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서      론

인후두 역류증(laryngopharyngeal reflux, LPR)은 구

역이나 구토 없이 위의 내용물이 인후두로 역류하는 현

상으로 정의되며 인후두 역류질환(laryngopharyngeal 

reflux disease, LPRD)은 인후두 역류가 임상증상과 인

후두의 형태학적인 변화 등의 합병증을 동반하는 경우

를 말한다. 인후두 역류증은 과도한 위산 분비로 인해 

위산의 식도 역류가 발생하여 식도의 자극과 염증으로 

하부식도 괄약근의 기능저하가 초래되거나 역류된 위

산이 식도에 머무르는 시간이 길어짐으로써 발생할 수 

있다.1-3) 인후두 역류질환에서는 위식도 역류 질환에서 

인간성대 섬유아세포주에서 Acid와 Pepsin의 효과

부산대학교 의학전문대학원 이비인후과학교실

박찬휘·신성찬·박희영·이병주

Effects by Acid and Pepsin Exposure in Human Vocal Fold Fibroblast

Chan-Hwi Park, MD, Sung-Chan Shin, MD, Hee-Young Park and Byung-Joo Lee, MD, PhD
Department of Otorhinolaryngology-Head and Neck Surgery, School of Medicine, Pusan National University,  

Busan, Korea

- ABSTRACT -
Background and Objectives：Laryngopharyngeal reflux, the backflow of gastric contents into the pharynx and 
larynx, is among the most important factors behind the development of inflammatory disorders of the upper air-
way. Our objective was to clarify the effects of exposure of the acid and pepsin in the laryngopharyngeal reflux 
disease by carrying out research on gene changes in the human vocal fold fibroblast. Material and Methods：To 
make a cell culture solution of acidic conditions of pH4 and 5 by using a 0.01 M hydrochloric acid. Pepsin was 
prepared in 0.5 mg/mL concentration dissolved in 0.9% sodium chloride. Pepsin was added to the cell culture fluid 
of pH4 and pH5 acid. The prepared acidic cell culture solution for each condition was treated for 5 minutes on 
the fibroblasts of the vocal folds. Then to remove the acidic cell culture solution, the vocal fold fibroblast culture 
fluid was incubated for 6 hours. After the culture, real time PCR, MTT assay and LDH assay were carried out. 
Results：The human vocal fold fibroblast in the pH4 acidic cell culture medium containing pepsin has the 
highest cell damage form. We confirmed these results by using the MTT assay and LDH assay. After incubation 
for 6 hours, it was confirmed that the cell was returned in the normal form of a vocal fold fibroblast in all experi-
mental groups compared to the control groups. There are no significant differences of gene expression after acid 
and/or pepsin treatment in human vocal fold fibroblast. Conclusions：The most critical effect on the damage to 
the vocal fold cells was the interaction of pH4 acidic environment and pepsin than acting alone or pH5 environ-
ment. (J Clinical Otolaryngol 2015;26:236-242)
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흔하게 발생하는 가슴 쓰림, 산 역류, 오심, 구토, 연하곤

란 등의 증상이 없이 대개 인후통, 만성적인 헛기침, 애

성, 인후두 이물감 등의 비특이적인 증상만을 보이며, 

인두나 후두로의 소량의 위산 역류로도 다양한 후두 증

상이 나타날 수 있다. 또한 기립시에도 증상이 나타나며 

식도 운동장애나 식도 내 산 제거 지연 등이 잘 나타나지 

않는 등 위식도 역류질환과는 많은 차이를 보여, 위식

도 역류질환과는 다른 기전이 작용할 것으로 생각되고 

있다.4-6)

인후두 역류질환의 진단을 위해서는 병력 청취를 통해

서 특징적인 증상을 확인하는 것 이외에도 객관적으로 

위산의 역류를 확인하기 위하여 후두경 검사, 위내시경

검사, 위식도 조영술, 이중 탐침 24시간 위산역류 검사 

등의 검사를 시행할 수 있다. 최근 이중 탐침 24시간 위

산역류 검사가 인후두 역류질환 진단의 중요한 도구가 

되었으나 산성 성분에만 국한된 분석의 한계로 후두 이

상소견 및 후두 증상과 일치하지 않는 결과를 보이며, 

이는 후두 상피세포에 영향을 미치는 다른 인자를 고려

해야 함을 의미한다.

인후두 역류질환은 그 병인이 아직 확실하게 밝혀지

지 않았고 그 진단과 치료에는 아직 다양한 이견이 존재

한다. 인후두 역류질환에서 후두 상피세포에 영향을 미

치는 인자를 규명하려는 연구가 최근에는 산성 환경뿐

만 아니라 펩신(pepsin), 분자생물학적 인자로 진행이 

되고 있다. 본 연구는 인간성대 섬유아세포주를 이용하

여 산성과 펩신의 노출 시 섬유아세포의 사이토카인(cy-
tokine), 성장인자(growth factor), 세포외 기질(extracel-
lular matrix)의 변화에 대한 연구를 시행하여 인후두 역

류질환에서 산성과 펩신의 노출에 대한 영향을 분자생물

학적으로 규명하는 하고자 한다. 

 

대상 및 방법

인간 성대 섬유아세포 배양

미국 위스콘신 대학에 있는 Susan L. Theleault로부

터 얻은 인간 성대 섬유아세포는 10% fetal bovine serum

과 1% penicillin/streptomycin이 첨가된 Dulbecco’s 

Modified Eagle’s Medium(DMEM) 배지에 현탁하여 

37℃, 5% CO2 조건의 배양기에서 배양하였다. 0.02% 

Trysin-EDTA로 세포를 분리한 다음 24-well에 50,000

개의 세포를 심은 후 80%가 될 때까지 배양하여 실험하

였다.

산(Acid)와 펩신(pepsin) 처리

0.01 M 염산을 이용하여 pH4와 5의 산성조건의 세포

배양액을 만들었다. 펩신은 0.9% 염화나트륨에 녹여 

0.5 mg/mL 농도로 준비하였다. 펩신을 pH4와 pH5 산

성 세포배양액에 첨가하여 각 pH조건에 펩신이 첨가된 

세포배양액을 만들었다. 준비된 산성세포배양액을 세

포에 처리하기 전 성대 섬유아세포 배양액을 제거한 다

음 PBS로 세포를 세척하였다. 준비한 각 조건의 산성세

포배양액을 성대 섬유아세포에 5분간 처리하였다. 그 후 

산성세포배양액을 제거하고 성대 섬유 아세포 배양액

을 넣은 후 6시간 동안 배양하였다. 배양 후, 세포를 채취

하여 real-time PCR assay와 MTT assay를 실시하였다. 

배양액은 LDH assay에 이용하였다. 각 실험은 3회 반복

하였다.

 

세포증식 및 세포독성 측정

세포증식은 MTT assay로 측정하였다. 각 well에 MTT 

labeling reagent(3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-

diphenyltetrazolium bromide)를 첨가하여(최종 농도

는 0.5 mg/mL), 5% CO2, 37℃ 조건의 세포 배양기에서 

4시간 반응시켰다. 반응액을 제거한 후, 안정액(DMSO : 

dimethylsulfoxide)을 각 well에 넣고 5분간 반응시켰고, 

환원된 MTT를 완전히 용해시켜 scanning multiwell 

spectrophotometer(Molecular Devices, USA)를 사용

하여 570 nm의 파장에서 흡광도(optical density, OD)를 

측정하였다. 세포 생존율은 LDH assay로 측정하였다.

 

Real-time PCR

Trizol reagent를 이용하여 세포에서 총 RNA를 분리

하였다. RNA를 cDNA로 전환시키는 역전사 과정을 다

음과 같이 실행하였다. 각각의 100 ng RNA와 100 pmole 

oligo dT primer를 섞어서 65℃에서 5분간 반응시킨 후, 

얼음 위에서 식혔다. 반응액을 RT premix(Bioneer Corp., 

Seoul, Korea)에 넣고 최종부피 20 μL가 되도록 RNase

가 포함되지 않은 물을 첨가한 뒤 잘 배합하여 42℃에
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서 60분이 경과한 다음, 다시 94℃에서 5분간 반응시켰

다. 역전사 반응을 마친 용액은 4℃에 보관하였다. Real-

time PCR에 앞서 유전자의 발현을 확인하기 위하여 특

수 표지자(primer)를 제작하였다(Table 1). 또한 각각의 

유전자 표지는 모든 세포에 고루 발현되는 GAPDH 유

전자로 표준화하였다. Real-time PCR은 역전사 과정으

Table 1. Sequences of primers

Primers (5’-3’) Annealing 
temperature (℃)Forward Reverse

TGF beta-1 GGTTATCTTTTGATGTCACCG GTTATGCTGGTTGTACAGGG 53
VEGF CTACCTCCACCATGCCAAGT TCTCTCCTATGTGCTGGCCT 55
MMP-1 CAACTTACATCGTGTTGCGG ACCGGACTTCATCTCTGTCG 61
Decorin GATGCAGCTAGCCTGAAAGG TCACACCCGAATAAGAAGCC 55
Collagen type I ATGCCTGGTGAACGTGGT AGGAGAGCCATCAGCACCT 53
GADPH GGGCCTCAAGGAAAAGAATC TTCTGCTTGAGAGGTGACTGA 58

Fig. 1. Morphologic changes of human vocal fibroblast. (A) After acid and/or pepsin treatment for 5 minute, (B) Most 
of fibroblast was recovered after 6 hour. 

Treated 5 min

Afer 6 hr

A

B



박찬휘 외 : 인간성대 섬유아세포주에서 Acid와 Pepsin의 효과

239

로 통해 얻은 cDNA 10 ng과 SYBR Green, 각각의 표지

자를 섞은 후 혼합된 용액을 Lightcycler capillary에 옮

겨 담고, 다음과 같은 과정을 진행 하였다. 94℃에서 5분

간 동안 반응 시킨 후, 94℃(30초)-55-60℃(1분)- 72℃(1

분) 과정을 40번 반복하고, 72℃에서 5분간 반응을 완료

하였다. 기기의 모니터에서 증폭되는 과정을 확인하였

고, 증폭 양에 대한 자료를 얻었다.

 

결      과

형태학적 변화 

인간 성대 섬유아세포에 산성세포배양액과 펩신이 들

어있는 산성세포배양액을 5분간 처리하였을 때, 산성과 

펩신을 처리하지 않은 대조군에 비교해 펩신만 처리한 

군, pH5 산성세포배양액을 처리한 군, 펩신이 들어간 

pH5산성세포배양액에서는 미세한 손상 정도를 받은 

것을 확인하였다. pH4 산성세포 배양액을 처리한 군에

서는 펩신이 들어간 pH4산성세포배양액보다 손상 정도

는 적으나 거의 모든 세포에서 섬유아세포 형태 변형을 

일의 키는 것을 확인하였고 펩신이 들어간 pH4산성세

포배양액에서 세포손상도가 가장 높아 섬유 아세포 형태

가 변형되고 일부 세포가 세포배양접시에서 떨어져나

가는 것을 확인하였다(Fig. 1).

그러나 산성 세포배양액에 5분간 처리한 후 37℃, 5% 

CO2 조건의 배양기에서 6시간 동안 배양한 후 세포형

태를 관찰한 결과에서는 대조군에 비교해 모든 실험군

에서 세포가 성대 섬유아세포 형태로 돌아오는 것을 확

인하였다(Fig. 1).

MTT assay LDH assay

인간 성대 섬유아세포에 산성과 펩신을 처리하였을 

때 세포의 생존과 독성을 알기 위해 MTT assay와 LDH 

assay를 시행하였다. pH4 산성 세포배양액과 pH4 산성 

세포배양액에 펩신을 포함된 경우에 세포의 독성이 가

장 심하여 세포의 증식능이 35.8%로 감소하였다(Fig. 2). 

pH5 산성 세포배양액과 펩신을 같이 처리한 경우에는 

17% 감소하였다. 이러한 소견은 세포의 형태학적 소견

과 일치하였다. 

LDH assay에서는 pH4 산성 세포배양액에 펩신이 포

함된 경우 세포 괴사는 6.7% 증가하였고, pH5 산성 세포

배양액에 펩신이 포함된 경우에는 세포 괴사는 3.74% 증

가하였다. 이러한 세포독성의 증가는 의미있는 소견이

었다. 

유전자에 대한 RT-PCR 

pH 4, 5의 산성 세포배양액과 펩신을 처리한 후 MMP-

1, TGF-beta, IL-6, IL-8, VEGF, Decorin, Collagen 

등의 유전자 변화를 측정하였지만, 의미있는 변화는 관

찰되지 않았다(Fig. 3). 

 

고      찰

인후두 역류증과 연관된 후두 점막의 형태 변화에 대

한 연구는 식도 점막에서의 연구에 비해 늦게 시작되어 
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Fig. 2. MTT assay (A) and LDH assay (B). The most severe fibroblast damage occurred during pH 4 acid and pepsin 
treatment. 
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그 결과가 아직 잘 알려져 있지 않다. 위식도 역류 질환

과 인후두 역류증은 위산과 펩신에 반복적인 노출로 인

한 방어기전의 파괴가 발병 원인으로 생각되고 있으나 그 

병태 생리와 분자 수준에서의 기전은 밝혀져 있지 않다.

역류에 대한 방어 작용의 실패는 역류된 위 내용물에 

의한 노출의 증가가 선행 인자로 생각되고 있다. 역류된 

위액의 성분이 그로 인한 합병증의 발생에 매우 중요한

데,7) 위산 단독으로는 정상적인 상태에서 큰 손상을 일으

키지는 않으나 펩신이 함께 존재하는 경우에는 점막 손상

의 빈도가 증가하게 된다.8) 식도에서 역류성 위산과 펩신

이 세포간 결합 형태를 변화시켜 상피 세포의 방어 기능을 

무력화함은 이미 많은 연구들을 통하여 잘 알려져 있다.

펩신은 위 점막의 주세포(chief cells)에서 분비되는 

단백질 분해효소로, 미주신경 자극이나 위 팽창에 의하

여 효소전구체(zymogen)인 펩시노젠(pepsinogen)으로 

분비된 후 위산에 의하여 분해되어 활성화된다.9,10) 인후

두 역류질환에서 이중 탐침 24시간 위산 역류검사는 후

두 이상소견 및 후두 증상과 항상 일치하지는 않으며, 

5

4

3

2

1

0

C
on

tro
l m

ed
ia

Pe
ps

in

pH
4

pH
4+

pe
ps

in

pH
5+

pe
ps

in

Collagen

pH
5

Re
la

tiv
e 

ex
pr

es
io

n

1.5

1.0

0.5

0.0

C
on

tro
l m

ed
ia

Pe
ps

in

pH
4

pH
4+

pe
ps

in

pH
5+

pe
ps

in

IL-10

pH
5

Re
la

tiv
e 

ex
pr

es
io

n

1.5

1.0

0.5

0.0

C
on

tro
l m

ed
ia

Pe
ps

in

pH
4

pH
4+

pe
ps

in

pH
5+

pe
ps

in

IL-8

pH
5

Re
la

tiv
e 

ex
pr

es
io

n

1.5

1.0

0.5

0.0

C
on

tro
l m

ed
ia

Pe
ps

in

pH
4

pH
4+

pe
ps

in

pH
5+

pe
ps

in

Decorin

pH
5

Re
la

tiv
e 

ex
pr

es
io

n

1.5

1.0

0.5

0.0

C
on

tro
l m

ed
ia

Pe
ps

in

pH
4

pH
4+

pe
ps

in

pH
5+

pe
ps

in

MMP-1

pH
5

Re
la

tiv
e 

ex
pr

es
io

n

4

3

2

1

0

C
on

tro
l m

ed
ia

Pe
ps

in

pH
4

pH
4+

pe
ps

in

pH
5+

pe
ps

in

VEGF-1

pH
5

Re
la

tiv
e 

ex
pr

es
io

n

8

6

4

2

0

C
on

tro
l m

ed
ia

Pe
ps

in

pH
4

pH
4+

pe
ps

in

pH
5+

pe
ps

in

TGF-β1

pH
5

Re
la

tiv
e 

ex
pr

es
io

n

Fig. 3. Changes of gene by Real-time PCR after acid and/or pepsin treatment. There are no significant differences of 
gene expression after acid and/or pepsin treatment in human vocal fold fibroblast. 
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많은 연구에서 양자펌프 억제제의 경험적 사용을 통한 

증상의 호전으로 인후두 역류질환을 진단하는 방법이 

다른 검사방법들에 비하여 경제적, 임상적으로 유용하

다고 보고하고 있지만,11) 또 다른 다수의 연구들에서는 

양자펌프 억제제의 효과에 대한 부정적인 결과들을 보

고하고 있다.12) 이러한 사실들은 인후두 역류질환이 산

성 환경 이외의 인자에 대해서도 고려해야 함을 시사하

며, 펩신이 그 중요한 인자로 고려되어지는 이유이다. 또

한 펩신은 위에서만 생성이 되기 때문에 인후두 부위에

서 검출이 될 경우 인후두 역류의 증거를 뒷받침해 주는 

인자로 활용이 될 수도 있다.13,21)

기존 연구에서 문제점 중 하나인, pH 4 미만인 경우에

만 역류로 진단되는 제한적 기준으로 인해 산도가 약한

(pH 4~7) 위산의 역류도 식도나 인후두의 점막에 손상 

가능성이 인식되어 왔으나 이에 대한 연구는 미흡하거

나 이루어지지 않고 있다.14) 위산과 펩신에 의해 유도된 

후두 염증의 시간 경과에 따른 생체 외 연구에 의하면 

connective tissue growth factor(cTGF), vascular endo-
thelial growth factor(VEGF), matrix metalloprotease 

(MMP)-2, fibroblast growth factor(FGF), activating 

transcription factor(AFT) 등의 유전자 발현이 이미 pH 

5부터 시작되어서 약산성의 환경도 펩신과 함께 세포 염

증 반응을 유발시키는데 충분할 것으로 생각되었다.15,16) 

언급된 단백질 인자들은 상처회복, 염증과정, 혈관생성, 

종양성장과 치료 반응에 있어 중요한 매개체로서의 의미

가 있다.17-19) 

본 연구에서는 위산 역류에 의한 성대 손상 기전에 대

한 연구를 위해 인간성대 섬유아세포주를 이용하여 산성

(pH 4, pH 5)과 펩신을 단독 또는 함께 노출시켰을 때 

섬유아세포의 사이토카인, 성장인자, 세포외 물질 변화

들에 대해 분자생물학적 표지자를 이용하여 규명하려 하

였다. 세포증식과 세포독성은 각각 MTT assay와 LDH 

assay를 통하여 이루어졌으며, 세포손상 과정에서 나타

나는 각종 사이토카인과 성장인자의 변화에 대해 유전

자 발현율을 통해 살펴보았다.

우선 MTT assay와 LDH assay를 통해 pH4 산성세포

배양액과 펩신이 함께 처리된 세포배양액에서 다른 군

에 비해 섬유아세포의 세포 손상이 많음을 확인할 수 있

었다. 그런나 섬유아세포의 유전자 중 MMP-1, IlL-8, 

IL-10, TGF-β1, VEGF-1, Collagen, Decorin 등의 유전

자에는 의미있는 변화는 관찰되지 않았다. 

이러한 결과들을 종합해 보면 인후두 역류질환에서 

pH4 산성 환경과 펩신의 상호작용이 단독으로 작용했을 

때와 pH5인 환경에 비해 성대세포의 손상에 가장 결정

적인 작용을 하는 것으로 결론 지을 수 있다. 이는 Ylitalo 

등의 연구를 통해 염증의 생성에 산성과 펩신의 작용을 

떼어 놓기 어려우며, 펩신은 산성 환경에서 활성화 되기 

때문에 둘의 상호작용은 인후두 역류질환에서 함께 고려

되어야 할 인자임이 분명해 보인다는 결과와 일치한다.20)

하지만, 이번 연구는 산성 환경과 펩신의 작용이 인후

두 역류질환에서 인간성대 세포에 미치는 영향에 대해 

분자 생물학적으로 살펴본 것으로 이 결과만으로 인후

두 역류질환의 병태생리를 모두 설명할 수 있는 것은 아

니다. 개체 내에 선행된 인후두 점막의 방어 인자 감소 혹

은 결핍 등의 유전적인 요인에 대한 개체 측면에서의 연

구도 필요하며, 아직은 임상적으로 통용되는 가능한 측

정법이 없는, 위 내용물 중 비산성 물질들인 담즙과 이자

액이 후두 병변의 발생에 어떤 역할을 담당하는지에 대

한 역류된 내용물의 측면도 고려되어야 한다. 또한 중

이염, 부비동염, 인후두의 양성 혹은 악성 질환 등의 주

변부 질환과의 연관성에 대한 명확하고 객관적인 인과 

관계 또한 규명되어야 할 과제이다. 뿐만 아니라 환자의 

성향과 기호, 직업, 음성 사용의 특성 및 습관 등의 요인

들도 파악이 되어야 할 부분이다.16)

향후 이러한 다인자에 대한 명확한 인과 관계 규명과 

분자생물학적 연구를 통해 위산 분비를 억제하는데 그

쳐있는 인후두 역류질환의 치료법을 개선하고 효과적

인 진단과 치료법을 정립하는데 지속적인 추가 연구가 

이루어져야 할 것으로 보인다.

중심 단어：인후두 역류증·인간성대 섬유아세포·산

성·펩신·유전자 발현.
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