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Butein에 의한 MCF-7 유방암 세포의 세포사멸에 의한 항암 효과

송바다
1,2
․김순례

1,2
․김성훈

2
․신용철

1
․고성규

1
*

1 : 경희대학교 한의과대학 예방의학교실, 2 : 경희대학교 한의과대학 암예방소재개발센터

Apoptosis Induction of MCF-7 Human Breast Carcinoma Cells

by Butein

Ba Da Song
1,2
, Sun Rye Kim

1,2
, Sung Hun Kim

2
, Yong Cheol Shin

1
, Seong-Gyu Ko

1
*

1 : Deartment of Preventive Meidicine, Cancer Preventive,

2 : Material Development Research Center, College of Oriental Medicine, Kyung Hee Univeristy

Butein(3,4,2',4-tetrahydroxychalcone) has been reported anticancer effects in several cancer type, which is

prostate, bladder cancer but breast cancer is not. This study was to investigate the antiproliferative effects by

butein(3,4,2',4-tetrahydroxychalcone) in MCF-7 human breast carcinoma cells. We invastigated the effects of

dose-dependently cell growth inhibition by butein, which could be proved by WST-1 assay. Also, flow cytometry

analysis was butein increase percentage of subG1 phase. As well as, butein induces apoptosis through the expression

of caspase-8,-3 and poly(ADP-ribose) polymerase(PARP) activation but not in DMSO treated cells. Taken together, this

results suggest that butein induced MCF-7 apoptosis through extrinsic pathway and thus may have potential tumor

suppressor in breast cancer.
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서 론

건칠은 한국, 중국, 일본 등에서 오래전부터 사용된 약재로,

강한 파혈작용이 있어서 월경폐색, 징가 (배 속에 덩어리가 생기

는 병) 등에 쓰이며, 풍한습이 원인이 되어 일어난 사지마비 등

에 활용 된다. 최근에는 건칠이 reactive oxygen species (ROS)의

소거 능력이 뛰어나 산화적인 손상을 막아주는 효과뿐만 아니라

세포활성을 억제시키는 것으로 보고되었고, 위암, 염증 및 동맥

경화증 등의 질병에 대한 치료제로써의 효능이 지속적으로 연구

되고 있다
1-3)

. 건칠 추출물의 주성분은 gallic acid, protocatechuic

acid, sulfuretin, butein 등과 같은 phenolic compound 및

flavonoids 가 많아 함유되어 있는 것으로 알려져 있다4).

암에 의한 사망률은 국내에서 사망원인 1위로, 매년 그 수가

증가하고 있다5). 그 중 유방암의 발병 원인이 산업화 사회가 진

행 될수록 현대인들의 식습관이 고단백, 고지방식으로 변화함에

따라 발병률이 더욱 증가하는 것으로 한 역학조사에서 보고된바

있다
6)

. 서양에서 여성들의 암에 의한 사망원인으로 높은 수치를

차지하고 있는 유방암은 우리나라 여성들에게서도 매년 증가하

여 현재 여성 암 중 1위를 차지하고 있다7,8). 이러한 유방암을 치

료하기 위한 항암제 중 식물 추출물 및 성분이 유방암의 예방과

치료에 긍정적인 효과를 나타내고 있다는 보고가 MCF-7 인체

유방암 세포주에서 많이 밝혀지고 있다9-12).

이에 본 연구에서는 이미 다른 암에서는 항암 및 항염증 효

과를 나타내는 건칠의 유효성분 중 하나인 butein을13,14)(Fig. 1)

MCF-7 유방암 세포에 처리하여, butein에 의한 유방암 세포의

활성 억제 기전에 대해 조사하였다.

Fig. 1. The structure of butein.
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재료 및 방법

1. 재료

1) 시약 및 항체

Propidium Iodide 염색 시약 및 butein은 sigma에서 구입하

였다. 실험에 사용한 antibody인 FasR(Fas receptor)는 cell

signaling에서 구입하였으며, procaspase-8, cleved-caspase-8,

procaspase-3, cleaved-caspase-3, actin 및 PARP는 Santa Cruz에

서 구입하였다. pan-apoptosis inhibitor인 z-BAD-fmk는

calbiochem에서 구입하였으며, Wst-1 assay 시약은 Roche에서

구입하였다. 세포 배양에 사용한 DMEM 배지 및 fetal bovine

serum(FBS)과 antibiotic-antimycotic은 Gibco BRL(Grand Island

, NY)에서 구입하였다.

2. 방법

1) 세포배양

인간 유방암세포주 MCF-7은 한국세포주은행을 통해 구입하

였으며, DMEM배지에 10% (v/v) 혈청과 1% 항생제를 넣어 5%

CO2가 든 37℃ humidified incubator에서 배양한다. 각 실험에

사용된 세포는 70% 정도의 밀도로 준비하였다.

2) WST-1 assay

세포는 하루 전날 96well plate에 1x105/well로 각 농도당

6well씩 깔아놓은 후 세포가 하루 동안 plate바닥에 붙도록 안정

화 시킨다. 다음 날 각 조건의 농도에 맞게 100 ㎕ volume에

butein 및 control로 사용한 DMSO를 0~100 ㎍/ml되게 넣어 준

후 배양기에서 72시간 동안 배양한다. 72시간 후 WST-1 solution

을 10 ㎕씩 각각의 well에 넣어 주고 2시간 동안 배양 후 물에 녹

아져 나온 formazan(water-soluble formazan)을 ELISA reder 기

기로 440 nm 필터에서 값을 측정한다.

3) FACs(flow analysis cytometry sorting)를 통한 세포사멸 측정

FACs를 통한 세포사멸을 보기 위해 4X105의 세포를 60 mm

culture plate에 배양하고, 다음 날 20 ㎍/ml의 DMSO와 butein

을 처리 한 후, 0, 6, 12, 24, 36시간 동안 3 ml의 95%

ethanol(0.5% Tween-20첨가)에 세포를 고정시킨다. 36시간동안

샘플은 -20℃에서 보관한다. 샘플을 다 모으면 에탄올에 고정시

켜둔 세포를 차가운 PBS로 두 번 washing한 후 암상태에서 10

mg/ml propidium iodide (PI)으로 염색한다. 세포사멸정도

(subG1)를 FACStar flow cytometer (Becton Dickinson, San Jose,

CA)와 ModFit LT V2.0 software를 이용하여 분석하였다.

4) Western blot analysis

MCF7 세포를 100 mm culture plate에 7X105/plate로 10%

FBS DMEM에 12시간 동안 안정화 시킨다. 안정화 후 세포는 각

조건에 맞게 DMSO, butein을 처리한 후 시간에 맞게 샘플을 모

은다. 샘플을 모을 때는 plate에 붙어있는 세포뿐만 아니라 붙어

있지 않는 세포까지 튜브에 다 모은 후 원심분리(2000 RPM, 5

min)로 cell down한 후 그 상층액을 버리고, 차가운 PBS로 2번

washing하여 cell pellet만 남긴다. 각 시간별로 모아진 세포는

protein lysis buffer를 이용하여 단백질만 분리하고, 단백질의 정

량은 bradford(bio-rad protein assay kit) 시약으로 하였으며,

SDS-PAGE gel에 동량의 단백질을 loading하여 분리한 후,

nitrocellulose membrane(Watman)에 옮겼다. 단백질이 옮겨진

membrane은 1% BAS+1% skim milk가 섞인 PBST로 상온에서 1

시간동안 blocking한 후, 여러 가지 1차 항체를 4℃에서

O/N(over night)으로 반응시킨 후, PBST로 washing후

HRP-conjugated 2차 항체를 상온에서 1시간동안 반응시킨다. 역

시 PBST로 washing과정을 거친 후 Electrochemiluminescence

detection system (Amersham-Pharmacia Biotech,

Buckinghamshire, England)을 이용하여 X-ray film으로 결과를

확인한다. 실험에 사용한 z-BAD-fmk는 DMSO, butein처리 1시

간 전에 미리 처리한 후 뒤에 모든 과정은 동일하게 수행하였다.

5) 통계 분석

실험결과의 모든 분석은 각 그룹의 측정값을 Mean(평균) ±

S.E(표준오차)로 요약하였으며, student t- test method로 분석하

여 p-value가 0.05이하일 경우 유의성을 인정하였다.

결 과

1. MCF-7세포에서 butein에 의한 농도의존적인 세포생존율 감소

butein이 세포 proliferation에 어떠한 영향을 미치는지 알아

보기 위해 butein 및 butein을 녹인 DMSO도 함께 각각의 농도

별로 72시간 동안 처리하여 WST-1 assay를 통해 알아보았다.

WST-1 assay는 MTT(3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide,a tetrazole)assay 보다 개선된

MTS(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-

(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium) assay와 동일한 원리의 실험방

법으로서, MTS assay와 동일하게 살아있는 세포에 처리시

water-soluble한 formazan을 형성하여, 살아있는 세포정도를 값

으로 측정할 수 있다. 그 결과 MCF-7 세포에 butein을 처리 72시

간째 농도 의존적으로 세포생존율이 낮아지는 것을 확인할 수

있다(Fig. 2). 하지만 DMSO 처리 시, 값이 거의 변화하지 않는

것으로 봐서 DMSO에 의한 독성은 세포의 생존율에 아무런 영

향을 미치지 않는다는 것을 알 수 있다.

Fig. 2. Effects of butein on cell viability in MCF-7 cells. Cell growth
inhibition of MCF-7 cells by butein. Cells were treated with 5~100 ㎍/ml butein for

72hours. And cell viability was measured by the WST-1 assay. The data shown is

a representative of three independent experiments. (error bars were shown in mean

± standard error means (SEM)). *p < 0.05 , **p < 0.01, ***p < 0.001.
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2. butein에 의한 MCF-7세포의 세포사멸 유도

WST-1 assay 결과를 바탕으로 실제 butein에 의해 세포사멸

이 일어나는지 FACs 실험을 통해 알아보았다. butein의 농도는

WST-1 assay에서 IC50(half maximal inhibitory concentration)값

을 보이는 butein 20 ㎍/ml의 농도로 MCF-7 세포에 처리하였으

며, PI staining을 통해 DNA content를 관찰하였다. 그 결과 약물

처리 36시간째에 DMSO 및 control 군 대비 butein을 처리한 군

에서 약 32%가량 subG1 값이 높아지는 것을 확인하였으며, 이로

써 butein에 의해 세포사멸이 유도됨을 확인하였다(Fig. 3A, B).

Fig. 3. Butein induced apoptosis in MCF-7 breast cancer cells.
Sub-G1 (designated as "M1") population following treatment with butein. MCF-7

cells were exposed to 20 ug/ml of butein for indicated periods of time. DNA

content distribution was analyzed using a FACScalibur flow cytometer

(Becton-Dickinson), and percentages of sub-G1 phase cells were determined based

on a DNA content histogram. The data shown is a representative of three

independent experiments. (error bars were shown in mean ± standard error means

(SEM)). *p < 0.05 , **p < 0.01, ***p < 0.001.

3. MCF-7세포에서 butein에 의한 caspase 뱔현 및 활성 조절

FACs 분석결과 butein이 subG1 level을 높이는 결과를 바탕

으로 실제 apoptosis가 일어나기 위해 중요한 인자인 caspase의

발현 및 활성을 western blot을 통해 살펴보았다. caspase-8의 활

성은 death receptor와 관련된 extrinsic pathway, caspase-9은 미

토콘드리아를 통한 intrinsic pathway를 통해 최종적으로

caspase의 최하위 단계인 caspase-3를 활성화시켜 최종적으로 세

포사멸과 관련된다. 이에 butein을 MCF-7세포에 처리하였을 경

우 death receptor인 FASR(FAS receptor) level이 control에 비해

3hr, 6hr에 높게 발현하는 것을 확인할 수 있으며, caspase-8및

caspase-3의 활성은 24시간 36시간에 높게 나타나는 것을 확인하

였다(Fig. 4A). caspase-3 활성뿐만 아니라 직접적인 세포사멸의

marker인 PARP(Poly ADP ribose polymerase)의 활성이 증가됨

을 확인하므로 써 butein에 의해 세포사멸이 유도됨을 확인하였

다(Fig. 4A).

z-VAD-fmk(pan-caspase inhibitor)를 이용하여 caspase의 활

성을 억제하였을 경우에는 butein을 처리하더라도 caspase-3, -8

및 PARP의 활성역시 억제됨을 확인하였다(Fig. 4B).

이를 통해 butein에 의한 세포사멸 유도는 미토콘드리아를

통한 intrinsic pathway를 통한 세포사멸이 아닌 death receptor

와 관련된 extrinsic pathway를 통해 caspase-3 활성 및 PARP활

성을 조절하여 세포사멸을 유도하는 것임을 확인하였다.

A.

B.

Fig. 4. Effects of butein on the expression of caspase protein in

human breast cancer MCF-7 cells. (A) After 3~36 hr incubation with
butein, the cells were lysed, and cellular proteins were western blotted. Death

receptor, FASR expresson level were up-regulation in butein treat time 3hr to 6hr.

cleaved procaspase-8 and -3, subsequently poly(ADP-ribose) polymerase(PARP) in

MCF-7 cells. Significant cleavage of PARP was observed at 24h after the treatment

of butein. (B) Involvement of caspase expression in butein induced apoptosis.

MCF-7 cells were pretreated with z-VAD-fmk(50 ㎍) for 1h and then exposed to 20

㎍/ml butein for 48h. The cellular proteins were analyzed by western blots with

procaspase-3, cleaved caspase-3, cleaved caspase-8, PARP, and actin.
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고 찰

본 연구에서는 인체 유방암 세포주인 MCF-7 세포에서

butein이 세포의 증식억제와 관련된 apoptosis의 유발 여부 및

관련된 인자들의 단백질 변화 여부를 조사하였다. 이를 위해 먼

저 butein이 MCF-7 세포에 어떠한 영향을 미치는지 알아보기 위

해 WST-1 assay를 하였다. 그 결과 세포주에 DMSO와 butein을

처리한 그룹을 비교하였을때, butein을 처리한 그룹에서만 농도

의존적으로 세포의 증식이 억제되는 것을 확인하였다. 이는

butein이 세포질의 응축에 의한 세포의 부착력을 상실시켰고, 농

도가 증가할수록 세포의 부착력의 상실이 늘어나는 것 같았지만,

확연히 눈으로 관찰하기는 힘들었다. 그래서 이러한 차이를 수치

로 정량화하기 위해서 FACs 실험을 통한 PI 염색방법을 이용해

apoptosis 수치를 나타내는 subG1의 양의 변화를 확인해보았다.

PI 염색결과 butein에 의한 subG1의 수치량이 확연히 증가하는

것을 확인할 수 있었다.

FACs 결과를 바탕으로 butein에 의한 MCF-7세포의 감소는

apoptosis에 의한 감소라는 결과를 알수 있었으며, 이를 확인하

기 위해 apoptosis 관련 인자들을 western blot을 통해 살펴보았

다. Apoptosis pathway는 미토콘드리아를 통한 intrinsic

pathway 와 death receptor를 통해 caspase-8의 활성을 일으키는

extrinsic pathway가 있다15). 이러한 apoptosis pathway가 활성

화되면, 최종적으로 caspase의 최하위 단계이며, 세포사멸 과정

에서 핵심적인 역할을 하는 것으로 알려진 caspase-3가 활성화되

어지고, 세포 내에서 PARP나 retinoblastoma(Rb)와 같은 단백질

등을 분해시킨다16). 이에 우리는 먼저 caspase-3와 PARP의 발현

및 활성정도를 확인하였는데 butein에 의해 이 두 단백질의 활성

이 증가하는 것을 western blot을 통해 관찰할 수 있었다. 그렇다

면 butein에 의한 apoptosis의 활성은 intrinsic pathway를 통한

것인지 intrinsic pathway를 통한것인지 알아보기 위해 caspase-8

와 caspase-9의 활성을 관찰한 결과 caspase-8의 활성은 증가하

는 반면 caspase-9의 활성에는 butein이 관여하지 않는 것을 관

찰했다. 또한 caspase-8의 활성은 death receptor와의 관련성을

알아보기 위해 FasR의 발현을 관찰한 결과 butein에 의한 FasR

의 발현이 3hr, 12hr까지 증가하는 것을 확인할 수 있었으나,

DMSO 3h에도 증가하는 것 으로 보아 FasR의 발현이 butein 단

독에 의한 효과인지는 확신 할 수 없었다. 하지만 death receptor

가 DMSO에 의해 발현하다고 하더라도 caspase의 활성에는 아

무런 영향을 미치지 않는 것으로 보아, butein에 의해 MCF-7세

포가 세포사멸에 의해 세포증식이 억제된다는 사실을 의미한다.

이상의 결과로 butein을 MCF-7 세포에 처리하였을 경우 세포의

증식을 강하게 억제하는 것으로 나타났고, 세포의 형태도 변화시

켰다. 이러한 세포의 증식억제는 butein이 caspase-8의 활성을 증

가시켜 extrinsic pathway를 통한 세포사멸에 의한 것으로 나타

났다. 그러나 이러한 butein에 의한 세포사멸의 항암기전 및

MCF-7 인체 유방암 세포뿐만 아니라 다른 유전학적 특성을 가

지고 있는 인체 유방암 세포에서의 효과뿐만 아니라 기전 또한

추가적으로 연구해야할 과제라고 생각된다.

결 론

본 실험은 MCF-7인체 세포주에서 butein의 항암효과를 확

인하고자 수행하였으며, 세포증식억제 확인을 위해 WST-1 assay

와 FACs(Flow cytometry) 및 Western blotting을 통해 세포사멸

정도 및 caspase의 활성을 확인하였다.

그 결과 butein을 MCF-7에 72hr동안 처리하였을 때 농도 의

존적으로 세포증식을 감소하였으며, 여러 농도 중 butein 20

ug/ml에서 IC50 값을 보였다. butein의 세포사멸은 FACs결과

세포사멸의 정도를 나타내는 subG1 부분이 butein인 36시간 처

리시 32.21%까지 증가하는 것을 확인하였다. Western blotting을

통해 세포사멸에 의해 활성화 되어지는 caspase-3 및 PARP의 분

해를 통해 확인하였다. 세포사멸과정의 상위단계에 있는

caspase-8과 최하위 단계에 있는 caspase-3와 PARP의 분해는

butein처리 24h, 36h에 specific하게 활성화되는 것을 관찰할 수

있으며, caspase-8이 활성화되기 위해 필요한 FAS receptor는 좀

더 빠른 시기인 3hr부터 12hr까지 활성이 유지되는 것을 관찰 할

수 있었다. 이와 같은 결과로, 건칠의 구성성분 중 하나인 butein

에 의한 MCF-7 인체 유방암 세포주의 세포증식 억제는 extrinsic

pathway를 통한 세포사멸의 활성을 유도하여 증식을 억제시킨

다는 사실을 확인하였다.
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