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독소루비신에 의한 인간 위암 세포사멸에서 홍화의 시너지 효능 연구
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ABSTRACT

Objectives : This study is to investigate whether Carthami flos exhibits a synergistic effect on the apoptotic effect of 

doxorubicin on human gastric cancer cells.

Methods : We used AGS, a human gastric cancer cell line. To investigate the apoptotic efficacy of doxorubicin and 

Carthami flos, MTT and CCK-8 methods were used. To confirm apoptosis, cell cycle and mitochondrial membrane 

potential changes were confirmed. To investigate the mechanism of apoptosis, the reactive oxygen species (ROS) 

experiment was performed.

Results : 

 1. Doxorubicin or Carthami flos induced cell death in the human gastric cancer cell line AGS.

 2. Carthami flos showed a synergistic effect of cell death by doxorubicin.

 3. The cell cycle and mitochondrial membrane potential changes revealed that cell death was apoptosis.

 4. Apoptosis was related to reactive oxygen species (ROS) generation.

Conclusions : This result shows the anticancer synergistic effect of Carthami flos in gastric cancer cells, and is 

considered to be an important basis for the development of anticancer drugs for Carthami flos.

Key words : Carthami flos, Doxorubicin, Human Gastric Cancer Cell, Apoptosis.
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Ⅰ. 서론1)

  한약제제는 오랜기간 동안 암을 포함한 다양한 질환의 

예방과 치료에 사용되어왔다. 한약제제는 일반적으로 세

포독성이 낮고 화학 치료제와 시너지 효과를 나타낼 수 

있다1,2). 따라서 이들은 잠재적인 항암제일 뿐만 아니라 

다른 화학요법제와 함께 보조제로 사용될 수도 있다3,4).

  홍화는 다양한 활성 성분을 포함하는 국화과의 식물

이다5). 홍화는 항산화6), 항염7), 항균8) 활성 등 다양한 

생물학적 효과를 발휘하며, 급성 뇌경색9) 및 허혈성 뇌

졸중10)의 개선에 유익한 것으로 보고되고 있다. 또한 

면역 조절 기능 및 항암 효과를 보이는 다양한 증거도 

있다11,12). MCF-7 유방암 세포 증식 및 전이를 억제하

는 것으로 나타 났고13), 또한 세포주기 관련 유전자의 

발현 조절을 통해 인간 간암 SMMC-7721 세포의 증

식을 억제하는 것으로 밝혀 졌다14). 또한, 비소세포폐암

과 결장직장암에서도 세포 성장과 세포사멸에 영향을 

미치는 것으로 확인되었다15,16).

  세포사멸(apoptosis)은 프로그램된 세포사멸의 과정으

로 일반적으로 뚜렷한 형태학적 특성과 에너지 의존적 

생화학적 메커니즘을 특징으로 한다17). 세포사멸은 정

상적인 세포 회전율, 면역 체계의 적절한 발달 및 기능, 

호르몬 의존성 위축, 배아 발달 및 화학 물질에 의한 

세포사멸을 포함한 다양한 과정의 중요한 구성 요소로 

간주 된다17). 부적절한 세포사멸은 신경퇴행성 질환, 허

혈성 손상, 자가면역 장애 및 다양한 유형의 암을 포함

한 많은 질환을 일으키고, 세포의 삶이나 죽음을 조절

하는 능력은 엄청난 치료 잠재력으로 알려져 있다18). 

과거 연구를 보면 위암 세포주에서 독소루비신과 함께 

연합하여 시너지 효과를 보이는 물질들이 알려지고 있

다19,20). 본 연구에서는 홍화의 위암 세포주에서의 효능

을 확인하고 독소루비신에 의한 세포사멸에 홍화의 시

너지 효과를 확인하는 기초적 연구를 수행하였다. 

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 재료

 (1) 약재

  독소루비신은 Tocris Bioscience (Bristol, United Kingdom)

에서 구입하였고, 홍화 추출물은 한국생명공학연구원 

한국식물추출물은행(Plant Extract Bank; CA04-085 

(2nd))에서 구입한 알콜 추출물을 사용하였다. 그 외의 

모든 재료는 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)에

서 구입하였다. 

2. 방법

 (1) MTT 

(3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetraz

olium bromide) 분석

  인간 위암 세포는 AGS 세포주를 사용하였고, RPMI-1640 

배지(Gibco-BRL, St. Louis, MO, USA)를 사용하여 

세포를 키웠다. 12웰 플레이트에 3×105개의 세포 밀도

로 접종 후 MTT (100 μl) 분석을 사용하여 흡광도 

570 nm에서 세포사멸을 측정하였다. 

 (2) 세포 계수 키트-8 분석

  세포 계수 키트-8(CCK-8; Abbkine Co., Ltd., Hubei, 

China)를 사용하여 2시간 동안 배양한 후 450nm에서 

흡광도를 측정하였다.

 (3) 세포 주기(cell cycle) 측정

  AGS 세포를 에틸 알코올로 처리한 후 5분 동안 원

심분리하고 상층액을 버렸다. 세포 펠렛은 RNase를 포

함하는 propidium iodide (PI)로 염색하고 40분 동안 

어두운 곳에서 배양한다. 샘플은 형광 활성화 세포 분

류기를 사용하여 분석 (BD FACSCANTO II; BD 

Biosciences, Sunnyvale, CA, USA)하였다.

 (4) 미토콘드리아 막전압 변화 측정

  AGS 세포를 50nM tetramethylrhodamine methyl 

ester (TMRM; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

로 30분 동안 처리한 후 510 및 580 nm 방출 파장에

서 BD FACSCANTO II (BD Biosciences, Sunnyvale, 

CA, USA)를 사용하여 측정하였다.

 (5) 활성 산소종(Reactive Oxygen Species, ROS) 측정

  ROS 수준은 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate 

(DCF-DA; Molecular Probes, Eugene, OR, USA)로 
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측정하였다. 형광은 488/525 nm의 파장으로 BD 

FACSCANTO II (BD Biosciences, Sunnyvale, CA, 

USA)로 측정하였다.

 (4) 통계 분석

  실험성적은 평균±표준편차(mean ± SEM)로 나타내

었으며, 결과의 차이를 검정할 때에는 Student's t-test 

또는 one-way ANOVA로 검정하여 p 값이 0.05 미만

일 때 유의한 차이가 있는 것으로 판정하였다.

Ⅲ. 결과 

1. 인간 위암 세포에서 독소루비신과 홍화의 세포 사멸

효능 확인

  인간 위암 세포에서 독소루비신의 세포사멸 효능을 

MTT 방법을 통해서 확인해 보았다. 독소루비신 0.5-50 

μM에 의해서 세포가 농도 의존적으로 사멸함을 알 수 

있었다(Fig. 1A). 독소루비신의 항암 효능에 홍화의 시

너지 효능을 확인하기 위해서 먼저 홍화에 의한 위암 

세포 사멸 효능을 확인해 보았다. 홍화 50-400 μg/ml

에 의해서 세포가 농도 의존적으로 사멸함을 알 수 있

었다(Fig. 1B). 독소루비신에 의한 세포 생존 정도는 

0.5 μM에서는 60.9±4.2% (P＜0.001), 1 μM에서는 

39.7±3.3% (P＜0.0001), 5 μM에서는 28.1±2.5% (P

＜0.0001), 10 μM에서는 18.4±2.3% (P＜0.0001), 50 

μM에서는 15.2±1.8% (P＜0.0001)이다. 홍화에 의한 

세포 생존 정도는 50 μg/ml에서는 91.1±1.7% (P

＜0.01), 100 μg/ml에서는 80.5±2.0% (P＜0.0001), 

200 μg/ml에서는 69.3±1.9% (P＜0.0001), 300 μ

g/ml에서는 59.3±3.0% (P＜0.0001), 400 μg/ml에서

는 39.8±3.8% (P＜0.0001)를 나타내었다(Fig. 1A와 

1B). 

Fig. 1. DOX or Carthami flos reduces human gastric cancer cell viability after 24 h. (A) DOX or (B) Carthami 

flos reduces AGS cell viability dose-dependently. Results are presented as the mean ± SEM. **p<0.01. 

***p<0.001. ****p<0.0001. DOX, Doxorubicin.

2. 인간 위암 세포에서 독소루비신에 의한 세포사멸 효

능에서 홍화의 시너지 효능 확인

  독소루비신에 의한 인간 위암 세포사멸 효능에 홍화

의 시너지 효능을 확인해 보았다. 독소루비신 0.5 μM

와 홍화 100 μg/ml을 사용하였다. MTT 방법을 사용

해 확인해 보니 독소루비신에 홍화를 함께 투여하면 세

포사멸 효능이 증가하는 걸 확인할 수 있었다. 독소루

비신에 의한 세포 생존은 59.9±3.7% 이지만 홍화를 

함께 투여하면 세포 생존은 41.1±2.1% (P＜0.01) 이었

다(Fig. 2A). 같은 실험을 cell counting kit 방법을 이

용해서 확인해 보았다. 독소루비신 0.5에 의한 세포 생

존은 52.7±6.6% 이지만 홍화를 함께 투여하면 세포 

생존은 39.1±2.7% (P＜0.001)이었다. cell counting kit 

방법을 통해서도 독소루비신과 홍화의 시너지 세포사멸 

효능을 확인 할 수 있었다(Fig. 2B). 
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Fig. 2. Synergistic efficacy of Carthami flos in cell death of human gastric cancer cells by DOX. (A) MTT and 

(B) cell counting kit-8 assays showed that DOX and Carthami flos showed a synergistic effect of cell 

death on human gastric cancer cells. Results are presented as the mean ± SEM. **p<0.01. 

***p<0.001. ****p<0.0001. DOX, Doxorubicin. 

3. 세포주기 분석을 통한 세포사멸 기전 확인 

  세포주기 분석에 의한 세포사멸 유도를 확인하기 위

해 독소루비신과 홍화에 의한 sub G1 비율의 변화를 

확인하였다. 독소루비신 단독에 의해서는 8.1±1.1% 만

큼 증가하였고, 홍화 단독에 의해서는 7.9±1.1% 만큼 

증가하였다. 하지만 독소루비신과 홍화를 함께 투여하

면 14.9±2.9% (P＜0.05) 만큼 증가하였다(Fig. 3). 독

소루비신 단독보다 홍화와 함께 투여하면 세포사멸 효

능이 증가하는 걸 확인 할 수 있었다. 

Fig. 3. Synergistic efficacy of Carthami flos in apoptosis of human gastric cancer cells by DOX in the sub-G1 

phase. (A) Flow cytometric analysis showed that sub G1 cell cycle increased. (B) sub-G1 fractions are 

expressed. Results are presented as the mean ± SEM. *p<0.05. DOX, Doxorubicin.

4. 미토콘드리아 막전압 분석을 통한 세포사멸 기전 확인 

  미토콘드리아 막전압 분석에 의한 세포사멸 유도를 

확인하기 위해 독소루비신과 홍화에 의한 막전압 변화

를 TMRM를 통해서 확인하였다. 독소루비신 단독에 

의해서는 119.8±4.6% (P＜0.001) 만큼 증가하였고, 홍

화 단독에 의해서는 43.5±3.8% (P＜0.0001)로 감소하
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였다. 또한 독소루비신과 홍화를 함께 투여하면 

56.9±3.8% (P＜0.0001)을 보였다(Fig. 4). 독소루비신 

단독보다 홍화와 함께 투여하면 미토콘드리아 막전압 

변화가 크게 변하는 걸 확인 할 수 있었다. 

Fig. 4. Synergistic efficacy of Carthami flos in apoptosis of human gastric cancer cells by DOX in the 

depolarization of the mitochondrial membrane. (A) Fluorescence of mitochondrial membrane 

depolarization measured using FACS analysis. (B) Relative mitochondrial TMRM fluorescence levels. 

Results are presented as the mean ± SEM. ***p<0.001. ****p<0.0001. DOX, Doxorubicin.

5. 세포 내 ROS 생성 조절을 통한 세포사멸 기전 확인

  ROS는 또한 세포사멸에서 중요한 역할을 하기 때문

에 독소루비신과 홍화에 의한 세포사멸에 ROS 관련성

을 확인하였다. 세포 분석 결과 독소루비신이 ROS 수

준을 증가시키지만 홍화와 함께 투여시 ROS발생이 더 

증가하는 것으로 나타났다(Fig. 5). 독소루비신 단독 처

리시는 117.4±10.2%를 나타냈으며, 홍화 단독 처리시

는 193.7±12.1% (P＜0.0001), 독소루비신과 홍화를 함

께 투여시는 194.9±10.9% (P＜0.0001)를 나타냈다

(Fig. 5).

 

Fig. 5. Both DOX and Carthami flos increase ROS levels in human gastric cancer cells. (A) ROS levels 

measured with DCF-DA. (B) ROS productions are expressed. Results are presented as the mean ± 

SEM. ****p<0.0001. DOX, Doxorubicin.
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Ⅳ. 고찰

  수년 동안 한약제제는 사용되어 왔으며 여전히 많은 

나라에서 의학적 치료의 주요 원천으로 사용되고 있다
21). 한약제제를 포함한 식물은 천연 방부제 특성으로 

인해 의학에서 오랜기간 사용되어 왔고 암을 포함한 질

병에 대한 잠재적인 나노물질 기반 약물의 제조를 위한 

한약제제 추출물의 잠재적 특성 및 용도를 조사하는 것

으로 발전 했다21,22). 많은 한약제제들이 이미 암의 발병

을 치료하거나 예방한다. 여러 연구자들은 한약제제에 

사용된 식물에 많은 초점을 두고 항암 특성을 입증한 

식물 종을 확인 했다23,24). 

  홍화는 골다공증 유도 난소 절제술 쥐의 개선과 에스

트로겐 결핍 유도 골 손실을 보호하는 역할을 하는 것

으로 보고되었고25,26), 고콜레스테롤 식이를 섭취한 쥐의 

혈장과 간 지질을 낮추는 효능을 가지고 있다27). 또 항

암 활성에서 홍화는 MCF-7 인간 유방암 세포, 

HepG-2 인간 간세포 암종 세포 및 Hela 인간 자궁경

부 선암종 세포에서 암세포 증식을 억제하는 것으로 보

고 되었다28). 그러나 홍화의 암세포 증식을 억제하는 

메커니즘은 여전히 확실하지 않다.

  독소루비신은 널리 사용되는 항암제이다. 그러나 독

소루비신 적용의 한계는 약물 내성 및 관련 심장 독성 

효과 때문이다29). 독소루비신은 p-glycoprotein이라고도 

하는 multi-drug resistance 1 (MDR1) 유전자를 상향 

조절하여 약물 내성을 유도하고, 또한 독소루비신의 장

기간 사용과 심장 독성 사이의 강력한 연관성을 보여 

주었다30,31). 따라서 독소루비신은 오랜기간 많은 양을 

사용할 수가 없다. 본 연구에서는 홍화에 의한 독소루

비신의 항암 시너지 효능을 확인하였다. 독소루비신과 

홍화 각각 세포사멸의 효능은 있지만 독소루비신 단독 

투여 보다는 홍화와 함께 투여하였을 때 시너지 효능의 

세포사멸이 나타남을 확인하였다. 

  세포사멸은 발달과 노화 그리고 조직의 세포 집단을 

유지하기 위한 항상성 기전으로 정상적으로 발생 된다. 

또한 면역 반응에서 세포가 질병이나 유해 물질에 의해 

손상될 때와 같은 방어 메커니즘으로 발생 한다32). 세

포사멸을 유발할 수 있는 생리학적 및 병리학적 다양한 

자극과 조건이 있지만 모든 세포가 동일한 자극에 반응

하여 반드시 죽는 것은 아니다. 암 화학 요법에 사용되

는 방사선이나 약물은 일부 세포에서 DNA 손상을 일

으키며, 이는 p53 의존성 경로를 통해 세포사멸을 유발

할 수있다17). 코르티코스테로이드와 같은 일부 호르몬

은 일부 세포에서 세포사멸을 유발할 수 있지만 다른 

세포는 영향을 받지 않거나 자극만 받기도 한다17). 세

포사멸 경로는 수많은 항암 치료의 핵심 표적이다33). 

Bcl-2 계열의 단백질은 세포사멸 관련 단백질로, Bcl-2 

및 Bcl-xl은 생존 세포 신호 전달을 매개하는 반면 

Bax와 Bad는 세포사멸 유도제로 작용 한다34). 앞으로 

Bcl-2 계열 단백질의 관련성에 대한 다양한 연구를 진

행할 예정이다. 본 연구 결과를 바탕으로 한의학에서 

사용하는 홍화의 항암 효능에 대한 적응증을 확대 시킬 

수 있는 좋은 자료가 될 수 있을 것으로 생각된다.
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