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비인강암에서 중합효소반응을 이용한 유두종 바이러스의 검출 
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Detection of Human Papillomavirus using Polymerase Chain Reaction(PCR) 

in Nasopharyngeal Carcinoma 
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Kyu-Sup Cho, MD and Hwan-Jung Roh, MD 
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----    ABSTRACT    ----  
Background and Objectives：Nasopharyngeal carcinoma (NPC) is an unique epithelial malignancy which 
occurs at a high frequency in certain regions of Southeast Asia. Epstein-Barr virus (EBV) has been proposed to 
be closely associated with NPC. Human papillomavirus (HPV) is associated with a proportion of upper aero-
digestive tract carcinomas. We hypothesized that HPV might also contribute to the pathogenesis of NPC. This 
study attempted to detect HPV DNA in nasopharyngeal carcinoma by polymerase chain reaction (PCR). 
Materials and Methods：We reviewed thirty patients with nasopharyngeal carcinoma from 1995 to 2000 at the 
Department of Otolaryngology, Pusan National University Hospital. Thirty paraffin-embedded tissues were 
selected to PCR using type-specific primer pairs. Control group was selected twenty normal adenoid tissue. 
Results：HPV DNA was detected in 3/30 (10%) of NPC specimens, and in none of control specimens. WHO 
class I nasopharyngeal carcinomas (three cases) were all HPV type 6 positive. Conclusion：These results 
suggest that HPV type 6 may also be involved in the carcinogenesis of EBV-negative squamous cell nasop-
haryngeal carcinoma. (J Clinical Otolaryngol 2004;15:103-108) 
 
KEY WORDS：Nasopharyngeal carcinoma·PCR·HPV. 
 

 

 

서     론 
 

비인강암은 선상피(glandular epithelium), 림프조직을 

제외한 비인강 상피세포에서 기원한 악성 종양으로 비교

적 젊은 나이에 발병하며 조기에 전이하여 원발부 미상

의 전이암으로 진단 받는 경우가 많다. 전세계적으로 발

병률은 10만 명 당 1명 이하로 드문 암이지만 중국, 특히 

남부의 광동, 광서 지방에서 발병률이 높으며 우리나라에

서는 전체 암의 0.4%에 해당하는 드문 암이다. 두경부암

의 대부분은 흡연 및 음주와 같은 환경적 요인에 의해 

유발되는 것으로 알려져 있지만 비인강암은 술, 담배가 

아닌 바이러스가 원인인자로 주목받고 있으며 유전적 

소인도 관여할 것으로 생각되고 있다. EBV는 예전부터 

비인강암의 중요한 인자로 생각되어 왔으며,1) 최근에는 

다른 두경부영역과 부비동암에도 연관이 있다는 보고가 

있다.2)3) 
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비인강암의 병리학적 분류는 주로 WHO의 분류를 따

르며,4) 1형은 각화편평상피세포암종(keratinizing squa-
mous cell carcinoma), 2형은 비각화편평상피세포암종

(non-keratinizing squamous cell carcinoma), 3형은 

미분화암종(undifferenciated carcinoma)으로 나뉜다. 임

상적으로는 WHO 1, 2형이 60% 가량을 차지하며 WHO 

3형은 40% 가량을 차지한다.5) 이런 분류에 따라 임상양

상, 치료반응 및 예후 등이 각각 다른 것으로 알려져 있

으며, EBV는 동양인에서 대부분 2형과 3형에서 검출되

는 것으로 알려져 있다.6) 

인유듀종 바이러스(HPV)는 호흡기와 소화기 점막조

직에서 양성 및 악성 종양을 일으키는 원인 인자로 알려

져 있으며, 주로 상기도에 유두종을 야기하고, 다양한 두

경부암의 발생과 연관이 있다7)는 것은 후두암, 설암, 편

도암 등 여러 부위에서 연구되어 왔으나 비인강암에 대

한 연구는 흔하지 않다. 특히 두경부암에서는 HPV감염 

검출율이 낮기 때문에 저자들은 비인강암에서 바이러스 검

출시 가장 민감도가 높은 중합효소반응(PCR)을 이용하

여 HPV DNA를 검출함으로써 비인강암의 원인인자로써 

HPV의 역할을 알아보기 위해 본 연구를 시행하였다. 

 

 
대상 및 방법 

 

대  상 

1995년 1월부터 2000년 12월까지 부산대학교병원 이

비인후과에서 비인강암으로 확진된 증례 중 파라핀블록의 

이용이 가능했던 30예를 대상으로 하여 중합효소연쇄반

응을 시행하여 HPV를 검출하였다. 대조군으로는 아데노

이드비대증으로 아데노이드절제술을 시행 받은 20명의 

소아들의 아데노이드 조직을 동일한 방법으로 중합효소

연쇄반응을 시행하였다. 환자의 나이는 24세에서부터 74

세까지로 평균 연령은 46.1세이었으며, 남자 18명, 여자 

12명으로 남녀 비는 1.5：1로 남성이 다소 높았다.  

 

PCR을 이용한 HPV 검출 

 

Oligonucleotide primer의 준비 

HPV 6,11,16,18,31,33의 증폭을 위하여 이용되는 oli-
gonucleotide primer는 Queen과 Korn의 염기서열을 사

용하여 DNA synthesizer를 이용하여 제조하였다. HPV 

형에 따른 각각의 증폭되는 base pair는 6형 280, 11형 

Table 1. Sequences of oligonucleotide primers 
Primers Nucleotide sequences Amplimer length 

β-globin +5’ TGACGGGGTCACCCACACTGTGCC 3’ 267 bp 

 -5’ CTAGAACCATTGGGGTGGACGATG 3’  

HPV 6 +5’ TAGTGGGCCTATGGCTCGTC 3’ 287 bp 

 -5’ TCCATTAGCCTCCACGGGTG 3’  

HPV 11 +5’ GGAATACATGCGCCATGTGG 3’ 360 bp 

 -5’ CGAGCAGACGTCCGTCCTCG 3’  

HPV 16 +5’ TGCTAGTGCTTATGCAGCAA 3’ 152 bp 

 -5’ ATTTACTGCAACATTGGTAC 3’  

HPV 18 +5’ AAGGATGCTGCACCGGCTGA 3’ 216 bp 

 -5’ CACGCACACGCTTGGCAGGT 3’  

HPV 31 +5’ CTACAGTAAGCATTGTGCTATGC 3’ 153 bp 

 -5’ ACGTAATGGAGAGGTTGCAATAACCC 3’  

HPV 33 +5’ ATGATAGATGATGTAACGCC 3’ 455 bp 

 -5’ GCACACTCCATGCGTATCAG 3’  
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360, 16형 152, 18형 216, 31형 153, 33형 455이었

다(Table 1). 

 

DNA의 분리 

비인강암환자의 파라핀포매한 조직을 10 μm 두께의 

절편으로 잘라 1.5 ml 원심관에 xylene 1 ml와 함께 넣

고 잘 흔든 다음 5분간 실온에 둔 후 12,000 rpm에서 

5분간 원침한 후 상층을 제거하였다. 원침된 침전물에 순

수 ethanol 1 ml를 가하여 강하게 섞은 후 다시 원침하여 

상층을 제거하고 90% ethanol과 75% ethanol을 이용

하여 차례로 이 과정을 반복한 후 침전된 조각만 남기고 

ethanol을 제거한 뒤 10분간 진공 건조시켰다. 

건조된 조직을 1.5 ml 원심관에 TEN buffer 300 μl, 

10% SDS 25 μl와 proteinase-K(10 mg/ml) 20 μl를 

주입하여 37℃에서 14시간 방치한 후 400 μl의 phenol/ 

chloroform/isoamyl alcohol(25：24：1)을 가한 다음 

5분간 12,000 rpm에서 원침한 후 상층액을 취하여 chlo-
roform/isoamyl alcohol (24：1) 400 μl로 이 과정을 

1회 더 반복하였다. 각 검체에 5 M NaCl 10 μl, cold 

absolute ethanol 1 ml를 주입하여 -20℃에서 2시간 

방치 시킨 후 12,000 rpm에서 20분간 원침분리를 실

시한다. DNA pellet을 취하여 70% ethanol 1 ml를 주

입한 후 12,000 rpm에서 5분간 원침, 상층을 제거 후 

30분간 건조시킨 후 30 μl의 증류수로 녹여 PCR에 이

용하였다. 또한 분리된 DNA 상태를 확인하기 위하여 β-

globin test를 시행하였으며 전기영동상 267 bp 크기의 

single band가 확인된 조직의 DNA만을 각 HPV 형에 

대한 중합효소반응을 실시하였다. β-globin test상 불량

한 상태의 조직의 DNA는 파라핀블록을 이용하여 DNA

를 다시 분리하였다.  

 

중합효소반응(PCR) 

각 PCR 반응액 25 μl에 한쌍의 primer(10 pmole/μl) 

2.5 μl, deoxynucleotide 혼합액(2.5 mM) 2 μl, 10X 

buffer 2.5 μl, MgCl2(25 mM) 1.5 μl와 AmpliTag 

GoldTM(Perkin-Elmer, Norwalk, USA) 1 unit를 DNA 

template 용액 4 μl에 넣어 증폭시켰다. 

PCR반응은 Programmable thermal cycler(Perkin-

Elmer 2400, Norwalk, USA)를 사용하여 먼저 95℃

에서 10분간 Tag polymerase를 활성화시킨 후 95℃

에서 30초간 denaturation, 55℃에서 30분간 anealing, 

그리고 72℃에서 1분간 extension 시키는 과정으로 모

두 40사이클을 반복시행하고, 마지막 72℃에서 10분간 

post-extension을 실시하였다. 

 

PCR 결과의 확인 

PCR이 종료된 검체들에서 각 산물을 10 μl씩 취하여 

6X loading buffer(0.25% bromphenol blue, 0.25% 

xylene cyanol, 30% glycerol in water) 2 μl와 혼합하

여 2% 한천겔(agarose gel)에서 100 volt, 20분간 전기

영동을 실시하고 ethidium bromide로 염색하여 자외선 

투사기로 관찰한 다음 폴라로이드 카메라로 촬영하였다. 

 

통계처리 

통계처리는 Pearson’s χ2-test를 이용하였으며 유

의수준은 p<0.05 범위로 하였다. 

 

결     과 
 

30예의 대상 중 WHO 1형은 3예(10%), 2형은 12예

(40%) 및 3형은 15예(50%)로 3형이 가장 많았다. 30

예의 비인강암의 조직 파라핀블록에서 3예(10%)에서 HPV 

양성반응을 보였으며 20예의 대조군 아데노이드 조직에

서는 전례에서 HPV 음성을 보였다. HPV 양성 반응을 

보인 3예는 모두 WHO 1형이었으며, WHO 2형 및 3형

에서는 HPV가 모두 음성을 보여 통계학적으로 유의한 

차이를 보였다(p<0.001)(Table 2). HPV 양성 반응을 

보인 3예에서는 모두 HPV 6형이 검출되었다(Fig. 1). 

 

고     찰 
 

비인강암은 전세계 어디에서나, 어느 민족에서나 10만 

Table 2. Number of nasopharyngeal carcinoma acco-
rding to WHO classification (N=30) 

  Cases (%) HPV positive (%) 
WHO type I 03 (10) 3 (100)* 
WHO type II 12 (40) 0 (0) 
WHO type III 15 (50) 0 (0) 
*：p<0.001 
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명 당 1명 이하의 발병률을 보이는 암이지만, 중국의 남

부 지역이나 이 지역에서 이민간 중국인들이 많이 사는 지

역인 대만, 홍콩, 인도네시아 등의 아시아 동남부 지역 에

서는 10만 명 당 30명 가까이 발생하는 흔한 암이다.8) 따

라서 비인강의 병인에는 유전적 소인, 바이러스 감염, 다

른 환경적 인자 등 여러 인자가 관여할 것으로 생각된다. 

Burkitt 림프종과 미분화 비인강암에서 EBV의 존재

가 입증된 이후 비인강암과 EBV의 관계에 대한 많은 연

구가 행하여 졌으며 많은 연구에서 EBV를 검출하였다. 

우리나라 환자를 대상으로 행해진 연구는 그리 많지는 

않지만 50~94%에서 EBV 양성으로 보고되고 있다. 

Tsai 등9)은 WHO 1형에서 80%, 2형 및 3형에서 97%

의 EBV 양성을 보였다고 하였으며, Pathmanathan 등6)

은 WHO 1형, 2형, 3형 모두에서 100%의 EBV 양성을 

보고하였다. 그러나 Niedobitek 등10)은 WHO 1형에서 

0%, 2형에서 50%, 3형은 88%에서 EBV 양성으로 나왔

다고 보고하여 WHO 1형 비인강암에서는 보고자에 따

라 다양한 빈도를 보이므로 WHO 1형은 EBV 외에도 

다른 원인의 가능성에 대해 생각할 수 있다. EBV는 동

양인에서는 대부분 2형 및 3형에서 검출되는 것으로 알

려져 있으며,6) 본 교실에서 in situ hybridization을 이용

하여 EBV RNA를 검출한 결과에서도 비인강암 18예 중 

17예(94%)에서 양성반응을 보였으며 모두 WHO 2형 

및 3형이었다.11) 

HPV는 호흡기와 소화기 점막조직에서 양성 및 악성 

종양을 일으키는 원인 인자로 알려져 있으며 80여종의 

아형이 있고 약 8000 base pairs를 갖는 이중 나선 구

조의 DNA 바이러스로, 상기도에 잠복감염상태로 존재

하다가 여러 가지 요인에 의해 활성화되어 종양 발생에 

보조적인 역할을 하는 것으로 알려져 있다. 병소의 위치

와 병변의 진행과정에 따라 HPV의 다른 아형이 검출되

는데 HPV 6형과 11형은 주로 비현성 감염이나 후두 유

두종 같은 양성 질환을 유발하고 HPV 16형, 18형, 31

형, 33형, 35형, 51형은 자궁 경부 및 비뇨기계의 악성 종

양과 연관이 있는 것으로 알려져 있다.12) HPV에 의한 호

흡기 초기감염과 잠복감염의 병인에 대해서는 거의 알려

져 있지 않지만, 초기감염은 출생시 모체로부터 감염되는 

것으로 알려져 있다. Selacek 등13)은 HPV에 감염된 모

체로부터 태어난 신생아들 중 47%에서 비인강에서 HPV 

양성반응을 보였다고 하였다. 

HPV가 두경부암의 발생과 연관이 있다는 것은 후두

암, 설암, 편도암등 여러 부위에서 연구되어 왔으며 최

근 Brandsma와 Abramson,7) Ishihashi 등14)은 두경부 

편평상피암 환자에서 HPV 16의 검출을 시행하여 설암의 

18%, 편도암의 29%, 인두암의 13%, 후두암의 5%에서 

양성율을 보고하였다. 

Tyan 등3)은 동양인 30예의 비인강암에서 14예(46%)

의 HPV 16형 양성을 보고하였으며, 모두 WHO 2형 및 

3형이었다고 하였다. Hording 등15)은 15예의 WHO 1

형 중 3예(20%)에서 HPV 16형 양성, 1예에서 HPV 11

형 양성을 보고하였으며 2형 및 3형에서는 전례에서 HPV 

음성을 보고하여 HPV 11형과 16형을 WHO 1형의 원

인으로 제시하였다. Giannouidis 등16)은 63예의 비인강

암에서 12예(19%)에서 HPV 양성을 보였으며 WHO 1

Fig. 1. HPV expression analyzed by PCR. DNA molecular mass markers (100 bp) are indicated in lane M. 

M      1     2     3     4     5     6     7     8     9     10     11    12    13    14    15    16 

287 bp 
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형 18예 중 8예(44%)에서 HPV 양성을 보였으나, EBV

는 모두 음성을 보고하여 EBV 음성인 WHO 1형에서 HPV

가 원인임을 제시하였으나, HPV 아형은 연구하지 않았

다. Rassekh 등17)은 HPV와 EBV의 중복감염이 WHO 

1형 및 3형 비인강암의 발생에 관련이 있다고 하였다. 

한편, Lizarraga 등18)은 편도선암과 비인강암의 81%에

서 HPV 31형 양성을 보고하였다. 

조직내에서 바이러스를 검출하는 방법으로는 광학현

미경이나 전자현미경을 이용하는 방법, 면역조직화학염

색법, Southern blot hybridization, in situ hybridization, 

polymerase chain reaction(PCR) 등의 방법이 있다. 초

기에 HPV를 검출하는 방법으로 많이 이용된 southern 

blot hybridization은 비교적 많은 양의 신선 조직이 필

요하고 번거로울 뿐만 아니라 예민도도 낮은 것으로 알

려져 있다. 이후 in situ hybridization이 개발되어 파라핀

포매괴에 고정되어 있는 조직에서 HPV DNA가 존재하

는 위치까지도 일수 있는 방법으로 선호되었으나 예민도

가 떨어지는 단점이 있어 최근에는 예민도가 높은 PCR

이 개발되어 많은 연구에서 이용되고 있다. PCR은 신선

한 조직뿐만 아니라 파라핀에 고정된 조직에서도 병원

체의 유전자를 쉽게 검출해 낼 수 있으며 염기서열을 수

백만 배까지 증폭시킬 수 있어 가장 민감도가 높으나 검

출된 병원체의 유전자의 위치는 알 수 없는 단점이 있다. 

비인강암의 원인으로 EBV가 WHO 2형 및 3형의 원

인으로 인정되고 있지만 WHO 1형의 원인으로는 EBV, 

HPV 11형, 16형, 31형, 그리고 EBV와 HPV의 중복감

염이라는 여러 가지 보고가 있다. 본 연구에서는 WHO 

1형 전례에서 HPV 6형 양성을 보임으로서 HPV 6형이 

WHO 1형 비인강암의 원인의 가능성을 제시한다. HPV 

6형은 현재까지 양성질환을 유발하는 원인으로 알려져 있

으나, Judd 등19)은 상악동 편평상피세포암에서 HPV 6

형 양성을 보고하여 악성종양과도 연관성이 있는 것으로 

생각된다. 본 연구의 결과는 한국인이라는 인종적인 한

계를 가진 것이지만 HPV 6형도 비인강암의 원인이 될 

수 있음을 증명하였다.  

향후 더 많은 증례와 추적관찰을 통하여 비인강암과 

HPV사이의 관계에 대한 추가적인 연구가 필요할 것으

로 생각된다.  

 

 
결     론 

 

WHO 1형 비인강암의 원인으로 HPV 6형 감염이 가

능성이 있을 것으로 생각된다. 
 

중심 단어：비인강암·중합효소연쇄반응·유두종바이러스. 
 

이 논문은 2004년도 부산대학교병원 의학연구소 연구비(2004-
20)에 의하여 연구되었음. 
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