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Beetle larvae have been used as a traditional medicine to treat various human liver diseases. To prove 
the liver protective function of Allomyrina dichotoma larvae (ADL), we induced liver damage by the 
intraperitoneal injection of a hepatotoxic reagent, diethylnitrosamine (DEN), to C3H/HeN male mice 
and orally administered freeze-dried ADL powder. ADL powder lessened DEN-induced hepatotoxicity 
considering the reduced signs of acute and chronic hepatotoxicities, such as the ALP level in the blood 
serum, TUNEL-positive hepatocytes, ductural reactions, steatotic hepatocytes, and collagen deposition 
of the Masson’s trichrome staining. In addition to hepatoprotection, the anti-cancer activity of ADL 
has been examined. The ADL powder was extracted with ethanol and then fractionated with hexane, 
ethyl acetate, and water by a solvent partition technique. The ethyl acetate fraction showed cytotox-
icity to various cancer cells through induction of apoptosis and necrosis, as well as the perturbed me-
tabolism of the cancer cell to trigger autophagy. Collectively, ADL contains bioactive substances that 
can protect hepatocytes from toxic chemicals and trigger cell death in cancer cells. Thus, further purifi-
cation and analyses of ADL fractions could lead to the identification of novel bioactive compounds. 
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서   론

예로부터 동식물자원들은 다양한 질병들을 치료하기 위한 

전통민간요법으로 널리 사용되어 왔으며, 전통적인 천연약용

자원들은 과학기술의 발전과 함께 질병을 치료할 수 있는 혁

신적인 치료약물을 도출해 낼 수 있는 공급처로 활용되어 왔

다[1, 20, 27, 40]. 특히, 항암약물들의 예를 들어보면, 전체 항암

약물 중에서 절반정도가 천연물 혹은 그로부터 유래된 물질이

라는 사실에서 알 수 있듯이 자연으로부터 얻을 수 있는 천연

약용자원들에 대한 연구가 새로운 약물개발에 많은 기여를 

하고 있음을 알 수 있다[5, 27]. 약리활성을 가지는 신물질을 

탐색하기 위한 천연물에 대한 연구는 식물과 미생물 등을 대

상으로 전세계적으로 이미 활발하게 진행되고 있고, 그 동안 

이런 연구가 수행된 적이 없는 생명체들로 탐색범위가 점차 

확대되어가고 있는 추세이다[20, 27].  

곤충은 지구상에서 가장 크고 다양한 종족으로 알려져 있는

데, 현재 확인된 종족만 약 100만종이 넘으며, 이는 실제의 

절반에도 미치지 못한다고 예상될 정도로 다양한 환경에서 

발견되고 있으며 독특한 생활사를 가지는 경우가 많다[2]. 곤

충들은 각자가 살아가는 환경에 적응하고 생존하기 위해서 

그들만의 독특한 생리조절 기전 및 물질들을 확보하는 방향으

로 진화해 왔는데, 이와 같은 곤충의 생리활성물질들을 확보

하게 된다면 새로운 약물후보물질이 될 수 있을 것으로 생각

되어 왔다[30]. 뿐만 아니라, 곤충들은 일부 약용으로 전통적인 

민간요법에서 이미 활용되어 왔기 때문에, 이들을 대상으로 

생리활성을 가진 물질 발굴을 위한 연구의 필요성은 꾸준히 

제기되어 왔다[3, 28]. 

장수풍뎅이 유충(Allomyrina dichotoma larva, ADL)의 경우, 

다양한 간질환에 대한 치료목적으로 우리나라를 포함하는 아

시아국가들에서 전통적으로 활용되어 왔다[28, 41]. 장수풍뎅

이 유충의 성분 및 생리활성에 대한 분석은 이미 진행된 적이 

있는데, 유충에 대한 영양학적 성분분석 결과에서 유용한 필

수불포화지방산의 함량이 높은 것으로 알려져 건강식품으로

써의 가능성이 보고된 바가 있다[43]. 그리고, 생화학적인 생리

활성 분석에서는 활성산소를 억제하는 항산화 효능이 보고가 

되었고[37], 항비만[4] 및 항치매 효과도[17] in vitro에서 알려

지고 있다. 다만, 관련 질병에 대한 연구들이 in vitro에서의 

결과에 제한되어 있어, in vivo 및 임상에서의 유의성 있는 효

과에 대한 연구는 더 필요한 것으로 생각된다. 또한, 장수풍뎅

이로부터 항펩타이드[25] 및 탄수화물결합단백질인 렉틴

(lectin) [35] 유전자들이 추출되어 보고된 적이 있다. 그러나, 
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현재까지 전통적으로 알려진 간보호 및 간암억제 활성에 대한 

연구가 장수풍뎅이를 대상으로 보고된 바가 없어 이에 대한 

연구가 필요한 상황이다. 

독성화합물질을 꾸준히 실험동물에게 처리하게 되면 지방

간에서 간경화로 진행될 뿐만 아니라 최종적으로 간암까지 

유발하여, 실제 간암환자의 암 발생을 모사할 수 있는 실험동

물 모델이 알려져 있는데[16], 유전독성을 유도할 수 있는 di-

ethylnitrosamine (DEN)이 그런 물질 중에서 가장 많이 활용

되고 있는 물질의 하나이며, 간암환자에서 만성적으로 진행되

는 간질환을 비슷하게 모사할 수 있다고 한다[29, 32]. DEN의 

간손상을 유도하는 작용기전은, 간세포에서 발현되는 시토크

롬 P450 (cytochrome P450)와의 반응으로 활성산소 생성을 

촉진하게 되고 이때 발생하는 다량의 활성산소로 인해 간세포

의 DNA 손상 및 세포죽음이 유도되어 결과적으로 간 손상을 

유발되는 것으로 알려져 있다[39]. 만성적인 간질환에 대한 간 

보호 효능을 보거나 항암활성을 확인하고자 할 때, DEN으로 

유도된 간독성 동물모델이 널리 활용되고 있다[8, 11, 16, 44]. 

본 연구에서는 동결 건조된 장수풍뎅이 유충분말을 이용하

여 DEN으로 간 독성이 유도된 실험 쥐에서 간 보호 효과를 

in vivo에서 활성을 검증을 하였고, 유충 추출물들을 대상으로 

암세포에 대한 항암활성을 확인하였다. 

재료 및 방법

장수풍뎅이(Allomyrina dichotoma) 애벌레 추출물의 분획

유기용매를 이용한 장수풍뎅이 애벌레 분말의 분획은 기존

에 보고된 실험방법을 따랐다[42]. 간략히 설명하면, 실온에서 

7일동안 12 L의 95% 에탄올(SIGMA, 미국)을 가지고 2차례에 

걸쳐서 1.2 kg의 장수풍뎅이 분말(월드웨이, 연기군, 한국)로

부터 추출물을 확보하였다[17]. 추출물을 필터하여 불용성물

질을 제거한 후, rotary vacuum evaporator (EYELA, N-1100, 

도쿄, 일본)로 용매를 제거하였다. 에탄올추출물(379.66 g)은 

hexane, ethyl acetate, n-butanol, and H2O을 이용하여 순차적

으로 분획되었고 각각 313.90 g, 0.78 g, 24.80 g, 24.80 g 분획물

을 확보하였다.

Diethylnitrosamine (DEN) 처리된 실험 쥐에서의 간 보

호 효과

모든 동물실험은 UNIST 동물실험윤리위원회의 승인(승인

번호: UNISTIACUC-13-015)을 거쳐 수행하였다. 실험에는 8

주된 C3H/HeN 수컷 쥐(오리엔트바이오, 성남)를 사용하였

다. 50 mg/kg diethylnitrosamine (Sigma) 혹은 phosphate 

buffered saline (PBS)를 매주 1회씩 복강주사하여 간 독성 모

델을 제작하였고, 장수풍뎅이 유충 분말을 0.5g/kg 혹은 생리

식염수를 주 5회씩 경구투여하여 간 보호 효과 실험을 진행하

였다. DEN과 유충분말을 5주와 10주 동안 처리한 후, orbital 

sinuses로부터 혈액 샘플들을 채취하여 alkaline phosphatase 

(ALP) 활성을 측정하였다. DEN과 유충분말을 처리하고 13 

주가 지난 뒤에는 실험 쥐로부터 간 조직을 채취하여 조직화

학적염색으로 분석하였다.  

 

일차간세포 (primary hepatocyte) 추출 

일차간세포는 8주된 BALB/c 쥐(효창사이언스, 대구, 한국)

를 이용하여 기존의 보고대로 추출하였다[23, 33]. 간단히 설명

하면, 마취된 쥐의 간에 콜라겐용액(collagenase solution)을 

흘려보낸 후, 간 조직을 조각 내었고, 100 μm cell strainer (BD, 

미국)를 이용하여 조직덩어리는 걸러 제거해 낸다. 걸러진 세

포들은 M199/EBSS medium (Hyclone, 미국)를 이용하여 원

심분리 및 resuspension을 몇 차례 반복하여 세척한다. Percoll 

(Sigma, 미국) gradient를 이용하여 세포파괴물(cell debris)와 

non-parenchymal cells을 제거하여 간세포(hepatocyte)만 획

득한다. 확보한 간세포를 몇 차례 세척한 후, 10% fetal bovine 

serum (GIBCO, USA)이 포함된 M199/EBSS medium에 re-

suspend하고, 37°C, 5% CO2 조건에서 배양한다. 

세포생존률 및 아포토시스 유도능력 측정

96 well plate에 5×103/well개의 세포를 밤샘 배양한 후, 24

시간 동안 표시된 농도만큼의 추출물들을 처리하였다. 세포생

존률측정을 위해서, 세포에 3(4,5-dimethyl-thyzoyl-2-yl)2,5 

diphenyltetrazolium bromide (MTT)를 처리한 후, 형성된 포

마잔 결정(formazan crystal)을 DMSO로 녹이고 595 nm에서

의 흡광도를 Infinity M200 microplate reader (TECAN, 

Switzerland)로 측정하였다. 흡광도 값은 대조군과 비교하여 

생존백분율(percent viability)로 표시하였다. 실험은 최소 2번 

매번 triplicate으로 수행하였다. 한편, 추출물들의 아포토시스 

유도활성을 측정하기 위해서, 약물을 제시된 농도로 처리한 

후, CaspaTag in situ apoptosis detection kit (Millipore, 미국)

을 이용하여 DNA량(propidium iodide, red fluorescence)과 

caspase 활성화 정도(DEVDase activity, green fluorescence)

를 형광표지하였다. FACS Calibur™ system (BD Biosciences, 

USA)장비로 세포형광을 측정하였고, 측정결과는 FlowJo soft-

ware (TreeStar, USA)를 이용하여 분석하였다.

TUNEL 염색

적출한 간 조직은 10% 포르말린 용액에 충분히 고정시킨 

후 고정된 조직을 70, 80, 90, 95, 100% ethanol, xylene을 단계

별로 사용하여 탈수와 투명화 과정을 거쳤고 포매하여 4 μm의 

절편을 만들어 세포자멸사가 진행 중인 세포의 핵을 염색하기 

위해 TUNEL 염색을 수행하였다. TUNEL kit는 In Situ Cell 

Death Detection Kit, Fluorescent (Roche Diagnostic)을 사용

하여 회사에서 제공하는 실험방법을 적용하였다. 조직은 물로 

세척한 후 0.1% TritonX-100을 이용하여 세포 내 염색시약 투
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과성을 높였으며 30분 실온에서 반응하였다. PBS로 세척한 

후 Blocking solution을 20분간 실온에서 반응하였다. PBS로 

세척한 후 TUNEL reaction mixture를 60분 동안 37℃에서 어

둡게 하여 반응하였다. PBS로 세척한 후 조직을 DAPI가 포함

된 mounting용액에 봉입하였으며 형광 현미경을 통하여 

TUNEL positive cell (green color)을 관찰하고 중복되지 않게 

field를 세어 %로 표시하였다.

H&E 염색

간 조직을 10% 포르말린 용액에 고정시키고 파라핀 용액 

안에서 고체화한 후 4 μm로 절편한 조직을 슬라이드에 부착시

키고 xylene 용액에 탈파라핀 시킨 후, 100, 95, 90, 80, 70% 

저농도의 알코올 과정을 거쳐 함수하였다. 그 후 헤마톡실린

(hematoxylin)용액 5분, 흐르는 물로 10분 세척한 뒤 1% 

acid-alcohol에 30초, 에오신에 1분 동안 처리하여 조직 염색을 

실시하였다. 염색된 조직은 다시 70, 80, 90, 95, 100% alcohol

의 순서로 탈수과정을 거치고 마지막으로 xylene에 10분씩 2

번 처리하여 투명과정을 거쳐 봉입하였다. 헤마톡실린과 에오

신(eosin) (H&E) 염색 후, 광학현미경으로 관찰하였다. 

Masson’s Trichrome 염색

간 조직을 10% 포르말린 용액에 고정시키고 파라핀 용액 

안에서 고체화한 후 4 μm로 절편한 조직을 슬라이드에 부착시

키고 xylene 용액에 탈파라핀 시킨 후, 저농도의 알코올 과정

을 거쳐 함수 한 후 Bouin 용액 60oC에서 1시간 매염하였다. 

그 후 정제수 5분, Weigert iron hematoxylin 용액 10분, 정제

수 5분, Biebrich scarlet-Acid fuschsin 용액 5분, 정제수 5분, 

Phosphotungstic/ Phosphomolybdic acid 용액 10분, Aniline 

blue 용액 5분, 정제수 5분, 1% acetic acid 수용액 1분 과정으

로 염색을 하였다. 이 실험은 Masson’s Trichrome Stain Kit을 

이용하였다(Polyscience, Inc.). 후처리 과정으로 알코올을 이

용하여 각 1분씩 70%, 80%, 90%, 95%, 100%의 수분을 없애기 

위한 탈수(dehydration) 과정 후 xylene을 이용하여 2회 10분

씩 처리하여 알코올을 제거하는 과정을 거친 뒤 봉입하였다. 

간 섬유화의 수치화는 imageJ 프로그램을 사용하였으며 중복

되지 않게 field를 세어 %로 표시하였다.

Oxygen consumption rate (OCR) 분석 

2×104개의 HepG2세포를 XF analyzer (Seahorse Biosci-

ence, 미국)용 plate에 10% fetal bovine serum (GIBCO, USA)

이 포함된 M199/EBSS medium을 사용하여 밤샘 배양하였다. 

세포의 산소소비량(oxygen consumption rate, OCR)을 측정

하기 전에, bicarbonate-free medium으로 교체한 뒤, CO2없이 

세포배양기에서 1시간 배양하였다. 장수풍뎅이 추출물을 처

리하기 전 20분 동안 세포의 basal level 의 OCR 값을 측정한 

뒤 장수풍뎅이 유충 추출물을 0.5 mg/ml로 처리하고, 약 1 

시간 동안 OCR의 변화를 측정하였고, 후에 0.5 μM oligomy-

cin, 1 μM carbonyl cyanide-4-(trifluoromethoxy)phenylhy-

drazone (FCCP), 1 μM rotenone, 1 μg/ml antimycin A 등의 

4가지 호흡 사슬 억제제를 순서대로 처리하면서, 다시 OCR변

화량을 측정하였다. 측정결과는 Prism 5.0 (GraphPad, USA)

을 통하여 분석하였다. 

통계분석방법

MTT에서의 세포생존률과 xenograft 실험에서의 종양크기 

평균값은 Prism 5.0 (GraphPad, USA) 분석 소프트웨어를 이

용하여 unpaired t-test를 수행하였고, p-value가 0.05보다 작

은 경우 의미 있는 차이라고 간주하였다. 

결   과

장수풍뎅이 유충 분말의 경구투여가 DEN으로 유도되는 간 

손상을 억제함

장수풍뎅이 유충 분말이 간 독성을 억제할 수 있는지 확인

하고자 diethylnitrosamine (DEN)으로 유도되는 간 독성 모델

에 유충분말을 경구투여하였다[22]. C3H/HeN 수컷 쥐에 

DEN 50 mg/kg을 매주 1회 복강주사하여 간 독성을 유도하였

고, 장수풍뎅이 유충분말은 주5회 500 mg/kg씩 경구투여하였

다. 5주 및 10주후 혈액분석 소견으로는 alkaline phosphatase 

(ALP)의 혈액 중 농도가 장수풍뎅이 유충분말을 먹인 쥐에서 

통계적으로 유의미한 수준으로(5주차 p=0.008, 10주차 p= 

0.021) 감소된 것을 확인하였다(Fig. 1A). 13주 동안 DEN과 

장수풍뎅이 유충분말을 처리한 후, 실험 쥐들로부터 간을 적

출하여 TUNEL염색으로 간세포의 아포토시스(apoptosis)를 

분석하였다[19]. DEN만을 처리한 경우에 TUNEL positive세

포들이 증가된 반면에(Fig. 1B), DEN의 처리와 함께 장수풍뎅

이 분말을 섭취한 쥐에서는 TUNEL positive 세포의 숫자가 

유의미한 수준으로 감소되었다(Fig. 1C). 이와 같은 결과로부

터, DEN으로 유도되는 간세포의 죽음이 장수풍뎅이 분말을 

섭취함으로써 억제될 수 있음을 확인하였다. 

장수풍뎅이 유충 분말에 의한 간 보호

장수풍뎅이 유충 분말의 간 보호 효능을 좀더 구체적으로 

보기 위해서 H&E염색으로 실험동물의 간조직을 분석하였다. 

먼저, DEN으로 인해 간세포의 세포질에 비정상적인 지방방울

(lipid droplet)이 증가되었고(steatotic cell 증가), 세포질이나 

세포핵이 비정상적으로 커지는 현상도 확인할 수 있었으며, 

비정상적으로 duct의 형성이 증가된 것을 확인할 수 있었다

(Fig. 2A). 반면에, DEN과 함께 장수풍뎅이 유충분말을 경구 

투여한 경우에는 이와 같은 간 손상으로 인한 현상이 뚜렷하

게 감소된 것을 확인하였다(Fig. 2A). 특히, duct의 숫자(Fig. 

2B; p<0.0001)와 steatotic cell의 숫자(Fig. 2C; p<0.0001)가 유
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A B

C

Fig. 1. Reduction of DEN-induced hepatotoxicity by ADL oral gavage. (A) Blood ALP activity. 50 mg/kg DEN or phosphate buffered 

saline (PBS) were treated through i.p. injection once a week, and 0.5 g/kg Allomyrina dichotoma Larva (ADL) powder or 

saline was administered 5 times a week via oral gavage to C3H/HeN male mice as indicated (n=10 for each group). Alkaline 

phosphatase (ALP) activity was measured in the mouse blood sample. The data are mean ± SEM. (B) TUNEL staining of 

liver tissues. After treatment of DEN and ADL as in (A), liver tissues were stained with TUNEL to show apoptotic cells. 

Scale bar, 25 μm. 200X magnification. Arrow heads indicate example TUNEL-positive cells. (C) Percentage of TUNEL positive 

cells per microscopic field. TUNEL positive cells were counted from 20 microscopic fields. The data are mean±SEM.

A B

C
Fig. 2. Protection of liver damage by PBL oral gavage. 

(A) Histological analysis. The liver sections 

were histologically analyzed after 13 weeks of 

DEN and/or ADL administration. Abnormal 

duct was indicated. *,steatotic cells; #,enlarged 

cytoplasm or nucleus. Scale bar, 50 μm. 200X 

magnification. (B) Quantification of the num-

ber of ducts. 20 microscopic fields were ana-

lyzed to count the number of ducts. The data 

are mean ± SEM. (C) Percent of steatotic cells. 

Steatotic cells were counted from 20 micro-

scopic fields. The data are mean ± SEM.

의미한 수준으로 감소하였다. 간세포가 커지는 현상은 손상 

받은 간에서 간세포가 재생될 때 나타나는 것으로 알려져 있

고[18], 새로운 duct가 형성되는 ductural reaction [14] 및 stea-

tosis도 간세포의 손상으로 나타나는 현상으로 이들이 심해지

는 경우에 간경화 및 간암으로 진행될 수 있다고 보고되어 있

다[9]. 따라서, 장수풍뎅이 분말의 경구 투여로 독성물질에 의

한 간 손상을 억제할 수 있고, 향후 만성적 간 손상으로 인한 

간경화 및 간암의 발생 가능성도 줄일 수 있을 것으로 예상된다. 

장수풍뎅이 유충 분말에 의한 간섬유화 억제

DEN을 처리한 간 조직의 분석에서는 암의 형성을 확인할 

수는 없었으나, 간 섬유화는 시작되었을 것으로 예상되어[12], 
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A B

Fig. 3. Reduction of liver fibrosis by ADL oral gavage. (A) Masson’s Trichrome staining. The mouse liver sections were stained 

by the Masson’s trichrome protocol. Scale bar, 50 μm. 200X magnification. (B) Percent fibrosis analysis. Blue staining in (A) 

were counted from 10 microscopic fields. The data are the mean ± SEM. *, p<0.001

콜라겐(collagen)을 파란색으로 염색하여 세포질이나 근섬유

등과 구별할 수 있는 Masson’s trichrome 염색방법으로 간 섬

유화 조직의 유무를 분석하였다[24]. Phosphate buffered sal-

ine (PBS)가 처리된 대조군그룹에서는 미미한 수준에서 푸른

색 염색을 확인할 수 있었으나, DEN이 처리된 그룹에서는 

15%이상의 부위에서 푸른색으로 염색되는 것을 확인하였다

(Fig. 3A). 반면에, 장수풍뎅이 유충분말을 경구투여한 그룹에

서는 콜라겐염색이 유의미한 수준에서 감소된 것을 확인하였

다(Fig. 3B; p<0.001). 따라서, 유충분말의 간 보호 효능덕분에 

DEN으로 유도되는 간 손상이 감소될 수 있었고, 장기간의 

DEN처리로 인한 지속적인 간 손상으로 유도되는 간 섬유화 

및 간 경화증도 감소될 수 있음을 확인하였다. 

장수풍뎅이 유충 분획물의 항암활성

장수풍뎅이 유충분획물을 에탄올로 추출물을 만들고, 이 추

출물에 대해서 hexane, ethyl acetate, water로 추가 분획물을 

만들어 항암활성을 확인하였다. 다양한 조직으로부터 유래된 

암세포주에 대해서 세포독성을 측정하였고, 실험에는 전립선

(22Rv1, PC3), 자궁경부(HeLa), 간(PLC/PRF5, Hep3B, SK- 

HEP-1, HepG2), 난소(SK-OV3), 폐(NCI-H460), 직장(HCT116), 

유방(MDA-MB-231)으로부터 유래된 세포주들이 MTT 방법

으로 사용되었다.  세가지 분획물들 중에서 ethyl acetate분획

물은 거의 모든 암세포주에 대해서 2 mg/ml의 처리농도에서 

강한 세포독성을 보여주었으나, hexane은 동일한 농도조건에

서 약간의 세포독성을, water 분획물은 상당히 낮은 세포독성

을 각각 보였다(Fig. 4A). 세포독성의 암세포 선택성을 확인하

고자, 쥐의 간으로부터 유래한 일차간세포를 대상으로 세포독

성 실험을 진행하였는데, 2 mg/ml의 최고농도조건에서 모든 

분획물들이 세포독성을 보이지 않았다(Fig. 4B). 이상의 결과

를 바탕으로 장수풍뎅이 유충 분획물에서 암세포에 선택적으

로 작용하는 독성성분이 들어 있다고 사료되며, 특히 ethyl 

acetate분획물에서 그런 효과가 가장 큰 것을 확인하였다. 

장수풍뎅이 유충 분획물의 세포독성 유도기전

분획물들이 어떻게 세포죽음을 유도하는지 확인하고자 대

표적인 세포죽음기전인 아포토시스, 세포괴사(necrosis), 오토

파지(autophagy) 중에서[7, 13], 아포토시스와 세포괴사를 측

정할 수 있는 Sytox와 AnnexinV염색을 수행하여 flow cy-

tometry로 분석하였다[26, 45]. 2 mg/ml의 처리조건에서 실험

에 사용된 HepG2, PLC/PRF5, Hep3B 세포주들 모두에서 

ethyl acetate분획물에서만 강한 세포죽음 활성을 확인할 수 

있었던 반면에(Sytox positive, AnnexinV positive), hexane분

획물에서는 약한 수준의 AnnexinV염색증가만이 있었고, 실

제 죽은 세포의 비율이 미미한 수준의 증가만이 있었다(Fig. 

5). Ethyl acetate분획물에서의 세포죽음 기전은 AnnexinV와 

sytox의 염색이 동시에 증가되는 것으로 보여지나(Hep3B의 

경우), AnnexinV positive및 negative 세포의 구별이 불명확한 

경우도 있어(HepG2, PLC/PRF5), 세포주에 따라 아포토시스

와 세포괴사가 혼재된 형태로 유도되는 것으로 사료된다[31].  

장수풍뎅이 유충 분획물의 세포대사 교란 능력

분획물들의 세포대사교란 능력을 확인하고자, 세포산소소

모량(Oxygen consumption rate, OCR)을 측정하였다[34]. 

OCR의 측정을 위해서 XF analyzer (Seahorse)를 사용하였고, 

기본 호흡량(basal respiration), ATP 합성, 최대호흡량은 oli-

gomycin, FCCP, antimycin A/rotenone을 순차적으로 처리함

으로써 계산하였다(Fig. 6A) [6]. 세포독성을 유도하지 않는 

추출물 농도인 0.5 mg/ml이 사용되었고, 이런 농도조건에서 

OCR에 전혀 영향을 주지 못했던 water 분획물은 실험에서 

제외하였다. Ethyl acetate와 hexane분획물들에서 basal respi-

ration의 변화는 없었고, ATP 합성정도는 ethyl acetate및 hex-

ane 분획물 모두에서 다소 감소하기는 하였으나, 최대 호흡량
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Fig. 4. Anticancer activity of ADL fractions. 

(A) Cytotoxicity effect of larval frac-

tions on various cancer cells. Human 

cancer cells were treated with 2 

mg/ml ADL fractions of ethyl acetate, 

hexane, and water for 24 hr. Cell via-

bility was analyzed by MTT assay. 

Data are the mean ± SEM from dupli-

cated two independent experiments. 

(B) Cytotoxicity on the normal pri-

mary hepatocytes. Hepatocytes iso-

lated from mouse liver were treated 

with the fractions as indicated for 24 

hr and analyzed by MTT assay. Data 

are the mean ± SEM from duplicated 

two independent experiments.

Fig. 5. Ethyl acetate induces apoptosis and necrosis. 2 mg/ml Hexane, ethyl acetate, and water fractions were incubated with hep-

atocellular carcinoma cells, HepG2, PLC/PRF5, and Hep3B for 24 hr. Cell surface-exposed phosphatidyserine and compromised 

plasma membrane were labeled with AnnexinV and Sytox, respectively. Cells were analyzed by flow cytometry. 

에서는 ethyl acetate에서 뚜렷한 차이를 보였다(Fig. 6B). 이상

의 결과로부터 ethyl acetate분획물이 세포대사작용에 영향을 

줄 수 있음을 알 수 있었고, 이런 대사교란 현상이 세포죽음 

유도와 연결되어 있는지 확인하고자[13], 오토파지 유도능을 

western blot으로 분석하였다(Fig. 6C). 1 mg/ml의 농도조건

에서 ethyl acetate분획물은 LC3-II form을 증가시켰으나(Fig. 

6C), hexane과 water 분획물들은 LC3-II 형성에 영향이 없었

다. LC3-II의 형성은 세포질에 존재하는 LC3-I이 lipid가 연결
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Fig. 6. Perturbation of cellular metabolism and autophagy induction by ethyl acetate fraction. (A) Schematic diagram of oxygen 

consumption rate (OCR) analysis. OCR was measured upon treatment of 0.5 μM oligomycin, 1 μM FCCP, 1 μg/ml antimycine 

A and 1 μM rotenone as indicated. The relative amount of basal respiration, ATP production, and maximal respiration was 

calculated. (B) Relative OCR. HepG2 OCR was analyzed after 0.5 mg/ml ethyl acetate or hexane treatment. The data are 

mean ± SEM from triplicated two independent experiments. *, p<0.04; **, p<0.05; #, not significant. (C) Western blot analysis 

of LC3 conjugation. HepG2 and SK-HEP-1 cells were treated with 1 mg/ml fractions for 24 hr and analyzed by Western 

blotting.

된 형태로 바뀔 때 전기영동에서 이동속도가 달라지는 것을 

검출하는 것으로 오토파지 유도의 가장 좋은 근거로 폭넓게 

활용되고 있다[15]. 이상의 실험결과들로부터, ethyl acetate분

획물이 세포의 호흡대사를 교란할 수 있음을 확인하였고, 오

토파지라는 대사교란으로 유도되는 세포죽음기전이 활성화

되는 것을 확인하였다. 

고   찰

Diethylnitrosamine (DEN)으로 유도된 간 독성 모델을 이

용하여 장수풍뎅이 유충 분말에 대한 간 보호 효능을 in vivo에

서 확인하였는데, 혈중 alkaline phosphatase활성, 간 조직에

서의 ductural reaction, 간세포에서의 지방축적 및 콜라겐침

착 등 DEN으로 인해 증가되는 급성 및 만성 간 손상 표지자들

이 유충분말을 경구투여함으로써 감소되는 것을 확인하였다. 

더불어, 에탄올을 이용한 유충분말 추출물을 추가로 분획하여 

hexane, ethyl acetate, water분획물들을 얻었고, 이중에서 eth-

yl acetate분획물에서 암세포에 대한 아포토시스, 세포괴사, 및 

오토파지를 유도할 수 있는 세포독성이 있음을 확인하였다. 

DEN은 발암물질로 알려져 있는데, 그 작용기전으로 활성

산소의 생산을 높여 DNA 손상을 증가시킨다고 한다[16]. 

DEN을 반복적으로 계속 실험동물에 처리하게 되면 본 연구결

과에서도 보여준 것처럼 지방간, 간경화가 유도될 수 있고, 

이런 상황이 지속되는 경우에 최종적으로 간암으로 진행하게 

되는데, 이는 간암환자에서 암으로 진행하는 전 단계에서 관

찰되는 순차적인 간 손상과 유사하다고 알려져 있다[16, 39]. 

본 연구에서 DEN을 13주 처리한 후, 간손상의 지표라고 할 

수 있는 alkaline phosphoatase (ALP)의 혈중농도, 간세포의 

아포토시스 죽음 정도, ductular reaction, 간세포에 지방축적 

등이 모두 증가되었고, 상당히 진행된 만성 간 손상인 간 섬유

화도 확인할 수 있었다[16, 39]. 이와 같은 간손상의 지표들은 

장수풍뎅이 유충분말의 섭취로 통계적으로 유의미한 수준에

서 감소하는 것을 확인하였다. 비록 유충분말이 완벽하게 간 

독성을 억제하지는 못하였지만, DEN이 강력한 간 독성을 유

도한다는 것을 고려해보면 간 보호 효능이 충분히 있다고 결

론을 내릴 수 있을 것으로 사료된다. 이와 같은 간보호 효능을 

최근 발표된 흰점박이꽃무지 유충 분말을 이용한 간보호 효능 

분석실험과 비교해 보면[21], 혈액속의 ALP 수치와 조직학적 

분석 결과들에서 장수풍뎅이 유충 분말이 흰점박이꽃무지 유

충분말보다 다소 우세한 간보호 효과를 보여준다는 결론을 

내릴 수 있다. 

장수풍뎅이를 비롯한 몇몇 곤충추출물에서는 항산화물질

이 포함되어 있다는 보고가 있는데[10, 36, 37], 유충분말의 간 

보호 기전으로 분말에 포함된 항산화물질의 작용을 생각해 

볼 수 있다. DEN의 독성은 간 세포 속의 시토크롬 P450와의 

상호작용으로 인해 만들어지는 활성산소때문인 것으로 알려

져 있는데[38], 유충분말 속의 항산화 성분이 DEN으로 인해 

유발된 활성산소를 제거해 줘서 간세포의 생존에 필수적인 

생체물질들의 불활성화를 막아주었기 때문에 간 보호 효과가 

있었을 것으로 추측해 볼 수 있다. 

유충분말에서 에탄올로 추출물을 만들어 낸 후, 이들을 다

시 hexane, ethyl acetate, water등의 용매로 추가 분획물을 얻

었을 때, ethyl acetate에서만 세포죽음을 유도하고 물질대사

를 교란할 수 있는 활성을 확인할 수 있었다. 반면에, 흰점박이

꽃무지 유충의 분획물들을 대상으로 진행한 최근 연구결과에

서는 ethyl acetate가 아닌 hexane 분획물에서 암세포에 대한 
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세포독성이 확인된 바 있다[21]. 이와 같이 서로 다른 화학특성

을 가지는 추출용매에서 유사한 세포독성 활성을 확인하였다

는 것은, 세포독성을 나타내는 생리활성 성분이 장수풍뎅이와 

흰점박이꽃무지 사이에는 서로 다를 수 있음을 의미한다. 

오토파지 유도활성은, 장수풍뎅이와 흰점박이꽃무지에서 

공통적으로 ethyl acetate분획물에서 주로 관찰이 되었는데

[21], 이는 두 곤충유충에서 비슷한 화학적 특성을 가지는 오토

파지 유도물질이 존재할 가능성을 제시한다고 사료된다. 따라

서 장수풍뎅이 ethyl acetate분획물에 대한 추가 분리, 분획, 

및 성분 분석을 하고, 다른 곤충추출물들과의 비교분석을 하

여, 아포토시스, 세포괴사, 오토파지 등의 세포죽음 기전을 유

도하는데 관련된 물질들을 분리 동정할 필요가 있다. 이를 기

반으로 생리활성을 가진 새로운 물질을 확보하고, 알려지지 

않은 세포신호전달기전도 밝혀 낼 수 있을 것으로 기대한다. 

결론적으로, 장수풍뎅이 유충분말과 추출물로부터 간 보호 

효능과 항암활성을 확인하였으며, 실험에 사용된 유충 분획물

들에 대한 추가 분획과 분석으로 생리활성을 가진 물질발굴이 

가능할 것으로 기대한다. 
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초록：장수풍뎅이 유충의 간보호 효능 및 항암활성

이지은1․조다은1․이안중1․박혜경1․윤금주2․윤은영3․황재삼3․전미라2․강병헌1*

(1울산과학기술대학교 생명과학과, 2동아대학교 식품영양학과, 3농촌진흥청 곤충생물학과)

장수풍뎅이 유충은 간질환을 치료하기 위한 민간요법으로 전통적으로 많이 사용되어 왔다. 본 연구에서는 유충

분말의 간 보호 효능과 간암억제 효능을 검증하고자 연구를 수행하였다. 먼저 장수풍뎅이 유충의 간 보호 효과를 

확인하고자, 간 독성 물질인 diethylnitrosamine (DEN)을 C3H/HeN 수컷 쥐에 복강 주사하여 간 독성 실험쥐 

모델을 제작하였다. DEN으로 처리된 쥐에서는 혈중 alkaline phosphatase (ALP) 농도, TUNEL positive 간세포의 

숫자, 간 손상으로 인해 형성되는 duct의 개수, 간세포에서의 지방축적, Masson’s trichrome 염색에서 콜라겐 염색 

정도 등, 급성 혹은 만성 간 손상과 관련된 지표들이 모두 증가되어 있는 것을 확인할 수 있었다. 하지만, 장수풍뎅

이 유충 동결건조 분말을 함께 경구투여하게 되면, 이와 같은 간 손상의 지표들이 통계적으로 유의미한 수준으로 

감소하게 되는 것을 확인할 수 있었다. 다음으로 항암활성 유무를 검증하기 위해, 에탄올로 유충분말 추출물을 

먼저 확보한 후, solvent partition 방법을 이용하여 에탄올 추출물을 hexane, ethyl acetate, water 분획물로 분리하

였다. 이들 분획물들을 여러 종류의 암세포주에 처리하였을 때, ethyl acetate 분획물이 암세포들에 대해서 아포토

시스와 세포괴사와 같은 세포죽음을 유도하는 활성이 있음을 확인할 수 있었다. 더불어 ethyl acetate분획물은 암

세포의 대사를 교란할 수 있었고, 오토파지를 유도할 수 있는 활성을 가지고 있었다. 결론적으로, 장수풍뎅이 유충

은 독성물질로부터 간을 보호할 수 있는 성분과 암세포에 대한 세포죽음을 유도할 수 있는 활성을 가지고 있다는 

것을 확인하였다. 따라서, 향후 분획물들에 대한 추가적인 성분 및 활성 분석 실험으로 약리활성을 가진 물질을 

분리할 수 있을 것으로 기대하고 있다. 


	장수풍뎅이 유충의 간보호 효능 및 항암활성
	서론
	재료 및 방법
	결과
	고찰
	References
	초록


