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구형 Helicobacter pylori의 중성구 매개 산화활성
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Helicobacter pylori (H. pylori) is now recognized as the major etiologic agent of
chronic gastritis and plays an active role in the pathogenesis of peptic ulcer and
gastric cancer. One of the characteristic features of H. pylori infection is the
infiltration of neutrophils and their production of oxygen-derived free radicals
(OFRs) in gastric epithelium. H. pylori exists in two forms, spiral and coccoid form.
Although spiral form is known to cause the mucosal injury by increased OFRs, it
is still unclear whether coccoid form causes the OFR-mediated mucosal injury.
Coccoid forms were induced by incubating spiral forms of two strains of H. pylori,
ATCC 43504 (NCTC 11637) and DU-3, a clinical isolate from a patient with
duodenal ulcer, in Brucella broth media for 84 hr. Spiral forms were obtained after
36 hr incubation. The levels of OFRs were determined by luminol-dependent
chemiluminescence (ChL). There was no significant difference in the production of
ChL between spiral and coccoid forms of ATCC 43504 and DU-3. On the other
hand, the heat-killed H. pylori did not activate neutrophils to produce OFRs. These
results suggest that not only spiral form but also coccoid form may contribute to
OFR-mediated gastric mucosal injury.
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서 론

위선암 위암 은 우리(gastric adenocarcinoma, )

나라의 암사망원인 중 가장 많은 원인으로 위암의

대부분은 발암물질에 의해 발생한다 위암을 일으키.

는 대표적인 발암물질은 화합물과 이종환N-nitroso

식 아민 소금 과(heterocyclic amine), (salt) Helico-

bacter pylori (H. pylori 이다) .1) H. pylori는 미호기

성 그람 음성 나선균(microaerophilic gram nega-

으로 년 의tive spirochetes) 1994 WHO International

에서는Agency for Research on Cancer (IARC) H.

pylori를 사람 위암에 대한 제 군 발암물질1 (group 1

로 분류하였다carcinogen, definite carcinogen) .2)

현재까지 이 균이 위암발생과 밀접한 관계가 있다는

것은 많은 역학조사 동물실험과 임상연구에서 충분,

히 증명되었다.3 6)～ 따라서 H. pylori를 제균하여 위

암을 예방하려는 화학적 암예방에 대한 연구가 현재

세계 여러 곳에서 진행되고 있다.7)

H. pylori는 여러 기전으로 위암을 일으키는데 대,

표적인 기전은 H. pylori가 활성산소(oxygen-de-

의 생산을 촉진하여 암을rived free radicals, OFRs)

발생시키는 것이다 가 과도하게 생산되면 위. OFRs

점막 상피세포의 에 돌연변이가 발생되는데 이DNA

러한 세포는 암세포로 형질전환이 일어나기 쉽다.8～

12) 는 주로 중성구 에서 생산되는OFRs (neutrophils)

데, H. pylori에 감염된 위점막 세포는 interleukin-8

과 같은 화학주성인자 생(IL-8) (chemotactic factor)

산을 유도하여 다량의 중성구를 위벽으로 이동시킨

다.13 16)～ H. pylori는 이 중성구로부터 의 생산OFRs

을 촉진하여 위점막 세포를 손상시키고 위암발생에

도 관여하는 것이다.17)

H. pylori는 나선모양의 나선형(spiral form, ba-

과 둥근 모양의 구형 으cillary form) (coccoid form)

로 존재하는데 이 두가지 형은 서로 변할 수 있,

다.18 21)～ 나선형의 H. pylori가 위점막 세포로부터

분비를 촉진시켜 중성구를 위점막과 점막하층IL-8

에 모이게 하고 이 중성구들을 활성화시켜 를, OFRs

생산하여 위점막 손상을 일으킨다는 것은 이미 널리

알려졌다 그런데 구형도 이러한 기능을 갖고 있는.

지에 대해서는 아직 분명히 밝혀지지 않았다. IL-8

에 대해서는 구형은 나선형과는 달리 생산을IL-8

자극하지 않는 것이 보고되었으나,15,22) 구형이

의 생산에 미치는 영향에 대한 직접적인 연구OFRs

는 저자들이 조사한 바에 의하면 아직까지 보고된

바 없다.

본 연구에서는 나선형과 구형의 H. pylori로 사람

의 말초 혈액 중성구를 활성화시켜 생산된 를OFRs

측정하여 구형도 나선형처럼 산화 활성(oxidative

을 갖고 있는지를 규명하고자 하였다activity) .

재료 및 방법

1) H. pylori

H. pylori는 종류의 공식균주와 종류의 분리균1 1

주를 사용하였는데 공식균주는, ATCC 43504

로(NCTC 11637) American Type Culture

에서 구입하였다Collection (Rockville, MD, USA) .

분리균주인 은 본 연구실에서 수립한 균주로DU-3

십이지장궤양 환자의 위전정부 점막 절편을 배양하

여 얻은 균이다.15) 본 연구에서는 계대 배양횟수가

회 미만의 균을 사용하였다10 .

H. pylori는 배지Brucella broth (Difco Labora-

에tories, Detroit, MI, USA) 5% fetal bovine serum

(HyClone Laboratories, Logan, Utah, USA), 0.2%

activated charcoal (Sigma Chem Co, St. Louis,

MO, USA), 1% cyclodextrin, nalidixic acid (20

와mg/L), amphotericin B (2 mg/L) vancomycin

을 첨가하여 배양하였다 배지에 접종한(6 mg/L) .

H. pylori는 으로 진탕하면서100 rpm 37oC, 10%

CO2, 5% O2 습도의 부란기에서 배양하였, 100%

다 열처리 균은 나선형의. H. pylori를 100o 에서C

분간 가열하여 사용하였다10 . H. pylori 균수는 이등
15)이 보고한 방법을 사용하여 측정하였다.

2) 구형 H. pylori의 유도

H. pylori를 배지에 접종한 뒤Brucella broth 36

시간 배양하여 얻은 균을 나선형 H. pylori로 시, 84

간 배양하여 얻은 균을 구형 H. pylori로 사용하였

다 실험에 사용한 나선형과 구형의 균은 현미경 하.

에서 특징적인 모양을 확인한 뒤 으로3,500 rpm 10

분간 원심 분리한 다음 phosphate buffered saline

으로 회 세척하여3 2×108 농도로 조절한cells/ml

뒤 실험하였다.
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3) 중성구의 분리

명의 건강한 지원자로부터 말초 혈액 씩을4 20 ml

채취하여 이 들어 있는 튜heparin (20 U/ml blood)

브에 넣고 용액 를 넣어 섞은 뒤, 2% dextran 15 ml

실온에서 분간 방치하였다30 .23) 상청액을 채취하여

를 밑바닥에 넣고Histopaque 1077 (Sigma) 5 ml

에서 분간 원심 분리하였다 상청액을 흡400×g 30 .

인하여 제거하고 를 첨가하여 적0.2% NaCl 50 ml

혈구를 용해시킨 뒤 원심 분리하여 용혈된 상청액을

제거하고 중성구를 분리하여 Ca2+-free Krebs-

완충용액에 부유시켰다Ringer phosphate (KRP) .

분리한 중성구는 염색과Wright-Giemsa trypan

테스트로 이상이 살아 있는 중blue exclusion 95%

성구임을 확인하고 실험하였다.

4) 활성산소의 측정

의 활성을 화학발광OFRs luminol (luminol- de-

pendent chemiluminescence, luminol-dependent

방법으로 측정하였다ChL) .9,24) Ca2+ 완- free KRP

충용액 에 중성구1.9 ml (1×105/ml) 100 μ와l

luminol (5-amino-2,3-dihydro-1,4-phthalazine-

을dioneSigma) 0.25 μ 로 첨가하여g/ml 37o 에서C 5

분간 반응시켰다. H. pylori를 1×108 가 되도록/ml

첨가하여 발생되는 를ChL Chemiluminescence

analyser (Biolumat LB9505, Berthold, Germany)

를 사용하여 분30 간 측정하였다. Formylmethio-

nyl-leucyl-phenyl-ala 을nine(FMLP)(Sigma)

1×10-7 로 첨가하였을 때의 를 대조치로 사용M ChL

하였다.

5) 통계 처리

결과는 평균과 표준편차를 구하여 비교하였으며,

Student-t 로test p 를 유의한 차로 판정하였0.05＜

다.

결 과

1) 나선형 H. pylori에 의한 활성산소의 생산

중성구와 이 첨가된 완충용액에luminol KRP

를 첨가하니 는 첨가 즉시 증가하ATCC 43504 ChL

기 시작하여 분 전후에 최고치에 도달하였다20 (Fig.

를 첨가하지 않은 대조군에서는1). ATCC 43504

의 유의한 변화가 없었다ChL .

2) 나선형과 구형 H. pylori에 의한 활성산소의

생산

나선형과 구형의 와 이 사람ATCC 43504 DU-3

중성구를 활성화하여 생산하는 를OFRs luminol-

방법으로 측정하였다 은 나dependent ChL . DU-3

선형과 구형 모두에서 보다 치가ATCC 43504 ChL

Fig. 1. The representative time course of the effect

of spiral form of H. pylori, ATCC 43504, on the
luminol- dependent Chemiluminescence of human

neutrophils. H. pylori was added 5 min after the
culture of luminol with neutrophils.
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높았다. 그러나 와 모두 나선형ATCC 43504 DU-3

과 구형 사이에 치의 차이는 관찰되지 않았다ChL

죽은 균이 생산에 미치는 영향을 규(Fig. 2). OFR

명하고자 를 열처리하여 죽인 뒤ATCC 43504

를 측정하였는데 죽은 균은luminol enhanced ChL ,

나선형이나 구형과는 달리 중성구를 활성화시키지

못 하였다(Fig. 3).

고 찰

H. pylori는 년 오스트레리아의 과1983 Marshall

이 위염환자의 위전정부 점막에서 분리 배양Warren

한 그람 음성 균으로 만성 위염의 원인균이며 위궤,

양 십이지장궤양과 위암의 발병에도 깊게 관여하고,

있는 균이다.3 6)～ 이 균의 감염에 의해 증가되는 위

암발생 위험률에 대해서 Danesh4)는 비교적 연구가

잘 된 개의 연구를 비교한10 nested case-control

결과 약 배 증가한2.5 (95% CI: 1.9 3.4)～ 다고 보고

하였다 그런데 감염기간에 따라 위험률에 차이가 있.

는데 감염기간이 년 미만인 경우는 위험률이 배, 10 2

전후인데 반해 년은 배 년 이상은, 10 14 4 5 , 14～ ～

배 증가한다고 보고하였다8 9 .～ 5)

이 균이 위암을 일으키는 기전은 몇가지가 보고되

었는데 의 생성 비타민 의 위내 농도 감소, OFRs , C ,

세포의 교체 의 증가 점액(epithelial cell turnover) ,

층의 손상과 활성 증가가ornithine decarboxylase

대표적인 것이다.8,25 27)～ 그런데 이 변화들은 H.

pylori에 감염되면 정도의 차이는 있으나 대부분의

예에서 수반되는 변화이다.

H. pylori에 감염된 위점막의 조직학적 특징은 중

성구와 림프구 같은 염증세포가 위점막 또는 점막하

층에 침윤하여 일련의 조직반응을 일으키는 것이다.

이러한 염증세포들이 위점막 손상을 일으키는데 관

여하는 대표적인 물질이 과 이다IL-8 OFRs .

H. pylori는 균주에 따라 차이는 있으나 위점막 세

포에 감염되면 과 같은 많은 종류의IL-8 cytokine

의 분비를 유도한다 은 중성구를 위점막에 모. IL-8

이게 하고 활성화시키는 물질인데 중성구가 활성화,

되면 막에 존재하는 에 의해NADPH oxidase

superoxide (O2
- 가 대랑 생산된다) . O2

-는 위점막

세포에 존재하는 에superoxide dismutase (SOD)

의해 과산화수소 (hydrogen peroxide, H2O2 로 변)

하는데, H2O2는 염산 의 존재하에서(HCl) myeloper-

에 의해 차아염소산oxidase (MPO) (hypochlorous

으로 변한다acid, HOCl) .8,28) 이 물질은 H. pylori가

갖고 있는 요소분해효소 에 의해 생산된 암(urease)

모니아 와 결합하여(ammonia) monocloramine

(NH2Cl 이라는 세포독성이 강한 을 형성하여 위) OFR

점막 손상을 유발한다.

본 연구에서는 양을OFRs luminol enhanced ChL

방법으로 측정하였는데 이 방법은, non-enhanced

방법과는 달리 에 의해 만들어진 즉ChL MPO OFRs

의 산화 활성 을 측정하는 것HOCl (oxidative activity)

이다 따라서. O2
- 또는 H2O2의 양이 직접 측정되지

는 않으나 이미 언급한 바와 같이 O2
-는 H2O2로,

H2O2는 로 대사되기 때문에 간접적으로 이러HOCl

한 의 활성도 함께 측정된다 따라서 중성구의OFRs .

생산능을 평가하는데는 큰 무리가 없으리라OFRs

생각된다.24)

H. pylori는 나선형과 구형의 두가지 형태로 존재

하는데 사람의 위속에는 주로 나선형이 존재하나,

두가지 형이 동시에 존재하기도 한다 나선형은 사.

람의 위나 십이지장 구부에 기생하는 균으로 인체내

에서 증식할 수 있는 정상적인 형태의 균이다 그런.

데 나선형 H. pylori는 사람의 위 또는 십이지장 구

부 이외의 장소이거나 위속이라도 주위환경이 생존

에 적합하지 않을 때는 구형으로 변한다 구형은 증.

Fig. 3. Oxidative activity of spiral, coccoid and

heat-killed H. pylori, ATCC 43504, to human

peripheral blood neutrophils. The results were

expressed as % of the control value generated by

1×10-7 M formylmethioninyl-leucinyl-phenylalanine

(FMLP). Each column represents the mean±SD of

four experiments.
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식하지 않고 현재로서는 배양도 불가능하다.18 20)～

과거에는 구형이 되면 증식과 배양이 되지 않기

때문에 죽어가는 과정에 있는 변성형(degenerative

또는 이미 죽은 균으로 생각하였으나 최근에form) ,

는 부적절한 환경에 적응하기 위한 방어기전 즉 죽

어가는 세포가 아니라 휴지기(dor 상태의 균mant)

이라는 견해가 지배적이다 실제로 배양시간을 연장.

하거나 영양분이 결핍되거나 가 변하거나 활성, , pH ,

산소나 항생제에 노출되면 나선형에서 구형으로 변

하는 것을 관찰할 수 있다.19 21)～

구형의 생물학적 의의에 대해서는 아직 정설은 없

는데 임상에서는 분구 감염, (fecal to oral trans-

항생제에 대한 내성과 제균 뒤 재발과 관mission),

련이 있을 것으로 추측하고 있다 그러나 구형이 단.

순히 사멸해 가는 단계의 균인지 아니면 환경적 스

트레스 극복을 위한 일종의 방어기전인지에 대해서

는 아직 분명히 밝혀지지는 않았다.

나선형의 H. pylori는 의 분비와 같은 다양한IL-8

기전으로 위점막 손상을 일으키는 것이 밝혀졌다.

그리고 구형이 되면 을 분비시키는 자극이 소실IL-8

되거나 현저히 감소된다는 보고가 있다.15,22) 그러나

구형 H. pylori가 분비에 미OFRs 치는 영향에 대해

서는 저자들이 아는 바로는 Grib 등bon 29)이 H. pylori

가 염을 으로 변화시키기 때문tetrazolium formazan

에 산화적 효소를 보유하고 있을 것이라는 편의 보1

고가 있을 뿐 직접 를 측정한 연구는 없다OFRs .

본 연구의 결과는 나선형과 구형 사이 생산OFRs

능에 차이가 없음을 보여주어 구형도 나선형과 비,

슷하게 에 의해 매개되는 세포손상에 관여할OFRs

것을 시사하였다 그러나 구형이 갖고 있는 생물학.

적 의의를 명확히 규명하려면 좀 더 체계적인 연구

가 필요하다고 생각한다.

결 론

Helicobacter pylori (H. pylori 는 만성 위염과 소)

화성 궤양의 주된 요인이고 위암의 발생과 밀접한,

관계가 있는 균이다. H. pylori에 감염된 위점막의

특징적인 변화는 중성구의 침윤과 침윤된 중성구로

부터 활성산소(oxygen-derived free radicals,

를 생산하는 것이다OFRs) . H. pylori는 나선형

과 구형 의 두 종류가 존(spiral form) (coccoid form)

재한다. 나선형은 를 생산하여 점막 손상을 유OFRs

발하는 것이 증명되었지마는 구형도 이런 기전을 갖

고 있는지는 아직 밝혀지지 않았다.

나선형의 와 십이지장 환자에서 분ATCC 43504

리한 균주를 시간 액체배양하여 구형을 유DU-3 84

도하였으며, 나선형은 시간 배양한 균을 사용하36

였다 는 화학발광. OFRs luminol (chemilumine-

법으로 측정하였다scence, ChL) .

와 은 나선형과 구형 사이에ATCC 43504 DU-3

생산에 차이가 없었다 한편 열처리로 죽인ChL .

는 를 생산하도록 중성구를 활성ATCC 43504 OFRs

화시키지 못 하였다 본 연구에서는 구형도 나선형.

과 비슷한 산화활성을 보여 구형도 나선형과 비슷하

게 생산을 통한 위점막 손상에 관여할 것을 시OFR

사하였다.
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