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The Expression of Bcl-2, Bax, Cytochrome C and Caspase-3 in
Camptothecin-Induced Apoptosis of Mouse 3T3 Fibroblasts
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Background : Camptothecin (CPT), which has been used for cancer treatment and apoptosis
study, is an extract of Camptotheca acuminata Dence. It is known that CPT induces apopto-
sis as an inhibitor of DNA topoisomerase I. We investigated the possibility that camptothecin
induces anti-apoptotic bcl-2 and pro-apoptotic bax, cytochrome c and caspase-3. Methods :
We performed immuocytochemical stains for bcl-2, bax and cytochrome c, and also performed
western blots for caspase-3 and the three proteins above using mouse 3T3 fibroblasts treated
with CPT (0.5 g/mL). The immunostain for bcl-2 was done 12 hours after a microinjection of
antisense oligomer to bcl-2 in the nuclei of the cells. Results : On immunocytochemistry, bcl-
2 showed no expressions regardless of CPT treatment and microinjection of the antisense
oligomer. The expression of cytochrome c was not changed before and after CPT treatment,
and bax demonstrated weak or moderate expressions at 36 and 48 hours after the treatment.
There were no expressions at 0, 12, and 24 hours after CPT treatment. On western blot, bcl-
2 exhibited no expressions before and after CPT treatment. Expressions of cytochrome c and
caspase-3 increased after CPT treatment, and expressions of bax decreased 24 hours after
CPT treatment followed by a tendency of increased expressions as time went by. Conclu-
sions : In the CPT-induced apoptosis of mouse 3T3 fibroblasts, CPT induced increased expres-
sions of bax, cytochrome c and caspase-3 with no expressions of bcl-2, which are associated
with the apoptosis pathway.
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Camptothecin으로 유발된 생쥐 3T3 섬유모세포의 세포자멸사에서 Bcl-2,

Bax, Cytochrome c 및 Caspase-3의 발현

국소이성화효소(topoisomerase)는 복제, 전사, 동종 재조합

(homologous recombination), 염색질 재형성(chromatin re-

modeling)의 결과로 발생하는 DNA의 초나선 장력(supercoil-

ing tension)을 조절한다.1 Camptothecin (CPT)은 희수라고

불리는 camptotheca acuminata Dence (Nssaceae)의 추출물

로 I형 DNA 국소이성화효소와 상호작용하여 여러 가지 세포에

세포자멸사를 유발시키는 것으로 알려져 있다.2-7 이것은 공유

국소이성화효소 I-DNA 복합체에 우선적으로 결합하고, 효과적

인 재결합(religation)과 DNA로부터 국소이성화효소의 유리 속

도를 느리게 한다. 이와 같이 분리가 억압된 단백질-DNA 복합

체는 전사와 복제의 진행을 가로막는 장애물로 작용하여 2중 가

닥 DNA의 절단을 증가시키고 급속한 세포자멸사를 유발하는

것으로 사료된다.1 또한 CPT와 같은 DNA 국소이성화효소 억

제제는 항암제로4 또는 세포배양에서 세포자멸사를 유도하는 데

이용되고 있다.8

세포자멸사는 다양한 내적 및 외적 통제하에 이루어지고, 고

도로 보존되어 있고 조절되는 세포의 자살이다.9,10 세포사 신호

는 세포막으로부터 Bcl-2 가족의 세포자멸사 촉진 분자인 bid,

bax, 그리고 bad를 통하여 사립체에 전달되어 cytochrome c의

유리와 Apaf-1-caspase-9 활성화를 유도할 수 있다. 반대로 bcl-

2는 이 cytochrome c의 전위를 억제하여 세포질의 caspase 활

성화와 세포자멸사를 억제하는 것으로 알려져 있다. 활성화된

caspase-9은 caspase-3를 활성화하여 세포의 세포자멸사를 유

발시킨다.10,11
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본 연구에서 camptothecin은 배양세포의 세포자멸사를 유발

하는 데 사용되었으며, bcl-2에 대한 anti-sense oligomer를 생

쥐 3T3 섬유모세포에 미세주입을 한 후 세포의 형태학적 변화와

실제로 bcl-2의 생성이 억제되는가를 알아보고, CPT에 의하여

유도된 생쥐 3T3 섬유모세포의 자멸사에서 bcl-2, cytochrome

c, bax, 그리고 caspase-3의 발현이 어떻게 변하는가와 이들의

관련성을 조사해 보고자 하였다.

재료와 방법

생쥐 3T3 섬유모세포를 penicillin-streptomycin (각각 100 U/

mL, 100 g/mL, GibcoBRL, U.S.A.)을 함유한 DMEM 배

양액(Dulbecco's Modified Eagle's Medium, Sigma, U.S.A.)

에 10% FBS (fetal bovine serum, GibcoBRL, U.S.A.)를 첨

가하여 37℃, 95% air, 5% CO2의 환경 하에서 배양하였다.

Bcl-2의 open reading frame의 첫 번째 6 codons (G3139)에

대한 antisense oligomer (18-mer) phosphothioate oligonu-

cleotide (5、-TCTCCCAGCGTGCGCCAT-3、)는12 Bioneer

(Korea)에 주문 제작하였다. 

Bcl-2에 대한 antisense oligomer의 미세주입

Petri 접시에서 배양액을 제거한 후 1x 인산염완충액으로 1

회 씻어냈다. 0.05% trypsin 용액(GibcoBRL, U.S.A.)으로 접

시에 붙어 있는 세포를 떼어내어 DMEM 용액을 첨가하고

1,300 g에서 3분간 원심분리한 후 상층액을 제거하였다. 다시

DMEM을 첨가하여 세포수가 5-10×104/mL이 되게 하였다.

Polylysine으로 코팅된 cover slip에 다이아몬드 연필로 표시를

하고 cover slip을 petri 접시에 놓은 후 그 위에 세포수가 5-10

×104/mL인 배양액을 약 30-40 L를 떨어뜨려 2-4시간동안

배양기에 넣고 세포가 cover slip에 붙기를 기다렸다. 배양기에

서 꺼낸 petri 접시에 10% 우태혈청을 함유한 DMEM 배양액

을 넣었다. 약 12시간에서 하루가 지난 후 혈청이 없는 DMEM

에 2-3시간 배양하였다. 현미경(Olympus IX70, Japan)에 부

착된 micromanipulator 및 microinjector (Transjector 5246,

Eppendorf, Germany)를 이용하여 혈청이 없는 DMEM 용액

내에 있는 cover slip에 부착된 생쥐 3T3 섬유모세포의 핵내에

상기 antisense oligomer (1.35 mg/mL)를 주입하였다. 12시간

동안 배양한 후 현미경으로 관찰하고, bcl-2에 대한 단 클론 항

체(NeoMarkers & BD Biosciences, U.S.A.)로 면역세포화학

적 검사를 시행하였다.

면역세포화학적 검사

유리슬라이드 덮개에 세포를 부착 배양시킨 후 CPT 0.5 g/

mL를 함유한 배양액에서 0, 12, 24, 36, 48시간 동안 배양하고,

4% paraformaldehyde 용액으로 30분간 고정하였다. 인산염완

충액에 1-2시간 동안 담근 후 덮개유리를 꺼내어 그 위에 3%

BSA (bovine serum albumin) 용액 40-50 L를 20분간 점

적한 후 실온에서 건조시켰다. 건조된 덮개유리 위의 세포들을

30분간 인산염완충액에 담근 후 면역세포화학적 검사를 시행하

였다. 세포막의 투과성을 증가시키기 위하여 Cytonin (Trevi-

gen, U.S.A.)으로 30분간 처치하고, bcl-2 (NeoMarkers &

BD Biosciences, U.S.A.), cytochrome c (NeoMarkers, CA

U.S.A.), bax (NeoMarkers, CA, U.S.A.)에 대한 단 클론 항

체를 100배 희석하여 사용하였으며, 내인성 과산화효소의 작용

을 억제시키기 위하여 0.3% 과산화수소로 10분간 처리한 후 인

산염완충액으로 씻어냈다. Blocking antibody로 Super block

(Scytek, Utah, U.S.A.)으로 10분간 반응시켰다. 1차 항체로

37℃에서 1시간 동안 반응시켰다. 2차 항체로 UltraTek anti-

polyvalent, biotinylated antibody, UltraTek HRP (Scytek,

Utah, U.S.A.)을 각각 10분간 반응시킨 후 인산염완충액로 씻

어내고, 발색제로 diaminobenzidine을 이용한 다음 Mayer's

hematoxylin으로 대조염색을 하였다. 상기 항체를 이용한 면역

염색상 광학현미경으로 관찰하여 세포질이 갈색으로 염색된 경

우 양성으로 판단하였다. 

Western blot

CPT 0.5 g/mL를 함유한 배양액에서 0, 24, 36, 48시간 동

안 직경이 10 cm인 조직배양용 petri 접시에 생쥐 3T3 섬유모

Fig. 1. Camptothecin-induced apoptosis with cytoplasmic frag-
mentations begins to be seen frequently 12 hours after camp-
tothecin treatment.
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모세포는 세포질의 분절화를 동반한 세포자멸사의 소견을 보였

다(Fig. 1). 면역세포화학적 검사에서 bcl-2는 반복된 면역 염

색 결과 발현되지 않는 것으로 판단하였다(Fig. 2A1-5). Bax

는 여러 차례 검사한 결과 CPT 투여한 후 32, 36시간 혹은 48

시간이 지나서 미약하게 혹은 중등도로 발현되었으며, CPT 투

여한 후 0, 12, 24, 72시간에 bax가 발현된 경우는 없었다(Fig.

2B1-5, Fig. 3, 4). Cytochrome c는 rhodamine 123의 형광염

색 형태로 사립체의 배열과 같이 세포질에 발현되었다(Fig. 5).

이것은 camptothecin을 투여한 후 발현이 증가하지 않았다

(Fig. 2C1-5).

면역세포화학적 검사상 bcl-2, bax, 그리고 cytochrome c 단

백의 발현이 CPT의 투여에 의하여 변화하는가에 대한 의문으

로 western blot이 시행되었는데, western blot 상 세포질내

cytochrome c의 발현은 시간이 지남에 따라 약간 증가하고,

bax의 발현은 CPT 투여 후 24시간에 감소하였다가 36, 48시간

에 점차적으로 증가하였으며(Fig. 6), bcl-2는 CPT 투여와 관

계없이 발현되지 않았다. Caspase-3는 17 kDa (p17)에서

CPT 투여 후 보다 강하게 발현되었고 CPT 투여 후 48시간에

가장 강하게 발현되었다(Fig. 6).

Fig. 3. On immunocytochemistry for bax 32 hours after camp-
tothecin treatment, the fibroblasts show positive reactions in their
cytoplsm.

Fig. 6. Western blots for cytochrome c and caspase-3 show an
increased tendency of the expression after camptothecin treat-
ment. The expression of bax decreases 24 hours after CPT
treatment and then increases gradually. 

Fig. 5. High power view for Fig. 2C5 shows positive cytoplas-
mic staining for cytochrome c. 

Fig. 4. High power view of Fig. 2B5. Immunostaining for bax
shows a positive reaction in the cytoplasm.

A. Bax

0 24 36 48H

B. Cytochrome c

C. Caspase-3
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것으로 사료되었다. Cytochrome c와 caspase-3의 발현이 증가

한 것은 CPT에 의한 세포자멸사와 관련이 있는 것으로 사료되

었으나, 본 실험으로 bax의 발현이 cytochrome c의 유리와 관

련성이 있을 것으로 확인할 수는 없었다. 또한 생쥐 3T3 섬유

모세포에서 bcl-2 단백의 발현이 없는 것으로 보아 이 세포는

bcl-2 유전자를 전달감염시켜 세포자멸사를 연구하는 데 유용할

것으로 생각되었다. 
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