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서  론

연(蓮, Nelumbo nucifera Gaertner)은 인도와 중국을 

중심으로 열대․온대의 동부아시아를 비롯한 한국․일본 

등에 널리 분포하는 고생대의 식물로, 꽃은 관상용과 차 

재료로 이용하여 왔으며, 잎과 뿌리는 식용하여 왔다. 특

히 연의 잎은 하엽(荷葉 : Nelumbo nucifera leaves ; 

NNL)이라 하여, 한의학에서는 淸暑利濕, 淸陽升發, 止血

하는 효능이 있어서 暑濕으로 인한 설사, 현기증, 水氣浮

腫, 吐血, 血便 등을 치료하는 데 사용하여 왔고
1), 민간에

서도 출혈성 위궤양이나 위염, 치질, 설사, 야뇨증, 각종 

독성 물질에 대한 해독제로서 사용되어 왔다. 
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ABSTRACT

Objectives : The proliferation and migration of human aortic smooth muscle cells (HASMC) in 

response to activation by various stimuli plays a critical role in the initiation and development of 

atherosclerosis. This study was conducted to examine the effects of Nelumbo nucifera leaves (NNL) 

on the proliferation and migration of HASMC. Additionally, the mechanisms involved in any 

observed effects were also evaluated.

Methods : Apoptotic cells were measured by staining with FITC-labeled annexin V, followed by 

flow cytometric analysis. The expression level of apoptosis related proteins was confirmed by 

western blot. And MMP-9 activity was measured by gelatin zymography and MMP-9 expression 

was measured by ELISA

Results : NNL completely inhibited the proliferation of HASMC via induction of the expression of 

apoptotic proteins including annexin V, cleaved poly ADP-ribose polymerase (PARP), and caspase-3 

and -8. NNL treatment resulted in the release of cytochrome c into cytosol, a loss of mitochondrial 

membrane potential, a decrease in Bcl-2 and Bcl-xL and an increase in Bax expression. NNL also 

blocked HASMC migration via suppression of MMP-9.

Conclusions : Taken together, these results indicate that NNL has the potential for use as an 

anti-artherosclerosis agent.
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하엽의 약리작용에 대해서는 국내외에서 많은 연구결

과들이 보고되어 있는데, 특히 내분비대사 질환에 관한 

연구가 가장 많이 보고되어 있었다. 먼저 하엽은 동맥경

화증을 유발시킨 동물의 혈액과 간조직 중의 콜레스테롤

을 감소시킴으로써 고지혈증을 억제한다는 연구
2)와, 하엽

의 일상적인 섭취 자체가 혈청 콜레스테롤 및 중성지질 

함량을 조절해 주고 지질대사를 촉진한다는 연구보고
3)도 

있었다. 고지방식이로 유발된 고지혈증, 고콜레스테롤혈

증, 지방간의 개선과 이로 인한 간손상에 하엽이 효과적

이라는 결과
4), 하엽이 지방질과 탄수화물의 흡수를 억제

하고 지방질 대사는 가속하여 에너지 소비를 증가시켜서 

비만을 억제한다는 결과
5), 그리고 당뇨 치료약으로서의 

개발가능성에 대해서 높게 평가한 연구결과
6) 역시 보고

되어 있었다. 이 외에도 하엽 추출물의 뛰어난 항균 및 항

산화 활성에 관한 연구
7-9)와 주름의 예방 및 완화에 효과

적이라서 피부노화 방지에 사용할 수 있다는 연구
10,11), 그

리고 치매 예방에 관한 연구
12) 역시 보고되어 있었다. 하

엽의 성분으로는 진통작용과 진정작용이 있는 roemerine, 

nuciferin, armepavine, n-nornuciferine, pronuciferine, d-n- 

methylcoclaurine, liriodenine, 주석산, 구연산, 사과산, 호

박산, 탄닌 등이 알려져 있는데
13), 성분의 약리작용에 대한 

연구보고들을 살펴보면, 우수한 라디칼 소거활성 및 LDL 

산화 억제를 보이는 항산화 활성성분에 관한 연구
14,15), 산

화 스트레스와 연관된 당뇨 합병증을 예방하는 효과
16), 

지방분해활성을 촉진하는 항비만 효과
17) 등이 보고되어 

있다. 그 외에도 항알레르기 효과
18)와 항HIV 바이러스에 

대한 연구보고
19)도 있었다. 하지만 하엽이 동맥경화와 같

은 심혈관계 질환의 발병기전에 미치는 영향에 관련된 

연구는 아직까지 보고된 바가 없었다.

신생 내막의 형성(neointimal formation)은 동맥경화와 

같은 심혈관계 질환의 병리적 진행 단계에서 중요한 역

할을 한다. 신생 내막은 일반적으로 평활근 세포와 세포외

의 기질(extracellular matrix)로 이루어져 있는데
20), Russel

과 Ross의 ‘손상에 대한 반응(Response to Injury)’ 이론에 

따르면, 혈관의 손상은 내피의 기능장애를 유발시키고 이

어서 각종 성장인자(growth factor)들과 사이토카인들의 

발현이 증가하게 된다. 이러한 변화는 중막의 평활근을 

변이시켜서 내막으로 이주, 증식하게 만들어서 결국 신생 

내막이 형성되고, 이것이 진행되면 신생 내막은 더욱 증

식하고 혈관의 협착은 더욱 심해지게 된다
21). 더군다나 최

근 관상동맥 질환의 중요한 치료 수단으로 각광받고 있는 

경피적 관상중재술(percutaneous coronary intervention, 

PCI)에서도 수술 후의 신생 내막의 형성으로 인한 재협

착이 큰 문제로 부각되고 있다. 보고에 따르면, 풍선확장

술(balloon angioplasty)의 경우 30～40%의 환자에서, 스

텐트 삽입술(stent implantation)의 경우 20～30%의 환자

에서 신생 내막 형성으로 인한 혈관 재협착이 발생한다

고 한다
22,23). 따라서 평활근의 유주를 효과적으로 억제하

여 신생 내막의 형성을 방지하고, 형성된 신생 내막을 효

과적으로 제거할 수 있는 방법을 찾는 것은 심혈관계 질

환의 예방과 치료에 있어서 아주 핵심적인 일이라고 할 

수 있다. 

본 연구는 사람 동맥 평활근 세포인 HASMC에 대한 

하엽 추출물의 활성을 조사한 결과, HASMC의 증식억제, 

apoptosis 유도, 세포의 유주능 억제 등의 효능이 있음을 

확인한 결과 보고하는 바이다.

실험재료 및 방법

1. 재료

1) 약재

본 실험에 사용한 약재는 동국대학교 한의과대학 방제

학교실에서 선별된 것을 정선하여 사용하였으며, 24시간 동

안 열수 추출하였다. 이 과정을 2회 반복한 후, Whatman 

paper로 여과하여 얻은 용액을 농축하였다. 이를 동결건

조하여 얻어진 분말(수율 : 12%)을 용매(PBS : DMSO = 

1 : 1)에 녹여 실험에 사용하였다(Fig. 1). 

Fig. 1. Preparation procedure of extract

2) 시약

세포 배양액인 Smooth Muscle Cell Medium (SMCM), 

SMC growth supplement는 ScienCell사(Sandiego, USA)에

서 구입하였다. 실험에 사용된 시약 중 sodium dodesyl 

sulfate (SDS), acrylamide, bis는 Bio-Rad사(CA, USA)에

서 구입하였고, gelatin, 4, 6-diamidino-2-phenylinodole 

(DAPI)는 Sigma (CA, USA)에서, traswell은 Corning사 

(CA, USA)에서 구입하였다. Recombinant human TNF-

α는 R&D Systems (MN, USA)에서 구입하였고, 5-bromo, 

2'deoxyuridine (BrdU) kit는 Promega사(WI, USA)에서 

구입하였다. 

1차 항체 중 β-actin, cleaved Poly ADP-ribose polymerase 

(PARP), cleaved caspase-3, -8, Bcl-xL, Bax는 Cell 

Signaling Technology (MA, USA)에서 구입하였고 cytochrome 

c와 Bcl-2는 BD PharMingen (CA, USA)에서 구입하였

다. 2차 항체인 Anti-rabbit IgG horseradish peroxidase 
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(HRP)와 anti-mouse IgG HRP는 Santa Cruz Biotechnology 

(CA, USA)에서 구입하였다. MMP-9의 발현량 측정을 

위한 enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit

는 R&D Systems (MN, USA)에서 구입하였고, Protein 

assay reagent는 Bio-Rad사(CA, USA)에서 구입하였다. 

실험에 사용된 모든 시약은 분석용 등급 이상으로 사용

하였다.

2. 방법

1) 세포배양

사람의 동맥 평활근 세포주인 Human Aortic Smooth 

Muscle Cells (HASMC)은 ScienCell사(CA, USA)에서 

분양받아 SMCM에서 배양하였다. 각각의 세포는 37℃, 

5% CO2 조건에서 배양하였다.

2) BrdU- (5'Bromo-2-deoxyuridine) ELISA assay 

하엽 추출물의 세포의 증식에 미치는 영향을 알아보기 

위하여 BrdU-(5'Bromo-2-deoxyuridine) ELISA assay를 

수행하였다. 96 well plate에 1×10
4/well의 농도로 HASMC

를 분주하고 하엽 추출물을 농도별로 1시간 전처리하고 

100 ng/ml의 TNF-α를 처리하여 24시간 동안 배양하였

다. Well당 10 ㎕의 BrdU labeling solution을 첨가(final 

concentration : 10 μM)하여 37℃, 5% CO2 배양기에서 2

시간 동안 반응시킨 후, 상층액을 제거하고 anti-BrdU- 

POD working solution 100 ㎕ 넣어 상온에서 1시간 30분 

반응시킨다. 3회 washing하고 substrate solution 100 ㎕ 

넣어 15분 반응시키고 1 M H2SO4으로 반응을 정지시킨 

뒤 microplate reader (DYNEX, Opsys MR, USA)를 이

용하여 450 nm에서 흡광도의 변화를 측정하여 세포의 

증식률을 백분율로 표시하였다. 

3) Western blot analysis

전기영동을 위한 단백질 시료의 추출은 세포를 ice-cold 

tris buffered saline (TBS ; 20 mM Tris-HCl, pH 8.0, 

137 mM NaCl)으로 3회 세척한 후, lysis buffer (TBS, 

1% NP-40, 1 mM sodium orthovanadata, 10 ㎍/㎖ 

aprotinin, 10 ㎍/㎖ leupeptin 및 1 mM PMSF)를 넣어 

4℃에서 30분간 반응시키고 12,000×g에서 10분간 원심 분

리하여 상층액을 모았다. 동일한 양의 단백질을 sodium dodecyl 

sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS- PAGE)로 

분리시킨 후, 단백질을 nitrocellulose membrane에 transfer하

였다. 이 membrane을 항체의 비특이적 결합을 차단하기 

위하여 blocking buffer (5% non-fat milk와 0.1% Tween 20

을 함유한 TBS 용액)에서 1시간 동안 반응시킨 후, 각 

검증 단백질에 대한 항체를 가하여 1～2시간 동안 반응

시켰다. 이어서 0.1% Tween 20을 함유한 TBST 용액으

로 40분간 세척한 다음, secondary antibody로 반응시켰

다. 이어서 ECL system으로 반응시킨 후 X-ray film상

에서 단백질을 확인하였다. 각 시료의 단백질 정량은 

Bradford protein assay kit를 사용하여 595 nm에서 흡광

도를 측정하여 실시하였다.

4) DAPI staining

30 mm 배양조에 HASMC (1✕105/ml)를 배양한 후 

하엽 추출물을 농도별로 1시간 전처리하고 100 ng/ml의 

TNF-α를 처리하여 24시간 동안 배양하였다. PBS로 2회 

washing하고 1% paraformaldehyde로 10분간 처리하여 

세포를 고정시킨 다음, PBS로 3회 washing하고 0.1% 

Triton X-100을 넣어 10분간 반응시켜 세포막에 구멍을 

뚫어준다. 다시 PBS로 3회 washing하고 500 nM 의 농

도로 DAPI를 5분간 염색한다. 염색된 핵은 형광현미경으

로 관찰하였다.

5) Flow cytometry analysis

24 well plate에 HASMC (5✕105/ml)를 배양한 후 하

엽 추출물과 TNF-α를 24시간 동안 처리한 후 trypsin- 

EDTA를 사용하여 세포를 수거한다. 상층액을 완전히 제거

하고 100 ㎕ Annexin V binding buffer를 넣고 vortexing한 

후 5 ㎕Annexin V-FITC를 첨가하여 15분 동안 상온에서 

반응시킨다. Annexin V binding buffer를 400 ㎕를 첨가

하여 Becton Dickinson FACS calibur flow cytometer와 

CELL-Quest Pro (BD Biosciences)를 통해 측정하였다. 

6) Mitochondrial membrane potential 측정

24 well plate에 HASMC (5✕105/ml)를 배양한 후 하

엽 추출물과 TNF-α를 24시간 동안 처리한 후 trypsin- 

EDTA를 사용하여 세포를 수거하여 10 μM DiOC6 (3)을 

처리하여 37℃에서 30분 동안 staining한 후 FASC 분석

하였다. 

7) Migration assay

HASMC의 유주능은 transwell chamber를 사용하여 

측정하였다. 먼저  HASMC에 100 ng/ml의 TNF-α를 처

리하여 24시간 배양한 후 배양액을 얻어 세포의 유주를 유도

하는 conditioned medium을 준비한다. Upper chamber의 

polycarbonate filter에 gelatin을 coating한 후 upper chamber 

안에 세포를 1×10
6 cells/ml로 seeding한다. Low chamber에

는 conditioned medium을 1 ml씩 넣은 후 37℃, 5% CO2 

배양기에서 24시간 동안 배양한다. 배양 후 filter를 4% 

paraformaldehyde 용액으로 고정시키고 PBS로 두 차례 

세척한 다음 hematoxylin-eosin (H-E) 염색을 한다. 다

시 PBS로 세척한 후 95% ethanol에서 탈수시킨 다음 

filter를 slide glass로 옮겨 permount solution으로 sealing하

고 cover glass를 덮는다. 광학현미경을 통해 filter로 유

주한 세포를 관찰하고 counting한다. 

8) MMP-9 activity 측정

MMP-9의 activity 측정을 위하여 24 well plate에 

1×10
5/ml로 세포를 분주하여 배양한 후 serum free 
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medium으로 교체하여 16시간 동안 starvation하였다. 여

기에 각각의 약재를 1시간 동안 전처리한 후 100 ng/ml

의 TNF-α를 24시간 처리하였다. 각각의 세포 배양액을 

수거하여 gelatin zymography를 수행하였다. 20 ㎕의 배

양액을 reducing agent가 없는 SDS-sample buffer에 섞

은 후 전기영동을 한 후, gel을 2.5% Triton X-100에서 

30분간 2회 soaking시킴으로써 SDS를 제거하고 3차 증

류수로 20분간 2회 세척하였다. 세척된 gel은 incubation 

buffer (50 mM Tris-HCl ; pH 7.6, 10 mM CaCl2, 150 

mM NaCl, 0.01% NaN3)에 넣어 37℃ incubator에서 24시

간 동안 반응시킨 후 0.1% coomassie brilliant blue 용액

으로 30분간 염색하여 gelatin이 분해되는 정도를 관찰하

였다.

9) MMP-9 expression 측정

TNF-α와 하엽 추출물을 처리한 후 각각의 세포 배양

액을 수거하여 MMP-9 ELISA kit를 사용하여 발현량을 

측정하였다. 96 well plate에 각각의 배양액을 100 ㎕씩 

loading하여 4℃에서 16시간 반응시킨 후 200 ㎕의 conjugate 

첨가하여 2시간 동안 상온에서 반응시켰다. 4회 washing 

한 다음, substrate solution을 넣고 30분 동안 발색 반응

시킨 후 450 nm의 파장에서 흡광도를 측정하였다.

3. 통계처리

실험결과는 means±SEM으로 표시하고 유의성 검증은 

Prism 4.00을 이용하여 one-way ANOVA를 실시하였다. 

Western blot과 gelatin zymography를 수행하여 얻은 

band의 density 분석은 GelDoc-It BioImaging System 

(UVP, USA)을 사용하여 측정하였다. 

결  과

1. 하엽 추출물이 HASMC의 증식에 

  미치는 영향

사람 평활근 세포 HASMC의 증식에 미치는 하엽 추

추물의 영향을 조사하기 위해 하엽 추출물을 100, 400 μg/㎖

로 처리하고 1시간 후 100 ng/ml TNF-α를 24시간 처리하

였다. BrdU-(5'Bromo-2-deoxyuridine) ELISA assay를 수

행한 결과, Fig. 2에서 보듯이 TNF-α에 의해 control에 비

해 약 1.7배 증식률이 증가하였고, 이는 하엽 추출물에 의

해 농도 의존적으로 감소되는 것으로 나타났다. 100 μg/㎖

의 농도에서 약 22.5% 감소되었고 400 μg/㎖에서는 

control보다 낮은 수준의 증식율을 보였다. 

2. 하엽 추출물에 의한 HASMC의 apoptosis

하엽 추출물(100, 400 μg/ml)을 처리하고 1시간 후 

Fig. 2. NNL inhibits TNF-α-induced proliferation of HASMC

HASMC were treated with 100 and 400 μg/ml NNL for 1 hr before 
treatment with or without 100 ng/ml TNF-α for 24 hr. HASMC 
proliferation was assayed by BrdU-(5'Bromo-2-deoxyuridine) ELISA 
assay, as described in the materials and methods. Data were 
chosen from three independent triplicate experiments.

(A)

(B)

(C)

Fig. 3. NNL-induced apoptosis in TNF-α-treated HASMC 

Apoptosis was measured by staining with FITC-labeled annexin V, 
followed by flow cytometric analysis, and the percentage of apoptotic 
cells was then determined. The filled histogram represents cells 
treated with TNF-α alone, and the open histogram represents cells 
treated with 400 μg/ml NNL and TNF-α, respectively (A). NNL 
induces PARP cleavage. HASMC were incubated in the presence of 
the indicated concentrations of NNL for 24 hr. The cell lysate was 
obtained and used for western blotting analysis with anti-cleaved 
PARP mAb, as described in the materials and methods. The 
membrane was stripped and reprobed with anti-β-actin mAb to 
confirm equal loading (B). The nuclei were stained by 500 nM DAPI. 
Cells were visualized by fluorescence microscope (excitation, 358 
nm; emission, 460 nm) (C).
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100 ng/ml TNF-α를 처리하고 24시간 후 세포의 apoptosis가 

진행되는지 조사하였다. 먼저 세포를 수거하여 Annexin 

V-FITC 염색을 하여 FACS를 통해 apoptosis가 유도된 

세포를 측정해 보았다. 그 결과 Fig. 3A에서 보듯이 하엽 

추출물에 의해 apoptosis가 증가하는 것을 볼 수 있다. 또

한 PARP의 발현양상을 조사한 결과 하엽 추출물에 의해 

cleaved PARP가 증가하는 것으로 나타났다(Fig. 3B). 

하엽 추출물에 의해 HASMC의 핵의 형태 변화를 관

찰하기 위해 DAPI staining을 한 후 형광현미경을 통해 

관찰한 결과에서도 apoptosis가 유도된다는 것을 확인할 

수 있었다(Fig. 3C). 

3. 하엽 추출물에 의한 caspases 활성화 

Caspase (cystinyl aspartate-specific protease)는 세포

질에서 pro-form으로 존재하고 특정 위치의 proteolytic 

과정에 의해 활성화된다. 이로 인해 세포의 DNA 복제 

및 유전자 발현과 관련된 단백질 및 핵의 구조 유지, 세

포의 항상성 유지 등과 관련된 단백질들을 파괴시키거나 

관련된 단백질을 활성화시켜 apoptosis를 유도하게 된다. 

Fig. 4에서 보듯이 하엽 추출물에 의해 cleaved caspase-3, 

-8이 증가되는 것으로 나타남으로써 caspase-3, -8의 활

성화가 유도되는 것을 확인할 수 있었다.

Fig. 4. Caspase-3 and -8 activation by NNL

HASMC was incubated with TNF-α alone (100 ng/ml) or NNL for 1 hr 
and then treated with TNF-α for 24 hr. The expression levels of 
cleaved caspase-3 and -8 were determined by western blotting. Equal 
protein of the total cell lysates were analyzed by 10% SDS-PAGE. 
b-actin levels were used as internal markers for loading variation.

4. 하엽 추출물이 mitochondrial membrane 

  potential에 미치는 영향 

Apoptosis가 일어나면 세포내의 mitochondrial membrane 

potential이 낮아져서 mitochondria로부터 cytosol로 cytochrome 

c가 방출된다. 하엽 추출물이 mitochondrial membrane 

potential에 미치는 영향을 알아보기 위해 DiOC6(3) staining

을 한 후 FACS 분석을 하였다. 그 결과, 하엽 추출물에 

의해 mitochondrial membrane potential이 감소되는 것을 

볼 수 있었다. 400 μg/ml의 농도에서 약 48.8%까지 감소

되었다(Fig. 5).

Fig. 5. NNL induces destruction of mitochondrial membrane 
potential

Cells  were stained with DiOC6 (3) dye, followed by FACS analysis, 
and the number of DiOC6 (3) positive cells was then determined. 
The filled histogram represents cells treated with TNF-α alone, 
while the open histogram represents cells treated with 400 μg/ml 
NNL and TNF-α, respectively (right panel). Data shown are 
representative of at least three independent experiments. Data 
represent the means ± SEM. ** : p < 0.01. *** : p < 0.001.

5. 하엽 추출물이 mitochondria-related 

   protein의 발현에 미치는 영향 

하엽 추출물에 의해 mitochondrial membrane potential

이 낮아지는 것을 확인하였다. 따라서 mitochondria로부

터 cytosol로 방출되는 cytochrome c의 양을 조사하였다. 

Fig. 6A에서 보듯이 하엽 추출물을 처리한 경우 cytosol

                      (A)

(B)

   

Fig. 6. NNL-induced apoptosis in TNF-α-treated HASMC is 
dependent on mitochondrial pathway activation

Cells were treated with 100 and 400 μg/ml NNL for 1 hr in the 
presence of TNF-α (100 ng/ml) for 24 hr and then harvested. The 
supernatants of cell lysates were then Western-blot analyzed for 
the expression of cytosolic cytochrome c, Bax, Bcl-2 and Bcl-xL. 
The membrane was stripped and reprobed with anti-β-actin mAb 
to confirm equal loading.
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로 방출되는 cytochrome c의 양이 증가되는 것을 확인할 

수 있다. 또한 mitochondria-related protein의 발현양상을 

조사한 결과, anti-apoptotic protein인 Bcl-2와 Bcl-xL은 

하엽 추출물에 의해 감소하였고, pro-apoptotic protein인 

Bax의 발현은 증가하는 것으로 나타났다(Fig. 6B).

6. 하엽 추출물이 HASMC의 유주능에 

  미치는 영향

세포의 유주능에 미치는 영향을 알아보기 위하여 transwell

을 이용한 migtation assay를 수행하였다. HASMC에 100 

ng/ml의 TNF-α를 24시간 처리하여 얻은 conditioned medium

을 transwell의 lower chamber에 넣고, 100, 400 μg/㎖의 

하엽 추출물을 1시간 동안 전처리한 후 100 ng/ml의 

TNF-α를 24시간 처리한 HASMC를 upper chamber에 

loading한 후 24시간 동안 37℃, 5% CO2 incubator에서 배

양하였다. 24시간 후 upper chamber에서 lower chamber로 

유주한 세포를 관찰하기 위하여 upper chamber의 matrigel 

filter를 H-E staining하여 광학현미경으로 관찰하였다. 그 

결과 TNF-α 처리에 의해 세포의 유주가 유도되었고 이는 

하엽 추출물에 의해 효과적으로 감소되는 것으로 나타났다. 

400 μg/㎖을 처리한 경우에는 simvatstatin이나 EGCG와 비

교하여 거의 유사한 정도의 세포 유주능 저해 효과가 있

었다(Fig. 7).

Fig. 7. Inhibitory effect of NNL on HASMC migration

Cells were stimulated with 0, 100, and 400 μg/ml NNL, and 50 μM 
simvatstatin, as well as 50 μg/ml EGCG for 1 hr prior to treatment 
with 100 ng/ml of TNF-α for 24 hr. After 24 hr, the cells were 
collected and added to upper chamber. TNF-α-treated conditioned 
medium was collected and added to lower chamber. After 24 hr 
incubation, underside of matrigel filter was stained with hematoxylin 
and eosin. And total number of cells that migrated to the 
underside of the filter was counted. Data are represented as 
means±SEM. Significantly different from control (#) or TNF-α alone 
(*) ; ###, *** : p < 0.001.

7. 하엽 추출물이 matrix metalloproteinase-9 

  의 활성 및 발현에 미치는 영향

MMP-9의 활성 및 발현량에 미치는 영향을 조사하였

다. HASMC에 하엽 추출물을 100, 400 μg/ml 전처리하

고 1시간 후 100 ng/ml TNF-α를 처리하여 24시간 후 

세포배양액을 수거하여 실험에 사용하였다. 먼저 gelatin 

zymography를 수행하여 MMP-9의 활성에 미치는 영향

을 조사하였다. Fig. 8(A)에서 보듯이 TNF-α에 의해서 

증가된 MMP-9의 활성이 하엽 추출물에 의해 효과적으

로 저해되는 것을 확인할 수 있었다. MMP의 저해제로 

알려져 있는 EGCG와 EGC와 비교해서 보았을 때 EGC

보다 탁월한 저해 효과를 나타내었다. 또한 ELISA kit를 

사용하여 측정한 경우에서도 TNF-α에 의해서 증가된 

MMP-9의 발현량이 하엽 추출물에 의해 효과적인 감소

가 나타났다.

(A)

(B)

Fig 8. Effect of NNL on MMP-9 in TNF-α treated HASMC

Cells were stimulated with 0, 100, and 400 μg/ml NNL, and 50 μ
g/ml EGCG or EGC for 1 hr prior to treatment with 100 ng/ml of 
TNF-α for 24 hr. MMP-9 activity was measured by gelatin 
zymography and MMP-9 expression was measured by ELISA as 
described in materials and methods. Data are represented as 
means±SEM. Significantly different from control (#) or TNF-α alone 
(*) ; ###, *** : p < 0.001.

고  찰

동맥경화로 혈관이 좁아지거나 막히게 되면 그 혈관이 
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담당하는 말초로의 혈액순환 장애가 생기므로, 좁아진 혈

관의 종류에 따라 증상이 다르게 나타나게 된다. 죽상동

맥경화는 주로 심장에 혈액을 공급하는 관상동맥, 뇌에 

혈액을 공급하는 뇌동맥과 경동맥, 신장의 신동맥 및 말

초혈관을 침범하고, 이로 인해 협심증, 심근경색 등의 허

혈성 심장질환, 뇌경색과 뇌출혈 등의 뇌졸중, 신장의 기

능이 저하되는 신부전 및 허혈성 사지질환이 나타나게 

된다. 동맥경화로 좁아진 혈관은 수술을 통해서 확장하게 

되는데, 문제는 수술 후에 혈관 내의 상처로 인해 염증반

응이나 재협착 같은 부작용이 발생하게 되고 이 과정에

서 TNF-α 같은 염증성 사이토카인들이 생산되어 혈관 

내 염증반응을 더 활성화 시켜서 동맥경화를 더욱 심화

시키게 된다는 것이다. 앞서 보고된 바에 의하면 TNF-α

는 동맥 평활근 세포의 증식을 유도하여 혈관 내벽에 축

적되어 혈관이 더욱 좁아지게 만들고
24), 동맥 평활근 세

포의 증식은 고혈압, 동맥경화, 혈관 내 재협착 등의 원

인이 된다
25). 따라서 혈관 내막에서의 동맥 평활근 세포

의 증식을 억제하는 것은 혈관 질환 치료 및 예방에 중

요한 사항이라 할 수 있다. 

동맥경화반(atherosclerotic plaque)의 형성에는 대식세

포와 T-세포가 전반적으로 관여하고 있으며 이들에 의해 발

현되는 세포접합분자(cell adhesion molecules), 염증성 사이

토카인(proinflammatory cytokines), 케모카인(chemokines), 

금속분해효소(matrix metalloproteinases, MMPs) 등이 염

증반응과 유주(migration)를 증가시켜 동맥경화반의 형성 

및 파열에 직접적인 영향을 미친다
26). 특히 MMPs는 동

맥경화에 관련된 사이토카인인 tumor necrosis factor 

(TNF)-α, interleukin (IL)-1α, IL-1β, IL-8 등에 의해 유

도되며 주로 대식세포, 혈관내피세포, 평활근세포에서 발현

된다. 증가된 MMPs의 단백질 분해 활성에 의해 평활근 

세포 주변의 세포외 기질(extracellular matrix, ECM)이 

분해되어 평활근 세포의 유주를 매개하게 된다. 따라서 

평활근세포가 혈관의 내막(intima)으로 유주하여 증식

(proliferation)하는데 MMPs가 중요한 역할을 한다고 볼 

수 있고, 지나치게 활성화된 MMPs는 동맥경화와 같은 

혈관질환을 더욱 심화시키는 원인이 될 수 있다
27)
.

본 실험에서는 하엽의 항동맥경화 활성을 조사하기 위

해서 다양한 분자 생물학적 실험을 수행하였다. 먼저 

HASMC의 증식에 미치는 하엽 추출물의 영향을 조사하

기 위해  BrdU-(5'Bromo-2-deoxyuridine) ELISA assay

를 수행한 결과, HASMC는 TNF-α에 의해 약 1.7배 증

식하였고, 이는 하엽 추출물에 의해서 농도 의존적으로 

감소되었다. 하엽 추출물이 HASMC의 증식을 효과적으

로 억제하는 것을 확인한 다음, 이것이 apoptosis 과정에 

의한 것인지 확인해 보았다. 

Apoptosis (programmed cell death)는 능동적이고 자

발적인 반응으로, 1972년 Kerr 등이 쥐 유방암 세포가 죽

는 것을 관찰한 후 이를 shrinkage necrosis라고 표현하였

는데, 그 후 그리스어인 apo (off)와 ptosis (falling)의 합성

어로서 apoptosis라고 처음 명명하게 되었다. Apoptosis

가 necrosis와 구분되는 형태적 특징의 차이는 초기에 

cell blebbing 현상이 나타나고 DNA fragmentation이 일

어나는 것이고, 이어서 세포표면이 붕괴되어 다양한 크기

의 apoptotic body들이 형성되고, 이들은 주변의 세포 혹

은 조직 내 대식세포에 의해 탐식되어 염증반응 없이 제

거 된다
28). Annexin V-FITC 염색을 하여 FACS를 사용

하여 분석을 해본 결과, 하엽 추출물에 의해 apoptotic cell

이 증가하였고, cleaved PARP가 증가하는 것으로 나타났

다. 또 DAPI staining한 경우에도 DNA fragmentation이 

관찰되었는데, 이는 하엽 추출물에 의해 증식된 HASMC가 

apoptosis에 의해서 억제되었음을 시사하는 결과라고 볼 

수 있다. 

하엽 추출물이 증식된 HASMC의 apoptosis를 유발시키

는 과정에 대한 좀더 분자 기전적인 과정을 살펴보기 위해

서, caspase의 활성화에 대해서도 실험해 보았다. PARP의 

upstream regulator인 caspase가 활성화되면 PARP 역시 활

성화됨으로써 apoptosis가 유도되는데
29), 하엽 추출물에 의

해서 caspase-3, -8이 활성화 되는 것을 확인할 수 있었다. 

Apoptosis가 일어나는 세포의 경우 mitochondrial membrane 

depolarization이 생기고, mitochondria 내의 cytochrome 

c가 세포질로 방출하게 되는데30), DiOC6(3) staining을 한 후 

FACS로 분석을 한 결과, 하엽 추출물에 의해 mitochondrial 

membrane potential이 감소되는 것을 볼 수 있었고, 

mitochondria로부터 cytosol로 방출되는 cytochrome c의 

양이 증가되는 것을 확인할 수 있다. 또한 mitochondria- 

related protein의 발현양상을 조사한 결과, anti-apoptotic 

protein인 Bcl-2와 Bcl-xL은 하엽 추출물에 의해 감소하

였고, pro-apoptotic protein인 Bax의 발현은 증가하였다. 

이상의 결과를 종합해 볼 때, 하엽 추출물이 TNF-α에 

의해서 유도된 HASMC의 증식을 apoptosis 과정에 의해

서 효과적으로 억제했다는 사실을 확인할 수가 있었다. 

다음으로 하엽 추출물이 HASMC의 유주능에 미치는 영

향을 알아보았다. 평활근세포의 유주는 세포간질(interstitial 

tissue)이나 혈관 형성층(내막, 중막, 외막)의 구성성분인 

세포외기질이나 기저막이 MMPs에 의해 분해됨으로써 

중막에 있던 평활근세포가 내막으로 이동하게 되면서 발

생하게 된다. MMPs는 주로 대식세포, 혈관내피세포, 평

활근세포에서 발현되는데, TNF-α, IL-1α, IL-1β, IL-8와 

같은 사이토카인들, CD40L 발현 세포인 T 임파구 및 혈

소판, 트롬빈, 산화저밀도단백질(ox-LDL) 등에 의해서 

유도된다
31). 동물실험과 혈관 수술환자를 통한 연구에서 

확인된 바에 의하면, 동맥경화반에는 MMP-1, MMP-2, 

MMP-9, MMP-12, MMP-13, MMP-14 등이 과발현 되어있

다. 증가된 MMPs 중 MMP-2와 MMP-9의 단백질 분해 활

성에 의해 평활근 세포 주변의 세포 기질 (extracellular 

matrix, ECM)이 분해되어 평활근 세포의 유주를 매개하

게 된다. 따라서 평활근세포가 혈관의 내막 (intima)으로 

유주하여 증식(proliferation)하는 데 MMPs가 중요한 역

할을 하므로
32), MMPs의 활성을 조절해서 평활근세포의 

유주와 증식을 방어하는 것은 동맥경화와 같은 혈관질환
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의 치료와 예방을 위해서 필수적인 요소라고 할 수 있을 

것이다. 

HASMC에 TNF-α와 하엽 추출물을 처리하여 migration 

assay를 수행한 결과, TNF-α 처리에 의해 세포의 유주

가 유도되었고 이는 하엽 추출물에 의해 효과적으로 감

소되는 것으로 나타났다. 특히 400 μg/㎖을 처리한 경우

에는 잘 알려진 세포 유주 억제제인 simvatstatin이나 

EGCG와 거의 유사한 정도의 세포 유주능 저해 효과가 

있었다. 이어서 MMP-9의 활성 및 발현량에 미치는 영향

을 조사하기 위해 gelatin zymography를 수행한 결과, 

TNF-α에 의해서 증가된 MMP-9의 활성이 하엽 추출물

에 의해 효과적으로 저해되는 것을 확인할 수 있었다. 양

성 대조군으로 사용한 EGCG와 EGC와 비교해서 보았을 

때도 EGC보다 탁월한 저해 효과를 나타내었다. 또한 

ELISA kit를 사용하여 측정한 경우에서도 TNF-α에 의

해서 증가된 MMP-9의 발현량이 하엽 추출물에 의해 효

과적인 감소가 나타났다. 

이러한 결과로 보아 TNF-α에 의해 증가되는 HASMC의 

증식이 하엽 추출물에 의해 감소되며, 이는 caspase-3, -8

의 활성화 및 mitochondrial pathway를 경유한 apoptosis에 

의한 것임을 알 수 있었다. 또한 하엽 추출물은 TNF-α

에 의해 유도되는 세포의 유주를 효과적으로 저해하였고 

이는 MMP-9의 활성 및 발현량의 조절에 따른 것으로 

보인다. 따라서 하엽 추출물은 동맥경화 치료 및 예방에 

효과적인 활성을 갖는 천연물이라고 판단되며, 더욱 많은 

분자생물학적, 세포생물학적 실험을 통해서 정밀한 기전

과 활성 성분에 관한 연구 및 in vivo 실험을 통한 연구

도 병행해서 진행되어야 할 것으로 생각된다. 

결  론

하엽 추출물이 HASMC의 증식 및 세포의 유주에 미

치는 영향을 조사하여 다음과 같은 결과를 얻었다. 

1. HASMC의 증식에 미치는 하엽 추추물의 영향을 조

사하기 위해 BrdU-(5'Bromo-2-deoxyuridine) ELISA 

assay를 수행한 결과, TNF-α에 의해 증식률이 약 

1.7배 증가하였고, 이는 하엽 추출물에 의해 효과적

으로 감소되었다. 

2. 하엽 추출물에 의해 세포의 apoptosis가 진행되는 

지 조사하였다. 먼저 Annexin V-FITC 염색을 하여 

FACS를 통해 apoptosis가 유도된 세포를 측정해 

본 결과, 하엽 추출물에 의해 apoptotic cell이 증가

하는 것을 볼 수 있었다. Apoptosis의 지표가 되는 

PARP의 발현양상을 조사한 결과, 하엽 추출물에 

의해 cleaved PARP가 증가하는 것으로 나타났고, 

cleaved caspase-3, -8이 증가되는 것으로 나타남으

로써 caspase-3, -8의 활성화가 유도되는 것을 확인

할 수 있었다. 또한 DAPI staining을 통해 HASMC

의 핵의 형태 변화를 관찰한 결과에서도 apoptosis

가 유도된다는 것을 확인할 수 있었다.

3. 하엽 추출물이 mitochondrial membrane potential에 

미치는 영향을 알아보기 위해 DiOC6(3) staining을 

한 후 FACS 분석을 한 결과, 하엽 추출물에 의해 

mitochondrial membrane potential이 감소되었고, 

mitochondria로부터 cytosol로 방출되는 cytochrome c의 

양이 증가되었다. Mitochondria-related protein의 

발현 양상을 조사한 결과, anti-apoptotic protein인 

Bcl-2와 Bcl-xL은 하엽 추출물에 의해 감소하였고, 

pro-apoptotic protein인 Bax의 발현은 증가하는 것

으로 나타났다.

4. 세포의 유주능에 미치는 영향을 알아보기 위하여 

migtation assay를 수행하였다. H-E staining하여 

광학현미경으로 관찰한 결과, TNF-α 처리에 의해 

세포의 유주가 유도되었고 이는 하엽 추출물에 의

해 효과적으로 감소되었다. MMP-9의 활성 및 발현

량에 미치는 영향을 조사한 결과에서도 TNF-α에 

의해서 증가된 MMP-9의 활성 및 발현량이 하엽 

추출물에 의해 효과적으로 저해되는 것을 확인할 

수 있었다. MMP의 저해제로 알려져 있는 EGCG와 

EGC와 비교해서 보았을 때 EGC보다 탁월한 저해 

효과를 나타내었다. 

하엽 추출물은 HASMC의 증식을 억제하며, 이는 apoptosis

에 의한 것임을 알 수 있었다. 또한 MMP-9의 활성 및 

발현량을 저해함으로써 세포의 유주를 억제시킬 수 있는 

것으로 보인다. 이러한 하엽 추출물의 항증식 및 항유주 

활성을 나타내는 것으로 보아 동맥경화 치료제 및 예방

물질로서 가능성을 가지는 것으로 보인다. 
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