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미세분진이 흰쥐의 폐포대식세포에서 Nitric Oxide 생성 및 iNOS 
발현과 Nitrotyrosilated-protein의 형성에 미치는 효과
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The Effects of air-borne particulate matters on the Alveolar Macr-
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Background : Particulate matters (PM) when inhaled is known to induce pulmonary diseases including asthma and 

chronic bronchitis when inhaled. Despite the epidemiological proofevidence, the pathogenesis of PM-related pulmonary 

diseases is unclearremain poorly understood.

Methods : Primary alveolar macrophages were harvested from the SPF and inflammatory rats by bronchioalveolar 

lavage (BAL). The cultured primary alveolar macrophages were treated with the medium only, PM only (5~40㎍/㎠), 

LPS (5ng/ml) only, and PM with LPS for 24 and 48 hours. The level of secreted nitric oxide (NO) was assayed from 

the cultured medium by using the Griess reaction. The cultured cells were utilized for the western blotting against the 

inducible nitric oxide synthase (iNOS) proteins. Immunocyto- chemical staining against the iNOS and NT-proteins were 

performed in cells that cultured in the Lab-Tek
Ⓡ chamber slide after treatments.

Results : The PM that utilizein this experiments induced NO formation with iNOS expression in the cultured SPF 

and inflammatory rats alveolar macrophages, by itself. When the cells were co-treated with PM and  LPS, there was 

a statistically significant synergistic effect on NO formation and iNOS expression over the LPS effect. The cells from 

the sham control showed minimal immunoreactivity for the NT-proteins. Significantly higher quantities of NT-proteins 

were detected in the PM and PM with LPS co-treated cells than from the sham control.

Conclusion : Increased iNOS expression and NO formation with increased NT-proteins formation might be involved 

in the pathogenesis of PM-induced lung injury.

(Tuberc Respir Dis 2006; 60: 426-436)
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서 론

최근 세계적으로 대도시들은 심각한 대기오염에 

시달리고 있다l. 대기오염물질의 한 종류인 미세분진

(particulate matter, PM)은 비교적 장기간 대기 중에 

체류하기 때문에 지속적인 노출로 인한 사람에서의 

피해가 우려된다. 특히 염증성 호흡기질환 및 기관지 

천식이 있는 사람들의 경우 PM의 흡입은 지속적인 

기침을 유발하고 전체적인 호흡기의 기능을 저하시

켜 질환을 더욱 악화시키는 것으로 알려져 있다2. 근

래 들어 자동차 수의 급격한 증가와 빈번한 건축 및 

토목공사로 인하여 많은 양의 배기가스와 분진이 대

기 중으로 배출되어 도로변의 대기오염은 날로 심각

해지고 대도시의 도로변에 고층건물과 상가가 밀집

되어 있어 발생된 대기오염물질이 정체될 가능성도 

커 대도시 시민들의 건강장해는 지속적으로 증가될 

것으로 예상된다. 국내 대도시의 공기 중에 부유하는 
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미세먼지의 발생원으로는 석탄 및 석유의 연소, 폐기

물 소각, 자동차의 수송과 타이어의 마모, 시멘트 제

조, 금속의 연마 및 분쇄 등을 들 수 있으며, 먼지 속

에 함유된 위해 성분으로는 석면, 각종 중금속, 발암

성이 있는 것으로 알려진 탄화수소류(예: polycyclic 

aromatic hydrocarbons의 benzopyrene)와 각종의 화

학성 산화물질 등이 있다.

Nitric oxide (NO)는 생체 내에서 기질인 L-argin-

ine이 nitric oxide synthase (NOS)의 작용으로 citr-

ulline과 함께 생성되며, NOS에는 constitutive nitric 

oxide synthase (cNOS)와 inducible nitric oxide sy-

nthase (iNOS)가 있다. cNOS는 혈관내피세포 등에

서 일정한 수준으로 발현되어 생리적인 기능에 필요

한 낮은 농도의 NO를 지속적으로 생성하는 반면, 

iNOS는 상피세포나 백혈구 등에서 lipopolysaccha-

ride (LPS) 나 각종 cytokine 등에 의하여 발현이 유

도되어 과량의 NO를 생성하는 것으로 알려져 있어 

염증반응시의 NO 생성은 대부분 iNOS에 의한 것이

라 할 수 있다
3,4
. 생체 내에서 과량으로 생성된 NO는 

미토콘드리아의 기능 억제, Fes 함유 효소기능 저하, 

DNA 손상유발 및 각종 효소의 작용을 억제하는 것

으로 알려져 있다
5-9
. 폐포대식세포는 폐의 상피에 상

주하는 세포로서 폐의 방어기전에 있어서 일차적인 

역할을 담당하며, 염증부위에서 활성화된 세포는 각

종의 cytokine뿐 아니라 arachidonic acid의 대사물과 

활성산소 및 NO 등을 대량으로 생성하여 염증매개에 

일정한 역할을 담당하는 것으로 알려져 있다
10
.

미세분진들에 의한 폐 질환의 유발과 그와 관련된 

위해작용의 기전들에 관하여는 부분적으로 많은 연

구들이 진행되고 있다. 그러나 현재까지 대도시 대로

변에서 채취된 복합적인 미세분진이 정상적인 흰쥐

의 폐포대식세포와 폐렴증상이 있는 흰쥐의 폐포대

식세포에서 염증반응이 일어날 때 형성되는 것으로 

알려진 NO와 NO를 형성하는 iNOS의 발현 및 NO에 

의하여 생성이 증가되는 nitrotyrosilated-proteins의 

발현에 미치는 영향에 관하여는 보고된 적이 없어 본 

연구에서는 그러한 의문들을 규명하고자 본 연구를 

수행하였다.

재료 및 방법

1. 실험동물

SPF Sprague-Dawley계 흰쥐(300g, ♂) 40마리를 

(주)샘타코에서 구입하고, 중앙실험동물(주)에서 제

조한 사료를 물과 함께 자유스럽게 급식시키는 상태

에서 실험동물전용 사육실에서 사육하였다.

2. 실험시약 구입

DMSO는 GIBCO
Ⓡ
에서 구입하였고, iNOS anti-

body는 Transduction Laboratories(Lexington
Ⓡ
, KY)

에서, nitrotyrosine antibody는 Upstate Bio- techn-

ology(Lake Placid
Ⓡ
, NY)에서 각각 구입하였다. LPS 

(E.Coliserotype O55:B5), RPMI-1640 medium, 면역

화학염색법의 발색을 위한 3, 3'-diaminobenzidine 

(DAB) 등의 일반시약은 모두 Sigma사 제품을 사용

하였다.

3. PM 시료의 확보 및 전처리

PM시료(total precipitated particles)는 서울시 광

진구 화양동의 전철 2호선 건대입구역으로부터 구의

역 사이의 대로변 주위 건축물에 쌓여있는 것을 30곳 

이상의 장소에서 지상 1.2m 이상 높이의 자연 낙하된 

미세먼지를 선별하여 2002년 가을(9월～11월)에 수시

로 채취하였다. 채취한 PM시료는 수분 및 오염 가능

성이 있는 생물학적 요인의 완전한 제거를 위하여 고

온건조기내에서 250℃에서 2시간 가열건조 후 밀봉

하여 냉동 보관하였다. PM시료는 필요한 경우, 0.0 

5% DMSO와 10% FBS가 포함된 RPMI-1640 medi-

um에 적정농도로 희석하여 초음파분쇄기로 30초 동

안 3번씩 분쇄한 후 실험에 사용하였다.
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4. 폐포대식세포의 분리 및 배양

Ketamin과 Xylazine (Rumpun
Ⓡ
)을 1:5로 혼합하여 

0.5 ml/200g B.W로 흰쥐의 복강 내로 주사하여 마취

하였다. 70% 알콜로 흰쥐의 피부를 완전히 소독한 후 

10ml의 일회용 주사기(21G needle)를 사용하여 배대

동맥을 통하여 완전히 사혈하였다. 경부기도를 1/2정

도 절개하고 18-gauge cannula를 넣고 단단히 고정

한 후 기관지폐포세척술(bronchioalveolar lavage, B-

AL; with 37℃ Ca
2+
& Ma

2+
 free PBS , 6ml x 5회)을 

시행하여 폐포대식세포를 채취하였다. 채취한 폐포대

식세포를 600rpm 에 5분 동안 원심 분리하여 회수하

였고, 일부의 세포들에 대하여 cytospin
Ⓡ
 기계를 이

용하여 슬라이드에 세포를 부착시킨 후 감별염색

(Diff-Quik
Ⓡ
 stain kit)을 실시하여 염증성 세포가 전

혀 발견되지 않은 시료와 호중구가 5% 이상인 염증

성 시료를 별도로 분리하여 실험에 각기 사용하였다.

분리된 폐포대식세포는 RPMI-1640 medium (with 

10% FBS)을 사용하여 12 well plate (0.5× 10
6
/we-

ll/ml)에 loading한 후 2시간 동안 전배양(37℃, 5% 

CO2 with 95% air)을 실시하였다. 전배양을 마친 세

포들에서 상층액을 제거한 후 실험설계에 따라 준비

된 처치용액을 투여하였다.

5. 폐포대식세포의 배양액에서 NO2
-
의 측정

RPMI-1640 medium을 음성대조군(n=4)으로, L-

PS (5ng/ml)를 양성대조군으로, 처치군I에서는 PM

이 농도별(5, 10, 20㎍/㎠)로 분산된 용액을 설정하였

고, LPS와 PM 혼합용액을 처치군II로 설정하였다. 

실험을 위한 각 세포들은 세포배양기내에서 실험설

계에 따라 일정시간 배양하였고, 배양 후 상층의 배양

액을 분리하여 1.5ml tube에 담아 냉장보관 후 NO2
-

의 분석에 사용하였다. 시료 내 NO2
-
의 측정은 Grie-

ss reaction방법을 통하여 정량적으로 분석하였다.

6. 세포의 면역화학염색법

각 처치에 따른 폐포대식세포에서 iNOS 및 nit-

rotyrosilated-proteins 발현정도를 면역화학염색법을 

통하여 확인하기 위해 순수 분리된 세포들을 4 well 

Lab-tek
Ⓡ
 chamber slides에서 배양 (0.3 × 10

6
cells/ 

well/ml)하였다. 각 처치군의 설정 및 처치배양액의 

제조는 NO2
-
 측정을 위한 실험법에서와 동일하였다. 

실험을 위한 각 chamber는 세포배양기 내에서 48시

간 배양하였고, 세포배양 후 chamber내의 상층액은 

버리고 즉시 10% 포르말린용액에 세포가 부착된 sli-

des를 담가 5분간 고정시킨 후 건조시켜 4℃에서 냉

장 보관하였다. 면역화학염색은 고정시킨 chamber 

slides를 TBS에 5분간 수세하고, 내인성 peroxidase 

activity를 억제하기 위하여 3%의 과산화수소 용액에 

15분간 처리하였다. 그 후 1%의 bovine serum albu-

min (BSA)에 30분간 처리한 후, anti-iNOS protein 

antibody (10㎍/ml)와 anti-nitrotyrosilated protein 

antibody (10㎍/ml)를 별도의 시료에 각기 2시간동안 

상온에서 처리하였다. 2차항체는 DAKO LSBA
Ⓡ
 2 

kit anti-mouse와 anti-rabbit Ig를 각각 30분간 처리

하고, DAKO LSBA
Ⓡ
 2 kit HRP에서 30분간 처리한 

후 DAB를 사용하여 발색시켰다. Slide glass를 완전

히 건조시킨 후 Harris's hematoxylin으로 대조염색

을 실시하였다. 각 군의 항체의 발현정도는 임의로 선

정된 세 곳에서 각기 100개의 세포를 세었을 때 발색

되는 세포수를 백분율로 나타내었다.

7. Western blotting

폐포대식세포를 6 well culture plates에 1.5 × 10
7
/ 

well의 수로 loading하 고, RPMI-1640 medium (10% 

FBS)으로 세포배양기 내에서 2시간 배양하 였다. 단

백질 분리를 위한 각 처치군의 설정 및 세포배양액의 

조성은 NO2
-
 측정을 위한 실험에서와 동일하게 제조

하였다. 24시간동안 세포를 배양한 후 cell culture 

plates를 PBS로 씻어낸 후 RIPA-B buffer (0.5% N-

onidet P-40, 20mM Tris PH 8.0, 50mM NaCl, 50m-

M NaF, 100uM Na3VO4, 1mM DTT, 50㎍/ml PM-

SF)를 투여하고 4℃에서 30분간 보관하였다. 그 후 

세포추출용 액을 4℃ 12,000rpm에서 20분간 원심분

리를 실시하여 단백질을 분리하였고, Bradford m-
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Macrophage  Neutrophil  Lymphocyte

SPF Rat (n=6)  99.4 ± 0.7  0.6 ± 0.8  0.0 ± 0.0

Inflammatory Rat (n=6)  87.5 ± 1.9  12.8 ± 1.7  0.4 ± 0.5

Table 1. Composition from the SPF rat and Inflammatory rat in the BAL cells (%)

a ba b

Figure 1. Composition and morphology of BAL cells (×400). Diff-Quick stained alveolar macrophages from the 
SPF rat (a) and from the inflammatory rat (b).

ethods를 이용하여 정량하였다. 분리된 단백질은 15 

% SDS-PAGE gel을 사용하여 전기영동을 실시하였

고 nitrocellulose transfer membrane으로 옮긴 후 

5% skim milk로 blocking을 실시하였다. 1차 항체로

는 anti-iNOS protein antibody 및 anti-nitrotyrosil-

ated protein antibody를 별도의 nitrocellulose trans-

fer membrane에 처리하였고, 10분씩 3번 수세하였다. 

다음 2차 항체를 처리하여 ECL detection system 

(Amersham Pharmacia Biotech)을 이용하여 단백질

의 band를 확인하였다.

8. 통계학적 분석

통계 프로그램인 SPSS 10.0을 사용하여 실험설계

에 대한 분산분석은 ANOVA로 검정하였고, 각 처치

군 간의 비교는 student t-test를 실시하였다. 각 처치

군은 3번 이상의 반복된 실험을 통하여 얻어진 결과

를 Mean ± SEM으로 표시하였고, P＜0.05인 경우 통

계적 유의성이 있는 것으로 간주하였다.

결 과

1. 실험에 사용한 SPF 흰쥐와 폐렴증상의 흰쥐에서 

BAL cell의 분석

(Fig. 1-a)는 SPF 흰쥐에서, (Fig. 1-b)는 폐렴증상

이 있는 것으로 추정되는 흰쥐에서 BAL를 실시하여 

분리한 폐포내세포를 Diff-QuikⓇ stain을 실시한 결
과이다. SPF 흰쥐에서 분리된 세포의 조성은 평균 

98% 정도가 폐포대식세포였으나, 폐내 염증이 있는 

것으로 추정된 흰쥐에서 분리한 세포에서는 다수의 

호중구 및 임파구가 확인되었고, 대식세포의 크기에

도 큰 차이가 있었다.

(Table 1)은 cytospinⓇ 기계를 사용하여 slide gla-
sses에 세포를 부착시켜 건조시킨 후 감별염색(Diff- 

QuikⓇstaining)을 실시하고, 광학현미경 (×400)하에
서 임의로 3곳을 선정하고 연속적으로 100개의 세포

를 세었을 때 계수된 세포의 수를 백분율로 표시한 

것이다 (Mean ± SEM; n = 6). SPF 흰쥐에서 분리된 
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Figure 2A. Treatment-response relation for NO2- formation in cultured SPF rat alveolar macrophages at 24 
hours. Cells were cultured with medium only (sham control), LPS (5ng/ml), various concentrations of PM (5, 10, 

20㎍/㎠) and various concentrations of PM with LPS. 

＊P＜0.05 versus LPS; †P＜0.01 versus control.  Mean ± SEM of four independent experiments per category (each 
experiment's n=3).
Figure 2B. Treatment-response relation for NO2

- formation in cultured SPF rat alveolar macrophages at 48 hours. 

Cells were cultured with medium only (sham control), LPS (5ng/ml), various concentrations of PM (5, 10, 20㎍/
㎠) and various concentrations of PM with LPS.

**P＜0.01 versus LPS; †P＜0.01 versus control. Mean ± SEM of four independent experiments per category (each 
experiment's n=3).

세포의 조성은 평균 99.4% 정도가 대식세포이고 

0.6%가 호중구였으나, 폐내 염증이 있는 것으로 추정

된 흰쥐에서 분리한 세포의 조성은 평균 87.5%가 대

식세포이고, 12.8%가 호중구, 0.4%가 임파구로 확인

되었다.

2. PM 노출이 NO2
- 형성에 미치는 효과 I: 투여용량

과 반응

PM 단독투여(5-20㎍/㎠) 후 24시간 동안 세포를 

배양하고, 배양된 배지에서 NO2
-를 측정한 결과 모든 

처치군에서 NO2
-의 생성이 확인되었다. 이러한 효과

는 본 연구에서만 확인된 것으로 아주 특이적이라 할 

수 있다. 투여된 미세분진의 농도가 증가함에 따라 

NO2
-의 형성이 비례하여 증가하였으나, 그 증가도가 

통계학적으로 유의하지는 않았다. 양성 대조군으로 

설정한 LPS (5ng/ml)를 단독으로 투여하였을 때에는 

최고 21.72±1.79μM의 농도에서 NO2-의 형성이 확인

되었고, LPS와 PM을 병용하여 투여하였을 때에는 

PM이 10-20㎍/㎠ 함유된 처치군에서 LPS를 단독으

로 투여하였을 때보다 NO2
-의 형성이 상승적으로 유

의하게 증가하였다(Fig. 2A). 세포의 배양시간을 48

시간으로 늘리고 기타의 실험조건은 24시간에서와 

같게 실시하였을 때의 결과는 NO2
-의 농도만 증가하

였을 뿐 전체적인 경향은 24시간에서의 결과와 유사

하였다(Fig. 2B).

3. PM 노출이 NO2
- 형성에 미치는 효과 II: 투여시간

과 반응

대조군(sham control), PM 단독, LPS 단독 및 LPS

와 PM의 병용투여 후 시간의 경과(12-48시간)가 

NO2
-의 형성에 미치는 효과를 측정하였다. 정상적인 

세포배양배지를 투여한 대조군에서는 실험이 실시된 

전 시간대의 시료들에서 NO2
-가 검출되지 않았으나, 

PM (20㎍/㎠)이 단독으로 처치된 모든 시료들에서는 

NO2
-의 생성이 확인되었다. 각 시료에서 측정된 농도

는 배양시간의 증가와 비례하여 통계적으로 유의하
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Figure 4. Treatment-response relation for NO2- for-
mation in cultured inflammatory BAL cells. Cells were 
cultured with medium only, LPS (10ng/ml) only and 

various concentrations of PM (5～20㎍/㎠) for 24 ho-

urs and 48 hours. 
*P＜0.05, **P＜0.01 versus control. Mean ± SEM of four 
independent experiments per category.

Figure 3. Time-response relation for NO2- forma-
tion in cultured SPF rat alveolar macrophages. Cells 
were cultured with medium only (control), LPS only, 
PM only and PM with LPS for 12-48 hours. 
*P＜0.05, **P＜0.01 versus LPS; †P＜0.01 versus 
control. Mean ± SEM of four independent experimen-
ts per category. 

게 증가되었다(P＜0.05). 양성대조군(positive contr-

ol)으로 설정하여 LPS (5ng/ml)만을 단독으로 투여

한 처리군은 전 시간대에 걸쳐 높은 농도로 NO2
-를 

형성하였고, 생성되는 농도는 배양시간의 증가와 비

례하여 유의하게 증가되었다(P＜0.01). LPS에 감작

된 세포에서 PM의 노출이 NO2
-
형성에 미치는 효과

를 알아보기 위하여 LPS와 PM을 병용으로 투여한 

처치군에서는 전 시간대에서 걸쳐 높은 농도로 NO2
-

를 형성하였고, 측정된 농도는 배양 시간의 증가와 비

례하여 유의하게 증가되었다(P＜0.01). 특히, LPS 

(5ng/ml)를 단독으로 투여하였을 때보다 PM과 병용

하여 투여하였을 경우에 모든 시간대에서 NO2
-
 생성

이 유의하게 상승되는 효과가 있었다(Fig. 3).

4. 배양된 대식세포(염증성 흰쥐)에서 PM 노출이 

NO2-의 형성에 미치는 효과: 투여용량과 반응

각 흰쥐들에서 BAL을 개별적으로 실시하였고, 확

보된 모든 시료들에 대하여 별도의 Diff-Quik
Ⓡ
 stain

을 실시하였다. 염색 후 현미경을 이용한 검사에서 호

중구와 임파구의 비율이 전체 세포에서 5%를 상회하

는 시료는 세포를 추출한 흰쥐의 폐 내에 자연적인 

원인에 의하여 폐내 염증성반응이 존재하였던 것으

로 간주하고 별도의 실험에 사용하였다. PM은 5～20

㎍/㎠의 농도범위에서 투여하였고, 시료는 24시간과 

48시간 배양 후 각기 별도로 채취하였다. 각 시료에서 

측정된 NO2
-
의 농도를 (Fig. 4)에 나타내었다. 생성된 

NO2
-
의 농도는 24시간과 48시간의 시료 모두에서 투

여되는 PM의 농도와 비례하여 유의하게 증가되었고, 

또한 대조군과 비교하였을 때 모든 처치군에서 NO2
-

를 형성이 유의하게 증가하였다.

5. iNOS 및 nitrotyrosilated-protein의 세포면역화

학염색법

Lab-Tek
Ⓡ
 chamber slide에서 배양된 폐포대식세

포에 각 처치에 따른 세포배양 후 세포면역화학염색

을 실시하였고, 그 결과를 (Fig. 5)와 (Fig. 6) 및 (Ta-

ble 2)에 각각 나타내었다. 광학현미경하에서 iNOS의 

발현정도를 관찰한 결과 대조군 (Fig. 5-a)에서는 관

찰할 수 없었지만, LPS를 처리한 양성대조군 (Fig. 5 

-b)과 PM 처리군 (Fig. 5-c) 및 LPS와 PM 병합처리

군 (Fig. 5-d)에서 발현을 관찰할 수 있었다. 각 처치
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Control LPS PM LPS+PM

iNOS 0.3±0.6 34.0±2.7 5.7±2.1＊ 70.0±2.0**†

NP 3.0±1.0 55.7±2.4 5.7±1.5 85.3±2.2**†

＊P＜0.05 versus control; **P＜0.01 versus control. 

†P＜0.01 versus LPS. (each experiment's n=3, Mean ± SEM). 

Table 2. Proportion(%) of iNOS and nitrotyrosilated-protein (NP) in cultured alveolar macrophages after 

treatment with medium only, LPS (5ng/ml) only, PM (20㎍/㎠) only and PM with LPS for 48 hours.

a b

c d

(a) (b)

(c) (d)

a b

c d

(a) (b)

(c) (d)

Figure 5. Immunocytochemical stain for iNOS in the cultured rat alveolar macrophages (×400). Cells were 

cultured with (a) medium only, (b) LPS (5ng/ml) only, (c) PM(20㎍/㎠) only and (d) LPS with PM for 48 hours.

군에 따른 iNOS의 발현정도를 %로 환산한 결과 PM 

및 LPS단독으로 처리한 처치군에서는 5.7±2.1%, 34.0 

±2.7%로 iNOS protein의 발현이 확인되었고, LPS와 

PM을 함께 처리한 실험군에서는 iNOS의 발현율이 

LPS를 단독으로 처리한 실험군보다 증가하여 70%를 

상회하는 높은 양성반응을 보였다. 이러한 결과는 

NO2
-
의 측정결과와 일치하는 것으로, NO2

-
 형성과 

iNOS의 발현과는 직접적인 상관관계가 있음을 입증

하는 것이라 할 수 있다.

각 처치군에 따른 nitrotyrosilated-protein의 발현

정도는 (Fig. 6)와 같았다. 음성대조군 (Fig. 6-a) 에

서는 일부의 세포가 양성반응을 보였고, PM 처리군 

(Fig. 6-b) 및 LPS단독 처리군 (Fig. 6-c)과 LPS와 

PM을 혼합 처리한 처치군 (Fig. 6-d)에서는 발현의 

정도가 각기 증가되어 형성되었음을 확인할 수 있었

고, iNOS와 nitrotyrosiliated-protein 발현정도를 면

역화학염색법으로 실시하여 각 군의 항체의 발현정

도를 광학현미경 (×400)하에서 임의로 3곳을 선정하
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a b

c d

(a ) (b )

(c ) (d )

a b

c d

(a ) (b )

(c ) (d )

Figure 6. Immunocytochemical stain for nitrotyrosiliated-protein (NP) in cultured rat alveolar macrophages 

(×400). Cells were cultured with (a) medium, (b) LPS (5ng/ml), (c) PM (20㎍/㎠) and (d) LPS with PM (20㎍/㎠) 

for 48 hours.
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Figure 7. Western blot for iNOS in cultured rat alve-
olar macrophages. Cells were cultured with medium 
only, LPS only, PM only and PM with LPS for 24 

hours. The level of -actin was similar in all of the 
tested samples.

여 연속적으로 100개의 세포를 세었을 때 발색되는 

세포의 수를 백분율로 표시한 (Mean ± SEM; n = 3) 

결과는 (Table 2)에 나타내었다.

6. iNOS의 Western Blotting

면역염색의 결과를 검증하기 위하여 iNOS의 발현

정도를 western blot으로 확인하였다. 그 결과 대조군

의 시료에서는 iNOS가 전혀 검출되지 않았으나 PM 

(5 and 20㎍/㎠) 처치군에서는 아주 미약하게 발현되

었고, LPS 단독 및 LPS와 PM이 함께 처치된 투여군

에서는 아주 강하게 발현됨을 확인할 수 있었다(Fig. 

7).

고 찰

최근의 많은 역학적 연구들은 대기 중에 부유하는 

미세분진에 의한 사망과 질환의 증가를 일관되게 보
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고하고 있고, 특히 눈, 피부, 심혈관계 및 호흡기계 질

환(천식, 만성기관지염 및 폐렴 등) 등이 공기 중 미

세분진의 증가에 따라 발생률이 증가하였다고 발표

하였다
1,2
. 미국 6개 도시 거주자 8,000여 명을 대상으

로 16년 동안의 사망률과 도시오염도와의 상관관계

를 비교하였는데, 입자상물질의 오염도가 높을수록 

사망률도 거의 정비례하게 증가한다고 보고되었다
11
. 

또한 DNA의 손상과 유전적 다형현상(genetic poly-

morphims)이 PM10 (particulate matters<10㎛)의 오

염도가 높은 곳에서 더 높게 발생한다고 보고되었고
12
, 공기 중에 부유하는 분진(total suspended partic-

ulate)중 각종질환의 유발에 직접적인 원인이 되는 것

은 PM10 이하의 아주 작은 미세분진으로 알려져 있

으며
13
, 특히 경유 자동차에서 집중적으로 배출되는 

디젤분진(diesel exhaust particles, DEP)이 가장 유해

한 것으로 보고되고 있다
14
. 이러한 연구결과들은 교

통량이 많고 인구밀집도가 높은 한국의 대도시 지역

에서 발생하는 입자성 미세분진을 일반시민들이 장

기적으로 흡입할 경우에는 건강한 사람들에게는 새

로운 호흡기 질환이 유발될 가능성을, 그리고 기존의 

각종 호흡기환자들이 흡입할 경우에는 임상증상을 

더욱 악화시키고 치료를 어렵게 할 가능성이 있음을 

간접적으로 의미한다고 할 수 있다.

PM의 흡입은 호흡기내 각종 세포들에서 cytokines

과 chemokines의 생성 에 변화를 유발하여 면역력에 

직접적인 영향을 주고 ICAM-1과 같은 adhesion m-

olecule의 발현을 증가시키고, iNOS와 같은 효소의 

발현에도 영향을 미치고, superoxide나 hydroxyl ra-

dical과 같은 oxidants생산에도 관여한다고 한다
15
. 

NO는 생체내에서 면역작용의 매개와 혈관확장 및 신

경전달물질로서 의 생리적기능 이외에 염증성 반응

이 진행되는 세포나 조직에서는 과량으로 생성되어 

직․간접적으로 여러 종류의 효소작용을 억제하고, 

superoxide anion (O
2-
)과 반응하여 peroxynitrite 

(ONOO
-
)를 형성하여 보다 강력한 세포독성을 유발

하는 것으로 알려져 있다. 따라서 본 연구는 본 연구

자가 근무하는 대학주변의 대로변에서 발생하는 미

세먼지가 면역반응과 염증반응 시 과량으로 생성되

는 것으로 알려진 NO2
-
와 NO2

-
를 생성하는 iNOS 

protein의 발현 및 NO에 의하여 2차적으로 형성되는 

nitrotyrosilated-protein의 유발에 미치는 영향을 배

양된 흰쥐의 폐포대식세포에서 측정하여 PM의 흡입

이 건강한 사람에서와 기존 폐 질환이 있는 환자들에

게 어떠한 영향을 미칠 수 있는지를 간접적으로 분석

하고자 하였다.

SPF 흰쥐에서 분리된 폐포대식세포에 PM만을 농

도별(5-20㎍/㎠)로 투여하였을 때 모든 투여군에서 

NO2
-
가 검출되었으나, 투여농도의 증가에 비례하여 

NO2
-
형성이 항상 통계적으로 유의하게 증가하지는 

않았다. PM과 LPS(5ng/ml)를 병용으로 투여한 처치

군에서는 LPS에 의한 NO2
-
형성 효과를 더욱 증가시

키는 상승효과가 10-20㎍/㎠의 투여농도에서 관찰되

었으나, 그 보다 낮은 농도에서는 관찰되지 않았다. 

PM과 LPS를 병용투여한 후 배양시간의 증가(12-48

시간)가 NO2
-
 형성에 미치는 효과를 측정한 실험에서

는 모든 처치군에서 세포배양 시간의 연장에 비례하

여 NO2
-
 형성이 증가되었다. 본 실험의 결과들에서 

가장 특징적인 것 중의 하나는 미세분진 자체가 SPF 

흰쥐의 폐포대식세포에서 NO2
-
형성을 유발하였다는 

점이다. 본 실험과 유사한 조건에서 실시되었던 이전

의 연구들에서는 흡입가능한 입자성물질(예: 석면과 

DEP) 그 자체는 폐포대식세포에서 NO형성을 유발

하는 효과가 없는 것으로 밝혀졌었다
16
. 이러한 연구

결과의 차이점은 본 실험에 사용된 PM이 중금속을 

비롯한 아주 다양한 생물학적 및 화학적 성분들을 함

유하고 있기 때문인 것으로 추정된다. 대도시의 대기 

중에 부유하는 비슷한 종류의 미세먼지라 하더라도 

미세먼지의 화학적인 구성과 물리적인 특성에 따라 

생물학적인 효과는 다르게 나타날 수 있음을 암시한

다고 할 수 있다. 한편, PM이 LPS의 NO형성 효과를 

상승적으로 높이는 현상은 유사한 종류의 미세입자

인 DEP나 석면을 이용한 이전의 연구들에서도 확인

되었다
17
. 이는 세균의 세포막 성분인 LPS에 의하여 

활성이 유도된 폐포대식세포는 NO를 형성하는 효과

에 있어서 유사한 종류의 다른 흡입성 입자들에 대하

여도 유사하게 반응하는 것으로 해석된다.

NO2
-
 측정을 위한 실험조건과 동일하게 처치되어 

배양된 실험군에서 분리된 단백질과 Lab-Tek
Ⓡ
 cha-



Tuberculosis and Respiratory Diseases Vol. 60. No. 4, Apr. 2006

435

mber에서 배양된 세포들에 대하여 실시한 iNOS w-

estern blot analysis와 면역염색의 결과도 단백질의 

발현 수준에 있어서 NO2
-
생성결과와 상관성이 있는 

것으로 확인되었다. 이는 본 실험에서 측정된 NO2
-
는 

이미 세포에 발현되어 있었던 iNOS protein의 단순한 

활성도의 증가에 의한 것이 아니라, 실험적 처치에 의

한 자극이 세포내부에 전달되어 새로운 iNOS의 발현

을 증가시켰고, NO2
-
형성은 이에 따른 결과로 풀이된

다. 본 실험의 결과에서 또 다른 하나의 특징은 자연

적으로 유발된 폐내 염증성 증상이 있는 흰쥐에서 분

리된 폐포대식세포에서 PM의 투여농도에 비례하여 

NO2
-
가 생성되었다는 점이다. 이러한 효과는 본 연구

의 SPF 흰쥐에서 분리된 폐포대식세포에서는 나타나

지 않았으며, 이전의 어느 연구자도 이와 같은 결과를 

보고한 바 없었다. 또한, 이러한 결과는 기관지 천식

이나 폐렴 증상이 있는 사람이 대도시의 미세분진을 

흡입할 경우 폐 내에서 NO 형성이 증가할 수 있고, 

질병의 악화나 기타 증상 변화에 영향을 미칠 수 있

음을 암시한다고 할 수 있다.

Nitrotyrosilated-proteins의 형성은 대조군을 포함

한 모든 투여군에서 검출되었으나, PM과 LPS의 단

독투여군 및 LPS와 PM을 병용 투여한 처치 군에서 

양성반응을 보인 세포의 수가 통계학적으로 유의하

게 증가하였다. 이는 각 처치에 따른 NO2
-
형성에 의

한 실험적인 결과로 해석된다. 한편, NO2
-
를 형성할 

가능성이 전혀 없는 대조군에서 일부의 세포들이 

nitrotyrosin antibody에 대하여 양성 반응을 보인 것

은 본 실험에서의 처리효과로 보이지 않는다. Tyros-

ine의 hydroxyl(OH)기에 ONOO
-
이 결합하는 반응은 

비가역반응으로 알려져 있는 바, 본 실험에서 아무것

도 처치하지 않은 대조군에서 nitrotyrosilated-prot-

eins이 검출된 것은 본 실험의 대조군으로 이용된 실

험동물의 체내에서 이미 자연적인 어떤 원인들에 의

하여 형성되었던 것으로 판단된다.

결론적으로, 위의 실험결과들은 본 연구자가 근무

하는 대학의 대로변 지역에서 발생되어 공기 중에 부

유하는 미세먼지를 건강한 사람이 일정한 농도 이상

으로 흡입할 경우에는 염증성반응 시 하나의 중요한 

세포활성인자로 작용하는 NO형성에 영향을 미칠 수 

있을 것으로 추정되며, 천식이나 염증성 폐질환이 있

는 사람이 흡입할 경우에는 NO형성을 더욱 증가시켜 

질환의 증상을 악화시킬 가능성이 있을 것으로 생각

된다.

요 약

연구배경: 본 연구는 교통량이 많은 서울의 한 대

로변에서 채취된 복합적인 미세분진이 염증반응이 

일어날 때 형성되는 것으로 알려진 NO와 NO를 형성

하는 iNOS발현 및 NO에 의하여 생성이 증가되는 

nitro-tyrosilated-protein의 발현에 미치는 영향을 알

아보고자 SPF 흰쥐와 염증성 흰쥐에서 분리된 폐포

대식세포와 그람음성 세균의 세포벽 성분인 LPS에 

감작시켜 분석하였다.

방 법: SPF 흰쥐와 염증성 흰쥐의 폐포대식세포

에서 PM을 농도별로 처리하였을 때와 동일한 농도에

서 배양시간을 달리하였을 때 분비되는 NO를 Griess 

reaction 방법으로 측정하였고, iNOS와 nitrotyrosil-

ated-protein의 발현을 세포면역화학염색법과 west-

ern blot 분석법으로 확인하였다.

결 과: PM의 단독투여 및 LPS와 PM을 혼합하

여 투여하였을 때 NO의 생성 및 iNOS와 nitrotyr-

osilated-protein의 발현을 확인할 수 있었고, 그 효과

는 LPS를 단독투여 하였을 때보다 발현이 증가함을 

확인할 수 있었다. 한편, 폐 내 자연적 염증성 증상이 

있는 흰쥐에서 분리된 폐 내 대식세포는 PM의 농도 

증가에 따라 비례하여 NO의 형성을 증가시켰다. 

결 론: 본 실험에 사용된 PM은 그 자체만으로도 

SPF 흰쥐와 폐렴증상이 있는 흰쥐 BAL cell에서 NO

의 생성을 증가시켰고, LPS가 처리된 세포들에 PM

을 병용하여 투여하였을 경우에는 NO의 생성과 iN-

OS와 nitrotyrosilated-protein의 발현이 유의하게 상

승되었다.
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