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R AW 264.7 세포에서 셀레늄이 유기수은에
의해 유도된 a p o p t o s i s에 미치는 영향
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─ Abstract ─

E ffects of Selenium on Apoptosis Induced by Methyl Merc u ry Chloride in RAW 264.7 Cells

Keun Sang Kwon, Dai Ha Koh, Jung Ho Youm, Wook Hee Yoon

Department of Preventive Medicine and Public Health, School of Medicine 
Chonbuk National University

Objective: This study was performed to evaluate the protective effects of selenium against
the methyl mercury chloride (MeHgCl) induced cell apoptosis. 

M e t h o d s: The effect of selenium on the MeHgCl induced cell apoptosis was observed in
mouse macrophage-derived RAW 264.7 cells, in vitro. The cells were cultured in Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM). 

Results: MeHgCl exerted a dose dependent cytotoxicity, as demonstrated by the MTT assay,
an assay dependent, in part, on mitochondrial function. Concurrent exposure to selenium pro-
vided complete protective effects against the cytotoxicity induced by MeHgCl. Pretreatment
with selenium increased the protective effects of subsquent administrations of selenium in con-
junction with MeHgCl, but pretreatment of selenium alone did not provide protection against
MeHgCl when given alone. Selenium administered after exposure to MeHgCl did not repair the
existing MeHgCl induced cytotoxicity.

Furthermore, the apoptosis induced by MeHgCl was revealed by the DNA fragmentation,
using the terminal deoxynucleotidyl transferase Biotin-dUTP nick end labeling (TUNEL) assay,
alterations to the nuclear morphology, by nuclei staining, and the plasma membrane lipid orga-
nization, as shown by cell flow cytometry. The apoptosis induced by MeHgCl was prevented by
the concurrent exposure to selenium, or pretreatment with selenium, prior to the administration
of selenium in conjunction with MeHgCl. However, no inhibittion of the MeHgCl induced
apoptosis was observed with selenium pretreatment prior to exposure to MeHgCl alone, or with
the administration of selenium after exposure to MeHgCl.

Conclusions: These results suggest that the coexistence of selenium and MeHgCl are essen-
tial for the protective effects of selenium against the MeHgCl-induced apoptosis, and the
cytotoxicity, in RAW 264.7 cells, and may involve selenium-MeHgCl binding.
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서 론

각종 해산물, 곡류 등에 의한 수은 오염은 높은 대

중적 경각심을 일으키고 있으며, 최근 치과용 아말

감에 의한 인체 내 수은 축적이 보고(Guo 등,

1998; Shenker 등, 2000)되어 수은 독성에 대한

관심이 증가되고 있다. 

수은 및 기타 중금속에 의한 노출은 인체 면역기

능의 장애를 유도하고 있으나, 면역체계 활성 기전

들은 아직 잘 밝혀지지 않고 있다. 수은의 폭로는면

역활성에 의한 알러지( a l l e r g y )나 자가면역 질환

(autoimmune disease)을 일으키기도 하지만, 임

파구의 면역 결핍을 유도하여 만성적 또는 재발성

감염을 일으키기도 하는(Jiang 등, 1996; Wild

등, 1997) 등 면역체계 활성과 임상적 후유증은 서

로 모순되어 나타나기도 한다. 이러한 결과들은 수

은의 독성 효과가 수은 화합물의 화학적종류, 용량,

섭취 경로와 폭로 세포의 종류 등 조직 특이적 반응

의 형성으로 설명할 수 있다. 수은은 사람과 동물의

대식세포( m a c r o p h a g e )나 임파구의 증식능 억제,

사이토카인(cytokine) 생산 저하 및 세포의 D N A

합성을 저해하지만 이러한 저해 작용의 기전들은 서

로 다르다고 한다. 

최근 중금속의 세포에 대한 독성기전에 a p o p t o s i s

가 관여한다는 연구 결과들이 제시되면서 중금속이

a p o p t o s i s에 미치는 영향과 유도기전 연구에 많은

관심이 집중되고 있다. 카드뮴이나 수은과 같은 중

금속에 노출된 임파구나 대식세포들이 a p o p t o s i s와

관련된 세포사(cell death)의 전형적인 기능적, 형

태적 특징을 동반한다는 사실(Chio 등, 1996;

Gasso 등, 2001; Oyama 등, 2000)이 보고되었으

며, 수은에 노출된 임파구들이 세포사 이전에 a d e-

nine nucleotide energy charge ratio가 급격히

감소하고 지질과산화반응과 C a2 + l e v e l의 변화 및 계

획된 세포사(programmed cell death)로 특징 지

워지는 세포막과 핵의 변화가 관찰됨으로써 수은은

임파구와 대식세포의 a p o p t o s i s를 유도한다고 하였

다(Abedi-Balugerdi 등, 1999; Oyama 등,

2000; Shenker, 등 1 9 9 9 ) .

셀레늄은 인간 뿐 만 아니라 다른 모든 생명체에

필수적인 미량원소로서 gluthathione peroxi-

d a s e ( G P x )의 효소학적 활성 부위를 구성하는데 필

수적인 성분으로 hydrogen peroxide의 해독에 관

여하는 것으로 알려져 있다(Michelle 등, 2002;

Weixiong 등, 2001). 최근에 셀레늄은 a p o p t o s i s

나 세포 성장을 조절하는데 관여하는 t h i o r e d o x i n

reductase(Trx Rs)의 필수 요소임이 밝혀졌으며

(Huawei 등, 2002), 동물 모델에서 종양 증식을

저해하는 항암효과가 관찰되었다(Weixiong 등,

2001). 또한 셀레늄은 apoptosis 유도를 통해서 암

세포의 성장을 저해한다고 알려져 있다. 이와 같이

셀레늄의 화학적 저해 또는 화학적 치료 기작은 아

직까지 명백하게 밝혀져 있지 않으나 산화적 손상에

대한 방어나 발암물질의 대사조절에 관여하거나 또

는 세포 합성주기(cell cycle) 조절, thioredoxin

산화 환원 시스템의 조절 그리고 활성산소기 생성으

로 인한 2차적인 apoptosis 유도 등을 통해서 이루

어진다고 예상하고 있다(Ganther 등, 1999;

Jiang 등, 1999). 한편 셀레늄은 GPx 같은 s e l e-

n o e n z y m e의 발현을 증가시킴으로써 항산화 작용을

상승하여 수은이나 카드뮴을 비롯한 다양한 중금속

의 독성을 억제하거나 수은과 셀레늄 사이의 결합

부위 경쟁을 통하여 중금속의 독성을 억제하는 것으

로 보고되어 있다(Palmisano 등, 1995; Shanker

등, 1996). 

이 연구는 수은의 세포독성 및 a p o p t o s i s를 관찰

하고, 수은과 셀레늄을 동시에 처리, 셀레늄을 전 처

리한 후에 수은 또는 수은과 셀레늄을 동시에 처리

하거나 수은을 전처리한 후에 셀레늄을 처리하여 셀

레늄이 수은에 의해서 유도되어지는 a p o p t o s i s에 미

치는 영향을 M T T를 이용한 세포 독성정도를 관찰

하고 핵 염색을 통한 핵 형태 변화와 DNA 분절 분

석 그리고 세포막 지질 구성 변화를 관찰함으로써

수은에 의해 유도된 a p o p t o s i s에 대한 셀레늄의 방

어기전을 알아보고자 하였다.

대상 및 방법

1. 세포 배양과 시약

마우스 대식세포에서 기원한 RAW 264.7 세포를

10% FBS DMEM (Gibco; Grand Island, NY,
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USA) 배지에 0.25% trypsin (Gibco; Grand

Island, NY, USA) EDTA 용액을 이용하여 2 -

3일 주기로 37 ℃, 5% CO2 i n c u b a t o r에서 계대

배양하면서 실험에 사용하였다. 각각의 실험에 사용

된 시약들은 methyl mercury chloride

(MeHgCl, Kanto Chemical Co., Japan), 3-

( 4 , 5 - d i m e t h y l t h i o z o l - 2 - y l ) - 2 , 5 - d i p h e n y l t e t r a-

zolium bromide (MTT, Sigma Chemical Co.,

USA), sodium selenite (Na2S e O3, Sigma

Chemical Co., USA), terminal deoxynu-

cleotidyl transferase Biotin-dUTP nick end

labelling (TUNEL, Sigma Chemical Co.,

USA), propidium iodide (PI, Sigma Chemical

Co., USA), Hoechst 33258 (Sigma Chemical

Co., USA), annexin V-FITC Kit (Pharmingen,

San Diego, USA) 등이다.

2. 수은의 세포독성 검사

수은의 세포독성( c y t o t o x i c i t y )에 미치는 영향을

알아보는 방법으로 M T T를 이용하여 살아 있는 세

포의 미토콘드리아 내에 존재하는 d e h y d r o g e n a s e

의 활성을 측정하였다(Hart 등 1999; Madesh 등,

1999; Nath 등, 1996). 

RAW 264.7 세포( 1×1 04/ w e l l )를 96 well

p l a t e에 seeding 한 후 세포가 잘 부착될 수 있도록

37 ℃에서 4시간 동안 C O2 i n c u b a t o r에서 배양하

였다. 그런 다음 유기수은(0~4 μM )을 처리하여

24, 48과 7 2시간 동안 배양한 다음 M T T ( 5

m g / m l )를 전 w e l l에 25 ㎕씩 첨가한 후 발색을 위

해 37 ℃에서 4시간 동안 보관하였다. 그 다음 전

w e l l을 세척하고 발색 반응물(formazan; dark

blue crystal)을 용출키 위해 e t h a n o l을 전 w e l l에

100 ㎕씩 첨가한 후 균일하게 흔들어 주었다. 빛이

차단된 실온에서 5 ~ 1 5분 동안 보관한 후 E L I S A

r e a d e r ( S p e c t r a C o u n t )를 이용하여 540 nm에서

흡광도를 측정하였다. 

세포 내 셀레늄의 처치가 수은의 세포독성에 미치

는 영향을 알아보기 위해 RAW 264.7 세포( 1×

1 04/ w e l l )를 96 well plate에 seeding 한 후 유기

수은과 셀레늄을 동시처리, 셀레늄 전처리 후 유기

수은 처리와 유기수은과 셀레늄의 동시처리, 유기수

은 전처리 후 셀레늄 처리하여 MTT(5 mg/ml)를

전 w e l l에 25 ㎕씩 첨가한 후 위에서 설명한 바와

같이 측정하였다.

3. DNA 분절 분석

RAW 264.7 세포( 2×1 06)를 60 mm tissue

culture dish에 s e e d i n g하여 37 ℃에서 4시간 C O2

i n c u b a t o r에서 배양하였다. 그런 다음 유기수은( 2

μM )과 셀레늄(8 μM )을 동시처리, 셀레늄 전처리

후 유기수은 처리와 유기수은과 셀레늄의 동시처리,

유기수은 전처리 후 셀레늄을 처리하여 1 2시간 후에

DNA laddering 정도를 분석하였다(Jung 등,

2001; Munder 등, 1998). 2×1 06 세포를 t r y p s i n

으로 처리하여 수거한 다음 4 ℃에서 3000 rpm으

로 원심분리하여 모아진 세포에 50 mM Tris-

buffer(pH 8.0)를 첨가 한 후 37 ℃에서 1시간 정

도 놓아두었다. 그런 다음 Proteinase K(250 μ

g / m l )를 처리하여 50 ℃에서 3 ~ 4시간 정도 보관한

후 이 용액과 동량의 p h e n o l / c h l o r o f o r m을 첨가하

여 3000 rpm에서 1 5분간 3회 원심분리해서 마지막

으로 얻어진 용액에 10 M ammonium acetate와

2배 에탄올을 처리하여 3000 rpm에서 1 5분간 원심

시켜 용액내의 D N A를 침전시킨 다음 70% 에탄올

을 처리하여 2회 세척한 후 실온에서 말려 T E

buffer(pH 8.0)에 녹였다. 이렇게 해서 얻어진

genomic DNA 는 2% agarose gel 상에서 전기영

동을 하여 분석하였다. 

4. 핵 형태 변화를위한 세포 염색

A p o p t o s i s와 n e c r o s i s로 인한 세포 죽음의 핵 형

태와 크로마틴 구조의 차이점을 H o e c h s t - 3 3 2 5 8과

P I를 이용한 핵 염색을 통해서 관찰하였다

(Romamoorthy 등, 1998). 세포염색 방법은 먼저

RAW 264.7 세포를( 4×1 05) 6 well plate 내부에

놓인 11 mm glass coverslip 위에 seeding 한 후,

37 ℃에서 4시간 동안 C O2 i n c u b a t o r에서 배양한

다음 유기수은(2 μM )과 셀레늄(8 μM )을 동시처리,

셀레늄 전처리 후 유기수은 처리와 유기수은과 셀레

늄의 동시처리 하여 4 8시간 더 배양한 후 i c e - c o l d

상태의 P B S을 이용하여 coverslip 위에서 자란 세
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포들이 떨어지지 않도록 주의하면서 c o v e r s l i p을 2

~ 3회 세척하였다. 이러한 c o v e r s l i p을 H o e c h s t

33258(8 μg/ml) 용액에 담가 빛을 차단시킨 상태에

서 1 5분 동안 실온에 보관하였다. 그 이후 i c e - c o l d

상태의 P B S로 세척하고 PI(5 μg/ml) 용액에 위와

같은 방법으로 보관한 다음 다시 ice-cold 상태의

P B S로 세척한 후, 슬라이드 글라스 위에서 c o v e r-

s l i p에 mounting 용액(glycerol, 1: PBS, 1 v/v)

을 떨어뜨려 UV excitation filter (×1 0 0 )를 사용

한 형광 현미경(Olympus BH2 compound

microscope; Olympus, Tokyo, Japan)으로 관

찰하였다. 

5. TUNEL 방법을 이용한 apoptosis 분석

T d T를 이용한 dUTP-FITC nick-end label-

i n g ( T U N E L )방법을 통하여 apoptosis 초기단계에

서 일어나는 DNA 분절현상을 관찰하였다( S h e n

등, 2002; Tai 등, 1998). RAW 264.7 세포를 6 0

mm dish에 s e e d i n g한 후, 37 ℃에서 4시간 동안

CO2 incubator에서 배양한 다음 유기수은(2 μM )

과 셀레늄(8 μM )을 동시처리, 셀레늄 전처리 후 유

기수은 처리와 유기수은과 셀레늄의 동시처리, 유기

수은 전처리 후 셀레늄을 처리하여 4 8시간 동안 더

배양한 후 ice cold 상태의 P B S를 이용하여 2회 세

척하고 5 0 0×g에서 5분간 원심분리한 다음 4 %

p a r a f o r m a l d e h y d e로 고정시켰다. 여기에 T d T와

B i o t i n - d U T P를 처리한 다음 실온에서 1시간 방치

한 후 P B S로 세척하고, avidin-FITC를 처리한 후

P B S로 다시 세척하여 형광현미경(Olympus BH2

compound microscope; Olympus, Tokyo,

J a p a n )으로 관찰하였다. 

6. Flow cytometry를 이용한 apoptosis 분석:

세포막 지질 구성의 변화 분석

Flow cytometry를 이용한 Annexin V-FITC

염색을 통해 a p o p t o s i s가 활발하게 진행되고 있는

세포를 측정하였다(Brune 등,1997; Ciriolo 등,

2001; Hortelano 등, 1999). 먼저 RAW 264.7

세포에 유기수은(2 μM )과 셀레늄(8 μM )을 동시처

리, 셀레늄 전처리 후 유기수은 처리와 유기수은과

셀레늄의 동시처리, 유기수은 전처리 후 셀레늄을

처리하여 4 8시간 동안 더 배양하였다. 그런 다음

ice cold 상태의 P B S를 가지고 2회 세척하고 5 0 0

×g에서 5분간 원심분리한 다음 1×b i n d i n g

buffer (10 mM HEPES, pH 7.4, 140 mM

NaCl, 2.5 mM CaCl2)에 세포를 부유시켰다. 이

러한 세포 부유액 중 100 ㎕( 1×1 05 세포)를 취하고

여기에 Annexin V-FITC와 PI(50 ug/ml) 5 ㎕를

첨가하여 빛을 차단시킨 상태의 실온에서 1 5분 동안

방치시켰다. 그런 다음 FACScan flow cytome-

ter(Becton Dickinson, San Jose, CA)를 이용하

여 apoptosis 정도를 분석하였다. Forward light

s c a t t e r와 side light scatter (575~590 nm)는

linear mode로 측 정 되 어 지 고 , phos-

p h a t i d y l e t h a n o l a m i n e과 FITC(515~545 nm)는

logarimetric mode로 측정하였다. 결과 분석은

CellQuest software (Becton Dickinson

Immunocytometry Systems, San Jose, USA)

를 사용하였다.

7. 자료처리 및 분석방법

자료처리는 SPSS 10.0을 이용하였다. 대조군과

실험군간의 MTT reduction 차이의 유의성을

unpaired t-test로 비교하였다.

결 과

1. 유기수은에 의한 세포독성

유기수은처리 2 4시간의 경우는 대조군과 비교하여

세포내 미토콘드리아에 존재하는 d e h y d r o g e n a s e

활성의 감소가 없었으나, 48시간의 경우는 2 μM부

터, 72시간의 경우는 1 μM부터 대조군과 비교하여

농도 의존적으로 d e h y d r o g e n a s e의 활성이 현저히

감소되어 세포독성 효과가 나타남을 알 수 있었다

(p<0.01, Fig. 1). 

2. 셀레늄이 유기수은에 의한 세포독성에 미치는

영향
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Fig. 1. Effects of methyl mercury chloride (MeHgCl) expressed as MTT reduction (OD, 540 nm) in RAW 264.7

cells. Cell were incubated at 37 ℃ in a CO2 incubator with various concentration of MeHgCl for 24 hr, 48 hr

and 72 hr. The differences between the control and the MeHgCl treated groups were tested by unpaired t-test. :

** p<0.01

Fig. 2. Effects of concurrent exposure to MeHgCl and selenium (Na2S e O3) expressed as MTT reduction in RAW

264.7 cells. Cells were concurrently exposed to MeHgCl and various concentration of selenium for 24 hr, 48

hr and 72 hr.: control; medium only: MeHgCl only; MeHgCl (2 μM): MeHgCl + Se; MeHgCl (2 μM) plus

selenium (1 - 10 μM). The differences between the control and the MeHgCl treated group were tested by

unpaired t-test. : ++ p<0.01  The differences between the MeHgCl treated group and the MeHgCl + Se treated

groups were tested by unpaired t-test. : ** p<0.01
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Fig. 3. Effects of pretreatment with selenium expressed as MTT reduction in RAW 264.7 cells.: control; medium
only: MeHgCl; MeHgCl (2 μM) only: pre Se-MeHgCl; pretreated with selenium (8 μM) for 24 hr prior to
MeHgCl (2 μM): MeHgCl + Se; concurrently exposed to MeHgCl (2 μM) plus selenium (8 μM): pre Se-
MeHgCl + Se; pretreated with selenium (8 μM) for 24 hr prior to MeHgCl (2 μM) plus selenium (8 μM ) .
Cytotoxicity was expressed as MTT reduction following incubation for 12 hr, 24 hr and 48 hr after pretreat-
ment or no pretreatment. The differences between the control and the MeHgCl treated group were tested by
unpaired t-test.: ++ p<0.01  The differences between the MeHgCl treated group and the MeHgCl + Se treated
groups were tested by unpaired t-test.: ** p<0.01

Fig. 4. Effects of selenium on reperation of existing damage caused by MeHgCl expressed as MTT reduction in
RAW 264.7 cells. Cells were treated with selenium following exposure to MeHgCl.: control; medium only:
MeHgCl; MeHgCl (2 μM): MeHgCl + Se; concurrently exposed to MeHgCl (2 μM) plus selenium (8 μM): pre
MeHgCl 12 hr + Se; pretreated with MeHgCl (2 μM) for 12 hr prior to selenium (8 μM): pre MeHgCl 24 hr +
Se; pretreated with MeHgCl (2 μM) for 24 hr prior to selenium (8 μM). Cytotoxicity was expressed as MTT
reduction following incubation for 12 hr, 24 hr and 48 hr after pretreatment or no pretreatment. The differ-
ences between the control and the MeHgCl treated group were tested by unpaired t-test.: ++ p<0.01 The dif-
ferences between the MeHgCl treated group and the MeHgCl + Se treated groups were tested by unpaired t-
test.: ** p<0.01
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유기수은만 처리한 군은 대조군에 비해 d e h y d r o-

g e n a s e의 활성이 현저하게 감소되었고(p<0.01), 유

기수은과 셀레늄을 동시에 처리 한 군은 유기수은만

을 처리한 군과 비교할 때 셀레늄의 농도 의존적으

로 d e h y d r o g e n a s e의 활성이 현저히 증가하여 유기

수은에 의한 세포독성을 감소시켰다(p<0.01, Fig.

2). 셀레늄을 전 처리한 후 유기수은을 처리한 군은

단독으로 유기수은을 처리한 군과 d e h y d r o g e n a s e

활성의 차이가 없어 유기수은에 의한 세포독성을 감

소시키지 못했으나, 셀레늄 전 처리 후 수은과 셀레

늄을 동시에 처리한 군과 유기수은과 셀레늄을 동시

에 처리한 군은 단독으로 유기수은을 처리한 군에

비해 d e h y d r o g e n a s e의 활성이 현저히 증가하여 유

기수은에 의한 세포독성을 감소시켰다( p < 0 . 0 1 ,

Fig. 3). 유기수은을 전 처리한 후 셀레늄을 처리한

군은 단독으로 유기수은만을 처리한 군과 d e h y d r o-

genase 활성의 차이가 없고, 유기수은 전 처리 시간

이 증가할수록 d e h y d r o g e n a s e의 활성이 감소하여

유기수은에 의한 세포독성을 감소시키지 못했다. 반

면 유기수은과 셀레늄을 동시에 처리한 군은 단독으

로 유기수은만을 처리한 군보다 d e h y d r o g e n a s e의

활성이 현저히 증가하여 유기수은에 의한 세포독성

을 감소시켰다(p<0.01, Fig. 4).

3. 셀레늄이 유기수은에 의해 유도된 핵 형태에

미치는 영향

대조군(Figure 5A)은 Hoechst-33258 염색에 의

해 정상적인 핵 형태를 나타내는 pale blue 염색을

띄는 반면 단독으로 유기수은만을 첨가한 군( F i g .

5 B )에서는 apoptosis 특징으로 설명되는 핵 응축현

상으로 인한 bright blue 염색의 밀도가 현저하게

증가하였고 apoptosis 가 일어난 세포의 세포막 손

상과 관련된 PI 염색(bright pink)도 관찰되었다.

권근상 등·RAW 264.7 세포에서 셀레늄이 유기수은에 의해 유도된 apoptosis에 미치는 영향

Fig. 5. Effects of selenium on apoptotic nuclear morphology as the evidence for MeHgCl-induced apoptosis. Cells

were incubated with various experimental conditions for 48 hr and then stained with Hoechst 33258 dye and

propidium iodide (PI): (A); control (medium only): (B); MeHgCl (2 μM) only: (C); concurrently exposed to

MeHgCl (2 μM) plus selenium (8 μM): (D); pretreated with selenium (8 μM) for 24 hr prior to MeHgCl (2 μ

M): (E); pretreated with selenium (8 μM) for 24 hr prior to MeHgCl (2 μM) plus selenium (8 μM): (F); pre-

treated with MeHgCl (2 μM) for 24 hr prior to selenium (8 μM). 

A B C

D E F
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Fig. 6. Effects of selenium treatment on MeHgCl-induced

apoptosis. Apoptosis were analysed by DNA frag-

mentation and analysis of DNA by 2% agarose gel

electrophoresis indicated the occurrence of apopto-

sis.: M; 1kb DNA ladder: lane 1; control (medium

only): lane 2; MeHgCl (2 μM): lane 3; pretreated

with selenium (8 μM) for 24 hr prior to MeHgCl (2 μ

M): lane 4; concurrently exposed to MeHgCl (2 μM )

plus selenium (8 μM): lane 5; pretreated with seleni-

um (8 μM) for 24 hr prior to MeHgCl (2 μM) plus

selenium (8 μM). 

Fig. 7. Effects of selenium on MeHgCl-induced apoptosis measured by Terminal deoxynucleotidyl transferase

Biotin-dUTP Nick End Labelling (TUNEL) assay.: (A); control (B); MeHgCl (2 μM) only (C); concurrently

exposed to MeHgCl (2 μM) plus selenium (8 μM) (D); pretreated with selenium (8 μM) for 24 hr prior to

MeHgCl (2 μM) (E); pretreated with selenium (8 μM) for 24 hr prior to MeHgCl (2 μM) plus selenium (8 μM)

(F); pretreated with MeHgCl (2 μM) for 24 hr prior to selenium (8 μM).

D E F

A B C
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이와 대조적으로 유기수은과 셀레늄을 동시에 처리

한 군(Fig. 5C)과 셀레늄을 전처리하고 2 4시간 후

에 유기수은과 셀레늄을 동시에 처리한 군( F i g .

5 E )은 유기수은만 첨가한 군에 비해서 a p o p t o s i s

세포에서 보여지는 bright blue 염색의 밀도가 현

저하게 줄어들고 정상세포에서 관찰되는 pale blue

염색 밀도가 상대적으로 증가하였다. 반면 셀레늄

전처리하고 2 4시간 후에 단독으로 유기수은만을 처

리한 군(Fig. 5D)과 유기수은을 전처리하고 2 4시간

후에 셀레늄을 처리한 군(Fig. 5F)은 단독으로 유

기수은만 첨가한 군과 같이 핵 응축현상으로 인한

bright blue 염색의 밀도가 현저하게 증가하였고

권근상 등·RAW 264.7 세포에서 셀레늄이 유기수은에 의해 유도된 apoptosis에 미치는 영향

Fig. 8. Effects of selenium on plasma membrane lipid organization measured by annexin V-FITC binding to phos-

phatidylserine (PS) as evidence for MeHgCl-induced apoptosis. Cell were analyzed by FACS and the data are

plotted as log FITC fluorescence versus relative cell number. (A); control: (B); MeHgCl (2 μM) only: (C);

concurrently exposed to MeHgCl (2 μM) plus selenium (8 μM): (D); pretreated with selenium (2 μM) for 24

hr prior to MeHgCl (2 μM): (E); pretreated with selenium (8 μM) for 24 hr prior to MeHgCl (2 μM) plus sele-

nium: (F); pretreated with MeHgCl (2 μM) for 24 hr prior to selenium (2 μM). 

A B

C D

E F



apoptosis 가 일어난 세포의 세포막 손상과 관련된

PI 염색(bright pink)도 관찰되었다. 

4. 셀레늄이 유기수은에 의해 유도된 DNA 분절에

미치는 영향

단독으로 유기수은만 처리한 군과 셀레늄을 전처

리하고 2 4시간 후에 유기수은을 처리한 군은 뚜렷한

D N A분절과 l a d d e r i n g이 관찰되었으나, 유기수은

과 셀레늄을 동시에 처리한 군과 셀레늄을 전처리하

고 2 4시간 후에 유기수은과 셀레늄을 동시에 처리한

군은 대조군과 같이 D N A분절과 l a d d e r i n g이 관찰

되지 않았다(Fig. 6).

대조군(Fig. 7A)은 pale green 염색을 띄는 반

면 단독으로 유기수은만을 첨가한 군(Fig. 7B)에서

는 D N A의 분절로 인한 bright green 염색의 밀도

가 현저하게 증가하였다. 이와 대조적으로 유기수은

과 셀레늄을 동시에 처리한 군(Fig. 7C)과 셀레늄

을 전처리하고 2 4시간 후에 유기수은과 셀레늄을 동

시에 처리한 군(Fig. 7E)은 유기수은만 첨가한 군

에 비해서 D N A가 분절된 apoptosis 세포에서 보여

지는 bright green 염색의 밀도가 현저하게 줄어들

고 정상세포에서 관찰되는 pale green 염색 밀도가

상대적으로 증가하였다. 반면 셀레늄 전처리하고 2 4

시간 후에 단독으로 유기수은만을 처리한 군( F i g .

7 D )과 유기수은을 전처리하고 2 4시간 후에 셀레늄

을 처리한 군(Fig. 7F)은 단독으로 유기수은만 첨

가한 군과 같이 D N A의 분절로 인한 bright green

염색의밀도가 현저하게 증가하였다. 
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Fig. 9. Effects of selenium on plasma membrane lipid organization measured by annexin V-FITC and PI as evidence

for MeHgCl-induced apoptosis. The apoptotic cells (lower right quadrant; LR) exhibit positive for annexin V-

FITC and negative for PI. The cells in late stage apoptosis with secondary necrosis (upper right quadrant; UR)

exhibit positive for both annexin V-FITC & PI. (A); control: (B); MeHgCl (2 μM) only: (C); concurrently

exposed to MeHgCl (2 μM) plus selenium (8 μM): (D); pretreated with selenium (2 μM) for 24 hr prior to

MeHgCl (2 μM): (E); pretreated with selenium (8 μM) for 24 hr prior to MeHgCl (2 μM) plus selenium: (F);

pretreated with MeHgCl (2 μM) for 24 hr prior to selenium (2 μM). 

D E F

A B C
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5. 셀레늄이 유기수은에 의해 유도된 세포막의 지

질구성변화에 미치는 영향

Annexin V-FITC를 이용하여 P S가 세포막 바

깥으로 이동하는지를 조사한 결과 단독으로 유기수

은만을 첨가한 군(Fig. 8B), 셀레늄 전처리하고 2 4

시간 후에 단독으로 유기수은만을 처리한 군( F i g .

8 D )과 유기수은을 전처리하고 2 4시간 후에 셀레늄

을 처리한 군(Fig. 8F)은 대조군(Fig. 8A)에 비해

annexin V-FITC에 강하게 결합함을 알 수 있었

다. 반면 유기수은과 셀레늄을 동시에 처리한 군

(Fig. 8C)과 셀레늄을 전처리하고 2 4시간 후에 유

기수은과 셀레늄을 동시에 처리한 군(Fig. 8E)은

대조군과 비슷하게 annexin V-FITC에 결합함을

알 수 있었다. 

세포에 annexin V-FITC 와 PI 염색을 한 다음

a p o p t o s i s를 측정한 결과 대조군은 전체 세포의

5 . 3 % ( L R )만 annexin V-FITC에 결합했으며

(Fig. 9A), 단독으로 유기수은만을 첨가한 군은 전

체 세포의 4 3 . 0 1 % ( L R )가 annexin V-FITC에 결

합함으로써 a p o p t o s i s를 급격하게 증가시켰다( F i g .

9B). 한편 유기수은과 셀레늄을 동시에 처리한 군과

셀레늄을 전처리하고 2 4시간 후에 유기수은과 셀레

늄을 동시에 처리한 군은 각각 전체 세포의

1 3 . 1 5 % ( L R )와 1 2 . 7 7 % ( L R )만이 annexin V-

F I T C에 결합함으로써 유기수은에 의해서 유도되는

a p o p t o s i s를 현저하게 감소시켰다(Fig. 9C, E). 이

와 대조적으로 셀레늄 전처리하고 2 4시간 후에 단독

으로 유기수은만을 처리한 군과 유기수은을 전처리

하고 2 4시간 후에 셀레늄을 처리한 군은 각각 전체

세포의 3 9 . 9 4 % ( L R )와 4 5 . 0 2 % ( L R )가 a n n e x i n

V - F I T C에 결합함으로써 유기수은에 의해 유도되는

a p o p t o s i s를 감소시키지 못하였다(Fig. 9D, F). 

고 찰

수은을 비롯한 중금속의 세포독성 효과에 대해서

는 상당히 많은 연구들이 보고되어 있는 반면 계획

되어진 세포사, 즉 a p o p t o s i s의 유도자로서 세포 손

상과 죽음에 대한 수은의 역할과 기전에 대한 연구

는 미비한 실정이다. 최근에서야 카드뮴이나 수은과

같은 중금속에 노출된 임파구나 대식세포들이 a p o p-

t o s i s와 관련된 세포사의 전형적인 기능적, 형태학적

특징을 동반한다는 연구 결과들이 제시되면서 중금

속이 a p o p t o s i s에 미치는 영향과 유도 기전에 대한

연구에 많은 관심이 집중되고 있다(Close 등, 1999;

Gasso 등, 2001; Oyama 등, 2000). 

수은의 세포독성 표적기관은 미토콘드리아라고 보

고되어 있으며 apoptosis 유도기전에 있어서도 미토

콘드리아가 중요한 역할을 한다고 알려져 있다( C h i o

등 1996; Dare 등, 2001; Insug 등, 1997;

Shenker 등, 1999). 이 연구에서도 유기수은의 세

포독성작용의 한 부분인 미토콘드리아 손상이 일어

나는지를 MTT assay를 통해 조사한결과 유기수은

은 농도 의존적으로 미토콘드리아의 기능 장애를 가

져옴으로써 세포독성 효과를 증가시킨다는 것을 알

수 있었다. 미토콘드리아의 기능 감소는 a p o p t o s i s

가 나타나는 세포에서 일어나는 극심한 기능적 변화

들 중의 하나라는 연구보고(Madesh 등, 1999;

Nakatani 등, 2000; Shenker 등, 1998)와 일치

하였다.

인체 내에서 셀레늄은 필수 미량금속으로서 결핍

시 근육의 퇴행성 변화를 유발하고 간 괴사와 생식

능 저하 등을 일으키며 이와 반대로 과다 섭취는 탈

모, 소화기계의 이상, 관절 이상, 피부나 치아의 변

색, 선천성 기형유발 등의 중독증상을 나타내는 것

으로 알려져 있다( S h a n k e r등 1996; Shuhei 등,

2000; Tsutomu 등, 1997). 셀레늄 자체는 다른

중금속들과 비교하여 세포독성이 약하지만 중독시

DNA 손상과 자매 염색분체( s i s t e r - c h r o m a t i d

exchange, SCE)의 발생빈도를 높여 발암( c a r-

c i n o g e n e s i s )과 변이원성( m u t a g e n e s i s )를 나타내

기도 한다(Shen 등, 2001; Tsutomu 등, 1997).

셀레늄은 중금속과 같이 생체내에서 미량으로 존재

하여 수은을 비롯한 중금속의 세포독성에 대해 방어

효과를 나타내는 것으로 알려져 있는데 이러한 방어

효과에 대한 기전으로는 여러 가지가 제안되고 있

다. 첫째, 현재 s e l e n o p r o t e i n으로 알려져 있는

G P x와 T r x같은 셀레늄 의존성 효소의 활성을 증가

시킴으로써 항산화 작용을 상승시켜 세포 독성을 저

해한다고 보고하고 있다(Lianfgwei 등, 2000;

Madiha 등, 2000; Shuhei 등, 2000). 둘째, 수

은과 셀레늄의 복합체(Hg-Se complex)형성 즉,
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g l u t a t h i o n i n e에 의해서 s e l e n i t e ( S e2 -O3)로부터 환

원된 s e l e n i d e ( S e2 -)가 수은과 셀레늄의 복합체를 형

성하기 위해 수은에 결합함으로써 수은에 의한 세포

막 손상 저해와 물질대사에 관여하는 효소들의 활성

을 저해한다고 알려져 있다(Shanker 등, 1996;

Wang 등, 2001; Yoneda 등, 1997). 셋째, 셀레

늄과 셀레늄 합성물은 단백질의 중요한 s u l f h y d r y l

g r o u p과 반응함으로써 세포 신호 전달 단백질( c e l l

signaling protein), 전사요소(transcription fac-

tor) 또는 세포 주기 조절 단백질(cell cycle regu-

latory protein)의 기능을 조절한다고 알려져 있는

데 수은이 결합하여 세포 독성을 유발한다고 알려져

있는 결합부위(binding sites)에 셀레늄이 경쟁적으

로 결합함으로써 수은에 의한 세포 독성을 억제한다

고 한다(Yoneda 등, 1997; Park 등, 2000;

Wang 등, 2001). 본 연구의 결과 유기수은과 셀레

늄을 동시에 처리한 군은 유기수은에 의한 세포독성

을 셀레늄의 농도 의존적으로 감소시켰으나 셀레늄

을 전 처리 한 후에 단독으로 유기수은만을 처리한

군과 유기수은을 전처리 한 후에 셀레늄을 처리한

군은 유기수은에 의한 세포독성을 감소시키지 못했

다. 또한 셀레늄이 유기수은에 의해 유도되는 a p o p-

t o s i s에 미치는 영향을 조사한 결과, 유기수은과 셀

레늄을 동시에 처리한 군은 핵 형태 변화, DNA 분

절과 세포막 지질구조에 있어서 대조군과 같은 양상

을 보인 반면 셀레늄을 전 처리 한 후에 단독으로 유

기수은만을 처리한 군과 유기수은을 전처리 한 후

셀레늄을 처리한 군은 수은에 의한 a p o p t o s i s를 감

소시키지 못했다. 이러한 결과는 고래세포

(cetacean cell)에서 수은과 셀레늄의 동시 처리가

a p o p t o s i s와 세포 증식과 관련된 수은의 독성을 감

소시켰다는 보고(Imura 등, 1983; Morimoto 등,

1982; Yoneda 등, 1997)와 일치하는 결과라고 할

수 있다. 더 나아가 셀레늄을 전 처리 한 후에 단독

으로 유기수은만을 처리한 군과 유기수은을 전처리

한 후 셀레늄을 처리한 군에서와 같이 셀레늄 전 처

리로는 세포 손상과 a p o p t o s i s에 대한 방어 역할을

할 수 없으며, 이미 유기수은에 의해 내재된 세포 손

상 및 a p o p t o s i s를 전혀 복구하지 못했다. 이러한

사실은 셀레늄의 방어효과가 G P x의 활성에 의한 항

산화작용이나 결합부위 경쟁에 의한 방어기전 보다

는 셀레늄이 유기수은과 반응하여 복합체를 형성함

으로써 수은에 의한 세포막 단백질 s u l f h y d r y l

g r o u p의 결합에 의한 세포막 손상 및 미토콘드리아

내막에 존재하는 세포 내 활성산소 해독에 관여하는

여러 효소와의 결합으로 인한 산화적 스트레스 유발

을 차단함으로써 결과적으로 수은에 의해 유도되는

a p o p t o s i s에 방어 효과를 나타내는 것으로 사료된다. 

요 약

목적: 이 연구는 수은의 세포 독성에 대하여 방어

효과를 나타낸다고 알려진 셀레늄이 수은에 의해서

유도되어지는 a p o p t o s i s에 미치는 영향을 파악하고

자 실시하였다.

방법: 수은의 세포독성을 알아보기 위하여 M T T

를 이용, 미토콘드리아 내의dehydrogenase 활성을

측정하였다. 또한 H o e c h s t - 3 3 2 5 8과 P I를 이용한

핵 염색, TdT를 이용한 dUTP-FITC nick-end

labeling(TUNEL) 방법 및 Flow cytometry를

이용하여 a p o p t o s i s를 관찰하였다.

결과: 유기수은은 농도 의존적으로 세포독성 효과

를 나타냈으며, 유기수은과 셀레늄을 동시에 처리한

군은 유기수은에 의한 세포독성을 셀레늄의 농도 의

존적으로 감소시켰으나 셀레늄을 전 처리 한 후에

단독으로 유기수은만을 처리한 군과 유기수은을 전

처리 한 후 셀레늄을 처리한 군은 유기수은에 의한

세포독성을 감소시키지 못했다. 

DNA 유전분석과 Hochest 33258 및 PI 염색을

이용한 핵 형태 분석을 통해 DNA laddering과 핵

응축 그리고 apoptotic body를 확인하여 유기수은

에 의해서 a p o p t o s i s가 유도된다는 것을 확인할 수

있었다. 또한 annexin V-FITC를 이용한 세포막

지질 구조 변화에서도 유기수은을 처리한 군에서P S

에 대한 annexin V의 강한 결합에 따라 유기수은

에 의해 유도되는 a p o p t o s i s를 확인할 수 있었다.

셀레늄이 유기수은에 의해 유도되는 a p o p t o s i s에

미치는 영향을 조사한 결과, 유기수은과 셀레늄을

동시에 처리한 군은 핵 형태 변화, DNA 분절과 세

포막 지질구조에 있어서 대조군과 같은 양상을 보인

반면 셀레늄을 전 처리 한 후에 단독으로 유기수은

만을 처리한 군과 유기수은을 전처리 한 후 셀레늄

을 처리한 군은 수은에 의한 a p o p t o s i s를 감소시키
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지 못했다.

결론: 이상의 결과는 셀레늄이 유기수은과 반응하

여 복합체를 형성함으로써 수은에 의한 세포막 단백

질 sulfhydryl group의 결합에 의한 세포막 손상

및 미토콘드리아 내막에 존재하는 세포 내 활성산소

해독에 관여하는 여러 효소와의 결합 등으로 인한

산화적 스트레스 유발을 차단함으로써 유기수은에

의해 유도되는 세포독성 및 a p o p t o s i s에 방어 효과

를 나타내는 것으로사료된다. 
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