
IntroductionIntroduction

대장암의 치료는 오랜 기간 동안 fluoropyrimidine 기반 화학 요법으

로 구성되어 왔다. 최근에는 전이성 대장암 치료를 위한 치료 기준이 바

뀌어 irinotecan과 oxaliplatin을 포함하는 병용 화학 요법으로 처치되

고 있다. 전통적인 화학 요법의 상당한 개선에도 불구하고 이 치료에는 

한계가 있다고 알려져 있다. 따라서 항암 효능을 높이기 위한 다양한 화

학 요법들과 함께 여러 가지 새로운 표적 및 약제 발굴이 계속되어 오고 

있다[1]. 

Vinpocetine은 대수리 식물에서 추출한 알칼로이드 성분인 vin-

camine의 반합성 유도체이다[2]. Vinpocetine은 뇌혈관 질환의 치료

에 널리 사용되어 왔으며 그 치료 효능은 대뇌 혈류를 개선하고 신경 손

상을 약화시킨다고 한다[3-5]. 또한 vinpocetine은 대뇌 평활근 세포

를 이완시켜 세포 내 cGMP를 분해하는 효소인 phosphodiesterase 

type-1 (PDE-1)을 선택적으로 억제하여 대뇌 혈류를 향상시킨다고 

알려져 있다[6,7]. 전압 의존적 Na+ 채널과 Ca2+ 채널도 vinpocetine

에 의해 억제된다고 한다[8,9]. 심혈관계에서 vinpocetine이 검증되기

도 하였는데 다양한 종의 말초 혈관에서 vinpocetine의 혈관 이완 효능

은 PDE-1을 억제함으로써 매개되어 나타났다[10]. Wu 등[11]의 연구

에서는 in vitro 및 in vivo 실험연구에서 심장 비대, 섬유증 및 병리학

적인 심장 리모델링에서 vinpocetine의 역할이 규명되기도 하였다. 한

편 vinpocetine은 PDE-1 독립적인 nuclear factor-κB (NF-κB) 신

호전달경로의 억제와 interleukin-1β 및 tumor necrosis factor-α
와 같은 염증성 사이토카인들의 방출 저해를 통해 여러 가지 염증성 질

환들에서 항염증 효과를 유도하는 것으로 밝혀졌다[12,13]. 최근에는 

vinpocetine은 세포주기를 억제함으로써 여러 인간 유방암 세포들의 

증식을 강력하게 억제하고, 이종 이식 동물의 유방암 형성을 저해한다

고 보고되었다[14]. 

본 연구에서는 vinpocetine이 대장암 세포의 증식에 미치는 영향을 

조사하고 그 억제 기전을 조사하였다. Vinpocetine은 세포주기 조절 및 
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세포자멸사를 통해 대장암 세포의 증식을 억제시킨다는 다양한 실험법

을 통하여 증명하였다. 

Materials and MethodsMaterials and Methods

1. 실험재료 

Vinpocetine은 Tocris Bioscience (Bristol, UK)에서 구입하였다. 

3-[4-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide 

(MTT), agarose 및 propidium iodide (PI) 시약은 모두 Sigma-

Aldrich (St. Louis, MO, USA) 제품을 사용하였다. Bcl-2 항체와 

β-actin 항체는 각각 Cell Signaling (Boston, MA, USA)과 Bio-

world Technology (St. Louis Park, MN, USA)에서 구입하였다. X-

linked inhibitor of apoptosis protein (XIAP), poly (ADP-ribose) 

polymerase (PARP) 항체는 Santa Cruz Biotechnology (Dallas, 

TX, USA)에서 구매하였다. Annexin V-fluorescein isothiocyanate 

(FITC) apoptosis detection kit는 BD Bioscience (San Diego, CA, 

USA)로부터 구입하였다.

2. 세포 배양

실험에 사용된 대장암 세포주인 HCT116, SW480, SW620은 

37℃, 95% 습도, 5% CO2 배양기에서 배양하였으며, 2–3일에 한 번

씩 계대 배양하였다. 배양 배지는 10% fetal bovine serum과 1% 

penicillin streptomycin 항생제를 포함한 Dulbecco’s modified 

Eagle’s medium 배지를 사용하였으며, 이들 제품은 모두 Gibco Life 

Technologies (Grand Island, NY, USA)에서 구매하였다. 

3. MTT assay

24-well plate의 well당 4 × 104개의 대장암 세포를 500 µL의 

배양 배지에 넣어주었다. 대조군으로 용매제인 dimethyl sulfoxide 

(DMSO)를 처리하였고, 1–100 µM의 농도로 vinpocetine을 처리하

였다. 각 24시간, 48시간, 72시간마다 MTT (5 mg/mL) 용액을 50 

µL 넣고 3시간 동안 반응시킨다. 배지는 제거하고, 생성된 formazan 

결정들은 DMSO로 용출하여 540 nm에서 흡광도를 측정하였다.

4. Colony formation assay 

Base layer를 만들기 위해 24-well plate에 0.9% soft agar를 포함

한 배양 배지 500 µL를 넣어준다. 4℃에서 30분 정도 굳혀준 후, 37℃ 

배양기에 넣는다. 그 위로 HCT116 세포 1 × 104개와 0.4% soft 

agar가 들어간 배양 배지 500 µL를 얹어준 후, 약 10분 동안 4℃에서 

굳혀준다. 배양 배지 250 µL에 원하는 농도의 vinpocetine을 잘 섞어

서 세포층 위에 처리해주었다. 14일 정도 관찰하면서 암세포 집락 형성 

정도를 광학 사진으로 촬영하였다.

5. 유세포 분석(flow cytometry analysis)

FITC 형광물질이 표지된 Annexin V와 PI 염색을 통해 세포자멸사

를 확인하였다. HCT116 세포에 원하는 시간 동안 vinpocetine을 처

리한 후, 1 mL당 1 x 106이 되도록 수집한다. Phosphate-buffered 

saline (PBS)로 두 번 세척 후, binding buffer에 세포를 모아준다. 1 x 

105 세포가 들어있는 100 µL에 Annexin V-FITC와 PI를 잘 섞어준 후 

빛을 차단한 상태로 상온에서 15분간 반응시킨다. 400 µL의 binding 

buffer를 추가해주고, 그중 10,000개의 세포를 유세포 측정 분석기

(BD Bioscience)로 분석하였다. 

6. TUNEL assay

세포자멸사가 유도되었는지 DeadEndTM Fluorometric TUNEL 

System (Promega, Madison, WI, USA)을 이용하여 확인하였다. 

간단히 설명하면, vinpocetine을 처리한 HCT116 세포를 4% form-

aldehyde 용액으로 4℃에서 25분 동안 고정시키고, 0.2% Triton 

X-100 용액으로 상온에서 5분 동안 반응시켜 세포투과성을 높여준

다. 100 µL의 equilibration buffer와 반응 후, 세포자멸사에 의해 잘

려진 DNA의 3’ 말단 부위에 결합할 수 있는 TdT-mediated dUTP 

nick end labeling (TUNEL) 혼합액을 37℃에서 1시간 동안 처리하

였다. 4′,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)가 포함된 고정 용액

으로 대조 염색을 해준다. 표지된 DNA 단편들을 형광현미경(Nikon, 

Shizuoka, Japan)으로 관찰하였다.

7.  역전사-중합효소연쇄반응(reverse transcriptase 

polymerase chain reaction, RT-PCR) 

HCT116 세포에서 전체 RNA를 얻기 위해 TRIzol reagent kit 

(Invitrogen, Gaithersburg, MD, USA)를 이용하였다. Reverse 

transcription kit (Promega)를 이용하여 RNA로부터 cDNA를 합

성하였다. cDNA는 β-actin (sense: 5’-GACTACCTCATGAA-

GATC-3’, antisense: 5’-GATCCACATCTGCTGGAA-3’)과 cyclin-

dependent kinase 6 (CDK6) (sense: 5’-CGCTGACCAGCAG-

TACGAAT-3’, antisense: 5’-TGGACTGGAGCAAGACTTCG-3’), 

cyclin D1 (sense: 5’-TGCTCCTGGTGAACAAGCTC-3’, anti-

sense: 5’-GGCAGTCTGGGTCACACTTG-3’), cyclin E2 (sense: 

5’-GGTGCTTGCAGTGAAGAGGA-3’, antisense: 5’-TCGGTG-

GTGTCATAATGCCT-3’), cyclin B1 (sense: 5’-AGCCAGAACCT-

GAGCCTGTT-3’, antisense: 5’-ACATGGCAGTGACACCAACC-3’) 

primer를 이용하여 중합효소연쇄반응(PCR)을 시행하였다.

8. Western blot analysis

Vinpocetine을 처리한 세포들은 PBS로 세척 후 세포용해액(40 mM 

Tris–Cl, 10 mM EDTA, 120 mM NaCl, 0.1% NP-40, protease 
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inhibitor cocktail)으로 용해시켜서 단백질을 얻는다. 30 µg의 단백질

을 sodium dodecyl sulphate–polyacrylamide gel electrophoresis 

(SDS-PAGE)로 크기별로 분리하였고, 이를 nitrocellulose mem-

brane (GE Healthcare, Marlborough, MA, USA)으로 전이시켰다. 

Membrane은 blocking buffer (1×TBS, 0.1% Tween-20, 5% 

skim milk)로 1시간 동안 상온에서 처리하였다. 원하는 단백질의 1차 

항체를 4℃에서 16시간 반응시킨 후, horseradish peroxidase (HRP)

가 결합된 2차 항체를 상온에서 2시간 동안 반응시켰다. Enhanced 

chemiluminescence (ECL, GE Healthcare) 용액을 이용하여 발현 

정도를 확인하였다.

9. 통계처리

본 실험 결과는 평균 세 번 이상의 실험으로부터 얻은 값으로 평균값

을 구하였다. 대조군과 실험군 간의 통계적 차이는 GraphPad Prism 

(version 5.0; GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) 프

로그램을 이용하여 unpaired 2-tailed Student’s t-test 분석을 실시

하여 측정하였다. p값은 0.05 미만일 때 통계적 유의성이 있다고 판단

하였다.

Results Results 

1.  Vinpocetine에 의한 대장암 세포주의 생존율과 증식 억제 

효과

Vinpocetine이 대장암 세포주의 생존율을 조절할 수 있는지 확인하

기 위해 MTT assay를 진행하였다. 대장암 세포주인 HCT116에 다양

한 농도의 vinpocetine을 처리하여 세포의 생존 정도를 확인한 결과, 

Fig. 1A와 같이 vinpocetine의 농도가 증가할수록 그리고 반응 시간이 

길어질수록 세포 생존율이 감소되었다. Vinpocetine을 70 µM의 농도

로 48시간 이상 배양 시, 50% 이상의 세포 생존 감소 효과를 보였다. 

HCT116뿐만 아니라 다른 대장암 세포주인 SW480과 SW620 세포주

에서 생존 억제 효과를 확인해보았다. Fig. 1B에서 보여주듯이 SW480

과 SW620 세포에서도 vinpocetine이 농도 의존적으로 세포 생존율을 

억제함을 알 수 있었다. 다음으로 colony formation assay를 수행하여 

vinpocetine이 HCT116 세포의 anchorage-independent growth

에 미치는 영향을 확인해보았다. Vinpocetine을 Fig. 2A에 나타낸 농

도로 처리하여 집락 형성 정도를 관찰하였다. 2주 동안 관찰한 결과, 

vinpocetine이 농도 의존적으로 HCT116 세포의 증식을 억제하여 대

장암 세포주의 집락 형성을 저해하였다. 대조군에 비해 vinpocetine을 

70 µM, 100 µM 처리한 군에서 집락 크기가 각각 50%, 30%까지 감
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Fig. 1. Effect of vinpocetine on cell viability 
in human colon cancer cells. HCT116 (A), 
SW480 and SW620 (B) were cultured with 
varying concentrations of vinpocetine or ve-
hicle (dimethyl sulfoxide, DMSO) for indicated 
times. Cell viability was determined with 
3-[4-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazo-
lium bromide (MTT) assay. Data represents 
the mean of at least three experiments.
*p < 0.05 vs. DMSO; **p < 0.01 vs. DMSO.
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소하였다(Fig. 2B). 이로써 vinpocetine은 대장암 세포주의 생존율 감

소 및 세포 증식 억제 효과를 가지고 있음을 확인하였다.

2.  Vinpocetine이 대장암 세포주의 세포주기 조절에 미치는 

영향

Vinpocetine의 대장암 세포 증식 억제 효과가 세포주기 조절과 관련

되었는지 여부를 조사하기 위하여 DNA 염색을 할 수 있는 PI 염색액을 

이용하여 세포주기를 분석하였다. HCT116 세포에 vinpocetine을 50 

µM, 70 µM 처리하여 72시간 동안 배양하였다. 이 세포들을 회수하여 

유세포 분석을 한 결과, Fig. 3에서 보여주듯이 vinpocetine 처리군에

서 M기의 세포는 감소하여 세포의 증식이 억제되었고, 세포자멸사로 

인한 DNA 단편 및 핵의 응축이 일어나고 있는 sub-G1기의 세포가 눈

에 띄게 증가하였다. 

3. Vinpocetine이 대장암 세포주의 세포자멸사에 미치는 영향

앞서 살펴본 바와 같이 vinpocetin이 HCT116 세포의 생존율과 증식

을 억제하였고, 세포주기를 조절하여 sub-G1기의 세포를 증가시켰다. 

Vinpocetine의 이러한 효과가 세포자멸사와 연관성이 있는지 추가적

으로 조사해보았다. 먼저 FITC가 표지된 Annexin V를 이용한 유세포 

분석을 실시하였다. HCT116 세포에 72시간 동안 70 µM의 vinpo-

cetine을 처리한 결과를 살펴보면 초기 세포자멸사 분획(Q4)이 67%

까지 증가하였고, 후기 자멸사 분획(Q3)도 22%까지 증가하였다(Fig. 
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Fig. 2. Effect of vinpocetine on cell proliferation in human colon cancer cells. (A) Cell growth ability was evaluated by soft-agar colony formation assays. 
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was determined by flow cytometry with propidium iodide staining. The distribution percentage of cells in sub-G1, G, S, and G2/M phases was indicated within 
each histogram. Representative images were taken from three different experiments.
NT, not treat; DMSO, dimethyl sulfoxide.
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4A). 다음으로 세포자멸사가 유도될 때 생기는 DNA 단편을 확인할 수 

있는 TUNEL assay를 시행하였다. Fig. 4B에서 보여주듯이 vinpo-

cetine은 시간 및 농도 의존적으로 TUNEL 염색이 된 HCT116 세포들

을 증가시켰다. 종합하여 보면, vinpocetine이 HCT116에서 세포자멸

사를 유도할 수 있음을 확인하였다.

4.  Vinpocetine에 의해 변화되는 세포주기 조절 및 세포자멸사 

관련 인자 발현 분석

다음으로 vinpocetine을 처리한 HCT116 세포에서 세포주기 조

절 및 세포자멸사 관련 인자들의 발현 변화를 조사해보았다. 먼저 

HCT116 세포를 vinpocetine 함유 배지에서 다양한 시간대로 배양하

여 세포주기 조절에 관련된 유전자의 발현 정도를 탐색해보았다. RT-

PCR을 시행해본 결과, Fig. 5A와 같이 cyclin B1, cyclin D1, cyclin 

E2 및 CDK6의 발현에는 영향을 미치지 않았다. 다른 세포주기 조절 인

자들에 대한 추가적인 연구가 수행되어야 할 것으로 보인다. 세포자멸

사를 조절하는 인자에 대한 분석은 Western blot assay을 시행하여 

단백질 수준에서 발현 변화를 확인하였다. 대조군과 비교했을 때 vin-

pocetine을 처리한 실험군에서 세포자멸을 억제하는 XIAP와 Bcl-2 

단백질의 발현이 감소한 반면, 세포자멸을 유도할 수 있는 활성 형태의 

잘려진 PARP 단백질 발현이 vinpocetine 처리의 48시간 배양에서 증

가하였다. 이러한 결과들을 통해 vinpocetine이 대장암 세포 HCT116

의 세포자멸사 관련 유전자들의 발현을 조절함으로써 세포자멸사를 유

도함을 확인할 수 있었다(Fig. 5B). 

Discussion Discussion 

본 연구는 vinpocetine의 대장암 세포주에서 항암 활성에 대한 다양

한 증거를 제공하였다. Vinpocetine은 여러 가지 인간 대장암 세포주들

인 SW480과 SW620 및 HCT116의 생존율 및 증식을 억제함을 보여

주었다. 그리고 vinpocetine은 인간 대장암 세포주의 세포주기를 조절

하며 sub-G1기의 세포군을 증가시켰다. 또한 vinpocetine은 세포자

멸사 관련 유전자들의 조절을 통해 인간 대장암 세포주의 세포자멸사를 

유도한다는 사실을 여러 가지 실험법으로 증명하였다. 

Vinpocetine의 항암 활성에 대한 분자적 기전을 파악할 때 PDE 효

소 활성 및 채널들을 통한 Ca2+ 및 Na+ 이온 조절에 대한 알려진 작용

을 고려해볼 필요가 있다. Vinpocetine은 PDE-1을 억제하여 혈관 평

활근 세포 내에서 cGMP 수준을 높인다고 알려져 있다[15]. 또한 신경 

세포의 전압 의존성 Ca2+ 채널[16]과 전압 의존성 Na+ 채널을 억제한

다고 한다[17]. 이러한 특성들이 본 연구에서 관찰된 항암 효능과 연관

되는지에 대한 여부는 아직 연구되지 않았다. 다른 연구에서 PDE-1 억

제제 IC86340이 혈관 평활근 세포의 성장과 생존을 억제한다는 것이 

증명되기도 하였다[18]. 최근 vinpocetine이 암 치료의 표적으로 사용

될 수 있는 PDE-4를 억제하는 것으로 보고된 바도 있다[19-21]. 그리

고 최근 연구에서 vinpocetine이 유방암 세포의 증식, 생존 및 이동을 

억제하고 in vivo 종양 성장을 억제한다는 사실이 보고된 바 있다[14]. 

Vinpocetine은 G(0)/G(1) 단계에서 세포주기를 억제함으로써 다양

한 인간 유방암 세포의 증식을 강력하게 억제하였다. 또한 vinpocetine

이 미토콘드리아 의존 경로를 통해 세포자멸사를 유도하는 것으로 밝

혀졌다. 더욱이 vinpocetine은 전이성이 강한 유방암 세포주인 MDA-

MB-231의 이동을 억제시켰다. 누드마우스의 인간 유방암 이종 이식 

모델로의 vinpocetine의 투여는 종양 성장을 유의하게 억제시켰다. 따

라서 vinpocetine의 PDE-1 및 PDE-4 차단 효과가 종양 성장 억제에 

기여할 수 있다고 추측하는 것이 타당하며, 대장암 세포의 항암효능에

서 PDE 효소활성과의 상관성 연구는 향후 더 연구가 진행되어야 할 부

분이라고 생각한다. 

암 관련 염증반응은 여러 유형의 암 진행 과정의 전형적 특징으로 여

겨진다. 지속적인 염증반응은 암 위험을 폭발적으로 증가시키고 암 진

행을 촉진시킨다고 알려져 있다[22]. 염증의 매개체들과 염증 반응자

들은 개선된 진단 및 치료로 이어질 수 있는 새로운 분자 표적 인자들

로 여겨지고 있다[23-25]. NF-κB 전사 인자는 많은 연구에서 염증을 

암과 연결시키고 있다[26,27]. Vinpocetine은 다른 연구들에서 IκB 

kinase (IKK)를 직접 억제함으로써 NF-κB 의존성 염증반응을 억제

하는 것으로 나타나고 있다[28]. 또한 Signal Transducer and Tran-

scription-3 (STAT-3)는 종양 성장을 조절하는 것 외에도 염증과 암을 

연결하는 역할을 한다고 한다[29,30]. 따라서 앞으로의 연구에서는 염

증반응에 대한 vinpocetine의 억제 효과가 항암 활성에 관여하는지 여

부를 확인하기 위해 추가 연구가 필요하며, vinpocetine이 NF-κB 및 

STAT-3 활성을 억제함으로써 대장암 세포의 항암효능을 나타내는지에 

대한 연구가 필요할 것으로 생각한다. 

본 연구에서 인간 대장암 세포에 대한 vinpocetine의 효능을 조사한 

결과 vinpocetine이 세포 생존 및 증식을 억제하고 세포자멸사를 유도

한다는 것을 발견하였다. 이러한 연구 결과는 전통적으로 뇌혈관 질환

에 사용되는 vinpocetine의 항암 활성을 보여줌으로써 대장암 치료 및 

예방을 위한 기초연구로써 가치가 있다고 생각한다. 
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