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Extracts from Artemisia annua Linné (AAE) have been known to possess various functions, including 
anti-bacterial, anti-virus, and anti-oxidant effects. However, the mechanism of those effects of AAE is 
not well-known. The aim of this study was to analyze the inhibitory effects of AAE on cell pro-
liferation of the human hepatoma cell line (Hep3B) and to examine its effects on apoptosis. Activation 
by phosphorylation of Akt is cell proliferation through the phosphorylation of TSC2, mTOR, and 
GSK-3β. We suggested that AAE may exert cancer cell apoptosis through Akt/mTOR/GSK-3β signal 
pathways and mitochondria-mediated apoptotic proteins. For this, we examined the effects of extracts 
of AAE on cell proliferation according to treatment concentration. Treatment with AAE not only re-
duced cell viability, but also resulted in the induced release of lactate dehydrogenase (LDH). These 
results were determined with a 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) as-
say and a lactate dehydrogenase (LDH) assay. Furthermore, we determined the effects of apoptosis 
through Hoechst 33342 staining, annexinⅤ-propidium iodide (PI) staining, 5,5‘, 6,6’-tetrachloro- 
1,1‘,3,3’-tetraethyl-imidacarbocyanine iodide (JC-1) staining, and Western blotting. Our study showed 
that the treatment of liver cancer cells with AAE resulted in the inhibition of Akt, TSC2, GSK-3β- 
phosphorylated, Bcl-2, and pro-caspase 3 and the activation of Bim, Bax, Bak, and cleaved PARP 
expressions. These results indicate that AAE induced apoptosis by means of a mitochondrial event 
through the regulate of Akt/mTOR/GSK-3β signaling pathways.
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서   론

암은 우리나라에서 사망률 1위를 차지하는 심각한 질병이

다. 이러한 암은 인체에서 비정상적으로 조절되며 침윤 및 전

이를 유발하는 질병을 말한다[5]. 한국인의 3대 암중의 하나인 

간암은 많은 치료법을 연구하고 개발하고 있으나 생존율의 

큰 증가는 입증되지 않았다. 

간암은 원발성 간암과 전이성 간암으로 나눌 수 있다. 원발

성 간암은 간 조직에서 기원되는 간암이고, 전이성 간암은 다

른 부위의 암에서 떨어져 나온 암세포가 혈관이나 림프관을 

통해서 간에 도달하여 간 조직에 암 덩어리를 만들거나 직접

적으로 간에 도달하여 암 덩어리를 만드는 것을 말한다. 우리

나라의 경우 10만 명 당 26.9명으로 세계에서 가장 높은 발생

률을 보이고, 나이가 많을수록 발병이 증가하는 경향을 보이

고 있다. 간암은 예로부터 타 부위 암에 비해 진행속도나 예후

가 극히 불량한 형태의 질환으로 여겨지고 있다[18, 27].  

 항암치료는 다양한 기전을 통해 암세포의 분열과 증식을 

억제하는 방법과 선택적으로 암세포를 제거하는 특수한 방법

이 있다. 세포 자가 사멸로 알려진 apoptosis는 항암제 개발에 

가장 중요한 영역으로 인식되고 있다. 세포 자가 사멸은 세포

가 정상적인 상태 또는 병리학적인 요인에 노출된 후에 죽음

을 이르게 되는 생리적인 과정으로 정상세포의 기능 유지에 

필수적인 과정이다[13].

 Apoptosis는 mitochondria를 매개하는 intrinsic apopto-

sis 및 death receptor (DR)를 매개하는 extrinsic apoptosis로 

구분된다. Intrinsic pathway는 mitochondria의 기능과 연관

이 있으며, 미토콘드리아의 다양한 유전자 산물들의 조절로 

caspase (caspase-9)의 활성을 증가함으로써 유도된다. 반면에, 

Extrinsic pathway의 경우 세포막에 존재하는 death receptor

에 특정 ligand가 결합하여 caspase (capase-8)의 활성을 유도
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하여 이루어진다. 이러한 두 가지 경로는 미토콘드리아에서 

세포질로 방출되는 cytochrome C와 연관되며 caspase cas-

cade를 유발하여 최종 effector caspase (caspase-3/-7)의 활성

을 통하여 apoptosis를 유도한다[10-12]. 

최근 천연물의 작용기전과 이들의 다양한 생리활성 대한 

연구들이 진행되면서 천연물로부터 새로운 항암물질을 도출

하려는 시도들이 이루어지고 있다[13]. 본 연구에 사용한 천연

식물인 개똥쑥(Artemisia annua Linné)은 쌍떡잎 식물로 국화

과 쑥 속에 속하는 일년생 초본으로 열대아시아에 분포되어있

으며 한방에서는 경열과 부스럼을 치료하며 독충, 해열제, 지

혈제, 피부병치료제나 살충제로 사용되고, 신경계질환에 효능

이 있다고 알려져 있다. 개똥쑥의 성분 중 Artemisin 이라는 

물질이 항암효능을 가지며 말라리아나 이질, 결핵 등을 치료

하는데 효과가 있다고 알려져 있다. 또한 항균, 백혈병, 항염, 

항바이러스 및 항산화에도 효과가 입증되어 국내뿐만 아니라 

세계적으로 주목 받고 있다. 최근 보고에 의하면 개똥쑥의 높

은 항산화 활성은 페놀화합물에 의한 것으로 보고되었다. 또

한 개똥쑥 추출물은 유방암세포, 자궁경부상피암세포, 위암세

포의 증식을 억제시켰으며[21, 23], 선행연구에서는 에탄올로 

추출한 개똥쑥 추출물을 인체자궁경부상피암세포(Hela cell)

와 AGS 인체 위암 세포에 처리하였을 때 암세포 증식억제효

과가 있음이 보고되었다[2, 24]. 

따라서, 본 연구에서는 개똥쑥 추출물(AAE)의 항암 활성 

기전을 확인하기 위해 AAE처리를 통한 Hep3B 인체 간암세포

의 증식 억제가 apoptosis유도에 의한 것인지 알아보고자 하

였다. 또한, AAE 농도 증가에 따른 apoptosis 관련 단백질의 

발현 변화를 확인하였다. 이러한 apoptosis가 instrinsic path-

way에 의한 것인지 알아보기 위해 mitochondria membrane 

potential변화를 확인하고, 이와 관련된 단백질의 발현 변화를 

확인하였다. Mitochondria membrane potential을 조절하는 

상위조절자인 p-Akt, p-mTOR, p-TSC2, p-GSK-3β 신호분자

조절의 연관성을 알아보기 위하여 LY294002, Rapamycin, 

6-Bromoindirubin-3'-oxime (BIO)를 각각 단독으로 처리하였

다.  

재료 및 방법

실험재료

실험에 사용된 개똥쑥은 대전 한약재시장에서 구입 하였고, 

개똥쑥 100 g에 95% 에탄올 800 ml을 가하여 48시간 동안 

상온에서 환류 추출하였다. 이러한 방법으로 추출된 개똥쑥 

추출물을 감압농축기를 이용하여 감압 농축시킨 뒤, 농축된 

추출물은 -20℃에서 보관하였다. 각 농도별 개똥쑥 추출물은 

상기 추출물을 동일 용량의 Dimethyl sulfoxide (DMSO)에 녹

여 만들었으며, -20℃에서 냉동 보관하여 사용 하였다. LY 

294002와 Rapamycin, BIO는 Calbiochem (Calbiochem, SD, 

CA, USA)에서 구입하여 20 mM으로 만들어 사용하였다.

세포배양

Hep3B세포는 American Type Culture Collection (ATCC, 

Rockville, MD, USA)에서 분양 받았으며, 10% Fetal bovine 

serum (FBS) (Hyclone, Laboratoris Inc., Logan, UT, USA)와 

1% antibiotics가 포함된RPMI media (Hyclone, Laboratris 

Inc., Logan, UT, USA)를 사용하여 5% CO2, 37℃ 조건에서 

배양하였다. 매 48시간마다 Trypsin-EDTA (Hyclcone, Labor-

atories Inc., Logan, UT, USA)를 이용하여 세포를 부유상태로 

만든 다음 세포를 1×106 cells/ml로 분주하고 계대배양 하였

다.

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazoli

um Bromide (MTT) assay에 의한 암세포의 생존율 측정

12 well plate에 Hep3B cell을 1×105 cells/ml로 분주하고 

24시간 동안 안정화시킨 후 AAE와 LY294002, Rapamycin, 

BIO를 12시간, 24시간, 48시간 동안 처리하여 CO2 incubator

에서 배양하였다. 그런 다음 MTT solution 100 μg/ml를 첨가

하여 1시간 동안 CO2 incubator에서 반응시켰다. MTT sol-

ution을 처리한 media를 제거하고PBS washing후 PBS를 제거

한 뒤 DMSO 150 μl씩 넣어 각 well에 생성된 formazan을 모

두 녹인 다음 96 well plate에 100 μl씩 옮긴 후 ELISA micro-

plate reader (Bio-Red model 680, Bio-Red Laboratories Inc. 

Tokyo, Japan)로 595 nm에서 흡광도를 측정하였다. 측정은 

각 농도 별로 세 번 시행하였으며, 이에 따른 평균값과 표준오

차는 Microsoft Excel program을 사용하여 분석하였다.

Lactate dehydrogenase (LDH) assay에 희한 세포독

성 측정

apoptosis시 세포막의 손상으로 발생되는 LDH의 양을 측

정하는 LDH cytotoxicity assay kit (Thermo Scientific, USA)

를 사용하여 세포 독성을 확인하였다. 배양된 Hep3B cell을 

12 well plate에 1×105 cells/ml로 분주하고 24시간 동안 안정

화시킨 후 AAE와 LY294002, Rapamycin, BIO를 24시간과 48

시간 동안 처리하여 CO2 incubator에서 배양하였다. 상등액 

100 μl와 LDH reagent 100 μl를 혼합하여 30분간 암조건에서 

반응 시킨 다음 stop solution으로 1N HCl 50 μl를 가한 후 

490 nm와 595 nm에서 흡광도를 측정하여 LDH방출량을 비교

하였다.

Fluorescence-Activated Cell Sorting (FACS)에 의

한 Apoptosis 관찰

Apoptosis는 FITC-Annexin V apoptosis detection kit (BD 

PharmingenTM, San Diego, CA, USA)를 사용하여 측정하였

다. Annexin V-PI staining을 위해, Hep3B cell에 AAE를 농도
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별(30, 40, 60 μg/ml)로 처리하였다. 24시간 배양한 세포를 

PBS로 세척 후 trypsin-EDTA로 모은 다음, 1×106 cells/ml 의 

농도에서 binding buffer로 suspension하였다. 그 후 Hep 3B 

cell을 Annexin V-FITC와 prodipium iodide (PI)로 15분간 염

색한 후, Flow cytometry - FACS Canto (Becton-Dickinson 

Biosciences, Drive Frankline Lages, NJ, USA)로 분석하여 결

과를 관찰하였다.

Hoechst 33342 staining

12 well plate에 Hep3B cell 를 1×105 cells/ml로 분주하고 

37℃, 5% CO2가 공급되는 조건에서 24시간 동안 안정화시킨 

후 AAE를 농도별(30, 40, 60 μg/ml)로 처리하였다. 그 후 24시

간 배양한 세포를 Hoechst 33342를 0.7 μl씩 처리 한 후 3.5% 

formalin을 처리하여 20분간 고정 시켰다. 그 후, PBS로 세척

하여 sample을 제작하여 형광 현미경(DAPI)에서 관찰하였다.

Mitochondrial membrane potential (MMP, Δψm)의 

분석

암세포의 MMP 변화 정도를 측정하기 위하여 Hep3B cell에 

AAE를 농도별(30, 40, 60 μg/ml)로 처리하였다. 24시간 배양

한 세포를 PBS로 세척 후 trypsin-EDTA로 모은 다음 10 μM의 

5,5‘, 6,6’-tetrachloro-1,1‘,3,3’-tetraethyl-imidacarbocyanine io-

dide (JC-1, Sigma-Aldrich) 용액을 처리하여 20분 동안 상온에

서 반응시켰다. 이렇게 준비된 세포를 Flow cytometry - FACS 

Canto (Becton-Dickinson Biosciences, Drive Frankline Lages, 

NJ, USA)로 분석하여 결과를 관찰하였다.

Caspase-3/7 activity 분석

세포의 caspase activity 변화 정도를 측정하기 위하여 

Hep3B cell에 AAE를 농도별(30, 40, 60 μg/ml)로 처리하였다. 

24시간 배양한 세포를 PBS로 세척 후 trypsin-EDTA로 모은 

다음 50 μl의 1X assay buffer BA로 세포를 풀어준 뒤 caspase 

3/7 Reagent waking solution을 5 μl 처리하여 37℃, 5% CO2

에 30분 동안 반응 시켰다. 준비 된 sample에 caspase 7-AAD 

waking solution을 150 μl 처리하여 5분 동안 상온에서 반응 

시킨 뒤 Muse automated cell analyzer (Merck Millipore)로 

분석하여 결과를 관찰하였다. 

Western blotting

6-well plate에 Hep3B cell을 각 well당 1×105 cells/ml로 

분주하여 24시간 동안 배양한 다음 AAE와 LY294002, Rapa-

mycin, BIO를 처리하여 24시간 동안 CO₂incubator에서 배양 

하였다. 배양이 끝난 세포에 RIPA lysis buffer [25 mM Tris- 

Cl (pH 7.4), 1% NP40, 0.5% sodium deoxycholate, 150 mM 

NaCl, 1 mM PMSF]를 각 well에 150 μl씩 첨가하여 단백질을 

분리 한 뒤 14,000 rpm, 4℃에서 20분 동안 원심 분리 하여 

상등액을 취하였다. 추출한 단백질은 ELISA-reader를 이용하

여 595 nm에서 흡광도를 측정하여 정량하였다. 8%, 12% 

acrylamide gel을 이용하여 만들어놓은 sample을 loading한 

뒤 전기영동을 실시한 후 nitrocellulose membrane에 transfer 

하였고, 다음에 2% Bovine serum albumin (BSA)을 이용해 

blocking 한 후, 1차항체를 4℃에서 밤새 반응시키고 TBST로 

5분씩 4번 washing후 2차항체를 결합시킨 다음 실험결과를 

측정하였다.

통계처리

실험설계에 대한 분석은 통계 프로그램인 SPSS (SPSS, 

Chicago, IL, USA)의 Student's t-test로 검정하였다. 각 자료는 

3번 이상의 반복된 실험을 통하여 얻어진 결과로 검정하였고 

p<0.05인 경우 통계적으로 유의 하다고 판정하였다.

결과 및 고찰

AAE가 Hep3B 간암 세포의 증식에 미치는 영향

암은 세포 증식과 연관된 세포 신호경로의 변성에 따라 비

정상적인 세포의 증식이 일어나는 과정과 세포 내 apoptosis

가 원활히 이루어지지 않을 때 나타나는 질병으로 알려져 있

다[17]. 

개똥쑥추출물(AAE)이 Hep3B 간암 세포 증식에 미치는 영

향을 확인하기 위해 AAE를 농도별(10, 20, 30, 40, 60, 80 μg/ 

ml)로 처리한 뒤 MTT assay를 이용하여 세포 증식률을 조사

하였다. 그 결과 AAE를 12시간, 24시간, 48시간 동안 처리하였

을 때 농도 및 시간 의존적으로 세포 증식이 억제되는 것을 

확인하였다(Fig. 1A). 정상세포인 섬유아세포(Fibroblast cell)

에 대한 AAE의 세포 독성을 측정한 결과 AAE를 위와 동일한 

농도로 24시간 동안 처리하였을 때 섬유아세포의 증식률이 

90% 이상으로 유지되는 것으로 보아 AAE의 독성이 없음을 

확인하였다(Fig. 1B). 또한, 구체적인 독성 수준 파악을 위해 

세포가 사멸할 때 미토콘드리아 세포막이 파괴되면서 방출되

는 물질인 lactate dehydrogenase방출량을 측정하는 LDH as-

say를 실시하였다. AAE를 Hep3B cell에 MTT assay와 같은 

농도로 처리하여 24시간과 48시간에서 LDH 방출량을 측정한 

결과, 농도 의존적으로 LDH 방출량이 증가함을 확인할 수 있

으며(Fig. 1C). 이러한 결과로 AAE에 의한 세포 증식 억제가 

세포 손상에 의한 것임을 알 수 있다.

 

AAE에 의한 Hep3B 세포의 세포 apoptosis 유도 효과

MTT assay와 LDH assay를 통해 Hep3B cell의 증식 억제에 

있어서 AAE가 농도 및 시간 의존적으로 작용함을 관찰하였

다. 이러한 세포 손상에 의한 세포증식 억제 효과가 apoptosis

에 의한 것인지 알아보기 위해 Fig. 2에서 나타낸 바와 같이 

Hep3B cell에 AAE를 농도별(30, 40, 60 μg/ml)로 24시간 동안 
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Fig. 1. (A, B) Cell viability was measured by MTT assay. (A) is Hep3B cell line. (B) is Fibroblast cell line. The statistical analysis 

of the data was carried out by use of an ANOVA-test. a~c p<0.05 and a~c p<0.05 (each experiment, n=3). (C) LDH assay was 

performed for assessing cell deaths. Cytotoxicity was induced by AAE. The statistical analysis of the data was carried out 

by use of an ANOVA-test. 
a~c p<0.05 and a~c p<0.05 (each experiment, n=3). 

처리한 후 Annexin Ⅴ-PI staining을 통한 FACS 분석과 

Hoechst 3342 (10 mM) staining을 실행하였다.  Annexin Ⅴ-PI 

staining결과 AAE를 처리하였을 때 농도 의존적으로 apopto-

sis가 유도됨을 확인하였다. Hoechst 3342 (10 mM) staining에

서는 아무것도 처리하지 않은 Hep3B cell의 핵이 타원형의 

온전한 핵 모양을 나타냈지만, AAE를 농도별로 처리하였을 

때 세포의 핵이 응축과 분절로 인한 세포 사멸체가 핵 주변에 

나타나는 전형적인 apoptosis의 특징을 나타내었다(Fig. 2B). 

이를 통해 AAE의 처리에 따른 Hep3B cell의 증식억제 효과는 

apoptosis 유도에 의한 것임을 확인하였다.

AAE가 Hep3B cell 내에서 apoptosis 조절 단백질의 발현

에 미치는 영향과 MMP (Δψm) 및 Caspase activity 효과 

intrinsic pathway의 활성화를 통한 apoptosis유발에는 여

러 종류의 단백질이 관여한다. 그 중 세포질에 존재하는 Bax는 

상류에 위치한 BH3-only protein들이 직, 간접적으로 활성화

시키는데 BH3-only protein중 Bim은 주로 Bax에 직접적으로 

결합하여 활성화시키는 것으로 알려져 있다. 반면 Bcl-2 pro-

tein은 Bax의 억제작용을 방해하여 간접적으로 활성화시키는 

것으로 알려져 있다. 또한, DNA 손상과 같은 스트레스가 전해

지면 미토콘드리아 외막에서 BAK과 oligomerization에 의해 

미토콘드리아 막의 전위 조절 능력을 파괴 시킨다. 이러한 과

정으로 세포질로의 cytochrome C 유리에 의해 caspase-9 및 

-3의 활성화 되어 apoptosis를 유도한다[1, 8, 9, 15, 20, 28]. 

Caspase는 initiator caspase인 caspase-8 및 -9와 effector cas-

pase인 caspase-3, -6 및 -7으로 나뉘는데, initiator caspase가 

활성화 되면 하위 단계에 있는 effector caspase를 활성화 시킴

으로써 세포의 apoptosis를 유발한다[7]. 본 실험에서는 Hep 

3B cell에 AAE를 농도별(30, 40, 60 μg/ml)로 처리하여 apop-

tosis 조절 단백질들의 양상을 알아보기 위해 Western blotting

을 실시하였다. Fig. 3A에서 나타낸 바와 같이, 농도 의존적으

로 세포 생장에 관여하는 신호 단백질인 p-mTOR, p-TSC2, 

p-Akt, p-GSK-3β의 발현이 감소하는 것을 확인하였고, 이로 

인해 anti-apoptotic 단백질인 Bcl-2의 활성이 억제됨으로써 

pro-apoptotic 단백질인 Bim과 Bax, Bak의 발현이 증가하는 

일련의 신호경로를 조절할 수 있다는 것을 확인하였다. 또한, 

caspase의 비활성화 상태인 procaspase-3의 발현양이 감소 하

는 것을 확인하였고, apoptosis시 활성화된 caspase에 의한 

cleaved PARP의 발현양이 AAE 농도 의존적으로 증가함을 

확인하였다.
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Fig. 2. (A) Apoptotic effects of different concentration AAE were evaluated by Annexin V-fluorescein and propidium iodide (PI). 

Hep3B were treated with AAE (0, 30, 40, and 60 μg/ml) for 24 hr. Data analyzed by flow cytometry. (B) Cell apoptosis 

observed using Hoechst 33342 staining. Hep3B were treated with AAE (0, 30, 40, and 60 μg/ml) for 24 hr. Fluorescence 

was detected using a fluorescence microscope. Arrows indicate apoptotic bodies, which were DNA fragments produced 

when apoptosis occurred. 

Apoptosis를 유발하는 경로 중 intrinsic pathway는 DNA

손상, cytokine, 활성산소 종(ROS) 등의 자극에 의해 유발되며 

이러한 자극으로 인해 미토콘드리아 투과도 전이 미세공 

(mitochondrial permeability transition pore)이 열리게 됨으

로써 미토콘드리아 막의 전위조절 능력을 파괴하게 되어 

Cytochrome C, Smac/DIABLO같은 apoptosis 개시단백질들

을 세포질로 유출시킨다[3, 25]. 이와 같이 AAE에 의한 apop-

tosis 기전을 확인하기 위해 mitochondrial membrane depola-

rization assay(JC-1)를 실시하였다. AAE를 농도별(30, 40, 60 

μg/ml)로 24시간 동안 처리 결과, 30 μg/ml에서 10.3%, 40 

μg/ml에서 26.7%, 60 μg/ml에서 84.7%의 결과를 보였다(Fig. 

3B, D). JC-1 assay를 통해 AAE가 미토콘드리아 막 전위의 

탈분극을 유도함 확인하였다. 미토콘드리아 막 전위가 탈분극

화되면 Cytochrome C 유리에 의해 caspase가 활성화되어 

apoptosis를 유도하게 되는데, 본 실험에서 AAE를 처리하였

을 때 caspase 활성을 확인하기 위해 caspase -3/7 activity as-

say를 실시하였다. Fig. 3C, E에서 나타낸 바와 같이 AAE를 

농도별(30, 40, 60 μg/ml)로 24시간 동안 처리 결과, 30 μg/ml

에서 36.60%, 40 μg/ml에서 45.15%, 60 μg/ml에서 69.65%의 

결과를 보였다. 이러한 결과를 통하여 AAE가 Hep3B cell에서 

intrinsic pathway를 통하여 apoptosis를 유도한다는 것을 확

인하였다. 

Akt, mTOR, GSK-3β의 저해에 따른 신호단백질의 조절

과 세포증식에 미치는 영향

mTOR는 Akt 신호경로의 하위 단백질로 세포의 성장과 분

화, 생존을 촉진하며 apoptotic signal을 저해한다. 그러므로, 

활성화된 Akt–mTOR 신호경로는 apoptosis를 억제하여 세

포의 생존을 증가시키는 역할을 한다[19]. GSK-3는 Akt에 의

해 조절되는 단백질로 anti-apoptosis 관련 단백질의 발현 촉

진 및 apoptosis 촉진 단백질의 활성 억제를 통해 세포 생존을 

증진시킨다고 알려져 있다[4, 14, 16, 22, 26].

GSK-3β는 세포 내 신호전달경로에서 다양한 작용을 보이

는 serine. threonine kinase로, GSK-3β에 의해 인산화되는 대

부분의 단백질이 불활성화되고 다른 kinase와 달리 GSK-3β는 

기저상태에서 활성화된 상태로 존재하기 때문에 세포의 정상

적인 성장 조건에서 GSK-3β는 세포 내 신호전달경로의 지나

친 활성화를 억제하는 기능을 보인다. GSK-3β는 외부자극에 

의한 억제로 조절되며 serine9에 인산화되어 불활성화된다고 

알려져 있다[6]. 따라서, GSK-3β의 억제는 apoptosis를 억제시

킨다.

본 실험에서는 LY294002와 Rapamycin, BIO를 Hep3B cell

에 각각 처리하였을 때, 세포증식에 미치는 영향과 신호 단백

질의 발현 양상을 알아보기 위해 MTT assay, LDH assay, 

Western blotting을 실시하였다. 그 결과, Fig. 4A에 나타난 

바와 같이 MTT assay에서 AAE와 LY294002, Rapamycin에서
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AAE (μg/ml), 24 hr

Fig. 3. (A) Cells were treated with the indicated concentrations of AAE for 24 hr. The expression of Akt, mTOR, TSC2, GSK-3β, 

Bcl-2, pro-caspase 3 and the activation of Bax, Bak, Bim and cleaved PARP were analyzed by Western blot analysis. (B) 

Mitochondria membrane potential were evaluated by JC-1. Cells were treated with different concentration of AAE (Hep3B 

were treated with 0, 30, 40, and 60 μg/ml of AAE) for 24 hr. (C) Hep3B were treated with 0, 30, 40, and 60 μg/ml of 

AAE 24 hr, caspase 3/7 activity was analyzed using a MuseTM Caspase-3/7 kit, as described in Materials and Methods. 

(D) Mitochondrial depolarization is indicated by an increase in green/red fluorescence ratio. (E) Caspse -3/7 activity was 

showed by live cell/dead cell/apoptotic cell fluorescence intensity ratio.

는 세포 증식이 억제됨을 확인한 반면 BIO를 처리한 군에서는 

아무것도 처리 하지 않은 control군과 유사한 세포 생장률을 

확인하였다. 또한, Fig. 4B에서는 LDH assay에서 AAE 처리 

군에서는 33.4%, LY294002를 처리한 군에서는 15.4%, Rapa-

mycin을 처리한 군에서는 14.5%로 LDH 방출량이 증가되는 

것을 확인한 반면, BIO를 처리한 군에서는 10.4%로 아무것도 

처리하지 않은 control군과 비슷한 정도의 양을 나타남을 확인

하였다. 이러한 결과를 토대로 Akt와 mTOR를 저해했을 때 

암세포 증식을 억제 시킨다는 것을 확인하였으며, 반면, BIO 

처리로 인해 GSK-3β의 인산화가 이루어지지 않아 GSk-3β는 

억제되며, 억제된 GSk-3β는 세포 자가 사멸에 영향을 주지 

않고 세포 증식을 유도하는 것을 확인하였다. 이와 같은 조건

으로 Western blotting을 실시한 결과, Fig. 4C에서 나타내는 

것과 같이 AAE, LY294002, Rapamycin을 처리한 군에서 세포 

생장에 관여하는 신호 단백질인 p-mTOR, p-TSC2, p-Akt, 

p-GSK3β의 발현이 감소 하는 것을 확인하였고, Fig. 3C와 같

이 AAE, LY294002, Rapamycin을 처리한 군에서 Bcl-2의 발현

이 억제됨으로써 Bim과 Bax. Bak 그리고 cleaved PARP의 발

현을 증가시키는 신호경로를 조절할 수 있다는 것을 확인하였

다. 반면에 BIO를 처리한 군에서는 세포 생장에 관여하는 신

호 단백질인 p-mTOR, p-TSC2, p-Akt, p-GSK-3β의 발현 양이 

아무것도 처리하지 않은 군과 같았고, 이로 인해 anti-apop-

totic 단백질인 Bcl-2가 발현됨으로써 pro-apoptotic 단백질인 

Bim과 Bax. Bak 그리고 cleaved PARP의 발현을 감소시켜 세

포 생장 신호경로를 조절한 다는 것을 확인하였다. 

이상의 결과를 종합해보면, Hep3B cell에서 개똥쑥 추출물

인 AAE를 처리하였을 경우 유발되는 apoptosis는 Akt/ 

mTOR/GSK-3β 경로 활성을 통한 Bcl-2의 발현 감소에 동반된 

mitochondria의 기능 이상으로 Bim, Bax, Bak을 활성화시켜 

세포질로의 cytochrome C의 유리에 따른 caspase의 활성으로 

이루어진다는 것을 알 수 있었다. 즉, AAE 처리에 의해 유도되

는 apoptosis는 Akt/mTOR/GSK-3β 경로를 통한 intrinsic 

pathway에 의하여 조절되는 것을 알 수 있다.
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Fig. 4. Cells treated LY294002, Rapamycin, Bio and AAE in Hep3B cells. Cells were treated with 20 μM LY294002, 100 ng/ml 

Rapamycin, 1 μM Bio and 40 or 60 μg/ml AAE for 12 hr, 24 hr and 48 hr. (A) Cells viability was measured by MTT 

assay. *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 (each experiment, n=3). (B) LDH assay was performed for assessing cell deaths. The 

statistical analysis of the data was carried out by use of an T-test. *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001 (each experiment, n=3). 

(C) Cells were treated with 20 μM LY294002, 100 ng/ml Rapamycin, 1 μM Bio and 40 or 60 μg/ml AAE (40μg/ml) for 

24 hr. The expression of Akt, mTOR, TSC2, GSK-3β, Bcl-2, pro-caspase 3 and the activation of Bax, Bak, Bim and cleaved 

PARP were analyzed by Western blot analysis. 
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초록：Hep3B 간암세포에서 개똥쑥추출물로부터 Akt-mTOR-GSK3β 신호경로에 의한 apoptosis 
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개똥쑥 추출물은 항박테리아, 항바이러스 그리고 항산화효과를 포함한 다양한 기능을 가지고 있는 것으로 잘 

알려져 있다. 그러나, 개똥쑥 항증식 작용기전은 알려지지 않았다. 따라서, 우리는 Hep3B 간암 세포에서 AAE추출

물의 apoptotic 효과를 알아보고자 한다. 본 연구의 목적은 AAE가 인체 간암 세포주(Hep3B)의 증식에 미치는 

효과를 분석하고 이에 대한 apoptosis의 효과를 조사하는데 있다. 인산화에 의해 활성화된 Akt는 TSC2, mTOR 

그리고 GSK-3β의 인산화를 유도하여 세포증식을 유도한다. 본 연구에서, 우리는 AAE가Akt-mTOR-GSK3β 신호 

경로와 mitochondria를 매개하는 apoptotic 단백질을 통한 암세포의 apoptosis 유도할 것이라고 추측하였다. 이를 

위해, 먼저 AAE가 처리농도에 따라 세포증식에 미치는 효과를 분석하였다. AAE처리는 세포증식을 억제시켰을 

뿐만 아니라 젖산 탈수소 효소의 방출을 유도하였다. 이러한 결과는 MTT assay, LDH assay로 확인하였다. 또한

Hoechst 33342 staining, Annexin Ⅴ- PI staining, JC-1 staining 그리고 Western blotting을 통해 apoptosis 효과를 

확인하였다. 본 연구에서는 간암세포에 AAE의 처리가 Akt, TSC2, GSK-3β-phosphorylated, Bim, Bcl-2, pro-cas-

pase 3의 억제와 Bak, Bax 활성을 유도한다는 것을 확인하였다. 이러한 결과는 AAE가 Akt-mTOR-GSK-3β 신호 

경로를 통해 intrinsic apoptosis를 유도한다는 것을 나타낸다.
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