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방사선 조사 후 흰 쥐의 폐에서 염증성 Cytokine의 발현 양상
한국원자력의학원 1내과, 2실험병리학연구실, 3중앙대학교 의과대학 내과학교실

최윤정1, 노진경1, 장원석2, 이선주2, 이승숙2, 고재수2, 김재열3, 김혜련1, 김철현1, 이재철1

Biphasic Increase of Pro-inflammatory Cytokines in Mice Lung after 
Irradiation
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Background: The pathophysiologic mechanisms of radiation-induced lung injury should be elucidated to enhance 
the therapeutic efficacy of radiotherapy and to manage patients exposed to serious radiation by accident. It has 
been suggested that pro-inflammatory cytokines play an important role in radiation-induced effect on the lung. 
This study was aimed to investigate changes in pro-inflammatory cytokines such as TNF-α, MIP-2, IL-1β and 
HMGB1, a newly recognized inflammatory mediator.
Methods: The chests of BALB/c mice were selectively irradiated with single fraction of 20 Gy and then sacrificed 
at indicated times. Pathologic changes in the lung were examined after H&E staining. The expression level of 
pro-inflammatory cytokines was evaluated by ELISA kits in lung homogenate and in serum.
Results: Radiation induced inflammatory changes and mild fibrosis in lung. Biphasic increase of TNF-α and IL-1β 
was found in lung homogenate at 4 hours and at 3 weeks after radiation. The elevation in the second phase 
tended to be more intense. However, there was no similar change in serum. MIP-2 level was slightly increased 
in lung homogenate at 4 hours, but not at 3 weeks. HMGB1 was increased at 3 weeks in serum while there 
was no significant change in lung homogenate.
Conclusion: Radiation induced a biphasic increase in TNF-α and IL-1β. The effective control of second phase cytok-
ine elevation should contribute to preventing severe lung fibrosis caused by radiation.
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서   론

  방사선은 폐암의 치료에 있어 수술, 항암화학요법과 더

불어 중요한 한 축을 담당하고 있다. 방사선의 조사량에 

비례하여 치료 효율이 높아진다는 것은 이미 잘 알려진 

사실이지만 정상 조직이 받는 손상으로 인해 방사선의 조

사량을 무한정 늘릴 수 없다는 점이 한계로 지적된다. 통

상적으로 폐암의 근치적 치료 목적으로 조사되는 양은 60

∼80 Gy 정도에 머무르고 있다
1
. 정상조직이 받는 손상의 

기전을 보다 잘 이해하고 이를 극복할 수 있는 방안을 마

련할 수 있다면 조사량을 늘려 치료 효율을 향상 시킬 수 

있다는 점에서 이에 대한 더 많은 연구가 이루어져야 할 

것으로 보인다. 또한 원자력 발전 및 동위 원소 사용의 

증가로 인해 방사능 유출 사고의 가능성도 높아지고 있는

데, 이러한 연구는 방사능에 피폭된 환자의 치료에 있어서

도 중요한 역할을 할 것으로 기대되고 있다. 방사선에 의

한 폐를 포함한 여러 장기의 손상을 해결하고자 하는 연구
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는 지금까지 많이 이루어져 왔으나 아직까지 밝혀진 바는 

많지 않고 그 해결책 또한 미미한 수준에 머물고 있다. 

현재 가장 주목을 받고 있는 것은 염증성 cytokine들이다. 

염증성 cytokine의 활성화가 초기 방사선 폐렴뿐만 아니

라 후기에 생기는 폐 섬유화에도 기여하고 있다는 보고들

이 있어 다양한 종류의 염증성 cytokine들의 변화에 대한 

연구가 이루어 지고 있다
2-4

.

  High mobility group (HMG)은 chromosomal protein 

superfamily로서 HMGB, HMGN, HMGA 등이 있다
5
. 이

들 중 HMGB1은 HMGB의 family에 속하며 염증성 cyto-

kine의 하나로 알려졌다6. HMGB1은 세포 내에서의 위치

에 따라 그 기능이 달라지지만 핵 내에서는 DNA re-

combination, repair, replication and gene transcription 

등에 관여하는 것으로 보고 되었다7-9. 이와는 달리 세포 

밖으로 유리된 HMGB1은 lipopolysaccharide에 의해 유

도되는 독성에 관여하는 후기 매개체로 작용한다
6
. LPS를 

투여하여 치명적인 패혈증을 유도한 후 쥐의 혈청을 분석

한 결과 HMGB이 증가하는 것으로 보고 되었으며, an-

ti-HMGB1 antibodies를 사용하면 초기 염증성 cytokine

들의 분비가 이루어진 후에 투여하였음에도 불구하고 LPS

로 인한 치사율을 저하시키는 것이 확인되어 염증 반응의 

후기에 매우 중요한 역할을 담당하고 있음을 시사하였다
6
.

  본 연구에서는 방사선 조사를 하였을 때 나타나는 TNF-

α, IL-1β, macrophage inflammatory protein-2 (MIP-2) 

등 기존에 알려진 염증성 cytokine들의 변화를 조사하여 

이들의 역할을 규명하고자 하였고, 새롭게 주목 받고 있는 

염증 매개 물질인 HMGB1의 변화 또한 관찰하였다.

대상 및 방법

1. 공시동물

  본 실험에 사용된 동물로는 수컷의 BALB/c mice 90두

(6주령)를 대한바이오링크(Dae Han Biolink Co., Eumse-

ong, Korea)를 통해 들여온 후 사양실에서 일주일간의 적

응기간을 두었다. 동물사양은 원자력병원의 동물 사양실 

clean room에서 동물환경제어기기(Auto controller-Auto 

200, Jeung Do Bio & Plant Co., Seoul, Korea)에 의해, 

온도 22±1oC, 습도 60±10%, 조명시간 12 L：12 D로 유

지하며, 멸균된 사료 rodent chow 5057 (Purina Korea, 

Seoul, Korea)를 열소독기(Daeyoung/Chiyoda, Steron)로 

살균한 물과 함께 자유 급식시켰으며 polycarbonate cage 

(260×420×180 mm)에서 사양하였다.

2. 방사선조사

  방사선조사는 원자력병원 방사선종양학과의 치료용 기

기(Theratron 780, AECL, Kanata, Canada)를 사용하여 흉

부만 부분 조사하였다. 실험동물로 사용된 대조군과 실험

군 모두 마취제(zoletil 50) 10 mg/kg 복강투여 마취 후, 

실험군을 고정틀(fix table, Jeung Do Bio & Plant Co.)에 

고정하여 202 cGy/min (field size: 4×30 cm2, SSD: 80 

cm, depth: 0.5 cm)로 방사선 조사하였다.

3. 실험군 설정

  실험군은 아래와 같이 설계하여 총 2군으로 나누되, 각 

군당 mice 45두씩 90두의 BALB/c를 4 hour, 1, 3, 5, 8, 

10 days, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 weeks에 각각 3마리씩 

부검하였다.

  제1군: 정상대조군 (C); 방사선조사를 하지 않은 같은 

연령의 정상대조군

  제2군: 방사선 단독조사군 (R); 20 Gy의 방사선 흉부 

부분조사를 받은 실험대조군

제1군

control start 4 h 1 d 9 wk

ⓢ ⓢ ⓢ ⓢ ⓢ

제2군

RT start 4 h 1 d 9 wk

□ ⓢ ⓢ ⓢ ⓢ ⓢ

ⓢ: 부검, (4 hour, 1, 3, 5, 8, 10 days, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 
9 weeks)
□: 방사선 흉부 부분 조사 20 Gy

4. ELISA와 Western blot을 위한 혈청 분리와 lung 

homogenate 준비

  BALB/c mice의 흉부에 방사선을 조사한 후 폐장을 적

출하여 단백질을 Lysis buffer (50 mM HEPES, 150 mM 

NaCl, 10% glycerol, 1% Triton X-100, 1.5 mM MgCl2, 

1 mM EGTA, 1 mM sodium vanadate, 10 mM sodium 

pyrophosphate, 10 mM NaF, 300 μm p-nitrophenyl 

phosphate, 1 μg/mL leupeptin, 1 mM PMSF, 그리고 10 

μg/mL aprotinin, pH 7.3)로 lysis시키고 10분 동안 

20,000 g로 원심분리하여 세포 파쇄물을 제거하고 상등액
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Figure 1. Histologic changes of lung parenchyma at 4 h
(A), 2 wk (B), and 8 wk (C) after 20 Gy irradiation. (A)
Peri-vascular edema and an increased interstitial cellu-
larity due to exudative neutrophilic infiltration in interstitial
vascular spaces were found. (B) Lymphocytic collectons 
were noted in the interstitium with no evidence of fibrosis
2 weeks after irradiation. (C) Alveolar spaces were dis-
torted by mild fibrosis and inflammatory infiltration was 
persistent (H&E stain, ×200).

을 취하였다. 그리고 E.P Tube에 채취한 혈액을 over 

night 후 2,000 rpm에서 30분 동안 원심 분리하여 혈청을 

분리하였다.

5. Cytokines and HMGB1 ELISA

  Lung homogenate와 분리한 혈청 내에 Tumor necrosis 

factor (TNF)-α, Interleukin (IL)-1β, macrophage in-

flammatory protein (MIP)-2, HMGB1을 ELISA kits (R & 

D Systems, Minneapolis, MN, USA)을 이용하여 정량하였

다. 제조회사에서 지시한 측정 방법에 따라 4 hour, 1, 3, 

5, 8, 10 days, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 weeks에 따른 cytokine

과 HMGB1의 양을 한 검체당 2회씩 실시하였으며 micro-

plate를 이용하여 540 nm에서 측정하였다.

6. Western blot analysis

  폐 내의 HMGB1 expression을 확인하기 위해 12% 

SDS-PAGE gel에서 western blot을 행하였다. SDS-PAGE

가 완료된 gel은 nitrocellulose filter에 transfer하고 5% 

nonfat skim milk가 포함된 TBST (20 mM Tris-HCl, pH 

7.6, 137 mM NaCl, 0.01% Tween-20) 용액에 담궈 실온

에서 1시간 동안 blocking하고 anti-HMGB1 항체(abcam)

로 하루 밤 동안 반응시켰다. 반응이 완료된 필터는 TBST

로 5분간 3회 수세한 후 secondary 항체로 약 한 시간 

반응시킨 후 역시 TBST로 10분간 3회 수세하였다. 수세된 

필터는 chemiluminescence 시약으로 형광을 입혀 필름에 

노출시켜 밴드를 확인하였다.

결   과

1. 조직 소견

  방사선 조사 4시간 후 폐 조직을 관찰하였을 때 폐 간질

에 염증세포가 침윤되어 있었고 주로 혈관 주변에 부종이 

생겨 있는 소견을 보였다(Figure 1A). 2주 후에는 부종은 

많이 사라졌으나 염증 세포는 여전히 관찰되고 있었는데 
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염증세포 중 림프구의 숫자가 증가되어 있었다(Figure 

1B). 8주째 관찰한 폐는 2주 때의 양상과 크게 다르지 않

았지만 약간의 섬유화가 진행되어 폐포가 확장된 소견을 

보여 주었다(Figure 1C).

2. 방사선 조사에 의한 cytokines의 변화

  폐 조직에서 추출한 단백질 시료에서 TNF-α은 방사선 

초기인 4시간에 약간 증가하였다가 2주째 발현 양이 많이 

늘어났음을 확인할 수 있었다(Figure 2A). MIP-2는 4시간

에 증가하였다가 그 이후에는 거의 변화가 관찰되지 않았

다(Figure 2B). 그러나 IL-1β는 다른 cytokines에 비해 

강한 발현 변화가 관찰되었는데 역시 4시간에 증가 되었

다가 감소한 후 3주째 가장 강하게 발현이 증가되는 것을 

확인할 수 있었다(Figure 2C). TNF-α와 IL-1β는 방사선 

조사한 폐에서 biphasic하게 발현이 증가하는 것을 알 수 

있었다. 혈청에서의 cytokines 변화를 확인한 결과, MIP-2

가 1일, 3, 8주에 약간 증가하였으나 TNF-α와 IL-1β는 

변화가 없었다.

3. 방사선 조사에 의한 HMGB1 변화

  폐 조직에서 추출한 단백질 시료를 western blot을 한 

결과 Figure 3A에서 보는 것처럼 큰 변화가 없음을 알 수 

있었다. 또한 ELISA kits를 이용하여 검사하였을 때도 

HMGB1의 변화가 없음을 확인할 수 있었다(Figure 3B). 

반면에 혈청에서는 HMGB1이 3주째 많이 증가하였다

(Figure 3C).

고   찰

  방사선조사로 인한 폐 손상은 임상 양상에 따라 잠복기

의 조기(첫 1개월), 급성 폐렴을 보이는 중기(1개월에서 

수개월), 섬유화를 보이는 만기(6개월 이후)로 구분되는

데
10

, 각 시기에 따라 임상 양상뿐만 아니라 병리 조직의 

변화에도 차이를 보인다. 방사선에 대한 반응은 폐 세포

Figure 2. Biphasic increase of cytokines in lung after 
irradiation. The level of TNF-α (A), MIP-2 (B) and IL-1β
(C) in ling homogenates was determined by ELISA kits 
at the indicated time after irradiation. Each experimental 
group consisted of 3 mice.
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Figure 3. The expression level of HMGB1 did not change in lung parenchyma after irradiation. The amount of HMGB1
in the lung was examined by Western blot analysis (A). The expression level of HMGB1 was also evaluated by ELISA
kits in lung homogenate (B) and serum (C) at the indicated times after irradiation. Each experimental group consisted
of 3 mice.

의 종류에 따라 다르게 나타나는데 폐 상피세포의 대부분

을 차지하는 type I 폐 세포는 세포의 교체주기가 느려 

방사선에 비교적 잘 견디지만 계면활성제를 생성하는 

type II 폐 세포나 혈관내피 세포 등은 세포 교체주기가 

빠르기 때문에 방사선에 예민하여 방사선 손상의 주된 표

적이 되고 있다11-13. 방사선 폐렴과 오랜 시간이 경과한 

후 발생하는 폐 섬유화는 별개의 증후군으로 생각되어 왔

으나 최근 방사선에 의한 폐 손상이 연속적인 cytokine 

cascade에 의해 이루어짐이 밝혀지면서 이러한 개념은 변

화되었다. 방사선에 대한 폐의 반응은 몇몇 cytokine들에 

의해 염증 반응의 조기 활성화가 이루어짐으로써 시작되

고, 이로 인해 cytokine cascade가 작동되는데 이러한 

cascade가 지속적으로 작용하면 만기 폐 섬유화가 유발된

다는 것이다
2
. Cytokine들은 염증이나 외부 자극 등에 의

해 유도되는 호르몬과 유사한 polypeptide로 신체 내에서 

생리적인 항상성을 유지시키고 회복시키는 작용을 한다
14
. 

특히 cytokine들은 한 개체에서 감염, 조직 손상, 종양, 

면역 이상 등 체내 균형이 깨진 상태에서 이를 바로 잡기 

위해 즉각적으로 일어나는 일련의 급성기 반응에서 중요

한 역할을 하는데, 이 급성기 반응은 손상이 일어난 장소

에서 활성화된 백혈구, 섬유모세포, 혈관내피세포들이 

IL-1이나 TNF-α같은 cytokine들을 분비하여 일어나게 된

다
13,15-17

. 이 cytokine들은 폐에 방사선을 조사할 때 발현

되는 대표적인 염증 매개 물질이며, 림프구 및 섬유아세포

의 활성화, 괴사, 출혈, 대식세포의 세포독성 등의 작용을 

함으로서 방사선 염증의 급성기를 초래한다
13,15-17

. 쥐의 

폐에서 방사선 조사 후에 TNF-α, IL-1α, 및 IL-1β의 

mRNA 발현은 잠복기 초기에 유도되며 그 이후에 감소한

다고 보고 되어 있다
17,18

.

  IL-1, TNF, MIP-2 등과 같은 급성기 반응을 주도하는 

cytokines들은 본 연구에서도 역시 방사선 조사 후 폐 조

직에서 모두 수 시간 내에 증가되는 결과를 보여 주어 기

존에 알려진 사실을 다시 확인할 수 있었다. 하지만 흥미

로운 사실은 이러한 cytokine들이 이후 감소하였다가 2∼

3주에 다시 증가하는 biphasic expression 양상을 보여 주

었다는 점이다. Rübe 등
19

이 2004년 mRNA를 측정하여 

TNF-α, IL-1α, IL-6 등의 발현이 방사선 조사 후 수 시간 

이내와 8주 정도에 증가하는 biphasic expression을 보였
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다고 보고 한 바 있다. 본 실험은 이러한 결과를 다시 한 

번 검증하였고 mRNA가 아닌 실제 기능을 하고 있는 단백

질 수준에서 이를 처음으로 확인하였다는 점에서 의의가 

있다고 하겠다. 이 결과는 cytokine cascade와 염증 관련 

세포들이 폐 섬유화를 야기할 수 있는 이차적인 손상을 

일으킨다는 것을 보여 주고 있다. 이는 임상적으로 중요

한 의미를 갖는데 방사선 조사 후에 생기는 이차적인 손상

을 효과적으로 조절할 수 있다면 폐 손상이 더 진행하여 

폐 섬유화가 생기는 것을 예방할 수 있다는 것을 시사한다 

하겠다.

  HMGB1의 변화를 폐 조직 내에서는 관찰할 수 없었는

데 이는 폐 조직 내에 들어 있는 HMGB1의 양이 기본적으

로 많아 작은 변화를 찾기가 어려웠을 것으로 생각된다. 

실제적으로 중요한 것은 세포 밖으로 분비되어 활동하는 

HMGB1의 변화일 것이다. 그런 점에서 혈청에서 2∼3주

째 HMGB1이 증가된 결과는 이 물질이 폐의 염증을 일으

키는 데 관여하고 있다는 것을 시사한다고 하겠다. 특히 

증가된 시점이 이차적인 폐 손상이 일어나는 시점과 일치

하였는데 이는 이 물질이 염증 반응의 후반기 매개체라는 

기존의 연구 결과에 부합하는 소견이라고 볼 수 있다. 

HMGB1의 세포 외 분비는 활성화된 대식세포나 단핵세포

에 의한 능동적 분비와 암세포의 괴사에 의한 수동적 분비

로 나눌 수 있는데 암세포 괴사로 인한 HMGB1 분비는 

패혈증을 유발할 뿐만 아니라 암세포 증식, 세포이동성 

증가와 전이를 유발할 수 있다고 보고된 바 있다
20-22

. 따라

서 폐암에 대한 방사선 치료 시 폐 손상을 방지하고 항암

치료의 효과를 높이기 위해 HMGB1를 효과적으로 조절할 

수 있는 방법에 대한 연구가 필요할 것으로 보인다.

  본 연구는 방사선 조사 후 염증성 cytokine들이 bipha-

sic expression하는 것을 보여 주었다. 후기 염증성 cyto-

kine들의 증가를 효과적으로 억제할 수 있는 방법이 모색

되어야 할 것으로 생각되고 이는 폐 섬유화로 진행하는 

만성 합병증을 예방하는데 기여할 것으로 판단된다.

요   약

  연구배경: 방사선치료 효율의 증가와 방사선 피폭 환자

의 치료에 있어 방사선으로 인한 폐 손상의 기전을 잘 파

악하는 것이 무엇보다 중요한 일이다. 최근 염증성 cyto-

kine의 활성화가 초기 방사선 폐렴뿐만 아니라 후기에 생

기는 폐 섬유화에도 기여하고 있다는 보고들이 많이 나오

고 있다. 저자들은 염증성 cytokine의 역할을 알아보기 위

하여 방사선 후 흰 쥐의 폐와 혈청에서 이들의 변화를 관

찰하였다.

  방  법: 90마리의 흰 쥐 폐에 20 Gy의 방사선을 조사한 

후 정해진 시간에 폐를 적출하여 병리학적 소견을 관찰하

였다. 동시에 혈청과 lung homogenate에서 ELISA kit를 

이용하여 염증성 cytokine의 변화를 조사하였다.

  결  과: 방사선 조사 후 조직에서 염증세포의 침윤이 

증가하고 시간이 지남에 따라 폐 섬유화가 생기는 것을 

확인할 수 있었다. TNF-α와 IL-1β는 4시간과 3주째 

lung homogenate에서 증가하였는데 3주째 더 많이 증가

하는 양상을 보여 주었다. 하지만 혈청에서의 변화는 뚜

렷하지 않았다. MIP-2의 경우에는 4시간에 lung homoge-

nate에서만 증가한 반면 HMGB1은 3주째 혈청에서만 증

가하는 것을 알 수 있었다.

  결  론: 방사선 조사 후 TNF-α와 IL-1β 등의 염증성 

cytokine들이 biphasic expression하는 것을 보여 주었다. 

후기 염증성 cytokine들의 증가를 효과적으로 억제할 수 

있는 방법이 모색되어야 할 것으로 생각되고 이는 폐 섬유

화로 진행하는 만성 합병증을 예방하는 데 기여할 것으로 

판단된다.
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