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蘇木 물추출물의 G2/M기 정지를 통한

U937세포의 성장억제 효과
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Caesalpinia sappan L. (C. sappan) has long been used in traditional medicine as an emmenagogue, hemostatic

and anti-inflammatory agent. The present study investigated the effects of water extract of C. sappan in human

lymphoma U937 cells. The proliferation of U937 cells was decreased by C. sappan in a dose-dependently manner.

Anti-proliferative effect of C. sappan on U937 cells was associated with G2/M phase arrest, which was mediated by

regulating the expression of p21 protein. Moreover, phosphorylation of JNK and p38 was increased by C. sappan.

Blockade of JNK and p38 was significantly inhibited C. sappan-induced G2/M phase arrest. Taken together, these

results suggest that Anti-proliferative effect of C. sappan on U937 is assocated with G2/M phase cell cycle arrest by

expression of p21 protein and, JNK and p38 activation.
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서 론

蘇木(Caesalpinia sappan L.)은 소방목, 소방, 홍자 등으로도

불리며 콩과(Legminosae)에 속한 낙엽소교목 또는 관목인 소방

목의 심재이다. 이 식물은 인디아, 말레이시아 반도, 중국 남부

등 열대 아시아지역에 분포하며, 그 높이가 5-10 m에 달하며,

줄기에는 작은 가지가 있고 작은가지는 회록색이며 원형의 돌

출된 껍질눈이 있다. 새 가지에는 짧은 부드러운 털이 있으며

잎은 2회 깃꼴 겹잎이며 혀과는 비스듬한 타원형이며 성숙하면

암홍색으로 되고 짧은 가늘고 보드라운 털이 있으며 벌어지지

않고 종자 4-5개가 들어 있다. 개화기는 5-6월이며 결실기는

9-10월이다
1)

.

중약대사전에는 蘇木의 약리작용으로서 황색포도상 구균을

포함한 여러 종류의 세균에 대한 향균작용, 쥐와 토끼의 중추신

경 억제작용, 혈관수축과 같은 심혈관에 대한 작용 등이 기록되

어 있다2). 국내에서 蘇木에 대한 연구로는 Park3)등의 위암 세포

주에 대한 세포독성 효과와 Lim4)등의 용매 추출물 분획에 대한

항산화 효과 및 Kim
5)
등의 항염 효과와 항균 소취 가공 등에 관

한 보고가 있으며, Jeon6)등은 세포독성효과와topoisomerase I 억

제활성에 관한 in vitro 연구를 보고하였다.

蘇木의 주요 성분으로는 flavonoid 구조를 갖는 무색의 원색

소인 brazilin이 주성분이며 brazilin은 공기 중에 산화되어

brasilein이 된다7). 이와 관련된 연구로는 Moon8)등이 蘇木의 주

성분인 brazilin을 이용하여 고혈압에 효과가 있음을 보고하였고,

Hwang9)등은 brazilin이 혈소판에서 칼슘농도를 조절함을 보고

하였으며, Kim10)등은 혈액에서 brazilin의 혈당저하 작용을 보고

하였다. 또 Lee
11)
등은 brazilin이 그을음제(tanning agent)로 효과

가 있음을 보고하였다.

그러나 蘇木이 인체 백혈병 세포에 미치는 영향에 관한 연

구는 매우 드문 편이다. 따라서 본 연구에서는 다양한 약리작용

을 나타내는 蘇木 물추출물을 사용하여 인체 림프종 세포주

U937 세포증식에 미치는 효과에 대하여 유의한 결과를 얻었기에

보고하는 바이다.
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재료 및 방법

1. 蘇木 물추출물 제조

蘇木 100 g은 증류수 1 L를 사용하여 100℃에서 3 시간 추출

하였다. 추출물은 2,000 rpm에서 15 분 원심분리하여 비수용성

성분을 제거하였다. 상층액은 부크너깔데기 위에 와트만 No. 4

여과지를 통하여 여과하였다. 여과물은 12 시간 -20℃에 보관 후,

동결 건조하였다. 추출물의 수율(W/W)은 약 3.64%였다. 동결

건조된 추출물은 PBS(pH 7.4)에 10 mg/ml 농도로 용해하여 -2

0℃에 보관하였고, 실험에 사용하기 전에 희석하여 사용하였다.

2. 시약 및 항체

3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium

bromide(MTT), 4,6-diamidino-2-phenylindole(DAPI), Dimethyl

sulfoxide(DMSO), propidium iodine(PI), Ribonuclease A(RNase

A), protease inhibitor cocktail은Sigma-Aldrich Chemical(St.

Louis, MO, USA)로부터 구입하였다. SB203580, SP600125은

Calbiochem(La Jolla, CA, USA)로부터 구입하였다. Anti-p21,

anti-p27 항체들은Santa Cruz Biotechnology, INC.(Santa Cruz,

CA, USA)로부터 구입하였다. Anti-ERK, anti-phospho-ERK,

anti-p38, anti-phospho-p38, anti-JNK, anti-phospho-JNK 항체들

은 Cell Signaling Technology INC.(Beverly, MA, USA)로부터

구입하였다.

3. 세포배양

U937 세포는 American Type Culture Collection(ATCC,

Rockville, MD, USA)로부터 분양 받았고, 10% fetal bovine

serum(FBS, Invitrogen, Burlington, ON, Canada), 100 U/ml

penicillin, 100 μg/ml streptomycin이 포함된 RPMI1640 배지

(Invitrogen, Burlington, ON, Canada)를 사용하여 37℃와 5%

CO2 상태에서 배양하였다.

4. 세포독성검사

세포생존율은 MTT 방법을 사용하여 측정하였다. MTT 검사

는 미토콘드리아의 숙신산 탈수소효소에 의해 MTT가 formazan

으로 환원되는 원리를 기초로 하고 있다. U937 세포는 2×10
5

cells/ml로 12 well 플레이트에 분주한 후, 蘇木 물추출물을 일정

한 농도로 증가시켜 24시간 처리하였다. 처리 후에, 5 mg/ml

MTT용액 100 μl를 각각의 well에 첨가하였고, 4 시간 배양하였

다. 비수용성의 MTT-formazan 결정들은 등량의 solubilization

용액(10% SDS/0.01 N HCl)을 첨가하여 용해시켰고, 5% CO2 와

37℃ 조건하에서 12 시간 배양하였다. Formazan의 양은

SpectraMAX 250 microplate spectrophotometer(Molecular

Devices, Sunnyvale, CA)를 이용하여 570 nm에서 측정하였다.

세포생존율 방정식[(mean OD of treated cells/mean OD of

control cells) × 100]으로 계산하였다.

5. 세포형태변화관찰

U937 세포는 35-mm 배양접시에 4×105 cells/dish로 분주한

후, 蘇木 물추출물을 24 시간 처리하였다. 세포는 cytospin을 사

용하여 슬라이드 위에 부착하였다. 부착된 세포는 DAPI-메탄올

(1 μg/ml)용액에 세척되고, DAPI-메탄올 용액으로 37℃에서 15

분 염색되었다. 염색된 세포는 메탄올로 세척되고 형광현미경으

로 관찰하였다.

6. 세포주기분석

U937 세포는 25 μg/ml의 蘇木 물추출물을 6, 12, 24 시간

처리한 후, 세포 모두를 수확하여 PBS(pH 7.4)로 세척하였다.

세척한 세포는 냉각된 70% 에탄올로 4℃에서 1 시간 고정하였

다. 고정된 세포는 PBS(pH 7.4)로 다시 세척하고 1 ml의 PI(10

μg/ml)/RNase A (100 μg/ml)용액으로 재 부유시켜 37℃에서

암실조건으로 1 시간 배양하였다. DNA 양은 FACS-Calibur(BD

Biosciences, CA, USA)를 사용하여 측정하였다. 세포주기분석

은 고정한 후, 염색한 세포로부터 DNA 양을 측정하여 결정하

였다.

7. Western blot analysis

세포는 얼음 냉장된 PBS(pH 7.4)로 세척하고 1% protease

inhibitor 혼합액이 포함된 얼음 냉장 용해 완충액(50 mM

Tris-HCl, pH7.4, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.5% sodium

deoxycholate, 0.1% SDS, 1 mM sodium vanadate)으로 부유 시

킨 후 얼음 위에서 30분 용해하였다. 세포용해액들은 4℃에서

14,000 rpm으로 20분 원심분리 하였고, 단백질 농도는

Bradford 검사법을 이용하여 측정하였다. 총 30 μg의 단백질 샘

플을 SDS-PAGE 젤로 분리하였고 40V에서 3 시간

nitrocellulose 막 위로 단백질을 전이시켰다. 단백질이 전이된

막은 5% BSA가 포함된Tris-buffered saline+Tween-20(20 mM

Tris-HCl, pH7.6, 150 mM NaCl, 0.05% Tween-20)으로 차단시

킨 후, 1차 항체를 결합시켰다. 면역 활성은 peroxidase가 붙어

있는 anti-rabbit 또는 anti-mouse 2차 항체를 사용하여

SuperSignal West Pico Chemiluminescent(Pierce, Rockford, IL,

USA)에 의해 탐지하였다.

8. 통계처리

모든 데이터의 결과는 마이크로소프트 오피스 엑셀(EXCEL)

2003 프로그램을 통하여 통계처리 하여 mean±standard

deviation(SD)로 기록하였다.

결 과

1. 蘇木 물추출물의 세포독성에 대한 효과

U937 세포의 蘇木 물추출물에 대한 세포독성의 효과를 조사

하기 위해 蘇木 물추출물을5, 10, 15, 20, 25 μg/ml 농도로 24 시

간 처리하였다. 세포생존율은 MTT assay로 측정하였다. 蘇木 물

추출물은 농도 의존적으로 U937 세포의 생존율을 감소시켰다

(Fig. 1).
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Fig. 1. Effects of C. sappan on cell viability in U937 cells. The cells
were incubated with 5, 10, 15, 20 and 25 μg/ml C. sappan for 24 h. Cell viability

was measured by MTT assay.Value are means ± SD, N = 3.

2. 蘇木 물추출물의 세포형태변화에 대한 효과

蘇木 물추출물의 세포독성에 대한 세포형태변화를 관찰하기

위하여 蘇木 물추출물을 5, 10, 15, 20, 25 μg/ml 농도로 24 시간

처리한 후, DAPI 염색하였다. 세포형태변화는 형광현미경으로

관찰하였다. 蘇木 물추출물은 약간의 세포형태변화를 일으켰지

만, 농도의존적으로 세포수가 감소하는 것을 관찰할 수 있었다

(Fig. 2).

Fig. 2. Effect of C. sappan on cell morphology in U937 cells. The cells
were incubated with 5, 10, 15, 20 and 25 μg/ml C. sappan for 24 h. Cells were

subjected to cytospin, stained with DAPI-MeOH and observed under a fluorescence

microscope.

3. 蘇木 물추출물의 세포주기변화에 대한 효과

蘇木 물추출물의U937 세포의 증식억제 효과를 조사하기 위

해 유세포 분석을 통하여 세포주기를 분석하였다. U937 세포는

25 μg/ml 농도의 蘇木 물추출물을 6, 12, 24 시간 처리 후, PI 염

색하여 세포주기를 분석하였다. 蘇木 물추출물 처리 후, 6 시간

에서는 G0/G1기가 40.20%에서 38.12% 감소하였고, G2/M기를

26.32%에서 30.30% 증가하였다. 12시간에서는 G0/G1기가

48.02%에서 20.64% 감소하였고, G2/M기가 26.72%에서 45.58%

증가하였다. 24시간에서는 G0/G1기가 40.44%에서 18.53% 감소

하였고, G2/M기는 28.28%에서 39.44% 증가하였다. SubG1은 시

간의존적으로 2.41%, 5.05%, 12.42%로 증가하였다.

4. 蘇木 물추출의 p21과 p27 단백질 발현에 대한 효과

蘇木 물출물의 G2/M기 정지에 관여하는 CDK활성 조절인

자인 p21과 p27 단백질의 발현을 조사하였다. 蘇木 물추출물 처

리 후, p21 단백질은 6시간에서 발현량이 증가하기 시작하여 12

시간에서 최대로 증가하였다(Fig. 4). 그러나 p27 단백질의 발현

에는 蘇木 물추출물이 아무런 영향을 미치지 못하였다.

Fig. 3. Effect of C. sappan on cell cycle in U937 cells. The cells were
incubated with or without 25 μg/ml C. sappan for 6, 12 and 24 h. The cells were

fixed and stained with PI and the DNA content was analyzed by flow cytometry.

Fig. 4. Effect of C. sappan on expression of p21 and p27 protein

in U937 cells. The cells were treated with or with C. sappan (25 μg/ml) for 6,
12 and 24 h. Whole cell lysates were subjected to SDS-PAGE followed by Western

blot analysis with anti-p21 and anti-p27 antibodies.

5. 蘇木 물추출물의 MAPKs 활성에 대한 효과

MAPKs 신호전달기전은 세포증식에 있어서 중요한 역할을

수행하고 있다. U937 세포의 세포증식에서 MAPKs와 관련하여

蘇木 물추출물의 ERK, JNK, p38의 활성에 대한 효과를 조사하

였다. 蘇木 물추출물은 처리 시간별로 음성대조군과 비교하여

JNK와 p38 활성은 증가하였지만, 반대로 ERK활성은 감소하였

다(Fig. 5).

6. 蘇木 물추출물의 G2/M기 정지에 대한 JNK와 p38 억제제의

효과
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蘇木 물추출물의 JNK와 p38 활성 증가가 G2/M기 정지에

미치는 효과를 조사하였다. U937 세포는 蘇木 물추출물을 처리

하기 3시간 전에 JNK 억제제(SP60125)와 p38 억제제(SB2035850)

을 처리하였다. JNK와 p38 억제제는 蘇木 물추출물 처리군

(44.10%)과 비교하여 G2/M기를 각각 38.32%와 37.13% 감소시켰

다(Fig. 6).

Fig. 5. Effects of C. sappan on phosphorylation of ERK, JNK and

p38 in U937 cells. The cells were treated with or with C. sappan (25 μg/ml)
for 6, 12, and 24 h. Cells were the lysed, and the supernatants were subjected to

Western blot analysis using anti-ERK, anti-p-ERK, anti-JNK, anti-p-JNK, anti-p38

and anti-p-p38 antibodies.

Fig. 6. Effect of JNK and p38 inhibitors on C. sappan-induced G2/M

phase arrest in U937 cells. The cells were preincubated with 10 μM SP60125
or 10 μM SB203580 for 3 h, and then treated with C. sappan for 12 h. DNA

contents were analyzed by flow cytometry after PI staining. A; Control, B; C.

Sappan, C; C. sappan+SP60125, D; C. sappan+SB2035850.

고 찰

燒木의 辛味는 走散하여 心 肝 脾三經의 血分에 들어가 活血

去瘀시켜 消腫止痛의 작용이 있어 外科의 要藥이 되고, 또한 婦

女의 血瘀로 인한 病症에 적용하여 치료한다. 주로 外傷 및 婦人

科 영역에서 사용한다12). 그러나 성이 走散動血하므로 血虛無瘀

者는 복용을 피하고, 사용할때는 薄片 또는 細切하여 사용한다13).

많은 종류의 암들이 세포의 비정상적인 분화 혹은 분화의

중지에 의해 발생되는 것으로 알려져 있으며, 이러한 암의 특징

을 이용하여 암세포에만 특이적으로 작용하는 암세포 분화 유도

물질에 의한 항암제 개발 연구가 활발히 진행되고 있다. 세포분

화와 증식은 서로 상반되는 관계가 있으며 증식이 진행될수록

분화는 저해를 받는다14,15).

본 논문에서 蘇木 물추출물의 U937 세포에 대한 세포증식억

제 및 세포주기정지효과에 대하여 확인하였다. 蘇木 물추출물은

U937 세포의 세포생존율을 농도의존적으로 감소시켰고, 세포형태

에 큰 변화 없이 세포수를 감소시켰다. 이 결과들은 蘇木 물추출

물이 U937 세포의 증식억제에 효과가 있다는 것을 보여주고 있다.

蘇木 물추출물의 세포증식억제는 유세포분석에 의해 G2/M

기 정지와 관련되어 있다는 것을 확인할 수 있었다. 蘇木 물출출

물 처리 6시간에서 G2/M기가 증가하기 시작하여 12시간에서는

최대 20%정도 증가하였다. 24시간에서도 G2/M기가 10%정도

증가하였지만, apoptotic peak인 SubG1또한 10%정도 증가하였

다. 이 결과들은 蘇木 물추출물이 G2/M기 정지를 통하여 U937

세포의 증식을 억제하지만, 처리 시간이 길어질수록 apoptosis가

유도되는 것을 보여주고 있다.

세포주기정지는 증식과 분화에 있어 중요한 역할을 수행한

다. 세포주기는 cyclin-dependent kinases(CDKs)에 의해 양성적

으로 조절되지만16), CDK활성을 억제하는 CDK 억제제(CKIs)에

의해 음성적으로도 조절된다
17)

. 현재 포유동물세포의 CKIs는 2

가지 종류가 있다. 하나는 CIP/KIP 패밀리로 p21WAF/Cip1,

p27Kip1, p57 등이 있고, 모든 CDK활성에 광범위하게 작용을

한다
17,18)

. 또 다른 종류는 INK4 패밀리인 p15INK4B, p16INK4A,

p18INK4C, p19INK4D로 CDK4와 CDK6의 활성을 조절한다17).

이러한 세포주기조절 기전은 세포증식을 조절하는 기본이 되고,

세포분화에도 관련되어 있다
18-22)

. 특히, p21 단백질은 세포의 분

화나 노화에 관련이 있는 것으로 보고되어 있다23-25). 蘇木 물추출

물은 U937 세포의 증식억제에서 p21 단백질의 발현을 증가시켰

지만, p27 단백질 발현에는 영향을 주지 못하였다. 이 결과는

p21 단백질만이 蘇木 물추출물에 의한 U937 세포의 G2/M기 정

지에 관여한다는 것을 보여주고 있다.

Mitogen-activated protein kinases(MAPKs)는 세포증식, 분

화, apoptosis와 같은 다양한 세포반응들의 조절에 관여하는

serine/threonin kinases이다26). 구조적인 차이를 기본으로 하여

MAPKs는 세가지로 분류된다(ERK, JNK/SAPK, p38 kinase)
26)

.

ERK 경로는 mitogen과 growth factor들에 의해 활성화되고 세

포성장 및 생존과 분화의 조절에서 중요한 역할을 수행한다26,27).

대조적으로, JNK와 p38 경로는 화학적 또는 환경적 스트레스에

대한 반응에 의해 활성화되고, 종종 apoptosis의 유도에 관련되

어있다28-32). 蘇木 물추출물의 U937 세포의 증식억제에 대한 기

전연구에서 蘇木 물추출물은 ERK 활성을 감소시키고, JNK와

p38 활성을 증가시켰다. 이 결과는 JNK와 p38 활성이 蘇木물추

출물의 U937세포의 증식억제에 밀접한 관련이 있을 것으로 보

여주고 있다.
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MAPKs는 세포주기 조절에 관여한다. ERK는 정상적인 세

포주기의 G2/M기 진행과 DNA 손상에 의해 유도된 G2/M기

정지에 필요하다
33,34)

. p38은 G2/M기의 DNA 손상과 관련된 세

포주기검사점에 작용하는 것으로 알려졌고35,36), JNK 또한 화학

적 스트레스에 의한 G2/M기 정지에 관여하는 것으로 보고하였

다
37,38)

. U937 세포에서 蘇木 물추출물에 의한 세포증식억제는

JNK와p38 활성 증가와 관련되어 있을 것으로 사료된다. JNK과

p38 억제제는 蘇木 추출물에 의해 증가된 G2/M기를 각각 6-7%

정도 감소시켰다. 이 결과는 蘇木 물추출물에 의한 U937 세포의

G2/M기 정지를 통한 증식억제가 JNK와 p38 활성과 관련되어

있다는 것을 보여주고 있다.

결 론

본 연구에서는 蘇木 물추출물의 U937세포의 증식억제에 대

한 효과를 알아보고자 하였다. 蘇木 물추출물에 의한 세포증식억

제 및 기전을 분자생물학적 방법을 통하여 유의한 결과를 얻었

으며, 다음과 같은 결론을 얻을 수 있었다.

蘇木 물추출물은 U937 세포의 증식을 억제하였다. 蘇木 물

추출물은 U937 세포의 G2/M기 정지상태 세포와 p21 단백질 발

현량을 증가시켰다. 蘇木 물추출물은 U937 세포에서 JNK와 p38

활성을 증가시켰으며, JNK와 p38 활성억제는 蘇木 물추출물에

의해 증가된 G2/M기 정지상태의 세포를 감소시켰다.

이상의 결과를 종합하면, 蘇木 물추출물에 인체 림프종 세포

주인 U937 세포의 증식억제가 이루어졌다. 그 증식억제기전은

p21 단백질 발현 및 MAP kinases의 일부인 JNK와 p38 단백질

활성을 통하여 G2/M기 정지가 나타나고, 이로 인하여 증식억제

가 유도됨을 확인 할수 있었다. p21 단백질은 세포분화에 관련되

어 있으므로 蘇木 물추출물에 의한 p21 단백질 발현이 U937 세

포의 분화에 미치는 연구가 필요할 것으로 사료된다.
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