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Background : Genistein and daidzein are two major soybean isoflavones. They have received
increasing attention because of their possible roles for cancer prevention. However, their mecha-
nisms of action and molecular targets on the human colon cancer cells are not fully understood.
Methods : Human colon cancer HCT-116 cells were treated with genistein and daidzein to
investigate their effects on the cell growth and this was analyzed with MTT assay. TUNEL
assay and Hoechst33342 stain were carried out to identify apotosis. Results : Daidzein was
able to inhibit cell proliferation and induce apoptosis of the HCT-116 cells, but genistein didn't
affect the cell growth. The ER antagonist ICI182780 didn’t attenuate the antiproliferative and
proapoptotic effects of daidzein: this means the effect of daidzein on the HCT-116 cells may
not be dependent on the ER pathway. The other soybean isoflavone, genistein, attenuated
the effects of daidzein on the HCT-116 cells and its mechanism should be elucidated. Con-
clusions : These data suggest that daidzein may act as a preventive agent on human colon
cancer, and its mechanism of action doesn’t involve the ER-dependent pathway. 
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Genistein과 Daidzein이 대장암 HCT-116 세포의 성장에 미치는 영향

Phytoestrogen은 식물에 존재하는 비스테로이드성 에스트로

겐으로 isoflavone, lignan, coumestan의 세 그룹이 있다.1 Iso-

flavone은 콩이나 콩 가공식품에 많이 포함되어 있다.2 콩 가공식

품은 일반적으로 건량 1.2-3.3 mg/g의 isoflavone을 함유하는 것

으로 알려져 있으며, 콩의 종류나 수확 시기 그리고 지형적 위치

에 따라 함량이 다양한 것으로 알려져 있다.3

주요한 isoflavone으로는 genistein과 daidzein이 있는데, glyci-

tein이 소량 함유되어 있고 천연상태에서는 genistin, daidzin,

glycitin과 같은 당질이 결합된 glycosides 형태로 존재한다.3 섭

취된 후에는 내장에 존재하는 glucosidase에 의해서 aglycone 형

태로 바뀐 후 흡수되며, 또한 내장에 있는 박테리아에 의해서 다

시 다른 형태의 isoflavone 대사산물로 바뀌어 흡수된다.4

Isoflavone은 심혈관계질환과 골다공증 예방이나 유방암과 전

립선암 등과 관련하여 많은 연구가 이루어지고 있는데, 특히 유

방암과 전립선암에 대한 연구가 가장 활발하게 진행되고 있다.

아시아 지역은 구미에 비하여 유방암과 전립선암의 발병률이 현

저하게 떨어진다.1 그러나 미국으로 이주한 아시아인에게는 이들

종양의 발병률이 증가한다는 역학 연구 결과가 나왔고, 식이가

유방암이나 전립선암의 발생과 관계가 있으며 특히 여러 종류의

식물에 존재하는 식물성 에스트로겐이 중요한 역할을 할 것이라

는 의견이 대두되었다.5

이러한 역학 연구 결과와 더불어 여러 동물실험과 많은 생체

외 실험에서 콩과 콩의 주 구성성분인 genistein이 항암효과를

나타낸다는 결과가 다수 보고되었다. 실험동물의 식이에 콩이나

isoflavone을 첨가하면 전립선의 염증이 경감되거나,6 전립선암의

성장이 억제되었고,7 유방암의 발생이 억제되었다는 연구들이 보

고되었다.8 또한 전립선과 유방암을 비롯한 여러 종류의 암세포

에 isoflavone을 투여하고 배양한 결과 이들 세포의 성장이 억제

되고 세포자멸사가 유발되었다.9-15

유방암과 전립선암 외에도 구미에서 발생빈도가 높은 대장암

에서 식물성 에스트로겐이 어떠한 작용을 하는지에 대한 연구가

진행되고 있다. 대장암의 경우 실험적으로 isoflavone을 투여한
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결과 실험동물의 암 발생 감소효과가 뚜렷하지 않았고 오히려 약

간의 암 유발효과를 나타내기도 하였다.16 역학조사 결과 콩의 섭

취정도와 대장암 발생빈도 사이에 뚜렷한 상관관계가 없다는 보

고도 있으며,17 일본의 후향 연구 결과 일본 된장인 미소가 오히

려 유의하게 직장암의 위험도를 높인다는 보고도 있다.18 그러나

이와 반대로 phytoestrogen이 대장암 발생률을 줄인다는 결과가

보고되었는데, Pereira 등19과 Bennink20는 실험동물 Fischer 344

쥐에 75 g/g과 150 g/g의 genistein이 포함된 식이를 투여

한 결과 화학적 발암물질에 의해 유발된 전암병소의 수가 유의

하게 감소하였다고 보고하였다.

한편 대장암세포 배양실험에서는 isoflavone이 종양세포의 성

장을 억제하는 것으로 나타났다. Genistein은 농도에 비례하여 대

장암세포주의 성장을 억제하였으며,21 이러한 genistein의 작용에

는 세포자멸사 유도와 topoisomerase II에 의한 DNA 분절 등이

관여할 것으로 보았다.22 Daidzein은 대장암세포주 LoVo 세포의

성장에 다른 효과를 나타냈는데, 1.0 M 이하의 저농도에서는

LoVo 세포의 성장을 유도하고 10-100 M의 농도에서는 세포

의 성장을 억제하였다.23 또한 콩 추출물은 농도에 비례하여 대장

암세포주 Caco-2, SW-620, HT-29의 밀도를 감소시켰고, Caco-

2와 SW-620 세포주에서는 세포사를 증가시켰다.24

이상과 같이 isoflavone이 대장암에 미치는 영향은 아직 확실

하게 정립되어 있지 않으며, 따라서 그 작용기전도 연구자에 따

라 다르게 설명되고 있는 실정이다. 더구나 isoflavone 중 genis-

tein에 대한 연구는 다수 있으나 daidzein을 대상으로 한 연구는

거의 없으며, 이들을 같이 사용할 경우에 대한 연구는 전무하다.

그러나 일상생활에서 주로 섭취하는 콩이나 콩 가공식품에는

genistein과 daidzein이 함께 들어 있으므로, 이들을 병합투여했

을 때 어떤 효과가 있는지 규명해야 할 필요가 있다.

본 연구에서는 사람의 대장암세포주 HCT-116을 이용하여 da-

idzein과 genistein의 투여가 암세포 성장에 미치는 영향을 관찰

하였으며, 이들의 작용과 에스트로겐 수용체(estrogen receptor,

ER)가 어떤 관련이 있는지 알아보았다. 또한 genistein과 daid-

zein을 병합투여했을 때 나타나는 효과를 개별투여 효과와 비교

하였다.

재료와 방법

연구재료

사람 대장암세포주 HCT-116은 ATCC (Rockville, MD)에서

구입하였고, genistein, daidzein, thiazolyl blue (MTT), Hoechst

33342는 Sigma (St Louis, MO, USA)에서 구입하였다. TU-

NEL 염색 키트는 Roche (Manheim, Germany)에서, TaqMan

역전사시약은 ABsystems (California, USA)에서, ICI182780

은 TOCRIS (Elliville, MO, USA)에서 구입하였다. 

세포배양 및 isoflavone 투여

세포배양을 위해 96 well 세포배양용기를 사용하였으며 한

well당 3,000개의 HCT-116 세포를 분주하고 24시간 동안 배양하

였다. 그 후 DMSO에 녹인 genistein과 daidzein을 0, 1, 5, 10, 50

및 100 M로 투여하여 각각 24, 48, 72시간 후 MTT 분석을 하

였다. MTT 분석을 위해 MTT 용액(2 mg/mL)을 한 well당 50

L씩 첨가하여 37℃에서 4시간 반응시키고 glycine:DMSO (1:

8) 혼합액을 한 well당 150 L씩 첨가하여 반응을 종료한후 570

nm에서 흡광도를 측정하였다. 대조군으로 genistein 투여군은

0.1% DMSO를, daidzein 투여군은 0.2% DMSO를 사용하였다.

ICI182780, Daidzein과 genistein 병합투여 후 MTT 분석

ER 길항제인 ICI182780이 daidzein에 의한 HCT-116 세포

의 성장에 미치는 영향을 알아보기 위하여 HCT-116 세포를 한

well당 3,000개씩 분주한 다음 24시간 배양하였다. 여기에 daid-

zein (50 M, 100 M)과 ICI182780 (1 M, 10 M)을 함

께 투여하여 48시간 배양 후 MTT 분석을 하였다. Daidzein과

genistein의 병합투여가 HCT-116 세포에 미치는 영향을 알아

보기 위해서 HCT-116 세포를 한 well당 5,000개씩 분주하여

24시간 배양하였다. 이어 daidzein (100 M)과 함께 genistein

(0, 1, 10, 50, 100 M)을 투여하여 24시간 및 48시간 배양한

다음 MTT 분석을 하였다. 대조군으로 ICI182780 단독투여군

과 daidzein 단독투여군은 각각 0.1%와 0.2% DMSO를 사용하

였고, daidzein과 ICI182780 병합투여군 및 daidzein과 genistein

병합투여군은 0.3% DMSO를 사용하였다. 

세포자멸사 관찰

TUNEL 검사를 위하여 35 mm 배양용기에 5×105개의 세포

를 24시간 배양하고 daidzein을 100 M 투여한 다음 48시간 후

에 PBS로 2번 수세하였다. 4% paraformaldehyde로 10분간 고

정하고 0.1% triton X-100이 함유된 0.1% sodium citrate (pH

6.0) 완충액으로 2분간 반응시킨 후 PBS로 수세하였다. TUNEL

반응 혼합액(terminal deoxynucleotidyl transferase, nucleotide

mixture)을 37℃에서 1시간 동안 어두운 상태에서 반응시키고

수세한 후 수용성 봉입액으로 봉입하여 형광 현미경으로 관찰하

였다. Hoechst33342 염색을 할 때는 위와 동일한 과정을 거친

후 2 g/mL의 Hoechst33342를 10분간 상온에서 반응시킨 다

음 PBS로 수세하고 봉입하였다. 

First strand cDNA 합성 및 에스트로겐 수용체 ER 에 대

한 RT-PCR

60 mm 배양접시에 배양한 각각의 세포에 TRIzol 용액 1.0
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mL 첨가하여 세포를 용해했다. 그런 다음 0.2 mL의 클로로포

름을 넣고 잘 섞어준 후 3분간 상온에서 반응시키고, 12,000×g

에서 7분간 원심분리하여 생긴 상층액을 새 튜브로 옮겼다. 그

런 다음 0.8배의 이소프로파놀을 첨가하여 상온에서 10분간 반응

시키고 12,000×g에서 10분간 원심분리하였다. 원심분리 후 생

긴 침전물에 75% 알코올을 첨가하여 소용돌이혼합한 후 7,500

×g에서 5분간 원심분리하여 용액을 덜어냈다. 침전물을 공기

중에서 말리고 각각의 튜브마다 30 L의 RNase free water를

첨가하여 녹인 후 원액을 100배 희석하여 260 nm 파장에서 정

량을 하였다.

First strand cDNA 합성을 위해 TaqMan 역전사시약을 이

용하였다. 각각의 튜브에 전체 RNA를 5 g, Random hexamer

를 2.5 g, 25 mM MgCl2을 5.5 mM, deoxy NTP를 500 M,

RNase inhibitor를 0.8 U, 10X RT buffer를 2 L, 역전사효

소를 0.5 U 넣은 다음 최종 부피가 20 L가 되게 한 후, 25℃

에서 10분, 48℃에서 30분, 95℃에서 5분간 반응시켜 cDNA를

합성하였다. PCR에 사용된 각각의 길잡이 염기서열은 다음과

같다.

ER sense primer; 5′-TAG TGG TCC ATC GCC AGT

TAT-3′

ER antisense primer; 5′-GGG AGC CAC ACT TCA

CCA T-3′

PCR 산물의 크기는 393 bp이며, PCR 반응액은 10×Taq bu-

ffer 2.5 L, 50 mM MgCl2 0.75 L, 10 mM dNTP 2.5 L,

sense primer (10 M) 1.0 L, antisense primer (10 M)

1.0 L, Taq polymerase (5 unit/ L) 0.5 L, cDNA 2 L

를 넣고 dH2O로 최종 부피가 25 L가 되도록 하였다. 위의 반

응액을 95℃에서 5분간 반응시키고, 94℃에서 45초, 58℃에서 45

초, 72℃에서 90초씩 35 cycle을 증폭시켰다. 그런 다음 72℃에서

5분간 반응시키고 2% 아가로오스 겔에서 전기영동하여 자외선

하에서 사진을 찍었다. 

결 과

Daidzein에 의한 HCT-116 세포의 성장 억제효과

HCT-116 세포에 daidzein과 genistein을 각각 투여하고 1-3

일 동안 배양한 후 MTT 분석을 하였다. 그 결과 100 M daid-

zein을 투여한 지 24시간 후 세포성장이 20% 억제되었고, 48시

간 후 27%, 72시간 후에는 39%로 성장 억제효과가 증가하였으

며 50 M 이하에서는 세포성장이 약간 증가하였다. 그러나 ge-

nistein을 투여한 경우에는 24시간 후 농도가 증가할수록 세포성

장이 오히려 약간 증가하였으며 72시간까지 경과한 후에도 세포

성장에 별다른 영향을 미치지 않았다(Fig. 1). 

Daidzein에 의한 HCT-116 세포의 세포자멸사 유도

TUNEL 검사에서 HCT-116 세포는 daidzein을 투여하지 않

은 대조군에서는 양성반응을 나타내는 세포가 관찰되지 않았다

(Fig. 2A). 그러나 daidzein을 100 M 투여한 후에는 TUNEL

양성세포가 다수 관찰되었다(Fig. 2B). Hoechst33342 염색 결

과 역시 대조군에서는 농축된 핵을 가진 세포가 관찰되지 않았

으나(Fig. 2C), daidzein을 100 M 투여한 후에는 농축된 핵들

이 다수 관찰되었다(Fig. 2D). 

Daidzein에 의한 세포 성장 억제와 에스트로겐 수용체의

상관관계

HCT-116 세포에서 ER 에 대한 RT-PCR을 한 결과 ER

mRNA가 발현되는 것을 확인하였다(data not shown). Daidzein

에 의한 HCT-116 세포의 증식 억제작용이 ER과 관련이 있는

지 알아보기 위해 ER의 길항제인 ICI182780을 사용하였다. ICI

182780을 단독 투여했을 경우에는 HCT-116 세포의 성장은 억

Fig. 1. Effects of daidzein (A) and genistein (B) on the growth of HCT-116 cells. Each cells were treated with 0, 1, 10, 20, 50 and 100 M
of daidzein and genistein, respectively for 1, 2, 3 days. DMSO (0.2% and 0.1%, respectively) was used as a control. Cell growth was mea-
sured using the MTT assay. Values are expressed as mean±SD represent of 6 replicates.
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제되지 않았고 오히려 약간 증가하였다. 그러나 ICI182780과

daidzein (100 M)을 병합투여한 경우에는 daidzein을 단독 투

여했을 때와 비슷한 정도로 세포성장이 억제되었다(Fig. 3).

Daidzein과 genistein의 병합투여가 HCT-116 세포의 성장

에 미치는 영향

Daidzein 100 M과 genistein을 각각 0, 1, 10, 50, 100 M

씩 함께 투여하였을 때 genistein의 농도에 따라 daidzein의 세포

증식 억제효과가 점점 감소되어 살 수 있는 세포가 증가하였다

(Fig. 4A). 투여 24시간과 48시간에서도 같은 반응을 나타냈으

며, 48시간에서는 24시간 군에 비하여 살아 있는 세포의 수가 전

반적으로 감소하였다(Fig. 4B). 

고 찰

Genistein과 daidzein은 콩에 많이 분포하는 식물성 에스트로

겐인 isoflavone의 주성분으로 유방암과 전립선암 예방에 효과가

있는 것으로 알려져 있다. 그러나 대장암에도 효과가 있는지에

대해서는 아직까지 논란이 많다.

본 연구에서는 isoflavone의 주요 구성 성분인 genistein과 da-

idzein이 대장암세포 HCT-116의 성장에 미치는 영향을 알아보

았다. HCT-116 세포에 genistein과 daidzein을 0-100 M까지

농도별로 투여한 후 MTT 분석을 한 결과, HCT-116 세포는

Fig. 2. TUNEL (A and B) and Hoechst33342 (C and D) staining 2
days after treatment with daidzein in HCT-116 cells. Daidzein treat-
ed HCT-116 cells are mostly TUNEL positive (B), and shows many
apoptotic cells (arrows). A and C; control. Arrow head; non-apop-
totic cell.

A B

C D

Fig. 4. Effects of co-treatment of daidzein with genistein on the growth of HCT-116 cells. HCT-116 cells were co-treated with daidzein (100
M) and genistein (0, 1, 10, 50, 100 M) for 2 days. DMSO (0.3%) was used as a 0-0 group. Cell growth was measured using the MTT

assay. Values are expressed as±SD represent of 6 replicates. DA, daidzein; GE, genistein.
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Fig. 3. Effects of co-treatment of daidzein and ICI182780 on the
growth of HCT-116 cells. HCT-116 cells were co-treated with daid-
zein (100 M) and ICI182780 (0, 1, 10 M) for 2 days. DMSO (0.3
%) was used as a control. Cell growth was measured using the
MTT assay. Values are expressed as mean±SD represent of 6
replicates. DA, daidzein; ICI, ICI182780.
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고농도(100 M)의 daidzein에 의해 성장이 억제되었으며 세포

자멸사의 소견도 관찰하였다. 그러나 genistein은 농도를 높여도

HCT-116 세포의 성장에 뚜렷한 영향을 미치지 않았다. 따라서

isoflavone 중 daidzein이 대장암 HCT-116 세포의 성장을 억제

하는 효과가 있으며, 여기에는 daidzein에 의한 종양세포의 세포

자멸사 유도작용이 관여한다는 것을 확인하였다.

Isoflavone이 대장암세포 성장에 미치는 영향에 관한 연구들

은 이미 보고된 바 있다. 이들 연구 결과는 각각의 실험에 사용

한 대장암세포의 종류나 세포배양시 처리한 isoflavone의 종류와

농도, 처리 기간 등에 따라 다소 차이가 있다. 즉 100 M genis-

tein을 사람 대장암세포 HT-29에 투여하였을 경우에는 종양세

포의 증식이 억제되었고 세포자멸사가 유도되었으며,22,24,25 Guo

등23은 사람 대장암 LoVo 세포에 0.1 M과 1 M daidzein 투

여시 세포의 성장이 촉진되었으나 5-100 M 투여시에는 오히

려 세포성장이 억제되는 상반된 효과를 나타냈다고 보고하였다.

따라서 100 M daidzein 투여시 HCT-116 세포의 성장을 억

제한 본 연구의 결과는 Guo 등23의 논문에서와 같이 약물자체의

독성이 아닌 것으로 판단된다.

Wilson 등26은 본 실험에 사용한 것과 동일한 대장암세포인

HCT-116 세포를 대상으로 genistein을 투여한 결과 HCT-116

세포는 50 M genistein 투여에 의해 성장이 50% 억제되었다

고 하였다. 이들의 연구 결과는 0-100 M의 농도별 genistein

처리가 HCT-116 세포의 성장에 뚜렷한 영향을 미치지 않은 것

으로 관찰된 본 연구 결과와 차이가 있다. 그리고 상기한 여러

문헌에서 본 실험과 같은 HCT-116 세포를 대상으로 genistein

과 daidzein의 두 가지 isoflavone을 병합투여한 연구결과는 발표

된 바 없다. 

본 실험에서 HCT-116 세포에 ER 가 발현된다는 것을 확인

하고 ER 길항제인 ICI182780을 daidzein과 함께 투여하고 세포

성장 결과를 측정하였다. 그 결과 ICI182780은 daidzein에 의한

HCT-116 세포의 성장 억제효과에 유의한 영향을 미치지 않았

다. 따라서 daidzein의 HCT-116 세포 성장 억제작용은 ER을 경

유하지 않는 다른 경로를 통해서 이루어질 것으로 해석하였다. 

Daidzein과 genistein을 같이 투여하였을 때 daidzein의 HCT-

116 세포 성장 억제작용에 미치는 영향을 알아보기 위하여, daid-

zein의 농도를 100 M에 고정하고 genistein을 농도별로 HCT-

116 세포에 병합투여 하였을 때, 살 수 있는 세포 수가 증가하여

genistein이 daidzein의 성장 억제작용에 길항효과를 나타냈으며

이러한 genistein의 길항작용은 genistein의 농도에 비례하였다.

본 실험에서 100 M 농도의 daidzein은 estrogen 수용체를

경유하지 않고 HCT-116 세포의 증식을 억제하는 효과를 나타

내었다. 따라서 100 M 농도의 daidzein의 성장 억제작용에 대

한 genistein의 길항작용은 estrogen 수용체의 영향을 받지 않는

것으로 보는 것이 타당하며, estrogen 수용체를 거치지 않는 다

른 경로를 통한 반응으로 볼 수 있다.

상기한 본 실험 결과들을 요약하면 대표적인 isoflavone의 하

나인 daidzein은 사람 대장암 HCT-116 세포의 성장을 억제하

는 작용을 하며, 또한 세포자멸사를 유도하는 작용도 관찰되었다.

그러나 genistein은 HCT-116의 성장에 영향을 미치지 않았다.

Daidzein의 HCT-116 세포증식 억제작용은 estrogen 수용체에

의존하지 않는 경로를 통할 것으로 추정되며, daidzein과 genis-

tein을 병합투여하였을 때 genistein이 daidzein의 대장암세포주

성장 억제효과를 저해하는 길항물질로 작용하였다. 

이러한 본 실험 결과로 보아 대장암세포에 대한 isoflavone의

항암효과를 얻기 위해서는 암세포의 종류에 따라 민감성이 있는

isoflavone을 선택할 필요가 있다고 생각된다. 또한 HCT-116 세

포와 같이 두 가지 이상의 isoflavone을 투여하면 오히려 역효과

를 초래할 가능성이 있다고 볼 수 있다. 이러한 문제점을 해결하

기 위해서는 암세포 종류에 따른 daidzein과 genistein의 작용기

전을 규명하는 연구가 필요할 것으로 생각된다. 
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