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Autoproliferation of Fibroblast by Exposure to Crystalline Silica

- Evaluation by H2O2 and PDGF-AA와 TGFβ-
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Objectives : The aim of this study is to find out the activity of autoproliferation of rat

fibroblast exposed to crystalline silica and the role of mediators secreted from rat fibrob-

last.

Methods : The effect of α-quartz on production of growth factor (platelet-derived

growth factor-AA and transforming growth factorβ) from rat fibroblasts were evaluated

by ELISA and immunocytochemical analysis. Gene expression of these growth factors in

rat fibrobast exposed to crystalline silica was evaluated by RT-PCR. Furthermore, fibrob-

last proliferation by culture supernatant of rat fibroblast was assayed by the neutral red

test. 

Results : The amounts of H2O2 and growth factors synthesized in rat fibroblasts were

significantly increased by the stimulation of crystalline silica(α-quartz), which showed the

dose-dependent manner to the concentration of α-quartz with the maximum response at

the dosage of 100 ㎍/㎠. The result of RT-PCR demonstrated that α-quartz induced gene

expression of PDGF-AA and TGFβin rat fibroblast. We also found that supernatant of α-

quartz-cocultured rat fibroblast induced a significant proliferation of fibroblast. 

Conclusion : Crystalline silica directly induce functional change in fibroblast such as

increased release of reactive oxygen species and growth factors. The products of these

functional change promote fibroblast proliferation via autocrine loop. 
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서 론

산업장에서 광물성 분진에 폭로되면 이에 의한 간

질성 폐질환이 흔히 발생할 수 있으며 이를 진폐증

이라고 하는데, 흡입되는 분진의 종류에 따라 진폐

증의 발생이나 진행속도가 다르다(Begin등, 1989).

결정형 규산분진에 의한 규폐증은 진행속도가 빠르

며 폐의 조직변화가 심하고 산업장에서 빈번하게 발

생되는 진폐증 중의 하나지만, 이 질환의 발생기전

은 아직 명확하게 밝혀지지 않은 상태이다

(Jagirdar등, 1996). 

최근 실험관내 모델이나 동물의 실험규폐증 모델

을 통한 연구에 의하면 규폐증은 결정형 규산분진에

의한 폐포염으로 시작하여 점차 간질의 섬유화로 진

행하는 질환이며, 결정형 규산분진이 폐장내로 흡입

되면 폐장내 반응세포을 자극하여 반응성 산소기가

유리되는 것으로 생각되고 있다(Kamp등, 1992;

Vallyathan등, 1992; Schapira등, 1994). 반응

성 산소기의 작용은 직접적인 세포손상과 세포의 활

성화 두가지로 나눌 수 있는데 규폐증의 발생과정에

서 어느쪽이 더 중요한 작용을 하는지는 확실하지

않다. 다만 상황에 따라 다소의 차이는 있으나 두가

지 기전이 모두 작용할 것으로 생각되고 있다(김경

아등, 1999).

고농도의 분진 폭로시에는 산소기에 의한 직접적

인 세포손상이 더 지배적이지만, 실제로 작업장에서

분진에 저농도로 그리고 지속적으로 폭로되는 환경

에서는 세포의 활성화가 더 중요한 역할을 할 것으

로 생각되며 염증성 섬유화성 매개물질, 즉

cytokine의 분비가 더 주도적인 역할을 할 것으로

생각되는 바(Donaldson등, 1998) 산소기와

cytokine의 관련기전 파악이 진폐증 발생과 그 경

과에 중요할 것으로 생각된다. 분진흡입시 급성기의

반응성산소기 발생은 주로 폐포대식세포와 중성구에

서 유래하며 이들 세포가 진폐증 병태생리기전에 가

장 중요한 것으로 이해되고 있다(Donaldson등,

1988; Henderson등, 1991; Donaldson등, 1992;

Hill등 1995). 그러나 많은 실험결과 진폐증을 비롯

한 만성경로를 취하는 질환의 발생기전에 이들 세포

외에 상피세포, 임파구, 섬유모세포, 그리고 호산구

등의 세포의 역할이 밝혀지고 있다.

염증반응 이후 분비되는 cytokine중 transform-

ing growth factor(TGF)나 platelet derived

growth factor(PDGF)와 같은 성장 촉진인자들은

섬유모세포를 증식시켜 이들로부터 콜라겐(colla-

gen)의 생성을 촉진시키는등 직접 흡입된 분진과

반응함으로써 파괴된 폐조직을 섬유화로 대치시키는

데 직접적인 역할을 하는 것으로 생각되고 있다

(Flanders등, 1989; Warheit등, 1984; Chang등

1988). 지금까지 폐포대식세포가 이러한 성장촉진인

자들을 분비하는 세포이며, 섬유모세포는 다른 세포

로부터 분비된 성장촉진인자에 반응하는 세포로만

알려져 왔다. 그러나, 진폐증의 발생과정 중 폐포대

식세포들의 작용이 뚜렷하긴 하나, 그 생존기간이

짧아서 규폐증과 같이 만성으로 진행하는 질병의 병

태생리를 이러한 일과성 염증세포에서 분비하는 매

개물질들만으로는 설명하기가 부족하다. 따라서 폐

조직을 구성하는 세포들이 관여할 것이라는 가설하

에 섬유모세포는 섬유화를 유발하는 중심세포로서

기능에 대한 연구가 필요할 것으로 생각되었다. 또

한 최근의 연구에 의하면 섬유모세포가 cytokine의

작용을 받아 증식하거나 기타 세포외 기질을 만들어

내는 수동적인 작용 뿐 아니라, 주위 다른 종류의

세포나 섬유모세포 자체의 기능에 영향을 미치는 여

러 물질을 분비하는 효과세포로서의 역할도 가지고

있음이 알려져 있다(Rolfe등 1992). 

따라서, 저자들은 실험관내 실험을 통해 결정형

규산분진이 섬유모세포의 반응성산소기와 PDGF-

AA와 TGFβ같은 성장인자의 생산에 미치는 영향을

알아보고, 규폐증의 발생과정 중 섬유모세포의 역할

에 대하여 알아보고자 하였다. 그리고, 결정형 규산

분진으로 자극한 섬유모세포의 배양상층액이 같은

섬유모세포의 증식에 미치는 영향을 살펴보아 결정

형 규산분진에 의한 섬유모세포의 증식 및 그에 따

른 섬유화 반응에 미치는 파급효과를 알아보았다.

이와같은 실험을 통하여 섬유모세포가 규폐증 발생

과정 중에 단순히 섬유화를 유발하는 기질을 분비하

는 세포로써의 역할외 주위세포에 여러 가지 기능에

영향을 미치는 효과세포로써 작용하는 것을 증명하

고자 하였다. 
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대상 및 방법

1. 분진

결정형규산 분진으로 α-quartz(Min-U-sil,

Pennsylvania Glass Sand Corp., Pittsburg,

PA)을 사용하였다. α-quartz는 실험에 사용하기전

분진에 함유되어 있을 수 있는 내독소를 제거하기

위하여 고압멸균하였으며 실험직전 배지에 섞어 1시

간동안 초음파 처리한 후 사용하였다.

2. 세포배양

섬 유 모 세 포 는 Rat2(ATCC CRL-1764,

Rockvill, MD)를 이용하였다. Dulbecco’s modi-

fied Eagle’s medium(DMEM)에 부유시킨 세포

를 1×106 well의 밀도로 6-well plate에 분주하고

37℃, 5 % 이산화탄소 배양기에 배양하였다. 세포

가 well에 90 % 정도 차기를 기다렸다가 0.1 % 우

태아 혈청이 포함된 DMEM으로 갈아주고 48시간

동안 이산화탄소 배양기에서 생존율은 변화가 없으

나 증식이 억제된 상태로 유지시켰다. 48시간 뒤 세

포를 DMEM으로 세척한 후 1, 10, 100 및 1000

㎍/㎠ α-quartz가 포함된 배지로 교환하였다. 각 군

의 시료수는 6개가 되게 준비하였다. 분진으로 자극

하고 24 시간 후 배양 상층액을 거두어 3,000×g로

원심분리하여 분진을 제거한 후 즉시 상층액내 과산

화수소 (H2O2)의 농도를 측정하였고 남은 상층액은

PDGF-AA와 TGFβ를 측정할때까지 -70℃에 보관

하였다. 바닥에 남아 있는 세포는 trypsin으로 처리

하여 부유시킨 후 인산완충용액(PBS)으로 세척하고

세포원심분리(cytocentrifuge)하여 PDGF-AA와

TGFβ에 대한 면역세포화학염색을 시행하였다. 한

편 대조군은 α-quartz가 포함되지 않은 배양액을

사용하였다는 점 이외에는 실험군과 같은 조건의 배

양 및 분석과정을 가지도록 설계하였다. 

3. 섬유모세포 배양상층액내 H2O2 농도 측정

배양상층액내 H2O2의 농도는 Heinzel 등(1992)

이 기술한 방법에 의하여 측정하였다. 즉 상층액에

HCl을 넣고 잘 섞은 후 10 mM ferrous ammo-

nium sulfate 20 ㎕와 2.5 M potassium thio-

cyanate 30 ㎕을 가하여 10 분간 반응시킨 다음

495 nm에서 흡광도를 측정하고 H2O2 표준곡선에

의하여 농도를 환산하였다. 

4. 섬유모세포 배양상층액 내 PDGF-AA와 TGFβ

의 측정

성장촉진인자 중 PDGF-AA와 TGFβ의 농도를

indirect ELISA(enzyme linked immunosor-

bent assay)방법으로 측정하였다. 측정범위는

PDGF-AA가 0.1-64 ng/㎖, TGFβ는 2-64 ng/㎖

였다. 표준시료로써 사람의 PDGF-AA와 TGFβ을

이용하여 표준곡선을 구하였으며, 각 시료의

PDGF-AA와 TGFβ농도를 환산하였다.

5. 섬 유 모 세 포 의 면 역 세 포 화 학 염 색

(Immunocytochemistry)

결정형 유리규산(α-quartz)과 반응시킨 섬유모세

포의 PDGF-AA와 TGFβ발현을 보기 위하여 면역

세포화학 염색을 실시하였다. 즉 1×106개의 세포를

세포원심분리하여 슬라이드에 부착한 뒤 1 % for-

malin(Sigma, St. Louis, MO)이 함유된

PBS(phosphate buffered saline, Sigma, St.

Louis, MO)에 10분, -10。C methanol에 5분, 그

리고 ice cold acetone에 2분간 담그는 순으로 세

포를 고정하였다. 이때 면역화학세포염색을 실시하

기 전 차가운 10 % DMSO를 포함하는 인산완충용

액(PBS)에 10분간 반응시켜 세포들이 투과성을 갖

게한 후 염색을 시작하였다.

각 슬라이드는 내재되어 있는 peroxidase의 활성

을 억제하기 위하여 3 % H2O2를 투여하였고 배경

염색을 막기 위하여 5 % bovine serum albu-

min(BSA, Sigma, St Louis, MO)으로 처리하였

다. 각각 PDGF-AA와 TGFβ에 대한 항체 100 ㎕

를 세포 위에 떨어뜨려 1시간 동안 반응시켰다. 이

때 PDGF-AA에 대한 항체(rabbit anti-human

PDGF-AA, SantaCrutz, USA)는 1:20으로,

TGFβ에 대한 항체(rabbit anti-human TGFβ,

SantaCrutz, USA)는 1:40으로 희석하여 사용하

였다. 세포 슬라이드는 2 배수로 준비하여 1차 항체

대신에 희석액 100 ㎕만 반응시켜 이를 음성대조 슬

라이드로 이용하였다. 세포들을 PBS로 세척한 후

biotin 표지된 각각의 2차 항체 100 ㎕와 1 시간 동

안 반응시켰다. 세포를 다시 세척하고 peroxidase
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conjugated extravidin(Sigma, St. Louis,

MO) 100 ㎕를 가하고 1시간 동안 반응시킨 후

immunoperoxidase 염색을 실시하였다. 섬유모세

포의 PDGF-AA와 TGF β발현의 증가를 정량하기

위하여 총 500개의 세포중 면역반응성을 보인 세포

를 세어 총세포 중 백분율을 구하였다.

6. PDGF-AA와 TGFβ의 유전자 발현

결정형 규산분진의 자극에 의한 섬유모세포의

PDGF-AA와 TGFβ의 mRNA 발현의 변화는

RT-PCR을 이용하여 관찰하였다. 즉, 지름 10 cm

배양접시에 쥐의 섬유모세포가 90 % 정도 찬 후 α-

quartz를 처리하고 24 시간 배양하였다. 배양이 끝

난 후 Tri Pure Isolation Reagent(Boehringer

Mannheim, USA)를 이용하여 RNA를 추출한

후, First strand cDNA synthesis kit

(Amersham Phamarcia Co.)로 cDNA를 합성하

였다. 각각 PDGF-AA와 TGFβ의 primer와

cDNA 산물 5 ㎕을 Pre-Mix PCR Tube

(Bioneer)에 넣고, 총반응액이 20 ㎕이 되도록 증

류수를 가하였다. PDGF-AA, TGFβ 그리고

internal standard로 사용된 GAPDH의 primer

염기서열과 PCR 산물의 크기는 Table 1과 같다.

PCR을 이용하여 30회의 cDNA 증폭반응을 실시하

였는데, PCR 조건은 동일하게 95℃에서 30초,

annealing은 58℃에서 30초, extension은 72℃에

서 1분간 반응시켰다. PCR이 끝난 후 10 ㎕의 증

폭된 PCR 산물을 취하여 2 % agarose gel 상에

전기영동하였으며, 이동한 DNA 밴드의 위치를

ethidium bromide 염색으로 관찰하였다. 

7. 섬유모세포 증식측정

96-well plate에 rat fibroblast(Rat2)를 well당

1×104/well의 밀도로 분주하여 배양하였다. 24시간

후 0.1 % FCS가 포함된 배지로 갈아주고 다시 48시

간 동안 배양하여 생존율에 변화는 없으나 증식은 억

제된 상태로 유지시켰다. 48시간 후 세포를 DMEM

으로 세척한 섬유모세포(Rat2) 배양 상층액으로 바

꾸어 주고, 24 그리고 48 시간 후 neutral red 방법

(김경아 등, 1999)으로 증식된 세포수를 정량하였다. 

8.통계학적 검정

자료처리는 SAS 6.12 프로그램을 이용하였고,

실험성적은 평균±표준편차로 표시하였다. 결정형

규산분진을 처리한 실험군과 대조군과의 차에 대해

Wilcoxon 순위검정법을 시행하였다. 시간에 따른

변화나 분진농도에 따른 변화의 경향은 GLM(gen-

eral linear model)의 trend test로 검정하였다.

결 과

1. H2O2의 생성

반응성 산소기중의 하나인 H2O2를 측정하여 α-

quartz가 섬유모세포의 반응성 산소기 발생에 미치

는 영향을 알아보았다. 농도 역시 α-quartz의 농도

를 증가시킬수록 섬유모세포의 배양액내의 H2O2의

농도 역시 증가하였으며, 분진의 농도가 100 ㎍/㎠

일 때 상층액내 H2O2의 농도가 최대치를 보였다. 

2. PDGF-AA와 TGFβ의 생성

쥐의 섬유모세포를 결정형 규산분진의 농도를 달

리하여 자극한 후 24 시간까지 배양하여 그 상층액

내 PDGF-AA와 TGFβ의 농도를 ELISA 방법으로

측정한 결과는 Fig. 2와 같다. 자극한 분진농도가

100 ㎍/㎠이 될 때까지 용량대반응의 관계로써
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Table 1. Oligonucleotide primers and sizes of PCR products for PDGF-AA & TGFβ

Gene Primer Size(bp)

Up 5’AGAAGTCCAGGTGAGGTTAGAGGAGCAT3’
PDGF-AA 304

Down 5’CTGCTTCACCGAGTGCTACAATACTTGCT3’

Up 5’ATGGTCCCCTCGGCTGGACAG3’
TGFβ 228

Down 5’TGGCCTGCTTCTTCTGGCTGGCA3’

Up 5’TGAAGGTCGGAGTCAACGGATTTGGT3’
GAPDH 983

Down 5’CATGTGGGCCATGAGGTCCACCAC3’



213

안병용 등∙결정형 규산분진에 폭로된 섬유모세포의 자가증식

Table 2. Proportion of positive repair cytokine rat fibroblast 24 hours after exposure to α-quartz

Conc. of α-quartz(㎍/㎠) % of PDGF-AA positive cell % of TGFβpositive cell

0 11.6±0.2 10.4±0.4

1 16.4±1.2* 16.4±2.2*

10 33.0±2.3* 28.0±2.1*

* Significantly different from the control groups, which were α-quartz free. 

Fig. 1. Effects of increasing doses of α-quartz on

H2O2 release from rat fibroblasts       * : p<0.05

Fig. 2. Effects of α-quarts on production of

PDGF-AA & TGFβfrom rat fibroblasts  * : p<0.05

Fig. 3. Cytoplasmic immunolocalization of PDGF-AA with immnoperoxidase technique in rat fibroblast

cells after stimulation with α-quartz. A. The expression of PDGF-AA was presented in rat fibroblast

exposed to α-quartz(10㎍/㎠) B. The expression of TGF βwas presented in rat fibroblast exposed to α-

quartz(10㎍/㎠) C. Cytocentrifused rat fibroblast exposed to α-quartz(10㎍/㎠). Control for anti-growth

factor stain using dilent only.



PDGF-AA와TGFβ의 농도가 증가하였으며, 100

㎍/㎠에서 최대치를 나타냈다.

3. PDGF-AA와 TGFβ면역화학염색

α-quartz와 반응시킨 섬유모세포의 PDGF-AA와

TGFβ의 발현을 보기 위하여 면역세포화학염색을 실

시하였다(Fig. 3). 섬유모세포내 PDGF-AA와

TGFβ가 존재하는지를 면역화학염색을 실시하여 정

성적인 확인을 한 다음 정량을 위하여 총 500개의 세

포 중 면역반응성을 보인 세포를 세어 백분율을 구하

였다(Table 2). 대조군에서는 PDGF-AA 양성세포

가 11.6±0.2 %, TGFβ양성세포가 10.4±0.4 %

로 관찰된 반면, α-quartz로 자극한 실험군의 경우

α-quartz 농도가 1 ㎍/㎠ 일 때 PDGF-AA 양성세

포가 16.4±1.2 %, TGFβ양성세포가 16.4±2.2

%, 그리고 α-quartz 농도가 10 ㎍/㎠ 일 때 각각

33.0±2.3 %, 28.0±2.1 % 로 α-quartz의 농도가

증가함에 따라 면역반응양성을 보인 세포가 현저하게

증가하였다.

4. α-quartz에 의한 PDGF-AA와 TGFβ의 유전자

발현

α-quartz가 섬유모세포의 PDGF-AA와 TGFβ

유전자 발현에 미치는 영향은 Fig. 4 와 5 에서 보

는 바와 같이 α-quartz의 농도가 증가할수록(1 과

10 ㎍/㎠) PDGF 와 TGFβ의 mRNA 발현이 증가

하였으며, GAPDH mRNA의 발현은 별다른 변화

가 없었다.

5. α-quartz에 의한 섬유모세포의 자가증식

Fig. 6은 섬유모세포를 α-quartz로 자극하고 배양

한 후 그 배양상층액으로 동종의 섬유모세포를 배양

하였을 때의 섬유모세포 증식정도를 보여주며, 그 정

도는 대조군에 대한 백분율로 표시하였다. 이 실험에

서 대조군은 0.1 % 우태아 혈청이 포함된 DMEM

만으로 배양하였으며, α-quartz농도 100 과 1000

㎍/㎠ 자극군에서 24시간 배양시 108.76±2.18 %과
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Fig. 4. PDGF-AA m-RNA expression in rat

fibroblast exposed to α-quartz. Rat fibroblasts

were grown to 90% confluence on 10㎝ cultre

dish. Cells were incubated without(lane 1), with

1㎍/㎠(lane 2), and 10㎍/㎠(lane 3) of α-quartz. M

: 100bp ladder marker.

Fig. 5. TGF βm-RNA expression in rat fibrob-

last exposure to α-quartz. Rat fibroblasts were

grown to 90% confluence on 10㎝ culture dish.

Cells were incubated without(lane 1), 1㎍/㎠(lane

2), and 10㎍/㎠(lane 3) of α-quartz. M : 100bp

ladder marker.

Fig. 6. Fibroblast proliferation by culture super-

natant of fibroblast stimulated with α-quartz.

*p<0.05



104.98±4.04 %, 그리고 48시간 배양시 124.2±

4.0 %와 111.82±3.24 %로 섬유모세포의 증식이

유의하게 증가하였으며, 특히 100 ㎍/㎠ 자극군에서

증가가 가장 현저하였다. 

고 찰

결정형 규산분진이 폐장으로 흡입되면 만성적인

염증을 유발하고 이는 결국 폐장의 섬유화로 진행되

는데, 섬유화라는 것은 정상조직이 섬유모세포와 이

세포로부터 분비되는 세포외 물질로 치환되는 것을

일컫는다(Wagner등, 1974). 과거에는 섬유모세포

가 대식세포나 상피세포로부터 분비된 cytokine의

영향을 받아 증식하면서 섬유소원이나 기타 세포외

기질물질 (extra-cellular matrix)을 만들어내는

수동적인 세포로 생각되었지만, 최근의 연구결과 섬

유모세포는 직접 여러가지 cytokine을 분비하여 스

스로(autocrine) 또는 인접한 다른 세포들의

(paracrine) 기능이나 증식에 영향을 미치는 효과

세포로 작용한다는 것이 밝혀지고 있다(Driscoll등

1993; Lasky등 1995; Driscoll등 1996). 따라서

본 연구에서는 쥐의 섬유모세포인 rat2 cell을 결정

형 유리규산 분진인 α-quartz로 처리하고 그 반응

을 관찰한 결과, 반응성 산소기, PDGF-AA 그리

고 TGFβ가 유의하게 증가하였다. 이와 같은 결과

는 섬유모세포가 결정형 규산분진의 자극에 의하여

직접적인 반응을 나타냄을 시사하는 결과이다.

분진이 폐장내로 흡입되면 일차적으로 폐포대식세

포에 탐식되며 이를 시작으로 일련의 조직반응이 일

어난다. 따라서 분진에 의한 폐질환 연구는 주로 폐

포대식세포를 중심으로 이루어지고 있다

(Rojanadakul등, 1993; Kim등 1999). 그러나 분

진은 파괴된 상피세포를 통과하거나 폐포대식세포에

탐식된 채로 폐간질로 들어 갈 수 있음으로 폐간질

의 주요 세포인 섬유모세포와 반응을 일으킬 수 있

을 것으로 생각되며, 실제로 실험적 규폐증을 일으

킨 쥐를 통한 연구에서, 폐간질 섬유모세포 내에 결

정형 규산분진이 탐색된 것이 관찰된 바 있어

(Brody등, 1985) 분진과 섬유모세포가 직접 반응

함을 추측하게 한다.

반응성산소기는 결정형 규산분진으로 자극된 대식

세포에서 산화환원반응에 의해 생산되며, 세포독성

및 발암성의 기전에 중요한 작용을 하고 cytokine

을 포함한 여러 가지 물질을 분비하는데 있어 중요

한 신호전달물질로 작용한다(Vallyathan 과 Shi,

1997; Shi등, 1998). 그러나 최근 연구에 의하면

탐식세포 이외의 세포에서도 ROS가 생산될 수 있

음이 증명된 바 있으며(Bae등, 1997), 본 연구에서

결정형 규산분진의 자극을 받은 섬유모세포에서 반

응성산소기인 H2O2의 생산이 증가되었으며, 이러한

H2O2는 일차적인 신호전달물질로 작용하여 tran-

scriptional factor를 자극하고 여러 가지 매개물질

의 분비를 유도할 수 있다. 이러한 사실은 섬유모세

포가 결정형 규산분진과의 반응에 의하여 효과세포

로서의 역할을 한다는 또 하나의 예가 되었다. 

본 연구에서는 위에서 설명한 바와 같이 섬유모세

포 배양상층액에서 섬유모세포 성장촉진인자인

PDGF-AA와 TGFβ를 측정하였으며, PDGF는

30-38 kD의 polycoprotein dimer로 A와 B

chain의 이중황화결합으로 만들어지며, AA 또는

BB homodimer또는 AB heterodimer 형태로 있

을 때만 활성화되어 반응을 나타내며 monomer는

활성도가 없다(Heldin과 Westermark, 1990). 모

든 간질세포들은 PDGF α와 β수용체를 가지고 있으

며, 이러한 수용체들이 중합되어 기능적으로 αα, αβ,

또는 ββ수용체로 존재한다(Seifert등, 1989).

Bonner등(1993)의 연구에 의하면 석면분진에 폭로

된 섬유모세포는 PDGFα수용체만 선택적으로 발현

이 증대되어 PDGF-AA에 대한 반응성이 크게 증

가하며, 또한 Lasky등(1995)은 쥐의 폐섬유모세포

에 석면분진을 반응시키면 PDGF-AA가 선택적으

로 분비 또는 발현된다는 것을 관찰하였다. 따라서

이 연구에서 분진과 반응시킨 섬유모세포로부터 분

비되는 PDGF 양을 측정시 PDGF-AA가 선택적으

로 분비증가 또는 활성화될 것으로 생각되어 총

PDGF 보다는 PDGF-AA의 농도를 측정하였으며,

그 결과 결정형 규산분진이 섬유모세포로부터

PDGF-AA의 분비를 촉진함을 관찰할 수 있었다.

TGFβ또한 성장촉진인자의 하나로써 섬유모세포

주유성이 있고 미성숙 섬유모세포를 분화시키며

(Jagirdar등, 1996), 세포외간질의 축적을 증가시

키는 등, 섬유화 과정에 중요한 기능을 하는 것으로

알려져 있다(Jagirdar등, 1996). TGFβ도 PDGF-

AA와 마찬가지로 결정형 규산분진의 자극에 의하여
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섬유모세포로부터의 생산이 증가되었는 바, 결정형

규산분진으로 자극한 섬유모세포의 배양상층액이 동

종의 섬유모세포의 증식을 증가시키는 작용을 한 것

으로 생각되었다.

정상적으로 생체내에서 섬유모세포를 포함한 간질

세포들은 대부분 증식이 정지된 상태로 존재한다

(Lasky등, 1995). 따라서 본 연구에서는 α-quartz

로 처리하기 전 배양액의 혈청 농도를 0.1 %로 낮추

어 세포생존율이 어느 수준이상으로 유지되며 활동적

으로 증식하지 않는 상태에서 분진을 첨가하였다.

이상의 결과로 보아 섬유모세포는 결정형 규산분

진과의 직접반응에 의해 반응성산소기 또는 PDGF-

AA와 TGFβ같은 성장촉진인자의 분비를 증가시키

는 등 기능적인 효과의 역할을 수행하여 섬유모세포

가 규폐증의 진행과정 중에 단순히 다른 세포의 매

개물질에 반응을 보이는 수동적인 세포가 아니라,

기능적인 변화를 통해 특정물질을 분비하여 자가증

식을 조절한다는 것을 밝힘으로써 향후 유리규산에

의한 섬유화반응의 새로운 연구방향을 제시하였다. 

요 약

목적 : 본 연구는 결정형 규산분진에 폭로된 섬유

모세포에서 다른 세포로부터의 영향없이 스스로 반

응성산소기나 성장촉진인자 분비하여 자가증식의 작

용이 있는지를 알아보고자 하였다.

방법 : 결정형 규산분진에 폭로된 섬유모세포의

성장촉진인자(PDGF-AA와 TGFβ) 분비능을 알아

보기 위해 ELISA와 면역세포화학 염색을, PDGF-

AA와 TGFβ의 유전자 발현을 알아보기 위해 RT-

PCR을, 그리고 결정형 유리규산에 의하여 자극된

섬유모세포의 배양상층액에서 섬유모세포 증식을 보

기위하여 neutral red 방법을 사용하였다. 

결과 : 섬유모세포를 결정형 유리규산분진으로 처

리하였을 경우, 결정형 규산분진의 농도가 증가할수

록 섬유모세포로부터 반응성산소기의 분비가 현저하

게 증가하였으며, 특히 결정형 규산분진의 농도가

100 ㎍/㎠ 일 때 가장 높았다. 또한 같은 조건하에

서 PDGF-AA와 TGFβ의 유전자 발현과 cytokine

분비도 현저하게 증가하였으며, 결정형 유리규산분

진과 함께 배양한 섬유모세포의 배양상층액을 일반

배양조건에 첨가했을 때 그 자체만으로도 섬유모세

포의 증식이 현저히 증가되는 것을 관찰하였다.

결론 : 결정형 규산분진은 직접적으로 섬유모세포

에 작용하여 반응성산소기와 PDGF-AA와 TGFβ

의 분비를 증가시킴으로써 autocrine loop에 의한

섬유모세포의 증식을 나타내었다.
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