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1)

서 론

후천성 폐 질환을 일으키는 원인은 감염, 손상, 중독 등을 들

수 있다. 이 중 감염성 질환은 각종 미생물학적 또는 혈청학적

기법에 의하여 진단할 수 있는 것은 주지의 사실이다. 그러나
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비 감염성 인자에 의하여 발생되는 폐 질환의 진단은 주로 병력

에 의존하게되고 객관적인 검사법이 없거나 그 방법이 난해하다.

따라서 포괄적으로 흡인성 폐 질환이라고 진단하고 특정 물질이

흡인의 원인일 것으로 추정하는 것이 현실이다.

1997년 Iwadate 등
1)
은 사망한 아의 폐 조직에서 면역화학

적 방법으로 모유성분을 검출하 으며 2000년 2월 Elidemir 등
2)

은 백서에서 폐 흡인물질을 검출할 수 있는 새로운 검사법을 보

고하 고 2000년 5월 Iwadate 등
3)
이 사망한 아의 폐 조직에

서 우유 항체를 사용하여 면역조직화학법으로 우유성분을 검출

인유(人乳) 흡인 백서의 폐포 대식세포에서

Lactalbumin에 대한 면역세포화학적 연구
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Purpose : Aspiration of foreign material into the lungs can cause acute or chronic pulmonary dis-

eases. It is difficult to detect small amounts of aspiration due to the lack of safe, sensitive and

specific diagnostic tests. Recently, in animal or human studies, it has been reported that immuno-

chemistry for lactalbumin can be used to detect the minimal aspiration. So, the authors' investigation

was designed to determine whether human milk phagocytized alveolar macrophages can be detected

in human milk aspirated mice.

Methods : Sixty four male mice, 6-8 weeks old and 30-40 gm weighing, were used for this study.

About 0.05 mL of human milk or normal saline were given intranasally once per day for 1 day or

3 days. Under anesthesia with ketamine and xylazine, the trachea of each mouse was cannulated

with an 18G Jelco needle and then, each mouse's lungs were lavaged three times with 0.5 mL of

phosphate buffer solution at 2, 8, 24, and 48 hours after the last milk or normal saline instillation.

Cells in bronchoalveolar lavage fluid were stained with Oil Red O and immunocytochemistry for

alpha-lactalbumin.

Results : Immunocytochemical reactivity for alpha-lactalbumin or lipid-laden alveolar macrophages

were not observed in the normal saline aspirated groups. Immunocytochemical reactivity for alpha-

lactalbumin were observed in the human milk aspirated groups. They showed a peak at 8 hours and

decreased markedly at 24 hours but persisted even at 48 hours after aspiration. Immunocytochemical

stain positive alveolar macrophages were noted similarly in number between single and multiple

aspiration groups.

Conclusion : These observations suggested that alveolar macrophages for lactalbumin could be more

easily detected on immunocytochemistry than Oil Red O stain, and immunocytochemistry could be

used as a sensitive and specific diagnostic test for the detection of human milk aspiration. (J Kore-

an Pediatr Soc 2003;46:536-540)
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하 으며 2001년 11월 Iwadate 등
4)
이 105명의 사망한 아 폐

조직에서 항 모유 항체로 면역기법을 이용하여 다수에서 모유에

대한 양성반응이 나타남을 관찰하 다. 국내에서는 2002년 Hong

등
5)
이 백서에 우유를 흡인시킨 후 면역세포화학법을 이용하여

대식세포에 의하여 우유 성분이 탐식됨을 관찰하 다. 한편 지질

성분의 흡인물질을 검출하는 데는 Oil-Red-O 염색법을 이용하

여 왔으며 특히 지질-함유 대식세포지수를 계산하여 보다 객관

적으로 지질 흡인을 확진할 수 있다는 많은 보고가 있었다.

최근 폐 흡인을 진단하기 위하여 면역세포화학법이 개발되었

고 이 방법과 기존의 염색법에 대한 비교를 통하여 좀더 정확한

방법을 규명하기 위한 노력이 이루어지고 있다. 또한 우유와 인

유 그리고 인유의 채취 시기에 따라 lactoglobulin과 lactalbu-

min의 양이 다르다.

이 연구의 목적은 인유를 흡인시킨 백서에서 면역세포화학적

방법으로 폐포 대식세포가 인유를 탐식할 수 있는지를 규명하고

아울러 기존의 지질 염색법과의 차이를 비교함으로써 앞으로 임

상에 적용할 수 있는 기조를 마련하기 위한 것이다.

대상 및 방법

1. 실험 재료

생후 6-8주, 체중 30-40 g의 수컷 백서(ICR, 다물 사이언스,

USA)를 실험에 사용하 으며, 사용된 백서의 수는 시간군과 흡

인군별 각 5마리씩 40마리와 대조군 각 3마리씩 24마리로서 총

64마리 다. 실험에 사용된 인유는 성숙기의 것으로써 하 20

도에 보관 후 실험에 이용하 다.

2. 실험 방법

1) 흡인 유발

흡인을 용이하게 하기 위하여 백서를 마취(ketamine 100

mg/kg, Xylazine 10 mg/kg)시킨 후 대조 군에는 생리식염수

0.05 mL를, 실험 군에는 모유 0.05 mL를 코로 넣어 호흡 곤란

이 유발되면 기도로 흡인된 것으로 간주하 다
6)
.

2) 재료 채취

Ketamine 100 mg/kg과 Xylazine 10 mg/kg을 복강 내로

주입하여
7)

마취시킨 후 기관을 노출시킨 다음, 18G 젤코 바늘로

도관하여 인산완충액으로 0.5 mL씩 3회 기관지 세척을 시행하

다. 이 때 대조군은 생리식염수를, 실험군은 인유를 1회 또는

1일 1회씩 3회 주입 후 2, 8, 24, 48시간에, 사망으로 인하여 각

기 다른 백서의 기관지폐포 세척을 시행하 으며 세척액 내의

세포를 슬라이드에 더 많이 수집하기 위하여 cytofunnel(Shan-

don, Pittsburgh, PA)에 넣고 cytospin centrifuge를 이용하여

1분당 1,500회 3분간 원심 분리하 으며 아세톤에 15초 고정 후

-20℃에 냉동 보관하여 각 실험에 사용하 다.

3) 면역 세포화학적 염색

검체의 염색은 acidin biotin complex 방법을 이용하 다. 즉,

슬라이드를 아세톤에 고정 후 3% H2O2에 반응시키고 0.05%

Triton으로 세척하 으며, 차단 항체(Vector사, USA)로 반응시

킨 후 alpha-lactalbumin(DAKO사, USA)과 반응시켰다. 다음

biotinylated IgG(Vector사, USA)와 반응시킨 후 aminoethyl-

carbazole(AEC)(Vector사, USA) 용액에 노출시키고 대조 염색

은 Mayer의 hematoxylin으로 하고 수용성 malline으로 봉입하

다. 음성 대조에는 생리식염수를 흡인한 후에 얻은 세포와 모

유를 흡인한 실험 군에서 1차 항체를 사용하지 않고 염색한 세

포로 하 으며 결과는 양성세포의 백분율로 표시하 다.

4) Oil Red O 염색

슬라이드를 고정시키고 Oil Red O에 20분간 염색하 으며

증류수로 씻은 후 Mayer의 hematoxylin으로 대조 염색을 하고

malline으로 봉입하 다
8)
.

5) 통계적 분석

모든 결과는 평균으로 표시하 으며 비모수 검정법인 Non-

parametric wilcoxon test를 이용하여 두 군간의 차이를 비교하

으며 P<0.05를 통계적 유의 수준으로 판정하 다.

결 과

1. 기관지폐포 세척 액에서 식염수 투여 후 지정 시간별
면역세포화학법 또는 Oil Red O로 염색된 대식세포의
양성률

식염수를 1회 및 1일 1회씩 3회 투여한 각 3례에서 2, 8, 24,

48시간에 검사한 면역세포화학법 또는 Oil Red O로 염색된 대

식세포는 관찰되지 않았다(Fig. 1, 3).

2. 인유 1회 투여 후 지정 시간별 면역세포화학법과 Oil
Red O 염색법으로 염색된 대식세포의 양성률

인유 1회 투여 후 지정 시간별 각 염색법별 대식세포의 양성

률은 Table 1과 같다. 즉, 인유를 투여 후 2, 8, 24, 48시간에

시행된 Oil Red O에 염색된 세포의 양성률은 각각 1, 2, 1, 0%

이었으나, alpha-lactalbumin에 대해 염색된 세포의 양성률은

각각 35, 65, 15, 13%로서 지정 시간별 두 염색법간에 양성률은

유의한 차이가 있었다(Table 1, Fig. 2, 4).

Table 1. Comparison of Positive Cells between Immunocyto-
chemical Staining for Alpha-lactalbumin and Oil Red O Stain-
ing of Mouse Alveolar Macrophages after Single Human Milk
Aspiration by Time(n=5)

Staining

Positive cells according to time
sequence after human milk

aspiration(%)

2 hr 8 hr 24 hr 48 hr

Alpha-lactalbumin

Oil Red O staining

P value

35

1

<0.05

65

2

<0.05

15

1

<0.05

13

0

<0.05
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3. 인유 반복 투여 후 지정 시간별 면역세포화학법과 Oil
Red O 염색법으로 염색된 대식세포의 양성률

인유를 1일 1회씩 3일 반복 투여 후 지정 시간별 각 염색법

별 대식세포의 양성률은 Table 2와 같다. 즉, 인유를 마지막 투

여 후 2, 8, 24, 48시간에 시행된 Oil Red O에 염색된 세포의

양성률은 각각 0, 2, 1, 0%이었으나, alpha-lactalbumin에는 각

각 38, 70, 16, 15%로서 각 지정 시간별 두 염색법간에 양성률

은 유의한 차이가 있었다(Table 2).

4. 인유 투여 회수별 면역세포화학적 염색법상 양성률 비교

인유 1회 투여 군과 반복 투여 군 사이에 면역세포화학적 염

색법상 대식세포의 양성률의 시간별 차이를 비교한 결과는

Table 3과 같다. 즉, 두 군 모두 모유 투여 2시간에 발현되고 8

시간에 양성률이 높았고 24시간에 감소하 으나 48시간에도 지

속되었으며, 8시간과 24시간 사이에 유의한 차이가 있었으나 동

일 시간대별 차이는 관찰되지 않았다(Table 3).

고 찰

폐 속으로 음식물질의 흡인은 급, 만성 폐 질환의 비교적 흔

Fig. 1. Immunocytochemical staining of bronchoalveolar fluid
of saline aspirated mouse does not show the cytosolic immu-
noreactivity within macrophages sampled at 8 hours after as-
piration(×400).

Fig. 4. Oil Red O staining of bronchoalveolar fluid of milk as-
pirated mouse shows the lipid laden macrophages rarely(×400).

Fig. 3. Oil Red O staining of bronchoalveolar fluid of milk
aspirated mouse does not show the lipid laden macrophages
(×400).

Fig. 2. Immunocytochemical staining of bronchoalveolar fluid
of milk aspirated mouse shows the distinct cytosolic immuno-
reactivity within macrophages sampled at 8 hours after aspi-
ration(×400). Table 2. Comparison of Positive Cells between Immunocyto-

chemical Staining for Alpha-lactalbumin and Oil Red O Stain-
ing of Mouse Alveolar Macrophages after Multiple Human
Milk Aspiration(n=5)

Staining

Positive cells according to time
sequence after human milk

aspiration(%)

2 hr 8 hr 24 hr 48 hr

Alpha-lactalbumin

Oil Red O staining

P value

38

0

<0.05

70

2

<0.05

16

1

<0.05

15

0

<0.05
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한 원인으로 여겨져 왔다
9, 10)

.

폐 흡인의 원인으로 신경학적 결함, 식도이상, 신경근 이상 등

많은 해부학적 기능학적 전제조건들이 있지만 1차적으로 위식도

역류가 가장 중요하고, 거의 모든 아들은 어느 정도의 위식도

역류를 경험하고 증상의 정도는 상당히 다양하다
11, 12)

. 그로 인

한 대량의 폐 흡인은 임상적 소견 및 방사선 검사로 쉽게 인식

되어질 수 있으나 소량의 흡인은 임상적으로도 명백하지 않거나

확실한 진단이 어렵다.

위식도 역류에 의한 흡인을 발견하기 위한 노력으로 일반적으

로 사용되어온 pH-탐식자
13, 14)

, 바륨조 술
12)
, 비디오형광투시법

을 응용한 바륨조 술 및 위식도 신티그램
15)

등의 방법들이 임

상적으로 유용하지만 이는 흡인이 있었다는 과거 사실을 바탕으

로 시행되는 간접검사에 해당하므로, 현재 흡인된 여부의 확인에

대해서는 민감도와 특이도 면에서는 부족하다.

이에 직접검사에 의한 현재의 흡인물을 확인하기 위한 방법을

찾는 여러 연구들이 이루어졌는데, 기관지폐포 세척액에서 지질-

함유 대식세포들을 Oil Red O 염색으로 확인하는 것이 가장 흔

한 진단법으로 여겨져 왔고, 지질-함유 대식세포 지수를 활용함

으로써 좀 더 특이도가 있다는 보고들
16-19)

과 함께 한 동안 많이

이용되어 왔다.

그러나 폐포 지질-함유 대식세포의 존재가 흡인된 음식물에

의한 것만은 아닐 수 있다는 최근의 논문들로, 지질-함유 대식

세포들이 발견되는 경우로는 외상에 의한 폐 지방색전증 환자
20)
,

겸상세포 질환의 환자
21)
, 정맥으로 지질과 전신약물을 투여받은

경우
22, 23)

, 상피세포나 계면활성제의 변성
24)
, 또한 respiratory

syncytial virus, 마이코플라즈마 감염동물 실험에서와 같은 폐

장애에서도 관찰될 수 있기에 폐포 지질함유 대식세포의 존재가

반드시 음식물의 흡인반응을 의미하는 것은 아니다. 따라서 위식

도 역류에 의한 폐 흡인물에 대하여 면역조직화학적 또는 면역

세포화학적 직접검사를 함으로써 폐 흡인을 확인하고자 한 연구

가 대두되고 있다.

모유는 카세인과 유청(whey protein)으로 이루어진다, 이중

유청은 alpha-lactalbumin, lactoferrin, serum albumin, lyso-

zyme 등으로 구성된다. 신생아와 아의 양은 인공 양 또는

모유 양에 의하고, 모유 양의 추세가 강하므로, 본 연구는 실

제 임상적용의 초기 연구로써, 백서를 이용하여 인유내의 alpha-

lactalbumin에 대해 면역세포화학법으로 소량의 인유 흡인을 직

접적으로 검출할 수 있는지를 확인하려는 것이었다.

한편 면역조직화학법을 이용한 연구로, Bajanowski 등
25)
은

anti-human milk fat globulin antibody를 사용하여 면역조직

화학법으로 우유 흡인을 확인하 다. Iwadate 등
3)
도 역시 흡인

폐조직 검체에 alpha-lactalbumin, IgA, human milk fat glo-

bulin, cow whey protein의 4가지 성분에 대한 항체를 이용한

면역조직화학법으로 모유 흡인을 확인하 고, 특히 alpha-lactal-

bumin에 대한 검사가 소량의 흡인에 대한 검사로 유용하 음을

보고하 다.

실제 임상에서는 폐 흡인에 의한 조직 검체보다는 기관지폐포

세척술의 발달로 세포 검체의 획득이 훨씬 용이할 것으로 생각

된다. 백서를 사용하여 기관지폐포 세척으로 얻은 세포 검체를

이용한 저자들의 연구에서 식염수 흡인 후 얻어진 폐포 대식세

포의 alpha-lactalbumin에 대한 면역세포화학 염색에서의 음성

결과는 이 검사법의 특이도를 시사하는 결과이었다. 인유 흡인

후 염색법 결과에 향을 미치는 요인으로는 소량의 인유 흡인

과정에서 백서의 진정상태를 일정하게 하는 어려움이 있었고,

0.05 mL라는 소량이 전량 백서의 폐에 흡인되었다고는 볼 수

없기에 이보다는 훨씬 적은 양이 폐 내로 흡인될 것이고, 따라

서 고식적인 Oil Red O 염색법의 양성 결과가 낮았던 것으로

생각된다. 그러나 alpha-lactalbumin에 대한 면역세포화학적 방

법은 고식적 염색 방법에 비해 유의한 양성 결과를 보여 주었고,

이는 Elidemir 등
2)
의 최근 연구와 유사한 결과를 보여 주었다.

1회 흡인이 일어난 후 경과한 시간에 따른 면역세포학적 양성률

이 본 연구에서는 2시간에서부터 나타났고 8시간째에 가장 높았

으며 48시간까지 지속됨을 보 고, 1회 흡인과 반복 흡인과의

차이가 없다는 결과는 단 1회의 흡인에 대해서도 민감도가 매우

높은 검사법 임을 보여준 것이었다.

Elidemir 등
2)
의 연구에서는 2시간에 나타나서 24시간에서 가

장 높았고, 96시간까지도 비교적 높게 유지되는 양성 결과를 보

으나, 본 연구에서는 8시간에서 24시간 사이에 유의한 감소를

보이고, 48시간째에 낮은 양성률로 관찰되어 흡인이 일어난 후

확진을 위한 적절한 검사 시기는 적어도 48시간 이내에 시행되

어야 한다고 생각되었다.

최근 들어 위식도 역류로 인한 폐 흡인을 더 오랜 기간동안

양성 결과를 보여줄 수 있는 물질에 대한 연구들
26-28)

이 진행되

고 있으나 이는 간접검사에 해당하고, 현재 인유같은 폐 흡인물

을 직접적으로 검출하는 방법으로 기관지폐포 세척액에서 폐포

대식세포의 alpha-lactalbumin에 대한 면역세포화학적 기법의

유용성을 제시함으로서 앞으로 이 기법을 임상에 직접 활용할

수 있으리라 기대된다.

요 약

목 적:인유를 탐식한 폐포 대식세포는 면역세포화학 반응에

Table 3. Comparison of Positive Cells between Single and
Multiple Aspiration on Immunocytochemical Staining by Time

Aspiration

Positive cells according to
time sequence after human

milk aspiration(%) P value

2 hr 8 hr 24 hr 48 hr

Single

Multiple

P value

35

38

>0.05

65

70

>0.05

15

16

>0.05

13

15

>0.05

<0.05

between 8 & 24 hrs

<0.05

between 8 & 24 hrs
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관여하며, 기존의 염색법에서보다 면역세포화학기법에 의해 잘

관찰될 수 있음을 규명하여, 인유 흡인을 확인할 수 있는 진단

에 활용하고자 본 연구를 시행하 다.

방 법:총 64마리의 백서를 대상으로 소량(0.05 mL)의 모유

를 코를 통하여 기도에 흡인시킨 후 지정 시간별로 기관을 도관

한 다음, 기관지폐포 세척을 실시하여 얻은 세포에 대하여 면역

세포화학적 염색과 Oil Red O 염색을 실시하고 폐포 대식세포

들의 탐식 정도를 관찰하 다.

결 과:인유 흡인 2시간 후에 Lactalbumin에 대한 양성 대식

세포가 관찰되었으며 8시간에 최고이었고 24시간에 감소하 으

며 48시간에도 양성 대식세포가 관찰되었다. 그러나 Oil Red O

염색에서 폐포 대식세포들의 검출률은 미미하 다.

결 론:본 실험의 결과는 소량의 인유 흡인을 면역세포화학

적 기법에 의하여 기관지폐포 세척 액에서 검출할 수 있다는 것

을 시사하는 것이었다.
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