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Coptidis Rhizoma Extract induces Apoptotic Cell Death

 in YD-10B Cell

Jae-Geun Lee·Sook-Jahr Park·Sang-Chan Kim·Seon-Young Jee

  Objectives : The aim of this study was conducted that CRE (Coptidis Rhizoma Extract) induces apoptosis 

in YD-10B cells, human oral squamous carcinoma cell line.

Methods : In this study, YD-10B cells were exposed to CRE (0.03-0.30 mg/ml), for 6-24 hours. We 

measured the effects of CRE on the changes of cell viability and cell membrane, TUNEL assay of 

CRE-treated YD-10B cell. 

Results : In this study, CRE caused a decrease of viability in YD-10B cells, human  oral squamous 

carcinoma cell line. When YD-10B cells were treated with CRE, cells showed dose-dependent manner 

apoptotic cell death. 

Conclusions : These results suggest that CRE may be potential therapeutic approach in the clinical 

management of oral squamous cell carcinoma. 
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서  론

  세포자멸사(apoptosis)는 원래 가지고 있던 세포

사멸의 경로가 활성화되어 그 세포가 자발적으로 

죽음으로써 개체의 항상성 유지와 손상된 세포의 

제거를 효율적으로 수행하는 자발적이고 능동적인 

죽음의 기전이다1)
.  세포자멸사가 여러 가지 원인

에 의해 통제되지 못할 경우 종양, 퇴행성 신경질

환, 당뇨, 심혈관질환 등을 유발하기도 한다2-8)
. 

  Apoptosis와 관련된 종양연구에서 가장 중요한 

점은, apoptosis가 종양의 형성과 치료에 있어서 중

요한 역할을 할 수 있다는 것에 대한 인식이다3)
. 
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실제로 항암제는 대부분 목적세포들을 apoptosis로 

유도 매개하는 것이 밝혀져 있다9)
. 즉, 종양의 치

료에서 중요목표 중의 하나는 종양세포에 특이적

인 세포자멸사를 유도하는 것이다10)
.

  구강암은 구강종양 중 악성종양을 일컫는 말로

서 발생 위치에 따라 구순암, 구강저암, 구개암 등

으로 구분한다11)
. 구강은 점막, 근육, 골, 타액선 

등의 조직으로 구성되어 구강암의 종류도 다양할 

뿐 아니라, 부위에 따른 임상적 소견도 다양하다. 

구강암의 발생률은 인종, 지역 및 사회경제적 여건

에 따라 많은 차이가 있는데12) 선진국에서는 구강

암이 전체 암의 5%보다 적게 발생하지만, 개발도

상국가에서는 경부암과 위암 다음 세 번째로 많이 

발생하는 것으로 보고되고 있다13)
. 1995년 유럽에

서는 구강암 환자가 전체 암 발생률의 2% 정도였

으며, 전체 사망자의 1% 정도를 차지한 것으로 보

고되었다14)
.

  과거에는 일반적으로 구강암은 나이가 많은 사

람에게서 호발하는 경향을 보였으나, 최근 들어 흡

연 및 음주의 증가로 인해 젊은 층의 구강암 환자

가 증가하고 있는 것으로 보고되고 있다15-7)
. 구강

암의 치료법은 수술, 방사선요법 또는 항암화학요

법 등이 있으며 진전된 구강암의 경우에는 수술과 

더불어 항암화학요법, 방사선요법 등을 병용함으로

써 재발률을 감소시키고 생존률을 향상시킬 수 있

으나18)
 이런 구강암의 치료법은 저작, 연하, 발음, 

어깨의 불편함 등의 기능적 장애와 안모변형 등을 

초래하여 환자의 삶의 질을 떨어뜨릴 수 있다19)
. 

또한 구강암은 다른 부위에 비해 진단이 쉬우며, 

진단학적 기술의 발달과 수술 및 재건술의 발달에

도 불구하고 구강암으로 인한 생존률의 뚜렷한 향

상은 보이지 않는 것으로 보고되고 있다20,21)
.

  이에 저자는 黃連에는 항염증, 항산화, 항균, 청

열해독작용22-26)이 있음에 근거하여, 黃連 추출물이 

YD-10B cell (human oral squamous cell 

carcinoma)의 세포자멸사에 미치는 영향을 알아보

고자 본 연구를 시행하였다.

연구대상 및 방법

1. 재료

  RPMI-1640과 fetal bovine serum은 

BioWhittaker (Walkersville, MD, USA)와 

Gibco/BRL (Eggenstein, Germany)로부터 구입하

였다. MTT와 기타 다른 reagent는 Sigma 

Chemical (St. Louis, MO, USA)에서 구입하였다. 

2. CRE의 제조

  CRE은 대원약업사(Daegu, Korea)에서 구입한 

黃連 (Coptidis Rhizoma) 200 g을 2 ℓ의 물로 3

시간 추출한 후에 여과농축하여 동결건조하였다. 

CRE의 최종 수율은 17.82%이었으며 Sigma-aldrich 

(St. Louis, MO, USA)로부터 구입한 DMSO에 녹

여 0.2 ㎛ filter (Millipore Corporation, Bedford, 

MA, USA)로 여과하여 사용하였다. 

3. 세포배양

  Human 유래 oral squamous cell carcinoma 

cell line인 YD-10B cell은 한국세포주은행(Korea 

Cell Line Bank, Seoul, Korea)으로부터 구입하였

으며, 10% fetal bovine serum, 100 units/㎖ 

penicillin과 100 ㎎/㎖ streptomycin이 포함된 

RPMI-1640 배지에서 37℃의 온도와 5%의 CO2가 

유지되는 환경에서 배양하였다. 1×10
6개의 

YD-10B cells을 100 φ plastic dish에 배양하여 

(80% 이상의 confluency를 유지) 24시간 배지를 

고갈한 뒤, YD-10B cell에 지정된 시간동안 CRE

를 농도별로 처치하였다. 
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4. MTT 세포생존율 측정

  96 well plate의 well당 5×10
4개의 YD-10B 

cells을 배양하여 confluence가 80% 이상이 된 경

우 24시간 배지를 고갈한 다음, CRE를 농도별

(0.03-0.30 ㎎/㎖)로 처치하여 CRE의 세포생존율을 

측정하였다. 세포배양후 생존한 세포를 0.5 ㎎/㎖)

의 MTT로 처치한 후 4시간 incubation하였다. 그 

후 배지를 제거하고 생성된 formazan crystals에 

200 ㎕의 DMSO를 가하여 용해하였다. 흡광도는 

Titertek Multiskan Automatic ELISA microplate 

reader (Model MCC/340, Huntsville, AL, USA)

를 사용하여 540 ㎚에서 측정하였다. 세포생존율

은 어떠한 처치도 가하지 않은 control cell과의 

비율로 나타내었다 [즉, viability (% control) = 

100 (absorbance of treated sample)/(absorbance 

of control)].

5. Cell lysates의 준비

  Cell은 10 mM의 Tris (pH 7.4), 100 mM의 

NaCl, 30 mM의 sodium pyrophosphate, 1 mM

의 EGTA, 0.5%의 Triton X-100, 10%의 

glycerol, 1 mM의 phenylmethylsulfonyl fluoride

와 100 μM의 sodium orthovanadate를 함유한 

buffer로 녹였다. Cell lysates는 매 5분마다 

vortexing하면서 30분간 얼음에 방치한 후, 

15,000×g에서 15분간 원심분리하여 찌꺼기를 제거

하고 상등액을 취하여 total cell lysate로 사용하였

다.

6. Immunoblot analysis 

  SDS-PAGE 전기영동과 immunoblot analysis는 

Kim 등27)의 방법에 따라 시행하였다. 단백질을 

12% gel의 전기영동으로 분리하고, 이것을 

nitrocellulose paper로 이전하였다. Nitrocellulose 

paper에 Actin (Zymed Laboratory, San 

Francisco, CA, USA), caspase-9, caspase-3 

(Pharmin-  gen, San Diego, CA, USA) 등의 

antibody를 가하여 배양하였다. 면역반응성 단백질

은 ECL chemiluminescence detection kit 

(Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK)

를 사용하여 발색하였다. 

7. PARP cleavage 

  세포핵추출은 Kim 등27)의 방법에 따라 시행하

였다. 즉, cell을 ice-cold PBS로 2회 세척한 후 

PBS를 가하여 수거한 다음 microtubes에 보관하

였다. 그 후 cells을 2,000×g에서 5분간 원심분리

하고, 10 mM의 HEPES (pH 7.9), 10 mM의 KCl, 

0.1 mM의 EDTA, 0.5%의 Nonidet P-40, 1 mM의 

DTT와 0.5 mM의 phenylmethylsulfonylfluoride를 

함유한 저장액의 buffer를 가하여 세포를 rupture

시켰다. Cell lysates를 얼음 위에 10분간 방치한 

다음 7,200×g로 5분간 4℃에서 원심분리하였다. 

Crude nuclei를 함유한 pellets에 20 mM의 

HEPES (pH 7.9), 400 mM의 NaCl, 1 mM의 

EDTA, 10 mM의 DTT와 1 mM의 PMSF를 함유

한 추출 buffer를 50 ㎕를 가하여 현탁시킨 후, 

얼음에 30분간 방치하였다. 그 후 15,000×g에서 

10분간 원심분리한 후, nuclear fractions을 함유한 

상층액을 얻었다. Nuclear fractions 50 ㎕을 

7.5% SDS-polyacrylamide
 

gels을 사용하여 분해

시키고, nitrocellulose membranes에 이전하였다. 

이 membranes을 5%의 BSA를 함유한 PBS 

tween으로 4℃에서 overnight하여 blocking하였

다. 그 후 anti-PARP antibody (1:2000)로 실온에

서 배양하였다. 발색은 ECL chemiluminescence 

detection kit를 사용하여 발색하였다.



이재근 외 3인 : 黃連이 구강암 세포에서의 세포자멸사에 미치는 영향

53

8. TUNEL assay

  YD-10B cell을 4 well chamber slide의 well

당 1×10
5개의 농도가 되게 배양하고 CRE를 농도

별로 24시간 처리하였다. Cell은 PBS로 2회 

washing한 후에 4% paraformaldehyde로 고정하

여 TUNEL assay에 사용하였다. TUNEL assay는 

In Situ cell death detection kit-POD (Roche, 

Mannheim, Germany)를 사용하여 kit에 포함된 

protocol에 맞게 분석하였다. 즉,  paraformaldehyde

로 고정된 cell을 0.3% H2O2를 사용하여 

blocking시키고 0.1% triton X-100/0.1% sodium 

citrate로 permeabilisation 상태로 만든 후에 

TdT-enzyme이 처리된 용액으로 labeling하였다. 

PBS로 2회 washing한 후에 Converter-peroxisase 

(POD)로 37℃에서 30분간 처리하고 DAB로 발색

하여 light microsceope로 관찰하였다.

9. Flow cytometric analysis

  붉은색 형광염색약인 PI와 초록색 형광염색약인 

FITC annexin V (Molecular Probes, Eugene, 

OR, USA)를 사용하여 apoptotic cell을 분석하였

다. 1×10
6개의 cell을 10 ㎠ plastic plate에 깔고 

70-80%의 confluency를 유지하였다. 먼저 cell에 

24시간 배지고갈을 하고, 다음 24시간 동안 CRE

를 농도별로 처치하였다. 부착된 cell을 trypsin을 

처치하여 회수하였고 부유 cells과 trypsin처치 cell

은 모두 70% ethanol로 resuspension하여 -20℃

에서 overnight하여 고정시켰다. 고정된 cell은 

1×10
6개/㎖의 농도로 PBS에 suspension 시킨 후,  

FITC annexin V와 PI를 처리하여 얼음 위에서 

20분간 반응시켜 flow cytometer (Particle 

Analysis System, Partec GmbH, Minster, 

Germany)로 분석하였다. 

10. 統計分析

  실험 결과는 mean±SD로 나타내었으며, 처치군

간의 유의성은 one way analysis of varience 

(ANOVA)로 검정한 후 Newman-Kleuls test로 

검정하였다. 통계적 유의성 검정은 p<0.05 또는 

p<0.01로 하였다.

결  과

1. CRE가 YD-10B cell의 세포생존율에 미치는 

영향

  

Fig. 1. The effects of CRE on the changes of cell 
viability.

  YD-10B cells were exposed to CRE (0.03-0.30 ㎎/

㎖), for 6-24 h. Cell viability was assessed by MTT 

assay. Data represent the mean±SD with eight 

separate experiments           

  * : significant compared with untreated control at 

the same treated time, **P ＜ 0.01

  CRE가 YD-10B cell의 생존율에 미치는 영향을 

분석하기 위하여, YD-10B cell에 24시간 serum을 

고갈한 후, CRE를 0.03-1.0 ㎎/㎖의 농도로 6-24

시간 처치하였다. 결과 6시간에 CRE 0.03, 0.1, 

0.3 ㎎/㎖은 대조군에 비교하여 96.93%, 89.06%, 

68.51%의 세포생존율을 나타내었으며, 12시간에서

는 87.16%, 74.57%, 35.65%의 생존율을, 24시간

에서 75.89% 63.20%, 20.38%의 생존율을 각각 
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나타내어, 농도 및 시간의 증가에 따른 유의성 있

는(p < 0.01) 세포생존율의 저하를 나타내었다

(Fig. 1). 

2. CRE가 YD-10B cell의 cell membrane 

변화에 미치는 영향

A)

B)

 

Fig. 2. Flow cytometric profile of green versus red 
fluorescence of YD-10B cell stained with 
FITC Annexin V and PI. 

  YD-10B cells were treated with CRE for 12 h. The 

population was separated into three groups: live 

cells showing only a low level of fluorescence, 

apoptotic cells showing green fluorescence and 

necrotic cells showing both red and green 

fluorescence (A), and the fold increase of apoptotic 

death cell was calculated (B). Data represents the 

mean±SD of six separate experiments. 

  **: Significant at P＜0.01 compared with vehicle 

treated.

  PS는 cell membrane의 cytoplasmic surface에 

위치하는 막지질로 세포자멸사의 진행과정에서 세

포막의 변화에 의해 flips 현상을 보인다. 세포외막

으로 이동된 PS는 human anticoagulant인 

annexin V와 강한 affinity를 가지기 때문에 형광

물질인 FITC를 부착한 annexin V를 제조하여 

apoptotic cell을 관찰하는데 사용한다.

  CRE가 0.03-0.30 ㎎/㎖의 농도에서 유도한 세포

사가 세포자멸사에 의한 것인지를 알아보고자, 붉

은색 형광염색약인 PI와 초록색 형광염색약인 

FITC annexin V를 사용하여 apoptotic cell을 분

석하였다. FACS analysis 결과 CRE의 농도가 증

가할수록 세포외막으로 돌출된 PS와 결합한 FITC 

annexin V의 증가로 세포자멸사의 분율이 점차 

증가하였으며(Fig. 2), 이는 CRE가 유도하는 세포

사에는 세포사멸이 연관되어 있음을 나타내는 결

과이다.

3. CRE가 YD-10B cell의 DNA 분절에 미치는 

영향

 

Fig. 3. TUNEL assay of CRE-treated YD-10B cell. 
  YD-10B cells treated with 0.03-0.30 ㎎/㎖ of CRE for 

12 h. The TUNEL assay confirms that the CRE 

treatment induces apoptotic cell death. The dark 

violet spots are condensed nuclei.
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  CRE가 YD-10B cell을 0.03-0.30 ㎎/㎖의 농도

에서 유도한 세포자멸사에 있어서 세포의 형태학

적 특징인 DNA분절을 관찰하기 위하여 TUNEL 

assay를 실시하였다. 

  대조군에서는 TUNEL 염색에 양성인 YD-10B 

cell이 많이 나타나지 않았으나, CRE를 처치한 경

우에는 TUNEL stain에 양성인 세포가 농도에 따

라 증가하였다(Fig. 3). 이러한 결과는 FACS 분석

의 결과와 더불어 CRE가 YD-10B cell을 세포자

멸사로 유도한다는 것을 나타낸다.

고  찰

  黃連 (Coptidis Rhizoma)은 미나리아재비과 

(Ranunculaceae)에 속한 多年生 草本인 黃連 

(Coptis chinensis FRANCH), 三角葉黃連 (C. 

deltoidea C.Y. CHENG et HSIAO) 또는 雲連 (C. 

teetoides C.Y. CHENG) 및 日本産 黃連 (C. 

japonica MAKINO var. dissecta NAKAI)의 根莖을 

건조한 것으로, 性은 寒 無毒하고, 味는 苦하며, 

주로 心, 肝, 胃, 大腸經에 작용한다. 黃連은 淸熱

燥濕, 淸心除煩, 瀉火解毒하는 효능으로, 濕熱痞滿, 

嘔吐, 瀉利, 黃疸, 高熱神昏, 心火亢盛, 心煩不寐, 

血熱吐衄, 目赤, 呑酸, 牙痛, 消渴, 癰腫疔瘡을 치

료하며, 外用하여서는 濕疹, 濕瘡, 耳道流膿 등을 

치료한다26)
.   

  黃連에 대한 연구는 주로 항염증, 항산화, 항균 

등에서 많이 이루어졌다. 항염증에 관한 연구로, 

정 등22)은 黃連의 ethylacetate, chloroform, 

buthanol 분획이 LPS로 활성화된 BV2 microglial 

cell에서의 nitric oxide생성을 유의하게 억제함을 

보고하였다. 조 등28)은 LPS를 뇌실에 주입하여 

plasma corticosterone 및 직장의 온도변화를 관찰

한 후 黃連은 염증스트레스를 완화시키지 못함을 

보고하였다.

  黃連의 항산화에 관한 연구로, 김24)은 黃連 추출

물이 자외선의 370-210 ㎚영역에서 자외선 차단효

과를 나타내며, 또한, 58%의 superoxide dismutase 

유사활성, 83.3%의 tyrosinase 저해활성을 나타내

어 외용제제로서의 사용가능성을 제시하였다. 

  또한 黃連의 항균에 관한 연구로, 최 등25)은 黃

連 추출물이 그람 양성 및 음성의 魚病細菌에 대

하여 항균효과를 가짐을 보고하였고, 또한, 

tetracycline에 내성을 나타내는 균주에도 감수성을 

나타냄을 밝혔다.

  세포자멸사는 외부의 자극이나, 내적인 변화에 

의해서 원래 계획되어 있던 세포사멸의 경로가 활

성화되어 그 세포가 자발적으로 죽음으로써 개체

의 항상성 유지와 손상된 세포의 제거를 효율적으

로 수행하는 자발적이고 능동적인 죽음의 기전이

다1)
. 이러한 세포자멸사는, 세포의 발생, 분화, 성

장 및 노화 등의 전 과정을 통하여 세포의 생존과 

사멸은 균형을 이루며, 개체의 항상성을 유지하게 

한다3,22)
. 

  세포자멸사가 여러 가지 원인에 의해 통제되지 

못할 경우, cancer, auto-immune lymphoproliferative 

syndrome, AIDS, ischemia와 Parkinson's disease, 

Alzheimer's disease, Huntington's disease 등과 

같은 neurodegenerative disease, 심혈관질환, 당

뇨 등을 유발하기도 한다2-8)
. 세포자멸사와 관련된 

종양 연구에서 가장 중요한 점은, 세포자멸사가 종

양의 형성과 치료에 있어서 중요한 역할을 할 수 

있다는 것에 대한 관점이다3,9,10)
.

  실제로 항암제, 방사선요법, immunotherapy 등

과 같이 종양치료에 이용되는 것들은 대다수 목적 

종양세포들을 세포자멸사로 유도하는 것이 밝혀져 

있다9.10)
. 즉, 세포자멸사는 모든 다세포 기관의 정

상발달과 항상성에 필수적인 자연적 세포사를 말

한다30)
. 그러므로, 과다 또는 과소한 세포사멸은 

생물학적 부작용을 초래하게 된다4)
. 즉 류마티스성 

관절염과 암종은 과소사멸의 잘 알려진 예이며, 허
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혈성 심근질환, AIDS 그리고 퇴행성 신경질환 

(Alzheimer병, 파킨슨씨병)등은 과도한 세포사멸의 

예이다4,5,31)
.

  한편, 구강암은 선진국에서는 전체 암의 5%보다 

적게 발생하지만, 개발도상국가에서는 경부암과 위

암 다음 세 번째로 많이 발생하는 것으로 보고되

고 있다13)
. 1995년 유럽에서는 구강암 환자가 전

체 암 발생률의 2%정도였으며, 전체 사망자의 1%

정도를 차지한 것으로 보고되었다14)
.

  과거에는 일반적으로 구강암은 나이가 많은 사

람에게서 호발하는 경향을 보였으나, 최근 들어 흡

연 및 음주의 증가로 인해 젊은 층의 구강암 환자

가 증가하고 있는 것으로 보고되고 있다15-17)
. 

  현재까지 알려진 구강암의 원인으로는 흡연, 씹

는 담배, 후추, 음주 등이 있으며, 기타 원인들로

는 불량한 구강위생, 義齒나 치아로 인한 기계적 

자극, 인체유두종 (human papilloma virus), 매독, 

편평태선과 구강의 점막하 선유화증 등이 있다
16,17)

. 그리고 가죽공업 등의 직업적 요인과 비타민

결핍 등이 보고되고 있으나 가장 큰 요인은 구강

암의 90% 이상에서 관련성이 있는 흡연과 음주이

며, 또 상호작용 효과가 매우 크다16,17,32)
.

  우리나라에서의 구강암 발생률에 대해 살펴보면, 

2000-2002년에 7대 광역시 및 제주도 지역의 암 

발생률 통계에 따르면 인구 10만명당 남자는 1.4

명, 여자는 0.7명이 발병하는 것으로 나타났으며, 

전체 암 중에서 남자는 0.52%, 여자는 0.33%의 

비율을 나타냈다33)
. 

  성별 분포에서는 조와 김34)은 2.5:1, 김 등35)은 

1.95:1의 비율로 남성이 여성보다 더 많이 걸리는 

것으로 나타났다. 현대의학의 발전으로 인한 인간

의 평균수명 연장, 현대 산업문명이 낳은 여러 가

지 유해자극과 발암물질, 식이 습관의 변화 등으로 

인하여 구강암의 발생률은 계속 증가될 것이라 전

망된다36)
.

  근래 구강암연구에 대하여 다양한 한약재를 이

용한 연구가 진행되었는데 콩, 진달래꽃, 葶藶子, 

까마중, 蒲公英, 활나물[農吉利], 쑥, 芍藥, 白蘞 
(Ampelopsis radix) 등의 추출물이 구강암세포인 

KB cell에 대하여 유의한 세포독성을 나타냄이 보

고되어 있으며37-44)
, 이 등39)은 지실 및 댕댕이나무 

추출물이 cisplatin 2 ㎍/㎖과의 병용처치로 유의성

있는 항암활성의 증가를 나타냄을 보고하였다. 특

히 이 등45)은 Tea-tree의 휘발성 물질이 치은섬유

모세포 (HGF)에는 비교적 독성이 약하며, 구강편

평상피암세포 (KB cell)에서는 HGF보다 더 적은 

농도에서도 높은 세포독성을 나타내며, KB cell에 

대한 이러한 세포독성은 세포사멸에 의한 것임을 

밝혔다.

  또한, 한약재를 이용한 in vivo 연구로서 팽46)은 

녹차추출물이 9,10-dimethyl-1,2-benzanthracene 

(DMBA)의 반복적 도포로 유발된 햄스터의 협낭 

구강암에 있어서 제한적이지만 암발생억제효과가 

있음을 밝혔으며, 송47)은 대두 성분 중의 하나인 

genistein이 7.12-DMBA의 반복적 도포로 유발된 

햄스터의 협낭 구강암에 있어서 미세혈관의 생성

을 억제하므로 종양의 발생억제 및 예방효과가 있

을 것으로 보고하였다. 

  특히 이 등48)은 蘇木 추출물이 KB cell에 대하

여 IC50가 9.0 ㎍/㎖의 농도로 유의하게 세포독성

을 유발하며 50 ㎍/㎖의 농도에서 telomerase의 

활성을 50% 정도 억제하며, 분획별로는 

dichloromethane 분획이 유의함을 밝혔다.

  이에 저자는 CRE이 human oral squamous 

cell carcinoma cell인 YD-10B cell의 세포자멸사

에 미치는 영향을 알아보고자 본 연구를 시행하였다.

  먼저 세포생존율 실험에서 CRE를 6-24시간 처

치한 결과 대조군에 비교하여 농도 및 시간의 증

가에 따른 유의성 있는 세포생존율의 저하를 나타

내었다.

  이러한 세포사와 세포자멸사와의 관련성을 관찰

하기 위하여 YD-10B cell에 CRE를 처치한 후 PI
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와 FITC annexin V를 사용하여 세포막 변화를 

FACS로 관찰하였다. 실험결과 CRE의 농도가 증

가할수록 세포외막으로 돌출된 PS와 결합한 FITC 

annexin V가 유의하게 증가하였다. 이러한 결과는 

CRE가 유도하는 세포사는 세포사멸이 연관되어 

있음을 나타내는 결과이다.

  또한, 세포자멸사의 또 다른 특징의 하나인 

DNA분절을 관찰하기 위하여 TUNEL assay를 실

시한 결과, 대조군보다 CRE를 처치한 경우에서 

DNA의 분절이 증가하였다. 이러한 결과는 FACS 

analysis의 결과와 더불어 CRE가 YD-10B cell을 

세포자멸사로 유도한다는 것을 나타낸다.

  이상의 연구결과를 종합하여 보면, CRE는 미토

콘드리아를 경유하는 세포자멸사를 유도함을 알 

수 있다.

결  론

  黃連 추출물 (CRE)을 YD-10B cell (human 

oral squamous cell carcinoma)에 처치하여, 이들

의 세포사멸을 MTT assay, Flow cytometric 

analysis, TUNEL assay, ELISA kit, Immunoblot 

analysis 등으로 분석한 결과 다음과 같은 결론을 

얻었다.

1. CRE는 시간 (6-24시간) 및 농도 (0.03-0.30 ㎎/

㎖) 의존적으로 유의한 세포사를 유발하였다.

2. FACS, TUNEL assay결과, CRE는 농도의존적

으로 세포자멸사를 유도하였다.

  이상의 연구결과는 구강암의 치료 및 예방에, 

黃連 추출물은 세포자멸사의 유도 목적으로 활용

될 수 있는 가능성을 제시한다. 앞으로 구강암의 

예방 및 치료에 황련과 다른 단미제제와의 관련성 

등 더 많은 연구가 필요하다고 판단된다. 현재의 

구강암의 치료 및 예방에 외용제로 황련 추출물을 

활용할 수 있는 가능성을 제시한다. 
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