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Apigenin (4', 5, 7-trihydroxyflavone), a common dietary flavonoid abundantly present in fruits and 
vegetables, has shown remarkable anti-proliferative effects against various malignant cell lines. To ob-
serve the anti-proliferative effects, oral cavity cancer cell lines, 6×10

3
 cells/well (96 well plate) of KB 

oral cavity tumor cells were plated and 24 hr later treated with apigenin for one day, after which 
MTT assay was performed. Apigenin induced cell death in a dose-dependent manner after incubation. 
Cell viability was significantly decreased in the group treated with 100 μM apigenin for 24 hr (p<0.05) 
compared to the control group. To assess apoptosis, the nuclei of KB cells were stained with DAPI. 
The presence of chromatin condensation in the apigenin treated cells was detected on a fluorescent 
microscope (×200). We investigated the in vivo growth inhibitory effects of apigenin on oral cavity 
cancer KB tumor xenograft subcutaneously implanted in male nude mice. Apigenin was administered 
to mice by gavage at doses of 25 and 50 mg/kg/day in 0.2ml of PBS. Tumor volume was significantly 
decreased in 25 and 50 mg/kg apigenin-administration groups compared to the control group. For 
apoptosis analysis, TUNEL staining was performed. A significant increase in TUNEL positive cells 
was found in the 25 mg/kg apigenin administration group compared to the non- apigenin admin-
istration group. Histopathological changes were not observed. These results indicate that apigenin in-
hibits oral cavity cancer cell growth through the induction of apoptosis.
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서   론

구강암은 인종, 지역별로 차이는 있으나 인간에게 발생되는 

악성 종양의 약 3-5% 정도를 차지하는 것으로 통계학적으로 

알려져 있어 역학적으로 매우 중요하게 다루어야 할 악성암이

다[16]. 현재 구강암에 대한 주된 치료 방법은 외과적 수술과 

방사선 요법인데, 인접 조직으로의 침습이 많아 전이 재발이 

많은 구강암의 특성 때문에 항암 요법이 병행되기도 하는데, 

심한 부작용과 더불어 타 암종에 비해 반응률이 낮고, 종양의 

성장과 미세 전이를 효과적으로 억제하지 못하며 이것이 오히

려 수술의 시기를 지연시키고 예후를 악화시키는 경우를 초래

하게 된다. 이러한 이유로 전신적 부작용이 적으면서 효과적

으로 함암 작용을 나타낼 수 있는 새로운 치료 요법 연구가 

꼭 필요한 실정이나 기초적인 연구가 활발하지 않다[12]. 현재 

우리나라에서 구강암은 위암과 간암 등 다른 암종과 비교해 

보았을 때 많은 비율을 차지하지는 않는다. 그러나 구강암은 

전암병소인 백반증이나 홍반증이 동반되며 다른 암종과는 달

리 진행과정을 육안으로 관찰하기 용이하므로 전형적인 다단

계의 발암모델로 연구되고 있다. 또한 임상증상 및 임상자료

의 수집이 쉽고 방사선 치료나 화학요법 이전의 조직을 쉽게 

채득할 수 있으며, 항암화학요법이나 암치료의 결과를 쉽게 

추적 관찰 할 수 있어, 구강암은 다른 암종과는 달리 다단계에 

따른 암의 진행연구에 최적의 발암연구 모델이라 할 수 있다

[9,19]. 성공적인 구강암 치료를 위해서는 종양 생물학에 대한 

이해와 항암 기능이 있는 여러 안전한 천연물질의 효과를 연

구하는 것이 필요하다.

플라보노이드는 식물계에 널리 분포되어 있는 폴리페놀 화

합물로서 채소류, 과일류, 종실류 등에 들어있다. 플라보노이

드는 flavan핵 구조를 가진 저분자량의 폴리페놀화합물로 페

놀이 3개의 A, B 및 C환의 기본구조로 구성되어있는 di-

phenyl-pro-pane (C6, C3, C6)의 골격을 지니고 있다[6,11]. 지

금까지 알려진 플라보노이드는 약 4,000여 종류가 있으며 주

요한 플라보노이드로서 flavonols, flavones, flavonones, fla-

vanols and thocyanidins, isoflavones, dihydroflavonols 및 

chalcones 등 많은 종류가 있다. 플라보노이드는 식물성 성분

으로 다양한 구조적 특성을 가지고 있으며 벤젠환의 탄소기에 

-OH기와 탄소의 2와 3 위치에 2중결합, 탄소 4번 위치에 카르

보닐기와 A와 B환에 결합되어 있는 -OH기에 의하여 항산화

활성을 갖는다. 사람은 식품으로서 플라보노이드를 섭취하고 

있으나 흡수와 대사에 대하여 잘 알려져 있지 않다. 그러나 

오랫동안 식품으로 섭취하였으므로 독성이 없으며 소화관에

서 흡수된 후 대사되어 우리의 건강에 중요한 역할을 할 것으

로 기대된다[18]. 플라보노이드는 항암[4], 항산화[2] 작용이 있
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다고 보고되었는데 항암성과 항돌연변이성을 갖는 플라보노

이드는 flavonols계의 quercetine, kaempferol, myricetin이 있

으며, flavonone계의 apigenin, luteolin 그리고 limonin, no-

milin 등이 알려져 있다[7,8]. 그리고 플라보노이드 중에서 api-

genin은 in vitro와 in vivo에서 암세포 성장 억제작용 뿐 아니

라[5,17] 항염, 항산화 작용을 보인다[10].

Apigenin (4’,5,7-trihydroxyflavone)은 일반적인 방향족 화

합물의 하나로서 파슬리, 양파, 오렌지, 차, 카모마일, 밀, 그리

고 몇몇 조미료 등 많은 열매와 식물에 분포하고 있으며, 독성

이 없는 것으로 알려져 있다[3]. Apigenin은 유방암 및 대장암 

등 여러 가지 인체 암 세포주에서 세포성장 저해, 세포주기 

억제 및 세포사를 유도한다[20,21].

본 연구는 천연물질인 apigenin을 세포성장실험과 TUNEL 

(apoptosis)을 통한 결과를 바탕으로 구강암 세포를 이식한 누

드마우스에 경구투여 하여 종양성장억제 효과가 있는지 확인

하기 위하여 실시하였다.

재료 및 방법

세포배양 및 시험물질

본 연구에서는 한국세포주은행(KCLB, Korea)에서 분양받

은 KB 구강암세포주를 사용하였다. 이들 세포주의 세포배양

액은 RPMI-1640 (Hyclone Laboratoris Inc, USA)에 5% fetal 

bovine serum (Gibco), 1% streptomycin/penicillin (Gibco)를 

첨가하여 사용하였다. 이들 KB 구강암세포주는 37oC, 5% CO2 

배양기에서 배양하였다. 시험물질은 Sigma (St Louis, MO, 

USA)사로부터 구입한 apigenin을 본 시험에 사용하였다.

MTT assay

KB 구강암세포주를 96 well plate에 6×103 cells/well로 분

주한 후, 24시간 동안 배양시킨 다음 세포주에 apigenin을 6.25 

μM, 12.5 μM, 25 μM, 50 μM, 100 μM의 농도로 처리하였다. 

이 후 각각의 well에 MTT [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- 

diphenyltetrazolium bromide]용액 (5 mg/ml, Sigma-Aldrich)

을 20 μl 첨가하여 2시간 동안 37oC에서 배양하고, 이후 상층액

을 제거한 후 dimethylsulfoxide (DMSO, Sigma-Aldrich)를 

100 μl/well로 첨가하여 shaker에서 5분간 흔들어 준 후 

ELISA-reader (Bio-Rad Laboratories Inc, USA)로 595 nm에서 

흡광도를 측정하였다.

DAPI staining

KB 구강암세포주를 12 well plate에 4×104 cells/ml로 분주

한 후, 24시간 동안 배양시킨 다음 KB 구강암세포주에 apige-

nin을 12.5 μM, 25 μM의 농도로 처리하여 24시간 배양한 후 

PBS로 조심스럽게 세척 한 후에 4% paraformaldehyde를 1 

ml/well첨가하여 10-20분간 배양 하였다. PBS로 다시 세척 

후 PBS로 10배 희석한 DAPI stain 용액을 500 μl/well 처치하

였다. 처치 후 암실에서 형광현미경으로 관찰하였다.

실험동물

6주령의 nude mice (nu/nu) 수컷은 ㈜오리엔트에서 구입

하였다. 모든 동물은 1주일간의 순화 기간을 거친 후 실험에 

사용하였다. 마우스 15마리를 3개의 실험군으로 분류하여 실

험 하였으며, 실험군은 그룹 당 5마리씩 설정하였다. Apigenin

을 PBS에 suspension시켜 매일 정해진 시간에 21일간 경구로 

투여하였으며, 물질의 용량은 대조군(PBS), 저용량(25 mg/ 

kg), 고용량(50 mg/kg)로 설정하여 투여하였다. 

사육환경

입수된 동물은 케이지에 5마리씩 분류한 후 온도 23±5oC, 

상대습도 40±10%, 조명시간 12시간(08:00 점등, 20:00 소등)으

로 제어된 환경 조건에서 사육되었다. 사육환경 모니터링을 

위하여 온․습도는 주기적으로 측정하였으며 기타 환경은 정

기적으로 점검하여 일정한 표준치를 유지하였다. 마우스는 폴

리카보네이트제 케이지에서 케이지 당 5두씩 사육하였다. 동

물의 개체식별은 문신법을 사용하였으며, tag 표시법에 의해

서 사육 상자를 구분하였다. 사육 상자는 시험기간, 시험명, 

시험책임자명을 기재한 label을 첨부하였다.

Xenografts

KB 구강암세포주 5×105 cells/200 μl를 누드 마우스의 복강

피하에 접종하여 종양조직을 만든 후, 종양조직을 1 mm3 크기

로 절편한 후 다시 누드 마우스의 복강피하에 이식하는 작업

을 두 번 반복한 후 물질을 투여하였다.

종양사이즈 측정

실험에 사용한 누드 마우스의 KB 구강암세포주 종양 사이

즈가 군별로 일정하게 나오도록 군분류 한 후 apigenin을 3주 

동안 투여하고 투여기간 동안 종양사이즈와 누드 마우스의 

일반적인 상태 및 체중을 측정하였다. 종양사이즈 측정은 주 

2회(화, 금), 3주 동안 vernier calipers (Mitutoyo, Japan)로 측

정하였으며, 계산에 사용된 공식은 [(length+width)×0.5]3이다.

동물부검

Apigenin 투여 3주 후 모든 그룹의 마우스를 diethyl ether

로 마취 후 경추탈골을 이용하여 안락사하고, 멸균된 수술용 

가위와 핀셋을 이용하여 부검을 실시하였다. 부검은 종양조직

을 채취하여 무게를 측정하였으며 그 후 개복하여 간과 비장

을 채취하여 10% 중성 포르말린 용액에 1주일간 고정하였다.

조직병리학적 검사

적출한 장기는 10% 중성 포르말린 용액에 1주일 동안 충분
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Table. 1. Effect of apigenin on the tumor inhibition rate in KB oral cavity tumor

Apigenin (mg/kg)
Pre-experiment Post-experiment Inhibited

rate (%)n Size (mm
3) n Size (mm3)

KB

cell

0

25

50

5

5

5

938.46

729.50

781.46

5

5

5

6231.99

3929.17

4957.41

 

36.95

20.45

Data are expressed as the percent relative to control. 

히 고정시킨 후 고정된 조직을 85, 95, 100% ethanol, xylene을 

단계별로 사용하여 탈수와 투명화 과정을 거쳤고 포매하여 

5 μm의 절편을 만들어 hematoxylin & eosin 및 TUNEL 염색 

후 광학현미경으로 관찰하였다.

통계학적 처리

모든 실험결과는 평균치와 표준오차를 사용하여 나타내고 

각 군간 비교는 one-way ANOVA에 이은 t-test 분석을 실시하

였다. 대조군과 비교하여 P값이 0.05 미만일 때를 통계학적으

로 유의성이 있다고 판정하였다.

결   과

Apigenin이 KB 구강암세포주의 성장에 미치는 영향

KB 구강암세포주를 seeding 후 24시간 동안 배양시킨 다음 

apigenin을 6.25, 12.5, 25, 50, 100 μM의 농도로 24시간 동안 

처리하였다. 대조군은 지속적으로 세포성장이 일어나는데 비

해 apigenin 처리군에서는 12.5 μM에서부터 농도 의존적으로 

세포의 성장이 지연되며 부유하는 세포들이 증가됨을 보였다

(Fig. 1). 이 결과를 바탕으로 apigenin이 KB 구강암 세포성장

에 미치는 영향을 알아보기 위해 6주된 누드 마우스에 KB 구

강암세포주를 이식한 후 주 2회 종양사이즈를 측정하였다

(Fig. 2). 종양 부피는 대조군과 대조하여 저용량(25 mg/kg)의 

apigenin 투여군에서 유의적으로 감소하였다. 암세포 주입 후 

8일경까지 대조군과 apigenin 투여군의 특별한 차이는 보이지 

Fig. 1. Effect of apigenin on the cell viability in KB cells. KB 

cells were treated with apigenin for 24 hr, and the cell 

viability was determined by MTT assay as described in 

Methods.

Fig. 2. Effect of apigenin on the KB oral cavity tumor growth. 

Mice were treated with apigenin for 3 weeks. Each value 

was expressed as Mean±SE of 5 mice.

않았다. Apigenin 투여군에서 11일경 이후부터 고용량(50 

mg/kg)군 보다 저용량(25 mg/kg)군에서 더 많은 종양성장 

억제를 나타나기 시작하여, 22일경에 apigenin 투여군의 종양

성장억제율이 저용량(25 mg/kg) 36.95%, 고용량(50 mg/kg) 

20.45%를 나타내었다(Table 1). 부검 후 종양무게를 측정한 결

과 저용량(25 mg/kg)군이 고용량(50 mg/kg)군 보다 21.09%

만큼 종양성장을 억제하였다(Table 2).

세포자멸사의 검출

Apigenin이 구강암 세포주인 KB cell에서 세포사를 유도하

는지를 알아보기 위해 apigenin (24 hr)처리 후 DAPI 염색을 

통하여 apoptosis를 확인하였다(Fig. 3). MTT assay결과에서 

농도 의존적으로 세포의 성장이 감소한 것과 동일하게 DAPI 

염색에서도 농도 의존적으로 apoptosis의 증가가 발견되었다. 

Apigenin이 KB 구강암세포주에서 apoptosis를 일으킨다는 

것을 확인 후 in vivo 실험에서도 TUNEL 염색을 통하여 apop-

tosis를 확인해 보았다(Fig. 4). TUNEL염색에서는 inhibition 

Table 2. Effect of apigenin on the tumor weight in the KB oral 

cavity tumor

Apigenin (mg/kg) n
Tumor 

weight (g)

Inhibited 

rate (%) 

KB

cell

0

25

50

5

5

5

1.83

0.92

1.31

 

49.82

28.73

Data are expressed as the percent relative to control.
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Fig. 3. Effect of apigenin on the chromatin condensation in KB cells. KB cells were treated with apigenin for 24 hr and stained 

with DAPI.

Fig. 4. Effect of apigenin in the apoptosis in KB oral cavity tumor. Nude mice were administrated with apigenin for 3 weeks.

Fig. 5. Histological observation of api-

genin treated to nude mice 

(H&E). Nude mice were ad-

ministrated with apigenin for 3 

weeks.

rate와 동일하게 저용량(25 mg/kg)군이 고용량(50 mg/kg)군

보다 apoptosis의 발현이 더 많았다.

조직병리학적 소견 

Apigenin 처치군의 간조직을 육안적으로 관찰한 결과 간소

엽의 중심정맥을 중심으로 간세포가 방사형으로 뻗어 있고, 

간실질의 세포 경계가 명확하게 나타나며, 간세포의 핵이 크

고 뚜렷하게 나타나는 정상적인 간조직의 구조를 유지하고 

있었다(Fig. 5A, B, C). 대조군과 apigenin 처치군의 신장조직

을 육안적으로 관찰한 결과 대조군의 사구체와 같이 apigenin 

처치군의 사구체에서도 정상적인 사구체의 구조를 유지하고 

있었다(Fig. 5D, E, F). 종양조직간에도 대조군과 동일하게 처
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치군의 종양에서도 육안적인 차이를 보이지 않았다(Fig. 5G, 

H, I).

고   찰

최근 아시아뿐만 아니라 서양에서도 천연물을 이용한 생약

의 소비량이 증가되고 있다. 이와 함께 천연물에 대한 관심이 

증가하였지만, 천연물질 성분의 효용성에 대한 증거가 매우 

부족한 실정이다. 그리하여 WHO에 의해 이에 대한 연구가 

진행되고 있다.

Apigenin은 식물과 과일에 널리 분포하는 가장 일반적인 

방향족 화합물로서 독성이 낮고 정상 세포와 암세포에 있어 

다른 효과를 보이는데 즉 약제로서 효용성을 가지는 용량에서 

정상 동물에는 영향을 주기 않으면서 암세포의 세포사를 유도

하기 때문에 매우 매력적인 약제이다[15].

Apigenin의 세포성장 저해를 확인하기 위하여 MTT assay

를 수행하였다. 선행연구에 따르면 CaSKi, HeLa, C33A 등 3종

류의 자궁경부암 세포주에 apigenin을 다양한 농도로 24, 48, 

72시간 동안 처치한 결과 농도 및 처리 시간 의존적으로 세포

성장을 저해함을 확인하였다[15]. MDA-MB-231 유방암 세포

주에서도 apigenin을 다양한 농도로 24시간 동안 처치한 결과 

농도 의존적으로 세포성장을 저해함을 확인하였다[1]. 본 연구

에서도 KB 구강암세포주에 apigenin을 다양한 농도(6.25 μM, 

12.5 μM, 25 μM, 50 μM, 100 μM)로 24 시간 동안 처치한 결과 

12.5 μM에서부터 농도 의존적으로 세포성장을 저해함을 확인

하였다(Fig. 1).

6주된 누드 마우스에 폐암 세포주인 A549 cell에서 apige-

nin을 3 mg/kg을 투여하여 대조군과 비교하였을 때 종양 성

장을 억제하였다[14]. 췌장암 세포주인 MiaPaCa-2 cell을 이식

한 4주된 BALB/c 마우스에 apigenin 50 mg/kg을 3주 동안 

투여한 실험에서도 대조군에 비하여 종양 성장 억제를 나타내

었으며, gemcitabin을 병용처리 하였을 때 apigenin 단독처리

군 보다 종양 성장 억제가 더 많이 있어났다[13]. 본 연구에서

도 KB 구강암세포주에서 apigenin은 성장 억제 효과를 나타내

었다(Fig. 2).

KB 구강암세포주에서 apigenin이 apoptosis 유발여부를 알

아보기 위하여 DAPI염색을 수행한 결과 농도 의존적으로 

apoptosis가 증가 되었음을 확인하였다(Fig. 3). 유방암 세포주

인 MDA-MB-231 cell을 이식한 5주된 누드 마우스의 apigenin 

25 mg/kg, 50 mg/kg 처치군에서 apoptosis는 용량 의존적으

로 증가하는 것으로 나타났다[1]. 본 연구에서도 종양사이즈의 

성장 억제율과 동일하게 apigenin 25 mg/kg에서 apoptosis가 

더 많이 일어나는 것을 확인 하였다(Fig. 4).

Apigenin 투여 시 생체 내에서의 독성유무를 판단하기 위

하여 일반적으로 물질의 독성을 나타내는 지표장기인 간과 

신장을 채취하여 조직병리학적 검사를 실시하였다. 그 결과 

apigenin 처치군과 대조군의 조직학적 관찰에서 조직현미경

학적 차이를 보이지 않아 apigenin이 누드 마우스에서 50 

mg/kg까지는 무해한 것으로 판단되었다(Fig. 5).

본 실험에서는 고용량(50 mg/kg)보다 저용량(25 mg/kg)

에서 좀 더 효과적으로 종양 성장을 억제하는 것으로 나타났

다(Fig. 2). Apigenin은 여러 논문들에서 항암효능이 있다고 

알려져 있는데, 본 실험의 KB 구강암 세포주에서도 대조군에 

비하여 apigenin 처치군에서 종양 성장 억제가 통계학적으로 

유의적인 감소가 나타난 것으로 보았을 때 apigenin이 KB 구

강암세포주에서도 종양 성장을 억제하는 것으로 사료된다.
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였다. Apigenin 100 μM을 24시간 동안 처치하고 대조군과 세포성장을 비교하였을 때 유의적인 감소를 확인하였

다. KB 구강암세포주에서의 apoptosis를 확인하기 위해 DAPI 염색을 수행하였다. Apigenin을 처치한 세포에서 

핵의 응축이 존재함을 형광현미경으로 확인하였다. 우리는 누드마우스에 KB 구강암세포주를 이식하여 세포 성장 

억제 효과를 알아보았다. Apigenin을 마우스에 25, 50 mg/kg을 0.2 ml의 PBS에 녹여 경구투여 하였다. 종양 사이

즈는 대조군과 25, 50 mg/kg apigenin 투여군을 비교하였을 때 유의적으로 감소하였다. Apoptosis 분석을 위해 
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