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Glutathione이 유기수은에 의해 유도된 Apoptosis에 미치는 영향
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OObbjjeeccttiivveess:: This study was performed to evaluate the critical role of glutathione(GSH)

in methyl mercury chloride(MeHgCl) induced cell apoptosis.

MMeetthhooddss:: The effect of GSH in MeHgCl induced cell apoptosis was observed in mouse

macrophage-derived RAW 264.7 cells in vitro. The cells were cultured in Dulbecco’s modi-

fied Eagle’s medium(DMEM).

RReessuullttss:: MeHgCl exerted a dose dependent cytotoxicity, as demonstrated by the MTT

assay, which is an assay dependent partially on the mitochondrial function. Moreover, in

the presence of NAC, a GSH precursor, the MeHgCl induced cytotoxicity was significantly

decreased whereas BSO, a specific GSH synthesis inhibitor, increased the MeHgCl induced

cytotoxicity. The MeHgCl induced DNA fragmentation and chromatin condensation was

consistent with the morphological alterations. 

The MeHgCl treated cells exhibited increasing annexin V-FITC binding to the phos-

phatidylserine(PS) translocated from the inner to the outer leaflet of the plasma mem-

brane and those cells with NAC pretreatment significantly exhibited decreasing annexin

V-FITC binding compared to the cells treated with MeHgCl only. However BSO pretreat-

ment markedly exhibited the increasing annexin V-FITC binding. 

The MeHgCl treated cells generated ROS, which was evidenced by the oxidation of

dihydroethidine and the generation of the fluorescent product, ethidium. In addition, BSO

pretreatment further enhanced the extent of ROS generation caused by MeHgCl whereas

NAC pretreatment decreased the amount of ROS generation. 

MeHgCl led to a dose dependent decrease in the GSH content. Although MeHgCl expo-

sure significantly reduced the GSH level, those cells that had a NAC pretreatment con-

tained a higher level of GSH compared to the cells treated with MeHgCl only. In con-

trast, BSO pretreatment futher enhanced the extent of GSH depletion caused by MeHgCl. 

CCoonncclluussiioonnss:: These results indicate that MeHgCl reduced the GSH content and

impaired the defense against oxidative damage caused by ROS formation in RAW 264.7

cells. It is possible that these factors leads to the activation of the apoptosis signaling

pathway. Ultimately these results suggest that GSH plays a crucial role in protecting the

activity against MeHgCl induced apoptosis.
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서 론

수은을 포함한 중금속에 대한 만성적인 폭로는 인

체 면역 체계의 기능 장애를 유도한다고 알려져 있

다. 각종 해산물, 곡류 등에 의한 수은 오염은 높은

대중적 경각심을 일으키고 있으며, 최근 치과용 아

말감에 의한 인체 내 수은 축적(Guo 등, 1998;

Shenker 등, 2000)이 보고되어 수은 독성, 특히

수은의 면역 독성에 대한 관심이 증가되고 있다. 

수은 화합물의 면역체계 활성 기전들은 아직 잘

밝혀지지 않고 있다. 수은의 폭로는 면역활성에 의

한 알러지(allergy)나 자가면역 질환(autoimmune

disease)을 일으키기도 하지만, 임파구의 면역 결핍

을 유도하여 만성적 또는 재발성 감염을 일으키기도

하는(Jiang 등, 1996; Wild 등, 1997) 등 면역체

계 활성과 임상적 후유증은 서로 모순되어 나타나기

도 한다. 이러한 결과들은 수은의 독성 효과가 수은

화합물의 화학적 종류, 용량, 섭취 경로와 폭로 세포

의 종류 등 조직 특이적 반응의 형성으로 설명할 수

있다. 수은은 사람과 동물의 대식세포(macro-

phage)나 임파구의 증식능 억제, 사이토카인

(cytokine) 생산 저하 및 세포의 DNA 합성을 저

해하지만 이러한 저해 작용의 기전들은 서로 다르다

고 한다. 

최근 중금속의 세포에 대한 독성기전에 apoptosis

가 관여한다는 연구 결과들이 제시되면서 중금속이

apoptosis에 미치는 영향과 유도기전 연구에 많은

관심이 집중되고 있다. 카드뮴이나 수은과 같은 중

금속에 노출된 임파구나 대식세포들이 apoptosis와

관련된 세포사(cell death)의 전형적인 기능적, 형

태학적 특징을 동반한다(Chio 등, 1996; Oyama

등, 2000; Gasso 등, 2001)는 사실이 보고되었으

며, 수은에 노출된 임파구들이 세포사 이전에 ade-

nine nucleotide energy charge ratio가 급격히

감소하고 지질과산화반응과 Ca2+ level의 변화 및 계

획된 세포사(programmed cell death)로 특징 지

워지는 세포막과 핵의 변화가 관찰됨으로써 수은은

임파구와 대식세포의 apoptosis를 유도한다고 하였

다(Abedi-Balugerdi 등, 1999; Oyama 등,

2000; Shenker, 등 1999).

Glutathione(L-γ-glutamyl-L-cysteinyl-

glycine, GSH)은 glutamic acid, cystein,

glycine으로 구성된 tripeptide로 생체에서 가장 풍

부한 sulfhydryl group의 공급원으로서 동식물과

미생물의 모든 세포 내에 존재하여 세포의 많은 신

진대사와 물질이동의 조효소로 작용하고, 활성산소

기(reactive oxygen radical)에 의한 세포 손상이

나 외부로부터 유입된 유해 중금속 등의 독성에 대

하여 방어 작용을 하는 세포 내 방어물질의 하나로

알려져 있다(Chio 등, 1996). GSH는 세포막을 통

과하지 못하므로 GSH 전구체(precusor)로부터 세

포 내에서 합성되어 세포 밖으로 배출된 후 분해되

고 다시 세포 내로 유입되어 합성되는 고유의 순환

적 대사경로, 즉 γ-glutamyl cycle을 경유하여 물

질 수송에 관여하는데, cystein의 sulfhydryl

group에 여러 화합물이 결합한 후 이 대사경로를

통해서 물질 수송이 일어나게 된다. 또한 GSH는

Ca2+과 thiol의 균형 유지에 중요한 역할을 하기 때

문에 GSH의 산화 또는 환원형이 세포 손상과 죽음

에 중요하게 작용한다(Close 등, 1999). 최근의 연

구에 의하면 GSH는 아세토아미노펜(aceta-

minophen)이나 수은과 같은 중금속에 대한 세포

독성에 대해 효과적으로 방어하는 것으로 보고되고

있으나 그 기능에 대해서는 아직 논란의 여지가 남

아 있다(Chio 등, 1996; Ning 등, 2000). 

본 연구는 수은의 세포 독성에 대하여 방어효과를

나타낸다고 알려진 GSH와 세포내 GSH 고갈 물질

인 buthionine sulfoximine(BSO)을 처리하여 이

들이 수은에 의해서 유도되어지는 apoptosis에 미치

는 영향을 알아보고, 수은에 의한 미토콘드리아의

기능 장애의 증거로써 활성산소 발생정도를 측정하

고 세포 내 GSH 농도 변화가 활성산소 형성에 미치

는 영향을 조사함으로써 수은에 의해 유도되어지는

apoptosis에 대한 GSH의 방어 기전과 역할을 규명

하고자 하였다.

재료 및 방법

1. 세포 배양과 시약

마우스 대식세포에서 기원한 RAW 264.7 세포를

10% FBS DMEM(Gibco; Grand Island, NY,

USA) 배지에 0.25% trypsin(Gibco; Grand

Island, NY, USA) EDTA 용액을 이용하여 2-3
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일 주기로 37℃, 5% CO2 incubator에서 계대 배

양하면서 실험에 사용하였다. 각각의 실험에 사용된

시약들은 methyl mercury chloride (MeHgCl,

Kanto Chemical Co., Japan), 3-(4,5-

dimethylthiozol-2-yl)-2,5- diphenyltetrazoli-

um bromide(MTT, Sigma Chemical Co.,

USA), N-acetyl-L-cystein(NAC, Sigma

Chemical Co., USA), L-buthionine sulfox-

imine(L-BSO, Sigma Chemical Co., USA),

glutathione(GSH, Sigma Chemical Co.,

USA), dihydroethidium(HE, Fluka,

Swizerland), propidium iodide(PI, Sigma

Chemical Co., USA), dimethylsulfonic

acid(DMSO, Sigma Chemical Co., USA),

Hoechst 33258(Sigma Chemical Co., USA),

annexin V-FITC Kit(Pharmingen, San Diego,

USA), glutathione assay Kit(Calbiochem,

San Diego, USA) 등이다.

2. 수은의 세포독성 검사

수은이 세포독성(cytotoxicity)에 미치는 영향을

알아보는 방법으로 MTT를 이용하여 살아 있는 세

포의 미토콘드리아 내에 존재하는 dehydrogenase

의 활성을 측정하였다(Hart 등 1999; Madesh 등,

1999; Nath 등, 1996). 

RAW 264.7 세포(1×104/well)를 96 well

plate에 seeding 한 후 세포가 잘 부착될 수 있도록

37℃에서 12시간 동안 CO2 incubator에서 배양하

였다. 그런 다음 유기수은(0-5 μM)을 처리하여 6시

간과 24시간 동안 배양한 다음 MTT(5 mg/ml)를

전 well에 25 ㎕씩 첨가한 후 발색을 위해 37℃에서

4시간 동안 보관하였다. 그 다음 전 well을 세척하

고 발색 반응물(formazan; dark blue crystal)을

용출키 위해 ethanol을 전 well에 100 ㎕씩 첨가한

후 균일하게 흔들어 주었다. 빛이 차단된 실온에서

5-15분 동안 보관한 후 ELISA reader(

SpectraCount)를 이용하여 540 nm에서 흡광도를

측정하였다. 

세포 내 GSH 농도변화가 수은의 세포독성에 미

치는 영향을 알아보기 위해 RAW 264.7 세포(1×

104/well)를 96 well plate에 seeding 한 후

BSO(50 μM), GSH(250 μM), NAC(100 μM) 등

을 세포 생존율에 영향을 미치지 않는 범위의 농도

로 처리하여 37℃에서 12시간 동안 CO2 incubator

에서 배양하였다. 그런 다음 well에 있는 media를

제거하고 유기수은을 처리하여 24시간 동안 배양한

다음 MTT(5 mg/ml)를 전 well에 25 ㎕씩 첨가한

후 위에서 설명한 바와 같이 측정하였다.

3. 세포 내 GSH 농도 측정

RAW 264.7 세포(1×106)를 100 mm dish에

seeding하여 12시간 동안 배양한 다음, 다양한 농

도의 유기수은(0.5-4 μM)을 처리하여 37℃에서 48

시간 동안 CO2 incubator에서 배양하였다. 각각의

dish에 있는 세포들을 500×g, 4℃에서 원심분리하

여 수거한 후 여기에 5% metaphosphoric

acid(MPA)를 처리하고 초음파분쇄기를 이용하여

세포를 파괴시킨 다음 3000×g, 4℃에서 10분간 원

심분리하였다. 이렇게 해서 얻어진 상층액은 GSH

assay kit를 이용하여 분광광도계(spectropho-

tometer)로 흡광도(OD, 400 nm)를 측정함으로써

GSH를 정량하였다(Stokes  등, 2000). 또한 유기

수은에 의한 세포 내 GSH 변화에 대한 NAC과

BSO의 영향에 대해서 알아보기 위해 RAW 세포에

NAC(100 μM)과 BSO(50 μM)를 12시간 동안 전

처리한 후 유기수은(3 μM)을 처리하여 48시간 동안

37℃, CO2 incubator에서 배양한 다음 GSH를 정

량하였다.

4. DNA 분절 분석

RAW 264.7 세포(2×106)를 60 mm tissue

culture dish에 seeding하여 37℃에서 12시간

CO2 incubator에서 배양하였다. 그런 다음 다양한

농도의 유기수은(0.5-4 μM)을 처리하여 12시간 후

에 DNA laddering 정도를 분석하였다(Jung 등,

2001; Munder 등, 1998). 세포를 trypsin으로 처

리하여 수거한 다음 4℃에서 3000 rpm으로 원심분

리하여 모아진 세포에 50 mM Tris-buffer(pH

8.0)를 첨가 한 후 37℃에서 1시간 정도 놓아두었

다. 그런 다음 Proteinase K(250 μg/ml)를 처리하

여 50℃에서 3-4시간 정도 보관한 후 이 용액과 동

량의 phenol/chloroform을 첨가하여 3000 rpm에

서 15분간 3회 원심분리해서 마지막으로 얻어진 용

액에 10 M ammonium acetate와 2배 에탄올을
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처리하여 3000 rpm에서 15분간 원심시켜 용액내의

DNA를 침전시킨 다음 70% 에탄올을 처리하여 2회

세척한 후 실온에서 말려 TE buffer(pH 8.0)에

녹였다. 이렇게 해서 얻어진 genomic DNA 는 2%

agarose gel 상에서 전기영동을 하여 관찰하였다. 

5. 핵 형태 변화를 위한 세포 염색

apoptosis와 necrosis로 인한 세포 죽음의 핵 형

태와 크로마틴 구조의 차이점을 Hoechst-33258과

PI를 이용한 핵 염색을 통해서 관찰하였다

(Romamoorthy 등, 1998). 세포염색 방법은 먼저

RAW 264.7 세포를(4×105)  6 well plate 내부에

놓인 11 mm glass coverslip 위에 seeding 한 후,

37℃에서 12시간 동안 CO2 incubator에서 배양한

다음 유기수은(3 μM)을 처리하여 24시간 더 배양한

후 ice-cold 상태의 PBS을 이용하여 coverslip 위

에서 자란 세포들이 떨어지지 않도록 주의하면서

coverslip을 2-3회 세척하였다. 이러한 coverslip을

Hoechst 33258(8 μg/ml) 용액에 담가 빛을 차단시

킨 상태에서 15분 동안 실온에 보관하였다. 그 이후

ice-cold 상태의 PBS로 세척하고 PI(5 μg/ml) 용

액에 위와 같은 방법으로 보관한 다음 다시 ice-cold

상태의 PBS로 세척한 후, 슬라이드 글라스 위에서

coveslip에 mounting 용액(glycerol, 1 : PBS, 1

v/v)을 떨어뜨려 형광 현미경(Olympus BH2

compound microscope; Olympus, Tokyo,

Japan)으로 관찰하였다. 또한 유기수은 존재 하에

서 세포 내 GSH 변화에 따른 핵 형태를 관찰하기

위해 NAC(10 μM), GSH(250 μM) 및 BSO(50 μ

M)를 12시간 전 처리한 후 유기수은 존재 하에서

24시간 동안 37℃, CO2 incubator에서 배양한 다

음 형광 현미경으로 관찰하였다. 

6.  Flow cytometry를 이용한 apoptosis 

분석: 세포막 지질 구성의 변화 분석

Flow cytometry를 이용한 Annexin V-FITC

염색을 통해 apoptosis가 활발하게 진행되고 있는

세포를 측정하였다(Brune 등,1997; Ciriolo 등,

2001; Hortelano 등, 1999). 먼저 RAW 264.7

세포에 NAC(250 μM), GSH(250 μM) 그리고

BSO(50 μM)를 처리하고 60 mm dish에서 37℃에

서 12시간 동안 CO2 incubator에서 배양한 다음,

유기수은(3 μM)을 처리하여 24시간 동안 더 배양하

였다. 그런 다음 ice cold 상태의 PBS를 가지고 2

회 세척하고 500×g에서 5분간 원심분리한 다음 1

×binding buffer(10 mM HEPES, pH 7.4,
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140 mM NaCl, 2.5 mM CaCl2)에 세포를 부유시

켰다. 이러한 세포 부유액 중 100 ㎕(1x105 세포)를

취하고 여기에 Annexin V-FITC와 PI(50 ug/ml)

5 ㎕를 첨가하여 빛을 차단시킨 상태의 실온에서 15

분 동안 방치시켰다. 그런 다음 FACScan flow

cytometer(Becton Dickinson, San Jose, CA)

를 이용하여 apoptosis 정도를 분석하였다.

Forward light scatter와 side light scat-

ter(575-590 nm)는 linear mode로 측정되어지고,

phosphatidylethanolamine과 FITC(515-545

nm)는 logarimetric mode로 측정하였다. 결과 분

석은 CellQuest software (Becton Dickinson

Immunocytometry Systems, San Jose, USA)

를 사용하였다.

7. 활성산소기 생성 분석

세포 내 O2-(superoxide) 특이적 형광 염색물질

인 dihydroethidium(HE)을 이용하여 flow

cytometer를 통해 측정하였다(Dinara 등, 2001;

InSug 등, 1997; Ye 등, 1999). RAW 264.7 세

포(4×105)를 60 mm dish에서 12시간 동안 배양

한 다음 유기수은을 처리하고 37℃에서 48시간 동

안 CO2 incubator에서 배양하였다. 배양 종료 1시

간 전에 HE(2 μM/DMSO)을 처리하는데 이 때 세

포에 첨가된 DMSO의 최종 농도는 0.1%이며, 배

양 종료 후 ice cold 상태의 PBS로 2-3회 세척한

다음 FACScan flow cytometer를 이용하여 분석

하였다.  HE는 488 nm에서 excitation되고 575

nm에서 emission되어 bandpass filter를 통하여

측정되었다.

8. 자료처리 및 분석방법

자료처리는 SPSS 10.0을 이용하였다. 대조군과

실험군간의 MTT assay 결과 및 GSH 농도 차이의

유의성을 unpaired t-test로 비교하였다.

결 과

1. 유기수은에 의한 세포독성

유기수은처리 6시간의 경우는 대조군과 비교하여

3 μM부터 흡광도가 현저히 감소되고, 유기수은처리

24시간의 경우는 대조군과 비교하여 유기수은 2 μM
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FFiigg.. 22.. Effects of GSH, NAC or BSO on MeHgCl-induced cytotoxicity expressed as MTT reduction(OD,

540 nm) in RAW 264.7 cells. The cells were pretreated with NAC (250 μM), GSH(250 μM) and

BSO(50 μM) for 12 hr, followed by treatment with or without MeHgCl(3 μM) for 24 hr without

a medium change. The differences between the control group and the treated groups(GSH,

NAC, BSO) were tested by unpaired t-test. : ** p<0.01



부터 흡광도가 현저히 감소되어 세포독성효과가 나

타남을 알 수 있었다(p<0.01, Fig. 1). 

2. GSH, NAC, BSO가 유기수은에 의한 세포독성

에 미치는 영향

GSH, NAC 또는 BSO만을 처리하고 유기수은을

처리하지 않은 군은 대조군과 차이가 없었으나,

GSH 또는 NAC을 전 처리한 후 유기수은을 처리

한 군은 유기수은만을 처리한 대조군에 비해 흡광도

가 현저하게 증가하였고, 이와 반대로 BSO를 전 처

리한 후 유기수은을 처리한 군은 유기수은만을 처리

한 대조군에 비해 흡광도가 현저하게 감소하였다

(p<0.01, Fig. 2). 

3. 유기수은과 NAC 및 BSO가 세포 내 GSH 농도

에 미치는 영향

유기수은은 용량 의존적으로 RAW 264.7 세포

의 GSH 농도를 감소시켰다(p<0.05, p<0.01,

Fig. 3).

또한 대조군에 비해 NAC만을 전 처리한 군은 세

포의 GSH 농도가 현저히 증가하였고(p<0.01),

BSO만을 전 처리한 경우는 현저하게 세포내 GSH

농도가 감소되었다(p<0.01). 한편 유기수은만을 처

리한 군은 대조군과 비교할 때 세포 내 GSH 농도

가 현저하게 감소되었고(p<0.01), NAC을 전 처리

한 후 유기수은을 처리한 군이 유기 수은만을 처리

한 군보다 세포 내 GSH 농도가 현저하게 증가하였

으며(p<0.01), 이와 반대로 BSO를 전 처리한 후

유기수은을 처리한 군은 유기수은만을 처리한 군에

비해 세포 내 GSH 농도가 현저하게 감소되었다

(p<0.01, Fig. 4).

4. 유기수은에 의해 유도된 DNA 분절

유기수은 3 μM을 처리한 군에서 뚜렷한 DNA 분

절과 laddering이 관찰되었으며, 유기수은 4 μM을

처리한 군은 약간의 DNA 분절과 함께 necrosis의

형태학적 특징 중에 하나인 DNA degradation이

관찰되었다(Fig. 5). 

5. 세포 내 GSH 변화가 유기수은에 의해 유도된

핵 형태에 미치는 영향

대조군(Fig. 6A)과 NAC(Fig. 6C) 및

BSO(Fig. 6E)만을 처리한 군은 Hoechst-33258

염색에 의해 pale green 염색을 띄는 반면 유기수
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FFiigg.. 33.. Concentration of intracellular GSH produced by RAW 264.7 cells which were cultured in

DMEM and 0-4 μM MeHgCl. GSH were measured at 48 hr after incubation. The differences

between the control group and the MeHgCl treated groups were tested by unpaired t-test. : *

p<0.05, ** p<0.01



은을 첨가한 군(Fig. 6B)에서는 핵 응축현상으로

인한 bright green 염색의 밀도가 현저하게 증가하

였고 세포막 손상으로 인한 PI 염색도 관찰되었다.

이와 대조적으로 NAC을 전 처리한 후 유기수은을

첨가한 군(Fig. 6D)은 유기수은만 첨가한 군에 비

해서 apoptosis 세포에서 보여지는 bright green
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FFiigg.. 44.. Concentration of intracellular GSH produced by RAW 264.7 cells which were pretreated with

NAC(250 μM) or BSO(50 μM) for 12 hr and then treated with MeHgCl(3 μM). GSH were mea-

sured at 48 hr after incubation. The differences between the control group and the treated

groups(NAC, BSO, MeHgCl) were tested by unpaired t-test. : ** p<0.01 The differences

between the MeHgCl treated group and the NAC + MeHgCl(BSO+MeHgCl) treated groups were

tested by unpaired t-test. : ++ p<0.01

FFiigg.. 55.. Evidence for MeHgCl-induced apoptosis. RAW 264.7 cells were treated with various concentra-

tion of MeHgCl (0-4 μM) for a period of 12 hr and the cells were then analyzed for the occur-

rence of apoptosis by DNA fragmentation assay, gel electrophoresis. Analysis of the DNA by

2% agarose gel electrophoresis indicated the occurrence of apoptosis. M ; 1kb DNA ladder, Lane

1 ; medium alone, Lane 2 ; 0.5 μM of MeHgCl, Lane 3 ; 1 μM of MeHgCl, Lane 4 ; 2 μM of

MeHgCl, Lane 5 ; 3 μM of MeHgCl, Lane 6 ; 4 μM of MeHgCl. 



염색의 밀도가 현저하게 줄어들고 정상세포에서 관

찰되는 pale green 염색 밀도가 상대적으로 증가하

였다. 한편 BSO를 전 처리 한 후 유기수은을 첨가

한 군은(Fig. 6F) 유기수은만 첨가한 군에 비해 핵

응축현상과 함께 극심한 세포막 손상으로 인한

apoptosis 후기 세포로 예상되는 bright orange

염색 밀도가 거의 대부분을 차지하고 있었다.

6. 세포 내 GSH 변화가 유기수은에 의해 유도된

세포막의 지질구성 변화에 미치는 영향

유기수은이 처리된 세포에 annexin V-FITC를

이용하여 PS가 세포막 바깥으로 이동하는지를 조사

384

대한산업의학회지 제 14 권 제 4 호 2002년

FFiigg.. 66.. Cell staining for apoptotic nuclear morphology as evidence for MeHgCl-induced apoptosis. Cells

were incubated for 24 hr in medium(A), NAC(C), BSO(E) alone or in the presence of 3 μM

MeHgCl(B). Some cells were pretreated with 250 μM NAC(D), 50   μM BSO(F) for 12 hr, fol-

lowed by treatment with 3 μM MeHgCl for 24 hr. Cells were stained with Hoechst 33342 dye

and Propidium iodide(PI) and examined in a fluorescent microscope. Calibration bar is 10 ㎛ for

fluorescence microscope.

FFiigg.. 77.. Effects of MeHgCl on plasma membrane lipid

organization as evidence for apoptosis. The

effects of MeHgCl on plasma membrane lipid

organization was evaluated by the binding of

annexin V-FITC to phosphatidylserine(PS).

Cells were incubated with in the

absence(solid line) or presence (dotted line)

of 3 μM MeHgCl for 24 hr and then stained

with annexin V-FITC and analyzed by flow

cytometry. Fluorescence was determined by

log amplification. At least 10,000 cells were

analyzed. 

(A)

(D)

(B)

(E)

(C)

(F)



한 결과 유기수은을 처리한 군은 대조군에 비해

annexin V-FITC에 강하게 결합함을 알 수 있었다

(Fig. 7).

Fluoresence

RAW 264.7 세포에 NAC(250 μM), GSH(250

μM)와 BSO(50 μM)를 전 처리한 후 유기수은을 처

리한 군들에 annexin V-FITC 와 PI 염색을 한 다

음 apoptosis를 측정한 결과 대조군은 전체 세포의

1.1%(LR)만 annexin V-FITC에 결합했으며(Fig.

8A), 유기수은을 첨가한 군은 전체 세포의

58.0%(LR)가 annexin V-FITC에 결합하였다

(Fig. 8B). 한편 NAC과 GSH를 전 처리한 후 유

기수은을 첨가한 군은 각각 전체 세포의

18.7%(LR)와 16.2%(LR)만이 annexin V-FITC

에 결합함으로써 유기수은에 의해서 유도되는 apop-

tosis를 현저하게 감소시켰다(Fig. 8C, D). 이와 대

조적으로 BSO를 전 처리한 후 유기수은을 처리한

군은 전체 세포의 75.9%(LR)가 annexin V-FITC

에 결합함으로써 유기수은에 의해 유도되는 apopto-

sis를 급격하게 증가시켰을 뿐만 아니라 전체 세포수

에 4.3%(UR)가 annexin V-FITC와 PI에 동시에

결합함으로써 유기수은만을 처리한 군(1.1%)에 비
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FFiigg.. 88.. Effects of intracellular GSH changes to MeHgCl-induced apoptosis in RAW 264.7 cells. Cells

were incubated for 24 hr in medium alone(A) or in the presence of 3 μM MeHgCl (B). Some

cells were pretreated with NAC(C), GSH(D) or BSO(E) for 12 hr, followed by treatment with 3

μM MeHgCl for 24 hr. Cells were then stained with  annexin V-FITC and PI. Viable cells(lower

left quadrant; LL) are characteristic as cells exhibiting negative for both annexin V-FITC and

PI; apoptotic cells(lower right quadrant; LR) exhibit positive for annexin V-FITC and negative

for PI; cells in late stage apoptosis with secondary necrosis(upper right quart: UR) exhibit posi-

tive for both annexin V-FITC and  PI. 

(A)

(D)

(B)

(E)

(C)



해 apoptosis 후기 또는 2차 necrosis를 겪는 세포

수도 현저하게 증가하였다(Fig. 8E). 

7. 세포 내 GSH 변화가 유기수은에 의한 활성산

소기 생성에 미치는 영향

유기수은을 처리한 군은(Fig. 9B) 대조군(Fig.

9A)에 비해 O2- 의존적 HE의 산화적 형광부산물인

ethidium 생성 증가 양상인 fluorescence(오른쪽

으로 이동)를 보였고, NAC(Fig. 9D)을 전 처리한

군은 대조군과 비슷한 양상을 보였다. 그러나 이와

대조적으로 세포 내 GSH 합성 저해물질인

BSO(Fig. 9C)를 전 처리 한 군은 유기수은(Fig.
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FFiigg.. 99.. Effects of intracellular GSH changes on

MeHgCl-induced O-2 formation in RAW

264.7 cells. Cells were incubated for 24 hr in

medium alone(A) or in the presence of 3 μM

MeHgCl(B). Some cells were pretreated with

50 μM BSO(C) or 250 μM NAC(D) for 12 hr,

followed by treatment with 3 μM MeHgCl for

24 hr: (E) indicated B(solid line) compared

with C(dotted line). The cells were analyzed

by FACS following staining with dihy-

droethidium(HE) to measure the induction of

O-2. Results are plotted as log fluorescence

versus relative cell number and at least

10,000 cells were analyzed. 

(A) (B)

(C) (D)

(E)



9B)만을 처리한 군 보다 이러한 ethidium 생성 양

상이 증가됨을 보여주고 있다(Fig. 9E). 

고 찰

수은 화합물은 세포막을 구성하는 여러 단백질의

sulfhydryl group과 결합하여 세포막 구조를 손상

시키거나 기능을 약화시키고, 미토콘드리아의 내부

로 유입된 수은 화합물은 기질에 있는 효소들과 결

합하여 효소의 활성을 저해할 뿐만 아니라 내막의

전자전달계에 관련된 여러 단백질들과 결합하여 에

너지 형성을 억제하는 것으로 알려져 있으며(Wild

등, 1997), 이러한 과정에서 생성된 활성산소기에

대한 항산화능(antioxidative defence)을 감소시키

고, 기타 여러 효소들의 활성을 저해시켜 세포독성

을 나타내는 것으로 알려져 있다(InSug 등, 1997;

Shenker 등, 1999 & 2000). 이와 같이 수은을 비

롯한 중금속의 세포독성 효과에 대해서는 상당히 많

은 연구들이 보고되어 있는 반면 계획되어진 세포

사, 즉 apoptosis의 유도자로서 세포 손상과 죽음에

대한 수은의 역할과 기전에 대한 연구는 미비한 실

정이다. 최근에서야 카드뮴이나 수은과 같은 중금속

에 노출된 임파구나 대식세포들이 apoptosis와 관련

된 세포사의 전형적인 기능적, 형태학적 특징을 동

반한다는 연구 결과들이 제시되면서 중금속이 apop-

tosis에 미치는 영향과 유도 기전에 대한 연구에 많

은 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(Chio

등 1996; Dare 등, 2001; InSug 등, 1997;

Shenker 등, 1999). 본 연구에서도 유기수은의 세

포독성작용의 한 부분인 미토콘드리아 손상이 일어

나는지를 MTT assay를 통해 조사한 결과 유기수은

은 농도 의존적으로 미토콘드리아의 기능 장애를 가

져옴으로써 세포독성 효과를 증가시킨다는 것을 알

수 있었다(Fig. 1). 미토콘드리아의 기능 감소는

apoptosis가 나타나는 세포에서 일어나는 극심한 기

능적 변화들 중의 하나라는 연구보고(Madesh 등,

1999; Nakatani 등, 2000;  Shenker 등, 1998)

와 일치하였다.

GSH는 생물체내에 존재하는 가장 중요한 항산화

제로서 세포 독성과 손상에 대해 생체 내 방어작용

을 한다. GSH와 GSH 전구체인 NAC 그리고

GSH 생합성에 관여하는 γ-glutamylcystein syn-

thetase를 저해하는 BSO 등을 처리하여 MTT

assay를 통한 미토콘드리아 기능장애를 측정하여 세

포독성을 알아본 결과 BSO를 전 처리한 후 수은을

처리한 경우는 오히려 수은에 의한 세포독성을 현저

하게 증가시켰으며 이와 대조적으로 GSH 또는

NAC을 전 처리한 후 수은을 처리한 경우는 세포독

성을 현저하게 감소시킴에 따라 GSH는 수은의 세

포독성에 방어 효과를 나타낸다는 것을 알 수 있었

다(Fig. 2). 이것은 GSH가 세포 외부에서 수은과

결합하여 수은의 세포독성으로부터 세포를 보호한다

는 Atkins 등(2000)과 Chio 등(1996)의 연구 결과

와 일치하였다. 

수은화합물은 마우스 대식세포나 임파구의 미토콘

드리아에 구조적 변형을 초래하고 apoptosis와 관련

된 기능들의 변화를 유도한다고 보고되어 있으며,

세포 내 GSH 농도의 감소와 활성산소기 생성에 의

한 oxidative stress를 유도하여 미토콘드리아 투과

성의 변이를 가져와 궁극적으로 세포사를 유도하는

apoptotic cascade를 자극한다고 한다(Abedi-

Balugerdi 등, 1999; Romamoorthy 등, 1998;

Shenker 등, 2000). 본 연구에서도 유기수은이 농

도 의존적으로 세포 내 GSH 농도를 감소시켰으며

(Fig. 4), NAC을 전 처리한 후 유기수은을 처리한

군의 GSH 농도는 현저하게 증가되고, 반대로 BSO

를 전 처리한 후 유기수은을 처리한 군의 GSH 농도

는 현저하게 감소되었다(Fig. 5). 이러한 결과는

Abedi-Balugerdi 등(1999)과 Atkins 등(2000)

그리고 InSug 등(1998)의 보고와 마찬가지로 유기

수은에 의한 GSH 감소와 apoptosis와의 연관성을

제시해주고 있으며, 이러한 GSH 감소는 아마도 유

기수은이 free GSH와 결합하거나 또는 GSH S-

transferase와 같은 GSH 합성에 관여하는 효소들

과 결합하여 활성을 저해함으로써 일어나는 것으로

사료된다.

Apoptotic process는 많은 서로 다른 level에서

조절되어진다고 알려져 있으며 apoptotic process

초기 단계는 미토콘드리아의 기능적 변화에 의해 조

절되어진다고 한다. 알려진 미토콘드리아 막 투과성
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의 변이의 특징은 첫째, 미토콘드리아 막 전위 상실

(loss of mitochondria transmembrane poten-

tial (△Ψm)), 둘째, 활성산소기 생성, 셋째, 미토

콘드리아 외막의 일시적 파열과 팽창의 결과로 인한

세포질 내로 cytochrome c의 방출들이며 이러한 변

화는 apoptosis를 유발시키는 중요한 신호전달기전

중 하나인 caspases를 활성화시켜 apoptosis와 관

련 있는 다양한 형태학적 변화와 세포질 파괴를 일

으키고 궁극적으로 세포 소멸을 가져온다(Close 등,

1999). 계획된 세포사로 일컬어지는 apoptosis는

첫째, 세포질 수축(cellular shrinkage)과 크로마

틴 응축(chromatin condensation), 둘째, 세포막

의 수포화 현상(cytoplamic blebbing), 셋째,

180-200 bp DNA로 이루어진 여러 개의 DNA 분

절(DNA fragmentation) 형성 등 necrosis와는

다른 형태학적, 생화학적 특징을 동반한다. 본 연구

에서는 유기수은에 의한 DNA 유전적 분석을 통해

관찰된 DNA laddering 형성(Fig. 3)과 flow

cytometry를 이용한 핵 형태 분석에서 관찰된 핵

응축 현상과 세포분절을 유도하는 apoptotic body

형성(Fig. 6), 그리고 PI와 FITC-conjugated

annexin V를 이용한 세포막 지질 구성변화를 통해

(Fig. 7) 유기수은이 RAW 264.7 세포에서 apop-

tosis를 유도한다는 사실을 알 수 있었다. 또한 핵

형태 변화와 세포막지질 구조 변화를 통해 유기수은

에 의해서 유도되어지는 apoptosis와 세포 내 GSH

변화의 연관성을 알아본 결과,  NAC은 수은에 의

한 apoptosis를 급격하게 감소시켰으며, 이와 대조

적으로 BSO는 apoptosis를 오히려 현저하게 증가

시켰음을 알 수 있었다. 이러한 결과들(Fig. 3, 4,

5, 7)을 통해 세포 내 GSH 농도는 수은에 의해 유

도되는 apoptosis를 결정하는 중요한 인자임을 확인

할 수 있었다.

수은에 노출된 세포는 미토콘드리아의 기능장애를

가져오고 결과적으로 활성산소 생성과 세포 내 thiol

group의 고갈을 가져온다(InSug 등, 1997; Hart

등, 1999; Oyama 등, 2000; Laynes 등, 2001).

O2-, H2O2, OH- 등과 같은 활성산소기는 염증 반

응, 미토콘드리아 기능장애, 저 항산화 방어체계

(low antioxidant defense)를 가지는 세포의 산화

적 대사로부터 기원된다. 활성산소기의 가장 극심한

손상효과는 활성산소기가 세포막 지질을 산화시킬

때 일어나는 지질과산화 반응을 통해 지질 과산화수

소(lipid hydroperoxide), 알데하이드, 알코올과

같은 독성 부산물이 만들어지고, 이러한 것들에 의

해 칼슘 균형의 장애와 DNA와 RNA 합성이 저해

되고 미토콘드리아 호흡저해 등 apoptosis와 관련된

신호전달기전을 개시하여 결국 세포사에 이르게 한

다. GSH는 세포 내 free radical, 특히 활성산소

생성에 중요한 방어 역할을 하는 물질이며, 이들 활

성산소 중간물의 대량 생성은 결과적으로 세포 내

GSH 고갈을 가져오며, 많은 세포 내 시스템에서 이

러한 GSH 고갈은 세포의 apoptosis 시작과 관련이

있다. 즉 정상세포의 경우 미토콘드리아 내의 GSH

는 활성산소와 직접적으로 결합하여 세포 밖으로 배

출함으로써 이들 활성산소를 제거하는데, 이러한 과

정에 미토콘드리아의 내막에 있는 GSH peroxi-

dase(GPx)와 세포질에 존재하는 catalase가 관여

하게 된다. Gasso 등(2000)의 보고에 의하면 세포

내의 활성산소기 생성과 세포 내 GSH 감소와 같은

항산화 체계(antioxidant system)의 저하는 세포

의 산화 환원 상태의 변형에 의해 산화적 스트레스

(oxidative stress)를 유도하여 apoptosis를 일으킨

다고 한다. 본 연구에서는 유기수은에 의해 유도되

는 미토콘드리아의 활성산소기 생성을 측정한 결과

유기수은에 의한 세포 내에서 활성산소기 생성을 확

인하였다. 이러한 사실은 수은이 미토콘드리아의 기

능저하를 가져온다는 연구보고(Rao 등, 2000; Ye

등, 1999)와 일치함을 알 수 있었다. 또한 GSH 전

구체로서 항산화제로 알려져 있는 NAC은 유기수은

에 의한 활성산소기 생성을 감소시켰으며, 반면

BSO에 의한 GSH 농도 감소는 이러한 활성산소기

생성을 증가시켰는데 이러한 결과는 유기수은에 의

한 활성산소 생성이 세포 내 thiol 상태의 변화에 의

해 영향을 받는다는 것을 말해주고 있다. 즉 세포 내

GSH는 활성산소기 제거자로서 수은에 의한 활성산

소기 생성으로 야기되는 세포 손상과 apoptosis 유

도에 대한 방어 역할을 한다는 것을 알 수 있었다.

이상의 결과를 종합해보면 유기수은은 RAW

264.7 세포에서 apoptosis를 유도하는 두 가지 중

요한 변형을 일으킨다. 유기수은은 첫째, 세포 내

free GSH에 결합하거나 GSH 합성에 관여하는 효

소를 저해함으로써 일차적으로 세포 내 GSH를 감

소시킨다. 둘째, 미토콘드리아 기능장해를 가져오는
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활성산소기를 생성하여 산화적 스트레스를 유도한

다. 세포 내 GSH는 세포 내재적 방어물질의 하나로

정상세포에서 발생하는 활성산소기와 결합하여 고유

의 순환 대사경로를 통해 활성산소기를 세포밖으로

배출함으로써 세포독성에 대한 방어 역할을 한다.

이러한 과정에 있어서 미토콘드리아로 유입된 유기

수은은 미토콘드리아 내막에 존재하는 활성산소기

해독에 관여하는 효소와 결합하여 활성을 저해함으

로써 활성산소기 생성을 유발시킨다. 또한 미토콘드

리아에 존재하는 GSH는 세포질 GSH로부터 유입

되므로 유기수은에 의한 일차적 세포 내 GSH 감소

는 미토콘드리아 GSH의 감소를 가져오고 이러한

요인 역시 활성산소기 생성을 증가시키며 이러한 활

성산소기가 지질과산화연쇄 반응을 일으켜 미토콘드

리아 막 변이와 함께 DNA 손상 등 산화적 스트레

스를 유발하고 apoptosis를 일으키는 signal path-

way가 활성화된다. 궁극적으로 이러한 결과를 통해

세포 내 GSH는 유기수은에 의해 유도되는 apopto-

sis를 결정하는 중요한 인자라고 사료된다.

결 론

본 연구는 수은의 세포 독성에 대하여 방어효과를

나타낸다고 알려진 GSH와 세포내 GSH 고갈 물질

인 BSO를 처리하여 이들이 수은에 의해서 유도되어

지는 apoptosis에 미치는 영향을 알아보고, 수은에

의한 미토콘드리아의 기능 장애의 증거로써 활성산

소 발생정도를 측정하고 세포 내 GSH 농도 변화가

활성산소 형성에 미치는 영향을 조사한 결과는 다음

과 같다. 

1. 유기수은은 농도 의존적으로 세포독성 효과를

나타냈으며, GSH와 NAC은 유기수은에 의한

세포독성을 감소시키고 BSO는 세포독성을 현

저하게 증가 시켰다. 

2. 유기수은은 농도 의존적으로 세포 내 GSH 농

도를 감소시켰으며, NAC을 처리한 경우 세포

내 GSH가 증가되었으며, BSO를 처리한 경우

는 현저하게 세포 내 GSH가 감소되었다. 

3. DNA 유전분석과 Hochest 33258 및 PI 염색

을 이용한 핵 형태 분석을 통해 DNA ladder-

ing과 핵 응축 그리고 apoptotic body를 확인

하여 유기수은에 의해서 apoptosis가 유도된다

는 것을 확인할 수 있었다. 또한 annexin V-

FITC를 이용한 세포막 지질 구조 변화에서도

유기수은을 처리한 군에서 PS에 대한 annex-

in V의 강한 결합에 따라 유기수은에 의해 유

도되는 apoptosis를 확인할 수 있었다.

4. 유기수은에 의해 유도되는 apoptosis와 세포내

GSH 변화와의 관계를 조사한 결과, NAC은

핵 형태 변화와 세포막 지질구조에 있어서 대

조군과 같은 양상을 보인 반면 BSO는 수은에

의한 apoptosis를 현저하게 증가시켰다.

5. 유기수은은 대조군에 비해 유의하게 O2- 생성

을 증가시키고, NAC을 처리한 군은 유기수은

에 의한 O2- 생성을 감소시켰으며, BSO는 이

러한 생성을 오히려 증가 시켰다.

이상의 연구결과는 세포에 흡수된 유기수은이

GSH 농도를 저하시켜 미토콘드리아의 기능적 저하

를 가져오고 활성산소기를 생성함으로써 apoptosis

를 유도하는 signal pathway를 활성화시켜 결국

세포사를 가져오게 된다. 즉, 세포 내 GSH는 유기

수은에 의해 유도되는 apoptosis를 결정하는 중요한

인자라고 사료된다.
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