
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 247 

KISEP Original Article 
臨床耳鼻：臨床耳鼻：臨床耳鼻：臨床耳鼻：第第第第    16    卷卷卷卷    第第第第    2    號號號號    2005 
••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 
J Clinical Otolaryngol 2005;;;;16::::247-252    

 

리도카인에 의한 p815 세포의 고사 
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----    ABSTRACT    ----  
Background and Objectives：Mast cells play a major role in pathogenesis of allergic rhinitis. Lidocaine is widely 
used as a short-acting local anesthetic and an anti-arrhythmic agent. Lidocaine also has anti-inflammatory properties 
by inhibiting the effect of inflammatory cytokines. Although lidocaine is reported to suppress allergic reactions, 
there have been no report about lidocaine’s direct inhibitory effect on mast cells. The purposes of this study are to 
identify whether lidocaine directly induces apoptosis of mast cells in vitro and know the pathway of apoptosis. 
Materials and Methods：After culture of p815 cells, mouse mastocytoma cells, the cells were treated with 2.5 
μM, 5 μM lidocaine for 24, 48 and 72 hours and then LD50 of p815 cells was calculated by MTT β3-[4, 5-di-
methylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide) assay. For identification of apoptosis of p815 cells, flow 
cytometric analysis in monclonal antibody to annexin V and cell cycle was done. We also estimated the expression 
of procaspase-3, procaspase-8, procaspase-9, AIF(apoptosis inducing factors) to know the pathway of apoptosis. 
Results：The LD50 of p815 cells is 3.70 μM after lidocaine treatment for 24 hours, 1.82 μM for 48 hours and 
1.72 μM for 72 hours. Lidocaine induced apoptosis in time and dose dependent manner. Procaspase-3 expression 
was significantly decreased while procaspase-8, procaspase-9 and AIF were not changed. Conclusion：Our 
results suggest lidocaine can induce apoptosis in mast cells via caspase-3 dependent pathway. Further studies on 
the pathway of apoptosis and clinical use will be needed. (J Clinical Otolaryngol 2005;16:247-252) 
 
KEY WORDS：Mast cell·Apoptosis·Lidocaine·Allergic rhinitis. 
 

 

 

서     론 
 

비만세포는 알레르기 초기 반응에 주요 세포로 작용 할 

뿐만 아니라 염증반응에 중요한 사이토카인(cytokine)

을 유리함으로써 알레르기 후기 반응의 만성적인 염증에

도 관여하므로 비만세포에 대한 적절한 조절이 효과적

인 알레르기 치료를 위해 중요하다고 할 수 있다. 항히스

타민제나 국소 스테로이드제와 같은 약물 치료에 호전이 

없는 알레르기 비염에서 비만세포에 선택적으로 작용하

는 약물을 투여할 수 있다면 보다 나은 치료 효과가 기

대되지만 현재까지 보고된 비만세포의 고사를 유도하는 

물질이나 방법들은 현실적으로 임상에서 치료제로 사용

하기에는 많은 제약이 있다.1)2)  
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리도카인은 국소마취제로 뿐만 아니라 Na+와 Ca2+의 

channel을 막는 기전으로 부정맥의 치료제로 널리 쓰이

는 amide 형 마취제로서 알레르기 피부반응이나 기관지 

경련을 억제한다고 알려져 있으며,3)4) 리도카인을 국소적

으로 흡입하는 경우 스테로이드 저항성 천식에 효과가 있

다는 보고도 있다.6) 스테로이드와 유사한 기능을 가지고 

있다고 알려진 리도카인은 기관지평활근을 이완하고 신경

성 과민반응과 염증유발 화학매개체의 분비를 억제하는 

것으로 알려져 있지만,3)4)6) 알레르기 비염의 초기와 후기 

반응을 유발, 조절하는 중요한 세포인 비만세포에 대한 

리도카인의 직접적인 효과에 대한 연구는 아직 없다.  

이에 저자들은 리도카인이 직접 비만세포에 어떤 영

향을 미치는지, 특히 고사를 유도하는지 여부를 알고자 

하였다. 비만세포 세포주인 p815 세포를 이용하여 리도

카인에 의한 비만세포 고사 여부와 그 적정 농도를 알

아보고, 세포고사를 일으킨다면 그 기전을 규명하고자 

하였다.  

 

재료 및 방법 
 

비만세포배양 

Mouse mastocytoma cell인 p815 세포(ATCC TIB 

64)를 10% fetal bovine serum, 100 unit/ml penicillin 

(Gibco, Gaithersburg, MD) 및 100 μg/ml strepto-
mycin(Gibco, Gaithersburg, MD)이 함유된 DMEM 배

지(Dulbecco’s modified Eagle’s medium)에 부유시켜 

37℃, 5% CO2, 95% 대기에서 배양하였다. 세포는 주 

2~3회씩 계대 배양하였다.  

 

리도카인 처치 후 비만세포고사의 분석  

4×103 cells/ml의 비만세포 부유액을 96 well plate

에 200 μL씩 분주한 다음 리도카인을 2.5, 5 μM 농도

로 처리하여 24, 48, 72시간 동안 배양한 후 MTT 측

정법을 실시하였다. 

각 배양조건에서 수확한 100 μL의 세포배양액에 0.5 

mg/ml의 MTT 용액(3-[4, 5-dimethylthiazol-2-yl]-

2, 5-diphenyltetrazolium bromide; Sigma, St. Louis, 

MO)을 동량 첨가하여 37℃에서 4시간 동안 반응시켰

다. 반응 후 100 μL의 반응액을 수확하여 동량의 DMSO 

(Dimethyl sulfoxide; Sigma, St. Louis, MO)를 넣고 

실온에서 10분간 처리한 후 ELISA 분석기로 570 nm

와 650 nm에서 흡광도를 측정하였다.7) 측정한 값은 리

도카인을 처리하지 않은 군을 대조군으로 하여 세포의 

LD50을 산출하였다. 

 

유세포 분석을 통한 DNA 함량과 세포고사의 측정 

리도카인을 2.5 μM과 5 μM 농도로 48시간 동안 처리

한 p815 세포를 PBS로 세척한 후 약 2.5×106 cells/ml

로 세포수를 맞춘다. 250 μL의 trypsin/PBS를 추가한 

다음 실온 암소에서 10분간 반응시켰다. Trypsin inhi-
bitor와 RNase 용액을 200 μL 첨가하고 다시 실온 암

소에서 10분간 둔 후 propidium iodide 200 μL를 넣어 

냉장 온도에서 염색하였다. DNA 함량 분석은 CellFIT 

program을 이용하여 FACSort flow cytometer(Becton 

Dickinson, San Jose, CA)로 DNA 함량을 분석하였다.7) 

세포고사는 G0, G1의 sub G0, G1 단계의 세포로 정하여 

전체 세포에 대한 이 세포수를 백분율로 결정하였다.  

세포고사를 측정하는 다른 방법은 위의 방법으로 세포

를 얻어 annexin V-FITC staining kit(Trevigen, Inc., 

Gainthersburg, MD, USA)를 이용하여 propidium io-
dide(PI)로 핵염색을 하고 annexin V-FITC를 세포에 

결합시킨 다음 flow cytometer를 이용하여 세포를 측정

하였다. 측정된 세포 중 후기 세포고사 세포(late apop-
totic cells)를 의미하는 Annexin V+/PI+ 세포와 초기 세

포고사 세포(early apoptotic cells)를 의미하는 Annexin 

V+/PI- 세포의 합을 통해 전체 고사된 세포수를 구한 

다음 이를 전체 세포수로 나누어 세포고사율을 구하였다. 

실험은 3회 이상 시행하였으며 통계 검증은 Mann-

Whitney test를 이용하였으며 유의수준은 p<0.05를 유

의한 것으로 하였다. 

 

Caspase general 억제제인 Z-VAD-fmk를 이용한 세포고사 

경로의 분석 

비만세포에서 세포고사가 caspase에 의존적인지를 알

아보기 위하여 caspase 억제제인 Z-VAD-fmk를 이

용하여 리도카인의 농도와 시간에 따라 procaspase-3, 

procaspase-8, procaspase-9, AIF(apoptosis induc-
ing factor)의 발현정도를 fluorescence activated cell 
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scan(FACS)으로 분석하였다. p815 세포를 0.2% FBS가 

포함된 DMEM 배지로 교환하고 24시간 후 0.2% 

DMEM에 희석된 Z-VAD-fmk를 처치한 후 2시간 뒤

에 리도카인을 처치하였다. Trypsin을 이용하여 세포를 

수확한 후 4℃에서 450×g로 10분간 원심분리 하였다. 

원심분리에 의해 침윤된 세포에 세포용해액(lysis buffer)

를 처리하고 얼음에 15분간 방치한 다음 4℃, 15,000× 

g 20분간 원심분리하였다. 상층액을 수확하고 Ac-Asp- 

Glu-Val-Asp-pNA기질을 넣은 후 37℃에서 4시간 결

합시켰다. 405 nm에서 caspase 활성을 ELISA reader

를 이용하여 측정하였다.  

 

결     과 
 

리도카인에 의한 비만세포의 생존율 

세포 생존율에 대한 정보를 얻기 위하여 리도카인을 

농도별, 시간별로 처리하여 MTT 측정법을 실시한 결과 

각 시간대별로 약물처리농도가 증가함에 따라 세포생존율

이 유의하게 감소하였다(p<0.05). 리도카인을 처리하지 
않은 대조군에서는 24, 48, 72시간의 세포 생존율이 

100% 이었지만, 리도카인의 농도가 2.5, 5 μM인 경우

에서는 약물 노출시간에 따라 세포 생존율이 유의하게 감

소하였다(p<0.05). 7.5 μM 농도로 처리 시는 첫 24시
간의 세포생존율이 이미 10% 미만으로 처리시간 증가에 

따른 통계적 유의성은 없었다(p>0.05). 리도카인을 24
시간 노출 시 p815 세포의 LD50은 3.70 μM, 48시간 

노출 시는 1.82 μM, 72시간 노출 시는 1.72 μM이였다

(Table 1, Fig. 1).  

 

유세포 분석을 통한 DNA 성분 및 세포고사의 측정  

리도카인을 48시간 동안 처리한 p815 세포 중에서 

PI에 음성을 보이면서 annexin V에 양성을 보이는 세

포는 대조군에서는 0.20%, 리도카인이 2.5 μM, 5 μM

인 경우는 각각 7.32%, 26.60%의 양성율을 보였으며, 

PI와 annexin V에 모두 양성을 보이는 세포는 대조군

에서는 0.13%, 리도카인이 2.5 μM, 5 μM인 경우는 

각각 0.10% 0.02%의 양성율을 보였다. 세포고사율을 

Table 1. Survival rate of p815 cells determined by MTT
assay according to concentration and treatment time
of lidocaine                                        (%) 

Time  
Lidocaine 24 hours 48 hours 72 hours 

2.5 μM 71.70±0.34* 37.85±1.32* 27.75±1.32* 
5.0 μM 33.40±0.14† 05.80±0.05† 02.60±0.03† 
*：p<0.05, †：p<0.05 
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Fig. 2. Flow cytometry with monoclonal antibody to Annexin V. A：Untreated (control). B and C：48 hours after treat-
ment with 2.5 μM, 5 μM lidocaine, respectively. The proportion of annexin V (+) cells according to lidocaine con-
centration was shown 0.33% in control, 7.42% in 2.5 μM and 26.62% in 5 μM.  
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Fig. 1. Effect of lidocaine on the mast cell survival. Cells
were treated with various concentrations of lidocaine
and survival rate was accessed by MTT assay for 24, 48
and 72 hours.  
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의미하는 annexin V에 양성을 보이는 전체 비율은 대

조군에서는 0.33%였으나, 리도카인이 2.5 μM, 5 μM

인 경우는 7.42%, 26.62%의 양성율을 보여 리도카인의 

농도 증가에 따라 annexin V의 양성율이 증가하였다

(Fig. 2).  

리도카인에 의한 세포 증식 억제는 2.5 μM부터 50% 

이상의 증식 억제를 보였고 증식억제는 리도카인 농도 증

가에 따라 증가하였다. 세포주기 중 세포고사를 의미하는 

sub G0, G1 세포수의 평균치는 대조군에서는 38.7%, 리

도카인이 2.5 μM, 5 μM의 경우는 각각 69.9%, 91.7%

로 농도 증가에 따라 증가하였으나(Table 2), S, G2, M 

단계의 세포수는 리도카인의 농도 증가에 따라 감소하

였다(Fig. 3).  

리도카인 2.5 μM을 48시간 처리하였을 때 procas-
pase-3의 발현은 현저히 감소하였으나, procaspase-

8, procaspase-9, AIF의 발현은 리도카인의 시간과 농도

에 따라 변화를 보이지 않아 리도카인의 세포고사 경로

가 caspase 중에서 효과기(effector) caspase로 알려진 

caspase 3에 의존적인 것을 알 수 있었다(Fig. 4).  

고     찰 
 

리도카인은 국소마취제로 가장 많이 사용되는 약물의 

하나로서, 1962년에 심장수술 또는 심근경색에서 나타

나는 심실 부정맥 치료에 응급으로 사용되기 시작하면

서 항부정맥 제제로 소개되었다. 최근에는 리도카인이 호

중구와 단핵구 같은 염증세포의 기능에 영향을 준다고 

알려지면서 스테로이드 의존성 혹은 저항성 천식에 리도

카인을 치료제로 사용한 연구는 이미 여러 차례 보고되었

다.8)9) Hunt 등은 흡입형 리도카인이 천식을 가진 환자에

서 히스타민과 운동에 의해 유발된 기관지 수축을 감소

시키며, 스테로이드의 사용량을 감소시킬 수 있다고 하였

다.10) Decco 등은 심한 천식을 가진 소아에서 흡입형 리

 
Table 2. DNA content of lidocaine treated cells (%) 

Lidocaine (μM) G0/G1 (%) S (%) G2/M (%) 

0 38.7±0.4 55.2±0.4 6.06±0.3 
2.5 69.9±0.5 25.5±0.4 4.60±0.4 
5 91.7±0.4 5.42±0.3 2.86±0.3 
Value：mean±standard deviation 
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Fig. 3. Flow cytometry of cell cycle according to lidocaine concentration. A：Untreated (control). B and C：48 hours
after treatment with 2.5 μM, 5 μM lidocaine, respectively. The proportion of sub G0, G1 cells is increased with increment
in lidocaine concentration.  
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Fig. 4. Effect of lidocaine on the expression of procas-
pases and AIF (apoptosis inducing factor). Procaspase-3
expression decreases in 2.5 μM of concentrated lidoc-
aine after 48 hours. However, there is no change in pro-
caspase-8, procaspase-9 and AIF. 
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도카인을 사용하여 6명의 환아 중 5명에서 경구용 스테

로이드 복용을 중지할 수 있었으며, 리도카인은 심한 스

테로이드 의존성 천식을 가진 환자에게 사용할 수 있는 최

초의 비중독성의 스테로이드 대체약물이라고 하였다.5)  

리도카인이 천식에 미치는 약물효과 기전은 정확히 알

려지지 않았으나 리도카인이 기도 평활근 내로 Ca2+의 유

입을 방해하여 기관 평활근의 이완을 유발하거나,6) 호염

기구나 비만세포에서 부분적으로 Ca2+의 유입을 방해하

여 히스타민의 유리를 억제한다고 하였다.11) Ohnishi와 

Okada 등은 리도카인이 사이토카인의 분비를 억제하여 

호산구의 세포고사를 촉진시킨다고 하였으며,12)13) Tanaka 

등은 T 세포의 초기 활성에 필요한 Ca2+ channel의 활성

화를 막고 T 세포의 증식과 사이토카인의 생성을 억제하

여 항염증작용을 한다고 보고하였다.8)  

비만세포는 히스타민, 류코트리엔(leukotrienes, LTC4, 

LTD4), 프로스타글란딘(prostaglandins, PGD2)를 포

함한 다양한 염증매개체들을 분비함으로써 알레르기의 

초기 반응에 관여할 뿐 아니라, TH2 세포에서 분비되는 사

이토카인을 분비하여 알레르기의 후기 반응에도 중요한 

역할을 하므로 알레르기 비염의 치료에 있어서 비만세포

는 상당히 중요하지만 현재까지 리도카인이 직접 비만세

포 고사를 일으킨다는 보고는 없다. 본 연구는 비만세포 

세포주인 p815 세포를 배양한 후 리도카인을 처리하여 생

체외 실험(in vitro)상 직접적인 비만세포 고사가 유발
되는지 알아보고자 하였다.  

세포사의 한 종류인 세포고사는 인체의 조직과 기관의 

항상성을 유지하고 세포증식과 세포손실과의 사이에 균형

을 유지하기 위하여 노후세포 또는 손상된 세포들을 체내

로부터 제거하는 세포사의 복잡한 생리적인 과정으로 정

상 조직에서는 세포들이 비정상적으로 오래 살아남아 악

성 전환을 유발할 수 있는 돌연변이에 노출되는 것을 예방

하고, 종양에서는 세포의 증식에 따라 종괴가 팽창하는 것

을 막을 수 있는 세포의 손실을 유발한다.14) 

세포고사 과정의 중요한 요소인 단백융해체계(proteo-
lytic system)를 이루는 caspase(cysteine aspartate 

proteases)는 세포고사의 여러 단계에서 중요한 역할을 

한다. Caspase는 잠재적인 전구물질인 procaspase로

부터 합성되며 세포고사동안 caspase의 aspartic acid

기에서 일어나는 단백융해과정을 통해 활성 단백분해효

소로 전환된다. Caspase는 주로 연쇄적(cascade)으로 작

용하며, 활성화된 초기 caspase인 caspase-2, 8 혹은 9

는 효과기 caspase인 caspase-3, 6 혹은 7에 작용하여 

이들을 활성화시키고, 활성화된 효과기 caspase들이 다

양한 세포단백의 분열을 통해 세포고사를 일으킨다.15) 

세포고사는 외인적 및 내인적 경로로 나뉘어지며, 외인

적 경로는 FasL이나 tumor necrosis factor(TNF)와 

같은 세포외 사망 리간드(death ligand)가 상응하는 수

용체(death receptor)에 결합함으로써 사망신호(death 

signal)를 세포내 caspase-8과 caspase-10으로 전달

한다. 반면에 내인적 경로는 세포가 스트레스를 받는 다양

한 상황에서 미토콘드리아의 cytochrome c가 매개한 결

과로 시작되어 caspase-9가 활성화된다. 두 경로 모두 

caspase-3의 활성화를 통해 세포고사를 유발한다. Cas-
pase-3는 세포사멸의 초기 단계에 작용하며, caspase-

8과 caspase-9의 초기 신호를 증폭시키고 세포사멸에 

직접적으로 관련된 caspase이다.16)17)  

본 논문에서는 비만세포주인 p815 세포를 배양한 후 

리도카인을 2.5, 5 μM 농도로 24, 48, 72시간 처리한 결

과 리도카인의 농도와 노출시간에 따라 비만세포 생존

율이 유의하게 감소하였으며, annexin V 항원에 대한 단

세포군 항체와 세포주기의 flow cytometer 분석에서도 

동일한 결과를 보였다.  

Procaspase-3, procaspase-8, procaspase-9, AIF

의 발현정도를 통한 세포고사경로의 분석에서는 procas-
pase-3의 발현만 현저히 감소하여 세포고사 경로가 cas-
pase-3에 의존적인 것을 알 수 있었다. 하지만 내인적 경

로와 외인적 경로를 통해 활성화 되는 procaspase-8

와 procaspase-9의 발현은 변화를 보이지 않아 외인적, 

내인적 경로 이외에 caspase-3를 활성화시키는 다른 

경로가 존재하는 지에 대해서는 좀 더 추가적인 연구가 

필요할 것으로 사료된다.  

 

결     론 
 

본 연구에서 리도카인에 의해 비만세포의 고사가 유발

된다는 것을 생체 외 실험에서 확인할 수 있었으며, 세포

고사 경로는 caspase-3에 의존적인 것을 알 수 있었다. 

향후 세포고사가 일어나는 신호전달체계에 대한 추가적
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인 연구가 필요하며, 이것은 알레르기 비염의 새로운 치

료법으로서 비만세포 조절에 필요한 중요한 자료를 제공

할 것으로 사료된다.  
 

중심 단어：비만세포·세포고사·리도카인·알레르기 

비염. 
 

이 논문은 2005년도 부산대학교병원 의학연구소 연구비(2005-
34)에 의하여 연구되었음. 
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