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The objective of this study was to determine the fatty acid composition and the antiproliferative effect
of extracts and fractions from Euphorbia supina. With regards the fatty acid composition, the percen-
tages of 18:3n-3 in acetone/methylene chloride (A+M) and methanol (MeOH) extracts were 53.4 and
42.1%, respectively. Among the fractions, an 85% aqueous methanol (85% aq. MeOH) fraction con-
tained the highest percentage of 18:3n-3. Treatments with crude extracts and fractions significantly in-
hibited the growth of HT-29 and AGS human cancer cell lines (p<0.05). The A+M extract showed a
higher inhibitory effect on the growth of both cancer cells compared to MeOH extract. Among the
fractions, the 85% aq. MeOH and n-hexane fractions exerted a greater inhibitory effect on the pro-
liferation of both types of cancer cells. Our results suggest that 85% aq. MeOH and n-hexane fractions
exert potent inhibitory effects on the proliferation of human cancer cells.
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서 론

비단풀은 대극과(Euphorbiaceae) 대극속에 속하는 한해살이

풀땅빈대로서 전 세계적으로 약 1,600종이 자라고 있으며, 우

리나라에는 약 11종이 분포되어 있다[3]. 비단풀은 땅바닥을

비단처럼 곱게 덮었다는 어원이 있으며 땅바닥을 기면서 자라

고 도시의 화단, 운동장, 주차장 가장자리 등에서 쉽게 볼 수

있다. 비단풀에는 3가지가 있는데 애기땅빈대(Euphorbia supi-

na Raf.)와 땅빈대(Euphorbia humifusa Willd.)는 땅에 바짝 붙

어서 자라고 큰땅빈대(Euphorbia maculate L.)는 키가 20-60 cm

까지 자란다. 개화기는 땅빈대(E. humifusa)와 큰땅빈대(E.

maculata)가 8-9월이며 잎에 점이 없고 애기땅빈대(E. supina)

의 개화기는 6-8월이며 잎에 점이 있는 것이 특징이다. 비단풀

의 원줄기는 지면을 따라 퍼지며 길이 10-25 cm이고, 잎과 더

불어 털이 다소 있고, 중앙부에는 붉은빛이 도는 갈색반점이

있다. 비단풀의 줄기나 잎에 상처가 생기면 흰색의 끈적한 유

즙이 나오는데 칼로 베인 상처나 가시에 찔리거나 풀 등에

베인 상처에 바르면 효과가 있다고 하여 민간요법에서는 외상

출혈, 토혈, 빈혈에 효능하고 신장결석, 방광결석, 신장염, 항

암, 항균, 진정작용, 해독작용, 혈액순환 등에 활용되고 있다

[19]. 또한 마음을 편안하게 하고 통증을 멎게 하는 작용이 있

으며 독성은 전혀 없다[6]. 애기땅빈대의 성분에 관한 연구로

는 tannins [1, 20], phenol성 물질 및 flavonoids [3, 14], terpe-

noids [8, 27] 등에 관한 연구가 보고되어 있다[18, 26]. Cha

[4] 등은 땅빈대 MeOH 엑기스는 사람 뇌종양세포에 대해 농

도의존적으로 세포독성을 나타낸다고 보고하였으며 Chen [5]

등은 등대풀(Euphorbia helioscopia)이 마우스 폐선암세포에서

농도 의존적으로 세포독성을 나타낸다고 보고하였다.

경제성장에 따른 소득수준의 증가와 가공식품 급식 및 외식

의 증가에 따른 식생활 환경변화, 신체활동량의 감소 등이 비

만인구의 빠른 증가를 가져왔다. 지방의 섭취와 암발생간의

역상관관계가 알려지면서 현대인의 건강한 삶을 위해 포화지

방산의 섭취량을 줄이고 다가불포화지방산의 섭취량을 늘려

야 한다고 권장되고 있다[28]. 포화지방산과 n-6계 linoleic

acid의 과도한 섭취는 특히 유방암과 대장암의 발생이 촉진되

는 반면 α-linolenic acid, eicosapentaenoic acid (EPA)와 doco-

sahexaenoic acid (DHA) 등 n-3계 다가불포화지방산에 의해

서는 대장암 발생 및 암세포 증식이 억제된다고 보고하였다[9,

24]. 지방질 섭취량이 총 열량의 20% 내외에서 40-45% 내외로

변화하게 되면서 이러한 암에 걸릴 수 있는 확률은 최소 2-4배

정도 높아짐을 동물실험과 역학조사에서 살펴 볼 수가 있다

[7]. 또한 암치료제를 개발하기 위해 전세계적으로 다양한 연

구가 시도되고 있는데, 현재까지 승인된 암치료제의 60% 정도

는 식물유래화합물(vinceristine, taxanes) 또는 미생물(dacti-

nomicine, anthracyalines) 등의 자연산물을 이용해 개발되었

다[16]. 비단풀은 우수한 항암약초자원으로 뇌종양, 췌장암, 위

암, 폐암, 직장암, 대장암, 신장암, 간암 등에 좋으며 특히 뇌종
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E. supina (520 g)

← Acetone + Methylene chloride

Acetone + Methylene chloride

extract (15.9 g)

Residue

← Methanol
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(35.5 g)

Residue

Crude Extract

partition

Methylene chloride Water

n-Hexane+85% aq. MeOH → ← n-BuOH

partition

n-Hexane fraction

(5.6 g)

85% aq. MeoH

fraction (2.7 g)

n-BuOH fraction

(6.7 g)

Water fraction

(1.9 g)

Fig. 1. The procedure for solvent extraction and fraction from E. supine.

양과 췌장암에 뛰어난 효과가 알려져 있으나 문헌이 전하는

기록이 많지 않은 이유로 대부분 민간에서 우수한 약초자원으

로 활용되고 있다. 따라서 본 연구에서는 다양한 약효가 있다

고 알려진 애기땅빈대의 항암능력을 살펴보았고 용매 추출물

및 분획물의 지방산 조성을 분석하였다.

재료 및 방법

재료 및 시약

본 실험에 사용된 애기땅빈대(E. supina)는 부산 한국해양대

학교의 바위옆, 들판 및 보도블럭 틈새에서 7-8월경 집중적으

로 채취하여 햇볕에 건조하였다.

추출 및 분획

건조된 애기땅빈대은 실험 사용 전까지 -75℃의 deep freez-

er (NF-400SF, NIHON FREEZER, Tokyo, Japan)에 냉동 보관

하였다가 유기용매 추출을 위하여 acetone:methylene chlor-

ide를 1:1 비율로 혼합하여 비단풀이 충분히 잠기도록 하여

24시간 방치한 후 추출하였다. 이 과정을 2회 반복하여 얻은

여액은 40℃ 수욕상에서 rotary vacuum evaporator (N-1000,

EYELA, Tokyo, Japan)로 농축하여 acetone/methylene chlor-

ide 추출물(A+M)을 얻었다. A+M 용매로 추출되지 않은 성분

을 methanol (MeOH)로 추출하고 남은 잔사물에 A+M와 동량

의 MeOH로 위와 동일한 방법으로 2회 반복한 후 농축하여

MeOH 분획물을 얻었다. 두 용매로부터 최대로 수득한 추출

물을 혼합하여 다시 용매극성에 따라 순차적으로 분획하여

n-Hexane, 85% aqueous MeOH (85% aq. MeOH), n-butanol

(n-BuOH) 및 water 분획물을 얻었다(Fig. 1). 실험에는 각각의

추출물들을 dimethyl sulfoxide (DMSO)에 녹여 세포배지로

필요한 농도로 희석하여 실험에 사용하였다.

지질 및 지방산 추출

지질추출은 Folch 등[15]의 방법을 변형하여 실시하였으며

간단히 요약하면 다음과 같다. 건조된 애기땅빈대와 애기땅빈

대 추출물과 분획물들은 butyl hydroxy toluene (BHT)을 함께

함유한 methanol로 교반하여 균질화하였다. 균질물을 1 ml

취한 후 chloroform 2 ml와 0.2 M NaH2PO4 1.4 ml를 넣고

교반하여 4℃, 3,000 rpm에서 3분간 원심분리 후 지질층을 얻

었다. 이와 같은 방법을 한번 더 진행한 뒤 질소가스를 이용하

여 지질층의 유기용매를 완전히 날린 다음 지질을 얻었다.

Morrison과 Smith의 방법[22]에 따라 추출된 지질에 methyl-

ation용 시약인 boron trifluoride (BF3) methanol 1 ml와

n-hexane 0.4 ml를 가한 후 1시간 동안 100℃에서 가열하였다.

1시간 후 실온까지 충분히 냉각시킨 다음 n-hexane 2 ml와

증류수 2 ml를 가한 후 다시 4℃, 3,000 rpm에서 3분간 원심분

리 후 상등액을 얻었다. 이 상등액을 질소가스를 이용하여 유

기용매를 날린 후 얻은 지방산은 지방산 분석 전까지 -75℃

deep freezer (NF-400SF, NIHON FREEZER, Tokyo, Japan)에

보관하였다.
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Table 1. Several fatty acid compositions (% area) of extracts and fractions from E. supina

Fatty acids A+M MeOH n-Hexane 85% aq. MeOH n-BuOH Water

Total SFA

Total MUFA

18:2n-6

18:3n-3

26.8±1.15

5.0±0.02

8.6±0.27

53.4±1.79

26.7±0.01

5.0±0.17

10.9±0.29

42.1±5.64

22.1±1.45

5.7±0.75

9.8±1.07

53.6±5.2

28.1±1.79

6.2±2.62

2.8±2.62

56.1±1.81

42.5±0.01

5.5±0.25

4.0±0.48

17.1±0.71

56.0±1.2

2.3±0.44

8.2±0.37

28.3±0.36

SFA, saturated fatty acids; MUFA, Monounsaturated fatty acids; A+M, acetone with methylene chloride extract; MeOH, methanol

extract; n-Hexane, n-hexane fraction; 85% aq. MeOH, 85% aqueous methanol fraction; n-BuOH, n-butanol fraction; Water, water

fraction.

Gas chromatography를 이용한 지방산 분석

시료에서 분리된 지방산을 1 μl 취하여 지방산 분석용 gas

chromatography에 주입하여 지방산을 분석하였다[25]. 지방

산 분석에 사용한 표준용액은 미국 NU-CHEK-PREP사의 462

standard였으며, 이용된 column은 silica capillary column

(CP-7856, 60 m × 0.32 mm inner diameter × 0.10 μm film

thickness)이다. 기기의 분석조건은 injector 250℃, detector

(FID) 250℃, oven (initial 130℃, 분당증가율은 175℃까지 4℃

/min, 210℃까지 1℃/min, 245℃까지 30℃/min), carrier gas

는 헬륨을 사용하였다. 지방산 분석은 표준용액의 retention

time과 비교하여 정성하였고, 내부표준물질(22:3n-3, methyl

ester)을 이용하여 총지방산을 정량하였으며 개개의 지방산들

은 전체 peak area의 퍼센트로 산출하였다.

세포배양

한국세포주은행(Seoul, Korea)으로부터 인체 결장암세포

(HT-29), 인체 위암세포(AGS)를 분양받아 본 실험실에서 배양

하면서 실험에 사용하였다. HT-29 세포와 AGS 세포는 100

unit/ml의 penicillin-streptomycin (GIBCO, Gaithersburg,

MD, USA)과 10% FBS (Hyclone, Logan, UT, USA)가 함유된

RPMI 1640 (GIBCO)을 사용하여 37℃, 5% CO2 incubator

(MCO-15AC, SANYO Electric Biomedical Co., Tokyo, Japan)

에서 배양하면서 배양 중인 세포를 일주일에 2번 새로운 배지

로 바꿔주었다. 일주일 후 phosphate buffered saline (PBS)으

로 세척한 뒤 0.05% trypsin-0.02% EDTA (GIBCO)로 부착된

세포를 분리하여 원심분리한 후 집적된 암세포에 배지를 넣고

피펫으로 암세포가 골고루 분산되도록 잘 혼합하여 cell cul-

ture flask에 10 ml씩 일정한 수로 분할하여 주입하고, 6-7일마

다 계대배양하면서 실험에 사용하였다.

MTT assay

배양된 암세포는 96-well cell culture plate에 5×10
4

cells/

ml이 되도록 100 μl씩 분주하여 37℃, 5% CO2 incubator에서

24시간 배양한 후 배지는 제거한 뒤 각 시료를 배지로 희석하

여 각 well 당 100 μl씩 첨가하고, 대조군에는 시료대신 PBS를

100 μl씩 첨가하였다. 이 plate를 다시 37℃, 5% CO2 incubator

에서 24시간 배양하였다. 배양 후 3-(4,5-dimethylthiazol)-2,

5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay [10]를 위하여

MTT 시약 5 mg을 PBS 1 ml로 녹인 후, 10% FBS가 함유된

배지 9 ml와 희석하여 100 μl를 첨가하고 3-4시간 동안 더 배양

하여 MTT가 환원되도록 하였다. 배양종료 후 생성된 for-

mazan 결정을 가라앉힌 후 각 well에 형성된 결정이 흐트러지

지 않도록 주의하면서 반응 후 남은 MTT가 처리된 배지를

제거하였다. 배지가 제거된 각 well에 formazan 결정을 용해

시키기 위하여 DMSO를 100 μl씩 분주하여 5-10분간 반응시켜

microplate reader (VICTOR3, Perkin Elmer, Waltham, MA,

USA)로 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 이 흡광도는 MTT

가 세포에 의해서 환원된 양을 나타내며, 따라서 각 well에

존재하는 세포의 생존수와 비례한다.

통계분석

실험결과는 Mean ± SEM (Standard Error of Mean)으로

나타내었고 분석된 실험데이터는 대조군과 각 시료로부터 얻

은 실험자료로부터 ANOVA를 실시하여 유의성이 있을 경우

에 post-hoc test로 Duncan’s multiple range test를 실시하여

95% 수준에서 유의성을 검증하였다.

결과 및 고찰

애기땅빈대(E. supina) 추출물 및 분획물의 지방산 조성

건조된 애기땅빈대는 2.3%의 총 포화지방산(saturated fatty

acids, SFA), 24.5%의 총 단일불포화지방산(monounsaturated

fatty acids, MUFA), 2.9%의 18:2n-6 및 53.2%의 18:3n-3를 함

유하였으므로 식물체로서는 높은 n-3 지방산을 함유하고 있음

을 알 수가 있다. 애기땅빈대 추출물 및 분획물들의 지방산

조성을 Table 1에 나타내었다. A+M 추출물과 MeOH 추출물

의 지방산 조성 패턴은 유사했으나 MeOH 추출물과 비교했을

때 A+M 추출물는 낮은 함량의 18:2n-6와 높은 함량의 18:n-3

를 나타내었다. 분획물들 중 85% aq. MeOH와 n-Hexane 분획

물들은 n-BuOH와 Water 분획물들과 비교했을 때 낮은 함량

의 총 SFA를 나타내었고 상당히 높은 함량의 18:3n-3를 나타

내었다. n-Hexane 분획물과 비교했을 때 85% aq. MeOH 분획

물은 낮은 함량의 18:2n-6와 약간 높은 함량의 18:n-3을 나타내

었다. Pascual-Villalobos 등[23]은 대극과에 속하는 Euphorbia
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Fig. 2. Effect of acetone/methylene chloride (A+M) and meth-

anol (MeOH) extracts from Euphorbia supina on the

growth inhibition of HT-29 human colon cancer cells.

*p<0.05, significant between the control and each extract.

Fig. 3. Effect of acetone/methylene chloride (A+M) and meth-

anol (MeOH) extracts from Euphorbia supina on the

growth inhibition of AGS human gastric adenocarcinoma

cells. *p<0.05, significant between the control and each

extract.

lagascae.와 Euphorbia lathyris의 잎으로부터 지방산을 추출한

결과 다른 지방산들보다 18:3n-3의 함량이 높은 것을 보고하

였다.

애기땅빈대 추출물 및 분획물의 인체 암세포 증식 억제효과

MTT assay를 행하여 애기땅빈대 추출물 및 분획물의 인체

암세포 증식 억제효과를 살펴보았다. DMSO에 의한 독성은

값이 거의 변화하지 않았으므로 DMSO에 의한 독성은 세포의

생존율에 아무런 영향을 미치지 않았다. Fig. 2는 애기땅빈대

의 A+M 및 MeOH 추출물을 인체 결장암세포(HT-29)에 농도

별로 처리했을 때 증식 억제효과를 나타낸 것이다. 애기땅빈

대 A+M 및 MeOH 추출물은 대조군과 비교했을 때 HT-29

세포의 증식을 유의적으로 억제시켰다(p<0.05). A+M 추출물

을 0.5 및 0.25 mg/ml 첨가농도로 처리했을 때 88%의 높은

억제효과를 나타내었으며, IC50은 0.05 mg/ml이었다. MeOH

추출물의 경우(0.5 mg/ml 첨가농도), 91%의 암세포 증식 억제

효과를 나타내었고, IC50은 0.22 mg/ml이었다. Fig. 3는 인체

위암세포(AGS)에 대한 결과를 나타낸 것으로, A+M 추출물은

0.5 mg/ml의 첨가농도에서 91%의 높은 억제효과를 나타내었

으며, IC50은 0.09 mg/ml이었다. MeOH 추출물의 경우, 0.5

mg/ml의 첨가농도에서 89%의 암세포 증식 억제효과를 나타

내었고, IC50은 0.15 mg/ml이었다. 따라서 HT-29 및 AGS 세포

모두에서 MeOH 추출물과 비교했을 때 A+M 추출물에 의한

암세포 증식 억제효과가 높았고 두 종류의 암세포 중 AGS

세포의 증식 억제효과가 더 높았음을 살펴 볼 수가 있었다.

한편, 애기땅빈대의 각 분획물을 농도별로 HT-29 암세포에

처리하였을 때, 농도의존적으로 암세포의 증식을 억제하였고,

특히 85% aq. MeOH 분획물에 의한 저해활성이 가장 높았다

(Fig. 4). 85% aq. MeOH 분획물의 경우 0.1 mg/ml 이상의

농도에서 90% 이상의 높은 암세포 증식 억제효과를 나타내었

으며, IC50은 0.05 mg/ml이었다. n-Hexane 분획물의 경우,

0.11 mg/ml의 IC50값을 나타내었다. Fig. 5는 애기땅빈대 분획

물들의 AGS 암세포 증식에 대한 억제효과를 나타낸 것으로

HT-29와 유사하게 85% aq. MeOH 분획물에 의한 저해활성이

높았다. 85% aq. MeOH 분획물의 경우 0.1 mg/ml 이상의 농

도에서 95% 이상의 높은 암세포 증식 억제효과를 나타내었으

며, IC50은 0.03 mg/ml이었다. n-Hexane 분획물의 IC50은 0.03

mg/ml이었으며 HT-29 세포와 비교했을 때 높은 암세포 억제

효과를 나타내었다. An 등[2]은 비단풀의 물 추출물에서 항암

효과를 살펴 본 결과 HT-29에서는 10 μg/ml 농도에서 49%의

생존율을 나타내었고, 유방암유래의 암세포주 MCF-7에서는

60%의 생존율을 나타낸다고 보고하였다. Montopoli 등[21]은

대극과인 Crotone lechleri의 항암효과를 살펴 본 결과 HT-29에

서 10 μg/ml 농도에서 가장 높은 암세포 증식 억제효과가 나

타났으며 IC50은 0.8 μg/ml 이었다고 보고하였다. da Mota 등

[11]은 대극과인 Synadanium umbellatum을 Dalton’s 림프종에

처리했을 때 caspase 3를 활성화시켜 apoptosis를 유도하였다

고 보고했다. Yu 등[29]은 Euphorbia kasui 추출물은 농도의존

적으로 종양세포의 성장억제율이 증가한다고 보고하였다. 이

상의 결과로부터 애기땅빈대에 의한 암세포 증식 억제효과는

MeOH 추출물보다는 A+M 추출물에서 그리고 분획물들 중에

서는 n-Hexane과 85% aq. MeOH 분획물들에서 활성이 높은

것을 살펴 보았으며 18:3n-3 지방산의 함량을 고려했을 때도

이들 A+M 추출물과 n-Hexane과 85% aq. MeOH 분획물들에

서 높은 함량의 18:3n-3 지방산의 확인되었다. Dai 등[12]은

in vitro 실험에서 18:3n-3 처리는 위암세포(MGC 및 SGC)의

증식을 억제하였고 apoptosis을 유도하였다고 보고하였다.

Dommels 등[13]은 18:3n-3 처리는 인체 결장암 세포(Caco-2)

의 증식을 억제하였다고 보고하였고 Habermann 등[17]도

18:3n-3를 인체 결장암세포(LT97 및 HT-29)에 처리했을 때 두

결장암세포의 증식을 억제하였다고 보고하였다. 따라서 애기

땅빈대의 항암효과는 n-Hexane과 85% aq. MeOH 분획물들

속에 있는 활성 성분과 관련이 있는 것으로 사료되며 향후

정제하여 규명할 필요가 있다.
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Fig. 4. Effect of solvent fractions from Euphorbia supina on the growth inhibition of HT-29 human colon cancer cells. *p<0.05, significant

between the control and each extract; (A) n-Hexane, n-hexane fraction; (B) 85% aq. MeOH, 85% aqueous methanol fraction;

(C) n-BuOH, n-butanol fraction; (D) Water, water fraction.

0.5

Fig. 5. Effect of solvent fractions from Euphorbia supinaon the growth inhibition of AGS human gastric adenocarcinoma cells. *p<0.05,

significant between the control and each extract; (A) n-Hexane, n-hexane fraction; (B) 85% aq. MeOH, 85% aqueous methanol

fraction; (C) n-BuOH, n-butanol fraction; (D) Water, water fraction.
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초록：애기땅빈대 추출물의 지방산 조성 및 인체 암세포 증식 억제 효과

최향미 ·임선영*

(한국해양대학교 해양환경생명과학부)

본 연구에서는 다양한 약효가 있다고 알려진 애기땅빈대(Euphorbia supina)의 추출물 및 분획물의 지방산 조성

을 분석하고 인체 암세포 증식 억제효과에 대하여 살펴보았다. A+M과 MeOH 추출물의 지방산 조성 패턴은 유사

했고 A+M과 MeOH 추출물은 각각 53.4% 및 42.1%의 18:3n-3를 함유하였다. 분획물들 중 85% aq. MeOH는 가장

높은 함량의 18:3n-3를 나타내었다. 애기땅빈대에 의한 암세포 증식 억제효과는 MeOH 추출물과 비교했을 때

A+M 추출물에 의한 억제효과가 높았으며 AGS 인체 위암세포에 대한 억제효과가 높았다. 분획물들 중에서는

n-Hexane과 85% aq. MeOH 분획물들에 의한 증식 억제효과가 높았다. 따라서 애기땅빈대의 항암 활성 성분은

n-Hexane과 85% aq. MeOH 분획물들에 함유되어 있는 것으로 여겨지며 향후 정제하여 규명할 필요가 있다고

사료된다.
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