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            초록
          
        

        
          Many studies have shown that phytochemicals in plants are effective in preventing and treating many cancers. Leonurus sibiricus L. (LS) is a plant widely used for the treatment of inflammatory conditions. However, the role of the anticancer effects of LS extract concerning breast cancers has not been examined. Our study investigated the antioxidant and anticancer effect of LS extract using MCF-7 cells (human breast cancer cell line). LS extract contained high total polyphenol (198.30 mg TAE/g) and total flavonoid (118.91 mg RE/g) contents as well as effective ABTS+ free radical scavenging capacity. LS extract at 0.1, 0.2, 0.4, and 0.8 mg/mL concentrations significantly inhibited the MCF-7 cells proliferation for 24 h and 48 h. Apoptotic bodies were observed in DAPI stained treated cells with LS extract under a fluorescence microscope. Furthermore, LS extract treatment showed increasing cleaved PARP protein expression while decreasing Bcl-2 and phospho-Akt levels. These results suggest that LS extract could be a promising chemopreventive agent for breast cancers.
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      I. 서론
      유방암은 우리나라를 포함한 전 세계 여성들에게 높은 발병률 및 사망률을 보이고 있으며, 이를 통한 위험 비중이 높아지고 있다(Ghoncheh et al. 2016). 유방암의 일반적인 치료법으로는 수술, 화학요법, 방사선요법 및 항암제 이용 등이 있으나, 일부는 정상세포의 파괴와 항암제의 내성 획득으로 인해 인체에 심각한 부작용을 일으킨다고 보고되었다(Hernandez-Aya et al. 2013). 따라서 임상치료의 성공을 위해 유방암에 대한 효과적인 치료법의 모색이 더욱 필요하다고 할 수 있겠다.

      암을 일으키는 여러 발생원인 중, 생체 내에서 필요한 에너지 공급을 위해 끊임없이 발생하는 활성산소(reactive oxygen species, ROS)와 여러 환경적 요인에 의해 발생하는 산화적 스트레스가 주목받고 있으며, 이들을 제어하기 위한 항산화 시스템에 대한 연구가 활발히 진행 중이다(Dragsted et al. 1993). 또한 암세포의 제한 없는 증식과 자가세포사멸(apoptosis)의 억제를 제어하는 것이 효과적인 암 치료 방법 중 하나로 여겨진다. 지금까지 여러 역학조사에 의해 식용식물에 포함된 여러 가지 생리활성물질들이 암을 포함한 만성질환의 예방 및 치료에 효과적이라 밝혀졌으며(Lee et al. 2011), 이들은 여러 산화적 손상으로부터 신체를 보호하며 세포의 성장에 관여하는 신호전달체계를 조절함으로서 암의 발생 및 위험을 줄일 수 있다고 보고되었다(Dragsted et al. 1993).

      익모초는 꿀풀과에 속하는 두해살이풀로 네모난 줄기에 잎과 꽃으로 되어 있으며 한국, 중국, 일본 등을 포함한 아시아와 유럽에서 자생하는 것으로 알려져 있다(Wu et al. 2011). 익모초의 약효로는 산후의 출혈, 월경불순, 무월경, 고혈압, 감기, 기관지염 등 이며, 그 중 잎은 구토와 설사, 류머티즘, 피부염을 치료하는데 효과가 있다고 보고되었다(Castellucci et al. 2000; Almeida et al. 2011). 또한 항균, 항염증, 항통각 및 항산화 작용 등과 같은 생물학적 활성을 가지고 있는 것으로 알려졌다(Islam et al. 2005; Ahmed et al. 2006; Shin et al. 2009; Lee et al. 2017; Oliveira et al. 2017). 익모초에 함유된 주요 성분으로는 phenol(chlorogenic acid, ferulic acid, caffeic acid)과 flavonoid(wogonin, quercetin, hyperoside) 및 alkaloid(leonurine, stachydrine) 등이다(Shang et al. 2014; Oliveira et al. 2017). 식물 내 주요성분들은 오랜 역사를 통한 항암제의 원천으로 큰 기여를 하고 있으며, 실제 항암효과를 나타내는 약물의 약 25% 이상이 천연물 유래로 만들어졌다(Farnsworth 1990). 이러한 이유로 천연물이 가지고 있는 항산화 효능 및 항암 등의 다양한 생리활성 기능을 밝히는 것은 매우 중요하다고 할 수 있겠다. 따라서 본 연구에서는 익모초 추출물을 이용한 항산화 활성 측정 및 인간유래 유방암 세포주인 MCF-7 세포주를 이용하여 apoptosis 유도에 의한 항암작용에 대해 연구하고자 한다.

    

    

  
    
      Ⅱ. 연구방법
      
        1. 재료
        본 실험에 사용된 익모초는 ㈜우진티유플랜에서 분말형태로 2017년 12월에 구입하였다. 100 g의 익모초 분말과 80% 에탄올 1.5 L을 첨가하여 환류냉각관이 부착된 65℃ heating mantle(Mtops ms-265, Seoul, Korea)을 이용하여 3시간씩 3회 추출하고 Whatman filter paper(Whatman No. 2)로 여과시켰다. 여액을 rotary vacuum evaporator(VACUUM NVC-1100, EYELA Co., Ltd., Tokyo, Japan)를 이용하여 감압 농축하고 동결건조하여 –70℃ deep freezer(MDFU52V, Sanyo Electric Co., Ltd., Osaka, Japan)에 보관하여 사용하였다.

      

      
        2. Total flavonoid 및 Total polyphenol 함량 측정
        Total flavonoid 함량은 Davis법을 일부 변형한 Chae 등의 방법(2002)에 따라 측정하였다. Diethylene glycol(Sigma, St, Louis, MO, USA)에 1 mg/mL 농도의 익모초 에탄올 추출물 0.5 mL를 첨가하고 충분히 섞어주었다. 1N NaOH를 10 µL를 넣고 37℃에서 1시간 반응시킨 후 UV-spectrophotometer(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)로 420 nm에서 흡광도를 측정하였다. Rutin(Sigma, St, Louis, MO, USA)을 표준물질로 이용하여 표준검량곡선을 적용해 익모초 추출물의 total flavonoid 함량을 계산하였다.

        Total polyphenol 함량은 Folin-Denis의 방법(1912)에 따라 측정하였다. 익모초 에탄올 추출물 0.5 mL에 Folin reagent(Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, USA) 0.5 mL를 첨가한 후 3분 동안 실온에서 반응시킨다. 10% Na2CO3용액 0.4 mL를 첨가하고 암소에서 40분 동안 반응시킨 후에 UV-spectrophotometer(Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, USA)를 이용하여 760 nm에서 흡광도를 측정하였다. Tannic acid(Sigma, St. Louis, MO, USA)를 표준물질로 하여 표준검량곡선을 적용해 익모초 추출물의 total polyphenol 함량을 계산하였다.

      

      
        3. ABTS+ radical 소거능 측정
        익모초 추출물의 ABTS+ 라디칼 소거능은 Re의 방법(1999)을 변형하여 측정하였다. 7 mM 2,2-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid(ABTS, Sigma, St. Louis, MO, USA )에 2.4 mM potassium persulfate를 1 : 1 비율로 혼합해 암소에서 24시간 반응시켰다. 반응이 끝난 ABTS 시약을 734 nm에서의 흡광도 값이 0.7~1.0로 되게 희석하여 사용하였다. 희석한 ABTS 용액 900 µL와 0.125, 0.25, 0.5, 1 mg/mL 농도의 시료 100 µL를 혼합하여 37℃에서 30분 동안 반응시킨 후, 96 well plate에 200 µL씩 분주하여 734 nm에서 흡광도에서 UV-spectrophotometer(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)를 이용하여 측정하였다.

      

      
        4. 세포배양
        본 실험에 사용된 인체 유방암세포주인 MCF-7은 한국세포주은행(Korean Cell Line Bank, Seoul, Korea)으로부터 분양 받아 사용하였다. 10% fetal bovine serum(FBS)과 1% penicillin/streptomycin을 포함한 RPMI1640 배지(Gibco-BRL, Grand Island, NY, USA)를 사용하였으며, 37℃, 5% CO2 incubator (MCO-18AIC, Sanyo, Osaka, Japan)에서 계대 배양하여 사용하였다.

      

      
        5. MTS assay
        세포배양용 96 welll plate에 MCF-7 세포(2×103 cells/well)를 분주하고 24시간 배양한 후, dimethyl sulfoxide(DMSO)에 녹인 익모초 에탄올 추출물을 0.1, 0.2, 0.4, 0.8 mg/mL 농도로 세포에 처리하였다. 이를 24시간 또는 48시간 처리 후, 각 well에 CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay(MTS) 용액(Promega Co., CA, USA)을 20 µL 첨가하여 37℃, 5% CO2 incubator(MCO-18AIC, Sanyo, Osaka, Japan)에서 4시간 동안 반응시키고 UV-spectrophotometer(Bio-Rad, Hercules, CA, USA)를 이용하여 490 nm에서 흡광도를 측정하였다.

      

      
        6. MCF-7 유방암세포 형태 관찰
        MCF-7 세포의 형태를 관찰하기 위해 60 mm dish에 MCF-7 세포(4×105 cells/well)를 분주하였다. 24시간 배양한 후, 익모초 에탄올 추출물 0.2 mg/mL와 0.4 mg/mL를 48시간 동안 처리한 한 후에 광학현미경(CKX41, OLIMPUS Co., Tokyo, Japan)을 이용하여 MCF-7 세포의 형태 변화를 100배율로 관찰하였다.

      

      
        7. DAPI staining
        Apoptosis가 유발된 경우 특이적으로 핵에 나타나는 변화를 관찰하기 위하여 12 well plate에 MCF-7 세포(1×105 cells/well)를 분주하고 24시간 배양한 후에, 익모초 에탄올 추출물 0.2 mg/mL와 0.4 mg/mL를 각각 처리하여 37℃, 5% CO2 incubator(MCO-18AIC, Sanyo, Osaka, Japan)에서 배양하였다. 48시간 후에 배지를 제거하고 phosphate buffered saline (PBS)을 이용하여 세척하였으며 4% paraformaldehyde solution(Biosesang, Seongnam, Korea)에 1시간 고정하였다. 그 후, 상층액을 제거하고 0.5% Triton X-100 solution(Sigma, St. Louis, MO, USA)을 10분간 처리하였으며 4,6-diamidino-2-phenylindole(DAPI) staining 용액(Vector laboratories, Burlingame, CA, USA)으로 염색한 후에 콘포칼 현미경(LSM 520, Zeiss, oberkochen, Germany)을 이용하여 100배율로 apoptosis 형태를 관찰하였다.

      

      
        8. Western Blotting
        60 mm dish에 MCF-7 세포(4×105 cells/well)를 24시간 배양한 다음, 익모초 에탄올 추출물을 0.2 mg/mL와 0.4 mg/mL를 각각 처리하여 37℃, 5% CO2 incubator(MCO-18AIC, Sanyo, Osaka, Japan)에서 48시간 배양하였다. 배양이 끝난 세포에 cell lysis buffer(150 mM NaCl, 0.1% SDS, 1% Triton X-100, 50 mM Tris-Hcl, pH 8.0)를 첨가한 후, 14,000 rpm에서 원심분리 하여 상등액을 분리하였다. Bradford assay(Bio-Rad, CA, USA)를 사용하여 단백질을 정량한 후에 10% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis(SDS-PAGE)로 전기영동하고 이를 polyvinylidene difluoride(PVDF) membranes (Bedford, MA, USA)에 옮겨 transfer한 후, 5% skim milk를 이용해 1시간 동안 blocking하였다. 각각의 1차 antibody를 4℃에서 overnight하고, 2차 antibody를 상온에서 1시간 반응시킨 후에 암실에서 enhanced chemiluminoesence solution(Amersham Biosciences Co., Buckinghamshire, UK)을 이용하여 X-ray film에 감광시켜 단백질의 발현을 확인하였다. 실험에 사용된 1차 antibody인 Akt, phospho-Akt, poly(ADP-ribose) polymerase(PARP), Bcl-2, β-actin과 2차 antibody인 horseradish peroxidase (HRP)-conjugated anti-mouse는 Santa Cruz(Santa Cruz Biotechnology Inc., CA, USA)에서 구입하여 사용하였다.

      

      
        9. 통계처리
        실험의 측정 결과는 평균(mean)과 표준편차(SD)로 나타내었으며 모든 실험은 독립적으로 3회 반복을 통해 얻었다. 각 실험군 간의 유의성 검증은 GraphPad Prism 6 program(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA)을 이용하였고, 각 시료간의 통계적 유의성은 p<0.05 수준에서 Student t-test를 이용하여 유의성을 검정하였다.

      

    

    

  
    
      Ⅲ. 결과 및 고찰
      
        1. 익모초 에탄올 추출물의 추출수율 및 항산화 성분 함량
        익모초 에탄올 추출물의 추출수율과 total flavonoid 및 total polyphenol 함량을 분석하여 Table 1에 나타내었다. 추출수율이 낮으면 추출물의 생리활성 효과가 뛰어나더라도 기능성식품 원료로서의 활용이 어려우며(Kim et al. 2017), 10% 이상의 추출수율을 얻어야 경제적 활용 가능성이 있다고 판단되어진다(Park et al. 2011). 본 실험의 익모초 추출수율은 34.50%로 나타났으며, 이를 통해 익모초 추출물은 기능성식품 원료로서의 활용 가능성이 높은 소재라 여겨진다. 천연물이 함유하고 있는 flavonoid 및 polyphenol 화합물은 생체 내에서 항산화, 항암, 항비만 등의 생리활성을 나타내는 것으로 알려져 있으며, 이러한 효과를 보이는 생리활성 물질들을 추출하여 활용하려는 연구가 활발히 이루어지고 있다(Hwang et al. 2013). 본 연구에 사용된 익모초 에탄올 추출물의 total flavonoid 함량은 118.91 mg RE/g, total polyphenol 함량은 198.30 mg TAE/g으로 나타났다. 꿀풀과에 속하는 속단(Kim et al. 2011)과 단삼 추출물(Yang et al. 2007)의 경우, total polyphenol 함량이 각각 57.32 mg TAE/g과 77.58 mg TAE/g으로 나타나 본 연구와의 차이를 보였다.

        
          Table 1. 
				
          

          
            Total polyphenol and total flavonoid contents of Leonurus sibiricus L.
          
          

        

        
          
            
              	Extraction yield
(%, dry basis)
              	Total flavonoid
(mg RE/g)
              	Total polyphenol
(mg TAE/g)
            

          
          
            	34.50
            	118.91 ± 7.26
            	198.30 ± 5.69
          

        

        
          
            All values are expressed as the mean ± SD of triplicate determinations.
          

        

        

      

      
        2. 익모초 에탄올 추출물의 ABTS+ radical 소거능 측정
        항산화 작용은 생체 내에 존재하는 활성 radical을 안정한 형태의 radical로 전환시켜 산화를 억제시키는 것으로, 이러한 radical 소거능이 뛰어난 경우 항산화 활성이 높다고 할 수 있다(Yun et al. 2015). 본 연구에 사용된 익모초 에탄올 추출물의 ABTS+ radical 소거능은 0.125, 0.25, 0.5, 1.0 mg/mL 농도에서 각각 19.20, 32.31, 56.89, 88.44%의 ABTS+ radical 소거능을 나타내었으며, 50%의 radical 소거능을 나타내는 값인 IC50은 0.43 mg/mL로 나타났다. 익모초의 ABTS+ radical 소거능을 측정한 선행 연구를 보면, IC50값이 1.0 mg/mL로 본 연구보다 높은 농도에서 동일한 효과를 보였다(Seo et al. 2013). 또한, Oliveira et al (2017)이 익모초 에탄올 추출물을 이용한 ABTS+ radical 소거능을 측정한 결과, 2.5 mg/mL과 5 mg/mL에서 유의적으로 감소하였다고 하며, 본 연구와 다소 차이를 보였다.

        
          Table 2. 
				
          

          
            ABTS+ radical-scavenging activity of Leonurus sibiricus L.
          
          

        

        
          
            
              	Concentration
(mg/mL)
              	ABTS radical scavenging activity
(%)
            

          
          
            	0.125
            	19.20 ± 0.22
          

          
            	0.25
            	32.31 ± 0.91
          

          
            	0.5
            	56.89 ± 0.62
          

          
            	1.0
            	88.44 ± 0.06
          

          
            	IC501) (mg/mL)
            	0.43
          

        

        
          
            All values are expressed as the mean ± SD of triplicate determinations.
          

          
            1)Amount required for 50% reduction of scavenging activity.
          

        

        

      

      
        3. 익모초 에탄올 추출물이 MCF-7 세포의 성장에 미치는 영향
        익모초 에탄올 추출물이 인체 유방암세포주인 MCF-7 세포의 증식에 미치는 영향을 조사하기 위하여 익모초 에탄올 추출물을 0.1, 0.2, 0.4, 0.8 mg/mL 농도별로 처리한 후, MTS assay를 통해 확인하였다. Fig. 1A에서 나타난 것과 같이 MCF-7 세포에 익모초 에탄올 추출물을 24시간 처리하였을 경우, 0.4 mg/mL과 0.8 mg/mL 농도에서 각각 36%와 55%의 유의적 세포증식 억제효과를 보였고, 48시간 처리하였을 때 0.2, 0.4, 0.8 mg/mL 농도에서 대조군에 비해 23, 57, 83%의 유의적 세포증식 억제효과를 나타내었다. 이는 동일한 농도의 익모초 에탄올 추출물에서 처리시간이 길어짐에 따라 암세포주의 증식이 억제됨을 확인하였다. Kim et al (2018)은 인체 유방암 세포인 MCF-7에 꿀풀과에 속하는 곰보배추 에탄올 추출물을 48시간 동안 처리하였을 때, 0.2 mg/mL 처리농도에서부터 농도 의존적인 암세포 증식 억제효과를 나타내었으며 본 연구와 유사함을 보였다. 또한 익모초 에탄올 추출물 처리에 따른 암세포의 형태 변화를 관찰한 결과는 Fig. 1B와 같다. MCF-7 세포에 0.2 mg/mL과 0.4 mg/mL의 익모초 에탄올 추출물을 48시간 처리하였을 경우, 대조군과 비교하여 부착되어 있는 세포가 적고 세포의 변형이 관찰되었으며 배지에 떠있는 세포가 증가하였다. 이와 같은 결과는 익모초 에탄올 추출물이 인체 유방암 세포인 MCF-7의 부착과 증식을 억제하고 세포를 손상시켜 세포사멸을 촉진하는 것으로 판단된다.

        
          
          

          Fig. 1. 
				
          

          
            Growth inhibitory effect of LS extract on MCF-7 breast cancer cells. (A) Cells were treated with LS extract (0.1, 0.2, 0.4 and 0.8 mg/mL) for 24 h and 48 h by MTS assay. (B) Morphological changes were visualized by light microscopy after LS extract treatment for 48 h (magnification × 100). All the values are expressed as the mean ± SD of at least three replicate experiments. Significantly different (p<0.05) compared with the DMSO-control.
          
          

          

        

      

      
        4. 익모초 에탄올 추출물이 DAPI staining을 통한 apoptosis 관찰
        정상세포는 세포의 변이가 일어났을 경우 스스로 죽음을 선택해 변이세포를 생성하지 못하도록 apoptosis 시스템을 구축하고 있다. 하지만 암세포의 경우, 변이가 일어나도 apoptosis가 정상적으로 일어나지 않고 세포가 증식하는 특징이 있다. 세포가 apoptosis를 일으키면 세포질과 염색체의 형태학적 변화를 일으켜 apoptotic body가 형성된다. 이를 확인하기 위해 본 연구에서는 MCF-7 세포에 익모초 에탄올 추출물 처리 후, DAPI 염색을 실시하고 형광현미경을 이용하여 관찰하였다. Fig. 2에 나타난 바와 같이 익모초 에탄올 추출물을 각각 0.2 mg/mL와 0.4 mg/mL 농도로 48시간 처리하였을 때, 정상세포에 비해 익모초 처리한 군에서 염색질이 응축된 apoptotic body가 농도 의존적으로 증가함을 확인하였다. 이와 같은 결과로 볼 때, 익모초 에탄올 추출물에 의한 MCF-7 세포의 증식 억제와 형태 변화는 apoptosis와 연관성이 있음을 알 수 있었다.

        
          
          

          Fig. 2. 
				
          

          
            An apoptotic body (arrow) in MCF-7 breast cancer cells after treatment with LS extract. The nuclear morphology was analyzed by DAPI staining for 48 h (magnification × 100).
          
          

          

        

      

      
        5. 익모초 에탄올 추출물이 PARP와 Bcl-2 단백질 발현에 미치는 영향 
        Poly(ADP ribose) polymerase(PARP)는 손상된 DNA를 복구하는 단백질로 핵 안에 존재하며 caspase에 의해 분절되어 apoptosis를 유도한다(Yoon et al. 2012). 정상세포의 PARP는 분자량이 116 kDa지만 apoptosis가 유도된 세포의 PARP는 85 kDa에 분절된 형태가 관찰된다(Lee et al. 2016). Bcl-2 family는 anti-apoptotic 단백질(Bcl-2, Bcl-xL)과 pro-apoptotic 단백질(Bax, Bak, Bid)로 구분되며, 미토콘드리아의 막에 존재하거나 apoptosis 유도에 의해 미토콘드리아의 내적 경로에 의해 apoptosis를 조절한다. Pro-apoptotic 단백질인 Bax가 세포질에서 미토콘드리아로 이동하면 cytochorome C가 방출되어 apoptosis가 유도되고, anti-apoptotic 단백질인 Bcl-2는 Bax의 이동을 억제하여 apoptosis의 유도를 억제한다(Lee et al. 2016). 본 연구에서는 익모초 에탄올 추출물이 MCF-7 세포의 apoptosis 유도에 관여하는지 알아보고자 하였다. 그 결과, 익모초 에탄올 추출물을 각각 0.2 mg/mL과 0.4 mg/mL 농도로 처리하였을 경우, caspase-3 기질의 하나인 PARP의 발현은 유의적으로 감소하였고 cleaved-PARP의 단백질 발현은 농도 의존적으로 증가하였음을 관찰하였으며, Bcl-2의 단백질 발현은 유의적으로 감소하였다(Fig. 3A). 암세포에서 Bcl-2의 과발현은 항암제의 내성에 관련되어 있다고 알려져 있으며(Debatin 2004), 익모초 추출물에 의한 Bcl-2의 단백질 발현을 감소는 apoptosis 유도와 연관이 있다고 사료된다.

        
          
          

          Fig. 3. 
				
          

          
            Effect of LS extract on (A) PARP, cleaved PARP and Bcl-2 protein levels and (B) phospho Akt and total Akt protein levels in MCF-7 breast cancer cells for 48 h. β-Actin was used as the protein loading control.
          
          

          

        

      

      
        6. 익모초 에탄올 추출물이 PI3K/Akt 단백질 발현에 미치는 영향
        Phosphatidylionositol 3-kinase(PI3K)/Akt 경로는 apoptosis를 저해하고 세포의 생존을 증가시키는 역할을 하며(Kim et al. 2016), 여러 암종에서 Akt의 발현은 비정상적으로 높다고 알려져 있다(Park et al. 2011). 본 연구에서는 익모초 에탄올 추출물이 MCF-7 세포의 PI3K/Akt 경로에 미치는 영향에 대해 알아보고자 하였다. Fig. 3B에 나타난 바와 같이 익모초 에탄올 추출물에 의해 Akt의 발현은 유의적인 차이가 없었으나 활성형태인 phospho Akt의 발현이 익모초 에탄올을 처리한 군에서 유의적으로 감소함을 나타내었다.

      

    

    

  
    
      Ⅳ. 요약 및 결론
      본 연구는 익모초 에탄올 추출물의 total polyphenol 및 total flavonoid 함량, ABTS+ assay를 이용한 free radical 소거능을 측정하였으며, 인체 유래 유방암세포인 MCF-7 세포를 사용하여 익모초 에탄올 추출물에 의한 유방암 세포의 증식 억제 효과에 관하여 조사하였다. 익모초 에탄올 추출물의 total polyphenol 함량은 198.30 mg TAE/g, total flavonoid 함량은 118.91 mg RE/g로 측정되었으며, ABTS+ assay를 이용한 IC50은 0.43 mg/mL으로 나타났다. MCF-7 유방암 세포주에 익모초 에탄올 추출물 0.1, 0.2, 0.4, 0.8 mg/mL을 24시간과 48시간 처리한 경우, 유방암세포의 증식이 유의적으로 억제됨을 확인하였다. 또한, DAPI staining을 통해 apoptosis에 의한 세포질의 응축과 핵이 분절되는 apoptotic body가 농도 의존적으로 증가됨을 관찰하였다. 익모초 에탄올 추출물에 의해 변화하는 apoptosis 관련 단백질의 발현을 관찰하기 위해 western blotting을 수행한 결과, PARP의 발현이 감소하며 cleaved PARP의 발현은 증가함을 보였다. 반면, anti-apoptotic 단백질인 Bcl-2와 phospho Akt의 단백질 발현이 억제됨을 확인하였다. 이상의 결과를 통하여 익모초 에탄올 추출물은 높은 항산화활성을 가지고 있으며, 유방암세포에서 apoptosis 유도에 의한 항암효과를 가지고 있는 것으로 판단되며, 향후 암의 예방 및 치료를 위한 기초자료로 사용될 수 있을 것으로 사료된다.
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