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요 약 문

1. 연구제목

전자현미경을 이용한 호흡기계 조직 손상 연구

2. 연구 필요성 및 목적

작업장에서 화학물질이 노출되면 1차적으로 호흡기계에 영향을 일으킨다.

그러므로 호흡기계 손상성 화학물질을 확인하기 위한 고감도 진단 기법은

독성시험에서 필수이다. 전자현미경은 배율이 최대 100 만배까지 확대가

가능하여 고감도 장비로 미토콘드리아, 조면소포체, 골지체, 핵의 크로마틴 등

세포 미세소기관 변화와 시험물질의 분포, 미세한 세포 표면 변화 등을 관찰 할

수 있어, 화학물질 독성 기전에 대한 세부 정보를 제공 할 수 있다. 따라서, 본

연구는 독성시험에서 전자현미경을 이용하여 화학물질에 의한 호흡기계 손상

지표를 확인하고자한다.

3. 연구내용 및 방법

○ 화학물질독성연구실 연구 및 사업 과제 시험 중 호흡기계 손상이 확인 된

대상시험의 시험동물로부터 호흡기계 조직 절취

○ 광학 현미경 및 전자현미경 관찰 위한 표본 제작
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○ 광학현미경과 전자현미경을 이용한 호흡기계 조직 손상 지표 비교 확인

및 고찰

4. 연구결과

랫드를 이용한 Calcium Sulfate 급성 흡입독성시험에서는 고용량 노출군의

랫드의 비강을 광학현미경에서 관찰한 결과, 비갑개의 점막 하 충혈 소견이

관찰되었으나, 이는 부검 시 정상적인 범위 안에 관찰될 수 있는 정도로

판단되었으며, 그 외 특이적인 소견은 관찰되지 않았다. 하지만 주사전자

현미경에서 관찰한 결과, 비강 Level 1의 비갑개 점막 부위에서 산발적인

이행상피세포 탈락이 관찰되었고, 실모양의 섬유소와, 적혈구, 혈소판 및

섬유소가 탈락 상피로 추정되는 구조물과 혼재되어 있는 것이 관찰되었다.

따라서 본 소견은 미세출혈로 판단되었다.

랫드를 이용한 Methyl Formate 아만성 흡입독성시험에서는 Methyl Formate

고용량군 랫드의 비강 Level 3의 사골갑개 부위를 광학현미경에서 관찰한 결과,

후각 상피세포의 섬모가 소실되었으며, 상피의 공포화 관찰, 세포 층구조 소실 및

핵의 응축이 관찰되었다. 따라서, 본 소견은 후각상피 세포 변성으로

진단하였다. 투과전자현미경에서 관찰한 결과, 후각상피의 신경지각후각세포,

지지세포 간의 공간의 확장이 관찰되었고, 이들 세포의 섬모소실이 관찰되었다,

후각신경세포의 핵소체의 응축 관찰이 관찰되었다. 일부 세포의 세포질에서는

다수의 공포화가 관찰되었다.

흡입독성자료를 활용한 희토류 물질의 인체 무영향 도출 연구에서는 나노

네오디움 산화물 고용량군 랫드의 폐를 광학현미경에서 관찰한 결과, 폐포의

내강 안에 창백한 호산성 물질이 차 있는 것이 관찰되었다. 그리고 폐포 내에서

제2형 폐포 상피세포들이 미미하게 비대 되어 있는 것이 관찰되었다. 따라서, 본

소견은 폐포 지질단백증으로 진단하였다. 투과전자현미경에서 관찰한 결과, 폐포
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내강의 단백질성의 물질과 전자밀도가 높은 시험물질인 나노입자가 관찰되었다.

그리고 폐포의 제2형 폐포상피세포의 세포질에서 확장된 층판소체가 다수

관찰되었다. 또한, 핵의 진정염색질 부위가 이질염색질 부위보다 커진 것이

관찰되었다.

실험동물을 이용한 나노 란탄산화물(La2O3)의 흡입독성 연구에서는 나노란탄

산화물 고용량 노출군의 랫드의 폐를 광학현미경에서 관찰 한 결과, 폐포의

내강이 대부분 거품성의 대식세포가 가득 차 있었으며, 일부 폐포에서 조직구로

이루어진 염증세포가 침윤되어 있는 것이 관찰되었으며, 그 주위로 죽은 폐포

대식세포 및 탈락세포가 관찰되었다. 그리고 일부 폐포 상피에서는 제2형

폐포세포 증식이 관찰되었다. 따라서, 본 소견은 폐포 조직구증으로 판단하였다.

투과전자현미경에서 관찰 결과, 폐포 내강의 폐포 대식세포의 세포질에서 다수의

층판소체와 시험물질인 나노입자가 관찰되었으며 세포 주위로 단백질성 물질이

관찰되었다. 그리고 폐포의 제2형 폐포상피세포의 세포질에서는 층판소체의 확장

및 기저막과 세포질 사이에 공간이 확장되고, 미토콘드리아에서 시험물질의

축적이 관찰되었다. 핵에서 진정염색질 부위가 이질염색질부위보다 넓게

관찰되었다.

화학물질 노출에 의한 유전자돌연변이(발암)의 조기 확인(II)(실험동물을

이용한 고감도 발암성 확인기법의 검증)에서 우레탄 투여군 마우스의 폐를

광학현미경에서 관찰한 결과, 정상 폐조직과 경계가 명확한 청자색의 병소가

관찰되었으나 주변조직으로 침습은 관찰되지 않았다. 세포의 세포질은 호염성인

원주상피로 유두상 구조를 이루고 있었다. 세포의 형태는 대부분 일정하였으며,

세포 다형성과 유사분열은 관찰되지 않았다. 따라서, 소견의 진단명은

세기관지-폐포 샘종로 진단하였다. 투과전자현미경에서 관찰한 결과, 종양은

제2형 폐포상피세포 유래인 것을 확인하였으며, 핵에서 진정염색질 부위가
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이질염색질 부위보다 넓게 관찰되었고, 종양의 세포질에서는 층판소체가

관찰되었다.

5. 활용방안 및 기대성과

○ 생체조직에서 전자현미경 조직 검체제작 기법 확립

○ 독성시험에서 호흡기계 손상 기전 연구 활용

6. 중심어
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I. 서 론

1. 연구 배경

1) 연구 필요성
작업장에서 화학물질이 노출되면 1차적으로 호흡기계에 영향을 일으킨다.

호흡기계 손상성 화학물질 예로 포스진, 산화 카디윰, 암모니아 등을 들수 있다.

포스진은 살충제, 플라스틱 제조에 사용되는 물질로 급성으로 부종을 만성으로는

기관지염, 섬유증을 유발하고, 산화카디움은 용접, 전자기구 제조, 합금, 제련등에

사용되는 물질로 급성으로 기침 폐렴, 만성으로는 폐기종, 폐성심을 발생,

암모니아는, 비료제조, 화학물제조, 폭발물 제조 등에 사용되는 데 급성으로 상부

및 하부 호흡기계 자극 만성으로 기관지염을 유발한다. 이 외에도 수많은

화학물질이 호흡기계에 손상 및 자극을 줄 수 있으며, 특히 배기시설이 취약한

작업장 환경에서는 근로자에게 큰 피해를 입힐 수 있다.

호흡기계 손상성 화학물질을 확인하기 위한 고감도 진단 기법은 독성시험에서

필수이다. 전자현미경은 배율이 최대 100만 배까지 확대가 가능하여 고감도

장비로 미토콘드리아, 조면소포체, 골지체, 핵의 크로마틴 등 세포 미세소기관

변화와 시험물질의 분포, 미세한 세포 표면 변화 등을 관찰 할 수 있어,

화학물질 독성 기전에 대한 세부 정보를 제공 할 수 있다. 따라서, 본 연구는

독성시험에서 전자현미경을 이용하여 화학물질에 의한 호흡기계 손상 지표를

확인하고자한다.
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2) 전자현미경 개요 
(1) 전자현미경의 정의

전자현미경을 전자선과 전자 렌즈를 이용하여 물체의 확대 상을 만드는

현미경이다. 전자현미경은 광선 대신에 전자 빔을 사용하는데 현미경의 내부는

진공상태인데 전자가 공기와 충돌하여 에너지가 소실하거나 굴절되어 원하는

대로 제어가 어렵기 때문이다. 표본과 대물렌즈와 렌즈 간의 거리는 일정하게

유지하지만 중간렌즈와 투영렌즈의 코일에 흐르는 전류의 세기에 의해 배율이

정해지며, 상의 초점 또한 대물렌즈의 코일에 흐르는 전류에 의해 정해진다.

전자현미경은 사진판이나 형광판을 통해 상을 관찰할 수 있는데, 전자선이

시료의 표면에 충돌하면서 발생하는 산란전자, 이차전차, 투과전자, X-Ray 등을

감지하여 표면의 형태를 영상으로 나타낸다.

(2) 전자현미경의 종류

전자현미경은 투과전자현미경과 주사전자현미경으로 크게 두 종류로 분류된다.

투과전자현미경은 세포의 내부구조를 관찰하기 위하여 얇게 잘라 만든 시료의

단면을 전자로 투과하여 형광판에 상을 만들고, 주사전자현미경은 시료 표면에

전자를 주사하여 반사하여 감지한 전자로 입체적으로 상을 얻는다.

가) 투과 전자현미경(Transmission Electron Microscope)

투과전자현미경은 높은 진공 상태에서 고속으로 가속된 전자선을 이용하여,

전자선이 표본을 투과하면서 전기자기장 또는 정전기장을 통하여 형광판에

초점을 맞추어 투사된다.

투과전자현미경은 해상력과 확대율이 우수하여 광학현미경으로 관찰할 수

없는 세포의 미세한 구조를 관찰할 수 있다. 이는 얇은 시료(60nm정도)를

광선(Beam)이 투과하여 관찰을 해서 2차적인 단면적인 상을 얻을 수 있다.
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나) 주사 전자현미경(Scanning Electron Microscope)

주사전자현미경은 가속된 전자를 표본 위에 주사시켜 반사되는 2차 전자를

증폭 관찰함으로써 상을 관찰할 수 있는 것이 특징이다. 즉, 표본의 미세구조를

3차원 입체구조로 관찰할 수 있다. 시료의 제작과정도 주사 전자현미경에 비하여

간편하며 시료에 따라서는 간편한 물리적 조작으로 생체시료를 관찰할 수 있다.

주사전자현미경은 초점이 잘 맞추어진 전자선을 시료의 표면에 주사하면,

주사된 전자선이 시료의 한 점에 집중되면서 1차 전자는 굴절되고 표면에서

반사되는 2차 전자는 전자검출기(Detector)에 감지된다. 그 결과 생긴 신호들이

여러 점으로부터 모여들어 음극선관에 상을 얻는데, 주사전자현미경은 시료 위에

주사된 전자들을 수집하여 3차원적인 이미지를 얻는다.

[그림 1] 투과전자현미경과 주사전자현미경<출처: www.hitachi-hightech.com> 
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<표 1> 투과전자현미경과 주사전자현미경 비교
투과전자현미경 주사전자현미경

전자선 시료 투과 시료 표면에 주사

구조 관찰 단면구조 외부구조

상의 관찰 2차원적 단면이미지 3차원적 입체이미지

3) 선행연구 
2000년도 초반 미국의 팝콘제조공장에서 팝콘에 첨가되는 인공 버터향

화합물인 Diacetyl을 증기 형태로 흡입한 근로자들에게 기관지 폐색증이 유발

사례가 확인되었다. 랫드에서 TWA 365 ppm 기준으로 재현한 실험 결과, 비강,

후두, 기관지등에서 상피괴사와 화농성, 섬유소성 염증이 유발이 되었다.

전자현미경 상에서는 조면소포체 팽창 및 말림, 크로마친 응집, 공포화, 기저막

탈락, 세포사이 공간 확장 등의 소견이 관찰되었다(Hubbs et al, 2008). 또한,

nano-TiO2 기도 투여한 마우스 폐의 광학현미경 관찰에서 nano-TiO2 투여군에서

염증세포 침윤, 폐중격 비후, 부종이 용량 의존적으로 증가하였으며, 특히 10

㎎/㎏ 투여군에서는 나노물질로 추정되는 검은 응집체가 관찰되었다. 전자현미경

관찰에서는 광학현미경에서는 관찰되지 않은 폐포세포의 미토콘드리아 종창,

핵응축, 크로마친 응집 등 세포자멸사 소견이 관찰되었다. 10 ㎎/㎏ 투여군에서도

전자현미경 상에서 검은 응집체가 관찰되었다(Bing Li et al, 2013).

이와 유사한 시험으로 나노 사이즈의 카디움 산화물(Cadium Oxide)를

2.96x106 particles/㎤를 ICR 마우스에 노출한 시험에서는 폐에서 충혈, 중격 확장,

모세 혈관 충혈 및 무기폐 등이 확장되었으며, 전자현미경에서 시험물질인

나노입자가 기관지 세포, 폐포세포, 세포질, 대식세포의 식포에서 관찰되고,

미토콘드리아 및 세포질 소포에서도 관찰되었다(Dumkova J et al, 2016).
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Styene의 전신흡입노출시험에서 160 ppm을 1회 투여한 마우스에서 큰기관지,

중간기관지, 종말세기관지에서 상피 탈락이 광학 현미경에서 관찰되었다. 160

ppm을 5회와 20회 투여한 마우스의 큰기관지, 중간기관지의 클라라 세포(clara

cell)에서 세포종창, 수포와 분비과립의 감소가 관찰되었다. 전자현미경 상에서

큰기관지, 중간기관지의 클라라세포를 관찰한 결과 공포성 세포 변성, 세포 괴사

등 세포변성 소견 또는 전자 밀도, 타원형 과립손실 등 미세한 세포변화가

관찰되어 Styrene의 표적세포(Target cell)가 클라라세포인 것을 확인할 수

있었다(Gamer A.O et al, 2004).

2. 연구 목표

본 연구에서는 생물시료의 전자현미경 검체 제작 및 판독 기법 확립을 하고

이를 바탕으로 독성시험에서 광학 현미경과 전자현미경을 이용하여 호흡기계

조직 손상 지표를 비교 확인 및 고찰하고자 한다.
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시험물질 군 농도 (㎎/L) 성별 수 동물번호

Calcium Sulfate

G1 0.5
M 5 1101-1105
F 5 2101-2105

G2 1.0
M 5 1201-1205
F 5 2201-2205

G3 5.0
M 5 1301-1305
F 5 2301-2305

M; Male, F; Female

<표 2> 랫드를 이용한 Calcium Sulfate(CAS No. 10034-76-1)의 급성흡입독성시험의 군구성

Ⅱ. 연구 방법
1. 대상 시험

본 과제에 사용된 시료는 화학물질독성연구실에서 2016년까지 수행한 GLP

시험 및 연구과제의 고정조직 중에서 비강 또는 폐 등에서 호흡기계 손상 소견이

확인된 시험의 호흡기계 조직을 선별하여 광학 현미경 검체제작, 주사전자현미경

검체제작 또는 투과전자현미경 검체제작을 하여 관찰 비교하였다. 대상 시험명,

시험물질, 동물종 투여경로, 투여시간 및 기간, 군구성, 일반증상 및 육안소견을

요약한 사항은 다음과 같다.

1) 시험명: 랫드를 이용한 Calcium Sulfate(CAS No. 10034-76-1)의 급성
흡입독성시험
(1) 시험물질: Calcium Sulfate

(2) 동물 종: Sprague- Dawley(SD) rat

(3) 투여경로: 비부흡입노출

(4) 투여시간 및 기간: 4시간 단회노출, 14일간

(5) 군구성
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(6) 일반증상 및 육안소견: 이상소견 없음

2) 랫드를 이용한 Methyl Formate(CAS No. 107-31-3) 아만성 흡입독성시험
(1) 시험물질: Methyl Formate

(2) 동물 종: Sprague- Dawley(SD) rat

(3) 투여경로: 전신흡입노출

(4) 투여시간 및 기간: 1일 6시간, 주5일 90일간

(5) 군구성

<표 3> 랫드를 이용한 Methyl Formate(CAS No. 107-31-3) 아만성 흡입독성시험
시험물질 군 농도(ppm) 성별 수 동물번호

Methyl Formate

G1 0
M 10 1001-1110

F 10 2001-2010

G2 100
M 10 1101-1110

F 10 2101-2110

G3 400
M 10 1201-1210

F 10 2201-2210

G4 1,000
M 10 1301-1310

F 10 2301-2310

M; Male, F; Female

(6) 일반증상 및 육안소견: 일반증상 이상소견 없음, 폐에서 발적이

관찰되었으나 조직학적으로 특이소견 없음

3) 흡입독성자료를 활용한 희토류 물질의 인체 무영향 도출 연구
(1) 시험물질: 나노 네오디움 산화물
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(2) 동물 종: Sprague- Dawley(SD) rat(수컷)

(3) 투여경로: 비부노출

(4) 투여시간 및 기간: 1일 6시간, 28일 반복노출 및 28일 회복

(5) 군구성

<표 4> 흡입독성자료를 활용한 희토류 물질의 인체 무영향 도출 연구의 군구성
시험물질 군 농도(mg/m3) 구분 수 동물번호

Neodymium(III)

Oxide

G1 0
주시험 8 1-8

회복 8 9-16

G2 0.5
주시험 8 17-24

회복 8 25-32

G3 2.5
주시험 8 33-40

회복 7 42-48

G4 10
주시험 8 49-56

회복 8 57-64

M; Male, F; Female

(6) 일반증상 및 육안소견: 일반증상 이상소견 없음, 시험군 폐에서 적색

변색이 관찰됨

4)  실험동물을 이용한 나노 란탄산화물(La2O3)의 흡입독성 연구
(1) 시험물질: 나노 산화란탄 산화물

(2) 동물 종: Sprague- Dawley(SD) rat(수컷)

(3) 투여경로: 비부노출

(4) 투여시간 및 기간: 1일 6시간, 28일 반복노출 및 28일 회복

(5) 군구성
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<표 5> 실험동물을 이용한 나노 란탄산화물(La2O3)의 흡입독성 연구의 군구성
시험물질 군 농도 (mg/m3) 구분 수 동물번호

Lanthanum(III)

Oxide

G1 0
주시험 8 1001-1008

회복 7 1101-1007

G2 0.5
주시험 8 1201-1208

회복 8 1301-1308

G3 2.5
주시험 8 1401-1408

회복 8 1501-1508

G4 10
주시험 7 1601-1607

회복 8 1707-1708

M; Male, F; Female

(6) 일반증상 및 육안소견: 일반증상 이상소견 없음, 시험군 폐에서

흰색반점등이 산발적으로 관찰됨

5) 화학물질 노출에 의한 유전자돌연변이(발암)의 조기 확인(II)
- 실험동물을 이용한 고감도 발암성 확인기법의 검증
(1) 시험물질: 우레탄

(2) 동물 종: Slc ICR 마우스 (수컷)

(3) 투여경로: 복강투여

(4) 투여시간 및 기간: 단회 투여, 2주, 6주, 11주차 부검

(5) 군구성
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<표 6> 화학물질 노출에 의한 유전자돌연변이(발암)의 조기 확인(II)의 군구성  
시험물질 주차 농도 (mg/g) 군 수 동물번호

Urethane

2 1
대조군 2 1003-1004

투여군 6 1101-1106

6 1
대조군 2 1002, 1005

투여군 6 1201-1206

11 1
대조군 2 1001, 1006

투여군 6 1301-1306

(6) 일반증상 및 육안소견: 일반증상 이상소견 없음, 투여 후 6주부터

시험군 폐에서 백색 결절이 관찰됨

2. 광학현미경 검체제작 절차

광학현미경 상에서 생체조직을 관찰하기위해 하는 일반적으로 HE슬라이드를

제작하여 관찰한다. HE염색에서는 핵은 염기성 염료인 헤마톡실린 (Hematoxylin)

으로 청자색으로 세포질은 산성염료인 에오신(Eosin)으로 분홍내지 적색으로

염색을 하여 관찰한다. 검체제작 과정은 절차는 다음과 같다.

1) 시료의 채취 및 세절
시험동물에서 적출한 조직을 비강은 후두를 통해서, 폐는 기관을 통해서 10%

중성 완충 포르말린을 관류 고정을 실시한다.

2) 고정(Fixation)
산소 공급이 중단되면 세포 내에서는 가수분해효소(Hydroytic Enzyme)가
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세포내 소기관들을 분해하여 세포의 구조가 모두 파괴되는 사후변화가 진행된다.

따라서 고정은 세포의 사후변화를 중지시키고, 단백질 등 특정 조직성분을 응고

또는 침전시켜 조직학적 검사에 적합한 상태로 만든다.

(1) 고정액의 양 : 조직 용적의 10～20배 (일반적으로 고정액 양을 20배로

하는 것이 권장)

(2) 고정시간 : 조직의 크기나 성질, 고정액의 온도, 고정제의 종류에 따라

다르지만, 실온 내지 저온(2～4℃)에서 고정시간은 4～6시간이다(실

온에서는 거의 하루 정도 방치한다).

(3) 고정온도 : 검사재료는 실온(18～20℃), 조직 내 효소를 확인 시에는

2～4℃(생체와 거의 유사한 조건을 나타내기 위해)

3) 수세(Washing)
고정 완료 후 조직 내에 남아 있는 고정액은 조직 검체 제작과정을 방해하고,

인공산물(Artifact)를 만들기 때문에 이를 제거하기 위해서는 흐르는 수돗물에

충분히 수세를 해야만 한다. 수세 시간은 교과서적으로 12～24시간이나,

일반적으로 2～4시간 실시한다.

4) 탈수(Dehydration)
조직 내에 파라핀(Paraffin)을 침투시키기 위해선 조직 수분을 제거하는

과정이다. 급격한 수축을 방지하기 위하여 조직의 수분 농도와 유사하게

알코올의 농도를 천천히 높이면서 탈수를 진행한다. 탈수, 투명, 침투과정은

장시간이 걸리므로 일반적으로 자동조직처리기를 이용한다.
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[그림 2] 탈수 과정

5) 투명화(Clearing)
알코올을 제거해 주며, 침투제인 파라핀과 잘 혼합되게 만드는 과정으로,

일반적으로 자일렌(Xylene)을 사용하나, 인체 유해성의 문제로 이와 유사한

성분의 대체제가 많이 이용되고 있다. 대부분 투명제들은 유기용매로써

조직세포와 비슷한 굴절률을 가지므로 과정 처리 후에 조직이 투명하게 보이는

성질이 있다. 자일렌을 30분씩 3회 처리한다. 일반적으로 자동조직처리기를

이용한다.

6) 침투(Infiltration)
침투과정은 조직 간극이나 세포 사이 공간에 조직에 적당한 강도를 부여하기

위하여 조직내에 침투제를 채우는 과정이다. 60℃의 액체 파라핀이 조직에 잘

침투하도록 진공상태에서, 약 1시간씩 3회 정도 처리한다. 일반적으로

자동조직처리기를 이용한다.

7) 포매(Embedding)
병소 부위 박절하기 위해 파라핀 블록을 제작하는 과정이다. 포매기에서

몰드(Mold)에 박절하기 원하는 부위가 바닥을 향하게 심은 다음, 파라핀을

몰드에 분주하고 -5℃ 냉각판에 놓고 천천히 냉각한다(급속한 냉각은 블록

표면에 금(crack)을 발생시킨다).



Ⅱ. 연구 방법 ‥‥ 13

8) 박절(Sectioning)
박절기(Microtome)을 이용하여 파라핀 블록에서 원하는 조직이나 병소가

포함된 절편을 3～4㎛ 두께로 박절한다. 40～45℃ 가온수조에 절편을 띄운 다음

파라핀절편의 주름을 피고, 슬라이드 글라스에 붙인 다음, 슬라이드 건조기에서

건조한다.

9) 탈파라핀(Deparaffinization)
건조된 슬라이드글라스를 오븐에서 60℃에서 파라핀으로 녹인 다음, 냉각시킨

후 자일렌을 2회 씩 약 5분 정도 처리한다.

10) 함수(Hydration)
세포를 원래 상태 가깝게 만들기 위해 함수를 진행한다. 일반적으로 자동염색

기를 이용한다.

[그림 3] 함수 과정
11) 염색(Staining)
핵은 염기성 염료인 헤마톡실린으로 청자색으로 세포질은 산성염료인

에오신으로 분홍내지 적색으로 염색을 한다. 헤마톡실린은 Mayer와 Harris를

많이 이용하는데 전자는 진행성 염색이고 후자는 퇴행성 염색으로 퇴행성

염색은 염산(HCL)로 헤마톡실린을 탈색한 후 암모니아(Ammonia)로 중화시키는
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과정이 필요하다. 일반적으로 자동염색기를 이용한다.

[그림 4] 염색 과정

12) 탈수(Dehydration) 및 투명화(Clearing)
염색 후 탈수는 수분이 조직 내에 남아 있으면, 조직이 수축을 하므로 이를

방지하기 위함이다. 투명화는 탈수제로 이용한 알코올을 조직 내에서 제거하기

위한 과정이다. 일반적으로 자동염색기를 이용한다.

[그림 5] 탈수 및 투명화 과정

13) 봉입(Mounting)
캐나다 발삼(Candian Balsam) 등 봉입제를 이용하여 커버슬립(Coverslip)을

조직 위에 덮고 건조한다.
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    [그림 6] HE 슬라이드 제작 과정 요약

3. 주사전자현미경 검체 제작 절차

1) 시료의 채취 및 세절(Sampling and Cutting)
관찰하고자 하는 표면적은 넓게하고, 두께는 얇게 시료를 채취하는 것이

좋다(특히, 소장 또는 조직의 표면을 관찰할 경우). 조직을 세절할 경우 약간

길게 1✕1✕4 ㎜ 정도로 자른다. 고정 전에 pH7.2～7.4 정도의 Buffer 또는

Saline을 이용하여 시료 표면의 이물질을 반드시 제거하여야 한다. 특히, 장

경우에는 반드시 필요하다. 그리고 가능한 실험동물이 마취한 상태에서 필요한

조직을 채취한다.
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2) 고정(Fixation) 및 수세(Washing)
(1) 고정의 목적

세포의 자가융해와 구성 성분의 응고를 방지하여 세포의 구조의의 변화를

최소화하기 위하여 고정을 실시한다. 전자현미경의 고정은 Aldehyde 계열을

이용하여 고정하는 전고정과 1% OsO4 후고정을 실시한다.

(2) 고정액 (fixative)의 선택

가) 일반적으로 전고정에는 Aldehyde 계통인 2.5% 정도의 파라포름알데

하이드(Paraformaldehyde)고정액과 2.5%의 글루타르알데하이드

(Glutaraldehyde) 를 많이 사용한다. 이들 고정액은 조직내 침투를 빨

리 하여 조직의 수축 또는 팽창 등의 변화를 최소화시킨다.

나) 투과전자현미경의 조직 고정에는 글루타르알데하이드 단독으로 사용

하거 파라포름알데하이드와 혼합 용액인 karnovsky`s 고정액이 많이

사용되나, 주사전자현미경을 위한 조직 고정시는 글루타르알데하이드

만을 사용하는 경향이 있다.

다) 후고정은 중금속인 1% OsO4를 이용하여 전자밀도(Contrast)를 증가

시킨다.

[그림 7] 고정  절차

(3) 완충액 (Buffer)의 사용

고정액의 pH와 삼투압을 조절을 위하여 완충액을 사용한다. (pH 7.2～7.4)
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Phosphate나 Cacodylate buffer가 많이 사용된다. 고정액들 간의 반응을 방지

하기 위하여 같은 성분의 버퍼로 고정 사이에 세척을 한다.

3) 탈수(Dehydration)
(1) 목적

임계건조 시 사용되는 액체 이산화탄소와 프레온은 수분과 완전히 섞이지

않기 때문에 제거하여야 한다. 건조할 때 생물시료 중 수분이 남아 있으면 물의

표면 장력으로 인해 조직변형이 발생한다.

(2) 탈수방법 및 시간

조직의 성질과 크기 등에 따라서 탈수 시간을 조절할 수 있으나, 탈수 시간이

너무 길면조직으로부터조직이수축하고, 세포 구성성분의유출이 발생할 수있다.

[그림 8] SEM 탈수 과정  
4) 치환(Substitiution)
세포 안에 있는 에탄올을 아밀아세테이트(Amyl Acetate)로 치환한다.

[그림 9] SEM 치환 과정
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5) 임계 건조(Critical Point Drying)
(1) 목적

탈수 후 시료에 남아 있는 탈수용액을 완전히 제거하기 위하여 실시한다.

건조가 불완전할 경우 진공 중에서 시료가 수축되어 이온 코팅(Ion Coating)이

원활히 실시되지 않는다.

(2) 방법

공기 건조, 냉풍건조, 초임계건조 등이 있으며, 통상 일반적인 조직은 초임계

건조 방법을 많이 사용한다. 배양시료와 같이 Petri Dish 채로 건조하는 경우는

TMS(tetrametyl-silane) 또는 HMDS(Hexametyl-Disilazane) 등의 시약을

이용한다.

6) 부착(Mounting)
건조가 완료된 시료는 양면 테이프, 목공용 본드, Slilver Paste 를 이용하여

시료대(Stub)에 부착한다. 관찰시 전하 증가(Charge-Up) 현상이 발생하기

때문에 윗부분을 아래부분 보다 넓게 시료를 트리밍해서 부착시킨다.

7) 이온 증착(Coating)
(1) 목적

비전도성 시료의 도체화, 전자선 손상의 경감, 2차 전자 방출증가를 위해

실시한다.

(2) 방법

일반적으로 이온 코팅기(Ion Coater)를 이용하여 0.05 torr정도로 배기된 챔버

안에서 코팅을 한다. 코팅이온은 Au, Au-Pd, Pt, Pt-Pd 등의 금속을
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이용하는데, 주로 금이온(Au)이 이용되며, 100 - 200 Å정도의 두께로 코팅을

실시한다.

[그림 10] SEM 시료처리 과정 요약  

4. 투과전자현미경 검체제작 절차

1) 시료의 채취 및 세절
전자현미경의 고정액인 글루타르알데하이드는 조직 내 침투 내의 속도가

느리게 때문에 고정에 앞서 조직의 세절이 반드시 필요한다. 세절작업은 절차는

아래와 같다.

(1) 코르크 판위에서 각각 반대 방향으로 잡아 당기면서 1㎣ 이하로 작게

세절한다.
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(2) 고정액을 얼음으로 채운 Petri Dish 내에서 냉각하고, 고정액을 시료

위에 떨어 뜨려 건조를 방지한다.

(3) 피부나 신경 등 방향성이 요구되는 조직은 1✕1✕2 ㎜ 정도로 한쪽

방향을 길해야 포매가 용이하다

(4) 조직을 채취하는데 시간이 지연되거나, 고정이 잘 되지 않는 조직은

관류(Perfusion) 또는 침지(Immersion) 고정한 후 채취한다.

(5) 가능한 실험동물이 마취한 상태에서 필요한 조직을 채취한다.

(6) 1～2분 내로 신속히 고정액에 담아야 한다.

2) 고정(Fixation)
고정액 사용과 절차는 주사전자현미경과 동일하므로 주사전자현미경의 고정

부분을 참조한다.

3) 탈수(Dehydration) 
조직의 성질과 크기 등에 따라서 탈수 시간이 달라지나 가능한 짧은 시간내에

실시한다. 탈수시간이 너무 길면 조직으로부터 물질의 유출과 조직의 수축이

일어 날수 있다. 탈수시간이 너무 짧으면, 탈수가 불완전하여, 포매과정에서 조직

제작 시 많은 어려움이 발생하게 된다. 탈수제로는 아세톤(Acetone)과 알코올

(Ethanol)이 주로 이용되며, 아세톤을 사용하면 지질 보존효과가 우수하고,

포매제인 에폭시 수지(Epoxy resin)와 혼합이 잘되어 치환제가 불필요하지만

흡습성이 강하여 조직이 수축되기 쉽고, 탈수가 불완전할 우려가 있다. 반면,
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에탄올은 에폭시 수지와 잘 섞이지 않으므로 치환제로서 QY-1(N-butyl Glycidyl

Ether)와 프로필렌 옥사이드(Propylene Oxide)를 사용하는 편이 좋지만,

탈수능력이 우수하여 주로 에탄올을 이용하고 있다.

탈수는 아래 그림과 같이 진행된다.

[그림 11] TEM 탈수 절차   

4) 치환 (Substitution) 및 침투(Infiltration)
포매 수지가 조직 내에 잘 침투하도록 프로필렌옥사이드가 중간제 역할을

한다. 모든 과정은 교반을 시켜주어야 한다.

치환 및 침투는 아래 그림과 같이 진행된다.

[그림 12] TEM 치환 및 침투 절차  

5) 포매
상품화 된 Epon 812 포매제에 경화제인 NMA(Nadic Methyl Anhydride),

DDSA(Dodecenyl Succinic Anhydride)와 경화 가속제로 DMP-30 (Tridimethyl

Phenol)를 일정 용량비율로 첨가하여 완전히 혼합한다. NMA의 용량이 DDSA의

용량에 비해서 비율이 높으면 블록(Block)은 단단해 지고, 반대로 NMA가 적고,

DDSA가 비율이 높으면 블록이 연해진다. 따라서, 공기중의 습도 등 실험조건에
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따라 혼합비율을 조정할 필요가 있다. 진탕기(Magnetic Stirrer) 또는 유리봉을

이용하여 혼합액을 20~30분간 충분히 섞어준다. 혼합 과정에서 발생하는 기포는

진공건조기(Vacuum Desicator)를 이용하여 완전히 기포를 제거한다. 사용하지

않을 경우는 완전히 밀봉하여 냉동 또는 냉장온도로 보관해서 사용하나 최대한

당일 제조해서 사용하는 것이 좋다. 그런다음 38℃ 12시간, 45℃ 12시간, 60℃

24시간동안 오븐에서 경화를 시킨다.

가) 용량에 의한 조제법

- A액 : Epon 812 (포매제) 62ml

- B액 : Epon 812 100ml

DDSA(연성 경화제) 100ml

NMA (경성경화제) 89ml

DMP-30(중합 촉진제) 1.5%

6) 트리밍(Trimming)
블록에서 불필요한 부분을 제거하며 절편이 연속적으로 박절이 잘되도록

사다리꼴 모양을 만들어 준다. 해부현미경 하에서 면도칼을 사용하여 해당되는

시료만 포함되도록 작게 블록을 트리밍한다.

7) 준초박절(Semithin)
가) 초박절편기를 이용하여 절편을 0.5～2 ㎛ 두께로 자른다.

나) 수면 위에 절편을 Loop나 Eyelash로 건져서 슬라이드글라스에 옮긴다.

다) 절편에 붙은 슬라이드 글라스를 Hot Plate에서 가열하여 건조한다.

라) 절편 위에 Toluidine Blue나 Methylene Blue로 염색액을 한 방울을 떨어

뜨려 Hot Plate로 가열하여 건조한다.

마) 염색이 되도록 적절히 세척한 후 광학현미경으로 관찰한다.
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8) 초박절(Thin Section)
가) 광학현미경으로 절편을 관찰한 후 필요한 부분만이 남도록 블록을

재트리밍한다.

나) 조동나사와 미동나사를 조절하여 블록을 칼날에 접근시 수동으로

상하운동을 하여 절편을 만든다.

다) 시료표면이 전체가 잘리면 박절기를 자동모드로 전환하고 절편에

반사되는 빛깔로 두께를 확인하여 알맞은 두께(70～80 ㎚)가 되도록

박절한다.

라) 일정한 두께의 절편이 연속적으로 리본 모양으로 생산 되면 이를

그리드(Grid)로 뜬다.

9) 염색
가) Petri Dish에 파라핀 필름(Paraffin Film)을 깔고 Uranly Acetate

염색액을 한 방울 떨어뜨린 후 그리드를 절편이 있는 면으로 부유시켜

15～30분간 염색한다.

나) 염색이 완료된 그리드는 증류수를 담은 비커에 40～50회 수세한다. 이때

그리드를 놓치지 않도록 주의한다.

다) 여과지에 그리드의 물기를 흡수시켜 건조시킨다.

라) 위와 동일한 방법으로 Lead Citrate로 그리드를 5～10분간 염색하고 수세,

건조한다.
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[그림 13] TEM 시료처리 과정 요약 

4. 광학현미경과 전자현미경 상에서 호흡기계 조직 손상 관찰 및 손상 지표

고찰

대상시험의 시료에서 광학현미경 상에서 관찰한 호흡기계 조직 손상 지표와

주사 또는 투과전자현미경상에서 호흡기계 조직 손상 지표를 다양한 배율에서

관찰비교하고 이에 대해 고찰한다.
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Ⅲ. 연구 결과
1. 광학현미경과 전자현미경 상에 호흡기계 조직 손상 관찰

1) 랫드를 이용한 Calcium Sulfate(CAS No. 10034-76-1)의 급성흡입독성시험
(1) 광학현미경 상에서 비강 조직 관찰 결과

고용량군 랫드의 비강 Level 1, 2, 3에서 각화상피세포, 호흡상피세포, 이행상피

세포, 후각상피세포, 후각신경, 골조직, 연골 등을 중심으로 관찰하였으나, 비갑개

점막 하의 혈관의 충혈을 제외하고는 섬모 손상 등 특이적인 소견은 관찰되지 않

았다(그림 14 A, B, C).

 [그림 14A] 랫드를 이용한 Calcium Sulfate의 급성흡입독성시험의 비강 사진, 비강에서 
특이적인 소견은 관찰되지 않았다, HE, ✕25.        
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[그림 14B] 랫드를 이용한 Calcium Sulfate의 급성흡입독성시험의 비강 사진,  비갑개의 
점막하 혈관에서 충혈(화살표)이 관찰되었다, HE, ✕200.

[그림 14C] 랫드를 이용한 Calcium Sulfate의 급성흡입독성시험의 비강 사진, 비갑개의 
호흡상피세포에서 섬모 소실 등 손상과 관련 된 소견이 관찰되지 않았다, HE, ✕400.    
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(2) 주사전자현미경 상에서 비강 조직 관찰 결과

비갑개 점막 부위에서 산발적인 이행상피세포 탈락이 관찰되었다(그림 15A).

실모양의 섬유소와, 적혈구로 추정되는 물질이 혼재되어 있었다 (그림 15B). 작은

알갱이 모양의 혈소판이 섬유소와 탈락 상피로 추정되는 구조물과 혼재되어

있는 것이 관찰되었다(그림 15C). 따라서, 본 소견을 종합해 볼 때 비강의

표면에서 국소적으로 미세출혈이 있었던 것으로 판단되었다.

[그림 15A] 랫드를 이용한 Calcium Sulfate의 급성흡입독성시험의 비강 사진,  비갑개 점막 
부위에서 이행상피세포의 탈락(화살표)이 일부 관찰되었다, SEM, ✕500. 
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[그림 15B] 랫드를 이용한 Calcium Sulfate의 급성흡입독성시험의 비강 사진, 실모양의 
섬유소성 물질(화살표)이 관찰되었다. 탈락 상피와 함께 세포성분(별표)이 있는 것이 

확인되었다, SEM, ✕5,000.

[그림 15C] 랫드를 이용한 Calcium Sulfate의 급성흡입독성시험의 비강 사진, 알갱이 
모양의 혈소판이 섬유소와 탈락 상피로 추정되는 구조물과 혼재되어 있는 것이 관찰되었다, 

*
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SEM, ✕20,000.
2) 랫드를 이용한 Methyl Formate(CAS No. 107-31-3) 아만성 흡입독성시험
(1) 광학현미경 상에서 비강 조직 관찰 결과

고용량 투여군 랫드의 비강 Level 3의 사골갑개 부위에서 미만성으로 상피

세포질이 염색성이 호산성으로 변화하였고, 세포의 탈락 등이 관찰되었다(그림

16A 및 B). 그리고 후각 상피세포의 섬모가 소실되었으며, 상피 탈락, 세포

층구조 소실 및 핵의 응축이 관찰되었다(그림 16C). 따라서, 본 소견은 후각

상피 세포 변성(Olfactory Epithelium Degeneration)으로 진단하였다



[그림 16A] 랫드를 이용한 Methyl Formate의 아만성 흡입독성시험의 비강 사진, 사골갑개 
부위에서 미만성으로 상피 세포질이 염색성이 호산성으로 변화하였고, 세포의 탈락 등이 

관찰되었다(화살표), HE, ✕25.  
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[그림 16B] 랫드를 이용한 Methyl Formate의 아만성 흡입독성시험의 비강 사진, 사골갑개 
점막 부위에서 후각상피 세포 탈락(화살표)이 관찰되었다, HE, ✕200.



[그림 16C] 랫드를 이용한 Methyl Formate의 아만성 흡입독성시험의 비강 사진, 후각 
상피세포의 섬모가 소실되었으며(화살표), 상피 탈락(별표), 세포 층구조 소실 및 핵의 

응축(화살표 머리)이 관찰되었다, HE, ✕400.        

* ▼
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(2) 투과전자현미경 상에서 비강 조직 검경 결과

후각상피의 신경지각후각세포, 지지세포 간의 공간의 확장이 관찰되었고, 이들

세포의 섬모소실이 관찰되었다(그림 17A). 상피의 하단 부위에서는 후각신경지

각세포의 핵소체의 응축이 관찰이 관찰되었다(그림 17B). 일부세포의 세포질에서

는 다수의 공포화(Vacuolation)가 관찰되었다(그림 17C).



[그림 17A] 랫드를 이용한 Methyl Formate의 아만성 흡입독성시험의 비강사진, 
후각상피세포의 신경지각후각세포와 지지세포 사이의 공간확장(별표)이 관찰되었고, 이들 

세포의 섬모가 소실된 것 관찰되었다(화살표), TEM, ✕1,500.

*
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▼

[그림 17B] 랫드를 이용한 Methyl Formate의 아만성 흡입독성시험의 비강사진, 
신경지각후각세포의 핵소체 응축(화살표) 및 세포질의 세포소기관(화살표머리)의 소실이 

관찰되었다, TEM, ✕2,750.



[그림 17C] 랫드를 이용한 Methyl Formate의 아만성 흡입독성시험의 비강사진, 일부세포의 
세포질에서 공포화가 다수 관찰되었다(화살표), TEM, ✕3,500.
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3) 흡입독성자료를 활용한 희토류 물질의 인체 무영향 도출 연구
(1) 광학현미경 상에서 폐 조직 관찰 결과

고용량군 랫드에서 미만성으로 폐포의 내강에 창백한 호산성 물질(Eosinophilic

Material)이 차 있는 것이 관찰되었다(그림 18A). 고 배율에서 폐포 내강에는

호산성물질이 차 있었고, 일부 폐포 내에서 제2형 폐포 세포들이 미미하게 비대

되어 있는 것이 관찰되었다(그림 18B 및 C). 따라서, 본 소견은 폐포

지질단백증(Alveolar Lipoproteinosis)으로 진단하였다.

[그림 18A] 흡입 독성자료를 활용한 희토류 물질의 인체 무영향 도출연구의  랫드 폐 사진, 
폐포에 호산성 물질이 차있는 것이 관찰된다. HE, ✕50.  
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[그림 18B] 흡입 독성자료를 활용한 희토류 물질의 인체 무영향 도출연구의  랫드 폐 사진, 
폐포 내에 호산성 물질(화살표)이 차있는 것이 관찰된다, HE, ✕200.       


▼

[그림 18C] 흡입 독성자료를 활용한 희토류 물질의 인체 무영향 도출연구의  랫드 폐 사진, 
폐포 내강에 호산성물질(화살표)이 차 있었고 일부 폐포 내에서 제2형 폐포세포가 미미하게 

비대(화살표 머리)되어 있는 것이 관찰되었다, HE, ✕400.       





Ⅲ. 연구 결과 ‥‥ 35

(2) 투과전자현미경 상에서 폐 조직 검경 결과

폐포 내강의 단백질성 물질사이로 전자밀도가 높인 입자가 관찰되었다(그림

19A). 그리고 폐포의 제2형 폐포상피의 세포질에서 층판소체(Lamellar body)의

확장이 공포화로 다수가 관찰되었다. 핵에서는 진정색질(Euchromatin) 부위가

이질염색질(Heterochromatin) 부위보다 커진 것이 관찰되었다(그림 19B).



[그림 19A] 흡입 독성자료를 활용한 희토류 물질의 인체 무영향 도출연구의  랫드 폐 사진, 
폐포 내강의 단백질성 물질사이로 전자밀도가 높은 입자(화살표)가 확인되었다, TEM, ✕1,500. 
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▼

[그림 19B] 흡입 독성자료를 활용한 희토류 물질의 인체 무영향 도출연구의  랫드 폐 사진, 
제2형 폐포상피의 세포질에서 층판소체의 확장(화살표)이 관찰되었다). 핵에서 진정염색질 

부위가 넓게 확장되었다(화살표 머리), TEM, ✕5,000. 
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4) 실험동물을 이용한 나노 란탄산화물(La2O3)의 흡입독성 연구
(1) 광학현미경 상에서 폐 조직 관찰 결과

고용량 군 랫드에서 폐포의 내강에 비정상적인 구조물이 미만성으로 차 있는

것이 확인되었다(그림 20A). 일부 폐포에서 조직구로 이루어진 염증세포가

침윤되어 있는 것이 관찰되었으며, 그 주위로 죽은 폐포 대식세포 및 탈락세포가

관찰되었다(그림 20B 및 C). 대부분의 폐포의 내강은 거품성의 대식세포(Foamy

Alveolar Macrophage)가 가득차 있었으며, 일부 폐포 상피는 제2형 폐포세포

증식(Type II Alveolar Cells Hyperplasia)가 관찰되었다(그림 20D 및 E). 따라서,

본 소견은 폐포 조직구증(Alveolar Histocytosis)로 진단하였다.

[그림 20A] 실험동물을 이용한 나노 란탄산화물(La2O3)의 흡입독성 연구의 랫드 폐 사진, 
폐포의 내강이 비정상적인 구조물로 미만성으로 차 있는 것이 확인되었다, HE, ✕50.     
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[그림 20B] 실험동물을 이용한 나노 란탄산화물(La2O3)의 흡입독성 연구의 랫드 폐 사진, 
일부 폐포에서 염증세포가 침윤(화살표)되어 있는 것이 관찰되었으며, 주위로 괴사된 폐포 

대식세포가 관찰되었다(별표), HE, ✕200.



[그림 20C] 실험동물을 이용한 나노 란탄산화물(La2O3)의 흡입독성 연구의 랫드 폐 사진, 
염증세포는 주로 대식세포로 이루어져 있었다(화살표), HE, ✕400.    

*
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[그림 20D] 실험동물을 이용한 나노 란탄산화물(La2O3)의 흡입독성 연구의 랫드 폐 사진, 
대부분의 폐포 내강에서 거품성의 대식세포(화살표)가 가득 차 있었다, HE, ✕200.       



[그림 20E] 실험동물을 이용한 나노 란탄산화물(La2O3)의 흡입독성 연구의 랫드 폐 사진, 
HE,  폐포 내강에서 거품성 대식세포(화살표)가 관찰되고, 폐포상피에서 제2형 폐포세포 

증식(별표)이 관찰되었다, HE, ✕400.    *
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(2) 투과전자현미경 상에서 폐 조직 검경 결과

폐포 내강의 폐포 대식세포의 세포질에서 다수의 층판소체와 전자밀도 높은

입자가 관찰되고, 세포 주위로 단백질성 물질이 관찰되었다(그림 21A). 그리고

폐포의 제2형 폐포상피세포의 세포질에서는 층판소체의 확장이 공포화로

관찰되고, 기저막과 세포질 사이에 공간이 확장이 되었으며, 미토콘드리아에서

전자밀도가 높은 입자의 축적이 관찰되었다. 또한, 핵에서 진정염색질 부위가

이질염색질부위보다 넓게 관찰되었다(그림 21B).

*

▼

[그림 21A] 실험동물을 이용한 나노 란탄산화물(La2O3)의 흡입독성 연구의 랫드 폐 사진,  
폐포 내강의 폐포 대식세포의 세포질에서 층판소체(화살표)가 다수 관찰되었고, 전자밀도가 높은 
입자(별표)가 관찰되었으며, 주위로는 단백질성 물질(화살표 머리)이 관찰되었다, TEM,✕3,500.
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*

▼


⇩

[그림 21B] 실험동물을 이용한 나노 란탄산화물(La2O3)의 흡입독성 연구의 랫드 폐 사진, 
제2형 폐포상피세포의 세포질에서 층판소체의 확장(검은 화살표) 및 미토콘드리아에서 
전자밀도가 높은 입자(흰화살표)가 관찰되었다. 그리고 기저막과 세포질사이 공간이 확장된 
것이 관찰되었다(별표). 또한 핵에서 진정염색질 부위가 넓게 확장되었다(검은화살표 머리), 

TEM, ✕8,800.
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5) 화학물질 노출에 의한 유전자돌연변이(발암)의 조기 확인(II)(실험동물을 
이용한 고감도 발암성 확인기법의 검증)
1) 광학현미경 상에서 폐 조직 관찰 결과

6주 및 11주 투여군에서 정상 폐조직과 경계가 명확한 청자색의 병소가 관찰

되었으나 주변조직으로 침습은 관찰되지 않았다(그림 22A). 병소는 원주 또는

입방상피가 유두상 구조를 이루고 있었다. 구성 세포는 세포의 핵과 세포질의

비율은 높았으나 대부분 균일한 형태를 하고 있었으며, 세포 다형성(Cellular

Pleomorphism)과 유사분열 (Mitotic Figure)은 관찰되지 않았다. 따라서, 소견은

세기관지-폐포 샘종(Bronchiolo-Alveolar Adenoma)로 진단하였다(그림 22B 및 C).



[그림 22A] 화학물질 노출에 의한 유전돌연변이(발암)의 조기 확인(II)(실험동물을 이용한 
고감도 발암성 확인기법의 검증)의 마우스 폐 사진, 정상 주변조직과 구별되는 명확한 경계를 

가진 병변이 관찰된다(화살표), HE, ✕50.    
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[그림 22B] 화학물질 노출에 의한 유전돌연변이(발암)의 조기 확인(II)(실험동물을 이용한 
고감도 발암성 확인기법의 검증)의 마우스 폐 사진, 종양을 구성하는 세포들이 유두상 

구조(화살표)를 이루고 있다, HE, ✕200.    

[그림 22C] 화학물질 노출에 의한 유전돌연변이(발암)의 조기 확인(II)(실험동물을 이용한 
고감도 발암성 확인기법의 검증)의 마우스 폐 사진, 종양은 핵과 세포질의 비율이 큰 
호염성의 원주 또는 입방상피들(화살표)로 균일하게 구성되어 있다, HE, ✕400.       
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(2) 투과전자현미경 상에서 폐 조직 검경 결과

종양세포는 층판 소체가 특징적으로 관찰되는 제2형 폐포상피세포로 이루어

있는 것으로 확인하였다(그림 23A). 종양의 핵에서 진정염색질 부위가

이질염색질 부위보다 넓게 관찰되었다. 세포질에서는 층판소체가 특징적으로

관찰되었다(그림 23B).



[그림 23A] 화학물질 노출에 의한 유전돌연변이(발암)의 조기 확인(II)(실험동물을 이용한 
고감도 발암성 확인기법의 검증)의 마우스 폐 사진, 종양세포가 제2형 폐포상피세포로 구성된 

것이 확인되었다(화살표), TEM, ✕2,000. 



Ⅲ. 연구 결과 ‥‥ 45



*

[그림 23B] 화학물질 노출에 의한 유전돌연변이(발암)의 조기 확인(II)(실험동물을 이용한 
고감도 발암성 확인기법의 검증)의 마우스 폐 사진, 종양의 핵에서 진정염색질(화살표) 부위가 
확장되었고, 세포질에서는 확장된 층판소체(별표)가 다수 관찰되었다, TEM, ✕5,000. 
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Ⅳ. 고 찰

본 연구에서는 화학물질독성연구실에서 2016년까지 수행한 GLP 시험 및 연구

과제의 고정조직 중에서 비강 또는 폐에서 호흡기계 손상이 있는 시험을 선별하

여 광학현미경 검체제작, 주사전자현미경 또는 투과전자현미경 검체제작을 하여

소견을 관찰 비교하였다.

랫드를 이용한 Calcium Sulfate 급성 흡입독성시험에서는 고용량 노출군의 랫

드의 비강 조직을 광학 현미경으로 관찰한 결과, 비갑개 점막 하의 충혈 소견이

관찰되었으나, 이는 정상적 범위 안에서 관찰될 수 있는 소견으로 판단되었으며,

그 외 특이적인 소견은 관찰되지 않았다. 하지만 주사전자현미경에서 관찰한 결

과, 비강 Level 1의 비갑개 점막 부위에서 산발적인 이행상피세포 탈락이 관찰되

었고, 실모양의 섬유소와, 적혈구, 혈소판 및 섬유소가 탈락 상피로 추정되는 구

조물과 혼재되어 있는 것이 관찰되었다. 본 소견으로 비강의 표면에서 국소적으

로 미세출혈이 있었던 것으로 판단되었다. 하지만 단 1례에서 국소적으로 관찰되

어 시험물질에 의한 영향보다는 비부 노출에 의한 흡기 시 물리적 자극 등 우발

적 요인으로 인한 발생으로 사료된다.

랫드를 이용한 Methyl Formate 아만성 흡입독성시험에서는 Methyl Formate

고용량군의 랫드에서 비강 Level 3의 사골갑개 부위를 광학현미경에서 관찰한 결

과, 후각 상피세포의 섬모가 소실되었으며, 상피 탈락 관찰, 세포 층구조 소실 및

핵의 응축이 관찰되었다. 따라서, 본 소견은 후각상피 세포 변성으로 진단하였다.

투과전자현미경에서 관찰한 결과, 후각상피의 신경지각후각세포, 지지세포, 기저

세포 등 이들 세포 사이의 공간의 확장이 관찰되었고, 신경지각후각세포, 지지세

포의 섬모소실이 관찰되었으며, 일부 신경지각후각세포의 핵소체의 응축과 세포

소기관 소실이 관찰되었다. 일부 세포의 세포질에서는 다수의 공포화가 관찰되었
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다. 후각상피세포와 호흡상피는 화학물질의 자극에의해 손상을 받기 쉬운 조직이

다(이영순 등, 1998). 후각상피세포의 세포 사이 공간 확장은 페쇄띠, 부착띠, 부

착반등 세포 간의 연접 구조물들의 손상에 의해 발생한다(Norman FC, 2009). 공

포화가 발생한 세포를 정확히 확인 할 수 없었으나, 후각신경 상피세포는 손상

초기에 세포질의 공포화등이 발생한다(이영순 및 장자준 등, 1998). 신경지각후각

세포는 주위 지지세포보다 세포 변성이 심한데, 신경세포는 산화적 손상, 혈류통

한 당공급 장애에 취약해 다른 조직보다 손상이 입기 쉽다(McGavin MD and

Zachary JF, 2007).

흡입독성자료를 활용한 희토류 물질의 인체 무영향 도출 연구에서는 고용량

나노 네오디움 산화물 고용량군 랫드의 폐를 광학현미경에서 관찰한 결과, 폐포

의 내강 안에 창백한 호산성 물질이 차 있는 것이 관찰되었다. 그리고 폐포 내에

서 제2형 폐포 상피세포들이 미미하게 비대 되어 있는 것이 관찰되었다. 따라서,

본 소견은 폐포 지질단백증으로 진단하였다. 폐포 지질단백증은 실리카(Slilica),

석면(Abestos) 등 분진, Nitrogen oxide 등 Gas, Ambroxol 등 수용성 용제 뿐만

아니라 Amiodrone, Chlorimipramine, Clofibrate 등 약물의 독성시험에서도 확인

된 봐 있다(Hook GE, 1991). 투과전자현미경에서 관찰한 결과, 폐포 내강의 단백

질성 물질과 함께 단백질성의 시험물질이 관찰되었다. 그리고 폐포의 제2형 폐포

상피의 세포질에서 층판소체의 확장이 관찰되었다. 또한, 핵의 진정염색질 부위

가 이질염색질 부위보다 커진 것이 관찰되었다. 폐포 내강 내에서 관찰되는 단백

질성 물질은 계면활성제로 제2형 폐포세포의 층판소체에서 유래되는 것으로 알

려져 있으며(Hook GE, 1991), 인지질 및 단백질 성분으로 폐포로 분비되어 폐포

의 허탈을 막는 역할을 하는 것으로 알려져 있다(이준섭 등, 2001). 이런 인지질

성분의 폐포 내 축적은 호흡기능부전 또는 호흡곤란을 유발할 수 있다(Hook GE,

1991). 폐포내강 내 전자밀도가 높은 입자는 시험물질인 나노입자로 사료되며, 단

백질성 물질인 계면활성제와 같이 내강 내에서 관찰되었다. 따라서, 시험물질이

제2현 폐포 상피로 흡수 되었다가 계면활성제를 통해서 내강 분비되었을 가능성
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이 있다. 제2형 폐포세포에서 층판소체는 주로 공포화로 관찰되거나, 전형적인 형

태와 다르게 관찰되었다. 이것은 조직전처리 과정에서 막변성에 의해 유발 될수

있는 것으로 보고되고 있다(Takayama et al. 1994, 1995). 또한, 핵에서 진정염색

질 부위보다 이질염색질 부위가 많이 관찰되는 것은 세포가 활동인 상태로 판단

할 수 있다(이준섭 등, 2001). 따라서, 광학현미경에서 제 2형 세포 비대 소견과

일치한다.

실험동물을 이용한 나노 란탄산화물(La2O3)의 흡입독성 연구에서는 나노란탄

산화물 고용량군 랫드의 폐를 광학현미경에서 관찰한 결과, 폐포의 내강이 대부

분 거품성의 대식세포가 가득 차 있는 것이 확인되었으며, 일부 폐포에서 조직구

로 이루어진 염증세포가 침윤되어 있는 것이 관찰되었으며, 그 주위로 죽은 폐포

대식세포 및 탈락세포가 관찰되었다. 그리고 일부 폐포 상피에서는 제2형 폐포세

포 증식이 관찰되었다. 따라서, 본 소견은 폐포 조직구증으로 진단하였다. 투과전

자현미경에서 관찰한 결과, 폐포 내강의 폐포 대식세포의 세포질에서 다수의 층

판소체와 전자밀도 높은 입자와 세포 주위로 단백질성 물질이 관찰되었다. 그리

고 폐포의 제2형 폐포상피세포의 세포질에서는 층판소체의 확장 및 기저막과 세

포질 사이에 공간이 확장되고, 미토콘드리아에서 시험물질의 축적이 관찰되었다.

핵에서 진정염색질 부위가 이질염색질부위보다 넓게 관찰되었다. 폐포 대식세포

내 층판소체는 제2형 폐포상피의 층판소체와 동일한 유래로 판단되며, 폐포세포

내 층판 소체는 선행된 폐포 지질단백증에서 폐포 대식세포가 폐포 계면활성제

를 과도하게 탐식하여 발생한 것으로, 이는 광학현미경 상에서 관찰되는 거품성

대식세포 형태의 원인으로 판단된다. 보통, 폐포 계면 활성제는 폐포 대식세포에

의해 분해되는데 이런 폐포 조직구증은 인지질 성분을 분해하지 못하고 축적되

었을 때 발생한다(Boorman GA, 1990). 그리고 전자밀도가 높은 입자가 폐포 대

식세포 내에서 관찰되었는데, 이는 시험물질 나노입자로 사료된다. 제2형 폐포 세

포의 미토콘드리아에서 시험물질인 나노입자의 축적이 관찰되었는데, 나노 카디
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움 산화물을 ICR 마우스에 노출한 시험에서도 이와 유사하게 시험물질인 나노입

자가 미토콘드리아에서 관찰되었다(Dumkova J et al, 2016). 또한, 기저막과 세포

질 사이의 확장은 기저막 손상에 의해서 발생 된 것으로 사료되며, 이는 기존 문

헌에서도 보고되고 있다(Norman FC, 2009). 그리고, 핵에서 진정염색질 부위 증

가는 세포 활동성 증가 지표로 알려져 있다(Norman FC, 2009). 따라서, 광학현미

경 상에서 제2형 폐포세포 증식과 일치한다.

화학물질 노출에 의한 유전자돌연변이(발암)의 조기 확인(II)(실험동물을

이용한 고감도 발암성 확인기법의 검증) 연구에서는 우레탄 투여군 마우스의

폐를 광학현미경서 관찰한 결과, 정상 폐조직과 경계가 명확한 청자색의 병소가

관찰되었으나, 주변조직으로 침습은 관찰되지 않았다. 세포의 세포질은 호염성인

원주상피로 유두상 구조를 이루고 있었다. 세포의 형태는 대부분 일정하였으며,

세포 다형성과 유사분열은 관찰되지 않았다. 따라서, 본 소견은 세기관지-폐포

샘종로 진단하였다. 투과전자현미경에서 관찰한 결과, 핵에서 진정염색질 부위가

이질염색질 부위보다 넓게 관찰되었고, 종양의 세포질에서는 층판 소체가 다수

관찰되었으므로, 종양이 제2형 폐포상피 세포로부터 유래된 것을 확인할 수

있었다. 기존 문헌에서도 폐포-기관지 샘종이 폐포의 제2형 폐포상피세포 또는

기관지의 클라라 세포에서 유래되는 것으로 알려 있다(Boorman GA, 2009).

그리고 핵에서 진정염색질 부위 보다 이질염색질 부위가 많이 관찰되는 것은

종양이 활동성으로 증식하고 있는 것으로 판단할 수 있다(이준섭 등 2001).
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Ⅴ. 결  론

본 연구는 생물시료의 전자현미경 검체 제작 및 판독 기법 확립을 하고 화학물

질독성연구실에서 그동안 수행한 흡입독성시험에서 대표적인 호흡기계 손상 소

견을 광학 현미경과 전자현미경을 이용하여 비교 확인하였다.

1. 랫드를 이용한 Calcium Sulfate 급성 흡입독성시험에서는 고용량 노출군의

랫드의 비강을 광학현미경에서 관찰한 결과, 비갑개 점막 하 충혈 소견이 관찰되

었으나, 이는 부검 시 정상적인 범위 안에 관찰될 수 있는 정도로 판단되었으며,

그 외 특이적인 소견은 관찰되지 않았다. 하지만 주사전자현미경에서 관찰 한 결

과, 비강 Level I의 비갑개 점막 부위에서 산발적인 이행상피세포 탈락이 관찰

되었고, 실모양의 섬유소와, 적혈구, 혈소판 및 섬유소가 탈락 상피로 추정되는

구조물과 혼재되어 있는 것이 관찰되었다. 따라서 본 소견은 미세출혈로 판단되

었다.

2. 랫드를 이용한 Methyl Formate 아만성 흡입독성시험에서는 Methyl

Formate 고용량군 랫드의 비강의 Level 3의 사골갑개 부위를 광학현미경에서 관

찰한 결과, 후각 상피세포의 섬모가 소실되었으며, 상피의 공포화 관찰, 세포 층

구조 소실 및 핵의 응축이 관찰되었다. 따라서, 이는 후각상피 세포 변성으로 판

단되었다. 투과전자현미경에서 관찰한 결과, 후각상피의 신경지각후각세포, 지지

세포 간의 공간의 확장이 관찰되었고, 이들 세포의 섬모소실이 관찰되었다, 신경

지각후각세포의 핵소체의 응축과 세포질에서 세포소기관 소실이 관찰되었다. 일

부 세포의 세포질에서는 다수의 공포화가 관찰되었다.
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3. 흡입독성자료를 활용한 희토류 물질의 인체 무영향 도출 연구에서는 나노 네

오디움 산화물 고용량군 랫드의 폐를 광학현미경에서 관찰한 결과, 폐포의 내강

안에 창백한 호산성 물질이 차 있는 것이 관찰되었다. 그리고 폐포 내에서 제2형

폐포 상피세포들이 미미하게 비대 되어 있는 것이 관찰되었다. 따라서 이는 폐포

지질단백증으로 판단된다. 투과전자현미경 관찰 시, 폐포 내강의 단백질성 물질

과 전자밀도가 높은 시험물질인 나노입자가 관찰되었다. 그리고 폐포의 제2형 폐

포상피세포의 세포질에서 확장된 층판소체가 다수 관찰되었다. 또한, 핵의 진정

염색질 부위가 이질염색질 부위보다 커진 것이 관찰되었다.

4. 실험동물을 이용한 나노 란탄산화물(La2O3)의 흡입독성 연구에서는 나노

란탄 산화물 고용량 노출군의 랫드의 폐를 광학현미경에서 관찰 한 결과, 폐포의

내강이 대부분 거품성의 대식세포가 가득 차 있었으며, 일부 폐포에서 조직구로

이루어진 염증세포가 침윤되어 있는 것이 관찰되었으며, 그 주위로 죽은 폐포 대

식세포 및 탈락세포가 관찰되었다. 그리고 일부 폐포 상피에서는 제2형 폐포세포

증식이 관찰되었다. 따라서, 본 소견은 폐포 조직구증으로 판단하였다. 투과전자

현미경에서 관찰 결과, 폐포 내강의 폐포 대식세포의 세포질에서 다수의 층판소

체와 전자밀도 높은 시험물질인 나노 입자가 관찰되었으며, 세포 주위로 단백질

성 물질이 관찰되었다. 그리고 폐포의 제2형 폐포상피세포의 세포질에서는 층판

소체의 확장 및 기저막과 세포질 사이에 공간이 확장되고, 미토콘드리아에서 시

험물질의 축적이 관찰되었다. 핵에서 진정염색질 부위가 이질염색질부위보다 넓

게 관찰되었다.

5. 화학물질 노출에 의한 유전자돌연변이(발암)의 조기 확인(II)(실험동물을

이용한 고감도 발암성 확인기법의 검증)에서 우레탄 투여군 마우스의 폐를 광학

현미경에서 관찰한 결과, 정상 폐조직과 경계가 명확한 청자색의 병소가 관찰되
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었으나 주변조직으로 침습은 관찰되지 않았다. 세포의 세포질은 호염성인 원주상

피로 유두상 구조를 이루고 있었다. 세포의 형태는 대부분 일정하였으며, 세포 다

형성과 유사분열은 관찰되지 않았다. 따라서, 소견의 진단명은 세기관지-폐포 샘

종로 진단하였다. 투과전자현미경에서 관찰한 결과, 종양은 제2형 폐포상피세포

유래인 것을 확인하였으며, 핵에서 진정염색질 부위가 이질염색질 부위보다 넓게

관찰되었고, 종양의 세포질에서는 층판소체가 관찰되었다.
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Abstract

A Study on the Injury of Respiratory System Using

Electron Microscopy in Toxicity Study

Yong-Hoon Lee, Yong Hyun Chung, Jeong-Hee Han

Chronic Inhalation Toxicity Research Center,

Occupational Safety and Health Research Institute, KOSHA

#339-30, Exporo Yuseong-Gu, Daejeon 305-380, Korea

Objectives

Respiratory system of workers is mainly affected by chemicals exposed in

factory. High sensitive diagnostic technique is demanded to identify chemical

damaging the respiratory system in toxicity studies. Electron microscopy can

provide the information for the ultrastructural changes of organelle, distribution

of test substance, and the ultrastructural changes of cell surface because the

specimen can be observed using it at one million of magnifications to the

maximum. Therefore, the objective of this study is to establish the method of

electron microscopy sample processing for biological specimen and characterize

the lesions of respiratory system using electron microscopy.
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Methods

In this study, we collected organs of respiratory system from toxicity

studies conducted in Occupational Safety and Health Research Institue and

processed them for light and electron microscopic examination. And then, we

compared them and characterize the ultrastructural lesions of respiratory

system in toxicity studies.

Results

In acute toxicity study of calcium sulfate in rats, congestion of vessel in

level 1 of nasal cavity was observed in rat exposed to high dose in light

microscopic examination. But, this is not considered as test substance-related

change because it could be caused accidently during necropsy. However,

transitional cells were detached and fibrins, erythrocytes, and platelets was

mixed in nasoturbinates of level 1 in nasal cavity in SEM examination.

In subchronic toxicity study of methyl formate in rats, loss of cilia,

sloughing of epithelial cells, loss of cell layer and pyknosis in olfactory

epithelium of level 3 of nasal cavity was observed in rat exposed to high dose

in light microscopic examination. This result indicated this lesion is

degeneration of olfactory epithelium. Loss of cilia of olfactory neurosensory

cell, sustentacular cells, enlarged intercellular space, condensation of nucleolus

and loss of cell organelles of olfactory neurosensory cell in olfactory epithelium

were observed in ethmoturbinates of level 3 of nasal cavity in TEM

examination. Also, vacuolation of cytoplasm in some cells was observed.

In study on a 4-week inhalation toxicity study of nano-sized neodium

oxide aerosols followed by a 4-week recovery in Sprague-Dawley rats. Pale

eosinophilic materials in alveolar lumens of lung and minimal hypertrophy of
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type II alveolar cells were observed in rat exposed to high dose in main phase

in light microscopic examination. This result indicated this lesion is alveolar

lipoproteinosis. Proteinous materials with nano-sized particles, test substances

was observed in alveolar lumen. Also, enlargement of lamellar bodies in

cytoplasm and of euchromatin in nuclei were observed in Type II alveolar

epithelium in TEM examination.

In study on a 4-week inhalation toxicity study of nano-sized lanthanum

oxide aerosols followed by a 4-week recovery in Sprague-Dawley rats, foamy

alveolar macrophages was filled in alveolar lumens of lung and histocytic

inflammatory cells surrounded by necrotic alveolar macrophage and detached

cells and type 2 alveolar cell hyperplasia were partially observed in rat

exposed to high dose in recovery phase in light microscopic observation.

Therefore, this result indicated this lesion is alveolar histocytosis. Lamellar

bodies and nano-sized particles, test substances was observed in cytoplasm of

alveolar macrophage. Also, enlargement of lamellar bodies in cytoplasm and of

euchromatin in nuclei and enlarged space between cytoplasm and basement

membrane were observed in Type II alveolar epithelium in TEM observation.

In addition, accumulation of nano-sized particles, test substances was observed

in mitochondria.

In study on early detection of gene mutation(carcinogenesis) in mouse

exposed to urethane, Round basophilic focus sharply demarcated from the

surrounding tissue was observed in mouse exposed to high dose in light

microscopic observation. it was composed predominantly of delicate papillary

structures lined by deeply basophilic columnar cells. Cell pleomorphism and

mitotic figure was not observed. Therefore, this result indicated this lesion is

bronchiolo-alveolar adenoma. Also, increase of enlarged lamellar body in
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cytoplasm and enlargement of euchromatin in nuclei were observed in Type II

alveolar epithelium in TEM examination.

Conclusion

In this study, the method of electron microscopy sample processing for

biological specimen was established. And the ultrastructural lesions of

respiratory system can be characterized. It is expected to understand the

mechanism of damage of respiratory system in toxicity studies using electron

microscopy.

Key words : Electron Microscopy, Toxicological Pathology, Respiratory

System, Toxicity study
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