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ABSTRACT
Purpose: Glabridin (GD) is a bio-available isoflavane isolated from the root extract of 
licorice (Glycyrrhiza glabra L.). It exhibits a variety of pharmacological activities such as anti-
inflammatory and anti-oxidant activities. However, extracellular vesicles (EVs) secretion 
and the anti-cancer mechanism of action remains largely unknown. The present study 
investigates the anticancer effects of GD by determining the inhibition of EVs secretion in the 
human breast cancer cell line, MDA-MB-231.
Methods: Cell viability, reactive oxygen species (ROS) production, migration, invasion rate, 
and vascular endothelial growth factor (VEGF) concentration were assessed in MDA-MB-231 
cells treated with increasing concentrations of GD (0.1, 1, 5, 10, 20 μM). Subsequently, EV 
secretion and exosomal DEL-1 protein expression were evaluated to determine the anticancer 
effects of GD.
Results: The results showed that GD significantly inhibited the cell proliferation of MDA-
MB-231 cells in a dose- or time-dependent manner. Also, ROS production and apoptosis 
marker protein cleaved caspase-3 were significantly increased in GD-treated MDA-MB-231, 
compared to control. Furthermore, GD exposure resulted in significantly decreased not 
only migration and invasion rates but also the VEGF concentration, thereby contributing to 
a reduction in angiogenesis. Interestingly, the concentration and number of EVs as well as 
EV marker proteins, such as CD63 and TSG101, were decreased in GD-treated MDA-MB-231 
cells. Markedly, extracellular matrix protein DEL-1 as angiogenesis factor was decreased in 
EVs from GD-treated MDA-MB-231 cells.
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Conclusion: This study identifies that the anti-cancer molecular mechanism of GD is 
exerted via inhibition of angiogenesis and EVs secretion, indicating the potential of GD as a 
chemotherapeutic agent for breast cancer.

Keywords: glabridin; extracellular vesicles; apoptosis; breast cancer

서론

한국인 사망원인 중 가장 높은 비율을 차지하는 암은 여전히 주요한 보건 문제가 되고 있다. 

그 중에서도 유방암은 국내 여성 암 발생 유형 중 전체 117,165명 중 25,452명 (24.7%)으로 그 

비율이 가장 높으며, 사망률 또한 31,262명 중 2,748명 (8.8%)으로 높게 보고된 바 있다 [1]. 그 

원인으로 유방암은 자궁암, 전립선암과 같은 호르몬과 관련된 암으로 비만, 음주, 고지방 섭
취 등 식사요인과 생활습관이 암 발병의 중요한 위험인자로 지목되고 있다 [2]. 또한 유방암
은 원발 부위로부터 림프절이나 혈관을 타고 다른 조직으로 쉽게 이동하여 2차성 암을 형성
하는 전이능력을 가진다. 그 중 특히 선택적으로 뼈나 폐로 전이가 잘 된다고 알려져 있는데, 

이러한 전이성 유방암 환자들은 수술과 여러 치료요법으로도 개선되기 힘들다 [3,4]. 따라서 

유방암은 치료나 수술보다는 예방이 중요한 요점으로 제시되고 있다.

Glabridin (GD)은 감초 (Glycyrrhiza glabra L.) 뿌리 추출물로부터 분리된 생물로 이용 가능한 이
소플라빈 (isoflavin)이다. GD는 염증성 장 질환 (inflammatory bowel disease)에 대한 효과 [5], 

항산화 [6], 항염증 [7], tyrosinase 활성 억제 [8], 그리고 선택적 에스트로겐 조절기 역할 [9] 

등 다양한 약리학적 효과를 보인다고 보고되었다.

Extracellular vesicles (EVs)는 대표적인 세포외 소포체 vesicle로 30–150 nm 사이즈로 알려져 있
다 [10]. 모세포의 ‘Avatar’처럼 세포의 주요 핵산, 단백질, 지질들을 가지고 세포–세포 사이의 

커뮤니케이션을 하는 것으로 알려져 있다 [11]. 최근 보고에 의하면, 암세포에서 유래된 EVs

는 pre-metastatic niche를 형성하여 암 전이를 유발시킨다고 알려져 있다 [12]. 이러한 암세포 

유래 EVs 분비 억제가 암 제어 타겟으로 주목받고 있다 [13]. 하지만 천연물을 이용한 EVs 분
비 억제를 통한 항암 효과에 대한 연구는 보고되어 있지 않다. 따라서 본 연구의 목적은 인간 

유방암 세포 라인인 MDA-MB-231 세포에서 GD에 의한 EVs의 분비 억제 및 혈관 생성 억제 기
전을 통해 유방암에 대한 감초 유래 GD의 항암효과를 확인하고자 하였다.

연구방법

시료준비
본 실험에서 사용된 GD는 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)에서 구입하였고, dimethyl 

sulfoxide (DMSO, Sigma-Aldrich)에 100 mM 농도로 용해한 뒤 4°C에 보관하였다. Western blot

에 사용한 항체는 p-JNK, Bax, GAPDH, TSG101, CD63는 Santa Cruz Biotechnology (Delaware, 

CA, USA)에서, DEL-1은 Abcam Biotechnology (Cambridge, MA, USA)에서 구입하였고, mouse, 

rabbit 2차 항체는 Santa Cruz Biotechnology사에서 구입하였다.
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유방암 세포주의 배양
본 실험에 사용한 인간 유방암 세포주 MDA-MB-231 세포는 American Type Culture Collection 

(Rockville, MD, USA)에서 구입하였고, Dulbecco’s modified Eagle’s medium/high Glucose 

(Gibco, Rockville, MD, USA) 배지에 10% fetal bovine serum (FBS), 1% penicillin-streptomycin 

(Gibco)을 첨가한 배양액을 사용하여 37°C, 5% CO2 배양기에서 배양하였다. 세포의 배양액은 

2–3일에 한 번씩 새로운 배지로 교환하였다.

EVs 분리
본 실험에서 측정한 EVs는 인간 유방암 세포 MDA-MB-231 세포에 GD 10 μM을 24시간 처리한 

후 ExoQuick-TC (System Biosciences, Mountain View, CA, USA)를 사용하여 분리하였다. 

세포와 세포 잔해를 제거하기 위하여 세포배양액을 원심분리 (3,000 × g, 15 minutes)하고, 

ExoQuick-TC을 적당량 넣고 잘 섞은 후 4°C에서 overnight하였다. 그 후 원심분리 (1,500 × g, 

30 minutes)하여 상층액을 제거하고 EVs를 분리하였다.

MTT assay
MDA-MB-231 세포를 96-well plate의 각 well당 1 × 104 cells/100 μL가 되도록 분주한 후 plate

에 붙을 수 있도록 세포성장배지를 첨가하여 37°C, 5% CO2 incubator에서 24시간 동안 

배양하였다. 그 후 각 well에 GD를 농도별로 (0.1, 1, 5, 10, 20 μM) 처리하고 24시간 및 48시간 

배양하였다. 그 후 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT, Sigma-

Aldrich)용액을 5 mg/mL 농도로 10 μL씩 각 well마다 분주하고 배양기에서 3시간 배양한 

뒤, 배지와 MTT 용액을 제거하고 100 μL의 DMSO를 넣어 생성된 formazan을 용해시켜 

microplate reader (Infinite m200pro; Tecan, Grödig, Austria)를 이용하여 570 nm에서 흡광도를 

측정하였다.

DCF, cleaved caspase-3 염색
GD가 MDA-MB-231 세포의 apoptosis와 관련이 있는지를 시각화 하기위해 4,6-diamidino-

2-phenylindole (DAPI)염색을 실시했다. 8-chamber slides에 각 well당 1 × 103 cells/300 μL가 

되도록 분주하고 37°C, 5% CO2 배양기에서 24시간 동안 배양하였다. 그 후 GD를 농도별로 (0, 

1, 5, 10 μM) 처리하고 24시간 배양하였다. 다음으로 PBS로 세척하고, 4% paraformaldehyde 

solution으로 15분간 고정 후 DAPI용액으로 염색하였다. 핵의 상태 변화를 형광현미경 (Zeiss 

fluorescence microscope; Carl Zeiss Microscopy, Thornwood, NY, USA)으로 관찰하였다.

Western blot 분석
MDA-MB-231 세포에 24시간 동안 GD를 처리한 후 배지를 제거하고, RIPA buffer (Cell 

Signaling Technology, Danvers, MA, USA)를 사용하여 분리하고 원심분리 (2,000 rpm, 4°C, 

10 minutes) 후 단백질을 얻었다. 추출한 동일한 양의 단백질을 LDS sample buffer (4×)와 4:1

로 혼합하여 dry bath (100°C, 10 minutes)로 가열한 후 시료를 만들었다. 그 후 10% sodium 

dodecyl sulfate-polyacrylamide gel에 loading하여 전기영동으로 단백질을 gel상에 분리하고 

nitrocellulose membrane으로 transfer하였다. TBS-T buffer (50 mM Tris-HCl [pH 7.5], 150 mM 

NaCl and 0.1% Tween 20)에 희석한 5% skim milk로 2시간 이상 blocking한 후, p-JNK, Bax, 

GAPDH, TSG101, CD63 및 DEL-1 각각의 1차 항체를 1:1,000으로 희석하여 4°C에서 overnight 

처리하였다. Overnight한 후 TBS-T buffer로 10분간 3회 세척하고 2차항체를 2시간 동안 
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상온에서 반응시켰다. 반응 후, TBS-T buffer로 10분간 3회 세척하고 FUSION SOLO X (VIBER, 

Paris, France)를 사용하여 단백질 밴드를 확인하였다.

Wound healing assay에 의한 cell migration 관찰
6 well plate에 MDA-MB-231 세포를 분주하고 세포성장배지를 첨가하여 37°C, 5% CO2 배양기
에서 배양하였다. 세포가 가득 찼을 때 pipette tip을 이용해 cell monolayer 가운데 물리적인 

상처를 내고 부유한 세포를 제거하기 위해 PBS로 세척한 후 GD 10 μM를 처리했다. 처리 후 현
미경을 이용해 0시간 및 24시간마다 관찰하였다.

Transwell assay에 의한 cell invasion 관찰
Trans well assay는 cell culture insert (Falcon® Cell Culture Inserts, pore size, 8 µm; Corning Inc., 

Corning, NY, USA)를 이용해 실험하였다. MDA-MB-231 세포를 serum free medium에 1 × 105 

cells/mL 농도로 chamber 안쪽에 300 μL를 넣고, chamber 바깥쪽에는 10% FBS 함유한 medium 

700 μL를 넣고 GD를 처리한 후 37°C, 5% CO2 배양기에서 24시간 배양하였다. 그 후 chamber를 

제거하고 cell stain solution으로 세포를 염색하고 세포 수를 측정하였다.

VEGF 농도 측정
상업적 ELISA kit (Quantikine Human VEGF immunoassay; R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)

를 이용하여 제조회사의 방법에 따라 450 nm파장에서 microplate reader (Infinite m200pro; 

Tecan)로 VEGF 농도를 흡광도를 이용하여 측정하였다.

통계분석
통계분석은 SPSS Statistics (ver. 27.0; SPSS Inc., Chicago, IL, USA)를 이용하여 수행하였고, 모든 

실험결과는 평균과 표준오차를 사용하여 나타내었고 각 군간 비교는 t-test를 실시하였다. 대
조군과 비교하여 p 값이 0.05 미만일 때를 통계학적으로 유의성이 있다고 판정하였다.

결과

GD의 세포 생존능력과 형태학적 변화에 미치는 영향
GD의 구조는 Fig. 1에 나타내었다. GD를 각각 0, 0.1, 1, 5, 10, 그리고 20 μM 농도로 24시간 처
리했을 때 각각 농도 별 세포의 증식률은 100%, 102%, 100%, 98%, 97%, 68%로 대조군과 비교
하여 20 μM의 농도에서 유의적으로 세포 증식률이 감소하였다 (Fig. 2A). 그리고 동등한 조건
으로 GD를 48시간 처리했을 때 각각 농도 별 세포의 성장률은 100%, 96%, 100%, 99%, 90%, 
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Fig. 1. The chemical structure of glabridin.



68%로 대조군과 비교하여 10, 20 μM의 농도에서만 세포증식률이 유의적으로 감소하였다. 

따라서 GD가 MDA-MB-231세포에 10, 20 μM 이상의 높은 농도에서 세포의 증식률을 억제하
는 것으로 확인하였다. 본 연구에서는 10 μM 농도를 처리하여 다양한 기전 연구를 하였다.

활성산소종 (reactive oxygen species, ROS)은 촉발된 신호전달경로를 통해 세포사멸 과정을 

조절하는 것으로 알려져 있다. 일반적으로 세포내 ROS를 측정하는 방법 중 DCF-DA 염색법
을 가장 많이 사용하므로, 이 방법을 통해서 MDA-MB-231세포에 GD를 1, 5, 10 μM의 농도로 

24시간 동안 처리한 후 ROS 발현을 확인하였다 (Fig. 2B). 그 결과 10 μM의 농도에서 ROS 발현
이 가장 높은 것을 확인하였다.

세포의 증식률 억제가 apoptosis에 의해 유도된 결과인지 확인하기 위해 cleaved caspase-3 

stain 및 apoptosis marker 단백질의 변화를 확인하였다. MDA-MB-231세포에 GD를 1, 5, 10 μM

의 농도로 24시간 동안 처리한 후 DAPI 염색을 하여 형광 현미경으로 관찰하였다 (Fig. 2C). 그 

결과 농도 별로 GD를 처리한 세포에서 농도 의존적으로 cleaved caspase-3 발현이 증가하는 

것을 형광 염색법을 통해 확인할 수 있었다. Apoptosis marker 단백질인 p-JNK의 발현 또한 10 

μM의 GD를 처리한 군에서 유의적으로 증가되는 것을 확인할 수 있었다 (Fig. 2D). 하지만, Bax 
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Fig. 2. Effect of GD on the cell viability and the morphological changes. 
(A) Cell viability in MDA-MB-231 cells treated with GD (0.1, 1, 5, 10, and 20 μM) compared with CON (only growth media) (n = 8/sample). (B) Confocal images 
showing relative ROS in MDA-MB-231 cells treated with GD (1, 5 and 10 μM) compared with CON (only growth media) (n = 4/sample). MDA-MB-231 cells were 
counterstained with DAPI to stain the cell nuclei. (C) Confocal images showing relative apoptosis using cleaved caspase-3 in MDA-MB-231 cells treated with GD 
(1, 5, 10 μM) compared to CON (n = 4/sample). MDA-MB-231 cells were counterstained with DAPI to stain the cell nuclei. (D) Representative levels of apoptosis 
marker proteins p-JNK and Bax in the indicated groups are shown. The data represent mean ± SD. 
MTT, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide; GD, glabridin; CON, control; ROS, reactive oxygen species; GAPDH, glyceraldehyde 
3-phosphate dehydrogenase; DAPI, 4′,6-diamidino-2-phenylindole; DCF, 2′,7′-dichlorofluorescein. 
**p < 0.01.



단백질의 변화는 차이가 없었다. 본 연구 결과를 통해 GD에 의한 암세포의 증식 억제 효과가 

세포사멸 증가에 의한 것으로 사료된다.

GD가 MDA-MB-231 세포 이동과 침입에 미치는 영향
GD가 MDA-MB-231 세포의 이동에 미치는 영향을 확인하기 위하여 wound-healing assay를 실
시하여 관찰하였다. GD를 10 μM의 농도로 24시간 동안 처리한 실험군과 GD를 처리하지 않
은 대조군으로 healing 정도를 비교하였다. 그 결과 GD를 처리한 실험군에서 상처의 healing

이 상당히 억제되었음을 보여주었다 (Fig. 3A). 따라서 GD가 MDA-MB-231 세포의 이동을 억
제한 것으로 사료된다.

또한 GD가 MDA-MB-231 세포의 전이에 미치는 영향을 확인하기 위해 세포 침윤 및 VEGF 농
도를 측정하였다. 그 결과 침윤 능력은 GD를 처리한 후 감소하는 것을 알 수 있었다 (Fig. 3B). 

Vascular endothelial growth factor (VEGF) 농도 결과도 침윤 결과와 같이 GD를 처리한 군에서 

유의적인 감소를 확인하였다 (Fig. 3C). 본 연구 결과를 통해 GD가 유방암 세포의 침윤 억제 및 

VEGF 발현을 감소시켜 유방암 세포의 전이 능력을 억제하는 것으로 사료된다.

GD가 MDA-MB-231 세포 EVs 분비에 미치는 영향
GD를 처리한 MDA-MB-231 세포에서 분비된 EVs와 GD를 처리하지 않은 MDA-MB-231 세포 

(CON)에서 분비된 EVs의 평균 직경 크기 분포 분석을 nanoparticle tracking analysis (NTA)를 통
해 확인하였다 (Fig. 4A). CON과 GD 처리한 그룹에서 EVs를 분리하였을 때 100 nm 전 후의 사
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Fig. 3. Effect of GD on the MDA-MB-231 cell migration and invasion. 
(A) Images of wound healing assays (100× magnification). Scratch wound healing assays were performed using conditioned media (control), serum free media 
(negative control), and GD (10 μM) for 24 hours. Images were obtained at 0 and 24 hours. (B) Transwell chamber was performed for the migration assay (200× 
magnification). MDA-MB-231 cells were treated with GD (10 μM) for 24 hours. (C) Representative levels of VEGF in the indicated groups are shown (n = 4/sample). 
GD, glabridin; CON, control; VEGF, vascular endothelial growth factor. 
**p < 0.01.



이즈로 그룹 간의 큰 차이는 없는 것을 확인하였다. 각 그룹에서 분리한 EVs의 단백질 농도는 

BCA 분석에 의해 측정되었다 (Fig. 4B). 그 결과 GD를 처리한 MDA-MB-231 세포에서 분비된 

EVs의 단백질 농도가 대조군에 비해 낮은 것을 확인할 수 있었다. EVs는 핵산뿐만 아니라 단
백질을 포함하고 있기 때문에 EVs의 단백질 농도는 곧 EVs의 농도와 같은 의미이다. 또한 NTA

분석을 통해서 EVs의 particle 수가 대조군에 비해 GD 처리한 군에서 유의적으로 감소하는 것
을 확인할 수 있었다 (Fig. 4C). 본 결과를 통해 대조군에 비해 GD 처리한 군에서 분비되는 EVs

의 수와 그 안에 포함되는 단백질 양도 적을 것을 알 수 있었다. 흥미롭게도 GD에서 분비되는 

EVs에서 대표적인 angiogenesis marker인 DEL-1과 exosome marker인 TSG101와 CD63의 단백질 

발현이 감소되었음을 확인할 수 있었다 (Fig. 4D). 따라서 GD를 처리한 MDA-MB-231 세포에서 

EVs안에 DEL-1을 적게 분비시켜서 유방암 세포의 전이 능력을 억제한 것으로 사료된다.

고찰

GD의 처리가 유방암의 세포증식, 세포사멸, 전이에 미치는 영향을 조사하기 위해 인간의 유
방암 세포인 MDA-MB-231 세포 주를 이용하여 세포의 증식, 세포사멸, ROS 생성, 세포이동 및 

전이에 미치는 영향을 in vitro 수준에서 평가를 하였다.
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Fig. 4. Effect of GD on the EVs release of MDA-MB-231 cells. 
(A) Analysis of the size distribution of EVs from CON- or GD-treated MDA-MB-231 cells with average diameters by Nanosight analysis. (B) The protein 
concentration of EVs in each group was measured by BCA analysis. (C) The concentration of EVs in GD compared to CON group by Nanosight analysis. (D) 
Representatives immunoblot images of angiogenesis marker (DEL-1), exosome markers (TSG101 and CD63), and housekeeping gene (GAPDH). 
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**p < 0.01.



다양한 농도의 GD가 인간 유래 유방암세포인 MDA-MB-231 세포의 성장에 미치는 영향을 확
인하기 위해 MTT assay를 수행한 결과 GD 10 μM 처리군부터 농도 의존적으로 세포 증식률을 

억제하는 것으로 나타났다.

Apoptosis (세포사멸)는 인간의 질병에 있어 다양한 생물학적 과정에 관여하며, 세포의 비중
감소, 세포막의 파괴, 염색체의 응축 등과 더불어 세포내부의 물질들이 사멸체라는 포낭을 

형성하면서 식세포작용을 거친다 [14]. 활성산소종 (ROS)은 세포사멸과의 관계에서 2차 전
달자 (secondary messenger)로 사용되어 신호전단체계를 구축하며 다양한 전사인자를 조절
하고 염증반응과 면역반응에 관여한다고 알려져 있다 [15]. 본 연구 결과에서 기존에 세포사
멸을 일으키는 세포 형태와 같은 양상으로 GD를 농도 별로 처리한 MDA-MB-231 세포에서 유
의적으로 ROS 발현 증가 및 apoptosis가 일어나는 것을 확인하였다.

최근 세포가 이동하는 것은 배아 발달, 상처 조직의 회복, 면역 반응 등에 필수적인 성질이나 

암 세포의 이동은 우리 몸의 여러 기관에 전이를 촉진시키므로 암을 치료하는 과정에서 

억제해야 한다고 할 수 있다. 이러한, 암전이는 암세포의 세포외 기질 (extracellular matrix) 

분해, 이동 및 혈관 내 이동, 암세포의 원격 부위 착상 과정을 통해 이루어진다 [16]. GD가 

MDA-MB-231 세포의 전이에 미치는 영향을 조사하기 위하여 cell wound healing 및 transwell 

assay를 이용하여 세포의 이동 및 침윤에 미치는 영향을 조사하였다. VEGF는 가장 강력한 

specific tumor-angiogenic factor로써 신생혈관생성을 유도하는 가장 중요한 인자이며, 

암세포의 성장에 필수적인 과정으로서 인식되고 있다 [17]. 신장암, 폐암, 유방암, 난소암 

등의 종양조직에서 발현되는데 종양세포뿐만 아니라 종양기질세포 (tumor stromal cell)

에서도 분비된다. 최근 연구에서 유방암 치료와 VEGF 농도 감소 능력과의 관계에 대한 보고에 

기인해서 VEGF 농도 감소 능력이 우수한 소재를 유방암 치료제로 사용가능 하다는 보고가 

있었다 [18]. 본 연구 결과에서 GD를 처리했을 때 VEGF 농도가 유의적으로 감소하는 것을 

확인을 할 수 있었다. 이러한 결과를 통해 유방암세포인 MDA-MB-231세포에 GD처리하였을 

때 유방암 세포의 이동 및 침윤을 억제함으로써 GD가 유방암 전이 억제를 위한 우수한 소재가 

될 것으로 사료된다.

EVs는 세포 (donor cell)에서 분비되는 100 nm 전 후 크기의 생체 나노 입자로 단백질, mRNA

와 miRNA를 포함하고, 이를 자가분비 (autocrine) 및 측분비 (paracrine)를 통해 여러 가지 정
보를 전달해 주는 역할을 한다고 보고되었다 [10,11]. 최근에 Sulfisoxazole이라는 FDA 승인된 

항생제 약물이 EVs 분비 억제를 통하여 유방암에 대한 항암효과를 보이는 것으로 보고 하였
다 [12]. 본 연구에 사용한 약물이 아닌 천연물인 GD를 처리했을 때 EVs의 분비 억제를 통한 항
암 효과를 보여주었다. 기존에 EVs에 포함되어 있는 DEL-1과 exosome marker인 TSG101, CD63

의 발현도 감소되었음을 확인할 수 있었다 [12,13].

본 연구 결과에서GD를 처리했을 때 일어나는 세포의 사멸과, 성장 및 전이 억제 효과는 기존
의 보고와 비슷한 양상을 보였다. GD에 의한 EVs분비 억제 및 전이 단백질인 exosomal DEL-1

의 발현 감소를 통해서 유방암 세포 주에서 엑소좀 분비 억제 천연물을 이용한 항암 소재로
의 보고를 처음으로 확인하였다.

247https://doi.org/10.4163/jnh.2022.55.2.240

Glabridin의 항암효과

https://e-jnh.org



요약

본 연구에서는 인간 유방암 세포 라인인 MDA-MB-231 세포에서 GD에 의해 EVs분비 억제에 

의한 항암효과를 처음으로 확인하고자 하였다. MDA-MB-231 세포에 GD를 처리하였을 때 농
도 의존적으로 세포의 증식률을 억제하는 것을 MTT assay를 통해 확인할 수 있었으며, ROS 

염색과 apoptosis marker 단백질인 p-JNK단백질의 증가를 통해 GD에 의한 세포의 증식 억
제 효과가 세포사멸에 의한 것임을 유추할 수 있었다. 또한 wound-healing assay, 세포 침윤 

및 VEGF 농도를 측정한 결과 GD가 암세포의 이동, 전이 능력을 억제하는 것을 확인하였다. 

Nanosight를 통해서 MDA-MB-231 세포에서 분비되는 대조군 EVs 및 GD에 의해 변화된 EVs의 

사이즈를 확인하였다. 마지막으로 GD를 처리한 MDA-MB-231 세포에서 분비된 EVs보다 GD

를 처리하지 않은 대조군에서 분비된 EVs의 단백질 및 particles수가 유의적으로 감소하는 것
을 확인을 하였다. 그리고 GD가 MDA-MB-231 세포에서 EVs분비를 감소시키는 것을 대표적
인 exosome marker인 TSG101, CD63의 발현 감소로 확인할 수 있었다. 이러한 결과로 인해 GD

가 암세포의 EVs 분비를 감소시켜 암세포의 성장 및 전이를 억제하였음을 확인하였다. 본 연
구는 GD가 인간 유방암 세포인 MDA-MB-231 세포의 EVs 분비를 억제하는 효과가 있음을 제
시하고 있다. 따라서 GD가 유방암의 화학요법 약물로 작용할 수 있음을 시사한다.
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