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씀바귀 추출물이 인체유방암세포의 활성 산소 및 Bcl-2 Family에 미치는 영향
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ABSTRACT

The aim of the study was to determine the effects of Ixeris dentata extract (IDE) on anticancer activity in human breast 
cancer MDA-MB-231 cells at both cellular and molecular levels. The cells were cultured in the presence of 0, 20, 30 and 40 
µg/mL Ixeris dentata extract for 24 hours, respectively. At the end of culture, cytochemical analyses for MTT activity, trypan 
blue dye exclusion, Annexin V-FITC Apoptosis, and radical oxygen species (ROS) were conducted. RT-PCR was also performed 
to determine whether or not alterations in cell viability affect the Bax/Bcl-2 ratio. MTT assay showed that relative cell viability 
decreased in a dose-dependent manner (p<0.05). Reduction of cell viability matched well with increased cell membrane 
permeability as determined by trypan blue dye exclusion test (p<0.05). The rates of intracellular ROS also increased in a 
similar manner to those of TB-stained cells. There was an associated shift of apoptotic cells from early to late apoptosis between 
the 30 and 40 µg/mL. Bax/Bcl-2 ratio significantly increased along with significant decreases in Bcl-2 expression between 
30 and 40 µg/mL groups (p<0.05). In conclusion, anticancer activity of Ixeris dentata extract is modulated by a reduction in 
cell viability along with increased membrane permeability, leading to ROS accumulation within cells, and subsequently cell 
death through an apoptotic pathway that involves Bax and Bcl-2 in human breast cancer MDA-MB-231 cells.
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서 론

유방암은 2012년 국가암등록통계(Ministry of Health and 
Walfare 2012)에 따르면 한국 여성의 암 발생자 중 갑상선암
에 이어 높은 발생률을 보이고 있으며, 유방암의 연평균 증
가율도 6.0%로 높은 증가율을 보이고 있다. 아직 유방암의
원인은밝혀지지않지만, 유전적과환경적요인이있는데, 환
경적 요인 중에서 식이로 섭취되는 영양소와 관련하여 서구

화된 식생활과 환경의변화가큰 연관성이 있는 것으로 추정

되며(Kelsey JL 2005), 아직 뚜렷한 화학적 치료요법이 없는
상태에서, 식품과 영양을 통한 예방과 치료에 관심 및 연구
가 계속적으로 증가하고 있다. 최근 미국암연구협회(Ameri- 
can Institute of Cancer Research 2007)에서는 암 발생의 30∼
40%가 적절한 식품과영양을통하여예방할 수있다고발표
하였으며, 암 예방에 효과가 있는 과일과 채소를 충분히 섭
취하도록 권장하고 있다.

세포사멸(apoptosis) 및 세포괴사(necrosis)는 각기 다른 특
성을 가지며, 세포활성 및 유전자 분석을 통해 세포예정사
(programmed cell death)에 의한 세포사멸 여부를 인지할 수
있다(Vaux DL 1993). 세포사멸은 물리적, 화학적인자 및 감
염등으로인한세포손상이나 심한 스트레스로인해 나타나

는 반응으로 알려져 있다(Alnermri ES 1997). 세포사멸에 있
어서 천연물의 항암작용은 그 종류에 따라 다르지만, 천연물
로 야기된 세포막의 투과성, 세포 내의 활성산소(radical oxy- 
gen species, ROS) 증가(Cabiscol et al 2000; Kma L 2013) 및
사멸억제 유전자인 Bcl-2와 이를 유도하는 유전자인 Bax가
서로 길항적으로 조절된다고 알려져 있으며, 또한 Bax/Bcl-2 
ratio는 세포사멸의 주요 임상지표로 이용되고 있다(Reed JC 
1994; Zhap et al 2001).
씀바귀(Ixeris dentata, ID)는 비타민 A, C와 E, 카로티노이

드 및 flavonoids 등을 포함한 생리활성 물질이 풍부하며, 항
산화 및 면역기능을 증진시킨다고 알려진 sesquiterpene lac- 
tones 등다양한성분들을함유하고있다(Ahn et al 2006, Cha 
et al 2011; Chung et al 1994; Zhang et al 2002). 씀바귀 추출
물이 항돌연변이, 유전적 독성 완화(Kim 1995; Kim et al 
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2002a; Kim et al 2002b; Kim et al 2004), 항고지혈(Lim & 
Lee 1997), 항염증(Lee E 2011) 및 항산화 작용(Kim et al 
2002a; Lee et al 2009; Hong et al 2011) 등 다양한 생리적
활성을 보인다고 보고되었다. 또한 MG-63, A549, Hep3B, 
MCF-7 세포 등의인체 암세포 주에서 높은 증식 억제및 유
전독성 완화작용을 보여주고 있으며(Kim SH 1995; Kim et 
al 2002a; Kim et al 2002b; Heo et al 2009), 이러한 항암효과
는 씀바귀의 헥산, 부탄올 및 메탄올 등의 추출 분획으로 암
세포 증식저해작용이 보고되어 있다. 그러나 보다 간편하고
식이에 친화적인 씀바귀 추출물을 이용하여 악성 유방암세

포 중의하나인 MDA-MB-231 세포에 대하여어떻게 세포학
적으로 암세포 증식저해작용을 일으키는지에 대한 상세한

연구보고는 없으며, 세포막과 활성산소의 변화에 의한 항암
작용의 진행과정이 세포에서 사멸 관련 유전자들과 어떠한

관계가 있는지를 밝힌 연구보고는 찾아보기 어렵다. 
따라서 본 연구는 씀바귀에 포함된 다양한 생리활성 물질

들이식이용으로이용되었을경우, 저독성용매및수용성성
분들이 극대화된 에탄올 추출물이 인체 유방암세포인 MDA- 
MB-231의세포 증식 억제, 막투과성, 세포 사멸 및 ROS 축
적에 미치는 영향과 apoptosis에 관여하는 Bax와 Bcl-2 유전
자 발현 변화를 분석하여 씀바귀의 항암 물질로서의 가능성

을 확인하고자 하였다.

재료 및 방법

1. 시료
2011년도에 강원도 횡성에서 수확한 씀바귀를 직접 구매

하여 열풍 건조 및 파쇄를 통하여 분말화한 후, —70℃ 냉동
고에 이용 시까지 보관하였다. 건조 분말 씀바귀 80 g을 200 
mL의 70% ethyl alcohol(EtOH)에 첨가하여 4℃ rocker에서
18시간 진탕시킨 후, 씀바귀 입자 및 불용성 물질을 제거하
기위하여 4℃ 2,500×g에서각각 30분간 3회원심분리(LE-80, 
Beckman, Chicago, IL, USA)하여 침전물을 제거하고 상징액
을 얻었다. 그 후 Speed Vac(AES1010, Savant, New York, 
USA)을 이용하여 점성이 강한 액체로 농축시켜 2.4 g의 농
축물을 얻었다. 이를 8 mL의 70% EtOH로 충분히 녹여내었
으며, 다시 4℃ 10,000 × g에서 원심분리로 상층액만을 취하
여 최종 건조분말기준 10 mg/mL의 에탄올 추출물을 얻었다. 
추출물은 분주하여 실험할 때까지 —70℃ 냉동고에 저장하
였으며, 실험시분주액을융해시켜, 다시 4℃ 10,000 × g에서 
원심분리 후, 배양액에 필요한 농도로 희석하여 배양액의 세
포에 입자의 유입이 일어나지 않도록 유의하여 사용하였다.

2. 세포배양

인체유방암 MDA-MB-231 세포는한국세포주은행(Korean 
Cell Line Bank, Seoul, Korea)에서구입하였으며, 세포배양은 
이미보고된방법에따라수행하였다. 즉, 10% fetal bovine se- 
rum(FBS; PAA, Exton PA, USA), 1% penicillin-streptomycin 
(Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA)을넣은 Dulbecco's 
modified Eagle's medium(DMEM, high glucose, Welgene, Dae- 
go, Korea)을 혼합하여 만든 배양액에 2×105 cell/mL의 세포
농도로 계대하였고, 5% CO2, 37℃ 배양기에서 배양하였다. 
세포가 배양접시에 70% 정도 밀집성을 보일 경우, phospha- 
tate buffered saline(PBS, pH 7.2) 용액으로세척한후, trypsin- 
ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA)(T/E, Welgene, Korea)
를처리하여세포를분리하여, 다시계대배양하여세포를유
지하였다.

3. 시료첨가 및 농도결정
세포 분석을 위한 시료 첨가 농도를 결정하기 위하여, 

MDA-MB-231 세포를 96-well plate에 1×104 농도로 seeding 
하였으며, 6시간후씀바귀추출물(Ixeris dentata extract: IDE)
을 0∼150 µg/mL까지 다양한 농도로 처리하였다. 24시간 처
리 후 세포 형태학적 모양변화 관찰 및 각 처리군 별 세포를

계수하여 half maximal inhibitory concentration(IC50)을 예비
실험을 통하여 결정하였다. 이를 통하여 세포 수 감소와 형
태학적 모양이 대조군과 비교하여 현저하게 변화되는 농도

를 기준으로 그 이상과 이하의 농도인 0, 10, 20, 30, 40, 50, 
60, 70 및 80 µg/mL로 좁혀 정하였고, 이 농도에서 2차로
trypan blue 염색에 의하여 세포생존성을 측정하였다. 그 결
과, 최종적인 IDE 처리농도는 세포 수의 감소, 세포의 형태
학적 모양을 고려하여 0, 20, 30, 40 µg/mL로 결정하였다. 
IDE 처리군에 대한 대조군(Control)으로는 MDA-MB-231 세
포의 배양액인 DMEM을 사용하였으며, 추출물 첨가에 따른
효과가 추출물의 용매인 70% EtOH처리와 독립적인지 확인
하기 위하여 예비실험을 한 결과, 대조군에 비교하여 큰 차
이를 나타내지 않았다.

4. 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 
Bromide(MTT) 분석

Gelatin-coated된 원형 coverslip에 2×105 cells/well 농도로
seeding된 coverslip을 24-well dish에 옮긴 후, 5% CO2, 37℃
배양기에서 3시간 안정화시킨 후, IDE를 농도 별로 첨가하
였다. 24시간 처리 후, PBS로 세척하고 새 배양액 100 µL에
5 mg/mL의 MTT용액(Sigma Chem Co) 10 µL를 혼합하여
첨가하고, 37℃ 배양기에서 2시간 반응시킨 후에는 50 µL의
dimethyl sulfoxide(DMSO, Welgene)를 첨가, 구입회사의 추
천된 방법에 의해 보라색 formazan을 용해시켜 ELISA reader 
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(SpectraMax, Molecular Devices, LLC, Sunnyvale, CA, USA)
를 이용하여 570 nm의 파장에서 흡광도를 측정하였다. 측정
한 결과는 대조군(0 µg/mL)을 100%로 하여 세포활성을 백
분율(%)로 상대적으로 나타내었으며, 세포활성의 흡광도를
50%로감소시킬 수있는시료의농도(IC50)로다시한번 확
인하였다.

5. Trypan Blue Dye Exclusion Assay에 의한 세포막
투과성 측정

세포막의 투과성에 의한 암세포의 생존 상태를 결정하기

위하여 IDE를 24 시간 처리한 후, PBS로 수세한 세포에 200 
µL PBS를 넣고 동량의 200 µL의 0.4%(w/v) trypan blue액을
첨가하여 3∼5분간 37℃에서 반응시킨 후(Strober W 2001), 
각 처리군 별 임의로 세지역의 영상을 기록하고, 이를 토대
로 총 400여개 이상의 세포를 계상하여 trypan blue 염색에
대한 세포투과성으로 세포생존성을 결정하였다.

6. 세포내 ROS의 DCF-DA에 의한 Spectrofluorimetry 
분석

세포 독성으로 작용하는 ROS의 축적에 의한 세포 손상을
가져오는 과산화물을 측정하기 위하여 2',7'-dichlorofluoresce- 
in diacetate(DCF-DA, Sigma) 형광염료를 이용하였다(Cabiscol 
et al 2000). 근접 빛이 차단된 96-well dish에 1×104 cells을
각각 seeding한 후, 각 IDE 처리군 별로 24시간 후, Hank's 
balanced salt solution(HBSS)로 세포를 세척한 후, deaeration 
시킨 800 nM의 DCF-DA를 첨가하여 잘 혼합한 후, 20분간
37℃의 배양기에서 정치하여 반응시켰다. 반응 종료 직후, 
HBSS와 PBS로 수세하고, Zenyth3100 multiwell plate reader 
(Anthos Labtec Instruments, Wals, Austria)를이용하여 485 nm
와 535 nm에서 spectrofluorimetry 분석으로 축적된 ROS에
결합된 형광 DCF-DA를 측정하여 대조군에 대한 상대적인
수치로 나타내었다.

7. 세포사멸 단계의 Fluorescence-activated Cell Sor- 
ting(FACS) 분석

IDE 처리 농도로 야기된 세포사멸의 진행단계를 구체적
으로 분석하여 농도별로 일어나는 세포사멸의 특성을 결정

하기 위하여 세포막의 막투과성을 탐지함으로써 세포의 사

멸진행과정을차별화할수있는 Cell Lab ApoScreen Annexin 
V-FITC(fluorescein isothiocyanate) Apoptosis Kit(Beckman 
Coulter, Inc, South Kraemer Boulevard Brea, CA, USA)를 이
용하여세포사멸단계를분석하였다. 이를위해, 세포를 6-well 
plate에 3 × 105 /well의농도로 분주하여 24시간동안안정시
킨 후, IDE를 농도별로처리, 24시간 배양후 T/E를 처리, 원

심분리하여 세포들을 회수하였다. 그 후 각각의 농도별 세포
의 수를 정량하여 1× binding buffer를 첨가하여 총 세포수를
일정하게 맞추고, 각 농도별 세포에 annexin V-FITC 용액 5 
µL와 propidium iodide(PI) 용액 5 µL를 첨가하여 어두운 곳
에서 15분 동안 반응시킨 뒤, FACS analysis 기기(Cell Lab 
Quanta SC, Beckman Coulter, Inc)를 이용하여 각 세포사멸
유형 및 단계별 사멸세포를 분석하였다.

8. 역전사-중합연쇄반응(Reverse Transcription-polyme- 
rase Chain Reaction, RT-PCR)
사멸유도에 관여하는 유전자의 발현 분석을 위하여 농도

별 IDE를 처리한 세포로부터 total RNA를 분리하였다. 그
total RNA로부터 mRNA를역전사시켜 cDNA를합성하고, 표
적유전자인 Bcl-2과 Bax 유전자 mRNA에 대한 PCR을 수행
하였다. PCR 시료는 총 50 µL로 cDNA 2 µL, 10× buffer 5 
µL, dNTP 5 µL, 25 mM MgCl2 3 µL, 10 pmol/µL의양 primer 
쌍 1 µL(Table 1), Taq DNA polymerase(Promega) 0.2 µL를
넣은 후, 전체 부피는 증류수로 50µL로 조정하였다. Denatu- 
ration 반응은 95℃ 3분, 94℃ 30초, 55 또는 58℃(primer에따
라 annealing 온도가 다름) 30초, 72℃ 1분을 각 cycle로 하여
30 cycles 반응시킨 후, post extension을 72°C 10분간(Table 
1) 시킨 후에 1.0% agarose(cat No. 50004, BMA, Washington, 
DC, USA) gel(1X Tris-acetate-EDTA buffer, 1.0% agar, 1 mg/ 
mL ethidium bromide)에서 20분동안 100 voltage에서전기영
동을 한 후, image analyzer(Gel Doc XR+, Bio-Rad, Washing- 
ton, DC, USA)로 관찰하였다. 세포관련 유전자의 발현 정도
를수치화하기 위하여 Image J 프로그램(NIH, Bethesda, MD, 
U.S.A.; http://rsb.info.nih.gov/ij/)을 이용하였으며, 세포사멸
유전자의 대조군으로 β-Actin 수치에 대한 각각의 유전자의
상대적인 비율(%)을 결정하였다. 각 cDNA를 주형으로 하여
PCR을 3회수행 후, 나타난 산물의 밴드를 3회 분석하여, 그
평균치를 그래프로 나타내었다.

9. 통계분석
각 실험은 독립적으로 3회 이상 실시하였으며, 얻어진 결

과는평균과표준편차또는 %로표시하였다. 실험군간의차
이는 SPSS® 12.0(SPSS Inc. Chicago, IL, USA) software를 이
용하여 ANOVA 분석 후, Duncan‘s multiple range test로 유
의성을 p<0.05 수준에서 검증하였다.

결과 및 고찰

1. IDE에 의한 세포 증식 억제 효과
IDE가 유방암세포 MDA-MB-23 세포의 증식에 미치는 영
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Table 1. Gene primer pairs used for RT-PCR

Genes Primer pairs Sequences Conditions/cycles

Bcl-2
Forward 5'-AGCTGCACCTGACGCCCTTCA-3' 94℃ 30 sec

55℃ 30 sec 30
72℃ 1 minReverse 5'-AGCCAGGAGAAATCACAGAGG-3'

Bax
Forward 5'-ATGGACGGGTCCGGGGAGCAG-3' 94℃ 30 sec

58℃ 30 sec 30
72℃ 1 minReverse 5'-CAGTTGAAGTTGCCGTCAGA-3'

β-Actin
Forward 5’-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3’ 94℃ 30 sec

60℃ 30 sec 25
72℃ 1 minReverse 5’-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3’

향을 알아보기 위해 MTT assay를 통해 세포 증식 억제율을
측정하였다.

MTT는 살아있는 세포의 미토콘드리아에있는 reductase에
의해환원되어 formazan을형성하지만, 사멸된세포에서는 미
토콘드리아가 깨져 formazan을 형성하지 못하기 때문에(Liu 
et al 1997) IDE 처리로인하여 MDA-MB-231 세포의 증식이
저하되는 것을 추정할 수 있다. 예비실험에서 결정된 다양한
농도에 의하여 최종 선정된 0, 20, 30 및 40 µg/mL IDE 처리
후, MTT 반응액을 첨가하고, formazan을 용해시켜 흡광도를
측정하여 대조군에 대한 상대적 값으로 환산하였다.
실험결과, IDE 처리농도에따라유방암세포의생존율이 

유의적으로 감소하여 20, 30, 및 40 µg/mL의 농도로 24시간
동안 처리하였을 때 각 76, 43 및 25%의 생존율을 보였다
(Fig. 1). 이전의 연구 보고에 따르면 IDE의 부탄올 분획물이
폐암 세포주인 A549에서 93.75%, IDE의 핵산 분획물은 간
암 세포주인 Hep3B에서 84,91%, 유방암 세포주인 MCF-7에
서 68.56%의 높은 억제 효과를 보여주었다(Kim SH 1995). 
따라서 본 연구에서도 IDE를 처리함으로써 유방암 세포주인
MDA-MB-231 세포 증식을 억제하였고, 특히 이전의 연구들
보다 낮은 농도에서 효과가 있음을 확인하였다.

2. IDE의 Trypan Blue 염색에대한세포막의투과성유도
MTT assay 통해 보여준 세포증식억제 효과가 trypan blue 

염색에 대한 세포막의 투과성과 관련성이 있는지를 조사하

기 위하여 IDE를 24 시간 처리한 후, trypan blue 염색을 하
여 확인하였다. 각 처리군간 총세포수에 대한 염색된 세포수
의비율을각실험당 400여개의세포를계상한결과를정량
적으로 나타내었다. 실험결과, 대조군이 6.9%였으나, 20, 30 
및 40 µg/mL IDE 처리 후, 각 19.6, 59.7 및 82.0%로 세포가
trypan blue dye에 대한 투과성이 농도 의존적으로 증가하는
것을 확인할 수 있었다(Fig. 2B). 이러한 결과는 세포질이 아

Fig. 1. Effects of Ixeris dentata extract (IDE) on cell via- 
bility obtained from MMT assay in MDA-MB-231 cells.
Three replicate experiments were performed for the MTT assay. 
Relative cell viability over the control group is shown. The values 
(mean±S.D.) with different alphabetical letters are significantly 
different at p<0.05 in varying treatment groups, respectively.

니라 세포막의 형질 변화인 trypan blue dye에 대한암세포의
막투과성이 IDE 농도에따라증가하는 것으로, 세포막이온
전하고 건강한 세포는 염색이 되지 않는 반면, 세포막의 손
상으로 구멍이 형성되면 세포질이 dye에 의하여 푸르게 염
색된다(Fig. 2A). 또한, differential interference contrast(DIC) 
현미경법에 의하여 영상 기록된 대조군 세포의 경우, 커다란
세포들의 조각으로 활발한 세포증식의 모습을 볼 수 있었으

나, IDE를처리한 군에서는 세포의 증식활동도적을뿐만아
니라, 배양접시에서 세포가 뻗어나가는 형태가 매우 제한되
어농도가높을수록점진적으로둥그런 세포 형태를 띠고 있

었다.
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(A)

(B)

Fig. 2. Effects of Ixeris dentata extract (IDE) on trypan 
blue permeability to the cell membrane in MDA-MB-231 
cells.
Three replicate experiments were performed for the trypan blue 
dye exclusion test. Random and representative images of the cells 
stained with trypan blue were shown (A). At least 400 cells were 
scored in randomly chosen fields for the quantitative graph (B). 
The values(mean±S.D.) with different alphabetical letters are sig- 
nificantly different at p<0.05 in different treatment groups, res- 
pectively.

Trypan blue 염색법은 암세포를 포함한 다양한 세포의 세
포활성 측정법 또는 세포막 투과성 측정법(Strober W 2001)

으로 자궁경부암 HeLa와 유방암 MCF-7 세포계통(Abhyankar 
et al 2010) 및 혈액암 CEM과 유방암 T47D 세포계통(Soma- 
sagara et al 2011)에서 이용되는 간단하고 신속한 세포활성
의 측정기법이다. 비록 IDE를 이용한 다른 연구보고의 세포
투과성과 직접 비교할 자료는 없지만, 위에 인용된 보고의
세포막 투과성 저하는 세포의 내재적인 세포사멸 과정과 관

련이 있는 것으로 보여진다.
본 실험에서 앞서 보여준 IDE 농도 증가에 따른 trypan 

blue 염색 비율의 증가는 세포질의 MTT의 결과와 반비례적
으로 나타나고 있어, 이와 같은 세포질 및 세포막의 투과성
저하의이유로 첫째, IDE 처리에따라세포증식활동의 저하
로 인한 세포수의 증가 정도가 낮아지고, 둘째, 세포막의 손
상으로 인하여 사멸하는 세포수가 증가하여 세포 내의 투과

성이 저하되는 것으로 추정할 수 있다.

3. IDE에 의한 세포내 ROS 축적 유도
IDE 처리에 의한세포 증식억제가 ROS와관련이있는지

를 조사하기 위해 ROS와 특이적으로 결합하는 형광염료인
DCF-DA을 이용하여 확인하였다. 실험결과, 세포 내총 ROS
의 지표인 형광 강도가 대조군의 경우 1,800인 반면, 20, 30 
및 40 µg/mL 농도에서는 각 2,760, 3,100 및 3,600을보여 주
어, IDE 처리 농도 의존적으로 암세포 내에 ROS 축적이 증
가하는 것을 간접적으로 알 수 있었다(Fig. 3). 이와 같은 형

Fig. 3. Effects of Ixeris dentata extract (IDE) on intracel- 
lular accumulation of radical oxygen species (ROS) in MDA- 
MB-231 cells.
Three replicate experiments were performed for the ROS assay 
using spectrofluorimetry by DCF-DA. The values(mean±S.D.) with 
different alphabetical letters are significantly different at p<0.05 in 
different treatment groups, respectively.
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광의 강도 즉, ROS의 축적 증가는 대조군에 비해 20 µg/mL
의 농도에서부터 나타났고, 30 및 40 µg/mL 농도에서는 증
가 폭이 크지는 않았지만, 모두 유의성 있게 증가하였다. 따
라서, IDE 처리에 따른 세포증식 억제 및 세포막의 투과성
증가는 세포내에 축적되는 ROS의 양과 긴밀한 연관이 있음
이 확인되었다.
기존의 여러 연구 결과에서 암세포에 대한 씀바귀의 세포

사멸은 항산화작용(Kim et al 2002a; Lee et al 2009; Hong 
et al 2011)보다 ROS를 축적하여 세포사멸을 초래한다고 보
고되었다. 또한, 한 연구에서는 유방암세포 MCF-7과 정상세
포 MCF-10A를 블루베리로 처리했을 때, ROS 축적이 MCF- 
7 세포에서만일어난다는것을보여주었다(Lee & Kang 2008).
산화-환원의 조절에 의해 생체내 세포들의 생존을 조절하

게 되는데(Trachootham et al 2008), 만일 세포 내의 활성산
소를 방어하는 체계인 항산화물질의 불균형이 일어나면 환

경으로부터세포내로활성산소를흡수하거나, 과도생산하게 
되어 세포에 심각한 손상을 가져온다고 알려져 있다(Uttara 
et al 2006). 더 나아가, 최근에는 산화-환원 조절은 생체 내
의 대상이 암세포이거나 또는 in vitro에서라도 암세포와 정
상세포 사이의 선택은이들 세포들의산화-환원 환경 차이에
의존할 수도 있으며, 이외에도 세포신호, 항산화효소 발현량
등이 종합적 작용으로 일어나며(Wang & Yi 2008), 산화-환
원 상태는 정상세포와암세포에 대하여마치양날의칼과같

은 역할을 한다. 즉, 정상세포에서는 활성산소 축적을 방지
하여 산화적 스트레스를 제거하지만, 암세포에서는 활성산
소를 축적시켜서 세포활성 감소, 막투과성의 증가를 초래하
여, 결국 전형적인 산화적 스트레스 유도에 의한 세포사멸이
일어나는데(Nogueira & Hay 2013), 본 실험에서도 ROS의
증가와 세포사멸이 긴밀한 관련이 있는 것으로 사료된다.

4. IDE 처리 농도별 세포사멸의 특성
IDE에 의해 사멸이 유도된 세포들을 flow cytometry를 이

용하여 Annexin V-FITC와 PI로 이중 염색하고 정량적으로
분석하였다(Fig. 4). 실험결과, 대조군에서는 일부 괴사된 세
포를 제외하고, 초기사멸 및 후기사멸 세포는 매우 낮았다. 
하지만 IDE 처리 농도에 따른 초기세포 사멸은 20, 30 및 40 
µg/mL 농도에서 각 50.30, 52.35 및 2.7%로 나타났다. 후기
사멸 또한 20, 30, 및 40 µg/mL 농도에서 각 0.03, 47.39 및
82%로 증가하였다. 특히, 40 µg/mL에서는 전체 세포사멸이
84.7%로 유방암 세포사멸의 효과가 높은 것을 확인할 수 있
었다. 이를 통해 20 µg/mL 농도에서는 초기사멸이 일어나는
것을 알 수 있었고, 30과 40 µg/mL 농도에서는 후기사멸을
통해 세포사멸이 이루어짐을 알 수 있었다.
추출용매와 제형의 특성은 상이하지만, 씀바귀 메탄올 추

Different 
apoptotic stages

Cell proportions(%) at the following IDE 
concentrations(µg/mL)

0 (Control) 20 30 40 

Live 99.13 49.65  0.11 0.63
Early apoptosis  0.75 50.30 52.35 2.70
Late apoptosis  0.04  0.03 47.39 82.00

Dead  0.08  0.01  0.15 14.47

Fig. 4. Effects of Ixeris dentata extract (IDE) on different 
stages of apoptotic cells in MDA-MB-231 cells.
Three replicate experiments were performed using the Apoptosis 
kit. Representative images of FACS results of detailed progressive 
cell death were shown. After 24h incubation with IDE, and early 
apoptosis and apoptotic cells were detected by FACS using the kit.

출물은골육암세포 MG-63에대한항발암 효과를 100 µg/mL 
농도에서 76% 성장억제를 가져왔으며(Kim 1995), 씀바귀의
분획물은 375∼500 µg/mL 농도에서 68.56∼93.75%의 높은
억제 효과를 보여 주었다(Kim et al 2002b). 본 실험에서 나
타난 결과는 이전의 항암효과를 발견한 씀바귀 추출물 보고

(Chung et al 1994; Kim 1995; Chung et al 2002; Kim et al 
2002a; Kim et al 2002b; Zhang et al 2002)를 뒷받침하며, 특
히 IDE에 의해 발생된 높은 세포사멸 효과는 세포내 ROS 
축적 증가로 암세포의 스트레스 증가와 손상 유도와 관련이

있음을 알 수 있었다.

5. IDE가 Bcl-2 Family mRNA 발현에 미치는 영향
앞선 결과를 통해 세포사멸에 이르는 효과가 세포가 내재
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Fig. 5. Effects of Ixeris dentata extract (IDE) on Bax, Bcl-2, Bax/Bcl-2 ratio in MDA-MB-231 cells.
Three replicate experiments were performed for PCR experiment from synthesized cDNA from each group. A representative image of 
RT-PCR product bands is shown (A). The semi-quantitative graphic data depict a gradual decrease of Bcl-2 over β-Actin gene expression. 
The Bax/Bcl-2 ratio (D) was calculated from the Bax (B) and Bcl-2 over β-Actin (C) ratios. The values (mean±S.D.) with different 
alphabetical letters are significantly different at p<0.05 in different treatment groups, respectively.

적으로 갖고 있는 유전자 발현을 따라 조절되는지를 관찰하

기 위해, Bcl-2 family인 Bcl-2와 Bax의 mRNA 발현을 확인
하였다. 실험 결과, 세포사멸을 억제, 지연시켜 세포의 생존
을연장시키는유전자인 Bcl-2의발현은 IDE 농도에 따라감
소하는 경향을 보였으며, Bax의 발현량은 현저하게 증가하
였다(Fig. 5A∼C). 이는 IDE가 함유하는 다양한 화합물들이
협동적 또는 길항적으로 작용하여 세포사멸을 유도하는 것

으로 추정된다. 특히, Bax/Bcl-2 ratio는 암 환자에서 유용한
임상적인 지표로 이용되는 바, 본 연구에서 보여준 β-Actin
에 대한상대적인 Bax/Bcl-2 ratio는 첨가된 IDE의농도에 의
존적인 증가를 보여주는 것으로 나타났다(Fig. 5D). 따라서
Bcl-2 family 발현이 전사 수준에서 IDE 농도 의존적으로 변
화되고, 특히 Bax/Bcl-2 비율의 증가됨을 통해 IDE에 의한
세포사멸을 조절함을 알 수 있었다.

Bcl-2 family는 미토콘드리아의 안정성을조절하는 단백질
로 알려져 있으며, 이 중 Bax는 세포질에서 미토콘드리아로
이동하여, cytochrome C의 분비 활성을 높여, 세포사멸을 촉
진하고, 반면, Bcl-2는 미토콘드리아로의 Bax 이동을 억제함
으로써세포사멸을억제시키는작용을한다(Oltvai et al 1993). 
Bcl-2의 세포사멸을 억제하는 기능이 Bcl-2 family간 균형에
의존하며, 개별 유전자의 수준보다 Bax에 대한 Bcl-2의 비율
이 세포의 생존과 사멸을 결정하는데 더 중요하다고 볼 수

있다(Reed JC 1994; Yang et al 1997; Zhap et al 2001).

요 약

본 연구는 인체유방암세포인 MDA-MB-231세포를 이용하
여 IDE를 처리하였을 때 세포사멸에 미치는 영향을 세포화
학적 방법으로 확인하였다. IDE를 각각 0, 20, 30 및 40 µg/ 
mL 첨가하여 24시간 배양한 후, 세포증식 억제, 막투과성, 
세포내 ROS 분석 및 세포사멸 단계의 특성을 FACS 분석하
고, RT-PCR에의한사멸관련유전자중 Bax/Bcl-2 ratio 분석
을 통하여 IDE의 항암작용의 조절작용을 밝히고자 하였다. 
MTT의세포 증식 억제는 첨가된 IDE의 농도에 따라 유의적
으로감소하였다(p<0.05). 이와동시에, trypan blue에대한염
색성과 DCF-DA 형광 분석의 결과는 각각, 막투과성과 세포
내 ROS 농도가 모두 농도 의존적으로 증가됨을 보였다(p< 
0.05). 이와 같은 IDE 농도에 따른 세포화학적 변화 중에서
세포의 초기사멸에서 후기사멸 과정으로 급격한 사멸단계의

변화가특히, IDE 농도 30과 40 µg/mL에서일어났다. RT-PCR 
분석에 의한 Bax/Bcl-2 ratio도 IDE 농도 30과 40 µg/mL에서
급격히증가하였다(p<0.05). 이와같은세포화학적결과와 RT- 
PCR 결과를종합해볼 때, IDE의유방암세포(MDA-MB-231)
에대한 세포사멸작용은막 투과성의증가와 ROS 증가를통
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하여 세포에 점진적인 손상을 일으키며, 이는 세포의 생화학
적 변화도 초래하여 세포 증식 억제를 감소시켜, 결국 세포
내의 사멸관련 유전자 지표인 Bax/Bcl-2 ratio를 크게 변화시
키는일련의세포사멸을점진적으로유도시켜항유방암의효

과의 가능성을 제시하였다.
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