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알로에 배지에서 재배한 표고버섯 추출물의 종양괴사인자로 
유도된 유방암세포 MDA-MB231에 대한 전이 저해 활성
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ABSTRACT To investigate the anti-cancer effect of shiitake mushrooms (Lentinus edodes) cultured in aloe-supple-
ment, we treated extract of shiitake mushroom cultured in aloe-supplement (ESA) to MDA-MB-231 human breast 
cancer cells. ESA-treated MDA-MB-231 cells showed decreased growth rate in XTT assay. In addition migration/in-
vasion was noticeably inhibited by ESA in TNF-α-treated MDA-MB-231 cells. Western blot analysis showed that 
the molecular mechanism of cell migration/invasion was mediated by reduced intercellular adhesion molecule-1 ex-
pression via p-ERK signal transduction pathways. We found ESA had inhibition activity against cellular growth and 
migration/invasion. Taken together, ESA has putative anti-cancer activity against human breast cancer.
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서   론

한국에서의 유방암 발생 추이는 2008년 보건복지부 발표 

기준 인구 10만 명당 18.7건이며 대부분 여성에게 발병하고 

있다. 또한 발병인구는 더욱 빠른 속도로 증가 추세에 있어 

발병률이 높은 유럽과 북미의 여성들뿐만 아니라 우리나라

에서도 매우 시급한 현안이라고 볼 수 있다(1). 유방암의 70 

~80%는 호르몬 의존적인 양상을 보이며 이는 에스트로겐 

리셉터(estrogen receptor) 혹은 프로게스테론 리셉터

(progesterone receptor)를 가지고 있기 때문으로 추측되

고 있다. 이러한 종류의 유방암은 전이된 암의 80% 이상이 

림프절에서 발견되며 상대적으로 좋은 예후를 보인다(2). 유

방암세포인 MCF-1은 ER 포지티브 세포주로서 누드마우스

에 이종 이식 후 estradiol에 의해 유선에서 종양으로 증식

하나 전이능이 상대적으로 약하다. 하지만 에스트로겐 리셉

터가 결핍된 유방암 세포주 MDA-MB-231은 MCF-1보다 

공격적인 cancer marker들을 가지고 있으며, 누드마우스

에서 전이됨을 관찰할 수 있고 또한 antiestrogen 처리에 

대해 반응을 보이지 않는 특징을 지닌다(2-5).

Cell adhesion molecule(CAM)은 종양세포 등에서 세포 

간의 또는 세포와 extracellular matrix(ECM) 간의 상호작

용에 관여하는 단백질로 알려져 있다(6-10). 종양의 진행은 

다단계로 진행되며 세포접합단백질(CAM) 등이 종양의 전

이에서 재발과 이동, 침윤 등의 과정에 중요한 역할을 하게 

된다. 이들 세포접합단백질들은 인간혈관내피세포(vascular 

endothelial cells), 림프구(lymphocytes), 섬유아세포(fibro-

blasts), 조혈세포(hematopoietic cells), 종양세포(tumor 

cells) 등의 다양한 세포에서 발현되고 있으며, intercellular 

adhesion molecule-1(ICAM-1, CD54), vascular cell ad-

hesion molecule-1(VCAM-1, CD106), endothelial leu-

kocyte adhesion molecule-1(E-selectin, CD62E) 등의 

세포접합단백질들은 종양의 증식과 전이에 관계된다는 것

이 밝혀져 있다.

제주에서 대량 생산되고 있는 알로에는 백합과 알로에 속

에 속하는 다년생초이며 생리활성을 지니는 고분자 다당체

인 acetylated mannan, glucomannan 등을 가지고 있다
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(11,12). 본 연구에서는 알로에 추출물 저분자 획분 및 알로

에 총 추출물을 포함하는 고체 배지에 표고버섯의 담자균을 

배양하여 알로에 및 버섯의 유용성분이 포함된 건강식품을 

개발하고자 연구를 진행하였다. 본 실험에서는 표고버섯 배

양배지에 알로에 저분자 획분 및 총 추출물을 첨가하여 자실

체를 발생시켰으며, 그 추출물을 사용하여 유방암세포에서

의 억제작용을 확인하였다. 알로에의 생리활성물질 및 그의 

효과에 대해서는 이미 상당히 연구되어 있으며(13,14) 표고

버섯의 활성물질 등도 많이 연구되어 있으나(15,16) 알로에를 

사용하여 재배한 버섯의 추출물 사용은 최초로 연구되었다. 

재료 및 방법

세포 및 시약

대식기 유방암세포 MDA-MB-231 세포는 한국세포주은

행(Seoul, Korea)에서 구입하였고, DMEM high glucose 

medium, fetal bovine serum(FBS)과 penicillin/strepto-

mycin은 WelGENE(Daegu, Korea)에서 구입하였다. Cell 

Proliferation kit Ⅱ(2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sul-

fophenyl)-2-h-tetrazolium-5-carboxanilide; XTT)는 

Roche Molecular Biochemicals(Mannheim, Germany)에

서 구입하였고, TNF-α는 R&D systems(Boston, MA, 

USA), primary antibody(I-CAM, P-ERK)와 secondary 

antibody(HRP-conjugated anti-mouse)는 Santa Cruz 

Biotechnology, Inc.(Dallas, TX, USA)에서 구입하였다.

Migration/invasion assay

Gelatin invasion assay는 transwell system(Corning 

Inc., Rochester, NY, USA)을 사용하여 실시하였다. 8 μm 

pore filter insert에 gelatin으로 coating 하여 사용하고, 

혈관평활근세포는 조직배양기에서 떼어내어 5×104 cells/ 

well로 처리하였다. 각각의 well에 TNF-α 처리구, TNF-α 

+ABE 처리구, 무처리구의 조건으로 24시간 동안 배양하

고, 배양이 끝난 후 filter를 통과한 세포를 fixation 한 후 

hematoxylin과 eosin Y로 염색하였다. 염색이 끝난 후 현미

경으로 염색된 세포의 개수를 측정하여 migration 된 세포

의 수를 대조구와 비교 분석하였다.

세포배양

한국세포주은행에서 분양받은 murine macrophage cell 

line RAW 264.7 세포는 10% FBS와 1% penicillin-strep-

tomycin을 포함하는 DMEM(Dulbeco's modified Eagle 

medium) high glucose medium 배지를 사용하여 37°C, 

5% CO2 조건에서 배양하였다.

세포독성 측정

ESA에 대한 세포독성은 Roche Molecular Biochem-

icals(17)의 방법에 준하여 측정하였다. MMDA-MB-231 

세포를 96-well plate(SPL, Seoul, Korea)에 세포수가 5× 

103 cells/well이 되게 분주하고 80% confluence로 CO2 

incubator에서 배양하였다(24시간, 37°C, 5% CO2). 배양 

후 serum free media로 세척하고, ESA를 농도별로 각각 

처리하여 37°C에서 72시간 배양하였다. Well당 XTT 시약

을 50 μL 처리하여 4시간 반응시킨 후 ELISA(enzyme 

linked immunosorbent assay) reader(Molecular Devi-

ces, Sunnyvale, CA, USA)로 490 nm에서 흡광도 변화를 

측정하여 세포의 생육 억제율을 백분율로 나타내었다.

웨스턴 블럿

면역학적 방법으로 시그널 단백질들을 검출하기 위하여 

웨스턴 블럿을 실시하여 시그널을 분석하였다. 단백질 추출

을 위하여 RIPA buffer(Tris-HCl 50 mM, pH 7.4; NP-40 

1%, Na-deoxycholate 0.25%; NaCl 150 mM, EDTA 1 

mM, PMSF 1 mM; aprotinin, leupeptin, pepstatin, 1 μg/ 

mL each; Na3VO4 1 mM, NaF 1 mM)를 사용하였다. 시료

가 처리된 세포는 phosphate buffered saline(PBS; NaCl 

137 mM, KCl 27 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 2 mM)으

로 2회 wash 하고 RIPA buffer에 용해한 후 단백질 정량을 

하였다. 정량된 샘플은 Nitrocellulose membrane(Amer-

sham Co., Arlington Height, IL, USA)을 사용하여 블럿한 

후 실험에 사용하였다.

통계분석

모든 실험 결과는 최소 3회 반복 측정하여 평균±표준편

차로 나타내었고, 그 결과는 SPSS software(Ver. 12.0K, 

SPSS Inc., Chicago, IL, USA)를 사용하여 처리하였다. 실

험 결과 자료의 통계분석은 one-way ANOVA 분석 후 사후

검정으로 Tukey HSD post-hoc test로 시료 간의 유의성 

검정은 P<0.05 수준에서 실시하였다.

결과 및 고찰

ESA의 유방암세포에 대한 생육저해 활성

MDA MB231 세포주는 악성 유방암의 특징을 가지고 있

는 세포로서 이 세포에 ESA를 처리하고 생육도의 변화를 

XTT 방법으로 확인하였다. 96 well plate에 well당 5×103

의 세포를 처리한 후 24시간 동안 37°C 배양기에서 CO2 

gas를 주입하면서 배양하였고, serum-free 배지로 교환한 

후 농도별로 알로에를 처리하고 72시간 후 세포의 생육도를 

확인하였다(Fig. 1). 400 μg/mL 농도에서 control에 비교해 

76%의 생육도를 나타내었으며, 결론적으로 400 μg/mL 이

상의 농도에서 유방암세포에 약간의 생육저해 활성을 가지

는 것으로 보인다.

ESA의 유방암세포의 세포 이동 억제 효과

Gelatin으로 코팅된 transwell을 이용하여 TNF-α와 
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Fig. 1. Growth inhibition ratio of ESA on MDA-MB-231 cells.
Values are expressed as mean±SD of three independent experi-
ments.

TNF-α (20 ng/mL)
ESA (0.4 mg/mL)

Fig. 3. Inhibitory effect of ESA on the ICAM-1 protein levels 
in TNF-α induced MDA-MB-231 cells. ESA inhibited ICAM-1 
significantly. Total proteins were collected at 24 h after TNF-α
treatment and transferred nitrocellulose membrane. Values are 
expressed as mean±SD of three independent experiments. Statis-
tical significance was considered at P<0.05.

A

B

Fig. 2. Effect of ESA on the migration/invasion ratio of TNF-α
treated MDA-MB-231 cells. Values are expressed as mean±SD
of three independent experiments. Statistical significance was 
considered at P<0.05. (A) In transwell, migrated or invaded cells 
were stained with hematoxylin and eosin Y. (B) ESA inhibited 
the migration/invasion of MDA-MB-231 cells in a dose-depend-
ent manner.

ESA 처리 시의 유방암세포의 invasion/migration의 변화를 

검증하였다. MDA MB231 세포주는 낮은 농도의 TNF-α 

처리 시에 invasion/migration이 증가한다는 것이 알려져 

있으며(18), Fig. 2와 같이 증가된 invasion/migration은 

ESA에 의해 억제되었다. Gelatin으로 코팅된 transwell을 

이용하여 TNF-α와 ESA 처리 시 유방암세포의 invasion 

/migration의 변화를 검증하였으며, 이때 이동된 세포는 

transwell의 membrane을 hematoxylin과 eosin Y로 염색

하여 나타내었다(Fig. 2). 그림과 같이 TNF-α에 의해 증가

된 유방암세포의 invasion/migration은 ESA에 의해 억제되

었다. 이 결과에서 TNF-α를 처리하였을 때 세포의 이동(전

이)도가 증가함을 확인하였는데, 이는 ESA의 처리에 의해 

농도 의존적으로 감소한다는 것을 확인할 수 있었다. 

ESA 처리에 의한 ICAM-1 단백질의 감소

일반적으로 ICAM-1의 활성에 의해 세포의 migration/ 

invasion이 영향을 받는다는 것이 잘 알려져 있으므로 

ICAM-1 분자의 세포 발현량을 알로에 처리 세포에 TNF-α

를 24시간 동안 처리한 후 세포를 harvest 하여 검증하였다. 

웨스턴 블럿 시그널을 분석하였으며, ESA의 세포 처리에 

의해 ICAM-1 분자의 발현이 줄어드는 것을 확인할 수 있었

다(Fig. 3). 이 결과에서 ESA의 세포 이동(전이)도 저해 효

과에 대한 작용기작을 조사하기 위해 세포접합에 관련되는 

단백질인 ICAM-1의 ESA 처리에 따른 변화를 조사한 결과 

단백질의 감소를 확인하였다. 

ESA에 의한 p-ERK MAPK의 신호전달 억제

유방암세포의 migration/invasion의 저해작용은 TNF-α

에 의해 유도되는 signal transduction 과정의 일부를 방해

함으로써 일어난다는 예가 여러 가지 알려져 있으며 따라서 

그중의 하나로 TNF-α에 의해서 주로 활성을 가지는 p- 

ERK의 세포 내의 활성이 저해되는지 여부를 웨스턴 블럿에 

의해 검정하였다. TNF-α에 의해 유도된 p-ERK의 활성을 

ESA가 저해함을 확인하기 위해 ABE를 먼저 처리한 뒤 

TNF-α를 처리하여 p-ERK를 유도한 세포를 harvest 하고 

웨스턴 블럿으로 p-ERK의 단백질량을 확인한 결과, ESA의 

농도에 의존적으로 p-ERK 시그널이 감소함을 확인할 수 

있었다(Fig. 4). 결과에서 ICAM-1의 발현과 세포 이동(전

이)에 영향을 줄 수 있는 MAPK인 ERK의 인산화 정도를 

측정한 결과, TNF-α에 의해 증가된 ERK 단백질의 인산화
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Fig. 4. Inhibitory effect of ESA on the p-ERK protein levels
in TNF-α induced MDA-MB-231 cells. ESA inhibited p-ERK
gradually. Total proteins were collected at 15 min after TNF-α
treatment and transferred nitrocellulose membrane.

TNF-α (20 ng/mL)
U0126 (μM)

Fig. 5. U0126 (p-ERK inhibitor) suppressed the migration/in-
vasion of TNF-α stimulated MDA-MB-231 cells. To confirm 
the significance of p-ERK signal in MDA-MB-231 cell's migra-
tion/invasion, U0126 was treated on the MDA-MB231 cells with
TNF-α and counted the migrated/invaded cells. Values are ex-
pressed as mean±SD of three independent experiments. Statisti-
cal significance was considered at P<0.05.

는 ESA 처리구에서 감소됨을 알 수 있었다.

U0126에 의한 유방암세포의 migration/invasion 감소

MAPKinase의 하나인 ERK의 활성을 저해함으로써 mi-

gration/invasion이 감소함을 증명하기 위해 유방암세포에 

p-ERK의 inhibitor인 U0126을 처리한 후 TNF-α를 사용

하여 migration/invasion을 유도하였으며, Fig. 5와 같이 유

방암세포의 migration/invasion이 U0126의 처리에 의해 

농도 의존적으로 감소함을 확인할 수 있다. 따라서 p-ERK

에 의한 신호전달 과정은 유방암세포인 MDA-MB-231의 

이동(전이)에 직접적인 관련이 있다는 것을 확인할 수 있었

다. 이 결과는 p-ERK의 감소에 따른 세포 이동(전이)도의 

감소 현상을 확인하기 위해 p-ERK의 inhibitor인 U0126을 

처리하여 세포 이동(전이)도를 측정한 결과로서 U0126의 

처리량에 농도 의존적으로 감소함을 확인할 수 있었고, 따라

서 유방암세포인 MDA-MB-231의 이동(전이)은 p-ERK의 

직접적인 조절을 받는다는 것을 확인할 수 있었다. 또한 

ICAM-1의 발현은 p-ERK 신호전달계의 조절을 받는다는 

것이 보고되어 있으므로(19), ICAM-1의 발현조절과 유방

암세포의 이동(전이)에 MAPK인 ERK의 신호전달계가 작용

한다는 것을 추측할 수 있다.

알로에 추출물은 오랜 기간 많은 연구자들에 의해 항암활

성, 면역증강활성 등의 효능이 있음이 보고되었으며 버섯에

서도 마찬가지로 항암활성과 면역증강활성이 있음이 보고

되어 있다. 하지만 알로에와 버섯류의 동시 처리에 의한 항

암활성은 전무한 실정이다. 이번 실험에서는 최초로 담자균

류를 배양하여 자실체를 형성하는 과정에서 알로에 추출물

을 처리하여 배양하였으며, 그 추출물에서 유방암세포인 

MDA-MB-231의 세포 이동(전이) 저해작용이 있음을 확인

하였고 저해 기작은 p-ERK의 신호전달 감소로 인한 ICAM- 

1의 발현 억제로 일어남을 알 수 있었다. 

요   약

알로에를 첨가한 표고버섯 배양 추출물(ESA)의 항암효과를 

검정하기 위하여 인간 유방암 세포주인 MDA-MB-231에 

ESA를 처리하여 생육저해 활성과 세포 이동 억제 효과를 

확인하였다. MDA-MB-231 세포에 ESA를 처리하여 72시

간 후 관찰한 결과 약간의 생육저해 활성을 나타내었으며, 

또한 transwell에서 TNF-α가 처리된 세포에 ESA를 처리

해 본 결과 migration/invasion 정도를 상당히 저해함을 알 

수 있었다. 이러한 세포 이동능의 저해 기작은 웨스턴 블럿 

분석을 통해 확인해 본 결과 p-ERK 신호를 통해 일어나며, 

ICAM-1 단백질의 발현을 억제함으로써 나타나는 것을 알 

수 있었다. 따라서 본 실험에서는 알로에 첨가 담자균 배양 

추출물(ESA)은 인간 유방암세포에 대해 잠재적인 항암효과

가 있음을 확인하였다. 이후 표고버섯 외 꽃송이버섯과 상황

버섯에서의 알로에 배양액에 대한 항암효과에 대한 연구를 

수행하고 있어 그 결과를 보고하고자 한다.
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