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ABSTRACT

Objectives：This study was focused to investigate the toxicity of Saussurea lappa (SL) extracts in HL-60 cells 

and human lymphocytes. We also examined the differentiation effect of SL against leukemia cells.

Methods：For examining the toxicity of SL, cytokinesis-block micronucleus (CBMN) assay and single cell gel 

eletrophoresis (SCGE) assay were used in present study. The cell differentiation effect of SL was evaluated by 

nitroblue tetrazolium (NBT) reduction assay.

Results：The inhibition of cell growth in HL-60 cells was observed in a dose-dependant manner after SL 

treatment for 24 h. According to SCGE assay, HL-60 cells treated with SL increased DNA damage at 10㎍/㎖, 

while DNA damage was induced by 0.1, 1, 10㎍/㎖ concentration of SL in human lymphocytes. Our results 

indicated that SL have no genotoxic effect in HL-60 cells and human lymphocytes. Additionally, the 

differentiation effect was induced in 1㎍/㎖ SL-treated HL-60 cells.

Conclusions：From above results it is suggested that SL could be beneficial for the preparation of the useful 

agent for treating leukemia.
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서  론

木香은 Saussurea lappa Clarke의 뿌리를 건조한 것으로 

한의학에서 通氣止痛, 止瀉止痢하는 작용이 있어 腹痛과 後重

을 치료하는 약재로 사용되고 있다1). 木香의 주요 유효성분은 

sesquiterpenes, polyene alcohols, triterpenes, lignans, 

alkaloids와 tannins으로서,  costunolide는 sesquiterpene

lactone의 일종으로 세포독성을 유발시키는 반면에 항암효과와 

항염증효과, chemopreventive effect 등을 포함하는 다양한 

작용을 하는 것으로 보고되고 있다2-5). 특히 costunolide는 

killing effect를 감소시키는 것으로 보고되었다6). T cell 

receptor에서 tyrosine phosphorylation의 증가를 억제함으

로써 cytotoxic T lymphocytes의 대부분의 암세포들은 성장

조절기능에 이상이 생겨 정상적으로 분화된 것에서부터 정상

적으로 분화되지 못한 것까지 다양한 종류의 세포형태를 가지

고 있고, 대부분이 완전한 성인세포로 분화되지 못한 모습을 

가지고 있어서 지속적으로 분화가능성을 가지면서 정상세포와 

유사한 형태로 자라나게 된다. 그러므로 의학계에서 항암제의 

개발은 세포자멸을 유도하거나 세포주기를 억제함으로써 암세

포를 사멸시키거나, 정상기능을 가진 세포로 전환시키기 위해 
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말단분화(terminal differentiation)를 촉진시키는 것을 목표

로 하고 있다. 암의 진행과정에서 세포의 분화정도와 암세포

의 생존능력은 반비례관계를 가지고 있는데, 즉 세포분화를 

유도하면 어떤 암세포는 증식능력을 잃어버리고 그 고유의 성

질을 가지게 된다. 백혈병은 구조적으로나 기능적으로 완전히 

성숙되지 못한 백혈구가 비정상적으로 증식하는 질병이다. 특

히 백혈병의 경우 인체 면역계에서 주요 방어기전을 맡고 있

는 백혈구가 제 기능을 하지 못함으로 해서 인체방어기전에 

제대로 작동하지 못해 다양한 질병에 2차적으로 노출될 가능

성을 가지고 있다. 백혈병 세포는 다양한 물질에 의해 말단분

화가 유도되므로 급성 백혈병의 경우 백혈구의 말단분화를 유

도하여 치료에 접근할 수 있다7).

Costunolide는 사람 급성 백혈병 세포주인 HL-60 cell에

서 잠재적인 분화효과를 유도하는 것으로 보고되었다. 일반적

으로 암예방에 사용되면서 HL-60 cell의 분화를 유도하는 

것으로 알려진 1,25-dihydroxyvitamin D3 (1,25(OH)2D3)와 

비교한 연구에서 costunolide는 HL-60 cell에 대해 

antiproliferation 작용을 보였고, 1,25(OH)2D3의 기전과는 

달리 nitroblue tetrazolium을 감소시키고 CD14와 CD66b 

표면항체를 발현시킴으로써 terminal differentiation 

activity를 가지고 있는 것으로 보고되었다8). 다른 연구에서는 

costunolide를 HL-60 cell에 처리하였을 때 그 자체만으로

는 분화효과가 미약하였고 protein kinase K, extracellular 

signal-regulated kinase, phosphatidylinositol 3-kinase, 

c-Jun N-terminal kinase, nuclear transcription factor 

κB를 억제함으로써 1,25(OH)2D3와 all-trans retinoic 

acid에 의해 유도된 terminal differentiation을 증가시키는 

것으로 보고되었다9,10).

기존의 연구결과에서, costunolide가 백혈병 세포주에서 

말단분화를 유도할 가능성과 그에 반해 세포독성을 유발시킨

다고 보고하였다. 하지만, costunolide의 정상백혈구(human 

normal lymphocyte)에 대한 세포증식 및 독성에 관해 연구

가 부족한 실정이다. 따라서 본 연구에서는 목향추출물과 주

요구성성분인 costunolide의 독성을 정상백혈구에서 평가하고 

백혈병 세포주인 HL-60 cell의 증식에 미치는 영향을 평가

하여 木香이 백혈병을 치료하기 위한 천연물 신약 후보물질로 

가능한지를 알아보고자 한다.

재료 및 방법

1. 목향 추출 및 UPLC diagram 분석

목향(Saussureae radix, 옴니허브, 영천)은 파쇄한 후 에

탄올을 사용하여 추출하였다. 추출 방법을 간략히 설명하면 

다음과 같다. 목향분말 200g을 에탄올 1ℓ에 혼합시켜 72시

간 동안 추출한 후 여과지(Whatman, No.2)로 여과하였다. 

그 다음으로 55±2℃에서 회전 감압농축기(EYELA, Tokyo, 

Japan)로 감압농축하고 초저온냉동고(Nihon freezer, 

Japan)에서 동결한 후 동결건조기(Labconco, USA)에서 건

조하였다. 목향의 최종 수율은 8.43%이었으며 냉장보관 후 

DMSO에 녹여 실험에 사용하였다. 목향 추출물내의 

costunolide 함량 분석은 AcQUITY UPLCTM System 

(Waters, UK)으로 분석하였다. 

2. 세포 생존율 측정

HL-60 cell을 24 well plate에 1×105개씩 분주하고 각

각 costunolide(10, 20μM； Tocris, Bristol, UK)와 목향

추출물(5, 10, 15, 20㎍/㎖)을 6, 24, 30, 48시간동안 처리

하여 trypan blue 염색법을 통해 세포생존을 관찰하였다.

3. 단세포 전기영동법

단세포 전기영동법은 Singh의 방법(1994)에 준하여 시행

하였다11). 즉 1.5mL tube 에 혈액과 HL-60 cell이 포함된 

배지를 넣고 costunolide(1μM)와 목향추출물(0.1, 1, 10㎍/

㎖)을 처리한 후 3시간 동안 5% CO2가 공급되는 37℃ 항온

기에서 배양하였다. 배양 후에는 DNA 회복을 차단하기 위해 

4℃를 유지하면서 전혈의 경우 M'Bemba-Meka et al 

(2000) 방법12)에 따라 ficoll로 림프구를 분리하였고, HL-60 

cell은 원심분리하여 상등액을 제거한 후 세포를 분리하였다. 

분리된 세포를 0.5% low melting agarose gel 75μl과 섞

어 미리 0.6% normal melting agarose gel로 덮고 4℃에 

보관된 슬라이드에 펼친 후 coverslip을 덮어 준 후 다시 

4℃에서 10분간 두어 굳힌 다음 coverslip을 제거하였다. 여

기에 0.5% low melting agarose gel 110μl를 슬라이드에 

펼친 후 coverslip을 덮어 준 후 다시 4℃에서 10분간 두어 

굳힌 다음 coverslip을 제거하였다. 슬라이드를 차가운 lysis 

buffer (2.5M Nacl, 100mM Na2EDTA, 10mM Tris base, 

1% N-Lauryl sarcosinate, 1% Triton X-100, PH10)에 

담가서 4℃ 1시간 정도 용해시켰다. 이후 3차 증류수로 슬라

이드에 남아 있는 염을 제거한 후 슬라이드를 전기 영동기에 

올려놓고 eletrophoretic buffer(300mM NaOH, 0.1% 

8-hydroxyquinoline, 2% dimethyl sulfide, 10mM 

Na2EDTA, pH>12.3)에 20분간 담궈 DNA의 양가닥이 풀리

게 한 후 25분간 22V, 300mA에서 전기영동을 걸었다. 이 

후 고알칼리 상태를 중화시키기 위해 Tris buffer(0.4M 

Tris, pH 7.4)로 5분간 3회 중화시켰다. DNA가 슬라이드에 

침착될 수 있도록 슬라이드를 에탄올에 적어도 1시간 이상 

담가 놓았다. 슬라이드를 건조시킨 후 ethidium bromide(20
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μg/ml) 60μl로 형광염색 하였다. 형광현미경을 이용하여 

515-560nm 의 excitation filter와 590nm의 barrier filter

에서 400배율로 관찰하였다. 무작위로 선택된 한 농도 당 세

포 60개는 이미지 분석 프로그램(Image-Pro Plus 4.0)을 

통해 DNA의 손상 정도를 head를 포함한 Olive Tail 

Momentum을 분석하였다.

4. 소핵 분석

소핵분석은 Fenech and Morley (1985)의 방법에 준하여 

시행하였다13). 혈액과 HL-60 cell에 costunolide(1μM)와 

목향추출물(0.1, 1, 10㎍/㎖)을 처리하여 44시간 배양시킨 

후 cytochalasin-B (4μg/ml； Sigma)를 첨가하여 추가 배

양시킨 후 slide를 작성하였다. 

작성된 표본은 공기 건조시킨 후 5% giemsa 용액에 10분

간 염색하여 소핵의 빈도를 측정하였고 한 농도 당 간기 세포 

1000개를 무작위로 관찰하였다. 소핵 분석 방법은 Fenech 

(2000)의 기준에 준하여 측정하였고 모든 slide는 이중맹검법

을 사용하여 측정되었다14).

5. 백혈구 분화능 측정(NBT assay)

백혈구 분화능에 대한 측정은 Collins 등 (1979)의 방법에 

준하여 시행하였다15). HL-60 cell에 costunolide(1μM)와 

목향추출물(0.1, 1, 10㎍/㎖)을 처리한 후 원심분리하여 

2×105개의 cell을 수거하여 1% nitroblue tetrazolium 

(NBT)와 200ng/㎖ phorbol 12-myristate 13-acetate 

(PMA)가 함유된 PBS에 섞은 후 5% CO2가 공급되는 37℃ 

항온기에서 30분동안 배양하였다. 배양한 세포는 cytospin 

slide에 떨어뜨린 후 2000rpm에서 5분간 원심분리하여 현미

경으로 관찰하였다.

6. 통계처리

윈도우용 PASW 18.0을 사용하여 세포생존율의 경우 반

복측정 분산분석(repeated measured ANOVA test)을 실시

하였으며, 유의한 결과가 나온 경우 Turkey post hoc test

를 시행하여 비교분석하였다. 단세포 전기영동 분석은 

Kruskal-Wallis test를 시행하여 유의성을 검정하였으며, 

유의한 결과가 나온 경우 Mann-Whitney test를 시행하여 

군간 차이를 평가하였다. 백혈구 분화능 평가는 일원배치 분

산분석(Oneway ANOVA test)을 실시하였고, Turkey post 

hoc test를 시행하여 군간 차이를 비교하였다. 유의수준은 

5%로 설정하여 미만인 경우 통계적으로 유의하다고 판정하

였다.

결  과

1. 목향추출물과 costunolide가 HL-60 cell의 

생존에 미치는 영향

목향추출물과 costunolide가 HL-60 cell의 생존에 미치는 

영향을 살펴본 결과 대조군인 DMSO 10㎕ 처리군에 비해 24

시간 때부터 세포사멸을 유발시키는 것으로 관찰되었으며, 세

포사멸의 정도는 목향추출물보다 costunolide의 영향이 더 

크게 나타나는 것으로 조사되었다(Fig. 1). 이 세포생존율의 

결과를 근거로 HL-60 cell의 성장억제농도(Growth 

Inhibition 50； GI50)를 산출한 결과 목향 4.46(95%CI； 

2.52, 5.95)㎍/㎖, costunolide 3.59(95%CI； 0.03, 6.41)

μM로 나타났으며, 이 농도를 기준으로 독성평가 농도를 결

정하였다.

Figure 1. Kinetics of cell death by Saussurea lappa and 
costunolide treatment in HL-60 cells. Cell viability determined by 
trypan blue exclusion at the incubated time points. Results 
represent the mean±S.D. of triplicate experiments. *, p < 0.01 
compared to the DMSO treated group. C, costunolide. SL, 
Saussurea lappa.

2. 목향추출물과 costunolide가 DNA 손상에 미

치는 영향

목향추출물과 costunolide의 DNA 손상 유발여부를 알아

보기 위해 단세포 전기영동법을 시행한 결과 HL-60 cell에

서 costunolide는 대조군에 비해 통계적으로 유의하게 높은 

DNA 손상을 유발시키는 것으로 나타났으며, 목향추출물은 

0.1과 1μM 농도에서는 DNA 손상이 관찰되지 않았으나 반

수치사농도를 넘는 10μM의 농도에서는 costunolide보다 더 

많은 DNA 손상이 관찰되었다(Fig. 2A). 정상 사람 백혈구에

서는 costunolide와 목향추출물 처리군 모두에서 DNA 손상

이 관찰되었으며, HL-60 cell의 결과와 유사하게 높은 농도

의 목향추출물은 costunolide보다 더 높은 DNA 손상이 관찰

되었다(Fig. 2B).
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Figure 2. Saussurea lappa and costunolide-induced cytotoxicity determined by single cell gel electrophoresis assay. (A) HL-60 cells and 
(B) human lymphocytes were treated with various concentrations of agents for 3 h. Apoptosis like DNA damage were observed in (C) 
HL-60 cell and (D) human lymphocyte. Each bar represents the mean±S.D. of triplicate experiments. *, p < 0.01 compared to the DMSO 
treated group. †, p < 0.01 compared to the costunolide treated group. C, costunolide. SL, Saussurea lappa. 

3. 목향추출물과 costunolide의 유전독성 분석

유전독성평가에 널리 사용되는 소핵분석을 통해, 목향추출

물과 costunolide의 염색체 손상을 살펴보았다. 소핵분석 결

과에서 목향추출물과 costunolide는 HL-60 cell과 사람 정

상 백혈구에서 소핵형성을 유발시키지 않았다. 이러한 결과는 

목향이나 costunolide가 유전독성을 일으키지 않음을 제시하

고 있다(Table 1).

Table 1. Genotoxicity of Saussurea lappa and costunolide 
assessed by MicroNucleus (MN) assay.

MN Frequency

DMSO 
10㎕

C 1μ
M

SL 
0.1㎍/㎖

SL 
1㎍/㎖

SL 
10㎍/㎖

MN

HL-60 cells 0/1000 0/1000 0/1000 0/1000 0/1000

Normal 
Human
Lymphocytes

0/1000 0/1000 0/1000 0/1000 0/1000

C, costunolide. SL, Saussurea lappa.

4. 백혈병 세포 분화능력 측정

백혈구의 말단분화 능력을 파악하기 위해 NBT reduction 

assay를 시행한 결과 costunolide는 통계적으로 유의하게 백

혈구의 말단 분화를 유발시키는 것으로 관찰되었고, 목향추출

물의 경우는 1㎍/㎖의 농도에서 대조군에 비해 백혈구 분화

를 증가시켰지만 다른 농도에서는 백혈구 분화가 관찰되지 않

았다(Fig. 3).

Figure 3. Effects of Saussurea lappa and costunolide on HL-60 
cell differentiation. Cell differentiation was assessed by the NBT 
reduction assay. Each bar represents the mean±S.D. of triplicate 
experiments. *, P < 0.05, **, p < 0.01 compared to the DMSO 
treated group. C, costunolide. SL, Saussurea lappa.

고  찰

본 연구에서 목향은 HL-60 세포주에서 실시한 세포생존

율 분석과 단세포 전기영동법에서 세포독성이 있음을 확인하

였다. 그리고 사람 정상 백혈구에서는 단세포 전기영동법을 

통한 세포독성은 확인하였지만, 유전독성은 보이지 않았다. 

또한 비교물질로 사용된 costunolide에 비해 목향은 상대적
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으로 백혈병 세포의 말단 분화를 적게 유도하는 것으로 관찰

되었다.

목향(Saussurea Radix)은 行氣止痛, 溫中和胃하는 효능이 

있어 우리나라와 중국, 일본에서 식욕부진과 복통, 구토, 설

사 등을 치료하는 목적으로 사용되는 理氣藥이다16,17). 기존의 

연구에서 sesquiterpenes, polyene alcohols, triterpenes, 

lignans, alkaloids와 tannins 등이 목향의 성분으로 분석되

었으며, 그 중 costunolide와 dehydrocostus lactone과 같

은 sesquiterpene lactones이 주요 유효성분을 이루어 생약

학적 작용을 나타내고 있다2,5,18,19). 목향의 유효성분 중 

costunolide는 약리학적으로 동맥수축억제작용20), 항염21)과 

항궤양효과22)를 나타내는 물질로 알려지고 있으나, 다양한 사

람 암세포에서 세포독성을 가지고 있는 연구결과들이 발표되

었다23-25). 또한, 기존의 연구에서 목향의 메탄올 분획법에 따

라 추출된 추출물들이 암세포주인 A549, SK-OV-3, 

SK-MEL-2, XF498과 HCT15 cell line들에게서 세포독성

을 가지고 있음이 확인되었다26). 본 연구에서 사용된 목향은 

대한약전에서 제시한 방법에 따라 한약재 품질검사를 실시하

였으며, UPLC 분석을 통해 목향 추출물 내 costunolide가 

약 1%가 포함된 것을 확인하였으며, 본 연구결과에서도 기존

의 연구결과들과 유사하게 목향추출물과 costunolide 모두 

백혈병 세포주인 HL-60 cell line에서 세포의 성장을 억제시

키는 효과가 있음을 확인하였다.

단세포 전기영동법은 DNA 손상을 측정하기 위해 고안된 

방법으로 세포독성 및 유전독성을 평가하기 위해 사용되고 있

다27,28). 특히 Singh11)에 의해 개발된 방법은 DNA 단일가닥 

손상(Single strand breakage； SSB)을 측정하기 위해 널리 

사용되고 있다. 세포독성의 경우 세포의 사멸이 일어나는 기

전은 세포자기사멸(apoptosis)과 세포괴사(necrosis)를 통해 

일어난다. 최근에는 단세포 전기영동법을 apoptosis와 

necrosis를 빠르게 구별하는 목적으로도 사용되고 있다. 단세

포 전기영동법을 통한 apoptosis의 경우 크고 둥근 꼬리부분

과 hedgehog이라 불리는 작은 머리부분의 양상으로 관찰되

는 반면에 necrosis의 경우는 큰 머리부분과 좁고 다양한 길

이의 꼬리부분으로 관찰된다29). 본 연구결과에서 목향추출물

과 costunolide 모두 HL-60 cell과 정상 사람 백혈구에서 

SSB를 유발시키는 것이 확인되었다. Costunolide는 HL-60 

cell에서 활성산소종(Reactive oxygen species； ROS)을 유

발시킴으로 해서 mitochondria membrane의 permeability

를 증가시키고, 그 결과 mitochondria내의 cytochrome C를 

세포질로 분비시킴으로써 apoptosis를 유발한다는 연구결과가 

보고되었다24). 또한, 목향추출물은 AGS cell에서 p53과 p21

을 유도하여 G2기에서 세포의 분열을 정지시키고 apoptosis

를 유발시키는 연구결과가 보고되었다30). 이러한 연구결과는 

본 연구결과에서 관찰된 세포손상의 형태는 apoptosis를 일

으키는 형태와 일관된 결과를 보여주고 있으며(Fig. 2C, D), 

목향추출물의 경우는 정상세포에서도 apoptosis를 유도시키는 

것으로 사료된다.

소핵분석(Micronucleus assay)은 손상된 DNA가 회복되는 

과정에서 비정상적인 회복 때문에 발생된 염색체의 절편

(chromosomal fragments)때문에 세포가 분열되는 과정에서 

형성된 소핵이나 방추사의 비정상적인 형성으로 인해 염색체

의 비분리로 형성된 소핵을 관찰함으로 해서 유전독성을 평가

하는 방법이다31). 본 연구에서는 목향추출물과 costunolide 

모두에서 소핵의 형성이 관찰되지 않아 목향추출물이나 

costunolide는 유전독성을 유발시키지 않는 것을 확인하였다.

理氣는 약물에 行氣, 解鬱, 補中益氣하는 작용이 있는 것을 

운용하여 氣滯, 氣逆, 氣虛를 치료하는 방법이며, 益氣의 개

념에는 補氣의 작용을 포함하고 있다32). 한의학에서 해석하고 

있는 氣의 작용 중에는 면역계의 활성도 포함이 되고 있다. 

백혈병은 구조적으로나 기능적으로 완전히 성숙되지 못한 백

혈구가 비정상적으로 증식하는 질병으로 인체 면역계에서 주

요 방어기전을 맡고 있는 백혈구가 제 기능을 하지 못함으로 

해서 인체방어기전에 제대로 작동하지 못하는 질병이다. 백혈

병 세포는 다양한 물질에 의해 말단분화가 유도되므로 급성 

백혈병의 경우 백혈구의 말단분화(terminal differentiation)

를 유도하여 정상 백혈구의 기능을 가지도록 분화시킬 수 있

다7). 그러므로 비정상 백혈구의 말단분화를 유도하여 정상적

인 기능을 발휘할 수 있게 만드는 작용은 한의학의 理氣작용

으로 해석할 수 있을 것이다. 

HL-60 cell의 분화를 유도하는 것으로 알려진 

1,25-dihydroxyvitamin D3 (1,25(OH)2D3)와 Costunolide

를 비교한 기존의 연구에서 costunolide는 1,25(OH)2D3의 

기전과는 달리 CD14와 CD66b 표면항체를 발현시킴으로써 

terminal differentiation activity를 가지고 있는 것으로 보

고되었다8). 또한 다른 연구에서는 costunolide를 HL-60 

cell에 처리하였을 때 그 자체만으로는 분화효과가 미약하였

지만 1,25(OH)2D3와 all-trans retinoic acid에 의해 유도된 

terminal differentiation을 증가시키는 것으로 보고되었다
9,10). 이러한 연구결과들과 유사하게 본 연구에서도 

costunolide를 처리한 HL-60 cell에서 nitroblue 

tetrazolium이 감소되는 경향을 보였다. 그러나 목향추출물을 

처리한 HL-60 cell에서는 costunolide보다는 상대적으로 약

한 분화가 관찰되었다. 이 결과는 목향이 백혈병 치료제로서 

개발될 가능성이 있는 것으로 해석되지만 그 효능을 확인하기 

위해서 추가 연구가 더 필요할 것으로 사료된다.

결  론

목향추출물과 costunolide의 독성과 백혈병 세포의 말단분

화 유도 효과를 살펴본 결과 다음과 같은 결론을 얻었다.

1. 목향추출물과 costunolide는 백혈병 세포인 HL-60 cell

과 사람의 정상 백혈구에서 세포자기사멸 양상의 세포독성

을 가지고 있는 것으로 조사되었으나 유전독성은 유발시키

지 않는 것으로 나타났다.

2. 목향추출물은 대조물질인 costunolide보다 상대적으로 약

하지만 백혈병 세포에 대해서 말단분화를 유도하는 것이 

확인되었다.

이상의 결과로 볼 때 목향은 정상세포에서도 세포독성을 

가지고 있지만 백혈병 세포의 말단분화 능력을 가지고 있음을 

알 수 있다. 따라서 목향은 백혈병 치료에 도움을 줄 수 있을 

것으로 사료된다.
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