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허혈 재관류 손상(ischemia-reperfusion injury)은 다양

한 기전을 수반한 급성 염증반응의 결과로, 주로 허혈

기간에 따라 재관류 시 조직에서 발생되며 이때 발생하

는 생리적, 생화학적, 면역학적 변화는 국소조직에 영향

을 줄 뿐만 아니라 계통 전체에도 영향을 주게 된다[1]. 

허혈 재관류 손상의 주된 원인인 활성산소기(reactive

oxygen species)는 세포의 신호전달과정에 중요한 전사

인자 역할을 하는 nuclear factor-kappa B (NF-κB)를 활

성화시켜 염증 매개인자인 부착분자 및 사이토카인의

분비를 조절하는 역할을 한다[2]. 

허혈 손상 후 초기단계에서 활성화되는 친염증성 사

이토카인은 면역반응 및 염증반응을 유발하고 과잉 축

적 시 조직의 손상을 초래한다. 친염증성 사이토카인에

는 Eotaxin, IFNγ, IL-1α, IL-1β, IL-2, IL-3, IL-5, IL-6,

MCP-1, MDC, MIP-1α, RANTES, TARC, TCA-3 등이

2시간 허혈 후 재관류 시점에 따른 흰쥐의 혈청 및
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간추림 : 본 연구는 허혈 후 재관류 시점에 따라 혈청과 뼈대근육에서 나타나는 친염증성 및 항염증성 사이토

카인(pro- and anti-inflammatory cytokine)의 변화 양상을 비교 분석하여 뼈대근육의 허혈 후 재관류 시점에 따

라 나타나는 염증성 반응의 변화와 이를 대표할 수 있는 표지인자를 확인하는 데 목적이 있다. 

실험동물은 12주령 ICR계 수컷 생쥐를 사용하여 대조군과 허혈 후 재관류 시간에 따라 재관류 0, 0.5, 1, 2, 4,

8, 16, 24시간군으로 분류하였고, 허혈 처치는 왼온엉덩동맥 (left common iliac artery)을 2시간 동안 혈관집게로

차단하였다. 재관류 시간경과에 맞추어 실험동물을 마취시킨 후 심장의 오른 심방에서 채취한 혈액의 혈청과

장딴지근 조직액에서 친염증성 사이토카인 (Eotaxin, IFNγ, IL-1α, IL-1β, IL-2, IL-3, IL-5, IL-6, MCP-1, MDC,

MIP-1α, RANTES, TARC, TCA-3)과 항염증성 사이토카인(IL-4, IL-10)의 변화를 확인하기 위하여 ELISA 분석

을 시행하였다. 

연구결과 허혈 후 재관류 시점에 따른 친염증성 사이토카인의 발현은 뼈대근육 내 재관류 0시간군에서, 혈청

에서는 대조군과 재관류 0, 1, 2, 4, 8, 16시간군에서 사이토카인들 사이의 발현양의 차이가 유의한 것으로 관찰

되었고(p⁄.05), 항염증성 사이토카인의 발현은 혈청 내 재관류 4시간군에서 사이토카인들 사이의 발현양의 차

이가 유의한 것으로 관찰되었다(p⁄.05). 또한 대조군과 비교하여 유의한 차이를 보이는 재관류 시간은 친염증

성 사이토카인에서는 혈청 내 재관류 2, 4, 16시간군이었고, 항염증성 사이토카인에서는 혈청 내 재관류 4시간군

이었다(p⁄.05).

본 연구를 토대로 허혈 후 사이토카인들의 변화 양상은 재관류 시점에 따라 뼈대근육보다는 혈청에서 발현양

의 차이가 유의하게 나타났으며, 특히 혈청에서 재관류 4시간군에 관찰되는 IL-6와 재관류 16시간군에 관찰되

는 MCP-1은 다른 사이토카인보다 유의하게 높은 농도를 보임에 따라 친염증성 사이토카인을 대표하는 표지인

자가 될 수 있을 것으로 사료된다.
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있으며 이들은 조직의 손상과 병변 발생 시 염증매개물

질들을 활성화시켜 염증반응을 증진 및 지속시키는 것

과 밀접한 관련이 있는 것으로 보고되었다[3-5]. 항염증

성 사이토카인에는 IL-4와 IL-10 등이 있으며 친염증성

사이토카인의 생성과 유리를 억제하는 역할을 하는 것

으로 알려져 있다 [6,7]. 친염증성 사이토카인의 발생과

더불어 항염증성 사이토카인의 발생이 유도되며 이들의

균형은 염증의 진행 혹은 완화에 중요한 역할을 한다.

조직의 손상은 결국 친염증성 사이토카인 및 항염증성

사이토카인의 균형이 깨지고 조직 내에 친염증성 사이

토카인이 증가될 때 발생된다 [8]. 또한 조직 내에 증가

된 사이토카인은 조직뿐만 아니라 말초 혈액 내에 순환

하며 직접 통증반응을 증가시키거나 중추신경계통의 사

이토카인을 증가시키는 자극 역할을 하게 된다[9].

사이토카인은 다양한 임상적 상황에서 통증을 동반

한 기관의 염증반응 및 손상의 정도를 파악할 수 있는

중요한 표지인자로 주목 받고 있으며 특히 혈액 및 조

직 내 사이토카인의 농도는 질병의 존재여부뿐만 아니

라 치료 예후를 판단할 수 있는 중요한 근거로 인식되

어 왔다[10,11]. 그러나 허혈 후 재관류 시점에 따른 사

이토카인의 변화에 관한 연구는 여전히 미흡한 실정이

며 특히, 어떤 재관류 시점에 가장 높은 염증반응 양상

을 나타내는지에 관한 기초자료는 매우 부족하다. 

이에 본 연구자는 허혈 후 재관류 시간에 따라 친염

증성 사이토카인 및 항염증성 사이토카인의 변화양상

을 뼈대근육과 혈청 내에서 비교 분석하여 염증성 반

응을 대표할 수 있는 표지인자와 이들이 증가 또는 감

소한 재관류 시점을 관찰하였다.

재료 및 방법

1. 재료

실험동물은 12주령 ICR계 수컷 생쥐를 사용하였다. 8

주령 생쥐를 (주)오리엔트 바이오에서 구입한 후 한양

대학교 특정병원성미생물부재(SPF) 실험 동물실에서 사

료와 물을 공급받으며 4주간 사육하였다. 사육된 건강한

실험동물을 대조군(Sham control), 허혈 후 재관류 시간

에 따라 재관류 0시간군, 0.5시간군, 1시간군, 2시간군, 4

시간군, 8시간군, 16시간군, 24시간군으로 분류하였다.

각 군당 8마리의 실험동물을 사용하였으며 실험 후 생

존한 생쥐 중 무작위순서대로 6마리를 선택하였다. 

2. 방법

1) 허혈-재관류 방법 및 실험동물 처치

실험동물은 Zoletil® (Virbac, France), Rompun® (Bayer,

Korea), 생리식염수를 1 : 1 : 8의 비율로 혼합한 후 체중

10 g당 0.1 mL를 복강 내 주사하여 마취시켰다. 마취가

확인된 실험동물의 복부 털을 제거하고 복벽을 절개한

뒤, 왼온엉덩동맥을 노출시킨 후 생쥐용 혈관집게를 사

용하여 2시간 동안 허혈시켰다. 허혈 처치 동안 과다출

혈 및 근육괴사가 있는 부적절한 실험동물은 실험에서

제외시켰다. 허혈 2시간 후 혈관집게를 제거하여 혈류

가 재관류되는지 발바닥 색깔을 육안으로 관찰한 뒤

절개된 배의 피부를 봉합하였다. 재관류 0시간, 0.5시간,

1시간, 2시간, 4시간, 8시간, 16시간, 24시간에 맞추어 실

험동물들을 마취시킨 후 심장의 오른 심방에서 혈액을
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Fig. 1. The changes of pro-inflammatory cytokines after ischemia-reperfusion injuryin the skeletal muscle. Data are presented as mean
(pg/mL). SC : Sham control, H : hour reperfusion after ischemia, * : p⁄0.05; The difference in the pro-inflammatory cytokines at the same
reperfusion timing.
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채취하고 이후 경추탈골로 희생시켜 장딴지근 (gastro-

cnemius m.)을 적출하였다. 적출한 근육은 액화질소를

이용하여 곧바로 얼린 후 -70�C에 보관하였다. 대조군

은 허혈군과 동일한 방법으로 2시간 마취 후 복벽을 절

개하고 허혈처치 없이 희생시켰다. 

2) 혈액과 조직 준비

적출한 근육조직은 액화질소와 함께 잘게 부순 후,

인산 완충액 (WEL GEN, Korea)과 단백질 분해효소 억

제제 (SIGMA-ALDRICH, USA)를 1 : 100 비율로 혼합

한 용해 완충액 (lysis buffer)을 근육조직 1 g당 3 mL씩

첨가하였다. 

균질기 (Janke & Kunkel, IKA-Labtechnik, Germany)를

이용하여 얼음 위에서 13,500 rpm으로 10초씩 2회 균

질화시키고, 40분 동안 균질액을 얼음 속에 보관한 뒤

원심분리기 (MICRO17TR, Hanil Science Industrial Co.,
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Table 1. The changes of pro-inflammatory cytokines after ischemia-reperfusion injury in the skeletal muscle. Data are presented as mean
±S.D. (unit: pg/mL)

Muscle
SC 0H 0.5H 1H 2H 4H 8H 16H 24H

(n==6) (n==6) (n==6) (n==6) (n==6) (n==6) (n==6) (n==6) (n==6)

Eotaxin
5355.8 4645.7 3891.6 4788.4 3272.7 5814.7 5994.3 14080.5 3803.3
±3605.3 ±2524.1 ±1867.1 ±3064.8 ±645.3 ±3583.2 ±3557.1 ±7928.0 ±1166.2 

IFNγ
6865.8 3800.0 2355.4 5373.4 2611.7 4676.8 5713.7 14601.8 3174.2 
±6098.5 ±2718.3 ±2023.2 ±6012.4 ±1115.8 ±3564.7 ±3947.3 ±9264.1 ±1807.8 

IL-1α
16816.3 5098.5 4481.0 4921.8 3283.0 5891.0 6404.0 14649.8 5511.0 
±17432.4 ±3141.1 ±3170.5 ±2964.2 ±1318.7 ±4175.0 ±3824.9 ±9078.3 ±3858.6 

IL-1β
4706.3 3287.3 2289.2 4218.6 2158.5 3849.3 5756.0 12690.8 1910.0 
±3627.1 ±3129.7 ±1689.0 ±3299.2 ±818.8 ±3348.7 ±4672.0 ±7779.5 ±1436.8 

IL-2
4826.3 3141.7 1802.2 4611.6 2089.0 3213.5 5914.5 13434.2 2683.8 
±4332.7 ±3313.5 ±1451.9 ±4485.0 ±973.2 ±2567.8 ±4563.0 ±9169.1 ±1893.9 

IL-3
4968.5 4424.5 2062.0 5104.0 2218.0 3749.5 5299.3 13310.0 2671.7 
±3698.9 ±3193.3 ±1574.6 ±5118.1 ±762.6 ±2749.8 ±3796.2 ±8435.3 ±1426.4 

IL-5
3525.0 2271.7 1025.2 4090.8 1245.0 3979.2 3314.5 12903.2 1715.3 
±2882.8 ±2655.6 ±623.8 ±4531.9 ±724.4 ±4424.1 ±2391.3 ±9161.9 ±1064.7 

IL-6
4293.0 2458.2 3003.8 4682.8 2460.2 5057.8 5803.3 13557.7 2399.8 
±3366.6 ±3446.3 ±2392.6 ±4720.9 ±1470.9 ±4411.4 ±4423.2 ±9218.8 ±1606.4 

MCP-1
3877.5 3031.3 6456.2 5273.6 2713.2 5091.8 4964.5 14797.5 2620.5 
±2995.5 ±1631.4 ±9065.4 ±4226.8 ±406.7 ±3260.4 ±3287.7 ±9430.7 ±1776.5 

MDC
4943.5 3398.0 2175.8 4727.2 2185.2 4001.2 5567.3 14466.0 2228.2 
±3968.0 ±2629.3 ±1860.5 ±4796.8 ±938.9 ±3349.2 ±4238.2 ±9659.9 ±1427.9 

MIP-1α
4153.0 2183.2 1313.0 3421.0 1347.3 3700.8 5048.8 13940.0 2526.0 
±3537.4 ±2285.9 ±756.2 ±4229.7 ±1021.9 ±4691.1 ±3519.2 ±9999.1 ±1446.2 

RANTES 
6550.8 6459.0 4301.8 2614.4 2285.2 4819.0 5249.7 18274.3 3127.7 
±4359.9 ±4012.9 ±4296.5 ±2439.4 ±1640.8 ±5363.7 ±4499.8 ±13564.0 ±1328.4 

TARC
6550.5 8837.0 3392.0 9583.2 3705.7 5500.2 7313.0 16623.7 3607.2 
±1098.3 ±3236.4 ±2107.3 ±9939.9 ±3526.0 ±5482.8 ±7885.9 ±9041.6 ±2112.1 

TCA-3
7780.3 5420.3 3249.2 5736.8 3421.0 5484.8 7240.5 15257.8 3827.5 
±7018.2 ±3929.3 ±1653.6 ±5618.3 ±2068.7 ±5201.8 ±5912.8 ±10769.0 ±2641.2 

p-value1) 0.9867 *0.0067 0.1112 0.9126 0.0696 0.6933 0.9463 0.9980 0.2650 

p-value2) 0.8682 0.7724 0.5444 0.5684 0.6854 0.5576 0.3954 0.9190

SC : Sham control, H : hour reperfusion after ischemia
IL : interleukin, INFγ : interferonγ, MDC : macrophage derived chemokine
MIP-1α : macrophage inflammatory protein-1α, MCP-1 : monocyte chemoattractant protein-1
TCA-3 : T-cell activation protein-3, TARC : thymus and activation regulated chemokine
RANTES : regulated upon activation normal T cell expressed and secreted
p-value1) : The difference in the pro-inflammatory cytokines at the same reperfusion timing. Kruskal-Wallis test used. * : p⁄0.05.
p-value2) : Differences of cytokines in the time period of reperfusion compared with the sham control group. Repeated Measured ANOVA test used. † : p⁄0.05.



Korea)를 이용하여 4�C에서 12,000 rpm으로 10분 동안

원심분리한 후 상층액을 수집하였다. 혈액은 4�C에서

7,500 rpm으로 20분 동안 원심분리한 후 상층액인 혈

청만을 모아 분석 전까지 -70�C에 보관하였다.

3) 효소결합면역흡착분석법 (ELISA)

ELISA kit (Q-PlexTM Array, Quansysbio, USA)를 사용

하여 뼈대근육과 혈청에서 나타나는 사이토카인을 분

석하였다. 실험 절차는 제공된 시약과 방법에 따라 다

음과 같이 시행하였다. 

혈청표본을 사이토카인에 특이 반응하도록 처리된 미

량역가판 (microtiter plate)의 각 웰 (well)에 50 μL씩 분

주하고 실온에서 1시간 동안 교반기 (plate shaker)에서

반응시켰다. 3회 세척 후 각 웰에 검출혼합용액 50μL씩

을 분주하고 실온에서 1시간 동안 교반기에서 반응시켰

다. 3회 세척 후 Streptavidin-HRP (horseradish peroxi-

dase)용액 50 μL씩을 분주하고 실온에서 15분 동안 교

반기에서 반응시켰다. 다시 6회 세척 후 제공된 물질

(substance) A와 물질 B 용액을 자외선을 차단한 상태에

서 각각 3 mL씩 혼합하였다.

혼합한 기질 (substrate)을 각 웰에 50 μL씩 분주하고

15분 안에 판영상 (plate image)을 ChemiDoc XRS Plus

System (Bio-Rad, USA)으로 촬영하였다. 

촬영된 결과의 표준곡선 및 데이터 용량은 Q-PlexTM

SOFTWARE (Quansysbio, USA)로 분석하였다. 

4) 통계분석

친염증성 사이토카인 및 항염증성 사이토카인의 통계

분석을 위하여 SAS 9.2 version을 사용하였다. 허혈 후

재관류 시점에 따른 사이토카인들의 내적 일관성을 알

아보기 위하여 Cronbach’s alpha 분석을 하였다. 동일한

재관류 시점에서 사이토카인의 농도 사이의 차이는

Kruskal-Wallis test를 이용하여 분석하였고, 대조군과

비교한 재관류 시점별 사이토카인의 차이는 Repeated

Measured ANOVA test를 이용하여 분석하였다. Cron-

bach’s alpha 값은 0~1로, α›0.9 매우 높음 (excellent),

0.7‹α⁄0.9 높음 (good), 0.6‹α⁄0.7 보통 (acceptable),

0.5‹α⁄0.6 관계 적음 (poor), α⁄0.5 관계없음 (unac-

ceptable)으로 해석하였다. 분석을 통해 얻은 모든 결과

값은 평균 (mean)과 표준편차 (S.D)로 나타내었고, 통계

적 유의 수준은 p⁄0.05로 정하였다. 

결 과

1. 친염증성 사이토카인

본 실험에서 친염증성 사이토카인에 해당하는 것은

Eotaxin, IFNγ, IL-1α, IL-1β, IL-2, IL-3, IL-5, IL-6,

MCP-1, MDC, MIP-1α, RANTES, TARC, TCA-3이다. 

허혈 후 재관류 시점에 따른 뼈대근육 내 친염증성 사

이토카인의 변화 양상은 유사하게 나타났다(Cronbach’s

alpha : 0.9905, Fig. 1). 재관류 0시간군에서는 사이토카

인의 농도사이의 차이가 유의한 것으로 나타났고 (p⁄

0.05, Table 1). 대조군과 비교한 재관류 시점별 사이토

카인의 차이는 통계적 유의성은 없었으나 IL-1α를 제외

한 모든 사이토카인들이 재관류 16시간군에서 가장 높

게 증가되었다가 24시간군에서 감소되는 것으로 나타

났다(Fig. 1). 

허혈 후 재관류 시점에 따른 혈청 내 친염증성 사이
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Fig. 2. The changes of pro-inflammatory cytokines after ischemia-reperfusion injury in the serum. Data are presented as mean (unit:
pg/mL). H : hour reperfusion after ischemia, SC : Sham control, * : p⁄0.05; The difference in the pro-inflammatory cytokines at the same
reperfusion timing. † : p⁄0.05; Differences of cytokines in the time period of reperfusion compared with the sham control group.
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토카인의 변화 양상은 유사하게 나타났다 (Cronbach’s

alpha : 0.8355, Fig. 2). 반면 대조군, 재관류 0, 1, 2, 4, 8,

16시간군에서 사이토카인의 농도 사이의 차이가 유의한

것으로 나타났다. 또한 재관류 2, 4, 16시간군에서 대조

군과 비교한 재관류 시점별 사이토카인의 차이가 유의

한 것으로 나타났다(p⁄0.05, Table 2). 혈청에서 IL-6는

재관류 4시간군에서, Eotaxin, MCP-1, TARC는 재관류

16시간군에서, TCA-3는 재관류 24시간군에서 가장 높

게 증가되었을 뿐만 아니라 다른 사이토카인보다 유의

하게 높은 농도로 관찰되었다(Fig. 2).

2. 항염증성 사이토카인

본 실험에서 항염증성 사이토카인에 해당하는 것은

IL-4와 IL-10이다. 허혈 후 재관류 시점에 따른 뼈대근

육 내 항염증성 사이토카인의 변화 양상은 유사하게 나
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Table 2. The changes of pro-inflammatory cytokines after ischemia-reperfusion injury in the serum. Data are presented as mean±S.D.
(unit: pg/mL)

Serum
SC 0H 0.5H 1H 2H 4H 8H 16H 24H

(n==6) (n==6) (n==6) (n==6) (n==6) (n==6) (n==6) (n==6) (n==6)

Eotaxin
7542.0 10243.4 5505.7 3820.8 14658.5 15972.2 12796.8 15991.5 4537.0 
±2899.2 ±4024.0 ±3210.0 ±1963.7 ±8776.2 ±6749.7 ±6053.1 ±16850.5 ±2751.0 

IFNγ
1512.0 2438.6 1727.7 1171.5 1446.7 1322.2 1621.0 1933.0 2317.4 
±686.2 ±3444.6 ±1429.7 ±1182.8 ±851.5 ±593.1 ±1003.2 ±865.7 ±1874.9

IL-1α
1345.2 1404.0 2488.3 1797.2 1952.5 3520.7 1528.0 1692.5 3632.8 
±488.0 ±818.3 ±2763.7 ±1318.8 ±805.9 ±1883.9 ±995.1 ±383.9 ±4797.0

IL-1β
1401.8 3100.0 1129.3 2265.7 3197.5 4467.5 1514.2 1506.5 1415.0 
±541.6 ±4161.4 ±269.0 ±1667.6 ±2246.6 ±3739.7 ±653.0 ±817.6 ±861.0 

IL-2
1283.8 1517.8 1255.3 1100.2 1194.0 2266.5 1267.2 1676.0 1463.2 
±455.4 ±1519.5 ±894.5 ±543.8 ±257.9 ±1527.8 ±453.6 ±349.3 ±1109.8

IL-3
1050.6 1681.2 1772.5 1039.5 1163.5 1223.7 1299.4 1742.2 1665.0 
±415.3 ±2252.2 ±2375.6 ±1017.0 ±505.4 ±316.2 ±763.0 ±496.1 ±1445.4 

IL-5
1053.0 1355.6 1026.7 2533.0 1371.2 1743.2 1663.0 1785.2 2449.4 
±216.1 ±1226.2 ±595.2 ±3548.5 ±411.7 ±773.4 ±550.7 ±513.0 ±1810.5

IL-6
1682.6 4246.2 1780.3 4579.3 4798.0 24400.7 6437.2 10598.3 2087.4 
±656.0 ±6621.1 ±1000.6 ±6700.8 ±1661.5 ±23397.2 ±3430.9 ±14229.4 ±1637.4

MCP-1
1586.8 1617.4 3012.2 1329.0 5114.3 14502.3 10089.8 21765.5 3717.0 
±911.9 ±1360.3 ±2879.2 ±1263.7 ±4899.8 ±11530.0 ±11807.5 ±13875.0 ±2475.1

MDC
2040.2 2093.4 1766.8 1776.5 2702.5 2291.5 2483.2 4868.8 3495.0
±812.8 ±1074.4 ±1645.1 ±1413.5 ±1694.9 ±944.6 ±819.2 ±2084.3 ±1780.5 

MIP-1α
1580.0 2398.0 1423.3 1317.7 1164.5 1780.8 3327.4 2990.3 3608.8 
±798.4 ±3295.3 ±980.1 ±1058.9 ±461.1 ±668.0 ±4239.6 ±597.9 ±2925.6 

RANTES 
2886.4 6833.8 1969.3 3138.5 2310.8 2799.5 3404.0 3631.5 3140.0 
±469.8 ±9372.5 ±2011.2 ±2761.9 ±1298.7 ±1244.6 ±2533.9 ±781.8 ±1504.9 

TARC
5307.4 9273.0 5361.7 4513.5 11280.0 9664.2 13702.6 14599.0 6587.2 
±2803.6 ±4167.1 ±5386.2 ±3615.6 ±10017.6 ±2512.2 ±10561.8 ±8972.2 ±2872.1 

TCA-3
647.6 858.4 857.5 759.5 1157.8 1016.7 2640.6 10256.5 13404.2 
±317.6 ±755.7 ±575.4 ±525.6 ±928.7 ±514.2 ±2003.0 ±10267.0 ±20570.2

p-value1) *0.0001 *0.0114 0.1541 * 0.0330 *⁄⁄.0001 *⁄⁄.0001 *0.0005 *⁄⁄.0001 0.1384 

p-value2) 0.7364 0.6146 0.0854 †0.0088 †
⁄⁄.0001 0.0666 †0.0123 0.0853

SC : Sham control, H : hour reperfusion after ischemia
IL : interleukin, INFγ : interferonγ, MDC : macrophage derived chemokine
MIP-1α: macrophage inflammatory protein-1α, MCP-1 : monocyte chemoattractant protein-1
TCA-3 : T-cell activation protein-3, TARC : thymus and activation regulated chemokine
RANTES : regulated upon activation normal T cell expressed and secreted
p-value1) : The difference in the pro-inflammatory cytokines at the same reperfusion timing. Kruskal-Wallis test used. * : p⁄0.05.
p-value2) : Differences of cytokines in the time period of reperfusion compared with the sham control group. repeated Measured ANOVA test used. 
† : p⁄0.05.



타났다 (Cronbach’s alpha : 0.9585, Fig. 3). 또한 동일한

재관류 시점에서도 사이토카인 사이의 농도에 유의한

차이가 없는 것으로 나타났다 (Table 3). 대조군과 비교

한 재관류 시점별 사이토카인의 차이는 통계적 유의성

은 없었으나 재관류 16시간군에서 가장 높게 증가되었

다가, 24시간군에서 감소되는 것으로 나타났다(Fig. 3). 

허혈 후 재관류 시점에 따른 혈청 내 항염증성 사이

토카인의 변화 양상은 유사성이 없는 것으로 나타났다

(Cronbach’s alpha : 0.1223, Fig. 4). 재관류 4시간군에서

사이토카인의 농도 사이의 차이가 유의한 것으로 나타

났고, 대조군과 비교한 재관류 시점별 사이토카인의 차

이 또한 유의한 것으로 나타났다(p⁄0.05, Table 4). 

고 찰

뼈대근육의 허혈 재관류 손상은 각종 사고, 격렬한 운

동 그리고 외과 수술 시 주로 발생된다. Chen 등(1998)

은 뼈대근육의 허혈은 세포질 내 사립체와 근육세포질

세망을 손상시키고 근육원섬유를 형태학적으로 변형시

킨다고 하였고 [12], Filosto 등 (2003)은 조직의 손상은

증가된 활성산소기 (reactive oxygen species, ROS)가 사

이토카인의 분비를 조절하여 염증 관련 인자들의 활동

을 증가시켰기 때문이라고 하였다[2]. 

허혈 재관류 손상은 뼈대근육섬유의 종류와 허혈시

간에 따라서 다르게 나타나고 허혈 후 회복과정에도

영향을 주는 것으로 알려져 있다. 빠른 수축 섬유에 해

당하는 type II 섬유는 느린 수축섬유에 해당하는 type I

섬유보다 허혈 손상에 더 민감하고 회복속도도 더 느

린 것 [13]으로 보고되었고, 2시간 허혈은 가역적인 손

상을 주지만 장시간의 허혈은 심한 손상을 줄 뿐만 아

니라 괴사 및 세포자멸사 (apoptosis)를 유발할 수 있다

고 하였다[14]. 

친염증성 사이토카인은 호산구 작용을 활성화하여
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Table 3. The changes of anti-inflammatory cytokines after ischemia-reperfusion injury in the skeletal muscle. Data are presented as mean
±S.D. (unit : pg/mL)

Muscle
SC 0H 0.5H 1H 2H 4H 8H 16H 24H

(n==6) (n==6) (n==6) (n==6) (n==6) (n==6) (n==6) (n==6) (n==6)

IL-4
4128.0 4062.5 2581.8 5747.0 3375.2 4572.8 5212.5 13618.7 2096.0 
±2972.2 ±3143.5  ±1671.7  ±4355.2  ±3066.6  ±3127.3  ±4796.1  ±7745.0  ±1272.2

IL-10
3115.5 3298.7 2036.2 3639.0 2736.2 4227.3 3899.7 11821.8 2713.2 
±2101.5 ±2528.1  ±1024.9  ±3170.9  ±2753.6  ±4084.6  ±2282.1  ±7535.3  ±749.6 

p-value1) 0.6650 0.6889 0.6761 0.5309 0.2980 0.8102 1.0000 0.6889 0.5752 

p-value2) 0.9752 0.9356 0.7168 0.8504 0.9798 0.7925 0.5770 0.4967

SC : Sham control, H : hour reperfusion after ischemia, IL : interleukin
p-value1) : The difference in the anti-inflammatory cytokines at the same reperfusion timing. Wilcoxon rank sum test used.
p-value2) : Differences of cytokines in the time period of reperfusion compared with the sham control group. Repeated Measured ANOVA test used.

Fig. 3. The changes of anti-inflammatory cytokines after ischemia-reperfusion injury in the skeletal muscle. Data are presented as mean
(unit: pg/mL). H : hour reperfusion after ischemia, SC : Sham control.
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알레르기 반응을 유도한다. 이 중 Eotaxin은 주로 급성

기 알레르기 반응이나 천식 발생 시 활동하여 호산구

를 집결시키는 역할을 한다 [15]. 허파에서 과잉 생성된

IL-3와 IL-5는 호산구 및 골수세포를 활성화하고 기도

내 침윤을 증가시켜 천식을 일으킨다고 하였다[16].

MDC와 TARC는 주로 섬유아세포와 상피세포에서

생성되고 조직 내 Th2세포의 유입을 증진시키며, 안구

표면, 피부, 허파, 기관지 등에 알레르기성 질환을 일으

킨다 [17]. Holzheimer와 Steinmetz (2000)에 의하면 조

직 손상을 동반한 외상이나 수술 후 해당부위에 지속

적으로 나타나는 통증은 염증반응을 일으키는 사이토

카인이 지속적으로 생성되었기 때문으로, 외과적 수술

전∙후 국소조직 및 전신에서 사이토카인의 농도를 관

찰한 결과 국소조직의 농도가 전신의 농도보다 현저하

게 높게 나타났다고 하였다 [18]. Leung 등 (2000)은 수

술 후 IL-1β가 수술부위 및 혈장에서 유의하게 증가되

었다고 하였고 [19], 특히 MIP-1α는 허혈 재관류 손상

시 증가되어 염증세포의 침윤과 조직 파괴를 유도한다

고 알려져 있다[20].

친염증성 사이토카인은 장기 이식 시 거부반응과도

관련된다. IL-2는 대표적인 자가분비 (autocrine) 기능을

가진 사이토카인이며 장기 이식과 관련하여 IL-2와

IFNγ의 발현 감소는 거부반응을 감소시키는 것으로 알

려져 있다 [21]. Nagano 등 (1997)은 이식 후 초기에 증

가된 RANTES가 급성 거부반응과 밀접한 관계가 있다

고 하였고 [22], Kimura 등 (2013)도 허혈 조직에서

RANTES가 증가하면 혈류 회복이 지연된다고 보고 하

였다 [23]. TCA-3는 T세포, 비만세포, 내피세포 등에서

생성되고, 이식에 따른 허혈 손상의 발병기전에 중요한

역할을 하며, 전체 이식보다는 부분 이식 시 더 증가되

어 허혈 손상을 일으킨다고 하였다[24]. 

친염증성 사이토카인은 또한 뼈대근육과도 관련되어
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Table 4. The changes of anti-inflammatory cytokines after ischemia-reperfusion injury in the serum. Data are presented as mean±S.D.
(unit: pg/mL)

Serum
SC 0H 0.5H 1H 2H 4H 8H 16H 24H

(n==6) (n==6) (n==6) (n==6) (n==6) (n==6) (n==6) (n==6) (n==6)

IL-4
1206.6 1208.2 2934.3 980.2 1038.3 1162.7 1557.2 1739.3 2050.6 
±645.2 ±1189.5  ±4736.9  ±791.1 ±567.5 ±577.7 ±1176.2  ±744.8 ±2120.2

IL-10
1081.6 2986.2 2871.3 3361.0 1288.3 3112.0 1655.0 2037.3 1389.6 
±434.4 ±4747.0  ±5336.8  ±6299.4  ±475.7 ±1167.2  ±555.4 ±603.2 ±912.0 

p-value1) 0.8345 0.8340 0.6889 1.0000 0.4712 *0.0051 0.6761 0.4712 1.0000 

p-value2) 0.3901 0.4609 0.3291 0.1367 †0.0047 0.6706 0.2350 0.4869

SC : Sham control, H : hour reperfusion after ischemia, IL : interleukin
p-value1) : The difference in the anti-inflammatory cytokines at the same reperfusion timing. Wilcoxon rank sum test used. * : p⁄0.05.
p-value2) : Differences of cytokines in the time period of reperfusion compared with the sham control group. Repeated Measured ANOVA test used. 
† : p⁄0.05.

Fig. 4. The changes of anti-inflammatory cytokines after ischemia-reperfusion injury in the serum. Data are presented as mean (unit:
pg/mL). H : hour reperfusion after ischemia, SC : Sham control, * : p⁄0.05; The difference in the anti-inflammatory cytokines at the same
reperfusion timing, † : p⁄0.05; Differences of cytokines in the time period of reperfusion compared with the sham control group.
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영향을 미친다. 

IFNγ는 직∙간접적으로 대식세포를 활성화시켜 염증

반응을 증진시키고, 만성염증 및 자가 면역 질환 그리

고 손상된 뼈대근육에서 발현을 한다[25]. 

IL-6는 대표적인 염증성 사이토카인으로 뼈대근육

내 자극에 따라 신속히 발현을 하여 운동하는 동안 간

에서 포도당 생성을 증진시키거나 지방조직에서 지방

분해를 한다고 보고된 바 있다[26]. 

Steensberg 등 (2000)은 육체적 활동 반응에 의하여

뼈대근육에서 유도된 IL-6의 혈장수준이 상승되고, 이

때 분비된 IL-6는 대사와 염증과정에 영향을 줄 수 있

다고 하였다[27]. MCP-1은 뼈대근육의 급성손상 시 활

동하는 인자이며 [28], 혈액 내 증가 시 죽상경화증과

같은 혈관 질환과 급성 및 만성 바이러스 감염을 일으

킨다[29].

본 연구에서 친염증성 사이토카인을 분석한 결과, 뼈

대근육에서 각 사이토카인의 변화 양상은 재관류 시점

에 따라 모두 유사하게 나타났으며 (Cronbach’s alpha :

0.9906), 재관류 0시간군에서 친염증성 사이토카인의

농도 사이의 차이가 유의한 것으로 나타났다 (p⁄0.05,

Fig. 1). 대조군과 비교한 재관류 시점별 사이토카인은

통계적 유의성은 없었으나, IL-1α를 제외한 뼈대근육

내 친염증성 사이토카인은 모두 재관류 16시간군에서

가장 높게 증가되었다가 24시간군에서 감소되는 것으

로 나타났다(Fig. 1). 

혈청에서 각각의 친염증성 사이토카인의 변화 양상

역시 유사하게 나타났지만 (Cronbach’s alpha : 0.8355),

대조군, 재관류 0, 1, 2, 4, 8, 16시간군에서 친염증성 사

이토카인의 농도 사이의 차이가 유의한 것으로 나타났

다 (p⁄0.05, Fig. 2). 또한 대조군과 비교하여 재관류 2,

4, 16시간군에서 농도 사이의 차이가 유의한 것으로 나

타났다 (p⁄0.05, Fig. 2). 특히 IL-6는 재관류 4시간군에

서 대조군의 14.5배이었으며, MCP-1은 재관류 16시간

군에서 대조군의 13.7배 증가된 것으로 관찰되었다. 이

러한 결과는 허혈 후 재관류 시 나타나는 뼈대근육 손

상은 근육에서 혈관 투과성이 증가되면서 조직 내 호

중구의 활성이 높아지고 [30], 활성화된 호중구의 조직

내 침윤이 증가됨에 따라 염증을 일으키는 사이토카인

의 분비가 증가된 결과[1]라고 생각된다. 

본 연구에서 가장 큰 농도차이를 보였던 IL-6와

MCP-1은 재관류 4시간군에서 크게 증가한 뒤, 8시간군

에서 감소하고 16시간군에 다시 증가한 뒤 24시간군에

감소하는 것으로 관찰되었다 (Fig. 2). IL-6는 재관류 시

생성되는 활성산소기 (ROS)에 영향을 받는 NF-kappaB

의 활성과 밀접한 관련이 있으며 이러한 활성은 저산

소증에 의해 서서히 영향을 받는다 [31]는 연구결과에

따라 재관류 4시간군에서 상승된 것으로 생각된다. 

또한 항염증성 사이토카인은 친염증성 사이토카인의

생성과 유리를 억제하여 염증반응을 완화시키는 것

[6,7]으로 알려져 있다. 본 실험에서 재관류 4시간군에

서 대조군과 비교하여 유의한 농도차이를 보였던 항염

증성 사이토카인의 영향에 의해 IL-6는 감소 및 재증

가 되었을 것으로 생각되며, 뼈대근육의 손상 초기에

반응하는 MCP-1 역시 IL-6과 비슷한 양상을 보이는

것으로 생각된다. 본 실험에서 IL-6 변화는, 3시간 부분

허혈 후 재관류 0, 4, 24시간군에서 IL-6를 비교한

Conard 등(2005)의 실험과 유사하게 나타났다[11]. 

항염증성 사이토카인에 해당하는 IL-4는 B세포로부

터 IgE 생성을 촉진시키는 역할을 하고, 자가 분비 작용

을 통하여 Th2세포의 성장을 유도하며 알레르기 반응

시 빠르게 증가한다[32]. 림프절에서 발현된 IL-10 또한

염증반응을 조절하고, 혈액응고를 억제하는 항염증성

사이토카인의 역할을 한다[33,34].

본 실험에서 항염증성 사이토카인의 발현 양상은 허

혈 후 재관류 시점에 따라 뼈대근육에서 유사하게 나

타났다 (Cronbach’s alpha : 0.9585). 대조군과 비교한 재

관류 시점별 사이토카인은 통계적 유의성은 없었으나

재관류 16시간군에서 가장 높게 증가되었다가 24시간

군에서 감소되는 것으로 나타났다 (Fig. 3). 혈청에서 항

염증성 사이토카인의 변화 양상은 유사성이 없는 것으

로 나타났다 (Cronbach’s alpha : 0.1223). 재관류 4시간

군에서 사이토카인의 농도 사이의 차이가 유의한 것으

로 나타났고, 대조군과 비교한 재관류 시점별 사이토카

인의 차이 또한 유의한 것으로 나타났다 (p⁄0.05, Fig.

4). 

조직손상의 발생은 친염증성 사이토카인과 항염증성

사이토카인 사이의 균형유지가 중요한 것으로 알려져

있다 [35]. 허혈 후 재관류 손상으로 혈액 내 증가된 급

성 염증반응 및 통증을 일으키는 인자들과 균형 활동

을 이루기 위하여 친염증성 사이토카인이 증가한다 [7]

는 연구 보고를 고려할 때, 본 실험에서 IL-4와 IL-10

의 발현 증가는 염증과 통증억제에 연관이 있을 것으

로 생각된다. 

이상의 연구 결과를 종합하면, 뼈대근육에서 대부분의

사이토카인이 일관되게 재관류 16시간에서 증가됨에 따

라 허혈 후 재관류 16시간이 뼈대근육의 염증반응을 확

인할 수 있는 가장 적절한 시간이라는 것을 알 수 있었

고, 염증반응에 민감한 재관류 시간이 확인됨에 따라 향

후 허혈 재관류 동물실험에서 불필요한 재관류 시간 설

정으로 인한 동물의 희생을 줄이는 데 도움이 될 수 있

을 것으로 생각된다. 또한 혈청에서 재관류 4시간과 16

시간에서 높은 발현 농도로 나타난 IL-6, Eotaxin, MCP-
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1, TARC는 뼈대근육의 손상을 혈청 내에서 예측할 수

있는 유용한 표지인자가 될 수 있을 것으로 생각된다.

본 연구를 토대로 허혈 후 사이토카인들의 변화 양상은

재관류 시점에 따라 뼈대근육보다는 혈청에서 발현양

의 차이가 유의하게 나타났으며, 특히 혈청에서 재관류

4시간군에 관찰되는 IL-6와 재관류 16시간에 관찰되는

MCP-1은 다른 사이토카인보다 유의하게 높은 농도로

발현됨에 따라 친염증성 사이토카인의 표지인자가 될

수 있을 것으로 사료된다.

그러나 뼈대근육 허혈 후 재관류 시점에 따른 사이

토카인의 변화양상을 비교한 선행연구의 부족으로 다

양한 사이토카인을 본 실험과 비교할 수 없는 연구의

한계가 있었으며 앞으로 계속된 추가 실험이 필요할

것으로 생각된다. 또한 본 실험을 바탕으로 허혈 손상

시 혈청에서 높게 나타나는 염증관련 사이토카인들이

환자들에서 뼈대근육의 손상과 관련된 급성 염증반응

을 예측할 수 있는 적절한 표지인자로 활용될 수 있음

을 비교하는 연구가 필요할 것으로 생각된다.
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The Changes of Pro- and Anti-inflammatory Cytokines in Both
Serum and Gastrocnemius Muscle of Mice after 2-hour Postischemic
Reperfusion Injury

Shin-Young Kim

Department of Anatomy and Cell Biology, Hanyang University 

Abstract : This study aimed to investigate the inflammatory changes and their main indicators according to the

time-period of postischemic reperfusion injury confirmed by analyzing changes of both pro-inflammatory and

anti-inflammatory cytokines in the skeletal muscle and serum.

By using 12-week-old male ICR strain mice were grouped into sham control and 8 different time-periods of

reperfusion groups (0, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 24 hours). Left common iliac artery of each mice in the reperfusion group

was devascularized by a vascular clamp for 2 hours. Once anesthesia was applied to the experimental animals,

blood serum was obtained from right heart atrium on the difference time-period of reperfusion (0-, 0.5-, 1-, 2-, 4-,

8-hour, respectively). Then, tissue fluid was collected in calf muscles (gastrocnemius muscle) after the mice were

sacrificed by cervical dislocation. By using these serum and tissue fluids, enzyme-linked immunosorbent assay

(ELISA) was used to analyze both pro-inflammatory cytokines (Eotaxin, IFNγ, IL-1α, IL-1β, IL-2, IL-3, IL-5, IL-

6, MCP-1, MDC, MIP-1α, RANTES, TARC, TCA-3) and anti-inflammatory cytokines (IL-4, IL-10). Con-

sequently, there were significant differences of pro-inflammatory cytokines levels in the skeletal muscle of 0-

hour reperfusion group (p⁄.05) and those in the serum of 0-, 1-, 2-, 4-, 8-, 16-hour reperfusion groups (p⁄.05).

In the serum of 4-hour reperfusion group, the presence of anti-iflammatory cytokines was significant from other

groups (p⁄.05). By the comparison with the control group, furthermore, pro-inflammatory cytokines in the

serum of 2-, 4-, 16-hour reperfusion group and anti-inflammatory cytokines in the serum of 4-hour reperfusion

group were considerably different (p⁄.05).

To sum up, changes of cytokine levels according to the time-period of reperfusion were considerably different

in the serum rather than the tissue fluids from the skeletal muscle. In particular, IL-6 and MCP-1 in the serum

showed higher density in 4- and 16-hour reperfusion groups so that they could be considered as the main

indicator of pro-inflammatory cytokines. 
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