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서      론

고실 성형술의 이상적인 목표는 천공의 영구적이면서

도 완전한 폐쇄와 청력의 개선이라 할 수 있다. 현재 고막 

결손 회복을 위해 사용되는 이식편 재료로는 측두 근막, 

연골, 정맥, 연골막, 골막 등이 알려져 있다.1,2) 측두 근막

은 좋은 청각적 특성을 가지지만 구조적으로 안정성이 떨

어지는 단점이 알려져 있고, 연골은 안정성이 확보되지만, 

청력 개선에 있어서 논란의 여지가 있어서 다양한 술자들

에 의해 이를 극복하는 방법이 제시되고 있는 실정이다.3-5)

고실 성형술 후 세균 감염에 의해 이식편의 생착이 실

패하는 경우는 국내 발표에서 34% 정도까지 보고되고 있

다.6) 이식편 생착의 실패에 관여하는 요소로 결손(dehi-
scence)이나 혈행 장애 등에 의해서도 발생할 수 있지만, 

중이 점막에 남아 있는 해결되지 않은 감염이나 술 후 세
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균 감염에 의해서도 가능할 것으로 생각되어 이번 연구를 

진행하게 되었다.

만성 중이염의 흔한 원인균으로 황색 포도알균과 녹농

균이 대표적이며 녹농균은 금속 단백 분해 효소(엘라스

타아제 및 알칼리성 단백 분해 효소), 지질 분해 효소, 알

카리성 인산 분해 효소, 외독소 등을 분비하며, 황색 포도

알균의 경우 스타필로키나아제, 히알루론산 분해 효소, 

백혈구 파괴소, 금속 단백 분해 효소(엘라스타아제 및 알

칼리성 단백 분해 효소), 핵산 분해 효소, 혈장 응고 효소, 

외독소, 장독소 등을 분비하는 것으로 알려져 있다.7,8)

연골은 측두 근막과 조직학적 구성이 다르기 때문에, 

이러한 세균의 단백 분해력에 대해 저항성에 차이를 보

일 것으로 추정하였으며 이를 검증해 보기 위해 먼저 세

포 외 세균 단백 분해력에 대한 연골과 측두 근막이 가지

는 저항성의 차이를 확인하여 수술 시 이식편 선택에 있

어서의 판단 기준을 마련하고자 하였다.

대상 및 방법

환자에서 채취한 이주 연골과 측두 근막의 크기와 두

께를 통일하기 위해 측미계(micrometer)와 연골 슬라이

서(cartilage slicer)를 사용하여 가로세로 0.7 cm, 두께는 

100 μm로 연골 및 측두 근막을 박편하였다.

대장균(DH5-α), 황색 포도알균(ATCC 6538)를 LB배

지(Luria-Bertani broth)에, 녹농균(ATCC 9027) 표준 균

주를 영양 배지에 접종하고 37℃에서 180 rpm으로 24시

간 배양하였다. 4℃, 3,000 rpm에서 30분간 초원심 분리 

후 배양 상청액을 ammonium sulphate 침전법으로 농축

하고 생리 식염수로 투석하여 세포 외 효소를 10배 농축

한 뒤 0.022 gm으로 표준화시킨 연골 및 근막 조직을 각 

세균 별 세포 외 효소 농축액 속에서 37℃에서 140 rpm

으로 48시간 배양하였다.9) 배양 상청액 속의 단백질 함

량을 Lowry법에 의해 세포외 효소에 의하여 분해된 단백

질의 함량을 정량적으로 측정하였으며, 세 균주에 대해 

각각 동일한 실험을 4회 반복 시행하였다.10) 다음으로 각 

세균별 세포 외 효소 처리를 한 군과 안한 대조군으로 나

누어 분해도를 도식화하고, 최종적으로 가장 높은 값을 1

로 두고 나머지 값에 대한 상대적 파괴도를 도식화했다. 

배양 상청액 속의 단백질을 DTT(Dithiothreitol)로 처

리하여 이황화 결합을 끊고 SDS-PAGE(sodium dodecyl 

sulfate polyacrylamide gel electrophoresis)를 시행하여 

분자량에 따라 분류하였다. 

이후 단백 분해력을 확인하기 위해 배양 상청액의 DTT 

처리를 하지 않은 비변성 단백 SDS-PAGE의 결과물로 

자이모그라피(gelatin zymography)를 시행하였다. 단백 

기질로 젤라틴을 사용하였으며, 8% 겔, 120 v, 3시간 반 동

안 영동하고 하룻밤 동안 37℃로 배양 후 0.5% 쿠마시 블

루(Coomassie blue)로 30분간 염색한 후 결과를 확인하

였다. 본 실험은 4회의 독립 실험을 시행하였고, 측정치는 

paired t-test로 분석하였으며, 유의 수준 p＜0.05에서 검

증하였다. 이번 연구는 기관연구심의위원회의 허가를 받

았다. 

결      과

각각의 세균 별로 연골군과 측두 근막군으로 나누어 

실험하였다. 실험 시작할 때와 48시간 후의 사진을 비교

했을 때 시간에 따른 현탁도의 차이는 볼 수 없었지만 측

두 근막에서 48시간 배양 후의 갈색이 탈색 된 것을 볼 수 

있었다(Fig. 1).

Lowry법(Lowry assay)에 의해 OD 750 nm에서 흡광

도 측정을 하고 BSA(Bovine serum albumin)를 이용하

여 표준화 곡선을 그린 후 Beer의 법칙을 따라 샘플의 농

도를 측정했다. 배양 전의 단백질 농도는 세균이 순수히 

만들어낸 단백질이며, 48시간 배양 후 단백질의 농도는 

각각의 조직이 분해된 것과 세균이 만들어낸 단백질이 

합쳐진 것이므로, 시간차에 따른 농도 간의 차이에 의해 

조직이 분해된 정도를 구했다(Table 1).

각 세균별 세포 외 효소 처리를 한 군과 안한 대조군으

로 나누어 분해도를 구하였으며, 최종적으로 가장 높은 

값인 황색 포도알균이 측두 근막을 녹인 단백질 농도를 1

로 두고 나머지 값에 대한 상대적 파괴도를 도식화했다

(Fig. 2).

측두 근막에서 황색 포도알균의 단백 분해력은 녹농균

보다 유의하게 높았으며(p＜0.05), 연골에서의 녹농균과 

황색 포도알균의 단백 분해력은 대장균보다 유의하게 높

았다(p＜0.05). 황색 포도알균의 경우, 측두 근막의 단백 

분해력이 연골에서의 경우보다 유의하게 높았다(p＜0.05)
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(Fig. 3). 하지만 녹농균과 대장균의 경우, 측두 근막과 연

골에서의 유의한 차이가 없었다(p＞0.05).

배양 상청액 속의 단백질을 DTT로 처리하여 이황화 

결합을 끊고 크기에 따른 SDS-PAGE의 전기 영동에 의

해 각각의 균주에서 분리된 단백질을 분자량 별로 확인

할 수 있었다. 황색 포도알균의 경우 10 kDa, 20 kDa, 37 

kDa, 40 kDa의 단백이 강하게 염색되었으며, 녹농균의 

경우 20 kDa, 37 kDa, 40 kDa, 60 kDa에서, 대장균의 경

우 20 kDa, 37 kDa, 50 kDa, 100 kDa에서 밴드를 확인할 

수 있었다(Fig. 4).

마지막으로 시행한 세 군의 젤라틴 자이모그래피 결

과, 100 kDa에서 쿠마시 블루에 강하게 염색되어 황색 포

도알균의 경우, 단백 분해 효소의 활성을 확인할 수 있었

으며, 녹농균 및 대장균의 경우 단백 분해 효소의 활성을 

보이지 않았다(Fig. 5).

고      찰

측두 근막은 1960년 독일의 Heermann이 사용한 이후

로 가장 널리 알려진 이식편 재료이다.11) 이상적인 고막 이

식의 재료로는 수술 시야에서 쉽게 얻을 수 있고, 이식 후 

생착을 위한 적당한 조직학적 반응이 있어야 하며 음 전

달의 음향학적 역할이 우수 해야 한다. 그리고 이식 후 고

Table 1. Difference of concentration over time

Bacteria Tissue Average difference (mg/mL) STD SE MEAN

E.coli Cartilage 67.7 26.6 13.3
Fascia 96.5 68.8 34.4

P. aeruginosa Cartilage 123.2 50.6 25.3
Fascia 119.0 8.2 4.1

S. aureus Cartilage 170.5 68.7 34.3
Fascia 297.1 79.0 39.5

Average difference indicates difference of concentration from the beginning to 48 hours later. STD : standard devi-
ation, SE MEAN : standard error of mean

E .coli

Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus aureus

Fig. 1. Figures of before and after culture for 48 hours lat-
er. Tube A & C was control group and After 48 hours we 
measured difference of turbidity. A : normal saline+car-
tilage, B : supernatant+cartilage, C : normal saline+tem-
poralis fascia, D : supernatant+temporalis fascia.
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Fig. 2. Difference of tissue destruction classified by bacte-
ria. Score 1 was defined as the most potent proteolytic ac-
tivity, and we displayed the value of relative score, com-
pared to the score 1. One white or black dot means each 
one of the experiments, so four “dots” means four times of 
the experiments. S. aureus showed the most potent activ-
ity regardless of type of graft. 
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막이 잘 지지될 수 있는 물리적 안정성 또한 중요할 것이

다. 측두 근막 이식편의 단점으로는 예측 불가능한 근막

의 수축으로 인한 낮은 안정성, 일정한 두께로 인하여 유

착성 중이염이나 전 천공 등의 특수한 경우에서 두께 조

절이 불가능하다는 점등이 단점으로 거론되고 있다.6)

최근에는 연골을 이용한 고실 성형술의 사례가 많이 보

고되고 있다. 연골편 이식은 유연성이 떨어지고 두께 조

절이 힘들어 이식 후 소리 전도의 지연이나 뒤틀림 현상

이 발생할 수 있는 단점이 있지만 수술 후 안정성이 좋고 

재천공이 적으며 채취가 쉽다는 이점이 있고, 최근 한 연

구에서는 연골을 사용한 고실성형술이 측두근막을 이용

했을 때보다, 이식 안착률이 더 높다고 보고하기도 하였

다.12) 본 연구에서는 임상적으로 종종 경험하게 되는 술 

후 감염에 대해 이식편의 종류에 따른 저항성의 차이를 

객관적으로 평가하고 이를 활용하기 위해 측두 근막과 

연골을 비교하였다.

Lee 등13)에 의하면, 405명의 만성 중이염 환자에서 동

정된 세균은 MRSA, 녹농균, 혈장 응고 효소 음성 포도알

균, 메치실린 민감성 황색 포도알균 순으로 많았다고 보

고하였다. Myung 등14)이 보고한 연구에서도, 유사하게 

1.20

1.00

0.80

0.60

0.40

0.20

0.00

Tis
su

e 
d

es
tru

ct
io

n

p＜0.05

E. coli                P. aeruginosa               S. aureus

Fascia

Cartilage

A

1.20

1.00

0.80

0.60

0.40

0.20

0.00

Tis
su

e 
d

es
tru

ct
io

n p＜0.05

E. coli                P. aeruginosa               S. aureus

Fascia

Cartilage

B

1.20

1.00

0.80

0.60

0.40

0.20

0.00

Tis
su

e 
d

es
tru

ct
io

n

p＜0.05

E. coli                P. aeruginosa               S. aureus

Fascia

Cartilage

C

1.20

1.00

0.80

0.60

0.40

0.20

0.00

Tis
su

e 
d

es
tru

ct
io

n

p＜0.05

E. coli                P. aeruginosa               S. aureus

Fascia

Cartilage

D
Fig. 3. Difference of tissue destruction between pathogens in accordance with type of graft. S. aureus showed signifi-
cant degradating activity in rather temporalis fascia than cartilage better and could break down temporalis fascia 
better than P. aeruginosa (p＜0.05). P. aeruginosa showed more potent activity to degrade cartilage rather than E. 
coli (p＜0.05). A : Difference of tissue destruction between P. aeruginosa and S. aureus in Fascia. B : Difference of tis-
sue destruction between P. aeruginosa and E. coli in cartilage. C : Difference of tissue destruction between S. aureus  
and E. coli in cartilage. D : Difference of tissue destruction between Fascia and cartilage in S. aureus.
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Fig. 4. Result of SDS-PAGE of isolated proteins. Using SDS-
PAGE, we could identify proteins, which were separated 
from bacteria, by molecular weight. SDS-PAGE : sodium 
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, kDa : 
kilodalton.
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MRSA(23.7%), 녹농균(22.7%)이 가장 흔하다고 보고한 

바 있다. 이와 달리, 2012년도에 보고된 연구에서는 녹농

균, 황색 포도알균, 대장균 순으로 흔한 것으로 나타났다.15) 

저자들은 이러한 연구 결과에 따른 차이는, 시간 변화와 

지역적 특성의 차이에 기인했을 것으로 추정하고, 최근 연

구 결과에 근거하여, 이번 실험에서는 녹농균, 황색 포도

알균, 그리고 대장균을 이용하여 분석하였다. 하지만 술 

후 감염시 동정된 균에 대한 체계적인 연구가 현재까지 

없었기에, 이에 대해서 술 전과 술 후의 세균학적인 차이

에 대한 연구도 추가적으로 필요할 것으로 사료된다.

이번 실험의 결과에서 황색 포도알균에서 세포 외 인

자에 의한 단백 분해 현상을 확인하였고, 연골보다 근막

에서의 상대적으로 많은 단백 분해 현상을 확인하였다. 

이는 황색 포도알균의 술 후 감염이 있을 경우 세포 외 인

자에 대한 이식재료의 분해의 저항성이 근막보다는 연

골이 뛰어날 것임을 암시한다고 볼 수 있을 것이다. 시행

된 자이모그래피 상에서도 100 kDa에서 강하게 염색되

는 단백 분해 효소의 활성이 확인되었다. 하지만 중이염

에 있어서 황색 포도알균 감염에 의한 조직 파괴는 세포 

외 인자의 단백 분해력의 영향뿐만 아니라 다른 인자들

의 영향도 고려해야 하므로 추가적인 연구가 필요할 것으

로 보인다. 녹농균은 외이도 표면에서 발견되며, 정상 조

직에서는 문제를 일으키지 않으나, 중이 환기관이나 고막 

천공, 유양돌기염과 연관하여 중이를 침범하면 병원성을 

가지게 된다.

이번 실험에 있어서도, 대장균과의 단백 분해 비교에

서 유의한 차이가 없었고 자이모그래피 상에서도 단백 분

해 효소의 활성은 보이지 않았다. 하지만 임상적으로 볼 

때 이식절편은 연골은 대개 300 μm로 사용하므로 대략 

근막 보다 3배 이상 두껍게 사용하게 된다. 이와 같은 것

과 본 실험 결과를 고려하면 고막 이식시 연골의 조직 파

괴에 대한 저항성의 정도를 추측할 수 있을 것이다.

녹농균과 황색 포도알균 감염에 있어서, 세포 내 인자

로 금속 단백 분해 효소가, 외 인자로 세포 외 단백 분해 

효소가 중요한 역할을 하는데, 황색 포도알균이나 녹농균

이 분비하는 금속 단백 분해 효소는 엘라스틴, 콜라겐, 피

브린과 세포간 연결(intracellular connection)과 숙주 방

어를 파괴하여 조직 침범을 하여 세균의 성장을 위한 배

지를 생성한다. 이러한 단백 분해 효소 농도의 증가는 녹

농균에 의한 만성 중이염에서 조직의 파괴와 세균의 침입

에 기여하는 것으로 알려져 있다.7)

Ilomostat는 금속 단백 분해 효소의 강력한 합성 억제

제로 알려져 있으며 α1-Antitrypsin은 neutrophil elastase

를 포함하는 세린 단백 분해 효소의 선택적 억제제로 이

를 이용한 만성 중이염 치료 연구들도 보고 되고 있다.7,16,17) 

본 연구에서는 세포 외 인자에 대해서만 평가를 하였지

만 실험을 통해 감염균의 세포 외 인자에 의한 이식편의 

종류에 따른 단백 분해력의 차이를 확인한 것은 의미가 

크다고 하겠다. 추후 금속 단백 분해 효소 등 세포 내 인

자를 고려한 실험을 진행하면, 보다 종합적으로 평가할 

수 있을 것으로 기대해본다.

결      론

세포 외 인자에 의한 연골과 근막의 단백 분해를 확인

하였다. 대장균, 녹농균, 황색 포도알균 중 황색 포도알균

이 가장 많이 조직 파괴를 일으켰으며, 황색 포도알균 감

염시 근막보다는 연골이 세포 외 단백 분해 활성에 저항

이 높음을 확인하였다. 이러한 점은 고막 이식 재료 선택

에 있어서 도움이 될 것으로 사료된다.
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Fig. 5. Gelatin zymography. S. aureus was dyed strongly 
by Coomassie blue in 100 kDa. On the other hand, E. coli 
and P. aeruginosa were not dyed, which meant that the 
latter had relatively less potent proteolytic activity than S. 
aureus. kDa : kilodalton.
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