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ABSTRACT 

Background and Objectives：The dominant mode of cell death in cardiomyocytes under acute ischemic insult, 
either necrosis or apoptosis, remains to be clearly shown. Materials and Methods：Cultured neonatal rat ventri-
cular myocytes (NRVM) were incubated under hypoxic (mixture gas of 95%N2/5%CO2 in glucose containing 
media), ischemic (hypoxia plus glucose depletion in the media), ischemic and acidic conditions (ischemia with 
media pH 7.1). The level of cell death was assessed by trypan blue staining. To differentiate the mode of cell 
death, genomic DNA extraction and electrophoresis, Annexin V/propodium iodide staining, western blot for 
caspase activation and transmission electron microscopy were employed. Results：The number of cell deaths in 
the NRVM cultured under hypoxic conditions was similar to that of the controls. The rate of cell death was signi-
ficantly increased in the NRVM cultured under ischemic conditions, and was accelerated further in an acidic 
milieu, which simulated the accumulation of metabolic byproducts in ischemia. No signs of apoptotic cell death 
were observed in the NRVM cultured under ischemic conditions. The morphological examination of the cells in 
ischemia mostly revealed necrotic death. Conclusion：The presence of glucose protected the cardiomyocytes 
from cell death under hypoxic conditions. Incubation of the NRVM in ischemia resulted in increased cell deaths, 
which was accelerated in an acidic milieu. In our model of acute ischemia, without reoxygenation, the cardi-
omyocyte cell deaths appeared to be primarily induced via necrosis rather than apoptosis. (Korean Circulation J 
2003;33 (10):949-956) 
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서     론 
 

허혈은 심근 손상을 일으키는 가장 흔한 원인이며 허

혈을 일으키는 주된 질환인 관상 동맥 질환은 오늘날 

심부전의 가장 중요한 병인이다.1) 심장에 혈액을 공급

하는 관상 동맥에 심한 협착이나 폐색이 발생하면 세포

의 생존에 필요한 산소 및 영양소 공급이 차단되고 이 

결과, 세포는 사멸하거나 심각한 기능 장애를 나타내게 

된다. 특히 심근 세포는 재생, 증식하는 능력이 미약한 

세포로서2) 허혈로 인한 심근 세포의 소실은 심장 기능

의 악화에 큰 영향을 미친다. 
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급성 허혈에 의한 심근 세포 사망은 급작스런 손상에 

의한 세포구조의 해체 즉, 괴사(necrosis)의 형태를 띤

다고 알려져 있었지만 근래에는 세포고사(apoptosis)에 

의한 사망양식도 관찰되고 있다. 고사에 관련된 경로로

서 Fas의 발현3)과 caspase-9의 활성화가 관찰되어4) 

수용체 경로(receptor pathway)와 미토콘드리아 경로

(mitochondrial pathway)가 간여하는 것으로 보고된 바 

있다. 그렇지만 허혈에 의한 세포 사망의 기전은 아직 확

실하지 않다. 예를 들어 일부 실험에서 저산소(hypoxia) 

만으로 세포고사가 일어난다는 보고가 있는 반면,3) 다

른 연구에서는 저산소환경(hypoxia) 만으로는 고사가 

일어나지 않고 산성 환경(acid milieu)이 추가되거나 혹

은 산소 재공급(reoxygenation)이 있어야 세포고사가 

발생하였다고 보고하였다.5) 또한 저산소환경 혹은 영양

소를 제거한 배양 조건하의 심근세포는 주로 세포 고사

에 의해 죽게 되지만 양쪽이 모두 있는 허혈 상태에서

는 괴사에 의한 죽음이 대부분을 차지한다는 보고도 있

다.6) 사람에 있어 급성 허혈 손상을 대표하는 심근 경

색의 경우 중심부를 비롯한 경색 조직의 대부분은 괴사

를 나타내지만 경색과 정상의 경계부에 있는 부위에서

는 세포 고사가 관찰되었다.7) 이같이 급성 허혈에 의한 

심근 세포 사망의 양상은 실험에 따라 그리고 실험 대

상 세포에 따라 상이하게 나타난다. 따라서 본 연구는 

동일한 심근 세포를 대상으로 하여 여러 가지 허혈 조

건을 부가하여 각각의 상황에서 세포 사망의 정도와 양

식이 어떻게 다른지를 보고자 수행되었다. 심근 세포는 

일차 배양한 신생쥐의 심근 세포를 대상으로 하였으며 

허혈 조건은 저산소(hypoxia), 저산소 및 양분 박탈 

즉 허혈(ischemia), 그리고 생체에서 경색시 조직내 

대사산물의 축적이 나타나는 것을 모방하기 위하여 허

혈에 산성 환경을 조성(ischemia and acidosis)한 3가

지로 하였다. 또한 세포고사의 여부와 그 경로를 알기

위해 고사에 관련된 caspase-9와 caspase-3의 활성

화 여부를 관찰하였다. 

 

재료 및 방법 
 

재  료 

실험 동물은 생후 1~2일 지난 Sprague-Dawley rat

을 사용하였다. 

심근세포의 분리 및 배양 

심근세포의 분리 배양은 효소에 의한 소화법을 이용

하였다.8) 약술하면 무균적인 방법으로 절제한 심장을 

HBSS 용액에 담그고 가위로 잘게 자른 후 trypsin/ 

EDTA 액에 넣고 4℃ shaker에서 overnight 시켰다. 

다음날 trypsin 효소액은 버리고 10% FCS/DMEM 액

을 더하여 소화를 중단시킨 다음 FCS/DMEM 액을 버

리고 collagenase 용액을 더하여 37℃ shaking bath

에 3분 정도 두었다가 상층액만 conical tube에 모았다. 

이같은 과정을 세차례 정도 반복하여 모은 용액을 750 

rpm에서 5분간 원심 분리한 후 pellet은 10% FCS/ 

DMEM 용액으로 resuspend 시킨 다음 이를 culture 

flask에 옮기고 37℃에서 75분간 배양하였다. 이후 su-
spension 액을 다시 새 culture flask에 옮기고 다시 

75분간 배양후 suspension을 conical tube로 옮긴 후 

cell number를 count한 후 plating하였다. 분주된 세포

들은 10% FCS/DMEM 배지에서 3~4일간 배양하여 

confluence에 이른 다음 serum을 제거한 Ca++-free 

Henseleite 배지로 교환하여 허혈 조건을 부과하였다. 

 

허혈 조건의 부과 

각 실험군은 밀폐된 용기에 놓고 튜브를 통하여 각 

조건의 혼합기체를 공급하였다. 대조군은 95% O2/ 5% 

CO2의 혼합기체를 공급해주고 glucose가 포함되어 있

는 Ca++-free Henseleite 배지에서 배양하였다. 저산

소군(hypoxia)은 95% N2/5% CO2 혼합기체를 공급

하였으며 허혈군(ischemia)은 저산소군과 같은 기체를 

공급하면서 Ca++-free Henseleite 배지에서 glucose

대신 deoxyglucose를 넣어서 산소와 함께 에너지원을 

박탈하였다. 대사 산물의 축적을 보기 위한 허혈 및 산

성(ischemia and acidosis)군은 허혈군과 같은 조건에

서 배양액에 12시간 간격으로 250 mM의 HEPES와 

250 mM의 NaOH를 가하여 pH가 7.1이 되도록 조정

하였다. 

 

심근세포의 생존/사망 평가 

이는 trypan blue 염색법을 이용하였다. 즉 trypan 

blue와 세포 부유액을 동량으로 혼합한 후 실온에서 

약 2분간 두었다가 이를 haemocytometer slide에 옮

겨서 광학 현미경으로 관찰하여 생존/사망 세포수를 
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계상하였다. 

 

DNA ladder assay 

2500 rpm으로 5분간 원심한 심근 세포를 100 uL

의 용해 완충액(1% Triton-X 110, 150 mM NaCl, 

10 mM Tris-Cl(pH 8.0), 1 mM EDTA, 1 mM 

EGTA, 0.5% NP)과 혼합하여 4℃에서 10분간 배양

하였다. 상층액을 따서 2 uL의 RNase를 가한후 37℃

에서 1시간 배양하였다. 이후 다시 2 uL의 proteinase 

K를 가하고 37℃에서 1시간 배양하였다. 여기에 5 M

의 NaCl 20 uL과 120 uL의 propanol(최종 농도 

NaCl 0.5 M, Propanol 50%)를 가한후 -20℃에서 하

루밤 배양시켰다. 다음날 이를 14,000 rpm에서 원심 

분리한 후 상층액을 버리고 침전을 20 uL의 TE buffer

에 resuspend하였다. 이렇게 마련된 DNA 시료를 5 ug 

취하여 2% agarose gel에서 분리하고 이를 ethidium 

bromide로 염색하에 관찰하였다. 

 

Annexin V/Propodium Iodide 염색 

세포 고사와 괴사를 감별하기 위해서 상용 kit(Apo-
Alert Annexin V-FITC, Clonetech, USA)의 protocol

을 사용하여 annexin V와 propodium iodide(PI) 동시

염색을 시행하였다. 이 염색에서 고사의 과정에 있는 세

포는 녹색으로 염색되며 세포가 사망하여 세포막이 파

손되면 PI의 붉은색으로 염색된다. 

 

Western blot 

세포를 찬 용해 완충액(50mM Tris-Cl[pH 7.5], 

150 mM NaCl. 1% Triton X-100, 50 mM NaF, 1 

mM Na3VO4, 0.5 mM DTT, 1 mM PMSF, 10 

ug/mL leupeptin, 2 ug/mL aprotinin)에서 용해하여 

차게한 상태로 30초간 2번 vortex한 후 4℃에서 10분

간 14,000 g로 원심분리 하였다. 상층액을 따서 단백의 

농도를 측정하고 균일한 양의 단백 시료를 12% SDS-

polyacrilamide gel에서 분리한 후 nitrocellose mem-
brane에 transfer하였다. Membrane은 먼저 0.05% 

Tween-20이 포함된 TBS 완충액에 포함된 5% 

nonfat milk로 1시간 blocking 한 후 1차 항체(anti-
body against caspase-9, caspase-3, Santacruz, 

Avenue, CA, USA)가 포함된 완충액으로 2~4시간 배

양하였다. Membrane을 세척한 후 1：7500 비율의 

HRP-conjuagated anti-rabbit IgG(Santacruz, CA, 

USA)로 다시 1시간 동안 배양한 후 상용화된 chemi-
luminescence detection system을 이용하여 blot을 

관찰하였다. 

 

Electron microscopic examination 

세포를 2.5% glutaldehyde에 1.5시간 동안 고정 한 

후 1% osmic acid 용액에 2시간 동안 후 고정 하였다. 

세포를 epoxy resin에 포매한 후 초박절 후 uranyl 

acetate와 lead citrate로 이중 염색하였고, 이를 히다

치 H600-3 투과전자현미경으로 관찰 후 사진 촬영하

였다. 

 

세포사망의 정량 

세포 사망의 정량을 위해 trypan blue 염색은 3~5

개의 시야에서 관찰하여 계상하였으며 세포 사망의 양

식을 보기위한 형태학적 검사는 10개 이상의 다수 시

야에서 사망세포 및 괴사/고사 세포를 구분하여 계상하

였다. 모든 실험은 동일한 과정을 3회 반복 실시하였다. 

 

결     과 
 

각 허혈 조건에서의 심근 세포 사망 

Trypan blue 염색에서 dye를 배출하지 못하는 세포

는 사망한 것으로 간주되었다. 저산소군의 경우는 사망 

세포의 수가 대조군과 큰 차이가 없었으며 허혈군의 경

우 시간이 지나면서 세포 사망이 증가하여 24시간 후 

대조군에 비해 유의한 세포 사망 증가를 보였다. 허혈 

및 산성 환경군에서는 세포 사망이 허혈군 보다 더 급

속히 진행하여 24시간 경과 후에는 생존 세포를 거의 

찾을 수 없었다(Fig. 1). 시간 경과에 따른 세포 사망률

은 Fig. 2에 나타나 있다. 저산소군의 사망률은 대조군

과 유사하였으며 허혈군은 시간 경과에 따라 세포 사망

이 점진적으로 증가하였으나 허혈 및 산성 환경군은 세

포 사망이 4시간 이후에 급증하여 허혈군보다 유의하

게 높은 사망률을 나타내었다. 

 

허혈군에서 세포 사망의 양식 

각 군에서 발생한 세포 사망의 양식을 살피기 위해서 

DNA fragmentation, Annexin V/PI staining, caspase

에 대한 western blot, 전자 현미경 검경을 시행하였다.  
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Fig. 3은 허혈 조건 6시간 및 24시간 경과 후 각 군의 

세포에서 DNA를 추출하여 전기 영동하여 분리한 것으

로서 각 군에서 세포고사를 나타내는 DNA laddering 

여부를 관찰하였으나 저산소, 허혈, 허혈 및 산성 환경

에서 DNA laddering은 관찰되지 않았다. Fig. 4는 

Annexin V/PI의 동시 염색의 결과이다. 저산소군에서

는 대조군과 비슷한 정도의 세포 사망을 보여주고 있으

며 허혈군과 허혈 및 산성 환경군에서는 다수의 세포가 

사망하였으나 주로 PI 염색(붉은색)이 되어 세포 고사 

보다는 세포 괴사에 의한 사망임을 나타내었다. 세포 고
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Fig. 2. Rate of cell death in neonatal rat ventricular
myocyte incubated under indicated conditions of hy-
poxia, ischemia, and ischemia with acidic milieu. 

Fig. 1. Trypan blue staining of NRVM (neonatal rat ventricular myouytes) under different culture conditions for 24
hours. A：control, B：hypoxia, C：ischemia, D：ischemia with acidic meliu. Cells staining blue color was counted
for death. Number of dead cell in hypoxia (B) is similar to that of control (A), while there is apparent increase in
dead cells in ischemia (C). Cell death is further accelerated in ischemia and acidosis (D). 

A B 

C D 

6hr 24hr 

Fig. 3. Genomic DNA extraction from NRVM (neonatal
rat ventricular myouytes) under diff-erent conditions and
separation in 2% agarose gel. DNA laddering pattern
was not observed both after 6 hours and 12 hours culture. 
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사에 관여하는 효소인 caspase에 대한 western blot 

에서도 각 허혈군에서 caspase 3 혹은 caspase 9에 대

한 활성화 소견은 관찰되지 않았다(Fig. 5). 투과전자현

미경으로 세포의 미세구조를 관찰한 결과 대조군에서 핵

의 농축이나 조각남이 관찰되지 않았고 apoptotic body

도 관찰할 수 없었다. 반면 허혈군과 허혈 및 산성 환

경군 세포는 핵의 가장자리가 톱니 바퀴모양으로 농축

되는 전형적인 괴사의 소견을 보였다(Fig. 6). 

 

고     찰 
 

본 연구에서 급성 허혈 조건에서 신생쥐 심근 세포의 

사망은 산성 환경에서 가속되며 사망 양식은 세포 고사 

보다는 세포 괴사의 양상을 띠는 것으로 관찰되었다. 이

전의 실험들에서 저산소나 허혈 상태에서 세포 사망이 

어떤 양상을 띠는지에 대해서는 실험 대상과 방법에 따

라서 다양한 결과가 보고 되었다. Tanaka 등3)은 신생

쥐 심근를 저산소 환경에 두어 이들 세포에서 Fas 항

원이 발현과 함께 DNA laddering을 특징으로 하는 세

포 고사가 일어남을 보고하였다. 그러나 다른 실험에서

는 같은 신생쥐 심근 세포를 대상으로 하였음에도 저산

소 만으로는 세포 사망이 관찰되지 않고 6일 동안 세포

가 건재함이 관찰되었으며 저산소에 더하여 산성 환경

을 제공하였을 때 비로소 세포고사의 소견이 나타난다

Fig. 4. Annexin V/propodium iodide (PI) staining of NRVM under different conditions. A：control, B：hypoxia, C：isc-
hemia, D：ischemia with acidic milieu. In ischemic conditions (C and D), dead cells are stained red, which signifies
uptake of PI into cell interior as result of cell membrane disintegration. 

A B 

C D 

Fig. 5. Western for activation of caspase-9 and caspase-
3, which are the executer of apoptotic process in mito-
chondrial pathway and final common pathway, resp-
ectively. Arrowhead indicates location of precursor form
(caspase-9；46 kDa, caspase-3；32 kDa) arrow indi-
cates loacation of active form of caspase (caspase-9；
35 kDa, caspase-3；19 kDa). Con：control, Hyp：hyp-
oxia, Isc：ischemia, Aci：ischemia with acidic milieu.
Enzyme activation was not seen either for caspase-9 or
caspase-3 in NRVM cultured in ischemic conditions. 
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고 하였다.5) 본 연구에서 쓰인 신생쥐 심근 모델에서도 

저산소 단독 환경 즉, 산소는 박탈하였으나 에너지원인 

포도당을 공급해주는 경우에 세포 사망은 증가하지 않

았으며 대조군과 유사한 결과를 나타내었다. 이는 포도

당이 세포를 허혈 손상으로부터 보호해주는 역할을 가

지고 있음을 시사한다. 이전의 연구에서도 포도당이 저

산소 상태의 심근 세포의 고사를 억제한다고 보고하였

으며9) 사람에서 심근경색의 초기에 적량의 포도당을 공

급해줄 경우 사망률을 줄일 수 있었다는 임상 보고도 있

었다.10) 포도당의 역할은 당분해 작용으로 ATP를 생성

하고 이는 세포막에 존재하는 이온 통로를 유지시켜 생

존에 필수적인 세포 형태를 유지한다고 알려져 있다.11) 

산소 및 영양원을 제거한 허혈 환경에서의 세포 사

망 역시 동일한 형태로 나타나지는 않는다. 실험 동물을 

이용한 생체 실험의 경우에서 많은 경우에 허혈 단독으

로는 대부분의 세포가 괴사의 형태로 사망하였으며 재

산소 공급(reoxygenation)이 있을 때에 세포 고사가 

관찰되었다.12-14) 사람의 경우 급성 심근 경색에서 세

포의 고사 소견이 발견되는 것은 주로 경색 조직과 정

상조직의 경계부였으며 경색 중심부에서는 고사의 증거

가 발견되지 않았다.7) 본 연구에서도 허혈군과 허혈 및 

산성 환경군에서 세포 사망이 유도되었으나 이들에서 

세포 고사의 소견은 관찰되지 않았다. Umansky 등6)의 

실험 역시 신생쥐 심근 세포를 대상으로 하였는데 허혈 

8시간 후의 세포 사망은 소수의 고사가 있기는 하였지

만 대부분 괴사의 소견을 보이고 이후 산소와 영양원을 

재공급하였을 때 세포 고사의 소견이 나타났었다. 한편 

성체쥐에서 분리된 심근세포를 대상으로 한 실험에서는 

일정 기간의 허혈 뿐 아니라 허혈 후 산소를 재공급한 

조건에서도 대부분의 세포 사망은 괴사의 형태로 나타

났다.15) 그러므로 심근 세포에 포도당이나 혈청 등의 영

양원 존재 없이 산소가 동시에 박탈되는 허혈 조건에서

는 급격한 에너지 고갈로 인하여 세포가 사망하게 되며 

이는 수행과정에서 어느 정도의 에너지가 필요한 세포 

고사보다는 괴사의 양상을 띠게 되는 것으로 보인다. 

허혈에서 고사 양식의 세포 사망이 보고된 것에 대해서 

몇 가지 기전이 제시된다. 먼저 분리 배양된 세포가 아닌 

전체 심장을 분리한 모델(isolated perfused heart)에

서는 심근 조직내의 비심근 세포(non-myocyte cell)

의 영향을 생각할 수 있다. 예를 들어 Suzuki 등16)은 

관상동맥 결찰 후 심근 조직내에서 대식세포(marco-
phage)에 의해 생성된 nitric oxide가 심근 세포의 고

사와 관계있다고 보고하였다. 두 번째로, 허혈에 이은 

산소 재공급에서 발생한다고 보고된 세포 고사는 산화 

스트레스(oxidative stress)가 중요한 역할을 할 수 있

다.14)17) 세포의 사망 양식을 가름하는 또 하나의 요인

은 세포내의 에너지 보유량이다. 세포 괴사와 고사는 상

이한 사망 양식이나 세포에 가해지는 위해에 따라서 특

이적으로 결정되기 보다는 양자 모두 나타날 수 있으

며,18) 자극의 정도에 따라 주된 사망 양식이 결정되고 

이를 위해 세포내의 에너지원인 ATP가 중요한 역할을 

하는 것으로 알려져 있다.19) 쥐 심근세포에서도 세포내 

ATP에 따른 세포 사망의 양식 변동이 관찰된 바 있다.20) 

이들을 종합하면 허혈시의 심근 세포의 사망 양식을 

결정하는 것은 허혈 조건, 비심근 조직과의 상호작용, 산

화 스트레스 등과 함께 세포내 에너지 원이 중요한 인

Fig. 6. Transmission electronmicrographs. NRVM (neonatal rat ventricular myouytes) were incubated under the condi-
tions of normal (A), ische-mia (B), and ischemia with acidic milieu (C). Com-pared to the control ventricular myocyte
which has the typical control nucleus (A), the myocyte, which were incubated under ischemia (B), and ischemia
with acidic milieu (C), has the nucleus with the serrated clumping of peripheral chromatin. No myocyte having
nuclear condensation or fragmen-tation or apoptotic body was observed. Original magnification, ×3000 (A-C). 

A B C 
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자라고 할 수 있다. 따라서 심근 괴사나 고사의 여부는 

자극의 성질보다는 자극의 강도나 발생 속도, 그리고 보

호 인자의 여부 등에 의해 더욱 좌우된다고 사료된다. 

본 연구의 결과에서도 포도당이 존재하의 저산소 상태

에서 심근 세포는 사망으로부터 보호를 받았으나 포도

당이 동시에 박탈되고 산소 재공급이 없는 급성 허혈조

건에서 심근세포의 사망은 대부분 괴사의 양상을 취하

는 것으로 관찰되었다. 

 

요     약 
 

배경 및 목적： 

심근 세포의 사멸 양식은 세포 고사와 괴사가 있으며 

허혈 손상에서 어떤 것이 주된 사망 경로인지는 확실하

게 밝혀져 있지 않다. 

방  법： 

생후 1~2일 된 신생 백서 심근을 분리 배양하고 이

를 각기 다른 허혈 조건하에서 배양후 세포 사멸 정도와 

양식을 관찰하였다. 허혈 조건은 배양 공기에서 산소를 

제거하고 95% 질소/5% 이산화탄소의 혼합기체를 공

급한 저산소군, 저산소 조건에서 배지에 에너지 원인 포

도당을 제거한 허혈군, 허혈군에서 배지 pH를 7.1로 

조절하여 허혈 상태의 대사 산물의 축적 상태를 제공한 

허혈 및 산성조건 군으로 분류하였다. 세포의 생사 정량

은 trypan blue 염색으로 하였으며 사멸 양식을 분간

하기 위해서 DNA fragmentation, Annexin V/propo-
dium iodide 염색, caspase 활성도를 보기 위한 west-
ern blot, 투과전자 현미경 검경을 실시하였다. 

결  과： 

저산소군의 심근 세포 사망률은 대조군과 유사하였으

나 허혈군에서는 유의한 증가를 보였으며 허혈 및 산성

조건하에서는 세포 사망은 더욱 증가하였다. 세포의 고

사와 괴사를 감별하기 위한 여러 가지 검사 결과 급성 

허혈 조건하의 심근 세포의 사망에서 세포 고사의 소견

은 관찰되지 않았으며 형태학적으로 세포 괴사의 소견

이 주로 관찰되었다. 

결  론： 

포도당 존재하의 단순한 저산소 상태에서는 심근 세

포는 사멸로부터 보호 받았으나 허혈 조건하에서는 세

포 사망이 유의하게 증가하였다. 허혈 조건하의 심근 

세포 사망은 산성 환경에서 더욱 증가하였으며 그 과정

은 세포 괴사의 양식을 취하였다. 
 

중심 단어：심근세포；허혈；세포사망. 
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