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  Angiogenesis is a complex process involving a cascade of events that result in the 
formation of new blood vessels from existing ones. This process are known to be essential 
for tumor growth, survival and metastasis. There are a number of angiogenic factors 
controlling the process. The present study was conducted to assess the effects of 0.1 
mg/ml dahuang and 1.0 mg/ml soamsan on human hepato-carcinoma (SNU449) and 
gastric-adenocarcinoma (SNU638) induced tube formation, proliferation and migration of 
vascular endothelial cells (ECV304), and on expressions of angiogenic factors (VEGF, 
TGF-β and PDGF) in vitro. In SNU449 cells, the expressions of VEGF, TGF-β and 
PDGF were inhibited by dahuang. In SNU638 cells, the expression of VEGF was 
inhibited by dahuang and soamsan, but TGF-β was inhibited only by soamsan. In 
ECV304 cells, tube formation and migration were inhibited by dahuang and soamsan. 
The cell proliferation induced by SNU449 CM seemed to be significantly inhibited by 
dahuang (78%, p＜0.05) and soamsan (67%, p＜0.01). However, the cell proliferation 
induced by SNU638 CM was significantly inhibited only by dahuang (56%, p＜0.01). 
According to the results, dahuang and soamsan seemed to inhibit angiogenesis 
mechanism, therefore they are thought to be a potential anti-cancer materials.
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서      론

  국내에서 암의 발병률은 남자가 24.5%, 여자

가 15.8%로 1 를 차지하여 체 으로 20.8%의 

높은 발병률을 지니고 있으며, 간암은 남자가 16.3%

로 2 , 여자가 6.7%로 7 의 발병률을 나타내 

체 암 발생률  3 (12.2%)를 차지하고 있다.1)

  세포가 생존하기 해서는 으로부터 산소

와 양분을 공 받아야 하며, 이를 해 으

로부터 100～200μm 반경 내에 존재해야 한다. 같

은 맥락에서 세포가 성장하기 해서는 새로운 

을 형성해야 하고, 암세포도 이러한 과정을 



신 아 외 3인： 황  소암산이 신 형성 기 에 미치는 향  43

거쳐 성장하며, 다른 기 으로 이되게 된다.2) 

최근 악성흑색종, 유방암, 난소암, 비소세포성 폐

암, 립선암, 암 등과 같은 여러 종양에서 신

형성(angiogenesis)이 암의 성장  이에 

요한 향을 미치는 것으로 보고되고 있다.3～9)

  한편, 종양 치료 방법에는 크게 수술요법, 방사

선요법과 화학요법이 있는데, 이들 요법의 부작용

이 알려지면서,10) 천연물을 이용한 항암제 탐색에 

한 연구가 활발하며 미국의 암센터(NCI)에서도 

1980년까지 114,045 종의 세계 천연물을 수집하

여 항암물질에 한 연구를 하 다.11) 최근에는 

콩의 saponin과 genistein, daidzein, Labiatae S. revu-

laris의 flavonoid 성분인 baicalein과 녹차의 epigal-

locatechin-3-gallate (EGCG)에서 유효한 활성이 

찰되었다.
12～15)

  1971년, Folkman에 의해 종양의 성장과 이에 

신 형성이 필수 이라는 가설이 제기된 이후 

오늘날 신 형성은 암을 연구하는 학자들의 주

된 심사가 되고 있으며,16～18) 신 형성을 억

제함으로써 암을 치료하려는 연구가 활발히 진행

되고 있다. 따라서 본 연구에서는 우리나라에서 

발병률이 높은 간암과 암의 세포주에 황과 

소암산을 투여하여 신 형성 기 의 억제 여부, 

특히 종양의 신 형성에 주된 역할을 하는 VEGF, 

TGF-β  PDGF의 세포 내 발  양상을 조사하

고, 내피세포의 튜 형성, 증식  이동에 미

치는 향을 조사하여 황과 소암산이 신 형

성 기 을 억제하는지 연구하 다.

재료  방법

    1) 재료

  RPMI-1640 배지, M199 배지, fetal bovine serum 

(FBS), penicillin-streptomycin, Dulbecco's phosphate 

buffered saline (PBS)과 Trypsin-EDTA는 모두 GIBCO 

BRL 제품을 사용하 고, TRI reagent는 MRC제품

을, sodium bicarbonate, chloroform과 isopropanol은 

Sigma-Aldrich 제품을 사용하 다. 한, oligo-dT, 

reverse-transcriptase (RT) buffer, dNTP mixture, 10,000 

U Rnasin, MMLV-Rtase는 모두 Promega 제품을 

사용하 다.

    2) 세포 배양

  사람의 간암과 암 세포주인 SNU449와 SNU638

세포는 한국세포주은행에서 구입하 으며, 56oC

에서 30분간 불활성화시킨 10% FBS와 1% penicillin- 

streptomycin이 들어간 RPMI-1640 배지를 이용하

여 세포성장의 최 조건인 37oC, 5% CO2로 평형

된 CO2 배양기(Forma)에서 배양하 다. 사람의 제

정맥 내피 세포주인 HUVEC의 자연돌연변

이 세포주인 ECV304 세포는 국립보건원에서 분

양받아 10% FBS와 1% penicillin-streptomycin이 들

어간 M199배지를 이용하여 CO2 배양기에서 배양

하 다. 배양된 세포는 약 72시간 간격으로 계

배양하 으며, 부착성 세포의 계 배양 시에는 

Trypsin-EDTA를 사용하여 세포를 용기로부터 떼

어내었다.

    3) 황  소암산의 제조

  황과 소암산은 국립보건원에서 제공받았고, 모

두 100 mg/ml의 농도로 3차 증류수에 용해시킨 

후 0.2μm-pore membrane filter로 여과하 으며, 

실험 시에 각각 0.1 mg/ml과 1.0 mg/ml의 농도로 

희석하여 사용하 다.

    4) ECV304 세포의 독성실험

  ECV304 세포를 6well에 well 당 1×105개를 분

주하여 CO2 배양기에서 24시간 동안 배양하 고, 

황과 소암산의 최종농도가 각각 0.1 mg/ml, 1.0 

mg/ml이 되도록 처리하여 CO2 배양기에서 24, 48, 

72시간 동안 배양한 뒤 hemocytometer로 세포의 

생존율을 조사하 다.

    5) 신 형성인자들의 역 사 합효소 연

쇄반응법(RT-PCR)

  총 RNA는 TRI Reagent를 이용하여 추출하 다. 

총 RNA 3μg에 DEPC-H2O 10μl를 분주하여 75
o
C

에서 5분간 처리한 뒤 10 mM oligo-dT, 5× reverse- 

transcriptase (RT) buffer, dNTPs (각각 2.5 mM), 

10,000 U RNasin, MMLV-RTase와 DEPC-H2O를 

첨가하고 42oC에서 1시간, 75oC에서 5분 동안 반

응시켜 first strand cDNA를 제조하 다. 제조된 

cDNA를 10배 희석하여 Table 1에서 제시한 각각
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Table 1. Nucleotide sequences of PCR primers

ꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧ
Sense 5' CTGCTGTCTTGGGTGCATT 3'

VEGF
Antisense 5' CCTCGGCTTGTCACATTTTT 3'

Sense5' ACTGCAAGTGGACATCAACG 3'
TGF-β

Antisense 5' GTCCAGGCTCCAAATGTAGG 3'

Sense 5' ACCAGGACGGTCATTTACGA 3'
PDGF

Antisense 5' TCTGGTTGGCTGCTTTAGGT 3'

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

의 primer 10 pmole, 10× PCR buffer, dNTPs (각각 

2.5 mM), Taq polymerase를 첨가하고 다음과 같은 

조건으로 PCR시험을 실시하 다. VEGF와 TGF-β

는 94oC에서 5분 동안 반응시킨 뒤에, 94oC에서 

30 , 57oC에서 1분, 72oC에서 30 간 반응시키는 

과정을 30 cycle 반복한 후, 72
o
C에서 5분 동안 반

응시켰다. 한, PDGF는 94oC에서 5분간 반응시

킨 후, 94oC에서 30 , 62oC에서 1분, 72oC에서 1

분 30 간 반응시키는 과정을 30 cycle 반복한 후, 

72oC에서 7분 동안 반응시켜 종료하 다. PCR 산

물 10μl에 Tris/Boric acid/EDTA (TBE) buffer를 분

주한 후 1.0% agarose gel상에서 기 동을 실시

하고, 자외선 투사기로 mRNA의 발  유무를 확

인하 다.

    6) ECV304 세포의 튜 형성 실험

  Matrigel을 녹여 24 well에 300μl씩 분주하고 CO2 

배양기에서 1시간 동안 합반응시킨 후 ECV304 

세포를 well 당 5×104개를 분주하 다. 그런 다음 

황과 소암산의 최종농도가 각각 0.1 mg/ml, 1.0 

mg/ml이 되도록 처리하고 CO2 배양기에서 18시간 

동안 배양시켜 미경 찰 후 사진을 촬 하 다.

    7) Conditioned Media (CM)의 비

  SNU449와 638세포를 6well에 well당 1×105개를 

분주하고 24시간 동안 CO2 배양기에서 배양한 후 

황과 소암산의 최종농도가 각각 0.1 mg/ml, 1.0 

mg/ml이 되도록 처리하여 48시간 동안 37oC CO2 

배양기에서 배양하 다. 배지를 제거하여 3,000 

rpm에서 10분간 원심분리한 후 상등액을 0.2μm- 

pore membrane filter로 여과하여 CM으로 사용하

다.

    8) CM으로부터 유도된 ECV304 세포의 증식 

실험

  ECV304 세포를 24well에 well 당 1×104개를 분

주하고 CO2 배양기에서 24시간 동안 배양한 후, 

CM 300μl와 1% FBS를 함유한 M199 배지 200μl

를 처리하 다. 48시간 배양한 후 hemocytometer

로 계수하여 세포의 증식능을 조사하 다.

    9) CM으로부터 유도된 ECV304 세포의 이동 

실험

  SNU449와 638 세포에 황과 소암산을 처리하

여 획득한 CM이 내피세포의 이동에 미치는 

향을 조사하기 하여 denuding injury model을 

사용하여 실험을 진행하 다. ECV304 세포를 6well

에 well 당 1×105개를 분주하고 CO2 배양기에서 

24시간 동안 배양한 후 배지를 제거하고, 2～200

μl 이펫 을 이용하여 가로로 세 을 그어 

denuding area를 형성하 다. CM 2 ml씩을 분주하

여 CO2 배양기에서 18시간 동안 배양시킨 후 

미경으로 찰하고 사진을 촬 하 다.

    10) 통계처리

  모든 실험의 결과는 평균치와 표 편차를 계산하

고, 조군과 실험군과의 차이는 unpaired Student's 

t-test를 이용하여 유의성을 정하 다.

결과  고찰

    1) 황과 소암산이 ECV304 세포의 독성에 

미치는 향

  ECV304 세포에서의 황과 소암산의 세포 독

성실험 결과, 24시간 배양했을 때의 생존율은 

조군에 비교하여 각각 140%와 174% (p＜0.01)로 

증가하 고, 48시간 배양했을 때에도 황 처리군

은 116%, 소암산 처리군은 115%로 생존율이 증

가하 다. 그러나 72시간 배양한 경우 황군의 

세포 생존율이 조군의 85%로 다소 억제되었으

며, 소암산 처리군에서도 조군에 비교하여 27%

로 유의하게(p＜0.01) 억제되었다(Fig. 1).

  이상의 결과로 내피세포에 황과 소암산

을 처리한 후 24, 48시간 배양한 군에서는 조
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Fig. 1. Effects of the Dahuang and Soamsan on viability 

of ECV304 cells at 24, 48 and 72 hours. Statistical sig-

nificance was calculated by unpaired Student's t-test. *p＜

0.01 vs control.
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Fig. 2. Effects of the Dahuang and Soamsan on VEGF 

mRNA expression in SNU449 and SNU638 cells. RT-PCR 

analysis of GAPDH was used as a loading control. (A) lane 

1: control, lane 2: soamsan, lane 3: dahuang, (B) lane 1: 

control, lane 2: soamsan, lane 3: dahuang, upper panel: 

VEGF (vascular endothelial growth factor), lower panel: 

GAPDH (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase).

VEGF

449 638

GAPDH

BA

lane 1 2 3 lane 1 2 3

Fig. 4. Effects of the Dahuang and Soamsan on PDGF 

mRNA expression in SNU449 and SNU638 cells. RT- 

PCR analysis of GAPDH was used as a loading control. 

(A) lane 1: control, lane 2: soamsan, lane 3: dahuang, (B) 

lane 1: control, lane 2: soamsan, lane 3: dahuang, upper 

panel: PDGF (platelet-derived growth factor), lower panel: 

GAPDH (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase).

PDGF

449 638

GAPDH

BA

lane 1 2 3 lane 1 2 3

 

Fig. 3. Effects of the Dahuang and Soamsan on TGF-β 

mRNA expression in SNU449 and SNU638 cells. RT- 

PCR analysis of GAPDH was used as a loading control. 

(A) lane 1: control, lane 2: soamsan, lane 3: dahuang, (B) 

lane 1: control, lane 2: soamsan, lane 3: dahuang, upper 

panel: TGF-β (transforming growth factor-β), lower pan-

el: GAPDH (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase).

BA
TGF-β

449 638

GAPDH

lane 1 2 3 lane 1 2 3

군 이상의 생존율을 보여주고 있으나, 72시간 배양

한 군에서는 세포의 생존율이 조군에 비교하여 

각각 85%와 27%로 하되어 약간의 세포독성이 

있음을 알 수 있었다. 따라서 향후 독성실험에 

한 농도 설정이 재실험되어야 할 것으로 사료된다.

    2) 황과 소암산이 SNU449, 638세포의 VEGF, 

TGF-β  PDGF 발 에 미치는 향

  SNU449와 638 세포에서의 황과 소암산의 신

형성인자들의 발 에 미치는 향을 조사한 

결과는 다음과 같았다. SNU449 세포의 경우 황

을 처리했을 때 VEGF, TGF-β  PDGF의 발 이 

모두 억제된 반면, 소암산을 처리했을 때에는 

VEGF, TGF-β  PDGF가 모두 발 되었다. SNU638 

세포의 경우 소암산을 처리했을 때 VEGF의 발

이 크게 억제되었고, TGF-β의 발 도 억제되는 

경향을 보 으나, 황 처리 시에는 VEGF와 TGF-

β가 모두 발 되었으며, SNU638 세포에서 PDGF

는 모든 군에서  발 되지 않았다(Fig. 2～4).

  이상의 결과로, SNU449 세포에서는 황이 신

형성인자들의 발 을 억제하며, SNU638 세

포에서는 소암산이 신 형성인자들의 발 을 

억제하는 경향이 있음을 알 수 있었다.

  Antisense-VEGF cDNA나 VEGF의 antibody를 발

시킴으로써 VEGF의 발 이 억제되었고,19,20) 특

히, antisense-VEGF cDNA를 발 시킨 경우 VEGF

의 발 이 억제됨으로써 내피세포의 증식과 

튜 형성도 억제되었다.19)

  산소증을 일으키는 hypoxia inducible factor 
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Fig. 5.  Effects of the Dahuang and Soamsan on tube formation of ECV304 cells. (A) control, (B) control, (C) dahuang, 

(D) soamsan.

A

C D

B

(HIF)-1나 TGF-β는 신 형성 조 인자이며,21,22) 

서로 상승작용을 일으켜 VEGF를 발 시켰다.23) 

한, 내피세포에 fibroblast growth factor (FGF)- 

2를 투여했을 때 VEGF의 발 이 증가하 고, 생

쥐의 각막에서 FGF-2로 신 형성을 유도하 을 

때에도 VEGF의 mRNA와 단백질의 발 이 증가

하 다. 반면, VEGF의 antibody를 처리했을 때에

는 FGF-2로 인한 내피세포의 증식과 각막에

서의 신 형성이 억제되었다.
24)

  따라서 본 연구에서는 황  소암산이 간암

과 암 세포로부터 발 되는 여러 신 형성인

자들을 화시킴으로써 신 형성 기 에 미치

는 이들 인자의 작용을 차단하는 것으로 사료된

다. 한, VEGF, TGF-β  PDGF의 상승작용으

로 신 형성이 유도될 수 있기 때문에 이러한 

여러 인자들  어느 한 인자를 억제함으로써 신

형성이 억제될 수 있다고 사료된다.

    3) 황과 소암산이 ECV304 세포의 튜 형

성에 미치는 향

  ECV304 세포에서의 황과 소암산의 세포 분

화에 미치는 향을 찰한 결과, 조군에서는 

세포들이 분화하여 이 분명하게 형성된 반면, 

황 처리군에서는 의 형성이 부진하고 

망이 심하게 괴되었으며 세포들이 바닥에서 탈

락되었고, 소암산 처리군에서도 의 형성이 부

진하고 차 망이 괴되었다(Fig. 5).

  내피세포에 울 을 처리하여 18시간 동안 

배양했을 때 모세 의 형성이 억제되었고,25) SK- 

HEP1 세포에 antisense-VEGF cDNA를 발 시켰을 

때 VEGF의 분비가 하됨으로써 내피세포의 

증식, 튜 형성과 성장이 억제되었다.19) 한, throm-

boxane A2 수용체에 결합하는 [1S-(1α,2β(5Z),3α(1E, 

3R),4α)-7-[3-(3-hydroxy-4-(4'-iodophenoxy)-1-buteny

l)-7-oxabicyclo-[2.2.1]heptan-2-yl]-5'-heptenoic acid 

(IBOP)에 의해 내피세포의 튜 형성과 이동

이 억제되었다.
26)

    4) 황과 소암산이 ECV304 세포의 증식에 

미치는 향

  ECV304 세포에서의 황과 소암산의 세포 증식

에 미치는 향을 찰한 결과, SNU449 세포의 CM

을 처리했을 때 황 처리군의 세포 증식률이 78%

로 나타나 control 군에 비교하여 유의하게 억제되
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Fig. 7. Effects of the Dahuang and Soamsan on migration of ECV304 cells induced by SNU449 CM. (A) positive control, 

(B) control, (C) dahuang, (D) soamsan.
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Fig. 6. Effects of the Dahuang and Soamsan on pro-
liferation of ECV304 cells induced by SNU449 and 
SNU638 CM. Statistical significance was calculated by 
unpaired Student's t-test. * p＜0.05, 

†
p＜0.01 vs control.
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었으며(p＜0.05), 소암산 처리군에서도 67%로 유의

하게 억제되었다(p＜0.01). 한, control 군은 배지

만 분주한 positive control 군에 비교하여 세포의 증

식률이 높았다. SNU638 세포의 CM을 처리했을 때 

황 처리군에서는 세포의 증식이 control 군에 비교

하여 56%로 유의하게 억제되었으며(p＜0.01), 소암

산 처리군에서도 유의하지는 않으나 control 군에 비

교하여 억제되었다. 한, control 군의 세포 증식은 

positive control군과 유사한 수 이었다(Fig. 6).

  Heparin 유사물질인 carboxymethyl dextran benzy-

lamide (CMDB7)는 TGF-β와 PDGF가 수용체와 

결합하는 것을 방해함으로써 이들의 작용을 억제

하 고,27) 특히, CMDB7은 VEGF165에 결합하여 hep-

arin이 VEGF165  VEGF165․KDR복합체에 결합

하는 것과 KDR수용체를 통해 내피세포로 신

호가 달되는 것을 방해하 으며, 내피세포

에 한 mitogenic effect를 억제하 다.28)

    5) 황과 소암산이 ECV304 세포의 이동에 

미치는 향

  ECV304 세포에서의 황과 소암산의 세포 이
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Fig. 8. Effects of the Dahuang and Soamsan on migration of ECV304 cells induced by SNU638 CM. (A) positive control, 

(B) control, (C) dahuang, (D) soamsan.

A

C D

B

동에 미치는 향을 찰한 결과, SNU449 세포의 

CM을 처리한 결과에서 배지만 분주한 positive 

control 군과 아무 것도 처리하지 않고 CM만 처리

한 control CM 군의 경우 wounded area로 세포가 

많이 이동된 것을 찰할 수 있었다. 그러나, 

황과 소암산 처리군의 경우 내피세포의 이동

이 유의하게 억제되었다(Fig. 7).

  SNU638 세포의 CM을 처리한 결과에서도 positive 

control군과 control CM 군의 경우 wounded area로 

세포가 많이 이동된 것을 찰할 수 있었다. 반면

에, 황을 처리한 경우 세포의 이동이 크게 억제

된 반면, 소암산을 처리한 경우에는 wounded area

로 세포가 조 씩 이동한 것을 확인할 수 있었다

(Fig. 8).

  Thromboxane A2 수용체에 IBOP가 결합함으로

써 내피세포의 튜 형성과 이동이 억제되었

으며, 이는 IBOP가 수용체에 결합하여 내피

세포들 사이의 신호 달을 방해하기 때문인 것

으로 유추하 다.26) 한, 이것은 내피세포들 

사이의 신호 달이 gap junction의 향으로 증폭

되어 내피세포가 이동한다는 결과로서 뒷받침될 

수 있다.29)

  따라서 본 연구의 결과로 황과 소암산에 의

해 신 형성인자들의 발 이 억제되어 내

피세포의 증식, 이동  튜 형성이 순차 으로 

억제될 것으로 사료된다. 한, 황과 소암산이 

신 형성인자들의 발 을 직 으로 억제하지 

않더라도, 이들이 내피세포의 수용체와 결합

하는 것을 방해함으로써 내피세포로의 신호 달

을 막아 결과 으로 내피세포의 증식, 이동 

 튜 형성이 억제될 것으로 사료된다.

결      론

  1) 내피세포에 황과 소암산을 처리한 후 

24, 48시간 배양했을 때 세포의 생존율은 증가했
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고, 황 처리 후 72시간 배양했을 때에는 생존율

이 다소 감소했으며, 소암산 처리 후 72시간 배양

했을 때에도 생존율이 유의하게 감소되었다.

  2) 황은 간암 세포에서 VEGF, TGF-β  PDGF

의 발 을 억제하 고, 암 세포에서는 VEGF의 

발 만 다소 억제하 을 뿐, 다른 인자들의 발

에는 향을 주지 않았다. 소암산은 암 세포에

서 VEGF와 TGF-β의 발 을 억제하 고, 간암 

세포에서는 어떠한 인자에도 향을 주지 않았다.

  3) 내피세포에 황을 처리했을 때 의 

형성이 부진하고, 망이 괴되었으며, 세포가 

바닥에서 탈락된 상이 찰되었고, 소암산을 처

리했을 때에도 차 과 망의 형성이 

괴되는 양상을 보 다.

  4) 간암 세포의 경우 황을 처리했을 때 

내피세포의 증식이 유의하게 억제되었고, 소암산

을 처리했을 때에도 유의하게 억제되었다. 한, 

암 세포의 경우 황 처리 군에서 세포의 증식

이 유의하게 감소되었으며, 소암산을 처리했을 때

에도 감소하는 경향을 보 다.

  5) 간암 세포의 CM을 처리한 경우 황과 소암

산 모두 내피세포의 이동을 억제하 고, 암 

세포의 CM을 처리한 경우에도 황, 소암산 처리 

시 세포의 이동을 억제하 다.

  6) 이상의 결과로 황과 소암산은 in vitro 수

에서 간암과 암으로 인한 신 형성 억제에 

효과를 보여 신 형성 억제제로서의 유력한 후

보물질로 여겨지며, 차후 in vivo 실험과 다양한 

분자생물학  실험을 통하여 그 기 을 연구해 

볼 필요가 있다고 사료된다.
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