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미강(Rice Bran) 추출물의 HL-60 백혈병 세포 Apoptosis 유도 효과
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Abstract − In this study, we investigated the anticancer effect of rice bran extract in HL-60 human promyelocytic leukemia

cells. The extract of rice bran inhibited the proliferation of HL-60 cells. When treated with the rice bran extract, we could

observe the apoptotic characteristics such as apoptotic bodies and the increase of sub-G1 hypodiploid cell population, increase

of Bax level, decrease of Bcl-2 expression, cleavage of procaspase-3, cleavage of procaspase-9 and cleavage of poly(ADP-

ribose)polymerase(PARP) in HL-60 cells. Furthermore, the apoptosis induction of HL-60 cells treated with the rice bran extract

was also accompanied by the inactivation of mitogen-activated protein kinases (MAPK) such as ERK1/2 MAPK and p38

MAPK. In addition, the rice bran extract induced the down-regulation of c-myc. These data suggested that the rice bran extract

could induce the apoptosis via the inactivation of ERK1/2 MAPK and p38 MAPK, and the down-regulation of c-myc in HL-

60 acute pomyelocytic leukemia cells. The results support that the rice bran extract might have potential for the treatment of

acute promyelocytic leukemia.

Key words − rice bran extract; HL-60 cells; apoptosis; MAPK; c-myc

벼(Oryza sativa L.)는 외떡잎식물 벼목 화본과의 한해살

이 풀이다. 벼를 탈곡하여 겉껍질인 왕겨를 벗겨낸 것을 현

미라 하고, 현미를 도정하여 속껍질을 벗겨낸 것을 백미라

하는데, 미강(Rice bran)은 백미로 도정하는 과정에서 생기

는 과피(果皮), 종피(種皮) 및 호분층(糊粉層) 등의 분쇄혼합

물이다.
1)
 건강식에 대한 관심이 높아지면서 현미 및 미강에

대한 다양한 생리활성들이 보고되고 있다. 특히, 미강 추출

물은 cyclooxygenase-1(COX-1), COX-2 및 5-lipooxygenase

(5-LOX)를 억제함으로써 항염증 작용을 하는 것으로 보고

되었다.
2)

 또한, 미강에는 다양한 생리활성물질이 포함되어

있는데, 특히 토코트리에놀(tocotrienols) 및 토코페롤

(tocopherols)과 같은 비타민 E가 풍부하게 함유되어 있으며,

이들 성분이 강력한 항산화작용을 한다고 보고되었다.
3)
 또

한, 토코트리에놀은 조골세포에서 receptor activator of NF-

κB ligand(RANKL)의 발현을 억제하고, 미강의 토코페롤은

extracellular signal-regulated kinase(ERK)와 NF-κB 활성화

를 저해함으로써 c-fos의 발현을 억제하여 RANKL에 의해

유도되는 파골세포의 분화를 억제하여 골다공증 개선 효능

이 있음이 보고되었다.
4)
 미강유는 제2형 당뇨병 환자에서

저밀도 지단백 콜레스테롤을 감소시켰다는 보고도 있다.
5)

그 외에 미강 추출물이 HL-60, marmoset B lymphoblastoid

B95-8 및 Chinese hamster V79 세포에서 항산화작용 및 항

돌연변이 작용을 나타냄이 보고 되었으며,
6) 
유방암, 대장암

및 백혈병 세포에서 유효한 항암작용을 나타냄이 보고되었

다.
7-9) 
이렇듯 미강은 항산화 및 항돌연변이 효능과 함께 항

암효능에 대한 보고가 있으나, 항암기전 연구에 대한 보고

는 미진한 편이다. 국내에서 암의 발병률은 꾸준히 증가하

고 있으며, 2011년 우리나라의 전체 사망자 중 27.8%가 암

으로 사망하였다. 특히, 우리나라에서 연 평균 암 발생률 중
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소아암 환자는 0.59%를 차지하고, 이 중 백혈병이 가장 많

은 비율을 차지하고 있다. 뿐만 아니라, 고령인구에서도 그

발병률이 증가되고 있어 백혈병 치료에 대한 중요성이 대

두되고 있다.
10)

 이에 본 연구에서는 급성 전골수성 백혈병

세포인 HL-60세포를 사용하여 미강의 암세포 증식 억제 효

과를 검색하고 그 기전을 조사하였다. 미강에 의한 HL-60

세포 증식 억제 효과가 apoptosis 유도에 의한 것인지 알아

보기 위하여 apoptotic body와 sub-G1 세포수 증가와 같은

apoptosis 특징을 조사하고, apoptosis 유도 신호전달 기전에

중요한 Bcl-2, Bax, caspase-9, caspase-3 및 poly(ADP-

ribose)polymerase(PARP)의 발현 양상을 조사하였다. 또한

세포 성장, 증식 및 사멸 등 다양한 경로 조절에 관여하는

mitogen-activated protein kinases(MAPK) 신호전달 경로 중

extracellular-signal-regulated kinases 1/2(ERK1/2) 및 p38

MAPK 경로의 활성화 여부를 살펴보았다. 이러한 미강의

항암작용기전 규명 연구로 미강을 항암제로 이용할 수 있

는 근거를 제시하고자 하였다.

재료 및 방법

시료 추출 −본 실험에 사용된 미강은 경기도 포천의 식

물나라에서 공급받은 일반미의 것을 사용하였다. 총 시료

8 kg을 90% 에탄올 16 L에 넣고 4시간씩 3회 수조에서 70
o
C

로 추출하였다. 추출액을 감압 농축하여, 미강 추출물 1,787

g을 습득하였다. 습득된 미강 추출물은 에탄올에 용해시킨

후 원하는 농도에 따라 실험용 배지로 희석하여 사용하였다. 

세포 배양 − HL-60(human promyelocytic leukemia) 세포

는 한국 세포 주 은행(Korea Cell Line Bank; KCLB)으로

부터 분양 받아 100 units/mL의 penicillin-streptomycin

(GIBCO Inc, NY, USA)과 10% heat-inactivated fetal

bovine serum(FBS; GIBCO Inc, NY, USA)이 첨가된

RPMI 1640 배지를 사용하여 37
o
C, 5% CO2, humidified

incubator에서 배양하였으며, 계대 배양은 약 70-80%의

confluence가 되는 3-4일 마다 한번씩 시행하였다.

세포 독성 측정 −세포의 성장증식에 대한 미강 추출물의

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

bromide(MTT) 검색법을 이용하여 조사하였다. 살아있는 암

세포 mitochondria의 탈수소 효소작용에 의하여 수용성의

노란색 MTT가 환원되어 형성되는 자주색을 띠는 비수용성

의 formazan을 microplate(ELISA) reader로 540 nm에서 흡

광도를 측정하여, 생존하면서 대사적으로 왕성한 세포의 농

도를 조사하였다.
11)

 HL-60 세포(3×10
5 

cells/mL)를 96 well

plate에 넣고 미강 추출물 및 각각의 분획물을 0.01, 0.1, 1,

10, 50, 및 100 µg/mL의 농도로 처리하였다. 이를 72시간

배양한 다음 MTT(Sigma, MO, USA) 200 µL(2 mg/mL)을

첨가하고 4시간 동안 반응 시킨 후 plate를 1000 rpm에서 5

분간 원심분리하고 상층액을 제거하였다. Dimethylsulfoxide

(DMSO; Sigma, MO, USA) 150 µL를 가하여 침전물을 용

해시킨 후 microplate reader(Amersham Pharmacia Biotech,

NY, USA)를 사용하여 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 각

시료군에 대한 평균 흡광도 값을 구하였으며, 대조군의 흡

광도 값과 비교하여 증식 억제 정도를 조사하였다. 

세포주기변화 측정 − HL-60 세포(3×10
5 

cells/mL)에 10,

50 및 100 µg/mL의 농도로 미강의 추출물을 처리한 다음,

24시간 동안 배양한 후, 세포를 수확하여 phosphate-buffered

saline(PBS)로 세척하였다. 그 후 -20
o
C에서 70% 에탄올로

30분 동안 고정 시키고 PBS 세척 후 RNase A(1 mg/mL)를

처리한 다음에 propidium iodide(PI; Sigma, MO, USA)로

염색하고, FACS caliber flow cytometry(Becton Dickinson,

USA)로 세포주기를 분석하였다.
12)

핵의 형태학적 변화 관찰 − HL-60 세포(3×10
5 

cells/mL)

에 10, 50 및 100 µg/mL의 농도로 미강의 추출물을 처리한

다음, 24시간 동안 배양한 후, DNA에 특이적으로 결합하

는 형광색소인 Hoechst 33342(H33342; Sigma, MO, USA)

용액을 가하여 37
o
C에서 20분간 염색한 후 형광현미경 (IX-

71, Olympus, japan)하에서 관찰하였다.
13)

Western Blot Analysis − HL-60 세포(3×10
5
cells/mL)에

10, 50 및 100 µg/mL의 농도로 미강 추출물을 처리한 다음,

24시간 동안 배양한 후, 세포를 수확하여 PBS로 2회 세척

하였다. 그 후 200 ul의 lysis buffer를 첨가하여 30분 동안

lysis시킨 후 15,000 rpm, 4
o
C에서 15분간 원심 분리하여 상

층액을 얻었다. 단백질 농도 분석은 Protein Assay Kit(BIO-

RAD, HC, USA)로 정량하였고, standard curve는 BSA

(bovine serum albumin)을 표준물질로 사용하였다.
14)

 그 후

20 µg의 lysate를 10~12% mini gel SDS-PAGE(Sodium

dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis)로 변성

분리한 후, polyvinylidene difluoride(PVDF) membrane

(BIO-RAD, HC, USA)를 사용하여 200 mA, 2시간동안

transfer 하였다. 그 후, 5% skim milk가 함유된 TTBS(TBS

containing 0.1% Tween 20)에서 membrane을 1시간동안

blocking 하였다. Bcl-2의 발현량을 확인하기 위해 rabbit

monoclonal anti-human Bcl-2 Ab(1:1000) (Cell Signaling

Technology, Beverly, MA, USA)항체를, Bax의 발현량을 확

인하기 위해 rabbit polyclonal anti-human Bax Ab(1:1000)

(Santa Cruz Biotech, MA, USA) 항체를, PARP의 발현량을

확인하기 위해 rabbit polyclonal anti-human PARP Ab

(1:1000) (Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA)

항체를 사용하였다. 또한, cleaved caspase-3의 발현량을 확

인하기 위하여 rabbit monoclonal anti-human cleaved

Caspase-3 Ab(1:1000) (Cell Signaling Technology, Beverly,

MA, USA)항체를, cleaved Caspase-9의 발현량을 확인하기

위하여 rabbit polyclonal anti-human cleaved Caspase-9
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Ab(1:1000) (Cell Signaling Technology, Beverly, MA,

USA) 항체를, p38 MAPK의 발현량을 확인하기 위하여

rabbit polyclonal anti-human p38 MAPK Ab (1:1000)

(Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA) 항체를,

phospho-p38 MAPK의 발현량을 확인하기 위하여 rabbit

polyclonal anti-human phospho-p38 MAPK Ab (1:1000)

(Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA) 항체를,

ERK1/2 의 발현을 확인하기 위하여 rabbit polyclonal anti-

human p44/42 MAPK Ab (1:1000) (Cell Signaling

Technology, Beverly, MA, USA) 항체를, phospho-ERK1/2

의 발현을 확인하기 위하여 rabbit polyclonal anti-human

phospho-p44/42 MAPK Ab (1:1000) (Cell Signaling

Technology, Beverly, MA, USA) 항체를, c-Myc의 발현을

확인하기 위하여 mouse monoclonal c-Myc Ab (1:1000)

(Santa Cruz Biotech, CA, USA) 항체를 사용하였다. 각각의

항체들은 TTBS에 희석하여, 4
o
C에서 overnight 하여 반응

시켰다. 2차 항체로는 HPR(Horse Radish Peroxidase) anti-

rabbit IgG (1:5000) (American Prarmacia Biotech, NY,

USA)와 HRP anti-mouse IgG (1:5000) (American

Prarmacia Biotech, NY, USA)를 사용하여, 상온에서 1시간

동안 반응시켰다. 그 후 WEST-ZOL
®
 (iNtRON., Gyeonggi-

do, Korea)과 반응 시켜 X-ray 필름(AGFA, Belgium)에 감

광하였다.

통계처리 −모든 측정결과는 평균±표준오차로 나타내었으

며, 각각의 데이터의 통계학적 유의성 검정은 student's t test

을 사용하여 실험군 사이의 통계적 유의성을 평가하였다. 

결과 및 고찰

본 연구에서는 급성 전골수성 백혈병 세포인 HL-60에서

미강 추출물의 암세포 증식 억제 효과를 조사하고, 이러한

세포 증식 억제 작용이 apoptosis 유도에 의한 것인지 암세

포 사멸 기전을 탐색하였다.

암세포 증식 저해 효능 −미강 추출물의 HL-60 세포 증

식에 대한 억제 효과는 MTT assay를 이용하여 검색하였다.

미강 추출물을 0.01, 0.1, 1, 10, 50 및 100 µg/mL의 농도로

HL-60 세포에 처리한 결과, 47.624±4.183 µg/mL의 IC50값

을 나타내어 세포증식에 대한 억제효과를 확인하였다(Fig. 1).

Apoptosis 유도 효과

세포주기변화 측정 −미강 추출물에 의한 HL-60 세포 증

식 억제 효과가 apoptosis 유도에 의한 것인지를 알아보기

위하여 세포주기를 조사하였다. HL-60 세포에 미강 추출물

을 10, 50및 100 µg/mL 농도로 24시간 처리 후, DNA helix

에 결합하는 형광물질인 PI를 처리 하였다. 그 후 유세포 분

석기를 이용하여 apoptotic 세포인 sub-G1 hypodiploid 세포

Fig. 1. Rice bran extract (RBE) inhibited the growth of HL-60

cells. HL-60 cells (3×10
5
cells/mL) were treated with RBE

(0.01~100 µg/mL) for 72h. Cell viability was measured by

MTT assay. The data are presented as mean±SD from repre-

sentative of three independent experiments. *p<0.05, **p<0.01,

and ***p<0.001 compared with the control.

Fig. 2. The rice bran extract (RBE) increased the percentage of sub-G1 peak hypodiploid cells. HL-60 cells (3×10
5 

cells/mL) were

treated with RBE (10, 50 and 100 µg/mL). After 24h, cells were harvested and fixed by 70% ethanol, and stained by propidium

iodide. Sub-G1 cell populations were measured by DNA flow cytometric analysis.
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의 증가를 분석하였다.
15) 
그 결과, 미강 추출물을 10, 50 및

100 µg/mL 농도로 24시간 처리하였을 때, sub-G1 hypodiploid

세포가 미강 추출물을 처리하지 않은 대조군 1.8%에 비하

여 농도 의존적으로 6.6, 7.5 및 10.1%로 증가되는 것을 확

인하였다(Fig. 2). 

핵의 형태학적 변화 − Apoptosis의 형태학적 특징을 확인

하기 위해 DNA에 특이적으로 결합하는 Hoechst 33342 dye

를 이용하여 핵의 변화를 확인하였다. Hoechst 33342로

DNA를 염색하고 관찰한 결과, 미강 추출물을 처리하지 않

은 대조군에 비하여 미강 추출물 처리에 의하여 농도의존

적으로 핵의 응축 및 apoptotic body의 증가하는 형태학적

변화들을 관찰할 수 있었다(Fig. 3).

본 실험의 결과를 미루어 보아 미강 추출물은 농도의존적

으로 HL-60 세포의 apoptosis를 유도하는 것으로 사료된다. 

Bcl-2및 Bax 발현 양상의 변화 −미강 추출물에 의한 HL-

60 세포의 apoptosis유도 기전을 밝히기 위하여 Bcl-2 family

중 anti-apoptosis protein인 Bcl-2와 pro-apoptosis protein인

Bax의 발현을 조사하였다. Bcl-2 family는 apoptosis를 억제

하는 것과 촉진하는 집단으로 나눌 수 있는데, 대표적으로

Bcl-2는 apoptosis를 억제하며 Bax등은 apoptosis를 촉진하

는 작용을 한다.
15)

 HL-60 세포에 미강 추출물을 10, 50 및

100 µg/mL 농도로 24시간 처리 후 Bcl-2와 Bax의 발현양상

을 확인하였다. 그 결과, Bcl-2의 발현이 미강 추출물 농도

의존적으로 감소하는 것을 확인하였으며, Bax의 발현은 농

도의존적으로 증가하는 것을 확인하였다(Fig. 4). DNA 토

포이성질화효소 I(DNA topoisomerase I)의 저해제로 작용

하는 항암제인 캠토테신(Camtpthecin)은 백혈병 세포에서

Bcl-2의 발현을 감소시키고, Bax의 발현을 증가시킴으로써

백혈병 세포의 apoptosis를 유도함이 보고되었다.
16)

 미강 추

출물은 농도의존적으로 HL-60세포에서 pro-apoptosis protein

인 Bax의 증가와 acti-apoptosis protein인 Bcl-2의 감소시켜

apoptosis를 유도하였을 것으로 사료된다.

Caspase-3 및 Caspase-9의 활성화 − Caspase cascade

는 다양한 apoptosis signal의 공통적인 경로로서, 특히

caspase-3는 apoptosis의 실행자로 알려져 있다. caspase-9에

의해 활성화 된 caspase-3는 PARP 등 다양한 단백질들을

절단할 수 있다. Caspase에 의한 PARP의 절단은 apoptosis

의 대표적인 특징 중 하나이다.
17)

 HL-60 세포에 미강 추출

물을 10, 50 및 100 µg/mL 농도로 24시간 처리 후 caspase-

3, caspase-9 및 PARP의 발현양상을 확인하였다. 그 결과,

caspase-3와 caspase-9의 level이 미강 추출물 농도의존적으

Fig. 3. The rice bran extract (RBE) induced the morphological change in HL-60 cells. HL-60 cells (3×10
5 

cells/mL) were treated

with RBE (10, 50 and 100 µg/mL), After 24 h, HL-60 cells were stained with DNA-specific fluorescent dye, H33342 (10 µg/mL

medium at final). The apoptotic bodies of HL-60 cells were photographed under microscopy (magnification ×200).

Fig. 4. The effect of rice bran extract (RBE) on the expression

of Bcl-2 and Bax in HL-60. HL-60 cells (3×10
5 

cells/mL)

were treated with RBE (10, 50 and 100 µg/mL) for 24 h. The

levels of Bcl-2 and Bax were analyzed by western blotting

using specific antibodies.

Fig. 5. The effect of rice bran extract (RBE) on the expression

of cleaved-caspase-9, cleaved-caspase-3 and PARP in HL-60.

HL-60 cells (3×10
5 

cells/mL) were treated with RBE (10, 50

and 100 µg/mL) for 24h. The levels of cleaved-caspase-9,

cleaved-caspase-3 and PARP were analyzed by western blot-

ting using specific antibodies.
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로 증가됨을 확인하였다. 뿐만 아니라 cleaved-PARP의 발

현도 증가함을 확인 하였다(Fig. 5). 이와 같은 결과를 미루

어 보아, 미강 추출물은 농도의존적으로 caspase-9및 caspase-

3로의 활성화를 촉진하여 PARP의 분절을 이끎으로써, HL-

60 세포의 apoptosis를 유도하는 것으로 사료된다.

ERK 1/2 MAPK 및 p38 MAPK 발현 양상의 변화 −

MAPK 신호전달 경로는 다양한 세포 신호 전달을 조절하

는 핵심 요소로서 세포의 성장, 증식, 분화 및 세포사멸 등

다양한 경로 조절에 관여한다. MAPK의 주요 그룹 중

ERK1/2는 세포분열 촉진인자와 같은 성장인자들에 의해 활

성화 되어, 세포 성장, 생존 및 분화를 조절하는 것으로 알

려져 있다. MAPK의 또 다른 주요 그룹인 p38 MAPK는 세

포수준에 가해지는 화학, 환경적 스트레스 및 염증성 인자

에 의해 활성화되는 것으로 알려져 있다.
18)

 다양한 경로를

통해 활성화된 ERK1/2 및 p38은 핵으로 이동하여 c-myc

및 c-jun과 같은 early response protein의 전사인자로 작용

한다.
19)

 C-myc은 널리 알려진 종양유전자(oncogene)로써,

특히 활성화된 ERK1/2는 c-myc의 안정화를 유도한다고 보

고되었다.
20)

 미강 추출물이 MAPK 경로에 관여하는지 확인

하기 위하여 HL-60 세포에 미강 추출물을 10, 50 및 100 µg/

mL 농도로 24시간 처리 후 ERK1/2, p38 및 c-myc의 발현

양상을 확인하였다. 그 결과, 미강 추출물 농도 의존적으로

ERK1/2 및 p38의 활성화가 억제됨을 확인하였다. 뿐만 아

니라, c-myc의 발현도 미강 추출물 농도 의존적으로 감소함

을 확인하였다(Fig. 6). 세포의 미세소관(microtubule)에 결

합하여 세포분열의 진행을 억제시키는 항암제인 docetaxel

은 LLC1 세포에서 p38의 인산화를 억제함으로써 항암작용

을 나타내었다.
21)

 또한, 급성 백혈병 및 일부 고형종양에 사

용하는 빈카 알칼로이드(vinca alkaloids) 계열의 항암제인

vincristine은 hepatocellular cancer cell인 Hep3B에서

phospho-ERK 1/2의 발현 감소를 유도하며 항암작용을 나

타냈다.
22)

 그리고 항피리미딘제(antipyrimidines)로서 피리미

딘 대사 경로에서 thymidylate synthease를 억제하는 항암제

인 5-fluorouracil은 c-myc의 발현의 억제를 유도하며 항암

작용을 나타낸다고 보고되었다.
23)

 이상의 결과를 미루어 보

아 미강 추출물은 MAPK 신호전달 경로 중 ERK1/2와 p38

MAPK 경로의 활성을 억제시키고, 이로 인해 종양유전자

c-myc의 발현을 억제시켰을 것이라 사료된다. 

결 론

본 연구에서는 급성 전골수성 백혈병 세포인 HL-60에서

미강 추출물의 암세포 증식 억제 효과를 조사하였다. 미강

추출물은 HL-60 백혈병 세포 성장증식을 억제하였으며, 이

는 미강 추출물 농도의존적으로 HL-60 세포에서의 Bcl-2의

발현 억제, Bax의 발현 증가, caspase-9와 caspase-3의 활성

화 및 PARP의 분절화에 의한 apoptosis유도에 의한 것임을

확인하였다. 미강 추출물에 의한 HL-60 세포의 apoptosis 유

도는 세포의 성장 등에 관여하는 ERK 1/2 MAPK 및 p38

MAPK 경로 활성 및 c-myc의 발현을 억제에 의한 것으로

사료된다. 이와 같은 연구 결과는 미강 추출물을 급성 전골

수성 백혈병의 치료에 이용할 수 있는 가능성의 근거를 제

시하는 것이다. 
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