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Sodium Nitroprusside로 유발한 HaCaT Cell의 Apoptosis
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Nitric Oxide (NO) has been known to play important physiological and pathological roles. In this 
study, Sodium nitroprusside (SNP), NO donor, induced the apoptosis of HaCaT cell, human 
spontaneous immortal keratinocyte, which was investigated through DAPI staining and cleavage of 
PARP and caspase-3 protein. However, the expression level of Bip and CHOP, involved in ER stress, 
was not significantly changed as compared to the control cell group. Recent studies have showed 
that SIRT1, NAD+-dependent deacetylase, is the key protein that controls cell survival and death. 
SNP treatment suppressed the SIRT1 gene expression, which indicated that apoptosis induced by 
SNP could be implicated in SIRT1 down-regulation. 
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서  론

인체 피부는 크게 표피, 진피, 피하조직으로 구성되어 있다. 외부

환경으로부터 신체 내부를 보호하거나 보습, 체온조절 등 중요한 

역할을 한다. Keratinocyte는 표피를 구성하는 가장 중요한 세포로 

표피세포의 90∼95%를 차지한다. 이러한 keratinocyte는 연속적

으로 자외선뿐만 아니라 화학물질을 포함한 다양한 환경적, 생리적 

스트레스에 노출되어 있다. 

산화질소(Nitric oxide, NO)는 임상적으로 중요한 의미가 있는 

매개체로서 세포 간 신호 전달기능과 세포독성의 주요한 생리학적 

병리학적 기능이 있다. NO가 어떤 기능을 하는가는 nitric oxide 

synthase (NOS)의 type, target cell type, 농도 등에 의존한다. 

NO가 피부에 미치는 영향과 관련하여 keratinocyte cell migration 

촉진(Zhan 등, 2015), wound healing (Spitler 등, 2013), 

melanocyte에서 melanin 생성 유도(Romero-Graillet 등, 1997), 

ultra violet B (UVB)에 의한 피부 홍반 유도(Deliconstantinos 등., 

1995)가 보고되었다. Bastianetto 등(2010)은 resveratrol이 NO 

donor인 sodium nitroprusside (SNP)로 유발한 HaCaT cell 

(human keratinocyte cell type) apoptosis를 저해한다고 보고하

였다. 본 연구에서는 기존 연구에 더하여 HaCaT 세포에 SNP 처리

했을 때, apoptosis관련 Poly (ADP-riose) polymerase (PARP), 

caspase-3 단백질의 절단을 확인하였고 endoplasmic reticulum 

(ER) stress관련 유전자 발현에 변화는 없으나 sirt 1 (NAD+ 의존 

deacetylase) 유전자 발현은 억제됨을 확인하였다. 
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Table 1. Primers

Gene Forward (5’→3’) Reverse (5’→3’)

GAPDH ATTGTTGCCATCAATGACCC AGTAGAGGCAGGGATGAGGT
Sirt1 TCAGTGTCATGGTTCCTTTGC AATCTGCTCCTTTGCCACTCT
CHOP ATGAGGACCTGCAAGAGGTCC TCCTCCTCAGTCAGCCAAGC
Bip CCTGGGTGGCGGAACCTTCG

ATGTG
CTGGACGGGCTTCATAGTA

GACCGG

재료 및 방법

1. 시약

본 실험에서 사용한 sodium nitroprusside dehydrate (SNP), 

3-(4,5-dimthylthiazol-2-yl-2,5-diphenyl-tetrazolium 

bromide (MTT), 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)는 

Sigma 제품을 사용하였다. Dulbecco’s modified Eagle Medium 

(DMEM)은 Lonza에서 Fetal bovine serum (FBS), Penicillin/St-

reptomycin은 Gibco에서 구입하였다. 

2. Cell culture

본 실험에 사용된 HaCaT은 세명대학교 임상시험센터에서 분양 

받아 사용하였다. 세포는 10% (v/v) FBS와 1% (v/v) Penicillin/St-

reptomycin가 함유된 DMEM 배지에 37oC, 5% CO2의 배양기에

서 배양하였다. HaCaT은 일주일에 3∼4회 1:3 비율로 계대배양 

하였다. 

3. MTT assay

세포 생존율은 MTT 방법으로 측정하였다. MTT 방법은 세포의 

살아있는 정도를 간접적으로 측정하는 방법으로 미토콘드리아의 

탈수소효소가 노란색의 수용성 기질인 tetrazolium을 청자색을 띠

는 비수용성의 formazan으로 환원시키는 능력을 이용하는 검사법

이다. 세포는 2.0×104 cells/well의 농도로 96 well plate에 분주

하여 24시간 배양 후 시료를 처리하여 24시간 후에 세포 생존율을 

측정하였다. MTT용액 (5 mg/ml) 20 l를 각 well에 가하고 2시간

동안 반응시킨 후 상등액을 제거하고 100 L의 DMSO를 첨가하여 

생성된 formazan결정을 용해시켜 570 nm에서 흡광도를 측정하

였다. 생존율은 대조군에 대한 백분율로 나타내었다.

4. DAPI staining 

HaCaT세포에 10시간 SNP 처리 후 세포를 모았다. 37% for-

maldehyde 용액과 PBS를 1:9의 비율로 섞은 fixing solution 1 

mL을 세포에 첨가하여 잘 섞은 후 실온에서 10분 동안 고정하였다. 

3000 rpm으로 2분간 원심 분리 한 후 상층액을 제거하고 Phosphate 

buffered saline (PBS)로 2번 washing하였다. 세포 pellet을 PBS 

1 mL로 부유한 후 DAPI 10 L 넣고 빛을 차단하여 실온에서 20분 

동안 반응하였다. 3000 rpm으로 2분간 원심 분리 한 후 PBS 50 L

를 섞어 주었다. 5 L을 slide glass 위에 떨어 뜨려 coverslip 덮고 

현광 현미경으로 핵의 형태를 관찰하였다.

5. Reverse transcription-polymerase chain reaction 

(RT-PCR)

HaCaT세포(40×104 cells/mL)를 35Ø dish에 seeding하고 

24 h 뒤 시료를 처리하였다. 일정시간 뒤에 Easy-BLUETM를 이용

하여 total RNA를 분리한 다음 정량하였다. Total RNA 2 g에 

oligo-d(T) primer (0.2 mM) 1 L를 혼합하여 75oC에서 10분간 

반응 시켰다. RNase inhibitor (10 U/L) 1L와 5X RT buffer 4 

L, dNTP (10 mM) 2 L, DTT (0.1 M) 2 L, AMV RT enzyme 

(10U/L) 0.5 L를 첨가 한 후 diethyl pyrocarbonate (DEPC)로 

처리된 증류수를 이용하여 전체 양을 19 L로 보정하였다. 42oC 

60 min, 그리고 70oC에서 5 min 반응하여 cDNA를 합성한 후 희석

하였다. cDNA와 각 유전자 primers를 이용하여 RT-PCR반응을 

수행하였다. 반응 조건은 Template 2 L와 primers (10 pmol, 

Table 1) 1 L, PCR pre-Mix 15 L, DEPC-water 11 L 첨가하여 

전체 양을 30 L로 하여 PCR 반응을 수행하였다. PCR 반응으로부

터 획득한 증폭산물을 1.5% agarose gel을 이용하여 전기영동하였다.

6. Western blotting

HaCaT세포(60×104 cells/mL)를 35Ø dish에 seeding하고 

24 h 뒤 SNP를 처리하였다. 세포를 proteinase inhibitor (PMSF, 

100 g/mL, Aprotinin 1 g/mL)가 첨가된 triple detergent lysis 

buffer (50 mM Tris-Cl pH 8.0, 150 mM NaCl, 0.1% SDS, 1% 

NP40, 0.02% Sodium azide, 0.5% Sodium deoxycholate)로 용

해하여 단백질 시료를 얻은 후 BCA protein assay kit 이용하여 정

량 하였다. 단백질을 SDS-PAGE 한 후, Nitrocellulose에 Trans 

blot turbo blotting 기계를 이용하여 이동시켰다. Membrane을 

5% skim milk 용액으로 2시간 동안 blocking하였다. 1차 항체 

PARP (Cell signaling, 1:5000), Caspase-3 (Cell signaling, 

1:3000), -actin (Santa Cruz, 1:3000)를 처리하여 4oC에서 반응

하였다. TBST로 3회 washing후, 2차 Horse radish peroxidase 

(HRP) linked anti-rabbit IgG (Santa Cruz) 혹은 HRP linked 

anti-mouse IgG (Santa Cruz)를 첨가하여 1시간 실온에서 교반 

하였다. TBST로 3회 washing한 후, ECL와 반응시킨 다음 이미지 
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Fig. 1. Effect of SNP on cell viability in HaCaT cells. Cells were
exposed to varying doses (0.1, 0.5, 1, 2, 3 mM) of SNP. Cell 
viability was determined 24 hours later using the MTT method.
Values present mean±S.D. of three separate experiments. *p＜0.05,
***p＜0.001.

Fig. 2. Induction of Apoptosis by SNP
(A) DAPI staining was carried out 10 
hours after SNP treated to HaCaT 
cells. (a) Control, (b) SNP (3 mM). (B)
RT-PCR for Bip and CHOP was per-
formed. (C) and (D). Western blotting
for PARP and caspase-3 was per-
formed.

분석시스템을 이용하여 band를 확인하였다.

7. Statistical analysis

실험결과는 mean±S.D.로 표현하였다. Student t-test를 통해 

p＜0.05 이하인 경우를 유의한 것으로 판정하였다. 

결  과 

1. SNP의 농도 및 처리시간에 따른 HaCaT의 생존율 및 NO 

생성량의 변화

SNP을 농도 별(0.1, 0.5, 1, 2, 3 mM)처리하고 24시간 후, 실행

한 MTT assay 결과 1 mM 에서 약 20% 생존율이 증가 하였고, 2 

mM에서부터 생존율이 떨어져서 3 mM에서는 대조군 대비 약 50%

의 세포독성을 보였다(Fig. 1A). 

2. SNP에 의한 apoptosis 

SNP (3 mM) 처리 10시간 후 DAPI로 핵을 염색했을 때 대조군에 

비하여 염색사의 응축과 단절을 확인할 수 있었다(Fig. 2A). NO에 

의한 ER stress증가를 확인하기 위해 SNP (3 mM) 처리 후 Bip과 

CHOP 유전자 발현을 시간대별로 RT-PCR로 확인하여 보았다. Bip

와 CHOP 유전자 발현은 대조군과 비교하여 볼 때 큰 변화가 없었다

(Fig. 2B). PARP와 caspase-3의 경우 SNP (3 mM)처리 후 6시간에

서 절단된 PARP와 caspase-3를 확인 할 수 있었다(Fig. 2C, 2D). 

3. SNP에 의한 sirt1의 발현 감소 

SNP (3 mM) 처리 후 시간대별로 sirt1의 유전자 발현 정도를 

RT-PCR로 확인하였다. 2시간에서는 대조군과 비교했을 때 큰 변

화를 보이지 않았으나 4시간과 6시간에서 sirt1의 발현량이 줄어든 

것을 확인하였다(Fig. 3). 

고  찰

NO는 생체 내에서 신호전달자로서 cell type 사이에 정보를 전

달하여 다양한 반응을 일으킨다. NO는 세포를 보호하기도 하고 

cell death를 유발하기도 한다. 실제 ultra violet B에 노출한 

Keratinocyte에 내재적 NO합성 효소 저해제를 처리했을 때 

apoptosis가 증가하는데 이는 NO가 cell toxicity 방어효과가 있

음을 나타낸다(Weller 등, 2003). 이 논문에서 iNOS 과발현을 유도

할 때 UVB에 노출하지 않았음에도 약 20% 생존율이 증가함을 보

였다. 본 실험에서도 SNP 처리시 농도 의존적으로 cell death가 나

타나는 것이 아니라 1 mM에서 오히려 약 20% 세포가 늘어나는 것
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Fig. 3. Suppression of Sirt1 mRNA expression by SNP. RT-PCR for
Sirt1 was carried out indicated-time after SNP (3 mM) treated to
HaCaT cells.

을 볼 수 있었고 3 mM에서 급격히 떨어지는 것을 확인할 수 있었

다. 이는 상대적으로 낮은 농도의 NO에서는 세포증식 효과를 보이

며 고농도에서는 cell death를 유발한다고 생각된다. NO는 

macrophage (Messmer와 Bruner, 1995), osteoblast (Chen 등, 

2002), cardic muscle cell (Chae 등, 2001) 등 다양한 cell type에

서 apoptosis를 일으킨다. NO가 apoptosis를 일으키는 기전은 미

토콘드리아 의존적으로 보고되는데 NO에 의한 DNA 손상은 p53 

단백질의 축적을 일으키며 이는 미토콘드리아의 막전위를 파괴하

며 cytochrome c의 세포질 내 배출을 유도한다. 배출된 cytochrome 

c는 apoptosome을 형성하여 caspase-9를 절단 활성화시키며 

다시 활성화된 caspase-9는 caspase-3를 절단 활성화시킨다. 

caspase-3는 PARP를 절단 DNA 손상 복구 기전을 무력화시킨다. 

HaCaT cell은 p53이 mutation 되어 있는 세포로서 NO에 의한 

DNA 손상이 p53의 안정화를 일으킨다 하여도 안정화된 p53이 

apoptosis에 대한 기여도가 작을 수 있다. Kawahara 등(2001)은 

p53 protein이 정상적이지 않은 microglia 세포에서 NO가 ER 

stress를 통해 apoptosis를 일으킨다고 보고했고 -cell과 chond-

rocyte에서도 NO에 의한 apoptosis가 ER stress 의존성임이 보고

되었다(Oyadomari 등, 2001, Takada 등, 2013). 따라서 HaCaT 

세포에서도 NO가 ER stress를 통해 apoptosis를 일으킬 가능성이 

있다. ER은 비정상적으로 형성된 단백질 구조를 복구시키는 기능

을 갖는다. NO에 단백질 구조의 변성은 ER로 하여금 단백질 구조 

복구를 위한 단백질 발현을 유도하며 그 한계를 벗어나게 되면 

apoptosis를 유발하는 기전이 활성화 된다. 본 실험에서 human 

keratinocyte cell type인 HaCaT cell을 대상으로 하여 NO donor

인 SNP을 처리한 후에 apoptosis가 일어남을 확인하였다. SNP에 

의한 HaCaT의 apoptosis는 이미 보고된 바 있는데 이 논문에서는 

SNP에 의해 caspase의 활성이 증가함을 보이고 있다(Bastianetto 

등, 2010). 본 논문에서는 apoptosis에 관련하는 것으로 보이는 

caspase-3와 이것의 기질로 DNA 복구에 관여하는 PARP의 절단

을 western blot을 통해 확인하여 NO에 의한 HaCaT의 apoptosis

는 caspase-3의 활성화를 통한 pathway가 관여함을 보였다. ER 

stress와 관련하여 단백질 구조 복구 및 apoptosis 연결과 관련되

는 것으로 알려진 Bip 및 CHOP 유전자의 발현량을 확인한 결과 대

조군과 별다른 차이를 나타내지 않아 NO에 의한 HaCaT cell의 

apoptosis에 ER stress 영향이 그다지 크지 않은 것으로 생각된다. 

Sirt 1은 NAD+-의존 deacetylase로서 전사인자의 acetyl group

을 제거한다. Sirt1의 기질로는 p53 (Luo 등, 2001), NF-kB (Yeung 

등, 2004), FoxO (Hughes 등, 2011)등이 있으며 이들 전사인자를 

탈아세틸화 시켜 세포 손상 복구와 세포 증식을 촉진시키는 것으로 

알려져 있다. 최근 human keratinocyte에 H2O2와 UVB 처리 해 주

면 sirt1의 발현양이 줄어들며 이것이 apoptosis와 관련 있다는 보

고(CaO 등, 2009)와 Sirt 1의 저해가 apoptosis에 대한 민감성을 

증가시킨다는 보고(Herbert 등, 2014)는 kerationcyte의 apoptosis

에 Sirt1이 상당히 관계있음을 보여준다. 본 실험에서 cell death를 

유발하는 SNP 농도에서 HaCaT cell에서 Sirt1 유전자의 발현이 억

제됨을 보였다. 

본 실험은 keratinocyte가 NO에 의해 apoptosis가 일어나며 

caspase 3의 활성과 PARP의 절단이 관여하며 ER stress와 연관성

은 약한 듯 하고 sirt1의 발현이 억제됨을 보여준다. 하지만 NO에 

의한 sirt1의 발현 억제와 apoptosis가 직접 관련 있음을 보이는 증

거는 아니다. 따라서 sirt1 억제 혹은 과발현 실험을 통해 NO에 의

한 sirt1 발현 조절이 apoptosis와 직접 관련 있음을 밝혀야 하며 이

런 기전과 피부 생리학 및 병리학적 의미와 연결 지을 수 있어야 한

다고 생각한다. 

요  약 

산화질소(Nitric Oxide, NO)는 생리학적, 병리학적으로 주요한 

역할을 하고 있는 것으로 알려져 있다. 본 실험에서는 NO donor인 

sodium nitroprusside (SNP)가 HaCaT 세포에서 apoptosis를 유

도한다는 것을 DAPI염색과 PARP, caspase-3 단백질 절단을 

western blot으로 확인하였다. SNP는 ER stress와 관련 있는 Bip, 

CHOP 유전자 발현에는 영향이 없었다. 최근 NAD+ 의존 deacetylase

인 sirt1이 세포의 생존 및 사멸에 매우 중요한 단백질이라는 보고

가 있다. 본 실험에서 SNP는 HaCaT 세포의 sirt1 유전자 발현을 감

소시켰으며 이는 apoptosis와 관련이 있을 수 있다. 
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