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초    록 

 

연구 목적 

혈관내피 기능 장애는 패혈성 쇼크의 여러 중요한 병태생리 중 하나이다. 

칼리스타틴은 체내에서 다양한 기전을 통하여 항염증 작용을 나타내며, 

endothelial nitric oxide synthase (eNOS)와 연관된 경로를 통하여 

혈관내피 기능 장애를 감쇄하는 것으로 알려져 있다. 본 연구는 

패혈증을 모방한 혈관내피 세포 모델에서 칼리스타틴이 혈관내피 

생존력에 작용하는 기전을 확인하고, 패혈성 쇼크 환자에서 혈중 

칼리스타틴 농도와 혈관내피 기능 장애와 연관된 표지자의 농도가 

임상적인 예후와 연관성이 있는지 확인하고자 진행되었다. 

 

연구 재료 및 방법 

실험 연구를 위해 인간 제대정맥 내피세포(human umbilical vein 

endothelial cell, HUVEC)를 다섯 군[아무 처리도 시행하지 않은 

군(음성 대조군), control 짧은 간섭 리보핵산(small interfering 

ribonucleic acid, siRNA) 형질주입만 시행한 군(control siRNA군), 

control siRNA 형질주입과 지질다당류(lipopolysaccharide, LPS) 

처리를 시행한 군(control siRNA + LPS군), SERPINA4 siRNA 

형질주입만 시행한 군(SERPINA4 siRNA군), 그리고 SERPINA4 

siRNA 형질주입과 지질다당류 처리를 시행한 군(SERPINA4 siRNA + 

LPS군)]으로 나누었다. 각 군별로 세포 생존력, 세포 배양액 내 

칼리스타틴 농도, 그리고 eNOS 농도를 측정하였다. 

또한 패혈성 쇼크로 중환자실에 입원한 환자로부터 입원 시점, 입원 24 
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시간 후, 입원 72 시간 후 채혈한 혈액과 건강한 자원자로부터 채혈한 

혈액을 이용하여 효소결합면역흡착검사(enzyme-linked 

immunosorbent assay, ELISA)를 통해 혈중 칼리스타틴, vascular cell 

adhesion molecule-1 (VCAM-1), E-selectin 농도를 측정한 임상 

연구를 진행하였다. 임상 연구의 일차 결과 변수는 28일 사망으로 

설정하였다. 

 

연구 결과 

SERPINA4 siRNA군에서는 음성 대조군(2.5 ± 0.7 pg/mL 대 21.1 ± 

2.1 pg/mL, P < 0.001)이나 control siRNA 군(20.5 ±3.3 pg/mL, P < 

0.001)과 비교했을 때 세포 배양액 내 칼리스타틴 농도가 감소하였다. 

Control siRNA + LPS군의 세포 배양액 내 칼리스타틴 농도는 control 

siRNA 군과 비교했을 때 유의하게 감소하였다(12.0 ± 2.3 pg/mL 대 

21.3 ± 3.6 pg/mL, P = 0.046). SERPINA4 siRNA군(3.2 ± 1.4 

pg/mL, P < 0.001)과 SERPINA4 siRNA + LPS군(3.6 ± 1.9 pg/mL, 

P < 0.001)의 세포 배양액 내 칼리스타틴 농도는 control siRNA군과 

비교했을 때 매우 낮게 측정되었으며, 두 군 사이에 유의한 칼리스타틴 

농도 차이는 관찰되지 않았다(P = 0.999). SERPINA4 siRNA + 

LPS군의 24 시간 생존력(58.0 ± 3.7%)은 음성 대조군(100 ± 7.9%, 

P = 0.001), control siRNA군(98.2 ± 9.0%, P = 0.002), 그리고 

SERPINA4 siRNA 군(93.3 ± 4.7%, P = 0.007)과 비교했을 때 

유의하게 감소하였다. Control siRNA + LPS군(4.1 ± 0.1 ng/mL, P = 

0.041)과 SERPINA4 siRNA군(4.1 ± 0.1 ng/mL, P = 0.041)의 세포 

배양액 내 eNOS 농도는 control siRNA군(4.5 ± 0.1 ng/mL)과 

비교했을 때 낮게 측정되었다. SERPINA4 siRNA + LPS군의 세포 
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배양액 내 eNOS 농도(3.7 ± 0.1 ng/mL)는 음성 대조군(4.5 ± 0.1 

ng/mL, P < 0.001), control siRNA군(P < 0.001), control siRNA + 

LPS군(P = 0.021), 그리고 SERPINA4 siRNA군(P = 0.021)에 비해 

유의하게 낮게 측정되었다. 

임상 연구에는 총 72 명의 환자(생존군 58 명, 사망군 14 명)와 6 

명의 건강한 자원자가 연구에 참여하였다. 건강한 자원자에 비해 

환자군에서는 입원 당시 혈중 칼리스타틴 농도가 낮게, 혈중 VCAM-

1과 E-selectin 농도가 높게 측정되었다. 생존군과 비교했을 때 

사망군에서는 세 시점 모두에서 혈중 칼리스타틴 농도가 낮게 

측정되었다[입원 시, 4.4 μg/mL (2.9–6.1 μg/mL) 대 2.5 μg/mL 

(2.1–5.0 μg/mL), P = 0.019; 24 시간 후, 4.3 μg/mL (3.3–5.2 

μg/mL) 대 3.2 μg/mL (2.2–3.8 μg/mL), P = 0.004; 72 시간 후, 

3.1 μg/mL (2.5–4.2 μg/mL) 대 2.3 μg/mL (1.7–3.1 μg/mL), P = 

0.012]. 반면 혈중 VCAM-1이나 E-selectin 농도는 두 군 사이에 

유의한 차이가 관찰되지 않았다. 다변수 로지스틱 회귀 분석에서, 입원 

24 시간 후 측정한 혈중 칼리스타틴 농도는 28 일 사망과 독립적인 

연관성이 관찰되었다(교차비, 0.29; 95% 신뢰구간, 0.08–0.69, P = 

0.024). 

 

결론 

SERPINA4 siRNA군에서는 음성 대조군이나 control siRNA군과 

비교했을 때 세포 배양액 내 칼리스타틴 농도가 유의하게 감소하였다. 

SERPINA4 siRNA + LPS군에서는 음성 대조군과 비교했을 때 세포 

배양액 내 칼리스타틴 농도가 유의하게 감소하였고, 음성 대조군, 

control siRNA군, 그리고 SERPINA4 siRNA군과 비교했을 때 세포 
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생존력이 감소하였으며, 음성 대조군, control siRNA군, control siRNA 

+ LPS군, 그리고 SERPINA4 siRNA군과 비교했을 때 세포 배양액 내 

eNOS 농도가 유의하게 감소하였다. 패혈성 쇼크 환자에서 입원 24 

시간 후 측정된 낮은 혈중 칼리스타틴 농도는 28 일 사망과 독립적인 

연관성이 관찰되었으나, 혈중 VCAM-1이나 E-selectin 농도는 28 일 

사망과의 연관성이 관찰되지 않았다. 

 

주요어: 패혈증, 혈관내피 기능 장애, 생체표지자 

학  번: 2017-30022 
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제1 장 서론 

 

제1 절 연구 배경 

 

제1 항 패혈증과 패혈성 쇼크 

 

패혈증의 정의와 치료 지침에 대한 국제적인 합의가 이루어진 이래(1) 

패혈증의 예후와 사회적인 비용에 대한 관심은 꾸준히 지속되고 있다. 

최근 발표된 정의에 따르면 패혈증은 감염에 대한 숙주의 조절되지 않은 

반응에 의해 발생하는 생명을 위협하는 장기 기능 장애로 알려져 있고, 

패혈증의 더 심각한 형태인 패혈성 쇼크는 적절한 혈압을 유지하기 위해 

승압제 투여가 필요하고 혈청 젖산 농도가 상승해 있는 상태를 

일컫는다(2). 패혈증과 패혈성 쇼크의 발병률은 계속 증가하고 있고, 

패혈증과 패혈성 쇼크의 병인이나 치료에 관한 지식이 발전했음에도 

불구하고 이와 연관된 사망률은 여전히 높은 상태이다(3-5). 
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제2 항 패혈성 쇼크에서 혈관내피 기능 장애 

 

혈관내피 기능 장애는 패혈성 쇼크의 병태생리에서 중요한 기전 중의 

하나이다(6). 혈관내피 기능 장애는 혈관투과성의 증가, 세포부착의 

촉진, 응고경향의 증가, 혈관긴장도의 변화, 그리고 혈관내피세포의 

세포자멸사 등을 특징으로 한다(그림 1) (7-9). Angiopoietin-1, 

angiopoietin-2, von Willebrand Factor, ADAMTS13, ICAM-1, E-

selectin, VEGF 등 다양한 생물표지자들이 혈관내피 기능 장애와 

연관되어 있음이 알려져 있고(10) 일부 연구에서는 이러한 

생물표지자들과 패혈증 환자의 임상적인 결과 사이에 연관이 있다고 

보고되기도 하였으나 그 결과가 일관되게 보고되고 있지는 않다(4, 5, 

11).

 

그림 1. 패혈증 환자에서 활성화된 혈관내피. Ince 등의 연구에서 

발췌(9).
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제3 항 칼리스타틴과 혈관내피 기능 장애 

 

칼리스타틴(kallistatin)은 세린 프로테아제 억제제(serine protease 

inhibitor)로, 1980년대에 Chao 등에 의해 칼리크레인(kallikrein) 결합 

단백질로서 발견된 이후(12) 체내에서 다양한 작용에 관여하고 있음이 

밝혀져 왔다. 칼리스타틴은 tumor necrosis factor-alpha (TNF-α)와 

high mobility group box-1 (HMGB1)의 억제를 통해 항염증작용을 

나타내고(13, 14), TNF-α, endothelial nitric oxide synthase (eNOS) 

등 다양한 물질과 연관된 경로를 통하여 혈관내피 기능 장애를 감쇄하는 

것으로 알려져 있다(그림 2, 3) (14-16). 인체 내에서 칼리스타틴은 

다양한 조직에 분포하고 있으며, 주로 간세포와 신장의 근위세뇨관 

세포에서 생성되는 것으로 알려져 있다(17). 또한 패혈증, 간질환, 

지역사회 획득 폐렴 등의 환자에서 건강인에 비해 혈중 칼리스타틴 

농도가 감소하는 것이 알려져 있는데(17, 18), 최근의 한 연구에서는 

패혈증 환자에서 칼리스타틴의 혈중 농도의 저하가 불량한 예후와 

연관이 있을 수 있다고 보고하였고, 칼리스타틴 외에 TNF-α, 

interleukin (IL)-1β, IL-6, IL-8 등의 혈중 농도를 측정하여 그 

결과를 함께 보고한 바 있다(19). 그러나 아직까지 패혈성 쇼크 

환자에서 혈중 칼리스타틴 농도와 혈관내피 기능 장애, 그리고 예후 

사이의 관계에 대해서는 알려진 바가 많지 않다. 
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그림 2. 칼리스타틴의 항염증 작용. Chao 등의 연구에서 발췌(20) 

 

 

그림 3. 칼리스타틴의 세포 자멸사 억제. Shen 등의 연구에서 인용(15).
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제2 절 연구 가설 

 

▪ 칼리스타틴은 eNOS와 연관된 경로를 통하여 혈관내피 세포 

자멸사를 감쇄하는 것으로 알려져 있다. 따라서 혈관내피 세포에서 

칼리스타틴 유전자 녹아웃(knockout)에 의한 칼리스타틴 농도의 

저하는 혈관내피 세포를 이용한 패혈증 모형에서 eNOS의 발현을 

감소시키고 혈관내피 세포 자멸사를 증가시킬 것이다. 

▪ 패혈성 쇼크 환자에서는 다양한 병태생리 중 한 가지인 혈관내피 

기능 장애가 발생하는 것으로 알려져 있다. 패혈증이나 폐렴 

환자에서와 유사하게, 패혈성 쇼크 환자에서는 혈중 칼리스타틴 

농도가 감소할 것이다. 또한 패혈성 쇼크 환자에서 혈관내피 기능 

장애의 감쇄 정도는 혈중 칼리스타틴 농도와 연관되어 있을 것이다. 

즉, 혈중 칼리스타틴 농도가 더 낮은 환자군에서 혈관내피 기능 

장애가 더 심할 것이고, 이는 불량한 예후와 연관되어 있을 것이다. 
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제3 절 연구 목표 

 

▪ 혈관내피 세포를 이용한 패혈증 세포 모델 실험을 통하여 

칼리스타틴이 혈관내피 세포에서 작용하는 기전을 확인하고, 

칼리스타틴 생성의 억제와 혈관내피 보호 작용 간의 관계를 

확인한다. 

▪ 패혈성 쇼크 환자에서 칼리스타틴, VCAM-1, E-selectin 등 

혈관내피 기능 장애와 연관된 물질의 혈중 농도를 측정하여 

칼리스타틴이 혈관내피 기능 장애와 예후에 미치는 영향을 확인한다. 

▪ 패혈성 쇼크 환자에서 칼리스타틴 유래 물질의 투여 등 새로운 

치료법의 근거가 되는 지식을 생산한다. 
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제2 장 연구 재료 및 방법 

 

제1 절 실험 연구 

 

실험에 사용한 비교군들에 대한 개략적인 내용을 그림 4에 정리하였다. 

 

 

그림 4. 실험 연구의 비교군 설정. 

HUVEC, human umbilical vein endothelial cell; siRNA, small 

interfering ribonucleic acid; LPS, lipopolysaccharide. 
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제1 항 세포 배양 

 

인간 제대정맥 내피세포(human umbilical vein endothelial cell, 

HUVEC; 카탈로그 번호 C2517AS, Lonza, Walkersville, MD, USA)를 

37℃, 5% 이산화탄소 환경에서 10% 소 태아 혈청(fetal bovine serum, 

FBS) 농도의 Endothelial Cell Growth Medium-2 BulletKitTM 

(EGMTM-2, 카탈로그 번호 CC3162; Lonza, Walkersville, MD, 

USA)에 24 시간 동안 배양하였다. HUVEC이 90% 군집을 이루었을 

때 96-well plate 혹은 6-well plate에 각각 한 well당 2 × 104 개, 2 

× 106 개씩 파종(seeding)하여 실험에 이용하였다. 
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제2 항 짧은 간섭 리보핵산 형질주입 

 

배양된 HUVEC을 칼리스타틴 발현 억제 실험군과 대조 실험군으로 

나누어 각각 인간 칼리스타틴 유전자인 SERPINA4에 대한 짧은 간섭 

리보핵산(small interfering ribonucleic acid, siRNA; 25 nM, target 

sequence: 5’-GGUGAGAGUUGCAGUAACA-3’, 5’-CAAUCC-

AGCUUAUCAACGA-3’, 5’-CCACCAGCUUCGCGAUCAA-3’, 

5’-GCAAAAUG-AGGGAGAUUGA-3’) (ON-TARGETplus 

Human SERPINA4 (5267) siRNA - SMARTpool, 카탈로그 번호 

L016371000050, Dharmacon, Lafayette, CO, USA)와 siGLO RISC-

Free Control siRNA (카탈로그 번호 D0016000105, Dharmacon, 

Lafayette, CO, USA)를 이용한 형질주입(transfection)을 시행하였다. 

siRNA 형질주입은 6 시간 동안 이루어졌고, 형질주입된 HUVEC을 

완전배양액(complete medium)에서 추가로 18 시간 동안 배양하였다. 

비교를 위하여 아무 처리도 시행하지 않은 음성 대조군을 추가로 

배양하여 실험에 사용하였다. 
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제3 항 지질다당류 처리 

 

형질 주입과 배양이 완료된 HUVEC을 다시 두 군으로 나누어 1 

μg/mL 농도의 지질다당류(lipopolysaccharide, LPS)를 처리하거나 

혹은 처리하지 않았고, 이후 소 태아 혈청(fetal bovine serum, FBS)을 

제거한 완전배양액에서 24 시간 배양하였다. 
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제4 항 칼리스타틴 농도 측정 

 

세포 배양액의 칼리스타틴 농도 측정에는 SERPINA4 (Human) ELISA 

Kit (카탈로그 번호 KA3892, Abnova, Walnut, CA, USA)를 

사용하였다. 
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제5 항 세포 생존력 측정 

 

HUVEC의 24 시간 생존력 측정을 위해 Cell Counting Kit-8 (Dojindo 

Laboratories, Kumamoto, Japan)를 이용하였다.  
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제6 항 eNOS 농도 측정 

 

Human eNOS ELISA Kit (카탈로그 번호 MBS8291345, MyBioSource, 

San Diego, CA, USA)를 이용하여 세포 배양액으로부터 eNOS 농도를 

측정하였다.  
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제7 항 통계 분석 

 

실험 연구를 통해 획득한 모든 연속형 자료는 평균 ± 표준오차로 

표기되었다. 실험 결과의 분석을 위해 분산 분석(analysis of variance, 

ANOVA)과 Tukey의 사후 검정을 이용하였다. 양측 검정 유의 수준(P 

value) 0.05 미만일 경우 통계적으로 유의하다고 간주하였다. 분석에는 

R 버전 3.5.1 (R Foundation)을 사용하였다. 
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제2 절 임상 연구 

 

제1 항 연구 설정 및 설계 

 

임상 연구는 전향적으로 수집된 자료에 대한 후향적인 관찰 연구로 

계획되었다. 본 연구의 연구 프로토콜은 서울대학교병원 

의학연구윤리심의위원회의 승인을 받아 진행되었다(IRB No. 1710-

072-893; IRB No. 1408-003-599; IRB No. 1012-140-347). 

연구에 사용된 자료와 혈액은 2013년 3월 1일부터 2015년 12월 

31일까지 서울대학교병원 응급중환자실에 입원한 패혈성 쇼크 

환자들로부터 수집되었다. 패혈증은 감염의 결과로 인하여 네 가지의 

기준[(1) 체온 > 38℃ 혹은 < 36℃; (2) 분당 심박수 > 90 회; (3) 

분당 호흡수 > 20 회 혹은 PaCO2 < 32 mmHg; (4) 혈중 백혈구 수 > 

12,000/mm3 혹은 < 4,000/mm3 혹은 미성숙 호중구 > 10%]중 두 

가지 이상을 만족하는 경우로 정의하였고, 패혈성 쇼크는 기존에 발표된 

지침에 따라 적절한 혈압을 유지하기 위해 승압제 투여가 요구되는 

불응성 저혈압을 동반한 패혈증으로 정의하였다(1). 패혈증과 패혈성 

쇼크는 응급중환자실 입원 시점에 응급중환자실 당직의에 의해 

진단되었다. 입원 환자에서 채혈은 표준화된 진료 프로토콜에 따라 입원 

직후, 입원 24 시간 후, 그리고 입원 72 시간 후 총 세 차례 

이루어졌다. 모든 연구 참여 환자로부터 고지에 입각한 서면 동의를 

구득하였고, 환자의 의식 수준이 동의를 구득하기에 부적절할 경우 

환자의 법정 대리인으로부터 서면 동의를 구득하였다. 감염 병소와 

무관하게 패혈성 쇼크로 진단된 환자는 연구 참여 대상으로 선정되었고, 
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연구 참여에 동의하지 않거나, 3 회의 채혈을 완료하지 못하거나, 분석 

당시 보관되어 있는 혈액량이 분석에 충분하지 않거나, 28 일 생존을 

확인할 수 없었던 환자는 연구에서 제외되었다. 대조군 설정을 위하여 

인터넷 웹사이트에 게시된 모집 공고문을 통하여 건강한 자원자를 

모집하였고, 모집된 자원자로부터 고지에 입각한 서면 동의를 구득한 후 

혈액 채혈을 하였다. 연구 참여 대상으로부터 채혈된 혈액은 분석 

전까지 영하 80도씨의 냉동고에 보관되었다. 
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제2 항 임상 진료와 자료 수집 

 

연구에 참여한 패혈성 쇼크 환자들은 패혈증 치료에 대한 국제 

지침(21)에 따른 혈역학적인 보조와 항생제, 승압제 투여 등의 치료를 

받았다. 감염원이 제거 가능할 경우 이를 제거하기 위한 노력을 

시행하였다. 연구 대상자가 응급중환자실에 입원하는 시점에 

인구통계학적인 자료와 검사 결과를 수집하였고, 첫 6 시간 동안의 

Sequential Organ Failure Assessment (SOFA) 점수를 계산하였다. 

입원 24 시간 후, 입원 72 시간 후에도 동일하게 검사 결과를 수집하고 

SOFA 점수를 계산하였다. 
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제3 항 효소결합면역흡착검사 

 

연구 대상 환자로부터 입원 직후, 입원 24 시간 후, 입원 72 시간 후 

채혈한 혈액 검체와 건강한 자원자로부터 채혈한 혈액 검체로부터 혈중 

칼리스타틴, VCAM-1, E-selectin 농도를 

효소결합면역흡착검사(enzyme-linked immunosorbent assay, 

ELISA)를 이용하여 이중으로(duplicates) 측정하였다. 혈중 칼리스타틴, 

VCAM-1, E-selectin 농도 측정을 위하여 Human Serpin 

A4/Kallistatin DuoSet ELISA (R&D Systems, catalog number 

DY1669, Minneapolis, MN), Human sVCAM-1/CD106 Quantikine 

ELISA Kit (R&D Systems, catalog number DVC00), 그리고 Human 

sE-Selectin/CD62E Quantikine ELISA Kit (R&D Systems, catalog 

number DSLE00)이 각각 사용되었다. 
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제4 항 결과 변수 

 

일차 결과 변수는 28일 사망으로 설정하였다. 
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제5 항 통계 분석 

 

자료는 평균 ± 표준편차, 중간값(사분위 범위) 혹은 빈도(%)로 

제시되었다. 범주형 자료는 카이제곱 검정이나 피셔의 정확한 검정을, 

연속형 자료는 스튜던트의 t 검정이나 맨-휘트니 U 검정을 적절히 

이용하여 분석하였다. 양측 검정 유의 수준(P value) 0.05 미만일 경우 

통계적으로 유의하다고 간주하였다. 28 일 사망에 대하여 단변수 

로지스틱 회귀 분석을 시행하였고, 단변수 분석에서 유의 확률 0.10 

미만인 변수들을 이용하여 단계적 선택법을 통해 28 일 사망에 대한 

다변수 로지스틱 회귀 모형을 구하였다. 결측값은 동일 군 내에서 측정 

가능한 값들의 평균으로 대체하였다. 모든 통계 분석에는 R 버전 3.5.1 

(R Foundation)을 이용하였다.
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제3 장 연구 결과 

 

제1 절 실험 연구 

 

제1 항 siRNA 형질주입에 따른 칼리스타틴 농도 비교 

 

아무 처리도 시행하지 않은 군(음성 대조군)과 control siRNA 

형질주입을 한 군(control siRNA군) 사이에는 세포 배양액 내 

칼리스타틴 농도의 유의한 차이가 관찰되지 않았다(21.1 ± 2.1 pg/mL 

대 20.5 ±3.3 pg/mL, P = 0.981). 그러나 SERPINA4 siRNA 

형질주입을 한 군(SERPINA4 siRNA군; 2.5 ± 0.7 pg/mL)에서는 음성 

대조군이나(P < 0.001) control siRNA군과 비교했을 때(P < 0.001) 

세포 배양액 내 칼리스타틴 농도가 감소하였다(그림 5). 



 

 

 22 

 

그림 5. siRNA 형질주입에 따른 HUVEC 배양액 내 칼리스타틴 농도. 

*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001. 

siRNA, small interfering ribonucleic acid; mRNA, messenger 

ribonucleic acid; HUVEC, human umbilical vein endothelial cell. 
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제2 항 siRNA 형질주입과 지질다당류 처리에 따른 

칼리스타틴 농도 비교 

 

Control siRNA 형질주입 후 지질다당류를 처리한 군(control siRNA + 

LPS군)에서는 control siRNA군과 비교했을 때 세포 배양액 내의 

칼리스타틴 농도가 유의하게 감소하였다(12.0 ± 2.3 pg/mL 대 21.3 

± 3.6 pg/mL, P = 0.046). SERPINA4 siRNA군(3.2 ± 1.4 pg/mL, P 

< 0.001)과 SERPINA4 siRNA 형질주입 후 지질다당류를 처리한 

군(SERPINA4 siRNA + LPS군; 3.6 ± 1.9 pg/mL, P < 0.001)의 세포 

배양액 내 칼리스타틴 농도는 control siRNA군과 비교했을 때 매우 

낮게 측정되었으며, 두 군 사이에 유의한 칼리스타틴 농도 차이는 

관찰되지 않았다(P = 0.999) (그림 6). 
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그림 6. siRNA 형질주입과 지질다당류 처리에 따른 HUVEC 배양액 내 

칼리스타틴 농도. 

*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001. 

siRNA, small interfering ribonucleic acid; LPS, lipopolysaccharide; 

HUVEC, human umbilical vein endothelial cell. 
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제3 항 siRNA 형질주입과 지질다당류 처리에 따른 세포 

생존력 비교 

 

Control siRNA + LPS군의 24 시간 생존력(82.9 ± 7.5%)은 음성 

대조군(100 ± 7.9%, P = 0.411)이나 control siRNA군(98.2 ± 9.0%, 

P = 0.521)과 비교했을 때 유의한 차이를 보이지 않았다. 그러나 

SERPINA4 siRNA + LPS군(58.0 ± 3.7%)은 음성 대조군(P = 

0.001), control siRNA군(P = 0.002), 그리고 SERPINA4 siRNA군과 

비교했을 때(93.3 ± 4.7%, P = 0.007) 24 시간 생존력이 유의하게 

낮았다(그림 7). 
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그림 7. siRNA 형질주입과 지질다당류 처리에 따른 HUVEC의 24 시간 

생존력. 

*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001. 

siRNA, small interfering ribonucleic acid; LPS, lipopolysaccharide; 

HUVEC, human umbilical vein endothelial cell. 
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제4 항 siRNA 형질주입과 지질다당류 처리에 따른 

eNOS 농도 비교 

 

Control siRNA군(4.5 ± 0.1 ng/mL)과 비교했을 때 control siRNA + 

LPS군(4.1 ± 0.1 ng/mL, P = 0.041)과 SERPINA4 siRNA군(4.1 ± 

0.1 ng/mL, P = 0.041)의 세포 배양액 내 eNOS 농도가 낮게 

측정되었다. SERPINA4 siRNA + LPS군의 세포 배양액 내 eNOS 

농도(3.7 ± 0.1 ng/mL)는 음성 대조군(4.5 ± 0.1 ng/mL, P < 0.001), 

control siRNA군(P < 0.001), control siRNA + LPS군(P = 0.021), 

그리고 SERPINA4 siRNA군(4.1 ± 0.1 ng/mL, P = 0.021)과 

비교했을 때 모두 유의하게 낮게 측정되었다(그림 8). 
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그림 8. siRNA 형질주입과 지질다당류 처리에 따른 HUVEC 배양액 내 

eNOS 농도. 

*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001. 

siRNA, small interfering ribonucleic acid; LPS, lipopolysaccharide; 

HUVEC, human umbilical vein endothelial cell; eNOS, endothelial 

nitric oxide synthase. 
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제2 절 임상 연구 

 

제1 항 연구 대상자 

 

연구 기간 동안 297 명의 패혈성 쇼크 환자가 응급중환자실에 

입원하였고, 사전에 명기된 제외 기준에 의거하여 225 명의 환자가 

연구에서 제외되어 최종적으로 72 명의 환자가 연구에 등록되었다(그림 

9). 건강한 자원자는 6 명(남성 3 명, 여성 3 명; 연령의 중간값, 만 37 

세)이 연구에 등록되었다. 

 

 

그림 9. 임상 연구 흐름도.  
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제2 항 기본 인구통계학적 특성 및 임상적 특성 

 

환자의 기본 인구통계학적 및 임상적 특성은 표 1에 기술하였다. 간단히 

요약하자면, 28 일 생존군과 사망군 사이에 연령, 성별, 기저 질환, 감염 

병소에 있어 유의한 차이는 보이지 않았다. 생존군은 사망군과 비교했을 

때 입원 시 혈중 백혈구 수치가 더 높았고(P = 0.027), 24 시간 및 72 

시간 후 SOFA 점수가 더 낮았고(24 시간, P < 0.001; 72 시간, P = 

0.005), 72 시간 후 혈중 젖산(lactate) 농도가 더 낮았다(P = 0.003).
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Survivors 

(n = 58) 

Non-survivors 

(n = 14) 

P value 

 

Age, years 69.7 ± 10.8 68.9 ± 10.5 0.823 

    

Male sex, n (%) 32 (55.2%) 10 (71.4%) 0.421 

    

Underlying diseases    

 Hypertension, n (%)   0.933 

  No 34 (58.6%) 9 (64.3%)  

  Yes 24 (41.4%) 5 (35.7%)  

 Diabetes mellitus, n (%)   0.113 

  No 44 (75.9%) 7 (50.0%)  

  Yes 14 (24.1%) 7 (50.0%)  

 Chronic liver disease, n (%)   0.894 

  No 49 (84.5%) 11 (78.6%)  

  Yes 9 (15.5%) 8 (57.1%)  

 Congestive heart failure, n (%)   0.172 
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  No 57 (98.3%) 12 (85.7%)  

  Yes 1 (1.7%) 2 (14.3%)  

 Chronic lung disease, n (%)   1.000 

  No 54 (93.1%) 13 (92.9%)  

  Yes 4 (6.9%) 1 (7.1%)  

 Chronic kidney disease, n (%)   0.098 

  No 56 (96.6%) 13 (92.9%)  

  Yes, without RRT 0 (0.0%) 1 (7.1%)  

  Yes, with RRT 2 (3.4%) 0 (0.0%)  

 Solid malignancy, n (%)   0.258 

  No 38 (65.5%) 6 (42.9%)  

  Yes, without metastasis 15 (25.9%) 5 (35.7%)  

  Yes, with metastasis 4 (6.9%) 3 (21.4%)  

  NED 1 (1.7%) 0 (0.0%)  

 Hematologic malignancy, n (%)   1.000 

  No 55 (94.8%) 13 (92.9%)  

  Yes 3 (5.2%) 1 (7.1%)  
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 Chronic neurologic disease   0.983 

  No 47 (81.0%) 12 (85.7%)  

  Yes 11 (19.0%) 2 (14.3%)  

 Immunosuppressant   1.000 

  No 57 (98.3%) 14 (100.0%)  

  Yes 1 (1.7%) 0 (0.0%)  

 Transplantation   1.000 

  No 57 (98.3%) 14 (100.0%)  

  Yes 1 (1.7%) 0 (0.0%)  

    

Infection site, n (%)   0.087 

 Lung 13 (22.4%) 6 (42.9%)  

 Urinary tract 14 (24.1%) 2 (14.3%)  

 Gastrointestinal tract 8 (13.8%) 4 (28.6%)  

 Hepatobiliary system 19 (32.8%) 0 (0.0%)  

 Bone, joint, soft tissue 3 (5.2%) 1 (7.1%)  

 Unknown 1 (1.7%) 1 (7.1%)  
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Source control, n (%)    

 Any† 17 (29.3%) 1 (7.1%) 0.169 

 Surgery 1 (1.7%) 0 (0.0%) 1.000 

 Radiographic intervention 11 (19.0%) 1 (7.1%) 0.506 

 Other intervention 8 (13.8%) 0 (0.0%) 0.317 

    

Parameters at admission    

 Blood WBC count, 1000/μL  14.0 (7.5–22.0) 8.7 (2.2–13.0) 0.027 

 Blood hemoglobin level, g/dL 10.0 (8.6–12.0) 9.3 (8.2–10.2) 0.174 

 SOFA score (0 to 6 h) 11.0 (9.0–13.0) 12.5 (11.0–14.0) 0.145 

  P/F ratio, mmHg 252.0 (139.0–363.8) 184.8 (95.0–311.7) 0.298 

  Blood platelet count, 1000/μL 130.0 (73.5–216.0) 93.0 (72.0–189.0) 0.286 

  Serum total bilirubin, mg/dL 1.2 (0.8–3.3) 0.9 (0.6–2.8) 0.578 

  CV SOFA score (0 to 6 h) 4.0 (4.0–4.0) 4.0 (4.0–4.0) 0.592 

  Glasgow coma scale 14.0 (8.0–15.0) 12.5 (7.0–14.0) 0.445 

  Serum creatinine, mg/dL 1.7 (1.2–2.5) 1.9 (1.6–3.5) 0.441 
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 Serum lactate, mmol/L 3.7 (1.9–6.1) 4.9 (3.1–7.8) 0.137 

    

Parameters at 24 h    

 Blood WBC count, 1000/μL  17.1 (9.2–22.0) 12.5 (9.6–17.4) 0.401 

 Blood hemoglobin level, g/dL 9.8 (9.0–10.8) 9.6 (8.5–10.3) 0.490 

 SOFA score (24 h) 7.0 (6.0–9.0) 11.0 (10.0–13.0) < 0.001 

  P/F ratio, mmHg 263.7 (201.1–374.3) 185.7 (128.7–271.9) 0.016 

  Blood platelet count, 1000/μL 99.5 (65.0–131.0) 51.5 (36.0–103.0) 0.038 

  Serum total bilirubin, mg/dL 1.1 (0.5–2.4) 1.6 (0.8–2.4) 0.308 

  CV SOFA score (24 h) 3.0 (3.0–4.0) 4.0 (4.0–4.0) 0.013 

  Glasgow coma scale 14.0 (10.0–15.0) 9.5 (3.0–14.0) 0.009 

  Serum creatinine, mg/dL 1.2 (0.8–1.9) 2.0 (1.5–2.5) 0.022 

 Serum lactate, mmol/L 2.2 (1.6–3.2) 2.7 (2.1–7.1) 0.086 

    

Parameters at 72 h    

 Blood WBC count, 1000/μL  11.4 (7.4–15.9) 13.1 (8.5–15.7) 0.654 

 Blood hemoglobin level, g/dL 9.6 (8.6–10.5) 8.8 (8.3–9.5) 0.125 
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 SOFA score (72 h) 7.0 (6.0–9.0) 11.0 (9.0–13.0) 0.005 

  P/F ratio, mmHg 308.7 (250.0–406.2) 220.2 (153.2–326.7) 0.014 

  Blood platelet count, 1000/μL 76.0 (43.0–120.0) 51.0 (25.0–82.0) 0.085 

  Serum total bilirubin, mg/dL 1.1 (0.6–2.7) 2.6 (1.0–4.0) 0.138 

  CV SOFA score (72 h) 3.0 (3.0–3.0) 3.0 (3.0–4.0) 0.089 

  Glasgow coma scale 14.0 (11.0–15.0) 11.0 (9.0–12.0) 0.008 

  Serum creatinine, mg/dL 0.9 (0.6–1.4) 1.5 (1.0–2.2) 0.049 

 Serum lactate, mmol/L 1.5 (1.2–2.2) 2.7 (1.8–4.5) 0.003 

 

표 1. 28 일 사망 여부에 따른 기본 인구통계학적 자료. 자료는 평균 ± 표준편차, 중간값(사분위 

범위), 혹은 빈도(%)로 제시되었다. 

†수술, 영상중재적 시술, 기타 감염원 조절 중 어느 한 가지라도 시행한 경우. 

RRT, renal replacement therapy; NED, no evidence of disease; WBC, white blood cell; SOFA, 

Sequential Organ Failure Assessment; P/F ratio, ratio of partial pressure of arterial oxygen 

normalized to the fraction of inspired oxygen; CV, cardiovascular. 
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제3 항 혈중 칼리스타틴, VCAM-1, E-selectin 농도 

비교 

 

환자군과 건강한 자원자군을 비교했을 때, 혈중 칼리스타틴 농도는 

환자군에서 더 낮게 측정되었고, VCAM-1과 E-selectin 농도는 더 

높게 측정되었다[칼리스타틴, 4.1 μg/mL (2.6–6.0 μg/mL) 대 13.3 

μg/mL (11.7–13.9 μg/mL), P < 0.001; VCAM-1, 2.0 μg/mL (1.4–

3.0 μg/mL) 대 0.3 μg/mL (0.3–0.4 μg/mL), P < 0.001; E-

selectin, 179.6 ng/mL (74.5–306.3 ng/mL) 대 22.2 ng/mL (21.3–

24.2 ng/mL), P < 0.001] (그림 10). 

혈중 칼리스타틴 농도는 입원 시, 24 시간 후, 72 시간 후 모두 

사망군에 비해 생존군에서 더 높게 측정되었지만, 혈중 VCAM-1과 E-

selectin 농도는 세 시점 모두에서 두 군 사이에 유의한 차이를 보이지 

않았다(표 2, 그림 10). 
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그림 10. 건강한 자원자와 환자(입원 시, 입원 24 시간 후, 입원 72 

시간 후)로부터 측정한 혈중 (A) 칼리스타틴, (B) VCAM-1, (C) E-

selectin 농도를 나타낸 상자 수염 그림. 상자 그림의 굵은 가로선은 

중간값을, 상자 그림의 아래와 위 경계는 각각 제 1 사분위수와 제 3 

사분위수를 나타내며, 아래와 위 수염은 각각 (제 1 사분위수 – 1.5 × 

사분위 범위)와 (제 3 사분위수 + 1.5 × 사분위 범위)까지 연장되어 

있다. 도표상의 점은 수염의 범위를 벗어난 값들에 해당한다. 

*P < 0.05. 

VCAM-1, vascular cell adhesion molecule-1.



 

 

4
0
 

 

 
Healthy volunteers 

(n = 6) 

Survivors 

(n = 58) 

Non-survivors 

(n = 14) 
P value† 

At admission     

Kallistatin, μg/mL 13.3 (11.7–13.9) 4.4 (2.9–6.1) 2.5 (2.1–5.0) 0.019 

VCAM-1, μg/mL 0.3 (0.3–0.4) 2.1 (1.5–3.0) 1.8 (1.2–2.7) 0.680 

E-selectin, ng/mL 22.2 (21.3–24.2) 199.6 (83.0–327.2) 97.9 (51.6–178.9) 0.053 

     

At 24 h     

Kallistatin, μg/mL  4.3 (3.3–5.2) 2.8 (2.2–3.8) 0.002 

VCAM-1, μg/mL  2.0 (1.3–3.1) 1.9 (1.2–3.3) 0.809 

E-selectin, ng/mL  141.0 (82.5–257.3) 109.6 (49.8–214.5) 0.255 

     

At 72 h     

Kallistatin, μg/mL  3.1 (2.5–4.2) 2.3 (1.7–3.1) 0.012 

VCAM-1, μg/mL  1.2 (0.9–1.8) 1.5 (1.2–2.1) 0.232 

E-selectin, ng/mL  96.5 (56.8–179.9) 129.6 (52.8–193.2) 0.809 
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표 2. 건강한 자원자, 28 일 생존군, 28 일 사망군 간의 혈중 칼리스타틴, VCAM-1, E-selectin 농도의 

비교. 자료는 중간값(사분위 범위)로 제시되었다. 

†생존군과 사망군 사이에 시행한 맨-휘트니 U 검정에 대한 유의 확률. 

VCAM-1, vascular cell adhesion molecule-1.



 

 

 42 

제4 항 로지스틱 회귀 분석 

 

단변수 로지스틱 회귀 분석 결과, 입원 시 혈중 백혈구 수치, 24 시간 

후와 72 시간 후 혈중 젖산 농도, 24 시간 후와 72 시간 후 SOFA 

점수, 그리고 24 시간 후 혈중 칼리스타틴 농도가 28 일 사망과 유의한 

연관성을 보였다. 단계적 선택법을 통하여 다변수 로지스틱 회귀 모형을 

결정하였고, 당뇨병, 입원 시 혈중 백혈구 수치, 24 시간 후 SOFA 점수, 

그리고 24 시간 후 혈중 칼리스타틴 농도가 최종 모형의 변수로 

선택되었다. 다변수 로지스틱 회귀 분석 결과, 당뇨병, 24 시간 후 

SOFA 점수, 그리고 24 시간 후 혈중 칼리스타틴 농도가 28 일 사망과 

독립적인 연관성을 보였다(표 3).
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 Unadjusted OR 95% CI P value Adjusted OR† 95% CI P value 

Age 0.99 0.95–1.05 0.820    

Male sex 2.03 0.60–8.09 0.274    

Diabetes mellitus 3.14 0.93–10.78 0.063 27.99 3.48–484.23 0.007 

Solid malignancy 

with metastasis 
4.75 0.78–27.53 0.077 

   

Blood WBC count       

Admission 0.91 0.84–0.98 0.029 0.90 0.78–0.99 0.080 

24 h 0.96 0.90–1.02 0.233    

72 h 1.01 0.94–1.08 0.723    

Infection site       

Unknown Reference      

Lung 0.46 0.02–1.30 0.606    

Urinary tract 0.14 0.00–4.56 0.225    

Gastrointestinal tract 0.50 0.02-1.49 0.653    

Hepatobiliary system 0.00 NA§ 0.990    

Bone, joint, soft tissue 0.33 0.01-1.42 0.547    

Source control 0.29 0.04-1.21 0.131    
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Serum lactate level       

Admission 1.10 0.97–1.25 0.139    

24 h 1.40 1.10–1.85 0.009    

72 h 1.39 1.04–2.06 0.047    

SOFA score       

Admission‡ 1.18 0.96–1.47 0.131    

24 h 1.51 1.20–2.02 0.002 1.57 1.09–2.55 0.032 

72 h 1.31 1.09–1.63 0.006    

Serum kallistatin level       

Admission 0.71 0.48–0.97 0.052    

24 h 0.38 0.18–0.69 0.004 0.29 0.08–0.69 0.024 

72 h 0.61 0.32–0.98 0.090    

 

표 3. 28 일 사망에 대한 로지스틱 회귀 분석 결과. 입원 시 혈중 백혈구 수치(3 명), 72 시간 후 혈중 

백혈구 수치(1 명), 입원 시 혈중 젖산 농도(2 명), 24 시간 후 혈중 젖산 농도(8 명), 72 시간 후 혈중 

젖산 농도(2 명), 그리고 72 시간 후 SOFA 점수(1 명)이 결측값으로 확인되었다. 결측값은 동일 군 

내에서 측정 가능한 값들의 평균으로 대체하였다. 단변수 분석에서 유의 확률 0.10 미만인 변수들을 
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이용하여 단계적 선택법을 통해 다변수 로지스틱 회귀 모형을 구하였다. 

†최종 다변수 모형은 당뇨병, 입원 시 혈중 백혈구 수치, 24 시간 후 SOFA 점수, 그리고 24 시간 후 혈중 

칼리스타틴 농도를 이용하여 만들어졌다. 

‡입원 후 6 시간까지 SOFA 점수의 최댓값. 

§사망군에서 간담도계 감염의 빈도가 0으로 교차비 계산이 불가능함. 

OR, odds ratio; CI, confidence interval; WBC, white blood cell; SOFA, Sequential Organ Failure 

Assessment; NA, not available.
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제4 장 고찰 

 

실험 연구에서 SERPINA4 siRNA 형질주입은 HUVEC 배양액 내 

칼리스타틴 농도를 유의하게 감소시켰다. SERPINA4 siRNA + 

LPS군에서는 control siRNA군과 비교했을 때 세포 배양액 내 

칼리스타틴 농도가 유의하게 낮았고, 음성 대조군, control siRNA군, 

그리고 SERPINA4 siRNA군과 비교했을 때 24 시간 생존력이 

유의하게 감소하였으며, 음성 대조군, control siRNA군, control siRNA 

+ LPS군, 그리고 SERPINA4 siRNA군과 비교했을 때 세포 배양액 내 

eNOS 농도가 유의하게 낮았다. 

임상 연구에서 패혈성 쇼크 환자 중 28 일 생존군에서의 혈중 

칼리스타틴 농도가 사망군에 비해 세 시점 모두에서(입원 시, 24 시간 

후, 72 시간 후) 유의하게 높았지만, 혈중 VCAM-1이나 E-selectin 

농도는 두 군 사이에 유의한 차이가 관찰되지 않았다. 또한 입원 24 

시간 후 혈중 칼리스타틴 농도는 28 일 사망과 독립적인 연관성을 

보였다. 

혈관내피 활성화는 감염에 대한 정상적인 적응 반응으로 발생한다(9). 

혈관내피 활성화는 혈액응고의 촉진, 세포부착의 촉진, 혈관운동성의 

변화, 혈관 투과성의 증가, 그리고 혈관내피 세포의 세포자멸사 등의 

특징을 지닌다(7). 패혈증 등의 특정 상황에서 이러한 과정이 

정상적으로 조절되지 않을 경우 혈관 긴장도의 현저한 감소, 미세혈관 

관류의 미만적인 변화, 전신 혈관 투과성의 증가, 혈관내 파종성 응고 

등의 결과가 나타난다(9). 혈관내피 활성화와 연관된 표지자의 혈중 

농도와 패혈증의 예후와의 관계에 대한 여러 연구가 있었으나, 그 
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결과가 일관되게 보고되지는 않고 있다(22). 

본 실험 연구에서 SERPINA4 siRNA 형질주입을 통한 칼리스타틴 생성 

억제는 세포 배양액 내 칼리스타틴 농도를 감소시켰고, 또한 지질다당류 

처리를 시행한 HUVEC의 세포 배양액 내 eNOS 농도와 생존력을 

유의하게 감소시켰다. SERPINA4 siRNA + LPS군에서는 control 

siRNA + LPS군과 비교했을 때 세포 배양액 내 eNOS 농도가 유의하게 

감소하였고, 세포 배양액 내 칼리스타틴 농도와 생존력이 감소하는 

경향을 보였으나 이 차이는 통계적으로 유의하지는 않았다. 그럼에도 

불구하고 이러한 일관된 경향성은 패혈증이나 패혈성 쇼크에서 

칼리스타틴 농도 저하가 더 심한 혈관내피 기능 부전과 연관성이 있을 

가능성과 칼리스타틴의 혈관내피 보호 작용에는 eNOS 경로가 관여하고 

있을 가능성을 시사한다. 

임상 연구에서는 28 일 생존군과 사망군 사이에 혈중 칼리스타틴 

농도의 차이가 관찰된 반면 혈중 VCAM-1이나 E-selectin 농도의 

차이는 관찰되지 않았다. 임상 연구에 참여한 환자들의 질병의 중증도 

높았다는 점이 이러한 결과에 대한 설명 중 하나일 수 있다. 기존에 

패혈증 환자에서 혈중 VCAM-1 혹은 E-selectin 농도와 사망률과의 

연관성이 있음을 보고했던 연구에는 다양한 중증도의 패혈증 환자들이 

포함되었다(23, 24). 본 연구에는 패혈증의 가장 심각한 형태인 패혈성 

쇼크 환자만이 참여하였고, 따라서 혈관내피 활성화의 정도가 두 군 

모두에서 충분히 심각하여 실질적으로 표지자 농도의 차이를 보이지 

않았을 수 있다. 또한, Aird 등(25)의 연구에 따르면 기능 장애가 

발생한 혈관내피 조직은 정상적인 적응 반응의 과활성화부터 완벽한 

침묵 상태까지 다양한 반응을 보일 수가 있는데, 이로 인하여 혈관내피 

활성화와 연관된 표지자의 혈중 농도가 차이를 보이지 않았을 수 있다. 
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칼리스타틴은 종양, 당뇨병, 간경화 등 다양한 질환의 병태생리 

과정에서 여러 전달 경로를 통하여 관여하는 것으로 알려져 있다 (26-

30). 기존의 다균 패혈증 마우스(polymicrobial sepsis mouse) 모형을 

이용한 연구에서 칼리스타틴 투여는 용량 의존적으로 혈중 TNF-α, 

IL-6, HMGB1 농도를 감소시키고 생존률을 향상시켰다(13). 또한 Li 

등(31)은 패혈증 랫드 모형에서 치료를 하지 않은 군과 비교했을 때 

지연된 칼리스타틴 투여 역시 신장, 폐, 간 손상을 감쇄하고 생존률을 

향상시키는 것을 보고하였다. 패혈증에서 칼리스타틴은 다양한 기전을 

통하여 보호 효과를 발휘하는 것으로 생각되는데, eNOS의 유도, 

HMGB1 등의 염증성 물질, toll-유사 수용체 4 (toll-like receptor 4, 

TLR4), VCAM-1 등의 억제, nuclear factor-κB (NF-κB) 활성화의 

억제, caspase-3 활성화와 세포 자멸사 억제, 그리고 suppressor of 

cytokine signaling-3 (SOCS3) 발현의 증가 등의 기전이 포함된다. 

최근 한 연구에서는 패혈증과 패혈성 쇼크가 혼재된 환자군에서 높은 

혈중 칼리스타틴 농도가 5일 동안 낮은 SOFA 점수와 60 일 생존률과 

독립적으로 연관이 있음을 보고한 바 있는데(19), 본 연구에서는 

패혈성 쇼크 환자만을 연구에 포함하여 연구 대상자의 동질성을 높인 

점이 차이가 있다고 하겠다. 

실험 연구 중 control siRNA 형질주입을 시행한 HUVEC에서 패혈증을 

모방하기 위한 지질다당류 처리는 세포 배양액 내 칼리스타틴 농도를 

유의하게 감소시켰고, 임상 연구에서는 건강한 자원자에 비해 패혈성 

쇼크 환자에서 혈중 칼리스타틴 농도가 낮게 측정되었다. 이는 

패혈증이나 지역사회 획득 폐렴 환자에서 혈중 칼리스타틴 농도가 

감소함을 보고하였던 기존 연구의 결과와도 유사하고(17, 18), 또한 

칼리스타틴이 체내에서 소모되면서 방어 작용을 할 가능성을 시사한다. 
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VCAM-1과 E-selectin의 혈중 농도가 사망군과 생존군 사이에 차이를 

보이지 않았음에도 불구하고 혈중 칼리스타틴 농도는 두 군 사이에 

유의한 차이를 보였는데, 이는 패혈성 쇼크 환자에서 혈관내피 활성화와 

연관된 표지자만으로는 예후 예측이 어려운 상황에서도 혈중 칼리스타틴 

농도는 예후 예측 지표로 사용될 수 있을 만한 가능성을 시사한다. 본 

연구에서 비록 혈관내피 기능 장애의 정도라고 하는 한 가지 요인이 

패혈성 쇼크 환자의 예후에 유의한 영향을 미치지 못하였더라도, 

서론에서 언급하였던 칼리스타틴의 다양한 작용이 임상적인 결과에 

다방면으로 작용했을 것으로 생각된다. 향후 칼리스타틴이 패혈성 쇼크 

환자에서 어떤 전달 경로에 관여하고 있는지에 대한 추가적인 연구가 

필요하겠다. 

본 연구의 제한점은 다음과 같이 제시할 수 있다. 실험 연구에서는 먼저 

control siRNA + LPS군과 SERPINA4 siRNA + LPS군 사이의 세포 

배양액 내 칼리스타틴 농도와 세포 생존력의 차이를 통계적으로 

유의하게 밝혀내지 못한 점이 지적되어야 하겠다. 다만 SERPINA4 

siRNA + LPS군에서 세포 배양액 내 칼리스타틴 농도, 세포 생존력, 

그리고 세포 배양액 내 eNOS 농도가 상대적으로 감소하는 경향이 

일관성 있게 관찰되어, 더 많은 세포주를 이용한 실험에서는 이 

경향성이 통계적으로 유의하게 입증될 수 있을 것으로 기대한다. 또, 

길항 물질 처리를 통해 eNOS의 작용을 차단하여 실제로 칼리스타틴이 

eNOS와 연관된 경로를 통해 세포 생존력에 관여하는지 여부를 직접 

관찰하지 못한 점도 본 연구의 한계로 제시할 수 있겠다. 

임상 연구의 제한점으로는 먼저 후향적 연구의 특성으로 인해 교란 

변수가 완벽히 통제되지 않았다는 점을 지적할 수 있다. 그러나 

국제적인 치료 지침에 의거한 표준화된 진료를 통해 교란 변수에 의한 
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영향이 상당수 통제되었을 것으로 생각된다. 또한 상대적으로 적은 연구 

대상자 수를 연구의 제한점으로 꼽을 수 있다. 일례로, 인구통계학적 

특성에서 생존군과 사망군 사이에 감염 병소나 감염원 조절에 있어 

통계적으로 유의한 차이가 확인되지 않았는데, 이는 적은 대상자 수로 

인해 검정력이 부족하였기 때문으로 생각된다. 그러나 적은 연구 

대상자를 대상으로 한 연구임에도 불구하고 혈중 칼리스타틴 농도는 

사망군과 생존군 사이에 유의한 차이를 보였기에, 다수의 연구 대상자를 

포함한 후속 연구가 본 연구의 결과를 더 공고히 해줄 것으로 기대한다. 

마지막으로 세 번의 채혈을 완료하지 못한 환자를 연구에서 제외했다는 

점이 선택 편향을 일으킬 수 있다고 지적할 수 있다. 그러나 본 

연구에서는 세 번의 채혈을 모두 완료한 환자들을 분석함으로써 

사망군의 혈중 칼리스타틴 농도가 생존군에 비해 꾸준히 낮게 유지되고, 

28 일 생존 여부와 관계없이 시간이 지남에 따라 혈중 칼리스타틴 

농도가 감소하는 경향을 보이고 있음을 확인할 수 있었다. 
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제5 장 결론 

 

SERPINA4 siRNA군에서는 음성 대조군이나 control siRNA군과 

비교했을 때 세포 배양액 내 칼리스타틴 농도가 유의하게 감소하였다. 

SERPINA4 siRNA + LPS군에서는 음성 대조군과 비교했을 때 세포 

배양액 내 칼리스타틴 농도가 유의하게 감소하였고, 음성 대조군, 

control siRNA군, 그리고 SERPINA4 siRNA군과 비교했을 때 세포 

생존력이 유의하게 감소하였으며, 음성 대조군, control siRNA군, 

SERPINA4 siRNA군, 그리고 SERPINA4 siRNA + LPS군과 비교했을 

때 세포 배양액 내 eNOS 농도가 유의하게 감소하였다. 패혈성 쇼크 

환자에서 입원 24 시간 후 측정된 낮은 혈중 칼리스타틴 농도는 28 일 

사망과 독립적인 연관성이 관찰되었으나, 혈중 VCAM-1이나 E-

selectin 농도는 28 일 사망과의 연관성이 관찰되지 않았다. 

이상의 연구 결과를 종합했을 때, 패혈성 쇼크에서 칼리스타틴의 결핍은 

eNOS 생성의 감소와 연관되어 혈관내피 세포 생존력을 감소시켰다. 

그러나 패혈성 쇼크 환자를 대상으로 한 임상 연구에서는 칼리스타틴의 

결핍과 28 일 사망과의 연관성이 확인되었음에도 불구하고 혈중 

VCAM-1이나 E-selectin 농도와 28 일 사망과의 연관성은 관찰되지 

않았는데, 이는 패혈성 쇼크에서 칼리스타틴이 혈관내피 세포의 eNOS 

생성에 대한 작용 외에도 다양한 보호 기전에 관여하고 있음을 시사한다. 

본 연구를 통하여 미처 밝히지 못한 작용 기전에 대해서는 후속 연구의 

진행이 필요할 것으로 여겨진다. 
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이해관계의 충돌 등에 관한 명기 

 

본 연구에 사용된 연구비의 일부는 서울대학교병원(과제 번호 25-

2016-0040)으로부터 지원받았으며, 언급할 만한 이해관계의 충돌은 

없다. 본 논문은 Kim 등(32)이 발표한 논문의 내용을 포함하고 있다. 
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Introduction 

Kallistatin has anti-inflammatory effect by various mechanisms and 

it also attenuates endothelial dysfunction through endothelial nitric 

oxide synthase (eNOS)-associated pathways. The objective of this 

study was to investigate the mechanism of action of kallistatin in 

endothelial cell experimental model mimicking sepsis and to 

investigate whether serum levels of kallistatin, and biomarkers 

associated with endothelial dysfunction are associated with clinical 

outcomes in patients with septic shock 

 

Materials and methods 
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Human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) were divided into 

five groups for experiments: cells without treatment (negative 

control group), cells transfected with control small interfering 

ribonucleic acid (siRNA) only (control siRNA group), cells 

transfected with control siRNA and treated with lipopolysaccharide 

(LPS) (control siRNA + LPS group), cells transfected with 

SERPINA4 siRNA (SERPINA4 siRNA group) and cells transfected 

with SERPINA4 siRNA and treated with LPS (SERPINA4 siRNA + 

LPS group). Cell viability, kallistatin level and endothelial nitric 

oxide synthase (eNOS) level in the culture medium were measured 

for each group. For clinical investigation, serum levels of kallistatin, 

vascular cell adhesion molecule-1 (VCAM-1), and E-selectin 

were measured by enzyme-linked immunosorbent assay using 

blood samples obtained at admission, at 24 h, and at 72 h after 

admission from the patients with septic shock and from healthy 

volunteers. The primary outcome for the clinical investigation was 

28-day mortality. 

 

Results 

In the SERPINA4 siRNA group, kallistatin level in the culture 

medium was decreased compared with the negative control group 

(2.5 ± 0.7 pg/mL vs. 21.1 ± 2.1 pg/mL, P < 0.001) and the 

control siRNA group (20.5 ±3.3 pg/mL, P < 0.001). Kallistatin level 

in the medium was lower in the control siRNA + LPS group 

compared with the control siRNA group (12.0 ± 2.3 pg/mL vs. 
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21.3 ± 3.6 pg/mL, P = 0.046). Kallistatin level in the medium was 

markedly lower in the SERPINA4 siRNA group (3.2 ± 1.4 pg/mL, 

P < 0.001) and the SERPINA4 siRNA + LPS group (3.6 ± 1.9 

pg/mL, P < 0.001) compared with the control siRNA group, and 

there was no significant difference in kallistatin level in the medium 

between the two groups (P = 0.999). Relative cell viability was 

lower in the SERPINA4 siRNA + LPS group (58.0 ± 3.7%) 

compared with the negative control group (100 ± 7.9%, P = 

0.001), the control siRNA group (98.2 ± 9.0%, P = 0.002) and the 

SERPINA4 siRNA group (93.3 ± 4.7%, P = 0.007). eNOS levels in 

the medium were lower in the control siRNA + LPS group (4.1 ± 

0.1 ng/mL, P = 0.041) and the SERPINA4 siRNA group (4.1 ± 0.1 

ng/mL, P = 0.041) compared with the control siRNA group (4.5 ± 

0.1 ng/mL). eNOS level in the medium was lower in the SERPINA4 

siRNA + LPS group (3.7 ± 0.1 ng/mL) compared with the negative 

control group (4.5 ± 0.1 ng/mL, P < 0.001), the control siRNA 

group (P < 0.001), the control siRNA + LPS group (P = 0.021) and 

the SERPINA4 siRNA group (P = 0.021). 

Fifty-eight survivors, fourteen non-survivors, and six healthy 

volunteers were enrolled for the clinical investigation. Serum 

kallistatin level was lower and serum VCAM-1 and E-selectin 

levels were higher in patients at admission compared with healthy 

volunteers. Compared with survivors, serum kallistatin levels were 

lower in non-survivors at all time points (4.4 μg/mL [2.9–6.1] vs. 

2.5 μg/mL [2.1–5.0], P = 0.019 at admission; 4.3 μg/mL [3.3–
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5.2] vs. 3.2 μg/mL [2.2–3.8], P = 0.004 at 24 h; 3.1 μg/mL [2.5–

4.2] vs. 2.3 μg/mL [1.7–3.1], P = 0.012 at 72 h), while VCAM-1 

and E-selectin levels showed no difference. In the multivariable 

logistic regression analysis, serum kallistatin level at 24 h was 

independently associated with 28-day mortality (odds ratio, 0.29; 

95% confidence interval, 0.08–0.69, P = 0.024). 

 

Conclusions 

In the SERPINA4 siRNA group, kallistatin level in the medium was 

decreased compared with the negative control group and the control 

siRNA group. In the SERPINA4 siRNA + LPS group, kallistatin level 

in the medium was decreased compared with the negative control 

group, cell viability was lower compared with the negative control 

group, the control siRNA group and the SERPINA4 siRNA group and 

eNOS level in the medium was lower compared with the negative 

control group, the control siRNA group, the control siRNA + LPS 

group and the SERPINA4 siRNA group. Lower serum kallistatin 

level at 24 h was independently associated with 28-day mortality in 

patients with septic shock, but the levels of VCAM-1 or E-selectin 

were not. 
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