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Although two-dimensional (2D) monolayer cell culture models are still widely used as the optimal 
models for anticancer activity research, three-dimensional (3D) multicellular tumor spheroid (3D MTS) 
models that can better approximate the tumor environment can offer an alternative to bridge the gap 
between in vitro and animal model studies. Isoalantolactone is among the sesquiterpene lactones found 
in medicinal plants, including the roots of Elecampane (Inula helenium L.), and is known to have 
various pharmacological activities, including anticancer activity. In this study, we investigated whether 
the anticancer activity of isoalantolactone observed in 2D models could be reproduced in a 3D MTS 
model derived from human hepatocellular carcinoma (HCC) Hep3B cells. According to our results, 
isoalantolactone inhibited the formation of MTSs in a manner dependent on the treatment concentration, 
which was accompanied by an increase in reactive oxygen species (ROS) generation. In particular, 
as isoalantolactone treatment and the culture time increased, the area of proliferating cells was replaced 
by cells in which apoptosis was induced. Additionally, in MTSs, isoalantolactone increased the ex-
pression of death-receptor-related proteins and the activity of caspase-3, and it decreased the expression 
of the Bax/Bcl-2 expression ratio and total poly(ADP-ribose) polymerase. However, when the pro-
duction of ROS was artificially blocked, all these changes caused by isoalantolactone were attenuated 
and the cell survival rate of MTS cells was restored. Therefore, the results of this study suggest 
that the induction of apoptosis in Hep3B cell-derived MTSs by isoalantolactone is achieved through 
the activation of extrinsic and intrinsic pathways and is ROS-dependent.
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서 론

주로 개발도상국에서 흔히 진단되는 것으로 알려진 간

암은 일부 유럽 국가와 미국을 비롯한 많은 국가에서 발

생률이 증가하고 있다[33, 43]. 원발성 간암(primary liver 

cancer)의 가장 흔한 유형인 간세포암종(hepatocellular car-
cinoma, HCC)은 일반적으로 만성적으로 손상된 간 조직

에서 발생하며 사망률과 이환율이 매우 높다[4, 34]. 간세

포암 발병의 주요 병인 인자로는 바이러스 간염(viral hep-
atitis), 알코올성 및 비알코올성 간질환(alcoholic and non- 
alcoholic liver disease), 간지방간염(hepatic steatohepatitis) 
및 기타 독성 화학물질 등이 포함된다. 현재 간세포암종

의 임상 치료로는 수술적 절제, 방사선치료, 화학요법 등

이 적용되고 있으나 화학적 약물치료는 낮은 반응률과 

약물 내성, 심각한 부작용을 유발할 수 있다[6, 18]. 따라서 

간세포암종의 발생과 진행, 예후를 조절할 수 있는 새로

운 전략이 절실히 필요하며, 많은 연구자들은 천연화합물

로부터 간세포암종을 치료할 수 있는 효과적인 항암제를 
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찾는 방법을 모색해 오고 있다.
항암 활성을 가지는 천연물 중, 락톤 고리(lactone ring)

를 포함하는 크고 다양한 sesquiterpene lactone 계열에 속

하는 isoalantolactone은 한약재로 널리 사용 중인 목향(木
香: Elecampane, Inula helenium L.)을 포함한 다양한 약용 

식물에 함유된 주요 활성 성분 중 하나로서 다양한 약리 

활성을 나타내는 것으로 보고되고 있다[41]. Isoalantolac-
tone은 또한 여러 유형의 암세포에서 세포사멸(apoptosis), 
세포주기 정지(cell cycle arrest) 및 자가포식(autophagy) 등
을 유도하여 항암 활성을 발휘하는 것으로 밝혀지고 있

다. 특히 인간 췌장암 세포에서 활성산소종(reactive oxy-
gen species, ROS)이 isoalantolactone에 의한 암세포의 세포

사멸 유도에는 핵심적인 역할을 하였음을 Khan 등[16]에 

의해 보고된 이후, 다양한 암세포에서도 유사한 결과들이 

보고되었다[2, 5, 8, 14, 15, 21, 32, 39]. Hepa1c1c7 및 

BPRc1와 같은 간암세포에서 isoalantolactone의 항암 활성

이 있을 가능성이 Lim 등[22]에 의해 처음 제시되었으며, 
HepG2 간암세포에서 isoalantolactone에 의한 세포사멸 유

도가 caspase-의존적이면서 ROS의 유도를 통해 이루어 짐

이 Wu 등[39]에 의해 보고되었다. 본 연구실에서도 HCC 
Hep3B 세포에서 ROS 의존적 c-Jun N-terminal kinase (JNK) 
경로의 활성을 통해 isoalantolactone이 세포사멸을 유도하

였음을 보고한 바 있다[17]. 
In vitro 2차원 단층 배양 기반 모델(two-dimensional (2D) 

monolayer culture-based model)은 현재까지 다양한 전임상 

항암 약물의 효능 평가에 광범위하게 사용되고 있지만, 
종양의 자연적 구조, 세포 간 상호 작용 또는 생체 내 종양 

덩어리의 미세 환경을 적절하게 재현하지 못한다는 한계

점을 가지고 있다[1, 13]. 실제로 이 모델에서 얻은 결과는 

때때로 생체 내 효능을 예측하지 못했으며 생체 내 분석 

결과와 일치하지 않는 경우가 많았다[11, 12]. 이를 극복하

기 위하여 3차원 다세포 종양 spheroid 모델(three-dimen-
sional (3D) multicellular tumor spheroid, 3D MTS)은 2D 모
델의 한계를 극복하기 위한 대안으로 대두되고 있다. 이 

모델의 장점은 원래의 종양 조직과 유사하게 생체 내 종

양 조직의 복잡한 조직을 모방할 수 있는 잠재력을 가지

고 있기 때문이다[3, 27]. 특히 항암 활성의 평가에서 3D 
MTS 모델은 생체 내 이종이식 모델(in vivo xenograft mod-
el)과 2D 모델의 중간 평가 모델로서 유용성이 매우 크다

[27, 29]. 따라서 본 연구에서는 HCC Hep3B 세포에서 유래

된 3D MTS 모델에서 2D 모델에서 관찰된 isoalantolactone
의 항암 활성이 재현될 수 있는지를 조사하였다.

재료 및 방법

세포배양 및 세포 생존율 분석

본 연구에 사용한 HCC Hep3B 세포(American Type Cul-

ture Collection, Manassas, VA, USA)는 선행 방법에 준하여 

10%의 fetal bovine serum (WelGENE Inc., Gyeongsan, 
Republic of Korea)과 항생제(antibiotic mixtures)가 함유된 

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (WelGENE Inc.)을 이

용하여 37°C 및 5% CO2의 조건에서 배양하였다[17]. 
Isoalantolactone (Purity 99.99%, Fig. 1A)은 Sigma-Aldrich 
Chemical Co. (St. Louis, MO, USA)에서 구입하였으며, di-
methyl sulfoxide (Sigma-Aldrich Chemical Co.)에 용해시켜 

20 mM의 stock solution을 만들었으며, 배지에 적정 농도

로 희석하여 세포에 처리하였다. 다양한 농도의 iso-
alantolactone이 48시간 동안 처리된 Hep3B 세포의 세포 

생존율을 분석하기 위해서는 Cell Counting Kit 8 (CCK-8, 
Abcam, Inc., Cambridge, UK)을 이용하였다. 이를 위하여 

처리가 끝난 세포를 phosphate-buffered saline (PBS)으로 

수세 후 trypsin (Sigma-Aldrich Chemical Co.) 처리로 수확

하고, 계수하고, 96-well plate (5×103 세포/well)에 plating하
였다. 이후 제조사가 제시한 실험 방법에 따라 microplate 
reader (VERSA Max, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, 
USA)를 사용하여 450 nm에서 흡광도를 측정하였으며 대

조군 대비 흡광도의 변화를 세포 생존율로 제시하였다.

세포사멸 평가를 위한 유세포분석

Propidium iodide (PI, Thermo Fisher Scientific, Waltham, 
MA, USA) 염색 및 Fluorescein Isothiocyanate-Annexin V 
Apoptosis Detection Kit (Becton Dickinson, San Jose, CA, 
USA)를 사용하여 isoalantolactone이 처리된 Hep3B 세포의 

세포사멸 유도 정도를 정량적으로 분석하였다[30]. 이를 

위하여 10 μM의 isoalantolactone이 포함되었거나 포함되

지 않은 배지에서 48시간 동안 배양된 세포를 모아 PBS로 

세척 후 제조사의 지침에 따라 PI 단독 또는 annexin V/PI
로 이중 염색을 하였다. 유세포 분석기(Becton Dickinson)
를 사용하여 PI로 염색된 세포는 세포사멸 지표인 sub-G1
기에 속하는 세포의 빈도 산출에 사용하였고, annexin V/PI
로 염색한 세포는 annexin V-양성 세포(annexin V-positive 
cells)를 세포사멸 유도 집단으로 설정하기 위해 사용하였

다. 아울러 다양한 조건에서 형성된 Hep3B-3D spheroid를 

구성하고 있는 각 세포의 세포사멸 수준을 정량화하기 

위하여 배양 6일째, 선행 방법에 준하여 상등액 배지를 

제거하고 0.05% trypsin이 함유된 ethylene-diamine-tetra-
acetic acid (EDTA, Thermo Fisher Scientific)로 10분간 반응

시켜 spheroid를 단일 세포들로 해리시켰다[9]. 해리된 세

포들을 annexin V/PI로 이중 염색 후 유세포 분석기를 이

용하여 세포사멸 유도 정도를 측정하였다.

Spheroid 형성

Hep3B 세포를 이용한 3D MTS 모델을 구축하기 위하여 

Corning® 96-well spheroid microplate (Corning Inc., Corning, 
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Fig. 1. Inhibition of proliferation and induction of apoptosis by isoalantolactone in Hep3B cells. (A) Chemical structure of 
isoalantolactone. (B-F) Cells were cultured in medium containing the indicated concentrations of isoalantolactone (IATL) 
for 48 hr. (B) After isoalantolactone treatment, cell viability was measured by the CCK-8 assay. (C-F) Quantitative 
analysis of isoalantolactone-induced apoptosis was performed by flow cytometry using PI and annexin V/PI staining. 
(C and E) Representative profiles of flow cytometry results are presented. (D and F) The frequencies of apoptotic cells 
were expressed as percentages of cells in sub-G1 phase (D) and annexin V-positive cells (F). (B, D and F) Data were 
expressed as the mean ± SD (*p<0.05 and ***p<0.001 compared to untreated cells).

NY, USA)에 제조사의 방법에 준하여 Hep3B 세포(7×103 
cells/well)를 부착시키고 37°C 및 5% CO2의 조건에서 3일 

동안 배양하였다. 이후 3D spheroid의 형성 과정을 관찰하

기 위하여 24시간 간격으로 6일 동안 위상차 현미경(Carl 
Zeiss, Oberkochen, Germany) 하에서 이미지를 획득하였으

며, spheroid의 크기는 Image J software (version 1.52a; NIH, 
Bethesda, MD, USA)를 사용하여 계산하였다[17]. Spheroid 
배양 과정에서 2일마다 새로운 배지를 교체해 주었으며, 
spheroid 형성에 미치는 isoalantolactone의 영향 및 ROS의 

역할을 조사하기 위해서는 제시한 농도의 isoalantolactone
을 단독 또는 ROS 생성 저해제인 N-acetyl-l-cysteine 
(NAC, Sigma-Aldrich Chemical Co.)이 함께 함유된 배지로 

교체하였다. 

Spheroid에서 세포사멸 유도의 검출

Isoalantolactone에 의한 3D spheroid 형성 손상이 세포사

멸 유도와 연관이 있는지를 조사하기 위하여 단편화된 

chromatin DNA를 말단을 인식하는 terminal deoxynucleo-
tidyl transferase dUTP nick end labeling (TUNEL) apoptosis 
detection kit (Promega Co., Madison, WI, USA)를 사용하였

다. 이를 위하여 6일째에 다양한 조건에서 형성된 spheroid
를 제조사의 방법에 따라 -20°C에서 10분 동안 methanol로 

고정하고 PBS로 세척 후 kit에 함유된 glycol과 resin으로 

구성된 잘 알려진 수용성 화합물(Tissue-Tek OCT)에 em-

bedding하였다. 이어서 Cryostat (Leica CM1900, Leica, 
Wetzlar, Germany)을 사용하여 얻은 spheroid 절편을 세척

하고 Triton X-100 (Thermo Fisher Scientific)이 함유된 PBS
에 투과시켰다. 다시 절편을 PBS로 세척하고 TUNEL 키
트 제조사의 실험 방법에 따라 반응시킨 후 핵의 위치를 

PI로 염색하고 형광현미경(Carl Zeiss) 하에서 형광 강도를 

관찰하였다[17].

Spheroid에서 ROS 생성의 검출

상기와 같은 조건에서 형성된 3D spheroid에서 생성된 

ROS의 수준을 비교하기 위해 정상 또는 isoalantolactone이 

함유된 배지에서 형성된 spheroid를 10 μM 2’,7’-dichloro-
fluorescein-diacetate (DCF-DA, Invitrogen, Carlsbad, CA, 
USA)로 37°C에서 20분간 반응시키고 실온에서 3.7% par-
aformaldehyde (Sigma-Aldrich Chemical Co.)로 고정시켰

다. 고정된 spheroid를 다시 PBS로 세척 후 세포 내 DCF- 
DA 형광 강도의 이미지를 형광현미경으로 관찰하였다

[17]. 또한, spheroid에서 분리된 세포들을 DCF-DA로 염색 

후 DCF 형광 신호를 유세포 분석법으로 정량화하였다.

Spheroid에서 단백질 발현의 검출

NAC가 있거나 없는 조건에서 형성된 3D spheroid를 수

집하고 PBS로 세척 후 protease inhibitor cocktails가 함유된 

NP-40 Protein Detergent (Thermo Fisher Scientific)를 사용
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하여 세포 용해물을 획득하였다[35]. 세포 용해물의 단백

질 농도를 Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad, Hercules, CA, 
USA)를 이용하여 측정 후, 동량의 총 단백질을 sodium 
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel에서 전기영동으로 분리

하고 Immobilon®-P polyvinylidene fluoride membrane (Merck 
Millipore, Billerica, MA, USA)으로 전이시켰다. 이어서 

membrane에 검출 대상 단백질의 항체 및 horseradish per-
oxidase-conjugated 2차 항체와 반응시키고 SuperSignal 
West Pico PLUS (Thermo Fisher Scientific) 및 Fusion Solo 
S Image system (Vilber Lourmat, Torcy, France)을 이용하여 

해당 단백질의 발현을 가시화시켰다. 본 연구에 사용된 

항체는 Cell Signaling Technology (Beverly, MA, USA), 
Abcam, Inc. 및 Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, 
CA, USA)에서 구입하였다.

Spheroid에서 caspase-3 활성의 측정

Caspase-3 Colorimetric Assay Kit (R&D Systems, Min-
neapolis, MN, USA)를 사용하여 NAC가 있거나 없는 조건

에서 형성된 3D spheroid의 caspase-3 활성을 측정하였다. 
이를 위하여 처리가 끝난 spheroid를 상기와 같은 방법으

로 해리시킨 후 제조사의 지시에 따라, caspase-3의 기질인 

colorimetric substrate (N-acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-p-nitro-
anilide, DEVD-pNA)와 반응시킨 후 생성된 pNA를 micro-
plate reader를 사용하여 485/530 nm의 흡광도에서 판독하

였다. 각 처리군의 caspase-3 활성은 대조군의 흡광도에 

대한 상대 값으로 제시하였다.

통계 분석

실험 결과의 통계 분석을 위해 GraphPad Prism Statisti-
cal Software (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA)를 

사용하였다. 모든 실험값은 평균±표준편차(standard devi-
ation, SD)로 표현하였다. 통계 분석을 위해 one-way analy-
sis of variance와 Tukey’s post-test를 사용하여 그룹 간의 

차이를 조사하였으며, p-value가 0.05 미만의 경우 통계적

으로 유의한 차이가 있는 것으로 간주하였다.

결과 및 고찰

Isoalantolactone에 의한 Hep3B 세포의 증식 억제 및 세

포사멸 유도

Hep3B 세포의 증식에 미치는 isoalantolactone의 영향을 

조사하기 위하여 다양한 농도의 isoalantolactone이 있거나 

없는 배지에서 48시간 배양된 Hep3B 세포를 모아 CCK-8 
분석을 수행하였다. Fig. 1B의 결과에서 알 수 있듯이 iso-
alantolactone의 처리 농도가 증가할수록 처리 농도 의존적

으로 Hep3B 세포의 생존율이 유의적으로 억제되었으며 

이러한 경향성은 MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-di-

phenyltetrazolium bromide) 분석에 의한 선행 연구 결과와 

유사하였다[17]. 그리고 감수성에 대한 약간의 차이는 있

었지만, 난소암세포, 담낭암세포, 자궁내막암세포, 대장

암세포 등을 포함한 다양한 암세포에서의 결과와 유사하

였다[14, 20, 25, 40]. 
선행 연구에서 밝혀진 바와 같이 isoalantolactone에 의

한 암세포의 증식 억제는 세포사멸과 밀접한 연관성을 

가지기 때문에 본 연구에서도 이를 확인하였다. Fig. 1C의 

세포주기 분석에 의한 결과에 따르면, 세포사멸이 일어난 

세포 집단에 해당하는 sub-G1기에 속하는 세포가 10 μM
의 isoalantolactone 처리군에서 대조군에 비하여 약 24배 

증가하였다. 그리고 초기 및 후기 세포사멸 유도 집단으

로 인식되는 annexin V-양성 세포의 빈도 또한 대조군에 

비하여 약 16배 이상 증가하였다. 이러한 결과들은 선행 

연구에서 나타난 결과에서와 유사하게[5, 8, 14, 17, 20, 
21, 24, 32, 39, 40] isoalantolactone에 의한 세포 생존율의 

억제는 세포사멸에 따른 결과임을 의미한다. 

Isoalantolactone에 의한 3D spheroid의 형성 억제 및

세포사멸 유도

3D MTS 모델을 이용한 isoalantolactone의 항암 활성을 

조사하기 위하여 Hep3B 세포에서 파생된 종양 spheroid의 

형성에 미치는 isoalantolactone의 영향을 조사하였다. 이
를 위하여 다양한 농도의 isoalantolactone이 처리된 배지

에서 6일 동안 자란 spheroid의 부피 변화를 조사하였으며, 
정상 배지에서의 spheroid의 형성 과정은 Phung 등[31]에 

의한 결과와 유사하였다. 그리고, Fig. 2A 및 B의 결과에

서 알 수 있듯이, 정상 배지에서 자란 spheroid와 비교하여 

최고 5 μM의 isoalantolactone이 처리된 spheroid에서는 3일
째까지 대조군의 형태 및 부피와 유사하였다. 그러나 배

양 4일째부터 부피 감소가 되기 시작하여 5일 및 6일 배양

된 spheroid에서는 유의적인 부피 성장의 감소가 관찰되었

다. 특히 전형적인 종양 3D MTS 모델에서 관찰되는 조밀

하게 포장된 증식성 세포(proliferating cells) 영역[7, 37]이 

5 μM의 isoalantolactone이 처리된 spheroid에서 4일째 이후 

거의 사라졌다. Murad 등[28]은 HCC 세포에서 유래한 3D 
spheroid에서 관찰되는 이러한 변화를 spheroid의 구조적 

분열(mechanochemical disruption)에 따른 비종양형 표현형

(non-tumorigenic phenotype)으로 변환되어 생체 내에서 종

양이 퇴행하는 과정이라고 정의한 바 있다. 
Isoalantolactone에 의한 이러한 spheroid의 구조적 붕괴

가 세포사멸 유도와 관련이 있는지를 세포사멸의 마지막 

단계에서 DNA 단편화를 검출하는 TUNEL 분석법[26]으
로 조사하였다. Fig. 2C에 제시한 결과처럼, 정상 배지에

서 형성된 spheroid에서 핵의 위치를 나타내는 PI 염색은 

spheroid 전체에 광범위하게 염색이 되었으며, TUNEL 형
광 강도는 매우 낮았으나, 5 μM의 isoalantolactone이 처리
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Fig. 2. Inhibition of formation, induction of apoptosis, and generation of ROS by isoalantolactone in MTSs derived from Hep3B 
cells. Spheroids were formed for 3 days and treated with the indicated concentrations of isoalantolactone for 6 days. 
(A) Images of representative spheroids obtained by a phase-contrast microscopy at each indicated time were presented. 
(B) Spheroid size was calculated using Image J software. Data were expressed as the mean ± SD (**p<0.01 and ***p<0.001 
compared to untreated spheroids). (C and D) Spheroids were stained with PI and TUNEL apoptosis detection kit (C) 
or DCF-DA (D) and Representative fluorescence images were acquired under a fluorescence microscope.

된 spheroid에서 TUNEL 형광 강도는 주로 증식성 세포 

영역에서 강하게 발현되었으며 괴사 영역(necrotic core)에
서는 상대적으로 매우 약하게 검출되었다. 아울러 ROS의 

생성 정도를 조사한 결과에서(Fig. 2D) ROS 생성 지표인 

DCF 형광 강도가 대조군에 비하여 isoalantolactone이 처리

된 spheroid에서 전체적으로 높게 관찰되었다. 이들 결과

는 선행 연구들의 결과와 유사하게[5, 8, 14, 17, 21, 24, 
39, 44] isoalantolactone에 의한 세포사멸 유도에 ROS 생성

이 관여함을 의미한다. 

Isoalantolactone에 의한 3D spheroid의 형성 억제에 미

치는 ROS의 영향

다음은 isoalantolactone에 의한 3D spheroid 세포사멸 유

도에 미치는 ROS의 역할을 확인하기 위하여 ROS 생성 

억제제인 NAC가 isoalantolactone에 의한 spheroid 형성 억

제에 미치는 영향을 조사하였다. Fig. 3A 및 3B의 결과는 

spheroid 형성에서 각 시기별 spheroid 모양 및 부피 변화의 

결과를 제시한 것으로서, NAC 단독 처리군에서는 sphe-
roid 형성과 부피 변화에 유의적인 변화가 없었지만, iso-
alantolactone에 의한 spheroid 형성 붕괴는 NAC가 존재할 

경우 현저하게 억제되었다. 특히 NAC가 존재하는 경우, 
isoalantolactone에 의해 사라진 증식성 세포 영역이 대조

군 spheroid에서처럼 온전한 모양이 유지되면서 전체적인 

모양 및 부피가 대조군 세포와 유사하였다. 아울러 증식

성 세포 영역 부분에서 강하게 발현하였던 TUNEL 형광 

강도가 NAC가 존재하는 조건에서는 현저하게 억제되었

다(Fig. 3C). 이러한 결과를 정량적으로 평가하기 위하여 

대조군, NAC 및 isoalantolactone이 단독 및 동시 처리된 

조건에서 형성된 spheroid를 단일 세포로 해리시킨 후, 
DCF-DA 염색에 따른 유세포분석을 수행하였다. Fig. 4A 
및 B의 결과에서 알 수 있듯이, isoalantolactone이 단독 처

리된 spheroid에서는 대조군에 비하여 ROS의 생성이 16배 

정도 증가하였지만, NAC는 이러한 ROS의 생성을 현저하

게 차단하였다. 아울러 isoalantolactone이 처리된 spheroid
에서 분리된 annexin V-양성 세포의 빈도 또한 NAC의 존

재 하에서는 유의적으로 감소하였다(Fig. 4C, 4D). 이러한 

결과는 Hep3B 세포의 2D 조건에서처럼[17] 3D MTS 모델

에서도 isoalantolactone에 의한 세포사멸 유도가 ROS 의존

적인 현상임을 의미한다.

Isoalantolactone에 의한 3D spheroid의 형성 억제와 관

련된 세포사멸 조절인자의 발현 변화에 미치는 ROS의 영향

이어서 isoalantolactone에 의한 spheroid 형성 과정에서 

세포사멸 유도에 관여하는 인자들의 발현 변화와 ROS 생
성 차단이 이들 변화에 미치는 영향을 조사하였다. 잘 알

려진 바와 같이 전형적인 세포사멸의 유도 경로는 세포사
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Fig. 3. Effect of ROS in inhibiting formation and inducing apoptosis by isoalantolactone in MTSs derived from Hep3B cells. 
Spheroids were formed for 3 days and treated with 5 μM isoalantolactone or pretreated with or without 20 mM NAC 
for 1 h and then treated with 5 μM isoalantolactone for the indicated days (A and B) or 6 days (C). (A) Images of 
representative spheroids obtained by a phase-contrast microscopy at each indicated time were presented. (B) Spheroid 
size was calculated using Image J software. Data were expressed as the mean ± SD (***p<0.001 compared to untreated 
spheroids; ###p<0.001 compared to 5 μM isoalantolactone-treated spheroids). (C) Representative fluorescence images of 
spheroids stained with PI and TUNEL apoptosis detection kit were acquired by fluorescence microscopy.

멸 수용체(death receptor, DR)가 관여하는 외인성 경로와 

미토콘드리아 손상이 원인인 내인성 경로로 크게 구별된

다[36, 42]. 인간 식도암세포에서 수행된 Lu 등[24]의 결과

에 의하면, isoalantolactone은 대표적인 DR 중의 하나인 

DR5의 발현을 증가시켰으며, DR5의 발현을 인위적으로 

차단하였을 경우, isoalantolactone의 세포사멸 효과가 완

화되었다. 그들의 결과는 isoalantolactone에 의해 암세포

의 세포사멸에 외인성 세포사멸 경로가 관여함을 보여주

는 대표적인 예이다. 그리고 isoalantolactone에 의한 Hep3B 
세포의 세포사멸 유도에도 DR5뿐만 아니라 DR4의 발현

도 증가하여[17], 외인성 세포사멸 경로가 isoalantolactone
의 세포사멸 유도에 관여함이 입증되었다. 본 연구의 결

과에 의하면 isoalantolactone이 처리된 spheroid에서도 DR4 
및 DR5의 발현과 함께 Fas ligand와 결합하여 외인성 세포

사멸의 개시를 초래하는 세포 표면의 사멸 수용체인 Fas
의 발현[10, 23]도 증가되어(Fig. 4E) 이들 결과를 잘 뒷받

침하여 준다. 
한편, 미토콘드리아와 연관된 내인성 경로의 활성화는 

미토콘드리아에서 세포질로의 cytochrome c의 유리가 결

정적으로 관여하며, cytochrome c의 유리는 세포사멸을 촉

진하거나 억제하는 Bcl-2 family에 속하는 단백질들의 발

현 변화 의존적으로 조절된다[36, 42]. Bcl-2 family에 속하

는 단백질 중에서 Bax는 대표적인 세포사멸 유도 인자로

서 그들의 발현 증가는 미토콘드리아 기공 형성(mitochon-
drial pore formation)을 유도하여 미토콘드리아 막 안정성

을 방해함에 따라 cytochrome c의 유출을 촉진시키는 반

면, Bcl-2와 같은 단백질은 이와 반대 역할을 한다[19, 42]. 
유방암세포를 포함한 몇몇 암세포에서 isoalantolactone 유
도 세포사멸에는 세포질에서 cytochrome c의 발현이 증대

되었으며, 본 연구의 결과와 같이(Fig. 4E), 선행 결과에서

도 Bcl-2에 대한 Bax의 상대적인 발현 증가가 동반되었다

[2, 17, 21]. 아울러, 외인성 경로나 내인성 경로의 개시는 

caspase cascade의 활성화를 통하여 세포사멸을 종결 짓는

데[36, 42], 이러한 caspase 의존적 세포사멸의 종결은 cas-
pase-3 및 caspase-7과 같은 효과기 caspase들의 활성에 의

하여 세포 내 생존에 관여하는 poly (ADP-ribose) polymer-
ase (PARP)를 포함한 단백질들의 분해를 통하여 완성된다

[19, 36]. 본 연구의 결과에서도 isoalantolactone이 처리된 

spheroid에서 caspase-3이 활성화되었으며, 비록 단편화된 

PARP의 발현은 관찰되지 않았지만, 총 PARP 단백질의 

발현이 감소하였다(Fig. 4E). 이는 Hep3B 유래 spheroid에
서 isoalantolactone에 의한 세포사멸에는 외인성 경로와 

내인성 경로가 모두 관여함을 의미한다. 그러나 ROS의 

생성을 차단한 경우, isoalantolactone에 의한 이러한 세포

사멸 조절 인자들의 발현이나 활성 변화뿐만 아니라 sphe-
roid에서 분리한 세포들의 세포 생존율 감소도 억제되었

다(Fig. 4E-4G). 이는 isoalantolactone에 의한 spheroid의 견

고성 저해가 ROS 의존적 외인성 경로와 내인성 경로의 

동시 활성화에 따른 세포사멸 유도에 의한 것임을 보여주

는 결과이다.
본 연구의 결과는 HCC Hep3B 세포 유래 3D MTS 모델

에서 isoalantolactone에 의한 항암 활성이 ROS 의존적이었

다는 2D 모델의 결과들을 잘 지지해 준다[5, 8, 14-17, 32]. 
비록 이러한 결과가 Hep3B 세포를 이용한 이종이식 모델

에서도 재현되는지는 확인이 되어야 하겠지만, 2D 모델

에서의 결과가 3D MTS 모델에서도 확인이 되었음에 그 

의미가 크다. 그러나 본 연구에서는 isoalantolactone에 의

한 항암 활성에 관여하는 다양한 세포 내 신호전달 관련 

연구는 수행되지 못하였다. 현재까지 2D 모델에서 알려

진 isoalantolactone에 의한 세포사멸 유도에는 extracellular 
signal-regulated kinase 및 mitogen-activated protein kinase 
경로가 관여하거나[14, 21, 25, 32, 40], 자가 포식성 세포 
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Fig. 4. The role of ROS in changes in the expression of apoptosis regulatory proteins, increased caspase-3 activity, and reduced 
cell survival by isoalantolactone in MTSs derived from Hep3B cells. Spheroids were formed for 3 days and treated with 
5 μM isoalantolactone or pretreated with or without 20 mM NAC for 1 hr and then treated with 5 μM isoalantolactone 
for 6 days. Spheroids were dissociated into single cells with trypsin and then stained with DCF-DA (A and B) or annexin 
V/PI (C and D). (A and B) The levels of ROS production were determined using flow cytometry and representative 
profiles were shown (A), and the percentages of DCF-positive cells were shown as bars (B). (C and D) The frequencies 
of annexin V-positive cells were determined using flow cytometry and representative profiles were shown (A), and the 
percentages of apoptotic cells were indicated by bars (B). (E) Total spheroid lysates were prepared and the expression 
of the indicated proteins was detected by Western blot analysis using the ECL detection system. (F) Caspase-3 activity 
was measured using colorimetric substrates. (G) Cell viability of cells isolated from spheroids was assessed by MTT 
assay. (B, D. F and G) Data were expressed as the mean ± SD (***p<0.001 compared to untreated spheroids; ##p<0.01 
and ###p<0.001 compared to 5 μM isoalantolactone-treated spheroids).

죽음(autophagic cell death) 및 소포체 스트레스(endoplas-
mic reticulum stress) 등과 같은 다양한 세포 내 조절 과정

의 부조화에 의하여 이루어지고 있다고 보고되었다[5, 20, 
38]. 따라서 이종이식 모델에서의 연구와 함께 세포 내 

신호 조절계의 역할이 추후 규명되어야 하며, 본 연구의 

결과는 이를 위한 기초 자료로서의 활용성이 클 것이다.
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초록：ROS 의존적 세포사멸 유도를 통한 isoalantolactone의 인간 간세포암종 Hep3B 세포 유래

다세포 종양 spheroid 형성의 억제
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항암 활성 연구를 위한 최적의 모델로서 2-D culture 모델은 여전히 널리 사용되고 있으나, 종양 환경에 

더 잘 근접할 수 있는 3D MTS 모델은 시험관 내 모델 연구와 동물 모델 연구 간의 격차를 해소하기 위한 

대안이 될 수 있다. Isoalantolactone은 목향(木香: Elecampane, Inula helenium L.)을 포함한 약용 식물에서 

발견되는 sesquiterpene lactone 중의 하나로서 항암 활성을 포함한 다양한 약리학적 활성을 가지고 있는 

것으로 알려져 있다. 본 연구에서는 HCC Hep3B 세포에서 유래된 2D 모델에서 관찰된 isoalantolactone의 

항암 활성이 3D MTS 모델에서도 재현될 수 있는지를 조사하였다. 우리들의 결과에 의하면 isoalantolactone
은 처리 농도 의존적으로 MTSs 형성을 억제하였으며, ROS 생성의 증가를 동반하였다. 특히 isoalanto-
lactone 처리 및 배양 시간이 증가하면서 증식성 세포 영역이 세포사멸이 유발된 세포로 대체되었다. 또한, 
MTSs에서 isoalantolactone은 DR 관련 단백질들의 발현과 caspase-3의 활성을 증가시켰고, Bax/Bcl-2 발현 

비율 및 총 PARP 단백질의 발현은 감소시켰다. 그러나 ROS의 생성을 인위적으로 차단하였을 경우, iso-
alantolactone에 의한 이러한 변화들이 모두 차단되면서 MTSs 구성 세포들의 세포 생존율을 회복시켰다. 
따라서 본 연구의 결과는 isoalantolactone에 의한 Hep3B 세포 유래 MTSs의 세포사멸 유도는 외인성 및 

내인성 경로의 활성화를 통하여 이루어지며 이는 ROS 의존적임을 시사한다. 
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