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ABSTRACT

Study of Apoptosis by Scirpi Tuber in Hela Cell and MCF-7 Cell

Gap-Soon Yoo, Jin-Moo Lee, Chang-Hoon Lee
Jun-Bock Jang, Kyung-Sub Lee

Dept. of Oriental Gynecology, College of Oriental Medicine, Kyung-Hee University

Objectives: This study was designed to investigate the analysis of apoptosis
by Scirpi Tuber in Hela cell and MCF-7 cell.

Methods: For cytotoxic effect of Scirpi Tuber extract, Scirpi Tuber extract
were cultured on NIH3T3 cell in vitro. After treatment with various concentration
of Scirpi Tuber, cell growth was evaluated in Hela cell and MCF-7 cell. Hoechst
33342 staining was performed to estimate DNA fragment effect of Scirpi Tuber
on the apoptosis in Hela cell and MCF-7 cell. Annexin V/PI apoptosis assay
was used to estimate the effects of Scirpi Tuber on the early apoptosis in Hela
cell MCF-7 cell. All the stained cells were analyzed by a FACS. RT-PCR was
used to estimate the apoptosis gene expression effect of Scirpi Tuber extract on
Hela cell and MCF-7 cell.

Results: Cytotoxic effect of Scirpi Tuber extract was not found on per NIH3T3
cell. The viability of Hela cell was significantly decreased Scirpi Tuber (500, 1000
㎍/㎖) in Hela cell 1day, 3day and 5days after treatment (p<0.01). The viability
of MCF-7 cell was significantly decresed Scirpi Tuber (1000 ㎍/㎖) in MCF-7
cell (p<0.01), Scirpi Tuber (500 ㎍/㎖) in MCF-7 cell only 3days after treatment
(p<0.01). In RT-PCR analysis, after treatment of 100 ㎍/㎖ of ACR extract,
BCL-2 were decreased and BAX, caspase-3 were increased both in Hela cell and
MCF-7 cell. DNA fragmentation was observed the Scirpi Tuber on Hela cell and
MCF-7 cell. As time goes on DNA fragmentation incresed. In Annexin V/PI apoptosis
assay, after treatment of 1 ㎎/㎖ of Scirpi Tuber, the early apoptotic cell increased
both in Hela cell and MCF-7 cell. As time goes on apoptotic cell increased.

Conclusion: Scirpi Tuber appears to have considerable activity on the apoptosis
in Hela cell and MCF-7 cell.

Key Words: Scirpi Tuber, apoptosis, Hela cell and MCF-7 cell, BCL-2, BAX,
caspase-3
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Ⅰ. 緖 論

우리나라 여성암 중 가장 흔한 질환인

유방암은 발생률뿐만 아니라 암 사망률

에서도 폐암에 이어 2위를 차지하고 있

고, 자궁경부암은 최근 발생률이 점차

낮아지고 있으며 조기진단이 가능하여

사망률이 높지는 않으나, 여전히 발생률

이 높고, 35세 이전의 자궁경부암에서는

5년 생존율도 현저히 떨어지는 것으로

보고되었다
1,2)
.

암에 대한 기존의 서양의학적인 치료

방법은 다양한 부작용으로 인해 삶의 질

이 떨어지고, 암의 전이 및 재발을 막기

에는 충분치 못해, 새로운 치료법이 요

구되고 있으며, 최근의 암 치료 연구에

있어서 다양한 한약재의 항암효과에 대

한 연구 보고3-17)가 있고, 그 중 여성생

식기암에 대한 연구
3-15)

도 활발하다.

한의학에서 자궁경부암의 원인은 氣

滯, 瘀血, 濕痰, 食積 등으로 보아, 行氣

導滯, 活血化瘀, 理氣化痰, 破瘀消癥의

치법을 사용하고
18)
, 유방암의 원인은 憂

怒鬱結, 抑鬱로 보아, 疏氣行血, 行氣破

血의 치법이 사용되고 있어
19)
, 三稜, 鬼

箭羽, 乳香, 沒藥, 虎杖根, 桃仁 등과 같

은 어혈제를 이용한 연구3-7,9-12,15,16)가 많

다.

三稜은 性質이 平無毒하고, 味는 苦하

며, 破血行氣, 消積止痛의 效能이 있어

瘀血, 氣滯, 癥瘕, 腫塊 등의 질환에 사용

되고 있으며, 약리학적으로는 암세포 발

육 억제, 혈소판 응집 억제, 자궁 흥분

작용 등의 작용이 있어
20-23)

암 치료제로

의 연구
3,11,16)

가 진행되었다. 특히 자궁경

부암과 유방암 세포의 성장을 억제하는

apoptosis 기전에 관한 연구
3,11)

가 보고되

었으나 자궁경부암과 유방암에 삼릉의

선택적 작용 여부와 apoptosis에 대한 정

량화 연구는 보고된 바 없다.

이에 저자는 자궁경부암과 유방암 세

포주에서 三稜의 apoptosis 효과를 알아

보기 위하여 apoptosis와 관련된 BCL-2,

BAX 및 caspase-3 유전자의 발현을 측

정하고 hoechst staining으로 apoptosis를

확인한 후 flow cytometric analysis를 시

행하여 apoptosis 정도를 시간적으로 분

석하여 유의한 결과를 얻었기에 보고하

는 바이다.

Ⅱ. 實 驗

1. 材 料

1) 三稜 추출물

三稜(Scirpi Tuber)은 莎草科(Cyperaceae)

에 속하는 多年生 草本인 매자기(Scirpus

maritimus Linne)의 根莖이다. 三稜시

료:3차증류수=1:10의 비율로 3시간 정

도 약탕기에서 추출한 후 filtering하고

freeze dryer로 물을 제거하여 제조한 한

국식물추출물은행의 제품(CW04-013)을

구매하여 멸균된 3차수에 녹인 후 0.22

㎛ 필터(Millopore Carrigtwohill, Ireland)

에 여과하여 4 ℃에 보관하였으며 용액

제조 후 15일 이내에 사용하였다.

2) 시 약

세포주 배양을 위해 Dulbecco’s Modified

Eagle Medium(DMEM), fetal bovine

serum(FBS), trypsin-EDTA와 penicillin-

streptomycin 및 Dulbecco’s Phosphate

Buffered Saline(DPBS)은 Gibco사 (Rockville,

MD, USA)에서 구입하였다. Hoechast
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33342는 Sigma Chemical Co.(St. Louis,

MO, USA) 제품을 구입하였다. 세포성장

분석을 위한 시약으로 cell count kit(CCK-8)

는 Dojindo Co.(Kumamoto, Japan)에서

구입하였으며, annexin V- fluorescein

isothiocyanate(FITC) apoptosis detection

kit는 BD Biosciences(San Jose, CA, USA)

로부터 구입하였다.

3) 세포배양

자궁경부암 세포주 Hela cell, 유방암

세포주 MCF-7 cell과 정상 섬유아세포

NIH3T3 cell은 모두 한국 세포주 은행

(KCLB, Seoul, Korea)에서 공급받았다.

모든 세포주는 1 % antibiotics, 10 %

FBS가 함유된 DMEM에 37 ℃, 5 %

CO2를 유지하면서 배양하였고, 세포 증

식 속도에 따라서 2~3일에 한 번씩 새

로운 배지에 이식하였다.

2. 方 法

1) 세포 독성 평가

정상세포 NIH3T3 cell을 96-well plate

에 1×104 cells/well이 되도록 seeding하였

다. 2시간 후 三稜 추출물 0.01 ㎎/㎖,

0.1 ㎎/㎖, 0.5 ㎎/㎖ 및 1 ㎎/㎖를 첨가

하고 각각 24시간 및 48시간 동안 배양

하였다. 배지를 제거하고 DPBS로 세척

하고 CCK-8 solution과 free DMEM을

1:20으로 섞은 용액을 100 ㎕씩 첨가하

여 2시간 동안 37 ℃, 5 % CO2를 유지

하면서 배양시킨 후, ELISA microplate

reader(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)로

450 ㎚ 파장에서 흡광도를 측정하였다.

세포독성 효과는 시료를 첨가하지 않는

대조군에 대한 백분율(%)로 표시하였

다. 모두 3번 반복 실험을 하였으며 정량

적인 결과는 평균값과 표준편차로 표시

하였다.

2) 세포 증식 평가

Hela cell과 MCF-7 cell을 96-well plate

에 5×10
3
cells/well이 되도록 seeding하고

2시간 후에 三稜 추출물 10 ㎍/㎖, 100

㎍/㎖, 500 ㎍/㎖ 및 1000 ㎍/㎖를 첨가

하고 각각 1일, 3일 및 5일 동안 배양하

였다. 배지를 제거하고 DPBS로 세척하

고 CCK-8 solution과 free DMEM을

1:20으로 섞은 용액을 100 ㎕씩 첨가하

여 2시간 동안 37 ℃, 5 % CO2를 유지

하면서 배양시킨 후, ELISA microplate

reader (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)로

450 ㎚ 파장에서 흡광도를 측정하여 세

포 증식능을 평가하였다. 세포 증식능은

1일 시료를 첨가하지 않은 대조군에 대

한 백분율(%)로 표시하였다. 모두 3번

반복 실험을 하였으며 정량적인 결과는

평균값과 표준편차로 표시하였다.

3) Reverse Transcriptase-Polymerase

Chain Reaction(RT-PCR) 분석

Hela cell과 MCF-7 cell을 6-well plate

에 1×10
5
cells/well이 되도록 seeding하고

1일 후 三稜 추출물 1 ㎎/㎖를 각각 처리

하여 3일 및 5일 더 배양한 후 Hela cell

과 MCF-7 cell을 수집하여 RNA RNeasy

kit(Qiagen, Valencia, CA)를 이용하여

총 RNA를 분리하였다. 추출한 RNA의

1 ㎍을 oligo-dT(Invitrogen, Carlsbad,

CA)를 사용하여 cDNA로 합성하였다.

합성된 cDNA를 PCR preMix(Bioneer,

DaeJeon, Korea)로 중합효소연쇄반응을

수행하였다. 중합효소연쇄반응에 사용된

primer는 apoptosis와 관련된 BCL-2, BAX,

caspase-3 및 GAPDH 유전자 부분을 주

형으로 제작하였다. Primer는 BCL-2:
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5-GGT CAT GTG TGT GGA GAG

CGT-3' (sense)와 5-ACT TCA CTT

GTG GCC CAG ATA GGC-3' (antisense),

BAX: 5-CCA GCT CTG AGC AGA

TCA TG-3' (sense)와 5-TCA GCC CAT

CTT CTT CCA GA-3' (antisense)이며

caspase-3: 5’-ATT CAT AGT GGC ACC

AAA TC-3’ (sense)와 5'-TAA ATC AAA

TCC GAT GTT CC-3’ (antisense)이며

GAPDH: 5'-GAC CCC TTC ATT GAC

CTC AAC TAC A-3' (sense) and 5'-GGT

CTT ACT CCT TGG AGG CCA TGT-3'

(antisense)와 같이 제작되었으며 증폭은

94 ℃ 30초, 52~57 ℃ 30초, 72 ℃ 30초

로 30회 반응시킨 후 Ethidium bromide

이 포함된 1 % agarose gel에 전기영동

을 걸어 분리하여 UV상에서 band를 관

찰하였다. 관찰된 밴드의 강도를 측정하

기 위하여 ImageJ 프로그램을 이용하여

밴드의 강도를 분석하였으며 GAPDH

대비 각 샘플들의 발현 정도를 그래프로

나타내었다. 대조군을 1로 정하고 유전

자들의 발현량을 상대적인 수치로 나타

내었다.

4) Hoechst 33342 염색

Hela cell과 MCF-7 cell을 6-well plate

에 각각 1×10
5
cells/well이 되도록 seeding

하고 24시간 동안 배양하였다. 三稜 추

출물을 1 ㎎/㎖ 농도로 처리한 후 2일

및 3일 동안 더 배양하였다. 각각 PBS로

세척하고 다시 3.7 % formaldehyde를 처

리하여 30분 고정한 후, 다시 PBS로 세

척하고 hoechst 33342 용액을 처리하여

30분 동안 염색하였다. 염색 후 PBS로

세척하고 형광 현미경(Olympus IX71-

F32PH)으로 200배에서 관찰하였다. 다

른 세포보다 밝게 관찰되는 세포를 DNA

분절 현상이 나타나는 세포로 선택하였

다.

5) Flow cytometric analysis

Hela cell과 MCF-7 cell을 각각 6-well

plate에 1×105 cells/well이 되도록 seeding

하고 2시간 후에 三稜 추출물을 1 ㎎/㎖

농도로 첨가하여 배양하였다. 시간에 따

라 24시간과 48시간 배양한 후 6-well

plate로부터 세포를 회수하여 원심 분리

한 후, 세포 덩어리를 모아서 PBS로 세

척하였다. 이것을 다시 원심 분리하여

형성된 세포 덩어리를 annexin V-FITC

와 propidium iodide(PI) 염색 용액에서

재현탁시켜 암실, 실온에서 15분 동안 반

응시켰다. 염색된 세포들은 flow cytometry

(Beckman coulter, Fullerton, CA, USA)

으로 분석하였고, Cell Quest Pro 소프트

웨어로 각 4분획의 세포들을 계산하였

다. 각 시료 당 2×10
4
개의 세포를 사용

하였다.

6) 통계처리

실험결과에 대한 통계처리는 SPSS

(version 17)를 이용하였다. 실험군과 대

조군의 비교는 student's t-test를 분석하

였고, p<0.05 이하인 경우를 유의한 것으

로 판정하였다.

Ⅲ. 結 果

1. 세포 독성 평가

정상세포 NIH3T3 cell에 三稜 추출물

0.01 ㎎/㎖, 0.1 ㎎/㎖, 0.5 ㎎/㎖ 및 1 ㎎

/㎖를 처리한 결과, 모든 농도에서 세포

독성이 나타나지 않았다(Fig. 1).
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Fig. 1. Cytotoxic Effect of Scirpi Tuber
Extract on NIH3T3 Cell in vitro.

2. Hela cell에 대한 세포 증식 억제 효과

Hela cell에 10 ㎍/㎖, 100 ㎍/㎖, 500

㎍/㎖ 및 1000 ㎍/㎖의 三稜 추출물을

처리하고 세포 증식을 관찰한 결과, 1일

후 대조군 99.99±3.71에 비하여 500 ㎍/

㎖에서는 88.15±2.31, 1000 ㎍/㎖에서는

77.13±2.00으로(p<0.01) 억제되었고, 3일

후 대조군 261.05±4.96에 비하여 100 ㎍/

㎖에서는 240.15±4.84, 500 ㎍/㎖에서는

196.07±2.85, 1000 ㎍/㎖에서는 127.29±2.30

으로(p<0.01) 억제되었으며, 5일 후 대조

군 662.75±18.14에 비하여 500 ㎍/㎖에서

는 568.71±14.91, 1000 ㎍/㎖에서는 435.38

±12.52로(p<0.01) 억제되었다(Fig. 2).

Fig. 2. Cell Proliferation Effect of Scirpi
Tuber Extract on Hela Cell in vitro
(**; p<0.01 compare to control).

3. Hela cell에 대한 apoptosis 유전자

발현 효과

Hela cell에 三稜 추출물 1 ㎎/㎖를 처리

하여 배양한 후 BCL-2, BAX, caspase-3

유전자 발현 효과를 관찰한 결과, 대조

군 1에 비하여 BCL-2는 3일째 0.56, 5일

째 0.18로 감소하였고, BAX는 3일째

1.18, 5일째 2.44로, caspase-3는 3일째

5.42, 5일째 5.64로 증가하였다(Fig. 3).

Fig. 3. Apoptosis Gene Expression Effect of Scirpi Tuber Extract on Hela Cell :
BCL-2, BAX, caspase-3.
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4. Hela cell에 대한 DNA 분절 효과

Hela cell에 三稜 추출물 1 ㎎/㎖를 처

리한 후 2일 및 3일 동안 DNA 분절 현

상을 관찰한 결과, 시간이 지날수록

DNA 분절 현상이 더욱 확연하게 나타

났다(Fig. 4).

Fig. 4. DNA Fragment Effect of Scirpi
Tuber Extract on Hela Cell.

5. Hela cell에 대한 apoptosis 효과

Hela cell에 三稜 추출물 1 ㎎/㎖를 첨

가하여 24시간 및 48시간 배양한 후

apoptosis의 과정을 시간적으로 관찰한

결과, 24시간 후에는 변화가 없었고 48시

간 후 early apoptosis 14 %, late apoptosis

12 % 및 necrosis 8 %로 나타나 시간이

지날수록 apoptosis가 증가 하는 것으로

나타났다(Fig. 5).

Fig. 5. Early Apoptosis Effect of Scirpi
Tuber Extract on Hela Cell.

6. MCF-7 cell에 대한 세포 증식 억제

효과

MCF-7 cell에 10 ㎍/㎖, 100 ㎍/㎖,

500 ㎍/㎖ 및 1000 ㎍/㎖의 三稜 추출물

을 처리하고 1일, 3일 및 5일 후 세포증

식을 관찰한 결과, 1일 후는 대조군 99.99

±1.48에 비하여 1000 ㎍/㎖에서 94.99

±1.86으로(p<0.05) 억제되었고, 3일 후는

대조군 289.83±6.28에 비하여 500 ㎍/㎖

에서는 261.12±1.95, 1000 ㎍/㎖에서는 229.51

±7.28로(p<0.01) 억제되었으며, 5일 후는

대조군 507.62±15.64에 비하여 500 ㎍/㎖

에서는 454.72±17.45(p<0.05), 1000 ㎍/㎖

에서는 396.12±14.72로(p<0.01) 억제되었

다(Fig. 6).

Fig. 6. Cell Proliferation Effect of Scirpi
Tuber Extract on MCF-7 Cell in vitro
(*; p<0.05, **; p<0.01 compare to
control).

7. MCF-7 cell에 대한 apoptosis 유전

자 발현 효과

MCF-7 cell에 三稜 추출물 1 ㎎/㎖를 처

리하여 배양한 후 BCL-2, BAX, caspase-3

유전자 발현 효과를 관찰한 결과, 대조

군 1에 비하여 BCL-2는 3일째 0.55, 5일

째 0.25로 감소하였고 BAX는 3일째 1.74,

5일째 2.70, caspase-3는 3일째 3.99, 5일

째 3.87로 증가하였다(Fig. 7).
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Fig. 7. Apoptosis Gene Expression Effect of Scirpi Tuber Extract on MCF-7 Cell :
BCL-2, BAX, caspase-3.

8. MCF-7 cell에 대한 DNA 분절 효과

MCF-7 cell에 三稜 추출물 1 ㎎/㎖를

처리한 후 2일 및 3일 동안 DNA 분절

현상을 관찰한 결과, 시간이 지날수록

DNA 분절 현상이 더욱 확연하게 나타

났다(Fig. 8).

Fig. 8. DNA Fragment Effect of Scirpi
Tuber Extract on MCF-7 Cell.

9. MCF-7 cell에 대한 apoptosis 효과

MCF-7 cell에 三稜 추출물 1 ㎎/㎖를

첨가하여 24시간 및 48시간 배양 후

apoptosis의 과정을 관찰한 결과, 24시간

후에는 변화가 없었고 48시간 후 early

apoptosis는 19 %, late apoptosis는 2 %

및 necrosis는 5 %로 나타났다(Fig. 9).

Fig. 9. Early Apoptosis Effect of Scirpi
Tuber Extract on MCF-7 Cell.

Ⅳ. 考 察

2009년 중앙암등록본부의 보도 자료에

따르면 2007년 여성암 발생률에서 자궁

경부암은 10만 명당 12.2명으로 위, 대장,

간암의 뒤를 이어 6위의 발생률을 보이

고 있고, 유방암은 10만 명당 39.9명으로

갑상샘암에 이어 두 번째로 높은 발생률

을 보이고 있으며, 2008년 여성암 사망률

에서 자궁경부암의 사망률은 3.8 %, 유

방암은 6.8 %를 차지하고 있다. 2003년

에서 2007년 사이의 5년 생존율은 자궁

경부암이 80.5 %, 유방암은 89.5 %로 전

체 암의 5년 생존율 67.1 %에 비해서는



子宮頸部癌과 乳房癌에 대한 三稜의 세포자멸사 연구

8

높은 편이나, 35세 이전의 자궁경부암에

서는 5년 생존율이 현저히 떨어지는 것

으로 보고되었다
1,2)
.

암에 대한 기존의 서양의학적 치료법

인 외과적 수술, 방사선 치료, 화학요법,

내분비요법, 면역요법 등은 다양한 부작

용과 충분하지 못한 효과로 인해 새로운

치료법이 절실히 요구되고 있으며, 한약

의 치료효과와 치료기전을 규명하는 일

이 더욱 중요해지고 있다. 이에 최근의

암치료 연구에 있어서 다양한 한약재의

항암효과에 대한 연구 보고
3-17)

가 활발하

다.

자궁경부암의 증상이 나타나는 병증에

는 崩漏, 五色帶下, 積聚, 癥瘕, 血蠱 등

이 있으며, 이 중 癥瘕는 여성생식기에

好發하는 腫塊로 腹中腫塊가 上下로 攻

築하고 積塊가 日益增大하여 때로 經閉,

切産하며 形瘦不食, 胸腹飽悶, 疼痛劇盛

등의 증상을 나타내는 부인과 질환으로

현재의 자궁경부암과 가장 유사하다. 癥

瘕는 원인을 氣滯, 瘀血, 濕痰, 食積 등으

로 보아, 行氣導滯, 活血化瘀, 理氣化痰,

破瘀消癥의 치법이 기본이 되고 있으며,

주로 사용되는 약재로는 行氣破血之劑를

다용하였다18,24).

유방암의 증상이 나타나는 병증에는

乳巖, 乳癰, 吹乳, 乳勞, 乳中結核, 乳癖,

乳痰 등이 있으며, 이 중 乳巖이 현재의

유방암과 가장 유사하다고 할 수 있다.

문헌상으로도 乳巖은 巖字를 사용한 유

일한 병명으로 巖은 癌의 古字이다. 乳

巖의 주 증상은 乳房腫塊이며 혹 內熱,

夜熱, 五心煩熱, 肢體倦瘦, 月經不調 등

의 증상이 나타난다. 특히 乳房腫塊의

원인은 七情不調, 憂怒鬱結, 抑鬱, 肝脾

損傷이 언급되어, 스트레스가 유방암을

유발하는 주원인으로 보았다. 치법으로

는 疏氣行血, 行氣破血이 기본으로 주로

사용되는 약재는 癥瘕에서와 같이 行氣

破血之劑를 다용하였다
19,25)
.

行氣破血之劑의 대표적인 약재 중 하

나인 三稜은 性質이 平無毒하고, 味는

苦하며, 肝과 脾經으로 歸經한다. 破血行

氣, 消積止痛하는 效能으로 瘀血, 氣滯,

癥瘕, 腫塊 등에 다용되었으며, 암세포

발육 억제, 혈소판 응집 억제, 자궁 흥분

작용 등의 약리작용이 있는 것으로 알려

져 있다
20-23)
.

三稜에 대한 실험적 연구로는 항종양

효과3,11,16), 항산화 및 항균활성 효과26),

진통 및 항혈전 효과
27)
, 치은섬유모세포

와 치주인대세포에 미치는 효과
28)
, 간세

포에 미치는 효과29), 자궁근종세포의 증

식억제 효과
30)

등이 보고되었다. 특히

최근의 국내연구에서 자궁경부암세포의

성장 억제 효과3), 유방암세포의 성장 억

제 효과
11)
에 대한 연구를 통해 三稜이

자궁경부암 세포와 유방암 세포에서 암

세포 증식을 억제하고, apoptosis를 유발

한다고 보고하였다.

이에 저자는 자궁경부암과 유방암 세

포주에 대한 삼릉 추출물의 선택적 작용

여부를 알아보기 위해 apoptosis와 관련

된 BCL-2, BAX 및 caspase-3 유전자의

발현을 측정하고 hoechst staining로

apoptosis를 확인한 후 flow cytometric

analysis를 시행하여 apoptosis 정도를 시

간적으로 분석해 보았다.

三稜의 세포 독성 평가를 위해 정상

세포 NIH3T3 cell에 三稜 추출물 0.01

㎎/㎖, 0.1 ㎎/㎖, 0.5 ㎎/㎖ 및 1 ㎎/㎖

를 처리하고 각각 24시간 및 48시간 동

안 배양한 후 세포 증식을 관찰한 결과,
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모든 농도에서 세포 독성은 나타나지 않

았다. 따라서 실험에서 사용할 三稜 추

출물의 농도는 1 ㎎/㎖ 이하로 정하였

다.

三稜이 Hela cell과 MCF-7 cell의 세

포 증식 억제에 미치는 효과를 분석하기

위해 각각 10 ㎍/㎖, 100 ㎍/㎖, 500 ㎍/

㎖ 및 1000 ㎍/㎖의 三稜 추출물을 처리

하고 1일, 3일 및 5일 후 세포 증식을 관

찰한 결과, Hela cell은 3일째 100 ㎍/㎖

와 1일, 3일 및 5일 후 500 ㎍/㎖와 1000

㎍/㎖에서 유의하게 억제되었으며, MCF-7

cell은 1000 ㎍/㎖에서는 1일, 3일 및 5일

후 모두 유의하게 억제되었고, 500 ㎍/

㎖에서는 3일과 5일 후 유의하게 억제되

었다. 이는 이전의 연구
3,11)

와 같이 시간

과 농도에 비례하여 세포 증식 억제 효

과를 나타내었다.

항암치료 약제들은 두 가지 기전을 통

해 apoptosis를 유도한다. 첫 번째 기전

은 apoptosis가 유도되는 신호전달 과정

에서 caspase라고 하는 cysteine protease

가 활성화되는데, 이 효소가 effector

caspase인 caspase-3을 활성화시켜 단백

질과 DNA 등을 절단함으로써 apoptosis

를 유발하게 된다. 두 번째 기전은 항암

약물 치료, 방사선 치료와 같은 스트레

스 자극으로 활성화되는데, 이 같은 자

극에 의해 cytochrome c와 같은 미토콘

드리아 단백질이 유리되고, 이어서 Apaf-1,

dAPT, procaspase-9과 복합체를 형성하

게 되고 이것이 caspase-3를 활성화시킨

다
31-34)
.

항암치료와 같은 스트레스 자극으로

활성화되는 apoptosis의 기전에서는

antiapoptotic, proapoptotic members

(Bid, BAX)를 포함하는 BCL-2 family

의 역할에 의해 기본적인 조절이 이루어

진다35). BCL-2는 세포자멸사의 진행과

정에 꼭 필요한 조절요소 중의 하나로

미토콘드리아 막을 안정화시킴으로써

anti-apoptotic 단백질 작용을 일으킨다.

BAX는 미토콘드리아로부터 cytochrome

c를 유리시켜 caspase-9을 활성화시키고,

apoptosis를 위한 caspase activation

pathway를 시작시킨다
36-38)
.

Apoptosis 기전에 관여하는 대표적인

유전자인 BCL-2, BAX, caspase-3의 발

현을 확인하기 위해 Hela cell과 MCF-7

cell에 三稜 추출물 1 ㎎/㎖를 처리하고

3일 및 5일 더 배양한 후 관찰한 결과,

이전의 연구
3,11)

에서와 같이 자궁경부암

과 유방암 세포주 모두에서 BCL-2의 감

소와 BAX, caspase-3의 증가가 확인되

었다.

세포사멸에는 세포막의 파괴, 세포의

팽창, 용해를 동반하는 수동적인 사고사

를 뜻하는 necrosis와 주위 조직에 염증

을 일으키지 않으며, 능동적이면서 자발

적인 세포 사망 기전인 apoptosis가 있

다. apoptosis는 세포탈수 현상에 의한

세포의 수축, 세포막의 기포화 현상, 세

포질 내의 칼슘 농도 증가, 염색질의 응

축, endonuclease의 활성화에 의한 DNA

분절 형성, transglutaminase의 활성화,

핵의 절단 및 apoptotic body의 형성을

동반한다
39-42)
.

三稜이 세포사멸의 대표적인 기작인

apoptosis에 미치는 효과를 확인하기 위

해 apoptosis 발생 시 주로 나타나는

DNA 분절 현상을 관찰하였다. Hela cell

과 MCF-7 cell에 三稜 추출물 1 ㎎/㎖

를 처리한 후 2일 및 3일 동안 hoechst

staining을 실시하여 분절 현상을 확인한
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결과, 유방암 및 자궁경부암 세포주에서

모두 DNA 분절현상이 시간이 지날수록

더욱 확연하게 나타났다.

Apoptosis의 시간적 진행과정을 살펴

보면 early apoptosis는 세포고사의 초기

징후라고 보이는 phosphatidylserine의

translocation이 발생하지만 세포막은 아

직은 손상이 없는 상태로 남아있고 late

apoptosis와괴사단계에서는 phosphatidylserine

의 translocation이 발생하면서 세포막의

손상이 점차로 진행된다31).

Apoptosis의 시간적 진행과정을 살펴

보기 위해 Hela cell과 MCF-7 cell에 三

稜 추출물 1 ㎎/㎖를 첨가하여 24시간

및 48시간 배양 후 FACS 기기를 통하여

apoptosis를 관찰한 결과 Hela cell과

MCF-7 cell 모두 24시간까지는 apoptosis

가 나타나지 않았고, 48시간 후 Hela cell에

서는 early apoptosis 14 %, late apoptosis

12 % 및 괴사가 8 %가 진행되었다.

MCF-7 cell에서는 각각 19 %, 2 % 및

5 %로 관찰되어 두 개의 암세포주에서

모두 시간이 지날수록 apoptosis가 발생

하는 것을 확인하였다. 특히 Hela cell에

서 세포막의 손상이 없는 early apoptosis

가 14 %, MCF-7 cell이 19 %로 Hela

cell이 낮았지만, 세포막이 손상되어 세

포의 기능이 상실되는 late apoptosis가

12 %로 MCF-7 cell 2 %에 비하여 많이

발생하는 것으로 관찰되었다.

이상의 결과에서 三稜은 기존의 연구
3,11)에서와 같이 유방암과 자궁경부암 세

포에서 모두 apoptosis를 유발함을 알 수

있었고, 두 세포주를 비교한 결과 자궁

경부암 세포의 apoptosis에 더욱 높은 효

과를 나타내었다. 따라서 암세포를 직접

적으로 공격하여 효과를 나타내는 어혈

제의 경우 유방암보다는 자궁경부암에 사

용하는 것이 바람직할 것으로 사료된다.

Ⅴ. 結 論

자궁경부암과 유방암 세포주에 대한

三稜 추출물의 선택적 작용 여부를 알아

보기 위해 apoptosis와 관련된 BCL-2,

BAX 및 caspase-3 유전자의 발현을 측

정하고, hoechst staining으로 apoptosis를

확인한 후 flow cytometric analysis를 시

행하여 apoptosis 정도를 시간적으로 분

석한 결과, 다음과 같은 결론을 얻었다.

1. 정상세포 NIH3T3 cell에 三稜 추출물

을 처리한 후 세포 독성을 관찰한 결

과, 1 ㎎/㎖ 이하에서 세포 독성이 나

타나지 않았다.

2. Hela cell에 三稜 추출물을 처리하고

세포증식을 관찰한 결과, 1000 ㎍/㎖

와 500 ㎍/㎖에서는 1일 3일 및 5일

후, 100 ㎍/㎖에서는 3일 후만 대조군

에 비해 세포증식이 유의하게 억제되

었다.

3. MCF-7 cell에 三稜 추출물을 처리하

고 세포증식을 관찰한 결과, 1000 ㎍/

㎖에서는 1일, 3일 및 5일째, 500 ㎍/

㎖에서는 3일, 5일째 대조군에 비해

세포증식이 유의하게 억제되었다.

4. Hela cell과 MCF-7 cell에 三稜 추출

물을 처리한 후 유전자 발현을 분석

한 결과, 모두 BCL-2는 감소하였고

BAX, caspase-3는 증가하였다.

5. Hela cell과 MCF-7 cell에 三稜 추출

물을 처리한 후 DNA 분절 현상을 관

찰한 결과, 시간이 지날수록 DNA 분
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절 현상이 더욱 확연하게 나타났다.

6. Hela cell과 MCF-7 cell에 三稜 추출

물을 처리한 후 apoptosis를 관찰한

결과, 시간이 지날수록 apoptosis가

증가하였다.

□ 투 고 일 : 2011년 7월 27일

□ 심 사 일 : 2011년 8월 1일

□ 심사완료일 : 2011년 8월 8일
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