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ABSTRACT
Objectives:Theaim ofthisstudywastoexperimenttheantitumoractivityofAgrimoniapilosaLedebour(APL)in

humanstomachcancer(AGS)celllines(invitro)andmaleC57BL/6Jmouse(invivo).

Methods:Theeffectsoftheethanolextractfromtheplantonseveraltransplantablerodenttumorswereinvestigatedin
vitroby3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium,innersalt(MTS)assay,
DNAcontentanalysisandWesternblotanalysis.AgrimoniapilosaLedebour(APL)wasgiventoratswithLewisLung
Carcinoma(LLC)cells.Theexperimentalratsweredividedinto3groupsinvivo.Salinewasinjectedintotheabdominal
cavityinthefirstgroup,50㎎/㎏ APLwasinjectedintotheabdominalcavityinthesecondgroupand100㎎/㎏ was
injectedintotheabdominalcavityinthethirdgroup.Afterthat,wecheckedtheirtumorvolumeperiodically.

Results:Atfirst,humangastriccancer(AGS)celllines(invitro)showeddecreasedcellviability,andincreasedsub-G1
contents.Whenweexperimentedratintestinalepithelial(RIE)1assamecondition,thisresultdidn'tshow.Withthis,compared
tonormalcells,AgrimoniapilosaLedebour(APL)ledselectivelytotheextinctionofcellsonlyinhumangastriccancer.
Moreover,weshowedthatthetraditionalherbalmedicineAPLinducedcaspase-dependentapoptosisinAGScells.
Next,APLinhibitedthegrowthofLLC-bearingmousetumor.However,wecouldnotverifyAPLinducedcaspase-dependent

apoptosisinLLC-bearingmousetumor.

Conclusions:TherootsofAgrimoniapilosaLedebour(APL)containsomeantitumorconstituents.

Keywords:AgrimoniapilosaLedebour(APL),Antitumor,Apoptosis,Caspase.

Ⅰ.서 론

암 정복을 한 세계 인 노력에도 불구하고,

암은 여 히 국내외 으로 사망원인 1 를 차지하

는 질환이다
1-2
.암 치료와 련하여 화학요법,수술

요법,방사선요법 등 다양한 치료기술이 발달하

지만 기존 치료의 부작용에 한 안으로 한약물

을 이용한 치료법에 한 심이 높아지고 있다.

선학 (AgrimoniaPilosaLedebour:APL,짚신

나물)는 장미과의 다년생 본식물로서 全草를 건
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조하여 한약재로 사용한다.한의학에서는 주로 咯

血,吐血, 便出血,子宮出血 등의 각종 出血症에

리 응용되었다3. 한 강심작용,생리활성작용,

항균작용,항염작용,항암작용 등이 보고되고 있다
4-12.최근 국 임상에서는 통 으로 解毒 收

斂止血에 사용해 왔던 것에 착안하여 癌治療劑로

써 빈용하고 있다13.그러나 선학 의 실험 연구

는 매우 부족하며,특히 抗癌 活性에 한 기

인 실험연구들은 거의 없는 상태이다.이에 자는

실험을 통해 선학 의 抗癌 效能을 확인하고,그

메커니즘을 알아보고자 하 다.

먼 시험 내(invitro)실험에서는 선학 추

출물의 인간 암세포주 AGS에서의 세포사멸 기

을 살펴보았다. 한 시험 외(invivo)실험을 통

해 시험 내(invitro)실험에서의 선학 추출물

의 抗癌 效果가 동물실험에서도 같은 결과를 보이

는지도 살펴보았다.한편,쥐의 장세포주 RIE1에

서의 선학 추출물의 작용기 을 AGS암세포주

에서의 작용기 과 비교함으로써 선학 의 항암세

포에 한 선택 치료효과를 밝 보고자 하 다.

이상의 실험을 수행한 결과 선학 의 항암효능과

암세포에 한 선택 치료 기 에 하여 유의한

결과를 얻었기에 보고하는 바이다.

Ⅱ.재료와 방법

1.재 료

1)약 재

실험에 사용된 약재인 선학 (AgrimoniaPilosa

Ledebour:APL,짚신나물)는 옴니허 (Korea)에

서 구입하여 100g을 정량 후 80% 에탄올을 가하여

30분 동안 2회에 걸쳐 음 진동을 이용하여 추출

액을 획득하 다.지름 185㎜ 종이여과지(Whatman,

Maidstone,England)를 이용하여 감압 여과하 다.

그 후 감압 농축기(Eyela,Japan)를 사용하여 농축한

다음,동결 건조기(Freezedryer,Matsushita,Japan)로

동결 건조하여 분말 5.7g(수율 5.7%)의 APL분말

을 얻어 3차 증류수에 vortexing하여 녹 다.그 후

에 37℃ shakingincubator에서 12시간 녹여 다

음 syringefilter(0.20㎛,Sartorius,Germany)을 이

용하여 여과한 후 실험에 사용하 다.

2)시 약

본 실험에 사용한 시약은 특별히 명기한 것 외

에는 모두 Sigma(Sigma-Aldrich,Michigan,USA)

에서 구입하 다.

3)세포주

인간 암세포주 AGS와 쥐의 장세포주 RIE1는

미국 세포주은행(AmericanTypeCultureCollection)

을 통하여 구입하 으며,AGS는 RPMI1640배지,

RIE1는 DMEM(Gibco)배지에 10%(v/v) 청(heat

-inactivatedfetalbovineserum (GibcoBRL))과

1% 항생제[penicillin-streptomycin,(GibcoBRL)]

를 넣어 5% CO2가 든 37℃ humidifiedincubator에

서 키웠다.각 실험에 사용된 세포는 80% 정도의

도로 비하 다.

4)동 물

실험에 사용된 동물( 앙실험동물[주],한국)은

5주령의 C57BL/6J계 雌性 鼠(체 18g-20g)를 공

받아 경희 한의과 학 동물실 환경(24±2℃,

습도40～60%,晝夜 12시간 교 로 150～300Lux照

)에서 淨化 멸균된 증류수와 고형사료(조단백질

21.1%,조지방 3.5%,조섬유 5.0%,조회분 8.0%,

칼슘 0.6%,인 0.6% -퓨리나[주],한국)를 충분히

공 하고,동물사육 cage(20×26×13cm)에 넣고

매주 3회 깔짚을 교체하여 청결을 유지하며,건강

상태를 찰하면서 1주간 응시켰다.

2.방 법

1)세포 생존율 측정(MTSassay)

세포 생존율 측정 실험을 하기 해서 AGS,

RIE1세포(1×10
4
세포/100㎕)를 96-welltissue

cultureplate에 깐 다음,24시간 동안 안정화시켰

다.APL추출물을 농도별로 72시간 동안 AGS와

RIE1에 처리한 후,3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-5
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-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-

tetrazolium,innersalt(MTS)가 든 용액 20㎕를 배

지에 첨가하 다.37°C에서 2시간 동안 반응을 시킨

다음,생성된 formazan을 ELISA reader(Molecular

devicesPaloAlto,CA)를 이용하여 490㎚ 장에

서 흡 도를 측정하 다.

2)DNAcontentanalysis

AGS,RIE1세포(5×10
5
cells)를 60㎜ dishes에

깐 다음,24시간 동안 안정화시켰다.다양한 농도의

선학 를 처리한 다음,24,48,72 시간 후에

detached 와 adherentcells을 모두 모아 95%

ethanol3㎖(0.5% BSA첨가)로 고정시켰다.샘

이 모아질 때까지 샘 은 -20℃에 보 하 다.

Cellspellet을 ice-coldPBS로 두 번 wash한 다음,

10㎎/㎖ RNaseA를 처리하고 37℃ incubator에서

15분간 반응시켰다.마지막으로 10㎎/㎖ propidium

iodide(PI)로 염색한 다음,암상태로 보 하 다.

DNA양을 FACStarflowcytometer(BectonDickinson,

SanJose,CA)와 ModFitLTV2.0software를 이용

하여 분석하 다.

3)SDS-PAGE와 WesternBlot

AGS,RIE1세포(1.5×10
6
cells)를 100㎜ dishes

에 깐 다음,24시간 동안 안정화시켰다.다양한 농

도의 선학 를 처리한 다음,24,48,72시간 후에

detached와 adherentcells을 모두 모은 후,ice-cold

PBS로 두 번 wash하 다.각 시간별로 모아진 cell

pellet을 lysisbuffer를 이용하여 단백질만을 분리하

다.단백질 정량은 Bio-Radproteinassaykit을 사

용하 으며,SDS-PAGE시 동량의 단백질을 loading

하여 separating한 후,nitrocellulosemembrane으로

옮겼다.그 후,phosphate-bufferedsaline(PBS)-0.1%

tween20containing1%skimmilk로blocking1시간후,

membrane을 다양한 1차 항체 -PARP,procaspase-3,

cleaved-caspase-3,procaspase-9,procaspase-8,Bcl-Xs/l,

Bax,Bcl-2,(santa-cruz)를 4℃ O/N으로 반응시

켰다.0.1% Tween20이 들어간 1×PBS로 washing

하고, 1차 항체를 HRP-conjugated secondary

antibodies와 1:1,000으로 1시간 정도 반응시켰다.

Chemiluminescence detection system(Amersham-

PharmaciaBiotech,Buckinghamshire,England)을

사용하여 X-rayfilm으로 결과를 확인하 다. 한,

각 실험에 사용한 억제제(inhibitors)는 1시간 에

z-VAD-fmk(50μM,Calbiochem)를 처리한 다음,

APL을 처리하여 SDS-PAGE와 Western blot

analysis를 수행하 다.

4)검체의 투여와 실험군의 설정

LewisLungCarcinoma(LLC)cells(5×105/50

㎕)를 6주령 된 C57BL/6mice(DaehanBiolink)

총 아홉 마리의 등에 피하주사로 종하 다.일주

일 후에 세 마리씩 세 그룹으로 나 어 그룹-1(

조군,N=3)은 0.2㎖ saline복강 주사하고,그룹

-2(약물 투약,N=3)는 50㎎/㎏ APL복강 주사하

고,그룹-3(약물 투약군,N=3)는 100㎎/㎏ APL

복강 주사하 다.암을 종한 1주일 후부터 11일

동안 매일 복강 주사하고,몸무게는 이틀에 한번

측정하 다.

5)tumorvolume측정

암 부피의 측정은 caliper(500-181-20,Mitutoyo,

Japan)를 이용하 으며,계산 방법은 아래와 같다.

Tumorvolume= 단축 ×단축 ×장축

6)통계분석

실험결과에 한 모든 분석은 WinPC-SPSS

(VER.8.5) 로그램으로 실시하 고,기술통계학

분석은 각 group의 측정값을 Mean(평균)±

S.E(표 오차)로 요약하 으며, student t-test

method로 분석하여 0.05level에서 유의성을 인정

하 다.

Ⅲ.결 과

1.암 세포증식 감소 세포사멸(apoptosis)에

한 효과

APL추출물을 농도별로 72시간 동안 AGS세포

주에 처리하 을 때, 목할 만큼 cellproliferation
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이 감소함을 확인하 다.IC50농도는 약 30㎍/㎖

인 것으로 나타났다(Fig.1A).그러나 정상 세포주

인 RIE1에서는 cellgrowthinhibition이 거의 일어

나지 않았다(Fig.1B).

APL추출물을 25,50㎍/㎖ 농도로 AGS 암

세포주에 0~48시간 동안 처리한 후, DNA

contents를 분석한 결과,시간과 농도에 의존 으로

apoptoticsub-G1fraction이 증가하 다(Fig.2).
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Fig.1.EffectsbytreatmentofAgrimoniaPilosaLedebour(APL)onAGSandRIE1cells.

A,B,CellgrowthinhibitionofAGS(A)andRIE1(B)cellsbytheAPLextract.AGSorRIE1cellsweretreated
with5~100㎍/㎖ theAPLextractfor72hours.AndcellviabilitywasmeasuredbytheMTSassay.Dataare
shownasthemeanofthreeindependentexperiments(errorbarswereshowninmean±standarddeviation(SD)).

Fig2.EffectsbytreatmentofAgrimoniaPilosaLedebour(APL)ongastriccancerAGScells.

APLextractinducedsub-G1population.CellcycledistributionwasanalyzedusingaFACStarflowcytometer
(BectonDickinson),percentagesofsub-G1phasecellswhichweredeterminedbasedonDNAcontenthistogram.
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2.Caspasecascade활성화를통한세포사멸(apoptosis)

유도 효과

APL추출물을 50㎍/㎖로 처리하고 다양한 시

간 별로(24,48,72 시간) sample을 획득하여

SDS-PAGE 후,Westernblotting을 수행한 결과,

procaspase-3의 cleavage와 caspase-3activation이

일어나며,caspase-3의 기질인 poly(ADP-ribose)

polymerase(PARP)가 degradation되었다.PARP

cleavage는 24시간째부터 일어나지만,72시간 째 가

장 두드러지게 나타났다(Fig.3A). 한 APL추출

물에 의해 caspase-8과 -9가 활성화되는 것을 확

인하 다(Fig.3A).RIE1을 같은 조건으로 실험하

을 때,이러한 결과가 나타나지 않았다(Fig.3B).

그리고 AGScells에 z-VAD-fmk(apancaspases

inhibitor)를 1시간 처리한 후,APL추출물을 처

리하 을 때,caspasecascadeactivation이 완벽하

게 억제되었다(Fig.4).

Bcl-2와 Bcl-XL와 같은 anti-apoptoticmembers는

시간 의존 으로 서서히 감소하 고,pro-apoptotic

members인 Bax의 발 은 시간 의존 으로 두드러

지게 증가하 다(Fig.5).
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Fig.3.InductionofapoptosisbyAgrimoniaPilosaLedebour(APL)extractingastriccancerAGScells.

A,B,InvolvementofcaspasecascadeinAPLextract-inducedapoptosis.AGSandRIE1cellsweretreatedwith
50㎍/㎖ APLextractfor72hours.ThecellularproteinswereanalyzedbySDS-PAGEandWesternblotting
withanti-pro-caspase-9,-pro-caspase-8,-cleavedcaspase-3,-pro-caspase-3,-cleavedcaspase-3,-PARP,-α
-tubulin.
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Fig.4.InductionofapoptosisbyAgrimoniaPilosa
Ledebour(APL)extractingastriccancer
AGScells.

Involvementofcaspasecascadeactivationin
APLextract-inducedapoptosis.AGScellswere
pretreatedwithz-VAD-fmk(50μM)for1hourand
thenexposedto50㎍/㎖ APLextractfor30hours.
ThecellularproteinswereanalyzedbySDS-PAGE
and Westernblottingwithanti-pro-caspase-9,
-cleavedcaspase-8,-cleavedcaspase-3,-actin.

Bax

Bcl-xL

Bcl-2

0     24    48     72
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- +       +       +

α-tubulin

Fig.5.EffectofanethanolextractofAgrimonia
PilosaLedebour(APL)onexpressionsof
Bcl-2familyinAGSgastriccancercells.

AGScellsweretreatedwith50µg/㎖ ofan
ethanolextractofAPLfortheindicatedperiods
oftime,andresultingcelllysateswerethen
preparedandanalyzedbyWesternblottingwith
anti-Bax,-Bcl-xL,-Bcl-2,and-α-tubulin.

3.LLCcell 종한 마우스에서의 암 증식 억제효과

선학 가 마우스에게 독성을 유발하는지를 간

으로 측정하기 하여 APL추출물을 복강주사하는 동

안의 몸무게의 변화를 측정하 다.미묘하지만 100㎎/

㎏ APL추출물을 투약한 마우스가 조군에 비해서

몸무게 증가율이 낮은 것을 확인할 수 있었다(Fig.6).

그룹-1(control)에 비하여 APL을 처리한 군에서

암을 종한지 18일(약물투여 11일)후에 통계

으로 유의한 수 으로 암의 부피가 감소한 것을

찰 할 수 있었다(p<0.05)(Fig.7).뿐만 아니라,

그룹-1(control)에 비하여 APL추출물을 처리한

군에서 암을 종한지 18일 후에 통계 으로 유의

한 수 으로 암의 무게 역시 감소한 것을 찰 할

수 있었다(p<0.05)(Fig.8).

Fig.6.TheBodyweightofcontrolandAgrimonia
PilosaLedebour(APL)-treatedgroup

Dataarerepresentedasmeans±S.E.(n=3).
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-bearingC57BL/6Jmice.
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atthep<0.05levelversussaline-treatedcontrolbyt-test.
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Fig.8.InhibitionoftumorweightbyethanolextractofAgrimoniaPilosaLedebour(APL)inLLC-bearing
C57BL/6Jmice.

A,Dataarerepresentedasmeans±S.E.(n=3).Valueswithdifferentsuperscriptsweresignificantlydifferentat
thep<0.05levelversussaline-treatedcontrolbyt-test.B,Separatedtumor-inoculatedskininLLC-bearing
C57BL/6Jmice.Themacroscopicobservationoftumorisshown.

4.LLCcell 종한 마우스에서의 암세포의 세포사

멸(apoptosis)활성화 효과

떼어낸 암조직의 일부를 Westernblot을 수행하

여 세포 사멸 과정에 련하는 marker들을 확인하

다.APL을 처리한 군뿐만이 아니라 그룹-1

(control)에서도 역시 세포 사멸에 련된 caspase

cascade가 활성화됨을 확인하 다(Fig.9).

0            50           100 APL (㎍/㎖)

pro- caspase-8

α-tubulin

pro- caspase-3

Cl. caspase-8

Fig.9.Inductionofapoptosisbyethanolextract
ofAgrimoniaPilosaLedebour(APL)extract
inLLC-bearingC57BL/6Jmice.

Thetissueswerehomogenizedandlysis.The
cellularproteinswereanalyzedbySDS-PAGE
andWesternblottingwithanti-pro-caspase-8,
-pro-caspase-3,-α-tubulin.

Ⅳ.고 찰

선학 (Agrimonia Pilosa Ledebour)는 다년생

본식물로써 性味가 辛溫하고 無毒하며 귀경은

肺,肝,脾經이다. 통 으로 各種 出血症狀에 收

斂性 止血劑로 리 응용되어 왔으며14心血管

平滑筋에 한 강심작용과 항염증작용,항균 항

기생충 작용이 있다는 실험 보고가 있다4,6,8.최

근 中國에서는 임상에서 癌治療劑로써 선학 를

사용하고 있고 이에 한 보고가 있는데13癌治療

와 련한 선학 의 효능은 古書에도 이미 언 된

바가 있다.百花鏡에는 선학 가 돌을 뚫는다고 하

여 癌治療와 련된 효능을 암시하 고,藥鏡의 拾

遺賦에서는 서양의학의 胃癌 症狀에 상응하는 噎

膈,反胃症에 한 선학 의 치료효능에 해 ‘滾

咽膈之痰 平翻胃之噦 石打穿識得 誰’라는 기록이

있다
14
.그러나 선학 의 항암효과에 해서 아직까

지 깊이 있는 실험 연구가 이루어지지 않고 있

다.몇 몇 보고에서 선학 의 항산화효과 는 암

유발 마우스에게 선학 를 투여했을 때 lifespan을

연장시키는 것을 확인하거나,백 구 수치 상승,

단핵구에서의 Interleukin유도 등을 찰하여 면역
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학 의미를 찾는 정도의 항암연구를 찾아볼 수

있을 뿐이다
10-12
.선학 의 항암 활성 항암기

에 한 실험 연구가 아직까지는 양 ,질 으로

매우 부족함을 알 수 있다.이에 본 자는 선학 의

항암효능을 확인하고,특히 세포사멸 기작(apoptosis)

에 근거하여 그 항암효과의 기 을 밝히고자 연구

를 시행하 다.

Apoptosis즉 programmedcelldeath는 조직의

항상성이나 발생 과정에서 세포에 원치 않는 자극

이나 이 가해질 때 개체를 보호하기 해 진

화 으로 생겨난 과정이라고 알려져 왔다15-17.

Apoptosis는 necrosis와는 구별되며 유기체로 하여

세포의 숫자와 조직의 크기를 유지하며 세포내

의 항상성을 하는 자극으로부터 자신을 보호

하도록 한다.세포사멸 메커니즘의 핵심 요소는

caspases라는 proteolyticsystem이다.Caspases는

세포가 programmedcelldeath를 일으켜야 할 때

다른 단백질을 잘라 분해하는 역할을 한다.즉,세

포를 구성하는 핵심 단백질이나 세포의 조직을

지탱하는 수많은 분자들을 casepases가 분해를 함

으로써 세포가 하게 celldeath에 이르게 한다
18
. 재까지 알려진 caspases는 13종류가 있다.그

가운데 caspase-8와 caspase-9와 같은 upstream

initiatorcaspases는 비활성형인 pro-form의 형태에서

분화되고(cleaving),이것은 다시 다른 downstream

effectorcaspases:caspase-3,-6,-7들을 활성화시킨

다.그 ,caspase-3의 활성은 세포사멸 과정에서

핵심 인 역할을 하며 세포 내 많은 단백질

-poly(ADP-ribose) polymerase(PARP),gelsolin,

retinoblastoma(Rb)와 b-catenin
19
등을 분해시킨

다.Caspases-8은 세포 표면에 존재하는 death

receptors를 통해 활성화되는 외부자극에 의해 활

성화 된다20.Caspase-9은 스트 스나 치료제 등에

의해 세포 내부에서 일어나는 세포사멸 과정에서

요한 역할을 한다.Caspase-9이 활성화되기 해

서는 미토콘드리아내의 cytochromeC가 세포질로

방출되고,caspase-9과 Apaf-1이라는 사멸 유도에

필요한 단백질과 결합하여 apoptosome을 형성해야

한다
21
.미토콘드리아를 경유하는 세포사멸 과정은

미토콘드리아 막의 침투성의 변화,막 의 괴,

막에 존재하는 침투막의 생성 세포독성에 련

된 단백질의 세포질로의 방출을 통해 caspase활성

을 총 한다
21,22
.이때,미토콘드리아 막 침투성은

Bcl-2family를 통하여 주로 조 된다23,24.따라서

Bcl-2familyprotein역시 세포사멸 과정에서 요

한 역할을 한다.Bcl-2familyprotein은 Bcl-2와

Bcl-XL와 같은 anti-apoptoticmembers와 Bax와

Bak같은 pro-apoptoticmembers가 있다.이 단백

질들은 생사의 세포운명을 결정하는데 checkpoints

와 같은 역할을 한다23-25.일반 으로 DNA복제,

핵분열 등과 같은 세포 분열 과정이 무리 없이 진

행되기 해서는 세포 주기 조 이 잘 이루어 져

야 한다.부 한 자극이나,손상 등에 의해 세포

는 세포 주기를 진행하기 에 DNArepairs과정

을 거치며,이러한 DNA손상이 수복 불가능할 정

도라고 단하게 되면 세포사멸 과정이라는 세포

자살 로그램을 작동시킨다
20
.

본 연구에서는 APL이 암세포에만 선택 으로

세포독성을 나타내는 항암 활성을 가지는지 in

vitro에서 확인하고(Fig.1,Fig2),세포사멸의 기

에는 어떻게 여하는지를 살펴보기 하여

caspase-3,caspase-8,caspase-9 활성 Bcl-2

familyprotein의 발 을 살펴보았다.

그 결과 APL추출물은 caspase-3의존 으로 세

포사멸과정을 유발한다는 것을 밝혔으며,caspase-8

과 caspase-9 한 활성화되는 것을 확인하 다

(Fig.3A). 한 caspase활성 억제제인 z-VAD-fmk

를 처리하 을 때,세포사멸과정이 완벽하게 해

되었는데(Fig.4)이로써 APL추출물에 의해 유도

되는 세포사멸과정에서 caspaseactivation이 결정

으로 필요하다는 것을 확인 할 수 있었다.이러

한 결과들은 APL추출물에 의한 세포사멸 상이

세포 외-내부사멸 경로 혹은 미토콘드리아를 경유

하여 일어날 수 있음을 알 수 있었다21.이에 APL
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추출물을 AGS세포에 처리하여 미토콘드리아를

경유하는 세포사멸과정에서 요한 역할을 하는

것으로 알려진 Bcl-2familyprotein의 level변화를

확인하 다.그 결과,pro-apoptoticmembers인 Bax

단백질은 에 띄게 시간 의존 으로 증가하 고,

반면에 Bcl-2와 Bcl-xL와 같은 anti-apoptoticmembers

의 발 은 감소하 다(Fig.5).따라서 APL추출물

에 의한 세포사멸과정은 미토콘드리아를 경유한다

는 것이 확실해졌다.그러나 APL추출물에 의한

세포사멸과정이 TNF나 FasL와 같은 extrinsic

receptors에 의해서 유도되는지,아니면 두 가지 경

로를 모두 통하여 일어나는지에 해서는 실험을

더 진행해야 한다16.

시험 내 실험에서 APL 추출물은 항암효능을

가지고 있었다.이러한 결과가 실제 동물실험에서

같은 결과를 보이는지 확인하기 하여 시험 외

실험을 진행하 다.LLCmousetumorcell을 6주

령된 C57BL/6J마우스의 등쪽에 종하여 일정한

크기의 암이 형성되도록 한 후 세 그룹으로 나

어 식염수만을 복강주사한 군(그룹-1,control)과

APL을 농도별로 처리한 두 군(그룹-2;50㎎/㎏,

-3;100㎎/㎏)으로 나 어 실험을 진행하 다.선

학 가 마우스에게 독성을 유발하는지를 간 으

로 측정하기 하여 APL을 복강주사하는 동안의

몸무게의 변화를 측정하 다.Fig.6의 결과를 보

면,미묘하지만 100㎎/㎏ APL을 투약한 마우스가

control에 비해서 몸무게 증가가 게 되는 것을

확인할 수 있다.이러한 결과로 보아 100㎎/㎏

APL추출물을 복강투여 하 을 때,약간의 독성이

있는 것으로 단된다.

다음으로는 실제로 APL추출물이 암의 부피를

감소시키는지 확인하기 하여 마우스에서 암을

제거하여 암의 부피와 무게 등을 비교하 다.그룹

-1(control)에 비하여 APL을 처리한 군에서 암을

종한지 18일 후에 통계 으로 유의한 수 으로

암의 부피가 감소한 것을 찰 할 수 있었다(Fig.

7).뿐만 아니라,그룹-1(control)에 비하여 APL

처리군에서 암을 종한지 18일 후에 통계 으로

유의한 수 으로 암의 무게 역시 감소한 것을

찰 할 수 있었다(Fig.8).

이러한 결과를 바탕으로 APL추출물이 암의 성

장을 억제한다는 것을 확인할 수 있었다.이러한

암 성장의 억제가 세포 사멸 기 에 의한 것인지

를 WesternBlot을 수행하여 확인하 으나, 조군

에서도 세포 사멸 기 이 활성화 되어 있는 것을

확인하 다(Fig.9).이는 조군의 암 크기가 무

커서 자체 세포 사멸 기 이 활성화되었기 때문이

아닐까 사료된다.APL의 추출물이 invivo에서의

암 성장 억제에 한 기 은 본 연구에서 은 샘

수로 시행한 ,정확한 기 을 밝히지 못한

을 고려할 때 향후 좀 더 많은 연구가 필요할 것으

로 단된다.

V.결 론

본 연구에서는 항암효과가 있는 것으로 알려진

선학 의 시험 내 실험과 시험 외 실험을 바탕

으로 선학 의 항암효과에 한 구체 인 기 을

연구하기 한 실험을 진행하여 다음과 같은 결론

을 얻었다.

1.선학 추출물에 의한 인간 암 세포주인 AGS

에서의 항암효과가 세포 사멸 기 에 의한 것임

을 확인하 다.

2.선학 추출물이 정상 장세포주인 RIE1에서는

세포사멸을 일으키지 않았다.

3.선학 추출물은 암유발 C57BL/6J마우스에서

조군에 비하여 암 부피와 무게를 유의성 있게

감소시켰다(p<0.05).

4.선학 추출물의 암유발 C57BL/6J마우스에서

의 암 부피와 무게 감소 기 은 밝히지 못하

다.

이상의 연구결과로 볼 때 선학 는 인간 암
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세포주의 세포사멸 기 에만 선택 으로 작용함으

로써 정상세포에 해서는 세포독성이 없는 안정

인 항암제로써의 유의성이 확인되었다.시험 외

실험의 경우 향후 더 구체 이고 세 한 실험을

계획하여 진행한다면 선학 의 항암 효과에 한

기 을 좀 더 구체 으로 밝힐 수 있을 것이라 사

료된다.

참고문헌

1. 기택.2005년 남녀사망자와 사망원인.젠더리

뷰.2006;3:85-90.

2.배종면.상 생존율. 방의학회지.2004;37(3):

217-9.

3.이상인,안덕균,신민교,노승 ,이 종,김선희.

한약임상응용.서울:성보사;1986,p.248-9.

4. 성 ,양바롬,최춘환,김익수,박경석.식물병

원균에 한 짚신나물(선학 )추출물의 항균활

성과 AgrimolB의 동정.농약과학회지.2006;

10(3):230-6.

5.박신,권오진.EscherichiacoliO157:H7의 제어

를 한 선학 추출물과 NaCl의 병용효과.한

국생물공학회지.1998;13(2):168-73.

6.조려화,이 경,조국 ,강 길,권태오,권지웅

등.선학 부탄올 추출물의 이완 효과의 기

에 한 연구.생약학회지.2006;37(2):67-73.

7.이용호,김만배,정 수.선학 추출액이 흰쥐의

생리활성에 미치는 효과.한국약용작물학회지.

2002;10(3):167-70.

8.김 주,임혜원,김보 ,김학수,최신욱,윤창순.

선학 추출물의 항여드름균 효능 연구. 한화

장품학회지.2006;32(1):53-8.

9.강세찬,이창민,구 정,안동호,최한,이재

등.선학 추출물의 간보호 효과.생약학회지.

2006;37(1):28-32.

10.MurayamaT,KishiN,KoshiuraR,TakagiK,

Furukawa T,MiyamotoK.Agrimoniin,an

antitumortanninofAgrimoniapilosaLedeb.,

induces interleukin-1.Anticancer Res.1992

Sep-Oct;12(5):1471-4.

11.GaoK,ZhouL,ChenJ,LiF,ZhangL.

Experimentalstudyondecoctum Agrimonia

pilosaLedeb-inducedapoptosisinHL-60cells

in vitro.ZhongYaoCai.2000Sep;23(9):

561-2.

12.MiyamotoK,KishiN,KoshiuraR.Antitumor

activity ofmethanolextractfrom rootsof

Agrimonia pilosa Ledeb.Jpn J Pharmacol.

1985May;38(1):9-16.

13.SugiM.Cancertherapy by chinesecrude

drugs.In:KondoK.CancertherapyinChina

today.Tokyo:Shizenom.1977:95-6.

14.이경순,안덕균,신민교,김창민 외.완역 약

사 .서울:도서출 정담;1997,p.2352-5.

15.StellerH.Mechanismandgenesofcellssuicide.

Science.1995;267:1145-9.

16.GreenDR.Apoptoticpathways:paperwraps

stonebluntsscissors.Cell.2000;102:1-4.

17.MeierP,Finch A,Evan G.Apoptosisin

development.Nature.2000;407:796-801.

18.NunezG,BenedictMA,HuY,InoharaN.

Caspases: The proteases ofthe apoptotic

pathway.Oncogene.1998;17:3237-45.

19.KothakotaS,AzumaT,ReinhardC,etal.

Caspase-3-generatedfragmentofgelsolin:Effector

ofmorphologicalchangeinapoptosis.Science.

1997;278:294-8.

20.JonstoneRW.Apoptosis:alinkbetweencancer

geneticsand chemotherapy.Cell.2002;108:

153-64.

21.MartinouJC,GreenDR.Breakingthemitochondrial

barriorNatRevMolCellBiol.2001;1:63-7.

22.WangX.Theexpandingroleofmitochondria

inapoptosis.Genes& Dev.2001;15:2922-33.



최순자⋅백종우⋅박종형⋅ 찬용⋅최유경⋅고성규

409

23.AdamsJM,CoryS.TheBcl-2proteinfamily.

arbitersofcellsurvival.Science.1998;281:

1322-6.

24.CoryS,AdamsJM.Thebcl-2family:regulators

ofthecellularlife-or-deathswitchNat.Rev.

Cancer.2002;2:647-56.

25.AtanG,JamesMM,StanleyJK.Bcl-2family

membersandthemitochondriainapoptosis.

Genes& Dev.1999;13:1899-911.




