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ABSTRACT
Objective� :� Inulae� Flos� (IF)� has� been� used� to� treat� arthritis,� sever� furuncle,� fear� and� palpitation,� vomiting,� stroke,� asthma�

and� cough� in� Korean�Medicine.� Although� the� anticancer� activity� of� IF� has� been� reported,� the� molecular�mechanism� is�

still� not� well� understood.� In� this� study,� we� investigated� the� growth� inhibitory� activity� of� an� ethanol� extract� of� IF� in�

HT-1080� human� fibrosarcoma� cells� and� its� underlying� mechanisms� using� two-dimensional� (2D)� and� three-dimensional�

(3D)� cell� culture� system.�

Methods� :�HT-1080�cells�were� cultured�with� IF� for� 9�days� in�3D�cell� culture.� To� check�an� inhibition�of� cell� prolifelation�by�

IF,�MTT�assay�was�performed.�DNA�contents�were�measured�using�flow�cytometry.�Western�blotting�was�used�to�evaluate�

the� regulation� of� cell� cycle-� and� autophagy-related� proteins.� Acridine� orange� staining� was� performed� to� confirm�

autophagy,� and� DCF-DA� staining� was� performed� to� confirm� the� occurrence� of� ROS.

Results� :� IF� controlled� a� spheroid� formation� and� decreased� a� cell� viability� in� 3D� cell� culture.� IF-induced� cell� proliferation�

inhibition�was� associated�with� a� distinct� increase�of� S� and�G2/M�phase� cell� distribution� in� 2D� cell� cultre.� In� addition,� IF�

significantly� induced�autophagy�and�generated�reactive�oxygen�species�(ROS).� Interestingly,� IF-induced�cell�cycle�arrest�and�

autophagy� were� recovered� after� pre-treatment� of� N-acetyl-L-cysteine,� ROS� scavenger.�

Conclusion� :�Our�results� indicate�that� IF� induced�ROS-mediated�cell�cycle�arrest�and�autophagy�and� it�may�potentially�useful�

for� human� fibrosarcoma� treatment.�
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Ⅰ. 서론1)

  최근 2D 세포 배양법의 단점을 극복하면서 생체와 

유사한 환경에서의 세포 실험을 위해 3D 세포배양법의 

활용이 증가하고 있다. 3D 세포 배양에서 세포는 2D 

세포 배양에 비해서 조직과 유사한 구조로 성장하므로 

세포 증식, 분화, 운동성 및 스트레스 반응과 같은 복잡한 

생물학적 과정을 연구하게 적합하다고 알려져 있다1). 2D 

세포 배양을 하면 세포가 단층으로 편평하고 길게 자라는 

반면, 3D 세포 배양을 하면 세포는 응집되어 

구형(spheroid)을 이루게 되어 생체와 유사한 유전자 및 

단백질 발현 양상을 보인다2). 하지만 3D 세포 배양은 

배양 시간이 오래 걸리고, 세포에 따라 배양 조건 설정이 

어려우며, 비용이 많이 들고 재연성이 떨어지는 단점이 

있다. 최근 3D 세포 배양법이 발전함에 따라 항암제 효과 

검증, 조직 재생 능력 조사, 개인 맞춤 약물 개발 등으로의 

활용을 넓혀가고 있는 실정이다3). 

  본 연구에 사용된 선복화(Inulae Flos)는 국화과에 속한 

금불초(Inula Britannica var. japonica)의 꽃을 말린 

것으로, 이명으로는 금불초, 금전화, 하국, 야유화 등이 

있다4). 선복화는 전통적으로 건담, 행수, 진해, 건위하는 

효과가 있어 기침, 가래, 딸꾹질, 트림, 천식, 

만성기관지염, 소화불량 등에 사용되어 왔다5,6). 최근 

실험적 연구에서 항염증, 항산화 효과가 보고되고 있고 

이는 선복화에 함유되어 있는 patulitrin, neptitrin, 

kaempferol과 같은 플라보노이드에 의한 효과로 

알려져있다7,8). 다른 연구에서는 선복화 추출물 투여가 

염산과 에탄올로 유도된 위궤양을 보호하였으며, 

알러지성 천식에서 PI3K/AKT/MEK/ERK 

신호전달기전을 통해 염증 및 점액분비를 감소시켰다9,10). 

또한, 유방암, 폐암, 대장암 및 자궁경부암에서의 항암 

효과도 실험적으로 밝혀졌다6,7,11,12). 선복화의 독성 

실험에서 고용량 단회투여는 안전한 것으로 나타났지만, 

일부 실험에서 독성과 혈소판 감소증과 같은 부작용이 

보고되기도 하여 배합 처방으로 임상에서 사용될 때 

주의가 필요하다5,8). 

  본 연구에서는 실험적으로 여러 종양에서 항암 효과를 

보인 선복화의 에탄올 추출물을 사용하여 HT-1080 인간 

섬유육종 세포에서의 항암 효과를 조사해보았다. 기존에 

주로 활용되는 2D 세포 배양 방법이 아닌 3D 세포 배양 

방법을 활용하기 위해 HT-1080 세포를 기질을 사용하지 

않고 바닥이 둥근 plate에서 성장시키는 3D 세포 배양 

조건을 설정하였고, 이 때 선복화 추출물이 세포 생존율에 

미치는 영향을 조사하여 보았다. 또한, 세포 성장 억제와 

관련된 기전 연구를 위해 2D 세포 배양으로 선복화 

추출물에 의한 HT-1080 세포의 세포 성장 억제가 

세포주기 정지 및 자가포식과 관련성이 있음을 

발견하였기에 이를 보고하는 바이다.  

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 시약 및 재료

  Dimethylsulfoxide (DMSO), crystal violet, 2’,7’- 

dichlorodihydrofluorescein diacetate (H2DCF-DA), 

N-acetylcysteine (NAC), acridine orange (AO)는 

Sigma-Aldrich Chemical Co (St. Lousi, MO, USA)에서 

구입하였다. Enhanced chemiluminescence (ECL) 용액은 

Thermo Fisher Sceintific (Waltham, MA, USA)에서 

구입하였고, CycletestTM plus DNA reagent kit는 BD 

Biosciences (Franklin Lakes, NJ, USA)에서 구미하였다. 

세포주기 및 자가포식 관련 항체는 Cell Signaling 

(Beverly, MA, USA)에서 구입하였으며, 나머지 1차 및 

2차 항체는 Santa Cruz Biotechnology Inc. (Santa Cruz, 

CA, USA)에서 구입하였다.  

2. 선복화 에탄올 추출물의 준비

  본 연구에 사용된 선복화(Inula Flos)는 ㈜대한생약 

(Imsil, Korea)에서 구입하여 흐르는 물에 세척한 후 

그늘에서 24시간 동안 건조시켰다. 상기 선복화에 70% 

주정을 용매로 이용하여 30분간 초음파 추출 및 15분 
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휴지기 과정을 8회 반복하여 시행하였다. 필터를 

사용하여 상층액만 분리하여 건조하고, 동결건조시켜 

남아있는 주정을 모두 제거하여 분말 형태의 선복화 70% 

에탄올 추출물을 수득하였다. 획득된 상기 분말은 100 

mg/ml 농도로 DMSO에 용해시킨 후 이를 적정 농도로 

배지에 희석하여 처리하였다.

3. 세포배양 

  본 연구에 사용된 HT-1080 세포는 사람 폐육종 

세포주로 American Type Culture Collection (Manassas, 

VA, USA)에서 분양받았다. HT-1080 세포는 

RPMI-1640 배지(Welgene, Daegu, Korea)에 1% 

penicillin-streptomycin (Gibco, USA)과 10% 

소태아혈청(FBS, Gibco, USA)을 포함하여 37°C로 5% 

CO2가 공급되는 세포배양기에서 배양하였다. 

4. 3D 세포 배양법에서의 구형 형태 관찰 및 세포 생존율 측정

  선복화 추출물이 HT-1080 세포가 3D 세포배양법을 

통해 구형을 형성할 때 세포 증식에 미치는 영향을 

파악하기 위하여 Cell Counting Kit-8 (CCK8, Dojindo 

Laboratories, JAPAN)를 사용하였다. HT-1080 세포를 

Corning®96 Well Spheroid Microplates에 7x103 

cells/ml씩 분주하고, 72시간 동안 37°C로 5% CO2가 

공급되는 세포배양기에서 구형(spheroid)을 형성시켰다. 

그 후 상기 선복화 추출물을  75, 150 ㎍/mL 농도로 각 

well에 200 ㎕로 처리한 후 6일 동안 배양하였다. 배지는 

이틀 간격으로 교체하고 이 때 같은 농도의 선복화 

추출물을 처리하였고, 구형의 형태를 매일 현미경(Call 

Zeiss, Oberkochen, Germany)으로 관찰하였다. 세포 

생존율을 측정하기 위해 CCK 용액을 첨가하여 2시간 

동안 배양하고, 배양액을 분광광도계 (Molecualr 

Devices, Sunnyvale, CA, USA)를 사용하여 460 nm에서 

측정하였다. 

5. 세포주기분석

  선복화 추출물이 세포 주기 진행을 억제하는지를 

알아보기 위하여 유세포분석기(BD Biosiences로 세포 

주기 분포를 측정하였다. 간략하게, HT-1080 

세포(2x105cells/ml)를 6 well plate에 분주하고, 상기 

선복화 추출물을 50, 100, 150 ㎍/mL 및 DMSO 0.15% 

농도로 처리한 후 24시간 동안 배양하였다. CycletestTM 

plus DNA reagent kit를 회사의 지침에 따라 적용시킨 후 

유세포분석기를 사용하여 세포 주기를 분석하였다.

6. 단백질 발현 변화 관찰

  선복화 추출물을 정해진 농도와 시간으로 처리한 후 

HT-1080세포를 PBS로 수세한 후 단백질을 정량하였다. 

그 후 sodium dodecyl sulphate (SDS)-polyacrylamide 

gel을 이용하여 전기영동하였다. Polyvinylidene 

difluoride membrane으로 전이시킨 다음, 5% skim 

milk를 30분간 각 항체를 처리하여 4℃에서 하룻밤동안 

반응시킨 후 PBS-T (PBS with Tween 20)를 사용하여 

10분간 3번 세척하였다. 그 후 2차 항체를 상온에서 

1시간 30분 동안 반응시킨 후 PBS-T로 다시 10분간 3번 

세척하고 암실에서 ECL 용액을 뿌려서 형광발색을 

시킨단백질 밴드를 chemiluminescence system (Fusion 

Solo system, Vilber Lourmat, Collégien, France)를 

이용하여 시각화하였다.

7. 아크리딘 오렌지(acridine orange, AO) 염색

  선복화 추출물에 의해 자가포식이 유도되었는지를 

시각적으로 판단하기 위하여 AO 염색을 시행하였다. 

HT-1080 세포를 6 well에 분주하고 24시간 안정화시킨 

후 선복화 추출물과 DMSO를 24시간 동안 처리하였다. 

시약이 처리된 HT-1080 세포에 AO를 10 ㎍/mL농도로 

처리하여 15분 동안 반응시킨 후 PBS로 2회 세척하고 

3.7% paraformaldehyde로 고정하였다. 염색된 세포는 

형광현미경(Carl Zeiss, Oberkochen, Germany)으로 

관찰하였다. 또한, 정량적 변화를 관찰하기 위하여 AO가 

염색된 세포를 유세포분석기(BD Biosciences)를 통해 

형광 발색 정도를 측정하였다.

8. 활성산소종(reactive oxygen species, ROS) 형광 염색

  선복화 추출물에 의해 발생한 ROS의 변화량을 

시각적으로 확인하기 위하여 형광 염색법을 시행하였다. 

6 well에 안정화시킨 HT-1080 세포에 선복화 추출물을 

3시간 동안 처리한 후 H2DCF-DA를 10 μM농도로 

15분 동안 처리한 후 형광현미경(Carl Zeiss, 

Oberkochen, Germany)으로 관찰하였다. NAC (10 

mM)은 ROS 발생량을 측정하기 위한 양성 대조군으로 

1시간 선처리하였다. 

9. 통계

  실험 결과는 평균 ± 표준편차로 표시되었으며, 
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GraphPad Prism 5.03 소프트웨어(GraphPad Software, 

Inc., La Jolla, CA, USA)을 이용하여 처리군 사이의 

통계적 유의성을 one-way analysis of variance와 Tukey’s 

post hoc 테스트로 확인하였다. p 값이 0.05 이하인 경우를 

통계적 유의성을 나타내었다. 

Ⅲ. 결과

1. 3D 세포 배양법에서 선복화 추출물이 HT-1080 세포 

증식에 미치는 영향

  HT-1080 세포의 3D 세포 배양법으로 구형 형성을 

시키는 방법의 조건 설정을 위해 본 연구는 96-well ultra 

low attachment plate를 사용하였다. Plate에 분주하는 

HT-1080 세포의 양과 시간을 결정하기 위해 수차례 

실험을 진행하여, 7x103 cells/ml의 세포를 넣어준 뒤 

48시간 동안 정도 배양하면 세포가 모여서 적절한 형태의 

구형을 형성하는 것을 알게 되었다. 이에 선복화 추출물은 

세포를 분주한 지 3일째 되는 날 75 및 150 ug/ml의 

농도로 처리하였다. 그 후 세포가 3일에 한번씩 배지를 

교체해주면서 선복화 추출물을 같은 농도로 처리하여 

세포가 구형 형태로 자라는 것을 6일동안 확인하였다. 

Fig. 1A에서 보여지는 바와 같이, 선복화 추출물을 

처리하지 않은 군에서는 구형이 잘 응집된 채로 성장하는 

반면에 선복화 추출물을 처리한 경우에는 세포의 응집이 

느슨해지면서 구형의 크기가 커지는 경향을 보였다. 

선복화 추출물에 의한 세포 생존율의 변화를 알아보기 

위해 세포를 배양시킨 지 9일째 되는 날에 CCK 분석법을 

시행하였다. 선복화 추출물의 처리는 HT-1080 세포의 

증식을 유의적으로 억제하는 것으로 나타났다(Fig. 1B). 

이상의 결과는 3D 세포 배양법에서 선복화 추출물을 

처리하면 구형 형성을 방해하고 세포의 성장을 

효과적으로 억제하는 것을 알 수 있었다. 

2. 선복화 추출물이 세포주기 진행에 미치는 영향

  3D 세포 배양법에서 나타난 선복화 추출물의 세포 

성장 억제가 세포주기 진행에도 관련이 있는지를 

알아보기 위하여 2D 세포 배양법으로 선복화 추출물을 

50, 100 및 150 ug/ml의 농도로 24시간 동안 처리하여 

세포주기 조절인자의 발현 변화를 조사하였다. 

유세포분석기를 이용하여 선복화 추출물이 농도별로 

처리된 세포의 핵 내 DNA 양을 상대적으로 비교하여 

각각의 세포주기에 분포된 세포의 수를 분석하였다. 그림 

2에서 나타낸 바와 같이, 선복화 추출물이 처리되지 않은 

군에서는 G1/G0기에 속하는 세포가 57.86%로 가장 

많았고, S기와 G2/M기에 속한 세포는 각각 17.04%와 

25.10%였다. 그러나 선복화 추출물의 처리 농도가 

증가할수록 G1/G0기에 속한 세포의 수는 확연히 

떨어지고, S기와 G2/M에 속한 세포의 수는 농도 

의존적으로 증가하였다. 이러한 결과는 선복화 추출물 

처리에 의한 HT-1080 세포의 성장 억제가 세포주기 

조절과 연관이 있는 것을 보여준다. 

3. 선복화 추출물의 세포주기 관련 단백질 발현에 미치는 영향

  선복화 추출물에 의해 나타난 세포주기 분포 변화를 

Western blotting을 통하여 관련 단백질들의 발현이 

조절되는지를 관찰하였다. 사이클린은 cyclin-dependent 

kinase (CDK)와 복합체를 형성하여 세포주기를 

조절한다13). 그림 3A에서 나타낸 바와 같이, 사이클린 

B1은 선복화 추출물의 농도가 증가할수록 뚜렷하게 

증가하는 경향을 보였다. 반면, 사이클린 E는 선복화 

추출물을 150 ug/ml의 농도로 처리하였을 때 급격하게 

감소하였다. 사이클린 G1의 경우 50 ug/ml 농도에서 

증가하기 시작하여 150 ug/ml 농도에서 급격하게 

증가하였다. Rb는 대표적인 종양 억제 유전자로 인산화된 

Rb는 E2F와 분리되어 G1기에서 S기로 세포주기가 

진행되도록 한다14). 그림 3B에서 보이듯이, 농도 

의존적으로 Rb와 E2F의 발현을 감소하였다. 세포주기의 

음성 조절자인 CDK 억제자로 알려진 p53, p27, p21은 

농도의존적으로 증가하였다. G2기에서 M기로 

세포주기의 진행은 cell devision cycle 25c (cdc25c)의 

인산화에 의한 cdc2와 사이클린 B의 복합체에 의해서 

조절된다15). 선복화 추출물 처리는 cdc25c의 발현을 

확연히 감소시켰고 이로 인해 사이클린과 CDK의 결합이 

이루어지지 않아 G2/M기로 세포주기 진행되지 않았음을 

알 수 있다. 이상의 결과들은 선복화 추출물을 HT-1080 

세포에 처리하면 세포주기 조절에 관여하는 여러 

단백질들을 유기적으로 변화시켜 S기와 G2/M기에 

세포주기 분포가 증가하는 것을 나타낸다.

4. 선복화 추출물의 자가포식 유도 효과

  HT-1080 세포에 선복화 추출물을 처리하면 세포질 

내에 다수의 공포가 형성되는 것이 발견되었다. 이 공포가 

자가포식(autophagy)과 관련 있는가를 조사하기 위해 

자가포식과 연관 있는 단백질들의 발현 변화를 
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조사하였다. Microtubule-associated protein 1 light 

chain 3 (LC3)는 자가포식소체(autophagosome)의 

이중막이 형성될 때 지질화되면서 LC3Ⅱ로 변환되는 

자가포식 유도를 확인하기 위한 핵심 단백질로 

활용된다16). 선복화 추출믈을 HT-1080 세포에 농도별 

및 시간별로 처리하면 LC3 단백질의 변화가 확연하게 

증가하였다. 또한 자가 포식 유도되면 증가하는 것으로 

알려져 있는 p62와 autophay-related gene (ATG) 7의 

발현은 높아졌으며, 자가포식 작용을 억제하는 mTOR의 

인산화는 감소하였다. 음성 대조군으로 사용된 DMSO는 

이상의 단백질의 변화에 영향을 주지 않았다(Fig. 4A). 

Acridine orange (AO)는 세포를 투과할 수 있는 초록색 

형광물질로 자가용해소체(autolysosome)와 같은 산성 

소포 기관에서 붉은색으로 색이 변하게 된다. 이런 

특징으로 인해 자가포식의 유도를 확인하는 쉽고 신뢰성 

있는 검사법으로 널리 활용되고 있다17). Fig. 4B에서 

보여지는 바와 같이, 선복화 추출물을 처리하면 농도 

의존적으로 붉은 색으로 변한 AO의 발현이 증가되었다. 

또한, 이를 정량적으로 측정하기 위해 AO로 염색한 

세포를 유세포 분석기로 분석하였을 때도 선복화 

추출물의 처리는 AO의 붉은색을 증가시켰고, 음성 

대조군으로 사용된 DMSO는 AO의 변색에 영향을 주지 

않았다. 이러한 실험 결과는 선복화 추출물을 HT-1080 

세포에 처리하면 자가포식을 뚜렷하게 유도함을 보여주는 

결과이다. 

5. 선복화 추출물에 의해 발생한 ROS가 자가포식 유도와 

세포주기 정지에 미치는 영향

  많은 선행 연구들에서 한약재 추출물 및 그 

유효성분들이 HT-1080 세포 내의 ROS 발생을 

증가시킨다는 보고가 있었다18-20). 이에 선복화 추출물을 

HT-1080 세포에 처리하였을 때도 세포 내 ROS 발생이 

유도되는지를 알아보기 위해 DCF-DA로 염색하여 형광 

현미경을 통해 관찰하였다. 선복화 추출물을 3시간 동안 

처리하면 DCF-DA에 의해 초록색을 염색되는 ROS의 

발생이 확연히 증가하는 것을 알 수 있었다. 이는 ROS 

소거제로 사용되는 NAC의 처리로 소실되었다(Fig. 5A). 

NAC의 처리는 선복화 추출물에 의해 증가되었던 

LC3Ⅱ와 p62의 발현을 되돌렸으며(Fig. 5B), OA 

염색으로 증가하였던 붉은색도 NAC의 처리에 의해 

감소하였다(Fig. 5C). 흥미롭게도, NAC의 처리는 

세포주기 조절인자들인 cdc25c, cyclin B1, E2F4의 

발현을 대조군의 유사한 수준으로 회복시켰으며, 

세포주기 정지도 나타나지 않는 것을 확인하였다. 이러한 

결과는 선복화 추출물에 의해 유도된 자가포식과 

세포주기 정지가 ROS 발생과 밀접한 관련이 있음을 

시사한다.

Ⅳ. 고찰

  선복화 추출물 및 포함되어 있는 생리활성 물질이 여러 

암 세포에서 세포 성장을 억제하고 세포사멸을 

일으킨다는 보고는 있었지만 세포주기를 조절하고 

자가포식을 일으킨다는 연구는 아직 없었다. 이에 이번 

연구에서는 HT-1080 사람 폐육종세포에서 선복화 

추출물의 효과 및 관련 기전에 대한 연구를 진행하였다. 

세포에서 다양한 스트레스 자극이나 복제로 인해 DNA 

손상이 발생되면 DNA 손상 관문이 활성화되어 

세포주기의 정지가 나타난다21). 세포주기의 진행은 

사이클린과 CDK의 결합에 의해서 조절된다13). 세포주기 

정지는 세포내 DNA 손상이 수선하기 어려운 상태임을 

나타낸다22). 종양억제유전자인 p53이 활성화되면 하위 

경로에 있는 p27과 p21의 활성화시키고 이는 정상적인 

세포주기가 진행되는 것을 억제한다23).  

  이전 연구들에서 약물에 의해서 세포주기 변화가 

유도된 경우 S기나 G2/M기에 한정되어 나타나는 경우가 

많이 보고되었으나, 선복화 추출물에 의해서 두 세포주기 

정지가 동시에 나타났다. S기 정지가 좀 더 낮은 

농도에서부터 뚜렷하게 나타나서 지속적으로 증가하면서 

G2/M기 세포도 농도의존적으로 증가하는 흥미로운 

결과가 도출되었다. 이로 인해 세포주기를 조절하는 

사이클린을 비롯한 단백질들의 발현이 다양하게 

나타났다. CDK 억제자인 p53, p27, p21의 발현은 

농도가 증가할수록 확연하게 높아지는 것으로 보아 

사이클린과 CDK의 결합체 형성을 억제하여 세포주기 

진행을 방해하는 것을 알 수 있었다. 본 실험에서는 

선복화 추출물을 농도별로 처리하여 세포주기 분포 

변화를 측정해보았는데 선복화 추출물 처리시간을 3, 6, 

12, 24 시간으로 시간별로 처리하여 세포주기 분포 변화 

및 관련 단백질의 발현 양상을 조사해보면 시간에 따른 

변화가 좀 더 명확하게 파악될 수 있을 것이라고 

생각된다.  

  세포주기 정지와는 별개로 이번 실험에서 선복화 

추출물이 자가포식을 확연하게 유도하는 것을 
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관찰하였다. 자가포식은 대사성 항상성을 유지하고 

단백질과 세포소기관의 정상적인 조절을 위해 세포내 

물질들을 포획하고 분해하고 재사용하는 과정이다24). 

자가포식과 p53은 기능적으로 중요하게 연결되어 있다. 

DNA 손상, 산화적 스트레스 등에 반응하여 증가한 

p53은 자가포식을 활성화시키고, 자가포식은 다시 p53의 

발현을 증가시키는 선순환고리를 형성한다25). 인간 

상피세포에서 p53에 의해 활성화된 자가포식은 발암적 

변형과 종양 형성을 억제한다. p53은 세포질에 분포되어 

있을 경우 자가포식을 억제제로서도 작용하고, ATG7이 

p53의 활성을 억제하고 p53은 세포자멸사를 유도하기도 

한다26,27). 본 실험에서 선복화 추출물 100 ug/ml의 

농도에서부터 p53의 발현 변화와 자가포식이 뚜렷하게 

유도되는 것으로 보아 p53이 자가포식을 촉진하고 

자가포식이 p53의 활성을 증가시키는 작용을 하는 

것으로 보여진다. 선복화 추출물을 시간별로 처리하여 

p53의 인산화 정도 및 핵으로의 전이를 추가를 조사하여 

선복화 추출물의 시간에 따른 세포주기 정지 및 

자가포식과의 시간적 연관성을 명확히 하는 연구가 추후 

진행되어야 할 것으로 생각된다. 

  이번 연구에서 설정한 기질을 사용하지 않고 plate에서 

HT-1080 세포를 배양하는 3D 세포 배양법을 

확립하였다. 하지만, 아직까지 3D 세포 배양으로 형성된 

구형의 세포의 형태를 해석하고, 관련 유전자의 발현을 

연구하고 재현성을 높이는 연구가 부족하여 지속적인 

연구가 필요하다. 이번 연구에서 시행된 방법을 바탕으로 

다른 세포들에 활용하는 기초 자료로 활용한다면 여러 

질환의 후보 물질의 효과를 검증함에 있어서 동물 실험을 

대체할 수 있는 방법으로 유용할 것으로 생각된다. 

Ⅴ. 결론

  HT-1080 세포를 3D 세포 배양법으로 구형을 

형성하는 조건을 구축하였고 선복화 추출물이 세포의 

증식을 억제하는 것을 관찰하였다. 선복화 추출물은 

HT-1080 세포에 처리하면 S기 및 G2/M기의 

세포분포가 확연히 증가하였고 이와 관련되어 있는 

세포주기 조절 단백질들의 변화가 나타났다. 또한 선복화 

추출물은 자가포식을 유도하여 HT-1080 세포의 

세포질에 다수의 공포를 형성하였다. NAC에 의한 

세포질내 ROS의 발생 조절에 의해 자가포식 유도가 

감소하고, S기 및 G2/M기에서의 세포분포가 감소하는 

것으로 보아 선복화 추출물에 의한 세포질내 ROS 발생이 

주요 기전으로 작용함을 알 수 있었다.  
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Figure & Figure legends

Fig.1. IF inhibited spheroid formation of HT-1080 human fibrosarcoma cells. HT1080 (7×103) cells were plated 

onto Corning®96 Well Spheroid Microplates, then, incubated for 72 h in a CO2 incubator at 37°C. 

Afterwards, IF was added to each well. (A) The cell morphologic changes were observed using an inverted 

microscope (magnification,x50). (B) Cytotoxicity was measured by a CCK-8 assay. The results were presented 

the mean ± SD. (*p<0.05, **p<0.01). IF, Inula Flos. 

Fig. 2. IF induced S-phase and G2/M cell cycle arrest in HT-1080 human fibrosarcoma cells. (A) The cells were 

fixed and stained with Cycle TEST PLUS DNA REAGENT Kit. The DNA contents of cells were analyzed 

using a flow cytometer. (B) Table showed cell cycle distribution. 
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Fig. 3. IF modulated the expression of cell cycle related proteins in HT-1080 cells. (A-B) After incubation with 

IF for 24 h, the cells were lysed and the cellular proteins were transferred onto nitrocellulose membranes. 

The membranes were then probed with the indicated antibodies and the bands were visualized using an ECL 

detection system. β-actin was used as an internal control. 
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Fig. 4. IF induced autophagy. (A) The cellswere treated with the indicated concentrations and time. After incubation 

with IF for 24 h, the cells were lysed and the cellular proteins were then separated in SDS-polyacrylamide 

gels, after which they were transferred onto nitrocellulose membranes. The membranes were then probed with 

the indicated antibodies and the proteins were visualized using an ECL detection system. β-actin was used 

as an internal control. (B-C) The cells were treated with indicated concentration of IF for 24 h. 

Acridineorange (AO) was then added at a concentration of 1 μg/ml for a period of 15 min. (B) The stained 

cell was photographed with fluorescence using a fluorescence microscope (Magnification, x200). (C) The cell 

were washed with PBS, and quantified by flow cytometry.

Fig. 5. IF-mediated autophagy and cell cycle arrest were prohibited by N-acetylcysteine (NAC). Cells were 

pretreated with 10 mM  NAC, a ROS scavenger for 1 h and then treated with IF for 24 h. (A) To determine 

ROS production, cells were stained with 10 μM DCF-DA. The stained cell was photographed with 

fluorescence using a fluorescence microscope (Magnification, x200). (B) The expressions of LC3 and p62 

were determined by Western blot analysis. (C) AThe stained cell with AO　was photographed with 

fluorescence using a fluorescence microscope (Magnification, x200). (D) The expressions of cdc25c, cyclin 

B1 and E2F4 were determined by Western blot analysis. (E) The DNA contents of cells were analyzed using 

a flow cytometer. 
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