
Abstract : Reactive Oxygen Species (ROS) are oxygen free radicals and oxygen derivatives
that are very unstable and highly chemically reactive due to the presence of a single unpaired
electron at the outer most orbit of the oxygen. Despite reports on the significance of ROS and
antioxidant enzymes in otitis media, a comprehensive study on the use of total antioxidant status
(TAS) in an animal model of otitis media with effusion (OME) has not been reported. Evidence of
free radical-induced cellular injury may be gleaned from an assay of by-products, such as
malondialdehyde (MDA), as the half-lives of free radicals are extremely brief. In this study,
animals were randomly divided into 3 groups: OME (O), Allopruino (A), and control (C). The O
group contained Eustchian tube obstruction (ETO) only. The A group contained ETO and
intraperitoneal injection of allopurinol. The C group contained unoperated middel ear disease-free
animals. The mean level of MDA, activities of xanthine oxidase (XO), catalase (CAT), and TAS
were evaluatied by biochemical assays of middle ear mucosa in experimental OME. Expression of
superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GSH-Px) was evaluated by semi-
quantiative reverse-transcription polymerase chanin reaction. Effect of allopurinol, an inhibitor of
XO, was also evaluated. The valued of MDA, XO, SOD, and GSH-Px exhibited a similar pattern
acorss groups, and were highest in O, and lowest in A. The value of GSH-Px in A did not
decrease more than C. However, the values of CAT and TAS exhibited a different pattern across
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서 론

활성 산소(Reactive oxygen species,ROS)는

산소분자의 최외각에 쌍을 이루고 있지 않은 전자

(free radical)를 가지기 때문에 화학적으로 매우

반응성이 높고 불안정하며 세포 독성도 가지고 있

는 물질로 신체내의 정상적인 신진대사 과정을 통

해 끊임없이 생성되는 산소 유도체이다. 호기성 유

기체(Aerobic organism)는 산소를 환원하여 에너

지를 얻는데 ROS의 작용에 의한 손상에 민감하다.

ROS는 유산소 대사과정에서 불가피하게 생성되며

특히 미토콘드리아의 전자이동계에 의한 산소 환원

시에 생성된다[1]. 그러나 인체에서는 활성산소를

해독시키는 항산화계를 지니고 있기 때문에 소량의

활성산소는 보통 별 문제를 일으키지 않지만[2]

Radical 생성계와 radical 제거계의 불균형으로 생

성된 활성산소는 산화 손상(oxidative stress

status, OSS)을 일으키며 이는 많은 질병과 관련

이 있다. 몇몇 연구자들은 중이염에서 활성산소에

의한 세포손상의 중요성에 대해 보고해 왔다[3].

그러나 전항산화상태(Total antioxidant status,

TAS)를 포함한 삼출성중이염(Otitis media with

effuseion, OME)에 대한 포괄적인 연구는 아직 보

고되지 않았다. Free radical의 반감기는 극히 짧

고 생체조직에서의 농도가 아주 낮기 때문에 생체

에서 free radical의 생성을 직접 정량하기는 어렵

다 . Free radical에 의 한 세 포 손 상 은

Malondialdehyde (MDA)같은 free radical의 부

산물을 조사함으로 알 수 있다. 저자들은 실험적

OME 모델의 중이점막에서 생화학적 분석을 통해

MDA level, xanthine oxidase (XO), catalase

(CAT), total antioxidant status (TAS)를 측정

하였고, Superoxide dismutase (SOD) 와

glutathione peroxidase (GSH-Px) 는 반정량적

역전사중합효소연쇄반응(semi-quantitative

reverse-transcription polymerase chain

reaction)으로 측정하였다.  이 실험에서 저자들은

다음의 3가지 질문에 대답하고자 노력하였다. 1)

활성 산소와 항산화계의 불균형 또는 OSS

(oxidant stress status)가 OME의 발생기전에 역

할을 담당 하는가? 2) XO의 억제제인 allopurinol

이 OME에서 OSS를 감소시킬 수 있는가? 3)

OME에서 OSS를 유도 또는 억제하는 주요 항산화

효소는 무엇인가? 

재료 및 방법

1. 재료 및 검체

118마리의 SPF Sprauge-Dawley rats

(280-300 g, any sex)는 현미경으로 귀 질환을

검사 받았다. 4일간의 관찰 후 실험동물은 Entoba

(pentobarbital 1 cc/kg)를 복강내 주사로 마취를

하였고 아래와 같은 방법으로 이관을 인위적으로

막아 삼출성 중이염(OME)를 유발시켰다. 눕힌 자

세에서 이관의 인두개구부를 전기소작술하는 동안

기도를 유지시키고 구인두와 비인두를 노출시킬 수

있게 특수 제작된 mouth gag를 실험동물의 입에

설치했다. Pterygoid plate의 바로 뒤쪽에 위치한

전기소작술 부위를 확인하기위해 microscope을

사용하였다. 실험동물이 움직여 이관 근처의 주요

혈관이 손상되는 것을 막기위해 시술하는 동안 마

취를 깊게 유지하였다. 술중에 흡인기을 사용하였
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groups, and were highest in C, but not significantly different in O and A. These results suggest 1)
oxidative stress status (OSS) plays a role in the pathogenesis of OME 2) Allopurinol can reduce
ROS production and oxidative tissue damage in OME 3) CAT and TAS may be predisposing
factors in the pathogenesis of OME. Further study is needed to determine the molecular
mechanism of ROS in OME. 

Key Words : antioxidant system, Otitis media, Reactive oxygen species 



고 술 후 분비물과 전기소작술시 발생한 연기로 인

해 생길 수 있는 질식을 방지하기위해 머리부위를

낮은 자세를 취하였다. 이 연구에서는 적어도 하나

이상의 OME 징후(retraction of TM, air bubble,

air fluid level)을 보이는 동물만을 실험하였다.

118마리중 9마리는 불충분한 점막으로 제외되었

고, 5마리는 술후 관찰기간 동안의 사망으로, 4마

리는 급성중이염이 나타나서 제외하였다.  

2. Grouping

실험동물은 무작위로 3 group으로 나뉘었다

(Fig. 1). 정상군은 45마리의 이상이 없는 rats로

구성되었고(C group). OME를 유발하기 위해 27

마리의 양측 ET에 전기소작술을 시행하였다(O

group). 나머지 28마리에는 ET obstruction에 더

불어 전기소작 순간과 전기소작 4일후 두 번에 걸

쳐, 유리산소기 형성을 차단하는 작용을 가진

allopurinol (30 mg)을 intraperitoneal injection

시행하였다(A group). 각 group은 전기소작술 시

행 2,4,7일째 전신 마취하에 고막검사를 시행하였

다. 마지막으로 모든 실험동물을 barbiturate

overdose (Entobar 100 mg/kg, IP)를 사용해서

전기소작 시행 7일째(O,A group), 시행 11일째(C

group)에 희생시켜 실험에 사용하였다. 

3. 화학 약품

Allopurinol, xanthine sodium salt, tris

(hydroxymethyl) aminomethane, reduced

glutathione, glutathione reductase,

dimethylsulfoxide, NADH, NADPH,

thiobarbituric acid, dytochrome c, catalase,

glutathione peroxidase, superoxide dismutase,

trichloroacetic acid, uric acid and bovine

albumin은 Sigma (USA) 제품이었고, 다른 모든

화학약품은 상업적으로 높은 순수성이 인정되는

제품이었다. 

4.점막 조직 추출

실험동물은 빠른 시간내에 해부되었고 bullae는

모아서 heavy scissors로 조각내었다. Dissecting

microscope으로 보면서 중이로부터 점막을

forceps로 벗겨내었다. Mucosa specimen은

dissection직후 액체 질소로 즉시 냉동하여 사용할

때 까지 영하 70도에 보관하였다. MDA, XO,

CAT, TAS의 biochemical analysis를 위해

mucosa를 녹인후 0.1 M의 300 μL TRIS-

buffered saline (TBS), 0.15 M sodium

chloride with 0.1% Triton-X, 0.005%

deoxycholate에 놓았다. Specimen은 기계적, 초

음파적으로 균질화시키고, 5분동안 3000 g에서 원

심분리 하였다. 다시 이 상층액을 채집하여 분석하

였다. 단백 침전은 method of smith 등의 방법[4]

으로 bovine serum albumin protein assay

(Pierce, Rockford, III)를 사용하여 비색정량적으

로 측정하였다. 

5. MDA 측정

각 시료의 MDA의 양은 thiobarbituric acid

(TBA) assay로 측정하였으며 이는 MDA와 TBA

가 반응하여 535 nm에서 최대 흡광력을 보이는

red species를 나타내는 원리에 기초하였다. 각 시

료들을 0.375% TBA, 0.25N hydrochloric acid,

및 15% trichloroacetic acid로 구성된 TBA

reagent와 섞었다. 반응 혼합물을 15분 동안

boiling water bath에 넣어둔 후 5분동안 3000 g

에서 원심분리하고 상층액을 532 nm에서 흡광도

를 측정하였다. MDA 농도는 흡광계수 1.56 x

105M-1cm-1를 사용하여 계산하였다.

6. XO 측정

XO activity는 xanthine을 기질로 한 Rowe와

Wyngaarden method[5]에 따라 분광광도계(DU

650, Beckman)로 측정하였다. XO activity는 1분당

단백 1 mg당 형성된 uric acid의 양으로 표현하였다.
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7. CAT 측정

Catalase activity는 method of Nilson and

Kiesow(1972)[6]에 따라 hydrogen peroxide을

기질로 이용하여 분석하였고, hydrogen peroxide

degradation의 양은 240 nm에서 분광광도계로 측

정하였다. 

8. TAS 측정

중이 점막 현탁액의 전체 항산화 상태는

2,2azino-di-3-ethylbenzthiazoline sulfonate

(ABTS, Randox Lab. UK)를 기질로 사용하였고

milligram당 micromodel로 표현하였다. 실험의 원

리는 ABTS와 peroxidase (metamyoglobin),

hydrogen peroxidase의 반응에 의해 생성되는

radical cation (ABTS)이 600 nm에 검출되는 것

이며, 검체의 antioxidant는 이 농도에 비례하여 위

반응을 억제하였다. 

9. Protein 측정

Lowry method[7]는 각 검체의 전체 단백 농

도를 계산하는데 이용된다. Spectrophotometric

assay kit (Sigma diagnostic)을 사용하면 기준농

도와 물질의 흡광도 nm의 그래프 좌표로 단백 농

도를 알 수 있다.

10. Semiquantitative RT-PCR에 의한 SOD와

GSH-PR 유전자 발현

1) mRNAdml 분리는

LiCl buffer [100 mM Tris-HCl (pH8.0),

500 mM]를 사용하여 specimen을 균질화 한 후

First-strand cDNA를 합성하여 PCR을 시행하였

다. PCR에 의해 증폭된 산물을 1.5% agarose gel

에서 전기영동하여 SOD, GSH-Px, GAPDH

bands를 절단하여, 1 mL QX1 solution (Qiagen)

에 분리 용해한 후 10 mL scintillation 용액에 혼

합하여 1분간 liquid scintil lation couter

(Packard 1600CA, USA)에서 측정하였다. 그리

고 각 실험군에서 SOD/ GAPDH와 GSH/ GAPDH

의 비율을로 계산하였다. 

저자들은 gel documentation system을 사용

하여 SOD/GAPDH와 비교하여 각 substance

(SOD, GSH-Px)의 유전자 발현을 정량하였다. 

11. 통계처리

각 실험군의 평균값의 표준 편차를 mean ±

SD 로 기술하였으며, 통계학적 평가는 Student's t

test을 사용하였다.

결 과

중이 mucosa specimen의 양이 각각의 물질을

검사하기에 불충분하여 6개의 specimen을 각

subgroup으로 하여 측정하였으며 같은 subgroup

으로 여러가지 검사를 했기 때문에 각 실험군의

subgroup의 전체 수는 각 subgroup의 합보다 많

았다. 이 연구의 결과는 Table 1에 요약하였다.

MDA값은 N,O군와 A군에서 각각 55.62, 81.88,

40.09 nmol/g였다(Fig. 1). XO값은 N,O군와 A군

에서 각각 1.93, 3.03, 1.04 nmol/g였다(Fig. 2).

SOD값은 N,O군와 A군에서 각각 3.64, 4.38,

2.98 nmol/g였다(Fig. 3). 그리고 GSH-Px값은

N,O군와 A군에서 각각 0.65, 1.07, 0.98 nmol/g

였다(Fig. 4). Catalase activity값은 N,O군와 A군

에서 각각 8.15, 3.31, 3.39 nmol/g였다(p<0.05)

(Fig. 5). TAS 값은 N,O군와 A군에서 각각 1.22,

0.44, 0.44 nmol/g였다(Fig. 6). O군 수치는 CAT

와 TAS를 제외하고는 정상군보다 높은 값을 보였

다.(Fig. 5,6). A 군은 GSH-Px에서만 정상군보다

높은 값을 보였고 나머지는 정상군보다 낮은 값을

보였다. 449쌍의 base pair band가 RT-PCR of

SOD의 RT-PCR후에 모든 subgroup(각 group중

3개의 subgroup)에서 발현되었다(Fig. 3A). 각

실험군에서의 SOD의 gene expression을 반정량

하였다(Fig. 3B). GSH-Px 489 base pair bands
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의 RT-PCR 결과는 Fig. 4에 나타내었다.  흥미롭

게도 CAT, TAS의 값이 다른것과 비교해서 다른

양상을 보이고 실제로 정상군과 비교해 볼 때 O, A

실험군에서 감소하였다(Fig. 5,6).  Control값으로

차감 계산된 각 substance의 결과 비교는 Fig. 7에

요약하였다.        

고 찰

삼출성중이염(OME)은 유소아에서 발생빈도가

아주 높은 질환중 하나이지만 수많은 연구에도 불

구하고 OME의 명확한 원인은 아직 규명되지 않고

있다.  ROS와 같은 free radical이 1990년대 초반

부터 중이염의 동물실험이나 사람을 대상으로 한

실험에서 밝혀지고 있다[8-12]. Parks 등[8]은

AOM의 감염된 중이점막에서 MDA와 lipid

hydroperoxide가 증가함으로써 중이염은 oxygen

radical 손상에 의한다고 보고하였다.  동물 실험연

구 에 서 는 급 성 중 이 염 을 유 발 하 는 데

Streptococcus pneumoniae의 고실내 주입을 많

이 사용하고 있는데[9-11], 삼출성 중이염의 중요

한 병인중의 하나인 이관 기능을 반영하지는 못하

기 때문에 본 연구에서는 이관의 전기소작을 통해

삼출성 중이염를 유발시켰으며, 급성 중이염을 보

인 경우는 본 연구에서 제외시켰다. Free radical

은 쌍을 이루고 있지 않은 전자를 가진 매우 반응성

이 높은 분자로서 세포 단백질, 탄수화물, 핵산, 지

질의 화학적 변화에 의하여 조직 손상을 야기한다.

ROS는 superoxide free radical (O2䤎), hydroxyl
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Table 1. MDA,XO,SOD/GAPDH,GSH-Px/GAPDH,CAT,TAS from middle ear mucosa of otitis media with
effusion among noraml, OME and allopurinol group

Groups

Substances 

Malonedialdehyde

(MDA) 

Xanthine Oxidase

(XO)

SOD/GAPDH

GSH-Px/GAPDH

Catalase

(CAT)

Total Antioxidant

Status (TAS)

Unit

nmol/g tissue

nmol/mg protein/min

Arbitary Unit

Arbitary Unit

μmol/mg protein/min

mmol/g protein

Allopurinol group

(n=28) 

40.09 ± 23.76

(n=13)

1.04 ± 0.54

(n=2 subgr.*)

2.98 ± 0.58

(n=3 subgr.*)

0.98 ± 0.42

(n=4 subgr.*)

3.39 ± 1.06

(n=2 subgr.*)

0.44 ± 0.19

(n=4 subgr.*)

OME group

(n=27)

81.88 ± 37.83

(n=15)

3.03 ± 1.56

(n=3 subgr.*)

4.38 ± 1.48

(n=3 subgr.*)

1.07 ± 0.27

(n=4 subgr.*)

3.31 ± 0.83

(n=2 subgr.*)

0.44 ± 0.35

(n=4 subgr.*)

Normal group

(n=45)

55.62 ± 33.54

(n=18)

1.93 ± 0.98

(n=3 subgr.*)

3.64 ± 1.92

(n=3 subgr.*)

0.65 ± 0.25

(n=3 subgr.*)

8.15 ± 1.19

(n=3 subgr.*)

1.22 ± 0.26

(n=4 subgr.*)

Average ± SD, OME; otitis media with effusion, SOD; superoxide dismutase, GSH-Px; Glutathione
peroxidase, GAPDH; Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, *;each subgroup contains 6
specimens (ears), a;p<0.05 vs normal group, b;p<0.01 vs normal group , c;p<0.001 vs normal group.



radical (OH䤎), hydrogen peroxide (H2O2),

singlet oxygen (1O2), hypochloride (OCL-),

ozone (O3)의 집합체이다. ROS는 모든 살아있는

호기성 유기체의 에너지 대사 동안에 부산물로서
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Fig. 1. Malondialdehyde (MDA) level in rats with OME. OME :otitis media with effusion, N : normal
group, O : OME group, A : allopurinol group.

Fig. 2. Xanthine Oxidase level in rats with OME.

Fig. 3A. Detection of the expression for SOD mRNA by RT-PCR.



생성되며 mitochondrial respiratory chain의 효

소반응 , cytochrome의 P-450 system의

detoxifying reaction, phagocytosis, pro-

staglandin 생성, signal transduction 등 여러 가

지 생명현상에서 역할을 담당하고 있다[13-14].

병리생리학적인 관점에서 ROS 생성과 제거의 불균

형상태인 OSS 상태는 정상조직에서 심각한 손상을

유발할 수 있으며 노화와 동맥경화, 뇌졸중, 심근경

중이 저류액의 발생기전에서의 활성산소와 항산화계의 역할 269

Fig. 4A. Detection of the expression for Glutathione Peroxide (GSH-Px) mRNA by RT-PCR.

Fig. 3B. Superoxide dismutase (SOD) level in rats with OME.

Fig. 4B. Glutathione Peroxidase (GSH-Px) level in rats with OME.



색, 백내장, 관절염과도 관련이 있다[2,15-21].

ROS가 세포막의 polyunsaturated fatty acids와

반응하게 되면, lipid peroxide가 생성되고

membrane fluidity와 barrier function은 감소하

게 되어 결국 구조적 분해와 세포사를 초래하게 된

다 [8]. MDA같 은 lipid peroxide와 lipid

hydroperoxide (LPO)는 oxidative cellular

damage를 나타내는 의미있는 표지자이다[2,8].

복합 항산화‘방어’체계는 free radical 에 의한

세포손상에 대해 상반된 작용을 하고 있다. TAS는

ROS에 길항하는 개체의 능력을 나타낸다. TAS는

enzymatic과 nonenzymatic을 포함하는 모든 종

류의 antioxidant로서 이루어져 있는데 SOD,

CAT, GSH-Px는 antioxidant system의 중요한
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Fig. 5. Catalase activity level in rats with OME.

Fig. 6. Total Antioxidant status (TAS) level in rats with OME.

Fig. 7. A comparison of the results for each substance offset by controls value is summarized.



enzymatic component이다. Vitamin C와 E,

beta-carotene, uric acid, bilirubin, albumin,

DNA repair enzyme뿐만 아니라 metal binding

protein인 ceruloplasmin, transferrin, ferritin,

lactoferrin은 nonenzymatic antioxidant

system에 포함된다. 정상 생리적 상황하에서 건강

한 항산화 체계는 ROS의 세포독성을 제거할 수 있

다.

ROS는 반감기가 아주 짧기 때문에 확인하기 어

렵고 생체내에서 정량화하기 어렵다. 그러나 생체

내에서 ROS 생성의 증거는 그들의 부산물의 분석

을 통해서 얻어질 수 있다. MDA의 확인과 정량화

는 oxidative stress status의 생체 표지자이며, 산

화손상의 간접적인 표지자이고 lipid peroxidation

연구에서 쓰이는 가장 흔한 분석법 중 하나이다.

Superoxide free radical은 hypoxanthine-XO

pathway에서 XO에 의해 생성되는 첫 번째 ROS이

다. SOD는 superoxide free radical이 hydrogen

peroxide로의 dismutation을 촉매하며, 이는 대부

분 CAT와 GSH-Px에 의해 대사되어 non-toxic

water나 oxygen으로 될 수 있다. 또는 그렇지 않

은 경우 아주 강력한 hydroxyl radical로 변한다.

본 연구의 결과는 OME에서 oxidative tissue

damage가 증가하였고 , XO의 inhibitor인

allopurinol이 산소조직 손상을 감소시킬 수 있다는

것이다. O 군에서 MDA의 증가는 삼출성 중이염에

서 oxidative tissue injury가 있다는 것을 나타내

며, O 군에서 XO, SOD의 증가는 OME에서 ROS생

성이 증가했음을 의미한다. A 군에서 GSH-Px를

제외한 물질들이 정상치 아래로 감소한 것은

allpurinol이 이 물질들을 정상치 아래로 감소시켰

음을 의미한다.  Allopurinol이 GSH-Px의 수치를

정상보다 감소시키지 못한 것에 대한 설명으로는

다른 인자들이 GSH-Px의 activity를 증가시켰고

alllopurinol을 어느 정도 억제했기 때문이라고 생

각된다. 대부분의 효소가 필요량에 비례하여 생성

되기 때문에 OME에서 XO기질과 hypoxanthine의

증가와 이에 따른 XO activity의 증가는 xanthine,

superoxide free radical, hydrogen peroxide의

증가를 야기한다. 염증 반응은 염증에 의한

nuclear fragment의 산물인 hypoxanthine의 증

가를 유발한다고 여겨진다. Allopurinol의 XO에 대

한 저해작용은 xanthine, superoxide free radical

의 substrate, sequential ROS (hydrogen

peroxide,  hydroxyl radical)을 감소시킬 수 있

다. O 군에서 MDA, XO, SOD, GSH-Px의 증가는

ROS가 oxidative tissue damage를 의미하며

OME의 발병기전에서 중요한 역할을 담당했을 것

으로 생가되어진다. CAT을 포함한 TAS는 ROS의

생성과 activity를 감소시킬 수 있기 때문에 OSS에

서 중요하다. ROS의 과다한 생성이 antioxidant와

TAS의 생산과 activity를 감소시킬 수 있다는 것

은 잘 알려져 있다. 

O 와 A 군에서 CAT의 감소원인은 OME에서

ROS의 과잉생산 또는 다른 조건들이 CAT, TAS

의 activity를 감소시켰기 때문이라고 생각한다.

다른 문헌에 따르면 급성중이염의 SOD 농도가 비

교군보다 높았다고 보고하였다[22]. 이는 급성 중

이염 모델에서는 조직의 부종이 삼출액의 농도를

희석 하는 효과가 있기 때문에 이 실험의 결과와 급

성 중이염 모델을 비교하기는 어렵다.  이 연구에서

OME의 병리기전에서 OSS와 OSS에 영향을 주는

항산화효소의 중요성에 대해 기술하였다. ROS의

생성을 감소시킬 수 있는 allopurinol이 MDA, XO,

SOD값을 감소시켰으며 ROS가 OME의 병리 기전

에 중요한 역할을 하였다.

요 약

100마리의 SPF Sprauge-Dawley rats

(280-300 g, any sex)의 이관을 전기소작술로

인위적으로 막아 삼출성 중이염(OME)를 유발시켜

실험한 결과 다음의 결론을 얻었다. 

1. OSS는 삼출성중이염의 발병기전에서 중요

한 역할을 담당한다. 

2. Allopurinol은 삼출성중이염에서 활성산소의

생산과 oxidative tissue damage를 감소시킨다. 

3. SOD와 GSH-Px는 삼출성중이염의

oxidative tissue damage를 증가 또는 감소시키는

중이 저류액의 발생기전에서의 활성산소와 항산화계의 역할 271



활성산소 대사의 주요한 항 산화효소로 여겨진다. 

4. CAT와 TAS는 삼출성중이염의 발병기전에

있어서 선행인자로 여겨진다. 
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