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a Rat Model of Acute Lung Injury Induced by Pa ra q u a t
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Purpose: This study was designed to determine if methylene blue inhibited the lipid peroxida -
tion, the production of NO, and the gene expression of iNOS in acute lung injury induced by
paraquat and if the inhibitory effect was dose dependent.

Methods: Female Sprague-Dawley rats were divided into four groups: the control group, the
group treated with paraquat only,  the group treated with paraquat and a low dose of methylene
blue (2 mg/kg), and the group treated with paraquat and a high dose of methylene blue (20
mg/kg). Methylene blue was administered via the jugular vein 1 h after paraquat administration,
and animals were sacrificed 6 and 24 h after paraquat administration. Malondialdehyde (MDA)
as lipid peroxidation, reduced glutathione (GSH) as an antioxidant defense, the plasma NO con-
centration, and the expression of iNOS mRNA in the lung tissue were measured

Results: Lung MDA contents decreased, with no significant difference between the methyl-
ene-blue groups and the paraquat-only group. Lung GSH contents were significantly elevated at
24 h in the methylene-blue groups compared with the paraquat-only group. Plasma NO concen-
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Ⅰ. 서 론

최근 들어 패혈증이나 패혈증 쇼크는 산화질소의

과다한 분비와 관련이 있다는 보고가 많이 있다. 패

혈증 쇼크에서 혈중이나 소변에서 산화질소가 의미

있게 증가하는 것으로 알려져 있으며, 산화질소의

양과 내독소혈증, 혈역학적인 이상 사이에 임상적인

연관성이 있다고 보고 되고 있다(1). 산화질소 합성

효소중의 하나인 iNOS (inducible nitric oxide

s y n t h a s e )는 일단 발현된 뒤에는 다량의 산화질소

를 생성하여 치료에 반응하지 않는 혈관확장을 유발

시켜 저혈압을 일으킨다(2,3). 또한 생성된 산화질

소는 superoxide radical과 반응하여 p e r o x y n i-

t r i t e를 형성하며 이 물질은 직접적으로 세포손상을

유발시킨다. 또한 다량의 산화질소는 직접적으로 심

근의 기능을 감소시키거나 관상동맥 혈관내피의 손

상이나 관상동맥 미세혈관의 수축을 통해 간접적으

로 심기능의 이상을 야기 한다( 4 ) .

파라쿼트 중독 시 보이는 폐의 급성호흡곤란증후

군(ARDS; acute respiratory distress syn-

d r o m e )은 폐에 직접적 혹은 간접적으로 손상을 주

는 급성반응에 대한 결과로서 나타나며, 폐모세혈관

과 폐포막의 투과성 증가, 무기폐, 폐동맥압항진, 환

기관류이상, 폐단락, 폐포관류감소 등으로 인하여

궁극적으로 저산소증이 발생한다. 특별한 치료가 없

으며, 사망률이 매우 높다. 치료로서는 산화질소의

흡입이 폐모세혈관의 확장과 폐동맥압의 감소를 유

발하여 저산소증이 개선되고 폐단락이 감소한다는

보고가 많이 있었지만 사망률의 개선은 보고 되지

않았다( 5 ) .

메틸렌블루는 메트헤모글로빈혈증의 치료에 사용

되는 제제로서, 최근들어 패혈증시 메틸렌블루의 투

여는 산화질소의 작용을 억제한다고 보고 되고 있

다. 동물실험과 패혈증 환자에서 메틸렌블루의 투여

는 수축기 혈압, 확장기 혈압, 평균 동맥압, 전신 혈

관 저항을 높여(6-8) 저혈압을 개선하며, 혈압상승

제에 대한 반응을 촉진하고 동시에 혈중 산화질소의

농도를 감소시킨다고 알려져 있으나, 심박출량, 말

초조직에서의 산소소모량, 산소추출량의 증가는 나

타나지 않는 것으로 보고 되고 있다(6,7). 메틸렌블

루의 이러한 혈압상승 효과는 정확한 기전이 밝혀져

있지 않으나 guanylate cyclase를 억제함으로써 나

타나는 것으로 보인다(7). 메틸렌블루는 단기간 투

여 시 평균 동맥압을 증가시키고, 심근수축력과 산

소운반능을 개선시켜준다고 알려져 있다(9). 폐 손

상과 관련하여 동물실험에서 메틸렌블루의 투여 효

과에는 논란이 있으며, 폐포손상을 감소시키고 사망

률을 감소한다는 보고가 있는 반면(10), 패혈증 쇼

크환자에서 메틸렌블루의 투여는 전신혈관 및 폐혈

관을 수축시켜 폐동맥 산소화를 악화시키기 때문에

급성호흡곤란증후군에서는 사용을 제한하여야 한다

는 보고도있다( 1 1 ) .

이상과 같이 파라쿼트 중독 시 급성 폐 손상에 의

한 급성호흡곤란증후군이 나타난다는 것은 잘 알려

진 사실이다. 하지만 현재까지 이러한 파라쿼트 중

trations were significantly reduced at 6 and 24 h in the methylene-blue groups compared with
the paraquat-only group. There was also a significant decrease in the plasma NO concentration
at 6 h in the high-dose methylene-blue group compared with the low-dose methylene-blue
group. The expression of iNOS mRNA in the lung tissue was slightly decreased in the methyl-
ene-blue groups. It was also markedly increased at 24 h in the paraquat-only group compared
with the methylene-blue groups. The gene expression was relatively decreased in the high-dose
methylene-blue  group compared with the low-dose methylene-blue group. 

Conclusion: This study suggests that methylene blue has an inhibitory effect on the plasma
NO concentration and the expression of iNOS mRNA in lung injury induced by paraquat. No
inhibitory effect of methylene blue on lipid peroxidation or dose-dependent inhibitory effects
were clearly shown. 

Key Words: Paraquat, Methylene blue, Malondialdehyde, Nitric oxide, Nitric oxide synthase
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독에 의한 폐 손상에서 메틸렌블루의 투여효과에 관

한 연구가 많이 이루어지지 않았고, 산화질소나 산

화질소 생성에 관여하는 N O S와 특히 패혈증 시에

증가하는 것으로 알려진 i N O S에 대한 효과도 거의

보고 되지 않았다.

본 연구에서는 파라쿼트 투여로 야기된 급성 폐

손상 모델에서 메틸렌블루의 투여가 지질과산화 및

산화질소의 생성을 억제하고 또한 i N O S의 유전자

발현을 억제하여 급성 폐 손상을 억제하는 효과가

있는지 알아보고자 하였으며, 또한 이러한 효과가

메틸렌블루의 투여 용량에 따라 차이가 있는지를 알

아보고자 하였다.

Ⅱ. 대상 및 방법

1. 실험동물

1) 실험군

1 0주령(240~250 g)의 웅성 specific pathogen

free Sprague-Dawley 백서(서울대병원 임상의학

연소 분양 제품)를 사용하였다. 실험동물군은 실험

2주 전부터 실험실에서 일반사료(Purina, 송탄,

K o r e a )와 물을 먹이면서 주위환경에 적응시켰으며,

실험 시작 6시간 전부터 금식시켰다. 실험군은 메틸

렌블루의 투여용량에 따라 다음과같이 분류하였다. 

(1) 대조군; 생리식염수만 투여한 군

(2) 실험군 1; 파라쿼트+생리식염수 정맥 투여군

(3) 실험군 2; 파라쿼트+저용량(2 mg/kg) 메틸

렌블루 정맥 투여군

(4) 실험군 3; 파라쿼트+고용량(20 mg/kg) 메틸

렌블루 정맥 투여군

대조군과 각 실험군은 1 2마리로 하였으며, 파라쿼

트 투여 6시간과 2 4시간 후에 각각 6마리씩 희생시

켜 검사를 시행하였다(Table 1).

2) 실험동물에 대한 처치

백서에게 ketamine hydrochloride(75 mg/kg)

와 xylazine(25 mg/kg)를 대퇴부에 근육주사하여

마취시킨 후 앙아위(supine position)로 눕혔다. 파

라쿼트는 20 mg/kg(Sigma, St Louis, MO)를 증

류수 0.4 ml에 혼합하여 복강 내로 한차례 투여하였

다. 파라쿼트 투여 1시간 후에 광학현미경(× 3 ,

Olympus, Melville, NY USA)으로 보면서 백서

의 경정맥을 박리하여 23 guage scalp needle을 삽

입하여 정맥로를 확보하였다. 메틸렌블루 저용량 투

여군은 파라쿼트 투여 1시간 후 2 mg/kg를 증류수

0.3 ml에 혼합하여 syringe pump (Harvard,

U S A )를 사용하여 3분에 걸쳐서 서서히 경정맥을 통

해서 정맥주사 하였으며, 고용량 투여군은 메틸렌블

루 20 mg/kg를 동일한 방식으로 정맥 주사하였다.

파라쿼트만 투여한 군은 파라쿼트 투여 1시간 후 생

리식염수를 동량을 정맥주사 하였다. 수액보충을 위

하여 모든 군에서 피하에 생리식염수 50 ml/kg를

피하에 주사하였다. 대조군은 특별한 처치를 가하지

않고 피하에 생리식염수만 50 ml/kg를 투여하였다.

각 실험군의 백서는 파라쿼트를 투여한 후 6시간과

2 4시간에 ketamine hydrochloride(50 mg/kg)를

사용하여 마취시킨 후, 복부와 흉곽을 절개하여

h e p a r i n이 발라져 있는 주사기를 사용하여 심장에서

혈액을 채취한후 즉시 폐를 적출하여 4℃생리식염수

로 철저하게 세척한 후, 액체질소에 담가 급냉시킨
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Table 1. Study design 

Group Treatment
No. of sacrificed rats Total (n)

6 hours after treatment 24 hours after treatment

Control No 06 06 12
Group 1 PQ only 06 06 12
Group 2 PQ + Low dose MB 06 06 12
Group 3 PQ + High dose MB 06 06 12
Total (n) 24 24 48

PQ: paraquat; MB: methylene blue



후에 - 7 0°C에 보관하였다. 심장에서 채취한 혈액은

곧바로 4°C에서 3,000 rpm으로 1 0분간 원심분리한

후에 혈장만분리하여 - 7 0°C에 보관하였다.

2. 실험방법

1) MDA (malondialdehyde)의 측정

지질과산화의 정도를 알아보기 위한 M D A의 측정

은 thiobarbituric acid를 사용하였다(12). 먼저 상

기 방법으로 얻은 폐조직 1 g에 1.15% KCl을 9

m l의 비율로 섞어 가위로 잘게 자른 후에 h o m o g e-

nizer (Fisher scientific, Pittsburgh, PA

U S A )로 7°C에서 1 0초씩 1 0번 정도 잘게 빻아 균

질화 하였다. 균질화된 조직액 0.1 ml에 8 . 1 %

sodium dodecyl sulfate(SDS) 0.2 ml, NaOH

로 p H를 3 . 5에 맞춘 20% acetic acid 1.5 ml,

0.8% thiobarbituric acid (TBA) 1.5 ml를 혼합

하고 증류수를 섞어 4 ml로 만든 후에 9 5℃의 물에

서 3 0분에서 1시간 둔 후 실온에서 식혔다. 여기에

다시 증류수 1 ml와 흡광도를 높이기 위해 n -

b u t a n o l과 p y r i d i n e을 1 5 : 1의 비율로 섞은 혼합액

5 ml를 섞어 1 ~ 2분간 흔들어 준 뒤 1,000 rpm에

서 1 0분간 원심 분리하여 상층액 1~2 ml를 얻어서

분광광도계(Beckman, Fullerton, CA USA)로

532 nm에서 흡광도를 측정하였다. 지질과산화의 정

도는 조직 1 g당 M D A의 nmol (nmol/g)로 표시

하였다.

2) GSH (glutathione)의 측정

폐조직의 G S H치는 G r i f f i t h ( 1 3 )의 D T N B -

GSSG Reductase Recycling Assay방법을 사용

하였다. 본 방법은 전체 글루타치온(total glu-

t a t h i o n e )과 산화형 글루타치온(GSSG, glu-

tathione disulfide)을 측정하는 방법으로써 환원형

글루타치온( G S H )의 측정은 다음과 같은 공식으로

계산하였다.

G S H의 값=전체 글루타치온의 값-½G S S G의 값

수치는 조직 1 g당 micromole (μm o l / g )으로 표

시하였다.

(1) 전체 글루타치온의 측정

전체 글루타치온의 측정에 사용하는 제제로 저장

완충액(stock buffer)은 0.413 M의 s o d i u m

p h o s p h a t e와 6.3 mM EDTA (Ethylenedia-

minetetraacetic acid)를 사용하여 p H를 7 . 5로 유

지하고, 작업완충액(working buffer)은 저장 완충

액에 N A D P H를 0.248 mg/ml의 농도로 섞어 4°C

에 보관하며 실험당일에 준비하여 사용하였다.

DTNB[5,5-dithiobis(2-nitrobenzoic acid)]액은

저장 완충액에 6 mM를 용해시켜 냉동 저장하였다.

GSSG reductase는 저장 완충액으로 266 U/ml의

농도로 만들어 4°C에 보관하고 GSH 표준용액은

100 mM GSH를 1 0 , 0 0 0배 희석하여 사용하였다.

조직내의 전체 글루타치온을 측정하기 위해 동결 보

관된 조직을 녹인 후 단백질을 제거하기 위하여 조

직량의 1 0배에 해당하는 5% SSA (sulfosalicylic

acid, Sigma, St. Louis, Mo, USA)를 첨가한

후 h o m o g e n i z e r로 균질화 하였다. 그후 1 0 , 0 0 0

r p m에서 5분간 원심분리하여 얻은 상층액 0.01 ml

에 증류수 0.19 ml, 작업 완충액 0.7 ml, DTNB

0.1 ml를 혼합하여 잘 섞은 뒤에 6 μl GSSG

reductase 용액을 첨가하여 항온기에서 3 0°C로 유

지하면서 분광광도계로 412 nm에서 흡광도의 변화

를 1분 간격으로 1 5분간 측정하였다. 표준 농도 곡

선은 검체 용액 대신 GSH 표준 용액을 혼합액에 넣

어 G S H를 각각 1 nmol, 2 nmol, 3 nmol, 4

nmol 포함되게 하여 흡광도를 측정하여 작성하였

다. 전체 글루타치온 측정치는 검체 용액의 1 5분간

의 흡광도 변화 곡선의 기울기를 이용하여 표준 농

도 곡선에서 산출하였다.

(2) GSSG의 측정

G S S G의 측정은 G S H의 자동산화반응을 억제하

기 위하여 원심분리된 검체 용액 0.1 ml에 추가로

2-vp(2-vinylpyridine) 2 μl와 t r i e t h a n o l a m i n e

6 μl를 첨가하고 잘 섞은 뒤 6 0분 후에 전체 글루타

치온 측정과 동일하게 측정하였다. GSSG 표준 용

액은 50 mM GSSG를 5% SSA 0.1 ml, 2-vp 2

μl, triethanolamine 6 μl로 만든 희석용액으로 희

석시켜 0.2 nmol, 0.1 nmol, 0.05 nmol, 0.025

nmol 포함되게 만들어 412 nm에서 흡광도를 측정

하여 작성하였다.

3) 혈중 산화질소 측정

액체 용액상태 하에서는 산화질소는 저절로

nitrate (NO3- )와 nitrite (NO2-) 이온으로 변하
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는데 생체 내에서는 이들이 가장 안정된 산화질소

산물이다. 본 연구에서는 n i t r a t e와 n i t r i t e를 합한

산화질소의 농도를 측정하며, 이 방법은 G r e i s s

r e a g e n t를 사용하는 k i t로 구성되어 있다. 본 방법

에서는 n i t r a t e와 n i t r i t e의 농도를 구분하지 않았

다(14). 혈중 산화질소의 농도는 μm o l / L로 표시하

였다.

4) iNOS mRNA 발현 측정

상업용 k i t시약(TRI Reagent, Molecular

Research Center, Inc, USA)을 사용하여 절제된

폐조직 100 mg에서 R N A를 추출한 뒤, 분광광도

계(Beckman, Fullerton, CA USA)를 사용하여

260 nm에서 추출된 R N A의 농도를 측정하였다.

추출된 R N A중 100 ng을 역전사하여 first strand

complementary DNA (cDNA)를 만들었다. 역전

사에 필요한 반응혼합물은 5 mM MgCl2, 1mM

dNTP, 2.5 mM Random Hexmer (Promega,

Madison, WI USA), 1 U/μl ribonuclease

inhibitor (Promega, USA), and Moloney

Murine Leukemia Virus reverse transcrip-

tase (GibcoBRL, USA) 등으로 만들었다. cDNA

를 합성한 후에 백서 i N O S와 백서 g l y c e r a l d e-

hyde-3 phosphate dehydrogenase (GAPDH)

유전자에 대한 중합효소연쇄반응(Waltham, MA

U S A )을 시행한다. 중합효소연쇄반응을 위한 반응

화합물은 2 pmol of primer, 2.5 U/μl Taq

polymerase(Takara, Tokyo, Japan), 0.8 mM

of dNTP, and 1.5 mM MgCl2 등으로 만들었다.

중합효소연쇄반응은 초기 9 4℃에서 3분간 d e n a t u-

ration 후 30 cylcle을 시행하며, 각 c y c l e은 9 4°C

에서 1분간 denaturation 후 5 8℃에서 1 . 5분간

a n n e a l i n g을 하고 7 2°C에서 1 0분간 e l o n g a t i o n한

다. 백서의 iNOS cDNA 합성에 필요한 o l i g o n u-

cleotide primer들은 5’- C C C T T C C G A A G T T T C

T G G C A G C A G G - 3’( s e n s e )와 5’- G G C T G T C A-
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Fig. 1. The effect of methylene blue on lung MDA level.
Lung MDA levels were decreased with no significance in the methylene blue treated groups compared with
the paraquat only treated group. There was no significant change in lung MDA level between the high and
low dose methylene blue treated groups. Lung MDA levels were significantly elevated between at 6 h and 24
h after operation in the both high and low dose methylene blue treated groups.
PQ: paraquat only treated group; PQMBL: paraquat with low dose methylene blue treated group; PQMBH:
paraquat with high dose methylene blue treated group 
*: significant compared with the control group 
**: significant between at 6 h and 24 h in each group



G A G C C T T G T G C C T T T G G - 3’( a n t i s e n s e )이고,

백서의 GAPDH cDNA를 위한 o l i g o n u c l e o t i d e

p r i m e r는 5’- T C C C T C A A G A T T G T C A G C A A - 3’

( s e n s e )와 5’- A G A T C C A C A A C G G A T A C A T T -

3’( a n t i s e n s e )이다. Housekeeping gene의

G A P D H의 발현을 c o n t r o l로 하며, GAPDH

b a n d가 없는 R N A는 제외시켰다. 증폭된 P C R

p r o d u c t s는 0.5 μg/ml ethidium bromidewere가

포함된 1.5% agarose 겔에서 전기영동 시킨 후에

자외선으로 검사하였다. iNOS gene과 G A P D H

gene PCR products의 크기는 각각 4 9 8 b p와

3 0 9 b p로 하였다. 겔 사진촬영은 bioimage pro-

cessing system (Biomedlab, Seoul, Korea)를

사용해서 스캐닝 하였다.

3. 자료 분석:

SPSS for Windows 11.0 package를 이용한 통

계분석법 중에서 one-way ANOVA와 T test를

사용하였다. 각 측정치의 값은 평균±표준편차로 표

시하였고 유의검정 수준은 p < 0.05로 하였다.

Ⅲ. 결 과

1. MDA의 변화(Fig. 1)

폐조직에서의 M D A양은 대조군에서는 1 6 4 . 5 6±

14.04 nmol/g 이었다. 6시간 실험군에서의 M D A

의 양은 파라쿼트만 투여한 군, 파라쿼트 투여 후 저

용량 메틸렌블루 투여군 및 고용량 메틸렌블루 투여

군에서 각각 2 2 5 . 1 7±28.94, 207.78±4 6 . 8 7 ,

1 7 7 . 4 1±27.65 nmol/g 이었다. 파라쿼트만 투여한

군은 대조군과 비교하여 MDA 양이 유의하게 증가

하였으며(p < 0.05), 메틸렌블루 투여군에서 파라쿼

트만 투여한 군에 비해 MDA 양이 감소하였으나,

통계학적으로 유의한 차이가 없었으며, 메틸렌블루
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Fig. 2. The effect of methylene blue on lung GSH level.
There was a significant increase in lung GSH content in the high dose methylene blue treated group com-
pared with the low dose methylene blue treated group. Lung GSH contents were significantly elevated at 24 h
in the methylene blue treated groups compared with the paraquat only treated group. Lung GSH levels were
elevated significantly between at 6h and 24h after operation in all three paraquat treated groups. 
PQ: paraquat only treated group; PQMBL: paraquat with low dose methylene blue treated group; PQMBH:
paraquat with high dose methylene blue treated group 
*: significant compared with the control group 
**: significant between at 6h and 24h in each group
#: significant between the high and low dose paraquat treated groups 



투여용량에 따른 차이도 없었다. 24시간 실험군에서

M D A의 양은 파라쿼트만 투여한 군, 파라쿼트 투여

후 저용량 메틸렌블루 투여군 및 고용량 메틸렌블루

투여군에서 각각 2 9 0 . 6 6±86.88, 321.55±2 2 . 3 3 ,

2 6 4 . 8 5±25.53 nmol/g 로 나타나 세군 모두 대조

군과 비교하여 M D A양이 유의하게 증가하였다(p <

0.05). 메틸렌블루 고용량 투여군에서 파라쿼트만

투여한 군에 비해 MDA 양이 감소하였으나, 통계학

적으로 의미있는 차이는 없었다. 시간변화에 따른

M D A양은 메틸렌블루 저용량과 고용량 투여군에서

6시간대에 비해 2 4시간대에 의미 있게 증가하였다( p

< 0.05).

2. GSH의 변화

대조군 폐조직의 G S H양은 2 . 4 8±0.51 μm o l / g

이었다. 6시간 실험군의 폐조직G S H의 양은 파라쿼

트만 투여한 군, 파라쿼트 투여 후 저용량 메틸렌블

루 투여군 및 고용량 메틸렌블루 투여군에서 각각

2 . 0 8±0.28, 1.46±0.15, 2.12±0.12 μmol/g 이었

다. 대조군과 비교하여 세군 모두 GSH 양의 유의한

감소를 보여주었으며(p < 0.05), 메틸렌블루 저용량

투여군에서 파라쿼트만 투여한 군과 메틸렌블루 고용

량 투여군에 비해 G S H양이 유의하게 감소하였다( p

< 0.05). 24시간 실험군에서의 G S H의 양은 파라쿼

트만 투여한 군, 파라쿼트 투여 후 저용량 메틸렌블

루 투여군 및 고용량 메틸렌블루 투여군에서 각각

0 . 7 0±0.12, 0.95±0.18, 0.97±0.10 μmol/g 로

나타나 세군 모두 대조군과 비교하여 G S H양이 현저

하게 감소하였다(p < 0.05). 메틸렌블루 저용량 및

고용량 투여군은 파라쿼트만 투여한 군에 비해 G S H

양이 유의하게 감소하였으나(p < 0.05), 두군간에

의미있는 차이는 없었다. 시간변화에 따른 G S H양은

파라쿼트만 투여한 군, 메틸렌블루 저용량과 고용량

투여군 모두에서 6시간대에 비해 2 4시간째 의미있게

감소하였다(p < 0.05)(Fig. 2).

3. 혈중 산화질소 농도

대조군의 혈중 산화질소의 농도는 1 7 . 1 9±1.85 μ
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Fig. 3. The effect of methylene blue on plasma NO concentration.
Plasma NO concentrations were significantly reduced at 6 and 24 h in methylene blue treated groups com-
pared with the paraquat only treated group. There was also a significant decrease in plasma NO concentration
at 6 h in high dose methylene blue treated group compared with the low dose methylene blue treated group.
Plasma NO concentration was also elevated significantly with time in the high dose methylene blue treated
group.
PQ: paraquat only treated group; PQMBL: paraquat with low dose methylene blue treated group; PQMBH:
paraquat with high dose methylene blue treated group 
*: significant compared with the control group 
**: significant between at 6h and 24h in each group
#: significant between the high and low dose paraquat treated groups



mol/L 이었다. 6시간 실험군의 혈중 산화질소의 농

도는 파라쿼트만 투여한 군, 파라쿼트 투여 후 저용

량 메틸렌블루 투여군 및 고용량 메틸렌블루 투여군

에서 각각 5 5 . 7 1±5.43, 28.27±10.25, 17.81±

2.20 μmol/L 이었다. 대조군과 비교하여 파라쿼트

만 투여한 군과 저용량 메틸렌블루 투여군에서 산화

질소 농도가 증가하였고, 메틸렌블루 저용량 및 고

용량 투여군에서 대조군과 파라쿼트만 투여한 군에

비해 혈중 산화질소 농도가 유의하게 감소하였다( p

< 0.05). 또한 고용량 메틸렌블루 투여군은 저용량

메틸렌블루 투여군과 비교하여 혈중 산화질소가 유

의하게 감소하였다. 24시간 실험군의 혈중 산화질소

의 농도는 파라쿼트만 투여한 군, 파라쿼트 투여 후

저용량 메틸렌블루 투여군 및 고용량 메틸렌블루 투

여군에서 각각 6 2 . 2 8±6.26, 35.39±2.27, 36.30

±2.65 μmol/L 이었다. 혈중 산화질소의 농도는 파

라쿼트만 투여한 군에서 대조군에 비해 산화질소의

농도가 유의하게 증가하였고(p < 0.05), 메틸렌블루

저용량 및 고용량 투여군은 대조군과 파라쿼트만 투

여한 군과 비교하여 유의하게 감소하였다(p <

0.05). 시간변화에 따른 혈중 산화질소의 농도는 메

틸렌블루 고용량 투여군에서 6시간대에 비해 2 4시간

대에 유의하게 증가하였다(p < 0.05)(Fig. 3).

4. 폐조직의 iNOS mRNA의 발현

대조군의 폐조직에서는 i N O S의 유전자 발현이 나

타나지 않았다. 6시간 실험군에서 파라쿼트만 투여

한 군은 iNOS 유전자 발현이 중등도로 증가하였으

며, 메틸렌블루 저용량 및 고용량 투여군에서는 파
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Fig. 4. The effect of methylene blue on the gene expression of iNOS mRNA in the lung.
The expression of iNOS mRNA in the lung tissue was increased in the paraquat only treated group at 6 h,
which was slightly decreased in the methylene blue treated groups. It was also markedly increased at 24 h in
the paraquat only treated group compared with methylene blue treated groups. The gene expression was rela-
tively decreased in the high dose methylene blue treated group compared with the low dose methylene blue
treated group.
CON: control; PQ6: paraquat only treatment at 6 h; PMBL6: paraquat with low dose of methylene blue at 6
h; PMBH6: paraquat with high dose of methylene blue at 6 h; PQ24: paraquat only treatment at 24 h;
PMBL24: paraquat with low dose of methylene blue at 24 h; PMBH24: paraquat with high dose of methylene
blue at 24 h



라쿼트만 투여한 군에 비해 유전자 발현이 감소하였

으나, 두군 간에 큰 차이는 없었다. 24시간 실험군

에서는 파라쿼트만 투여한 군은 iNOS 유전자 발현

이 현저하게 증가되어 나타났으며, 메틸렌블루 투여

군에서는 iNOS 유전자 발현이 약간 감소하였다. 시

간대에 따른 변화는 파라쿼트만 투여한 군과 메틸렌

블 저용량, 고용량 투여군 모두에서 6시간대에 비해

iNOS 발현이 약간 증가하였다(Fig. 4).

Ⅳ. 고 찰

본 연구에서 메틸렌블루의 투여는 파라쿼트 투여

로 인한 급성 폐 손상 모델에서 지질과산화를 억제

하고 폐조직의 iNOS 유전자 발현과 혈중 산화질소

의 농도를 감소시켰다. 메틸렌블루는 파라쿼트보다

세 가지 종류의 f l a v o함유 효소인 xanthine oxi-

dase, NADH cytochrome c reductase 및

NADPH cytochrome c reductase와 1 0 0 ~ 6 0 0배

더 효과적으로 반응하여 환원작용을 나타낸다.

Cytochrome c 존재 하에서 메틸렌블루는 파라쿼트

에 의해 유발된 superoxide 유리기와 h y d r o x y l기

를 현저하게 감소시키는 것으로 알려져 있다( 1 5 ) .

반면에 Haluzik 등( 1 6 )은 메틸렌블루의 투여가 산

화질소의 생성을 억제하지만 산화성 손상을 감소시

켜주지 못한다고 보고하였다. 메틸렌블루는 t h i-

azine vital dye로서 산화질소 합성효소를 억제하

는 것으로 알려져 있으며(17), 스트레스와

l i p o p o l y s a c c h a r i d e를 준 쥐의 시상하부에서 유발

된 iNOS 활성도의 증가를 억제한다고 보고 되었다

(18). 또한 메틸렌블루를 투여함으로써 연골퇴행의

매개물질로 알려져 있는 관절연골내의 산화질소의

증가가 억제되며, 이 기전으로는 메틸렌블루가

iNOS 유전자 발현을 억제함으로써 나타난다고 보고

되었다( 1 9 ) .

본 연구에서 메틸렌블루의 투여용량에 따른 변화는

파라쿼트 투여 후 6시간 군에서는 메틸렌블루 고용량

투여군이 저용량 투여군에 비해 폐조직의 M D A양을

감소시키고, 혈중 산화질소의 농도와 폐조직의 G S H

양이 유의하게 증가하는 효과가있지만, 파라쿼트 투

여 후 2 4시간 군에서는 이러한 효과가 없었다. 본 연

구에서는 저용량군(2 mg/kg) 군에 비해서 고용량군

은 20 mg/kg를 동량의 증류수에 섞어서 5분에 걸쳐

정맥내로 투여하였으나 실질적인 산화질소 생성이나

지질과산화 억제 효과는 없었다. 향후 고용량의 메틸

렌블루를 2 mg/kg씩 충분한 시간적 간격을두고 1 0

번에 나누어 투여하거나 혹은 사료에 섞어서 경구로

나누어 투여하여 저용량군과의 차이를 알아보는 보완

실험이 필요할 것으로 보인다. 본 연구에서는 백서의

혈역학적인 변화를 관찰하지 못했기 때문에 위에 언

급한 부작용은 알 수 없었다.

산화질소가 파라쿼트에 의한 폐 손상에 관여하는

기전은 정확하게 알려져 있지 않다. 산화질소는 저

농도에서는 생리학적인 기능과 신경전달물질로 작용

하지만, 과량 생성 시, 앞에서 언급한 것과 같이 세

포나 염색체 손상을 유발한다. 산화질소는 g l u t a-

mate 뇌독성을 유발시킬 수 있고(20), 자가면역이

나 면역복합체에 의한 조직손상 등을 유발할 수 있

다(21, 22). 가능한 기전으로는 산화질소가 과산화

물과 반응하여 p e r o x y n i t r i t e라는 유리기를 만들어

서 폐 손상을 유발할 수 있으며, 뇌 속의 NOS 자체

가 스스로 과산화물을 합성하여 산화성 손상을 유발

하기도 하며, 이런 과산화물의 생성은 NOS 억제제

인 L - N A M E에 의해서 억제된다고 보고 되었다

(23). Berisha 등은 파라쿼트 투여에 의해 발생된

산소유리기에 의한 폐 손상은 과도한 산화질소의 합

성과 관련이 있었고, 이러한 폐 손상은 NOS 억제제

인 L - N A M E나 L-NNA 등에 의해서 억제되었다고

보고하였다(24). 산화질소 합성효소인 N O S가 구조

적으로 세포내 cytochrome P450 reductase와 유

사하다고 밝혀진 후(25), Day 등은 파라쿼트가 과

다한 산화질소 하에서 과산화물( 02. - )을 생성하기 위

하여 N O S를 사용하는 기전, 즉 N O S가

cytochrome P450 reductase 계열의 파라쿼트

d i a p h o r a s e라는 것을 보고하였다(26). 파라쿼트

d i a p h o r a s e는 N A D H나 N A D P H로부터 전자를

뺏어서 소분자인 파라쿼트로 전자를 전달해주는 역

할을 하는 효소를 의미하며, flavin을 포함하는 산

화환원 효소로서 N A D H나 N A D P H를 전자공여자

로 사용한다는 것이다. 

앞에서 언급하였듯이 산화질소 합성효소 N O S의

다른 동종효소인 e N O S나 다른 동종효소를 생성하

는 세포들도 산화질소를 합성할 수 있다. 따라서 혈

중 산화질소의 일부는 다른 동종효소이거나 폐조직

외의 다른 조직세포에서 합성되었을 가능성을 배제
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할 수 없다(27). 본 연구에서는 모든 종류의 동종효

소를 모두 측정할 수 없었기 때문에 혈중 산화질소

농도가 폐조직에서 합성된 산화질소라고 단정지을

수는 없다. 그러나 본 연구에서 파라쿼트만 투여한

군에서 혈중 산화질소의 농도의 증가와 폐조직에서

의 iNOS 유전자발현의 증가가 나타났으며, 반면 메

틸렌블루를 투여한 군에서는 혈중 산화질소 농도의

감소와 iNOS 유전자 발현의 감소가 나타났기 때문

에 혈중산화질소의 농도는 폐조직의 iNOS 유전자

발현 정도와 비례한다고 제시할 수 있다. 하지만 혈

중 산화질소의 농도의 증가가 e N O S나 n N O S의 유

전자 발현이 아닌 i N O S의 유전자 발현의 증가에 의

한 것이라는 점을 입증하기 위해서는 폐조직내의

e N O S와 n N O S의 유전자 발현이 증가하지 않는다

는 것을 보여줄 수 있는 추가적인 연구가 필요할 것

으로 보인다.

Ⅴ. 결 론

본 연구에서는 파라쿼트 투여로 야기된 급성 폐

손상 모델에서 메틸렌블루의 투여가 지질과산화 및

산화질소의 생성을 억제하고 i N O S의 유전자 발현을

억제하여 급성 폐 손상을 감소시키는 효과가 있는지

알아보고, 이러한 효과가 메틸렌블루의 저용량( 2

m g / k g )와 고용량(20 mg/kg)에 따라 차이가 있는

지를 알아보고자 하였다. 연구 결과 파라쿼트를 투

여한 패혈증 모델에서 메틸렌블루는 폐조직의 항산

화효과를 나타냈고, 혈중 산화질소 농도가 감소하

며, 폐조직의 iNOS 유전자 발현을 억제하는 효과가

있었다. 그러나 메틸렌블루의 지질과산화 억제 효과

와 투여용량에 따른 차이는 명백하게 관찰되지 않아

서 향후 이에 대한 추가적인 연구가 필요할 것으로

생각한다.
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