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서      론

  한국인의 사망의 주요 원인으로 인식되어져 온 

암의 치료에 대한 연구는 지난 수십년간 꾸준히 

연구되어 오고 있다. 특히 유전자 치료법의 제안

이나 새롭게 개발된 화학물질의 효과는 과거 어

느 때보다 연구자들의 관심 대상이 되고 있다.1) 

하지만 그 부작용 또한 무시할 수 없는 요소로 등

장하게 되고 또한 암의 발생에 영향을 미치는 환

경요인의 하나로서 식품의 영양성분이 중요한 조

절인자로 알려짐에 따라 식품이나 천연물질을 중

심으로 한 발암성분 및 항암성분에 대한 연구가 

활발히 이루어지고 있다. 

  암세포의 성장억제는 고사(apoptosis) 등에 의해 

일어날 수 있으며 주요 조절 인자로서 nitric oxide 

(NO)가 있다. NO는 nitric oxide synthase (NOS)에 

의해 생성되며 주로 상피세포조직이나 신경세포

에서 NOS의 isoforms은 일정하게 발현되고 nano-

molar 단위의 NO를 생성하기 위해 세포내 Ca
2+
과 
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calmoduline을 필요로 한다. Inducible nitric oxide 

(iNOS)는 cytokine이나 박테리아의 대사산물에 의

해 자극되어 주로 macrophage, hepatocyte, endothe-

lial cell, chondrocyte 등에서 다량의 NO (micro-

molar 단위)를 생성하는데 역할을 하고 있다.2) 최

근 들어 iNOS는 여러 종류의 암세포에서도 발현

이 되는 것이 알려졌지만 그 역할에 대해서는 논

란의 대상이 되고 있다. 특히 암세포의 성장을 촉

진하거나 또는 억제하는 지의 여부는 주요한 논

쟁의 하나가 되고 있으며 암세포에서 발현된 

iNOS가 암세포의 성장에 중요한 역할을 할 것으

로 인식되어 지지만 오히려 암세포의 apoptosis를 

유도하여 성장을 억제할 것으로 여겨질 것으로 

보고되기도 하며 이것은 실험에 사용된 암세포에

서 발현된 NO의 양이나 유전적 배경 등에 의해 

차이가 나는 것으로 여겨지고 있다.3,4)

  Pycnogenol (PYC)는 French maritime pine bark 

(Pinus pinaster Ait.)에서 추출한 물질로서 다량의 

polyphenol을 함유하고 있다.5) 주성분으로서 cate-

chin과 epicatechin을 단위로 하는 procyanidine 으

로 구성되어 있고 이외에 taxifolin과 여러종류의 

phenolic acid로 구성된 bioflavonoids를 함유하고 

있다. 현재까지 연구된 PYC의 생리작용은 항산화

제, 대사생리조절, 세포기능조절, LDL 산화억제, 

지질산화억제, 항염증 작용등으로 요약될 수 있

다.6-8) Lee 등의 최근 보고에 의하면 PYC는 nude 

mouse에서 2차 흡연으로 인한 폐의 손상과 장기

조직에서 지질 및 염증 관련 사이토카인의 발현

을 억제한 것으로 보고하였고9) 24주간의 임상실

험에서 혈액내의 백혈구에서 NF-κB의 발현을 억

제하였음을 보고하였다.10) 현재까지 PYC는 항산

화물질로서의 역할에 대한 연구가 지속적으로 이

루어지고 있지만 아직 암세포에 대한 영향과 특

히 암세포에서 발현되는 iNOS와의 상호관계에 대

한 연구는 아직 수행된 바가 없다. 따라서 본 연

구에서는 HT29 결장암세포의 성장에 미치는 PYC

의 역할과 iNOS 발현과의 관계를 규명하고자 한다.

재료 및 방법

    1) 재료

  HT29 세포 (HTB 39)는 American Type Culture 

Collection (ATCC, Rockville, MD, USA)에서 구입

하였다. 배양에 사용된 Macoy's 5A, fetal bovine 

serum (FBS), trypsin-EDTA, penicillin-streptomycin, 

1M HEPES, L-glutamine, non-essential amino acid 

(NEAA)는 BioWhitaker (Walkersville, MD, USA)에

서 구입하였다. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphe-

nyltetrazolium (MTT) 시약은 Sigma Chemical Co. 

(St. Louis, MO, USA)에서 구입하였고 RNA 추출

을 위해 RNeasy kit를 Gibo/BRL (Gaitherburg, MD, 

USA)에서 구입하였다. RT-PCR에 사용된 MLV- 

RT reverse transcriptase와 Taq polymerase는 Pro-

mega (Madison, WI, USA)에서 구입하여 사용하였

다. 실험에 필요한 PYC는 Swiss Horphag 사로부

터 분양받아 사용하였다.

    2) 세포배양

  HT29 결장암 세포는 Macoy's 5A 배지를 사용

하여 37
o
C 습윤한 5% CO2 incubator에서 배양하였

다. 실험에 사용할 세포의 유지를 위해 Macoy's 

5A 배지에 10% FBS, 100 units/ml penicillin, 100 

ug/ml streptomycin, 2 mM HEPES, 2 mM L-glu-

tamine, 1× NEAA를 첨가하여 사용하였다. 세포

가 80% confluency에 이르면 PBS (pH 7.4)로 세포

의 단층을 씻어낸 후 0.25% trypsin-EDTA로 처리

하여 계대배양 하였고 배지는 3일마다 교환하였

다.

    3) 세포성장 변화 측정

  PYC의 HT29 세포의 성장에 미치는 영향을 평

가하기 위해 1×10
5
 cells/well의 밀도로 24-well 

plate에 분주하였다. 1시간 후 세포가 plate에 밀착

된 것을 확인한 다음 10 mg/ml 농도의 PBS에 녹

인 PYC 농축 용액으로부터 최종농도가 0, 10, 20, 

30, 50, 100μg/ml 되도록 각 well에 첨가하여 24시

간 37oC 습윤한 5% CO2 incubator에서 배양하였

다. PBS로 세포의 단층을 세척한 후 세포의 형상

을 inverted microscope (Olympus, Japan)로 촬영하

였다. MTT assay를 위해서는 5×103 cells/well의 

밀도로 96-well plate에 세포를 분주한 후 세포형

상 관찰을 위한 방법과 동일하게 PYC를 처리하

여 6시간 경과 후 MTT assay로 살아 있는 세포 

수를 측정하였다.
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    4) iNOS mRNA의 발현 측정

  HT29 세포를 60-mm petridish에 5×10
6
 cells/ 

well의 밀도로 분주한 후 최종농도가 0, 10, 20, 

30, 50, 100 ug/ml 되도록 각 60-mm petridish에 첨

가하여 24시간 37
o
C 습윤한 5% CO2 incubator에서 

배양하였다. 0.25% trypsin-EDTA로 세포를 수집하

여 RNeasy extraction kit로 제조사의 manual에 따

라 total RNA를 추출하였다. cDNA의 합성을 위해 

5 ug의 total RNA에 200 unit의 MLV-RT reverse 

transcriptase와 500 ng oligo-dT primer를 첨가하여 

42
o
C에서 60분간 수행하였다. PCR 반응을 위해 

사용한 iNOS primer sequence는 forward; 5‘-CCG 

AGGCAAACAGCACATTCAG-3', reverse; 5'-GG 

TTGGGGGTGTGGTGATGTC -3'(462 bp)이며 in-

ternal control로서 GAPDH를 사용하였고 primer 

sequence는 forward; 5'-CCATGAGAAGTATGAC 

AACAGCC-3', reverse; 5'-TGGCAGGTTTTTCTA 

GACGG -3'(353 bp)이다. PCR을 위한 혼합액은 2 

ul의 cDNA, 1.25 unit의 Taq DNA polymerase, 0.2 

mM dNTP, 10× reaction buffer, 1.5 mM MgCl2, 10 

pmol primers를 섞어 95
o
C에서 5분간 hot start 한 

후 94oC에서 30초간, 55oC에서 1분, 72oC에서 30

초간 35 cycling 으로 PCR을 수행한 후 마지막으

로 72
o
C에서 10분간 polishing step을 거쳐 PCR 

product를 얻었다. 5 ul PCR product를 1.5% aga-

Fig. 1. The growth inhibition of PYC on HT29 colon adenocarcinoma cells. The cells were plated onto each well with 

5×10
5
 cells/ml. Cell morphology was photographed by inverted microscope. (A) control, (B) 30μg/ml PYC, (C) 50μg/ 

ml PYC, (D) 100μg/ml PYC. 

A B

DC
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rose gel에서 전기영동하여 EtBr로 20분간 염색한 

후 UV에서 band를 확인하여 NIH Image analyser

로 발현량을 비교 분석하였다. 이때 GAPDH mRNA

의 발현량을 기준으로 하여 백분율로 나타내었다.

결      과

    1) PYC의 HT29 결장암세포의 성장에 미치

는 영향

  Inverted microscope에서 HT29세포의 형상을 관

찰한 결과 10∼20μg/ml PYC의 처리는 HT29세포

에 큰 영향을 미치지는 못하였으나 30μg/ml의 경

우 다소 세포의 수가 줄어들고 세포의 형상도 일

정하지 않게 cluster를 형성하는 것을 확인할 수 

있었다(Fig. 1). 50∼100μg/ml의 농도에서는 급격

히 세포의 수가 줄어들고 세포의 형태도 정상대

조군 (0μg/ml)에 비해 차이가 있음을 알 수 있다. 

MTT assay의 경우도 유사한 결과를 얻었다(Fig. 

2). 30μg/ml PYC 처리군에서 생존한 세포의 수는 

감소하기 시작하여 50μg/ml 농도의 PYC 처리한 

경우는 급속히 감소하여 거의 생존한 세포의 수

를 구하기 어려웠다.

    2) PYC의 HT29 결장암세포에서 iNOS mRNA 

발현에 미치는 영향

  HT29세포주에서 iNOS mRNA의 발현에 미치는 

PYC의 영향을 알아보기 위해 RT-PCR을 수행한 

결과를 Fig. 3에서 나타내었다. 본 실험에서 HT29

세포 정상대조군에서는 iNOS의 발현을 확인할 수 

없었다. 하지만 30μg/ml의 농도에서 확인되기 시

작하여 농도가 증가할 수록 급격한 iNOS mRNA 

발현을 확인할 수 있었다.

고      찰

  PYC는 항산화제로서 지난 10년간 연구되어 왔

으며 그 기능성이 새롭게 밝혀지고 있다. 특히 

Jeanne 등에 의해 발표되었듯이 쥐의 AIDS 모델

에서 나타난 면역학적인 결손현상, 즉 T&B 세포의 

mitogenesis 감소, Th1 type cytokines (IL-2, IFN-γ)

Fig. 2. Effect of PYC on viable HT29 colon adeno-

carcinoma cell number. HT29 cells were plated in 96-well 

plate at 5×10
3
 cells/well and cell number was estimated 

by the MTT assay. *: means the significant difference (p

＜0.05) tested by Student's t test compared to control 

group (0μg/ml).
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Fig. 3. Effect of PYC on expression of iNOS mRNA 

expression level in HT29 colon adenocarcinoma cells. 

Total RNA was extracted after 24 hour with PYC 
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과 Th2 type cytokines (TNF-α, IL-4, IL-6)의 pat-

tern 변화, 그리고 간에서의 지질산화로 인한 세포

손상을 억제하는데 중요한 역할을 하였다.
11)
 

Saeed 등은 6개월간 PYC 투여 임상시험에서 고혈

압을 저하시키는 기능이 있다는 것을 확인하였

다.
10)
 이것은 PYC의 항산화력 뿐만 아니라 혈관

확장이나 혈압조절인자들에 영향을 미칠 수 있는 

또 다른 생리조절 기능이 존재함을 암시한다. 하

지만 아직까지 PYC를 암세포에 적용한 사례가 

거의 없어서 본 실험의 결과는 PYC의 생리활성 

연구에 대한 새로운 시도라 하겠다. 

  암은 개시단계, 촉진단계, 전이단계를 거쳐 발

생하며 암의 진행과 억제는 여러 환경요인에 의

해 영향을 받는다. 중요한 환경요인으로 식품이 

대두되면서 기존의 항암치료제를 대신 또는 보충

할 수 있는 부작용이 적은 신물질 개발이 꾸준히 

이루어지고 있다. 암세포는 정상세포와는 달리 그 

성장 속도가 급격하게 증가함으로 암세포의 성장 

억제는 암의 치료에 중요한 부분을 차지할 수 있

다. 아직 발표하지 않은 결과에 의하면 정상세포

이며 monocytic 세포인 THP-1에 대한 PYC의 성장

저해효과를 확인한 결과 100μg/ml에서 성장 억제

함을 알 수 있었다. 이것은 Fig. 2에서 나타나듯이 

HT29 암세포의 성장을 억제하는데 필요한 PYC의 

농도가 30μg/ml인 것을 감안하면 정상세포에 비

해 암세포가 PYC에 의해 선택적으로 성장저해 

되었음을 알 수 있다. Huynh의 연구에 의하면 사

람의 가슴 정상세포인 MCF-10과 유방암세포 

MCF-7에 대한 PYC의 성장저해 효과를 연구한 결

과 40μg/ml의 농도에서 MCF-10에는 영향이 없이 

MCF-7 암세포에만 선택적으로 성장을 저해하였

다.12) 이러한 결과는 본 실험에서 수행된 것과 유

사한 농도에서 얻어진 결과임과 동시에 암세포에 

선택적 성장억제가 있는 것은 HT29 암세포를 이

용한 결과와도 일치하고 있다. 

  암세포에서의 iNOS 발현은 여러 보고에 의해 

이미 확인된 바 있다. 하지만 암세포에서의 iNOS

의 역할에 대해서는 상충된 의견이 대두되고 있

어 관심을 끌고 있다. 암세포에서 발현된 iNOS에 

의해 생성된 ONOO-는 주위의 세포에 작용하여 

독성을 나타내거나 유전자에 mutagenesis를 유발

시켜 암을 촉진시키는 것으로 알려진 반면, 암세

포의 apoptosis를 유도하여 암세포의 성장이나 전

이를 억제시킬 수 있다는 보고도 함께 되고 있

다.
3)
 본 실험에서는 다른 보고와는 달리 HT29 정

상대조군에서 iNOS mRNA의 발현을 확인할 수 

없었다. 다른 암세포와 iNOS 발현에 대한 보고와 

비교할 때 차이가 나는 것은 암세포의 종류에 따

라 iNOS가 발현되는 pattern이 다를 수 있기 때문

으로 여겨진다. 10∼20μg/ml의 PYC 처리에서는 

영향을 미치지 못하였으나 PYC 농도를 증가할수

록 iNOS mRNA의 발현이 급격히 증가하여 iNOS 

mRNA의 발현이 농도의존적임을 알 수 있었다. 

Huang의 연구에 의하면 혈액암종인 HL-60, U937, 

K562에 대한 성장억제 연구에서 각 PYC 150, 40, 

100μg/ml (IC50)의 농도에서 암세포의 성장이 억

제되었고 HL-60의 경우 50, 100, 125μg/ml PYC 

농도에서 농도 의존적, 배양시간 의존적으로 apop-

tosis가 유발되었음을 보고하였다.13) 이러한 연구

는 본 연구에서 얻어진 결과와 유사하며 동일하

게 농도의존적인 경향을 보였다. 하지만 본 연구

만으로는 PYC로 인해 과다 발현된 iNOS가 암발

생 과정 중 어느 단계에 영향을 미쳤는지 혹은 암

세포에 apoptosis를 유발하였는지 또는 어떤 기작

에 의해 apoptosis가 일어났는지 직접 확인할 수는 

없었지만 PYC가 암세포 성장억제를 한 가능한 

경로를 2가지로 요약할 수 있다. 첫째, iNOS에 의

해 생성된 NO는 O2
-와 결합하여 세포독성이 강

한 ONOO
-
를 생성하고 peroxynitrous acid로 전환

되는데 이것은 다시 nitrogen dioxide와 OH로 분해

되어 ‧OH (hydroxyl radical)을 형성한다. 이렇게 

형성된 ‧OH는 강한 산화성을 나타내어 세포사에 

중요한 역할을 할 것으로 여겨진다. 하지만 다른 

산화성 라디칼 (O‧-, H2O2)에 비해 수명이 짧기 

때문에 핵막을 통과하여 세포사의 원인 중 하나

인 DNA 절단에 영향을 미치기는 어려울 것으로 

사료된다. 둘째, ONOO-는 poly ADP ribosyl trans-

ferase의 활성화를 통해 세포의 에너지 고갈과 미

토콘드리아의 칼슘을 유출시켜 세포사를 유도할 

뿐 아니라 미토콘드리아의 전자전달과 호흡을 저

해할 수 있다.
14)
 따라서 본 실험에서 PYC의 암세

포성장억제에 대한 역할은 내인성 ONOO-의 형

성을 통해 세포사를 유도한 것으로 사료된다.
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결      론

  PYC 처리에 대한 HT29 암세포의 성장억제와 

iNOS mRNA 발현은 농도 의존적으로 나타났으며 

HT29 대조군에서는 iNOS mRNA의 발현을 확인

할 수 없었다. PYC의 처리로 인한 iNOS의 발현이 

HT29 암세포 성장억제와 직접적인 관련이 있는 

지는 확인할 수 없었지만 ONOO
-
 생성을 통해 

apoptosis에 영향을 미쳤으리라 사료되며 향후 그 

가능한 기작에 대해 연구할 필요성이 있다고 하

겠다.
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