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ABSTRACT

Purpose: This study examined the antioxidant and cancer cell growth inhibitory activities of an ethanol extract and different 

solvent fractions of Mesembryanthemum crystallinum L. (ice plant). Methods: The ice plant was freeze-dried, extracted with 
99.9% ethanol, and then fractionated with hexane, ethyl acetate, butanol, and water. The total polyphenol content (TPC), total 

carotenoid content (TCC), 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl radical-scavenging activity (RSA), and ferric reducing antioxidant 

power (FRAP) were measured. Assays using 2',7'-dichlorofluorescin-diacetate and 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- 

diphenyltetrazolium bromide were performed to measure the intracellular reactive oxygen species (ROS) and cell growth, 

respectively. Annexin V/propidium iodide staining and cell cycle analysis were performed for the detection of apoptosis and 

cell cycle arrest. Results: TPC, TCC, RSA, and FRAP of the ethanol extract (EE) were 3.7 mg gallic acid equivalent/g, 13.2 

μg/g, 21.0% (at a concentration of 5 mg/mL), and 21.0% (at a concentration of 5 mg/mL), respectively. Among the different 

solvent fractions, the butanol fraction (BF) showed the highest TPC (5.4 mg gallic acid equivalent/g), TCC (86.6 μg/g), RSA 
(34.9% at 5 mg/mL), and FRAP (80.8% at 5 mg/mL). Treatment of HCT116 human colon cancer cells with EE and BF at 

concentrations of 250 and 500 μg/mL reduced the levels of intracellular ROS. Concomitantly, EE and BF resulted in the 

dose-dependent inhibition of cell growth (at the concentrations of 125, 250, and 500 μg/mL for 24~48 h) and the induction 

of apoptosis (at the concentrations of 250 and 500 μg/mL for 48 h) in HCT116 cells. An increased G2/M cell population was 

also found in the BF-treated cells. Conclusion: These results suggest that ice plant possesses antioxidant and growth 

inhibitory activities in colon cancer cells. 
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서  론

Ice plant (Mesembryanthemum crystallinum L.)는 번행초

과 (Aizoaceae)의 1년생 초목이다. 남아프리카의 나미브 

사막에서 유래된 것으로 알려져 있으며 현재는 아프리카 

남부, 동서부, 북부, 오스트레일리아 남서부, 아메리카의 

서쪽 건조지역 등에서 주로 재배되고 있다 [1]. 잎과 줄기 

표면에는 염분을 배출하는 블러더세포 (bladder cell)가 있

는데, 염분이 맺힌 모양이 얼음결정처럼 보인다 하여 ice 
plant라고 불린다 [1]. 아프리카에서는 전통적으로 수분 및 

염분을 보충하여 탈수를 예방하기 위하여 섭취되어 왔고, 

유럽과 일본에서는 짠맛과 고소한 맛을 동시에 가지고 있

는 고 기능성 채소로 각광받아 수십 년 전부터 다양한 음

식에 적용되어 왔다 [1]. 최근에는 국내에서도 샐러드, 쌈
채소 등 생으로 섭취되거나 무침, 탕 등의 음식을 조리할 

때 첨가되는 등, 그 소비량이 증가하고 있다. 
활성산소종 (reactive oxygen species, ROS)은 쌍을 이루

지 못한 전자에 의해 높은 반응성을 획득한 산소 원자나 

분자로, 슈퍼옥사이드 라디칼 (superoxide anion radical, 
·O2

-), 하이드록실 라디칼 (hydroxyl radical, ·OH), 과산화

수소 (hydrogen peroxide, H2O2), 일중항산소 (singlet oxygen, 
1O2) 등이 있다 [2]. 활성산소종은 체내 정상적인 대사과정 
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중에 발생하는데, 방사능, 오염물질, 바이러스 등에 노출

되거나 술, 담배, 약물, 스트레스 등의 외부적인 요인에 의

하여 생성되기도 한다 [2]. 이렇게 생성된 활성산소종이 

체내 항산화 체계에 의해 적절하게 제거되지 못하면 산화

스트레스가 유발되어 생체기능을 저하시키며 노화를 촉진

하고 암 등 여러 만성질환의 원인이 되는 것으로 알려져 

있다 [2]. 이에 인체에 안전한 천연 항산화제에 대한 연구

가 활발히 진행되고 있다. 
암은 돌연변이로 인해 비정상적인 세포들이 무제한으로 

증식하며 정상조직을 침윤하고 체내 다른 조직으로 전이

되어 생명을 위협하는 질환을 총칭한다 [3]. 특히 대장암

은 전 세계적으로 발병률과 사망률이 모두 높은 암으로 

[4], 2017년 국내에서 대장암의 발생률과 사망률은 전체 

암 중 각각 1순위, 3순위로 보고되었다 [5]. 암은 유전적 

요인과 환경적 요인에 의해 발병되는데 [3], 위암이나 대

장암 같은 소화기계에 생긴 암의 경우 식습관 개선을 통해 

약 90%까지 예방 가능하다고 보고되었다 [6]. 이에 항암 

활성이 있는 식품 및 성분에 관한 연구가 국내 · 외적으로 

활발히 이루어지고 있다 [7].
Ice plant의 활성으로는 항산화 성분 함량 [8,9], radical 

소거 활성 [8,10-12], α-glucosidase 저해 활성 [8,10,11], 
α-amylase 저해 활성 [8], nitric oxide 저해 활성 [11], 
angiotensin converting enzyme 저해 활성 [13], 항균 효과 

[12], 고혈당 및 기억력 개선 활성 [14] 등이 보고된 바 있다. 
Ice plant의 블러더 세포는 D-pinitol, ononitol, myo-inositol 
등의 polyol류를 함유하여 항산화 활성 [1,8]을 나타낸다고 

보고된 바 있으며, 이중 D-pinitol의 경우 혈당 감소 

[11,15], 기억력 개선 [14] 등의 활성 또한 보고된 바 있다. 
본 연구에서는 ice plant의 ethanol 추출물과 분획물을 제

조하여 항산화 성분 함량 및 활성을 비교 · 분석하고, 그 

중 활성이 높은 분획물을 선별하여 세포 내 활성산소종 소

거, 암세포 성장억제, apoptosis 유도, cell cycle 억류 등의 

활성을 HCT116 인간 대장암 세포주를 이용하여 in vitro 
수준에서 조사하고자 하였다.

연구방법

시료 제조 및 수율 측정
본 실험에 사용한 ice plant는 진성농원 (Pohang, Korea)

에서 재배한 것을 구입하였다. 시료는 수세하여 물기를 제

거한 후 분쇄 (MR4050 CA, Braun Espanola, Spain)하고 

동결건조 (PH1316, IlshinBioBase, Yangju, Korea)하였다. 
중량 대비 50배 용량의 99.9% ethanol (Sigma-Aldrich Co., 
St. Louis, MO, USA)을 첨가하고 실온에서 6시간 동안 교

반 (SHO-1D, Daihan Scientific Co., Seoul, Korea)하였다. 
이어 3,000 rpm에서 15분간 원심분리 (MF550, Hanil 
Science Industry, Seoul, Korea) 및 여과 (F/093, Sigma- 
Aldrich Co.)한 후 감압농축기 (NB-503CIR, N-Biotek, 
Bucheon, Korea)로 용매를 휘발하여 ethanol 추출물을 얻

었다. 여기에 중량 대비 500배 용량의 3차 증류수와 
hexane (Junsei Chemical Co., Tokyo, Japan)을 첨가하여 

실온에서 2시간 동안 교반 (VORTEX-GENIE2, Scientific 
Industries, Inc., Oradell, NJ, USA)하였고, 이를 농축 건조

하여 hexane 분획물을 획득하였다. 동일한 방법으로 ethyl 
acetate (Samchun Pure Chemicals Co., Pyeongtaek, Korea), 
butanol (Junsei Chemical Co.)을 이용하여 순서대로 분획

을 실시하여 ethyl acetate 분획물, butanol 분획물을 획득

하였다. 마지막으로 남은 층은 동결건조 (PH1316, Ilshin 
BioBase)하여 water 분획물을 얻었다. 추출물 및 분획물 

시료는 -70°C deep freezer (DF8514, IlshinBioBase)에 보

관하면서 추후 실험에 사용하였다. 건조 시료의 무게 대비 

용매를 완전히 휘발시킨 후 잔여물의 무게로 수율을 산출한 
결과, ethanol 추출물의 수율은 8.4 ± 0.7%, water, butanol, 
ethyl acetate, hexane 분획물의 수율은 각각 5.3 ± 0.5%, 
10.2 ± 0.6%, 11.8 ± 0.6%, 4.8 ± 0.8%이었다. 

총 폴리페놀 함량 측정
총 폴리페놀 함량은 Folin-Ciocalteu의 방법 [16]을 일부 

변형하여 측정하였다. Ice plant 추출물 및 분획물 시료 (5 
mg/mL) 120 μL에 Folin Ciocalteu's phenol reagent (Sigma- 
Aldrich Co.) 60 μL, 7.5% Na2CO3 400 μL, 증류수 200 μL
를 혼합하고 실온에서 30분간 교반하였다. 이를 1,200 rpm
에서 2분간 원심분리하고 상층액을 취하였다. 이어 plate 
reader (Imark, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA)
를 이용하여 750 nm에서 흡광도를 측정하였다. Gallic 
acid (Sigma-Aldrich Co.)를 표준물질로 하여 도출된 표준

검량곡선을 이용하여 시료의 총 폴리페놀 함량 (mg gallic 
acid equivalent (GAE)/g extract or fraction)을 산출하였다.

총 카로티노이드 함량 측정
총 카로티노이드 함량은 Wellburn의 방법 [17]을 일부 

변형하여 측정하였다. Dimethyl sulfoxide (DMSO; Biosesang 
Inc., Seongnam, Korea)를 용매로 한 ice plant 추출물 및 

분획물 시료 (5 mg/mL)의 흡광도를 분광광도계 (UV- 
1601-PC, Shimadzu Co., Kyoto, Japan)를 이용하여 470 
nm, 647 nm, 663 nm에서 측정하였다. 총 카로티노이드 

함량은 [(1,000 × A470) + (333.4837 × A663) - (1,343.057 × 
A647)] × 0.909 식을 이용하여 산출하였다.
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라디칼 소거활성 측정
Ice plant 추출물 및 분획물의 라디칼 소거활성을 측정하

기 위하여 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)법 [18]을 

이용하였다. 암소에서 준비한 1 mM DPPH (Sigma- 
Aldrich Co.)와 ice plant 추출물 및 분획물 시료 (5 mg/mL)
를 1:1 (v:v)로 혼합하고 30분간 암소에서 반응시킨 후 

plate reader (Bio-Rad Laboratories)를 이용하여 540 nm의 

파장에서 흡광도를 측정하였다. DPPH radical 소거활성 

(%)은 [(대조구 흡광도 - 시료 흡광도) / 대조구 흡광도] × 
100 식을 이용하여 산출하였다. 

철 환원력 측정
Ice plant 추출물 및 분획물의 철 환원력을 평가하기 위

하여 Benzie와 Strain의 방법 [19]을 일부 변형하여 측정하

였다. 먼저 300 mM acetate buffer (pH 3.6), 40 mM HCl에 

용해시킨 10 mM 2,4,6-tripyridyls-triazine, 증류수에 용해

시킨 20 mM FeCl･6H2O를 사용 직전에 10:1:1 (v:v:v)의 

비율로 혼합하였다. 이어 이렇게 제조된 혼합액 300 μL에 

ice plant 추출물 및 분획물 시료 (5 mg/mL) 200 μL를 넣

고 37°C에서 10분간 반응시킨 후 plate reader (Bio-Rad 
Laboratories)를 이용하여 595 nm의 파장에서 흡광도를 측

정하였다. 각 시료의 철 환원력 (%)은 (시료 흡광도 / 대조

구 흡광도) × 100 식을 이용하여 산출하였고, 이때 대조구는 
시료와 같은 농도의 ascorbic acid (Samchun Pure Chemicals 
Co.)를 이용하였다.

대장암세포 배양
HCT116 인간 대장암 세포 (Korean Cell Line Bank, 

Seoul, Korea)는 10% fetal bovine serum (FBS) (Thermo 
Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) 및 1% penicillin- 
streptomycin (Welgene Inc., Daegu, Korea)를 함유한 
McCoy's 5A 배지 (Gibco, Rockville, MD, USA)를 이용하

여 배양 (37°C, 95% 습도, 5% CO2)하였다.

세포 내 활성산소종 측정
대장암 세포 내 활성산소종 수준은 2',7'-dichlorofluo-

rescin-diacetate (DCFH-DA)를 이용하는 방법 [20]으로 측

정하였다. 세포 배양용 96-well black plate (Corning Inc., 
Corning, NY, USA)에 HCT116 세포 (3 × 104 cell/well)를 

분주하고, 24시간 후 ethanol 추출물 또는 butanol 분획물

을 함유한 serum-complete 배지로 교체하여 48시간 동안 

처리하였다. 시료는 실험 직전 DMSO (Biosesang Inc.)에 

녹여 고농도 (500 mg/mL)로 제조한 후 배지를 이용하여 

실험에 적합한 농도로 희석하였다. 최종적으로 세포에 처

리되는 DMSO (Biosesang Inc.) 농도는 세포 생존 정도에 

영향이 없는 0.4% (v/v) 이하로 조절하였다. 이후 상층액을 
제거하고 PBS에 녹인 20 μM DCFH-DA (Sigma-Aldrich 
Co.)를 well에 넣고 37°C, 5% CO2에서 30분간 incubation
한 후 PBS로 2번 세척하였다. DCFH-DA와 세포 내 활성

산소종이 반응하여 형광물질인 2',7'-dichloro-fluorescin 
(DCF)로 전환된 정도를 형광분석기 (FLx800, Biotek, Seoul, 
Korea)를 이용하여 excitation 485 nm, emission 528 nm의 

파장에서 측정하였다.

세포 생존 측정
대장암 세포의 생존 정도는 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) 

-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT)를 이용하는 방법 

[21]으로 측정하였다. 세포 배양용 96-well plate (Corning 
Inc.)에 HCT116 세포 (1 × 104 cell/well)를 분주하고, 24시
간 후 ethanol 추출물 또는 butanol 분획물을 125, 250, 500 
μg/mL 농도로 함유한 serum-free 배지를 첨가하여 24시간 

또는 48시간 동안 배양하였다. 이후 0.5 mg/mL의 MTT 
(Sigma-Aldrich Co.)를 함유한 배지로 교체하고 2시간 동

안 37°C에서 incubation 하였다. 환원된 formazan dye는 

배지를 제거한 후 DMSO (Biosesang Inc.)를 첨가하여 용

해시켰다. 이어 plate reader (Bio-Rad Laboratories)를 이용

하여 540 nm에서 흡광도를 측정하고 ice plant ethanol 추
출물 또는 butanol 분획물이 처리된 세포의 생존 정도는 

대조구의 생존 정도에 대비하여 %로 나타내었다. 

Apoptosis 측정
Apoptosis는 annexin V 염색법 [22]으로 측정하였다. 세

포 배양용 6-well plate (Corning Inc.)에 HCT116 대장암세

포 (1 × 105 cells/well)를 분주하고 24시간 후 ethanol 추출

물 또는 butanol 분획물을 250, 500 μg/mL 농도로 함유한 

serum-complete 배지를 이용하여 48시간 동안 처리하였다. 
이어 세포를 well에서 분리시키고 PBS로 1회 세척 후 

fluorescein isothiocyanate (FITC)-annexin V apoptosis 
detection kit (BD Biosciences, San Jose, CA, USA)에서 제

공하는 1X binding buffer에 현탁하였다. 이어 1 × 105 

cells/100 μL에 propidium iodide (PI) (BD Biosciences) 5 
μL와 FITC-annexin V (BD Biosciences) 5 μL를 넣고 상온

에서 빛을 차단하면서 반응시킨 뒤 flow cytometer (BD 
FACSCalibur, BD Biosciences)에서 CellQuest Pro. (BD 
Biosciences)를 이용하여 전체 세포 중 annexin V가 양성 

염색된 세포의 비율을 측정하였다. 
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Fig. 1. Total polyphenol levels of ethanol extract and different 
solvent fraction prepared from Mesembryanthemum crystallinum 
L. GAE: gallic acid equivalent. All values are presented as mean 
± SEM of ≥ 3 determinations. Different letters (a-c) mean significant 
difference among different samples by Duncan's multiple range 
test (p < 0.05).

Fig. 2. Total carotenoid levels of ethanol extract and different 
solvent fraction prepared from Mesembryanthemum crystallinum 
L. All values are presented as mean ± SEM of ≥ 3 determinations. 
Different letters (a-c) mean significant difference among different 
samples by Duncan's multiple range test (p < 0.05).

세포주기 분석 
세포주기는 Irons 등 [23]이 보고한 방법을 일부 변형하

여 분석하였다. 먼저 세포 배양용 6-well plate (Corning 
Inc.)에 HCT116 대장암세포 (3 × 105 cells/well)를 분주하

고 24시간 동안 세포를 부착시킨 후 세포주기 동일화를 

위하여 serum-free 배지로 교환하고 24시간 동안 다시 배

양하였다. 이어 500 μg/mL 농도의 ethanol 추출물 또는 

butanol 분획물을 함유한 serum-complete 배지를 48시간 

동안 처리하고, well에서 분리시킨 세포를 PBS로 1회 세

척 후 70% 에탄올을 이용하여 4°C에서 고정하였다. PBS
로 1회 세척 후 50 μg/mL 농도의 propidium iodide (PI) 
(Sigma-Aldrich Co.)와 10 μg/mL 농도의 RNase (Sigma- 
Aldrich Co.)를 첨가하고 30분간 incubation한 후 flow 
cytometer (FACSCalibur, BD Biosciences)에서 CellQuest 
Pro. (BD Biosciences)를 이용하여 세포주기를 분석하였다.

통계분석
통계분석은 SPSS Statistics (ver. 12.0, SPSS Inc., 

Chicago, IL, USA)를 이용하여 수행하였고, 모든 결과 값

은 3회 이상 분석하여 mean ± SEM로 나타내었다. 세 군 

이상의 결과를 비교하기 위해서는 one-way ANOVA를 이

용하여 분석한 후, p < 0.05일 때 사후 분석으로 Duncan's 
multiple range test를 실시하여 유의성을 검증하였다. 두 

군 간의 결과를 비교하기 위해서는 two-tailed Student’s 
t-test를 이용하여 분석한 후, p < 0.05일 때 유의적인 차이

가 있다고 판단하였다. Ice plant 추출물 및 분획물의 항산

화 성분과 항산화 활성의 상관관계, 세포 내 활성산소종 

소거활성과 암세포 생존 억제활성의 상관관계가 있는지를 

평가하기 위해서 Pearson’s correlation analysis를 실시하

였고, p < 0.05일 때 유의적인 상관관계가 있다고 판단하

였다. Ice plant 추출물 및 분획물의 활성이 처리 농도에 의

존적이었는지를 평가하기 위해서 선형 및 곡선형 회귀분

석을 실시하였고, p < 0.05일 때 유의적인 농도 의존적 활

성이 있다고 판단하였다. 

결  과

총 폴리페놀 및 총 카로티노이드 함량
폴리페놀은 벤젠고리의 수소 중 2개 이상이 수산기로 

치환된 구조를 가지는 항산화 물질로 식물의 광합성 작용에 

의해 생성된 당의 일부가 변화한 2차 대사산물이다 [24]. 
Ice plant ethanol 추출물 및 분획물의 총 폴리페놀 함량은 

gallic acid을 표준물질로 하여 표준곡선을 그려서 산출하였

으며 그 결과는 Fig. 1과 같다. Ethanol 추출물의 총 폴리페

놀 함량은 3.7 mg GAE/g이었는데, 이에 비하여 butanol 분
획물, water 분획물의 함량 (각각 5.4 mg GAE/g, 5.3 mg 
GAE/g)은 높았고, ethyl acetate 분획물의 함량 (3.4 mg 
GAE/g)은 비슷하였으며, hexane 분획물의 함량 (2.7 mg 
GAE/g)은 낮았다 (p < 0.05). 

카로티노이드는 동식물계에 널리 분포된 황색, 주황색, 
적색을 나타내는 지용성 색소로 isoprene 구조가 결합된 

화합물이다 [24]. Ice plant ethanol 추출물 및 분획물의 총 

카로티노이드 함량은 Fig. 2와 같다. Ethanol 추출물의 총 
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Fig. 3. DPPH radical scavenging activity of ethanol extract and 
different solvent fraction prepared from Mesembryanthemum 
crystallinum L. All values are presented as % of the control in the 
mean ± SEM of 3 determinations. Different letters (a-c) mean 
significant difference among different samples by Duncan's 
multiple range test (p < 0.05).

Fig. 4. Ferric reducing antioxidant power of ethanol extract and 
different solvent fraction prepared from Mesembryanthemum 
crystallinum L. All values are presented as % of the control in the 
mean ± SEM of 3 determinations. Different letters (a-d) mean 
significant difference among different samples by Duncan's 
multiple range test (p < 0.05).

Fig. 5. Intracellular ROS scavenging activity of ethanol extract and 
butanol fraction prepared from Mesembryanthemum crystallinum 
L. in HCT116 colon cancer cells. HCT116 cells were treated with 
ethanol extract and butanol fraction at the concentrations of 125, 
250, and 500 μg/mL for 48 h. All values are presented as mean 
± SEM of ≥ 3 determinations. Different letters (a-c) mean significant 
difference among different concentrations by Duncan's multiple 
range test (p < 0.05). Asterisks mean statistical difference between 
two different sample at a respective concentration by two-tailed 
student t-test (*** p < 0.001).

카로티노이드의 함량은 13.2 µg/g이었고, 이에 비하여 

butanol 분획물, water 분획물의 함량 (각각 86.6 µg/g과 
24.1 µg/g)은 높았으며 특히 butanol 분획물의 함량이 현저

하게 높았다 (p < 0.05). Hexane 분획물이나 ethyl acetate 
분획물의 총 카로티노이드 함량 (각각 20.8 µg/g, 18.3 
µg/g)은 ethanol 분획물의 함량과 유의적으로 다르지 않은 

비슷한 수준을 나타내었다. 

라디칼 소거활성
DPPH 자유 라디칼은 항산화 물질로부터 전자나 수소를 

제공받아 환원되면서 보라색에서 노란색으로 변하는데, 
이러한 원리를 이용하여 물질의 항산화 활성을 측정하는 

방법 [18]이 널리 이용되고 있다. Ice plant ethanol 추출물 및 
분획물의 DPPH 라디칼 소거활성은 Fig. 3과 같다. Ethanol 
추출물 (5 mg/mL)의 DPPH 라디칼 소거활성은 21.0%였는

데 양성대조군인 ascorbic acid (5 mg/mL)의 활성 (94.6%)
에 비해서는 낮은 수준이었다. Ethanol 추출물과 분획물 

간의 DPPH 라디칼 소거활성을 비교하였을 때, ethanol 추
출물의 활성에 비해 water 분획물, butanol 분획물, ethyl 
acetate 분획물의 활성 (각각 38.0%, 34.9%, 33.8%)은 높았

고, hexane 분획물의 활성 (16.5%)은 비슷하였다 (p <
0.05). Ice plant 추출물 및 분획물의 DPPH 라디칼 소거활

성은 앞서 측정한 항산화 성분 중 총 폴리페놀 함량과 유

의적인 양의 상관관계 (R = 0.705, p < 0.01)를 나타내었다.

철 환원력
Fe3+

는 항산화 물질에 의하여 Fe2+
로 환원되는데, ice 

plant ethanol 추출물 및 분획물의 철환원력을 평가하기 위

하여 Benzie와 Strain의 방법 [19]을 일부 변형하여 측정하

였다. Ice plant ethanol 추출물 및 분획물의 철 환원력은 

Fig. 4와 같다. Ice plant ethanol 추출물 (5 mg/mL)의 철 

환원력은 21.0%이었는데, 이에 비하여 butanol 분획물, 
hexane 분획물, water 분획물 ethyl acetate 분획물의 철 환

원력 (각각 80.8%, 52.7%, 46.3%, 44.7%)이 높았고, 특히 

butanol 분획물의 철 환원력이 현저하게 높았다 (p < 0.05). 
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Fig. 6. Growth inhibitory activities of ethanol extract and butanol fraction prepared from Mesembryanthemum crystallinum L. in HCT116 
colon cancer cells. HCT116 cells were treated with ethanol extract and butanol fraction at the concentrations of 125, 250, and 500 μg/mL 
for 24 h (A) and 48 h (B). All values are presented as mean ± SEM of ≥ 3 determinations. Different letters (a-c) mean significant difference 
among different concentrations by Duncan's multiple range test (p < 0.05). Asterisks mean statistical difference between two different 
sample at a respective concentration by two-tailed student t-test (*** p < 0.001).

(A) (B)

Fig. 7. Correlation between intracellular ROS scavenging activity 
and growth inhibitory activities of the butanol fraction prepared 
from Mesembryanthemum crystallinum L. in HCT116 colon cancer 
cells. Pearson’s correlation analysis was performed. 

Ice plant 추출물 및 분획물의 철 환원력은 총 카로티노이

드 함량과 유의적인 양의 상관관계 (R = 0.875, p < 0.01)를 

나타내었다.

세포 내 활성산소종 소거활성
DCFH-DA는 세포막을 투과한 후 세포 내에 존재하는 

활성산소종에 의하여 형광성 DCF로 전환되는데, 이러한 

원리를 이용하여 세포 내 활성산소종 수준을 측정하는 방

법 [20]이 널리 이용되고 있다. Ice plant의 ethanol 추출물

과 분획물이 나타낸 시험관 수준의 항산화 효과가 실제 살

아있는 세포 내에서도 재현되는지 여부를 HCT116 대장암

세포를 이용하여 조사하였다. 분획물 중에서는 총 폴리페

놀 함량, 총 카로티노이드 함량, 라디칼 소거활성, 철 환원

력이 모두 높았던 butanol 분획물을 선택하였다. HCT116 
대장암세포에 ethanol 추출물 또는 butanol 분획물을 125, 
250, 500 μg/mL 농도로 48시간 동안 처리한 후 세포 내 

활성산소종 수준을 대조구 수준에 대비하여 %로 나타낸 

결과는 Fig. 5와 같다. Ethanol 추출물의 경우 모든 농도에

서 세포 내 활성산소종 수준을 유의적으로 감소시켰으나 

(대조구 대비 13 ~ 18%) (p < 0.01), 농도의존적인 활성은 

나타나지 않았다. Butanol 분획물의 경우 250 μg/mL과 

500 μg/mL 농도에서 세포 내 활성산소종 수준을 유의적

으로 감소시켰고 (대조구 대비 28 ~ 49%) (p < 0.001), 선
형, 2차곡선, 지수형 회귀분석을 실시한 결과 처리 농도와 

세포 내 활성산소종 감소 정도 간에 유의한 상관관계 (R2

> 0.9, p < 0.001)가 나타나 농도의존적 활성이 관찰되

었다. Ethanol 추출물과 butanol 분획물의 세포 내 활성산

소종 소거활성을 비교하였을 때, 500 μg/mL 농도에서 butanol 
분획물의 활성 (대조구 대비 49%)이 ethanol 추출물의 활성 
(대조구 대비 13%)보다 유의적으로 컸다 (p < 0.001). 

암세포 성장억제 활성
활성산소종은 암세포의 증식을 증가시켜 암화과정의 촉

진단계에 기여하는 것으로 알려져 있고 [25], 무제한적인 
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Fig. 8. Apoptosis-inducing activity of ethanol extract and butanol fraction prepared from Mesembryanthemum crystallinum L. in HCT116 
colon cancer cells. HCT116 cells were treated with ethanol extract and butanol fraction at the concentrations of 250 and 500 μg/mL 
for 48 h. Representative histogram (A) and bar chart (B) of annexin/PI double staining assay. All values are presented as mean ± SEM 
of ≥ 3 determinations. Different letters (a-c) mean significant difference among different concentrations at a respective sample by 
Duncan's multiple range test (p < 0.05). Asterisks mean statistical difference between two different samples at a respective concentration 
by two-tailed student t-test (*** p < 0.001). 

(A)

(B)

증식은 암세포가 정상세포와 구별되는 가장 기본적인 특

징 [26]이기 때문에, 본 연구에서는 ice plant ethanol 추출

물과 butanol 분획물의 항산화 활성에 이어 대장암세포 

성장 억제활성을 HCT116 세포를 이용하여 조사하였다. 
HCT116 세포에 ethanol 추출물 또는 butanol 분획물을 

125, 250, 500 μg/mL 농도로 24시간 또는 48시간 동안 처

리한 후 세포의 생존 정도를 대조구 세포의 생존 정도에 

대비하여 %로 나타낸 결과는 Fig. 6과 같다. Ethanol 추출

물이 500 μg/mL 농도로 24시간 처리된 세포의 생존률은 

대조구 대비 89%, 125, 250, 500 μg/mL 농도로 48시간 처

리된 세포의 생존률은 대조구 대비 78 ~ 90%이었고 (p <
0.001), 회귀분석 결과 48시간 시점에서 유의미한 농도의

존적 활성이 나타났다 (R2 > 0.9, p < 0.001). Butanol 분획

물을 125, 250, 500 μg/mL 농도로 24시간 또는 48시간 처
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Fig. 9. Representative cell cycle of HCT116 colon cancer cells after the treatments of ethanol extract and butanol fraction prepared from 
Mesembryanthemum crystallinum L. HCT116 cells (3 × 105 cells/well) were treated with ethanol extract or butanol fraction at the 
concentrations of 500 μg/mL for 48h. M1: G0/G1 phase; M2: G2/M phase; M3: S phase; M4: sub-G1 phase.

Treatment
% of cell

Sub G1 G0/G1 S G2/M

Control 1.7 ± 0.1b1) 77.4 ± 0.9a 8.2 ± 0.7b 12.7 ± 1.0b

Ethanol extract 2.3 ± 0.1a 70.2 ± 1.2b 12.1 ± 0.9a 15.7 ± 1.0ab

Butanol fraction 2.4 ± 0.1a 72.0 ± 1.2b 8.8 ± 1.0b 17.2 ± 0.7a

1) Data are presented as mean ± SEM of 4 determinations. Different letters (a, b) mean significant difference among different samples 
at a respective cell cycle by Duncan's multiple range test (p < 0.05).

Table 1. Cell cycle distribution of HCT116 colon cancer cells after the treatment of ethanol extract and butanol fraction prepared from 
Mesembryanthemum crystallinum L.

리된 세포의 생존률은 대조구의 생존 정도에 대비하여 각

각 57 ~ 94%와 33 ~ 80%이었고 (p < 0.001), 두 시점에서 

모두 농도의존적 활성이 나타났다 (R2 = 0.7 ~ 0.9, p <
0.001). Ethanol 추출물과 butanol 분획물의 대장암세포 성

장 억제활성을 비교하였을 때, 500 μg/mL 농도로 24시간 

처리 시와 250 μg/mL, 500 μg/mL 농도로 48시간 처리 시

에 butanol 분획물의 세포 성장 억제활성이 ethanol 추출물

의 활성보다 높았다 (p < 0.001). 한편 butanol 분획물의 

HCT116 대장암세포 성장 억제활성은 앞서 기술한 바 있

는 세포 내 활성산소종 소거활성과 유의적인 양의 상관관

계를 나타내었다 (Fig. 7, R = 0.901, p < 0.001). 

Apoptosis 유도 활성
암세포에서는 apoptosis라고 불리는 세포자살 프로그램

이 정상적으로 작동되지 않아 잘 사멸되지 않고 비정상적

으로 높은 증식률을 가진다 [27]. 앞서 기술한 ice plant 
ethanol 추출물과 butanol 분획물에 의한 HCT116 대장암

세포의 성장 억제가 apoptosis 유도와 관련이 있는 것인지 

알아보기 위하여 HCT116 대장암세포에 250, 500 μg/mL 
농도의 ethanol 추출물 또는 butanol 분획물을 48시간 동안 

처리한 결과는 Fig. 8과 같다. Ethanol 추출물 또는 butanol 
분획물이 처리된 세포에서 annexin V로 양성 염색되어 

apoptosis가 일어났다고 판단된 비율은 15 ~ 33%로 대조구 

세포에서 apoptosis가 일어난 비율 (12%)보다 높았고 (p <

0.05), butanol 분획물의 apoptosis 유도 활성 (대조구 대비 

1.6 ~ 2배)이 ethanol 추출물의 활성 (대조구 대비 1.2 ~ 1.4
배)보다 높았다 (p < 0.05). 

세포 주기 변화
Ice plant ethanol 추출물과 butanol 분획물이 HCT116 세

포의 주기에 미치는 영향을 조사하기 위하여 HCT116 대
장암세포에 500 μg/mL 농도의 ethanol 추출물 또는 butanol 
분획물을 48시간 동안 처리한 결과는 Fig. 9와 Table 1과 

같다. Ethanol 추출물이 처리된 세포의 sub-G1기 비율 

(2.3%)과 butanol 분획물이 처리된 세포의 sub-G1기 비율 

(2.4%)은 대조구 세포의 sub-G1기 비율 (1.7%)의 1.4배로 

유의적으로 높은 수준을 나타내었다 (p < 0.05, Table 1, 
Fig. 9). 또한 butanol 분획물이 처리된 세포의 G2/M기 비

율 (17%)은 대조구 세포의 G2/M기 비율 (12%)의 1.4배로 

유의적으로 높은 수준을 나타내었다 (p < 0.05, Table 1, 
Fig. 9).

고  찰

본 연구는 ice plant 추출물 및 분획물의 항산화 성분 함

량, 활성을 비교 · 분석하고, 세포 내 활성산소종 소거활성, 
암세포 성장억제 활성, apoptosis 유도 활성, cell cycle에 

미치는 영향 등을 HCT116 인간 대장암 세포주를 이용하
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여 in vitro 수준에서 평가하는 것을 목적으로 하였다.
폴리페놀과 카로티노이드는 식물성 식품에 광범위하게 

함유되어 있는 대표적인 항산화 성분 [28]이다. 본 연구

에서 ice plant ethanol 추출물의 총 폴리페놀과 총 카로티

노이드 함량은 각각 3.7 mg GAE/g (Fig. 1)과 13.2 µg/g 
(Fig. 2)으로 측정되었는데, 이는 Ibtissem 등 [12]이 보고

한 ice plant 열수 추출물의 총 폴리페놀 함량 (23.9 mg 
GAE/g)이나 Amari 등 [9]이 보고한 ice plant 80% 아세톤 

추출물의 카로티노이드 함량 (46 µg/g)보다는 낮은 수준이

었다. 폴리페놀의 경우 일반적으로 배당체로 존재하는 경

우가 많아 극성용매에 잘 녹기 때문에 [29] 추출 시 물을 

이용한 기존 연구에서 검출된 함량보다 추출 시 에탄올을 

이용한 본 연구에서 검출된 함량이 낮았던 것으로 추측

되며, 카로티노이드의 경우 지용성이기 때문에 아세톤을 

이용한 기존 연구에서 검출된 함량보다 에탄올을 이용한 

본 연구에서 검출된 함량이 낮았던 것으로 생각된다. 본 

연구에서 제조한 분획물 중 butanol 분획물의 총 폴리페놀 

함량 (5.4 mg GAE/g)은 ethanol 추출물, ethyl acetate 분획

물, hexane 분획물의 함량 (각각 3.7 mg, 3.4 mg, 2.7 mg 
GAE/g)보다 높았는데 (Fig. 1), 이는 Kang 등의 연구 [8]에
서 ice plant methanol 추출물로부터 제조된 분획물의 총 

폴리페놀 함량을 비교한 결과 butanol 분획물의 총 폴리페

놀 함량이 hexane 분획물의 함량보다 높았다고 보고된 것

과 부분적으로 비슷하였다. 
이어서 ice plant 추출물 및 분획물의 시험관 수준의 항

산화 활성을 확인하기 위하여 DPPH 라디칼 소거활성과 

철 환원력을 측정하였다. Ethanol 추출물 (5 mg/mL)의 

DPPH 라디칼 소거활성과 철 환원력은 동일하게 21.0%이

었다 (Fig. 3 & 4). Lee 등 [11]의 연구에서는 ice plant 
ethanol 추출물 (400 μg/mL)의 DPPH 라디칼 소거활성이 

51.3%로 보고된 바 있어 본 연구에서 다소 낮은 DPPH 라
디칼 소거활성이 측정되었다. 이러한 연구 결과 간의 차이

는 각 연구마다 이용된 ice plant의 재배 조건, 수확 시기, 
DPPH와 추출물의 혼합 비율 등이 다른 것과 관련이 있을 

것으로 생각된다. 본 연구에서 제조한 분획물 중 butanol 
분획물의 DPPH 라디칼 소거활성과 철 환원력은 각각 

34.9%와 80.8%로 ethanol 추출물의 DPPH 라디칼 소거활

성과 철 환원력 (21.0%와 21.0%)보다 높았는데 (Fig. 3 & 4), 
이는 Seo와 Kim [30]이 보고한 여정실의 항산화 활성 연

구에서 여정실 분획물 중 butanol 분획물이 다른 분획물에 

비해 철 환원력이 현저하게 높았다고 보고한 결과와 비슷

하였다. 본 연구에서 ice plant 추출물 및 분획물의 DPPH 
라디칼 소거활성은 총 폴리페놀 함량과 양의 상관관계 (R
= 0.705, p < 0.01)를, 철 환원력은 총 카로티노이드 함량

과 양의 상관관계 (R = 0.875, p < 0.01)를 나타내었다. 이는 

Jeon 등 [31]과 Pak 등 [32]의 연구에서 DPPH 라디칼 소

거활성과 총 폴리페놀 함량 간 양의 상관관계가 보고된 결

과나, Kim 등 [33]의 연구에서 식용봄꽃 중 카로티노이드 

함량이 높았던 개나리, 벚꽃 등의 경우 철 환원력이 높게 

나타난 결과, Lee 등 [34]의 연구에서 영귤 성숙과가 미성

숙과에 비하여 카로티노이드 함량과 철 환원력이 높게 나

타난 결과 등과 비슷하였다. 
다음으로는 ice plant의 ethanol 추출물과 분획물이 나타

낸 시험관 수준의 항산화 효과가 실제 살아있는 암세포 내

에서도 재현되는지 여부를 조사하였다. 암세포는 정상세

포와 비교하여 볼 때 활성산소종 생성 증가와 이로 인한 

항산화 방어체계에 대한 의존도 증가와 같은 특징을 가진

다 [35]. 본 연구에서 인체 유래 대장암세포주인 HCT116
를 이용하여 조사한 결과, ethanol 추출물과 butanol 분획

물 모두 세포 내 활성산소종 수준을 유의적으로 감소시키

는 효과가 있었고 (각각 대조구 대비 13 ~ 18%, 28 ~ 49%, 
p < 0.01, Fig. 5), butanol 분획물의 세포 내 활성산소종 소

거활성 (500 μg/mL 농도 처리 시 대조구 대비 49%)이 

ethanol 추출물의 활성 (500 μg/mL 농도 처리 시 대조구 

대비 13%)보다 유의적으로 컸다 (p < 0.001, Fig. 5). 이러

한 결과는 butanol 분획물이 ethanol 추출물보다 시험관 수

준의 항산화 활성뿐만 아니라 세포 내에서 활성산소종을 

소거하는 in vitro 수준의 항산화 활성 또한 높은 것을 나

타낸다. 이는 Kang과 Hong의 연구 [36]에서 라디칼 소거

활성이 높았던 퉁퉁마디 에틸아세테이트 분획물이 세포 

내 활성산소종 소거활성 또한 높았다고 보고된 결과와 유

사하였다. 
무제한적인 증식은 암세포가 정상세포와 구별되는 가장 

기본적인 특징 [26]으로, ethanol 추출물과 butanol 분획물

의 대장암세포 성장 억제활성을 HCT116 세포를 이용하여 

조사하였다. Ethanol 추출물은 48시간 시점에서, butanol 
분획물은 24시간 또는 48시간 시점에서 각각 처리 농도 

(125 ~ 500 μg/mL)에 의존적인 세포 성장 억제 활성을 나

타내었다 (R2 = 0.7 ~ 0.9, p < 0.001, Fig. 6). Butanol 분획

물의 세포 성장 억제활성은 ethanol 추출물의 활성보다 유

의적으로 높았는데 (500 μg/mL 농도로 24시간 처리 시, 
250 μg/mL과 500 μg/mL 농도로 48시간 처리 시, p <
0.001), 이러한 결과로 볼 때 butanol 분획물은 산화스트레

스를 억제하는 데 있어서 뿐만 아니라 대장암세포의 성장

을 억제하는데 있어서도 ethanol 추출물보다 효과적인 것

으로 생각된다. 또한 butanol 분획물의 HCT116 대장암세

포 성장 억제활성은 앞서 기술한 바 있는 세포 내 활성산

소종 소거활성과 양의 상관관계를 나타내었는데 (Fig. 7, 
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R = 0.901, p < 0.001), 이는 세포 내 활성산소종 소거활성

이 높은 분획물이 PC3 전립선암세포 성장 억제활성 또한 

높았다고 보고한 Lee 등 [37]의 결과와 유사하였다. 활성

산소종은 암세포의 증식을 증가시켜 암화과정의 촉진단계

에 기여하는 것으로 알려져 있으므로 [25], 본 연구에서 관

찰된 butanol 분획물의 대장암세포 성장 억제활성은 부분

적으로 항산화 활성으로부터 기인되었을 것으로 추측

된다. 
암세포는 결함이 일어나도 apoptosis에 의해 잘 사멸되

지 않고 정상적인 세포주기 조절에서 벗어나 비정상적으

로 증식하는 특징을 가진다 [27]. 본 연구에서는 ethanol 
추출물과 butanol 분획물의 HCT116 대장암세포 성장 억

제활성이 apoptosis 유도활성이나 세포주기 억류활성 등과 

관련이 있는지 조사하였다. Annexin V로 염색된 세포 비

율 (Fig. 8)과 sub-G1기에 있는 세포 비율 (Table 1)을 분석

한 결과에서, ethanol 추출물과 butanol 분획물의 apoptosis 
유도활성 (대조구 대비 1.2 ~ 2배)이 관찰되었다. 이러한 

결과로 볼 때 ice plant ethanol 추출물과 butanol 분획물에 

의한 HCT116 대장암세포의 성장억제 활성은 부분적으로 

apoptosis 유도활성으로부터 기인된 것으로 생각된다. 특히 

butanol 분획물의 apoptosis 유도활성이 ethanol 추출물의 

활성보다 더 컸고 (Fig. 8) butanol 분획물만이 G2/M기 억

류활성을 나타냈기 때문에 (Fig. 9 & Table 1). 대장암세포

의 성장을 억제하는데 있어서 butanol 분획물이 ethanol 추
출물보다 더 효과적이었던 것 (Fig. 6)으로 생각된다. 앞으

로 apoptosis를 유도하고 G2/M기 정체를 유발하는 butanol 
분획물에 함유된 활성 성분을 분리 · 동정하고 이러한 활

성과 관련된 세부기전에 대한 연구가 필요할 것으로 생각

된다.

요  약

본 연구에서는 ice plant의 ethanol 추출물과 분획물의 항

산화 및 대장암세포 성장억제 활성을 in vitro 수준에서 평

가하는 것을 목적으로 하였다. Ethanol 추출물의 총 폴리

페놀 함량 (3.7 mg GAE/g), 총 카로티노이드 함량 (13.2 
µg/g), DPPH 라디칼 소거활성 (21.0%), 철 환원력 (21.0%)
보다 butanol 분획물의 총 폴리페놀 함량 (5.4 mg GAE/g), 
총 카로티노이드 함량 (86.6 µg/g), DPPH 라디칼 소거활

성 (34.9%), 철 환원력 (80.8%)이 더 높았다. 또한 HCT116 
대장암세포에서 세포 내 활성산소종 수준을 감소시키거나 

세포 성장을 억제하는데 있어서 ethanol 추출물보다 butanol 
분획물의 활성이 더 컸다. 대장암세포의 성장을 억제하는

데 있어서 butanol 분획물이 ethanol 추출물보다 더 효과적

이었던 것은 butanol 분획물의 apoptosis 유도활성이 ethanol 
추출물의 활성보다 더 컸고 butanol 분획물만이 G2/M기 

억류활성을 나타냈기 때문인 것으로 생각된다. 앞으로 이

와 같은 결과를 초래하는 주요 활성성분을 분리 · 동정하

고 ice plant의 항산화 활성 및 대장암세포 성장억제 효과

가 in vivo 수준에서 재현되는지 검증하며 이와 관련된 세

부기전을 탐색하는 심도 있는 연구가 필요할 것으로 생각

된다.
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