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ABSTRACT
Objectives : Bufalin is one of the bioactive component of 'Sum Su (蟾酥)', which is obtained from the skin and parotid 

venom gland of toad. Bufalin has been known to possess the inhibitory effects on cell proliferation and inducing 
apoptosis in various cancer cells. The tumor necrosis factor (TNF)-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) has 
concerned, because it can selectively induce apoptotic cell death in many types of malignant cells, while it is 
relatively non-toxic to normal cells. Here, we investigated whether bufalin can trigger TRAIL-induced apoptotic cell 
death in EJ human bladder cancer cells. 

Methods : Effects on the cell viability and apoptotic activity were quantified using MTT assay and flow cytometry 
analysis, respectively. To investigate the morphological change of nucleus, DAPI staining was performed. Protein 
expressions were measured by immunoblotting. 

Results : A combined treatment with bufalin (10 nM) and TRAIL (50 ng/ml) significantly promoted TRAIL-mediated 
growth inhibition and apoptosis in EJ cells. The apoptotic effects were associated with the up-regulation of death 
receptor proteins, and the down-regulation of cFLIP and XIAP. Moreover, our data showed that bufalin and TRAIL 
combination activated caspases and subsequently increased degradation of poly(ADP-ribose) polymerase. 

Conclusions : Taken altogether, the nontoxic doses of bufalin sensitized TRAIL-mediated apoptosis in EJ cells. 
Therefore, bufalin might be an effective therapeutic strategy for the safe treatment of TRAIL-resistant bladder cancers.
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Ⅰ. 서론3)

  방광암은 흔한 비뇨 생식기 악성 신생물 중 하나로 
나이가 많을수록 발병률이 증가하는 것으로 알려져 
있다1,2). 전 세계적으로 노인 인구의 증가에 따라 방
광암의 발생률이 증가하고 있는 추세이지만, 진행성 
방광암의 경우에는 평균 생존률이 14-15개월 정도로 
일반적으로 치료가 잘 되지 않는 상황이다. 최근 다
양한 연구 성과로 전립선암과 신세포암과 같은 비뇨 
생식기 암의 치료법에는 괄목한 말한 성과가 있는 반
면에, 방광암에 대한 치료 성과는 상대적으로 미미한 
편이다3). 특히 사망률이 높은 진행성 방광암의 치료
율을 높이기 위한 방법의 하나로 Tumor necrosis factor 
(TNF)-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL, 
또한 Apo2L 및 TNFSF10)에 의해 유도되는 세포 사
멸에 관심이 높아지고 있다4,5).
  TRAIL은 세포 내의 death domain을 가지고 있는 
death receptors 4 (DR4, 또한 TRAIL-R1 및 TNFRSF10a) 
또는 death receptors 5 (DR5, 또한 TRAIL-R2와 TNFRSF10b)
와 결합하여 apoptosis 관련 단백질들의 신호 전달 
기전을 통해 apotposis를 유도하는 것으로 알려져 있다
6,7). TRAIL은 많은 종류의 형질 전환 또는 악성 세포
에서 세포 사멸 세포 사멸을 선택적으로 유도할 수 
있는 반면, 정상 세포에는 상대적으로 독성이 없기 
때문에 새로운 항암치료의 대안으로 관심이 증대되었
다4,8). 그러나 일부 악성 세포는 TRAIL에 내성이 있
음이 밝혀져 임상 적용에 한계를 가지고 있다9,10). 따
라서 TRAIL에 저항성을 가지는 암세포에 TRAIL과 
병용 치료하여 TRAIL 유도 apoptosis를 촉진할 수 
있는 새로운 약물을 발견하려는 노력이 계속되고 있
다8,11). 현재까지 여러 가지 화학 요법제 또는 천연 
물질과 TRAIL의 조합으로 DR의 상향 조절, caspases 
활성화, cellular Fas-associated death domain-like 
interleukin-1β-converting enzyme inhibitory protein 
(cFLIP) 및 X-linked inhibitor of apoptosis protein 
(XIAP)와 같은 생존 단백질의 하향 조절과 Bcl-2 계
열 단백질의 조절에 의해 apoptosis가 유도되는 것으
로 보고되었다12-15). 본 연구에서는 이전의 연구에서 
TRAIL에 저항성을 가지고 있는 것으로 나타난 EJ 

인간 방광암 세포의 저항성을 bufalin으로 극복할 수 
있는가에 대해 연구하였다. 
  Bufalin은 두꺼비의 이후선(耳後腺)에서 분비되는 
흰색의 장액인 '섬수(蟾酥, Bufonis Venenum)'의 주
요 생리 활성물질 중 하나로
 마취, 호흡 억제, 혈압 상승 뿐 아니라 및 항종양 
효과 등 다양한 생리적 능력을 가지고 있는 것으로 
알려져 있다16-18). 그 중 항종양 작용으로 bufalin은 
폐암, 전립선암, 난소암, 위암, 간암, 유방암, 백혈병 
및 방광암과 같이 광범위한 암세포에서 세포 증식을 
억제하고 세포 사멸을 일으키는 것으로 입증되었다
16,17). 하지만 현재까지 EJ 인간 방광암 세포에서 
bufalin과 TRAIL의 병용 투여에 대한 연구는 미비한 
실정이다. 따라서 본 연구에서는 저용량의 bufalin이 
EJ 세포의 TRAIL에 대한 내성을 극복하여 세포 증
식을 억제하고 apoptosis를 촉진시킬 수 있는지를 조
사하고, 그 근본적인 분자 기전을 이해하는데 초점을 
두었으며, 의미 있는 결과를 도출하였기에 보고하는 
바이다. 

Ⅱ. 재료 및 방법
1. 시약 및 항체
  재조합 TRAIL은 Koma Biotech Inc. (Seoul, Korea)
에서 구입하여 phosphate buffered saline (PBS)에 
녹여 사용하였다. Bufalin은 Sigma-Aldrich Chemical 
Co. (St. Louis, MO, USA)에서 구입하여 dimethyl sulfoxide 
(DMSO)에 녹여 사용하였다. 3-(4,5-dimethylthiazol- 
2-yl)- 2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT), Propidium 
iodide (PI), and 4, 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)
는 Sigma-Aldrich Chemical Co.에서 구입하였다. 
Caspase activity assay kit는 R&D Systems (Minneapolis, 
MN, USA) 제품을 사용하였으며, 본 연구에 사용된 
일차 항체 및 peroxidase-labeled donkey anti-rabbit 
and sheep anti-mouse immunoglobulin은 Santa Cruz 
Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA) 제품을 이용
하였으며, 나머지 언급되지 않은 시약들은 Sigma- 
Aldrich Chemical Co.에서 구입하였다.
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2. 세포배양
  실험에 사용한 EJ 인간 방광암 세포는 American 
Type Culture Collection (Rockville, MD, USA)에서 
분양 받았으며, 암세포의 배양을 위해 Dulbecco’s 
modified Eagle’s medium (DMEM) 배지와 10%의 FBS
에 100 U/㎖ penicillin 및 100 ㎍/㎖ streptomycin 
(Gobco-BRL)이 포함된 배지를 사용하여 37℃ 및 5% 
CO2조건에서 배양하였다. 세포수의 증식에 따른 과밀
도 현상을 방지하고 적정수의 세포를 유지하기 위하
여 성장배지의 교환을 48시간 주기로 실시하였다.

3. MTT assay를 이용한 세포 생존율의 측정
  세포 배양용 6 well plate에 1.5 X 105 개/㎖로 세
포를 분주하고 24시간 동안 안정화시킨 후, TRAIL 
(25, 50 ng/ml) 또는 bufalin (5, 10 nM) 또는 같이 
처리하여 각 well 당 처리하였다. 약물 처리 24시간 후 
MTT 시약을 0.5 ㎎/㎖ 농도로 희석하여 200 ㎕씩 
분주하고 빛을 차단하여 37℃에서 2시간 동안 다시 
배양하였다. 배양이 끝난 다음 MTT 시약을 제거하고 
DMSO를 2 ㎖씩 각 well에 분주하여 생성된 formazan을 
모두 녹인 후 96 well plate에 200 ㎕씩을 microplate로 
옮겨서 ELISA reader (Molecular Devices, Sunnyvale, 
CA, USA)로 540 nm에서 흡광도를 측정하였다.

4. 세포의 형태 관찰
  세포 배양용 6 well plate에 1.5 X 105 개/㎖로 EJ 
세포를 분주한 후, 50 ng/ml 농도의 TRAIL 또는 10 nM 
농도의 bufalin 또는 같이 처리하여 37℃, 5% CO2조건 
하에서 24시간 동안 배양시켰다. 도립 광학 현미경
(Carl Zeiss AG, Oberkochen, Germany)을 이용하여 
50배의 배율로 약물 처리에 따른 암세포의 형태 변화
를 관찰하여 가장 대표적인 사진을 촬영하였다.

5. DAPI staining에 의한 세포핵의 형태 관찰
  Apoptosis가 유발되었을 경우 특이적으로 나타나는 
핵의 형태적 변화를 관찰하기 위하여 TRAIL (50 ng/ml) 
또는 bufalin (10 nM) 또는 같이 처리된 EJ 세포를 
모은 다음 2,000 rpm으로 5분간 원심 분리하여 상층
액을 제거하고 37% formaldehyde 용액과 PBS를 
1:9의 비율로 섞어 만든 fixing solution을 모아진 
세포에 500 ㎕ 첨가하여 충분히 섞은 후, 상온에서 
10분 동안 고정하였다. 고정된 세포를 2,000 rpm으

로 5분간 원심 분리하여 fixing solution을 제거하고 
PBS 200 ㎕에 부유시킨 후 세포가 포함되어 있는 
PBS 80 ㎕를 slide glass 위에 떨어뜨리고 1,000 
rpm에서 5분간 cytospin하여 세포를 slide glass에 
부착하였다. 세포가 부착된 slide glass를 PBS로 2∼
3회 정도 세척하고 PBS가 마르기 전에 0.2%의 Triton 
X-100 (Amresco, Solon, OH, USA)을 첨가하여 상
온에서 10분간 고정한 후 2.5 ㎍/㎖ 농도의 DAPI 용
액을 처리하여 상온에서 15분간 염색하였다. 염색이 
끝난 후 DAPI 용액을 충분하게 세척하고 mounting 
solution을 처리한 후 형광 현미경(Carl Zeiss AG)을 
이용하여 200배의 배율로 시약 처리에 따른 암세포
의 핵의 형태 변화를 관찰한 다음 Axio Vision 프로
그램을 이용하여 사진 촬영을 하였다.

6. Apoptosis 유발의 정량적 분석
  시약에 유도된 apoptosis를 정량적으로 분석하기 
위하여 TRAIL (50 ng/ml) 또는 bufalin (10 nM) 또
는 같이 24시간 동안 처리하여 세포들을 모은 다음 
2,000 rpm으로 5분간 원심분리하여 상층액을 제거한 
후 PBS를 이용하여 2∼3회 정도 세척하였다. 준비된 
세포는 Cycle TEST PLUS DNA REAGENT Kit 
(Becton Dickinson, San Jose, CA, USA)를 이용하
여 고정 및 염색을 하여 4℃, 암실에서 30분 동안 반
응을 시켰다. 반응시킨 세포를 35-mm mesh를 이용
하여 단일세포로 분리한 후 FACSCalibur (Becton 
Dickinson, San Jose, CA, USA)를 적용시켜 형광반
응에 따른 Cellular DNA content 및 histogram을 
CellQuest software 및 ModiFit LT (Becton Dickinson) 
프로그램을 이용하여 분석하였다.

7. Western blot analysis
  TRAIL 및 bufalin 처리에 따른 단백질 발현 변화 
관찰을 위하여 준비된 세포들을 모은 다음, 적당량의 
lysis buffer [25 mM Tris-Cl (pH 7.5), 250 mM NaCl, 5 
mM EDTA, 1% NP-40, 1 mM pheny- methylsulfonyl 
fluoride (PMSF), 5 mM dithiothreitol (DTT)]를 첨가
하여 용해시켰다. 상층액의 단백질 농도는 Bio-Rad 
단백질 정량 시약(Bio-Rad, Herculs, CA, USA)과 
그 사용방법에 따라 정량한 다음 동량의 Laemilni 
sample buffer (Bio-Rad)를 섞어서 protein sample을 
만들었다. 정량한 후, 동일한 양의 단백질을 sodium 
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dodecyl sulphate (SDS)-polyacrylamide gel을 이용하
여 전기영동으로 분리하여 nitrocellulose membrane 
(Schleicher and Schuell, Keene, NH, USA)으로 전이
시켰다. 단백질이 전이된 nitrocellulose membrane
을 5% skim milk를 1시간 처리하여 비특이적인 단
백질들에 대한 blocking을 실시하고 1차 antibody를 
처리하여 상온에서 2시간 이상 또는 4℃에서 over 
night 시킨 다음 PBS-T로 세척하였다. 그 후 1차 
antibody에 맞는 2차 antibody (PBS-T로 1:1500으
로 희석하여 사용)를 사용하여 상온에서 1시간 정도 
반응시킨 후, enhanced chemiluminoesence solution 
(Amersham Life Science Corp., Arlington Heights, 
IL, USA)을 이용하여 특정 단백질의 발현 정도를 분
석하였다. 

8. In vitro caspase activity 측정
  Caspase-3,-8 및 –9의 in vitro 활성 측정을 위하
여 세포 배양용 6 well plate에 1.5 X 105개/㎖로 세
포를 분주하고 안정화 시킨 후, TRAIL (50 ng/ml) 
또는 bufalin (10 nM) 또는 같이 각 well 당 24시간 
동안 처리하였다. 배양된 세포를 모은 뒤 단백질을 
추출하고 정량하여 각각 20 μg의 단백질을 fluorogenic 
peptide 기질 100 μM이 함유된 50 μl의 extraction 
buffer [40 mM 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazinee-
thanesulfonic acid (pH 7.4), 20% glycerol (v/v), 1 mM 
EDTA, 0.2% NP-40 및 10 mM DTT]에 혼합하였으
며, microplate에 각 시료당 총 volume이 100 μl가 
되게 extraction buffer로 희석하였다. 준비된 microplate를 
37℃에서 2시간 동안 반응시킨 후 ELISA reader를 
이용하여 405 nm의 흡광도에서 반응의 정도를 측정
하였다. 실험에 사용된 기질은 각각 caspase-3은 
Asp-Clu-Val-Asp (DEVD)-p-nitroaniline (pNA), 
caspase-8은 Ile-Glu-Thr-Asp (IETD)- pNA, caspase-9
은 Leu-Glu-His-Asp (LEHD)-pNA이였다.

9. 통계 처리
  모든 실험결과는 평균 ± 표준편차로 표시하였고, 
SigmaPlot (systat Software Inc., San Joes, CA, 
UA)을 이용하여 Student t-test를 이용하여 통계적 
유의성을 얻었다. 

Ⅲ. 결과
1. Bufalin과 TRAIL의 병용 처리에 의한 EJ 방광암 

세포 증식 억제 효과
  TRAIL에 저항성을 보이는 EJ 인체 방광암 세포에
서 bufalin의 병용 처리가 세포 성장 억제를 향상시
킬 수 있는지 여부를 MTT 분석을 통해 관찰해보았
다. Bufalin (5 또는 10 nM) 또는 TRAIL (25 또는 
50 ng/ml)을 단독으로 처리하거나 두 약제를 동시에 
처리한 후 24 시간 동안 세포 배양기에서 배양하였
다. Fig. 1에서 보여 지는 바와 같이, bufalin 및 
TRAIL 단독 처리는 세포 생존 능력에 유의한 영향을 
미치지 않는 조건에서 bufalin과 TRAIL의 병용 처리
는 EJ 세포의 성장률을 뚜렷하게 감소시켰다. 이러한 
결과는 bufalin과 TRAIL의 병용 처리가 TRAIL에 저
항성을 보이는 방광암 세포의 성장 억제에 효과적이
라는 것을 보여준다.

2. Bufalin의 TRAIL 매개 apoptosis 증강 효과
  Bufalin과 TRAIL의 병용 처리로 억제된 세포 증식이 
apoptosis와 관련이 있는지 조사하였다. 이를 위해 EJ 
세포를 bufalin (10 nM) 또는 TRAIL (50 ng/ml) 또
는 이들의 조합으로 24시간 동안 처리 한 후, 현미경 
관찰과 유세포 분석기 검사를 통해 apoptosis의 특징
을 관찰하였다. 도립 광학 현미경과(Fig. 2A) 형광 
현미경 관찰에서(Fig. 2B) Bufalin 및 TRAIL의 단독 
처리에서는 약간의 형태학적 변화만을 보였던 세포들
이 bufalin과 TRAIL 병용 처리에 의해서는 염색질의 
응축 및 세포 밀도 감소가 확연하게 나타났다. 이러
한 염색질의 응축은 apoptosis가 일어난 세포에서 전
형적으로 관찰되는 apoptotic body와 관련이 되어 
있을 것으로 추측되어 apoptosis 유발의 정량적인 조
사를 위하여 동일한 조건에서 배양된 세포의 세포주
기를 측정하였다. Apoptosis가 유발된 세포에서는 
DNA의 단편화에 의하여 세포주기 중 sub-G1 주기
에 해당하는 세포의 비율이 증가하는 것으로 알려져 
있으므로 bufalin과 TRAIL 처리에 의한 세포주기를 
유세포 분석기를 이용하여 측정하여 보았다19). Fig. 
2C의 결과에서 알 수 있듯이, EJ 세포에 bufalin 및 
TRAIL을 단독 처리한 경우에는 sub-G1기에 해당하
는 세포의 비율이 각각 9.27% 및 8.77% 정도인 것에 
반해, bufalin과 TRAIL을 병용 처리하였을 경우에는 
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65.78%로 그 비율이 크게 증가되는 것을 알 수 있었
다. 이러한 결과들은 bufalin과 TRAIL의 병용 투여
에 의한 EJ세포의 세포 증식 억제 및 생존율 저하는 
apoptosis 유발에 의한 현상임을 시사한다. 

3. Bufalin의 EJ 방광암 세포의 DR 발현 조절에 미
치는 영향

  DR4 및 DR5는 많은 암 세포들의 막에서 발현되어 
TRAIL과의 결합을 통해 apoptosis의 extrinsic pathway
의 개시를 허용하는 것으로 알려져 있다20). 따라서 
EJ 세포에서 bufalin 단독 처리가 DR4와 DR5의 발
현에 영향을 미치는 여부를 조사해 보았다. 이를 위
하여 EJ 세포를 0, 3, 6, 12, 24시간 동안 bufalin 
(10 nM)에 노출시키고 Western blot 분석을 수행하
였다. 또한, 24시간 동안 bufalin을 0, 2.5, 5, 7.5, 
10 nM 농도로 처리하여 DR4와 DR5의 발현 변화를 
조사하였다. Fig. 3A에서 보여 지는 바와 같이, 
bufalin의 자극은 EJ 세포에서 DR4 발현은 크게 변
화를 미치지 않았으나 DR5의 발현은 뚜렷하게 증가
시켰다. 이상의 결과는 bufalin에 의한 세포 사멸 유
도 증가는 EJ 세포의 DR5 단백질 수준의 상향 조절
에 중요하게 작용함을 시사한다.

4. EJ 방광암 세포에서 bufalin 및 TRAIL 병용 처
리가 caspase의 활성화에 미치는 영향

  Caspases protease는 정상적으로 생존 및 증식하
는 세포에서는 핵과 mitochondria의 외막에 불활성 
상태(proenzyme)으로 존재하지만, 여러 가지 자극에 
의하여 활성화되면 기질 단백질들을 선택적으로 분해
함으로써 apoptosis 신호 전달 경로의 중요한 조절자
로 작용한다는 것이 잘 알려져 있다(24). 따라서 
Western blot 분석과 in vitro caspase activity 
test를 이용하여 bufalin의 TRAIL 매개 apoptosis에 
다양한 caspase의 관련성을 조사하였다. Fig. 4A의 
결과가 나타내듯이, EJ 세포에서 bufalin 또는 
TRAIL 단일 처리는 pro-form capase의 단백질 분
해를 유도하지 않았지만, bufalin 및 TRAIL의 병용 
투여는 caspase-3, -8 및 -9를 효과적으로 감소시
켰다. 비록 본 실험에서 활성화된 caspase를 직접 조
사하지는 못 했지만, pro-form caspase의 뚜렷한 
발현 감소는 caspase의 활성이 나타났음으로 유추할 
수 있다. Poly (ADP-ribose)-polymerase (PARP)는 

활성화된 caspase에 의해서 분해되는 대표적인 기질 
단백질로서 caspase에 의해 분해되면 정상적인 DNA 
수복 및 유전자 안정성 유지의 기능을 상실하게 되
며, 이는 caspase 활성 의존적 apoptosis 유도의 생
화학적 지표로 사용되고 있다19,22). Bufalin과 TRAIL
의 병용 처리에 의해서 caspase-3의 기질 단백질인 
PARP는 명백하게 분해되는 것을 알 수 있었다. 다음
으로, bufalin 및 TRAIL으로 처리된 EJ　세포로부터 
동등한 양의 총 단백질을 정량하여 caspase 활성을 
평가하였다. Fig. 4B의 결과에서 볼 수 있듯이, bufalin
과 TRAIL을 병용 처리는 EJ 세포의 caspase-3, -8 
및 -9 활성이 뚜렷하게 촉진되었다. 이는 bufalin 및 
TRAIL의 단독 처리에 의해서 caspase 활성이 증가
되지 않거나 다소 증가되는 것과는 대조적인 결과이
다. 이상의 결과는 bufalin이 TRAIL 매개 apoptosis
에 촉진에 caspase 의존적인 기전이 작용한다는 것
을 나타낸다.

5. Bufalin과 TRAIL의 병용 처리가 세포 자멸 관련 
단백질 발현에 미치는 영향

  Bufalin의 TRAIL 매개 apoptosis 유도 분자 기전
을 확인하기 위해 Western blot analysis를 이용하
여 apoptosis 관련 단백질 발현 조절을 평가하였다. 
먼저 bufalin과 TRAIL의 병용 투여로 인한 DR의 발
현 변화를 알아본 결과, TRAIL의 단독 처리로는 증
가하지 않던 DR5의 발현이 bufalin과 TRAIL의 병용 
처리에 의해서는 확연하게 증가하는 것을 알 수 있었
다. 또한, DR4의 발현은 단독 처리에 의해서는 변화
가 없다가 병용 처리에 의해서는 다소 증가하는 양상
을 나타내었다(Fig. 4A). 이러한 결과는 Fig. 3과도 
일치하는 것으로 bufalin의 투여는 DR5의 발현을 향
상시켜 TRAIL 유도 apoptosis를 촉진하는 것으로 생
각되어진다. 다음으로 apoptosis의 mitochondria 연
관 intrinsic pathway의 조절에 핵심적으로 작용하
는 Bcl-2 family 유전자들의 발현을 조사하였다. 
Bcl-2 family는 Bax 및 Bid와 같이 apoptosis를 유
도하는 pro-apoptotic proteins과 Bcl-2 및 Bcl-xL
과 같은 apoptosis 유도를 억제하는 anti-apoptotic 
proteins으로 구성되어 있다19, 23). Bufalin과 TRAIL
의 단독 혹은 병용 처리는 Bax 및 Bcl-2의 발현에는 
영향을 미치지 않았으나, Bid의 발현 감소는 뚜렷하
게 나타났다. Bid는 BH3 interacting-domain death 
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agonist로 apoptosis 유도에 의하여 단편화되어
(truncated Bid, tBid) apoptosis의 intrinsic 및 
extrinsic pathway를 연결하는 것으로 알려져 있다
24). 비록 본 연구에서는 tBid를 발현을 직접적으로 
확인할 수는 없었지만, Bid의 발현 감소는 상대적으
로 tBid의 발현 증가를 의미하는 것으로 bufalin과 
TRAIL에 의한 apoptosis 유도는 extrinsic pathway 
뿐 아니라 intrinsic pathway의 활성이 동시에 관련
되어 있을 것임을 시사한다. XIAP과 cFLIP은 caspase의 
활성을 억제하는 것으로 알려져 있는데25,26), bufalin
과 TRAIL의 병용 투여는 두 단백질의 발현을 현저하
게 감소시킴으로써 caspase의 활성을 증가시킴을 알 
수 있었다. 
  이상의 결과를 종합해 보면, EJ 인간 방광암 세포
에서 bufalin의 처리로 촉진된 TRAIL 매개 apoptosis에
는 DR5의 발현 증가를 통한 caspase-8의 활성 증가
로 이어지는 extrinsic pathway가 주요 기전으로 작
용하며, Bid의 단편화, caspase-3의 활성 및 PARP
의 기능상실로 이어지는 intrinsic pathway도 관련
되어 있음을 시사한다.

Ⅳ. 고찰
  본 연구에서는 EJ 인간 방광암 세포에서 TRAIL 
저항성을 극복 할 수 있는 새로운 약물로써 bufalin
의 가능성을 증명하고자 하였다. Bufalin은 두꺼비의 
이후선(耳後腺)에서 분비되는 흰색의 장액인 '섬수(蟾
酥, Bufonis Venenum)'의 주요 생리 활성물질 중 하
나로 여러 암종에서 apoptosis를 유도하는 것으로 밝
혀졌다16,17). 섬수는 해독소종(解毒消腫), 지통(止痛)의 
효능을 가지고 있어, 나력(瘰癧), 소아감적(小兒疳積), 심
쇠(心衰), 옹저(癰疽), 정창(疔瘡), 풍충아통(風蟲牙
痛)의 치료에 사용된다18). 나력, 옹저, 정창 등은 현
재의 염증 및 종양 질환과 유사성이 있어 섬수의 생
리활성물질인 bufalin이 종양의 치료에 높은 효과가 
있음을 유추해볼 수 있다.  
  본 실험에서 사용한 EJ 세포는 방광암의 TRAIL의 
저항성을 조사한 선행 연구에서 J82 세포와 더불어 
TRAIL에 저항성을 가지고 있는 것으로 나타난 반면, 
5637 세포는 TRAIL에 민감성을 보였다27). 이번 실험
에서 사용한 bufalin 10 nM과 TRAIL 50 ng/ml은 
각각 단독으로 처리하였을 경우 세포 증식 및 생존율

에 유의한 영향을 주지 않았지만, 같은 용량으로 병
용 처리하였을 경우 bufalin은 EJ 세포의 TRAIL 매
개 apoptosis를 유의하게 촉진한다는 것을 보여주었
다(Fig. 1 & 2).
  TRAIL에 저항성을 가지는 방광암 세포가 TRAIL 
매개 apoptosis를 극복하는 여러 기전들이 보고 되어
있다. 이 중 DR의 발현 조절이 중요하게 작용하는
데, 이는 실험적으로 DR 발현의 향상이 TRAIL의 저
항성을 극복하게 한다는 연구 뿐 아니라, 임상 연구
에서도 DR4 또는 DR5 발현이 높은 방광암 환자 경
우에 수술 후 재발률이 낮은 것으로 보고되었다
7,27,28). 본 연구에서는 bufalin의 단독 및 TRAIL과의 
병용 투여는 DR4의 발현에는 큰 영향이 없었지만, 
DR5의 발현은 뚜렷하게 증가시키는 것으로 나타났다
(Fig. 3 & 5). 이러한 양상은 DR5의 발현을 증가시
키는 것이 TRAIL에 암세포를 민감하게 하는데 있어
서 DR4보다 더 매력적인 표적이 될 수 있음을 보여
주는 다른 연구와도 일맥상통하였다11,28).
  DR에 결합된 TRAIL은 DISC를 형성하여 caspase-8을 
비롯한 initiator caspases가 활성화되고 이는 caspase-3와 
같은 effector caspases를 순차적으로 활성화시켜 death 
receptor 연관 extrinsic pathway를 통해 apoptosis
를 유발한다29). Bufalin과 TRAIL을 병용 투여한 경
우 단독으로 투여한 경우에 비해 pro-form caspase-3, 
-8 및 -9의 단편화 및 활성화를 유도하였는데, 특히 
caspase-3와 caspase-8의 활성이 caspase-9의 활
성보다 뚜렷하게 나타나는 것으로 보아 bufalin의 촉
진하는 TRAIL 매개 apoptosis는 extrinsic pathway
가 주요 경로로 작용함을 뒷받침해준다. 또한, caspase를 
억제하는 XIAP 및 cFLIP가 감소는 caspase의 활성
화를 뚜렷하게 유도하며, 이는 PARP의 절단으로 이
어지는 caspase 의존적인 경로가 작용함을 보여주었
다(Fig. 4 & 5). 그리고 Bid의 활성화를 통해 mitochondria 
연관 intrinsic pathway도 일부 관련되어 있을 것으
로 추측된다.  
  이상의 결과를 종합하여 보면, bufalin과 TRAIL의 
병용 투여는 DR5의 수준을 상향 조절하여 extrinsic 
pathway를 통한 apoptosis 신호를 증폭시키고 Bid
의 단편화를 통해 intrinsic pathway 신호를 자극하
여 저용량의 bufalin 투여가 EJ 방광암 세포에서 
TRAIL 매개 apoptosis를 촉진함을 알 수 있었다. 이
는 TRAIL 내성 방광암 환자의 내성을 극복하기 위한 
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새로운 치료제로써의 bufalin의 높은 가능성을 제시
하는 바이다.

Ⅴ. 결론
  본 연구에서는 TRAIL 내성을 가진 EJ 인체 방광
암 세포의 TRAIL 매개 apoptosis를 촉진하는 bufalin의 
효과를 조사하여 다음과 같은 결과를 얻었다. 
1. Bufalin과 TRAIL의 병용 처리는 각각의 약물이 

독성이 없는 조건에서 EJ 방광암 세포의 세포 성
장 억제 및 생존율을 유의하게 감소시켰다. 

2. Bufalin과 TRAIL의 병용 처리는 TRAIL 매개 
apoptosis를 촉진함으로써 세포 성장을 억제하였다.

3. Bufalin의 단독 처리는 시간 및 농도 의존적으로 
DR5의 발현을 상향 조절하였다. 

4. Bufalin과 TRAIL의 병용 처리는 caspase 의존적
인 apoptosis를 유도하였다. 

5. Bufalin과 TRAIL의 병용 처리는 DR5의 수준을 
향상시켰으며, Bid의 단편화 및 XIAP, cFLIP의 수
준을 저하시켰다. 

  이상의 결과로부터 bufalin은 TRAIL에 저항성을 
가진 EJ 세포의 저항성 극복을 위해 DR5의 발현을 
상향 조절하여 caspase 의존적인 apoptosis 유도를 
촉진함을 알 수 있었다. 
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Figures and figure legends

Fig. 1. Inhibition of cell proliferation by co- 
treatment with bufalin and TRAIL in 
human bladder carcinoma cells. EJ cells 
were seeded at 1 x 105 cells in 6-well 
plates. On the second day, the cells 
were treated with bufalin (5 or 10 nM), 
TRAIL (25 or 50 ng/ml), or a combination 
of both for 24 h. Then, cell viability 
was measured using the metabolic-dye 
based MTT assay. The data are shown 
as mean ± SD of three independent 
experiments. *, p < 0.05, # , p<0.01, 
as compared with untreated cells.

Fig. 2. Morphological changes and apoptotic formation 
by co-treatment with bufalin and TRAIL 
in human bladder cancer cells. The 
indicated cell lines were seeded in 6-well 

plates and incubated for 24 h. EJ cells 
were treated with bufalin (10 nM), TRAIL 
(50 ng/ml), or both for 24 h. (A) The 
morphological changes of the cells were 
observed using an inverted microscope 
(magnification, × 50). (B) The cells were 
harvested, centrifuged and fixed. The 
cells were stained with a DAPI solution 
for 10 min, and the stained nuclei were 
observed under a fluorescent microscope 
using a blue filter (magnification, × 400). 
(C) To quantify the degree of apoptosis 
induced by the combination stimulation 
with bufalin and TRAIL, a flow cytometric 
analysis was carried out for the sub-G1 
DNA contents. Each experiment was carried 
out at least in triplicate. 

 

Fig. 3. Involvement of death receptor (DR) in the 
apoptosis-enhancing property in human 
bladder cancer cells. EJ cells were incubated 
with various times of bufalin 10 nM (A) 
or various concentrations of bufalin for 
the indicated times (B). Equa

         l amounts of protein (30 μl) was subjected 
to electrophoresis on SDS-polyacrylamide 
gels and transferred onto nitrocellulose 
membranes, and probed with DR5 and 
DR4 antibodies. Proteins were visualized 
using an ECL detection system. Actin 
was used as an internal control. The 
blot is representative of independent two 
experiments. (C, D) The relative protein 
levels of DR5 and DR4 were shown.
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Fig. 4. Effects on the activation of caspase and 
the cleavage of PARP by combination 
treatment with bufalin and TRAIL. (A) 
EJ cells were incubated with bufalin (10 
nM), TRAIL (50 ng/ml), or a combination 
of both for 24 h. Equal amounts of protein 
(30 μl) were subjected to electrophoresis 
on SDS-polyacrylamid gel and transferred 
to nitrocellulose membranes, and probed 
with specific antibodies. Actin was used 
as an internal control. (B) In EJ cells, 
the activities of caspase -3, -8 and -9 
were determined using a caspase assay kit 
obtained from R&D, and used according 
to the protocol of the manufacturer. 
The data are expressed as mean ± SD 
of the three independent experiments. The 
significance was determined using the 
Student’s t-test (*p < 0.05 or # , 
p<0.01 vs. untreated control). 

Fig. 5. Effects of bufalin and TRAIL on the 
expression of apoptosis related proteins. 
EJ cells were incubated with bufalin 
(10 nM), TRAIL (50 ng/ml), or both in 
combination for 24 h. Equal amounts 
of protein (30 μl) were subjected to 
electrophoresis on SDS-polyacrylamid gel 
and transferred to nitrocellulose membranes, 
and probed with specific antibodies. 
Actin expression was used as a loading 
control. The blot is representative of 
three experiments. 




