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토천궁 정유 성분의 수종 사람 암 세포주에 대한 세포 독성
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Abstract — Ligusticum chuanxiong (Umbelliferae) is a perennial herb that has been used for invigoration of blood in Korean

traditional medicine. It is especially important in gynecological therapy of amenorrhea and dysmenorrhea. In this study, the

essential oil of L. chuanxiong was obtained by steam distillation and its main components of L. chuanxiong, Z-ligustilide and

butylidene phthalide, were isolated by silica gel column chromatography. We investigated the cytotoxic effects of the essen-

tial oil fraction of L. chuanxiong and its main components on MCF-7, HeLa and SK-Hep-1 cell lines by measuring the num-

ber of surviving cancer cells after treatment through direct cell counting and MTT analysis, and by examining the

morphological changes under the microscope. The essential oil from the rhizomes of L. chuanxiong and its main components

showed significant cytotoxic activities for all three tested cell lines. We also observed morphological changes of shrinking

and blebbing in the membranes of the three cell lines, depending on the concentration of L. chaunxiong oil or its main com-

ponents.

Keywords □ Ligusticum chuanxiong, essential oil, Z-ligustilide, butylidene phthalide, MCF-7, HeLa, SK-Hep-1, MTT, mor-

phology

토천궁(Ligusticum chuanxiong)은 미나리과에 속하는 다년생

초본으로, 일천궁(Cnidium officinale)와 함께 한방에서 불임, 월

경불순, 빈혈, 냉증 등과 같은 부인과 질환에 주로 사용되는 생

약인 천궁의 자원이다. 토천궁 근경의 생리활성 성분으로는 Z-

ligustilide butyl phthalide, butylidene phthalide, neocnidilide,

senkyunolide, cnidilide 등의 phthalide를 주로 함유하는 정유

1~2%와 ferulic acid, tetramethylpyrazine 등이 알려져 있다.1,2)

생리활성에 관하여는 주요 약효성분인 cnidilide, senkyunolide,

Z-ligustilide에 중추성 근이완작용이, butylidene phthalide에는

진경작용이 있음이 확인되었다.3-10) 또한, senkyunolide, Z-

ligustilide 및 butylidene phthalide가 mouse배양 대동맥 평활근

세포의 증식을 억제함이 보고되었으며, Z-ligustilide의 항콜린 작

용과 phthalide류의 항진균작용 및 항염증작용도 알려져 있다.11,12)

토천궁의 물 추출물은 임신동물의 자궁수축 항진, 소장 교감신

경의 흥분 억제작용, 혈압강하작용, 항비타민결핍증작용 등을 나

타내며, 일천궁의 경우에는 interferon 유도 항방사선작용, 항암

작용, 항균작용 등이 있다고 보고 되었다.13,14)

식물의 정유성분은 진정, 진경, 진통, 소염, 항균 등 화학구조

에 따라 여러 가지 다양한 생리활성을 나타내는 것으로 알려져

있어서 관련 질환의 치료제로 사용되어 왔으나, 근래에 와서는

다른 계열의 식물성분과 함께 천연항암제 개발의 중요 자원으로

주목 받게 되었다.15) 식물정유는 특히 천연 향료 등으로 식품에

첨가되어 사용되기 쉬우므로, 식이와 연결된 천연 항암요법제의

대상으로 유망하다.16,17) 이와 관련하여 초기에는 Citrus 속 열매

에 다량 함유된 limonene과 그 대사물질인 perillyl alcohol 및 기

타 geraniol 등의 monoterpene alcohol 들이 주 연구 대상이었

고,18-27) thymoquinone 등의 quinone류 및 기타 sesquiterpene

및 phenylpropane 계 물질들의 암세포 억제 효과가 입증된 바

있다.28,29)

본 연구에서는 한방에서 자궁기능 관련 질환에 대한 대표적인
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치료제중 하나인 천궁의 정유분획 및 그 주성분인 Z-ligustilide

및 butylidene phthalide의 여성암 중 가장 사망률이 높은 유방

암 및 자궁경부암 그리고 유방 및 자궁의 기능의 조정에 중요한

역할을 하는 간에 발생하는 암의 억제 및 예방제로의 개발 가능

성을 알아보기 위하여, 인간 유방암세포(MCF-7), 자궁경부암세

포(HeLa) 및 간암세포(SK-Hep-1)의 세포증식 및 생존에 대한

천궁 정유분획 및 그 주성분인 Z-ligustilide 및 butylidene

phthalide의 억제효과를 측정하였고, 이들 성분의 농도별 처리시

의 세포형태변화를 현미경으로 관찰, 비교하였다.

실험재료 및 방법

정유추출 및 분석

토천궁은 9~10월 강원도 진부, 경상북도 영주, 봉화에서 수확

하였고, 일천궁은 강원도 진부, 경상북도 봉화, 영양에서 수확하

여 근경의 흙을 제거하고 세척한 후 수증기 증류 장치(SDEA:

simultaneous steam distillation-extraction apparatus)를 이용하

여 근경을 5시간 동안 수증기 증류에 의하여 oil을 얻었는데, 토

천궁은 0.49%, 일천궁은 0.24%의 정유 수율을 나타냈다. 해당

표본(UM-LC1-2008)은 덕성여대 표본실에 보관되었다.

추출한 정유의 조성은 Hewlett-Packard 6890 GC와 Hewlett-

Packard 5973 MSD 분석기기에 2% 용액(ether) 1 µl씩을 주입

하여 아래와 같은 조건에서 분석하였다. 측정된 각 peak의 mass

spectrum은 computer에 저장된 mass data(PBM Search of

Library file: Data: Wiley L.)와 비교하여 구조를 동정하였다.

Carrier gas: He(0.8 및 1.6 ml/min), column: HP-5MS(30 m×

0.25 mm×0.25 µm) capillary column, oven temperature: 50

(10 min), 3oC/min(50~125oC), 1oC/min(125~145oC), 3oC/min

(145~250oC) split (10 : 1).

토천궁 정유 주성분의 분리

전 보11)에서 보고한 바와 같은 방법으로, 토천궁 정유 분획

(2 g)을 silicagel 및 hexane-dicholormethane(8 : 2) 사용한

column chromatography를 하여 얻은 8개의 분획 중, 분획 2로

부터 butylidene phthalide를 분리하고, 분획 4를 silicagel과

hexane-ethylacetate 30 : 1~9 : 1 gradient로 2차 chromatography

를 하여 Z-ligustilide를 얻었다. 분리한 물질들은 spectral data에

의해 구조가 동정되었다.

세포주 배양

본 실험에 사용한 암세포주는 인체 간암 세포인 SK-Hep-1

(human hepatocellular carcinoma), 유방암 세포인 MCF-7

(human breast adenocarcinoma)은 덕성 여자 대학교 약학대학

생화학 연구실로부터, 또한 자궁경부암 세포인 HeLa(human

cervicse adenocarcinoma)는 한국 세포주 은행에서 분양 받았다.

SK-Hep-1, HeLa 세포주는 DMEM(Dulbeco's modified

eagle's medium), MCF-7 세포주는 RPMI medium 1640에서

10%의 FBS(fetal bovine serum)과 1% 100 units/ml의 penicillin-

streptomycin이 함유된 것을 사용하여 37oC, 5% CO2 incubator

에서 monolayer로 배양하였다. 배양된 각각의 암세포는 일주일

에 1~2회 phosphate buffered saline(PBS, pH 7.0)으로 세척한

후, 세포형태와 성장양상을 관찰하였다. 세포가 plate 표면의 70%

정도 자라면 0.05% trypsin-EDTA(ethylene diamine tetraacetic

acid)를 처리하여 바닥에 부착된 세포를 분리하여 배양액으로 암

세포가 골고루 분산되도록 희석하여 cell culture dish에 10 ml씩

분할하여 주입하고 계대 배양하면서 실험하였다. 계대 배양시 각

각의 passage number가 10회 이상일 때는 액체질소탱크로부터

새로운 세포를 꺼내어 다시 배양하여 실험하였다. 암세포주의 배

지는 SK-Hep 1와 HeLa 세포주는 DMEM(Dulbeco's modified

eagle's medium, Gibco BRL), MCF-7 세포주는 RPMI medium

1640(Gibco BRL)에 10%의 FBS(fetal bovine serum)과 1%

100 units/ml의 penicillin-streptomycin을 배합하여 사용하였다.

적정 세포수 측정

단층 배양세포를 PBS로 세척한 후 0.05% trypsin-EDTA

(ethylene diamine tetraacetic acid)를 처리하여 바닥에 부착된

세포를 분리하고, 배양액으로 세포가 골고루 분산되도록 가벼운

파이펫팅으로 분리하여 단세포 현탁액을 만든다. 부유된 세포를

취하여, hematocytometer로 현미경 하에서 세포 수를 측정하였

다. 이때 95% 이상이 단세포 임을 확인 하였다.

1×103, 5×103, 1×104, 5×104, 1×105, 3×105, 5×105/ml의

세포를 각각 96 well에 100 µl씩 넣고 즉시 MTT assay를 시행

하여 세포수에 따른 흡광도를 측정하였다.

또한 12개의 well마다 MCF-7 및, SK-Hep 세포주는 1×105,

3×105, 5×105/ml로, HeLa 세포주는 5×104, 1×105, 3×105/ml

의 세포를 100 µl씩 넣고 72시간 동안 6~12시간마다 MTT

assay를 시행하여 흡광도를 측정하여 세포성장 곡선을 얻었고,

가장 안정적으로 세포증식이 나타나는 세포수를 실험 세포수로

정하였다.

세포 형태 변화

세포 형태 변화 관찰을 위해 세포배양용 petridish에 MCF-7,

SK-Hep-1 세포주는 3×105/ml으로, HeLa 세포주는 1×105/ml
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세포를 2 ml씩 분주하고 24시간 동안 CO2 incubator에서 안정화

시킨 다음 정유를 농도별로 처리하여 24시간 동안 배양하였다.

위상차 현미경을 사용하여 각 농도에 따른 형태의 변화를 관찰

하였다.

MTT assay에 의한 천궁정유의 암세포 증식 억제효과 측정

토천궁 정유 성분의 암세포 증식 억제 효과는 3-(4,5-dimethyl-

thiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide(MTT assay)를 사

용하여 행하였다. MCF-7, SK-Hep-1 세포주는 3×105/ml, HeLa

세포주는 1×105/ml의 농도로 맞추고 96well에 각각 100 µl씩 첨

가하여 24시간 동안 37oC, 5% CO2 incubator에 배양한 후 L.

chuanxiong oil, Z-ligustilide, butylidene phthalide를 ethanol에

녹여서 0.0125, 0.025, 0.05, 0.1, 0.2 mg/ml의 농도로 첨가하였

다. 6시간마다 각 well에 PBS 완충액에 녹인 MTT 용액을 25 µl

씩 첨가하여 4시간 동안 다시 배양시킨 후, well 바닥에 형성된

formazan이 흩어지지 않게 상등액을 제거하고 DMSO 100 µl에

녹여 ELIZA microplate reader(molecula Devices, Sunnyvale

CA)로 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 정상 배지에서 배양된

암세포와 정유가 처리된 배지에서 배양된 세포들의 성장률을 비

교하였다. 6개 well의 평균 absorbance치를 결과로 사용하였으

며, 실험은 3회 반복하여 평균치를 사용하였다. 흡광도 측정치의

감소는 살아있는 세포수의 감소, 즉 암세포 증식 억제효과가 있

는 것으로 간주할 수 있다. 시료 용해 및 분산에 사용한 시약은

세포성장에 영향이 없음을 대조실험을 통하여 확인하였다.

Fractional absorbance(%)는 다음 공식을 이용하여 계산하였다.

통계처리

본 연구의 실험 성적은 평균±표준편차(mean±SD)로 나타내

었으며, 각 실험균간의 평균의 차이를 검정할 때에는 Student's

t-test로 검정하여 p 값이 0.05 미만일 때 유의한 차이가 있는 것

으로 판정하였다.

실험결과 및 고찰

천궁의 항암작용과 관련하여 손 등30)은 천궁(Cnidii Rhizoma)

의 물 추출액이 간암효소계에 대한 저해효과가 있음을 보고하였

고, 남 등31)은 천궁(Cnidium officinale)의 열수추출물이 유방암

세포의 증식을 억제함을 확인하였다. 그러나 천궁에서 주 약효

성분 계열로 알려진 정유분획 및 정유 주성분의 단일성분 차원

에서의 항암작용에 대해서는 보고된 바가 없다.

이에 본 연구에서는 한방 부인과에서 빈용되는 토천궁(L.

chuanxiong)의 정유가 대표적인 여성암인 유방암과 자궁암, 또한

이들 기관의 기능유지에 중요한 역할을 하는 간장 관련 암세포

에 대한 영향을 알아 보기 위하여, 토천궁 근경으로 부터 추출한

정유분획 및 column chromatography로 순수 분리한 천궁정유의

주성분 Z-ligustilide 및 butylidene phthalide를 간암세포주인

SK-Hep-1, 자궁경부암 세포주 HeLa 및 유방암세포주인 MCF-7

에 처리하여 배양하고 토천궁 정유가 이들 암세포주에 미치는 영

향을 관찰하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

일차적으로 토천궁 정유 처리 농도에 따른 각 암세포 주 억제

Mean of absorbance in the test wells

Mean of absorbance in the control wells
--------------------------------------------------------------------------------------------------- 100×

Fig. 1 − Changes of cell viability(%) of SK-Hep-1 (A), HeLa (B) and

MCF-7 (C) depending on time of treatment with Z-

ligustilide (Lig), butylidene phthalide (Bp) and the essential

oil fraction of L. chuanxiong (Lich). The values are

mean±SD (n=3).
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효과 실험에서 적용할 적정 처리 시간을 확정하기 위하여, 3종

의 암세포 배양액에 토천궁 정유 및 그 주성분을 예비실험에서

90% 이상의 세포생장 억제율을 나타낸 0.1 mg/ml로 처리한 후

6시간 간격으로 48시간까지, 암세포주의 시간별 숫자 감소를

MTT의 방법으로 측정 했을 때, 암세포 종류나 처리물질에 따라

암세포 수 변화의 양상은 조금씩 달랐으나 전반 적으로 시료 처

리 6시간까지 가장 급격한 감소율을 나타냈으며, 이 후에도 시

간에 따른 세포 수의 현저한 감소가 진행되어, 24시간 경과 시

최고의 감소율을 나타내고, 이후에는 거의 변화가 없었다(Fig. 1).

종합적으로 살펴보면, 처리시간 경과에 따른 세포 생존율 감소

는 실험한 3종 암세포에서 모두 butylidene phtahlide가 가장 가

파른 생장억제 곡선을 나타냈고, 다음으로 토천궁 정유 분획에

의한 암세포 수 감소 속도가 빠르게 나타났으며, Z-ligustilide 처

리 시 가장 완만한 곡선이 관찰되었다.

이와 같은 실험 결과를 기초로 하여, 토천궁 정유의 농도에 따

른 암세포증식 억제에 대한 비교실험을 하였다. 각 시료를 0.2 mg/

ml로부터 단계적으로 배수 희석하여 0.015 mg/ml까지 만들어서

각 암세포 주 배양액에 처리하여 24시간 배양한 후 MTT의 방

법으로 세포 생존율을 측정하여 비교하고, 각 농도 시료 처리결

과에 의한 암세포주의 상태를 위상차 현미경으로 관찰한 결과는

다음과 같다.

SK-Hep-1 세포 배양액에 토천궁 정유 분획 및 주성분을 각각

처리했을 때, 농도 의존적으로 세포 증식율이 감소함이 확인되

었다(Fig. 2A). Z-ligustilide의 경우 0.05 mg/ml 처리군은 대조군

에 비하여 약 40% 이상 세포 증식이 억제되었으며, 0.2 mg/ml

에서는 약 50% 이상 억제 되었다. Butylidene phthalide의 경우

는 0.025 mg/ml 처리군에서 대조군에 비하여 약 49% 이상 세포

증식이 억제되었으며, 0.1 g/ml에서는 생존율이 10% 정도로 암

세포가 정상적인 생존을 하지 못하였음을 알 수 있다. SK-Hep

1 세포의 생장은 L. chuanxiong 정유 0.025 mg/ml 처리에 의해

약 50% 정도 억제 되었고, 0.1 mg/ml 및 0.2 mg/ml 처리 시 약

90% 이상 억제되어 butylidene phthalide가 보다 강한 암세포 억

제작용을 나타내었다. 또한 토천궁 정유분획 및 그 주 성분의 처

리에 의한 암세포들의 형태변화를 위상차 현미경으로 관찰했을

때 처리시간 경과에 따라, 실험한 3종 암세포들 모두 세포질이

적어지면서 움츠려 들어(shrinking) 크기가 작아지고, 주위의 세

Fig. 3 − (A) Effects of Z-ligustilide (Lig), butylidene phthalide (BP)

and the essential oil fraction of L. chuanxiong (Lich) on the

proliferation of HeLa cells The values are mean±SD

(n=3). Significant differences (*p<0.05) between the

means were determined by Student's t-test. (B) Changes of

cell morphology after treatment of Z-ligustilide on various

concentrations (0~0.2 mg/ml) for 24 h were observed by

light microscope. Magnification, ×200.

Fig. 2 − (A) Effects of Z-ligustilide (Lig), butylidene phthalide (BP)

and the essential oil fraction of L. chuanxiong (Lich) on the

proliferation of SK-Hep-1 cells. The values are mean±SD

(n=3). Significant differences (*p<0.05) between the

means were determined by Student's t-test. (B) Changes of

cell morphology after treatment of Z-ligustilide on various

concentrations (0~0.2 mg/ml) for 24 h were observed by

light microscope. Magnification, ×200.
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포들과 경계가 분명해 지는 변화가 일어 났고, 일부 세포에서는

부분적으로 형태가 둥글게 변하고 약간 튀어 나오는 blebbing 현

상이 보였다. 정유의 농도가 증가할수록 이러한 형태 변화가 생

긴 세포들이 증가하였고, 부유세포 수도 증가 하였다. 시료에 따

른 뚜렷한 형태 변화의 차이는 관찰되지 않아서 암세포의 형태

적 변형의 정도에는 시료의 종류 보다는 처리 농도가 더욱 큰 영

향을 미침이 확인되었다(Fig. 2B).

HeLa 세포는 Z-ligustilide 0.025 mg/ml 처리에 의해 약 68%

이상 세포 증식이 억제되었으며, 0.1 mg/ml에서는 약 79% 이상

억제 되었다(Fig. 3A). Butylidene phthalide의 경우는 0.0125

mg/ml 처리 군에서 대조 군에 비하여 약 49% 이상 세포증식이

억제되었으며, 0.05 mg/ml에서는 생존율이 9% 정도로 암세포가

정상적인 생존을 하지 못하였음을 알 수 있었다. L. chuanxiong

정유의 경우는 0.025 mg/ml에서 약 69% 정도 억제 되었고, 0.1

mg/ml에서는 약 90% 이상 억제되었다. 결과적으로 HeLa 세포

에 대하여 butylidene phthalide가 가장 강한 암세포 증식 억제

작용을 나타내었다. 또한 Z-ligustilide 처리 후의 HeLa 세포의

형태변화는 MCF-7 의 경우와 유사하게 세포가 부정형 또는 둥

글게 변화하고, 시료의 고농도 처리 시에는 세포파편과, 배양용

기 바닥에서 분리되어 부유하는 세포가 증가함이 관찰되었다

(Fig. 3B).

한편 MCF-7 배양액에 Z-ligustilide 0.025 mg/ml를 처리했을

때 대조군에 비하여 약 57% 이상 세포 증식이 억제되었으며,

0.2 mg/ml에서는 약 80% 이상 억제 되었다(Fig. 4A). Butylidene

phthalide의 경우는 0.05 mg/ml 처리군에서는 대조군에 비하여

약 59% 이상 세포증식이 억제되었으며, 0.1 mg/ml에서는 생존

율이 13% 정도로 암세포가 정상적인 생존을 하지 못하였음을 알

수 있었다. L. chuanxiong 정유를 0.025 mg/ml 처리 시 세포증

식이 약 45% 정도 억제 되었고, 0.1 mg/ml에서는 약 90% 이상

억제되었다. 결과적으로 0.025~0.05 mg/ml 농도를 기준으로 볼

때, MCF-7 유방암 세포에 대하여 Z-ligustilide가 L. chuanxiong

정유와 butylidene phthalide 보다 강한 암세포 증식 억제작용을

나타내었으나, 상대적으로 고농도인(0.1~0.2 mg/ml) 처리시에는

반대로 L. chuanxiong 정유와 butylidene phthalide의 억제작용

이 더 강한 것으로 나타났다. Z-ligustilide 농도에 따는 세포형태

변화는 앞의 2종 암세포의 경우와 유사하였으나, 특히 다수의 파

편이 관찰되어, 실험한 암세포 중 가장 심한 세포의 손상을 나타

내었다(Fig. 4B).

이상의 결과를 종합해 보면 butylidene phthalide와 L.

chuanxiong 정유는 MCF-7, 간암세포주인 SK-Hep-1 및 자궁경

부암 세포주 HeLa에 뚜렷한 억제효과 나타내며, 이들 정유가 Z-

ligustilide 보다 강한 암세포 증식 억제효과가 있음이 확인되었

다. 특히, 0.1~0.2 mg/ml의 고농도에서는 6시간 이후서부터 뚜

렷한 암세포 억제 효과를 보여 주었다. 이와 같은 결과는 토천궁

의 정유 분획 및 그 주성분 들이 천연 항암제로 개발될 수 있을

가능성을 시사하였다.
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