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내독소로 전처치한 쥐 폐포상피에서 HSP70 유도가 추가 내독소 자극에 따른 
IL-6 생성능 및 세포생존도에 미치는 영향
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Effects of Heat Shock Protein 70 (HSP70) Induction after Lipopoly󰠀
saccharide Exposure on the IL-6 Production and the Cell Viability 
after Subsequent Lipopolysaccharide Challenge in Murine Alveolar 
Epithelial Cells 
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Background and Aims : Pre-induction of heat shock protein 70 (HSP70) is known to effectively attenuate the 
lipopolysaccharide (LPS)-induced inflammatory response in lung tissue. However, it is unclear if HSP70 induction 
after LPS exposure attenuates the subsequent LPS-induced inflammatory response in alveolar epithelial cells. This 
study examined the effects of HSP70 induction after LPS exposure on the IL-6 production and the cell viability after 
a subsequent LPS challenge in murine alveolar epithelial cells, and investigated whether or not HSP70 itself may 
be involved in those effects.  
Methods : Murine alveolar epithelial cells were cultured and divided into two groups; the Non-Pre-LPS group 
without a LPS pre-treatment and the Pre-LPS group with a LPS pre-treatment. Each group was subdivided into 
the following four subgroups: subgroup C (control), subgroup Q (quercetin), subgroup HSP70 (HSP70 induction), and 
subgroup HSP70-Inh (HSP70 inhibition). HSP70 expression, which was induced by sodium arsenite and inhibited 
by quercetin, was analyzed by western blot analysis. The IL-6 levels in the culture supernatant were measured by 
ELISA, and the cell viability was measured using a simplified MTT assay. 
Results : The IL-6 levels were lower in subgroup HSP70 than in subgroup C (P<0.01), and were higher in subgroup 
HSP70-Inh than in subgroup HSP70 in both the Non-Pre-LPS and Pre-LPS groups (P<0.05, P<0.01). The cell 
viability tended to decrease in the Pre-LPS group compared with the Non-Pre-LPS group. While the cell viability 
was higher in subgroups Q, HSP70, and HSP70-Inh than in subgroup C in the Non-Pre-LPS group (P<0.05, P<0.05, 
P<0.01), there was no difference in cell viability among the subgroups in the Pre-LPS group.        
Conclusion : HSP70 induction after a LPS pre-treatment in murine alveolar epithelial cells inhibits the subsequent 
LPS-induced IL-6 production without affecting the cell viability, and HSP70 by itself may play an important role 
in this proccess.  (Tuberc Respir Dis 2005; 58: 375-384)
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서   론

급성 폐손상(acute lung injury, ALI)은 여러 원인

에 의해 발생할 수 있지만 호흡기감염이 가장 흔한 원

인으로 알려져 있으며, 특히 그람음성 세균으로부터 

분비되는 내독소(lipopolysaccharide, LPS)는 호중구

에 대한 화학주성을 나타내어 폐조직 내 호중구 침윤

을 일으키고 결과적으로 심각한 LPS 유도 ALI를 유

발한다. 이와 같은 LPS 유도 ALI는 조기에 적절한 치

료가 되지 않을 경우, 폐포상피세포 방어벽의 손상정

도에 따라 예후가 극히 불량한 급성호흡부전증후군

(acute respiratory distress syndrome, ARDS)으로 이

행될 수 있다1. LPS 유도 ALI가 ARDS로 이행되는 기

전에는 LPS 유도 염증반응에 상응하는 체내 방어기

전의 불균형이 결정적인 역할을 하는 것으로 추측되

고 있는데, 이와 같은 체내 방어기전을 수행하는 물질

로는 항단백효소, 항산화물질, 항염증 시토카인(IL-10, 
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Table 1. Experimental protocol 

Main group Pre-Tx Sub-group Conditioning Recovery Post-Tx

Non-Pre-LPS
CM 
4hr

C

Q
HSP70

HSP70-Inh

CM 6hr + CM 2hr

  Q 6hr + CM 2hr
CM 6hr + SA 2hr

  Q 6hr + SA 2hr

CM 18hr
LPS
4hr

Pre-LPS
LPS
4hr

C

Q
HSP70

HSP70-Inh

CM 6hr + CM 2hr

  Q 6hr + CM 2hr
CM 6hr + SA 2hr

  Q 6hr + SA 2hr

CM 18hr
LPS
4hr

LPS: lipopolysaccharide, Tx: treatment, CM: culture medium, C: control, Q: quercetin, HSP70: HSP70 induction, 

HSP70-Inh: HSP70 inhibition, SA: sodium arsenite

IL-1 receptor antagonist 등) 및 열충격단백(heat shock 

protein, HSP) 등이 있다. 

열충격단백들은 일시적인 열충격이나 sodium arsenite 

(SA), 저산소증, 대사성 스트레스 등에 의해 유도되며
2
, 

그 중에서도 분자량이 70 kDa인 HSP70이 가장 대표

적이다. 다양한 LPS 유도 ALI 실험모델에서 SA 처치

로 미리 HSP70을 유도하고 일정시간이 경과한 후에 

LPS를 투여하면 폐조직세포로부터 TNF-α, IL-1β, 

IL-6 등의 전구염증 시토카인 분비 및 기타 LPS 유도 

염증반응들이 현저하게 억제되는 것으로 알려져 있다
3-5
. 

하지만 실제 임상에서는 LPS 유도 ALI가 발생하기 

전에 미리 HSP70을 유도하는 경우는 없기 때문에 이

와 같은 연구결과들을 임상에 적용하는데 어려움이 

따른다. 따라서 HSP70 유도를 실제 임상에 적용하기 

위해서는 세포 또는 동물들을 LPS로 미리 전처치 한 

후에 HSP70 유도를 시도하고 일정시간이 경과하여 

추가로 LPS 자극을 하였을 때에도 LPS 유도 염증

반응이 효과적으로 억제되는 지를 관찰하는 연구가 

선행되어야 한다. 이에 본 연구에서는 쥐의 폐포상피

세포를 LPS로 미리 전처치한 후 HSP70 유도를 시도

하였을 때 일정시간이 경과한 후 추가 LPS 자극에 

따른 IL-6 생성능과 세포생존도에 어떤 영향을 미치는 

지와 그 기전에  HSP70 자체가 관여하는지를 관찰하

였다.

방   법

1. 폐포상피세포 배양 

한국세포주은행(Seoul, Korea)에서 분양받은 쥐의 

제2형 폐포상피 세포주인 L2 세포를 L-glutamine(300 

㎎/L), 10% FBS(JRH Biosciences, Lenexa, KS), 15mM 

HEPES(GIBCO, Carlsbad, CA), sodium bicarbonate(2000 

㎎/L, GIBCO) 및 항생제(penicillin 100 U/㎖, streptomycin 

100 ㎍/㎖, GIBCO)가 첨가된 RPMI 1640(GIBCO) 배

지로 75T flask에서 계대 배양하여 실험에 사용하였

다. 세포생존도 측정을 위해서는 96-well culture plate

에 well당 1×10
4
 세포를, HSP70 발현과 IL-6 생성능 

측정을 위해서는 6-well culture plate에 well당 2.5×10
5
 

세포를 각각 분주하여 밤새 배양한 후에 사용하였다. 

모든 실험에는 계대배양 3회에서 8회 사이의 세포들

만 사용하였다.  

2. 실험군 및 시료준비 

우선 실험군을 Table 1에서와 같이 크게 LPS 비처

치군(Non-Pre-LPS군)과 LPS 전처치군(Pre-LPS군)

으로 구분한 후, 각 군을 다시 대조군(C군), quercetin

군(Q군), HSP70유도군(HSP70군), HSP70억제군(HSP70- 

Inh군)으로 세분하였다. 마지막에 추가 LPS 처치를 

한 후에 배양상층액은 수거하여 IL-6 측정을 위해 -70

℃에 보관하고, 세포는 단백분해효소 억제제(leupetin, 

aprotinin, phenylmethanesulfonyl fluoride, Roche Applied 

science, Mannheim, Germany)가 포함된 RIPA 용액 

200 ㎕를 첨가하여 용해시킨 후 Dismembrator(So󰠀
nifier 250, Branson, Danbury, CT)로 초음파처리 하

여 HSP70 발현 측정을 위해 -20℃에 보관하였다. 

LPS(E. Coli serotype 0127-B8, Sigma-Aldrich Co., 

ST. LOUIS, MO)의 농도는 1 ㎍/㎖, 처치시간은 4시

간으로 하였다.
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3. 세포생존도 측정

96-well plate에 배양된 L2 세포를 정해진 조건대로 

처치하여 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetr

󰠀azolium bromide (MTT) assay를 보다 단순화시킨 
Cell Counting Kit-8(Dojindo Laboratories, Tokyo, 

Japan)을 이용하여 제품설명서대로 조작한 후 450 ㎚

에서의 흡광도를 측정하였다. 각 실험군의 세포생존

도는 대조군 흡광도에 대한 상대적인 백분율(% of 

control)로 환산하여 표시하였다.

4. HSP70 유도
3

HSP70 유도는 sodium arsenite(SA, Sigma-Aldrich)

로 하였는데, 우선 96-well plate에 배양된 L2 세포를 

다양한 농도(25, 50, 75, 100 μM)의 SA로 2시간 처치

하여 24시간 후 세포생존도를 측정함으로써 세포생존

도에 영향을 미치지 않는 SA 농도를 확인하였다. 이

와 같이 확인된 SA 농도로 6-well plate에 배양된 L2 

세포를 2시간 처치하여 24시간 후 HSP70 발현을 확

인함으로써 세포생존도에 영향을 미치지 않으면서 충

분한 HSP70 발현을 유도하는 SA의 최종 적정농도를 

결정하였다. 마지막으로 6-well plate에 배양된 L2 세

포를 최종 적정농도의 SA로 2시간 처치한 후 시간별

(0, 2, 6, 8, 12, 18, 24, 48 h)로 검체를 수거하여 HSP70 

발현이 최대로 유도되는 시간을 결정하였다. 

5. HSP70 발현의 측정

HSP70 발현은 western blot으로 측정하였다. 요약

하면 Coomassie plus protein assay reagent(Pierce, 

Rockford, IL)로 각 검체의 단백농도를 미리 측정한 

후, 8% 겔(gel)에 lane당 각 검체 50 ㎍씩을 분주하여 

SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide 

gel electrophoresis)를 시행하고, 겔을 수거하여 PVDF 

membrane(Amersham Pharmacia Biotech, Bucking󰠀
hamshire, UK)으로 단백질을 이동시켰다. 그 다음 

PVDF membrane을 수거하여 10% skim milk(Difco, 

Sparks, MD)로 15분간 처리하여 비 특이결합을 차단

시킨 뒤, 1:5000으로 희석된 rabbit anti-human HSP70 

항체(SPA-812, Stressgen, Victoria, Canada)를 일차

항체로 1시간 반응시키고, 1:5000로 희석된 goat anti- 

rabbit IgG-HRP(Jackson, West Grove, PA)를 이차

항체로 다시 30분간 반응시킨 후 enhanced chemilumine󰠀
scence(ECL, Amersham Pharmacia)를 이용하여 필

름(Amersham Pharmacia)에 감광시켜 HSP70 발현을 

관찰하였다. 현상된 밴드의 강도를 densitometer로 측

정하였고 각 밴드의 양적 변화는 positive control의 

대한 상대적인 백분율(% of control)로 환산하여 서로 

비교하였다. 

6. HSP70 억제
6

HSP70 억제는 quercetin(Sigma-Aldrich)으로 하였

는데, quercetin은 dimethylsulfoxide(DMSO, Sigma- 

Aldrich)에 녹여 사용하였으며, 최종 실험에 사용된 

quercetin 용액의 DMSO 함량은 0.05% 이었다. 우선 

96-well plate에 배양된 L2 세포를 다양한 농도의 

quercetin(100, 150, 200 μM)으로 6시간 전처치한 다

음, SA로 2시간 처치하고 18시간 후 세포생존도를 측

정함으로써 세포생존도에 영향을 미치지 않는 quercetin 

농도를 확인하였다. 이와 같이 확인된 quercetin 농도

로 6-well plate에 배양된 L2 세포를 6시간 전처치한 

다음 SA로 2시간 처치하고 18시간 후 HSP70 발현을 

확인함으로써 세포생존도에 영향을 미치지 않으면서 

HSP70을 효과적으로 억제하는 quercetin의 최종 적

정농도를 결정하였다. 

7. IL-6 생성능 측정

배양상층액 내의 IL-6 농도는 ELISA kit(Biosource 

Corp, Camarillo, CA)를 이용하여 제조사의 지시된 방

법대로 측정하였으며, kit의 최저 측정한계는 8 pg/㎖

이었다. 

8. 통계

모든 변수는 평균 ± 표준오차로 나타냈다. 각 변수
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Figure 1. Effects of sodium arsenite on the viability 

of L2 cells. 

The cell viability of L2 cells treated with various SA 
concentrations for 2h followed by a recovery period 
of 24h was measured. The data is representative of 
three separate and independent experiments and is 
expressed as a Mean ± SEM. SA: sodium arsenite, 

Control: untreated cells. 

＊P＜0.01 vs. control 

Figure 2. SA-induced HSP70 expression from L2 cells. 
(A) SA dose response for HSP70 induction. Western blot analysis for HSP70 expression was performed on L2 
cells treated with 25 or 50 μM of SA for 2h followed by recovery for 24h. C: control, untreated cells. (B) Time course 
of SA-induced HSP70 expression. Western blot analysis for HSP70 expression was performed on L2 cells treated 
with 50 μM of SA for 2h followed by a predetermined recovery period. The data is representative of three separate 

and independent experiments. PC: positive control for recombinant human HSP70 

간의 통계적 검정은 SPSS 프로그램의 independent 

sample T-test를 이용하였고, P값이 0.05 미만인 경

우를 유의성이 있는 것으로 하였다.

결   과

1. HSP70 유도에 필요한 SA 적정농도

(1) SA 농도별 세포생존도

L2 세포를 25, 50, 75, 100 μM의 SA 농도로 2시간 

처치하여 24시간 후, 대조군에 대한 상대적인 세포생

존도(%)를 관찰한 결과, 75, 100 μM의 SA 농도에서 

세포생존도가 유의하게 감소하였다(73.7±3.0, 59±4.1, 

P<0.01, Figure 1). 

(2) SA 농도별 및 SA 처치 후 시간별 HSP70 발현

L2 세포를 세포생존도에 영향을 미치지 않는 25, 50 

μM의 SA 농도로 2시간 처치하여 24시간 후 HSP70 

발현에 대한 western blot을 시행한 결과, 25 μM보다 

50 μM의 SA 농도에서 HSP70 발현이 현저히 증가하

였으며 (Figure 2A), 50 μM의 SA 농도로 2시간 처치

한 후 HSP70이 최대로 발현되는 시간은 18시간 이었

다(Figure 2B).
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Figure 3. Effects of quercetin on the cell viability of 

L2 cells. 

The cell viability of L2 cells treated with various 
concentrations of quercetin for 6h followed by SA 
treatment for 2h with a recovery period of 18h was 
determined. The data is representative of three separate 
and independent experiments and is expressed as a 
Mean ± SEM. Control: untreated cells. ＊P＜0.01 vs. 

control 

Figure 4. Effects of quercetin on the SA-induced 
HSP70 expression from L2 cells. Western blot ana󰠀
lysis for HSP70 expression was performed on L2 cells 
treated with or without 100 μM quercetin for 6h fo󰠀
llowed by a treatment with 50 μM SA for 2h with a 
recovery period of 18h. The data is representative of 
three separate and independent experiments. C: 

control, untreated cells 

2. HSP70 억제에 필요한 quercetin 적정농도

(1) Quercetin 농도별 세포생존도

L2 세포를 100, 150, 200 μM의 quercetin 농도로 6

시간 전처치한 다음 SA로 2시간 처치하고 18시간 후, 

대조군에 대한 상대적인 세포생존도(%)를 관찰한 결

과 150 및 200 μM의 quercetin 농도에서 세포생존도

가 유의하게 감소하였다 (57±4.1, 55.1±3.8, P<0.01, 

Figure 3).

(2) Quercetin에 의한 HSP70 억제

L2 세포를 세포생존도에 영향을 미치지 않는 100 μ

M의 quercetin 농도로 6시간 전처치한 다음 SA로 2

시간 처치하고 18시간 후, HSP70 발현에 대한 western 

blot을 시행한 결과, quercetin 전처치를 하지 않은 대

조군에 비해 HSP70 발현이 현저하게 억제되었다

(Figure 4).

3. LPS 전처치가 HSP70 유도 혹은 HSP70 억제에 

미치는 영향

LPS 전처치는 SA에 의한 HSP70 유도 및 que󰠀
rcetin에 의한 HSP70 억제에 영향을 미치지 않았으며, 

LPS 전처치 여부에 상관없이 C군 및 Q군에서는 

HSP70 발현이 관찰되지 않았다(Figure 5). 

4. LPS 전처치, HSP70 유도 혹은 HSP70 억제가 

세포생존도에 미치는 영향 

각 실험군의 세포생존도를 Non-Pre-LPS군의 C군

에 대한 상대적인 백분율로 환산하였을 때, Non- 

Pre-LPS군에서는 Q군, HSP70군, HSP70-Inh군 모두

가 C군에 비해 세포생존도가 유의하게 증가하였지만

(100 vs 108.8±1.8, 120.7±2.5, 122.3±4.5, P<0.05,  

P<0.05, P<0.01), Pre-LPS군에서는 C군과 Q군의 세

포생존도가 유의하게 감소하였으며(100 vs 58.2±4.3, 
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Figure 5. Effects of LPS pre-treatment on HSP70 
induction or the inhibition of HSP70 expression of L2 
cells after a subsequent LPS challenge. 
Western blot analysis was performed on L2 cells 
treated using the experimental protocol described in 
the figure (Pre-LPS and Post-LPS: 1 ㎍/㎖, Quercetin: 
100 μM, SA: 50 μM). The data is representative of 
three separate and independent experiments. QC: quer󰠀
cetin control, HSP70-Ihn: inhibition of HSP70 induction 

Figure 6. Effects of a LPS pre-treatment, HSP70 
induction or inhibition of HSP70 induction on the cell 
viability of L2 cells after a subsequent LPS challenge. 
The cell viability was measured on L2 cells treated 
using the experimental protocol described in the 
figure (Pre-LPS and Post-LPS: 1 ㎍/㎖, Quercetin: 100 
μM, SA: 50 μM). The data is representative of three 
separate and independent experiments and is ex󰠀
pressed as a Mean ± SEM. * P＜0.05, ** P＜0.01 

68.9±6.1, P<0.05), HSP70군과 HSP70-Inh군에서도 

통계적으로 유의하지는 않았지만 세포생존도가 감소

하는 경향을 보였다(80.3±8.5, 79±6.6, P>0.05). 하지만 

Pre-LPS군의 각 실험군 간에는 세포생존도에 차이를 

보이지 않았다(Figure 6).  

5. LPS 전처치 후 HSP70 유도 및 HSP70 억제가 

추가 LPS 자극에 의한 IL-6 생성능에 미치는 영향

추가 LPS 자극에 의한 IL-6 생성능(pg/㎖)은 Non- 

Pre-LPS군에서는 C군에 비해 Q군 및 HSP70군 모두

가 유의하게 감소한 반면(147.1±11.8 vs 91.3±4.6, 54.4 

±3.5, P<0.01), Pre-LPS군에서는 C군에 비해 HSP- 

70군만 유의하게 감소하였고, Q군은 차이가 없었다

(123.7±6.1 vs 73.5±2.6, 124.8±7.6, P<0.01, P>0.05). 또

한 Non-Pre-LPS군과 Pre-LPS군 모두에서 HSP70군

에 비해 HSP70-Inh군의 IL-6 생성능이 유의하게 높

았다(54.4±3.5 vs 68.1±2.9, 73.5±2.6 vs 113.4±4.3, P< 

0.05, P<0.01, Figure 7).

고   찰

LPS 유도 염증반응에서 IL-6의 역할에 대해서는 

항염증작용을 한다는 보고들7,8과 강력한 호중구 화학

주성인자로 작용하여 오히려 염증반응을 증대시킨다

는 보고들이9,10 있어 아직 논란이 되고 있다. 한편 폐

포상피세포는 LPS 유도 염증반응의 주된 표적세포

(target cells)이기도 하지만 IL-6을 분비하는 작동세

포(effector cells)로도 작용하기 때문에 LPS 유도 ALI

의 병태생리에 매우 중요한 비중을 차지하고 있다11. 

이와 같은 이유로 본 연구에서는 쥐의 제2형 폐포상피

세포인 L2 세포를 실험대상으로 하였으며, 주된 관찰

항목을 IL-6 생성능과 세포생존도로 정하였다. 

HSP들은 molecular chaperone으로서 세포가 스트
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Figure 7. Effects of LPS pre-treatment, HSP70 induction or 
the inhibition of HSP70 induction on IL-6 production 
of L2 cells after a subsequent LPS challenge. The IL-6 
levels were measured from the culture supernatant of 
L2 cells treated with the experimental protocol 
described in the figure using ELISA (Pre-LPS and 
Post-LPS: 1 ㎍/㎖, Quercetin: 100 μM, SA: 50 μM). 
The data is representative of three separate and 
independent experiments and is expressed as a Mean 

± SEM. * P＜0.05, ** P＜0.01 

레스를 받는 동안 세포의 생존을 향상시키는 역할을 

하며, 이 중에서도 HSP70이 가장 중요하고 특징적인 

chaperone으로 알려져 있다12,13. 최근까지 다양한 시

험관내 혹은 동물실험으로부터 HSP70 유도가 LPS 

유도 염증반응을 효과적으로 완화시킨다는 연구결과

들이 꾸준히 보고되고 있지만, 아직 그러한 연구결과

들이 실제 임상에 적용되지는 못하고 있는데, 그 이유

는 대부분의 연구들이 세포나 동물들에게 LPS 투여 

전3,14,15 또는 LPS 투여 직후에16 HSP70 유도를 시도

하였기 때문이다. 하지만 실제 임상에서 환자가 LPS

에 노출되기 전이나 LPS에 노출된 직후에 HSP70 유

도를 시도하는 경우는 거의 있을 수가 없다. 따라서 

HSP70 유도를 실제 임상에 적용하기 위해서는 세포

나 동물들을 LPS로 미리 전처치 하거나 LPS에 지속

적으로 노출시킨 상태에서 HSP70 유도를 시도하여 

일정시간이 경과한 후에 추가로 LPS 자극을 하였을 

때 LPS 유도 염증반응에 어떤 변화가 나타나는 지를 

관찰하는 연구가 선행되어야 한다. 이에 본 연구에서

는 L2 세포를 LPS로 4시간 미리 전처치한 후에 

HSP70 유도를 시도하고 18시간 후에 같은 농도의 

LPS로 다시 자극하였을 때 LPS 유도 IL-6 생성능 및 

세포생존도가 대조군과 어떤 차이를 보이는 지를 관

찰하였다. 그 결과 L2 세포에서 HSP70 유도를 하였을 

때 LPS 전처치 여부에 상관없이 LPS 유도 IL-6 생성

능은 현저히 억제되고, 세포생존도는 LPS 전처치를 

하지 않은 경우에는 증가한 반면, LPS 전처치를 한 경

우에는 변화가 없음을 확인할 수 있었다. 이와 같은 

연구의 결과는 폐포상피세포가 LPS에 상당시간 노출

된 후에 HSP70 유도를 시도하더라도 세포생존도에는 

영향을 미치지 않으면서 LPS 유도 IL-6 생성능을 효

과적으로 완화시킬 수 있음을 시사한다.      

HSP70 유도 후에 나타나는 LPS 유도 염증반응의 

억제기전에 HSP70 자체가 관여하는 지에 대해서는 

아직 논란이 되고 있지만
17,18
, 본 연구에서 LPS 전처

치 여부와는 무관하게 L2세포에서 SA로 HSP70 유도

를 시도하면 대조군에 비해 LPS 유도 IL-6 생성능이 

유의하게 감소하였고, quercetin으로 HSP70 유도를 

억제하면 HSP70 유도 시에 비해 LPS 유도 IL-6 생성

능이 유의하게 다시 증가하였던 것으로 보아, HSP70 

자체가 L2 세포의 LPS 유도 IL-6 생성능 조절에 관여

하는 것으로 추측된다. 한편 Hershko 들은
10
 사람의 

장 상피세포에서 SA 자체가 IL-1β 유도 IL-6 생성능

을 억제시키는 효과를 지닌다고 보고한 바 있다. 

HSP70이 LPS 유도 염증반응을 억제하는 기전에 

대해서는 아직 연구 중에 있으나 현재까지는 전구염

증 시토카인 분비 억제, 세포자멸사(apoptosis) 억제
19
, 

유도산화질소 합성효소 (inducible nitric oxide synthase, 

iNOS) 억제
20
, inhibitory protein of nuclear factor- 

kappa B (I-κB)의 안정화를 통한 nuclear factor-kappa 

B (NF-κB)의 핵 전위 (nuclear  translocation) 억제21 

등이 알려져 있다. 본 연구의 결과는 이 중에서  

HSP70이 LPS 유도 전구염증 시토카인 분비를 억제

한다는 기전에 중요한 역할을 한다는 가설을 뒷받침

하는 소견으로 생각된다. 

그리고 본 연구에서 LPS 전처치를 받은 L2 세포들

은 LPS 전처치를 받지 않은 세포들에 비해 추가 LPS 
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자극 후에 세포생존도가 전반적으로 감소하는 양상을 

보였는데, 이는 LPS 자극에 미리 노출된 폐포상피세

포는 추가 LPS 자극에 의해 더욱 쉽게 손상을 받을 

수 있음을 의미하는 소견으로 생각된다. 한편 HSP70 

유도에 흔히 사용되는 SA는 그 자체가 세포독성작용

을 지니는 것으로 알려져 있으나
22
, 본 연구에서는 세

포생존도에 영향을 미치지 않으면서 충분한 HSP70 

발현을 유도할 수 있는 SA의 적정농도를 미리 결정하

여 사용하였기 때문에 SA의 세포독성작용이 실험결

과에 어떤 영향을 미쳤을 가능성은 거의 없을 것으로 

생각된다. 실제로 본 실험에서 LPS 전처치를 받지 않

은 L2 세포에서는 SA로 처치한 HSP70 유도군이 대

조군에 비해 LPS 자극 후의 세포생존도가 오히려 증

가하였으며, LPS 전처치를 받은 L2세포에서도 SA 처

치에 의한 HSP70 유도가 추가 LPS 자극 후의 세포생

존도에 영향을 미치지 않았다.        

또한 본 연구에서 HSP70을 억제하기 위해 사용한 

quercetin은 일종의 flavonoid로서 HSP70 합성 억제

기능
23
 외에도 항산화 및 항염증 작용을 하는 것으로 

알려져 있다
24
. 하지만 본 연구를 통하여 L2 세포에 

quercetin을 고농도로 투여하면 그 자체에 의한 세포

독성작용이 나타날 수도 있음을 확인할 수 있었다. 본 

연구에서 관찰된 또 한 가지 흥미로운 결과는 LPS 전

처치를 받지 않은 L2 세포에 적정농도의 quercetin을 

투여하면 LPS 자극 후 IL-6 생성능을 유의하게 억제

하는 효과가 있었으나, LPS 전처치를 받은 L2 세포의 

경우에는 그러한 효과가 뚜렷하지 않았다는 것이다. 

이와 관련하여 Manjeet 와 Ghosh는
25
 본 연구결과와 

유사하게 쥐의 대식세포에서 LPS만 처치한 군에 비

해서 LPS와 동시에 quercetin을 투여한 군이나 qu󰠀
ercetin으로 미리 처치한 후 LPS를 투여한 군 모두에

서 LPS 유도 TNF-α 생성능이 유의하게 감소한 반면, 

LPS로 전처치한 후 quercetin을 투여한 군에서는 그

러한 현상이 나타나지 않았다고 보고한 바 있다. 따라

서 정확한 기전은 아직 알 수 없지만 세포를 LPS로 

미리 전처치하면 quercetin에 의한 HSP70 합성 억제

기능은 억제되지 않지만 항염증기능이 약화되는 것으

로 추측된다. 

결론적으로 본 연구를 통하여 쥐폐포상피세포에서 

LPS 전처치 후에 HSP-70 유도를 하면 세포생존도에

는 영향을 미치지 않으면서 추가 LPS 자극에 따른 

IL-6 생성능이 억제되며, 이와 같은 현상이 나타나는 

기전에는 HSP70 자체가 중요한 역할을 하고 있음을 

확인할 수 있었다. 이와 같은 연구결과는 향후 임상에

서 HSP70 유도를 LPS 유도 ALI의 새로운 치료전략

으로 개발하기 위한 기초자료로 응용될 수 있을 것으

로 추측된다. 

요   약

목  적 : 

폐포상피세포의 LPS 전처치 여부에 따라 HSP70 

유도가 추가 LPS 자극에 의한 IL-6 생성능 및 세포생

존도에 미치는 영향과 그 기전에 HSP70이 관여하는 

지를 관찰하였다. 

방  법 :  

쥐의 폐포상피세포를 배양하여 LPS 전처치군과 비

처치군으로 분류한 후, 각 군을 다시 대조군, quercetin 

단독투여군, HSP70 유도군, HSP70 억제군으로 나누

어 추가 LPS자극 후에 HSP70 발현, IL-6 생성능 및 

세포생존도를 관찰하였다. HSP70 유도에는 sodium 

arsenite(SA)를, HSP70 억제에는 quercetin을 사용하

였으며, HSP70 발현은 western blot으로, IL-6 생성

능은 ELISA로 측정하였다. 세포생존도는 단순화한 

MTT 측정법으로 관찰하였다.

결  과 :

세포 생존도에 영향을 미치지 않으면서 충분한 

HSP70 발현을 유도하는 SA 농도는 50 μM, HSP70 

발현을 억제하는 quercetin 농도는 100 μM이었다. 

LPS 전치치 여부에 상관없이 HSP70 유도군은 대조

군에 비해 추가 LPS자극에 의한 IL-6 생성능이 현저

히 감소하였으며, HSP70 억제군은 HSP70 유도군에 

비해 추가 LPS자극에 의한 IL-6 생성능이 유의하게 

다시 증가하였다. 세포생존도는 LPS 비처치군에서는 

각 실험군이 대조군에 비해 유의하게 증가하였지만, 

LPS 전처치군에서는 각 군 간에 차이가 없었다.    

결  론 : 

이와 같은 결과는 쥐폐포상피세포에서 LPS 전처치 
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후에 HSP70 유도를 하면 세포생존도에는 영향을 미

치지 않으면서 추가 LPS 자극에 따른 IL-6 생성능이 

억제되며, 이러한 현상이 나타나는 기전에는 HSP70 

자체가 중요한 역할을 하고 있음을 시사한다. 
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