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Bcl-2의 해제 처리에 따른 돼지 수정란의 배발달 능력,세포 사멸
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ABSTRACT

The key regulators of apoptosis are the interacting protein of the Bcl-2 family. Bcl-2, an important member of this 
family, blocks cytochrome C release by sequestering pro-apoptotic BH3-only proteins such as Bid, Bad, Bax and Bim. 
The pro-survival family members (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W) are critical for cell survival, since loss of any of them causes 
cell death in certain cell type. However, its role during early porcine embryonic development is not sufficient. In this 
study, we traced the effects of Bcl-2 inhibitor, ABT-737, on early porcine embryonic development. We also investigated 
several indicators of developmental potential, including gene expression (apoptosis-related genes) and apoptosis, 
which are affected by ABT-737. Porcine embryos were cultured in the PZM-3 medium with or without ABT-737 for 
6 days. In result, significant differences in developmental potential were detected between the embryos that were 
cultured with or without ABT-737 (14.7±3.0 vs 30.3±4.8%, p<0.05). TUNEL assay showed that the number of containing 
fragmented DNA at the blastocyst stage increased in the ABT-737 treated group compared with control (4.7 vs 3.7, 
p<0.05). The mRNA expression of the pro-apoptotic gene Bax increased in ABT-737 treated group (p<0.05), whereas 
expressions of the anti-apoptotic Bcl-2 family members (Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W) decreased (p<0.05). Also, expressions of 
the ER stress indicator genes (GRP78, XBP-1 and sXBP-1) increased in ABT-737 treated group (p<0.05). In conclusion, 
Bcl-2 is closely associated with of apoptosis- and ER stress-related genes expressions and developmental potential in 
pig embryos.
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서 론        

B cell lymphoma(Bcl)-2는 조적  4개  Bcl-2 ho-
mology domain (BH1, BH2, BH3, BH4)  가지고 고, 
포 사  진(Bax, Bak, Bid, Bad), 억제(Bcl-2, Bcl- 

XL, Bcl-W)  다양한 암 포에  과  는 조절
 알 져 다(Lieber 등, 2011). 특  Bcl-2는 C-ter-

minal 근에 미 콘드리아  곽 막과 결합할 수 는 
domain  가지고 어,   통해 포질에  미
콘드리아  치 동  가능하고, 미 콘드리아에 
는 cytochrome C  포질  시킨다. 라  Bcl-2는 
cytochrome C  포질  비  제어하거나 Bax  

미 콘드리아  동  억제하여 사  조절한다. 또
한 포체에 는 포질 내  칼슘  항상  지함

 포 사  조절하는 역할  한다(Harnois 등, 1997; 
Okaro 등, 2001; Danial, 2007; Hermanson 등, 2009).

포체 스트 스(Endoplasmic reticulum stress: ER-st-
ress)는 비정상적  단 질들  포체에 적 었   
생한다. 러한 스트 스  해 포체는 능 상  
래하게 고, 러한 포체  정상상태  돌리  

해 Unfolded Protein Response(UPR) 과정  도한다
(Xu 등, 2005). 비정상적  단 질  적  칼슘 존 

 chaperone  GRP78  포체 스트 스  단
질들에  리  고, 그에 라 단 질들
 집  어나고 각각  신 단 질들  각  경
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 라 UPR  도하여 포체 chaperone 생산 나 
포체 연  해  도하고 포 사  킨다
(Rao  Bredesen, 2004; Shen 등, 2004; Schroder  Kauf-
man, 2005).

적  존  보고에  항 포 사  
도하는 Bcl-2 집단  암 포  생존에 어  한 역
할  하 (Yamaguchi 등, 2011), 것  억제하는 
ABT-737  처리가 림프종과 같  종양 포에  포 사

 도한다고 알 져 ,  저해제가 포에  
포체  능  해하고, 포체 스트 스  

ATF4   가시킨다는 보고가 었다(Traini 등, 
2010). ABT- 737  전  Bcl-2 BH3 domain 체
 Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W  수  에 특 적   

친  가지 , 많  B 림프  종양 포주에  독  
나타내었 , 간  폐암에 지 적  억제  도(Ol-
tersdorf 등, 2005)하고, 항 포 사   능  저해
하고 Bax  Bak 같  단 질들  시켜 포 사  
경  하는 것  알 져 다(Zong 등, 2001; 
Reuland 등, 2011). 포 동물 수정란  생존에 어  
Bcl-2 family들   하다고 알 져 (Alla-
man-Pillet 등, 2011),  억제시켰   수정란  달
과 생존, 포 사  등에 어  어 한 상  계가 
는지 할 필 가 다.   

라  본 연 에 는 돼지 체  수정란 양시 Bcl-2 
저해제  ABT-737  첨가에   달 양상과 착상 
전 포 단계에  포 사  정도  조사하 다. 또
한, ABT-737  포 사   전 들과 포체 스트
스  전 들   양상 차  검 하 다. 

재료 방법

배양액

난  미 숙 난포란 수  척  지는 25 
mM N-2-hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesulfonic acid 
(Hepes)에 3 mg/ml BSA  첨가한 Tyroid's lactate(TL)- 
Hepes 액(Prather 등, 1995)  사 하 다. 돼지 미 숙 
난포란 체 숙 지는 108.73 mM NaCl, 4.78 mM KCl, 
25.07 mM NaHCO3, 1.19 mM KH2PO4, 5.55 mM glu-
cose, 7 mM taurine, 5 mM hypotaurine, 1 mM gluta-
mine, 1.19 mM MgSO4․7H2O, 1.7 mM CaCl2․2H2O, 
100 IU/ml penicillin G   North Carolina State 
University(NCSU) 23 액(Petters  Wells, 1993)에 10% 
난포액, 0.57 mM cysteine, 10 IU/ml PMSG, 10 ng/ml β- 
mercaptoethanol, 10 ng/ml EGF, 10 IU/ml hCG  첨가
하여 사 하 다. 체 수정  지는 113.1 mM NaCl, 3 
mM KCl, 20 mM trizma, 11 mM glucose, 7.5 mM 
CaCl2․2H2O, 5 mM sodium pyruvate   mo-
dified Tris-buffered medium(mTBM) 액(Abeydeera  
Day, 1997)에 2.5 mM caffeine Sodium Benzoate  1 
mg/ml BSA  첨가하여 사 하 다. 체 양  지는 
108 mM NaCl, 10 mM KCl, 0.35 mM KH2PO4, 25.07 
mM NaHCO3, 1 mM glutamine, 5 mM hypotaurine, 0.4 
mM MgSO4, 0.2 mM sodium pyruvate, 2 mM calcium 

lactate, 2% BME, 1% MEM, 0.05% gentamycin  
 Porcine Zygote medium(PZM) 3 액(Yoshioka 등, 

2002)에 0.3% BSA  첨가하여 사 하 다. 

체외 ,  및 배양

도 에  수한 돼지  난  75 μg/ml penicillin 
G  50 μg/ml streptomycin  첨가  생리식염수 액
에 겨 25～30℃ 도  지하여 실험실  운 하 다. 
실험실  운  난 는 균  37℃  생리식염수  3
 상 척한 , 난포  직경  3～6 mm 정도 는 

것  18 게 지 주사 늘  착  주사  한 후 
실체 미경 하에  난포란  수하 다. 수한 난포란
 TL-Hepes 액  3  척한  NCSU-23에  3  
상 척하 다. 난포란  체 숙  지에  38.5℃, 

5% CO2 양 에  22시간 동안 양한 후, 다시 PMSG
 hCG가 첨가 지 않  지에  가적  22시간 
양하여 체 숙  도하 다. 체 수정  정액  다

비 종 사  돼지 액상 정액  하 , 체
수정  정 는 PBS 액과 1:1  합한 후 100×g에  3
간 원심 리  통하여 3  척하고, swim-up 
 고  정  수하여 비하 다. 체 숙  료
 난포란  0.1% hyaluronidase가 첨가  TL-Hepes 

액에  pipetting  통해 난 포  제거하고, mTBM 
액  3  척한 다  체 수정  지 48 μl 적에 
난  15개씩  후 정  종 도가 1.5×105 sper-
matozoa/ml가 도  정  주 하여 38.5℃, 5% CO₂
양 에  6시간 동안 양함  체 수정  도하
다. 체 수정  료  수정란  난 포  제거한 후 

체 양 액  3  척하여 체 양 액 50 μl 
적에 30개씩 어 38.5℃, 5% CO₂조건 하에  양하
다. 수정란  찰  양 2 째에 난할  하

, 양 6 째 포  찰하 다. ABT-737  처
리는 체 양 전체 과정 동안 수행하 다.

TUNEL Assay

TUNEL kit는 In Situ Cell Death Detection Kit(Roche 
Diagnostics, Mannheim, Germany)  사 하 , 합
 1:9  비  하 다. 체 수정 후 양 7 째 생

산  포  0.1% polyvinylpyrrolidone(PVP)  첨가  
PBS 액  3  척한 후 4% formaldehyde가 첨가  
PBS 액에 침지시켜 4℃에  1시간 고정시켰다. 고정  

포  PVP-PBS 액  3  척하여 0.1% Triton 
X-100  첨가  PBS 액에 다시 침지시켜 4℃에  30
간 냉  보 한다. 그리고 PVP-PBS 액  3  척하
여 TUNLE kit  합한 액에 침지시켜 38.5℃, 5% 
CO2 양 에  1시간 양 후 PVP-PBS 액  3  
척한 후 DAPI가 첨가  10 μl mounting medium  

고정  포  겨 미경(Olympus, Japan)  
포  전체 포수  포 사  수  조사하 다.

RNA 합 과 Real-time Quantitative PCR

Dynabeads mRNA direct kit(DYNAL; Invitrogen, Car-
lsbad, CA, USA)  사 하여 제공  에 라 처리  
당 20개  포  RNA  리해낸 후 8 μl RNA, 
50 ng/μl Random hexamer, 10 mM dNTP mix, 10× RT 
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Table 1. Primer sequences used for real-time RT-PCR analysis

Gene Primer sequences
Annealing

temperature(℃)
Product 

size (bps)

Bcl-2
F- AGGGCATTCAGTGACCTGAC
R- TGGATCCAAGGCTCTAGGTG

60 242

Bcl-XL
F- AGGGCATTCAGTGACCTGAC
R- TGGATCCAAGGCTCTAGGTG

60 242

Bcl-W
F- GGAGCTGGTGGTTGACTTTC
R- CTAGGTGGTCATTCAGGTAAGG

60 518

Bax
F- AAGCGCATTGGAGATGAACT
R- CGATCTCGAAGGAAGTCCAG

60 251

GRP78
F- TGGACCTTTTCCGTTCTACC
R- AGCCTCATCTGGGTTTATGC

59 185

sXBP-1
F- AAACAGAGTAGCAGCTCAGACTGC
R- TCCTTCTGGGTAGACCTCTGGGAG

58
  485 (unspliced)

 463 (spliced)

β-actin
F- CTCTTCCAGCCCTCCTTCCT
R- GGCGTAGAGGTCCTTCCTGAT

60 104

buffer, 25 mM MgCl2, 0.1 M DTT, 40 U/μl RNase 
OUT, 200 U/μl superscript Ⅲ RT가 포함   20 μl  
합물에  cDNA  얻  해 65℃에  5 , 50℃에  

50 , 85℃에  5   후 4℃에 지하 다. 게 
보한 cDNA  주  PCR  수행하 다. Real-time RT- 
PCR  Stratagene MX 3000P QPCR System(San Diego, 
CA, USA)  하 고, SYBR Green (Applied Biosys-
tems, Foster city, CA, USA)에 합 한 cDNA 2 μl  
primer  첨가하여 종 양  20 μl가 도  하 다. 
실험에 사  primer들  Table 1에 제시하 다. Real- 
time RT-PCR 폭 프 그램  다 과 같  조건  수
행하 다. 저 95℃에  10  동안 pre-incubation 과정
 거친 후 95℃에  40  동안 denaturation 후 60℃에
 40  동안 annealing  거치고, 72℃에  45  동안 

elongation  과정  45 사 클 복하도  조 하 다.

통계학  분

본 연 에  수행  각각  실험  적어도 3  상 
복하 다. 든 트 는 means±SD  나타내었

, 포 달 과 포수, mRNA  과  
타는 one-way ANOVA  Student’s t-test  하

여 차  검 하 다. p<0.05   차  정하
다.

결과 고찰

체외 발달 빛 배반포의 포 사멸 양상에 있어  ABT-737 

처리 효과

암 포에  비정상적  많   나타내는 Bcl-2
는 암 포  생존에 여한다. 항 포 사  Bcl-2 집단에
 Bcl-2는 Bid, Bad, Bax, Bim과 같  포 사  도 

BH3 단  단 질  격리시킴  cytochrome c  

 막아 포 사  억제시키는  한 역할  한
다(Warmann 등, 2008). 또한, 전 연 에  ABT-737  
처리가 암 포에  포 사  도한다고 보고 었
나, 돼지   생과  보고는 아직 없는 실정
다. 라  본 연 에 는 체 에  생산  수정란에  

항 포 사  Bcl-2 집단(Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-w)  저해제
 ABT-737  도별  처리했    달과 포 

단계에  포 사  양상  비  조사하 다(Table 2). 결
과  조 과 처리  간  난할  사하게 나타났
다. 그러나 포 달 에 어  조 과 비 했  

, 든 처리 에  적  낮  달  볼 수 
었다(p<0.05). 러한 결과  통해 돼지  체  수정란  
달에 어  항 포 사  Bcl-2 집단  저해  착상 

전 포  달  감 다는 것  할 수 었다. 
 같  결과에 거하여 후 실험에 는 ABT-737  

도  2 μM  고정하여 사 하 다.
포 사  항암치료에  한  보고 고 
(Adesina 등, 2009), 포 동물 포 내  포 사

 가는 체 양 경  단하는 한 지  역
할  한다(Betts  King, 2001). 본 실험에 는 ABT-737 
처리에 한 포  달  감 에 라 포 사
 양상에 도 변  나타내는지 TUNEL  통해 

DNA fragmentation  하 다(Table 3, Fig. 1). 그 결
과, 조 에 비해 ABT-737  처리한 포에  TU-
NEL 양   핵 수가 하게 게 나타났다(3.7± 
1.5 vs. 4.7± 2.4, p<0.05).  같  결과가 포 사   
전  에 도 연  는지  하  해 포 

사   전  Bcl-2, Bcl-XL, Bcl-W  Bax mRNA
 수  Real-time RT-PCR  통해 검 하 다. 

조 과 ABT-737 처리 에  항 포 사  Bcl-2 집단  
mRNA  비 하  , ABT-737 처리 에   

적   낮게 나타났 나(Fig. 2, p< 0.05), Bax 
mRNA   조 에 비해 적  게 나타남
 할 수 었다(Fig. 3, p<0.05). 러한 결과는 ABT-  
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Table 2. Effect of various concentrations of ABT-737 on developmental ability of porcine embryos in vitro 

Group No. of oocytes examined No. (%) of embryos cleaved No. (%) of blastocysts

Control 145 126 (86.9±9.1) 44 (30.3±4.8)a

ABT-737
(1 μM)

152 135 (88.8±9.4) 29 (19.1±3.1)b

ABT-737
(2 μM)

150 133 (88.7±10.0) 22 (14.7±3.0)
b

ABT-737
(5 μM)

144 125 (86.8±9.7) 21 (14.6±2.6)
b

Data are the mean±SD. Values with different superscript letters within a column differ significantly (p<0.05). 

Table 3. Effect of ABT-737 on apoptotic pattern of porcine 

blastocysts

 Group
No. of

blastocysts

No. of nuclei

DAPI TUNEL

Control 21 59.5±15.3
a

3.7±1.5
a

ABT-737
(2 μM)

26 35.7±15.7
b

4.7±2.4
b

Data are the mean±SD. Values with different superscript letters 
within a column differ significantly (p<0.05). 

737  처리가 포  질적 수  감 시키고, 돼지 수
정란  체  달 과정에  항 포 사  Bcl-2 집단  
억제가 포 사   전 들  에 향  미쳐 
극적  에  포 사  가함  제시한다.

소포체 스트레스 련 자들의 발 에 있어  ABT-737 

처리 효과

포체  항상  포  능과 생존에 어  
하다. 칼슘 저  균  포함한  경적  변
들  포체 내에  단 질  접  능 과 같  능에 
향  미치게 고, 그  해 비정상적  단 질 나 

Fig 1. Epifluorescent images of porcine blastocysts undergoing 
apoptosis in vitro. A1, B1) DAPI (blue), A2, B2) TUNEL reaction 
(green), and A3, B3) colocalization with DAPI appears sky-blue. 
Scale bars=100 μm. 

Fig 2. Relative mRNA expression of Bcl-2 family genes in the por-
cine blastocyst stage determined using real-time RT-PCR. The ex-
periment was repeated three times. β-actin was used as an inter-
nal standard. Data are the mean±SD.

Fig. 3. Relative mRNA expression of apoptosis-related gene (Bax) 
in the porcine blastocyst stage determined using real-time RT- 
PCR. The experiment was repeated three times. β-actin was used 
as an internal standard. Data are the means±SD.

미 숙  단 질들  적  야 한다.  같   
단 질 접  공정과정과 공정능  사  균  
해 포체 스트 스  하게 ,  포체 스트
스는 여러 가지 질병  병 원   수 다(Kauf-
man, 1999). ABT-737  처리가 포에  포체  능
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Fig 4. Relative mRNA expression of ER stress-related genes in the 
porcine blastocyst stage determined using real-time RT-PCR. The 
experiment was repeated three times. β-actin was used as an in-
ternal standard. Data are the means±SD. 

 

Fig 5. ER stress-related gene (XBP-1) expression in porcine blasto-

cysts derived from ABT-737 treated embryos.

 해하고, 포체 스트 스  ATF4  
 가시킨다는 보고가 었다(Traini 등, 2010). 라  

돼지 에  ABT-737 처리에  포체 스트 스 
 전   양상  하 다. 포체 스트 스

 지  XBP-1과 GRP78  mRNA   
한 결과, 조 에 비해 ABT-737 처리 에   전  

 적  게 나타났다(Fig. 4, p<0.05). 특  
포체 스트 스가 지  UPR    하나  IRE1
  intron  제거  짧  태  sXBP-1 

mRNA가 다. 돼지 에  ABT-737  처리가 
포체 스트 스  하여 sXBP-1  mRNA가 

는지 하  해 RT-PCR  통해 한 결과, 
조 과 비 했   ABT-737 처리 에  sXBP-1  
 었다(Fig. 5, p<0.05). 결 적 , ABT-737  

처리에 해 돼지 에  포체 스트 스가 
었  미하 , 는 포 동물 에  Bcl-2  억
제는 포체 스트 스  전  과 접한 상
 계가  제시한다. 

결 론

본 연 에  돼지 수정란  체  양시 Bcl-2  저해

제  ABT-737  처리가 포 생 과 포  질적
 측 에 어  향  미침  하 다. 또한, ABT- 

737  처리가 포 단계에  포 사  양  보
는 핵 수  가  야 하고, 항 포 사  전  Bcl- 

2, Bcl-XL, Bcl-W   감 시키고, 포 사  전
 Bax   가시키다는 것  할 수 었다. 

그리고 ABT-737에 해  포체 스트 스  지  
GRP78과 XBP-1  전  과, 포체 스트 스 상
에 만 나타나는 sXBP-1   하 다.  통

해 본 연 에 는 돼지 수정란  체  달에  Bcl-2  
저해는 돼지 수정란  포 사  도할 뿐만 아니라, 
포체 스트 스  함  착상 전 포  질적 

수  감 시킨다는 것  제시한다.
결 적 , 포 동물  수정란  체 양 시 Bcl-2 

저해제(ABT-737)  처리가 포 생 에 향  미친
다는 것  하 , 포  질적 수  지 가 
는 포수에 도 차 점  할 수 었다. 또한, 저

해제  처리  한 포 사  핵수  가가 었
다. 그에  포 사  전  항 포 사  전
 mRNA 에 도 적  차  나타내었다.  

통해 포 동물 수정란  체 양 과정에  Bcl-2  저해
는 포 동물 수정란  정상적  달  해하고, 질적 
수  저  감 시키 , 포체  능 애  함
 하 다. 라  Bcl-2는 포  생존   질적 

수  지함  체 에  생산  아  달능
에 어 한 역할  한다는 것  제시한다.
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