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Mechanism of Anti-Invasive Action of Docosahexaenoic Acid in SW480 Human 
Colon Cancer Cell 
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Colon cancer is one of the most common malignancies in the western world and the second leading 
cause of cancer death in Korea. Epidemiology studies have shown a reduced incidence of colon cancer 
among populations consuming a large quantity of ω3-polyunsaturated fatty acids (ω3-PUFA) of ma-
rine origin. Recently, it has been found that ω3-PUFA has an antineoplastic effect in several cancers. 
This study was designed to investigate the mechanism of the anti-invasive effect of ω3-PUFA in colon 
cancer. ω3-PUFA, docosahexaenoic acids (DHA) and eicosapentaenoic acid (EPA) treatment resulted 
in a dose-dependent inhibition of cell growth in SW480 human colon cancer cells. In contrast, arach-
idonic acid (AA), a ω6-PUFA, exhibited no significant effect. This action likely involves apoptosis, giv-
en that DHA treatment increased apoptotic cells in TUNEL assay. Moreover, invasiveness of SW480 
cells was inhibited following treatment of DHA in a dose-dependent manner; in contrast, AA had no 
effect. The levels of MMP-9 and MMP-2 mRNA decreased after DHA pretreatment. MMP-9 and 
MMP-2 promoter activities were also inhibited by DHA treatment. The levels of NF-kB and p-IkB pro-
tein were down-regulated by DHA pretreatment in a dose dependent manner. In addition, DHA in-
hibited NF-kB promoter reporter activities. These findings suggest that ω3-PUFA may inhibit cancer 
cell invasion by inhibition of MMPs via reduction of NF-kB in colon cancer. In conclusion, ω3-PUFA 
could be used for chemoprevention and treatment of human colon cancer. 
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서   론

암은 산업이 발달되는 개발 도상국들에서 가장 높은 사망율

을 나타내는 질환[43]으로 전세계적으로 2020년에는 환자가 

50% 이상 증가되리라 예상되고 있다[74]. 이중 대장암은 가장 

흔한 악성종양의 하나로 최근 점차 발생빈도가 증가하여 국내

외에서 악성종양 중 제2위의 발생빈도를 보이는 흔한 질환으

로[8,35,48] 근래에 진단방법과 외과적 기술의 발전 등으로 근

치적 절제율이 약 80%에 달하고 있음에도 불구하고 일반적 

고형종양과 마찬가지로 5년 생존율은 약 50% 정도로, 과반수

에 이르는 환자들이 암의 침윤에 의한 국소재발 또는 원격전

이에 의해 사망함으로 이들 암환자의 예후는 전적으로 진단시

의 전이성 병소의 존재 유무에 달려있다. 또한 원발종양 부위

를 외과적 적출 등의 근치적 처치방법으로 치료하더라도[9,45] 

많은 경우에서 처음부터 미세 전이병소가 이미 존재하고 서서

히 성장해, 후에 전이병소로 뒤늦게 발견되어 치료가 불가능

해지기 때문에 암전이의 예방과 전이병소의 효과적인 치료는 

종양관련 임상 및 많은 연구자들의 궁극적 목표가 되고 있다. 

대장암의 발생빈도 및 사망률은 지역마다 차이가 나는 바

[27] 이에 대한 많은 역학조사가 시행되어 왔는데 알라스카 

원주민에 대한 역학조사에서 이들은 폐암, 후두암, 방광암, 전

립선암, 유방암, 대장암등의 발생 빈도가 감소되어 있으며 이

는 많은 양의 ω3-polyunsaturated fatty acids (ω3-PUFA)와 관

련되어 있음을 감안하여 지질을 포함한 식이인자가 암의 원인 

및 진행에 중요하다[42]고 한다. PUFA는 막 인지질의 구성 

물질뿐만 아니라 prostaglandin을 포함한 eicosanoids합성의 

전단계 물질로써 중요하다[13,29]. ω6-PUFA인 arachidonic 

acid (AA) 및 ω3-PUFA인 eicosapentaenoic acid (EPA)로부터 

합성된 eicosanoid들은 그 생리적인 기능이 다른 바 AA로부

터 얻은 PGE2등은 암의 형성, 성장, 전이 등을 증가시키는 반

면에 EPA로부터 얻은 PGE3는 이들 효과를 억제한다고

[2,10,50,63,64] 한다. 그러나 생명체가 정상적인 성장 및 발달

을 위해서는 ω6-및 ω3-PUFA의 절대량 보다 ω6/ω3-PUFA의 

비율이 중요하며 이들 비율의 감소가 암을 포함한 질환의 예

방뿐만 아니라 치료에 중요하다고[3,26,39,49,70,71,84] 한다. 
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일본인들도 대장암에 대한 발생빈도가 상대적으로 낮았으나 

최근에는 서양식이를 함으로 그 발생빈도가 증가되었다고[52]

하여 대장암 발생과 육류섭취는 밀접한 상관관계가 있는 반면

에 생선의 섭취는 역상관 관계에 있다[58,67,83]고 알려져 있

다. 오늘날 식이에는 ω6-PUFA 함량이 많아 ω6/ω3-PUFA 비

율이 약 10~30:1로 매우 높아 ω6-PUFA를 많이 함유한 식이가 

암의 발생 빈도를 높임으로[73], 따라서 생선에 다량 함유된 

ω3-PUFA는 암 예방에 이롭고 육류에 다량 함유된 ω6-PUFA

는 암발생을 유도하리라 생각되고 있다. 또한 그린랜드 에스

키모인들은 서양인들에 비해 대장암 발생 빈도가 낮은데

[11,41,61] 이는 이들의 식이의 ω3-PUFA 함량이 서양식이 보

다 약 40배가 높기 때문[65]이라고 한다. 

화학적 발암물질에 의한 대장암 형성 모델에서 생선기름이

나 ω3-PUFA가 고농도로 포함된 식이를 섭취한 흰쥐들은 대장

암 발생이 감소하였으며 [53,62,78,79], nude mice를 이용한 

동물실험에서도 폐암을 포함한 많은 암의 종양 형성능이 ω

3-PUFA에 의해 감소됨으로[6,14,18,34,60] ω6-PUFA는 암을 

유도하나 ω3-PUFA는 암발생을 예방할 수 있다고 하였다. 

ω3-PUFAs는 쉽게 세포막의 인지질에 전입되어[51] 막의 유

동성, 구조 및 기능을 바꾸거나 세포의 oxdative stress 및 

PUFA의 대사물질 양의 변동을 초래하여 항암작용을 나타낸

다[17]고 한다. ω3-PUFA의 항암 기전에 대해서는 ω3-PUFA가 

전사인자인 NF-kB [56,57,69], AP-1 [20,46] 등을 억제하여 이

들의 표적유전자의 전사가 억제됨으로 세포증식을 차단하거

나 또 Cox-2를 억제하여 PGE2 합성의 감소를 유발한다[39,47]. 

최근 Lim 등[44]은 Wnt/β-catenin 신호전달 경로를 차단하여 

간담도암 및 간암 세포의 apoptosis 유도한다고 하였다. 

Calviello 등[16]은 Cox-2가 발현되지 않은 대장암 세포에서도 

ω3-PUFA가 β-catenin의  down-stream을 조절함으로 Cox-2 

independent pathway에 의해 apoptosis도 유도된다고 하였

으며 Szymczak 등[77]은 human umbilical vein endothelial 

cell (HUVEC)에서 ω3-PUFA가 cyclooxygenase에 의해 혈관

신생을 조절할 수 있다고 하였다. 그러나 대장암의 침윤, 혈관 

신생에 대한 ω3-PUFA의 억제 기전에 대해서는 명확하게 밝혀

져 있지 않았다. 

이에 본 연구에서는 먼저 대장암 세포주 SW480에서 doco-

sahexaenoic acid (DHA) 등 ω3-PUFA에 의한 세포독성 기전

을 확인하고 이들에 의한 침윤능의 억제기전을 규명하여 약간

의 지견을 얻었기에 보고하는 바이다. 

재료 및 방법 

실험재료 

Agarose, Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), 

fetal bovine serum등 세포배양에 필요한 시약들은 GIBCO- 

BRL사(Gaithersburg, MD)에서, NF-kB의 p65 subunit, IkB, 

caspase-3, PARP, β-catenin, β-actin등의 항체는 Santa Crutz

사(California, DA), DHA, EPA, AA등은 Cayman Chemical 

사(Ann Arbor, MI)에서, piperizine-N, N’-bis [2-ethanesulfonic 

acid] (PIPES), 3-[N-morpholino]propanesulfonic acid 

(MOPS), formaldehyde, formamide, ethidium bromide, phe-

nol, sodium dodecyl sulfate (SDS) 등은 Sigma사(St. Louis, 

MO)에서, random prime DNA labeling kit, guanidine thio-

cyanate는 Boeringer Mannheim사(Mannheim, Germany)에

서 구입하였으며 그 외 다른 시약은 특급의 것을 사용하였다. 

대장암 세포주의 배양 

대장암 세포주 SW480의 배양은 10% heat-inactivated fetal 

bovine serum (FBS), penicillin (100units/ml), streptomycin 

(100 μg/ml)을 첨가한 DMEM을 배양액으로 5% CO2, 37oC 

배양기에서 배양하고 세포의 밀도가 높아지면 수분간의 tryp-

sin-EDTA (0.05%trypsin, 0.02% EDTA in Hank’s balanced 

salt solution without calcium and magnesium)로 처리하고 

실험 시 지수기에 있도록 계대배양 하였고, 모든 실험은 FBS가 

포함되지 않은 배지로 교환한 다음 24시간 후 사용하였다. 

세포 증식능 검색 

대장암 세포주의 증식능에 대한 DHA 등의 영향은 colori-

metric MTT assay를 이용해 측정하였다. 즉 96 well microtiter 

tissue culture plate에 대장암 세포를 5-10×103 cells/well로 

plating하고 하룻밤 배양 후 FBS가 포함되지 않은 배지로 교환

한 다음 24시간 배양하고 DHA 등을 농도별로 처리하였다. 

24시간 배양한 다음 세포의 배양액을 제거하고 MTT (0.5 

mg/ml) 용액으로 37oC에서 2 시간 반응시키고 상청액을 제거

한 후 DMSO에 녹여 570 nm에서 automatic ELISA plate 

reader로 흡광도를 측정하였다. 

TUNEL assay

SW480 세포를 5×104 cells/well로 cover glass가 들어있는 

24-well plate에 plating한 후 DHA 처리하여 24시간 동안 배양

하였다. 이들 세포를 PBS로 2회 washing한 다음 4% paraf-

ormaldehyde로 4oC에서 20분간 고정시킨 다음 0.2% 

TritonX-100으로 처리한 후 DeadEND Fluorometric TUNEL 

System (Promega 사) kit를 사용하여 분해된 DNA에 anti-di-

goxigenin-phosphatase를 37oC에서 4시간 동안 반응시켜 붙

였다. 이들 세포는 PBS로 3회 washing한 후 DAB를 이용하여 

발색 시킨 후 DAPI로 핵을 염색한 것을 mounting medium을 

넣고 coverslip으로 밀봉시켜 confocal microscopy (Olympus 
TM)로 검경, 촬영하였다. 

Western blot 

Western blot은 Kim 등의 방법[36]에 따라 시행하였다. 즉 
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SDS-PAGE 후에 분리된 단백을 전기적 전사법으로 nitro-

cellulose membrane에 옮긴 후 전사된 nitrocellulose mem-

brane을 5% skim milk로 실온에서 1시간 blocking한 다음 동

일 용액으로 PARP, caspase-3, β-actin 등의 antibody (1:1,000)

로 4oC에서 하룻밤 반응시켰다. 이 후 TBS-T로 수회 세척하고 

peroxidase conjugated secondary antibody를 5% skim 

milk/TBS-T용액에 1:10,000으로 희석하여 1시간 반응 시키고 

TBS-T로 수회 세척한 후 ECL Western blotting detection sys-

tem을 이용하여 단백질 band를 확인하였다. 

Transfection and luciferase reporter 활성 측정 

SW480 세포를 6-well culture plate에 80% confluent하게 

plating한 후 0.5 μg/well로 TCF-LEF-Luc reporter plasmid 

등을 lipofectamine을 이용하여 transfection 하였다. Transfection

된 세포에 DHA 등의 약물을 처리하여 일정시간 배양한 후 

세포를 1X reporter lysis buffer로 lysis 하고 얻은 효소액을 

luciferase assay system (Promega사, USA)을 이용하여 반응

시킨 후 Luminometer (Thermo사, USA )로 luciferase 활성을 

측정하였다. Luciferase 활성의 측정은 효소액의 단백질 양을 

측정한 후 동일한 단백질 양으로 조절한 다음 시행하였다. 

In vitro 침윤능 측정 

Transwell chamber를 통한 침윤능의 측정은 Yoon 등[85]의 

방법에 따라 시행하였다. 즉, 6.5 mm 직경의 8 μm pores를 

가진 polycarbonate filter를 내장한 transwell culture cham-

ber (Costa, Cambridge, MA)를 이용하였다. 즉 침윤능 검색을 

위하여 filter위에 160 μg의 Matrigel을 도포시킨 후 37oC에서 

2시간 배양하여 젤화되도록 한 다음 세포현탁액 200 μl(2×105 

cells)를 upper chamber에 넣고 lower chamber에는 DHA가 

포함된 배양액을 넣은 후 일정시간 배양시켰다. 배양이 끝나

면 filter 윗면의 세포들을 면봉을 이용해 제거한 후 filter를 

분리해 hematoxylin-eosin으로 염색한 다음 현미경을 이용해 

filter 아랫면의 세포수를 검경 계수하여 판독하였다. 

Total RNA 조제 

Total RNA는 Ultraspec Ⅱ Kit (Biotecx Lab. Inc, USA)을 

이용하여 조제하였다. 즉, 각 약물을 처리한 SW480 세포를 

일정 시간 배양한 후에 배지를 제거하고 PBS로 2회 씻은 다음 

PBS 1 ml씩을 가해 세포를 수집하여 원심한 후 여기에 

Ultraspec Ⅱ용액을 일정량 가하여 세포를 용해시켜 4oC에서 

5분간 방치한 후 0.1배 용량의 chloroform용액을 가하고 진탕, 

혼합하였다. 이를 다시 4oC에서 5분간 방치하고, 4oC에서 

12,000 rpm으로 15분간 원심분리 하였다. 원심분리 후 상청액

을 취하고 이에 0.5배 용량의 isopropyl alcohol을 가한 후 다시 

Ultraspec Ⅱ resin을 0.05배 용량을 가하여 진탕혼합하고 

12,000 rpm 에서 1분간원심분리 하였다. 이때 얻은 침전물을 

70% ethanol로 2회 씻고 침전물을 녹여 resin에 결합되어 있는 

RNA를 용출시켰다. Total RNA는 사용할 때까지 50% ethanol 

용액에서 -70oC에 보관하였다. 

  

Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction 

(RT-PCR) 

DHA가 처리된 세포와 대조군 세포로부터 각각 조제한 to-

tal RNA 1 μg, 8 μl의 5× RT buffer (250 mM Tris-HCl, pH 

8.3, 250 mM KCl, 50 mM MgCl2, 2.5 mM spermidine, 50 mM 

DTT), 2.5 mM dNTP 4 μl, oligo-dT (100 pmol/μl) 1 μl, RNase 

inhibitor (4 unit/μl) 2 μl, AMV reversetranscriptase (5 unit/μ

l) 2 μl를 42oC에서 1시간 동안 반응하여 single-strand cDNA

를 합성하였다. 이를 MMP-9 및 MMP-2 유전자의 primer 

(MMP-2: Forward:  와 dNTP, Taq polymerase, Taq buffer등

과 섞어 94oC 1분, 65oC 1분, 72oC 1분씩 30 cycle을 반응시킨 

후 1.5% agarose gel에 전기영동하여 그 변동을 확인하였다. 

MMP-9 및 MMP-2의 primer 서열은 Table 1과 같다. 

통계분석 

표시된 결과는 3번 이상의 독립적인 실험 결과이며, 실험 

결과의 통계 처리는 student's t-test에 준하여 처리하였고, 

P-value가 최대치 0.05(p＜0.05) 이하인 경우를 유의한 것으로 

판정하였다. 

결   과 

인체 대장암세포 SW480의 증식에 미치는 ω3-PUFA의 

영향 

ω3-PUFA는 ω6-PUFA와는 달리 간담도암을 비롯한 수종의 

암세포주에 대해 세포독성을 나타낸다[17,44]고 알려져 있다. 

이에 먼저 인체 대장암 세포주 SW480에 대한 ω3-PUFA의 세

포 독성을 ω6-PUFA와 비교, 확인하였다. 이때 ω3-PUFA로는 

DHA, EPA를, ω6-PUFA로는 AA를 사용하였다. 96 well tis-

sue plate에 SW480 세포를 0.5-1×104 cells/well로 배양한 다음 

무혈청 배지로 24시간 배양하고 1-25 μM의 ω3-PUFA를 처리 

하여 24시간 후 MTT로 세포 증식능을 검색하였다. DHA 및 

EPA는 SW480 세포의 증식을 농도의존적으로 억제하였으나 

AA는 거의 영향이 없었다(Fig. 1A). ω3-PUFA에 의해 억제된 

Table 1. Primer sequences of MMP-2 and MMP-9 genes for 

RT-PCR

Primer Primer sequences

MMP-2
Forward

Reverse

5’-GGCCCTGTCACTCCTGAGAT-3’

5’-GGCATCCAGGTTATCGGGGA-3’

MMP-9
Forward

Reverse

5’-TGGACGATGCCTGCAACGTG-3’

5’-GTCGTGCGTGTCCAAAGGCA-3’
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Fig. 1. Effects of DHA, EPA and AA on cell proliferation of SW480 human colon cancer cell. A, SW480 were incubated with different 

concentrations of DHA, EPA, and AA for 24 hr, and cell growth was determined using the MTT assay as described in 

Materials and Methods. B, DHA induced dose-dependent apoptosis. Cells were treated with various concentrations of DHA 

for 24hour and the proportion of apoptotic cells was determined by TUNEL assay as described in Materials and Methods.

SW480세포의 증식에 apoptosis가 관련되어 있는지 확인하기 

위해 apoptotic molecule의 하나인 PARP을 검색했을 때 DHA

의 처리 후에는 cleaved PARP이 증가하였으나 AA에 의해서

는 전혀 영향이 없었다(Fig. 1B) 또한 DHA 처리 후 TUNEL 

assay를 시행하였을 때 DHA를 처리 후 SW480 세포는 DHA

의 농도에 의존적으로 apoptotic cell이 증가하였다. 한편 AA

처리 후에는 대조군에 비해 apoptotic cell의 변동이 관찰되지 

않았다(Fig. 1C). 이는 DHA등 ω3-PUFA는 ω6-PUFA인 AA와

는 달리 대장암세포에 대해 세포 독성이 있으며 이에 apop-

totic cell death가 관련되어 있음을 시사한다. 

대장암 세포에서 β-catenin 발현 및 TCF/LEF reporter 

활성에 대한 DHA의 영향 

많은 암의 생성에 Wnt signaling이 관련되어 있다

[19,28,33,54]고 알려져 있으며, 최근 Lim 등[44]은 간암 및 간

담도암에 대한 ω3-PUFA의 세포독성기전에 Wnt signaling에 

관련된 β-catenin 분해가 중요하다고 하였다. 이에 먼저 대장

암 세포 SW480에 5-50 μM의 DHA를 처리 후 β-catenin 단백

질 양을 Western blot으로 검색하였을 때 β-catenin 단백질 양

은 처리한 DHA의 농도에 의존적으로 감소하였다(Fig. 2A). 

이는 DHA에 의한 대장암 세포의 apoptosis 기전에 Wnt sig-

nal pathway가 관련되어 있음을 시사한다. 

β-catenin은 TCF/LEF 전사인자와 결합하고 이 복합체가 다

시 TCF/LEF response element와 결합한 후 그 표적유전자들

의 전사를 유도한다[1,12,66]. 최근 ω3-PUFA가 수종의 암세포

에서 TCF/LEF의 reporter 활성을 억제한다고 보고[16]되어 

있으며 Lim 등은 간암[44] 및 담도암에서 DHA가 TCF/LEF 

reporter 활성을 억제한다고 하였다. 이에 대장암세포에서 

TCF/LEF reporter 활성에 대한 DHA의 영향을 밝히기 위해 

6 well tissue plate에 대장암 세포 SW480을 배양하여 TCF/ 

LEF reporter vector를 transfection한 후 5-50 μM의 DHA를 

처리한 다음 24시간 후 luciferase activity를 측정하였다. 

SW480 세포에서 DHA 처리 후 TCF/LEF reporter의 lucifer-

ase 활성은 DHA의 농도에 의존적으로 감소하였다(Fig. 2B). 

이는 DHA에 의해 β-catenin의 단백질 양이 감소하고 따라서 

TCF/LEF reporter활성이 감소되었음을 시사한다. 

대장암 세포의 침윤능에 미치는 DHA의 영향 

Szymczak 등[77]은 ω3-PUFA가 인체 탯줄에서 유래된 혈관

내피세포 (HUVEC)의 침윤을 억제한다고 하였고, Yun 등[86]

은 유방암세포에서 ω3-PUFAs가 세포의 운동능 및 침윤능을 

억제한다고 하였다. 이에 DHA의 대장암세포에 미치는 영향
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Fig. 2. Effect of DHA on the level of TCF/LEF reporter activity 

and β-catenin protein in SW480 cells. A, Cells were treat-

ed with various concentration of DHA for 24 hr and 

harvested. The levels of β-catenin was analysed by 

Western blot analysis as described in Meterials and 

Methods. B, SW480 cells were plated and TCF/LEF luci-

ferase reporter gene was transfected using lipofectam in 

reagent as described in Materials and Methods. After the 

transfection performed, the cells were treated with DHA 

for 24 hr, and then the luciferase activity was measured 

using the dual luciferase assay system (Promega). CN, 

control; Columns, mean of four independent experi-

ments; bars, SD; *, p<0.05 compared with control; **, 

p<0.01 compared with control. 

이 세포독성 외에도 세포의 침윤능을 억제할 수 있는가를 밝히

기 위해 대장암세포의 침윤능을 검색하였다. 대장암세포 SW480

을 transwell chamber에 5×105 cells/well로 조절하고 5, 10 μM

의 DHA로 처리한 다음 48시간 후에 filter를 통해 이동한 세포

를 측정하여 침윤능을 검색하였을 때 DHA에 의한 SW480 세

포의 침윤능은 농도 의존적으로 억제되었으나 AA는 전혀 영

향이 없었다(Fig. 3A, 3B). 이는 DHA에 의한 대장암세포의 침

윤 억제는 ω3-PUFAs에  선택적인 작용임을 시사한다.  

대장암 세포에서 MMP-9 및 MMP-2 유전자 발현에 대한 

DHA의 영향 

암세포의 침윤에는 MMP-9 등 matrix metalloproteinases 

(MMPs)들의 활성이 중요하며[25,55,59,76] 최근 Yun 등[86]은 

유방암세포에서 DHA에 의해 MMP-9 및 MMP-2 유전자 발현

Fig. 3. Effect of DHA on invasion of SW480 cells. The cells were 

loaded onto matrigel-coated upper chamber transwell as 

described in Materials and Methods. The cells were treat-

ed with DHA and AA. After 48 hr, the filtrated cells were 

stained. A, Microphotographs of filters and quantitative 

analysis of matrigel chamber invasion assay are shown. 

B, Numbers of invasive cells (mean±SD) counted in 10 

random fields. CN, control; AA, arachidonic acid; bars, 

SD; ***, p<0.001 compared with control.

이 억제된다고 하였다. 이에 대장암 SW480 세포에서 DHA에 

의한 MMP-9 및 MMP-2 발현의 변동을 검색하기 위하여 

DHA 처리 후 total RNA를 조제하여 RT-PCR을 시행한 바 

농도의존적으로 MMP-9 및 MMP-2 mRNA양이 감소하였으

나(Fig. 4A) AA에 의해서는 영향이 없었다. 이는 SW480 세포

에서 DHA에 의한 MMP-9 및 MMP-2 유전자 발현의 억제가 

ω3-PUFA의 특이 작용임을 시사하는 것이다. 

대장암세포에서 MMP-2및 MMP-9 promoter 활성에 대

한 DHA의 영향 

상기 실험에서 DHA에 의해 MMP-2 및 MMP-9 mRNA양
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Fig. 4. Effect of DHA on MMP-2 and MMP-9 expression in SW480 cells. A, The cells were treated with various concentration 

of DHA for 24 hr and were harvested. The levels of MMP-2 and MMP-9 mRNA were analysed by RT-PCR as described 

in Materials and Methods. B and C, SW480 cells were plated and MMP-9 and MMP2 luciferase reporter genes were transfected 

by using lipofectamin reagent as described in Materials and Methods. After the transfection was performed, the cells were 

treated with DHA for 24 hr. The luciferase activity was measured using the dual luciferase assay system (Promega) lumin-

ometer (Thermo). CN, control; columns, mean of four independent experiments; bars, SD; *, p<0.05 compared with control; 

***, p<0.001 compared with control.

이 각각 감소하였는데 이들의 억제가 전사 단계에서 조절되는

지 확인하기 위해 DHA 처리 후 의해 MMP-2 및 MMP-9의 

promoter 활성을 측정하였다. 대장암세포 SW480을 배양하여 

MMP-2 및 MMP-9 promoter 유전자가 포함된 reporter plas-

mid를 transient transfection 후 그 활성에 대한 DHA의 영향을 

lucifersae 활성을 측정함으로 검색하였다. MMP-2 및 MMP-9 

promoter의 luciferase 활성은 SW480 세포에서 DHA 처리 후 

억제되었으며 이는 농도의존적으로 나타났다(Fig. 4B, 4C). 

대장암 세포에서 NF-kB 활성에 대한 DHA의 영향 

NF-kB는 전사인자로써 염증반응에 관련되어 있는 IL-1β, 

TNF-α등 염증분자들의 조절에 관련되어 있을 뿐만 아니라

[4,82,87] 과발현시 암세포의 apoptosis를 억제하여 암세포의 

증식을 유도하나[7] ω3-PUFA는 NF-kB의 활성을 감소시킨다

[56,57]고 알려져 있다. 또한 MMP-9 [5,24] 유전자등의 pro-

moter에는 공통적으로 NF-kB가 결합할 수 있는 cis element가 

존재한다고 한다. 이에 DHA에 의한 NF-kB 활성변동을 검색

하기 위해 먼저 NF-kB subunit 중 하나인 p65 와 p-IkB 단백질 

양의 변동을 검색하였다. SW480 세포에 DHA를 5-25 μM 농도

로 처리하였을 때 p65 및 p-IkB의 단백질 양이 농도의존적으

로 감소하였다(Fig. 5A). 또한 대장암 세포 SW480 세포에서 

NF-kB binding element를 가진 reporter plasmid를 transient 

transfection 후 DHA의 영향을 검색한 바 DHA 처리 후 

NF-kB reporter 활성은 감소하였으며 이는 농도의존적으로 

나타났다(Fig. 5B). 이는 대장암 세포에서 DHA가 NF-kB 단백

의 분해를 증가시켜 MMP-9등의 발현을 억제하여 침윤을 억

제할 수 있음을 시사한다. 

  

고   찰 

ω3-PUFA는 암 발생을 억제하는데 비해 ω6-PUFA는 암 발

Fig. 5. Effect of DHA on the level of NF-κB protein and pro-

moter activity in SW480 cells. A, The cells were treated 

with various concentration of DHA for 24 hr. p65 and 

phospho-IκB protein level were analysed by Western 

blot analysis as described in Materials and Methods. B, 

SW480 cells were plated and NF-κB promoter luciferase 

reporter plasmid were transfected. After cells were treat-

ed with DHA for 24 hr, the luciferase activity was meas-

ured as described in Materials and Methods. CN, con-

trol; columns, mean of four independent experiments; 

bars, SD; *, p<0.05 compared with control; **, p<0.01 

compared with control; ***, p<0.001 compared with 

control.
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생을 촉진시킨다[3,26,39,49,70,71,84]고 한다. 특히 동물실험에

서 EPA 및 DHA를 먹인 생쥐에서 폐[32,37], 대장[6,14, 

18,34,60] 유방[22,30,31], 전립선[21], 암 등에 대한 종양 형성능

이 억제된다고 알려져 있다. 또한 대장암 세포에서 ω3-PUFA

는 apoptosis 통해 세포 독성을 나타내며 cell cycle을 정지한다

[15,23,36,68]고 한다. 이에 본 연구에서도 먼저 대장암 세포주 

SW480에서 DHA 및 EPA처리 한 후 세포성장이 억제 되었으

며 TUNEL assay에서 DHA에 의해 농도 의존적으로 apop-

totic cell이 증가하였으나 w6-PUFA인 AA에 의해서는 전혀 

영향이 없었는데 이는 대장암세포인 SW480에서 DHA등 ω

3-PUFA가 apoptosis를 유도하여 세포독성을 나타남을 시사

하는 것이다. 

많은 대장암 세포주에서 β-catenin이 과발현되어 있으며

[75], 이들 세포들이 EPA 및 DHA에 의해 억제 된다[38,81]고 

한다. Lim 등[44]도 ω3-PUFA가 AA와는 달리 β-catenin/ 

GSK3β를 통하여 분해함으로 간담도암 및 간암세포를 apopto-

sis 시킨다고 하였다. 이에 본 연구에서도 SW480 세포에서 

DHA에 의한 β-catenin의 발현을 검색했을 때 농도 의존적으

로 감소하였고 β-catenin에 의해 조절 받는 TCF/LEF lucifer-

ase 활성도 억제되었는데, 이는 DHA에 의한 대장암 세포의 

증식 억제능이 β-catenin을 통한 downstream 유전자 조절에 

의해 일어날 수 있음을 시사하는 것이다. 

암세포의 침윤에는 MMP-2 및 MMP-9등 MMPs가 중요하

다[25,55,59,76]고 한다. 최근 ω3-PUFA의 신생 혈관 신생 및 

침윤의 억제작용이 있다고 보고[72,86] 되어 왔다. 이에 본 연

구에서 먼저 대장암 세포인 SW480의 침윤능에 대해 검색한 

바 DHA에 의해서는 농도 의존적으로 침윤능이 억제되었으나 

ω6-PUFA인 AA에 의해서는 거의 영향이 없었으므로 DHA에 

의한 대장암세포의 침윤능의 억제 작용도 ω3-PUFA의 특이 

작용이라 생각된다. 또한 암세포의 침윤에 중요한 MMP-2 및 

MMP-9의 mRNA 뿐만 아니라, 그들 promoter 활성도 DHA 

처리 후 감소하여 대장암 세포의 DHA에 의한 침윤 억제에 

MMP-2 및 MMP-9 활성 억제가 밀접히 관련되어 있음을 시사

한다.    

NF-kB는 전사인자의 일종으로 과발현 시켰을 때 암세포의 

apoptosis가 억제되어 암세포의 성장을 촉진한다[7]고 하며 또

한 ω3-PUFA가 NF-kB를 억제하여 암세포의 apoptosis가 유도

한다[11,56,57]고 한다. MMP-9 [5,24] 및 VEGF [40,80,86] 등 

암세포의 침윤 및 혈관신생에 중요한 단백질들의 유전자 pro-

moter 에는 NF-kB가 결합하는 cis element를 공통적으로 가지

고 있다. 최근 Yun 등[86]은 유방암 세포에서 경향과 일치하였

으며 DHA에 의한 NF-kB 단백의 감소에는 IKK 억제에 따른 

IkB의 인산화가 감소됨으로 일어난다고 하였다. 본 실험에서 

SW480 세포에 DHA를 처리했을 때 NF-kB의 p65 subunit 및 

p-IkB의 단백질 양이 DHA의 농도에 의존적으로 감소하였을 

뿐만 아니라 NF-kB reporter 활성도 감소하였는데, 이는 Yun 

등[86]의 유방암 세포에서의 일치하였으며, DHA에 의해 

NF-kB 단백이 파괴됨으로 핵으로의 이동이 되지 않아 MMP-9 

등의 생성이 감소될 수 있음을 시사한다. 

이상의 결과로 ω3-PUFA는 첫째, β-catenin의 감소에 따른 

Wnt signal을 억제하며 둘째, MMP-2 및 MMP-9 등matrix 

matalloproteinase의 억제를 통한 대장암 세포의 침윤능 억제 

셋째, NF-kB 억제에 따른 표적 분자 발현 억제 등 복합적 기전

에 의해 항암작용을 나타내리라 생각되며 따라서 대장암의 

치료 및 예방 목적으로 유용하게 사용할 수 있으리라 시사된다. 
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초록：인체 대장암 세포주 SW480에서 docosahexaenoic acid에 의한 침윤억제 기전 

신소연1,3†․김용조1†․송경섭1,3†․Kaipeng Jing1,3․김나영1,3․정소연1,3․박지훈1․서강식1․허준영1․

권현주1․박종일1․박승길1․권기량1․윤완희1․황병두1*․임규1,2,3* 

(1충남대학교 의학전문대학원 생화학교실, 2충남대학교 암연구소, 3감염신호네트워크연구센타)

대장암은 미국 등 서양 국가뿐만 아니라 국내에서도 2번째로 많이 발병이 되는 암으로 알려져 있다. 역학조사

에 의하면 ω3-PUFAs를 많이 섭취한 인종에서 대장암 발생빈도가 감소하고 최근 ω3-PUFAs는 수종의 암에 대해 

항암작용을 나타낸다고 한다. 이에 본 연구에서는 대장암에서 DHA 등 ω3-PUFA의 항침윤 기전을 규명하여 다음

과 같은 결과를 얻었다. DHA및 EPA는 대장암 세포주 SW480의 증식을 농도 의존적으로 억제하였으나 AA는 

거의 영향이 없었으며 TUNEL assay로 apoptotic cell death가 확인 되었다. DHA는 β-catenin 단백 및 TCF/LEF 

luciferase 활성을 농도 의존적으로 억제 하였다. SW480 세포의 침윤능은 DHA의 농도에 의존적으로 억제되었다. 

DHA처리 후 MMP-9 및 MMP-2 mRNA양이 감소되었을 뿐만 아니라 그 promoter의 reporter 활성도 억제되었

다. NF-kB 및 p-IkB 단백질양도 DHA의 처리농도에 의존적으로 감소하였으며 NF-kB promoter의 활성도 억제되

었다. 이상의 결과로 ω3-PUFA는 대장암에서 NF-kB 신호전달 차단에 의한 MMP-2 및 MMP-9 발현을 억제하여 

침윤을 억제하여 항암작용을 나타낼 수 있음을 시사하며, 따라서 ω3-PUFA는 대장암의 예방 및 치료에 유용하게 

사용될 수 있으리라 생각된다. 


