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 Abstract

Background: Oxidative stress and inflammation are important factors in the pathogenesis of diabetes and 

contribute to the development of diabetic complications. To understand the mechanisms that cause vascular 

complications in diabetes, we examined the effects of high glucose and/or free fatty acids on the production 

of superoxide from neutrophils and their role in endothelial cell damage. 

Methods: Human neutrophils were incubated in the media containing 5.5 mM D-glucose, 30 mM D-glucose, 

3 nM oleic acid, or 30 μM oleic acid for 1 hour to evaluate superoxide production through NAD(P)H oxidase 

activation. Human aortic endothelial cells were co-cultured with neutrophils exposed to high glucose and 

oleic acid. We then measured neutrophil adhesion to endothelial cells, neutrophil activation and superoxide 

production, neutrophil-mediated endothelial cell cytotoxicity and subunits of neutrophil NAD(P)H oxidase. 

Results: After 1 hour of incubation with various concentrations of glucose and oleic acid, neutrophil 

adherence to high glucose and oleic acid-treated endothelial cells was significantly increased compared with 

adhesion to low glucose and oleic acid-treated endothelial cells. Incubation of neutrophils with glucose and 

free fatty acids increased superoxide production in a dose-dependent manner. High glucose and oleic acid 

treatment significantly increased expression of the membrane components of NAD(P)H oxidase of neutrophil 

(gp91phox). Endothelial cells co-cultured with neutrophils exposed to high glucose and oleic acid showed 

increased cytolysis, which could be prevented by an antioxidant, N-acetylcysteine.

Conclusion: These results suggest that high glucose and/orfree fatty acidsincrease injury of endothelial cells 

via stimulating NAD(P)H oxidase-induced superoxide production from neutrophils. (Korean Diabetes J 

33:94-104, 2009)
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서    론

당뇨병환자에서 죽상동맥경화증과 같은 대혈관합병증은 

사망률 증가의 중요한 원인이며1), 이런 대혈관합병증은 고

혈당과 직접적인 관계가 있는 것으로 알려져 있다
2). 최근 

여러 연구에서 당뇨병 동물모델과 당뇨병환자에서 고혈당이 

반응성 산소유리기의 생성을 증가시키는 것이 밝혀졌고3,4), 

이는 당뇨병환자에서 혈관합병증의 발생에 중요한 역할을 

하는 것으로 생각된다
5). 또한 죽상동맥경화증은 혈관세포들

의 산화-환원 신호의 이상으로 인한 혈관의 만성 염증성 현

상으로 설명되고 있어
6), 산화스트레스와 염증성 반응이 당

뇨병 합병증의 병태생리에 있어 중요한 역할을 하는 것으로 

여겨지고 있다3-6). 

당뇨병에 있어 여러 다양한 공급처로부터 반응성 산소

유리기가 생성되는데 염증성 병변에서는 호중구에 의해 생

성된 NAD(P)H oxidase가 가장 중요한 역할을 한다
7). 미

토콘드리아에서 생성된 반응성 산소유리기는 미토콘드리아

의 Uncoupling proteins (UCPs) 활성도 조절과 세포의 에

너지 대사에 중요한 역할을 하는 반면, NAD(P)H oxidase

에 의해 생성된 반응성 산소유리기는 세포 내 신호전달, 인

슐린 분비 및 작용, 세포의 증식과 사멸 등에 관여할 것으

로 생각된다. 이 때 생성된 반응성 산소유리기는 DNA, 단

백질, 지질 등을 산화시킴으로써 직접적으로 세포를 손상

시킬 뿐만 아니라 NF-κB, p38 MAPK, JNK/SARK, 

hexosamine 등과 같은 다양한 스트레스에 민감한 세포 내

의 신호 전달을 활성화함으로써 간접적으로 세포에 손상을 

일으키기도 한다
8). 

한편 당뇨병에서 고혈당과 이의 대사산물들에 의해 혈관

내피세포의 기능장애가 야기될 때 내피세포에 대한 백혈구

의 부착이 증가된다고 보고되었다
9). 특히 호중구가 내피세

포에 부착되는 과정이 염증 부위로 염증세포들을 유인하고 

동원하는데 매우 중요한 역할을 담당한다10). 이러한 과정에

서 호중구에서 생성 유리되는 반응성 산소유리기와 단백분

해 효소와 같은 세포 독성 물질들이 혈관내피세포의 기능장

애를 야기함으로써
11) 혈관내피세포에 대한 호중구의 부착이 

더욱 증가하고 내피세포의 산화 손상을 더욱 조장하는 것으

로 여겨진다. 

또한 특히 저밀도 지단백(low density lipoprotein, LDL) 

입자와 같은 지질의 산화 손상이 죽상동맥경화증을 일으키

는 주요인이 되기 때문에 고혈당 및 지질 등과 같은 영양 

공급과 혈관내피세포의 산화 손상과의 연관관계를 규명하는 

것은 죽상동맥경화증과 같은 대혈관합병증의 발생 기전을 

이해하는데 중요한 요소가 된다. 

이에 본 연구에서 저자들은 당뇨병에서 혈관합병증을 일

으키는 기전에 대해 보다 명확히 규명하고자 호중구로부터

의 superoxide 음이온 생성에 대한 고혈당과 유리 지방산의 

효과와 이로 인한 혈관내피세포의 손상에 대해 알아보고자 

하였다. 

대상 및 방법

1. 약물

본 연구에 사용된 약물은 다음과 같다. 

D-glucose, diphenyleneiodonium, superoxide dismutase, 

lucigenin, xanthine, xanthine oxidase, oleic acid, N-acetylcystein 

(Sigma-Aldrich, St. Luois, MO); fetal calf serum (FCS), 

penicillin/streptomycin (Invitrogen, Carlsbad, CA); Na
51CrO4 

(GE Healthcare, Tampa, FL); antibodies against p22
phox, 

gp91phox and actin (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, 

CA). 

2. 세포 배양 

인간대동맥 내피세포(human aortic endothelial cells; 

HAECs, CC-2535, Clonetics, Walkersville, MD)를 구입하

여 계대배양 하였으며 계대수 4~6회 세포를 실험에 이용하였

다
12). 60-mm 배양접시에서 EGM-2 배지(BulletKitTM, 

CC-3162, Clonetics)와 EGM 배지(BulletKit
TM, CC-3124, 

Clonetics)로 5% 이산화탄소와 95% 공기가 공급되는 37℃ 

세포 배양기에서 배양하였다. 배지에 10% FCS, 20 mmol/L 

L-glutamine, 10 mmol/L HEPES, 100 U/mL penicillin, 

100 μg/mL streptomycin을 첨가하였다. 80% 세포가 합류

(confluence)가 되면 24시간 동안 0.5% 혈청을 가지는 배지

로 바꾸어 세포를 휴면상태로 만들었고 이후 thrombin으로 

자극하였다.

3. 인간 호중구의 분리 

약물을 복용하지 않은 건강한 성인의 정맥혈로부터 

EDTA (0.5%)가 함유된 주사기를 사용하여 채혈하였다. 채

혈된 혈액을 3% polyvinylpyrrolidone과 혼합시켜 실온에 

50분간 방치하여 적혈구를 침전시킨 후 백혈구를 함유하고 

있는 상층액을 조심스럽게 분리하였다. 분리된 상층액을 저

장성 용혈을 일으키고 원심분리에 의해 오염된 적혈구를 제

거한 다음 Histopaque 1077 (Sigma-Aldrich)을 이용하여 

백혈구로부터 호중구를 분리하였다
13). 
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4. 배양 조건 

인간 호중구를 NAD(P)H oxidase 활성화를 통한 superoxide 

음이온 생성을 알아보기 위해, 5.5 mmol/L D-glucose, 30 

mmol/L D-glucose, 3 nmol/L oleic acid, 30 μmol/L oleic 

acid가 포함된 배지에 최대 1시간까지 다양한 시간에 따라 

배양하였다. 일부 실험에서는 30 mmol/L D-glucose와 30 

μmol/L oleic acid가 포함된 배지에 N-acetylcystein (NAC, 

1 mmol/L)을 넣고 1시간 동안 배양하였다. 

5. 호중구 부착 측정 

분리된 호중구를 PBS를 이용하여 2 × 10
7/mL로 희석하

고 난 후 30 μCi Na51CrO4/mL을 첨가하여 37℃에서 60분

간 배양하였다. 냉 DPBS를 이용하여 호중구를 두 번 세척

하여 호중구에 결합하지 않은 방사성 물질을 제거하였다. 

D-glucose 5.5 mmol/L, 30 mmol/L와 oleic acid 3 nmol/L, 

30 μmol/L를 함유하고 있는 배양액으로 37℃에서 24시간 

동안 내피세포를 미리 배양하였다. 배양된 내피세포에 방사

성 물질이 결합된 호중구를 PBS에 희석시킨 후 혈관 내피

세포층에 첨가하였다(호중구와 내피세포 비율을 10:1로 하

였다). 세포 혼합액을 37℃에서 60분간 배양한 후 세포 배

양액을 제거하고 혈관 내피세포를 두 번 세척하여 부착되지 

않은 호중구를 제거하였다. 이 후 2N NaOH를 이용하여 혈

관 내피세포와 내피세포에 부착된 호중구를 용해시켰다. 세

포 배양액, 세포 세척액 및 세포 용해액으로부터 방사성 활

성을 측정하고 다음 공식을 이용하여 호중구 부착을 계산하

였다
14). 

호중구 부착률(%) = 

세포용해액(cpm) × 100

세포배양액(cpm) + 세포세척액(cpm) + 세포용해액(cpm)

6. 호중구에서 유리되는 단백분해효소의 측정 

D-glucose 5.5 mmol/L, 30 mmol/L와 oleic acid 3 nmol/L, 

30 μmol/L의 농도에서 각각 분리된 호중구를 1시간 동안 

배양한 후 호중구에서 분비되는 단백분해효소를 측정하여 

호중구의 활성화 정도를 측정하였다. Myeloperoxidase와 

lactoferrin은 각각 호중구의 일차와 이차 과립분비의 지표

로써 측정하였다. 면역분석 키트를 이용하여 lactoferrin과 

myeloperoxidase의 생성을 측정하였다. 이는 microtiter 

plate에 전처치된 lactoferrin과 myeloperoxidase에 대한 단

일클론항체에 표준용액, 세포 배양액을 첨가하여 일차결합

한 뒤 효소가 부착된 이차항체를 첨가하여 발색반응을 일으

켜 420 nm에서 흡광도를 측정하는 방법이다
15). 

7. 호중구에 의한 내피세포의 세포독성 측정 

내피세포를 12 well culture plate에 배양하여 합류되면 4 

μCi Na51CrO4/well과 함께 18시간 배양한 후 3회 Hank's 

balanced salt solution (HBSS)로 세척하였다. 배양배지에 

분리한 호중구를 well 당 1 mL씩 넣고 30분간 호중구가 내

피세포층에 가라앉도록 한 다음 D-glucose 5.5, 30 mmol/L

와 oleic acid 3 nmol/L, 30 μmol/L를 함유한 배양액에 3

7℃에서 1시간 동안 배양하였다. 각 well에서 0.9 mL의 상

층액을 뽑아서 원심분리한 후 0.5 mL를 얻어 감마카운터를 

이용하여 
51Cr의 실험적 유리(cpm)를 측정하였다. 51Cr의 자

연적 유리(cpm)는 배양배지를 넣은 각 well에서 측정하고 

이는 전체 51Cr 유리의 20%를 초과하지 않는 것으로 하고 
51Cr 전체 유리는 각 well에 0.2% Triton X-100을 넣은 후 

세포를 용해시킨 세포액에서 측정하였다. 호중구에서 내피

세포에 대한 세포독성은 다음과 같은 공식을 이용하여 계산

하였다
16). 

세포독성 (%) = 

51Cr의 실험적 유리(cpm) － 51Cr의 자연적 유리(cpm)
51Cr의 전체 유리(cpm) － 51Cr의 자연적 유리(cpm)

8. 호중구에서 Superoxide 음이온 생성량의 측정 

호중구에서 superoxide 음이온의 생성량은 lucigenin을 

사용하여 chemiluminescence법으로 측정하였다. Lucigenin

은 acridylium dinitrate 복합체로서 superoxide 음이온과 반

응하여 환원 시 발광반응이 일어나며 이때 발광량을

luminometer (EG & G Berthold, Germany)로 측정하여 

superoxide 음이온의 생성량을 계산하였다17). 실험방법은 

호중구를 Krebs/Hepes 완충액에 넣어 37℃에서 30분간 처

리하여 안정시킨 후 250 μmol/L lucigenin을 첨가하고 

luminometer에 넣었다. 호중구에서 측정되는 화학발광을 

37℃에서 60분간 계속 측정하였다. Xanthine과 xanthine 

oxidase를 사용하여 측정된 superoxide 음이온의 표준곡선

과 비교하여 superoxide 음이온의 생성량을 계산하였다18). 

Superoxide 음이온의 생성에 관여하는 주된 효소를 알아보

기 위해 NAD(P)H oxidase 억제제인 diphenylene iodonium 

(DPI, 10 μM)과 Cu2+/Zn2+ superoxide dismutase (SOD, 

500 U/mL)를 측정하기 10분 전에 첨가한 후 superoxide 음

이온의 생성량을 측정하였다. 
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9. 단백 추출과 Western Blot 분석 

각 군의 호중구 세포를 Triton lysis 완충액[pH 7.4, 50 

mmol/L HEPES, 5 mmol/L EDTA, 50 mmol/L NaCl, 1% 

Triton X-100, protease inhibitors (10 μg/mL aprotinin, 1 

mmol/L phenylmethylsulfonyl fluoride, 10 μg/mL leupeptin), 

phosphatase inhibitors (50 mmol/L sodium fluoride, 1 mmol/L 

sodium orthovanadate, 10 mmol/L sodium pyrophosphate)]

을 이용하여 용해시킨 후 세포 용해액을 4℃에서 14,000 g

로 15분간 원심 분리하여 상층액을 -70℃에 보관하였다. 추

출된 단백은 Bradford assay법으로 농도를 결정하였고 각각

의 검체를 40 μg씩 SDS-PAGE (sodium dodecyl sulfate 

-polyacryamide gel electrophoresis)로 전기 영동하여 분리

하였다. 전기영동 후 겔 내의 단백은 100볼트에서 1시간 동

안 Hybond-ECL 니트로셀룰로스막에 이동시켰다. 막을 하

룻밤 동안 4℃에서 5% 탈지분유와 0.1% Tween 20을 함유

한 PBS로 처리하였다. p22phox, gp91phox와 액틴에 대한 1차 

항체로 1시간 동안 반응시킨 후 막을 0.1% Tween 20을 함

유한 PBS로 10분간 3회 세척하였고, 1% 탈지분유와 0.1% 

Tween 20을 함유한 PBS에 홍당무과산화효소(horseradish 

peroxidase) 2차 항체를 넣어 1시간 동안 반응시킨 후 ECL  

kit (GE Healthcare)을 이용하여 발현 정도를 NIH Image 

1.62 software를 이용하여 측정하였다. 

10. 통계 분석 

실험결과는 SPSS version 12 (SPSS Inc., Chicago, IL)

를 이용하여 통계 처리하였다. 모든 실험치는 평균 ± 평균

의 표준오차로 표시하였고 실험결과의 통계는 경우에 따라 

Student's t-test와 ANOVA test를 적용하여 분석하였다. P 

< 0.05인 경우에 통계적으로 유의성이 있는 것으로 판정하였다. 

결    과

1. 혈관 내피세포에 호중구의 부착에 미치는 고농도의 

포도당과 유리 지방산의 효과 

30 mmol/L D-glucose를 1시간 동안 처리하였을 때 호중

구의 혈관 내피세포에 대한 부착률이 5.5 mmol/L D-glucose

의 배양조건에 비하여 현저히 증가하였다(P < 0.01, Fig. 1). 

1시간 동안 30 μmol/L oleic acid의 배양조건에서 호중구의 

내피세포에 대한 부착률도 3 nmol/L oleic acid의 배양조건

에 비해 현저히 높았다(P < 0.01, Fig. 1). 또한 30 mmol/L 

D-glucose와 30 μmol/L oleic acid를 동시에 노출시킨 배양

조건에서 내피세포에 대한 호중구의 부착률도 정상 포도당 

농도 및 저농도의 oleic acid에 노출시켰을 때에 비해 유의

하게 증가하였으며(P < 0.001), 이는 동시에 NAC를 투여하

였을 때 부착률이 유의하게 감소하였다(P < 0.001, Fig. 1). 

2. 호중구 활성화에 미치는 고농도의 포도당과 유리 지

방산의 효과 

각각 D-glucose 5.5, 30 mmol/L와 oleic acid 3 nmol/L, 

Fig. 1. Effect of high glucose and/or oleic acid on neutrophil adhesion to endothelial cells. * P < 0.01; †P < 0.01; ‡P 

< 0.001 vs. cells treated with normal glucose or low oleic acid for 1 h. § P < 0.001 vs. cells treated with high glucose 

and high oleic acid. NAC, N-acetylcystein.
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30 μmol/L에서 분리한 호중구를 1시간 동안 처리한 후 호

중구에서 유리되는 lactoferrin과 myeloperoxidase를 측정하

여 호중구의 활성화 정도를 측정하였다. 30 mmol/L 

D-glucose와 30 μmol/L oleic acid로 호중구를 자극하였을 

때 각각 5.5 mmol/L D-glucose와 3 nmol/L oleic acid로 

자극한 경우보다 두 효소 모두에서 유리가 현저히 증가하였

다(P < 0.01, Fig. 2). 

3. 호중구의 Superoxide 음이온 생성에 대한 고농도의 

포도당과 유리 지방산의 효과 

30 mmol/L D-glucose 배양조건과 30 μmol/L oleic acid 

배양조건에서 각각 5.5 mmol/L D-glucose 및 3 nmol/L 

oleic acid 배양조건보다 호중구에서 superoxide 음이온 생

성량이 유의하게 증가하였다(P < 0.01, Fig. 3). 또한 30 

mmol/L의 D-glucose와 30 μmol/L의 oleic acid를 동시에 

노출시킨 배양조건에서 superoxide 음이온 생성량도 정상 

포도당 농도 및 저농도의 oleic acid에 노출시킨 배양조건에 

비해 유의하게 증가하였으며(P < 0.001), 이는 동시에 NAC

를 투여하였을 때 현저히 감소하였다(P < 0.001, Fig. 3). 

4. 혈관 내피세포 독성에 미치는 고농도의 포도당과 유

리 지방산의 효과 

호중구의 내피세포에 대한 세포독성을 평가하기 위해 1

시간 동안 D-glucose 5.5, 30 mmol/L 및 oleic acid 3 

nmol/L, 30 μmol/L에 배양하였을 때 각각 D-glucose 30 

mmol/L와 oleic acid 30 μmol/L에 노출된 호중구를 혈관내

피세포와 같이 배양하였을 때 세포독성이 현저히 높았다(P 

< 0.01, Fig. 4). 또한 30 mmol/L D-glucose와 30 μmol/L 

A

B

Fig. 2. Effect of high glucose and/or oleic acid on neutrophil activation. * P < 0.01; †P < 0.01; ‡P < 0.001 vs. cells 

treated with normal glucose or low oleic acid for 1 h.



김상수 외 6인 : 고혈당과 유리 지방산에 의한 호중구의 NAD(P)H Oxidase 활성화로부터의 혈관내피세포 손상

99

Fig. 3. Effect of high glucose and/or oleic acid on neutrophil superoxide production. * P < 0.01; †P < 0.01; ‡P < 0.001 

vs. cells treated with normal glucose or low oleic acid for 1 h. § P < 0.001 vs. cells treated with high glucose and high 

oleic acid. NAC, N-acetylcystein.

Fig. 5. Expression of subunits of neutrophil NADPH oxidase. * P < 0.01; †P < 0.01; ‡P < 0.001 vs. cells treated with 

normal glucose or low oleic acid for 1 h.

Fig. 4. Effect of high glucose and/or oleic acid on endothelial cell toxicity. * P < 0.01; †P < 0.01; ‡P < 0.001 vs. cells 

treated with normal glucose or low oleic acid for 1 h. § P < 0.001 vs. cells treated with high glucose and high oleic acid. 

NAC, N-acetylcystein.
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oleic acid에 동시에 노출된 호중구에서 증가한 세포독성은

NAC (10 mmol/L)로 전처치하였을 때 유의하게 감소함을 

보였다(P < 0.001, Fig. 4). 

5. 호중구 NAD(P)H Oxidase의 소단위의 발현 

30 mmol/L D-glucose 배양조건과 30 μmol/L oleic acid 

배양조건에서 각각 5.5 mmol/L D-glucose 배양조건 및 3 

nmol/L oleic acid 배양조건보다 호중구의 NAD(P)H oxidase

의 막구성 요소인 gp91
phox의 발현이 현저히 증가하였다

(Fig. 5). 그러나 호중구의 p22
phox의 발현은 30 mmol/L 

D-glucose 배양조건과 30 μmol/L oleic acid 배양조건에서 

각각 증가하였으나 통계적 유의성은 없었다(Fig. 5). 

고    찰 

본 연구에서는 당뇨병의 혈관합병증의 병태 생리를 규명

하기 위하여 고농도의 포도당과 유리 지방산에 의한 호중구

의 혈관내피세포 부착과 superoxide 음이온의 생성 및 내피

세포의 세포손상에 대해 알아보고자 하였다. 본 연구에서 

고농도의 포도당과 유리 지방산의 배양조건에서 정상 또는 

저농도의 포도당과 유리 지방산의 배양조건에 비해 호중구

의 혈관내피세포 부착률과 호중구의 활성화, 호중구에 의한 

superoxide 음이온 생성 및 혈관 내피의 세포독성 등이 현

저히 증가함을 보였다. 또한 고농도의 포도당과 유리 지방

산으로 자극하였을 때 호중구에서 NAD(P)H oxidase의 세포막 

구성요소인 gp91
phox의 발현이 현저히 증가하였고, NAD(P)H 

oxidase 억제제로 알려진 NAC로 전처치하였을 때 고농도의 

포도당과 유리 지방산에 의해 증가한 호중구의 superoxide 

음이온 생성과 혈관 내피세포의 세포독성이 예방됨을 보였다. 

일반적으로 정상적인 생리 환경에서 면역계의 포식 작용

을 위한 반응성 산소유리기 생성에 있어 NAD(P)H oxidase

의 역할은 이미 잘 알려져 있다. 호중구는 세포 방어의 일차

적 역할을 수행함에 있어 많은 양의 superoxide 음이온을 

생성하기 위해서 NAD(P)H oxidase로 불리는 세포막의 효

소 복합체가 있어야 하고, 이로 인해 생성된 반응성 산소유

리기는 세균을 제거하는 역할을 한다
19). 이 효소 복합체인 

NAD(P)H oxidase는 휴지기 세포에서 구성요소들이 세포막

과 세포질 사이에 분리되어 있어 불활성화 상태로 존재한다. 

호중구의 NAD(P)H oxidase는 flavo-cytochrome b558을 

포함한 세포막 소단위(gp91
phox와 p22phox)와 세포질 소단위

(p47phox, p67phox, p40phox, Rac2)로 구성된다19). 자극에 의

해 호중구가 활성화되면 세포질 소단위인 p47
phox와 p67phox

가 인산화 되면서 세포질 내에서 세포막으로의 전위가 일어

나고 flavo-cytochrome b558과 결합하면 NAD(P)H oxidase

가 활성화되고 superoxide 음이온이 생성된다
20). 

혈관내피세포와 포식계 세포들에 대한 여러 선행한 연구

에서 고혈당에 의해 증가된 superoxide 음이온 생성과 산화

스트레스와 연관성을 보인 바 있다. 건강한 지원자에서 75 

g의 경구 혈당부하를 하였을 때, 다형핵 백혈구와 단핵구 

세포 모두에서 반응성 산소유리기 생성이 증가하였다
21). 같

은 저자들은 지질이나 단백질 복용 후에도 반응성 산소유리

기 생성이 증가함을 보였고22), 48시간 공복을 통해 포도당, 

단백질, 지질 등에 의한 증가된 반응성 산소유리기의 감소

를 유도하였다
23). 오래 전부터 당뇨병환자에서 단핵구에 의

한 반응성 산소유리기 생성이 증가되어 있음이 알려져 있고
24), 증가된 산화 생성물은 지질과 단백, DNA 등에 산화 손

상을 일으킴은 잘 알려진 사실이다
25). 당화혈색소 10% 이

상의 잘 조절되지 않는 제1형 당뇨병환자의 단핵구에서 산

화 민감성 전사 인자인 NF-κB의 활성이 증가되어 있었고, 

이는 항산화제로 유의하게 억제되었다
26). 

최근 제2형 당뇨병환자를 대상으로 한 연구에서 고혈당

과 증가된 최종당화산물이 호중구를 자극하고, p47
phox의 막 

전위유도와 RAGE-ERK1/2 경로를 자극하여 p22
phox와의 

결합 유도를 통해 산화스트레스를 증가시킨다고 보고한 바 

있다27). 반응성 산소유리기 생성을 위한 호중구를 기폭 시

키는 것과 관련된 주된 인자는 고혈당으로 생각되고
28), 당

뇨병에서 반응성 산소유리기 생성에 과민한 반응을 보이는 

호중구의 표현형과 당화혈색소가 유의한 상관관계를 보였다28). 

고혈당 등에 의해 발생한 최종당화산물이 대식세포의 활성

화를 이끌어 대식세포에 의해 분비되는 lipoprotein lipase 

(LPL)의 합성을 자극하여 죽상동맥경화증을 조장한다는 보

고도 있다. 이때 LPL 유도는 반응성 산소유리기, PKC, 

transcription factor AP-1을 필요로 한다
29). 반대로 포식계

의 NAD(P)H oxidase에 의해 생성된 산화물이 포도당 비의

존적인 경로를 통해 최종당화산물 생성을 유발하고 이것이 

혈관 손상에 기여하는데 중요한 역할을 한다고 보고한 연구

도 있다
30). 

건강한 사람의 호중구에서 NAD(P)H oxidase의 활성화

는 정상 조직과 혈관 손상을 막기 위해 적절한 수준으로 조

절된다. 그러나 TNF-α, GM-CSF와 같은 염증 유발 사이토카

인들이 호중구의 ‘기폭제’ 역할을 하여 NAD(P)H oxidase

를 통해 세균 탐식을 위해 활성화를 증강시키는 것으로 알

려져 있다
31). 당뇨병환자에서 일반적으로 호중구의 세균 탐

식 및 제거능이 감소되어 염증이 잘 생기며, 고혈당에 의해 
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오히려 superoxide 음이온의 생성을 억제한다는 보고32)도 

있어 본 연구에서 고혈당에 의한 호중구의 superoxide 음이

온 생성 증가에 대해 반론이 제기될 수 있다. 그러나 생체 

내에서 고혈당으로 인해 호중구의 탐식능이 감소하지만, 본 

연구에서 혈관내피세포와의 상호 작용으로 과량의 호중구가 

혈관내피세포에 부착하고 이로 인해 호중구의 단백분해 효

소와 superoxide 음이온의 생성 증가로 혈관내피세포의 염

증과 손상이 증가함을 보였다. 따라서 고혈당에 의한 호중

구의 염증성 반응을 이해할 때 두 가지 상반되는 결과를 모

두 생각하여야 할 것이며, 이에 대해서는 보다 연구가 이루

어져야 할 것으로 판단된다.

당뇨병환자에서 유리 지방산이 증가하고 과다한 유리 지방

산은 구연산회로(citric acid cycle)로 들어가서 acetyl-CoA

를 증가시키고 과다한 NADH를 만든다. 이는 미토콘드리아

에서 superoxide 음이온 생성을 증가시킨다. 유리 지방산은 

또한 오래 전부터 호중구에서 NAD(P)H oxidase 의존성 

superoxide 음이온 생성의 유발하는 것으로 알려져 있다
33). 

물론 유리 지방산은 호중구 이외의 혈관내피세포에서도 

NAD(P)H oxidase 활성화를 통해 반응성 산소유리기 생성 

증가를 보인바 있다
34). 본 연구에서 저자들은 고농도의 유

리 지방산은 정상 포도당 농도에서도 호중구의 NAD(P)H 

oxidase 활성화를 통해 superoxide 음이온 생성을 증가시킬 

뿐만 아니라, 호중구의 활성화 및 혈관내피세포 부착률도 

증가시켜 혈관내피손상에 기여함을 확인하였다. 또한 고농

도의 유리 지방산을 고혈당과 동시에 노출하였을 때 호중구

에 의한 혈관내피세포 손상이 보다 증가함을 보인 것에 본 

연구의 의미를 둘 수 있겠다.

다형핵 백혈구의 내피세포 부착은 급성 심근경색, 뇌경색

과 같은 죽상동맥경화증에 매개되는 다양한 질환에서 중요

한 역할은 한다. 생리적으로나 병적 상태에서 내피세포에 

호중구가 부착함으로 혈관 내에서 밖으로 이동하고 그 결과 

혈관성 질환이 발생한다고 인식되고 있다. 호중구의 내피세

포 부착은 내피세포와 호중구에서 발현하는 여러 부착분자

들(adhesion molecules)이 관여하는 복잡한 과정으로 이루

어진다. 내피세포에서 발현되는 여러 가지 수용체가 이 과정

에 관여하는 것으로 알려져 있으며 이 중 ICAM-1 (CD54), 

E-selectin (CD62E)과 vascular cell adhesion molecule-1 

(VCAM-1)이 호중구가 내피세포에 부착하고 혈관 바깥으

로 이동하는데 중요한 역할을 한다
9). 당뇨병에서도 다형핵 

백혈구의 혈관 내피세포 부착은 죽상동맥경화증 매개성 질

환의 발생에 중요한 역할을 할 것으로 여겨지고 있다35). 

Omi 등은 27.8 mM 이상의 고농도 포도당에서 호중구의 

혈관내피세포 부착이 증가하였고, 이것이 PKC 의존성 반응

으로 ICAM-1, P-selectin, E-selectin과 같은 내피세포의 결합 

분자 발현의 증가를 매개로 하여 일어남을 보인 바 있다
36). 

저자들은 선행 연구에서 고농도의 포도당 배양조건에서 내

피세포에 대한 호중구의 부착률과 내피세포를 통한 호중구

의 이동률이 현저히 증가하고, 호중구에 의한 내피세포 손

상이 증가함을 보인 바 있다12). 

NAD(P)H oxidase는 호중구를 포함한 포식계에서 뿐만 

아니라 내피세포, 혈관 평활근세포 및 심장의 근육세포 및 

베타세포를 포함한 여러 조직에 두루 존재한다
8). Lee 등의 

연구에서 혈관내피세포에서는 주로 NAD(P)H를 기질로 사

용하여 superoxide 음이온이 생성하는 것으로 알려져 있으

며
37), 다른 연구에서도 혈관 조직에서 superoxide 음이온의 

생성에 주로 NAD(P)H oxidase가 관여함을 보여주었다
34,38). 

다량의 포도당과 palmitate를 통해 배양된 대동맥 평활근세

포와 혈관내피세포에서도 포식세포처럼 PKC 의존 활성화

를 통해 NAD(P)H oxidase가 자극됨이 알려져 있다
34,39). 

이상의 결과를 종합해 보면 고혈당과 그 대사산물 및 고

농도의 유리 지방산 등은 혈관 내피세포에 직접 작용하여

NAD(P)H oxidase에 의한 산화스트레스로부터 내피손상이 

유발하는 기전뿐 아니라 호중구를 매개한 내피손상도 중요

한 역할을 할 것으로 생각된다. 즉 고농도의 포도당과 유리 

지방산은 혈관 내피세포의 부착분자들을 증가시켜 호중구의 

부착을 증가시키며 호중구의 NAD(P)H oxidase에 의한 

superoxide 음이온과 독성 효소의 생성을 증가시키는 기전 

등으로 혈관 주위의 염증 반응을 더욱 가속화하여 혈관 손

상에 추가적인 역할을 할 것으로 기대된다. 하지만 당뇨병

의 혈관합병증에 있어 호중구의 NAD(P)H oxidase에 의한 

혈관 내피손상의 기전과 역할에 대해서는 좀 더 많은 연구

가 이루어져야 할 것으로 생각된다. 

요    약

연구배경: 산화스트레스가 당뇨병에서 혈관내피세포의 

기능장애에 관여하여 혈관합병증의 발생에 중요한 역할을 

하는 것으로 알려져 있다. 또한 죽상동맥경화증은 혈관세포

들의 산화-환원 신호의 이상으로 인한 혈관의 만성 염증성 

현상으로 설명되고 있어, 산화스트레스와 염증이 당뇨병 합

병증의 병태생리에 있어 중요한 역할을 하는 것으로 여겨지

고 있다. 당뇨병에서 혈관합병증을 일으키는 기전에 대해 

보다 명확히 규명하고자 본 연구에서는 호중구로부터의 

superoxide 음이온 생성에 대한 고농도의 포도당과 유리 지
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방산의 효과와 이로 인한 혈관내피세포의 손상에 대해 알아

보고자 하였다. 

방법: 인간 호중구를 5.5 mmol/L, 30 mmol/L D-glucose

와 3 nmol/L, 30 μmol/L oleic acid를 함유한 배양배지를 

만들어 1시간 동안 배양하였다. 인간대동맥 내피세포를 위 

배지로부터 배양한 호중구와 같이 배양하여 호중구의 혈관 

내피세포 부착률, 호중구의 활성화 및 superoxide 음이온 생

성량, 호중구에 의한 내피세포의 세포독성 및 호중구의 

NAD(P)H oxidase 소단위 발현 등을 측정하였다. 

결과: 30 mmol/L D-glucose와 30 μmol/L oleic acid 배

양조건에서 5.5 mmol/L D-glucose와 3 nmol/L oleic acid 

배양조건에 비해 호중구의 혈관내피세포에 대한 부착률, 호

중구의 활성화, 호중구의 superoxide 음이온 생성량 및 호

중구에 의한 내피세포의 세포독성이 현저히 높았다. 30 

mmol/L D-glucose와 30 μmol/L oleic acid로 처치하였을 

때 호중구의 NADPH oxidase의 막구성 요소인 gp91phox의 

발현이 유의하게 증가하였다. 30 mmol/L D-glucose와 30 

μmol/L oleic acid에 동시 노출로 인해 증가한 호중구의 내

피세포에 대한 부착률, 호중구의 superoxide 음이온 생성, 혈

관내피 세포독성 등은 NAD(P)H 억제제인 N-acetylcysteine

로 전처치하였을 때 유의하게 감소하였다. 

결론: 고농도의 포도당과 유리 지방산은 호중구를 활성화

시키고, 호중구의 혈관내피세포에 대한 부착능을 증가시킨

다. 또한 호중구에서 NAD(P)H oxidase을 통해 반응성 산

소유리기 생성을 증가시켜 내피세포 주변의 염증반응을 일

으켜 세포 손상을 증가시킨다.
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