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The Extract of Pseudomonas aeruginosa Induces the Apoptosis of the Human 
Colorectal Cancer Cell Line, HCT 116 Cells, via Mitochondrial Pathway 

Eun Ju Yang and Jeong Hyun Chang† 

Department of Clinical Laboratory Science, Daegu Haany University, Gyeongsan 712-715, Korea 

Although there are many potential cytotoxic molecules released from bacteria, the role of these molecules on the 

apoptosis of various cancer cells is not well understood. Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) is a Gram-negative, 
aerobic and rod-shaped bacterium, and has a number of virulence factors. To understand the cytotoxic effect of bacterial 

extracts on the colorectal cancer cell line, HCT 116 cells, we examined alteration of the cell viability, proliferation, cell 

cycle and apoptosis of HCT 116 cells after treatment with extract of P. aeruginosa (PaE). These cytotoxicity of PaE 
occurred in a time- and a dose-dependent manners. In addition, PaE arrested the cell cycle of HCT 116 cell in a time-

dependent manner. PaE inhibited the protein levels of Bcl-2 and induced the release of cytochrome c from mitochondria 

of HCT 116 cells. The decrease of procaspase-3 was induced by the treatment of PaE. These results indicate that PaE 
has a cytotoxicity in HCT 116 cells via the induction of apoptosis associated with mitochondrial pathway. Therefore, 

PaE may used as the potential target for the treatment of colorectal cancer. 
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서  론 

 

매년 증가하는 암환자의 치료를 위해 꾸준히 새로운 

치료제가 개발되고 방사선 치료 및 다양한 치료방법이 

증가하고 있지만 여전히 항암 치료의 부작용에 대해서는 

계속 언급되고 있다. 이를 극복하기 위해 부작용을 최소

로 할 수 있는 물질 개발이 필요하다. 특히 암 발생의 기

전을 파악하여 치료제를 개발하고자 연구가 진행되고 있

는데 그 중 세포자멸사를 이용한 연구가 있다. 세포자멸

사는 수명이 다한 세포를 제거하기 위해 세포 생존기간

이 일정시간 지나면 일어나는 세포 죽음의 한 기전이다. 

이러한 세포자멸사를 이용하여 특정세포에 작용하면 다

양한 암 치료 및 염증 치료에 이용되기도 한다 (Johnstone 

et al., 2002; Kroemer and pouyssegur, 2008; Melet et al., 2008). 

특히, 세균에서 세포자멸사를 유도하는 연구들이 보고되

고 있다 (Parkin, 2005). 그 중, Clostridium hystolyticum에서 

추출한 물질을 암세포에 처리하였더니 추출물 중 효소성

분이 암세포의 성장을 억제함을 관찰하였다 (Chakrabarty, 

2003). 세균들은 숙주에 침입한 다음 직접적으로 균체

가 항원으로 작용하거나 다양한 독성인자들을 분비하여 

항원으로 작용해 질병들을 유도하는데 이 중 일부가 

암세포에 세포독성 효과를 보이는 것이다. Pseudomonas 

aeruginosa (P. aeruginosa, 녹농균)도 exotoxin A라고 하

는 immunotoxin을 함유하고 있는데 이 물질이 세포 내 

caspase 활성을 유도하여 편평상피암종의 악화를 억제한

다는 보고가 있다 (Keppler-Hafkemeyer et al., 1998; Wei et 

al., 2008). Caspase는 cystinyl aspartate-specific protease의 약

자로 활성부위에 cysteine을 가지고 있으며, 현재까지 알

려진 14종의 caspase들 모두가 공통적으로 자르는 위치에

서 N-terminus 방향으로 aspartate가 존재한다. 이들은 발

현이 되면 전구체로 존재하다가 세포자멸사 유도 자극

이 오면 잘려지게 되어 활성을 가진 형태로 바뀌게 된다 

(Wilson et al., 1994). 이러한 caspase 활성 분자들이 암세포

에서 발현이 증가하게 되면 세포자멸사를 유도하여 암 

치료 효과를 기대할 수 있다. 그러나 이전의 보고를 보면 
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Pseudomonas aeruginosa exotoxin A에 대한 연구가 대부분

이어서 그 외 물질들, 특히 균체 성분에 대한 연구가 미

비한 실정이다. 또한 다양한 암세포에서의 효과를 확인하

지 못하였다. 그래서 본 연구에서 여러 암유발 세포 중 

대장암세포주인 HCT 116 세포에서의 증식억제 효과를 

관찰하고자 한다. 

대장암은 최근 꾸준히 증가하고 있는 암의 일종으로 

암으로 인해 사망하는 환자의 대부분이 대장암으로 알려

져 있다 (Rychahou et al., 2008). 대장암은 급격한 세포 증

식으로 인해 발생하고 대장에서 직장을 구성하고 있는 

외피세포로부터 유래된다. 비록 대장암 치료를 위해 외과

적 수술이나 다양한 화학요법을 실시하고 있지만 대부분

의 치료 효과가 극히 적거나 일부 부작용을 보이는 경우

가 있다. 그러므로 대장암 치료에 대한 새로운 물질 개발

이 시급한 실정이다. 그러기 위해 기전연구가 활발히 진

행되고 있는데, 암세포는 세포 내 신호전달 과정에서 생

존 관련 단백질들의 발현이 증가하고 세포 죽음 관련 단

백질들의 발현이 현저히 줄어드는 것이 보고되어져 왔다 

(Markowitz and Bertagnolli, 2009). 특히 anti-apoptotic Bcl-2 

단백질은 미토콘드리아에서 cytochrome c의 유출을 막고 

MMP을 조절하여 세포자멸사를 억제한다 (Groww et al., 

1999). Bcl-2에 의해 억제되는 cytochrome c는 미토콘드리

아의 전자전달계의 구성성분으로 세포 내 칼슘의 급격한 

증가에 의해 세포자멸사의 초기에 관여한다 (Liu et al., 

1996). 세포질로 cytochrome c이 분비되어 세포자멸사 활

성인자인 caspase 9을 활성화 시키고 활성화된 caspase 9

은 caspase 7과 caspase 3을 활성화시켜서 DNA 손상 및 

세포자멸사를 일으킨다 (Liu et al., 1996). 

본 연구에서는 P. aeruginosa이 함유하고 있는 물질을 

HCT 116 세포에 처리하여 세포 생존 및 증식에 미치는 

효과를 보고자 하였다. 세포억제 효과는 P. aeruginosa의 

물질을 농도별로 처리하여 세포 생존을 확인하였고 세포

주기 및 자멸사에 미치는 효과를 관찰하고자 하였다. 또

한 세포자멸사 유도 시에 진행되는 세포 내 신호전달 과

정 중 mitochondrial pathway와 procaspase-3의 발현 변화를 

확인하였다. 

 

재료 및 방법 

세포 배양 

사람 대장암세포주인 HCT 116 세포 (American Type 

Culture Collection, Rockville, MD, USA)는 10% heat-

inactivated fetal bovine serum (FBS), 100 U/ml의 penicillin, 

100 μg/ml의 streptomycin (Life technologies, Inc., Gaithersburg, 

MD)이 포함된 DMEM 배지 (Life technologies, Inc.)에서 

배양하였다. 세포는 37℃, 5% CO2 조건으로 배양하였다. 

P. aeruginosa의 추출물 획득 

P. aeruginosa는 Trypticase soy broth (BBl microbiology 

systems, cockeysvile, MD)에 접종하여 37℃ 배양기에서 

3일 동안 배양하였다. 세균이 함유하고 있는 물질들을 얻

기 위해 배양된 세균을 모은 다음 Dulbecco's phosphate-

buffered saline (DPBS)에 부유시킨 다음 50~60%의 진폭

을 설정하여 30초간 sonication한 다음 1분 동안 얼음에서 

방치하고, 이 과정을 5번 반복하였다. 그 다음 원심분리

를 통해 침전물을 제거하고 다음 실험에 사용하기 전까

지 4℃에 보관하였다. 추출물은 Lowry assay를 통해 단백

질을 정량하였다. 

Trypan blue exclusion test 

세포 생존율은 측정하기 위해 trypan blue exclusion 

test를 실시하였다. 세포는 1 × 105 cells/100 μl의 농도

로 배양액에 부유하여 96 well plate에 분주한 다음 P. 

aeruginosa 추출물 (P. aeruginosa extract, PaE)를 첨가하여 

24시간, 48시간 동안 처리하였다. 배양 후 trypsin-EDTA 

(Life technologies, Inc.)를 이용하여 세포를 떼어낸 다음 

세포부유액을 trypan blue 염색액과 동량으로 희석하여 

hemocytometer를 이용하여 세포수를 계측하였다. 살아있

는 세포는 세포질이 투명하게 보일 것이고, 반면, 죽은 

세포는 trypan blue 염색약이 흡수되어 파란색으로 보일 

것이다. 세포 생존율을 계산하는 방법은 아래와 같다.; 세

포 생존율 (%)은 전체 세포 중 살아있는 세포를 전체세

포수로 나눈 값에 100을 곱하여 계산하였다. 

MTT assay 

세포독성을 확인하기 위해 MTT assay kit (Roche, 

Penzberg, Germany)를 이용하여 HCT 116 세포의 생존율을 

측정하였다. 세포는 1 × 105 cells/50 μl의 농도로 부유한 

다음 96 well plate에 분주하여 PaE를 50 μl 첨가하여 24

시간, 48시간 동안 처리하였다. 각 배양 시간이 지난 다

음, MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide) solution을 10 μl 첨가하여 37℃, 5% CO2 배양기

에서 4시간을 배양한 다음 100 μl의 solubilization solution

을 추가로 첨가하였다. 37℃, 5% CO2 배양기에서 하루 동
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안 방치한 다음 550 nm에서 흡광도를 측정하였다. 

유세포 분석기를 이용한 세포주기 측정 

HCT 116 세포를 trypsin-EDTA를 이용하여 떼어내고 

DPBS에 부유시킨 다음 원심분리하여 상층액을 제거하는 

과정을 통해 세포를 2번 세척한 다음 다시 DPBS에 부유

시켜 PI를 처리하여 15분간 염색한다. 그 후 유세포 분

석기를 통해 측정하였다. Sub G0/G1기의 세포 수를 측정

하여 세포주기를 파악하였다. Sub G0/G1기가 증가한 만큼 

세포주기가 멈춘 세포의 증가로 정의하고 각 샘플 당 총 

10,000개의 세포를 분석하였다. 

유세포 분석기를 이용한 세포자멸사 측정 

PaE를 처리한 후 trypsin-EDTA를 이용하여 세포를 

떼어낸 다음 세포부유액에 annexin V-FITC와 propidium 

iodide (PI) (BD bioscience, San Diego, CA)를 첨가하여 실온

에서 15분간 방치한 후 염색된 세포는 CellQuest software

를 이용하여 유세포 분석기 (BD bioscience)를 통해 측정

하였다. Annexin V-FITC가 염색된 모든 세포를 세포자멸

사가 일어난 세포로 정의하고 각 샘플 당 총 10,000개의 

세포를 분석하였다. 

Western blotting 

Trypsin-EDTA 처리하여 떼어 낸 세포를 lysis buffer 

(10 mM HEPES, 10 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM 

EGTA, 1% NP-40, 0.5 mM PMSF, 0.1 mM DTT, 0.1 mM 

Na3VO4, protease inhibitors)에 부유시켜 cell lysate를 만들었

다. Cell lysate는 12% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide 

gel electrophoresis (SDS-PAGE)을 통해 분리한 다음 

nitrocellulose (NC) membrane으로 이동시켰다. 이동된 NC 

membrane은 anti-cytochrome c, anti-Bcl-2, anti-caspase-3 

antibody (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA)와 반

응시킨 다음 enhanced chemiluminescence detection (ECL) 

system을 이용하여 현상하였다. 현상 후 TBST (tris-

buffered saline-Tween 20)로 세척한 NC membrane에 anti-

ERK2 antibody (Santa Cruz Biotechnology)을 다시 반응 시

켜 단백질 발현 대조 단백질로 사용하였다. 

통계처리 

모든 실험 결과를 mean ± S.D로 표현하였다. 각 대조

군과 실험군간의 통계학적의 유의성은 SPSS statistical 

software package (Version 10.0, Chicago, IL)을 이용하여 

student's t-test로 분석하였고 P value가 0.05 이하면 통계

학적인 유의성이 있다고 판단하였다. 

 

결  과 

P. aeruginosa 추출물 (PaE)에 의한 세포독성 효과 

HCT 116 세포에 PaE를 각각 24 시간, 48시간 동안 처

리하고 trypan blue exclusion test로 세포 생존율을 측정하

였다. 그 결과, Fig. 1A와 같이 PaE를 처리한 다음 PaE 

농도 의존적으로 HCT 116 세포의 생존율이 감소함을 보

였다. 특히, PaE을 48시간 처리 후 유의성 있게 생존율이 

감소하였다. 그 다음 MTT assay를 이용하여 HCT 116 세

포의 증식율을 측정하여 PaE의 작용을 관찰하였다. Fig. 

1A와 마찬가지로 PaE 처리 후에 농도 및 시간 의존적으

로 HCT 116 세포의 증식이 억제되는 것을 확인하였다 

(Fig. 1B). 이는 PaE가 HCT 116 세포에 세포 생존율 및 

증식율을 억제하여 세포독성 효과가 있음을 보여준다. 

A 

B 

0.5 μg/ml     1 μg/ml      5 μg/ml 

0.5 μg/ml     1 μg/ml      5 μg/ml 

Fig. 1. The effect of Pseudomonas aeruginosa extract on the 
viability and the proliferation of HCT 116 cells. HCT 116 cells 
were incubated with 0.5~5 μg/ml of Pseudomonas aeruginosa
extract (PaE) for the indicated times. (A) After treatment with 
PaE, viable cells were determined by trypan blue exclusion test as 
described in the materials and methods section. (B) After treatment
with PaE, proliferation rate of the cells were determined by MTT 
assay as described in the materials and methods section. Data are 
presented in relation to the control, which was set at 100%. Data 
are expressed as the means ± S.D. *P<0.05 and **P<0.01 
indicate a statistically significant difference between the control 
and PaE-treated groups at same incubation time. 
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PaE에 의한 세포주기 조절 효과 

HCT 116 세포가 PaE에 의해 세포자멸사가 유도됨을 

확인하여 세포주기에도 영향을 미치는지 확인하였다. 세

포주기 중 Sub G0/G1기가 증가하면 cell cycle arrest가 진행

된 것으로 보이는데, Fig. 2에서 나타난 것과 같이 PaE를 

처리하였을 때, Sub G0/G1기가 급격히 증가함을 관찰하였

다. Cell cycle arrest가 증가함으로써 PaE가 HCT 116 세포

에서 세포 증식을 억제하고 세포의 죽음을 유도하는 것

으로 보여진다. 

PaE에 의한 세포자멸사 유도 효과 

PaE에 의한 HCT 116 세포의 죽음이 세포자멸사인지를 

파악하기 위해 앞의 방법과 동일하게 HCT 116 세포에 

PaE를 5 μg/ml로 처리하여 24시간, 48시간 동안 방치한 

다음 annexin-V와 PI 염색을 시행하였다. Annexin-V는 세

포자멸사 초기에 세포막에 발현되는 phosphatidyl serin 

(PS)에 결합하는 물질로 annexin-V가 염색된 세포는 세포

자멸사가 진행된 세포로 정의한다. 염색된 세포는 유세포 

분석기를 통해 측정하였다. Fig. 3에 나타난 바와 같이 

PaE에 의해 HCT 116 세포의 세포자멸사가 증가하였고 

각각 24시간, 48시간 처리한 결과가 유의성 있게 나타

났다. 

Fig. 4. The effect of Pseudomonas aeruginosa extract on the 
expression of cytochrome c and Bcl-2 proteins in HCT 116 cells. 
HCT 116 cells were incubated for 24 h and 48 h in the absence 
(Con) and presence of PaE (5 μg/ml). Harvested cells were lysed 
and were performed Western blotting as described in the materials 
and methods section. The expression of cytochrome c and Bcl-2 
were detected with anti-cytochrome c or anti-Bcl-2 antibody. The 
membrane was reprobed with anti-ERK2 as an internal control. 

Fig. 5. The suppressive effect of Pseudomonas aeruginosa
extract on the cleavage of procaspase-3 proteins in HCT 116 
cells. HCT 116 cells were incubated for 24 h and 48 h in the 
absence (Con) and presence of PaE (5 μg/ml). Harvested cells 
were lysed and were performed Western blotting as described in
the materials and methods section. The expression of procaspase-3 
were detected with anti-procaspase-3 antibody. The membrane 
was reprobed with anti-ERK2 as an internal control. 

Fig. 2. The effect of Pseudomonas aeruginosa extract on the
cell cycle of HCT 116 cells. HCT 116 cells were incubated for 24 h
and 48 h in the absence (Con) and presence of PaE (5 μg/ml). Cell
cycle analysis was carried out by fixation of cells in 70% ethanol,
staining with PI and flow cytometry analysis of DNA content. In
cell cycle, Sub G0/G1 phase were shown as means ± S.D in three
individual experiments. **P<0.01 indicates a statistically significant
difference between the control and PaE-treated groups at same
incubation time. 

Fig. 3. The effect of Pseudomonas aeruginosa extract on 
apoptosis of HCT 116 cells. HCT 116 cells were incubated for 24 h
and 48 h in the absence (Con) and presence of PaE (5 μg/ml). The 
apoptosis of these cells was analyzed by measuring the binding of 
annexin V-FITC and PI using flow cytometry as described in the 
materials and methods section. The percentage of apoptotic cell in
total cell population was included all annexin V binding cells. Data
are expressed as the means ± SD in three individual experiments. 
*P<0.05 and **P<0.01 were considered a significant difference 
between the untreated group and PaE-treated group at same 
incubation time. 
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Mitochondrial pathway를 통한 PaE의 세포자멸사 유도 

PaE에 의한 HCT 116 세포의 세포자멸사의 기전을 확

인하기 위해 mitochondrial pathway에 작용하는 세포자멸

사 관련 단백질인 cytochrome c와 Bcl-2 단백질 발현 변

화를 확인하고자 하였다. HCT 116 세포에 PaE 5 μg/ml을 

각각 24시간, 48시간 처리한 다음 cytochrome c와 Bcl-2 

단백질을 확인한 결과 cytochrome c의 발현이 증가한 반

면 Bcl-2의 발현은 감소하였다 (Fig. 4). 또한 세포자멸사

의 강력한 실행자인 procaspase-3의 활성을 확인해본 결

과 procaspase-3의 발현이 PaE 처리 24시간 때부터 서서

히 감소하기 시작하여 48시간 때에 급격히 감소하였다. 

이러한 결과는 PaE가 HCT 116 세포의 미토콘드리아에서 

cytochrome c와 Bcl-2의 발현을 조절하여 세포자멸사를 

유도함을 보여준다 (Fig. 5). 

 

고  찰 

 

P. aeruginosa의 추출물인 PaE가 HCT 116 세포에서 세

포 생존율 및 증식율을 억제하고 세포주기를 비정상적으

로 차단함으로써 세포 증식 억제를 유도함을 관찰하였다. 

또한 mitochondrial pathway인 Bcl-2와 cytochrome c를 조

절하여 세포고사를 유도함으로써 암세포 제거에 관여하

였다. P. aeruginosa의 독성인자들은 세포자멸사를 통해 

세포 죽음을 유도한다 (Andersson et al., 2004; Adams and 

Cooper, 2007). 

HCT 116 세포는 대장암세포로써, 이에 대한 발병기전 

및 항암 효과 연구가 꾸준히 진행되어 왔지만 아직 부족

한 실정이다 (Brattain et al., 1981; Santoro and Groden, 1997; 

Bender et al., 1998). 그러나, Fig. 3과 Fig. 5에서처럼 PaE가 

HCT 116 세포에서 caspase 3 pathway를 거쳐 세포자멸사

를 유도함을 확인하였다. 이러한 세포자멸사는 프로그램

된 세포의 죽음을 표현하는 용어로, 죽는 세포가 면역반

응을 일으켜서 주위세포 및 조직에 악영향을 주는 부작

용 없이 phagocyte에 의해 청소가 될 수 있는 형태로 진

행되게 된다. 그 후 핵의 분해 및 세포소기관의 변화가 

발생하여 세포자멸사체를 형성하는 등의 특징을 가지게 

된다. 특히 caspase-3는 세포자멸사 실행자로 잘 알려져 

있는 물질로 세포 내 다양한 신호전달 과정으로 조절된

다. Caspase는 불활성 형태의 효소로 합성되어 있다가 세

포자멸사 신호에 의하여 단백질이 분해됨으로써 활성화

된다. 처음 세포자멸사 유도 물질이 세포를 자극하게 되

면 세포 내 신호전달 단백질들의 발현 및 활성이 조절되

어 결국 caspase cascade를 작동시켜 마지막엔 procaspase-

3가 활성 형태로 분해되어 급속도로 세포자멸사가 일어

난다. 특히, Bcl-2나 Bax 등의 세포자멸사 관련 단백질

들의 작용에 의해 미토콘드리아 내에서 cytochrome c가 

분비되어 세포자멸사를 촉진시킨 것으로 알려져 있다 

(Yang and Chang, 2011). PaE 역시 HCT 116 세포의 세포자

멸사 유도 시 Bcl-2 단백질 발현을 억제하고 cytochrome 

c의 발현을 증가시켜 procaspase-3의 분해를 촉진하였다 

(Fig. 4, Fig. 5). 또한 PaE는 HCT 116 세포의 세포주기 중 

Sub G0/G1기를 증가시켰다 (Fig. 2). 세포주기는 세포분열

기인 M기와 DNA 합성기인 S기가 반복적으로 일어나면

서 세포분열이 지속되고 있고, 이때 M기와 S기 사이에 

휴지기인 G1 또는 G2기가 존재한다. 그러나 G1기로 진

행되지 못하고 그 전 단계인 Sub G0/G1기가 증가하면 세

포 증식이 진행되지 못하고 결국 세포죽음이 일어난다 

(Peng et al., 2005). 결국 PaE가 cell cycle을 억제하여 세포 

증식을 차단함으로써 세포죽음을 유도하는데 관여함을 

나타낸다. 

P. aeruginosa가 일으키는 세포자멸사 유도 물질로 예상

되는 것 중 Pseudomonas exotoxin A (PE)이 있는데 이 독

성인자는 fibroblast에서 세포 죽음을 억제하고 생존을 지

속시키는데 관여하는 단백질인 Mcl-1의 분해를 촉진시키

고, 반대로 세포자멸사를 유도하는 단백질인 Bak의 발

현을 증가시켜서 세포자멸사를 유도한다고 보고되었다 

(Du et al., 2010). 또한 pyocyanin은 P. aeruginosa가 분비

하는 색소로 선충류인 Caenorhabditis elegan에 산화적 

스트레스를 일으켜 세포죽음을 유도하는 독성인자이다 

(Cooper et al., 2003). Phospholipid를 분해하는 효소인 

phospholipase C (PLC) 역시 P. aeruginosa에 존재하면서 

다른 세포의 세포막에 손상을 주어 세포 죽음을 유도하

는 독성인자로 작용한다 (Songer, 1997). 

결론적으로, PaE가 HCT 116 세포의 세포주기의 진행

을 차단하고, 세포 내에서 Bcl-2를 억제함으로써 미토

콘드리아 안으로부터 cytochrome c의 유출이 증가하여 

procaspase-3의 활성화를 통해 세포자멸사를 유도하다. 이

를 통해 HCT 116 세포의 죽음을 유의하게 증가하였고, 

PaE가 암 발생 및 진행을 억제하는 잠재적인 효과가 있

을 것으로 보이고, 앞으로 구체적인 세포자멸사 기전을 

파악하여 대장암 치료제 개발에 기여할 수 있다고 사료

된다. 
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