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Litsea populifolia, a plant species of the Lauraceae family, is widely distributed in the tropical and sub-
tropical areas of Asia. The phylogenetic relationships and botanical characteristics of L. populifolia have 
been reported; however, its anti-oxidative and anti-cancer activities remain unclear. In this study, we 
evaluated the anti-oxidative and anti-cancer effects of ethanol extracts of L. populifolia (EELP) together 
with the molecular mechanism of its anti-cancer activity in human lung adenocarcinoma A549 cells. 
EELP showed significant anti-oxidative effects with a 50% inhibitory concentration at 11.71 μg/ml, 
which was measured by the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical scavenging assay. EELP exhibited 
cytotoxic activity and induced cell cycle arrest at the G1 phase in A549 cells in a dose-dependent man-
ner, whereas EELP did not have the cytotoxic effect on the normal human lung cell line IMR90. 
Treatment with EELP also resulted in a decreased expression of G1/S transition-related molecules—in-
cluding cyclin-dependent kinase (CDK) 2, CDK6, cyclin D1, and cyclin E—both for the transcription 
and translation levels. EELP-induced G1 arrest was associated with the phosphorylation of checkpoint 
kinase 2 (CHK2), p53, cell division cycle 25 homolog A (CDC25A), and the reduction of CDC25A ex-
pression in A549 cells. Collectively, these results suggest that EELP may exert an anti-cancer effect 
by cell cycle arrest at the G1 phase through both p53-dependent and p53-independent (ATM/CHK2/ 
CDC25A/CDK2) pathways in A549 cells.
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서   론

암은 전세계적으로 주요한 사망 원인 중 하나이며, 2015년 

한해 동안 전세계에서 8.8백만명이 암으로 사망하였으며, 우

리나라에서는 2016년 한해 동안 7만 8천여명이 암으로 사망하

였다[18]. 또한 통계청 자료에 따르면 암이 국내 사망원인 1위

이며, 암종별 사망률은 폐암이 작년 대비 2.9% 증가한 35.1%로 

가장 높았다. 이러한 암 발병률과 암으로 인한 사망률은 전세

계적으로 지속적인 증가추세에 있으며, 국내에서도 식생활의 

서구화, 급격한 노령화 등으로 인하여 꾸준히 증가하고 있다. 

폐암은 주로 외과적인 수술 또는 방사선 요법과 화학요법으로 

치료되나, 표준 화학요법의 경우 암 조직에 대한 낮은 선택성 

때문에 정상조직에 여러 부작용을 유발하는 한계가 있다. 따

라서 뛰어난 항암활성을 보유하고 부작용이 적은 천연물 유래 

소재 개발의 중요성이 지속적으로 대두되고 있으며, 이에 관

한 연구가 활발히 이루어 지고 있다[12, 30]. 

세포 내외의 신호에 반응하여 세포 내 DNA를 완전히 복제

하고, 복제된 DNA를 정확하게 나누어 두 개의 완전한 딸세포

로 분리되는 일련의 과정을 세포주기라고 한다. 진핵세포의 

세포주기는 S기를 준비하는 G1기, DNA를 합성하는 S기, 복제

된 DNA의 확인 및 M기를 준비하는 G2기와 복제된 DNA의 

분배 및 체세포 분열이 일어나는 M기로 나뉜다. G1, G2기는 

각각 다음 단계인 S기와 M기로 진행하기 위해서 체크포인트

(checkpoint)라는 세포주기 감시 시스템이 있어 체크포인트 

관련인자들의 상호작용을 통하여 세포주기가 조절된다. 이때 

각 체크포인트에서 적절하게 조절되지 않으면 세포주기가 제

어되지 못하고 이상증식을 야기하여 암의 원인이 되기도 한다

[28]. 정상세포는 여러 환경상황에 맞게 세포주기를 조절하여 

항상 일정한 수의 세포를 유지하는데, 외부자극 등에 의해 

DNA에 손상을 입게 되면 세포주기를 지연시켜 손상된 DNA

의 회복 경로를 거쳐 항상성을 유지하게 된다[23, 33, 42]. 그러

나 암세포에서는 정상세포와 달리 유전자 변이 등에 의해 세

포주기 제어에서 벗어나 G1/S 또는 G2/M기의 비정상적인 

진행이 일어나 지속적으로 분열하여 증식하게 된다[21, 22]. 

따라서 암세포의 세포주기를 조절함으로써 강력한 항암효과

를 가질 수 있고 이러한 세포주기 제어에 의한 항암활성에 

관하여 활발히 연구되고 있다[37]. 
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세포주기는 cyclin-dependent kinase (CDK)와 cyclin 복합

체(CDK/cyclin complex)의 활성화에 의해 다음 단계로 진행

되며, CDK/cyclin complex의 활성제어에 의해 세포주기가 조

절된다. 현재까지 보고된 바로는 CDK 저해제로 알려진 p21, 

p27 등에 의해 CDK 활성이 저해되어 cell cycle arrest가 야기

되며, 종양억제인자인 p53에 의해 p21의 발현이 증가되는 것

으로 알려져 있다[2, 35, 38]. 반면, Cyclin과 결합한 CDK는 

Tyr15 잔기가 인산화되어 있을 경우 비활성화 되고, 인산화된 

Tyr15 잔기의 탈인산화에 의해 활성화된다[8, 16, 27]. 이렇게 

활성화된 CDK/cyclin complex는 세포주기를 다음 단계로 진

행시킨다. 이때 CDK에 작용하는 탈인산화효소가 cell divi-

sion cycle 25 (CDC25) 단백질이며 CDC25A는 G1/S기에서 

cyclinE/CDK2 complex에 작용하여 G1/S 전환을 야기하며, 

CDC25C는 G2/M기에서 cyclinB/CDK1 complex를 활성화시

킨다[11, 25, 32]. 특히 비소세포성 폐암, 두경부암과 유방암 

환자들에게서 이들 탈인산화효소인 CDC25A가 과발현되어 

있으며, CDC25A의 발현을 저해시켰을 때 간암세포의 성장과 

침투가 억제되었다는 보고가 있어, CDC25 단백질의 활성 억

제제를 찾는 것이 새로운 기전의 항암치료제 개발의 중요한 

분야로 대두되고 있다[17, 24, 39]. 

Litsea populifolia는 녹나무과(Laurel) 녹나무속(Lauraceae)

에 속하는 관목으로 아시아의 열대 및 아열대 지역에 위치하

고 있으며, 일부 종은 북한 또는 남아메리카에서도 발견된다. 

현재까지 L. populifolia의 생육특성 및 계통학적 연구가 진행되

어 왔으나, 생리활성에 관해서는 전혀 밝혀진 바가 없다[34]. 

따라서, 본 연구에서는 인간 폐암세포 A549를 사용하여 L. 

populifolia 에탄올 추출물(Ethanol extract of L. populifolia 이하 

EELP)의 항산화 활성 및 A549 세포의 세포주기조절에 의한 

항암활성과 그 분자적 기전에 관하여 연구하였다. 

재료 및 방법

시료준비

본 실험에서 사용한 L. populifolia 에탄올 추출물은 해외생

물소재허브센터(한국생명공학연구원; 분양번호 FBM123-011)

에서 구입하였다. L. populifolia은 95% 에탄올 용매를 가하여 

45℃에서 초음파로 분쇄하여 수득 후 여과, 농축, 건조과정을 

거친 추출물로써 100 mg/ml의 농도로 디메틸설폭사이드

(DMSO; Sigma, USA)에 용해시켜 4℃에 보관하고 세포에 처

리하기 전 배지에 희석하여 사용하였다. 

총 폴리페놀 함량 측정

총 폴리페놀 함량은 Folin-Denis 방법에 따라 분석하였다

[36]. 에탄올 추출물을 1 mg/ml 농도로 조제한 후, 이 시료액 

100 μl에 10% Folin-Ciocalteau's phenol reagent 200 μl를 첨가

한 후 혼합하였다. 700 mM Na2CO3 용액 700 μl 넣어 혼합하여 

실온에서 30분 방치한 후 640 nm에서 흡광도를 측정하였다. 

총 폴리페놀 함량은 표준물질 tannic acid를 이용하여 검량선

을 작성한 후 정량하였다.

DPPH 라디칼 소거 활성 측정

EELP의 항산화능을 확인하기 위하여 2,2-diphenyl-1-picryl 

hydrazyl (DPPH) radical 소거 활성을 측정하였다[19, 26]. 

EELP를 농도별(2.56-320 μg/ml)로 메탄올에 녹여 준비한 후, 

96 웰 플레이트에 메탄올에 용해된 1.5×10-4 M DPPH 40 μl와 

각 시료 160 μl를 분주한 혼합액을 실온에서 30분간 반응시키

고, microplate reader (Paradigm, Beckman, USA)를 이용하여 

520 nm에서 흡광도를 측정하였다. 시료를 첨가하지 않은 음성 

대조군과 비교하여 소거 정도를 백분율로 나타내고, 50% 저해 

농도(Inhibitory Concentration, IC50)를 계산하였다. 양성 대조

군은 ascorbic acid를 사용하였으며, 측정값은 3회 반복 실험하

여 평균값으로 나타내었다. 억제능의 백분율 공식은 다음과 

같다. 

DPPH radical scavenging activity (%)={1-(A-B)/C}×100

A: sample absorbance 520 nm

B: color control absorbance 520 nm

C: control absorbance 520 nm

세포배양

본 연구에 사용한 정상세포주는 인체에서 유래한 폐섬유모

세포인 IMR90 (CCL-186™)을 사용하였고, 암세포주는 인체 폐

암세포주인 A549 (CCL-185™)를 사용하였다. 세포주는 

American Type Culture Collection (ATCC®, USA)으로부터 

구입하였으며, Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) 

배지에 10% fetal bovine serum (FBS)와 penicillin/strepto-

mycin을 첨가하여 37℃ 배양기에서 5%의 CO2를 유지하면서 

배양하였다.

세포의 성장억제 조사

EELP가 정상세포와 암세포의 성장에 미치는 영향을 확인

하기 위하여 water soluble tetrazolium salt (WST) assay를 

수행하였다. 정상세포 IMR90과 암세포 A549를 24-well plate

에 1-3×104 cell로 분주한 후 24시간 뒤 EELP를 농도별(0-500 

μg/ml)로 처리하고 48시간 동안 배양하였다. 세포의 배지를 

제거하고 WST 시약(Daeillab, Korea)이 포함된 배지를 분주 

후 30분간 37℃ 배양기에서 반응시키고 microplate reader로 

450 nm에서 흡광도를 측정하였다. 측정값은 3회 반복 실험을 

하여 평균값으로 나타내었으며, 본 실험결과를 바탕으로 이후 

적정 처리 농도를 결정하였다. 

세포의 형태 변화 관찰

EELP 처리에 의한 A549와 IMR90의 형태학적 분석을 위하
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Table 1. Primer sets for RT-PCR analysis

Gene Primer sequence (5’-3’) Tm (℃) Product size (bp)

CDK2
 F: GCTCACCCTTTCTTCCAGGATG

 R: TGGTACGGCAAATCTAACGTAG
55 373

CDK4
 F: ATGTTGTCCGGCTGATGGAC

 R: CTTTGACCTGATTGGGCTGC
59 208

CDK6
 F: CCGAGTAGTGCATCGCGATCTAA

 R: CTTTGCCTAGTTCATCGATATC
55 407

Cyclin E
 F: CGGAGCAGCCCCATCATGCC

 R: AGCGGGGAGCCTCTGGATGG
63 329

Cyclin D
 F: CCCTCGGTGTCCTACTTCA

 R: GTTTGTTCTCCTCCGCCTCT
57 409

CDC25A
 F: AGCCCCAAAGAGTCAACTAATCCAGA

 R: CCGGTAGCTAGGGGGCTCACA 
57 570

β-actin
 F: TCATGTTTGAGACCTTCAA

 R: GTCTTTGCGGATGTCCACG
55 513

여 6-well plate에 1-2×105 cell로 분주하고 24시간 후 EELP를 

적정 농도(0-400 μg/ml)로 처리하였다. 48시간 동안 배양 후 

도립현미경(Axiovert 40C; Carl ZEISS, Germany)을 사용하여 

100-200배의 배율로 관찰하였으며, Axio Vision program을 사

용하여 촬영을 하였다.

세포주기 분석

EELP가 A549의 세포주기에 미치는 영향을 확인하기 위하

여 EELP를 다양한 농도로 A549에 처리하여 CycleTEST™ 

PLUS DNA Reagent Kit (Becton Dickinson, USA)로 분석하

였다. 세포는 6-well plate에 1-2×105 cell로 분주하고 EELP를 

0-400 μg/ml의 농도로 48시간 처리 후 회수하였다. 1X PBS로 

세척한 후 RNase A를 실온에서 10분간 처리하고, propidium 

iodide (PI) 용액을 첨가하여 4℃에서 10분간 염색하였다. 염색

된 세포는 Flow cytometry (Cell Lab Quanta SC; Beckman 

Coulter, USA)로 측정하였으며 결과는 WinMDI software 2.9

를 사용하여 분석하였다.

mRNA 발현 분석 

EELP 처리에 의한 A549의 세포주기에 관련된 분자의 

mRNA의 발현 양상을 확인하기 위하여 RT-PCR을 수행하였

다. A549에 농도별(0-400 μg/ml)로 EELP를 처리하고 48시간 

배양 후 TRIzol reagent (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, 

USA)를 이용하여 total RNA를 분리하였다. 분리된 RNA를 

1-2 μg으로 정량한 후 oligo dT primer와 SuperScript First- 

Strand Synthesis System kit (Invitrogen, Thermo Fisher 

Scientific, USA)를 사용하여 cDNA를 합성하였다. 이후 CDK2, 

CDK4, CDK6, Cyclin E, Cyclin D, CDC25A의 primer (Table 

1)를 통하여 TaKaRa Taq kit (TaKaRa biotechnology, Japan)

로 해당 유전자를 증폭시켰다. PCR 조건은 HID Veriti® 96- 

Well Thermal Cycler (Applied Biosystems®, Thermo Fisher 

Scientific, USA)를 사용하여 denaturation은 94℃, annealing

은 55-63℃, extension은 72℃에서 각 30초간 28-35 주기를 수

행하였다. 각 분자의 mRNA 발현되는 양을 분석하기 위하여 

반 정량적인 방법을 사용하였다. 증폭된 유전자는 ethidium 

bromide (EtBr; Sigma, USA)로 염색한 1% agarose gel로 전기

영동 후 UV 하에서 나타나는 band의 intensity를 image ana-

lyser (AlphaView® software, Band Analysis Tool, AlphaIn-

notech, USA)를 이용하여 측정하고, 같은 시료에서 얻어진 β- 

actin 산물의 intensity 측정값으로 나누어 비율을 구하였다. 

또한 EELP 처리 농도별 시료에서 얻어진 상대값들을 용매처

리 대조군의 상대값과 비교하여 발현량을 확인하였다.

단백질 발현 분석 

EELP를 처리한 A549의 세포주기에 관련된 단백질의 발현 

양상을 확인하기 위하여 Western blot을 수행하였다. A549에 

농도별(0-400 μg/ml)로 EELP를 처리하고 48시간 배양하였으

며 1X PBS로 세척 후 용해 버퍼 [20 mM Tris-HCl (pH 7.5), 

150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1mM EGTA, 1% Triton X-100, 

1 μg/ml leupeptin, 1 mM PMSF]를 첨가하여 세포를 회수하

였다. 회수된 세포는 4℃에서 20분 동안 반응 후 14,000× g, 

4℃에서 20분간 원심분리하여 상층액을 취하였다. Bradford 

assay로 정량한 30-50 μg의 단백질은 sodium dodecyl sul-

phate (SDS)-polyacrylamide gel을 이용하여 전기영동하고 

Nitrocellulose Transfer Membrane (Protran®, Sigma-Aldrich, 

USA)에 transfer한 후 5% skim milk를 사용하여 상온에서 1시

간 동안 blocking 하였다. 그 후 세포주기와 관련된 단백질을 

인지하는 일차항체를 4℃에서 24시간 처리하였으며, 이차항

체는 상온에서 1시간 반응시켰다. 반응이 끝난 후 Enhanced 

Chemiluminescence (ECL) Solution (Amersham Life Sci-
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Table 2. Total phenolic contents (TPC) and DPPH activity of ethanol extract of Litsea populifolia

TPC (mg/g) EELP 78.59±2.06

DPPH

Concentration (μg/ml) Inhibition rate (%) IC50 (μg/ml)

EELP

2.56

12.8

64

320

25.76±0.61

53.24±3.97

94.91±0.59

96.09±0.28

11.71

Ascorbic acid

0.512

2.56

12.8

19.79±0.68

80.38±0.62

97.59±0.48

1.53

ence, USA)를 membrane에 도포하고 Chemiluminescence 

Detection System (FluoChem® FC2, AlphaInnotech, USA)을 

사용하여 분석하였다. 일차항체인 p53, CDK2, CDK4, CDK6, 

Cyclin E, Cyclin D1, CDC25A, p-CDC25A (Ser79), Acitin과 

이차항체 HRP-conjugated anti-rabbit, anti-goat, anti-mouse

는 Santa Cruz Biotechnology (USA)에서 구입하였으며, p-p53 

(Ser20), p21, checkpoint kinase-2 (CHK2), p-CHK2 (Thr68)는 

Cell Signaling Technology (USA)에서 구입하여 사용하였다.

통계 분석

실험의 측정결과는 평균(mean)±표준편차(SD)로 나타내었

으며, 각 실험군 사이의 통계학적 유의성 검정은 student’s t 

test를 통해 p값이 0.05 미만(p-value<0.05)인 경우 유의성이 있

는 것으로 평가하였다.

결과 및 고찰

EELP의 총 폴리페놀 함량 및 항산화능 분석 

폴리페놀 화합물은 분자 내에 phenolic hydroxyl기를 2개 

이상 가지고 있는 방향족 화합물로 식물계에 널리 분포되어 

항산화, 항암, 항염 등 다양한 생리활성을 보이는 것으로 보고

되고 있다[1, 31]. 또한 생체 대사 과정 중 생성되는 활성산소종

(Reactive oxygen species)은 높은 반응성 때문에 세포 신호와 

항상성에 중요한 역할을 한다[9]. 대부분의 활성산소종은 생체 

내 항산화 체계에 의해 분해되나, 방어시스템의 균형이 깨지

는 경우 제거되지 못한 활성산소 축적에 의해 DNA, 단백질 

등이 파괴되고 암, 관절염, 노화 등 각종 질병의 원인이 된다

[10, 20]. 따라서 다양한 생리활성 특히 항암활성을 보유하는 

소재의 개발을 위해서는 항산화능 보유 유무를 확인하는 것이 

매우 중요하다[7]. 이에 본 연구에서는 EELP의 총 폴리페놀 

함량을 측정하고, EELP의 항산화능 측정을 위하여 DPPH 라

디칼 소거능을 확인하였다. 그 결과, Table 2에 제시된 바와 

같이 EELP의 총 폴리페놀 함량은 78.59 mg/g으로 나타났으

며, 항산화능을 측정한 결과, EELP의 농도가 2.56, 12.8, 64, 

320 μg/ml로 증가할수록 25.76, 53.24, 94.91, 96.09%의 강한 

DPPH radical 소거능을 보였다. 억제능 50%일 때의 EELP 농

도(IC50) 값은 11.71 μg/ml로 양성 대조군인 ascorbic acid (1.53 

μg/ml) 보다는 낮은 항산화능을 보였으나 EELP가 추출물인 

점을 고려하면 뛰어난 항산화 활성을 지니는 것을 알 수 있었다.

EELP의 암세포 성장 억제 효과 

암세포 성장에 미치는 EELP의 영향을 알아보기 위하여 적

정농도의 EELP를 처리하고 48시간 배양 후 WST assay를 실시

하였다. 그 결과, Fig. 1A에 나타난 바와 같이 정상세포인 폐섬

유모세포(IMR90)의 경우 EELP에 의한 세포 독성 및 성장 억

제 효과가 관찰되지 않았으나, 인체 폐암세포주인 A549의 경

우 EELP 농도의존적으로 세포의 생존율이 감소하였으며, 200 

μg/ml에서는 약 29.49%의 생존율 억제가 일어났고, 최고농도

인 500 μg/ml에서는 71.34% 이상의 성장 억제 효과를 보였다. 

또한, 도립현미경을 통하여 확인한 EELP 처리에 따른 A549 

세포의 형태 변화는 EELP의 농도가 증가할수록 A549의 세포 

형태가 변하고, 세포의 수 역시 감소하는 반면, IMR90의 세포

형태에는 영향을 끼치지 않는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 1B). 

이러한 결과로부터 EELP는 A549의 세포 성장을 억제시키는 

것을 확인하였다.

EELP에 의한 G1 arrest 유도

EELP의 A549 세포주기에 미치는 영향을 알아보기 위하여 

적정농도의 EELP를 세포에 처리하고 48시간 배양 후 Flow 

cytometry를 사용하여 세포주기 변화를 측정하였다. Fig. 2의 

histogram 결과에서 보여지듯이 EELP 처리 농도가 높아질수

록 G1기(region M2)의 세포 분포가 점차 증가하는 것을 알 

수 있었다. 반면, S기(region M3) 및 G2/M기(region M4)의 

세포는 EELP 농도 의존적으로 감소함을 확인하였다. 또한 

Table 3에서 나타낸 바와 같이 각 주기별 실제 세포 분포수를 

확인한 결과, DMSO 대조군에서는 64.55%였던 G1기 세포 분

포는 EELP의 농도의존적으로 증가하여 최고 농도인 400 μg/ 

ml에서는 82.15%의 A549 세포가 G1기에 정체되어 있음을 알 

수 있었다. 상대적으로 G1기 이후 단계인 S기 및 G2/M기의 

세포는 각각 21.49%에서 5.77%로, 8.95%에서 6.03%로 감소하

였다. 따라서 본 결과는 EELP의 처리에 의해 A549 세포의 강

력한 G1 arrest가 유도됨을 시사한다.
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Fig. 1. Effects of EELP on cell growth and morphology in human lung carcinoma A549 cells. (A) Human fetal lung IMR90 cell 

line as a normal cell control and human lung adenocarcinoma A549 cells were treated with various concentration of EELP 

for 48 hr. Cytotoxic effect of EELP was determined by WST assay. Results are expressed as percentage of the vehicle treated 

control ± SD of three independent experiments. *p<0.05 and **p<0.01 compared with dissolved in dimethyl sulfoxide treated 

cells. (B) Morphological changes by EELP in A549 and IMR90 cells. The cells were treated with indicated concentration 

of EELP for 48 hr, and then visualized by light microscopy. Magnification, ×100 and ×200.

Table 3. Cell cycle distribution of ethanol extract of Litsea popu-

lifolia

EELP 

(μg/ml)

% of cell

SubG1

(M1)

G1

(M2)

S

(M3)

G2/M

(M4)

0

50

100

200

400

4.49

3.21

4.00

6.27

5.62

64.55

65.61

72.00

72.69

82.15

21.49

21.01

16.90

12.94

5.77

8.95

9.38

7.20

5.77

6.03

EELP에 의한 세포주기 관련 인자들의 mRNA 발현 변화 

분석

앞서 EELP에 의한 A549 세포의 G1 arrest 유도를 확인하였

으므로, 다음으로 A549 세포에 EELP를 48시간 동안 처리한 

후 G1/S 체크포인트 분자들의 mRNA 발현 변화를 분석하였

다. 그 결과, Fig. 3에서와 같이 최고농도인 400 μg/ml의 EELP 

처리시 CDK2, CDK6의 mRNA 발현이 감소하였으며, 파트너 

cyclin인 cyclin E, cyclin D의 발현이 감소하였다. 또한 CDC25A

의 mRNA 발현도 감소하였음을 확인하였다. CDC25A는 탈인

산화효소로 G1/S기 진행에 관여하는 CDK2를 탈인산화시켜 

활성화시키는 분자로 알려져 있다. 따라서 이러한 결과는 

EELP가 G1기에서 S기로의 진행을 유발하는 CDK, cyclin의 

발현을 저해하고, CDK를 활성화시키는 CDC25A의 발현을 저

해하여 A549세포의 세포주기가 G1에서 S기로 진행되는 것을 

억제함을 시사한다. 

EELP에 의한 세포주기 조절 기전 분석

다음으로 EELP의 세포주기 조절의 분자생물학적 기전을 
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Fig. 2. G1 arrest of cell cycle in EELP-treated 

A549 cells. Cells were cultured and 

treated with EELP for 48 hr. Cells 

were harvested, and then stained 

with propidium iodide for 30 min 

and analyzed by flow cytometry. 

DNA-fluorescence histogram is shown.
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   0    50   100   200  400
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Fig. 3. Transcriptional repression of G1 checkpoint proteins by 

EELP in A549 cells. A549 cells were cultured and treated 

with indicated concentrations of EELP for 48 hr. First 

strand cDNA was synthesized by reverse transcriptase 

enzyme and PCR reaction was carried out using CDKs, 

cyclins and CDC25A to primers. Numerical bottom pan-

el of each band indicates the fold change in the band 

intensity compared with that of control.

분석하기 위하여 세포주기 관련 인자들의 단백질 발현 정도를 

Western blot analysis를 통해 확인하였다. 세포주기 조절 기전 

중 하나인 종양억제유전자 p53의 경우, 인산화, 아세틸화 등을 

통해 활성화되며 활성화된 p53은 CDK 저해제인 p21의 발현

을 증가시킨다[29]. p21은 CDK2와 결합하여 CDK2/cyclin E 

complex를 저해하여 G1기에서 S기로의 세포주기 진행을 억

제하는 것으로 알려져 있다[13]. 

또한 최근에는 또 다른 기전인 CDC25 단백질에 관한 연구

가 활발히 진행되고 있으며, 다양한 암세포에서 CDC25 단백

질의 과발현이 관찰되었고 이들은 oncogene으로 작용한다는 

연구결과가 보고되었다[16]. CDC25 단백질 family 중 하나인 

CDC25A는 CDK2의 탈인산화를 유도하여 CDK2를 활성화시

키고 G1/S 전환을 통해 세포주기 진행을 촉진한다[5]. 또한 

인간 비소세포성 폐암 및 hepatocellular carcinoma cell (HCC) 

조직샘플에서 CDC25A의 과발현이 관찰되었으며 이것은 암

세포의 증식, 혈관침투등과 연관되어 있고, CDC25A를 저해하

였을 때 HCC의 성장 및 침투가 억제된다는 보고가 있다[40, 

41]. 그 외에도 CDC25A의 발현 저해에 의해 암세포의 G1 ar-

rest가 유도된다는 연구결과가 있다[4]. 이러한 CDC25 단백질

들은 DNA 손상 체크포인트와의 연관성이 커서, 방사선 조사 

등에 의해 이중나선에 끊김이 생긴 경우, 사람의 세포에서는 

ATM/CHK2/CDC25A/CDK2 경로를 통하여 세포주기를 저

해하여 손상된 DNA의 합성을 막는다[15]. 즉, 세포는 ATM 

키나아제를 활성화시키고 활성화된 ATM에 의해 CHK2의 인

산화가 유도되어 CHK2가 활성화된다. CHK2는 종양억제단

백질로 세포분열이 너무 빠르게 일어나는 것을 저해하여 세포

주기를 조절하는 단백질로 알려져 있다[6]. 활성화된 CHK2는 
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Fig. 4. Downregulation of G1 checkpoint proteins 

by EELP in A549 cells. Cells were treated 

with indicated concentrations of EELP for 

48 hr. The cells were lysed and cellular pro-

teins were then separated by SDS-PAGE, 

followed by Western blotting using anti-

bodies against (A) CHK2, p-CHK2 (Thr68), 

p53, p-p53 (Ser20), p21, CDC25A, p-CDC25A 

(Ser79) and (B) CDK2, CDK4, CDK6, cyclin 

D1, cyclin E. Actin was used as an internal 

control. 

p53을 인산화시켜 활성화시키고, 또한 CDC25A를 인산화시

켜, 인산화된 CDC25A는 ubiquitin-dependent proteasomal 

degradation을 통해 제거된다[14]. 따라서 ATM/CHK2 경로

를 통한 CDC25A의 분해는 손상된 세포에서의 세포주기 진행

을 막는 데 중요한 역할을 하며, ATM, CHK2 등의 돌연변이에 

의해 DNA 손상에 따른 CDC25A의 분해가 이루어지지 않으

면 암세포로 발전할 가능성이 매우 높아진다[3]. 따라서 이러

한 연구결과들은 CDC25 단백질이 중요한 세포주기 조절 인자 

중 하나이며, CDC25 단백질의 조절을 통해 암세포의 세포주

기를 조절할 수 있음을 시사한다.

세포주기 관련 단백질을 Western blot으로 확인한 결과, 

Fig. 4A에서와 같이 EELP 처리농도가 증가할수록 인산화된 

CHK2가 증가하였으며, 그에 따라 활성화 형태인 p-p53의 발

현이 증가하였고, 비활성화 형태인 p-CDC25A가 증가하였다. 

또한 Fig. 4B에서와 같이 G1기에서 S기로의 전환을 촉진하는 

단백질인 CDK2, CDK6, cyclin E, cyclin D1의 발현량이 감소

하였음을 확인하였으며 이러한 결과는 앞서 관찰한 mRNA 

발현 결과(Fig. 3)와 일치함을 알 수 있었다. 이와 같은 결과로

부터 EELP는 CHK2를 인산화하여 그 하위시그널인 p-53과 

CDC25A 탈인산화효소의 인산화를 유도하였으며, inactive 

form CDC25A에 의해 CDK의 활성화가 저해되어, CDK/cy-

clin complex 활성이 저해되어, A549 세포의 G1 arrest가 유도

되었을 것으로 사료된다. 

현대 의학의 발전에도 불구하고 전세계적으로 암의 발병률

과 사망률은 지속적으로 증가되고 있어 기존의 항암제보다는 

독성이 적고 암세포에 대한 특이성이 높은 새로운 작용기전을 

가지는 항암제의 개발이 요구되고 있으며, 이에 부응하여 암

의 발병기전에 관한 분자생물학적 연구 및 다양한 기전의 항

암 활성을 가지는 천연물 소재에 관한 연구가 활발하게 진행

되고 있다. 특히 암세포에서 특이적으로 과발현되어 있는 세

포주기조절 관련 분자 등에 관한 연구결과들이 보고되면서 

세포주기조절 인자를 target으로 하는 항암제에 관한 연구가 

주목받고 있다. 본 연구를 통하여 Litsea populifolia 추출물이 

뛰어난 항산화능을 가지며, 정상 폐세포주인 IMR90에서는 독

성이 거의 없으며 암세포주인 A549에는 강력한 독성을 지니

는 것을 확인하였다. 또한 암세포 독성의 기전이 암세포의 세

포주기 조절, 즉 G1 arrest에 의한 것임을 확인하였다. 이러한 

연구결과를 바탕으로 추후 EELP의 ROS 조절에 의한 항암활

성에 대하여 지속적인 연구가 수행되어야 할 것이다. 아울러 

본 연구결과는 Litsea populifolia 추출물의 세포주기 조절에 의

한 항암기전을 해석하고 폐암세포의 세포주기 조절의 기전연

구를 위한 중요한 기초자료가 될 것이라 사료된다. 
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초록：인체 폐암 세포주 A549에서 Litsea populifolia 추출물의 항산화 및 항암활성 분석

진수정1․오유나1․정현영1․윤희정2․박정하2․권현주1,2․김병우1,2*

(1동의대학교 블루바이오소재개발센터, 2동의대학교 공과대학 바이오응용공학부)

본 연구에서는 인체 폐암 세포인 A549를 사용하여 Litsea populifolia 에탄올 추출물(EELP)의 항산화 및 항암활성

과 그 분자적 기전에 관하여 연구하였다. 먼저 EELP의 DPPH 라디칼 소거활성을 측정한 결과, IC50가 11.71 μg/ 

ml로 유의적인 항산화활성을 보였다. 또한 EELP가 인체폐암세포주인 A549와 정상 폐세포인 IMR90의 세포증식

에 미치는 영향을 알아본 결과, 정상세포의 생존율에는 거의 영향을 끼치지 않은 반면, EELP 농도의존적으로 

A549 세포의 성장이 저해되었으며, 세포 주기 변화를 분석한 결과 EELP에 의해 A549 세포의 강력한 G1 arrest가 

유도되는 것을 확인하였다. EELP에 의해 유도되는 G1 arrest는 세포주기 조절 인자인 Cyclin D1, Cyclin E, 

Cyclin-dependent kinase인 CDK2와 CDK6의 mRNA 발현 감소와 더불어 단백질 발현 감소와 연관되어 있었다. 

또한 EELP 처리에 의한 CDK/Cyclin complex의 발현 저해는 DNA 손상에 의해 활성화되는 CHK2의 활성화 형

태인 p-CHK2의 발현 증가에 따른 p53 인산화에 따른 활성화와 CDK 활성화 효소인 CDC25A 탈인산화효소의 

인산화에 따른 저해에 의해 나타나는 결과로 사료된다. 이러한 결과들로부터 EELP는 두가지 경로인 p53-의존성

과 p53-비의존성(ATM/CHK2/CDC25A/CDK2) 경로를 통해 A549의 G1 arrest를 유도하여 세포 증식을 억제하는 

것으로 사료된다. 본 연구결과는 EELP가 폐암에 대한 새로운 항암활성 소재로서 사용될 수 있는 가능성을 시사하

며, 또한 EELP의 세포주기 조절에 의한 항암기전을 이해하고 향후 지속적 연구를 하는 데 있어서 귀중한 기초자

료로 사용될 수 있을 것이다. 
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