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ABSTRACT

The essential factor of acute respiratory distress syndrome (ARDS), an acute lung injury accompanied commonly by

sepsis syndrome is accumulation of neutrophils in lung tissue. The study attempted to confirm whether a lung injury would

be decreased with the anti-inflammatory effect of germanium by the treated germanium prior to the development of ARDS

and whether nitric oxide influence in suppressing a lung injury. Test groups were divided in the following structure for

experiment; CON that has been administered with sodium chloride to airway, LPS administered with endotoxin for 5

hours in the same amount and 5 hours of endotoxin administered Ge++LPS following 1 hours of pre-treated germanium.

The result of a test using experimental animals, infilteration of neutrophils (p⁄0.001) in bronchoalveolar lavage fluid

(BALF) was significantly decreased, the structure of lung tissue was preserved relatively well, and much neutrophils with

distinct positive were observed on tunel staining which showed increase of apoptotic neutrophils in the pre-treated ger-

manium group compare to the endotoxin administrated group. In observation of ultrastructural changes of cell in BALF,

phagocytic alveolar macrophage was increased in alveolar space, the nucleus of most engulfed neutrophils were condens-

ed, and some apoptosis neutrophils appears to be DNA fragmentation and effacement of cellular organelles were found in

intercellular matrix in the pre-treated germanium group. However, the nitric oxide showed increase in all the groups ex-

cluding CON, and the nitric oxide effect such as degranulation diminishing of mast cells and apoptosis increase of neutro-

phils in the pre-treated group only. The situation appears that there was change in internal environment of the experimen-

tal animal by the pre-treated germanium before the nitric oxide is produced and the anti-inflammatory effect activated the

pre-processed germanium by nitric oxide which activated following the change. Therefore, the nitric oxide created from

macrophage in accordance with the pre-treated germanium appears to influence in alleviating a lung injury. Accordingly,

acute lung injury is alleviated by the anti-inflammatory effect of germanium such as inhibition of neutrophils migration,
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서 론

급성호흡곤란증후군 (acute respiratory distress syndrome:

ARDS)은 다양한 원인에 의해 초래되는 급성 염증성 폐질

환으로 Ashbaugh et al. (1967)에 의한 처음 보고에서 외상

및 패혈증의 선행 후 빈호흡과 동반된 호흡부전, 심한 저산

소증, 양측 폐의 미만성 침윤이 동반되는 질환이고, 이는 투

과성 폐부종의 증가 및 계면활성제의 감소로 인한 것이라

고 추측되었다. 그러나 ARDS에 관한 연구가 수 십년간 계

속되고 있지만 현재까지도 ARDS로 인한 사망률은 약

40~60%로 높게 나타나고 있다(Milberg et al., 1995; Zil-

berberg & Epstein, 1998). ARDS는 폐렴, 폐 좌상, 위 내용물

의 흡입, 지방 색전, 연기나 독가스의 흡입, 패혈증, 쇼크성

장애, 심한 외상, 약물 과다, 급성 췌장염 등의 다양한 원인

들에 의해 발생되며(Pepe et al., 1982; Fowler et al., 1983;

Sloane et al., 1992; Doyle et al., 1995; Hudson et al., 1995),

국내 보고 자료에 의한 ARDS 발생 확률은 패혈증(55%),

폐렴 (28%), 흡인성 (16%), 외상 (11.4%)순이었다 (대한결핵
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회, 1997). ARDS는 위 기술한 어떤 원인이든 폐포-모세혈

관 장벽(alveolar-capillary barrier)의 파괴로부터 기인하며,

이로 인해 폐포-모세혈관 장벽의 투과성이 증가되어 단백성

분이 풍부한 삼출액이 폐포 내로 다량 유입되어 폐부종이

발생하며(Ware & Matthay, 2000), 제II형 폐포세포의 손상으

로 폐포 표면의 계면활성제(surfactant) 생성에 장애를 일으

켜 호흡부전의 결과가 초래된다(Pittet et al., 1997). ARDS

발병 후 경과를 밝혀내기 위한 수단으로 기관지폐포세척술

(bronchoalveolar lavage: BAL)을 시행했을 때, 기관지폐포

세척액(bronchoalveolar lavage fluid: BALF)내에는 사이토

카인, 반응성 산소기, 류코트리엔, 활성화 보체 등의 염증 매

개 물질들이 증가하고, 정상 폐에서 5% 미만을 차지하는 호

중구가 전체 세포의 80%를 차지할 정도로 증가한다(Baugh-

man et al., 1996). 형태학적 소견 상에서도 ARDS 초기의 폐

조직에서는 호중구의 침윤이 관찰되는데(Pittet et al., 1997)

폐조직으로의 호중구 이동은 호중구 화학주성인자, 사이토

카인 등 폐의 호중구 유주인자에 의한 것이다(Smith et al.,

1991). 자극을 받아 활성화된 호중구는 세포 밖으로 elastase,

collagenase, myeloperoxidase (MPO)와 같은 단백질 분해효

소, 아라키돈산 대사물 (arachidonate), 활성산소기 (reactive

oxygen free radical) 등의 독성 물질을 분비하여 폐포-모세

혈관 장벽(alveolar-capillary barrier)의 파괴를 포함하는 급

성 폐손상을 유발시킨다(Tate & Repine, 1983). 호중구를 인

위적으로 제거한 동물에 내독소나 종양괴사인자를 투여하면

폐손상이 감소한다는 보고(Heflin & Brigham, 1981; Flick et

al., 1981; Stephens et al., 1988)로 폐조직의 호중구 침윤과

폐손상이 상응하는 관계임을 알 수 있다. 최근 Sibille &

Reynols (1990), Abraham (2003)은 내독소로 유도된 ARDS

에서 폐손상을 일으키는 가장 중요한 인자가 바로 호중구

라고 하였고 급성 폐손상에서 폐포강 큰포식세포가 폐로의

호중구 집결을 감소시켜 항염증 작용을 가진다는 보고

(Beck-Schimmer et al., 2005)와 실험동물에 게르마늄을 투

여하면 호중구의 세포사가 촉진되고, 폐포강 큰포식세포의

호중구 탐식능력을 증가시켜 내독소로 유도된 급성 폐손상

이 감소한다는 보고(Cho, 2005)는 큰포식세포의 기능적 변

화를 이용하여 폐손상의 가장 중요한 인자가 호중구임을

설명하고 있다. Cho (2005)의 보고에서 호중구의 세포사 유

도물질로 사용된 유기 게르마늄 화합물 Ge-132는 각 세포

에 충분한 산소를 공급해 줌으로써 세포의 활성을 촉진시

키고(Levine & Kidd, 1986), 관절염과 간염 등에 대한 항염

증작용(Sasaki et al., 1984; Dimartino et al., 1986), 큰포식세

포와 자연살해세포의 기능을 활성화시키는 면역증강작용

(Aso et al., 1985; Suzuki et al., 1986; Sung, 1997), 그리고 세

포막의 지질과산화를 방지하여 세포막의 산화적 손상을 감소

시킬 수 있는 항산화 작용(Hiroshi et al., 1991; Yang, 2001)

을 한다고 알려져 있다. 특히 게르마늄 투여에 의해 큰포식

세포는 활성화되고(Suzuki et al., 1986), 활성화된 큰포식세

포는 산화질소(Nitric oxide: NO)를 생성, 분비하게 되는데

(Nagata, 1978; Artman & Seeley, 1979), 최근 폐손상에 대한

산화질소의 효과가 보고되어 임상적으로 산화질소의 흡입

치료가 연구, 이용되어지고 있다. 폐손상에서 외인성으로 산

화질소를 흡입시키거나 L-arginine으로 내인성 산화질소 생

성을 촉진시키면 실험동물의 폐에서 산화제에 의한 혈관

손상이 감소하고(Kavanagh et al., 1994; Darley-Usmar et al.,

1995), 그람 음성균으로 유도한 돼지(Yorkshire swine) 패혈

성 급성 폐손상 모델에서는 흡입된 산화질소에 의해 활성

화된 호중구들의 폐포-모세혈관 장벽을 통한 폐 침윤이 저

해됨으로써 폐포-모세혈관 장벽의 손상이 감소하며(Bloom-

field et al., 1997), 내독소로 유발된 토끼의 급성 폐손상에서

는 염증 세포의 활성산소기 생성과 염증전구사이토카인 생

성이 감소되어 토끼의 급성 폐손상이 감소한다고 하였다

(고 et al., 2001). 산화제 손상에서 산화질소가 보호작용을
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하는 기전으로 철 매개 산화제 생성 억제에 따른 지질과산

화 억제, 백혈구 유착과 활성화의 방해, 염증세포에 의한 산

화제 생성 감소, 비만세포의 탈과립 차단, 세포독성 매개물

질의 분비 억제, 세포내 cGMP 증진 등이 보고 되었다(Aoki

et al., 1990; Clancy et al., 1992; Gaboury et al., 1993; Kubes,

1993; Kurose et al., 1994; Chang et al., 1996). 또한 산화질소

는 세포사에 직∙간접적으로 영향을 미치고 있음이 알려졌

다(Dimmeler & Zeiher, 1997; Kim et al., 1999; Chung et al.,

2001). 산화질소는 미토콘드리아 막에서 cytochrome c를 유

리시키며(Kim et al., 1998; Umansky et al., 2001), DNA 손상

후 p53 유전자를 활성화시켜 세포사를 유도한다고 하였다

(Kim et al., 1998; Lala & Chakraborty, 2001). 

따라서 본 연구에서는 내독소로 유도된 급성 폐손상에서

게르마늄을 투여하면 폐 부종을 비롯한 급성 폐손상의 증

상이 감소, 호중구의 세포사가 증가, 큰포식세포가 활성화,

큰포식세포에 의해 세포사된 호중구가 포식된다는 보고

(Cho, 2005)를 바탕으로 ARDS 발병 전에 게르마늄을 투여

했을 때 게르마늄에 의해 호중구의 세포사가 증가하는지,

활성화된 큰포식세포에 의해 세포사한 호중구가 탐식됨으

로써 폐손상이 감소되는지, 그리고 폐손상 억제에 산화질소

가 연관되어 있는지를 알아보고자 다음과 같은 실험을 수

행하였다. 

호중구의 세포사 증가, 큰포식세포의 활성화, 큰포식세포

의 포식능 증가여부를 폐세척액 내 호중구 수 산정, 호중구

의 세포사 관찰, 비만세포의 탈과립화 관찰, 큰포식세포의 세

포사한 호중구의 탐식관찰, 산화질소(Nitric oxide: NO)의 정

량, 그리고 유도성 산화효소 합성효소(inducible nitric oxide

synthase: iNOS)의 발현정도 측정을 통해 확인하고자 하였다.

재료 및 방법

1. 실험동물 및 시약

실험동물은 Sprague-Dawley종 수컷 흰쥐를 대한실험동

물(Korea)로부터 구입한 후 1주간 적응 사육시킨 후 250

~270 g의 외견상 건강한 동물들을 실험에 사용하였다. 게

르마늄 (Bis-carboxyethyl-germanium Sesquioxide anhyd.

GeCH2CH2(COOH)2O3, 99.8% up)은 weinstein chemicals,

Inc. (USA), Enfluran (아리레인®)은 일성신약주식회사, 그리

고 Xylazine은 Haver사(New York, NY, USA)에서 구입하

였고, 그 외 내독소를 비롯한 모든 시약은 Sigma-Aldrich,

Inc. (USA)에서 구입하여 사용하였다. 

2. 내독소 및 게르마늄의 투여

실험군은 생리식염수를 기도로 투여한 대조군, 동량의 내

독소 투여군, 그리고 게르마늄을 전처리 한 내독소 투여군

으로 나누었다. 급성 폐손상을 유발하기 위해 실험동물을

Enfluran으로 흡입마취 시킨 후 내독소(Lipopolysaccharide;

Escherichia coli, 0127 : B8) 100 μg을 0.5 mL의 생리식염수

에 녹여 기도내로 분무하고 5시간 경과한 뒤 호흡곤란 증

세로 급성 폐손상이 일어났음을 확인하였다. 게르마늄(26

mg/100 g)은 증류수에 녹여 복강으로 투여한 후 1시간 동

안 방치하여 혈중 농도를 높인 다음 내독소를 기도내로 분

무하였다.

3. 기관지폐세척액 (Bronchoalveolar lavage Fluid: BALF)

내의 호중구 산정

호중구가 폐조직 내로 이동한 정도를 확인하기 위하여

실시하였다. 내독소 투여 5시간 후 ketamine hydrochloride

(60 mg/kg) 및 xylazine (10 mg/kg)으로 실험동물을 마취하고

8.0 mL의 생리식염수로 기관지폐세척을 시행한 후 얻은 6.0

mL의 기관지폐세척액을 상온에서 1,500 rpm으로 10분간

원심분리하여 상층액을 제거하고, 침전층을 생리식염수 1

mL로 재부유시킨 다음 Tuerk 용액으로 염색한 뒤 hemo-

cytometer를 이용해 백혈구를 산정하였다. 남은 백혈구 용

액 중 200 μL를 취하여 도말 표본 제작, Wright 염색한 후

전체 백혈구 중 호중구를 산정하여 백분율로 환산하고 기

관지폐세척액 내 호중구의 수(millions/two lungs)를 계산하

였다. 

4. 광학현미경을 이용한 조직학적 관찰

1) 파라핀 블록 및 슬라이드 제작

내독소 투여 5시간 후 ketamine hydrochloride (60 mg/kg)

및 xylazine (10 mg/kg)으로 실험동물을 마취하고 개흉술을

시행하여 폐를 적출하였다. 적출된 폐는 10% PBF (Phosphate

Buffered (Neutral) Formalin)에 넣어 조직 내 공기를 제거,

고정한 후 흐르는 물에 수세하고, 알코올의 농도를 순차적

으로 증가시켜 탈수시키고 xylene으로 여분의 알코올을 제

거한 후 포매하였다. 제작된 블록을 박절기 (Microtome,

Model 45, Lipshaw)를 이용해 4~5 μm 두께로 박절하여 슬

라이드를 제작하였다. 

2) Hematoxylin-Eosin 염색

폐조직의 일반적인 형태변화를 관찰하기 위하여 실시하

였다. 박절한 절편을 Hematoxylin-Eosin으로 염색, 봉합하여

광학현미경(BH-2, Olympus)으로 관찰하였다. 

3) Toluidine Blue 염색

폐조직 내 비만세포의 수적변화와 탈과립 정도를 관찰하

기 위하여 실시하였다. 박절한 절편을 Toluidine Blue로 염

색, 봉합하여 광학현미경(BH-2, Olympus)으로 관찰하였다.



현미경 배율을 ×40로 고정한 다음 area/field==1.92 mm2 내

에서 전체 비만세포 중 탈과립된 비만세포의 비율을 계산

하였다.

4) TUNEL 염색 (Terminal deoxynucleotidyl-transferase-

mediated dUTP Nick End Labelling stain) 

폐조직 내 호중구의 세포사 현상을 관찰하기 위하여 실

시하였다. 박절된 절편은 Apoptag Peroxidase In Situ Apop-

tosis Detection Kit (Chemicon International, USA)를 이용하

여 염색하였다. 즉 silanized slide에 부착시킨 절편을 20 μg/

mL proeinase K로 처리한 후 3% hydrogen peroxide로 처리

한 다음 equilibration buffer에 20분 동안 담근 후 TdT en-

zyme (Terminal deoxynucleotidyl Transferase)으로 37�C에서

1시간 동안 충분한 습기를 유지하면서 incubation하였다. 이

후 stop/wash buffer로 반응을 정지시키고 anti-digoxigenin-

peroxidase로 충분한 습기를 유지하면서 37�C, 30분 동안

incubation한 후 0.06% 3.3′-diaminobenzidine tetrahydrochlo-

ride (DAB)로 발색하였고, hematoxylin으로 대조염색하였다.

5. 기관지폐세척액 내 세포의 미세구조변화의 관찰

기관지폐세척액 내 호중구의 세포사와 큰포식세포의 포

식능을 미세구조적으로 관찰하기 위하여 실시하였다. 내독

소 투여 5시간 후 ketamine hydrochloride (60 mg/kg) 및 xyla-

zine (10 mg/kg)으로 실험동물을 마취하고 8.0 mL의 생리식

염수로 기관지폐세척을 시행한 후 얻은 6.0 mL의 기관지폐

세척액을 상온에서 1,500 rpm으로 10분간 원심분리하여 상

층액을 제거하고, 침전물을 e-tube로 옮긴 후 2.5% glutaral-

dehyde (0.1 M phosphate buffer, pH 7.4, 4�C)에서 20분간 전

고정하였다. 4�C의 0.1 M phosphate buffer (pH 7.4)로 세척

후 1% osmium tetroxide에 15분간 후고정시키고 4�C의 0.1

M phosphate buffer (pH 7.4)로 세척하였다. 그 후 알코올 농

도를 증가시켜 탈수하고, propylene oxide로 치환하여 epoxy

resin을 침투시키고 포매하였다. 전과정은 원심분리 하에서

실시하였으며, 37�C에서 12시간, 60�C에서 48시간 동안 열

중합시켜 블록을 제작하였다. 블록은 초박절편기(Ultramicro-

tome, Reichert Supernova)를 이용해 60~80 nm로 초박절하

였다. 그 후 uranyl acetate와 lead citrate로 이중염색하고 투

과전자현미경(H-600, Hitachi)으로 관찰하였다.

6. 세포배양

한국세포주은행(KCLB, Korean cell Line Bank)에서 분양

받은 큰포식세포주(Raw 264.7 cell)는 2 mM L-glutamine,

100 U/mL penicillin, 100 μg/mL streptomycin, 그리고 10%

FBS가 포함된 RPMI 1640 배지에서 온도 37�C, CO2 농도

5%, 충분한 습도를 유지하면서 배양하였다. 

7. MTT assay 

게르마늄에 의한 세포독성(IC50)을 측정하기 위해 실시하

였다. 세포를 96-well plate에 1×104 cells/well이 되도록 조

절하여 1 mL씩 분주한 후 24시간 부착, 안정화시킨 다음 게

르마늄을 log값으로 농도를 결정하여 18시간 처리하였다.

처리 후 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium

bromide (MTT) (5 mg/mL in PBS) 용액 20 μL를 첨가하고 3

시간 동안 37�C, 5% CO2 배양기에서 방치한 다음 배양액을

버리고 dimethylsulfoxide (DMSO)를 150 μL/well씩 넣어 30

분간 실온 방치하여 세포들이 용해되면 이를 ELISA plate

reader (microplate reader: Bio RAD Model 550) 570 nm에서

흡광도를 측정하고, 값을 계산한 후 IC50을 확인하였다.

8. 내독소 및 게르마늄의 처리

세포는 6-well plate에 1×106 cells/well로 분주한 후 부착,

안정화시킨 후 내독소를 배양배지에 희석하여 최종농도 1

μg/mL을 처리하였다. 게르마늄은 각각 최종농도 200 μg/mL,

400 μg/mL, 600 μg/mL, 800 μg/mL을 처리하고 게르마늄처

리 15분 후 내독소를 18시간 동안 처리하였다.

9. 산화질소 (Nitric Oxide)의 정량

큰포식세포의 활성정도와 그에 따른 산화질소의 생성, 분

비량을 확인하기 위하여 실시하였다. 세포 배양 여액을 이

용하여 NO의 반응산물인 nitrite (NO2
-)를 측정하는 방법으

로 NO를 정량하였다. 처리한 세포의 배양여액 100 μL를 동

일한 부피의 Griess 시약(1% sulfanilamide, 0.1% naphthyl-

ethylenediamine dihydrochloride, 2.5% phosphoric acid)으로

실온에서 10분 동안 반응시킨 후 이를 ELISA plate reader

(microplate reader: Bio RAD Model 550) 570 nm에서 흡광도

를 측정하였다. Nitrite (NO2
-)의 농도는 NaNO3를 이용하여

표준곡선을 만들고, 이와 비교하여 NO의 생성량을 μM로

나타내었다.

10. Western blot 분석

유도성 산화질소 합성효소(inducible nitric oxide synthase:

iNOS)의 발현을 확인하기 위해 실시하였다. 처리한 세포를

차가운 phosphate buffered saline (PBS)에 씻고 scraper로 모

은 후 세포를 lysis buffer (50 mM Tris-HCl, pH 8.0, 5 mM

EDTA, 150 mM NaCl, 0.5% Nonidet P-40, 1 mM PMSF, 1

μg/mL aprotinin, 1 μg/mL pepstatin, 1 μg/mL leupeptin) 100

μL에 부유시켜 lysis시킨 다음 5분간, 4�C, 12,000 rpm에서

원심분리하여 단백 추출물을 얻었다. Bradford solution을 사

용해 단백 농도를 spectrophotometer (Pharmacia LKB∙Ultro-

spec III)로 측정하고 5분간 가열하여 denaturation시킨 후
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SDS-PAGE로 전기영동하여 nitrocellulose에 transfer하였다.

Transfer한 membrane을 Blocking solution (5% Skim milk,

25 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, 0.2% Tween-20)에서 30분

동안 흔들면서 incubation시킨 후 anti-iNOS antibody를 4시

간 동안 실온에서 incubation하고 10분씩 3회 동안 세척한

후 horseradish peroxidase conjugated된 2차 항체로 1시간

동안 반응시킨 후 같은 방법으로 세척하여 ECL solution

(Amersham)으로 현상하여 결과를 확인하였다.

11. 통계처리

통계처리는 SPSS WIN 통계 프로그램(Version 14.0, SPSS

Inc., Chicago, USA)을 이용하여 95% 신뢰구간의 유의수준

을 일원배치 분산분석(ANOVA test)을 통해 검정하였다.

결 과

1. 기관지폐세척액 (Bronchoalveolar lavage Fluid: BALF)

내의 호중구 산정

기관지폐세척액 내 호중구의 수(millions/two lungs)를 측

정한 결과는 Fig. 1과 같다. 내독소 투여군(3.71±0.192)은

대조군(0.68±0.060)에 비해 기관지폐세척액 내 호중구의

수가 유의하게 증가하였고(p⁄0.001), 게르마늄 전처리군

(1.10±0.522)은 내독소 투여군에 비해 유의하게 감소하였

다(p⁄0.001).

2. 폐조직 내 탈과립된 비만세포의 산정

폐조직 내 탈과립된 비만세포의 수 (% of mast cell)를 측

정한 결과는 Fig. 2와 같다. 내독소 투여군(28.64±5.197)은

대조군(10.80±0.880)에 비해 폐조직 내 탈과립된 비만세

포의 수가 증가하였고, 게르마늄 전처리군(20.39±2.671)은

내독소 투여군에 비해 감소하였다.

3. MTT assay 

게르마늄에 의한 큰포식세포의 세포독성(IC50)을 측정한

결과는 Fig. 3과 같다. 18시간 동안 큰포식세포의 50%가 생

존할 수 있는 게르마늄의 양(IC50)은 1,111 μg으로 측정되

었다.

4. 산화질소의 정량과 western blot 분석

산화질소(Nitric oxide: NO)의 생성∙분비량과 유도성 산

화효소 합성효소 (inducible nitric oxide synthase: iNOS)의
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Fig. 1. The number of neutrophils in the BALF. Comparing with
control rats, LPS-treated rats had significantly increased (p⁄0.001)
migration of neutrophils into alveolar lumen. In contrast, pretreatment
group of germanium had significantly decreased (p⁄0.001) number
of neutrophils compared with that of LPS-treated rats.
∙Each values are given as mean±S.E.
∙The number of experiments is in the parentheses.
∙***p⁄0.001: significantly different from CON.
∙###p⁄0.001: significantly different from LPS.
∙CON: Saline-treated control group.
∙LPS: Lipopolysaccharide-treated group. 
∙Ge++LPS: Germanium was treated prior to Lipopolysaccharide.

Fig. 2. The number of deglanulated mast cells in the lung tissue.
Comparing with control rats, LPS-treated rats showed increased de-
glanulation of mast cells in the lung tissue. In contrast, pretreatment
group of germanium had decreased number of deglanulated mast cells
compared with that of LPS-treated rats.
∙Each values are given as mean±S.E.
∙The number of experiments is in the parentheses.
∙CON: Saline-treated control group.
∙LPS: Lipopolysaccharide-treated group. 
∙Ge++LPS: Germanium was treated prior to Lipopolysaccharide.



발현정도를 측정한 결과는 Fig. 4와 같다. 내독소 투여군

(16.40±1.492)은 대조군(0.24±0.012)에 비해 NO와 iNOS

의 발현정도가 증가하였고, 게르마늄 200 μg과 게르마늄 800

μg 전처리군(17.82±1.843, 17.14±2.466)에서는 내독소 투

여군에 비해 증가, 게르마늄 400 μg과 게르마늄 600 μg 전처

리군(15.10±2.283, 12.83±1.514)에서는 내독소 투여군에

비해 감소하였다. 내독소 처리군, 게르마늄의 투여량을 다르

게 한 게르마늄 전처리군에서 NO량과 iNOS의 발현정도는

상응하는 양상을 보였다. 

5. 광학현미경을 이용한 조직학적 관찰

1) Hematoxylin-Eosin 염색

대조군의 폐조직은 폐포 중격(alveolar septa), 폐포강(alve-

olar lumen) 그리고 모세혈관 등 모두 정상적인 구조를 가지

고 있었고, 폐포강으로 삼출된 물질도 관찰되지 않았다(Fig.

5). 내독소 투여군에서는 대부분의 폐포강이 소실되어 정상

적인 조직 형태를 관찰할 수 없었고, 혈관 주위의 부종(peri-

vascular edema), 폐포강 내 출혈(intrapulmonary hemorrhage)

이 관찰되었다(Fig. 6). 게르마늄 전처리군은 폐포강의 크기

도 대조군과 유사하게 관찰되고, 혈관 주위의 부종과 폐포

강 내 출혈이 내독소 투여군에 비해 상당히 감소한 형태를

보였다(Fig. 7). 

2) TUNEL 염색 (Terminal deoxynucleotidyl-transferase-

mediated dUTP Nick End Labelling stain) 

대조군의 정상적인 폐조직 내에서는 세포사한 호중구를

관찰할 수 없었다(Fig. 8). 내독소 투여군의 폐포강이 소실

된 폐조직 내에서는 세포사한 호중구가 약간 관찰되었다

(Fig. 9). 게르마늄 전처리군에서는 내독소 투여군에 비해서

Tunel 염색에 대해 뚜렷한 양성반응을 보이는 호중구가 많

이 관찰되었다(Fig. 10). 

3) Toluidine Blue 염색

대조군의 정상적인 폐조직 내에서는 비만세포를 관찰할

수 없었다(Fig. 11). 내독소 투여군의 폐포강이 소실된 폐조

직 내에서는 많은 수의 비만세포와 탈과립된 비만세포가

관찰되었다(Fig. 12). 게르마늄 전처리군에서는 내독소 투여

군에 비해 비만세포의 수가 적게 관찰되었다(Fig. 13). 

6. 전자현미경을 이용한 기관지폐세척액 내 세포의

미세구조변화의 관찰

게르마늄 전처리군에서는 내독소 투여군에 비해서 호중
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Fig. 3. Dose-dependant germanium induced cytotoxicity in Raw 264.7
cell (macrophage). Examination of cytotoxicity of germanium in Raw
264.7 cell by MTT assay indicated that IC50 (viability of 50%) value
is 1,111 μg of germanium. 
∙Each values are given as mean of three experiment.

Fig. 4. Effect of germanium on nitrite production and iNOS expres-
sion in Raw 264.7 cells. Nitrite production in culture supernatant was
determined (A). Expression of iNOS was determined by Western blot
analysis (B). Treatment of Raw 264.7 cells with germanium prior to
LPS stimulated iNOS expression and nitrite production. values are af-
fected dosage of germanium. 
∙Each values are given as mean of three experiment±S.E.
∙LPS: Lipopolysaccharide-treated group. 
∙Ge200++LPS: Germanium 200 μg was treated prior to Lipopolysac-

charide.
∙Ge400++LPS: Germanium 400 μg was treated prior to Lipopolysac-

charide.
∙Ge600++LPS: Germanium 600 μg was treated prior to Lipopolysac-

charide.
∙Ge800++LPS: Germanium 800 μg was treated prior to Lipopolysac-

charide.

(A)

(B)

iNOS
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Fig. 5. Histopathologic changes of
the lung in control rats stained with
hematoxylin-eosin. In control rat’s
lung, the normal pulmonary architec-
tures such as alveolar septa, alveolar
lumen and capillarys were well pre-
served. The infilteration of inflam-
matory cells was not observed (scale
bar==100 μm).

Fig. 6. Histopathologic changes of
the lung in LPS-treated rats stained
with hematoxylin-eosin. In LPS-treat-
ed rat’s lung, the pulmonary archi-
tectures such as alveolar septa and
alveolar lumen were not preserved.
Perivascular edema (*) and intrapul-
monary hemorrhage (circle) were
observed (scale bar==100 μm).

*
*

Fig. 7. Histopathologic changes of
the lung in germanium-pretreated rats
stained with hematoxylin-eosin. In
germanium-pretreated rat’s lung, al-
veolar septa and alveolar lumen were
relatively well preserved. Intrapul-
monary hemorrhage (arrow head)
was less prominent compared with
the lungs of LPS-treated rat. Edema
of alveolar epithelia were observed
locally (scale bar==100 μm).
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Fig. 8. Histopathologic changes of
apoptotic neutrohils in the lung tissue
of control rats stained with TUNEL
method. In control rat’s lung, the pul-
monary architectures such as alveo-
lar septa and alveolar lumen were
well preserved. The apoptotic neut-
rohils were not observed in the lung
tissue (scale bar==25 μm).

Fig. 9. Histopathologic changes of
apoptotic neutrohils in the lung tissue
of LPS-treated rats stained with
TUNEL method. In LPS-treated rat’s
lung, the pulmonary architectures
such as alveolar septa and alveolar
lumen were not preserved. A few
apoptotic neutrohils (arrow) were ob-
served in the lung tissue (scale bar==
25 μm).

Fig. 10. Histopathologic changes of
apoptotic neutrohils in the lung tissue
of germanium-pretreated rats stained
with TUNEL method. In germanium-
pretreated rat’s lung, alveolar septa
and alveolar lumen were relatively
well preserved. Many of the apoptot-
ic neutrohils (arrow) were observed
in the lung tissue (scale bar==25 μm).
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Fig. 11. Histopathologic changes of
the mast cells in the lung tissue of
control rats stained with Toluidine
Blue. In control rat’s lung, the pul-
monary architectures such as alveo-
lar septa and alveolar lumen were
well preserved. The mast cells were
not observed in the lung tissue (scale
bar==50 μm).

Fig. 12. Histopathologic changes of
the mast cells in the lung tissue of
LPS-treated rats stained with Tolui-
dine Blue. In LPS-treated rat’s lung,
the pulmonary architectures such as
alveolar septa and alveolar lumen
were not preserved. Many of the de-
granulated mast cells (arrow head)
were observed in the lung tissue (scale
bar==50 μm).

Fig. 13. Histopathologic changes of
the mast cells in the lung tissue of
germanium-pretreated rats stained
with Toluidine Blue. In germanium-
pretreated rat’s lung, alveolar septa
and alveolar lumen were relatively
well preserved. Edema of alveolar
epithelia were observed locally. Only
a few mast cells (arrow head) were
observed in the lung tissue (scale bar
==50 μm).
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Fig. 14. Representative electron
microscopic images from the BAL
pellet in germanium-pretreated rats
stained with Uranyl acetate and lead
citrate. (a) Apoptotic neutrophils were
engulfed by alveolar macrophage.
Nucleus of apoptotic neutrophil (ar-
row) showed condensation (scale bar
==2 μm). (b) Apoptotic neutrophils
were engulfed by alveolar macropha-
ge. Nucleus of apoptotic neutrophil
(arrow) showed degradation (scale
bar==2.86 μm). (c) Apoptotic neutro-
phil were observed with fragment of
DNA and loss of cellular organelles
in intercellular substance (circle) (sca-
le bar==2 μm).

a

b

c
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구를 탐식한 폐포강 큰포식세포들이 수적으로 증가되었고,

탐식된 호중구들은 대부분 핵이 응축된 모습으로 관찰되었

으며(Fig. 14a), 탐식된 호중구의 핵이 분해된 모습도 관찰

되었다(Fig. 14b). 그리고 DNA 분절과 세포소기관의 소실을

보이는 세포사한 호중구도 세포간질에서 발견되었다(Fig.

14c).

고 찰

내독소로 유도된 ARDS에서 호중구는 폐손상을 일으키는

가장 중요한 인자로 알려져 있다(Sibille & Reynols, 1990;

Abraham, 2003). 그리고 급성 폐손상에서 폐포강 큰포식세

포가 폐로의 호중구 집결을 감소시키는 항염증 작용을 가

지며(Beck-Schimmer et al., 2005), 급성 폐손상이 유도된 실

험동물에 게르마늄을 투여함으로써 호중구의 세포사는 촉

진되고, 폐포강 큰포식세포의 세포사한 호중구 탐식능력이

증가되어 내독소로 유도된 급성 폐손상이 감소한다는 보고

(Cho, 2005)는 호중구에 대한 큰포식세포의 기능적 변화에

의해 내독소에 의한 염증현상이 경감될 수 있음을 시사하

고 있다. 특히 게르마늄 투여에 의해 분비되는 인터루킨 등

의 면역조절물질들과 큰포식세포와의 상호작용에 의해 큰

포식세포는 활성화되고(Suzuki et al., 1986), 활성화된 큰포

식세포는 산화질소(Nitric oxide: NO)를 생성, 분비하게 되

는데(Nagata, 1978; Artman & Seeley, 1979), 이러한 산화질

소는 내독소로 유발된 토끼의 급성 폐손상에서 염증 세포

의 활성산소기 생성과 염증전구사이토카인 생성을 감소시

켜 급성 폐손상을 경감시키고(고 et al., 2001), 산화제 손상

에서는 지질과산화 억제, 백혈구 유착과 활성화의 방해, 염

증세포에 의한 산화제 생성 감소, 비만세포의 탈과립 차단,

세포독성 매개물질의 분비를 억제시키는 보호작용의 기전

을 가진다고 알려져 있다(Aoki et al., 1990; Clancy et al.,

1992; Gaboury et al., 1993; Kubes, 1993; Kurose et al., 1994;

Chang et al., 1996). 또한 용량-의존적, 세포-특이적으로(Dim-

meler & Zeiher, 1997; Kim et al., 1999; Chung et al., 2001)

미토콘드리아 막에서 cytochrome c를 유리시키며(Kim et

al., 1998; Umansky et al., 2001), DNA 손상 후 p53 유전자를

활성화시켜 세포사를 유도하는 것으로도 알려져 있다(Kim

et al., 1998; Lala & Chakraborty, 2001). 

본 실험에서는 폐조직 내에 축적된 호중구가 ARDS를 일

으키는 가장 큰 원인으로 보고 게르마늄을 ARDS 발병 전

에 투여했을 때 게르마늄에 의해 호중구의 세포사가 증가

하는지, 활성화된 큰포식세포에 의해 세포사한 호중구가 탐

식됨으로써 폐손상이 감소되는지, 그리고 폐손상 억제에 산

화질소가 관여하는지 알아보았다.

게르마늄 전처리 후 내독소를 주입하여 급성 폐손상을

유도한 결과 기관지폐세척액 내 호중구의 침윤은 유의하게

감소하였다(p⁄0.001). Hematoxylin-Eosin 염색법으로 폐조

직을 관찰한 결과에서는 게르마늄 전처리군에서 폐포강의

크기도 대조군과 유사하게 관찰되었고, 혈관 주위의 부종과

폐포강 내 출혈이 내독소 투여군에 비해 상당히 감소한 형

태를 보여 게르마늄의 전처리에 의해 폐포-모세혈관 장벽의

손상이 감소함으로써 폐손상이 억제되었음을 알 수 있었다.

호중구의 세포사를 관찰한 결과, 게르마늄 전 처리군에서

내독소 투여군에 비해 Tunel 염색에 뚜렷한 양성반응을 보

이는 호중구가 많이 관찰되어 호중구의 세포사가 증가되는

것으로 나타났으며 전자현미경을 이용한 기관지폐세척액

내 세포의 미세구조변화의 관찰에서도 게르마늄 전처리군

에서는 호중구를 탐식한 폐포강 큰포식세포들이 수적으로

증가되었고, 탐식된 호중구들은 대부분 핵이 응축된 모습으

로 관찰되어 세포사가 유도된 후 큰포식세포에 의해 포식

되었음을 알 수 있었다. DNA 분절과 세포소기관의 소실을

보이는 세포사한 호중구도 세포간질에서 발견되어 게르마

늄 전처리에 의해 호중구의 세포사가 유도된 것으로 확인

하였다. 폐손상 억제에 산화질소가 관여하는지는 생체 내

실험에서 반감기가 짧고 체내에서 기체 혹은 용해된 상태

로 존재하는 내인성 산화질소의 측정이 불가능하여(Kam &

Govender, 1995) 생체 외 실험에서 확인하였다. 큰포식세포

의 산화질소(Nitric oxide: NO)의 분비량과 유도성 산화효소

합성효소(inducible nitric oxide synthase: iNOS)의 발현정도

를 측정한 결과, 대조군과 게르마늄만 처리한 군(No data)

에서는 NO와 iNOS의 발현이 전혀 없어 게르마늄만으로는

큰포식세포를 활성화시키지 못함을 알 수 있었다. 그러나

내독소 투여군은 대조군에 비해 증가, 게르마늄 200 μg과

게르마늄 800 μg 전처리군에서는 내독소 투여군에 비해 증

가, 게르마늄 400 μg과 게르마늄 600 μg 전처리군에서는 내

독소 투여군에 비해 감소한 결과를 나타내어 이는 결과적

으로 대조군을 제외한 모든 군에서 산화질소 증가현상을

보였다. 그러나 모든 실험군에서 산화질소가 증가하였음에

도 불구하고 내독소 투여군과는 달리 게르마늄 전처리군에

서만 비만세포의 탈과립화가 적어지고, 호중구의 세포사가

증가하는 등의 결과를 보인 이유는 게르마늄 전처리 후 분

비된 산화질소만이 호중구의 세포사를 유도하는 등의 항염

증 작용에 관여할 것이라 추측이 된다. 즉, 산화질소가 분비

되기 전 게르마늄의 전처리에 의해 실험동물의 체내 환경

의 변화가 야기되었고, 변화 후 작용한 산화질소에 의해 항

염증 효과가 나타난 것으로 판단되어, 게르마늄의 전처리에

의해 큰포식세포로부터 생성된 산화질소가 폐손상을 완화

시키는데 관여할 것이라 추측된다. 산화제 손상에 있어 산

화질소가 그 손상을 악화 혹은 완화시킬지 여부에는 생성

되는 산화제의 종류와 양, 산화질소의 생성정도, 산화제와

산화질소가 생성되는 해부학적 장소 및 세포의 특성, 조직



손상이 야기되는 주된 산화기전, 세포의 산화제나 산화질소

손상에 대한 감수성 등 복합적 요인이 서로 관계하고 있다

(Stamler et al., 1992; Lipton et al., 1993; Rubo et al., 1994)는

보고로 이 추측을 뒷받침할 수 있다.

이와 같은 실험결과로 볼 때, 호중구의 폐 침윤에 의한

폐포-모세혈관 장벽의 손상으로 초래되는 급성 폐손상에서

게르마늄의 항염증 작용, 즉 호중구의 유주현상 방해, 호중

구의 세포사 유도 그리고 세포사한 호중구를 탐식하도록

큰포식세포의 탐식능을 증가시키는 효과로 호중구의 수가

감소되어 폐손상이 억제되었고, 게르마늄에 의해 활성화된

큰포식세포에서 분비되는 산화질소가 폐손상을 억제시키는

데 관여할 것으로 추측된다. 이러한 결과들은 급성 폐손상

환자의 치료를 위해 게르마늄을 임상적으로 적용하는데 있

어 중요한 근거가 되는 자료라고 사료된다. 
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⁄국문초록¤

주로 패혈증후군에 의해 동반되는 급성 폐손상인 급성호흡곤

란증후군(ARDS)의 가장 큰 원인은 폐조직 내에 축적된 호중구

라 보고 게르마늄을 ARDS 발병 전에 투여했을 때 게르마늄의

항염증 효과로 폐손상이 감소되는지, 그리고 폐손상 억제에 산화

질소가 관여하는지 확인하고자 하였다. 실험군은 생리식염수를

기도로 투여한 대조군 (CON), 동량의 내독소 5시간 투여

군(LPS), 그리고 게르마늄을 1시간 전처리 후 내독소 5시간 투

여군(Ge++LPS)으로 나누어 실험하였다. 실험동물을 이용한 실험

결과 내독소의 주입으로 유도된 급성 폐손상에서 기관지폐세척

액 내 호중구의 침윤은 게르마늄을 전처리함으로써 유의하게 감

소하였다. 게르마늄 전처리군의 폐조직은 내독소 처리군에 비해

정상적으로 잘 보존된 편이었고, Tunel 염색에 뚜렷한 양성반응

을 보이는 호중구가 많이 관찰되어 호중구의 세포사가 증가된

것으로 나타났다. 기관지폐세척액 내 세포의 미세구조변화의 관

찰에서도 게르마늄 전처리군에서는 내독소 투여군에 비해 호중



구를 탐식한 폐포강 큰포식세포들이 수적으로 증가되었고, 탐식

된 호중구들은 대부분 핵이 응축된 모습이었으며, DNA 분절과

세포소기관의 소실을 보이는 세포사한 호중구도 세포간질에서

발견되었다. 그러나 산화질소는 대조군을 제외한 모든 군에서 증

가현상을 보였지만 내독소 투여군과는 달리 게르마늄 전처리군

에서만 비만세포의 탈과립화가 적어지고, 호중구의 세포사가 증

가하는 등의 산화질소 효과가 나타났다. 이는 산화질소가 분비되

기 전 게르마늄의 전처리에 의해 실험동물의 체내 환경의 변화

가 야기되었고, 변화 후 작용한 산화질소에 의해 항염증 효과가

나타난 것으로 판단되어, 게르마늄의 전처리에 의해 큰포식세포

로부터 생성된 산화질소가 폐손상을 완화시키는 데 관여할 것이

라 추측된다. 

이와 같은 실험결과로 볼 때, 호중구의 폐 침윤에 의한 폐포-

모세혈관 장벽의 손상으로 초래되는 급성 폐손상에서 게르마늄

의 항염증 작용, 즉 호중구의 유주현상 방해, 호중구의 세포사 유

도 그리고 세포사한 호중구를 탐식하도록 큰포식세포의 탐식능

을 증가시키는 효과로 호중구의 수가 감소되어 폐손상이 억제되

고, 게르마늄에 의해 활성화된 큰포식세포에서 분비되는 산화질

소가 폐손상을 억제시키는 데 관여할 것으로 추측된다.
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