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Abstract

 

Objectives : Manycancersacquiredresistancetochemotherapy,thuslimitingitsanticancerefficacy.It

isknownthatGlutathione(GSH)isrelatedtothedevelopmentofdrugresistance.Theexpressionof

GSH synthesizingglutamylcysteineligase(GCL)wascontrolledbynuclearfactor-E2-relatedfactor

(Nrf2).PreviousstudiesshowedthatpharmacologicaldepletionofGSHresultsinROSincrease,apoptotic

response,andsensitizationtooxidizingstimuli.Inthecurrentstudy,weexaminedSaussureaLappa(SL)

havetheinhibitoryeffectonNrf2activityusinghumanlungcancerA549cellsoverexpressingNrf2.

Methods : CellviabilityofA549cellsonSLtreatmentwasdeterminedbyMTTassay.Todetectthe

apoptosisinSL-treatedA549cells,sub-G1populationwasmeasuredbyflowcytometryanalysis(FACS).

ThelevelROSwasdeterminedbyFACSandfluorescencemicroscopy.ToinvestigatewhetherSLhave

effectthesuppressiononNrf2,weperformedwesternblottinganalysis.TheGSHcontentwasmeasured

sinceGSHplaysanimportantroleinresponsetooxidativestressandwasregulatedbyNrf2.

Results : A549cellstreatedwithanSLextractshowedasubstantialdecreaseincellviability,along

withaconcomitantincreaseinapoptosiscomparedtountreatedcells.TreatmentoftheSLextractledto

increased Reactiveoxygen species(ROS)production and asuppression ofNrf2.In addition,the
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antioxidantNACattenuatedSL-inducedROSgeneration,Nrf2inhibition,andapoptosis.Takentogether,

thesedatashow thattheSL extractinducedtheproductionofROS,andtheinhibitionofNrf2,

consequentlyresultinginA549celldeath.

Conclusions : TheseresultssuggestthatSLmightbeaneffectiveagenttoenhanceanticancerdrug

sensitivityviaNrf2inhibition.

Keywords：SaussureaLappaRadix,Nrf2,ROS,GSH,A549

I. 서 론

항암약물 치료에 있어서 빈번이 발생하는 항

암제내성은아직도해결하기어려운문제로 남

아 있다.특히 항암제 다수에 해당되는 산화

스트 스유발 련물질인알킬화성항암제

는 암세포의 약물에 한 내성이 치료 실패의

주된 요인이다.이러한 항암 약물 내성의 설명

가능한 분자 기 으로는,해독화시키는 효소

의 증가가 산화 스트 스로 암세포를 공격하

는 기 을 공유하여 항암제의 해독을 용이하게

함으로써 약물에 한 세포의 민감성을 억제시

킨다는 것이다
1),2)
.따라서,최근에는 약물 내성

을 극복하기 해 세포의 민감성을 효과 으로

증진시키고자 하는 치료방법들이 새롭게 시도

되고 있다.

ErythroidNF-E2계열의 bZIP 사인자인

Nrf2는 여러종류의 항산화 효소,해독화 효소

thiol단백질들의 발 을 조 하는데 기여한

다.Nrf2knockout마우스를 이용한 invivo연

구를통해Nrf2가항산화단백질발 을조 하

는데 여함이입증되었다.Nrf2knockout마우

스에서는해독화효소(glutathioneS-transferase,

NAD(P)H:quinoneoxidoreductase)와 같은 항

산화 효소,thiol단백질군(thioredoxin,peroxi-

redoxin),Glutathione(GSH)합성 유지 련

효소(GCL) catalase등의 유도력이 히

떨어지는 것을 확인할 수 있었다
3),4)
.정상세포

에서의 Nrf2의 역할은 산화 스트 스 상황에

서 세포를 보호하는 것으로 알려져 있다.반면,

정상세포에 비해 비교 산화 스트 스가 높

은상태인암세포에서는Nrf2경로는생존을돕

고 세포독성 유발 함암제 노출에 해 그 하

해독화 시스템을 진함으로써 항암제 내성에

여할 가능성이 높다
4)-6)
.

Keap1은 Nrf2 사인자의 기능을 조 하는

억제 단백질로서,세포질에서 Nrf2와 결합한 상

태로 존재하여 핵내로의 이동을 막고 동시에

proteasome시스템에의한분해를 진한다.최

근 사람의 폐암세포주에서 Keap1유 자 돌연

변이의 빈도가 높다는 사실이 확인되었다.이들

돌연변이는 Keap1단백질의 Nrf2에 한 억제

기능을 약화시켜 Nrf2의 핵 내 축 을 가져

와Nrf2의과발 상태로이끄는것으로제시되

고있다
7),8)
.따라서,최근Nrf2의억제하는방법

을통해폐암의효율 으로치료하고자 하는

근이 고려되고 있다.

木香은 SaussurealappaClarke의 뿌리를 건

조한 것으로 한의학에서 通氣止痛,止瀉止痢하

는작용이있어腹痛과 後重을치료하는 약재로

사용되고 있다
9)
.木香의 주요 유효성분은 ses-

quiterpenes,polyene alcohols,triterpenes,

lignans,alkaloids와 tannins으로서,costunolide

는 sesquiterpenelactone의 일종으로 다양한 항

염증효과,항암효과를 보이고 있다.costunolide

는활성산소종(Reactiveoxygenspecies；ROS)
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을 유발시켜 HL-60세포에서 세포독성을 유발

한다고 보고되었다
10)
.

본 연구에서는 Nrf2를 조 단백질인 keap1

인돌연변이로인해Nrf2가과발 상태인폐암

세포주,A549세포에서 목향의 세포독성 효과

를 찰하 다.목향에 의해 유도된 세포독성은

ROS가 심 역할을 하는 것으로 확인되었다.

한 목향으로 인해 Nrf2가 감소됨으로써 세포

독성이 증가할 수 있었던 것으로 사료된다.

II. 연구방법

1.목향 추출 UPLCdiagram분석

목향(Saussureaeradix,옴니허 , 천)은

쇄한 후 에탄올을 사용하여 추출하 다.추출

방법을 간략히 설명하면 다음과 같다.목향분말

200g을 에탄올 1ℓ에 혼합시켜 72시간 동안 추

출한 후 여과지(Whatman,No.2)로 여과하 다.

그다음으로55±2℃에서회 감압농축기(EYELA,

Tokyo,Japan)로 감압농축하고 온냉동고

(Nihonfreezer,Japan)에서 동결한후 동결건조

기(Labconco,USA)에서 건조하 다.목향의 최

종 수율은 8.43%이었으며 냉장보 후 DMSO

에 녹여 실험에 사용하 다.목향 추출물내의

costunolide함량 분석은 AcQUITYUPLCTM

System(Waters,UK)으로분석하여179.17ppm

의 농도로 함유된 것을 확인 후 사용하 다.

2.세포 생존율 측정(MTTassay)

A549세포를96wellplate에4×103개씩분주

하고 vehicle(DMSO) 는 목향추출물(1,5,15,

30㎍/㎖)을 24시간 처리하 다.MTT 용액

(2mg/ml)을 각각의 well에 첨가하고 4시간 동

안 배양했다.MTT용액을 제거한 뒤,100μl의

dimethylsulfoxide(DMSO)를 가하고 Tecan

microplatereader(Sunnyvale,CA,U.S.A.)를

이용하여 540nm 장에서 흡 도를 측정하

다. 한,목향추출물이 유발한세포독성이ROS

에의한것인지를확인하기 해목향추출물처

리 1시간 에 ROS제거능을 가진 N-acetyl-

L-cysteine(NAC;Sigma,St.Louis,MO,USA)

을 처리한후목향추출물을처리하여 세포생

존율을 측정하 다.

3.Apoptosis측정

A549세포를 6wellplate에 2×105개씩 분주

하고 vehicle(DMSO) 는 목향추출물(5,15,30

㎍/㎖)을 24시간 처리하 다.그 다음 trypsin을

이용하여 세포를 떼어낸 후 70%EtOH로 세포

를 고정시켰다.PI(propidium Iodine)를 30분간

37도에서 반응하여 FACS분석(FACSCalibur;

BDBioscience,FranklinLakes,NJ,USA)을

이용하여 세포내 DNA를 염색한 후,DNA양의

변화를 측정하 다.

4.ROS측정

A549세포에 vehicle(DMSO) 는 목향추출

물 (15,30㎍/㎖)을 24시간 처리 후 빛을 차단한

후 20μMDCFDA에 노출시켜 37°C에서 30분간

반응시켰다.PBS로 3번 세척한 다음 FACS분

석 (FACSCalibur;BD Bioscience,Franklin

Lakes,NJ,USA)을 통해 측정하 다.우리는

다른 방법으로 ROS의 여부를 확인하기 해,

A549세포에 vehicle(DMSO) 는 목향추출물

(30㎍/㎖)을 24시간 처리한 후 20μM DCFDA에

노출시켜37°C에서30분간반응시킨후형 미

경(Nikon,UV-2A)을이용하여통해 찰하 다.

5.GSH측정

A549세포에 vehicle(DMSO) 는 목향추출
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Figure1.(A)CellviabilitywasassessedbyanMTTassayinA549cellsfollowingtreatmentwithvehicle

(Veh;DMSO),orS.lappaextract(SL;1,5,15and30μg/mL)for24h.(B)Cellsurvivalwasmonitored

inA549cellsfollowingtreatmentwithSL(15and30μg/mL)for0,12,24or48h.Allvaluesreportedare

themeans±SEfromthreeexperiments.aP<0.05,relativetothevehiclecontrol.

물(15,30㎍/㎖)을 24시간 처리한 다음,GSH

assaykit(CaymanChem,USA)을 이용하여

Tecanmicroplatereader(Sunnyvale,CA,USA)

을 통해 405-414nm에서GSH양을 측정하 다.

6.Westernblot분석

A549세포를2x106개씩100cm2plate에각각

분주하고,목향추출물(0,5,15,30㎍/㎖)을 24시

간 동안 처리하 다.목향 처리된 세포를 모은

후,RIPA버퍼를 이용하여 세포를 lysis시킨

다음 단백질을 Brad-fordassay를 통해서 정량

하 다.정량 된 단백질을 SDS-PAGE를 통하

여 크기 별로 분리하 다.분리된 단백질을

PVDFmembrane에 옮긴 후,PVDFmembrane

을 blocking용액(5% BSA inTBS within

0.1% tween20)으로 1시간 동안 처리하 다.

Blocking후,Nrf-2(#8882;cellsignaling),Lamin

B(sc-6216;santa-cruz)1차 항체를 첨가 한 후

4℃에서 20rpm으로 overnight반응시켰다.이

후3차례세척한후,2차항체를첨가한후상온

에서 1시간 동안 반응시켰다.다시 3차례 세척

후 ECL용액을 1분간 충분히 셔주었다.ECL

용액을 제거한 후,암실에서 x-rayfilm에 감

시켰다.

7.통계처리

도우용 SPSS18.0을 사용하여 분산분석

(ANOVAtest)을 실시하 으며,유의한 결과가

나온 경우 Turkeyposthoctest를 시행하여 비

교분석하 다.유의수 은 5%로 설정하여 미만

인 경우 통계 으로 유의하다고 정하 다.

III. 연구결과

1.목향추출물의 A549세포에서의

세포독성 효과

목향추출물의 A549cells에서의 세포독성을

평가하고자 MTTassay를 실시하 다.24시간
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Figure2.A549cellsweretreatedwithvehicle(Veh;DMSO)orS.lappaextract(SL;5,15or30

μg/mL)for24h.Thepercentageofcellsinsub-G1phasewasanalyzedbyflowcytometryto

determinetherateofapoptoticcelldeath.Allvaluesreportedarethemeans±SEfromthree

experiments.aP<0.05relativetothevehiclecontrol.

의0,1,5,15,그리고30㎍/㎖목향추출물이처

리된 A549cells에서 세포 생존율이 농도-의존

으로감소하 다(Fig1A).뿐만아니라,15

는 30㎍/㎖ 목향추출물의 처리는 시간에 따라

세포 수가 감소되었다(Fig1B).이러한 결과는

목향추출물은 A549cells에서 세포독성을 일으

키는 것임을 보여주고 있다.

2.목향추출물의 세포자멸사(apoptosis)

유도

A549cells에서 목향추출물로 인한 세포죽음

이apoptosis인지necrosis인지확인하기 해서

FACS분석을 실시하 다.그 결과,목향추출물

을처리하지않은군에비해목향추출물을 처리

한 처리군에서 sub-G1phase의 비율이 증가하

는 것을 확인할 수 있었다(Fig2).

3.ROS에 의한 목향추출물의 세포

독성

목향추출물이 처리에 따른 ROS의 유발을 측

정한 결과 조군에 비해서 목향추출물이 처리

된 처리군은 ROS가 유의하게 증가되어 목향추

출물에 의한 세포독성은 ROS유발이 심 인

역할을 할 것이라 추측되었다(Fig3A).1mM

NAC이 1시간 처리된 후 목향추출물이 처리

된 A549세포에서의ROS의수 은 목향추출물

만 처리된 세포에 비해 ROS의 양이 감소된 것

을 확인할 수 있었다(Fig3A,B).뿐만 아니라,

우리는 세포의 형태변화의 찰을 통해 NAC

처리가 세포생존에 향을미친것을 확인하여

(Fig3C),이를 확인하기 해,NAC을 처리

한 A549cell에서 세포독성을 MTTassay를 이

용하여 생존율을 확인하 다.그 결과 NAC

처리에 의해서 목향추출물의 세포독성이 크게

감소되는 것을 확인할 수 있었다(Fig3D).따라

서,이러한 결과를 종합해 보았을 때 ROS가 목

향이 유발하는 세포독성에서 매우 요한 요인

임을 확인할 수 있었다.

4.목향 매개 GSH Nrf2감소

A549cells에24시간동안0,15,그리고30㎍/㎖

목향추출물을 처리한 후 GSH의 변화를 찰하

다.그 결과,목향은 GSH수 을 통계 으로



한 방한의학회지 제17권 제2호(2013년 8월)

174

A

B Veh 30μg/mLSL 30μg/mLSL+NAC

C Veh 30μg/mLSL 30μg/mLSL_+NAC

D

Figure3.(A)ThelevelsofROSwasanalyzedbyFACSanalysisinA549cellsfollowingtreatmentwithDMSO,

orSL15and30μg/mLfor24h.(B)ThelevelsofROSwasobservedbymicroscope(Nikon,UV-2A)inA549

cellsfollowingtreatmentwithDMSO,orSL30μg/mLfor24h.(C)Themorphologicalchangeswereobserved

usingfluorescencemicroscopy.(D)A549cellswereincubatedinthepresenceof1mMNACfor1hpriorto

challengewith30μg/mLSLfor12h.Allvaluesreportedarethemeans±SEfromthreeexperiments.aP<

0.05relativetothevehiclecontrol.
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LaminB

NRF2

15 30

SL(μg/ml)

Veh

A B

Figure4.(A)GSHactivitywasexaminedfollowingtreatmentwithS.lappaextract.Allvaluesare

themeans±SEofthreeexperiments.aP<0.05relativetothevehiclecontrol.(B)Thelevels

ofNrf2andLaminBwereanalyzedbyWesternblottinginA549cells;cellswereincubatedin

thepresenceofS.lappaextractfortheindicateddoses.Similarblotswereobtainedfromthree

differentexperiments.

유의하게 농도-의존 으로감소시켰다(Fig.4A).

한목향추출물이GCL의조 에 여하는Nrf2

조 을 감소시키는 것이 확인되었다(Fig.4B).

IV. 고찰

목향(SaussureaLappa)은 行氣止痛,溫中和

胃하는 효능을 보임으로서 식욕부진과 복통,구

토,설사등을치료하는데많이사용되어왔다9),11).

목향의 표 인주요유효성분인costunolide와

dehydrocostuslactone은sesquiterpenelactones

으로12)-15),이 costunolide는 HL-60cell에서

ROS를 유발시켜 미토콘드리아 막 차에 이

상을 유발시키고 mitochondria내의 cytochrome

C가 방출되도록 하여 미토콘드리아-매개성

apoptosis를 유발한다
10)
. 한,AGScell에서 목

향추출물은 p53과 p21의 유도하여 G2세포주기

정지를 일으켜 apoptosis로 유도한다16).

본연구는기존연구와일치하는결과를보

는데,목향추출물은 농도-그리고 시간-의존

으로 A549세포 생존율을 감소시켰고 이러한

세포사멸은 apoptosis으로 인한 것임을 확인할

수 있었다.목향에 의해 유발된 세포독성이

ROS와 연 이 있는지 조사하고자,목향추출물

처리에 따른A549세포에서의 ROS변화를살펴

보았다.그 결과 목향추출물에 의해 ROS생성

이크게증가하 고,뿐만아니라항산화제NAC

의 처리는 A549세포의 세포독성을 하게

감소시켰다.이러한 증거들은 A549세포에서 목

향추출물에 의해 생성된 ROS가 세포독성에 있

어서 요한 인자라는 것을 제시하고 있다.

본 연구에 사용된 A549세포는 Keap1유 자

의 돌연변이 빈도가 높게 나타남으로써7),8),이

로 인해 Keap1의 Nrf2에 한 억제 기능을

약화시켜 Nrf2의 과발 상태를 보인다.정상세

포에 비해 상 으로 높은 산화 스트 스를

보이는 암세포에서는 Nrf2경로는 생존을 돕고

세포독성 유발 항암제 노출에 해 그 하 해

독화 시스템을 진함으로써 항암제 내성에

여할 가능성이높다
4)-6)
.따라서,최근Nrf2의억

제하는 방법을 통해 폐암을 효율 으로 치료하

고자 하는 근이 고려되고 있다.이에 우리는

목향추출물의 Nrf2의 억제의 효과가 있는지 확
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인하고자 하 다.

암세포에서 나타나는 Nrf2의 과발 상태는

Nrf2조 단백질인 Keap1의 돌연변이에 의해

는 과도하게 증가하는 내인성 Nrf2활성인자

들에 의해 유도되는 것으로 알려져 있다.암세

포에서이런상태는Nrf2하 항산화단백질들

의 극 증가에 여하고 암세포의생존에 원

인으로 작용할 가능성 역시 제시하고 있다
4)-6)
.

이러한 보고에 근거를 두어,선택 으로 Nrf2

경로를 억제하는 방법은 암세포의 생존을 방해

하고 더불어 항암제에 한 감수성을 진시키

는 효과 인 방법이 될 수 있을 제안하고 있다.

A549세포-Nrf2를조 하는단백질인keap1돌

연변이 폐암 세포주-는 해독화 효소와 같은 항

산화 효소,thiol단백질군(thioredoxin,peroxi-

redoxin),GSH합성 유지 련 효소(GCL)

catalase등이 keap1이 정상 으로 작용하는

세포에 비해 높게 유지되는 특징을 보임으로써

항암약물에 한민감도를감소시키게된다.
7),17)
.

이러한 특징을 보이는 A549세포를 이용하여,

본연구에서는Nrf2에 한목향의효과를조사

한 결과 목향추출물에 의한 GSH억제는 목향

의 세포독성을 효과 으로 유도하는 데 여했

을 것으로 상되며,목향추출물이 Nrf2를 억제

시킴으로써 GSH의 수 에 향을 미쳤을 것으

로 추측된다.

GSH는 살아있는 세포에서 ROS로부터 세포

를 보호하는데 매우 요한 역학을 담당한다.

GSH는 직 으로 ROS와 결합하여 ROS와 결

합하거나, 는GSH는비타민C와같은항산화

물질의 재생성(antioxidantrecycling)에 여함

으로써 항산화 기능을 한다
18)
.세포 내 GSH의

높은농도는,GSH가일차 으로ROS에방어함

으로써 세포를 산화 손상으로부터 보호할 수

있다
19),20)

.GSH억제는ROS증가,apoptosis증

가,그리고산화 자극에 해과민하게한다
21)
.

본연구결과,목향추출물에 의해 Nrf2가 억제

되고,GSH가 감소되는 것을 확인하 고,이를

통해 우리는 목향추출물이 Nrf2억제 효과가

Nrf2 하 항산화/해독화 단백질의 발 을

억제하고 유도발 을 차단함으로써 A549세포

의 세포독성에 향을 미치는 것으로 보여지고

있다.하지만 직 인 연 성을 입증하기 해

서는 추가 인 연구를 통해 목향의 Nrf2경로

억제가 세포독성에 미치는 향을 면 하게 조

사해야 할 것이다.뿐만 아니라 정상 세포에서

의목향에의한Nrf2의경로가 향도살펴 야

할 것이다.

결론 으로,목형추출물은 A549세포의 생존

을 효과 으로 억제시켰다;이러한 세포독성은

Nrf2경로의 억제로 Nrf2에 의해 조 되는

GSH합성이 억제와 ROS증가로 인해 목향이

효과 으로 세포독성이 유발되는 것으로 보인

다.이러한 결과는 Nrf2의 과발 상태인 A549

폐암세포에 있어서 세포의 과민성을 높여 항암

작용을 증진시킬 수 있을 것으로 사료된다.

V. 결론 

본 연구의 결론은 다음과 같다.

1.목향추출물을 처리한 A549cell에서 세포

사멸이 찰되었으나,항산화제인 NAC을

처리한 경우세포사멸이감소되는 것이

찰되었다.그 결과 목향추출물은 활성산

소종을 유발시켜 세포독성을 유발하는 것

을 확인하 다.

2.세포 내에서 활성산소종 조 에 여하는

단백질인 Nrf2의 활성정도를 측정한 결과

목향추출물을 처리한 경우 농도의존 으

로 감소되는 것이 찰되었으며,거기에

따른 GSH의 감소도 확인되었다.

3.이상의 결과를 볼 때 목향추출물은 A549

cell에서 활성산소종 조 에 여하는 단백

질은Nrf2를억제하여GSH감소를유도하
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여 세포 내 활성산소종을 증가시킴으로써

세포독성을 나타내는 것으로 확인되었다.
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