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불가사리 단백추출물이 Cytochrome P450 1A1과 Ornithine 
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Abstract The effect of protein extract from Asterina pectinifera on proliferation of human 
breast cancer cells and activities of cytochrome P450 1A1 and ornithine decarboxylase was tested. 
Protein extract from Asterina pectinifera inhibited the growth of both estrogen-dependent MCF-7 
and estrogen-independent MDA-MB-231 human breast cancer cells. Cytochrome P450 1A1 activ-
ity was significantly inhibited by the protein extract from Asterina pectinifera at concentrations 
of 80 (p<0.05), 120 (p<0.01) and 160 ㎍/㎖ (p<0.01). The extract inhibited induction of orni-
thine decarboxylase by 12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate, a key enzyme of polyamine bio-
synthesis, which is enhanced in breast tumor promotion. Therefore, Asterina pectinifera is worth 
further investigation with respect to breast cancer chemoprevention or therapy.
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chemoprevention 

서 론

암예방(chemoprevention)이란 발암과정의 초기단

계에서 암발생 (carcinogenesis)을 억제시키며, 암으

로 진행된 것을 전환시키는 것을 의미한다[13]. 최근 

선진각국에서는 암연구를 암의 치료보다는 예방쪽

으로 비중을 두고 있으며, 암예방 효과와 관련된 물

질 탐색에 많은 노력을 기울이고 있다[1]. 특히 유방

암은 전 세계적으로 매년 약 100만명의 새로운 환자

가 발생하며, 서구 여러나라에서 가장 빈번한 여성 

사망의 원인질환 중 하나이다. 우리나라도 식생활 

및 생활양식의 서구화, 출산율 및 모유수유 감소, 조
기발견하는 환자수 증가 등으로 유방암 환자가 수년

동안 지속적으로 증가하고 있어 여성암 중 유방암이 

차지하는 비율이 14%로 위암 다음으로 두 번째로 

흔한 암이 되었다. 유방암 유발의 위험요인은 가족 

중의 유방암에 대한 병력, 초경과 폐경의 나이, 첫임

신의 나이등이 있지만 이러한 위험요인은 유방암환

자의 약 25% 정도에서만 나타나므로[10]. 유방암 발

병기전을 연구하여 새로운 위험요인을 증명하는 것

이 유방암 예방과 검정에 매우 중요하다. 
발암물질 대사효소는 발암물질이나 성호르몬의 

활성에 관여한다. 그러므로 각개인의 발암물질 대사

의 차이는 간이나 표적조직(target tissue)에서의 대사

효소의 활성도와 관계가 있으며 이러한 차이에 의해 

유방암 발병의 감수성에도 차이가 있다. 특히 외부

의 발암물질은 cytochrome P450 (CYP) 효소에 의해 

대사되어 전자친화적물질 (electrophilic product), epox-
ides 또는 매우 독성이 강한 물질이 된다. 사람의 유선

상피세포에서 cytochrome P450 1A1, 2B6와 2E1의 활

성이 검정되었으므로[2]. cytochrome P450 효소의 활

성 억제효과는 곧 유방암예방의 효과를 의미한다. 
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Polyamine (putrescine, spermidine과 spermine)은 종

양형성시 비정상적으로 생합성되며 발암과정에 밀

접한 관계가 있다. Polyamine 생합성과정에서 중요

한 효소는 putrescine의 생성에 관여하는 ornithine de-
carboxylase(ODC)이며 정상세포와 종양세포의 증식

에 필수적이다. 또한 ODC의 유도는 암촉진단계 

(promotion)에도 중요한 기능을 담당하고 있어 생쥐

의 여러 조직을 이용한 암촉진 실험에서 ODC활성 

유도와 발암물질의 암촉진 능력간의 밀접한 관계가 

보고되었다[7]. 특히 유선조직에서 estradiol이나 

peptide growth factor (insuline like growth factor와 epi-
dermal growth factor)에 의하여 ODC 활성이 증가되

고, 세포외에서의 polyamine 이동에 의하여 세포내 

polyamine의 증가가 관찰되었다[5]. 
해양생물에는 항암, 항바이러스, 항균과 신경조절

물질등이 포함되어 있으며 특히 많은 종류의 항암물

질이 분리되었고 그 중 전임상과 임상시험 중인 물

질도 있다. 별불가사리(Asterina pectinifera)도 항암

[14,17]과 암예방효과[15]가 증명되었으며 본 논문에

서는 별불가사리 단백추출물이 estrogen-의존성의 

유방암세포(MCF-7)와 estrogen-비의존성 유방암세

포(MDA-MB-231)의 증식에 미치는 영향, CYP 1A1 
및 ODC 활성에 미치는 영향을 측정하여 별불가사

리의 유방암 유발 억제효능을 측정하고자 한다.  

재료 및 방법

시료제조

별불가사리는 포항 앞바다에서 채집하여 물로 깨

끗이 씻어 -20℃에 보관하였다. 별불가사리 단백추

출물은 Kishimura 와 Hayashi[6]의 방법에 의하여 준

비하였다. 즉, 별불가사리(500 g)는 작은 조각으로 

잘라서 4℃에서 3차 증류수로 추출하여 10,000 × g에
서 30분간 원심분리하였다. 원심분리후 상층액은 

0～40% ammonium sulfate로 분리하고 Tris-HCl buf-
fer (pH 7.4)에 녹여 투석한 후, 투석물은 4℃에서 원

심분리(10,000 × g, 30분)하였다. 상층액(단백추출

물)은 freezer dryer를 이용하여 완전 건조시킨 후 건

조중량 (3.4 g)을 측정하였다. 냉동건조한 단백추출

물은 실험조건에 사용되는 배지 및 증류수에 희석시

켜 실험에 사용하였다.
 

세포배양

계대 보존 중인 MCF-7과 MDA-MB-231 세포는 

10% fetal bovine serum이 포함된 RPMI 1640 배지에

서 배양하였다. 세포는 액체질소에 보존해 두었다가 

같은 passage 번호를 가진 세포를 녹여서 사용하였

으며, 세포의 생존은 trypan blue dye exclusion 방법으

로 확인하였다. 

유방암세포 증식에 미치는 영향

Estrogen-의존성인 MCF-7과 estrogen-비의존성인 

MDA-MB-231 세포를 96-well plate의 well당 0.5 ×  
104 cells을 접종시키고 24시간 후에 농도별 시료를 

처리하여 4일 동안 배양하였다. 그리고 세포 성장은 

MTT assay로 측정하였다.

마이크로좀의 분리

흰쥐(Sprague-Dawley계, 자성)의 간조직으로부터 

마이크로좀의 분리는 Phol과 Fouts[11]의 방법을 참

고하여 실시하였고, 관류법으로 7,12-dimethylbenz 
[a]anthracene (DMBA, 30 ㎎/마리)를 처리하였다. 24
시간 뒤 흰쥐를 diethyl ether로 질식시킨 다음, 복피

를 절개하여 1.15% KCl 완충용액으로 간을 perfusion 
시킨 후 적출하였다. 적출된 간은 다시 여러번 세척 

후, 흡습지로 수분을 완전히 제거시켰다. 수분이 제

거된 간은 마쇄 (Teflon Plotter Elvehiem Homogenizer, 
Glas-Col, USA)한 후, 1.15% KCl 완충용액을 첨가하

여 마쇄액을 만들었다. 마쇄 균질액을 7,000 × g에서 

10분간 원심분리한 후, 상층액을 다시 77,000 × g에
서 60분간 원심분리하였다. 형성된 침전물은 0.05 M 
Tris-HCl buffer (pH 7.5)에 재현탁하여 microsome 분
획으로 실험에 사용하였다. 이상의 모든 과정은 4℃
에서 실시하였다. Microsomal 단백질은 bicinchoninic 
acid protein kit를 사용하여 bovine serum albumin 
(BSA)를 표준 단백질 용액으로 표준 검량선을 구하

고 그 양을 산출하였다.

Cytochrome P450 1A1 활성 저해 측정

Cytochrome P450 1A1 활성은 ethoxyresorufin-O- 
deethylase (EROD) 활성으로 측정하였다[12]. 즉, 흰
쥐로부터 분리한 microsomal protein (2 ㎎/㎖) 200 ㎕
에 640 ㎕의 0.05 M Tris-HCl buffer (pH 7.5), 100 ㎕의 

BSA (10 ㎎/㎖ in Tris-HCl buffer), 20 ㎕의 0.25 M 
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MgCl2, 40 ㎕의 cofactor solution, 2.5 unit의 glu-
cose-6-phosphate dehydrogenase, 10 ㎕의 substrate (1 
㎎ of ethoxyresorufin in 10 ㎖ of methanol), 10 ㎕의 

시료를 농도별로 첨가하였다. 모든 시약들을 잘 섞

은 후, 37℃에서 4분간 반응시키고, 2 ㎖의 methanol
로 반응을 종결시켰다. 2,000 × g에서 20분 동안 원심

분리하여 상층액을 취하고, 형광분광광도계 (BIO- 
TEK SFM25, USA)로 측정 (550 nm excitation and 585 
nm emission) 하였다. Positive control로는 resveratrol
을 사용하였고, negative control로는 증류수를 사용

하였다. 이 실험은 3회 반복 실험으로 수행하였으며, 
각각의 결과는 control에 대한 각 시료들의 저해도 

정도를 percentage로 나타내었다.
  

Inhibition (%) =[1 -  
 (tested sample - blank)

] ×100
   (solvent - blank)

Ornithine decarboxylase (ODC) assay

유방암세포 MCF-7을 24-well tissue culture plate에 

well 당 2 × 105 cells/㎖ 세포를 접종시키고, 18시간 

후에 TPA와 시료 또는 양성대조군(0.01 mM DFMO)
을 처리하여 6시간 동안 배양하였다. 세포를 Ca2+, 
Mg2+ - free PBS (pH 7.4)로 두 번 세척한 후 

freeze-thaw cycle을 실시하여 용해시키고 cell extract
의 ODC 활성은 L-[1-14C]ornithine에서 [14C]CO2 방출

에 의하여 측정하였다. 즉 L-[1-14C]ornithine(200 
nCi), 0.2 M sodium phosphate buffer (pH 7.2), 12.5 
mM EDTA, 50 mM dithiothreitol, 5 mM pyridoxal 
phosphate와 unlabelled L-ornithine을 포함한 200 ㎕
반응액을 각 well에 첨가하고 37℃에서 1시간 동안 

반응시키며, 방출되는 CO2 가스를 paper disk로 모아

서 radioactivity를 측정하였다. ODC 활성 측정을 위

한 단백질 함량은 bicinchoninic acid protein assay kit
를 사용하여 측정하였다. ODC specific activity 는 

pmol 14CO2/h/㎎ protein 으로 나타내며, ODC 활성 

억제는 TPA만 처리한 조절군에 대한 각 시료들의 

저해도 정도를 percentage로 나타내었다. 

결과 및 고찰

유방암세포의 증식에 미치는 영향

별불가사리 단백추출물이 estrogen-의존성의 유방

암세포(MCF-7)와 estrogen-비의존성 유방암세포

(MDA-MB-231)의 증식에 미치는 영향을 살펴본 결

과,  별불가사리 추출물 농도 10 ～120 ㎍/㎖에 의하

여 estrogen-의존성인 MCF-7 세포의 증식이 억제되

었다 (Fig. 1). 또한 별불가사리 추출물 처리에 의하

여 estrogen-비의존성의 유방암세포 MDA-MB-231의 

증식도 억제되었다 (Fig. 1). 별불가사리 단백추출물

이 estrogen-의존성과 estrogen-비의존성의 유방암세

포 모두에 증식 억제효과가 있으므로 별불가사리 단

백추출물은 estrogen receptor를 이용한 유방암세포 

증식억제가 아닌 것으로 보인다.

Cytochrome P450 1A1의 활성 저해효과

Cytochrome P450 효소활성 억제효과는 암예방 효

과를 의미하므로 별불가사리 단백추출물이 DMBA
에 의해 유도된 cytochrome P450 1A1 효소활성 억제

율을 측정한 결과, 처리 농도 10～160 ㎍/㎖에서 약 

13～34%의 저해율이 나타났으므로 (Fig. 2), 별불가

사리 단백추출물이 CYP 1A1 활성을 저해시키는데 

효과가 있음을 알 수 있었다.  암예방물질은 발암과

정의 전단계에서 여러기전으로 작용하며 그 중 중요

한 기전의 하나가 전발암물질(procarcinogen)을 발암

대사물(carcinogenic metabolites)로 전환시키는 cyto-
chrome P450 효소와의 상호작용에 의해 암예방효과

를 나타낸다. 특히 cytochrome P450 1A1은 polycyclic 
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Fig. 1. Effect of protein extract from Asterina pectinifera on 
proliferation of estrogen-dependent MCF-7 and estro-
gen-independent MDA-MB-231 human breast cancer cells. 
Experimental details are described in Material and Methods. 
The values are mean±SD (n=3). The value of each group 
statistically significant as compared with control (* p<0.05, 
** p<0.01). 
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arylamines과 polyaromatic hydrocarbons의 활성에 관
여하는 것으로 알려져 있다[18].  

ODC 활성

별불가사리 단백추출물에 의한 ODC 활성 억제효

과를 살펴본 결과, 80, 120과 160 ㎍/㎖ 농도에서는 

각각 무처리한 세포의 ODC 활성의 30.6, 33.2와 

52.6%의 억제효과를 측정할 수 있었다 (Fig. 3). 증가

한 ODC 단백질 표현과 polyamine 함량이 유방암조
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Fig. 2. Effect of protein extract from Asterina pectinifera on 
DMBA-induced cytochrome P450 1A1 activity. Experimental 
details are described in Material and Methods. Values repre-
sent mean±SD (n=3). The value of each group statistically 
significant as compared with control (* p<0.05, ** p<0.01, 
*** p<0.005). 
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Fig. 3. Effect of protein extract from Asterina pectinifera on 
12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA)-induced orni-
thine decarboxylase (ODC) activity.  The ODC activity of 
control is 275±32 pmol 14CO2/h/㎎ protein. DFMO, 0.01 mM 
difluoromethylornithine. The values are mean±SD (n=3). The 
value of each group statistically significant as compared with 
control  (** p<0.01, *** p<0.005).

직에서 관찰되었고[8], 매우 빨리 증식하는 유방종

양에서도 높은 ODC 표현과 polyamine 함량이 측정

되었으므로[3], ODC 활성이 유방암 발생과 관계가 

있음이 증명되었다. DFMO (ODC 저해제)는 estro-
gen-비의존적과 estrogen-의존적 종양형성을 위한 생

물학적 진행과정을 방해하고[16], 동물모델에서의 

발암물질이나 임의적으로 유도된 유선암 발생을 감

소시키는 효과가 있었다[4,9]. 따라서 별불가사리 단

백추출물 160 ㎍/㎖ 농도에서는 DFMO보다 높은 억

제효과가 측정되었으므로 별불가사리는 발암과정

의 promotion 단계 억제에 의한 암예방 효과가 있으

며 발암물질이나 임의적으로 유도된 유방암 발생을 

억제하는 효과가 있을 것으로 기대된다.
  
요 약

별불가사리 단백추출물을 조제하여 유방암 유발 

억제효과를 측정한 결과, 별불가사리 단백추출물은 

estrogen-의존성의 유방암세포(MCF-7)와 estrogen-비
의존성 유방암세포(MDA-MB-231)의 증식을 농도 

의존적으로 억제하는 효과가 있었으며, 유방암발생 

발암물질 활성에 관여하는 cytochrome P450 1A1 활
성도 저해하였다. 또한 유방암발생의 촉진단계에 주

요한 기능을 가진 ODC 활성도 억제하였으므로 별

불가사리 단백추출물은 유방암 발생을 저해할 것으

로 기대된다.
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