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ABSTRACT
Objectives: Gilgyung-tang (GGT) has been used as one of the main multi-herb formulas to treat “Peo-ong” (lung abscess). 

In this study, we investigated the inhibitory effects of water extracts of GGT on cell migration and invasion, two critical 
cellular processes that are often deregulated during metastasis, in human bladder cancer 5637 cells. 

Methods: Effects on cell viability were quantified using an MTT assay. To analyze the anti-metastatic effects, we conducted 
a wound healing migration assay, an in vitro invasiveness assay, and a measurement of the transepithelial electrical resistance 
(TER). The expression of protein and mRNA were measured by Western blotting and real-time polymerase chain reaction 
(RT-PCR), respectively. 

Results: GGT markedly inhibited the cell motility and invasiveness of 5637 cells within the concentration range that was 
not cytotoxic. The inhibitory effects of GGT on cell invasiveness were associated with tightening of the tight junctions (TJs), 
which was demonstrated by an increase in the TER. The RT-PCR and Western blotting results indicated that GGT decreased 
the levels of claudin proteins. GGT also inhibited the activity and expression of matrix metalloproteinase (MMP)-2 and -9 
and simultaneously increased the levels of tissue inhibitor of metalloproteinase-1 and -2. 

Conclusions: Our findings suggest that GGT reduces both the migration and the invasion of 5637 cells by modulating the 
activity of TJs and MMPs.
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Ⅰ. 서 론

항암치료를 위한 다양한 치료법의 발달로 암 환

자의 수명과 삶의 질이 현저히 개선된 것은 사실

이나 아직까지 암에 의한 사망률이 높은 편이며, 

이러한 사망의 주된 원인은 암세포의 전이(metastasis)

이다. 전이는 암이 발병 부위로부터 인체의 다른 

곳으로 이동하여 증식하는 현상으로 암세포의 이

동(migration)이나 침윤(invasion)을 억제하는 기

전의 규명이나 효과적인 치료 약물 개발이 많은 

연구자들의 주된 표적이 되고 있다. 비록 암세포의 

침윤과 전이가 매우 복합적이고 연속적인 분자적 
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기전들에 의해 유발된다고 알려져 있으나, 암세포

에서부터 분비되는 단백질 분해효소에 의해서 빠

른 시간 내에 세포외 기질(extracellular matrix, 

ECM)의 파괴가 이루어지는 것이 특징이다
1,2
. 특

히 zinc-dependent endopeptidase family에 속하는 

기질 금속단백분해효소(matrix metalloproteinases, 

MMPs)는 세포외 기질의 분해와 전이 동안 기저

체 막의 붕괴를 촉진함으로써 암세포의 침윤과 전

이를 증대시키는 핵심인자들이다. MMPs 중, 특히 

gelatinase type에 속하는 MMP-2(gelatinase A)와 

MMP-9(gelatinase B)는 암세포의 침윤과 전이에 

가장 중요한 요소로서 인식되어져 있으며
3,4
, MMPs

의 활성은 금속단백분해효소 조직억제제(tissue inhibitor 

of metalloproteinases, TIMPs)와의 stoichiometric 

복합체 형성을 통하여 억제되어 진다
5,6
. 그들은 

MMPs에 직접 결합하여 그들의 효소적 활성을 저

해하여 ECM의 파괴를 억제하는 것으로 알려져 있

다
6,7
. 따라서 MMPs와 TIMPs 사이의 적절한 균형 

조절을 위한 MMP 저해제 및 TIMP 활성제는 암

세포의 전이를 차단할 수 있는 표적 물질이 될 수 

있다. 

한편 암세포의 이동성이 촉진되기 위해서는 우

선적으로 암세포들이 종양 덩어리에서 개개의 세

포로 분리가 되어야한다. 이를 위해서는 세포와 세포 

사이의 연결 요소들의 해리가 동반되어야 하는데, 

세포들 사이에는 gap junction, tight junction(TJ), 

adherens junction(AJ) 및 desmosome과 같은 몇 

가지 종류의 특화된 세포간의 구조를 가지는데, 그

중 TJ는 세포 사이의 치밀한 이음부로서 다양한 

분자와 이온의 이동을 차단하는 역할을 한다. 그러

나 많은 상피조직 유래 암세포들의 경우, TJ 체계

가 무질서해지거나 붕괴되어 상피 전기 저항성

(transepithelial electrical resistance, TER)으로 대

변되는 TJ의 전기적 저항이 감소되어 있거나 상피

곁세포 투과성(transepithelial paracellular permeability, 

TPP)이 증가되어 있다
8,9
. 이러한 TJ의 견고성 유

지는 TJ을 감싸는 transmembrane 단백질인 claudin 

family에 속하는 단백질들의 발현과 직접적인 연관

성을 가지는데, 비록 일부 claudin 단백질들이 전이

성 암세포에서 그 발현이 저해되어 있지만
10,11

, 방광

암을 포함한 다른 많은 암 조직에서 특히 claudin-3

과 claudin-4 발현은 현저히 증가되어 있다
12-14

. 따

라서 TJ 단백질의 발현조절은 암 발생 과정의 부

가적 결과라기보다 오히려 암의 진행과 전이에 원

인적 역할을 하는 것으로 보고되고 있으며
15
, TJ 복

합체에서 이들 단백질들의 역할 규명은 암의 증식

뿐 만 아니라 전이를 조절할 수 있는 주요 생물지표

(biomarker)로서의 역할 가능성이 높아지고 있다.

최근 암세포의 증식억제나 전이 차단을 위한 많

은 항암제들의 개발을 위한 자원으로 천연물에 대

한 연구가 증가하고 있는 실정이다
16
. 길경탕(桔梗

湯, Gilgyung-tang, GGT)은 ≪상한론(傷寒論)≫에 

길경과 감초로만 구성된 처방으로 처음 기록되었

고, ≪의학정전(醫學正傳)≫, ≪방약합편(方藥合編)≫ 

등에서도 길경탕에 대한 기록을 찾아볼 수 있으나, 

본 연구에서는 ≪동의보감(東醫寶鑑)≫중 폐옹(肺

癰) 부분에 기재되어 약물 구성과 용량을 사용하

였다(Table 1)
17-20

. 길경탕은 임상적으로 폐옹(肺

癰), 폐암(肺癌), 인후종통(咽喉腫痛), 기옹(氣壅), 

기체(氣滯) 등을 치료를 위해 사용되어 왔다
17,20,21

. 

최근의 여러 실험적 연구를 통하여, 길경탕은 폐암 

세포의 세포사멸을 유도하여 세포성장을 억제하고
22
, 

면역증강효과를 가지며
23
, 항암제인 cisplatin과의 

병용투어로 세포독성을 증가시키는 효능
24 
등도 있는 

것으로 나타났다. 하지만 암 환자의 사망에 큰 영

향을 미치는 전이 억제에 관한 연구는 미비하였다.

따라서 본 연구에서는 길경탕 열수 추출물의 암

세포 전이 억제 효능에 관한 기전 해석의 일환으

로, 폐암 세포의 성장 억제에 효과가 있었던 길경

탕이 다른 종류의 고형암인 인체 방광암세포(5637)

의 이동성과 침윤성에의 억제 효과와 이와 관련된 

기본적인 기전 해석을 시도하였다. 
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Herbal
name Drug name Dosage

(g/%)

桔  梗 Platycodi Radix 4.8 (11.2)

貝  母 Fritillariae Cirrosae Bulbus 4.8 (11.2)

當  歸 Angelicae Gigautis Radix 4 (9.3)

瓜蔞仁 Trichosanthis Fructus 4 (9.3)

薏苡仁 Coicis Semen 4 (9.3)

枳  殼 Aurantii fructus 2.8 (6.5)

桑白皮 Mori Cortex 2.8 (6.5)

防  風 Ledebourielae Radix 2.8 (6.5)

黃  芪 Astragali Radix 2.8 (6.5)

杏  仁 Armeniacae Amarum Semen 2 (4.7)

百  合 Lilii Bubus 2 (4.7)

甘  草 Glicyrrhizae Radix 2 (4.7)

生  薑 Zingiberis Rhzoma Recens 4 (9.3)

Total amount (g) 42.8 (100)

Table 1. Components of Gilgyung-tang (GGT) Extract

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 길경탕 추출물의 준비

본 연구에 사용된 길경탕의 전체 조성은 Table 1

에 나타내었다. 길경, 패모 등 12종의 한약재는 대

한생약(한국)에서 규격품을 구입하여 분량대로 잘 

섞은 후 3첩 분량의 길경탕(128.4 g)에 증류수 1.5 L

를 넣어 3시간 동안 전탕하였다. 이후 전탕액을 

Whatman No2 filter paper(Sigma-Aldrich Chemical 

Co., St. Lousi, MO, USA)로 여과한 후, 동결건조

하여 시료를 준비하였다. 시료는 -20 ℃에서 보관하

였다가 실험 직전에 증류수에 녹여 사용하였다.

2. 세포배양 및 MTT assay

본 연구를 위하여 American Type Culture Collection 

(Rockville, MD, USA)에서 구입한 5637 방광암세

포는 10% fetal bovine serum(FBS, Gibco BRL, 

Gaithersburg, MD, USA) 및 1% penicillin-streptomycin

이 함유된 RPMI 1640 배지를 사용하여 37 ℃, 5% 

CO2 조건에서 배양하였다. 5637 방광암세포의 증식

에 미치는 길경탕 추출물의 영향은 3-(4,5-dimethylthiazol 

-2-yl)-2,5-diphnyl-2H-tetrazolium bromide(MTT, 

Sigma-Aldrich Chemical Co., St Louis, MO, USA)

가 미토콘드리아 효소에 의하여 MTT-formazan을 

형성하는 원리에 기반을 둔 MTT assay를 이용하

여 조사하였다.

3. Wound healing migration assay

20 μg/ml의 rat tail collagen이 코팅된 dish(BD 

Biosciences, Bedford, MA, USA)에 5637 방광암세포

를 적정 시간 동안 배양한 후, pipette tip을 이용한 

scraping으로 wounded 영역을 만들고 배지로 2~3회 

수세하였다. 다시 1% FBS가 함유된 배지로 교체 후 

적정 농도의 길경탕 추출물을 12시간 또는 24시간 

처리 후 wounded 영역으로의 세포 이동성의 정도를 

40배의 배율로 도립현미경으로 이용하여 비교 관찰

하였다.

4. In vitro invasiveness assay

5637 방광암세포의 침윤성에 미치는 길경탕 추

출물의 영향을 조사하기 위하여 matrigel invasion 

assay를 사용하였다. 이를 위하여 정상 조건 및 적정 

농도의 길경탕 추출물을 6시간 동안 처리 된 5637 

방광암세포를 길경탕 추출물이 함유된 FBS-free 

배지로 처리한 Matrigel-coated filter의 apical side

에 분주하였다. 이때 basolateral chamber에는 20% 

FBS가 함유된 배지를 분주하였으며, 24시간 후 

filter의 하단부로 이동한 세포를 hematoxylin 및 

Eosin Y 염색액(Sigma-Aldrich Chemical Co.)으로 

염색하고 계수하였다.

5. TER의 측정

길경탕 추출물 처리에 따른 TER 값은 STX-2 

chopstick electrode가 짝으로 형성된 EVOM Epithelial 

Tissue Voltohmmeter(World Precision Instruments, 

FL, USA)를 이용하여 측정하였다. 이를 위하여 LNCap 

세포를 Transwell®(Corning Costar Corp., NY, USA)

의 8.0 μm pore size insert(upper chamber)로 seeding

한 후 100% confluence를 이룰 때까지 배양하였다. 

이 후 길경탕 추출물을 24시간 동안 처리하고, upper 
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및 lower chamber에 electrode를 넣어 전기 저항도

를 측정하였다[Utech 2006].

6. Reverse transcriptase-polymerase chain reaction 

(RT-PCR)에 의한 mRNA의 분석

전사 수준에서 길경탕 추출물 처리에 따른 특정 

유전자들의 발현 변화를 조사하기 위하여 적정 농

도의 길경탕 추출물이 처리된 조건에서 24시간 배

양된 5637 방광암세포를 대상으로 TRIzol reagent 

(Invitrogen Co., Carlsbad, CA, USA)를 이용하여 

total RNA를 분리하였다. 분리된 RNA를 정량한 

후 claudin-3, claudin-4, MMP-2, MMP-9, TIMP-1, 

TIMP-2 유전자들의 primer, DEPC water 그리고 

ONE-STEP RT-PCR PreMix Kit(Intron, Korea)

를 넣고 Mastercycler gradient(Eppendorf, Hamburg, 

Germany)를 이용하여 증폭하였다. 각 PCR 산물

들을 양적 차이를 확인하기 위하여 1X TAE buffer

로 1% agarose gel을 만들고 well 당 각각 primer에 

해당하는 PCR 산물에 DNA gel loading solution을 

섞어서 loading 한 후 100 V에서 전기영동을 하였

다. 전기영동으로 DNA 분리가 끝난 gel을 ethidium 

bromide(EtBr, Sigma-Aldrich Chemical Co.)를 이용

하여 염색한 후 UV 하에서 확인하였다. Glyceraldehyde-3- 

phosphate dehydrogenase(GAPDH) 유전자를 internal 

control로 사용하였다.

7. Western blot analysis에 의한 단백질 발현의 분석

번역 수준에서 길경탕 추출물 처리에 따른 claudin-3, 

claudin-4, MMP-2, MMP-9, TIMP-1, TIMP-2 유

전자들의 발현 변화를 조사하기 위하여 동일 조건

에서 배양된 세포에 적당량의 lysis buffer [25 mM 

Tris-Cl pH 7.5, 250 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% 

NP-40, 1 mM phenymethylsulfonyl fluoride(PMSF), 

5 mM dithiothreitol(DTT)]를 첨가하여 4 ℃에서 

1시간 동안 반응시킨 후, 원심분리하여 상층액에 

있는 단백질을 분리하였다. 상층액의 단백질 농도

는 Bio-Rad 단백질 정량 시약(Bio-Rad, Hercules, 

CA, USA)을 이용하여 정량 한 다음 동량의 sample

을 SDS-polyacrylamide gel을 이용하여 전기영동으

로 분리한 후, nitrocellulose membrane(Schleicher 

and Schuell, Keene, NH, USA)으로 electroblotting에 

의해 전이시켰다. 분리된 단백질이 전이된 nitrocellulose 

membrane을 5% skim milk를 처리하여 비특이적인 

단백질들에 대한 blocking을 실시하고 적정 항체를 

처리하여 4 ℃에서 over night 시킨 다음 PBS-T로 

세척하고 peroxidase-labeled donkey anti-rabbit 

immunoglobulin 및 peroxidase-labeled sheep anti-mouse 

immunoglobulin(Amersham Life Science Corp., Arlington 

Heights, IL, USA)을 상온에서 1시간 정도 반응시

켰다. 반응이 끝난 후 enhanced chemiluminescence 

(ECL) solution(Amersham Life Science Corp.)을 

적용시켜 X-ray film에 감광시켜 특정단백질의 발현 

양을 분석하였다. 본 실험에 사용된 1차 항체들은 

Santa Cruz Biotechnology Inc.(Santa Cruz, CA, USA) 

및 Calbiochem(Cambridge, MA, USA)에서 구입하였

다. Actin 단백질을 internal control로 사용하였다.

8. Gelatin zymographic analysis를 통한 MMP 활성 측정

적정 농도의 길경탕 추출물을 24시간 처리한 세포 

배양액을 수거하여 zymography 용 buffer(Invitrogen 

Corp., Carlsbad, CA, USA)와 혼합한 후 precast 

gel(10% polyacrylamide 및 0.1% gelatin)을 이용하

여 전기영동 후, gel을 2.5% Triton X-100에 수세

하고 buffer(50 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 5 

mM CaCl2, 1 μM ZnCl2, 0.02% NaN3, pH 7.5)에 

24시간 침전시켰다. 추가적으로 0.5%(w/v) Coomassie 

brilliant blue G-250(Bio-Rad)로 염색한 후 methanol/ 

acetic acid/water(3:1:6) 용액을 용하여 탈색시켰

다. MMP의 활성에 의해 녹은 젤의 두 부분 중, 위

쪽 band로 MMP-9의 활성 정도를, 아래쪽 band로 

MMP-2의 활성 정도를 확인하였다.

9. In vitro MMPs 활성 측정

길경탕 추출물 처리에 따른 MMP 활성 변화의 

정량적 측정을 위하여 MMP Gelatinase Activity 

Assay Kit(Chemicon International Inc., Temecula, 

CA, USA)를 사용하였다. 이를 위하여 적정량의 

세포 배양액을 biotinylated gelatinase 기질과 혼합
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하여 세포 배양액에 존재하는 활성형 MMP-2 및 

MMP-9에 의한 기질의 분해를 유도하였다. 분절된 

기질들을 biotin-binding 96-well plate로 옮겨 biotin

이 결합된 기질이 plate에 결합하도록 37 ℃에서 30분

간 반응시켰다. 분절되었으나 결합되지 않은 기질은 

제거하고, 분절되지 않은 biotin이 결합된 gelatinase에 

streptavidin-enzyme complex를 첨가하여 발색 반응

을 시킨 후 540 nm 조건에서 활성의 정도를 비교

하였다.

10. 통계 처리

모든 실험결과는 평균±표준편차로 표시하였고 

SigmaPlot(Systat Software Inc., San Jose, CA, USA)

을 이용하여 Student t-test를 이용하여 통계적 유

의성을 얻었다.

Ⅲ. 결과 및 고찰

1. 5637 방광암세포의 이동성 및 침윤성에 미치는 

길경탕 추출물의 영향

암세포의 이동과 침윤은 전이과정에 필수적인 

현상으로 항암활성을 지니는 물질들의 전이 억제 

여부를 평가하는 중요한 기준으로 사용되고 있다. 

길경탕 추출물에 의한 5637 방광암세포의 이동성 

및 침윤성 억제 가능성을 조사하기 위한 실험 조

건의 설정을 위하여 5637 방광암세포의 증식에 미

치는 길경탕 추출물의 영향을 먼저 조사하였다. 

MTT assay의 결과에 의하면, 길경탕 추출물이 첨

가된 배지에서 24시간 배양된 5637 방광암세포의 

생존율이 800 μg/ml 처리군까지는 유의적인 변화

가 나타나지 않았으나, 1000 μg/ml 처리군에서는 

대조군에 비하여 다소 세포독성 효과가 있음을 알 

수 있었다(Fig. 1A). 따라서 세포독성을 나타내지 

않은 800 μg/ml 이하의 조건에서 5637 방광암세포

의 이동성 및 침윤성에 미치는 길경탕 추출물의 

영향을 조사하였다. 길경탕 추출물에 의한 5637 방

광암세포의 이동성과 침윤성의 억제 여부를 조사

하기 위하여 Wound healing migration 및 matrigel 

invasion assay를 실시하였다. 먼저 Fig. 1B의 결과

에서 알 수 있듯이 정상배지에 배양된 세포에 비

하여 길경탕 추출물이 처리된 배지에서 배양된 

5637 방광암세포의 이동성이 처리 농도 의존적으

로 억제되었다. 또한 이와 유사하게 matrigel을 통

한 5637 방광암세포의 침윤성도 길경탕 추출물 처

리에 따라 현저하게 감소되었다(Fig. 2). 즉 길경탕 

추출물에 의한 5637 방광암세포의 이동성과 침윤

성의 억제는 길경탕 추출물의 세포독성 효과에 의

한 것은 아님을 알 수 있었다.

    

Fig. 1. Effects of GGT on cell viability and motility in human bladder cancer 5637 cells.

(A) Cells were seeded at an initial density of 2.5×105 cells per 60-mm plate, incubated for 24 h, and treated 
with various concentrations of GGT for 24 h. Cell viability was measured using an MTT assay. Each point 
represents the mean±SD of three independent experiments. A Student’s t-test was used for determination of 
significance (*p<0.05 versus untreated control). (B) Cells were grown to confluency on 30-mm cell culture 
dishes; a scratch was then made through the cell layer using a pipette tip. After washing with PBS, serum free 
media (to prevent cell proliferation) containing either vehicle or GGT (800 μg/mL) was added for the indicated 
times. Photographs of the wounded area were taken for evaluation of cell movement into the wounded area.
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Fig. 2. Decrease of cell invasion by GGT in 5637 cells.

Cells pretreated with the indicated concentration of GGT for 6h were plated onto the apical side of matrigel 
coated filters in serum-free medium containing either vehicle or GGT. Medium containing 20% FBS was placed 
in the basolateral chamber to act as a chemoattractant. After 24 h, cells on the apical side were wiped off using 
a Q-tip. Next, cells on the bottom of the filter were stained using hematoxylin and Eosin Y (A), and then 
counted (B). Data are shown as the mean of triplicate samples and represent invasive cell numbers compared 
with those of control cells (*p<0.05 versus untreated control).

2. 5637 방광암세포의 TJ 견고성에 미치는 길경탕 

추출물의 영향

암세포의 침윤과 전이의 초기 단계에 나타나는 

현상중의 하나가 TJ 구성 단백질들의 비정상적인 

발현과 수반된 TJ 기능의 붕괴 현상이다25,26. Claudin 

family에 속하는 단백질들은 상호간에 복합체를 형

성을 통하여 TJ를 통한 TPP의 조절뿐 뿐만 아니

라 세포와 세포사이의 접착성 조절에 중요한 인자

로 작용한다27,28. 최근 많은 연구 결과에 따르면 어

떤 종류의 claudin 발현 증가는 특정 암세포의 증

식과 전이의 촉진과 깊은 연관성이 있는 것으로 

보고되고 있다. 예를 들어, 유방암과 난소암을 포함

한 다양한 종양조직에서 claudin family 중, claudin-3

과 claudin-4가 과발현되어 있으며, 이들 단백질의 

발현을 차단하였을 경우 암세포의 침윤성이 억제

되었음을 보고된 바 있다29. 또한 간암세포에서 침

윤성 획득은 claudin-1의 과발현과 연관성이 있으

며, claudin-1은 MMP-2의 발현 및 활성 증가를 유

도하였으며, claudin-1의 발현을 인위적으로 차단

할 경우 간암세포의 침윤성이 완벽하게 차단되었

음이 밝혀졌다30. 이러한 결과들은 TJ의 견고성과 

함께 claudin 단백질들이 암세포의 전이성 획득의 

검출과 진단을 위한 biomarker로서의 활용 가능성

을 보여주는 것이다. 따라서 길경탕 추출물에 의한 

5637 방광암세포의 이동성 및 침윤성 저해 효과가 

TJ의 기능 변화와 관련이 있는지를 조사하기 위하

여 TJ의 견고성을 나타내는 TER의 값31에 미치는 

길경탕 추출물의 영향을 먼저 조사하였다. Fig. 3A의 

결과에서 알 수 있듯이 5637 방광암세포에서 TER 

값은 길경탕 추출물 처리 농도 의존적으로 유의적

으로 증가되었다. 이러한 결과는 길경탕 추출물이 

5637 방광암세포의 TJ의 견고성을 증가시켰음을 

의미하는 것이다. 이러한 TJ의 견고성과 claudin 

family 단백질의 발현과의 연관성을 조사하기 위하여 
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일반적으로 방광암세포에서 발현의 정도가 매우 

높게 나타나는 것으로 보고된 claudin-3 및 claudin-4

의 발현
12-14

에 미치는 길경탕 추출물의 영향을 조

사하였다. 본 연구의 결과에 의하면, 길경탕 추출물 

처리 농도 의존적으로 조사된 2종류의 claudin family 

인자들(claudin-3 및 claudin-4)이 모두 전사 및 번

역수준에서 감소하였다(Fig. 3B 및 C). 이는 길경

탕 추출물에 의한 5637 방광암세포의 이동성 및 침

윤성의 억제는 TJ의 견고성 강화와 밀접한 연관성

이 있음을 보여주는 결과이다.

Fig. 3. Effects of GGT on the values of TER and expression of claudins in 5637 cells.

(A) Cells were treated with different concentrations of GGT for 24 h, and TER values were measured using an 
EVOM Epithelial Tissue Voltohmmeter. Results are shown as the mean±SD of three independent experiments 
(*, p<0.05 versus untreated control). (B) Cells were treated with the indicated concentrations of GGT for 24h. 
Total RNA was isolated and reverse-transcribed using the indicated primers. Resulting cDNAs were then subjected 
to PCR and the reaction products were subjected to electrophoresis in a 1% agarose gel and visualized by EtBr 
staining. GAPDH was used as an internal control. (B) Cells grown under the same conditions as (A) were sampled, 
lysed, and 50 μg of proteins were separated by electrophoresis on SDS-polyacrylamide gels. Western blotting was then 
performed using the indicated antibodies, and an ECL detection system. Actin was used as an internal control.

3. 5637 방광암세포의 MMPs 발현 및 활성에 미치는 

길경탕 추출물의 영향

ECM의 분해에 결정적인 역할을 하는 MMPs는 

정상 기관의 발생과 조직 재생에 필수적인 효소이

지만, 암세포의 전이를 위한 침윤성 증대에 핵심적

인 역할을 담당하고 있다. MMPs 중, MMP-2와 

MMP-9는 대부분의 암세포 침윤과 암조직 주변의 

혈관신생에 필수적이므로, 이들의 발현과 활성의 

차단은 암세포의 전이 및 증식 억제를 위한 필수

적인 방법이다
3,4
. 따라서 길경탕 추출물에 의한 

5637 방광암세포의 침윤성 억제가 이들 효소의 활

성 억제와 연관성을 가지는지를 zymography 방법

으로 조사한 결과, 길경탕 추출물 처리 농도의 증

가에 따라 세포배양액의 MMP-2 및 MM-9의 활성

이 모두 감소하였다(Fig. 4A). 또한 길경탕 추출물

에 의한 MMP-2 및 MM-9의 활성 감소를 정량적

으로 평가한 결과에서도 길경탕 추출물 처리에 따

라 농도 의존적으로 활성이 저하되었음을 확인하

였다(Fig. 4B). 한편 MMPs의 활성은 MMPs의 억

제인자인 TIMPs의 발현 증대에 따라 유의적으로 

억제될 수 있으므로 MMPs에 대한 TIMPs의 상대

적인 발현 증가는 암세포 침윤성의 억제를 측정하
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는 주요 인자로 활용이 가능하다
5,6
. 따라서 길경탕 

추출물 처리에 따른 MMP-2 및 MMP-9의 활성 

저하가 그들 유전자들의 감소에 의한 것인지의 여

부를 확인한 결과, 길경탕 추출물 처리 농도의 증

가에 따라 MMP-2 및 MMP-9의 발현이 전사 및 

번역 수분에서 모두 감소하였으며, 그와 반대로 

TIMP-1 및 TIMP-2의 발현은 오히려 증가하였음

을 알 수 있었다(Fig. 4C 및 D). 이는 길경탕 추출

물 처리에 따른 MMP-2 및 MMP-9의 효소 활성 

저하는 TIMPs의 발현 증가와 동반된 MMP-2 및 

MMP-9의 전사활성 억제에 의한 것임을 의미하는 

결과이다. 따라서 길경탕 추출물의 TIMPs 발현 

증가와 동반된 MMPs의 생성 및 활성 억제는 ECM

의 분해를 차단함으로써 5637 방광암세포의 이동

성과 침윤성을 억제하였을 것으로 생각된다.

Fig. 4. Inhibition of MMP expression and their activities, and induction of TIMPs expression by GGT in 
5637 cells.

(A) After incubation with the indicated concentrations of GGT for 24 h, the medium was collected, and the 
activities of MMP-2 and -9 were measured by zymography. (B) In vitro activity of MMP-2 and -9 in cell 
culture supernatant was measured using a MMP-2 and -9 gelatinase activity assay kit. Data are mean±SD 
from three independent experiments and are presented as fold change compared with vector control (*, p<0.05 
versus untreated control). (C) Total RNAs were isolated and reverse-transcribed. The resulting cDNAs were 
subjected to PCR with indicated primers and the reaction products were subjected to electrophoresis in 1% 
agarose gel and visualized by EtBr staining. GAPDH was used as an internal control. (D) The cells were lysed 
and cellular proteins were separated by SDS-polyacrylamide gels and transferred onto nitrocellulose membranes. 
The membranes were probed with the indicated antibodies. Proteins were visualized using an ECL detection 
system. Actin was used as an internal control. 

Ⅳ. 결 론

길경탕 추출물에 의한 5637 방광암세포의 이동

성과 침윤성의 억제는 TJ의 견고성 유지와 TIMPs

의 발현 증가에 의한 MMPs의 발현과 활성 억제

에 의한 것임을 이번 연구를 통하여 알 수 있었다. 
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물론 이러한 결과가 방광암세포 특이적인 현상이

라고는 할 수 없으며, 암세포 전이 억제에 핵심적인 

역할을 하는 길경탕 추출물의 생리활성 성분 규명과 

동물 실험을 포함한 추가적인 연구가 필요할 것이다.
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