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신선초에탄올추출물이인체유방암 MDA-MB-231 세포에서 세포증식, 세포사멸과

ROS 축적에 미치는 영향
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Abstract

The anti-cancer effects of Angelica keiskei ethanol extract were evaluated in human breast cancer MDA-MB-231 cells. The 
concentrations of extract were 1, 2, 3, 4 and 5 mg/mL. Dose-dependent reductions in the number of cells with altered cell 
shape and pyknotic nuclei were observed at 48 h after treatments. MTT assay also exhibited a similar dose-dependent reduc-
tion in mitochondrial reductase activity (p<0.05), in particular, with a rapid reduction in the activity of the 5 mg/mL group. 
Analysis of cell death with propidium iodide (PI) staining revealed only a slight increase in cell death in the 5 mg/mL group. 
Analysis of bromodeoxyuridine (BrdU) incorporations also showed a dose-dependent reduction in cell proliferation (p<0.05). 
Finally, increases in total radical oxygen species (ROS) accumulation in cells, as revealed by DCF-DA staining, were observed 
in the treated groups in a similar dose-dependent fashion (p<0.05). These results indicate that Angelica keiskei ethanol extract 
exhibiting anti-cancer effects in MDA-MB-231 cells causes multiple changes in cell shape, enzyme activity, and ROS accumu-
lation, thereby inducing cell death. 
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서 론

우리나라에서현재사망원인 1위는암이차지하고있으며, 
암의종류별로는대장암, 유방암, 전립선암등이급속히증가
되고 있다(Korea National Statistics Office 2008). 그 중 여성
암 발생에서는 갑상선암과 유방암이 각각 26.0과 6.6%의 연
평균 발생 증가율을 보이면서여성에 있어 가장 흔한암으로

보고되었다(Ministry of Health and Walfare 2006～2007). 유방
암의원인은 아직 밝혀져 있지 않지만 유전적인 요인 이외에

지방 섭취의 증가와 관련한 식습관의 변화와 생활양식의 서

구화가큰연관성이있는것으로추정되며(Kelsey JL 2005), 한
국인여성에서도 이러한식습관의변화로발생률이매년증가

하고 있는 추세이다. 이에 최근 미국암연구협회(American Ins-
titute of Cancer Research 2007)에서는 암 발생 30～40%가 적
절한식품과영양을 통하여 예방할 수 있다고 발표하였으며, 
많은 연구 결과에서도암 예방에 효과가있는과일과채소를

충분히 섭취하도록 권장하고 있다(Romeo et al 1999, Nkond-
jock & Ghadirian 2005, Giovannucci et al 2005).
세포의 죽음은 세포사멸(apoptosis)과 세포괴사(necrosis)로

나뉠 수있는데, 세포사멸은사멸된 세포가면역 반응을일으
켜 주위세포의 파괴 없이 사멸되는 중요한 생리적인 기전으

로서세포의축소, 세포표면융털의소실과같은현상이나타나며, 
이러한능동적과정은유전자의통제하에일어난다(Clarke & 
Clarke 1995, Lee & Kang 2010). 
활성산소(reactive oxygen species, ROS)는생체세포를공격

하여과산화지질의형성과단백질핵산(DNA, RNA)을파괴하
고여러가지효소기능을억제하여암유발과노화를촉진시킨

다. 활성산소의축적과암세포의증식및사멸에관하여 Ben-
har et al(2002)는 암세포에서의 활성산소와 stress activated 
protein kinases(SAPKs)의 축적은 세포사멸의 중요한 요소임
을 보고하였으며, 적절한 ROS와 SAPKs의축적은암세포의성
장에 도움을주지만, 지속적인축적은 apoptosis를증가시키는
결과를 가져오므로 결국 암세포의 성장과 사멸은 ROS와
SAPKs의 활성 수준의변화에따라결정되는것으로나타났다
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(Roovers & Assoian 2000, Chen et al 1996).
신선초(Angelica keiskei)는 아열대 지방에서 자생하는 미

나리과에 속하는 다년생 초목으로 일본의 팔장도에서 주로

재배되고, 우리나라에는 1970년대 말에 처음 도입되어 명일
엽, 선삼초, 신립초라 불리며, 예로부터이뇨제, 완하제, 강장
제등 민간약재로사용되어져왔다(Baba et al 1998). 신선초
의 일반성분은 수분이 88.75%, 지방 2.75%, 단백질 2.53%, 
회분 2.0%이고 비타민 C를 비롯한 각종 비타민과 칼슘, 칼
륨, 철, 마그네슘등의무기질이풍부하게함유되어있다(Kim 
et al 1992). 특히 유기게르마늄, chalcone, coumarin, saponin 
등의 성분과 flavonoid 등과 같은 생리활성물질이 들어 있어
항알러지(Toyoda et al 1997), 항암(Kwon et al 2006, Akihisa 
et al 2003), 항산화 효과(Okuyama et al 1991) 및 간기능 향
상 및 치료(Ogawa et al 2007)에 효과적이며 인슐린 분비를
촉진하는 효능이 있어 당뇨병 치료(Enoki et al 2007)에 사용
될 수 있는 식품으로 알려져 있다. 신선초에 있는 xanthoan-
gelol은신경암세포와혈액암세포및 Lewis lung carcinoma(LLC) 
cell line과 Human umbilical vein endothelial cells(HUVECs)
에서 apoptosis의 유발 및 암 증식과 대사 저해를 나타내었으
며(Tabata et al 2005, Kimura & Baba 2003), Kwon et al 
(2006)은인체결장암 세포 HCT116와 살모넬라 변이원성분
석에서 클로로필이 풍부한 신선초 추출물 처리가 ROS의 제
거와 암 활성의 저해 기전을 통하여 항산화 및 항 유전독성

을 나타낸다고 보고한 바 있다.
그러나 신선초 에탄올 추출물이 유방암 MDA-MB-231 세

포에 미치는 영향에 대한 연구는 미비하므로, 본 연구에서는
신선초 추출물 처리농도에 따른 인체 유방암 MDA-MB-231 
세포의 활성, 증식과 사멸 및 ROS 축적에 미치는 영향을 분
석하였다.

재료 및 방법

1. 시료 준비
신선초는 2009년도에충북청양군청양읍백전리에서수확

하여건조시킨것을경동시장에서구입하여분쇄하였다. 신선
초분말 80 g을 200 mg의 70% 에탄올에넣고 2시간동안 4℃
rocker에서 진탕한 후 신선초 입자 및 불용성 물질을 제거하
기 위하여 4℃ 20,000 rpm에서 3회원심분리하였다. 이추출물
을 speed vacuum(Speed-Vac System, Savant, AES1010)으로
농축시킨 후 다시 70% 에탄올로 용해시켜 4℃ 12,000 rpm에
서 2회 원심분리하여 불용성 물질을 제거하였다. 최종 건조
분말 기준 0.3 g/mL 농도의 추출물을 얻었으며, 100 μL씩
분주하여 분석할 때까지 —70℃ 냉동고에 저장, 세포배양액
에 희석, 첨가하여 이용하였다. 

2. 세포배양과 농도 결정
인체 유방암 MDA-MB-231 세포(한국세포주은행, 서울)는

10% fetal bovin serum(FBS; PAA, Exton PA, USA), penicil-
lin- streptomycin(Sigma Chemical Co, St Louis, MO, USA)을
넣은 dulbecco's modified eagle's medium(DMEM, high glu-
cose, invitrogen)에서세포농도는 2×105 cell/mL로 10 mL의배
양액에 계대하였고, 세포가 유착, 증식한 경우 계대 배양하
여 유지하였다.
세포분석을위하여MDA-MB-231 세포를 gelatin-coated 96- 

well plate에 seeding하였으며, 18시간 후신선초 추출물을다
양한농도(0～20 mg/mL)로처리하여 24시간과 48시간지속후
현미경 명시야 DIC fillter 사진 촬영을 통한 세포 형태학적
모양 변화 관찰 및 3-[4,5-dime tylthiazol-2-yl]-2,5-dipheny-lte-
trazoliumbromide(MTT, Sigma, USA) 분석을 통한 세포 생존
율분석을 이용하여추출물 처리 지속시간과 농도를결정하

였다. 신선초 추출물처리군에대한대조군(Control)으로는추
출물의 용매인 70% 에탄올을 사용하였으며, 처리 농도는 대
조군에대비하여 세포활성과형태학적변화가현저하게나타

나는농도를기준으로 1, 2, 3, 4 및 5 mg/mL, 48시간 지속처
리로 결정하였다. 

3. 세포 생존율 분석(MTT Assay)
유방암MDA-MB-231 세포의생존율은MTT 분석법으로측

정하였다. MDA-MB-231 세포를 96-well plate에 9×103 세포
농도로 100 μL씩분주한후 37℃배양기에서 18시간증식시켜
신선초 추출물을 1, 2, 3, 4 및 5 mg/mL 처리하였다. 48시간
지속 후 MTT 용액(5 mg/mL, phosphate buffered saline: PBS, 
pH 7.4) 10 μL를첨가하여 37℃배양기에서반응시켰다. 반응
40분 후 현미경 명시야 DIC fillter 사진 촬영을 하여 미토콘
드리아 환원효소 활성 정도를 시각화하였으며, 2시간 반응
후에는 배양액을 제거하고 dimethyl sulfoxide를 100 μL 첨
가, 살아있는 세포에 의해 생성된 보라색의 formazan을 용해
시켰다. 그후분광광도계(Molecular Devices Spectra Max) 550 
nm의 파장에서 흡광도를 측정하였으며, 세포 생존율은 대조
군과 비교하여 백분율(%)로 표시하였다.

4. Propidium Iodide(PI) 염색에 의한 세포 사멸 분석
생존하는세포는온전한세포막을가지고있으며, 이는 try-

pan blue, eosin, propidium와 같은 염색시약을 투과하지 못하
므로이를이용하여세포막투과성여부를확인함으로써생존

하는 세포와 죽은 세포를 구분한다. 이를 시각화하기 위하여
형광염료인 PI(Sigma, USA)를이용한핵염색법을통해분석
하였다. MDA-MB-231 세포를 0.1% gelatin이 처리된 96-well 
plate에 9×103 세포 농도로 100 μL씩 분주한 후 37℃ 배양기
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에서 18시간 증식시켜 신선초 추출물을 1, 2, 3, 4 및 5 mg/ 
mL 처리하였다. 48시간 지속 후 5 μg/mL PI를 혼합 염색액
으로첨가하여 37℃ 배양기에서 20분 방치한후 염색액을 수
세해 주었다. 형광현미경에서 무작위로 선정된 현미경 시야
의 세포를 촬영한 후 핵의 상태를 분석하였다.

5. Bromodeoxyuridine(BrdU) 흡수 염색법을 통한 세
포 증식 분석

세포의 증식 정도를 확인하기 위하여 DNA 복제가이루어
지는 S기 세포에 thymidine 염기서열 대신 BrdU를 incorpora-
tion시켜 증식된 세포만을 염색해 주는 BrdU 핵 염색법을 이
용하였다(Nagamine et al 2009). 신선초추출물을 1, 2, 3, 4 및
5 mg/mL 처리한후, 42시간지속후새로합성되는 DNA thy-
midine 대신 10 nM의 BrdU를 첨가하여 6시간 동안 incor-
poration시키고, anti-BrdU antibody(1:200 희석, Sigma, USA)
를 처리하여 세포증식을분석하였다. 염색을시각화하기위하
여형광물질(fluorescein isothiocyanate, FITC)을 부착하여 1시
간 방치하였으며핵의배경염색을 10 μg/mL PI 혼합염색액
으로첨가하여 37℃의 배양기에서 10분간 반응시켰다. 그 후
염색액을 수세하여, 형광현미경으로 촬영하였고, 무작위로
선정된현미경시야의 BrdU 염색세포를 기록한 후 대조군과
비교하여 증식세포를 백분율(%)로 표시하였다. 

6. Radical Oxygen Species(ROS) 분석
세포 독성으로작용하는 과산화지질의생성과 세포손상을

가져오는 ROS를측정하기위하여 2',7'-dichlorofluorescein dia-
cetate(DCF-DA, Sigma, USA) 형광염료를이용하였다. Hanks ba-
anced salt sloution(HBSS)로 수세된 세포에 deaeration 시킨
800 nM의 DCF-DA를첨가하여 20분간 37℃의배양기에서반
응시켰다. 그 후 즉시 HBSS와 PBS로 철저히 수세하였으며, 
형광현미경으로관찰및촬영하였고, 무작위로선정된현미경
시야의 DCF-DA 염색세포를 기록한 후 처리군별 전체 세포
수에 대한 DCF-DA 염색세포를 백분율(%)로 표시하였다.

7. 통계분석
각각의실험은독립적으로 3번실시하였으며, 얻어진결과는

평균과 표준편차 또는 %로 표시하였다. 실험군 간의 유의성
차이는 SPSS program을이용하여 Duncan's multiple range test
로 p<0.05 수준에서 검증하였다.

결과 및 고찰

신선초 에탄올 추출물의 농도에 따라 인체 유방암 MDA- 
MB-231 세포의 증식과 사멸에 미치는 영향을 형태학적 이

미지 관찰, 세포 생존율(MTT 분석), 핵 염색법(PI), BrdU 염
색법을 통하여 관찰하였으며, ROS의 활성을 DCF-DA 염색
을 통하여 분석한 결과는 다음과 같다. 

1. 형태학적 관찰
인체 유방암 MDA-MB-231 세포에 신선초 추출물을 농도

별 1, 2, 3, 4 및 5 mg/mL로 처리하고, 48시간 지속 후 세포
형태학상의 변화와 그 이미지를 관찰하기 위하여 형광현미

경의 명시야 DIC filter에서 사진 촬영을 하였다(Fig. 1).
대조군은 세포의 분열과 증식으로 많은 세포수가 관찰되

었으며, MDA-MB-231 증식세포 형태학상의 모양으로 길게
뻗어나가고 있었지만, 처리군들은 첨가 농도에 따라 그 모양
과 핵의 변화가 일어났다. 신선초 1 mg/mL를 첨가한 군의
경우는 대조군과 비교하여 큰 차이가 나타나지 않았지만 2, 
3, 4 및 5 mg/mL를첨가한군의경우 핵의수축 및변형으로
인한형태학상의모양이점차변화되었다. 특히 4와 5 mg/mL
를첨가한 군의경우는 대조군에 대비하여세포수가현저히

감소하였다.

2. MTT에 의한 세포 생존율 분석
MTT 분석은 살아있는 세포내의 미토콘드리아 환원 효소

활성을 측정하는 것으로 노란색의 수용성 기질인 MTT가 불
용성의 보라색 formazan으로 환원되는 것으로 알 수 있으며, 
생성된 formazen의 흡광도는 살아있는 세포의 농도를 의미
한다. MTT 시약반응 40분후 현미경 명시야 DIC filter 사진
촬영 결과, 대조군은 많은 세포에서 진한 보라색의 formazan
이 형성되었지만 신선초 1, 2, 3, 4 및 5 mg/mL 처리군은 농
도가 증가함에 따라 보라색의 formazan 형성량이 적고 그 색
이 점차 옅어지는 것을 보여주고 있어 미토콘드리아 환원 효

Fig. 1. The effect of Angelica keiskei extract on cell mor-
phology shown by visual inspection after 48h exposure to 
various concentrations in human breast cancer MDA-MB- 
231 cells.



21(1): 24～30 (2011)           신선초 추출물이 MDA-MB-231세포에서 세포의 사멸과 ROS에 미치는 영향 27

소의활성이떨어지며, 세포생존성이감소됨을알수있었다
(Fig. 2A). 또한정량적인흡광도측정결과, 농도가높을수록
세포생존성이감소되었으며, 특히신선초 5 mg/mL 첨가군의
경우 대조군 대비 감소 비율이 약 50%로 급격한 감소율을
나타내었다(p<0.05)(Fig. 2B). Heo et al(2009) 연구에서 신선
초와 같은 미나리과에 속하는 당귀(Angelica gigas)의 추출물
을유방암세포 MCF-7에 첨가하였을때농도의존적으로생
존율 감소가 보고된 바 있으며, Hsu et al(2006)은 신선초의
대표적 단일화합물인 chalcone을유방암세포 MCF-7과 MDA- 
MB-231에 0, 2.5, 5, 10 및 20 μg/mL 처리하였을때농도의
존적으로 세포 생존율 감소가 나타난 것으로 보고하였다. 본

A

B

Fig. 2. The effect of Angelica keiskei extracts on mito-
chondrial reductase activities revealed by MTT assay in hu-
man breast cancer MDA-MB-231 cells at various concentra-
tions.
(A) Cytochemical visualization of mitochondrial reductase acti-
vities in MDA-MB-231 cells at different concentrations of the ex-
tract. (B) Quantitative analysis of the enzyme activities by the 
identical MTT assay. Values with different alphabets in treatment 
groups are significantly different at p<0.05. The values represent 
the mean±S.D. of three independent experiments.

연구에서도 Heo et al(2009), Hsu et al(2006)의 연구와 유사
한 결과를 나타내었다.

3. PI 염색에 의한 세포사멸 분석
인체 유방암세포 MDA-MB-231의 세포 사멸 진행이 되고

있는지 규명하기 위하여 PI로 염색한 결과, 신선초 추출물 5 
mg/mL 처리군에서 PI(merge와 색 전환으로 백색으로 나타
남) 염색세포수가경미하게증가되었다(Fig. 3). 신선초의 xan-
thoangelol은 신경암세포와 혈액암세포 및 LLC cell line과
HUVECs에서 apoptosis의유발및암증식과대사저해를나타
낸 것으로 보고된 바 있다(Tabata et al 2005, Kimura & Baba 
2003). 암세포에 추출물 처리 시 세포사멸을 일으키는 기전
은 세포주기에 영향을 줌으로써 G0/G1기에 arrest를 일으키
게 되고 S기로의 진행을 막게 된다. 이로 인해, DNA 합성이
저해되어 세포의 수축, 변형이 일어나며 apoptosis가 일어나
게 되는 것으로 알려져 있다(Sun & Liu 2006).

4. BrdU 흡수 염색법을 통한 세포 증식 분석
신선초추출물처리에의한MDA-MB-231 세포의증식활동

억제를관찰하기위하여 BrdU 핵염색법을이용하였다. 그결
과, 세포증식비율은추출물의첨가농도에따라점차적으로
감소되었으며, 대조군과 1, 2 mg/mL군및 3, 4, 5 mg/mL군사
이에유의성을띄며대조군대비감소비율을나타냈다(p<0.05) 
(Fig. 4B). 추출물처리군의핵형태는유사분열을보이는대조
군에비하여농축되고파편화된염색체형태를보였다(Fig. 4A). 
Brandi et al(2005)의 연구에서 컬리플라워(Brassica oleracea) 
추출액을 인체 유방암 세포 MCF-7 또는 MDA-MB-231에 처

Fig. 3. The effect of Angelica keiskei extracts on cell death 
in human breast cancer MDA-MB-231 cells, revealed by PI 
staining merged with bright fields, followed by subsequent 
adjustment of the original color to grey scale.
Some of PI-positive cells are marked with circles with an 
arrow which appears as white dots.
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리하였을 때 [3H]thymidine incorporation이 감소하여 DNA 합
성 저해가 일어나 농도 의존적으로 세포증식 억제가 나타났

다. 또한 IC50 이상에서는 세포증식억제, IC50 이하에서는 세

포사멸이 일어나 본 연구와 유사한 결과가 관찰되었다.

5. ROS 분석
ROS는 생체 세포를 공격하여 지질과 단백질 핵산을 파괴

하고, 여러 가지 효소 기능을 저해하여 암과 같은 질병을 발
생시키고 노화를 촉진한다고 보고되어 있다(Sahinoglu et al 
1996, Nakamura et al 2003). MTT와 BrdU 분석의 결과에서
신선초추출물 처리 후 유방암 MDA-MB-231 세포는 농도가

A

B

Fig. 4. The effect of Angelica keiskei extract on cell pro-
liferation revealed by BrdU incorporation in human breast 
cancer MDA-MB-231 cells at different concentrations.
(A) A representative merged images of BrdU and PI-stained cells 
in different treatment groups. (B) Quantitative presentation of the 
similar cell proliferation results by BrdU incorporation in the cells 
of different treatment groups. Values with different alphabets in 
treatment groups are significantly different at p<0.05. The values 
represent the mean±S.D. of three independent experiments.

높을수록 세포 활성 저하와 증식 억제가 나타났으며, PI 염색
에서는 5 mg/mL 처리군에서경미한세포사멸효과를 확인하
였다. 이와같은결과가 세포 내에 축적되는 ROS의 양과 연
계되어 있는지를 확인하기 위하여 ROS 축적을 측정한 결과, 
대조군과비교하여 신선초 2, 3, 4 및 5 mg/mL 처리군에서농
도 의존적으로 ROS 축적이 유의적으로 증가되었다(p<0.05) 
(Fig. 5B). 특히 5 mg/ mL 처리군에서는 DCF-DA positive(+) 
대조군인 H2O2 처리군보다더많은 ROS 축적을보이며급격
한 증가를 나타내었다(Fig. 5A). 추출물의 처리로 인한 ROS 
급격한 증가는 암의 증식및유지이상의산화적스트레스를

받게되는 것으로결국세포사멸을가져오게된다(Schumacker 
2006). Lee & Hwang (2002)은 암세포에서 유전자 조작 또는
화학적인 방법으로 인하여 세포 증식억제가 유도되었을 경

우 ROS를 발생하며, 산화적손상을야기하여노화형질이나

A

B

Fig. 5. The effect of Angelica keiskei extract on total 
ROS accumulation in cells revealed by DCF-DA staining in 
human breast cancer MDA-MB-231 cells.
(A) Typical iImages of DCF-DA-stained cells in different 
treatment groups. (B) Quantitative analysis of the ROS accu-
mulation in the cells with different treatment groups. Values 
with different alphabets in treatment groups are significantly 
different at p<0.05. The values represent the mean±S.D. of 
three independent experiments.
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타난다고 보고하였다. 따라서 본 실험에서도 신선초 추출물
처리에 따른 세포증식억제와 ROS 축적 증가는 상관관계가
있으며, 5 mg/mL 처리군에서의 세포사멸 효과는 ROS의 급
격한 증가로 인한 것으로 사료된다.

결론 및 요약

본연구는신선초에탄올추출물의인체유방암 MDA-MB- 
231 세포에 대한 항암 효과를 조사하기 위하여 신선초 건조
분말을 70% 에탄올에진탕하여녹인후, 불용성물질을제거
하고, 가용성 추출물을 1, 2, 3, 4 및 5 mg/mL 농도로 48시간
처리하여, 세포의활성, 증식, 사멸및 ROS 축적에 미치는영
향을 다양한 세포 화학적 방법으로 분석하였다. 그 결과, 농
도의존적으로세포 수가감소하였고, 핵의수축 및변형으로
인한 점진적인 형태 변화가 나타났다. 세포 내의 미토콘드리
아환원효소활성을측정하는 MTT 분석결과, 농도가증가할
수록그활성이감소하였다(p<0.05). 특히신선초 5 mg/mL 처
리군의 경우 대조군 대비 감소 비율이 약 50%로 급격한 감
소를보였다. 세포사멸진행여부를 규명하기위하여 PI로 염
색한 결과, 추출물 5 mg/mL 처리군에서 세포사멸이 경미하
게 일어났으며, BrdU incorporation을 통한 세포 증식을 분석
한 결과, 세포증식 비율이 농도가 증가함에 따라 감소하였다
(p<0.05). 관찰되어진 세포활성, 세포사멸 및 세포증식의 변
화가 세포 내의 ROS 축적과연관이 있는지를규명하기위하
여, DCF-DA 형광염료를 이용하여 ROS를분석한 결과, 대조
군과 대비하여 2 mg/mL처리군에서부터 농도 의존적으로 증
가함을보여주었다(p<0.05). 이와같은결과는 70% 에탄올을
이용한신선초추출물이인체유방암MDA-MB-231 세포의형
태변화, 핵응축, 증식억제, 미토콘드리아환원효소활성감소
및 ROS 축적증가를통하여세포사멸을유도할수있다는항
암효과를시사한다고할수있다. 향후 in vivo 실험을통한다
양한 분석으로 항암 효과를 보다 가시화할 수 있을 것이다. 
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