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ABSTRACT
Background and Objectives : Korean mistletoe lectin (Viscum album coloratum agglutinin, VCA) and bee venom (BV)

have been reported to induce apoptosis in various cancer cell lines in vitro and to show antitumor activity against a variety of
tumors in animal models. However, the comparative effect of VCA and BV on the anti-cancer effect and mechanisms of action
has not been determined. In this study, the effect in a human hepatocellular carcinoma cell line, Hep G2 cells, was examined.

Methods : Cytotoxic effects of VCA and BV on Hep G2 cells were determined by 3- (4, 5-dimethylthiazol-2-yl) -2,
5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay in vitro. The apoptotic cell death was then confirmed by propidium iodide
staining and DNA fragmentation analysis. The mechanisms of action were examined by the expression of anti-apoptotic
proteins and activation of mitogen-activated protein kinases. The involvement of kinase was examined in VCA or BV-induced
apoptosis by using kinase inhibitors.

Results : VCA and BV killed Hep G2 cells in a time and dose-dependent manner. Treatment of Hep G2 cells with VCA
activated poly (ADP-ribose) polymerase-1 (PARP-1) known as a marker of apoptosis, and mitogen-activated protein kinases
signaling pathways including MAPK/ERK, p38 MAPK and JNK. BV also activated PARP-1, MAPK/ERK, and p38 MAPK
but not JNK. The expression level of anti-apoptotic molecule, Bcl-X, was decreased by VCA treatment but not by BV.
Finally, the phosphorylation level of ERM proteins involved in the cytoskeleton homeostasis was decreased by both stimuli.
VCA-induced apoptosis was partially inhibited by in the presence of JNK and p38 inhibitor, but BV only by p38 inhibitor.

Conclusions : VCA-induced apoptosis is dependent on the activation of p38 and JNK, while BV-induced apoptosis is
mediated by p38 activation in Hep G2 cells.

Key words : Mistletoe extract, Bee Venom, Hep G2 cell, Apoptosis

Ⅰ. 서 론

상기생의 성미와 주치는 “桑上寄生 味苦平 主腰

痛 小兒背强 癰腫 安胎 充肌膚 堅髮齒 長鬚眉 其

實 明目 輕身 通神 一名寄屑 一名寓木 一名宛童

生川谷”이라 하였고, 癰腫, 金瘡, 腰膝酸痛, 筋骨痿

弱, 偏枯, 脚氣, 風寒濕痺, 胎漏, 血崩, 産後乳汁不下

등에 사용한다고 알려져 있다1. 현재 연구로 밝혀

진 상기생의 효능은, 그 추출물의 면역 조절 효과
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로 악성림프종, 다발성 골수종, 백혈병과 같은 악

성 종양의 치료, 악성 종양의 일차 치료 후 재발을

방지할 목적, 자궁경부 상피내 종양, 만성 B형 간

염, C형 간염과 같은 전암 병변, 장의 용종 치료,

일차성 골수 질환 및 치료 후 골수 억제 환자의 치

료, 말기 환자의 치료 등을 보고하고 있으며
2,3
, 최

근에는 상기생의 항암 효과에 대한 실험은 apoptosis

의 유도 및 유발효과, 면역 강화 기능으로 종양 억

제 효과 등이 보고되었다
4-7
. 봉독은 오래전부터

인체의 질병 치료에 사용하였으며, 봉독의 생화학

적 성분 및 약리작용과 기전
8-10
, 과민성과 독성

11

등의 연구가 활발하게 진행되어 왔다. 봉독의 효능

에 관하여 진통
12
, 면역 기능 증강 작용

13
, 항암 효

과
14,15

등의 국내 보고가 있고, 외국에서는 면역요

법
16
, 단순포진

17
, 다발성 경화증

18
, 종양

19
등의 질병

치료 등에 대한 연구가 보고되었다. 저자는 최근

항암 효과와 관련한 유사한 연구가 이루어지고 있

는 상기생과 봉독의 종양면역 기전을 연구하여 항

암 치료의 가능성을 넓히기 위해, 상기생과 봉독이

간암 세포주인 Hep G2의 apoptosis 유도에 영향을

주는지 비교 검토한바 유의한 결과와 차이점을 얻

었기에 보고하고자 한다.

Ⅱ. 실 험

1. 재 료

1) 상기생

상기생 (Viscum album var. coloratum)은 청운

당 농산 (경남, 대한민국)에서 구입하여 정선 한

후 270g을 분쇄한 후 3차 증류수 1L에 혼합하여

4℃에서 48시간 동안 추출하여 여과하고 원심분리

하여 (15000㎎, 10min, 4℃) 깨끗한 상층액만을 얻

는다. 상층액은 96시간 동안 동결건조 (Ilshin, Korea)

후 2.5g의 상기생 분말을 얻고 분말은 3차 증류수

에 녹인 후, 0.2㎛syringe filter (Sartorius-stedim

biotech, Germany)로 여과 후 실험 전까지 -80℃에

보관하였다.

2) 봉 독

봉독 (Apis mellifera ligustica)은 Sigma (USA)

사의 lyophilized bee venom powder를 1g을 200ml

의 증류수에 녹여 사용하였다.

2. 방 법

1) 세포주와 세포배양

사용한 hepatoma cell line, Hep G2 세포는 American

Type Culture Collection (Rockville, MD)에서 구

입하였고 37℃, 5% CO2 incubator에서 10% Fetal

Bovine Serum (FBS, Invitrogen, USA)이 함유된

Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM,

Invitrogen, USA)을 사용하여 배양하였다. 오염 방

지를 위해 항생제로 100 unit/㎖ penicillin, 100 ㎍/

㎖ streptomycin (Gibco/BRL, USA)을 첨가하였다.

Trypsin-EDTA (Gibco/BRL, USA)를 처리하여 계

대 배양하였고 배지는 2-3일마다 교환하여 주었다.

2) 세포 활성도 측정 (MTT assay)

MTT {tetrazolium3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5

-diphenyltetrazolium bromide, Sigma} assay는, MTT

formazan의 흡광도가 580nm의 파장에서 최대가 되

어, 이 파장에서 측정된 흡광도가 살아있고 대사가

왕성한 세포의 산화환원력을 반영한 Sladowski의

방법을 따라 행하였다
2
.

MTT assay는 먼저 12 well plate에 Hep G2 세

포 (5x10
3
cells/well)를 16시간 배양한 후 여러 농도

의 상기생 추출액을 첨가하여 24시간 동안 배양하

여 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetra

-zolium bromide (MTT, Sigma) 2 ㎎/㎖를 넣고,

incubator에서 4시간 배양한 후 dimethylsulfoxide

(DMSO, Sigma)로 용해시켜 580nm의 파장에서

microplate reader (Molecular devices, USA)로 흡

광도를 측정하여 세포 생존율을 계산하였다.

세포 생존율 (Cell Viability, %)은, 정상군의 값

을 control로 하고 이때의 O.D. 값을 세포의 생존

도가 100% 라고 정의하고, 나머지 군의 측정한

O.D. 값을 상대치로 환산하여 값을 얻었다.
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즉, Cell Viability = ( 실험군 값 / 대조군 값 )

× 100 이다.

3) 억제 약물 처리

단백질 활성 억제제인 p38 MAPK inhibitor (SB203580),

MAPK inhibitor (PD98059), JNK inhibitor (SP600125)

(Calbiochem, USA)는 상기생 추출액과 봉독을 처

리하기 30분 전에, 미리 전 처리한 후, 24시간뒤 세

포 생존율을 MTT assay 법으로 시행하였다.

4) Western blot 분석법

모든 세포 용해질들은 표본 완충제 (62.5 mmol/1

Tris-HCl, pH 6.8, 2% SDS, 20% glycerol, 10%

2-mercaptoethanol) 내의 boiling cell에 의해 만들

어졌다. 단백질 정량은 bicinchoninic acid (BCA,

Pierce)법을 사용하였다. 정량된 단백질 시료 50㎍

은 4-12% sodium dodecylsulfate-polyacrylamide gradient

gel (Invitrogen) 전기 영동법 (SDS-PAGE)으로

분리되었고, nitrocellulose paper (Amersham)로 옮

겼다. 단백질이 옮겨진 막을 Ponceau-S로 염색하

여 단백질이 완전하게 옮겨졌는지 확인하고, 0.1%

Tween 20을 포함하는 Tris-buffered saline (TBS-T)

로 씻은 후 5% 탈지분유 액으로 30분 이상 blocking

하였다. 항 인산화 p38 (p-p38), p38, 항 인산화

MAPK (p-MAPK), MAPK, 항 인산화 ERM (p-ERM),

moesin, 항 인산화 JNK (p-JNK), JNK 항체, PARP-1,

Bcl-x, actin (Cell signaling tech., USA)과 함께

4℃에서 16시간 동안 반응시킨 후 막을 TBS-T에

서 10분씩 3회 세척한 후 blot을 2차 항체와 함께 1

시간 동안 반응시켰다. 2차 항체 반응 뒤 막을 씻

고 enhanced chemiluminiscence system (ECL, Pierce)

으로 원하는 단백질을 가시화 하였다. 단백질의 가

시화 및 정량 분석은 image 장비 (LAS-3000, Fuji)

를 이용하였다.

5) DNA fragmentation

Hep G2 세포 (5x10
5
cells)에 10 ㎍/㎖의 봉독과

50 ㎍/㎖의 상기생 처리한 후 16시간과 24시간에

각각 세포를 회수하여 800 rpm에서 5분간 원심분

리한 후 10mM Tris {(pH 7.4), 10mM EDTA (pH

8.0), 0.5% Triton X-100} 등이 들어간 완충액으로

부유시킨 후 4°C에서 30분간 반응시킨다. 여기에

20 ㎎/ℓ의 RNase A와 20 ㎎/ℓ의 proteinase K를

넣고 37°C에서 1시간 더 반응시키고 난 후 원심분

리하여 genomic DNA를 얻는다. 여기에 TE buffer

{10mM Tris (pH7.4), 10mM EDTA (pH 8.0)}를

넣어 DNA를 녹이고 1% agarose gel containing

SYBR green에 전기영동하여 밴드를 확인하였다.

6) FACS (Fluorescence activated cell sorter) 분석

Hep G2 세포 (2x10
6
cells)에 10 ㎍/㎖의 봉독과

50 ㎍/㎖의 상기생을 처리한 후 24시간에 각각 세

포를 회수하여 cold PBS로 두 번 씻어준 후 70%

cold ethanol로 상온에서 30분간 세포를 고정시킨

다. 그 후에 RNA를 제거하기 위해 0.05 ㎎/㎖의

RNase A를 넣고 37°C에서 1시간 동안 반응시킨

시료에 50 ㎍/㎖의 Propidium iodide (PI)를 넣고

어두운 곳에서 30분간 반응시킨다. DNA 분석은

ELITE ESP flow cytometer (Beckman-Coulter

Inc., USA)를 사용하였다.

7) Data 분석 및 통계처리

모든 측정값은 평균값 표준오차 (mean±S.E.)로

표시하였고, 각 실험군 간의 통계학적 분석은 Windows

용 SPSS Program ver 12.0.1 의 one-way ANOVA

를 시행하였으며, 사후 검증은 Tukey test를 통해

검증하였다. 전체 실험의 통계적인 유의성은 p값이

0.05이하인 경우에 유의한 것으로 인정하였다.

Ⅲ. 성 적

1. 상기생 (VCA)이 간암 세포 생존율에 미치는 영향

상기생이 간암 세포 생존율에 미치는 영향을 조

사하기 위해 간암 세포에 추출한 상기생을 농도별

로 처리한 후 24시간과 48시간 후에 세포 생존율을

MTT assay 법으로 관찰하였다. 24시간 경과 후에

10 ㎍/㎖, 25 ㎍/㎖, 50 ㎍/㎖, 100 ㎍/㎖, 200 ㎍/

㎖ 농도에서 세포활성도가 각각 67.4%, 61.9%,

51.8%, 36.9%, 24.7%로 저하되었고, 48시간 경과
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후에 각각 39.8%, 33.5%, 20.4%, 10.4%, 6.7%로 저

하되었다(Fig. 1).

Fig. 1. Dose dependent cytotoxicity effect of VCA
in Hep G2 cells.

Hep G2 cells were exposed to different concentration
of 10-200 ㎍/㎖ of VCA. Cell viability was
measured by MTT assay at 24 h and 48 h after
VCA addition. Data, expressed as percentage
of control (C), are the mean ±S.E. of three
separate experiments. *p<0.05 vs control, **p<0.01
vs control

2. 봉독 (BV)이 간암 세포 생존율에 미치는 영향

봉독을 농도별로 간암 세포에 처리한 후 24시간

과 48시간 후에 세포의 생존율에 미치는 효과를

MTT assay 법으로 관찰하였다. 아래와 같이 24시

간 경과후에 5 ㎍/㎖, 7.5 ㎍/㎖ 농도에서 세포활성

도가 각각 69.1%, 41.1%로 저하되었고, 48시간 경

과 후에 각각 68.3%, 30.0%로 저하되었다(Fig. 2).

Fig. 2. Dose dependent cytotoxicity effect of BV
in Hep G2 cells.

Hep G2 cells were exposed to different concentration
of 0.5-7.5 ㎍/㎖ of BV. Cell viability was measured
by MTT assay at 24 h and 48 h after BV
addition. Data, expressed as percentage of control
(C), are the mean ±S.E. of three separate
experiments. *p<0.05 vs control, **p<0.01 vs control

3. 상기생과 봉독의 간암 세포 사멸 기전 연구

1) DNA fragmentation

상기생과 봉독의 간암 세포 사멸이 apoptosis를

통해 이루어지는지를 관찰하기 위해 핵 내의

chromosome DNA가 잘려지는지 전기영동을 통해

관찰하였다. 봉독과 상기생에 의해 16시간과 24시

간에 chromosome DNA가 사다리 모양으로 잘려진

것을 확인할 수 있었다(Fig. 3).

Fig. 3. Electrophoretic analysis of genomic DNA
of Hep G2 cells treated with VCA (50 ㎍
/㎖) and BV (10 ㎍/㎖).

Cells were incubated for 16 and 24 h with or
without VCA and BV. The genomic DNA was
analysed by electrophoresis on a 1% agarose
gel containing SYBR green.

2) PARP-1 발현

상기생과 봉독이 세포 사멸을 유도할 때 핵이

잘려지는 것을 전기영동을 통해서 관찰하였는데,

이때 PARP-1이 활성화되는지를 Western blot으로

확인하였다. 50 ㎍/㎖ 농도의 상기생과 10 ㎍/㎖

농도의 봉독을 Hep G2 세포에 처리한 후 Western

blot 분석으로 PARP-1의 활성도를 측정한 결과

대조군에 비해 실험군의 Hep G2 세포의 PARP-1

의 활성도가 시간이 경과할수록 증가하였다(Fig. 4).



김승욱⋅김보람⋅허 경⋅임성우

849

Fig. 4. Effect of VCA and BV on the expression of
cleaved PARP-1 in Hep G2 cells. Hep G2
cells treated with VCA (50 ㎍/㎖) and BV
(10 ㎍/㎖) for the indicated time.

After that, whole cell lysates were electrophoresed
in SDS-PAGE and analyzed by immunoblotting
with anti-cleaved PARP-1 or actin antibody.
The intensity of cleaved PARP-1 and and actin
bands were quantitated by densitometric analysis,
and the amounts of cleaved PARP-1 were normalized
versus actin. The data represent the means ± S.E.
of three independent experiments. C: Unstimulated
cells.

3) Bcl-x 발현

상기생과 봉독이 세포 사멸을 유도할 때 Bcl-x

의 발현 양을 Western blot으로 확인하였다. 50 ㎍/

㎖ 농도의 상기생과 10 ㎍/㎖ 농도의 봉독을 Hep

G2 세포에 처리한 후 Western blot 분석으로 Bcl-x

의 발현 양을 측정한 결과 상기생으로 처리된 Hep

G2 세포에서는 Bcl-x의 발현 양이 6시간 이후부터

유의하게 줄기 시작해서 24시간까지 지속적으로

그 양이 줄어들었다. 그러나 봉독으로 처리된 Hep

G2 세포에서는 유의성 있는 Bcl-x의 발현 양의 변

화가 관찰되지 않았다(Fig. 5).

Fig. 5. Effect of VCA on the expression of Bcl-x
in Hep G2 cells. Hep G2 cells treated with
VCA (50 ㎍/㎖) and BV (10 ㎍/㎖) for
the indicated time.

After that, whole cell lysates were electrophoresed
in SDS-PAGE and analyzed by immunoblotting
with anti-Bcl-x or actin antibody. The intensity
of Bcl-xand and actin bands were quantitated
by densitometric analysis, and the amounts of
Bcl-x were normalized versus actin. The data
represent the means ± S.E. of three independent
experiments. C: Unstimulated cells.

4) FACS analysis

상기생과 봉독 처리 후 9시간 후에 세포를 고정

하고 핵을 염색하여 세포 주기별 분포를 flow

cytometer를 이용하여 관찰하였다. 상기생으로 처

리한 후의 G0/G1 phase는 62.3±2.3, 봉독으로 처리

한 후의 G0/G1 phase는 52.1±4.8으로 증가하였으

며, 상기생으로 처리한 후의 S phase는 7.2±1.1, 봉

독으로 처리한 후의 S phase는 10.5±2.9로 감소하

였다(Table 1, Fig. 6).

G0/G1 G2/M S

Control 36.7±3.1 21.4±4.2 13.8±2.6

VCA 62.3±2.3* 19.1±2.4 7.2±1.1*

BV 52.1±4.8* 28.6±1.6 10.5±2.9*

Table 1. Effect of VCA and BV on the cell cycle
of Hep G2 cells
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Fig. 6. Effect of VCA and BV on the cell cycle of Hep G2 cells.

Hep G2 cells treated with VCA (50 ㎍/㎖) and BV (10 ㎍/㎖) for 9 h and then fixed and stained with PI.
*p<0.05 vs control.

5) MAPK family의 활성화

상기생과 봉독이 간암 세포를 어떤 기전으로 사

멸시키는가를 확인하기 위해 세포가 스트레스를

받거나 사멸시 활성이 증가된다고 보고된 단백질

중 MAPK family 로 MAPK/ERK, p38 MAPK,

JNK의 활성을 인산화 특이 항체를 이용하여 관찰

하였다. 50 ㎍/㎖ 농도의 상기생과 10 ㎍/㎖ 농도

의 봉독을 Hep G2 세포에 처리한 후 인산화 특이

항체를 이용하여 Western blot 분석으로 ERK의

활성도를 측정한 결과 상기생으로 처리한 후 6시

간 이후부터 Hep G2 세포의 ERK 인산화가 대조

군에 비해 3배 이상 증가하기 시작하여 24시간까지

지속되었다. 이에 반해 봉독으로 처리한 경우에는

1시간 후에 ERK의 인산화가 2배 정도 증가하였다

가 6시간 후에는 대조군 수준으로 되돌아왔다

(Fig. 7).

50 ㎍/㎖ 농도의 상기생과 10 ㎍/㎖ 농도의 봉

독을 Hep G2 세포에 처리한 후 인산화 특이 항체

를 이용하여 Western blot 분석으로 p38의 활성도

를 측정한 결과 상기생으로 처리한 후 6시간 이후

부터 Hep G2 세포의 p38 인산화가 대조군에 비해

3배 이상 증가하기 시작하여 24시간까지 지속되었

다. 이에 반해 봉독으로 처리한 경우에는 1시간 후

에 p38의 인산화가 2배 정도 증가하였다가 6시간

후에는 대조군 수준으로 되돌아왔다 (Fig. 8).

Fig. 7. VCA and BV induces ERK phosphorylation
in Hep G2 cells.

Hep G2 cells were seeded in 6 well plates and
were stimulated with 50 ㎍/㎖ of VCA and 10
㎍/㎖ of BV for 1, 6, 12, or 24 h. After that,
whole cell lysates were electrophoresed in
SDS-PAGE and analyzed by immunoblotting
with anti-p-ERK or ERK antibody. The intensity
of phosphorylation and total ERK bands were
quantitated by densitometric analysis, and the
amounts of phosphorylated ERK were normalized
versus total ERK. The data represent the means
± S.E. of three independent experiments. C:

Unstimulated cells.
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Fig. 8. VCA and BV induces p38 phosphorylation
in Hep G2 cells.

Hep G2 cells were seeded in 6 well plates and
were stimulated with 50 ㎍/㎖ of VCA and 10
㎍/㎖ of BV for 1, 6, 12, or 24 h. After that, whole
cell lysates were electrophoresed in SDS-PAGE
and analyzed by immunoblotting with anti-p-p38
or p38 antibody. The intensity of phosphorylation
and total p38 bands were quantitated by densitometric
analysis, and the amounts of phosphorylated
p38 were normalized versus total p38. The data
represent the means ± S.E. of three independent
experiments. C: Unstimulated cells.

50 ㎍/㎖ 농도의 상기생과 10 ㎍/㎖ 농도의 봉

독을 Hep G2 세포에 처리한 후 인산화 특이 항체

를 이용하여 Western blot 분석으로 JNK의 활성도

를 측정한 결과 상기생으로 처리한 후 6시간 이후

부터 Hep G2 세포의 JNK 인산화가 대조군에 비

해 3배 이상 증가하기 시작하여 24시간까지 지속되

었다. 이에 반해 봉독에서 JNK의 활성은 관찰되지

않았다(Fig. 9).

Fig. 9. VCA induces JNK phosphorylation in Hep
G2 cells.

Hep G2 cells were seeded in 6 well plates and
were stimulated with 50 ㎍/㎖ of VCA 10 ㎍/
㎖ of BV for 1, 6, 12, or 24 h. After that, whole
cell lysates were electrophoresed in SDS-PAGE
and analyzed by immunoblotting with anti-p-JNK
or JNK antibody. The intensity of phosphorylation
and total JNK bands were quantitated by
densitometric analysis, and the amounts of
phosphorylated JNK were normalized versus
total JNK. The data represent the means ± S.E.
of three independent experiments. C: Unstimulated

cells.

6) ERM proteins family의 활성화

세포사멸에 관련된 또 다른 단백질로 세포 골격

에 영향을 미치는 것으로 알려진 ERM 단백질의

활성 정도를 Western blot으로 시행하였다. 상기생

에 의한 ERM 단백질의 인산화는 24시간 후에 감

소하였다. 그러나 봉독에서는 그 보다 앞서서 6시

간 이후부터 감소하기 시작하여 24시간까지 지속

적으로 감소하였다(Fig. 10).
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Fig. 10. VCA and BV induces ERM proteins phosphorylation
in Hep G2 cells.

Hep G2 cells were seeded in 6 well plates and
were stimulated with 50 ㎍/㎖ of VCA and 10
㎍/㎖ of BV for 1, 6, 12, or 24 h. After that,
whole cell lysates were electrophoresed in SDS-PAGE
and analyzed by immunoblotting with anti-p-ERM
or ERM antibody. The intensity of phosphorylation
and total ERM bands were quantitated by
densitometric analysis, and the amounts of
phosphorylated ERM were normalized versus
total ERM. The data represent the means ± S.E.
of three independent experiments. C: Unstimulated
cells.

7) 세포 사멸 신호전달 체계 규명

상기생과 봉독에 의한 세포 사멸의 신호전달 경

로를 밝히고자 세포가 스트레스를 받거나 사멸시

에 활성화 된다고 알려진 단백질 중 JNK, p38,

ERK의 활성 억제제를 이용하였다. 이러한 억제제

를 세포에 미리 투여한 후 상기생과 봉독을 처리

하여 세포가 사멸되는지를 24시간 후에 MTT

assay 법을 시행하였다. 상기생에 의한 세포 사멸

은 JNK와 p38 억제제에 의해 부분적으로 억제되

었다. 봉독의 세포 사멸 효과는 p38 억제제에 의해

서만 부분적으로 억제되었다(Fig. 11, 12).

Fig. 11. MAPK family activation involved in the VCA
and BV-induced cytotoxicity effect in Hep
G2 cells.

Hep G2 cells were pre-treated with 15 uM JNK,
p38 or ERK inhibitor, SP600125, SB203580 or
PD98059, respectively for 30 min before the
addition of 50 ㎍/㎖ of VCA and 10 ㎍/㎖ of
BV. Cell viability was measured by MTT
assay at 24 h after addition. Data, expressed
as percentage of control (Con), are the mean
±S.E. of three separate experiments.

Fig. 12. Signaling pathway activated by VCA and
BV treatment in Hep G2 cells.

Ⅳ. 고 찰

전 세계적으로 암의 치료에 대한 수많은 연구가

진행되고 있고, 한의학에서도 단미 한약제와 처방
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을 중심으로 항암에 대한 연구가 활발히 진행되고

있다
20
.

상기생과 봉독은 최근 면역 기능 조절과 항암

효과에 대한 다양한 연구가 이루어지고 있는데, 상

기생의 항암 효과에 대한 연구로는 박 등
5
의

lectin-Ⅱ 성분이 사람의 골수성 백혈병 세포인

U937 cells에 대해 apoptosis를 유발 보고, Stoss M

등
6
의 Viscum album L.에서 추출한 면역 조절 물

질의 암과 AIDS에 대한 길항 효과 보고, Fischer S

등
7
은 상기생 추출물의 처리에 의하여 CD4+의 T

림프구의 조절이 민감하게 반응한다고 하였다.

이와 같은 연구에 기초하여, 상기생 추출물의 항

암 치료는 단독으로 혹은 보조적으로 사용되고 있

으며, 기존 요법의 치료 효과를 증진시키거나 부작

용을 감소시켜 임상적으로 종양의 성장 억제와 환

자의 생존율의 증가에 기여한다고 한다
21
. 또한 면

역계에 대한 비특이적인 자극을 통하여 악성 종양

에 대한 저항을 증가시켜 세포 독성과 면역 조절

기능을 갖고
22

상기생 추출물은 세포 독성 작용을

하는 A-chain과 탄수화물과 결합하는 B-chain으로

구성되어 있으며 이들의 상호 작용에 의해 세포사

를 유도한다.

봉독의 항암 효과에 대한 연구로는 권 등
13
이 봉

독 성분 약침을 이용하여 면역학적 항암 효과를

연구 발표하였고, 박 등
14,15

이 봉독 성분 전체를 이

용해서 DNA 합성에 관련된 세포 분열 억제 및

apoptosis 유발과 각각에 관련된 유전자의 변화를

관찰해 항암 효과를 연구발표 하였다.

하지만 항암 치료에 사용되고 있는 상기생과 달

리 봉독은 아직 임상적으로 항암 치료에 다용되는

약물은 아니다.

항암 유도 효과와 관련한 apoptosis는 발생 및

분화 과정뿐만 아니라 세포 손상 및 감염, 방사선,

약물에 의해서도 나타날 수 있는 과정으로 일종의

프로그램화 된 세포사멸을 유도한다. 따라서 주위

조직에 부작용 없이 apoptosis가 일어나는 세포만

제거되어 조직의 항상성을 유지하는데 중요한 작

용을 한다
23
.

Apoptosis 과정에는 여러 종류의 단백 및 효소,

유전자 등의 발현 및 이들의 상호 작용이 나타나

게 되며, 많은 악성 종양의 경우에 apoptosis의 감

소 현상이 나타나게 되는데, 연구에 의하면 모든

항암제가 암세포에 apoptosis를 유발한다고 하였고
24
, 동물 실험에서 apoptosis 유도 물질, 또는 항체

의 투여 후 세포사의 시작은 결국 종양 세포를 감

소시키는 것으로 알려졌다
25,26
.

Apoptosis에 관련되어 세포의 증식, 분화, 사멸 등

다양한 기능을 담당하는 MAPK (mitogen-activated

protein kinase)는 세포 외 자극을 세포막에서부터

세포내 핵까지 전달하는 대표적인 신경 전달 경로

로 성장호르몬, 사이토카인, 스트레스 등의 수용체

로부터 활성화된 신호를 세포 내로 전달한다.

MAPK는 크게 ERK (세포의 신호활성 효소),

JNK (c-JUN N-terminal 활성효소), p38 MAPK

로 분류할 수 있고
27
, ERK (ERK1/2)는 성장호르

몬의 신호 전달에 주로 관여하며 세포의 증식 및

분화에 중추적인 역할을 담당하며, 스트레스 활성

효소로 분류되는 p38 MAPK와 JNK는 세포 외부

의 스트레스성 자극에 의해 활성화되며, 염증 반응,

세포 사멸 등을 매개하는 것으로 알려져 있다
28
.

저자는 최근 종양 치료에 사용하는 상기생과

봉독의 항암 기전을 비교하고자 간암 세포주 Hep

G2에 상기생과 봉독을 투여한 후 MTT assay 법

을 이용한 농도별, 시간별에 따른 각각의 세포 활

동도와 세포 생존 및 사멸에 관여하는 단백질의

활성화 정도를 측정하였다.

본 실험에서 MTT assay 법에 의한 세포의 생존

율을 보았을 때, 상기생과 봉독이 Hep G2 세포의

생존율을 농도 의존적으로 감소시키는 것을 관찰

할 수 있었다. 그러나 두 물질의 항암 효과를 비교

해 보면, 상기생으로 처리한 Hep G2 세포는 24시

간 뒤 48시간까지 지속적으로 생존율이 감소하였

으나 봉독으로 처리한 Hep G2 세포는 24시간 후

의 생존율과 48시간 후의 생존율에 차이가 없었다.
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이러한 결과는 상기생이 봉독에 비해 약효가 오래

지속됨을 보여준다(Fig. 1, Fig. 2).

일반적으로 독성으로 세포의 사망이 발생하면

괴사, 염증 및 세포사 중 한 경로를 통하여 세포의

사망이 이루어진다. 괴사는 빠른 시간 내에 발생되

는 집단적 세포사를 말하며, 이러한 집단적 세포사

의 특징은 세포막이 먼저 파괴되는 형태를 띤다.

하지만 apoptosis로 알려진 세포사는 세포 내부의

여러 경로를 통하여 핵의 응축 및 붕괴를 유발하

여 세포사가 이루어진다. Apoptosis의 생화학적 사

건으로서 가장 깊이 있게 연구된 것은 핵 DNA 이

중 나선의 절단이다. 이 절편들은 agarose gel 전기

영동상에서 특징적인 DNA의 사다리(ladder) 형태

로 나타난다
61
. 상기생과 봉독에 의한 Hep G2 세포

의 사멸이 apoptosis에 의해 이루어지는지 확인하

기 위해 IC50 값인 상기생 50 ㎍/㎖ 과 봉독 10 ㎍/

㎖ 을 처리한 Hep G2 세포를 16시간과 24시간 후

에 관찰한 결과 DNA가 사다리 형태로 잘려진 것

을 확인할 수 있었다(Fig. 3).

이러한 핵 DNA 이중 나선의 절단에 관여하는

단백질로 PARP-1이 알려져 있고 PARP-1은 zinc

의존적으로 DNA와 결합하는 단백질로 DNA 절단

이 유발되었을 때 활성화되는 것으로 알려져 있다
29
. PARP-1은 활성화되면 29kDa의 작은 밴드가

증가하는데, 상기생과 봉독에 의해 PARP-1의 잘

려진 밴드가 시간이 지남에 따라 증가하는 것을

관찰할 수 있었다 (Fig. 4). 따라서 이러한 결과는

상기생과 봉독이 세포 사멸을 유도할 때 괴사가

아닌 apoptosis 유발에 의해 이루어졌음을 의미한

다.

일반적으로 apoptosis는 일련의 세포내 신호 전

달 체계를 통해서 이루어지는데 그 중 세포 사멸

을 억제시키는 단백질의 발현양을 줄이는 것도

apoptosis를 촉진하는데 기여한다. 이러한 세포 사

멸을 억제하는 대표적인 단백질로 Bcl family 단백

질이 있는데 상기생만이 Bcl-x의 발현양을 6시간

이후부터 유의하게 줄이기 시작해서 24시간까지

지속적으로 그 양이 줄어들었다. 이러한 결과는 봉

독과 상기생의 세포 사멸 신호전달 체계가 다름을

제시한다(Fig. 5).

상기생과 봉독이 세포사를 유도할 때 어떤 세포

주기를 정지시켜서 세포 증식을 억제하고 세포 사

멸을 유도하는지를 FACS로 관찰한 결과 상기생과

봉독 처리에 의해 G0/G1 phase의 세포 수는 통계

적으로 유의하게 증가하였으며 새롭게 합성되는 S

phase의 수도 줄어있었다. 이러한 결과는 상기생과

봉독이 부분적으로 G0/G1의 세포 주기를 정지시

키는 것에도 관여할 가능성이 있음을 제시한다

(Table 1, Fig. 6).

이러한 apoptosis가 진행되면 일련의 세포내 신호

전달 체계가 활성화 된다. MAPK family (MAPK/

ERK, p38 MAPK, JNK)가 그 대표적인 단백질로

알려져 있다
27
. JNK와 p38은 osmotic stress, UV

irradiation, heat shock, oxidative stress, proinflammatory

cytokines 등과 같은 외부 스트레스에 의해 활성화

되는 단백질로 잘 알려져 있으며
30
, p38과 JNK의

활성을 특이적으로 억제시키는 약물에 의해 외부

스트레스에 의한 세포 사멸이 억제되는 것으로 알

려져 있다
28
. 반대로 MAPK family 단백질은 세포

생존이나 분화에도 관여하는 것으로 알려져 있으

며 이는 세포내 MAPK family 단백질의 활성화 정

도나 기간의 밸런스에 의해 조절되어 지속적으로

활성화되는 경우는 세포 사멸을 유도하지만 일시

적으로 활성화된 경우는 세포 생존이나 분화를 유

도하는 것으로 보고되었다
30
. 본 연구에서는 상기생

으로 처리한 Hep G2 세포에서 MAPK/ERK, p38

MAPK, JNK의 인산화가 6시간 이후부터 3배 이

상 증가하기 시작하여 24시간까지 지속되었다. 그

러나 봉독으로 처리한 Hep G2 세포에서는

MAPK/ERK와 p38 MAPK만 1시간 후에 인산화

가 2배 정도 증가하였다가 6시간 후에는 대조군 수

준으로 되돌아왔으며 JNK의 활성은 관찰되지 않

았다(Fig. 7, 8, 9).

ERM 단백질은 세포질 내에서 분자내 상호 작
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용을 통해 불활성 상태로 존재하다가 외부에서 신

호가 전달되면 그 결합이 풀리면서 활성화되어 세

포막 단백질과 골격 단백질을 연결시켜준다. 이러

한 ERM 단백질의 탈인산화는 세포 사멸 초기에

미세융모의 손상과 더불어 일어나며 이로 인해

ERM 단백질은 세포질로의 이동이 증가한다
31
.

Western blot으로 ERM의 활성을 측정한 결과 상

기생에 의한 ERM 단백질의 인산화는 24시간 후에

감소하였으나 봉독에서는 그 보다 앞서서 6시간

이후부터 감소하기 시작하여 24시간까지 지속적으

로 감소하였다. 그러나 ERM 단백질의 양은 변화

하지 않았으므로 이는 ERM 단백질의 인산화만

저하되었음을 나타낸다(Fig. 10).

상기생과 봉독에 의한 세포 사멸의 신호 전달

경로를 밝히기 위해 JNK, p38, ERK의 활성 억제

제를 미리 투여한 후 MTT assay 법을 시행하였

다. 상기생에 의한 세포 사멸은 JNK 와 p38 억제

제에 의해 부분적으로 억제되었으며, 봉독에 의한

세포 사멸은 p38 억제제에 의해서만 부분적으로

억제되었다(Fig. 11, 12).

상기생의 경우는 기존의 결과와 일치하는 것으

로 Fig. 7, 8, 9에서와 같이 JNK 와 p38의 활성이 6

시간 이후부터 24시간까지 지속적이고, 활성화 정

도가 대조군의 3배 이상 강하게 나타나므로 세포

사멸을 유도하는 데 있어서 중요한 매개 역할을

하는 것을 입증하는 것이다. 그러나 봉독의 경우는

기존의 결과와 달리 p38의 1시간 후에 2배 정도의

일시적인 활성에도 불구하고 p38 활성 억제제 처

리에 의해 세포 사멸이 부분적으로 억제되었다.

이러한 결과는 일시적인 p38의 활성으로도 세포

사멸이 부분적으로 유도될 수 있음을 시사하는 것

으로 다른 세포내 신호 전달 체계가 관여함을 제

시한다.

Ⅴ. 결 론

상기생과 봉독이 간암 세포주 Hep G2 세포에

대해 미치는 Apoptosis 효과와 그 기전을 비교하여

다음과 같은 결론을 얻었다.

1. 상기생과 봉독은 모두 농도 의존적으로 Hep G2

세포의 세포 생존율을 감소시켰다.

2. 상기생은 48시간까지 시간 의존적으로 Hep G2

세포의 세포 생존율을 지속적으로 감소시켰다.

봉독은 24시간과 48시간의 세포 생존율의 차이

가 없었다.

3. 상기생과 봉독을 투여한 Hep G2 세포는 모두

DNA fragmentation이 관찰되었다.

4. 상기생과 봉독을 투여한 Hep G2 세포는 모두

G0/G1 phase의 세포 수가 증가하고, S phase의

세포 수가 감소하였다.

5. 상기생을 투여한 Hep G2 세포는 Bcl-x의 발현

양이 감소되었으나, 봉독을 투여한 Hep G2 세

포는 Bcl-x의 변화가 없었다.

6. 상기생과 봉독을 투여한 Hep G2 세포는 모두

PARP-1이 활성화되었다.

7. 상기생을 투여한 Hep G2 세포는 MAPK/ERK,

p38 MAPK, JNK가 6시간 이후부터 인산화가

증가하여 24시간까지 지속되었다. 봉독을 투여

한 Hep G2 세포는 1시간 이후에만 MAPK/

ERK, p38 MAPK의 인산화가 2배 정도 증가하

였다가 6시간 후에는 대조군 수준으로 되돌아왔

으며, JNK의 활성은 관찰되지 않았다.

8. 상기생과 봉독을 투여한 Hep G2 세포는 모두

ERM 단백질의 인산화가 저하되었다.

9. ERK, P38, JNK 억제 처리한 Hep G2 세포에

상기생과 봉독을 투여한 결과, 상기생에 의한

세포 사멸은 JNK, P38 억제제에 의해 억제되었

으며, 봉독에 의한 세포 사멸은 P38 억제제에

의해 억제되었다.
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