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Abstract — We investigated whether three flavonoids including daidzein, baicalein, hesperidin and ursolic acid, a triterpene

acid, affect proliferation of MCF-7 human breast cancer cells stimulated by estrogenic compounds. Ursolic acid and baicalein

inhibited proliferation of MCF-7 cells induced by PhIP, a food-derived carcinogen with estrogenic activity. Daidzein and hes-

peridin inhibited estradiol-induced proliferation of MCF-7 cells. These compounds should be further investigated for the pos-

sible involvement in signaling pathway after estrogen receptor binding in breast cancer cells.
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인체에 발병할 수 있는 다양한 악성종양 병변 중, 유방암은

악성종양으로 인한 사망 및 후유장애의 주요인으로 자리잡고 있

다.1,2) 유방암의 치료를 위하여 다수의 항암제들이 개발되어 현

재 임상에서 활용되고 있지만 여전히 더 효능이 향상되고 부작

용이 적은 새로운 유방암 치료제의 개발이 절실히 요구되고 있

는 실정이다. 잘 알려진 바와 같이, 에스트로겐성 물질은 여성 생

식과 관련된 다양한 세포의 증식, 분화 및 정상적 기능 유지에

있어서 중요한 역할을 하고 있으며 에스트로겐 활성을 발현하는

물질 중 생리적으로 가장 중요한 물질은 17beta-estradiol로서,

이 물질은 유방암의 발병에 있어서도 주 위험요인으로 작용하고

있다.3) 동시에, 인체 악성종양의 다양한 병인 중 식이, 특히 육

식은 주요한 병인으로 작용할 수 있음이 역학적 연구에 의해 알

려져 있으며, 우육, 계육, 생선 등의 고온 가열 조리과정에서 생

성되는 다수의 복소환 아민성 화합물(heterocyclic amines) 중 2-

amino-1-methyl-6-phenylimidazo [4,5-b] pyridine(PhIP)는 돌연

변이원성 및 발암성을 나타냄으로써 전립선, 대장, 유선 조직 등

에 악성종양 생성을 유발할 수 있음이 보고되어 있다.4) PhIP는

특히 암컷 흰쥐에서 대장 조직 보다는 유선 조직에 우선적으로

악성종양을 유발하며, 기존에 알려진 것과 같이 유전독성

(genotoxicity)을 발현함과 동시에 에스트로겐 수용체를 경유하는

세포 신호전달 경로를 활성화시킬 수 있음이 보고되어 있다.3,4)

한편, 식이 중 채식(과일의 과육, 과피 및 야채)을 통하여 인체에

흡수되는 플라보노이드 및 트리터페노이드계 물질은 복수의 기

전을 경유하여 항암작용을 나타낼 가능성이 많은 연구자들에 의

해 보고되어 왔다.5-9) 즉, daidzein 및 balcalein을 포함하여

hesperidin과 같은 플라보노이드는 항염증, 항산화, 특정한 암세포

주에 대한 항증식(항암) 활성을 발현하는 것으로 알려져 있다.5-12)

Pecking 등과 Cluzan 등은 hesperidin을 포함한 플라보노이드성

물질들이 유방암의 치료 후에 관찰되는 림프부종을 효과적으로

조절할 수 있음을 보고하였고,8,9) So 등은 hesperidin 및 다양한

플라보노이드성 물질들이 인간 유방암 세포주의 증식을 억제하

고, 유방암의 발병 과정을 지연시킬 수 있음을 보고하였다.6) Choi

등은 hesperidin의 aglycone form인 hesperetin이 인간 유방암

세포의 세포주기를 G1-phase에서 정체시킴으로써 항증식 효과

를 발현할 가능성을 제시하였다.5) 또한, 트리터페노이드인 ursolic

acid는 인간의 간암 세포,10) 전립선암 세포,11) 난소암 세포12) 등
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에 대해 항증식 효과를 발현함이 보고되어있다. 그러나, 상기한

천연물들이 PhIP 등 에스트로겐성 활성을 지닌 물질에 의해 야

기되는 유방암 세포의 증식에 어떠한 영향을 미칠 수 있는지에

대해서는 지금까지 검증된 바가 없었다. 따라서, 본 연구에서는,

daidzein, baicalein, hesperidin 등 3종의 플라보노이드와 ursolic

acid와 같은 트리터페노이드가 17beta-estradiol 또는 PhIP에 의

해 자극된 MCF-7 인간 유방암 세포의 증식에 어떠한 영향을 미

치는 지를 알아보고자 하였다.

실험방법

세포주 및 시약

인간 유방암 세포인 MCF-7 세포주는 American Type Culture

Collection사(Manassas, VA, U.S.A.)에서 구입하였다. 2-Amino-

1-methyl-6-phenylimidazo [4,5-b] pyridine(PhIP)은 Toronto

Research Chemicals(North York, ON, Canada)에서, Sulforhod-

amine B(SRB), trypsin-EDTA, Trizma base, 17beta-estradiol,

5% charcoal stripped-fetal bovine serum(CS-FBS), trichloro-

acetic acid(TCA), hesperidin(purity: 90.0%), baicalein(purity:

95.0%), daidzein(purity: 95.0%), ursolic acid(purity: 90.0%),

L-glutamine, sodium bicarbonate, dimethyl sulfoxide(DMSO)

등은 Sigma-Aldrich사(St. Louis, MO, U.S.A.)에서, penicillin-G,

streptomycin, fetal bovine serum(FBS), Dulbecco's Modified

Eagle's Medium(DMEM), RPMI 1640은 GIBCO-BRL사(Grand

Island, NY, U.S.A.)에서 각각 구입하였고, 기타 시약들은 일급시

약 등급 이상의 것들을 사용하였다.

인간 유방암 세포의 배양

MCF-7 세포는 습도가 충분히 유지되고 95% 공기, 5% CO2를

함유하는 37oC 조건의 배양기 내에서 L-glutamine(2 mM),

sodium bicarbonate(44 mM), penicillin G(100 U/ml), strepto-

mycin(100 µg/ml), FBS(10%, V/V) 등이 첨가된 DMEM 배양액

을 이용하여 배양되었으며, 1주에 2회 빈도로 subculture하였고

배양액은 2일마다 1회씩 교체해 주었다.

유방암 세포의 증식에 미치는 각 약물의 영향 검증

PhIP 및 17beta-estradiol 처리에 의한 MCF-7 세포의 증식 유

발 효능과, 각 약물에 의한 증식 저해(억제) 효능을 정확하게 검

증하기 위하여 direct cell counting 방법을 적용하였다. 즉, 6

well plate의 각 well에 1×104개의 세포를 함유하는 DMEM 배

양액(FBS 10% 함유) 1 ml를 가하여 37oC, 5% CO2 존재 하에

서 72시간 동안 배양하였다. 세포에 약물을 처리하기 이전에, 세

포에 가해지는 모든 에스트로겐성 영향을 차단하기 위하여 phenol

red가 제거된 DMEM 배양액에 5% charcoal-stripped FBS를 첨

가한 배양액으로 교체하고 다시 72시간 동안 배양한 후, 10 nM

의 17beta-estradiol 또는 100 nM의 PhIP 단독 처리 혹은 0.1~

100 µM 농도의 hesperidin, baicalein, daidzein, ursolic acid를

각각 전처리 후 10 nM의 17beta-estradiol 또는 100 nM의 PhIP

를 처리하였다. 이러한 약물 처리 방법을 적용하여 48시간 마다

약물을 함유한 배양액을 교체해 주는 방법으로 총 6일간(48시간

×3회) 배양한 후, 각 well에 존재하는 세포의 수를 hemacy-

tometer를 이용하여 직접 계수하였다.

통계처리

모든 측정 결과는 Mean±S.E.M.으로 환산된 후, 약물 처리군

의 측정치는 대조군 측정치의 백분율로 나타냈다. 통계처리는

one-way ANOVA 및 unpaired Student's t-test로 하였으며,

p<0.05인 경우에 통계적으로 유의성이 있는 것으로 판정하였다.

실험결과

MCF-7 세포에 대한 17beta-estradiol의 증식 유발(자극) 효과

Fig. 1에서 볼 수 있는 것처럼, 17beta-estradiol(E2로 약칭)은

0.1~10 nM 범위에서 농도의존적으로 MCF-7 세포의 증식을 유

발함을 관찰하였다. 처리 농도별 세포수는 대조군, E2 0.1 nM,

E2 1 nM, E2 10 nM, E2 100 nM 처리군에서 각각 100±7%,

113±8%, 137±8%, 259±15%, 228±12%이었다. E2 10 nM 처

리군과 E2 100 nM 처리군에서 세포 증식 유발효과가 거의 유사

하므로 이후의 실험에서 E2를 처리하여 세포 증식을 유발하고

Fig. 1 − Effect of 17beta-estradiol on proliferation of MCF-7 cells.

Each bar represents a mean±S.E.M. of three independent

experiments in comparison with that of the control set at

100%. The number of cells in control well was

145,000±10,150 (E2; 17beta-estradiol). * Significantly

different from control (p<0.05).
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자 할 때에는 10 nM 농도로 처리하기로 하였다.

17beta-estradiol로 유발된 세포 증식에 대한 daizein의 억제

효과

Fig. 2에서 볼 수 있는 것처럼, daidzein은 0.1~100 µM 범위

에서 10 nM의 E2로 유발된 유방암 세포의 증식을 농도의존적으

로 억제함을 관찰하였다. 처리 농도별 세포수는 대조군, E2 10 nM

단독, E2 10 nM+daidzein 0.1 µM, E2 10 nM+daidzein 1 µM,

E2 10 nM+daidzein 10 µM, E2 10 nM+daidzein 100 µM 처리

군에서 각각 100±5%, 250±14%, 195±11%, 150±14%, 118±

9%, 98±7%이었다.

17beta-estradiol로 유발된 세포 증식에 대한 hesperidin의 억

제 효과

Fig. 3에서 볼 수 있는 것처럼, hesperidin도 역시 0.1~100 µM

범위에서 10 nM의 E2로 유발된 유방암 세포의 증식을 농도의존

적으로 억제함을 관찰하였다. 처리 농도별 세포수는 대조군, E2

10 nM 단독, E2 10 nM+hesperidin 0.1 µM, E2 10 nM+

hesperidin 1 µM, E2 10 nM+hesperidin 10 µM, E2 10 nM+

hesperidin 100 µM 처리군에서 각각 100±5%, 250±14%,

230±9%, 210±11%, 182±7%, 155±8%이었다.

MCF-7 세포에 대한 PhIP의 증식 유발(자극) 효과

Fig. 4에서 볼 수 있는 것처럼, PhIP는 100 nM과 1 µM 농도

에서 MCF-7 세포의 증식을 유발함을 관찰하였다. 처리 농도별

세포수는 대조군, PhIP 1 nM, PhIP 10 nM, PhIP 100 nM,

PhIP 1,000 nM(1 µM) 처리군에서 각각 100±5%, 101±8%,

110±9%, 185±6%, 178±10%이었다. PhIP 100 nM 처리군과

1 µM 처리군에서 세포 증식 유발효과가 거의 유사하므로 이후

Fig. 4 − Effect of PhIP on proliferation of MCF-7 cells. Each bar

represents a mean±S.E.M. of three independent experi-

ments in comparison with that of the control set at 100%.

The number of cells in control well was 135,000±6,750. *

Significantly different from control (p<0.05).

Fig. 2 − Effect of daidzein on 17beta-estradiol-induced proliferation

of MCF-7 cells. Each bar represents a mean±S.E.M. of

three independent experiments in comparison with that of

the control set at 100%. The number of cells in control well

was 128,000±6,400 (E2; 17beta-estradiol, Dai; daidzein). *

Significantly different from control (p<0.05). + Significantly

different from 17beta-estradiol-only treatment (p<0.05).

Fig. 3 − Effect of hesperidin on 17beta-estradiol-induced proliferation

of MCF-7 cells. Each bar represents a mean±S.E.M. of

three independent experiments in comparison with that of

the control set at 100%. The number of cells in control well

was 114,000±5,700 (E2; 17beta-estradiol, Hes; hesperidin).

* Significantly different from control (p<0.05). + Sig-

nificantly different from 17beta-estradiol-only treatment

(p<0.05).
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의 실험에서 PhIP를 처리하여 세포 증식을 유발하고자 할 때에

는 100 nM 농도로 처리하기로 하였다.

PhIP로 유발된 세포 증식에 대한 ursolic acid의 억제 효과

Fig. 5에서 볼 수 있는 것처럼, ursolic acid는 1~100 µM 범위

에서 100 nM의 PhIP로 유발된 유방암 세포의 증식을 농도의존

적으로 억제함을 관찰하였다. 처리 농도별 세포수는 대조군, PhIP

100 nM 단독, PhIP 100 nM+ursolic acid 1 µM, PhIP 100 nM

+ursolic acid 10 µM, PhIP 100 nM+ursolic acid 100 µM 처리

군에서 각각 100±7%, 181±7%, 175±4%, 106±10%, 32±9%

이었다.

PhIP로 유발된 세포 증식에 대한 baicalein의 억제 효과

Fig. 6에서 볼 수 있는 것처럼, baicalein은 1~100 µM 범위에

서 100 nM의 PhIP로 유발된 유방암 세포의 증식을 농도의존적

으로 억제함을 관찰하였다. 처리 농도별 세포수는 대조군, PhIP

100 nM 단독, PhIP 100 nM+baicalein 1 µM, PhIP 100 nM+

baicalein 10 µM, PhIP 100 nM+baicalein 100 µM 처리군에서

각각 100±7%, 181±7%, 169±8%, 102±6%, 33±5%이었다.

고 찰

잘 알려져 있는 것처럼, 유방암 세포에 대한 에스트로겐의 주

작용은 nuclear receptor superfamily에 속하는 에스트로겐 수용

체-alpha(ER-alpha)와 에스트로겐 수용체-beta(ER-beta)에 의해

매개된다. Gene knockout technic을 이용한 연구에 의해 밝혀진

바, ER-alpha는 정상적인 유선의 발육을 포함하여 여성 생식계

통의 발달을 위해 필수적이며, ER-beta 유전자를 녹아웃시킬 경

우에는 유선의 정상적 발달에는 외관상 지장이 없는 것처럼 보

이나, 유선 말단부의 정상적 분화에 문제가 생길 수 있음이 보고

되어 있다.3) 대부분의 유방암에서 ER-beta 수용체의 존재가 확

인되나, 유방암 발병에 있어서의 명확한 역할에 대해서는 아직

알려진 바가 없다. ER-alpha는 유방암의 진행에도 중요한 역할

을 하지만, 유방암의 개시 과정(initiation)에서도 중요한 역할을

할 가능성이 제시되었다. 본 연구에서 사용된 PhIP는 유방암 세

포에 존재하는 ER-alpha 수용체를 자극함으로써 에스트로겐에

의해 조절되는 유전자의 활성화 및 세포의 증식을 야기하는 것

으로 알려져 있다.4) 한편, 플라보노이드는 복수의 기전을 경유

하여 인간 암세포의 증식을 억제할 수 있는 것으로 보고되어 있

다.5,13-16) 플라바논 화합물인 hesperidin을 포함한 다수의 플라

보노이드들은 발암원(carcinogen)이 생체 내에서 결정적인 발암

개시 부위에 접근하는 과정을 차단하거나, 발암원의 독성을 무

독화시키는 등의 기전을 경유하여 발암원에 의한 새로운 악성종

양의 형성을 예방할 수 있는 것으로 알려져 있다.16) Park 등은

hesperidin이 caspase-3의 활성화를 통하여 대장암 세포에 대하

여 세포자멸사를 유도함을 보고하였다.13) Yeh 등은 hesperidin이

matrix metalloproteinase-9의 유전자 발현 억제 기전을 경유하

여 간암 세포의 거동에 영향을 줄 가능성이 있다고 보고하였으

며,14) hesperidin은 폐암 세포15)에 대해서도 항증식 효과를 발현

Fig. 6 − Effect of baicalein on PhIP-induced proliferation of MCF-7

cells. Each bar represents a mean±S.E.M. of three

independent experiments in comparison with that of the

control set at 100%. The number of cells in control well

was 115,000±8,050 (P; PhIP, Bai; baicalein). * Significantly

different from control (p<0.05). + Significantly different

from PhIP-only treatment (p<0.05).

Fig. 5 − Effect of ursolic acid on PhIP-induced proliferation of MCF-

7 cells. Each bar represents a mean±S.E.M. of three

independent experiments in comparison with that of the

control set at 100%. The number of cells in control well

was 155,000±10,850 (P; PhIP, Urs; ursolic acid). * Sig-

nificantly different from control (p<0.05). + Significantly

different from PhIP-only treatment (p<0.05).
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함이 보고되어 있다. Fukutake 등은 생약인 황금(Scutellariae

Radix)에서 유래된 플라보노이드 성분인 baicalin 등이 흰쥐의 직

장에서 cyclooxygenase-1을 억제하는 기전을 경유하여 효과적인

발암예방 약물로 작용할 가능성을 제시17)하였으며, Chuang 등

은 baicalin 및 baicalein이 암세포의 세포자멸사를 유도할 수 있

는 TGF(transforming growth factor) beta-1 유전자의 발현을 촉

진시킴을 보고하였다.18) 또한, ursolic acid와 같은 triterpenoids

는 다양한 기전을 경유하여 인체 악성종양 세포의 증식을 억제

함이 보고되어 있다.10-12) 그러나, 서론에서 언급한 바와 같이 이

러한 천연물들이 PhIP 등 육식 섭취를 통하여 인체에 유입될 수

있는 에스트로겐성 활성을 지닌 물질에 의해 유도되는 유방암 세

포의 증식에 어떠한 영향을 미칠 수 있는지에 대해서는 지금까

지 검증된 바가 없었다. Daidzein 및 hesperidin은 각각 에스트

로겐 수용체에 대하여 selective estrogen receptor modulator

(SERM)로서 작용할 가능성19,20)이 제시되었으므로 17beta-

estradiol에 의해 자극된 암세포의 증식에 대한 영향이 검증되었

으며, baicalein과 ursolic acid는 PhIP에 의해 발암과정이 자극

될 수 있는 또다른 주요 인체 악성종양인 전립선 암세포의 증식

을 억제할 수 있는 것으로 보고되어 있으므로,21,22) PhIP에 의해

자극된 유방암 세포의 증식에 대한 영향이 검증되었다. 실험 결

과에서 알 수 있듯이, 17beta-estradiol 및 PhIP는 각각 MCF-7

세포의 증식을 유발하였으며, daidzein 및 hesperidin은 17beta-

estradiol에 의해 자극된 암세포의 증식을 유의하게 억제하였고,

baicalein과 ursolic acid는 PhIP에 의해 자극된 암세포의 증식을

유의하게 억제하였다. 이러한 결과는 일상적인 식생활 중 육식

을 통하여 인체에 흡수되는 PhIP 등 발암물질의 작용을, 식이 내

용물 중 채소, 과일 등에 함유된 플라보노이드 및 트리터페노이

드 등이 억제할 가능성을 일부나마 시사하는 연구결과라고 생각

된다. 따라서, 향후의 연구를 통하여 daidzein, hesperidin,

baicalein 및 ursolic acid 등이 PhIP에 의한 수용체 자극단계 혹

은 여타의 신호전달 과정에서 어떠한 영향을 미침으로써 세포증

식 억제작용을 발현하는 지를 탐색함으로써 상기의 물질들이 효

과적인 발암 예방약물로 응용될 가능성을 지속적으로 규명해 나

아가야 할 것으로 생각된다.
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