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서 론

인체 조직을 구성하고 있는 모든 세포들의 생존에는

혈관에 의한 산소와 영양분 공급이 필수적이다 따라.

서 혈관조직에 의한 산소와 영양분 공급은 인체의 각

기관과 조직의 정상적인 기능과 대사활동에 절대적으

로 필요하다 특히 혈관신생기전에 이상이 발생하여.

비정상적인 혈관신생 과다에 의해 일어나는 질병으로

악성암 당뇨병성 망막증 류마티스 관절염 건선 만, , , ,

성염증 등이 알려져 있으며,1 3)～ 이 질환들의 효과적인

치료방법이 아직 개발되지 않은 상태이다 그리고 암.

조직의 혈관은 암세포의 증식에 필요한 산소와 영양분

의 공급과 암세포가 다른 조직으로 전이하는 통로를

제공한다.4) 특히 기존의 혈관은 주변에 등에pericyte

의해 견고한 혈관벽을 구성하여 물질의 선택적 투과성

을 보이며 세포의 이동이 엄격히 조절되는데 비해 암, ,
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세포에 의해 유도된 신생혈관은 등의 혈관 주pericyte

변 조직이 형성되지 않아 물질의 투과성이 높고 전이,

성 암세포의 투과가 용이한 상태이다.3 6)～ 따라서 혈관

의 신생을 억제함으로써 암세포 전이를 차단하는 방법

은 암전이 억제제 개발의 새로운 전략이 될 것이다 그.

리고 과다한 혈관신생에 의한 질병의 치료법 개발에도

혈관신생 억제제의 응용이 가능할 것으로 생각된다.

인삼 추출물을 이용한 항암효과에 관한 연구는 항전

이7) 및 암세포 사멸8,9)의 관점에서는 본 연구팀과 국외

의 소수 그룹에서 진행되고 있으나 혈관신생에 관련,

한 연구는 미진한 상태이다 본 연구팀에서는 인삼성.

분인 의 항침윤 활성을PD, PT in vitro invasion assay

방법을 이용하여 조사하였고,10) 그 작용기작을 밝히기

위해 침윤 현상에 중요한 역할을 담당하는 matrix

metalloproteinase (MMP), urokinase type

plasminogen activator (uPA), tissue inhibitor of

효소들의 발현 및 활성을 조metalloproteinase (TIMP)

사하여 수편의 논문으로 발표하였다.6,10) 또한 PD, PT

가 의 활성증가 및 핵내 이동을 촉진시켜GR MMP-2,

의 발현를 감소시키는 사실을 확인한 바 있다9 .10) 그리

고 ginseno 를 이용한 항침윤 효과에 대해서는 일side

본의 연구그룹에서 활발히 진행되고 있으며 특히

ginsen 와 에서 항전이 효과가 있다고oside-Rb2 Rg3

보고하고 있다.11,12)

본 연구는 항침윤 효과가 뛰어나다고 이미 보고된

인삼 추출물 와 를 대panaxadiol (PD) panaxatriol (PT)

상으로 하여 이들의 혈관신생 억제효과를 와in vivo in

실험모델에서 검색하였다 이와 더불어 그 작용기vitro .

작을 상에서 혈관내피세포를 이용하여 규명함in vitro

으로써 혈관신생 억제에 의한 암세포전이 차단방법의

개발을 위한 기초 연구를 수행하고자 하였다.

재료 및 방법

1) 세포주와 세포배양

(1) HepG2 세포의 배양 인간 간암세포주인: HepG2

은 을 첨가한cell 10% fetal bovine serum (FBS)

에minimum essential medium (MEM) 1% Pen-

을 첨가한 배지에서 단층 배icillin-Streptomycin (P-S)

양되며 일에서 일에 한번씩 으로, 2 3 trypsinization

하여 유지하고 세포배양 환경은subculture 37o 포화C

습도로 유지되는 5% CO2 배양기에서 시행되었다.

(2) 혈관내피세포의 배양 혈관내피세포인: bovine

은aortic endothelial cell (BAEC) 10% fetal bovine

을 첨가한serum (FBS) Dulbesco's modified eagle

에media (DMEM) 1% Penicillin-Streptomycin (P-S)

을 첨가한 배지에서 단층 배양되며 일에서 일에 한, 2 3

번씩 으로 하여 유지하고 세포trypsinization subculture

배양 환경은 37o 포화 습도로 유지C 되는 5% CO2 배양

기에서 시행되었다. passage 의 세포를 실험에10 12～

사용하였다.

2) CAM assay

수정란을 구입하여 시간 동안45 18o 에 놓아둔 다C

음 습도가 유지되는90% 37o 배양기에 넣어 이를C 0

일배로 하여 배양하였다 일배가 되면 계란의 끝부분. 3

에 구멍을 내어 주사기로 알부민을 뽑아낸 뒤 계3 ml ,

란의 공기주머니가 있는 쪽을 알코올로 소독한70%

후 메스를 이용하여 지름 크기의 원형 창문을 만3 cm

들었다 공기주머니 아래에 있는 막은 핀셋으로 제거.

한 후 유리테이프로 구멍을 막았다 혈관형성 억제제.

의 검색을 위하여 이것을 계속 배양기에서 키워 일배4

가 되면 에 혈관형성을 억제할 것thermanox coverslip

이라 여겨지는 와 를 도포한 후 이를 분 동안PD PT 40

말린 후 다 마른 것을 확인하고 일배의 유리테이프를, 4

떼어낸 후 이 을 발생 중의, coverslip em 표bryo CAM

면에 놓고 다시 유리테이프로 창문을 막았다 이를 배.

양기에서 일동안 배양시킨 후3 10% fat emulsion

녹십자 을 막 안쪽에 주입하여 해부현(Intralipid, ) CAM

미경 으로 혈관신생 억제효과를(magnification × 8)

관찰하고 의 사진을 찍었다CAM .

3) MTT assay

혈관내피세포 생존율을 MTT (3-(4,5-dimethyl-

thiazol-2-yl)2,5-diphenyl tetrazolium bromide)

로 조사하였다 혈관내피세포를assay . 24-well culture

에plate 1×105개가 되도록 심어준 후 를 농도PD, PT

별로 일 처리한 후 를 최종농도1, 3, 6 MTT 0.25

로 넣어 시간 배양하였다 이 후 배지를 제거mg/ml 4 .

하고 를 가하여 생성된dimethylsulfoxide (DMSO) 1 ml

을 녹여낸 후 에서 흡광도를formazan crystal 540 nm

측정하여 세포의 혈관 내피세포의 증식에 대한 영향을

조사하였다.
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4) In vitro tube formation assay

농도의10 mg/ml Matrigel 300 μ를 에l 24 well plate

떨어뜨려 겔화되도록 37o 에서 분간 두었다 겔이C 30 .

형성된 후 바닥이 보이지 않는 정도로 배양된 혈관내

피세포를 하여trypsinizaion 4×105 로 분주cells/well

하고 를 처리한 뒤 위상차 현미경으로 겔속PD, PT ,

을 파고 들어가 혈관과 유사한 모양을 형성하는 지

를 시간대 별로 관찰하였다.

5) Wounding migration assay13)

혈관내피세포를 배양접시에 바닥이 보이지60 mm

않는 정도가 될 때까지 배양한 후 면도날로 세포에 상

처를 내어 을 긋고 일부를 긁어내었다reference line .

으로 번 씻어내고 가Serum free medium 3 10% FBS

포함된 배지를 을 첨가고 동시에M199 3 ml 1 mM

과 를 첨가하여 시간동안thymidin PD, PT 24 37o 포C,

화 습도로 유지되는 5% CO2 배양기에서 배양하였다.

배지를 버리고 로 씻어내고 메탄올로 분간 고정PBS 1

시키고 로 분간 염색한 후 물로 씻어내었다Giemsa 5 .

위상차 현미경을 이용하여 배로 관찰하여40 reference

을 넘어 이동한 세포 수를 세었다line .

6) Northern blot analysis

에 의해 혈관생성인자의 발현의 변화를 조사PD, PT

하기 위하여 가 처리된 조건에서 배양된PD, PT

세포로부터 전체 를 분리하고HepG2 RNA Northern

분석을 수행하였다 세포을hybridization . HepG2 T-75

배양용기에 정도 빡빡하게 키운 후 각 농도의70%

를 일간 처리 또는 처리하지 않은 채PD, PT 3 total

를 분리하여RNA 30 μ 의 를 에서 흡광도g RNA 260 nm

측정으로 정량한 다음, 1% agarose-formaldehyde

상에서 전기영동하였다 이것을gel . nitrocellulose

에 하여 시킨 후membrane transfer UV- cross linking

42o 에서 하고 를C prehybridization VEGF probe 32 로P

후labelling hybridization하였다 이 를 세척한 후. filter

B ꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧ
No. positive/No. tested

Compound Dose ( g/egg)μ % positive
in CAM assay

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
Control Empty 3/10 30

Retinoic acid 0.1 11/12 92

PD 20 1/10 10

40 3/9 33

80 5/10 50

PT 20 1/8 13

40 4/10 40

80 9/12 75
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
그림 1. CAM assay를 통한 PD와 PT의 혈관신생 억제작용 확인. A, 해부현미경을 이용한 관찰 결과.

B, 관찰결과의 통계적 분석.
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에 노출시켜 유전자 발현에 대한X-ray film nothern

분석을 실시하였다.

결 과

1) CAM assay를 이용한 PD, PT의 혈관신생 억제

작용 검색

에 의한 혈관신생 억제현상을 관찰하기 위하PD, PT

여 각각PD, PT 20 μg, 40 μg, 80 μ 씩을 사용하여g

를 실시하였다 혈관신생을 억제하는 양성CAM assay .

대조군으로 를 사용하였다 그림 에서retinoic acid . 1(A)

확인할 수 있듯이 둘다 사용한 모든 농도에서PD, PT

혈관신생이 억제되었다 그중 각각. 80 μ 의 농도g/egg

에서 현저한 혈관신생 억제현상을 확인할 수 있었다.

이를 도표화하면 그림 와 같다 위의 결과로1(B) . PD,

가 혈관신생 억제능력을 가지는 것으로 사료된다PT .

2) PD, PT의 혈관내피세포 증식에 미치는 영향조

사

와 를PD PT 10 50～ μ 의 농도로 일 일 혹은 일M 1 , 3 6

동안 각각 처리한 후 를 이용하여 혈관내피MTT assay

세포인 의 증식에 미치는 영향을 조사하였다BAECs .

의 경우 사용한 모든 농도에서 세포의 증식이 감소PD

되는 것을 확인할 수 있으나 40 μ 과M 50 μ 의 경우는M

증식의 감소가 아닌 세포독성이 있는 것으로 사료된

다 이 사실로 미루어 보아 의 경우. PD 40 μ 이상의M

농도에서는 cyto 를 가지는 것으로 보여지고 이toxicity

보다 낮은 농도인 10 30～ μ 에서는 세포의 증식을 감M

소시키는 것으로 확인되었다 그림 의 경우 역( 2(A)). PT

시 실험에 사용한 10 50～ μ 의 농도에서 세포의 증식M

이 감소하는 것을 관찰할 수 있었고 그림 와( 2(B)), PD

는 다르게 세포독성은 가지지 않는 것을 확인하였다.

3) 혈관내피세포의 tube 형성에 대한 PD, PT의 영

향조사

의PD, PT in vitro 상에서 혈관신생 억제정도를 관찰

하기 위해 를 이용하여BAECs in vitro tube formation

를 실시하였다assay . PD 30 μ 을 혈관내피세포에 처M

리한 경우 대조군에 비해 를 형성하는 속도가 느tube

그림 3. 30 μM PD와 40 μM PT를 처리한 BAECs의 tube formation assay 결과.

그림 2. MTT assay를 통한 PD (A)와 PT (B)의 혈관내피
세포에 대한 증식 조사.
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린 것을 확인할 수 있었다 뿐만 아니라 형성된 의. tube

지속시간도 짧은 것으로 관찰되었다. PT 40 μ 으로M

실험한 경우 역시 형성이 느리게 일어났는데tube PD

를 처리하였을 때 보다 형성을 억제하는 능력이tube

더욱 뛰어난 것을 관찰할 수 있었다 이것으로. PD, PT

가 in vivo와 마찬가지로 in vitro 상에서도 혈관신생을

억제하는 것을 알 수 있다.

4) 혈관내피세포의 이동에 대한 PD, PT의 영향조

사

혈관신생 과정에 있어서 중요한 단계중의 하나인 혈

관내피세포의 이동에 가 어떠한 영향을 미치는PD, PT

지를 를 이용한BAECs wounding mi 를gration assay

통하여 조사하였다 그 결과. PD 30 μ 의 경우 대조군M

에 비해 약 정도 혈관내피세포의 이동능력을 저40%

해시켰다. PT 40 μ 의 경우는 대조군에 비해 약M 55%

정도로 이동성을 억제시켰다 그림 혈관내피세포의( 4).

이동을 억제시키는 효과면에서 CAM assay, MTT

결과들과 마찬가지로assay, tube formation assay

가 보다 더욱 우세한 것을 알 수 있다PT PD .

5) VEGF 유전자 발현에 대한 PD, PT의 영향조사

가 혈관신생 억제효과를 나타낼 때의 작PD, PT 용기

전을 연구하기 위해 와 를 처리한, PD PT 세포와HepG2

에서 를 분리하여 혈관신생에 중요한BAECs total RNA

역할을 하는 유전자인 vascular endothelial growth

그림 4. PD와 PT를 처리한 BAECs의 wounding mi-

gration assay 결과. A, 위상차 현미경(× 100)을 이용한

관찰 결과. B, 이동한 세포수의 정량적 결과.

그림 5. PD와 PT에 의한 HepG2세포(A)와 BAECs (B)

에서의 VEGF 유전자의 발현 조사.
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를 대상으로 을 실시하였factor (VEGF) Northern blot

다 그 결과 혈관신생 억제능력이 있는 것으로 확인된.

가 간암세포와 혈관내피세포의 발현에는PD, PT VEGF

영향을 미치지 못함을 확인할 수 있었다 그림 이러( 5).

한 사실로 가 혈관신생을 억제시킬 때에는PD, PT

가 아닌 다른 혈관신생 유도 유전자의 발현을 억VEGF

제시키거나 혈관신생 억제유전자의 발현을 촉진시킬,

것으로 사료된다.

고 찰

혈관신생의 촉진 및 억제기전에 관한 연구는 세계적

으로 활발하게 진행되고 있다 특히 혈관신생 억제에.

관한 연구는 암세포의 증식과 전이현상을 억제할 것으

로 예상되며 이러한 물질의 검색은 조기에 암의 성장,

을 차단할 수 있을 뿐만 아니라 암의 전이를 억제하여

차 전이성 암의 발생을 예방할 수도 있다는 측면에서2

새로운 암예방 및 치료법의 하나로 관심이 모아지고

있다 특히 최근에는 암세포에서 생성 분비되는. ,

endo 의 경우 탁월한 혈관신생 억제 효과와 암치statin

료 효과가 동물실험에서 증명되어 발표된바 있다.14,15)

본 연구팀은 이미 와 의 항침윤 및 항전이 효과PD PT

를 확인하였고,10) 이러한 항침윤 효과가 있는 인삼성분

이 혈관신생 억제에도 관여할 것으로 생각되어 PD, PT

의 혈관신생 억제효과를 조사하였다.

본 연구 결과 인삼성분인 와 가PD PT in vivo CAM

에서 혈관신생 억제효과를 나타냄을 확인하였으assay

며 그림 가 에 비해 억제효과가 더욱 뛰어남( 1), PT PD

을 알 수 있었다 이러한 혈관신생. 억제효과의 작용기

전을 연구하기 위해 먼저, 를 통하여MTT assay PD,

가 혈관내피세포의 증식능력에 미치는 영향을 조사PT

하였다 그 결과 의 경우. PD 40 μ 이상의 고농도에서M

는 세포독성을 가지지만 그보다 낮은 농도에서는 혈관

내피세포의 증식을 억제시키는 것을 확인하였다 의. PT

경우는 와는 다르게 고농도에서도 세포독성을 가지PD

지 않으면서 혈관내피세포의 증식을 억제시켰다 그림(

상에서 를 형성하는 능력과 혈관내피세2). in vitro tube

포의 이동성을 각각 조사하였을 때 와 모두 이, PD PT

러한 능력을 억제시켰으며 그 능력이 가 더욱 뛰어PT

남을 알 수 있었다 그림 이러한 결과들로 미루( 3, 4).

어 보아 항침윤성이 뛰어난 인삼추출물인 와 가PD PT

혈관내피세포의 증식와 이동을 억제시킴으로써 뛰어난

혈관신생 억제효과를 나타낸다고 판단된다 그러나. PD

와 가 대표적인 혈관신생 유도유전자인 의 발PT VEGF

현에는 아무런 영향을 미치지 않는 것을 알 수 있었다

그림 이것으로 미루어 보아 와 는 외의( 5). PD PT VEGF

다른 혈관신생 유도 및 억제유전자의 발현을 조절하여

혈관신생을 억제할 것으로 예상된다.

인간 섬유육종암세포인 세포의 경우HT1080 PD와

가 세포외기질의 분해효소인 와PT MMP-2 의 유MMP- 9

전자 발현 및 단백질의 활성화를 차단시키고 그의 활

성억제 유전자인 의 발현을 증가시킴으로써 항침TIMP

윤 효과를 나타내는 것으로 알려져 있다.10) 이러한 관

점에서 볼 때 혈관내피세포에서의 경우 역시, HT1080

세포와 동일한 작용기전으로 혈관신생을 억제시키리라

추정되며 그 자세한 조절작용에 대해서는 보다 연구되

어야 할 사항으로 여겨진다.

결론적으로 본 연구에서는 악성암의 증식 및 전이에

필수적으로 요구되는 혈관신생에 대한 와 의 혈PD PT

관신생 억제효과를 확인하였으며 이들의 혈관신생 억

제효능을 이용한 악성암의 증식억제 및 전이억제 효과

를 이용한 새로운 항암제로의 개발 가능성을 제시하였

다고 사료된다.

결 론

본 연구에서는 와 가PD PT in vivo 와CAM assay in

vitro 에서 각각 혈관신생을 억제tube formation assay

시키는 활성이 있음을 확인하였다 또한 가 혈. PD, PT

관내피세포의 증식과 이동성을 감소시킨다는 것을 확

인하였다 이러한 사실로 볼 때 혈관신생의 여러과정. ,

중 와 는 혈관내피세포의 증식과 이동에 영향을PD PT

미치는 것으로 보인다 더불어 유전자 수준에서는.

가 아닌 다른 혈관신생 유도 유전자나 억제유전VEGF

자의 발현을 조절할 것으로 사료된다.
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