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급성 장염 모델 개발을 위한 LPS 투여 농도 설정 연구: pilot study

김대용#, 변세현, 김미혜*

우석대학교 한의과대학 

Establishment of LPS-induced intestinal inflammation mice model: pilot study

Dae Yong Kim#,  Sehyeon Byeon, Mi Hye Kim*

College of Korean Medicine, Woosuk University, Jeonju 54986, Republic of Korea

Objectives: Lipopolysaccharide (LPS), an outer membrane constituent of gram-negative bacteria, plays a vital role on 
initiation of systemic inflammatory response. This study aimed to optimize the intestinal inflammation mouse model by 
injecting different doses of LPS.

Methods: The experimental mice were induced by the intraperitoneal administration of 5, 10 and 20 mg/kg of LPS. After 
12 hours, disease activity index (DAI) was evaluated by 2 different researchers with blinded test. Then, serum and colon 
tissues were obtained after sacrifice. Hematoxylin and eosin staining was performed to analyze the damage of intestinal 
tissues. Serum monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) was estimated by enzyme-linked immunosorbent assay.

Results: Injection with the 5, 10 and 20 mg/kg of LPS resulted in the increases of DAI score with the changes of fetal 
status such as diarrhea and hematochezia. However, there was no dose-dependent changes according to the doses of LPS. 
In addition, the colon length was not changed depends on the doses of LPS. The histopathological grades including 
intestinal barrier disruption, inflammatory cell infiltration and shape of villi were significantly increased by LPS injection. 
Moreover, serum MCP-1 levels were markedly increased with the concentrations of LPS.

Conclusion: Taken together, LPS effectively induced the intestinal inflammation accompanied with the increment of 
serum chemokine and destruction of barrier. 

Key words : Inflammatory bowel disease; Lipopolysaccharide; Intestinal barrier; MCP-1

1)

# First author: Dae Yong Kim
College of Korean Medicine, Woosuk University, Jeonju 54986, Republic of Korea
Tel : +82-63-290-1555; FAX: +82-63-291-9312,, E-mail:dykim@woosuk.ac.kr
*Corresponding  author: Mi Hye Kim
College of Korean Medicine, Woosuk University, Jeonju 54986, Republic of Korea
Tel : +82-63-290-1555; FAX: +82-63-291-9312, E-mail: kimmh526@woosuk.ac.kr

    ·Received : 23 September 2024 ·Revised : 13  December  2024 ·Accepted : 27  December 2024

Original Article

http://dx.doi.org/10.2305/ackm.2024.6.2.16
mailto:kimmh526@woosuk.ac.kr


Journal of Convergence Korean Medicine 2024;6(2)

- 28 -

궤양성 대장염(ulcerative colitis)와 크론병(Crohn’s 
Disease)를 포함하는 염증성 장질환(Inflammatory bowel 
diseases)은 소장이나 대장에 비정상적으로 염증 반응이 
발생하는 질환으로 알려져 있다1). 전 세계적으로 염증성 
장질환을 앓고 있는 환자는 1천만 명 이상인 것으로 추정
되며 국내에서도 30년 동안 지속적으로 발병률이 증가하
였다2). 염증성 장질환은 Microbiome과 같은 장내 면역 반
응이 정상적으로 조절되지 않아서 발생하는 것으로 추정되
고 있으며, 이로 인하여 복통, 설사, 혈변이 주증상으로 나
타나며 지속될 경우 대장암으로까지 악화될 수 있다3). 또
한 증상이 지속적으로 반복되어 환자들의 신체적인 건강뿐
만 아니라 정신적인 건강에도 심각한 영향을 미치기 때문
에 공중보건 문제로 많은 주목을 받고 있다4). 

염증성 장질환 환자의 치료는 기존의 스테로이드 치료와 
생물학적 치료를 병행하고 있다. 기존의 스테로이드를 활
용한 치료는 독성, azathioprine에 의한 혈구 감소 등의 부
작용이 발생할 수 있으며 스테로이드 의존성이 있는 환자
에서는 사용이 불가능하다. 이로 인하여 Infliximab, 
adalimumab, golimumab과 같은 항종양괴사인자
(anti-tumor necrosis factor, anti-TNF) 제제가 개발되
어 궤양성 대장염 환자의 질병 경과를 개선시켰다5). 또한 
2023년 개정된 중등도 이상의 궤양성 대장염의 치료 지침
서에서는 “보편적인 치료(5-아미노살리실산, 면역조절제, 
스테로이드를 포함함)에 반응하지 않는 중등도-중증 궤양
성 대장염 환자에서 관해 유도를 위하여 anti-TNF 제제 
외에, vedolizumab, ustekinumab, 또는 tofacitinib 치료를 
권고한다(권고 등급: 강함, 근거 수준: 높음)”와 같이 새로
운 생물학 제제 및 소분자 약제에 대한 치료 권고문을 제시
하였다6). 그러나 생물학적 제제의 유효성과 안전성 간의 
균형을 맞추는 것이 어려워, 환자에 맞추어 최적의 약물을 
제시하는 것이 제한적이다. 생물학적 치료를 받은 환자 중 
1/3 정도는 반응이 없다는 것 또한 염증성 장질환을 치료
의 어려움을 반영하고 있다7).

최근 이러한 현실에 맞추어 부작용을 최소화하고 대장염
에 효과적인 물질을 개발하고자 하는 연구가 증가하고 있
다8). 무반응 혹은 부작용으로 인하여 통상적인 약물 치료
에 실패한 환자는 대장절제술과 같은 수술요법을 받아야 
하기 때문에 안전하고 잠재력 있는 치료제를 개발하는 것
이 반드시 필요한 상황이다. Lipopolysaccharide (LPS)는 
Gram-negative bacteria으로부터 생성된 glycolipid로서 

면역 시스템을 자극하는 내독소로 잘 알려져 있다9). LPS
는 선천 면역과의 상호작용을 통하여 강력한 염증 반응을 
유발할 수 있는데, 이를 기반으로 전세계 연구자들이 LPS
가 장내 미생물(gut microbiota)을 조절하여 대장의 장벽 
기능(gut epithelial barrier)을 손상시키도록 한 후 다양한 
치료 소재를 투여하여 예방 또는 치료 효과를 확인하는데 
사용하고 있다10). 그러나 각 연구마다 투여하는 LPS의 농
도와 시간 등 유도 조건이 달라서 전임상 동물 모델에서 효
과적인 대장염 치료 소재를 개발하기가 어려운 것이 현실
이다. 또한 LPS의 투여 후 6시간 후 바로 쥐를 희생하는 연
구가 많아서 생리활성 물질의 효능을 충분히 확인하기가 
어려웠다

1. 실험 동물
 C57BL/6J 수컷 마우스(7주령)는 다물사이언스 사

(Damool Science Co., Ltd., Daejeon, Korea)로부터 구입
하였다. 마우스는 우석대학교 중화산캠퍼스 동물 실험실에
서 7일간의 적응 기간을 거쳐 실험을 진행하였다. 물과 사
료는 자유롭게 제공하였으며 12시간 간격으로 낮과 밤을 
유지하면서 실내 온도(23 ± 2°C) 및 습도(50 ± 10%)를 
표준 환경으로 유지하였다. 모든 실험은 우석대학교의 동
물실험 윤리위원회의 승인을 받은 후 진행하였다(승인 번
호: WS-2024-02).

2. 대장염 유도 실험
실험에 사용된 마우스는 각 군별로 7마리씩 cage에 무작

위로 배분하였다. 실험군은 다음과 같다; (1) 정상대조군
(0 mg/kg), (2) LPS5 (5 mg/kg), (3) LPS10 (10 
mg/kg), (4) LPS20 (20 mg/kg). 정상대조군을 제외하고 
농도별 LPS를 100μL씩 복강주사하여 대장염을 유발하였
다. 본 실험에서 사용된 LPS는 Sigma-Aldrich (St. Louis, 
MO, USA)에서 구입하여 사용하였으며 생리식염수에 녹
였다. LPS를 주사한 후 12시간 후 마우스를 희생하였다. 
혈액은 심장천자법으로 분리하였고, 이 후 대장 조직을 적
출하였다.

3. DAI score 및 대장 길이 측정
마우스를 희생하기 바로 전, 마우스의 체중 변화, 변의 

굳기, 혈변을 육안으로 확인하여 disease activity index 
(DAI) score를 측정하였다. 육안적 판단 기준은 다음과 같
이 정리하였다(Table 1). 2명의 연구자가 이중맹검시험법
을 통하여 DAI score를 객관적으로 측정하였다. 이후 항문 

Materials and Methods

Introduction
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사진을 촬영하였다.

4. 조직학적 분석(Histology)
 분리된 대장 조직은 10% neutralized formalin 

(Sigma-Aldrich)에 담가 24시간 동안 고정하였다. 
Phosphate-buffered saline에 조직을 세척한 후 70% 
ethanol, 80% ethanol, 90% ethanol, 95% ethanol, 100% 
ethanol, xylene 순서대로 탈수하였다. Paraffin 포매 후 조
직 section을 4 μm 두께로 연속 절편한 다음 hematoxylin 
and eosin solution으로 염색하였다. 염색한 슬라이드는 현
미경으로 관찰하였으며, 대장 점막의 손상 정도는 
histology scoring parameters에 따라 염증 세포의 침윤 정
도, 대장 점막 조직의 궤양 등으로 평가하고 각 조직 slide
별로 점수화하였다(Table 2). 점수는 기존 연구를 참고로 
기준을 세웠다(12). 조직 score는 Epithelial damage, 
Mucosa inflammation, Submucosal inflammation로 나눠 
손상과 염증의 정도를 확인하였다. Epithelial damage는 조
직의 crypt와 goblet cell의 손상 정도에 따라 0-5점으로 
측정하였고, Mucosa inflammation, Submucosal 
inflammation는 점막 및 점막하층에 염증과 부종의 정도를 
확인하여 0-3점으로 점수화하였다. 이후 각 슬라이드에 
Epithelial damage, Mucosa inflammation, Submucosal 
inflammation 점수를 합산 후 평균을 내어 비교하였다.

5. 혈청 분석(ELISA)
  마우스로부터 분리된 혈액을 4℃, 4000 rpm 조건에서 

15분 동안 원심분리하여 혈청을 얻었다. 혈청 내 
monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1/CCL2) 
수준을 평가하기 위하여 BD OptEIA™ Mouse MCP-1 
ELISA Set (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ)를 사용
하여 측정하였다. 제조사에서 제공한 instruction manual을 
따라서 실험하였다.

6. 통계처리
실험결과의 모든 분석은 각 그룹의 측정값을 평균±표준

오차(standard error of the mean; S.E.M.) 값으로 표시하
였다. 통계적 분석은 Analysis of Variance (ANOVA)를 
이용하여 Tukey’s test를 사용하였다. p 값이 0.05 미만인 
경우 통계적으로 유의성을 인정하였다.

1. LPS로 인한 DAI 변화 및 육안적 분석
마우스를 희생하기 바로 전, 마우스의 체중 변화와 변의 

굳기, 혈변을 육안으로 판단하였다. 체중은 LPS 접종 전과 
해부 전에 쥐의 몸무게를 측정하여 분석하였다. 체중의 차
이가 없으면 0점, 1-5%는 1점, 5-10%는 2점, 10-20%
는 3점, 20%이상이면 4점으로 적용하였다. 변의 굳기, 혈
변을 육안으로 확인하였을 때 정상변은 0점, <40%의 묽기
와 혈이 확인되면 2점, <70%의 변의 묽기와 혈이 확인되
면 4점으로 적용하였고, 나온 점수를 전체 점수를 평균내
어 통계 처리하였다. 정상군의 마우스가 체중 변화가 크지 
않고 정상적인 변을 보이는 것과 달리 LPS를 투여하고 16
시간 뒤 마우스는 무른 변 및 육안적인 혈변을 나타내었다
(Fig. 1). 체중의 변화는 5 mg/kg LPS 투여군에서 9.9 ± 
1.17%, 10 mg/kg LPS 투여군에서 6.1 ± 1.5%, 20 mg/kg 
LPS 투여군에서 6.5 ± 0.61%의 체중이 감소된 것을 확인
할 수 있었다(Table 3). LPS를 주사한 모든 마우스에서 설
사와 혈변이 심각하게 나타남을 육안적으로 확인하였다. 
그러나 DAI score는 LPS 농도 5, 10, 20 mg/kg 투여에 따
라 농도의존적인 증가를 보이지 않았다.

Table 3. Changes of body weight in mice.

Results

Table 1. Scoring of Disease Activity Index (DAI). DAI is 
the combined scores of weight loss, stool consistency and 
bleeding divided by 3.
Sco
re

Weight 
Loss

Stool 
consistency

Occult rectal 
bleeding

0 None Normal Normal
1 1-5%
2 5-10% Loose stools Hemoccult
3 10-20%
4 >20% Diarrhea Gross bleeding

Table 2. Criteria for histopathologic grading according to 
the Chiu’s scoring system.

Score Histopathologic finding

0 Normal mucosal villi
1 Development of a subepithelial space, usually at 

the tip of the villus, with capillary congestion

2 Extension of the subepithelial space with 
moderate lifting of the epithelial layer

3 Massive epithelial lifting down the sides of villi

4 Denuded villi with lamina propria, dilated 
capillaries exposed, increased cellularity of the 
lamina propria

5 Digestion and disintegration of the lamina 
propria; hemorrhage and ulceration

LPS (mg/kg) 0 5 10 20

Initial body 
weight (g)

  20.10
 ± 0.14

20.4
 ± 1.12

20.6 
± 0.2

 20.5 
± 0.51

Final body 
weight (g)

20.41 
 ± 0.42

17.77 
± 0.55

19.20 
± 0.46

18.93 
± 0.47

Weight loss 
(%)

-0.31 ± 
0.33

9.90 
± 1.17

6.10 
± 1.50

6.50 
± 0.61
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2. LPS로 인한 대장 길이의 변화 분석
정상군의 대장 길이는 평균 6.96 ± 0.30 cm였다. 5 

mg/kg LPS를 복강주사한 마우스의 대장 길이는 6.24 ± 
0.26 cm였으며, 10 mg/kg LPS를 투여한 군에서는 6.3 ± 
0.15 cm, 20 mg/kg LPS를 투여한 군에서는 7.5 ± 0.10 
cm였다. 결과적으로 LPS를 투여한 모든 군에서 대장 길이
는 정상군과 유의미한 차이를 보이지 않았다(Fig. 2). 

3. LPS로 인한 대장 조직의 손상도 분석
  LPS 투여 농도에 따른 대장 조직의 손상은 Histology 

scoring parameters 기준에 따라 점막 및 점막하층, 결장의 
손상 및 염증의 정도를 점수화한 뒤 합산하였고 평균화하

여 비교하였다. 정상 대조군과 비교하였을 때, LPS를 투여
한 군에서는 결장 조직의 형태가 무너지고 염증으로 인하
여 염증 세포가 침윤되었으며 대장 점막 조직이 손상되었
다. LPS 5 mg/kg를 투여한 쥐에서는 gland necrosis가 나
타났지만 염증 세포의 침윤은 다른 군에 비하여 상대적으
로 덜 나타났다. LPS를 10 mg/kg 투여한 쥐는 대장점막 조
직 손상이 뚜렷하게 나타났으며, 특히 LPS 20 mg/kg를 투
여한 쥐의 장 조직에서는 cryptal gland의 감소 및 surface 
epithelium 손상이 관찰되고 점막 부분의 전반적인 염증세
포의 침윤이 확인되었다. 결과적으로 LPS의 투여 농도에 
따라 대장 조직의 손상이 유의적으로 심해지는 것을 확인
하였다(Fig. 3). 

4. LPS로 인한 혈청 내 MCP-1 수준의 변화 분석
 정상대조군에서는 혈청 MCP-1이 검출되지 않은 것에 

비해 LPS를 투여한 군에서는 혈청 MCP-1이 유의적으로 
증가하였다. LPS5군에서는 142.1 ± 12.6 pg/mL, LPS10
군에서는 848.3 ± 173.6 pg/mL, LPS20군에서는 1286.0 
± 229.7 pg/mL이었으며, 결과적으로 LPS의 투여 농도가 
증가함에 따라 혈청 내 MCP-1의 수준이 유의적으로 증가
하는 양상을 확인하였다(Fig. 4)

Fig. 1. Changes of Disease Activity Index (DAI) score. 
Morphological changes of fecal status in mice were 
photographed. The DAI score determined by 2 different 
researchers. Results are presented as mean ± standard 
error of the mean and Tukey’s multiple comparison tests 
were used to determine the statistical significance. #p < 
0.05 vs. saline-treated group.

Fig. 2. Changes of length of colon tissues. Results are 
presented as mean ± standard error of the mean and 
Tukey’s multiple comparison tests were used to 
determine the statistical significance. There was no 
significance between each group.

 

Fig. 3. Histopathologic changes of colon tissues 
according to the criteria of Chiu’s scoring system. The 
magnification was 40× and 100×. Scale bar was 100 μ
m. The point arrows indicate the damaged parts and 
inflammatory of the colon; grand necrosis (red 
arrows) and epithelial inflammation (black 
arrowheads). Results are presented as mean ± 
standard error of the mean and Tukey’s multiple 
comparison tests were used to determine the 
statistical significance. #p < 0.05 and ##p < 0.01 vs. 
saline-treated group. 
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Fig. 4. Levels of serum MCP-1. Results are 
presented as mean ± standard error of the mean and 
Tukey’s multiple comparison tests were used to 
determine the statistical significance. #p < 0.05 and 
###p < 0.001 vs. saline-treated group.

 본 연구는 대장염을 유발하는 LPS를 농도별로 투여하
여 육안적인 소견 및 조직학적인 염증 수준을 확인함으로
써 대장염에 효과적인 치료 소재를 탐색하기 위한 최적화
된 대장염 전임상 동물 모델을 구축하는 것을 목적으로 하
였다. LPS는 대식세포를 활성화시키고 염증성 사이토카인
과 케모카인을 생성하게 하여 급성 염증을 유도하는 그람 
음성균 박테리아의 외벽의 주요 구성 성분이다13). LPS로 
인하여 유도되는 사이토카인은 TNF-α, IL-1β, IL-6, 
IL-8, IL-10, IL-12, IL-15와 TGF-β 등으로 매우 다
양하다고 알려져 있다14). LPS는 짧은 시간 동안 전신 염증 
반응을 일으킬 수 있어 기관을 손상시키고 결과적으로는 
패혈증으로 인하여 사망에 이르게 할 수 있다15). 최근 연구
에 따르면 LPS로 인하여 면역 반응이 비정상적으로 조절
되고 점막 장벽이 무너짐으로써 감염성 장 조직의 염증반
응을 유도하여 급성 장염을 유도한다고 보고되었다16). 

이에 기존 연구를 바탕으로 본 연구에서는 C57BL/6J 마
우스에 5, 10, 20 mg/kg의 LPS를 복강주사하여 염증 유발 
정도와 대장 조직의 손상을 확인하였다. LPS를 농도별로 
처리한 결과, 무른 변과 설사, 혈변 및 체중 감소가 나타났
다. 일반적으로 염증성 장질환 환자가 체중 감소, 복통, 설
사, 혈변, 발열 등의 증상을 나타내는 것을 고려하면 장 염
증이 효과적으로 유발되었음을 알 수 있었다. 다만 LPS 투
여 농도별로 유의미한 차이는 나타나지 않았다. 대장 조직
의 길이는 LPS의 투여 여부와 관계없이 유의미한 감소 또
는 증가를 나타내지 않았다. Zhang이 2022년 발표한 연구
에서 6주령 specific pathogen free 암컷 KM 마우스에 6 
mg/kg LPS를 복강주사하였을 때 결장(colon)과 맹장
(cecum)의 길이가 유의미하게 감소된 것을 보면, 마우스
의 종(specimen)에 따라 LPS에 대한 민감도가 다를 수 있
다는 것을 유추할 수 있다17).

 대장 조직을 Hematoxylin and Eosin solution으로 염색

하여 LPS로 인한 대장 조직 상피세포(epithelial cells)의 
모양, 융모(villi) 및 점막고유층(lamina propria)의 손상 
정도를 확인하였다. LPS 투여 농도에 따라 Histology 
score가 유의하게 증가하였으며, 이와 일치하게 조직학적 
분석에서도 대장 조직이 심하게 손상된 것을 확인하였다. 
또한 혈청 MCP-1의 수준도 LPS 농도에 따라 유의미하게 
증가하였다. LPS는 Toll-like receptors 4 (TLR4)를 자극
하여 케모카인인 MCP-1의 분비를 증가시키며, 이로 인하
여 대식세포를 끌어들여 염증반응을 촉진시킨다고 보고되
었다(18). LPS의 투여 농도가 높아짐에 따라 TLR4를 농
도의존적으로 자극하여 혈청 MCP-1의 분비가 증가하였
음을 유추할 수 있다.

 이상의 연구 결과를 종합하면 LPS는 급성 장염을 효과
적으로 유도하여 혈청 내 케모카인을 증가시키고 장 조직
을 손상시킬 수 있음을 발견하였다. LPS를 투여한 마우스
에서 설사, 혈변, 체중감소 등의 증상이 나타났으며, 이는 
사람의 염증성 장 질환과 유사한 양상을 보이는 것으로 확
인되었다. 다만 조직학적 손상 정도나 증가된 혈청 
MCP-1 수준과는 다르게 LPS의 투여 농도에 따른 DAI 
score와 육안적인 변화는 큰 차이를 나타내지 않았기 때문
에 LPS가 전신성 염증 반응을 야기한다고 하더라도 실제 
표현형으로 나타나기까지 시간이 걸릴 수 있다고 사료된
다. 향후 염증성 장질환 치료를 위한 다양한 생리활성 물질
들의 효능 및 작용기전 연구를 위한 기초자료로서 사용될 
수 있을 것이다.
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