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상을 줄 수 있으며 산화질소합성효소(Nitric oxide syn

thase, NOS)에 의해 L-arginine으로부터 생성된다.  

산화질소의 형성은 내피세포에서 처음 기술되었고, 신

경세포, 섬유아세포, 혈소판, 대식세포, 호중구와 같은 많

은 세포에서도 보고되고 있다.1) 산화질소합성효소는 크

게 이미 세포 내에 존재하여 외부로부터의 자극과 Ca2+

과 calmodulin의 존재 하에 활성을 갖는 구성형(cons

titutive NOS, cNOS)과 자극에 의하여 세포 내에서 새

로이 합성되어 발현되고 Ca2+과 calmodulin에는 영향을 

받지 않는 유도형(inducible NOS, iNOS)으로 구분할 수 

있으며2) 3가지 종류가 있다. cNOS중 neuronal NOS 

(nNOS 또는 NOS1)는 중추 및 말초신경계에 존재하며 

여기에서 생성된 산화질소는 신경전달 물질로 작용하고, 

endothelial NOS(eNOS 또는 NOS3)는 내피세포와 다

른 세포유형에서 발현되며 심혈관 항상성에 관여한다. 유

도형 iNOS, NOS2)는 휴식세포에서는 없지만 interfe

ron-γ, tumor necrosis factor-α, lipopolysaccharide 

같은 면역학적 자극에 의해 활성화되며, iNOS는 cNOS

보다 100∼1000배 많은 산화질소를 합성하고 오랜 기

간동안 작용한다.3) 

비용 발생의 기전으로 염증반응, 알레르기, 자율신경의 

조절장애, 탄수화물 대사장애, 효소장애, 히스타민, 기계

적 폐쇄 등이 제시되고 있으며 염증세포의 침윤과 염증

매개물질의 분비 등으로 특정지워지는 비점막의 염증반

응이라는 것으로 생각되어지나4) 아직 비용형성에 대한 

완전한 설명은 없다. 비점막의 상피층은 화학적 오염물

질과 항원 같은 흡입된 자극에 호흡기관을 방어하는 첫

번째 방어선으로5) 많은 사이토카인의 배출을 통해 코의 

염증성 질환의 조절에 중요한 역할을 한다.  

호흡기에서 기도 기능의 조절에 상피에서 유도된 산화

질소의 중요성이 부각되고 있으며 인간의 비인강과 상악

동에 높은 농도의 산화질소가 증명되었고6) 인간 비점막

에서 산화질소합성효소 활성도와 발현이 발견되었다.7) 

최근에 산화질소와 그 산화물들 및 반응성 산소대사물들

이 여러 가지 염증성 조직 손상시에 그 손상 반응의 매

개물로서 중요성이 커지고 있으며 실험적으로 관절염, 만

성소화기 염증질환, 면역 복합체로 인한 폐손상의 모델 

및 중이염에 항산화제와 산화질소합성효소 억제제 등을 

투여하여 염증과 조직손상을 줄일 수 있다고 보고되고 

있다.8) 비용에 있어 산화질소합성효소에 관한 연구는 대

부분 iNOS에 대한 연구이며 cNOS에 관한 연구는 미미

하다. 

이에 저자들은 비용조직과 하비갑개 점막에서 3종류

의 산화질소합성효소에 대한 역전사중합효소 연쇄반응/ 

Southern blot과 면역조직화학적염색을 통하여 산화질

소합성효소의 발현양상을 알아보고 비용의 형성 및 성장

에 이들 산화질소합성효소가 미치는 영향을 알아보고자 

하였다.  

 

 

비용을 동반한 만성 부비동염 환자 중 비알레르기 증

상이 없고 MAST(MAST Immunosystem, CA, USA)

상 음성, 천식 및 피부알레르기의 과거력이 없으며 수술

전 최소 한달간 아무런 처치를 받지 않거나 항생제만 사

용한 환자 23예(남자 12명, 여자 11명, 나이는 14∼76

세로 평균 37.3세)를 대상으로 하였으며 대조군으로는 

수술전 비과적 처치를 전혀 받지 않은 비중격 만곡증 및 

비후성 비염 환자의 하비갑개점막 10예(모두 남자, 15∼

42세로 평균 27.5세)를 대상으로 하였다. 수술시 비용

과 하비갑개의 점막을 채취하여 일부는 즉시 eppendorf 

tube에 분리하여 넣은 후 액화질소용기에서 냉동시켜 곧 

바로 -70℃에서 냉동 보관하였으며, 일부는 면역조직화

학적 검사를 위해 10% 포르말린에 고정한 후 파라핀 고

정과정을 거쳤다. 

 

 

Total RNA 추출 및 first strand cDNA 합성 

Qiagen사의 total RNeasy kit(Germany)를 이용하여 

각 조직의 total RNA를 추출하였다. 1% mercaptoeth

anol이 첨가된 lysis buffer 1 ml을 조직에 첨가한 후 

조직파쇄기(Biospec product, USA)와 QIAshredder 

칼럼(Qiagen, Germany)을 이용하여 조직을 완전히 파

쇄하였다. 조직 파쇄액에 70% 에탄올을 동일 부피로 

첨가하여 RNeasy 칼럼에 loading하고 wash buffer로 

3회 세척한 후 3차 증류수로 RNA를 용출하였다. 0.8% 
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agarose 젤에 전기영동을 하여 RNA의 추출정도를 확

인하였다. 

약 2 μg의 total RNA에 oligo(dT)15-18 2 μg을 넣

고 70℃에서 10분간 전 처리한 후 1 mM dNTP(Ta

kara, Japan), 200 unit Moloney murine leukemia 

virus(MMLV) 역전사효소(promega, USA)와 1 완충

액(50 mM Tris-HCl, pH 8.3, 75 mM KCl, 3 mM 

MgCl2, 10 mM DTT)을 최종 25 μl가 되게 넣고 42℃

에서 1시간 반응시켰다. 반응 후 역전사효소의 활성을 

제거하기 위해 95℃에서 5분간 열변성 시켰다. 

 

역전사중합효소 연쇄반응 

각각의 산화질소합성효소들에 대한 특이 primer쌍

(Table 1) 20 pmol과 cDNA 2 μl를 Premix PCR kit

(바이오니아, Korea)에 혼합하고 멸균된 증류수를 첨가

하여 최종 20 μl가 되도록 하여 Perkin Elmer 2400 

(Perkin-Elmer corp., USA)으로 중합효소 연쇄반응

을 실시하였다. 96℃에서 5분간 predenaturation을 하

고 94℃ 20초, 62℃에서 20초 그리고 72℃에서 1분의 

cycle을 35회 거친 후 72℃에서 7분간 postelongation

을 하였다. 반응이 끝난 후 표적서열(target sequence)

의 증폭여부는 1.5% agarose 젤 전기영동으로 확인하

였다. 실험에 사용하는 검체의 total RNA양을 동일하게 

조정하기 위해서 중합효소 연쇄반응에 의해 증폭된 β-

actin의 양을 agarose 젤 전기영동과 southern hybri

dization을 실시하여 실험에 반영하였다. 

 

Southern hybridiztion 

β-actin을 기준으로 정량화된 각 점체의 중합효소 

연쇄반응액을 1.5% agarose 젤에서 TBE 완충액(50 

mM Tris-borate, 1 mM EDTA, pH 8.0) 조건으로 

3.3 V/cm로 1시간동안 전기영동을 한 후, ultraviolet 

illuminator(UVP Inc, USA)를 이용하여 전기영동 사진

을 찍었다. 젤을 depurination buffer(0.25 M HCl)과 

denaturation buffer(1.5 M NaCl, 0.5 N NaOH)에 차

례로 처리하여 DNA를 외가닥으로 만든 다음 진공펌프

(TransVac-TE80；Scientific Instrument Inc, USA)

로 Hybond-N+ membrane(Amersham, England)에 

tranfer하였다. 

DNA가 부착된 Hybond-N+ membrane을 prehy

bridization 용액(6 SSC；0.01 M sodium phosphate, 

pH 6.8, 1 mM EDTA, pH 6.8；, 0.5% SDS, 100 μg/ 

ml salmon sperm DNA)이 들어 있는 hybridization 

chamber에 넣고 68℃에서 blocking시켰다. [γ-32P] 

ATP로 end-labelling된 probe들을 1×106 cpm/ml이 

되게 첨가하고 62℃에서 hybridization을 실시하였다. 

Geiger counter로 측정하여 background noise가 거의 

사라질 때까지 2× SSC, 0.1% SDS로 세척한 후, me

β ℃

℃

℃

℃
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mbrane을 Kodak X-AR(Kodak, USA)필름에 -70℃

에서 18시간 노출시킨 후 현상하였다. 

NIH image analysis(Scion Inc. USA)를 사용하여 

밀도를 구하고, 동일조직에서의 β-actin band와 밀도

비(density ratio)로 mRNA의 발현정도를 비교 분석하

였다. 

 

면역조직화학적 검사 

수술로 얻은 비점막 조직은 10% 중성 포르말린에 하

루동안 고정하고 일반적인 방법에 따라 파라핀 블록을 

제조하였다. 비점막 조직은 파라핀 블록에서 4 μm두께

의 절편을 박절하여 silane(Sigma Chemical Co., SL, 

USA)이 처리된 유리 슬라이드에 부착시켰으며 비점막 조

직이 부착된 슬라이드는 60℃에서 1시간, 100% xylene

에서 10분간 2회 탈 파라핀 과정을 거친 후 슬라이드는 

90%, 85%, 80%, 70%, 60%, 50% 계열 알코올로 함

수과정을 거친 후 증류수로 세척하였다. 내인성 peroxi

dase을 억제하기 위하여 메탄올과 30% 과산화수소수

가 9：1의 비율로 섞인 용액에 10분간 처리하여 tris 

buffered saline(TBS, pH 7.4)로 3회 수세하였다. 슬

라이드는 항원성 회복을 위하여 1% zinc sulfate(Sigma 

Chemical Co., SL, USA)가 포함된 10 mM citrate bu

ffer(pH 6.0)에 넣고 microwave 오븐을 이용하여 5분

간 3번 가열하였으며 슬라이드는 항체에 대한 비 특이적 

반응을 억제하기 위하여 0.5% 염소혈청 혹은 0.5% 토

끼혈청(Dako, CA, USA)을 함유한 TBS용액에 30분간 

실온에서 처리하였다. 슬라이드로부터 혈청을 제거한 후 

일차항체를 첨가하여 4℃에서 하루동안 반응시켰다. 본 

연구에 사용한 일차항체의 종류와 희석농도는 Table 2

와 같다. 일차항체의 처리가 끝난 슬라이드는 1% Tween 

20(Bio-Rad, CA, USA)이 포함된 TBS로 10분간 3

차례 수세하였으며 일차항체로 처리된 슬라이드는 이차

항체로 biotinylated goat anti-mouse IgG(Dako, CA, 

USA)를 사용하여 실온에서 30분간 반응시켰다. TBS로 

3차례 수세한 후 슬라이드는 horseradish peroxidase 

(HRP)-conjugated streptavidin(Dako, CA, USA)과 

실온에서 30분간 결합시킨 후 TBS로 3차례 수세하였

다. 발색은 0.05% 3-amino-9-ethyl carbazole(AEC, 

Sigma Chemical Co., SL, USA)/0.01% H2O2가 함유

된 TBS로 실온에서 10분간 반응시켰으며 음성대조는 

일차항체 대신 TBS를 사용하여 위와 동일한 과정에 의

해 염색하였다. 대조염색은 Mayer’s hem atoxylin을 

이용하였으며 염색결과의 분석은 두 명의 병리의사가 독

립적으로 광학 현미경으로 관찰하여 판정하였다. 비점막

과 비용은 상피세포, 기저막, 염증세포, 혈관내피세포로 

각각 분류하여 판독하였다.  

 

통계학적 처리 

통계학적 검증은 SAS(release 6.12) 통계 패키지를 

이용하여 Wilcoxon rank sum test를 실시하였으며 통

계학적인 유의성은 p값이 0.05이하인 경우로 하였다. 

 

 

β-actin에 대한 RT-PCR product의 예상크기는 544 

bp이며, iNOS는 334 bp, eNOS는 345 bp, nNOS 225 

bp이며 RT-PCR결과 PCR product의 크기를 확인할 

수 있었다(Fig. 1). RT-PCR과 Southern hybridization

으로 확인한 결과 모든 조직에서 β-actin은 PCR에 양

성이었으며 iNOS는 비용조직에서 23예중 14예, 하비

갑개에서 10예중 4예가 발현되었고 eNOS의 경우 비용

：

：

：

： ： ：
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조직에서 23예중 19예, 하비갑개에서 10예 모두에서 발

현되었으며 nNOS는 비용조직에서 23예중 11예, 대조

군에서는 10예중 5예가 발현되었다(Table 3). iNOS의 

β-actin과의 밀도비 평균은 비용조직에서 0.5627±

0.5931, 하비갑개에서 0.3278±0.4012로 비용조직이 

하비갑개보다 유의하게 높은 발현을 보였으며(p<0.05), 

eNOS는 비용조직에서 2.6370±0.9578, 하비갑개에서

는 1.8713±0.6208로 비용조직이 하비갑개보다 유의하

게 높은 발현을 보였으나(p<0.05), nNOS는 비용조직에

서 0.4036±0.4549, 하비갑개에서 0.4608±0.6326으

로 비슷한 발현을 보였다(Table 4). 

 

3가지 산화질소합성효소 모두가 비용조직과 하비갑개

조직에서 발현되었으며 iNOS는 염증세포, 내피세포에서

는 미미하게 발현되었고 상피세포에서 강하게 발현되었

으며, eNOS는 염증세포, 상피세포에서는 미미하게 발현

되었고 내피세포에서 강하게 발현되었다. nNOS는 염증

세포, 상피세포, 내피세포 모두에서 발현되었다(Figs. 2 

and 3).  

 

 

산화질소합성효소는 세포에 지속적으로 존재하며 Ca2+/ 

calmodulin 의존성으로 신경세포와 혈관내피 세포에서 

발견되는 구성형(constitutive form)과 Ca2+/calmodulin 

비의존성으로 사이토카인과 세균의 내독소 등에 의해 활

성화되어 발현되는 유도형(inducible form)으로 나눌 수 

있으나2) Lundberg 등9)은 정상 성인 부비동에서 iNOS

가 발현되고 활동하기 때문에 산화질소 합성효소를 유

도형(inducible form)과 구성형(constitutive form)으

로 나누는 것은 적당하지 않다고 하였다.  

iNOS는 호산구,10) 대식세포, 설치류의 EMT-6 선암

세포, 연골세포, 평활근 세포, 간세포 및 활성화된 호중

구 등에서 여러 가지 사이토카인과 내독소의 자극에 의

해 발현되며 iNOS에 의해 생성된 산화질소는 염증의 병

인론에 관여한다.11) eNOS는 혈관내피세포와 다른 세포

유형에서 발현되며 세포막에 결합된 형태로 일반적으로 
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존재한다. eNOS에 의해 생성된 산화질소의 양은 상대

적으로 적으며 염증반응에 의해 그 발현이 증가되지 않아 

정상적인 항상성의 조절에 관여한다고 생각된다.9) nNOS

는 기도상피세포, 골격근, 중추 및 말초 신경계의 신경

세포를 포함한 다양한 조직에서 발현되며 nNOS에서 유

래된 산화질소는 비아드레날린성과 비콜린성 신경의 접

합부에서 중요한 신경전달물질로 알려져 있으며 인간 비

점막에서 많은 신경 섬유에 존재하므로 내인성 산화질

소의 주 원천으로 고려되며 비점막에서 혈류와 선 분비

의 중요한 조절 매개물로 생각된다.12) 

비 산화질소의 역할은 세균, 진균, 바이러스를 포함한 

다양한 병원균의 성장에 영향을 미치며13) 백혈구에 의해 

생성된 산화질소는 일정한 미생물의 사멸에 중요하고 

정상상태에서 부비동의 살균을 유지하는데 도움을 주며 

substance P, epinephrine 같은 다양한 섬모 자극물을 

생기게 하여14) 섬모운동을 자극하며 국소적 숙주 방어

에 공헌한다. 산화질소의 항미생물 효과는 산화질소 자

체에 의한 것이 아니고 산화질소의 산화에 의해 형성된 

반응성 질소 매개체(reactive nitrogen intermediate)에 

의한다.3) 

대식세포가 내독소나 tumor necrosis factor-α, in

terleukin-1β 및 Interferon-γ 등의 자극에 의해 활

성화되면 superoxide(O2
-)와 과산화수소 등과 같은 반

응성 산소대사물들(reactive oxygen species)을 분비

하게 되는데, 이것들에 의해서 대식세포 활성화가 더욱 

진행되고 미생물 살균효과와 세포용해기능 등을 나타낸

다. 또한 자극된 대식세포에서는 산화질소 합성이 증가

하고 그 산화물인 nitrite와 nitrate도 증가되며, 반응

성 산화대사물인 superoxide와 산화질소가 반응하여 

peroxynitrite(ONOO-)를 형성하는데 이것들이 단백질

의 tyrosine기를 질소화(nitration)시키고 sulfahydryl

기를 산화시키며 세포막 지질을 과산화시켜서 세포손상

에 결정적인 역할을 하며8) ribonucleotide reductase와 

aconitase 같은 중요한 미생물 효소들을 불활성화시킨

다.3) 저농도의 산화질소에서는 대부분 superoxide가 

SOD(superoxide dismutase)와 반응하지만 산화질소

：
：

：
( × )

( ) ( )
( )

( × )
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가 고농도로 존재하면 superoxide는 산화질소와 반응하

여 강력한 산화제인 peroxynitrite을 형성하게 된다.8) 

산화질소는 혈관확장과 감각 신경 말단부위의 조절을 

촉진할 수 있어 증가된 산화질소는 비충혈, 비루와 재채

기에 기여 할 뿐만 아니라 부비동의 투과성을 감소시켜 

감염과 점액의 정체를 더욱 나빠지게 한다.15) 산화질소

의 항미생물작용과 항암작용 등은 미토콘드리아 기능억

제, FeS 함유 효소기능저하, DNA 손상 등의 작용에 의

해서 나타나기 때문에 과량의 산화질소 생성시 정상 조

직에 손상을 주게 된다.16) 식균세포가 생성하는 고농도

의 산화질소에 의해서 표적세포가 파괴되는 것은 비특

이적이여서 결국 산화질소의 과잉생성은 급성염증 반응

의 주요인자가 되고 있다. 또한 산화질소의 감소는 세포

혈관 및 소정맥에 백혈구의 정착을 증가시키고 중성구, 

neuropeptides, 항원 같은 자극에 비만세포의 민감도를 

증가시킬 뿐만 아니라 국소 지역에서 비만 세포의 활성

을 증가시켜 급성 또는 만성 비염에 기여한다.17) 

Kim 등18)은 면역조직화학 검사상 접형동 점막에서 

eNOS와 nNOS의 면역반응력이 관찰되고 면역반응력은 

iNOS보다 eNOS가 강하며 eNOS는 혈관내피세포에서 

강하게 염색되었고 iNOS의 면역반응성은 일부 염증세

포에서 보인다고 하였으나 Jung 등19)은 하비갑개의 용

종양의 변화를 보이는 점막과 상악동 및 사골동에 생긴 

비용에서 면역조직화학적 염색결과 하비갑개의 용종양의 

변화를 보이는 점막은 대조군인 하비갑개 점막, 상악동 

및 사골동 점막과는 달리 mNOS(macrophage NOS, 

type Ⅱ NOS)가 양성을 보이고 실험군 모두 eNOS, 

mNOS에 대해 양성반응을 보이고 주로 상피층에 고르

게 양성반응을 나타냈으며, 역전사중합효소 연쇄반응에

서도 eNOS mRNA, mNOS mRNA가 모두 발현되었고 

대조군에 비해 mNOS mRNA발현은 densitometer로 측

정한 결과 통계학적으로 의의있게 증가되었다고 하였다. 

Ramis 등3)은 국소 또는 전신적 스테로이드를 사용한 

9개의 비용과 비중격 성형술시 채취한 7개의 비점막에서 

citrulline release assay상 산화질소합성효소의 활성이 

비점막과 비용에서 보였으며 전체 산화질소합성효소의 

활성은 비용이 비점막보다 높았고 비용에서는 cNOS와 

iNOS의 활성이 발견되었으나 대부분 iNOS였고 비점막

에서는 cNOS의 활성만 발견된다고 하였으며 NADPH-

diaphorase 염색상 산화질소합성효소 활성이 비점막 모

두 상피세포에서 나타나 산화질소합성효소의 활성은 인간 

상기도에 존재하고, 상피세포에 국한되어 있으며 cNOS

는 정상조직 및 염증조직과 비염조직에서 발현되고 iNOS

는 단지 비용조직에서만 발현되어 산화질소는 호흡기에

서 중요한 염증 매개체이고, 인간 상기도에서 상피세포

가 산화질소 생성의 원천이라 하였다.  

Watkins 등20)은 비용에서 iNOS mRNA발현이 유의

하게 증가되어 있고 iNOS mRNA신호가 비용의 호흡상

피에 강하게 나타나 있으나 혈관조직 또는 염증세포에

서는 iNOS 발현이 보이지 않았고 정상 비갑개 표본에

서 RT-PCR상 iNOS mRNA은 검출되었으나 면역조직

화학상 확인하지 못하여 상피층이 비질환의 병인론에 중

요하며 비용의 형성에 산화질소가 중요한 역할을 할 것

이라 하였다. 본 연구에서는 iNOS, eNOS, nNOS mRNA 

모두가 비용조직 및 하비갑개에서 보였으며, iNOS mRNA

와 eNOS mRNA는 비용조직에서 하비갑개보다 유의하

게 높은 발현을 보였으나 nNOS mRNA는 발현에 차이

가 없었다. 면역조직화학염색상 비용조직과 하비갑개 조

직 모두 iNOS는 상피세포에서, eNOS는 내피세포에서, 

nNOS는 염증세포, 상피세포, 내피세포에서 강하게 염

색되었다. 이로 보아 비용의 형성 및 성장에서 iNOS와 

eNOS가 중요한 역할을 한다고 생각되며 산화질소는 상

피세포, 내피세포, 염증세포 등에서 생성된다고 생각된다. 

 

 

비용의 형성과 성장에 있어 iNOS mRNA, eNOS 

mRNA가 중요한 역할을 하며 이들 산화질소합성효소에 

의해 생성되는 산화질소가 비용의 형성과 성장에 영향을 

미친다고 생각된다. 또한 iNOS는 상피세포에서, eNOS

는 내피세포에서 nNOS는 상피세포, 내피세포 및 염증

세포에서 대부분 발현된다고 생각한다.  
 

：산화질소합성효소·비용·역전사중합효소 연

쇄반응/southern blot·면역조직화학적염색. 
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