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Abstrak 

Angiogenesis memberikan kontribusi pada karsinogenesis atau pertumbuhan sel kanker yang tidak terkendali. Pertumbuhan tumor 
atau kanker dapat dikontrol melalui penghambatan angiogenesis. Salah satu bahan alam yang berpotensi sebagai bahan pangan 
fungsional prevensi kanker adalah beras hitam. Penelitian ini bertujuan untuk mempelajari dan mengetahui aktivitas 
antiangiogenesis ekstrak beras hitam (Oryza sativa L. indica) pada  Chorioallantoic Membrane (CAM) sebagai kandidat antikanker. 
Parameter yang diamati dalam penelitian adalah banyaknya pembuluh darah baru atau respon angiogenesis pada CAM setelah 
pemberian ekstrak beras hitam dengan konsentrasi masing-masing 20, 25, 50, 60 dan 75 µg/mL. Ekstrak beras hitam menghambat 
pembentukan pembuluh darah pada CAM. Rata-rata jumlah pembuluh darah pada konsentrasi ekstrak beras hitam 20, 25, 50, 60 
dan 75  µg/mL berturut-turut adalah 27,6; 21,0; 3,67; 3,0; 2,0. Pada kontrol dengan larutan NaCl 0,9 %, jumlah rata-rata pembuluh 
darah adalah adalah 35,33.  
 
Kata Kunci : Beras hitam (Oryza sativa L. indica), angiogenesis, antikanker 
 
 

Abstract 
Angiogenesis contributes to uncontrolled carcinogenesis or cancer cell growth. Tumor or cancer growth can be controlled through 
inhibition of angiogenesis. One of the natural ingredients that have the potential as a cancer prevention functional food ingredient is 
black rice. This study aims to study and determine the antiangiogenesis activity of black rice extract (Oryza sativa L. indica) on the 
Chorioallantoic Membrane (CAM) as an anticancer candidate. The parameters observed in the study were the number of new blood 
vessels or the response of angiogenesis to CAM after the administration of black rice extract with a concentration of 20, 25, 50, 60 
and 75 µg / mL, respectively. The higher the concentration of black rice extract showed a decrease in the number of blood vessels 
formed. The average number of blood vessels at concentrations of black rice extract 20, 25, 50, 60 and 75 µg / mL were 27.6; 21.0; 
3.67; 3.0; 2.0. In the control with 0.9% NaCl solution, the average number of blood vessels was 35.33. 

 
Keywords: Black rice ( Oryza sativa L. indica), angiogenesis, anticancer 
  

PENDAHULUAN 

Kanker merupakan penyakit yang ditandai 
dengan pertumbuhan sel yang tidak 
terkendali. Sel kanker mempunyai 
kemampuan untuk menghindari apoptosis, 
menghindari sinyal yang menekan 
pembentukan pembuluh darah baru 
(angiogenesis), dan memiliki kemampuan 
untuk mengadakan invasi dan metastasis 
(McDonald, 2008). Kanker dikelompokkan 
sebagai penyakit terminal karena pengobatan 
yang diberikan, baik kemoterapi, radioterapi, 
imunoterapi maupun terapi gen, sampai saat 
ini belum memberikan hasil yang memuaskan 
(Abidin, 2017). Kanker merupakan penyebab 
kematian kedua di dunia setelah penyakit 
kardiovaskuler. Pada  tahun  2005, WHO 

memperkirakan setiap tahun 12 juta orang di 
seluruh dunia menderita kanker dan 7,6 juta 
di antaranya meninggal dunia.  

Angiogenesis adalah proses pembentukan 
pembuluh darah baru yang terjadi secara 
normal dan sangat penting dalam proses 
pertumbuhan dan perkembangan. 
Angiogenesis diketahui merupakan kunci bagi 
perkembangan sel kanker (Giavazzi et al., 
2000). Angiogenesis memberikan kontribusi 
pada karsinogenesis atau pertumbuhan sel 
kanker yang tidak terkendali dan bersifat 
ganas (Hamid dkk, 2013). Menurut Salamah 
dkk., (2010) angiogenesis memungkinkan sel 
kanker mendapatkan suplai nutrisi dan 
oksigen, sehingga dapat terus bertahan 
hidup. Angiogenesis sangat penting untuk 
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viabilitas, pertumbuhan, invasi, dan 
metastase tumor. 

Berdasarkan penelitian Salem et al., 
(2015) dapat diketahui bahwa pertumbuhan 
tumor atau kanker dapat dikontrol melalui 
penghambatan angiogenesis. Menurut 
Kilarski et al., (2012) terapi penghambatan 
angiogenesis dapat digunakan sebagai 
pengobatan antikanker. Tanpa angiogenesis, 
tumor  segera  menyusut  dan  terkadang  
menghilang. Pengobatan kanker melalui 
penghambatan angiogenesis lebih efektif 
dalam mengobati kanker dari pada 
membunuh sel kanker secara langsung. 
Penghambatan angiogenesis juga akan 
mengakibatkan hambatan distribusi nutrisi 
dan oksigen ke sel kanker (Raffi, 2002). 

Chorioallantoic membrane (CAM) assay 
merupakan metode yang dianggap sangat 
bernilai untuk mengetahui efek 
antiangiogenik dari suatu obat atau substansi 
lainnya (Yildiz et al, 2013). Menurut Auerbach 
et al., (2003) CAM assay dapat digunakan 
untuk mengevaluasi potensi pro-angiogenik 
dan anti-angiogenik dari suatu molekul. Salah 
satu bahan alam yang berpotensi sebagai 
bahan pangan fungsional prevensi kanker 
adalah beras hitam (Oryza sativa L. indica). 
Beras hitam sekarang ini mulai banyak 
dikonsumsi karena mengandung berbagai 
metabolit sekunder diantaranya antosianin 
yang dapat berfungsi salah satunya sebagai 
antioksidan (Kristamtini, 2014). Ekstrak 
bekatul beras hitam diketahui memiliki 
aktivitas antioksidan (Kaneda et al., 2006). 
Beras hitam mempunyai kandungan senyawa 
fenol dan antosianin yang lebih tinggi dari 
jenis beras lainnya, seperti beras putih dan 
beras merah. Berbagai penelitian juga 
menunjukkan kemampuan beras hitam untuk 
menghambat pertumbuhan beberapa jenis 
kanker. Fraksi ekstrak metanolik dari bekatul 
beras hitam memiliki aktivitas sitotoksik 
terhadap sel T47D dan WiDr serta mampu 
menginduksi apoptosis lebih tinggi 
dibandingkan doxorubicin. Ekstrak beras 
hitam juga mampu menginduksi apoptosis 
bagi sel HL-60, MCF-7, dan Caco-2 serta 
menghambat proliferasi sel HL-60, sel MCF-7 

dan sel Caco-2. Menurut Takashima et al., 
(2013) ekstrak air dan metanolik beras hitam 
mampu menghambat proliferasi sel kanker 
kolon LS174T. Penelitian ini bertujuan untuk 
mengetahui potensi antikanker beras hitam 
berdasarkan aktivitas antiangiogenesis pada 
Chorioallantoic Membrane (CAM). 
 

METODE 

a. Alat dan Bahan 
 Rotary evaporator, bejana, timbangan, 

oven, blender, saringan, mikropipet, 
autoclave, inkubator, kaca pembesar, 
kamera, mini drill, senter, alat-alat gelas, 
beras hitam, telur ayam berembrio, 
alcohol 96%, alcohol 70%, NaCl 0,9%, 
aquadest, kertas saring, alumunium foil, 
wrapping. 

b. Pembuatan Ekstrak Beras Hitam (Oryza 
sativa L. indica) 

Beras hitam yang digunakan dioven 
dengan suhu 500C kemudian diblender 
hingga menjadi serbuk halus setelah itu 
dilakukan proses maserasi. Maserasi 
dilakukan dengan cara merendam serbuk 
simplisia dengan pelarut etanol 70%, 
perendaman dilakukan selama 3 hari 
dengan penggantian pelarut setiap 24 jam 
sekali dan dilakukan pengadukan selama 
beberapa kali. Maserat yang didapat dari 
rendaman serbuk simplisia disaring 
dengan kertas saring. Setelah itu, ekstrak 
dipisahkan dari pelarutnya dengan cara 
penguapan menggunakan rotary 
evaporator dengan suhu 500 C sampai 
diperoleh ekstrak yang pekat. 

c. Persiapan Chorioallantoic Membrane 
(CAM) 

Telur ayam berembrio umur 8 hari 
diinkubasi dalam inkubator laboratorium 
pada suhu 39°C. Tahap awal yaitu dengan 
memberi tanda pada kulit telur yang 
meliputi batas ruang udara, lokasi embrio 
dan daerah yang akan dibuat segi empat 
(jendela) berukuran 1x1 cm di atas 
embrio. Lokasi embrio diketahui melalui 
candling pada telur. Pada kedua daerah 
tersebut di usap menggunakan alcohol 
dan dibuat lubang kecil.Melalui lubang ini 
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bahan uji diimplantasi ke dalam CAM 
yang telah terbentuk. 

d. Uji Aktivitas Antiangiogenesis Beras Hitam 
Semua peralatan yang digunakan untuk 
uji antiangiogenesis disterilisasi dengan 
autoclav, suhu 121oC selama 15-30 menit. 
Subyek uji berupa telur ayam berembrio 
dibagi dalam 6 kelompok dengan tiga 
ulangan, sebagai berikut: kelompok I 
kelompok kontrol dengan implantasi 
paper disc dengan pelarut sebanyak 10 
μL, kelompok II sampai VI merupakan 
telur dengan perlakuan ekstrak beras 
hitam dengan konsentrasi berturut-turut 
20 μg/mL, 25 μg/mL, 50 μg/mL, 60 μg/mL, 
75 μg/mL. Setelah diberi perlakuan, telur 
diinkubasi pada suhu 39 °C dengan 
kelembaban relatif 60 % selama 3 hari 
atau 72 jam (Ribbati et al., 1997), 
kemudian telur dibuka (umur 12 hari) dan 
isi telur dikeluarkan. Telur dibuka dengan 
cara menggunting cangkang telur menjadi 
2 bagian dimulai dari cangkang yang 
dekat dengan rongga udara, setelah itu 
CAM yang melekat pada cangkang 
diamati secara makroskopik. Pengamatan 
secara makroskopik dilakukan dengan 
bantuan kaca pembesar. 

e. Analisis Data 
Parameter yang diamati dalam penelitian 
adalah banyaknya pembuluh darah baru 
atau respon angiogenesis pada CAM 
setelah pemberian ekstrak beras hitam. 
Evaluasi efek antiangiogenesis secara 
makroskopik dilakukan dengan 
menghitung jumlah pembuluh darah 

baru. Pembentukan  pembuluh  darah  
baru  yang  dihitung adalah  cabang  
terkecil  terakhir  baik  yang  muncul  dari 
pembuluh darah utama maupun dari 
cabang pembuluh darah ke 2 dan ke 3. 
Pembuluh darah utama adalah pembuluh 
darah yang paling besar dan keluar dari  
embrio. 

.   
HASIL DAN PEMBAHASAN 

 Angiogenesis merupakan peristiwa 
pertumbuhan pembuluh darah baru 
(neovaskularisasi) yang memungkinkan sel 
kanker mendapatkan suplai nutrien dan 
oksigen, sehingga dapat berkembang dan 
bermetastase (Kilarski et al., 2012).  

Berdasarkan  data  hasil  penelitian 
menunjukkan  bahwa  jumlah  pertumbuhan 
pembuluh  darah  baru  pada  CAM embrio 
ayam menurun sesuai dengan peningkatan 
dosis. Perhitungan rata-rata jumlah 
pembuluh darah pada penelitian ini dilakukan 
secara makroskopis dengan menghitung 
pembuluh darah yang muncul disekitar 
embrio ayam. Konsentrasi ekstrak beras 
hitam yang digunakan dalam penelitian ini 
adalah 20, 25, 50, 60 dan 75 µg/mL dan 
kontrol dengan hanya pemberian NaCl 0,9%. 
Rata-rata jumlah pembuluh darah dari 
masing-masing konsentrasi berturut-turut 
adalah 27,6; 21,0; 3,67; 3,0; 2,0. Jumlah 
pembuluh darah rata-rata pada kontrol yang 
hanya diberikan larutan NaCl 0,9 % adalah 
35,33.
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Gambar 2. Jumlah Pembuluh Darah dengan Perlakuan Ekstrak Beras Hitam 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

Gambar 3. Makroskopis pembuluh darah pada CAM dengan perlakuan ekstrak beras hitam 
Keterangan: a. Konsentrasi 20µg/mL; b. 25µg/mL; c. 50µg/mL, d. 60µg/mL ; e. 75 µg/mL; f. 

kontrol NaCl 
 

Gambaran makroskopis pembuluh 
darah pada CAM dengan perlakuan ekstrak 
beras hitam dapat dilihat pada gambar 3. 
Hasil pengamatan makroskopis memperlihat-
kan bahwa semakin tinggi konsentrasi ekstrak 
beras hitam, penghambatan angiogenesis 
juga semakin besar. Hal ini dapat dilihat dari 
kepadatan pembuluh darah yang terbentuk. 
Pada CAM dengan pemberian ekstrak beras 
hitam dengan konsentrasi 20 µg/mL 
menunjukkan jumlah pembuluh darah yang 
paling besar dibandingkan dengan konsen-

trasi lainnya. Pada konsentrasi 50 µg/mL 
memperlihatkan gambaran penurunan 
jumlah pembuluh darah yang cukup besar 
dibandingkan dengan kontrol menggunakan 
NaCl. Secara makroskopis jumlah pembuluh 
darah mengalami penurunan pada konsen-
trasi ekstrak beras hitam yang semakin tinggi. 

Perlakuan pemberian ekstrak beras 
hitam melalui CAM dapat lebih mudah dan 
cepat untuk mencapai mencapai endotel 
dibandingkan memalui rute lainnya.Menurut 
(Ribatti et al., 2000) chorioalantoic 
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membrane memiliki membran tipis dan 
bening yang terdiri dari 2 lapis epitel yang 
dipisahkan oleh jaringan ikat. Chorioalantoic 
membrane merupakan gabungan membran 
korion dan alantois yang memiliki banyak 
vaskularisasi darah sehingga baik digunakan 
sebagai model untuk melihat potensi 
senyawa antikanker pada suatu bahan, dalam 
penelitian ini menggunakan ekstrak beras 
hitam, melalui penghambatan angiogenesis. 

Proses tahap awal  perangsangan 
pembentukan pembuluh darah baru pada 
kanker dimulai dari difusi faktor pertum-
buhan pembuluh darah yang dikeluarkan 
kanker menuju reseptor yang ada di permu-
kaan sel endotel. Setelah  mencapai  sel  
endotel  dan  berikatan  dengan reseptor-nya, 
faktor pertumbuhan pembuluh darah terse-
but akan  menyebabkan  endotel  teraktivasi.  
Teraktivasinya endotel  menyebabkan  pem-
bengkakan  serta  peningkatan permeabilitas 
vaskuler. Peningkatan permeabilitas vaskuler 
menyebabkan  ekstravasasi  plasma  darah  
ke  luar  lumen pembuluh  darah.   

Menurut Chilmy dkk., (2012), selain  
pembengkakan  sel  endotel  dan peningkatan  
permeabilitas  kapiler, aktivasi  endotel 
menyebabkan endotel mengeluarkan suatu 
zat pendegradasi protein, yaitu enzim matrix  
metalloproteinase (MMP). Enzim MMP yang 
bekerja pada proses angiogenesis adalah 
enzim MMP-2 dan MMP-9 yang secara 
spesifik  berfungsi  untuk  mendegradasi kola-
gen tipe IV, laminin-5, membantu  sel-sel  
kanker bermetastase, dan menyebabkan 
peningkatan pertumbuhan tumor  dengan  
membentuk  ruangan  yang  penting.  Rasio 
peningkatan matrix  metalloproteinase-9  
(MMP-9) dari bentuk aktif  ke laten 
berhubungan dengan progresi tumor pada  
kanker-kanker  invasive. Begitu  enzim  MMP 
dikeluarkan  oleh  sel  endotel  sasaran  perta-
ma adalah membran  basalis, dan  ketika  
membran  basalis  telah terdegradasi endotel-
endotel akan lepas dan bermigrasi kearah 
membrane yang terdegradasi tersebut. 
Awalnya endotel akan berkumpul lalu berpro-
liferasi di tempat tersebut, lama-kelamaan  
akan tersusun prekursor-prekursor pembuluh 

darah  yang lain yaitu membran basalis serta 
otot polos.  

Salah satu kandungan ekstrak beras 
hitam yang berpotensi sebagai antikanker 
adalah antioksidan. Menurut Kaneda et al., 
(2006) ekstrak beras hitam diketahui memiliki 
aktivitas antioksidan. Beras hitam sebagai 
bahan pangan fungsional mulai banyak 
dikonsumsi karena mengandung berbagai 
metabolit sekunder diantaranya antosianin 
yang dapat berfungsi salah satunya sebagai 
antioksidan (Kristamtini, 2014). Beras hitam 
mempunyai kandungan senyawa fenol dan 
antosianin yang lebih tinggi dari jenis beras 
lainnya, seperti beras putih dan beras merah. 

Berdasarkan hasil penelitian dapat 
diketahui bahwa jumlah pembuluh darah 
yang terbentuk pada CAM embrio ayam 
menurun sesuai dengan peningkatan dosis. 
Hal tersebut dapat dilihat pada gambaran 
makroskopis CAM yang menunjukkan bahwa 
semakin tinggi konsentrasi ekstrak beras 
hitam jumlah pembuluh darah yang 
terbentuk semakin sedikit.Pada penelitian ini, 
senyawa khusus pada ekstrak beras hitam 
yang berperan dalam penghambatan 
angiogenesis untuk antikanker belum 
diketahui secara pasti dan masih perlu 
dilakukan penelitian lebih lanjut.   
 

SIMPULAN 

  Ekstrak beras hitam dapat 
menghambat pembentukan pembuluh darah 
pada CAM. Semakin tinggi konsentrasi 
ekstrak beras hitam menunjukkan penurunan 
jumlah pembuluh darah yang terbentuk. 
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