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도도도목목목차차차

Figure1.Changeofbodyweightincadmium treatedgroup.Thebodyweightof
cadmium treatedgroupswasdecreasedintimedependent.*P<0.05.

Figure2.ChangeofAST andALT incadmium treatedgroup.Serum AST/ALT
levelwasincreased in thecadmium treated group with time-lapse.
*P<0.05,**p<0.001.

Figure 3.Expression ofcaspase 8 in cadmium treated group.No significant
changesofcaspase8wasidentified.

Figure4.Expression ofBid in cadmium treated group.Cadmium induced Bid
cleavageinallgroups.

Figure5.ExpressionofBaxincadmium treatedgroup.ThecytosolicBaxwas
incresed,butthemitochondrialBax wasdecreased with time.This
findingsuggestedBax translocationfrom cytosolintomitochondria.

Figure6.Expressionofcytochrom-cincadmium treatedgroup.Themitochondrial
cytochrome-c was decreased,but the cytosolic cytochrome-c was
increased.This finding suggested cadmium induced cytochrome-c
releasefrom mitochondriatocytosol.

Figure7.Expressionofcaspase3incadmium treatedgroup.Procaspase-3was
decreased,butcleavedcaspase-3wasincreased.Thisfindingsuggested
cadmium inducedcaspase-3cleavagewithtime-lapse.
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Figure8.ExpressionofPARP incadmium treatedgroup.PARPwasdecreased,
butcleaved-PARP was increased.This finding suggested cadmium
inducedPARPcleavagewithtime-lapse.

Figure 9.Expression ofcaspase 9 in cadmium treated group.Caspase-9was
decreasedwithcadmium treatmentwithtime-lapse.

Figure10.ExpressionofBcl-2incadmium treatedgroup.Bcl-2wasdecreased
withcadmium treatmentwithtime-lapse.

Figure11.Histopathologicfindingsofliverincadmium treatedgroups.Cytoplasmic
eosinophilia (arrows)with nuclearpyknosis ofthehepatocyteswas
increasedwithtime.Lobulardisarraywithballooningdegenerationwas
evidentinthe7daygroup.

Figure12.Histopathologicfindingsofliverincadmium treatedgroups.Apoptotic
bodies (arrows) are noted frequently.Apoptoticbodies (arrows) are
notedfrequently.

Figure 13.Immunohistochemicalstaining ofliverforBax in cadmium treated
groups.CytoplasmicexpressionofBaxwasincreasedwithtime-lapse.

Figure14.Classicapoptosispathway.

Figure15.Cadmium-inducedapoptosispathwayproposalintheratliver.

-ⅱ-



AbstractAbstractAbstractAbstract

Cadmium-induced Cadmium-induced Cadmium-induced Cadmium-induced hepatotoxicity hepatotoxicity hepatotoxicity hepatotoxicity in in in in rat: rat: rat: rat: the the the the mechanism mechanism mechanism mechanism of of of of 
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Background Background Background Background and and and and Objectives:Objectives:Objectives:Objectives: Cadmium (Cd) is a heavy metal of considerable 

environmental and occupational concern. Liver is a major target organ of Cd 

toxicity following repeated Cd exposures. The aim of this study was to 

investigate the mechanism of apoptosis on Cd-induced hepatotoxicity in animal 

model.     

Materials Materials Materials Materials and and and and Methods:Methods:Methods:Methods: Twenty-four adult male Sprague-Dawley (SD) rats were 

injected with a dose of Cd acetate daily (30 μmol/kg body weight, 

intraperitoneally). After 1, 2 and 7 days the rats were killed, and the blood and 

liver tissues were sampled for analysis. Biochemical analyses of serum alanine 

aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) were conducted. 

Histopathologic, immunohistochemical and Western blot analyses for cellular 

damage and apoptosis of the liver were conducted.
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Results:Results:Results:Results: Decrement of the body weight was identified slowly after 1 day. Serum 

AST/ALT level was increased. . . . According to the Western blot analyses, 

caspase-3, -9, Bax, Bid and PARP were decreased and caspase-3, Bid and 

PARP were cleaved with time- and dose-dependently. Decrement of cytosolic 

Bax with accordingly increment of the mitochondrial Bax was identified. The 

mitochondrial Bax induced release of cytochrome C from mitochondria to 

cytosol. Bcl-2 was decreased but, caspase-8 was not shown significant 

changes. Histopathologic analysis  showed cytoplasmic eosinophilia with 

nuclear pyknosis of the hepatocytes with time lapse. Lobular disarray with 

ballooning degeneration was evident. Cytoplasmic expression of Bax was 

increased with time. 

Conclusions:Conclusions:Conclusions:Conclusions: Cd could induce loss of body weight and liver cell damage in SD 

rat. Cd-induced liver cell damage is associated with apoptotic pathway from 

activation of Bid and Bax to activation of caspase -3 and -9 through release 

of mitochondrial cytochrome c, and this is not associated with activation of 

caspase 8. These results suggest that Cd-induced liver cell apoptosis in rat 

may not related to the death-receptor pathway. Moreover, this apoptosis is 

time- and dose-dependent and associated with decrement of Bcl-2. 

Therefore, the mechanism of Cd-induced apoptosis in the hepatocytes of the 

SD rat in 7 days involved mitochondrial-dependent pathway but not 

death-receptor related caspase-dependent signaling.

KEY WORDS : Cadmium, Apoptosis, Rat, Hepatocyte, Mitochondria
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III...서서서 론론론

카드뮴은 인류의 역사와 함께 산업발전의 큰 부분을 차지해 온 인체대사에 불
필요한 유해 금속물질 중의 하나이다.환경 중에 널리 분포되어 있는 카드뮴은
생체에 해로운 고독성 중금속으로서 산업이 발달함에 따라 생체에 대한 노출빈
도는 점점 증가하고 있다(Friberg등,1979).
카드뮴은 일반적으로 신기능 장애,간 조직 손상,골연화증을 유발하며,저 농
도의 카드뮴을 장기간 노출시킨 실험동물에서 고환조직 손상,생식 독작용 및
발암작용이 있는 것으로 알려져 있다.Nordberg(1972)는 원숭이에 체중 kg당
1.7mg의 카드뮴을 일회 경구 투여하였을 때 카드뮴의 체내 반감기는 약 1.7
년이며 마우스에 체중 kg당 0.25mg의 용량을 피하로 25주간 매일 투여할 경
우 카드뮴의 체내 반감기는 24년이고,특히 신장 내에 축적된 카드뮴의 반감
기는 10년 이상임을 보고하였다.인체내로 흡수된 카드뮴은 폐장,신장,간장
등 거의 모든 장기에 손상을 일으키며 골격과 면역계,생식기계 및 순환기계
장애와 기형 및 암을 유발하는 것으로 알려져 있다(Dudley등,1985).카드뮴에
급성 및 만성으로 노출 되었을 때 표적장기인 신장,간장 및 고환 등에서 카드
뮴은 과산화 연쇄반응(peroxidativechainreaction)을 자극하여 지질과산화(lipid
peroxidation)를 촉진하고 이로 인해 활성산소종이(reactiveoxygenspecies)발
생되어 세포독성을 유발하는 것으로 보고 있다(Fukuno등,1984;Halliwell&
Gutteridge,1995;Oteiza등,1999).
카드뮴을 비롯한 중금속의 인체에 미치는 영향 및 독성기전을 밝히기 위한 연



구들은 여러 분야에서 활발히 진행되고 있는데,최근에는 중금속의 급 만성 세
포독성기전과 발암작용에 있어 endonuclease를 활성화시키거나 활성산소종과
같은 반응성 자유 라디칼(reactivefreeradical)을 생산하거나(Nath등,1996;
Hultberg& Andersson,1998)세포전달체계를 경유하는 세포자멸사(apoptosis)
가 중요한 역할을 한다는 연구결과들(Lohmann& Beyersmann,1993;Azzouri
등,1994;Shenker등,1997;Habeebu등,1998;Hirata등,1998)이 있다.그러나
이러한 연구에도 불구하고 카드뮴의 정확한 독성기전은 아직 잘 밝혀지지 않고
있다.
세포내부의 복잡한 과정을 거쳐 세포자멸사가 일어나게 되는데 (Wyllie,1980;
Cohen,1993;Klaus& Davide,1998),이것은 종양괴사인자(tumornecrosis
fator)에 의한 세포사멸연구와 함께 일부신호 전달기전이 밝혀지면서 연구되기
시작되었다(Alnemr등,1996).그 간의 연구에서 세포자멸사의 과정에 caspase
계 cysteineproteases나 MAPkinase(mitogenactivatedproteinkinase)의 관
련성이 제시되고 있으며 (Blenis,1993;Xia등,1995;Alnemri등,1996;Enari
등,1996;Kluas& Davide,1998),일부 전사인자(transcriptionalfactor)와도 관
련이 있음이 알려져 있다.따라서 이러한 유전자들의 활성화 여부 및 양상을
관찰한다면 세포자멸사 유도기전을 파악하는데 중요한 자료를 얻을 수 있을 것
이다.
현재 카드뮴의 세포자멸사 유도에 대한 연구는 드물며 이에 대한 정보 역시
제한적이다.실험은 주로 와 로 이루어지는데 조직 또는 세포가
중금속에 노출시 폭로 시간과 농도에 따라 세포자멸사 또는 괴사를 일으키는
것으로 알려져 있으나 상대적으로 실험이 적다.카드뮴은 인체에 만성
적인 폭로시 간과 신장에 축적되는 반면(Shaikh& Lucis,1972;Kotsonic&



Klassen,1977) 급성 폭로시에는 주로 간에 축적된다(Kotsonic& Klassen,
1977).카드뮴에 의한 급성 폭로시 간독성은 간세포의 부종,지방변화,국소 또
는 광범위한 괴사 등으로 나타나며(Dudley등,1982),전자현미경상으로는 세포
내 리보솜의 확장과 막에 부탁된 리보솜의 손실,핵 응축 등이 나타난다
(Dudley등,1984).또한 카드뮴은 분리된 소 또는 쥐의 간세포,백혈구세포 등
에서 시간과 농도가 증가함에 따라 세포사멸을 일으키는 것으로 보고되고 있다
(Lohmann& Beyersmann,1994;EL-Azzouzi등,1994).그러나 이러한 많은
연구에도 불구하고 카드뮴의 독성기전이나 세포내 분자 수준의 신호전달경로에
대해서는 정확히 알려진 바가 없다.
이에 본 연구는 카드뮴의 주요한 표적장기이며 카드뮴이 만성 및 급성 폭로
시 축적되는 가장 중요한 장기인 간에 미치는 세포독성 기전을 밝히고자 하였
다.카드뮴 처리 후 적출된 SDSD흰쥐의 간을 이용하여 병리조직학적변화를 비
교 관찰하고, 세포자멸사에 관여하는 caspase-3, -8, -9, Bax, Bcl-2,
cytochrome-c,Bid,poly(ADP-ribose)polymerase(PARP)등 단백질의 발현
여부 및 변화를 면역조직화학적 분석 및 Westernblotanalysis를 통하여 비교
관찰하여 카드뮴의 간세포독성과 관련된 세포자멸사 관련신호전달체계의 경로
를 규명하고자 한다.



III...연연연구구구재재재료료료 및및및 방방방법법법
111...시시시약약약

Cadmium acetatedihydrate(5743-04-4)는 Sigma-Aldrich사(St.Louis,MI,USA)의
제품을 사용하였으며,일차항체 caspase-3(H-277),-8(H-134),-9(H-170),PARP
(H-250),cytochrome-c(6H2),Bid(FL-195),Bcl-2(C-2),Bax(B-9)는 SantaCruz
Biotechnology사(SantaCruz,CA,USA),p53(DO-7)은 Dako사(Glostrup,Denmark)
의 제품을 사용하였다.그리고 이차항체 VectastainABC elitekit와 발색제 amino
ethylcarbazole(AEC)kit는 Vectorlaboratories(Burlingame,CA,USA),범용 봉입
제(universalmount)인 Clearmount는 Zymed사 (SouthSanFrancisco,CA,USA)의
제품을 사용하였다.

222...실실실험험험동동동물물물

실험동물은 출생 후 4주되는 카드뮴에 노출된 적이 없는 Sprague-Dawley(SD)수
컷 흰쥐(220±30g)24마리를 사용하였으며,사료와 물은 자유롭게 공급되었다.사
육조건은 22℃∼26℃,습도는 50%,광 조건은 명기 12시간 암기 12시간이었다.

333...실실실험험험방방방법법법

SD흰쥐를 대조군과 카드뮴 투여 1일,2일,7일 실험 군으로 나누어 각 그룹 당 6마
리씩 구분하여 카드뮴을 대퇴내측에 피하로 투여하였다.카드뮴은 증류수에 녹인 후
여과 멸균하여 30μM/kg농도로 매일 1회 투여하였는데 투여양은 Jeong등 (2000)과



Tzirogiannis등 (2003)의 연구내용을 참고하였다.대조군은 카드뮴 대신 생리식염수
를 실험군과 동일한 방법으로 투여하였다.실험동물은 카드뮴을 투여한 후,1일째,2
일째,7일째 각각 6마리씩 단두 희생시켰다.혈액은 단두하여 경부에서 채취하고
간의 일부는 조직병리학 검사를 위하여 10% 중성 포르말린용액에 24시간 동안 고
정하였다.신선하게 채취된 간 조직 일부는 Western blot검사를 위하여 PBS
(phosphate-bufferedsaline)용액에 즉시 담구어 혈액을 세척한 후 분석하였다.

444...WWWeeesssttteeerrrnnnBBBlllooottt분분분석석석

채취한 SDSD흰쥐 간 조직을 PBS로 충분히 세척하였다.1g간조직에 3ml의 파쇠
용액 homogenizerbuffer(10mM Tris-HclPH 7.5;150mM Nacl;1% Nonidef
p-40;0.1% sodium dodecylsulfate;1% sodium deaxycholate;1mM PMSF;5mM
EDTA)에 넣어 4℃에서 파쇄시켰다.13,000rpm에서 20분 원심 분리하여 얻은 세
포 파쇄 액은 BCA 용액을 이용하여 단백질을 정량하였다.동량의 세포파쇄액(단백
질:200 ug)은 2×samplebuffer와 섞어 100℃에서 5 분간 끓인 후에 12.5 %
SDS-PAGE를 시행하였다.전기영동이 끝난 gel의 단백질은 semi-dry방법으로 실온
에서 단위면적당 0.8mA 전하를 2시간 걸어주어 nitrocellulosemembrane상에 이동
시켰다.nitrocellulosemembrane은 blockingbuffer(5% skim milk)와 상온에서 1시
간 반응시켜 비 특이적 항체결합을 억제시켰다.caspase-3,-8,-9,Bax,Bid,Bcl-2
및 cytochromec에 대한 항체는 0.01%(v/v)의 Tween-20이 포함된 3% skim
milk/TBST에 1:1000으로 희석하여 상온에서 3시간을 반응 후 TBST로 15분씩 3
번 세척하여 이차항체 anti-rabbitIgG conjugatedhose-radishperoxidase와 1시간
반응시켰다.nitrocellulosemembrane은 TBST(10mM Tri-Hcl,150mM Nacl,0.01



% Tween-20,pH 7.4)로 세 번 세척 후 ECLkit를 사용하여 ECL필름에 노출시켰
다.
미토콘드라아의 단백질 변화를 보기위하여 파쇄된 간 조직을 4℃,700×g에서 원심
분리 10분후 얻은 상층액을 10,000×g에서 또 다시 10분간 원심분리하여 pellet는 다
시 파쇄액을 첨가하여 6000×g에서 3분간 다시 원심분리한다.여기서 얻은 pellet를
medium containing225mM mannitol,75mM sucrose,10mM Tri-HCl,pH 7.4,
0.1mM EDTA 으로 용해시켰다(SilvaFreitasEM 등,2006).Bcl-2,caspase3,Bax
translocation및 cytochromec의 유리에 대한 분석은 Westernblot방법을 시행하
였다.

555...병병병리리리학학학적적적 검검검사사사

광학현미경 관찰을 위한 표본 제작과정은 적출해 낸 간장조직을 10% buffered
formalin에서 24시간 고정시킨 뒤,흐르는 물로 씻어 조직 내에 남아있는 formalin을
제거하고 70%,80%,90%,95%,100% ethylalcohol에서 각각 1시간씩 탈수과
정(dehydration)을 거쳤다.Xylene치환과 paraffin침투과정을 거친 후 포매하여 블
록을 제작하였다.이렇게 준비된 paraffin블록을 회전형 박절기(microtome)를 사용하
여 4㎛두께로 유리 슬라이드 시편을 제작하였다.Xylene으로 3∼5분씩 2회 처리한
후 ethanol을 100%,90%,80%,70%,60%,50%순으로 1분씩 탈 파라핀 과정
을 거친 후 수돗물에 10분간 세척하였다.hematoxylin에서 5분간 반응 후 수돗물에
서 1분간 세척한 후 1% acidalcohol에 4회 침척 후 수돗물에 1분간 세척한다.
이후 ammonia에 4회 침척 하고 수돗물에 15분간 세척하였다.그리고 eosin에 3분
간 염색을 한 후 ethanol을 80%,90%,100%순으로 처리한 후 xylene을 3분씩 2



회 처리한 후 봉입하여 광학현미경으로 관찰하였다.
면역조직화학적 염색은 전술된 술식에 따라 조직 절편을 탈 파라핀과 함수한 후
0.01M 구연산 완충액(pH 6.0)에 담가 전자렌지에서 15분간 한번 가열하여 항원의
발현을 증가시켰다.이후 내부 과산화효소를 억제하기 위해서 3% H2O2를 처리한 다
음 5% 정상 염소 혈청(0.1% 우혈청 알부민으로 희석)으로 비 특이적인 항원-항체
반응을 억제하였다.Bax,Bcl-2,Caspase-3,-8,-9및 p53일차항체를 각각 37℃ 배
양기에서 2시간 반응시킨 후 이차항체 VectastainABCelitekit를 이용하여 제품설
명서에 따라 처리하였다.발색제는 AECkit를 사용하여 현미경으로 반응을 관찰하며
5-10분 정도 반응시킨 후 Mayer'shematoxylin으로 대조염색을 한 후 Clearmount
로 봉입하였다.

666...혈혈혈액액액 채채채취취취

혈액은 SD흰쥐를 단두희생 할 때 경부에서 흐르는 피를 채취하여 혈청을 분리해낸
후 InternationalFederationofClinicalChemistry(IFCC)에 의한 rateassay법으로
AST와 ALT분석하였다.

777...통통통계계계학학학적적적 분분분석석석

Chi-Squaretest와 AnalysisofVariance를 이용하였고,통계검사는 P<0.05
이하일 때 통계학적으로 유의성이 있는 것으로 평가하였다.



IIIIIIIII...결결결과과과

111...체체체중중중변변변화화화

카드뮴 투여 후 체중변화를 관찰한 결과 1일째 되는 군은 체중증가가 101%
인 반면 대조군은 98%로 약간 감소되었으며,2일째 되는 군은 체중증가가
105%인 반면 대조군은 98%로 1일째와 2일째는 현저한 차이는 없었다.그
러나 7일째에는 카드뮴투여군의 체중증가가 93%로 대조군의 123%에 비하
여 의미 있게 감소하였다(p<0.05)(Fig.1).

222...혈혈혈액액액 AAALLLTTT,,,AAASSSTTT 변변변화화화

카드뮴 투여군에서 ALT는 1 일째에 228 %로 의미있게 증가하였으며
(P<0.05), AST는 1일째에 112%로 다소 증가하였다.2일째에는 ALT와
AST가 각각 214%,162%로 유의하게 증가였다(P<0.05).7일째에는 ALT와
AST가 각 386%와 410%로 대조군에 비하여 현저한 증가를 보였다(P<0.001)
(Fig.2).

333...WWWeeesssttteeerrrnnnBBBlllooottt에에에서서서의의의 각각각 단단단백백백질질질의의의 변변변화화화

Caspase8는 시간 경과에 따라 유의한 변화가 없었다(Fig.3).Bid는 카드뮴
투여 1일군에서부터 cleavedform이 보였으며(Fig.4),mitochondiaBax는 증
가하는 양상(Fig. 5)을 보였으며 cytosol에서는 감소양상을 보였다.



Cytochrome-c는 mitochondria에서는 감소되는 반면 cytosol에서는 증가하였다
(Fig.6).Caspase3,PARP은 감소하는 반면 cleavedform은 증가하였다(Fig.
7,8).Caspase9,Bcl-2는 감소하는 양상을 보였다(Fig.9,10).

444...조조조직직직학학학적적적의의의 관관관찰찰찰

광학현미경적 관찰결과 정상 군에서는 중심정맥을 중심으로 하여 간세포가 일
정한 코드배열을 이루고 있는 반면 카드뮴 처리군에서는 시간경과에 따라.세
포가 부풀어 오르고 호산성변화가 증가하며 세포핵이 진하게 염색되고 핵의 응
축 및 분절이 증가하는 등세포손상이 심해지는 것을 볼 수 있었으며 여러 가지
양상의 apoptoticbody가 관찰되었다.카드뮴을 투여한 1일군에서는 간세포의
핵과 세포질에서 변성이 관찰되었으며,7일군에서는 이러한 변화가 매우 심해
서 간세포 파괴가 많이 관찰되었다(Fig.11,12).

555...면면면역역역조조조직직직화화화학학학적적적관관관찰찰찰

면역조직학적 검사에서 Bax는 세포질염색이 되었으며 대조군에서 염색되지
않는데 비해 카드뮴 처리군은 세포의 손상에 따라 점점 증가하는 추세를 보여
7일군이 염색이 가장 강하였다(Fig.13).
그러나 Bcl-2,p53,caspase-3,-8,-9은 대조군 및 처리군 모두 매우 미약한
반응을 보일뿐만 아니라 그 강도 및 양상의 유의한 변화를 파악할 수 없었다.



IIIVVV...고고고 찰찰찰

수은,카드뮴 등 중금속에 의한 피해는 산업문명의 발달로 점차 증가하고 있
는 추세이며,중독 발행 유형은 크게 다음과 같이 나눌 수 있다.즉 이들 중금
속에 지속적으로 노출된 결과 발행하는 근로자들의 직업성 중독과 산업폐수로
방출된 중금속이 생물학적 먹이 사슬이나 식품을 통해 간접적으로 인체에 흡수
되어 중독증을 유발하는 간접적인 중독으로 구분된다(Goyer,1991;Mailman,
1980).
특히 카드뮴 사용의 역사는 1871년 아연광석에서 처음으로 인지된 이래 급속
한 산업발전과 더불어 전기도금,도료,플라스틱,합금,축전지 등에서 널리 사
용되고 있으며 수계(지하수,지표수),육류,곡물,유제품,야채 등에서도 나타나
고 있다(Christensen& Olson,1957;Fleisher등,1974;Flick등,1971).
일반적으로 카드뮴은 신기능 장애,간조직 손상,중추신경 장애,고혈압,골연
화증 등을 일으키며,특히 폐기능 장애,폐암환자들에 있어서는 카드뮴축적이
높게 나타난 것으로 알려져 있다(Axelesson등,1968;Dudley등,1984;Goyer,
1991).카드뮴에 급성 및 만성으로 노출 되었을 때 표적장기인 신장,간장 및
고환 등의 조직에서의 카드뮴의 과산화 연쇄반응을 자극하여 지질과산화를 촉
진하고 이로 인해 활성산소종이 활성화 되어 세포독성으로 유발하는 것으로 보
고 있다(Fukuno등,1984;Halliwell& Gutteridge,1995;Oteiza.1999).본 실
험에서는 카드뮴을 투여 후 체중변화를 관찰한 결과 대조군에서는 1일째부터
체중증가가 꾸준히 이루어졌으며 7일째에는 123%로 의미있게 증가하였으며 카
드뮴 투여군에서는 1일째부터 체중감소가 일어나면서 2일째에는 의미있게 감
소하였으며 7일째에는 현저한 차이를 보였다.이것을 보아 카드뮴 독성으로



인한 급성독성은 30 μmol/kg농도에서 지속적으로 작용하는 것으로 생각된다.
이러한 결과는 생쥐에 메틸수은을 투여한 Thuvander등(1996)의 보고와 비슷
한 결과를 보였다.이는 중금속으로 투여로 인하여 간장에 손상이 오고 이로
인하여 체중감소가 초래된 것으로 사료된다.
AST와 ALT는 모두 간세포속에 함유되어 있는 효소로서,간세포가 깨지거나
간 세포막의 투과성이 높아지면 이들 효소는 혈액속에 유출되어 증가한다.
AST란 생체의 여러 가지 장기세포 가운데 있는 효소로 몸의 중요한 구성요소
인 마미노산을 형성하는 작용을 한다.건강한 사람의 혈액중에도 세포에 함유
되어 있는 AST가 소량 유출되고 있으나 장기의 세포가 파괴되면 대량 흘러나
오게 된다.심장,간,골격근,신장에 특히 많은 효소이다.ALT도 AST와 마찬
가지고 아미노산을 형성하는 하나의 요소이며,ALT양은 AST에 비해 적고 가
장 많이 포함된 간에서도 AST의 약 1/3정도이다.AST에 비해 ALT는 간 특
이성이라고 할 정도로 간에 많이 포함되어 있다.특히 급성 간염,만성 간염,
알코올성 간염 등에서는 병세에 따라서 그 수치가 증감하므로 이들 병을 진단
을 하거나 그 경과를 관찰하는데 사용된다.본 연구에서도 ALT는 1일째부터
높은 증가폭을 보였으며 1일째,2일째에는 AST보다 증가폭이 높았다 AST
와 ALT는 모두 처음부터 끝까지 꾸준한 증가 추세를 보였으며 7일째 최고치
로 증가되는 것을 볼 수 있는데 이는 급성 간세포 손상 때문으로 생각된다.이
러한 결과는 간장의 손상으로 인해 체내 효소의 합성이 증가되는 등의 부작용
이 나타나고,특히 포도당 대사에 관여하는 효소의 부족 등으로 인하여 각 장
기의 중량이 줄었다는 보고(Dieter등,1983;Ochi등,1988)와도 관련되어 체내
대사가 저하되고 결과적으로 정상적인 체중증가가 나타나지 않고 오히려 체중
감소가 초래된다고 생각된다.



생명체를 이루는 기본 단위인 세포는 유한한 생명을 가지고 있다.세포가 생
명체내에서 성장 및 분화과정을 거쳐 그 기능을 발휘한 후에는 세포자멸사라는
예정된 죽음을 맞게 된다.세포자멸사는 외부적 환경변화에 의하여 급격히 일
어나는 수동적 죽음인 괴사(necrosis)와는 달리 세포내부에 존재하는 계획된 죽
음의 프로그램이 신호에 의해 개시된 세포내에서 여러 유전자들이 발현됨으로
서 일어나는 능동적인 죽음이다.세포자멸사는 괴사와는 다른 독특한 형태와
생화학 특징을 동반하는 유전자 활성에 의하여 조절받는 생리과정이다(Wyllie,
1980;Cohen,1993).세포괴사는 세포의 심각한 상해로 세포막의 파괴,세포의
팽창,용해를 동반하는 반면에 세포자멸사는 빠른 세포탈수현상에 의한 세포의
수축,세포막의 수포화 현상(blebbing),세포질내의 칼슘농도의 증가,염색질의
응축,endonuclease의 활성화에 의한 DNA의 사다리 모양의 분절 현상,
transglutaminase의 활성화 및 핵의 절단과 apoptoticbody의 형성을 동반한다
(Cohen,1993;Klaus& Davide,1998).세포자멸사를 통한 세포사멸은 여러 유
전자들 및 그 발현 단백질들에 의해 조절되며,여러 신호전달계가 관여됨이 알
려져 있다.이 중 가장 잘 연구된 신호전달 경로 중의 하나는 deathreceptor에
의한 세포자멸사이다. Death receptor는 세포사멸의 기능을 갖는 tumor
necrosisfactor2(TNF2)수용체군을 의미하며,수용체의 세포질 쪽 부위에
존재하는 deathdomain을 통하여 세포사멸 신호를 매개한다.현재 다섯 종류의
death receptor가 알려졌으며 TNF receptor-1, Cd95 (Fas/APO-1),
TNF-receptor-related apoptosis-mediated protein (TRAMP),TNF-related
apoptosis-inducingligand[1]receptor-1/2가 있다.이들 수용체는 리간드와 결
합하게 되면 수용체의 다중화(multimerization)를 통하여 활성화되고,그 결과로
여러 adaptor단백질들이 수용체와 결합하게 된다.결합한 adaptor단백질들은



여러 다양한 세포사멸 신호전달 체계를 활성화시킨다.deathreceptor들과 관련
된 대표적인 신호조절인자들에는 caspase,NF-kB,stress-activated protein
kinase(SAPK),Bcl-2family등이 있다.deathreceptor들이 모두 세포자멸사
를 유도하는 것은 아니며 Apo2L(Fas-L과 매우 유사한 구조를 갖는 TNF군에
속하는 리간드)에 의한 세포자멸사을 저해하는 decoyreceptor들인 DR4와 DR5
의 존재도 알려져 있다.
세포자멸사는 다세포 생명체에서 정상적인 발달과정과 항상성을 유지해 주는
기본적인 생리현상이며 이질적이거나 위해한 세포를 신속하게 제거하는 과정이
다.따라서 이 과정의 장애는 악성종양,자가면역 질환,퇴행성 신경질환,독소
에 의해 유발되는 질환의 발생과 밀접한 관련이 있다(Fadeel등,1999).
세포자멸사에 대한 연구를 통하여 카드뮴의 세포독성기전을 밝히기 위한 연구
가 시도되고 있으나 이에 대한 정보는 매우 제한적이다(Corcoran등,1994).현
재까지의 연구는 실험동물 또는 시험관내 실험에서 조직 또는 세포가 중금속에
노출 시 폭로량에 따라 괴사 또는 세포자멸사를 일으키는 것으로 알려져 있으
나,그 유도 기전 및 그 기전에 관여하는 물질에 대해서는 아직 확실히 밝혀지
지 않고 있다(Beyesmann& Hechtenberg,1997;Wang& Templeton1998).
카드뮴을 비롯한 중금속에 의한 세포자멸사의 경우 일반적으로 몇 가지 공통
된 기전이 제기되어 왔는데 예를 들면 구리결핍시 세포자멸사와 관련된
endonuclease를 유도한다든지(Rao 등,1992),소량의 셀레늄에 폭로시 Ca2+,
Mg2+의존 endonuclease를 활성화시켜 세포자멸사를 유도한다(Lu등,1994)는
등의 보고가 있다.카드뮴은 칼슘 가동화를 통하여 endonuclease를 활성화 시
키는데,세포내 칼슘변화는 중금속 독성에 의해 유도되는 세포자멸사와 관련한
endonuclease활성에 중요한 인자로 알려져 있다(Rao등,1993;Lu등,1994;



Azzouri,1994).다른 공통기전은 산화적 스트레스(oxidativestress)로서 생물학
적으로 생체에 필수적으로 필요한 금속이 부족한 경우나 독성 중금속에 폭로된
경우 모두 활성화산소종과 같은 반응성 자유 라디칼을 생성하여 세포자멸사를
유도하는 것으로 알려졌다(Nath등,1996;Kayanoki등,1996;Hultberg,1998).
세포자멸사를 유발시키는 세포내 신호전달기전에서 중요한 기전중 하나는
caspase의 활성화이다.Caspase는 효소 활성부위에 cysteine을 가지고 있는 단
백질 분해효소로써 지금까지 14종류가 알려져 있으며,특히 caspase3의 역할
에 대해서 많은 연구가 진행되고 있다(Allen등,1998;Widmann& Gibsonm,
1998). Caspase의 작용은 표적기질에 따라 아미노산 배열 중 DEVD
(enzyme:cleavesthecpp32proteinrecongnitionsiteasp-glu-val)를 인식해서
절단하는 CPP-32likecaspase(capase3)와 YVAD(펩타이드 저해제)를 인식
해서 절단하는 ICE-likecaspase로 대별된다.일단 caspase3가 활성화가 되면
PARP,MAPK/ERK kinasekinase(MEKK),및 다른 Caspase등 여러 표적
단백질에 작용해서 기능적 활성화나 불활성화를 유도하여 세포내의 여러 신호
전달을 조절하는 것이다(Allen등,1998;Widmnn& Gibson,1998).일반적으로
우리가 알고 있은 세포자멸사의 경로는 Fig14와 같이 caspase8의 활성화로
인하여 Bid가 활성화가 되어 미토콘드리아를 통하여 caspase-9,-3가 작용하거
나 caspase8이 직접 caspase3을 활성화시켜 일으키는 것이다.모두 일반적으
로 caspase-8과 -3를 경유하는 것으로 알려져 있다.그러나 본 연구에서는 카
드뮴 처리로 caspase-3,-9와 Bid의 활성은 전반적으로 시간의 경과에 따라 증
가하고 있는데 caspase8의 활성은 시간경과와는 무관하게 변화가 없었다.따
라서 세포내에서 세포사멸의 신호가 Bid를 활성화시켜 신호가 미토콘드리아에
전달되면 미토콘드리아에서 cytochromec가 분비되어서 caspase9을 활성화시



키고,활성화된 caspase9은 caspase3을 활성화시켜 나타나는 세포사멸의 과
정상의 특성으로 볼 때 caspase의 시간경과에 따른 변화는 카드뮴독성에 간 조
직 세포사멸이 caspase9와 3의 경로를 경유하여 발현됨을 증명하고 있었다.
또한,proteinkinase(PKC),PARP등은 세포사멸 과정에서 caspase3의 세포
내 표적인자이며 세포사멸 유도에 중요한 endonuclease의 활성화는 caspase3
protease의 자극에 기인한다(Allen등,1998)는 보고에 의하면,본 연구 결과에
서 caspase3가 활성을 보이고 기질 단백질인 PARP의 절단이 관찰되는 것은
카드뮴에 중독된 SD흰쥐간세포에서의 세포사멸은 caspase3의 활성화를 통해
유도됨을 의미한다.
Bcl-2family단백질은 사람의 여포상 림프종과 밀접하게 관련된 유전자로서
크게 세포사멸 촉진 단백질(Bax)과 세포사멸 억제 단백질(Bcl-XL)의 두 종류
가 존재하는 것으로 알려져 있다(Gross등,1999;Yel등,1999).이중 Bcl-XL
단백질은 다른 암 유전자와는 달리 세포증식에는 관여하지 않고 세포사멸의 억
제기능에 관여하고 있다.한편 Bcl-2family단백질은 c-terminus에 소수성 막
으로 구성되어 미토콘드리아의 막에 결합할 수 있는 특징이 있다.따라서
Bcl-XL을 과발현시켰을 경우 산화환원 반응의 조절,세포내 이온의 분포조절,
caspaseprotease의 활성,미토콘드리아 막전위,핵 DNA분절,스트레스 관련
MAPkinase인 JNK 및 p38kinase의 활성을 조절함으로써 세포사멸을 억제하
는 것으로 알려져 있다. 반대로 Bax 단백질을 과발현시켰을 경우에는
cytochromec의 분비가 촉진되고 미토콘드리아막의 탈 전위가 유도된다고 보
고되고 있다(Herr등,1997;Yel등,1999).
본 연구에서 카드뮴 처리로 SD흰쥐 간세포의 세포질에서는 Bax의 양이 감소
하고 미토콘드라아에서 증가하였는데 이러한 결과는 카드뮴에 의해 발현이 증



가된 Bax단백질이 미토콘드리아로 이동하였으며 이동된 Bax단백질이 미토콘
드리아 막전위변화가 cytochromec의 세포질내로의 방출을 유도하였다고 판단
된다.그리고 본 실험에서 억제인자인 Bcl-2는 감소를 보였다.이는 억제인자
Bcl-2의 감소로 인해 세포자멸사가 더욱 이루어진다고 사료된다.면역염색에서
는 Bax의 발현이 관찰되었는데 세포질 염색이 되었으며 세포손상이 증가함에
따라 그리고,시간이 증가함에 따라 발현이 증가되었다.그 간의 연구보고들에
따르면,세포질내로 분비된 cytochtome c가 세포질내에 존재하는 Apaf-1,
dATP와 함께 caspase9protease의 활성을 유도한다고 한다(Yel등,1999).
광학현미경적 관찰결과 정상군에서는 중심정맥을 중심으로 하여 간세포가 일
정한 배열코드를 이루고 있는 반면 카드뮴 처리 군에서는 시간에 따라.세포가
부어오르고 호산성변화가 증가하며 세포핵이 진하게 염색되고 핵의 응고 및 분
절이 증가하는 등 세포손상이 심해지는 것을 볼 수 있다.카드뮴을 투여한 1일
군에서 간세포의 핵과 세포질변성이 관찰되었으며,7일군에서는 이러한 변화
가 매우 심해서 간세포 파괴가 많이 관찰되었다.이것은 간 조직이 계속 손상
을 받고 있으며 회복이 되지 않는다는 것을 알 수 있다.이것은 Westernblot
analysis에서 세포자멸사가 시간경과에 따라 계속 진행되는 것과 일치하였다.
이상의 연구결과를 종합하면 SD흰쥐의 간조직에서 카드뮴에 급성폭로시 세포
자멸사는 caspase8을 경유하지 않는 Bid의 활성화와 Bax의 미토콘드리아 내
에서의 발현증가에 따라 cytochromec가 세포질내로 분비되었고,cytochrome
c는 caspase9protease의 활성화를 유도하여 궁극적으로 caspase3protease의
활성화와 함께 endonuclease를 활성화시켜 세포사멸 현상을 유도하는 것으로
사료된다.
즉,Cd피폭에 의해 7일 이내의 급성기에 초래되는 SD흰쥐의 간세포 손상은



세포자멸사의 형태로 초래되며,이는 노출 경과 시간 및 Cd의 폭로양에 의존하
였으며 Bcl-2 감소와도 관련되었다.그리고,이때 초래되는 세포자멸사는
caspase8의 변화가 없어 death-receptor를 경유하지 않는 것으로 사료되고
Bid 및 Bax의 활성화에 따른 cytochrome c 방출과 연관되어 caspase-
dependentpathway보다는 mitochondrial-dependentpathway와 관련된 것으로
판단된다(Fig15).그러나 앞으로의 연구과제로서 세포내 신호전달체계에서 중
요한 역할을 담당하는 그 전 단계에서의 다른 기작을 규명하고 세포자멸사에
관여하는 p53,세포내 칼슘,MAPkinase및 NF-kβ 등과의 관계에 대한 연구
와 7일 이후의 장기노출에 따른 간세포 손상시와 어떤 차이가 있는가 등 추가
적인 연구가 이루어져야 할 것으로 사료된다.



ⅤⅤⅤ...결결결론론론

카드뮴의 주요한 표적장기이며 만성 및 급성 폭로시 축적되는 가장 중요한 장기인
간의 세포독성작용기전을 파악하고자 SD흰쥐에 카드뮴을 피하주사하여 체중변화,
혈중 AST 및 ALT 변화,간조직내 caspases,Bax,Bid,PARP,Bcl-2 및
cytochrome-c단백질의 활성과 발현을 Westernblot및 면역조직화학적 조사분석
을 통하여 다음과 같은 결과를 얻었다.
1)카드뮴 투여시 시간 및 용량 의존적으로 체중이 감소하였다.
2)카드뮴 투여시 AST와 ALT는 시간 및 용량 의존적으로 증가하였다.
3)Westernblot분석상 카드뮴 투여 시간경과 및 용량 증가에 따른 caspase3,

caspase9,Bax,Bid,PARP은 감소하였으며,caspase3,Bid와 PARP은 cleaved
form이 관찰되었고 cytosolBax는 감소하는 반면 mitochondrialBax는 증가하였다.
그러나 caspase8은 아무런 변화가 없었다.Bcl-2는 감소하였으며 cytochrome-c는
세포질 내에서는 감소하는 반면 미토콘드리아에서는 증가하였다.
4)카드뮴을 처리 후 1일군부터 간세포의 핵과 세포질의 변성이 관찰되었으며,

이는 시간 경과에 따라 더욱 심해져 7일군에서는 이러한 변화가 매우 심해져 간세
포 파괴가 많이 관찰되었다.
5)카드뮴 처리 후 면역염색에서 Bax의 발현이 시간에 따라 증가하였다.

이상의 결과는 카드뮴 중독 SD흰쥐에서 초래되는 간세포 세포자멸사는 caspase-8
의 관여없이 일어나 death-receptor를 경유하지 않는 것으로 사료되고,세포질내에
있는 Bid의 활성화 및 세포질내 Bax가 미토콘드리아내로 이동되어 결국 미토콘드
리아내 cytochromec가 세포질내로 방출되어 caspase-3및 -9protease의 활성화
가 초래되어 초래되는 것으로 판단된다.
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