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Abstract

Ⅰ. 서 론

혈관경축(vasospasm)은 재건 역에 있어서 혈류의 감소로 인

해 이전된 조직을 상실하게 하는 주 원인으로 작용하며, 주로 동

맥에서 호발되나 정맥에서도 발생되어 미세수술의 실패를 야기

한다1-3).
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Vasospasm causes microvascular surgery to fail as a main factor in the loss of transferred flap dye to the diminution of blood flow in
reconstruction surgery. Although there has been extensive research to resolve the vasospasm problem, no one has reached an ideal
solution to date. However, cryotherapy, which is often used for destruction of tumor lesions, is being presented as a new way of
releasing vasospasm. After making a histomorphometric measurement on vasodialation during the course of 1, 3 and 7 days, 2 and 4
weeks, and 5 months periods and observing the change of blood vessel in a histologic, immunohistochemical, and scanning electronic
microscopic approach, the results were as follows :
1. Vascular inner diameters of the experimental 1 and 3 days groups were measured 476.3±28.20㎛, 497.15±48.79㎛ repectively

showing statistically meaningful vasodilation(P<0.05), which continued by the experiment 4 weeks group. However, in the experi-
mental 5 months group, the vascular inner diameter appeared similar to the control groups. Even though the thickness of smooth
muscular layers come out to be thinner in all the experimental groups compared to the control group, it was difficult to find any sta-
tistical meaningfulness. In addition, the vascular external diameters of every experimental groups were shown to be longer than the
control group.

2. In light microscopic view, severe injury was evident on the smooth muscular layer cell from the experimental 1 day group, started
recovering partially from the experimental 7 days group, and was mostly restored in the experimental 4 weeks group and layer of
adventitial stripping were nearly recoverd 2 weeks group.

3. The PCNA positive cells of smooth muscular layer were observed from the experimental 7 days group and had a tendency to
increase by the experimental 2 weeks group. In the experimental 4 weeks and 5 months group, the number of PCNA possitive cells
observed was comparable to the control group.

4. α-SMA level of smooth muscular layer cells, having been significantly lower than the control group in the severly damaged experi-
mental 1 day group. It was seen to be increased in the experimental 7 days group and turned out to show similar α-SMA level in 4
weeks to the control group.

5. In the view of SEM, the endothelial cells were destructed and falling off, and also present the appearance of flattening in the experi-
ment 1 day group. The endothelial layer cells started partially recovering from the 7 days group after the freezing injury. On 4 weeks
and 5 months, the endothelial cells were fully coverd the damaged area, also it’s appearance is similar to control group.
In conclusion, the vascular freezing after the removal of adventitia caused damages to smooth muscular layer cells, and brought

about vasodilation, which continued by the 4th week. The smooth muscular layer cells started partially reviving from the 7rd day after
the damage by vascular freezing, and recovered their similar figure to the control group’s 4 weeks later. This was considered the result
of cells which surround the damaged blood vessel being influxed into the smooth muscular layers. Therefore, this local freezing injury
on the blood vessel was thought to be applied clinically to relieve severe vasospasm which cannot be treated by vasodilation drug, a
microvascular surgery.
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혈관경축현상은 Hunter4)에의해처음으로기술된이래미세수

술의 발달과 함께 최근에서야 많은 연구가 시행되고 있다5,6). 혈

관경축의 기전에 해서는 정확히 밝혀지지는 않았으나 허혈

(ischemia)7-9), 산증10), 저혈량 등11)에 의해 기인한다는 연구들이 보

고되고 있으며, Seaber12)는 미세수술시 부주의한 시술로 인한 과

도한 동맥벽의 신장 및 미세혈관 겸자사용, 혈관의 내막세포 손

상, 신경계의 작용, 누출된 혈액, 온도 및 혈류량의 변화에 의해

발생한다고기술하고있다.

혈관경축을 해소하기 위한 방법으로는 국소적 또는 전신적으

로 다양한 약물요법13-18) 및 신경계 작용 차단을 위한 외과적 처치

등19-21)에 의한 연구가 시행된 바 있으나 저조한 효과 또는 부작용

을 초래하는 등 현재까지 혈관경축의 예방과 치료에 한 이상

적방법은확립되어있지않고있다. 그러나최근 Bertelli와 Mira22)

는아산화질소(N2O) 냉매제를이용한혈관동결을시행하여혈관

확장을관찰하고이를새로운혈관경축의해소법으로제시한바

있으며, Cavadas23,24)도 에틸 클로라이드 냉매제를 이용하여 백서

의 동맥 및 정맥의 동결시 혈관확장 현상이 나타남을 보고하고

있다.

냉매제를 이용한 동결수술은 양성종양이나 악성종물의 파괴

를 목적으로 구강내에서는 Gage 등25)이 처음으로 임상에 시행한

이래, Emmings 등26)은 악골내 종양을, Weaver 등27)은 구강내 및

피부암종을, Al-Drouby28)는 구강내 백반증을, McIntosh 등29)은 기

저세포암종을, Hartmann 등30)은 혈관종을, Li31)는 설암을, Pogrel32)

그리고 Salmassy 등33)은 법랑아세포종 등에서 이를 적용하여 좋

은결과를얻었다고보고하고있으며여러외과분야에서임상적

으로종물의치료에널리사용되고있다34-38).

동결수술에 의한 조직파괴는 세포내부와 세포외부에 형성되

는 얼음결정체에 의한 직접적인 세포손상과, 얼음결정이 녹을

때발생되는삼투압및전해질장애현상이복합되어서발생되며

또한 급속동결 및 반복된 동결은 세포외부 뿐만 아니라 세포내

부에 더욱 큰 얼음결정체를 형성하여 조직파괴 효과가 크게 나

타난다39,40). 이렇듯 동결수술은 주로 조직파괴를 위한 목적으로

많은 연구가 시행된 바 있으나, 혈관경축의 새로운 해소법으로

Bertelli와 Mira22)는 혈관동결법을 제시하고, Cadavas23,24)도 이를 실

험적연구를통해확인한바있다. 

혈관의 동결시 초기 반응으로는 내피세포의 손상과 부종을 보

이며 며칠 후에는 혈관들의 전색을 초래하여 결국 세포들의 허

혈 및 파괴로 인해 조직의 괴사현상이 나타나는 것으로 보고되

고 있다41). 그러나 Bertelli와 Mira22)는 백서를 이용한 연구에서 동

결 후 거의 모든 내피 및 중막세포들과 아드레날린성 신경섬유

들이 파괴되었음에도 불구하고 혈관내 혈전, 내피세포들의 과증

식및동맥류성혈관확장(aneurysmic dilatation)과같은현상의발

현없이혈관의세포들이재생됨과함께혈관의확장을관찰하여

보고하고있다.

이와같은 상이한 결과에도 불구하고 혈관동결에 의한 혈관경

축 해소가 해소된다면 Raynaud’s 증후군과 같은 혈관성질환 및

미세조직이전시발생되는혈전의예방에좋은치료법으로제시

될 수 있을 것으로 사료되며, 혈관종과 같은 맥관성 종물의 동결

수술시 인접부의 신생혈관 증식과 함께 빈번한 재발의 경험에

비쳐 동결 후 혈관재생에 관한 연구는 맥관종과 같은 질환의 치

료및재발을이해하는데도움이되리라생각된다.

본 연구는 혈관종을 비롯한 구강종물의 치료시 광범위하게 사

용되는 동결수술법이 혈관경축 현상의 해소법으로 제시되고 있

어 이를 임상적으로 미세혈관수술에 응용하고자 백서의 퇴동

맥 외막층 제거 후 액화탄스가스(CO2) 냉매제를 이용한 혈관동

결 손상을 유도한 후 시간경과에 따른 혈관 직경의 형태학적 변

화, 조직학적및α-SMA(α-Smooth Muscle Actin), PCNA (Proliferating

Cell Nuclear Antigen)항체를이용하여 퇴동맥조직의재생변화

를 면역조직화학적으로 관찰하고 혈관 내면의 변화를 주사전자

현미경으로관찰하 다.

Ⅱ. 연구재료 및 방법

1. 연구재료

체중 250g 내외의 웅성백서(Sprague Dawley) 48마리를 사용하

으며물과인공사료로사육하 다.

2. 연구방법

1) 동물실험

동물을 xylazine(Rompun , 한국바이엘)과 케타민(Ketalar , 유한

양행) 혼합액으로마취하 다(Rompun 0.2ml + Ketalar 0.8ml, 용량

0.1ml/100g, 복강내 주사). 우측 서혜인 부위의 피부를 종절개

하고 상복부 지방층의 혈관을 확인 후 퇴혈관속(bundle)을 노

출시킨다음미세현미경(Zeiss, Germany)하에미세혈관수술기구

를이용하여주위 퇴신경및 퇴정맥을이단하여 퇴동맥을

분리하 다. 그 후 상복부 혈관 분지 부위와 약 1cm 떨어진 부위

에 미세혈관겸자를 이용하여 퇴동맥의 혈류 정체를 시킨 후

혈관의 외막층을 제거한 후 CM-73 system(Frigitronic, USA)의 663

동결봉에 액화탄산가스(CO2) 냉매제를 이용하여 혈관에 압력이

가해지지않도록한다음혈관을 1분간동결시켰다. 조군으로

좌측 퇴혈관도 동일한 방법으로 노출시키고 미세혈관 겸자로

혈류정체를 유도한 후 동결봉을 적용하 지만 동결시키지는 않

았다. 수술이끝난다음창상을층별로봉합하 으며, 술후항생

제는사용하지않았다. 

2) 혈관의조직형태계측관찰

OPTIMAS (Midia Cybergenetics, Silver Spring, MD, USA)의 soft

ware program을 이용하여 100배 하에서 내강직경(Internal diame-

ter：ID, ㎛), 혈관벽두께(Wall thickness：WT, ㎛) 및 외강직경

(Outer diameter：OD, ㎛)을 각각 측정하 으며 한 혈관당 내강

과 외강은 4곳, 혈관벽두께는 8곳에서 측정하 고, 각 군당 20개

이상의 표본에서 이들의 평균값과 표준편차를 산출하 다. 이들

실험군간의통계적검정은 ANOVA Test로시행하 다.
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3) 광학현미경적관찰

술후 1일, 3일, 7일, 2주, 4주, 5개월 째 각기 동물을 6마리씩 희

생시키고, 좌우측 퇴혈관을 채취하여 10% 중성포르말린에 고

정하여 통법으로 파라핀포매를 시행하 다. 포매 후 4㎛ 두께로

절편을만들어 Hemtoxylin & Eosin(H&E), Masson’s trichrome(MT),

Orcein 염색을시행하여조직학적관찰을시행하 다(Table 1). 

4) 면역조직화학적관찰

면역조직화학적 염색은 파라핀 절편을 탈파라핀 및 재수화 시

키고 PCNA, α-SMA 항원에 한 제 1항체를 이용하여 LSAB-

(Labelled Streptavidin-Biotin) 방법으로 시행하 다(Table 2). 통법

에 따라서 함수시킨 절편을 내분비성 peroxidase의 활성을 막기

위해 3% 과산화수소로 5분 간 처리한 다음 10mM Antibody인산

완충식염수로 수세하 다. 비특이적 항체결합을 방지하기 위하

여 차단항체(10% 정상 혈청)로 20분 간 처리한 다음 제 1항체를

23℃에서 1시간 동안 부란시키고, 인산완충식염수로 수세한 다

음 제 2항체인 biotinylated IgG 항체로 30분간 처리하고 다시 인

산완충식염수로 수세하여 LSAB방법으로 처리하 다. 0.035% 과

산화수소를 함유한 0.02% DAB(Diaminobenzidine)로 발색하 고

발삼에봉입한다음광학현미경으로 퇴동맥조직의재생변화

를관찰하 으며, PCNA 표지지수는전체세포핵 300개중양성반

응 세포수를 세어 산출하 고 α-SMA 양성 정도는 OPTIMAS soft

ware program 으로계산하 다(Table 3).

5) 주사전자현미경적관찰

술후혈관내면의변화를관찰하기위하여 1일, 3일, 7일, 2주, 4

주, 5개월째동물을각 2마리씩마취하고, 동맥에카뉼라를삽

관하여 혈관확장제인 1% 리도카인 1cc를 주입하고 우심방을 절

개한 다음 동맥 카뉼라를 통해 헤파린 식염수(50 IU/ml 37℃)

로 우심방으로 부터 더이상의 혈액이 환류되지 않을 때까지 혈

액을 씻어냈다. 퇴동맥을 약 12mm 길이로 채취 하고 혈관 내

강을 다시 헤파린 식염수로 세척한 후 혈관 종축을 따라 절개하

다.

주사전자현미경적 관찰을 위해 혈관이 중첩되지 않도록 잘 편

후 흡착지에 부착하여 2% 루타르알데하이드 용액에 고정하

다. Half Karnovsky 용액에 2시간 동안 전고정하고 0.1M 인산 완

충식염수에 30분간 세척하 다. 이후 2% osmic acid에 1시간 동

안 후고정한 다음 에탄올의 농도를 상승시켜 가며 탈수했다.

Isoamyle acetate에담갔다가이산화탄소를사용한임계점건조기

Table 1. Summary of the Experimental Procedure Schedule for

Sacrifice

Con.(Lt) 8 8 8 8 8 8

Exp LM 6 6 6 6 6 6

SEM 2 2 2 2 2 2

(Rt) T 8 8 8 8 8 8

Abb. Con : Control Exp : Experimental T : Total

Lt : Left Rt : Right LM : Light Microscope 

SEM : Scanning Electron Microscope

D : Day W : Week M : Month

1D 3Ds 7Ds 2Ws 4Ws 5Ms

Table 2. Antibodies Used in This Study

PCNA PC10 34KD 1:200 Dako

α-SMA LA4 42KD 1:100 Dako

Antibody Immunogen M/W Dilution Manufacture

Table 3. Immunohistochemical Staining Procedure

Paraffin section

↓

Deparaffinization + Rehydration

↓

3% H2O2(5min)

↓

Blocking reagent(20min)

↓

Primary antibody(1hr)

↓

Secondary antibody(30min)

↓

LSAB method

↓

Chromogen

(0.035% H2O2 + 0.02% Diaminobenzidine)

↓

Balsam mounting

Table 4. Procedure for SEM Examination

Saline mixed with Heparin

↓

Fixation (2% Glutaraldehyde)

↓

Postfixation (1% OsO4)

↓

Dehydration (ethyl alcohol, isoamyl acetate)

↓

Dry (CO2 critical point dryer)

↓

Gold plating

Group

Day
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로 건조시키고 gold를 중착하여 주사전자현미경(JSM-5410 LV,

JEOL Co.)으로관찰하 다(Table 4).

Ⅲ. 연구 결과

1. 광학 현미경적 소견

가) 조군

실험 전기간 동안 혈관의 내막, 중막의 구조는 정상적인 소견

이었으며외막층이제거되지않은부위와비교시조직학적변화

양상은 구분할 수 없었다. 술후 1일째 평활근층의 핵은 외상에

의해 불규칙한 양상을 보 으며, 외막층은 일부 제거된 양상이

관찰되었으나 2주째 이후에는 외막층이 재생된 소견을 보 다

(Fig.1 - 3).

나) 실험군

1일째 H&E 소견에서는 심하게 확장된 내강 및 평활근층의 손

상과잔존된외막주위에염증세포의침윤을볼수있었으며, MT

소견에서는내강의확장과함께중막층의심한손상이관찰되었

고, Orcein 소견에서도내강의확장과탄력섬유들이불규칙한배

열과외막층이제거된양상을볼수있었다(Fig. 7 - 9).

3일째소견은 1일째와거의유사한양상을나타냈다.

7일째 H&E 소견에서는 지속된 내강의 확장 현상과 평활근층

의두께가감소된양상으로이부위의세포형태는알수없었으

며, MT 소견에서는 평활근층의 적색 염색 양상으로 보아 1, 3일

째에비해어느정도회복된소견을나타냈으며, Orcein 소견에서

는불규칙한탄력섬유들이관찰되었다(Fig. 13 - 15).

2주째 H&E 소견에서는 지속적인 혈관확장 현상을 볼 수 있었

으며, 평활근층 세포들의 핵이 어느정도 관찰되어 회복되는 양

상을 나타냈으며, MT 소견에서는 붉은 염색상이 평활근층에 어

느정도 나타났으나 이는 7일째에 비해 감소된 양상으로 회복이

진전된 양상을 띄었고 외막층의 형태는 조군과 유사했다.

Orcein 소견에서는비교적규칙적인탄력섬유양상을관찰할수

있었다(Fig. 19 - 21).

4주째 H&E 소견에서는평활근층에서다수의세포핵이관찰되

었으며, 외막 주위에서 거의 미약한 염증세포들이 남아있었다.

MT 소견에서는 방추형의 평활근 세포가 관찰되었으며, Orcein

염색에서는 탄력섬유의 배열이 비교적 규칙적인 양상을 나타냈

다(Fig. 25 - 27).

5개월째 H&E, MT, Orcein 소견에서는 조군에비해내막의과

증식을 보 으나, 중막 및 외막은 조군과 거의 유사한 정상 소

견을보 다(Fig. 31 - 33).

2. 조직형태계측 관찰

실험 1일, 3일째의 혈관 내강의 직경은 각각 476.3±28.20㎛,

497.15±48.79㎛로, 조군 230.65±47.39㎛, 227.65±29.02㎛에 비

하여 통계적으로 유의성 있는 (P<0.05) 확장을 보 다. 이러한 혈

관 확장은 실험 4주째까지 지속되는 소견을 보 으나 실험 5개

월째에서는 조군과유사한혈관내경을보 다.

평활근층의두께는 5개월째를제외한실험군에서 조군에비

하여 얇아졌으나 통계적 유의성은 없었다. 또한 혈관 외경도 모

든실험군에서 조군에비하여넓은소견을보 다(Table 5).

3. 면역조직화학적 소견

조군 PCNA 소견은음성반응을보 으며α-SMA 소견은평활

근층의강한양성반응을나타냈다(Fig. 4, 5 및 Table 6, 7).

실험군 1일째 PCNA 소견에서는핵의관찰을볼수없었으며음

성반응을 나타냈고, α- SMA 소견은 평활근 세포의 윤곽을 알기

어려운 양상으로 염색표출은 관찰할 수 없었으며, 3일째 소견은

실험 1일째소견과유사하게나타났다(Fig. 10, 11 및 Table 6, 7).

7일 째 PCNA 소견에서 미약한 양성세포를 평활근층에서 발견

할 수 있었으며, α-SMA 소견에서도 평활근층의 양성반응이 3일

째에 비해 조금 더 증가된 양상을 보 는데 이는 외막층 가까운

부위에서표출되었다(Fig. 16, 17 및 Table 6, 7).

Table 5. Histomorphometric Features of Femoral Artery.

Con.

ID

Exp.

Con.

WT

Exp.

Con.

OD

Exp.

Abb. Con： Control Exp： Experimental 
ID： Internal diameter (㎛) WT： s (㎛) OD：Outer diameter (㎛) 
D：Day W：Week M：Month P<0.0

1D 3Ds 7Ds 2Ws 4Ws 5Ms

230.65±

47.39

*476.3±

28.20

48.5±

11.20

36.3±

5.10

545.9±

56.76

723.3±

30.49

277.65±

29.02

*497.1±

48.79

52.8±

8.46

37.7±

1.92

559.6±

14.84

447.95±

5.46

268.32±

61.66

499.8±

73.79

67.1±

8.45

32.9±

8.41

560.3±

59.47

694.9±

36.55

280.5±

30.10

451.3±

55.45

59.2±

4.45

47.1±

6.15

487.1±

37.36

720.3±

81.38

251.6±

21.34

357.27±

23.35

58.2±

2.01

48.2±

4.36

534.2±

23.45

583.2±

34.23

314.6±

29.80

308.5±

26.54

92.4±

13.24

71.7±

12.13

730.0±

94.64

626.8±

65.651

Table 6. Distribution of Degree of PCNA Stainabillty

Con.   SMW － － － － － －

Exp.   SMW － －
12.3± 38.4± 9.4±

－
4.76 6.47 6.37

Con：Control Exp：Experimental 
SMW：Smooth muscle wall
(-) ：Negative reaction
D：Day W：Week M：Month

1D 3Ds 7Ds 2Ws 4Ws 5Ms

Day

Group

Day

Group
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2주째 PCNA 소견은 평활근층에서 7일째에 비해 강한 양성반

응을 보 으며, α-SMA 양성반응은 외막층 근접부위 뿐 아니라

평활근층 내부에서도 양성반응이 발현된 양상이었다(Fig. 22, 23

및 Table 6, 7).

4주째 PCNA 양성반응은 2주 째에 비해 감소된 양상을 나타내

평활근층의 회복소견을 알 수 있었으며, α-SMA의 양성반응이 뚜

렷하게나타났다(Fig. 28, 및 Table 6, 7).

5개월째 PCNA 소견은음성반응을, α-SMA에서는강양성반응이

평활근층에서관찰되었다(Fig. 34, 35 및 Table 6, 7).

4. 주사 전자현미경적 소견

조군은정상내막층형태인주름모양이관찰되었으며, 부분

적으로피브린침착을볼수있었다(Fig. 6).

실험군 1일째 소견은 내피세포의 심한 손상으로 인해 자갈밭

과 같은 형상이 관찰되었으며(Fig. 12), 7일째 소견에서는 어느정

도 내피세포의 형태가 관찰 됨으로써 1일째에 비해 비교적 회복

된양상을보 다(Fig. 18). 2주째소견은 1주째에비해더욱명확

한내피세포의형태를알수있었으며(Fig. 24), 4주째에서는내피

세포가 완전히 피개되어 내막층의 주름형태를 나타내 내피세포

의손상이거의회복된양상을보 으며(Fig. 30), 5개월째는정상

소견에가까운세포형태를나타냈다(Fig. 36).

Ⅳ. 총괄 및 고찰

혈관벽의 구조는 내막, 중막 및 외막의 3층으로 구성되어 있어

가장 안쪽에 위치하는 내막은 내피세포층과 내피밑층으로 구성

되며 내피 밑층은 결체조직 및 탄력섬유, 섬유모세포 등으로 이

루어져 있다. 중막은 주로 평활근섬유로 이루고 그 사이에 탄력

섬유로 섞여 있으며 외막은 주로 결합 조직섬유로 구성되며 맥

관벽혈관(Vasa Vasorum)을함유한다.

외막의제거시이에 한반응으로는혈관자체에 양을공급

하는 맥관벽 혈관 손상에 의해 Barker 등42)은 내막의 과증식 및

동맥경화의 발생에 해, Odashiro 등43)은 내피세포의 기능 손상

에 해, Margic44)은 내피세포층의 파괴와 단열현상이 일어남을,

Urbaniak 등45)은 혈관벽의 괴사됨을 보고하 다. 이에 어떤 학자

들은미세혈관문합시외막층의제거없이적절한외과적수기를

행한다면성공적인결과를얻을수있다고보고하 다46-48).

그러나 부분의 학자들은 위와같은 결과에도 불구하고 미세

혈관 문합시 외막층 조직은 혈관 내막내로 함입되어 혈류의 장

애와 혈전의 형성을 초래하므로 이를 방지하기 위해 외막층의

제거를 추천하고 있으며 임상적으로는 문합 예정부위 양쪽으로

약 2-3mm내 외막층을 제거하고 있다. Lohman 등49)은 외막층의

제거시 무딘(blunt) 및 날카로운(sharp) 이단술을 적용한 결과 무

딘경우에서는문합원위부위의혈관경축을야기하며혈관관류

의 감소를 초래하고, 조직학적으로는 내피세포의 부종 및 이개

현상을 나타냈으나, 날카롭게 제거한 경우는 혈관 관류의 변화

및 내막층의 어떤 변화도 없었다고 밝히고 있다. Kemler 등50)도

미세현미경하에서 외막층을 제거한 결과 날카로운 이단술에서

도 외막층이 그 로 남아 있음을 보고 문합시 혈관의 절단면 가

까운 부위만이 깨끗하게 외막층이 제거될 수 있고, 또한 무딘 이

단술은혈관에외상을줌으로써다른부위의혈관세포들의손상

을초래함으로외막층제거시날카로운이단술이필요하다고보

고하 다. 

미세혈관 수술시는 혈관 문합 부위의 3mm 이내 외막층을 제

거하고 있으나, 본 실험에서는 혈관은 절단 하지않고 약 6mm의

외막층을 미세현미경하에서 미세수술 가위와 조직겸자를 사용

하여 날카로운 이단술로 제거하여, 동결 손상군을 실험군으로,

혈관동결을 시행하지 않은 군은 조군으로 설정하 다. 또한,

조군내에서 외막층이 제거된 부위와 외막층이 제거되지 않은

부위의 조직 손상의 비교를 관찰하 으나 본 연구에서는 이 두

군데 부위의 상호 조직학적 변화 양상의 차이점은 발견하기 어

려웠다. 이러한 양상은 Lohman 등49), Kemler 등50)의 결과와 일치

한다고도 생각되지만, 이들의 결과와 상호 비교를 위해서는 실

험설계를 변형한 연구가 필요하다고 생각된다. 그러나 Kemler

등50)이 밝힌 것 처럼 본 연구에서도 외막층의 제거 후에도 거의

모든 외막층이 남아 있음을 현미경적 관찰을 통해 발견할 수 있

었다.

혈관경축은미세혈관수술시흔히발견될수있다. 혈관경축의

발생시는혈류의저류현상에의한혈전형성을야기하여미세수

술에 의한 이전된 조직의 괴사를 야기하게 된다. 이의 원인으로

는 다양한 연구에 의해 제시되고 있지만 정확한 기전은 밝혀지

고 있지 않다. 특히 미세혈관 수술시 발생되는 혈관경축의 원인

으로는 과도한 혈관벽의 신장 및 미세혈관겸자 등과 같은 외상

에 의한 혈관근육의 수축반응, 강력한 혈관확장제를 분비하는

내피세포의 손상시, 혈관수축을 시키는 신경계의 작용, 혈액에

의한혈관수축등으로밝혀지고있다.

혈관경축을 야기하는 물질로는 Endothelin-1, Thromboxane A2

와 Norepinephrine을 들 수 있다. Endothelin-1은 혈관의 평활근에

서 분비되며, Thromboxane A2는 혈관손상시 응집되는 혈소판으

로부터, Norepinephrine은교감신경에서유리된다14,51,52). 이들의기

전은 혈관평활근 세포질내로 칼슘이온 농도를 증가시키는 수용

기에 작용하여 혈관수축을 촉진시키는 것으로 나타난다53-55). Kim

등56)은이들중 Endothelin-1의혈관수축작용효과가가장큰것으

Table 7. Distribution of Degree of α-SMA Stainabillity

Con.   SMW 100 100 100 100 110 100

Exp.   SMW
12.4± 8.5± 20.3± 68.3± 89.2± 94.5±

6.46 3.57 4.76 5.36 10.24 8.57

Con：Control              Exp：Experimental 

SMW：Smooth muscle wall

D：Day W：Week M：Month

1D 3Ds 7Ds 2Ws 4Ws 5MsDay
Group
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로보고했다.

혈관경축의예방및해소를위한치료목적의연구는여러종류

의 혈관확장제를 이용하여 국소적 및 전신적 투여 또는 유리피

판의동맥내직접주사등다양하게시행되어왔다. Kim 등56)은칼

슘 길항제인 Nicardipine을 전신적투여 및 피판의 동맥내 주사시

가장 강력한 혈관확장이 나타났으며 현재 미세수술시 임상에서

가장 많이 사용되고 있는 리도케인의 국소적 투여는 가장 저조

한혈관확장이나타남을보고한바있으며, Jernbeck 등57)도 리도

케인은농도차에따라서는혈관수축도야기시킬수있다고보고

하 다. 그러나 칼슘 길항제의 전신적 및 피판 동맥내 주사는 혈

관확장 현상외에 피부 및 근육내 칼슘의 과농도 침착이 발생하

여 세포들의 허혈성 괴사를 초래하며 또한 전신적 저혈압을 유

발하여 결국 조직의 관류가 감소하여 허혈성 손상을 나타내는

부작용을지니고있다15,58). 

혈관경축해소법으로또다른연구는신경계작용에 한것으

로서혈관의외막층은교감신경섬유들이무수히산재하므로혈

관경축은이들신경계작용에기인한다고생각하여, Phelps 등19,20)

및 Bird 등21)은 교감신경 차단제 주사를 통해 그리고 Flatt59) 및

Wilgis60)는 혈관외막층을 제거하는 교감신경 절제술을 시행함으

로혈관경축의해소를이루었다. 그러나 Wadstrom 등61)은혈관경

축 현상은 신경계 작용에 의해 조절되는 것이 아니고 단지 혈관

평활근의 국소적 현상에 의한 것으로 밝혔으나 반면에 Yee 등62)

은 손가락 부위에 발생한 심한 혈관경축을 혈관 외막층을 제거

함으로써 교감신경 지배의 차단과, 혈관의 감압(decompression)

효과로인해혈관경축이해소되었음을보고한바있다.

이와같이혈관경축현상에 한기전또한아직밝혀지고있지

않았으며, 현재까지 혈관경축의 예방 및 이를 해소하기 위한 치

료약물 또는 방법이 확립되어 있는 상태는 아니다. 그러나

Bertelli와 Mira22)는 혈관경축을 해소하기 위한 새로운 방법으로

냉매제를 이용한 혈관동결을 제시하 다. 동결수술은 주로 양성

종양, 전암병소 및 악성종양의 병소부위를 파괴하기 위한 목적

으로 단독 또는 수술과 병용해 사용하는 외과적 술식의 한 방법

으로 임상적으로 여러 외과분야에서 널리 사용되고 있다. 동결

수술시이용되는냉매제의온도는 -20�-190℃로그종류에따라

프레온 가스(-29.8℃)는 피부마취시 및 피부박피술시 이용되며,

탄산가스(-78.5℃)는 피부의 반흔 또는 여드름 치료시, 아산화질

소(-89.5℃)는피부과, 안과및부인과 역의양성종양에, 액화질

소(-196℃)는 주로 침윤성이 강한 양성종양, 전구암종, 악성종양

에 사용되고 있다63). 동결수술의 장점으로는 시술이 간단하고 비

교적동통및반흔이적게발생하고출혈이없는것이나술후예

상치 못한 심한 부종의 발생과 심부 조직의 정확한 파괴정도를

알기어려운단점도있다32).

동결법으로 가장 간단한 것은 절연 손잡이로 탈지면을 냉매에

적시어 병소에 바르는 방법이 있으나 이는 병소의 크기 및 특성

에 따라 수차례 반복해야 하는 번거로움과 온도나 압력 차이가

발생할 수 있어 치료기준 설정이 어려운 단점도 있다. 그러나

Cooper와 Lee64)에의해동결기구의조절장치가개발됨에따라임

상적 적용이 용이하게 되었다. 임상적으로 사용되는 동결수술기

구 형태는 분사식 또는 동결봉으로 별된다. 분사식 방법은 동

결 효과가 심부 조직까지 크게 나타나는 장점이 있으나 작은 병

소나안구, 구강내, 질부위병소에적용시는주위인접정상조직

까지손상을줄수있는단점이있다. 동결봉은분사식기구의사

용제한이될수있는위와같은부위에적용할수있으며, 적용시

압력이 요구되는 혈관종의 치료 시에 널리 사용되고 있다65). 본

실험에서는 탄산가스를 냉매제로 이용하여 CM-73 system 663 동

결봉을사용하여 1분간혈관동결을유도하 다. 

Bertelli와 Mira22)는 백서의 상복부 동맥에 아산화질소 냉매제를

이용하여 혈관동결을 유도하여 동결의 해빙 후 즉시, 그리고 시

간 경과에 따라 120일째까지도 혈관확장을 관찰하고 이를 새로

운 혈관경축 해소법으로 제시하고 있다. Cavadas도23,24) 에틸클로

라이드 냉매제를 이용하여 동맥 및 정맥의 혈관확장 현상을 보

고한 바 있으며 또한 심한 경축 현상을 나타낸 유리비골 피판에

혈관동결을 유도하여 성공적인 임상 증례를 처음으로 발표했다.

본실험에서는 Optimas 소프트웨어프로그램을이용하여혈관의

내강, 평활근층 및 외경의 조직형태학적 계측변화를 검사한 결

과 실험 1일, 3일째에서 통계학적 유의성 있는 확장 현상을 보

으며 유의성은 없으나 4주째까지 지속되는 혈관 확장을 보 고,

5개월째에서는 조군과 거의 같은 양상을 보 다. 평활근층의

두께변화는 통계학적 유의성은 없었으나 감소된 양상을 나타냈

으며, 외경의 변화는 개체의 변이성으로 추측되는 결과와 함께

통계학적유의성은없었지만확장된양상을보 다.

혈관동결에 의한 조직 손상의 재생에 관한 연구에서 Cancilla

등66)은 백서의 뇌혈관을 동결처리 후 3일 째부터 내피세포의 재

생이시작되어 15일째정상적인혈관형태로회복된양상을관찰

하고내피세포의분화및이주는기저막으로부터기인된다고하

으며, Whittaker39)는백서의협부연조직에동결후협부미세혈

관을관찰한결과동결의해빙후협부미세혈관의혈류증가현

상이 1시간까지 관찰되었으나 그 후 혈전 형성으로 인한 혈류의

감소와 5시간 후에는 혈류가 정지됨을 보고하 다. 그러나

Bertelli와 Mira22)는 혈관동결 후 거의 모든 내막과, 중막 세포들의

파괴와 교감신경 섬유들의 변성이 관찰되었지만, 중막의 두께와

형태는 거의 정상으로 유지된 상태 으며, 또한 외막층의 맥관

벽 혈관들의 기능도 정상이었으며 모든 실험군에서 혈전, 내막

의 과증식, 동맥류성 혈관확장(aneurysmic dilatation)현상은 없었

고, 동결 120일 째에는 내막세포, 외막층의 교감신경 섬유들은

완전한 재생과, 중막세포들은 부분적 배열 이상을 보 지만 거

의 정상에 가까운 소견을 나타냈다고 보고하 다. Cadavas23,24)도

백서의 퇴 동맥과 정맥의 동결처리 후 내막 및 중막세포들의

파괴 현상을 관찰하 으나 시간경과에 따라 30일째는 내막 및

외막층은 정상적으로 회복된 소견이었으며, 중막세포들도 약간

의 배열이상을 보 으나 거의 정상에 가까운 양상이었으며, 전

실험군에서 혈전형성은 없었음을 보고하 으며, Kang 등67)도 백

서 퇴동맥 동결 후 내막세포 및 외막층 세포들은 20일째, 중막

세포들은 30일째 거의 회복된 양상이었음을 보고했다. 본 실험

에서도 동결 후 시간 경과에 따라 손상된 혈관조직들의 재생을

관찰하 으며 특히 중막층의 세포재생은 7일째 부분적으로 시
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작되어 4주째는 거의 정상소견과 유사했으며 5개월째에서는 평

활근세포들의규칙적이며성숙한방추형상을보여완전회복되

었음을알수있었다. 또한전실험군을통해혈전형성및동맥류

성 혈관확장 현상은 발견되지 않았다. 그러나 중막층의 두께는

조군에 비해 얇아진 양상을 보여 Bertelli 등22)의 소견과는 약간

상이하 다. 

혈관의 동결유도시 혈관확장 기전에 해서는 정확히 밝혀지

고 있지 않으나, Bertelli 등22) 및 Cavadas23,24)는 동결에 의한 중막층

세포들의 손상으로 이 부위의 세포들이 이주(depopulation)하기

때문이라고 보고하 으며 그 후 시간 경과에 따라 점차 손상된

중막층 세포들이 유입(repopulation)되어 재생되나 동결손상 후

중막층 두께 변화는 없었던 것으로 나타냈다. 본 실험에서도 혈

관동결후중막층세포들의손상양상이시간경과에따라재생

되는 과정을 관찰하 으나, 중막층의 두께는 감소된 양상을 나

타내 이는 Bertelli 등22)의 결과와는 상이했다. Blinzinger 등68) 및

Baker 등69)은연조직동결수술시세포들이파괴되고괴사되나세

포의 기저막 형태는 변화되지 않으며 이는 주위 정상조직들이

이주 및 분화될 수 있는 기질로 작용한다 하 으며, Kang 등67)도

혈관동결 후 손상된 내피세포들의 재생은 인접 정상 내막세포

기저막 부위로 부터 재생되었음을 보고한 바 있다. 또한 경조직

의동결수술시는모든골세포들은파괴되어무기질골체만남게

되나 이는 인접한 정상골로부터 신생골이 형성될 수 있는 기질

로작용하게된다70).

이상의문헌고찰및실험을통해혈관동결에의한혈관확장현

상은중막층의세포손상에기인되는것으로생각되며중막층세

포손상으로 인해 이 부위 세포들의 탄력 기능은 감소되어 본 실

험 결과에서와 같이 중막층 두께의 감소 현상을 나타내리라 생

각된다. 중막층 세포들은 시간 경과에 따라 재생되며, 이들은 주

위외막층에가까운부위부터재생되었는데이는외막층내맥관

벽 혈관들의 재생에 의해 기인되는 것으로 추측되었으며, 혈관

동결은 혈관확장을 초래하는 것으로 생각된다. 이에 일반적 약

물로 해소할 수 없는, 또는 심한 혈관손상에 의해 야기된 혈관경

축시이를해소하기위한방법으로혈관동결은임상적으로사용

될 수 있으리라 생각되나 추후 미세수술에 응용하기 위해서는

좀더연구가필요하리라사료된다. 

Ⅴ. 결 론

본 연구는 미세수술시 시행하는 혈관외막의 제거술 및 미세혈

관겸자사용하에탄산가스냉매제를이용하여백서의 퇴동맥

을 동결처리하고 1일, 3일, 7일, 2주, 4주, 5개월에 각각 희생하여

시간경과에 따른 혈관확장 현상에 한 조직형태학적 계측과,

혈관의 변화를 조직학적, 면역조직화학적 및 주사전자현미경적

으로조사하여다음과같은결론을얻었다.

1. 실험 1, 3일째의 혈관 내경은 각각 476.3±28.20㎛, 497.15±

48.79㎛로, 조군 230.65±47.39㎛, 227.65±29.02㎛에 비하여

통계적으로 유의성 있는 (P<0.05) 확장을 보 다. 이러한 혈관

확장은 실험 4주째까지 지속되는 소견을보 으나 실험 5개월

째에서는 조군과 유사한 혈관 내경을 보 다. 평활근층의

두께는 실험군 5개월째를 제외하고 조군에 비하여 얇아졌

으나 통계적 유의성은 없었다. 또한 혈관 외경도 모든 실험군

에서 조군에비하여넓은소견을보 다.

2. 광학현미경적 소견상 혈관손상은 실험 1일째부터 심한 평활

근층 세포 손상을 보 고 이러한 손상의 회복은 실험 7일째부

터 부분적으로 회복되기 시작하여 실험 4주째에는 거의 회복

된 소견을 보 으며 제거된 외막층은 2주째부터 조군과 거

의유사한양상을보 다.

3. 평활근 세포 PCNA 양성반응 세포는 실험 7일째부터 관찰되기

시작하여 실험 2주째까지 증가되는 경향을 보이다가 실험4주,

5개월째는 조군과거의유사한소견을보 다.

4. 평활근 세포의 α-SMA 표출은 손상이 심한 실험 1일째에는

조군에 비하여 심하게 감소된 양상이었고 7일째 증가된 양상

을보이면서 4주째는 조군과거의유사한발현을보 다. 

5. 주사전자현미경적 소견상 혈관손상이 심한 실험 1일째에는 내

피세포의탈락과내벽의평탄함이관찰되었다. 혈관손상의회

복이시작되는실험 7일째부터는내피세포의배열이다소불규

칙한양상을나타냈으나시간경과에따라회복되는소견으로,

4주째및 5개월째는 조군과거의유사한형태를보 다.

이상의 소견을 종합하면 혈관 외막 제거 후 동결은 혈관의 평

활근 세포에 손상을 주어 혈관 확장 결과를 초래하며 혈관 확장

은 4주째까지 지속되는 양상이었다. 혈관동결 손상후 평활근 세

포의재생은 7일째부터부분적으로시작하여 4주째이후에는

조군과 유사한 회복 소견을 보 으며, 이러한 치유양상은 혈관

주위 세포가 평활근층으로 유입된 결과로 생각된다. 따라서 혈

관 미세수술시 혈관 확장제로 치료되지 않는 심한 혈관경축의

발생시 이를 해소하기 위한 혈관에 한 국소적 동결 손상은 임

상적으로활용될수있을것으로생각된다.
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사진부도 설명

Fig. 1. Note partially stripping of adventitia, thick smooth muscle layer in control group (H&E, ×200).
Fig. 2. Note partially stripping of adventitia, normal smooth muscle cell in    control group (MT, ×200).
Fig. 3. Internal and external elastic fiber showing into smooth muscle layer in control group (Orcein, ×200).
Fig. 4. Negative reaction in smooth muscle layer (PCNA, ×200).
Fig. 5. Note smooth muscle showing severe positive reaction regular pattern in control group (α-SMA, ×200).
Fig. 6. Longitudinally sectioned femoral artery 1 day after sham dissection in control group. Note normal intimal surface (SEM, ×500).
Fig. 7. Note vasodilation and infiltration of inflammatory cells into adventitial layer and smooth muscle layer 1 day after freezing (H&E, ×100).
Fig. 8. Note severe injury of smooth muscle layer 1 day after freezing (MT, ×100).
Fig. 9. Note stripping of adventitial layer, irregular pattern of elastic fiber, increasing of internal diameter 1 day after freezing (Orcein, ×200).
Fig. 10. Note negative reaction of PCNA into smooth muscle layer 1 day after freezing (PCNA, ×200).
Fig. 11. Note can’t discernible shape of smooth muscle cell, negative reaction 1 day after freezing (α-SMA, ×400).
Fig. 12. Note irregular figure of initimal layer just as gravel 1 day after freezing (SEM, ×75000).
Fig. 13. Note decreasing the dimension of smooth muscle layer 7 days after freezing (H&E, ×400).
Fig. 14. Note injury of smooth muscle cells 7 days after freezing (MT, ×400).
Fig. 15. Note irregular pattern of elastic fibers 7 days after freezing (Orcein, ×400).
Fig. 16. Note mild positive reaction into smooth muscle layer 7 days after freezing (PCNA, ×400).
Fig. 17. Positive reaction showing into smooth muscle cells near the adventitial layer 7 days after freezing (PCNA, ×400).
Fig. 18. Note immatured regenerating endothelial cells 7 days after freezing (SEM, ×750).
Fig. 19. Note increasing the dimension of internal diameter, somewhat showing of smooth muscle cells after 2 weeks after freezing (H&E, ×200).
Fig. 20. Photomicrograph showing red color remnant of smooth muscle layer 2 weeks after freezing (MT, ×200).
Fig. 21. Note a little regular pattern showing of elastic fibers 2 weeks after freezing (Orcein, ×200). 
Fig. 22. Photomicrograph showing severe positive reaction in  adventitial layer 2 weeks after freezing (PCNA, ×400).
Fig. 23. Note more positive reaction present than 7 days is smooth muscle layer 2 weeks after freezing (α-SMA, ×200).
Fig. 24. Note more regenerationed figure of intimal layer than those of 7 days group (SEM, ×500).
Fig. 25. Note showing increased number of smooth muscle cells 4 weeks after freezing (H&E, ×400).
Fig. 26. Note fusiform regenerating smooth muscle cells 4 weeks after freezing (MT, ×400).
Fig. 27. Note showing nearly regular pattern of elastic fiber 4 weeks after freezing (Orcein, ×400).
Fig. 28. Photomicrograph of PCNA negative reaction in smooth muscle layer 4 weeks after freezing (PCNA, ×400).
Fig. 29. Smooth muscle cells showing more positive reaction than those of 2 weeks after freezing (α-SMA, ×400).
Fig. 30. Photomicrograph showing nearly healed intimal layer 4 weeks after freezing (SEM, ×200).
Fig. 31. Smooth muscle cells showing mature fusiform shape and regular pattern. Note intimal hyperplasia 5 months after freezing (H&E, ×400).
Fig. 32. Healed medium, note intimal hyperplasia 5 months after freezing (MT, ×400).
Fig. 33. Note elastic fiber showing regular pattern 5 months after freezing (Orcein, ×400).
Fig. 34. Photomicrograph showing negative reaction 5 months after freezing (PCNA, ×400).
Fig. 35. Photomicrograph showing severe positive reaction is medial layer 5 months after freezing (α-SMA, ×400).
Fig. 36. Healed endothelium 5 months after freezing (SEM, ×350).
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