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분절화된 인간 배아에서 세포자연사와 Fas, Fas-ligand, 
Bax, Bcl-2 발현에 관한 연구 
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Objective : The present study was performed to investigate whether apoptosis occur in human 
embryos by annexin staining and detect the expression of Fas, Fas-ligand (FasL), Bax, and Bcl-2 in 
human fragmented embryos derived from IVF-ET by immunofluorescence and Western blot analysis. 

Materials and Methods: Using annexin staining, immunofluorescence and Western blot analysis on 
normal and fragmented embryos, we were able to detect apoptotsis and apoptotic gene products in 
fragmented embryos. 

Result: Phosphatidylserine (PS) translocation, the marker for apoptosis, were  detected frequently in 
fragmented embryos. Bcl-2 and Bax protein were detected in both fragmented and non-fragmented 
embryos. When fragmented embryos compared to normal embryos, immunofluorescent intensity of 
Bcl-2 tended to be lower in fragmented embryos. Bax gene expression increased in the fragmented 
embryos compared to the normal embryos. This result supports a model in which the molar ratio of 
Bcl-2 to Bax determines whether apoptosis induced or inhibited in human embryo. Fas was highly 
expressed in human preimplantation embryos but not FasL. It suggests that embryo may undergo 
apoptosis by binding with FasL produced by follicular or immune cells. 

Conclusion: The over expression of Bax and Fas will trigger apoptosis to lead embryo fragmentation 
and change embryo to be nonviable. 
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최근 과배란 유도를 통한 체외수정 시술 방법의 

발달 및 배양조건의 개선으로 불임환자의 임신 가

능성이 많이 향상되어 왔다. 그러나 이러한 발전에

도 불구하고 소수의 배아만이 좋은 상태에서 환자

에게 이식되고 나머지는 비정상적인 형태와 느린 

발생률을 나타내는 것으로 보고되고 있다.1 정상적

인 배아를 선별하는데 기준이 되는 것으로는 난할

의 진행 상태와 세포질의 분절화 (fragmentation) 현

상을 들 수 있으며,2 분절 (fragment)이 심한 배아는 

포배기까지의 발달률이 떨어지며 착상과 임신에 좋

지 않은 영향을 미치는 것으로 알려져 있다.3,4 체외

수정 및 배양시 세포질의 분절이 일어나는 배아는 

전체 중 약 50% 정도를 차지하는 것으로 보이며,5 

세포질의 분절화는 난할 초기에서부터 시작되고 난

할이 진행되어 환자의 자궁에 이식할 시기에 분절

화가 사라져 정상적인 모습을 회복하는 경우가 보

고되기도 했으나6 대부분의 경우에서는 배아가 분

열을 거듭하여도 분절화 현상은 지속된다.7 

발생중의 배아에서 나타나는 분절화 현상의 원인

은 환자가 고령으로 인해 이미 세포자연사 (apop-

tosis)가 진행된 난자의 생성8을 제외하면 체내와는 

다른 환경에서 배아를 배양함으로서 나타나는 경우

가 대부분을 차지하고 있다. 체외배양시 배아발달에 

필요한 성장인자 (growth factor)나 활성물질과 같은 

생존인자 (survival factors)의 결핍으로 세포의 성장

이 멈추거나 세포질의 분절이 일어나고, 세포사멸이 

진행되는 것으로 밝혀졌다.9 또한 산소유리기 (reac-

tive oxygen species, ROS)가 배아의 분절화를 유발한

다는 연구가 보고되었다.10 대기 중 고농도의 산소

는 세포나 배양액내의 금속 이온이나 다른 구성성

분과 결합을 하여 산소유리기를 발생시키게 되며, 

산소유리기는 세포막과 DNA에 손상을 주어 세포질

의 분절화를 유발하는 것으로 알려져 있다.11 또한 

수정을 위해 난자를 정자와 반응시킬 때 정자로부

터 분비되는 유해한 물질이나 과배란 유도 과정에

서 생기는 미성숙란의 발생 등이 배아의 분절화를 

유발하는 것으로 알려져 있다.12 그러나 이러한 모

든 요인들은 최근 보조생식 기술이 발달하면서 많

이 극복되었고, 현재 배아의 분절화 현상과 가장 밀

접한 관련이 있는 것으로는 세포자연사를 들 수 있

다.13 또한 위에서 밝힌 원인들이 세포자연사를 일

으키는 직접적인 유발인자이므로 세포자연사와 배

아의 분절화는 밀접한 관련이 있는 것으로 보여진

다. Jurisicova 등14은 분절화가 진행된 배아의 약 

75%가 세포자연사와 직접적인 관계가 있는 것으로 

보고하였다. 

세포자연사는 보통 예정세포사 (programmed cell 

death, PCD)와 같은 의미로 사용되어지며 세포의 형

태적인 변화보다 생화학적 변화가 선행되어 이루어

진다.15 세포자연사는 세포 내에서 이를 유발하는 

신호에 의해 능동적인 세포죽음의 형태로 진행되며 

이 결과 mRNA의 발현 및 단백질 합성이 일어나며 

이 단백질은 핵내의 DNA를 규칙적인 다중체의 크

기로 절편하게 되고, 그 결과 세포가 수축하면서 여

러 조각으로 나누어진다.16 세포자연사의 또 다른 

큰 특징은 세포막에서도 일어나는데 주로 DNA의 

분절이 일어나기 전에 선행되며 세포막의 기능을 

잃어버리는 특징을 보인다.17 실제로 여성의 자궁내

막과 난소의 주기적인 퇴화 과정은 세포자연사를 

설명해 주는 좋은 예이다.18,19 그리고 이러한 세포

자연사의 특징은 형태학적인 면에서 배아의 분절화 

현상과 매우 유사한 점을 지니고 있다. 

세포자연사가 개시되기 위해서는 유전자의 발현

이 필수적이며 이와 관련된 유전자로는 Fas, Fas 

ligand (FasL), Bax, Bcl-2 등이 있다.20 그 중 Bcl-2는 

세포자연사를 억제하는 기능을 수행하며, Bax, Fas, 

FasL는 세포자연사가 개시되도록 한다.21 특히 Bcl- 

2와 Bax는 유사한 구조를 보이지만 상반되는 기능

을 수행하며 이 두 단백질은 서로 결합하여 각각의 

단백질이 발현되는 비율에 의해서 세포자연사를 조

절하는 것으로 알려져 있다.22 배란 후 난포의 퇴화 

과정이 세포자연사에 의한 것이며 여기에 Bcl-2와 

Bax가 관여한다는 연구 결과가 발표되었고,23 특히 

난소의 과립세포에서 발현되는 Bax 유전자가 난포

의 퇴화에 직접적인 영향을 주며 이때 Bcl-2 유전자

는 세포자연사를 억제하는 작용을 하는 것으로 밝

혀졌다.19,24 또한 성장이 정지된 인간의 미성숙란에

서 Bax와 Fas 유전자가 발현된 것도 보고되었다.25 

Fas는 세포자연사를 인지하는 세포막에 위치하고 

있는 수용체로서 여기에 FasL이 결합하면서 세포 

내부로 세포자연사의 신호를 전달하는 것으로 알려

져 있다.26 또한 Fas를 매개로 한 세포자연사 과정
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을 Bcl-2 유전자가 조절한다는 연구도 보고되었다.20 

따라서 세포자연사와 관련된 유전자들은 각각 독립

적인 작용을 하는 것 보다는 서로 긴밀한 관계를 

가지고 세포자연사의 각 단계를 조절하는 것으로 

보여진다. 세포자연사의 mRNA 발현을 유도하는 조

절인자로는 여러 가지 호르몬 (hormones), 성장인자 

(growth factor), 사이토카인 (cytokine) 등이 작용하는 

것으로 추정되고 있지만 자세한 기작은 많이 밝혀

지지 않고 있다.27 

인간 배아에서 분절화는 초기 난할 시기부터 주

로 나타나는 현상이고 배아의 세포자연사를 규명하

려는 연구는 대부분 동물실험을 통해 이루어졌고 

인간 배아에서 분절화와 관련된 유전자 발현에 관

한 연구는 많이 이루어지지 않았다. 따라서 본 연

구는 과배란 유도와 체외수정을 통해서 얻어진 인

간 배아에서 분절화가 없는 배아와 분절화가 심한 

배아를 대상으로 배아의 분절화와 세포자연사의 상

관관계를 annexin 염색법을 통하여 살펴보고자 한다. 

또한 세포자연사와 관련된 Fas, FasL, Bax, Bcl-2 유

전자 산물의 발현 양상을 형광면역염색법과 Western 

Blotting 방법을 통하여 살펴보고자 하였다. 

 

연구 대상 및 방법 

1. 연구 대상 

본 연구는 2001년 9월부터 2002년 5월까지 서울

여성병원 불임클리닉을 내원한 총 37명의 불임환자 

중 체외수정 및 배아이식 시술 결과 정상적인 수정 

후 분절화 현상이 심해 폐기 처분할 배아를 실험군 

(n=46, Figure 1a)으로, 다정자 침입으로 인한 배아 

중 정상적인 난할 과정과 분절화 현상이 나타나지 

않은 배아를 대조군 (n=46, Figure 1b)으로 하였다. 

그리고 실험군은 연구 목적으로 환자에게서 기증

받은 배아만을 대상으로 하였다. 

2. 과배란 유도 및 체외수정 시술 

1) 과배란 유도 및 난자 채취 

난자 채취를 위한 과배란 유도는 gonadotropin rele-

asing hormone agonist (GnRHa, Lucrine subQ, ABBOT)

와 follicle stimulating hormone (FSH, Metrodin, Serono)

와 human menopausal gonadotropin (hMG, Pergonal, Se-

rono)을 병용하는 GnRHa 장기 투여법 (GnRHa long 

protocol)을 실시하여 유도하였다. 과배란 전주기 제 

21일에 GnRHa의 피하주사를 시행하였고 월경주기 

제 3일에 과배란 유도를 시작하였다. 과배란 유도

제는 FSH 단독 또는 FSH와 hMG를 병합하여 사용

하였고 혈중 estradiol (E2) 농도와 질식초음파를 사용

하여 난포 성장을 관찰하였다. 18 mm 이상의 우성

난포가 3개 이상일 때 10,000 IU의 human chorionic 

gonadotropin (hCG, Profasi, Serono)을 근육주사하여 

배란을 유도하였다. hCG를 주사한지 36시간 후에 

질식초음파를 사용하여 난자 채취용 바늘 (Single 

Lumen Ovum Pick-Up Needle Set, COOK)로 난자를 

채취하였다. 

채취한 난자는 37℃와 5% CO2로 조절되는 배양

기 내에서 해부현미경 (SZH10, Olympus)을 이용하

여 난자와 난구세포 복합체 (oocytes cumulus complex, 

OCC)의 존재 유무를 확인하였고 OCC가 발견되면 

배율을 높여서 난자의 형태와 성숙도를 판정하였다. 

난자의 성숙도는 세포질 내의 핵 (germinal vesicle, 

GV)의 유·무, 제 1극체의 출현 유·무, 그리고 난

구세포의 분포 특징에 따라 확인하였다. 성숙 정도

에 따라 각 난자를 10% synthetic serum substrate (SSS, 

Irvine)이 첨가된 P 1 (Preimplantation 1) 배양액으로 

옮겼다. 성숙도에 따라 성숙란 (metaphase II, MII)은 

난자 채취 3~4시간, 중간성숙란 (metaphase I, MI)은 

난자 채취 8~10시간, 미성숙란 (immature, GV)은 20 

~48시간 동안 CO2 배양기에서 배양 후 체외수정을 

시행하였다. 그리고 각 배양접시에는 3~5개 미만의 

난자가 배양되도록 조절하였다. 

2) 배양액의 준비 

정자의 준비에는 F-10 Nutrient Mixture Medium 

(Ham's F-10, Gibco)에 0.5% antibiotics  (Penicillin-G, 

Streptomycin sulfate)를 첨가하여 사용하였다. 

난자의 수정 및 배양에는 직접 제조한 P 1 배양

액 (2.04 mM CaCl2·2H2O, 101.6 mM NaCl, 4.69 mM 

KCl, 0.2 mM MgSO 4, 25 mM NaHCO3, 0.33 mM Na- 

pyruvate, 21.4 mM Na-lactate, 0.05 mM Taurine, 0.15 

mg/l Na-citrate, 10 ? g/l Gentamicin, 0.005 g/l Phenol red)

을 사용하였고, 배양액 제조에 사용한 시약은 Sigma 

제품을 사용하였다. 모든 배양액은 95% 이상의 습

도, 37℃ 및 5% CO2를 유지하는 배양기 (CO2 incuba-
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tor, Heraeus)에서 10시간 이상 평형시킨 다음 사용하

였다. 

3) 난포액 (human follicular fluid, hFF)의 준비 

난포액은 난자 채취 시술 중 성숙난자를 가지고 

있는 난포에서 회수한 난포액에 혈액이 섞여 있지 

않은 것만 이용하였다. 회수된 난포액은 3500 rpm

에서 30분 동안 원심분리하여 상층액만 회수한 후 

56℃로 조절된 항온수조에서 35분간 불활성화 (heat 

inactivation)시키고 나서 0.22 ? m의 필터 (Sterivex GV, 

Millipore)로 제균한 뒤 -20℃에 보관하였다. 냉동보

관된 난포액은 융해 후 체외수정을 위한 정자 준비

에 사용하였다. 

4) 체외수정 및 수정 확인 

난자 채취 후 수음 (masturbation)으로 받은 정액을 

37℃에서 20~30분간 방치하여 액화를 유도한 다음 

정자의 농도와 운동성을 세계보건기구 (WHO)28의 

기준에 따라 측정하였다. 액화된 정액은 10% 난포

액이 첨가된 Ham's F-10 배양액으로 2회 세척한 후 

pellet을 제외한 상층액은 제거하고 그 위에 1 ml의 

Ham's F-10 배양액을 조심스럽게 분주하고 5% CO2

로 조절된 배양기에서 30분 동안 정자를 부유 (swim 

up)시켜 수정 (insemination)에 이용하였다. 

수정 후 약 18~22시간 뒤 수정 (fertilization) 여부

를 조사하였다. 물리적으로 손상을 입지 않은 수정

란 중 웅성전핵 (male pronuclear)과 자성전핵 (female 

pronuclear)이 형성되고 핵 내부에 핵소체를 함유하

고 있고, 두 개의 극체 (polor body)가 출현된 것을 

정상적인 수정으로 확인하였다. 만일 2개의 극체와 

1개의 전핵만이 관찰된 경우에는 4~5시간 뒤에 전

핵의 상태가 어떻게 변하는지를 관찰하였다. 수정이 

되지 않은 난자는 신선정자를 이용하여 재수정을 

유도하였다. 

5) 수정란의 배양 및 배아이식 

정상적인 수정이 이루어진 배아는 수정 후 37℃

와 5% CO2로 조절되는 배양기에서 10% SSS가 첨

가된 P 1 배양액으로 약 72시간 동안 배양 후 형태

학적 등급을 판정하였다. 배아의 할구 크기가 균일

하고 세포질의 분절화가 없는 것을 Grade 1 (G1), 

할구의 크기가 불균일하지만 세포질의 분절화가 없

는 것을 G2, 할구의 크기가 불균일하고 20% 미만

의 세포질의 분절이 있는 것을 G3, 할구의 크기도 

불균일하고 50% 정도의 세포질의 분절이 있는 것

을 G4, 정상적인 할구가 거의 보이지 않으며 전체

적으로 세포질의 분절화가 나타난 것을 G5로 하였

다.29 배아이식은 G1~G3의 등급을 받은 3~5개의 

배아만을 환자의 자궁 안으로 이식하였고, 잉여 배

아 중 세포질의 분절화가 50% 이상인 G4와 G5 gra-

de의 배아를 실험군으로, 그리고 다정자 침입으로 

수정된 배아 중 세포질의 분절화가 없고 정상적인 

난할을 보이는 G1과 G2 grade의 배아들은 대조군으

로 사용하였다. 

3. 세포자연사 및 관련된 유전자 발현 확인 

1) Annexin V 염색법 

각 군마다 5개씩의 배아에서 Annexin V-FITC Ap-

optosis Detection Kit (BD Biosciences)를 이용하여 세

포자연사를 확인하였다. 우선 배아를 phosphate buf-

fered saline (PBS, Gibco)로 세척한 다음 annexin  V- 

FITC로 20분간 반응시킨 후 PBS로 세척하여 propi-

dium iodide (PI)로 염색하였다. 염색된 배아는 UV를 

광원으로 하고 DAPI/FITC/Rhodamine triple filters가 

장착된 형광현미경 (E600, Nikon)하에서 관찰하였다. 

2) 형광면역염색법 

실험에 사용할 배아는 acid tyrode solution (pH 2.1 

~2.5)을 이용하여 투명대를 얇게 하고 또 투명대에 

붙어 있는 정자나 과립세포를 제거하였다. 배아를 

10% NBF (neutral buffered formalin, Sigma)에서 약 10

분간 고정한 후 PBS로 세척하고 일차항체의 비특이

적 결합을 억제하기 위해서 2% BSA가 첨가된 PBS

에서 10분간 반응시켰다. 각 배아는 Fas, FasL, Bax, 

Bcl-2에 대한 일차항체 (Table 1, BD PharMingen)와 

상온에서 1시간 동안 반응시키고, PBS로 세척한 다

음 FITC로 표지된 이차항체로 상온에서 암반응의 

조건으로 1시간 동안 반응시켰다. 반응이 끝난 배아

는 PBS로 세척하여 슬라이드에 mounting medium 

(Sigma)으로 봉입하여 형광현미경으로 관찰하였다. 

3) Western blot 분석 

수집된 배아를 PBS에서 여러 번 세척한 후 Lysis 

buffer (125 mM Tris -HCl, pH 6.8, 10% SDS, 1 mM PM-

SF (phenylmethylsulphonyl fluoride), 125 mM dithioth-

reitol, 20% glycerol, 0.002% bromophenol blue)에 넣어 

전기영동 전까지 -80℃의 저온 냉동고에 보관하였다. 
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12% SDS-Polyacrylamide gel에서 전기영동을 수행한 

단백질을 transfer buffer (48 mM Tris, 39 mM glycine, 

0.037% SDS, 20% methanol)에서 니트로셀룰로스 막 

(Hybond ECL, Amersham pharmacia biotech)에 전이시

켰다. 니트로셀룰로스 막을 5% 탈지분유를 함유하

는 TBS-T (Tris buffered saline, 10 mM Tris, 0.2 M NaCl, 

0.1% Tween-20)에서 1시간 동안 반응시킨 후 TBS-T

로 여러 번 세척하였다. Fas, FasL, Bax, Bcl-2에 대한 

일차항체 (BD PharMingen)로 1시간 동안 반응시킨 

후 TBS-T로 여러 번 세척하고, HRP (horseradish per-

oxidase)로 표지된 이차항체와 1시간 동안 반응시켰

다. TBS-T로 여러 번 세척한 후 ECL (enhanced che-

mi-luminescence) 시약 (Amersham pharmacia biotech)

으로 1분간 반응시킨 후 X-ray 필름 (Hyperfilm, Am-

ersham pharmacia biotech)에 노출시켰다. 

  

결  과 

1. Annexin V 염색법에 의한 세포자연사의 관찰 

두 군에서 각각 5개의 배아를 annexin V-FITC로 

염색한 결과 분절이 없는 군에서는 염색이 되지 않

았으나 분절이 심한 군은 녹색으로 염색되었다 (Fi-

gure 2). 특히 분절화가 나타난 배아 중 분절이 이미 

진행된 할구보다 정상인 할구에서 더 강하게 염색

이 되었고 (Figure 2d) 이는 형태적으로 정상으로 보

이지만 이미 세포막의 변화가 유발된 세포자연사 

초기 상태라는 것을 알 수 있었고 또한 앞으로 분

절화를 유발할 것으로 예상되었다. 두 군 모두 PI로

는 염색되지 않았다. 

2. 형광면역염색 결과 

분절이 없는 배아와 분절이 심한 배아 각각 21개

씩 총 42개의 배아를 형광면역염색법에 사용하였다. 

세포자연사와 관련된 각 유전자 산물의 형광면역염

Figure 1. Light microscopy of normal and fragmented
human embryos collected at the 8 cell stage. All embryos
were collected at approximately 72 hours after post-in-
semination. a. Control group, 8 cell embryo with non-
fragmentation derived from 3 pronuclei embryo (3PN), 
b. Study group, embryo with fragmentation derived from
2 pronuclei embryo (2PN). 

Figure 2. Detection of apoptosis in a human embryo 
by annexin V staining. Normal and fragmented embryos 
were stained with PharMingen annexin V-FITC apop-
tosis detection kit. After staining, pictures were taken 
under bright field (a, c) and under UV light with FITC 
filter (b, d). (b) Non-fragmented embryo negatively sta-
ined but (d) fragmented embryo positively stained for 
annexin V staining. 
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색 결과는 Table 2와 같다. Bcl-2와 Bax는 두 군에서 

모두 염색되는 특징을 보였지만 양적 차이를 보여, 

Bcl-2는 분절이 없는 군에서 더 많이 염색되었고 Bax

는 분절이 심한 군에서 더 많이 염색되었다. 특히 

Bcl-2는 분절이 심한 배아 내에서도 정상적인 모습

을 보이는 할구에서는 강하게 염색되는 특징을 보

였다 (Figure 3). 반면 Fas와 FasL의 발현 유무는 분

절과는 상관없이 나타났다. Fas는 두 군에서 모두 

염색되었지만, FasL는 거의 염색되지 않는 결과를 

보였다 (Figure 4). 

3. Western blot 분석 결과  

Western blot 분석에는 각 유전자마다 5개씩 총 

40개의 배아가 사용되었다. Bcl-2는 분절이 없는 군

에서 더 많이 발현되었고 그리고 Bax는 분절이 있

는 군에서 더 많이 발현되는 결과를 보였다. Fas는 

두 군에서 모두 발현이 되었지만 분절이 있는 군에

서 더 많이 발현되었고, FasL는 두 군에서 모두 발

현되지 않았다 (Figure 5).  

 

고  찰 
 

본 실험은 과배란 유도와 체외수정 시술시 인간 

배아의 세포질 분절화에 관련된 세포자연사와 단백

질 발현을 알아보고자 실시하였다. 배아의 운명은 

배아 시기에서만 국한된 것이 아니라 이미 이전부

터 많은 영향을 받는 것으로 알려졌다. 수정란의 

생존과 발생은 이미 난자가 자라는 동안 모계 유전

적인 mRNA 발현과 단백질의 분비에 의존적이며 

이러한 유전자 산물의 대부분은 초기 난할 과정에 

사용되어지고 이때 배아의 운명이 거의 결정되는 

것으로 보고되었다.14,30 생쥐의 경우 2 세포기 시기 

그리고 인간을 비롯한 다른 포유동물의 경우는 4 

세포기와 8 세포기 시기에 배아의 운명이 결정되어

지며,31,32 인간 배아의 경우 8 세포기 이전 시기의 

배아에서 세포질의 분절화가 심하거나 난할 진행이 

정지되면 착상이 되지 않는다는 것이 지배적인 의

견이다.33 또한 Aoki 등34은 난할 초기인 1 세포기 

시기에 배아 활성 (embryonic activation)이 진행되며 

이 배아 활성은 초기 배아의 세포자연사를 억제하

는 기능을 수행한다고 하였다. 

세포자연사는 세포 내부의 생리적 변화로 인한 

세포의 죽음을 의미하며 핵내의 DNA의 분절과 세

포막의 변화로 특징지을 수 있다.35 DNA의 분절은 

핵산분해효소 (endonuclease)의 활성화로 진행되며 

이 효소는 DNA를 180~200 bp의 일정한 다중체의 

크기로 잘라 전기영동한 gel 상에서 DNA를 사다리

꼴의 모양인 ladder-like한 유형으로 나타나게 한다. 

이러한 DNA의 분절은 TUNEL (terminal deoxynucleo-

tidyl transferase (TdT)-mediated dUTP-dogoxygenin nick 

end-labling) 방법으로 쉽게 관찰할 수 있다.36 배아에

서 세포질의 분절은 DNA의 분절과 직접적인 연관

이 있고 세포질의 분절이 많이 진행된 배아는 DNA

의 분절 또한 많이 진행되었다는 보고7는 이러한 내

용을 잘 설명해 주는 것으로 볼 수 있다. 또 다른 

특징은 세포자연사가 진행되는 초기에 나타나는데 

세포막의 지질 이중층 구조 중 안쪽 층에 있는 ph-

osphatidylserine (PS)이 바깥쪽 층으로 이동하는 변화

를 보이며 이러한 변화는 DNA의 분절이 일어나기 

Table 1. Primary antibodies used in immunofluorescence 
staining 

Primary 
antibody Source Dilution Company 

Fas mouse 
anti-human Fas 1 : 100 BD PharMingen, 

USA 

FasL mouse 
anti-human FasL 1 : 100 BD PharMingen, 

USA 

Bax rabbit 
anti-human Bax 1 : 100 BD PharMingen, 

USA 

Bcl-2 mouse 
anti-human Bcl-2 1 : 100 BD PharMingen, 

USA 

Table 2. Frequency of posit ive staining of Fas, FasL, 
Bax, and Bcl-2 in fragmented and non-fragmented 
embryos 

Frequency of positive staining (+/n)a 
 

Bcl-2 Bax Fas FasL 

Non-fragmented 
 embryos 5/5 3/5 4/5 0/6 

Fragmented 
 embryos 3/4 5/5 6/6 1/6 

a+/n, Number of samples with positive staining / of 
total samples 
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전에 선행되어진다.37 

본 실험에서 PS가 막 표면으로 이동하는 것을 검

출하기 위해 annexin V가, 세포막의 상태를 관찰하

기 위해서 propidium iodide (PI)가 각각 이용되었다. 

  

  

세포자연사가 진행되는 세포에서 막 내부의 PS는 

막 표면으로 이동하게 되고 여기에 FITC로 표지된 

annexin V가 결합함으로써 쉽게 막의 변화를 관찰

Figure 3. Immunofluorescent detection of Bcl-2 and 
Bax in fragmented and non-fragmented embryos by 
confocal image analysis. Fragmented embryos (a~d) 
and non-fragmented embryos (e~h) were collected at 
72 hours after post-insemination. The presence of green 
stain on the embryos to show that expression of Bcl-2
(a, e) and Bax (b, f) during embryogenesis. (a, b, e, f) 
The upper pannel shows pictures were taken with con-
focal microscope and (c, d, g, h) lower pannel shows 
picture taken in bright field. 

Figure 4. Immunofluorescent detection of Fas and 
FasL in fragmented and non-fragmented embryos by 
confocal image analysis. The presence of green stain on 
the embryos to show that expression of Fas during em-
bryogenesis (a, c). FasL was not detected in both group 
(b, d). (a, b) The upper pannel shows pictures were 
taken with confocal microscope and (c, d) lower pannel 
shows picture taken in bright field. (e, f) Negative con-
trol. 

Figure 5. Western blot analysis of Fas, FasL, Bax, 
and Bcl-2 in normal and fragmented embryos. 
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할 수 있었다. PI는 핵산물질을 염색할 수 있는 형

광물질로서 세포막의 원형을 유지하고 있는 세포

에서는 세포막을 통과하지 못한다. 따라서 세포자

연사 초기 세포는 세포막의 원형을 그대로 유지하

고 있기 때문에 PI로 염색이 되지 않지만 세포괴사 

(necrosis)나 세포자연사 후기와 같이 막이 깨지는 

세포에서는 PI가 쉽게 DNA와 결합하는 특징을 보

인다. 살아있는 세포에서는 annexin V와 PI 모두 염

색이 되지 않는 것으로 나타나고, 세포자연사 초기 

세포에서는 annexin V는 염색되지만 PI는 염색되지 

않는다. 세포자연사 후기 세포 및 세포괴사에서는 

annexin V도 염색되고 PI도 염색되는 결과를 보인다. 

Figure 2에서와 같이 분절화가 없는 정상 배아에

서는 annexin  V에 염색이 되지 않았지만 분절화가 

심한 배아에서는 염색된 결과로 세포자연사를 확인

할 수 있었다. 특히 분절화가 심한 부분보다 아직 

분절화가 진행되지 않은 부분에서 더 진하게 염색

되는 특징을 보였고 이는 세포가 현재 정상적인 모

습을 보이고 있지만 이미 세포자연사 과정이 진행

중이며 앞으로 세포질의 분절화가 진행될 것을 의

미하는 것이었다 (Figure 2d). 또한 분절화가 있는 

배아에서 PI로는 염색되지 않은 결과를 얻었고 이 

결과 역시 실험에 사용된 분절화된 배아가 모두 세

포자연사 초기라는 사실을 나타내는 것이었다. 

세포자연사는 사멸신호의 자극에 의해 능동적인 

형태로 진행되며 여기에는 관련된 유전자의 발현과 

단백질의 분비가 필수적이다.38 본 연구에 사용된 세

포자연사와 관련된 유전자는 Bcl-2 gene family, Fas, 

그리고 Fas ligand (FasL)이며 이외에도 많은 유전자

가 세포자연사에 관련이 있는 것으로 알려져 있다.39 

여기서 Bcl-2 유전자 산물은 세포자연사를 억제하는 

역할을 하는 것으로 알려져 있고, 나머지 유전자들

은 세포자연사를 개시하도록 조절하는 것으로 밝혀

졌다.22 

각 단백질의 발현 양상은 형광면역염색법과 We-

stern blot 분석을 통해 알 수 있었다. 먼저 Bcl-2와 

Bax는 실험군과 대조군 모두에서 발현되었지만 발

현 양적 차이를 보였다 (Figure 3). 분절화가 없는 

군에서는 Bcl-2가 많이 발현되었지만, 분절화가 있

는 군에서는 Bax가 더 많이 발현되는 특징을 보였

다 (Figure 3b, e). 특히 분절화된 배아에서 Bcl-2는 

정상적인 할구에 집중적으로 발현되었고 Bax는 전

체적으로 고르게 발현되는 염색 결과를 보여주었다. 

따라서 Bcl-2는 세포자연사를 억제하지만 Bax는 세

포자연사를 유발하는 작용을 하는 것으로 보이며 

두 단백질이 발현되는 비율이 세포자연사를 조절하

는 것으로 보여진다. 

Bcl-2와 Bax 유전자는 세포자연사 연구에 가장 

많이 이용되어진 유전자이다. 발생중의 Bcl-2 유전

자는 세포의 증식에 별다른 영향을 주진 않지만 세

포사멸을 억제하는 기능을 지닌 단백질을 만들어 

내는 것으로 보고되었다.40 특히 Bcl-2 유전자가 제

거된 배아는 더 이상 발생을 진행하지 못하고 죽게 

되는 것이 생쥐를 이용한 실험에서 증명되었다.41 

또 Bcl-2가 과도하게 발현된 인간 자궁내막 조직에

서 세포소멸이 억제되고 종양이 형성되는 경우가 보

고되기도 했다.21 Bax 유전자는 Bcl-2 유전자와 약 

45%의 유사한 유전자 구조를 가지고 있지만 세포

자연사를 유발하는 기능을 수행한다. Bax와 Bcl-2는 

각각 독립적으로 세포자연사를 조절한다고 알려지

기도 하였지만,42 두 단백질은 서로 결합하여 hete-

rodimer를 이루며 각각의 비율에 따라 세포자연사

를 결정한다는 것이 현재 지배적인 의견이다. Tilly 

등43과 Ginger 등44은 동물실험을 통해 퇴화중인 난

포와 난자에서 Bax 유전자의 비율이 Bcl-2 유전자 

비율보다 높게 나왔고 이 과정에서 Bax가 중요한 

기능을 수행한다고 보고하였고 본 실험 역시 이러

한 내용을 뒷받침 해주는 것으로 생각되어진다. 

Liu 등25은 분절이 있는 배아에서 Bax 유전자가 

많이 발현된 것을 밝혀냈고 분절을 인위적으로 제

거하였을 때 그 배아에서는 더 이상 Bax 유전자가 

발현되지 않았고 배아의 생존율도 크게 향상되는 

것으로 보고하였다. 그리고 본 실험에서는 주로 수

정 후 72시간 뒤인 8 세포기 이상의 배아를 대상으

로 유전자 발현을 조사하였는데 초기 정상 배아 (7 

세포기 미만)에서는 Bcl-2 유전자가 거의 발현되지 

않고 인간 genomic DNA가 활성화되는 7 세포기 이

상에서 발현되는 것으로 보고하였다. 이 내용은 생

쥐에서 Bcl-2 유전자가 발현되는 시기와 일치하는 

것이라고 하였다. 따라서 발생 초기보다 발생 후기

에 세포자연사와 관련된 유전자의 영향을 더 많이 

받는다고 하였다. 
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반면 Fas와 FasL는 발현 유무의 차이를 보이는 

것으로 관찰되었다 (Figure 4). 두 군에서 분절 유무

와는 상관없이 Fas는 모두 발현되었지만 FasL는 발

현되지 않는 특징을 보였고 특히 정상인 배아에서

도 Fas가 많이 발현되는 것으로 나타났다 (Figure 4a). 

이것은 Fas가 세포를 사멸로 이끄는 작용을 하지만 

그 기능을 수행하기 위해 FasL에 의해 조절되는 것

을 의미하는 것이었다. 또한 본 실험을 통해서 FasL

는 거의 발현되지 않는 결과를 얻었고 FasL는 배아 

자체에서 발현되기 보다는 외부로부터 유래한 것으

로 사료된다. 

최근 인간 생식세포에서 Fas와 FasL에 관한 많은 

연구가 진행되고 있다. Fas는 세포자연사를 유도하

는 Tumor Necrosis Factor/Nerve Growth Factor (TNF/ 

NGF) 세포표면 수용체계의 일부이다.26 Fas에 FasL

이 결합하게 되면 막 내부에서 세포자연사의 신호

전달 과정이 일어나고 세포질 내의 세포자연사에 

관계하는 단백질을 활성화시키게 되고 그 결과 mi-

tochondria 기능의 손상 및 핵의 외형적인 변화 등을 

유발한다. 면역세포 외에 인간과 생쥐의 난소와 난

자와 같이 면역계와 직접적인 관련이 없는 세포에

서 퇴화 과정의 조절에 Fas과 FasL이 관여한다는 연

구가 보고되었다.45 따라서 인간 배아에서의 FasL의 

유래는 난자가 생성되는 시기의 난포내 또는 이와 

관련된 세포, 그리고 면역체계와 관련된 세포에서 

유래하는 것으로 생각되어지며 여기에는 많은 연구

가 따라야 할 것으로 생각된다. 

또한 정상인 난자 및 배아에서도 Fas와 FasL이 

발현된 경우가 보고되었는데25,46 이러한 내용은 Fas

와 FasL이 발현된 세포가 모두 세포자연사를 일으

키는 것이 아니라 Fas에 의해 유발된 세포자연사 

과정을 여러 단백질이 조절하는 것으로 보인다. 아

직 완전한 생화학적 기작은 밝혀지지 않았지만 Bcl- 

2 유전자계에 의해 Fas로 매개된 세포자연사가 조

절되는 것으로 밝혀졌고47 이는 신호전달 과정 중 

특정 단계에서 여러 가지 조절인자 및 세포자연사

와 관련된 단백질에 의해서 신호가 억제될 수 있는 

가능성을 나타내고 있다. 이러한 결과들은 세포자

연사를 유발하는 유전자가 각각 독립적으로 작용하

기 보다는 서로 긴밀한 관계를 가지고 세포자연사

의 각 단계를 조절하는 것을 보여주는 것으로 생각

된다. 본 실험에서도 Fas로 진행되는 세포자연사에 

다른 유전자가 미치는 영향은 조사하지 않았지만 이 

부분은 앞으로 연구되어야 할 대상으로 생각된다. 

Western blot 분석에서도 형광면역염색법과 일치하

는 결론을 얻었다. 정상인 배아에서는 Bcl-2 단백질

이 더 많이 발현되었고 분절이 있는 배아에서는 Bax 

단백질과 Fas 단백질이 더 많이 발현되었으며, 특히 

Fas는 형광면역염색법으로 그 양적인 차이를 구별

할 수 없었지만 정상 배아보다 분절화가 있는 배아

에서 더 많이 발현되는 차이를 보여주었다. 그리고 

FasL는 발현되지 않는 특징을 보였다 (Figure 5). 

세포자연사의 개시 신호의 자세한 기작에 대한 

연구는 아직 미미하지만 생존요인이나 사이토카인

과 같은 여러 요소에 의해 진행된다는 설명이 최근

에 많이 밝혀졌고, 체외 배양조건의 개선과 질 좋은 

난자의 생성 등이 세포자연사를 억제하는데 중요한 

역할을 하리라 생각된다. 

이상과 같은 연구 결과로 보아, 배아에서 세포질

의 분절화 발생 및 진행 과정에서 Bax 유전자와 

Fas 유전자의 발현이 가장 큰 영향을 미치고 있으

며 두 유전자의 발현으로 세포질의 분절화와 세포

의 사멸을 이끄는 것을 알 수 있었다. 그리고 세포

자연사를 유발하는 신호 및 유전자의 발현, 그리고 

각 유전자의 상호작용에 관한 생화학적 기작은 앞으

로 많은 연구가 진행되어야 할 부분으로 사료된다. 
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