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서      론

  대기오염은 천식의 증가에 관여하며, 특히 예민한 환자

에서 기존의 천식을 악화시키며 기도염증을 일으킨다.
1-4) 

  폐는 표면이 40∼120 m
2 정도로 하루에 10,000∼20,000 L의 

공기를 포함한 외부의 물질을 흡입하는 것으로 알려져 있

으며 폐의 방어기전은 기계적 혹은 생화학적인 방법으로 

외부물질을 제거한다. 대기 중에 분진의 크기는 0.05∼0.2 

μm이며 디젤분진은 대개 0.2μm이며 90% 이상이 1μm 이

하이다.
5)
 대기오염은 대기 중의 분진이나 가스형태로 존재

하면서 인체에 영향을 미치는데,
6)
 자동차 및 디젤엔진의 증

가로 비생리적인 분진이 증가하고 이것이 폐에 침착하여 

천식발작, 사망률, 만성 기관지염, 호흡기 감염 등을 증가시

킨다.
7-10)
 기존의 천식환자에서 대기오염의 노출은 폐기능

의 감소를 가져오며 디젤분진은 기도와 혈액에 변화를 초

래한다.
11)
 저자 등의 연구에서도 대기오염지역 학동기 아동

에서 알레르겐 감작과 기도과민성이 높아 천식의 발생에 

대기오염이 관여함을 보고하였으며, 오존노출에 의해 기도

과민성과 기도염증이 증가함을 보고하였다.
12,13) 그리고 분

진이 폐대식세포에 의해서 알레르기염증을 일으키는 것을 

보고하였다.
14)

  특히 도시지역은 자동차에서 나오는 대기오염물질에 쉽

게 노출되어 있는 것으로 알려져 있으나,
15) 
디젤분진이 천

식에 미치는 영향은 미약하다. 따라서 저자 등은 천식동물

모델에서 디젤분진 노출이 천식에 미치는 영향을 확인하기 
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Background: Epidemiologic and clinical investigations 
have suggested a strong link between particulate air 
pollution and asthma. The purpose of this study was to 
evaluate an effects of air pollutants on a murine asthma 
model, focusing on diesel exhaust particles (DEP). 
Method: The Balb/c mice were sensitized intra-perito-
neally (i.p.) with ovalbumin (OVA) at days 0 and 14 and 
challenged intranasally with OVA at days 21, 22, and 23 
(group I). The Balb/c mice were sensitized i.p. with OVA 
at day 0, 14 and challenged with 6 mg/10 mL of DEP at 
days 21, 22, and 23 (group II). Group III were sensitized 
with OVA at days 0 and 14, together with 0.6 mg/50 uL 
of DEP every other day for 14 days and challenged with 
150 ug /100 uL OVA and 6 mg/10 mL of DEP at day 21, 
22, and 23. Saline sensitized-challenged mice were served 
as sham control. The mice were subjected to whole-body 

plethysmo-graphy and then killed for bronchoalveolar lavage 
and histology. Cytokines were measured by ELISA. Ex-
pression of goblet cell hyperplasia and smooth muscle hyper-
plasia in the lung tissue was detected by immunohisto-
chemical staining. 
Result: DEP and OVA sensitized-challenge group had a 
significant increase in methacholine-induced AHR, compared 
to sham group and group I. The levels of IL-4, IL-5, and 
IFN-γ tended to increase in the BAL fluid in group III. 
Goblet cell hyperplasia and smooth muscle hypertrophy were 
more observed in group III than those in sham group, groups 
I and II. 
Conclusion: This study demonstrates that DEP may aggra-
vate airway responsiveness and remodeling in a mouse 
asthma model. (Korean J Asthma Allergy Clin Immunol 
2006;26:70-77)
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위하여 이 연구를 시행하였다. 

대상 및 방법

    1. 디젤분진 노출

  실험동물은 체중 20∼30 g의 Balb/c mouse (Charles River 

Laboratories Seoul, Korea)를 사용하였다. 공급처로부터 쥐를 

받은 후 3일 이내에 실험을 실시하였고 실험하기까지는 순

천향대학교 부천병원 동물 사육사에서 사육하였다. 대상 

쥐는 3개의 그룹으로 나누어 실험하였다(Fig. 1). Group I은 

난알부민 100 ug (OVA, grade IV, sigma)과 aluminum hydroxide 

20 mg을 phosphated buffered saline (PBS)에 섞어 200 uL를 2주 

간격으로 2회 실험쥐 둔부에 피하 주사하여 감작하고 PBS 

100 uL에 150 ug OVA로 자주하였다. Group II은 OVA 감작

은 group I과 동일하게 하고 6 mg/m
3에 해당하는 DEP를 21, 

22, 23일에 자주하였다. Group III는 Balb/c mice에 생리식염

수에 녹인 DEP (0.6 mg/50 uL, from Hajime Takizawa, Tokyo 

University, Japan)를 녹여 하루에 한 번 비강으로 이틀에 한 

번 총 7번 감작하고 또한 OVA 2주 간격으로 감작하였으며 

그리고 OVA 150 ug와 6 mg/m
3에 해당하는 DEP를 21, 22, 

23일에 자주하였다. 생리식염수로만 감작하고 자주한 경우

를 대조군으로 하였다. 24일에 폐기능 검사를 실시하였으

며 25일에 기관지폐포세척액을 시행한 후 폐조직을 얻었다

(Fig. 1). 동물실험은 순천향대학교 부천병원 실험동물에 대한 

연구심의위원회의 규정을 준수하여 시행하였다.

    2. 폐기능 검사

  동물이 자유롭게 움직일 수 있어 장시간 폐기능검사가 

가능한 one chamber 체용적 변동 기록기를 이용하여 흡기시

간, 호기시간, 최고흡기 순간유량, 최고호기 순간유량, 흡기

유량, 호흡횟수, 이완시간, enhanced pause 등과 같은 호흡지

표들의 변화를 평가하였다. 기도폐쇄의 지표로는 enhanced 

pause (penh)를 이용하였다.

    3. 기관지폐포세척술 

  Thiopental sodium 50 mg/kg을 실험 쥐에서 복강 내 주사하

여 마취시킨 후 곧바로 흉곽을 절개하여 폐와 기관을 노출

시켰다. 기관 상단부를 통해 PE-20 폴리에틸렌 도관을 삽입

하여 고정시키고, 4
oC의 생리식염수 4 mL (1 mL씩 4회)로 

기관지 폐포세척술을 시행하였다. 회수된 세척액 양을 기

록하고 바로 4
oC, 1,500 rpm으로 10분간 원심분리 (VS-6000 

CF, Vision, Korea)하여 상층액은 ELISA 측정을 위해 -70
oC에 

보관하였다. 남아 있는 세포 압착결정을 인산완충액 0.5 mL 

(pH 7.4)로 녹인 다음, 이 중 50μL를 3% acetic acid 용액 950

μL와 섞어서 hemocytometer (Naubauer chamber)를 사용하여 

현미경(×100) 하에서 총 세포수를 세었다. 표본 튜브 내에 

남아 있는 세포수가 mL당 10
6
개가 되도록 인산완충액으로 

희석한 후 400μL를 따서 250 rpm으로 3분간 cytpospin (CF- 

120, SAKURA, Japan)하여 슬라이드를 만들었다. 이것을 Diff- 

Quick
Ⓡ
 염색하여 400배 현미경 하에서 각 슬라이드의 비 상

피세포 수를 500개씩 세어 세포분획을 계산하였다.

    4. 조직 처리

  폐조직을 얻어 4% 파라포름알데히드로 고정하고 파라핀 

블록을 만든 후 3μm 두께로 절단하여 슬라이드에 포매하

였으며 Hematoxylin-Eosin염색을 시행하였다. 

    5. 사이토카인 측정

  기관지폐포세척액에서 사이토카인의 농도를 ELISA (enzyme 

linked immunosorbant assay)를 이용하며 측정하였다. 각각의 

Fig. 1. Schematic diagram of the experimental protocol. The Balb/c mice were intrapenitoneally (i.p.) sensitized with ovalbumin (OVA) at
day 0, 14 and were intranasally challenged with OVA (group I). Group II were sensitized i.p. with OVA at day 0, 14 and were challenged
intranasally with 6 mg/10 mL of DEP at day 21, 22, 23. Group III were sensitized with OVA at day 0, 14 and 0.6 mg/50 uL of DEP every
other day for 14 days and were challenged with 6 mg/10 mL of DEP and 150 ug/100 uL OVA using an ultrasonic nebulizer at day 21,
22, 23. Saline sensitized-challenged mice were serve as sham control. Airway responsiveness was measured 24 hr after the last challenge
in mice. Bronchoalveolar lavage fluid and lung tissue were obtained 24 hr after measurement of airway hyperresponsiveness.
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사이토카인 detection limit (pg/mL)는 다음과 같다(IL-4: 7.8 pg/ 

mL, IL-5: 7.8 pg/mL, IFN-γ: 15.6 pg/mL, BD Biosciences, USA).

    6. 면역조직화학염색

  배상세포의 생성여부는 PAS 염색 후, 현미경에서 확인하

였으며 세기관지 5개에서 배상세포와 전체 상피세포를 세

어서 분획을 구하여 비교하였다. Actin smooth muscle rabbit 

antibody는 기도평활근의 개형을 알아보기 위해 다음과 같

은 방법으로 염색하였다. 포르말린이 고정된 슬라이드는 

탈포르말린과 함수과정을 거쳐 일차항체에 대한 항체 (pri-

mary antibody; ZYMED, Cal, USA)에 4
oC에서 overnight 반응한 

후 TBS로 씻는다. 일차항체 검출을 위하여 이차항체 (VEC-

TOR ABC kit, Cal, USA) 에서 30분간 반응시킨 후 완충액으

로 씻고, 내재성 alkaline phosphatase를 억제하기 위하여 TBS

에 10분간 세척한다. 검출계는 avidin biotin complex를 이용

하여 30분간 반응하고, 발색을 위하여 DAB (ZYMED Liquid 

substrate kit)에 20초 반응하였다. 발색이 끝난 후 대조 염색

은 hematoxylin을 이용하고 Crystal mount (Biomeda)로 봉입하

여 양성 반응을 관찰하였다. 염색의 전 과정은 실온에서 실

시하였다. 대조염색을 위하여 일차항체를 빼고 염색하는 

방법으로 음성대조염색도 함께 시행하였다.

    7. 통계분석

  SPSS (version 11.0)을 이용하여 Mann-Whitney U test로 실험 

군간의 차이를 평가하였고, P값이 0.05 미만일 경우 유의성

이 있는 것으로 하였다.

결       과

    1. 디젤분진 노출에 따른 기도과민성의 변화

  난알부민 감작과 챌린지 그리고 디젤분진 감작과 챌린지

군(group III)에서 대조군과 난알부민 감작 및 챌린지군

Fig. 2 . Airway responsiveness to aerosolized methacholine was
measured in unrestrained, conscious mice. Mice were placed in the
main chamber of a barometric plethysmograph and first nebulized
with saline and then with increasing doses (from 5 to 100 mg/mL)
of methacholine for 3 min for each nebulization. Readings of 
breathing parameters were taken for 3 min after each nebulization,
during which time Penh values were determined. Data represent 
mean±SD from six independent experiments. *P＜0.01 compared
with sham group. †P＜0.05 compared with Group I.

Fig. 3 . Effect of DEP on IL-4, IL-5, IFN-γ levels in BAL fluids of
each group. Sampling was performed 24 hours after the challenge
in mice treated as described in Fig. 1 legend. Bars represent mean±
SD from six independent experiments.
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Fig. 5 . The expression of goblet cells in the lungs of four study
groups of mouse. Counts for goblet cells in the epithelium of 
bronchioles in sham group and the other three groups. The results
are expressed as number of cells per millimeter of basement 
membrane. Horizontal bars represent median values. *P＜0.05
compared with sham group. †P＜0.01 compared with sham and
group i and group ii.

Fig. 4. The inflammatory cell infiltrations in the lungs of four study groups of mouse. Lung tissues from each group were stained with
hematoxylin-eosin. Inflammatory cells have infiltrated into the alveolar interstitium and the peribronchiolar area in the group I, II, III.
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(group I)에 비해 메타콜린 20 mg과 100 mg에서 기관지 유발

검사에서 기도과민성이 유의하게 높았다(sham vs. OVA vs. 

OVA and DEP challenge vs. OVA and DEP sensitization and 

challenge 0 mg: 0.75±0.11 vs. 0.72±0.02 vs. 0.72±0.08 vs. 

0.82±0.10 Penh, 5 mg: 0.71±0.03 vs. 0.89±0.02 vs. 1.08±

0.04 vs. 0.93±0.06 Penh, 20 mg: 1.20±0.02 vs. 1.63±0.02 vs. 

3.69±0.07 vs. 3.91±0.30 Penh, 100 mg: 3.29±1.22 vs. 4.27±

1.50 vs. 5.04±1.95 vs. 5.04±2.20 Penh, Fig. 2).

    2. 기관지폐포세척액 세포분획

  난알부민 감작 및 디젤분진 챌린지군(group II)과 난알부민

과 디젤분진 감작 및 챌린지군(group III)에서 대조군에 비해 

호산구가 유의하게 높았으며(P=0.004, P=0.02) 호중구는 

group I에서 대조군에 비해 높았고(P=0.018) Group III에서 

높은 경향을 보였다. 림프구의 수는 차이가 없었다(호산구; 

sham vs. OVA vs. OVA and DEP challenge vs. OVA and DEP 

sensitization and challenge; 0.0±0.0×10
4/mL vs. 5.1±2.1×104/ 

mL vs. 2.0±0.7×10
4/mL vs. 4.7±1.7×104/mL; 호중구; sham 

vs. OVA vs. OVA and DEP challenge vs. OVA and DEP sensi-

tization and challenge; 0.2±0.05×10
4/mL vs. 0.8±0.3×104/mL 

vs. 0.7±0.257×10
4/mL vs. 2.5±2.1×104/mL).

    3. 기관지폐포세척액 사이토카인 측정 

  IL-4, IL-5, IFN-γ 등의 사이토카인은 대조군에 비해 group 

I, II, III에서 높은 경향이었고 group I과 group II 및 group 

III 사이에서 차이는 없었다(Fig. 3).

    4. 배상세포, 기도평활근 면역화학염색 

  난알부민 감작과 챌린지군(group I)과 난알부민 감작과 디

젤분진 챌린지군(group II), 난알부민과 디젤분진 감작 및 챌

Fig. 6. The expression of smooth muscle cells in the lungs of four study groups of mouse using actin
smooth muscle rabbit antibody. Lung tissues from four group mice were stained with monoclonal
antibodies directed against smooth muscle specific actin protein. Inflammatory cells have infiltrated into
the peribronchiolar area in the group I, II, III mice. In contrast, there was no inflammatory findings or
no immunoreactivity for the smooth muscle specific actin proteins in the lung tissues of sham-treated
mice.

Sham OVA

OVA and DEP challenge OVA and DEP: sensitization and challenge
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린지군(group III)에서 대조군에 비해 폐조직에서 염증세포

의 증가가 있었다(Fig. 4). 난알부민 감작과 챌린지군(group 

I)과 난알부민과 디젤분진 챌린지군(group II), 난알부민과 

디젤분진 감작 및 챌린지군(group III)에서 대조군에 비해 배

상세포의 증가가 관찰되었고 group III에서 group I과 group 

II에 비해 유의하게 배상세포의 증가가 관찰되었다(Fig. 5). 

그리고 actin-smooth muscle antibody에 의한 면역화확염색에

서 난알부민과 디젤분진 챌린지군(group II), 난알부민과 디

젤분진 감작 및 챌린지군(group III)에서 대조군과 난알부민 

감작과 챌린지군(group I)보다 기도평활근의 증가를 확인하

였다(Fig. 6).

고      찰

  대기오염이 천식이 있는 환자에서 어떤 영향을 미칠 것 

인지에 대한 연구는 증가하고 있으나 국내 연구는 아직 적

은 상태이다. 따라서 저자 등은 대기오염물질인 디젤분진

을 천식동물 모형에 노출시켜 디젤분진이 천식모형모델에

서 기도과민성을 증가시키며 기도 개형을 초래하는 것을 

확인하였다.

  산업화와 자동차 등에서 배출되는 가스는 천식, 알레르

기비염 등과 같은 알레르기 질환의 증가에 관여하며 디젤

엔진에서 나오는 디젤분진 중에 polyaromatic hydrocarbons, 

quinines, aldehydes 등
16,17)
은 인체에 해로운 영향을

18,19) 
미치

는 것으로 알려져 있다.

  세포주와 IL-5 knockout 쥐 모델에서 디젤분진이 기도과

민성과 기도염증에 관여함이 알려져 있고,
20,21) 디젤분진을 

생리적으로 흡입한 동물모델에서 저자 등은 디젤분진을 흡

입시킨 결과 디젤분진 흡입 군에서 기도과민성과 기도염증 

지표들이 증가함을 보고하였다.
22)

  디젤분진에 의한 기도염증은 여러 가지 기전에 의해 설

명되고 있다. 디젤분진 노출은 면역글로불린 E 및 알레르기

성 기도염증을 일으키고 기도과민성을 유발한다.
23-25) 건강

인이 디젤분진에 노출되면 기관지폐포세척액에서 폐대식

세포, 호중구, 림프구의 증가가 관찰되며 폐조직에 호중구

의 증가와 기관조직에 림프구, 비반세포, IL-8 mRNA 발현

이 증가하고, 또한 모세혈관의 ICAM-1이나 VCAM-1, 백혈

구세포표면의 LFA-1이 관여함이 보고되었다.
26)

  천식모델에 디젤분진을 노출시키면 기관지폐포세척액에

서 폐대식세포, 호산구, 호중구 및 림프구의 수가 증가하고, 

특히 IgG1이 증가하며 IL-2, IL-4, IL-5, GM-CSF, IL-6, IL-10, 

RANTES, eotaxin 등의 사이토카인과 IL-13 mRNA의 발현이 

증가하여 Th2 림프구 사이토카인이 활성화됨이 보고되었

다.
27,28) 본 연구에서도 기관지폐포세척액에서 호산구, 호중

구 등이 증가하여 호중구, 호산구 등이 디젤분진 노출 후 

기도염증에 관여할 수 있을 것으로 생각한다.

  그리고 동물모델에 삼나무 화분에 디젤분진을 추가하면 

IgE반응이 증가된다.
29) 또한 항원과 디젤분진을 같이 주면 

IgE 증가뿐 아니라 IL-4의 증가도 관찰된다.
30,31) 6주 동안 디

젤분진을 기관지 내에 주입하였을 때 IL-2, IL-4, IL-5, 

GM-CSF의 증가를 보고하였고 기관지폐포세척액에서 폐 대

식세포, 호산구, 호중구, 림프구 수가 항원과 디젤분진을 함

께 주었을 때 각각 노출군에 비해 증가하였다.
23) 코에서도 

디젤분진과 돼지풀항원을 같이 주었을 때 특이 IgE가 돼지

풀만 챌린지 하였을 때 보다 16배 더 증가하였다. IL-4, IL-5, 

IL-6, IL-10, IL-13 mRNA의 발현이 디젤분진과 돼지풀을 같

이 챌린지 하였을 때 더 증가하였다.
32) 그리고 난알부민 유

발 기니피그에서 디젤분진 노출 후에 재채기, 코 분비물이 

증가하고 특이 anti-OVA-IgG와 anti-OVA-IgE가 증가하였

다.
33,34) 따라서 기존의 천식이 있는 경우에 대기오염이 천식

의 증상 악화에 상승효과를 나타낼 것으로 보여져 디젤분

진과 알레르겐 노출에 의한 상승효과를 알아보기 위해 본 

연구를 시행하였으며 난알부민 천식모형모델에 비해 추가

로 디젤분진을 노출시킨 군에서 기도과민성이 유의하게 증

가함을 확인하였다. 이러한 결과로 디젤분진이 기존의 천

식의 악화에 관여할 수 있음을 시사하는 소견으로 생각한다.

  그러나 기관지폐포세척액에서 측정한 사이토카인은 천

식동물모형에 디젤분진 노출이 사이토카인의 증가를 가져

오지만 통계적으로 유의한 차이를 보이지는 않았다. 이것

은 디젤분진의 투입경로나 양 등에 따라 차이가 있는 것으

로 생각된다. 따라서 디젤분진의 양과 투입경로에 대한 다

양한 연구가 추후 필요할 것으로 여겨진다.

  디젤분진은 모세혈관세포나 제2형 기도상피 세포를 손상

시켜서 호중구 등 세포에 의한 염증반응을 일으킨다.
19) 전

자현미경사진에서 디젤분진은 용량과 기간 의존형으로 폐

포파괴를 초래한다.
35)
 장기간 디젤분진 노출에 의해 세포내

나 라이소말 효소, 단백의 증가하고, 콜라젠 합성과 축적이 

일어나 폐포벽의 두께 증가, 혈관의 증상, 세포간질의 섬유

화가 일어난다.
36) 
본 연구에서 폐 조직에서의 염증세포의 

증가를 확인하였으며 배상세포와 기도평활근세포의 증식

이 관여됨을 알 수 있었다. 이것은 디젤분진이 기존의 천식

의 악화에 관여하는데 사이토카인의 증가는 적더라도 기도

의 구조적 변화에 일부 관여할 수 있음을 시사하는 소견으

로 판단된다.

결       론

  디젤분진은 난알부민 천식동물모델에서 기도과민성과 
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기도개형을 증가시킴을 확인하여 디젤분진이 천식의 악화

에 영향을 미칠 수 있음을 알 수 있었다.
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