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ABSTRACT

Objectives : We investigated whether the components of Ailanthus altissima induced apoptotic cell death in Jurkat 

acute lymphoblastic leukemia (ALL) cells.

Methods : Regulation of cell proliferation is a complex process involving the regulated expression and/or modification 

of discrete gene products, which control transition between different stages of the cell cycle.

Results : Upon treatments with Ailanthus altissima, the concentration-dependent inhibitions of cell viability were 

observed as compared to untreated control group. The capability of Ailanthus altissima to induce apoptosis was 

associated with proteolytic cleavage of specific target proteins such as poly(ADP-ribose)polymerase (PARP) and 

beta-catenin proteins suggesting the possible involvement of caspases. Ailanthus altissima also caused apoptosis 

as measured by cell morphology and DNA fragmentation. 

Conclusions : These results indicate that the increase of apoptotic cell death by Ailanthus altissima may be due to 

the inhibition of cell cycle in human Jurkat lymphocytes. Conclusively, these current and further findings will 

provide novel approaches to understanding and treating major diseases.
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. Ⅰ 緖論2)

   태 과 에 ( ; Simarubaceae)樗根白皮 苦木科

한 엽 목  가   가죽( , Ailanthus 

altissima  동  근연식   Swingle) 根 樹幹

  건 한 것 다   , , 內皮 藥名 大眼桐

, , , , , , 椿根皮 小白皮 臭椿根皮 樗白皮 虎目樹 樗皮 鬼

 리우 ,目 等 1 3,5 12,17～ ～ ) 원산  우리 

라에 들여   각지  해  지역 100-400 m 

락 근에 생하고  귀 식 다.18) 본 재

  하고 에 귀경하, 性味 寒苦澁 無毒 胃大腸肝經․ ․ ․ ․

, , , , , , 淸熱燥濕 澁腸止瀉 止帶 止血 利尿 殺蛔蟲

등   어 질과 변 , , , , 胃炎 帶下症 痔疾

사  , , , , , 産後血不止 崩漏 遺精 白濁 枯草熱

게 하  지사 살충  등  료하  사용 고 , 

다.1～3, 5～12, 18) 또한 근 피에  merosin, tannin, 

phlobaphene, ailanthone, amarolide, acetylamarolide,

등  quassin, nigakihemiacetal B(neoquassin) 

 함 어 ,6～8, 11, 12, 10)  리 용에

 항균 염 항원충 항, , , , 등  리 

용  므   균 질 십 지, , 

습진 원충  , , , , 人體 鼻咽癌 子宮頸癌 肝

등  료하, , , 癌 腸癌 淋巴細胞白血病 小鼠白血病 

 용 고 다.5, 7, 8, 11, 12)

에 근 피  항 용에 한 헌  근거    

근 피   림프  병 포주  

포   골  병 포주  Jurkat U937 

포에 한 항  사하 다 또한 항  용. 

 동 고 리  사에 한 것 지 동, 

고  에 한 것 지   apoptosis

하여   상  통하여 포고사  DNA 

하고 그  연  하여  질 단caspase-3

질   poly ADP-ribose polymerase (PARP) beta-

 변   신  달  하고  catenin

  포주    p53 G1 checkpoint

 들  변  살펴보 다. 

재료  . Ⅱ

한 재   검색 1. 

병 포주  포사  도하  한 재  검  

색하  하여  포  Jurkat U937 24 well plates에

 하 다 각각  한 재  . 200 gμ 도  /ml 

처리한 후 시간과 시간 동  포  하 다24 48 . 

그 후 학 미경  통하여 포들  태  변  

 찰하고 용  용하여 계, trypan blue 

산  포  계산하 다 포  경우 . Jurkat 

한 재 처리 후 시간 내에 에 비해 24 50 % 

상  포사  키  한 재  우  

사하 고 포사 에 과  타내  재  하, 

 근 피  재료  용하여 본 실험  실시하

다.  

시료  2. 

근 피  근 플라 크에 고    200 g

  후 시간 동  가열 하고 2,000 ml 3 , 

 여과지  용하여  여과하 다  3 M 3 . 

여과  에  감rotary vacuum evaporator , 

하 다  용  에  . -70 deep freezer℃ 

시간 동  하고 시간 동   12 , 30 freeze dryer

동결 건 하여     말  10 % 20.3 g

얻었다.

3. Cell Culture 

  사람 포  래   림프  병 포주  T 

 미  포주 행  Jurkat ATCC (The American 

Type Culture Collection, Rockville, MD, USA)

  실험실에   , 37 5 % CO℃ 2 공  

건  갖  에  하 다  (Sanyo. co.) . 

포     포함  Jurkat L-glutamine RPMI
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지에 에  간 가 하여 1640 56 30℃ 

시킨  포함하fetal bovine serum (FBS) 10 % 

고 항생  , 1 % (100 units/ml penicillin, 100 /ml㎍

s  treptomycin) NaHCO3  첨가하여 하 다2 g .

4. Cell Death Induction

포들  에  사 었고  plastic culture dishes , 

4 x 105 도  포  가진  지에 근/ml 

피  여하 다 포들  여러 가. Jurkat 

지 도   (20, 40, 60, 80, 100 /ml)㎍

시간 동  처리 었다 근 피 말  에 24 . 4 ℃

었고 사용 직 에 실험에 필 한 도  사용, 

지에 하여 사용하 다 포고사   래. 

에 재  포  비 포핵 태  변, , 

 단 질들  가 해  PARP beta-catenin 

비 하여 결 하 다. 

5. Antibodies 

항체    Monoclonal anti-PARP Calbiochem (San 

사  하 고Diego, CA, USA) , polyclonal

anti-cdk4, polyclonal anti-CPP32, polyclonal anti-Rb,

polyclonal anti-Bcl-2, monoclonal anti-Bax, 

monoclonal anti-E2F1, monoclonal anti-cyclin D1 항

체들  Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, 

사  하 고CA, USA) , monoclonal anti-p21 

항체  사  하 고 PharMingen monoclonal

항체  anti-beta-catenin Transduction Laboratories 

사  하 다(Lexington, KY) . Peroxidase-labeled

과 sheep anti-mouse immunoglobulin peroxidase-labeled

 donkey anti-rabbit immunoglobulin Amersham 

사  Life Sciences (Cleveland, OH, USA) 

하 다. 

6. Cell Viability

포 식에 한 근 피  향  보  하  

여 포  에 한 후 근 피  24-well plate

 도  시간 20, 40, 60, 80, 100 /ml 24㎍

동  처리하 다 포  에 . 1.5 ml tube , 

동  용량  용  에 첨가한 후 trypan blue tube

드럽게 고  후 살  포    , 2

 용하여 계산하 다.

 생  포   하    MTT assay

것  포  에 한 후 근 피 96-well plate

 포  시  동 한 건  처리하

다 그 후 각 에 도   . well 5 mg/ml MTT 

용   첨가하고 시간 하 다  20 3 . ㎕

거하고 각 당  첨well 0.1 % isopropanol 15 ㎕

가하여 간  후 에  30 570 nm microplate 

 용하여 도  하 다   reader . 3

다  실험 결과  합하여 평균값과 편차값  

 타내었다Figure .

7. Western Blot Analysis 

실험에 용  포  에  후 냉  15 ml tube

보 하   phosphate-buffered saline (PBS)

2～  척한 후 에  간 원심 리하3 2,000 rpm 3

다 상등  거한 후 에 . cell pellet EBC lysis 

buffer (50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 120 mM sodium

 고 간 얼chloride, 0.5 % Nonidet P-40) , 20

 에  마다 하 다5 voltexing . Lysates

에   동  원심 리하 고 상등 13,000 rpm 15 , 

 실험  하여 다  에 겼다 단 질 tube . 

도  에 하여 루어Bradford (Bio-Rad)

고  단 질   , bovin serum albumin (BSA)

용하 다 각 실험 마다 동   단 질  . sodium 

dodecyl sulphate (SDS)-polyacrylamide 동 gel 

 용하여 리 었 상에 ,  든 단

질  nitrocellulose membrane (Hybond C, Amersham 

 겨 다 들  Co.) . Membrane 0.5 % Tween-20

포함한  용Tris-NaCl-Tween 20 (TNT) buffer

하여 만들어진 용 에 어 처리 5 % nonfat milk 

하 다. PARP, beta-catenin, Bcl-2, cyclin D1, 

과 차 항체들  Cpp32, Rb, cdk4, E2F1, p21 Bax 

용 에 도  만든 후 시간 nonfat milk 1 /ml 1㎍

동  실 에   시 다  후 membrane . 

들    동   척Membrane TNT buffer 10 3

하 고 차 항체  다시 시간 동  실 에  , 1 membrane

시 다 들   다시  . Membrane TNT buffer

척한 후 enhanced chemiluminescence reagent 

 용하여 간 시킨 후 필  (Amersham) 2

용하여 그 강도  하 다.

8. DNA Fragmentation

포  용  척한 후 원심 리    PBS 
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용하여  포만  다. DNAzol reagent 1 

 고 하여 포  쇄하 다ml pipetting pellet . 

그 후 에  간 원심 리하여 상10,000 g, 4 10℃

등  다  에 고  다 에tube pellet . Lysates

에탄   첨가하고 여러  들어 100 % 0.5 ml , 

 시 다  후 만 고 상DNA . 3 DNA pellet

등  거한 후  에탄  DNA precipitate 95 % 

에   척하고  도 실 에  1 ml 5 - 15 air 

시 다   용하여 dry . DNA Tris-EDTA buffer

 후  도계  용하여  260 nm 280 nm

 값  하여  량optical density (OD) DNA

하 다  본들  도  . 10 DNA 10 /ml ㎍ ㎍

 포함한  ethidium bromide 1.0 % agarose gel 2

시간 도 동 시 에  , ultraviolet light

편들  찰하 다DNA . 

결과 . Ⅲ

근 피 에 한  포사  도1. Jurkat

 림프  병 포주   포사  Jurkat

에 한 근 피  과  보  하여 

  도  처리20, 40, 60, 80 100 /ml ㎍

하여 시간 동  포  하고 용24 trypan blue 

 용하여 포생  변  하 다 그 결. 

과 근 피  도 별  포생  격  

감 시키  포사   가시 다(Figure 1).

포 식   보  또 다  실험    

 실시하 다 그 결과 에 비해 MTT assay . 

도  처리한 실험 에   포사20 /ml 26 %㎍

 어났  도  , 40, 60, 80 100 /ml ㎍

처리한 실험 에 도 각각   40, 49, 58 66 %

포사  타났다 또한 근 피에 (Figure 2). 

 포들  태  특징  고  미경 하

에  찰한 결과 포막  돌 상  볼  , 

었다  근 피   포  . Jurkat 

 억 시키  포사  도하  것  보

여진다.
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Figure 1. Induction of dose-dependent cell death 
in Jurkat T cells by the extract of A. 
altissima. Cells were incubated for 24 h
at 37 with the 20, 40, 60, 80, and ℃ 
100 /ml of the extract. Cells were ㎍
harvested and resuspended in PBS. 
Same volume of trypan blue was then 
added and gently mixed. After 2 min, 
cells were counted using hemacytometer.
The results are expressed as a total 
cell number and data are means ± SD 
of three experiments performed in 
triplicate. 
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Figure 2. Induction of dose-dependent cell death 
in Jurkat T cells by the extract of A. 
altissima. Cells were incubated for 24 h
at 37 with the 20, 40, 60, 80, and ℃ 
100 /ml of the extract. Cell viability ㎍
by MTT assay was measured as 
described in Materials and Methods. 
Results were expressed as the means 
S.D. of three experiments and presented
as a percentage of control values. 
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근 피  포고사  도한 2. (apoptosis) Jurkat 

포에  도 Caspase-3 (CPP32) 

  근 연 결과에 하  포고사  도하  

 들  해  cystein caspase family  

차  신 달과  통하여 포사  

키  것   다.20,21) 지 지 진 

사람   에  특  caspase , caspase-3

학  포고사  키  결  역

할  행하고 다 그러므 다 한 도  근. , 

피에 시간 동  어 포사  어  24

포  경우에도  도가 변Jurkat caspase-3

하 지  사하 다 그 결과 근 피에 해 . 

포사  진행  포에 도 Jurkat T caspase-3

  태  크 가  열32 kDa 

어 그  어 다  근 피(Figure 3). 

에 한 포사   신Jurkat caspase family

과   보여 다.

61

49

36

25

19

0  20  40 60 80 100

Ailanthus altissima (mg/ml)

CPP32

NS

61

49

36

25

19

0  20  40 60 80 100

Ailanthus altissima (mg/ml)

CPP32

NS

Ailanthus altissima

Figure 3. Induction of CPP32 activation during 

apoptosis induced by A. altissima in 

Jurkat cells. Cells were incubated for 

24 h at 37 with the 20, 40, 60, 80,℃ 

and 100 /ml of the extract. Whole ㎍

cell lysates were prepared using EBC 

lysis buffer. The samples were resolved 

on 12.5 % SDS-PAGE gels, transferred 

to nitrocellulose membranes, and the 

blots were probed for CPP32(NS, non-

specific band),

근 피  도한 포고사에   3. PARP beta- 

 해 상 사catenin

많   포  단 질들  포고사가 진행  

 동  들에 해 해 어지  상  caspase

어  보여주고  특  , caspase-3 

진 것   비 하여 PARP Rb, beta-catenin, 

등 매우 다actin, lamin, fodrin, PKA, presenilin 

하다.15,22) 본 연 에   주  질caspase-3

 진 핵 단 질   포질  핵 단 질PARP

 들  해 상   사beta-catenin

하 다 포 지에 근 피  . Jurkat 20, 

 도  처리하고 시간 40, 60, 80 100 /ml , 24㎍

동  하 다 그 결과 도에  . 20 /ml 116 ㎍

 한 단 질  어들  시 하여 kDa PARP 

도에  가 해 어 타  큰 40 /ml PARP㎍

각  크 가 검 었다 러85 kDa (Figure 4). 

한 상  근 피  처리 도가  그 도

가 가함    었다 또한  경. beta-catenin

우에도 도에  한 크  , 20 /ml 92 kDa ㎍

단 질   어들  해    었다

러한 에  볼  근 피 처(Figure 5). 리에 

한  포고사에   Jurkat PARP beta-catenin 단

질들  상   가  주 한 caspase-3 

거  하  신 에 해 , caspase 

포고사  상  어  보여 다.
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185

119

85

62

51

115 kDa

85 kDa

0  20    40 60 80  100
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Figure 4. Induction of PARP cleavage during 

apoptosis induced by A. altissima in 

Jurkat cells. Cells were incubated for 

24 h at 37 with the 20, 40, 60, ℃ 

80, and 100 /ml of the extract. ㎍

Whole cell lysates were prepared 

using EBC lysis buffer. The samples 

were resolved on a 7.5 % SDS-PAGE 

gel, transferred to a nitrocellulose 

membrane, and the blot was probed 

for PARP. PARP 116 kDa and 85 kDa 

bands (closed and open triangles, 

respectively) are shown. 
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Figure 5. Induction of beta-catenin cleavage during

apoptosis induced by A. altissima in 

Jurkat cells. Cells were incubated for 

24 h at 37 with the 20, 40, 60, 80, ℃ 

and 100 /ml of the extract. Whole ㎍

cell lysates were prepared using EBC 

lysis buffer. The samples were resolved

on a 7.5 % SDS-PAGE gel, transferred 

to a nitrocellulose membrane, and the 

blot was probed for beta-catenin. (NS, 

non-specific band).

근 피  도한 포고사에   단편  4. DNA

사

근 피에   포사  동  Jurkat

고 리  사  지 또  동 고 necrosis , 

 사  지  하  하여 apoptosis

과 같  동 한 건  처리하고 그 본Figure 1 , 

들  용하여 실험  실시하DNA fragmentation 

다 상 포  포사  도  포들(Figure 6). 

  하여  total DNA 1 % agarose gel

용하여 동  실시하 다 그 결과 근 피 . 

 도  처리한 실험 에  고20 /ml ㎍

량   크DNA (50-300 kb) oligonucleosomal 

  포함하  DNA (180 bp) apoptotic DNA 

상  볼  었다  ladder (Figure 6). DNA 

도  여  근 피  도가  차 가함

   었다 러한 상  (Figure 6). caspase-3

에 해 해가 어     PARP beta-catenin

실험결과  매우  함  보여주었다 울러 본 . 

연   상   연 보고DNA 23)에 해 

진 결과처럼 포고사가 진행  포에  , 

가 래 어 타internucleosomal DNA cleavage

 크  함  보여주므  근 피에 DNA 

한  포사  Jurkat programmed cell death 

 보여 다.

      

0   20   40  60  80

Ailanthus altissima (mg/ml)

0   20   40  60  80

Ailanthus altissima (mg/ml)Ailanthus altissima

Figure 6. Induction of apoptotic DNA fragmentation

by the extract of A. altissima in Jurkat

T cells. Genomic DNA was extracted 

from control and treated samples. Ten 

micrograms of DNA samples were 

separated on a 1.0 % agarose gel containing

10 /ml ethidium bromide for 2 h and ㎍

visualized under ultraviolet light.

근 피  도한 포고사에  단5. p21(Waf1) 

질  상  사

  결합하여 복  억 하고  p21 PCNA DNA , 

복합체에 결합하여 들 복합체  동cyclin-cdk 

 억 함  포주  지시키거  진행  

해하여 결 에  포  사  래한다.24) 러한 

 가진 단 질   억   에 p21 p53

해 사  상승 어 에  G1

가하 도 하 다  여러 가지 신 에 해 도 , 

 가하 도 한다 본 실험에  근 피에 . 

해 도  포고사가  신 과 Jurkat p21

 지  보고  하 다 근 피 . 

  도  포 20, 40, 60, 80 100 /ml ㎍

지에 처리하여 시간 동  포  하 다24 . 

그 후  단 질  하  하여 p21 Western

 실시한 결과 처리 도가  blot analysis

그  가하다가 도에  그 100 /ml ㎍

가폭  감  시 하 다  (Figure 7). 

근 피에  포고사  한  Jurkat p21

신 과 연 어  보여 다.
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Figure 7. Induction of p21 expression level during

apoptosis induced by A. altissima in 

Jurkat cells. Cells were incubated for 

24 h at 37 with the 20, 40, 60, 80,℃ 

and 100 /ml of the extract. Whole ㎍

cell lysates were prepared using EBC 

lysis buffer. The samples were resolved

on a 12.5 % SDS-PAGE gel, transferred

to a nitrocellulose membrane, and the 

blot was probed for p21. 

근 피  도  포고사에   6. Bcl-2 Bax 

단 질과  상  사 

 다 한 극   포사  억  Bcl-2

시키     , Bax IL-3 

 포에  결핍에 해 도  포사cytokine 

 진시키므   상  역할Bcl-2 

 한다.39) 그러므 포고사가 어  포에   , 

 단 질  감 하고 단Bcl-2 , Bax 

질  가하  것  찰 다 러한 신. 

 포고사가 진행  포들에  단 질 p53 

량  가하 가  단 질   단, p53 Bcl-2

질 량  억 시키고  단 질 량  , Bax

가시키  것   다.16) 본 실험  wild 

가 결핍  포들  근 피에 type-p53 Jurkat 

어 포고사  킬   들  Bcl-2 Bax

 지  보고  하 다 다 한 도  . 

근 피  처리하여 포고사  도한 Jurkat 

포에    단 질 도  Bcl-2 Bax Western 

 사하 다 그 결과   blot . Bcl-2 

단 질 도  비 해 볼  근 피  처Bax 

리한 실험 들에   단 질 도에 Bcl-2 Bax 

차  견할  없었다  (Figure 8, 9). Jurkat

포에  가 결핍 어  에 포고사가 p53 어

라도   할  없Bcl-2 Bax 었

 보여 다 한 근 피  도  . Jurkat 포

사 에      없  것  

단 다.
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Figure 8. Expression level of Bcl-2 protein during
apoptosis induced by A. altissima in 
Jurkat cells. Cells were incubated for 
24 h at 37 with the 20, 40, 60, 80,℃ 
and 100 /ml of the extract. Whole ㎍
cell lysates were prepared using EBC 
lysis buffer. The samples were resolved 
on a 12.5 % SDS-PAGE gel, transferred
to a nitrocellulose membrane, and the 
blot was probed for Bcl-2. (NS, non- 
specific band). 
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Figure 9. Expression level of Bax protein during 
apoptosis induced by A. altissima in 
Jurkat cells. Cells were incubated for 
24 h at 37 with the 20, 40, 60, 80,℃ 
and 100 /ml of the extract. Whole ㎍
cell lysates were prepared using EBC 
lysis buffer. The samples were resolved
on a 12.5 % SDS-PAGE gel, transferred
to a nitrocellulose membrane, and the 
blot was probed for Bax. (NS, non-specific 
band).
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근 피  도  포고사에   7. Cyclin D1 

단 질   사cdk4 

근 피  포  포주  변  Jurkat 

에 미  향  찰하  하여  20, 40, 

  도  가시키  포 60, 80 100 /ml㎍

지에 처리하여 시간 동  포  하24

다 진핵 포  식  에   또  에  . G1 S G2

 같  포주  특  단계에  어M

진다 그런   또   결합하. Cyclin D1 cdk4 cdk6

여 포주  에 도 단계에  G1 checkpoint S

  한 역할  하므  들 단 질 

 보  하여  Western blot analysis

시행하 다 그 결과 도  처리 하  . 20 /ml ㎍

에 비 하여 차  었, , 40 /ml㎍

도  처리하  에 비해 한 차, 

 보    근 피  처리 cyclin D1

도에 하여  감  상  타내었다

단 질들  들과 하여 (Figure 10). Cdk cyclin

포주  진행  각 단계에  주  질  산

시키  용  한다.26) 특    cdk4 D-type 

들과 복합체  하여 포주  동 에 cyclin G1 

포  한다(Figure 11).27) 근 피 처리 후 

포에   단 질 상  사해 본 Jurkat Cdk4

결과 처리 도가  단 질  감 하

 것  보여 주었다 러한 결과  (Figure 12). 

근 피   포  포고사  진Jurkat 

시키  용  과 단 질  억cyclin D1 cdk4 

시킴  루어진다  것  미한다.

111 

61

49

36

24

19

0  20  40 60 80 100

Ailanthus altissima (mg/ml)

Cyclin D1

111 

61

49

36

24

19

0  20  40 60 80 100

Ailanthus altissima (mg/ml)
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Figure 10. Decrease of cyclin D1 protein level during
apoptosis induced by A. altissima in 
Jurkat T cells. Cells were incubated 
for 24 h at 37 with the 20, 40, ℃ 
60, 80, and 100 /ml of the extract. ㎍

Whole cell lysates were prepared using
EBC lysis buffer. The samples were 
resolved on a 11 % SDS-PAGE gel, 
transferred to a nitrocellulose membrane,
and the blot was probed for cyclin D1.
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Figure 11. Schematic view showing the four phases 

of the cell cycle and some of the many

molecules important for progression.
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Figure 12. Decrease of cdk4 protein level during 

apoptosis induced by A. altissima in 

Jurkat T cells. Cells were incubated 

for 24 h at 37 with the 20, 40, ℃ 

60, 80, and 100 /ml of the extract. ㎍

Whole cell lysates were prepared using

EBC lysis buffer. The samples were 

resolved on a 11 % SDS-PAGE gel, 

transferred to a nitrocellulose membrane,

and the blot was probed for cdk4. 
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근 피  포고사  도한 8. (apoptosis) Jurkat 

포에   단 질  사 pRB E2F1 

포주  진행에 어 가 복합체    cyclin-cdk

루어  단 질  산 시키게 다pRB . 

단 질   에  사  과 pRB G1 E2F1

결합하고 다가 복합체에 해 산cyclin-cdk 

  리시킨다 리   에  E2F1 . E2F1 S

복 에 필 한 여러 들  합 하  DNA 

포주  진행시킨다 처럼 (Figure 11, 13). 

포주  에 한 역할  행하  또 다  

 변  살펴보  하여 근 피  

도    가시키20, 40, 60, 80 100 /ml㎍

 포 지에 시간 동  처리하Jurkat 24

다 실험 결과 단 질  에 비해 . pRB 

 감 하   상태도 산  상태에pRB

  탈 산 가 도  상  타내었다

러한 결과  근 피  처리 도(Figure 14). 

가   가하  것  보여진다 마찬. 

가지  사   단 질 도 근E2F1

피  도가   감 하  상  타

났다  단 질  가 해 (Figure 15). pRB 

에 해 해 도가 심하여지고 탈 산  RB 

단 질들  사   리시키지 못하  E2F1

에 합 에 여하  들   억DNA

어 결 에  포고사가 진행    다.
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Proliferative
Signals

Tissue-
specific
Signals

AAAAAAA
Transcription

Translation

Cyclin D1

Cdk 4

Inactive

Cyclin D1CAK

+

pRB E2F

Cdk 4

pRB E2F

Inactive Free 
E2F

Active

Active

Phosphorylatio
n

pRB

Cyclin D1

Cdk 4

Binding

Inactive(?)

Degradation

Cyclin D1

Proliferative
Signals

Tissue-
specific
Signals

AAAAAAA
Transcription

Translation

Cyclin D1Cyclin D1

Cdk 4Cdk 4

Inactive

Cyclin D1Cyclin D1CAK

+

pRB E2FpRB E2FE2F

Cdk 4Cdk 4

pRBpRB E2FE2F

Inactive Free 
E2F

Active

Active

Phosphorylatio
n

pRBpRB

Cyclin D1Cyclin D1

Cdk 4Cdk 4

Binding

Inactive(?)

Degradation

Figure 13. Regulation of cyclin D1 expression and activity.
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Figure 14. Decrease of pRb protein level during 

apoptosis induced by A. altissima in 

Jurkat T cells. Cells were incubated 

for 24 h at 37 with the 20, 40, ℃ 

60, 80, and 100 /ml of the extract.㎍

Whole cell lysates were prepared using

EBC lysis buffer. The samples were 

resolved on a 11 % SDS-PAGE gel, 

transferred to a nitrocellulose membrane, 

and the blot was probed for Rb. 
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Figure 15. Decrease of E2F1 protein level during 

apoptosis induced by A. altissima in 

Jurkat T cells. Cells were incubated 

for 24 h at 37 with the 20, 40, ℃ 

60, 80, and 100 /ml of the extract. ㎍

Whole cell lysates were prepared using

EBC lysis buffer. The samples were 

resolved on a 11 % SDS-PAGE gel, 

transferred to a nitrocellulose membrane, 

and the blot was probed for E2F1

고찰. Ⅳ

란 포 체가 어 한 에 하여 비  

상  포  변  다 다  직   , 

 직   말하 한 학에  , 過乘的 

체내에    하  과 같   質 堅硬

등  라고 한다.28)    하  

주   질  하   생원 에 하여 

학에  내  과 지리학, 

 연 역학  에 하여, , , 

 학   사 사  등, , 

과 같  리   러   등

 가 상   돌연변  어 생하  

것  보고 다.29)  병  (leukemia)

 생산하  직  골  (white blood cells)

또  림프망내계에  생한 포 병 포, 

가 비 상  식하여 든 에 하  

다식 식하여 어  것   다  . 

병  체     차지하고 10 % , 

만  림프  병 과 만  골  (ALL, CLL)

병  어진다(AML, CML) .4, 38) 병 포

들  계  하여 상   하

므  병 들   감  감, 

빈 에 한 감염 피  등  생한다, , , . 

 보건복지  통계 료에 하  병  1998

 당  여   도   10,000 4 , 3

그 생 빈도가 차 지고 므  병에 

한 연 가 계  루어  할 것 다 병. 

 한 학에  , , , , , , 熱勞 急勞 血證 溫病 骨蒸 癥結

등  주에 하  그 주 한  살피痰核 病因病機

  , , , , 內因 勞倦 饑飽 房欲 七情所傷 外因

   고  하, 溫熱毒邪侵襲 熱毒 蘊結 營分 傷

여  함  생한다고 하고 다.血 動 4,35)

 림프  병   경우 보통 에 4-5

생하   징후  골   에 어

 빈  감 감염 그리고 특  골에, , 

 생하  골통 등 다  경우 (bone pain) . 

상  특징  격  지닌 (mediastinal mass)

가 많  비  차지한다  것  하고  

 사하다.38) 재  료  생 학 등

 학 과 어 욱  많  료

과  거 고 지만 상 포에도 독  타내어 , 
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다 한 용  래하  단  고 에 한 , 

내  가 고  실  에 새 운 식

 항  개  고 다.30,34) 라  역

 여주고 포에만 택  용하  천연

항  생  개 하  많  연 가 루

어지고  실 다 천연 생식   용식  . 

용하여 항   가진 식  하고 그 식

 생리  질  검색하   개 하고 연

하  과 에  태 과에 하  엽 목  가

가죽  피  건 한 근 피( ) 18)가  

림프  병 포주  에 한 항  Jurkat

찰 어 에 한  연 하 다. 

  포  지에 근 피  Jurkat Figure 

과 1 같  도별  처리한 후 용  Trypan blue 

포생  변  하고  통하여 , MTT assay

포 식  에  비 하 다 그 결과 Figure 2 . 

포  사망  근 피  도에 하Jurkat 

여  가하 도에  , 100 /ml ㎍

에 비해  생  보여 주었다 또한 근66 % . 

피에  포들   태  특징  미경 

하에  찰한 결과 포막  어  체  

루  것  지 에  볼  었다 러한 결과. 

 근 피   루   Jurkat 

  억 하고 포독  T lymphocytes

 포사  도하  과가  보여 다. 

울러 포사  원  지 에 necrosis apoptosis

한 것 지  규 하고 에 한 포사apoptosis

 경우 그 신  규 할 필 가  러한 

신  규  근 피  병 료  한 

한   용할 경우 그 과학  근거  

시하게  것 다.

   근 피에  병 포주   Jurkat

포사  가 니고 생리  사  necrosis apoptosis

어  가  하  하여 과 Figure 1

동 한 건하에  처리  본들  용하여 여러 

가지 실험  실시하 다 포독  하여 포. 

사  키  극 질들  포 내에  많  

단 질들 간  상 용  한 신  통하여 

 도하  것   다 그 거 apoptosis . 

 하  단 질 해  가지  포사  

신  실행하  들  caspase family 

어 포사  도한다고 보고 어 다.20,21) 또한 

라   비 한 상태  caspases-3 zymogen 

재하다가 포사  신    여러 

 해  것    subunit

  포내  생 신 에  단 질caspase-3

 해하여  시키고 포골격 단 질  , 

단하여  변  하여 포사  실행한

다고  다 본 실험에  근 피  여한 . 

후    태가  caspases-3

어들었다 한편 많   포  단(Figure 3). 

질들  포고사가 진행  동  에 해 caspase-3

쪼개짐 상  어  보여주고 지만 본 연 에, 

 핵 에 재하   핵과 포질에 재PARP

하   상  포 beta-catenin Jurkat 

지에 근 피  도별  처리하고 해  

사하 다 그 결과 도에   . 40 /ml 116 kDa㎍

한 단 질  크  해  상PARP 85 kDa 

 도 었 처리 도가  해 , PARP 

도가 가함    었다 러한 실(Figure 4). 

험 결과   해 어지  상과 beta-catenin

하 다 근 피에 해 도  포고(Figure 5). 

사  경우   한 다  질 단 질들2

도 어  결과  타낼지  계  연 해   것  

생각 다 근 피 처리에 한  . PARP beta-catenin

단 질들  해 상   가  주caspase-3 

한 거  하   통하여  apoptosis

통한 포사  상  어  보여주었다. 

  에  어  생 학  변  Apoptosis chromatin

고차 가 변  후 가   chromatin DNA

에 해 크  단 어 endonuclease 100-200 bp 

리   단편  상  타 다 그러므  DNA . 

포에   가 검 거   DNA intact DNA

함량  어드  상  타  그 포에  apoptosis

가 진행  것  근 보고 고 다 .31, 32) 그러

므  본 연 에  상 포  포사  도  

포들   하여 에 total DNA agarose gel

동  실시하 다 실험  . DNA fragmentation 

실시한 결과 에 비해 근 피  처리한 실험

에  크  oligonucleosomal DNA (180 bp)

 포함하  상  가하apoptotic DNA ladder 

 것  볼  었다 포  에 (Figure 6). 

라  상  한 것도 고 그 지 DNA ladder 

못한 것도 체가 지  포 , ladder 
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가 다  사실에 비 어 볼 얻어진 , DNA 

결과  병 포주   근 피ladder Jurkat

에 어 어  포사  리  necrosis

가 니고 생리  에 한 포사  것apoptosis

 보여주  또 다  다. 

가 진행  포  많  신    Apoptosis

경  통하여 결   상에 게 고DNA , 

할  없  도  상  많  어  포  

포사 라   거 게 다 포사  과 에. 

   들   p53 p21, Bcl-2 Bax 

등   직간    apoptosis

    다  억   . p53

   포가 상   또  G1 

에  포주  지시키  것  G2 checkpoint

 에 한 단 질  가  도함p53 p21 

 러한  행한다  포주   . p21 G1

또  에  단 질  시키  하여 G2 RB 

cyc   억 시키  용  lin dependent kinase

한다 러한  직   . cell cycle arrest  

 또  p21 p53-dependent pathway p53-independent

가지 경  도   다 본 연pathway 2 . 

에  근 피  처리 후 단 질  도p21 

에   가하  상  보여 주었다

 근 피에  포  어(Figure 7). Jurkat 

 신  경 에 해  가하여 에 p21 cdk

결합함  포주  상  진행시키지 못

하  에 결  포사  래하게 었고, 

포  가 결핍 어 므   가Jurkat p53 p21

 에 한 것    p53-independent pathway

었다  언 하 듯  단 질   . p53 Bcl-2

단 질 량  억 시키고  단 질 량, Bax

 가시킴  에 직  향  apoptosis

미  것   16) 본 실험에  근

피에   포고사가 진행 에도 Jurkat cell

하고  단 질들   에 Bcl-2 Bax 

비해  차 가 없었다  상  (Figure 8, 9). 

병 포주   가 결핍 어 Jurkat cell wt p53

 에 근 피 처리 후 가 진행  apoptosis

동 에도   직  하지 못한 Bcl-2 Bax

것  사료 다 결  근 피에 해 래  . 

포  생리  사   한 다  신Jurkat p53

 경  통하여 어  미하고  p21

     없   Bcl-2 Bax

 었다. 

포 식 진  들       mitogen

하 가  도 여할 것  보cyclin D cyclin E

다.36) 들에 해   진 Mitogen cyclin D

어 량에     결합cyclin D cdk4 6

하고 가   , cdk activating kinase cdk threonine

산 시  가  띄게 다  cdk . Cdk pRb

 산 시   시킨다 복. Cyclin E-cdk2 

합체가  에 한  산cyclin D pRb

 욱 가 시키게 고 결  에 해 억pRb

고  등  E2F1, Elf-1, c-abl transcription

들   띄어  행하게 다factor S .33)

처럼 포주  진행  루  주  G1 checkpoint 

 들   도  Western blot 

 통하여 살펴보 다 그 결과 근 피 처analysis . 

리 후 든 실험 에  cyclin D1, cdk4, Rb, E2F1

 단 질  어들었다(Figure 10, 12, 14, 15).

비   경우  단 질 뿐만 니라 cdk4 kinase 

도 사  하여 그  어 지  살activity

펴보  할 것 지만  들   

 어지   비 어 볼   G1 checkpoint

  게 행 지 못하여 포주 가 

지  것    다  근 피에  . 

포  어도 포주  Jurkat G1 checkpoint 

  변 에 한 포주  지  해 결

 사 하게   보여 다.

결. Ⅴ

본 연  근 피  항 과   하    

하여 근 피   림프  병 

포주  포  지에 처리한 후 포사Jurkat 

 도하 지 사하 고 울러 포 주  , 

  변  사함  포사  신  

  다 과 같  결  얻었다.

근 피   도  여 1. 20-100 /ml㎍

시 포  도  포사  Jurkat 

 가시 다.

2. 근 피   도  caspase-3 PARP, 

 해  단편 가 에 beta-catenin DNA 

비해 도  가하  단 질 , p21
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 또한 에 비해   가하 다.

근 피  도에 계없   3. Bcl-2 Bax

 단 질 에 향  미 지 , cyclin

 단 질  에 D1, Cdk4, pRb, E2F1

비해  도  감 하 다.

러한 실험 결과  근 피    Jurkat 

포에  포사  도하  과 었  보여 

주었  단 질 변  , PARP beta-catenin 

과  사한 결과들  근 피에  DNA Jurkat 

포들  에 한 포사  보여주  apoptosis

 다 그 신   . Bcl-2 Bax 

 하 신  달  닌 다  여, p53 

러 가지 신 에 해 도  단 질  가p21 

가 포사  래하  것  사료 다 또한 포. 

주   여러 가지 들  변  상도 

타났  특    , G1 checkpoint

변  근 피에  포가 상  Jurkat 

포주  진행시키지 못하여 결 에  포 사  

래 어지  것  생각 다.
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