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ABSTRACT
In Korea, Rhus verniciflua Stokes is used to purge hardness, alleviate blood stasis, and treat cancer. However, the mechanisms 

of related anti-cancer activity are not fully understood in human cancer cells. This study investigated the anti-cancer effects 
and mechanisms of Rhus verniciflua Stokes on MDA-MB-231 human breast cancer cells and found that treatment with a 
Rhus verniciflua Stokes extract resulted in time- and concentration-responses that indicated growth inhibition of breast cancer 
cells by induced apoptosis. This was followed by a decrease in mitochondrial membrane potential; the activation of caspase-3, 
-8, and -9; and the up-regulation of tBid. Caspase-dependent apoptosis was induced through the inhibition of phosphatidylinositol 
3-kinase (PI3K) and the Akt signaling pathway. This study provides evidence that Rhus verniciflua Stokes might be useful for 
the treatment of breast cancer.
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Ⅰ. 서 론

유방암은 서양에서 가장 많이 발생하는 여성암

으로 우리나라에서도 그 발생빈도가 매년 증가하

고 있으며, 최근 국내에서도 여성암 발생률에서 갑

상선암 다음으로 유방암이 2 를 차지하고 있다1. 

뿐만 아니라, 우리나라의 식습 을 비롯한 생활환

경의 반 인 서구화 추세로 유방암의 발생률은 

역시 더욱 증가할 것으로 사료된다. 재 유방암의 

치료법으로 약물, 방사선, 수술들의 치료법이 사용

되어 지고 있으나, 미용상의 부재  에스트로겐 

항성 증가 등과 같은 여러 가지 부작용으로 환

자의 삶의 질이 감소되어 새로운 체 치료법의 

연구가 요구되고 있는 실정이다2,3.

최근 개발된 항암제 신약의 기원을 나 어보면, 

천연물 는 천연물에서 직 으로 유래한 것이 

거의 50% 육박하는 것으로 나타나고 있으며, 천연

물에서 발견되어 임상에서 쓰이는 항암제의 3/4는 

통약재에서 발굴되어 나온 것이어서, 최근에 

통약재  천연물에서 새로운 항암제를 찾으려는 

시도에 심이 속히 증가하고 있다4-8.
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乾漆은 human lymphoma cell line에서 apoptosis

를 human cancer cell line에서는 anti-proliferative 

activity 유발하고 hydroxyl radial에 해 항산화 

작용을 가지는 것으로 보고되고 있다
9-11

.

본 연구에서는 XE에 의한 유방암 세포의 증식 

억제  세포자살 유발에 따른 항암효과에 한 

분자생물학  연구를 진행하 다.

Ⅱ. 재료  방법

1. 시료 비

본 실험에 사용된 XE는 충북 옥천군 소재 (주) 

참옻들에서 생산된 참옻 분말을 구입하여 사용하

다. 참옻 분말의 생산은 특허 제 10-1228119호, 

특허 제 10-0763320호에 의거하여 제조되었다. 비

된 XE는 증류수에 녹여 100 mg/ml의 stock solusion

으로 만든 다음 이를 0~500 μg/ml 농도로 배지에 

희석하여 처리하 다.

2. 세포 배양

본 실험에 사용한 인체 유방암 MDA-MB-231 

세포는 American Type Culture Collection(Rockville, 

MD, USA)에서 분주 받아 10%의 우태아 청(fetal 

vovine serum, FBS)  1%의 penicillin  streptomycin

이 포함된 RPMI-1640 배지(Gibco BRL, Grand 

Island, NY, USA)를 사용하여 37 ℃, 5% CO2 조

건 하에서 배양하 다.

3. MTT assay를 통한 세포 증식억제 조사

XE 처리에 의한 MDA-MB-231 세포의 증식 미

치는 향을 확인하기 하여 3-(4,5-dimetylthiazo 

l-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium(MTT) assay를 이용

하 다. 이를 하여 MDA-MB-231 세포에 1.5×10
5

과 3×10
5
 cells/well로 6 well plate에 종 후 24시간 

안정화 후에 정 농도의 XE를 처리하고 24시간 

는 48시간 동안 배양한 후 배지를 제거하고 

MTT(Sigma-Aldrich Chemical Co., St. Paul, MN, 

USA)를 0.5 mg/ml 농도로 희석하여 2 ml씩 분주

하고 37 ℃에서 2시간 동안 다시 배양하 다. 배양

이 끝난 다음 상등액을 제거하고 dimethyl sulfoxide 

(DMSO, Sigma-Aldrich Chemical Co.)를 2 ml씩 

분주하여 well에 생성된 formazin을 모두 녹인 후 96 

well plate에 200 μl씩 옮겨서 ELISA reader(Molecular 

Devices, Sunnyvale, CA, USA)로 540 nm에서 흡

도를 측정하 다.

4. Flow cytometry를 이용한 apoptosis의 정량  분석

조군  XE가 포함된 배지에서 24, 48시간 동

안 배양시킨 MDA-MB-231세포들을 PBS로 씻어 

내고 0.05% trypsin-EDTA를 처리하여 부유시킨 

다음 2,000 rpm으로 5분간 원심 분리하여 상층액을 

버리고 세포들만 모았다. 여기에 다시 PBS를 첨가

하여 충분히 씻은 다음 2,000 rpm으로 5분간 원심분

리 한 후 상층액만 버리고 남은 세포에 CycleTEST 

PLUS DNA REAGENT Kit(Becton Dickinson, 

San Jose, CA, USA)를 이용하여 고정  염색을 

하여 4 ℃, 암실에서 30분 동안 반응을 시킨 다음 DNA 

flow cytometry(Becton Dickinson, San Jose, CA, USA)

에 용시켜 형 반응에 따른 histogram을 cell quest-pro 

(Becton Dickinson) 로그램으로 분석하 다.

5. Flow cytometry를 이용한 Mitochondrial membrane 

potential 변화 분석

6 well plate에 1.5×10
5 
cells/well 정도로 인체 

MDA-MB-231세포들을 분주하여 24시간 동안 안

정화시킨 다음 XE를 처리하 다. 48시간까지 배양

한 후, 세포를 PBS로 씻어 내고 0.05% trypsin- 

EDTA를 처리하여 부유시킨 다음 원심분리를 하

여 세포를 모았다. 이 게 모인 세포에서 상층액을 

제거한 후, 10 uM의 농도로 만들어진 배양액을 1 

ml씩 분주하여 pipetting한 후 37 ℃ 세포 배양기에 

20분 동안 JC-1 dye로 염색하 다. 염색된 세포를 

nylon mesh로 세포를 하나씩으로 분리시킨 후 DNA 

flow cytometry(Becton Dickinson)에 용시켜 형
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반응에 따른 histogram을 cell quest-pro(Becton 

Dickinson) 로그램으로 분석하 다.

6. DNA fragmentation의 분석

특정 세포에 apoptosis가 유발되었을 때 찰될 

수 있는 DNA fragmentation의 분석을 하여 정

상  XE가 처리된 배지에서 48시간 동안 배양된 

세포를 모아 lysis buffer[5 mM Tris-HCl(pH 7.5), 

5 mM EDTA, 0.5% Triton X-100]를 4 ℃에서 30

분간 처리하 다. 그 후 14,000 rpm에서 20분간 원

심분리하고, 그 상층액에 proteinase K(Sigma)를 0.5 

mg/ml의 농도로 처리한 다음 50 ℃에서 3시간 동안 

반응시켰다. 그 후 phenol:chloroform:isoamyl alcohol 

혼합 용액(25:24:1, Sigma)을 첨가하고 30분간 rotate

시킨 다음 14,000 rpm에서 10분간 원심 분리하

다. 여기서 얻어진 상층액에 정량의 isopropanol 

(Sigma)과 5 M NaCl를 첨가하 다. 24시간 정도 

냉장 보 한 후, 14,000 rpm, 4 ℃에서 30분간 원심

분리 시킨 후 상층액을 버리고, RNase A가 당량 

들어있는 TE buffer를 이용하여 pellet을 녹이고 여

기에 6X gel loading dye(Bioneer, Korea)를 섞어 

주었다. 1.5% agarose gel을 만들어서 1시간 가량 

50 V로 기 동 시킨 후 ethidium bromide(EtBr, 

Sigma)로 염색하여 ultra vilolet(UV) 하에서 사진 

촬 하 다.

7. Western blot analysis에 의한 단백질 발  변화

의 분석

조군  XE가 포함된 배지에서 48시간 동안 

배양시킨 MDA-MB-231세포들을 PBS로 씻어 내

고 0.05% trypsin-EDTA를 처리하여 부유시킨 다

음 원심분리를 하여 세포를 모았다. 이 게 모아진 

세포에 당량의 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, 14,000 rpm으로 30분간 원심분

리하여 그 상층액을 취하 다. 상층액의 단백질 농

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

CA, USA)과 그 사용방법에 따라 정량 한 다음 동

량의 Laemmli sample buffer(Bio-Rad)를 섞어서 

sample을 만들었다. 이 게 만든 동량의 단백질을 

sodium dodecyl sulphate(SDS)-polyacrylamide gel

을 이용하여 기 동으로 분리하 다. 분리된 단백질

을 함유한 acrylamide gel을 nitrocellulose membrane 

(Schleicher and Schuell, Keene, NH, USA)으로 

electroblotting에 의해 이시킨 후, 5% skim milk

를 함유한 PBS-T(0.1% Tween 20 in PBS)에 담구

어 상온에서 1시간 정도 incubation하여 비특이

인 단백질들에 한 blocking을 실시하고 PBS-T로 

15분 정도 세척하 다. 비된 membrane에 1차 

antibody를 처리하여 상온에서 2시간 이상 는 4 ℃

에서 over night 시킨 다음 PBS-T로 세척하고 처

리된 1차 antibody에 맞는 2차 antibody를 사용하

여 상온에서 1시간 정도 반응시켰다. 다시 PBS-T로 

세척하고 Enhanced Chemiluminoesence(ECL) 용액

(Amersham Life Science Corp., Arlington Heights, IL, 

USA)을 용시킨 다음 암실에서 X-ray film에 감

시켜 특정단백질의 양을 분석하 다.

8. 통계 처리

모든 실험결과는 평균±표 편차로 표시하 고 

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

을 이용하여 Student t-test를 이용하여 통계  유

의성을 얻었다.

Ⅲ. 결 과

1. MDA-MB-231 유방암세포의 증식에 미치는 XE의 

향

인체 유방암 MDA-MB-231 세포에서 XE 처리

에 의한 암세포 증식 억제 상을 조사하기 하

여 XE를 100~500 μg/ml 농도로 24, 48시간 동안 

처리한 후 MTT assay를 실시하 다. Fig. 1A에 보
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이는 바와 같이 XE를 200 μg/ml 48시간 처리군에

서부터 증식 억제 상이 나타나기 시작하여 XE 

처리 농도  시간이 증가됨에 따라 유방암 세포

의 증식억제 효과가 증가되는 것이 확인되었다. 특

히 48시간 동안의 400 μg/ml  500 μg/ml 처리군

에서는 각각 약 69%  83% 정도의 한 증식 

억제 효과를 확인 할 수 있었다. 

2. XE에 의한 MDA-MB-231 유방암세포의 apoptosis 

유발

XE 처리에 의한 MDA-MB-231 인체 유방암 세

포의 증식 억제가 apoptosis 유발과 연 성이 있는

지를 조사하기 하여 PI 염색을 이용하여 flow 

cytometry 분석을 실시한 결과, XE 24시간 처리군

에서는 apoptosis가 크게 증가 되지 않았지만, 48시

간 처리군에서는 XE 농도 증가됨에 따라 유방암 

세포의 apoptosis가 히 증가되는 것이 확인되

었다(Fig. 1B). 이상의 결과의 따라 XE 처리에 의한 

MDA-MB-231 인체 유방암 세포의 증식 억제는 

apoptosis 유발에 의한 것임을 확인 할 수 있었다.

    

Fig. 1. Effects of RVSE on the cell viability and apoptosis in MDA-MB-231 human breast cancer cells. 

The cells were seeded in 6-well plates at an initial density of 1x10
5 
cells per well and treated with the indicated 

concentrations of RVSE for 24 h and 48 h. (A) The cell viability was measured by the metabolic-bye-based 
MTT assay. (B) For the quantification of apoptosis level, cells were collected, stained with PI and analyzed by 
flow cytometry. The data shown are means±SD of three independent experiments. The statistical significance of 
the results was analyzed by Student’s t-test (*, p<0.05 vs. untreated control).

3. Bcl-2 family의 발   mitochondrial membrane 

potential(MMP)에 미치는 XE의 향

XE 처리에 의한 MDA-MB-231 인체 유방암 세

포의 증식 억제가 apoptosis 유발과 연 성이 있는 

것을 확인 하 기에, 이와 연 된 apoptosis의 기  

해석을 하여 apoptosis의 요 조 자로 알려진 

Bcl-2 family 단백질의 발 에 미치는 XE의 향

을 조사하 다. Fig. 2A에 나타낸 바와 같이, anti- 

apoptotic 단백질로 알려진 Bcl-2와 Bcl-XL에는 

XE의 처리가 크게 향을 미치지 않았지만, 표

인 pro-apoptotic 단백질인 Bax는 XE처리에 의해 증

가되는 것이 확인되었다. 뿐만 아니라 apoptosis 기

에서 내인  기 과 외인  기 의 연결 고리로 

작용하는 단백질인 Bid의 trucated 형태가 XE 500 

μg/ml 처리군에서 히 증가되는 것이 확인되었

다. 이러한 Bcl-2 family 단백질의 발  변화는 세포 

내 에 지 생성기 인 mitochondrial의 membrane 

potential 향을 미치게 되는데, 이에 따라 XE 처

리에 의한 mitochondrial membrane potential(MMP)

의 변화를 flow cytometry 분석해본 결과, Fig. 2B에

서 나타낸 바와 같이 XE 400 μg/ml  500 μg/ml 

처리 군에서 MMP가 각각 약 33%  81% 정도 

감소되는 것을 확인할 수 있었다. 
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Fig. 2. Effects of RVSE on the levels of Bcl-2 family proteins and MMP values in MDA-MB-231 human 
breast cancer cells.

(A) Cells were treated with the indicated concentrations of RVSE for 48 h. The cells were lysed and then equal 
amounts of cell lysates were separated on SDS-polyacrylamide gels and transferred to membranes. The membranes 
were probed with the indicated antibodies and the proteins were visualized using an ECL detection system. Actin 
was used as an internal control. (B) Cells grown under the same conditions as (A) were stained with JC-1 and 
incubated at 37 ℃ for 20 min. Mean JC-1 fluorescence intensity was determined using a flow cytometer. Data 
are reported as means±SD of three independent experiments. The statistical significance of the results was 
analyzed by Student’s t-test (*, p<0.05 vs. untreated control). 

4. PARP, Caspases의 발   활성에 미치는 XE의 

향

다음으로 apoptosis 유발에 있어서 요한 역할

을 하는 것으로 알려진 caspase-3, -8  -9의 발  

 활성에 미치는 XE의 향을 조사하 다. Fig. 

3A  B에 나타난 바와 같이 XE의 처리에 의하여 

initiator caspase로 알려진 caspase-9와 effector caspase

로 알려진 caspase-3의 활성형 단백질은 나타나지 

않았지만 체 단백질의 발 이 처리농도 의존

으로 히 감소되는 것으로 찰되었을 뿐만 아

니라 효소 활성 역시 증가되는 것이 확인되었다. 

caspase-3의 기질단백질로서 DNA repair와 genomic 

stability에 여하는 poly(ADP-ribose) polymerase 

(PARP)단백질의 단편화 상이 찰되었다. 뿐만 

아니라 다른 initiator caspase인 caspase-8 역시

도 XE 처리에 따라 발  감소와 효소활성 증가가 

확인되었으며, 이는 앞선 결과에서 tBid 증가와 

련성이 있을 것으로 사료된다. 이상의 결과에 따라 

XE에 의한 apoptosis 증가는 caspase 의존 이 경

로를 통해서 일어난다는 것을 확인 할 수 있었으

며, 이를 확인하기 해 pan-caspase 억제제로 알

려진 z-VAD-fmk 50 μg/ml 선 처리해 본 결과, 

XE 400 μg/ml에 의해 증가된 DNA 단편화와 세포

생존도 감소가 회복되는 것을 확인 할 수 있었다

(Fig. 4). 
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Fig. 3. Activation of caspases and degradation of PARP by RVSE in MDA-MB-231 human breast cancer cells.

(A) Cells were treated with the indicated concentrations of RVSE for 48 h. The cells were lysed and then equal 
amounts of cell lysates were separated on SDS-polyacrylamide gels and transferred to membranes. The membranes 
were probed with the indicated antibodies and the proteins were visualized using an ECL detection system. Actin 
was used as an internal control. (B) Cells grown under the same conditions as (A) were collected and lysed. In 
order to assay in vitro caspase activity, aliquots of cell lysate were incubated at 37 for 1 h with DEVD-pNA, 
IETD-pNA, and LEHD-pNA as substrates for caspase-3, -8, and -9, respectively. Released fluorescence products 
were measured. Each point represents the mean±SD of representative experiments performed at least three times. 
A Student’s t-test (*, p<0.05 vs. untreated control) was used for analysis of statistical significance of the results.

     

Fig. 4. Inhibition of RVSE-induced apoptotsis by pan-caspase inhibitor in MDA-MB-231 human breast 
cancer cells. 

(A) The cells were incubated with or without pan-caspase inhibitor, z-VAD-fmk (50 μM), for 1 h before treatment 
with RVSE for 48 h. The genomic DNA was extracted from cells and then electrophoresed on a 1.5% agarose 
gel, and visualized by EtBr staining. (B) The cells grown under the same conditions as (A) were evaluated for 
cell viability by MTT assay. Data are reported as means±SD of three independent experiments. For statistical 
analysis, t-test was performed (*, p<0.05 vs. sanguinarine treatment).
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5. PI3K/Akt 경로의 발 에 미치는 XE의 향

다음으로 세포 성장  암 발생에 있어 요한 

신호 달 경로로 알려진 PI3K/Akt 경로의 발 에 

미치는 XE에 향에 해 조사하 다. Fig. 5A  

B에 나타난 바와 같이 XE의 처리 농도와 시간이 

증가 할수록 Akt와 Akt의 활성형인 인산화된 Akt

의 발 이 억제 되는 것을 확인 할 수 있었다. 이

상의 결과에 따라 XE에 의한 apoptosis 증가에는 

PI3K/Akt 경로가 련한다는 것을 확인 할 수 있

었으며, 이를 다시 확인하기 해 PI3K 억제제로 

알려진 LY294002를 5~20 μM을 선 처리하여 본 

결과, XE 400 μg/ml 처리군에서 LY294002 농도 

증가에 따라 MMP의 감소와 DNA 단편화가 증가

되는 것이 확인 되었으며, 세포 생존도 역시 더욱 

감소되는 것을 확인 하 다(Fig. 6). 

Fig. 5. Inhibition of PI3K/Akt signal pathway by RVSE in MDA-MB-231 human breast cancer cells. 

(A and B) Cells were treated with RVSE for the indicated concentrations and times. Cellular proteins were 
analyzed by Western blotting to investigate thee expression and activation of Akt with the indicated antibodies. 
Actin was used as an internal control. 

Fig. 6. Involvement of the PI3K/Akt signal pathway in RVSE-induced apoptosis in MDA-MB-231 human 
breast cancer cells. 

(A) The cells were pre-treated with LY294002 (5~20 μM) for 1 h and then challenged with RVSE for 48 h. 
Mean JC-1 fluorescence intensity was determined using a flow cytometer. Data are reported as means±SD of 
three independent experiments. The statistical significance of the results was analyzed by Student’s t-test (*, 
p<0.05 vs. untreated control). (B and C) The cells were incubated with or without LY294002 (10 μM) for 1 h 
before challenge with 400 μg/ml of RVSE for 48 h. (B) For the analysis of DNA fragmentation, genomic DNA 
was extracted and analyzed on 1.2% agarose gels. (C) Cell viability was assessed by the MTT assay.
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Ⅳ. 고 찰

한의학에서 乾漆은 性味가 辛溫鹹하며 血分에 

작용하며 破血, 장의 積滯를 消散시켜 積聚, 癥

痂, 血  冷心痛 등에 활용된다
12
.

본 연구에서는 인체 유방암 세포주인 MDA- 

MB-231세포의 성장에 미치는 XE의 향과 apoptosis 

유발에 따른 항암효과  항암기 을 조사하 다. 

이를 하여 정상  XE가 함유된 배지에서 24  

48시간 동안 배양된 암세포들을 상으로 생존율 

 증식 억제 정도를 조사한 결과, 정상배지에서 

자란 세포와 비교해서 XE이 함유된 배지에서 자

란 MDA-MB-231 세포의 생존율 감소 상  증

식 억제 정도가 처리 농도  시간 의존 으로 증

가하는 것으로 나타났다(Fig. 1A). 이러한 생존율 

감소  증식 억제 상이 apoptosis 유발과 어떠

한 연 성이 있는지를 확인하기 하여 유세포분

석기를 이용하여 apoptosis 유발 세포군에 해당하

는 sub-G1기에 속하는 세포들의 빈도를 측정한 결

과, XE을 처리하지 않았을 경우에 비하여 XE 처

리 농도와 시간이 증가함 따라 sub-G1기에 해당하

는 세포가 하게 증가하 다(Fig. 1B). 이상의 

결과를 살펴보면 XE에 의한 MDA-MB-231 세포

의 생존율 감소와 증식 억제의 의한 항암 활성은 

apoptosis 유발과 한 련이 있는 것으로 사료

된다.

Apoptosis은 생물의 발생 단계 조 에서 뿐만 

아니라 항상성 유지에 요한 역할을 수행한다. 인

체 내에서 apoptosis의 교란은 암과 같은 여러 가

지 질환을 유발하는 것으로 알려져 있으며, 암세포

의 성장억제를 통한 암 치료 있어서 apoptosis의 유

발이 요한 표 으로 생각되어 진다
13
. Apoptosis를 

유발하는 경로는 크게 외인 인 요소에 의해 활성

화 되는 extrinsic pathway와 내인  요소에 의해 

활성화되는 intrinsic pathway로 구분되어지는데, 

extrinsic pathway는 DR4, DR5  Fas 등과 같은 

세포표면의 수용체에 TRAIL과 FasL 등과 같은 

리간드가 결합하여 caspase-8을 활성화시키게 되

고, 활성화된 caspase-8은 직 으로 caspase-3을 

활성시켜 apoptosis를 유발하는 것으로 알려져 있

다
14
. Intrinsic pathway의 경우에는 화학약물, UV, 

방사선들에 의해 세포의 손상을 유발함에 따라 미

토콘드리아의 기능 이상이 유발됨으로서 시작된다
15
. 

Intrinsic pathway는 Bcl-2 family 단백질들에 의해 

조 되는데, Bcl-2 family는 Bcl-2  Bcl-XL 등의 

anti-apoptotic 유 자와 Bax, Bak, Bad, Bim  

Bid 등의 pro-apoptotic 유 자로 구성되어 있으며, 

anti-apoptotic  pro-apoptotic 유 자들은 구조 

 비율에 따라 mitochondrial membrane potential

을 조 하는 것으로 알려져 있다
16
. 그리고 Bcl-2 

family  Bid는 extrinsic pathway와 intrinsic 

pathway의 상호작용을 매개하는 단백질로 활성화

된 caspase-8에 의해 잘리어져 tBid의 형태로 미토

콘드리아로 이동하여 intrinsic pathway를 활성화 

시킨다
17
. 본 연구에서는 XE 처리에 의해 유발된 

apoptosis에 어떠한 apoptosis pathway가 여하는

지 확인해 본 결과, XE 처리농도 증가함 따라서 

다른 Bcl-2 family은 크게 변화가 없었지만, Bid는 

XE 농도 의존 으로 감소되었으며, XE 500 ug/ml

농도에서 tBid 발  역시 히 증가 되었다(Fig. 

2A). 뿐만 아니라 mitochondrial membrane potential 

역시도 tBid의 발  패턴가 비슷하게 감소되는 것

을 확인할 수 있었다(Fig. 2B). 이상의 결과에 따

라서 XE에 의한 MDA-MB-231유방암세포의 세포

사멸은 extrinsic pathway와 intrinsic pathway의 상

호 작용에 의해 유발된다고 생각되어진다. 

다음으로 apoptosis유발에 결정 인 역할을 수행

하는 caspase는 initiator caspases  effector caspases

로 구분되어지는데 특히 effector caspase인 caspase-3

의 경우에는 extrinsic pathway에 의하여 활성화되는 

initiator caspases인 caspase-8과 intrinsic pathway에 

의하여 활성화되는 initiator caspases인 caspase-9에 

의하여 활성화되어 여러 종류의 기질 단백질들은 

분해함으로서 apoptosis를 유발하는 요한 유 자
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로 알려져 있다
18
. 활성화된 Caspase-3는 새포 항상성 

유지에 작용하는 PARP와 같은 기질단백질 cleavage 

시키거나 분해시켜 apoptosis 유발하는 것으로 알

려져 있다
19
. 따라서 본 연구에서는 XE에 의한 

apoptosis 유발에서 caspase경로의 련성을 조사한 

결과, XE처리에 의해 각 caspase의 활성형 단백질 

증가는 찰되지 않았지만 불활성형 단백질의 발

이 감소하는 것으로 확인 할 수 있었으며, 효소 

활성 역시도 증가되는 것을 확인하 다(Fig. 3). 뿐

만 아니라 caspase-3의 기질단백질인 PARP 단편

화가 XE농도 의존 으로 유발되는 것으로 확인할 

수 있었다(Fig. 3A). XE에 의한 apoptosis 증가가 

caspase 의존 이 경로를 통해서 일어난다는 것을 

확인하기 해 pan-caspase 억제제인 z-VAD-fmk를 

XE에 선처리해 본 결과, DNA 단편화와 세포생존도 

감소가 회복되는 것을 확인 할 수 있었다(Fig. 4). 

이상의 결과를 통해서 XE에 의한 MDA-MB-231 

유방암세포의 세포사멸은 caspase 경로에 의존 으

로 유발되는 것으로 사료되어진다.

PI3K/Akt 세포 신호 달계는 세포 생존과 성장

을 조 하는 세포 신호 달계로 암 발생과정에서 

비정상 으로 발 되어 세포 성장 련 유 자의 

발 을 진하는 반면에, apoptosis 유발 련 유

자는 억제하여 암세포의 무한증식을 유도한다고 알

려져 있다
2
. 이에 새롭게 개발되고 있는 많은 항암제

들의 요한 목표 유 자로 각 받고 있다
21
. 본 연

구에서는 XE에 의한 apoptosis 유발에서 PI3K/Akt 

세포신호 달계의 련성을 조사한 결과, XE를 시

간과 농도 의존 으로 처리하 을 때, Akt와 활성

화된 Akt인 pAkt의 발 이 감소하는 것으로 확인 

할 수 있었다(Fig. 5). 뿐만 아니라 PI3K/Akt 세포

신호 달계의 억제제인 LY294002를 XE와 같이 처

리시 MMP의 감소, DNA 단편화와 세포생존도 감

소가 증가되는 것으로 확인되었다(Fig. 6). 이상의 

결과를 통해서 XE에 의한 MDA-MB-231 유방암

세포의 세포사멸에 PI3K/Akt 세포신호 달계 

련된다는 것을 확인할 수 있었다.

이상의 결과를 종합해 보면 인체 유방암세포주

인 MDA-MB-231에 XE을 처리하 을 경우에 유

발되는 세포 생존율 감소와 증식억제의 항암활성

은 apoptosis 유발과 한 연 이 있으며, XE에 

의한 apoptosis 유발에는 Bid 단백질 조 을 통한 

미토콘드리아의 기능 이상과 caspase의 활성화와 

기질단백질들의 분해가 요한 역할을 하는 것으로 

조사되었다. 뿐만 아니라 세포의 생존의 요한 역

할을 수행하는 것으로 알려진 PI3K/Akt pathway

를 통해서 XE에 의한 apoptosis가 조  받는다는 

것을 확인하 다. 본 연구에서는 XE의 암세포 

apoptosis 유발을 통한 효과 인 천연물 항암제로

의 가능성을 제시하고 있으며, XE의 생화학  항

암기  해석을 이해하고 향후 지속 인 연구를 

한 귀 한 자료로 사용 될 것으로 생각된다.
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