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ABSTRACT This study was performed to determine the anticancer effects of cultivated Orostachys japonicus (COJ) 
and wild Orostachys japonicus (WOJ) on primary human prostate cancer cells (RC-58T/h/SA#4 cells). The morphology 
of cells treated with COJ and WOJ was distorted to shrunken cell masses. In addition, cell death induced by COJ 
and WOJ was associated with increased population of cells in sub-G1 phase as well as the formation of apoptotic 
bodies and nuclear condensation. COD and WOJ markedly reduced the number of viable prostate cancer cells in 
a dose-dependent manner, and cell numbers were lower than control cells. COJ and WOJ also inhibited increases 
in cell proliferation induced by environmental hormones such as dioxin and bisphenol A in charcoal-treated FBS (cFBS) 
medium. COJ and WOJ methanol extracts at the tested concentrations (150, 300, and 600 μg/mL) also dose-dependently 
inhibited cell proliferation induced by environmental hormones. These results indicate that COJ and WOJ exert anti-
cancer effects on primary human prostate cancer cells.
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서   론

전립선암은 서구사회에서 남성에게 흔하게 발생하는 암

으로 알려져 있으며, 최근 우리나라에서도 서구화된 생활방

식과 노년층 인구의 증가에 따라 전립선암의 발생이 급격하

게 증가하고 있다(1). 전립선암의 발병요인으로는 인종, 고

령, 비만, 남성 호르몬, 동물성 지방의 섭취 증가 등이 있다

(2-4). 통계에 따르면 전립선암의 발생 빈도가 50세 이후부

터 높아져 전립선암의 발생률이 30%이고 80세 이상에서는 

80% 정도인 것으로 보고되어 있다(5). 현재까지 전립선암

에 대한 다양한 연구들이 진행되고 있으나 특정세포에만 국

한되어 있으며, 특히 LNCap 및 PC-3와 같이 기존에 전립선

암 연구에 흔하게 사용되어온 암세포는 각각 상피 및 척추로 

전이된 형태의 세포로 순수한 전립선암세포로 보기 어렵다

(6,7). 

와송(Orostachys japonicus)은 돌나무과의 다년생 초본

식물로 오래된 기와지붕이나 산 위의 바위에서 자란다(8). 

한국, 중국, 일본 등지에 분포하며 면역(9), 항산화(10,11), 

항균(12,13), 항고지혈증(14) 및 항당뇨 효과(15) 등 다양한 

약리적 효과를 가지고 있는 것으로 보고되고 있다. 와송은 

이러한 다양한 약리적 효과를 가지고 있음에도 불구하고 특

이한 생육조건을 가지고 있어 채취하기가 어렵다. 또한 환경

오염 등에 취약하여 야생에 자생하는 천연 와송을 찾아보기

도 어렵다. 따라서 농가에서 와송을 손쉽게 구할 수 있도록 

재배 육종하고 이를 대량으로 생산할 수 있는 기술 개발에 

대한 연구가 시급한 실정이다. 기존에 보고되어진 와송과 

관련된 항암 효과에 대한 연구로는 인간 급성 전골수성백혈

병세포주인 HL-60 세포(17), HT-29 및 SW480 인간 대장

암 세포(16,18,19), 위암, 간암, 자궁경부암 및 폐암 세포 

등 다양한 암세포의 세포 성장 억제 효과 및 apoptosis 유도

효과에 대한 연구들이 보고되어 있다(20,21). 그러나 전립
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선암세포에 대한 연구는 아직까지 보고된 바가 없다. 또한 

최근에는 환경호르몬과 같은 내분비교란물질들이 전립선암

이나 유방암과 같은 호르몬 관련 질병들을 일으키는 원인이 

될 수 있다고 보고됨에 따라 그 심각성이 대두되어 환경호르

몬에 관한 여러 연구가 진행되고 있으나 아직 미흡한 실정이

다(22).

따라서 본 연구에서는 전이되기 전의 형태인 primary 

cancer 조직으로부터 분리된 전립선암세포인 RC-58T/h/ 

SA#4 세포를 이용하여 천연 와송과 재배 와송의 처리에 따

른 항암효과 및 apoptosis 유도효과를 확인하였으며, diox-

in 및 bisphenol A와 같은 환경호르몬에 의해 성장이 유도

된 전립선암세포에서 천연 와송과 재배 와송 처리가 세포 

성장을 효과적으로 억제하는지를 알아보았다.

재료 및 방법

와송 추출물의 제조

재배 와송(Orostachys japonicus A. Berher)의 종자는 

기와 위에서 자생하는 종자를 채취하여 일주일 동안 5°C의 

저온처리 발아법으로 파종하였다. 파종 상토는 흙과 모래, 

기와가루를 2:2:1의 비율로 혼합하여 40×30 cm의 플라스

틱 화분에 파종하여 3년 동안 생육시킨 후 채취하여 음건 

한 것을 본 실험에서 재배 와송으로 사용하였다(23). 천연 

와송은 경상북도 포항시에서 채취된 것을 구입하여 사용하

였다. 각각의 건조된 와송을 분쇄한 후 시료 양의 10배(w/v)

량 100% 메탄올과 혼합하여 64°C에서 3시간씩 3회 환류추

출한 후 여과하였다. 여과액을 회전감압농축기(EYELA, 

Tokyo Rikakikai Co., Tokyo, Japan)로 농축하여 각각의 

와송 메탄올 추출물을 얻었다.

세포 배양

본 실험에 사용한 RC-58T/h/SA#4 인체 전립선 암세포

는 primary prostate cancer cell로서 telomerase-im-

mortalized primary malignant tumor-derived human 

prostate epithelial cell line이다. 본 세포는 Center for 

Prostate Disease Research(Department of Surgery, 

Uniformed Services University of Health Sciences, 

Bethesda, MD, USA)로부터 분양받아 100 units/mL의 

Antibiotic Antimycotic(GIBCOⓇ/InvitrogenTM, Grand Is-

land, NY, USA)과 10% FBS(Fetal Bovine Serum, GIBCO
Ⓡ/InvitrogenTM)가 첨가된 DMEM(GIBCOⓇ/InvitrogenTM)

을 이용하여 37°C, 5% CO2 incubator(Thermo Scientific, 

Waltham, MA, USA)에서 계대 배양하여 사용하였다.

암세포 증식 억제능 측정

암세포 증식 억제능은 sulforhodamine B(SRB, Sigma- 

Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)법을 이용하여 측정하였

다. SRB법은 생존 세포 내의 단백질 총량을 흡광도로 나타

내어 세포 사멸 정도를 확인하는 방법이다. Trichloroacetic 

acid(TCA, Sigma-Aldrich Co.)에 의해 생존 세포만 well 

plate에 부착되며 이 세포의 단백질 내 염기성 아미노산 잔

기가 SRB와 결합하여 마지막에 처리하는 Tris buffer에 녹

아 나와 흡광도를 나타낸다(24). 암세포 증식 억제능은 세포

를 1×105 cells/mL가 되도록 희석하여 24 well plate에 분

주한 다음 37°C, 5% CO2 incubator에서 24시간 배양하여 

재배 와송과 천연 와송을 0, 150, 300 및 600 μg/mL의 농도

로 첨가하고 48시간 동안 반응시켰다. 반응 종료 후 12% 

TCA를 넣어 4°C에서 세포를 고정시키고 well을 세척한 후 

0.4% SRB 용액을 첨가하여 염색하였다. 염색 종료 후 1% 

acetic acid(Kanto Chemical Co., Inc., Tokyo, Japan)로 

세척하고 10 mM Tris buffer(Sigma-Aldrich Co.)를 첨가

하여 SRB를 녹였다. 상등액을 96 well plate에 옮겨 micro-

plate reader(Titertek Multiscan Plus, Labsystems, 

Espoo, Finland)를 사용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하

였다.

암세포 사멸능 측정

암세포 사멸능은 세포를 1×105 cells/mL가 되도록 희석

하여 24 well plate에 분주한 다음 37°C, 5% CO2 incubator

에서 24시간 배양하여 재배 와송과 천연 와송을 0, 150, 

300 및 600 μg/mL의 농도로 첨가하고 48시간 동안 반응시

켰다. 반응 종료 후 원심분리 하여 trypan blue(GIBCOⓇ/ 

InvitrogenTM)로 염색하고 hemacytometer(Marienfeld 

Superior, Lauda-Konigshofen, Germany)를 이용하여 세

포수를 세었다.

암세포 형태의 관찰

암세포를 1×106 cells/mL가 되도록 희석하여 6 well 

plate에 분주한 다음 37°C, 5% CO2 incubator에서 24시간 

배양하여 재배 와송과 천연 와송을 0, 150, 300 및 600 μg/ 

mL의 농도로 well plate에 처리하고 48시간 동안 반응시켰

다. 이후 세포의 형태학적 변화는 200배율의 광학현미경

(Leica Microsystems, Wetzlar, Germany)으로 관찰하고 

사진을 촬영하였다.

Sub-G1의 함량 분석

암세포를 1×106 cells/mL가 되도록 희석하여 6 well 

plate에 분주한 다음 37°C, 5% CO2 incubator에서 24시간 

배양하여 재배 와송과 천연 와송을 0, 150, 300 및 600 μg/ 

mL의 농도로 well plate에 처리하고 48시간 동안 반응시켰

다. 회수한 세포를 세척하고, 상층액을 제거한 다음 70% 

ethanol(Dae Jung Chemical Industry Co., Ltd., Shiheung, 

Korea)을 가하고 4°C에서 24시간 방치하였다. 고정된 세포

를 세척하고 0.5 mg/mL RNase, 1 mg/mL PI(propidium 

iodide, Sigma-Aldrich Co.) 및 PBS를 섞은 용액을 넣어 

37°C에서 염색하였다. 염색된 세포 현탁액은 flow cy-
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Fig. 1. Effect of cell growth inhibition in RC-58T/h/SA#4 cells 
treated with methanol extract of cultivated Orostachys japonicus
(COJ) and wild Orostachys japonicus (WOJ). Cells were meas-
ured after treatment with various concentration of WOJ and COJ 
in DMEM supplemented with 10% FBS for 48 hr. Cell viability 
was determined by SRB assay. Data values are expressed as 
mean±SD of triplicate determinations. Significant differences 
were compared with control at ***P<0.001 by Student t-test.

Fig. 2. Effect of cell death in the RC-58T/h/SA#4 cells treated 
with methanol extract of cultivated Orostachys japonicus (COJ) 
and wild Orostachys japonicus (WOJ). Cells were measured af-
ter treatment with various concentration of WOJ and COJ in 
DMEM supplemented with 10% FBS for 48 hr. Cell viability 
was determined by trypan blue assay. Data values are expressed 
as mean±SD of triplicate determinations. Significant differences 
were compared with control at **P<0.01, ***P<0.001 by Student 
t-test.

tometer(EPICS XL, Beckman Coulter, Brea, CA, USA)

를 이용하여 세포주기를 분석하였다.

Hoechst staining

암세포를 5×105 cells/mL가 되도록 희석하여 6 well 

plate에 분주한 다음 37°C, 5% CO2 incubator에서 배양한 

후 재배 와송과 천연 와송을 0, 150, 300 및 600 μg/mL의 

농도로 처리하여 48시간 동안 반응시켰다. 반응이 종료된 

세포를 수거하여 200 μL hoechst 33258(bis-benzimide, 

1 μg/mL, Sigma-Aldrich Co.)을 첨가하여 실온에서 10분

간 염색시킨 후 PBS로 2회 세척하였다. 염색된 핵을 형광현

미경으로 관찰하였다.

Chacoal-treated FBS 제조

환경호르몬으로부터 유도된 암세포의 증식 억제 효과를 

측정하였다. Serum의 호르몬 활성을 최소화하기 위하여 

FBS에 5% charcoal을 처리하여 55°C에서 30분 동안 교반

한 후 3,000 rpm, 4°C, 20분간 원심분리 하여 상등액을 취

하고, 이를 2회 반복하여 얻은 상등액을 여과하여 char-

coal-treated FBS(cFBS)를 얻은 후 –20°C에서 보관하여 

실험에 사용한다.

환경호르몬으로부터 증식이 유도된 암세포의 억제 효과

암세포를 1×105 cells/mL가 되도록 희석하여 24 well 

plate에 분주한 다음 37°C, 5% CO2 incubator에서 24시간 

배양하여 5% cFBS, 5% cFBS+bisphenol A or dioxin, 5% 

cFBS+bisphenol A 또는 dioxin+와송을 농도별로 첨가하

고 48시간 동안 반응시켰다. 반응 종료 후 12% TCA를 넣어 

4°C에서 세포를 고정시키고 well을 세척한 후 0.4% SRB 

용액을 첨가하여 염색하였다. 염색 종료 후 1% acetic acid

로 세척하고 10 mM Tris buffer를 첨가하여 SRB를 녹였다. 

상등액을 96 well에 옮겨 microplate reader(Titertek 

Multiscan Plus)를 사용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하

였다.

통계처리

실험결과는 3 반복에 대한 평균 및 표준편차로 표시하였

으며, 각 실험군을 대조군에 대한 백분율로 나타내었다. 각 

군 간의 통계적 유의성에 대한 검증은 Student's t-test를 

실시하여 유의성 여부를 판정하였다(*P<0.05, **P<0.01, 
***P<0.001).

결과 및 고찰

RC-58T/h/SA#4 세포에서 재배 와송과 천연 와송의 암

세포 성장 억제 효과

암세포에서 증식 억제효과는 RC-58T/h/SA#4 암세포에 

메탄올 추출물을 각각 150, 300 및 600 μg/mL 농도로 처리

하여 48시간 반응시킨 후 SRB assay와 trypan blue assay

를 이용하여 알아보았다(Fig. 1, 2). 천연 와송과 재배 와송

의 메탄올 추출물은 처리 농도에 비례하여 암세포의 증식을 

억제하였다. 특히 600 μg/mL 농도에서 가장 높은 세포 증식 

억제능을 나타내었다. 또한 재배 와송과 천연 와송 메탄올 

추출물의 처리에 따른 RC-58T/h/SA#4 전립선 암세포를 

형태학적 변화 관찰을 통하여 확인한 결과, control에서는 

culture plate에 안정적으로 부착되어 정상적인 증식이 이

루어진 모습을 보였으나 재배 와송과 천연 와송을 처리한 

세포는 추출물의 농도가 높아질수록 세포가 부착되어 있지 

않고 부유하였으며 세포의 수가 감소한 것을 관찰할 수 있었

다(Fig. 3). 특히 600 μg/mL 농도에서는 거의 모든 세포가 

부착되지 못하고 부유하고 있는 것을 확인하였다. 

위의 결과를 통해 재배 와송은 RC-58T/h/SA#4 세포에
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COJ

WOJ

       Control                150                  300                  600

(μg/mL)

Fig. 3. Photomicrograph (×200) of RC-58T/h/SA#4 cells treated with methanol extract of cultivated Orostachys japonicus (COJ)
and wild Orostachys japonicus (WOJ). Cells were measured after treatment with various concentration of WOJ and COJ in DMEM
supplemented with 10% FBS for 48 hr.

서 천연 와송과 유사하게 높은 세포 성장 억제 효과를 가지

고 있다는 것을 알 수 있다. 이밖에도 Kim 등(9)은 SW480 

인체 대장암세포에서 재배 와송과 천연 와송 메탄올 추출물 

모두 암세포의 성장을 농도 의존적으로 억제하였으며, 특히 

500 μg/mL의 농도에서 높은 암세포 성장 억제효과를 나타

내었다고 보고하였다.

RC-58T/h/SA#4 세포에서 재배 와송과 천연 와송에 의

한 apoptosis 유도효과

Apoptosis는 programed cell death라고도 불리며, 세포

가 정상적인 상태에서나 또는 병리학적인 요인에 영향을 받

을 때 세포 스스로 죽음에 이르게 되는 현상을 말한다. 

Apoptosis는 sub-G1기의 증가, 세포막의 팽창, 세포수축, 

핵의 응축 및 DNA 분절과 같은 형태학적 특징을 나타낸다

(25). 즉 암세포에서 apoptosis 유도는 암 치료 및 암 예방의 

중요한 기전으로 간주할 수 있다(26). 

재배 와송과 천연 와송 메탄올 추출물의 처리에 의한 

RC-58T/h/SA#4 전립선암세포에서의 apoptosis 유도효과

를 알아보기 위해 세포 주기 중 Sub-G1기의 함량 변화를 

flow cytometer를 이용하여 알아보았다(Fig. 4). 그 결과 

재배 와송과 천연 와송 모두 농도 의존적으로 sub-G1기의 

함량을 증가시켰다. 또한 hoechst 33258 염색을 통해 핵 

형태 변화를 관찰한 결과(Fig. 5), control에서는 핵의 형태

가 손상 없이 일정하게 유지되어 있는 반면, 와송 메탄올 

추출물을 처리한 군에서는 모두 핵의 응축, 절편 및 apop-

totic body가 관찰되었다. 특히 300 및 600 μg/mL 농도에

서는 세포 수축 및 apoptotic body가 눈에 띄게 많이 관찰되

었다. 이러한 결과를 통해서 재배 와송 및 천연 와송 메탄올 

추출물에 의한 세포 사멸이 apoptosis에 의한 것임을 알 수 

있었다.

Ryu 등(13)은 와송이 AGS 인간 위암세포, A549 인간 

폐암세포, HepG2 인간 간암세포 및 HT-29 인간 대장암세

포에서 세포 성장 억제 효과를 가지고 있으며, AGS 위암 

세포에서 p53 경로를 통해 apoptosis를 유도한다고 보고하

였다. Oh 등(10)은 와송이 HL60 인간 급성 전골수성백혈병 

세포에서 apoptosis를 유도한다고 보고하였다. 따라서 와송

은 RC-58T/h/SA#4 primary 인체 전립선암세포를 포함한 

다양한 암세포에서 apoptosis 유도를 통해 세포 성장 억제 

효과를 나타낸다는 것을 알 수 있었다. 

환경호르몬을 처리한 RC-58T/h/SA#4 세포에서 재배 

와송과 천연 와송의 암세포 증식 억제효과

환경호르몬은 유해 화학물질들 중 하나로서 생체 내에 내

분비계에 교란을 일으켜 호르몬의 생산, 분비, 대사, 결합 

및 배설 등에 영향을 미치며, 여성 호르몬과 같은 호르몬 

작용을 흉내 내어 인체의 생식 및 발달, 면역기능 저하, 정자 

감소, 유방암 및 전립선암 과 같은 호르몬 관련 암 유발 등의 

피해를 일으킨다(22,27,28).

대표적인 환경호르몬인 dioxin과 bisphenol A를 각각 처

리한 인체 전립선 암세포에서 재배 와송 및 천연 와송의 암

세포 증식 억제효과를 알아보았다. Bisphenol A와 dioxin을 

처리한 군에서는 세포의 성장을 비정상적으로 촉진시켰으

며, 무처리군과 비교하였을 때 암세포가 두 배 이상 증식한 

것으로 나타났다(Fig. 6). 반면 bisphenol A를 처리한 세포

에 재배 와송과 천연 와송을 처리하였을 때 농도 의존적으로 

암세포의 성장을 억제하였다. 특히 600 μg/mL 농도에서는 

각각 29.55, 39.04%로 가장 높은 암세포의 성장 억제효과

를 보였다. 또한 dioxin을 처리한 세포에 재배 와송과 천연 
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COJ

WOJ

       Control                 150                   300                  600

(μg/mL)(A)

(B)

Fig. 4. Cell cycle distribution in RC-58T/h/SA#4 cells treated with 
methanol extract of cultivated Orostachys japonicus (COJ) and 
wild Orostachys japonicus (WOJ). Cells were measured after treat-
ment with various concentration of WOJ and COJ in DMEM sup-
plemented with 10% FBS for 48 hr. (A) Cell cycle distributions. 
(B) Variation of Sub-G1. Data values are expressed as mean±SD
of triplicate determinations. Significant differences were compared 
with control at **P<0.01 and ***P<0.001 by Student t-test.

COJ

WOJ

       Control                150                  300                  600

(μg/mL)

Fig. 5. Nuclear fragmentation was assessed by fluorescent microscopy using bis-benzimide (Hoechst 33258) in RC-58T/h/SA#4 
cells treated with methanol extract of cultivated Orostachys japonicus (COJ) and wild Orostachys japonicus (WOJ). Cells were 
measured after treatment with various concentration of WOJ and COJ in DMEM supplemented with 10% FBS for 48 hr.

와송을 농도별로 처리했을 때 농도 의존적으로 암세포의 성

장이 억제되는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 7). 특히 600 

μg/mL 농도에서는 각각 31.45, 44.33%로 가장 높은 암세

포의 성장 억제효과를 보였다. 이러한 결과를 통해서 재배 
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Fig. 6. Effect of bisphenol A in RC-58T/h/SA#4 cells treated 
with methanol extract of cultivated Orostachys japonicus (COJ) 
and wild Orostachys japonicus (WOJ). RC-58T/h/SA#4 cells 
were treated with 5% cFBS, 5% cFBS+bisphenol A and 5% 
cFBS+bisphenol A+each concentration of WOJ and COJ for 
48 hr. Cell viability was determined by SRB assay. Data values 
are expressed as mean±SD of triplicate determinations. Signifi-
cant differences were compared with 5% cFBS+bisphenol A 
group at ***P<0.001 by Student t-test.

Fig. 7. Effect of dioxin in RC-58T/h/SA#4 cells treated with 
methanol extract of cultivated Orostachys japonicus (COJ) and 
wild Orostachys japonicus (WOJ). RC-58T/h/SA#4 cells were 
treated with 5% cFBS, 5% cFBS+dioxin and 5% cFBS+diox-
in+each concentration of WOJ and COJ for 48 hr. Cell viability 
was determined by SRB assay. Data values are expressed as 
mean±SD of triplicate determinations. Significant differences 
were compared with 5% cFBS+dioxin group at ***P<0.001 by 
Student t-test.

와송과 천연 와송은 환경호르몬에 의해 성장이 촉진된 암세

포에 대해서 우수한 세포 성장 억제효과를 나타낸다는 것을 

알 수 있었다. 

Kwon 등(22)은 환경호르몬의 처리에 의해 증식이 유도

된 RC-58T/h/SA#4 인체 전립선암세포에서 산수유 에탄올 

추출물이 전립선암세포의 증식을 억제하였다고 보고하였으

며, Park 등(29)은 당귀 메탄올 추출물 및 decursin의 처리

가 환경호르몬에 의해 증식이 유도된 MCF-7 인체 유방암

세포의 증식을 억제하였다고 보고하였다. 위의 실험 결과들

과 같이 재배 와송과 천연 와송이 모두 dioxin 및 bisphenol 

A와 같은 환경호르몬에 의한 전립선암세포의 비정상적인 

과 증식을 억제한다는 것을 알 수 있었다.

요   약

재배 와송과 천연 와송의 항암효과 및 apoptosis 유도효과

를 입증하기 위하여 RC-58T/h/SA#4 primary 인체 전립선

암세포를 이용하여 다양한 실험을 실시하였다. 그 결과 재배 

와송과 천연 와송은 전립선암세포에서 농도 의존적으로 높

은 암세포 증식 억제효과를 나타내었으며, 대조군과 비교하

여 와송 메탄올 추출물 처리 시 세포의 형태가 수축되고 세

포의 수가 감소한 것을 형태학적 관찰을 통해 확인할 수 있

었다. 또한 와송 메탄올 추출물의 처리에 따른 RC-58T/h/ 

SA#4 세포에서의 apoptosis 유도효과는 sub-G1기의 함량 

증가와 hoechst 염색을 통한 apoptotic bodies 형성 및 핵 

형태 변화를 관찰을 통해 확인할 수 있었다. 한편 재배 와송

과 천연 와송은 dioxin과 bisphenol A와 같은 환경호르몬 

처리에 의해 비정상적으로 증가된 전립선암세포의 성장을 

억제하는 것으로 나타났다. 본 연구 결과, 재배 와송과 천연 

와송은 RC-58T/h/SA#4 전립선암 세포에서 유사한 암세포 

성장 억제효과와 apoptosis 유도효과를 가지고 있음을 확인

하였으며, 환경호르몬에 의해 유발될 수 있는 암에 대해서도 

유사한 보호 효과를 가지고 있음을 증명하였다. 
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