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ABSTRACT

Programmed cell death or apoptosis is associated with changes in K+ concentration in many cell types. Recent 
studies have demonstrated that two-pore domain K+ (K2P) channels are involved in mouse embryonic development and 
apoptotic volume decrease of mammalian cells. In cerebellar granule neurons that normally undergo apoptosis during 
the early developmental stage, TASK-1 and TASK-3, members of K2P channels, were found to be critical for cell 
death. This study was performed to identify the role of K+ channels in the H2O2-induced or cryo-induced cell death 
of mouse and bovine embryos. Mouse and bovine two-cell stage embryos (2-cells) exposed to H2O2 for 4 h suffered 
from apoptosis. The 2-cells showed positive TUNEL staining. Treatment with high concentration of KCl (25mM) 
inhibited H2O2-induced apoptosis of 2-cells by 19%. Cryo-induced death in bovine blastocysts showed positive TUNEL 
staining only in the cells near the plasma membrane. Cryoprotectant supplemented with 25 mM KCl reduced apoptosis 
slightly compared to cryoprotectant supplemented with 5 mM KCl. However, the combination of antioxidants (β
-mercaptoethanol) with 25 mM KCl significantly decreased the rate of H2O2-induced and cryo-induced apoptosis 
compared to treatments with only antioxidants or 25 mM KCl. These results show that blockage of K+ channel efflux 
for a short-time reduces H2O2- and cryo-induced apoptosis in mouse and bovine embryos. Our findings suggest that 
apoptosis in mouse and bovine embryos might be controlled by modulation of K+ channels which are highly expressed 
in a given cell type.
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서  론

생명공학 기술의 발전으로 생체(in vivo)와 유사한 환경에서 
다양한 체외(in vitro) 실험들이 수행되고 있다. 그러나 생체와
유사한 환경이라 할지라도 개체로부터 분리된 세포는 분리된

후 얼마 지나지 않아 본연의 생리학적 기능 또는 생물학적 활

성이 부분적으로 또는 완전히 소실되게 된다. 체외 실험에서
가장 많이 접하는 문제점은 세포의 변형 또는 사멸이다. 생체

에서도 나타나는 세포 자멸사(apoptosis)는 정교하게 조절되
는 생리학적 환경에서 벗어난 체외 세포들에게는 그 현상이

극심하게 나타날 수 있다. 세포 자멸사는 진행 시간에 따라
다양한 세포 내 변화 및 형태학적 변화가 나타나는데(Ekhterae 
등, 2003), 세포 자멸사초기에나타나는세포의위축(shrinkage)
은 세포의 용적이 감소된 상태로 이온 통로들이 관여한다(Bort- 
ner 등, 1997; Bortner와 Cidlowski, 1999; Maeno 등, 2000; Yu
와 Choi, 2000; Trimarchi 등, 2002). 이온 통로들은 세포 자멸
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사 시 칼슘 신호의 조정, 미토콘드리아 보전과 같은 중요하고
도 복잡한 세포 내 일련의 반응들에도 관여한다. 세포 용적은
세포 내 이온 항상성에 의해 우선적으로 조절되므로 세포 내

액의 주요 이온인 칼륨의 역할이 중요시되어 왔다(Lang 등, 
1998). 세포 자멸사 과정에서 나타나는 세포 위축 현상은 정
상적으로 유지되어야 하는 세포 내 칼륨 농도인 ∼150 mM을
유지하지 못하고, 칼륨 유출이 증가되어서 나타나는 하나의
결과로 설명될 수 있다. 높은 세포 내 칼륨 농도는 세포 내 이
온 항상성 유지를 위해 필요할 뿐만 아니라, 세포 용적을 정상
적으로 유지하고, caspase와 nuclease 효소 활성을 억제시키는
데 필요하다(Bortner 등, 1997; Maeno 등, 2000). 칼륨 통로의
차단은 세포의 용적 감소를 억제시켜 세포 자멸사를 감소시

켰다(Bortner 등, 1997; Bortner와 Cidlowski, 1999; Maeno 등, 
2000; Yu와 Choi, 2000; Trimarchi 등, 2002). 칼륨 통로 차단
은 고농도 칼륨을 사용하여 스크리닝될 수 있다.
칼륨 통로 중 two-pore domain 칼륨(K2P) 통로는 바탕(back- 

ground) 통로로 세포의 안정막 전압을 일정하게 유지시키는데 
기여한다. K2P 통로 역시 세포 자멸사와 관련이 있는데, K2P 통
로의 멤버인 TASK 통로의 차단이 소뇌 과립 세포의 자멸사
를 억제시켰다(Lauritzen 등, 2003). 이들 TASK 통로는 전기
생리학적 실험 기법에 의해 확인된 바 소뇌 과립 세포에서 기

능적으로 발현한다(Han 등, 2002). 소뇌 과립 세포는 TASK 
통로 이외의 TREK 통로도 높게 발현한다. TREK 통로는 생
쥐 및 소 수정란에서 발현하면서 배 발달에 영향을 주는 것으

로 알려져 있다(Hur 등, 2009; Hur 등, 2012; Kim 등, 2012). 
Trimarchi 등(2002)에 의해 생쥐 수정란의 자멸사에 K2P 통로
의 연관성이 오래전부터 제시되어 왔지만, 아직 K2P 통로의
어떤 멤버가 생쥐 수정란의 세포 자멸사에 연관되어 있는지

는 알려져 있지 않다.
체외 실험에서 나타나는 세포 자멸사를 최소화하고 효율적

으로 실험을 수행하고자, 생체로부터 조직 또는 세포를 분리
하고 동결시킨 후 필요시 융해하여 사용한다. 그러나 동결․
융해 역시 세포에 대한 독성을 나타내는 것으로 보고되었으

며, 세포 자멸사를 유발한다(Martin 등, 2004; Said 등, 2010; 
Xu 등, 2010). 동결․융해는 세포막의 손상과 함께 세포 내에
존재하는 항산화 시스템을 교란시켜 과도한 활성 산소를 생성

하게 하여 세포의 생존에 영향을 줄 수 있다(Wang 등, 1997; 
Thomson 등, 2009; Said 등, 2010). 세포, 특히 수정란의 체외
배양 동안 발생하는 활성 산소를 감소시키기 위해 사용된 항

산화제(β-mercaptoethanol, β-ME)는 효율적으로 체외 수정란
의 발달을 돕는다(Caamano 등, 1996; Choe 등, 2010).
본 연구에서는 K2P 통로를 발현하는 생쥐 수정란과 한우 수

정란을 과산화수소와 동결에 의해 세포 자멸사를 유도한 후 
고농도의 칼륨과 항산화제의 효과를 확인하고자 한다.

재료 및 방법

1. 실험 동물

본 연구에 사용된 생쥐(ICR, 5주령) 및 흰쥐(Sprague-Dawley, 
1 일령)는 코아텍(Animal Breeding Center, Pyeongtaek, South 
Korea)에서 구입하여 실험에 사용될 때까지 온도(24℃)와 명
암(12시간 : 12시간)이 조절되는 곳에서 사육하였으며, 사료와
물은 제한 없이 공급하였다.

2. 실험 재료

별도의 표기가 없는 시약들은 시그마 화학약품 회사(Sigma, 
St. Louis, MO, USA)로부터 구입하였다.

3. 세포 배양

1) 소뇌 과립 세포

흰쥐(6∼7일령)로부터분리된 소뇌 과립 세포를 NeurobasalⓇ 
배양액(Life Technologies, Grand Island, NY, USA)에서 배양
하였다. 소뇌 과립 세포의 수를 계산하여 배양 접시에 분주한
후 37℃, 5%의 이산화탄소가 공급되는 배양기에서 배양하였
으며, 2일마다 배양 상태를 확인하고 배양액을 교환하였다. 고
농도 칼륨 효과를 확인하기 위하여 세포를 15일간 배양하였다.

2) 생쥐 수정란

생쥐의 난관으로부터 회수된 2세포기 수정란(hCG 처리 및
교미 후 48 h)은 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazine-ethanesulphonic 
acid(HEPES)-buffered(M2) 배양액에 배양되었다.

3) 한우 배반포

한우 체외 수정란의 생산은 도축장의 도축 난소를 이용하

여 난자를 채취하였다. 채취한 난포란은 체외 성숙을 위해서
TCM 199 배양액에 FSH(10 μg/ml), LH(10 μg/ml)와 5% FBS
를 첨가하여 5% CO2 조건에서 22시간 체외 성숙 후 체외 수
정에 공시하였고, 체외 수정은 BO 배양액에서 6시간 동안 체
외 수정을 실시하였으며, 체외배양은 무혈청 배양액에서 배양
하여 체외 수정 후 6일째까지 수정란을 발달시키고, 초기 배
반포를 동결 실험에 사용하였다.

4. MTT 정량

소뇌 과립 세포를 24 well 배양 접시에 각 well당 200 μl(2 
× 104 cells/ml)씩 넣고, 37℃, 5% CO2가 공급되는 배양기에서

24시간 배양하여 세포를 배양 접시에 부착시킨 후 각각의 시
약들을 처리한 후 15일 동안 배양기에서 배양하였다. 배양 완
료 후, 각 well에 PBS에 녹인 5 μg/ml 농도의 MTT (3-(4,5- 
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dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium bromide)를 20 μl
씩 첨가한 후, 150 rpm에서 5분간 흔들어서 MTT를 잘 섞어
준 뒤 배양기에서 4시간 동안 배양하였다. 배양 완료 후 배양
액을 완전히 제거한 후 DMSO(dimethylsulfoxide)를 각 well당
200 μl씩 넣고, 150 rpm에서 5분간 흔들어 형성된 포르마잔
(formazan)을 잘 녹였다. 그 후 ELISA 판독기 (Infinite F200, 
TECAN)로 MTT 흡광도를 조사하여 대조군과 비교하였다.

5. 면역 염색

TASK-1, TASK-3, TREK-2 일차 항체는 Alomone labs(Je- 
rusalem, Israel)으로부터 구입하여 사용하였다. 4% paraformal- 
dehyde가 들어있는 PBS를 사용하여 세포를 실온에서 30분간
고정시킨 후, PBS로 세포를 5분간 3번 세척한 후 비특이적 반
응의 억제를 위해 1시간 30분 동안 실온에서 Triton X-100을
포함한 normal goat serum으로 세포를 전 처리하였다. 세포들
은 세척 없이 일차 항체에 4℃에서 16시간 동안 노출시키고, 
대조군은 일차 항체 대신 일차 항체 희석 용액에 노출시켰다. 
16시간 후 일차 항체를 PBS로 세척하고, 이차 항체(secondary 
antibody)를 1시간 30분 동안 실온에서 처리한 후, 세포를 PBS
로 3번 이상 세척하여 공초점 현미경(Olympus, Tokyo, Japan)
으로 K2P 통로의 발현을 조사하였다.

6. ELISA 분석을 통한 세포 자멸사 확인

Cell death detection ELISA plus kit(Roche Diagnostics, Mann- 
heim, Germany)를 이용하여 세포 자멸사를 측정하였다. 소뇌
과립 세포를 배양 접시에 일정 시간 동안 배양한 후 트립신을

처리하여 분리한 뒤 PBS로 세척하고, 1.5 ml E-Tube로 옮겼
다. 각 튜브에 세포가 104개씩 존재하도록 한 후, 10분간 원심
분리하였다. 상층액을 조심스럽게 제거한 후 각각의 E-tube에
200 μl의 용해 완충액을 첨가하여 15∼25℃에서 30분간 반응
시켰다. 튜브를 다시 10분간 원심 분리한 후, 각각의 상층액
20 μl를 streptavidin이 코팅된 96 well 배양 접시에 옮겼다. 
각각의 배양 접시에 면역 반응액을 80 μl씩 첨가하고, 호일로
감싼 후 300 rpm에서 15∼25℃의 온도에서 2시간 동안 반응
시켰다. 용액을 제거하여 반응액으로 3회 세척한 후, 각각의
well에 ABTS 용액을 100 μl씩 첨가하고, 250 rpm으로 10∼20
분 동안 충분한 발색 반응이 보일 때까지 반응시켰다. 그 후
405 nm에서 ELISA 판독기로 흡광도를 측정하였다.

7. 동결․융해

기본 동결 보존제로서 10% FBS를 포함한 PBS에 40%(v/v) 
ethyleneglycol, 18%(w/v) ficoll 70 및 0.3 M sucrose가 최종
농도가 되도록 혼합 제조하여 사용하였다(EFS 용액). EFS 용
액에 고농도 염화칼륨(20 mM KCl)과 25 μM β-ME을 첨가하

여 동결 보존액으로 사용하였다. 한우 수정란(10개씩)을 EFS 
동결 보존액에 1분간 평형을 실시한 후, 플라스틱 스트로우 내
에 주입하여 즉시 —196℃의 액체질소에 침지하였다. 동결 세
포의 융해 방법은 스트로우를 액체질소에서 꺼내어 공기 중

에서 10초간 노출시킨 후 30∼37℃의 물에 침지시켜서 흔들
면서 융해하였다. 융해된 세포들은 0.5 M sucrose 용액에 4분
간 평형시킨 다음 0.25 M의 sucrose에 3분간 평형시킨 후 각
각 D-PBS로 3∼4회 세척하였다. 그 다음 5분간 정치시킨 후
세포에 적합한 배양액으로 3∼4회 세척하여 융해 과정을 완
료하였다. 융해 후 수정란은 고농도 염화칼륨과 25 μM β-ME
이 첨가된 배양액에서 4시간 동안 배양되었다.

8. TUNEL 염색을 통한 세포 자멸사 확인

세포 자멸사를 확인하기 위하여 in situ cell death detection 
kit(Roche Diagnostics)를 이용하여 TUNEL 염색을 실시하였
다. 4% paraformaldehyde로 고정된 세포를 PBS로 세척한 후, 
세포에 TUNEL 반응 혼합물(TUNEL reaction mixture)의 침투
를 용이하게 하기 위해 삼투성 용액을 30분간 처리하고, 15분
간 PBS로 3회 세척하였다. 세척 후 TUNEL 반응 혼합물(TdT 
and Fluorescein-dUTP)을 처리하여 37℃에서 1시간 동안 반응
시켰다. 이때 양성 대조군(positive control)은 DNase를 37℃에
서 1시간 동안 처리 후 TUNEL 반응 혼합물로 반응시키고, 음
성 대조군(negative control)은 말단 트랜스퍼라제(terminal trans- 
ferase)를 제외한 TUNEL 반응 혼합물로 반응시켰다. 이후 PBS
로 15분간 3회세척하였고, 핵염색을위해 PI(propidium iodide) 
염색을 수행하였다. 이후 세포를 wet mounting하여 형광현미
경으로 세포 자멸사를 관찰하였다.

9. 통계학적 분석 및 실험 성적의 처리

실험 결과의 통계 처리는 ANOVA와 Student's t-test를 이용
하여 처리구 간의 유의성을 검정하였다(p<0.05). 결과들은 평
균 ± 표준편차로 표시하였다. 

결과 및 고찰

1. 고농도 칼륨에 의한 세포 자멸사(Apoptosis) 억제 효과

흰쥐(7일령) 소뇌과립 세포를고농도염화칼륨(25 mM KCl)
이 포함된 배양액에서 배양한 결과, 5 mM KCl이 포함된 배
양액에서 보다 높은 생존률을 보였다(Fig. 1A). 소뇌 과립 세
포는 5 mM KCl이 포함된 배양액에서는 평균적으로 7일간의
생존을 보이는 반면, 25 mM KCl이 첨가된 배양액에서는 15
일 이상의 생존을 보였다(Fig. 1A). 배양 15일째에는 25 mM 
KCl이 첨가된 배양액에서 자란 소뇌 과립 세포가 5 mM KCl
에 비해 2배 정도 높은 세포 생존률을 보였다(Fig. 1B, p<0.05, 
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0.08 ± 0.05 vs 0.16 ± 0.03). 세포 자멸사 역시 25 mM KCl 
처리군에서 유의적으로 감소되었다(Fig. 1C, p<0.05, 2.89 ± 
0.41 vs 1.61 ± 0.16). 소뇌 과립 세포에서 TASK-1, TASK-3, 
TREK-2 통로의 발현을 면역 염색으로 확인한 결과, TASK-3 
통로가 가장 우세하게 발현하였다(Fig. 1D). 칼륨 통로의 차단
이 생쥐 및 소 수정란의 세포 자멸사에 어떠한 영향을 미치는

지를 알아보고자 과산화수소를 이용하여 세포 자멸사를 유도

한 후 25 mM KCl 첨가 효과를 분석하였다. 과산화수소(500 
μM)에 4시간 동안 노출된 수정란을 고정시켜 TUNEL 염색을
실시한 결과, 25 mM KCl을 처리한 그룹에서 세포 자멸사가
억제되었다(Fig. 2). 소 수정란의 세포 자멸사에도 25 mM KCl

Fig. 1. Effect of high concentration of KCl on apoptosis of rat 
cerebellar granule neurons (A) Representative microphoto- 
graph of cerebellar granule neurons cultured for 15 days. 
Treatment with 25 mM KCl showed high survival compared 
to regular medium (5 mM KCl) (B and C) The bar graphs 
show the percentage of cell viability and apoptosis. Data 
represent the mean ± SD of five repeated experiments. 
* p<0.05 compared to 5 mM KCl. (D) High expression of 
TASK-3 in cerebellar granule neurons. Green fluorescence 
(FITC) signals represent TASK-1, TASK-3 and TREK-2 
antigens. The scale bar represents 50 μm.

Fig. 2. Inhibitory effect of high concentration of KCl on H2O2-induced 
apoptosis of mouse 2-cell stage embryos. The 2-cells exposed 
to H2O2 for 4 hours showed TUNEL-positive. Green and 
red fluorescences show apoptosis (TUNEL) and nuclear 
staining (propidium iodide), respectively. The scale bar 
represents 50 μm.

첨가는 유사한 결과를 보였다(data not shown).
고농도 염화칼륨에 의한 소뇌 과립 세포의 생존률 증가가

의미하는 것은 소뇌 과립 세포에 존재하는 칼륨 통로의 차단

이 세포 자멸사를 조절할 수 있다는 것을 암시한다. 고농도 염
화칼륨뿐만 아니라, TASK-3 통로 차단제를 처리하여 실험한
결과, 소뇌 과립 세포에서 강하게 발현하는 TASK-3 통로가 실
질적으로 세포 자멸사에 연관 있음이 확인되었다(Lauritzen 등, 
2003). 소뇌 과립 세포와 마찬가지로 생쥐 및 소 수정란 역시
K2P 통로를 발현하므로(Hur 등, 2009; Hur 등, 2012; Kim 등, 
2012), 과산화수소에 의해 유도된 세포 자멸사에 고농도 염화
칼륨을 처리하여 K2P 통로의 역할을 확인할 수 있을 것으로
예상하였다. 고농도 염화칼륨 처리는 과산화수소에 의해 유도
된 생쥐 수정란의 세포 자멸사를 억제시켰다. 그러나 과산화
수소가 처리되지 않은 대조군에서는 고농도 칼륨을 처리할

경우, 배 발달률이 억제된다(Hur 등, 2012). 이들의 큰 차이는
정상 세포와 세포 자멸사를 겪고 있는 세포의 차이이다. 정상
세포는 나트륨 펌프와 칼륨 이온 통로들을 통해 칼륨이온의

항상성을 잘 유지하고 있으므로, 칼륨 통로의 차단은 오히려
막전압 변화를 초래하여 세포의 사멸을 유도할 수 있을 것이

다. 그러나 세포 자멸사가 나타나고 있는 세포는 칼륨이온의
유출이 있으므로, 이를 차단시켜 세포 용적을 유지하는 것이
세포의 생존에 도움을 줄 수 있을 것이다. 과산화수소에 의해
유도된 생쥐 수정란의 세포 자멸사에 K2P 통로가 관여함은 확
인하였지만, K2P 통로 중 어느 멤버가 직접적으로 관여하는 지
는 본 연구에서 확인하지 못하였다. 신경 세포에 비해 수정란
은 칼륨 통로의 발현이 낮아, 단일 이온 통로 분석이 용이하
지 않다는 한계가 있다.
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2. 고농도의 염화칼륨 및 항산화제 첨가가 과산화수소에 노

출된 생쥐 수정란의 배반포 발달에 미치는 영향

고농도 염화칼륨이 과산화수소에 의한 생쥐 수정란의 세포

자멸사는 감소시켰지만, 배반포로의 발달에 있어서는 유의적
인 영향을 주지 못하였다. 고농도 염화칼륨과 항산화제(β-mer- 
captoethanol, β-ME)를 과산화수소에 노출된 생쥐 수정란에 병
합 처리한 결과, 과산화수소에 의해 억제된 배반포로의 발달
률을 26% 증가시켰다(Table 1). 그러나 과산화수소가 처리되
지 않은 대조군만큼 회복시키지는 못하였다.
세포 자멸사와 배 발달에 있어서 고농도 염화칼륨은 다른

효과를 보였다. 일반적으로 칼륨 통로의 차단은 두 가지 효과
를 나타낼 수 있는데, 세포의 용적을 일정하게 유지하여 세포
사멸을 억제시킬 수 있는 효과와 막 전압을 탈분극시켜 세포

의 흥분성을 증가시킬 수 있는 효과가 있다. 칼륨이온을 포함
한 이온들은 세포 내에서 정교하게 조절되기 때문에, 그 적정
수준을 가늠하기는 어렵지만, 생리학적 상황 또는 병태생리학
적 상황에서 칼륨 통로의 적절한 조절은 충분히 긍정적인 효

과를 만들어낼 수 있을 것이다. 병태생리학적 상황에 노출된
세포들은 활성 산소를 발생시키는데, 그러한 활성 산소는 세
포 자멸사를 유발할 수 있다(Simon 등, 2000). 활성 산소를 이
차 전령계로 사용하여 신호 전달 체계를 구축하여 세포 자멸사

를 유도한다. 활성 산소 역시 너무 많아도 적어도 세포에 좋은
효과를 나타낼 수 없기 때문에 적정 수준의 활성 산소를 유지

하여야 한다. 그러나 세포 자멸사를 겪고 있는 세포들은 정상
세포에 비해 활성 산소 발생이 높기 때문에 활성 산소를 낮추

어주는 것이 세포의 생존성을 높일 수 있는 방법으로 착안하

여 고농도 염화칼륨과 항산화제의 병합 효과를 확인하였는데,

Table 1. Effect of 25 mM KCl and β-mercaptoethanol on the 
development of mouse embryo exposed to H2O2

Treatment No. of
2-cells

No. of embryos
developed to

blastocyst (%)

Control 100 97 (97.0 ±  4.5)a

H2O2 100 33 (33.0 ± 21.1)b

H2O2 + 25 mM KCl 100 52 (52.0 ±  8.4)b,c

H2O2 + β-ME 100 54 (54.0 ± 11.4)c

H2O2 + 25 mM KCl + β-ME 100 78 (78.0 ±  8.4)c,d

a∼d Values with different superscripts within each column are 
significantly different (p<0.05). Percentages are the means 
± S.D. of five independent experiments. Each treatment was 
administered for 4 hours, and then cells were cultured in 
the fresh medium.

각각의 단일 처리보다 병합 처리가 효과적이었다. 세포 자멸
사 시, 세포막을 통한 칼륨 유출을 막고 교란된 항산화 시스템
을 안정화시킴으로써, 생쥐 수정란을 세포 자멸사로부터 극복
시켜 배반포로의 배발달을 유도할 수 있을 것이다.

3. 고농도 칼륨과 항산화제의 동결 보존에 미치는 영향

고농도 칼륨과 항산화제가 첨가된 EFS 동결 보존액을 이용
하여 한우 배반포배를 동결․융해 후 세포의 생존 여부를 확

인하였다. 배반포를 동결․융해한 후 회복력이 없는 배반포를
TUNEL 염색을 실시한 결과, 세포 자멸사가 세포막 근처에서
나타나는 것을 알 수 있었다(Fig. 3A). 고농도 칼륨과 항산화
제 첨가 그룹은 EFS 동결 보존액 단독 그룹보다 배반포 회복
률을 19% 증가시켰다(Fig. 3B).

Fig. 3. Inhibitory effect of combination of high concentration of 
KCl and β-mercaptoethanol on cryopreservation-induced 
apoptosis of bovine blastocyst (A) Representative TUNEL- 
positive cells of blastocyst after cryopreservtion and thawing. 
Green and red fluorescences show apoptosis (TUNEL) 
and nuclear staining (propidium iodide), respectively. The 
scale bar represents 50 μm. (B) The bar graphs show 
the percentage of blastocyst survived after thawing. The 
survived cells are TUNEL-negative cells. Data represent 
the mean ± SD of five repeated experiments. * p<0.05 
compared to cryopreservation.
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화학 물질뿐만 아니라, 동결․융해 역시 세포 자멸사를 유
발한다(Martin 등, 2004; Said 등, 2010; Xu 등, 2010). 고농도
염화칼륨과 항산화제의 병합 처리는 동결․융해에 의한 세포

자멸사를 억제시켰다. 고농도 염화칼륨 및 항산화제 각각의
처리는 배반포의 동결․융해에 따른 세포 자멸사를 억제시키

는 경향은 보였지만, 유의적이지는 않았다. 이상의 결과로 보
면 과산화수소와 동결․융해는 칼륨 유출을 촉진시키며, 활성
산소의 발생을 가속화시키는 것으로 생각된다. 고농도 염화칼
륨과 항산화제 β-ME 사용으로 동결․융해에 의한 칼륨 유출
을 차단하고, 활성 산소 발생을 감소시킴으로써 세포 자멸사
를 억제시켜 배발달을 회복시킬 수 있다. 그러므로 생쥐 수정
란 및 소 수정란에서 주로 발현하는 칼륨 통로를 찾아 그 통

로의 차단제를 사용한다면, 보다 효과적으로 세포 자멸사를 억
제할 수 있을 것으로 생각된다. 항산화제 역시 그 세포에 가장 
효과적으로 활성 산소의 발생을 감소시킬 수 있는 것으로 개

발이 필요하다고 생각된다.

결  론

프로그램화된 세포사멸 및 세포 자멸사는 칼륨이온의 농도

변화와 연관되어 있다. 최근 연구들은 two-pore domain 칼륨
(K2P) 통로가 생쥐 수정란의 세포 자멸사와 포유 동물 세포의
세포 자멸사 시 나타나는 세포 용적 감소에 관여한다는 사실

을 발표해왔다. 소뇌 과립 신경 세포에서 TASK-1과 TASK-3 
K2P 통로가 세포 사멸에 중요한 역할을 함이 확인됨에 따라, 
본 연구에서는 과산화수소와 동결에 의해 유도된 세포 자멸

사에 있어서 칼륨 통로의 역할을 확인하고자 하였다. 생쥐와
소 2세포기 수정란은 4시간 동안 과산화수소에 노출시켜 세포 
자멸사를 유도하였다. 2세포기 수정란은 세포 자멸사 지표로
활용되는 TUNEL 염색에 양성을 보였다. 고농도 염화칼륨(25 
mM)의 처리는 과산화수소에 의해 유발된 세포 자멸사를 19% 
억제시켰다. 소 배반포를 동결․융해 후 TUNEL 염색을 실시
한 결과, 세포막에 인접한 할구들이 세포 자멸사를 보였다. 고
농도 염화칼륨을 포함한 동결 보존제 사용은 5 mM 칼륨을 포
함한 동결 보존제보다 세포 자멸사를 억제하였지만, 유의한 차
이는 보이지 않았다. 그러나 고농도 염화칼륨과 항산화제(베
타-머캅토에탄올)를 병합 처리하였을 때는 과산화수소 및 동
결에 의한 세포 자멸사가 유의적으로 감소되었다. 이상의 결
과들로부터 단기간 동안의 고농도 염화칼륨 노출은 세포막을

통한 칼륨 유출을 억제시켜 과산화수소 및 동결에 의한 세포

자멸사를 억제시킬 수 있다는 것을 알게 되었다. 생쥐와 소 수
정란에서 나타나는 세포 자멸사는 각 세포에서 우세하게 발

현하는 칼륨 통로의 조절에 의해 조절될 수 있을 것으로 생각

된다.
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