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서론

가장 대표적인 전립선 질환 중의 하나인 양성 전립선 

비대증(benign prostatic hyperplasia, BPH)은 노화와 함께 

그 발병 빈도가 증가한다1,2). 최근 연구 동향에 의하면 

BPH 유발은 전립선 질환뿐만 아니라 비만과도 직접적인 

상관관계를 보이며, 특히 내장 비만, 인슐린 저항성, 죽상 

경화성 이상 지혈증(atherogenic dyslipidemia), 내피 기능 
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Objectives: Benign prostatic hyperplasia (BPH) is a progressive pathological condition 

characterized by excessive proliferation of the prostate. In this study, we evaluated the 

effect of Corni Fructus water extract (CF) on the promotion of prostate cell proliferation 

by dihydrotestosterone (DHT).

Methods: The effect of CF on the proliferation of LNCaP prostate cells was evaluated, and 

DHT was treated to induce an in vitro BPH model. To study the mechanism of inhibition 

of cell proliferation and BPH by CF, changes in the expression of key factors related to 

cell cycle and BPH were investigated. We further investigated the effect on the pro-

duction of reactive oxygen species (ROS) and nitric oxide (NO) to evaluate the antioxidant 

and anti-inflammatory efficacy of CF.

Results: Inhibition of LNCaP cell proliferation by CF was associated with decreased ex-

pression of cyclin D1 and cyclin A and increased expression of cyclin-dependent kinase 

inhibitor p21. CF also suppressed expression of BPH inducing factors such as 5α-reductase 

type 2 and androgen receptor (AR) as well as prostate specific antigen (PSA). Furthermore, 

CF significantly blocked DHT-induced LNCaP cell proliferation and effectively attenuated 

DHT-induced expression of BPH mediators and cyclins. In addition, CF inhibited DHT-in-

duced oxidative and inflammatory reactions by inhibiting production of ROS and NO.

Conclusion: Our results demonstrated that CF probably acted as 5α-reductase type 2 in-

hibitor, preventing the 5α-reductase type 2-AR signaling pathway, thereby reducing the 

conversion of testosterone to DHT and the expression of PSA, which is at least correlated 

with the antioxidant and anti-inflammatory activities of CF.
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장애, 전신 염증 등과 관련된 대사증후군의 유병률 증가

와 연관성이 있음이 보고되고 있다3,4). BPH의 초기 단계

에서는 비대해진 전립선이 방광을 압박하여 야간뇨, 지연

뇨, 빈뇨 등을 포함하는 하부 요로 증상(lower urinary tract 

symptoms) 등이 나타나지만 전립선 비대가 진행됨에 따

라 반복적인 요로 감염 및 요로 폐색으로 인한 방광과 신

장 기능의 손상으로 이어진다1,2). 전립선의 성장과 기능 

유지에 androgen이 필수적이지만 노화에 따라 성호르몬

의 불균형으로, 특히 testosterone의 농도가 감소하면서 5α- 

reductase의 활성은 높은 수준으로 유지된다. 이로 인하여 

testosterone이 androgen receptor (AR)에 대한 친화력이 더

욱 높은 dihydrotestosterone (DHT)으로 전환되며 DHT 수

치는 BPH 환자에서 정상 남성에 비하여 높은 수준으로 

존재한다3,5). DHT는 AR 및 steroid receptor coactivator 1 

(SRC1)에 결합하여 전립선 세포의 증식을 유도하며5), AR

과의 결합으로 prostate specific antigen (PSA) 발현 수준 

또한 증가시킨다3,5). 따라서 5α-reductase는 BPH의 발달에 

크게 기여하는 핵심 인자로 작용하며 5α-reductase 저해제

인 항안드로겐성 약물(anti-androgenic drug) 또는 α 차단

제(α1-AR antagonist)인 항아드레날린성 수용체 약물이 현

재 BPH 치료에 널리 사용된다6). 예를 들어 finasteride와 

같은 5α-reductase 저해제는 testosterone에서 DHT로의 전

환을 차단하여 AR과의 결합을 억제하고 BPH 환자에서 

PSA 수준을 감소시킨다7,8). 그러나 5α-reductase 저해제는 

식욕 부진, 발기 부전 또는 사정 장애를 포함한 다양한 성

기능 부작용을 유발하고9,10) α 차단제는 전립선 및 방광의 

평활근을 이완시켜 소변 흐름을 돕는 능력 때문에 BPH 

치료에 유용하지만 전립선 비대를 직접 완화시키지는 못

한다11,12). 아울러 산화적 및 염증성 스트레스는 BPH의 개

시와 진행에서 중요한 신호 분자로서 작용할 수 있기 때

문에13,14) 항산화 및 항염증성 효능이 뛰어나며 부작용이 

적은 전통의약 소재는 BPH 제어를 위한 후보 소재로서의 

잠재력이 매우 높다7,15).

산수유(山茱萸, Corni Fructus)는 층층나무과(Cornaceae)

에 속한 낙엽소교목인 산수유나무(Cornus officinalis Sieb. 

et. Zucc.)의 잘 익은 열매로 성(性)은 미온(微溫)하고, 미

(味)는 산삽(酸澁)하다16). 간(肝)과 신(腎)으로 귀경(歸經)

하여 보익간신(補益肝腎)하고 삽정고탈(澁情固脫) 및 렴

한(斂汗)하는 효능이 있어 현훈이명(眩暈耳鳴), 요슬산통

(要膝酸痛), 양위유정(陽痿遺精), 유뇨(遺尿), 뇨의빈삭(尿

意頻數), 붕루(崩漏), 대하(帶下), 대한허탈(大汗虛脫), 내

열소갈(內熱消渴) 등을 치료하기 위해 사용되어 왔다17,18). 

아울러 최근 연구들에 의하면 산수유에는 loganin, morro-

niside, gallic acid, 5-hydroxymethyl furfural과 함께 다양한 

polysaccharide가 함유되어 있는 것으로 밝혀졌다17,19). 또

한 산수유 추출물과 이들 구성 성분들은 면역 증진, 항산

화, 항염증, 항암, 항당뇨, 골다공증 등을 포함한 광범위

한 약리적 효능이 있는 것으로 보고되고 있다17,18,20,21). 최

근 본 연구실에서는 산수유 열수 추출물(Corni Fructus 

water extract, CF)이 testosterone에 의해 유발된 in vivo 

BPH 모델에서 증가된 전립선 무게와 조직병리학적 변화

를 억제하였음을 보고한 바 있다22). 본 연구에서는 이를 

바탕으로 in vitro 모델에서 전립선 세포의 증식 억제 및 

DHT에 의한 증식 촉진에 미치는 CF의 영향을 조사하였

다. 이를 위하여 in vitro 전립선 모델로 가장 널리 사용되

고 있는 LNCaP 전립선 세포를 이용하였으며, CF에 의한 

LNCaP 세포의 증식에는 BPH 유발 관련 인자들의 발현 

억제와 연관성이 있음을 보고하고자 한다.

재료 및 방법

1. 세포 배양

본 연구에서 사용된 인간 전립선 세포(LNCaP)는 American 

Type Culture Collection (Manassas, VA, USA)에서 구입하

였다. LNCaP 세포는 Roswell Park Memorial Institute 

Medium (RPMI-1640; WELGENE Inc., Daegu, Korea)에 

10% fetal bovine serum (FBS; WELGENE Inc.)과 100 

unit/ml penicillin/streptomycin (P/S; WELGENE Inc.)을 첨

가하여 37℃, 5% CO2 하에서 배양하였다.

2. 산수유 추출물의 준비

본 연구에 사용된 산수유는 2018년 전라남도 구례시 

주변에서 채취된 것으로서 구례산수유영농조합법인으로 

부터 제공받았다. 산수유 열수 추출물(CF)은 선행 방법에 

준하여 건조된 산수유를 마쇄하여 증류수에서 2시간 동

안 끓인 후 0.45 μm 필터를 이용하여 불용성 성분을 제거

하고, 동결 건조 후 사용 전까지 -20°C에서 보관하였다22). 

획득 수율은 23.5% 정도였으며 바우처 표본(WECU-17-2)

이 동의대학교 한의과대학 생화학교실에 보관 중이다.
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3. 세포생존율 측정

CF 단독 및 DHT (Sigma-Aldrich Chemical Co., St. 

Louis, MO, USA)와의 동시 처리에 따른 세포독성을 평가

를 위하여 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetra-zolium 

bromide (MTT) assay를 실시하였다. 이를 위하여 6 well 

plate에 well 당 LNCaP 세포를 7×104씩 분주하여 24시간 

안정화시켰다. 이후 100 unit/ml P/S가 포함된 세포 배양

용 배지로 교체 후 24시간 동안 배양하고 CF를 다양한 농

도로 처리하거나, 배지에 5%의 FBS와 100 unit/ml의 P/S

가 포함된 배지를 사용하여 DHT 처리하기 한시간 전에 CF

를 농도별로 처리하였다. 48시간 배양 후 각 well에 0.5 mg/ml

의 MTT (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 용액을 첨가 후 

37℃, 5% CO2 incubator에서 2시간 반응시켰다. 배지를 

제거한 후 dimethyl sulfoxide (Sigma-Aldrich Chemical Co.)

를 넣어 생성된 formazan을 모두 녹인 다음 96-well plate

에 200 μl씩 옮겨 microplate reader (Molecular Devices, 

San Jose, CA, USA)를 이용하여 540 nm에서 흡광도 값을 

측정하였다. 세포독성 평가는 대조군 대비 처리군의 흡광

도를 기준으로 백분율로 환산하여 나타내었다.

4. 세포주기 변화의 분석

CF 단독 및 DHT와 동시 처리된 조건에서 배양된 

LNCaP 세포의 세포주기 분포도 변화 관찰을 위하여 

Cycle TEST PLUS DNA REAGENT Kit (Becton Dickinson, 

Franklin Lakes, NJ, USA)을 사용하였다. 준비된 세포를 

phosphate buffered saline (PBS)으로 세척 후 제시된 proto-

col에 따라 고정 후 4°C, 암실에서 30분 동안 propidium 

iodide (PI) 용액과 반응시켰다. 이들 세포를 35-mm mesh

를 이용하여 단일 세포로 분리하고 실험군당 최소 10,000

개 이상의 세포를 flow cytometer (Becton Dickinson)에 적

용시켜 세포 내 DNA 함량에 따른 histogram을 대상으로 

세포주기 각 기에 속하는 세포의 빈도를 산출하였다.

5. 세포사멸(apoptosis)의 정량적 분석

동일 조건에서 배양된 LNCaP 세포에서 유발된 apopto-

sis 정도의 정량적 분석을 위하여 Annexin-V Apoptosis 

Detection Kit (BD Biosciences, San Jose, CA, USA)를 사

용하였다. 이를 위하여 준비된 세포를 PBS로 세척하고, 

kit에 제공된 binding buffer를 첨가한 후 annexin V-fluo-

rescein isothiocyanate와 PI를 처리하여 암실에서 반응시켰

다. 15분 후 binding buffer를 추가하여 반응시킨 후 flow 

cytometer를 이용하여 세포사멸 유도 빈도를 측정하였다.

6. Western blot analysis

CF 단독 또는 DHT와 CF가 동시에 처리된 세포들을 

수집한 후 3,000 rpm에서 5분 동안 원심분리하였다. 상

층액을 제거한 후 얻어진 세포 pellet에 1X lysis buffer 

(25 mM Tris-Cl [pH 7.5], 250 mM NaCl, 5 mM ethyl-

enediaminetetraacetic acid, 1% NP-40, 1 mM phenyme-

thylsulfonyl fluoride, 5 mM dithiothreitol)를 첨가하여 4℃

에서 30분간 반응시킨 후 14,000 rpm, 4℃, 30분간 원심분

리하여 상층액을 얻었다. 상층액에 포함된 단백질의 농도

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

USA)을 이용하여 정량하였고, 동량의 Laemilni sample 

buffer (Bio-Rad Lab.)를 혼합하여 단백질 샘플을 만들었

다. 이를 sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel을 이

용한 전기영동으로 분리하고, nitrocellulose membrane 

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

그 후 30분간 membrane에 5% skim milk를 처리한 후 1차 

항체를 처리하여 4℃에서 over night시켰다. 그후 1x PBS-T 

(PBS with Tween 20)로 10분간 3회 세척하고, 적정 2차 

항체를 사용하여 상온에서 1시간 30분 반응시킨 후 1x PBS-T

로 세척 후 Chemi-Smart 5000 (Vilber Lourmat, Marne-la-Vallee, 

France)를 이용하여 조사 대상 단백질의 발현 정도를 분

석하였다. 각 단백질 밴드의 발현 값은 ImageJ® software 

(v1.48; U.S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, 

USA)를 사용하여 정량화하였다.

7. Reactive oxygen species (ROS) 생성의 측정

LNCaP 세포에서 DHT에 의한 ROS 생성에 미치는 CF

의 영향을 조사하기 위하여 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein 

diacetate (DCF-DA) 염색법을 적용하였다. 이를 위하여 

0.6 mg/ml의 CF를 1시간 전 처리한 후 10 nM의 DHT를 

1시간 처리하여 세포를 배양하였다. 준비된 세포들을 

PBS로 수세 후 10 μM의 DCF-DA (Invitrogen)를 37℃, 5% 

CO2 incubator에서 20분간 반응시키고, flow cytometer 

(BD Accuri C6 flow cytometer; BD Biosciences)를 이용하

여 ROS 생성 변화 여부를 평가하였다.
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8. Nitric oxide (NO) 생성의 측정

DHT로 자극된 LNCaP 세포로부터 생성되는 NO에 미

치는 CF의 영향을 조사하기 위하여 Griess reagent를 사용

하였다. 이를 위하여 LNCaP 세포에 10 nM의 DHT를 단

독으로 24시간 처리하거나 0.6 mg/ml의 CF를 1시간 전처

리한 후 DHT가 존재하는 배지에서 24시간 배양하였다. 그 

후 세포 배양 상등액 100 μl와 Griess 시약(Sigma-Aldrich 

Chemical Co.) 100 μl를 혼합하여 반응시킨 후 ELISA 

reader를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. DHT

에 의한 NO 생성의 CF 저해 정도를 평가하기 위하여 so-

dium nitrite의 농도별 표준 곡선을 이용하여 NO 농도를 

산출하였다.

9. 통계 분석

본 연구에서 얻어진 실험 결과의 유의성 분석을 위하

여 GraphPad Prism 5.03 소프트웨어(GraphPad Software, 

Inc., La Jolla, CA, USA)을 사용하였다. 모든 실험은 평균

±표준 편차(standard errors)로 표시하였으며, one-way 

analysis of variance에 이어 Tukey’s post hoc 테스트로 분

석하여 0.05 미만의 값을 통계적으로 유의한 것으로 간주

하였다.

결과

1. LNCaP 세포 증식에 미치는 CF의 영향

LNCaP 세포 증식에 미치는 CF의 영향을 조사하기 위

하여 다양한 농도의 CF가 48시간 처리된 LNCaP 세포를 

대상으로 MTT assay를 수행하였다. Fig. 1A에 나타난 결

과에서 알 수 있듯이 0.6 mg/ml 농도까지의 CF가 처리된 

세포에서는 유의적인 증식 억제 현상이 관찰되지 않았지

만 그 이상의 농도에서는 처리 농도 의존적으로 세포 증

식이 억제되었으며, 특히 1 mg/ml의 CF 처리군에서는 대

조군 대비 18% 정도의 생존력 저하가 관찰되었다. 이러

한 CF에 의한 증식 억제가 LNCaP 세포의 세포주기 변화

Fig. 1. Effect of CF on the cell proliferation and apoptosis of LNCaP cells. Cells were treated with the indicated concentrations of 
CF for 48 h. (A) Cell viability was measured by the metabolic-dye-based MTT assay. Data are expressed as the mean±standard 
errors (n=3). The statistical analysis was conducted using analysis of variance between groups (*P<0.05 when compared to control). 
(B and C) After 48 h treatment with increasing concentrations of CF, cells were stained with PI. The cell DNA was analyzed by flow 
cytometry. (B) Representative histograms are presented. (C) The average values of the cell frequency corresponding to each phase 
of the cell cycle are shown. (D) Cell apoptosis was detected by flow cytometry following annexin-V and PI double staining. The 
frequencies of apoptosis positive cells were quantified by expressing the number of annexin V-positive cells. CF: Corni Fructus 
water extract, MTT: 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetra-zolium bromide, PI: propidium iodide.
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에 미치는 영향을 조사한 결과, 모든 CF 처리군에서 세포

주기 특이적인 정지(arrest) 현상 및 apoptosis가 유발된 세

포 집단을 의미하는 sub-G1기에 해당되는 세포의 빈도는 

관찰되지 않았다(Fig. 1B, C). 아울러 annexin V/PI 염색에 

의한 유세포 분석의 결과에서도 대조군에서는 약 0.51% 정

도의 세포에서 apoptosis가 유발되었으나, 0.8 및 1.0 mg/ml

의 CF 처리군에서는 0.61% 및 0.70%로 나타나 apoptosis

가 유발되지 않았음을 알 수 있었다(Fig. 1D).

2. LNCaP 세포의 세포주기 조절인자들의 발현에 미치는 

CF의 영향

동일 조건에서 세포주기 조절에 관여하는 다양한 인자

들의 발현에 미치는 CF의 영향을 조사하기 위하여 Western 

blotting을 수행하였으며 그 결과를 Fig. 2에 나타내었다. 

제시된 결과에서 알 수 있듯이 세포주기 G1의 진행에 중

요한 역할을 하는 cyclin D1의 발현과 S기에서 G2기로의 

진행에 관여하는 cyclin A의 발현이 대조군 대비 1.0 mg/ml

의 CF 처리군에서 각각 80% 및 82% 정도로 현저하게 감

소된 반면 G2/M기 전이에 요구되는 cyclin B1의 발현과 

cyclin-dependent kinase (CDK) 4, CDK6의 발현은 대조군 

수준으로 유지되었다. 반면, 대표적인 CDK 억제제인 p21

의 발현은 CF 처리 농도 의존적으로 현저하게 증가되어 

대조군 대비 0.6 및 1.0 mg/ml의 CF 처리군에서 3.3배 및 

5.8배 이상 증가하였다.

3. LNCaP 세포의 BPH 조절인자들의 발현에 미치는 CF의 

영향

CF 처리에 따른 LNCaP 세포의 증식 억제와 연관된 BPH 

조절 관련 유전자들의 변화를 분석을 위하여 5α-reductase 

type 2, AR, SRC1, arylhydrocarbon receptor nuclear trans-

Fig. 2. Effect of CF on the expression of cell cycle regulators in LNCaP cells. Cells were treated with the indicated concentrations 
of CF for 48 h. (A) Total cell lysates were prepared. Western blotting was then performed using the indicated antibodies and an 
enhanced chemiluminescence detection system. β-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 pixel density was performed using the ImageJ® software 
(U.S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). The results are presented as the mean±standard errors (n=3, *P<0.05 when 
compared to control). CF: Corni Fructus water extract, CDK: cyclin-dependent kinase.
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locator 1 (Arnt1) 및 PSA의 발현을 Western blotting으로 

조사하였다. Fig. 3에 나타난 결과에서 알 수 있듯이 CF 

처리 농도의 증가에 따라 5α-reductase type 2의 경우 대조

군 대비 0.6 및 1.0 mg/ml의 CF 처리군에서 50% 및 90% 

정도 감소하였다. AR, SRC1 및 Arnt1의 경우도 이와 유

사한 발현 감소를 보여주었으며, PSA의 발현 0.4 mg/ml 

농도의 CF 처리군에서부터 억제되는 경향성을 보여주었

다. 대조군 대비 0.6 및 1.0 mg/ml의 CF 처리군에서 50% 

및 80% 이상 감소하였다.

4. DHT에 의한 LNCaP 세포의 증식 촉진에 미치는 CF의 

영향

이상의 결과를 바탕으로 in vitro BPH 유도 모델에서 

CF의 효능을 검증하기 위하여 DHT에 의한 LNCaP 세포

의 증식 촉진에 미치는 CF의 영향을 조사하였다. 이를 위

하여 대조군 대비 120% 정도의 증식 촉진 효과를 보이는 

DHT의 농도(10 nM)를 설정하였으며(Fig. 4A), DHT 처리 

1시간 후 세포독성이 없는 범위에서 CF를 48시간 처리 

후 MTT assay를 실시하였다. Fig. 4A에 나타난 결과에서 

알 수 있듯이 CF는 DHT 처리에 의하여 증가된 세포의 

증식을 0.3 및 0.6 mg/ml의 CF 전처리군에서 각각 10% 

및 17% 정도로 억제하였다. 그리고 세포주기 분석 결과 

DHT 단독 처리군에서는 G1기에 속하는 세포의 빈도가 

약간 상승한 반면(62.8%), G2/M기에 속하는 세포의 빈도

(19.2%)는 약간 감소되었지만 이러한 변화는 CF 처리 농

도 의존적으로 점차 대조군 수준으로 회복되어 0.6 mg/ml

의 CF 전처리군에서 각각 55.8% 및 21.0%로 나타났다

(Fig. 4B, C). 아울러 이러한 모든 조건에서 apoptosis 유발

은 관찰되지 않았다(Fig. 4D).

Fig. 3. Effect of CF on the expression of BPH regulators in LNCaP cells. Cells were treated with the indicated concentrations of CF 
for 48 h. (A) Total cell lysates were prepared. Western blotting was then performed using the indicated antibodies and an enhanced 
chemiluminescence detection system. β-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 pixel density was performed using the ImageJ® software (U.S. 
National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). The results are presented as the mean±standard errors (n=3, *P<0.05 when 
compared to control). CF: Corni Fructus water extract, BPH: benign prostatic hyperplasia, AR: androgen receptor, SRC1: steroid receptor 
coactivator 1, Arnt1: arylhydrocarbon receptor nuclear translocator 1, PSA: prostate specific antigen.
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5. LNCaP 세포에서 DHT에 의한 세포주기 및 BPH 조절인

자 발현 변화에 미치는 CF의 영향

DHT에 의한 LNCaP 세포의 증식 촉진에서 세포주기 

조절 관련 유전자들의 발현에 미치는 CF의 영향을 조사

하였다. Fig. 5에 나타난 바와 같이 DHT가 단독으로 처리

된 LNCaP 세포에서 cyclin D1과 cyclin A의 발현은 대조

군 대비 각각 3배 이상 현저하게 증가하였으며, 이는 

DHT에 의한 LNCaP 세포의 증식 촉진과 연관성이 있을 

것으로 생각한다. 그러나 DHT에 의한 cyclin D1 및 cyclin 

A의 발현 증가는 CF가 존재하는 DHT 처리군 대비 각각 

1.7배 및 1.4배 정도 감소하였다. 아울러 DHT에 의한 

LNCaP 세포의 증식 촉진 과정에서 BPH 조절 관련 주요 

유전자들의 발현을 조사한 결과, 5α-reductase type 2, AR, 

SRC1 및 PSA의 발현이 DHT가 단독 처리된 LNCaP 세포

에서 모두 발현이 증가하였다. 특히 5α-reductase type 2는 

대조군 대비 약 3.3배 이상 증가하였으며 AR, SRC1 및 

PSA 발현의 경우는 모두 2.5배 정도로 증가하였다. 그러

나 CF가 존재하는 조건에서는 DHT에 의한 5α-reductase 

type 2의 발현 증가는 대조군 수준으로 유지되었고 AR, 

SRC1 및 PSA의 발현 또한 유의적으로 억제되었다.

6. LNCaP 세포에서 DHT에 의한 산화적 및 염증성 스트레

스 반응에 미치는 CF의 영향

이상의 결과에서 관찰된 CF의 효능이 항산화 및 항염

증 활성과 연관성이 있는지를 조사하기 위하여 ROS 및 

NO의 생성에 미치는 CF의 영향을 조사하였다. Fig. 6A에 

나타난 바와 같이 DHT가 단독 처리된 LNCaP 세포에서

는 ROS 생성은 대조군(3.2%)에 비하여 4배 이상 증가

(13.14%)하였으나, CF가 존재하는 조건에서는 DHT 처리

군과 비교하여 50% 정도의 ROS 생성 억제(6.14%) 효과를 

보였다. 아울러 NO의 경우, DHT가 단독 처리된 세포에서

는 대조군 대비 3.25배 이상 증가되었으나, CF의 전처리

군에서는 DHT 단독 처리군에 비하여 50% 이상의 유의적

인 억제가 관찰되었으며(Fig. 6B), 이는 endothelial nitric 

oxide synthetase (eNOS)의 발현 수준 변화와 유사한 경향

성을 보여 CF에 의한 NO 생성의 억제에는 최소한 eNOS 

발현 억제와 연관성이 있을 것으로 추측된다(Fig. 6C, D).

Fig. 4. Effect of CF on cell proliferation and apoptosis of DHT-treated LNCaP cells. Cells were pre-treated with or without the indicated 
concentrations of CF for 1 h before 10 nM DHT treatment for 48 h. (A) Cell viability was measured by the metabolic-dye-based MTT 
assay. Data are expressed as the mean±standard errors (n=3, *P<0.05 when compared to control; #P<0.05 when compared to the 
control DHT-treated cells). (B and C) After pre-treatment with of CF in the presence or absence of DHT, cells were stained with PI. 
The cell DNA was analyzed by flow cytometry. (B) Representative histograms are presented. (C) The average values of the cell frequency 
corresponding to each phase of the cell cycle are shown. (D) Cell apoptosis was detected by flow cytometry following annexin-V 
and PI double staining. The frequencies of apoptosis positive cells were quantified by expressing the number of annexin V-positive 
cells. CF: Corni Fructus water extract, DHT: dihydrotestosterone, MTT: 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetra-zolium bromide, 
PI: propidium iodide.
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Fig. 6. Effect of CF on the production of ROS and NO in DHT-stimulated LNCaP cells. Cells were pre-treated with or without 0.6 mg/ml 
CF for 1 h before 10 nM DHT treatment for 1 h (A) or 48 h (B-D). The cells were incubated at 37℃ in the dark for 20 min with 
a culture medium containing 10 μM DCF-DA to monitor ROS production. (A) The degree of ROS production was measured with a 
flow cytometer. Quantitative data of DCF-DA intensity of CF-treated cells with or without 10 nM DHT. (B) The nitrite concentration 
in culture media was evaluated by Greiss reaction. (C) Total cell lysates were prepared. Western blotting for eNOS was then 
performed using an enhanced chemiluminescence detection system. β-actin was used as an internal control. (D) The expression of 
eNOS protein was indicated as a fold change relative to the control. Quantitative analysis of mean pixel density was performed using 
the ImageJ® software (U.S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). The results are presented as the mean±standard 
errors (n=3, *P<0.05 when compared to control; #P<0.05 when compared to DHT-treated cells). CF: Corni Fructus water extract, ROS: 
reactive oxygen species, NO: nitric oxide, DHT: dihydrotestosterone, DCF-DA: 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate, eNOS: endothelial 
nitric oxide synthetase.

Fig. 5. Effect of CF on the expression of cell cycle and BPH regulators in LNCaP cells. Cells were pre-treated with or without 0.6 mg/ml 
CF for 1 h before 10 nM DHT treatment for 48 h. (A) Total cell lysates were prepared. Western blotting was then performed using 
the indicated antibodies and an enhanced chemiluminescence detection system. β-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 pixel density was 
performed using the ImageJ® software (U.S. National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA). The results are presented as the 
mean±standard errors (n=3, *P<0.05 when compared to control; #P<0.05 when compared to DHT-treated cells). CF: Corni Fructus water 
extract, BPH: benign prostatic hyperplasia, DHT: dihydrotestosterone, AR: androgen receptor, SRC1: steroid receptor coactivator 1, 
PSA: prostate specific antigen.
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고찰

본 연구에서는 산수유 열수 추출물(CF)에 의한 양성 

전립선 비대증(BPH) 억제 효능을 조사하기 위하여 LNCaP 

세포의 증식에 미치는 CF의 영향을 먼저 조사하였다. 본 

연구 결과에 의하면 0.8 mg/ml 이상의 CF가 처리된 LNCaP 

세포에서는 유의적인 생존율 저하를 보였지만 apoptosis

가 유도되지 않았으며, 이는 세포주기 정지 현상과도 무

관함을 알 수 있었다. 세포는 분열하기 위하여 DNA 합성 

및 중심체 복제를 위한 G1/S기 단계에 진입한 후 유사 분

열 준비 및 세포 분열을 위해 G2/M기 단계로 진입하여야 

한다23,24). 이러한 세포주기의 진행은 CDK 저해제를 포함

한 세포주기 음성 조절인자와 cyclins 및 CDKs와 같은 양

성 조절인자와의 상호 작용에 의해 엄격하게 제어된다23,24). 

이 과정에서 G1기 및 S기로의 전이는 CDK4-cyclin D 복합체

를 통해 조절되고, S기에서 G2기에서 전이에는 CDK2-cyclin 

A/E 복합체가 관여한다24,25). 그리고 G2기에서 M기로의 

전이 동안 CDK1-cyclin A 복합체가 prophase의 개시에 필

요하며 세포주기를 완료하기 위한 CDK1-cyclin B 복합체

는 M기 전이 단계에 요구된다25,26). 본 연구 결과에 의하

면 cyclin B와 CDK2 및 CDK4를 포함한 세포주기 양성 

조절인자들의 발현은 CF 처리에 따라 유의적인 변화를 

관찰할 수 없었지만 cyclin D 및 cyclin A의 발현은 CF 처

리 농도 의존적으로 감소하였다. 반면 kinase inhibitory 

protein/CDK interacting protein family에 속하는 전형적인 

CDK 억제제에 속하는 p21의 발현은 CF가 처리된 조건에

서 현저하게 증가하였다. p21은 DNA 손상에 의해 유도된 

종양 억제자(tumor suppressor)인 p53 의존성 세포주기 정

지의 주요 유도 인자로 처음 보고되었지만 다양한 유형의 

암세포에서 p53 비의존적인 세포주기 정지에 매개하는 

것으로 보고되고 있다. CDK 억제제로서 p21의 발현이 증

가하면 CDKs와의 복합체를 형성하여 kinase 활성을 감소

시켜 세포주기 진행을 차단한다25,26). 비록 본 연구에서 처

리된 CF 농도 범위에서 LNCaP 세포의 세포주기 특이적

인 정지 현상은 관찰되지 않았지만 CF 처리에 따른 증식 

억제는 아마도 cyclin D 및 cyclin A와 같은 세포주기 양

성 조절인자들의 발현 감소와 p21의 발현 증가가 최소한 

영향을 주었을 것으로 추정된다. 이러한 p21의 발현 증가

는 산수유의 항암 활성에서 관찰된 세포주기 정지 현상에

서 나타난 경우와도 매우 유사한 결과이다27,28).

이상에서 관찰된 CF 처리에 따른 LNCaP 세포의 증식 

억제 효과가 BPH 조절인자들의 발현 변화와 연관성이 있

는지의 여부를 조사한 결과, BPH 발달에 핵심적인 역할

을 하는 5α-reductase type 2, AR, SRC1 및 Arnt1의 발현이 

CF의 처리 농도 의존적으로 모두 감소하였다. 아울러 

PSA의 발현 또한 감소하였으며 PSA의 발현은 AR의 발

현 감소와 연관성이 있을 것으로 추정된다. 이러한 BPH 

관련 유전자들의 발현 억제 효과를 in vitro BPH 모델에

서 확인하기 위하여 대조군 대비 120% 정도의 증식 촉진 

효과를 나타내는 DHT를 LNCaP 세포에 처리한 결과, 선

행 연구의 결과와 유사하게 세포증식 양성 조절인자인 

cyclin D 및 cyclin A의 발현이 증가하였다29,30). 또한 5α- 

reductase type 2, AR, SRC1 및 PSA의 발현도 모두 증가

하여 in vitro BPH 모델이 유의적으로 설정되었음을 알 

수 있었다31-33). 그러나 DHT 처리에 의하여 증가된 cyclin 

D1 및 cyclin A의 발현은 CF가 전처리된 조건에서는 모

두 대조군 수준으로 유지되었으며, 이는 DHT에 의하여 

촉진된 LNCaP 세포의 증식이 CF가 존재하는 조건에서 

대조군 수준으로 유지되는 결과와 부합되며 Jin 등34)의 

선행 결과와 일치된다. 또한 CF는 DHT 처리에 의한 5α- 

reductase type 2, AR, SRC1 및 PSA의 발현 증가를 모두 

억제하였다. 따라서 CF는 5α-reductase type 2의 억제제로 

작용하여 5α-reductase type 2-AR 신호전달 경로를 차단하

여 testosterone이 DHT로 전환되는 것을 감소시켰을 것으

로 추정된다. 아울러 CF에 의한 PSA의 발현 억제 또한 5

α-reductase type 2-AR 신호전달 경로의 활성 억제에 따른 

결과로 예측된다.

최근, Cheon 등35)은 산수유에서 추출한 pentacyclic tri-

terpenoid의 일종인 oleanolic acid가 in vitro 및 in vivo BPH 

모델에서 DHT 및 5α-reductase 2의 수준을 저하시켰으며, 

BPH에서 관찰되는 전형적인 전립선의 조직학적 변화를 

개선시켰음을 보고한 바 있다. 또한 Karunasagara 등31)은 

산수유와 멀꿀(Stauntonia hexaphylla)의 복합 추출물이 

LNCaP 세포에서 testosterone으로 유도된 5α-reductase type 

2, AR 및 PSA의 발현을 현저하게 하향 조절하였음을 보

고한 바 있고, in vivo BPH 모델에서도 유의적인 효과가 

있음을 밝힌 바 있다. 아울러 Jin 등36)은 산수유와 보골지

(Psoralea corylifolia) 복합 추출물에서도 이와 유사한 결

과를 발표한 바 있으며 이러한 연구의 결과는 본 연구실

의 선행 연구 결과와도 일치된다22). 그리고 CF는 본 연구
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에서 사용된 in vivo BPH 모델에서 산화적 및 염증성 스

트레스의 지표인 ROS 및 NO의 생성을 유의적으로 억제

하였으며 NO의 생성 억제는 eNOS 발현 감소와 연관성이 

있었다. 산화적 및 염증성 스트레스는 전립선 세포의 증

식뿐만 아니라 나아가서 전립선 조직의 병리적 손상의 원

인으로 작용한다13,14). 따라서 이러한 결과는 BPH의 발병

에 중요하게 관여하는 산화적 및 염증성 스트레스를 CF

가 유의적으로 차단함으로 BPH의 개시나 진행을 차단하

는데 기여하였음을 의미하며 다양한 실험 모델에서 산수

유 추출물이 강력한 항산화 및 항염증 효과를 가진다는 

선행 연구들의 결과와도 일치된다17,18,20,21). 예를 들어 

RAW 264.7 대식세포에서 lipopolysaccharide에 의한 염증 

반응에서 산수유 추출물에 의한 NO 생성의 억제는 inducible 

NO synthetase의 발현 저하와 연관성이 있었으며37) Sung 

등20) 또한 이와 유사한 결과를 보고한 바 있다. 그리고 해

마세포에서 H2O2에 의한 신경세포 손상에서 산수유 추출

물의 보호 효과는 NO 및 ROS 생성 억제와 직접적인 연

관성이 있었으며38), RAW 264.7 대식세포에서 산수유 추

출물은 ROS 생성을 차단할 수 있는 copper-zinc-superoxide 

dismutase, manganese-dependent superoxide dismutase, cat-

alase 및 glutathione peroxidase와 같은 다양한 항산화 효

소의 활성을 증가시켰다21). 한편 전립선의 염증은 이미 

잘 알려진 바와 같이 BPH 뿐만 아니라 PSA 증가와 연관

된 전립선 종양의 기여에 핵심적인 역할을 하며13,14), 

Sciarra 등39)의 연구에 의하면 염증 조절 인자의 활성 억제

는 5α-reductase 저해제와 함께 BPH 조직에서 세포사멸 지

수를 높일 수 있음이 밝혀졌다. 아울러 androgen은 미토

콘드리아의 지방산의 산화를 증가시켜 전립선 세포 증식 

및 돌연변이 유발과 관련된 ROS 생산을 증가시킨다30). 

따라서 ROS 생성의 억제는 5α-reductase 활성 저해와 함

께 전립선 과다 증식의 예방에 대한 잠재적인 치료를 위

한 근거가 될 수 있다40).

이상의 결과는 CF에 의한 LNCaP 전립선 세포의 과도

한 증식 억제 효과가 세포주기 조절인자들의 발현 변화와 

관련이 있으며, 세포증식 활성의 억제는 최소한 항산화 

및 항염증 효능을 동반한 BPH 발생 관련 유전자들의 활

성 억제와 연관성이 있음을 보여주는 것이다. 따라서 산

수유는 BPH의 예방과 치료를 위한 식의약 소재로서의 가

치가 높다고 판단된다. 그러나 CF에 함유된 생리 활성 물

질의 확인과 그들의 효능에 대한 검토와 BPH 조절 관련 

상위 유전자들과의 연관된 신호 전달계에 관한 추가 연구 

등이 이루어져야 할 것이다.

결론

본 연구에서 산수유 추출물(CF)에 의한 LNCaP 전립선 

세포의 증식 억제가 BPH 조절 인자들의 발현 억제와 연

관성이 있음을 알 수 있었다. CF는 전립선 세포에서 세포

주기 양성 조절자인 cyclin D1 및 cyclin A의 발현을 억제

하였으며 음성 조절자인 p21의 발현은 촉진시켰다. 또한 

CF는 BPH 조절 핵심 인자인 5α-reductase type 2, AR, 

SRC1 및 Arnt1의 발현뿐만 아니라 PSA의 발현도 억제시

켰다. 아울러 CF는 DHT에 의한 LNCaP 전립선 세포의 

과도한 증식을 억제하였으며 DHT에 의해 유도된 세포주

기 양성 조절자와 BPH 유발 인자들의 발현을 유의적으로 

차단하였고, 이는 CF의 항산화 및 항염증 활성과 연관성

이 있었다. 결론적으로 CF가 BPH 발병 기전의 기초가 되

는 전립선의 증식을 억제시켜 BPH에 대한 보호 효과가 

있음을 보여주는 것이다.
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