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Abstract — Previously, we have reported that arachidonic acid (AA) appears to be involved in the induction of apoptosis

in HepG2 human hepatoblastoma cells. In this study we investigated the possible role of the NADPH oxidase, a membrane-

bound enzyme generating reactive oxygen species (ROS), in the mechanism of AA-induced apoptosis in HepG2 cells. Apo-

ptotic cell death induced by AA was significantly suppressed by various inhibitors of the NADPH oxidase, diphenylene iodo-

nium (DPI), apocynin (Apo) and neopterine (NP). In addition, these inhibitors of the NADPH oxidase completely blunted

the AA-induced ROS elevation. Next, we investigated the implication of metabolic pathway of AA in these AA actions. Both

apoptosis and ROS production induced by AA were not significantly altered by treatment with indomethacin (Indo) or nor-

dihydroguaiaretic acid (NDGA), selective inhibitors of cyclooxygenase (COX) and lipoxygenase (LOX), respectively, sug-

gesting that AA metabolites produced by COX or LOX may not have an essential role in the AA-induced apoptosis and ROS

generation. Collectively, these results suggest that the NADPH oxidase may be a key player in the mechanism of AA-

induced apoptosis in HepG2 cells. These results further suggest that NADPH oxidase may be a good target for the man-

agement of human hepatomas.
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세포사멸(apoptosis)은 자연적으로 일어나는 세포죽음의 과정

으로서 그 특징은 세포골격 붕괴(cytoskeletal disruption), 세포

수축(cell shrinkage) 및 세포막의 불규칙한 만곡(membrane

blebbing) 등의 세포 미세구조의 변화, 염색질 응축(chromatin

condensation)과 DNA의 분절(cleavage) 등 핵에서의 변화와 프

로테아제의 활성화 등의 생화학적 변화를 동반한다.1) 세포사멸

은 여분의 세포를 제거함으로써 조직의 항상성을 유지하는데 중

요한 역할을 담당하고 있다.2) 유전적 변이에 의해 세포사멸을 일

으키는 신호경로에 이상이 생겨 세포사멸이 일어나지 않는 현상

은 발암과정과 연관성이 있는 것 같다.3) 또한 암세포의 사멸은

암치료의 중요한 방법의 하나로 인식되고 있다.4)

NADPH 산화효소는 중성구에서 처음으로 호흡폭발(respiratory

burst) 중 발생하는 활성산소종의 원인이 된다는 사실이 알려졌

다.5) 이 효소는 또한 내피세포,6) 혈관평활근 세포,7) 폐의 신경상

피체,8) 경동맥체의 제 1형 세포9) 및 흑색종 세포10) 등에서도 존

재하고 있으며 세포기능에 중요한 역할을 담당하고 있음이 밝혀

졌다. 이 효소의 활성에는 세포막에 존재하는 여러 인자, 즉

cytochrome b558(p22phox 및 gp91phox), GTP-결합단백(Rac 및

Rap1A)과 세포질 인자(p40phox, p47phox 및 p67phox)가 관여하고

있다.11) NADPH 산화효소는 특히 HepG2 간암세포에서 칼륨-

염소이온수송체의 활성화12) 및 세포사멸13) 기전에 깊이 관여하

고 있다는 사실이 밝혀졌다.

아라키돈산은 여러 종류의 암세포에서 세포사멸 유도기전에

그 관련성이 보고되었다.14-16) 세포내 아라키돈산의 증가가 미토

콘드리아-매개성 세포사멸 경로를 통한 세포사를 일으킬 수 있

다는 증거가 발견되었고,17) 특히 쥐의 간암세포에서 아라키돈산

은 미토콘드리아 투과변화구멍(mitochondrial permeability

transition pore)을 개방함으로써 시토크롬씨의 유리를 일으켜 세
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포사멸을 유도한다는 사실이 밝혀졌다.18) 또한 사람 전골수성 백

혈병 세포에서는 아라키돈산의 세포독성이 세라마이드의 농도를

높임으로써 일어난다는 주장도 있으며,19) 사람 유방암세포에서

아라키돈산에 의한 세포성장 억제효과가 peroxisome proliferator-

activated receptor-α(PPAR-α)와 관련이 있다는 사실도 보고된

바 있다.20) 그럼에도 불구하고 아라키돈산에 의한 세포사멸 작

용기전은 아직까지 확실히 밝혀진 바 없다.

본 연구실에서도 아라키돈산이 세포사멸 기전에 중요한 매개

체로 작용하고 있다는 사실을 보고한 바 있다.21) 이러한 기존 연

구결과를 바탕으로 하여 본 연구에서는 사람 간암세포인 HepG2

암세포에서 아라킨돈산에 의한 세포사멸 기전에 미치는 NADPH

산화효소의 역할을 밝히고자 한다.

실험방법

시약

Dulbecco's modified Eagle's medium(DMEM), arachidonic

acid(AA), indomethacin(Indo), nordihydroguaiaretic acid(NDGA),

propidium iodide(PI), diphenylene iodonium(DPI), apocynin

(Apo), neopterine(NP) 및 각종 용매와 염류는 Sigma Chemical

Co.(미국)에서 구입하였고, fetal bovine serum(FBS)와 penicillin-

streptomysin 혼합액은 GIBCO(미국)에서 구입하였으며, 2',7'-

dichlorofluorescin diacetate(DCFH-DA)는 Molecular Probes,

Inc.(미국)에서 구입하여 사용하였다.

암세포의 배양

American Type Culture Collection에서 구입한 HepG2 사람

간암세포를 10% FBS, 1 mM sodium pyruvate 및 1% penicillin-

streptomycin을 첨가한 Eagle's minimum essential medium

(MEM)으로 세포수가 5×105 cells/ml가 되도록 하여 배양하였다.

배양용기는 75 mm2 flask를 사용하며 15 ml의 배지로 37oC, 포

화습도로 유지되는 5% CO2 배양기에서 단층배양하였다. 배지는

일주일에 두 번씩 갈아주고, confluence에 도달한 세포는 0.05%

trypsin-EDTA를 사용하여 trypsinization 한 후 계대배양하여 유

지하였다.

세포내 활성산소종 측정

세포내 활성산소종은 형광침탐인 DCFH-DA를 이용하여 측정

하였다. DCFH-DA는 세포막을 통하여 쉽게 세포내로 들어가서

세포내에 존재하는 여러 에스터라제에 의해 가수분해되어 형광

을 발생하지 못하는 2',7'-dichlorofluorescin(DCFH)로 바뀐 후,

활성산소종이 존재할 경우 2',7'-dichlorofluorescein(DCF)로 빠르

게 산화되어 형광을 나타낸다. DCF 형광세기는 세포내에서 발

생하는 활성산종의 양과 비례하는 값이다. 세포를 두 번 세척하

고 Hank 용액에 4×105 cells/ml 밀도로 현탁시킨 후 5 µM의

DCFH-DA를 가해 37oC에서 2시간 동안 진탕 배양하여 세포내

로 봉입시켰다. 세포 현탁액을 cuvette에 옮겨 485 nm 파장에서

excitation 시켜, 530 nm 파장에서 나오는 형광을 형광분석기

(Hitachi F4500, 일본)로 측정하였다.

유세포분석기(flow cytometry)를 이용한 세포사멸의 정량화

세포사멸이 일어난 세포는 단편화된 DNA를 소실하므로, 유세

포분석기 방법을 이용하여 sub-G1 DNA content를 가진 세포 수

를 측정함으로써 세포사멸을 정량하였다. 세포를 PBS로 세척한

후, trypsinization하여 세포를 배양용기로부터 탈리시킨 다음,

원심분리(1200 rpm)하여 세포 pellet을 얻고, 다시 PBS와

McIlvaine's buffer(0.2 M Na2HPO4, 0.1 M citric acid, pH 7.5)

1 : 1 혼합액으로 세척 후 찬(4oC) ethanol 2 vol을 가하여 조심스

럽게 섞어 고정시켰다. 고정된 세포를 0.1% Triton X-100, 32 µg/

ml RNase A 및 50 µg/ml PI를 포함하는 4 mM sodium citrate

용액에 현탁시켜 4oC에서 16시간 이상 방치한 후, 유세포분석기

로 DNA 함량을 분석하였다.

자료분석 및 통계적 검정

모든 실험은 네 번 반복해서 실시하고 실험 결과는 대조군의

조건에 대한 백분율로 나타내었다. Data는 평균값±SEM으로 표

시하고 ANOVA로 분석하며 각각의 유의성 비교는 Student-

Newman-Keul's test를 이용하여 실시하였다. P값이 0.05 이하인

경우에만 통계학적 유의성이 있는 것으로 간주하였다.

실험결과 및 고찰

아라키돈산에 의한 간암세포 사멸 및 활성산소종 발생에 미치는

NADPH 산화효소의 역할

이전 본 연구실에서 발표한 논문에 의하면 HepG2 간암세포에

서 아라키돈산은 10 µM 농도에서 3일간 배양하면 유의성 있는

세포사멸을 유도하였다.21) 따라서 본 실험에서는 아라키돈산의 농

도를 10 µM로 하여 사용하였다. 그림 1에서 보면 아라키돈산

(10 µM)은 유의성 있게 HepG2 세포의 사멸(그림에서 Ao로 표시

된 부분)을 유도하였다. 본 연구에서는 NADPH 산화효소 저해제

로 DPI, Apo 및 NP를 사용하였는데 이들 약물의 농도는 이전 발

표된 논문을 따라 각각 50, 100, 및 50 µM을 사용하였다.12,13) 아

라키돈산에 의한 세포사멸은 이들 NADPH 산화효소 저해제의

전처리에 의해 현저히 억제됨을 관찰하였다(Fig. 1). 이 결과는

아라키돈산에 의한 간암세포 사멸에 NADPH 산화효소가 중요

한 매개체로 작용하고 있음을 시사한다. 최근 다른 연구에서도

아라키돈산이 HepG2 간암세포의 사멸을 유도한다는 사실을 밝

혔으나 그 기전에 대한 실험은 행해지지 않았다.22) NADPH 산화
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효소가 여러 종류의 암세포의 사멸에 연루되어 있음이 알려지고

있고,23,24) 특히 HepG2 간암세포에서 아피제닌,13) 캡사이신,25)

methyl antcinate A,26) isoobtusilactone A,27) 페놀산28) 등에 의

한 세포사멸기전에 NADPH 산화효소가 연루되어 있다는 사실

이 밝혀졌다.

위 실험에서 밝혀진 아라키돈산에 의한 HepG2 세포의 사멸

기전의 매개체로서 NADPH 산화효소의 역할이 활성산소종의 발

생과 인과관계가 있는 지를 확인하기 위하여 아라키돈산(10 µM)

에 의한 활성산소종의 발생에 미치는 NADPH 산화효소 저해제

의 영향을 조사하였다. DPI(50 µM), Apo(100 µM) 및 NP(50 µM)

를 전처리하였을 때 아라키돈산에 의한 활성산소종의 발성이 유

의성 있게 억제되었다(Fig. 2). 이 실험결과로 미루어 보아 아라

키돈산은 NADPH 산화효소의 활성화를 통하여 활성산소종을 발

생시키며 나아가 세포사멸을 유도하는 것으로 판단된다.

최근 암세포의 사멸을 유도하는 물질들의 작용기전과 활성산

소종의 발생과의 연관성에 관한 연구들이 많이 발표되고 있다.29)

세포내 활성산소종의 발생은 여러 기전에 의해 일어날 수 있는

데 최근 미토콘드리아 유래 활성산소종이 암세포의 사멸을 유도

하며 이 결과를 항암제의 개발에 활용할 수 있다는 보고가30) 있

었지만, 세포막에 존재하는 NADPH 산화효소 유래 활성산소종

의 발생에 의한 암세포의 사멸에 관한 연구가 더 많이 보고되고

있다.13,23-28)

Fig. 1 − Effects of NADPH oxidase inhibitors on the AA-induced apoptosis in HepG2 cells. In these experiments cells were incubated with

or without AA (10 µM) for 72 hr. DPI (50 µM), Apo (100 µM) and NP (50 µM) were used as an inhibitor of NADPH oxidase. These

drugs were added 30 min before AA treatment. The number of apoptotic cells was measured by flow cytometry. The region designated

Ao, was defined as cells undergoing apoptosis-associated DNA degradation. In bar graphs (B), the data represent the mean values of

four replications with bars indicating SEM. *P<0.05 compared to control in which the cells were incubated with AA-free medium.
#P<0.05 compared to AA alone.

Fig. 2 − NADPH oxidase mediates the ROS production induced by AA in HepG2 cells. The data (A) show changes in ROS levels as a function

of time, which was measured by DCF fluorescence method. The arrows show the time point for addition of AA (10 µM). In these

experiments, DPI (50 µM), Apo (100 µM) and NP (50 µM) were used as an inhibitor of NADPH oxidase. These drugs were given

10 min before AA application. In the data (B), results are expressed as fold increase compared to the initial DCF fluorescence intensity.

Data points represent the mean values of four replications with bars indicating SEM. *P<0.05 compared to control in which the cells

were incubated with AA-free medium. #P<0.05 compared to apigenin alone.



아라키돈산 -NADPH 산화효소에 의한 간암세포사멸 83

Vol. 56, No. 2, 2012

아라키돈산의 작용에 미치는 COX 및 LOX 저해제의 영향

아라키돈산은 포유동물의 세포막내에서 에스테르화된 상태로

존재하며 phopholipase A2(PLA2) 효소에 의해 sn-2 위치에서

acyl 결합이 가수분해 되어 유리되며,31) 유리된 아라키돈산은

cyclooxygenase(COX) 및 lipoxygenase(LOX) 효소의 작용에 의

해 각각 프로스타글란딘류와 류코트리엔 합성의 전구체로 이용

된다.32) 따라서 아라키돈산에 의한 HepG2 간암세포 사멸작용이

이러한 COX와 LOX에 의한 대사생성물에 의해 일어날 수 있기

때문에 이들 효소에 대해 억제제로 알려져 있는 Indo 및 NDGA

를 활용하여 이들 억제제가 아라키돈산에 의한 암세포 사멸작용

및 활성산소종 발생에 미치는 효과를 조사하였다. 결과에서 보

여주듯이 Indo(30 µM) 또는 NDGA(50 µM)을 전처리했을 때 아

라키돈산(10 µM)에 의한 세포사멸(Fig. 3A와 B) 및 활성산소종

발생(Fig. 3C와 D)이 유의성있는 영향을 받지 않았다. 이 결과는

아라키돈산 대사체가 아라키돈산에 의한 암세포 사멸작용 및 활

성산소종의 발생에 중요한 역할을 하지 않는다는 것을 시사한다.

하지만 COX 및 LOX 대사체가 암세포의 성장을 유도하며,33,34)

특히 췌장암세포에서 이들 효소가 암세포의 성장과 깊은 관계가

있다는 사실이 보고되었다.35) 최근에는 HepG2 세포에서도 COX-

2 선택적 저해제인 meloxicam36) 및 5-LOX 선택적 저해제인

zileuton37)에 의해 세포사멸이 일어난다는 사실이 발표되었다. 현

재로선 이와 같은 서로 다른 연구결과의 정확한 이유는 모르지

만 이 결과들이 시사하는 바는 같은 신호라 하더라도 암세포의

종류와 환경에 의해서 다르게 나타날 수 있다는 것이다.

결 론

본 연구실에서는 HepG2 간암세포에서 아라키돈산이 세포사

멸 기전에 중요한 매개체로 작용하고 있다는 사실을 보고한 바

있다. 본 연구에서는 이러한 아라키돈산의 작용기전에 미치는

NADPH 산화효소-매개성 활성산소종의 역할을 조사하였다. 실

험결과에서 아라키돈산에 의한 HepG2 세포의 사멸은 다양한

NADPH 산화효소 저해제에 의해 유의성 있게 억제되었다. 또한

아라키돈산에 의한 활성산소종의 발생도 이러한 NADPH 산화

효소 저해제에 의해 유의성 있게 차단되었다. 하지만 아라키돈

산에 의한 세포사멸은 COX와 LOX 저해제의 전처리에 의해 영

향을 받지 않았다. 종합적으로 이 결과는 HepG2 세포에서 아라

키돈산에 의한 세포사멸에 NADPH 산화효소가 중요한 매개체

Fig. 3 − Effects of inhibitors of COX and LOX on the apoptosis (A and B) and ROS production (C and D) induced by AA in HepG2 cells. Data

presentation and experimental methods for apoptosis and ROS production are the same as Fig. 1 and 2, respectively. In these

experiments Indo (30 µM), a COX inhibitor and NDGA (50 µM), a LOX inhibitor were used. In bar graphs (B and D), the data

represent the mean values of four replications with bars indicating SEM. *P<0.05 compared to control in which the cells were

incubated with AA-free medium. #P<0.05 compared to AA alone.
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로 작용하고 있음을 시사한다(Fig. 4). 또한 이 결과로서 NADPH

산화효소가 간암 치료제의 개발에 표적으로 활용될 충분한 가치

가 있다고 판단된다.
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