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가토 경동맥 외번모델에서 히루딘(Hirudin)의 
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ABSTRACT 

Background and Objectives：Thrombin and its interaction with platelets play a pivotal role in arterial thro-
mbus formation. Hirudin, an anticoagulant agent derived from medicinal leeches（Hirudo medicinalis ）, is 
a unique and specific thrombin inhibitor with no effect on other serine protease. We investigated the inhibitory 
effect of hirudin on platelet deposition in a rabbit carotid artery eversion model of acute arterial thrombosis. 
Materials and Methods：The everted arterial segments were perfused with 111Indium-labeled human pla-
telets only (control, n＝8), and a mixed solution of 111Indium-labeled human platelets and hirudin (30, 45, 60, 
90 μg/ml, n＝3, respectively). Platelet deposition was calculated by a gamma-counter and confirmed by 
scanning electron microscopy. Results：1) Indium-111 labeling efficiency of platelets was 87.0±6.6%, and the 
aggre-gation of platelets was not changed after labeling. The number of platelets perfused through each arterial 
segment was 4.3±0.2×108 platelets/ml. 2) The control group showed a platelet deposition rate of 23.9±7.0 % 
and a num-ber of platelet deposition of 9.8±2.5×108 platelets/cm2. 3) Platelet deposition of arteries perfused 
with hirudin (60 μg/ml) was significantly decreased compared with that of the control group (2.9±0.6 vs 9.8
±2.5×108 /cm2, p<0.05). 4) The number of deposited platelets in hirudin-perfused arteries was dosedependently 
decreased（30 μg/ml：6.7±1.4×108/cm2, 45 μg/ml：4.8±1.7×108/cm2, 60 μg/ml：2.9±1.8×108/cm2, 90 
μg/ ml：2.9±1.4×108/cm2；p<0.05 vs. control, respectively). 5) Scanning electron microscopic examination 
revealed significantly reduced platelet deposition in hirudin-perfused groups compared with control group. 
Conclusion：Hirudin inhibits effectively platelet deposition and arterial thrombus formation in a rabbit 
carotid artery eversion model. The antiplatelet effect of hirudin in this model suggests that hirudin may be an 
useful antithrombotic agent therapeutically useful in the prevention of acute arterial thrombus formation. 
((((Korean Circulation J 1999;29((((10)))):1121-1128)))) 
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서     론 
 

최근 20년 동안 관상동맥, 뇌동맥 및 말초동맥에서 

일어나는 허혈성질환의 병태생리에서 혈소판 활성화와 

혈전 형성의 기전에 대해 그 중요성이 크게 부각되었으

며,1) 폐쇄된 혈관을 재개통함으로써 예후를 호전시킬

수 있다는 사실이 알려지면서 혈전의 형성과 용해에 대

한 관심이 높아졌다.2) 

혈전형성에는 손상된 내피세포, 노출된 내피하조직 및 

이로부터 유래된 여러 가지 매개물질, 혈소판과 이로부

터 유래된 중간물질과 함께 혈액응고계가 관여한다. 손

상된 혈관내막에 혈소판 덮개(plug)가 형성되면 혈액응

고계가 활성화되며 이 중 마지막 단계에서 프로트롬빈

(prothrombin)이 트롬빈(thrombin)으로 전환되는데, 

이 과정은 인지질(phospholipid)표면에서 일어나는 것

으로 활성화된 혈소판 표면에서는 수천배 정도로 가속

화된다. 혈소판 활성화의 촉매제인 트롬빈과 collagen 

등이 혈소판 표면에 결합하여 자극하게 되면, 혈소판은 

일련의 세포내 과정을 거쳐 변형되고 활성화되어 응집

을 일으키게 된다. 이와 같이 손상된 혈관내막에 침착된 

혈소판은 혈액응고를 가속화시키며, 혈액응고계의 산물

인 트롬빈은 다시 혈소판을 활성화하여 혈전형성을 촉

진하므로, 트롬빈과 혈소판의 역할과 상호작용은 혈전의 

발생에 매우 중요하다.3-6) 

히루딘7)은 65개의 아미노산으로 구성된 polypeptide

로 강력하고 특이적인 thrombin 억제제이다(Fig. 1). 

의약용 거머리(Hirudo medicinalis)의 타액선으로부터 

추출되었으나 현재는 유전자 재조합 기술로 생산되고 있

다. 히루딘은 항트롬빈과의 결합없이 트롬빈을 직접 억

제하는데 활성부위와 기질결합부위 두 곳을 비가역적

이면서도 stoichiometric하게 결합함으로써 효소 활성

을 강하게 억제한다. 

이에 본 연구자는 동맥 손상시 발생하는 혈전 형성과 

유사한 기전을 보이는 가토 경동맥 외번(eversion)모

델8-9)에서, 직접적인 트롬빈 억제제인 히루딘이 혈소

판 침착에 미치는 효과를 알아보고자 하였다. 

 

재료 및 방법 
 

재  료 

 

혈소판과 혈장 

중앙적십자 혈액원에서 공급되는 혈액형이 동일한 혈

소판 농축액(1 ml당 혈소판 수가 약 1.7×109개)과 신

선 동결혈장을 사용하였다. 채혈후 24∼48시간이내의 

혈소판 농축액을 사용하였으며, 신선 동결혈장은 혈소

판과 ABO 혈액형이 일치하는 것으로 제한하였다. 실

험 전에 혈소판 응집능을 검사하여 응집능이 정상인 경우

만 쓰도록 하였다. 혈소판 응집 측정기(Chrono-log Co., 

Havertown, PA, USA)가 검사에 이용되었고, ADP 10 

μM/ml를 혈소판 응집 촉매제로 사용하였다. 

 

Indium-111(In-111) 표지 혈소판 제조
10-11)

 

혈소판 농축액 5 ml에 37℃의 Tyrode 완충액 12) 

(pH＝6.5) 5 ml를 혼합하여 총량이 10 ml이 되도록 

하였다. 교반기를 이용하여 1∼2분간 혼합한 후 원심분

리기에서 640 g로 10분간 원심분리하였다. 희석 혈장

으로 구성된 상층액은 분리하여 보관하고, 침전물은 각

각 2 ml의 Tyrode 완충액을 이용하여 5회 세척한 뒤 

다시 Tyrode 완충액 2 ml를 넣고 재부유시킨 후, 37℃

에서 10 분간 가온하였다. In-111-oxine 용액(Ame-

rsharm, Buckinghamshire, UK)을 5 μl(3.9 μCi) 첨

가한 후 다시 37℃에서 1분간 반응시켰다. 분리 보관

하고 있던 상층액 8 ml를 각 시험관에 첨가하고 1∼2

분간 혼합시킨 후 640 g로 10분간 원심분리 하였다. 

상층액은 다른 시험관에서 보관하고, 침전물은 각각 2 

ml의 상층액으로 재부유하였다. 방사선 동위원소 측정기

(Packard, Warenbillerd Downers, Ⅲ, USA)를 이용

하여 상층액과 침전물의 동위원소 활성을 측정하여 표

지율(labeling efficiency)을 구하였다. 시험관에 신선 

동결 혈장 9 ml를 첨가하여 총 혈소판 수가 4.3×108/mlFig. 1. The structure of aminoacid sequence of hirudin. 
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가 되도록 하였다. 

혈소판의 동위원소 표지율은 다음과 같은 수식으로 

구하였다. 

Labeling efficiency(%)＝[ppt(cpm)/{ppt(cpm)＋

sup(cpm)}]×100 

ppt：platelet pellet 

sup：supernatant solution 

cpm：counts per minute 

In-111 표지후에 혈소판 응집 측정기를 사용하여 표

지전과 같은 방법으로 혈소판 응집능을 재검사하였다. 

 

방  법 

 

혈관절편의 적출 

체중이 3∼4 kg되는 New Zealand white rabbit 7

마리를 혈관 적출을 위해 이용하였다. Ketamine(30 

mg/ kg)을 귀정맥(ear vein)을 통해 정주하여 마취한 

후, 경부 중앙을 절개하여 양측 총경동맥을 노출시켰다. 

양측 총경동맥을 조심스럽게 주위 조직과 분리되도록 

한 다음 최대한 길게 적출하였다. 분리된 혈관을 

phosph-ate buffer solution(PBS)에서 외번시킨 후 

세척하였다. 단, 분지 혈관이 있는 부위의 총경동맥은 

제외하였으며, 혈관 절편의 길이는 2.0∼2.5 cm가 되도

록 하였다. 

 

관류계(perfusion system)의 구성 및 관류방법 

관류계는 Riemann 등11)이 제작한 관류계를 변형하

여 사용하였다(Fig. 2). 제작한 관류계 내에 37℃의 HE-

PES-Tyrode 완충액12)(pH＝7.33)을 채우고, 혈관절편

의 근위부는 6F 도자에, 원위부는 14G 정맥도자에 봉

합사를 이용하여 혈류의 흐름을 방해하지 않도록 연결

하였다. 열교환기가 부착된 순환펌프(Jeil Co., Seoul, 

Korea)를 관류계에 연결하여 항상 37℃가 유지되도록 

HEPES-Tyrode 완충액을 재순환시켰다. 주입펌프

(Terumo Co., Tokyo, Japan)를 관류계에 연결하였다. 

본 실험에서는 가토 경동맥의 정상 shear rate인 400

∼500/sec 사이의 일정한 shear rate range를 얻기 

위해 혈관의 내측 반지름이 1.1∼1.2 mm인 혈관을 이

용하였고, 관류속도는 5 ml/min를 유지하였다.13) Sh-

ear rate는 다음과 같은 공식으로 산출하였다. Shear 

rate＝4 Q/πr3으로 Q는 혈류량(ml/min)이고 r은 혈

관의 내측 반지름(cm)이다. 

 

관류 순서 

혈관절편을 이용하여 관류계 내에서 다음과 같은 순

서로 관류하였다. 즉, HEPES-Tyrode 완충액을 1분

간 관류시킨 후, In-111 표지 혈소판만이 포함되어 있

는 혈장을 2분간 관류시켜 대조군으로 하였으며, 시험

군으로는 히루딘(30 μg/ml, 45 μg/ml, 60 μg/ml, 90 

μg/ml, 120 μg/ml)을 In-111 표지 혈소판과 미리 

혼합시킨 혼합액을 2분간 관류시켰다. 마지막으로 HE-

PES-Tyrode 완충액을 2분간 관류하여 세척한 다음, 

도자에 결찰한 혈관을 절단하여 절편의 길이를 측정하

고 혈관절편을 시험관에 담아 방사선 동위원소 측정기

Fig. 2. Perfusion system used for ra-
bbit carotid artery eversion model. 
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로 측정하였다. 측정된 방사능 수치를 이용하여 혈관에 

침착된 혈소판 수와 침착율을 계산하였다. 

혈소판 침착율(%)은 다음과 같이 구하였다. 

혈소판 침착율(%)＝{침착된 In-111 표지 혈소판의 

방사능 수치(cpm)÷관류시킨 In-111 표지 혈소판의 

방사능 수치(cpm)}×100 

침착된 혈소판(deposited platelets)수는 다음과 같

이 구하였다. 

Deposited platelets(platelets/cm2)＝RA/SA×2πrL 

RA：radioactivity of vessel segment(cpm) 

SA：specific radioactivity per platelet(cpm) 

r：vessel lumen radius(cm) 

L：length of vessel counted(cm) 

 

주사 전자현미경(scanning electron microscopy)관찰 

혈소판 침착 억제효과를 비교하기 위해 각 혈관절편 

내부를 주사 전자현미경 SEM S-800(Hitachi Co., 

Tokyo, Japan)으로 관찰하였다. 실험이 끝난 혈관을 

2% glutaraldehyde로 고정한 다음 PBS로 1시간씩 2

번 세척하였으며, 1% OsO4를 이용하여 2시간 동안 고

정하였다. 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 100%

로 각각 10분에 걸쳐 탈수한 후, Hitachi HCP-2형에

서 액체 CO2를 용매로 사용하여 20℃에서 20분, 37.5℃

에서 5분간 임계점 건조(critical point dry)를 시행하

였다. 마지막으로 Eiko IB-3형 ion coater를 이용하여 

300Å 두께로 coating을 마친후 혈관절편 내부를 주사 

전자현미경으로 관찰하였다. 

통계 처리 

모든 값은 평균±표준편차의 형식으로 표시하였다. 통

계처리는 Windows for SPSS release 7.5를 이용하였

으며, 비모수 통계법의 Mann-Whitney U-Wilcoxon 

Rank Sum W 방법을 사용하였다. 통계적 유의성은 p-

value 0.05 미만으로 하였다. 

 

결     과 
 

혈소판 응집능, 혈소판의 In-111 표지율, 관류된 혈소판 수 

In-111 표지 전후에 측정한 혈소판 응집능은 정상적

으로 유지되었으며(Fig. 3), 혈소판에 대한 In-111 표

지율은 87.8±6.6%이었다. 관류된 혈소판 수는 4.3±

0.2×10 8platelets/ml이었다. 

 

대조군의 침착 혈소판 수 및 혈소판 침착율 

대조군(8예)에서 침착된 혈소판 수는 9.8±2.5×108 

platelets/cm2으로 혈관절편내로 관류된 혈소판 수의 

23.9±7.0 %이었다. 

 

히루딘 투여군에서 혈소판 침착 억제효과 

히루딘 60 μg/ml 투여군(3예)에서 침착된 혈소판 수

는 대조군에 비해 유의하게 낮았다(2.9±0.6 vs. 9.8±

2.5×108platelets/cm2, p<0.05)(Fig. 4). 또한 히루딘 

투여군에서 농도별(각각 3예)로 측정한 혈소판 수는 

용량 의존적으로 감소하였다(30 μg/ml：6.7±1.4×

108/cm2, 45 μg/ml：4.8±1.7×108/cm2, 60 μg/ml：

Fig. 3. The effect of Indium-
111 labeling on ADP-induc-
ed platelet aggregation. 
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2.9±1.8×108/cm2, 90 μg/ml：2.9±1.4×108/cm2；

p<0.05 vs. 대조군)(Fig. 5). 

 

주사 전자현미경 소견 

히루딘 60 μg/ml 투여군에서 대조군에 비해 혈소판 

침착이 감소되었다(Fig. 6). 

 

고     찰 
 

혈전발생 과정 중 여러가지 단계를 차단하여 혈전성 

질환을 치료, 예방하기 위해 다양한 항혈전 약제들이 개

발되어 왔다. 대표적인 항혈전제인 헤파린의 경우는 손

Fig. 4. Comparison of the deposited platelets between
control and hirudin-perfused group in rabbit carotid art-
ery eversion model. 

Fig. 5. Comparison of the deposited platelets at diffe-
rent concentrations of hirudin in rabbit carotid artery 
eversion model. 

Fig. 6. Scanning electron microscopy of the everted ra-bbit carotid artery. The platelet deposition in hirudin-perfused
group (B) was decreased compared with the control group (A). 
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상된 혈관에 이미 형성된 혈전에 대한 효과는 불충분한

데, 이는 헤파린-항트롬빈 복합체가 피브린(fibrin)에 

결합된 트롬빈과 응고인자 Xa에 접근하기 어렵고 이에 

따라 트롬빈에 의한 혈소판 활성화가 억제되지 못하기 

때문이다.1)3) 이와 같은 한계를 극복하기 위해서 꾸준

한 연구가 되어왔는데, 이 중 새로운 혈소판 억제제, 트

롬빈 억제제, 혈액응고계중 상위 단계를 차단함으로써 

트롬빈 생산을 줄이는 약제, 나아가서는 혈관벽의 혈전 

유발성을 줄이는 약제에 대한 연구등이 있다.1)2)4) 최근 

새로 개발된 저분자(low molecular weight) 헤파린은 

기존 헤파린의 pentasaccharide 분절로서, 기존 헤파

린이 항트롬빈을 활성화하여 응고인자 Xa와 트롬빈에 

비슷하게 억제하는데 비해 응고인자 Xa에 대한 억제능

력이 강한 것이 특징이다.5) 혈소판 억제작용이 적어서 

출혈 부작용이 덜하긴 하지만 기존 헤파린과 마찬가지

로 피브린에 결합된 트롬빈 활성을 억제하지 못하므로 

진행되고 있는 혈전에 대한 효과에는 한계가 있다.6) 이

에 비해 히루딘은 antithrombin Ⅲ 등의 혈액응고 인

자를 매개하지 않고 직접 트롬빈 에 작용, 중화시킴으

로써 혈소판-히루딘 결합을 해체한다. 또한 트롬빈에 

대한 친화력외에도 히루딘은 혈관벽에 결합되어 있는 

factor Xa를 혈장내로 유리시켜 혈장내의 protease 

inhibitor에 의해 중화되도록 하는 작용이 있다.7) 

본 연구에서는 급성 동맥 손상에서의 혈전 형성과 유

사한 기전으로 혈소판이 풍부한 혈전을 형성하는 가토 

경동맥 외번모델에서 히루딘이 혈소판 침착에 미치는 

영향을 평가하였는데, 히루딘 투여군에서 대조군에 비

해 혈소판 침착이 유의하게 억제되었으며, 혈소판 침착

을 용량의존적으로 억제하였다. 

혈전과 혈전용해에 대한 동물실험은 이제까지 관상동

맥, 대퇴동맥, 경동맥, 인조혈관 이식편 등을 대상으로 

하여 진행되어왔다. Dacron 인조혈관 이식편으로 만든 

단락에 생기는 혈전 모델,21) 관상동맥내막 표면에 전기

적 손상을 줌으로써 유발되는 혈전에 의한 혈관폐쇄 모

델,19)22)23) 대퇴동맥에 공기에 의한 국소적인 내피세포 

손상을 줌으로써 유발되는 혈전모델,24)25) 경동맥에 반

복적으로 풍선을 과팽창함으로써 유발하는 혈전모델,26) 

대퇴동맥의 일부를 외번시켜 유발하는 혈전모델 등이 

그것이다. 동맥 외번모델은 혈소판이 풍부한 생체내 혈

전에서 혈전용해제의 효과에 대한 연구에서 이용된 보

고가 있다.8-10) 이 연구에서는 가토의 대퇴 동맥을 5 m 

m정도 절단하여 외막에 붙은 결체 조직을 다듬어 내고 

이를 외번한 뒤 반대편 대퇴 동맥에 단단 문합술(end 

to end anastomosis)로 연결하였는데, 이는 혈소판이 

풍부한 혈전을 반복해서 생산할수 있는 정량적 모델

이라 할 수 있다. 이 모델에서 흐르는 혈액과 혈관외막

(adventitia) 표면의 접촉은 tissue factor 노출에 의해 

혈액응고계와 혈중 혈소판 모두를 활성화하기 때문에 

혈전 유발성이 강하다고 알려져 있다. 또한 동맥 경화

반에 의해 내경이 좁아지고 이에 따라 난류(turbule-

nce)와 높은 shear force가 생기는 혈관 병변에서와 

같은 환경이 만들어지므로, 동맥 경화반 파열에 의한 

혈전성 혈관폐쇄의 기전과 유사하며 이는 혈소판이 풍

부한 혈전이 조직학적으로 발견되므로써 증명된 바 있다. 

토끼와 돼지 모델에서 히루딘의 상대적 항혈전 효과

는 헤파린이나 다른 항혈소판제에 비해 우수함이 확인

되었는데,14)16) 헤파린이 좋은 효과를 보이지 못하는 것

은 형성 중인 혈전안에서는 헤파린-항트롬빈 복합체가 

피브린에 결합된 트롬빈과 응고인자 Xa에 접근하기 어

렵기 때문으로 생각된다. 개와 쥐 모델에서 혈전 용해

에 의한 혈관 재개통시에 혈전 용해제와 병합하여 사용

한 경우, 히루딘은 헤파린이나 아스피린, RGD(Arg-

Gly-Asp) analogue보다 혈전용해를 더 효과적으로 

진행시켰으며,17)18) 개 모델의 관상동맥 손상후의 급성 

동맥 폐쇄 방지에서도 헤파린보다 우수하며 응고인자 

Xa 억제제인 tick anticoagulant peptide(TAP)과 비

슷한 성적을 보였다.19) 또한 관상동맥 성형술을 받은 

환자에서 히루딘을 투여한 경우에 헤파린을 투여한 경

우에 비하여 주요 심장사고가 감소하였다고 보고하였

다.20) 이제까지 동물 실험에서 사용한 히루딘 용량은 

다양한데, 일반적으로 혈전용해제에 보조적으로 사용할

때 50∼100 μg/kg/min로 60분 가량 투여한 경우, 혈

관개통 증진과 급성 동맥폐쇄 방지에 효과적인 것으로 

나타났으며,19) 100 μg/kg/min로 투여했을 때 유지된 

혈중 농도는 2.35±0.17 μmol/l이었다. 본 연구에서

는 히루딘의 최저 농도를 다른 동물 모델에서 사용한 

농도에 비해 월등히 높은 농도인 30 μg/ml로 하였으

며, 이는 본 실험에 사용한 혈관 외번모델이 기존 연구 

모델보다 혈전유발성이 훨씬 강했기 때문으로 생각된다. 

본 연구의 결과를 바탕으로 혈소판 활성에 영향을 주는 

중요한 요인인 트롬빈을 히루딘으로 억제함으로써, 혈

소판 침착을 의미있게 줄일 수 있다는 것과 이러한 현
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상이 용량 의존적인 것임을 알 수 있었다. 

본 연구에서는 비록 혈관에 침착된 혈소판의 수가 대

조군과 히루딘 투여군간에 차이가 있었으나, 히루딘 투

여군의 개체수가 적다는 한계가 있었다. 또한 혈관에 

관류시키는 시간을 더 길게 했을 경우 혈소판 침착 억

제에 미치는 영향 및 히루딘 투여시 변동될 수 있는 혈

액응고 인자들의 농도와 출혈 부작용에 대한 검사 등에 

대한 연구가 더 필요할 것으로 생각된다. 

 

요     약 
 

연구배경 ： 

허혈성질환의 병태생리에서 폐쇄된 혈관을 재개통해줌

으로써 예후를 호전시킬수 있다는 사실이 알려지면서 

혈전의 형성과 용해에 대한 관심이 높아졌다. 동맥 손

상시 발생하는 혈소판 침착에 의한 혈전형성과 유사한 

기전을 보이는 가토 경동맥 외번모델에서, 트롬빈을 억

제하는 것으로 알려진 히루딘의 혈소판 침착 억제효과

를 알아보았다. 

재료 및 방법 ： 

분리된 가토 경동맥 절편을 외번하여 관류계 내에서 

In-111이 부착된 혈소판만을 투여한 대조군과 In-

111 표지 혈소판과 히루딘을 혼합하여 투여한 군의 침

착된 혈소판 수를 방사성 동위원소 측정기를 이용하여 

조사하였다. 또한 혈관절편 내부를 주사 전자현미경으

로 관찰하여 혈소판 침착 정도를 비교하였다. 

결  과 ： 

1) In-111 표지 전후에 측정한 혈소판 기능은 정상

적으로 유지되었으며, 혈소판에 대한 In-111 표지율은 

평균 87.8±6.6%이었다. 관류된 혈소판 수는 4.3±

0.2×10 8platelets/ml었다. 2) 대조군(8예)에서 침착

된 혈소판 수는 평균 9.8±2.5×108platelets/cm2로 혈

관절편내로 관류된 혈소판 수의 23.9±7.0%이었다. 

3) 히루딘 60 μg/ml 투여군(3예)에서 침착된 혈소판 

수는 대조군에 비해 유의하게 감소하였다(2.9±1.8 vs. 

9.8±2.5×108platelets/cm2, p<0.05). 4) 히루딘 투여

군에서 농도별로 측정한 침착 혈소판 수는 용량 의존적

으로 감소하였다(30 μg/ml：6.7±1.4×108/cm2, 45 

μg/ml：4.8±1.7×108/cm2, 60 μg/ml：2.9±1.8×

108/cm2, 90 μg/ml：2.9±1.4×108/cm2). 5) 주사 

전자현미경상 히루딘 60 μg/ml 투여군의 혈소판 침착

은 대조군에 비해 현저히 감소하였다. 

결  론 ： 

이상의 결과로 동맥손상과 유사한 가토 경동맥 외번모

델에서 트롬빈 억제제인 히루딘이 용량의존적으로 혈

소판 침착을 억제함을 알 수 있었다. 
 

중심 단어：항혈소판 응집효과·히루딘·경동맥 외번

모델. 
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