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서 론

는 혈관 내피세포 유래 혈관 이완물질Nitric oxide (NO)
로 생리적으로 혈(endothelium derived relaxing factor, EDRF)

관과 여러 장기의 평활근 이완 작용,(1 혈관 내피세포에 대)
한 백혈구 응집 억제,(2 평활근의 이동과 증식 억제 혈소) ,
판 기능 억제 작용 등의 기능을 한다.(3)
대식세포를 포함한 여러 세포에서 극소량으로 유지되던

발현은 병적 환경에서iNOS (inducible nitric oxide synthase)
증가하고 그 결과 과도한 가 생성되어 폐혈성 쇼크NO (septic

와 다발성 장기 부전증shock) (multiple organ dysfunction
등에서 나타나는 저혈압과 혈관 수축제syndrome, MODS)

에 대한 혈관 저반응성을 유발한다.(4,5)
와 더불어 조직 손상을 유발하는 산소의 환원형은 주NO

로 허혈시 생성될 수 있으나 소량이고 재관류 시 산소가,
다시 들어감으로 인해 superoxide (O2

-), hydroxyl (OH )
H2O2 등 반응성 산소종 이 다량(reactive oxygen species, ROS)
발생한다.(6)
이와 관련하여 저산소 상태 초기에는 생성이 감소하NO
고 저산소 상태에 대한 적응이 생기면 생성이 증가한다NO
고 알려졌고 또 저산소화 후 재산소화 시 생성이 증가, NO
한다고 보고되었다.(7)
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Purpose: An ischemia-reperfusion injury leads to profound
functional and structural alterations of vascular smooth mus-
cle cells (VSMC). It is still not clear whether hypoxia-
reoxygenation and antioxidants affect the nitric oxide (NO)
synthesis of VSMC. This study tried to investigate the effects
of antioxidants on NO production, inducible nitric oxide
synthase (iNOS) and the expression of NFkB p65, during
the hypoxia-reoxygenation of VSMC cultures.
Methods: The VSMCs were primarily cultured from rat
aortae, and confirmed by immunoreaction with the anti-
smooth muscle myosin antibody. The condition of the hypo-
xia was verified by measuring the PO2 and PCO2 of the
culture media. The concentrations of nitrite in the culture
media were measured by the Griess reaction. Western
blottings for the iNOS and NFkB p65 proteins were per-
formed. L-NAME was used as an NOS inhibitor. Vitamins
C and E, Glutathione (GSH), lipoic acid and dihydrolipoic
acid (DHLA) were used as antioxidants.
Results: The iNOS protein was induced in the VSMC by
24 hours of hypoxia, which increased the nitrite in the VSMC
culture medium. The reoxygenation profoundly increased the
iNOS protein expression and nitrite concentration. The L-
NAME, vitamins C and E, GSH, lipoic acid and DHLA de-
creased the nitrite productions during hypoxia and the
hypoxia-reoxygenation, whereas, the expressions of the

iNOS and NFkB p65 proteins were not influenced.
Conclusion: We concluded that hypoxia-reoxygenation in-
duced the iNOS protein, and the subsequent production of
NO in the VSMC. The antioxidants and the NOS inhibitor
decreased the NO production during the hypoxia-reoxy-
genation, but did not affect the expressions of the iNOS and
NFkB p65 proteins. (J Korean Surg Soc 2003;64:275-281)
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는 제한된 자유기 반응성을 가지고 있지만 저산소 상NO
태 시 발생된 와 쉽게 결합하여 강한 산화성을 가superoxide
진 peroxynitrite (ONOO- 를 생성한다) .

자체는 비교적 세포 독성이 적지만 는 세NO peroxynitrite
포 독성이 강해 와 반응하여protein tyrosine residue nitro-

을 생성한다tyrosine .(8-10)
이 의 질산화로 인해 세포내 중요한 항산화 효소tyrosine
인 그Cu, Zn-SOD (superoxide dismutase), aconitase, Mn-SOD
리고 등을 불활성화시키고 지질 과산화cytochrome oxidase ,
반응과 손상을 일으킨다DNA .
이러한 산화물이 세포에 큰 손상을 유발하기 때문에NO
이것을 억제하는 것은 매우 중요하고 몇 가지 항산화제가

알려져 있다.
은 활성도를 증가Glutathione (GSH) glutathione peroxidase

시키고 산소 자유기를 제거하며 다른 항산화 물질을 회복

시키는 등의 기능을 가지고 있으며,(11) vitamin E (alpha-
는 산화성 스트레스에 의한 세포막의 불포화 지tocopherol)

방산을 안정화시키는 역할을 하는데산소 자유기를 제거하고

세포막에서 지질 과산화 반응을 예방하는 효과가 있다.(12)
는 산소 자유기 생성을 예방하며Vitamin C (ascorbic acid)

의 재순환에 도움을 준다vitamin E .(13 와) Lipoic acid dihy-
는 에 의한 조직 손상을 효drolipoic acid (DHLA) peroxynitrite

과적으로 예방하며,(14-16 반응성 산소종 발생 시 이를 제)
거하고 금속 포합 능력을 가지고 있다 또 는. DHLA vitamin

를 회복시키는 기능도 한다C, vitamin E, GSH .
전사 활성화 단백인 NF B (nuclear factor 는 산소 자유B)
기나 에 의해 활성화되어 세포핵내의 전사 과cytokine iNOS
정에 중요한 매개 작용을 한다고 알려져,(17 저산소 재산) -
소화에 의해 변화가 있을 것으로 추측되지만 혈관 평활근,
세포에서 저산소 재산소화 시 항산화제가 생성에 미치- NO
는 영향 및 이의 세부 기전에 대해서는 아직도 많은 연구가

필요한 실정이다.
이에 본 연구에서는 쇼크 상태에서 흔히 발생할 수 있는

저산소화재산소화를 배양 혈관 평활근 세포에서 유도하여-
의 발생 양상을 관찰하고 항산화제로 알려진 실험 약물NO ,

들과 억제제가 저산소화 재산소화로 인한 생성에NOS - NO
어떤 영향을 미치는지를 관찰하고자 하였다.

방 법

1) 혈관 평활근 세포의 배양

혈관 평활근 세포의 배양은 흰쥐(Sprague-Dawley rat, 250
를 희생시켜 흉부 대동맥을 적출하고g) 4o 의C Hank's Bal-

으로 적혈구를 세척한 후 혈관 주anced Salt Solution (HBSS)
위의 결체 조직을 제거하였다 소독된 기구로 혈관 내면을.
가볍게 마찰시켜 혈관 내피 세포층을 탈락시켰다.
혈관을 배양접시에 잘게 썰어 골고루 놓고 50% fetal

과 항생제bovine serum (FBS) (penicillin 100 U/ml, ampho-
tericin 2.5 를 포함한/ml, streptomycin 100 /ml) Dulbeco's

배지를 첨가하였다Modified Eagle Medium (DMEM) 5 ml .
세포 배양기(95% O2/5% CO2 에서 시간이 지난 후) 24 10%
와 항생제를 포함하는 배지를FBS DMEM 3~ 4 보충하ml

였다. 5~7일 정도 배양하면 조직 절편으로부터 혈관 평활
근 세포가 자라 나오기 시작하며 세포는 3~4일에 번 계대1
배양하였다.

혈관 평활근 세포의 동정2)

혈관 평활근 세포의 동정은 에 부착된 세포를cover glass
인산완충용액으로 세척한 후 로 분3.7% paraformaldehyde 10
간 고정하였다 다시 세척하고 을 분간. 0.01% Triton X-100 3
반응시킨 후 세포내에 내재되어 있는 를 제거하peroxidase
기 위해 메탄올에 용해시킨 0.5% H2O2에 분간 방치하였30
고 비특이성 반응을 제거하기 위해, 0.5% bovine serum

을 처리하였다 일차항체로 평활근 항albumin (BSA) . myosin
체를 희석하여 넣은 후 습도가 유지되는1 : 500 100% 37oC
세포배양기에서 시간 동안 표지하였다 그 다음 인산완충1 .
용액으로 세척한 후 이차항체로 으로 희석된1 : 100 anti-

를 이용하여 반응시킨rabbit IgG (Fab) 2 peroxidase conjugate
후 세척하였다 삼차항체로 으로 희석된. 1 : 400 rabbit PAP

을 이용 시간 반응시킨 후 세척하였다 완충용complex 1 . Tris
액에 와3,3'-diaminobenzidine tetrahydrochloride H2O2를 각각

가 되도록 혼합한 용액으로 세포를 분간0.075%, 0.005% 10
염색하고 세척 후 으로 분간 대조 염색Harris's hematoxylin 1
하여 로 봉입하였다DePeX (BDH) .

배양 혈관 평활근 세포에 저산소재산소화 유도3) -

세포 배양기에서 배양중인 혈관 평활근 세포에 N2 와95%
CO2 를 공급하는 조건으로 세포의 저산소 상태를 유도5%
하였고 재산소화 상태는 세포 배양기에, O2 와95% CO2 5%
를 공급하여 유도하였다.

배양액내 의 측정4) nitrite

배양 혈관 평활근 세포 배양액내 nitrite (NO2
- 를 측정하)

기 위해 배양액을 채취한 후 분간 원심분리하여12,000 g, 5
세포 부유물을 제거한 후 배양액과 시약Griess (0.1% NEDD
와 에 를 녹인 용액을 동2% phosphoric acid 1% sulfanilamide
량 혼합와 동량 섞어 상온에서 분간 반응시키고) 10 550 nm
에서 흡광도를 측정하였다 이때 표준곡선은 알고 있는 농.
도의 를 이용하여 산출하였다sodium nitrite .

배양액내 및5) PO2, PCO2, SO 2, HCO 3
-의 측정

배양 혈관 평활근 세포 배양액내 PO2, PCO2, SO2 및,
HCO3

-는 배양액을 채취한 후 분간 원심분리하여12000 g, 5
세포 부유물을 제거한 후 자동화 가스 분석기인 AVL
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OMNITM 을 이용하여system (AVL Medical Division, Austria)
측정하였다.

6) iNO S, NF B p65 W estern blot

세포가 가득찬 배양접시를 인산완충용액으로 회 세척2
한 후 세포를 모았다 혼탁완충용액에서 초음파 분쇄기.

로 세포를(Vibra Cell, SONICS and MATERIALS INC., USA)
파괴한후 12,000 g, 4o 로 원심분리하여 상층에 있는 세포C
액층을 분리하여 단백질 단백 측정 을( Kit, BIO-RAD, USA)
정량하였다. 80 단백질을 동량의 시료완충용액과 섞g 2×
어 과 로 구성된 에 부resolving gel stacking gel SDS-PAGE gel
하하고 전기영동을 한 후 막nitrocellulose (NC membrane,

으로 옮겼다Protran, Schleicher & Schuell, Germany) .
비특이 반응을 억제하기 위하여 을NC membrane 5% non

인산완충용액에서 시간 동안 반응시킨후fat dry milk 1 10
분씩 회 세척하였다 실험에 따라 일차항체로3 . iNOS, NFk
항체를 각각 인산완충용액에B 0.1% BSA, 0.05% Tween 20

1:2000 희석하여 을 시간 반응시킨후 분NC membrane 1 10
씩 회 세척하였다 이차항체로 를3 . anti-rabbit HRP 0.1% BSA,

인산완충용액에0.05% Tween 20 1:4000 희석시켜 시간1
반응시킨 후 분씩 회 세척하였다 그 후 을10 3 . NC membrane

법electrochemiluminescence (Renaissance Western Blot Chem-
을 이iluminescence reagent, NEN life science products, USA)

용하여 분간 반응시킨 후 선 필름에 감광시켜1 X iNOS, NF
단백 의 발현을 나타내었고B band , NIH Image program

을 이용하여 발현의 차이를 조(Version 1.61/ppc, NIH, USA)
사하였다.

실험 약물 및 성적 처리7)

실험에 사용된 약물 중 lipoic acid, DHLA, vitamin C,
vitamin E, GSH, NG-nitro-L-arginine (L-NAME), HBSS,

등은 사DMEM, sulfanilamide, NEDD Sigma (St. Louis, USA)
제품을 이용하였고, fetal bovine serum, antibiotics- antimy-

등은 사 제cotics, trypsin-EDTA GibcoBRL (New York, USA)
품을 사용하였다 사용된 각각의 실험 약물의 농도는 유효.
한 생리학적 농도인 10-7~10-5 을 참고로 체내의 생리학M
적인 농도를 고려하여 10-6 로 농도를 결정하였다M .

에 사용된Western blot iNOS, NF 항체는B p65 Santa Cruz
사 제품을 이용하였고 단백 측정(Santa Cruz, USA) , kit,

여과지 탈지 분유 등은protein size marker, , , SDS BIO-RAD
사 제품을 이용하였다(Hercules, USA) .
실험 성적은 평균 표준오차로 표시하였고 성적 차이의± ,
유의성 검증은 Student's t-test (QuickTTest, Version 1.1, Steve

를 시행하여 분석하였고 이때 가Ashcroft, UK) , P value 0.05
미만인 것을 유의한 것으로 판정하였다.

결 과

저산소재산소화 유도 시 배양액내1) - PO 2, PCO 2, SO 2,
HCO 3

-의 변화

저산소 재산소화를 유도하지 않았던 대조군의 배양액에-
서 측정한 산소 분압(PO2 은 로 측정되었다, mmHg) 151±1.7 .
시간 저산소화 단독으로 유도한 실험군의 배양액내24 PO2

는 로 측정되어 대조군에 비해 유의하게 감소되었고80±2.4 ,
시간 저산소화 후 재산소화 유도군에서는 시간 재산소24 3
화군이 로 유의하게 증가하였고 시간 이상의159±1.4 , 6 재산

소화군에서는 대조군과 차이를 나타내지 않았다(Fig. 1).
위와 같은 방법으로 처리된 대조군의 배양액에서 측정한

이산화탄소 분압(PCO2 은 로 측정되었다, mmHg) 38±3.9 . 24
시간 저산소화 단독으로 유도한 실험군의 배양액내 PCO2

는 로 측정되어 대조군에 비해 유의하게 감소되었고27±0.8 ,
시간 저산소화 후 재산소화군 모두에서 대조군과 차이를24
나타내지 않았다(Fig. 1).
대조군의 배양액에서 측정한 SO2 는 로 측정되(%) 99±0.1
었다 시간 저산소화 단독으로 유도한 실험군의 배양액. 24
내 SO2는 로 측정되어 감소되는 양상을 나타내었지98±0.3
만 차이는 없었고 시간 저산소화 후 재산소화 유도군에, 24
서도 대조군과 차이를 나타내지 않았다(Fig. 1).
그리고 대조군의 배양액에서 측정한 HCO3

- 는(mg/dl)
로 측정되었다 시간 저산소화 단독으로 유도한 실26±1.1 . 24

Fig. 1. Effects of hypoxia and/or reoxygenation on the PO2,
PCO2, SO2 and HCO3

- level in vascular smooth muscle
cell culture media. Values express mean±S.E.M. (n=4).
Hypo = Hypoxia; Reoxy = Reoxygenation. *P<0.05
significantly different from control on the PO2 level. P
<0.05 significantly different from control on the PCO2

level.
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험군의 배양액내 HCO3
-는 로 측정되어 증가되는28±1.3 양

상을 나타내었지만 차이는 없었고 시간 저산소화 후, 24 재산

소화한 군에서도 대조군과 차이를 나타내지 않았다(Fig. 1).

2) 저산소재산소화유도시배양액내 농도의- nitrite 변화

대조군의 배양액에서 측정된 농도를 기준으로nitrite , 24
시간 저산소화 단독으로 유도한 군의 배양액내 농도nitrite
는 로 측정되어 대조군에 비해 유의하게 증가하(%) 133±6.0

였다.
그리고 시간 저산소화 후 재산소화군 모두에서 대조군24
에 비해 유의하게 농도가 증가하였는데 농도nitrite , nitrite
는 시간 재산소화군 시간 재산소화군은(%) 3 150±6.0, 6

시간 재산소화군은 시간 재산소화군157±8.0, 12 160±7.0, 24
은 로 증가되었다165±18.0 (Fig. 2).
또한 시간 저산소화군과 비교하여 시간 저산소화 후24 24

6~12시간 재산소화군에서 유의하게 농도가 증가하nitrite
였다(Fig. 2).

시간 저산소화 유도 시 배양액내 농도에 대3) 24 nitrite
한 실험 약물의 영향

각 실험 약물을 실험 시작 시간 전에 세포 배양액에 전1
처치한 후 시간 동안 저산소화를 유도해서 나타난 각 실, 24
험군의 농도는 약물을 처치하지 않았던 대조군에 비nitrite
해 유의하게 감소되었다.

농도 는Nitrite (%) L-NAME 10-6 처치군은M 83±4.9,
vitamin C 10-6 처치군은M 70±2.5, vitamin E 10-1 처치IU

은 77±4.6, GSH 10-6 처치군은M 85±3.6, lipoic acid 10-6 처M
치군은 73±0.7, DHLA 10-6 처치군은 로 대조군에M 72±5.0
비해 유의하게 농도가 감소되었다nitrite (Fig. 3).

시간 저산소화 후 시간 재산소화 유도 시 배양액4) 24 6
내 농도에 대한 실험 약물의 영향nitrite

각 실험 약물을 실험 시작 시간 전에 세포 배양액에 전처1

Fig. 2. Effects of hypoxia and/or reoxygenation on the nitrite
level in vascular smooth muscle cell culture media.
Values express mean±S.E.M. (n=8). Hypo = hypoxia;
Reoxy = reoxygenation. *P<0.05 significantly different
from control. P<0.05 significantly different from Hypo
24 h.
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Fig. 4. Effects of L-NAME and antioxidants on the nitrite
level in vascular smooth muscle cell culture media of
24 hours hypoxia and 6 hours reoxygenation. Values
express mean±S.E.M. (n=6). L-NAME = NG-nitro-L-
arginine; Vit C = vitamin C; Vit E = vitamin E; GSH
= glutathione; LA = lipoic acid; DHLA = dihydroli-
poic acid. *P<0.05 significantly different from control.

Fig. 3. Effects of L-NAME and antioxidants on the nitrite
level in vascular smooth muscle cell culture media of
24 hours hypoxia. Values express mean±S.E.M. (n=6).
L-NAME = NG-nitro-L-arginine; Vit C = vitamin C;
Vit E = vitamin E; GSH = glutathione; LA = lipoic
acid; DHLA = dihydrolipoic acid. *P<0.05 signifi-
cantly different from control.
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치한 후 시간 저산소화 유도 후 시간 재산소화를 유도, 24 6
해서 나타난 각 실험군의 농도는 약물을 처치하지 않nitirte
았던 대조군에 비해 유의하게 감소되었다.

농도 는Nitrite (%) L-NAME 10-6 처치군은M 80±5.0,
vitamin C 10-6 처치군은M 74±4.2, vitamin E 10-1 처치IU 군

은 78±4.4, GSH 10-6 처치군은M 84±4.8, lipoic acid 10-6 처치M
군은 72±5.2, DHLA 10-6 처치군은 로 대조군에 비M 72±4.4
해 유의하게 농도가 감소되었다nitrite (Fig. 4).

분석법5) W estern blot

혈관 평활근 세포에서 저산소재산소화를 유도하지 않았-
던 대조군은 단백 발현이 저명하지 않았지만 시간iNOS , 24
저산소화 실험군에서 단백 발현율 이iNOS (% of intensity)
대조군에 비해 로 유의한 차이를 나타내었으며172.5±9.1 ,
시간 저산소화 후 시간 시간 및 시간 재산소화 실험24 3 , 6 12
군에서도 각각 및 로 유의하169.7±9.7, 137.7±9.9 139.1±9.7
게 증가되었다(Fig. 5).
혈관 평활근 세포에서 시간 저산소화에 의한24 NF B

단백 발현과 시간 저산소화 후 시간 재산소화p65, iNOS 24 6
에 의한 NF 단백 발현은 항산화제인B p65, iNOS DHLA
10-6 M, GSH 10-6 M, lipoic acid 10-6 M, vitamin C 10-6 M,
vitamin E 10-1 과 억제제인IU NOS L-NAME 10-6 등의M
실험 약물에 의해 영향을 받지 않았다(Fig. 6, 7).

Fig. 6. Effects of L-NAME and antioxidants on the hypoxia
induced iNOS, NF B p65 protein expression in vas-
cular smooth muscle cell. DHLA = dihydrolipoic acid;
GSH = glutathione; L-NAME = NG-nitro-L-arginine;
Vit C = vitamin C; Vit E = vitamin E.
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Lane 1: Hypoxia 24 h
Lane 2: Hypoxia 24 h+DHLA 10-6 M
Lane 3: Hypoxia 24 h+GSH 10-6 M
Lane 4: Hypoxia 24 h+Lipoic acid 10-6 M
Lane 5: Hypoxia 24 h+L-NAME 10-6 M
Lane 6: Hypoxia 24 h+Vit C 10-6 M
Lane 7: Hypoxia 24 h+Vit E 10-1 IU

Fig. 5. Effects of hypoxia-reoxygenation on the iNOS protein
expression in vascular smooth muscle cell. Values ex-
press mean±S.E.M. (n=4). *P<0.05 significantly different
from control.
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Lane 1: Control
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Fig. 7. Effects of L-NAME and antioxidants on the hypoxia
24 hours-reoxygenation 6 hours induced iNOS, NF B
p65 protein expression in vascular smooth muscle cell.
DHLA = dihydrolipoic acid; GSH = glutathione; L-
NAME = NG-nitro- L-arginine; Vit C = vitamin C;
Vit E = vitamin E.
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Lane 1: Hypoxia 24 h/Reoxygenation 6 h
Lane 2: Hypoxia 24 h/Reoxygenation 6 h+DHLA 10-6 M
Lane 3: Hypoxia 24 h/Reoxygenation 6 h+GSH 10-6 M
Lane 4: Hypoxia 24 h/Reoxygenation 6 h+Lipoic acid 10-6 M
Lane 5: Hypoxia 24 h/Reoxygenation 6 h+L-NAME 10-6

Lane 6: Hypoxia 24 h/Reoxygenation 6 h+Vit C 10-6 M
Lane 7: Hypoxia 24 h/Reoxygenation 6 h+Vit E 10-1 IU
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고 찰

최근 는 약리 및 독성 작용에 관여하는 새로운 생체조NO
절 물질로 많은 생리적 과정에 관여하는 것으로 알려지고

있는데 발암 고혈압 지혈 면역 반응 뇌독성 및 세포독성, , , , ,
등에도 는 관련이 있으며NO ,(18 는 근세포 간세포 내) NO , ,
피세포 신경세포 그리고 혈관 평활근 세포 등의 고유 작용,
을 매개하거나 중화시키는 표적으로 작용한다.(19)
그러나 는 쌍을 이루지 못한 전자를 갖는 다른 종들과NO
반응하여 더욱 독성이 강한 차 물질을 생성하는데 이렇게2
생성된 대사 산물들을 반응성 질소종 (reactive nitrogen

라고 하며species, RNS) nitrogen dioxide (NO2), peroxynitrite
(ONOO- 등이 포함된다), alkyl peroxynitrite (LOONO) .

중에서 는 와 의 직접 반응RNS peroxynitrite NO superoxide
으로 생성되는 대사 산물로서 치명적인 조직 손상을 일으

키는 직접적인 원인이 된다.(20)
저산소 재산소화 시 발생되는 와 의 반응은- superoxide NO
그 반응 부위에서 존재하는 와 의 농도에 의해superoxide NO
결정되는데 그 비율이 인 경우에는 가 생1 : 1 peroxynitrite
성되지만 과량의 는, NO peroxy radical (LO2

- 을 제거함으로)
써 오히려 과산화 반응을 억제한다고 보고되었다.(21)
이는 저산소재산소화 손상에서도 발생되는 양을 조- NO
절함으로써 그 손상을 감소시킬 수 있다는 근거가 되며 또,
한 항산화제를 처치한 후 나타나는 감소에 의해superoxide
서도 생성을 감소시킬수 있다는 것을 나타낸다peroxynitite .
정상 상태에서 세포내에 존재하는 활성 산소 제거물질로는

등의 효superoxide dismutase, catalase, glutathione peroxidase
소계와 vitamin E, vitamine C, carotene, lipoic acid, DHLA,

등의 비효소계가 있다GSH .
본 연구에서는 배양 혈관 평활근 세포에서 저산소 재산-
소화를 유도하여 의 발생 양상을 관찰하고 항산화제로NO ,
알려진 실험 약물들과 억제제가 저산소 재산소화로NOS -
인한 생성에 어떤 영향을 미치는 지를 관찰하고자 하였NO
다.
그리고 세부 기전으로 저산소 재산소화 시 혈관 평활근-
세포의 단백 발현과 이에 중요한 매개 작용을 하는iNOS
NF 단백 발현에 대한 항산화제와 억제제의 영B p65 NOS
향을 조사하였다.
시간 저산소화를 유도한 혈관 평활근 세포의 배양액내24
농도는 대조군에 비해 유의하게 증가되었고 저산소nitrite ,

화 후 재산소화 시간이 길어질수록 농도가 증가되었nitrite
다 이는 단백 발현과도 밀접한 상관 관계를 나타내어. iNOS
저산소 재산소화가 단백 발현을 유도함을 나타내- iNOS
었다.

억제제인 과 항산화제인NOS L-NAME vitamin C, vitamin
및 등은 저산소화 및 재산소화E, GSH, lipoic acid DHLA

시 생성되는 농도를 정도로 감소시키는 것을 관찰NO 80%
할 수 있었지만 저산소화 및 재산소화 시 유도된 단, iNOS
백 발현에는 영향을 미치지 않았다.
또한 저산소화 및 재산소화 시 발현에 중요한 매개iNOS
작용을 하는 NF 단백 발현도 억제제와 항산화B p65 NOS
제에 의해 영향을 받지 않았는데 이는 실험 약제들의 항산,
화 작용이 전사 활성화 단백인 NF 의 활성화 과정에B p65
는 영향을 미치지 않고 배양액내에서 산소 자유기의 생성,
을 억제함으로써 농도를 감소시키는 것으로 생각되지NO
만 이에 대한 연구가 더 필요할 것으로 보인다.
이상의 연구에서 배양 혈관 평활근 세포에서 저산소 재-
산소화 반응을 유도하면 단백 발현의 증가와 배양액iNOS
내 농도 증가가 나타나는 것을 확인할 수 있고NO , NOS
억제제와 항산화제는 NF 단백 발현에는 영향B p65, iNOS
을 미치지 않지만 농도 감소 효과를 가지는 것을 알 수NO
있다.
이 실험에서 나타난 항산화제와 억제제의 효과는NOS
허혈 재관류 손상이 예견되는 상황에서 이들 약제를 처치-
할경우 생성을감소시키는동시에 생성을superoxide NO 감소

시켜 궁극적으로조직손상을유발하는 의, peroxynitrite 형성을

억제할 수 있어 다양한 임상 환경에서 적용이 기대된다.

결 론

외과 영역에서 쇼크 등의 원인으로 인한 허혈 재관류가-
유발되면 산소에 의해 이 다량 발생하게oxygen free radical
된다 이때 와 가 반응하여 가 생성. superoxide NO peroxynitrite
되면 조직 손상을 심화시키는 요인이 되기 때문에 혈관 평,
활근 세포를 이용하여 저산소재산소화에 의한 생성과- NO
이에 대한 여러 항산화제의 영향을 관찰하였다.
시간 저산소화를 유도한 배양액내 농도는 대조24 nitrite

군에 비해 유의하게 증가하였다 저산소화 후 재산소화 시.
간이 증가할수록 농도가 증가되었고 단백 발현nitrite , iNOS
에서도 유사한 결과를 나타내었다 이는 저산소화 시 유도.
된 단백은 허혈 재관류 손상의 한 요인이 될 수 있음iNOS -
을 의미한다 그러나 억제제와 항산화제는 저산소 재. NOS -
산소화 시 발생되는 농도는 감소시켰지만 저산소 재산NO -
소화 시 유도된 NF 단백 발현에는 영향을 미B p65, iNOS
치지 않았다 여기에 대해서는 와 의 상호작용. superoxide NO
등의 연구가 더욱 필요할 것으로 보인다.
저자들은 이 실험을 통하여 임상에서 흔히 관찰할 수

있는 쇼크 상태에서의 조직 손상을 예방하는 목적으로 항

산화제 사용에 대한 기초적인 토대를 마련했다고 보나 추

후 세부기전에 대한 연구는 더 진행되어야 할 것으로 생

각한다.
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