 결과는 생고사리를 섭취한 동물들.

에게서 나타나는 문제점들을 해결하는데 다소나마 도움이 될 것으로 사료되

며 향후 에서의 실험을 통하여 에 대한 항암활성을 연구할 필, in vivo in vivo

요가 있다고 생각된다 하지만 고사리 추출물의 발현 정도에 대한 실. COX-2

험에서는 각각의 농도에서 전혀 발현을 억제하지 못했다 그러나 구COX-2 .

강암 세포주 뿐만 아니라 여러 암 세포주에 대한 실험도 지속적으로 진행되

어야 할 것이다 고사리 열수추출물의 이 같은 결과는 고사리가 식품가공 공.

정에 의해서 기능성 식품으로 발전할 가능성이 있음을 시사한다고 판단되며,

고사리 추출물의 구강암 세포주에 대한 세포생존율의 측정 결과를 볼 때 열



- 14 -

수추출물이 메탄올추출물에 비해 조금 더 항암 활성이 있음을 보여주는 것은

오랫동안 고사리를 삶아서 식용하고 있는 우리나라에서 이같은 결과가 오히

려 유의하다고 생각된다.
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결 론

고사리(Pteridium aquilinum var. latiusculum, PAL 의 추출물을 구강암)

세포주에 적용하여 항암작용을 밝히고자 시행한 본 연구에서는 MTS assay,

을 이용하여 다음과 같은 결과를 얻었다western blot .

1. 고사리 열수추출물을 시간동안 처리한 세포 생존율 측정 결과24 , 125 μ

농도에서는 농도에서는 의 농도에서g/ml 82%, 250 g/ml 76%, 500 g/mlμ μ

는 의 세포 생존율을 나타냈다62% .

고사리 열수추출물을 시간 동안 처리한 세포 생존율 측정 결과는 각각2. 48

의 농도에서 로 나타났으며 시간 처리했을 때 또한 각각96%, 90%, 83% , 72

의 농도에서 시간 처리했을 때와 마찬가지로 세포독성이 거의 없는 것으로48

관찰되었다.

고사리 메탄올추출물의 시간 동안의 세포 생존율은 농도에3. 24 125 g/mlμ

서는 농도에서는 의 농도에서는 의 세90%, 250 g/ml 88%, 500 g/ml 70%μ μ

포활성을 측정하였다 시간 동안 각각의 농도에서 처리 했을 때(Fig. 2A). 48

농도에서는 의 농도에서는 의125 g/ml, 250 g/ml 96%, 500 g/ml 82%μ μ μ

세포활성을 측정하였다 시간 동안 처리했을 때 의 농(Fig. 2B). 72 500 g/mlμ

도의 경우 오히려 의 활성을 나타냈다119% .

고사리 메탄올추출물을 의 농도로4. 500 g/ml, 1000 g/ml, 1500 g/mlμ μ μ

처리한 결과 의 발현을 억제할 수 없음을 나타냈다COX-2 .

이상의 실험결과는 고사리가 식품가공 공정에 의해서 기능성 식품으로 발전
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할 가능성이 있음을 보여주며 오랫동안 고사리를 삶아서 나물로 식용하고,

있는 우리나라에서 이 같은 결과가 유의미하다고 생각된다.
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저작물의 구축 및 인터넷을 포함한 정보통신망에의 공개를 위한1. DB

저작물의 복제 기억장치에의 저장 전송 등을 허락함, ,
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조선대학교는 저작물의 이용허락 이후 해당 저작물로 인하여 발생하는6.

타인에 의한 권리 침해에 대하여 일체의 법적 책임을 지지 않음

소속대학의 협정기관에 저작물의 제공 및 인터넷 등 정보통신망을 이용한7.

저작물의 전송 출력을 허락함.ㆍ
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