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皂角刺 추출물이 인간 유래 유방암 세포의 유전자 
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ABSTRACT

Effects of Gleditsiae Spina(GS) on Gene Expression 
of  Human Breast Cancer Cells

Hye-Ran Ban, Seong-Hee Cho, Kyung-Mi Park, Seung-Jeong Yang
Dept.  of Gynecology, College of Oriental Medicine, Dongshin University

Purpose: Gleditsiae spina (GS) has been used to treat patients with several 
diseases such as carbuncle, swelling and parasites. Recently GS is known to have 
anticancer activity in abdominal solid tumor, but the effects of GS on breast 
cancers is not clarified. For these reasons, we investigated effects of Gleditsiae 
spina (GS) on gene expression of human breast cancer cells.

Methods: We investigated the effects of GS  on proliferation of breast cancer 
cell line, MDA-MB-231. In addition, the genetic profile for the effect of GS on 
breast cancer cells was measured using microarray technique, and the functional 
analysis on these genes was conducted.

Results: Total 1,434 genes were up-regulated and 2,483 genes down-regulated 
in the cells treated with GS. Genes induced or suppressed by GS were all mainly 
concerned with metabolic process, regulation of biological process and protein 
binding. The network of total protein interactions was measured using cytoscape 
program, and some key molecules that can be used for elucidation of 
therapeutical mechanism of medicine in future were identified.

Conclusion: These results suggest possibility of GS  as anti-cancer drug for 
breast cancer, and also suggest that related mechanisms are involved in 
regulation of intra-cellular metabolism in breast cancer cells.

Key words: breast cancer, Gleditsiae spina, gene expression, anticancer drug, 
intra-cellular metabolism
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Ⅰ. 서  론

암이란 성장과 분화의 균형이 깨져서 

발생하며, 전이를 통해서 다른 정상적인 

조직까지 파괴하는 질환으로 국내 뿐만

이 아니라 전세계적으로 여성의 암발생

율 수위를 차지하고 있다1-4).   

현대의학에서 유방암의 치료는 항암화

학요법, 외과적절제술, 방사선 조사, 호

르몬 요법 등의 내분비요법 등을 시행하

고 있으나, 유방암의 예방 및 치료에 대

해 효과적이지 않을뿐더러 각종 부작용

을 나타내는 것이 사실이다2,3,5-7). 따라서 

유방암의 새로운 치료법을 연구하고 모

색하는 일이 절실히 요구되고 있는 상황

이다.

韓醫學에서 乳巖, 乳癰, 吹乳, 乳勞, 乳

中結核, 乳癖, 乳痰 등의 疾患은 모두 유

방 종괴를 의미하는 질환이다. 그 중 乳

巖은  초기에는 不痛, 不痒, 不赤하고 후

기에는 潰瘍痛과 血水가 흐르는 증상이 

나타나는데, 이는 유방 종괴, 섬유화, 유

방통, 병적 유두분비물 등을 주 증상으로 

하는 유방암과 유사함을 알 수 있다8).

皂角刺는 중국에서는 콩과에 속하는 

皂角刺나무의 가시를 말하며, 국내에서

는 낙엽교목인 주엽나무(Gleditsia japonica 

var. koraiensis)의 가시를 건조한 것으로 

辛溫, 無毒하며 消腫, 托毒, 排膿, 祛風殺

蟲하여 癰疽, 瘡腫, 神經痛 關節炎 등의 

각종 염증성 질환에 사용되고 있다9,10).  

최근 皂角刺에 대한 실험적 연구로는 

항바이러스 작용11), 소염작용12), 복강암 

및 유방암에 대한 항암효과13) 등의 보고

가 있지만 아직까지 유방암 세포에 대한 

분자생물학적 기전에 대한 연구는 접해

보지 못하였다.  

이에 본 저자는 유방암 치료에 있어서 

皂角刺의 효능과 분자생물학적 기전을 

연구하기 위하여, 인간 유래 유방암 세

포주인 MDA-MB-231에 皂角刺 추출물

을 투여 후 유방암세포의 증식율 및 증

식 형태에 관한 영향을 관찰하고, Total  

RNA를 추출하여 유전자 발현에 미치는 

영향을 조사한 결과 유의한 변화가 관찰

되어 보고하는 바이다. 

Ⅱ. 재료 및 방법

1.  재  료

1) 세포주

인간 유래 유방암 세포주인 MDA- 

MB-231 세포주는 한국 세포주 은행(서

울, 한국)으로부터 냉동상태로 구입하여 

실험에 사용하였다. 분주 받은 세포주는 

해동되어 배양액 속에 분주 된 후, 2주 

이상 계대 배양하여 실험실 환경 및 기

타 배양 환경에 충분히 적응 시킨 후 증

식률(Doubling Time)이 구입처에서 제

공한 자료와 거의 일치하게 되었을 때, 

충분히 적응하였다고 생각하고 실험에 

사용하였다. 

2) 약재의 준비

본 실험에서 皂角刺(Gleditsiae Spina; 

GS)는 콩과에 속한 주엽나무(G. japonica 

var. korainensis Nakai)의 가시를 건조

한 것으로 동신대학교 부속 한방병원에

서 구입한 것을 정선하여 사용하였다. 

3) 시약 및 기기

Fetal bovine serum(Gibco LOT. NO. 

1006842, FBS) 및 mRNA 분리를 위한 

Trizol reagent(invitrogen, Cat# 15596- 

026)은 진성SMR (광주, 한국)을 통하여 
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구입하였고, RPMI 1640(Sigma, R4130), 

penicillin -streptomycin(100 units/㎖, 

100㎍/㎕), trypsin-EDTA (Sigma) 및 

기타 시약은 Sigma(St. Louis, MO, USA)

제품을 구입 사용하였다. 측정을 위해 

micro-plate reader(Bio-rad, CA), 광학 

현미경(Olympus, Japan)등이 사용되었

다.

2.  방  법

1) 세포주 배양 환경

유방암 세포주인 MDA-MB-231의 생

육 배지로는 RPMI 1640(Sigma, R4130) 

배지를 사용하였고, 배지에는 10% fetal 

bovine serum(Gibco LOT. NO. 1006842, 

FBS)와 penicillin-streptomycin(100units/㎖, 

100㎍/㎕)을 첨가하였다. 세포주의 계대 

배양은 2일 간격으로 시행하였고, 부착

세포의 탈착을 위해서 trypsin-EDTA 

(Sigma, USA)를 사용하였다. 유방암 세

포주는 5% CO2가 공여되는 배양기 속

에서 37℃를 유지하며 배양되었다.

2) 약물의 준비

세척되고 세절된 상태로 구입된  皂角

刺 100g을 증류수 1,000ml에 넣어 상온

에서 24시간 동안 방치한 후, 전기약탕

기(대웅, 한국)를 이용하여 30분 동안 

전탕하여 물 추출을 시행하였다. 본 실

험에 사용된 약물은 減壓 加溫法을 사용

하여 추출액을 분말로 만들었다. 이때 

온도는 약 70℃를 유지하였다. 48시간의 

감압가온이 끝 난 후, 최종적으로 얻어

진 건조분말은 3.5 g으로 수율은 3.5%였

다. 이렇게 하여 얻어진 분말은 실험에 

사용하기 위하여 인산 완충액(PBS, 

phosphate buffered saline)에 다시 녹여 

진 후, 2,000 rpm에서 15분간 원심분리하

여 찌꺼기를 제거하고, 상층액을 얻었다. 

얻어진 상층액은 와트만 지로 거른 다음 

최종 적으로 0.22㎛ 크기의 필터(Syringe 

filter, Whatman)로 걸러 멸균을 대신 하

였다. 이렇게 하여 얻어진 검액은 소량

씩 나누어 -20℃에 보관하였다가 사용 

직전 해동하여 사용하였다. 

3) 세포 증식률 측정

도진도사에서 개발한 독특한 highly 

water-soluble tetrazolium salt인 WST-8,2- 

(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitroph

enyl)-5-(2,4-disulfo-phenyl)-2H-tetrazol

ium, monosodium salt를 사용하여 살아

있는 세포를 정량하는 방법14)을 사용하

였다. 

먼저 96-well plate(Nunc, Netherlands)

에 측정하고자 하는 대상 세포주를 웰당 

5×103개의 분량으로 분주하고, 37℃, 5% 

CO2가 공여되는 환경에서 24시간을 배

양하여 부착 및 안정화를 시행하였다. 

24시간의 배양이 끝난 후, 상기한 방법

으로 제조된 GS를 최종 농도 1,000㎍/㎖, 

500㎍/㎖, 250㎍/㎖, 125㎍/㎖, 62.5㎍/㎖

이 되게 배양액에 희석하여 부착 및 안

정화된 세포주에 공급하고, 24시간 동안 

배양하였다. 24시간 동안의 배양이 끝난 

후, 각 well당 10ul의 CCK-8(CCK-8 

sol., Dojindo, Japan)용액을 첨가하고 3

7℃, 5% CO2가 공여되는 환경에서 3시

간 동안 방치하였다. 3시간 후, micro-plate 

reader(Bio-rad, CA)를 이용하여 450㎚

파장에서 흡광도를 측정하였다. 정상 대

조군으로는 약물을 첨가하지 않은 well

을 사용하였고, 결과는 정상 대조군에 

대한 백분율로 환산하여 나타내었다. 

4) 세포 배양 형태의 현미경적 관찰

GS가 유방암 세포의 증식 및 세포 사
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멸에 미치는 영향을 육안적으로 관찰하

기 위하여 6-well(TPP, Switzerland)에 

2×105개의 세포를 분주하고 37℃, 5% 

CO2가 공여되는 환경에서 24시간을 배

양하여 부착 및 안정화를 시행하였다. 

24시간의 배양이 끝난 후, 세포 증식률 

및 세포 독성 측정에서와 같은 방법으로 

GS를 투여하고 24시간 동안 배양 하였

다. 배양이 끝난 후, 광학 현미경으로 세

포의 형태 및 밀도를 관찰하였다.

5) RNA 분리를 위한 약물 처리 및 

실험군 분류

1×10
6
개의 유방암 세포를 100 Φ dish 

(SPL, 한국)에 분주한 후, 37℃, 5% 

CO2가 공여되는 환경에서 24시간을 배

양하여 부착 및 안정화를 시행하였다. 

24시간의 배양이 끝난 후, 실험군은 GS

를 125㎍/㎖ 농도로 투여하고 다시 24시

간 동안 배양하였다. 정상 대조군으로는 

실험군과 동일한 조건에서 배양된 후, 

동일한 용량의 인산 완충액을 투여하였

다. 

6) RNA 분리

Microarray 분석을 위한 RNA 분리는 

Florell 등
15)

의 방법을 변형하여 시행되

었다. 상기한 방법으로 약물을 투여하고 

24시간이 지난 후, 생육 배지를 완전히 

제거한 다음, 인산 완충액을 이용하여 3번 

수세 하였다. 수세 과정이 끝난 후, 각각

의 dish에 2㎖의 Trizol reagent(invitrogen, 

Cat# 15596-026)를 넣고 pipet을 이용하

여 세포를 분리수거 한 다음 바로 동결

시킨 후 액체질소에 보관하였다가 RNA 

분리에 사용하였다. 동결세포로부터 total 

RNA를 분리하였는데, 이것은 Qiagen에

서 제시한 방법에 따라 이루어졌다.

7) RNA 추출 정도 관리

Total RNA를 아가로스겔 상에서 전

기영동한 후 28S/18S RNA의 비율을 측

정하여 정도 관리하여 분석 적합 판정을 

확인한 후 실험을 진행하였다. Microarray 

실험에 있어서 결과에 영향을 주는 여러 

가지 factor들 중 가장 중요한 것이 

RNA이며
16)
, 이 RNA 상태를 확인하기 

위해 Agilent사의 Bioanalyzer 2100을 사

용하여 rRNA ratio(28S/18S ribosomal 

RNA)를 확인함으로써 판정하였다.

8) DNA 칩을 이용한 실험

44K oligo-chip을 이용하여 실험을 수

행하였다
17)
. 탐침 준비와 혼성화 반응은 

3DNA array detection system을 이용하

여 수행하였다(Genisphere, PA). 형광 표지

된 cDNA 제작시 20㎍ total RNA를 사

용하였다. 어레이를 씻어낸 후 ScanArray 

scanner (Perkin-Elmer, Boston, MA)로 

스캔하였다. 정상 RNA를 레퍼런스로 사

용하여 DNA 칩상의 대다수 cDNA spots 

(85% 이상)이 검출됨을 확인하였다.

9) 데이터분석

이미지파일에서 IMAGENE 4.0 (Bio- 

discovery, Marina del Rey, CA)를 사용

하여 1차 데이터를 얻은 후 locally 

weighted scatterplot smoothing method 

(LOWESS)를 사용하여 표준화하였다18).

모든 칩상의 spot에서, 각 채널의 형광 

강도가 배경의 형광 강도보다 1.4배 더 

큰 경우에 한해 제대로 측정된 것으로 

판단하여 선별하였고, 시료에서 제대로 

측정되지 않은 것은 제외시켰다. 

발현 비율은 Cluster를 이용하여 순차

적 클러스터링한 후 TREEVIEW(M.B. 

Eisen, http://rabam.lbl.gov)19)를 이용하

여 시각화하였다. 

유전자 기능분석은 FatiGo algorithms 
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(http://.babelomics.bioinfo.cipf.es)를 이

용하여 수행하였다. 클래스간 비교분석

을 통해 얻어진 결과는 false discovery 

rate (FDR) 값이 0.05 이하일 때 의미있

는 것으로 판단하였다. 단백질 결합은 

BOND 데이터베이스 (http://bond. 

unleashedinformatics.com)에서 얻어진 흰

쥐 단백질 데이터베이스로 cytoscape 

program (버전 2.4)을 이용하여 분석하

였다. 

3.  통계 처리

세포 증식율 실험 결과에 대한 통계적 

분석은 통계 패키지인 Sigma plot (Sigma 

plot for Windows, ver. 9.0, U.S.A.)를 이

용하였으며, 실험 성적은 평균±표준편차

(mean±S.D.)로 나타내었다. 실험군과 

대조군의 평균 차이는 student's t-test를 

이용하여 검정하였다. DNA칩을 이용한 

실험에서 발현 증가 및 감소된 유전자의 

유의성 검증은 Chi-square test를 이용하

여 p-value<0.05 일 때 유의하다고 판정

하였다. 

Ⅲ. 성  적

1. 皂角刺추출물(Gleditsiae Spina;  GS)

이 유방암 세포의 증식율에 미치는 영향

皂角刺 추출물(GS)이 유방암 세포의 

증식률에 미치는 영향을 관찰하기 위하

여 각각 농도별로 처리하여 관찰하였다. 

실험 결과 GS는 최소 투여 농도인 62.5

㎍/㎖ 에서도 유방암 세포의 증식률을 

유의하게 감소시켰다. 또 다른 대조군으

로 사용한 천궁(CR, Cnidii Rhizoma)의 

경우, 500㎍/㎖ 이상에서만 유의한 증식

율의 감소를 보였다. 대조군의 증식율을 

100(%)로 하였을 때, GS 농도 62.5㎍/㎖, 

125㎍/㎖, 250㎍/㎖, 500㎍/㎖, 1,000㎍/㎖ 

투여에 의한 증식율은 각각 73.80±2.29, 

51.51±1.62, 29.07±2.62, 25.98±3.63, 26.80±4.99

였고, ED50 (Effective dose 50)은 128.7

㎍/㎖이었다(Fig. 1).

Fig. 1. Effects of GS on proliferation of 
tumor cells in vitro. 
MDA-MB-231 Cells were attached 96-well 
plate, and added GS as indicated concentrations 
respectively. After 24 hours incubation, 
proliferation rates were measured using altered 
MTT methods. GS  : Gleditsiae spina, CR  : 
Cnidii Rhizoma. Values are expressed as 
percentage of control. Results are presented 
as mean±standard deviation. 
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005 vs. non-treated 
Control. (n=6)

2.  GS가 유방암 세포의 증식 형태 및 

밀도에 미치는 영향

유방암 세포의 증식 형태 및 밀도에 

GS가 미치는 영향을 관찰하기 위하여 

현미경적 관찰을 시행하였다. 아무 것도 

처리하지 않은 정상군에서는 세포 실질 

위축, 핵 응축 등의 세포 독성 현상이 관

찰되지 않았다. GS 125㎍/㎖ 농도 투여

군에서부터 세포수 감소 및 세포 실질 

응축이 발견되기 시작하였다. 250㎍/㎖ 

투여군에서는 이러한 현상이 더욱 심화 
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되었으며, 500㎍/㎖ 이상 투여군에서는 

살아있는 세포보다 사멸된 세포가 더 많

이 관찰 되었다(Fig. 2).

  

 

Fig. 2. Effects of GS on morphology and proliferation density of tumor cells in vitro.
MDA-MB-231 Cells were attached 6-well plate, and added 125, 250, 500 and 1,000㎍/㎖ of GS  
respectively. After 24 hours incubation, morphology and proliferation density were observed using 
microscope. (A) non-treated control group, (B) 125㎍/㎖ treated group, (C) 250㎍/㎖ treated 
group, (D) 500㎍/㎖ treated group (E) 1,000㎍/㎖ treated group.

3. DNA 칩 이미지

DNA 칩 이미지를 얻기 위해 Agilent 

Whole Human Genome 44K oligo-chip

을 사용하여 세포의 전체 유전체 변이를 

분석하였다. Cy3와 Cy5로 구성된 two 

colors system을 사용하였기 때문에, 적

색과 녹색 sopt으로 표현되어졌다. 대부

분의 유전자는 의미있는 변화를 보이지 

않았기 때문에 대부분의 spot이 주로 노

란색으로 나타났다(Fig. 3). 
Fig. 3. Raw image of microarray. 
A total sequence set of 45,000 oligo-nucleotides 
were printed onto glass microscope slides. 
The probe preparation and hybridization 
were performed using 3DNA array detection 
system with 20㎍ of total RNA from cells. 
Untreated cells was used as reference RNA.

4.  DNA 칩에서의 신호강도 (signal 

intensity)의 분포

칩의 이미지로부터 Cy3와 Cy5의 신호
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를 수치화하여 각각의 축에 대응시킨 결

과는 그림에서 확인할 수 있듯이 대부분

의 유전자의 경우 Cy3 및 Cy5의 신호강

도가 서로 비례관계에 있음을 확인할 수 

있다. 또한 신호가 낮은 쪽일수록 편차

가 크게 발생하고 있으므로 낮은 신호의 

유전자일 경우 분석에 유의해야 함을 보

여준다(Fig. 4).

원천 이미지에서 얻어진 1차 데이터를 

LOWESS method를 사용해 표준화하였

다. 표준화 후 유전자의 분포를 발현 비

율(log ratio)과 강도 (log intensity)간의 

관계로 나타냈다. 표준화 과정을 통해 

유전자의 발현 비율이 0을 기점으로 하

는 일직선 형태로 변화되었다(Fig. 5.)

Fig. 4. Signal distribution of microarray. 
Vertical axis represents log Cy5 intensity 
and horizontal axis represents log Cy3 intensity.

Fig. 5. Normalization of microarray 
(MA plot).
Primary data from raw image were normalized 
using lowess method. Vertical axis represents 
log ratio and horizontal axis represents log 
intensity of all spots after normalization.

5.  생물학적 과정,  분자기능 및 세포 

구성요소 항목에서 발현 증가된 유전

자의 기능 분석

발현이 증가된 유전자의 수가 많기 때

문에, ontology에 기초해 기능분석을 하

여 유전자들을 평가하였다. 3배 이상의 

발현이 증가된 경우를 기준으로 증가한 

유전자의 수는 1,434개였다. 

증가한 유전자의 ontology분석은 생물

학적 과정(Fig. 6), 분자적 기능(Fig. 7), 

세포 구성요소(Fig. 8)로 나타내었다. 

대부분의 발현 증가된 유전자는 단백

질이나 핵산에 결합하는 기능을 가지고 

있는 것으로, 세포의 일반적인 대사과정

에 관련되어 있었고, 세포막에 집중되어 

분포되었다.
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Fig. 6. Functional annotation of up-regulated genes in cells treated with GS.
Total 1,434 genes were up-regulated in cells treated with GS. The functional distribution of 
these genes was analyzed in biological process category in ontology. The horizontal bar 
represents the percentage of specific functional category in Biological Process. The list was 
arrayed in decreasing percentage of functional category.
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Fig. 7. Functional annotation of up-regulated genes in cells treated with GS. 
Total 1,434 genes were up-regulated in cells treated with GS. The functional distribution of 
these genes was analyzed in molecular function category in ontology. The horizontal bar represents 
the percentage of specific functional category in Molecular Function. The list was arrayed in 
decreasing percentage of functional category.
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Fig. 8. Functional annotation of up-regulated genes in cells treated with GS.
Total 1,434 genes were up-regulated in cells treated with GS. The functional distribution of 
these genes was analyzed in cellular component category in ontology. The horizontal bar 
represents the percentage of specific functional category in Cellular Component. The list was 
arrayed in decreasing percentage of functional category.

6.  생물학적 과정,  분자기능 및  세포 

구성요소 항목에서 발현 감소된 유전

자의 기능 분석

발현이 감소된 유전자의 수가 많기 때

문에, ontology에 기초해 기능분석을 하

여 유전자들을 평가하였다. 1/3배 이하

로 발현이 감소된 경우를 기준으로, 감

소한 유전자의 수는 2,483개였다. 

감소한 유전자의 ontology분석은 생물

학적 과정(Fig. 9), 분자적 기능(Fig. 10), 

세포 구성요소(Fig. 11)로 나타내었다.

대부분의 발현 감소된 유전자는 세포

내 일반적인 대사과정 및 신호전달 과정

과 연관되어 있었고, 단백질 및 이온과 

결합하는 기능이 많았으며, 세포막에 존

재하는 비율이 높았다.
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Fig. 9. Functional annotation of down-regulated genes in cells treated with GS. 
Total 2,483 genes were down-regulated in cells treated with GS. The functional distribution of 
these genes was analyzed in biological process category in ontology. The horizontal bar 
represents the percentage of specific functional category in Biological Process. The list was 
arrayed in decreasing percentage of functional category.
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Fig. 10. Functional annotation of down-regulated genes in cells treated with GS. 
Total 2,483 genes were down-regulated in cells treated with GS. The functional distribution of 
these genes was analyzed in molecular function category in ontology. The horizontal bar 
represents the percentage of specific functional category in Molecular Function. The list was 
arrayed in decreasing percentage of functional category.
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Fig. 11. Functional annotation of down-regulated genes in cells treated with GS. 
Total 2,483 genes were down-regulated in cells treated with GS. The functional distribution of 
these genes was analyzed in cellular component category in ontology. The horizontal bar 
represents the percentage of specific functional category in Cellular Component. The list was 
arrayed in decreasing percentage of functional category.

7.  생물학적 과정,  분자기능 및 세포 

구성요소 항목에서의 기능 분포 비교

발현량이 증가하였거나, 감소된 유전

자들을 기능별로 세분화하여 관찰하였다

(Fig. 12, 13, 14). 

생물학적 과정의 경우 생체 내 대사과

정의 조절, 질소대사 과정조절, 단백질 

이동과정 등의 기능과 관련된 항목들에

서 증가유전자와 감소유전자간에 유의적 

(P<0.05)인 차이를 보이고 있었다(Fig. 12).

분자기능분포의 경우에는 transferase 

활성, 이온(ion) 활성이 서로 상이함을 

확인할 수 있었다(Fig. 13). 

세포성분에서의 분포도를 살펴볼 때 

세포내 소기관의 분포에서 발현 증가 및 

감소한 유전자간에 차이를 보이고 있었

다(Fig. 14). 

발현량이 증가된 유전자와 감소된 유

전자들을 기능별로 세분화하여 생물학적 

과정, 분자기능분포, 세포성분으로 관찰

하였을 때 기능의 분포 정도에 차이를 

나타내고 있었다.
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Fig. 12. Comparison of functional distribution in biological process.
Both up and down-regulated genes were analyzed in biological process category in ontology. The 
horizontal bar represents the percentage of specific functional category in Biological Process. The 
list was arrayed in decreasing percentage of functional category. Red and Green color represent 
percentage of up-regulated and down-regulated genes, respectively, in each functional category. 
*P<0.05 was considered significant.
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Fig. 13. Comparison of functional distribution in molecular function. 
Both up and down-regulated genes were analyzed in molecular function category in ontology. 
The horizontal bar represents the percentage of specific functional category in molecular 
function. The list was arrayed in decreasing percentage of functional category. Red and Green 
color represent percentage of up-regulated and down-regulated genes, respectively, in each 
functional category. *P<0.05 was considered significant.
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Fig. 14. Comparison of functional distribution in cellular component.
Both up and down-regulated genes were analyzed in cellular component category in ontology. 
The horizontal bar represents the percentage of specific functional category in cellular 
component. The list was arrayed in decreasing percentage of functional category. Red and Green 
color represent percentage of up-regulated and down-regulated genes, respectively, in each 
functional category. *P<0.05 was considered significant.

8.  인체 시스템에서 단백질 네트워크와 

GS 처리에 의해 변화된 유전자들의 

상호작용 네트워크

약물 처리에 의해 발현량이 증가된 유

전자 1,434개, 발현량이 감소된 유전자 

2,483개가 확인되었다. 이들 유전자들 간

의 상호작용에 대해 알기 위하여 단백질 

상호작용을 이용한 네트워크 분석을 수

행하였다.

칩에 존재하는 유전자에 해당하는 단

백질의 상호작용을 그림으로 표시하였는

데, 노란색으로 표시된 표형은 약물처리

에 의해 발현이 증가 또는 감소한 단백

질을 보여준다(Fig. 15, 17).

증가된 유전자로부터 생성되는 단백질

의 경우 CCND1, EGFR, PRKCE와 

BRCA1이 상호작용 네트워크의 중심부

에 위치하고 있었다(Fig. 15, 16).

감소된 유전자들로부터 생성되는 단백

질의 경우 ATM, FBL, SF1, SMURF1이 

네트워크 중심부에 있었다(Fig. 17, 18).
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Fig. 15. Protein interaction network in human system. 
The network of total protein interactions was measured using cytoscape program. The database 
was obtained in BOND database (http://bond.unleashedinformatics.com). Circles represent 
proteins that involved in interactions with other proteins. Yellow circles represent the proteins 
identified in this experiment to be up-regulated by treatment with GS. Lines mean the 
protein-protein interactions. Yellow circles which have intensive network with other proteins 
were marked as A, B, C, D(Fig. 16).

     

  

Fig. 16. Protein interaction network of genes up-regulated by treatment with GS. 
Yellow circles marked in Fig. 15 were shown in more detailed view. Each circle have name of 
the protein. CCND1, EGFR, PRKCE, and BRCA1 were placed on core positions with intensive 
interactions with other proteins.
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Fig. 17. Protein interaction network in human system.
The network of total protein interactions was measured using cytoscape program. The 
database was obtained in BOND database (http://bond.unleashedinformatics.com). 
Circles represent proteins that involved in interactions with other proteins. Yellow circles 
represent the proteins identified in this experiment to be down-regulated by treatment with GS. 
Lines mean the protein-protein interactions. Yellow circles which have intensive network with 
other proteins were marked as A, B, C, D(Fig. 18).

      

  

Fig. 18. Protein interaction network of genes down-regulated by treatment with GS. 
Yellow circles marked in Fig. 17 were shown in more detailed view. Each circle have name of 
the protein. ATM, FBL, SF1, and SMURF1 were placed on core positions with intensive 
interactions with other proteins. 
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Ⅳ. 고  찰

유방암은 전 세계적으로 미국, 유럽뿐

만이 아니라, 일본과 우리나라에서도 여

성의 암발생률에서 수위를 차지하고 있

다2-4).

유방암은 생존율이 다른 암에 비해 높

지만, 가슴절제 수술 등으로 인해 손상된 

신체이미지와 여성에 대한 상실성이 크

기 때문에 가장 두려워하는 암이다20-22).

우리나라의 경우 호발 연령이 서구 사

회에 비해 10년~15년 정도 낮은 젊은 

연령층에서 발생하고 있으며, 증가 속도

가 가장 빠른 암의 하나로서 관심이 매

우 높아지고 있는 추세이다23,24). 

유방암은 40대 이후, 남자보다는 여자, 

유전적 소인이나 과거 병력, 에스트로겐

의 장기간 노출, 고령 출산, 조기 초경, 

만기 폐경의 경우 호발하며, 경구피임약

제, 각종 스트레스, 지방식이의 증가, 비

만 등은 위험도를 증가시키고 있다6,25,26). 

증상으로는 유방종괴, 섬유화, 유방통, 

병적 유두 분비물이 나타나며, 치료는 

항암화학요법, 외과적 절제, 방사선 조사 

등을 시행하고 있으나, 각종 부작용이 

발생하고 있으며 효과적이지 않은 것으

로 보고되고 있다2-4,6-8). 

따라서 유방암의 새로운 치료법을 연

구하는 일이 절실히 요구되고 있으며, 

이에 대해 한의학적 치료효과와 치료기

전을 규명하는 일이 중요시되고 있다. 

韓醫學에서 乳巖, 乳癰, 吹乳, 乳勞, 乳

中結核, 乳癖, 乳痰 등의 疾患은 모두 유

방종괴를 의미하는 질환으로, 그 중 乳

巖이 현재의 유방암에 가장 부합되며 그 

밖의 명칭들은 乳巖을 단계별로 다양하

게 분류한 것으로 보인다
8)
. 

乳巖은 초기에는 不痛, 不痒, 不赤하고 

후기에는 潰瘍痛과 血水가 흐르는 증상

이 나타나는데, 이는 유방종괴, 섬유화, 

유방통, 병적 유두분비물 등을 주 증상

으로 하는 유방암과 유사함을 알 수 있

다
8,25)

.

고전문헌에서 陳自明26)는《婦人大全良

方》<乳癰乳巖方論>에서, “若初起內結小

核, 或如鱉棋子, 不赤不痛, 積之歲月漸大, 

巗岩崩破, 如熟榴. 或內潰深洞, 血水滴瀝”

라 하여 乳巖의 초기 발생부터 진행되는 

과정을 묘사하였고, 龔廷賢
27)

은《萬病回

春》<乳巖>에서, “아직 터지지 않은 것

은 치료가 가능하나,  瘡이 생기면 不治”

라 하여 예후에 대해 설명하였다. 

乳巖의 원인은 內因, 外因, 不內外因의 

측면으로 나누어 볼 수 있다. 龔廷賢27)

은 中年婦人에서 憂鬱과 忿怒가 많은 경

우, 張景岳28)은 七情氣鬱과 氣血虛損을, 

閭純璽29)은 憂慮鬱遏, 氣血虧損인 경우 

다발한다고 하여 內因을 七情不調, 鬱怒

鬱結, 抑鬱로 보았으며, 外因으로는 羅元

愷30)가 “寒氣를 만나거나 形寒飮冷하면 

발생한다”고 하였으며, 不內外因으로는 

樓英31)이 “厚味를 많이 먹고 氣鬱忿怒하

면 乳房에 작은 核이 結한다”고 하였다. 

皂角刺는《本草圖經》에 처음 수록되

었으며, 辛溫 無毒하고, “治癰疽之潰 能

引至潰處”, “能引諸藥上行 治上焦病”하

여 消腫, 托毒, 排膿,祛風殺蟲 하는 효능

을 가지고 있어, 癰疽, 瘡腫, 神經痛 關節

炎 등의 각종 염증성 질환에 치료제로 

임상에서 사용되고 있다
9,10,32)

.

현재까지 알려진 皂角刺의 주성분으로

는 7종의 Gleditschia saponin, amino acid, 

flavonoid glycoside, phenol류 등이 보고
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되고 있으며
13) 

皂角刺 單味에 대한 실험

적 연구로는 항암작용, 해열, 진통, 소염, 

항균 및 항바이러스작용 등이 있다고 보

고되었다
11-13)

. 실험 연구에서 皂角刺가 

포함된 처방 중 秘方奪命散13), 托裏消毒

飮33), 仙方活命飮34) 에는  항암 효과가 

있는 것으로 알려졌다.

이상을 종합해 볼 때 皂角刺의 消腫, 

托毒, 排膿, 항암효과가 실험적 연구를 

통하여 보고되고 있으며 유방암에 대해

서도 효과적이라 생각되지만, 그 연구실

적들이 부족하고 皂角刺의 항암 기전에 

대한 분자수준의 연구결과는 아직까지 

접해보지 못하였다. 

따라서 본 연구에서는 유방암 세포에 

대한 GS를 투여시, 유방암 세포의 증식

율, 형태 및 밀도에 미치는 영향을 관찰

하였고, 기전을 분자수준에서 파악하기 

위하여, DNA 칩을 이용하여 유전자들의 

발현정도를 측정하여 기능분석 및 유전

자들의 상호작용 네트워크 분석을 시행

하였다.

유방암 세포의 증식율을 비교 관찰하

기 위하여 대조군으로 부인과 질환에 상

용되고, 유방암 증식(율)을 억제한다고 

알려져 있는 천궁을 사용하였다35). 유방

암세포 증식율의 유의할만한 감소는 GS

의 경우 62.5㎍/㎖에서부터, 천궁의 경우 

500㎍/㎖이상에서 보였다. 천궁의 유방

암세포 증식율을 100%로 하였을 때, GS 

농도 62.5㎍/㎖, 125㎍/㎖, 250㎍/㎖, 500

㎍/㎖, 1,000㎍/㎖ 투여시 증식율은 각각 

73.80±2.29, 51.51±1.62, 29.07±2.62, 25.98±3.63, 

26.80±4.99로 천궁에 비해 우수한 증식율 

감소를 보여주었다(Fig. 1).

이러한 증식율의 감소 양상과 현미경

적 관찰 결과상 밀도 및 세포 형태는 유

사한 경향을 보였다(Fig. 2). 

이러한 결과를 바탕으로 GS는 ED50농

도에 해당하는 125㎍/㎖로 투여하여 유

전자 발현을 관찰하였다. 

125㎍/㎖ 농도의 GS 처리에 의해 3배 

이상 발현이 증가된 유전자는 1,434종, 

1/3이하로 발현이 감소한 유전자는 2,483

종으로 총 3,917 종의 유전자들의 발현이 

변화되었으며, 이는 DNA 칩에 존재하는 

유전자를 기준으로 약 8.7% 정도의 낮은 

수준이다. 

발현이 증가되거나 감소된 유전자들을 

개별적으로 접근이 힘들기 때문에, 생물

학적 과정항목, 분자기능 항목, 세포내 

구성항목으로 유전자 주해에 기반을 두

고 기능분류를 실시하였다. 

발현 증가된 유전자는 대부분 세포의 

일반적인 대사과정에 연관되어있고, 단

백질이나 핵산에 결합하는 기능을 가지

고 있어, 신호전달 경로상에 있는 것을 

확인할 수 있었다(Fig. 6, 7, 8). 

발현 감소된 유전자들은, 순위 상 약

간의 차이는 있지만, 발현이 증가된 유

전자의 경우와 마찬가지로 세포내 일반

적인 대사과정 및 신호전달 과정과 연관

되어 있었고, 세포내에서의 기능 및 위치 

분포 또한 매우 유사하여, 단백질 및 이온

과 결합하는 기능이 많았으며, 세포막에 

존재하는 비율이 높았다(Fig. 9, 10, 11). 

약물처리에 의해 발현이 증가 또는 감

소하는 유전자의 기능분류를 실시한 결

과 비슷한 기능별 분포를 보인다는 것을 

확인할 수 있었지만, 이들 유전자 차이

를 좀 더 세분화하여 관찰하였다. 

이와 같이 약물 처리에 의해 변화된 

유전자들의 기능을 정확히 예측하기 위

해서는 발현이 증가 또는 감소되는 유전
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자들의 공통적인 기능 및 차별적인 기능

을 동시에 고려해서 판단해야 할 것이

다. 변화된 유전자들의 기능을 비교한 

결과 생물학적 과정의 경우 생체 내 대

사과정의 조절, 질소대사 과정조절, 단백

질 이동과정 등의 기능과 관련 항목에

서, 분자기능분포의 경우 transferase 활

성, 이온(ion) 활성 및 ribosome의 구조

성분의 분포 관련 항목에서, 세포성분의 

경우 세포내 소기관의 분포에서 차이가 

보이고 있었다(Fig. 12, 13, 14).  이런 결

과들은 비록 발현 증가유전자와 감소유

전자간에 비슷한 기능분포를 보이고 있

다 하더라도 일부 유전자의 경우 기능의 

분포정도에 차이를 나타내고 있음을 보

여준다. 

약물처리에 의해 변화되는 유전자 중

에서 향후 새로운 약물의 신규 타겟이 

될 수 있는 유전자를 선별하기 위하여 

단백질 상호작용을 이용한 네트워크 분

석을 실시하였다. 

발현이 증가된 유전자로부터 CCND1, 

EGFR, PRKCE, BRCA1 단백질이 중심

체로 작용하여 다른 단백질과 상호 연결 

되어 있었고, 발현이 감소된 유전자들의 

경우에는 ATM, FBL, SF1, SMURF1 

단백질이 네트워크 중심부에 있었다. 이

러한 단백질이 약물처리에 의해 변화되

는 단백질의 네트워크에서 중심적인 역

할을 수행할 수 있다는 것을 의미하며, 

이들 단백질을 이용하여 신규 약물의 개

발이 가능할 것이다. 

이중 CCND1은 또 다른 이름으로 

Cyclin D1이라고도 하며 세포의 분열을 

촉진시켜 성장에 관여하는데36,37), Cyclin 

D1이 과발현되면 STAT3 발현이 저해되

고 그 결과 유방암 환자들의 생존율이 

높아진다고 하였다
38)
.

BRCA1과 BRCA2는 유방암에서 항암

제 감수성을 증가시켜주는 요소이며
39-42)

, 이 두 가지 요소에 유전적 변형이 

일어나면 유방암의 발생율이 증가할 수 

있다고 알려져 있다43). 

본 실험에서 GS가 유방암 세포의 증

식율을 억제하고, 세포사멸을 유도하는 

것은 CCND1 및 BRCA1의 발현을 증가

하기 때문이라는 것을 유추할 수 있다. 

발현이 감소한 요소 중에서 ATM (The 

ataxia telangiectasia-mutated gene)은 세

포 내에서 여러 가지 신호 전달 과정에 

관여하는 물질로 단순히 발현 증가와 감

소만으로 암종에 대한 작용을 규정짓기

는 어렵다. 

ATM의 활성화는 nuclear factor-kappa 

B(NF-κB)를 활성화 시키는데 NF-κB

는 전사인자로서 세포의 사멸을 방지하고 

생존율을 높이고44), p53의 활성화를 억제

하는데 p53은 세포사멸을 촉진한다45).

본 실험결과에서 ATM의 발현 감소는 

두 가지 경로를 통하여 유방암 세포의 

증식 억제 및 사멸에 관여할 것으로 생

각된다. 첫째는 ATM의 감소는 NF-kB

의 감소를 가져오고 그 결과 세포가 증

식율이 감소하고 세포 사멸에 이르게 되

는 경로이고, 둘째는  ATM이 가진 본연

의 임무인 p53의 활성 억제 기능을 상실

하게 됨으로써, 결국 세포 사멸에 이르

게 되는 경로이다. 

이상의 결과를 정리하면, GS는 인간 

유래 유방암 세포인 MDA-MB-231에 대

하여 증식 억제 작용을 나타냈으며, 유

전자 발현 분석을 통하여 발현이 증가된 

유전자는 1,434종, 발현이 감소한 유전자

는 2,483 종임을 알 수 있었고, 이러한 유
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전자를 세포 내 신호 전달 체계별로 분

류해 본 결과 CCND1, EGFR, PRKCE, 

와 BRCA1과 관련한 유전자들은 발현이 

증가 하였고, ATM, FBL, SF1, SMURF1

과 관련한 유전자들의 발현은 감소하였다.

따라서 위 실험에서의 분자생물학적 

기전으로 살펴볼 때 GS는 유방암의 예

방 및 치료제로 사용될 수 있다고 판단

되고 향후에는 이러한 결과를 바탕으로 

皂角刺에 대하여 유방암을 포함하여 다

른 암종에 대해 한의학적 실험연구 및 

임상연구 등이 필요하며 유선염 등을 포

함한 각종 유방 관련 질환에 대한 추가

적 연구가 필요할 것으로 사료된다.

Ⅴ. 결  론

皂角刺 추출물이 인간 유래 유방암 세

포의 증식율 및 유전자 발현 양상에 미

치는 영향을 관찰하기 위하여, MDA- 

MB-231 세포에 皂角刺 추출물을 처리하

고 증식율을 관찰한 다음, total RNA를 

추출한 후 DNA 칩을 이용하여 유전자 

발현 양상을 관찰한 결과는 다음과 같다.

1. 최소 농도인 62.5 ㎍/㎖ 농도의 투여

에도 MDA-MB-231 세포의 증식을 

유의성 있게 억제하고 세포 사멸을 

유도 하였다. 

2. 발현이 증가된 유전자는 1,434종, 발현

이 감소한 유전자는 2,483종으로 총 

3,917종의 유전자들의 발현이 변화되

었다.

3. 발현이 증가된 많은 유전자들이 일반

적 세포대사과정에 관련 되어 있었으

며, 주요 기능들이 단백질이나 핵산에 

결합하는 것이었다.

4. 발현이 감소된 유전자들 역시, 세포내 

일반적인 대사과정 및 신호전달 과정

과 연관되어 있었으며, 단백질 및 이

온과 결합하는 기능이 많았으며, 세포

막에 존재하는 비율이 높았다. 

5. 생물학적 과정의 경우 생체 내 대사과

정의 조절, 질소대사 과정조절, 단백

질 이동과정 등의 기능과 관련된 항목

들에서 증가유전자와 감소유전자간에 

유의한 차이를 보였다. 

6. 분자기능분포의 경우, transferase 활

성, 이온(ion) 활성 및 ribosome의 구

조성분의 분포 등의 기능항목에서 유

의한 차이를 보였다.

7. 세포성분의 분포도에서는 세포 내 소

기관의 분포에서 차이를 보였다.

8. 세포 내 신호 전달 체계별로 분류해 

본 결과 CCND1, EGFR, PRKCE, 

와 BRCA1과 관련한 유전자들은 발

현이 증가 하였다. 

9. 세포 내 신호 전달 체계별로 분류해 

본 결과 ATM, FBL, SF1, SMURF1

과 관련한 유전자들의 발현은 감소하

였다.

皂角刺는 CCND1 및 BRAC1의 발현

증가와 ATM의 발현감소를 통한 NF-kB 

경로의 저해 및 p53경로 활성화를 통하

여 유방암세포에 대한 증식을 억제한 것

으로 사료되며, 유방암의 예방 및 치료

제로 사용될 수 있다고 생각된다.

⃞ 투  고  일 : 2009년 1월 30일

⃞ 심  사  일 : 2009년 4월 29일
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