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Purpose : Acute promyelocytic leukemia(APL or AML, M3) represents an unique model for 

cancer research in terms of biological and clinical features. Since 1988, it has been widely con-

firmed that all-trans retinoic acid(ATRA) can induce complete clinical remission in over 85% of 

APL patients by a differentiation process, with PML-RARα protein possibly being the direct 

target of ATRA. However, ATRA treatment has two clinical limitations, namely, retinoic acid 

syndrome and retinoic resistance. Recently, it has been shown that arsenic trioxide used in some 

traditional Chinese remedy is very effective in retinoic resistant APL treatment. We tried to 

observe arsenic effect on cell lines and APL patient cells. 

Methods : We investigated arsenic trioxide-induced apoptosis on APL, HL60, K562, KPH1 cell 

lines through MTT assay, DNA fragmentation assay and morphologic features. 

Results : In MTT assay, cell survival rate decreased as the concentration of arsenic trioxide 

increased. In DNA fragmentation assay with HL60 cell line, DNA fragmentation was more 

frequent in high concentrations of arsenic trioxide than in low concentrations. During arsenic 

trioxide treatment, the morphologic change in bone marrow cells of APL patient, included nuclear 

differentiation and dark cytoplasmic granule during arsenic trioxide treatment. Serum arsenic 

reached peak level at 4hr after injection. We experienced a case of a 9-year-old male with APL 

who had relapsed after cessation of retinoic acid treatment. The patient successfully achieved 

remission following arsenic trioxide treatment without bone marrow depression and exacerbating 

bleeding diathesis. 

Conclusion : Arsenic trioxide can be used effectively to treat APL patients by inducing apoptosis 

and partial differentiation in tumor cells. The precise cellular and molecular mechanisms of its 

therapeutic effects remain to be determined. (J Korean Pediatr Soc 2000;43:327-334)
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망의 가장 흔한 원인으로, 이중 급성 백혈병이 30- 

40%로 가장 많은 빈도를 차지한다. 소아 백혈병에서 

급성 골수구성 백혈병은 림프구성 백혈병보다는 빈도

가 낮으나 그 치료법이 아직 만족스럽지 못하여 사망

률 또한 높은 실정이다. 급성 전골수성 백혈병(acute 

promyelocytic leukemia, APL)은 치료중 범발성 혈관

내 응고증(disseminated intravascular coagulation)

으로 인하여 사망률이 높으며1) 염색체 검사상 t(15;17)

이 특징적으로 나타나고, 이는 promyelocytic 

leukemia (PML) 유전자와 retinoic acid recepter α

(RARα) 유전자의 재배열에 의한 PML-RARα chi-

meric 단백 발현의 결과로 인한 것임이 밝혀져2-4), 이 

단백에 직접적으로 작용하는 all-trans retinoic acid 

(ATRA)를 사용하여 APL 치료에 많은 도움을 주었다
5-10). 그러나 ATRA 치료 후 진행성 저산소증이나 여

러 장기의 기능 부전이 동반되는 retinoic acid 증후군

이 나타나고 거의 모든 환자에서 약제를 중단하면 재

발한다는 것이 문제로 남아 있다8, 11). 최근에 중국에서 

보고된 arsenic trioxide(As2O3) 치료가 ATRA 또는 기

존 항암제에 효과가 없는 환자들이나 ATRA 치료후 

재발된 환자에게 사용되어 좋은 결과를 보이고 있다12). 

특히 arsenic trioxide는 다른 항암제에서 보이는 골수 

억제 작용이 없으며 APL에 관련된 출혈 경향을 일으

키지 않는다는 장점이 있다12). 

Arsenic trioxide는 PML/RARα 단백의 퇴화를 유

도하고 PML의 amino-terminal sequences에 주로 작

용하여 세포 고사(apoptosis)를 일으킴으로서 항암 효

과를 나타낸다고 한다. 본 연구에서는 APL 세포주인 

HL60 세포주와 APL 환자의 골수 세포를 이용하여 

arsenic trioxide에 대한 세포의 항암제 감수성 검사를 

시행하고 arsenic trioxide투여 후 세포의 형태적 변화 

및 DNA 변화를 관찰하여 세포 고사 여부를 확인해 

보고자 하였다.

대상 및 방법

1. 재 료

미분화암 세포주인 HL60 세포는 APL 환자의 말초 

혈액에서 유래된 세포주로13), American type culture 

collection(ATCC, Rockville, MD)로 부터 구입하였다. 

RPMI -1640 배지에 10% 우태 혈청을 섞어서 HL60 

세포 배양중 세포 생존율이 85% 이상인 경우 실험에 

이용하였다.

KPH1은 계명의대 소아과학 교실에서 확립한 간 모

세포종 세포주이며 K562는 적백혈병 세포주이다. 

APL1은 남아 9세로 1997년 APL로 진단되어 ATRA

와 화학 요법으로 관해 되었다가 1년 후 다시 재발했

을 당시의 골수 세포이며, APL2는 여자 25세로 1999

년 5월에 APL로 처음 진단 당시의 골수세포이며

(blast : 74.4%), APL3는 여자 23세로 1999년 7월에 

APL로 진단 받은 환자의 골수세포이다(blast : 80.6%).

2. 실험 방법

1) 항암제 감수성 검사(MTT assay : methyl 
   thiazol tetrazolium assay)

Arsenic trioxide(Sigma, USA)를 1% NaOH 용액

에 용해시켜 96 well plate에 stock 농도 10-4M을 최

고농도로 하여 단계적으로 희석하였다. HL60 세포주

는 106/mL, 골수 세포는 107/mL로 세포 부유액을 만

들고 각 well에 세포 부유액을 100μL씩 첨가하여 3

7℃, 5% CO2 항온기에서 96시간 배양하였다. 여기에 

MTT 50μL(0.1mg)을 넣은 후 6시간 추가 배양하고 

상청액 220μL를 조심스럽게 제거한 후 DMSO 150μL

를 첨가하였다. DMSO로 인해 용해된 세포를 ELISA 

reader로 540nm에서 흡광도(OD)를 측정하였다. 

Arsenic trioxide외에 agaricus(10㎍/mL), adria-

mycin(1μg/mL), cisplatin(4μg/mL), VP-16(20μg/ 

mL), Ara-C(20μg/mL)도 동일하게 7단계 농도로 만

들어 HL60 세포주에 첨가하여 세포 생존율을 구하 였

다.

2) DNA fragmentation assay 

HL60 세포주와 APL1 골수세포에 arsenic tri-

oxide, agaricus, adriamycin을 첨가하고, 1일 배양 후 

2,000rpm에서 2분간 원심 분리하여 상청액을 완전히 

제거하고 20μL 용해 완충액을 넣어 천천히 세포덩어리

를 용해시켰다. 여기에 1μL RNase A(100 mg/mL)를 

넣고 섞은 후 37℃에 1시간 배양시키고 20μL 

proteinase K(10mg/mL)를 넣고 혼합한 후 이것을 5

0℃ 수조에서 2시간 30분 가열하고 1.2% agarose gel

을 이용하여 2시간 30분간 30volt에서 전기 영동시켰

다.

3) 형태학적 변화(광학현미경 검사)

Arsenic trioxide, adriamycin을 첨가한 HL60 세포

를 각각 1×105개로 만들어 500rpm에서 5분간 cy-
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Fig. 1. Chemosensitivity of arsenic trioxide using
MTT assay of the HL60, K562 and KPH1
cell lines.
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Fig. 2. Chemosensitivity of various drugs using
MTT assay of the HL60 cell line.

tospin(Shandon, Cheshire, UK)후 공기중에서 잘 말

리고 9% paraformaldehyde가 첨가된 phosphate buf- 

fered saline으로 5분간 고정하고 세포의 탈락을 막기 

위해 poly-L-lysine이 처리된 유리 슬라이드를 이용하

여 Wright 염색을 하고 광학 현미경하에서 세포 고사 

여부를 확인하였다.

4) APL1 환자에게 arsenic trioxide의 투여 

ATRA 투여로 관해되었다가 재발된 9세 남아

(APL1)에서 부모의 동의를 받은 후 arsenic trioxide

를 투여하였다. 0.1% arsenic trioxide 5mL를 5% 

D/W 500mL 용액에 섞어서 3시간 동안 하루 한 번 

정맥 주사하였다. Arsenic trioxide 투여후 혈중 농도

를 측정하고 매주 골수 검사를 시행하여 세포 모양을 

관찰하였다.

결     과

1. 항암제 감수성 검사

HL60, K562, KPH1 세포주를 이용한 MTT assay

에서 arsenic trioxide를 첨가하였을 때 모든 세포주가 

arsenic trioxide 농도 증가에 따라 세포 생존율이 감

소하였으며, HL60 세포주는 6.25-3.125μM의 농도에서, 

K562, KPH1 세포주는 3.125-1.5625μM의 농도에서 

가장 급격한 세포 생존률 감소를 보였다(Fig. 1).

HL60 세포주에 arsenic trioxide, agaricus, adria-

mycin, cisplatin을 첨가한 MTT assay에서 arsenic 

trioxide 3.125μM농도시 세포 생존율 98%에서 6.25μM

의 농도에서 9%로 세포 생존율이 급격히 감소하였고, 

그 외 약제에서는 완만한 감소를 보였다. Arsenic 

trioxide는 12.5μM의 농도에서, adriamycin은 0.5μ

g/mL의 농도에서, cisplatin은 2.0μg/mL의 농도에서 

세포 생존율 0%를 나타내었으며 agaricus는 최고농도 

10mg/mL에서도 23.5%의 세포 생존율을 나타내었다

(Fig. 2).

APL1 세포에 arsenic trioxide를 첨가한 MTT 

assay에서 0.78125μM에서 100%, 1.5625μM에서 67.2 

%, 3.125μM에서 58.4%, 6.25μM에서 17.2%, 12.5μM에서 

2%, 25μM 이상의 농도에서 세포 생존율 0%로 농도 

증가에 따라 세포 생존율이 감소하였고(Fig. 3), APL2 

세포를 이용한 MTT assay에서 arsenic trioxide를 

첨가했을 때에도 농도 증가에 따라 급격히 세포 생존

율이 감소하여 12.5μM에서 세포 생존율 0%이었고, 

VP-16, Ara-C는 농도 증가에 따라 세포 생존율의 완

만한 감소를 보여 최고 농도 20μg/mL에서 세포 생존

율 0%이었고 agaricus에는 전혀 반응이 없었다(Fig. 

4). APL3 세포를 이용한 MTT assay에서도 arsenic 

trioxide가 가장 민감한 반응을 보여 25 μM의 농도에

서 세포 생존율 0%를 나타내었고 cisplatin은 2μg/mL

의 농도까지 71.3%의 세포 생존율을 나타내었으나 4μ
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Fig. 4. Chemosensitivity of various drugs using
MTT assay of APL2 cells.
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Fig. 3. Chemosensitivity of arsenic trioxide using
MTT assays of the APL1 cells.
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Fig. 5. Chemosensitivity of various drugs using
MTT assay of the APL3 cells.

g/mL의 농도에서 세포 생존율 0%로 급격한 감소를 

나타내었고, 나머지 약제(agaricus, VP-16, Ara-C, 

adriamycin)에서는 최고 농도(10mg/ mL, 20μg/mL, 

20μg/mL, 1μg/mL)에서도 반응이 거의 없었다(Fig. 5).

2. DNA fragmentation assay

HL60 세포주에서 고농도의 arsenic trioxide(10-5μ

M)와 agaricus(100μL)를 첨가하였을 때 분절된 DNA

를 gel상에서 볼 수 있었다(Fig. 6a).

APL1 세포에 arsenic trioxide를 농도별로 처리하

여 대조군과 비교하여 보았을 때 고농도의 arsenic 

trioxide를 첨가 하였을 때 DNA 분절이 더 잘 생겼다

(Fig. 6b).

3. 형태학적 변화

HL60 세포주에 arsenic trioxide를 첨가한 후 염색

질의 응축과 핵의 분해, 세포질 용적의 감소 등의 특

징적인 소견을 보이는 세포의 고사 소견을 관찰할 수 

있었다(Fig. 7A). 같은 세포에 adriamycin을 첨가하였

을 때에는 핵의 변화는 거의 없었고 세포질에 공포가 

형성되었다(Fig. 7B).

4. APL1 환자에서 arsenic trioxide 치험례

APL1 환아는 치료 받은지 1년 후 재발된 예로 ar-

senic trioxide를 28일간 차차 증량시켜 80μM의 용량

을 사용 후에는 핵이 더 분화되고 세포질 내 과립이 

더 진하게 변화되었으며, 49일간 사용후에는 blast가 

5% 이하로 완전 관해된 것을 볼 수 있었다. 같은 환

아에서 진단 당시 blast가 72%였고 arsenic trioxide 
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Fig. 6. DNA fragmentation assay with HL60 cell line(a) and APL1 cells(b). 
C(control), A1 (As2O3, 10-5μM), A2(As2O3, 10-6μM), B1 (agaricus 100μL),
B2(agaricus 50μL), C1 (adriamycin 100μL), C2(adriamycin 50μL).

Fig. 7. Arsenic trioxide-induced apoptosis(A) and adriamycin-induced apoptosis with cytoplasmic bleb
formation in HL60 cell line(B).

50μM, 60μM의 농도로 사용시 blast의 완만 한 감소를 

보이던 것이 80μM 사용후에 blast의 급 격한 감소를 

보였다. 같은 환아에서 1일째와 50일째 arsenic 

trioxide 농도를 달리하여 투여후(50μM, 80 μM) 혈중

농도를 시간대 별로 측정 하였을 때(사용전, 30분, 1, 

4, 12, 24시간 후), 둘 다 투여 4시간에 최고 농도(20μ

g/L)에 도달하였다. 

고     찰

종양은 미분화상태의 세포가 비정상적으로 증식을 

계속하는 질환으로 세포학적 분화의 정도와 임상 경과

가 상당히 밀접한 관계를 가진다. 종양 세포는 약제나 

물리적 자극에 의해 형태학적 변화뿐만 아니라 비정상

적인 증식의 소실이 관찰됨이 알려진 뒤 여러가지 분

화 요법제들을 사용한 연구가 활발히 진행되고 있다.

APL은 AML의 약 10%를 차지하고 독특한 임상적 

생물학적 특성으로 백혈병의 병인 및 조혈세포 분화에 

관한 연구 모델로서 각광을 받고 있다14-17). APL 환자

로부터 분리하여 확립한 세포주인 HL60 세포의 분화 

유도 물질로는 12-0-tetradecanoyl-phorbol-13- 

acetate(TPA), 1, 25-dihydroxy vitamin D, retinoic 

acid, dimethyl-sulfoxide(DMSO) 등이 있으며, 분 화 

유도제에 따라서 분화 양상과 그에 따른 분자생물학적 

조절 기전에도 차이가 있는 것으로 보고되고 있다18-21).

임상에서 Huang 등6)이 16명의 APL 환자를 대상

으로 ATRA를 사용하여 15명에서 관해된 것을 보고

한 이래 ATRA가 기존의 항암 요법에 비하여 범발성 

혈관내 응고증이나 골수부전 등의 합병증 없이 높은 

관해율을 보임으로서 APL의 치료에 사용하게 되었다. 

또한 Degos 등9)은 ATRA와 항암제 병합 요법시 관

해율을 기존 ATRA만 사용하였을 경우보다 높일 수 
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있다고 하였다. 그러나 retinoic acid를 사용할 때 약 

24%의 환자에서 치료시작 2-3주 내에 발열, 호흡곤란 

등을 특징으로 하는 retinoic acid 증후군이 발생하며 

지속적인 retinoic acid의 유지요법에도 불구하고 완전 

관해의 기간이 평균 4개월로 대부분 2-13개월후 재발

하게 되며, 이후에는 retinoic acid 치료에 반응하지 않

는다는 예가 보고되면서 새로운 치료의 도입이 필요하

게 되었다8-11).

Arsenic trioxide는 원래 경구 투약시 극약으로 인

식되어 왔고 피부와 폐의 암을 일으키는 발암제로 알

려지기도 하였다22). 그러나 비경구로 투여 할 때는 부

작용이 적어서 1970년도에 중국의 전통의학과 서양의

학의 통합적인 연구로 Harbin 대학에서 급성 전골수

성 백혈병치료에 arsenic trioxide의 효율성을 소개하

고 다수의 환자에서 사용한 예를 보고하였다1).

Arsenic trioxide의 작용기전에 대해서는 고농도

(0.5-2μM/L)에서 NB4 세포의 세포고사의 유도와 저

농도에서(0.1-0.5μM/L) 부분적 분화에 의한다는 보고

가 있고 이 과정에서 PML-RARα가 중요한 역할을 

한다고 알려져 있다23).

유핵세포 사망의 가장 흔한 형태인 세포 고사는 서

서히 증식하는 세포군(간세포, 부신피질 상피세포 등)

과 빠르게 증식하는 세포군(장점막세포, 분화중인 정자 

세포)에서 지속적으로 발생하여 정상조직에서 항상성

을 조절하는 역할을 한다고 알려져 있다24-26). 악성 종

양의 경우 거의 모든 종양에서 세포 고사가 자발적으

로 일어나며, 경도의 허혈, 세포 독성 림프구 침윤과 

대식 세포에 의한 종양 괴사 인자의 분비 등에 의해서

도 발생한다고 한다27). 세포 고사는 세포의 괴사와는 

달리 칼슘 이온과 마그네슘 이온에 의존하는 내핵산분

해효소(endonuclease)의 활성에 의해서 genomic 

DNA를 약 200bp(base pair)의 분절로 자가분해시키

는 과정이라고 하였는데, 형태학적 특징은 괴사 와는 

달리 조기에 세포의 위축이 생기며 염색질이 응축하여 

핵의 분해가 일어나고, 핵막에 부착된 고사체

(apoptotic body)를 볼 수 있다고 하였다28).

이 연구의 DNA fragmentation assay에서는 HL 

60세포주에 고농도의 arsenic trioxide와 고농도의 

agaricus를 첨가하였을 때 DNA fragmentation을 볼 

수 있었다. 그러나 Chen 등27)은 arsenic trioxide가 

NB4 세포주에 대하여 세포고사를 나타내는 것은 

PML-RARα 유전자의 조절과 bcl-2 유전자의 하향 

조절에 의하여 초래되고, HL60 이나 U937 세포주에서

는 세포 억제 효과가 뚜렷하지 않았다고 하였다. 연구

자는 NB4 세포주는 사용하지 않았으나 APL 환자의 

세포에서도 HL60과 비슷한 세포 고사를 나타내는 

DNA 분절을 관찰하였다. 현미경상의 세포 변화의 관

찰에서도 arsenic trioxide, adriamycin 모두에서 세포 

고사를 관찰할 수 있었으나 arsenic trioxide에 비하여 

adriamycin을 투여한 경우에 그 형태학적 변화는 경

미하게 나타내었다.

세포 고사를 확인하는 방법은 첫째, 세포의 고사가 

생기면 DNA가 200bp 정도의 nucleosome 단위로 분

절되어 agarose gel 전기영동상 특징적인 사다리 모양

의 소견을 나타내는 것을 보는것과 둘째, 세포 고사의 

특징적 형태학적 변화를 관찰하는 것이며 셋째, Apop 

Tag Kit를 이용하여 고사를 일으킨 세포의 핵에만 선

택적으로 되는 염색 양상을 보는 것이다28). 본 실험에

서는 agarose gel 전기영동을 이용하여 특징적인 

DNA 분절을, 광학현미경으로 형태학적 변화를 관찰함

으로 세포 고사를 확인하였다. 그리고 APL 세포주인 

HL60 세포주의 arsenic trioxide에 대한 MTT assay

를 시행하여서는 arsenic trioxide의 용량이 증가함에 

따라 세포 생존율이 급격히 감소하였고, 이런 변화는 

적백혈병 세포주인 K562, 간모세포종 세포주인 KPH1

에서도 비슷하였다

HL60 세포주에 arsenic trioxide와 백혈병 치료제

인 adriamycin, cisplatin 등의 약제와 항암 효과가 있

다고 알려진 agaricus 버섯 추출액을 처리하였을 때에

도 세포 생존율은 arsenic trioxide에 의하여 가장 급

격하게 감소하였고 VP-16과 Ara-C는 비슷하였으며 

agaricus는 효과가 적었다. 이것은 Chen 등27)의 연구

와는 다른 결과를 보여주는데 이들은 trypan blue 염

색법을 이용하였고, 본 실험에서는 MTT assay를 이

용하였으므로 방법상의 차이에 기인하는지는 향후 

NB4 세포주를 이용한 실험이 필요하리라 생각된다. 

또한 세포 고사에 관련된 PML-RARα, bcl- 2를 포함

하여 Rb 유전자29), Fas 유전자 등30)에 대한 연구도 필

요할 것이다.

APL 환자에서도 arsenic trioxide의 실험실내 항암

제 감수성검사 및 형태학적 변화에 대한 효과는 비슷

하였고 항암제는 환자에 따라 효과가 달라서 APL2 환

자에서는 VP-16과 Ara-C가 완만하게 세포생존율의 

감소를 보였고 agaricus는 효과가 없었으나, APL3 환
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자에서는 cisplatin만이 효과를 보였다.

소아환자에 arsenic trioxide를 사용하였을 경우 환

자의 진찰소견이나 검사 소견에는 별 변화가 없었고, 

골수의 백혈세포는 관해될 때까지 서서히 감소하는 경

향을 보였다. 혈중 농도는 투여 1시간 후 까지는 별 

변화를 보이지 않았고 4시간에 최고치(20μg/L)를 나타

내었고 12시간에 투여전 농도로 낮아졌다. 이는 Chen 

등27)과 Shen 등12)의 보고와 비슷하였으나, 투여농도를 

증가시켜도 최고치는 변함이 없었던 점은 잘 설명되지 

않아 차후 더 많은 예에서 혈중농도를 측정해 보고 약

동학을 고찰해 보아야 할 것으로 생각된다.

요     약

목 적 : HL60 세포주와 APL환자의 골수 세포를 이

용하여 arsenic trioxide에 대한 세포의 항암제 감수성 

검사를 시행하고 arsenic trioxide투여 후 형태학적 변

화 또는 DNA 변화를 관찰하여 세포고사를 확인해 보

고자 하였다.

방 법 : 연구 재료로 HL60 세포주와 간모세포종 세

포주인 KPH1, 적백혈병 세포주인 K562, APL 세포

(APL1, APL2, APL3)를 이용하여 항암제 감수성 검

사, DNA fragmentation assay를 하였다.

결  과 : 각 세포에 arsenic trioxide, agaricus, adri- 

amycin, cisplatin, VP-16, Ara-C를 첨가하여 항암제 

감수성 검사를 실시한 결과 HL60, K562, KPH1 세포

주에서 arsenic trioxide의 농도 증가에 따라 세포 생

존율이 감소함을 볼 수 있었고 APL 세포들에서도 

arsenic trioxide 첨가시 농도 증가에 따라 세포 생존

율이 감소함을 볼 수 있었으나 다른 약제에서는 완만

한 반응을 보였다. HL60 세포주와 골수세포에 arsenic 

trioxide, agaricus, adriamycin을 첨가하여 실시한 

DNA fragmentation assay에서 저농도보다 고농도에

서 DNA 분절이 더 잘 일어났으며 HL60 세포주에 

adriamycin을 첨가하였을 때에는 광학 현미경상 핵의 

변화가 거의 없었으나 arsenic trioxide를 첨가하였을 

때는 염색질의 응축과 핵의 분해, 세포질 용적 감소 

등의 고사가 일어난 세포를 관찰할 수 있었다. 재발된 

APL1 환자에서 arsenic trioxide를 사용하여 49일후 

blast가 5% 이하로 완전 관해를 볼 수 있었고, 

arsenic trioxide를 투여후 혈중 농도를 측정하였을 때 

4시간 후에 최고 농도에 도달하였다.

결 론 : HL60 세포주와 APL 세포에서 MTT as-

say와 DNA fragmentation assay 및 세포 형태의 관

찰 결과 arsenic trioxide는 세포 고사를 일으켜 관해

를 유도하는 것이 확인되어 기존의 치료로 관해 유도

가 되지 않거나 재발된 APL 환자에게 특별한 부작용 

없이 arsenic trioxide를 사용할 수 있을 것으로 생각

된다.
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