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요  약  문
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핵심단어 생체 지표, 바이오마커, 흡입독성시험, 혈액

연구과제명 흡입노출 실험동물을 이용한 생체영향 지표 연구-호흡기계를 중심으로-

1. 연구배경

생체지표(biomarker)는 자극에 대한 생체의 변화를 탐지해 낼 수 있는 일종

의 정보로 화학 물질에 대한 체내 대사산물로 대표될 수 있다. 종양 지표 등 

다양한 생체 지표들이 인정되고 새롭게 개발되고 있지만 독성 시험에서 주로 

사용되고 있는 지표들은 한정적이고 장기적 자극에 의한 손상을 탐지하는 지표

가 대부분이다. 이에 흡입 독성연구센터에서 독성 시험을 수행 중인 동물을 이

용해 흡입독성시험의 결과를 조기에 예측하고, 신뢰성을 향상시킬 수 있는 유

용한 생체 지표를 실험적으로 탐색하려고 한다.

2. 주요 연구내용

- 연구결과 -

1) 생체지표의 특성 및 용도에 따른 분류와 산업보건 측면에서의 생체지표의 

기존 활용 범위를 조사 연구하였다.

2) 일반적인 독성시험에서 활용되고 있는 생체 지표를 문헌 조사한 결과 흡

입독성연구센터에서 수행하는 동물시험에서 분석하고 있는 생체지표와 대

부분 일치하였다.
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3) 2,6-디-삼차-부틸-파라-크레졸, 노말 프로필 알콜, 폴리헥사메틸렌구아니딘 

염산염, 테트라클로로에틸렌을 이용해 랫드에서 흡입독성 시험을 수행해 

혈액 및 장기 시료를 분석했다.

4) 호흡기의 염증과 관련 있는 것으로 알려진 지표인 vWF, IL-1β, IL-10, IL-18, 

IL-2, IL-6, 및 VEGF의 농도는 시험물질에 의한 변화를 나타내지 않았다.

5) 동일한 실험에서 기존에 수행해 왔던 혈액 생화학 검사를 통한 혈액 내 

지표와 현미경 검경을 통한 장기의 형태학적 변화가 관찰되었다. 

6) 소량의 시료를 이용하기 위해 실시한 Luminex 기법은 검출 농도의 한계

로 저농도에서 분석의 신뢰도가 다소 감소되었다.

- 시 사 점

특정 장기의 정확한 생체 지표 분석을 위해 장기 조직을 이용하거나 유전체 

연구를 통한 분석이 민감성과 효율적 측면에서 유용할 것으로 생각된다.

3. 연구 활용방안

- 제 언

연구 결과를 통해 화학물질에 의한 장기 손상 기전 연구에 기여하고, 근로자

의 건강 유해성 평가에 기초 자료를 마련할 수 있을 것으로 판단된다.

- 활 용

․ 신규 화학물질의 연구 결과보고서 배포를 통해 기초 연구에 활용

․ 유관학회(한국독성학회 등) 학술대회 발표 예정

4. 연락처

- 산업안전보건연구원 산업화학연구실 병리검사부 조은상

 - ☎ 042) 869. 8534

 - E-mail escho@kosha.or.kr
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Ⅰ. 개  요

1. 연구 배경 및 필요성

1) 생체 지표의 정의

생체 지표(Biomarker)는 일종의 분자적 정보로 신체의 변화를 감지할 수 있

는 지표로 알려져 있다. 일반적으로 질병의 발병과 진행에 의해 탐색될 수 있

는 체내 DNA, RNA, 대사 산물, 단백질 등의 변화를 말하며, 질병 뿐 아니라 

새로운 약물의 개발 목적과 체외에서 질병을 조기 발견해 예후를 예측하는 체

외 분자진단 기술 등의 개발에 이용되고 있다.

생체 지표는 1980년에 처음으로 용어화 된 이후 범위 및 정의는 다양하게 

알려져 있지만, 대표적으로 미국 국립 보건원 (NIH, National Institute of 

Health)에서는 ‘정상적인 생체의 과정, 질병 상태의 과정, 또는 치료제에 대한 

약리적 반응을 객관적으로 측정 및 평가할 수 있는 특성’으로 정의하고 있다. 

또한 NIH 산하 미국 국립 암연구소 (NCI, National Cancer Institute)는 생체 

지표의 정의 중 ‘특성(characteristic)’을 혈액, 기타 체액, 조직 등에서 정상 또는 

질병 상태일 때 신체의 반응을 관찰될 수 있는 생물학적 분자 단위로 확대해 

정의하고 있다 (NCI, 2017).

2) 생체 지표의 조건

생체 지표는 다양한 지표로 정의될 수 있다. 그러나 실제적으로 널리 응용되

기 위해서 이상적으로 갖춰야 할 조건이 있다. 일단 특정 질병의 진단에 민감

하고 특이적이어야 하고, 질병마다 존재하는 세부분류(아형)를 감별할 수 있어
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야 한다. 간편하게 채취 및 측정 가능할 수 있고 채취 시 비침습적 방법으로 

수행할 수 있어야 한다. 또한 가능한 특정 질병이 진행되는 과정중의 단계별 

구별이 가능해야 하며 신속하게 검사 가능할 수 있어야 한다.

3) 생체 지표의 종류

(1) 특성 및 용도에 따른 분류

목적에 따라 다양한 분류의 생체 지표를 이용할 수 있으며 동일한 마커라 

할지라도 다른 목적에 이용될 수 있다. 생체 지표의 특성 및 용도에 따른 분류

는 <표 I-1>과 같다.

<표 I-1> 특성 및 용도에 따른 생체 지표의 분류

종 류 특 징

선별적 생체 지표 (screening biomarker)

건강한 사람과 임상증상이 없더라도 어떤 질병이 

시작되는 사람을 구분할 수 있는 생체 지표로 초기 

암 진단마커가 해당함

예후적 생체 지표 (Prognostic biomarker)
질병의 예후를 알려주는 마커로서 관절염의 진정도

를 알려주는 버이오마커 등이 해당됨

계층적 생체 지표

(Stratification biomarker)

특정 약물에 대한 반응군과 비반응군을 구분할 수 

있는 생체 지표

유효성 생체 지표 (Efficacy biomarker)

약물 치료의 효과를 모니터링할 수 있는 생체 지표

로 대리표지자 (surrogatebiomarker)로도 사용될 수 

있으며 신약 개발 단계에서 특정약물에 대한 연구

개발을 계속할 것인지 결정할 때  판단근거가 됨

메커니즘 생체 지표

(Mechanism of action biomarker)

타겟에 대한 약물의 효과를 정량화할 수 있는 생체 

지표

독성감별 생체 지표 (Toxicity biomarker)
특정약물에 대한 부작용 증상을 나타난 그룹을 찾

아낼 수 있는 마커

변환적 생체 지표 (Translation biomarker)

전임상과 임상시험에서 모두 사용할 수 있는 생체 

지표 즉, 실험동물과 사람에서 동일한 양상을 보이

는 생체 지표

질병 생체 지표 (Disease biomarker) 질환 유무 또는 임상결과를 보여주는 생체 지표

단계적 생체 지표 (Staging biomarker) 진행성질병에서 각 단계를 구분할 수 있는 마커

대체적 생체 지표 (Surrogate biomarker) Clinical end point를 대체할 수 있는 마커

표적 생체 지표 (Target biomarker) 약물타겟의 존재를 측정할 수 있는 마커

(자료: 임춘화. 2013; Insight Pharma Reports. 2007 and 2009)
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(2) 적용 단계에 따른 분류

암 진단 등에 이용되는 생체 지표들은 암의 치료 과정 중 적용되는 관리적 

의미로 분류할 수 있다. 단계별 및 용도에 따른 분류는 <표 I-2>과 같다.

<표 I-2> 단계적 특성 및 용도에 따른 생체 지표의 분류

종 류 특 징

예후 생체 지표

(Prognostic biomarker)

암세포의 진행 과정을 예측하여 예후의 정도를 판단해 

항암제 등의 치료 방향을 결정하도록 도움을 주는 마커

반응예측 생체 지표

(Predictive biomarker)

특정 약물에 대한 환자의 반응을 예측할 수 있는 마커로 환자 

내 특정 유전자의 증폭에 따른 약물의 감수성을 판단 가능

약역학 생체 지표

(Pharmacodynamic biomarker) 

신약 개발의 초기 단계에서 질병 별 특성에 따라 최대용

량을 가감해야 하는 경우에 이용되는 마커

4) 생체 지표의 활용

(1) 신약 개발

위 분류와 같이 목적에 따라 다양한 생체 지표를 이용할 수 있으며, 최근의 생

체 지표는 질환의 치료, 관리 및 조기진단 뿐만 아니라, 신약 개발 및 맞춤의학

(Personalized medicine)에도 널리 이용되고 있다. 주로 신약 개발 과정 [그림 I-1] 

중 효능 검정 또는 임상시험기간 단축 등의 목적으로 개발되어 이용되고 있다.

[그림 I-1] 신약개발 과정 중 생체 지표의 활용

(자료: Amir-Aslani and Mangematin. 2010)
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물질

종류
구분1 번호2 물질명

시료

종류
지표물질명

노출

기준
단위

유기

화합

물

1차

7 ρ-니트로아닐린 혈액 메트헤모글로빈 1.5 %

8 ρ-니트로클로로벤젠 혈액 메트헤모글로빈 1.5 %

9 디니트로톨루엔 혈액 메트헤모글로빈 1.5 %

10 디메틸아닐린 혈액 메트헤모글로빈 1.5 %

12 N,N-디메틸아세트아미드 소변 N-메틸아세트아미드 30 ㎎/g crea.3

13 디메틸포름아미드 소변 N-메틸포름아미드 15 ㎎/L

35
메틸클로로포름

(1,1,1-트리클로로에탄)

소변 삼염화초산 10 ㎎/L

소변 총삼염화에탄올 30 ㎎/L

53 아닐린과 동족체 혈액 메트헤모글로빈 1.5 %

62
에틸렌글리콜 

디니트레이트
혈액 메트헤모글로빈 1.5 %

81 크실렌 소변 메틸마뇨산 1.5 g/g crea.

88 톨루엔 소변 마뇨산 2.5 g/g crea.

93 트리클로로에틸렌

소변 총삼염화물 300
g/g

crea.

소변 삼염화초산 100
g/g

crea.

(2) 생물학적 노출지표의 확인

또한 산업안전보건법에 따라 업무중 노출가능성이 있는 유해한 물질들에 대해 

특수건강진단을 통해 근로자의 유해물질 노출 정도를 판별하기 위해 시료를 채

취·분석해 노출기준에 적합한지 여부를 판별하는 용도로 사용되기도 한다(고용노

동부, 2017). 현재 미국 산업위생전문가협의회(ACGIH, Association Advancing 

Occupational and Environmental Health) 등의 정보를 이용하여 국내 자체적으

로 생물학적 노출지표(BEI, Biological exposure index)를 설정하여 이용하고 있

다. 대부분 이용되는 생체 지표들은 소변, 혈액 또는 날숨 등의 시료를 채취하여 

대사산물로서 분석되고 있다(산업안전보건연구원. 2015). 현재 분석되고 있는 물

질종류별 시료 및 생체 지표를 <표 I-3>에 나타냈다.

<표 I-3> 물질 별 생물학적 노출지표와 생체 지표
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물질

종류
구분1 번호2 물질명

시료

종류
지표물질명

노출

기준
단위

95 퍼클로로에틸렌 소변 삼염화초산 5 ㎎/L

105 헥산(n-헥산) 소변 2,5-헥산디온 5 ㎎/g crea.

2차

11 ρ-디메틸아미노아조벤젠 혈액 메트헤모글로빈 1.5 %

19
디클로로메탄

(이염화메틸렌)
혈액 카복시헤모글로빈 3.5 %

27
메틸 n-부틸케톤

(메틸부틸케톤)
소변 2,5-헥산디온 5 ㎎/g crea.

31 메틸 알코올
소변 메탄올 15 ㎎/L

혈액 에탄올

32 메틸 에틸케톤 소변 메틸에틸케톤 2 ㎎/L

33 메틸이소부틸케톤 소변 메틸이소부틸케톤 2 ㎎/g crea.

36
벤젠(1 ppm 기준)

소변 뮤콘산 1 ㎎/g crea.

혈액 벤젠 5 ㎍/L

벤젠(10 ppm 기준) 소변 페놀 50 ㎎/g crea.

55 아세톤 소변 아세톤 80 ㎎/L

60

2-에톡시에탄올

(에틸렌 글리콜 

모노에틸 에테르, 

셀로솔브)

소변 2-에톡시초산 100 ㎎/g crea.

74 이소프로필알코올
혈액

아세톤
50 ㎎/L

소변 50 ㎎/L

79 콜타르 소변 1-하이드록시파이렌 4.6 ㎍/L

84 클로로벤젠 소변 총클로로카테콜 150 ㎎/g crea.

96 페놀 소변 페놀 250 ㎎/g crea.

97 펜타클로로페놀
소변 펜타크롤로페놀 ㎎/g crea.

혈액 유리펜타클로로페놀 5 ㎎/L

권장

36 벤젠(1 ppm 기준) 소변 S-페닐머캅토산 50 ㎍/g crea.

48 스티렌 소변
만셀릭산+

페닐글리옥실산
600 ㎎/g crea.

76 이황화탄소 소변 TTCA 5 ㎎/g crea.

88 톨루엔(50 ppm 기준)
소변 o-크레졸 0.8 ㎎/L

혈액 톨루엔 1 ㎎/dL

95 퍼클로로에틸렌 혈액 퍼클로로에틸렌 1 ㎎/dL
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물질

종류
구분1 번호2 물질명

시료

종류
지표물질명

노출

기준
단위

금속

류

1차

2 납과 그 무기화합물 혈액 납 30 ㎍/dL

8 수은과 그 화합물 소변 수은 200 ㎍/L

11 4알킬연 혈액 납 30 ㎍/dL

16 카드큠과 그 화합물 혈액 카드뮴 5 ㎍/L

2차

2 납과 그 무기화합물

소변 납 150 ㎍/L

혈액 ZPP 100 ㎍/dL

소변 δ-ALA 5 ㎎/L

3 니켈과 그 화합물 소변 니켈 80 ㎍/L

7 삼산화비소 소변 비소 220 ㎍/L

8 수은과 그 화합물 혈액 수은 15 ㎍/L

9 안티몬과 그 화합물 소변 안티몬

11 4알킬연

소변 납 150 ㎍/L

혈액 ZPP 100 ㎍/dL

소변 δ-ALA 5 ㎎/L

12
오산화바나듐

(분진 및 흄)
소변 바나듐 50 ㎍/g crea.

16 카드뮴과 그 화합물
소변 카드뮴 5 ㎍/g crea.

소변 β2-마이크로글로불린 300 ㎍/g crea.

18 크롬과 그 화합물
소변 크롬 30 ㎍/g crea.

혈액 크롬

4 망간과 그 화합물 혈액 망간 36 ㎍/L

산및

알칼

리류

2차 2 불화수소(불산) 소변 불화물 10 ㎎/g crea.

권장 6 질산 혈액 메트헤모글로빈 1.5 %

가스

1차 11 일산화탄소
혈액 카복시헤모글로빈 5 %

호기 일산화탄소 40 ppm

2차

2 브롬 혈액 브롬이온

4 삼수소화비소
혈액 비소 ㎍/dL

소변 비소 ㎍/L
1구분 : 건강진단의 1차 항목에 포함되거나 2차 항목 검사 시 필요하다고 인전되는 경우 실시하는 노출지표물질
2번호 : 산업안전보건법 시행규칙 [별표 13] 특수건강진단·배치전건강진단·수시건강진단의 검사항목상 번호임
3crea. : creatinine(크레아티닌)

(자료 : 산업안전보건연구원. 근로자건강진단 실무지침 제 1권 특수건강진단)
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분 류 항 목

전혈

총백혈구수 (Leucocyte, WBC)

감별 백혈구수 (WBC differential count)

혈색소량(Hemoglobin, HGB)

헤마토크리트치(Hematocrit, HCT)

혈소판수(Platelet count, PLT)

망상적혈구(Reticulocyte count, RET)

적혈구수(Erythrocyte count, RBC)

평균적혈구헤모글로빈농도 (Mean corpuscular hemoglobin concentration, MCHC)

평균적혈구용적(Mean corpuscular volume, MCV)

평균적혈구헤모글로빈량(Mean corpuscular hemoglobin, MCH)

프로트롬빈 시간(Prothrombin time, PT)

부분활성트롬보플라스틴시간 (Activated partial thromboplastin time, APTT)

하인츠체(Heinz body)

methaemoglobin

혈청

혈당(Glucose, GLU)

혈액요소질소(Blood urea nitrogen, BUN)

총단백(Total protein, TP)

알부민(Albumin, ALB)

크레아티닌(Creatinine, CREA)

총콜레스테롤(Total cholesterol, TCHO)

총빌리루빈(Total bilirubin, TBIL)

칼륨(Potassium, K)

칼슘(Calcium, Ca)

(3) 동물을 이용한 일반 독성시험

또한 대부분의 일반 독성시험에서 시험 종료 후 동물의 생체 시료 분석을 

통해 생체 지표들을 탐색하고 특정 장기 손상 및 메카니즘 분석에 이용하고 있

다 (OECD, 2009). 현재 연구원 내 산업화학연구실에서 수행중인 흡입독성시험

들에 대해서도 동물의 혈액, 소변 또는 기관지폐포세척액(BALF, Broonchiol- 

aleveolar lavage fluid)의 분석을 통해 다양한 마커를 분석하고 있다. 일반 독

성시험에서 주로 분석되는 생체 지표들을 <표 I-4>에 나타내었다.

<표 I-4> 일반 독성시험의 주요 생체 지표
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분 류 항 목

염소(Chloride, Cl)

무기인(Inorganic phosphorus, IP)

나트륨(Sodium, Na)

트리글리세라이드(Triglyceride, TG)

아스파테이트 아미노기전이효소 (Aspartate aminotransferase, AST)

알라닌 아미노기전이효소(Alanine aminotransferase, ALT)

Total bile acid

알칼라인 포스파타제(Alkaline phosphatase, ALP)

알부민/글로불린 비율(Albumin/Globulin, A/G ratio)

콜린에스테라아제(Cholinesterase)

지질(Lipids)

호르몬(Hormones)

산/염기 균형(Acdi/base balance)

크레아틴키나아제(Creatine kinase)

트로포닌(Troponins)

동맥내가스(Arterial blood gases)

젖산탈수소효소(Lactate dehydrogenase)

소르비톨탈수소효소(Sorbital dehydrogenase)

글루탐산탈수소효소(Glutamate dehydrogenase)

감마-글루타밀트랜스펩티다제(Gamma glutamyl transpeptidase)

뇨

성상(Apperance)

뇨량(Volume)

뇨삼투압(Osmolality)

비중(Specific gravity)

pH

뇨단백(Total protein)

요당(Glucose)

케톤체(Ketone)

우로빌리노겐(Urobilinogen)

빌리루빈(Bilirubin)

잠혈(Occult blood)

기관지폐

세척액

총백혈구수 (Leucocyte, WBC)

감별 백혈구수 (WBC differential count)

총단백(Total protein)

젖산탈수소효소(Lactate dehydrogenase)
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5) 연구의 필요성

흡입독성연구센터에서 수행중인 흡입독성시험의 결과 중 일반적인 조직병리

검사 및 임상병리검사에서 관찰되는 슬라이드상의 병변 및 혈액생화학적 지표

들은 조직의 손상이 일정기간 진행되어야 형태 및 수치상의 변화를 확인 할 수 

있는 지표로 빠른 탐색이 어려운 단점이 있다. 따라서 기존의 생체 지표 탐색 

또는 새로운 생체 지표의 개발을 통해 흡입독성시험의 범위 및 기간을 단축하

고 특정 장기 독성을 예측하려는 노력이 필요하다.

2. 연구 목표

1) 선행 연구 조사를 통한 현행 생체 지표의 정리

현재 임상병리학적으로 또는 연구적으로 이용·개발되고 있는 생체 지표의 문

헌 조사를 통해 장기별, 질병 별 알려진 마커들을 정리하고, 실험적으로 연구되

고 있는 새로운 생체 지표들에 대한 정보를 탐색한다.

2) 유용한 생체 지표의 탐색

화학물질의 흡입 노출에 의해 민감하게 반응할 것으로 예측되는 장기 별 특

정 생체 지표를 선별해 실제의 흡입독성시험의 결과와 비교·탐색한다.
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II. 연구 내용 및 방법

1. 연구 체계

본 연구는 산업화학연구실 흡입독성연구센터에서 수행중인 흡입독성시험 동

물을 이용하여 시료를 채취·분석해 독성 시험에서 유용한 생체 지표를 시험적

으로 탐색하고자 하였다. 연구 체계도는 [그림II-1]과 같다.

[그림 II-1] 연구체계도
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시험 물질 물리·화학적 특성 시험 기간

2,6-디-삼차-부틸-파라-크레졸

2,6-Di-tert-butyl-ρ-cresol

(CAS No. 128-37-0)

분자량: 220.3536 

끓는점: 265 °C

녹는점: 70 °C

급성(Acute)

2017.06

2. 선행 연구 분석

1) 국내·외 활용 임상 및 동물 생체 지표 조사

주요 임상검사 기관(분석전문기관, 대형병원 등)에서 실시하고 있는 분석 항목

별 체계적 정리 및 국내 주요 동물실험 기관 및 국외 가이드라인 등에서 제시되

고 있는 분석 항목을 분석하고, 문헌 조사를 통한 항목 별 근거를 확보했다.

2) 주로 이용되는 분석 시료의 범위 조사

상기의 검사 항목에 주로 이용되는 시료를 항목 별 정리했다.

3) 분석 가능한 생체 지표 선정

전문가 회의를 통해 실험적으로 탐색할 수 있는 생체 지표를 선정해 흡입독

성연구센터에서 수행중인 흡입독성시험의 시료에 적용했다.

3. 실험 방법

1) 시험 물질

생체 지표 탐색을 위한 동물실험에서 시료 채취를 수행한 시험물질을 <표

II-1>에 나타내었다.

<표 II-1> 시험 물질의 종류 및 특성
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시험 물질 물리·화학적 특성 시험 기간

노말 프로필 알콜

1-Propanol

(CAS No. 71-23-8)

분자량: 60.09502

밀도: 803kg/m³

끓는점: 97 °C

녹는점: -126 °C

아급성(Subacute)

2017.05~06

폴리헥사메틸렌구아니딘 염산염

Polyhexamethylene

guanidine hydrochloride (PHMG·HCl)

(CAS No. 57028-96-3)

분자량: 533.032

끓는점: 103 °C

비중: 1.089-1.098

아만성(Subchronic)

2017.05~08

테트라클로로에틸렌

Tetrachloroethylene

(CAS No. 127-18-4)

분자량: 165.83

밀도: 1.62g/cm³

끓는점: 121.1 °C

만성(Chronic)

2016.07~2017.07

2) 랫드를 이용한 흡입독성시험

(1) 급성 흡입 독성시험(단회)

가) 시험계 및 실험군 구성

특정병원체부제(SPF, Specific pathogen free) 랫드를 중앙실험동물(Japan SLC 

생산, Korea)을 통해 구매하였으며, 풍부한 시험기초자료 축적 등의 이유로 

Sprague-Dawley(SD) 랫드를 선택하였다. 검역, 순화 및 관찰기간 동안에는 3마

리 이하로 폴리설폰케이지(W310 x L500 x H200 mm)에서 사육하였고, 노출시

에는 비부노출 흡입시험용 튜브에 수용하여 시험물질에 노출시켰다. 사료는 감

마선이 조사된 실험동물용 고형사료(Teklad Certified Irradiated Global 18% 

Protein Rodent Diet 2918C, ENVIGO RMS Inc., U.S.A.)를 자유 급여하였다. 

사료의 적정성은 공급업체에서 검사성적서를 받아 확인하였다.

물은 미세여과기와 자외선 유수살균장치를 통과한 상수도수를 자유 급여하

였다. 실험동물에게 공급되는 물은 년 1회 국가공인 검사기관((주)신성생명환경

연구원)에 의뢰/검사하여 적정성을 확인하였다. 노출 농도 및 군구성은 <표

II-2>에 표시하였다.
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<표 II-2> 급성 시험군의 구성 및 노출 농도

시험물질 시험계 군 농도 (㎎/L) 성별 동물수

2,6-디-삼차-부틸-파

라-크레졸
SD 랫드

G1 0.05 M/F 3/3

G2 0.5 M/F 3/3

G3 1 M/F 3/3

G4 2 M/F 3/3

나) 노출 방법

시험 물질의 원활한 발생을 위하여 PALAS 분진 발생장치(Dust Generator, 

PALAS, Parkor Korea Indus Co. LTD., Korea)를 선택하였고, 시험물질은 분진 

발생장치에 넣은 후 청정공기를 주입하여 [그림II-2]와 같이 시험물질을 분무시

켰다. 분무된 시험물질은 청정공기를 혼합하여 설정된 농도로 비부노출 흡입챔

버내에 공급하였다. 단, 잘 응집되는 시험물질의 특성에 기인하여 발생기간 중 

분진 발생장치 내 시험물질 재충진 시 또는 1시간에 한번씩 약 10분 동안 흡입

챔버 노즐 부위를 청소하였다.

[그림 II-2] 급성 흡입시험의 노출 모식도
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다) 부검 및 시료 채취

관찰기간 종료 후 모든 생존동물에 대해서 isoflurane 흡입을 이용하여 마취

시킨 후 개복하여 복대동맥에서 혈액을 채취하고, 후대정맥 및 복대동맥을 절

단하여 방혈 치사한 후 부검을 실시하였다. 부검 시 이상소견이 관찰된 장기와 

폐에 대해서는 조직고정을 실시하였다.

(2) 아급성 흡입 독성시험(28일)

가) 시험계 및 실험군 구성

특정병원체부제(SPF, Specific pathogen free) 랫드를 중앙실험동물(Japan SLC 

생산, Korea)을 통해 구매하였으며, 풍부한 시험기초자료 축적 등의 이유로 

F344(Fisher 344) 랫드를 선택하였다. 검역 및 순화기간 동안에는 3마리 이하로 

폴리설폰케이지(W310 x L500 x H200 mm)에서 사육하고 노출기간에는 1마리

씩 2열 6연식 철망케이지(W240 × L1200 × H200 ㎜)에 수용하여 사육한다. 사

료는 감마선이 조사된 실험동물용 고형사료(Teklad Certified Irradiated Global 

18% Protein Rodent Diet 2918C, ENVIGO RMS Inc., U.S.A.)를 자유 급여하였

다. 물은 미세여과기와 자외선 유수살균장치를 통과한 상수도수를 자유 급여하

였다. 노출 농도 및 군구성은 <표II-3>에 표시하였다.

<표 II-3> 아급성 시험군의 구성 및 노출 농도

시험물질 시험계 군 농도 (ppm) 성별 동물수

노말 프로필 알콜 F344 랫드

Control 0 M/F 5/5

T1 100 M/F 5/5

T2 400 M/F 5/5

T3 1600 M/F 5/5
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나) 노출 방법

시험물질을 일정한 온도로 설정된 항온수조와 연결된 가스발생기 (Liquid 

Vapor Generator, LVG-04-A, HCT CO., Korea)에 넣은 후 청정공기를 주입하여 

시험물질을 기화시킨다. 기화된 증기는 가능한한 실온보다 낮은 냉각콘덴서를 통

과하여 응축되지 않도록 한다. 기화된 시험물질은 청정공기를 혼합하여 설정된 농

도로 흡입챔버내에 공급했다. 노출은 1일 6시간, 28일 동안 실시한다. 시험 물질의 

분석은 챔버 내 호흡기 근처까지 연결된 샘플링장치를 통하여 가스크로마토그래피 

(Gas chromatography, TRACE1310, Thermo Scientific, USA), IR-GAS(IRGAS-LPA, 

CIC Photonics, USA)를 이용하여 시간당 1회 이상 측정한다. 시험시작 전 표준가

스를 이용하여 3개 지점이상으로 검량선을 작성한다. 대조군은 시험물질이 포함되

지 않은 청정공기만을 공급하고, 노출군과 동일한 환경을 유지한다. 시험물질의 노

출 및 분석 과정의 모식도는 [그림 II-3]에 나타냈다.

[그림 II-3] 아급성 흡입시험의 노출 모식도
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다) 부검 및 시료 채취

관찰기간 종료 후 계획도살 되는 동물은 부검 전에 혈액을 채취하였다. 채혈

하기 전에 계획도살 되는 동물은 부검 전 16시간 이상 절식시키되 음용수는 자

유급수 시킨 후 부검일에 이소플로란(isoflurane)으로 마취하여 복대동맥으로부

터 혈액을 채취해 시료로 이용했다. 부검 시 이상소견이 관찰된 장기 및 지정

된 장기<표 II-4>에 대해 조직고정을 실시하였다.

<표 II-4> 아급성 시험의 고정 조직

고정 조직

Abnormal lesions(육안적 병변) Lymph node, tracheobronchial(기관기관지림프절)

Adrenals(부신) Nasal cavity(비강)

Animal ID(개체번호) Ovaries(난소)

Bone marrow(골수) Seminal vesicles(정낭)

Brain(뇌) Spinal cords(척수)

Esophagus(식도) Spleen(비장)

Epididymides(부고환) Stifle joint(슬관절)

Femur(대퇴골) Stomach(위)

Heart(심장) Testes(고환)

Kidneys(신장) Thymus(흉선)

Larynx(후두) Thyroids(갑상선)

Liver(간) Trachea(기관)

Lung(폐) Uterus(자궁)
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(3) 아만성 흡입 독성시험(90일)

가) 시험계 및 실험군 구성

특정병원체부제(SPF, Specific pathogen free) 랫드를 중앙실험동물(Japan SLC 

생산, Korea)을 통해 구매하였으며, 풍부한 시험기초자료 축적 등의 이유로 

F344(Fisher 344) 랫드를 선택하였다. 검역 및 순화기간 동안에는 3마리 이하로 

폴리설폰케이지(W310 x L500 x H200 mm)에서 사육하고 노출기간에는 1마리

씩 2열 6연식 철망케이지(W240 × L1200 × H200 ㎜)에 수용하여 사육한다. 감

마선이 조사된 실험동물용 고형사료(Teklad Certified Irradiated Global 18% 

Protein Rodent Diet 2918C, ENVIGO RMS Inc., U.S.A.)와 미세여과기와 자외

선 유수살균장치를 통과한 상수도수를 자유 급여하였다. 노출 농도 및 군구성

은 <표 II-5>에 표시하였다.

<표 II-5> 아만성 시험군 구성 및 노출 농도

시험물질 시험계 군 농도 (ppm) 성별 동물수

폴리헥사메틸렌구아

니딘 염산염
F344 랫드

Control 0 M/F 10/10

T1 0.13 M/F 10/10

T2 0.40 M/F 10/10

T3 1.20 M/F 10/10

나) 노출 방법

시험물질을 ultrasonic 타입의 미스트 발생기를 사용하여 발생시키고 발생된 

시험물질에 공기희석장치(Aerosol dilution system, ADS)로부터 공기를 공급해 

설정 농도에 맞게 희석해 챔버 내 공급한다. 대조군은 시험물질이 포함되지 않

은 청정공기를 공급하고 노출군과 동일한 환경을 유지한다. 노출은 1일 6시간, 

90일 동안 실시한다. 시험물질의 노출 및 분석 과정의 모식도는 [그림 II-4]에 

나타냈다.
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[그림 II-4] 아만성 흡입시험의 노출 모식도

다) 부검 및 시료 채취

관찰기간 종료 후 계획도살 되는 동물은 부검 전에 혈액을 채취하였다. 채혈

하기 전에 계획도살 되는 동물은 부검 전 16시간 이상 절식시키되 음용수는 자

유급수 시킨 후 부검일에 이소플로란(isoflurane)으로 마취하여 복대동맥으로부

터 혈액을 채취해 시료로 이용하였다. 부검 시 이상소견이 관찰된 장기 및 지

정된 장기<표 II-6>에 대해 조직고정을 실시하였다.
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<표 II-6> 아만성 시험의 고정 조직

고정 조직

Abnormal lesions(육안적 병변) Pancreas(췌장)

Adrenals(부신) Parathyroids(부갑상선)

Animal ID(개체번호) Pituitary(뇌하수체)

Aorta(대동맥) Prostate(전립선)

Bone marrow(골수) Rectum(직장)

Brain(뇌) Salivary glands, submandibular(악하선)

Cecum(맹장) Salivary glands, sublingual(설하선)

Colon(결장) Salivary glands, parotid(이하선)

Duodenum(십이지장) Sciatic nerve(좌골신경)

Epididymides(부고환) Seminal vesicles(정낭)

Esophagus(식도) Skeletal muscle(골격근)

Eyes(안구) Skin(피부)

Femur(대퇴골) Spinal cords(척수)

Harderian glands(하더선) Spleen(비장)

Heart(심장) Sternum(흉골)

Ileum(회장) Stifle joint(슬관절)

Jejunum(공장) Stomach(위)

Kidneys(신장) Teeth(치아)

Larynx(후두) Testes(고환)

Liver(간) Thymus(흉선)

Lung(폐) Thyroids(갑상선)

Lymph node, 

tracheobronchial(기관기관지림프절)
Tongue(혀)

Lymph node, mesenteric(장간막림프절) Trachea(기관)

Mammary gland(유선) Urinary bladder(방광)

Nasal cavity(비강) Uterus(자궁)

Optic nerves(시신경) Vagina(질)

Ovaries(난소)
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(4) 만성 흡입 독성시험(1년)

가) 시험계 및 실험군 구성

특정병원체부제(SPF, Specific pathogen free) 랫드를 중앙실험동물(Japan SLC 

생산, Korea)을 통해 구매하였으며, 풍부한 시험기초자료 축적 등의 이유로 

Sprague-Dawley(SD) 랫드을 선택하였다. 검역, 순화 및 관찰기간 동안에는 3마

리 이하로 폴리설폰케이지(W145×L290× H200 mm)에서 사육하였고, 노출시에

는 비부노출 흡입시험용 튜브에 수용하여 시험물질에 노출시켰다. 감마선이 조

사된 실험동물용 고형사료(Teklad Certified Irradiated Global 18% Protein 

Rodent Diet 2918C, ENVIGO RMS Inc., U.S.A.)와 미세여과기와 자외선 유수

살균장치를 통과한 상수도수를 자유 급여하였다. 노출 농도 및 군구성은 <표 

II-7>에 표시하였다.

<표 II-7> 만성 시험군의 구성 및 노출 농도

시험물질 시험계 군 농도(ppm) 성별 동물수

테트라클로로에틸렌  F344 랫드
G1 0 M/F 25/25

G2 400 M/F 25/25

나) 노출 방법

시험 물질의 원활한 발생을 위하여 유기용제가스발생기(주식회사에이치씨티, 

한국)엣 발생된 시험물질과 청정공기를 일정비율로 조절하여 흡입챔버 상부에 

부착된 혼합장치를 이용하여 혼합 사용하였다. 시험물질의 발생 및 노출과정의 

모식도는 [그림 II-5]와 같다.
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[그림 II-5] 만성 흡입시험의 노출 모식도

다) 부검 및 시료 채취

관찰기간 종료 후 모든 생존동물에 대해서 이소플로란(isoflurane) 흡입을 이

용하여 마취시킨 후 개복하여 복대동맥에서 혈액을 채취해 시료로 이용하고, 후

대정맥 및 복대동맥을 절단하여 방혈 치사한 후 부검을 실시하였다. 부검 시 이

상소견이 관찰된 장기 및 지정된 장기<표 II-8>에 대해 조직고정을 실시하였다.
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<표 II-8> 만성 시험의 고정 조직

고정 조직

Abnormal lesions(육안적 병변) Ovaries(난소)

Adrenals(부신) Pancreas(췌장)

Animal ID(개체번호) Parathyroids(부갑상선)

Aorta(대동맥) Pituitary(뇌하수체)

Bone marrow(골수) Preputial glands(포피선)

Brain(뇌) Prostate(전립선)

Cecum(맹장) Rectum(직장)

Clitoral glands(음핵선) Salivary glands, submandibular(악하선)

Coagulating glands(응고선) Salivary glands, sublingual(설하선)

Colon(결장) Salivary glands, parotid(이하선)

Duodenum(십이지장) Sciatic nerves(좌골신경)

Epididymides(부고환) Seminal vesicles(정낭)

Esophagus(식도) Skeletal muscle(골격근)

Eyes(안구) Skin(피부)

Femur(대퇴골) Spinal cords(척수)

Harderian glands(하더선) Spleen(비장)

Heart(심장) Sternum(흉골)

Ileum(회장) Stifle joint(슬관절)

Jejunum(공장) Stomach(위)

Kidneys(신장) Teeth(치아)

Lacrimal glands(누선) Testes(고환)

Larynx(후두) Thymus(흉선)

Liver(간) Thyroids(갑상선)

Lung(폐) Tongue(혀)

Lymph node, 

tracheobronchial(기관기관지림프절)
Trachea(기관)

Lymph node, mesenteric(장간막림프절) Urinary bladder(방광)

Mammary gland(유선) Uterus(자궁)

Nasal cavity(비강) Vagina(질)

Optic nerves(시신경) Zymbal glands(짐발선)
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3) 혈액 시료 분석

(1) 혈청시료 준비

복대동맥에서 채취한 혈액을 항응고제가 없는 혈액 튜브(SST tube)에 넣고, 

실온에서 30분 이상 방치시킨 후 원심분리(약 3,000 rpm, 10분)하여 혈청을 분

리했다. 분리된 혈청은 분석 전까지 -80℃의 냉동고에 밀봉하여 보관하였다.

(2) 혈액생화학적 검사

혈액생화학적 검사는 <표 I-4>에 제시되었던 지표들 중 주요 장기와 관련된 

지표를 선택하여 혈액생화학분석기(Toshiba 120FR Neo Chemistry analyzer, 

Toshiba Co., Japan)를 이용해 기본적으로 <표 II-9>의 항목에 대해 진행하였다.

<표 II-9> 혈액생화학적 검사의 분석 항목

Clinical Chemistry Parameters

혈당(Glucose, GLU) 총빌리루빈(Total bilirubin, TBIL)

혈액요소질소(Blood urea nitrogen, BUN) 칼륨(Potassium, K)

총단백(Total protein, TP) 칼슘Calcium, Ca)

알부민(Albumin, ALB) 염소(Chloride, Cl)

크레아티닌(Creatinine, CREA) 무기인(Inorganic phosphorus, IP)

총콜레스테롤(Total cholesterol, TCHO) 나트륨Sodium, Na)

트리글리세라이드(Triglyceride, TG) 글로불린(globulin, GLO)

아스파테이트 아미노기전이효소(Aspartate aminotransferase, AST)

알라닌 아미노기전이효소(Alanine aminotransferase, ALT)

알칼라인 포스파타제(Alkaline phosphatase, ALP)

크레아틴 포스포키나제(Creatine phosphokinase, CK)

Measured by using a Toshiba 120FR NEO chemistry analyzer (Toshiba Co., Japan)
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(3) 혈청 시료의 분석

루미넥스 분석 시스템(Luminex 200 system, LX200-XPON3.1)[그림 II-6]을 이

용하여 혈청 내 생체 지표를 분석하였다.

[그림 II-6] 시료 분석용 분석기기(Luminex 200 system)

측정 원리는 다음과 같다. 이 분석법은 ELISA등의 분석에서 사용되는 항원 

항체의 특이적 결합 반응이나 DNA chip 분석에 쓰이는 DNA의 상보적 결합 

반응처럼 여러 물질이 혼합되어 있는 분석 시료에서 5.6 um 크기의 bead를 이

용한다. 이용되는 bead는 두 가지 형광 염료의 형광 염색을 통하여 각각 구별

할 수 있도록 형광 염색이 가능하고, 기기를 통하여 각각의 bead를 흘려보내며 

각 bead의 고유번호를 구별·측정한다. 이러한 방식을 이용하여 특정 bead에 특

정 항체를 붙여 시료와 한꺼번에 반응시키고 기기에서 읽을 때 bead 번호와 

bead 표면에서의 분석물질의 반응 정도를 측정하는 원리이다. 특징적으로 적은

양의 시료에서 다양한 분석을 수행할 수 있는 방법이며, 대략적인 분석의 원리

는 [그림 II-7]에 나타내었다.
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[그림 II-7] 비드를 이용한 분석기기의 원리

분석에 사용된 시험 별 시료는 Panel의 구성에 따라 제한되었기 때문에 각 

시료의 수는 <표 II-10>에 나타내었다.
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<표 II-10> 시험 별 혈액 시료

시험

종류
성별 농도 분석시료 개체번호

군별

갯수

시험별

샘플갯수

급성

시험

수컷

저농도군

중농도군

고농도군

최고농도군

1,2,3

4,5,6

7,8,9

10,11,12

13,14,15

16,17,18

19,20,21

22,23,24

3

3

3

3

3

3

3

3

24

암컷

저농도군

중농도군

고농도군

최고농도군

아급성

시험

수컷

대조군

저농도군

중농도군

고농도군

1,2,3,4,5

6,7,8,9

11,12,13,14,15

16,17,18,19,20

5

4

5

5
36

암컷

대조군

저농도군

중농도군

고농도군

21,22,23,25

26,27,28,29,30

31,33,34,35

36,37,38,39

4

5

4

4

아만성

시험

수컷

대조군

저농도군

중농도군

1-8

11-18

21-28

41-48

51-58

61-68

8

8

8

8

8

8

48

암컷

대조군

저농도군

중농도군

만성

시험

수컷
대조군

고농도군
1001,1002,1003,1004,1005,1006,1007

1101,1102,1103,1105,1106,1107,1108

2001,2002,2003,2004,2005,2006,2007

2101,2102,2103,2105,2106,2107,2108

7

7

7

7

28

암컷
대조군

고농도군
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(4) 측정용 생체 지표의 조합

Luminex 전용으로 제공되는 Panel을 이용하여 다양한 생체 지표를 조합해 

분석하였다. 분석된 생체 지표의 종류와 조합도는 <표II-11>과 같다.

<표 II-11> 분석 생체 지표의 종류 및 조합

Panel 종 류 약 어

1

Interleukin-1 beta IL-1β

Interleukin-10 IL-10

Interleukin-18 IL-18

Interleukin-2 IL-2

Interleukin-6 IL-6

Vascular endothelial growth factor VEGF

2 Von Willebrand factor vWF

(5) Panel 1의 분석

가) 시료 분석은 Magnetic Luminex Assay kit (LXSARM, R&D system 

Inc., USA)를 이용했다.

나) 시약 준비

- 혈청 시료 : 75 μL를 희석액을 이용해 2배 희석했다.

- Wash Buffer :  20 mL의 농축액을 증류수에 희석해 500 mL로 만들었다.

- Standard : 농축액을 희석액을 이용해 [그림 II-8]과 같이 희석했다.

[그림 II-8] 표준물질의 희석 모식도 (Penel 1)
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- Microparticle cocktail : 1000 xg로 30초간 원심분리 후 희석액을 이용해 10

배 희석했다.

- Biotin antibody cocktail : 1000 xg로 30초간 원심분리 후 희석액을 이용해 

10배 희석했다.

- Streptavidin-PE : 1000 xg로 30초간 원심분리 후 농축액 220 μL을 Wash 

buffer 5.35 mL에 희석하여 준비했다. 과정 중 빛에 노출되지 않도록 하였다.

다) 기기를 다음과 같이 설정했다.

- 측정되는 각 분석 물질에 대해 미세 입자 영역 할당을 정했다. 

- 50 events/bead로 설정

- Flow rate : 60 ul/min

- 샘플량 : 50uL

- Doublet discriminator는 8000/16500으로 설정

- MFI(Median Fluorescence Intensity)를 취합했다.

라) 다음의 과정에 따라 시험을 진행했다.

- 분석 시료 및 시약을 준비했다.

- microparticle cocktail을 재부유시키고 50 uL씩 well에 넣었다.

- Standard 또는 희석된 분석 시료를 well에 넣고 2시간동안 실온에서 반응

시켰다.

- Wash buffer를 이용하여 well을 2회 세척했다.

- 희석된 Biotin antibody cocktail을 50 uL씩 well에 넣고 실온에서 1시간동

안 반응시켰다.

- Wash buffer를 이용하여 well을 2회 세척했다.

- 희석된 Streptavidin-PE를 50uL씩 well에 넣고 실온에서 30분간 반응시켰다.

- Wash buffer를 이용하여 well을 2회 세척했다.

- Wash buffer를 100 uL 넣고 microparticle을 재 부유시킨 후 2분간 교반했다.
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- 기기를 이용해 90분 이내 분석된 기기값을 기록했다.

마) 결과의 분석

- 리딩된 값에 대해 5-파라미터 분석을 실시해 Standard의 비교를 통해 농도

값을 계산했다.

(6) Panel 2의 분석

가) 시료 분석은 Milliplex MAP (RV2MAG-26K, Millipore, USA)를 

이용했다.

나) 시약 준비

- 혈청 시료 : 희석액을 이용해 80배 희석했다.

- Wash Buffer :  농축액을 증류수에 10배 희석했다.

- Standard : 희석액을 이용해 [그림 II-9]과 같이 희석했다.

[그림 II-9] 표준물질의 희석 모식도 (Panel 2)

- Antibody-immobilized bead : 30초간 초음파를 가하고 1분간 격렬하게 흔들

었다. 원액 150 uL와 Assay buffer를 이용해 총 3mL의 희석액을 만들었다.

다) 기기를 다음과 같이 설정했다.

- 측정되는 각 분석 물질에 대해 미세 입자 영역 할당을 정하였다. 
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- 50 events/bead로 설정

- 샘플량 : 100uL

- Gate setting : 8,000/15,000

- MFI(Median Fluorescence Intensity)를 취합했다.

라) 다음의 과정에 따라 시험을 진행했다.[그림 II-10]

 

[그림 II-10] Panel 2의 실험과정 모식도

4) 일반 조직병리검사

(1) 조직의 삭정(Trimming) 및 포매(Embedding)

가) 조직의 고정은 10% 중성포르말린 용액을 이용했다.

나) 흡입독성연구센터의 표준작업지침(SOP, Standard operating procedure)에 

따라 고정된 조직을 삭정해 카세트에 넣고 재고정을 실시했다.
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다) 고정된 조직은 흐르는 물로 6시간 이상 수세하여 고정액을 제거했다.

라) 조직전처리기(Tissue processor, Leica, Germany)를 이용, 탈수(Dehydration)-청명

(Clearing)-파라핀침투(Praffin infiltraton)과정을 거쳐 포매기(Tissue embedding 

center, Leica, Germany)를 이용해 적당한 크기의 파라핀 블록을 만들었다.

(2) 파라핀 블록의 박절

가) 미세박절기(Tissue microtome, Leica, Germany)를 이용해 3 ∼4 μm 의 

두께로 파라핀블록을 얇게 잘라냈다.

나) 박절된 파라핀조각은 항온수조에 띄운 후 유리슬라이드에 올려 건조시켰다.

(3) 조직슬라이드의 염색

가) 자동염색봉입기(Automatic stainer, DAKO, Denmark)를 이용해 다음과 

같은 절차[그림 II-11]로 현미경 검경을 위한 염색슬라이드를 제작했다. 

염색에 사용된 Hematoxylin, Eosin 및 봉입제는 자동염색봉입기 전용으

로 시판되는 시약을 사용하였다. (Dako hematoxylin, CS700; Dako 

Eosin, CS701; Dako mounting medium, CS703; DAKO, Denmark)

[그림 II-11] 염색과정의 작업 모식도
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III. 연구 결과

1. 선행 연구 분석

1) 장기 별 주요 독성 기전 및 생체 지표

(1) 호흡기계

가) 폐 독성의 기전

폐의 독성은 폐 세포 자체의 손상과 혈관 내피의 손상을 포함해 손상된 세포 및 

이주한 염증세포에서 분비되는 여러 단백질에 의해 유발된다. 또는 여러 경로로 

유입된 외부 인자 등에 의한 면역 반응도 폐 조직에 손상을 유발할 수 있다. 현재

의 폐 손상 생체 지표들은 급성 폐질환(Acute lung injury, ALI; Acute respiratory 

distress sysndrome, ARDS), 만성 질환(Chronic obstructive pulmonary disease, 

COPD) 및 천식(Asthma) 등의 알러지성 질환(Allergic disease)등의 질병 중심으로 

알려져 있다.

급성 폐질환은 복합적인 염증을 동반하는 증상으로 심혈관 기계와 관련이 

없는 폐의 부종을 동반한다. 다양한 손상성 자극을 통해 폐포 내 단백질이 풍

부한 부종성 액체, 염증 세포, 죽은 세포의 부스러기, 염증성 매개체가 저류하

게 되고, 국소적 또는 전신적 증상을 유발한다. 호흡기능의 급격한 저하 등의 

임상증상을 중심으로 진단되고 있으며, 주로 염증과 관련된 사이토카인의 작용

을 통해 폐 조직에 손상을 유발하고 호흡 기능에 영향을 미친다. [그림 III-1] 
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[그림 III-1] 급성 폐 손상시 폐포와 모세혈관에 작용하는 생체 지표

(자료: Barnett et al., 2011)

만성 폐질환은 대표적으로 만성폐쇄성폐질환(COPD)를 들 수 있으며, 비가역

적인 공기 흐름의 제한을 특징으로 한다. 시간이 지남에 따라 이러한 공기 흐름

의 제한은 점점 진행이 되고 유해한 미세 분자 및 가스 등에 대한 폐의 비정상

적인 염증성 반응을 유도한다. 만성폐쇄성폐질환은 유전과 환경의 영향을 동시

에 받는 질환으로 일련의 만성 염증의 과정으로 사이토카인 등의 영향을 받아 

조직의 손상과 회복을 반복해 기관지 내 점액의 과다분비 및 호흡기계의 부분

적 폐쇄를 동반한다. 염증 반응의 가장 주요한 요소는 호중구 및 세포독성 T-림

프구로 분비하는 사이토카인에 따라 추가적으로 염증세포를 모으고, 자체적으로 

세포에 손상을 유발하기도 한다 (Abramson et al., 20014). 만성폐쇄성폐질환에

서 주로 작용하는 사이토카인의 종류와 기전을 [그림 III-2]에 나타내었다.
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[그림 III-2] 만성폐쇄성폐질환의 주요 사이토카인과 연관성

(자료: Chung, 2001)

알러지성 천식은 일반적으로 원인 물질을 체내에서 인식하며 감작

(Sensitization)이 시작된다. 노출 이후 기관지 상피 세포가 원인 물질을 인지해 

Th2 면역반응이 유도되고 사이토카인들이 다량 분비된다 (Moro et al., 2010). 

기관지 상피 세포에 원인 물질의 지속적인 노출이 있을 경우 이러한 반응을 증

가시켜 사이토카인의 급격한 증가(Barnes, 2008), B 림프구의 변화, 기관지 내 

염증 세포의 증가로 이어진다 (Deckers et al., 2013). 비만세포의 탈과립에 의한 

히스타민, 세로토닌 등의 방출과 프로스타글란딘 및 류코트리엔 역시 증가하며, 

호산구의 증가에 의해 기관지 과민반응 및 기관지내 근육의 수축된다(Bochner 

and Busse, 2005). 과정이 반복되면 호흡기의 평활근을 중심으로 재구성

(Airway remodelling)이 일어나 질병을 악화시킨다(Boxall et al., 2006). 천식의 

과정 별 단계별 모식도를 [그림 III-3]에 나타내었다.
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[그림 III-3] 알러지성 천식의 병인 모식도

(자료: Sim and Lee, 2016)

나) 생체 지표

폐 질환은 비침습적인 방법으로 폐기능검사(폐활량 검사 및 최대호기속도 검

사) 및 흉부 영상 촬영이 가장 기본적인 생체 지표로 이용되고 있다. 또한 객

담 시료를 통한 생체 지표의 측정도 진행되고 있으며 표준화하는 추세이다. 그

러나 혈액을 통한 생체 지표의 연구가 가장 활발하게 추진되고 있으며 혈청 섬

유소원(Fibrinogen)은 미국 FDA에서 2015년 만성폐쇄성폐질환의 악화, 진행 상

황 및 사망률과 관계가 있는 생체 지표로 승인받았다. 각 질환 분류 별 주요 

생체 지표를 <표 III-1>에 나타내었다.
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주요 질환 항 목 관련 문헌

급성 폐손상
(ALI)

Inflammatory cytokines : 
IL-2, IL-6, IL-8, I-10, IL-1ra

TNF-α, Soluble TNF recoptor 1/2
High mobility box-1 (HMGB1)

Receptor for Advanced Glycation-
End Products (RAGE)

Park et al., 2001
Takala et al., 2002
Cohen et al., 2009
Fremont et al., 2010

Selectins
(Endothelial/ Leucocyte/ Platelets)

Intercellular adhesion molecules(ICAM)
von Willebrand factor (vWF)

Langer and Chavakis, 2009
Newman et al., 1993
Fiedler and Augustin, 2006
Franchini and Lippi, 2006

Angioipoietin-2 van Meurs et al., 2009

Vascular endothelial growth factor (VEGF) Medford and Millar, 2006

Surfactant proteins (A, B, C and D) Chroneos et al., 2010

Clara cell protein (CC16) Kropski et al., 2009

Laminin-5 Katayama et al., 2010

Intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) Calfee et al., 2009

Plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1) Prabhakaran et al., 2003

Procollagen peptide III (PCP III) Fremont et al., 2010

Lipopolysaccharide binding protein (LBP) Dentener et al., 2000

만성 폐손상
(COPD)

Fibrinogen Hurst et al., 2010

C-reactive protein (CRP) Kaptoge et al., 2010

Serum amyloid protein (SAA) Kaptoge et al., 2010

Receptor for advanced glycation- end 
product (RAGE)

Advanced glycation end product (AGE)
Ware et al., 2013

Surfactant protein D (SP-D) Hartl and Griese, 2006

Clara cell 16 (CC-16) Lomas et al., 2008

Pulmonary and activation regulated 
chemokine (PARC, CCL-18)

Lock-Johansson et al., 2014

IL-1, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, IL-18 Robinson et al., 1992

Tumour necrosis factor alpha (TNF-α,)
Growth-related oncogene(GRO)-α

Epithelial-derived neutrophil Activator-78 
(ENA-78,)

Celli et al., 2012
Khair et al., 1994
Walz et al., 1987
Morrison et al., 1998

Regulated on activation, normal T-cell 
expressed and secreted (RANTES)

Monocyte chemotactic protein-4 (MCP-4)
Granulocyte colony-stimulating factor 

Kelner et al., 1994
Lord et al., 1989
de Haas et al., 1994
Khwaja et al., 1992

<표 III-1> 폐의 질환 별 주요 생체 지표
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주요 질환 항 목 관련 문헌

(G-CSF)
Granulocyte-macrophage colony-stimulating 

factor (GM-CSF)

Monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1)
Macrophage inflammatory protein 1α 

(MIP-1α)

Kelner et al., 1994
Masubuchi et al., 1998

IL-16(CD4+), MIP-1α (CD8+),
Stimulated T-cell chemoattractant protein 

(STCP-1)

Kelner et al., 1994
Andrew et al., 1998

Interferon gamma (IFN-γ) Kumar et al., 2006

Cytokines (Growth factors) :
Transforming growth factor-β (TGF-β)
Platelet-derived growth factor (PDGF)

Epidermal growth factor (EGF)
Insulin-like growth factor (IGF)

Brewster et al., 1990
Hirst et al., 1992
Vignola et al., 1997
Takeyama et al., 1999

천식
(Asthma)

Serum Immunoglobulin E (IgE) Simpson et al., 2005

Eosinophils (Peripheral blood/Sputum)
Druilhe et al., 2003
Kips et al., 1998

Periostin Woodruff et al., 2007

Human chitinase-3 like protein 1 (YKL-40) Konradsen et al., 2013

IL-4, IL-5, IL-9, IL-12, IL-13, IL-17, IL-18, 
IL-25, IFN-γ

Barczyk et al., 2006
Stirling et al., 2001
Trinchieri et al., 2003
Wills-Karp, 2004
Dragon et al., 2007
Dinarello, 2007
Fort et al., 2001

IL-1β
IL-6

TNF-α
Thymic stromal lymphopoietin (TSLP)

Rosenwasser, 1998
Kips et al., 1993
Allakhverdi et al., 2007

Epidermal growth factor (EGF)
GM-CSF

Nerve growth factor (NGF)
Stem cell factor (SCF)

TGF-β
Vascular endothelial growth factor (VEGF)

Takeyama et al., 2001
Gajewska et al., 2003
Nassenstein et al., 2006
Reber et al., 2006
Minshall et al., 1997
Feltis et al., 2006

Eotaxin-2 and 3 Ravensberg et al., 2005

IL-10 Hawrylowicz, 2005

(자료 : Barnett, 2011; Chung, 2001; Sim and Lee, 2016)
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(2) 간·담관계

가) 간독성의 원인

간독성은 크게 간세포 자체의 손상과 담관계통의 손상의 두가지 범주로 나뉘

어진다. 이러한 손상들의 형태학적 특성은 매우 다양하고 종종 두가지 범주가 

혼합된 독성이 관찰되도 한다(Hardisty and Brix 2005). 주로 알려진 간독성의 

원인들은 cytochrome P45에 의한 약물의 공유적 결합, 지방산의 β-oxidation에 

연관된 미토콘드리아의 기능 변화, 활성 산소 및 대사산물의 생성, 운송 단백질

의 변화, 세포 내 미세섬유의 변화, 칼슘 이온의 항상성 유지 방해, 림프구의 활

성화와 세포.용해, 단일세포 괴사 등이 알려져 있다(Lee 2003).

나) 생체 지표

일반적으로 알려져 있는 약물에 의한 간 손상의 생체 지표는 알라닌아미노기전

이효소(ALT)와 아스파탐산아미노기전이효소(AST)이다. 그러나 특이성과 민감성이 

크기 않고, 조직병리학적 병변과의 연관성이 떨어지는 단점이 있기 때문에 다양한 

연구자들이 유용하게 적용될 수 있는 간 특이적 생체 지표를 탐색하고 국제적 합

의(International Harmonizaton of Clinical Pathology Testing, IHCTP)를 거쳐 다

음의 <표 III-2>와 같은 생체 지표들을 제시하고 있다 (Boone et al., 2005).

<표 III-2> 간 특이적 생체 지표의 종류 (IHCPT 기준)

Category Tests

Hepatocellular tests

Alanine aminotransferase (ALT)

Aspartate aminotransferase (AST)

Sorbitol dehydrogenase (SDH)

Glutamate dehydrogenase (GLDH)

Total bile acid

Hepatobiliary test

Alkaline phosphatase (ALP)

Gamma glutamyl transferase (GGT)

5'-nucleotidase(5'-NT)

Total bilirubin

Total bile acids
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범 위 종 류 기 능 관련 문헌

Enzyme

ALP

GGT

간실질보다 담관계통의 

손상에 민감

Rutgers et al., 1995

Evans 1986

ALT

SDH

세포 독성에 민감,  

간특이적
Amacher et al., 1998

LDH
세포 독성에 민감하나 

다양한 장기와 연관됨
Zimmerman. 1982

Cholinesterases

Paraoxanase
혈청 내 활동 저하 Ferre et al., 2002

Lipids
L-FABP 단백질 운송

Glatz and van der Vusse. 

1996

LDL, VLDL 콜레스테롤 합성 증가 Evans. 2009

Others

Taurine 단백질 합성과 연관 Maxuitenko et al. 1997

Creatine

perturbation of cysteine 

and glutahione 

metabolism

Clayton et al., 2003

또한 위의 생체 지표들과 더불어 새롭게 다양한 종류의 생체 지표들이 탐색되고 

있다. 효소로는 ALT, ALP, GGT, GLDH, SDH, LDH, Urea cycle 

enzymes(Ornithine carbamoyl transferase, OCT and arginase), 5'-NT, Leucine 

Aminopeptidase(LAP), Alpha-glutathione S-transferase (Alpha-GST), cholinesterase  

및 paraoxanase 등이 알려져 있다. 지질은 간기능 중 콜레스테롤 합성에 문제가 

있을 때 주요 마커로 이용될 수 있으며, 종류로는 cholesterol, low density and 

very low density lipoprotein(LDL and VLDL) 및 Liver fatty acid binding 

protein (L-FABP)등이 알려져 있다. 기타 종류로 Taurine 및 Creatine, 조직 내 

Glutathione, 조직 내 Microsonal P450 등이 있다. 최근 대두되고 있는 간독성의 

특이적 생체 지표들을 <표III-3>에 정리하였다.

<표 III-3> 간의 대표적 생체 지표의 종류와 기능
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범 위 종 류 기 능 관련 문헌

Cytochrone P450

조직 내 microsome을 

이용한 방법으로 간의 

병리학적 소견과 밀접

Amacher et al., 2001

Procollagen III

YKL-40

Hyaluronic acid

간섬유화의 마커로 

사용되나 실험동물에서 

제한

Ding et al., 2001

Mardini and Record 2005

Lipid peroxides aldehydes

Malondialdehyde

4-hydroxynonenal

isoprostane

Oxidative 

phosphorylation 및 

redox와 연관, 

미토콘드리아의 기능이상

Otsyula et al. 2003

Berdanier 2005

Ketone body ratio

(acetoacetate/3-hydroxybuty

rate)

간의 에너지 생산 및 

손상 변화에 민감, 

케톤뇨증과 연관

Laun et al., 2001

Matsumoto et al., 2005

(자료 : Evans, 2009)

(3) 비뇨기계

가) 신장 독성의 원인

신장 독성은 신장을 구성하는 조직 세포 자체의 독성, 기능적 이상 특히 세

뇨관의 기능 이상, 소변의 배출 이상 및 전해질 불균형 등으로 구별될 수 있으

며, 신장 기능이 상실될수록 심장 또는 간에 큰 영향을 미치게 된다. 신장은 배

설 및 외부 물질의 해독에 중요한 역할을 하며 다량의 혈류 흐름과 농축 기능

으로 인해 체내의 독성 물질(대사 산물 포함)에 노출될 위험이 큰 장기중 하나

이다(Tarloff and Lash 2004). 

나) 생체 지표

신장의 기능 이상을 나타내는 생체 지표들은 소변에서 다량 또는 특이적으

로 배출되는 경우가 많아(세뇨관의 손상 등) 혈액 및 소변 모두에서 시료를 채

취한다. 일반적으로 이용되는 생체 지표를 <표 III-4>에 정리했다.
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<표 III-4> 신장 특이적 생체 지표의 종류

Category Tests

Blood
Creatinine

Blod urea nitrogen(BUN)

Urinalysis

Abnormal color and appearance, Volume

Relative concentration/density (osmolality or specific gravity)

Protein, Glucose, Blood, pH

Microscopy of urine sediment

또한, 위의 마커들 외에 소변으로 배출되는 효소 및 단백질도 직접적으로 손

상의 지표로 이용 될 수 있다. 각 효소마다 신장 조직 내 및 세포 내 존재위치

가 다르기 때문에 위치별 독성 탐색이 가능하다. 실험적으로 제시된 소변 내 

효소 및 단백질 생체 지표들에 대해 <표 III-5>에 제시하였다.

<표 III-5> 실험적 신장 특이 생체 지표의 종류

종 류 위치 항 목 관련 문헌

효소

세포질 내
(Cytosolic enzyme)

Lactate dehydrogenase (LDH) Raab 1998

근위 세뇨관 솔기 
가장자리

(Proximal tubular 
brush border 

enzyme)

Alanine aminopeptidase (AAP)
Leucine arylamidase

γ-lutamyl transferase (GGT)
α-glutatione S-transferase (YaYc GST)

Taracha et al., 2004
Usuda et al., 1999
Dote et al., 2000

Walshe et al., 2009

원위 세뇨관
(Distal tubular 

enzyme)
τ-glutathione S-transferase (Yb1, GST) Shu et al., 2016

리소좀 내
Lysosomal enzyme

N-acetyl-beta-glucosaminidase (NAG) Stonard et al., 1987

단백질

Renal papillary antigen 1 (RPA-1)
Kidney injury molecule 1 (Kim-1)

Clusterin
Neutrophil gelatinase- associated 

lipocalin (NGal)

Han et al., 2002
Eti et al., 1993
Devarajan. 2008

(자료 : Evans, 2009)
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2) 생체 지표 분석에 사용되는 주요 시료의 종류 및 장단점

(1) 조직 검체 (Tissue)

DNA를 포함한 유전체의 분석에 유용한 시료로 염색체 검사(Chromosomal 

test), 유전자 검사(Gene test) 등을 수행하기에 용이하다. 소량의 세포만으로 수

행 가능하나 내부 장기의 조직이 필요할 경우 비침습적 방법을 수행할 수 없는 

단점이 있다. 

(2) 혈액 (Blood)

가장 보편적으로 사용되는 시료로 혈액 자체를 사용하기보다 혈장 및 혈청 

분리의 형태로 주로 이용된다. 대부분의 사이토카인 등의 단백질, 효소 등이 존

재하며 다량의 시료를 확보할 수 있는 장점이 있다. 그러나 특정 조직 검체에 

비해 전반적인 농도가 낮게 나타날 수 있으며, 혈액 응고 과정에 연관된 생체 

지표는 탐색이 어려운 단점이 있다. 특정 종양 탐색의 경우 혈액내 부유하는 

종양DNA (Circuling tumor DNA, CtDNA) 또는 순환종양세포(Circulation 

tumor cell, CTC)가 이용되기도 한다. 또한 혈액내 미소낭포(Extracellular 

vesicle) 및 엑소좀(Exosome)도 생체 지표로서 연구되고 있다. 대부분의 동물 

세포에서 배출되고, 대사질환의 각 단계별 상태 반영이 가능할 것으로 여겨지

고 있지만 현재까지 채취 및 측정이 용이하지 않아 추가적인 연구가 필요하다.

(3) 기타 체액 (Other body fluids)

소변, 침, 뇌척수액, 기관지폐세척액, 눈물 등이 사용될 수 있다. 주로 사용되

는 것은 소변 및 타액으로 샘플의 취급이 용이한 장점이 있다(Bock et al., 

2010). 소변의 경우 신장과 관련된 생체 지표가 주로 연구되고 있으나 신장의 

기능에 따라 단백질 및 염 등의 농도 변동이 큰 단점이 있다. 뇌척수액은 신경

계통의 생체 지표와 밀접한 연관이 있으며 기관지폐세척액은 동물 실험에서도 

주로 사용될 수 있는 시료로 높은 농도의 호흡기 특이적 생체 지표의 진단이 
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Body
fluids

Advantages Limitations Recommendations

Serum

(i) established sample 
banks often 
composed of serum 
aliquots (retrospective 
studies),

(ii) proteins and 
peptides that 
“"survive”" to the 
clotting procedure 
exhibit a stability 
that can be 
exploited in routine 
clinical applications.

(i) presence of various 
products derived 
from coagulation 
cascade,

(ii) biomarker with poor 
stability during 
coagulation process 
will not be detected 
in serum, 

(iii) possible influence 
of the disease on 
coagulation process.

(i) use standardized 
collection protocol,

(ii) keep sample during 
1hour at RT to 
allow clotting 
process before 
centrifugation,

(iii) preserve on ice 
after clotting. 
Aliquoting and 
freezing (−.80◦.C) 
cannot be done 
immediately.

Plasma

(i) more rapidly 
processed than 
serum (interesting for 
emergency diagnosis),

(ii) larger final volume 
of fluid after 
processing than with 
serum,

(iii) more stable than 
serum due to the 
inhibition of 
coagulation cascade.

(i) interference with 
chip surface (i.e. 
heparin tube),

(ii) sample dilution in 
citrate tube,

(iii) possible interference 
of EDTA with 
protein binding on 
IMAC surface,

(i) use standardized 
collection protocol,

(ii) carefully choose the 
type of 
anticoagulants(EDTA 
tubes are preferable),

(iii) use platelet-poor 
plasma,

(iv) centrifuge, aliquot 
and freeze 
(−.80◦.C) as soon 
as possible. If not 
possible, keep at RT 
to avoid cold 
platelet activation.

Dry 
blood

(i) medical staff not 
needed for collection,

(ii) low blood volume 
necessary,

(iii) easy storage and 
transport.

(i) elution step to 
recover sample from 
filter paper

(i) keep dry specimens 
at RT for 3–-4 
hours in horizontal 
position,

(ii) store at −.20◦.C.

가능하다. 액체 또는 기체 상태의 시료 분석에 이용되는 고분자용 질량분석기

(Time of flight mass spectrometry, TOF-MS)를 위한 주요 체액 및 혈액 시료

의 장·단점을 <표 III-6>에 나타내었다.

<표 III-6> 생체 지표의 분석을 위한 시료의 종류 및 장·단점
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Body
fluids

Advantages Limitations Recommendations

Saliva

(i) easy and noninvasive 
sampling,

(ii) medical staff not 
needed for collection

(i) low volume 
collected,

(ii) presence of many 
proteases and 
unspecific materials 
such as food 
residues or 
microorganisms,

(iii) level of certain 
plasma proteins are 
not reflected in 
saliva.

(i) always collect with 
the same method 
(stimulated or not) 
and at the same 
moment of the day,

(ii) centrifuge to remove 
insoluble material, 
aliquot and freeze at 
−.80◦.C.

Urine

(i) easy and noninvasive 
collection,

(ii) medical staff not 
needed for 
collection,

(iii) obtained in large 
volume.

(i) fluctuation of protein 
concentration 
overtime and 
according to renal 
integrity,

(ii) presence of salts 
and proteins in low 
concentration.

(i) use standardized 
collection protocol,

(ii) concentrate the 
samples,

(iii) centrifuge, aliquot 
and freeze at 
−.80◦.C,

(iv) normalization with 
creatinine content.

(자료: Bock et al., 2010)

2. 시료 분석 결과

1) 랫드를 이용한 급성흡입독성시험

2,6,-디-삼차-부틸-파라-크레졸을 급성(단회) 흡입 노출시킨 암수 SD 랫드를 

이용해(노출농도: 0.05, 05, 1, 2 mg/L) 혈액 시료 중 혈청을 분리해 생체 지표

들에 대해 분석한 결과를 [그림 III-4]로 나타내었다.
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분석 항목 단위

IL-1β pg/mL

IL-18 pg/mL

IL-2 pg/mL

IL-6 pg/mL

IL-10 pg/mL

VEGF pg/mL

vWF ng/mL

[그림 III-4] 2,6-디-삼차-부틸-파라-크레졸을 이용한 급성 흡입시험의 

동물 혈액 시료 내 생체 지표 분석
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Male

Parameters
Control

(0 ppm)

T1

(100 ppm)

T2

(400 ppm)

T3

(1600 ppm)

CA(mg/dL) 9.6 ± 0.3 9.5 ± 0.2 9.4 ± 0.2 9.4 ± 0.3

IP(mg/dL) 7.3 ± 0.7 6.9 ± 0.7 6.6 ± 0.9 6.7 ± 1.1

ALP(IU/L) 736.7 ± 34.6 679.9 ± 34.6 620.0 ± 38.9* 726.9 ± 83.8

ALT(GPT)(IU/L) 35.2 ± 2.2 37.3 ± 2.2 36.6 ± 1.5 36.5 ± 1.6

AST(GOT)(IU/L) 77.6 ± 7.6 77.2 ± 7.6 79.7 ± 4.1 81.4 ± 9.1

TG(mg/dL) 56.4 ± 14.4 71.0 ± 21.7 55.3 ± 10.3 66.5 ± 26.2

TCHO(mg/dL) 59.8 ± 1.6 78.6 ± 11.8* 75.3 ± 10.1* 69.6 ± 11.2

TBIL(mg/dL) 0.16 ± 0.02 0.16 ± 0.02 0.15 ± 0.01 0.15 ± 0.01

GLU(mg/dL) 137.6 ± 6.0 139.9 ± 14.4 127.1 ± 11.8 135.7 ± 8.2

CREA(mg/dL) 0.38 ± 0.03 0.38 ± 0.02 0.40 ± 0.03 0.39 ± 0.01

BUN(mg/dL) 20.3 ± 2.6 20.3 ± 1.5 20.1 ± 1.6 21.0 ± 2.6

ALB(g/dL) 4.1 ± 0.0 4.0 ± 0.1 4.1 ± 0.1 4.1 ± 0.1

TP(g/dL) 5.7 ± 0.0 5.6 ± 0.1 5.7 ± 0.3 5.8 ± 0.1

Cl(mmol/L) 97.9 ± 0.6 100.0 ± 1.1 100.6 ± 1.4* 101.2 ± 0.8*

K(mmol/L) 4.16 ± 0.69 4.64 ± 0.25 4.61 ± 0.25 4.74 ± 0.18

Na(mmol/L) 140.5 ± 4.0 146.2 ± 1.2 147.0 ± 1.0* 146.7 ± 0.4*

CK(U/L) 325.8 ± 112.6 299.2 ± 151.0 337.6 ± 104.1 366.9 ± 175.2

GLO(g/dL) 1.6 ± 0.0 1.6 ± 0.1 1.6 ± 0.2 1.7 ± 0.1

2) 랫드를 이용한 아급성 흡입독성시험

노말 프로필 알콜을 아급성(28일) 흡입 노출시킨 암수 F344 랫드를 이용해 

(노출농도: 0, 100, 400, 1600 ppm) 혈액 시료 중 혈청을 분리해 혈액생화학적 

검사를 포함한 생체 지표들에 대해 분석한 결과를 <표 III-7> 및 [그림 III-5]로 

나타내었다.

<표 III-7> 노말 프로필 알콜을 이용한 아급성 흡입시험의 혈액생화학적 분석 결과
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Female

Parameters
Control

(0 ppm)

T1

(100 ppm)

T2

(400 ppm)

T3

(1600 ppm)

CA(mg/dL) 9.2 ± 0.2 9.3 ± 0.3 9.1  ± 0.1 9.4 ± 0.6

IP(mg/dL) 6.9 ± 0.2 7.1 ± 0.6 6.7 ± 0.4 7.5 ± 1.2

ALP(IU/L) 543.1 ± 12.2 530.2 ± 20.4 519.8 ± 31.2 506.6 ± 38.7

ALT(GPT)(IU/L) 38.2 ± 4.1 40.1 ± 6.2 33.7 ± 2.5 40.9 ± 5.0

AST(GOT)(IU/L) 96.0 ± 19.2 90.9 ± 10.2 85.9 ± 7.6 103.8 ± 36.0

TG(mg/dL) 14.6 ± 4.0 18.2 ± 2.8 11.1 ± 0.5 13.3 ± 6.2

TCHO(mg/dL) 70.6 ± 3.6 70.1 ± 4.0 64.1 ± 11.9 68.7 ± 6.1

TBIL(mg/dL) 0.15 ± 0.01 0.15 ± 0.01 0.16 ± 0.02 0.12 ± 0.07

GLU(mg/dL) 100.0 ± 11.4 114.8 ± 31.0 95.1 ± 17.8 98.2 ± 21.0

CREA(mg/dL) 0.37 ± 0.02 0.37 ± 0.02 0.39 ± 0.02 0.37 ± 0.04

BUN(mg/dL) 20.4 ± 3.1 18.8 ± 1.4 20.0 ± 3.7 22.1 ± 1.7

ALB(g/dL) 4.0 ± 0.1 4.0 ± 0.1 4.1 ± 0.1 4.2 ± 0.1

TP(g/dL) 5.5 ± 0.2 5.5 ± 0.2 5.7 ± 0.1 6.8 ± 1.9

Cl(mmol/L) 102.0 ± 0.7 102.7 ± 0.7 102.6 ± 0.5 103.0 ± 0.9

K(mmol/L) 4.50 ± 0.11 4.45 ± 0.13 3.96 ± 0.30* 4.58 ± 1.13

Na(mmol/L) 146.0 ± 1.6 147.3 ± 0.9 147.4 ± 0.6 146.7 ± 1.13

CK(U/L) 377.3 ± 161.3 281.8 ± 129.3 286.3 ± 109.5 463.2 ± 353.2

GLO(g/dL) 1.5 ± 0.2 1.5 ± 0.1 1.6 ± 0.2 2.6 ± 1.9

All values are expressed as mean ± SD. Significant differences as compared with control : * p < 0.05. 

CA, Calcium; IP, Inorganic phosphorus; ALP, alkaline phophatase; ALT(GPT), alanine aminotransferase; 

AST(GOT), aspartate aminotransferase; TG, Triglyceride; TCHO, total cholesterol; TBIL, total bilirubin; 

GLUS, glucose; CREA, Creatinine; BUN, blood urea nitrogen; ALB, albumin; TP, total protein; Cl, 

Chloride; K, Potassium; Na, Sodium; CK, Creatine phosphokinase;  GLO, globulin;
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[그림 III-5] 노말 프로필 알콜을 이용한 아급성 흡입시험의 동물 혈액 시료 내 

생체 지표 분석
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Male

Parameters
Control

(0 ppm)

T1

(0,13 ppm)

T2

(0.4 ppm)

T3

(1.20 ppm)

CA(mg/dL) 10.1 ± 0.2 10.1 ± 0.2 9.9 ± 0.3 10.1 ± 0.2

IP(mg/dL) 5.4 ± 0.8 5.2 ± 1.0 5.2 ± 1.1 4.5 ± 0.4

CPK(IU/L) 175.3 ± 96.1 179.7 ± 82.2 198.2 ± 96.3 323.1 ± 70.6

ALP(IU/L) 473.8 ± 46.5 465.6 ± 34.6 444.8 ± 26.2 910.3 ± 107.5

GPT 0.29 ± 0.90 0.07 ± 0.16 0.32 ± 0.54 1.63 ± 0.78

ALT(GPT)(IU/L) 49.7 ± 6.0 47.7 ± 4.7 50.1 ± 8.0 225.0 ± 211.4

AST(GOT)(IU/L) 81.6 ± 8.8 83.3 ± 10.0 88.9 ± 11.2 186.6 ± 120.1

TG(mg/dL) 146.1 ± 41.6 128.0 ± 29.2 118.5 ± 23.0 71.4 ± 33.8

TCHO(mg/dL) 76.5 ± 9.0 78.2 ± 7.1 74.0 ± 5.5 103.2 ± 8.2

TBIL(mg/dL) 0.11 ± 0.01 0.11 ± 0.01 0.11 ± 0.02 0.10 ± 0.04

GLUS(mg/dL) 175.8 ± 17.1 175.4 ± 13.5 162.5 ± 12.5 149.0 ± 17.3

CREA(mg/dL) 0.46 ± 0.04 0.45 ± 0.04 0.46 ± 0.05 0.40 ± 0.02

BUN(mg/dL) 19.3 ± 1.3 19.1 ± 1.5 20.2 ± 1.8 20.8 ± 2.3

ALB(g/dL) 4.3 ± 0.1 4.3 ± 0.1 4.2 ± 0.1 3.9 ± 0.1

TP(g/dL) 6.5 ± 0.2 6.5 ± 0.1 6.5 ± 0.1 6.1 ± 0.2

Cl(mmol/L) 78.0 ± 0.9 78.6 ± 0.7 79.4 ± 0.8 102.5 ± 1.4

K(mmol/L) 3.50 ± 0.30 3.51 ± 0.28 3.70 ± 0.30 5.52 ± 0.29

Na(mmol/L) 109.9 ± 0.8 110.0 ± 0.6 110.7 ± 0.4 145.4 ± 1.6

LDH 521.0 ± 352.2 577.7 ± 288.9 681.7 ± 387.7 1339.9 ± 269.4

3) 랫드를 이용한 아만성 흡입독성시험

폴리헥사메틸렌구아니딘 염산염을 아급성(90일) 흡입 노출시킨 암수 F344 랫

드를 이용해 (노출농도 : 0, 0.13, 0.4 ppm) 혈액 시료 중 혈청을 분리해 혈액생

화학적 검사를 포함한 생체 지표들에 대해 분석한 결과를 <표 III-8> 및 [그림 

III-6]로 나타내었다.

<표 III-8> 폴리헥사메틸렌구아니딘 염산염을 이용한 아만성 흡입시험의 

혈액생화학적 분석 결과
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Female

Parameters
Control

(0 ppm)

T1

(0,13 ppm)

T2

(0.4 ppm)

T3

(1.20 ppm)

CA(mg/dL) 10.1 ± 0.3 10.0 ± 0.2 10.1 ± 0.3 10.4 ± 0.4

IP(mg/dL) 5.0 ± 1.2 4.8 ± 1.1 5.0 ± 1.2 5.5 ± 0.8

CPK(IU/L) 177.6 ± 44.4 177.4 ± 77.3 143.4 ± 55.8 149.2 ± 11.6

ALP(IU/L) 360.2 ± 32.1 359.0 ± 36.5 381.8 ± 27.3 912.9 ± 154.4

GPT 0.11 ± 0.24 0.04 ± 0.09 0.15 ± 0.28 2.64 ± 0.82

ALT(GPT)(IU/L) 39.7 ± 9.7 38.4 ± 11.4 39.5 ± 8.3 94.1 ± 46.6

AST(GOT)(IU/L) 86.0 ± 18.3 80.1 ± 17.7 81.0 ± 10.4 116.3 ± 34.2

TG(mg/dL) 27.7 ± 6.9 36.5 ± 13.1 29.6 ± 17.9 31.2 ± 10.4

TCHO(mg/dL) 100.8 ± 10.1 104.3 ± 5.3 98.3 ± 7.8 103.8 ± 13.8

TBIL(mg/dL) 0.11 ± 0.04 0.12 ± 0.02 0.13 ± 0.02 0.09 ± 0.02

GLUS(mg/dL) 130.0 ± 10.7 130.8 ± 20.2 133.7 ± 19.3 149.5 ± 8.0

CREA(mg/dL) 0.47 ± 0.02 0.47 ± 0.03 0.49 ± 0.04 0.39 ± 0.03

BUN(mg/dL) 22.2 ± 3.1 21.9 ± 2.2 23.2 ± 2.2 23.2 ± 2.8

ALB(g/dL) 4.5 ± 0.2 4.5 ± 0.1 4.3 ± 0.1 3.8 ± 0.1

TP(g/dL) 6.9 ± 0.4 6.9 ± 0.1 6.6 ± 0.2 5.9 ± 0.2

Cl(mmol/L) 80.9 ± 1.0 81.2 ± 0.6 81.3 ± 0.8 104.8 ± 1.1

K(mmol/L) 3.12 ± 0.33 3.18 ± 0.23 3.19 ± 0.24 4.82 ± 0.40

Na(mmol/L) 111.7 ± 0.8 111.2 ± 0.8 112.0 ± 1.2 148.4 ± 2.2

LDH 651.7 ± 185.7 671.4 ± 290.4 549.5 ± 255.4 643.4 ± 100.3

All values are expressed as mean ± SD. CA, Calcium; IP, Inorganic phosphorus; ALP, alkaline 

phophatase; ALT(GPT), alanine aminotransferase; AST(GOT), aspartate aminotransferase; TG, 

Triglyceride; TCHO, total cholesterol; TBIL, total bilirubin; GLUS, glucose; CREA, Creatinine; BUN, 

blood urea nitrogen; ALB, albumin; TP, total protein; Cl, Chloride; K, Potassium; Na, Sodium; CK, 

Creatine phosphokinase;  GLO, globulin;
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분석 항목 단위

IL-1β pg/mL
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IL-6 pg/mL
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VEGF pg/mL
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[그림 III-6] 폴리헥사메틸렌구아니딘 염산염을 이용한 아만성 흡입시험의 동물 

혈액 시료내 생체 지표 분석
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Male

Parameters
G1

(0 ppm)

G2

(400 ppm)

CA(mg/dL) 10.0 ± 0.2 9.9 ± 0.2

IP(mg/dL) 4.5 ± 0.8 5.0 ± 0.5

CPK(IU/L) 246.8 ± 95.1 286.9 ± 132.9

ALP(IU/L) 323.4 ± 29.9 329.9 ± 50.3

ALT(GPT)(IU/L) 117.8 ± 38.8 134.9 ± 44.5

AST(GOT)(IU/L) 167.4 ± 39.4 169.8 ± 47.3

TG(mg/dL) 135.1 ± 47.6 66.5 ± 28.9

TCHO(mg/dL) 127.3 ± 15.0 115.1 ± 13.1

TBIL(mg/dL) 0.2 ± 0.0 0.18 ± 0.03

GLUS(mg/dL) 178.8 ± 26.3 154.2 ± 23.1

CREA(mg/dL) 0.45 ± 0.03 0.46 ± 0.05

BUN(mg/dL) 18.7 ± 1.6 17.9 ± 1.7

ALB(g/dL) 4.2 ± 0.1 4.2 ± 0.1

TP(g/dL) 6.5 ± 0.2 6.4 ± 0.2

Cl(mmol/L) 103.7 ± 0.9 104.1 ± 0.9

K(mmol/L) 4.33 ± 0.25 4.39 ± 0.22

Na(mmol/L) 143.1 ± 0.7 144.4 ± 1.0

GGT(IU/L) 1.66 ± 0.71 2.03 ± 1.73

GLO(mg/dL) 2.36 ± 0.09 2.25 ± 0.11

4) 랫드를 이용한 만성 흡입독성시험

테트라클로로에틸렌을 만성(1년) 흡입 노출시킨 암수 F344 랫드를 이용해 (노

출농도: 0, 400 ppm) 혈액 시료에서 혈청을 분리하여 혈액생화학적 검사를 포함

한 생체 지표들에 대해 분석한 결과를 <표 III-9> 및 [그림 III-7]로 나타내었다.

<표 III-9> 테트라클로로에틸렌을 이용한 만성 흡입시험의 혈액생화학적 분석 결과
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Female

Parameters
G1

(0 ppm)

G2

(400 ppm)

CA(mg/dL) 10.3 ± 0.3 10.3 ± 0.3

IP(mg/dL) 4.1 ± 1.0 4.2 ± 0.7

CPK(IU/L) 202.9 ± 146.2 167.6 ± 70.5

ALP(IU/L) 203.2 ± 32.9 176.0 ± 29.5

ALT(GPT)(IU/L) 73.1 ± 22.7 71.3 ± 27.5

AST(GOT)(IU/L) 153.1 ± 60.2 126.2 ± 58.0

TG(mg/dL) 49.4 ± 15.8 33.6 ± 9.3

TCHO(mg/dL) 140.2 ± 12.7 127.2 ± 14.8

TBIL(mg/dL) 0.14 ± 0.04 0.14 ± 0.02

GLUS(mg/dL) 161.2 ± 10.2 145.9 ± 15.4

CREA(mg/dL) 0.47 ± 0.04 0.46 ± 0.04

BUN(mg/dL) 21.9 ± 2.3 23.5 ± 3.4

ALB(g/dL) 4.8 ± 0.2 4.9 ± 0.3

TP(g/dL) 7.5 ± 0.4 7.5 ± 0.4

Cl(mmol/L) 104.1 ± 1.4 104.6 ± 1.3

K(mmol/L) 4.00 ± 0.36 4.06 ± 0.28

Na(mmol/L) 142.5 ± 1.1 143.5 ± 0.8

GGT(IU/L) 1.19 ± 0.49 1.34 ± 1.16

GLO(mg/dL) 2.70 ± 0.17 2.58 ± 0.15

All values are expressed as mean ± SD. CA, Calcium; IP, Inorganic phosphorus; ALP, alkaline 

phophatase; ALT(GPT), alanine aminotransferase; AST(GOT), aspartate aminotransferase; TG, Triglyceride; 

TCHO, total cholesterol; TBIL, total bilirubin; GLUS, glucose; CREA, Creatinine; BUN, blood urea 

nitrogen; ALB, albumin; TP, total protein; Cl, Chloride; K, Potassium; Na, Sodium; CK, Creatine 

phosphokinase;  GLO, globulin;
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[그림 III-7] 테트라클로로에틸렌을 이용한 만성 흡입시험의 동물 혈액 시료내 

생체 지표 분석
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3. 조직병리학적 검사 결과

1) 랫드를 이용한 급성 흡입독성시험

2,6,-디-삼차-파라-크레졸을 4시간동안 급성(단회) 흡입노출시킨 SD 랫의 부검

시 육안소견은 발견되지 않았다. 10% 중성포르말린에 고정된 폐조직에서 시험

물질에 의한 병변은 관찰되지 않았다. 

2) 랫드를 이용한 아급성 흡입독성시험

노말 프로필 알콜을 28일(주 5일/4주) 동안 아급성 흡입노출시킨 F344 랫의 

부검시 육안소견은 발견되지 않았다. 10% 중성포르말린에 고정된 채취 조직에

서 시험물질에 의한 병변은 관찰되지 않았다. 

3) 랫드를 이용한 아만성 흡입독성시험

폴리헥사메틸렌구아니딘 염산염을 90일(주 5일/13주) 동안 아만성 흡입노출

시킨 F344 랫의 부검시 폐, 간, 신장, 생식기 등에서 육안 소견이 관찰되었다. 

또한 조직병리학적 검사를 실시한 결과, 호흡기, 림프조직, 간, 비장, 흉선, 생식

기에서 비정상 병변이 관찰되었다. 특히 암수 모두 폐에서 화생(Squamous 

metapalsia), 괴사(Necrosis), 섬유화(Fibrosis), 세기관지 상피 탈락(Detachment), 

염증세포 침윤(Inflammatory cell infiltration) 등이 관찰되었다. 또한 기관기관

지림프절 내 림프구 증식(Lymphoid hyperpalsia)이 관찰되었다. 

4) 랫드를 이용한 만성 흡입독성시험

테트라클로로에틸렌을 1년(주5일/56주) 동안 급성 흡입노출시킨 F344 랫의 

부검시 간에서 육안적 이상 소견이 관찰되었다. 또한 조직병리학적 검사를 실

시한 결과, 신장 세뇨관 상피의 거대핵 소견(Karyomegaly), 간의 선종
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(hepatocullular adenoma), 선암종 (hepatocellular adenocarcinoma), 호산성 세

포질(Cytoplasmic eosinophilia), 단일세포 괴사(Necrosis, single cell), 간세포 색

소침착(Pigmentation), 간세포 공포화 소견(Vacuolation) 등이 관찰되었다. 
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IV. 고찰

2000년도 이후의  독성시험은 기존의 시험방법을 완전히, 또는 일부 대체해 

더 효율적이고 비동물적(Non-animal) 시험을 개발하는 추세이다. 실제적으로 

2007년, 미국의 국립연구위원회(National Research Council)은 “21세기 독성연

구” 라는 표현을 빌어 비전 및 전략에 대한 보고서를 발표하였다. (National 

Research Council, 2007) 이후 유럽연합 등에서 2011년에 다수의 연구소 및 공

공기관이 참여한 연구사업(SEURAT-1: Safety evaluation ultimately replacing 

animal testing)을 시작해 동물실험을 완전히 대체하기 위해 프로젝트를 진행 

했고, 2016년 이 프로젝트의 연장으로 생식독성 및 발달독성 분야의 새로운 프

로젝트(ToxRisk)를 추진하고 있다 (EUTOXRISK, 2016). 미국국립보건원에서는 

10년 이내 인간의 심장, 간, 신장, 근육, 뇌 등의 조직을 재현한 세포로 동물실

험을 대부분 대체해 적은 비용 및 고효율의 안전성시험을 진행할 것으로 예측

하고 있다 (Francis Collins, 2016). 

국내에서도 3R(Reduction, Refinement, Replacement) 등의 이유로 동물을 이용

한(in vivo) 실험보다 시험관적 방법(In vitro, in silico)이 연구되고 있는 추세이

지만 화학물질의 독성에 대한 측면에서 아직 요원하다. 2015년 ‘화학물질의 등록 

및 평가 등에 관한 법률’ 일명 '화평법‘이 도입되면서 다수의 화학물질 등록에 필

요한 시험 자료의 준비를 위해 많은 동물시험 기관에서 동물 시험이 진행 중이

다. 이를 위해 이용될 실험 동물의 수가 정확히 집계되지는 않았지만, 농립축산

검역본부의 동물실험 실태 조사에 따르면 2014년 241만, 2015년 250만, 2016년 

287만 마리 이상의 실험동물이 국내의 동물실험에 사용된 것으로 집계되고 있다

(농림축산검역본부, 2017). ’화평법‘에 따라 다수의 추가적인 동물 실험을 수행해

야할 필요가 있다고 하지만 이는 세계적 추세에 맞지 않는 상황이다.
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또한 4차 산업혁명과 더불어 새로운 조합의 시도들이 계속 진행되고 있다. 

컴퓨터, 바이오칩, 인간의 생체조직대체물질 등의 방법으로 기존의 독성 시험을 

대체하려는 노력들이 진행되고 있지만 기본적인 데이터의 축적은 아직까지도 

동물 실험에서 획득된 자료들을 기반으로 한다. 이에 따라 다양한 생체 지표의 

개발은 동물 실험을 대체하거나 실험에 이용되는 동물의 수를 줄이려는 측면에

서 환영할 만한 일이다.

생체 지표의 분석에 이용될 수 있는 시료는 매우 다양하다. 대표적으로 혈

액, 소변, 뇌척수액, 침, 기관지폐액 등의 액상 시료 (Bock et al., 2010; 

Morrison et al., 1998; Kropski et al., 2009; Prabhakaran et al., 2003; 

Maxuitenko et al., 1997)와 조직 생검 등의 고체 시료, 영상 기법 등의 비침습

적 방식의 시료로 나뉠 수 있는데 이 중 가장 용이하게 사용되는 시료는 혈액

이다. 혈액은 혈청(Newman et al., 1993; Ferre et al., 2002; Ding et al., 2001) 

또는 혈장(Kropski et al., 2009)을 분리하여 사용하거나 혈액 내 특정 인자(단

백질, 효소, DNA 등) 자체를 생체 지표로서 분리해 사용한다. 동물을 이용한 

독성시험은 희생을 전제로 하기에 전혈 또는 생체 조직등을 사용할 수 있는데, 

OECD 가이드라인에 따르면 혈장, 혈청, 소변 또는 기관지폐액 등이 기준으로 

제시되고 있다(OECD, 2009).

장기 별 질병에 따른 생체 지표의 개발 연구도 활발히 진행되고 있는데  질

환을 특정할 수 있는 생체 지표도 있지만, 여러 생체 지표의 조합을 통해 질환

의 경중을 예측하고 예후를 탐색하는 방식도 연구되고 있다. 이중 면역 세포가 

분비하는 단백질을 통칭하는 사이토카인은 그 종류에 따라 다른 세포나 스스로

에게 영향을 줄 수 있기에 서로 복합적인 작용을 이룬다(Chung, 2001; Luster, 

1998; Kelner et al., 1994). 

폐의 급성, 만성 손상 및 알러지성 질환에 연관된 생체 지표로서의 사이토카

인 및 기타 인자들은 매우 다양한데 이중 IL-1β (Interleukin-1 beta)는 활성화된 

대식구(activated macrophage)에 의해 생산되어 염증성 반응의 중요한 매개체로 
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작용한다. 또한 세포 활성, 증식, 분화 및 자가사멸과도 연관되어 있다. IL-10 

(Interleukin-10)은 단핵구나 림프구에서 생산되는 사이토카인으로 면역계 조절 

및 염증과 관련된 다면적 역할을 수행한다. 염증 관련 사이토카인 (IL-1, IL-6, 

TNF-α) 등을 억제하거나, IL-4 및 IL-5의 생산을 억제하고, 기관 평활근 세포에서 

IL-8, RANTES의 생성을 억제하는 등 혈관의 평활근 증식을 억제한다. 또한 대식

구에서 iNOS(inducible nitric oxide synthasea) 및 COX-2(inducible 

cyclooxyganase의 효소 발현을 억제함으로서 염증에 대한 방어 작용을 수행한다 

(Berkman et al., 1995; Niiro et al., 1995). IL-18 (Interleukin-18)은 전-염증 사이

토카인(Pro-inflammatory cytokine)으로 NK cell 등의 면역계통에 작용하고 Th1 

cell에서 IFN-γ의 생산을 촉진하는 것으로 알려져 있다(Okamura et al., 1995) 또

한 IL-12와 함께 IFN-γ의 분비를 유도해 Th1 반응을 증진시킨다. 반면 IL-18은 

단독적으로 작용 시 Th2 반응을 통해 알러지성 염증을 증가시킨다는 연구 결과

도 보고되고 있다(Nakanishi et al., 2001). IL-2 (Interleukin-2)는 T 림프구 및 B 

림프구의 증식에 중요한 사이토카인으로 IL-4 분비를 위한 세포의 선택적 분화에 

영향을 미치는 것으로 알려져 있다(Park et al., 2001). IL-6 (Interleukin-6)는 염증, 

감염, 대사 및 재생 과정까지 폭넓게 작용하는 사이토카인이다. 신호 전달 양식

에 따라 항염증 작용과 전-염증 작용을 모두 갖고 있는 특수성이 있고 현제 관절

염, 염증성 소화계 질환 등에서 치료제로 승인되어 사용되고 있다.

기타 인자로 분석되고 있는 VEGF (Vascular endothelial growth factor)는 혈

관 투과성을 증가시켜 혈장 단백의 유출을 촉진하는 당단백질로, 폐 손상 이후의 

회복 과정에서 신생 혈관 생성과 연관된 것으로 알려져 있으며, 혈관 신생과 관

련되어 종양의 약성도와 관련된 것으로 알려져 있다 (Dvorak et al., 1992; 

Medford and Millar, 2006). Von Willebrand factor (vWF)는 지혈과 관련된 당단

백질로서 혈관 손상시 혈소판 응집과 혈관 내피 부착에 중요한 역할을 수행한다. 

혈관 내피에 손상이 있을 경우 농도가 급격히 증가되는데 급성 폐손상 환자를 

통한 연구에서 급격히 농도가 증가된다는 결과 보고가 있다(Rubin et al., 1990).
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이번 연구에서 각기 다른 화합물을 이용한 급성, 아급성, 아만성 및 만성 흡

입독성 시험을 수행해 혈액에서 사이토카인 생체 지표들을 분석한 결과, 대조

군과 투여군간 각 생체 지표의 차이는 관찰되지 않았다. 또한 투여군 별 농도

에 따른 차이 및 성별 간 차이도 관찰되지 않았다. Th1 및 Th2 반응과 관련된 

사이토카인의 최대 혈중 농도 시기는 자극에 따라 다르지만, 자극 이후 수분 ~ 

수십 시간으로 다양하나, 이는 급성 시험의 경우 14일간의 회복기를 거쳐 항상

성을 회복한 후 부검을 수행했기 때문으로 여겨진다(Hernandez et al., 2008; 

McDuffie, 2006). 급성 시험의 조직병리 검사에서 육안적으로 특별한 장기의 이

상은 발견되지 않았고, 호흡기의 현미경적 소견도 정상으로 나타났다. 아급성, 

아만성 및 만성 시험에서 기존의 수행해왔던 혈액생화학적 수치의 변화는 나타

났으나 혈액 시료를 이용한 사이토카인 생체 지표의 변화는 관찰되지 않았다. 

특히 아만성 및 만성 시험의 경우 전단계의 농도 결정 실험 결과를 통해 혈액

생화학적 수치 및 조직병리검사 상의 분명한 변화가 예상되었고 시험 종료 48

시간 이내 부검 및 혈액 채취를 했으므로 사이토카인의 변화가 관찰될 것으로 

예상했으나 측정 표준용액의 최저치에 달하는 저농도에서 검출된 관계로 군별 

유의성은 관찰할 수 없었다. 또한 VEGF의 경우 랫드의 심근염 모델을 이용한 

시험에서 혈청 VEGF의 농도는 6시간부터 증가해 최대 농도 도달 시간은 24시

간으로 나타났으며 시험 종료 14일 이후에도 증가상태인 연구결과가 있어 (Yin 

et al., 2000) 염증성 병변이 예상되는 시험에서 증가될 것으로 추정했으나 역시 

표준용액의 최저 수준의 저농도가 검출되었다. 

본 연구에서 소량의 혈액 중의 생체 지표 검출을 위한 방법으로 Luminex사

의 Multiplex 검증 기법을 이용하였으나, 일반적으로 사이토카인의 검출에 이

용되는 ELISA와는 다르게 기법에 사용되는 물질의 종류에 따라 민감도의 차이

가 있고, 특히 사이토카인은 샘플링, 저장 및 해동 온도의 영향을 다소 받으며 

연구에 사용된 혈청이 혈장보다 환경 변화에 민감하기 때문인 것으로 여겨진

다. (Dupont NC; Parkitny et al., 2013). 



V. 결론 ‥‥ 61

V. 결론

생체지표(biomarker)는 자극에 대한 생체의 변화를 탐지해 낼 수 있는 일종

의 정보로 화학 물질에 대한 체내 대사 산물로 대표될 수 있다. 독성 시험에서 

주로 사용되고 있는 생체지표들은 한정적이고 장기적 자극에 의한 손상을 탐지

하는 지표가 대부분이다. 이에 독성 시험에서 흡입 독성연구센터에서 수행 중

인 동물을 이용해 흡입독성시험의 결과의 조기 탐색과 신뢰성을 향상시킬 수 

있는 유용한 생체 지표를 실험적으로 탐색했다.

생체 지표의 특성 및 용도에 따른 분류와 산업보건 측면에서의 생체지표의 

기존 활용 범위를 조사 연구 및 일반적인 독성시험에서 활용되고 있는 생체 지

표를 문헌 조사한 결과 흡입독성연구센터에서 수행하는 동물시험에서 분석하고 

있는 생체 지표와 대부분 일치하였다. 2,6-디-삼차-부틸-파라-크레졸, 노말 프로

필 알콜, 폴리헥사메틸렌구아니딘 염산염, 테트라클로로에틸렌을 이용해 랫드에

서 흡입독성 시험을 수행해 혈액 및 장기 시료를 분석한 결과 호흡기의 염증과 

관련 있는 것으로 알려진 단백질 지표인 vWF, IL-1β, IL-10, IL-18, IL-2, IL-6, 

VEGF의 농도는 시험물질에 의한 변화를 나타내지 않았다. 그러나 동일한 실험

에서 기존에 수행해 왔던 혈액 생화학 검사를 통한 혈액 내 지표와 현미경 검

경을 통한 장기의 형태학적 변화가 관찰되었다. 결론적으로, 소량의 시료를 이

용하기 위해 실시한 Multiflex(Luminex)기법은 검출 농도의 한계로 저농도에서 

분석의 신뢰도가 떨어지는 것으로 생각되며, 특정 장기의 정확한 생체 지표 분

석을 위해서 장기 조직을 이용하거나 유전체 연구를 통한 분석이 민감성과 효

율적 측면에서 유용할 것으로 생각된다.
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Abstract

Study on the Biomarkers of Inhalation toxicity Using 

Laboratory Animals

Eun-Sang Cho, Yong-Hyun Chung, Hye-Youn Choi

Occupational Safety Research Department, 

Occupational Safety and Health Research Institute, KOSHA

Objective : The biomarker is a 'characteristic' which found in blood, other 

body fluids, or tissues and can be a sign of a normal or abnormal process, 

or of a condition or disease and the body responds to a treatment. Various 

biological indicators are exist and currently being developed, but the main 

biomarkers commonly used in toxicity studies are limited to long term 

stimuli or chronic organ toxicities. Therefore, we are looking for the 

biomarkers that can improve the initial response to toxicity by inhalation 

toxicity and reliability of the results by using laboratory animals that are 

undergoing toxicity studies in the Inhalation Toxicity Research Center. 

Method : we investigated the property, classification and the uses of 

occupational health of biomarkers by literature survey. Also we performed the 

acute, subacute, subchronic and chronic inhalation toxicity studies using 

2,6-di-tert-butyl-ρ-cresol, n-propanol, Polyhexamethylene guanidine hydrochloride 

and tetrachloroethylene in rats. The blood biochemistry, histopathological 



76 ‥‥ 흡입노출 실험동물을 이용한 생체영향 지표 연구

investigations and serum biomarkers associated with the inflammation of the 

respiratory tract were investigated.

Result : According to a literature survey, the indicators analyzed in toxicity 

studies of Inhalation Toxicity Research Center were mainly consistent with 

the biomarkers used in general toxicity studies. The serum biomarkers 

including Von Willebrand factor, Interleukin-1β, 2, 6, 10, 18 and vascular 

endothelial growth factor were not altered by the inhalation of test 

substance. However, the physiological changes through biomarkers from 

blood biochemistry test and the morphological changes of the organs 

through microscopic examination were noted in the same studies. 

Conclusion : The protein analysis or genomics studies are recommended for 

sensitivity and efficiency of accurate biomarker analysis to determine the 

organ damage by the toxicity of chemicals.

Keywords : biomarker, inhalation toxicity, blood, serum
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