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Solanum tuberosum Linnaeus cv Hongyoung, which represents red potato, was developed in Korea. 
Hongyoung is known to have anti-oxidant, anti-inflammatory, anti-viral, and anti-tumor properties, 
but no research has been conducted on the growth inhibition and apoptosis effects of hongyoung 
in YD-10B oral cancer cells. In this study, the combined treatment of hongyoung ethanol extract 
(HEE) and cisplatin were examined to determine its ability to inhibit cancer cell growth, induce apopto-
sis, and inhibit matrix metalloproteinases (MMP)-2 and MMP-9 cancer metastasis. The cell viability 
was investigated using a 2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H- tet-
razolium monosodium salt (MTS) assay, and the ability to induce apoptosis was analyzed using an 
FACS analyzer. The mRNA expression and protein activity of MMP-2 and MMP-9 were measured 
via RT-PCR and zymography. The YD-10B oral cancer cells showed an increase in growth inhibition 
as the concentration of HEE increased. The combination of 200 μM cisplatin and 500 μg/ml HEE 
reduced the growth of the YD-10B oral cancer cells by more than 50% compared to cisplatin alone. 
When phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)-treated YD-10B oral cancer cells were co-treated with 
200 μM cisplatin and 500 μg/ml HEE, both the mRNA expression and protein activity of the MMP-2 
and MMP-9 decreased. In addition, the percentage of the sub-G1 phase, which indicates apoptosis 
ability, more than doubled when treated in combination with 200 μM cisplatin and 500 μg/ml HEE 
than when cisplatin alone was used. The results of this study therefore suggest the possibility of 
using a combination of HEE and cisplatin in the development of effective drugs to treat oral cancer.
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서 론

암은 다양한 원인의 복잡한 상호 연관성을 통한 다단계

의 발생 과정을 거치며, 지속적으로 불균형적인 세포 분

화, 세포사멸 및 증식 과정의 이상에 의해 비정상적인 과

잉 성장에 의해 유발되는 질병이다[17]. 구강암은 다른 암

과는 달리 조기발견과 치료가 쉽고 효과를 육안으로 관찰

할 수 있어 암 예방 및 치료효과를 관찰하기 위한 가장 

좋은 부위라고 할 수 있다[1, 34]. 최근에는 부작용이 심한 

기존 항암제를 대체할 수 있는 연구 분야에 관한 관심이 

증가하고 있으며 이로 인해 식용할 수 있는 천연물 추출

물을 이용하여 병용 투여함으로써 항암 효과를 높이는 

것에 관한 관심이 높아지고 있다[3, 12, 18, 35-37].
Cisplatin (cis-diamminedichloroplatium (II))은 구강암 및 

다양한 고형암 치료에 있어효과적인 화학 항암제로 단독 

또는 다른 약물과 병용하여 이용하고 있다[7, 8, 10, 11, 
19, 20, 26, 38]. 이는 DNA 이중가닥 내 퓨린 염기와 공유

결합하여 DNA 손상을 일으켜 결국에는 DNA 복제를 억

제하고, 세포 주기 정지 또는 세포자멸사를 유도하여 항

암효과를 나타내는 것으로 알려져 있다[7, 25]. 그러나 cis-
platin은 높은 항암 작용에도 불구하고 여러 장기에서 약

물 내성 및 독성을 유발하기 때문에 치료에 어려움을 나

타내고 있다. 최근 연구에 따르면 cisplatin의 약물 내성은 

Nrf2 신호전달경로, epithelial-mesenchymal transition (EMT) 
과정 및 자가포식(autophagy) 등이 관련되어 있으며[5, 31, 
39], cisplatin의 생체 축적으로 인한 장기 독성은 세뇨관 

손상으로 인한 신장기능 감소, 산화 스트레스로 인한 간 

손상, 활성산소종 (ROS)의 과잉 생산으로 인한 신경독성 

및 달팽이관에서 ROS 과잉 생산으로 인한 이독성 등이 

유발된다고 보고되고 있다[9, 24, 27, 33]. 
감자 (Solanum tuberosum Linnaeus)는 가지과에 속하는 
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Table 1. Primer sets for RT-PCR

Gene Primer sequence (5’-3’) Annealing      
temperature (℃)

PCR product size
(bp)

MMP-2 F: GCGACAAGAAGTATCGCTTC 
R: TGCCAAGGTCAATGTCAGGA

58 390

MMP-9 F: CCATTTCGACGATGACGAGTT 
R: CTTGTCGCTGTCAAAGTTCGAG

58 530

GAPDH F: GAAGGTGAAGGTCGGAGT  
R: GAAGATGGTGATGGGATTTC

58 226

여러해살이 식물로 세계에서 네 번째로 많이 생산되는 

구황작물의 하나이며 원산지는 페루, 칠레와 볼리비아등 

남미 안데스 지역으로 알려져 있다[4, 23]. 현재 세계적으

로 널리 재배되고 있는 감자는 괴경색이 백색이나 연황색

을 띠고 있지만, 최근 들어서는 자주색, 적색등의 유색 

감자들의 재배가 늘어가고 있으며[2, 14, 29], 국내에서도 

붉은색을 나타내는 유색 감자인 홍영이 개발되어 다양한 

연구들이 진행되어 오고 있다[13, 16, 22, 30]. 홍영이 적색

을 띠는 이유는 폴리페놀의 일종인 안토시아닌(anthocya-
nin) 성분 때문이며, 항산화 및 항염증의 성질을 나타내고 

있는 것으로 잘 알려져 있다. 또한, 항바이러스 효과와 함

께 항암 활성 효과도 높은 것으로 알려져 있다[6, 15, 28, 
32]. 하지만 아직 YD-10B 구강암세포에서의 홍영에 의한 

성장억제 및 세포사멸 효과 연구는 보고된 바가 없다. 
따라서 본 연구에서는 YD-10B 구강암세포를 사용하여 

먼저 홍영에 의한 암세포 성장억제능력을 조사하고 다음

으로는 다양한 고형암 치료를 위해 많이 사용되고 있는 

항암제인 cisplatin과 홍영을 부작용을 줄일 수 있는 저농

도로 병용 투여하여 암세포 증식억제, 암전이 억제 및 세

포사멸유도 효과를 확인하고자 한다.

재료 및 방법

홍영 에탄올 추출물 조제

본 실험에서 사용한 홍영은 농촌진흥청에서 통상실시

권을 실시하는 왕산종묘(강릉, 한국)에서 구입하였다. 구
입한 홍영은 껍질을 제거하고, 괴경을 3 mm 수준으로 자

른 후, 시료 100 g에 80% 에탄올 1,000 ml을 첨가하여 24시
간 동안 상온 추출하였다. 잔류물은 동일한 방법으로 2회 

반복해 추출하였으며, 추출된 용액은 모두 합하여 여과하

였다. 여과된 용액은 60°C rotary vacuum evaporator (EYELA 
N-1300, Tokyo, Japan)로 감압 농축한 후, 동결건조기 

(EYELA FDU-1200, Tokyo, Japan)로 동결건조하였다. 동
결건조한 홍영 에탄올 추출물은 dimethyl sulfoxide (DMSO; 
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)로 100 mg/ml 농도로 

준비하여 사용하였다. 

세포 및 시약

YD-10B구강암세포주는 한국세포주은행(Korea Cell 
Line Bank, Seoul, Korea)에서 분양받아 사용하였다. 세포

는 RPMI-1640 (Gibco-BRL Life technologies Inc., Grand 
Island, NY, USA)배지에 10% fetal bovine serum (Gibco- 
BRL), 1% penicillin/strepto

mycin(Gibco-BRL)을 첨가하여 37℃, 5% CO2 조건의 배

양기에서 배양하였다. Cisplatin (Sigma-Aldrich)은 DMSO
로 50 mM 농도로 준비하여 사용하였다. 그리고 특별한 

언급이 없는 시약은 모두Sigma-Aldrich사의 최고 순도 등

급 제품을 사용하였다. 

세포 생존율 측정

세포 생존율을 조사하기 위해, cell counting kit-8 (CCK- 
8; Dojindo Laboratories, Kumamoto, Japan)을 이용하여 측

정하였다. YD-10B 구강암세포를 96-well plate에 well당 

2×104개로 seeding하고 12시간 동안 배양한 후, 홍영 에탄

올 추출물과 cisplatin을 단독 또는 병용 처리하였다. 그리

고 추가로 37℃, 5 % CO2 조건의 배양기에서 24, 48 그리

고 72시간 동안 배양하였다. 그 이후 CCK-8 용액을 세포

배양액에 10 μl/well을 첨가하고 1시간 동안 37℃ 배양기

에서 반응하여 microplate reader (Molecular Devices, 
Sunnydale, CA, USA)를 이용하여 450 nm에서 흡광도를 

측정하였다.

Reverse transcription-polymerase chain reaction

(RT-PCR)

세포로부터 TRIzol 시약(Invitrogen Co., Carlsbad, CA, 
USA)을 사용하여 총 RNA를 추출하였다. 1 μg의 RNA를 

가지고 ReverTra ACE PCR RT master mix kit (TOYOBO 
Co., Osaka, Japan)을 이용하여 PCR를 수행하였다. 본 실험

에서는 MMP-2 , MMP-9 및 glyceraldehyde-3-phosphate de-
hydrogenase (GAPDH) primers (Table 1)을 사용하였고, 
housekeeping 유전자인 GAPDH 유전자를 internal control
로 사용하였다. 증폭된 PCR 생성물은 0.5 μg/ml ethidium 
bromide (Sigma-Aldrich)가 포함된 1.5% agarose (Sigma- 
Aldrich) gel에 전기영동하여 UV light 상에서 확인하였다.
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Fig. 1. Cell viability effect of hongyoung ethanol extract 
(HEE) in YD-10B oral cancer cells. The cells 
were treated with different concentrations of 
HEE for 24, 48 and 72 hr. Data represent the 
mean ± S.D. through three independent experi-
ments (*; p<0.05 compared with untreated con-
trol, **; p<0.01 compared with untreated con-
trol). 

Gelatin Zymography

홍영 에탄올 추출물과 cisplatin을 단독 또는 병용 처리

한 YD-10B (5×105) 구강암세포를 24시간 동안 배양한 후, 
상층액을 모아 centriprep YM-10 (Millipore, Billerica, MA, 
USA)을 사용하여 농축하였다. 20 μg 농도의 단백질은 non- 
reducing sample buffer (0.5 M Tris-Cl pH 6.8, 5% SDS, 20% 
glycerol, 1% bromphenol blue)와 함께 혼합하여 0.1% gela-
tin이 포함된 10% SDS-PAGE에서 전기영동하였다. 전기

영동 후, washing buffer (50 mM Tris-Cl, pH 7.5, 10 mM 
CaCl2, 2.5% triton X-100, 1.0 uM ZnCl2)로 SDS을 제거하고 

incubation buffer (50 mM Tris-Cl, pH 7.5, 10 mM CaCl2, 
150 mM NaCl, 0.02% NaN3)로 37℃에서 18시간 동안 반응

하였다. Gel은 coomassie brilliant blue (7% glacial acetic 
acid, 40% methanol, 0.25% coomassie blue)로 1시간 동안 

염색한 후, destaining solution (7% glacial acetic acid, 40% 
methanol)으로 탈색하여 white band을 확인하였다.

세포주기 측정  
Sub-G1, G1, S 및 G2/M 단계의 세포수를 측정하기 위

해, FACS 분석기를 사용하여 세포주기를 분석하였다. 
YD-10B (5×105) 구강암세포를 500 μg/ml 농도의 홍영 에

탄올 추출물과 200 μM cisplatin을 단독 또는 병용처리하

여 48시간 동안 배양하였다. 세포를 trypsin 처리하고 PBS
로 세척 한 후, 70% 에탄올을 사용하여 고정하였다. 고정

된 세포를 PBS로 세척하고 100 μg/ml RNase를 첨가하여 

30분 동안 반응한 후, 50 μg/ml Propidium Iodide로 염색하

여 CytoFLEX Flow Cytometer (Beckman Coulter Life Scien-
ces, CA, USA)를 이용하여 세포주기를 확인하였다.

Statistical Analysis

세포 생존율 효과, RT-PCR, Gelatinase 활성 그리고 세

포주기 분석은 Student’s t-test를 실시하였다. 실험결과는 

3회 반복 실험을 통하여 mean ± SD로 나타내었으며, 각 

실험군 간의 통계학적 분석은 유의한 결과를 얻었다.

결과 및 고찰

YD-10B 구강암세포에서 홍영 에탄올 추출물 단독 처리에

의한 생존율 분석

YD-10B 구강암세포에서 홍영 에탄올 추출물을 0, 0.5, 
0.75, 1.0 및 1.5 mg/ml의 다양한 농도로 처리하여 24, 48 
그리고 72시간 동안 배양한 후, MTS 방법을 이용하여 세

포의 생존율을 분석하였다. 대조군과 비교한 결과, 각각 

24, 48 그리고 72시간 배양했을 때, 0.5 mg/ml에서는 82.24 
%, 77.60% 그리고 86.88%, 0.75 mg/ml에서는 65.87%, 
73.30% 그리고 50.46%, 1.5 mg/ml에서는 20.34%, 21.37% 
그리고 17.87%의 생존율을 보였다. 이와 같은 결과를 통

하여, 홍영 에탄올 추출물은 0.5 mg/ml의 농도까지는 큰 

독성을 나타내지 않음을 알 수 있었다. 그리고 0.75 mg/ml 
농도에서는 72시간, 1.0 mg/ml 농도에서는 48, 72시간 그

리고 1.5 mg/ml 농도에서는 24, 48 그리고 72시간 처리에서 

50% 이상의 성장억제를 나타냄을 확인할 수 있었다(Fig. 
1). 이는 기존에 보고된 유색감자 홍영 추출물이 전립선암

(LNCaP), 결장암(SW-620), 신장암(ACHN), 백혈병(MOLT- 
4F) 세포주에서 보였던 항암 활성과 비슷하게 높은 항암 

효과이다[30].

YD-10B 구강암세포에서 홍영 에탄올 추출물과 cisplatin

의 병용처리에 의한 생존율 분석

YD-10B 구강암세포에서 250, 500 그리고 1,000 μg/ml의 

홍영 에탄올 추출물과 200, 400 μM의 cisplatin을 병용처리

하여 48시간 동안 배양한 후, 세포의 생존율을 조사하였

다. 대조군과 비교한 결과, 200 μM cisplatin의 병용처리에 

의해서는 73.51%, 43.17% 그리고 18.30%, 400 μM cisplatin
의 병용처리에 의해서는 39.71%, 18.53% 그리고 18.14%
의 생존율을 보였다. 그리고 단독 처리에서 거의 독성을 

보이지 않는 500 μg/ml 홍영 에탄올 추출물과 200 μM cis-
platin을 병용 처리했을 때는 대조군과 비교하여 50% 이상

의 세포 생존율 감소를 관찰하였다(Fig. 2). 이와 같은 결
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Fig. 2. Cell viability effect of cisplatin combined with 
hongyoung ethanol extract (HEE) in YD-10B or-
al cancer cells. The cells were treated at different 
concentrations of cisplatin combined with HEE 
for 48 hr. Data represent the mean ± S.D. through 
three independent experiments (**; p<0.01 com-
pared with untreated control, ***; p<0.001 com-
pared with untreated control).

A B

 

Fig. 3. Effect of cisplatin combined with hongyoung ethanol extract (HEE) on MMP-2/-9 mRNA expression in PMA-treated 
YD-10B oral cancer cells. The cells were treated with cisplatin or HEE at the indicated concentration 2 hr prior to 
PMA (0.5 μM) stimulation. (A) After 24 hr, the level of MMP-2/-9 mRNA were determined by RT-PCR. GAPDH was 
used as an internal control. (B) The relative expression of MMP-2/-9 mRNA were analyzed with band intensity using 
GelQuant. NET program (*; p<0.05 compared with untreated control).

과를 바탕으로, 병용 처리에 의해서 YD-10B 구강암세포

의 성장억제 효과가 보임을 알 수 있었다. 이는 cisplatin과 

천연물 추출물의 병용투여가 암세포 증식 억제 효과를 

보인다는 기존 보고들을 뒷받침하고 있다[10, 19, 26].

홍영 에탄올 추출물과 cisplatin의 단독 또는 병용처리에 의

한 MMP-2 및 MMP-9의 암전이 억제 효과    
YD-10B 세포에서 500 μg/ml 농도의 홍영 에탄올 추출

물과 200 μM농도의 cisplatin을 단독 또는 병용처리하여 

MMP-2 발현억제 효과는 대조군과 비교한 결과, cisplatin 
단독처리에서는 16.9%, 홍영 단독처리에서는 3.1%, cis-
platin과 홍영 에탄올 추출물의 병용처리에서는 31.0%를 

보였다. 그리고 MMP-9의 발현억제 효과를 대조군과 비교

한 결과, cisplatin 단독처리에서는 0.5%, 홍영 에탄올 추출

물 단독처리에서는 1.3%, cisplatin과 홍영 에탄올 추출물

의 병용처리에서는 74.4%를 나타냈다(Fig. 3). 이러한 결

과를 통하여 아무것도 처리하지 않은 세포에 비해, 병용 

처리한 세포에서는 MMP-2과 MMP-9 유전자 발현이 유의

하게 감소하였으며 무엇보다 MMP-9 유전자 발현에 대한 

억제 효과가 매우 높음을 확인할 수 있었다. 또한 YD-10B 
구강암세포에서 홍영 에탄올 추출물과 cisplatin의 병용처

리에 의한 MMP-2/-9 활성를 통한 암전이 억제에 미치는 

효과를 조사하기 위해, 500 μg/ml 농도의 홍영 에탄올 추

출물과 200 μM 농도의 cisplatin을 단독 또는 병용처리하

여 YD-10B 구강암세포를 혈청 없는 배지에서 배양하였

다. 그리고 24시간 동안 배양한 후, 배지의 상층액을 gela-
tin zymography법을 통해 MMP-2 및 MMP-9 단백질의 활

성을 분석하였다. MMP-9 활성 억제 효과는 대조군과 비
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A B

Fig. 4. Effect of cisplatin combined with hongyoung ethanol extract (HEE) on the activity of MMP-2/-9 in PMA-treated YD-10B 
oral cancer cells. The cells were treated with cisplatin or HEE at the indicated concentration 2 hr prior to PMA (0.5 
μM) stimulation. (A) After 24 hr, the activity of the MMP-2/-9 protein were determined by gelatin zymography in con-
ditioned media. (B) The relative expression of MMP-2/9 protein were analyzed with band intensity using GelQuant. NET 
program (*; p<0.05 compared with untreated control, **; p<0.01 compared with untreated control).

A B

Fig. 5. Apoptosis-inducing effect by cisplatin combined with hongyoung ethanol extract (HEE) in YD-10B oral cancer cells. 
The cells were treated with 200 μM cisplatin or 500 μg/ml HEE for 48 hr. (A) The cell cycle distribution was measured 
by a CytoFLEX Flow cytometer. (B) The percentages of sub-G1 phase (apoptotic cells) were plotted. (*; p<0.05 compared 
with untreated control).

교한 결과, cisplatin 단독 처리에서는 33.6%, 홍영 에탄올 

추출물 단독처리에서는 21.5%, cisplatin과 홍영 에탄올 추

출물의 병용처리에서는 51.8%를 보였다. 그리고 MMP-2
의 활성억제 효과를 대조군과 비교한 결과, cisplatin 단독 

처리에서는 10.0%, 홍영 에탄올 추출물 단독 처리에서는 

11.9%, cisplatin과 홍영 에탄올 추출물의 병용처리에서는 

41.2%를 나타냈다(Fig. 4). 이러한 결과를 통하여 아무것

도 처리하지 않은 세포에 비해, 병용 처리한 세포에서는 

MMP-9과 MMP-2 단백질 활성이 유의하게 감소하였으며 

무엇보다 MMP-9 단백질 활성에 대한 억제 효과가 높음을 

확인할 수 있었다. 이는 기존의 cisplatin과 천연물 추출물의 
병용투여에 의한 YD-10B 구강암세포에서 나타낸 MMP- 
2/-9에 대한 연구와 유사한 결과이다[18].

홍영 에탄올 추출물과 cisplatin의 단독 또는 병용처리에 의

한 세포주기에 미치는 영향

YD-10B 구강암세포에서 500 μg/ml의 홍영 에탄올 추출

물과 200 μM의 cisplatin을 병용 처리하여 48시간 동안 배

양한 후, 세포 주기분석을 통해 암세포사멸 유도 능력을 

조사하였다. 대조군과 비교한 결과, 병용처리에 의해서는 

Sub-G1의 비율이 2배 이상 증가하였고, 유의하게 G1기는 

증가하고 S기는 감소하였다(Fig. 5). 이와 같은 결과를 통

하여, 병용 처리했을 때 암세포사멸 효과가 나타남을 확

인할 수 있었으며 이는 기존에 보고된 cisplatin과 Tricho-
santhes kirilow 또는 Berberine 등의 병용투여 시 암세포에

서의 Sub-G1 증가 또는 세포주기 정지에 대한 연구 결과

들을 뒷받침하고 있다[10, 19].
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본 연구는 홍영 에탄올 추출물과 cisplatin의 YD-10B 구
강암 세포에서의 단독 및 병용처리를 통한 암세포 성장억

제, 세포사멸 및 암전이 억제 능력을 확인하였다. 홍영 

에탄올 추출물과 cisplatin의 병용처리는 50% 이상의 높은 

암세포 성장억제 효과를 나타냈으며, MMP-2 및 MMP-9
의 유전자 발현 및 단백질 활성 감소를 통한 높은 암전이 

억제 활성을 확인하였다. 또한, 홍영 에탄올 추출물과 cis-
platin의 병용처리로 G1기는 증가하고 S기는 감소하였으

며, 세포사멸 능력을 나타내는 Sub-G1기의 비율은 2배 이

상 증가함을 관찰하였다. 종합적으로, 이와 같은 연구결

과는 YD-10B 구강암세포에서 cisplatin과 홍영 에탄올 추

출물의 병용요법이 약물내성과 부작용을 줄일 수 있는 

저용량에서의 cisplatin의 항암 효과를 확인하였으며 향후 

이와 같은 병용 처리에 대한 추가적인 효능 및 기전 연구

가 필요할 것으로 사료된다.
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초록：YD-10B 구강암세포에서 홍영 에탄올 추출물과 시스플라틴 병용에 의한 항암 효과

김은정
1
*․황성희

2
․박상욱

1

(1상지대학교 임상병리학과, 2상지대학교 제약공학과)

붉은색을 나타내는 홍영감자(Solanum tuberosum Linnaeus)는 국내에서 개발되었다. 이는 항산화, 항염증, 
항바이러스 및 항암효과를 갖고 있는것으로 알려져 있으나, 아직까지는 YD-10B 구강암세포에서의 홍영에 

의한 성장억제 및 세포사멸 효과 연구는 보고된 바가 없다. 본 연구에서는 시스플라틴과 홍영 에탄올 추출

물의 병용처리에 의한 암세포 성장억제, 세포사멸 유도 및 MMP-2/-9 암전이 억제 능력을 확인하였다. 세포 

생존율 측정은 MTS법에 의해 조사하였고, 세포사멸 유도 능력은 FACS 분석기를 이용하여 분석하였고, 
MMP-2/-9의 유전자 발현과 단백질 활성은 RT-PCR과 Zymography법을 통하여 측정하였다. 결과로는, 홍영 

에탄올 추출물의 농도가 증가함에 따라 구강암 세포 성장억제 효과가 증가함을 보였다. 시스플라틴 단독처

리보다 200 μM의 시스플라틴과 500 μg/ml의 홍영 에탄올 추출물 병용처리로 YD-10B 구강암세포의 성장이 

50% 이상 감소하였다. PMA 처리된 YD-10B 구강암 세포에서 500 μg/ml의 홍영 에탄올 추출물과 200 μM의 

시스플라틴을 병용처리 하였을 때, MMP-2/-9의 mRNA 발현과 단백질 활성들이 모두 감소하였다. 또한, 
시스플라틴 단독처리보다 200 μM의 시스플라틴과 500 μg/ml의 홍영 에탄올 추출물 병용처리로 세포사멸 

능력을 나타내는 Sub-G1의 세포비율이2배 이상 증가하였다. 따라서, 본 연구결과는 시스플라틴과 홍영 

에탄올 추출물의 병용처리가 구강암의 효과적인 항암제로서의 가능성을 시사하고 있다.


