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  : 천연 식물 물  처 한 matrix metalloproteinase (MMP)  저해능 

실험에  전  (Euonymus alatus)  methanol 가   matrix 

metalloproteinase (MMP-9) 에 저해능  는 것  나타났다. Silica gel 

column에  ethyl acetate  hexane  합비  달 하는  다  개   

하 고 그 에   개   MMP-9 에 저해능  는 것  나타났다.  

체 간  포  Hep3B 포주  체 정  포  Chang 포주  같  조건  

키   태학적  찰한 결과, 전  탄  물  처 한 포에 만 

핵  주 에 검  점  넓게 포  는 것  찰 다. 체 정  포주에 한 

  실험에   탄  가    나타내  는 것  

나타났다. 

Abstracts : Three different oriental natural plants (Angelicae Dahuricae Radix, Sanguisorba 

Officinalis L, Euonymus alatus) were extracted with 70% methanol under refluxing for 4 hr in order 

to investigate their inhibitory effect on Matrix Metalloproteinase-9 (MMP-9) by a modified gelatin 

zymography, where only euonymus alatus showed the inhibitory effect on the activity of Matrix 

MMP-9. The fraction was collected by using the mixture of ethyl acetate and hexane on silica gel 

column. Seven portions were obtained and three fractions of them (first, third and forth) showed 

inhibitory effect on the zymography. To verify the effect of these substances on cells, human 

hepatoma, Hep3B cells as a cancer model, and Chang liver cells as a normal model were selected. In 

order to examine the cell viability, 1 mg/mL of each extract was treated on cells. Most of the methanol 

soluble fractions showed negligible toxicity on human liver cell line. 
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Matrix metalloproteinase (MMP)들  종   과 전  하는   매  한 

역할  하는 것  져 다.1 그 고 MMP는 extracellular matrix (ECM)  주  단  

들  가수 해시킬 수  편 (turnover)과 (remodeling)에  핵심 

역할  한다.  20종   MMP들  는 것  져 ,  것들  그 

열  져 다. 그 고  MMP들  포 , 조 , , 식물    꼬   등 

다 한 종에  그 존 가 졌다. 또한 MMP들   에 는 다 나, 여러 에  조적, 

능적,  가 고 ,  MMP들  조, ,   포내 에  5개  

그룹  할 수 다. 그 고 든 MMP들   적   여  고 다. 

, collagenase-1, 2, 3  MMP-1, 8, 13  gelatinase-A, B는 MMP-2, 9  stromelysin-1, 2, 

3  MMP-3, 10, 11  metalloelastase는 MMP-12  matrilysin  MMP-7  고, 

membrane-type MMP들 (MT-MMPs)  MMP-14, 15, 16, 17, 24  enamelysin는 MMP-20, 

MMP-19 (stromelysin-4), MMP-23 (chicken MMP) 등  다.2  들  각각 해당 는 

 , collagen, fibronectin, laminin, proteoglycan, entactin, elastin 등  단 들  해할 수 

다. MMP-9는  92 kDa   전  조절하는 여러 물  하거나 

조절하는 역할  한다.3  MMP-2  MMP-9들   조절 (regulation)  전   

(gene activation)  전  (transcription),  는  역 (translation)과 비 

(secretion), 그 고 내  제제들 (endogeneous inhibitor)에 한 proenzyme   

비  등 많  단계에  난다. 또한  MMP들  ,4  ,5 골격  ,6 

 퇴 7  8에  같  다 한 과정들에 연  다. 히, MMP-2  

MMP-9들   조절  실하  는 스  절염, 골 절염,9 tumour invasion10  

신경염  에  myelin-basic protein  퇴 11  등에  다고 져 다.  

근 들  나   들  료  한 나 천연 식물  하는 

에  그 해  찾 는 경향들  다. 본 연 에   (Sanguisorba Officinalis L)는 

미나 과 식물   뿌  맵고 한  가   전  과 열  

는 것  져 다. 또한 강한 항    에 복 하는 것  져 

고 스, 척수  신경근염 등에  염  는 것  져 다.  (Lonicerae 

Flos)는 수  꽃 고   염, 편 염,  염 등  염 료에 능  는 

것  져 다. 전  (Euonymus alatus, EA)는  신전 고  하   

과에 하는  는 나무 다. 민간에  , 식  등 갖가  에 과가 다고 

하여 널   나무 다. 그 고 전      종  등  료에 탁월한 

과가 다고  민간  과  무가 근 실험    고 다.12,13 또 

전  한 tumor therapy에 한 연  보고  고14 그 학적  조 에 한 연  

보고  다.15 히 전   에  flavonol 계열  enzyme16,17과 

aminopeptidase18들   정제하 고, dehydrodicatechine,19 alkaloids,20,21 kaempferol 

glycosides,22 alatol,23 euolalin24 등  전 에 존 하는 것  져 다.  

본 연 는 전   종  천연 식물 물들  MMP-9 에 한 저해  여   

gelatin zymography  판단하고  저해  나타내는 물에  MMP-9  제하는 

물    체 포  SK-Hep-1 포주  정  포  Chang 포주  생존  

정하여 체에 한 물   여  하고  하 다. 

 

2. 실 험 

 

2.1. 실험 료 

본 연 에 한 천연 식물들  동 학  한 과 학 생 학 실에  공   것  
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에  건조하 고  2~3 cm   하는  하 다. Adenocarcinoma 포주  

SK-Hep-1  동 학  한 과 학 생 학 실에    Dulbecco's Modified Eagle's 

Medium (DMEM)에  하 고 그  centricon 10 (Amicon, USA)  농 하여 

MMPs  실험 에  MMP-9에 한 실험에 하 다. 또한 포주에 한 생존 실험  

포주  태  하  해  정 포  Chang 포주  SK-Hep-1 포주  

하 다. 

 

2.2. 시  

N,N-diethylnitrosamine (DEN), glycine, 3(4,5-dimethylethiazol-2-yl) 

2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT), ammonium persulfate, Coomassie blue, triton X-100, 

sodium phosphate monobasic, sodium phosphate dibasic, gelatin 등  시  Sigma 

Chemical Co. (St. Louis, MO, USA) 제  하 다. 그 고 tris (hydroxymethyl)  -  

aminomethane (Tris), acrylamide, N,N,N',N' - tetramethylethylenediamine (TEMED), sodium 

dodecylsulfate (SDS) 등  Bio-Rad (Hercules, CA, USA) 제  하 다. 또 Dulbecco's 

modified Eagle's medium (DMEM), Dulbecco's phosphate buffered saline (PBS), trypsin-EDTA, 

L-glutamine는 Gibco BRL  (St. Langley. OK. USA) 제  하 고, n-hexane (95.0%), 

methanol (99.5%)과 ethyl acetate (99.0%)는 전 학에  하여 정제  하 다.  

 

2.3. 실험  

본 실험  시료처     정에  들  가시,  계 (Varian 

Cary 3E, Australia), ELISA reader (Spectra Max 340, USA) 등  하 다. 그 고 물  

정제에는 HPLC (Jasco pu-980, Japan)  MPLC (YAMAZEN, collector: FR 50N, detector: 

UV-10v, pump: YAMAZEN 540, Japan)  하 고, 전 동  (Mighty Small SE250, Hoefer, 

USA), incubator (Boekel incubator shaker II, Model 136400), 냉동 건조  (Martin Christ Alpha 

type, Germany)는 시료  전 처    하여 다.  

 

2.4. 실험  

2.4.1. 천연 식물에  MMPs 제 물     

에   건조  들  게  1 kg  취하 다. 그 고 것  1 L 근 

플 스크에 넣고 70% 탄  하는  3  복하여 하 다. 물  여과한 

에 감  농 하 고 농 물  감 하에 동결 건조하 다. 동결 건조한 시료들  여러 에 걸쳐 

탄  하는  탄  가   ( 70M)과 탄  비가   (MeOH 

insoluble)  나누 고,  MeOH soluble  감 하에 농 하여 MMP-9  저해능 실험에 

하 다. 그 고 MeOH insoluble  만  취하여 물에 해시킨 다 에 MMP-9  저해능 

실험에 하 다. MMP-9  에 저해능  는 만  flash silica gel column  

저해물  에 하 고 그  다 과 같다.  

Silica gel (Kieselgel 60 ASTM, Merck Art. 7734) column (30×400 mm)에  70M  ethyl 

acetate  하여 저 4개   하 다. 한 에  저해능  뛰 난 것  

나타난  hexane과 ethyl acetate  합비 (v/v)  달 하  하는  MMP-9 

 저해물   시 하 다.  

저 silica gel column  silica  ethyl acetate에 합시켜  column에 하 고 에 

한  hexane  흘 주는  silica gel column  hexane  포 시켰다. 70M2 

농  저 hexane  하여 노  합물 ( 70M2F-1)과 365 nm에  blue  
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 나타내는  노  계열  합물  하 다( 702F-2). 그 고 365 nm에  pale 

blue  나타내는 70M2F-3는 ethyl acetate : hexane = 1 : 20  합물  하여 

하 고 같  파  역에    나타내는 70M2F-4는 합비가 ethyl acetate : 

hexane = 1 : 15   하여 다. 그 고 합비가 ethylacetate : hexane = 1: 8  

합물  하여  70M2F-5  365 nm에    나타내 다.  같  

  물들  MPLC (Silica gel column, 30×200 mm, at 365 nm)에  ethyl 

acetate : hexane = 1 : 15  하 고 365 nm에  흡  보 는 만   감 하에 

농 하 다.  농  차 는 나 파  에  70M2F-3는 pale blue , 

70M2F-4는  그 고 70M2F-5는 핑크계   나타내 다.  silica gel 

TLC에  ethylacetate : hexane = 1 : 4  전개하여 단  spot  나타났고 들 각 물  

조는 규  에 다.  

 

2.4.2. 포주에  MMP-9   

MMP-9 물  는 MMP-9 물  많  내는 포주  져 는 SK-Hep-1  

청  함  DMEM  키  다 에, MMP-9  제제   청  1  PBS  

3   척하 다. 그 고 청  첨가하   DMEM  24시간 시킨 다  

DMEM  수하여 원심 하 다. 수  DMEM  Amicon 30 (Amicon, Inc., 

USA)  하여 농 하여 물들  MMP-9  제 여  판 하는  하 다.  

 

2.4.3. MMP-9  정 

MMP-9 는 gelatin zymography 25  간 시킨  정하 다. , 0.1%  

gelatin  함  10% acrylamide gel [5.08 mL  수, Lower gel buffer (pH 8.8) 3.08 mL 

(Tris-base 18.15 g과 SDS 0.4 g가 1 L에 녹여 는 것), 30% acrylamide 4.08 mL, 10% 

ammonium persulfate 70 mL, TEMED 30 mL 에 전  동 (running buffer는 Tris-base, 3.0275 

g과 glycine, 14.225 g, SDS, 1 g  1 L에 녹여 pH  8.3  맞  것) 하 다. 그 고 전 동  

끝나  gel  2.5%  triton X-100  30  2   척하여 gel에 존 하는 SDS  

제거하 다. 그 고  gel  incubation buffer (50 mM Tris-HCl, 10 mM CaCl2, 0.02% NaN2, pH 

8.0)에 10  2   척하고 37oC shaking incubator에  24시간 incubation 시킨  염  

(0.25% coomassie blue, 10% acetic acid, 40% methanol)  12시간 염 시킨 다  탈 시켜 

(1차 탈 : 50% methanol, 5% Acetic acid 합  30 ; 2차 탈 : 5% methanol, 10% 

acetic acid 합  전 탈 ) gel  92 kDa 에 는 MMP-9 band  실 정  

densitometer (ACDSee v3.0)  optical density  정한 값  제 정  계 하 다.  

 

2.4.4. Cell Line 에 천연 식물 물 처  

SK-Hep-1과 Chang 포주는 6 well에  1×106개  포주  하 고 물들  

  1% 수  처 하 다. 한  물들  DMEM 에 녹여  포에 노 시킨 

 각 포주  태학적  찰하 다. 

 

3. 결과  고찰 

 

3.1. 한 에  MMP-9 저해제    정제 

Fig. 1에  보는  같    70% 탄  물  MMP-9 에 저해능  

는 것  나타났고 Euonymus alatus ( 전 )  70% 탄  물  MMP-9에 당한 

저해능  는 것  나타났다. MMP-9  에 저해  나타낸 전  탄   silica 

gel column에  ethyl acetate  전개하여 4개   하 고  들  각각 
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MMP-9 저해능 실험  하 다. Fig. 2에 나타난 것과 같   째 에  그 저해능  가  

뛰 난 것  나타났다.  

 

3.2. Cell Line에 천연 식물 물 처   

천연 식물에  한 것  각각  포에 처 하고 포  태학적  찰한 결과는 Fig. 

3 ~ Fig. 5에 나타내 다. , 정  포주  Chang 포주는 24 well plate에 50,000개   

5% CO2, 37oC incubator에 12시간 정시킨 에 각 물들  종농 가 1 mg/mL 게 

처 하여 5% CO2, 37oC incubator에  48시간 키   태학적  찰한 결과 핵과 그 

주  는 거  찰  다. 그러나 SK-Hep-1 포주  24 well plate에 30,000개  

포   Chang 포주  같  조건  키   태학적  찰한 결과에 는 

전  MeOH soluble 물  처 한 cell에 만 핵  주 에 검  점  넓게 포  는 

것  견 다. Lin 등 26) 연 에 하  항 제나 항염 제 그 고 항 제  많  쓰 는 

curcumin (diferuloylmethane)  SK-Hep-1에 여한 결과 10 mM에  17.4%  포  

제 과  보 , 70.6%가 포내  전 다고 하 다. 또한 Kim 등 27 연 에 하  

 ginsenoside-R4 (G-Rs4)  SK-Hep-1에 처 하  포  (apoptosis)  나 

포  시킨다고 보고하 다.  같  결과  보  본 연 에 나타난 핵 주  점  

전 에  한 물  여에 한 것  생각 다. 그러나 러한  포  에 

한 것   (necrosis)에 한 것 는  연 해 보  할 것  생각 다. 

 

4. 결  

 

70% 탄   동결 건조하여 탄 에 해시켜 각각 soluble과 insoluble  

한  MMPs  저해능 실험 결과는 전  탄  soluble ( 70M) 만   저해능  

는 것  나타났다. 70M  silica gel column에  ethyl acetate  하여 4개  

한 결과  째  ( 70M2)에  MMP-9   저해가 가  뛰 난 것  나타났다. 

Ethyl acetate  hexane  합비  달 하는 탄  각각 하 다. Ethyl acetate  

hexane  합  한 에   개   MMPs 에  항  MMP-9 

에 저해능  는 것  나타났다. 

체 간  포주  SK-Hep-1  24 well plate에  30,000개  포  하여 체 정  

포  Chang 포주  같  조건  처 한  태학적  찰한 결과 전  탄  

soluble 물  처 한 포에 만 핵  주 에 검  점  넓게 포  는 것  

찰 다.  
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