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L-carnitine에 의한 인간대장암세포주 증식억제 및 산화적손상 기전 규명
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ABSTRACT - L-carnitine is found in high levels in muscle tissues. It has been developed as a nutrient and dietary

supplement, and also used as a therapeutic supplement in various diseases including type II diabetes, osteoporosis and met-

abolic neuropathies. However, it is not fully understood how it affects cellular mechanisms in colorectal cancer. Therefore,

we attempted to determine the effect of L-carnitine in HCT116 human colorectal cancer cells. First, the HCT116 cells were

exposed to L-carnitine for 24 hours at 0-40 mM, and then analyzed for cellular proliferation, oxidative stress and related

mechanisms. In a MTT assay, L-carnitine inhibited cellular proliferation and induced reactive oxygen species (ROS) in

HCT116 by DCF-DA analysis. To analyze the mechanism of L-carnitine in colorectal cancer cells, we performed a western

blot analysis for pERK1/2 and pp38 MAP kinase. The western blot showed that L-carnitine significantly increased protein

levels of pERK1/2 and pp38 compared with control. Taken together, we found that L-carnitine has anti-proliferative func-

tion via increased ROS and activation of ERK1/2 and p38 pathway in HCT116. These findings suggest that L-carnitine may

have an anti-proliferative role on colorectal cancer.
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대장암은 전 세계적으로 높은 발병률을 가지고 있고 주

요 사망 원인 중 하나이다1). 한국에서 대장암은 65세 이상

일 경우 남성은 1위, 여성은 3위를 차지하는 높은 발병률

을 나타내는 질병으로 보고되었다2). 현대 의학에서 특정 지

표를 표적 할지라도 다른 조직에서 내성을 획득하게 됨으

로써 여전히 대장암에 의한 사망률은 높아지고 있기 때문

에 이를 억제할 수 있는 효과적인 치료법의 개발이 요구 되

고 있다. 암세포의 특징 중 하나는 무한 증식할 수 있다는

것인데, 제한적이지 않은 세포 증식은 일반적인 조직 세포

들의 순수한 기능을 방해할 뿐만 아니라 다른 조직에 전이

되어 증식할 수 있다3). 암 환자에서, 특정 암세포의 전이는

치료가 어려울 뿐 아니라 예후가 좋지 못하기 때문에 암세

포의 증식 억제가 항암 기전 연구에 있어서 가장 중요한 과

제가 될 수 있다. 암세포에서 세포사멸(apoptosis)이 억제되

거나 세포주기에 결함이 생기면 세포는 제거되지 못하고

증식하게 된다. 따라서, 암세포에서 세포사멸이나 죽음을

유도하는 생물학적 기전 혹은 약물들을 개발하는 것이 중

요하다.

본 논문의 저자들은 이미 이전 연구에서 동물의 근육 조

직에서 많이 발견되는 생리활성물질들을 조사하여 그 중 L-

carnosine이 NF-κB/STAT1 신호전달체계를 억제함으로써 대

장암세포주의 세포주기억제 및 세포사멸을 유도한다는 것

을 밝혔고3, 또 다른 생리활성물질인 coenzyme-Q10이 대장
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암세포주에서 nitric oxide (NO)의 발생을 증가시킴으로써

세포사멸을 유도하는 단백질 BAX를 증가시키고 세포사멸

을 억제하는 단백질 Bcl-2를 억제하여 세포의 생존률을 감

소시킨다는 것을 밝힌 바 있다4). 따라서, 본 논문의 저자들

은 동물의 근육 조직에 많이 존재하는 생리활성물질들의

항암 효능 대하여 주목하게 되었고, 그 중 비타민 B 복합

체로 많이 알려져 있는 L-carnitine에 대하여 관심을 갖게

되었다.

L-carnitine은 라이신과 메티오닌에 의하여 생성되는 효소

로 동물의 골격근 또는 심근을 포함하는 다양한 조직에 존

재한다5. 이는 지방 분해 과정에 있어 지방산을 미토콘드리

아로 옮기고 지방산을 분해함으로써 에너지를 생성해내는

물질로 근육 조직을 강화하는데 효과적이다6). L-carnitine이

가장 많이 들어있는 식품은 양고기로 100 g 당 209 mg 이

상 함유되어 있다고 알려져 있으며 소고기가 대략 60 mg/

100 g정도로 그 뒤를 잇는다7). 이러한 까닭에, 많은 사람들

이 영양보조제로 L-carnitine을 복용하고 있는 실정이며 그

효과에 대한 연구가 꾸준히 이루어지고 있다8-10). 더불어, L-

carnitine은 골다공증에서 칼슘과 같은 역할을 하여 뼈를 강

화하는 기능이 있다고 밝혀진 바 있고11), 제 2형 당뇨 질환

환자에서 포도당을 처리 기능을 높임으로써 치료적 효능을

가지고 있다는 연구 보고가 있다12). 이미 L-carnitine은 암

환자의 영양 불균형을 줄이고 몸무게를 회복하는 효과가

있음이 밝혀졌으며, 특히 최근 다양한 암 질병 연구에서 L-

carnitine이 암 억제적 효능을 가지고 있다는 것에 주목해왔

다13). 그러나, 대장암에서는 L-carnitine에 대한 연구가 충분

하지 않으며 관련 기전에 대하여 밝혀진 바가 없기 때문에

본 연구에서는 대장암에서 L-carnitine의 효과 및 기전을 규

명하고자 흔히 대장암 in vitro 연구에서 사용되는 대표적인

대장암세포주, HCT116을 이용하여 연구를 진행하였다3).

Materials and Methods

시약

L-carnitine은 시그마(#C0283)에서 구입하였다. 항 pERK1/

2 (#4370), 항 pp38 (#4511), 항 ERK1/2 (#4695), 항 p38

(#9212), 항 β-actin (#3700)항체는 cell signaling에서 구입

하였다. 

세포배양

In vitro 연구에서 사용한 인간대장암세포주 HCT116 (No.

10247)은 한국세포주은행(KCLB)에서 구입하였다. 모든 세

포주는 세포배양기에서 5% CO2, 그리고 37oC의 온도를

유지하며 배양하였고 배양액은 1% penicillin streptomycin

과 10% 우태아혈청(FBS)을 함유한 RPMI-1640 배지를 사

용하였다. HCT116 세포주는 계대 배양 후 18 시간 동안

부착 하였고, 이후 L-carnitine은 0부터 40 mM의 농도로

24 시간, 48 시간 처치 하였다.

세포 생존률 분석

세포의 생존률을 조사하기 위하여 MTT (3-[4,5-dimethyl-

thiazol-2-yl]-2,5 diphenyl tetrazolium bromide) assay를 수

행하였다. HCT116 세포주는 24 well plate에 1×105개의 개

수로 넣어 부착하였고 이후 부착된 세포의 배양액을 제거

하고 1X PBS로 2번 세척한 뒤 L-carnitine을 각각 다른

농도로 배양액에 희석하였다 (0, 10, 20, 30, 40 mM).

500 μL씩 넣어주고 24시간 동안 배양하였다. MTT 시약을

(5 mg/mL, sigma) 배양액에 2 μL/mL 농도로 혼합하여 넣

고 4시간 보관한 다음 배양액을 제거 후 dimethyl sulfoxide

(DMSO)를 50 μL씩 넣어 결정체를 녹여주었다. 다음으로

96 well plate에 옮긴 후 스펙트럼 분석기를 사용하여

540 nm 흡광도로 측정하였다.

활성산소종(ROS) 측정

세포 내 활성산소종을 측정하기 위하여 2, 7′-Dichlorodi-

hydrofluorescein diacetate (DCF-DA) 염색법을 수행하였다.

세포는 6 well plate에 5×105개의 개수로 넣어 부착하였고

이후 부착된 세포의 배양액을 제거한 후 1X PBS로 세척

한 뒤 10 μM의 DCF-DA를 30분 동안 처리하였다. 그 다

음, L-carnitine을 0, 20, 30 mM의 농도로 24시간, 48시간

처치하였고 트립신을 이용하여 단일 세포로 분리하였다.

얻어진 세포는 유세포분석기(Flow cytometry)를 사용하여

FL-1 채널에서 측정하여 분석하였다.

Western blotting 분석

2×106개의 세포를 100 mm plate에 부착하였고 L-carnitine

은 20, 30 mM의 농도로 24시간 동안 처치하였다. RIPA 버

퍼를 이용하여 단백질을 분리하여 BCA 단백질 정량법으로

20 μg/15 μL로 정량하여 5X SDS-PAGE 샘플버퍼와 혼합하

였다. 이후, 100oC에서 7분 동안 열처리 하였다. 10%의 SDS-

acrylamide gel에 각 샘플을 걸어준 후 SDS-PAGE를 실시하

였다. Nitrocellulose transfer membrane 0.45 μm에 단백질을

옮겨준 다음 5% skim milk를 이용하여 블로킹 시켰다. 1차

항체(1:2000)는 4시간 동안 노출 시켰고 10분간 3번 세척 후

2차 항체(1: 2000) 를 1시간 동안 처리하였다.

통계학적 분석

실험결과는 평균값과 표준편차를 나타내었다. 모든 실험

결과의 유의성평가는 1-way-ANOVA 검정 Bonferroni’s 다

중검정법으로 실시하였으며, 대조군과 비교하여 P<0.05일

때 유의적이라고 판단하였다. 모든 그래프는 GraphPad

prism 5 프로그램을 이용하여 나타내었다. 모든 실험결과

는 3번 이상 수행한 결과이다.
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Results and Discussion

L-carnitine의 대장암세포주 증식 억제 효과

무한 증식하는 암세포의 특성을 감안할 때 암세포의 증

식을 억제하는 것은 항암에 있어 중요한 과제라고 할 수

있다. 따라서, 본 연구에서는 L-carnitine에 의해 세포 증

식의 변화를 측정하기 위해 MTT assay를 수행하여 생존

률을 측정하였다. L-carnitine은 10~40 mM 농도로 각각 처

치하였으며, 현미경 상에서 이루어진 세포의 형태학적 분

석에서는 20 mM, 30 mM 그리고 40 mM에서 농도가 높아

짐에 따라 세포의 밀도가 감소하는 것으로 관찰되었다

(Fig. 1A). 실제로 세포의 생존률을 측정할 수 있는 MTT

assay 에서는 30 mM, 40 mM 농도의 L-carnitine이 대장암

세포주의 생존률을 각각 대략 70%, 90% 감소시키는 것

으로 나타났다 (Fig. 1B). 본 연구결과는 L-carnitine이 대

장암세포주의 증식을 억제할 수 있다는 것을 제시하였다.

대장암세포주에서 L-carnitine에 의한 산화적손상

정상세포와 비교하여 대부분의 암세포는 산화적손상의

지표인 활성산소종(ROS)을 높은 수준으로 발현하고 있다

는 것이 알려져 있다14). 이때, 높아진 활성산소종은 암세

포의 대사과정에 관여하여 증식 및 전이에 영향을 주기

때문에 암세포에서의 활성산소종을 타겟으로 많은 연구가

이루어지고 있다15). 흥미롭게도, 여러 연구논문에서는 높

아진 활성산소종이 종양생성을 유도하지만, 더 많은 활성

산소종이 발생할 경우, 암세포에서 apoptosis, necrosis(괴

사)가 일어나게 되어 증식을 방해한다고 보고하였다16,17).

따라서, 다양한 암 연구에서는 활성산소종의 발생을 비특

이적으로 증가시킴으로써 암세포 증식을 억제할 수 있는 기

전을 규명하기 위해 노력해왔고, 실제로 많은 항암제는 활

성산소종을 증가시켜 암세포를 억제한다는 특징이 있다16,18).

따라서 본 연구에서는, 대장암세포주에서 L-carnitine에 의

하여 활성산소종의 발현에 대하여 분석하기 위하여 DCF-

DA 염색법을 수행하여 발현도를 조사하였다. DCF-DA는

활성산소종을 검출 할 수 있는 염색 탐침으로, 활성산소

종을 측정 할 수 있는 분석법이다19). 결과적으로, 30 mM

농도의 L-carnitine은 높은 수준으로 활성산소종을 증가시

켰으며, 24시간뿐만 아니라 48시간 처치 시에도 그러하였

다(Fig. 2A, 2B). 따라서, 본 연구결과는 L-carnitine은 높

은 수준의 활성산소종을 발생시켜 세포의 증식을 억제할

수 있음을 시사한다. 

L-carnitine에 의하여 조절되는 ERK1/2 와 p38 신호전달기전

ERK1/2와 p38 단백질은 mitogen activated protein kinase

(MAPK) 신호전달체계에 속한 단백질로 활성화되면 인산

화 되는 것으로 알려져 있다. 세포의 성장과 죽음, 그리고

세포주기에 관여하는 단백질로 여러 질병들에서 MAPK

신호전달체계에 대한 연구가 이루어지고 있으며 MAPK

신호전달체계는 활성산소종의 생성과 밀접한 관련이 있는

것으로 알려진 바 있다20). 최근, Li-Dong Zu 연구팀은 호

르몬 펩타이드인 Gastrin의 ERK 신호전달 기전을 통한 위

암세포의 억제적 효과를 규명하였다21). 추가로, Bangxing

Fig. 1. Anti-proliferation effect of L-carnitine in HCT116 cells. Cells were treated L-carnitine at 0-40 mM for 24 hours. (A)The number

of the cells were shown by microscope in phase contrast. (x100) (B) In MTT assay, cell viability (%) was determined. ***p<0.001 com-

pared with control values. Scale bar 100 μm. CTL; control. scale bar. 100 μm.
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Hong연구팀은 유방암에서 p38이 치료 기전이 될 수 있다

는 것을 밝혔고 이 과정에서 활성산소종이 관여한다고 보

고했다22). 본 연구팀은 인간대장암세포주에서 L-carnitine이

어떤 신호전달기전을 통하여 세포사멸 및 활성산소종을 발

생시키는지 궁금하였기에 L-carnitine 처치에 따른 ERK1/2

및 p38의 단백질 활성에 대하여 조사하였다. L-carnitine 처

치에 의하여 인간대장암세포주에서 ERK1/2 와 p38의 인

산화가 촉진되는 것을 확인하였다(Fig. 3A). 최근 연구보

고에 따르면 L-carnitine은 ERK1/2 신호전달기전을 경유해

골 형성 관련 유전자의 발현을 증가시킴으로 인간 골아

유사 세포의 분화를 촉진하고, 추가로 제브라피시 배아에

서는 L-carnitine이 케타민에 의해서 낮아진 ERK1/2 단백

질의 활성을 증가시키며 이 신호전달기전에 의하여 낮아

진 심박수가 정상으로 회복된다는 것을 ERK1/2 억제제를

통하여 규명하였다23). 본 연구에서도 마찬가지로 L-carnitine

에 의해 높아진 ERK1/2 및 p38의 활성이 실제로 인간대

장암세포주의 세포 사멸이나 활성산소종을 유도하는지 알

아보기 위하여 ERK1/2 억제제(PD98059), p38 억제제

(SB202190)를 사용하여 ERK1/2 및 p38이 억제되었을 때

L-carnitine이 활성산소종을 증가시키지 못하는지 조사하였

다(Fig. 3B). ERK1/2 억제제를 처치하였을 때 L-carnitine

에 의한 활성산소종의 발생이 감소하였지만(Fig. 3C), p38

억제제에 의해서는 변화하지 않았다 (결과는 명시하지 않

Fig. 2. Increase of reactive oxygen species (ROS) in HCT116.

Cells were treated L-carnitine at 0, 20 and 30 mM for 24 and 48

hours. (A) DCF-DA (%) was detected by flow cytometry in FL-1

channel. (B) Data were presented in graph. ***p<0.001 compared

with control values. CTL; control.

Fig. 3. The association with apoptosis/ROS and activation of ERK1/2 and p38 in L-carnitine-treated HCT116. Cells were treated L-carni-

tine at 0-30 mM for 24 hours. (A) Western blot analysis for pERK1/2, ERK1/2, pp38, p38 and β-actin (left), and densitometry ratio

against total protein (right). (B) Western blot analysis for pERK1/2, ERK1/2 and β-actin in L-carnitine with 15 μM PD98059 (ERK1/2

inhibitor). (C) DCF-DA (%) was detected by FACS in FL-1 channel. (D) Western blot analysis for BAX, Bcl-2 and β-actin. **p<0.01,

and ***p<0.001 compared with control values.
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음). 더 나아가, 세포사멸과정에 관여하는지 알아보기 위

하여 세포 사멸과 관련한 단백질인 bcl-2, BAX의 발현량

을 분석하였다. Bcl-2 단백질은 세포 사멸을 억제하는데

관여하고 BAX 단백질은 세포사멸이 유도될 때 관여하는

단백질이다. 본 연구에서, L-carnitine에 의하여 증가된 BAX

단백질과 감소된 Bcl-2 단백질은 ERK1/2 억제제에 의하

여 무력화 됨을 확인하였다(Fig. 3D). 종합해보면, 본 연

구에서 L-carnitine은 ERK1/2와 p38 신호전달기전을 통하

여 대장암세포주의 활성산소종을 높은 수준으로 증가시키

고 세포사멸을 유도한다는 것을 말해준다. 따라서, L-

carnitine의 대장암세포주의 세포사멸을 유도시키는 능력은

암세포의 특징인 무한 증식을 억제하는 데 기여하며 이는

항암 연구에 있어 중요한 치료적 물질이 될 수 있음을 시

사한다.

이전에 Giuseppe Roscilli 연구팀이 발표한 연구논문에

서 L-carnitine이 대장암세포의 성장을 늦춘다는 것이 보

고되었고24, 또한 경희대학교의 박소정 연구팀의 연구논문

에서는 L-carnitine이 HCT116 세포의 apoptosis를 유도한

다는 것을 보여주었으며 이 과정에서 BAX 단백질의 증

가가 중요하다는 것이 규명되었다25. 하지만, 위 논문들에

서는 L-carnitine에 의한 세포사멸 과정에 관여하는 생리

적 변화 혹은 신호전달기전에 대해서는 규명하지 않았다.

본 연구 논문에서는 L-carnitine이 대장암세포주의 세포 증

식을 효과적으로 억제하는 과정에서 활성산소종의 과도한

생성이 일어나고 이 때 ERK1/2 신호전달기전이 관련한다

는 것을 증명함으로써 L-carnitine의 항암 기능에 대한 가

능성을 제시하였다.

추후 연구에서 L-carnitine의 장기적인 노출에 대한 검증

이 필요할 것으로 판단되고 암세포와 정상세포에서의 기

전 및 역할 규명이 필요하고 더 나아가, p38 및 ERK1/2

활성화의 항암 기전에 대한 추가 연구가 필요하다고 판단

된다. 더불어, L-carnitine이 가진 항암보조제의 효과를 규

명할 때, 이전에 보고된 L-carnitine을 과 복용 한 뒤 느끼

는 메스꺼움 혹은 어지러움과 같은 부작용26에 대하여 충

분히 고려되어야 할 것이고, 실험적으로 안정성이나 효율

성에 대한 효능 검증을 생체 외 실험뿐만 아니라 생체 내

실험으로 명확히 규명해야 될 것으로 사료된다.
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국문요약

L-carnitine은 라이신과 메티오닌으로 생합성되며 골격근

과 심근을 포함한 다양한 동물조직에서 발견된다. L-carnitine

이 포함된 식품으로는 양고기, 소고기, 돼지고기 등이 있

고 근육발달에 도움을 주며 뼈를 강화하거나 대사작용을

도와주는 기능을 하여 영양 보조제로 많이 섭취하는 것으

로 알려져 있다. 최근 L-carnitine은 제 2형 당뇨병, 골다

공증, 대사성 신경증후군 등의 다양한 질병의 약물로도 연

구 되고 있으며 암에서는 치료 보조제로 개발되어있다. 하

지만 대장암에서의 L-carnitine에 대한 효과 및 기전에 대

해서는 명확하지 않고 연구된 바가 없기 때문에 본 연구

에서 저자들은 L-carnitine의 효능을 인간대장암세포주

HCT116에서 규명하고자 하였다. L-carnitine은 세포 내 활

성산소종 (ROS)를 높은 수준으로 증가시켜 세포 증식을

억제하였다. 또한, 세포 증식과 죽음에 관련한 단백질

ERK1/2와 p38을 유의적으로 활성화 시킨다는 것을 입증

하였다. 이때, ERK1/2 억제제(PD98059)를 처치하여 ERK1/

2의 활성화가 활성산소종 발생 및 세포사멸에 중요하다는

것을 밝혔다. 따라서, 본 연구 결과는 L-carnitine이 대장

암세포주의 증식을 억제 할 수 있고 이는 대장암의 치료

에 있어 잠재적인 치료 물질이 될 수 있음을 시사하며 이

과정에 관여하는 신호전달기전을 조사하여 항암의 치료기

전에서 활성산소종이나 ERK1/2, p38 단백질의 활성화의

중요성을 제시하였다.
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