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甘松香 물추출물의 세포주기 정지를 통한

U937세포의 성장억제 효과
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Nardostachys chinensis (N. Chinensis) belonging to the family Valerianaceae have been used in traditional

medicine to elicit stomachic and sedative effects. The present study investigated the effects of water extract of N.

Chinensis in human lymphoma U937 cells. The proliferation of U937 cells was decreased by N. Chinensis.

Anti-proliferative effect of N. Chinensis on U937 cells was associated with G0/G1 phase arrest, which was mediated

by regulating the expression of p21 and p27 protein. In addition, the levels of CDK2, CDK4, CDK6, Cyclin D3, and

Cyclin A were decreased, but Cyclin D1, Cyclin D2 and Cyclin E were essentially undetectable. N. Chinensis induced

the differentiation of U937 as shown by increased expression of differentiation surface antigen CD11b, but not CD14.

Taken together, these results demonstrated that N. Chinensis potently inhibits the proliferation of U937 cells via the

G0/G1 phase cell cycle arrest in association with p21 and p27, and induces granulocytic differentiation.
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서 론

甘松香은 唐代의 本草拾遺에 수재된 이래 開寶本草에 처음

으로 正品으로 기재된 약품이며, 원래 인도 히말라야産의 향료식

물로서 산스크리트어로 “Jatamansi”라 하고, 漢音으로 “苦彌哆”

라고 불린다1,2). 이 약재는 敗醫科(마타리과 Valerianaceae)에 속

한 多年生矮小草本인 甘松(NardostachyschinensisBatal)혹은 넓

은 잎 甘松(N.jatamansi DC)의 뿌리줄기 및 뿌리를 건조한 것인

데 甘松, 香松 등으로도 불린다1,3-6). 性味가 辛甘溫하고 無毒 혹

은 有小毒하며, 歸經은 脾, 胃 혹은 心脾라 하였으며, 理氣止痛

醒脾健胃하여 胃痛, 胸腹脹滿, 食慾不振, 嘔吐, 牙痛, 頭痛, 癔病,

脚氣 등을 치료하는데 사용한다1,3-6). 약리작용에 대한 연구에서

진통, 항경련, 수면증강 등의 중추신경계 억제작용, 진정효과, 신

경세포 및 뇌허혈 보호효과가 보고되었으며, 진통과 기관지이완

효과 등이 알려져 있다1,4-7).

甘松香에는 sesquiterpenoid가 풍부하고, 이 물질은

antimalarial, antinociceptive, 세포독성 및 신경성장인자들을 강

화시키는 것으로 알려져 있다7-10). 또한 구11)등은 甘松香의 정유

성분이 중추신경 억제효과가 있는 것으로 보고하였으며, Yoon
12)

등은 甘松香 물추출물이 HL-60 세포의 분화를 유도하는 것으로

보고하였고, Lee13)등은 甘松香 물추출물이 B16F10 세포의 멜라

닌합성을 억제하는 효과가 있는 것으로 보고하였다. 이 외에 항

산화효과 및 항염효과와 수지상세포 성숙효과가 있는 것으로 보

고되었다14-16).

따라서 본 연구에서는 다양한 약리작용을 나타내는 甘松香

물추출물을 사용하여 인체 림프종 세포주 U937 세포증식에 미치

는 효과에 대하여 유의한 결과를 얻었기에 보고하는 바이다.
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재료 및 방법

1. 甘松香 물추출물 제조

甘松香 100 g은 증류수 1 L를 사용하여 100℃에서 3시간 추

출하였다. 추출물은 2,000 rpm에서 15분 원심 분리하여 비수용성

성분을 제거하였다. 상층액은 부크너깔데기 위에 와트만 No. 4

여과지를 통하여 여과하였다. 여과물은 12시간 -20℃에 보관 후,

동결 건조하였다. 추출물의 수율(W/W)은 약 12.82%였다. 동결

건조된 추출물은 PBS(pH7.4)에 20 mg/ml 농도로 용해하여 -20℃

에 보관하였고, 실험에 사용하기 전에 희석하여 사용하였다.

2. 시약 및 항체

Anti-β-actin, all-trans-Retinoic acid (ATRA), Propidium

iodine (PI), Ribonuclease A (RNase A), Protease inhibitor

cocktail은 Sigma-Aldrich Chemical(St. Louis, MO, USA)로부터

구입하였다. Anti-CDK2, anti-CDK4, anti-CDK6, anti-Cyclin D1,

anti-Cyclin D2, anti-Cyclin D3, anti-Cyclin A, anti-Cyclin E,

anti-p21, anti-p27 항체들은 Santa Cruz Biotechnology,

INC.(Santa Cruz, CA, USA)로부터 구입하였다. RPE-conjugated

anti-CD11b와 FITC-conjugated anti-CD14 항체들은 DAKO

(Glostrup, Denmark)사로부터 구입하였다.

3. 세포배양

U937 세포는 American Type Culture Collection(ATCC,

Rockville, MD, USA)로부터 분양 받았고, 10% fetal bovine

serum(FBS, Invitrogen, Burlington, ON, Canada), 100 U/ml

penicillin, 100 μg/ml streptomycin이 포함된 RPMI1640 배지

(Invitrogen, Burlington, ON, Canada)를 사용하여 37℃와 5%

CO2상태에서 배양하였다.

4. 세포수 측정

세포수 측정은 Hemocytometer를 사용하여 측정하였다.

U937 세포는 1×10
5
cells/ml로 12 well 플레이트에 분주한 후, 甘

松香 물추출물을 0, 50, 100 μg/ml의 농도로 각각 1일 간격으로

5일 처리하였다. 처리 후에, 세포를 수확하여 PBS(pH7.4)에 현탁

하였고, 세포 현탁액 10 μl와 0.4% trypan blue 용액 10 μl를 혼합

하여 Hemocytometer에 적용하여 광학현미경으로 세포수를 측정

하였다. 세포수는 ml당 세포수(cells numbers/ml)로 계산하였다.

5. 세포주기분석

U937 세포는 100 μg/ml의 甘松香 물추출물을 5 일 처리한

후, 세포 모두를 수확하여 PBS(pH 7.4)로 세척하였다. 세척한 세

포는 냉각된70% 에탄올로 4℃에서 1 시간 고정하였다. 고정된

세포는 PBS(pH 7.4)로 다시 세척하고 1 ml의 PI(10 μ

g/ml)/RNase A (100 μg/ml)용액으로 재 부유시켜 37℃에서 암

실조건으로 1 시간 배양하였다. DNA 양은 FACS-Calibur(BD

Biosciences, CA, USA)를 사용하여 측정하였다. 세포주기분석은

고정한 후, 염색한 세포로부터 DNA 양을 측정하여 결정하였다.

6. Western blot analysis

세포는 얼음 냉장된 PBS(pH 7.4)로 세척하고 1% protease

inhibitor 혼합액이 포함된 얼음 냉장 용해 완충액 (50 mM

Tris-HCl, pH7.4, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.5% sodium

deoxycholate, 0.1% SDS, 1 mM sodium vanadate)으로 부유 시

킨 후 얼음 위에서 30분 용해하였다. 세포용해액들은 4℃에서

14,000 rpm으로 20분 원심분리 하였고, 단백질 농도는 Bradford

검사법을 이용하여 측정하였다. 총 30 μg의 단백질 샘플을

SDS-PAGE 젤로 분리하였고 40V에서 3 시간 nitrocellulose 막

위로 단백질을 전이시켰다. 단백질이 전이된 막은 5% BSA가 포

함된 Tris-buffered saline+Tween-20 (20 mM Tris-HCl, pH7.6,

150 mM NaCl, 0.05% Tween-20)으로 차단시킨 후, 1차 항체를

결합시켰다. 면역 활성은 peroxidase가 붙어있는 anti-rabbit 또

는 anti-mouse 2차 항체를 사용하여 SuperSignal West Pico

Chemiluminescent (Pierce, Rockford, IL, USA)에 의해 탐지하

였다.

7. 분화도 검사

甘松香 물추출물을 처리한 세포는 수확하여 ice-cold PBS에

2번 세척한 후, 0.25% BSA/PBS 용액 100 μl에 suspension하였

다. 그 다음 RPE-conjugated anti-CD11b mAb 또는

FITC-conjugated anti-CD14 mAb를 10 μl첨가하여 4℃에서 30분

암실조건으로 배양하였다. 그 후, 세포는 0.25% BSA/PBS용액에

2번 세척하였고 1% formaldehyde/PBS용액 600 μl에 고정하였

다. 세포에 결합된 항체의 레벨은 fluorescence-activated cell

sorting (FACS) Calibur (BD Biosciences, CA, USA)을 이용하여

측정하였다.

8. 통계처리

모든 데이터의 결과는 마이크로소프트 오피스 엑셀(EXCEL)

2003 프로그램을 통하여 통계처리 하여 mean±standard

deviation(SD)로 기록하였다.

결 과

1. 甘松香 물추출물의 세포 증식억제에 대한 효과

U937 세포의 甘松香 물추출물에 대한 세포 증식억제의 효과

를 조사하기 위해 甘松香 물추출물을 50 μg/ml과 100 μg/ml 농

도로 1, 2, 3, 4, 5일간 처리하였다. 세포수는 trypan blue 염색을

통한 heomocytometer를 이용하여 측정하였다. 甘松香 물추출물

을 5일간 처리한 결과 50 μg/ml과 100 μg/ml 농도에서 대조군

과 비교하여 각각 약 20%와 50% 세포수를 감소시켰다(Fig. 1).

2. 甘松香 물추출물의 세포주기변화에 대한 효과

甘松香 물추출물의 U937 세포의 증식억제 효과를 조사하기

위해 유세포 분석을 통하여 세포주기를 분석하였다. U937 세포

는 100 μg/ml 농도의 甘松香 물추출물을 5일간 처리 후, PI 염색

하여 세포주기를 분석하였다. 甘松香 물추출물 처리 후, SubG1
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기가 0.72%에서 3.46% 증가하였고, G0/G1기는 48.37%에서

69.89% 증가하였다(Fig. 2). S기는 32.73%에서 16.75% 감소하였

고, G2/M기는 18.80%에서 9.46% 감소하였다.

Fig. 1. Effects of N. Chinensis on proliferation of U937 cells. The cells
were incubated with various concentrations of N. Chinensis for 1, 2, 3, 4 or 5 days.
Cell numbers were counted using hemocytometer. Value are means ± SD, N =

3. ●: Control; ▲: 50 μg/ml N. Chinensis; ■: 100 μg/ml N. Chinensis

Fig. 2. Effect of N. Chinensis on cell cycle in U937 cells. The cells
were incubated with or without 100 μg/ml N. Chinensis for 5 day. The cells were
fixed and stained with PI and the DNA content was analyzed by flow cytometry.

3. 甘松香 물추출물의 p21과 p27 단백질 발현에 대한 효과

甘松香 물추출물의 G0/G1기 정지에 관여하는 CDK활성 조

절 억제인자인 p21과 p27 단백질의 발현을 조사하였다. p21 단

백질은 甘松香 물추출물 처리 4일째 발현량이 증가하기 시작하

였고, p27 단백질 발현은 시간의존적으로 증가하였다(Fig. 3).

4. 甘松香 물추출물의 CDKs와 Cyclins 단백질 발현에 대한 효과

甘松香 물추출물의 G0/G1기의 세포주기 진행에 관여하는

CDKs와 Cyclins 단백질 발현을 조사하였다. 甘松香 물추출물 처

리 5일 후, CDK2, CDK4, CDK6, Cyclin D3, Cyclin A의 단백질

발현은 감소하였다. 그러나 Cyclin D1, Cyclin D2, Cyclin E의 단

백질 발현에는 甘松香 물추출물이 아무런 영향을 미치지 못하였

다(Fig. 4).

Fig. 3. Effect of N. Chinensis on expression of p21 and p27 protein

in U937 cells. The cells were treated with or with N. Chinensis (100 μg/ml) for
1, 2, 3, 4 and 5 days. Whole cell lysates were subjected to SDS-PAGE followed by

Western blot analysis with anti-p21 and anti-p27 antibodies.

Fig. 4. Effect of N. Chinensis on expression of CDKs and Cyclins

protein in U937 cells. The cells were treated with or with N. Chinensis (100
μg/ml) for 1, 2, 3, 4 and 5 days. Whole cell lysates were subjected to SDS-PAGE

followed by Western blot analysis with anti-CDK2, anti-CDK4, anti-CDK6,

anti-Cyclin D1, anti-Cyclin D2, anti-Cyclin D3, anti-Cyclin A, and anti-Cyclin E

antibodies.

Fig. 5. Effect of N. Chinensis on differentiation of U937 cells. The cells
were treated with 100 μg/ml N. Chinensis for 5 day. The cells were assessed by

FACS analysis using RPE-conjugated anti-CD11b mAb (A) or FITC-conjugated

anti-CD14 mAb (B).

5. 甘松香 물추출물의 분화유도 효과
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甘松香 물추출물의 증식 억제효과가 U937세포의 분화에 영

향을 미치는지 조사하기 위하여 유세포 분석을 사용하였다. 甘松

香 물추출물을 100 μg/ml 농도로 5일간 처리 후, 유세포 분석을

통하여 분화표지자인 CD11b와 CD14의 발현을 조사하였다. 甘

松香 물추출물을 100 μg/ml 농도로 처리한 실험군에서 CD11b-

양성(+) 세포는 대조군과 비교하여 뚜렷하게 증가하였다(Fig.

5). 그러나 CD14-양성(+) 세포는 대조군과 비교하여 아무런 차이

가 없었다.

고 찰

마타리과에 속하는 甘松香의 뿌리와 뿌리줄기는 性味가 辛

甘溫하며 脾胃에 歸經하는 약물로서 理氣止痛하고 醒脾健胃하는

효능을 나타낸다. 임상에서는 신경성 위통 및 소화촉진과 항부정

맥 및 진정효과를 나타내는데 사용되고 있다
17)

.

많은 종류의 암들이 세포의 비정상적인 분화 혹은 분화의

중지에 의해 발생되는 것으로 알려져 있으며, 이러한 암의 특징

을 이용하여 암세포에만 특이적으로 작용하는 암세포 분화 유도

물질에 의한 항암제 개발 연구가 활발히 진행되고 있다. 세포분

화와 증식은 서로 상반되는 관계가 있으며 증식이 진행될수록

분화는 저해를 받는다
18,19)

.

본 연구에서 甘松香 물추출물의 U937 세포에 대한 세포증식

억제 및 세포주기정지효과에 대하여 확인하였고, 또한 세포분화

효과에 대해서도 확인하였다. 甘松香 물추출물은 U937 세포의

수를 감소시켰고 이 결과는 甘松香 물추출물이 U937 세포의 증

식억제에 효과가 있다는 것을 보여주고 있다.

甘松香 물추출물의 세포증식억제는 유세포분석에 의해

G0/G1기 정지와 관련되어 있다는 것을 확인할 수 있었다. 甘松

香 물추출물은 대조군과 비교하여 약 20%증가 하였고, 대조적으

로 S기와 G2/M기는 각각 약 16%와 9%감소 하였다. 이 결과들

은 甘松香 물추출물이 G0/G1기 정지를 통하여 U937 세포의 증

식을 억제하는 것을 보여주고 있다.

세포주기정지는 증식과 분화에 있어 중요한 역할을 수행한

다. 세포주기는 cyclin-dependent kinases(CDKs)에 의해 양성적

으로 조절되지만20), CDK활성을 억제하는 CDK 억제제(CKIs)에

의해 음성적으로도 조절된다
21)

. 현재 포유동물세포의 CKIs는 2가

지 종류가 있다. 하나는 CIP/KIP 패밀리로 p21WAF/Cip1,

p27Kip1, p57등이 있고, 모든 CDK활성에 광범위하게 작용을 한

다
21,22)

. 또 다른 종류는 INK4 패밀리인 p15INK4B, p16INK4A,

p18INK4C, p19INK4D로 CDK4와 CDK6의 활성을 조절한다21).

이러한 세포주기조절 기전은 세포증식을 조절하는 기본이 되고,

세포분화에도 관련되어 있다
22-26)

. 甘松香 물추출물은 U937 세포

의 증식억제에서 p21과 p27 단백질의 발현을 증가시켰다. 세포주

기를 조절하는 CDK 중, CDK2, CDK4, CDK6는 G1기 진행과

G1-S기 이행에 있어서 Cyclin D와 Cyclin E와 관련하여 활성화

된다27). 甘松香 물추출물에 의한 p21과 p27 단백질 발현 증가는

CDK2, CDK4, CDK6, Cyclin D3, Cyclin E의 단백질 발현을 감소

시켰다. 이 결과는 p21과 p27 단백질이 甘松香 물추출물에 의한

U937 세포의 G0/G1기 정지에 관여한다는 것을 보여주고 있다.

백혈병세포는 다양한 화학적 또는 생물학적 치료제들에 의

해 세포분화를 유도할 수 있다
28-31)

. 세포분화는 암 치료에 있어서

중요한 치료방법이다32-34). 이러한 분화치료법은 백혈병과 같은

혈액암에 국한되어 사용되고 있지만, 전립선암과 유방암 같은 다

른 암치료에서도 분화를 기초로 하는 치료법이 적용될 수 있을

것으로 전망되고 있다35-42). 세포분화는 일반적으로 세포주기의

정지와 관련되어 있다. 甘松香 물추출물의 G0/G1기 정지를 통

한 U937세포의 증식억제 효과는 세포분화를 유도하였다. 甘松香

물추출물은 U937세포의 분화유도에서 과립성백혈구 표지자인

CD11b의 발현이 증가하였지만, 단핵구/대식세포 표지자인

CD14의 발현은 증가하지 못하였다. 이 결과는 甘松香 물추출물

이 U937세포를 과립성백혈구로 분화 유도한다는 것을 보여주고

있다.

결 론

본 연구에서는 甘松香 물추출물의 U937세포의 증식억제에

대한 효과와 그에 따른 분화유도효과를 분자생물학적 방법을 통

하여 유의한 결과를 얻었으며, 다음과 같은 결론을 얻을 수 있었

다. 甘松香 물추출물의 U937 세포의 증식억제효과는 G0/G1기를

증가시켰고, p21과 p27 발현량을 증가시켰다. 또한 p21과 p27 발

현 증가는 CDK2, CDK4, CDK6, Cyclin D3, Cyclin A의 발현량

을 감소시켰다. 이러한 甘松香 물추출물의 세포증식 억제효과는

U937세포의 과립성백혈구 분화를 유도하였다. 이상 결과를 종합

하면, 甘松香 물추출물에 의해 유도된 U937 세포의 증식억제는

p21과 p27 단백질 발현에 의한 G0/G1기 정지로 기인하였고, 그

결과 과립성백혈구 분화를 유도한 것으로 사료된다.
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