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            초록
          
        

        
          This study investigated the effects of ginger (Zingiber officinale Roscoe) on antioxidant and antiproliferative activities in A2058 human melanoma cells. The antioxidant and antiproliferative activities of 70% ethanol extracts of Zingiber officinale Roscoe were identified based on DPPH and ABTS free radical scavenging capacities. Treatment of cells with Zingiber officinale Roscoe at concentrations of 0, 0.2, and 0.4 mg/mL for 24 hours significantly reduced cell viability as determined by Hoechst 33258 nuclear staining, apoptosis analysis, and Western blotting analysis, respectively. In our study, 70% ethanol extracts of Zingiber officinale Roscoe exhibited antioxidant activity and inhibited A2058 cell growth in a dose-dependent manner. Concomitant activation of the mitochondria-dependent apoptotic pathway of A2058 human melanoma cells by Zingiber officinale Roscoe extracts was mediated via modulation of Bax and Bcl-2 expression, which activated cleavage of caspases-3, caspases-9, and poly ADP-ribose polymerase. The findings of study indicate that Zingiber officinale Roscoe extracts induce apoptosis in A2058 human melanoma cells, and this phenomenon occurs via the death receptor-mediated and intrinsic pathways.
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      서 론
      생강(Zingiber officinale Roscoe)은 생강과(Zingiberaceae)에 속하는 다년생 초본(草本)으로 열대 아시아가 원산지이며, 아시아, 아프리카, 아메리카 등 대부분의 지역에서 재배되고 있다(Kim JS 등 1991; Kim WJ & Choi HS 2006). 땅 속에서 성장하는 덩이줄기는 어두운 노란색부터 황색 또는 붉은색의 다육질이며, 향신료로 세계적으로 널리 사용되고 있으며(Chung YK 등 2012), 특유의 자극적인 향은 주성분인 gingerol, shogaol, zingerone 등에 기인되며, 이 외에도 flavonoids, terpenoids 등 다양한 생리활성 화합물이 존재하는 것으로 보고되고 있다(Yoshikawa M 등 1993; Nakazawa T & Ohsawa K 2002; Ryu MJ & Chung HS 2015). 생강의 주요 약리작용으로는 항균, 항산화, 항암, 항염, 구토, 변비, 고혈압, 설사, 발열, 치매 등에 효과가 있다고 알려져 있다(Chang WS 등 1994; Sheo HJ 1999; Thomson M 등 2002; Shukla Y & Singh M 2007; Stoilova I 등 2007; Ali BH 등 2008; Butt MS & Sultan MT 2011; Bae JS & Kim TH 2011; Lee EJ 등 2011; Karna P 등 2012).

      악성 흑색종(human melanona cells)은 최근 들어 급격히 발생률이 증가하고 있으며, 피부암 중에 가장 악성도가 높은 암 종으로, 색소를 만드는 세포가 악성변화를 일으키는 질환으로, 인체 부위 중 주로 등 윗부분이나 팔, 다리에서 발견되는데, 연령과 피부 특성이 악성 흑색종 발생에 크게 영향을 미치는 것으로 알려져 있다(Hoang MT & Eichenfield LF 2000). 악성 흑색종은 초기에 진단되면 수술에 의해 치료가 가능하지만, 증세가 진행되거나 재발한 경우 특별한 치료법이 없을 뿐 아니라, 다른 기관으로 전이가 높은 난치성 질환이다(Markovic SN 2007; Siegel R 등 2012). 이들 종양세포는 화학요법 시 강한 독성과 약물에 대한 내성이 강하므로(Chen J 등 2008), 약물 치료 시 부작용으로 인한 폐단을 감소시킬 뿐 아니라, 암세포 사멸 효능을 증진시킬 수 있는 천연 소재발굴에 관한 연구가 꾸준히 이루어지고 있다(Kang HS 등 2012; Guon TE & Chung HS 2014a; Guon TE & Chung HS 2014b; Guon TE & Chung HS 2016).

      이에 따라 본 연구는 인체 암세포 증식을 저해시키는 기능성 천연 소재 발굴을 목적으로, 생강 추출물의 항산화 효과와 A2058 인체 악성 흑생종세포 증식억제 및 사멸효과를 확인하였다. 또한 Flow cytometry, Western blotting 실험을 통해 A2058 세포사멸과 관련된 기전을 규명하였으며, 인체 흑색종세포 성장억제 소재로서의 생강의 활용 가능성을 관찰하였다.

    

    

  
    
      재료 및 방법
      
        1. 시약 및 배지
        실험에 사용된 배지 DMEM과 fetal bovin serum(FBS), penicillin-streptomycin(PS), Trypsin-EDTA는 GIBCO BRL(Gibco, Grand Island, NY, USA) 제품을 사용하였다. DMSO, 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl(DPPH), 2,2-azino-bis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)(ABTS), 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide(MTT), phosphate buffered saline(PBS), Folin-Ciocalteu’ phenol reagent, gallic acid 시약은 Sigma사(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) 제품을 사용하였고, 1차 antibody인 Bcl-2, Bax, caspase-9, caspase-3, poly ADP-ribose polymerase(PARP) 항체와 2차 antibody인 goat anti-rabbit IgG-HRP, goat anti-mouse IgG-HRP, rabbit anti-goat는 Santa Cruz사(Santa Cruz Biotechnol. Inc., Santa Cruz, CA, USA)에서 구입하였다.

      

      
        2. 시료 준비
        생강은 2012년 5월 서울 양재동 소재 농협 하나로 마트에서 구매하여 사용하였다. 깨끗이 씻은 생강을 껍질을 벗기지 않은 상태로 상온에서 2일 동안 건조시킨 후, 잘게 썰은 건조물 10 g을 70% ethanol로 80℃ water bath에서 1시간 추출하고, 이 과정을 3회 반복하였다. 추출액은 여과지(Whatman No. 1, Whatman International Ltd, Maidstone, UK)로 여과한 뒤, 여과된 추출액을 60℃ 열수에서 감압농축기(N-1000S-W, Eyela, Tokyo, Japan)로 농축 후 동결 건조하였다. 동결 건조된 분말시료의 무게를 측정한 후(수득량: 1.5635 g), 실험할 때까지 -20℃ 냉동고에 저장하였으며, 100% 3차 증류수에 전부 용해시킨 후 실험 시 적합한 농도로 제조하여 사용하였다.

      

      
        3. 총 폴리페놀 화합물 함량 측정
        총 폴리페놀 화합물 함량은 phosphomolybdic acid와 반응하여청색을나타내는 원리를이용한 Folin-Denis 방법(Florence CRF 등 1992)으로 측정하였다. 10 mg/mL 농도로 methanol에 용해시킨 시료 50 μL에 Folin-Ciocalteu’ phenol reagent 50 μL를 첨가하여 혼합한 후 3분간 실온에서 반응시킨 뒤, 10% sodium carbonate 용액 150 μL를 가하여 암실에서 1시간 방치 후 ELISA reader(SpectraMax Molecular Devices, LLC, CA, USA)로 760 nm에서 흡광도를 측정하였다. 표준품인 gallic acid를 이용하여 검량선을 작성하였고, 총 폴리페놀 함량은 건조 시료 중량 당 mg gallic acid equivalent(GAE/g dry weight, DW)로 나타내었다.

      

      
        4. 항산화력 측정
        
          1) DPPH Free Radical 소거능 측정
          항산화 활성은 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl(DPPH)를 사용하여 시료의 라디칼 소거효과를 측정하는 DPPH법(Blois MS 1958)을 활용하였다. 시료 추출물 100 μL를 가하고 실온에서 30분간 반응시킨 후 ELISA reader로 515 nm에서 흡광도를 측정하였다. 측정된 흡광도를 아래의 식에 대입하여 라디칼 소거활성을 계산하고, 추출물을 첨가하지 않은 실험 대조군 값보다 50%의 활성을 보이는 추출물의 농도(half maximal effective concentration, EC50, mg/mL)로 표시하였다.
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(A: sample + 시약, B: sample, C: blank + 시약, D: blank)

        

        
          2) ABTS Free Radical 소거능 측정
          ABTS 라디칼 소거활성은 Fellegrini N 등(1999)의 방법으로 측정하였다. 즉, 7 mM ABTS와 2.45 mM K2S2O8을 섞어 어두운 곳에서 16시간 방치시킨 후, 이를 absolute ethanol로 희석하여 ELISA reader로 734 nm에서 흡광도를 측정하였다. 이때 대조군의 흡광도 값이 0.7±0.002가 되도록 조절한 ABTS solution을 사용하였다. 측정된 흡광도를 아래의 식에 대입하여 라디칼 소거활성을 계산하고, 추출물을 첨가하지 않은 대조군 값보다 50%의 활성을 보이는 추출물의 농도(EC50, mg/mL)로 표시하였다.
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        5. A2058 세포배양 및 세포증식 실험(MTT Assay)
        인체 melanoma 세포주인 A2058 세포는 American Type Culture Collection(ATCC, USA)으로부터 제공받았으며, 분주 받은 세포주를 10% heat-inactivated FBS와 1% penicillin streptomycin을 첨가한 DMEM 배지를 사용하여 5% CO2를 함유한 37℃ 배양기(MCO-15AC, Sanyo Electric Co. Ltd, Osaka, Japan)에서 키우고, 2주 이상 계대 배양하여 배양환경에 충분히 적응시킨 후 세포밀도가 70∼80% 정도로 포화되면 0.05% Trypsin-EDTA 용액으로 계대 배양하면서 실험에 사용하였다. 세포증식은 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide(MTT) assay로 측정하였으며, A2058 세포를 96 well plates에 1.5×104로 분주하여 24시간 배양한 후에 MTT 시약을 2.0 mg/mL 농도로 50 μL를 각 well에 처리하여 37℃에서 4시간 반응시킨 후 배지를 제거하고, DMSO를 첨가하여 형성된 formazan 크리스탈을 용해시켜 ELISA reader로 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 세포의 증식률은 시료의 흡광도를 대조군의 흡광도에 대한 백분율로 나타내었다(Guon TE & Chung HS 2014a).

      

      
        6. Hoechst 33258 염색
        A2058 세포를 6 well plates에 3×105 cells/mL로 분주하여 24시간 배양 후 시료를 처리하였다. 배지를 제거하고 PBS로 2회 세포 단층을 씻어낸 후 methanol로 실온에서 30분 동안 세포를 고정하고, PBS로 2회 세척하였다. Hoechst 33258 최종 농도가 2 μg/mL가 되도록 PBS에 희석하여 세포에 첨가하고, 15분 동안 어두운 곳에서 염색한 후 형광 현미경(Model BX51, Olympus Optical Co., Tokyo, Japan)으로 관찰하였다(Guon TE & Chung HS 2014b).

      

      
        7. Flourescence Activated Cell Sorting(FACS) 실험
        A2058 세포의 apoptosis 비율을 측정하기 위해 flow cytometry 실험을 수행하였다. A2058 세포를 6 well plates에 1×106 cells/mL로 분주하여 24시간 배양한 후 시료 추출물을 첨가하였다. 세포 단층을 PBS로 2회 씻어낸 후 trysin-EDTA로 처리하여 2,000 rpm에서 10분간 원심분리하고, 세포들을 수집한 후 Annexin V와 Propidium Iodide로 염색한 후, Flow cytometry(BD Biosciences, NJ, USA)를 사용하여 apoptotic cell 수를 측정하였다.

      

      
        8. 단백질 발현 실험(Western Blotting Analysis)
        A2058 세포사멸과 세포증식에 반응하는 단백질 발현을 Western blotting analysis로 확인하였다. A2058 세포를 1×106 cells/mL로 6 well plates에 분주하고, 생강을 농도별로 첨가하여 24시간 배양한 후 세포를 모았다. 세포를 모을 때에는 차가운 PBS로 세척한 후 cell을 모아 2,000 rpm에서 10분간 원심분리 후, protein lysis buffer를 넣어 세포를 파괴하고, 4℃, 13,000 rpm에서 5분간 원심분리 후 상층액을 모아 시료로 사용하였다. 이어서 단백질 정량 후 12% SDS-PAGE에서 동량의 단백질을 loading하여 2시간 동안 단백질을 분리한 후, nitrocellulose membrane에 옮겼다. 단백질이 옮겨진 membrane에 1% BSA로 blocking한 후, 1차 antibody인 Bcl-2, Bax, cleaved caspase-3, cleaved caspase-9, cleaved PARP를 4℃에서 overnight으로 반응시켰다. 이어서 Tris-buffered saline containing 0.1% Tween-20(TBST)로 세척 후, 다시 2차 goat antirabbit IgG-HRP, goat anti-mouse IgG-HRP, rabbit anti-goat로 1시간 동안 반응시켜 TBST로 씻어낸 후, Western Bright ECL solution으로 확인하였다.

      

      
        9. 통계처리
        실험 결과는 SPSS Statistics Ver. 22.0(Statistical Package for Social Sciences, SPSS Inc., IL, USA) 통계 프로그램을 이용하여 각 실험군의 평균과 표준편차로 계산하고, p<0.05 수준에서 일원분산분석(one-way ANOVA)를 수행한 후 대조군과 처리군 간의 유의성을 검증하였다.

      

    

    

  
    
      결과 및 고찰
      
        1. 시료의 총 폴리페놀 함량
        천연에 널리 분포되어 있는 폴리페놀 화합물은 두 개 이상의 phenolic hydroxyl기를 가지고 있는 방향족 화합물로 항산화, 항암, 항염 등의 효과가 우수한 것으로 보고되고 있다(Yu 등 2006). 생강 추출물의 총 폴리페놀 함량은 시료 농도 0.1 mg/mL에서 2.8 mg, 0.4 mg/mL에서 11.6 mg, 0.8 mg/ mL에서 13.1 mg, 1.0 mg/mL에서 18.9 mg으로 나타나, 생강 추출물 농도가 증가할수록 총 폴리페놀 함량이 증가하는 것으로 확인되었다(Fig. 1).

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Total phenol compounds of ginger (Zingiber officinale Roscoe) extracts.
            All values are mean.

            a∼b Different letters on the bars are significantly different at the p<0.05 level by Duncan’s multiple range test.

          
          

          

        

      

      
        2. 시료에 의한 DPPH, ABTS 라디칼 소거활성
        DPPH는 짙은 보라색을 띠는 비교적 안정한 free radical로 항산화 활성을 갖는 물질로부터 전자 혹은 수소를 제공받으면 환원되면서 노란색으로 탈색되어 항산화능 측정에 많이 이용되고 있다(Kim 등 2006). DPPH 라디칼 소거활성은 생강 추출물 0.1 mg/mL 농도에서 1.9%, 0.2 mg/mL에서 7.0%, 0.8 mg/mL에서 23.5%, 그리고 최대 농도인 1.0 mg/mL에서 27.5%로 시료 농도에 의존적으로 증가하였다(Fig. 2A). ABTS는 시료에 의해 특유의 청록색이 탈색되는 정도를 라디칼 소거능으로 나타내 항산화성을 측정하는 원리를 이용한 방법으로(Wang MF 등 1998), 시료 농도가 0.1 mg/mL에서 8.4%, 0.2 mg/mL와 0.4 mg/mL에서 각각 10.6%와 22.6%, 그리고 최종 농도인 1.0 mg/mL에서 27.5%로 라디칼 소거능이 증가하였다(Fig. 2B).

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            (A) DPPH free radical scavenging activity and (B) ABTS free radical scavenging activity of ginger (Zingiber officinale Roscoe) extracts.
            a∼e Different letters on the bars are significantly different at the p<0.05 level by Duncan’s multiple range test.

          
          

          

        

      

      
        3. 시료에 의한 A2058 세포 증식억제
        본 연구에서 A2058 세포에 생강 추출물을 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 mg/mL 농도로 처리하고, 24시간 뒤 MTT 시약을 첨가하여 흡광도를 측정하였다. 실험 결과, A2058 세포 생존율이 각각 86.9%, 54.6%, 44.6%, 33.5% 및 22.0%로 시료 농도가 증가할수록 유의적으로 감소하였다(Fig. 3). 특히, 시료농도가 낮은 경우에도 A2058 세포증식이 유의적으로 억제하는 것을 확인할 수 있었다. 따라서 A2058 세포의 증식 억제에 있어서 생강 추출물이 농도 의존적으로 작용함을 관찰하였다. 이상의 결과를 근거로 하여 추후 진행되는 Hoechst 33258, Facs, Western blot 실험의 시료농도는 0, 0.2, 0.4 mg/mL로 설정하였다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Cytotoxic effects of ginger (Zingiber officinale Roscoe) extracts in A2058 human melanoma cells.
            Cell viability at the indicated concentrations of ginger extracts in A2058 human melanoma cells at 24 h was assessed by MTT assay. * p<0.05, significantly different from control cells.

          
          

          

        

      

      
        4. 시료에 의한 A2058 세포핵의 형태 변화
        A2058 세포에 생강 추출물을 처리하였을 때 세포 생존율이 억제되는 것을 확인한 후, A2058 세포의 형태학적 변화를 관찰하였다. 시료를 처리하지 않은 대조군의 경우, A2058 세포가 안정적으로 부착되어 정상적으로 증식이 이루어진 모습이 관찰되었다. 하지만 생강 추출물을 처리한 경우, 농도가 증가할수록 세포증식이 감소하였고, 배양액에 부유한 모습이 관찰되었다. 또한 시료 농도가 0.2 mg/mL로 부터 세포 형태가 변하기 시작하였으며, 0.4 mg/mL 농도에서는 세포의 응축현상을 확인할 수 있었다(Fig. 4). Coiocaru SI 등(2015)은 생강추출물을 농도별로 처리하였을 때, 무색소성 흑색종 세포의 형태가 수축되고, 세포막이 변화되었으며, 시료 농도와 비례적으로 세포수가 감소하였다고 보고한 바 있으며, 본 실험에서도 세포의 형태변화 등 동일한 실험결과가 관찰되었다.

        
          
          

          Fig. 4. 
				
          

          
            Induction of apoptosis by ginger (Zingiber officinale Roscoe) extracts in A2058 human melanoma cells.
            The formation of apoptotic bodies (arrows) in Hoechst 33258-stained cells observed by fluorescent microscopy.

          
          

          

        

      

      
        5. 시료에 의한 A2058 세포사멸 유도
        생강 추출물에 의해 A2058 세포의 증식이 억제되는 현상이 apoptosis에 기인하는 것인지 또는 necrosis에 기인하는 것인지를 확인하기 위해 phosphatidyl serine(PS)에 특이적으로 결합하는 Annexin V와 popidium iodidie(PI)로 이중 염색하고, Flow cytometery로 정량분석을 수행하였다. 실험 결과, 생강추출물을 처리하지 않은 대조군 세포에서는 total apoptosis가 10.2% 발현되었으며, 시료를 0.2 mg/mL 첨가한 경우의 total apoptosis는 33.8%, 0.4 mg/mL 시료농도에서는 59.7 %로 나타나, 생강 추출물 농도에 비례적으로 A2058 세포사멸이 일어나는 것이 확인되었다(Fig. 5). Akimoto M 등(2015)은 췌장암 세포의 total apoptosis가 생강 추출물 0.1 mg/mL과 0.2 mg/mL 처리 시 각각 24.3%와 31.0% 발생한다고 보고한 바 있으며, 이번 연구에서도 시료 농도가 증가함에 따라 A2058 세포의 total apoptosis가 증가하였으며, 세포사멸 효과가 있음을 확인하였다.

        
          
          

          Fig. 5. 
				
          

          
            Induction of apoptosis by ginger (Zingiber officinale Roscoe) extracts in A2058 human melanoma cells.
            (A) Flow cytometric analysis of A2058 human melanoma cells incubated for 24 h. The right bottom quadrant represents Annexin Vstained cells (early-phase apoptotic cells). The top right quadrant represents PI- and Annexin V-stained cells(late-phase apoptotic cells).

            (B) Statistical analysis of apoptosis. * p<0.05, significantly different from control cells.

          
          

          

        

      

      
        6. 시료가 A2058 세포사멸에 미치는 영향
        A2058 세포의 증식억제가 apoptosis에 의한 현상임을 확인한 후, 세포사멸에 관여하는 주요 인자인 Bcl-2, Bax, caspases의 발현정도를 단백질 수준에서 관찰하기 위해 Western blotting을 수행하였다. 실험 결과, 세포의 사멸을 지연시키거나 억제하는 것으로 알려진 Bcl-2는 생강 추출물의 농도가 증가할수록 발현이 비례적으로 감소하였고, 이와 반대로, cytochrome c의 방출과 세포사멸을 유도하는 Bax의 발현량은 현저하게 증가하는 것이 확인되었다.

        또한 A2058 세포사멸에 관여하는 중요 단백질 중 caspases와 PARP의 발현에 작용하는 시료의 영향을 관찰한 결과, 시료 농도가 증가할수록 caspases의 활성형태인 cleaved caspase-3, caspase-9 및 PARP의 발현이 증가하였으며(Fig. 6), 이러한 현상은 A2058 세포사멸이 intrinsic pathway에 의해 시작된다는 것을 제시하고 있다. 이는 미토콘드리아의 막 투과성을 조절하는 Bcl-2 family에 의해 cytochrome c 방출이 증가하면서 apoptosis 현상이 조절(Koesmeyer SJ 등 1993)되기 때문인 것으로 설명될 수 있다. 세포사멸은 death receptor를 매개로 하는 extrinsic pathway와 mitochondria에 의해 유도되는 intrinsic pathway로 구분되는데, 이 중 intrinsic path- way는 apoptosis initiator로 작용하는 caspase-9의 활성과 관련이 있으며(Green DR & Reed JC 1998; Jin Z 등 2005), 이때 caspase-3가 활성화됨으로써 apoptosis의 형태학적 특징에 관여하는 PARP 발현에 영향을 주며(Oliver FJ 등 1998), 생강 추출물이 이러한 반응에 관여하는 것으로 확인되었다.

        결론적으로, 이번 실험을 통해 70% ethyl alcohol로 추출한 생강 시료 1.0 mg/mL 농도에서 DPPH, ABTS 유리기 소거능이 가장 우수하였고, A2058 세포 생존율이 0.4 mg/mL농도에서 50% 이상 감소되었다(P<0.05). 따라서 항산화 효과 및 A2058 세포사멸 효과가 우수한 70% ethanol 추출물에 함유된 활성물질 규명을 목적으로, 생강의 주요 성분인 폴리페놀과 volatile oils 등 순수 화합물의 규명이 필요하다.

        
          
          

          Fig. 6. 
				
          

          
            Effects of ginger (Zingiber officinale Roscoe) extracts on expression of apoptosis-related proteins in A2058 human melanoma cells.
            Cell lysates were electrophoresed and Bax, Bcl-2, cleaved caspase- 9, cleaved caspase-3, and cleaved PARP were detected by Western blot analysis with the corresponding antibodies.

          
          

          

        

      

    

    

  
    
      결론 및 요약
      본 연구는 천연소재로부터 생리활성이 우수한 신규 기능성 소재 발굴을 목적으로, 국내산 생강 70% ethyl alcohol 추출물의 총 폴리페놀 함량, 항산화 활성 및 A2058 악성 흑색종 세포 증식 억제효과를 확인하였다.

      생강 추출물의 총 폴리페놀은 18.89 mg GAE/g 함유되었으며, DPPH 라디칼 소거능과 ABTS 라디칼 소거 활성은 1.0 mg/mL 농도에서 27.45%로 높은 항산화 수치를 나타내었다. 또한 악성 흑색종 세포인 A2058 세포에 생강 추출물을 0.2, 0.4, 0.8, 1.0 mg/mL 농도로 처리하여 세포 증식을 확인한 결과, A2058 세포 생존율이 각각 86.9%, 54.6%, 33.5% 및 22.0%로 시료 농도가 증가할수록 A2058 세포사멸이 증가하는 것이 확인되었다. 뿐만 아니라, 시료 농도가 증가할수록 A2058 세포의 apoptotic body 등 형태학적 변화가 관찰되었으며, apoptosis에 의해 사멸되는 A2058 세포의 비율이 증가하는 것으로 확인되었다.

      이어서 A2058 흑색종세포에 반응하는 apoptosis 조절인자들의 영향을 확인하기 위해 관련된 단백질의 발현을 관찰하였다. Anti-apoptotic 단백질인 Bcl-2는 시료 농도가 증가할수록 감소하였고, pro-apoptotic 단백질인 Bax는 시료 농도에 의존적으로 증가하였다. 이는 미토콘드리아 막 투과성을 조절하는 Bcl-2 family에 의해 cytochrome c의 방출이 증가하면서 apoptosis가 조절되는 것으로 추정할 수 있다. 또한 cleaved caspase-3, cleaved caspase-9와 cleaved PARP 발현도 증가하여 mitochondria에 의해 유도되는 intrinsic pathway를 통해 A2058 세포사멸이 유발되는 것으로 확인되었다.

      본 연구결과는 기능성 천연소재 발굴을 위한 기초자료로 사용될 수 있으며, 활성물질 규명과 동물실험 등의 추가적인 연구가 필요할 것으로 사료된다.
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