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서      론

  과거 20년간 알레르기 질환이 증가된 원인으로는 밀폐된 

서양식 집안 구조, 집안 알레르겐 및 대기오염의 증가 등이 

거론되고 있다. 천식은 1995년 소아를 대상으로 한 전국조

사에서 15.5%로 증가하였으며, 천식에 의한 사망률도 증가

되고 있는 추세이다.
1) 천식의 증가 및 사망과 대기오염과의 

관련성이 최근 제시되고 있다. 저자들의 연구에서도 대기

오염지역 학동기 아동에서 알레르겐 감작과 기도과민성이 

높아 천식의 발생에 대기오염이 관여함을 보고하였으며, 

오존노출에 의해 기도과민성과 기도염증이 증가함을 보고

하였다.
2,3) 대기오염은 대기 중의 분진이나 가스형태로 존

재하면서 인체에 영향을 미치는데,
4) 근래에는 자동차 및 디

젤엔진의 증가로 비생리적인 분진이 증가하고 이것이 폐에 

침착하여 천식발작, 사망률, 만성기관지염, 호흡기감염 등

을 증가시키는 것으로 알려져 있다.
5-8) 

  NO (nitric oxide)는 천식에서 IFN-γ를 분비하는 Th1 림프

구를 억제함으로써 상대적으로 IL-5를 분비하는 Th2 림프

구를 활성화시켜 알레르기 염증반응을 증가시킨다.
9) 산화

질소산물은 천식환자 객담에서 증가되어 있고 천식의 중증

도와 관계가 있어 천식환자의 기도염증을 평가하는 데 유

용한 지표이고, 객담 NO산물이 혈청 NO산물보다 기도염

증의 지표로 더 유용함이 보고하였다.
10) NO의 증가는 
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Background: Epidemiologic studies show that increases in 
diesel exhaust particles (DEP) can aggravate acute asthma. 
However, there were a few asthma models in mice exposed 
to DEP. Nitric oxide (NO) may contributeto airway inflam-
mation and hyperresponsiveness (AHR). 
Objective: We have determined the effects of DEP on AHR 
and inflammation using a mouse model. We have also 
investigated the effects of DEP on the production of NO 
in vivo and in vitro.
Method: The mice were intra-nasally sensitized with 0.6 
mg/mL of DEP for 5 days and were challenged with 6 
mg/m3 of DEP by inhalation route for 3 days. The mice 
were subjected to whole-body plethysmography and killed 
for performance of bronchoalveolar lavage and histology. 
Murine macrophage cell line, Raw 264.7 cellswere exposed 
to 50μg/mL of DEP and nitrate levels in the culture super-

natants were measured with the Griess reagent. Expression 
of NO synthase was detected by RT-PCR. 
Result: DEP induced a significant increase in methacholine- 
induced AHR. The levels of IL-4 and eotaxin increased in 
the BAL fluid in mice exposed to DEP. DEP stimulated 
nitrite production in the BAL fluid. Nitrite increased in Raw 
264.7 cells exposed to DEP. DEP stimulated the expression 
of iNOS in lung tissue in mice exposed to DEP. Alveolar 
macrophage was expressed iNOS mRNA 24 h and 48 h after 
stimulation with DEP in vitro with peak time in 48 h post- 
stimulation. 
Conclusion: It is suggested that DEP may induce AHR and 
produce NO, and that NO may be an important role in 
airway inflammation by DEP. (Korean J Asthma Allergy 
Clin Immunol 2005;25:117-22)
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inducible NOS의 유도를 반영하고11) 이것은 nuclear factor 

kappa B (NF-kB) gene 전사를 통해 이루어지는 것이 보고되

었다.
12)  인구의 47%가 도시지역에 주거하며 자동차에서 나

오는 대기오염물질에 노출되어 있는 것으로 알려져 있으

나,
13) 디젤분진이 천식에 미치는 국내 연구는 거의 없는 실

정이다. 따라서 저자들은 백서에 디젤분진을 코로 감작시

키고 생리적인 방법으로 디젤분진을 흡입시켜 기도염증과 

과민성에 미치는 영향을 파악하고, 디젤분진 노출 후 초기 

반응 세포인 폐포대식구에 디젤분진을 노출하여 산화질소

의 변화를 관찰하였다. 

대상 및 방법

    1. 디젤분진 노출 

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

Laboratories Seoul, Korea)를 사용하였고, 공급처로부터 쥐를 

받은 후 3일 이내에 실험을 실시하였고 실험하기까지는 순

천향대학교 부천병원 동물 사육사에서 사육하였다. Balb/c 

mice에 생리식염수에 녹인 DEP (0.6 mg/mL, from Hajime 

Takizawa, Tokyo University, Japan)를 녹여 하루에 한 번 비강

으로 5번 투여한 후 6 mg/m
3에 해당하는 DEP를 6, 7, 8일에 

흡입시켜 동물모델을 만들고 9일에 폐기능 검사 10일에 기

관지폐포세척액을 시행한 후 폐조직을 얻었다(Fig. 1). 대조

군은 생리식염수로만 감작하고 챌린지 하였다. 동물실험은 

순천향대학교 부천병원 실험동물에 대한 연구심의위원회

의 규정을 준수하여 시행하였다.

  폐포대식구 세포주인 Raw 264.7 (Mus musculus macrophage, 

ATCC number: TIB-71, 한국세포주은행)를 6∼7계대 배양 후 

5×10
5
/mL를 6 well plate에서 DEP 50μg/mL로 자극하고 4, 

8, 12, 24, 48, 72시간에 세포 상층액을 얻었다.

    2. 폐기능검사 

  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 폐포 세척술을 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
oC

에 보관하였다. 남아 있는 세포 압착결정을 인산완충액 0.5 

mL (pH 7.4)로 녹인 다음, 이 중 50μL를 3% acetic acid용액 

950μL와 섞어서 hemocytometer (Naubauer chamber)를 사용하

여 현미경(×100) 하에서 총 세포수를 세었다. 표본 튜브 내

에 남아 있는 세포수가 mL당 10
6개가 되도록 인산완충액으

로 희석한 후 400μL를 따서 250 rpm으로 3분간 cytpospin 

(CF-120, SAKURA, Japan)하여 슬라이드를 만들었다. 이것을 

Diff-Quick
® 염색하여 400배 현미경 하에서 각 슬라이드의 

비상피세포 수를 500개씩 세어 세포분획을 계산하였다. 

    4. 조직 처리 

  폐조직을 얻어 4% 파라포름알데히드로 고정하고 파라핀 

블록을 만든 후 3μm 두께로 절단하여 Probe On Plus slide 

(Fisher Scientific, Pittsburgh, PA)에 포매하였으며 Hematoxylin- 

Eosin 염색을 시행하였다. 

    5. Nitrite와 nitrate 측정 

  NO의 안정적 대사 산물인 nitrite (NO2-)와 nitrate (NO3-)

를 측정하였다. Nitrite 측정은 Greenberg 등
14)에 의한 Griess

반응을 이용하여 흡광도 540 nm에서 Spectrophotometer를 이

용하여 측정하였다. 100μL 기관지폐포세척액 및 세포배양 

상층액을 Griess 시약(1% sulfanilamide/0.1% naphthylethyllene 

dihydrochloride/2.5% phosphoric acid, R&D systems Inc.)과 동량

으로 37
oC에서 반응하여 측정하였으며 표준대조로 sodium 

nitrite (R&D systems Inc.)를 사용하였다. Nitrate는 100μL의 

기관지폐포세척액 및 세포배양 상층액을 200 mM ammonium 

formate (including 100 mM HEPES, Sigma Chemical Co.) 100μL 

Fig . 1 . Schematic diagram of the experimental protocol. Mice 
were sensitized for 5 days by subcutaneous injection of DEP. On 
day 6, 7, and 8after the sensitization, the mice were challenged 
for 30 minutes with a DEP in saline (or with saline as a control) 
using an ultrasonic nebulizer. 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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에 반응시키고 100μL의 nitrate reductase로 37oC에서 30분 동

안 배양한 후 Griess 반응을 이용하여 측정하였다. Nitrite와 

nitrate의 detection limit는 각각 0.22 mol/L와 0.54 mol/L이었다. 

    6. Inducible NO synthase의 RT-PCR 

  총 RNA는 TRI REAGENT (Guanidium thiocyanate-phenol 

mixture, Montgomery Rd., Ohio, USA)와 chloroform으로 분리하

였다. RNA는 10 mM dNTP, 0.1 M DTT, 1μL의 oligo (dT) 

(500μg/mL)와 1μL의 SuperScript II (200 unit/μL, Life Technol-

ogies, Grand Island, NY, USA)에서 42
oC, 50분 동안 reverse 

transcription 한 후 70
oC, 15분 동안 heat inactivation 하였다. 

Reverse transcription 후 PCR을 위해 사용된 oligonucleotide 

primer는 사람 iNOS (forward primer: 5'-GCA TGG AAC AGT 

ATA AGG CAA ACA-3', backward primer: 5'-GTT TCT GGT 

CGA TGT CAT GAG CAA-3')이며, 대조유전자로는 β-actin 

(Clontech Laboratories Inc., USA)을 사용하였다. iNOS 증폭은 

94
oC에서 1분 동안 변성하고 55oC에서 1분간 annealing, 72oC, 

10분 동안 확장하고 35 cycles 증폭하였다. Amplified PCR 

products는 1% agarose gel에서 전기영동 한 후 ethidium 

bromide로 염색하여 확인하였다. 

    7. 사이토카인 측정 

  기관지폐포세척액 및 디젤분진 노출 배양세포 상층액에

서 사이토카인의 농도를 ELISA (enzyme linked immunosorbet 

assay)를 이용하며 측정하였다. 각각의 사이토카인 detection 

limit (pg/mL)는 다음과 같다(IL-4: 7.8 pg/mL, IL-5: 7.8 pg/mL, 

IL-6: 4.7 pg/mL, IL-13: 15 pg/mL, IFN-γ: 4.7 pg/mL, eotaxin-1: 

6.3 pg/mL, BD Biosciences, USA). 

    8. 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 노출 기도과민성의 변화 

  디젤분진 노출군에서 대조군에 비해 유의하게 메타콜린 

기관지 유발검사에서 기도과민성이 유의하게 높았다(sham 

vs. DEP 0 mg: 1.047±0.229 Penh vs. 1.094±0.311 Penh, 5 mg: 

1.195±0.266 Penh vs. 1.390±0.448 Penh, 20 mg: 1.750±

0.627 Penh vs. 2.258±0.681 Penh, 100 mg: 2.547±1.100 Penh 

vs. 3.258±1.810 Penh, P＜0.05, Fig. 2). 

    2. 기관지폐포세척액 세포분획 

  디젤분진 노출군에서 대조군에 비해 총세포수는 높은 경

향이었으며(5.2±1.45×10
4/mL vs. 7.5±1.32×104/mL), 폐포

대식구(4.49±2.63×10
4/mL vs. 5.94±2.36×104/mL), 호중구

(0.015±0.02×10
4/mL vs. 0.05±0.057×104/mL), 림프구(0.07

±0.094×10
4/mL vs. 0.125±0.091×104/mL)의 수도 높은 경

향을 보였다. 

    3. 기관지폐포세척액 사이토카인 측정 

  IL-4와 IL-6, eotaxin은 대조군에 비해 디젤분진 노출군에

서 유의하게 높았다(sham vs. DEP IL-4: 18.85±7.29 pg/mL 

vs. 26.3±6.75 pg/mL, IL-6: 4.7±1.8 pg/mL s. 9.2±2.5 pg/mL, 

eotaxin: 38.2±8.2 pg/mL vs. 68.3±7.09 pg/mL, P＜0.05, Fig. 

3). 그러나 IL-5, IL-13, IFN-γ는 양 군 간에 차이가 없었다

(sham vs. DEP; IL-5: 14.2±3.5 pg/mL vs. 18.2±3.5 pg/mL, 

IL-13: 31.2±3.7 pg/mL vs. 41.5±10.3 pg/mL, IFN-γ: 17.4±

5.3 pg/mL vs. 18.5±6.1 pg/mL). Nitrate는 양 군간에 차이가 

없었으나 nitrite는 디젤분진 노출 군 기관지폐포세척액에서 

유의하게 높았다(sham vs. DEP; 3.82±0.32 mol/L vs. 4.05±

0.41 mole/L, P＜0.05, Fig. 3B).

    4. 폐조직의 변화 

  디젤분진 노출군과 대조군에서 기도의 구조에 변화는 관

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 nebulized 
first 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
＜0.05.
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찰되지 않았고, 배상세포과형성은 관찰되지 않았다. 

    5. 폐조직과 폐포대식구 세포주에서 디젤분진 노출 

후 nitrite와 iNOS의 발현 

  폐포대식구 세포주인 Raw264.7세포를 6∼7계대 배양한 

다음 5×10
5/mL개의 세포를 6 well plate에서 72시간 동안 

DEP 50μg/mL로 자극하고 4, 8, 12, 24, 48, 72시간에 후에 

세포 상층액에서 측정한 nitrate의 농도는 디젤분진 노출군

에서 대조군에 비해 유의하게 높았다(P＜0.05, Fig. 4). 폐조

직에서 iNOS 발현을 RT-PCR로 확인하였을 때, 디젤분진 노

출군 폐조직에서 iNOS의 발현이 증가하였고 Raw264.7세포

주에서 디젤분진 자극 후 48, 72시간에 iNOS가 발현됨을 확

인하였다(Fig. 5). 

고      찰

  국내에서도 자동차 수가 증가하면서 대기오염이 환경 및 

인체에 미치는 영향이 날로 증대되고 있지만 환경분진이 

기도염증에 미치는 연구는 미미한 상태이며, 특히 디젤분

Fig . 5 . RT-PCR analysis of iNOS mRNA in DEP 
exposed lung extract (A) and in murine alveolar 
macrophages (Raw 264.7 cells) exposed to DEP 50 
ug/mL for 72 hours.

GAPDH (599 bp)

GAPDH (599 bp)

iNOS (247 bp)

iNOS (247 bp)

A

B

Fig. 3. Effect of DEP on IL-4, nitrite, and eotaxin levels in BAL 
fluids of DEP-sensitized and -challenged mice. Enzyme 
immunoassay of IL-4 (A), nitrite (B), and eotaxin (C). Sampling 
was performed 24 hours after the challenge in mice treated as 
described in Figure 1 legend. Bars represent mean±SD from six 
independent experiments. *P＜0.05.

Fig. 4. Nitrite production by murine alveolar macrophages (Raw 
264.7 cells) exposed to DEP 50 ug/mL. *P＜0.05.
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진이 기도과민성과 기도염증에 미치는 국내보고는 거의 없

는 실정이다. 따라서 저자들은 대기오염물질 중에 하나인 

디젤분진을 이용한 동물실험에서 디젤분진이 기도염증지

표와 기도과민성을 증가시키며, 이러한 염증 메커니즘에 

산화질소가 관여함을 확인하였다. 

  자동차의 증가와 배출가스는 천식, 알레르기비염 등과 

같은 알레르기 질환의 증가에 관여하며 디젤엔진에서 나오

는 디젤분진 중에 polyaromatic hydrocarbons, quinines, aldehydes 

등은
15,16) 인체에 위해한 영향을17,18) 미치는 것으로 알려져 

있다. 도시의 대기 중에 분진의 크기는 대개 0.05∼0.2μm

이며 디젤분진은 대개 0.2μm 정도이고 90% 이상이 1μm 

이하이다.
19) 

  디젤분진에 대한 연구는 주로 세포 주에서 디젤분진에 

대한 반응을 보는 연구가 대부분이며 IL-5 knockout 쥐 모델

에서 디젤분진이 기도과민성과 기도염증에 관여한다는 보

고가 있지만,
20) 디젤분진을 직접 생리적으로 흡입한 동물모

델은 드문 실정이다. 이에 저자들은 쥐를 이용하여 디젤분

진을 흡입시킨 결과 대조군에 비해 디젤분진 흡입군에서 

기도과민성과 기도염증 지표들이 증가함을 확인하였다. 

  디젤분진에 의한 기도염증은 여러 가지 기전에 의해 설

명되고 있다. 많은 연구에서 디젤분진 노출은 면역글로불

린 E 및 알레르기성 기도염증을 일으키고 기도과민성을 유

발시킨다는 것이 알려져 있다.
21-23) 또한 천식모델에서 디젤

분진을 같이 노출시키면 기관지폐포세척액에서 폐포대식

구, 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 활성화됨을 보고되었다.
24,25)

 본 

연구에서도 기존의 연구에서와 같이 디젤분진 노출 쥐의 

기관지폐포세척액에서 IL-4 등이 증가되어 디젤분진이 Th2 

림프구 사이토카인의 활성화를 통하여 기도염증을 일으킬 

가능성이 있음을 알 수 있었다. 

  디젤분진은 모세혈관세포나 제2형 기도상피 세포를 손상

시켜서 폐부종, 호중구 등 세포에 의한 염증반응을 일으킨

다.
18)

 전자현미경사진에서 디젤분진은 용량과 기간 의존형

으로 폐포파괴를 초래한다.
26) 장기간 디젤분진 노출에 의해 

세포내나 라이소말 효소, 단백의 증가하고, 콜라젠 합성과 

축적이 일어나 폐포벽의 두께 증가, 혈관의 증상, 세포간질

의 섬유화가 일어난다.
27) 본 연구에서 폐 조직에서의 염증

세포 변화는 관찰되지 않았다. 이러한 결과는 저자들의 연

구에서는 디젤분진을 직접 기관에 투입하지 않고 생리적으

로 흡입하는 방법을 사용하였고 노출 기간이 짧았던 사실

과 관련이 있으리라 생각한다. 따라서 장기적인 디젤분진 

노출에 따른 기도조직의 변화는 앞으로 추적되어야 할 것

으로 생각한다. 

  건강인이 디젤분진에 노출되면 기관지폐포세척액에서 

폐포대식구, 호중구, 림프구의 증가가 관찰되었으며 폐조직

에 호중구의 증가와 기관조직에 림프구, 비반세포, IL-8 

mRNA 발현의 증가가 있고, 이것은 모세혈관의 ICAM-1이

나 VCAM-1, 백혈구세포표면의 LFA-1이 관여함이 보고되었

다.
28) 천식환자에서 디젤분진과 항원을 동시에 노출시킬 

때, 케모카인의 증가가 나타나며 이것은 MAP kinase 통로를 

통해서 일어난다.
19) 본 연구에서도 기관지폐포세척액에서 

호중구, 림프구 등이 증가하는 경향을 보여 호중구, 림프구 

등이 기도염증에 관여할 수 있을 것으로 생각된다. Fahy 등
28)

 

의 결과와 저자들의 결과의 차이는 사람의 단핵구에 디젤

분진 노출과 쥐의 기도로 들어간 디젤분진의 반응에 차이

가 있을 개연성이 있는 것으로 여겨진다. 또한 기존의 천식

이 있는 경우에 대기오염이 천식의 증상 악화에 상승효과

를 나타낼 것으로 보여져 디젤분진과 알레르겐 노출에 의

한 상승효과에 대한 연구가 요구되며, 동시에 이러한 기전

의 메커니즘에 대한 연구가 필요할 것으로 생각된다. 

  NO는 IFN-γ를 분비하는 Th1 림프구를 억제함으로써 상

대적으로 IL-5를 분비하는 Th2 림프구의 활성화시켜 알레

르기 염증반응을 증가시킨다.
29,30) 저자들10,32)의 연구에서도 

산화질소가 천식에 관여함을 보고하였고, 집먼지진드기를 

폐포대식구에 노출 시 산화질소가 증가되어 알레르겐 자극

에 의한 알레르기 염증에 산화질소가 증가됨이 보고되어 

iNOS가 관여함이 알려져 있다.
31) 본 연구에서도 디젤분진 

노출 쥐 기관지폐포세척액에서 nitrite가 증가하고 폐조직과 

폐포대식구에서 iNOS의 증가를 확인하여 산화질소가 디젤

분진 노출 기도염증과 과민성에 관여할 것으로 추측된다. 

결      론

  대기오염 물질 중의 하나인 디젤분진이 동물모델에서 기

도염증과 기도과민성을 증가시킴을 확인하여 디젤분진이 

천식의 발생에 관여하고 이러한 기도염증과 과민성에 산화

질소가 관여할 수 있음을 알 수 있었다.
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