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The aim of this study was to investigate the effects of exercise on intrinsic and extrinsic apoptosis 
signaling pathways in skeletal muscle. ICR-type white male mice were divided into a control group 
(CON: n=10) and an exercise training group (EX: n=10) after a 1 week adaptation period. EX per-
formed treadmill running at 16.4 m/min with a 4% incline, 40 min/day and 5 days/week for 8 
weeks. Cervical dislocation was performed at 48 hours after the last bout of exercise, after which gas-
trocnemius skeletal muscles were immediately collected. The results of verifying the intrinsic apopto-
sis pathway showed that there were no significant differences in Bcl-2, Bax, or the ratio of Bax/Bcl-2 
proteins between EX and CON. On the other hand, the results of verifying the extrinsic apoptosis 
pathway showed that caspase-8 proteins were significantly lower in EX than in CON (p<0.05). 
Apoptosis suppressing protein HSP70 was higher in EX than in CON. In addition, caspase-3, which 
is the final factor for apoptosis, was not activated. These results indicate that apoptosis did not devel-
op since caspase-3 is non-cleaved by the effects of caspase-8 and HSP70 extrinsic pathways rather than 
Bcl-2 and Bax intrinsic pathways among signal pathways for apoptosis.
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서   론

Apoptosis는 모든 다세포 기관의 항상성 유지를 조절하기 

위해 일어나는 필수적인 세포사로, 외부의 물리적 자극에 의

해 수동적인 죽음을 초래하는 necrosis와 달리 프로그램화된 

세포사이다. 이러한 apoptosis의 억제와 촉진은 미토콘드리아

에서 조절한다는 이론이 보편적이다[22]. 한편, 고강도 운동은 

염증반응을 유발하고 면역력을 감소시켜 근 손상을 일으키는 

것으로 알려져 있다[6]. 또한, 산화과정 중에 활성산소종

(Reactive Oxygen Species, ROS) 생성을 증가시키고 불특정 

생화학적 물질들과 반응하여 세포에 상해를 일으키며 신호전

달 체계에 영향을 미쳐 DNA, protein, lipid와 같은 다양한 

분자들에 손상을 유발한다[4,6]. 심한 경우에는 apoptosis를 일

으키기도 한다[20]. 따라서, 고강도 운동은 apoptosis 유발인자

들의 발현을 변화시킬 수 있는 여러 요소들을 조절하는 것으

로 알려져 있으며 특히 glucocorticoids, ROS, intraclellular 

Ca
2+

 상승과 TNF-α 등은 apoptosis를 유발할 수 있는 주요 

신호로 알려져 있다[2]. 또한, Bax, 활성화된 caspase 등이 

apoptosis를 촉발시킬 수 있는데[18], 이러한 유도 경로는 모두 

미토콘드리아와 연관된 세포활동으로 귀결되는 것으로 사료

된다. 반면에 Bcl-2는 투과에 의한 물질 이동을 억제하거나 미

토콘드리아에서 cytochrome c의 유리를 차단하거나 단백질을 

미토콘드리아 주변에 달라붙게 함으로써 apoptosis를 막아주

는 것으로 알려져 있다[23,30]. 

지금까지 연구된 apoptosis의 경로를 살펴보면 미토콘드리

아를 경유하는 기전으로 Bax나 Bcl-2, Apaf-1과 caspase-9이 

관여된 것[13]과 endonuclease 활성을 갖는 AIF (Apoptosis 

Inducible Factor) 작용[12,16], endoplasmic reticulum (ER) 에

서 Ca2+ 과부하에 의한 casepase-12가 연관된 기전[20], TNF 

또는 FasL 수용체가 관여하는 것[7]이 있다. 이러한 apoptosis 

신호 경로는 내인성 신호 경로(intrinsic signal pathway)와 외

인성 신호 경로(extrinsic signal pathway)에 의해 apoptotic 

cell death body가 생성된다고 보고되었다[25]. 이는pro-apop-

totic Bcl-2 family member Bid의 분할의 결과로 구분될 수 

있다. 분할되거나 활성화된 caspase-8는 caspase-3를 활성화 

시킬 수 있을 뿐만 아니라 전체 Bid에서 tBid (truncated ver-

sion)로 분할된다[27]. 내인성 경로에 해당되는 tBid는 pro- 

apoptotic Bax와 상호작용하고 미토콘드리아를 경유하여 

apoptosis 신호를 자극한다. 어떤 세포유형은 미토콘드리아를 

포함하지 않는 외인성 경로를 경유하는 pro-apoptotic 신호에 

좀더 민감한 것으로 보고하였으며, 이와 같은 세포유형을 type 

I 세포라 한다[5]. 그러나, 골격근 세포를 이용한 대부분의 

apoptosis 신호 경로에 관한 선행연구에서는 미토콘드리아를 
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Fig. 1. Bcl-2 protein expression in gas-

trocnemius muscle. Bcl-2 pro-

tein expression was determined 

by Western blot analysis. The 

inset shows representative blot 

for bcl-2. The data are pre-

sented as means±SE. CON, 

sedentary control; EX, Exercise 

Training. 
*Significantly differ-

ent from CON (p<0.05).

경유하는 내인성 신호 기전에 대해서 연구되어졌으며

[15,23,24,25], 외인성 신호 기전에 관한 연구는 미비한 실정이

다. 뿐만 아니라 운동의 주요 표적조직이 골격근이고, 운동 

후 미토콘드리아 유전자와 단백질 발현이 현저히 변화되기 

때문에 운동수행 여부에 따라 apoptosis 신호경로의 내인성 

및 외인성 신호기전 변화가 다를 수 있다는 것을 시사한다.

따라서 본 연구에서는 기존 연구에서 다루어 지지 않은 운

동에 따른 골격근에서의 내인성 신호 경로와 외인성 신호 경

로 기전 모두의 민감성 여부에 대한 연구와 이와 관련한 apop-

tosis과정 중 HSP70과 같은 Chaperone 기능을 하는 요소의 

작용에 관해 연구하고자 한다. 

재료 및 방법

실험 대상

실험동물은 생후 8주령 이상 된 ICR계 수컷을 이용하여, 

일주일의 적응기간을 거친 후 무작위로 운동집단 10마리, 통

제집단 10마리로 설정하였다. 사료와 물은 자유스럽게 섭취하

도록 하였다. 온도(22±1oC), 습도(55±3%), 밤낮은 자연주기 조

건에서 사육하였다. 

운동 방법 

운동그룹은 트레이드밀 속도 10 m/min, 경사도 0%, 10분

씩 2일간의 적응기를 실시하였으며 1일 경과된 후 8주간 주당 

5회 운동을 실시하였다. 8주간의 본 운동을 위한 트레드밀 프

로토콜은 경사도 4%, 속도 16.4 m/min로 40분간 지속하였고, 

운동기간 동안 동일한 시간대에 운동을 수행하였다. 

조직적출 및 분석

마지막 운동 종료 48시간 이후[14]에 비복근을 적출한 후, 

액화질소에 급속 냉동시켜 분석 시까지 -70oC에서 보관하였

다. 통제 집단 동물들도 같은 시간에 동일한 방법으로 조직을 

적출하고 보관하였다. 

Western Blotting

각 조직에서 cell lysis buffer를 이용하여 2 μg/1 μl 단백질

을 얻었다. 단백질 분리하기 위해 10% polyacrylamide 

one-Gel (Elpis Biotech, Korea)을 사용하여 SDS-PAGE를 시행

한 후 PVDF membrane (polyvinylidine difluoride)로 gel 

transfer 하였다. Membrane을 TBS-T로 1회 세척한 후 3% bo-

vine serum albumin/TBS-T로 2시간 이상 blocking한 후, 

TBS-T로 1회 세척하였다. 일차 항체는 tubulin antibody 

(1:5,000 dilution), Bax antibody (1:1,000 dilution), Bcl-2 anti-

body (1:1,000 dilution), 그리고 caspase-3 antibody (1:1,000 

dilution), caspase-8 antibody (1:1,000 dilution), HSP70 anti-

body (1:1,000 dilution)를 각각 첨가 후 membrane과 4oC에서 

overnight 반응시킨 후 TBS-T 용액으로 5분씩 6회 세척하였

다. 이차 항체로는 horseradish peroxidase (HRP) 결합된 an-

ti-mouse IgG antibody (1:15,000 dilution) 또는 anti-rabbit 

IgG antibody (1:20,000 dilution)를 membrane과 4oC에서 1시

간 반응시킨 후 TBS-T 용액으로 5분씩 6회 세척하였다. 반응 

후, HRP의 기질인 ECL용액으로 발색반응을 일으켜 X-ray 

film에 감광하여 분석하였다.

자료 처리

본 실험의 지료는 SPSS 13.0 통계프로그램을 이용하여, 독

립표본 t 검정을 실시하였으며 유의수준은 p<0.05로 하였다.

결   과 

이 연구는 8주간의 트레드밀 운동 효과를 알아보기 위하여 

비복근내에서 내인성 신호 경로와 더불어 외인성 신호 경로를 

통한 apoptosis 기작과 HSP70의 변화를 검사하여, 다음과 같

은 결과를 얻었다.

비복근에서 anti-apoptotic Bcl-2의 발현은 Fig. 1에서와 같

이 운동집단에서 통제집단에 비해 높게 나타났으나 통계적으

로 유의한 차이가 나타나지는 않았다(p=0.451), Pro-apoptotic 

Bax의 발현은 Fig. 2에서와 같이 운동집단이 통제집단보다 낮

았으나 그룹간에 통계적으로 유의한 차이는 없었다(p=0.232). 

따라서 Fig. 3에 나타난 바와 같이 Bcl-2/Bax 비율 또한 운동그

룹이 낮게 나타났으나 통계적 유의성은 없었다(p=0.149). 그러

나, 외인성 기전에 해당되는 caspase-8의 발현은 Fig. 4에서와 

같이 통제집단과 비교하여 운동집단에서 유의하게 낮은 것으로 

나타났다(p=0.044). 세포 내 기질에서 Charperon 역할을 하는 
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Fig. 2. Bax protein expression in gas-

trocnemius muscle. Bax protein 

expression was determined by 

Western blot analysis. The inset 

shows representative blot for 

Bax. The data are presented as 

means±SE. CON, sedentary 

control; EX, Exercise Training. 
*Significantly different from 

CON (p<0.05).

Fig. 4. Caspase-8 protein expression in gas-

trocnemius muscle. Caspase-8 protein 

expression was determined by Western 

blot analysis. The inset shows repre-

sentative blot for caspase-8. The data 

are presented as means±SE. CON, 

sedentary control; EX, Exercise 

Training. 
*Significantly different from 

CON (p<0.05).

Fig. 5. Caspase-3 protein expression in gas-

trocnemius muscle. Caspase-3 pro-

tein expression was determined by 

Western blot analysis. The inset 

shows representative blot for cas-

pase-3. The data are presented as 

means±SE. CON, sedentary control; 

EX, Exercise Training. 
*Significantly 

different from CON (p<0.05).

Fig. 3. Bcl-2/Bax ratio in gastrocnemius muscle. The data are 

presented as means±SE. 
*Significantly different from 

CON (p<0.05).

HSP70의 발현은 Fig. 6에서와 같이 통제집단과 비교하여 운동

집단에서 높았으나 통계적 유의성은 나타나지 않았다(p=0.289). 

그러나 apoptosis의 최종 실행자인 분할된 caspase-3는 Fig. 

5에서와 같이 통제집단과 비교하여 운동집단에서 유의하게 

낮은 것으로 나타났다(p=0.025).

고   찰
 

이 연구는 ICR계 실험용 쥐를 대상으로 8주간 지속적으로 

중 강도의 규칙적인 운동을 실시하여 골격근에서 일어나는 

apoptosis 경로 중 내인성 신호 경로와 외인성 신호 경로에 

의해 이루어지는 apoptosis 관련 인자와 HSP70을 확인한 연구 

결과를 토대로 다음과 같이 논의하였다. 

이 연구에서 발견한 중요한 사실은 규칙적인 운동에 의한 

비복근의 적응은 분할된 caspase-3를 감소시키고, 그러한 결과

는 내인성 기전에 해당되는 Bcl-2와 Bax의 증감에 변화보다 

외인성 기전에 해당되는 caspase-8에 민감하다는 것이다. 

Anti-apoptotic factor인 Bcl-2의 발현은 통제집단에 비해 운동

집단이 높게, pro-apoptotic factor인 Bax의 발현은 운동집단이 

낮게 나타났지만 모두 유의한 차이는 나타나지 않았다. 또한 

Bcl-2/Bax 비율의 경우 운동집단이 통제집단보다 낮게 나타났

지만 그룹 간 유의한 차이는 없었다. 

Gosh 등[29]은 12주 동안 트레드밀 운동을 실시한 결과 비

복근뿐만 아니라 가자미근에서의 Bcl-2 protein의 발현량이 증
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Fig. 6. HSP70 protein expression in gastro-

cnemius muscle. HSP70 protein ex-

pression was determined by Western 

blot analysis. The inset shows rep-

resentative blot for HSP70. The da-

ta are presented as means±SE. 

CON, sedentary control; EX, 

Exercise Training. 
*Significantly dif-

ferent from CON (p<0.05).

가되었고, Bax protein은 감소되었으며, 항산화효소 활성도를 

강화시켜 MDA 농도를 감소키는 것으로 나타났다. 또한, Siu 

등[19]은 규칙적인 운동이 세포의 손상을 방어할 뿐만 아니라 

Bax mRNA는 감소하였고, Bcl-2 protein의 발현을 증가시킨다

는 결과와 부분적으로 일치하는 결과로 나타났다. 

따라서 이 연구결과에서 나타난 바와 같이 Bax의 감소, 

Bcl-2 증가와 더불어 Bcl-2/Bax 비율이 운동집단에서 낮게 나

타났으나 그 변화가 유의하지 않음에도 불구하고 caspase-3가 

활성화되지 않은 것은 내인성 신호경로에 의한 apoptosis 반

응이 낮게 적용된 것임을 시사한다. 

Apoptosis는 세포증식과 사멸을 조절하는 수많은 유전자들

에 의해 조절되는 복잡한 분자기전을 가지고 있다. 산화성 스

트레스의 증가나 세포 내 Ca
++

의 증가에 의해 미토콘드리아의 

내막과 외막 사이에 존재하는 cytocrome c가 세포질로 분비되

어 dATP 및 apoptotic protease 활성화 인자와 결합하여 

apoptosome을 형성한다. 이때 cytocrome c의 분비는 Bcl-2단

백질의 균형에 의해 조절되는데, anti-apoptotic factor로는 

Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w 등이 있으며, pro-apoptotic factor로는 

Bax, Bid, Bad, Bim, Bak 등이 존재하는 것으로 알려져 있다

[32].

이 중 apoptosis에 직접적으로 관여하는 인자로 알려져 있

는 Bax (bcl-2 associated X protein)는 정상세포에서 세포질

이나 미토콘드리아 외막에 안정된 상태로 존재하지만, 스트

레스와 같은 자극에 민감하게 반응하여 미토콘드리아로 이

동하면 cytocrome c의 방출을 유도하는 것으로 보고되고 있

다[1,3,30].

이와 반대로 Bcl-2 (B cell lymphoma/leukaemia gene 2)

는 Bax와 heterodimer를 형성하고 있어 상호간에 기능을 억

제하며, 미토콘드리아에서 cytocrome c의 세포질 방출을 억

제시켜 결국 apoptosis를 지연시킨다. 더욱이 이들 Bax와 

Bcl-2간의 비율에 의해 cytocrome c의 분비가 결정되며 

apoptosis를 실행하는 cascades를 유도하는 중요한 역할을 

수행한다[8,9,11,19]. 

Apoptosis의 메커니즘과 관련하여 내인성 신호 경로에 

대한 그리고 세포 표면에 위치한 death receptor를 통해 매

개되는 외인성 신호 경로는 Fas나 TNF와 같은 death re-

ceptor에 결합하면 FADD나 TRAID, MORT와 같은 adaptor 

protein이 형성되고 이로 인해 caspase-8이 활성화되면 cas-

pase-3, caspase-6, caspase-7이 활성화되어 apoptosis를 일으

킨다[33].

미토콘드리아를 매개로 한 내인성 신호 경로는 미토콘드리

아 외막에 존재하는 Bax에 의해 cytocrome c를 세포질 내로 

방출하고 세포질 내로 방출된 cytocrome c는 apoptosome에 

있는 procaspase의 단백 분해를 통해 caspase-9을 활성화시키

고, 활성화된 caspase-9에 의해 caspase-3가 활성화되어 치명

적인 독성으로 결국 apoptosis를 일으킨다[7]. 

이러한 apoptosis 경로와 관련한 선행연구를 살펴보면 

Thambirajah 등[5]의 연구에서는 격렬한 운동 후 가지미근과 

비복근에서의 apoptosis 경로를 살펴본 결과 apoptosis의 두 

가지 신호 경로인 내인성, 외인성 모두에서 apoptosis가 일어

났으며, 특히 가자미근 조직에서의 apoptosis는 내인성 신호 

경로에 의해 좌우되고 증가한 산화 스트레스에 의해 유발되었

으며, 반대로 비복근 조직은 외인성 신호 경로에 의해 apopto-

sis이 나타났는데 이는 이 연구의 결과와 부분적으로 일치하며 

격렬한 운동에 의해 근육 조직에서 apoptosis이 두드러지게 

유발될 수 있다는 것을 알 수 있다. 또한, 이 연구에서 수행된 

골격근에서의 내인성 신호 경로와 외인성 신호 경로를 통한 

apoptosis의 신호기전에 대한 연구를 위해 사용된 비복근은 

주로 type II 섬유로 구성되어 있으며, type I 섬유보다 더 적은 

양의 미토콘드리아를 가지고 있다. 따라서 더 많은 양의 미토

콘드리아를 가지고 있는 가자미근과 같은 type I 섬유와 같이 

근섬유 유형의 조성에 따른 차이가 반영될 것으로 사료된다. 

또한, 운동집단의 경우 caspase-8의 감소로 인하여 분할된 

caspase-3 형태는 감소되었다. 결국, HSP70가 ROS에 의해 증

가되는 caspase-8와 caspase-3의 활성을 조절함으로써 apop-

tosis를 지연시킬 수 있었던 것으로 사료된다. HSP70 단백질은 

anti-apoptotic 기능을 가지고 있으며[28], cytochrome c와 

casepase-3 활성에 작용하므로서 apoptosis가 억제된다[21]. 

이러한 HSP70 단백질의 기능과 특성으로 인해 운동 및 트레이

닝에 따른 기능과 역할을 밝히기 위해 많은 연구가 진행되고 

있다[17]. 특히 운동 중 HSP70의 발현이 증가하는 것은 운동 

중 나타나는 근육수축이 산화적 스트레스를 높이고 이로 인해 

조직 내에서는 세포를 보호하기 위해 HSP70을 빠르게 생성한

다. 즉 근육 내 등척성수축 중에는 superoxide anion radical, 
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hydroxyl radical, nitric oxide 등을 만들기 때문에 antioxidant 

defense enzymes 및 HSPs을 빠르게 생성하는 것이다[29,10]. 

따라서, 8주간의 규칙적인 운동은 생쥐의 비복근에서 세포

질 내 unfolding protein의 제거역할을 하는 HSP70의 증가, 

caspase-8의 감소, 그리고 Bcl-2의 증가와 Bax의 감소로 인해 

분할된 caspase-3의 감소를 유발함으로써 apoptosis를 억제 또

는 지연시키며, 이는 내인성 기전보다는 외인성 기전에 의해

서 조절되는 것으로 사료된다. 
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초록：8주간 운동이 생쥐의 gastrocnemius에서 Bcl-2, Bax, caspase-8, caspase-3와 HSP70에 

미치는 영향

김기범1․김용안2․박정준3*

(1한신대학교 특수체육학과, 2충남대학교 생물공학연구소, 3부산대학교 스포츠과학부)

이 연구는 실험용 쥐를 대상으로 운동에 따라 골격근에서 일어나는 세포고사 경로 중 내인성 경로와 외인성 

경로에 의해 이루어지는 세포고사의 신호기전을 확인하여 운동이 세포고사에 어떠한 영향을 미치는지에 대한 

구명하는데 있다. 이를 위해 ICR계 수컷 흰쥐 20마리를 일주일의 적응기간을 거쳐 통제집단(CON: n=10)과 운동

집단(EX: n=10)으로 배정하였다. 운동은 8주간 주 5회 실시하였고, 트레드밀 속도 16.4 m/min와 경사도 4%로 

설정하여 40분간 지속적인 운동을 실시하였다. 세포고사의 신호 경로 중 내인성 경로에 대한 검증 결과 Bcl-2 , 

Bax 단백질, 그리고 Bcl-2/ Bax ratio는  그룹간 통계적 유의성은 나타나지 않았다. 반면, 세포고사의 경로 중 외인

성 경로에 대한 검증 결과 caspase-8 단백질의 발현은 운동집단이 통제집단보다 유의하게 낮은 것으로 나타났으

며(p<0.05), 세포고사 억제 단백질인 HSP70 단백질 발현은 운동집단이 통제집단보다 높게 나타났다. 더욱이, 세

포고사 최종인자인 caspase-3의 활성화는 이루어 지지 않은 것으로 관찰되었다. 따라서 세포사멸의 신호경로 중 

내인성 경로에 작용하는 Bcl-2와 Bax보다는 외인성 경로인 caspase-8과 HSP70의 영향으로 caspase-3가 분할되지 

못하여 세포고사가 일어나지 않은 것으로 사료된다. 
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