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 ABSTRACT 

Effects of polyphenols on doxorubicin-induced anticancer 

activity in mouse breast cancer 

                       Ahn, Jong-Bae

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

                       Department of Medicin,

                       Graduate School of Chosun University      

Objective: Doxorubicin(DOX), as monotherapy or in combination, is 

widely used in the treatments of tumor, but clinical use of this agent 

limited to it's toxicity and drug-resistance. In this study, I evaluated some 

polyphenols as a modulator of doxorubicin in breast cancer cells.  

Methods: The mouse breast cancer(EMT6) cell line was used. EMT-6  

cells were grown in Wymouth's medium supplemented with 15% (v/v) 

heat-inactivated fetal bovine serum and antibiotics: 100 units/mL penicillin 



and 100 μg/mL streptomycin. Polyphenols, polyphenon(POL:mixture of 

catechin) and quercetin(QUE), were used for these experiment. EMT6 

cells were seeded in microculture plate(Nunc Lab ware, flat bottom), with 

polyphenols(50ug/mL) and at different concentrations of DOX(0-60ug/mL). 

The cells viability were determined using the MTT 

[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide] assay. To 

establish breast tumor bearing mice, EMT6 cells(1x 105 cells/mouse in 

200uL PBS) were injected into subcutaneousely on flank of Balb/c mice. 

When tumor grew to 200mm3 in volume, the mice were randomly 

assigned to one of the following 6 groups(5 per group): control group, 

DOX group, POL group, QUE group, DOX+POL group and DOX+QUE 

group. Breast tumor(EMT6 cells) bearing mice were treat DOX(5mg/kg), 

POL(50mg/kg) and QUE(50mg/kg) with intra-peritoneal injection at every 

3 days for 3 times. Tumor volumes were measured by a digital caliper 

and calculated as follows: tumor volume(mm3) = (width2 x length)/2.  

Results: EMT6 cells viability was decreased to 21 % at 40 ug/mL 

concentration of DOX as measured by the MTT assay. However, in the 

co-treatment of polyphenol(50ug/mL) and DOX the cell viability decreased 

to 21% by DOX+POL and to 14 %  by DOX+QUE at 20 ug/mL 

concentration of DOX in EMT6 cells. Intra-peritoneal injection of 

polyphenol or DOX alone suppressed  tumor growth slightly in breast 

tumor bearing-mice. However, combinations of DOX+POL or DOX+QUE 

tumor volumes were decreased to under 50% at 6 days. There is no 

apparent changes in doxorubicin-induced cytotoxicity  between POL and 

QUE treatment. 



Conclusion: These experiments showed that some polyphenol potentiate 

the  DOX-induced cytotoxicity of breast cancer cells. Therefore, the 

polyphenol  may be candidate for modulator of tumor chemotherapy with 

DOX.

Key words: Polyphenol, Polyphenon, Quercetin, EMT6 cell, Doxorubicin. 
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                            Ⅰ. 서  론

 유방암은 여성에서 호발하는 암으로서 수술적인 요법과 화학요법으로 치료하고 

있으나, 우리나라 보건복지부 중앙암등록본부의 2010년 발표자료에 따르면 유방암

의 발생율은 천체 암의 7위이고, 여성에서는 2위를 차지하는 암으로서 조발생율은 

인구 10만명당 51.1건 이다.1) 암치료분야에서 화학요법은 암의 종류, 병기(stage)

에 관계없이 시행할 수 있고, 전이되었거나 말기암환자에서도 시행할 수 있어서 

매우 중요하다.2)  

 독소루비신(doxorubicin)은 anthracyclines 계의 항생제로서 DNA에 결합하여 DNA 

합성을 억제하여 세포분열을 막거나, RNA합성과 단백질합성을 억제함으로서 항암

작용을 나타낸다3). 독소루비신은 여러 가지 고형암의 항암치료제로 이용되고 있으

며, 유방암의 치료에도 일차적으로 단독 또는 복합요법 제제로 이용되고 있다.4) 

독소루비신은 심장, 신장, 간장 및 골수세포 등에 대한 독성 부작용이 크고, 독소

루비신 내성암세포가 나타나서 항암제로서 사용의 제한이 있다.5) 따라서 독소루비

신의 항암효과를 증진시키고 부작용을 줄이기 위하여, 투여량을 증가시키는 고용

량요법이나 리포좀등에 약물을 포장하여 투여하는 방법등에 대한 연구가 진행되고 

있다.6,7) 그러나 아직까지 화학요법제의 항암작용은 증가시키면서 독성작용은 최소

화하여 암치료 효과를 높일 수 있는 방법의 개발은 미흡하다. 따라서 화학요법제

의 독성작용을 감소시키고 암치료 효과를 증가시키는 보조제 개발에 대한 연구가 

필요하다. 

 암에 대한 역학적 연구에서 음식물이 암의 발생과 관련 있다는 보고가 있으며 특

히 채소류의 섭취를 증가시키면 암 발생이 감소된다는 보고가 많다.8) 따라서 채소

류나 식물에 함유된 생리활성물질이나, 천연물에서 유래한 물질을 이용하여 노화

나 암등 여러 가지 질환의 예방 및 치료에 이용하려는 연구가 많은 관심을 받고 

있다.9) 식물에 함유된 플라보노이드(flavonoid), 폴리페놀(polyphenol) 또는 이들

이 많이 함유된 식품을 섭취하면 암발생이 감소된다는 보고가 있다.9,10) 
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 폴리페놀(polyphenol)은 페놀링(phenol ring) 구조가 2개 이상인 물질로서 항산

화 작용, 염증억제 작용 및 항암작용 등 여러 가지 생리활성을 나타내는 식물유래 

화학물질로서 카테킨(catechin), 퀘르세틴(quercetin), 피토스테롤(phytosterol), 

쿠르쿠민(curcumin), 프로안토시아니딘(proanthocyanidin) 등 여러 가지 종류가 

알려져 있다.
10) 카테킨은 녹차에 다량으로 함유된 폴리페놀류로서 암의 발생과 치

료에 효과적인 작용을 한다는 연구 논문이 다수 발표되어 있다.11) 녹차 카테킨은 

암을 유발하는 발암물질에 직접 작용하여 발암물질을 제거하거나 세포에 작용하여 

발암물질에 의한 암의 발생과정을 차단하여 암의 발생을 예방하고, 암세포 괴사를 

유도하며, 암 침투와 혈관증식을 억제하여 암의 성장이나 병의 진행을 억제시킬 

수 있다고 한다.12,13)

 퀘르세틴(Qurcetin)은 양파, 딸기, 사과, 차등 식물에 들어있는 폴리페놀로서 항

산화작용과 항암작용이 있는 것으로 알려져 있다.14) 역학적 조사에서 퀘르세틴은  

암의 발생을 억제하며, 항암제 내성을 나타내는 P-glycoprotein의 기능을 억제하

여 항암작용을 증강시키는 것으로 알려져 있다.15)

 본 연구는 광범위 항암 화학요법제인 독소루비신의 항암작용 증강에 미치는 폴리

페놀의 영향을 관찰하기 위하여 생쥐 유방암 세포(EMT6 cell)를 배양하여 독소루

비신 및 폴리페놀을 병합 투여 한 후 세포생존율을 측정하였다. 본 연구에서 폴리

페놀은 녹차에 추출한 카테킨 복합물인 폴리페논과 양파에서 추출한 퀘르세틴을 

사용하였는데, 퀘르세틴은 카테킨의 한 종류인 epicatechin(EC) 과 구조적으로 매

우 유사한 구조를 가진 폴리페놀 종류이다. 또한 고형암의 성장에 미치는 카테킨

의 항암작용에 미치는 영향을 관찰하기 위해서 생쥐 유방암세포를 이용하여 

Balb/C 생쥐에서 고형암을 유발시킨 후 암조직의 성장에 미치는 독소루비신과 폴

리페놀의 영향을 관찰하였다.  
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Ⅱ. 방  법

1. 세포의 배양 

  본 실험에서 사용한 생쥐 유방암세포(EMT6 cells)는 미국표준균주 배양수록 보

존소(ATCC)에서 구매하여 실험에 사용하였다. EMT6 세포는 10% 태우혈청, 스트렙

토마이신(100U/mL) 및 페니실린(100U/mL)을 함유한 Wymouths 배지(Gibco BRL)를 

사용하였으며, 5% CO2, 37℃ 조건에서 세포를 배양하였다.     

2. EMT-6 세포활성 측정 

  

  실험은 배양세포를 대조군, 독소루비신(Sigma Chemical Co, USA)군, 폴리페놀군 

폴리페놀+독소루비신군 으로 나누어 실험하였다. 실험에 사용한 폴리페놀은 카테

킨복합물인 폴리페논(polyphenon 60, Sigma Chemical Co, USA)과 퀘르세틴

(quercetin hydrate, Sigma Chemical Co, USA)이었다. 

세포활성 실험은 배양세포를 세포배양 용기(96 well plate: 2 × 105/cells/well)에  

넣어 24시간 배양한 후 실험을 실시하였다. 폴리페논과 독소루비신은 

PBS(phosphate buffered saline)에 용해시켜 배양액에 첨가하였고, 퀘르세틴은  

DMSO(dimethylsulfoxide)에 용해시킨 후 PBS에 희석시켜 배양액에 첨가한 후, CO2 

배양기에 24시간 동안 더 배양한 후 MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)- 

2,5-diphenyl tetrazolium bromide)법16)으로 세포활성을 측정하였다. MTT법은  각 

웰에 MTT 최종농도가 1 mM이 되게 첨가하여 4 시간동안 배양시킨 후 배양액을 제

거하고 PBS로 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 

540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 실험은 각 실험군마다 3 웰의 흡광도를 각각 측

정하여 평균값을 계산하였고, 3회 반복 실험을 실시하여 유의성을 판정하였다. 
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3. EMT-6 세포의 p53 과 caspase 8 량 측정

  EMT6 세포를 배양액에 폴리페놀을 첨가하여 배양한 후 p53 과 caspase 8 량을  

Western blot 법으로 측정하였다. 실험군을 대조군, 폴리페논군 및 퀘르세틴군 으

로 나누어 세포배양 용기(4 well plate)의 각 웰에 EMT-6 세포 2 × 10
5 개씩을 넣

어 24시간 배양한 후 폴리페논은 PBS에 용해시켜 각 웰에 첨가하고, 퀘르세틴은  

DMSO(dimethylsulfoxide)에 용해시킨 후 PBS에 희석시켜 배양액에 첨가한 후, CO2 

배양기에 24시간 동안 더 배양한 후, 세포내 p53 와 caspase 8 량을 Western blot 

법으로 확인하였다.

4. Western blot 방법

  배양세포에서 배지를 제거 한 후 Dulbecco's PBS로 2회 세척하고 100㎕ 

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

glycerol)를 첨가하여 95°C에서 5 분 동안 방치한 후 냉각시켜서 상층액을 모아 

전기영동시료로 사용하였다. 전기영동은 10% polyacrylamide gel에서 Tris 완충액

(pH8.8, 0.025M Tris, 0.192M glycine, 0.1% SDS)으로  80V로 2시간 동안 전개 시

켰다. 전개된 gel은 분리하여 nitrocellulose(NC) membrane을 얹어서 transfer 

buffer(25mM Tris, 192mM glycine, 20% methanol)에서 20V로 12시간동안 transfer

하였다. NC membrane을 분리하여 5% nonfat milk를 함유한 TBS(0.1% Tween20 in 

pH7.4 Tris-based saline buffer)에서 1시간 동안 처리하고 TBS로 2회 세척하였

다. 일차 항체로서 antirabbit polyclonal anti-p53 Ab 와 anti-caspase 8 

Ab(Santa Cruz Biotechnology, Inc. USA)를 사용하였으며, 각각의 일차 항체는 2% 

nonfat milk/TBS 에 희석하여 4℃에서 12시간 동안 반응시켰다. 반응 후 TBS로 4

회 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 4



- 6 -

회 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 밀도

를 정량하였다.

5. EMT-6 세포에 의해 유발된 생쥐 암조직의 성장에 미치는 독소루비

신과 폴리페놀의 영향측정

  Balb/C 생쥐는 한국 실험동물센터(대전)에서 구매하여 사용하였다. 실험동물은 

12시간 명암주기, 온도 20± 2℃ 상대습도 60± 5% 의 환경에서 사육하였다.     

Balb/C 생쥐 등쪽 피하에 EMT6 세포를 주사하여 고형암을 유발하였다. 배양한 

EMT-6 세포  2 × 105 개를 생쥐 등쪽에 피하주사한 후 7일간 사육하여 육안으로 암

조직이 발생한 것을 확인하였다. 암조직을 caliper로 측정하여 크기가 200-400 mm3 

된 생쥐를 각각 5마리씩 대조군, 독소루비신 투여군, 폴리페논 투여군, 퀘르세틴

투여군, 독소루비신+폴리페논 투여군 및 독소루비신+퀘르세틴 투여군으로 나누었

다. 대조군에는 증류수 0.3 mL, 시스플라틴 투여군은 독소루비신(5 mg/kg), 폴리

페논 투여군은 폴리페논(50 mg/kg), 퀘르세틴 투여군은 궤르세틴(50 mg/kg), 독소

루비신+폴리페논 투여군은 독소루비신(5 mg/kg)과 폴리페논(50 mg/kg), 독소루비

신+퀘르세틴 투여군은 독소루비신(5 mg/kg)과 퀘르세틴(50 mg/kg)을 복강내로 주

사하고 3일 간격으로 4회 더 주사하였으며, 암조직의 크기는 1주일 간격으로 측정

하였다. 암조직의 크기는 측정값을 다음 식에 의해서 계산하였다. 

         Tumor volume(mm3) = (width
2 x length)/2  

 

6. 실험결과의  분석

  모든 측정결과는 평균±표준편차로 표시하였고, 실험결과는 SPSS pc 프로그램을 
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이용하여 Duncan's multiple range test에 의해서 유의성을 검정하여 p<0.05를 유

의한 것으로 판정하였다.
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Ⅲ. 결    과

1. EMT6 세포의 활성에 미치는 폴리페놀의 영향 

  EMT6 세포를 배양한 후 배양액에 폴리페논과 퀘르세틴을 각각 0, 10, 20, 50, 

100, 200, 300, 400 및 500 ㎍/mL 되게 첨가하여 배양한 후 세포활성을 측정한 결

과 폴리페논 농도 50, 100, 200 및 300 ㎍/mL 일때 MTT 환원량은 대조군의 95, 

96, 81 및 34 %로 감소되었다. 퀘르세틴 농도 50, 100, 200 및 300 ㎍/mL 일때 

MTT 환원량은 대조군의 97, 81, 31 및 12 %로 감소되어 EMT6 세포에 대하여 폴리

페논은 300 ㎍/mL 이상의 농도, 퀘르세틴은 200 ㎍/mL 이상의 농도에서 세포활성

이 현저히 감소되어 독성이 나타남을 알 수 있다(Fig. 2).

2. EMT6 세포의 활성에 미치는 독소루비신의 영향 

  EMT6 세포를 배양한 후 배양액에 독소루비신을 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 

50 및 60 μM 되게 첨가하여 배양한 후 세포활성을 측정한 결과 독소루비신 농도 

15, 20, 25, 30, 40 및 50 μM 일때 MTT 환원량은 대조군의 97, 93, 81, 61, 15 

및 8 %로 감소되어 EMT6 세포에 대하여 독소루비신은 25 μM 이상의 농도에서 세

포활성이 현저히 감소되어 독성이 나타남을 알 수 있다(Fig. 3). 또한 독소루비신

을 20, 30 및 50μM 첨가하여 24시간 배양한 EMT6 세포를 현미경으로 관찰 결과 

독소루비신 30μM 과 50μM 첨가하여 배양한 세포의 형태가 변화되고 세포수가 감

소되어 세포가 사멸되는 것으로 나타났다(Fig. 4).   

3. EMT6 세포에서 폴리페놀과 독소루비신이 세포활성에 미치는 영향 

  EMT6 세포를 배양한 후 배양액에 독소루비신을 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 

50 및 60 μM 되게 첨가하여 24시간 배양한 후 MTT 법으로 세포활성을 측정한 결
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과 독소루비신 10, 15, 20, 25, 30, 40 및 50 μM 첨가군의 세포활성은 독소루비

신을 첨가하지 않은 대조군의 99, 97, 93, 75, 67, 11 및 9% 로 나타나 독소루비

신 25 μM 이상 첨가군에서 세포활성이 감소되었다(Fig. 5).

 EMT6 세포를 배양한 후 배양액에 폴리페논을 50 ㎍/mL 되게 첨가하고 2시간 배양 

후, 독소루비신을 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50 및 60 μM 되게 첨가하여 24

시간 배양한 후 MTT 법으로 세포활성을 측정한 결과 독소루비신 10, 15, 20, 25, 

30, 40 및 50 μM 첨가군의 세포활성은 독소루비신을 첨가하지 않은 대조군의 97, 

78, 21, 11, 8, 9 및 8% 로 나타나 독소루비신 15 μM 이상 첨가군에서 세포활성

이 감소되었다(Fig. 5). 

 EMT6 세포를 배양한 후 배양액에 퀘르세틴을 50 ㎍/mL 되게 첨가하고 2시간 배양 

후, 독소루비신을 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50 및 60 μM 되게 첨가하여 24

시간 배양한 후 MTT 법으로 세포활성을 측정한 결과 독소루비신 10, 15, 20, 25, 

30, 40 및 50 μM 첨가군의 세포활성은 독소루비신을 첨가하지 않은 대조군의 98, 

74, 14, 9, 9, 8 및 9% 로 나타나 독소루비신 15 μM 이상 첨가군에서 세포활성이 

감소되었다(Fig. 5).

광학현미경 사진에서도 독소루비신 20 μM 첨가군과 폴리페논 50 ㎍/mL 첨가군 의 

세포형태는 대조군과 차이가 없었으나, 독소루비신 20 μM + 폴리페논 50 ㎍/mL 

첨가군의 세포형태는 변형되고 세포수가 감소되어 세포독성이 나타남을 알 수 있

다.(Fig. 6). 또한 퀘르세틴을 첨가한 군에서도 독소루비신 20 μM 첨가군과 퀘르

세틴 50 ㎍/mL 첨가군 의 세포형태는 대조군과 차이가 없었으나, 독소루비신 20 

μM + 퀘르세틴 50 ㎍/mL 첨가군의 세포형태는 변형되고 세포수가 감소되어 세포

독성이 나타남을 알수 있다.(Fig. 7). 

4. EMT6 세포에서 폴리페논과 퀘르세틴이 p53 및 casapase 8 에 미치

는 영향 

  EMT6 세포를 1일간 배양한 후 배양액에 폴리페논 50㎍/mL 과 퀘르세틴 50㎍/mL 
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되게 첨가하여 6시간 더 배양한 후 세포를 수집하여 p53, caspase 8과 actin에 대

한 Western blot을 시행하여 나타난 밴드의 밀도를 각각 p53/actin 비율로 환산한 

결과 대조군 0.15,  폴리페논군 0.17, 퀘르세틴군 0.18로 대조군과 폴리페논군 및 

퀘르세틴군 사이에 유의한 차이가 없었고(Fig.8), caspase 8/actin 비율을 환산한 

결과 대조군 0.21, EGCG 투여군 0. 19, 시스플라틴 투여군 0.22로 대조군과 폴리

페논군 및 퀘르세틴군 사이에 유의한 차이가 없었다(Fig.9).

5. 독소루비신과 폴리페논이 Balb/C 생쥐에 이식된 유방암조직 성장에 

미치는 영향 

  유방암세포(EMT6 cell)를 Balb/c 생쥐의 등에 피하주사하여 종양크기가 200-400 

mm3 일때 독소루비신(5mg/kg)과 폴리페논(50mg/kg)을 3일 간격으로 주사하면서 종

양크기를 측정하였다. 증류수를 주사한 대조군의 종양크기는 주사시, 6일 후 및 

12 일 후에 각각 214, 802 및 1627 mm3를, 폴리페논 투여군은 주사시, 6일 후 및 

12일 후 각각 257, 812 및 1497 mm3를, 독소루비신 투여군은 주사시, 6일 후 및 12

일 후 각각 238, 724 및 1375 mm3를 나타내서 종양크기가 대조군은 주사당시보다 

주사 6일 후 3.7배. 12일 후 7.6배로 증가되었다. 폴리페논 투여군은 주사당시보

다 주사 6일 후 3.1배. 12일 후 5.8배로 증가되었고, 독소루비신 투여군은 주사당

시보다 주사 6일 후 3.0배. 12일 후 5.7배로 증가되어 주사후 6일째까지는 대조

군, 폴리페논 투여군및 독소루비신 투여군사이에 유의한 차이가 없었다. 주사 12

일 경과시 대조군에 비하여 폴리페논 투여군과 독소루비신 투여군에서 유의하게 

종양의 크기가 감소되었다. 또한 독소루비신과 폴리페논 복합 투여군의 종양크기

는 주사시, 6일 후 및 12일 후 각각 281, 634 및 897 mm3를 나타내서 주사당시보다 

주사 6일 후 2.2배. 12일 후 3.2배로 증가되어 대조군, 폴리페논 투여군 및 독소

루비신 투여군에 비하여 유의한 감소를 나타냈다. (Fig.10,11).   
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6. 독소루비신과 퀘르세틴이 Balb/C 생쥐에 이식된 유방암조직 성장에 

미치는 영향 

  유방암세포(EMT6 cell)를 Balb/c 생쥐의 등에 피하주사하여 종양크기가 200-400 

mm
3 일때 독소루비신(5mg/kg)과 퀘르세틴(50mg/kg)을 3일 간격으로 주사하면서 종

양크기를 측정하였다. 증류수를 주사한 대조군의 종양크기는 주사시, 6일 후 및 

12 일 후에 각각 214, 802 및 1627 mm3를, 퀘르세틴 투여군은 주사시, 6일 후 및 

12일 후 각각 255, 756 및 1512 mm3를, 독소루비신 투여군은 주사시, 6일 후 및 12

일 후 각각 238, 724 및 1375 mm3를 나타내서 종양크기가 대조군은 주사당시보다 

주사 6일 후 3.7배. 12일 후 7.6배로 증가되었다. 퀘르세틴 투여군은 주사당시보

다 주사 6일 후 3.0배. 12일 후 5.9배로 증가되었고, 독소루비신 투여군은 주사당

시보다 주사 6일 후 3.0배. 12일 후 5.7배로 증가되어 주사후 6일째까지는 대조

군, 폴리페논 투여군및 독소루비신 투여군사이에 유의한 차이가 없었으나, 주사 

12일 경과시 대조군에 비하여 폴리페논 투여군과 독소루비신 투여군에서 유의하게 

종양의 크기가 감소되었다. 또한 독소루비신과 퀘르세틴 복합 투여군의 종양크기

는 주사시, 6일 후 및 12일 후 각각 254, 654 및 876 mm3를 나타내서 주사당시보다 

주사 6일 후 2.5배. 12일 후 3.4배로 증가되어 독소루비신과 퀘르세틴 복합 투여

군의 종양크기는 대조군, 퀘르세틴 투여군 및 독소루비신 투여군에 비하여 유의한 

감소를 나타냈다. (Fig. 12,13).      
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IV. 고  찰

  본 실험은 광범위 항암제 독소루비신의 항암작용을 증가시킬 수 있는 제제 개발 

실험의 일환으로 생쥐 유방암세포에서 녹차에서 추출한 폴리페놀인 카테킨 혼합물

인 폴리페논과 양파에서 추출한 폴리페놀인 퀘르세틴이 독소루비신의 항암성을 증

가시키는 효과가 있는 것으로 나타났다. 녹차잎에 함유된 카테킨은 폴리페놀의 종

류로서 epicatechin(EC), epicatechin-3-gallate(ECG), epigallocatechin(EGC) 및 

epigallocatechin-3-gallate(EGCG) 등이 함유되어 있는데,12) 본 실험에 사용한 폴

리페논은 EGCG, ECG, EGC 및 EC 등이 혼합되어 있는 카테킨 복합물이다. 카테킨이 

여러 가지 암세포에 대한 항암작용이 있는 것으로 알려져 있어서11-13) 본 실험에서 

배양한 유방암세포에 미치는 폴리페놀의 영향을 관찰하기위해 폴리페논과 퀘르세

틴을 생쥐유방암세포인 EMT6 세포를 배양하여 배양액에 폴리페논을 첨가하여 생존

한 세포를 MTT법으로 측정한 결과 폴리페논 200 ㎍/mL 이상의 농도에서 세포활성

이 감소되었고, 퀘르세틴은 100 ㎍/mL 이상의 농도에서 세포활성이 감소되어 EMT6 

세포에 대한 독성은 퀘르세틴이 더 강한 것으로 생각된다. 광범위 항암제 독소루

비신은 유방암, 임프종, 폐암, 방광암, 위암 및 난소암등 여러 가지 암의 치료에 

이용되고 있는데, 본 실험에서 유방암세포인 EMT6 세포를 배양하여 배양액에 독소

루비신을 첨가하여 생존한 세포를 MTT법으로 측정한 결과 독소루비신 25 μM 이상

의 농도에서 세포활성이 감소되어 독소루비신 독성이 나타나는 것으로 생각된다. 

  항암제와 카테킨을 병행하면 항암작용이 상승된다는 실험보고가 있는데, EGCG는  

암세포의 항암제 내성에 관여하는 p-glycoprotein의 작용을 억제하여 항암 효과를 

증가시킨다고 하였다.17) 또한 카테킨은 암세포의 성장을 억제하고, 혈관신생을 억

제하며, 세포자자살을 유발하여 항암작용을 나타내는 것으로 보고되어 있다.18,19) 

퀘르세틴은 세포의 성장 억제, 세포주기 정지, 세포성장에 필요한 신호전달 억제 

및 세포자살유도 등에 의해서 항암작용을 나타내는 것으로 알려져 있다.20)
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  본 실험에서 폴리페놀인 카테킨과 퀘르세틴이 독소루비신에 의한 유방암 세포독

성에 미치는 영향을 알아보기 위해 EMT6 세포를 배양한 후 독소루비신과 폴리페놀

을 배양액에 첨가한 후 세포활성을 측정하였다. 폴리페논과 퀘르세틴을 각각 50 

㎍/mL 을 첨가하여 2시간 동안 배양한 후 독소루비신 0-60 ㎍/mL 되게 첨가하여 

24시간 배양한 후 세포활성도를 측정한 결과 독소루비신 10 ㎍/mL 첨가군 99 %, 

15 ㎍/mL 첨가군 97 %, 20 ㎍/mL 첨가군 93 %, 25 ㎍/mL 투여군에서 75%를 나타내

서 독소루비신에 의한 세포독성은 독소루비신 단독첨가의 경우 독소루비신 25 ㎍

/mL 첨가군부터 세포활성이 감소되었다. 폴리페논 50 ㎍/mL 첨가군의 세포활성도

는 독소루비신 10 ㎍/mL 첨가군 97 %, 15 ㎍/mL 첨가군 78 %, 20 ㎍/mL 첨가군 21 

%, 25 ㎍/mL 투여군에서 11%를 나타냈고, 퀘르세틴 50 ㎍/mL 첨가군의 세포활성도

는 독소루비신 10 ㎍/mL 첨가군 98 %, 15 ㎍/mL 첨가군 74 %, 20 ㎍/mL 첨가군 14 

%, 25 ㎍/mL 투여군에서 9%를 나타내서 폴리페논이나 퀘르세틴 첨가군에서는 모두 

독소루비신 15 ㎍/mL 첨가군부터 세포활성이 감소되어 폴리페논이나 퀘르세틴 첨

가로 독소루비신을 단독으로 첨가한 군보다 세포활성도가 감소되어 세포독성이 증

가되는 것으로 나타났다. 본 실험에서 첨가한 폴리페놀의 농도 50 ㎍/mL 는 EMT6 

세포에 대한 독성이 나타나는 폴리페논 농도의 1/4, 퀘르세틴 농도의 1/2 이기 때

문에 이들 폴리페놀에  의한 독소루비신 세포독성의 증가는 폴리페놀이 독소루비

신의 세포독성작용을 증가시켜서 나타난 결과로 생각된다. 

  Thangapazham 등21)은 녹차 카테킨이 유방암세포의 증식을 억제한다고 하였고, 

Rao 등18)은 EGCG가 난소암세포나 유방암세포 등에서 세포자살을 유발하는 작용이 

있어서, 세포자살 유도는 EGCG의 항암작용에 중요한 역할을 한다고 하였다. 본 실

험에서 폴리페놀이 세포자살에 관여하는 p53 과 caspase 8 에 미치는 영향을 관찰

하기 위해 EMT6 세포에 폴리페놀을 첨가하여 배양한 후 p53과 caspase 8 단백질량

을 Western blot법으로 측정한 결과 대조군, 폴리페논 첨가군 및 퀘르세틴 첨가군 

사이에 유의한 차이를 나타내지 않았다. Lahiry 등19)은  EGCG 가 p53이나 

caspase-8 를 유도하여 암세포 자살을 유도한다고 하였는데, 본 실험결과는 폴리
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페논이나 퀘르세틴이 모두 p53이나 caspase-8 량에 미치는 영향이 적은 것으로 나

타나서 암세포의 종류에 따라서 폴리페놀에 대한 감수성의 차이가 있는 것으로 추

측된다. 

  이상의 세포배양 실험에서 폴리페논과 퀘르세틴은 독소루비신에 의한 세포독성

을 증가시키는 효과가 있는 것으로 나타났는데, 퀘르세틴은 카테킨의 한 종류인 

EC 와 구조적으로 매우 유사한 구조를 가진 폴리페놀 종류이다. 

  독소루비신의 암세포에 대한 폴리페놀의 항암작용 증강효과가 암 조직에서도 나

타나는지는 확인하기 위하여 암조직을 유도하여 고형암에 대한 실험을 실시하였

다.  Balb/c 생쥐에서 유래한 유방암세포인 EMT6 세포를 배양하여 Balb/C 생쥐의 

피하에 주사하여 종양을 유도하고 폴리페놀과 독소루비신의 영향을 종양 크기를 

측정하여 비교 관찰하였다. EMT6 세포를 주사하고 종양의 크기를 측정하여 종양의 

크기가 200-400 mm3  되었을 때 실험을 시작하였다. 독소루비신(5mg/kg)과 폴리페

논(50mg/kg)을 3일 간격으로 복강에 주사하여 종양크기를 측정한 결과, 폴리페논 

투여군이나 독소루비신투여군은 6일째에 종양 크기가 증류수를 주사한 대조군 유

의한 차이를 나타내지 않았다. 주사 12일째에 폴리페논 투여군이나 독소루비신투

여군 모두 증류수를 주사한 대조군에 비하여 종양의 크기가 유의하게 작았으며, 

폴리페논 투여군과 독소루비신투여군사이의 유의한 차이를 나타내지는 않아서 독

소루비신이나 폴리페논 단독투여로 인한 EMT6 종양조직의 성장억제작용은 크지 않

은 것으로 생각된다. 세포를 배양하여 독소루비신 투여한 경우 세포독성이 나타났

으나, 본 실험에서 EMT6 세포로 유도한 종양조직의 성장에 대한 억제효과는 크지 

않은 것으로 나타났다. 그러나 폴리페논과 독소루비신 병합투여군은 증류수를 주

사한 대조군, 독소루비신 및 폴리페논 단독 투여 군에 비하여 6일 및 12일 후 종

양 크기가 현저히 작아서 독소루비신과 폴리페논 병합투여는 종양조직의 성장을 

억제하는 작용이 큰 것으로 나타났다. 또한 독소루비신(5mg/kg)과 퀘르세틴

(50mg/kg)을 3일 간격으로 복강에 주사하여 종양크기를 측정한 결과, 퀘르세틴 투

여군이나 독소루비신투여군은 6일후에 종양 크기가 증류수를 주사한 대조군 유의
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한 차이를 나타내지 않았고, 12일째에는 퀘르세틴 투여군이나 독소루비신투여군 

모두 증류수를 주사한 대조군에 비하여 유의하게 감소되었으며, 퀘르세틴 투여군

과 독소루비신투여군사이의 유의한 차이를 나타내지는 않아서 독소루비신이나 퀘

르세틴 단독투여로 인한 EMT6 종양조직의 성장억제작용은 크지 않은 것으로 생각

된다. 세포를 배양하여 독소루비신 투여한 경우 세포독성이 나타났으나, 본 실험

에서 EMT6 세포로 유도한 종양조직의 성장에 대한 억제효과는 크지 않은 것으로 

나타났다. 그러나 퀘르세틴과 독소루비신 병합투여군은 증류수를 주사한 대조군, 

독소루비신 및 퀘르세틴 단독 투여군에 비하여 6일 및 12일 후 종양 크기가 현저

히 작아서 독소루비신과 퀘르세틴 병합투여는 종양조직의 성장을 억제하는 작용이 

큰 것으로 나타났다. 이러한 실험결과로 폴리페논, 퀘르세틴 및 독소루비신을 단

독으로 투여한 경우에는 종양조직의 성장억제작용이 작지만, 독소루비신과 폴리페

논 또는 퀘르세틴을 병행 투여하면 종양의 성장억제 효과가 현저히 상승되므로, 

폴리페논이나 퀘르세틴이 독소루비신의 암조직 성장 억제에 대한 상승효과가 있는 

것으로 생각된다. 

  항암 화학요법제에 의한 암치료효과를 증가시키기 위하여 항암제의 투여량을 증

가시키거나, 여러 가지 화학요법제를 병합시키는 요법 등이 시도되고 있는데,5,6) 

이러한 방법은 항암제의 절대적인 사용량이 증가되어 그에 따른 부작용도 증가된

다. 따라서 항암 화학요법제의 양을 증가시키지 않고, 부작용을 최소화 하면서 항

암작용은 지속 시킬 수 있는 항암치료제나 치료 보조제(modulator)에 대한 개발이 

필요하다. 본 실험 결과로서 항암 화학 요법제의 주된 약물로 이용되고 있는 광범

위 항암제인 독소루비신과 폴리페놀을 병합 투여할 경우 항암제 단독투여 때 보다 

암세포의 독성이 증가됨을 알 수 있고, 또한 실험동물에서 유발된 고형암 실험에

서도 암조직의 성장을 억제하는 유사한 결과를 나타내어 향후 유방암 치료에서 독

소루비신 화학요법제로 선택할 경우 폴리페놀을 병용하면 화학요법제의 사용량을 

늘리지 않고도 치료 효과를 증대시킬 수 있을 것으로 기대된다. 폴리페놀의 이러

한 항암 화학요법제에 대한 항암작용 상승효과는 항암화학요법 보조제로서 이용 



- 16 -

될 수 있을 것으로 생각되며, 이러한 효과를 증명하기위해서는 연구과 임상실험이 

필요 할 것으로 사료된다. 
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V. 결     론

  본 실험은 폴리페논과 퀘르세틴이 항암화학요법제의 항암작용 증강제로서의 이

용가능성을 추정하기 위하여 항암 화학요법제인 독소루비신의 항암작용에 미치는 

영향을 생쥐 유방암세포와 이를 이용하여 유발된 암조직을 이용하여 관찰하였다.  

1. 생쥐유방암 세포(EMT6 cells)를 배양하여 독소루비신과 폴리페논을 투여하면   

독소루비신의 세포독성이 증가되었다.

2. 생쥐유방암 세포(EMT6 cells)를 배양하여 독소루비신과 퀘르세틴을 투여하면   

독소루비신의 세포독성이 증가되었다.

3. 생쥐유방암 세포(EMT6 cells)에 폴리페논이나 퀘르세틴 첨가로 인한 p53이나 

caspase-8 량 변화는 없었다. 

4. Balb/c 생쥐에 EMT6 세포를 주사하여 유발된 종양조직의 성장이 독소루비신과 

폴리페논 병합 투여로 현저히 감소되었다.  

5. Balb/c 생쥐에 EMT6 세포를 주사하여 유발된 종양조직의 성장이 독소루비신과 

퀘르세틴 병합 투여로 현저히 감소되었다.  

  이상의 결과 폴리페논과 퀘르세틴은 화학요법제인 독소루비신과 병합 투여할 경

우 독소루비신 단독투여시보다 유방암 세포에 대한  활성도 감소가 더 크고, 생쥐

유방암조직의 크기를 감소시키므로 폴리페논과 퀘르세틴은 화학요법제와 병행투여

하면 항암치료 효과가 증가될 것으로 생각된다. 따라서 폴리페놀은 항암 화학요법

제에 의한 암의 치료효과를 증강시킬 수 있는 보조제로서 이용 될 수 있을 것으로 

기대되며, 이러한 효과를 입증하기 위한 더 많은 연구가 있어야 할 것으로 사료된

다. 
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Fig.2. Effects of some polyphenols on the viability of mouse breast  

      cancer cells(EMT6 cells). EMT6 cells were treated with        

      polyphenon(0-500 μg/mL) and quercetine(0-500 μg/mL) for   

      24hours and cell viability examined  by MTT assay.
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Fig.3. Effects of doxorubicin on the viability of mice breast cancer  

      cells(EMT6 cells). Doxorubicin (0-60 μM) added to culture     

      medium for 24 hours and cell viability examined by MTT      

      assay.
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Fig.4. Microscopy of doxorubicin-treated EMT6 cells. Doxorubicin    

       (DOX: 0-50 μM) added to culture medium for 24 hours and  

       examined under inverted microscope.
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Fig.5. Effects of polyphenon on doxorobicin-induced cytotoxicity of  

      mice breast cancer cells(EMT6). The cells were treated with   

      doxorubicin(0-60 μM) and polyphenon (50 μg/mL) or          

      quercetin(50 μg/mL) for 24hours and cell viability examined    

      by MTT assay.
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Fig.6. Microscopy of doxorubicin and polyphenon-treated EMT6     

       cells. Doxorubicin(DOX: 20 μM) and polyphenon(50 μg/mL)   

       added to culture medium for 24 hours and examined under  

       inverted microscope.
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Fig.7. Microscopy of doxorubicin and quercetin-treated EMT6 cells.  

      Doxorubicin (DOX: 20 μM) and quercetin(50 μg/mL) added to  

      culture medium for 24 hours and examined under inverted     

      microscope.
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Fig.8. Effects of polyphenon and quercetin on the level of P53 in   

      EMT6 cells. Polyphenon(50 μg/mL) and quercetin(50 μg/mL)   

      added to culture medium for 24 hours and p53 levels were   

      examined by western blot. The level of p53 relative to actin   

      in vehicle, polyphenon and quercetin are representative of     

      polyphenon and quercetin, respectively. C: control,            

      P:polyphenon, Q:quercetin.
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Fig. 9. Effects of polyphenon and quercetin on caspase 8 levels in 

       EMT6 cells. Polyphenon(50 μg/mL) or quercetin (50 μg/mL)  

       added to culture medium for 24 hours and p53 levels were  

       examined by western blot. C: control, P:polyphenon,         

       Q:quercetin.
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Fig.10. Effects of polyphenon and doxorubicin on growth of breast  

        cancer of mice. Breast tumor(EMT6 cells) bearing mice     

        were treated with doxorubicin(DOX: 5mg/kg) and/or         

        polyphenon(P: 50mg/kg) by intra-peritoneal injection at      

        every 3 days for 3 times.
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Fig.11. Effects of doxorubicin and/or polyphenon on tumor volume  

       of mice. Breast tumor(EMT6 cells) bearing mice were        

       treated with doxorubicin(DOX: 5mg/kg) and/or polyphenon(50  

       mg/kg) by intra-peritoneal injection at every 3 days for 3    

       times. Tumors were measured by caliper weekly and tumor   

       volume calculated using the following formula ;

       Tumor volume(mm3) = [(width) 2 x length]/2.
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Fig.12. Effects of quercetin and doxorubicin on growth of breast    

        cancer of mice. Breast tumor(EMT6 cells) bearing mice     

        were treated with doxorubicin(DOX: 5mg/kg) and/or         

        quercetin(Q: 50mg/kg) by intra-peritoneal injection at every  

        3 days for 3 times.
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Fig.13. Effects of doxorubicin and/or quercetin on tumor volume of  

       mice. Breast tumor(EMT6 cells) bearing mice were treated    

       with doxorubicin(DOX: 5mg/kg) and/or quercetin(50mg/kg)    

       by intra-peritoneal injection at every 3 days for 3 times.   
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