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The Nrf2 signaling plays an important role in regulating cellular defense system. Under normal cellular 
conditions, Nrf2 can be described as an anti-tumor molecule inducing antioxidative and cytoprotective 
genes which protect cells from electrophile and oxidative damage. However, in cancerous cells, Nrf2 takes 
on a pro-tumoral identity as the same cytoprotective genes can enhance resistance of cancer cells to 
chemotherapeutic drugs. We investigated whether Rg3 could inhibit Nrf2-mediated defense systems in 
A549 human lung cancer cells with constitutively overexpressed Nrf2. Rg3 decreased cell viability in 
a dose-dependent manner. Rg3 inhibited the expression of Nrf2 and its downstream proteins, HO-1, 
NQO-1, γ-GCS and MRP-1 in a time- and dose-dependent manner in A549 cells. In both cytoplasmic 
and nuclear fractions, Rg3 decreased Nrf2 and pNrf2 levels. In immunocytochemical analysis, Nrf2 
showed a significantly decreased level in nucleus of A549 cells treated with Rg3 for 4 h. Furthermore, 
the combined treatment with Rg3 and cisplatin enhanced cytotoxicity in A549 cells compared with 
cisplatin or Rg3-treated cells. Taken together, Rg3 reduces Nrf2 nuclear level by inhibiting its expression 
and translocation into nucleus. This effect may be closely associated with the cytotoxicity of Rg3 and 
the increased cytotoxicity of cisplatin in Rg3-treated A549 cells. (Cancer Prev Res 16, 216-222, 2011)
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서 론

  폐암은 가장 흔히 진단되는 암  하나이고 암 사례의 

15∼30%를 차지하며, 비소세포성 폐암(Non-small cell 

lung cancer, NSCLC)이 임상에서 진단되는 폐암의 85%이

상을 차지하는 것으로 알려져 있다. 재 폐암은 화학요

법을 시행할 경우 내인성 다제약제 내성(multidrug-resist-

ance)으로 인해 치료가 어려운데, p53, pAKT, apoptosis-in-

ducing factor, multidrug resistance-associated protein (MRP)과 

같은 여러 단백질의 발 이 항암제 내성과 련 있는 것

으로 보고되어 있다.1) 비소세포성 폐암에 속하는 A549 
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인간 폐암세포주에 cisplatin, doxorubicin과 같은 항암제들

을 처리할 경우 활성산소종(reactive oxygen species, ROS)이 

생성되어 세포독성을 나타낸다. 암환자에서는 이들 항

암제에 의해 생성되는 ROS가 암세포뿐만 아니라 정상세

포에도 세포독성을 나타내어 간, 신장, 귀 손상과 빈  

등의 부작용이 발생하는데 이로 인해 암환자에 한 지

속 인 치료가 어려워지는 것으로 알려져 있다.
2,3)

 따라

서 폐암세포의 성장을 억제하는 효과가 뛰어난 한편 환

자의 건강 증진에도 도움이 되는 새로운 약물 개발이 필

요하다.

  Erythroid NF-E2 계열의 bZIP 사인자인 Nrf2와 Nrf2

에 의해 조 되는 하  단백질들이 세포내 산화환원 항

상성의 유지와 산화  혹은 친 자성 스트 스에 하

여 세포를 보호하는 요한 역할을 하는 것으로 알려져 

있다.
4~6) 

γ-glutamatecysteine ligase, heme oxygonase-1 (HO- 

1)과 같은 항산화 효소들, NAD(P)H quinine oxidoreduc-

tase-1 (NQO-1), aldoketo reductase와 같은 외부물질 

(xenobiotics) 사효소들, ATP 의존성 약물 흡수 펌  등

의 수많은 단백질의 발 이 Nrf2에 의해 조 된다.
7)
 Nrf2 

발 이 억제된 생쥐에서는 HO-1, NQO-1, thiol 단백질군 

(thioredoxin, peroxiredoxin), GSH 합성  유지에 요한 

glutamate-cysteine ligase  catalase 등의 발 이 소실하거

나 반응성이 낮아진다는 사실이 증명되었다.
8) 

자극이 없

을 때, 세포질에서 Nrf2는 Keap1과 결합하여 proteasome 

시스템에 의해 분해된다.
9)
 하지만, 산화제나 친 자체에 

의해서 Keap1의 cysteine 잔기가 변형되거나, PKC에 의해

서 Nrf2가 인산화(Ser40) 되면 Nrf2가 Keap1에서 분리되

어 세포질에서 핵 내로 이동한다. 결과 으로 Nrf2의 활

성화로 사가 진되어 하  단백질의 발 이 증가된

다.
10,11)

 Keap1 유 자가 소실된 생쥐에서는 정상보다 많

은 Nrf2가 핵 내에 축 되어 있으며 그에 따라 Nrf2에 

의해 조 되는 단백질들의 발  수 이 정상 생쥐보다 

히 높다는 사실이 밝 졌다.
12) 

최근 항암제 화학요

법에 한 암세포의 항성과 암의 진(promotion)에서 

Nrf2의 부정 인 역할이 많이 보고되었다.
13)

 피부, 유방, 

립선, 폐 등의 암 종에서 Nrf2가 과발 되어 있고,
14) 

특히 사람의 폐암조직  세포주에서 Keap1 유 자의 체

세포 돌연변이의 빈도가 높다는 것이 발견되었는데 돌

연변이가 일어난 Keap1 단백질은 Nrf2와 결합하지 못한

다는 사실이 보고된바 있다.
15)

 한, Nrf2  Nrf2에 의해 

조 되는 단백질이 과발 된 암세포가 항암제에 하여 

높은 내성을 나타낸다는 것이 보고되었다.
16)

 따라서 암

세포에서 Nrf2의 과발   활성화를 억제한다면 암세

포의 성장을 제어할 수 있을 뿐만 아니라 항암제에 한 

감수성도 높일 수 있을 것으로 생각된다.

  인삼은 국이나 아시아 국가에서, , 폐, 간, 난소, 

장암을 포함하는 다양한 질병의 치료와 방에 사용

되어 왔다.
17)

 인삼에 함유된 주요 약효성분인 ginsenoside

는 재 150여 가지가 분리 동정되었으며, 비배당체 

(aglycones)의 형태에 따라서 dammarane과 oleanane 형태로 

분류된다.
18)

 항암, 항산화, 항염증 등의 여러 생리활성이 

다양한 ginsenoside들에서 발견되었다.
19)

 본 연구에서는 

폐암에 한 ginsenosides의 항암효과를 평가하기 해 

Nrf2의 발 이 높은 인간 폐암세포주인 A549 세포에서 

ginsenosides의 세포독성을 조사하 고, Nrf2와 Nrf2에 의

해 조 되는 단백질의 발 에 한 ginsenoside Rg3의 억

제효과를 조사하 다. 한, 시스 라틴(cisplatin)과 Rg3

를 병용 처리하 을 때 A549 폐암세포의 생존율이 더욱 

억제되는지를 조사하 다. 

재료  방법

1. 실험재료

  Ginsenoside Rg3는 LKT laboratory (St. Paul, MN)에서 구

입하 고, Rb1, Rg5, Re, Rk1과 F4는 서울 학교 약학

학 김 식 교수로부터 받았다. 각 ginsenoside를 dimethyl 

sulfoxide (DMSO)에 100 mM stock으로 만들어 －20oC에 

보 하 다가, 실험 에 배지로 희석하여 사용하 다. 

RPMI1640 세포배양 배지와 fetal bovine serum (FBS)는 

Gibco BRL (Grand Island, NY)에서 구입하 다. 3-(4, 5- 

Dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT), 

cisplatin, β-actin과 tubulin 항체는 Sigma Chemical (St. 

Louis, MO)에서, 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)는 Vector 

(Burlingame, CA)에서 구입하 다. Nrf2, HO-1, γ-GCSc 

(γ-glutamatecysteine synthetase catalytic subunit), MRP1, 

Lamin A/C 항체와 horseradish peroxidase가 결합된 2차 항

체는 Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA)에서, NQO1

과 pNrf2 (ser40) 항체는 Abcam (Cambridge, MA)에서 구입

하 다. 

2. 세포 배양 및 MTT assay

  A549인간 폐암세포를 10% FBS와 항생제  항균제가 

포함된 RPMI1640 배지로 37oC와 5% CO2 조건에서 배양

하 다. 세포배양용 96-well plate에 well 당 1×104 세포를 

분주하고, 24시간 동안 배양한 후 각 ginsenoside와 cispla-

tin을 농도별로 처리하 다. 24시간 후, MTT 용액(5 

mg/ml)을 20μl씩 첨가하여 4시간 동안 CO2 incubator에서 

배양하 다. MTT 시약이 들어있는 배지를 제거한 후에 
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Table 1. IC50 of ginsenosides in A549 human lung cancer 

cells

Ginsenoside IC50 (μM) for 24 h treatment

　Rg5 >100

　Rb1 >100

　Re >100

　Rg3 36.4

　F4 79.7

　Rk1 14.5

DMSO를 200μl씩 넣어 well에 생성된 formazan을 모두 녹

인 후, microplate reader (BIO-RAD Laboatories, Hercules, 

CA)를 사용하여 570 nm에서 흡 도를 측정하 다. 

3. Western blot analysis

  A549 폐암세포에 Rg3를 농도별로 처리하고 4시간 동

안 CO2 incubator에서 배양한 후, 단백질을 추출하기 하

여 RIPA lysis buffer [50 mM Tris-HCl (pH 8.0), 150 mM 

NaCl, 1 mM Sodium EDTA, 1 mM EGTA, 1% NP-40, 1% 

sodium deoxycholate, 2.5 mM sodium pyrophosphate, 1 mM 

β-glycerophosphate, 1 mM sodium orthovanadate, 1 mM phe-

nylmethylsulfonyl fluoride, 1μg/ml leupeptin] (Cell Signaling, 

Danvers, MA)를 첨가하 다. 2시간 동안 4oC에서 반응시

킨 후, 14,000 rpm에서 20분 동안 원심 분리하여 상등액

을 취했다. Nuclear/Cytosol Fractionation Kit (Biovision, Moun-

tain View, CA)를 이용하여 핵과 세포질 분획을 얻었고, 

추출된 단백질의 농도는 BCA assay kit (Pierce, Rockford, 

IL)를 이용하여 측정하 다. 단백질 30μg을 6∼10% so-

dium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel에서 기 동한 후, 

젤의 단백질을 polyvinylidene difluoride (PVDF) membrane 

(Pall, Washington, NY)으로 옮기고, 5% skim milk로 block-

ing하 다. 각 단백질에 특이 으로 결합하는 1차항체가 

포함된 3% skim milk용액에서 밤새 4oC에서 반응시킨 후, 

horseradish peroxidase가 결합된 2차 항체와 반응시켰다. 

Chemiluminescence reagents A와 B (Santa Cruz Biotechnolo-

gy)를 사용하여, enhanced chemiluminescence 방법으로 각 

단백질의 발 을 확인하 다. 

4. Nrf2에 대한 면역세포화학적 염색

  A549 폐암세포를 chamber slide (Nalge Nunc, Rochester, 

NY)의 각 well에 5×104 세포씩 분주하여, 24시간 동안 배

양한 후, Rg3로 4시간 동안 처리하 다. PBS로 well을 씻

고, 3.7% formaldehyde 용액으로 4oC에서 10분 동안 처리

하 다. PBS로 well을 씻고, 1% Triton X-100 용액을 5분 

동안, 1% BSA용액을 30분 동안 처리하 다. PBS로 Nrf2 

항체를 1：100으로 희석하여 well에 넣고 4
o
C에서 밤새 

반응시켰다. PBS로 씻은 후, fluorescein isothiocyanate 

(FITC)가 결합된 2차 항체를 1시간 동안 반응시켰다. 그 

후 1.5μg/ml DAPI를 포함한 mounting 용액을 이용하여 

커버슬라이드를 덮고, LSM510-meta Confocal Laser Scan-

ning Microscopes (Carl Zeiss, Jena, Germany)를 이용해 세포

를 찰하 다. 

5. 통계처리

  실험결과들은 평균±표 편차로 표시하 고, 각 실험 

결과로부터 one-way ANOVA (analysis of variance)와 Stu-

dent t-test를 이용하여 분석하 다.

결      과

1. A549 폐암세포에 대한 ginsenosides의 세포독성

  인간 폐암세포주인 A549 세포에 ginsenoside Rb1, Rg3, 

Rg5, RK1, Re과 F4를 농도별로 처리한 후 MTT assay를 

수행하여, 각 ginsenoside가 세포생존율을 50% 억제하는 

농도(IC50)을 결정하 다(Table 1). Rg3, Rk1, F4에 한 

IC50은 각각 36.4, 14.5, 79.7μM이었고, Rg5, Rb1, Re에 

한 IC50은 100μM 이상이었다. 

2. A549 폐암세포에서 HO-1, NQO-1, γ-GCSc, 

MRP-1과 Nrf2의 발현에 대한 Rg3의 효과

  세포에서 항산화  세포 보호 기능을 하는 HO-1, 

NQO-1, γ-GCSc와 MRP-1의 발 에 한 Rg3의 효과를 

western blotting을 수행하여 조사하 다(Fig. 1). A549 폐

암세포에서 HO-1, NQO-1, γ-GCSc와 MRP-1의 발 이 

높게 나타났으며, Rg3 30μM을 1시간과 4시간 동안 처

리하 을 때, 시간 의존 으로 이들 단백질의 발 이 감

소되었다. 한, Rg3를 5, 10, 20, 30μM로 4시간 동안 처

리하 을 때 농도 의존 으로 HO-1, NQO-1, γ-GCSc와 

MRP-1의 발 이 감소되었다. Nrf2에 의해 조 되는 것

으로 알려진 HO-1, NQO-1, γ-GCSc와 MRP-1의 발 이 

Rg3에 의해서 억제되는 것을 확인하여, A549 세포에서 

Nrf2의 발 도 Rg3에 의해 억제되는지 조사하 다. 그 

결과, Rg3에 의해 농도와 시간 의존 으로 Nrf2의 발

과 pNrf2 level이 감소하 다(Fig. 1).

3. A549 폐암세포의 세포질과 핵 내 Nrf2 level에 대

한 Rg3의 효과

  Nrf2는 세포질에서 Keap1이라는 억제 단백질에서 분
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Fig. 1. Effect of Rg3 on the expressions of HO-1, NQO-1, γ-GSCc, MRP-1, Nrf2 and pNrf2 in A549 lung cancer cells. A549 

lung cancer cells (1×10
6 cells/dish) were treated with 30μM Rg3 for 1 and 4 h or Rg3 at the indicated concentrations for 4 

h. The expressions of HO-1, NQO-1, γ-GSCc, MRP-1, Nrf-2 and pNrf2 were determined by western blotting with the respective 

specific antibodies.

Fig. 2. Effect of Rg3 on the nuclear Nrf2 level in A549 lung cancer cells. (A) A549 cells (1×106 cells/dish) were treated with 

Rg3 at indicated concentrations for 4 h, and cytosolic and nuclear extracts were prepared as described in Materials and Methods. 

Cytoplasmic and nuclear levels of Nrf-2 were determined by western blot analysis. (B) Cells (5×103 cells/well) were treated with 

30μM Rg3 for 1 and 4 h. The level of Nrf2 was determined by immunocytochemical analysis using confocal laser scanning 

microscopes. Data are representatives of triplicate experiments (magnification ×40). 

리되면 핵 내로 이동하고, DNA의 antioxidant response ele-

ment (ARE)에 결합하여 항산화 효소인 HO-1과 NQO-1 

등의 사를 진하고 결과 으로 단백질의 발 을 증

가시키는 것으로 알려져 있다. 세포를 Rg3 5, 10, 20, 30 

μM로 4시간 동안 처리하고 핵과 세포질로 분획한 후 

western blotting을 통해 Nrf2와 pNrf2 level을 확인한 결과 

(Fig. 2A), 세포질과 핵 내 모두에서 Nrf2와 pNrf2의 수

이 농도 의존 으로 감소하 다. Nrf2에 한 Rg3의 효



220 Cancer Prevention Research Vol. 16, No. 3, 2011

Fig. 3. Effects of Rg3 and/or cisplatin on the viability in A549 

human lung cancer cells. A549 cells (1×10
4 cells/well) were 

treated with ginsenoside Rg3 in the absence or presence of 

cisplatin for 24 h. *p<0.005, 
†p<0.0005 versus control. ‡p< 

0.05, §p<0.005 versus cisplatin-treated cells.

과를 면역염색을 통해서 확인한 결과 (Fig. 2B), A549 폐

암세포에서 부분의 Nrf2가 핵 내에 축 되어 있는 것

을 알 수 있었다. 하지만, Rg3 30 μM을 4시간 동안 처리

하 을 때, 핵 내 Nrf2 level 히 감소되었다. 

4. A549 폐암세포에 대한 Rg3와 cisplatin 병용처리 

효과

  A549 폐암세포에 Rg3를 30, 40μM로 24시간 동안 처

리하 을 때, 세포 생존율이 각각 83, 52% 으며, cispla-

tin 20μM을 처리하 을 때 세포생존율은 70% 다. Rg3 

30, 40μM과 cisplatin을 혼용하 을 때 세포 생존율은 각

각 68, 48%로 Rg3나 cisplatin 단독 처리시보다 세포생존

율이 유의 으로 억제되었다(Fig. 3).

고      찰

  인삼은 다양한 약리 작용이 보고된 생약재로, 최근에

는 인삼의 뿌리 체를 사용하는 신에 약리 활성 성분

을 규명하고, 각각의 기능과 작용기 을 밝히는데 

을 맞추고 있다. Ginsenoside들이 이완, 항산화, 항염

증  항암을 포함한 인삼 활성의 부분을 나타내는 것

으로 알려져 있다. 그 에서도 가장 일반 으로 많이 

연구된 ginsenoside는 Rb1, Rg1, Rg3, Rg5, Re이다. Rb1은 

항암효능보다는 항염증, 항균과 항산화 효소인 super-

oxide dismutase와 glutathione preoxidase의 활성을 증가시키

는 효과가 있는 것으로 보고 되고 있다.18) Rg3는 폐암, 

장암, 피부암 등의 다양한 암세포에서 세포의 성장  

이동성을 억제하고, 신생 의 생성을 억제하며, 재 

사용되고 있는 항암제의 독성에 한 정상세포의 보호

효과뿐만 아니라 항암제 docetaxel에 한 감수성을 증가

시키는 것이 보고되었다.
20)

 Re는 항염증과 면역 증진에 

한 효과들이 보고되어 있고, Re와 Rg5의 사산물인 

Rh1와 Rh3도 항암  항염증에 효과가 좋은 것으로 보고

되어 있다.
21) 

Rk1은 간암세포의 세포사멸을 유도함으로

써 항암효과를 나타내며.
20)

 F4는 아직 생리 인 효능에 

한 연구가 진행되지 않았다. 본 연구에서는 ginsenoside 

Rb1, Rg3, Rg5, Re, Rk1과 F4의 A549 사람 폐암세포에 

한 세포독성을 평가하기 해 IC50을 조사한 결과, Rk1의 

IC50이 14.5μM로 가장 낮았고, Rg3도 IC50이 36.4μM로 

다른 ginsenoside들 보다 낮은 농도에서 A549 폐암세포에 

해 뛰어난 세포독성을 나타냈다. Rg3는 폐암과 암환

자에게 vinorelbine, cisplatin, mitomycin과 같은 화학요법제

와 함께 혼용하 을 때 약효에 한 반응속도와 생존기

간을 증가시키는 효과가 보고되어 있다.
22,23)

 한, Rg3가 

MDR gene의 발 을 억제하거나 p-glycoprotein level을 억

제하는 것이 아니라 p-glycoprotein에 항암제가 결합하는 

것을 억제하여 다제약제 내성을 감소시킨다는 것이 보

고되었다.
24) 

본 연구에서는 암세포에서 과발 되어 암세

포의 생존과 항암제에 한 암세포의 내성을 증가시키

는 것으로 알려진 Nrf2와 Nrf2에 의해 조 되는 하  단

백질의 발 에 한 Rg3의 효과를 조사하 다.

  GSH 생합성 효소의 구성효소인 γ-GCS와 HO-1, NQO-1

과 같은 phase 2효소와 함께 무독화에 여하는 MRP-1 

단백질은 Nrf-2에 의해서 조  되는 것으로 알려져 있

다.
25,26)

 γ-GCS의 과발 이 환원형 GSH의 수 을 증가

시켜 약물 내성을 일으키는 것으로 보고되어 있다.
27) 

한, 항암제에 처음에는 잘 반응을 보이던 종양에서 획득

내성(acquired resistance)을 일으키는 다제약제 내성(multi-

drug resistance, MDR)이 특히 문제가 되고 있으며,
28)

 표

인 내성 련 세포막 배출펌 로 ABC (ATP-binding cas-

sette) superfamily에 속하는 MRP-1이 알려져 있다. MRP-1

은 액  고형종양에서 항암제 내성과 연 되어 있으

며, 한 항암제에 한 반응도를 측할 수 있는 지표로 

알려져 있다.
29)

 본 연구의 A549 폐암세포는 HO-1, NQO- 

1, γ-GCS, MRP-1 단백질을 발 하 으며, A549 세포에 

Rg3을 처리 하 을 때 이들 단백질의 발 이 농도와 시

간 의존 으로 감소하 다.

  HO-1, NQO-1, γ-GCS, MRP-1의 발 을 조 하는 

사인자인 Nrf2는 정상조직에서는 자극에 의해 Nrf2의 발

이 유도되고, 자극이 없는 경우 Nrf2의 발 이 낮게 유

지 되는데 반해, 종양조직에서는 Nrf2가 항상 과발 되
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어 화학요법이나 방사능요법에 한 내성을 나타내는 

것이 보고되었다.
30,31)

 한, 세포독성 유발 항암제에 

해 해독화를 진함으로써 약물내성에 여하는 것이 

보고되었다.
32)

 Nrf2는 산화  스트 스에 의해서 Nrf2 

(Ser40)가 인산화되면 Keap1과의 결합이 깨어져 핵으로 

이동하여 하 단백질의 발 을 조 하는 것으로 알려져 

있다.
33) 

Nrf2와 pNrf2 (Ser40) level을 조사한 결과, Rg3가 

A549 폐암세포에서 Nrf2의 발 과 인산화를 억제할 뿐

만 아니라, 높게 유지되는 핵 내의 Nrf2와 pNrf2 level도 

히 억제한다는 것을 알 수 있었다. 

  A549 폐암세포의 Nrf2  하 조  단백질들의 발

이 높게 나타나 A549 세포가 항암제에 내성을 갖고 있을 

것으로 생각되었고, Nrf2를 감소시키는 Rg3와 병용 처리

시 cisplatin에 한 암세포의 감수성을 증가시킬 것으로 

상하 다. Rg3와 항암제 cisplatin을 병용 처리 시 A549 

폐암세포의 세포생존율을 조사한 결과, A549 세포의 세

포성장율이 cisplatin만 처리한 세포에 비하여 유의 으로 

감소되는 것으로 나타나, Rg3에 의해서 cisplatin에 한 

A549 세포의 감수성이 증가되는 것을 알 수 있었다. 따

라서, ginsenoside Rg3는 그 자체도 폐암세포에 해 세포

독성을 나타내며, 항암제와 같이 사용하 을 때 그 효능

을 증가시켜  것으로 상된다.

결      론

  Ginsenoside Rg3는 Nrf2가 과발 된 A549 인간 폐암세

포에서 Nrf2의 발   핵 내 Nrf2 level을 감소시켜 Nrf2

에 의해 조 되는 단백질의 발 을 억제한다. 이러한 

Nrf2에 한 Rg3의 효과가 A549 폐암세포에 한 Rg3의 

세포독성  cisplatin과 병용투여 시 cisplatin에 한 세포

의 감수성을 증가시키는데 기여할 것으로 생각된다. 
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