
Curcumin Inhibits Cell Proliferation of Human Colorectal HCT116 Cells through
Up-Regulation of Activating Transcription Factor 3 (ATF3)

Hyo-Rim Kim, Jung-Bin Son, Seung-Hyun Lim and Jong-Sik Kim*

Department of Biological Sciences, Andong National University, Andong 760-749, Korea

Received November 8, 2011 /Revised March 23, 2012 /Accepted April 23, 2012

To investigate whether phytochemicals affect cancer cell viability, human colorectal HCT116 cells were
treated with four different phytochemicals. Among these phytochemicals, curcumin is the strongest in-
hibitor of cell proliferation. In addition, it decreased cell viability in a dose-dependent manner. To un-
veil the molecular mechanisms involved in the inhibition of cell proliferation by curcumin, we carried
out oligo DNA microarray analysis. We found that 137 genes were up-regulated more than 2-fold,
and 141 genes were down-regulated more than 2-fold by 25 μM curcumin treatment. Among the
up-regulated genes, we selected 3 genes (ATF-3, GADD45A, and NR4A1) to confirm microarray data.
The results of RT-PCR strongly agreed with those of the microarray data. Among the phytochemicals
used in this study, curcumin is the strongest inducer of ATF3 expression, and increased ATF3 ex-
pression in a dose-dependent manner. Interestingly, FACS analysis showed that the inhibition of cell
growth by curcumin was recovered by ATF3-siRNA transfection. Finally, we detected the changes of
gene expression by ectopic expression of ATF3. The results indicated that many up-regulated genes
were related to apoptosis. Overall, these results suggest that ATF3 may play an important role in the
anti-proliferative activity of curcumin in human colorectal cancer cells.
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서 론

식물에서 추출된 화학 물질들을 총칭하는 파이토케미칼은

항염증, 항산화, 및 항암 활성 등 다양한 생리활성을 가지고

있는 것으로 알려져 있다[2,12,13]. 대표적인 식이용 파이토케

미칼과 이들에 의한 화학적 암 예방법의 소개와 일부 기전들

이 보고된 바 있다[16]. 이 총설에 소개된 대표적인 파이토케미

칼은 강황에 풍부한 curcumin, 고추의 매운 맛 성분인 cap-

saicin, 포도껍질에 풍부한 resveratrol, 그리고 콩의 이소플라

본 중의 하나인 genistein등을 들 수 있다.

이 중 curcumin은 다년생 식물인 강황(Curcuma longa)의

주요 파이토케미칼 성분으로서 항산화, 항염증, 항균 및 항암

등의 다양한 생리활성을 가지고 있는 것으로 보고되었다

[4,6,9,18]. 최근 전립선암 모델에서 curcumin이 epigenetic

regulator로서 활성을 가지며, 유전자 발현을 조절하는 것으로

보고되었다[7]. 또한, 이러한 curcumin을 비롯한 다른 천연물

에 의한 epigenetic 변화 활성에 대한 총설이 발표된 바 있다

[14]. 구강암 세포주에서는 curcumin이 notch-1과 NF-kB 신호

전달체계를 억제시킴으로써, 암세포의 성장을 저해하고 세포

사멸을 유도하는 것으로 보고 되었다[10]. 또한, 대장암 세포주

모델에서는curcumin이 miR-21의 발현을 조절함으로써, 암세

포의 성장과 전이과정을 저해하는 것으로 보고되었다[11]. 그

러나, 대장암 HCT116 세포주에서 curcumin에 의한 유전체

수준에서의 유전자 발현 변화와 조절에 관한 연구는 미미한

실정이다.

본 연구에서는 대장암 세포주에서 curcumin을 포함한 네

종류의 파이토케미칼에 의한 대장암 세포주 성장 억제 활성을

연구하였다. 또한, oligo DNA microarray실험을 수행하여

curcumin에 의해 발현 변화되는 유전자 군을 선별하였다. 발

현이 증가되는 유전자 중 ATF3를 선택하여 curcumin에 의한

세포사멸과의 관련성을 검증하였으며, ATF3를 과대 발현시킨

후 유전자 발현 변화를 연구하였다. 이러한 연구결과는 curcu-

min에 의한 항암 활성과 이러한 활성의 분자생물학적 기전을

이해하는데 도움을 줄 것으로 기대된다.

재료 및 방법

세포배양 및 재료

대장암 세포주 HCT116는 American Type Culture

Collection (ATCC, Frederick, MD, USA)에서 구입하였다. 세

포 배양에는 10% FBS (Fetal Bovine Serum, Gibco-BRL,

Grand Island, NY, USA), 1% penicillin 및 streptomycin

(WelGene, Daegu, Korea)이 첨가된 Dulbecco's Modified

Eagle Medium (DMEM, Gibco-BRL, Grand Island, NY, USA)

을 사용하였다. 파이토케미칼(curcumin, capsaicin, resvera-
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Table 1. Oligonucleotide primers used for PCR or quantitative real-time PCR

Gene name GenBank Acc. No. Sequence / gene ID

GAPDH NM_002046
F: 5'-CTGACCTGCCGTCTAGAAAA-3'

R: 5'-GAGCTTGACAAAGTGGTCGT-3'

GADD45A NM_001924
F: 5'-TGCGAGAACGACATCAACAT-3'

R: 5'-TCCCGGCAAAAACAAATAAG-3'

ATF3 NM_004024
F: 5'-TGGTGTTTGAGGATTTTGCT-3'

R: 5'-ATTTCTTTCTCGTCGCCTCT-3'

ATF3 NM_004024 *Primer No. 467 (Bioneer, for real-time PCR)

NR4A1 NM_002135 **Primer No. 3,164 (Bioneer, for real-time PCR)

*, ** : These primers are purchased from Bioneer Inc. and used for only real-time PCR

trol, genistein)과 DMSO (Dimethyl Sulfoxide)는 Sigma사(St.

Louis, MO, USA)로부터 구입을 하였다.

Cell viability assay (MTS assay)

파이토케미칼이 대장암 세포주 HCT116 세포의 성장에 미

치는 영향을 확인 하기 위해 MTS assay를 수행하였다. 먼저

96 well plate에 3×10³ cells/well의 세포를 접종하고, 24시간

후에 FBS를 첨가하지 않은 serum free medium으로 배지를

교환한 후 25 μM의 파이토케미칼(capsaicin, curcumin, re-

sveratrol, genistein)을 처리 또는 각 실험의 조건에 맞는 농도

로 처리하였다. 이 후 실험과정은 기 발표된 논문에 의거하여

수행하였다[5].

Total RNA 추출 및 oligo DNA microarray 실험

Total RNA 추출은 수확한 세포주로부터 RNeasy mini kit

(Qiagen, Valencia, CA, USA)을 이용하여 제조사의 매뉴얼에

따라 수행하였다. 최종적으로 정제된 total RNA는

NanoQuant PlateTM를 이용하여 흡광도를 측정하여 정량 하였

다. 유전자 발현분석을 위한 oligo DNA micaroarray 실험과

데이터의 분석은, 지노믹트리사에 위탁하여 수행하였다. 사용

한 마이크로어레이는 Agilent사의 Agilent human oligo 1A

arrays를 이용하였다.

RT-PCR 및 정량적 real-time PCR

RT-PCR은 PrimeScript
TM

RT-PCR Kit (TaKaRa, Japan)을

이용하였으며, 제조사의 프로토콜에 따라 수행하였다. 정량

적 real-time PCR은 ABI Prism 7500 cycler (Applied

Biosystems, Carlsbad, CA, USA)를 이용하여 수행하였다. 사

용한 Primer는 Table 1과 같으며, PCR mixture는 10 μl의

Power SYBR
®

Green PCR Master Mix (Applied Biosystems,

Carlsbad, CA, USA), 1 μl의 reverse primer, 1 μl의 forward

primer를 첨가하여 증류수로 최종부피를 15 μl로 하였다.

PCR mixture 15 μl와 cDNA 5 μl를 96 well optical reaction

plate에 첨가하여 PCR 반응의 최종부피를 20 μl 로 하였다.

이 후 반응조건과 데이터의 분석은 기 발표된 논문에 의거하

여 수행하였다[8].

Transient transfection

HCT116 세포주를 60 mm dish에 3x10
5
개 분주하고,

Lipofectamine
TM

RNAiMAX (Invitrogen, Carlsbad, CA,

USA)을 사용하여 대조군인 negative control (NC)-siRNA

(Bioneer, Daejeon, Korea)와 실험군인 ATF3-siRNA (Bioneer,

Daejeon, Korea)를 제조사의 매뉴얼에 따라 transfection 하였

다. 24시간 후, DMSO 혹은 25 μM의 curcumin을 처리하여

다시 24시간 동안 배양시킨 후 세포를 수확하여 RT-PCR 혹은

Flow cytometric 분석에 이용하였다. 한편, ATF3 유전자를 ec-

topic 발현시키기 위하여, pCG-ATF3 construct을 transfection

시켰다. 24시간 후에 세포를 수확하고 RNA를 추출하여

RT-PCR과 oligo DNA microarray실험에 이용하였다.

pCG-ATF3 construct는 Dr. Tsonwin Hai (Ohio State

University)에게서 제공받았다.

Flow cytometric analysis

분석을 위하여 수확한 세포는 PBS로 wash한 후 absolute

ethanol로 세포를 고정하였다. 고정한 세포를 2% FBS, PBS,

1/1,000으로 filteration된 NaN3가 포함된 FACS buffer 2 ml

넣어 두 번 wash후 RNase를 250 μl 처리하여 30분간 37℃에서

incubation하였다. 같은 volume의 Propidium Iodide (Sigma,

St. Louis, MO, USA) 250 μl를 처리한 후, 빛을 차단한 상태에

서 20분간 37℃에서 incubation하였다. 준비된 각 sample을

450 nm의 파장으로 FACS analysis를 수행하였다.

결과 및 고찰

파이토케미칼이 HCT116 세포주 성장에 미치는 영향

대장암 HCT116 세포주에서 4가지 종류의 파이토케미칼이

세포성장에 미치는 영향을 연구하였다. 즉, 파이토케미칼cap-

saicin (CAP), curcumin (CUR), genistein (GEN), 그리고 re-

sveratrol (RES)을 최종처리 농도가 25 μM가 되도록 24시간

동안 처리한 후, cell viability assay를 수행하였다. 그 결과



494 생명과학회지 2012, Vol. 22. No. 4

Table 2. Selected up-regulated genes by 25 μM curcumin treatment

No. Gene Name GenBank Acc. No. Sequence Description Fold Change

1 NR4A1 NM_002135
Nuclear receptor subfamily 4, groupA

Member 1
7.69

2 ATF3 NM_001040619 Activating transcription factor 3 3.50

3 GADD45A NM_001924 Growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha 3.08

capsaicin, resveratrol, genistein 처리군에서는 대조군에 비해

세포 생존율에 큰 변화를 보이지 않았으나, curcumin 처리군

에서는 대조군과 비교하였을 때 약 35%의 세포 생존율 감소를

확인할 수 있었다(Fig. 1A). 이러한 결과는 처리한 파이토케미

칼 중curcumin에 의한 암세포 성장 억제 효과가 가장 높다는

것을 보여주는 것이다. 이러한 curcumin의 처리농도에 따른

대장암 세포주 성장에 미치는 영향을 확인하기 위하여, curcu-

min을 5, 10, 15, 그리고 25 μM의 농도로 24시간 동안 처리한

후 cell viability assay를 수행하였다. 그 결과 Fig. 1B에서 보는

바와 같이5 μM, 10 μM curcumin 처리군에서는 세포생존율에

미치는 영향이 거의 없었으나, 15 μM curcumin 처리군부터

Fig. 1. Effects of phytochemicals on HCT116 cell viability. (A)

HCT116 cells were treated with VEH (DMSO), capsaicin

(CPS, 25 μM), curcumin (CUR, 25 μM), genistein (GEN,

25 μM), and resveratrol (RES, 25 μM) for 24 hr. Cell via-

bility was measured by MTS assay. (B) HCT116 cells

were incubated with various concentrations of curcumin

(5, 10, 15, 25 μM) for 24hr. And then, cell viability was

measured by MTS assay.

약 9% 정도의 생존율 감소를 확인하였다. 그리고, 25 μM cur-

cumin 처리군에서는 약 33%의 세포 생존율 감소를 확인할

수 있었다.

Curcumin에 의한 유전자 발현 변화 분석

Curcumin의 처리에 의한 세포성장 억제 기전을 유전자 발

현수준에서 이해하고자, oligo DNA microarray실험을 수행

하였다. 대장암 세포주 HCT116에서 25 μM curcumin의 처리

에 의해 발현이 변화되는 유전자 분석 결과, 2배 이상 발현이

증가된 유전자는 6,855개, 2배 이상 발현이 감소된 유전자는

8,134개가 검색되었다. 이 중 gene ontology 분석에 의해 세포

사멸과 직접적으로 관련이 있는 것으로 생각되는 유전자를

분석한 결과 세포사멸과 관련된 유전자 중 2배 이상 발현이

증가된 유전자 137개, 2배 이상 발현이 감소되는 유전자 141개

가 선별되었다. 발현이 증가된 유전자 중 activating tran-

scription factor 3 (ATF3), nuclear receptor subfamily 4,

group A, member 1 (NR4A1), growth arrest and DNA-dam-

age-inducible, alpha (GADD45A) 3개의 유전자를 선택하여

추후 연구를 진행하였다(Table 2). ATF3 유전자는 전사인자로

서 ATF/CREB family에 속하며 전형적인 전사조절인자가 가

지는 basic resion/leucine zipper (bZIP) domain을 가진다.

이러한 유전자는 physiological stress에 의해 유도되며 세포사

멸과 관련이 있는 것으로 보고되었다[3]. 최근 연구 결과에 따

르면 MDA-1986 세포에 ATF3를 과대 발현시켰을 경우 curcu-

min에 의한 apoptotic 효과를 증진시킨다고 보고되었다[19].

NR4A1 유전자는 nuclear orphan receptor로서 세포분화와 세

포 생존에 관련이 있는 것으로 알려져 있으나, 최근 많은 연구

에 의해 pro-apoptotic 활성을 가지고 있는 것으로 보고되었다

[1,21]. GADD45A 유전자는 암 억제유전자 p53에 의해 유도되

는 유전자로서, 최근 폐암세포주에서 curcumin처리에 의해

유도되며 세포사멸과 관련이 있는 것으로 보고되었다[15].

Real-time PCR을 통한 DNA microarray의 실험 검증

DNA microarray 실험 결과를 정량적으로 검증하기 위하여

25 μM curcimin 처리에 의해 발현이 증가되는 유전자 중

ATF3, NR4A1, GADD45A 유전자의 발현을 real-time PCR을

수행하여 확인하였다. 그 결과 대조군에 비해 curcumin을 처

리하였을 때 모든 유전자들의 발현이 증가되었으며, micro-

array 실험 결과와 일치함을 확인하였다(Fig. 2). 이 중 curcu-
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Fig. 2. Confirmation of microarray analysis with real time PCR.

HCT116 cells were treated with 25 μM of curcumin or

vehicle (VEH). Total RNA was prepared from treated

cells and used for real-time PCR.

min에 의한 발현 증가가 가장 높은 ATF3 유전자(15.1배)를

선택하여 추후 실험을 진행하였다.

파이토케미칼 처리 및 농도별 curcumin 처리에 의한

ATF3 유전 자의 발현

대장암 세포주에 네 종류의 파이토케미칼(curcumin, cap-

saicin, genistein, resveratrol)을 처리 한 후, ATF3의 발현 정도

를 확인하였다. 그 결과, capsaicin, genistein을 처리한 경우는

ATF3 유전자의 발현증가가 없었고, 그에 반해 curcumin과 re-

sveratrol을 처리한 경우는 각각 11.8배와 5.3배의 발현증가를

보여 주었다(Fig. 3A). 이러한 연구결과를 Fig. 1A의 결과와

비교해 보면 ATF3유전자의 발현이 높을 수록 암세포 성장 저

해률이 높음을 확인하였다. 이러한 연구결과는 curcumin에

의한 세포사멸은 ATF3 유전자의 과대발현과 관련이 있음을

간접적으로 보여주는 결과이다.

또한, curcumin을 농도별(5, 10, 15, 25 μM)로 처리한 후

ATF3 유전자의 발현 변화를 확인하였다. 그 결과 대조군과

비교해서 5 μM, 10 μM curcumin 처리군에서는 큰 변화를 보

이지 않은 반면, 15, 25 μM 처리군에서는 ATF3 유전자의 발현

이 각각3배, 10.3배 증가함을 확인하였다(Fig. 3B). 이러한 연구

결과를 Fig. 1B의 결과와 비교 분석하면, 세포 생존율이 감소

되는 시점과 ATF3 유전자의 발현 증가의 시점이 일치함을 확

인할 수 있다. 이러한 연구결과는 curcumin에 의한 세포사멸

은 ATF3 유전자의 과대발현과 관련이 있음을 간접적으로 보

여주는 결과이다.

Curcumin에 의해 유도되는 세포사멸현상은 ATF3 발현

억제를 통해 회복

Curcumin 25 μM를 처리한 대장암 세포주의 세포사멸과

ATF3와의 직접적인 관련성을 확인하기 위해 ATF3-siRNA를

이용한 실험을 수행하였다. 즉, 대장암 세포주에 NC- siRNA

와 ATF3-siRNA를 transient transfection하고, 24시간 후에

Fig. 3. Expression of ATF3 by phytochemicals. (A) HCT116 cells

were treated with DMSO, capsaicin, curcumin, genistein,

and resveratrol for 24 hr. Total RNA was prepared from

treated cells and used for real-time PCR with ATF3 gene

specific primers. (B) HCT 116 cells were treated with

VEH or various concentrations of curcumin for 24 hr.

Total RNA was prepared from treated cells and used

for real-time PCR.

Fig. 4. Effects of knock-down of ATF3 on curcumin treated

HCT116 cells. HCT116 cells were transfected with neg-

ative control(NC)-siRNA or ATF3-siRNA for 24 hr. After

transfection, HCT116 cells were treated with VEH

(DMSO) or curcumin 25 μM for 24 hr. Total RNA was

prepared from treated cells and used for reverse-tran-

scription PCR with ATF3 gene specific primers.

VEH (DMSO), 25 μM curcumin 을 24시간 동안 처리한 후

RT-PCR을 수행하였다. 그 결과, NC-siRNA를 transfection 한

후에 25 μM curcumin을 처리한 경우 ATF3 유전자의 발현이

큰 증가를 보인 반면, ATF3-siRNA를 transfection 한 후에 25
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Table 3. Selected up-regulated genes by ectopic expression of ATF3

No. Gene Name GenBank Acc. No. Sequence Description Fold Change

1 DFFB NM_004402
DNA fragmentation factor, 40kDa, beta polypeptide

(caspase-activated DNase)
12.7

2 CFLAR NM_003879 CASP8 and FADD-like apoptosis regulator 12.4

3 TLR2 NM_003264 Toll-like receptor 2 5.7

4 TGFB1 NM_000660 Transforming growth factor, beta 1 3.7

5 AIFM3 NM_001018060 Apoptosis-inducing factor, itochondrion-associated, 3 2.8

6 GADD45B NM_015675 Growth arrest and DNA-damage-inducible, beta 2.5

7 TP53AIP1 NM_022112 Tumor protein p53 regulated apoptosis inducing protein 1 2.5

8 TP73 NM_005427 Tumor protein p73 2.1

Fig. 5. Flow cytometric analysis in curcumin treated HCT116

cells. HCT116 cells were transfected with NC-siRNA or

ATF3-siRNA before curcumin or DMSO treatment. And

treated cells were collected and analyzed with Flow

Cytometry. (A) NC-siRNA transfection and DMSO treat-

ment, (B) NC-siRNA transfection and curcumin treate-

ment, (C) ATF3-siRNA transfection and curcumin

treatment.

μM curcumin 을 처리한 경우, ATF3 유전자의 발현이 대조군

수준까지 저해됨을 확인하였다(Fig. 4). 동일한 조건하에서

transfection과 curcumin을 처리한 후, flow cytometric analy-

sis를 수행하였다. 그 결과, Fig. 5에서 보는 것과 같이, sub-G1

기의 population 지수로써 apoptosis 정도를 나타내 주는 M1

수치를 비교해보면 NC-siRNA transfection 후에 VEH

(DMSO)과 25 μM curcumin을 처리한 경우 M1 값이 각각

12%, 17%를 나타내어, curcumin에 의한 세포사멸이 증가함

Fig. 6. ATF3 overexpression by pCG-ATF3 transfection. HCT116

cells were transfected with pCDNA3.1(-) or pCG-ATF3

for 24 hr. Total RNA was prepared from treated cells

and used for RT-PCR with GAPDH or ATF3 primers.

을 확인하였다. 그러나, ATF3-siRNA transfection 후에 25 μM

curcumin을 처리한 경우 M1 수치가 11%로 ATF3의 발현 저

해를 통해 curcumin에 의한 세포사멸이 회복됨을 확인할 수

있었다. 이러한 연구결과는 curcumin에 의한 세포사멸은

ATF3 유전자의 과대발현과 직접적인 관련이 있음을 보여주

는 결과이다. 최근 resveratrol에 의한 세포사멸이 ATF3에 의

해 유도 되는 것으로 보고되어[17], 본 연구결과와 일치함을

확인하였다.

ATF3 과대 발현에 의해 차별적으로 발현되는 유전자군 선별

ATF3 유전자의 과대발현에 의해 조절되는 유전자들을 확

인하기 위해 pCG-ATF3 construct을 transfection시킨 후, oli-

go DNA microarray 실험을 수행하였다. ATF3 과대 발현 여

부는 RT-PCR을 통해 검증하였다(Fig. 6). DNA microarray실

험 결과, Table 3에서 보는 것과 같이 세포사멸과 관련된 유전

자들을 확인할 수 있었다. 이 중 가장 높은 발현 증가율을 보여

준 DFFB 유전자는 세포사멸 동안 DNA 분절과 염색체 응축을

촉진하는 것으로 알려져 있다[20]. 이러한 연구결과는 curcu-

min에 의한 항 성장효과 혹은 세포사멸 현상은 ATF3 유전자

의 과대발현과 직접적인 관련이 있으며, 이러한 ATF3유전자

는 세포사멸과 관련된 유전자의 발현을 조절하는 것으로 생각

된다.
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초록：ATF3 발현을 통한 curcumin의 대장암 세포 성장 저해

김효림․손정빈․임승현․김종식*

(안동대학교 자연과학대학 생명과학과)

파이토케미칼이 암 세포 성장에 미치는 영향을 확인하기 위하여, 대장암 세포주 HCT116에 네 종류의 파이토

케미칼을 각각 25 μM의 농도로 처리하였다. 처리한 파이토케미칼 중 curcumin이 가장 강력하게 세포 성장을

억제하였다. 또한 curcumin은 농도의존적으로 세포 성장을 억제하였다. Curcumin에 의한 대장암 세포주 성장

저해 활성에 대한 분자생물학적 기전을 연구하기 위하여 oligo DNA microarray 실험을 수행하였다. 그 결과,

25 μM curcumin 처리에 의해 2배 이상 발현이 증가된 유전자 137개, 발현이 감소된 유전자 141개를 선별하였다.

발현이 증가된 유전자 중, 세포사멸과 밀접한 관련이 있는 것으로 알려진 유전자 3개를 선택하여, RT-PCR을 통

해 이들 유전자의 발현이 감소됨을 확인하였다. 처리한 파이토케미칼 중 curcumin은 가장 강력한 ATF3의 유도

자였으며, 농도의존적으로 ATF3의 발현을 증가시켰다. 흥미롭게도, curcumin에 의한 성장 저해는 ATF3-siRNA

에 의한 ATF3 유전자 발현감소에 의해 성장이 회복되었다. 또한, ATF3 유전자의 과대발현 후 발현이 변화되는

유전자를 선별한 결과, 세포사멸과 관련된 많은 유전자들이 증가됨을 확인하였다. 결론적으로, 대장암 세포주에

서 curcumin에 의한 항 성장활성에 있어서 ATF3 유전자가 중요한 역할을 할 것으로 생각된다.


