
2013年 8月

碩師學位論文

Berberine에 의한 구강암

KB세포의 세포사멸 유도

朝鮮大學校 大學院

齒醫生命工學科

朴 眞 柱

[UCI]I804:24011-200000263901



Berberine에 의한 구강암

KB세포의 세포사멸 유도

Induction of apoptosis by berberine 

in KB human oral cancer cells

2013年 8月 23日

朝鮮大學校 大學院

齒醫生命工學科

朴 眞 柱



Berberine에 의한 구강암

KB세포의 세포사멸 유도

Induction of apoptosis by berberine 

in KB human oral cancer cells

指 敎授 金 秀 官

이 論文을 理學碩師學位신청 論文으로 제출함

2013年 4月

朝鮮大學校 大學院

齒醫生命工學科

朴 眞 柱



朴眞柱의 碩師學位論文을 認准함

委員長 朝鮮大學校 敎 授 金 徒慶 (인)

委 員 朝鮮大學校 敎 授 金 春成 (인)

委 員 朝鮮大學校 敎 授 金 秀官 (인)

2013年 5月

朝鮮大學校 大學院



i

목 차

ListofFigure··················································ⅲ

ListofAbbreviation·····································ⅳ

ABSTRACT·····················································ⅵ

Ⅰ.서론 ································································1

Ⅱ.실험 재료 방법 ·····································4

1.균주 시약·······························································4

2.세포의 배양·································································4

3.MTTassay·································································4

4.Morpholigicalalteraion ···········································5

5.Caspase-3activationassay········································7

6.Flow cytometricanalysis··········································7

7.Westernblotanalysis·················································8

8.Statistics·······································································9

Ⅲ.결과 ······························································10

1.MTTassay에 의한 Berberine이 구강암 KB세포

생존율에 미치는 향 ············································10

2.Berberine에 의한 구강암 KB세포 DNA분 화12

3.Berberine에 의한 Morphologicalchange···········14

4.Berberine에 의한 caspase의 활성화···················18

5.Berberine에 의한 세포사멸 기 분석···············20

Ⅳ.고찰 ······························································24

Ⅴ.결론 ······························································28



ii

Ⅵ.참고문헌 ······················································29



iii

ListofFigure

Figure1. ThemorphologyofCostidisRhizoma(A),driedrootsofC.

Rhizoma(B),andthechemicalstructureofberberinepurified

from C.Rhizoma(C)············································································3

Figure2. BerberineinducedthecellcytotoxicityonKB oralcancercell

specificasadosedependentmanner.············································11

Figure 3.The cleavage ofgenomic DNA in KB oralcancer cells

stimulatedwithBerberine.·······························································13

Figure4. BerberinedecreasedtheKBoralcancercellsnumber,changed

themorphology,andinducedthecelldeath.······························15

Figure5.Nucleuscondensation,signallywasobservedonKBoralcancer

cellsstimulatedwithberberine.························································17

Figure6.Activatedcaspase-3weresignificantlyobservedontheKBoral

cancercellsstimulatedwithberberine.··········································19

Figure7. Berberineactivatethecaspasedependantapoptoticpathwayin

KBoralcancercells.···········································································21

Figure8. BerberineincreasestheapoptoticpopulationofKBoralcancer

cells.·······································································································23

Figure 9.Mechanism ofinhibition oforalcancercells by berberine

throughcaspasedependentpathway.··············································26



iv

ListofAbbreviation

Ammonium Persulfate(APS)

Cyclooygenase-2(COX-2)

Dulbecco'sModifiedEagle'sMedium (DMEM)

Dulbecco'sPhosphate-BufferedSaline(D-PBS)

DimethylSulfoxide(DMSO)

4',6-Diamidino-2-Phenylindole(DAPI)

Endoscope-AssistedTransoralApproach(EATA)

Ethylene-Diamine-TetraaceticAcid(EDTA)

Fluorescence-ActivatedCellSorting(FACS)

FasanditsLigand(FasL)

FetalBovineSerum (FBS)

Fluoresceinisothiocyanate(FITC)

HumanNormalOralKeratinocyte(HNOK)

HorseradishPeroxidase-conjugated(HRP-conjugated)

Hematoxylin-Eosinstain(H&Estaining)

Inoxydable(iNOS)

Humanoralepidermoidcarcinomacancercellline(KB)

Lipopolysaccharide(LPS)

Minimum EssentialEagle'sMedium (MEM)

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide,A Yellow

Tetrazole(MTT)

Poly(ADP-ribose)polymerase(PARP)

Phosphatebuffersaline(PBS)

PhenylethanesulfonylfluorideorPhenylmethylsulfonylfluoride(PMSF)

Poly-AcrylamideGeleletrophoresis(PAGE)

Poly-VinylidineDiFluoride(PVDF)

TreatmentofSodium DodecylSulfate(SDS)

Tumornecrosisfactor-RelatedApoptosis-InducingLigand(TRAIL)

TumorNecrosisFactor-α (TNF-α)



v

Tetramethylethylenediamine(TEMED)

Tris[hydroxymethyl]AminomethanebufferSolution(TBS)

TrisAminomethanebufferSolution-Tween-20(TBS-TorTTBS)



vi

ABSTRACT

Induction of apoptosis by berberine in KB human oral 

cancer cells

Jin-JuPark

Advisor:Prof.Su-GwanKim,DDS,Ph.D.

DepartmentofDentalBiology

GraduatesSchoolofChosunUniversity

CostidisRhizomahasbeenusedasaseasoningvegetableforalong

time.It isalsoakindofnaturalphenollicoricecompoundswithmultiple

bio-activity including anti-inflammation,anti-microbial,anti-fungal,and

anti-cancer.Theanti-cancereffectofberberine,primarybiologicallyactive

substanceofCostidis Rhizoma,on KB human oralcancercells was

investigatedinthisstudy.

BerberineinhibitstheviabilityofKB oralcancercell,butithasno

effect on the primary normal human oral keratinocyte. Berberine

administeredtoKB oralcancercellsfor24hoursshowedthechromatin

condensation,thegenomicfragmentation on agarosegelelectrophoresis.

To analysethisprocess4',6-Diamidino-2-Phenylindole(DAPI)staining

andDNA fragmentationassaywereused.Inaddition,berberineinduces

the death of gradually increased the apoptotic cell. For this

Fluorescence-Activated cellSorting(FACS) analysis was used.These

experimentresultantanalysisdataclearlysuggestthatBerberineinduce

apoptosis in KB oralcancercellas an extrinsic apoptotic signaling

pathway,whichincludescaspasedependentFasL/Fas-singaling-mediated

deathreceptorpathway.

TheseresultssuggestthatBerberineinducethesuppression ofcell
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growthandapoptosisinKB humanoralcancercells.Therefore,itmay

havepotentialpropertiesforthediscoveryofananti-cancerdrug.
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Ⅰ.서론

구강암은 구강종양 악성종양을 일컫는 말로서 발생 치에 따라 구순

암,구강 암,구개암 등으로 구분한다(노석선,2003).과거에는 일반 으로

구강암은 고 연령층에서 호발 하는 경향을 보 으나,최근 들어 스트 스의

증가,서구화된 식습 ,흡연 음주의 증가로 인해 은 층의 구강암 환자

가 증가하고 있는 것으로 보고되었다(VecchiaCL.etal.,1997;Liesellyn

CD.etal.,2001;LiewellynCD.etal.,2004).구강암에 한 다양한 임상

치료방법들은 작,연하,발음 등의 기능 장애와 안면변형 등의 다양한 부

작용을 래함으로써 환자 삶의 질을 떨어뜨릴 수 있는 험성을 내포하고

있다(ChanduA.etal.,2005).따라서 최근 부작용을 최소화시킴으로써 환자

삶의 질을 유지할 수 있도록 정상세포에는 무해한 반면 암세포 특이 세포

사멸(Apoptosis)을 유도시키기 한 연구의 일환으로 다양한 약용식물의 생

리활성물질을 분리․정제하고 이들의 항암효능을 분석한 천연물 신약 개발에

한 연구가 활발히 진행되고 있다.

Apoptosis는 생명 상조 과 련된 과정 의 하나로써 세포 내에 미리

계획된 세포사멸 경로가 활성화됨으로써 개체의 항상성(Homeostasis)유지와

손상된 세포의 제거를 효율 으로 수행하는 자발 이고 능동 인 개체방어

기 이다(GeoffreyM Copper.2005).

구강 상피세포는 계속 으로 빠르게 세포교체가 일어나며 세포의 형태

기능을 유지하기 해서는 세포사멸이 필수 이라고 할 수 있다.그러나 이

러한 세포의 사멸이 하게 이루어지지 않을 경우 상피세포의 과증식으로

구강암이 발생하게 된다.그러므로 세포사멸을 하게 진하는 것이 암

발생과 진 을 억제하고 암을 치료할 수 있는 좋은 방법이라 할 수 있다(윤

상 ,2010).

Apoptosis와 련된 종양연구에서 가장 요한 은 apoptosis가 종양의

형성과 치료에 있어서 요한 역할을 할 수 있다는 것에 한 인식이다

(ElmoreS.etal.,2007;DebatinKM.etal.,2004;RamosS.etal.,2007

;HunterAM.etal.,2007;JohnstoneRW.etal.,2002;HerrI.etal.,

2001).실제로 항암제는 부분 목 세포들을 종양 세포의 apoptosis를 유도
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시킴으로서 유도 매개하는 것이 밝 져 있다(KaurmannSH.etal.,2000).따

라서 높은 종양세포 특이 사멸효능과 부작용을 최소화하여 안 을 증진시

킨 우수하고 새로운 항암제 개발에 심을 가지게 되었으며,최근 국내ㆍ외

항암제 신약 개발 연구는 섭취가 가능할 뿐만 아니라 다양한 생리활성을 포

함하고 있는 천연약용식물자원으로부터 안 성을 향상시킨 새로운 천연물 항

암제 신약을 개발하기 한 많은 연구가 시도되고 있다.최근 고사리(오인석,

2010) 천궁(Cnidium officinale)(이두식,2011)등을 비롯한 섭취가 가능한

여러 천연 약용 식물 자원들을 이용한 항암효능 기 분석 연구결과들은 천연

물들의 응용 가능성을 한층 더 높여주었고,보다 더 다양한 천연물을 상으

로 한 기 연구의 필요성을 인식시켜 주었다.뿐만 아니라 구강질환 세균에

한 한약재의 항균효과 구강 질환 유발 미생물에 한 항생작용을 갖는

천연물 추출물 검색에 해서도 많은 연구가 이루어지고 있다.

미나리아재비과(Ranunculaceae)에 속하는 다년생 목인 Costidis

Rhizoma(CoptisjaponicaMakino)의 뿌리를 채취하여 햇볕에 건조시킨 것을

황련이라고 한다.황련은 통 으로 건 ,진정,소염,항균 등의 효능이 있

어 소화불량, 염,장염,복통,구토,이질,심계,번열,정신불안,인후종통,

토 ,코피,하 화상 등에 복용되는 요한 한방약재의 하나로 매우 잘

알려져 있다.이러한 다양한 생리활성기능을 내포하고 있는 황련은 Alkaloid

계이며 특히, berberine을 주로 많이 포함하고 있으며 그 화학식은

C20H19NO55H2O이다(Fig.1).노란색 바늘 모양의 결정이며,녹는 은 145℃이

고, 에는 양주․명주․피 등의 염료로서 사용되었다.

최근 berberine은 항균작용,항염증,지 , 압강하 항암작용 등이 우

수하며, 추신경억제,신장염 치료효과 기 지 평활근 확장작용이 보고되

었다(Lee et al., 2003). Berberine의 항염증 효과에 한 연구로는

Lipopolysaccharide(LPS)를 복강 식세포에서 Inducible nitric oxide

synthase(iNOS),Cyclooygenase-2(COX-2) Tumor necrosis factor-α 

(TNF-α)의 생성 해(Leeetal.,2003),췌장세포의 세포사멸억제(Kim etal.,

2007),Keratinocytes에서 TNF-α 생성억제(Enketal.,2007) 기억장애 개

선효과(Wangetal.,2005)등이 보고되었다.본 연구의 목 에서는 구강암

KB세포에서 berberine에 의한 항암효능 이에 한 분자 기 을 분석하

는데 하 다.
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Fig.1.The morphology ofCostidis Rhizoma (A),dried roots ofC.

Rhizoma(B),andthechemicalstructureofberberinepurifiedfrom C.

Rhizoma(C).
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Ⅱ.실험 재료 방법

1.균주 시약

본 실험에 사용한 구강암 KB세포는 AmericanTissueCultureCollection

(ATCC, Manassas, VA, UAS)와 Human Normal Oral Keratinocyte

(HNOK)는 Science CellResearch Laboratories(ATCC,Manassas,VA,

USA)로부터 구입하여 사용하 다.

Berberine은 Sigma사(SigmaCo.,St.Louis,MO,USA)로부터 구입하여 사

용하 다.

2.세포 배양

구강암 KB 세포는 10% FBS(Gibco,GrandIsland,NY,USA),100U/mL

penicillin,100μg/mL streptomycin(GibcoBRL,GrandIsland,NY,USA)를

첨가한 MEM(Gibco,Grand Island,NY,USA)을 사용하 다.HNOK는

Dulbecco'sModified Eagle'smedium(DMEM,Gibco,Grand Island,NY,

USA)을 사용하여 배양하 다.

3.MTT assay

Berberine에 의한 세포성장 억제효과를 찰하기 하여 MTT assay를 시

행하 다.37℃의 성장배지 하에서 배양된 구강암 KB세포와 HNOK를 수집

하여 96well-plate에 각각 종하고,1x10
5
cells/well의 농도로 배양하 으며,

종 24시간 후 다양한 berberine의 농도 (0,0.01,0.1 1.0μg/mL)를 37℃,

5% CO2,가 유지되는 항온 항습기(Forma,USA)에서 20시간 동안 반응시켰

다.이후,berberine농도에 따른 세포성장 억제 효과를 분석하 다.

세포독성 분석은 구강암 KB 세포와 HNOK에 MTT Solution(SigmaCo.,

St.Louis,MO,USA)를 20μL씩 각각 첨가하여 37℃에서 4시간 처리한 후,
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MTT가 들어있는 배양액을 모두 제거하고 세포를 200μLDimethylSulfoxide

(DMSO,SigmaCo.,St.Louis,MO,USA)에 용해하여,ELISA microplate

reader(Bio-Tek Instruments Inc.,Wilnooski,VT)를 사용하여 흡 도를

570nm에서 측정하여 시행하 으며,독립 인 동일 실험을 3회 반복하여 수행

하 다.

4.Morphologicalalteration

1)DNAfragmentationassay

DNA 분 상을 조사하기 해 2x10
6
의 구강암 KB세포를 culturedish

에 배양 하 다.구강암 KB세포에 0,0.01,0.1 1.0μg/mL의 berberine을

24시간 처리한 그 다음 Lysis buffer(100mM NaCl, 10mM

Endoscope-Assisted TransoralApproach(EATA),300mM Tris - HCl,

200mM sucrose,0.5% SDS,0.5mg/mLproteinaseK,㏗ 7.5)500μL에 탁

하고 30분간 ice에서 반응하 다.이후,RNaseA 0.5mg/μL와 ProteinaseK

를 각각 0.5,0.2mg/μL넣고 반응시킨 뒤,동일 양의 phenol/chloroform /

isoamyl-alcohol을 첨가하여 원심분리를 통하여 상층액을 분리 다.그 다음,

동일한 양으로 iso-propanol을 넣고 -70℃에서 24시간 동안 incubating하

다.그 뒤 4℃에서 15분간 반응시켰다.그 후,원심분리하여 상층액을 제거하

고 pellet만 남도록 air-dry를 하고,TEbuffer30μL(1M Tris[pH 8.0]10mM,

0.5M EDTA(Sigma Co.,St.Louis,MO,USA,[pH 8.0])1mM,ddH2O

100mL)를 넣어 genomic DNA를 분리하 다.분리한 genomic DNA는

260nm의 장에서 DNA를 측정하고,Nanodrop을 이용하여 5μg,10μg으로

정량한 후 260nm 장의 Nanodrop을 이용하여 정량하 다.그 후,agarose

powder(SigmaCo.,St.Louis,MO,USA)를 이용하여 ethidium bromide가

포함된 1.2% agarosegel을 제작하여 50voltage에서 2시간 동안 기 동하

여 UV transilluminator(SpectronicsCorporationWestbury,NY,USA)하에

서 genomicDNA분 을 찰하 다.

2)Hematoxylin-Eosinstain(H&Estaining)

Berberine에 의한 구강암 KB세포의 형태 변화 apoptoticbody의 형
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성을 분석하기 하여 H&E staining을 수행하 다.1x10
5
cells/mL의 구강암

KB 세포를 Chamberslide(ThermoScientificInc.,NY,USA,154534)에 0,

0.01,0.1 1.0μg/mL농도의 berberine을 처리한 후,4% paraformaldehyde

용액으로 세포 고정(Cellfixation)을 수행하 다.세포 고정 후 멸균수로 2-3

회 고정된 세포표면을 세척 시킨 후,Mayer'sHematoxylinSolution(Sigma

Co.,St.Louis,MO,USA)에 5분간 침 하여 고정된 세포의 핵을 염색시킨

후 흐르는 물로 과 반응된 Hematoxylin을 제거하 다.세척된 Slide를

Aqueous'sEosinYsolution(SigmaCo.,St.Louis,MO,USA)에 1분간 반응

시킨 후 흐르는 물에 3-4분간 세척하여 과 반응된 Eosin을 제거하 으며,

Xylene에 침 하여 탈수시킨 후 mountingsolution을 처리한 후 coverglass

로 입하 다.이후 Invertedfluoroscopicmicroscope(EclipseTE200;Nikon

Instruments,Melville,NY,USA)을 이용하여 100X배율에서 찰하 다.

3)DAPIstaining

DNA의 핵과 chromatin을 염색하여 morphology를 확인하거나 세포 핵으

로의 permeability를 lightintensity를 기 으로 비교하기 하여 DAPI

staining을 시행하 다.Apoptosis가 일어나면 cellnucleus의 morphology와

permeability가 변화하는데 DAPIstaining을 통해 이러한 변화들을 비교함으

로써 normalcell과 apoptoticcell을 구분해낼 수 있게 된다.

DAPIstainingkit(basedonCellApoptosisDAPIDetectionKitfromⓒ

GenScriptCorporation)를 사용하 는데,DNA에만 특이 으로 반응하는 형

염색시약은 DAPI(SigmaCo.,St.Louis,MO,USA,D-8417)을 사용하 다.

DAPI의 염색성을 향상시키기 해 TritonX-100(SigmaCo.,St.Louis,

MO,USA)을 사용하 다.Workingsolution은 0.1,1.0,1.5 2.0%의 Triton

X-100용액 1mL에 DAPIstocksolution1μL를 혼합하여 사용하 고,DAPI

염색과정과 동일한 과정을 거쳐 검경하 다.

형 염색에는 berberine1μg/mL을 24시간 동안 처리한 구강암 KB세포에

사용하 으며 4% paraformaldehyde에서 30분간 고정한 후 70% ethanol에 옮

겨 4℃에서 보 하 다.고정한 후,슬라이드 라이스에 올려놓고,DAPI

workingsolution을 20μL를 떨어뜨렸다.슬라이드 라스에 남아있는 잔여 세

포 조직들을 제거하고 다시 20μL의 DAPIworkingsolution을 첨가하여 잘
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섞은 다음 humiditychamber에서 암상태로 5분간 반응 시켰다.

5.Caspaseactivationassay

구강암 KB세포에 세포사멸 유도의 분자유 학기 을 규명하기 해 내인

성과 외인성 세포사멸 경로의 하방에서 신호 달의 필수 인 역할을 하는

caspase-3의 발 정도를 확인 하 다.Berberine(0,0.1, 1.0μg/mL)을 24시

간 동안 처리하고 세포침투성 형 기질인 PhiPhiLux-G1G2(OncoImmunin,

Inc.Gaithersburg,MD,USA)을 한 시간 동안 반응 시켰다.처리된 세포를 3

회 PBS(Gibco,GrandIsland,NY,USA)로 세척 시킨 후,filterpaper에 압착

Mounting시킨 후,UV 필터(주 장 365nm)하에서 Invertedfluorosocopic

microscope(EclipseTE200;NikonInstruments,Melville,NY,USA)을 이용

하 다.

6.Flow cytometricanalysis

FITC와 공유 결합된 annexinV(이하 annexinV-FITC,Cat.No.556420),

Propidium Iodide(50μg/mLinPBS,㏗ 7.4,Cat.No.556463)과 10X binding

buffer(Cat.No.556454)들을 Pharmingen사로부터 구입하 으며,각각은 사용

시까지 4℃에 보 하 다.Berberin을 1.0μg/ml의 농도로 처리한 KB세포를

회수하여 세포수를 산정한 구강암 KB 세포를 찬 PBS(Gibco,GrandIsland,

NY,USA)로 2회 세척한 후 1x106cells/mL의 농도로 1Xbindingbuffer에 재

부유 시켰다.이 세포 부유액으로부터 100μL(1x105세포)를 시험 에 나 어

가하 다.

시험 에 5μL의 annexinV-FITC를 가하고 세포들을 잘 섞은 후 15분 동

안 실온에서 배양하 다.다음에 1mL의 1X bingdingbuffer로 한 번 세척하

다.상청액을 버리고 각각의 세포 침 물에 100μL의 1X bindingbuffer를

먼 가한 다음 이어서 10μL의 PI 장 용액을 가한 후 빛을 차단하고 실온

에서 15분 동안 배양하 다.배양을 완료한 후에는 400μL의 1X binding

buffer를 각 tube에 가하여 한 시간 내에 flow cytometry로 분석하 다.

Flow cytometry의 설정을 한 조군 표본의 비를 해서 100μ
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L(1x10
5
cells)의 세포 부유액을 3개의 시험 에 가하고 첫 번째 시험 에는

annexinV-FITC나 PI를 모두 가하지 않았으며,두 번째 시험 에는 annexin

V-FITC만 가하고 세 번째 시험 에는 PI만을 가하 다.

염색한 세포들의 분석에는 488nm의 이 가 장착된 표 FACScanflow

cytometer(Becton Dickinson,Mountain View,CA)를 이용하 고,Flow

cytometer에 설치된 CellQuest program(Becton Dickinson)을 사용하여

1x10
4
개의 세포로부터 자료들을 획득하 고, 복 세포들을 FL3A와 FL3W의

도수분포도(Histogram)상에서 제외하 다.얻어진 모든 결과들은 WinList4.0

과 ModifitLT 3.0softwareprogram(VeritySoftwareHouse,Topsharm,

ME)으로 분석하 다.모든 실험은 3회 반복 실시하 다.

7.Westernblotanalysis

Berberine에 의한 세포성장 억제기 을 확인하기 해 westernblot을 시행

하 다.5X10
6
구강암 KB세포를 Culturedish에 배양 후 berberine을 0,0.1,

1.0μg/mL농도로 처리하여 24시간 반응 후,DPBS로 2회 세척하여 세포

를 회수하 다.그리고 RIPA buffer를 이용하여 얼음에서 1시간 동안 반응시

켜 세포를 깨고,원심분리하여 pellet과 상등액에서 분리한 후, BCA Protein

AssayKit(ThermoscientificInc.,NY,USA)을 이용하여 1시간 동안 37℃

incubator에서 반응시켰다. 이후 ELISA microplate reader(Bio-Tek

InstrumentsInc.,Wilnooski,VT)를 사용하여 562nm의 흡 도의 값을 기

로하여 BSA standardcurve를 작성 후 이에 따라 시료의 단백질농도 정량하

다.Western-blotting을 해 40μg 단백질을 12% SDS-PAGE gel에

PowerPAC300(BIO-RAD)을 사용하여 120voltage에서 2시간 동안 기 동

시킨 후 methanol에 10분간 처리된 PVDFmembrane(Millipore,Bedford,

MA) transferbuffer(25mM Tris,192mM Glycine,10% Methanol)를 사

용하여 protein transfer를 수행하 다.Protein transfer가 완료된 PVDF

membrane은 비 특이 항체의 결합을 억제시키기 하여blockingsolution에

2시간 동안 상온에서 반응 하 다.이후 각각의 1차 항체로 housekeeping

gene인 GAPDH, anti-cleaved caspase-3, anti-Cleaved caspase-8,

anti-cleaved capsase-9,PARP,Anti-TRAIL, Anti-Bcl-2,Anti-Bax,



- 9 -

Anti-BAD antibody(CellSignalingTechnology,Beverly,MA)를 Blocking

solution에 1:1,000비율로 희석한 후 4℃ 조건하에 24시간 동안 반응 하 다.

이후 TBS-T를 이용하여 15분 간격으로 3회 세척하 다.이후 Blocking

solution에 1:2,000 비율로 희석한 2차 항체 Horseradish Peroxidase -

conjugated(HRP-conjugated)anti-rabbit 는 HRP-conjugatedanti-mouse

antibody(Amersham Biociences,UK)를 1시간 동안 상온에서 반응 시킨 후,

TBS-T를 이용하여 15분 간격으로 3회 세척하 다.ECL Kit(Amersham

LifeSciences,Arling Heights,IL,USA)을 이용하여 발색을 유도시킨 후

X-rayfilm(Amersham Hyperfilm
™
ECL,GE HealthcareLimited,UK)에 감

하여 단백질 발 양을 분석하 다.

8.Statistics

각각의 실험들은 3회 반복 이상으로 실험하 으며,실험결과는 평균값 ±표

편차로 계산하여 측정하 으며, 조군 간의 유의성은 Onewayanalysis

ofvarienced(ANOVA)로 검정한 후,Newman-Kleulttest로 검정하 다.모

든 자료는 SPSS,PC WINDOWS(Version10.0,Samsung,Therepulicof

Korea,Seoul)을 이용하여 실험결과를 분석 처리하 다.p〈 0.05이하인 경

우에 실험결과가 통계 으로 유의한 것으로 정하 다.
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Ⅲ.결과

1.MTT assay에 의한 Berberine이 구강암 KB 세포

생존율에 미치는 향

Berberine에 의한 세포 증식 억제능을 알아보기 하여 구강암 KB 세포

와 HNOK에 농도별로 24시간 동안 처리한 후,MTTassay를 수행하 다.

Berberine은 0,0.01,0.1 1.0μg/mL의 농도로 24시간 동안 구강암 KB세

포와 HNOK에 처리한 후 MTT assay를 수행하 다.Fig.2의 결과를 보면,

HNOK에서는 berberine을 처리하 을 때,모든 농도에서 세포 독성 효과를

나타내지 않았음을 알 수 있었다. 한,구강암 KB 세포에서는 berberine을

처리하지 않은 조군에 비교하 을 때 0.01μg/mL의 berberine을 처리한 세

포는 향을 미치지 못하 으며,0.1 1.0μg/mL의 추출물을 처리한 세포는

각각 33%,50%의 세포 억제능을 확인할 수 있었다.이 결과는 구강암 KB

세포가 berberine의 농도 의존 으로 세포성장 억제 능을 보여 을 확인할

수 있었다.특히,berberine이 1.0μg/mL의 농도일 때, 조군에 비하여 생존

세포수율이 50%에 가까운 항암효과를 보 다.



- 11 -

Fig.2.Berberineinduced thecellcytotoxicity on KB oralcancer

cellspecificasadosedependentmanner.Cellswerestimulatedwith

berberineatdifferentconcentrationsfor24hrsand% viablecellswere

calculatedusingMTTassay.
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2.Berberine에 의한 구강암 KB세포 DNA 분 화

Berberine에 의한 구강암 KB세포의 증식억제가 apoptosis에 의해서 나타

나는 것임을 확인하기 해 세포사멸의 표 인 상인 DNA의 분 화를

보고자 구강암 KB세포에 0,0.01,0.1 1.0μg/mL의 berberine을 시간동안

처리 하여 핵 내․외 DNA를 추출하여 기 동을 통하여 Fig.3에서 보는

바와 같이 확인할 수 있었다.그 결과 berberine을 처리한 세포에서 DNA의

분 화 상이 나타남을 확인하 으며 이는 apoptosis에 의해 세포사멸이 유

도됨으로써 구강암 KB세포의 성장을 억제함을 확인 하 다(Fig.3).
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Fig.3.The cleavage ofgenomic DNA in KB oralcancercells

stimulated with berberine.Cells were stimulated with berberine at

differenconcentrationfor24hrs.Andthen,genomicDNA wereisolated,

Quantificationtheelectronicporosison1.2% agarosegel.Afterthattime,

genomicDNA WEREobservedusingaUVtransilluminator.
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3.Berberine에 의한 Morphologicalchange

1)Hematoxylin-Eosinstain(H&Estaining)

Berberine추출물의 처리에 따른 구강암 KB 세포의 처리 농도 의존 인

증식억제와 연 된 암 세포의 체 인 형태 변화를 알아보기 하여

berberine을 각 농도별로 처리하여 24시간 동안 배양한 후 학 미경을 이

용하여 찰하 다(Fig.4).
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Fig.4.Berberine decreased the KB oralcancer cells number,

changedthemorphology,andinducedthecelldeath.AfterCellswere

stimulated with berberinefor24hrsthey wereimmediately fixed with

pre-chilled4% paraformaldehydeandthenperformedtheH&Estaining.
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Fig.4에서 보는 바와 같이 berberine의 농도가 증가함에 따라 세포의 분열

증식은 차 으로 감소하 으며 세포 사멸을 증가하 다.

Berberine에 노출된 세포들의 형태학 특징을 학 미경 하에서 찰한

결과 세포 사멸에 의한 세포막 외부 용기의 돌출과 응축 상을 볼 수 있었

다.이러한 세포 증식 억제 상을 berberine이 구강암 KB세포의 성장과 분

열증식을 억제시키는 증거라고 보인다. 한 조군 세포와 같은 수로 분주

하여 배양한 세포임에도 불구하고 berberine을 처리한 세포의 도는 의존

으로 하게 감소하 다.따라서 구강암 KB 세포의 berberine농도의존

인 형태 변화와 도의 감소를 berberine처리에 따른 생존율 감소와 성장

억제와 부합되는 결과 다.

2)Nucleuscondensation

Berberine처리에 따른 구강암 KB 세포의 성장 억제와 형태 변형이

apoptosis유발과 상 성이 있는 지 조사하기 하여 0,0.1, 1.0μg/mL의

berberine을 처리한 배지에서 24시간 동안 배양한 구강암 KB세포를 상으

로 DAPIstaining을 통해 핵의 형태학 변화를 조사하 다.

그 결과,Fig.4에서처럼 각 농도별 apoptoticbody와 KBoralcancercell

수치를 비교하여 그 비율을 비교한 결과,control의 totalcellNo.를 100%로

기 으로 하 을 때,농도가 진해질수록 apoptotic body의 차지 비율은

control에 비하여 그 비율이 증가하 다.그리고 각 농도별 apoptoticbody의

차지비율을 계산하여 본 결과,control은 10.9%,0.01μg/mL은 22.4%,0.01μ

g/mL은 60.0%,0.1μg/mL은 90.7%로 apoptoticbody의 dose가 증가함을

알 수 있었다.

그리고 berberine이 처리된 구강암 KB세포는 조군 세포에서는 찰할 수

없는 apoptosis유발 특이 인 핵 내 DNA 단편화에 의한 apoptoticbody가

나타났다(Fig.5).
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Fig.5.Nucleuscondensation,signallywasobservedonKB oralcan

cercellsstimulatedwithberberine.BerberineinducestheapoptoticKB

oralcancercellswereincresedbyBerberineconcertration.
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한 berberine의 농도 의존 으로 구강암 KB 세포의 도는 감소하 으

며,apoptoticbody의 출 빈도가 크게 증가하 다.이것은 Fig.2에 나타난

생존율의 하 상과 한 연 이 있다.

4.Berberine에 의한 caspase의 활성화

 구강암 KB 세포에서 berberine에 의한 apoptosis의 표 인 신호 달

factor인 caspase-3의 activity를 촬 하 다. 이러한 berberine에 의한

caspase-3의 기질인 Phiphilux G1G2를 이용하 다.0,0.1 1.0μg/mL의

berberine을 동일한 방법으로 24시간 동안 처리한 후,PhiphiluxG1G2를 세포

에 첨가하여 Inverted fluorosocopic microscope(Eclipse TE200; Nikon

Instruments,Melville,NY,USA)으로 찰한 결과 berberine을 처리하지 않

은 조군과 비교하 을 때 세포의 형태가 변하 으며,berberine처리에 의

한 caspase의 활성화로 첨가된 기질이 형 을 뚜렷하게 나타냄을 확인 할 수

있었다(Fig.6).
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Fig.6.Activatedcaspase-3weresignificantlyobservedontheKB

oralcancer cells stimulated with berberine.Berberine induces the

apoptoticKBoralcancercellswereincresedbyBerberineconcertration.
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조군에서는 caspase의 활성이 나타나지 않음을 확인하 다.

5.Berberine에 의한 세포사멸 기 분석

구강암 KB세포에서 berberine이 구강암 KB세포의 성장억제를 일으키는

기 을 규명하기 해 내인성과 외인성 세포사멸 경로의 하방에서 신호 달

의 필수 인 역할을 하는 caspase-3,-8, -9의 변화를 확인하 다.

먼 조사된 TRAIL은 DeathLigand로 이에 상응하는 receptor에 반응함

으로써 caspase의 활성과 연 되어 단편화가 일어나는 것을 알 수 있다.

caspase는 세포의 apoptosis유발에 핵심 인 역할을 하는 인자로서 세포

내의 핵과 mitochondria의 외막에 불활성 상태로 존재하다가 apoptosis를 유

도하는 자극에 의해 활성화 된다.Berberine을 다양한 농도(0,0.1 1.0μ

g/mL)로 처리한 구강암 KB 세포에서 여러 인자들의 발생 정도를 측정하기

하여 1차 항체 housekeepinggene인 GAPDH,anti-cleaved caspase-3,

anti-Cleaved caspase-8, anti-cleaved capsase-8, PARP, Anti-TRAIL,

Anti-Bcl-2,Anti-Bax,Anti-BAD antibody(Cell Signaling Technology,

Beverly, MA)과 2차 항체 HRP-conjugated anti-rabbit 는

HRP-conjugatedanti-mouseantibody(Amersham Biociences,UK)를 이용하

으며,실험의 정확성을 알아보기 하여 housekeepinggene인 GAPDH

일차 항체를 사용하 다.특히 PARP는 일반 으로 세포자멸사가 유도될 때

에는 핵 내에서 활성화된 PARP에 의하여 매개되어지며,이러한 PARP의 활

성화는 DNA 분 과 chromosomecondensation을 유도하면서,세포사멸을 일

으키는 것으로 알려져 있다.PARP의 활성화에 여하는 상 단백질은 주로

caspase로서,Fig.7의 결과에서 보여주듯이 활성화된 caspase-8,-9, -3

의 활성이 농도 의존 으로 증가되는 것을 확인하 다.이와 연 된 caspase

의 활성으로 인해 단백질이 부분 으로 잘리는 단백질 분해가 일어나게 되어

단편화가 berberine농도 의존 으로 일어난다.
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Fig.7.Berberineactivatethecaspasedependantapoptoticpathway

in KB oralcancer cells.Western blotanalysis ofTRAIL,Cleaved

Caspase-8,-9,-3,PARP,housekeepinggeneGAPDH,Bcl-2,Bax,BAD

inKBoralcancercells.Thediagram demonstratesallthepossiblegenes

alteredbyberberineinKBoralcancercells.Thecellsweretreatedwith

0,0.1,1.0μg/mLofberberine.
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한 apoptosis 상을 유발하는 표 인 유 자인 Bcl-2family에 속하는

유 자 Bcl-2는 apoptosis유발을 억제하는 anti-apoptotic분자이며,Bax

는 apoptosis유발을 진하는 pro-apoptotic분자이다.

Bax와 Bcl-2는 dimer를 이루고 있는 Bax의 발 이 증가하고 Bcl-2의 발

이 감소하면 apoptsis가 유발될 수 있는 것으로 알려져 있다.Fig.7의 결과

와 같이 Bad의 발 이 증가하면서 Bcl-2단백질의 발 이 berberine의 처리

농도 의존 으로 확연히 감소되었고,Bax단백질의 발 은 berberine의 처리

농도 의존 으로 증가하 다.

그 결과,Fig.8과 같이 berberine을 1.0μg/mL의 농도로 12시간 처리한 것

에 비하여 24시간 처리한 KB세포에서 더 많은 apoptosis를 찰할 수 있었으

며,이는 berberine이 시간 의존 으로 KB세포에 작용하 다는 것을 확인할

수 있었다.
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Fig.8.Berberine increases the apoptotic population ofKB oral

cancercells.To identify the berberine-induced KB oralcancercells

apoptosis,FACSanalysiswereperformedbyAnnexin-V andPIstaining.

KB oralcancercellswereculturedincompletemedium for24hrs,and

stimulatedwith1.0μg/mLberberine(IC50concentration)for 12and24hrs.

Afterstimulation,thecellswereanalyzedbyflow cytometry.
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Ⅳ.고찰

세포자멸사는 외부의 자극이나,내 인 변화에 의해서 원래 계획되어 있던

세포사멸의 경로가 활성화되어 그 세포가 자발 으로 죽음으로써 개체의 항

상성 유지와 손상된 세포의 제거를 효율 으로 수행하는 자발 이고 능동

인 죽음의 기 이다(GeofferyM Cooper,2000).세포자별사가 여러 가지 원

인에 의해 통제되지 못할 경우,cancer,auto-immunelymphoproliferative

syndrome,AIDS,ischemia와 Parkinson's disease,Alzheimer's disease,

Huntington'sdisease등과 같은 neurodegenerativedisease,심 질환,당

뇨 등을 유발하기도 한다.

구강암을 치료할 때 각 암세포의 항암제에 한 감수성이 각기 다르다는

것을 생각하면 항암활성이 보고된 천연식물의 추출물에 하여 구강암에

한 항암효과를 검토하는 것이 의미 있는 일이라 할 수 있을 것이다.

우리나라에서 오랜 기간 동안 식용으로 사용되어 오면서 심각한 부작용을

나타내지 않는 통의 천연식물 가운데 여러 효능을 가진 berberine을 선정

하 는데,황련(CostidisRhizoma,CoptisjaponicaMakino)은 미나리아재비

과(Ranunculaceae)에 속하는 다년생 목으로서 berberine에 내재하는 기능성

물질들,특히 항염증효과에 해 연구자들의 심이 한층 더 높아졌다.본 연

구에서는 주변에서 흔히 구할 수 있는 berberine을 이용하여 구강암 KB세포

의 세포증식 억제 세포사멸에 의한 분자 기 에 해 연구 하 다.

시료의 세포 생존율 측정을 한 방법으로 MTT assay를 시행하 다.그

결과 Fig.2와 같이 berberine의 구강암 KB세포에 한 항암활성은 24시간

동안의 berberine에서 처리한 세포 생존율 측정 결과,0.01μg/mL농도에서는

27%,0.1μg/mL농도에서는 33%,1.0μg/mL농도에서는 50%의 세포 활성도

를 보여 효과가 있음을 확인하 다. 이 같은 결과는 향후 invivo에서의 실

험을 통하여 invivo에 한 항암활성을 연구할 필요가 있다고 생각된다.그

러나 구강암 세포주 뿐만 아니라 여러 암 세포주에 한 실험도 지속 으로

진행되어야 할 것이다.

한,berberine의 구강암 KB세포 증식 억제 효과가 apoptosis유도 작용

에 의한 것인지 알아보기 해 우선 DNA 분 을 확인해 보았다(Fig.3).
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DNA 분 상은 세포사멸의 표 상으로 Ca
2+
의존성 endonuclease가

활성화되어 chromatin의 linkerDNA가 단되어 nucleosomalDNA 분 을

이루게 된다.이러한 상을 agarosegel에서 ladder형태로 찰할 수 있다

(ZimmermannKCetal.,2001;Hyunetal.,2008).Berberine을 0,0.01,0.1

1.0μg농도로 구강암 KB세포에 24시간 동안 처리하여 DNA ladder를 확

인한 결과,Fig.3에서와 같이 berberine농도 0.01,0.1 1.0μg/mL모두에서

뚜렷한 DNAladder를 찰 할 수 있었다.

Berberine추출물의 처리에 따른 구강암 KB 세포의 처리 농도 의존 인

증식억제와 연 된 암 세포의 체 인 형태 변화를 알아본 결과,Fig.4와

같이 berberine의 농도가 증가함에 따라 세포의 분열 증식은 차 으로 감

소하 으며 세포 사멸을 증가하 다.그리고 berberine이 처리된 구강암 KB

세포는 조군 세포에서는 찰할 수 없는 apoptosis유발 특이 인 핵 내

DNA단편화에 의한 apoptoticbody를 찰할 수 있었다(Fig.5).

그리고 PhiphiluxG1G2를 이용하여 apoptosis의 표 인 신호 달 factor

인 caspase-3의 activity를 찰한 결과,berberine을 처리하지 않은 조군과

비교하 을 때 세포의 형태가 변하 으며,berberine처리에 의한 caspase의

활성화로 첨가된 기질이 형 을 뚜렷하게 나타냄을 확인 할 수 있었다. 조

군에서는 caspase의 활성이 나타나지 않음을 확인하 다(Fig.6).

한 결과를 통해서 berberine의 구강암 KB 세포 증식 억제가 형 인

apoptosis의 세포사멸에 의한 결과임을 확인하 다.이러한 apoptosis의 분자

유 학 기 을 확인하기 해 Westernblotting을 하여 caspase-8,-9,

-3의 활성이 농도 의존 으로 증가되는 것을 확인하 다.Fig.7의 결과와 같

이 Bad의 발 이 증가하면서 Bcl-2단백질의 발 이 berberine의 처리 농도

의존 으로 확연히 감소되었고,Bax단백질의 발 은 berberine의 처리 농도

의존 으로 증가하 다.이와 같은 결과로 berberine을 구강암 KB세포에 처

리하면 apoptosis의 특징 인 경로에 의해 세포의 증식억제 세포사멸 과정

을 유도하는 것으로 생각되었다(Fig.9).
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Fig.9.Mechanism ofinhibition oforalcancercellsby berberine

throughcaspasedependentpathway.
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결론 으로,이 연구에서는 기존의 알려진 항암제보다 안 하고 뛰어난 항

암 물질을 개발하고자 berberine의 효능을 구강암 KB세포에 용하여 연구

하 다.그 결과 구강암 KB 세포에 berberine1.0μg/mL농도로 처리하게 되

면 세포의 증식을 빠른 시간 내에 억제시킬 수 있을 뿐 아니라 apoptosis라는

세포사멸을 유도해 효과 인 항암 후보물질이 될 수 있으며,구강암에 특이

인 항암제로서 개발에 도움이 될 수 있을 것으로 생각된다.
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Ⅴ.결론

황련(CostidisRhizoma,CoptisjaponicaMakino)은 주로 한국에서 항균

제,항염증치료에 많이 사용되어지고 있다.본 연구에서는 berberine을 이용하

여 구강암 성장에 미치는 향을 조사하고 그 기 을 밝히기 해 연구를 수

행하 다.

1.HNOK에서는 berberine을 처리하 을 때,모든 농도에서 세포 독성 효과

를 나타내지 않음을 확인하 다.

2.구강암 KB세포에 0.01,0.1 1.0μg/mL의 berberine을 처리하 을 때 각

각 27%,33%,50%의 세포 수 감소,apoptoticbody의 형성,morphological

변화 등을 확인하 다.

3.특히,berberine이 1.0μg/mL의 농도일 때, 조군에 비하여 생존 세포수율

이 50%로 나타남에 따라 berberine이 IC50임을 확인하 다.

4. Berberine을 처리한 구강암 KB 세포에서 Nucleus condensation와

caspase-3의 activation의 apoptosis의 특이 인 표 상을 찰하 다.

5.Berberine의 농도가 증가할수록 구강암 KB세포의 apoptoticpopulation이

증가되면서 더불어 deathligand로 보여지는 TRAIL이 증가하는 것을 볼 수

있었다.

6.구강암 KB세포에서 TRAIL이 증가될수록 intrinsic과 extrinsicapoptosis

pathway에 berberine의 activate가 발 되었다.

본 연구의 결과를 종합해 보면,berberine은 구강암 KB세포에 한 항암

작용이 높아 구강암을 방하거나 치료할 목 으로 이용될 가치가 높은 것으

로 사료되었다.
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