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내독소로 유도된 급성폐손상에서 Diltiazem 전처치가 호중구성 산화성 스트레
스에 미치는 효과
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Pretreatment of Diltiazem Ameliorates Endotoxin-Induced Acute 
Lung Injury by Suppression of Neutrophilic Oxidative Stress
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Background : Acute respiratory distress syndrome (ARDS) is characterized by severe inflammatory pulmonary edema 

of unknown pathogenesis. To investigate the pathogenesis of ARDS associated with neutrophilic oxidative stress, the 

role of phospholipase A2 (PLA2) was evaluated by the inhibition of calcium channel.

Methods : In Sprague-Dawley rats, acute lung injury (ALI) was induced by the instillation of E.coli endotoxin (ETX) 

into the trachea. At the same time, diltiazem was given 60 min prior to tracheal instillation of ETX. Parameters of 

ALI such as lung and neutrophil PLA2, lung myeloperoxidase (MPO), BAL neutrophils, protein, surfactant were 

measured. Production of free radicals from neutrophils was measured also. Morphological studies with light microscope 

and electron microscope were carried out and electron microscopic cytochemistry for detection of free radicals was 

performed also.

Results : Diltiazem had decreased the ALI parameters effectively in ETX given rats and decreased the production of 

free radicals from neutrophils and lung tissues. Morphological studies denoted the protective effects of diltiazem.

Conclusion : Diltiazem, a calcium channel blocker, was effective in amelioration of ALI by the suppression of 

neutrophilic oxidative stress mediated by PLA2 activation.  (Tuberc Respir Dis 2006; 60: 437-450)
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서 론

급성호흡곤란증후군 (acute respiratory distress 

syndrome, ARDS)은 multiple organ dysfunction 

syndrome (MODS)이나 systemic inflammatory res-

ponse syndrome (SIRS)과 연관된 폐장의 심한 염증

성질환으로서 폐장내 모세혈관의 손상 및 alveolar 

barrier의 손상에 따른 폐부종을 주소로 하는 질환이

다. 1967년 Ashbaugh
1
는 성인에 있어서의 다양한 원

인 즉 다발성외상, 감염, 고농도 산소투여 등에 의해 

발병하는 호흡곤란을 주 증상으로 하는 이 질환을 성

인에 있어서의 원인불명의 호흡곤란 증후군으로 정

의하였다. 그 뒤로 계속된 ARDS의 병인론 연구는 이 

질병에 대한 상당한 이해를 가져왔으나 최근에 와서

는 ARDS의 원인에 따라 그 병인론(pathogenesis)도 

다양하며 이에 따른 특정한 치료가 없이는 사망률의 

감소는 기대하기 어렵다는 보고2도 있다.

지금까지 알려진 ARDS의 특징적인 병리학적인 

소견은 염증세포의 침윤, 그 중에서도 호중구의 침윤

이 두드러지며 이때 산화성 스트레스에 따른 세포의 

변형이 눈에 띈다. 즉 Martensson 등이 주장하는 폐

장내 산화성 스트레스의 주 특징인 제 2형 폐포세포

의 팽대 및 lamellar body의 변형이 현저하게 나타난

다3. ARDS 모델을 이용한 병인론 연구에서도 부분적

이기는 하나 폐장의 산화성 스트레스가 ARDS의 병

인론 중의 중요한 부분을 차지하고 있다고 생각된다4. 

따라서 폐장의 염증성반응이 산화성 스트레스와 관
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계가 있을 것으로 생각된다.

즉 조직의 소견상 호중구의 침윤이 현저하므로 짧

은 시간내에 호중구에서 산소기의 생성이 과다하면 

이에 따른 조직의 손상이 가능할 것이다
5
. 그러나 현

재까지도 어떤 원인에 의해 호중구가 폐장에 침윤하

는지는 명확하지 않다. 지금까지의 보고로 미루어 혈

중 염증성 사이토카인 및 지질 분자의 증가에 의해 

유착분자가 활성화되는 것이 중요한 원인인 듯하다
6
. 

염증성 사이토카인이 일차적으로 호중구에 의한 산

화성 스트레스의 조건을 제공하는 것으로 해석하는 

보고
7
도 있다. 예로서 cytokine-induced neutrophil 

chemoattractant (CINC) 같은 사이토카인은 폐장내 

대식세포에서 유리되어 폐 세척액 내의 농도가 증가

하면 호중구에 대한 화학주성을 유발한다
8
. 또한 tra-

nsforming growth factor-β (TGFβ)같은 사이토카

인도 호중구의 화학주성 및 respiratory burst에 관여

한다
9
. 그러나 침윤한 호중구에서의 산소기의 생성에

는 또 다른 기전이 작용하는 것 같다. Lee 등은
10-12
 다

양한 ARDS 모델에서 phospholipase A2 (PLA2)의 활

성화가 호중구에 의한 산소기 생성의 주된 원인이라

며 PLA2의 억제가, 비록 실험동물에서 나타나는 현

상이기는 하나, 급성 폐손상을 현저히 감소시킨다고 

주장하고 있다.

이를 뒷받침하는 다른 보고들에서도 PLA2, 또는 

PLA2에 의한 대사물들은 호중구에서의 산소기 생성

을 자극하는 것을 확인하고 있다. Mepacrine같은 비

특이성(non-specific) PLA2 억제제에 의한 효과뿐만 

아니라 최근 계속적으로 발견되는 PLA2의 다양한 아

형도 폐장에서의 산화성 스트레스에 관여함을 시사

하고 있다. PLA2의 억제가 폐장의 산화성 스트레스

를 감소시켜 급성 폐손상을 감소시킨다면 부신피질 

호르몬 같은 PLA2 억제제도 효과가 있어야 할 것이

나 임상적, 실험적 결과는 만족스럽지 못하다
13
. 이것

은 PLA2 억제의 기전에 따른 효과의 차이가 아닌가 

생각되는데 부신피질 호르몬은 호중구막의 PLA2의 

억제에는 효과가 없다는 보고
14
는 이에 대한 해석의 

실마리를 제공한다. 즉 호중구에서의 산소기 생성이 

PLA2에 의한 산화성 스트레스와 관계가 있다는 것을 

시사한다. 호중구의 산화성 스트레스에 따른 폐장조

직의 손상기전 중 임상적으로 중요한 병인 중 하나가 

패혈증, 그 중에서도 그람음성균에 의한 패혈증이다. 

패혈증에 의한 ARDS의 병인론 연구는 방대하나 아

직 근본적인 기전은 밝혀지지 않고 있고 이 중 산소

기에 의한 조직의 손상도 한 부분을 차지한다
15
. 최근

의 연구는
16,17
 분명히 PLA2의 다양한 아형들이 패혈

증에 의한 ARDS의 발병에 관여함을 보여주고 있다. 

이러한 PLA2의 아형들은 칼슘이온의 존재 하에서 대

부분 활성화된다
18
. ARDS의 치료를 목적으로 칼슘통

로 억제제를 사용한 보고들은 만족스럽지 못하며 특

히 패혈증에 의한 ARDS에 대한 보고는 거의 없는 실

정이다. 이에 더하여 ARDS의 치료목적으로 사용되

는 특정한 약물이 개발되어 있지 않은 상태이므로 본 

연구에서는 패혈증에 의한 ARDS 모델에서 칼슘통로 

억제제인 diltiazem의 전처치에 따른 PLA2의 억제가 

폐장내 산화성스트레스를 감소시켜 폐손상의 억제를 

가져오는지 알아보는 것을 그 목적으로 하였다.

본 연구에서 패혈증 ARDS모델에서 칼슘통로 차

단제를 사용한 이유는 첫째 내독소에 의한 급성 폐손

상시 PLA2가 관여하는 것이 분명하며, 둘째 대부분

의 PLA2가 활성화 되는 데는 칼슘이온이 필수 불가

결한 요소이며, 셋째는 계속 발견되는 PLA2의 아형

에 작용하는 특이성 있는 약물개발에는 시간과 노력

이 많이 요구되므로 알려진 칼슘통로 억제제인 

diltiazem을 시도해 보기로 하였다. 흥미로운 보고들 

중에는 ARDS시에 보이는 산화성 스트레스의 반응속

도조절 (rate limiting) 인자는 PLA2를 다시 활성화하

는 소위 양성 되먹이기 작용을 나타낸다고 하므로
19
 

PLA2의 효과적인 억제는 패혈증에 의한 급성 폐손상

을 감소시킬 가능성 특히 호중구에 의한 산화성 스트

레스 감소에 의한 효과가 있는지를 알아보기 위하여 

본 연구를 시행하였다.

대상 및 방법

1. 시약 및 실험동물 :

Enflurane (아리레인
®
)은 일성신약주식회사, xyla-

zine은 Haver사 (New York, NY, USA), PLA2의 활
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성도 검사를 위해 사용한 palmitoyl-2(9,10(N)-
3
H) 

palmitoyl-phosphatidylcholine (
3
H-DPPC)은 NEN 

life science product (Boston, MA, USA)에서 구입하

였고 그 외의 모든 시약은 Sigma Chemical Company 

(St. Louise, USA)에서 구입하였다. 실험동물은 체중 

300 gm 내외의 무균성 Sprague-Dawley 종 수컷 흰

쥐를 사용하였다. 실험군은 생리적 식염수를 기도로 

투여한 대조군, 내독소 투여군, 내독소 및 diltiazem을 

투여한 군으로 하였다.

2. 흰쥐에서의 급성폐손상의 유도 :

내독소를 이용하여 급성폐손상을 유발하기 위해서

는 대장균의 내독소 (E. coli endotoxin, type 0127; 

B8) 100 ㎍을 0.5 ml의 생리적 식염수에 녹여 기도내

로 직접 분무 (insufflation)하였다. 내독소 투여후 5시

간이 경과한 뒤 급성폐손상이 일어났음을 확인하였

다. Diltiazem의 효과를 확인하기 위하여 diltiazem 

(3.0 mg/kg)을 생리적 식염수에 녹인 후 내독소 투여 

60분 전에 복강 내로 투여하였다.

3. 폐장내 PLA2 활성도 변화의 측정 :

내독소에 의한 폐장의 PLA2 활성도의 변화 및 칼

슘이온통로 차단에 따른 PLA2 활성도의 변화를 Kat-

sumata 등의 방법
20
에 따라 측정하였다. 

내독소를 기도내로 분무 후 5시간이 경과한 뒤 실

험동물을 ketamine hydrochloride (60 mg/kg) 및 x-

ylazine (10 mg/kg)으로 마취하고 개흉술을 시행하였

다. 그 후 폐동맥에 삽관 한 뒤 관을 Masterflex 관류

펌프 (Cole-Parmer, USA)에 연결하여 생리적 식염

수로 폐장을 관류하여 혈액을 제거하고 적출하여 -7

0℃에 동결보존 하였다. 동결보존된 우측폐장을 1 

mM의 DTT, 0.25 M sucrose 용액 4.0 ml에 녹인후 

Polytron homogenizer (Kinematica AG, Swizland)

로 마쇄하였다. 마쇄 후 4℃에서 60초간 Vibracell 

(Sonics & Material Inc. USA)을 이용하여 초음파 처

리한 후 cell lysate를 얻었고 이중 0.1 ml를 PLA2 활

성도 검사에 이용하였다. 즉 0.1 ml의 cell lysate는 

900 ㎕의 2.0 μCi 의 3H-dipalmitoylphosphatidylcho-

line이 함유된 완충용액 (100 nM glycine, 10 g/L 

BSA, 2.5 mM deoxycholate, 0.1 mM lecithin, 20 

mM CaCl2, 1.75 mM ethanol, pH 9.0)과 혼합한 후 3

7℃의 항온수조에서 30분간 반응시켰다. 그 뒤 1 gm

의 Na2SO4를 각 시료의 시험관에 첨가하여 단백질을 

침전시키고 0.1 %의 빙초산이 함유된 5.0 ml의 acidic 

hexane을 가하여 혼합한 뒤 hexane층을 분리하고 이

중 1.0 ml를 3.0 ml의 scintillation cocktail과 혼합한 

뒤 β-scintillation spectrometry를 시행하였다. PLA2

의 표준시료로는 Crotalus adamanteus PLA2 0.01 

unit를 매 실험마다 사용하였고 PLA2 1.0 unit는 1분

당 유리지방산 1 μmol이 생산되는 것으로 정의하였

다.

4. 호중구에서의 PLA2 활성도의 검사 :

내독소가 호중구의 PLA2의 활성도에 미치는 영향

을 알아보기 위하여 Haslett등의 방법
21
에 따라 호중

구를 분리한 뒤 2×10
6
개의 호중구가 포함된 10 % 

normal pooled serum이 함유된 1.0 ml의 HBSS 완충

용액에 10 ㎍의 내독소를 가한 뒤 15분간 37℃의 항

온수조에서 반응시켰다. 그 후 20,000 rpm에서 3분간 

원심분리를 시행하여 호중구를 분리하고 여기에 0.1 

ml의 0.2 mM DTT, 0.25 mM sucrose 용액에 부유시

킨 뒤 4 ℃에서 10초간 초음파처리 (sonication; Vib-

racell, Sonics & Material Inc. USA)하여 호중구의 

lysate를 분리하였다. 이 lysate를 이용하여 Katsu-

mata 등의 방법
20
에 따라 PLA2의 활성도를 측정하였

다. 이때 PLA2의 기질로는 
3
H-DPPC를 사용하였다. 

반응은 호중구의 lysate와 2 μCi의 3H-DPPC가 함유

된 완충용액(100 mM glycine, 10 g/L BSA, 2.5 mM 

deoxycholate, 0.1 mM lecithin, 20 mM CaCl2, 1.75 

mM ethanol, pH 9.0) 과 혼합후 37 ℃의 항온수조에

서 30분간 반응시킨 후 200 ㎕의 20 mM EDTA로 반

응을 중지시키고 acidic hexane을 이용 유리지방산을 

분리 후 β-scintillation spectrophotometry를 시행하

였다.
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5. 폐장의 호중구 침윤의 확인 :

내독소를 투여 5시간 후 폐장 내 호중구의 침윤을 

반영하는 지표를 보기위해, Goldblum 등의 방법
22
에 

따라 폐장 내 myeloperoxidase(MPO)의 활성도를 측

정하였다. 내독소 투여 후 5시간이 경과한 뒤 실험동

물을 ketamine hydrochloride (60 mg/kg) 및 xyla-

zine (10 mg/kg)으로 마취한 뒤 Masterflex perfusion 

pump (Cole-Parmer, USA)를 이용하여 생리적식염

수로 폐장을 관류하여 혈액을 제거한 뒤 액체질소에 

담궈 즉시 동결하고 이어 -70℃에서 보존하였다. 동

결 보관하던 좌측폐장을 4.0 ml 20 mM potassium 

phosphate (pH 7.4) 용액에 담근 뒤 4 ℃에서 분쇄하

여 균질액을 만들고 4 ℃, 40,000 g (Beckman, USA)

에서 30분간 원심분리 하였다. 그 후 상등액은 버리고 

침전층을 4.0ml의 0.5% hexadecyl tetramethyl am-

monium bromide가 함유된 50mM potassium phosp-

hate (pH 6.0)용액에 부유시킨 후 4℃에서 90초간 V-

ibracell (Sonics & Materials Inc. USA)를 이용하여 

초음파처리를 해서 세포를 분쇄하였다. 그 뒤 균질액

을 60 ℃ 항온수조에서 120분간 반응시킨 후 1.0 ml를 

취하여 0.168 gm 의 o-dianisidine이 함유된 500 μM 

과산화수소용액 3.0 ml 와 반응시켜 이때 시간의 경

과에 따른 흡광도의 변화를 측정하였다. 이때 구한 

dA/dt의 값에 13.5를 곱한 값을 폐장의 무게로 나누

어 MPO의 활성도 (U/g of wet lung)를 계산하였다. 

6. 내독소에 의한 호중구의 폐포강내 이동 (mig-

ration)의 확인 :

내독소 투여 5시간이 경과한 후 혈중 호중구의 폐

포강 내로의 이동을 확인하기 위하여 폐세척액내의 

호중구의 수를 산정 (enumeration)하였다. 즉 8.0 ml

의 생리적 식염수로 폐세척 (bronchoalveolar lavage, 

BAL)을 시행한 후 폐세척액을 상온, 1500 rpm에서 

원심분리를 시행하였다. 그 후 상등액을 분리하고 침

전층에 0.1 ml의 생리적 식염수를 첨가, 혼합하여 재

부유한 다음 hemocytometer를 이용, 백혈구의 수를 

산정 하였다. 또한 70-100 ㎕의 세포부유액을 cytos-

pin을 이용하여 슬라이드를 제작한 다음 Wright 

stain을 시행하고 이중 호중구의 백분율을 구하여 호

중구의 수를 산출하였다. 동시에 내독소와 diltiazem 

투여 후 폐세척액내의 세포성분을 확인하기 위하여 

Wright stain한 슬라이드를 검경하였다.

7. 호중구의 산소기 생성에 미치는 diltiazem의 효과

의 검사 :

NADPH oxidase assay

호중구에서 산소기생성에 미치는 diltiazem의 효과

를 알아보기 위하여 Haslett등의 방법
21
에 따라 인체

의 혈액으로부터 호중구를 분리한 후 Botha등의 방

법
23
에 따라 cytochrome-c reduction assay를 시행하

였다. 즉 2개의 50 ml 주사기에 15 ml의 pentaspan과 

0.1 ml의 heparin (1,000 U)를 혼합한 뒤 30 ml의 혈

액을 뽑아 혼합한 뒤 수직으로 세워 40분간 방치하여 

혈장층을 분리하였다. 분리된 혈장층은 55%, 74% 등

장성 percoll 용액을 이용하여 상온, 1,500rpm에서 20

분간 비중차 원심분리 (gradient centrifugation)를 시

행하였다. 원심분리후 55%, 74% 경계면에 모인 호중

구층만을 분리 한 뒤 이 호중구를 생리적 식염수와 

혼합후 1,000rpm에서 2회 원심분리 하여 세척하였다. 

cytochrome-c reduction assay는 호중구 2×10
6
개가 

든 시험관에 phorbol myristate acetate (2.5 ㎍/ml), 

diltiazem (100 nmol)을 가하여 37℃의 항온수조에서 

15분간 반응시켰고 그후 파장 550 nm에서 Spectrop-

hotometer (Shimazu, Japan)를 이용하여 흡광도의 

변화를 검사하였다.

8. 내독소에 의한 혈관내피세포 손상의 확인 :

내독소 투여 5시간 경과 후 폐세척을 시행하여 폐

세척액내의 호중구의 수를 산정하고 상등액 속의 단

백질의 함량을 Brown 등의 방법
24
에 따라 측정하였

다. Alveolar flooding시에는 혈관내피세포의 손상에 

따른 혈중 단백질의 유출이 간질 및 폐포강내로 일어

나므로 이를 확인하기 위하여 폐세척액내의 단백질

의 함량을 측정하고, 각 실험군 에서의 함량을 비교하
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였다.

9. Pulmonary surfactant의 정량 :

Pulmonary surfactant의 정량을 위해서는 주성분

인 인지질을 측정하였다. 인지질의 함량을 측정하기 

위해서는 실험동물에서 8.0 ml의 생리적 식염수로 폐

세척을 시행하여 6.0 ml정도의 폐세척액을 얻었다. 

이 폐세척액을 상온 4℃ 1,500 rpm에서 원심분리하여 

세포성분을 가라앉힌 후 상등액을 이용하여 인지질

을 정량하였다. 폐세척액에서 인지질을 분리하기 위

해서는 Bligh와 Dyer법
25
을 이용하였다. 즉 폐세척액 

1.0 ml에 2.0 ml의 chloroform-methanol혼합액 (v/v, 

1:2)을 첨가한 뒤 혼합하고 다시 1.0 ml의 chloroform

을 첨가하여 혼합한 다음 강하게 교반한 뒤 다시 1.0 

ml의 생리적 식염수를 첨가하여 혼합하였다. 그 뒤 

상온, 2000rpm에서 5분간 원심분리하여 chloroform

층만을 분리한 뒤 질소가스하에서 건조시켰다. 이렇

게 분리된 지질에서 인지질만을 정량하기 위해서는 

Hess와 Derr의 방법
26
에 따라 인 (phosphorus)을 정

량한 뒤 Corbet 등
27
에 따라 인지질로 환산하였다. 즉 

분리된 지질은 60 % perchloric acid 및 10N의 황산 

용액하에서 250 ℃이상의 silicon oil bath에서 가열하

여 유기물을 제거한 뒤 malachite green이 함유된 

ammonium molybdate용액과 반응시켜 이때의 발색

정도를 660nm에서 spectrophotometer (Shimazu, 

UV -Vis spectrophotometer, Japan) 비색정량하였

다. 

10. 형태학적인 관찰 :

1)광학현미경을 이용한 관찰

광학현미경을 이용한 관찰; 내독소가 폐장내 형태

학적인 변화를 일으키는 것을 관찰하고 동시에 내독

소에 의한 급성 폐손상시 diltiazem이 미치는 효과를 

형태학적으로 알아보기 의하여 내독소 투여 후 5시간

이 경과한 뒤 폐장을 적출 하였다. 적출된 폐장은 적

당한 크기로 절제한 뒤 10 % formalin용액이 담긴 캡

이 있는 용기에 담근 뒤 용기 내에 주사기를 이용하

여 진공상태를 만들어 조직 내의 공기를 제거한 뒤 

고정하였다. 그 후 고정이 끝난 조직을 세척, 탈수의 

과정을 거쳐 파라핀에 포매하고 Rechert - Jung mic-

rotome2040으로 박절한 뒤 hematoxylin - eosin용액

으로 염색 후 검경하였다.

2) 전자현미경을 이용한 미세구조변화의 관찰 :

내독소에 의한 폐손상시 diltiazem에 의한 효과를 

미세구조의 변화를 관찰함으로써 알아보기 위하여 

절제된 폐조직을 2.5 % glutaraldehyde로 고정하고 

밀폐된 용기에서 진공상태를 유발하여 조직내의 공

기를 제거하였다. 전(前)고정이 끝난 조직은 1.0 M 

phosphate buffer (pH 7.4)로 수세한 후 1 % osmium 

tetroxide로 후(後)고정하였다. 그 뒤 alcohol-propy-

lene 계열로 순차적으로 농도를 증가시켜 탈수한 뒤 

epoxy-resin에 포매 하였다. 포매된 조직을 37 ℃에

서 12시간, 60 ℃에서 24시간 동안 열중합 시키고 

60-70nm로 초박절편을 만든 뒤 uranyl acetate와 

lead citrate로 염색한 뒤 투과전자현미경 (9H-600, 

Hitachi)으로 관찰하였다. 

3) 폐장내 산소기 형성의 관찰 :

내독소 및 diltiazem에 의한 폐장내 산소기 형성을 

검사하기 위하여 Hobson등의 방법
28
에 따라 CeCl3 

cytochemical electron microscopy를 시행하였다. 호

중구에서 생성되는 O2▔는 SOD 및 catalase에 의해 

과산화수소로 변환되며 cerium chloride는 이 과산화

수소와 반응하여 cerrous perhydroxide과립을 형성한

다. 전자현미경하에서 이 cerrous perhydroxide는 전

자의 밀집도가 높은 과립으로 나타난다. 폐장조직을 

적출 즉시 2.0 mM cerium chloride, 10 mM 3-ami-

no-1,2.4-triazol, 0.1 M tris- maleate buffer (pH 7.5), 

7 % sucrose, 0.002% Triton X-100로 조제된 기질에 

담그고 37℃에서, 30분간 반응시켰다. 반응이 끝난 조

직을 0.1 M tris-maleate buffer (pH 7.4)와 0.1 M ca-

codylate buffer로 수세하고 alcohol-propylene oxide 

계열로 농도를 증가시키며 탈수시킨 다음 epoxy- 
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Figure 1. Changes in PLA2 activity in the lung. 
Comparing with control rats, ETX-treated rats show 
higher (P<0.001) PLA2 activity in the lung, however 
the PLA2 activity was down to the control level by the 
effect of diltiazem (P<0.001).
Number of experiments are in the parentheses.
*P<0.001, Control vs ETX
#P<0.001, ETX vs ETX+diltiazem
ETX; endotoxin-treated
ETX+diltiazem; Diltiazem was treated prior to endo-
toxin

Figure 2. Comparison of PLA2 activity in the isolated 
human neutrophils. Endotoxin had increased (P<0.01) 
the production of oxidants from neutrophils compar-
ed with that of non-stimulated neutrophils. In con-
trast, pretreatment of diltiazem had decreased (P<0. 
01) the production of oxidants from endotoxin- char-
ged neutrophils.
Number of experiments are in the parentheses.
*P<0.01, Control vs ETX
#P<0.01, ETX vs ETX+diltiazem
ETX; endotoxin-treated
ETX+diltiazem; Diltiazem was treated prior to endo-
toxin

resin에 포매하였다. 포매된 조직을 열중합 시켜 블록

을 제작한 뒤 ultramicrotome (Recher Supernova)을 

이용하여 60-70 nm의 두께로 초박절편하여 uranyl 

acetate로 염색한 뒤 투과전자현미경으로 관찰하였

다.

11. 통계처리 :

모든 성적은 Student-Newmann-Keuls test를 이

용하여 검정하였고, p value가 0.05 이하인 것을 유의

하다고 판정하였다.

결 과

1. PLA2의 활동도

PLA2 활동도는 내독소 투여군에서 대조군보다 높

았고, diltiazem 투여군에서는 낮았다. 즉 대조군에서

의 폐장 PLA2의 활동도(mU/g of wet lung)는 37. 

64±1.71이었으나 내독소 투여군은 128.24±5.18로 높

았고 (P<0.001), 내독소 투여 전 diltiazem을 투여한 

군에서는 38.03±6.53으로 유의하게 (P<0.001) 낮았다

(Figure 1). 분리된 호중구에 있어서도 대조군에서의 

PLA2 활성도 (mU/2×10
6
cells)는 0.46±0.01 이었으나 

내독소를 첨가하여 반응시킨 경우에 있어서는 0.74± 

0.02로 높았고 (P<0.01) 내독소 및 diltiazem을 첨가

하여 반응시킨 경우에는 0.38±0.01로 내독소만 첨가

한 경우와 비교시 유의하게 (P<0.01) 낮았다 (Figure 

2).

2. MPO활동도의 변화

폐장내 MPO 활동도(U/g of wet lung)는 대조군에

서 8.66±1.56 이었으나 내독소투여 군에서는 57.16± 

3.49로 높았고 (P<0.001), 내독소 투여 전 diltiazem을 

투여한 군에서는 29.52±3.39로 내독소 투여군에 비하

여 낮았다 (P<0.001) (Figure 3).
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Figure 4. Comparison of the degree of neutrophilic 
migration into the alveolar lumen in rats. Comparing 
with control rats, ETX-treated rats showed increased 
(P<0.001) migration of neutrophils into alveolar 
lumen denoted in the increased number of neutroph-
ils in BAL fluid. In contrast, pretreatment of diltiazem 
before endotoxin charge had decreased (P<0.001) the 
migration of neutrophils into alveolar lumen denoted 
in the decreased number of neutrophils in BAL fluid 
compared with that of endotoxin-treated rats.
Number of experiments are in the parentheses.
*P<0.001, Control vs ETX
#P<0.001, ETX vs ETX+diltiazem
ETX; endotoxin-treated
ETX+diltiazem; Diltiazem was treated prior to endo-
toxin

Figure 3. Changes in MPO activity in endotoxin and 
diltiazem treated rats. Endotoxin had increased (P 
<0.001) the pulmonary MPO activity which was reve-
rsed (P<0.001) by pretreatment of diltiazem before 
endotoxin insult in rats.
Number of experiments are in the parentheses.
*P<0.001, Control vs ETX
#P<0.001, ETX vs ETX+diltiazem
ETX; endotoxin-treated
ETX+diltiazem; Diltiazem was treated prior to endo-
toxin

3. 폐세척액내 호중구의 산정

대조군에서의 폐세척액내 호중구의 수(millions/ 

two lungs)는 0.06±0.01이였고 내독소 투여군에서는 

33.02±5.20으로 높았으며 (P<0.001) diltiazem 투여 

후 내독소를 투여한 군에서는 9.61±1.99로 유의하게 

낮았다 (P<0.001) (Figure 4).

4. NADPH oxidase assay

 

분리된 호중구에 아무런 자극을 가하지 않은 경우

에 있어서는 cytochrome-c의 reduction (nmol/2×10
6 

cell)이 3.88±0.66이었으나, phorbol myristate acetate 

(PMA)로 자극한 군에서는 60.60±11.91로 대조군에 

비해 높았고 (P<0.001), PMA 및 diltiazem을 동시에 

시험관내에 첨가 후 반응시킨 경우에는 18.30±1.88로

서 PMA만 첨가한 군에 비해 낮았다 (P<0.001) 

(Figure 5). 이러한 결과는 diltiazem이 PMA에 의해 

생성되는 산소기의 생성을 억제함을 의미한다.

5. 폐세척액내 단백함량의 변화

내독소 투여 후 5시간 경과 후 폐세척액내의 단백

함량은 대조군의 2.72±0.12에 비해 5.68±0.66으로 유

의하게 높았고 (P<0.01), 내독소 투여 전 diltiazem을 

투여한 군에서는 2.31±0.14로서 내독소 투여군에 비

하여 낮았다 (P<0.001) (Figure 6).

6. Pulmonary surfactant 함량의 변화

내독소 및 내독소 투여 전 diltiazem을 투여했을때

의 pulmonary surfactant 함량(μmol/ml of BAL)의 

변화는 Figure 7 과 같다. 대조군에서는 1.56±0.16이

었으나 내독소 투여 군에는 3.69±0.36으로 높았고 
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Figure 6. Effect of diltiazem on the lung leak caused 
by endotoxin. Endotoxin had increased (P<0.01) lung 
leak denoted by the protein content (mg/ two lungs) 
in BAL compared with that of control rats. Diltiazem 
decreased (P<0.001) the lung leak denoted by the 
decreased content of BAL protein compared with that 
of endotoxin-treated rats.
Number of experiments are in the parentheses.
**P<0.01, Control vs ETX
#P<0.001, ETX vs ETX+diltiazem
ETX; endotoxin-treated
ETX+diltiazem; Diltiazem was treated prior to endoto-
xin

Figure 5. The effect of diltiazem on the generation 
of oxidants from isolated neutrophils. By stimulation 
of neutrophils by PMA, there was significant increa-
sed production of oxidants (P<0.001), which was 
down to significant lower level (P<0.001) by diltia-
zem.
Number of experiments are in the parentheses.
*P<0.001, Control vs ETX
#P<0.001, ETX vs ETX+diltiazem
ETX; endotoxin-treated
ETX+diltiazem; Diltiazem was treated prior to endot-
oxin

Figure 7. The changes in the amount (μmol/ two 
lungs) of pulmonary surfactant in BAL. Endotoxin had 
increased (P<0.001) the secretion of phospholipid co-
mpared with that of control rats. Pretreatment of dil-
tiazem decreased the secretion of phospholipid (P< 
0.01) in endotoxin-charged rats.
Number of experiments are in the parentheses.
*P<0.001, Control vs ETX
##P<0.01, ETX vs ETX+diltiazem
ETX; endotoxin-treated
ETX+diltiazem; Diltiazem was treated prior to endoto-
xin

(P<0.001), 내독소 투여 전 diltiazem을 투여한 군에

서는 내독소 투여군에 비하여 낮았다 (P<0.01).

7. 폐세척액내의 세포의 구성

Figure 8 은 폐세척액내의 백혈구를 cytospin하여 

검경한 결과이다. 대조군에서는 대부분의 백혈구의 

구성이 거의 단핵구로 구성되어 있으나 (Figure 8-a) 

내독소투여 5시간 후에는 거의 호중구로 구성되어 있

음을 보여주고 있으며 (Figure 8-b) 내독소 투여전 

diltiazem을 투여한 군에서는 단핵구 및 호중구의 혼

재가 나타나고 있다(Figure 8-c).

8. 형태학적인 소견

광학현미경을 이용한 병리학적 검사의 소견은 

Figure 9와 같다. 대조군에 있어서는 정상적인 조직

학적 소견을 보이고 있고 (Figure 9-a), 이에 비해 내

독소를 투여한 군에서는 혈관주위의 부종 (periva-
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a  b  c

Figure 10. Ultrastructural changes of the lung in endotoxin and endotoxin with diltiazem treated rats. Well 
preserved alveolar type Ⅱ cells and type I cell were shown (a). After ETX challenge, there were interstitial edema 
(asterik), thinning of basement membrane (arrow head) and endothelial edema (arrow) were noted. Particularly, 
hypertrophy and vacuolization of lamellar bodies were prominent in alveolar type Ⅱ cell (b). Bar indicates 2㎛. In 
contrast, pretreatment of diltiazem reduced interstitial edema. And lamellar structure of the alveoar type Ⅱ cells 
were relatively well preserved also (c). Adhesion of neutrophils were noted(arrow head in ETX-treated rats). but 
surrounding structures were relatively intact(10-c).
Bar indicates 3㎛. T2 : alveolar type II pneumocyte

a  b  c

Figure 9. Histological changes in the lungs of rats given ETX and diltiazem with ETX. In control rats, alveolar 
septa and lumen are well preserved (a). 5h after ETX challenge, perivascular edema (asterik) and migration of 
inflammatory cells (arrow head) were observed. Atelectasis was found also(A, b) (b). Hyaline membrane was also 
found in alveolar lumen(h, 9-b). However, in rats given diltiazem and ETX, alveolar septa and lumen were 
relatively well preserved and pervascular edema was minimal (arrow head, c.) Bar indicates 50 ㎛.

a  b  c

Figure 8. Photographs of BAL-cytospinned film. 5h after in saline insufflated rats the compositions of cellular 
components in BAL were almost monocytes (a). In contrast, the cellular components were almost neutrophils in 
ETX-treated rats (b). In diltiazem and ETX-treated rats, the cellular components of BAL fluid were monocytes and 
neutrophils and they were intermingled (c). Bar indicates 50㎛.
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a  b  c

Figure 11. Detection of hydrogen peroxide with CeCl3 cytochemical electron microscopy. In control and diltiazem 
with endotoxin treated rats, few cerrous perhydroxide deposits were found (a,c), however, dense deposits of 
cerrous perhydroxide granules were found along the alveolar lining (arrow head) of ETX-treated rats. Bar 
indicates 3㎛.

scular cuffing), 폐포강내의 호중구의 유주 및 무기폐

가 관찰되었다 (Figure 9-b). 이에 비하여 diltiazem

을 투여한 군에서는 내독소군에 비해 이러한 병리학

적 소견이 적게 관찰 되었다 (Figure 9-c).

전자현미경을 이용한 미세구조의 변화를 관찰한 

결과 정상적인 조직 (Figure 10-a)에 비하여 기저막

의 변화, 제 2형 폐포세포의 변형 및 세포질내 lame-

llar body의 팽대가 관찰되고 또한 혈관내피세포의 

괴사 및 호중구의 침윤이 관찰되었다 (Figure 10-b). 

이에 비하여 diltiazem 투여군에서는 제 2형 폐포세포

의 변형이 적었고 혈관내피세포도 비교적 정상적으

로 보존되었다 (Figure 10-c).

폐장내 산소기의 생성을 관찰한 CeCl3 cytochemi-

cal electron microscopy의 결과는 Figure 11과 같다. 

정상조직 (Figure 11-a)에 비하여 내독소 투여군에서

는 cerrous perhydroxide 과립이 전반적으로 많이 관

찰되었고 특히 제 1, 2형 폐포세포의 막을 따라 많이 

관찰되었다 (Figure 11-b). 이에 비하여 diltiazem을 

투여한 후에는 폐장내 cerrous perhydroxide의 과립

이 적게 관찰됨으로 미루어 폐장내 산소기 생성이 감

소함을 알 수 있었다 (Figure 11-c).

고 찰

내독소에 의한 급성 폐손상 시 폐장내 PLA2의 활

성도는 증가해 있고 또한 호중구에서의 PLA2의 활성

도도 내독소에 의해 증가한다. 내독소가 어떤 원인에 

의해 조직이나 호중구에서의 PLA2의 활성도를 증가

시키는지는 명확하지가 않다. 내독소는 폐장의 대식

세포를 자극하여 TNF, IL-1, IL-8같은 다양한 염증

성 사이토카인을 유리하며 이 중 TNF나 IL-1은 

PLA2의 활성도를 증가시킨다고 한다
29. 또한 PLA2에 

의해 생성되는 platelet-activating factor (PAF)는 

NFkB같은 transcriptional factor를 활성화시켜 PLA2

의 생성을 촉진하거나30 PAF자체가 PLA2를 활성시

킨다는 주장31도 있다.

PLA2의 활성화는 칼슘이온의 작용에 의존하는 

type이 많으므로 본 연구결과에서 보듯이 칼슘통로 

차단제에 의해 그 활성도가 감소하고 있다. PLA2의 

활성도 자체는 칼슘이온의 영향을 받으므로 칼슘농

도의 감소나 칼슘의 침전 등이 PLA2활성도의 감소를 

가져옴은 당연하나 칼슘통로 차단제가 PLA2활성도

를 억제하는 기전은 명확하지 않다. 칼슘통로 차단제

는 일반적으로 세포외액속의 칼슘이온을 세포내로 

이동하는 것을 차단하므로 세포질내의 칼슘농도를 

감소시킬 것으로 생각된다. PLA2는 최근까지도 계속 

아형이 발견되고 있으며 크게는 세포질형 (cytosolic 

type)의 PLA2와 분비형 PLA2와 구분되며 분비형 

PLA2는 계속적으로 그 아형이 발견되고 있다
32. Na-

kashima 등33은 PLA2의 작용에 의해 아라키돈산이 

세포막에서 유리될 때 세포외액의 칼슘이온은 아라

키돈산의 유리와는 관계가 없고 세포내액의 칼슘농
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도 증가가 아라키돈산의 유리를 증가시킨다고 하였

다. 따라서 본 연구결과에서 보이는 칼슘통로 차단제

의 효과는 주로 세포질형 PLA2의 억제에 의한 효과

가 아닌가 생각된다. 세포질형 PLA2는 활성화되는데 

칼슘이온이 필요하므로 본 실험결과에서 보듯이 칼

슘통로 차단제에 의해 그 활성도가 감소한 듯하다.

내독소에 의해 폐장내 PLA2가 활성화됨으로써 생

성되는 lysophosphatidylcholine, 아라키돈산, PAF 같

은 염증성 지질분자들은 호중구의 화학주성을 유발

하며 폐장내 호중구의 침윤을 유발한다
34
. 내독소의 

이러한 효과는 내독소 자체의 작용에 의한 것 같지는 

않다. 본 실험결과에 의하면 내독소 투여후 1시간 후

에 폐세척을 시행하면 폐세척액내에는 주로 단핵구

만 관찰되며 5시간이 경과하면 PLA2의 활성도의 증

가와 더불어 거의 호중구만 폐세척액내에서 관찰된

다. 이것은 내독소의 작용에 의해 대식세포가 활성화

되어 염증성 사이토카인이 유리되고 이에 따른 PLA2

의 활성화 및 사이토카인 자체효과에 의해 호중구의 

침윤이 일어나는 것을 의미한다. PLA2의 활성화는 

칼슘통로 차단제에 의해 억제되므로 폐장내 호중구

의 침윤 및 폐포강쪽으로의 호중구의 이동 (migra-

tion)이 감소하여 폐세척액내의 호중구의 수가 감소

한다.

PLA2의 활성화는 호중구에서의 산소기 생성과도 

밀접한 관계가 있다
35
. 본 연구에서 보듯이 호중구에

서의 PLA2 활성도는 내독소에 의해 증가하고 또한 

칼슘통로 차단제에 의해 감소하고 있는데 동시에 칼

슘통로 차단제는 호중구에서의 산소기의 생성을 억

제하고 있다. 호중구에서의 산소기 생성은 PLA2에 

의해 생성되는 아라키돈산, PAF의 NADPH oxidase

의 활성화에 의하며 이때 생성된 과산화수소에 의해 

PLA2는 다시 활성화된다
36
. 즉 PLA2는 호중구에서 

산소기를 생성 조절하는 일종의 반응속도조절인자 

(rate limiting) 효소로 생각된다. 내독소는 본 연구결

과에서 보듯이 폐장내 혈관내피세포의 손상을 가져

와 폐포강내로 단백질을 유출시키는데 이때 폐장조

직의 손상기전은 호중구의 단백분해효소나 산소기의 

작용에 의함이 유력하다
37
. 이에 대한 실험적 증거로 

노 등
38
은 내독소에 의한 폐장의 손상 시 폐장조직내

의 lipid peroxide의 일종인 malondialdehyde의 농도

가 현저히 증가한다고 보고하고 있다. 칼슘통로 차단

제인 diltiazem은 PLA2의 작용을 억제함으로써 폐세

척액내의 단백함량을 감소시키고 있다.

PLA2의 작용의 억제에 의한 급성 폐손상 감소에 

대한 보고
39
들 중 많은 보고들이 PLA2의 억제가 산소

기 생성을 감소시킴으로써 조직의 손상을 감소시킨

다고 주장하고 있고 이러한 보고들은 본 실험의 결과

와 일치한다.

급성 폐손상시 폐장내 surfactant대사의 변화는 아

직 명확히 밝혀지지 않았다. Nakos 등
40
은 ARDS환

자에 있어서의 폐세척액내 surfactant의 함량은 AR-

DS 초기에는 증가하나 시간이 경과하면서 폐장의 손

상이 심해지면 surfactant의 분비가 감소한다고 보고

하고 있다. 본 연구에서는 내독소에 의해 surfactant

의 양이 증가하고 있고 PLA2의 억제에 의해 대조군 

수준으로 감소하고 있다. 이러한 현상은 내독소에 의

해 유발된 산화성 스트레스에 의해 제2형 폐포세포에

서의 surfactant의 분비가 증가한 것이 아닌가 추정된

다. 폐장내 산화성 스트레스는 제2형 폐포세포의 특

징적인 형태학적인 변화를 가져온다. 즉 제2형 폐포

세포내의 lamellar body의 심한 팽대, 공포화 및 lam-

ellar body 내의 인지질이 폐포강내로의 이동하는 것

들
41
이다. Surfactant자체가 항산화작용이 있어서 그 

분비의 증가가 유발된다는 보고
42
도 있고 N-nitroso 

-N-methylurethane (NNNMU)에 의한 급성폐손상

시 PLA2의 활동도 증가와 더불어 제 2형폐포 내의 

lamellar body의 심한 팽대가 surfactant의 유리증가 

및 산화성 스트레스와 관계가 있다는 보고
43
도 있다. 

이러한 보고들을 근거로 할 때 본 실험의 결과에서 

보이는 폐세척액내 surfactant 함량의 증가는 호중구 

침윤에 따른 산화성 스트레스에 의한 것으로 생각된

다. 또한 diltiazem의 작용에 따른 PLA2 활성도의 감

소로 산화성 스트레스가 억제되어 surfactant의 분비

가 정상화 된 것으로 추정된다. 본 연구에서의 형태학

적인 연구결과들은 위에서 언급한 추론 내지 결론을 

뒷받침하고 있다.

광학현미경적인 소견상 내독소는 폐장내 호중구의 

침윤, 폐포강내 호중구의 유주 및 혈관주위 부종 등의 
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소견을 보이며 칼슘통로 차단제는 이러한 변화를 감

소시키고 있다. 전자현미경에 의한 미세구조의 변화

도 이를 뒷받침한다. 내독소에 의한 호중구의 혈관내

피세포 유착, 혈관내피세포의 괴사 및 간질의 부종이 

관찰되며 diltiazem은 이러한 소견을 감소시키고 있

다. 형태학적인 산화성 스트레스의 증거는 전자현미

경을 이용한 세포화학적검사 (cytochemistry)에서도 

잘 나타나고 있다. 내독소는 폐장내의 과산화수소의 

생성을 증가시키고 특히 제1, 2형 폐포세포의 막에 밀

집된 형태를 보인다.

Lee 등
10-12
은 반복해서 PLA2에 의한 호중구성 산

화성 스트레스가 이러한 변화의 원인이라고 주장하

고 있다. 즉 다양한 형태의 ARDS 실험동물모델에서 

PLA2의 활성화가 호중구성 산화성 스트레스를 유발

하며 이때 과산화수소의 생성을 전자현미경을 이용

한 세포화학적 검사법으로 증명할 수 있다고 주장한 

바 있다. 또한 호중구막의 NADPH oxidase의 작용에 

의해 생성되는 산소기의 생성을 형태학적으로 규명

하였다. 폐장내의 과산화수소의 생성도 칼슘통로 차

단제에 의하여 현저히 감소하고 이어서 diltiazem이 

폐장의 산화성 스트레스 또한 감소시킴을 알 수 있다. 

이러한 실험적 증거들은 PLA2의 작용억제가 폐장내 

산화성 스트레스, 특히 호중구의 침윤에 따른 산화성 

스트레스의 감소를 통해 조직의 손상을 감소시킴을 

시사한다.

현재까지의 PLA2와 산화성 스트레스에 관한 문헌

들
44,45
은 PLA2의 억제에 따른 ARDS의 치료효과에 

대해 긍정적으로 보는 측면이 많으나 실질적으로는 

임상적 적용의 예가 거의 없고, 새로운 약제도 개발된 

것이 거의 없다. 본 연구는 그러한 점에서 기존의 약

물 중 PLA2를 억제하는 효과가 있는 것을 선택하여 

동물실험을 통해 그 효과를 알아보았으며, 결과적으

로 PLA2의 억제를 통해 산화성 스트레스감소에 따른 

긍정적인 결과를 얻었다고 볼 수 있으나 ARDS의 병

인론이 단순히 호중구성 산화성 스트레스에 의한 것

만은 아니므로 다른 각도에서의 연구도 차후 필요할 

것으로 사료된다. 또한 본 실험은 급성폐손상 발현 전

에 diltiazem을 전처치한 결과이므로 ARDS 발병 후

의 효과에 대해서는 추가 연구가 필요할 것으로 사료

된다.

요 약

연구배경 : 

급성호흡곤란증후군의 병인론 중 산화성 스트레스

는 페 모세혈관손상의 중요한 기전의 일부이다. 본 연

구에서는 호중구에 의한 유리 산소기의 형성이 PLA2

의 활성화와 관계가 있음을 근거로 하여 calcium 

channel blocker인 diltiazem이 내독소에 의한 급성 

폐손상에 미치는 영향을 알아보고자 하였다.

방 법 :

체중 300 gm 내외의 수컷 Sprague-Dawley흰쥐에

서 내독소를 이용하여 급성 폐손상을 유도하고 동시

에 내독소 투여 60분전에 diltiazem (3 mg/kg)을 복

강 내로 투여하였다. 급성 폐손상이 유도된 흰쥐에서 

폐장의 PLA2, 사람에게서 분리된 호중구에서의 PL-

A2, 폐장의 MPO의 활성도, 폐세척액내의 호중구의 

수, surfactant, 단백함량, 호중구에서의 유리 산소기

의 생성 등을 측정하였다. 또한 광학 현미경 및 전자 

현미경을 이용하여 형태학적인 변화를 관찰하였고, 

동시에 전자현미경 세포화학법을 이용하여 폐장내의 

유리 산소기의 생성도 검사 하였다.

결 과 :

내독소 투여 후 5 시간 후에는 급성 폐손상이 유발

되고 폐장 및 호중구의 PLA2, MPO, 폐세척액내의 호

중구수, 단백함량 및 surfactant의 함량이 높게 측정

되었다. 형태학적으로는 내독소에 의한 급성 페손상

이 확인되었고 전자현미경을 이용한 세포화학적 검

사에서는 폐장 내 유리 산소기의 생성이 증가되었음

을 확인하였다. Diltiazem은 이러한 모든 변화를 감소

시키고, 호중구에서의 산소기의 생성도 감소시켜 내

독소에 의한 급성 폐손상을 감소 시켰다.

결 론 : 

Diltiazem을 이용한 PLA2의 억제는 내독소에 의한 

급성 페손상에서 호중구에 의한 산화성 스트레스를 

경감함으로써 그 손상을 줄일 것으로 사료된다.
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