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Objectives: To investigate whether the cytotoxic effect of Cimicifuga rhizoma extract is associated with 

cell death in the human keratinocyte (HaCaT) and human melanoma cell lines (G361). 

Methods: Apoptosis induced by Cimicifuga rhizoma extract was confirmed by water-soluble tetrazolium 

salts-1 (WST-1) assay, immunocytochemistry, and western blot. Additionally, the release of cytochrome 

c and apoptosis-inducing factor (AIF) was visualized by confocal laser scanning microscopy.

Results: The results showed that Cimicifuga rhizoma extract significantly reduced the viability of G361 

cells with half-maximal inhibitory concentration (IC 50) of 200 mg/ml, and the apoptotic process was 

found to occur via the activation of caspase-3 and caspase-9 pathways. Besides, the release of cyto-

chrome c and AIF was also detected. 

Conclusions: This study suggests that Cimicifuga rhizoma extract causes apoptosis of human mela-

noma cells through the intrinsic apoptotic pathway.
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서  론

암은 현대 사회의 악성 신생물을 지칭하는 말로써 정상세포가 

여러 자극이나 환경에 의해 변형이 일어나 무제한으로 증식함으로

써 변형된 세포 집단을 의미한다. 암은 빠른 성장, 침윤, 그리고 전

이 등의 특성을 가지고 있으며 사람에게서 발생 시 사망을 일으키

게 되는 주요 원인이다. 현재 암 발생률은 전 세계적으로 증가하는 

추세에 있으며 그 중 악성 흑색종은 피부암 중에서 악성도가 가장 

높은 것으로 알려져 있다1). 악성 흑색종은 표피에 존재하는 멜라

닌 세포에서 발생되며 주요 원인으로는 자외선 노출이나 비정형성

의 특성을 띄는 색소 모반 등으로 알려져 있다2). 악성 흑색종의 치

료 방법은 암 치료법의 기본 술식인 광범위 절제술을 원칙으로 하
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며 그 외 화학, 면역, 방사선 치료 등의 부가적인 치료방법을 시행

한다3). 그러나, 구강의 경우 절제술로서 치료 시 안면손상으로 인

한 환자의 심리적 부담감이 작용하게 되며, 화학적 치료 및 방사선 

치료 시 암세포 뿐만 아니라 정상세포까지 손상이 되는 문제가 발

생하게 된다4). 이에 암을 치료하기 위한 여러 방법 중 정상세포에 

영향을 적게 미치는 세포자연사(apoptosis)를 이용한 연구가 지속

되고 있다. 

세포사멸 기작은 크게 세포괴사(necrosis)와 세포자연사

(apoptosis)로 구분되며, 세포 괴사는 외부 감염이나 독소 등에 의

해 염증이 발생하여 세포막이 파괴되는데 최종적으로 세포막 항상

성이 소실되어 세포 죽음을 유발한다5). 반면 apoptosis는 특별한 

자극 없이 세포 스스로 죽는 현상으로 세포막의 항상성은 유지되

며, 조절 이상 시 여러 질병을 유발시킨다6). 세포괴사는 수동적 사

멸인 반면 apoptosis는 자연적인 사멸로 능동적인 작용에 의해 발

생한다7). Apoptosis가 발생될 시 외인성 경로와 내인성 경로로 구

별되어 나타나는데 미토콘드리아를 통한 내인성 경로와 사멸 수용

체를 거치는 외인성 경로로 활성화 된다8). 내인성 경로는 미토콘

드리아에서 배출된 cytochrome c가 caspase-9을 활성화시키고 

그 다음 경로로 caspase-3를 활성화함으로써 여러 apoptosis의 

특성을 보여준다9,10).

최근 상대적으로 인체에 안전하며 약물에 의한 부작용이 거의 

없는 천연 물질에 대한 관심도가 증가하고 있으며, 이에 따라 한

약재인 황기11), 황련12), 병풀13), 승마14) 등의 추출물을 이용한 연구

가 활발히 이루어지고 있다. 보고에 따르면, 여성 호르몬인 에스트

로겐은 유방암 발생에 중요한 역할을 하는데, 호르몬 대체 요법으

로 사용되는 승마 추출액이 유방암 세포의 증식을 억제하는 것으

로 보고되고 있다15). 또한, 최근 연구에 따르면 승마 추출액이 항염

증16), 진통17,18) 및 구강 내 세균에 항균효과19)가 있는 것으로 알려져 

있다. 이와 같이 승마 추출액은 염증억제 및 암세포 사멸에도 영향

을 주는 것으로 알려져 있으나, 승마 추출물을 이용한 흑색종 암세

포와 관련하여 나타나는 효과에 대한 연구는 전무한 실정이다. 그

러므로 이번 연구에서는 승마 추출액을 흑색종 세포인 G361 (Hu-

man melanoma cell)에 처리하여, 세포의 사멸 효과를 확인하고

자 하였다.

연구대상 및 방법

1. 세포주 및 세포배양

실험에 이용한 암 세포와 정상 세포는 흑색종 세포인 G361과 

각질 형성 세포인 HaCaT로 American Type Culture Collection 

(Manassas, VA, USA)에서 분양을 받아 실험에 사용되었다. 세포의 

배양 조건은 다음의 Table 1과 같다.

2. 승마 추출액 처리

승마(화림제약, 부산, 대한민국)는 감압 및 농축 후 동결 건조

하여 실험에 사용되었다. 승마를 추출하기 위해 작은 크기로 잘게 

자른 다음 실험에 사용될 시료의 5배 부피의 70% 에탄올 용매를 

가해 60℃에서 5-8시간 처리하여 상층액만을 획득하였다. 그 후, 

여과지로 여과한 뒤 감압 농축기(R-114; BÜCHI. Flawil, Swit-

zerland)를 이용하여 50-55℃에서 농축한 다음 Dimethyl sulfox-

ide (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)에 0.1 g/ml의 농도로 용

해시켜 실험에 사용하였다. 실험에 사용된 농도는 0, 50, 100, 150, 

200, 300 mg/ml로 IC 50 (The half maximal inhibitory concentra-

tion)이 나올 수 있는 최적의 농도 범위로 설정하였다. 모든 실험은 

실험하기 직전 배지에 희석하여 세포에 처리하였다. 또한 용해된 

Dimethyl sulfoxide의 농도는 실험에 사용된 세포의 성장률에 영향

을 미치지 않는다는 사실을 확인한 후 실험에 사용하였다. 

3. 세포 성장률 측정

세포 성장률을 분석하기 위해 G361 세포와 HaCaT 세포를 

96-well plate에 1×104으로 분주한 후 24시간 배양하였다. 24

시간 배양한 후 실험에 사용될 승마 추출액을 각각의 농도(0, 50, 

100, 150, 200, 300 mg/ml)로 처리하였다. 각각의 승마 추출액이 

처리된 세포를 24시간으로 배양한 다음 WST-1 용액을 처리하였

다. 2-4시간 동안 37℃, 5% CO2 배양기에서 반응시킨 후 ELISA 

reader (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA)로 450 nm 파장에

서 각 샘플의 흡광도를 측정하였다. 실험의 유의한 분석을 위해 독

립적으로 세 번씩 시행하고 통계 분석을 시행하였다.

4. 면역화학 형광 염색

다른 농도의 승마 추출액을 처리한 세포를 세포원심분리법

(cytospin)을 이용하여 코팅된 슬라이드에 부착시켰다. 그 후 고

정액인 4% paraformaldehyde 용액을 이용하여 고정 처리하고 

DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline)로 세척 후 0.1% 

Triton X-100을 이용하여 세포막을 20분간 투과시켰다. 1차 항

체인 AIF (apoptosis inducing factor)와 cytochrome c를 처리하

고 4℃의 암실에서 하루 동안 반응시켰다. DPBS로 10분간 3번씩 

세척한 후 형광이 부착된 2차 항체(Alexa 488, 594)를 처리하고 

Table 1. The cell culture condition of G361 and HaCaT cells

Cell 

name
Organism Media Serum Antibiotics Cell condition

G361 Human melanoma cell line Dulbecco’s modified 

Eagle’s medium (DMEM)

Fetal Bovine serum (10%) 100X Penicillin-streptomycin (1%) 37℃, 5% 

CO2 incubator

HaCaT Human keratinocyte cell line Dulbecco’s modified 

Eagle’s medium (DMEM)

Fetal Bovine serum (10%) 100X Penicillin-streptomycin (1%) 37℃, 5%

CO2 incubator
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37℃에서 1시간 동안 반응시켰다. 그 후 DAPI (4’,6-diamidino-

2-phenylindole)가 포함된 용액(Molecular Probes, Carlsbad, 

CA, USA)으로 봉입하였다. 세포의 변화된 모습은 공초점 레이저 

현미경 CLSM 700 (Carl Zeiss, Baden-Württemberg, AG, Ger-

many)로 관찰하였다.

5. Western blot assay

G361 세포를 100 ø dish에 1×106으로 분주한 후 24시간 배

양하였다. 24시간 배양한 후 실험에 사용될 승마 추출액을 각각의 

농도(0, 50, 100, 150, 200, 300 mg/ml)로 처리하였다. 24시간 이

후 DPBS로 세척하고, 세척한 세포들을 lysis buffer에 4℃에서 1시

간 동안 반응시켰다. 그 후 원심 분리를 하여 상층액에 있는 추출

된 단백질만 따로 분리했다. 각 단백질의 농도는 Bradford assay를 

통해 595 nm에서 정량하였다. 동량 단백질의 sample을 만든 후 

6-15% polyacrylamide SDS gel을 이용해 전기영동으로 분리하고 

PVDF (Polyvinylidene difluoride) membrane으로 전이시켰다. 

전이시킨 PVDF membrane은 각각 1차, 2차 항체를 처리하고 특

정 단백질의 발현 양을 ImageQuant LAS 4000 (GE, Piscataway, 

NJ, USA)를 통해 이미지화하고 분석하였다.

Fig. 1. Effects of Cimicifuga rhizoma in HaCaT (A) and G361 cells (B). Cell viability was measured by WST-1 assay (P<0.05). 

a,b,cThe same character indication shows that there is no statistical significance.

Fig. 2. Cytochrome c (A) and AIF (B) release visualized by confocal immunofluroescence microscopy.



 최별보라 외 | 승마추출액을 처리한 G361세포에서의 apoptosis 효과에 대한 연구
75

6. 통계 분석

승마추출물이 처리되지 않은 대조군과 처리된 실험군의 결

과는 통계분석 소프트웨어인 IBM SPSS Statistics 24.0 (IBM Co., 

Armonk, NY, USA)을 이용하여 검정하였다. 정규분포를 따르지 

않은 각 군들을 비교하기 위해 비모수 검정 방법으로 Kruskal-

Wallis 분석법을 이용하였고, 유의수준은 0.05로 하였으며, 사후 

분석은 Tukey test를 이용하였다.

연구 성적

1. HaCaT와 G361 세포에서 승마 추출액이 생존율에 미치는 

영향

HaCaT과 G361 세포에 승마 추출액을 처리하여 세포 증식 

및 생존율에 미치는 영향을 WST-1 분석을 통해 관찰하였다(Fig. 

1). Fig. 1과 같이 G361 세포에서는 각각 100±0, 102±5, 91±9, 

76±9, 65±1, 9±1%으로 처리 농도에 따라 유의하게 감소하였고, 

HaCaT 세포에서는 각각 100±0, 105±3, 113±2, 106±6, 97±6, 

58±0%의 세포 생존율을 보였다. 이번 연구 결과, G361 세포에 승

마추출액을 처리 시 200 mg/ml의 농도에서 유의하게 생존률이 감

소하며, 200 mg/ml의 농도에서 IC 50의 값을 나타내었다. 하지만 

HaCaT 세포에서는 300 mg/ml의 농도에서 생존률이 억제되는 것

을 관찰할 수 있었다.

2. 승마 추출액이 G361 세포에 미치는 영향

승마 추출액이 G361 세포에 미치는 영향을 알아보고자 면역

화학형광염색법, western blot assay를 시행하였다. 그 결과 원

래 정상적인 세포 활동을 하는 미토콘드리아에 위치하고 있는 

cytochrome c와 AIF가 apoptosis에 의해 핵이나 세포질로 이

동한다는 사실을 관찰할 수 있었다(Fig. 2). 이는 승마 추출액이 

G361 세포에서 apoptosis를 일으킨다는 사실을 시사하고 있다. 

이에 apoptosis가 caspase의 활성화에 의한 것인지 확인하기 위해 

western blot assay를 이용한 단백질 분석을 시행하였다. Apop-

tosis의 최종 산물로 알려진 caspase 3, 그 기질인 PARP-1 (Poly 

[ADP-ribose] polymerase 1), caspase 3의 전 단계인 caspase 9, 

그리고 caspase 3의 표적 기질인 DFF 45 (DNA fragmentation 

factor 45)를 확인하였다. PARP-1은 각각 116 kDa과 89 kDa으로 

분절되었으며, DFF 45는 45 kDa, 35 kDa, 11 kDa으로, Caspase 

9는 47 kDa, 37 kDa으로, caspase 3는 35 kDa, 19 kDa, 17 kDa

으로 각각 깨어짐을 확인하였다(Fig. 3).

고  안

한의학적인 암치료를 위한 한방 추출물이 최근 각광받고 있으

며, 그 중 승마는 약 2,000년 전부터 써왔던 한약재로써 항면역, 항

산화, 항보체 활성의 특성을 가지며 미백 효과도 뛰어나 화장품으

로도 쓰이고 있다20). 그러나, 승마는 만성적 질환과 대사성 질환에 

효과적이라 알려져 있으나, 아직까지 정확한 구강암과 관련한 작

용 기전은 알려져 있지 않다. 환자가 구강암에 이환되어 약물치료

나 방사선 치료를 시행할 경우 다양한 부작용이 발생되며, 외과적 

절제술로써 조직을 제거할 경우 구강 악안면 구조가 결손되어 저

작이나 발음 시 불편감 및 심리적 상실감을 초래하게 된다. 그러므

로 구강암 세포를 제거하기 위해 정상조직을 파괴하지 않으면서 

암세포에만 효과를 나타내는 것이 매우 중요하다. 암 세포를 사멸

시키기 위해 소목21), 황련22), 녹차23) 등의 천연 추출물을 이용하여 

apoptosis 기전에 대한 암 세포 치료 연구가 활발히 이루어지고 있

으며, 이번 연구는 pro-apoptosis 단백질인 apoptosis-inducing 

factor (AIF), caspase 3, caspase 9 및 DNA fragmentation에 관

여하는 DFF 45 단백질 발현 정도를 확인 하고자 하였다. 승마 추

출액이 HaCaT 세포와 G361 세포에 미치는 영향을 확인하기 위하

여 농도별로 처리한 결과, HaCaT 세포에서는 200 mg/ml의 농도

에서 대조군과 비교 시 증식률에 차이가 없었다. 그러나 G361 세

포에서 농도 의존적으로 승마 추출액 처리 시 유의하게 세포의 증

식률이 감소하는 것을 확인하였다. 이러한 결과는 승마 추출액이 

Fig. 3. The total protein lysates were used for SDS-PAGE followed by 

western blot analysis. Antibodies against PARP-1, DFF 45, caspase-9, 

and caspase-3 were used.
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정상세포에는 독성효과를 나타내지 않고 암 세포에만 선택적으로 

독성효과를 나타내는 것으로 생각된다. 

승마 추출액이 G361 세포에서 apoptosis 과정에 의하여 사멸

되는지 확인하기 위하여 승마 추출액 200 mg/ml의 농도에서 pro-

apoptosis 단백질 발현정도를 확인하였다. 그 결과 세포의 DNA 

손상 시 발생되는 cytochrome c 및 미토콘드리아의 파괴로 인한 

AIF 단백질이 세포질과 핵으로 유리되어 최종적으로 caspase 3와 

9가 활성화되어 apoptosis를 유발시키는 것을 확인하였다. DNA 

손상을 감지하는 PARP-1의 경우 세포 DNA 손상 시 NF-kB를 활

성화시켜 복구하는 작용을 하나, 이번 실험 결과 G361 세포에 승

마추출액 처리 시 농도 의존적으로 발현이 감소함을 확인하였다. 

Caspase는 apoptosis를 유도하는데 핵심적인 역할을 하는 효소로

서 apoptosis가 진행시 활성화되고, 조절 단백질인 caspase-9가 

활성화 되면 연속적으로 caspase-3을 활성화시키며, caspase-3는 

apoptosis에서 가장 중요한 역할을 하는 것으로 잘 알려져 있다24). 

승마 추출액 처리 시 세포질에서 caspase-3가 활성화되어 DNA 

복구에 관여하는 PARP-1 비활성화가 시작되어 DNA 분절화를 일

으키는 것을 관찰하였다. DNA 분절화는 caspase 3가 활성화되어 

DFF 45가 절단 되며, cell condensation과 DNA fragmentation이 

유도되어 apoptosis가 나타나는 현상이며, 승마 추출액이 암세포 

성장 및 증식 억제에 영향을 미치는 것으로 확인되었다. 이러한 결

과는 승마 추출액이 세포 사멸의 중요한 단백질인 caspase 경로를 

통해 세포사멸을 유도할 수 있음을 확인하였다. 

이번 연구 결과는 승마 추출액이 구강암 세포인 G361 세포에

서 apoptosis를 유발시킬 수 있음을 제시한다. 그러나 실험 시 사

용된 시편 및 사용한 세포의 종류가 제한적이고, 승마 추출액이 단

일 성분만을 추출하지 않은 혼합 추출물로서 승마 추출액의 성분

에 대한 추가실험과 후속연구가 필요할 것으로 사료된다. 

결  론

이번 연구에서는 흑색종 세포인 G361에서 한방추출물인 승마

추출액이 미치는 영향을 알아보고자 하였으며, 다음과 같은 결과

를 확인하였다.

1. 승마 추출액 200 mg/ml이 처리된 군에서 유의하게 생존률

이 감소하며, 농도 의존적으로 현저한 세포 감소 형태를 보

였다.

2. AIF와 cytochrome c가 미토콘드리아에서 각각 핵과 세포

질로 위치이동을 하였고, apoptosis의 필수적인 역할을 하

는 PARP-1, DFF 45, caspase 9, 그리고 caspase 3가 분절

화 되어 활성화되는 경향을 관찰하였다.

이상의 결과, 승마 추출액은 흑색종 세포에서 생존 억제 효과

를 나타나며, 이는 apoptosis의 경로로 파악된다. 이는 승마 추출

액이 항암제로 사용될 수 있는 근거자료로서의 가능성을 보이는 

것으로 사료된다.
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