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----    ABSTRACT    ----  
Background and Objectives：Apoptosis is a programmed cell death and an active regulatory response by phy-
siologic stimuli. Eosinophils are predominanat cells in the nasal polyp. However whether the apoptosis of the 
eosinophils could contribute to the increased numbers of eosinophils in the nasal polyp is not completely known. 
We have studied to reveal the relationship between the increase in the number of eosinophils and apoptosis. 
Materials and Methods：Subjects are 15 non-allergic nasal polyps and 10 normal inferior turbinates. We have 
used TUNEL method for apoptosis study and RT-PCR was used for the Bax and Bcl-2. Results：The apoptotic 
cell ratio (apoptotic cell numbers/total cell numbers) was 0.147 in normal turbinate compared to 0.05 in nasal 
polyp (p=0.056). The apoptotic cell ratio was higher in normal turbinate compared to that of nasal polyp. The 
apoptotic bodies of eosinophils in nasal polyp were very scanty. The RT-PCR showed that Bax was increased in 
normal turbinate, however Bcl-2 was increased in nasal polyp. These results suggest that the apoptosis of eo-
sinophils in nasal polyp was decreased compared to the normal turbinate. Conclusion：Apoptosis may be one 
of the contributing factors for the increased numbers of eosinophils in nasal polyp. (J Clinical Otolaryngol 2005; 

16:264-269) 
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서     론 
 

비용의 발생기전은 아직까지 정확하게 밝혀져 있지 않

지만 비용내 존재하는 염증세포들이 중요한 역할을 하는

것으로 알려져 있다. 비용에서 호산구의 증가는 호산구

에 대한 화학주성인자나 접착분자들에 의한 것으로 호산

구들이 활성화되었을때 여러 독소들이 유리되어 비용형

성에 영향을 줄 수 있다.1)2) 이러한 염증세포들에 대한 

활성 인자는 폭넓게 연구되어 지고 있으나3)4) 이중 비용

내에 주로 존재하는 호산구의 증가가 정상적인 세포의 소

멸과정인 세포고사(apoptosis)와 관련이 있는지, 또한 호

산구의 세포사멸(programmed cell death)은 정상적으

로 이루어지는지에 대해서는 지금까지 많은 연구가 진행

되어 왔으나 아직 확실히 밝혀져 있지는 않다.5)6) 이러한 
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들을 분비케하여 비용성장에 영향을 줄 수 있다. 따라서 

저자들은 비용에서의 세포고사체의 발현과 이에 관련된 

인자들을 보고자 하였다. 

저자들은 TUNEL(terminal deoxynucleotidyl trans-
ferase(TdT)-mediated exogenous nucleotide(dUTP-

digoxigenin) nick end-labeling) 방법을 통해 비용에서

의 세포고사체를 확인하고자 하였고, 세포고사에 영향을 

주는 인자인 Bcl-2와 Bax의 발현을 관찰하였다. Bcl-2 

familly(Bcl-2, Bax)는 세포고사의 진행에 영향을 주는 

인자이며 Bcl-2는 세포고사에 대한 억제인자로, Bax는 

세포고사에 대한 촉진인자로 알려져 있다.7) 

이에 저자들은 비용에 존재하는 호산구의 증가에 세포고

사가 어떤 역할을 하는지 밝히고자 본 연구를 시행하였다. 

 

대상 및 방법  
 

대  상 

1998년 5월부터 9월까지 가천의대 길병원에서 이학적 

검사 및 CT 촬영 등으로 만성부비동염과 동반된 비용으

로 수술받은 환자들을 대상으로 하였으며 남자 14명 여

자 11명으로 연령은 24세에서 55세까지 평균연령 37세

였다. 모든 대상군에서 조직검사전 1달간 약물투여를 중

단하였으며 피부반응검사와 RAST로 알레르기질환을 배

제하였다. 대조군으로는 비중격 교정술 및 비성형술을 시

행받은자의 정상 하비갑개 점막을 사용하였다. 비용은 15

예, 정상 하비갑개는 10예를 대상으로 하였다. 

 

방  법  

 

H-E 염색 

비용 및 정상하비갑개의 파라핀 조직을 4 μm의 두께

로 연속 절편하여 한 장은 H-E염색을 시행하였고, 전 후

에 다른 한 장씩 중에서 H-E염색과 비슷한 부위를 골

라 TUNEL염색을 사용하였다. H-E 염색에서 전체 염

증세포의 갯수를 계산하였고, 비용에 존재하는 호산구의 

존재는 H-E 염색으로만 확인하였다. 

 

TUNEL 염색 

세포고사체의 검출에 TUNEL방법을 사용하였다.8) TU-

NEL방법은 동소고사감지 시약(In Situ Apoptosis Detec-
tion Kit, ApopTagTMKit. Oncor)를 이용하였다. Labeling 

target은 DNA 분절에 따라 만들어지는 3’-OH DNA 말

단으로 이것은 세포고사의 결과이며 세포고사체에 더 특

이적이다. 

먼저 Xylen으로 탈파라핀화 시킨 후 100%, 95%, 70% 

ethanol로 함수하고, 3% H2O2에 3분간 blocking시킨 후 

실온에서 proteinase K를 약 30분간 처리하여 단백질

을 분해시킨 다음 equalibration buffer을 가하였다. 이

미 만들어진 working strength reaction buffer 2 drop

과 TdT enzyme 1 drop을 각 슬라이드에 떨어뜨린 후 

실온의 습윤상자에서 1시간동안 반응시켰다. 미리 준비한 

working strength stop/wash buffer에 담근 후 실온에

서 30분간 anti-digoxigenin-peroxidase로 처리하고 

PBS로 세척 후에 diaminobenzidine으로 30초간 발색하

고 methyl green으로 1분간 대조염색을 시행하였다. 

판독은 H-E염색에서 먼저 호산구가 있는 부위를 확

인 후에, 연속된 절편에서 같은 부위에서 TUNEL 염색

을 시행하여 세포고사체의 존재 여부를 확인하였다. 세포

고사체는 H-E염색에서는 세포질에서 발견되는 분절화된 

핵(fragmented nucleus)을 세포고사의 전구(prototype)

로 생각하였고 TUNEL 염색시에는 갈색으로 염색되는 

양성 소견으로 확인하였다. 세포고사된 세포의 숫자는 하

나의 고배율시야(×400)에서 발견되는 고사세포의 평균 

갯수로서 한 개의 조직에서 10곳의 각각 다른 시야에서 

관찰한 후 평균값을 구하였다. 세포고사비율(apoptoic cell 

ratio)은 전체 염증세포를 구한 후 그 중 세포고사체 수

를 확인하여 그 비율을 구하였다. 

 

역전사 중합효소 연쇄 반응 

 

총 RNA의 추출 및 cDNA의 합성 

비점막 조직에서 TRIzol®(GIBCOBRL, Grand Island, 

NY)을 이용하여 총 RNA를 추출하였다. 이 중 RNA 2 μg

에 Moloney murine leukemia virus(Life Technologies, 

Gaithersberg, MD)역전사 효소, 5x Reverse transcrip-
tion buffer, 10 mM dNTPs, RNase inhibitor, random 

hexamer 등을 첨가하여 37℃에서 1시간 반응시킨 후 

94℃에서 5분간 불활성화시켜 cDNA를 합성하는 역전
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사 반응을 시행하였다. 

 

중합효소 연쇄반응(polymerase chain reaction, PCR) 

5 μl의 cDNA에 10x PCR reaction buffer, 25 mM 

MgCl2, 2.5 mM dNTPs, 각각의 Bax, Bcl-2 및 GAPDH

의 sense와 antisense primer 20 ρmol, Taq polyme-
rase, 증류 수등을 넣어 중합효소 연쇄반응에 사용하였다

(Table 2). 중합효소 연쇄반응은 Gene Amp PCR sys-
tem 2400(Perkin Elmer)에서 94℃에서 5분간 변성시

킨 후 94℃에서 45초, 55℃에서 30초, 72℃에서 1분 주

기로 약 35회 증폭한 후 최종 72℃에서 약 7분간 반응

을 연장시켰다. 음성 대조군으로는 cDNA대신 증류수와 

반응액을 혼합한 것을 사용하였다. 최종 중합효소 연쇄반

응 산물을 2% agarose gel에서 전기영동을 한 후 ethi-
dium bromide용액으로 30분간 염색하여 확인하였다. 총 

RNA의 파괴여부 및 상대적 정량비를 구하기 위하여 대

조군으로 GAPDH(glyceraldehydes-3-phosphate de-
hydrogenase)을 사용하였다. 

통계학적 분석은 SPSS 7.5 for Windows(version 7.5, 

SPSS Inc., Chicago, USA)을 이용하여 paired t-test

를 시행하였고 p값이 0.05이하인 경우 통계학적으로 유
의하다고 하였다. 

 

결     과 
 

세포고사체의 검출  

세포고사체의 전체적인 수는 비용에서 평균 2.1±0.2/ 

HPF, 정상 하비갑개에서 8.2±2.5/HPF로 비용에서 의

미있게 낮은 수치를 보였으며, 또한 총 염증세포수에 대

한 세포고사체 수의 상대적인 비(세포고사비율)은 비용

에서 0.05, 정상 하비갑개에서 0.147로 정상에서 높게 나

왔지만 의미있는 차이를 보이지는 않았다(Table 1).  

비용에서 H-E 염색상 호산구로 확인한 후 연속절편

에서 시행한 TUNEL염색상 이들과 유사한 부위에서 호산

구들에 대한 세포고사체의 발견은 드물었다(Figs. 1 and 2). 

 

Bax와 Bcl-2 mRNA의 발현 

세포고사를 증가시키는 인자인 Bax mRNA는 정상군

에서, 세포고사를 억제하는 인자인 Bcl-2는 비용군에서 

Table 1. Apoptotic cell counts in nasal mucosa 

 
Apoptotic  

cells/total cells  
(ratio) 

Apoptotic  
cells/HPF  
(×400) 

Control turbinate 0.147 8.2±2.5* 
Nasal polyp  0.050 2.1±0.2* 
*：p<0.05 
 

Table 2. Primer sequences for PCR 
Sense 5’ ATG GAC GGG TCC GGG GAG  

CAG 3’ 
Bax 

Antisense 5’ CAG TTG AAG TTG CCG TCA  
GA 3’ 

Sense 5’ AGC TGC ACC TGA CGC CCT  
TCA 3’ 

Bcl-2 

Antisense 5’ AGC CAG GAG AAA TCA CAG  
AGG 3’ 

Sense 5’ ATA GGA TCC GTG GAC ATT GTT  
GCC ATC AAC GAC CCC 3’ 

GAPDH 

Antisense 5’ ATA GGA TCC GCC CCA GCC  
TTC TCC ATG GTG GT 3’ 

GAPDH：glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
 

Fig. 1. In Situ apoptosis de-
tection in normal turbinate. 
A：Inferior turbinate shows 
some inflammatory cells in 
epithelium and stroma (H-E, 
×200). B：Many apoptotic 
bodies are shown (arrows) 
in epithelial and stroma 
area (TUNEL stain, ×200). 

AAAA BBBB 
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높게 나왔다(Fig. 3). 이들의 농도를 densitometer로 측

정하여 hosue keeping gene인 GAPDH와 비교한 결과, 

Bax/G는 control군에서 Bcl-2/G는 비용군에서 비교적 

높게 나왔으나 양군간의 유의한 차이는 보이지 않았다. 

그러나 Bax/Bcl-2 비가 정상군보다 비용군에서 의미있

게 낮게 나와 비용에서 세포고사를 억제하는 Bcl-2가 증

가되 있음을 알 수 있었다(Table 3). 

 

고     찰 
 

본 실험에서는 비용에서는 대조군에 비해 세포고사체

수의 감소가 보이며 특히 비용에 존재하는 호산구에 대한 

세포고사가 감소된 소견을 보여주었다. 

일반적으로 세포고사(apoptosis)는 정상적인 상태에서 

조직내에 존재하는 세포가 매우 빠른 교체속도(2.5×109 

cells/hr)로 적당한 숫자를 유지하고 기관의 항상성을 유

지하는데 중요한 역할을 한다.1)9) 그러나 병적 상태에서

는 여러가지 생존인자가 많이 생산되어 정상적으로 일어

나는 세포고사가 억제되면서 조직내에 염증세포가 많이 축

적되는 양상을 보이게 된다.7) 

비용에서 호산구를 분리한 후 배양시킨 호산구의 세포

고사 연구에서 처음 7일간의 배양에서는 세포고사체를 발

견할 수 없었고 12일째에서도 약 50%에서 세포고사 소

견을 보이지 않았다고 하였다. 이에 비해 대조군인 하비

갑개에서는 3일째에 모든 남아있는 호산구에서 세포고사

를 볼 수 있었다고 하여 비용에서 세포고사가 억제됨을 

보여주었다.1) 또한 비용에서 anti-IL5 mAb를 넣은 상

태에서의 배양결과 호산구의 사멸이 의미있게 증가되어 

IL-5가 세포고사를 억제하는 중요한 cytokine임을 밝혀

졌다.10) 지금까지 알려진 바로는 비용내에 증가되어 있는 

IL-3, IL-5, GM-CSF 등의 cytokine 등이 호산구의 

세포고사를 억제하고 생존을 연장시키는 인자로 알려져 있

다.1)10-14) 본 실험의 결과는 TUNEL 염색을 이용하여 

비용내에 존재하는 호산구의 세포고사체를 직접 관찰하

고자 하였고, 이러한 호산구의 세포고사가 억제되어 더 많

은 호산구가 비용내에 증가하면서 비용형성에 영향을 줄 

수 있음을 보여주었다. 

Table 3. Densitometry of Bax and Bcl-2 mRNA expression 

 Bax/ 
G 

Bcl-2/ 
G 

Bax/ 
Bcl-2 

Control turbinate 0.79±0.17 0.35±0.11 1.40±0.43* 
Nasal polyp 0.47±0.15 0.50±0.12 0.96±0.11* 
*：p<0.05, G：GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase) 
 

Fig. 2. In Situ apoptosis de-
tection in nasal polyp. A：
Nasal polyp shows many
eosinophils (arrows), (H-E,
×200). B：A few apopto-
tic bodies are present in su-
bepithelial and stroma area
(arrow), (TUNEL stain ×200). 

AAAA BBBB 

N 

Bax 
320 bp 

Bcl-2 
290 bp 

GAPDH 
267 bp 

12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 M P 

Fig. 3. RT-PCR of Bax, Bcl-2 in nasal mucosa. Bax was in-
creased in control inferior turbinate, Bcl-2 was increased
in nasal polyp (Normal inferior turbinate：lane 1-6, Nasal
polyp： lane 7-12). GAPDH：glyceraldehyde-3-phos-
phate dehydrogenase. 
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천식환자의 BAL(bronchoalveolar lavage)을 이용한 

연구에서 기도점막에 증가되었던 호산구가 스테로이드로 

2주간 치료한 결과 증상의 호전과 더불어 기도내에 존재

하는 호산구의 세포고사체가 상당히 증가하면서 대식세

포에 의해 탐식되어 기도에서 사라지는 것을 보여주었

다.4) 국내에서도 당질스테로이드는 호산구의 스테로이드 

수용체에 직접 작용하여 호산구의 세포사멸을 촉진시키

는 것으로 보고하였다.15) 즉 이러한 호산구 세포고사의 

유도는 천식에 있어 기도점막에서 호산구의 활동성을 감

소시키고 제거를 촉진하여 염증의 소실과 임상적 호전을 

초래하는 중요한 기전으로 인식되고 있다. 따라서 알레

르기 비염에서 보이는 호산구의 과다 발현도 이러한 세

포고사의 지연과 관련이 있을 것으로 생각된다. 

비용에 존재하는 Bcl-2에 대한 면역 조직화학적 연구

에서 Bcl-XL가 호산구의 세포사멸의 지연에 주로 관여

하며 Bax는 호산구의 세포사멸에 큰영향을 주지 않는다

고 하였다.16) 저자들의 실험에서도 세포고사에 관여하는 

인자들에 대한 RT-PCR결과 세포고사를 억제하는 인자

인 Bcl-2가 비용에서 증가되 있었고, 세포사멸을 증가

시키는 인자인 Bax 는 정상 하비갑개에 상대적으로 증가

되어 있어 이와 유사한 소견을 보였다.  

세포고사가 일어난 세포는 핵이 세분화(fragmentation)

되어 있었기 때문에 H-E 염색만으로 그 세포의 고사여

부를 확인하는 데는 어느 정도 한계가 있다. TUNEL염

색법은 세포고사체를 확인할 수 있는 여러 방법 중에서 가

장 좋은 것으로 알려져 있다.8) 그러나 TUNEL 염색법이 

세포고사와 세포괴사(cell necrosis)를 완전히 구별하지

는 못하는 것으로 알려져있다. 저자들은 처음에는 똑같은 

절편에서 세포의 종류를 확인한 후 재차 이 절편에 TU-
NEL염색을 시행하는 이중염색을 시도 하였으나 결과가 

좋지 않았다. 이에 저자들은 연속된 절편에서 일단 H-E

염색으로 호산구를 확인한 후, 연속된 절편에서 TUNEL

염색으로 세포고사 여부를 확인하여 가급적 오차를 줄이

고자 하였다. 따라서 본 실험의 결과는 호산구가 있었던 

유사부위에서 일어난 세포고사로써, H-E 염색상 호산구

가 많이 존재하는 부위에서 TUNEL 염색을 통해 세포

고사체를 확인하였다. 또한 비용내에 가장 많이 존재하는 

세포가 호산구인데 비해 대조군에 비해 세포고사체의 수

가 의미있게 감소되어 있었기 때문에 본 실험이 비용내

에 호산구 세포고사 과정의 억제가 호산구의 증가와 관련

이 있음을 보여주었다고 생각된다.  

본 연구는 세포고사체가 비용에서 더 적게 관찰되었으

며, 비용조직내에 존재하는 호산구의 증가는 정상적인 세

포사멸이 억제되는 것과 관련이 있음을 보여주었다. 

 

결     론  
 

향후 비용에서 호산구의 세포사멸의 발생기전을 밝히고 

이를 증가시킬 수 있는 많은 인자들에 대한 연구를 통해 

비용의 치료에 도움을 줄 것으로 사료된다.  
 

중심 단어：비용·세포고사·Bax·Bcl-2. 
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