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ABSTRACT

Objectives : We compared the inhibitory effects of herb-combined remedies, which were recorded on "Yooam" 

prescription of Dongeuibogam, on cell migration and invasion, two critical cellular processes that are often 

deregulated during metastasis, in B16F10 melanoma cells. For this purpose, water extracts of Sipyukmiryukieum 

(SYMRKU), Danjacheongpitang (DJCPT), Cheongganhaeultang (CGHUT) and Jipaesan (JPS) were used. 

Methods : Cytotoxicity was assessed by an MTT assay. Wound healing and matrigel transwell assays were used to 

examine on B16F10 cell migration and invasion. The levels of mRNA and protein expression of matrix 

metalloproteinases (MMPs) and tissue inhibitor of metalloproteinases (TIMPs) were analyzed by RT-PCR and 

Western blotting.
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Results : Our data showed that DJCPT showed the strongest inhibitory effect among the four prescriptions in 

inhibiting cell motility of B16F10 melanoma cells within the concentration range that was not cytotoxic. The 

inhibitory potential of colony formation was higher in DJCPT and SYMRKU compared to the other two types of 

prescriptions, and the inhibitory effect of invasiveness is shown in order of DJCPT, SYMRKU, CGHUT and JPS. 

DJCPT, and SYMRKU strongly inhibited the activity and expression of MMP-2 and MMP-9, which are important 

mediators in cancer invasion, compared to CGHUT and JPS, and the increased expression of TIMP-1 and TIMP-2 

was also more effective in these two prescriptions. In conclusion, DJCPT is expected to exhibit the most potent 

blocking effect on migration and invasion among four herb-combined remedies compared in B16F10 melanoma 

cells. 

Conclusion : Overall, the results of this study will be used as an important source to validate these prescriptions in 

animal models and to understand the mechanism of action of herbal remedies recorded in Dongeuibogam.

Key words : Herb-combined remedies; Dongeuibogam; Invasion; MMPs.

Ⅰ. 서론1)

  최근 암의 치료를 위한 다양한 치료술과 의약품의 

발달로 암 환자의 수명과 삶의 질이 현저히 개선된 

것은 사실이나 여전히 암에 의한 사망률이 높은 편이며,

이러한 사망의 주된 원인은 암세포의 전이(metastasis)이

다. 전이는 암이 발병 부위로부터 인체의 다른 곳으

로 이동하여 증식하는 현상으로, 암세포의 이동

(migration)이나 침윤(invasion)을 억제하는 기전의 

규명이나 효과적인 치료 약물 개발이 암 치료법의 주

된 표적이 되고 있다. 암세포의 전이가 매우 복합적

이고 연속적인 분자적 기전들에 의해 유발된다고 알

려져 있으나, 암세포의 이동이나 침윤과정에서 암세

포에서부터 분비되는 단백질 분해효소(proteinases)

에 의해서 빠른 시간 내에 세포외 기질(extracellular 

matrix, ECM)의 파괴가 이루어지는 것이 특징이다1,2).

특히 zinc-dependent endopeptidase family에 속하

는 기질 금속단백분해효소(matrix metalloproteinases,

MMPs)는 세포외 기질의 분해와 전이 동안 기저체 

막의 붕괴를 촉진함으로서 암세포의 침윤과 전이를 

증대시키는 핵심인자들이다2,3). MMPs 중, 특히 

gelatinase type에 속하는 MMP-2 (gelatinase A)와

MMP-9 (gelatinase B)는 암세포의 침윤과 전이에

가장 중요한 요소로서 인식되어져 있으며3,4), MMPs

의 활성은 금속단백분해효소 조직억제제(inhibitor of 

metalloproteinases, TIMPs)와의 stoichiometric 복

합체 형성을 통하여 억제된다5,6). 그들은 MMPs에 직

접 결합하여 그들의 효소적 활성을 저해함으로서 

ECM의 파괴를 억제하는 것으로 알려져 있다3,6). 따

라서 MMPs와 TIMPs 사이의 적절한 균형 조절을 위

한 MMPs의 저해제와 TIMPs의 활성제는 암세포의 

전이를 차단할 수 있는 표적 물질이 될 수 있다. 

  최근 암세포의 증식억제나 전이 차단을 위한 많은 

항암제들의 개발을 위한 자원으로 전통 의학천연물에 

큰 관심이 쏠리고 있다. 따라서 임상적으로 효능이 

검증된 다양한 약재들에 대한 효능의 폭이 증대될 수 

있지만 여전히 그에 대한 근거가 부족한 현실이다. 

특히 고한의서에 수록된 다양한 처방전에 대한 임상

적 적용 가능성을 높이기 위해서는 각 질환별 한약복

합처방들에 대한 재고찰이 신속히 요구된다. 본 연구

에서는 동의보감(東醫寶鑑) 외형편(外形篇) 제3권 “유

(乳)”부분에 기술된 “유암(乳巖)”의 치료에 쓰이는 한

약복합처방전들에 대한 항암활성의 효능 검증을 위한 

차원에서 이들 처방전들에 의한 암세포의 전이 억제 

가능성을 조사하였다. 동의보감에는 유암 관련 6가지 

처방[십육미류기음(十六味流氣飮), 단자청피탕(單煮靑

皮湯), 청간해울탕(淸肝解鬱湯), 지패산(芷貝散), 가감

사물탕(加減四物湯) 및 귤엽산(橘葉散)]이 기술되어 있으

나, 이 중 가감사물탕에 대한 명확한 처방 구성을 알 

수 없고, 귤엽산의 경우는 청귤엽의 양이 정확하지 
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않아 두 가지 처방의 적용이 어렵다고 판단되어 이를 

제외한 4가지 처방전을 선정하였다. 비록 이들 처방

전이 유암 치료의 목적이 강하지만, 암세포의 전이 

억제 실험에 가장 많이 사용되는 B16F10 흑색종 세

포 모델을 이용하여 암세포의 전이 단계에 관여하는 

여러 현상들에 미치는 영향과 MMPs 및 TIMPs의 발

현과의 상관성을 조사하였다. 

 

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 한약복합처방전 추출물의 준비 

  본 연구에 사용된 각 처방전의 구성 한약재는 

㈜서경한방약업사(Busan, Korea)에서 구입하였다

(Sipyukmiryukieum), 자소엽 6 g, 인삼, 황기, 당

귀 각각 4 g, 천궁, 육계, 후박, 백지, 방풍, 오약, 

빈랑, 백작약, 지각, 목향, 감초 각각 2 g, 길경 1.2 g, 

청피 4 g; 단자청피탕(Danjacheongpitang), 청피 단

독, 청간해울탕(Cheongganhaeultang), 당귀, 백출 

각각 4 g, 패모, 적복령, 백작약, 숙지황, 산치자 각

각 2.8 g, 인삼, 시호, 목단피, 진피, 천궁, 감초 각

각 2 g; 지패산(Jipaesan), 백지, 패모, 천궁, 당귀, 

승마, 시호 각각 같은 양). 각 처방전의 열수 추출물

[water extracts of Sipyukmiryukieum (SYMRKU), 

Danjacheongpitang (DJCPT), Cheongganhaeultang

(CGHUT) and Jipaesan (JPS)]을 얻기 위하여 약재 

무게의 10배에 해당하는 증류수로 100℃에서 3시간 

동안 추출하였고, 추출된 물질을 여과지(Whatman 

No. 3 filter paper, Whatman International Ltd, 

Maidstone, England)를 이용하여 불순물 등을 제거

하였다. 여과된 추출물을 동결건조기를 사용하여 분

말화 하였으며, 100 mg/ml 농도로 증류수에 녹여 

0.2 μm MinisartⓇSyringe filter로 여과 한 후 실

험에 이용하였다. 

 

2. 세포배양 및 MTT assay

  본 연구에 사용된 B16F10 흑색종 세포는 American

Type Culture Collection (Rockville, MD, USA)에

서 구입하였으며, 10% fetal bovine serum (FBS, 

Gibco BRL, Gaithersburg, MD, USA) 및 1% 

penicillin-streptomycin과 1% L-glutamine이 함유

된 RPMI 1640 배지를 사용하여 37℃, 5% CO2조건

에서 배양하였다. B16F10 세포의 증식에 미치는 각 

추출물의 영향은 3-(4,5-dimethyl-2 thiazolyl)-2, 

5-diphnyl-2H-tetrazolium bromide (MTT)가 미토

콘드리아 효소에 의하여 MTT-formazan을 형성하는 

원리에 기반을 둔 MTT assay를 이용하여 조사하였

다. 즉, B16F10 세포를 다양한 농도의 추출물들이 함유된 

배지에서 24시간 배양 후, 배지를 제거하고 0.5 mg/ml

농도의 MTT (Sigma-Aldrich Chemical Co., St 

Louis, MO, USA) 시약을 넣고, 37℃, 5% CO2

incubator에서 반응시켰다. 2시간 후, 배지를 제거하

고, dimethyl sulfoxide (DMSO, AMRESCO Inc., 

Solon, OH, USA)로 생성된 formazan을 모두 녹인 

후 540 nm에서 enzyme-linked immunosorbent assay

(ELISA) reader (Molecular Devices, Sunnyvale, 

CA, USA)로 흡광도 변화를 측정하였다. 각 세포에 

대한 증식 억제 여부는 대조군 기준으로 백분율로 나

타내었다. 

 

3. Wound healing migration assay

  20 μg/ml의 rat tail collagen이 코팅된 dish (BD 

Biosciences, Bedford, MA, USA)에 B16F10 세포를 

적정 시간 동안 배양한 후, pipette tip을 이용한 

scraping으로 wounded 영역을 만들고 배지로 2~3

회 수세하였다. 다시 1% FBS가 함유된 배지로 교체 

후 적정 농도의 각 추출물을 500 및 1000 μg/ml 농

도로 24시간 처리 후 wounded 영역으로의 세포 이

동성의 정도를 도립현미경(Carl Zeiss, Oberkochen, 

Germany)을 이용하여 비교 관찰하였다.

 

4. Colony formation assay

  B16F10 세포를 6-well plate의 well 당 500개 정도

분주 후, colony가 형성될 때 까지 배양하고, 500 및 

1000 μg/ml 추출물이 함유된 배지를 매 72시간마다 

교체하면서 14일 동안 배양하였다. 4% paraformaldehyde 

(Sigma-Aldrich Chemical Co.)를 이용하여 30분 동

안 세포들을 고정시키고 0.1% crystal violet (Sigma-

Aldrich Chemical Co.)에 30분 노출시켜 염색 후, 

도립현미경하에서 관찰하였다. 

 

5. In vitro invasiveness assay

  B16F10 세포의 침윤성에 미치는 각 추출물의 영향

을 조사하기 위하여 matrigel invasion assay를 사

용하였다. 이를 위하여 각 추출물이 6시간 동안 처리 
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된 B16F10 세포를 추출물들이 함유된 FBS-free 배

지를 Matrigel-coated filter의 apical side에 분주

하였다. 이때 basolateral chamber에는 20% FBS가 

함유된 배지를 분주하였으며, 24시간 후 filter의 하

단부로 이동한 세포를 hematoxylin 및 Eosin Y 염

색액(Sigma-Aldrich Chemical Co.)으로 염색하고 

계수하였다. 

 

6. RNA의 분리 및 reverse transcription-polymerase 

chain reaction (PCR)

  각 처방전 추출물이 24시간 처리된 세포들의 RNA

를 RNeasy kit (Qiagen, La Jolla, CA, USA)를 이용하

여 분리한 후, AMV reverse transcriptase (Amersham

Corp., Arlington Heights, IL, USA)를 이용하여 

cDNA를 합성하였다. 특정 유전자에 적절한 primer 

(Table 1)를 이용한 PCR은 Mastercycler (Eppendorf,

Hamburg, Germany)를 사용하여 수행하였으며, PCR 반

응 산물을 1% agarose을 이용하여 분리한 후, ethidium

bromide (EtBr, Sigma-Aldrich Chemical Co.) 염

색을 실시한 후 발현의 정도를 비교하였다.

 

7. Western blot analysis에 의한 단백질 발현의 분석 

  각 추출물 처리에 따른 MMPs 및 TIMPs의 발현 

변화를 조사하기 위하여 준비된 세포에 적당량의 

lysis buffer (25 mM Tris-Cl pH 7.5, 250 mM 

NaCl, 5 mM ethylenediaminetetraacetic acid, 1% 

Nonidet-P40, 1 mM phenymethylsulfonyl fluoride, 5 

mM dithiothreitol)를 첨가하여 4℃에서 1시간 동안 

반응시킨 후, 원심분리하여 상층액에 있는 단백질을 

분리하였다. 상층액의 단백질 농도는 Bio-Rad 단백

질 정량 시약(Bio-Rad Lab., Hercules, CA, USA)

을 이용하여 정량 한 다음 동량의 단백질을 sodium 

dodecyl sulphate (SDS)-polyacrylamide gel을 이용하

여 전기영동으로 분리한 후, polyvinylidene difluoride 

membrane (Schleicher and Schuell, Keene, NH, 

USA)으로 electroblotting에 의해 전이시켰다. 분리

된 단백질이 전이된 membrane을 5% skim milk를 

처리하여 비특이적인 단백질들에 대한 blocking을 실

시하고 적정 항체를 처리하여 4℃에서 over night 

시킨 다음 PBS-T로 세척하고 peroxidase-labeled 

donkey anti-rabbit immunoglobulin 및 peroxidase-labeled

sheep anti-mouse immunoglobulin (Amersham Life 

Science Corp.)을 상온에서 1시간 정도 반응시켰다. 

반응이 끝난 후 enhanced chemiluminoesence 

(ECL) solution (Amersham Life Science Corp.)을 

적용시켜 X-ray film에 감광시켜 특정단백질의 발현 

양을 분석하였다. 본 실험에 사용된 1차 항체들은 

Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, CA, 

USA) 및 Calbiochem (Cambridge, MA, USA)에서 

구입하였다.

 

8. In vitro MMPs 활성 측정

  각 추출물 처리에 따른 MMPs 활성 변화의 정량적 

측정을 위하여 MMP Gelatinase Activity Assay Kit 

(Chemicon International Inc., Temecula, CA, 

USA)를 사용하였다. 이를 위하여 각 추출물이 처리

된 조건에서 24시간 배양 후, 적정량의 세포 배양액

을 biotinylated gelatinase 기질과 혼합하여 세포 

배양액에 존재하는 활성형 MMP-2 및 MMP-9에

의한 기질의 분해를 유도하였다. 분절된 기질들을

biotin-binding 96-well plate로 옮겨 biotin이 결

합된 기질이 plate에 결합하도록 37oC에서 30분간 

반응시켰다. 분절되었으나 결합되지 않은 기질은 제

거하고, 분절되지 않은 biotin이 결합된 gelatinase

에 streptavidin-enzyme complex를 첨가하여 발색 

반응을 시킨 후 540 nm 조건에서 활성의 정도를 비

교하였다. 

 

9. 통계 처리

  모든 실험결과는 평균 ± 표준편차로 표시하였고 

SigmaPlot (Systat Software Inc., San Jose, CA, 

USA)을 이용하여 Student t-test를 이용하여 통계

적 유의성을 얻었다. 

 

Ⅲ. 결과 

1. 각 처방전 추출물이 B16F10 세포의 증식에 미치

는 영향

  암세포의 이동성과 침윤성에 미치는 영향을 조사하

기 위한 실험 조건의 설정을 위하여 각 처방전 추출

물이 B16F10 세포의 증식에 미치는 영향을 조사하였

다. 이를 위한 각 추출물이 적정량 함유된 배지에서 

24시간 배양 후 MTT assay를 실시하였다. Fig. 1에 

나타낸 결과에서 알 수 있듯이, 조사된 농도 범위 내의
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4가지 종류의 열수 추출물(SYMRKU, water extracts of 

Sipyukmiryukieum; DJCPT, water extracts of 

Danjacheongpitang; CGHUT, water extracts of 

Cheongganhaeultang; JPS, water extracts of 

Jipaesan) 모두에서 유의적인 세포독성을 관찰할 수

는 없었다. 따라서 추후 실험은 500 및 1000 μg/ml

의 두 농도에서 각 추출물의 영향을 비교하였다. 

 

2. B16F10 세포의 이동성에 미치는 각 처방전 추출

물의 영향

  MTT assay 결과에서 세포독성을 보이지 않았던 

조건에서 B16F10 세포의 이동성에 미치는 각 추출물의

영향을 조사하기 위하여 wound healing migration 

assay를 실시하였다. Fig. 2의 결과에서 알 수 있듯

이, wounded 영역으로의 세포 이동성이 단자청피탕 

추출물 처리군에서 가장 낮게 나타났으며, 청간해울

탕과 지패산 추출물 처리군에서는 상대적이 이동성 

억제 효능이 낮게 나타났다.

 

3. B16F10 세포의 침윤성에 미치는 각 처방전 추출

물의 영향

  다음은 matrigel invasion assay를 이용한 B16F10 

세포의 침윤성에 미치는 각 처방전 추출물의 효능을 

비교하였다. Fig. 3에 나타낸 바와 같이, 단자청피탕 

처리군에서 청간해울탕과 지패산에 비하여 Matrigel-

coated filter로 이동한 세포가 현저히 높게 나타났으

며 십육미류기음이 그 다음 침윤성의 저해 효과를 보

여 주었다.

 

4. B16F10 세포의 colony formation에 미치는 각 

처방전 추출물의 영향

  Colony formation assay는 특정 물질의 노출에 

따른 세포의 잠재적인 영향을 평가하는 방법 중의 하

나이다. MTT assay에서 세포 독성을 보이지 않았던 

500 및 1000 μg/ml의 추출물에 장기간 노출된 

B16F10 세포의 colony formation에 가장 강한 억제

효과를 보인 것인 단자청피탕이며, 지패산 추출물 처

리군에서 가장 낮게 나왔다(Fig. 4). 

 

5. B16F10 세포의 MMPs 발현 및 활성에 미치는 각 

처방전 추출물의 영향

  암의 전이 과정에서 필수적인 ECM의 분해에 중요

한 역할을 담당하는 MMP-2와 MMP-9의 발현에 미

치는 각 처방전 추출물의 영향을 비교하였다. 이를 

위하여 각 처방전 추출물이 처리된 B16F10 세포를 

대상으로 RT-PCR 및 Western blotting 분석을 실

시하였으며, 그 결과는 Fig. 5A 및 B에 나타내었다. 

결과에서 알 수 있듯이 십육미류기음과 단자청피탕 

추출물 처리군에서 MMP-2 및 MMP-9의 mRNA 및 

단백질의 발현이 청간해울탕 및 지패산 추출물 처리

군에 비하여 상대적으로 낮게 나타났다. 아울러 두 

이들의 활성 역시 청간해울탕 및 지패산 처리군에 비

하여 십육미류기음과 단자청피탕 처리군에서 낮은 수

준임을 알 수 있었다(Fig. 5C 및 D). 

 

6. B16F10 세포의 TIMPs 발현에 미치는 각 처방전 

추출물의 영향

  이상에서 관찰된 MMPs의 발현 차이가 TIMPs의 

발현 변화와 연계성이 있는지를 조사한 결과, 

TIMP-1 및 TIMP-2의 mRNA 발현이 청간해울탕 및 

지패산 추출물이 처리된 B16F10 세포에서 십육미류

기음과 단자청피탕 추출물 처리군에 비하여 다소 높

게 관찰되었으며(Fig. 6A), 이러한 경향성은 단백질 

수준에서도 유사하게 관찰되었다(Fig. 6B).

 

Ⅳ. 고찰

  본 연구에서 사용된 4가지 한약복합처방전 중, 십

육미류기음은 항산화, 항균 및 항암 활성에 대한 보

고와 함께7-9), 갑상선 세포의 DNA 합성을 억제하며 

이는 cAMP 합성과 MHC-class II의 발현 억제와 연

관성을 보여 갑상선종과 자가면역성 반응 조절 등 광

범위한 응용 가능성을 보여준 바 있다10). 단자청피탕

에 해당하는 청피 추출물에 대한 항암 활성은 활성산

소종 의존적 apoptosis 유도11-13)이외에 항암활성 관

련 면역증강 관련 연구 등이 보고된 바 있으나14,15)암

세포 전이 억제 관련 연구는 전무한 실정이다. 한편 

청간해울탕은 면역 증강 효능에 관한 연구가 수행된 

바 있고16), 지패산의 경우, 항염증 및 선천면역 활성

과 연관된 항암 효과 등에 대한 연구가 보고된 바 있

으나17-19), 암세포의 전이와 연관된 이들 한약복합처

방전들에 대한 분자생물학적 기전 연구 역시 거의 수

행된 바가 없다.

  암세포의 이동과 침윤은 전이과정에 필수적인 현상



대한한의학 방제학회지 제26권 제3호 (2018년8월)

Herb. Formula Sci. 2018;26(3):223~236

228

으로 항암활성을 지니는 물질들의 전이 억제 여부를 

평가하는 중요한 지표로 사용되고 있다. 본 연구에서

는 동의보감에서 유암 치료 처방전으로 기록된 몇 가

지 한약복합처방전들의 암세포 이동성 및 침윤성 억

제 가능성을 조사하였다. 이를 위하여 십육미류기음, 

단자청피탕, 청간해울탕 및 지패산을 선정하였으며, 

B16F10 세포의 이동성 및 침윤성 억제 가능성을 조

사하기 위한 실험 조건의 설정을 위하여 B16F10 세

포의 증식에 미치는 이들 추출물의 영향을 먼저 조사

하였다. MTT assay의 결과에 의하면, 각 추출물이 

첨가된 배지에서 24시간 배양된 B16F10 암세포의 생

존율에 1000 μg/ml 처리군까지 유의적인 변화를 나

타내지 않았다(Fig. 1). 따라서 세포독성을 나타내지 

않은 1000 μg/ml 및 500 μg/ml을 설정하여 B16F10

세포의 이동성 및 침윤성에 미치는 각 추출물의 영향

을 조사하였다. 

  각 처방전 추출물에 의한 B16F10 세포의 이동성과 

침윤성의 억제 여부를 조사하기 위하여 Wound healing 

migration 및 matrigel invasion assay를 실시하였

다. 먼저 Fig. 2의 결과에서 알 수 있듯이 정상배지

에 배양된 세포에 비하여 각 추출물이 함유된 배지에

서 배양된 B16F10 세포의 이동성이 전체적으로 처리 

농도 의존적으로 억제되었으나, 단자청피탕이 가장 

큰 억제 효과를 보여주었다. 또한 이와 유사하게 

matrigel을 통한 B16F10 세포의 침윤성도 단자청피

탕 추출물 처리군에서 현저하게 감소되었다(Fig. 3). 

즉 두 가지 방법에 의한 B16F10 세포의 전이 억제 

가능성 검증에서 청간해울탕과 지패산 추출물이 비교적 

억제 효과가 낮게 나타났으며, 단자청피탕이 가장 강한

억제 효과를 보여 주었으며, 이는 colony formation 

형성 효능 결과와도 연계성이 있었다(Fig. 4).

  한편 ECM의 분해에 결정적인 역할을 하는 MMPs

는 정상 기관의 발생과 조직 재생에 필수적인 효소이

지만, 암세포의 전이를 위한 침윤성 증대에 핵심적인 

역할을 담당하고 있다1-3). 특히 MMPs 중에서 

MMP-2와 MMP-9는 대부분의 암세포 침윤과 암조

직 주변의 혈관신생에 필수적이므로, 이들의 발현과 

활성의 차단은 암세포의 전이 및 증식 억제를 위한 

필수적인 방법이다4-6). 따라서 각 처방전 추출물에 

의한 B16F10 세포의 침윤성 억제가 이들 효소의 활

성 억제와 연관성을 가지는지를 in vitro gelatinase 

활성 비교 방법으로 조사한 결과, 청간해울탕과 지패

산 추출물 처리군에서는 대조군에 비하여 MMP-2 및 

MMP-9 모두에서 유의적인 활성 변화를 보여주지 않

았으나, 단자청피탕 및 십육미류기음 추출물 처리군

에서는 두 MMP의 활성이 유의적으로 감소하였다. 

이러한 정량적 비교 결과가 비록 전사 수준에서 

MMP-2 및 MMP-9의 발현과는 정확하게 일치하지 

않았으나 단백질 수준에서의 결과와는 매우 일치되었

음을 알 수 있었다(Fig. 5). 많은 선행연구에서 잘 알

려진 바와 같이, MMPs의 활성은 MMPs의 억제인자

인 TIMPs의 발현 증대에 따라 상대적으로 억제될 수 

있으므로20,21) MMPs에 대한 TIMPs의 상대적인 발현 

증가는 암세포 침윤성의 억제를 측정하는 주요 인자

로 활용이 가능하다22,23). 따라서 단자청피탕 및 십육

미류기음 추출물 처리에 따른 MMP-2 및 MMP-9의 

활성 저하가 그들 TIMPs의 발현 변화와 연관성이 있

는지의 여부를 확인한 결과, 두 추출물이 처리된 

B16F10 세포에서 TIMP-1의 발현이 청간해울탕과 지

패산 추출물 처리군에 비하여 다소 높게 나타났음을 

알 수 있었다(Fig. 6). 또한 mRNA 수준에서는 큰 차

이가 없었지만, 단백질 수준에서 TIMP-2의 발현 역

시 청간해울탕과 지패산 추출물 처리군에 비하여 단

자청피탕 및 십육미류기음 추출물 처리군에서 다소 

증가된 양상을 보였다. 이는 단자청피탕 및 십육미류

기음 추출물 처리에 따른 MMP-2 및 MMP-9의 효

소 활성 저하는 TIMPs의 발현 증가와 동반된 

MMP-2 및 MMP-9의 발현 억제에 의한 것임을 의

미하는 결과이다. 따라서 단자청피탕 및 십육미류기

음 추출물의 TIMPs 발현 증가와 동반된 MMPs의 생

성 및 활성 억제는 ECM의 분해를 차단함으로서 

B16F10 세포의 이동성과 침윤성을 억제하였을 것으

로 생각된다.

  결과론적으로 단자청피탕 및 십육미류기음 추출물

에 의한 B16F10 세포의 이동성과 침윤성의 억제는 

TIMPs의 발현 증가에 의한 MMPs의 발현과 활성 억

제에 의한 것임을 보여주는 것이다. 물론 이러한 결

과가 B16F10 세포 특이적인 현상이라고는 할 수 없

으며, 암세포 전이 억제에 핵심적인 역할을 하는 각 

추출물의 생리활성 성분 규명과 동물 실험을 포함한 

추가적인 연구가 필요할 것이다. 아울러 본 연구의 

유암 처방전이 항전이 인자로서 항암활성을 나타낼 

수 있을 가능성을 보여주는 귀중한 실험적 증거로서 

활용될 것이다.
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 Ⅴ. 결론

  본 연구에서는 B16F10 세포의 이동성 및 침윤성에 

미치는 동의보감 유암 치료 처방전으로 기술된 4가지 

한약복합처방전 추출물의 영향을 조사하였다. 본 연

구의 결과에 의하면 세포독성이 없는 범위에서 단자

청피탕 및 십육미류기음 추출물은 B16F10 세포의 이

동성과 침윤성을 유의적으로 억제하였다. RT-PCR 

및 Western blotting 결과에 의하면 이들 두 추출물

은 MMP-2 및 MMP-9의 발현에 대한 억제 효능도 

청간해울탕과 지패산 추출물에 비하여 높게 나타났으

며, 이는 그들의 효소적 활성 감소와 연관성이 있었

다. 그러나 TIMPs의 발현이 단자청피탕 및 십육미류

기음 추출물 처리군에서 다소 증가되어, 단자청피탕 

및 십육미류기음 추출물에 의한 B16F10 세포의 이동

성 및 침윤성 억제는 TIMPs의 발현 증가에 의한 

MMPs의 활성 저해와 최소한 관련이 있음을 알 수 

있었다. 
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Table 1. Sequences of the primer pairs employed in the RT-PCR reactions

 

Figure legends

 

Fig. 1. Effects of water extracts of Sipyukmiryukieum (SYMRKU), Danjacheongpitang (DJCPT), 

Cheongganhaeultang (CGHUT) and Jipaesan (JPS) on cell viability in B16F10 melanoma cells. 

Cells were seeded at an initial density of 2.5 x 105 cells per 60-mm plate, incubated for 24 

h, and treated with various concentrations of SYMRKU, DJCPT, CGHUT and JPS for 24 h. 

Cell viability was measured using an MTT assay. Each point represents the mean ± SD of 

three independent experiments. 

 

Name   Sequence of primers

MMP-2
sense

antisence

5'-CTT CTT CAA GGA CCG GTT CAT-3'

5'-GCT GGC TGA GTA GAT CCA GTA-3'

MMP-2
sense

antisence

5'-CGG AGC ACG GAG ACG GGT AT-3'

5'-TGA AGG GGA AGA CGC ACA GC-3'

TIMP-1
sense

antisence

5'-TGG GGA CAC CAG AAG TCA AC-3'

5'-TTT TCA GAG CCT TGG AGG AG-3'

TIMP-2
sense

antisence

5'-GTC AGT GAG AAG GAA GTG GAC TCT-3'

5'-ATG TTC TTC TCT GTG ACC CAG TC-3'

GAPDH
sense

antisence

5'-CGG AGT CAA CGG ATT TGG TCG TAT-3'

5'-AGC CTT CTC CAT GGT GGT GAA GAC-3'
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Fig. 2. Effects of SYMRKU, DJCPT, CGHUT and JPS on cell motility in B16F10 melanoma cells. Cells 

were grown to confluency on 30-mm cell culture dishes; a scratch was then made through 

the cell layer using a pipette tip. After washing with PBS, serum free medium (to prevent 

cell proliferation) containing either vehicle or indicated concentrations of SYMRKU, DJCPT, 

CGHUT and JPS was added for 24 h. (A) Photographs of the wounded area were taken for 

evaluation of cell movement into the wounded area. (B) The number of cells migrated toward 

the wounded area was indicated as a relative value. Each point represents the mean ± SD of 

three independent experiments. A Student’s t-test was used for determination of 

significance (* p <0.05 versus untreated control). 
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Fig. 3. Effects of SYMRKU, DJCPT, CGHUT and JPS on invasion in B16F10 melanoma cells. Cells 

pretreated with the indicated concentration of SYMRKU, DJCPT, CGHUT and JPS for 6 h 

were plated onto the apical side of matrigel coated filters in serum-free medium containing 

either vehicle or SYMRKU, DJCPT, CGHUT and JPS. Medium containing 20% FBS was placed 

in the basolateral chamber to act as a chemoattractant. After 24 h, cells on the apical side 

were wiped off using a Q-tip. Next, cells on the bottom of the filter were stained using 

hematoxylin and Eosin Y (A), and then counted (B). Data are shown as the mean of triplicate 

samples and represent invasive cell numbers compared with those of control cells (* p <0.05 

versus untreated control).
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Fig. 4. Effects of SYMRKU, DJCPT, CGHUT and JPS on colony formation in B16F10 melanoma cells. 

For the colony formation assay, cells were seeded at a low density (500 cells per plate) and 

allowed to grow until visible colonies appeared. Culture medium containing either vehicle or 

indicated concentrations of SYMRKU, DJCPT, CGHUT and JPS was replaced every 72  h. (A) 

After 14 days, the cells were stained with common crystal violet dye and then photographs 

were taken. (B) The number of colonies was indicated as a relative value. Each point 

represents the mean ± SD of three independent experiments. A Student’s t-test was used 

for determination of significance (* p <0.05 versus untreated control). 
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Fig. 5. Effects of SYMRKU, DJCPT, CGHUT and JPS on expression and activity of MMPs in B16F10 

melanoma cells. (A) B16F10 cells were treated with 1000 μg/ml of SYMRKU, DJCPT, CGHUT 

and JPS for 24 h. Total RNA was isolated and reverse-transcribed. Resulting cDNAs were 

then subjected to PCR. The reaction products were subjected to electrophoresis in a 1% 

agarose gel and visualized by EtBr staining. GAPDH was used as an internal control. (B) 

Cells grown under the same conditions as (A) were sampled, lysed, and 50 μg of proteins 

were separated by electrophoresis on SDS-polyacrylamide gels. Western blotting was then 

performed using the indicated antibodies, and an ECL detection system. Actin was used as an 

internal control. Bands were quantified using ImageJ and normalized to GAPDH and actin. (C 

and D) In vitro activity of MMP-2 (C) and MMP-9 (D) in cell culture supernatant was 

measured using MMP-2 and -9 gelatinase activity assay kits. Data are mean ± SD from 

three independent experiments and are presented as fold change compared with vector control 

(*, p <0.05 versus untreated control). 
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Fig. 6. Effects of SYMRKU, DJCPT, CGHUT and JPS on expression TIMPs in B16F10 melanoma cells. 

B16F10 cells were treated with 1000 μg/ml of SYMRKU, DJCPT, CGHUT and JPS for 24 h. 

Total RNA was isolated and reverse-transcribed using the indicated primers. Resulting cDNAs 

were then subjected to PCR and the reaction products were subjected to electrophoresis in a 

1% agarose gel and visualized by EtBr staining. GAPDH was used as an internal control. (B) 

The cells were lysed, and 50 μg of proteins were separated by electrophoresis on 

SDS-polyacrylamide gels. Western blotting was then performed using the indicated 

antibodies, and an ECL detection system. Actin was used as an internal control. Bands were 

quantified using ImageJ and normalized to GAPDH and actin.


