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구강암은 주변 근육이나 골조직으로의 침습과 경부 림프절로 전이가 빈번히 일어나며, 전이가 일어난 환

자의 5년 생존율은 약 40%로, 환자의 예후 개선을 위해 전이를 억제하는 항암제의 개발이 필요한 실정이다. 

상피간엽이행 (EMT)이 일어난 세포에서는 이동성과 침습성이 증가하고, 암세포가 새로운 기관으로 전이

가 일어나게 된다. 따라서, EMT를 억제하는 것은 암세포의 전이를 억제하는 치료 방법으로 고려 되고 있다. 

Shikonin은 지치에서 분리 정제된 물질로 항염증 효과가 널리 알려져 있다. 최근 shikonin은 다양한 암세포

에서 세포자멸사 및 세포주기정지를 유도하고, 폐 및 위암세포의 전이성을 상실시키는 것이 밝혀졌다. 하지

만 여전히 shikonin이 구강암에서 항전이 효과는 아직 불분명하다. 따라서 본 연구에서는 shikonin이 처리 

된 구강암 세포주에 대한 EMT 억제의 억제 효과를 확인 하였다.

본 연구에서 사용된 구강암 세포주 CAL-27로 세포생존율 및 세포증식율, 세포이동 및 침습, 단백질 및 

유전자의 발현을 확인하였다. CAL-27 세포는 shikonin 처리에 의해 생존율 및 증식율이 억제되었다. 또한, 

shikonin은 wound-healing 및 transwell invasion assay를 통해 CAL-27 세포의 이동 및 침습을 억제 하는 

것을 확인 하였다. Shikonin은 CAL-27 세포에서 epithelial marker 인 E-cadherin 의 protein 발현을 증가

시켰으며, mesenchymal marker 인 N-cadherin, Snail 및 Slug 의 protein 및 RNA 발현을 감소 시켰다. 따

라서, shikonin은 구강암세포주인 CAL-27의 상피간엽이행을 억제 함을 알 수 있었으며, 본 연구 결과는 

shikonin이 항전이성을 가지는 항암제로서의 가능성을 시사한다.

주제어: Shikonin, 상피간엽이행, 세포이동, 세포침습, OSCC
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서론
구강편평상피세포암종(Oral squamous cell 

carcinoma, OSCC)은 구강 암에서 가장 흔한 빈

도로 나타나며, 구강 암의 약 90%가 편평상피세포

에서 기인한다1). OSCC는 국소 재발, 2차 원발성 

종양, 국소 또는 원격 전이가 일어날 확률이 최대 

47%이며, 주변 근육이나 골조직으로의 침습과 경

부 림프절 전이가 빈번하여 전이가 일어났을 시 환

자의 예후가 좋지 않다2,3,4). 구강암의 치료로는 일

반적으로 초기 구강암에서는 외과적 치료를 시행

하나, 전이가 진행된 구강암에서는 항암병용요법

과 방사선치료가 외과적 치료와 함께 시행된다5). 구

강암 발생 위치가 해부학적으로 기능적 심미적 손

상을 초래함으로 외과적 수술법은 환자의 정신적 

사회적 문제까지 고려되어야 하는 실정이다6). 상

피간엽이행 (Epithelial-Mesenchymal transition, 

EMT)은 상피세포 형태에서 간엽세포 형태로 변하

는 것으로 종양의 발생 과정과 악성종양으로의 진

행 그리고 암세포의 전이를 조절하는 기전이다7). 

EMT는 암의 전이를 유발하는 중요한 과정으로 환

자의 예후를 악화시키는 전이를 억제하기 위해서

는 EMT 억제의 유도가 필요하다8). Shikonin(4-

naphthoquinone)은 나트로퀴닌계 물질로서 지치

(Lithospermum erythrorhizon Sieb. et Zucc)의 뿌

리에서 추출한 물질이다. 지치는 중의 및 한의학에

서 염증 치료에 사용되어온 약재로 발진, 홍역, 축

농증, 부스럼, 화상치료등에 효과가 있으며 현재까

지도 사용되고 있다9). 최근 shikonin구조에 각각

의 작용기가 다른 다양한 형태로 합성되었으며, 이

러한 합성물질로 항산화, 상처치유, 항염증, 항균, 

항암에 이르기까지 여러 효과를 가지는 것으로 보

고 되고 있다10,11,12,13). Shikonin의 항암 효과에 대

해서는 현재도 많은 연구가 이루어지고 있으며, 주

로 암세포의 성장의 억제와 apoptosis의 유도, 세

포 주기의 정지의 효과 등이 보고되었다14,15,16,17,18). 

또한 암세포의 전이의 억제에 대해서도 연구가 진

행되고 있는데, 폐암세포에서 c-Met의 억제를 통

한 EMT의 감소, 위암세포에서 TLC/NF-κB 경로

의 억제를 통해 암세포의 이동성과 침습성이 감소

된 것이 보고되었다19,20). 구강암세포에서 shikonin

이 apoptosis 및 autophagy 유도한다는 연구 결과

는 있지만, 아직까지 OSCC 세포에서 shikonin이 

EMT에 미치는 영향과 그 기전이 확인된 바는 없다
17,21). 그러므로 본 연구의 목적은 shikonin이 구강편

평상피세포암종에서 EMT 억제를 유발하여 OSCC 

세포의 이동성 및 침습성에 영향을 주는지를 평가

하였다.  

재료 및 방법

세포 배양 및 shikonin 처리

인간 구강편평상피세포암종(OSCC) 세포주 

CAL-27은 American Tissue Culture collection에

서 구매하였다. CAL-27은 10 % FBS (Hyclone)

과 1% penicilin-streptomysin (GIBCO-BRL, 

Rockville, Maryland)이 포함된 Dulbecco's 

Modified Eagle Medium (DMEM)을 이용하여, 5 

% CO₂와 37℃의 환경에서 배양하였다. Shikonin

은 (Calbiochem, La Jolla, CA)에서 구입했으며, 

dimethyl sulfoxide (DMSO)를 이용해 100 mM로 

aliquot하여 –80℃에 보관하고 실험을 시행할 때 

희석하여 사용하였다.  

세포 생존율 분석

96-well plate에 CAL-27 (1.5X10⁴ cells/

well) 세포를 분주하고, 다양한 농도 (10~50 μ

M)의 shikonin을 처리하였다. 24시간 후 배

지를 제거하고, 0.5 mg/ml 농도의 MTT 용

액 (3-[4 ,5-dimethyth iazo l-2-yl ]-2 ,5-
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diphenyltetrazolium bromide)을 100 ㎕씩 각 

well에 분주하여 37℃에서 4시간 동안 처리하였

다. DMSO로 형성된 formazan crystal을 녹인 후 

ELISA reader (Tecan, Mänedorf, Switzerland)를 

이용하여 620 nm의 파장으로 측정하였다.

세포 증식률 측정 (집락형성법)

6-well plate에 CAL-27 (3X10²cells/well) 세

포를 분주하여 0-10 μM 농도의 shikonin을 처

리하고 7일간 배양하였다. 7일후 형성된 세포의 

colony는 100 % methanol을 이용하여 10분간 고

정처리 하였고, 1% crystal violet을 10분간 상온에

서 염색한 후 증류수로 3회 세척하여 건조시켰다. 

이후 광학 현미경으로 colony의 수를 세어 그래프

로 나타내었다. 

세포 이동성 분석

CAL-27 세포(1X106 cells/well)를 6-well plate

에 분주하여 하루 동안 5 % CO₂와 37℃의 환경

에서 배양하였다. 세포가 90-100 %로 채워졌을 

때 1000 ㎕ pipette tip으로 중앙에 창상선을 만들

고 PBS로 2회 세척한 후 shikonin 의 농도가 0, 10, 

30 μM 이 되도록 하여 48시간 동안 처리하였다. 

24시간 단위로 디지털화된 이미지를 도립현미경 

(Olympus CX-41, Tokyo, Japan) 및 디지털 카메

라(Nikon Coolpix A300, Tokyo, Japan)를 이용하

여 촬영하였다. 이동한 세포의 면적을 대조군을 기

준 1로 환산하여 비율을 나타내었다.

세포 침습성 분석

8.0 μm pore size transwell (corning Costar, 

Cambridge, MA, USA)에 matrigel (200 μg/ml)

를 20 ㎕ 코팅하고 4시간동안 37℃ 인큐베이터에

서 건조시켰다. CAL-27 (1X105/200 ㎕)세포는 

serum-free 배지에 아무것도 처리하지 않은 대조

군과 30 μM의 농도의 shikonin을 희석하여 upper 

chamber 에 넣고, lower chamber에는 10% FBS

가 포함된 배지 800 ㎕ 가해주었다. 48시간 동안 

CO₂ 인큐베이터에서 배양한 후, 세포는 methanol

으로 10분간 고정 하고, hematoxylin & eosin 염

색을 각각 10분간 실시하여 도립현미경 (Olympus 

CX-41, Tokyo, Japan)으로 관찰하고 디지털 카메

라(Nikon Coolpix A300, Tokyo, Japan)를 이용하

여 이미지를 디지털화 하였다. 

Western blot 분석

CAL-27 세포를 Radioimmunopreciptation 

assay (RIPA) buffer (Cell signaling)를 이용하여 

1시간동안 아이스에서 용해시킨 후, 13,200 rpm

에서 30분간 원심분리하여 단백질을 분리하였다. 

Bradford protein assay (Bio-Rad, Richmond, CA, 

USA)를 이용하여 용해된 단백질의 농도를 정량

화 하였고, 동일한 양의 단백질을 sodium dodecyl 

sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-

PAGE)로 로딩하고, PVDF membrane에 옮겼

다. Membrane 은 5% skim milk로 1시간동안 

blocking 하고 난 뒤 1차 항체를 적용하여 2시간동

안 반응시켰다. 각 membrane은 Tris-NaCl-EDT 

(TNE) buffer 로 60분간 5회 세척한 후 2차 항체를 

처리하여 다시 TNE로 세척하는 과정을 거쳤다. 세

척이 끝난 membrane은 supersignal West Femto 

(Pierce, Rockford, Illinois)과 Alphalmager® HP 

System (Alpha Innotech; Santa Clara, USA) 이용

하여 단백질의 발현을 확인하고 이미지를 디지털화 

하였다. 

Real time-PCR

CAL-27 세포주에서 RNeasy Mini  Ki t 

(Qiagen. Hilden, DEU)를 이용하여 total RNA를 

추출하였고, NanoDrop 2.0 spectrophotometer 
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(Thermo Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA)

를 이용하여 RNA의 농도를 측정했다. M-MLV 

cDNA Synthesis Kit (Enzynomics, Dajeon, 

KOR)를 이용해 합성된 cDNA는 Snail (Snail-F, 

5’-GTTTACCTTCCAGCAGCCCT-3’; Snail-R 

5’-TCCCAGATGAGCATTGGCAG-3’), Slug 

(Slug-F, 5’-ACCTATTCTACGTTCTCTGGGCT-3’; 

Slug-R 5’-CCGATTTCCCAGACTGGTCATCA-3’) 

및  G A P D H  ( G A P D H - F , 

5 ’-CACCATCTTCCAGGAGCGAG-3’ ; 

GAPDH -R 5’-AAATGAGCCCCAGCCTTC 

TC-3’)의 primer를 이용하여 중합효소연쇄반응을 

시행하였다.

통계
모든 실험결과는 mean ± SD로 나타내었고, 각 

실험군 간의 유의성 검사는 ANOVA와 Student’s 

t-test를 실시하였으며, p 값이 0.05 미만 (p < 0.05)

인 경우에 통계적 유의성이 있는 것으로 간주하

였다. 본 연구의 통계적 검정은 GraphPad Prism 

Version 5.0 (GraphPad Prisum, San Diego, CA, 

USA)를 이용하여 분석하였다.

결과 

Shikonin에 의한 CAL-27 세포의 생존율과 증식율

Shikonin이 CAL-27 세포의 생존율에 미치는 

효과를 확인하기 위해, CAL-27 세포에 shikonin

을 24시간 동안 농도 별로 (0~50 μM) 처리하여 

MTT assay를 실시하였다. 세포의 생존율은 30 μ

M의 농도로 처리한 세포에서 대조군에 비해 55%

의 생존율을 나타내었으며, 농도의존적으로 감소하

는 경향을 보였다 (Fig. 1). 본 실험의 MTT 결과를 

바탕으로 이후 실험의 shikonin처리 농도를 결정

하였다. 집락형성법을 시행하여 shikonin이 CAL-

27 세포의 증식률에 미치는 효과를 알아보았다. 

Shikonin은 농도 별로 (0~10 μM) 7일간 처리하

였으며, 이후 crystal violet염색을 통해 세포 집락의 

개수를 확인하였다. 대조군에 비해 shikonin 처리 

군에서 집락의 개수가 뚜렷하게 감소하였다. 본 연

구에서 shikonin을 처리한 세포의 증식률이 농도의

존적으로 감소하는 것을 확인할 수 있었다 (Fig. 2). 

Fig 1. Effect of shikonin on the cell viability in CAL-27 
OSCC cells. CAL-27 cells were treated with shikonin 
(0~50 μM) for 24 hours and cell viability was determined 
by using MTT assay. The data represents the mean ± SD 
(n=3). *** p < 0.001, ** p < 0.01

Fig 2. Effect of shikonin on cell proliferation. (A) CAL-27 
cells were treated with shikonin (0~10 μM) for 7 days and 
stained with crystal violet. (B) The number of colonies 
was converted into a percentage and show in histogram. 
Each data represents the mean ± SD (n=3). ** p < 0.01, * 
p < 0.05.
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Shikonin의 세포 이동성과 침습성 억제 효과

Shikonin에 의한 세포 이동성 변화를 확인하기 

위해 wound healing 실험을 하였다. CAL-27 세포

에 창상을 형성한 후, shikonin (10, 30 μM)을 처

리하였다. 24, 48시간동안 처리 후 창상의 넓이를 

측정하였고, 세포가 이동한 면적의 넓이를 구하여 

그래프로 나타내었다. 24시간 동안 처리한 군과 48

시간 동안 처리한 군을 비교하였을 때, 세포가 이동

한 면적은 대조군과 비교하여 10 μM과 30 μM에

서 각각 0.8과 0.7, 0.6과 0.5로 시간 의존적, 농도 

의존적으로 감소하는 것을 확인 할 수 있었다 (Fig. 

3A). 세포의 이동과 달리 침습성이 있는 세포는 기

저막을 뚫고 통과할 수 있는 특징이 있다. 따라서 

세포 침습성의 변화를 알아보기 위해 trans-well

에 기저막 역할을 하는 materigel을 첨가하여, 48

시간동안 materigel을 통과한 세포의 개수를 비교

하였다. Shikonin을 처리한 세포는 대조군에 비해 

materigel을 통과한 세포의 수가 확연히 감소하였다 

(Fig. 3B)

Fig 3. Effect of shikonin on cell migration and invasion. 
(A) CAL-27 cells were examined the effect of cell migra-
tion using wound-healing assay for treated with shikonin. 
(B) The fold of the initial wound area is shown in the his-
togram and each data represents the mean ± SD of three 
expriments. *** p < 0.001, ** p < 0.01. (C) Trans-well in-
vasion assay was used to examine the invasion ability of 
shikonin-treated cells.

Shikonin의 EMT 관련 단백질과 mRNA의 발현 조절

EMT 유도 과정에서 상피세포인자 (epithelial 

marker)와 간엽세포인자 (mesenchymal marker)

는 서로 상보적으로 작용하여, 상피세포인자는 감

소하고, 간엽세포인자는 증가한다22). Shikonin을 

농도 별로 처리한 CAL-27 세포에서 EMT에 관

련된 단백질의 변화를 보기 위해 western blot 분

석으로 측정하였다. 상피세포인자인 E-cadherin 

단백질의 발현은 증가하였고, 간엽세포인자인 

N-cadherin과 Slug 단백질의 발현은 감소하였다

(Fig. 4A). Shikonin을 처리한 세포에 간엽세포인자

인 Snail과 Slug primer를 이용해 RT-PCR을 시행

하였다. Snail과 Slug의 mRNA의 발현은 용량의존

적으로 감소하였으며, 10 μM에서 각 0.52와 0.17 

수준으로 감소하였다. 본 실험 결과에서 shikonin

이 CAL-27 세포의 EMT를 유도하는 단백질과 

mRNA의 발현 수준을 감소시키고, 상피세포인자

의 수준은 증가시킨다는 것을 나타내었다. 결과적

으로 shikonin이 CAL-27 세포의 EMT를 억제 시

킨다는 것을 알 수 있었다.

Fig 4. Effect of shikonin on expression of EMT-relation 
protein and mRNA. Cells were treated with different con-
centration of shikonin for 24 h. (A) The expression level 
of EMT-related markers, such as E-cadherin, N-cadherin, 
Slug was verified by western blot analysis (B) and quanti-
tative PCR.
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총괄 및 고안
OSCC는 다발성 종양으로 발전할 가능성이 높

고 진단 전에 전이될 확률이 높다23). 구강암의 경

우 치료가 까다롭고 주변 근육이나 골조직, 경부 림

프절로의 전이되거나 항암 치료 후에도 잦은 재발

로 예후가 좋지 못하여, 치료과정 중 다른 암으로의 

전이 및 재발 억제가 중요하게 여겨지고 있다24,25). 

Shikonin은 유방암, 방광암, 전립선 암세포 등 여

러 논문에서 항암제로의 효과에 연구가 진행되었

고 그것을 입증했지만26,27,28), OSCC에서 EMT의 억

제를 통한 전이억제효과에 대해서는 여전이 불투

명한 상태이다. 많은 연구에서 천연 화합물은 다양

한 유형의 암에 대항하기 위해 사용될 수 있는 생물

학적으로 유리한 특성을 가지고 있다고  보고되었

다29). 본 연구에서는 천연물질에서 분리되어 합성

된 shikonin이 OSCC에서 EMT 억제를 통한 세포

의 이동성 및 침습성에 영향을 미치는지 확인하였

다. 먼저, 세포의 생존율과 증식률을 확인하여 세포

에 독성과 증식 억제 여부를 확인하였다. 약물반응

을 수치화 하는 방법 중 세포의 절반을 최대로 억제

하는 농도를 사용하는데 이를 IC50이라고 칭한다
30). CAL-27세포에서 shikonin에 의한 IC50 (Half 

maximal inhibitory concentration)은 의 50 μM 이

상의 농도로 확인되었다.  또한 동일한 세포에서  세포 독

성에 영향을 주지 않는 저 농도의 shikonin 을 설정한 

후 세포의 집락형성 실험으로 증식율을 확인하였을 

때 낮은 농도에서도 세포 CAL-27세포의 증식률을 

억제 시킨다 것을 증명할 수 있었다.

세포의 이동성과 침습성이 증가하는 것은 전이

의 특징이며, 암 치료에 의한 환자의 예후와 밀접

한 연관성이 있다. 본 연구에서는 shikonin에 의

한 전이성의 억제를 알아보기 위해 세포의 이동성 

및 침습성에 대한 실험을 진행하였다. 30 μM 의 

shikonin은 CAL-27 세포의 이동율을 명확하게 억

제하였고 matrigel을 코팅한 Trans-well 을 통과

하는 세포의 수도 확연하게 감소되는 것을 확인하

였다. 상피세포가 장벽으로서의 역할을 하지못하

고 간엽세포의 특징을 가져 이동 하고 기저막을 뚫

고 나가는 침습력을 가지게 되는데 상피-간엽 전

환 (Epithelial-mesenchymal transition, EMT)이라

고 한다31). 이와 연관성이 있는 유전자 중 epithelial 

marker로는 대표적으로 E-cadherin, mesenchymal 

maker로는 N-cadherin 이들을 조절하는 전사인자

로는 Snail, Slug 등이 있다32). E-cadherin의 발현이 

감소하면 상피성암세포는 간엽성 세포로 전환하면

서 운동성이 생겨 세포의 침윤이 용이하게 되어 전

이가 일어나는 것으로 알려져 있다33). Shikonin 이 

처리된 CAL-27 세포에서 E-cadherin 단백질의 발

현이 아무것도 처리하지 않은 대조군에 비해 점차 

증가하는 패턴을 보였으며, mesenchymal marker

인 N-cadherin 단백질의 발현은 감소하는 것을 확

인하였다. 또한 real-time PCR을 통해 N-cadherin

의 전사인자인 Snail과 Slug 또한 shikonin에 의해 

발현이 감소되는 것을 확인하였다. 종합하자면, 본

연구에서는 CAL-27 세포에서 shikonin에 의한 다

양한 세포 이동 및 침습억제의 증거들을 통해 이 물

질의 항전이 능력을 알아보았다. 본 연구 결과를 바

탕으로 shikonin에 의한 다양한 기전을 확인한다면 

shikonin이 구강편평상피세포암종에서 항전이능을 

가진 효과적인 항암물질로 개발 가능할 것으로 생

각된다. 
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ABSTRACT

Shikonin inhibits the Epithelial-Mesenchymal Transition in 
Oral Squamous Cell Carcinoma

Dan-Bi Park*, Bong-Soo Park*, Hae-Mi Kang, Su-Bin Yu, In-Ryoung Kim

Department of Oral Anatomy, Pusan National University School of Dentistry

Oral cancer invades the surrounding muscles and bone tissue and metastasizes to the cervical lymph 

nodes. The 5-year survival rate of patients with metastases is about 40%, and it is necessary to develop anti-

cancer drugs that suppress metastasis to improve the prognosis of patients. In epithelial-mesenchymal transi-

tion (EMT), the squamous cancer cells have mobility, which increases the invasiveness and metastasis to new 

organs. Therefore, EMT inhibition is considered a therapeutic method for inhibiting the metastasis of cancer 

cells. Shikonin has been isolated and purified from Lithospermum erythrorhizon Sieb. et Zucc and is widely 

known for its anti-inflammatory effect. Recently, shikonin has been shown to induce apoptosis and cell cycle 

arrest in various cancer cells and to inhibit the metastatic properties of lung and gastric cancer cells. However, 

the effects of shikonin on oral cancer are still unclear. Therefore, we investigated the effect of EMT inhibition 

on shikonin-treated oral cancer cell line, CAL-27 cells. Shikonin treatment inhibited the viability and prolifer-

ation of CAL-27 cells. In addition, shikonin inhibited their migration and invasion in wound-healing and trans-

well invasion assays. Shikonin increased the protein expression of E-cadherin, an epithelial marker in CAL-27 

cells, and decreased the protein and RNA expression of mesenchymal markers like N-cadherin, Snail, and Slug. 

Therefore, shikonin inhibited the epithelial-mesenchymal metastasis of oral cancer cell line CAL-27, suggest-

ing that it may be an anticancer agent with an anti-metastatic effect.

Keywords: Shikonin, EMT, migration, invasion, OSCC


