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Background: Curcumin, a naturally occurring biologically active compound extracted from rhizomes of 

Curcuma species, has been shown to possess potent anti-inflammatory, anti-tumor and anti-oxidative 

properties. The effects and possible mechanism of this agent were investigated on 2 human myelogenous 

leukemic cell lines.

Methods: K562 and KG-1 cells were the two cell lines selected. The MTT assay and flow cytometry 

were used to assess the cytotoxicity and for cell cycle analysis, respectively. The protein expressions 

were analyzed by Western blotting; the caspase activity was also checked.

Results: Both cell lines showed dose-dependent susceptibility to curcumin, and the cell cycle analysis 

showed an increased sub-G1 phase in the KG-1 cells. In the K562 cell, curcumin down regulated the 

expressions of PCNA (proliferating cell nuclear antigen) and cyclins D1 and B1. The expression of Akt 

was also down-regulated, but caspase-3 was activated to induce cleaved PARP (polyadenosine ribose 

polymerase) and apoptosis. However, the expression of phospho-Erk was unaffected. Co-treatment of 

cyclosporin A (CsA) with curcumin resulted in an attenuation of apoptosis in the K562 cells, implying 

curcumin-induced apoptosis is dependent on the release of cytochrome c from the mitochondria.

Conclusion: Curcumin induced cell cycle arrest and apoptosis in both human myelogenous leukemic cell 

lines, with the apoptosis appearing to be dependent on the release of cytochrome c from the mitochondria.  

(Korean J Hematol 2005;40:75-81.)
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[1,7-bis-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-1,6-eptadiene-3,5-dione]

F ig . 1 . Chem ical structure  o f curcum in.

서      론  

  Curcumin (diferuloylmethane)은 tumeric (Curcuma 

longa L, 심황)의 뿌리에서 분리된 화합물로 인도의 전

통 요리인 카레의 노란 색깔과 향을 만드는 주 성분이

다(Fig. 1).
1)
 Curcumin이 항염증, 항암, 항산화 효과를 

포함한 다양한 약리적 효과를 가지고 있으며,
2)
 다양한 

암세포주에서 암세포의 증식을 억제하는 것이 알려져 

있다. 고형 종양으로는 대장암,
3)
 간암,

4)
 방광암,

5)
 폐암

6)
 

세포주들에서 증식 억제 및 세포사멸 유도가 다양하게 

보고되고 있고 백혈병 세포주들
7,8)
 에서도 유사한 결과

들이 보고되고 있다. 이러한 작용의 기전들로 curcu-

min이 protein kinase C
9)
나 IκB kinase,

4)
 EGF receptor 

tyrosine kinase
10)

를 억제하고 c-jun, c-fos, c-myc 등 암

유전자를 억제한다고 제시되었으나,
11)
 자세한 기전은 

아직 완전히 밝혀지지 않았다. 

  이에 저자들은 골수구성 백혈병 세포주에서 curcu-

min의 증식 억제 효과를 확인하고 그 특징과 기전을 

알아보고자 본 연구를 시행하였다. 

재료 및 방법

    1. 세포주 및 세포 배양

  만성골수성백혈병 세포주 K-562와 급성골수성백혈

병 세포주 KG-1을 10% 우태아 혈청과 항생제가 첨가

된 RPMI-1640 (Biowhittacker, USA) 배양액을 사용하

여, 5% CO2, 37
oC의 항온 배양기에서 배양하였고, 배양

액은 3 내지 4일 간격으로 교체하였으며 4～5일 간격

으로 분주하여 사용하였다. 

    2. Cytotoxicity 분석

  K-562와 KG-1 세포주를 96 well corning plates에 각

각 5×103/well씩 분주하고 200ul의 배양액에 curcu-

min을 각기 다른 농도와 시간으로 배양하였다. 배양액 

제거 후 Tetrazolium Salt MTT 용액을 각 well마다 10ul 

첨가하고 37℃에서 4시간 배양시킨 후 540nm에서 측

정하였다.

    3. 유세포 측정

  K562 세포주와 KG-1 세포주를 1×Phosphatebuf-

fered saline (PBS, PH7.4)로 수세하고, 차가운 70% 에

탄올로 고정하고, 다시 1×PBS로 수차례 수세 후 

Propidium iodide 10μg/mL (PI; 0.5%, Tween-20; 0.1% 

RNase 100μg/ml 포함)로 상온에서 30분간 염색하였

다. 세포주기 분석을 Becton Dickinson fluorescenceac-

tivated cell analyzer와 cell Quest software (version 1.2)

를 이용하여 분석하였다.

    4. Western blotting

세포들을 SDS sample buffer를 이용하여 용해시킨 뒤 

10～15% gel로 SDS-PAGE를 실시하였다. 분리된 단백

을 1시간 동안 전기적 방법으로 nitrocellulose mem 

brane으로 옮긴 후, membrane을 blocking buffer (1× 

TBS, 0.1% Tween-20, 5% skin milk)에 넣고 상온에서 

2시간 반응시킨 후 각각의 일차 항체를 처리하여 4oC

에서 밤새도록 반응시키고 HRP 결합을 가진 anti-

rabbit과 anti-mouse 2차 항체를 사용해 다시 1시간 동

안 반응시킨 뒤 ECL (Amersham, USA)시스템을 이용

하여 발색시키고 필름에 감광시켰다.

    5. Caspase activity 측정

  K562 세포주를 96 well microplate에서 24시간 동안 

배양한 후 세포를 용해시켜 얻은 cell lysate에 cleavage 

aspartate residues의 특이 peptide sequence에 반응하는 

DEVD를 기질로 혼합하여 5% CO2 배양기에 4시간 동

안 둔 후 luminescence spectrophotometer (Perkin-Elmer 

LS-50B)를 사용하여 7-amino-4-trifluoromethyl couma- 

rin (AFC)의 생성을 측정하였다. 

결      과

    1. Curcumin의 세포 독성 효과

  K562와 KG-1 세포주에 curcumin을 0～240μM까지 

농도별로 처리했을 때 양 세포 모두 120μM까지는 

curcumin 농도의 증가에 따라 세포 독성이 증가하였으

나 그 이상의 농도에서는 증가하는 정도가 둔화되었

다. Curcumin 노출 시간을 24, 48, 96시간으로 달리 하

였을 때 K562의 경우는 시간에 따른 차이가 없었으나 

KG-1은 노출 시간이 길어짐에 따라 세포 독성이 증가

하는 소견이 관찰되었다(Fig. 2A). 이를 바탕으로 cur-
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F ig . 2 . Dose and tim e dependency of curcum in effect on the leukem ic cell line K562 and KG -1. Curcum in was treated at various
concentrations and tim es (A ) and then its concentration w as fixed  at 25μM  (B). C urcum in at 110～130μM  concentration 
reduced ce ll viab ility by 45～50%  and KG -1 show ed m ore tim e-dependent pattern  of cyto toxic ity to  curcum in.

cumin 농도를 25μM로 고정하고 약물 처리 시간에 따

른 세포 독성 효과를 조사한 후 이를 막대그래프를 사

용하여 나타내었다(Fig. 2B). K562 세포주는 저농도에

서 시간에 따른 특별한 경향을 보이지 않았으나 KG-1

은 처리 시간이 길어질수록 세포 독성이 증가하였다. 

즉, curcumin은 KG-1에서 시간 의존적인 세포 독성을 

보였다.

    2. Curcumin에 의한 세포 주기 변화 분석과 cyclin 

D, A, B의 변화

  유세포 측정법을 이용하여 curcumin에 의한 세포 주

기 변화를 분석하였다. 대조군으로 curcumin을 처리하

지 않은 세포주를 사용했으며, curcumin 농도를 10μM

에 고정한 후 각각 24, 48, 72시간 후의 세포 주기를 

관찰하였다. 이전 실험 결과를 바탕으로 예상한 것과 

같이 KG-1이 curcumin 10μM의 낮은 농도에서 대조군

보다 G1기가 24시간 후 3배 이상 증가했으며 48시간 

후와 72시간 후에서도 1.5배 이상 증가했다(Fig. 3). 그

러나 K562 세포주는 10μM의 curcumin 농도에서는 큰 

변화가 없었다. 

  이어서 curcumin을 10μM로 고정시킨 후 cyclin D의 

12, 24, 48시간의 발현 양상을 살핀 결과 KG-1의 경우

는 12시간과 24시간에는 감소하다 48시간 후에는 약간 

증가하였고 K562에서는 대조군에 비해 시간이 지남에 

따라 증가하는 양상을 보였다. cdk4 (cyclin-dependent 

kinase
4)
는 curcumin에 의해서 아무런 영향을 받지 않

는 것으로 나타났다(Fig. 4). 이로 보아 KG-1의 경우, 

curcumin이 12시간 이내에 G1/S기의 세포주기를 늘릴 

때 cyclin D/cdk4의 접합체 중 cdk4보다는 cyclin D를 

통해서 세포 주기를 정지시킨다고 생각했다. 
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F ig . 4 . W estern  b lo t results o f cyc lin  D 1, cdk4 at curcum in
10μM . The expressions of cdk4 and cyclin  D1 w ere not 
decreased in  K562 cells at th is concentration.

Fig . 3. The effect of curcum in on the cell cycle progression. K562 and KG -1 were PI stained at 24hrs, 48hrs, 72hrs after treatm ent
w ith  curcum in 10μM . KG -1 ce lls  in  sub-G 1 phase w ere increased at 24hrs, but K562 cells appeared not affected.

F ig . 5 . C urcum in effect on ce ll cycle and apoptosis. curcu-
m in caused decreased expression of cyc lin  D1, B1, and 
PCN A but not cyclin  A  at after treatm ent o f curcum in at 100
μM  for 6hours in  K562 ce lls . Apoptosis w as induced by 
curcum in exposure of either 100μM  for 6hours or 25μM  for
24hrs.

  K562의 경우 curcumin 농도를 높인 후 농도와 시간

을 달리하여 다시 cyclin A, B, D 및 PCNA (prolifer-

ating cell nuclear antigen)를 Western blot으로 검사해 

본 결과 cyclin D1, B와 PCNA가 주로 농도에 의존하여 

감소하는 소견을 볼 수 있었다. 그러나, cyclin A는 변

화가 없었다(Fig. 5).

    3. Erk와 Akt, Bcl-2의 발현

  K562와 KG-1 세포주에서 curcumin의 또 다른 가능

한 성장 억제 작용 기전을 알아보기 위해 Erk (extra-

cellular signal-regulated kinase)와 Akt 그리고 세포사

멸의 억제인자인 Bcl-2의 발현을 Western blot 방법을 

통해 알아보았다. Curcumin 25μM을 두 세포주에 15

분, 30분, 1시간 처리 후의 발현 또는 활성화 양상을 

살핀 결과 curcumin을 처리하기 전부터 이미 Erk가 활

성화되어 있었고(phospho-Erk) 1시간이 지난 후에도 

Erk의 인산화는 감소하지 않고 오히려 약간 증가하는 

형태를 보였다. 즉, 두 세포주는 이미 활성화된 Erk 경

로를 보이고 있었고 curcumin은 여기에 영향을 주지 

않는 것으로 보였다.

  Akt의 경우는 curcumin 25μM의 처리 30분 후부터 

감소하는 것이 관찰되었다. 아울러 Akt와 관련되어 있

는 항 세포사멸 인자인 Bcl-2는 KG-1에서 빠른 발현과 

동시에 30분 후 사라짐이 관찰되었다(Fig. 6).

    4. Curcumin의 세포사멸 유도 

  세포사멸을 알아보기 위해 K562에서 procaspase-3와 
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F ig . 6 . The expression o f phospho-Erk Akt, bc l-2 after 
treatm ent w ith  curcum in at 25μM Akt w as decreased w ith in
an hour and bcl-2 w as a lso  reduced rap id ly in  KG -1 cell.
H ow ever, phospho-Erk w as not a ffected  by curcum in.

F ig . 7 . Activity o f caspase 3 treated  w ith various con-
centrations of curcum in, cyclosporin  A  (C sA), and cyclos-
porin  A+ curcum in in K562 cell. 

cleaved-PARP (polyadenosine ribose polymerase)를 측

정하였다.
12)
 Caspase-3가 최대로 활성화 되는 순간 (100 

μM-6시간, 25μM-24시간)에서 cleaved-PARP의 85kDa

의 분리가 관찰되었다(Fig. 5). K562에서 세포사멸은 

curcumin의 시간-농도에 비례하여 증가하는 것으로 보

였다.

  이러한 세포사멸의 기전을 좀더 명확히 알고자 cy-

closporin A (CsA)를 사용하였다. CsA는 calcineurin을 

억제시키는 기전으로 mPTP (mitochondrial membrane 

permeability transition pore)을 비활성화시켜 cytoch-

rome c의 세포질 내 방출을 막는다.
13,14)

 K562 세포주

에 curcumin 50μM과 CsA 2.5μM을 동시에 24시간 동

안 처리했을 때 처리하지 않은 대조군에 비해 caspase 

3의 활성도가 둔화되는 것을 볼 수 있었고(Fig. 7) 이는 

curcumin이 K562 세포주에서 미토콘드리아 의존적인 

경로를 통해 세포사멸을 일으키는 것을 시사한다.

고      찰

  Curcumin은 만성백혈병 세포주와 급성백혈병 세포

주 모두에서 세포의 성장을 억제하였으며 본 실험에서 

살펴본 결과 세포 주기의 조절과 세포사멸의 유도가 

주요한 기전으로 생각한다. 암세포에서 과발현되는 

PCNA를 curcumin이 감소시킨 것은 PCNA가 초기 G1/ 

S기에 관여하는 세포주기 관련 요소이므로 curcumin

이 세포 주기에 영향을 준다는 것을 시사한다.15) Cy-

clin D는 cdk4와 복합체를 형성해 활성을 갖는데 bcr- 

abl 단백에 의해 과발현되어 세포의 분열을 촉진한

다.16) 본 실험에서 curcumin은 cdk4에는 아무런 영향

을 주지 않았고 cyclin D의 발현을 억제함으로써 G1/S

기의 arrest를 일으키는 것으로 보인다. Cyclin D의 발

현억제는 상위 조절 요소 NF-κB나 STAT3에 연차적

으로 작용하는 것도 생각할 수 있고,17) 최근에는 cur-

cumin이 cyclin D의 유전자 발현을 직접적으로 억제한

다는 보고도 있다.18)

  Akt는 세포의 분열, 증식과 생존에 필수적인 역할을 

하는 중요 단백으로 많은 암에서 활성화되어 있다. 

PI3K/Akt 경로는 cyclin D를 안정화시키며 p21Cip1 단

백을 조절하여 세포주기를 활성화시킨다. 또한 Akt는 

Bad를 인산화시켜 bcl-2를 유리시킴으로써 세포의 생

존에 기여한다. 이 외에도 Akt에 의한 IκB kinase 활성

화, procaspase-9의 억제 등이 세포사멸을 억제하는 기

전으로 알려져 있다.19)

  K562와 KG-1에서 curcumin에 의한 cyclin D의 감소

나 caspase의 활성화에 의한 세포사멸의 진행 등이 Akt

의 감소와 연관되어 보인다. Akt의 빠른 감소와 KG-1

에서 bcl-2가 30분 내로 사라짐은 이를 뒷받침하고 있

다. Bad, Bax가 증가할 것이라는 예상을 갖고 동일한 

조건 하에 Bad의 발현 유무를 관찰한 결과 curcumin에 

의해 Bad가 증가하는 양상을 나타내었다(결과는 제시

하지 않음). Caspase 3와 cleaved-PARP의 발현으로부

터 curcumin에 의한 세포사멸을 확인할 수 있었는데 일

반적으로 세포사멸의 유도에는 미토콘드리아로부터 

cytochrome c의 유리가 일어나는 내재적 경로와 FADD 

(Fas-associated death domain)과 연관되는 외재적 경로

가 알려져 있다. CsA 병용처리 결과로부터 curcumin에 

의한 세포사멸의 주요 기전이 미토콘드리아-관련 내재 

경로임을 추측할 수 있고 이는 이전에 보인 Akt의 감
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소나 bcl-2의 변화와 잘 일치하는 소견이다. 

  이상의 결과를 종합하면 자연계에 존재하는 페놀계 

화합물인 curcumin은 골수성 백혈병 세포주에서 Akt

의 감소, bcl-2 감소, caspase 유도, cyclin D의 억제 등의 

기전으로 세포 증식 억제, 세포사멸의 유도 등 긍정적

인 효과를 보였다. 세포사멸은 미토콘드리아로부터 

cytochrome c의 유리가 일어나는 내재적 경로가 중요

한 것으로 생각했다. 향후 curcumin을 기존의 항암제

나 또 다른 치료제인 글리벡(Imatinib)과 병용하는 등 

다양한 방면의 연구가 이루어져야 할 것으로 보인다.

요      약

  배경: 자연계에 존재하는 페놀계 화합물인 curcumin

은 심황의 뿌리에서 분리된 화합물로서 항염증 효과와 

항암, 항산화효과가 있음이 알려지고 있다. 저자들은 

골수성 백혈병 세포주인 K562와 KG-1에서 curcumin

의 효과와 그 기전을 알고자 하였다.

  방법: 세포 독성 평가를 위해 MTT 방법을 사용하였

고, 세포 주기 평가는 유세포 측정법을 사용하였다. 그 

외 각종 단백 발현 분석을 위해 Western blotting을 사

용하였고 caspase 활성을 측정하였다.

  결과: 두 세포주는 curcumin에 의해 농도-의존적인 

세포독성을 보였다. KG-1 세포주는 sub G1세포주기의 

증가를 보였고 K562 세포주에서는 curcumin에 의해 

cyclin D1, B1, PCNA (proliferating cell nuclear anti-

gen)의 발현이 감소하였다. 또한 Akt의 감소와 함께 

caspase-3의 활성화, PARP (polyadenosine ribose poly-

merase)의 분리가 관찰되었다. 그러나 Erk 경로는 관

련이 없어 보였다. Cyclosporin A 병용 처리는 cur-

cumin의 세포사멸 유도 효과를 약화시켰고 이는 cur-

cumin에 의한 세포사멸에 있어서 미토콘드리아로부터 

cytochrome c의 유리가 일어나는 내재적 경로가 중요

함을 시사하였다.

  결론: Curcumin은 골수성 백혈병 세포주에서 세포분

열 정지와 세포사멸을 유도하였다. 그리고 이러한 세

포 사멸은 미토콘드리아에서의 cytochrome c의 유리에 

의존하는 것으로 보였다. 
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