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Sanguinarine, a natural benzophenanthridine alkaloid, has been considered a potential therapeutic tar-
get for the treatment of cancer because it can induce apoptosis in human cancer cells; however, the 
underlying mechanisms of action still remain unclear. Tumor suppressor p53 deletion or mutation is 
an important reason for the resistance of colorectal cancer cells to anticancer agents. Therefore, in the 
present study, the role of p53 during apoptosis induced by sanguinarine was investigated in p53wild 
type (WT, p53+/+) and p53null (p53+/+) HCT116 colon carcinoma cells. Sanguinarine significantly 
caused greater reductions in cell viability in HCT116 (p53+/+) cells  than in HCT116 (p53-/-) cells. 
Consistently, sanguinarine promoted more DNA damage and apoptosis in HCT116 (p53+/+) cells 
than in HCT116 (p53-/-) cells while increasing the expression of p53 and cyclin-dependent kinase in-
hibitor p21

WAF1/CIP1
. Sanguinarine increased the activity of caspase-8 and caspase-9, which are involved 

in the initiation of extrinsic and intrinsic apoptosis pathways, respectively, and it activated caspase-3, 
a typical effect caspase, in HCT116 (p53+/+) cells. Sanguinarine also increased the generation of re-
active oxygen species (ROS), and the Bax/Bcl-2 ratio, while destroying the integrity of mitochondria 
in HCT116 (p53+/+) cells, but not in HCT116 (p53-/-) cells. Overall, the results indicate that sangui-
narine induced p53-dependent apoptosis through ROS-mediated activation of extrinsic and intrinsic 
apoptotic pathways in HCT116 colorectal cancer cells. 
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서   론

암세포의 제거를 위한 세포사멸(apoptosis)의 유도는 항암

제 개발에서 핵심적인 전략이다. 세포 운명의 "master regu-

lator"로 간주되는 종양억제 유전자 p53 (tumor suppressor 

p53)은 세포주기 진행 조절과 DNA 손상뿐만 아니라 세포사

멸 유도에 중추적인 역할을 한다[8, 44]. p53은 주로 세포의 

증식억제에 관여하는 표적 유전자의 조절을 통해 항암 잠재력

에 관여하며, 이는 결국 암 진행의 억제에 기여한다[9, 46]. 그

러나 p53은 결장암을 포함한 인간 암의 50% 이상에서 변이되

거나 결실되어 암 치료의 주요 장애가 되고 있다[43, 44, 50]. 

따라서 항암 활성을 지니는 특정 후보물질의 검색 과정에서 

그들의 항암 활성이 p53 의존적인지의 여부는 임상적 활용을 

위한 주요한 정보로 제공될 수 있다.

오랫동안 천연물은 다양한 질환의 치료를 위한 중요한 공급

원으로서 역할을 하고 있으며, 현재 이용 가능한 약물의 50% 

이상이 실제로 천연 물질 또는 그들의 유도체이다. 수많은 천

연물은 서로 다른 기전을 통하여 암세포에 대해 광범위한 세

포독성 효과를 발휘한다[33, 34]. Sanguinarine은 Sanguinaria 

canadensis에 주로 존재하지만 Chelidonium majus와 Macleaya 

cordata와 같은 식물에서도 발견되는 benzophenanthridine al-

kaloid 계열에 속하는 주요 생리활성 물질로서 항균 활성, 고

혈압 및 골다공증 억제 등을 포함한 광범위한 약리학적 활성

을 나타내는 것으로 입증되었다[7, 19, 42, 53]. 특히 sanguinar-

ine은 다양한 암세포에서 세포사멸을 유도하는 것으로 알려지

면서 그와 연관된 분자 생물학적 기전 연구가 최근까지 집중

적으로 이루어져 왔다[13, 15, 16]. 예를 들어, sanguinarine에 

의한 암세포의 세포사멸은 세포의 증식에 중요한 역할을 하는 

nuclear factor-κB, phosphoinositide 3-kinase/Akt 신호계의 

활성 억제와 연관성이 있었으며[21, 30, 53], 세포사멸에 핵심

적인 역할을 하는 caspase cascade의 활성과 활성산소종

(reactive oxygen species, ROS) 생성 의존적인 현상과 연관된 

것으로 보고되고 있다[10, 20, 22, 27, 29]. 아울러 ROS 생성에 

따른 미토콘드리아 기능의 손상은 Bcl-2 family에 속하는 단백

질들의 발현 변화와 미토콘드리아에서 세포질로의 cyto-

chrome c 유리와 연계성이 있었다[1, 26, 29]. 

Sanguinarine에 의한 암세포의 증식억제와 연관된 p53의 

역할에 관한 최초의 연구는 Malíková et al. [31]에 의하여 이루
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어졌으며, 그들의 결과에 의하면 인간 전립선 암세포에서 san-

guinarine은 p53의 유무에 상관없이, DNA 손상과 세포사멸

을 유도하였으며, cyclin-dependent kinase (Cdk) 억제제의 발

현을 증가시켰다. 그리나, Ahsan et al. [4]는 인간 췌장암세포

에서 sanguinarine에 의한 세포사멸에서는 p53의 활성이 증가

되었다고 보고한 바는 있으며, 이와 유사하기 마우스 흑색종

에서 sanguinarine에 의한 DNA 손상 및 세포사멸 유도에서 

p53의 발현이 증가되었다고 보고된 바 있다[39], 최근 Zhang 

et al. [55]은 간암의 진행에 관여하는 microRNA (miRNA)를 

표적화하는 과정에서 sanguinarine이 종양억제자로서 기능을 

하는 miR-16이 p53이 결손된 간암세포에서는 활성이 되지 않

았음을 보고한 바 있다. 또한 그들의 결과에 의하면, sangui-

narine은 p53 의존적으로 세포주기 정지(cell cycle arrest)와 

함께 ROS 매개 세포사멸이 유도하였다. 비록 인간 결장암세

포에서 sanguinarine에 의한 세포사멸에 p53의 연계성이 낮다

는 보고는 있었지만[32], 그들의 연구 결과는 단순 현상만을 

제시하였기에 DNA 손상 및 세포사멸에서 p53의 중요성을 

파악하기에는 충분하지 못하다. 따라서 본 연구에서는 san-

guinarine의 항암 활성에서 p53의 역할을 명확히 규명하기 위

하여 정상 p53 유전자를 가진 결장암세포와 p53이 결여된 결

장암세포[HCT116 (p53+/+) 및 HCT116 (p53-/-)]를 대상으로 

sanguinarine 처리에 따른 DNA 손상 및 세포사멸의 유도 현

상을 비교하였고, sanguinarine에 의한 세포사멸에 관여하는 

기전을 조사하였다. 

재료 및 방법

세포 배양 및 sanguinarine의 처리

본 연구에 사용한 HCT116 (p53+/+ 및 p53-/-) 세포는 

American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA)에

서 분양받았으며, RPMI1640 배지(WelGENE Inc., Daegu, 

Republic of Korea)에 10% fetal bovine serum, 1% penicillin 

및 streptomycin (WelGENE Inc.)을 첨가하여 37℃, 5% CO2 

하에서 배양하였다. Sanguinarine은 Sigma-Aldrich Chemical 

Co. (St. Louis, MO, USA)에서 구입하였으며, 10 mM 농도로 

methanol에 녹인 후 세포 배양용 배지에 희석하여 처리하였다.

세포 생존율 측정

Sanguinarine 처리에 따른 두 세포주에서의 세포독성을 비

교하기 위하여 3-(4,5-dimethylthiazol–2-yl)-2,5-diphenyl tet-

razolium bromide (MTT) 분석을 수행하였다. 이를 위하여 6 

well plate에 각 세포를 분주하여 24시간 동안 안정화시킨 후, 

1 μM의 sanguinarine을 적정 시간 동안 처리하였다. 처리가 

끝난 후, 선행 방법[30]에 준하여 0.5 mg/ml MTT 용액

(Amresco Inc., Solon, OH, USA)를 첨가하여 30분 동안 반응

시킨 후, enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) read-

er (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)를 이용하여 540 

nm에서 흡광도를 측정하였다. 아울러 sanguinarine 처리에 

따른 세포의 형태 변화는 도립현미경(Carl Zeiss, Oberkochen, 

Germany) 하에서 관찰하였다. 

핵의 형태적 변화 조사

Sanguinarine 처리에 따른 세포사멸 유발 여부를 확인하기 

위한 핵의 형태적 변화를 관찰하기 위하여 준비된 세포를 상

온에서 10분간 3.7% formaldehyde 용액을 세포를 처리하여 

고정하였다. 이들 세포를 phosphate buffered saline (PBS)로 

수세 후 1 mg/ml의 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, 

Sigma-Aldrich Chemical Co. St. Louis, MO, USA) 용액으로 

10분간 염색하였다. PBS 및 증류수로 다시 수세 후 형광 현미

경(Carl Zeiss)을 이용하여 핵의 형태적 변화를 관찰하였다.

Comet 분석 

Sanguinarine 처리에 따른 DNA 손상의 정도를 분석하기 

위해서 Comet 분석법을 적용하였다. 선행 방법[6]에 준하여 

준비된 세포를 37℃에서 low melting point agarose (LMA)에 

부유시킨 후, normal melting agarose로 coating된 슬라이드

에 옮겼다. 암 하에서 agarose가 고형화된 후, 슬라이드를 

LMA로 덮고 용해 용액에 4℃에서 1시간 동안 침지시켰다. 

이어서 슬라이드를 gel 전기 영동 장치에서 30분 동안 in-

cubation하고 30 V (1 V/cm) 및 300 mAmp에서 20분 동안 

전기 영동하였다. 전기 영동 후, 슬라이드를 중화 완충액으로 

3회 세척하고 20 μg/ml propidium iodide (PI, Sigma-Aldrich 

Chemical Co.) 용액으로 염색한 후 형광현미경(Carl Zeiss) 하

에서 DNA 손상 여부를 분석하였다.

단백질의 분리 및 Western blot 분석 

선행 방법[30]에 준하여 sanguinarine이 48시간 동안 처리

된 세포를 PBS로 수세하고 용해시킨 후 상층액을 얻었다. 

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

을 사용하여 단백질 농도는 정량하고, 동량의 단백질을 so-

dium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel을 이용하여 전기 

영동을 한 후 polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane 

(Schleicher and Schuell, Keene, NH, USA)으로 전이시켰다. 

이어서 5% skim milk를 30분간 처리하고 적정 1차 항체(Santa 

Cruz Biotechnology, Inc. 및 Cell Signaling Technology, 

Danvers, MA, USA)를 2시간 이상 처리한 후 PBS-T (PBS with 

Tween 20)를 사용하여 10분간 3번 세척하였다. 그 후 2차 항체

(Santa Cruz Biotechnology, Inc.)를 상온에서 1시간 이상 반응

시킨 후 PBS-T로 수세 후 enhanced chemiluminoesence (ECL) 

solution (Amersham Corp., Arlington Heights, IL, USA)을 

적용시킨 후 단백질들의 발현 변화를 분석하였다.
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Fig. 1. Comparison of survival rates by sanguinarine between 

HCT116 cells (p53+/+) and HCT116 p53 null cells 

(p53-/-). Cells were treated with 1 μM sanguinarine for 

the indicated times. The cell viability was assessed by 

an MTT assay. Each bar represents the mean ± SD of 

three independent experiments (*p<0.05 compared to 

control; #p<0.05 compared to p53(+/+)). (B) Morpholog-

ical changes of cells were observed by a phase-contrast 

microscope. 

ROS 생성 관찰 

Sanguinarine 처리에 따른 ROS 생성의 정도를 측정을 위하

여 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCF-DA) 염색

법을 이용하였다. 이를 위하여 sanguinarine이 1시간 동안 처

리된 세포들을 모아 10 μM의 DCF-DA 용액(Molecular Probes 

Inc., Leiden, Netherlands)을 이용하여 37℃, 5% CO2 incuba-

tor에서 20분 염색하고 PBS 및 증류수로 수세 후 형광 현미경

(Carl Zeiss)을 이용하여 DCF의 강도를 관찰하였다.

미토콘드리아 막 전위(mitochondrial membrane poten-

tial, MMP) 분석

Sanguinarine 처리에 따른 미토콘드리아 기능 손상의 정도

를 확인하기 위하여 5,5',6,6'-tetrachloro-1,1',3,3'-tetraethyl- 

imidacarbocyanine iodide (JC-1) 염색을 실시하였다. 이를 위

하여 sanguinarine이 48시간 동안 처리된 세포에 10 μM의 

JC-1 (Sigma-Aldrich Chemical Co.) 용액을 처리하고 20분 동

안 염색 후 PBS로 세포를 수세 후 동의대학교 생체조직재생핵

심연구지원센터의 flow cytometry (Beckman Coulter Inc., 

Brea, USA)를 이용하여 MMP의 변화를 분석하였다. 

Caspase 활성 측정

Sanguinarine 처리에 의한 caspase의 활성 변화는 colori-

metric assay kit (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)를 

이용하여 측정하였다. 이를 위하여 준비된 세포에서 총 단백

질을 추출하고 정량하여 각각 150 μg의 단백질을 fluorogenic 

peptide 기질 100 μM이 함유된 extraction buffer 50 μl에 혼합

하였다. 이어서 microtiter plate에 다시 extraction buffer에 희

석하여 각 sample 당 총 volume이 100 μl가 되게 하였다. 실험

에 사용된 기질은 caspase-3의 경우에는 Asp-Glu-Val-Asp 

(DEVD)-p-nitroaniline (pNA)이었고 caspase-8의 경우에는 

Ile-Glu-Thr-Asp (IETD)-pNA이었으며, caspase-9은 Leu-Glu- 

His-Asp (LEHD)-pNA였다. 준비된 plate를 37℃에서 2시간 

동안 반응시킨 후 ELISA reader를 이용하여 405 nm의 흡광도

에서 각 caspase의 활성의 정도를 측정하였다. 

통계분석

GraphPad Prism® version 5.0 (Graphpad Inc., San Diego, 

CA, USA) one-way ANOVA를 사용하여 통계분석 하였다. 

이를 Turkey’s test로 사후 검정하여 p<0.01 값을 유의한 값으

로 처리하였다.

결   과 

Sanguinarine에 의한 HCT116 결장암 세포의 증식 억제

종양억제 유전자 p53의 유무에 따라 sanguinarine의 처리 

따른 인간 결장암세포의 증식 억제에 미치는 영향을 비교하기 

위하여, 정상 p53을 가진 HCT116 (p53+/+) 및 p53이 결여된 

HCT116 (p53-/-) 세포에 1 μM의 sanguinarine을 처리하였다. 

Fig. 1A에 나타낸 MTT 분석 결과에서 알 수 있듯이, HCT116 

(p53+/+) 및 HCT116 (p53-/-) 세포 모두에서 sanguinarine 

처리 시간이 증가할수록 생존율이 감소되었으나, sanguinar-

ine에 의한 세포독성은 HCT116 (p53-/-) 세포에 비하여 

HCT116 (p53+/+) 세포에서 매우 높게 나타났다. 아울러 세포

의 형태적 변화 및 밀집도 감소 또한 이와 유사한 경향성을 

보였다(Fig. 1B). 

Sanguinarine에 의한 HCT116 결장암 세포의 세포사멸 

유도

Sanguinarine의 처리에 따른 생존율 감소가 세포사멸과 밀

접한 연관성이 있을 것으로 추정되어 DAPI 염색에 따른 핵의 

형태적 변화를 관찰하였다. Fig. 2A에 나타낸 결과에서 알 수 

있듯이, sanguinarine이 처리된 HCT116 (p53+/+) 세포에서 

세포사멸이 유발되었을 경우 관찰되는 염색질의 응축과 단편
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Fig. 2. Comparison of sanguinarine-induced apoptosis between 

HCT116 cells (p53+/+) and HCT116 p53 null cells 

(p53-/-). Cells were treated with 1 μM sanguinarine for 

48 hr. (Al) The DAPI-stained nuclei were pictured under 

a fluorescence microscope (original magnification, ×400). 

(B) Quantitative results for the number of apoptotic cells 

per 100 cells in total. Data were expressed as the mean 

± SD of three independent experiments (*p<0.05 com-

pared to control; #p<0.05 compared to p53 (+/+)). 

A

B

Fig. 3. Comparison of sanguinarine-induced DNA damage be-

tween HCT116 cells (p53+/+) and HCT116 p53 null cells 

(p53-/-). After treatment with 1 μM sanguinarine for 48 

hr, comet assay was performed, and representative im-

ages were captured by a fluorescence microscope (origi-

nal magnification, ×400). (B) Total cell lysates from two 

cell lines were prepared, and p-γH2AX and γH2AX ex-

pressions were identified by Western blot analysis using 

an ECL detection system. (C) The expression of each pro-

tein was indicated as a fold change relative to the 

control. Quantitative analysis of mean pixel density was 

performed using the ImageJ® software (*p<0.05 com-

pared to control; #p<0.05 compared to p53 (+/+)). 

화 현상이 HCT116 (p53-/-) 세포보다 매우 높게 관찰되었으며

(Fig. 2B), 이는 증식 억제 결과와 매우 일치되는 것이다.

Sanguinarine에 의한 HCT116 결장암 세포의 DNA 손

상 유발  
Sanguinarine의 처리에 의한 세포사멸 유도에 DNA 손상이 

동반되는지를 조사하기 위하여 먼저 comet 분석을 수행하였

다. Fig. 3A의 결과에서 알 수 있듯이, sanguinarine이 처리된 

HCT116 (p53+/+) 세포에서 DNA 손상을 의미하는 핵으로부

터 이동한 DNA 파편의 거리 및 형광 강도가 HCT116 (p53-/-) 

세포에 비하여 매우 높게 관찰되었다. 그리고 또 다른 DNA 

손상의 지표인 H2A histone family member X (γH2AX)의 인

산화(p-γH2AX)의 정도 또한 sanguinarine이 처리된 HCT116 

(p53+/+) 세포에서 높게 발현이 되었다. 이는 sanguinarine에 

의한 세포독성 및 세포사멸의 유도에 DNA 손상이 매개되어 

있음을 의미하며, p53 유전자가 존재하는 HCT116 세포에서 

더 많은 DNA 손상이 유발되었음을 알 수 있었다. 

HCT116 결장암 세포에서 p53 및 p21WAF1/CIP1의 발현

에 미치는 sanguinarine의 영향

이상의 결과에서 나타난 HCT116 (p53+/+) 세포에서 san-

guinarine의 세포독성 증가 현상이 p53의 발현과 관련이 있는

지를 조사한 결과, HCT116 (p53+/+) 세포에서 sanguinarine

의 처리 시간이 증가할수록 p53의 발현이 점차 증가되었음을 

알 수 있었다(Fig. 4A). 그리고 p53 활성의존적 하위 유전자 

중에서 세포의 증식을 억제하는데 관여한 대표적인 유전자인 

cyclin-dependent kinase (Cdk) 억제제 p21WAF1/CIP1의 발현도 

sanguinarine 처리에 따라 증가되었다. 그러나 이러한 현상은 

HCT116 (p53-/-) 세포에서는 관찰되지 않았다(Fig. 4B). 아울

러 활성화된 caspase의 기질 단백질로서 세포사멸 유도 마크 

단백질인 poly (ADP-ribose) polymerase (PARP)의 단편화 현

상 또한 HCT116 (p53+/+) 세포에서만 관찰되었다.  
HCT116 결장암 세포에서 ROS의 생성 및 미토콘드리아 

기능 손상에 미치는 sanguinarine의 영향

다음은 sanguinarine에 의한 HCT116 결장암 세포의 세포

사멸 유도에 ROS의 생성이 관여하는지를 조사하였다. 이를 

위하여 sanguinarine이 1시간 처리된 세포를 대상으로 DCF- 

DA 염색을 수행하였으며, Fig. 5A에 나타낸 바와 같이, DCF

의 형광 강도가 HCT116 (p53-/-) 세포에 비하여 HCT116 
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Fig. 4. Effect of sanguinarine on the expression of p53, p21 and 

PARP in HCT116 cells (p53+/+) and HCT116 p53 null 

cells (p53-/-). Cells were treated with 1 μM sanguinarine 

for 48 hr, and then total cell lysates were prepared. (A 

and C) Western blot analysis in HCT116 cells (p53+/+, 

A) and HCT116 p53 null cells (p53-/-, C) was then per-

formed using the indicated antibodies and an ECL de-

tection system. Actin was used as an internal control. 

(B) The expression of each protein in HCT116 cells 

(p53+/+) was indicated as a fold change relative to the 

control. Quantitative analysis of mean pixel density was 

performed using the ImageJ® software (*p<0.05 com-

pared to control; #p<0.05 compared to p53(+/+)). 

A

B C

Fig. 5. Effect of sanguinarine on the generation of ROS, express-

ion of Bcl-2 and Bax, and the loss of MMP in HCT116 

cells (p53+/+) and HCT116 p53 null cells (p53-/-). Cells 

were treated with 1 μM sanguinarine for 30 min (A) or 

48 hr (B and C). (A) The cells were incubated for 20 min 

with medium containing DCF-DA. DCF fluorescence im-

ages of cells were captured by a fluorescence microscope 

(original magnification, ×200). Each image is representa-

tive of at least three independent experiments. (B) Whole 

cell lysates of two cell lines were subjected to Western 

blot analysis against Bcl-2 and Bax, and actin which was 

used as an internal reference protein for normalization. 

(C) The expression of each protein was indicated as a 

fold change relative to the control. Quantitative analysis 

of mean pixel density was performed using the ImageJ® 

software (*p<0.05 compared to control; #p<0.05 com-

pared to p53(+/+)). (D) The cells were stained with JC-1 

dye, and were then analyzed by flow cytometry, in order 

to evaluate the changes in MMP. Each bar represents the 

percentage of cells with JC-1 monomers (mean ± SD of 

triplicate determinations, *p<0.05 compared to control; 

#p<0.05 compared to p53 (+/+)).

(p53+/+) 세포에서 강하게 검출되었다. 이러한 ROS의 생성 

증가가 미토콘드리아 매개 세포사멸과 연관성이 있는지를 조

사하기 위하여 Bcl-2 family 단백질 중에서 대표적인 세포사멸 

억제 및 유도에 관여하는 Bcl-2 및 Bax의 발현을 조사한 결과, 

HCT116 (p53+/+) 세포에서 sanguinarine 처리에 의하여 

Bcl-2의 발현은 감소된 반면, Bax의 발현은 증가되었다(Fig. 

5B). 아울러 미토콘드리아의 기능 손상을 대별하는 MMP의 

감소가 HCT116 (p53+/+) 세포에서 매우 증가되었다(Fig. 5C). 

그러나 Bcl-2 및 Bax의 발현 및 MMP의 값에 대한 sanguinar-

ine의 영향이 HCT116 (p53-/-) 세포에서는 상대적으로 미비

하게 나타났다.  
HCT116 결장암 세포에서 caspase의 활성에 미치는 san-

guinarine의 영향

Sanguinarine의 처리에 의한 세포사멸 유도에 caspase cas-

cade의 활성이 관여하는지를 조사하기 위하여 3가지 종류의 

caspase 발현 및 활성에 미치는 sanguinarine의 영향을 조사하

였다. Fig. 6A의 결과에서 알 수 있듯이, sanguinarine이 처리

된 조건에서 배양된 HCT116 (p53+/+) 세포에서는 조사된 3가

지 caspase의 비활성형이 발현이 대조군에 비하여 다소 감소

되었으며, 그들의 효소적 활성은 대조군에 비하여 유의적으로 

증가되었다(Fig. 6B). 아울러 caspase에 직간접적으로 결합하

여 그들의 활성을 저해하는 inhibitor of apoptosis proteins 

(IAPs) 중에서 cIAP-1 및 XIAP의 발현이 sanguinarine이 처리

된 HCT116 (p53+/+) 세포에서 감소되는 경향성을 보여주었

다. 그러나 이러한 변화가 HCT116 (p53-/-) 세포에서는 크게 

나타나지 않았다.  

고   찰

본 연구에서는 sanguinarine의 항암 활성에서 종양억제 유
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Fig. 6. Comparison of sanguinarine-induced activation of cas-

pases between HCT116 cells (p53+/+) and HCT116 p53 

null cells (p53-/-). (A) After treatment with 1 μM sangui-

narine for 48 hr, Western blot analysis was performed 

using the indicated antibodies, and an ECL detection 

system. Actin was used as an internal control. (B) The 

expression of each protein was indicated as a fold change 

relative to the control. Quantitative analysis of mean pix-

el density was performed using the ImageJ® software 

(*p<0.05 compared to control; #p<0.05 compared to 

p53(+/+)). (C) The activities of caspases were evaluated 

using caspases colorimetric assay kits. The data were ex-

pressed as the mean ± SD of three independent experi-

ments (*p<0.05 compared to control; #p<0.05 compared 

to p53 (+/+)). 

전자 p53의 역할을 명확히 규명하기 위하여 정상 p53 유전자

를 가진 결장암세포와 p53이 결여된 결장암세포를 대상으로 

sanguinarine 처리에 따른 세포 생존율, DNA 손상 및 세포사

멸의 유도 현상 등을 비교하였다. MTT 분석의 결과에 의하면 

sanguinarine의 처리 시간의 증가에 따라 HCT116 결장암세포

의 증식이 유의적으로 감소되었지만, 정상 p53을 가진 HCT116 

(p53+/+) 세포가 p53이 결여된 HCT116 (p53-/-) 세포에 비하

여 sanguinarine에 대한 감수성이 높았음을 알 수 있었다. 이

러한 결과는 HCT116 결장암세포에서 sanguinarine에 의한 항

암 활성이 p53이 존재하는 세포에서 더 높을 가능성이 보여주

는 것이었다. 이미 많은 선행 연구에서 sanguinarine에 의한 

암세포의 증식억제는 세포사멸과 밀접한 연관성이 있음이 잘 

알려져 있기에, HCT116 결장암세포에서 sanguinarine에 의한 

세포사멸이 p53이 존재하는 조건에서 더 많이 유도될 것으로 

예측되었기 이를 확인한 결과, HCT116 (p53-/-) 세포보다 

HCT116 (p53+/+) 세포에서 세포사멸 유도 빈도가 매우 높게 

나타나 MTT 분석의 결과와 잘 일치되었다. 이러한 결과가 비

록 부분적으로 선행 결과와 일치되지는 않으나, 최소한 간암세

포에서 관찰된 Zhang et al. [55]의 결과와는 매우 유사하였다. 

잘 알려진 바와 같이 p53은 항암 활성과 연계하여 DNA 

손상 유도에도 매우 중요한 역할을 한다[37, 51]. 특히 유전 

독성 스트레스는 p53을 활성화시키는 핵심 신호이며, p53은 

낮은 수준의 DNA 손상에도 매우 민감하게 활성화된다[35, 

37]. 따라서 돌연변이되거나 p53의 부재 또는 기능을 하지 않

는 p53을 가진 암세포는 일반적으로 사용되는 화학요법에 더 

저항성을 가지며, 기능적 p53과는 독립적으로 항암활성을 가

지는 약물에 대한 감수성이 높아 암치료에 일반적으로 보다 

효율적이다[47, 48]. 다발성 골수종세포, 유방암세포, 악성 신

경교종세포 및 결장암세포 등을 대상으로 한 선행 연구들에서 

sanguinarine에 의한 암세포의 증식억제에 따른 세포사멸 유

도에는 DNA 손상이 동반되었다[5, 18, 32]. 비록 어떤 종류의 

암세포에서는 sanguinarine에 의한 DNA 손상의 정도가 p53

과는 유의적인 차이가 없는 것으로 보고된 바도 있으나[32], 

Hammerová et al. [18]은 본 연구에서 사용된 p-γH2AX의 발

현을 기준으로 다양한 benzophenanthridine alkaloid 계열 물

질들이 p53이 정상적으로 기능하지 않는 악성 흑색종세포에

서의 세포독성은 정상 세포와 비슷했음을 보고한 바 있다. 즉 

본 연구의 결과와 유사하게 정상 p53을 가진 악성 흑색종세포

에서 항암 활성이 높게 나타난 것은 DNA 손상의 정도와 연계

성이 있음을 의미한다. 

Sanguinarine에 의한 HCT116 결장암세포의 세포사멸 유도

가 p53의 발현 증가와 연관성이 있는지를 조사한 결과, 

HCT116 (p53+/+) 세포에서 sanguinarine 처리 시간 의존적

으로 p53의 발현이 점차 증가되었으며, 대표적인 p53의 하위 

유전자인 p21WAF1/CIP1의 발현 또한 유사하게 증가되었다. 그러

나 HCT116 (p53-/-) 세포에서는 p21WAF1/CIP1의 발현이 증가되

지 않았으며, 이는 sanguinarine에 의한 p21WAF1/CIP1의 발현 증

가가 HCT116 세포에서 p53 의존적임을 의미한다. p21WAF1/CIP1

은 Cdk 억제제로서 p53 의존적으로 발현이 증가되는 것으로 

처음 보고되었으나, 많은 선행 연구에서 특정 외인성 자극은 

p53 비의존적으로 p21WAF1/CIP1의 전사 활성을 촉진시킬 수 있

는 것으로 보고되고 있다[28, 36]. 이러한 p21WAF1/CIP1의 발현 

증가는 일련의 세포 내 신호계의 활성 조절을 통하여 궁극적으

로 세포주기 정지 또는 세포사멸을 초래할 수 있다[12, 40]. 비

록 sanguinarine에 의한 암세포의 세포주기 정지에 p21WAF1/CIP1
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의 발현 증가가 관여함이 보고된 바 있으나. 이러한 현상이 

p53 의존적이지는 아직까지 확실하지 않다[2, 25]. 그러나 본 

연구의 결과는 sanguinarine에 의한 암세포의 증식억제와 동

반된 p21WAF1/CIP1의 발현 증가가 최소한 HCT116 결장암세포

에서는 p53 의존적인 현상임을 의미한다.

현재까지 sanguinarine 처리에 따른 다양한 암세포의 세포

사멸 유도에는 ROS 생성이 핵심적인 인자로 작용하는 것으로 

나타났다[15, 17, 27, 55]. ROS는 세포의 정상적인 대사 산물로

서 적정 수준에서는 신호 전달 주요 조절자로서 작용한다. 그

러나 비정상적으로 높은 수준의 ROS 축적은 산화적 스트레스

를 유발하고 궁극적으로 세포사멸 신호 경로를 활성화시킨다

[3, 54]. HCT116 결장암세포에서도 sanguinarine에 의한 세포

사멸 유도에 ROS 생성이 관여하는지를 조사한 결과, HCT116 

(p53-/-) 세포보다 HCT116 (p53+/+) 세포에서 sanguinarine 

처리에 따라 ROS 생성이 매우 증가되었다. 비록 현재까지 

sanguinarine 처리에 의한 암세포의 사멸 유도에 관여하는 

ROS가 p53 의존적이지는 확실하지는 않지만, 본 연구의 결과

는 간암세포에서 보고된 Zhang et al. [55]의 결과와 잘 일치된

다. 세포 내에서 ROS의 생성은 대부분 미토콘드리아 전자전

달계의 기능 결손에 따른 결과이며, 과잉의 ROS는 미토콘드

리아의 기능 손상의 촉진을 가속화시킨다[3, 41]. 현재 미토콘

드리아의 기능 손상을 평가하는 가장 보편적인 방법이 MMP

의 소실 여부를 측정하는 것이며, 본 연구의 결과에 의하면 

sanguinarine은 p53이 정상적인 기능을 하는 HCT116 (p53+/+) 

세포에서 MMP의 소실을 유의적으로 증가시켰다. 이러한 결

과는 sanguinarine에 의한 p53 의존적 ROS의 생성과 DNA 

손상 및 세포사멸이 HCT116 (p53-/-) 세포에 비하여 HCT116 

(p53+/+) 세포에서 높게 나타난 결과와 잘 연계된다. 

한편 세포사멸 촉진 및 억제 인자로 구성된 Bcl-2 family에 

속하는 단백질들은 미토콘드리아를 중심으로 이루어지는 내

재적 세포사멸 경로(intrinsic apoptosis pathway)의 조절인자

로서 작용한다[11, 24]. 그 중에서 Bax는 대표적인 세포사멸 

유도 인자로서 Bcl-2와 같은 세포사멸 억제 인자와 비교하여 

상대적으로 발현이 증가하면 미토콘드리아로 이동하여 내재

적 세포사멸 개시 핵심 인자인 cytochrome c 방출을 유도하기 

위하여 MMP의 소실을 촉진시키며[14, 24], 이 과정에서 p53

은 Bax의 활성화에 기여한다[38, 41]. 본 연구의 결과에 의하

면, 다양한 암세포를 이용한 선행 연구들의 결과와 유사하게

[10, 23, 30, 49, 52, 55], sanguinarine은 HCT116 (p53+/+) 세포

에서 Bax의 발현을 증가시킨 반면, Bcl-2의 발현은 감소시켰으

며, 이는 MMP의 소실과 연관이 있었다. 그러나 HCT116 

(p53-/-) 세포에서는 이러한 변화가 상대적으로 미비하게 관

찰되었다. 따라서 활성형 p53을 가진 HCT116 결장암세포에

서 sanguinarine은 미토콘드리아 기능 손상과 연계된 내재적 

세포사멸 경로를 더욱 활성화시켰으며, 이 과정에는 p53 의존

적 ROS가 중요한 역할을 하고 있음을 유추할 수 있다. 

선행 연구들에 의하면 sanguinarine에 의한 암세포의 세포

사멸 유도에서 내재적 경로 활성과 동시에 외재적 세포사멸 

경로(extrinsic apoptosis pathway)가 관여할 수 있음을 알 수 

있다[10, 20, 27, 30]. 진핵세포의 세포사멸 유도에서 외재적 

경로는 세포막에 존재하는 죽음의 수용체(death receptor)에 

해당 리간드(death ligand)의 결합에 따른 caspase-8의 활성화

에 의하여 개시되며, 이는 caspase-3 및 -7과 같은 effect cas-

pase의 활성을 통하여 PARP을 포함한 다양한 세포 내 기질 

단백질의 분해를 유도한다[14, 24]. 반면 미토콘드리아를 중심

으로 시작되는 내재적 경로는 미토콘드리아에서 세포질로 유

출된 cytochrome c가 caspase-9를 활성화시키며, 이로 인하여 

effect caspase의 활성이 촉진되어 세포사멸을 종결하는 공동 

경로로 유입된다[11, 24]. 본 연구의 결과에 의하면 sanguinar-

ine은 HCT116 (p53+/+) 세포에서 caspase-8 뿐만 아니라 cas-

pase-9의 활성을 유도하였으며, 아울러 caspase-3의 활성 및 

PARP의 단편화를 유도하였다. 또한 caspase의 활성을 억제하

는 IAP family에 속하는 단백질들의 발현 또한 감소시켰다. 

따라서 활성형 p53을 가진 HCT116 결장암세포에서 sangui-

narine에 의한 세포사멸에는 내재적 경로와 외재적 경로의 활

성이 동시에 관여하고 있음을 알 수 있다. 한편, Zhang et al. 

[55]은 sanguinarine에 의한 간암세포의 증식억제에 따른 세포

주기 정지 및 세포사멸 유도에는 p53 의존적 ROS 생성이 관여

함을 보고한 바 있다. 아울러 sanguinarine에 의한 인간 구강

편평 세포암종의 세포사멸에는 caspase 의존적 내재적 및 외

재적 경로의 활성화가 관여하고 있었으며[30], 방광암, 결장암 

및 유방암세포에서도 ROS 의존적으로 세포사멸을 유도하였

다[10, 20, 22]. 그러나 sanguinarine에 의한 이 과정이 p53이 

관여된 ROS 의존적인 현상인지에 대한 구체적인 연구와 ROS

의 생성에 세포 내 어떤 소기관이 직접 관여하는지에 대한 

추가적인 연구가 수행되어야 할 것이다.

결론적으로, 본 연구의 결과에 의하면 sanguinarine은 활성

형 p53을 가진 HCT116 (p53+/+) 결장암세포에서 항암 활성

이 유의적으로 높게 나타났다. Sanguinarine의 항암 활성은 

세포사멸 유도와 밀접한 연관성이 있었으며, 내재적 및 외재

적 경로가 동시에 관여하였을 것으로 추정된다. 또한 sangui-

narine에 의한 세포사멸 유도 과정에는 p53 및 p21WAF1/CIP1의 

발현 증가와 DNA 손상이 매개되었으며, 이는 ROS의 생성 

증가와 연관성이 있었다. 현재까지 sanguinarine의 항암 활성

과 연관된 암세포의 세포사멸 유도 현상이 p53 또는 ROS 의존

적인 현상인지는 명확하지 않다. 비록 본 연구의 결과에서 

sanguinarine에 의한 HCT116 결장암세포의 세포사멸 유도가 

p53 의존적으로 높게 나타났으며, 이 과정에서 ROS의 생성 

증가가 동반됨을 확인하였지만, 이러한 현상이 HCT116 결장

암세포 특이적인 현상인지는 향후 추가 연구를 통하여 확인해

야 할 과제이다. 
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초록：결장암세포에서 sanguinarine에 의한 종양억제 유전자 p53 의존적 apoptosis 유도

최영현1,2* 

(1동의대학교 한의과대학 생화학교실, 2동의대학교 항노화연구소)

천연 benzophenanthridine alkaloid의 일종인 sanguinarine에 의한 인간 암세포에서의 세포사멸 유도는 암 치

료를 위한 잠재적 치료 가능성으로 여겨져 왔으나 기본적인 항암 기전은 여전히 불분명하다. 종양 억제제 p53의 

결실 또는 돌연변이는 결장암세포의 항암제 내성에 대한 주요 원인으로 작용하다. 따라서, 본 연구에서는 정상 

p53을 가진 HCT116 (p53+/+) 및 p53이 결여된 HCT116 (p53-/-) 결장암세포를 대상으로 sanguinarine에 의해 

유도되는 세포사멸에서 p53의 역할을 조사하였다. 본 연구의 결과에 의하면, sanguinarine은 HCT116 (p53-/-) 세

포에 비하여 HCT116 (p53+/+) 세포의 생존력을 현저히 감소시켰다. 아울러 sanguinarine은 HCT116 (p53-/-) 세

포보다 HCT116 (p53+/+) 세포에서 p53 및 cyclin-dependent kinase 억제제 p21WAF1/CIP1의 발현을 증가시키면서 

DNA 손상 및 세포사멸의 유도를 증가시켰다. Sanguinarine은 HCT116 (p53+/+) 세포에서 외인성 및 내인성 세

포사멸의 개시에 관여하는 caspase-8 및 caspase-9의 활성을 증가시켰으며, 전형적인 효과기 caspase인 caspase-3

을 활성화시켰다. 또한, sanguinarine은 HCT116 (p53+/+) 세포에서 Bax/Bcl-2의 발현 비율을 증가시키고 미토콘

드리아 손상을 유발하였지만, HCT116 (p53-/-) 세포에서는 이러한 현상이 관찰되지 않았다. 결론적으로 본 연구

의 결과는 sanguinarine은 HCT116 결장암세포에서 p53 의존적으로 외인성 및 내인성 세포사멸의 경로 활성을 

통하여 세포사멸을 유도하였음을 의미한다.
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