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국문요약

흰 쥐에 서 소 량의 출혈 전처 치가

대량 출혈 후 면 역저 하에 미치 는 영 향

면역저하는 외상으로 인한 후기사망의 주요한 원인이다. 심한 출혈로

면역이 저하됨이 동물실험에서 밝혀졌다. 출혈 및 외상에 의한 면역저하를

개선하기 위한 여러 시도가 있었으나 아직 임상에 도입된 것은 없는 실정

이다. 저자들은 출혈로 인한 면역저하를 조절하기 위하여 신체의 적응력을

이용할 수 있는지 알아보고자 하였다. 출혈에 대한 적응현상은 아직까지

보고된 바 없으나 반복적으로 투여된 내독소(endotoxin)에 대하여 적응현

상을 보이는 내독소 관용 현상은 오래 전부터 알려졌으며 최근 내독소 관

용이 출혈성 쇼크에 대한 적응과 관련이 있음이 알려졌다. 또한 출혈성 쇼

크를 전처치하면 48시간 후의 출혈성 쇼크에 대해 생리적인 보호효과가 있

음도 알려졌다. 따라서 본 연구에서는 면역저하를 유발할 수 있는 출혈을

일으키기 전에 소량의 출혈을 전처치하여 면역증강 효과를 유도할 수 있는

지 알아보고자 하였다.

먼저 Spragu e-Dawley계 수컷 흰쥐를 총 혈액량의 0, 10, 20, 30% 출혈

을 유발하고 1, 2, 4, 7일 후에 면역저하 정도를 살펴보았다. 또 출혈 전에

면역저하를 유발하지 않을 정도의 출혈 전처치(10%)를 출혈 사이의 간격을

다르게 시행하여 출혈로 인한 면역저하 정도가 어떻게 변화하는지를 살펴

보았다. 면역저하의 정도를 측정하기 위한 방법으로는 말초 임파구의 아군

분포, 비장세포의 concanavalin A (Con A) 자극에 대한 증식능 및 IL-2 분

비 정도를 이용하였다. 실험 결과는 다음과 같다.

1. 출혈 후 출혈량 및 시간 경과에 따른 말초 임파구 아군의 분포는 유
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의한 차이가 관찰되지 않았다.

2. Con A 자극에 대한 비장세포 증식능은 총 혈액량의 20% 이상 출혈

군에서 출혈 2일째에만 감소하였다.

3. 10% 출혈 후 20% 출혈을 유발하기까지의 기간이 7일인 경우에는 출

혈 사이의 간격이 1일 또는 2일인 경우에 비해 비장세포의 Con A 자극에

대한 증식능이 높았다.

4. 비장세포의 증식능의 저하를 유발하는 20% 출혈 7일 전에 10% 출혈

전처치를 시행하면, 출혈 전처치 없이 20% 및 30% 출혈을 유발하는 것에

비해 Con A 자극에 의한 비장세포의 증식능이 증가하였다. 그러나 출혈

간격이 2일인 경우에는 이런 현상이 관찰되지 않았다.

5. 10% 출혈 7일 후 20% 출혈을 유도하고 1, 2, 4일 후의 Con A 자극

에 대한 비장세포 증식능을 비교하였는데 1일 후가 4일 후보다 의미있게

비장세포 증식능이 높았다.

6. 출혈 간격이 7일인 경우에는 10－20% 군이 0－30% 군에 비해 IL-2

분비가 증가하였고, 10－20% 출혈 1일 후가 4일 후보다 IL-2의 분비량이

많았다.

결론적으로 면역저하를 유발하지 않는 정도의 출혈이 사전에 주어진 상

태에서 다시 한번 면역저하를 일으킬 정도의 출혈을 시켰을 때 출혈간의

시간 간격에 따라 나타나는 면역반응은 달라지며, 출혈간의 간격이 7일인

경우에는 단독으로 면역저하를 유발하는 출혈에도 불구하고 오히려 면역기

능의 증가가 관찰되었다. 그러나 이 효과는 두번째 출혈 후 1일 정도의 짧

은 기간에만 나타났다.

__________________________________________________________________

핵심되는 말: 출혈, 면역저하, 적응기전
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흰 쥐에 서 소 량의 출혈 전처 치가

대량 출혈 후 면 역저 하에 미치 는 영 향

<지도 박 정 수 교수>

연세대학교 대학원 의과학사업단

정 성 필

I. 서 론

의학의 급속한 발전에도 불구하고 아직 많은 수의 외상 환자들의 주요

사망원인이 감염이나 다발성 장기부전(multip le organ failure; MOF)으로

밝혀지고 있다. 외상 후 MOF는 면역기능과도 밀접한 관련이 있는데 심한

외상이 면역기능에 영향을 미친다는 것은 잘 알려져 있다. 임상적으로 외

상은 조직 손상, 출혈, 골절 등이 혼합되어 나타나며 이들이 복합적으로 작

용하여 면역계에 영향을 미칠 것으로 생각된다. 동물 실험에서는 심한 출

혈, 조직 손상, 골절 및 화상에 의해 각각 면역저하가 관찰되었으며 이들이

혼합되어 있을 때는 각각의 경우보다 더 심한 면역저하가 유발된다고 한

다.1 - 7 이렇게 이질적인 손상이 혼재되어 있기 때문에 외상에 대한 모델을

만들기가 어려운 가운데 최근에는 출혈 모델이 많이 연구되어지고 있다.

출혈이 면역저하를 유발한다는 것은 여러 실험을 통하여 알려지게 되었

는데 마우스에서 60분간 출혈성 쇼크를 유도한 후 소생시키는 고정혈압 출

혈 모델에서는 Concanavalin A (Con A)의 자극에 의한 비장세포 증식능이

억제되며, 패혈증을 유발시켰을 때 사망률이 58%에서 100%로 증가되었다

고 한다.1 또한 총 혈액량의 30%를 제거한 흰쥐의 고정혈량 출혈 모델에서

도 Con A에 대한 비장세포의 증식능과 IL-2의 생산이 감소하였다고 한다.8
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출혈 후의 면역 저하 현상을 개선하기 위하여 여러 약물들이 연구되어

왔으며 칼슘 차단제, 혈소판 활성화 인자 억제제, 고장성 식염수, 프로락틴,

멜라토닌, 안드로겐 억제물질인 flu tamide, metoclopramide, estradiol, 성호

르몬의 전구물질인 dehydroepiandrosterone 등이 동물실험에서 효과가 있

다고 보고되었으나 아직 임상에 도입되지는 못하고 있다.9 -1 8
그 이유는 외

상이 다양한 이질적인 손상으로 이루어져 있고 각각의 손상이 어떤 기전을

거쳐서 면역저하를 유발하는지를 확실히 모르기 때문이며 면역 반응에 관

여하는 요소가 너무 많고 다양하기 때문에 그 기전을 확실하게 이해하려면

앞으로도 많은 시간과 연구가 필요할 것이다.

본 연구에서는 외상으로 인한 면역저하를 신체의 면역기능을 이용하여

조절할 수 있는지를 알아보고자 한다. Harris와 Gelfand는 외상으로 면역

저하가 일어나는 것을 상처가 자가 항원으로서 역할을 하는 것이라고 주장

하였으며, 단순한 출혈만으로도 면역계에 영향을 미치는 것을 보면 세포의

허혈이라는 스트레스가 면역계에 영향을 준다고 생각할 수 있다.1,19 면역계

는 한번 노출된 항원에 대해서는 기억을 하고 있다가 재차 그 항원이 침입

했을 때 예전의 기억을 되살려 반응을 하게 되며 뿐만 아니라 스트레스만

으로도 면역계에 영향을 미칠 수 있음이 알려졌다.

흰쥐를 유리관에 넣어 움직이지 못하게 하거나 약하게 흔드는 스트레스

를 주면 지연형 과민증과 같은 항원특이 세포면역이 증강됨이 관찰되었

다.2 0 또한 스트레스를 가한지 2시간 안에 말초혈 내의 T, B임파구, 자연살

세포, 단핵구 등의 절대수가 40-75% 정도 감소하고 스트레스가 없어지면 3

시간 정도 후에 정상으로 회복되는 것을 보고하였다.21 또 스트레스의 종류

에 따라 급성 스트레스는 세포면역을 증강시키며 만성 스트레스는 세포면

역을 억제한다는 것이 알려졌으며, 흰쥐를 자기장에 노출시키면 노출시간

에 따라 2주 후에는 T임파구의 Con A에 대한 증식이 증가하지만 4주 후
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에는 감소하기 시작하여 13주 후에는 억제되는 양상이 관찰되었다.2 2 ,2 3
이

와같이 스트레스는 면역계에 영향을 주며 종류와 기간등에 따라 면역기능

을 증강 또는 억제시킬 수 있음을 알 수 있다.

그러면 출혈로 인한 면역저하를 조절하기 위하여 출혈 전에 소량의 출혈

로 스트레스를 유발하여 면역증강 효과를 기대할 수는 없을까? 이러한 적

응현상은 N oble등이 sublethal drum traum a를 주면 계속된 외상에 대한

적응현상을 보이는 것을 관찰하였으며 Zw eifach등은 drum-rolling trauma

가 계속된 내독소 주입에 비교적 저항성을 보이는 것을 관찰하였으나 출혈

에 대해서는 보고된 바 없다.24 ,25
이와 같이 최근에 주어진 자극에 기초하

여 두번째 자극에 대하여 다른 양상으로 반응하는 능력을 priming 또는

preconditioning이라고 한다.2 6 면역계에도 이와 유사한 현상으로 내독소에

반복 노출될 때 첫 번째 자극에 비해 점차 반응이 둔화되는 현상인 내독소

관용(endotoxin tolerance)이 보고되었다. 흰쥐의 출혈성 쇼크 모델에서 4일

동안 용량을 증가시키면서 내독소를 복강내 주사하면, 24시간 생존율이

40%에서 89%로 증가되며, 내독소 관용을 유발한 흰쥐는 출혈성 쇼크로 인

한 사망율이 80%에서 20%로 감소되고, 간의 허혈 재관류 손상으로 인한

사망이 감소한다고 한다.2 7-2 9

반복된 출혈에서도 이러한 적응현상이 존재하는지는 아직 연구되지 않

았으나 최근 들어 출혈이 여러 종류의 자극에 대한 보호작용을 할 수 있다

는 사실이 알려지게 되었다. 먼저 출혈은 어떤 상황에서는 연속된 패혈성

쇼크에 보호작용을 하게 되는데, 마우스에서 심장천자를 통하여 30 ml/ kg

의 출혈을 유발한 후 24시간 후에 치명적인 용량의 내독소를 복강내 주사

하면 96시간 생존율이 5%에서 67%로 높아졌다고 한다.3 0 흰쥐에서도 심장

천자로 20 ml/ kg의 출혈을 유도하고 24시간 후 치사량의 내독소를 복강내

주사하면 IL-1, TNF m RNA의 발현이 둔화되는 보호효과가 있다고 하였
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다.3 1
또 출혈이 조직손상에 대한 보호작용을 할 수도 있는데 마우스에서

출혈성 쇼크를 유발하면 폐손상이 유발되는데, 출혈 5일 후 개복술을 시행

한 군은 오히려 폐손상이 적었다고 한다.3 2 Zervos등은 흰쥐에서 평균 동맥

압 30 mm Hg로 30분간 유지하면 50%의 치사율을 보이는데 비해 48시간

전에 평균 동맥압 30 mmHg로 15분 동안 유지한 뒤 수혈하는 전처치를

시행하면 생존율이 의미있게 증가하고 생리적인 지표가 정상화된다고 하였

다.3 3

이와 같이 선행된 출혈이 여러 세포 및 장기에 대해 영향을 미친다면

면역계도 선행된 출혈에 대하여 어떤 반응을 보일 것으로 예상할 수 있다.

연구자는 외상 후 면역저하의 기전이 복잡하기 때문에 한두가지의 약물로

그 기전을 멈추기는 힘들다고 생각되며 신체의 고유한 보호기능을 유발시

키는 방법을 모색하고자 한다. 이에 저자들은 면역저하를 유발하지 않을

정도의 출혈이 전처치 된 상태에서 다시 한번 면역저하를 일으킬 정도의

출혈을 유발시켰을 때 면역반응의 양상이 어떻게 변화되는지 연구해 보고

자 하였다.
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II. 재 료 및 방법

1. 실험동물 및 출혈 조작

실험동물은 몸무게 300∼350 g의 수컷 Sprague-Dawley계 흰쥐를 사용

하였다. 동물은 연세의대 실험동물부에서 공급받았으며 온도 22℃, 습도

55%의 SPF(sp ecific pathogen free) 환경에서 사육되었다. 5% halothane(일

성제약, 천안, 한국)으로 흡입마취를 유도하고 폐쇄 공간에서 3% halothane

과 N 2O와 O2를 같은 비율로 마취를 유지하였다. 심장 부위의 피부를 70%

ethanol로 세척 및 소독한 후 26G 무균 주사기를 이용하여 경피적으로 흉

골 아랫쪽 ¼ 지점의 좌측연에서 심장을 천자(cardiac puncture)하여 출혈

을 유도하였다. 흰쥐의 총 혈액량을 kilogram 당 75 ml로 계산하여 각 군

에 해당하는 출혈을 유발시켰으며 수액이나 혈액의 재공급은 하지 않았다.

체중으로 환산하면 10% 출혈은 7.5 ml/ kg, 20% 출혈은 15 ml/ kg, 30% 출

혈은 22.5 ml/ kg에 해당한다. 각 군별 출혈 정도 및 출혈 조작의 시간 간

격은 그림 1과 같고 출혈 조작 시간은 1분 이내, 총 흡입마취 기간은 3분

이내였으며 본 모델의 사망률은 4%였다. 출혈 조작시 3회 이상의 심장천

자를 시행한 경우나 흉벽에 혈종이 생긴 경우는 실험에서 제외하였다.

흰쥐는 혈액을 채취한 후 산소를 공급하며 마취에서 회복될 때까지 관

찰한 다음 우리에 넣고 물과 먹이를 자유롭게 먹도록 하였다. 출혈 후 일정

전처치 출혈 출혈 혈액

10% 10, 20, 30% 비장 채취

그림 1. 출혈 조작의 시간별 모식도. 총 혈액량의 10, 20, 30% 출혈을 유발하고 일정 시

간 후에 흰쥐를 희생시켜 혈액과 비장을 채취하였다. 이차 실험에서는 출혈 전에 10%

의 전처치 출혈을 유발시켰다.
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시간 후에 같은 방법으로 흡입마취 시킨 후 경추탈구를 일으켜 희생시킨

다음 심장천자로 혈액을 채취하였고 70% ethanol로 몸 전체를 소독한 후

무균적으로 비장을 적출하였다.

한번의 출혈을 유발하고 면역기능을 살펴본 일차 실험은 160마리의 흰

쥐를 (1) 아무것도 시행하지 않은 대조군, (2) 심장천자만 시행하고 출혈은

유발하지 않은 대조군, (3) 10% 출혈군, (4) 20% 출혈군, (5) 30% 출혈군의

다섯 군으로 나누어 각각 출혈조작 후 1, 2, 4, 7일 후에 희생시켜 면역반

응을 조사하였다. 다양한 시간 간격에 따라 두 번의 출혈을 유발하고 면역

기능을 살펴본 이차 실험은 10% 출혈을 전처치 한 다음 1, 2, 4, 7일 후에

20% 출혈을 유도하여 비장세포의 증식능을 비교하였고 필요에 따라 비장

세포의 IL-2 분비량을 측정하였다. 모든 군은 8마리씩으로 하였다.

2 . 비장세포 분리

적출된 비장은 4℃ phosphate buffered saline(PBS)가 담긴 p etridish에

서 무균적으로 금속 m esh (60 m esh, Sigm a, St. Louis, MO, USA)에 통과시

켜 잘게 만든 후, pore 크기가 53㎛인 nylon m esh 위로 옮겨 통과시켜 비

장세포액을 얻었다. 이를 10% 우태혈청(fetal bovine serum, Gibco, Grand

Island, NY, USA)과 100U/ ml의 penicillin, 100㎍/ ml의 strep tomycin이 첨

가된 RPMI 1640(Sigma, St. Louis, MO, USA, 이하 Sigm a) 배양액에 부유

시켰다. 원심분리 후 침전된 세포에 Tris-N H4 Cl 용액(p H 7.6, Sigma)을 가

하여 적혈구를 용해시킨 다음 곧 2배 농도의 배양액을 가하여 등장액으로 만

든 후 원심분리하였다. 침전 세포를 다시 배양액에 부유시킨 후 Trypan

blue(Sigma)로 염색하여 세포의 생존여부를 확인한 다음 실험에 이용하였다.

3 . 비장세포의 증식능 측정

비장세포를 96-w ell p late에 각각 1×106개의 세포수가 되도록 100㎕씩
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분주하고 mitogen인 Con A (Sigm a)를 w ell당 2㎍이 되도록 10㎕씩 가하였

다. 이를 37℃, 5% CO2 항온항습기에서 96시간 동안 배양하였다. 배양 72

시간 째에 각 w ell당 1μCi/ 10 ㎕의 [m ethyl-3 H]-thymidine(N EN, Boston,

MA, USA; specific gravity 6.7 Ci/ mm ol)를 넣고 24시간 더 배양한 후 세

포수확기(Skatron Instruments, Sterling, VA, USA)를 이용하여 fiber glass

filter mat에 통과시켜 비장세포를 수확하였다. 수확된 비장세포를

scintillation vial에 담아 scintillation cocktail(Aqu asol-2; Packard, Meriden,

CT, USA)을 첨가하여 liquid scintillation counter (LS 5000 TA; Beckm an

Instruments, Fullerton, CA, USA)로 베타선을 측정하였다. 모든 실험은 삼

배수로 시행하였으며 Con A를 첨가하지 않은 용기의 방사선을 측정하여

대조군으로 이용하였다. 비장세포 증식능 측정의 시간별 모식도는 그림 2

와 같다.

비장세포 분리 [3H ]-thym id ine 세포 수확

72시간 배양 24시간 배양

그림 2. 비장세포 증식능 측정법의 시간별 모식도. 비장세포를 분리하여 Con A로 자극

한 다음 72시간 배양하다가 [3 H]-thymidine을 첨가하고 24시간 더 배양한 후 세포를 수

확하여 증식능을 측정하였다.

4 . 임파구 아군 분포의 분석

말초혈액 2ml을 EDTA가 처리된 시험관에 담아 일반혈액 검사기(Gen-

S, Coulter Corp , Miami, FL, USA)를 이용하여 말초 혈구를 계수하여 헤

마토크릿, 백혈구 수 및 임파구 분율을 측정하였다. 절대 임파구 수는 백혈

구 수에 임파구 분율을 곱하여 계산하였다.
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한편 시험관(Falcon #2052)에 20㎕의 단클론 항체(Serotec, Raleigh, N C,

USA)를 넣고 100㎕의 혈액을 첨가하였다. 단클론 항체로 T세포에는 CD3,

보조 T세포에는 CD4, 세포독성 T세포에는 CD8, B세포에는 CD45RA를 사

용하였으며 CD3와 CD4에는 Fluorescein isothiocyanate(FITC)가, CD8과

CD45RA에는 R-phycoerythrin (R-PE)이 결합된 제품을 사용하였다. 4℃의

암실에서 30분간 반응시킨 후 FACS lysing solu tion (Becton Dickinson, San

Jose, SA, USA)을 첨가하고 10분간 반응시켰다. 원심분리하여 상층액을 제

거하고 PBS로 두차례 세척한 후 0.5ml의 PBS에 부유시킨 다음 FACS-

Calibur (Becton-Dickinson, San Jose, CA, USA)를 이용하여 유세포분석을

시행하였고 측정 결과는 PC-LYSIS 프로그램을 이용하여 분석하였다.

5 . 비장세포의 IL-2 분비량의 측정

비장세포 단일세포액의 일부를 시험관에 넣고 20 ㎍/ ml의 Con A로 자

극시킨후 RPMI 1640과 10% 우태혈청이 포함된 배양액에서 37℃, 5% CO2

항온항습기에서 24시간 동안 배양하였다. 세포 부유액을 0.22㎛의 필터가

부착된 syringe로 걸러 －70℃에서 보관하였다. 배양 상층액 내의 IL-2를

rat IL-2 효소면역흡착검사 Kit (Cytoscreen, Biocource International, Cam a-

rillo, CA, USA)를 이용하여 측정하였다. 상층액 및 일정한 농도로 희석된

표준 용액을 anti rat IL-2가 부착된 96-w ell plate에 각각 50㎕씩 분주하고

상온에서 2시간 동안 방치하였다. 4회 세척한 다음 100㎕씩의 Strepta-

vidin-HRP conju gate를 각 w ell에 가하여 상온에서 30분 동안 방치하였다.

다시 4회 세척한 후 chromogen 100㎕를 가하여 암실에서 30분간 반응시킨

다음 100㎕씩의 stop solution을 첨가하였다. 발색 정도는 microplate reader

(Sp ectramax 340; Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)로 450nm에서

흡광도를 측정하였다. 표준 IL-2의 희석농도와 흡광도로 표준 방정식을 구
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한 후 배양 상층액 내의 IL-2 농도를 계산하였다.

6 . 자료의 분석 및 통계처리

모든 자료는 평균±표준오차로 표시하였다. 통계분석은 SPSS 8.0 프로그

램을 이용하여 일요인 분산분석을 시행하였고 다중비교는 Tukey의 방법을

이용하였다. 모든 경우에 p값 0.05 이하를 통계적으로 유의한 수준으로 판

정하였다.
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III. 결 과

1. 1회의 출혈이 면역기능에 미치는 영향

가 . 출혈량 에 따른 말초혈액의 변 화

출혈을 유발하지 않은 대조군에서 말초혈의 헤마토크릿은 46.7±1.7 g/

dL였으며, 10% 출혈 후에는 1일째 37.8±3.2 g/ dL이었고, 20%, 30% 출혈

후에는 4일째 각각 39.3±2.4, 31.6±1.0 g/ dL까지 대조군에 비해 의미있게

감소되었다가 점차 증가하는 소견을 보였다(그림 3, A). 말초 백혈구 수는

대조군에서 11,300±1,300 / mm 3이었으며, 20% 출혈 후 2일째 20,200±2,000

/ mm 3로 대조군에 비해 증가된 소견을 보였다(그림 3, B). 말초 백혈구 중

임파구 분율은 대조군에서 90.2±0.7 %였으며, 30% 출혈 후 2일째에 59.4±

13.1 %로 감소하였으며(그림 3, C), 절대 임파구 수는 출혈 정도 및 시간

경과에 따라 대조군에 비해 차이를 보이지 않았다(그림 3, D).

나 . 출혈량 에 따른 말초 임파구 아군 의 변화

유세포 분석기를 통해 각 실험군의 세포를 10,000개씩 검사하여 그 중

에서 임파구 아군의 분포를 검사하였다. 대조군에서 CD3+ 세포(p an T세

포)는 47.9±4.2 %, CD45RA+ 세포(B세포)는 25.9±2.1 %, CD4+ 세포(보조

T세포)는 37.3±1.2 %, CD8+ 세포(세포독성 T세포)는 22.7±1.3 %였으며 출

혈 정도와 시간의 경과에 따른 차이는 관찰되지 않았다(그림 4, A, B, C).

보조 T세포와 세포독성 T세포의 비인 CD4+/ CD8+ ratio도 대조군에서는

1.79±0.15였으며 각 군 간의 차이는 관찰되지 않았다(그림 4, D).
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IV. 고 찰

1920년대 외상으로 인한 사망 환자들을 분석하면서 출혈에 의한 조기

사망과 감염에 의한 후기 사망 사이에 중간 시기의 사망이 있으며, 이것이

w ound factor 에 의한 것이라고 주장한 이래로 외상이 면역 체계에 미치

는 영향에 대해 많은 연구가 진행되어 왔다.1 9 Sauaia등은 외상으로 인한

사망을 조사하여 초기 사망의 원인은 주로 출혈이나 중추신경계의 문제로

발생하며, 외상 7일 이후의 후기 사망 원인은 MOF가 61%로 가장 많은 비

율을 차지한다고 보고하였다.34
따라서 이 시기의 사망율을 감소시키기 위

해서는 외상 후 MOF의 발생을 줄이는 것이 중요하다.

외상 후 발생되는 장기부전을 설명하기 위하여 여러 가설이 등장하였는

데, Moore등은 외상 후에 초기 MOF와 후기 MOF가 발생함을 관찰하고

초기의 과염증반응기와 그 후의 면역저하기로 구분하였다.35 또 다른 가설

은 ' one-hit' 또는 ' tw o-hit' 가설인데, 환자는 두가지 경로로 MOF에 빠질

수 있는데 첫째는 강력한 외상(one-hit)이 작용했을 때 심한 염증반응을 유

발하여 MOF에 빠지게 되고, 두 번째는 외상이 그렇게 심하지 않은 경우

감염이나 수술 등과 같은 두 번째 충격(2nd-hit)에 의해 염증반응이 증폭되

어 MOF로 진행될 수 있다는 것이다.3 6,3 7 두 번째 충격은 외상 후의 수술,

카테터에 의한 균혈증, 폐렴 등이 모두 포함되며 이차 수술이 MOF를 유발

할 수 있음이 보고되었다.3 8 그러나 이 가설들은 아직 정설로 밝혀진 것은

아니며 논란이 계속되고 있다.39 ,4 0

출혈 후 나타나는 면역반응으로는 염증 매개물의 혈중 분비, T세포, B세

포, 자연살세포, 대식세포 수의 변화, 패혈증 및 장기부전에 대한 감수성 변

화 등이 알려져 있다.4 1 본 연구에서는 세포 면역을 담당하는 주요 세포인

말초 임파구와 비장세포의 숫자와 기능의 변화를 중점적으로 살펴보았다.
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본 연구에서는 실험 모델로 흰쥐의 단계별 고정혈량 출혈 모델을 사용하였

는데 그 중에서도 흡입마취 후에 경피적 심장천자로 일정량의 혈액을 제거하

고 수액이나 혈액을 주입하지 않는 방식을 택하였다. 이 방법은 간단하고 출혈

량의 조절이 쉽지만 심장천자로 인한 합병증과 심근의 조직 손상이 결과에 영

향을 줄 가능성이 단점으로 제기된다. 그러나 예비 실험에서 심장천자 후 부검

을 시행한 결과 혈흉이나 심낭출혈 등은 관찰되지 않았으며, 심장천자 군과 대

조군 사이에 임파구 아군이나 비장세포 증식능의 차이는 관찰되지 않았다. 출

혈 조작 후 수액이나 혈액을 다시 주입하지 않은 이유는 그 자체가 면역 기능

에 영향을 미칠 수 있다고 알려져 있기 때문이다.4 2-4 5

총 혈량의 10, 20 30%의 단계별 출혈이 어느 정도의 혈역학적인 영향을

주는지 알아보기 위하여 대퇴동맥에 삽관하여 혈압을 측정하면서 심장천자

로 단계별 출혈을 일으킨 결과, 심장천자 시에 혈압이 급강하했다가 바늘

을 뺀 후 바로 회복되었으며 총 혈액량의 10% (7.5 ml/ kg) 출혈 시에는 평균

동맥압이 약 83 mmHg, 20% (15 ml/ kg)의 경우 73 mmHg, 30% (22.5 ml/ kg)

의 경우 45 mmHg, 40% (30 ml/ kg)의 경우 25 mmHg 정도로 감소되었으며

40% 출혈 후에는 생존하지 못하였다.

지금까지 출혈로 인한 면역 저하는 고정 혈량 모델에서는 총 혈액량의

30% 출혈에서, 고정 혈압 모델에서는 평균동맥압 35 mmHg에서 한시간 유

지한 모델에서 보고되었다.8 ,4 6 본 실험 모델에서는 전체 혈액량의 30% 출

혈 뿐만 아니라 20%(15 ml/ kg) 출혈의 경우에도 48시간 후에 비장세포 증

식능의 감소가 관찰되었다. 출혈 후 세포면역이 저하되고 회복되는 시기는

모델에 따라 차이가 있으나, 마우스에서 60분간의 출혈성 쇼크를 일으키면

2시간 후부터 비장세포의 증식능이 감소하여 1일 후 대조군의 18% 정도까

지 감소하였다가 점점 증가하여 10일 후에는 98%로 회복되었다는 보고와

같이 일반적으로 출혈 직후에 시작되어 중증도에 따라 다른 회복기간을 보

- 21 -



이는 것으로 생각된다.1 ,4 7
그러나 출혈 또는 외상 후 비장세포의 증식능이

1일 후에는 증가하거나 대조군과 차이가 없다가 이후에 감소하기 시작했다

고 하는 보고들도 있다.9 ,4 8 ,4 9
본 실험 모델에서는 출혈 2일째에만 20, 30%

출혈에서 비장세포의 증식능의 저하가 관찰되었다. 외상 후 비장세포의 증

식능이 회복되는 시간 역시 외상의 정도에 따라 다르게 보고되었는데 마우

스에서 출혈 또는 복부 절개 만 시행한 군은 7일과 10일 후에 비장세포의

증식능이 대조군과 차이가 없었으나 출혈과 조직손상을 동시에 시행한 군

은 7일 후에도 증식능의 저하가 관찰되었다고 한다.50
즉, 심한 외상일수록

회복까지의 기간이 길어진다고 생각할 수 있다. 본 연구에서는 출혈량에

따른 회복 기간의 차이는 관찰되지 않았다.

한편 외상 후 말초 T세포의 수는 감소한다고 알려졌는데 다발성 외상

환자의 말초혈에서 보조 T세포의 숫자는 외상 후 21일까지 감소하였으며

단핵구의 숫자는 증가하였다고 한다.51 ,5 2 또한 다발성 외상 환자에서 외상

2일째 전체 임파구 수와 T세포의 수가 감소하였으며, 중증 외상 환자에서

는 보조 T세포와 세포독성 T세포의 비가 의미있게 감소하였다고 하였다.5 3

이와 같이 외상 후에는 말초혈의 총 임파구 수가 감소하고, 보조 T세포와

자연살세포의 수가 감소하고 단핵구의 수가 증가하며, 보조 T세포와 세포

독성 T세포의 비가 감소한다고 알려졌다.54 그러나 동물 실험의 경우, 흰쥐

의 화상 모델에서는 비장, 흉선, 골수, 임파절 등의 장기에서 모두 임파구

의 감소가 관찰되었으나 출혈 모델에서는 마우스의 30% 출혈 모델에서 비

장, 골수, 임파절, 흉선 등의 장기의 임파구 분율이나 절대수는 변화하지

않았다 하며 골절을 일으킨 흰쥐에서도 비장의 보조 T, 세포독성 T, B세포

와 대식세포의 수에는 변화가 없었다고 한다.2,9 ,4 8 즉, 외상의 종류에 따라

서 장기 내의 임파구 아군의 변화에는 차이가 있는 것으로 추정된다. 출혈

모델에서 말초 임파구 아군의 수적인 변화에 대해서는 발표되지 않았는데,
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본 연구에서는 각 아군에 따라 출혈군 및 시간에 따른 차이가 관찰되지 않

았다. 이는 일반적으로 비침습적인 스트레스에도 말초 임파구 수 및 아군

의 분포는 변화한다고 알려져 있는 것에 비하면 의외의 결과라 할 수 있

다.2 1
그러나 스트레스로 말초 임파구 수 및 아군 분포가 변화하는 경우에

도 스트레스가 없어진 수 시간 후에 다시 정상으로 회복되었다는 것으로

보아 출혈 후 말초 임파구 아군 분포의 변화가 첫 번째 측정 시점인 출혈

후 24시간 보다 빨리 정상으로 회복되었을 가능성이 있다.2 1
다른 해석으로

는 흡입마취 하에서 짧은 기간 동안 출혈을 일으켜 큰 스트레스를 주지 않

았을 가능성도 있으나 20, 30% 출혈에서 2일째 Con A 자극에 대한 비장

세포의 증식능이 저하된 것으로 보아 그 가능성은 적다고 생각된다.

그 동안 반복된 출혈이 면역기능에 미치는 영향에 대해서는 많은 연구

가 진행되지 않았는데 Yam ashita등은 일회의 10 ml/ kg의 출혈은 간의

TNF-α mRNA를 증가시키지 않았지만 24시간이나 48시간 후에 같은 양의

출혈을 반복 유발하면 의미있게 증가함을 보고하였다.5 5 이는 기존의 2-hit

가설에 부합하는 결과이다. 본 연구에서는 10% 출혈 2일 후에 다시 10%의

출혈을 유발한 군은 10%－0%군에 비해 비장세포 증식능이 감소하지 않았

다. 이는 2-hit m odel"에서 말하는 선행된 10% 출혈로 인한 면역저하에

취약한 시기 를 지났기 때문으로 생각된다. 2-hit model"에서 면역저하에

취약한 시기는 확실히 밝혀지지는 않았으나, 호중구(neutrophil)의 경우 외

상 후 이차 충격(2nd-hit)에 취약한 시기는 6∼24시간 이내로 알려져 있

다.5 6,5 7 그런데 다발성 둔상 환자에서 수술을 외상 2∼4일 후에 시행한 조

기 수술군과 5∼8일 후에 시행한 후기 수술군으로 나누어 비교한 연구에서

는 수술 후 MOF가 조기 수술군에서 훨씬 높았다는 것으로 보아 면역저하

에 취약한 시기 또한 모델에 따라 다를 것으로 생각된다.5 6

최근 Zervos등은 일련의 실험에서 2-hit 가설과 부합하지 않는 결과들을
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제시하였는데, 이는 출혈이 연속되는 "2-hit "에 대해 보호작용을 할 수도 있

다는 것을 의미하는 것이라 하겠다.3 0,31 ,3 3 Claridge등도 마우스에서 출혈성

쇼크만 일으킨 경우에는 5일 후에 폐손상이 관찰되었으나, 출혈성 쇼크를

유발하고 5일 후에 내독소 처치 또는 개복술을 시행한 군은 오히려 폐손상

이 적었다고 보고하였다.3 2 ,5 9 ,60

본 연구에서는 총 혈액량의 10% 출혈을 유발한 후 다양한 시간 간격을

두고 20% 출혈을 유발하였는데, 출혈 사이의 간격이 1, 2일인 경우보다 7

일인 경우에 비장세포 증식능이 의미있게 높았다. 또한 10% 출혈 7일 후

에 20% 출혈을 유발하면, 출혈 없이 심장천자만 시행하고 7일 후에 20%나

30% 출혈을 유발한 경우보다 비장세포 증식능이 증가되었다. 이는 10% 출

혈과 20% 출혈의 간격이 2일인 경우에는 관찰되지 않았다. 즉, 출혈 사이

의 간격이 7일인 경우에는 10% 출혈이 7일 후의 20% 출혈로 인한 비장세

포 증식능의 저하를 억제한다고 생각할 수 있다. 이는 비장세포의 IL-2 분

비 정도에서도 확인되었는데, 출혈간의 간격이 7일인 경우 10－20% 출혈

이 0－30% 출혈의 경우에 비해 비장세포의 IL-2 분비가 많았다. 이러한 비

장세포의 증식 및 IL-2 분비 정도는 두 번째 출혈 후 1일째에 가장 높았다.

출혈 간격이 7일인 경우에만 면역증강 효과가 나타난 것은 아직 그 기

전을 정확히 알 수는 없으나 염증반응과 항염증반응의 상호작용으로 인한

것으로 추측된다. Moore는 외상에 의해 전신적 염증반응 증후군(systemic

inflammatory response syndrome; SIRS)이 발생되며 이의 반작용으로 보

상적 항염증반응 증후군(compensatory anti-inflammatory response syndrome;

CARS)이 유발되어 면역저하를 일으킨다고 설명한 바 있다.61 저자들은 이

를 확장하여 CARS가 유발된 후 일정 기간이 지나면 다시 CARS에 대한

음성 되먹임 기전에 의해 SIRS 상태가 발생되며 두 번째 출혈이 CARS 시

기에 주어지면 2-hit 가설에서와 같이 면역저하가 유발되고, CARS 다음에
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오는 SIRS 시기에 주어지면 면역증강 효과가 유발된다고 생각된다(그림

11). 이를 확인하기 위해서는 호염증성 또는 항염증성 사이토카인들의 연

속적인 측정이 필요할 것으로 생각된다.

2A

SIRS SIRS

CARS

1 2B

그림 11. 전처치 출혈 7일 후에 면역이 증가하는 기전을 설명하기 위한 모식도. 첫 번

째 출혈(1)로 전신성 염증반응 증후군(SIRS)이 발생하며 이에 대한 음성 되먹임 기전이

작동하여 보상적 항염증반응 증후군(CARS)이 발생되어 면역저하를 일으키며 일정 기간

경과후 다시 CARS에 대한 반작용으로 SIRS가 발생된다. 두 번째 출혈이 CARS 시기에

주어지면(2A) 2-hit 가설에서와 같이 면역저하가 유발되며 SIRS 시기에 주어지면(2B) 면

역증강 효과가 유발된다고 생각된다.

출혈 후 면역저하를 보고한 기존의 연구 중에서 이러한 면역의 증강효

과는 알려지지 않았으나 Abraham등에 의하면 30%의 출혈을 일으킨 마우

스에서 비장세포의 증식능은 2∼7일까지 감소하였으나 비장세포 임파구의

수 및 아군의 분포에는 의미있는 변화가 관찰되지 않아서 출혈 후에 면역

세포의 수적인 변화없이 기능의 저하가 유발된다고 결론을 내렸는데, 함께

측정한 비장세포의 IL-2 분비량은 출혈 후 2∼48시간까지 감소하였다가 72

시간째에는 오히려 정상보다 의미있게 증가하였고 96시간째에는 정상화됨

을 보고하였다.9 즉, 출혈에 의한 면역기능의 저하 후에 반작용에 의한 증

강현상이 나타날 수 있음을 시사하는 소견이라 할 수 있다.

본 연구의 의의는 흰쥐에서 일정한 시간 간격을 두고 출혈이 반복되었

을 때 출혈에 의한 면역저하의 양상이 변화할 수 있음을 시사한 점이다.
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그러나, 비장세포의 증식능과 IL-2의 분비가 증가되었다고 해서 꼭 감염에

대한 저항력이나 패혈증에 대한 생존율이 증가할 것이라고 말할 수는 없

다. 또한, 이러한 현상이 사람에게서도 나타나는 현상인지, 나타난다면 어

떤 시간 간격에서 나타나는지는 더 연구되어져야 할 것이다. 임상적으로

외상에 의한 출혈은 대부분 조직손상이나 골절 등을 동반하게 되고 출혈

간의 기간을 조절할 수 없기 때문에, 본 연구 결과를 외상으로 인한 면역

저하에 직접적으로 적용할 수는 없을 것이다. 특히 심장천자로 실혈시킨

뒤 수액을 공급하지 않은 것도 임상과 다른 부분인데, 출혈 후 수액공급을

하지 않은 것도 면역기능의 회복속도에 영향을 주었을 가능성이 있다.

Knoferl등은 조직손상과 출혈성 쇼크를 유발한 마우스에서 실혈량의 4배를

Ringer' s 액으로 120분 동안 공급한 군이 수액을 30분 또는 60분 동안 빨

리 공급한 군에 비해서 4일 후 비장세포의 IL-3와 interferon-γ의 분비 및

비장 대식세포의 IL-1β와 IL-6의 분비가 정상으로 회복되었다고 하였다.6 2

따라서 본 연구에서 나타난 출혈 간격 7일인 경우의 면역 증강 효과가 수

액소생 모델에서도 존재하는지, 존재한다면 수액 주입의 속도는 어느 정도

로 해야 하는지 등이 앞으로 연구되어져야 할 것이다. 한편, 임상적으로 수

술 전에 자가 수혈을 위해 헌혈을 하는 경우가 본 실험 모델에서의 소량의

출혈 전처치에 해당될 수도 있을 것이다. 수술전 자가 헌혈은 타인의 혈액

을 수혈받는 것에 비해 안전하며 감염에 대한 위험이 적다고 알려져 있으

나 수술 후의 면역저하에 대한 영향은 아직 연구되지 않았으며 이 또한 추

후 연구가 필요한 부분이라 생각된다.6 3
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V. 결 론

소량의 출혈 전처치가 대량출혈 후 면역저하에 미치는 영향을 알아보기

위해 Spragu e-Dawley계 흰쥐를 이용하여 말초 임파구의 아군 분포의 변화

및 비장세포의 Con A에 대한 증식능과 IL-2 분비 정도를 관찰하여 다음의

결론을 얻었다.

1. 출혈의 정도와 시간 경과에 따른 각 실험군들 사이의 말초 임파구

아군 분포에 유의한 차이는 발견되지 않았다.

2. Con A 자극에 대한 비장세포 증식능은 총 혈액량의 20%와 30% 출

혈군에서 출혈 2일째에만 감소하였다.

3. 10% 출혈 후 20% 출혈을 유발하기까지의 기간이 7일인 경우에는 출

혈 사이의 간격이 1일 또는 2일인 경우에 비해 비장세포의 Con A 자극에

대한 증식능이 높았다.

4. 비장세포의 증식능의 저하를 유발하는 20% 출혈 7일 전에 10% 출혈

전처치를 시행하면, 출혈 전처치 없이 20% 및 30% 출혈을 유발하는 것에

비해 Con A 자극에 의한 비장세포의 증식능이 증가하였다. 그러나 출혈

간격이 2일인 경우에는 이런 현상이 관찰되지 않았다.

5. 10% 출혈 7일 후 20% 출혈을 유도하고 1, 2, 4일 후의 Con A 자극

에 대한 비장세포 증식능을 비교하였는데 1일 후가 4일 후보다 의미있게

비장세포 증식능이 높았다.

6. 출혈 간격이 7일인 경우에는 10－20% 군이 0－30% 군에 비해 IL-2

분비가 증가하였고, 10－20% 출혈 1일 후가 4일 후보다 IL-2의 분비량이

많았다.

결론적으로 면역저하를 유발하지 않는 정도의 출혈이 사전에 주어진 상

태에서 다시 한번 면역저하를 일으킬 정도의 출혈을 시켰을 때 출혈간의
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시간 간격에 따라 나타나는 면역반응은 달라지며, 출혈간의 간격이 7일인

경우에는 단독으로 면역저하를 유발하는 출혈에도 불구하고 오히려 면역기

능의 증가가 관찰되었다. 그러나 이 효과는 두 번째 출혈 후 1일 정도의

짧은 기간에만 나타났다.
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Effect of small hemorrhagic preconditioning on

immunosuppression follow ing massive hemorrhage in rats
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Immunosuppression is the main cau se of late death following

traum a. Anim al study has shown that severe hemorrhage w ould

induce immunosuppression . Despite of several attempts to restore

suppressed immune function following traum a or hem orrhage, no

practical measure has been introduced into p atient care. The purpose

of this stu dy is to evalu ate whether adaptation m echanism could be

u sed to modulate the immunosuppression following hemorrhage.

Tolerance to hemorrhage is yet to be reported; how ever, endotoxin

tolerance － adaptation to the repeated administration of endotoxin －

has been w ell know n. Endotoxin tolerance w as recently found to have

relationship to the tolerance to hem orrhagic shock. Moreover,

physiologic protective effect on the hem orrhagic shock after 48 hours of

pretreatment has been discovered . Based on these findings, this study

w as designed to evalu ate whether pretreatment with small amount of

hemorrhage w ould induce the immunomodulating effect on m assive
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hemorrhge that could cau se immunosuppression .

The m ale Sprague-Dawley rats w ere hemorrhaged by cardiac

puncture at the am ount of 0, 10, 20, and 30% of total blood volume.

At 1, 2, 4, and 7 days after hemorrhage, the immune resp onses w ere

observed . Pretreatment with small hemorrhage (10%, not enou gh to

cau se immunosuppression) w as induced 1, 2, 4, and 7 days before m ain

hemorrhage, and immune resp onses w ere also observed . Immune

functions w ere measured by p eripheral lymphocyte subp opulation (pan

T cell, T help er, T cytotoxic, B cell), Con-A stimulated proliferative

cap acity of and IL-2 release from splenocytes. The results w ere as

following:

1. The distribution of p eripheral lymphocyte subp opulation show ed

no significant differences among variou s amounts of hemorrhage or the

tim e intervals after hemorrhage.

2. The Con-A stimulated proliferative cap acity of splenocyte (SPC)

w as decreased in hem orrhage of greater than 20% of total blood volum e

at only 2-day interval.

3. The SPC increase w as higher with 7-day interval betw een 10%

and 20% hemorrhage than 1- or 2-day interval.

4. The SPC increase w as higher when pretreatment of 10% hemo-

rrhage w as perform ed 7 days prior to 20% hem orrhage comp ared to

20% or 30% hemorrhage w ithout pretreatment hemorrhage except

cardiac puncture. This phenom enon, how ever, w as not observed when

the interval betw een hem orrhage w as 2 days.

5. 20% hem orrhage w as p erform ed 7 days after pretreatm ent and the
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SPC w as observed at 1, 2, and 4 days after second hemorrhage. The

SPC increase w as higher at 1st day than 4th day after second

hemorrhage.

6. The amount of IL-2 released by splenocyte w as higher in 10－20%

group compared to 0－30% group when hem orrhage interval w as 7

days, and higher at 1st day compared to 4th day after second

hemorrhage in 10－20 % group .

In conclusion, the immune response varied depending on the hem o-

rrhage interval following pretreatm ent, and increased immune response

w as observed even after hemorrhage that, by itself, w ould cause

immunosuppression . This effect, how ever, w as only observed during

short period of about 1 day following second hem orrhage.

___________________________________________________________________
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