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1)o

서 론

세포괴사는 많은 방사선량에 피폭되어서 발생되는 반면,

유사분열사와 세포고사는 비교적 적은 방사선량에도 발생되

므로 급성 방사선 손상의 주된 기전이다. 방사선 손상 후 몇

번의 세포분열 과정을 거치고 발생되는 유사분열사에 비해,

세포고사는 이런 과정 없이 방사선조사 후 수 시간 내에 발

생된다. 따라서 소장의 음와, 흉선, 타액선, 림프구 등과 같

이 비교적 방사선에 민감한 조직들을 대상으로 방사선에 의

한 급성 손상으로 세포고사의 발생이 많이 보고되고 있다.1∼

4)

소장은 방사선에 비교적 민감한 장기로 복부나 골반 부위

에 방사선치료를 하면, 소장의 손상으로 인하여 급성적으로

는 방사선 장염이 발생하여서 치료 내성이 감소될 수 있고,

만성적으로는 장 손상으로 인한 합병증이 유발될 수 있다.

이 논문은 200 1년 5월 30일 접수하여 200 1년 8월 11일 채택되
었음 .
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급성방사선 장염은 소장융모의 분화된 세포들보다는 약 12

시간의 세포주기로 빠르게 증식하는 음와의 미분화된 세포

들이주로 손상받아서 발생된다.5)

본 연구에서는 방사선에 민감한 소장 상피 세포들에서 방

사선조사에 의한 세포고사와 유사분열사의 발생 정도를 알

아보고자, 방사선조사 후 흰쥐 소장의 음와 세포에서 세포고

사의 발생 정도를 조사하였고, 유사분열 중인 세포 수의 감

소를 측정하여서 간접적으로 유사분열사의 발생 정도도 조

사하였다. 그리고 세포고사의 정도를 헤마톡실린 에오진 염

색소견과 in situ end labeling (ISEL)법으로비교하였다.

대상 및 방법

1. 실험 동물 및 방사선조사

체중 200∼250 g의 웅성 Sprague-Dawley 흰쥐를 대상으로

실험하였다. 실험 기간 중에는 5마리씩 사육장에 넣어서 사

육하였다.

한 변의 길이가 30 cm이고 높이가 7 cm이며 호흡이 가

능하도록 옆면에 구멍이 많이 있는 직육면체 용기에 마취하

지 않은 흰쥐를 10마리씩 넣고, 뚜껑을 덮어서 흰쥐들을 한
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목 적 :방사선에의한 급성손상으로 소장 음와에서발생되는세포고사와유사분열사의발생 정도를 시간 경과에
따라서조사하고자하였다.

대상 및 방법 :웅성 200∼250 g Sprague Dawley 쥐를대상으로 6 MV선형가속기로 2 Gy전신방사선조사를한후,

2, 4, 8, 24, 48시간에희생하였다.소장음와당평균세포고사수와유사분열중인세포수의평균을정상대조군과
방사선조사후시간대별로측정하였다. 세포고사가가장현저하였던시간대를대상으로 In Situ End Labeling (ISEL)

법으로염색하여헤마톡실린에오진염색법과비교하였다.

결 과 :음와당 세포고사의 평균빈도는 정상대조군에서 0.14였고방사선조사 후 2, 4, 8, 24, 48시간에 각각 1.43,
3.19, 1.15, 0.26, 0.17로, 방사선조사후 4시간경에가장많이증가되었다가점차감소되어 24시간에정상으로회복

되었다. 정상 대조군에서 1.29였던 음와당 유사분열 세포 수의 평균은 방사선조사 후 2, 4, 8, 24, 48시간에 각각

0.56, 0.47, 0.23, 0.65, 1.19로측정되어서, 방사선조사후 8시간까지감소되었다가 48시간경에정상으로회복되었다.
세포고사의발생이유사분열세포수의감소보다변화의정도도크고, 조기에발생되었다. ISEL법에의한세포고사

의검출은발색시간의조건에따라서위양성이발생되었다.

결 론 :방사선에의한소장의급성손상으로유발되는세포사망은방사선조사후대개 24∼48시간내에정상치로
회복되었고, 유사분열사보다는세포고사가더중요한역할을하는것으로생각된다.

핵심용어 :방사선,소장,세포고사,유사분열
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층으로 분포시킨 다음, 용기의 상, 하에 조직 등가물질을 3

cm씩 대고, 6 MV 선형가속기(CL2100 C/D, Varian, USA)를

이용하여 분당 500 cGy의 선량률로 용기의 위, 아래 방향에

서 총 2 Gy의 전신 방사선조사를 하였다. 소장 음와의 세포

주기의 일중 변동(circadian rhythm)을 고려하여 방사선조사를

오전 8∼9시 사이에시행하였다.

2. 조직 준비

정상 대조군과 방사선조사 후 2, 4, 8, 24, 48시간대의 실

험군마다 4마리씩의 흰쥐를 에테르 마취 후 희생하였다. 희

생된 흰쥐의 회맹관으로부터 약 15 cm 정도에 위치한 소장

의 조직을 절단하여 10% 중성 포르말린에 고정하였다. 고정

된 조직을 5 μm의 두께로 잘라서 헤마톡실린 에오진 염색

을 시행하고, 광학현미경으로관찰하였다.

3. 음와당 세포고사 및 유사분열 세포의 수

세로로 절단된 음와의 한쪽 면에 위치한 세포의 줄을 음

와'로 정의하였고,6) 내강이 있고 기저부에 Paneth 세포가 있

으며 최소한 17개의 세포가 존재하는 음와를 선택하여7) 마

리당 30개씩 관찰하였다. 세포고사의 형태학적인 특징은

Kerr 등8)과 Wyllie 등9)이 기술한 것을 이용하였다. 각 실험군

마다 음와당 세포고사의 평균값을 구하였고, 유사분열사를

간접적으로 알아보기 위하여 음와당 유사분열 세포 수의 평

균값을 구하였다(Fig. 1).

4. In Situ End Labelling (ISEL)법에 의한 세포고사
염색

헤마톡실린 에오진 염색에서 세포고사가 가장 많이 관찰

되었던 시간대의 조직을 대상으로 ISEL 염색을 하였다. ISEL

법은 세포고사 시에 발생되는 DNA 분절의 노출된 3' 말단

에 terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)를 이용하여 표지

된 nucleotide를 반응시키는 것으로 조직 구조를 유지한 상태

에서 세포고사 염색을 실시하였다. 염색은 ApoTag (r) Plus in

Situ Apoptosis Detection Kit (Oncor, Gaithersburg, MD, U.S.A)

를 이용하였다. 파라핀 포매된 조직을 5 μm 두께로 절단하

여 Probe-On PLUS 슬라이드에 부착시켜 건조 시킨 후 염색

에 사용하였다. 절편을 탈파라핀 시킨 후 함수 시키고, 5분

동안 phosphate buffered saline (PBS, pH 7.4)으로 수세하고,

20 μg/mL의 proteinase K (Sigma, St. Louis, MO, U.S.A) 용액

에 실온에서 15분간 처치하고 증류수로 수세하였다. 그 후

내재성 peroxidase 반응을 억제하기 위하여 3% 과산화수소

(H2O2)에 5분간 처치하고, PBS로 수세하였다. Equilibration

buffer에 10∼15초간 처치한 후 남아있는 buffer를 제거하고,

TdT 효소와 digoxigenin-11-dUTP 및 dATP 혼합 용액에 37℃

에서 1시간 30분 처리하고, stop/wash buffer에 10분간 방치하

였다. Peroxidase가 부착된 항 digoxigenin 항체를 37℃에서 1

시간 작용시키고 PBS로 세척하였으며, 부착된 peroxidase는

diaminobenzidine (DAB)으로 발색하였고, 대조 염색은 헤마톡

실린으로 실시하였다. 양성 대조군은 이유기의 암컷 쥐의 유

선(mammary gland) 절편을 사용하였고, 음성 대조군은 TdT

대신 PBS를작용시킨 표본을 사용하였다.

결 과

1. 음와당 세포고사의 평균값

정상 대조군의 음와당 세포고사의 평균값은 0.14였고, 2

Gy 전신 방사선조사 후 2, 4, 8, 24, 48시간에서 각각 1.43,

Fig. 1. Histologic section of small intestinal crypt of rat at 4
hours after 2 Gy irradiation (6 MV). Apoptotic cells (arrow)
located mainly in the lower third of crypts. Mitotic cells
(arrow head ) were found scarcely (Hematoxylin and eosin
staining, ×400).
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3.19, 1.15, 0.26, 0.17이었다. 세포고사는 방사선조사 후 4시간

경에 가장 많이 발생되었고, 24시간 후에 정상값으로 회복되

는 양상이었다(Fig. 2A).

2. 음와당 유사분열 세포의 평균값

정상 대조군에서 음와당 평균 1.29개의 유사분열 세포가

관찰되었으나, 방사선조사 후 2, 4, 8, 24, 48시간 후에는 각

각 0.56, 0.47, 0.23, 0.65, 1.19로, 방사선조사 후 8시간까지 감

소되었다가 48시간 경에 정상값으로 회복되는 양상이었다.

따라서 유사분열사는 방사선조사 후 8시간까지 증가되었고,

그 후로 감소되어서 48시간 경에 정상화되는 것으로 생각된

다(Fig. 2B).

3. In Situ End Labelling법

ISEL법에 의한 세포고사의 관찰은 DAB 발색 과정의 시간

적인 조건에 따라서 과발색되는 경향을 보여서, 헤마톡실린

에오진 염색에서 관찰되었던 세포고사 소견 이외의 정상 세

포에서도 염색이되어 위양성이 많이발생되었다(Fig. 3).

고안 및 결론

소장 음와는 약 250개의 세포들로 구성되어 있고, 세포주

기가 12시간 정도로 아주 빠르게 증식하는 조직이다. 소장

음와는 구조적으로 계층화되어 있어서, 음와 기저부에 위치

하는 간세포에서 증식을 시작하여 융모로 이동하면서 분화

Fig. 2. Temporal alterations of the numbers of apoptotic (A)
and mitotic cells (B) per crypt of rat 's small intestine
following 2 Gy irradiation (6 MV). The valu es of unirra-
d iated control were represented at 0 hour . The occurrence of
apoptosis was increased up to 4 hours and d ecreased to
normal level about 24 hou rs after irradiation . The nu mber of
mitotic cells was decreased to 8 hours and normalized
around 48 hours after irrad iation.

Fig. 3. In situ end labeling (ISEL) stainings of small intestine
of rats at 4 hours after 2 Gy irradiation (6MV). ISEL stain-
ings were positive in apoptotic cells arrow and some non-
apoptotic cells (arrow head) as well (IESL, d iaminobenzid ine
staining, ×250).
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및 성장하고 탈락되는 과정을 지속적으로 하는데, 이 과정에

6∼7일 소요되므로 소장의 상피 세포들은 대개 1주일마다

교체가 된다.10) 소장 음와의 간세포 수는 아직 논란이 있지

만, 안정 상태에서 16개 이하로 대개 4개 정도로 알려져 있

다. 방사선 및 세포독성 물질들에 의해 소장에서 발생되는

세포고사에는 음와의 기저부로부터 4∼5번째에 위치한 간세

포 영역이 주된 표적이라는 보고가 있었다.6, 11, 12) 본 연구에

서는 세포고사의 위치를 소장 음와로부터 분석하지는 않았

지만, Fig. 1에서 보는 것처럼 주로 음와 기저부로부터 4∼5

번째에서 많이 발생됨을관찰할 수있었다.

방사선에 의해 마우스 소장의 상피 세포에서 발생되는 세

포고사는 세포주기 중에서 G2기에서 가장 많이 발생되고, S,

G1 기 순으로 감소된다.13) 또한 G2, M 기의 세포들이 많이

존재하는 오전 6∼9시경에 방사선에 의한 세포고사의 빈도

가 가장 높았다고 보고되고 있어서,7) 본 연구에서도 이러한

일중 변동을 고려하여 오전 8∼9시 사이에 방사선조사를 하

였다.

Potten 등11)의 연구 결과에 의하면 방사선조사에 의해 소

장 음와에서 발생되는 세포고사의 빈도는 방사선량이 증가

됨에 따라 증가되어 약 1 Gy에서 포화된다고 한다. 본 연구

에서도 방사선량을 결정하기 위한 예비 실험으로 2 Gy와 4

Gy로 나누어서 세포고사의 발생 정도를 비교하였지만, 양 군

간에 유의한 차이가 없어서 2 Gy로 실험을하였다.

Arai 등6)은 방사선조사 후 시간 경과에 따른 음와당 세포

고사의 발생 변화를 관찰한 연구에서 소장과 대장은 방사선

조사 후 각각 4시간, 6시간에 5.0과 4.6으로 최고값에 도달되

었다고 보고하였다. 본 연구에서도 소장 음와의 세포고사 발

생이 방사선조사 후 4시간에 3.19로 최고치에 도달되었고,

그 후로 감소되어 24, 48시간에 0.26과 0.17로 정상 대조군의

0.14와 유사하게 되었다. 방사선조사 후 4시간 경에 세포고

사가 최고치에 도달되는 것을 고려하여볼 때, 방사선에 손상

받은 소장의 세포들은 세포고사를 통하여 신속하고 효과적

으로 제거되는 것으로생각된다.

방사선조사 후의 세포 증식 반응(proliferative response)에

대한 연구들에서 표지 지수(labelling index)와 유사분열지수

(mitotic index)의 감소가 보고되고 있고,14) 또한 방사선조사

후 소장 음와 세포와 골수 모세포에서 G2기 정지가 발생하

여 유사분열지수가 감소되었다고 보고되고 있다.15, 16) 본 연

구에서도 유사분열 중인 세포의 수가 방사선조사 후 8시간

에 0.23으로 최저로 감소되었다가, 48시간 경에 1.19로 정상

값(1.29)에 근접됨을 관찰할 수 있었다. 따라서 방사선조사에

의한 급성 손상으로 세포고사 뿐만 아니라 유사분열사도 발

생되는 것으로생각된다.

세포고사를 확인하는 방법들에는 광학 현미경의 특징적인

소견으로 인지하는 방법, 고사체의 특징인 DNA 단절을 확인

하는 DNA ladder 방법과 ISEL 방법, 유세포분석기를 이용하

는 방법 등이 있다. ISEL법은 세포괴사의 초기 변화와 유사

분열 중인 세포의 핵에서 발생되는 DNA 3'-OH 말단과 반응

하여 위양성이 발생될 수 있고,17, 18) 일부 세포들에서는 형태

학적으로는 세포고사의 기준에 속하지만 ISEL 염색이 되지

않아서 위음성이 발생될 수도 있다고 보고되고 있으므로,19)

본 연구에서는 광학 현미경을 이용한 형태학적인 확인으로

세포고사를 검사하였다. 참고 자료로 확인하였던 ISEL법은

발색의 시간적인 조건에 따라 위양성이 다소 발생되었으므

로, 세포고사의 검출에는 헤마톡실린 에오진 염색이 보다 간

단하고 해석하기도 용이한것으로 생각된다.

이상의 결과들에서 세포고사가 주로 음와 기저부 주위에서

발생되었으므로, 분화된융모 세포보다는 미분화된 음와 세포

가방사선에 의한 세포고사에 민감함을 알수 있었다. 그리고

세포고사의 발생이 방사선조사 후 4시간경에 최고값으로 증

가되었다가 24시간 경에 정상값 가까이로감소되었고, 유사분

열 세포의 수가 8시간 경에 최저치로 감소되었다가 48시간에

정상치 비슷하게 회복되었으므로, 2 Gy 방사선조사에 의한

급성 손상으로 소장 음와의 상피 세포에서 발생되는 세포의

사망은 대개 24∼48시간 내에 정상으로 회복되며, 발생 시기

와 정도를 고려하여 볼 때, 세포고사가 유사분열사보다 신속

하고 많이 발생되는 주된 기전으로 생각된다.
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A bs tract

Radia tion- Induced Apo ptos is a nd Mitotic Death in the
S ma ll Intes tina l Crypts of Rat

Young Min Choi, M.D.* , J i S hin Lee , M.D.† a nd He ung Lae C ho, M.D.*

* Department of Radiation Oncology, College of Medic ine , Inje Univers ity, Pusan
†Department of Pathology, College of Medicine , Soenam Univers ity, Namwon, Korea

Purpo s e : We investigated the temporal a lterations of apoptos is and mitotic death following irradiation in
the rat's sma ll intestina l crypts .

Mate ria ls a nd me thods : Male Sprague- Dawley rats were irradiated 2 Gy by 6 MV linear accelerator and

sacrified at 2, 4, 8, 24, 48 hours after irradiation. The mean numbers of the a poptotic ce lls and mitotic
ce lls per their small intestina l crypts were measured in the unirradiated control and irradiated groups . To

compare with H & E sta ining, ISEL (In Situ End Labelling) were performed in the group having the

highest apoptotic count.
Re s ults : The mean number of the apoptos is per crypt in the control group was 0.14 and those at 2, 4,

8, 24, 48 hours after irradiation were 1.43, 3.19, 1.15, 0.26, 0.17, respective ly. So the apoptos is develop-

ment was increased upto 4 hours and then normalized around 24 hours following irradiation. The mean
number of the mitotic ce lls per crypt in the control group was 1.29 and those at 2, 4, 8, 24, 48 hours

after irradiation were 0.56, 0.47, 0.23, 0.65, 1.19, respective ly. The mitotic ce ll counts following irradiation

was decreased to 8 hours and recovered to the normal level about 48 hours . So the increment of
apoptotic ce ll count was occurred earlier and more remarkable than the decrement of mitotic ce ll count

after irradia tion. According to the sta ining time, fa lse pos itivity was found in the ISEL sta ining.

Co nc lus io ns : The cell death in the small intestina l crypt developed by acute radiation damage was
usually decreased to the normal level within 24∼48 hours after irradiation and the apoptos is was thought

to be more important process tha n the mitotic death.

Ke y Wo rds : Radiation, Small Intestine , Apoptos is , Mitos is

- 264 -


