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Purpose  : The relationship between environmental pH on the radiation induced-apoptosis in 
SCK mammary adenocarcinoma cells and cell cycle dependence was investigated. 
Material and Methods  : Mammary adenocarcinoma cells of A/J mice(SCK cells) in exponential 
growth phase were irradiated with a 137Cs irradiator at room temperature. The cells were 
irradiated 1 hour after the media was replaced with fresh media at a different pHs. After 
incubation at 37℃ for 0-48 h, the extent of apoptosis was determined using agarose gel 
electrophoresis and flow cytometry. The progression of cells through the cell cycle after 
irradiation in different pHs was also determined with flow cytometry. 
Results  : The induction of apoptosis by irradiation in pH 6.6 medium was markedly less than 
that in pH 7.5 medium. When the cells were irradiated and maintained in pH 7.5 medium, the 
percentage of cells in G2/M phase rapidly increased to about 70% at 12 h after an exposure to 
12Gy  and returned to control level by 36 h. The percentage of cells in G1 phase decreased as 
the percentage of cells in G2/M increased. On the other hand, in pH 6.6 medium the percentage 
of cells in G2/M phases gradually increased to about 45% at 24 h after 12Gy irradiation and then 
slowly recessed and consequently, as much as 30-35% of the cells were still in the G2/M phase 
4 8  h  a f t e r  i r r a d i a t i o n .  T h e  p e r c e n t a g e  o f  c e l l s  i n  G 1  p h a s e  t h e n   
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서    론 

세포의 사망 기전으로 인식되는 apoptosis는 암 치

료 분야에서도 현재 암 치료의 대종을 이루는 방사선 
요법, 항암 요법 및 온열 요법에 의해 일어나는 암세

포의 사망이 apoptosis에 의한다는 주장이 대두되면

서 이에 관한 연구가 활발하다.1-6) 방사선에 의한 세포

사망 기전은 현재도 많은 논란이 있고 apoptosis와 
연관하여 많은 연구가 이루어지고 있으나 생화학적 또
는 분자생물학적 과정에 대하여는 아직도 규명이 안되

고 있다.7-13)  

본 연구자들은 실제 대부분의 종양 내 pH 환경이 
산성이며 이러한 산성 환경은 저산소 분압 등의 요인

과 더불어 암 환자의 방사선 치료에 장애 요인으로 작
용함에 주목하여 SCK 암 세포주를 이용한 방사선에 
의해 유도되는 암세포의 apoptosis에 관한 연구를 진

행하는 가운데 흥미로운 몇가지 사실을 관찰하였다. 
apoptosis의 통상적인 정성 분석 방법인 agarose gel  
eletrophoresis  방법을 이용하여 방사선 조사량과 배

지 pH 환경과의 연구에서 8Gy, 12Gy의 방사선 조사

량과 pH 7.5의 배양 배지 조건하에서 DNA  
fragmentation의 지표인 laddering이 현저하였고 pH 
6.6 조건에서는 관찰할 수 없었다. 이러한 결과의 정

량 분석을 위해 실시한 3H-thymidine release assay 
및 TUNEL assay 등에서도 공히 산성환경에서 양적

으로 감소된 apoptosis 현상을 관찰할 수 있었다.14)  
많은 연구자들이 산성환경이 apoptosis를 유발한다고 
보고하였지만2, 15-17) 방사선에 의한 apoptosis는 산성

환경에서 apoptosis의 유발을 억제한다는 사실을 관

찰할 수 있었다. 본 연구자들은 상기 기전의 설명으로 
산성환경은 apoptosis를 유도하는 유전인자의 활성화 
및 상호연관관계 또는 방사선에 의한 cell cycle의 변

화 등에 영향을 미쳐 방사선에 의한 apoptosis의 유

발을 억제하는 것으로 추론하였다. 예를 들면 산성환

경에서 p53의 activation이 억제되든지 Bcl-2/Bax의 
비가 커지든지 G2/M arrest가 풀리지 않으면 
apoptosis가 억제될 것이다. 그러나 이상과 같은 
apoptosis에 관여된 여러 유전자의 상호 연관성 및 
분자생물학적 과정은 모든 것이 실험적으로 증명된 것
은 아니다. 실제로 서로 상반되는 실험결과가 발표되

고 있으며 많은 가설이 주장되고 있다.18-23 ) 본 연구자

들은 방사선 조사에 의해 일어나는 apoptosis에 관여

된 유전자의 확인, 이들 유전자간의 상호 연관성, DNA 
fragmentation에 이르는 분자생물학적 과정에 관여된 
신호전달체계에 관한 연구 등을 향후 연구 과제로 인

식하고 연구를 진행하고 있으며 본 연구에서는 세포주

기에 관한 분석을 통하여 그 기전 중의 일부를 규명하

고자 하였다. 

대상 및 방법 

1. 대상세포주 

SCK(mammary adenocarcinoma cells  of A/J 
mice) 세포주를 이용하였다. RPMI 1640 배지 
(Gibco/ BRL, Grand Island, NY)는 sodium 
bicarbornate (0.2%), 10%(vol/vol)  우태아 혈청

(Hyclone Co., Logan, UT), penicilline(50 units/ml)  
및 streptomycin (50ug/ml)을 첨가하여 세포주 배양

을 위한 완전배지로 사용하였다. 실험 조건의 pH는 
30mM의  Tris, MOPS, 및 MES buffers를 이용하였고 
Corning pH meter (Model 24,  Corning Co., Corning,  
NY)로 측정하였다. 세포주의 생존은 Trypan blue dye 
배제방법으로 관찰하였다.  

2. 방사선 조사 

세포주에 대한 방사선 조사는 137Cs 방사선 조사

기를 이용하여 0.9Gy/min의  선량율로 2-12Gy의 방사

선량을 상온에서 균일하게 조사하였다. 세포는 방사선 
조사하기 1시간 전에 실험 조건에 맞춰 pH를 조절하

increased as the G2/M arrest began to recede. The radiat ion- induced G2/M arrest in pH 6.6 
medium lasted markedly longer than that in pH 7.5 medium. 
Conclusion : Radiation-induced apoptosis in SCK tumor cells are reversely suppressed in an 
acidic environment. Radiation-induced G2/M arrest is prolonged in an acidic environment 
indicating that the suppression of radiation- induced apoptosis and prolongation of 
radiation-induced G2/M arrest in an acidic environment are related. 
 
Key Words  : Radiation-induced apoptosis, Environmental pH, Cell cycle 
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였다. 

3. DNA 추출 및 전기 영동 

 

DAN gel 전기 영동(DNA  gel electrophoresis) 실

험으로 apoptosis  유발 유무를 정성적으로 확인하기 
위하여 apoptosis로 인한 DNA 절편을 전기 영동 상

에서 관찰하였다. 세포를 인산 완충 식염수(PBS; 
phosphate buffered solution)로 세척한 후 lysis 
buffer(10mM Tris-HCI, pH 7.4; 10mM NaCl; 10mM 
EDTA; proteinase K at 0.1mg/ml; 1%(wt/vol)  sodium 
dodecyl sulfate)에 재부유시켜 48℃ 수조에서 14시간 
반응시켰다. 이 lysate에 cold(4℃) 5M NaCl을  첨가하

여 강하게 15초간 진탕한 후 1,000g에서 5 분간 원심 
분리하였다. 상층액에 동량의 2-propanol을 섞고 
-20℃에서 하룻밤동안 방치하여 DNA를 침전시켰다. 
DNA pellet을 10,000g에서 10분간 원심 분리한 후 
TE buffer(10mM Tris-HCl, pH 7.4; 1mM EDTA)에 재
부유 시킨 다음 0.2mg/ml의 DNase-free RNase를 
첨가하여 37℃에서 2시간 반응시켜 RNA를 제거하였

다. 
최종적인 DNA 함량은 UV(ultra-violet)분량 광도기

로 흡광도 A260/A280을 측정하여 계산하였다. 각 시
료의 DNA  20ug과 DNA 표준 분자량 표지(123 bp 
ladder, GIBCO/BRL, Grand Island, NY)를 전기 영동

하였다. 전기 영동은 TBE buffe (89mM Tris base,  
89mM Boric acid,  2mM EDTA)를 이용하여 1.5% 
agarose gel에서 실시하였으며 DNA 염색은 
ethidium bromide로 실시하였다. 

4. Flow cytometry analysis  

실험 조작으로 apoptosis가 유발된 세포군을 정량

적으로 분석하고 세포 주기를 분석하기 위하여 
FACSanflow  cytometer(FacsConsort 40, Becton-  
Dickinson, Boston, MA)를 이용하였다. 실험조작 후

의 배양세포를 수거하여, 80% cold  ethanol 10ml로  
4℃에서 하룻밤 동안 고정한 후, 원심 분리하여 PBS
로 세척하고 최종적으로 2ml PBS로 재부유하였다. 고
정한 세포부유액에 30 units의 DNase-free RNase 
(Type 1-A, Sigma Chemical Co., St Louis, MO)를 첨
가한 후, 100ml의 PI(Propium Iodide, Molecular  
Probes, Eugene, OR) 용액으로 가볍게 섞고 상온의 
어두운 장소에서 60분간 반응시켰다. 각 시료는 2×
104개의 세포에서 PI 형광도를 분석하였다. 

 

Fig. 2. Percentage of SCK cells in apoptosis as 
determined with flow cytometry method. Cells 
were irradiated with 2-12Gy and incubated for 
48h in pH 7.5 media or pH 6.6 media. An 
average of three quadruplet experiment with SD 
are shown. 

 
Fig. 1. Agarose gel electrophoresis of DNA extracts 

from SCK mammary adenocarcinoma cells 
irradiated with 2-12Gy. The cells were irradiated 
and incubated for 48h in pH 7.5 or pH 6.6 
media. 



— Hyung-Sik Lee, et al. : The Cell Cycle Dependence and Radiation-induced Apoptosis —  

결     과 

SCK 선암 세포를 2Gy에서 12Gy의 방사선량을 조
사 한 뒤 pH 7.5 및 6.6의 배지에서 다양한 시간 간격

으로(12, 24, 36 및 48시간) 배양한 후 DNA  gel  
electrophoresis  실험을 시행하였다. apoptosis의 지

표인 DNA fragmentation은 12, 24, 36시간째에는 관
찰되지 않았지만 8Gy 및 12Gy 방사선을 조사한 후 

pH 7.5 배지에서 48시간동안 배양한 세포들에서 관찰

할 수 있었던 반면 pH 6.6 배양 조건에서는 관찰할 수 
없었다(Fig. 1). 동일한 조건에서 시행한 flow  
cytometry로 계측한 apoptosis의 측정 에서도  pH 7.5 
배 지 에 서 48시 간 동 안 배양한 세 포 들 에 서 방사선량에  
비 례 하 고 pH 6.6에 서 배양한 세포들에  비 해 뚜렷한  
apoptosis 발현의  양 적 인 차 이 를 관 찰 할 수 있었다

(Fig. 2). 
 

Fig. 4. Percentage of cells in each phase of cell cycle as determined with flow cyometry 
method. Cells were incubated in pH 6.6 for 0-48h without irradiation(A). Cells 
were irradiated with 12Gy and incubated for 0-48h in pH 6.6 media(B). An 
average of three quadruplet experiment are shown. 

Fig. 3. Percentage of cells in each phase of cell cycle as determined with flow cyometry 
method. Cells were incubated in pH 7.5 for 0-48h without irradiation(A). Cells 
were irradiated with 12Gy and incubated for 0-48 h in pH 7.5 media(B). An 
average of three quadruplet experiment are shown. 
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이러한 관찰 결과를 기초로 하여 12Gy 방사선량을 
조사한 후 분석한 세포 주기 분석을 시행하였다. pH 
7.5 배지에서 배양하였던 세포에서는 각 세포 주기에 
분포한 세포의 분획은 G1 phase 42-55%, S phase 
33-43% 및 G2/M phase 11-21%의 고른 분포를 관

찰할 수 있었고 이는 48시간 계속 배양 시에도 각 세
포 주기의 분획은 비교적 일정하였다(Fig. 3A).  
apoptosis가 왕성히 발현되었던 pH 7.5 배지에서 배

양하였던 세포에서는 방사선 

 조사 직후부터 G2/M phase의 세포들의 분획이 증
가하기 시작하여 12시간째 70% 까지의 최고치를 보

인 후 36시간째에 방사선을 조사하지 않았던 상태의 
분획을 보였다(Fig. 3B). pH 6.6서 환경에서 배양하였

던 세포에서는 각 세포 주기에 분포한 세포의 분획은 
G1 phase 53-78%, S phase 16-38% 및 G2/M phase 
6-12%로 pH 7.5 배지에서 배양하였던 세포에 비하여 
G1 phase가 조금 증가된 분포를 보였지만 48시간 계

속 배양 시에도 각 세포 주기의 분획은 비교적 일정하

였다(Fig. 4A). 하지만 pH 6.6 배지에서 배양하였던 
세포에서의 G2/M phase의 세포들의 분획의 증가는 
pH 7.5 배지에서 배양하였던 세포들에 비해 비교적 천
천히 일어나고 그 최고치도 24시간째에 45%로 관찰

되었다. 특이한 것은 G2/M phase의 세포들의 분획이 

그 이후 감소되는 정도가 pH 7.5 배지에서 배양하였던 
세포들에 비해 미약하여 48시간 배양 이후에도 약 
30-35%의 세포는 G2/M phase의 세포들의 분획으로 
관찰되었다(Fig. 4B).  

연구자들은 이러한 현상이 세포들이 G2/M phase에
서 많은 양의 세포들이 집적되어 세포 주기를 순환하

지 못하는 G2/M arrest 현상으로 이해하였다. G1 및 S 
phase의 세포들의 분획은 G2/M phase의 세포들의 
분획이 증가함에 따라 감소하였으나 pH 7.5 배지에서 
배양하였던 세포들에 비해 pH 6.6 배지에서 배양하였

던 세포들에서는 그 감소 정도가 미약하였다. 각 실험 
조건에서 G2/M phase의 세포 분획만으로 비교해보면 
그 확연한 G2/M arrest의 현상이 확연하게 비교되었다

(Fig. 5). 

고안 및 결론 

세포의 증식은 세포가 분열을 계속함으로서 이루어

지는데 이 과정에는 매우 복잡한 분자생물학적 작용이 
관여되어 있다. 세포가 분열을 하고 일정 시간 후 다

시 분열을 하는 과정을 세포 주기(cell  cycle)라고 한

다. 정상 배양 상태에서는 각 세포의 종류의 특성에 
따라 차이는 있지만 일정한 분획의 세포 주기를 유지

하고 세포가 방사선, UV(ultra-violet), 기타 DNA에 상
해를 주는 외부요인에 노출되면 세포 주기가 길어진다. 
이러한 현상을 cell cycle delay 또는 division delay라

고 하고 각 주기에 세포가 집적되어 세포 주기가 지속

되는 현상을 cell cycle arrest라고 한다.24) 방사선 조

사에 의해 일어나는 division delay는 G1 phase, S 
phase 그리고 G2 phase의 기간이 길어지는 까닭이

다.24, 25) 본 연구에서도 방사선 12Gy 조사후의 시간

에 따른 세포 주기 분석에서 방사선을 조사 받은 세포

에서 G2 /M phase delay 현상을 확연히 관찰할 수 있
었다. G1 arrest나 S phase delay는 방사선 조사량이 
많아야 일어나는데 반해 G2 arrest는 1Gy 정도의 적

은 조사량으로도 일어난다. 이러한 현상은 방사선량이 
많을수록 길어지게 된다. 이는 세포의 손상받은 DNA 
복구에 필요한 방어기전으로 설명하고 그만큼 복구에 
요구되는 시간을 많이 요구되는 것으로 설명한다.26) 

본 연구에서 주목한 G2/M arrest와 apoptosis의 발
현과의 연관성에 주목할 때 혈액암 세포주를 이용한 
다른 연구자들의 실험에서도 방사선에 의한 G2/M 
arrest는 apoptosis를 억제하고 herbimycin 등을 이

용하여 p34cdc2의 tyrosine phosphoration을 감소 
시켰을 때 G2/M arrest를 억제하여 방사선에 의한 

Fig. 5. Percentage of cells in G2/M phase as determined 
with flow cyometry method. Cells were 
irradiated with 12Gy and incubated in pH 7.5 or 
pH 6.6 media for 0-48h. An average of five 
quadruplet experiment with SD are shown. 
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apoptosis를 유발할 수 있다고 하였다.27) 하지만 방사

선에 의한 apoptosis는 어느 세포 주기에서 가장 민

감하게 반응하는 지에 관하여서는 여러 연구자의 연구

에서 혈액 종양 세포와 같은 급속히 증식하는 세포의 
경우 방사선 조사 후 첫 번째 맞이하는 mitotic phase 
전에도 발생하기도 하지만 본 연구에서 사용한 고형암 
세포의 경우 mitotic phase를 거친 후에 apoptosis가 
유발된다는 여러 보고가 있다.28-30) 연구한 세포의 종

류에 따라 상이하여 아직 뚜렷한 정설은 없으나 
Dewey 등28)이 보고한 apoptosis와 세포의 증식과의 
연관성은 대체로 모든 연구자들에게 받아들여지는 이

론으로 본 연구에서의 결과처럼 세포가 G2/M phase 
arrest를 일단 벗어나서 세포 주기를 순환하여야 
apoptosis가 유발된다고 추론할 수 있겠다. 

Cell cycle delay의 분자 생물학적 기전은 최근 특

히 지난 3-4년 사이에 일부가 규명이 되었다. 세포 주
기는 주로 cyclins와 cdc/cdk kinase로 구성된 상호 
작용 단백질들과 특정한 amino acids로부터 
phosphate group을 떼거나 더하는 kinases 및 
phosphatases와 같은 많은 종류의 보조적인 역할을 
하는 단백질들의 복잡한 상호작용에 의해 조절된다고 
알려져 있다. G1 phase, S phase, G2 phase 그리고 M 
phase가 순조롭게 진행되려면 각 phase를 담당하는 
cyclin과 cyclin dependent kinase(cdk)가 복합체를 
형성하여 적절히 작용해야만 한다.31-36) Cyclin은 세포

주기 동안 새로 형성되거나 활성화되는 단백질이며 
cdk는 CAK(cdk activating kinase)에 의해 인산화된

다. cdk는 세포주기 진행에 관계되는 여러 생화학적 
물질을 인산화시키는 역할을 하는데 어떻게 
cyclin-cdk 복합체가 형성되는지는 확실히 알려지지 
않고 있지만 복합체를 만들고 있어야만 cdk의 탈인산

화(dephosphory lation)가 방지되어 그들의 활성이 유

지된다는 것이 알려져 있다.32, 35) 현재까지 보고된 방

사선에 의한 G2 arrest에 관여하는 분자 생물학적 연

구는 cyclin 및 cdc2 kinase 활성화에 주목하고 있으

며 G2 phase를 거쳐 M phase에 들어가 세포 분열을 
하는 과정에 cyclin B1, p34cdc2 kinase의 적절한 인
산화 및 amino acid tyrosine-15의 탈인산화가 요구된

다고 보고한다.30, 37-39) 활발히 증식하고 있는 세포의 
G2 phase의 길이는 2-4시간 정도인데 방사선 조사를 
받으면 G2 arrest가 일어나 G2는 현저히 길어진다. 
1-10 Gy 정도의 방사선을 조사받은 세포에서는 G1 
arrest 그리고 S phase delay는 미비한데 반해 현저

한 G2/M arrest가 일어남이 알려져 있다.24, 31)  

본 연구자들은 세포 내외의 산성환경은 apoptosis

를 유발하지만 방사선에 의한 apoptosis의 경우 SCK 
종양세포의 경우 이를 억제한다는 사실을 관찰하였다. 
세포 주기와 apoptosis와의 연관성을 찾기 위한 본 
실험에서는 정상적인 중성 pH 환경에서는 G2 /M 
phase에 세포들이 비교적 짧은 시간에 집적되었다가 
세포 주기를 순환하면서 apoptosis를 유발하지만 pH 
6.6-7.0의 산성 환경에서는 G2/M phase에 세포들이 
집적되어 많은 양의 세포들이 세포 주기를 순환하지 
못하는 현상을 관찰할 수 있었다. 본 연구의 결과와 
문헌 고찰을 통한 세포 주기와 연관된 분자생물학적인 
연구 결과를 종합하여 볼 때 세포 내외의 산성환경 상
태에서 방사선을 조사받은 SCK 종양세포는 cyclinB-  
cdc2 복합체의 활성화가 억제되어 G2/M arrest 상태

가 지속되며 이는 post-mitotic apoptosis를 억제한다

고 추론해볼 수 있으나 이는 향후 연구과제로 규명되

어야 할 것이다.  
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= 국문 초록 = 

SCK 선암 세포주에서 방사선에 의한 apoptosis와 세포 주기 

동아대학교 의과대학 치료방사선과학교실, 미생물학교실* 

이형식·박홍규·허원주·서수영*·이상화*·정민호* 

미네소타대학교 의과대학 방사선종양학교실 

박 헌 주·송 창 원 

목 적 : SCK 선암 세포주에서 방사선 조사에 의해 일어나는 apoptosis와 세포 주기와의 연관성

을 규명하고자하였다. 

대상 및 방법 : SCK 선암 세포주를 apoptosis의 통상적인 정성 분석 방법인 agarose gel 

electrophoresis  방법을 이용하여 방사선 조사량과 배지 pH 환경과의 연구에서 2-12Gy의 방사

선 조사량과 pH 7.5 및 6.6의 배양 배지 조건하에서 다양한 배양 시간의 경과에 따른 DNA 

fragmentation의 지표인 laddering을 관찰하였다. 실험 조작으로 apoptosis가 유발된 세포군을 

정량적으로 분석하고 세포 주기 분석을 위해 FACScan을 이용하였다. 
결 과 : apoptosis가 왕성히 발현되었던 pH 7.5 배지에서 배양하였던 세포에서는 방사선 조사직

후부터 G2/M phase의 세포들의 분획이 증가하기 시작하여 12시간째 약 70%까지의 최고치를 

보인 후 36시간째에 방사선을 조사하지 않았던 상태의 분획으로 정상화되었다. 하지만 pH 6.6 

배지에서 배양하였던 세포에서의 G2/M phase의 세포들의 분획의 증가는 pH 7.5  배지에서 배양

하였던 세포들에 비해 비교적 천천히 일어나고 그 최고치도 24시간째에 약 45%로 관찰되었다. 

특이한 것은 G2 /M phase의 세포들의 분획이 그 이후 감소되는 정도가 pH 7.5  배지에서 배양하

였던 세포들에 비해 미약하여 48시간 배양 이후에도 약 30-35%의 세포는 G2/M phase의 세포

들의 분획으로 관찰되었다. 
결 론 : 연구자들은 이러한 현상이 세포들이 G2 /M phase에서 많은 양의 세포들이 집적되어 세포 

주기를 순환하지 못하는 G2/M arrest 현상으로 이해하였다. 세포 내외의 산성환경 상태에서 방사

선을 조사 받은 SCK 종양세포는 G2 /M arrest 상태가 지속되며 이는 post-mitotic apoptosis를 

억제한다고 추론하였다. 
 

 

 

 

 

 


