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SK-Hep1 인체 간암 세포에서 Luteolin에 의한 TRAIL 저항성 감소 효과
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Sensitization of TRAIL-resistant SK-Hep1 Human Hepatocellular Carcinoma Cells by Luteolin
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Abstract — In this study, we examined the effect of luteolin to enhance TRAIL-induced anticancer effect in SK-Hep1 cells.
We found that combined use of TRAIL with luteolin markedly enhanced the cytotoxicity compared to either agent alone by
inducing apoptosis. Furthermore, combined treatment of TRAIL with luteolin significantly induced activation of death recep-
tor pathway-related proteins as well as PARP-cleavage and activation of effector caspases. Also, our result indicated that
upregulation of DR4 and DR5 by luteolin combination may contribute to enhanced susceptibility of SK-Hep1 cells to TRAIL.
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TNF-related apoptosis-inducing ligand(TRAIL)는 tumor

necrosis factor family의 subfamily에 속하는 싸이토카인으로, 정

상세포에는 독성을 나타내지 않으면서 암세포에만 선택적으로

독성을 나타낸다는 것이 여러 in vivo, in vitro 실험들을 통해 보

고되고 있어 유망한 항암 후보물질로 주목 받고 있다.1-3) 그러나

췌장암, 유방암, 결장암4-6) 등을 비롯해 많은 암세포들이 TRAIL

에 내성을 보이는 것으로 나타나 TRAIL 단독만으로 효과를 나

타내기 어려운 경우가 많다. 현재 암세포가 TRAIL에 저항성을

나타내는 기전으로는 NF-κB의 활성화, decoy receptor의 발현,

DR4/DR5의 변이 또는 발현 억제, cFLIP(cellular FLICE-

inhibitory protein)의 발현 증가, caspase 활성의 억제 등 여러

기전이 제시되어 있다.7-9) 따라서 이러한 저항 기전을 억제할 수

있는 물질을 함께 이용하면 TRAIL의 적용 가능성을 더욱 높일

수 있으므로 최근의 연구는 TRAIL을 다른 항암제나 방사선 요

법과 병용 치료하여 항암 효과를 높이기 위한 방법이 활발히 연

구되고 있다.

현재까지의 다양한 연구에 따르면 암의 발병은 음식과 깊은

관련성을 가지고 있으며 항암 활성을 가진 천연 식품을 섭취하

는 것은 암 예방에 많은 도움이 된다고 알려져 있다.10,11) 특히,

천연 식품에 풍부한 물질 중에서도 플라보노이드류를 비롯한 페

놀성 물질은 항산화, 항염 작용을 나타내며 다양한 암세포에서

항암 활성을 가지고 있다고 보고되고 있어 화학적 암예방 물질

로서 많은 주목을 받고 있다.12-14) 이와 관련하여 기존 연구들을

통해 curcumin, resveratrol, quercetin, silibinin 등 천연물에서

얻어진 성분들이 TRAIL에 대한 암세포의 저항성을 줄여주는 역

할을 한다는 보고가 있었으며, 그와 관련된 기전이 규명된 바 있다.

Luteolin은 식물의 잎에 많이 포함되어 있으며 샐러리, 당근,

박하 등 다양한 식물에 함유되어 있는 천연물질로 Fig. 1과 같은

구조를 가진 플라보노이드류이다.15) Luteolin은 항산화, 항염 효

과를 비롯해 다양한 생리활성을 가지고 있는 것으로 보고되었으

며,16-18) 여러 암세포에서 항암활성을 나타낸다고 알려져 왔다.19,20)
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Fig. 1 − Chemical structure of luteolin.
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또한 Shi et al.은 luteolin이 다양한 암세포에서 protein kinase

C 활성 억제를 통한 XIAP 감소에 의해 TRAIL 감수성을 증가

시키는데 기여한다고 보고한 바 있다.21)

본 연구는 luteolin이 SK-Hep1 간암세포의 TRAIL 저항성을

감소시키는 데에도 작용할 것이라 보고, 그와 관련된 기전을 연

구하였다. 이를 위해 TRAIL과 luteolin의 단독 또는 병용 처리

가 SK-Hep1 간암세포의 세포생존율에 미치는 영향을 조사하였

고, flow cytometry analysis를 통한 apoptosis 증가 확인 및

apoptosis와 관련된 단백질들의 발현을 확인하여 그와 관련된 기

전을 밝혔다.

실험방법

시약

본 실험에 사용한 luteolin은 Sigma-Aldrich(St. Louis, MO,

USA)사로부터 구입하였으며 dimethyl sulfoxide(DMSO)에 최종

농도 0.1% 이하로 녹여서 사용하였다. Soluble recombinant

human TRAIL/Apo2L는 Peprotech(Rocky Hill, NJ, USA)에서,
human recombinant DR4(TRAIL-R1)/Fc chimera protein, human

recombinant DR5(TRAIL-R2)/Fc chimera protein은 R&D

Systems(Minneapolis, MN, USA)에서 구매하였다. 세포배양에

사용한 Dulbecco's modified eagle medium(DMEM), Dulbecco's
phosphate buffered saline(DPBS), fetal bovine serum(FBS),

trypsin-EDTA, penicillin/streptomycin 항생제는 WelGENE

(Daegu, South Korea)에서 구입하였으며 MTT 시약 [3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide]은 Sigma-

Aldrich(St. Louis, MO, USA)사의 제품을 이용하였다. Annexin

V-FITC Apoptosis Detection Kit는 BD Biosciences(San Jose,

CA, USA)에서 구매하였다. Western blotting에 사용된 cleaved
caspase-8, cleaved caspase-7, cleaved caspase-6, cleaved

caspase-3, PARP, DR4, DR5, β-actin antibody는 Cell Signaling

(Danvers, MA, USA)에서 구입하였으며 protease inhibitor cocktail

은 Roche 제품을, detection kit(ECL solution)는 Amersham

Pharmacia Biotech (Piscataway, NJ, USA)사의 제품을 사용하였다.

실험기기

세포의 배양을 위해 Forma Scientific(Marrietta, Ohio, USA)

사의 CO2 incubator를 사용하였으며, MTT assay에는 ELISA

reader(BIO-TEK instruments, Winooski, VT, USA)를 사용하였

다. 유세포분석기로는 BD FACS CantoTMII Flow Cytometer

(BD Biosciences, San jose, CA, USA)의 제품을 이용하였다.

세포배양

본 연구에 사용한 인간 유래 간암세포주인 SK-Hep1 cell line

은 한국 세포주 은행(Seoul, Korea)에서 구입하였다. SK-Hep1

세포는 10% heat-inactivated fetal bovine serum, 항생제

(10,000 units/ml penicillin G sodium, 10,000µg/ml streptomycin

sulfate)를 포함하는 DMEM 배지를 배양액으로 하여 37oC,

humidified 5% CO2 incubator에서 배양하였으며 culture flask가

confluent해 졌을 때 trypsin-EDTA를 처리하여 실험에 이용하였다.

Cell viability 측정

세포생존율은 MTT assay를 통해 측정하였다. Cell suspension

을 96-well plate에 분주하여 배양기에서 24시간 안정화시키고,

조건에 따라 cell을 처리하여 24시간 동안 배양하였다. 각 well

에 MTT 용액 50 µl를 첨가하여 4시간 동안 배양기에 방치한 후

상층액을 제거하고 DMSO를 well당 100 µl 가하여 formazan을

용해시켜서 ELISA plate reader로 540 nm에서 흡광도를 측정하

였다. 각 시료군에 대한 평균 흡광도 값을 구해 대조군의 흡광도

값과 비교하여 증식 억제 정도를 확인하였다.

Flow cytometry analysis

Flow cytometry를 이용해 annexin V-FITC/PI 이중 염색한 세

포를 분석하여 apoptosis 발생을 측정하였으며, 방법은 다음과

같다. 세포를 6-well plate에 seeding하고 안정화시킨 후 조건에

따라 cell을 처리하여 24시간 배양하였다. Trypsin-EDTA를 처리

하여 세포를 떼어내 원심 분리한 후 PBS로 두 번 washing 하고

1× binding buffer에 현탁시켜 annexin V-FITC와 PI 시약으로

염색하였다. 그 후 flow cytometer를 이용하여 apoptosis의 발생

을 확인하였다.

Western blotting

100 mm2 dish에 cell을 배양하여 TRAIL, luteolin을 24시간 동

안 단독 혹은 병용 처리한 후, harvest 하여 conical tube에서 원

심분리 하였다. PBS로 두 번 washing한 뒤, protease inhibitor

를 넣은 lysis buffer로 lysis하여 원심분리 하였다. 단백질 정량

을 통해 동량의 단백질을 loading하여 SDS-PAGE gel에서 전기

영동으로 분리하고 분리된 단백질을 poly-vinylidene difluoride

(PVDF) membrane에 transfer 시킨 후, 5% skim milk를 함유한

TBS-T(25 mM Tris, 137 mM NaCl and 0.1% Tween 20)에 넣어

실온에서 2시간 shaking하며 incubation하여 비특이적 결합을

blocking 하였다. Membrane을 4oC 조건에서 특정 단백질에 대한

항체와 하룻밤 동안 처리한 다음 TBS-T 용액으로 씻어내고 이차

항체와 반응시켰다. 결과는 ECL용액을 처리하여 LA-3000 분석

기(Fuji, Tokyo, Japan)로 특정 단백질의 발현을 측정하여 얻었다.

통계처리

실험 결과는 평균±SD로 표시하였으며, 통계처리는 one-way
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ANOVA를 이용하여 분석하고 사후검정으로 Turkey test를 이용

하였다. 모든 검정에서 P값이 0.05 미만인 경우를 유의성이 있

는 것으로 판정하였다.

실험결과 및 고찰

세포생존율에 대한 병용 효과

SK-Hep1 세포에서 TRAIL 감수성을 확인하기 위해 TRAIL을

단독으로 처리하여 annexin V-FITC/PI 이중 염색 후 FACS

analysis를 통해 apoptosis를 측정하였다. 이는 apoptosis가 일어

나게 되면 세포막 안쪽에 있던 phosphatidyl serin(PS)이 세포표

면으로 뒤집혀 노출되게 되는데,22) 이렇게 노출된 PS가 annexin

V와 결합하는 것을 이용한 방법이다.23) 다양한 TRAIL농도(0~

100 ng/ml)를 24시간 동안 처리하여 apoptosis의 발생을 확인한

결과, Fig. 2에서 나타나듯이 가장 높은 TRAIL 농도(100 ng/ml)

에서도 apoptosis 발생의 유의적인 증가가 나타나지 않아 SK-

Hep1 세포가 TRAIL에 민감한 세포주가 아닌 것을 확인하였다.

Luteolin이 TRAIL에 대한 SK-Hep1 세포의 감수성을 증가시

키는지 확인하기 위해 세포생존율이 90% 이상 나타나는 농도

(10 ng/ml)의 TRAIL을 다양한 농도의 luteolin과 함께 24시간 처

리하여 MTT assay를 통해 luteolin 단독 처리시의 결과와 비교

하였다. 그 결과 luteolin 또는 TRAIL을 단독으로 처리했을 때

보다 함께 처리했을 때 세포생존율의 감소가 유의적으로 증가하

였으며, luteolin 농도가 높아짐에 따라 병용에 의한 세포증식 억

제 효과가 더 크게 나타났다. 특히, 가장 높은 luteolin 농도(15 µg/

ml)에서 luteolin 단독일 때의 결과에 비해 TRAIL과 병용시 세

포생존율의 차이가 약 50.5%로 크게 나타나, TRAIL과 luteolin

의 병용에 의해 SK-Hep1 간암 세포의 생존율 억제 상승효과가

일어난 것을 확인할 수 있었다(Fig. 3). 앞선 MTT assay의 결과

를 토대로 TRAIL과 luteolin의 병용 효과를 좀 더 자세히 알아

보기 위해 TRAIL 10 ng/ml, luteolin 15 µg/ml의 농도를 정하여

이후의 실험을 진행하였다.

Luteolin 병용에 의한 TRAIL-매개 apoptosis의 상승효과 확인

병용에 의한 apoptosis 유도 증가를 확인하기 위해 annexin V-

FITC와 PI 이중 염색 후 유세포분석기를 통해 apoptosis를 측정

하였다. TRAIL과 luteolin을 단독 혹은 병용하여 초기 apoptosis

의 발생을 확인한 결과 대조군(5.7%)이나 단독투여군(TRAIL:

Fig. 2 − Effect of TRAIL on SK-Hep1 cell death. Cells were treated with various concentrations of TRAIL (0~100 ng/ml) for 24 h and stained
with annexin V-FITC and PI. Quantitative analysis of apoptosis was evaluated by flow cytometric analysis. Bottom left quadrant shows
the live cells; bottom right quadrant shows the early apoptotic cells; top right quadrant shows the late apoptotic or necrotic cells.
Representative data are shown.
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8.8%, luteolin 10.2%)에 비해 병용시의 apoptosis 발생 비율이

22.7%로 뚜렷한 증가를 보인 것이 확인되었다(Fig. 4).

Apoptosis 하위 단계 단백질들의 발현 확인

앞선 결과에서 TRAIL과 luteolin의 병용시 나타나는 apoptosis

상승효과를 확인하였으므로, apoptosis 유발에서 가장 핵심적인

역할을 하는 caspase와의 관련성을 조사하였다. 많은 선행연구

를 통해 caspase 활성화가 apoptosis의 증거가 된다는 것이 보고

된 바 있다. Caspase는 전구부위의 길이에 따라 두 그룹으로 분

류된다. 주로 짧은 전구 부위를 지니는 effector caspase들은 보

통 상위의 initiator caspase에 의해 절단되어 활성화되며, 하위

의 다양한 기질을 절단하여 apoptosis 단계에서 실행자 역할을

담당한다.24) TRAIL과 luteolin의 병용 효과를 알아보기 위해

effector caspase인 caspase-7, -6, -3의 활성화를 western blotting

으로 확인한 결과, Fig. 5A에서 나타난 바와 같이 대조군이나 단

독 처리군에 비해 병용시 확연히 증가된 caspase 활성화가 관찰

되었다.

한편, PARP는 DNA repair 과정에 중요한 역할을 담당하는 단

Fig. 4 − Quantitative analysis of apoptosis was examined by flow cytometry. SK-Hep1 cells were treated with or without luteolin (15 µg/ml)
and/or TRAIL (10 ng/ml) for 24 h and stained with annexin V-FITC and PI. Bottom left quadrant shows the live cells; bottom right
quadrant shows the early apoptotic cells; top right quadrant shows the late apoptotic or necrotic cells. Representative data are shown.

Fig. 3 − Effect of co-treatment of luteolin and TRAIL on SK-Hep1
cell viability. SK-Hep1 cells were treated with or without
TRAIL (10 ng/ml) and indicated concentrations of luteolin
for 24 h. Cell viability was evaluated by MTT assay. Data is
expressed as mean±SD of three independent experiments.
Statistical significance: *p<0.001 versus TRAIL-untreated
cells.
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백질로, 세포의 핵 내에 존재하며 caspase-3에 의해 분절화되어

불활성화된다. 그 결과 세포의 분해가 촉진되어 apoptosis가 야

기되므로 PARP cleavage는 apoptosis 평가의 주요 지표 중 하

나이다.25) TRAIL과 luteolin의 병용시 caspase-3 활성화가 유의

적으로 증가하였으므로, 병용에 의해 caspase-3의 주요 표적 단

백질인 PARP의 분절화에도 그러한 영향이 나타나는지 확인하기

위해 western blotting을 실시하였다. 그 결과, 다른 그룹에 비해

병용했을 때 PARP의 분절화 형태가 뚜렷하게 증가한 것이 관찰

되었다(Fig. 5B).

이상의 결과들로부터 TRAIL과 luteolin 병용에 의해 apoptosis

상승 효과가 나타난다는 것을 확인할 수 있었다.

Death receptor pathway와의 관련성 확인

TRAIL과 luteolin의 병용이 SK-Hep1 간암 세포에서 apoptosis

를 상승시켰으므로, 이와 관련된 기전이 무엇인지 조사하였다.

Caspase를 활성화시키는 경로에는 크게 두 가지 경로, 즉 미토

콘드리아를 경유하여 유도되는 intrinsic pathway와 세포표면의

death receptor 가 관여하여 일어나는 extrinsic pathway가 존재

한다. Intrinsic pathway에서는 미토콘드리아에 있는 다양한 Bcl-

2 family 단백질들의 조절에 의해 intrinsic pathway의 initiator

caspase인 caspase-9이 활성화되어 하위 caspase의 활성이 조절

되는 반면, extrinsic pathway에서는 death receptor에 death

ligand가 결합하여 extrinsic pathway의 initiator caspase인

caspase-8이 활성화된다. 활성화된 caspase-8은 하위의 여러

caspase cascade를 활성화하여 apoptosis를 유도한다.26) Death

receptor는 세포질 쪽의 death domain을 통해 apoptosis와 관련

된 신호전달을 매개하는 것으로 알려져 있다. 이 중에서 TRAIL-

매개 apoptosis 신호 전달에 관여하는 death receptor는 DR4

(Death receptor 4, TRAIL-receptor 1)와 DR5(Death receptor

5, TRAIL-receptor 2)가 있으며 이들은 TRAIL과 결합하여

death domain을 통해 세포에 apoptosis 신호를 전달한다.27) 지금

까지 암 치료에 사용되어온 chemotherapy나 radiotherapy는 p53

경로를 통해 apoptosis를 유도하여 암세포를 사멸시키는 경우가

많았다. TRAIL을 통한 apoptosis 경로는 death receptor를 통해

p53과는 무관하게 apoptosis를 유도할 수 있기 때문에 p53 돌연

변이에 의한 내성 기전을 피할 수 있다는 장점이 있다.28)

본 실험에서 얻어진 TRAIL과 luteolin의 병용에 의한

apoptosis 상승 효과가 death receptor와 관련하여 일어난 것인

지 확인하기 위해 DR4와 DR5의 단백질 발현을 western blotting

으로 조사하였다. 그 결과 Fig. 6에서 나타난 바와 같이 TRAIL

과 luteolin을 병용했을 때 DR4와 DR5 발현이 유의적으로 증가

한 것이 관찰되었다. 또한 death receptor pathway의 initiator

caspase인 caspase-8의 활성화도 유의적으로 증가한 것을 확인

할 수 있었다. 이상의 결과를 고려해 볼 때 TRAIL/luteolin 병용

에 의한 apoptosis 상승 작용은 death receptor pathway의 활성

화와 관련이 있을 것으로 보인다. 따라서 병용에 의한 효과가

DR4, DR5의 활성화를 통해 일어나는 것인지 알아보기 위해 DR4-

Fig. 5 − Effect of TRAIL and luteolin combined treatment on
effector caspase family and PARP cleavage in SK-Hep1
cells. Cells were treated with or without luteolin (15 µg/ml)
and/or TRAIL (10 ng/ml) for 24 h and cell lysates were
prepared for western blotting. (A) Western blot analysis
was performed for analysis of effector caspases (caspase-7,
-6, -3). (B) Western blotting was carried out to monitor
PARP-cleavage. β-actin was used as loading control.

Fig. 6 − Effect of TRAIL/luteolin combination on DR4, DR5 and
caspase-8. SK-Hep1 cells were treated with or without
luteolin (15 µg/ml) and/or TRAIL (10 ng/ml) for 24 h and
whole-cell extracts were prepared for western blotting. β-
actin was used as loading control.
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chimera, DR5-chimera(DR4, DR5-specific blocking chimera

antibody)를 각각 TRAIL/luteolin과 함께 처리하여 세포생존율

억제에 대한 영향을 확인하였다. 그 결과 TRAIL/luteolin 병용에

의해 감소한 세포생존율(24.5%)이 DR4-chimera 또는 DR5-

chimera protein을 함께 처리했을 때 각각 50%, 83.4%으로 유

의적인 증가를 보였다(Fig. 7). 이를 통해 TRAIL/luteolin에 의해

상승한 세포독성은 DR4 및 DR5 활성화를 통해 유도된다고 생

각되며, DR5 blocking에 의해 세포독성이 더 크게 억제되었으므

로 DR4와 DR5 중에서도 DR5의 활성 증가가 TRAIL/luteolin

병용에 의한 세포독성 상승 기전에 중요한 역할을 한다는 것을

알 수 있었다. 기존 연구 중 Horinaka et al.의 연구에서 luteolin

이 HeLa 자궁경부암 세포의 세포사멸을 유도하는 데에 DR5 활

성화가 관여한다는 것이 보고된 바 있으나 인체 간암 세포주에

서 DR4 및 DR5 death receptor 활성화를 통한 TRAIL/luteolin

병용 효과 상승 작용은 본 연구를 통해 처음으로 확인되었다.29)

결 론

본 연구에서 TRAIL과 luteolin의 병용 처리는 SK-Hep1 간암

세포에서 TRAIL 이나 luteolin 각각의 작용에 비해 유의적인 세

포독성을 나타내었다. 병용에 의한 세포독성 증가는 apoptosis

유도와 관련이 있다는 것을 annexin V(+) 세포 비율의 증가를

통해 확인할 수 있었으며 apoptosis 하위 단계에 속하는 단백질

들의 변화를 통해서도 알 수 있었다. 이와 관련된 기전으로는

death receptor apoptotic pathway가 관여하는 것으로 보이며,

DR4및 DR5의 활성화가 TRAIL과 luteolin의 병용에 의한 항암

효과에 중요한 역할을 담당하는 것으로 확인되었다.
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