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Abstract 

 

 

Sasa quelpaertensis Nakai is a native plant, which is distributed widely 

throughout Halla mountain of JeJu Island. In order to evaluate the utilizing 

possibility as bioresource in human health, the antioxidant activities and cell 

growth inhibitory activity in HL-60 cells were investigated using methanol 

extract and its fractions prepared from S. quelpaertensis leaf. The ethylacetate 

(EtOAc) fractions showed the strongest antioxidant activities (DPPH scavenging 

activity, IC50 = 288 ug/ml; nitric oxide scavenging activity, IC50 = 259 ug/ml; and 

superoxide scavenging activity and xanthine oxidase inhibitory activities, IC50 = 

21.9, 32.4 ug/ml) comparing with those of other fractions. Also, EtOAc fraction 

showed high inhibitory effect (IC50 = 57 ug/ml) on the growth of HL-60 cells. 

The characteristic apoptotic symptoms, such as the nuclear condensation, DNA 

fragmentation and the accumulated Sub-G1 DNA content, an exposure of 

phosphatidylserine from the inner cell membrane to the outer cell membrane 

and changes in the levels of apoptosis-related proteins expression were 

confimed in EtOAc fraction-treated cells. These results strongly demonstrate 

that EtOAc fraction of S. quelpaertensis leaf induce the apoptosis in human 

leukemia cells. 

 

 

Key word: Sasa quelpaertensis, antioxidant activity, HL-60 cell, apoptosis. 
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Ⅰ.  서 론 

 

 

암으로 인한 한국인의 사망률은 전체사망자의 25.6%로 사망원인 1 위로 

나타나고 있다 (통계청, 2003). 암은 식생활 습관의 변화와 평균수명의 연장으로 

증가추세에 있으며, 이러한 암의 치료제를 개발하기 위한 많은 보고들이 발표되고 

있다(Baguley 등, 1981; Boyd 와 Nash, 1989; Geran 등, 1975; Thayer 등, 1971). 

현재 고도의 경제성장에 따른 국민소득의 수준 향상이 삶의 질 향상이라는 웰빙 

욕구로 이어지면서 각종 질병에 대한 치료제 및 예방제 또는 건강보조제로서 

천연식물자원에 대한 국민들이 관심도는 급증하고 있다. 또한, 천연물에 대한 항암 

및 여러 생리활성 기능들이 밝혀지고, 이러한 천연물에서 추출된 생리활성물질은 

인공 합성물질에 비해 부작용이 적고, 인체 내에서 안전성이 높다고 보고되면서 

천연물을 이용한 생리활성 물질을 탐색하는 연구는 더욱 더 활발히 진행되고 있다 

(남, 1995). 현재 사용되고 있는 대부분의 항암제들은 궁극적으로 세포의 DNA 에 

직접적인 손상을 주거나 혹은 암세포의 성장시 DNA 의 정상적 형성에 이상을 초래함 

으로써 암세포의 사멸을 유도한다. 그러나 이러한 기전을 바탕으로 개발된 

항암제는 빠른 시간 내에 내성을 유발한다는 심각한 문제점을 가지고 있었다. 

따라서 최근에는 세계적으로 기존의 항암제에서 나타난 문제점을 보완하여 

암세포의 세포주기 조절 억제와 세포 사멸 유도를 통해 암세포를 괴사 시킬 수 

있는 새로운 항암 물질을 찾는데 초점이 맞춰지고 있다 (채와 최, 2006). 

세포사멸(apoptosis)은 세포예정사(programmed cell death)로서, 다세포 생물의 

발생과 분화 과정에서 세포내부의 프로그램화된 신호를 따라 여러 유전자들이 발현

됨으로써 일어나는 조절이 가능한 능동적 세포의 죽음 과정이며, 불필요해진 세포 

또는 원하지 않는 세포를 제거하는 정상적인 생리과정이다. 또한, 생체의 발생 및 
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항상성 유지에 매우 중요하게 작용 한다(Thompson, 1995; Wyllie 등, 1980). 그리

고, 형태적으로 세포의 비중감소, 세포막의 변형, 염색체의 응축, 활성화된 세포내

부의 물질들이 사멸체(apoptotic body)라는 포낭을 형성하면서 식세포작용을 거치

는 작용과 함께 진행되며, 생화학적으로는 DNA 분절이 일어나고, 원형질막의 

phosphatidylserine의 외부유출, 세포내 Ca2+ 농도의 증가, caspase로 알려진 시스

테인 프로테아제의 활성등으로 특징 지워진다(Custodilo 등, 2001; Duvall와 Wyllie, 

1985; Shrivastava 등, 2000). 

조릿대류는 식물분류학적으로 벼과(Gramineae), 대나무아과(Bambusoideae)의 

조릿대속(Sasa)에 속하는 식물군으로서, 현재 전 세계적으로 대나무아과에 6속 

250종이 알려져 있다 (이, 1980). 조릿대는 키 작은 대나무 식물로 산죽, 지죽, 조

죽, 입죽, 죽엽 또는 담죽엽, 임하죽, 토맥이라고도 불리우며, 우리나라 중부 이남 

지방과 일본, 중국이 속하는 극동아시아 지역에서 서식한다(이, 1980). 동의보감, 본

초강목, 신농본초경에 따르면 대나무는 중풍, 고혈압을 치료하는데 탁월한 효과가 

있고, 특히 대나무 잎은 해열, 거담, 청량 등의 목적으로 폐렴, 기관지염 등에 사용

되었다고 기록되어 있다. 또한, 대나무아과에 속하는 조릿대는 황달, 암, 고열, 위 

및 십이지장염, 고혈압, 당뇨병, 습진, 해열 등의 증세를 완화시키는 효과가 있는 

것으로 알려져 민간 약재로 사용되고 있다(Lee 와 Moon, 2003; 윤 등, 2000). 현

재 대나무에는 orientin, homoorientin, vitexin, isovitexin, naringin-7-

rhamnoglucoside, quercetin, leteolin, rutin, tricin, caffeic acid, chlorogenic acid, 

p-hydroxy coumaric acid와 같은 flavone 배당체, cinnamic acid 유도체 그리고, 

coumaric lactone 등의 화합물들이 존재한다고 알려져 있다(Zhang, 1995; Zhang, 

2002). 대나무류의 생리활성에 관한 연구들(Baek 등, 2002; Kim, 1996; Kim 등, 

2001; Kim 등, 2001; Kweon 등, 2001; Michiko, 1990; Zang 과 Wu. 2002)은 성

분분석과 항균활성에 관한 연구가 대부분을 차지하고 있다. 그리고, 조릿대에 관한 
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연구는 조릿대(Sasa borealis Makino)의 약리학적 연구(임, 1984)와 조릿대(Sasa 

borealis) 잎의 Flavone 성분분리(윤, 2000) 등이 보고된 바 있지만, 제주조릿대에 

관한 연구는 생태학적 연구(Kim, 1996)를 제외하고는 거의 전무한 실정이다. 현재 

제주조릿대는 한라산 중산간 지역을 중심으로 기하급수적으로 늘어나고 있으며 더

욱이 한라산의 자연생태계 흐름을 파괴하는 주범으로도 인식되고 있다. 따라서, 본 

연구에서는 제주도에만 서식한다는 지역특성과 항산화 활성 및 여러 약리작용에 효

과를 가지고 있는 것으로 보고되어 있는 제주조릿대를 이용하여 항암활성을 규명하

여 제주도의 자원활용화 및 항암 질병치료제로서의 가능성을 모색하는 데 목적을 

두고 수행하였다. 
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Ⅱ.  재료 및 방법 

 

 

1. 시료의 준비  

제주조릿대는 2005 년 4 월, 한라산 해발 717m 인 물찻오름 지역에 분포한 조릿대 중 

일년생 잎만을 분별하여 채취하였다. 채집된 시료는 동결건조기를 사용하여 완전히 

건조한 후 파쇄기로 미세하게 파쇄시킨 후 냉동보관 (-20℃)하여 시료로 사용 하였 

다.  

 

2. 시료의 추출  

제주조릿대 잎 건조물 800g을 80% 메탄올(MeOH) 20L를 가하여 상온에서 24시

간 동안 추출하여 여과 (90 mm, ADVENTEC)한 후, 상층액을 회수하였다. 이 과정

을 2회 반복하여 얻어진 상층액을 모아 감압 농축하여 조릿대 메탄올 추출물 

115.69g을 수득하였다. 그리고 조릿대 메탄올 추출물 115.69g을 증류수 2L에 현

탁시킨 후에, 각각 핵산(Hexane, 2L × 3), 에틸아세테이트(EtOAc, 2L × 3), 부탄

올(n-BuOH, 2L × 3), 물(H2O) 순으로 극성이 낮은 용매부터 극성이 높은 용매 순

으로 순차적으로 용매분획하여 4개의 분획물을 얻었고, 각각 진공 건조하여 시료로 

사용하였다(Figure 1). 시료는 PBS (phosphate buffered saline)와 에탄올(EtOH)용

매에 녹여 실험에 사용하였고, 에틸아세테이트 분획물은 100% 에탄올에 녹여 실험

에 사용하였다.  

 

3. 항산화 활성 측정 

 

3-1. DPPH 자유 유리기 소거 활성  
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전자공여능 측정은 Blosis 방법(Blois, 1958)에 의한 DPPH 자유 라디칼 소거법

에 따라 측정하였다. 즉, 메탄올에 녹인 시료를 96 well plate에 100㎕씩 분주하고 

0.4mM DPPH (1.1-diphenyl-2-picrylhydrazyl)용액을 동량 첨가하여 실온에서 10

분간 방치한 후 517 ㎚에서 흡광도를 측정하였고, 대조군으로는 butylated 

hydroxy anisole (BHA)과 trolox를 사용하였다. DPPH 라디칼 소거활성은 아래의 

식으로부터 산출하였고 DPPH의 흡광도가 50% 감소할 때 나타나는 시료의 농도

(IC50)로 표시하였으며, 각 시료는 3회 반복 실험을 하여 평균값을 구하였다.  

 

DPPH radical 소거활성(%) = {(Acontrol - Asampl)/Acontrol}× 100  

 

Asample = 시료를 첨가한 반응액의 흡광도 

Acontrol = 시료대신 메탄올을 첨가한 반응액의 흡광도  

 

3-2. Nitric oxide 소거 활성 

자연적으로 nitric oxide를 생성하는 물질인 sodium nitroprusside (SNP)를 사용

하여 nitric oxide 소거 활성을 분석하였다(Green 등, 1982; Marcocci L 등, 1994). 

10 mM SNP 용액 200 ㎕에 시료를 농도별로 첨가하고 25℃에서 3시간 동안 반응

시켰다. 반응이 끝난 후 반응액과 동일한 양의 Griess시약 [1% (w/v) sulfanilamide, 

0.1% (w/v) naphylethylenediamine를 포함하는 2.5% (v/v) phosphoric acid]을 첨

가하였다. 실온에서 10분 동안 반응시킨 후 540 nm에서 흡광도를 측정하여 잔존하

는 아질산염(nitrite)의 양으로 nitric oxide 소거활성을 산출하였다. Nitric oxide 소

거활성은 흡광도가 50% 감소할 때 나타나는 시료의 농도(IC50)로 표시하였다.  

 

3-3. Xanthine oxidase 억제 및 superoxide 소거 활성 
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Xanthine/xanthine oxidase에 의한 uric acid생성은 290 nm에서 증가된 흡광도

에 의해 측정하였고(Noro등, 1983), superoxide의 양은 nitroblue tetrazolium 

(NBT) 환원방법에 의해 측정하였다(Cheng 등, 1998). 반응액은 각 시료와 0.5 mM 

xanthine과 1 mM EDTA를 200 mM phosphate buffer (pH 7.5) 100 ㎕에서 준비하

였고, 50 mU/ml xanthine oxidase를 첨가하여 uric acid의 생성을 유도하였다. 

Superoxide 소거활성은 위 반응액에 0.5 mM NBT를 첨가하여 반응하였다. 

Xanthine oxidase 억제 및 superoxide 소거 활성은 각각 생성된 uric acid와 

superoxide의 흡광도가 50% 감소할 때 나타나는 시료의 농도(IC50)로 표시하였다.  

 

4. 세포 배양  

 급성 전골수성 백혈병 세포주인HL-60 (human promyelocytic leukemia) 세포주와 

피부 섬유아세포주인 Hs-68 (skin fibroblast) 세포주는 한국 세포주은행(KCLB)으

로부터 분양 받았다. 세포는 100 units/ml의 penicillin 과 100 ug/ml streptomycin 

(GIBCO Inc, USA), 10 %의 fetal bovine serum (FBS, GIBCO Inc, USA)가 함유된 

RPMI 1640 배지와 DMEM (GIBCO Inc, USA)배지를 사용하여 37℃, 5% CO2 항온

기에서 배양하였다.  

 

5. 세포증식 억제 활성 측정 

제주조릿대 추출물 처리에 의한 세포증식 억제는 MTT assay를 이용하여 측정하

였다(Carmichael 등, 1987). HL-60 세포 (2.5×105 cells/ml) 와 Hs-68 세포 (1.0

×105 cells/ml)를 96 well plate또는 48 well plate 의 각 well에 분주하여 24시간 

배양 후 HL-60 세포에는 제주조릿대 추출물과 분획물을 100 ug/ml의 농도로, Hs-

68 세포에는 에틸아세테이트 분획물만 농도별로 처리하였다. 이를 4 일간 배양한 

다음, MTT용액(20 ug/ml)을 첨가하고 4시간 동안 반응시켰다. 1000 rpm에서 10분
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간 원심분리하고 조심스럽게 배지를 제거한 다음, dimethylsulfoxide (DMSO, 

Sigma) 150 ㎕를 가하여 MTT의 환원에 의해 생성된 formazan 침전물을 용해시

킨 후 microplate reader(BIO-TEK INSTRUMENIS. INC)를 사용하여 540 nm에서 

흡광도를 측정하였고, 대조군과 비교하여 성장 억제정도와 세포독성을 조사하였다.  

 

6. 핵의 형태학적 변화 (Morphological changes) 관찰  

HL-60 세포 (2.5×105 cells/ml)를 48 시간 동안 배양한 후, DNA 에 특이적으로 

결합하는 형광색소인 H33342 (Hoechest 33342, Sigma, USA)용액을 가하여 

37℃에서 30 분간 염색한 후 형광현미경 (IX-71, Olympus, Japan)하에서 관찰하였다.  

 

7. DNA 분절화 (fragmentation) 관찰 

배양된 세포를 수집한 후 PBS (Sigma, USA)용액으로 2 회 세척한 후, Promega 

Wizard ®Genomic DNA Purification Kit (Promega, USA)를 사용하여 DNA 를 분리 하 

였다. 분리한 DNA 를 1.5 % agarose gel 에서 30 분(100 V)동안 전기영동 한 다음 

ethidium bromide 로 염색하고 UV transilluminator (SLB MylmaggerTM) 하에서 DNA 

분절화 현상을 관찰 하였다(Purohit 등, 2000).  

 

8. Flow cytometry 분석  

DNA 함량을 측정하는 세포주기 분석을 위해 HL-60 세포 (2.5×105 cells/ml)를 

48시간 동안 배양하였다. 배양이 끝난 세포는 수확하여 PBS로 세척하였고, -20℃ 

에서 70% 에탄올로 30분 동안 고정시킨 후, PBS로 세척하였다. 그 후에 RNase 

A(1mg/ml)을 30분간 처리한 다음에 propidium iodide (PI: Sigma, USA)로 염색하

여, FACScalibur Flow Cytometer (BD Bioscience)로 분석하였다(Nicoletti 등, 

1991; Sherwood 등, 1994). 세포막 성분인 Phosphatidylserine의 분포를 측정하기 
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위해서는Annexin V-binding buffer(10 mM HEPES/NaOH, pH 7.4, 140mM NaCl, 

5mM CaCl2 )를 가하여 세포를 현탁한 후, Annexin V-FITC (BD Bioscience)와 

propidium iodide (PI)를 5 ug/ml 농도로 첨가하였다. 상온 암실에서 15분간 반응한 

후 binding buffer를 400 ㎕ 넣어서 희석하여 FACScalibur Flow Cytometerm (BD 

Bioscience)로 분석하였다.  

 

9. Western Blot 

HL-60 세포 (2.5×105 cells/ml)에 제주조릿대의 에틸아세테이트 분획물을 

농도별로 각각 처리 한 후 24 시간 동안 배양하여 세포를 수집하였다. 1 ml 의 RIPA buffer 

(0.1M PMSF, 0.1M Na3O4V, 0.5M NaF, 5mg/ml aporotinin, 5mg/ml leupeptin)로 

lysis 시킨 후 12,000 rpm 에서 20 분간 원심분리 하여 얻어진 상층액을 사용 하였다. 

단백질정량은 Bradford 방법을 이용하여 Bio-Rad Protein Assay Kit 를 사용하여 

정량 하였다(Bradford 등 1976). 30~50 ㎍의 단백질을 8~15% gel SDS-PAGE 

(Poly Acrylamide Gel Electrophoresis)로 변성 분리하여, 이를 PVDF membrane 

(Milipore, Massachusetts, USA)에 200mA 로 2 시간 동안 transfer 하였다. 

membrane 의 blocking 은 5% skim milk 가 함유된 TTBS (TBS + 0.1% Tween 

20)용액을 가하여 상온에서 2 시간 동안 실시하였다. 단백질 발현 분석에 사용된 

항체로는 anti-mouse Bcl-2(1: 1000, Santa Cruz Biotech), anti-mouse Bax(1: 

1000, Santa Cruz Biotech), anti-mouse procaspase-3(1: 1000, Santa Cruz 

Biotech)와 anti-rabbit cleave caspase-3(1: 1000, Cell signaling), anti-mouse 

PARP(1: 1000, Santa Cruz Biotech)를 TTBS 용액에서 희석하여 4℃에서 

overnight 한 후 TTBS 로 4 회 세정하였다. 2 차 항체로는 HRP (Horse Radish 

Peroxidase)가 결합된 anti-mouse 또는 anti-rabbit IgG (Jackson 

ImmunoResearch Inc. USA )를 1: 5000 으로 희석하여 상온에서 1 시간 반응시킨 
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후, TTBS 로 5 회 세정하여 ECL 기질(Amersham Co.)과 1~3 분간 반응 후 X-ray 

필름에 감광하였다.  

 

10. 통계처리 

표시된 결과는 3번 이상의 독립적인 실험결과이며, 이들의 평균(mean)과 표준오

차(standard error, SE)를 산출하여 통계적 유의성을 검증하였다. 
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Ⅲ.  결   과 

 

 

1. 제주조릿대 잎 추출물의 항산화 활성 

 

1) DPPH 자유유리기 소거 활성 

DPPH는 안정한 유리기로 cysteine, glutathione과 같은 아미노산과 ascorbic 

acid, aromatic amine (ρ-phenylenediamine, ρ-aminophenol) 등에 의해 환원되어 

탈색된다. 제주조릿대 잎 메탄올 추출물 및 용매 분획물을 시료로 사용하여 DPPH 

의 자유유리기 소거 활성을 측정한 결과, IC50 값은 메탄올 추출물과 에틸아세테이

드 분획물, 부탄올 분획물에서 각각 862.5, 288.9 과 166.4 mg/ml을 나타내었다

(Table 1, Figure 2). 이들의 활성은 대조군인 BHA 와 Trolox에 비교할 때 낮은 

IC50 값이지만 이 중 부탄올 분획물에서 비교적 높은 자유유리기 소거 활성을 보이

는 것으로 조사되었다.  

 

2) NO 소거 활성 

제주조릿대 메탄올 추출물과 각 분획물의 nitric oxide 소거 활성을 산출하였다. 

Nitric oxide 소거 활성의 IC50 값은 에틸아세테이트 분획물에서만 259.4 mg/ml을 

나타내었고, 다른 용매 분획물에서의 NO 소거 활성은 거의 없는 것으로 나타났다

(Figure 3, Table 1).  

 

3) Xanthine oxidase 억제 및 superoxide 소거 활성 

제주조릿대 메탄올 추출물과 각 분획물의 xanthine oxidase 억제활성은 

xanthine oxidase 억제제로 알려진 allopurinol과 superoxide 소거능을 가진 
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superoxide dismutase (SOD)을 양성 대조군으로 사용하여 비교하였으며, 그 결과

는 Figure 4에 나타내었다. Allopurinol은 농도의존적으로 superoxide와 xanthine 

oxidase 억제활성을 보였다. Allopurinol의 그래프를 기준으로 하여 비교해보면 메

탄올 추출물과 각 분획물 모두에서 superoxide 소거 활성이 나타남을 확인 할수 

있었다. 또한 메탄올 추출물과 헥산, 에틸아세테이트, 부탄올 분획물에서 xanthine 

oxidase 억제활성을 보였고, 특이적으로 물 분획물에서는 superoxide 억제 활성만

을 나타내었다. Table 1에서 보여주는 바와 같이메탄올 추출물과 용매 분획물에 대

한 uric aicd 생성저해와 superoxdie 생성저해 활성은 에틸아세테이트 분획물에서 

가장 양호하였다. 
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Figure 1. Systematic purification of Sasa quelpaertensis leaf. 
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Figure 2. The free radical scavenging activity of the methanol extract and its 

fractions of Sasa quelpaertensis leaf on DPPH. 

The data expressed as means ± S.E. of three determinations. (●: 80% MeOH 

extract, ○: Hexane fraction, ▼: EtOAc fraction, ▽: BuOH fraction, ■: Water 

fraction) 
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Figure 3. The scavenging activity of the methanol extract and its fractions of Sasa 

quelpaertensis leaf on nitrite production in sodium nitropusside(SNP) solution. 

The data expressed as means ± S.E. of three determinations. (●: 80% MeOH 

extract, ○: Hexane fraction, ▼: EtOAc fraction, ▽: BuOH fraction, ■: Water 

fraction) 
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Figure 4. Xanthine oxidase inhibitory activities of the methanol extract and its 

various fractions of Sasa quelpaertensis leaf. 

The data represent the mean ± S.E. of three determinations. (●: Superoxide 

generation, ○: Uric acid generation, a) Allopurinol, b) SOD, c) MeOH extract, d) 

Hexane fraction, e) EtOAc fraction, f) BuOH fraction, g) Water fraction) 
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Table 1. Antioxidant activities of the methanol extract and its various fractions 

from Sasa quelplaertensis leaf.  

IC50 (mg/ml) a) 

Tretment 
DPPH radical 

scavenging 

activity 

Nitric oxide 

scavenging 

activity 

Uric acid 

generation 

activity 

Superoxide 

generation 

activity 

Methanol extract 862.5 ± 6.4 * 352.9 ± 16.0 113.5 ± 13.4 

Hexane fraction * * 238.4 ± 5.6 62.8 ± 4.3 

EtOAc fraction 288.9 ± 12.7 259.4 ± 1.6 32.4 ± 1.6 21.9 ± 5.4 

BuOH fraction 166.4 ± 9.4 * 473.5 ± 15.4 23.4 ± 5.9 

Water fraction * * - 305.2 ± 6.9 

Trolox 3.49 ± 0.3 * 220.3 ± 12.3 32.5 ± 1.9 

BHA b) 7.6 ± 0.2 * 801.7 ± 11.7 * 

Allopurinol N/A N/A 1.33 ± 0.1 5.1 ± 0.1 

SOD c) N/A N/A * 4.9 ± 1.9 

a) IC50 values were calculated from regression lines using five different 

concentrations in triplicate experiments.  

b) Butylated hydroxyl anisole 

c) Superoxide dismutase 

N/A: Not assay 

* : Can’t calculate the value of IC50 

- : < 5% xanthine oxidase inhibitory activity at maximum concentration used for assay 
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2. HL-60 세포에서 제주조릿대 잎 추출물(EtOAc 분획물)의 세포사멸 유도 활성 

 

1) 세포 증식억제 활성 

제주조릿대 잎 메탄올 추출물 및 용매 분획물의 세포증식 억제 활성은 MTT의 

환원에 의해 생성되는 formazan의 흡광도를 측정하여 분석하였다. HL-60 세포주

에 메탄올 추출물과 용매 분획물을 100 mg/ml 농도로 처리한 결과 메탄올 추출물

은 54.2%, 에틸아세테이트 분획물은 13.2%의 세포증식 억제 활성을 보였다(Figure 

5). 가장 높은 세포증식억제 활성을 갖는 에틸아세테이트 분획물의 IC50 값은 57.6 

㎍/㎖을 나타내었다. 그리고 에틸아세테이트 분획물을 혈액암 세포주와 정상세포주

에 처리하여 확인한 결과 혈액암 세포주에서만 농도 의존적으로 세포증식 억제활성

을 보였다(Figure 6).  

 

2) 핵의 형태학적 변화 및 DNA 절편화 효과 

HL-60 세포 증식억제 작용이 제주조릿대 잎 용매 분획물에 의한 세포사멸 유도

에 의한 것인지 알아보기 위하여, 세포사멸시 나타나는 여러 현상들을 관찰하였다. 

핵의 형태학적 변화를 조사한 결과 대조군에 비해 에틸아세테이트 분획물 처리군에

서 축소된 세포, 불규칙적인 핵의 응집, 사멸체(apoptotic body)들을 관찰할 수 있

었고, 이는 DNA 절편화 현상과 일치하였다(Figure 7, 8). HL-60 세포에 제주조릿

대 추출물과 용매 분획물을 처리하여 48시간 동안 배양한 후 분석한 결과, 대조군

과 제주조릿대 메탄올 추출물에 비해 제주조릿대 에틸아세테이트 분획물에서 DNA 

절편화 현상을 뚜렷하게 관찰할 수 있었다(Figure 8).  

 

3) Flow cytometry 분석 

HL-60 세포주에 에틸아세테이트 분획물을 농도별로 처리하여 48시간 동안 배양
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한 후, DNA 함량에 의한 세포주기의 변화를 관찰하였다(Figure 9). 대조군은 

apoptotic peak (Sub-G1)가 5.67%로 나타났고, 에틸아세테이드 분획물은 200 

ug/ml의 농도에서는 sub-G1이 78%로 증가된 것을 관찰 할 수 있었다. 그러므로, 

분획물의 농도 증가에 따라 세포사멸의 지표인 G1 arrest가 증가됨을 확인할 수 있

었다(Figure 9F). 그리고 원형질막의 내층에서 외층으로의 Phosphatidylserine(PS)의 

분포를 FITC-Annexin V binding assay로 측정하였다. 에틸아세테이트 분획물을 

처리한 HL-60 세포에서 PS의 이동이 관찰된 세포(Annexin V에 양성이고 

propidium iodide에 음성)의 비율은 대조군보다 증가 되는 것을 확인하였다(Figure 

10). 

 

4) 세포사멸 관련 단백질 발현 변화 

미토콘드리아로부터 세포사멸을 조절하는 Bcl-2 와 Bax의 변화를 확인하기 위해 

HL-60 세포에 에틸아세테이트 분획물을 농도별로 처리하여 세포사멸을 억제하는 

Bcl-2와 세포사멸을 촉진하는 Bax의 발현을 Western blot으로 확인 하였다. 그 결

과 처리한 에틸아세테이드 분획물의 농도가 증가할수록 Bcl-2 변화는 감소하였고, 

Bax의 변화는 증가되는 경향을 나타내었다(Figure 11). 세포사멸의 실행자인 

caspase-3는 불활성화 상태인 32KDa의 procaspase-3 형태로 있다가 17KDa으로 

cleavage되면서 활성형으로 전환하게 된다. 제주조릿대 잎의 에틸아세테이트 분획

물의 처리는 procaspase-3의 발현양을 감소시켰고, 이와 반대로 활성화된 

caspase-3 발현양은 증가시킴으로 인해 세포사멸이 유도되는 것을 확인하였다.  

PARP (poly(ADP-ribose) polymerase)는 핵 내에 존재하여 DNA의 손상을 치료하

는 것으로, caspase-3의 활성으로 인해 116kDa 에서 85kDa으로 cleavage가 일어

나게 된다. PARP의 cleavage 변화 또한 에틸아세테이트 분획물의 농도가 증가함에 

따라 PARP의 양은 감소한 반면, cleavage 산물은 증가되었다.  
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Figure 5. Cell growth inhibitory activity of the methanol extract and its fractions 

of Sasa quelpaertensis leaf in HL-60 cells. 

The HL-60 cells were treated for 4 days with 100㎍/㎖ of the extracts. After 

incubation was added to the medium and incubated for further 4 hours. The 

formazan salt formed was dissolved in dimethylsulfoxide, and quantified using a 

microplate reader at 540 nm. Results are expressed as percentage inhibition 

that produced a reduction in the absorbance in extract-treated cells when 

compared to the untreated controls. Each value represents mean± S.E. * P < 

0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001 Student’s t- test from three independent 

experiments.  
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Figure 6. Cell growth inhibitory activity of the EtOAc fraction of Sasa quelpaertensis 

leaf in HL-60 and Hs-68 cells. 

HL-60 and Hs-68 cells were treated with EtOAc fraction of S. quelpaertensis 

leaf at the indicated concetration for 4 days. Cell viability in each treatment was 

expressed as a percentage of the control. Each value represents mean± S.E. * 

P < 0.05; **, P < 0.01; ***, P < 0.001 Student’s t- test from three independent 

experiments.  
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Figure 7. Morphological features of HL-60 cells after treatment with the EtOAc 

fraction of Sasa quelpaertensis leaf. 

EtOAc fraction of Sasa quelpaertensis leaf treated cells were incubated for 2 

days and stained with Hoechst 33342. Nuclei were observed using an IX-71 

inverted fluorescence microscope. The arrow indicated the apoptotic bodies of 

HL-60 cells that undergoing cell death. 
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Figure 8. DNA fragment by the methanol extract and the EtOAc fraction of Sasa 

quelpaertensis leaf in HL-60 cells. 

HL-60 cells were treated with methanol extract and its EtOAc fraction at a final 

concentration of 100㎍/㎖ for 2 days. The DNA was isolated and subjected to 

1.5% agarose gel electrophoresis for staining with ethidium bromide. Lane M: 

100 bp DNA ladder size maker, Lane 1: control, Lane 2: 80% MeOH extracts, 

Lane 3: EtOAc fraction. 
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Figure 9. Cell cycle analysis in EtOAc fraction – treated cells.  

HL-60 cells were treated with various concentrations with EtOAc fraction of 

sasa quelpaerteasis leaf for 2 days. The cells collected and stained with PI, and 

then the degree of apoptosis represented as the DNA contents measured by the 

flow cytometric analysis.  
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Figure 10. Apoptosis was also studied by annexin-V-FITC and PI double staining. 

Apoptotic cell population with FITC-Annexin V-positive but PI-negative cells 

increased gradually from less than 2% at control and to more then 42% at final 

concentration. The EtOAc fraction-treated cells were co-stained with PI and FITC 

conjugated annexin-V and analyzed wing a FACSCalibur flow cytometer Fluorescence 

intensities are shown as log scale. 
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Figure 11. The expression patterns of apoptosis- related proteins in HL-60 

cellsCells were cultured with EtOAc fraction of for 1 day and whole cell lysates 

were sybjcted to SDS-PAGE then anylyzed by western blotting.  

 

 

 

 

 

 

 



 ２７ 

Ⅳ. 고 찰 

 

 

본 연구는 예전부터 제주지역에서 민간요법 및 구황작물로 이용되어 왔던 제주조

릿대의 생리활성을 조사하기 위한 기초 연구로써 제주조릿대 잎의 메탄올추출물 및 

용매 분획물에 대한 항산화 활성과 암세포주 성장억제 활성을 분석하고자 수행되었

다. 또한 암세포주 성장억제 활성이 세포사멸(apoptosis) 유도에 기인한 것인지를 

분석하였다.  

최근 보고된 대나무과에 속하는 식물의 항산화 활성에 대한 연구에 의하면 에탄

올 추출물 및 그 분획물의 DPPH 자유유리기 소거 활성 및 NO 소거 활성이 비교

적 높은 것으로 보고 되었다(Ju, 2005; Lee, 2003). Lee (2003)는 왕대 에탄올 추출

물이 DPPH 자유유리기 소거 및 NO 소거 활성이 100 mg/ml 에서 50%가 넘는 활

성을 나타내며, 용매별 추출물의 NO 소거 활성은 100 mg/ml 에서 디클로로메탄> 

에틸아세테이트> 부탄올> 물> 핵산 순으로 높게 나타난다고 보고하였다. 또한 Ju 

등 (2005)의 대나무과 식물의 비교 연구에서 DPPH 자유유리기 소거 활성은 왕대 

> 조릿대> 솜대> 맹족죽> 오죽의 순으로 활성을 갖는다고 보고되었다. 그러나 현

재까지 제주조릿대의 항산화활성 탐색에 대한 연구는 보고된 바 없으며, 기존 대나

무과 식물의 항산화 활성 비교도 DPPH 소거활성에 대한 연구 보고가 대부분이다. 

이에 본 연구는 제주조릿대의 항산화 활성을 측정하고자 DPPH 자유유리기 활성, 

NO 소거 활성, xanthine oxidase 억제 및 superoxide 소거 활성을 용매별로 비교 

분석하였다. 제주조릿대의 항산화 활성은 메탄올추출물인 경우 왕대추출물보다 낮

은 활성을 갖는 것으로 나타났지만, EtOAc 분획물은 항산화 활성 모두에서 100 

mg/ml 농도에서 높은 소거활성을 나타내었다(Figure 2,3,4). 이런 결과는 비록 

DPPH 자유유리기 소거 및 NO 소거 활성에서 다른 대나무과 추출물의 활성보다 
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유사하거나 낮은 경향을 보이지만, 보고된 문헌의 분석방법이 화학적인 소거활성능

에 의해 분석된 것이므로 세포내에서 역시 높은 항산화 활성을 보인다고는 생각할 

수 없다. 따라서 제주조릿대의 잎 추출물은 물론 다른 대나무류 식물의 in vitro 세

포연구, in vivo 동물실험에서의 항산화 활성 효능을 검증할 필요가 있다고 사료된

다. 또한 본 연구에서 수행한 superoxide 소거 및 xanthine oxidase 억제 활성능

에 연구는 다른 대나무류에서의 보고가 없기 때문에 대나무류 식물들과의 직접적인 

활성 비교는 할 수 없었다. 나아가 기존 DPPH 및 NO 소거능과의 관련성에 대한 

연구도 앞으로 제주조릿대와 다른 대나무과의 비교 분석을 통해 진행되어야 할 것

으로 사료된다. 

제주조릿대 잎 에틸아세테이트 추출물이 높은 항산화 활성을 보이기 때문에 혈액

암 세포주인 HL-60 세포에서 항암활성인 세포증식 억제 활성을 측정하였다. HL-

60 세포주에 제주조릿대 잎의 메탄올 추출물과 용매 분획물을 100 mg/ml 농도로 

처리하였을 때 에틸아세테이트 분획물의 약 13.2%로 가장 높은 세포증식억제 활성

을 나타내었다(Figure 5). 또한, 에틸아세테이트 분획물만을 혈액암 세포주와 정상

세포주에 처리하여 세포증식억제 활성을 확인 한 결과 혈액암세포에서만 농도의존

적으로 세포증식 억제활성을 나타내었고, 정상세포주에서는 세포독성이 없는 것으

로 나타났다(Figure 6). 제주조릿대 잎의 메탄올추출물과 용매 분획물에 의한 세포

증식억제 효과가 세포사멸(apoptosis)의 유도에 의한 것인지 확인하기 위해 세포사

멸에서 가장 특징적인 DNA 분절과 핵의 형태적 변화를 관찰 하였다. 그 결과 제주

조릿대 잎의 메탄올 추출물보다는 에틸아세테이트 분획물에서 DNA 분절 현상을 

뚜렷하게 관찰 할 수 있었다. 그리고 핵의 형태적 변화 관찰에서도 정상대조군의 

핵의 형태는 정상적이고 둥근 형태이나 에틸아세테이트 분획물을 처리한 세포에서

는 세포의 크기가 축소되고, 핵의 모양이 불규칙하고 부분적으로 핵의 염색질이 응

축된 현상을 관찰 할 수 있었다(Figure 7, 8). 또한, flow cytometry를 이용한 DNA 
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함량과 FITC-Annexin V에 의한 원형질막 내외에서의 PS 변화를 측정 한 결과, 에

틸아세테이트 분획물을 처리한 세포에서 Sub-G1이 농도 의존적으로 증가하였으며, 

PS 이동에 의해 관찰되는 apopotic 세포도 농도 의존적으로 증가하는 것을 확인하

였다(Figure 9, 10). 이런 결과로서 에틸아세테이트 분획물에 의한 세포증식 억제현

상은 세포괴사(necrosis)에 의한 것 보다는 세포사멸 유도에 의한 것임을 확인하였

다. 그리고 이 결과를 바탕으로 에틸아세테이트 분획물이 세포사멸을 일으키는 기

전을 알아보기 위하여 apoptosis 유도에 관련된 단백질 발현을 분석하였다. 세포사

멸의 주요한 경로는 내재성인 미토콘드리아의 변화에 의한 경로와 외재성인 death 

receptor에 의한 Fas 리간드와 TNFR family 경로가 있다고 알려져 있으며, 외재

성과 내재성 경로 모두 세포사멸의 최종산물인 caspase-3를 활성화 시키고 cell 

death를 일으킨다고 알려져 있다(Duane 등 2003). 내재성 세포사멸 경로는 자극에 

의해 미토콘드리아 외부에 있던 Bcl-2 family 단백질을 활성화시키고, 미토콘드리

아에서 cytochrome c가 방출된다(Susin 등, 1996). 또한, 세포사멸에서 내재적 경

로는 Bcl-2 의 overexpression에 의해 차단된다. cytochrome c는 Apaf-1 

(apoptotic protease activating factor), procaspase-9와 복합체를 형성하여 

cytochrome c를 방출하게 되며, Apaf-1는 adaptor 단백질로서 procaspase-9과 

procaspase-3의 활성화를 유도한다. 따라서 cytochrome c와 ATP 또는 dATP의 

존재하에서 caspase-9이 활성화가 된다(Li 등 1997). 이들 caspase family들의 활

성화를 통해 세포사멸이 유도된다고 알려져 있다. 이때 Bcl-2 는 세포사멸 억제 인

자로 작용하며 cell death의 촉진자인 Bax 나 Bid 와 관련이 있다. 이러한 Bcl-2 

family 들은 세포사멸 경로의 다른 수준에서의 death 와 survival 신호, 사이토카인

에 의해 조절이 되며, cytochrome c, AIF (apoptosis inducing factor), ATP 또는 

dATP, caspase와 함께 cell death를 촉진하거나 억제 한다고 알려져 있다(Duane 

등 2003). 본 연구에서 제주조릿대 에틸아세테이트 분획물을 처리한 HL-60 세포



 ３０ 

는 농도 의존적인 Bcl-2 단백질 감소와 Bax 단백질의 증가되는 현상을 관찰할 수 

있었다. 그러나, 이는 미토콘드리아 경로 중 가장 중요한 Bcl-2 와 Bax의 변화만

을 확인하고 미토콘드리아 경로라고 확신하기는 어렵다. 본 연구에서 결과로 제시

하는 않았지만 caspase-9의 변화 역시 관찰할 수 있었으므로 미토콘드리아 경로를 

통해 세포사멸이 유도된다는 것으로 사료되며, 미토콘드리아 경로를 통해 이루어짐

을 확실하게 밝히기 위해서는 추후에 cytchrom-c, Procaspase-9 등의 변화를 검

증할 필요가 있을 것으로 생각된다. 또한, procaspase-3는 단백질 가수분해 효소에 

의해 전환되어 caspase-3를 활성화시켜 세포사멸을 유도하고, caspase-3 의 활성

은 caspase-3 기질 중의 하나인 PARP가 단백질 분해 효소에 의해 분절되어 

cleavage 되는 것으로 알려져 있다(Ischiropoulos, 1998). 따라서 제주조릿대 에틸

아세테이트 분획물을 처리한 HL-60 세포에서 농도 의존적으로 procaspse-3가 감

소하였고, caspase-3는 분절되며 증가하였다(Figure 11). DNA 손상복구와 세포괴

사의 중개, 면역반응을 조절하는 PARP도 분절되며 증가하는 결과로 볼 때 에틸아

세테이트 분획물에 의해서 세포사멸이 유도되었다고 생각된다. 최근 보고에 의하면 

대나무에 많이 함유된 성분에는 flavone glycosides, phenolic acids, coumarin 

lactones, anthraquinones 등이 보고된 바 있다(Chen 등, 2002; Li 등 2003; Lu 

and Liao, 2003; Luo and Chen, 2003;Meng 등, 2002; Zhang and Ding, 1996a, b; 

Zhou, 1992). 또한, 윤 등(2000)에 의해 조릿대(Sasa borealis (Hackel)Makino)잎 

메탄올 추출물을 CH2Cl2 와 EtOAc 분획으로 나눈 후 EtOAc 분획에서 tricin, 

tricin 7-o-ß-D-glucopyranoside, luteolin 배당체를 동정한 바 있으며, 이 중 

tricin 7-o-ß-D-glucopyranoside, luteolin 배당체는 조릿대속에서 처음 분리된 물

질로 알려져 있다. 따라서 제주조릿대에도 이와 유사한 물질들이 존재할 것으로 생

각되며, 이러한 화합물 중 하나의 화합물이나 혹은 여러 화합물의 조합에 의한 시

너지(synergy)효과에 의해 apoptosis를 유도한다고 사료된다. 따라서, 좀 더 명확
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한 기전을 밝히기 위해서는 제주조릿대 추출물에서 지표물질을 분리하여 구조를 규

명하고 차후에 이러한 화합물이 apoptosis와 어떠한 상관관계를 유지하며 작용하는

지 확인해 봐야 할 필요성이 있다.  
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Ⅴ.  요 약 

 

 

제주조릿대는 제주도 한라산 일대에서만 자생하는 지방 고유의 식물이다. 본 

연구는 제주조릿대가 유용 생물자원으로 활용가능성을 평가하기 위하여 제주조릿대 

잎 메탄올 추출물과 용매 분획물의 항산화 활성과 HL-60 세포의 증식억제 활성을 

분석하였다. 제주조릿대 용매 분획물 중에서 에틸아세테이트 분획물이 가장 높은 

항산화 활성(DPPH 소거활성 IC50 값, 288 ug/ml; NO 소거활성 IC50 값, 259 ug/ml; 

superoxide 소거활성 및 xanthine oxidase 억제 활성 IC50 값 21.9, 31.4 ug/ml)을 

보여 주었다. 또한 에틸아세트 분획물은 HL-60 세포에서 가장 높은 세포증식억제 

효과(IC50 값, 57 ug/ml)도 나타내었다. 에틸아세테이트 분획물을 처리한 HL-60 

세포에서 세포사멸의 특징인 핵의 응축과 DNA 절편화, DNA 함량 변화, 그리고 

phosphatidylserine 이 원형질막 내층에서 외층으로 이동하는 것을 관찰할 수 

있었다. 또한, 에틸아세테이트 분획물을 처리한 HL-60 세포에서 anti-apoptotic 

단백질 발현은 농도 의존적으로 감소되는 반면에 apoptotic 신호와 관련 되는 

단백질 발현은 농도 의존적으로 증가됨을 확인하였다. 본 연구 결과는 제주조릿대 

잎 에틸아세테이트 분획물이 혈액암세포주에서 apoptosis 를 유도한다는 강력한 증거를 

제시하였다. 
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