
서 론

뼈대근육에서 일어나는 장시간의 허혈은 세포의

부종과 손상을 일으키고, 혈관손상 등 전신적인 반

응을 일으킬 수도 있다. 이러한 손상의 원인으로는

허혈후 재관류시 생성되는 자유산소기의 과도한 발

생, 에너지의 고갈, 백혈구의 침윤, 칼슘 과축적 등이

제기되고 있다(Pang 등 1993).

자유산소기(oxygen free radical)는 주로 재관류시

생성되어(Baxter 등 1995) 이온통로(ion channel) 이

동과 막전위(membrane potential)에 영향을 주어 여

러 신호전달체계(signal transduction)를 활성화시키

고 세포괴사와 세포자멸사를 유도하는 것으로 알려

져 있다(Piper 등 1996). 

세포자멸사 (apoptosis)는 발생과정이나 노화과정

그리고 살아있는 모든 조직에서 필요없는 세포를
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허혈후 재관류된 흰쥐의 앞정강근과 가자미근에서 주령에

따라 관찰되는 Bcl-2와 Bax의 면역조직화학적 연구
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간추림 : 뼈대근육에서 일어나는 허혈은 세포손상과 세포자멸사를 일으킬 수 있다. 재관류시 생성되는 자유산소기

는 여러 유전자를 발현시키고, 세포자멸사를 유도한다. Bcl-2와 Bax는 세포자멸사을 조절하는 주요한 단백질로

Bcl-2는 세포자멸사를 억제하고 Bax는 촉진하는 것으로 알려져 있다. 

이에 연구자들은 흰쥐의 뼈대근육에서 허혈후 재관류시에 나타나는 Bcl-2와 Bax의 면역조직화학반응을 주령

에 따라 관찰하고자 이 실험을 실시하였다.

실험동물은 9주령, 30주령 및 65주령의 Sprague-Dawley계 수컷 흰쥐를 사용하였고, 정상대조군과 허혈군으로

나누었으며 허혈군은 재관류 경과시간에 따라 0, 3 및 24시간 경과군으로 나누었다. 허혈은 흰쥐용 혈관집게를 사

용하여 왼온엉덩동맥을 4시간 폐색하였고, 재관류 경과시간에 따라 실험동물을 희생시켜 왼앞정강근과 왼가자미

근을 적출하였다. Bcl-2와 Bax의 면역조직화화염색을 위해 6 µm 두께의 파라핀절편 제작하고 염색을 시행하여

다음과 같은 결과를 얻었다.

1. 정상대조군에서 Bcl-2와 Bax 면역반응은 30주군에서 경도 또는 중등도로 관찰되었고, 9주와 65주군에서는 미

약하게 관찰되었다. 

2. 정상대조군에서 Bcl-2와 Bax 면역반응은 가자미근보다 앞정강근에서 약간 높게 관찰되었으나, 유의한 차이는

없었다. 

3. 허혈군에서 Bax 면역반응은 주령이 증가할수록 증가하였다.

4. 허혈군에서 Bax 면역반응은 가자미근보다 앞정강근에서 더 높게 관찰되었다. 

이상의 결과에서, 허혈후 재관류시 증가된 Bax가 허혈손상의 증가와 관련이 있을 것으로 생각되며, 노화된 근육

과 앞정강근에서 Bax가 증가된 것으로 보아 허혈손상에 더 민감하다고 결론 지을 수 있었다. 

찾아보기 낱말 : 허혈, 앞정강근, 가자미근, Bcl-2, Bax

교신저자 : 백두진(한양대학교 의과대학 해부∙세포생물학교실)
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염증반응 없이 제거하는 기전으로, 자유산소기 같은

산화자극이 세포 안에 생성된 경우 cytochrome c의

존경로 (cytochrome c-dependent pathway)를 통해

일어난다고 알려져 있다(Cook 등 1999, Daugas 등

2000). Cytochrome c는 사립체에 위치하는 단백질로

일단 cytochrome c가 세포질로 유리되면 세포자멸사

가 시작된다. 세포자멸사의 중심이 되는 cytochrome

c의 유리는 Bcl-2 계 단백질에 의해서 조절이 된다

고 알려져 있다. Bcl-2 계 단백질은 세포자멸사 억

제인자인 Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-xβ, Bag-1 등과 세포

자멸사 촉진인자인 Bax, Bad, Bak, BID 등으로 구성

되어 있다 (Rossé 등 1998, Tsujimoto와 Shimizu

1999). 

최근에 세포자멸사를 조절한다는 Bcl-2 계 단백

질의 변화와 세포자멸사에 관한 연구가 많이 진행

되고 있으나 아직까지 그 기전이 명확히 밝혀지지

않고 있으며, 또한 대부분 심장근육에서 연구가 진

행되어 오고 있어 뼈대근육을 이용한 연구는 적은

편이다. 

또한 뼈대근육은 근육섬유의 종류에 따라서 에너

지를 얻는 방법이 다르며, 사립체와 모세혈관의 분

포 정도도 차이가 있는데(Lindsay 등 1990), 이러한

생리적인 차이로 인해서 허혈후 재관류시 관찰되는

여러 가지 변화가 다를 수 있다고 생각된다.

이에 저자는 허혈 및 재관류시 흰쥐에서 주로 백

색근육섬유로 구성된 앞정강근(tibialis anterior mus-

cle)과 적색근육섬유로 구성된 가자미근(soleus mus-

cle)에서(Amstrong과 Phelps 1984) 세포자멸사를 조

절한다고 알려진 Bcl-2와 Bax의 면역반응을 관찰

하기 위하여 이 실험을 시행하였다.

재료 및 방법

1. 실험동물과 실험군

실험동물은 9주령과 30주령 그리고 65주령의 건

강한 Sprague-Dawley계 수컷 흰쥐를 사용하였다.

실험동물은 정상대조군과 허혈군으로 나누었다. 허

혈군은 재관류 경과시간에 따라서 0시간, 3시간 및

24시간 경과군으로 세분하였으며, 각 군당 6마리의

실험동물을 사용하였다.

2. 실험처치

실험동물은 urethane (1.15 g/kg)을 생리식염수에

희석하여 2회 복강주사하여 마취시킨 후 실험을 실

시하였다. 흰쥐용 혈관집게를 사용하여 왼온엉덩동

맥을 4시간 동안 폐색 후 혈관집게를 제거하여 재

관류시켰다. 재관류 경과 0시간, 3시간 그리고 24시

간 뒤에 실험동물을 희생시켜 왼가자미근과 앞정강

근을 적출하였다. 65주군의 경우 24시간 이상의 마

취를 견디지 못하고 죽어서 재관류 후 18시간에 실

험동물을 희생시켜 24시간군으로 대치하였다. 재관

류 후 발의 피부색과 근육을 관찰하여 부적절한 재

관류가 일어난 실험동물은 실험에서 제외시켰으며,

마취된 동물은 실험기간동안 백열전등을 이용하여

체온을 유지시켰다.

3. Bcl-2와 Bax의 면역조직화학염색

적출한 근육은 0.1% glutaraldehyde-4% paraform-

aldehyde 혼합용액(pH 7.4)에 24시간 이내로 고정시

킨 후 일상적인 방법으로 6 µm두께의 파라핀절편

제작하였다. Bcl-2 및 Bax의 분포를 관찰하기위해

제작한 파라핀절편을 탈파라핀 및 함수시킨 뒤

phosphate buffered saline (PBS, pH 7.4)용액에 세척

하고 3% 과산화수소가 들어있는 메탄올 혼합용액에

5분간 반응시킨 다음 실온에서 0.4% pepsin을 8분

간 반응시켰다. Blocking 용액을 37�C에서 1시간 처

리한뒤, 일차 항체 rabbit anti-human Bcl-2 antibody

(Santa Cruz Biotechnology, USA)를 1 : 200, rabbit

anti-mouse Bax antibody (Santa Cruz)를 1 : 100으로

희석하여 4�C에서 하룻밤 동안 반응시켰으며, 2차

항체 biotinylated goat anti-rabbit Ig G antibody

(Vector lab., USA)를 실온에서 40분간 반응시킨 후

ABC (Vector) 혼합용액을 실온에서 30분간 적용하

였다. 발색은 DAB (3, 3′-diaminobenzdine, Vector)

시료를 이용하였고, 1% methyl green 용액으로 대조

염색 후 광학현미경으로 관찰하였다.

면역조직반응이 확실한지 확인하기 위하여 일차

항체를 제외한 반응액으로 음성대조군의 염색을 시
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행하였다. 각 군 근육을 사진촬영하고 분석하였으며,

면역반응의 크기와 정도를 음성반응(-), 미약한 양

성반응(±), 경도의 양성반응(±), 중등도의 양성반

응 (±±)과 강한 양성반응 (±±±)으로 구분하였으

며, Table 1과 2에 요약하였다. 

결 과

1. Bcl-2의 면역조직화학염색(Figs. 1-3)

1) 앞정강근

(1) 9주군 정상대조군에서는 경도(±) 또는 미약

한(±) 양성반응으로 관찰되었으며(Fig. 4A), 재관류

직후에는 경도의(±) 양성반응, 3시간 경과시 강한

(±±±) 양성반응, 24시간 경과시 중등도(±±) 또는

강한(±±±) 양성반응으로 관찰되었다.

(2) 30주군 정상대조군에서는 경도(±) 또는 중등

도의(±±) 양성반응으로 관찰되었으며(Fig. 4B), 재

관류 직후에는 경도의(±) 양성반응, 3시간 경과시

경도(±) 또는 중등도의(±±) 양성반응, 24시간 경과

시 미약한(±) 또는 경도의(±) 양성반응으로 관찰

되었다.

(3) 65주군 정상대조군에서는 미약한(±) 양성반

응으로 관찰되었으며, 재관류 직후에는 중등도(±±)

또는 강한(±±±) 양성반응(Fig. 4C), 3시간 경과시

중등도(±±) 또는 경도의(±) 양성반응, 24시간 경과

시 미약한(±) 또는 경도의(±) 양성반응으로 관찰

되었다.

2) 가자미근

(1) 9주군 정상대조군에서는 미약한(±) 양성반응

으로 관찰되었으며, 재관류 직후에는 미약한(±) 양

성반응, 3시간 경과시 경도(±) 또는 중등도의(±±)
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Table 1. Immunoreactivities of Bcl-2 in the ischemic-reper-fused rat tibialis anterior (TA) and soleus muscles (Sol) 

Age Skeletal Normal Ischemia for 4 h and reperfusion (h)

muscle control 0 3 24 (18)

9 weeks
TA ±, ± (5) ± (6) ±±± (12) ±±, ±±± (10)
Sol ± (3) ± (3) ±, ±± (7) ±, ± (4)

30 weeks
TA ±, ±± (7) ± (6) ±±, ±±± (10) ±, ± (4)
Sol ± (6) ±, ± (5) ±, ± (4) ±± (9)

65 weeks
TA ± (3) ±±, ±±± (10) ±±, ± (8) ±, ± (4)
Sol ± (3) ±±±, ±± (11) ±, ± (5) ±, ± (4)

Abbreviations
± : trace, ± : weak, ±± : moderate, ±±± : strong
number in ( ) : a grade of immunoreacitivity

Table 2. Immunoreactivities of Bax in the ischemic-reperfused rat tibialis anterior (TA) and soleus muscles (Sol)

Age Skeletal Normal Ischemia for 4 h and reperfusion (h)

muscle control 0 3 24 (18)

9 weeks
TA ±, ± (5) ±±, ± (8) ±± (9) ±±, ± (8)
Sol ± (3) ±, ± (5) ±±, ± (8) ±, ± (4)

30 weeks
TA ±, ±± (7) ±, ±± (7) ±±, ± (8) ±, ± (4)
Sol ± (6) ±, ±± (7) ±, ±± (7) ± (6)

65 weeks
TA ±, ± (4) ±±± (12) ±±±, ±± (11) ±, ± (5) 
Sol ±, ± (5) ±±, ± (8) ±±, ±±± (10) ± (3)

Abbreviations
± : trace, ± : weak, ±± : moderate, ±±± : strong
number in ( ) : a grade of immunoreacitivity



양성반응(Fig. 4D), 24시간 경과시 미약한(±) 또는

경도의(±) 양성반응으로 관찰되었다.

(2) 30주군 정상대조군에서는 경도의 (±) 양성반

응으로 관찰되었으며, 재관류 직후에는 경도(±) 또

는 미약한(±) 양성반응, 3시간 경과시 미약한(±)

또는 경도의(±) 양성반응, 24시간 경과시 중등도의

(±±) 양성반응으로 관찰되었다(Fig. 4E).

(3) 65주군 정상대조군에서는 미약한(±) 양성반

응으로 관찰되었으며, 재관류 직후에는 강한(±±±)

또는 중등도의(±±) 양성반응(Fig. 4F), 3시간 경과

시 경도(±) 또는 미약한(±) 양성반응, 24시간 경과

시 미약한(±) 또는 경도의(±) 양성반응으로 관찰

되었다.

2. Bax의 면역조직화학염색(Figs. 1-3)

1) 앞정강근

(1) 9주군 정상대조군에서는 경도(±) 또는 미약

한(±) 양성반응으로 관찰되었으며, 재관류 직후에

는 중등도(±±) 또는 경도의(±) 양성반응, 3시간 경

과시 중등도의(±±) 양성반응, 24시간 경과시 중등

도(±±) 또는 경도의(±) 양성반응으로 관찰되었다

(Fig. 4G).

(2) 30주군 정상대조군에서는 경도(±) 또는 중등
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Fig. 1. Immunoreactivities of Bcl-2 and Bax in tibialis anterior
(TA) and soleus (Sol) muscle of the 9 weeks old rat, con-
trol (cont) and ischemia groups (IMR : immunoreactivity).

Fig. 2. Immunoreactivities of Bcl-2 and Bax in tibialis anterior
(TA) and soleus (Sol) muscle of the 30 weeks old rat,
control (cont) and ischemia groups (IMR : immunoreac-
tivity).

Fig. 3. Immunoreactivities of Bcl-2 and Bax in tibialis anterior
and soleus muscle of the 65 weeks old rat, control and
ischemia groups (IMR : immunoreactivity).
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도의(±±) 양성반응으로 관찰되었으며, 재관류 직후

에는 경도(±) 또는 중등도의(±±) 양성반응, 3시간

경과시 중등도(±±) 또는 경도의(±) 양성반응(Fig.

4H), 24시간 미약한(±) 또는 경도의(±) 양성반응으

로 관찰되었다.

(3) 65주군 정상대조군에서는 미약한(±) 또는 경

도의 (±) 양성반응으로 관찰되었으며, 재관류 직후

에는 강한 (±±±) 양성반응, 3시간 경과시 강한

(±±±) 또는 중등도의(±±) 양성반응(Fig. 4I), 24시

간 경과시 경도(±) 또는 미약한(±) 양성반응으로

관찰되었다.

2) 가자미근

(1) 9주군 정상대조군에서는 미약한(±) 양성반응

으로 관찰되었으며, 재관류 직후에는 경도(±) 또는

미약한(±) 양성반응(Fig. 4J), 3시간 경과시 중등도

(±±) 또는 경도의(±) 양성반응, 24시간 경과시 미

약한(±) 또는 경도의(±) 양성반응으로 관찰되었다.

(2) 30주군 정상대조군에서는 경도의(±) 양성반

응으로 관찰되었으며, 재관류 직후에는 경도(±) 또

는 중등도(±±) 양성반응, 3시간 경과시 경도(±) 또

는 중등도(±±) 양성반응(Fig. 4K), 24시간 경과시

경도의(±) 양성반응으로 관찰되었다.

(3) 65주군 정상대조군에서는 경도(±) 또는 미약

한(±) 양성반응으로 관찰되었으며, 재관류 직후에는

중등도(±±) 또는 경도의(±) 양성반응, 3시간 경과

시 중등도 (±±) 또는 강한 (±±±) 양성반응 (Fig.

4L), 24시간 경과시 미약한(±) 양성반응으로 관찰

되었다.

고 찰

Cook 등(1999)과 Daugas 등(2000)은 근육세포 내

에 칼슘농도가 높아지거나 활성산소기 같은 자극이

있을 때 cytochrome c 의존경로를 통해서 세포자멸

사가 일어난다고 하였으며, Dirks 및 Leeuwenburgh

(2001)는 나이가 듦에 따라 흰쥐의 뼈대근육에서 근

육의 건조무게가 감소하고 세포자멸사가 증가한다

고 하였으나, 이러한 세포자멸사가 사립체의존경로

를 통해서 일어나는지는 명확하지 않다고 하였다. 

세포자멸사는 각각의 자극에 특이적인 신호전달

경로를 통해 활성화되지만, 이는 결국 death protein

이라 불리는 caspase를 활성화시키는 단계로 집중된

다. caspase 활성을 조절하는 몇가지 유전자중 가장

특징적인 것은 Bcl-2 계 단백질(Bcl-2 family pro-

tein)이다(Alnemri 등 1996). 

Bcl-2 계 단백질에는 세포자멸사 억제인자(anti-

apoptotic member)와 촉진인자(pro-apoptotic mem-

ber)가 있다(Tsujimoto 1998). 살아있는 세포에서는

주로 억제인자가 사립체에서 cytochrome c 유리를

막고 있으며, 세포자멸사가 일어나는 동안에는 세포

자멸사 촉진인자가 활성화 된다(Zha 등 1996). 

Bcl-2는 세포자멸사 억제인자로 주로 사립체 바

깥막에 위치하고, cytochrome c의 유리를 방해한다.

Bax는 세포자멸사 촉진인자로 세포질에 위치하고

있다가 활성화되면 사립체로 이동한다 (Adams 와

Cory 1998). 일단 Bax가 사립체로 이동하면, 사립체

에서 세포질로 cytochrome c를 유리시키고, 유리된

cytochrome c는 Apaf-1 (apoptosis-activating factor

-1)과 procaspase-9과 결합하여 apoptosome을 형

성하게 된다. 이러한 apoptosome 형성은 procaspase

-9을 자가분해시켜 caspase-9로 활성화시키고, cas-

pase-9은 procaspase-3을 caspase-3로 활성화킨다.

이러한 과정을 겪은 세포는 결국 세포자멸사를 일

으키게 된다(Srinivasula 등 1998, Li 등 1997).

Bcl-2 계 단백질의 세포자멸사 억제인자와 촉진

인자는 이형이합체(heterodimer)를 형성하여 서로의

활성을 억제시키고, 다른 사립체 단백질과 상호작용

하여 사립체의 변화를 조절한다고 생각되어지고 있

다(Tsujimoto와 Shimizu 2000).

Hockenbery 등 (1993)은 세포자멸사 촉진인자인

Bad가 Bcl-2와 결합을 하면, Bax는 동형이합체

(homodimer)를 형성하게 되어 세포자멸사를 촉진시

키고, Bad와 Bcl-2의 결합이 일어나지 않으면, Bcl-

2와 Bax의 결합이 일어나 세포자멸사가 억제된다고

하였다. Bcl-2와 Bax의 이형이합체형성(heterodimer-

ization)은 DNA 분절을 감소시킬 수 있다고 하였으

며, 이러한 이형이합체형성은 Bcl-2와 Bax의 비율

의존 방식에 의해서 일어난다고 하였다. Misao 등

(1996)도 Bcl-2 계 단백질의 세포자멸사 촉진인자
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와 억제인자의 절대치가 세포죽음에 직접적인 영향

을 주는 것이 아니라 이 둘의 비율이 세포의 운명

을 결정한다고 하였다. Azhar 등(1999b) 역시 억제

인자와 촉진인자의 비율에 의해 세포운명이 결정된

다고 하였으나, Bad 등 다른 Bcl-2 계 단백질의 발

현도 영향을 줄 수 있다고 하였다.

한편 Pourzand 등(1997)은 Bcl-2가 직접적으로

활성산소기를 제거한다고 하였으며, Shimizu 등

(1996)은 Bcl-2가 사립체의 막전위 감소를 방어함

으로 세포자멸사를 억제한다고 하였다. Rosse 등

(1998)은 Bcl-2가 Bax와 함께 사립체에 존재하여

도 cytochrome c의 유리를 막지는 못한다고 하였으

나 Bcl-2와 Bax 그리고 유리된 cytochrome c가 모

두 많은 경우에는 cytochrome c의 활성화가 일어나

지 않는다고 하였고, 이는 Bcl-2가 Bax의 아래경로

(downstream)를 차단치키거나 cytochrome c 유리와

는 독립적인 다른 경로를 차단하기 때문이라고 하

였다. Zou 등(1997)은 Bcl-2가 최근에 밝혀진 cyto-

chrome c receptor Apaf-1/CED-4 (caspase-3 activa-

tion mediator)와 상호작용하여 caspase-3의 활성화

를 억제하는 것 같다고 하였다.

Bcl-2 계 단백질이 세포자멸사를 조절하는 방식

에 대해서는 여러 이론들이 제기되고 있으며 아직

까지는 그 방식이 명확히 밝혀지지 않고 있으며, 최

근에는 많은 연구자들이 노화와 관련해서 Bcl-2 계

단백질을 연구하고 있으며, 허혈시 Bcl-2 계 단백질

의 변화에도 관심을 두고 있다. 

Liu 등(1998)은 흰쥐의 심장에서 관상동맥 폐색

후 Bax가 증가되는 것을 관찰하였고, Fortuno 등

(1998)은 원발성 고혈압 흰쥐의 심장에서 Bax가 증

가되는 것을 관찰하였으며, 이들은 정상보다 증가된

Bax의 발현이 세포자멸사와 관련이 있다고 하였다.

Centurione 등(2002)은 24개월과 4개월된 흰쥐의

심장에서 일어나는 세포자멸사는 차이가 없으나

Bcl-2와 Bax는 24개월군에서 증가되어 있다고 하

였다. Azhar 등 (1999b)은 세포자멸사 억제인자인

Bcl-2와 Bcl-xL는 6~8개월과 22~24개월된 흰쥐

의 심장과 뇌에서 비슷하나, 허혈후 재관류시 증가

된다고 하였다. Bax는 22~24개월군에서 더 높았고

허혈후 재관류시 6~8개월된 심장과 뇌에서는 증가

하나 22~24개월군 심장에서는 변화가 없고 뇌에서

는 감소한다고 하였다. 22~24개월군에서는 비록

Bcl-2 발현이 높게 나타나지만 세포자멸사가 많이

일어난다고 하였으며, 이는 Bax의 발현이 나이가 듦

에 따라 증가되며, 젊은군에 비해서 자극에 대한 역

치가 낮아 쉽게 손상받기 때문이라고 하였다(Azhar

등 1999b, Liu 등 1998). 

Azhar 등(1999a)은 노화된 22~24개월의 생쥐 심

장이나 6~8개월된 심장에서 관찰된 세포자멸사는

차이가 없다고 하였으나, 허혈후 재관류시에는 노화

된 심장에서 세포자멸사가 증가된다고 하였다. Misao

등(1996)과 Murohara 등(1995)은 허혈후 심장에서

일어나는 세포자멸사는 노화군에서 더 빨리 시작되

며, Bcl-2와 Bax 비율도 노화군에서 더 높다고 하였

다. Bax가 노화군에서 더 많이 나타나는 것은, 노화

군의 경우 만성적으로 자극을 받고 있기 때문이라

고 하였으며, 이러한 이유때문에 허혈후 3시간 경과

시 젊은군 보다 세포자멸사가 빨리 시작된다고 하

였다. 

이 실험에서 정상대조군의 Bcl-2와 Bax의 면역

반응은 다른 주령군보다 30주군에서 높게 관찰되었

으나 큰 차이는 없었다. 허혈시 9주군과 30주군에서

관찰된 Bcl-2와 Bax의 면역반응은 허혈후 재관류

3시간에 가장 높게 관찰되었다 24시간에 감소하였

고, 65주군에서는 재관류 직후에 가장 높게 관찰되

어 3시간까지 유지되다 24시간에 감소하였다. 이는

나이가 듦에 따라 세포내 여러 효소의 양과 그 활

성이 낮아지고(Bak 등, 1998), 사립체 수가 감소하

며(Conley 등, 2000), 항상성 유지기전이 효과적이지

못하고, 자극에 쉽게 손상을 받는 상태가 되어(Azhar

등, 1999b) 허혈후 65주군에서 Bcl-2와 Bax의 면역

반응이 빠르게 증가된 것이라고 생각할 수 있었으

며, 노화된 군에서 허혈시 세포자멸사가 빨리 시작된

다는 Misao 등(1996)과 Murohara 등(1995)의 실험

결과도 본 실험의 결과와 관련이 있다고 생각되었다. 

또한 Bax 면역반응은 허혈후 재관류 직후와 3시간

경과시 모두 65주군에서 가장 높게 관찰되었는데,

Bax의 증가가 세포자멸사와 관련이 있다는 Liu 등

(1998)과 Fortuno 등( 1998)의 결과와 노화가 될수록

허혈시 세포자멸사와 Bax가 증가된다는 Murohara
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등(1995)의 결과를 고려해 보면, 이러한 허혈후 주

령에 따른 Bax의 증가가 세포손상과 관련이 있을

수 있다고 생각할 수 있었다.

한편, 뼈대근육에서 일어나는 허혈손상은 근육섬

유의 종류에 따라서 다르게 일어난다고 알려져 있

다. Hintz 등(1980)은 혐기성 상태에서 백색근육이

적색근육보다 ATP 항상성을 잘 유지할 수 있다고

하였으며, Mattei 등(2000) 역시 빠른수축근육섬유로

이루어진 긴발가락폄근이 느린수축근육으로 이루어

진 가자미근보다 허혈에 대한 내성이 있다고 하였

다. 그러나 Petrasek (1994)과 Carvalho 등(1995)은

적색근육이 백색근육보다 허혈에 더 내성이 있다고

주장하였다.

이 실험에서 Bcl-2와 Bax의 면역반응은 앞정강

근에서 가자미근보다 높게 관찰되었는데, 허혈시

Bax와 세포자멸사가 증가한다는 여러 연구자들의

실험결과를 고려해 볼 때, 이는 앞정강근이 허혈자극

에 대해 더 민감하게 반응한다고 생각할 수 있었다.

또한 Bcl-2의 면역반응은 허혈 직후에만 65주군

에서 가장 높게 관찰되었고, 재관류 3시간과 24시간

에는 9주와 30주군에서 높게 관찰되었다. 그리고 앞

정강근과 가자미근에서 관찰된 Bcl-2 면역반응은

주령에 따라서 그리고 허혈후 재관류 경과시간에

따라서 나타나는 이러한 차이는 근육섬유의 종류와

주령에 따라 에너지를 이용하고 방법과 생리적인

상태가 다르기 때문(Lindsay 등 1990, Holloszy 등

1991)이라고 생각되었다. Honma 등(2002)은 12주와

50주된 흰쥐 심장의 허혈양상화과정은 heat shock

protein 발현을 유도하지만, 50주된 흰쥐의 경우 heat

shock protein이 세포보호 효과를 나타내지 못한다

고 하였으며, 나이가 들어서 증가되는 효소활성은

세포보호에 직접적인 효과를 주지 않는다고 하였다.

그러나 이 실험에서 Bcl-2의 증가가 세포자멸사 또

는 허혈손상과 관련이 있는지는 결론을 내릴 수 없

었다. 앞으로 Bcl-2와 관련된 세포보호단백질에 대

한 연구가 더 진행된다면 이에 대한 해답을 얻을

수 있을 것으로 생각된다.

이상의 결과에서, 허혈후 재관류시 증가된 Bax가

허혈손상의 증가와 관련이 있을 것이라 생각되었으

며, 노화된 근육과 앞정강근에서 Bax가 증가된 것으

로 보아 허혈손상에 더 민감하다고 결론지을 수 있

었다. 
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Legends for Figures

Fig. 4. Immunoreactivities (IMRs) of Bcl-2 and Bax in rat skeletal muscle of the control and ischemia groups (×200). 
A. Bcl-2 IMR in tibialis anterior muscle of 9 weeks old rat, control group. Weak or trace IMRs are observed (×200).
B. Bcl-2 IMR in tibialis anterior muscle of 30 weeks old rat, control group. Weak or moderate IMRs are observed (×200).
C. Bcl-2 IMR in tibialis anterior muscle of 65 weeks old rat, after ischemia. Moderate or strong IMRs are observed (×200).
D. Bcl-2 IMR in soleus muscle of 9 weeks old rat, 3 hours after reperfusion. Weak or moderate IMRs are observed (×200).
E. Bcl-2 IMR in soleus muscle of 30 weeks old rat, 24 hours after reperfusion. Moderate IMRs are observed (×200).
F. Bcl-2 IMR in soleus muscle of 65 weeks old rat, after ischemia. Strong or moderate IMRs are observed (×200).
G. Bax IMR in tibialis anterior muscle of 9 weeks old rat, 24 hours after reperfusion. Moderate or weak IMRs are observed (×

200).
H. Bax IMR in tibialis anterior muscle of 30 weeks old rat, 3 hours after reperfusion. Moderate or weak IMRs are observed (×

200).
I. Bax IMR in tibialis anterior muscle of 65 weeks old rat, 3 hours after reperfusion. Strong or moderate IMRs are observed (×

200).
J. Bax IMR in soleus muscle of 9 weeks old rat, after ischemia. Weak or trace IMRs are observed (×200).
K. Bax IMR in soleus muscle of 30 weeks old rat, 3 hours after reperfusion. Weak or moderate IMRs are observed (×200).
L. Bax IMR in soleus muscle of 65 weeks old rat, 3 hours after reperfusion. Moderate or strong IMRs are observed (×200).
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Abstract

Age-related Alterations of Bcl-2 and Bax Immunoreactivities 
in the Ischemic-reperfused Tibialis Anterior and 

Soleus Muscles of the Rats

Youn-Kyoung Seo, Chae-Soo Shin, Jong-Heon Kim1, 
Young-June You2, Doo-Jin Paik

Department of Anatomy and Cell Biology, College of Medicine, Hanyang University
1Department of Orthopaedic Surgery, College of Medicine, Hanyang University

2Department of Plastic Surgery, College of Medicine, Inje University

Prolonged ischemic-reperfusion induces cellular damages and apoptosis in rat skeletal muscle. Reactive oxygen

species generated during reperfusion time induce expression of various genes and apoptosis. Among apoptosis-related

gene products, Bcl-2 and Bax regulate the apoptotic response by inhibiting and promoting cell death, respectively.

The purpose of this study was to observe the age-related alertation of expression profile of Bcl-2 and Bax in rat

tibialis anterior muscle and soleus muscle following ischemia-reperfusion.

9 weeks, 30 weeks, and 65 weeks old male Sprague-Dawley rats were divided into control and ischemia groups.

Ischemia group was divided into 3 subgroups based on reperfusion time. For ischemia, left commom iliac artery was

occulded for 4 hours using rodent vascular clamps. The animals were sacrificed at hours 0, 3 and 24 after onset of

reperfusion and tibialis anterior and soleus muscles were removed. Muscle tissues were embedded in paraffin and 6 µm

sections were made. The expression level of Bcl-2 and Bax were examined using immunohistochemical methods.

The results obtained were as follows;

1. In control group, immunoreactivities (IMRs) of Bcl-2 and Bax were weak or moderate in 30 weeks old rats and were

trace in 9 and 65 weeks old rat. 

2. In control group, IMRs of Bcl-2 and Bax in tibialis anterior muscle were more higher than those in soleus muscle,

but not significantly.

3. In ischemia group, IMRs of Bax were increased with aging.

4. In ischemia group, IMR of Bax in tibialis anterior muscle was higher than that in soleus muscle.

These results suggested that the increased IMR of Bax may be related to increasing of ischemic injury, and both old

skeletal muscle and tibialis anterior muscle are susceptabile to ischemic injury of rat skeletal muscle.

Key words : Ischemia, Tibialis Anterior, Soleus, Bcl-2, Bax
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