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Time Course of Inducible NOS Expression of
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Purpose: Many studies on the time course of inducible nitric oxide synthase (iNOS) gene expression have
been performed in the LPS (Lipopolysaccharide)-induced endotoxemic model, but there have been few experi-
mental approaches to continuous peritonitis-induced sepsis model. We conducted this study to establish basic
data for future sepsis-related research by investigating the time course of iNOS gene expression and the rela-
tionship with the production of inflammatory mediators in the early sepsis model induced by cecal ligation and
puncture (CLP).

Methods: Male Sprague-Dawley rats were operated on by sing the CLP method to induce of peritonitis; and
then, they were sacrificed and samples of blood and lung tissues were obtained at various times (1,2,3,6,9 and
12 h after CLP). We observed the expression of iNOS mRNA from lung tissues and measured the synthesis of
nitric oxide, IL-1β, and TNF-αfrom the blood.

Results: iNOS mRNA began to be expressed at 3 h and was maintained untill 12 h after CLP. The nitric
oxide concentration was increased significantly at 6 h, reached its peak level at 9 h, and maintained a plateau
untill 12 h after CLP. TNF-αbegan to be detected at 3 h, increased gradually, and decreased steeply from 9 h
after CLP. IL-1βshowed its peak level at 6 h after CLP, and tended to decrease without significance. 

Conclusion: We observed that the iNOS gene was expressed later in peritonitis-induced sepsis than in LPS-
induced sepsis. Nitric oxide and key inflammatory mediators were also expressed later in peritonitis-induced
sepsis than in LPS-induced sepsis. (J Korean Soc Traumatol 2008;21:120-127)
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I. 서 론

패혈증이란 미생물 감염에 대한 전신적 염증반응(SIRS:

systemic inflammatory response syndrome)을 말한다.(1) 그

임상 현상으로 수액치료에 반응하지 않는 패혈증 쇼크와

ARDS (adult respiratory distress syndrome), 급성신부전 및

간 손상과 같은 주요 장기의 기능 부전이 가장 중요한 문

제가 된다. 패혈증의 직접적 사망원인의 대부분을 차지하

는 패혈증 쇼크(septic shock)와 다발성 장기 부전(MODS,

multiple organ dysfunction syndrome)의 기전으로 조직 내

의 미세혈액순환의 이상이 중요한 위치를 차지하며, 연구

에 의하면 혈관의 긴장도 유지 및 미세혈액순환의 유지에

혈관내피세포-유래 이완인자(EDRF, endothelial derived

relaxation factor), 즉 산화질소(NO, nitric oxide)가 필수적

인 역할을 한다고 알려져 있다.(2)

1985년에 Stuehr와 Marletta 등(3)이 포유동물의 대식세

포(macrophage)가 체내에서 세균의 lipopolysaccharide에 반

응하여 NO를 생산한다는 것을 증명한 후로, NO의 역할과

작용들에 대해서 수많은 연구들이 이루어졌다. NO는 세포

내와 세포외에서 중요한 신호전달 물질로서, 심혈관계, 신

경계, 그리고 면역계통에서 다양한 생리적 및 병태생리학

적인 기전들을 조절한다. 즉, 신경전달물질(neurotransmit-

ter)과 유사한 매개물질로의 역할을 하여 혈관의 긴장도롤

조절하고, 면역계통에서 중요한 방어 인자로서 작용한다.

반면에, 자유 산소 라디칼(NO∙)로서 작용하여 염증성 질

환의 병리적인 과정에서 세포독성을 나타낸다.(4-6) NO는

저분자량의 막-투과성 기체이며, 세포내의 산화질소 합성

효소(NOS: nitric oxide synthase)에 의해 아미노산 L-argi-

nine과 산소 분자가 L-citrulline과 NO로 전환되는 과정에

서 생성된다.(4,7,8) NOS에는 적어도 3가지 이상의 동종형

(isoform)들이 존재하는 것으로 알려져 있는데, eNOS

(endothelial NOS, NOS I), iNOS (inducible NOS, NOS II)

와 nNOS (neuronal NOS, NOS III)이다. 이중에서 eNOS와

nNOS는 체질성 NOS(cNOS: constitutional NOS)라고 불

리며, 휴지기 세포에서 항상 존재하다가 칼슘과 칼모듈린

(calmodulin)에 의해 활성화된다. 신호전달물질의 요구에

따라 NO는 cNOS에 의해 낮은 농도로 합성되며, 수용성

guanylate cyclase의 헴 철(heme iron)과 결합하여 2차 메

신저인 cGMP를 만들어 여러 가지 매개물질들을 조절함으

로써 세포내 칼슘 농도를 떨어뜨려 결국 평활근의 이완을

일으키고 혈소판이 응집하여 혈관벽에 부착되는 것을 방

해한다.(9,10) iNOS는 휴지기 세포에는 존재하지 않으며,

세균 감염이나 LPS와 같은 생산물과 tumor necrosis fac-

tor-α(TNF-α), interleukin-1β(IL-1β), interferon-γ(IFN-

γ)와 같은 cytokine들에 의해 혈관내피세포(endothelium),

간세포(hepatocyte), 단핵세포(monocyte), 비만세포(mast

cell), 대식세포(macrophage)와 평활근 등에서 유도되어 세

포내 칼슘 농도와 무관하게 NO를 과량으로 생산하게 된

다.(4,11) 반면에 IL-4, IL-8, IL-10, transforming growth

factor-β(TGF-β), dexamethasone, actinomycin D, cyclo-

heximide 등은 NO 생성을 억제한다고 알려져 있다.(12-15)

패혈증에서 iNOS에 의해 과량 생산된 NO는 세포를 보호

하기도 하지만 주로는 자기 세포를 파괴하는 작용을 하므

로, 원하지 않는 NO의 생산을 차단하는 것이 패혈증 치료

법의 한가지로 부각되었다. 그리하여, 최근 iNOS의 발현을

억제하는 물질들에 대한 다양한 연구들이 최근 폭발적으

로 쏟아져 나오고 있다.

시간 경과에 따른 iNOS gene과 cytokine의 발현 양상과

주요 장기별 차이점에 대한 연구들은 지금까지 많이 이루

어져 왔다. Liu 등은 lipopolysaccharide (LPS)-induced

endotoxemia 모델에서 iNOS mRNA는 LPS 투여 후 20-40

분 만에 발현이 시작되고 4-8시간에 최고조에 달하여

plateau를 이루고, 이후 점차 감소하여 24시간이 경과하면

거의 발현되지 않는 것으로 보고하였다.(16) Lin 등은

LPS 투여 후 1시간 내에 TNF-α와 IL-1β의 농도가 peak

에 도달하고, iNOS mRNA의 발현은 심장, 폐, 비장에서 1

시간 후 발현되기 시작하여 3시간 후에 최고조에 도달한

다고 보고하였다. 그리고 간에서는 1시간 후 발현되기 시

작하여 6시간 후에 최고조에 도달하며, 모든 장기에서 24

시간 후에는 기저치까지 감소한다고 보고하였다.(17)

패혈증에 대한 동물실험 모델에는 여러 가지가 있으나,

주로 LPS를 투여하는 모델과 CLP 모델이 가장 많이 이용

된다. Remick 등은 상기한 2가지 모델에서 사망률과 염증

성 반응을 비교하였는데, LPS 모델에서는 사람의 패혈증과

는 다른 cytokine profile을 보여주므로 cytokine과 연관된 면

역치료에 대한 연구에서 다소 문제가 될 수 있음을 경고하

고 있다.(18) Okamoto 등(19)은 cecal ligation and puncture

(CLP) 방법으로 유발된 패혈증에 합병된 acute lung injury

모델에서 iNOS mRNA가 12시간부터 42시간까지 발현된다

고 보고하였으나, 12시간 이전의 초기 패혈증 상태의 발현

양상에 대해서는 연구된 바가 드물다. CLP 모델에서 iNOS

expression이 시간 경과에 따라 장기별로 어떤 차이점이 있

는 지에 대해 밝혀진 바가 거의 없는 실정이다. 앞서 언급

하였던 Okamoto 등(19)의 연구를 비롯한 몇 개의 연구들에

서도 초기 패혈증이라고 여겨지는 10시간 이내의 시간 경

과에 따른 iNOS 발현에 대해서는 자료를 찾아볼 수 없었

다. Kan 등(20)은 LPS 모델에서, 폐조직은 다른 조직에 비

해 iNOS 유전자 발현이 뚜렷하고 LPS 투여 후 4시간 만에

대조군과 비교하여 통계적으로 유의하게 발현을 확인할 수

있었다고 기술하였다. 이를 근거로 초기 패혈증 상태에서

iNOS 발현 양상을 확인하기 위한 가장 적절한 조직으로

폐조직을 선택하여 본 연구를 계획하였다.
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본 연구를 통해 CLP 방법에 의한 패혈증 모델, 특히 초

기 패혈증에서의 시간 경과에 따른 폐조직에서의 iNOS

mRNA의 발현 및 혈청에서의 NO, TNF-α, IL-1β의 혈중

농도를 평가함으로써 향후 패혈증과 관련된 다양한 실험

적 연구들에 기초적인 자료를 제공하고자 하였다.

II. 대상 및 방법

1. 실험동물

1) 실험군

실험과 관련된 모든 프로토콜(protocol)은 서울대학교 실

험동물 자원관리원의 동물실험위원회로부터 승인을 받은

후 서울대학교 의과대학 동물실험실에서 시행되었다. 실험

동물로는 체중 250~300 g의 Sprague-Dawley 백서 수컷을

사용하였다. 백서들을 대조군과 복막염을 유발한 실험군으

로 나누었다. 실험군은 CLP 시행 후 1 시간, 2 시간, 3 시

간, 6 시간, 9 시간, 그리고 12 시간의 6 소군으로 다시 나

누었으며, 각 군은 6 마리로 구성하였다. 실험군은 실험 1

주전에 사육실에서 일반사료와 물을 먹이면서 12 시간마

다 밝고 어둡게 조명을 반복하여 주위 환경에 적응시킨

후, 실험 8 시간 전부터 물만 주며 금식시켰다.(21)

2) 실험동물에 대한 처치

대조군은 아무런 술식이나 처치를 하지 않았다. 실험군

은 다음의 방법으로 인위적으로 복막염을 조장하였다.

Ketamine 80 mg/kg 및 xylazine 12 mg/kg을 복강 내 투여

하여 마취시킨 후, 복벽을 10% povidone 용액으로 소독한

다음, 복벽을 2 cm 정중 절개하고 혈관이 손상되지 않도록

주의하면서 맹장을 꺼내어 회장맹장 판막 직하부에서 맹장

의 25%를 3-O silk로 결찰하였다. 맹장의 장간막이 없는

쪽 표면에 18-gauge 주사기 바늘로 두 차례 관통시키고 손

으로 짜서 천공된 부위를 통해 분변이 흘러 나오도록 한

후, 다시 맹장을 복강내에 위치시키고 복벽의 근육층과 피

부층을 봉합하였다. 피하로 50 cc/kg의 생리식염수를 주사

하고 사육시설에 넣어 물과 사료를 주고 관찰하였다.

3) 검체 채취

CLP 12시간 및 24시간 후 ketamine 80 mg/kg 및 xylazine

12 mg/kg를 복강 내 투여하여 마취시킨 후 흉부를 절개하

여 심장(heart)에서 혈액을 채취하며 폐(lung) 조직을 적출

하였다. 채취된 혈액은 즉시 4�C에서 3,000 rpm으로 10분간

원심분리한 후에 혈장만 분리하여 -70�C에 보관하였으며,

적출한 조직은 4�C 생리식염수로 철저하게 세척한 후, 액체

질소에 담가 급냉시킨 후 -70�C에서 보관하였다.

실험 종료 시점은 각 시간 군의 적출 시점에 따라 결정

되었다. 1시간 군은 CLP 1시간 후에 종료되며, 12시간 군

은 CLP 12시간 후에 종료되었다. 적출 시 ketamine 80

mg/kg 및 xylazine 12 mg/kg을 복강 내에 투여하여 마취

시키고, 흉부 및 복부를 절개하자마자 심장에서 혈액을 채

취하고 폐조직을 적출하였다. 채취된 혈액은 즉시 4�C에서

3,000 rpm으로 10분간 원심분리한 후에 혈청만 분리하여 -

70�C에 보관하였으며, 적출한 조직은 철저하게 세척하고

액체질소에 담가 급냉시킨 후 -70�C에서 보관하였다.

2. 결과 측정

1) 혈중 NO 측정

액체 용액상태에서 NO는 저절로 nitrate (NO3-)와

nitrite (NO2-) 이온으로 변하며, 생체 내에서는 이들이 가

장 안정된 NO 산물이다. 본 연구에서는 nitrate와 nitrite를

포함한 산화질소의 농도를 측정하기 위하여 Greiss reagent

를 사용하는 kit를 이용하였다. 혈중 NO의 농도는 μmol/L

로 표시하였다.

2) iNOS mRNA 발현 측정

상업용 kit (TRI Reagent, Molecular Research Center,

Inc, USA)를 사용하여 절제된 조직 100 mg에서 RNA를

추출한 뒤, 분광광도계 (Beckman, USA)를 사용하여 260

nm에서 추출된 RNA의 농도를 측정하였다. 추출된 RNA

중 100 ng을 역전사하여 first strand complementary DNA

(cDNA)를 만들었다. 역전사에 필요한 반응 혼합물은 5

mM MgCl2, 1 mM dNTP, 2.5 mM Random Hexmer

(Promega, USA), 1 U/μl ribonuclease inhibitor (Promega,

USA), 및 Moloney Murine Leukemia Virus reverse tran-

scriptase (GibcoBRL, USA)으로 만들었다. cDNA를 합성

한 후에 rat iNOS와 rat glyceraldehyde-3 phosphate dehy-

drogenase (GAPDH) 유전자에 대한 PCR (PCT-200

Peltier Thermal Cycler, MJ Research, USA)을 시행하였다.

PCR을 위한 반응 화합물은 2 mol of primer, 2.5 U/μl Taq

polymerase (Takara, Japan), 0.8 mM of dNTP, and 1.5

mM MgCl2 등으로 만들었다.

PCR은 초기 94 �C에서 3분간 denaturation 후 30 cycle을

시행하며, 각 cycle은 94�C에서 1분간 denaturation 후 58�C

에서 1.5분간 annealing을 하고 72�C에서 10분간 elongation

시켰다. 백서의 iNOS cDNA 합성에 필요한 oligonucleotide

primer는 5’-CCCTTCCGAAGTTTCTGGCAGCAGC-3’

(sense)와 5’-GGGTGTCAGAGTCTTGTGCCTTTGG-3’

(antisense)이고, 백서의 GAPDH cDNA를 위한 oligonu-

cleotide primer는 5’-TCCCTCAAGATTGTCAGCAA-3’

(sense)와 5’-AGATCCACAACGGATACATT-3’(anti-
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sense)이다. Housekeeping gene GAPDH의 발현을 control로

하며 GAPDH band가 없는 RNA는 제외시켰다. 증폭된

PCR product는 0.5 μg/ml ethidium bromide가 포함된 1.5

% agarose gel에서 전기영동 시킨 후에 자외선으로 검사하

였다. iNOS와 GAPDH gene PCR products의 크기는 각각

497 bp와 309 bp로 하였다. 겔 사진촬영은 bioimage pro-

cessing system (Biomedlab, Korea)를 사용하여 스캐닝 하

였다. iNOS와 GAPDH cDNA의 band density는 imaging

densitometer (BIO-RAD, USA)로 측정하였다.

3) 혈중 cytokine 농도 측정

Rat용 ELISA kit (R and D Systems, Minneapolis, MN,

USA)를 이용하여 혈중 TNF-α와 IL-1β의 농도를 측정하

였다. 측정 한계치보다 낮아서 측정이 되지 않는 경우에

N (not detectable)으로 표시하였다.

3. 통계 분석

각 측정치의 값은 평균 ± 표준편차로 나타내었고, 시간

군별로 통계적 차이를 확인하기 위해 일원배치 분산분석

을 실시하였고, 사후검정을 위해 Turkey’s test를 이용하였

다. 유의검정 수준은 p<0.05로 하였다. 통계 프로그램으로

는 SPSS Ver. 12.0 for Windows를 이용하였다.
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Fig. 2. Gel photograph of PCR-amplified iNOS and GAPDH
cDNA derived from iNOS and GAPDH mRNA. The
PCR product fragments of iNOS and GAPDH mRNA
are 497 and 309 bp, respectively.

Fig. 1. Time course of plasma NO production of peritonitis-
induced sepsis in conscious rats at various time points
before (0 h) and after CLP. NO concentration began to
increase significantly at 6 h, reached peak level at 9 h, and
maintain plateau till 12 h after CLP (*p < 0.05 vs. 0 h).

Fig. 3. Semiquantitation of iNOS mRNA expression levels in
lung tissue of rats during peritonitis-induced sepsis.
Results were presented as the iNOS/GAPDH ratio at
various time points before (0 h) and after CLP. iNOS
mRNA began to be expressed at 3 h and maintained till
12 h after CLP. But, there was no statistically signifi-
cant difference compared with 0 h.

Fig. 4. Time course of plasma TNF-αproduction of peritonitis-
induced sepsis in conscious rats at various time points
before (0 h) and after CLP. TNF-αbegan to be detected at
3 h, increased gradually, and decreased steeply from 9 h
after CLP. But, a statistically significant difference exists
only between 9 h and 12 h groups (*p < 0.05 vs. 9 h).



III. 결 과

1. 혈중 NO 농도

CLP를 시행하지 않은 0시간에서의 기저치는 8.0±3.4 μ

mol/L였고, CLP 후 시간이 경과할수록 서서히 증가하기

시작하였다. 하지만, 15.4±6.0 μmol/L로 측정된 CLP 후 6

시간에서부터 통계적으로 유의한 차이를 보여주었다. CLP

후 9시간에 27.2±5.4 μmol/L로 최고조에 달하였으며 CLP

후 12시간까지 25.8±3.9 μmol/L로 plateau를 보이는 양상

이었다(Fig. 1).

2. 폐조직의 iNOS 유전자 발현

폐조직에서의 iNOS 유전자 발현은 CLP 후 3시간에서

측정되기 시작하였다. 이후 발현되는 정도는 완만하게 증

가하는 경향을 나타내었으나, 통계적으로 유의한 차이를

보여주지는 않았다(Fig. 2, 3).

3. 혈중 cytokine 농도

혈중 TNF-α는 CLP 후 3시간에서 측정되기 시작하여 9

시간에 37.6±15.3 pg/ml로 최고조에 달하였다. 이후 12시

간째에 4.7±5.0 pg/ml까지 감소하는 양상을 보였다. IL-1β

는 CLP 후 6시간에서 가장 높은 수치인 66.8±41.4 pg/ml

로 측정되기 시작하였으며, 이후 9시간과 12시간에서 서서

히 감소하는 양상을 보였으나 통계적인 유의성은 없었다

(Fig. 4, 5).

4. 선도표의 도출

시간에 따른 폐조직의 iNOS 유전자 발현 및 혈중에서의

NO와 주요 cytokine production의 발현 양상을 각 측정치

들의 평균±표준편차 값으로부터 선도표를 도출하여 표시

하였다(Table 1) (Fig. 6).

IV. 고 찰

맹장을 결찰한 후 바늘로 천공시켜 복막염을 유발하는

것은 용이하고 널리 알려진 패혈증 모델들 중의 하나이다.

이러한 CLP (cecal ligaion and puncture) 방법은

Wichterman 등(21)이 1980년에 개발하여 표준화한 것으로,

18 gauge 바늘로 2회 천공시켜 복막염을 유발하는 쉽고

값싼 방법이다. 이 논문에 따르면 CLP 시행 후 약 10시간

이 지나면 혈액배양에서 polymicrobial bacteremia를 확인할

수 있다고 하며, 이 시간을 기준으로 hyperdynamic한 초기

패혈증과 hypodynamic한 후기 패혈증으로 나눌 수 있다고

주장하였다. 이후 CLP 방법은 패혈증 연구에 있어서 LPS

투여와 함께 가장 많이 이용되는 실험 방법으로 정착되었

다. LPS 투여는 재현성이 높다는 장점이 있으나, 사람의

패혈증과 달리 초기에 심박출량이 일반적으로 감소하고

전신혈관저항이 정상 혹은 증가하는 hypodynamic한 현상

을 보인다는 단점을 가지고 있다. 반면, CLP 방법은 바늘

의 굵기, 천공의 횟수, 그리고 시술자에 따라 septic chal-

lenge의 정도가 현저하게 달라질 수 있다는 단점이 있다.

특히, Otero-Anton 등(22)은 천공에 사용되는 바늘의 굵기

가 증가할수록 endotoxemia의 정도, TNF-α혈중 농도, 및

사망률이 상승한다고 보고하였고, Maier 등(23)은 CLP 방

법보다는 colon ascendens stent peritonitis (CASP) 방법이

오히려 광범위하고 지속적인 복막염을 유발하는데 더 유

리하다는 의견을 제시하였다. 결국, 이러한 단점을 극복하

기 위해서는 개체수를 상당하게 늘리거나 septic challenge

의 변화가 최소화될 수 있도록 하는 노력이 선행되어야

한다.(24) 본 실험에서는 CLP 방법의 단점을 최소화시키

기 위하여 표준화된 protocol에 따라 오직 한 사람의 시술

자에 의해 수술을 시행하였고, 통계적으로 의미 있는 결과

를 도출할 수 있다고 알려져 있는 개체수를 대상으로 하

였다.

본 실험에서 iNOS 유전자 발현은 CLP 시행 후 3시간에

서 처음으로 관측이 되었는데, 이는 Farley 등(25)의 연구

보다 적어도 1시간 정도가 빨리 발현됨을 보여준 결과이

다. 3시간 이후 발현된 iNOS mRNA는 Okamoto 등(19)의

연구 결과에서 보였듯이 12시간까지 유지되었다. 기존의

많은 LPS 투여에 의한 endotoxemia 모델과는 상이한 결과

이다. NO의 합성은 6시간에서 통계적으로 유의하게 증가

─ 124 ─

— 대한외상학회지 제 21 권 제 2 호 —

Fig. 5. Time course of plasma IL-1βproduction of peritonitis-
induced sepsis in conscious rats at various time points
before (0 h) and after CLP. IL-1βshowed peak level at
6 h after CLP, and tended to decrease from then. But
there was no statistical significance.



하기 시작하였는데, iNOS 유전자의 발현이 시작되는 것과

관련이 있을 것으로 생각된다. iNOS 유전자 발현은 패혈

증에서 cytokine에 의해 유도된다고 알려져 있다.(7) TNF-

α는 CLP 시행 후 3시간에서 측정되기 시작하여 급격하게

상승하고, IL-1β는 CLP 시행 후 6시간에 가장 높게 측정

되기 시작하여 9시간과 12시간에서 서서히 감소하는 양상

을 보였으나 통계적인 유의성은 없었다. Villa 등(26)은

TNF-α와 IL-1β는 CLP 시행 후 각각 2시간과 4시간째에

최고치에 달했다는 실험 결과를 보고하였는데, 이는 체중

30 g 미만의 mouse를 사용함으로써 본 실험 결과와의 차

이점이 발생했을 것이라고 생각된다.

서론에서 언급했듯이 패혈증에서는 cytokine들이 먼저

유도되어 NO를 과량으로 생산한다고 하였는데, 본 실험에

서는 iNOS mRNA 유전자 발현이 TNF-α혈중 농도와 같

은 3시간째에 관찰되기 시작하였다. 하지만 유전자 단계에

서는 TNF-α유전자가 먼저 발현되었을 것으로 추정할 수

있다. Overhaus 등(27)은 21-guage 바늘로 1회 천공시킨

CLP 모델에서 소장과 대장의 IL-1β유전자 발현을 RT-

PCR 기법으로 관찰한 결과, 대장과 소장에서 각각 3시간

과 6시간째에 최고치로 측정되었다고 보고하였다. 결론적

으로, TNF-α가 IL-1β보다 먼저 생성되기 시작하여 IL-1β

의 생성과 iNOS 유전자 발현을 유도하지 않을까 유추해
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Fig. 6. Time course of changes in mean levels of TNF-α, IL-1β, NO, and iNOS/GAPDH ratio in conscious rats at various time points
before (0 h) and after CLP.

Table 1. Effects of sepsis on the levels of selected key cytokines and NO of the blood, and iNOS/GAPDH ratio in lung tissues of the rats

Time after CaLP 0 h 1 h 2 h 3 h 6 h 9 h 12 h

TNF-α(pg/ml) N N N 16.8±2.3 26.9±23.2 37.6±15.3 04.7±5.0�

IL-1β(pg/ml) N N N N 66.8±41.4 34.7±16.8 48.0±44.6
iNOS/GAPDH ratio N N N 03.6±1.1 4.1±3.3 3.5±1.6 4.7±3.7
NO (μmol/L) 8.0±3.4 11.9±1.5 13.7±3.5 13.6±2.3 15.4±6.0* 27.2±5.4* 25.8±3.9*

Values are means±SD.
N: not detectable, *: P<0.05 vs. 0 h, �: P<0.05 vs. 9 h.



볼 수 있겠다. Helmer 등(28,29)은 LPS 모델에서 ketamine

과 xylazine을 마취제로 사용하였을 때 TNF-α와 iNOS

mRNA 발현이 약화된다고 보고하였다. 본 실험에서도

CLP 시행과 장기 적출을 위해 ketamine과 xylazine을 혼합

하여 사용하였는데, 향후 CLP 모델에서 이러한 약제가

cytokine과 iNOS mRNA의 발현에 어떤 영향을 미치는 지

에 관한 연구가 추가적으로 필요할 것이다.

본 연구의 제한점은 첫째, CLP 시행 후 3시간과 6시간

사이의 변화를 관찰하지 못했다는 점이다. iNOS 유전자

발현으로 인한 혈청 NO 합성 증가가 이 시기에 이루어졌

던 것으로 보이나, CLP 시행 후 4시간과 5시간을 대상으

로 하는 실험이 없었기에 iNOS 유전자 발현으로부터 NO

합성까지 소요되는 시간에 대해서 정확하게 판단할 수가

없었다. 또한, TNF-α및 IL-1β의 발현 양상 역시 이 시기

에 변화를 보였으나 정확한 발현 시기에 대한 평가를 할

수 없었다. 따라서, CLP 시행 4시간 및 5시간 후 조직 및

혈액 채취를 통해 추가적인 연구가 필요할 것이다. 둘째,

폐 조직에서만 iNOS 유전자 발현을 측정했다는 점이다.

Lin 등(17)은 LPS 모델에서 5가지 주요 장기(심장, 폐, 간,

콩팥, 비장)들의 시간에 따른 iNOS 발현 양상에 대해 연

구하였는데, 폐조직 보다는 비장에서 더욱 현저하게 발현

되는 결과를 나타내었다. 일반적으로 패혈증 상태에서

acute lung injury가 가장 빠르게 나타나는 임상현상으로

여겨지고 있지만, CLP 모델에서 주요 장기별로 iNOS 유

전자 발현 양상을 비교분석하는 추가적인 실험이 필요할

것으로 생각된다. 셋째, iNOS enzyme 활성을 직접 측정하

지 않은 점이다. iNOS 유전자 발현 및 혈중 NO의 측정을

통해 간접적으로 발현 시기를 추정할 수 있으나, 직접

enzyme 활성을 측정함으로써 둘 사이의 시간에 따른 상호

관계를 직접적으로 확인할 수 있을 것이다. 이를 위해 3시

간에서 6시간 사이의 iNOS enzyme 활성을 측정하기 위한

추가적인 연구가 필요할 것이다.

마지막으로, 12시간 이후의 변화를 확인하지 못한 점이

다. LPS 모델과는 달리 CLP 모델에서는 지속적인 자극이

가해지므로, 12시간 이후에도 NO 및 cytokine의 발현이 지

속적일 것으로 추정되나 본 연구에서는 확인할 수 없었다.

최소 24시간 또는 48시간까지의 추가적인 연구가 필요할

것이다. 위와 같은 제한점에도 불구하고 생리적으로 사람

의 패혈증에 보다 유사한 CLP 모델에서, 초기 패혈증 시

iNOS mRNA 발현 양상과 혈청 NO 및 cytokine들의 혈중

농도를 시간 경과에 따라 측정한 최초의 연구로서 의의가

있을 것이다. 본 연구 결과를 바탕으로 측정 대상 물질에

따른 적절한 동물 희생 시점을 결정함으로써 불필요한 동

물의 희생을 줄이고, 최적의 측정 결과를 얻을 수 있을 것

으로 기대한다.

V. 결 론

복막염에 의한 패혈증 모델에서는 LPS 투여로 인한 패

혈증 모델에서 보다 iNOS 유전자의 발현이 다소 늦게 나

타나서 지속적으로 유지되는 양상임을 확인할 수 있었다.

NO와 주요 염증성 매개물질들도 이와 비슷한 양상을 나

타내었으며, iNOS 유전자 발현 후 혈청 NO 증가까지 3시

간이 소요되었다. 이는 CLP 모델에서는 적어도 3~6시간

이 경과하여야 의미 있는 생화학적 변화가 시작됨을 시사

하는 결과이다.
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