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서 론

골반부위 종양으로 방사선치료를 시행하는 경우 직장조직

도 상당한 선량의 방사선을 조사받는다. 따라서 많은 환자들

이 방사선 직장염으로 인한 통증, 배변장애, 혹은 항문이급

후증(rectal tenesmus)을 경험한다. 심한 경우 직장출혈이 발생

하기도 한다. 이러한 급성 부작용은 환자의 활동도를 감소시

킬 뿐만 아니라 치료를 쉬거나 중단할 정도로 심한 경우도

있다. 대부분의 경우 방사선 직장염은 방사선치료 종료 후

합병증없이 소실되나 일부의 환자에서 수개월에서 수년 후
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에 직장루, 협착, 만성적인 직장출혈 등의 심각한 후유증을

남기기도 한다. 따라서 방사선치료 중의 급성 증상을 경감

혹은 예방하고 심각한 만성 부작용을 감소시키는 것은 환자

의삶의 질을향상시키는데있어 중요하다.

아직까지 방사선 직장염의 치료는 이미 발생한 증상을 완

화시키는 소극적인 수준에 머물러 있다. Aspirin, 혹은 sul-

phasalazine과 같은 비스테로이드성 소염제가 즉각적인 효과

를 나타낸다는 일부의 임상보고가 있기는 하지만1, 2) 대개의

경우 치료효과는 만족스럽지 못하다. 또한 동물모델을 이용

한 약제 효능 검증 실험에서도 효과적인 약물을 발견하지

못하였다.3, 4)
그러나 실제 임상에서 흔하지 않은 등급 4(직장

폐쇄, 혹은 직장 협착)의 부작용을 유발하는 방사선량을 사

용한 기존의 동물 모델은 약제의 효능을 검증하기에 부적절

하다고 생각된다. 따라서 임상에서 관찰되는 방사선 직장염

을 재현할 수 있는 적절한 동물모델을 이용하여 방사선 직

장염의 기전을 규명하고 나아가 이의 억제물질을 찾는다면

보다 효과적으로 방사선으로 인한 부작용을 예방할 수 있을

백서모델에서 방사선 직장염 유발인자로서의 Nit r ic o x id e의 역할
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목 적 :방사선 직장염은 골반부위에 방사선치료를 받는 환자에서나타나는급성부작용중의 하나이다. 이러한 방

사선 직장염은 병리학적으로 염증성 대장질환과 유사한 소견을 보인다. 따라서 염증성 대장질환의 유발인자로서

최근활발하게연구되고있는 nitric oxide (NO)의과다생성이방사선직장염을유발하는주요원인일수도있다. 이
를검증하기위하여본연구자들은 적절한 방사선직장염동물모델을확립하고 이모델에서 NO의과다생성과직

장점막의 손상정도의상호관련성을연구하였다.

대상 및 방법 :암컷백서(Wistar)의직장에 10∼30 Gy의다양한선량의방사선을조사하였다. 방사선조사후 5일및
10일째에 직장조직을 얻어 점막의 형태학적 변화를육안적으로및 조직학적으로 관찰하였다. 방사선에 의한 손상

에대한 NO의과다생성이미치는영향을평가하기위하여 iNOS의발현과 nitrite 측정을시행하였고 iNOS의억제

제및기질을경구투여한후점막손상의변화를형태학적및생화학적으로관찰하였다.
결 과 :육안적으로나조직학적으로 17.5 Gy 이상의선량에서는직장점막에명백한손상이발생하였으나 15 Gy이

하에서는 일부 검체에서만경미한정도의변화을 나타냈다. 20 Gy 이상의방사선을조사한 후에는검체대부분에

서등급 4의조직학적변화를보였기때문에임상에서흔히경험하는방사선직장염을재현할수있는가장적절
한일회방사선조사량으로 17.5 Gy를선택하였다.직장점막의조직학적손상정도가방사선량및 iNOS의과발현과

유의한상관관계를보였다. 그러나 iNOS의 기질및 억제제의 경구투여시 iNOS 발현양상, NO 생성 및 조직 손상

정도의차이는없었다.
결 론 :임상에적용할수있는방사선직장염연구를위한동물모델로서적절한일회방사선조사량은 17.5 Gy임을

확인하였다. 또한본연구결과는 NO의과다생성이방사선에의한염증및손상정도와는연관성을가지나직접적

인원인이아님을시사하고있다.

핵심용어 :방사선직장염, Nitric oxide, Nitric oxide synthase, 백서모델
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것이다.

방사선 직장염의 내시경과 조직학적 소견은 염증성 대장

질환과 유사한 염증성 병변을 나타내며 최근 염증성 대장질

환이 NO의 산화과정을 통한 위장관의 조직손상 및 염증에

의해 유발된다고 보고되고 있다.5∼ 7) 그러나 방사선 직장염과

NO의 연관성에 대한연구결과는보고된 바없다.

따라서 본 연구에서 방사선 직장염 연구에 적합한 동물모

델을 확립하고 이를 이용하여 NO가 방사선 직장염 발생에

미치는 영향을 규명해보고자 하였다.

재료 및 방법

1. 실험동물

150∼220 g의 암컷 Wistar rat (Charles River Japan, Kanaga-

wa, Japan)을 사용하였다. 모든 동물은 표준화된 환경(실내온

도 22±3℃, 습도 55±10%, 12시간 조명/ 12시간 소등) 하에서

사육하였다. 실험동물은 표준화된 우리에서 5∼6마리씩 사육

하였으며 표준 사료(제일, 한국) 및 자외선 소독된 음용수를

사용하였다.

동물의 발육상태를 점검하기 위하여 방사선치료 직전 및

치료후 매 2일마다 체중을 측정하였다. 또한 설사나 직장출

혈 등의 증상 유무를기록하였다.

2. 방사선조사

방사선을 조사하기 전에 모든 백서는 sodium pentobarbital

(Somnopentyl )을 복강 내로 주사하여 마취시킨 후 1 cm 두

께의 acryl plate에 3마리씩 배와위로 위치시켰다. 사지 및 꼬

리를 테이프로 고정하고 직장이 위치한 골반강의 중앙에 3

×4 cm 크기의 방사선조사영역을 표시한 후 나머지 부위는

납 성분의 차폐물로 가려주었다. 균등한 방사선 분포를 위하

여 백서의 배 위쪽에 1 cm 두께의 볼루스를 올려 놓았다

(Fig. 1). 실험군은 방사선조사군과대조군인 방사선 위조사군

(sham irradiation)으로 나누어 각 군마다 5∼6마리의 백서를

배정하였다. 방사선은 환자 치료용 선형가속기를 이용하여 6

MV의 에너지로 골반 전면에서 일문 조사하였다. 방사선 직

장염 모델 확립 및 방사선에 의한 점막 손상 정도에 따른

iNOS의 발현양상의 변화를 관찰하기 위하여 여러 가지 방사

선량을 사용하였다. 10∼30 Gy까지 2.5 Gy씩 증가시키면서

일회에 조사하였다(선량율 300 cGy/min). 방사선 직장염에서

NO의 영향을 평가하기 위하여 위실험으로부터결정된 선량

인 17.5 Gy를일회 조사하였다.

3. 약제의 투여

방사선 직장염 동물모델(17.5 Gy)에서 NOS 억제제로서

inducible form만을 특이적으로 억제하는 aminoguanidine (AG)

을 사용하여 방사선에 의한 점막 손상의 감소여부를 실험하

였다. AG는 방사선조사 2일전부터 조사후 7일째까지 총 10

일간 1일, 2회씩경구투여하였다(일회 투여량 50 mg/kg).

또한 iNOS의 기질인 L-arginine을 투여하여 점막 손상의

변화를 관찰하였다. 300 mg/kg의 L-arginine을 AG과 동일한

방식으로 경구투여하였다.

4. 육안 및 현미경에 의한 직장염의 관찰

다양한 선량의 방사선을 조사받은 백서를 방사선조사 후

5일 및 10일째에 희생시켜 직장 점막의 변화를 육안으로 관

찰하였고 직장의 일부를 절제하여 조직슬라이드를 만들고

hematoxylin-eosin 염색을 하였다. 관찰시 편견을 최소화하기

위해 실험에 대한 사전 정보없이 한 명의 해부병리 의사에

의해 조직학적 변화가 관찰되었다. 육안 및 현미경적 소견을

아래에 서술한 기준에 따라 등급화하였다.3) 관찰된 손상 정

도의 결과를 근거로 방사선 직장염 모델에 적합하다고 생각

되는방사선량을선택하였다.

확립된 방사선 직장염 동물모델에서 방사선조사(17.5 Gy)

후 시간경과에 따른 직장 점막의 형태학적 변화를 관찰하였

다. 방사선조사 후 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 12, 18, 21시간, 1∼14

일까지 매일, 및 6주째에 각각 백서를 희생시켜 형태학적 변

화를관찰하였다.

NO가 방사선 직장염에 미치는 영향을 평가하기 위하여

AG 및 L-arginine을 투여한 후 5일, 10일, 및 6주째에 백서를

희생시켜 동일한방법으로직장병변을등급화하였다.

Fig. 1. Setu p for Irrad iation to the rectu m of Wistar rats .

- 266 -



대한방사선종양학회지 200 1; 19(3 ):265∼274

- 육안 관찰

0 :normal mucosa

1 :edema, mild hyperemia, or decreased vascularity

2 :diffuse hyperemia, multiple punctate areas of hemorrhage,

or confluent areas of hemorrhage

3 :presence of erosions or frank hemorrhage

4 :ulcers

- 현미경적 관찰(Fig. 2)

0 :normal or minor alterations which cannot be ascribed with

certainty to radiation

1 : slight radiation damage (mild inflammation and/or slight

crypt change)

2 :mild damage (more significant inflammation, and/or crypt

damage)

3 :moderate damage (must have prominent loss of epithelium,

variable degree of inflammation)

4 : severe damage (ulcers, necrosis)

5. iNOS에 대한 면역조직화학염색

파라핀 블록을 5 μm 두께로 자르고 polyclonal (Rabbit)

anti-iNOS antibody (ABR, USA)을 사용하여 streptavidine-biotin

method로 염색하였다(Hsu 등, 1981). 염색 후 명백한 점막 병

변이 있는 부위를 골라 400배율 하에서 임파구, 중성구, 및

염증세포들 중면역염색에양성을 보인세포의 수를 세었다.

iNOS에 대한 비특이적 염색이강해 면역염색양성인 세포

수를 세는 것이 가능하지 않은 경우에는 염색 정도를 등급

Fig. 2. Histologic changes after the irradiation (H &
E stain, ×400). (A) Grade 0, (B) Grade 1, (C)
Grade 2, (D) Grade 3, (E) Grad e 4 .
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화하여 평가하였다(등급 0, 면역염색 양성 세포수 10개 이하;

등급 1, 20개 이하; 등급 2, 50개 이하; 등급 3, 100개 이하;

등급 4, 100개 초과).

6. Nitrite 농도측정

각각의 시기에 쥐를 희생시키고 20분 이내에 5 mm 길이

의 직장조직을 떼어내어 무게를 측정한 후 1 mL의 세포 배

양액이 들어있는 튜브에 넣고 24시간동안 배양한 후 상청액

만을 취하여 사용할 때까지 얼려놓았다.

Nitrite 농도는 Griess법으로 측정하였다.5) 상청액 내에 들

어 있는 단백질을 정량한 후 샘플과 표준용액(1 M sodium

nitirite, 69,000 μL/mL in water) 50∼100 μL/well씩을 넣고 동

량의 sulfanilamide 용액(1% sulfanilamide solution in 5%

phosphoric acid)을 각각의 well에 넣은 후 5분간 방치하였다.

동량의 NED 용액(0.1% N-1-napthylethlyldiamine dihydrochlo-

ride in water)을 넣고 다시 5분간 방치한 후 ELISA reader를

사용하여 540 nm에서 흡광도를측정하였다.

7. iNOS mRNA 발현 측정

iNOS의 mRNA를 신선한조직으로부터 추출한 후 cDNA를

합성한 후 RT-PCR을 시행하였다. iNOS의 upstream primer의

염기배열은 5'-AGATGGATCAAGTGGACATC-3', downstream

primer의 염기배열은 5'-CATGTTCTCCGGTTTCCAT-3'을 사용

하였다.

8. 통계처리

실험으로부터 얻어진 자료는 평균값(mean±1 standard de-

viation)으로 나타내었다. 통계분석은 Spearman 상관분석 및

chi-squared test를 사용하였다. 유의수준은 p<0.05로 하였다.

결 과

1. 방사선조사에 의한 직장점막의 형태학적 변화

육안 관찰상 방사선조사 후 5일 및 10일째에 얻은 모든

조직에서 방사선량 증가에 따라 직장점막의 손상정도가 심

화되었다(p<0.05)(Table 1). 방사선조사 후 10일째가 5일째 보

다 손상의 정도가더 심하였다. 15 Gy 이하의선량에서는점

막의 변화가 없었다. 17.5 Gy 조사군에서는 10일째에 일부

백서에서 등급 1의 변화를 보인 반면 20 Gy 이상에서는 모

든 검체에서 등급 1 혹은 2의 병변을 관찰할 수 있었다. 이

러한 변화는 대개 방사선이 조사되었던 직장의 원위부에서

관찰되었고 근위부의 점막은정상소견을보였다.

주요 조직학적 변화로 5일째에는 음와(crypt)의 확장, 급성

염증성 변화, 및 음와 상피세포의 위축인 반면 10일째에는

유사분열의 증가를 비롯한 상피세포의 재생 및 음와구조의

변형(distortion)이 우세하였다. 이러한 직장점막의 조직학적

변화는 육안소견과 비교할 때 더 낮은 선량에서부터(12.5

Gy) 변화를 보이기 시작하였으며(Table 1), 15 Gy 이상 조사

한 경우 모든 조직에서 명백한 병변을 관찰할 수 있었다. 20

Gy 이상 조사시 대부분의 직장점막이 등급 4의 심한 손상을

나타냈다. 조직학적으로 직장점막의 손상정도가 방사선량의

증가에 따라 통계학적으로유의하게 심화되었다.

이상의 결과로부터 방사선 직장염을 유발하는 동물모델로

서 가장 적절한 일회 방사선조사량으로 17.5 Gy를 선택하였

다. 17.5 Gy의 방사선을 조사한 후 시간에 따른 직장 점막의

변화를 조직학적으로 관찰하였다. 방사선조사후 24시간이내

에는 육안적으로 아무런 변화가 관찰되지 않았으나 조직학

적으로는 방사선조사 후 즉각적인 변화를 나타내기 시작하

였다. 10시간까지는 음와의 변형이나 염증소견은 없었으나

음와 기저부에 세포자살체(apoptotic body)가 증가하였고 12시

간 이후부터는 음와 기저부와 점막근층(muscularis mucosa)이

서로 분리되는 변화를 보였다. 방사선조사후 1일 경과 후부

터 4일까지 육안적으로 직장점막에서 어떠한 변화도 관찰되

지 않았고 5일째부터 점막 부종과 같은 1등급 정도의 변화

를 보이기 시작하여 6일째부터 14일째까지 반 수 이상의 조

직에서 미만성 충혈 혹은 다발성 점상출혈이 관찰되었다. 4

주 이후에는 대개의 조직이 정상소견을 보였고 일부 조직에

서 등급으로 분류할 수 없는 만성변화(섬유화로 인한 장막의

비후, 혹은 모세관확장(telangiectasis) 등)를 보여주었다. 방사

선조사 후 시간 경과에 따른 직장점막의 조직학적 변화소견

은 Table 2에 나타나있다.

Table 1. Relationship between Gross and Microscopic Changes and Radiation Doses (Grade, Mean)

Control 10 Gy 12.5 Gy 15 Gy 17.5 Gy 20 Gy 22.5 Gy 25 Gy 27.5 Gy 30 Gy

Day 5
Gross
Micro

0
0

0
0

0
0

0
2

0.2
2

0
1.8

0.2
1.4

0.2
1.2

0.8
1.8

0.8
1.2

Day 10
Gross
Micro

0
0

0
0

0
0.4

0
2.6

0.4
2.4

1.2
3.8

1.6
4

2.6
4

2.2
4

1
3.4
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2. 방사선 직장염에 미치는 NO의 영향

1) iNOS에 대한 면역조직화학염색

점막손상의 정도가 명백한 10일째의 조직에서 방사선량

증가에 따라 조직학적 손상의 정도가 심화되면서 iNOS의 발

현도 통계학적으로 유의하게 증가함을 관찰하였다(p<0.05,

Table 3).

17.5 Gy 조사 후 시간에 따른 iNOS 발현양상의 변화를 관

찰하였다(Table 4). 면역염색상 비특이적 염색이 강해 iNOS에

양성을 보인 세포의 수를 정확히 세는 것이 가능하지 않아

등급으로 평가하였다. 방사선조사 후 7시간까지는 면역염색

에 양성을 보인 세포의 수가 10개 이하로 대조군과 차이가

없었으나 이후 면역반응성이 지속적으로 증가하기 시작하여

9∼11일 사이에 최고치를 보였다가 2∼4주 사이에 두 번째

최고치를 나타내었다.

2) Nitrite 측정 (Fig. 3)

17.5 Gy 1회 조사 후 시간에따른 nitrite 생성 변화를 관찰

하였다. 1일째부터 증가하기 시작하여 6일째에 최고치를 보

인 후 감소하였으나 대조군보다 약간 높은 수준을 유지하였

다. 방사선조사후 8일 이후부터는 일부 검체에서만 nitrite 수

치가 매우 높게 측정되었다. 즉, 8일 이후에도 조직의 손상

이 회복되지 않은 경우에만 nitrite 생성이 높게 측정되었다.

따라서 이러한증가는 통계학적으로 유의하지 않았다.

3) RT-PCR법에 의한 iNOS 발현 측정 (Fig. 4)

대조군에 비해 17.5 Gy의 선량 조사후 1일째, 3∼5일 사

이, 및 8 일째에 iNOS mRNA의 발현이 증가되었다.

4) iNOS 기질 및 억제제의 경구투여 후 직장점막 병

변의 변화

방사선 위조사군은 발육에 따라 정상적인 체중 증가를 보

인 반면 두 실험군에서는 방사선조사 후 체중이 서서히 감

소하여 10∼14일 사이에 최저치를 보였으며 그 이후부터는

체중이 서서히증가하기 시작하였다(Table 5).

iNOS의 선택적 억제제인 AG를 투여한 군이 방사선조사

단독군이나 iNOS의 기질인 L-arginine을 투여한 군에 비해 전

관찰기간동안 설사 빈도가 통계적으로 유의하게 감소하였다

(p<0.05) (Table 6).

L-arginine 투여군의 6주째 육안 소견상 손상정도가 심하였

으나 조직학적 소견이나 NO 발현양상에서는 차이를 발견할

수 없었다(Table 7). 또한 AG 투여군에서도 조직 손상의 정

Table 4. Time Course of iNOS Immuno-Reactivity Changes in Irradiated Rectal Tissue of Rat with 17.5 Gy (Mean)

Time C* 2H† 3H 4H 5H 6H 7H 8H 10H 12H 18H 21D‡ 1D 2D 3D

Grad e§ 0.2 0.4 0.2 0.2 0.6 0.2 0.4 1.2 1.0 1.2 1.0 1.0 0.6 2.0 0.4

Time 4D 5D 6D 7D 8D 9D 10D 11D 12D 13D 2W 4W§ 6W 8W 12W

Grad e 2.2 2.2 2.8 2.4 2.8 3.2 3.0 3.4 1.4 2.0 2.6 2.8 1.4 0.4 1

C* : control, H† : hour, D‡ : day, W§ : week, ‖ Grade 0, ≤10 number of positive cells for iNOS; Grade 1, ≤ 20; Grade 2, ≤50;
Grad e 3, ≤100; Grade 4, >100

Table 2. Post- Irradiation (17.5 Gy) Histologic Changes in
Rectum of Rat

Day after
Irradiation

Histologic Find ings

D 1∼2
D 4
D 6

D 7∼8

D 9
D 10

D 14

W 4∼6

W 8∼12

edema in the lamina propria
crypt dilatation with mild inflammation
marked crypt d ilatation with epithelial atrophy

inflammation with surface epithelial erosion
begining of focal regenerative change (crypt

architectural distortion with increased mitosis)
mu ltifocal u lceration with severe inflammation
ulceration with more prominent regenerative

change
healing of u lceration with extensive regenerative

change
complete regeneration, fibrosis with features of

colitis cystica profunda
minimal inflammation with fibrosis in the lam-

ina propria

Table 3. Relationship between Radiation Doses and Expression of iNOS in Irradiated Rectal Tissue of Rat (Mean number of
positive cells in immunohistochemical stain for iNOS)(mean)

Control 10 Gy 12.5 Gy 15 Gy 17.5 Gy 20 Gy 22.5 Gy 25 Gy 27.5 Gy 30 Gy

Day 5
Day 10

3.6
3

1.8
0.8

2
7.8

3.2
3.2

8.6
28.8

13.2
85

2.2
46.2

3.4
25.4

13
66

10
51.2
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도 및 NO 발현이 감소하지 않았다.

고 찰

방사선 직장염은 방사선치료동안 환자에게 고통을 유발하

며 이는 만성 부작용으로 연결되어 삶의 질을 감소시킨다.

그러나 지금까지 대부분의 연구들은 만성 방사선 직장염을

외과적으로 치료하는 방법들을 보고하였고 적은 수의 문헌

들에서 내과적 치료에 대하여 보고하였다. 골반부위에 방사

선치료를 받고 있는 환자에서 비스테로이드성소염제인 aspi-

rin, 혹은 sulphasalazine 등을 사용하여 즉각적인 증상 완화효

과가있음을 보여주었다.1, 2) 반면에 Northway 등은 방사선 직

장염 동물모델에서 다양한 비스테로이드성 소염제와

prostaglandin E1 유사체중 어느 약제도 방사선 직장염을 감

소시키지 못했다고 보고하였다.3) 또한 방사선 직장염의 손상

에 관여하는 기전에 대한 명확한 연구결과들이 없기 때문에

치료방법도 경험에 의한 대증적인 치료에 머물고있다.

본 연구에서 방사선량에 따라 직장점막의 손상이 증가하

며 가장 심한 점막의 손상이 방사선조사 후 7∼15일 사이에

나타난다는 Northway 등의 결과를 확인하였다. 임상에서 흔

Fig. 4. Change of Expression of iNOS according to Time in Rectal Tissue after 17.5 Gy Irradiation by
RT-PCR Method .

400 bp →

Table 5. Body Weight in Treatment Groups (Unit :kg) (mean±SD)

Time after irrad iation Day 0 Day 5 Day 10 Week 6

Normal
Radiation alone
R＋Aminogu anidine
R＋L-arginine

194.0±9.6
202.8±10.8
200.9±7.9
196.8±10.3

202.0±8.4
190.0±15.9
186.0±11.9
173.9±11.5

218.0±7.9
163.0±5.5
163.5±13.1
154.0±6.3

－
195.0±1.4
193.0±7.1
185.0±7.1

Fig. 3. Time cou rse of nitrite production in irrad iated rectal tissue.
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히 관찰되는 급성 방사선 직장염은 대개 만성부작용으로 이

행하지 않고 치유되는데 반해 많은 문헌들에서 사용한 높은

선량은 섬유화, 직장출혈, 혹은 직장협착과 같은 심각한 손

상을 유발한다. 본연구에서는 20 Gy 이상의 선량을받은 거

의 모든 조직에서 등급 4의 심한 병변이 발생하였다. 또한

Hubmann 등에 의하면 직장폐쇄에 대한 ED10, ED50, ED90가

각각 17.5 Gy, 21.5 Gy, 27.5 Gy 임을 보고하였다.8) 이에 근

거하여 본 연구자들은 방사선직장염 동물모델을 위한 가장

적절한 선량으로 17.5 Gy를 제시하였다.

Buell 등은 수컷 Sprague-Dawley의 직장에 10 Gy의 방사선

을 조사한 결과 방사선조사 후 4∼8시간에 이미 미세혈관의

투과도가 증가함을 관찰하였는데 이는 방사선치료를 받기

시작한 첫 주부터 복부 팽만감을 호소하는 환자들의 증상을

설명할 수 있는 결과이다.9) 본 연구에서도 17.5 Gy의 방사선

조사 후 10시간이내에 음와 기저에서 세포자살이 나타나며

12시간 이후부터는 명백한 점막하부종이 관찰되었다.

방사선 직장염은 임상적 및 병리학적으로 염증성 대장질

환과 유사한 염증성 병변을 유발하여 급성기에는 직장 전반

에 걸친 부종, 점막의 충혈(hyperemia), 정상적인 혈관형태의

소실, 미란성 병변(erosion), 궤양, 및 염증성 변화를 나타낸

다.3, 10) 염증성 대장질환에 관한 연구에 의하면 염증성 세포

에 존재하는 NOS의 생성물인 NO가 산화과정을 통해 조직손

상 및 염증의 발생과정에 관여한다고 보고하고 있다.3) Yama-

da 등은 peptidoglycan-polysaccharide를 이용하여 쥐에 만성 대

장염을 유발하고 점막손상, 염증성변화, 및 NO의 생성을 관

찰하였는데 대식세포와 호중구에서 NOS의 활성도가 증가하

여 NO의 생성이 증가함을 보여주었다.11) 또한 Rachmilewitz

은 궤양성 대장염와 크론씨병을 갖고 있는 환자들로 부터

얻은 조직에서 NOS의 활성과 NO의 생성이 증가되어 있었으

며 또한 대장염 동물모델에서 NOS 활성을 억제함으로써 손

상의 정도를 감소시킬수 있음을증명하였다.12, 13)

NO는 매우 짧은 반감기를 갖는 무기성 자유 라디칼 가스

로서 구조적으로 여분의 전자를 갖고 있기 때문에 화학적으

로 매우 높은 활성을 갖는다. NO는 Furchgott 등(1980)에 의

해 처음으로 혈관의 이완작용을 유발하는 endothelial-derived

relaxing factor (EDRF)로서 알려졌고14) 1987년 Ignarro 등15) 및

Palmer 등16)에 의해 EDRF와 NO가 동일 물질임이 증명되었

다. 이후로 많은 다른 세포에서 NO의 존재 및 생물학적 연

관성이 입증되었다.16, 17) NO는 혈관계, 신경계, 및 면역체계

에서 중요한 세포신호전달물질로서 작용하며 활성화된 대식

세포 및 혈관내피세포에 의해 고농도로 생성되는 경우에는

cytostatic/cytotoxic mediator로서 역할한다.17∼ 19) NO는 NOS에

의해 arginine을 기질로 하여 합성된다. NOS는 조직 내에 기

본적으로 존재하는 constitutional form (cNOS)과 어떤 외부적

자극에 의해 유도되는 inducible form (iNOS)의 두가지 형태

가 있다. cNOS는 혈관내피세포(ecNOS), 중추 및말초 신경계

의 신경세포(ncNOS)에 존재하며 iNOS는 endotoxin, 세포활성

물질(cytokine), 미생물 및 이의 생성물, 일부의 종양세포 등

의 자극에 의해 다양한 세포들(간세포, 연골세포, 선암세포,

각막세포 호흡상피세포, 및 대식세포)에서 발현된다.20, 2 1) NO

의 생성은 L-arginine의 구조적 유사체(structural analogs)인 L-

NMMA, L-NNA, L-NAME와 NO의 negative feedback작용 등

에의해 억제된다.

NO는 농도에 따라 서로 상반된 기능을 갖는 것으로 알려

져 있다. 조직 내에 저농도로 존재하는 경우, 예를 들어 저

농도의 ethanol이나 고장성 수액과 같은 온건한 자극제는 NO

의 생성을 통해 위장 보호효과를 나타내는반면 endotoxin 등

에 의해 iNOS가 유도되거나 체내에서 NO로 대사되는 물질

이 외부로부터 주입됨으로써 부적절하게 과량의 NO가 생성

되는 경우 점막의 통합성(integrity)를 손상시켜 병변을 유발

한다.22)
이러한 손상의 기전으로 점막의 혈관이완, 점막과 혈

관의 투과성의 증가, 및 NO 라디칼 혹은 이로부터 유도되는

고활성의 hydroxy 라디칼에 의한 직접적인 세포손상 등이 보

고되고 있다. Beckman 등은 NO의 기능이 전환되는 기전을

연구하였다.23∼ 25) Oxidative stress, reactive oxygen intermediates,

항산화 체계의 결함과 같은 요인이 있는 경우 NO가 supero-

Table 7. Comparisons of Morphologic Changes and Change of NO Expression according to Treatment Group (mean±SD)

Gross (grade) Micro (grade) IHC‡ (grade) Nitrite
(ug/ mL/ tissue gram)

5day 10day 6wk 5day 10day 6wk 5day 10day 6wk 5day 10day 6wk

RT alone
RT＋AG*

RT＋Arg†

0.3±0.5
1±1.2

1.5±0.5

1.7±0.6
1.6±1
1.7±0.6

2±1.4
2.5±2.1

4±0

1.3±0.6
1.3±0.6

2±1

3±0
3.3±1.2
2.7±0.6

3±1.4
3±1.4

3.5±0.7

0.3±0.6
2±0
1±1

2.7±0.6
3±0

2.7±0.6

1.7±0.6
1.3±0.6
1.7±0.6

32.5
37.7
25.4

6.8
8.7
6.7

14 .9
0.6
0.7

AG*, amioguanid ine; Arg†, L-arginine; IHC‡ , immunohistochemical stain (Grade 0,≤10 number of positive cells for iNOS; 1, ≤
20: 2, ≤50; 3, ≤100; 4, >100 )
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xide와 diffusion-limited reaction을 일으켜 peroxynitrite을 생성

하는데 이 물질은 광범위한 protein tyrosine nitration을 유발함

으로써 세포를 직접 손상시킬 수 있으며 NO의 신호전달 기

능을 변화시키는 작용을한다고 하였다.

Nozaki 등은(1997) 쥐의 한쪽 폐에 40 Gy의 방사선을 조사

한 결과 폐포 대식세포 및 폐포 상피세포가 iNOS 발현을 통

해 NO를 생성하며 이로 인해방사선에 의한폐렴 및 폐섬유

화가 유도됨을 관찰하였다.26) 본 연구에서는 직장염 모델에

서 면역조직화학염색상 방사선량 증가에 따라 iNOS의 발현

이 통계학적으로 유의하게 증가함을 확인하였다. 또한 17.5

Gy를 조사한 후 시간경과에 따른 조직점막 손상과 iNOS 발

현의 연관성을 실험한 결과 10일 전후에 점막손상이 가장

심하였고 이 시기에 iNOS의 과발현도 가장 높은 수치를 보

였다. 그러나 RT-PCR법의 결과와 NO의 최종 대사산물인

nitrite 수치를 측정한 실험에서 나타난 양상과는 차이가 있었

다. 이는 각 실험에서 사용한 검체의 차이에서 비롯된 것으

로 생각된다. 방사선을 조사받은 근위부의 직장은 방사선을

조사받지 않은 인접한 점막으로부터 정상세포들의 이동에

의해 원위부에 비해 탁월한 재생능력을 갖는다. 본 연구에서

도 점막의 근위 1/3∼1/2 부위는 정상소견을 보이고 원위부

는 병변을 갖는 경우가 흔하였다. 따라서 면역조직화학염색

시 명백한 병변이 있는 부위에서 검체를 취하였고 결과 판

독시에도 점막의 변화가 가장 심한 곳을 골라 염색에 양성

을 보인 세포의 수를 센 반면 RT-PCR법 및 nitrite 측정실험

에서는 방사선을 받았으나 이미 손상이 복구되어 정상소견

을 보이는 부위가 포함되어 있는 조직표본을 갈거나 배양하

여 사용하였기 때문에 실험결과에서 차이를 보인 것으로 해

석된다. 또한 nitrite 측정실험에서 12주째의 높은 수치는 모

든 검체의 전반적인 증가때문이 아니라 한 개체의 높은 수

치를 반영하는 것으로 궤양과 같은 심한 병변으로 인해 NO

의 생성이 증가하여 나타난 결과라고 생각된다.

방사선에 의한 직장손상에 NO가 직접적인 원인물질인지

를 확인하기 위하여 방사선조사 전 및 방사선조사동안 iNOS

억제제 및 iNOS의 기질을 함께 사용한 후에 직장점막의 변

화를 관찰하였다. 그러나 방사선만을 조사한 대조군과 비교

했을 때 약제 투여군에서 손상 정도의 차이를 발견할 수 없

었고 단지 iNOS 억제제를 사용한 실험군에서 설사의 빈도가

적었다. 이는 Rachmilewitz 등이 실험적으로 대장염을 유발한

쥐에서 NOS 활성을 억제함으로써 손상의 정도를 감소시킬

수 있었다는 연구와는상반된 결과이다.13)

Nakamura 등은 trinitrobenzene sulphonic acid로 유발한 대장

염에서 AG에 의한 방어효과가 AG의 농도와 관계있음을 보

고하였다.27) AG 1.5 μmol/kg 경구투여시 대장염의 정도 및

MPO 수치가 감소한 반면 150 μmol/kg에서는 전혀 방어효과

가 없었다. 연구자들은많은 양의 AG는 혈관에서 iNOS를억

제하여 혈관을 수축시킴으로써 대장점막의 혈류를 감소시킨

결과로 설명하였다. 또 다른 가능성으로 대량의 AG는 모든

NO의 생성을 억제하여 superoxide를 제거할 수 있는 양의

NO 조차도 남겨 놓지 않아 점막손상을 개선할 수없음을 제

시하였다. 이들은 또한 in vitro 실험에서 AG가 0.5∼500 μM

의 용량에서 용량반응적으로 대장점막세포의 증식을 가속화

시키는 것을 관찰하여 AG가 항염증작용뿐만아니라 치료적인

효과도 있다고 하였다. 본 연구에서 사용한 AG의 용량에서

방어적 효과가 없었던 것이 Nakamura 등이 항염증 효과가

있다고 제시한 용량보다 높은 용량을 사용하였기 때문으로

생각할 수도 있으나 iNOS의 기질인 arginine을 사용한 경우

에 점막의 손상이 심해지지 않은 점과 AG 사용군에서 설사

의 빈도가 감소한 점을 감안할 때 단순히 AG의 용량만으로

방어적인 효과가 없음을 설명할 수는 없을 것으로 생각되며

확실한 결론을 내리기 위해서는 보다 많은 백서에서 다양한

용량의 AG를사용한 실험이 필요할것으로 판단된다.

설사 빈도가 AG 투여군에서 유의하게 감소하였는데 이는

방사선조사야에 포함된 소장 일부에 대한 방사선영향이 AG

의 항염증작용에 의해 개선된 것으로 생각된다. 그러나 이는

직장점막에서 관찰한 것과는 상반된 결과였다. 본 실험에서

는 소장에 대한 형태학적 관찰을 시행하지 않았기 때문에

이러한 결과의원인을 분석하기는 곤란하였다.

결 론

방사선조사량의 증가에 따라 육안적, 조직학적 변화의 정

도가 유의하게 증가하였으며 손상이 심할수록 NO의 생성도

유의하게 증가하였다. 이러한 결과를 근거로 임상에 적용할

수 있는 동물모델로서 가장 적절한 일회 방사선조사량으로

17.5 Gy를 제시하였다. 17.5 Gy의 일회 조사후 시간에 따른

직장점막의 손상의 정도와 NO 발현이 통계학적으로 유의한

상관관계를 보여주었다. 그러나 방사선조사 전 및 방사선조

사동안 iNOS 억제제, AG 50 mg/kg 일일 2회 경구투여는 방

사선 직장염을 개선시키지 못하였고 iNOS의 기질을 함께 사

용한 경우에도 방사선만을 조사한 대조군과 비교했을 때 손

상 정도에 차이가 없었다. 따라서 NO는 방사선에 의한 염증

정도와는 연관성을 가지나 방사선에 의한 점막손상을 일으

키는 직접적인 원인은 아니라고 생각된다. 따라서 방사선 직

장염의 기전으로 NO의 역할은 다른 reactive oxygen species와
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의 유기적관계에 의해결정될 것으로 추정된다.
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Radia tion- Induced Proctitis in Rat a nd Ro le of Nitric Oxide
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Purpo s e : Proctitis is one of acute complications encountered when radiothera py was applied to the

pelvis . Radiation- induced proctitis represents s imila r microscopic findings that are observed in inflammatory

bowel disease (IBD). Nitric oxide (NO) plays an important role in the inflammatory process and many data

suggest a close relationship between NO production and gastrointestina l inflammation. This study was

aimed to establish the optimal radiation dose for radiation- induced proctitis in rat and to find a re lation-

ship between radiation proctitis a nd NO production.
Mate ria ls and me thods : Female Wistar rats , weighing from 150 to 220 g, received va rious doses(10- 30

Gy) of radiation to the rectum. On the 5th and 10th day after irradiation, recta l specimens were evaluated

gross ly and microscopica lly. In addition, the degree of NO production by irradiation dose was evaluated
by study with NOS express ion and nitrite production in the irradiated rectal tissue. To evaluate relationship

between radiation proctitis a nd NO, we administered aminoguanidine, iNOS inhibitor and L- arginine,

substrate of NOS to rats from 2 days before to 7 days after the irradiation.

Re s ults : There were obvious gross and histologica l cha nges after 17.5 Gy or higher radiation dose but

not with 15 Gy or less radiation dose . Twenty Gy or higher dose of radiation caused Grade 4 damage in

most of recta l specimens which were more like ly to be re lated to the late complications such as fibros is ,
recta l bleeding and recta l obstruction. A single fraction of 17.5 Gy to the rat rectum is cons idered to be

an optimal dose to produce commonly experienced proctitis in the clinic. The result demonstrated that

severity of microscopic damage of rectal mucosa from irradiation significantly corre lated with iNOS over-

expression. However, administration of iNOS inhibitor or substrate of iNOS did not influence the degree of

rectal da mage.

Co nc lus io n : A single fraction of 17.5 Gy irradiation to the rat rectum considered to be an optimal dose

for radiation induced proctitis model. These results indicated that a n excess production of NO contributes

to pathogenesis of radiation- induced proctitis in part but was not the direct cause of rectal da mage.

Ke y Wo rds : Radiation proctitis , Nitric oxide, Nitric oxide synthase, Rat model
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