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ABSTRACT

 The present study examined the cytotoxicity of Scytosiphon lomentaria using 

various cancer cell lines. The ethyl acetate (EtOAc) fraction of this alga showed 

the cytotoxicity to leukemia cells including HL-60. When HL-60 cells were 

treated with its EtOAc fraction, several apoptotic characteristics as DNA 

fragmentation, chromatin condensation and increase of the population of sub-G1 

hypodiploid cells were observed. Moreover, the EtOAc fraction decreased c-Myc 

expression in a dose-dependent manner. In order to understand the mechanism of 

apoptosis induction by S. lomentaria, we examined the changes of Bcl-2 and Bax 

protein expression levels. The EtOAc fraction reduced Bcl-2, an anti-apoptotic 

protein, but increased Bax, a pro-apoptotic protein in a dose-dependent manner. 

When we examined the activation of caspase-3, an effector of apoptosis, the 

expression of active form (19-kDa) of caspase-3 increased and the increase of 

their activities was demonstrated by the cleavage of poly (ADP-ribose) 

polymerase, a substrate of caspase-3, to 85-kDa. The results suggest that the 

inhibitory effect of S. lomentaria on the growth of HL-60 appears to arise from 

the induction of apoptosis via the down-regulation of Bcl-2 and the activation of 

caspase.

Keywords: Scytosiphon lomentaria, HL-60, apoptosis, c-Myc, Bcl-2, Bax,         

             caspase-3
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Ⅰ 서       론   

1. 연구 배경 

  최근 암 발생률은 산업의 급격한 발달, 지구 생태계 및 식생활의 변화 등으로 과거

에 비해 급격히 증가하고 있으나, 아직도 암의 발생기전이 불명확하여 난치성 질병으

로 알려져 있다. 현재 사용되고 있는 항암제들은 효소제제나 백신 등의 생물학적 제

제, 순수합성 의약품 및 천연물 유래의 의약품 등으로 크게 구분할 수 있는데, 이 중 

유전자, 효소, 백신 등을 이용한 항암제는 실용단계에 있는 상태는 아니며 화학요법

에 의해 개발된 많은 항암제는 암의 종류에 따라 약리작용과 (Gillman et al., 1986), 

독성을 다양하게 나타났기 때문에 암 치료시 문제점으로 지적되고 있다 (Chung et 

al., 1987). 또한 항암제는 암세포의 성장을 효과적으로 억제하기도 하지만, 정상 세포

에 대하여 독성을 나타내기도 한다. 따라서 많은 학자들은 이 같은 독성의 작용기전

을 밝히기 위하여 많은 연구를 수행하고 있다 (Yamazaki et al., 1992; Tompsonx et 

al., 1966; Ellem et al., 1968). 특히 근래에는 세포 배양 기술이 급격히 발달함에 따

라 각종 세포를 배양한 후 여러 독성물질을 투여함으로써 이들의 세포독성에 대한 

기전을 세포 수준에서 규명하려는 연구가 활발히 진행되고 있으며, 항암제의 부작용

을 최소화하고 치료효과를 높이기 위하여 생약 및 천연물을 이용한 항암제의 개발이 

지속적으로 시도되고 있다 (John, 1996; Kelloff et al., 1996; Yang et al., 1993; Kast 

et al., 1990). 

  지금까지 해조류를 비롯한 해양생물에 대한 연구는 주로 양학적인 측면에서 수

행되었으나, 최근에는 해조류의 생체 기능성 효과에 대한 연구가 이루어지고 있다. 

해양생물 유래의 항암물질에 관한 연구로는 이끼벌레류 추출물인 bryostatin 1 

(Pettit et al., 1982), 해면 추출물인 halichondrin B (Pettit et al., 1991), 군소 추출물

인 dolastatin 10 (Schwartsmann, 2001), 갈조류의 성분인 fucoidin 및 녹조류의 성분

인 Ulvan이 보고되고 있다. 제주에는 많은 해양생물이 있으나, 그 성분 및 생리활성

에 대한 연구는 미진한 실정이며, 그 항암효과에 대한 연구는 전무하다. 그래서 본 

연구에서는 제주 연안 해조류에서의 항암효과를 나타내는 새로운 성분을 찾기 위한 

새로운 근거를 마련하고자 하 다.
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1-1. Cell death 

  정상적인 세포는 세포분열에 의하여 세포증식이 이루어지고 일정기간동안 자신에

게 주어진 기능을 수행한 후 세포사 (cell death) (Trump et al., 1997)를 일으키는데 

이러한 세포사에는 apoptosis (Williams, 1991)와 necrosis(Blagosklony, 2000)의 2가

지 형태가 존재하게 된다. Apoptosis는 예정사 (“programmed cell death”)로 요약되

는 세포의 자살이며 능동적 세포사로서 세포는 생길 때부터 기능과 생존기간이 정해

지고 이 기간동안 기능을 수행하고 계획된 시기에 세포사를 일으킨다. Necrosis는 외

상. 양소결핍 등에 의해 일어나는 수동적 세포사이며 세포의 타살이다.

1-1-1. Apoptosis("programmed cell death")

  Apoptosis는 불필요해진 세포 또는 원하지 않는 세포를 제거하는 정상적인 생리 

과정으로 제어기구에 의해 프로그램된 능동적 과정이라고 할 수 있다. 그리고 

necrosis와는 형태학적, 생화학적으로 많은 차이점을 나타낸다. Apoptosis의 형태학적 

특징으로는 세포의 축소, 세포막으로부터 세포막 융기가 돌출 하는 현상, 세포내용물

이 세포막으로 쌓여져 세포로부터 떨어져나온 아폽토시스 소포체 형성, 핵 응축과 절

편 등이 있으며 apoptotic cell의 제거 과정으로 인하여 많은 염증반응을 동반하는 

necrosis와는 달리 염증반응은 나타나지 않는다 (Wyllie, 1980). 생화학적 특징으로는 

GTPase 등의 endonuclease, caspase와 같은 protease의 활성화가 나타난다 (Hale et 

al., 1996; Arends et al., 1990). Apoptosis는 necrosis와는 달리 ATP형태의 에너지를 

필요로 하는 에너지 의존형 능동적 과정이다 (Obeid et al., 1998).

1-1-2. Necrosis("accidental" cell death)

  Necrosis는 apoptosis와는 다르게 양소결핍, 독성이 있는 화학물질에 노출, 기계

적인 충격 같은 상황에서 유발되는 수동적 세포사라고 할 수 있다. Necrosis 발생 시

에는 세포내로 extracellular ion과 water가 유입되어 세포의 주요한 homeostasis를 

깨트려 세포의 능력을 손상시킨다. 또, 세포의 plasma membrane이 붕괴되어 세포질

이 포함하고 있는 lysosomal enzyme이 세포외부의 조직으로 분비된다. 그 결과 

necrosis가 일어난 cell의 외부 조직은 극심한 염증반응을 받게 된다 (Luster, 1998).

1-2. Apoptosis의 기전
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  Apoptosis가 진행되는 여러 단계에서 다양한 인자들이 복합적으로 상호 작용하면

서 death signal이 활성화된다. 

  선충 (C. elegans)의 연구를 통하여 apoptosis를 일으키는 관련 유전자 ced-3, 

ced-4 등이 발견되었고 이들 두 유전자의 작용을 억제하는 ced-9도 발견되었다. 사

람에서는 ced-3과 상동성이 있는 IL-1β변환효소 (IL-1 converting enzyme : ICE)가 

발견되었으며 이 ICE protease family는 apoptosis의 유도에 필수적으로 관여한다. 또

한 ced-9와 상동성을 갖는 암 유전자 Bcl-2가 apoptosis 억제 유전자로 작용하고 있

다는 사실이 보고되었다 (Metzstein et al., 1998). Glucocorticoid는 세포내 수용제를 

매개로 형성된 glucocorticoid 수용체 복합체에 의해 핵속으로 이송되어 응답성 엘리

먼트와 결합하여 apoptosis에 관여하는 ‘Death domain'의 발현을 유도한다 (Nazareth 

et al., 1991). 이와는 달리 방사선, 활성산소, 항암제 등은 ICE family protease를 활

성화하는 것으로 apoptosis를 유도한다 (Schmitt et al., 1997). 또한 TNF리간드가 

Fas 항원분자와 결합하여 3랑체를 형성하면 Fas분자의 세포내 역의 ‘Death 

domain'을 매개로 ICE family cascade에 apoptosis 유도신호가 전달된다. 성장인자는 

수용체를 매개로 신호를 전달하며 Bcl-2, Bcl-xL를 발현시켜 apoptosis의 발현을 억

제한다.

1-2-1. Bcl-2 family

  Bcl-2 family는 apoptosis에 공통적으로 관여 (Korsmeyer et al., 1995)하며 그 종

류에 따라 apoptosis를 억제하는 것과 유도하는 것으로 나누어진다. Apoptosis를 유

도하는 것은 Bax, Bak, Bad 등이 있고 억제하는 것은 Bcl-2나 Bcl-xL 등이 있다. 

Bcl-2는 처음 알려진 apoptosis 억제인자로써 cytochrome C가 미토콘드리아에서 세

포질로 이동하는 것을 막아 결국 caspase-3 활성화를 억제한다 (Kluck et al., 1997). 

그리고 Bax는 미토콘드리아로부터 cytosol로 cytochrome C의 유리를 촉진하여 

caspase-3을 활성화하는 작용이 있으며 결과적으로 apoptosis를 촉진하는 작용을 한

다.

1-2-2. p53

  p53은 대표적인 tumor suppressor gene으로 알려져 있으며 c-Myc의 발현을 G1/S

단계에서 억제하여 결과적으로 apoptosis를 유도하는 것으로 알려져 있다.
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(Yonish-Rouach et al., 1991). 또한, Bax의 발현을 촉진시키며 Bcl-2의 발현을 억제

시킨다. 일반적으로 p53이 불활성화 되거나 손상되어 있으며 암으로 진행되는 경우가 

많이 발생한다. p53의존적인 apoptosis 유도 과정에 있어 p53의 target protein이며 

p53이 매개하는 세포 성장 저해의 주된 작용물질인 p21
warf/cipl

의 유도가 필요하지 않

다 (Wagner et al., 1994). 게다가 세포 성장 저해가 없이도 apoptosis를 유도하기도 

한다. 이는 p53은 세포의 성장저해와 apoptosis 유도에 있어 스위치 같은 역할을 하

고 있으며 p53이 매개하는 세포의 성장 저해와 apoptosis 유도는 서로 구별된 기전으

로 진행한다는 사실을 뒷받침한다. 

1-2-3. ICE-like protease

  Interleukin-1 beta-converting enzyme (ICE) family protease는 apoptosis의 진행

과정에 있어 매우 중요하게 작용한다 (Zhivotovsky et al., 1996). 하지만 apoptosis의 

과정에 있어서의 모든 작용기전은 아직 명확하게 밝혀지지는 않았다. 여러 종류의 

ICE-like protease cascade를 이루고 서로 상호 작용하게 된다. caspase-3 protease는 

C. elegans의 cell death gene product 인 ced-3과 서로 비슷한 sequence와 기질특이

성을 가지고 있다. 여러 인자에 의하여 활성화가 되면 다양한 cell death signal을 자

극하게 되고 그 기질인 poly-(ADP-ribose) polymerase(PARP, 116-kDa)를 85-kDa

의 카르복실말단 fragment와 28-kDa의 아미노 말단 fragment로 자르게된다 

(Kaufmann et al., 1993). 기질인 PARP의 변화를 통하여 caspase-3 protease의 활성 

변화를 확인할 수 있다. caspase-3 protease는 세포내의 특정 단백질을 쪼개어 불활

성화 시키고 결국 세포를 죽음으로 이끌며 PARP는 다른 기질에 의해 polyribosylati

on이 일어나 DNA damage를 일으킨다. 

1-3. S. lomentaria

  고리매는 고리매과에 속하며, 조간대(潮間帶) 부근의 바위에 붙어산다. 길이 15∼

60cm, 지름 약 15 mm로 뭉쳐나고 원기둥 모양이다. 어릴 때는 가는 실 모양이며 다 

자라면 군데군데 잘록한 주름이 뚜렷하게 나타난다. 어릴 때는 몸 전체에 무색의 털

이 나지만 나중에 없어진다. 빛깔은 녹색을 띤 갈색, 노란빛을 띤 갈색, 짙은 갈색 등

이고 혁질(革質:가죽 같은 질감)이다. 무리를 이루어 살며 특히 겨울철에 잘 자란다. 

한국을 비롯한 전 세계의 바다에 분포한다.
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2. 연구 목적 

  백혈병은 조혈장기인 골수에서 존재하는 각종 혈구 조상세포들(적혈구, 백혈구, 과

립구성 백혈구, 혈소판, 단구 및 임파구)의 하나가 암성 변화를 일으켜서 증식만을 함

으로서 골수기능 부전과 간, 비장 및 임파선의 비대를 일으키는 혈구암을 총칭하는 

것으로 본 실험은 human leukemia cell인 HL-60 세포를 대상으로 고리매과에 속하

는 해조류 중 고리매 추출물에 대해서 실험하 다.

  본 실험에서 고리매 추출물 처리에 의한 세포의 증식억제는 3-(4,5-dimethylthiazl)-

2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay를 이용하여 검색하 으며, 세포 증식에 

관여하는 proto-oncogene c-Myc의 발현 정도를 확인하 다. 이와 같은 고리매의 

HL-60 세포의 대한 증식 억제 효과가 apoptosis 유도에 의한 것인지, 핵의 형태학적 

변화, DNA 단편화 현상, DNA content를 알아보았다. 또한 apoptosis를 유도하는 세

포내 신호전달 기전인 Bcl-2의 저해, Bax의 증가와 이에 따른 caspase-3, -9 

protease의 활성화를 조사하여 apoptosis의 유도와 이에 관여하는 기전을 밝히고, 고

래매가 암 치료제로 이용할 수 있는 새로운 근거를 제시하고자 하 다. 
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Ⅱ 재료 및 방법

1. 시료의 준비

  실험에 사용된 고리매를 2003년 2월에 북제주군의 행원 지역에서 썰물 때, 조간대

를 중심으로 채취하 다. 채집된 시료는 수돗물로 2-3번 씻어서 염분을 제거하고, 바

람이 잘 통하는 그늘진 곳에서 완전히 건조한 후, 파쇄기로 미세하게 파쇄시켜 냉동

실 (-20℃)에 보관하면서 사용하 다.

  

2. 시료의 추출

  고리매 113 g 미세말 시료에 80% 메탄올을 시료무게의 3배에 해당하는 양을 가한 

후 상온에서 24시간 동안 교반하 으며, 진공여과에 의해 상층액을 회수하 다. 이 

과정을 3회 반복하여 상층액을 모은 후, 감압농축하여 고리매 메탄올 추출물 8g를 수

득하 다. 그리고 고리매 메탄올 추출물 8 g를 증류수 1ℓ에 현탁시킨 후에, 각각 헥

산 (1ℓ×3), 에틸아세테이트 (1ℓ×3), 부탄올 (1ℓ×3), 물 순으로 극성이 낮은 용매

부터 극성이 높은 용매 순으로 순차적으로 용매 분획 하 다. 각각의 분획물을 진공 

건조하여, 고리매 용매 분획물로 사용하 다 (Scheme 1). 검정시료는 phosphate-

buffered saline (PBS) 또는 에탄올 용매에 녹여 실험에 사용하 다. 

3. 세포배양

  HL-60 (human promyelocytic leukemia), KG-1 (human myeloid cells), SNU-16 

(human stomach cancer), HCT-15 (human colon cancer), MCF-7 (human-breast

cancer), A549 (human lung cancer), A498 (human kidney cancer), SK-OV-3 

(human ovary cancer) 그리고 정상 세포주인 HEL 299의 9종을 한국 세포주 은행 

(Korean Cell Line Bank)으로부터 분양 받아 실험에 사용하 다. 배지는 100 units/

㎖의 penicillin-streptomycin (GIBCO Inc, NY, USA)과 10%의 fetal bovine serum 

(FBS; GIBCO Inc, NY, USA)이 함유된 RPMI 1640 배지와 DMEM (GIBCO Inc, 

NY, USA)를 사용하여 37℃, 5% CO2 항온기에서 배양하 으며, 계대 배양은 3∼4일

에 한번씩 시행하 다. 
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Scheme 1. Systematic purification by using solvent partitioning from 

            Scytosiphon lomentaria 

4. Cytotoxicity tests 

  고리매 추출물 처리에 의한 세포의 증식억제는 3-(4,5-dimethylthiazol)-2,5-diphenyl

tetrazolium bromide (MTT) assay를 이용하 다 (Carmichael et al., 1987). 여러 세포

주 (1.0 - 2.5×10
5
/㎖)를 48 well plate 또는 96 well plate의 각 well에 넣고, 고리매 메탄

올 추출물 및 용매 분획물을 농도별로 첨가하 다. 이를 4 일간 배양한 다음, 

MTT(Sigma, MO, USA) 100 ㎍ (2 mg/ml)을 첨가하고 4시간 동안 더 배양하 다. Plate

를 1000 rpm에서 5분간 원심분리하고 조심스럽게 배지를 제거한 다음, dimethylsulfoxide 

(DMSO; Sigma, MO, USA) 150 ㎕를 가하여 MTT의 환원에 의해 생성된 formazan 침

전물을 용해시킨 후 microplate reader (Amersham Pharmacia Biotech, NY, USA)를 사용

하여 540 nm에서 흡광도를 측정하 다. 각 시료군에 대한 평균 흡광도 값을 구하 으며, 

대조군의 흡광도 값과 비교하여 증식 억제 정도를 조사하 다.

  

5. Analysis for DNA fragmentation

  HL-60 세포 (2.5×105/㎖)에 고리매 메탄올 추출물 및 용매 분획물을 처리한 다음 

24 시간 동안 배양하 다. 세포를 수집한 후 Promega WizardⓇ Genomic DNA 

Purification Kit (Promega, WI, USA)를 사용하여 DNA를 분리하 다. 분리한 DNA

를 1.2% agarose gel에서 30분 (100 V)동안 전기 동을 한 다음 ethidium bromide로 

염색하고 UV transilluminator (Spectronics Corporation Westbury, NY, USA)하에서 
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DNA단편화 현상을 관찰하 다 (Purohit et al., 2000). 

6. Morphological changes (DAPI stain) 

  HL-60 세포 (2.5×10
5
/㎖)에 50, 75 및 100 ㎍/㎖의 농도로 고리매 에틸아세테이트 

분획물을 가한 다음 24시간 동안 배양하 다. 세포를 수확하고 phosphate-buffered 

saline (PBS; Sigma, MO, USA)용액으로 2회 세척한 후에, 2.0×105 개의 세포에 2% 

paraformaldehyde 1 ㎖를 가하여 실온에서 1시간 동안 고정하 다. 세포를 고정시킨 

다음, PBS로 2회 세척하고 2.5 ㎍/㎖ 의 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI; Sigma

, MO, USA)용액을 가하여 상온 암하에서 30분간 염색하 다. 이를 다시 PBS로 2회 

세척한 후 형광현미경 (BX-50, Olympus, Japan)하에서 핵의 형태학적 변화를 관찰하

다.

7. Cell cycle analysis

  HL-60 세포 (2.5×105/㎖)에 50, 75 및 100 ㎍/㎖의 농도로 고리매 에틸아세테이트 

분획물을 처리한 다음 24시간 동안 배양한 후, HL-60 세포를 수확하여 PBS로 세척

하 다. HL-60 세포를 -20℃에서 70% 에탄올로 30분 동안 고정 시킨 후, PBS로 세

척하고, RNase A (1 ㎎/㎖)를 처리한 다음에 propidium iodide(PI; Sigma, MO, 

USA)로 염색하고, COULTERⓇEPICSⓇXLTM Flow Cytometer(Coulter, Miami, FL,

USA)로 세포주기를 분석하 다 (Nicoletti et al., 1991).

8. Western blot analysis

  HL-60 세포 (2.5×105/㎖)에 고리매 에틸아세테이트 분획물을 25, 50, 75 및 100 ㎍

/㎖의 농도로 처리한 다음 24시간 동안 배양하 다. 또한 에틸아세테이트 분획물 75 

㎍/㎖의 농도를 처리한 후 3시간, 6시간, 9시간, 12시간 및 24시간 동안 배양한 후 세

포를 수확하여 PBS로 2∼3회 세척 후, 500 ㎕의 lysis buffer를 첨가하여 1시간동안 

lysis 시켰으며, 14,000 rpm에서 20분간 원심 분리하여 세포막 성분 등을 제거하 다. 

단백질 농도는 Bradford 방법을 이용하여 정량 하 다 (Bradford et al., 1976). 40 ㎍

의 lysate를 10% 및 12% mini gel SDS-PAGE(Poly Acrylamide Gel 

Electrophoresis)로 변성 분리하여, 이를 PVDF membrane(BIO-RAD, USA)에 200 
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mA로 2시간 동안 transfer하 다. 그리고 Membrane의 blocking은 5% skim milk가 

함유된 TTBS (TBS + 0.1% Tween 20) 용액에서 상온에서 2시간 동안 실시하 다. 

c-Myc의 발현 양을 검토하기 위한 항체로는 mouse monoclonal anti-human c-Myc 

Ab (1:1000) (Santa-Cruz, USA), Bcl-2의 발현 양을 검토하기 위한 항체로는 mouse 

monoclonal anti-human Bcl-2 Ab (1:1000) (Santa-Cruz, USA), Bax의 발현 양을 검

토하기 위한 항체로는 rabbit polyclonal anti-human Bax Ab (1:1000) (SantaCruz, 

USA), PARP의 발현 양을 검토하기 위한 항체로 rabbit polyclonal anti-human 

PARP Ab (1:1000) (Santa-Cruz, USA), caspase-9의 발현 양을 검토하기 위한 항체

로 rabbit polyclonal anti-human caspase-9 Ab (1:1000) (Cell Signaling, USA) 와 

caspase-3의 발현 양을 검토하기 위한 항체로 rabbit polyclonal anti-human 

caspase-3 Ab (1:1000) (Cell Signaling, USA)을 TTBS 용액에서 희석하여 사용하

으며 반응 상온에서 2시간 동안 진행하 다. 2차 항체로는 HRP (HorseRadish 

Peroxidase)가 결합된 anti-rabbit IgG (Amersham Pharmacia Biotech, NY, USA)과 

anti-mouse IgG (Amersham Pharmacia Biotech, NY, USA)를 1: 5000으로 희석하여 

이용하 으며, 반응은 상온에서 30분 동안 진행하 다. 그 후 membrane을 TTBS로 

3회 세정하여 ECL 기질 (Amersham Pharmacia Biotech, UK, USA)과 1∼3분간 반응 

후 X-ray 필름에 감광하 다.

9. 통계처리

  표시된 결과는 3번 이상의 독립적인 실험결과이며 이들의 평균 (mean)과 표준편차 

(standard deviation, SD)를 산출하여 통계적 유의성을 검증하 다.
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Ⅲ 결       과

1. 세포 증식 저해

(1) 세포 증식 저해 효과

  고리매 메탄올 추출물 및 용매 분획물의 세포 증식에 대한 효과는 tetrazolium salt

의 하나인 MTT를 사용하여 MTT의 환원에 의해 생성되는 formazan의 흡광도로 측

정하 다.
 
여러 세포주에 고리매 80% 메탄올 추출물을 100 ㎍/㎖ 농도를 처리한 결

과, human leukemia cell line인 HL-60, KG-1에서는 각각 43.7%, 42%, human 

stomach cancer인 SNU-16에서는 5%, human colon cancer인 HCT-15에서는 

19.76%, human breast cancer인 MCF-7에서는 21.4%, human lung cancer인 A549에

서는 13.3%, human ovary cancer인 SK-OV-3에서는 13.3%로 세포 증식이 억제됨을 

확인하 다 (Figure 1). 그래서 가장 증식 억제 효과가 좋은 HL-60 세포주를 본 연

구에 사용하 다. 또한 HL-60 세포에 고리매 80 % 메탄올 추출물, 100 ㎍/㎖의 농도 

처리시 약 43.7%의 세포증식 억제효과를 보 으며, 헥산 분획물에 의하여 74.8%, 에

틸아세테이트 분획물에 의하여 92.0%, 부탄올 분획물에 의하여 32.5%의 HL-60 세포 

증식 억제 효과를 확인하 다. 그 중 억제 효과가 좋은 에틸아세테이트 분획물을 여

러 농도로 처리하 을 때, 50 ㎍/㎖ 농도에서 46.5%, 75 ㎍/㎖과 100 ㎍/㎖의 농도에

서 약 90% 이상의 세포 증식 억제 효과를 보 다 (Table 1). 

(2) 고리매 추출물에 의한 c-Myc 발현 양상의 변화

  c-Myc 암유전자는 세포증식과 세포분화조절에 관여한다고 알려져 있다 (Henri

ksson et al., 1996). 이 유전자의 발현의 이상은 세포증식의 이상 및 미분화를 초래한

다. 고리매 에틸아세테이트 분획물을 25 ㎍/㎖, 50 ㎍/㎖, 75 ㎍/㎖, 100 ㎍/㎖의 농도

별로 24 시간 처리하여 c-Myc의 발현을 조사한 결과, 50 ㎍/㎖ 농도부터 농도 의존

적으로 그 발현 정도가 현저히 감소됨을 확인할 수 있었다 (Figure 2). 

2. 고리매의 HL-60 세포 Apoptosis 유도 작용
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(1) DNA fragmentation 확인

  고리매 메탄올 추출물 및 용매 분획물에 의한 HL-60 세포 증식억제 작용이 

apoptosis 유도에 의한 것인지 그 기전을 알아보기 위하여, apoptosis 유도에 의하여 

나타나는 DNA 단편화 현상을 전기 동으로 관찰하 다. 고리매 메탄올 추출물 및 

용매 분획물을 HL-60 세포에 각각 100 ㎍/㎖ 농도로 24 시간 동안 처리하 을 때, 

80% 메탄올 추출물, 헥산 분획물 및 에틸 아세테이트 분획물에서 DNA단편화 현상

을 관찰하 다. 그 중 에틸아세테이트 분획물을 처리한 HL-60 세포에서 DNA단편화 

현상을 가장 뚜렷하게 확인할 수 있었다. 또한 에틸아세테이트 분획물을 HL-60 세포

에 25 ㎍/㎖, 50 ㎍/㎖, 75 ㎍/㎖, 100 ㎍/㎖의 농도별로 24 시간 처리하 때, 50 ㎍/

㎖ 이상의 농도부터 DNA단편화 현상을 관찰할 수 있었다 (Figure 3). 

(2) 핵의 형태학적 변화

  Apoptosis의 형태학적 특징중의 하나인 핵의 변화를 관찰하기 위해 DNA에 특이적

으로 결합하는 형광 염색액인 DAPI를 사용하여 DNA를 염색하고 형광현미경으로 관

찰하 다. 정상 대조군에 비해, 고리매 에틸아세테이트 분획물을 50 ㎍/㎖, 75 ㎍/㎖, 

100 ㎍/㎖의 농도로 24시간 처리 후 HL-60 세포에서는 농도 의존적으로 세포의 크기

가 축소되며, 핵의 모양의 불규칙하고 부분적인 핵의 응집현상을 관찰할 수 있었다 

(Figure 4).

(3) Cell cycle analysis

  고리매 추출물에 의한 apoptosis 유도에 의하여 sub-G1 hypodiploid 세포가 증가하

는지 DNA에 결합하여 형광을 나타내는 물질인 PI를 처리하여 유세포분석기로 분석

하 다. 고리매 에틸아세테이트 분획물을 50 ㎍/㎖, 75 ㎍/㎖, 100 ㎍/㎖의 농도로 24 

시간 동안 처리하 을 때, sub-G1 hypodiploid 세포가 농도 의존적으로 증가하는 것

을 관찰되었다 (Figure 5).

(4) Bcl-2/Bax 발현 양상의 변화

  Apoptosis를 조절하는데 관여하는 여러 가지 유전자 산물 중에서 제일 먼저 알려

진 암유발 유전자 산물의 하나인 Bcl-2는 다른 암 유전자 단백질과는 달리 세포증식
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에는 관여하지 않고 세포생존 조절, 즉 apoptosis를 억제하는 기능이 있다. 한편 

Bcl-2 계에 속하는 Bax protein은 apoptosis를 촉진시키는 protein으로 밝혀졌으며 

Bcl-2와의 hetero- 혹은 homodimer를 형성함으로써 apoptosis의 조절에 깊이 관여하

고 있다 (Korsmeyer et al., 1995). 따라서 본 실험에서 고리매 추출물 처리시에 

Bcl-2 및 Bax의 발현양상의 변화를 조사한 결과, Bcl-2의 발현은 고리매 에틸아세테

이트 분획물 50 ㎍/㎖ 농도 이후부터 점차 농도 의존적으로 감소하 고 (Figure 6), 

이와는 달리 apoptosis를 촉진시키는 기능을 수행하는 Bax protein의 발현은 75 ㎍/

㎖ 농도부터 농도 의존적으로 증가되어 나타났다 (Figure 6).

(5) caspase-3 및 caspase-9의 활성화 

  고리매 추출물에 의한 급성 전골수성 백혈병 환자에서 유래한 HL-60 세포의 

apoptosis 신호전달과정에서 caspase의 활성을 통한 PARP 분절로 apoptosis를 일으

키는지를 조사하 다. PARP 분절의 상부 경로에 있는 caspase-3, 9는 apoptosis가 

일어날 때 활성화되어 apoptosis의 집행자로서 역할을 수행하고 있다 (Widmann et 

al., 1998). 고리매 에틸아세테이트 분획물을 25 ㎍/㎖, 50 ㎍/㎖, 75 ㎍/㎖, 100 ㎍/㎖

의 농도별로 24 시간 처리하여 caspase-3, 9의 활성변화를 조사한 결과, 50 ㎍/㎖ 농

도부터 농도 의존적으로 활성이 증가되어 나타났다 (Figure 7). 그리고 75 ㎍/㎖ 농도

로 처리 후 처리 시간에 따른 caspase-3의 활성변화를 조사한 결과, caspase-3은 6시

간 이후부터 시간 경과에 따른 활성 변화를 나타났다 (Figure 8). Western blot으로 

확인한 caspase-3 기질의 하나인 poly(ADP-ribose)polymerase (PARP, 116-kDa)은 

농도 및 시간 의존적으로 caspase-3, 9의 활성도와 비례하여 PARP 분해 단백질 

(85-kDa)로 나타나는 것을 확인하 다 (Figure 7, 8).
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Table 1. Inhibitory effect of MeOH extract or solvent fractions of

         S.  lomentaria on the growth of HL-60 cells. 

HL-60 cells (2.5×10
5
/㎖) were treated with various concentrations of MeOH 

extract or solvent fractions from S. lomentaria and measured for viability by 

MTT assay for 4 days. All experiments were performed in triplicate. Data were 

presented as means ±SD. * p < 0.05 compared with the control. 
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Figure 1. Effect of S. lomentaria on the growth of cancer cells. 

 Cancer cells were treated with 100 ㎍/㎖ of  80% MeOH extract from S. 

lomentaria and measured for viability by MTT assay for 4 days. A: HL-60 

(leukemia), B: KG-1 (leukemia), C: SNU-16 (stomach cancer), D: HCT-15 (colon 

cancer), E: MCF-7 (breast cancer), F: A549 (lung cancer), G: A498 (kidney 

cancer), H: SK-OV-3 (ovary cancer). All experiments were performed in 

triplicate. Data were presented as means ±SD. * p < 0.05 compared with the 

control.
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Figure 2. Western blot analysis of c-Myc expression. 

 HL-60 cells (2.5×10
5
/㎖) were treated with various concentrations of EtOAc 

fraction from S. lomentaria for 24 hours. Western blots were performed as 

described in Materials and methods.
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Figure 3. DNA fragmentation by MeOH extract or solvent fractions from S. 

lomentaria in HL-60 cells. 

 A. HL-60 cell (2.5×105/㎖) were treated with 100 ㎍/㎖ of MeOH extract or 

solvent fractions from S. lomentaria for 24 hours. Lane M: 100 bp DNA ladder 

size marker, Lane 1: control, Lane 2: 80% MeOH extract, Lane 3: Hexane fraction, 

Lane 4: EtOAc fraction, Lane 5: n-Butanol fraction, Lane 6: H2O fraction. B. 

HL-60 cell (2.5×105/㎖) were treated with various concentrations of EtOAc 

fraction from S. lomentaria for 24 hours. Lane M: 100 bp DNA ladder size 

marker, Lane 1: control, Lane 2: 25 ㎍/㎖, Lane 3: 50 ㎍/㎖, Lane 4: 75 ㎍/㎖, 

Lane 5: 100 ㎍/㎖.
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Figure 4. The photographs showing cells with highly condensed nuclei 

stained with DAPI. 

 HL-60 cells (2.5×105/㎖) were treated with various concentrations (50, 75 and 

100 ㎍/㎖) of EtOAc fraction from S. lomentaria for 24 hours.
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Figure 5. The degree of apoptosis represented as the DNA content 

measured by flow cytometric analysis. 

 HL-60 cells (2.5×10
5
/㎖) were treated with various concentrations (50, 75 and 

100 ㎍/㎖) of EtOAc fraction from S. lomentaria for 24 hours.
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Figure 6. Western blot analysis of Bcl-2 and Bax proteins. 

 HL-60 cells (2.5×105/㎖) were treated with various concentrations of EtOAc 

fraction from S. lomentaria for 24 hours. Western blots were performed as 

described in Materials and methods.
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Figure 7. Western blot analysis of caspase-9, caspase-3 and cleavage of  

PARP. 

 Dose-dependent induction of caspase-9, caspase 3 activation and poly(ADP-

ribose) polymerase (PARP) cleavage in EtOAc fraction of S. lomentaria treated 

HL-60 cells.  HL-60 cells (2.5×105/㎖) were treated with various concentrations 

(25, 50, 75 and 100　㎍/㎖) of EtOAc fraction from S. lomentaria for 24 hours, 

and caspase-3, 9 and PARP cleavage were analyzed by western blotting using 

specific antibodies. 
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Figure 8. Western blot analysis of caspase-3 and cleavage of  PARP. 

 Time-dependent induction of caspase-3 activation and poly(ADP-ribose) 

polymerase (PARP) cleavage in EtOAc fraction of S. lomentaria treated HL-60 

cells. HL-60 cells (2.5×10
5
/㎖) were treated with EtOAc fraction of S. lomentaria

(each at 75　㎍/㎖) for different times (3, 6, 9, 12 and 24 h), and caspase-3 and 

PARP cleavage were analyzed by Western blotting using specific anti bodies
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Ⅳ 고       찰

  본 연구에서는 급성 전골수성 백혈병 세포주인 HL-60 세포를 이용하여 고리매 추

출물이 HL-60 세포의 증식을 억제하는지 조사하고, 세포 증식 억제 작용이 

apoptosis 유도에 의한 것인지 알아보았다. 고리매 추출물에 의한 HL-60 백혈병 세

포의 증식 억제 효과는 tetrazolium salt의 하나인 MTT를 사용하여 MTT의 환원에 

의해 생성되는 formazan의 흡광도로 측정하 다. 고리매 메탄올 추출물 100 ㎍/㎖ 농

도로 여러 암세포주에 처리한 결과 HL-60 세포에서 세포 증식 억제 효과가 가장 높

게 나타났다 (Figure 1). 그리고 고리매 메탄올 추출물과 용매 분획물을 농도별로 

HL-60세포에 처리한 결과 헥산 분획물과 에틸아세테이트 분획물에서 세포 증식 억

제 효과가 가장 높게 나타났으며, 농도에 의존적으로 증가함을 확인 할 수 있었다 

(Table 1). c-Myc은 proto-oncogene의 하나로 많은 악성종양에서 발현이 증가되어 

있는 것으로 알려져 있다 (Henriksson et al., 1996). HL-60 세포주에는 정상 백혈구 

세포에 비해 c-Myc 암유전자가 15-30배 정도 증폭되어 있어 mRNA의 발현 또한 증

가되어 있다 (Collin, 1987). Figure 2에서 보는 바와 같이 고리매 에틸아세테이트 분

획물 농도별 처리시 그 발현 정도가 현저히 감소됨을 확인할 수 있었다. 이와 같은 

고리매의 HL-60 세포의 대한 증식 억제 효과가 apoptosis 유도에 의한 것인지 알아

보았다. Apoptosis는 칼슘의존성 endonuclease가 활성화되어 핵내 DNA 분절이 일어

난다. 또한 transglutaminase가 활성화되어 세포질내 단백질의 cross-linking이 일어

난다. 그리고 세포질 농축이 일어나고 수액이 세포 밖으로 빠져나가면서 apoptotic 

bodies를 형성하는 것으로 알려져 있다 (Wyllie, 1992; Fesus et al., 1991). 그래서, 

apoptosis 유도에 의하여 나타나는 현상의 하나인 DNA 단편화 현상을 관찰하 다. 

Figure 3에서 보는 바와 같이 고리매 메탄올 추출물, 헥산 분획물 및 에틸아세테이트 

분획물에서 DNA단편화 현상을 볼 수 있었다. 그리고 세포 증식 억제 효과가 가장 

높았던 고리매의 에틸아세테이트 분획물 농도별 처리시 50 ㎍/㎖ 농도 이상부터 

DNA단편화 현상을 관찰할 수 있었다. Apoptosis의 형태학적 특징중의 하나인 핵의 

변화를 관찰하기 위해 DNA에 특이적으로 결합하는 형광 염색액인 DAPI를 사용하여 

DNA를 염색하고 형광현미경으로 관찰하 다. 정상 대조군에 비해 고리매 에틸아세

테이트 분획물을 농도별로 처리한 HL-60 세포에서는 핵들의 chromatin이 응축되면
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서 작아지고, nuclear fragmentation이 일어나는 현상을 관찰할 수 있었다 (Figure 4). 

또한  DNA에 결합하여 형광을 나타내는 물질인 PI를 이용하여 고리매 추출물의 처

리에 의한 apoptotic 세포 즉 sub-G1 hypodiploid 세포의 증가를 유세포분석기로 확

인하 다. 그 결과 고리매 에틸아세테이트 분획물의 처리에 의하여 농도 의존적으로 

apoptotic 세포가 증가되는 것을 관찰할 수 있었다 (Figure 5). Apoptosis의 분자적 

기전을 밝히기 위해 anti-apoptosis protein으로 알려진 Bcl-2와 pro-apoptosis 

protein인 Bax의 발현을 보았다. Apoptosis가 일어나는 경우에 Bcl-2 단백질의 감소 

및 Bax 단백질의 증가가 관찰되는 경우가 많다. Bcl-2는 분자량 26-kDa의 단백질로

서 chemoresistance에 중요한 역할을 담당하여 여러 종류의 자극에 대해 apoptosis를 

억제하는 특이기능을 가지고 있다고 알려져 있다. Bax는 이와는 반대로 apoptosis를 

유발하여 cell death를 촉진하는 기능이 있다. Bax는 Bcl-2와 heterodimer를 형성함

으로써 Bcl-2의 anti-apoptotic effects를 방해한다 (Kroemer, 1997).  Figure 6에서 

보는 바와 같이 고리매 에틸아세테이트 분획물을 농도별로 처리시 농도 의존적으로 

Bcl-2 발현의 감소하 다. 이와 반대로 Bax 단백질 발현은 점차 증가됨을 확인 할 

수가 있었다. 현재까지 수많은 apoptosis관련 유전자가 알려져 있는데, 그 중에서도 

공통적인 경로는 단백질 분해 효소의 활성과 관련이 깊음이 알려졌다. 특히 시스테인

계의 단백질 분해 효소인 caspase가 발견되면서 apoptosis 기전의 중심적인 요소로 

여겨지고 있다 (Alnemri et al., 1996). Caspase는 terapeptide motif를 인식하여 기질

을 절단하는 cystein protease이며, 그 인식 peptide의 특이성은 caspase isoform에 따

라 차이를 나타낸다. 현재까지 14종류의 caspase isoform들이 보고되었는데, 이들 중 

caspase-3이 세포사멸 분야에서 가장 보편적인 관심을 받아왔다. caspase-3은 다양한 

apoptosis 자극에 의해서 공통적으로 활성화될 수 있으며, 활성화된 caspase-3은 여

러 종류의 세포내 단백질들을 절단할 수 있다 (Lazenik et al., 1994). caspase-3이 활

성화되기 위해서는 procaspase-3을 절단하는 caspase-9가 있어야하며, procaspase-9

가 활성화되기 위해서는 미토콘드리아로부터 세포질내로 cytochrome C가 유리되어

야 한다. PARP는 핵내에 존재하는 효소 중의 하나로서, 그 촉매부위는 apoptosis를 

거치는 여러 세포에서 효과적으로 caspase-3을 포함한 여러 caspase에 의해 DNA-

결합 부위로부터 절단되어 분리된다 (Hideki et al., 1998). Figure 7에서 보는 바와 

같이 고리매 에틸아세테이트 분획물처리에 의하여 caspase-9 활성형 (35-kDa)와 

caspase-3 활성형 (19-kDa)의 밴드를 확인할 수 있었으며, 또한 caspase-3의 활성화
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되는 농도에서 PARP의 분절을 관찰할 수 있었다. 그리고 고리매 에틸아세테이트 분

획물 75 ㎍/㎖ 농도를 시간별로 처리한 결과 6시간부터 caspase-3 활성형의 밴드를 

확인할 수 있었으며, 마찬가지로 PARP의 분절도 관찰할 수가 있었다. 고리매 추출물

이 HL-60 세포의 apoptosis를 유도하여 백혈병 세포의 성장을 저해한다는 본 연구 

결과는 고리매를 암 치료제로 이용할 수 있는 새로운 근거를 제시하며, 항암 치료제 

또는 예방제의 유효 성분 분리 및 그 작용기전 연구에 중요한 기초자료가 될 것이라 

사료된다.
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Ⅵ 국문초록

  천연물에는 항종양 효과를 비롯하여 다양한 생리활성을 나타내는 물질들이 포함되

어 있으며, 이들 생리활성 물질의 작용기전에 대한 연구가 활발히 진행되고 있다. 

  본 연구에서는 고리매의 항종양 효과를 조사하여, 고리매 성분을 암 치료제로 이용

할 수 있는 근거를 마련하고자 수행하 다. 세포 증식 억제 효과는 

3-(4,5-dimethylthiazol)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay를 이용하여 검색

하 다. 그 결과, 특히 제주연안의 조간대를 중심으로 자라는 고리매 추출물이 

HL-60과 같은 혈액 종양 세포의 증식을 현저히 억제하 다. 고리매의 HL-60 세포 

증식 억제 효과가 apoptosis에 의한 것인지 DNA fragmentation, morphologic 

changes, sub-G1 hypodiploid cells를 관찰한 결과 고리매에 의해 apoptosis가 유도됨

을 확인할 수 있었다. Apoptosis의 분자적 기전을 알아보기 위해서  Bcl-2 및 Bax의 

발현양상의 변화를 조사한 결과, Bcl-2의 발현은 농도 의존적으로 감소하 고 이와는 

달리 apoptosis를 촉진시키는 기능을 수행하는 Bax protein의 발현은 농도 의존적으

로 증가되어 나타났다. 그리고 caspase-3, 9의 활성변화를 조사한 결과, 농도 의존적

으로 활성이 증가되어 나타났다. 또한 시간에 따른 caspase-3의 활성변화를 조사한 

결과, caspase-3은 6시간 이후부터 시간 경과에 따른 활성 변화를 나타났다. 

caspase-3 기질의 하나인 poly(ADP-ribose)polymerase (PARP, 116-kDa)은 농도 및 

시간 의존적으로 caspase-3, 9의 활성도와 비례하여 PARP 분해 단백질 (85-kDa)로 

나타나는 것을 확인하 다. 

  고리매 추출물이 HL-60 세포의 apoptosis를 유도하여 백혈병 세포의 성장을 저해

한다는 본 연구 결과는 고리매를 암 치료제로 이용할 수 있는 새로운 근거를 제시하

며, 항암 치료제 또는 예방제의 유효 성분 분리 및 그 작용기전 연구에 중요한 기초

자료가 될 것이라 사료된다.

Key word: 고리매, HL-60, Apoptosis, c-Myc, Bcl-2, Bax, caspase-3
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