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ABSTRACT
Objectives : The purpose of the study is to examine the cell growth effect and autophagy

effect of Scutellariae Radix by ethanol extract in SCC 25 cells.

Methods : Cell growth inhibitory effect and autophagy induced by Scutellariae Radix were

confirmed by WST-1 assay, monodansylcadaverine(MDC) stain, and flow cytometry by acridine

orange(AO) stain.
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Results : The Scutellariae Radix treatment decreased the cell proliferation in a dose and time

dependent manner. Scutellariae Radix has anticancer effects that autophagic vacuoles were apparent

by MDC and AO staining in SCC 25 cells.

Conclusions : Scutellariae Radix showed anticancer activity against SCC 25 cells via autophagy.

The data provided the possibility that Scutellariae Radix may potentially contribute to oral cancer

treatment.
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색인 자가 포식 편평세포암종 황금: , ,

서론

최근 인간의 평균 수명이 늘어남에 따라1) 만성질환 환자의

증가를 보이고 있다2) 만성질환 중에서 사망률이 높다고 알.

려진 암 질환은 앞으로도 그 수가 증가 될 것으로 보고 있다.

그 중 구강과 관련된 편평 세포암은 전 세계적으로 매년

명이 발병하고 있으며 모든 악성 종양에서 약 를600,000 3%

차지하고 있다 또한 년 동안 생존율이 에 불과하며 좋. 5 50%

지 못한 예후를 가지고 있다3,4) 현재 치료법으로 외과 수술. ,

방사선 치료 화학 요법 또는 복합 요법 등이 쓰여지고 있으나,

정상조직에 부작용을 유발하고 저항성을 가지는 한계가 있다.

최근 효과적인 항암예방과 치료를 위하여 빠르게 증식하는

암세포를 제거하는 천연 유래 소재의 치료제 개발이 중요시

되고 있다 황금. (Scutellariae Radix 은 꿀풀과에 속한 뿌리로)

성분은 주로 계열로 구성되어 있으며flavonoids baicalein,

등이 포함되어 있다baicalin, wogonin, wogonoside, chrysin 5-7).

황금과 관련된 연구는 주로 구성 성분의 효과 및 기능에 관련

되어 보고되어 왔다 또한 항암작용. 6) 항알레르기작용, 8) 항염,

증작용9) 항산화작용, 10) 중추신경계 질환, 11)에 대한 작용 등

이와 관련 연구 역시 매우 폭넓게 보고되어 왔다 암 세포.

성장 저해와 제거의 한 방법으로 제 형 세포계획사로 불리는1

세포 자멸사 와 제 형 세포계획사로 불리는 자가(apoptosis) 2

포식 을 들 수 있다(autophagy) 12) 세포자멸사와 자가 포식은.
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암세포에 있어서 성장과 죽음을 조절하므로 암 치료에 있어

서 매우 중요하다고 볼 수 있다.

세포자멸사는 세포의 성장조절 및 항상성 유지에 관여하게

되며 발생할 시 염색질 응축 분절 세포 수축 수포형성, , DNA , ,

등 여러 가지 현상이 세포 내부에서 발생된다13,14) 세포자멸.

사는 다음의 두 가지의 기전으로 나뉘어져 있다 그 중 하나는.

외인성 경로 로 가 활성화되(extrinsic pathway) death receptor

어 을 통해 유도된다caspase-8
15) 나머지 하나는 내인성 경로.

로 와 관련된(intrinsic pathway) mitochondria pathway cas-

를 통해 유도된다pase-9
16) 는 체내 면역 세포. Apoptotic body

에 의해 제거되며 괴사 와는 달리 염증이 발생되지(necrosis)

않는다 자가포식이란 스스로 먹는다라는 뜻으로 세포가 영. ‘ ’

양결핍이나 스트레스에 대한 대사분해반응으로 인해 세포내

의 단백질 소기관을 탐식하여 소화시키고 재사용하는 기전,

을 말한다17-19) 즉 다시 말해 세포 내부에서 일어나는 재활용. ,

시스템이라고 볼 수 있다.

자가포식은 미토콘드리아나 골지체 소포체와 같은 세포,

소기관을 둘러쌈으로써 자가포식체 을 형성(autophagosome)

하고 소포 내에 격리된다 연이어 소포는 라이소좀(vesicle) .

과 결합하여 자가라이소좀 을 형성(lysosome) (autolysosome)

하고 이에 의해 둘러싸인 내부 물질은 라이소좀에 존재하는,

소화 효소에 의하여 분해된다 이렇게 분해된 부산물들은 세.

포 소기관을 형성하는데 사용된다20,21) 최근 등. Zhang
22)에

따르면 황금 추출물이 구강암세포에서 를 통한 기전으COX-2

로 성장을 저해한다는 보고가 있으나 자가 포식을 통한 기전

으로 성장 저해를 시키는 연구는 아직 미비하다.

본 실험에서는 황금 추출물의 항암활성 기전을 조사하기

위해서 구강암세포인 세포를 대상으로 황금 메탄올SCC 25

추출물의 암세포 성장 억제 효과 및 자가 포식작용에 미치는

영향을 알아보고자 하였다.

연구방법

연구 설계1.

본 연구는 구강암 세포의 한 종류인 세포에서 황금SCC 25

추출물이 생장 억제에 미치는 효과와 항암 작용을 하는 기전

인 자가 포식 작용에 대해서 연구하였다.

실험 재료 및 방법2.

시료준비2.1.
본 실험에서 사용된 황금 은 국내산전남 여수이며<Fig. 1> ( )

주 화림 제약에서 구입하였다 황금은 분쇄될 크기로 자르고( ) .

파쇄한 다음 시료의 배 정도에 해당되는 에탄올 용매를5 70%

처리해 에서 시간 처리하였다 추출된 황금의 상층액만60 8 .℃

획득하여 여과한 뒤 감압 농축기(Buchi, Meierseggstrasse,

로 에서 농축하였다 농축된 황금Flawil, Swizerland) 50-55 .℃

추출물은 다시 동결건조기(Ilshin Lab, Yangju-kun, Kyunggi-do,

로 건조하여Korea) Dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma-Aldrich,

에 의 농도로 용해 시켰다St. Louis, Missouri, USA) 0.1 g/ml
23)
.

실험에 사용된 농도는 최소농도부터 최대농도인 100-500

으로 배지에 희석하여 사용하였다 세포의 반수 최대g/ml .µ
억제 농도인 을IC 50(half-maximal inhibitory concentration)

로 잡고 실험을 진행하였다400 g/ml .µ

Fig. 1. Appearance of Scutellariae Radix

세포배양2.2.
사람혀편평암종세포인 는SCC 25 American Type Culture

에서 구입하였고Collection(Rockville, MD, USA) , DMEM/F12

배지 에서1:1 (Gibco, Gaithersburg, MD, USA) 100 μg/ml penicillin/

streptomycin, 4 mM L-glutamine, 10% fetal bovine se-

를 첨가한 다음 의rum(FBS) 37 5% CO℃ 2 humidified air in-

에서 배양되었다cubator .

세포 생존율 측정2.3.
세포 생존율은 WST-1(Roche Applied Science, Mannheim,

방법으로 사용되었다 에서 으Germany) . 96 well plate 5x103

로 분주한 뒤 시간 배양하였다 시간 뒤 세포의 상층24 . 24

배지를 제거한 다음 황금 추출물을 농도별 로, (100-500 g/ml)µ
시간동안 반응시켰다 그런 다음 각 시간에 맞추어24, 48, 72 .

각각의 에 용액을 씩 시간 동안 배양기에서well WST-1 10 l 2µ
반응을 시켰다 이후. , ELISA reader(Sunrise Remote Control,

로 파장에서 흡광도를 측정했다 각각Tecan, Austria) 450 nm .

의 분석은 세 번 시행되었고 실험 결과를 바탕으로 적정 처리,

농도를 정하였다.
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염색 후 공초점2.4. Dansylcadaverine(MDC)
레이저 촬영 및 유세포 분석기 측정

세포를 에35 mm dish 1×10
5로 분주한 뒤 시간 배양 시킨24

후 황금을 의 농도로 처리하였다 시간 뒤 의400 g/ml . 24 dishµ
배지를 제거하고 자가 포식 형상의 특징인 산성 소포성 소기

관을 염색시키는 를 의 농도로 처리 한 후MDC 0.05 mM 37℃

에서 시간 동안 처리하였다 염색된 세포는 수거하여 공초1 .

점 레이저 현미경 과 유세포LSM 700(Carl Zeiss, Germany)

분석기 을CYTOMICS FC500(Beckman Coulter, FL, CA, USA)

사용하여 관찰하였다 은 에 의한 형광의 세기를 보. FL1 MDC

여주는 것으로 산성 소포성 소기관이 염색이 많을수록 증가

한다.

염색 후유세포분석기2.5. Acridine orange(AO)
측정

세포를 에35 mm dish 1×10
5로 분주한 뒤 시간 배양 시킨24

후 황금을 의 농도로 처리하였다 시간 뒤 배지를400 g/ml . 24µ
제거하고 자가 포식 형상의 특징인 산성 소포성 소기관을

염색시키는 를 의 농도로 처리 한 후 에서AO 1 g/ml 37℃µ
분 동안 처리하였다 염색된 세포는 수거하여 유세포 분석20 .

기 을 사용CYTOMICS FC500(Beckman Coulter, FL, CA, USA)

하여 관찰하였다 는 에 의한 형광의 세기를 보여주는. FL4 AO

것으로 산성 소포성 소기관이 염색이 많을수록 증가한다.

통계 처리 분석2.6.
실험군과 대조군의 통계 처리 결과는 통계프로그램인 IBM

을 통해SPSS Statistics 21(SPSS Inc., NY, USA) paired T-test

를 이용하였다 는 통계학적으로 유statistical method . p<0.05

의성이 있는 것으로 판정하였다 번 이상의 독립적인 실험. 3

결과를 통해 평균과 표준편차를 산출하였다.

연구결과

황금추출물에의한 세포성장억제1. SCC 25
유도

세포에서 황금이 생존율에 미치는 영향을 보기 위해SCC 25

서 분석을 했다 먼저 세포에 황금 추출물을WST-1 . SCC 25

각각의 농도 로 처리한 후 시간이 지났을 때(100-500 g/ml) 24 ,µ
로 농도의존적인 감소를 보였으며99, 84, 49, 33% <Fig. 2>,

를 의 농도로 잡고 시간별로 확인을 했을 때는400 g/ml IC 50µ
로 시간의존적인 감소형태를 보였다 이49, 44, 33% <Fig. 3>.

결과로 볼 때 황금 추출물이 구강암의 한 종류인 사람혀편평,

암종세포의 생존율을 농도의존 시간 의존적 성장억제효과를,

확인할 수 있었다.

Fig. 2. Scutellariae Radix showed cell proliferation in a

dose-dependent manner by WST-1 assay on SCC 25 cells

Fig. 3. Scutellariae Radix showed cell proliferation in

time-dependent manner by WST-1 assay on SCC 25 cells

황금추출물에의한 세포의자가포식2. SCC25
작용 확인

시간 동안 농도의 황금 추출물을 처리한24 400 g/ml SCCµ
세포에서 를 염색한 후 공초점 레이저로 확인을 하였25 MDC

을 때 자가 포식의 형태학적 특징인 자가포식낭이 세포질에

서 많이 발현하는 것을 관찰하였다 또한 유세포 분<Fig. 4>.

석기를 이용한 결과에서도 농도의 황금 추출물을400 g/mlµ
처리한 군이 처리하지 않은 군보다 의 염색 강도가 강한FL1

것으로 나타났다 세포를 염색 시 핵과 세포질은<Fig. 5>. AO

녹색 으로 염색되고 자가 포식이 일어나면 산성소포체가(FL1)

형성되어 주황색 으로 염색된다 의 결과를 보면(FL4) . Fig. 6

농도의 황금 추출물을 처리한 세포에서 유세포400 g/mlµ
분석기를 통한 정량적 측정을 분석한 결과 세포질 내 산성소

포체가 시간에 증가하여 자가 포식이 증가됨을 확인할 수24

있었다 대조군 농도의 황금추출물을(FL 4: -2.68%, 400 g/mlµ
시간 처리한 군24 -12.78%).
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Fig. 4. Scutellariae Radix induces autophagy by MDC

stain using confocal microscope on SCC 25 cells

Fig. 5. Scutellariae Radix induces autophagy by MDC

stain using flow cytometry on SCC 25 cells

Fig. 6. Scutellariae Radix induces autophagy by AO

stain using flow cytometry on SCC 25 cells

총괄및고안

본 연구에서는 다양한 약리학적 기전을 가지는 것으로 알

려진 황금의 항암효과를 알아보기 위하여 구강암인 SCC 25

세포의 증식 및 생존율 그리고 자가포식현상 유발 여부에,

대해서 조사하였다.

이를 위하여 에탄올에 의해 추출된 황금의 처리에 따른 증

식억제정도를 분석법으로 실험한 결과 농도 의존적WST-1 , ,

시간 의존적으로 감소하였다 이는 황금이 구강암의 항암 치.

료에 있어서 매우 효과적이라는 것을 보여준다 황금은 최근.

체내에서 생성되는 암세포에서 세포주기 정지 및 세포자멸사

를 통해 항암활성을 가지는 것으로 보고되고 있다23-25)
. Pan

등24)은 황금이 간암의 진행을 촉진하는 간성상세포에서

기 세포 주기 정지와 활성을 통한 세포자멸사가 유G2/M ERK

도 된다는 사실을 보고하였고 또 다른 세포인 폐암세포에서

도 등Gao
23)이 세포주기 정지 및 세포자멸사가 유도된다는

유사한 결과가 보고되었다 하지만 아직까지 황금이 구강암.

에서 성장 억제와 관련한 자가 포식에 대한 연구는 보고되지

않았다.

최근 자가 포식과 관련하여 등Lin
26)에 따르면 황금의 주요

구성 물질인 이 방광암인 세포에서 기전을baicalin T24 AKT

통해자가포식을유발시킨다는사실이보고된바있고 등, Bai
27)

이 보고한 연구에서는 구강암세포에서 G protein-coupled

re 의 길항제인 가 자가포식을ceptor for estrogen(GPR30) G15

유발시키는 사실이 보고되었다 또한 등. Kim
28)에 의해 강황

의 주성분으로 알려진 이 구강암세포에서curcumin reactive

생산을 통한 자가 포식을 유도된다는 연oxygen species(ROS)

구도 보고되었다 자가포식은 세포가 영양결핍 등의 상태에.

놓였을 때 생존을 유지하기 위한 적응현상의 일종으로 활성

화되는 세포 내 단백질 및 소기관을 자가소화하게 된다17-19)
.

일부 연구에서는 자가포식이 과다하게 활성화되는 경우 세포

자멸사와는 다르게 새로운 형태의 세포사를 유도한다고 보고

되고 있다12) 황금 처리된 세포에서 자가포식현상이. SCC 25

관여하는지 확인하기 위해서 자가포식의 일반적인 현상인

산성 소포성 소기관 생성의 산성(acidic vesicular organelles)

성분을 선택적으로 염색하는 염색과 염색을 하였다AO MDC .

세포에 를 염색한 결과 산성 소포성 소기관이SCC 25 MDC

황금을 처리하지 않은 군에서보다 황금을 처리한 군에서 유

의하게 생성되는 것을 확인할 수 있었다 또한 유세포 분석기.

를 이용한 결과에서도 와 염색 시 형광의 강도가MDC AO

황금을 처리하지 않은 군에서보다 황금을 처리한 군에서 강

하게 염색된 것을 관찰할 수 있었다 이는 황금이. SCC 25

세포에서 자가포식을 유도할 수 있음을 알 수 있다 이에.

본 연구에서는 황금이 구강암세포인 에서 성장 억제를SCC 25

유도하고 이와 관련된 기전은 자가 포식에 관련해서 나타나

는 것으로 밝혀졌다 그러나 본 연구는. , in vitro 즉 세포 단계,

에서 효과가 보여지는 것일 뿐, in vivo 실험에서 동물이나

인체에 효과가 있을 지 불분명하다 그러므로 황금 추출물이.

항암 효과를 보이는 천연물로 쓰여 지기 위해 in vivo상에서

도 효과가 있는 지 연구해 볼 필요가 있다 또한 추후 연구에.

서 황금이 자가 포식과 관련하여 다른 기전이 있는 지도 연구

및 검증을 해볼 필요가 있을 것으로 사료된다.
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결론

현재 빠르게 증식하는 암을 치료하기 위해서 항암 효과가

있는 천연 성분의 약제들이 개발되어지고 있다 이에 본 연구.

는 천연 한약물인 황금이 구강암 세포 중 하나인 세포SCC 25

에서 성장억제 및 자가 포식 효과에 대한 분자생물학적 기전

을 밝히기 위해 실험을 수행하였다 본 연구의 실험을 위하여.

구강암 세포 중 하나인 세포를 사용하였고SCC 25 WST-1

분석법 공초점 레이저와 유세포 분석기를 포함한 실험방법,

을 시행하였다.

세포에 황금 추출물을 의 농도로1. SCC 25 100-500 g/mlµ
처리한 후 시간이 지났을 때24 , 99, 84, 49(p<0.05),

로 농도의존적인 증식 억제를 보였으며 실33%(p<0.05) ,

험농도인 를 시간별로 확인한 결과400 g/ml , 49(p<µ
로 시간의존적인 증식 억0.05), 44(p<0.05), 33%(p<0.05)

제를 보였다.

시간 동안 농도의 황금 추출물을 처리한2. 24 400 g/mlµ
세포에서 를 염색을 한 후 공초점 레이저와SCC 25 MDC

유세포 분석기를 분석한 결과 농도의 황금, 400 g/mlµ
추출물을 처리한 군이 처리하지 않은 군보다 염색 강도

가 강한 것으로 나타났다.

를 염색 시킨 후 유세포 분석기를 통한 정량적 측정을3. AO

분석한 결과 대조군은 농도의 황금추2.68%, 400 g/mlµ
출물을 시간 처리한 군은 로 나타내었다24 12.78% .

위의 연구 결과 에탄올에 의해 추출한 황금은 구강암 세포,

사멸 효과가 뛰어나며 그 기전은 자가 포식에 의한 것으로

관찰된다 이로써 황금이 구강암에 향후 약물 치료나 예방에.

있어서 매우 효과적일 것으로 생각된다.
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