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Abstract − This study was presented to the anti-cancer activity from different fraction of Zanthoxylum schnifolium fruits. The

values for human colon cancer cell(HT-29) survival rate of 0.3 mg/mL of 70% EtOH and 70% MeOH ethyl acetate fraction

extracts were 7.62±0.173%, 7.66±0.037%, respectively. It was shown that human colon cancer cell(HT-29) survival rate was

in a dose-dependent manner. The percentages of cells were increased in the sub-G0 and G0/G1 phase region, meaning that cell

proliferation was decreased. The RT-PCR demonstrated that 70% EtOH and 70% MeOH ethyl acetate fraction extracts were

down-regulated the expression of Bcl-2 and survivin genes in HT-29 cells. We examined that 70% EtOH and 70% MeOH ethyl

acetate fraction extracts anti-cancer activities initiated through ROS generation suggesting that HT-29 cells treated with ethyl

acetate fraction extracts induced ROS generation. Our results revealed that the Zanthoxylum schnifolium fruit may expect for

anti-cancer activities in HT-29 cells.
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산초(Zanthoxylum schnifolium)는 우리나라에 주로 서식하

는 자생 식물로서 아시아 서부에 분포하고 있으며, 낙엽관

목으로 성숙한 개체의 키는 3 m 내외로 열매는 이른 가을

에 수확하여 건조한 민간요법으로 눈의 피로회복에 주로 사

용 하였다.
1)
 산초에는 30여 가지의 휘발성 향미 성분을 포

함하는 유지, 산미, 정유성분이 함유되어 있어 예전부터 전

통적인 약용, 제유용, 향신료로 널리 사용되어 왔으며 특히

비린내를 제거하는 효과가 우수한 것으로 나타났다.
2)
 산초

에서 통증 경감 및 소화기관 장애, 급성 설사에 효과를 보

이며, 위염이나 요통에서 효능을 보인다고 보고 되었다.
3- 5)

 

산초나무에 대한 연구를 살펴보면
6-12)

 열매, 잎, 줄기, 뿌

리를 대상으로 연구가 진행 되어 왔으며, 이 중 산초나무 잎

의 methylene chloride 추출물이 Jurkat T 세포주, estrogen

receptor-positive 유방암 세포주(MDA 361)와 estrogen

receptor-negative 세포주(MDA 438)에서 apoptosis를 유도하

는 항암 기작이 밝혀져 있으며,
6)
 산초나무 열매에서 추출한

정유에는 geranyl acetate, citronellal, limonene등이 함유 되

어 있어, gram 양성과 음성군에 대한 항균활성 작용이 있다

고 보고 되었다.
7)
 산초나무 잎 분획물에서는 고지방식이를

섭취한 흰쥐에서 항혈전, 항염증, 혈행 장애 개선 효과 등

이 알려져 있으며,
8)
 산초나무 껍질에서 coumarin이 분리되

어 혈소판응집 억제 작용에 대한 발표가 있었으며, 혈액 내

콜레스테롤 농도 감소와 항균활성에 대한 연구가 산초 열

매 추출물에서 진행되었다.
9-12)

 현재까지 진행된 연구의 대

부분이
7-12)

 열매나 종피를 분리하여 진행 되어 왔으며, 열매

와 종피를 같이 추출한 연구에서 최근에 항산화 효능과 항

염증 효과에 대한 연구가 진행 되었다.
13,14)
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활성산소종으로 알려진 ROS는 세포 내 신호전달에 영향

을 주는 매개체이며, 과도한 ROS의 생성은 세포 기능 및 세

포주기를 억제하며, apoptosis를 유도한다고 알려져 있다.
15,16)

Apoptosis는 세포내부와 외부에서 오는 신호에 의해 일련의

과정을 거치는데 주로 p53, Bcl-2 family, Bax, Caspase,

Survivin등이 연관 되어 있는 것으로 알려져 있다.
17-19)

본 연구에서는 산초나무 열매의 종자와 종피를 같이 사용

한 분획물을 대상으로 항암 활성을 평가 하고 이를 토대로

항암제 개발 가능성을 확인 하고자 조사하였다.

재료 및 방법

실험재료 −본 실험에 사용된 산초(Zanthoxylum schnifolium)

열매(종자와 종피)는 충북 단양군에서 2009년 가을에 채취

하여 10시간동안 열풍건조 한 뒤 분쇄하여 시료 중량 대비

20배의 70% 에탄올, 70% 메탄올의 추출용매를 이용하여

24시간 2회 추출 후 여과 한 뒤 감압 농축하여 추출물을 제

조 후 추출물 (50 g)을 물 2 L로 현탁 후 각각 동량의 ethyl

acetate(EtOAc), n-Buthanol(BuOH)을 첨가하여 2회 분획한

뒤 얻은 분획물을 감압 농축하여 시료로 사용하였다. 

대장암세포(HT-29) 배양 및 MTT assay − 실험에 사용

한 인간 대장암세포주인 HT-29 세포는 한국세포주은행

(KCLB)에서 분양 받았으며, 세포배양을 위해 10% FBS

(Gibco)와 100 U/mL의 penicillin, 100 µg/mL의 streptomycin

을 포함하는 RPMI-1640 (Gibco, MD, USA)배지를 사용하

였으며, 세포는 CO2 배양기(37
o
C, 5% CO2, MCO-15AC,

SANYO, Osaka, Japan)에서 배양하였다. 각각 분획물의 세

포 독성은 Desai 등
20)
의 방법에 의거하여 측정하였다.

mitochondrial dehydrogenases에 의하여 3-(4,5-dimethylthiazol

-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)가 formazan

으로 변환되는 양을 측정하는 것으로 96 well plate에

1.0×10
6
 cells/well로 HT-29 세포를 분주하고 16시간 동안

배양한 후 시료를 처리 하여 24시간 동안 배양하였다. 배양

후, 20 µL의 MTT solution을 첨가한 후 CO2 배양기(37
o
C,

5% CO2, MCO-15AC, SANYO, Osaka, Japan)에서 4시간

반응시킨 후, 550 nm에서 흡광도의 변화를 측정하여 대조

군에 대한 세포 생존율을 백분율로 표시하였다.

Flow cytometric 분석 − 실험에 사용된 세포는 HT-29 세

포이며, 분획물을 100 µg/mL의 농도로 24시간 처리 후 세

포를 수확한 뒤 PBS로 두 번 씻어내고 70% 에탄올로 20
o
C

에서 한 시간 동안 고정 한 뒤 propidium iodide (PI) solution

(20 µg/mL PI, 0.1 mM EDTA, 10 µg/mL RNase, 1% Triton

X-100)으로 30 분간 암실에서 염색하였다. DNA 양의 측정

은 세포 농도를 1.0×10
4 
cell/well로 준비하여 FACS flow

cytometer analysis system(FACScan, BD Biosciences, San

Jose, CA, USA)을 이용하여 측정하였다. PI의 형광은 585 nm

에서 FL-2 channel로 확인하였다. 수집된 데이터는 WinMDI

version 2.9 cell cycle analysis software (Scripps Research

Institute) 프로그램을 이용하여 분석하였다.

세포 내 ROS 생성량 분석 − 세포 내 ROS(reactive

oxygen species)양을 2',7'-dichlorodihydrofluorescein diacetate

(DCFDA) (Molecular Probes, Invitrogen) 형광 probe를 이

용하여 flow cytometer (FACScan, BD Biosciences, San

Jose, CA, USA)를 사용하여 측정하였다. 세포 내에 존재하

는 H2O2나 −OH가 DCFH를 형광을 띄는 DCF 형태로 변

환 시켜 주어 세포 내에 존재 하는 ROS의 양을 측정할 수

있게 하여 준다. 각각의 분획물을 100 µg/mL의 농도로 대

장암세포에 처리한 뒤 세포를 회수하고, 여기에 20 µM

DCFDA가 첨가된 PBS, 1 mL을 넣어 준 뒤 37
o
C에서 30

분간 반응 시킨다. DCF로부터 나오는 형광의 측정은

FACScan flow cytometry (Becton–Dickinson, San Jose,

CA)를 이용하여 측정하였다.

RT-PCR 분석 − Total RNA는 분획물을 처리한 암세포

와 처리하지 않은 암세포에서 Trizol reagent (Invitogen, CA,

USA)을 이용하여 kit의 protocol에 따라 total RNA를 추출

하였다. 각각의 시료에서 murine leukemia virus reverse

transcriptase reverse transcriptase 1 unit, 1 mM dNTP 그

리고 oligo (dT12-18) 0.5 µg/µl를 이용하여 1 µg의 RNA를

역전사 하여 cDNA를 얻었다. cDNA에 Taq DNA

polymerase 1 unit, 0.2 mM dNTP, ×10 reaction buffer 그

리고 5'와 3' primers 10 pmol을 포함한 전체 부피 20 µL의

시료를 thermal cycler (Bio-RAD, CA, USA)를 이용하여

PCR 분석을 하였다. PCR 반응은 95
o
C에서 2분간 initial

denaturation 시킨 후 95
o
C 1분 denaturation, 55

o
C 1분

annealing 그리고 72
o
C 1분 extension을 25회 반복 한 뒤

final extension을 72
o
C 10분하여 증폭 하였다. PCR에 사용

된 primer는 Yin 등
21)
의 논문을 참고하여 C-myc, Bcl-2,

Bax, p53, Caspase-3, Surviving, b-actin의 nucleotides를 합

성하여 사용하였다. 증폭 후에 PCR 반응 시킨 시료를 1.5%

agarose gel 에서 전기영동하고 ethidium bromide 염색과

UV 조사를 통해 확인하였다.

결과 및 고찰

MTT assay를 통한 항암 효과 − 산초나무 열매의 추출

물을 대상으로 대장암 세포에 대한 항암 효과를 측정한 결

과 70% 메탄올과 70% 에탄올에서 다른 추출물에 비해 비

교적 높은 항암 활성을 보였다 (data not shown). 비교적 높

은 항암 활성을 보인 두 개의 70% 메탄올과 70% 에탄올

추출물을 대상으로 EtOAc, BuOH, 물로 순차적으로 분획하

여 분획물을 얻은 후 대장암세포에 분획물을 첨가하여 암

세포에 대한 항암 활성을 MTT assay를 통해 평가하였다.
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대장암세포를 배양 후 EtOAc, BuOH, 물 분획물을 0.3 mg/

mL의 농도로 처리한 결과 70% 에탄올, 70% 메탄올의

EtOAc 분획물에서 대장암세포의 생존율은 각각 7.62±0.173%,

7.66±0.037%로 나타나 급속히 감소하는 것으로 나타났다

(Fig. 1). 반면, 다른 분획물인 BuOH과 물 분획물에서는 항

암 효과가 거의 없는 것으로 나타났다.

한 과 왕의
15)
 보고에 의하면, 산초나무 열매 추출물을 Raw

264.7 세포를 대상으로 독성 평가를 수행한 결과 70% 에탄

올, 70% 메탄올 추출물은 세포 독성이 없는 것으로 나타나

이 추출물을 대상으로 한 EtOAc 분획물이 대장암세포에 대

한 선별적인 활성을 보이는 것으로 판단된다. 

대장암세포에 항암 효능을 보인 두 개의 EtOAc 분획물

을 대상으로 농도에 따른 항암활성을 평가하기 위해 분획

물을 0.0125, 0.025, 0.05, 0.1, 0.2 mg/mL의 농도로 제조

후 대장암세포에 대한 항암활성을 측정하였다. 두 개의 분

획물 모두 농도 의존적으로 항암 활성이 증가 되는 것을 확

인 할 수 있었다(Fig. 2). 0.0125 mg/mL의 농도로 처리하였

을 때 대장암 암세포의 생존율은 80% 내외로 나왔으나, 흥

미롭게도 0.05 mg/mL의 농도로 사용 하였을 때 두 개의 분

획물에서 약 60% 정도의 생존율을 보였으며, 대조군으로

사용된 fluorouracil는 같은 농도에서 40%의 생존율을 보였

다. 특히 70% 메탄올 EtOAc 분획물의 경우 0.1 mg/mL의

농도에서 0.05 mg/mL로 사용된 fluorouracil와 비슷한 생존

율을 보였다. 단일물질이 아닌 분획물 단위에서 높은 활성

을 보이는 것으로 보아 항암제로서의 개발 가능성이 높은

것으로 판단된다.

Flow cytometric 분석을 통한 세포주기 변화 − MTT

assay를 통해 항암활성이 있는 것으로 나타난 EtOAc 분획

물을 첨가였을 때 세포주기 변화를 조사하였다. 일반적으로

항암 활성을 나타내는 물질은 세포주기를 억제 하는 것으

로 알려져 있다.
16)
 따라서 flow cytometric 분석을 통해 대

장암 세포에 EtOAc 분획물을 처리하였을 때의 세포주기 변

화 양상을 분석하였다. 분석 결과 두 개의 EtOAc 분획물에

서 모두 세포주기가 변화되는 것을 관찰 하였다(Fig. 3). 특

Fig. 1. In vitro inhibition rate of HT-29 cells by various

solvent fraction from 70% ethanol and 70% methanol extracts

of Zanthoxylum schnifolium fruits. All the samples used 0.3

mg/mL and fluorouracil (0.05 mg/mL) used as control. Data

are the mean ± S.D. of three independent experiments.

Fig. 2. Cytotoxicities of various solvent fraction from EtOAc

fraction of 70% ethanol(A) and EtOAc fraction of 70%

methanol(B) extracts of Zanthoxylum schnifolium fruits. Data

are the mean ± S.D. of three independent experiments.

Fig. 3. Flow cytometric analysis of cell cycle progression after

fraction extracts treatment for 24h. All samples concentration

used 0.1 mg/mL. Data are the mean ± S.D. of three independent

experiments.
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히 대조군과 대조하여 볼 때 sub G0, G0/G1기는 증가 되었

으며, S, G2/M기는 감소하는 것으로 나타났다. 이는 EtOAc

분획물이 대장암세포의 세포분열을 억제함으로써 대장암 세

포의 증식이 감소 한다는 것을 의미한다. 

Wang 등에
22)
 의하면 항암 활성을 나타내는 물질은 세포

주기 중 sub G0나 G0/G1기를 증가하여 암세포가 분열 되

는 것을 막고 apoptosis를 유도한다고 보고 되어 있다. 산초

열매 분획물 역시 세포주기 중 sub G0, G0/G1기가 증가 되

는 것으로 보아 apoptosis를 유도 한다고 사료된다.

항암 관련 유전자의 RT-PCR 분석 − 암은 세포가 비정

상적으로 증식되거나 apoptosis가 원활하게 이루어 지지 않

는 경우에 발생되고, 따라서 암세포의 증식을 억제하고

apoptosis를 활성화 시키는 것은 암 발생 및 발달을 효과적

으로 차단하는 방법이라 할 수 있다.
19)
 또한 apoptosis를 유

도하는 과정은 복잡하고 많은 매개체들의 조절을 거쳐 이

루어 지는데, 현재 널리 알려져 있는 것은 ROS를 통한 pro-

apoptosis를 유도하는 Bax유전자의 활성과 anti-apoptosis와

관련된 Bcl유전자 억제 그리고 Caspase3 유전자의 활성이

널리 알려져 있다.
17-19)

EtOAc 분획물을 처리한 대장암세포에서 RNA를 분리하

여 C-myc, p53, Caspase-3, Survivin, Bcl-2, Bax유전자의

발현양을 조사하였다. C-myc의 경우 70% 에탄올 EtOAc

분획물을 처리하였을 때 발현량이 감소되는 것을 확인 할

수 있었다(Fig. 4). 또한 anti-apoptosis와 관련된 Bcl-2 유전

자의 경우 두 개의 분획물에 발현이 감소되는 것을 확인 하

였으나, Bax 유전자의 경우 발현량은 크게 차이가 없는 것

으로 나타났다. 또한 apoptosis를 억제하는 것으로 알려진

Survivin 유전자의 경우 두 개의 분획물에서 발현이 감소되

는 것으로 나타났다. 따라서 산초나무 열매 분획물은

apoptosis를 억제하는 유전자들의 발현을 감소 시킴으로써

apoptosis를 활성화 시키는 것으로 나타났다.

세포 내 ROS 생성량 분석 − ROS는 정상세포에 치명적

인 효과를 보이며, ROS로 인하여 세포사가 진행된다. 하지

만 암세포 내에서 ROS는 apoptosis signal-regulating kinase

1 (ASK1)/mitogen-activated protein kinase (MAPK) 신호

전달 기작에서 pro-apoptotic을 조절한다는 것이 알려져 있

다.
23-25)

 따라서 apoptosis 유도를 활성화 하는 물질을 선별

하는 것은 항암제 개발의 기초 연구단계이며, 항암제로 개

발 할 수 있는 가능성을 타진 할 수 있다고 할 수 있다. 

두 개의 EtOAc 분획물을 첨가한 대장암세포에서 형광

probe를 이용하여 flow cytometer를 통해 측정한 결과 70%

에탄올의 EtOAc 분획물에서는 112.19±2.78%로 나타났으며,

70% 메탄올의 EtOAc 분획물에서는 107.63.±0.81%로 ROS

의 양이 증가 되는 것으로 나타났다(Fig. 5).

위의 결과를 종합 하여 보면 산초나무 열매의 EtOAc 분

획물은 대장암세포에 대한 항암 활성을 가지고 있는 것으

로 판단되며, 앞으로 항암 활성을 나타내는 단일 물질을 분

리한다면 항암제로서 개발 가능성은 높은 것으로 사료된다. 

Fig. 4. Effects of the fraction extract on apoptosis-related gene

expression. PCR products using primers specific for C-myc,

p53, Caspase-3, Surviving, Bcl-2, Bax, b-actin, Etbr respectively.

HT-29 cells was treated with control(1) and various solvent

fraction from EtOAc fraction of 70% ethanol(2) and EtOAc

fraction of 70% methanol(3) extracts of Zanthoxylum schnifolium

fruits for 24 h. All samples concentration used 0.1 mg/mL.

Fig. 5. Intracellular accumulation of ROS analyzed by FACS

after treatment with various solvent fraction from EtOAc

fraction of 70% ethanol and EtOAc fraction of 70% methanol.

The level was detected with DCFDA fluorochrome for 30 min.

All samples concentration used 0.1 mg/mL. Data are the mean

±S.D. of three independent experiments.
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결 론

산초나무 열매 분획물을 대상으로 대장암 항암 활성을 측

정하였다. 대장암세포를 배양 한 뒤 70% 에탄올, 70% 메

탄올의 EtOAc, BuOH, 물 분획물에 대한 항암 활성을 측정

한 결과 분획물을 0.3 mg/mL의 농도로 처리한 EtOAc 분

획물에서 대장암세포의 생존율은 각각 7.62±0.173%, 7.66±

0.037%로 나타났다. 또한 각 분획물의 농도에 따른 항암 활

성을 측정한 결과 농도의존적으로 증가 하는 것으로 확인

되었다. Flow cytometric 분석을 통한 세포주기 변화를 측

정한 결과 산초나무 열매 분획물의 세포주기 중 sub G0와

G0/G1기를 증가시켜 세포 분열을 억제 하는 것으로 나타났

다. Apoptosis와 관련된 유전자의 발현량을 확인한 결과

aopotosis를 억제하는 것으로 알려진 Bcl-2, Survivin유전자

의 발현량을 감소시켜 aopotosis를 활성화 하는 것으로 확

인 되었다. 또한 ROS 역시 분획물을 첨가한 군에서 증가되

는 것으로 나타나 대장암세포에 대한 항암 활성을 나타내

었다. 
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