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ABSTRACT
O. diffusa, C. appendiculata and F. thunbergii are reported to possess many pharmacological activities including anti-oxidant, 

anti-inflammatory, anti-hypertension, anti-diabetic and anti-cancer effects. However, their anti-cancer activities in human breast 
cancer have not been clearly elucidated yet. 

Objectives: In the present study, we compared the in vitro cytotoxic effects of single and complex treatment of O. diffusa, 
C. appendiculata and F. thunbergii in human breast cancer MDA-MB-231 cells.

Methods: After we treated human breast cancer MDA-MB-231 cells with O. diffusa, C. appendiculata and F. thunbergii. 
we evaluated viability, growth inhibition, morphological changes, apoptotic body formation, measurement of the cell cycle and 
formation of DNA fragmentation of these cells.

Results: We found that single treatment of O. diffusa and F. thunbergii could inhibit cell proliferation in human breast 
cancer MDA-MB-231 cells. However, complex treatment of O. diffusa, C. appendiculata and F. thunbergii had weak or no 
effect on the cell proliferation of MDA-MB-231 cells. The first, anti-proliferative effects of O. diffusa in MDA-MB-231 cells 
was associated with G2/M arrest of cell cycle and apoptotic cell death. The second, anti-proliferative effect of F. thunbergii in 
MDA-MB-231 cells was associated with apoptotic cell death.

Conclusions: Taken together, these findings suggest that O. diffusa and F. thunbergii may be a potential chemotherapeutic 
agent for the control of human breast cancer cells, further studies will be needed to identify the molecular mechanisms.
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Ⅰ. 서 론

유방암은 미국이나 유럽에 거주하는 여성들에

게서 주로 발병하는 것으로 알려져 있으나 최근 

급속한 산업화에 의한 식생활의 서구화 등으로 인
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하여 한국을 비롯한 산업화된 아시아 국가에서도 

급격히 발병비율이 높아지고 있는 추세이며, 특히 

한국 여성들의 경우에는 모든 암 중에서 두 번째

로 많이 발병하는 암으로 알려져 있다
1
.

현재까지 유방암을 치료하기 위하여 가장 많이 

사용되는 방법으로는 외과적 수술 요법을 사용하

고 있으며, 수술 후 보조요법으로는 수용체 발현 

여부, 수술의 종류 등과 같은 여러 가지 상황에 

따라 항암 화학요법, 방사선 치료, 항호르몬 치료 

등이 행해지고 있다
2,3
.

이러한 치료법들은 전이가 유발되지 않은 유방

암에 효과가 뛰어난 것으로 알려지고 있지만 근력

약화, 림프부종, 체중 증가, 조기 폐경, 면역이상 

반응 등과 같은 부작용을 초래할 수 있으므로 최

근에는 여러 가지 천연물을 이용함으로써 유방암을 

예방하고 유방암 치료 시 나타날 수 있는 부작용을 

최소화할 수 있는 연구가 활발하게 진행되고 있다
4-6
.

유방암에 대한 최근 연구 동향을 살펴보면 三

稜, 玄胡索, 益氣養榮湯 등 한약 성분이 유방암 치

료에 의미 있는 결과를 보인 연구들이 있다
7-16

. 하

지만 임상에서 유방암 치료에 자주 활용하고 있는 

白花蛇舌草, 山慈姑, 浙貝母는 항암효과에 대한 연

구들이 다수 나와 있음에도 유방암에 초점을 맞춘 

실험적 연구는 아직 부족한 실정이다
17-23

. 따라서 

본 연구에서는 인체 유방암세포주인 MDA-MB-231 

세포를 대상으로 하여 白花蛇舌草, 山慈姑, 浙貝母

의 단독처리 및 복합처리에 따른 함암효과를 확인

하기 위하여 각각의 시료들이 유발하는 세포독성 

정도를 확인하였으며, 이들 중 세포독성 효과가 

뛰어난 시료가 apoptosis 유발에 어떠한 영향을 미

치는 지를 조사하였다.

Ⅱ. 실험재료 및 방법

1. 시료의 추출 및 처리방법

본 실험을 위하여 동의대학교 부속 한방병원에

서 제공받은 白花蛇舌草, 山慈姑, 浙貝母를 아래와 

같은 방법으로 추출한 후 사용하였다. 상기 약재

를 세척, 불순물을 제거 후 건조, 분쇄하였고, 白

花蛇舌草, 山慈姑, 浙貝母 100 g에 증류수 1 L를 

첨가하여 180-200 ℃로 3시간 가열한 후 원심분리

하여 찌꺼기를 제거한 다음 상층액만 분리하였다. 

분리된 상층액은 Whatman 필터(No. 2)를 이용하

여 걸러낸 다음 동결건조하여 고형성분을 얻었다. 

白花蛇舌草의 경우 100 g당 10 g, 山慈姑는 100 g

당 7.1 g, 浙貝母의 경우 100 g당 8.5 g의 고형성분

을 얻었다. 상기와 같은 방법으로 얻어진 고형성

분은 실험 시 3차 증류수에 녹여 100 mg/ml의 농

도로 만들고 단독처리군의 경우에는 白花蛇舌草, 

山慈姑, 浙貝母를 적정 농도로 성장배지에 희석하

여 세포에 처리하였고, 복합처리군의 경우에는 각

각의 시료를 동량으로 섞은 다음 적정 농도로 성

장배지에 희석하여 세포에 처리하였다. 

2. 세포배양 방법

본 실험에 사용한 인체 유방암 세포주인 MDA 

-MB-231 세포(American Type Culture Collection; 

ATCC, Rockville, MD, USA)는 10% fetal bovine 

serum(FBS, Gibco-BRL, Grand Island, NY, USA), 

2 mM glutamine(Gibco BRL), 100 U/ml penicillin 

(Gibco BRL) 및 100 μg/ml streptomycin(Gibco BRL)

이 포함된 DMEM(Gibco BRL) 배지를 성장배지로 

사용하여, 5% CO2, 37 ℃의 조건의 배양기를 사용

하여 배양하였으며, 배양접시의 전체 면적 중 90% 

정도의 밀도에 도달하였을 경우 0.05% trypsin- 

ethylenediamine tetraacetic acid(trypsin-EDTA, Gibco 

-BRL)를 처리하여 세포를 부유시킨 다음 적정수

의 세포를 분주하여 재배양하였다.

3. Trypan blue 염색을 이용한 세포 생존율의 측정

MDA-MB-231 세포를 1×10
5 
개/ml씩 분주한 다

음 72시간 동안 배양하였다. 72시간 경과 후 상층액

은 따로 분리하고 부착세포는 0.05% trypsin-EDTA

를 처리하여 세포를 부유시켜 원심분리를 이용하여 
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상층액을 제거한 세포만 모은 다음 1 ml의 phosphate 

-buffered saline(PBS)로 세포를 부유시켰다. 여기에 

동량의 0.5% trypan blue solution(Gibco BRL)을 

처리하여 2분 간 염색시킨 다음 hemocytometer를 

이용하여 염색이 되지 않은 살아있는 세포의 수를 

도립 현미경(inverted microscope, Carl Zeiss, Germany)

을 이용하여 계수하였다. 

4. MTT assay를 이용한 세포 성장억제 측정

성장억제 정도 확인을 위하여 상기와 동일한 

방법으로 세포를 6 well plate에 접종하고, 안정화

시킨 후 각각의 시료를 처리하여 72시간 동안 배

양하였다. 배양이 끝난 후 배지를 제거하고 성장

배지와 희석하여 0.5 mg/ml 농도로 만든 tetrazolium 

bromide salt(MTT, Sigma Chemical Co., St. Louis, 

MO, USA)를 처리하고 빛을 차단하여 37 ℃에서 

2시간 동안 반응시켰다. 반응이 끝난 후 MTT 시약

을 제거하고 생성된 보라색의 insoluble한 MTT 

formazan을 dimethyl sulfoxide(DMSO, Amresco, Solon, 

OH, USA)에 녹인 다음 ELISA reader(Molecular 

Devices, Sunnyvale, CA, USA)를 이용하여 540 nm

에서 흡광도를 측정하였다. 

5. 세포의 성장억제 및 형태변화의 시각적인 관찰

암세포의 성장 및 형태변화는 도립 현미경(inverted 

microscope, Carl Zeiss, Germany)을 이용하여 시각

적으로 확인하였다. 먼저 세포 배양용 6 well plate

에 MDA-MB-231 세포를 1×10
5
 개/ml씩 분주하여 

적정농도로 처리하였다. 72시간 동안 각각의 시료

에 노출시킨 다음 시각적인 성장억제 정도와 형태

변화 정도를 200배의 배율로 관찰한 다음 Axio Vision 

프로그램을 이용하여 사진 촬영을 하고 차이점을 

비교 분석하였다.

6. DAPI 염색을 통한 세포핵 형태 관찰 

白花蛇舌草, 山慈姑, 浙貝母 처리된 세포를 모

은 다음 상층액을 제거하고 PBS를 1 : 9의 비율로 

희석된 37% formaldehyde 용액으로 만든 fixing 

solution을 처리하여 30분 동안 고정하였다. 고정이 

끝난 후 원심분리하여 fixing solution을 제거하고 

세포만 모은 다음 다시 PBS 용액을 첨가하여 모아

진 세포를 부유시켰다. 세포가 포함되어 있는 200 μl

의 PBS 용액 중 60 μl를 slide glass 위에 떨어뜨리

고 cytospin(SHANDON, UK)함으로서 원심력을 

이용하여 고정된 세포를 slide glass에 부착하였다. 

세포가 부착된 slide glass를 PBS로 세척하고 0.2%

의 Triton X-100(Amresco, Solon, OH, USA)을 첨가

하여 상온에서 10분 동안 반응시킨 다음 2.5 μg/ml 

농도의 DAPI 용액을 처리하여 세포의 핵을 20분 

간 염색하였다. 염색이 끝난 후 증류수 및 PBS를 

이용하여 염색이 되지 않은 DAPI 용액을 제거하

고 충분히 말린 다음 mounting solution을 처리하

고 형광 현미경(fluorescene microscope, Carl Zeiss, 

Germany)을 이용하여 암세포의 핵의 형태 변화를 

관찰하였다. 형광 현미경을 이용한 핵의 관찰은 400배 

배율로 실시하였다.

7. DNA flow cytometry를 이용한 세포주기 및 apoptosis 

유발의 정량적 분석

白花蛇舌草, 浙貝母가 단독처리된 배지에서 자

란 세포들을 원심분리하여 모은 다음 상층액을 제

거하고 다시 0.5 ml의 PBS를 첨가하여 부유시킨

다. 여기에 ethanol 0.5 ml을 첨가하여 4 ℃에서 한 시

간 동안 고정시킨 다음 고정된 세포들을 원심 분

리하여 상층액을 제거한다. 이렇게 모아진 세포에 

1% bovine serum albumin(BSA, Sigma)이 함유된 

PBS를 이용하여 세척하고 원심분리하여 다시 세포

만 모은 다음 1% BSA를 함유한 PBS 0.8 ml로 부

유시키고 DNA intercalating dye인 propidium iodide 

(PI, concentration, 50 μg/ml; Sigma)와 0.1 mg/ml

의 RNase(Sigma)를 처리하여 암실, 4 ℃ 조건에서 

1시간 동안 염색을 실시한다. PI로 염색된 세포를 

PBS를 이용하여 세척하고 35 μm pore size의 nylon 

mesh를 이용하여 단일 세포로 분리시킨 후 DNA 



白花蛇舌草, 山慈姑, 浙貝母에 의한 MDA-MB-231 인체 유방암 세포에서의 항암 효과

136

flow cytometry(Becton Dickinson, San Jose, CA, 

USA)를 이용하여 형광반응에 따른 Cellular DNA 

content 및 histogram을 CellQuest software와 ModiFit 

LT(Becton Dickinson) 프로그램을 이용하여 분석

하였다.

8. DNA fragmentation을 통한 apoptosis 유발 분석

정상배지에서 자란 세포와 白花蛇舌草, 浙貝母가 

처리된 배지에서 자란 세포들을 모은 다음 원심분

리를 이용하여 상층액을 제거하였다. 상층액이 제거

된 세포에 850 μl의 lysis buffer [5 mM Tris-HCl 

(pH 7.5), 5 mM EDTA, 0.5% Triton X-100]를 

처리하여 4 ℃에서 30분 간 반응시킨 다음 원심분리

하여 상층액 750 μl를 분리하였다. 분리된 상층액에

서 단백질을 제거하기 위하여 0.5 mg/ml의 proteinase 

K(Sigma)를 처리하여 50 ℃에서 3시간 동안 반응

시킨 다음 phenol : chloroform : isoamyl alcohol 

혼합 용액(25 : 24 : 1, Sigma)을 동량인 750 μl를 

첨가하고 30분 간 회전교반 시켰다. 회전교반이 끝

난 후 10분간 원심 분리한 다음 DNA와 RNA가 

포함되어 있는 상층액 600 μl를 분리하여 300 μl의 

100% isopropanol(Sigma)과 100 μl의 5 M NaCl를 

첨가하고 4 ℃에서 24시간 동안 반응시켜 DNA와 

RNA를 고형화 시켰다. 반응이 끝난 후 30분간 원심

분리 시킨 후 상층액을 제거하고 남은 pellet에 RNase 

A가 포함되어 있는 20 μl의 diethyl pyrocarbonate 

(DEPC) water를 이용하여 pellet을 녹이고 6X DNA 

gel loading dye(Bioneer, Daejeon, Korea)를 첨가

하여 DNA sample을 만들었다. 이렇게 만들어진 DNA 

sample을 1.6% agarose gel에 loading하고 50 V에서 

2시간 정도 전기영동 시킨 후 ethidium bromide(EtBr, 

Sigma)로 염색하여 ultra vilolet(UV) 하에서 사진 

촬영하여 DNA fragmentation 여부를 확인하였다.

9. 통계분석

상기의 모든 실험 결과는 SPSS ver. 18.0 통계 

프로그램을 이용하여 평균(mean)±표준편차(SD)로 

나타냈다. 각 실험군의 분석 항목별 통계의 유의성 

검증은 분산분석(Analysis of Vatiance, ANOVA)

을 한 후, Student t-test와 Duncan's multiple range 

test를 이용하여 p<0.05 수준에서 검증하였다.

Ⅲ. 결 과

1. MDA-MB-231 세포의 생존율에 미치는 白花蛇舌草, 

山慈姑, 浙貝母의 영향

Trypan blue로 염색을 한 후 hemocytometer를 

이용하여 살아있는 세포의 수를 계수하여 확인 한 

결과는 Fig. 1에 나타난 바와 같다. 白花蛇舌草, 浙

貝母의 단독처리군에서는 농도의존적으로 생존율

이 현저하게 감소하는 것으로 나타났지만 山慈姑 

단독처리군의 경우에는 白花蛇舌草, 浙貝母 처리

군에 비해서 생존율 감소현상이 두 배 이상 약하

게 나타나는 것으로 확인되었다. 또한 복합처리군

의 경우 山慈姑가 포함된 시료에서는 생존율 감소 

현상이 약하게 나타나는 것으로 나타났다(Fig. 1).

2. MDA-MB-231 세포의 증식에 미치는 白花蛇舌

草, 山慈姑, 浙貝母의 영향

MTT assay를 이용하여 조사한 결과는 Fig. 2에 

나타낸 바와 같다. 白花蛇舌草, 浙貝母 단독처리군

의 경우에는 비슷한 증식억제 효과가 있었지만, 

山慈姑 단독처리군에서는 白花蛇舌草, 浙貝母 처

리군과 비교하여 증식억제 효과가 낮은 것으로 확

인되었다. 복합처리군에서도 상기 생존율 감소현

상과 비슷하게 나타났다(Fig. 2).
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Fig. 1. Viability of human breast cancer MDA-MB-231 cells after single and complex treatment of O. 
diffusa, C. appendiculata and F. thunbergii.

The cells were trypsinized and the viable cells were scored by hemocytometer counts of trypan blue-excluding cells. 

Fig. 2. Growth inhibition of human breast cancer MDA-MB-231 cells after single and complex treatment 
of O. diffusa, C. appendiculata and F. thunbergii.

Inhibition of cell growth was measured by the metabolic-bye-based MTT assay.

3. MDA-MB-231 세포의 형태변화에 미치는 白花蛇

舌草, 山慈姑, 浙貝母의 영향

도립현미경을 사용하여 MDA-MB-231 세포의 

형태를 관찰한 결과는 Fig. 3에 나타낸 바와 같다. 

山慈姑 단독처리군의 경우에는 약간의 세포밀도 

감소현상이 나타났고 세포의 형태변화는 거의 관

찰되지 않았지만, 白花蛇舌草, 浙貝母를 단독처리 

하였을 경우에는 처리농도 의존적으로 세포의 밀

도가 현저하게 감소하였으며, 고농도 처리군에서

는 전체적으로 세포의 모양이 길어지는 형태변화

가 유발되었으며, 부착력을 잃고 부유하는 세포의 

수가 증가되었다. 白花蛇舌草와 浙貝母 복합처리

군의 경우에는 白花蛇舌草, 浙貝母의 단독처리군

과 비교하여 조금 약한 세포의 밀도감소 현상과 

형태변화가 유발되는 것으로 확인되었고, 山慈姑

가 포함된 복합처리군에서는 밀도감소 현상이 현
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저하게 감소하는 것으로 나타났으며, 이에 따른 

형태변화도 거의 유발되지 않았다(Fig. 3). 

Fig. 3. Morphological changes of human breast cancer 
MDA-MB-231 cells by single and complex 
treatment of O. diffusa, C. appendiculata and 
F. thunbergii.

Cell morphology was visualized by inverted microscope. 
Magnification, ×200

4. MDA-MB-231 세포핵의 형태변화에 미치는 白花

蛇舌草, 山慈姑, 浙貝母의 영향

DAPI를 세포에 처리하여 핵의 형태변화를 조

사한 결과는 Fig. 4에서 나타난 바와 같다. 白花蛇

舌草, 浙貝母 처리군에서는 전체적인 핵의 밀도가 

감소하였으며, 특히 단독처리군에서 현저한 감소현

상이 유발된다는 것을 알 수 있었다. Apoptotic body 

형성 및 DAPI의 투과성 증가에 따른 빛의 강도 

증가 현상을 확인한 결과 山慈姑 단독처리군과 山

慈姑가 포함된 복합처리군에서는 apoptosis 유발의 

특징들이 거의 나타나지 않았지만 白花蛇舌草, 浙

貝母 단독처리군과 복합처리군에서는 apoptosis 유

발의 특징들이 나타났다. 특히 浙貝母 단독처리군

에서 apoptotic body 형성 및 빛의 강도 증가 현상

이 강하게 나타났으며, 白花蛇舌草 단독처리군의 경

우에는 浙貝母 단독처리군과 비교하여 이러한 현상

들이 약하게 나타났다(Fig. 4). 

Fig. 4. Apoptotic bodies formation of human breast 
cancer MDA-MB-231 cells by single and complex 
treatment of O. diffusa, C. appendiculata and 
F. thunbergii.

Cells were stained with DAPI solution. After 20 
min incubation at room temperature, the cells 
were washed with PBS and nuclear morphology 
was photographed with a fluorescent microscope 
using blue filter. Magnification, ×400

5. MDA-MB-231 세포에서 白花蛇舌草, 浙貝母에 

의한 세포주기 변화

白花蛇舌草 처리에 따른 세포주기 변화를 확인

한 결과, Fig. 5 및 6에서 나타낸 바와 같이 처리

농도 의존적으로 G1기에 해당하는 세포의 빈도는 

감소하는 반면에 G2/M기에 해당하는 세포의 빈

도가 증가되었다. 浙貝母 처리에 따른 세포주기 
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변화를 확인한 결과는 Fig. 5 및 7의 결과에서 알 

수 있듯이 G1기, S기, G2/M기에 해당하는 세포의 

빈도가 거의 변화가 없었다(Fig. 5, 6, 7).

Fig. 5. Measurement of the cell cycle by single 
treatment of O. diffusa and F. thunbergii 
in human breast cancer MDA-MB-231 cells.

The cells were fixed and stained with CycleTEST 
PLUS DNA REAGENT Kit, and analyzed by 
DNA flow cytometery.

Fig. 6. Measurement of the cell cycle by single 
treatment of O. diffusa in human breast 
cancer MDA-MB-231 cells.

Cells grown under the same conditions as Fig. 5 
were collected, fixed, and stained with CycleTEST 
PLUS DNA REAGENT Kit, and analyzed by 
DNA flow cytometery. The percentages of cells 
in each cell cycle phase are presented.

Fig. 7. Measurement of the cell cycle by single 
treatment of F. thunbergii in human breast 
cancer MDA-MB-231 cells.

Cells grown under the same conditions as Fig. 5 
were collected, fixed, and stained with CycleTEST 
PLUS DNA REAGENT Kit, and analyzed by 
DNA flow cytometery.
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6. MDA-MB-231 세포에서 白花蛇舌草, 浙貝母가 

sub-G1기 형성에 미치는 영향

DNA flow cytometry를 이용하여 sub-G1기에 

해당하는 세포를 측정한 결과는 Fig. 5 및 8에 나

타낸 바와 같다. 결과를 살펴보면 白花蛇舌草는 

MDA-MB-231 세포에서 G2/M기에서의 세포주기 

억제와 약한 apoptosis 유발에 의하여 생존율 감소 

및 성장억제를 유발하였으며, 浙貝母는 강한 apoptosis 

유발에 의하여 생존율 감소 및 성장억제를 유발하

였다(Fig. 8).

Fig. 8. Induction of sub-G1 phase rate by single 
treatment of O. diffusa and F. thunbergii 
in human breast cancer MDA-MB-231 cells.

The percentages of cells with hypodiploid DNA 
(sub-G1 phase) contents represent the fractions 
undergoing apoptotic DNA degradation.

7. MDA-MB-231 세포에서 白花蛇舌草, 浙貝母가 

DNA 단편화 유발에 미치는 영향

Endonuclease에 의한 DNA 단편화 현상이 유발

되는 지를 조사한 결과는 Fig. 9에 나타난 바와 같

이 白花蛇舌草는 약간의 apoptosis 유발과 함께 G2/M

기에서의 세포주기 억제를 통하여 인체 유방암 세포

주인 MDA-MB-231 세포에서의 생존율 감소, 증

식억제 및 형태변화를 유발한다는 것을 알 수 있

었으며, 浙貝母는 세포주기 억제와는 상관없이 강력한 

apoptosis 유발에 의하여 생존율 감소, 증식억제 및 

형태변화를 유발한다는 것을 알 수 있었다(Fig. 9).

Fig. 9. Formation of DNA fragmentation by single 
treatment of O. diffusa and F. thunbergii 
in human breast cancer MDA-MB-231 cells.

The cells were collected and DNA was extracted. 
The DNA fragmentations were separated on 1.6% 
agarose gel electrophoresis and visualized under 
UV light after staining with EtBr.

Ⅳ. 고 찰

한의학 고전에 ‘癌’이라는 용어는 宋代의 ≪衛濟

寶書≫에서 처음으로 찾아 볼 수 있으며, 腸覃, 反

胃, 腫瘍, 癌, 癓瘕, 瘤, 癭瘤, 巖, 噎膈, 積聚, 乳巖, 

陰瘡, 舌菌, 失榮, 銷肛痔, 腎岩, 石疸 등으로 인식

된 병증이고, 이는 현대 의학의 癌에 대한 묘사와 

일치한다
24-30

. 이러한 악성 종양의 발생원인으로 한
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의학에서는 外感邪氣, 七情內傷 등의 영향을 받아 

臟腑陰陽氣血의 기능이 失調하여 痰凝, 濕聚, 氣

滯, 瘀血, 熱毒蘊蓄 등의 병리기전을 통해 발생한

다고 본다
31
. 따라서 치료는 健脾益腎, 滋陰補血 등

의 扶正法과 活血化瘀, 淸熱解毒 등의 祛邪法, 健

脾利濕 등의 扶正祛邪法으로 하였으며, 주로 종양

초기에는 先攻後調법을, 중기에는 攻補兼重法을, 말

기에는 先補後攻法을 활용하고 있다
32
. 

각종 악성종양 중 유방암은 한의학 질환으로 

乳巖과 가장 부합되며 그 밖의 乳癰, 吹乳, 乳癆, 

乳中結核, 乳癖, 乳痰 등의 유방종괴를 나타내는 

명칭이 있다
33
. 乳巖의 治方으로 ≪丹溪治法心要≫

에서는 靑皮, 瓜蔞, 橘葉, 連翹, 桃仁, 皂角刺, 甘草 

등의 약재를 응용한 예가 있고, ≪醫學綱目≫에서는 

神效瓜蔞散을, ≪醫學入門≫에서는 十六味流氣飮, 淸

肝解鬱湯, 十全大補湯을 제시하고 있다
34
. 또한 중

국에서는 유방암에 항암작용을 지니는 약물로 山

慈姑, 穿山甲, 皂角刺, 夏枯草, 蒲公英, 白花蛇舌草, 

土貝母, 貓人參, 半枝蓮, 天冬, 王不留行 등을 사용

하고, 扶正시켜 면역력을 높이는 人參, 黃芪, 茯笭, 

白朮, 甘草, 當歸, 薏苡仁 등의 약물과 함께 처방

한다
35
. 또한 현대 중의학에는 衝任失調型, 肝鬱氣

滯型, 熱毒瘀結型, 氣血兩虛型으로 분류하여 知柏

地黃湯加減, 逍遙散加減, 桃紅四物湯合五味消毒飮

加減, 補中益氣湯加減 등의 처방을 쓰기도 하며, 

외용으로 山慈菇, 皂角刺, 丹蔘, 赤芍藥 등을 기본

방으로 雄黃, 老生薑 등으로 가공하여 가루 또는 

膏藥으로 만들어 쓰기도 한다
36
. 

유방암에 대한 최근 연구 동향을 살펴보면 三

稜 추출물이 MCF-7세포의 세포독성과 세포자멸

사 유발 효과가 있고, 그 밖에 歸朮破癥湯, 益氣養

榮湯, 玄胡索 메탄올 추출물, 皂角刺 추출물, 天花

粉, 苦蔘 등이 유방암 치료에 의미 있는 반응을 보

인다
7-13

. 또한 十六味流氣飮은 면역조절 효과를 통

하여 MCF-7 세포 이종이식에 대한 항암 효과와 악

액질 저하를 보인다는 연구가 있고, 유방암에 대한 

한의학적 치료로 半枝蓮은 세포자살의 특질이 있

으며, 전이성 유방암을 가진 환자의 1b상 연구에

서 안전하면서도 일부 환자에게 종양반응이 있다
14,15

. 또한 人參이나 黃芪 등의 補氣劑를 주사제로 

만든 제제들은 유방암 수술 후의 회복을 촉진시키

고 부작용을 줄이며 항암치료의 종양반응률을 상

승시킨다는 연구결과들이 있다
16
. 

임상에서 유방암 치료에 자주 활용 하고 있는 

白花蛇舌草, 山慈姑, 浙貝母에 대한 연구 동향을 살

펴보면 白花蛇舌草의 추출물이 HL-60, S180, HeLa, 

NIH:OVCAR-3 등의 세포에 대해 항암 및 항전이 

효과를 가지고 있다는 연구가 있고, 山慈姑 추출

물과 콜히신이 Calu6와 MCF-7의 세포 증식 억제 

효과를 보이나 유효 항암 물질에 대한 연구가 더 

필요함을 언급한 연구가 있으며, 山慈姑가 들어가는 

처방인 抗癌丹 복용 후 유방암 환자 26명의 VEGF, 

b-FGF 수치가 감소하였다는 보고 등이 있다
17-21

. 

浙貝母에 대한 연구로는 貝母가 들어간 抗白湯이 

HL-60세포의 세포고사 효과가 있다는 연구와 貝

母의 유효성분인 verticinone 단독투여 보다 복합

처방인 芷貝散이 HL-60세포분화 효과의 유의미한 

증가가 있었다는 연구가 있다
22,23

.

연구결과들을 보면 임상에서 유방암 치료에 白

花蛇舌草, 山慈姑, 浙貝母가 자주 쓰임에도 이와 

관련된 실험적 연구들이 부족함을 알 수 있다.

따라서 본 연구에서는 白花蛇舌草, 山慈姑 및 

浙貝母가 유방암에서 유발하는 항암효능을 확인하

기 위하여 유방암 세포주인 MDA-MB-231 세포를 

이용하여 白花蛇舌草, 山慈姑 및 浙貝母의 단독처

리 및 복합처리에 따른 세포의 생존율 및 증식에 

미치는 영향과 그에 따른 형태변화를 조사하였고, 

apoptosis 유발 및 세포주기의 변화 여부를 확인하

기 위하여 핵의 형태변화, DNA flow cytometry를 

이용한 세포주기 변화 및 sub-G1기의 비율 확인

과 더불어 DNA 단편화 현상 등을 조사하였다. 

먼저 trypan blue 염색법으로 세포의 생존율 변

화를 확인한 결과 白花蛇舌草, 浙貝母 단독처리군

에서 생존율 감소 현상이 강하게 유발되었고(Fig. 1), 
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MTT assay로 세포독성 및 성장억제 정도를 확인 

한 결과 마찬가지로 白花蛇舌草, 浙貝母 단독처리

군에서 성장억제가 유발되었다(Fig. 2). 이러한 생

존율 감소 및 성장억제 현상이 세포의 형태에 어

떠한 영향을 미치는 지 확인하니 고농도의 白花蛇

舌草, 浙貝母 단독처리군에서 세포밀도 감소와 함께 

형태변화가 나타났으며, 이러한 현상들은 각각의 

시료들에 의한 생존율 감소 및 성장억제 현상과도 

잘 일치하였다(Fig. 3).

그 다음 DAPI 염색을 이용하여 세포의 apoptosis 

유발 여부를 조사한 결과, 생존율 감소 및 증식억

제가 가장 많이 유발된 白花蛇舌草, 浙貝母의 단

독처리군의 경우 모두 밀도의 감소현상이 나타났

지만 浙貝母 단독처리군에서는 apoptotic body 및 

빛의 강도 증가 현상이 증가한 반면 白花蛇舌草 단

독처리군에서는 이러한 현상이 약하게 나타났다. 또

한 白花蛇舌草 단독처리군에서는 浙貝母 단독처리군

과 비슷하게 밀도 감소현상이 유발되었지만 apoptosis 

유발의 증거가 거의 나타나지 않는 것으로 확인되었

다. 따라서 MDA-MB-231 세포에서 浙貝母는 apoptosis

를 유발한다는 것을 예상할 수 있었지만 白花蛇舌

草에 의하여 유발되는 생존율 감소와 증식억제 현

상에는 또 다른 요인이 관여한다는 것을 예상할 수 

있었다(Fig. 4).

DNA flow cytometry를 이용하여 생존율 감소 

및 성장억제 현상이 강하게 나타난 白花蛇舌草, 浙

貝母 단독처리군이 유발하는 세포주기의 변화 및 

apoptosis 유발 정도를 확인하였다. 白花蛇舌草 단

독처리군에서는 G2/M기에서의 세포주기 억제와 

apoptosis 유발이 동시에 나타났으며(Fig. 5, 6 및 8A), 

浙貝母 단독처리군에서는 세포주기의 변화 없이 

apoptosis만 유발되는 것으로 나타났다(Fig. 5, 7 및 

8B). 또한 DNA flow cytometry에 의하여 확인된 

apoptosis 유발을 재확인하기 위하여 DNA 단편화 

현상 정도를 조사하였는데 白花蛇舌草를 처리하였을 

경우에는 고농도 처리군에서만 약간의 DNA 단편

화 현상이 나타난 반면 浙貝母를 처리하였을 경우

에는 DNA 단편화 현상이 현저하게 증가하는 것으

로 나타났다(Fig. 9).

이상의 결과를 종합해보면 白花蛇舌草, 浙貝母가 

MDA-MB-231 세포에서 생존율 감소 및 성장억제 

현상을 강하게 유발하였고, 이러한 현상은 白花蛇

舌草의 경우에는 G2/M기에서의 세포주기 억제와 

apoptosis 유발이 관여하였으며, 浙貝母의 경우에

는 세포주기의 변화 없이 apoptosis 유발이 관여하

였다. 따라서 白花蛇舌草, 浙貝母가 인체 유방암 

세포의 항암 효능에 대한 기초 자료로서 그 가치

가 매우 높을 것으로 생각되며, 향후 이와 연관된 

분자생물학적 기전에 대한 연구가 추가적으로 필

요할 것으로 판단된다. 또한 약물의 단독처리, 복

합처리에 따라 효능이 달라진다는 점에 대해서도 

후속 연구가 필요할 것으로 판단된다.

Ⅳ. 결 론

1. MDA-MB-231세포에 白花蛇舌草, 山慈姑, 浙貝

母를 단독처리 및 복합처리 하였을 때, 세포의 

생존율, 증식억제 효과를 보면 白花蛇舌草, 浙

貝母군은 농도 의존적으로 의미 있는 결과가 나

왔으며, 山慈姑군은 단독처리 및 복합처리군 모

두 효과가 낮게 측정되었다. 세포 관찰시 白花

蛇舌草, 浙貝母군에서 세포 밀도 감소, 세포 형

태 변화, 부유 세포 증가가 유발되었고, 山慈姑 

군에서는 세포의 형태변화는 거의 관찰되지 않

았다. 白花蛇舌草, 浙貝母 복합처리 하였을 경

우에는 각각 단독처리군에 비하여 약한 변화를 

보였고, 山慈姑가 포함된 군에서는 밀도감소 현

상이 현저하게 감소되었다.

2. MDA-MB-231세포에서 浙貝母는 강한 apoptosis 

유발에 의하여 생존율 감소 및 성장억제를 보였고 

세포주기 억제와는 관련이 없었다. 白花蛇舌草는 

G2/M기에서의 세포주기 억제와 약한 apoptosis 유

발에 의하여 생존율 감소 및 성장억제를 보였다.
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향후 白花蛇舌草, 山慈姑, 浙貝母의 항암효능에 

대한 추가적인 연구가 필요할 것으로 보이며, 단일

제제 및 복합제제에 관한 후속 연구도 필요할 것으

로 판단된다.
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