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Purpose :We evaluated allele frequencies and distribution of surfactant protein A1(SP-A1) in

Korean neonates in order to estimate prevalence of RDS to find out new SP-A alleles, and to

establish new steroid therapy.

Methods : Genomic DNA was extracted from 100 neonates and served as a template in PCR for

genotype analysis. SP-A gene-specific amplications and gene-specific allele determinations were

performed using PCR-RFLP methods.

Results : The distribution for the alleles of the SP-A1 gene in the study population were 6A,

6A
2
, 6A

3
, 6A

4
, 6A

8
, 6A

9
, 6A

10
, 6A

11
, 6A

12
, 6A

13
, 6A

14
, 6A

15
, 6A

16
, 6A

17
, 6A

18
, 6A

20
. The specific fre-

quencies for the alleles of the SP-A1 gene in the study population were : 6A
2
=21%, 6A

3
=45%,

6A
4
=11%, 6A

8
=9%, 6A

14
=8%.

Conclusion : The frequency of 6A
3
was higher than the other SP-A1 alleles in Korean neonates.

This finding suggests that the prevalence of RDS in Korea may be low compared with other

countries. However, this finding also suggests that Korean neonates have a high risk of infection.

(J Korean Pediatr Soc 2002;45:1497-1502)
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의 가장 중요한 원인이다. 그러나, 최근의 쌍생아 연

구나 유전학적 연구에서는 RDS의 원인에 유전적인

원인도 관여한다는 것을 강하게 암시하고 있다
1, 2)
. 결

론적으로 RDS의 원인의 하나로 유전적인 요인을 생

각 할 수 있다. 특히 RDS와 폐 표면 활성제 단백 A

(human surfactant protein-A, SP-A) 유전자 대립

형질(alleles) 중 일부 대립형질은 RDS의 발생과 아

주 밀접한 관계가 있어, 이와 같은 대립형질을 가진

신생아에서 RDS가 발생 될 가능성이 높은 것으로 되

어 있다
3, 4)
. 그러므로 미숙아 출생 전 혹은 출생 후,

SP-A 유전자 대립형질을 밝힘으로서 RDS를 미리

예측 할 수 있다. SP-A는 폐 표면 활성제(pulmo-

nary surfactant, PS)의 구성 중 단지 1%만을 차지

하는 아주 적은 양의 단백질이지만, SF의 기능 및 생

리적 작용에 많은 관여를 하고 있다. 특히, SP-A는

폐의 면역과 숙주 방어 기능에 아주 중요하게 작용하

여 감염 등으로부터 신생아를 보호하는 중요한 역할

을 하고 있다
5)
. 최근의 연구에 의하면, RDS 예방으로

서 산전에 산모에게 투여되거나 BPD를 예방하기 위

하여 사용되어지는 스테로이드에 대한 SP-A 유전자

대립 형질간의 유전자 발현이 서로 달라, 스테로이드

사용 후 유전자 대립형질에 따라 SP-A의 생산이 억

제 될 가능성이 제기 되고 있으며, 유전자 발현이 억제

되는 유전자 대립형질을 갖고 있는 신생아에게 지금

같이 일률적으로 적용되어지는 스테로이드 용량 및 방

법은 재고되어져야 할 것이다
6, 7)
. 그러므로 본 연구에

서는 SP-A1의 유전자 대립형질의 한국분포 및 빈도

를 밝혀 RDS 발생과 BPD로의 이행을 예측 할 수

있고, 스테로이드 치료에 새로운 지표로서 사용 될 수

있는 기초 자료로 이용하기 위해 본 연구를 하였다.

대상 및 방법

1. 대상 인원

2002년 1월부터 2002년 4월까지 순천향대학교 천

안병원, 경희대학교병원 신생아실에 입원한 정상 만삭

신생아 100명을 대상으로 하였다(Table 1).

2. DNA samples

전혈 0.5-3 mL를 제대혈로 채취하여 EDTA 용기

에 넣고 -70℃에 보관하였다. Genomic DNA는 Pu-

regene DNA Isolation Kit(Gentra Systems)를 사용

하여 전혈에서 추출하였다. 간단히 설명하면, 전 혈액

2 mL를 EDTA 용기에 담고, -70℃에서 냉동 보관

후, 200 μL 1×SSC 버퍼 160 μL를 첨가하여 12,000

rpm에서 5분간 원심 분리하였다. 상층 액을 제거 후

1×SSC 버퍼 300 μL 첨가하고 원심 분리한 후, 각

침전물(pellet)에 1.2M NaOAc 75 μL, 10％ SDS 5

μL과 proteinase K(20 mg/mL H2O) 1 μL를 섞었

다. 55℃ 항온수조에서 1시간 동안 방치한 후, phe-

nol/chloroform/isoamyl alcohol(25 : 24 : 1) 100 μL

를 첨가하여 30초 동안 섞고, 12,000 rmp에서 5분간

원심분리 하였다. 새로운 1.5 mL 미세 원심 분리관

(microcentrifuge tube)의 상층부를 조심스럽게 옮기

고, chloroform 100 μL 첨가 후 30초간 잘 흔들어

12,000 rpm에서 5분간 원심 분리하였다. 새로운 1.5

mL 미세 원심 분리관(microcentrifuge tube)에 상층

부를 조심스럽게 옮기고, 차가운 100％ ethanol(-20

℃보관) 500 μL 첨가하여 -20℃에 20분간 방치하였

다. 12,000 rmp에서 2분간 원심 분리 후 상층 액을

버리고 침전 된 침전물(pellet)에 80% ethanol(4℃ 보

관) 1 mL 첨가 후 12,000 rpm에서 5분간 원심분리

하였다. 상층 액을 버리고 Speed-Vac에서 10분간 침

전물(pellet)을 건조 한 다음, 증류수 50 μL에 침전물

Fig. 1. Outline of genotyping of SP-A1 genes.

Table 1. Characteristics of Newborn Subjects

Male Female

Gestational age(wks)

Body wt(kg)

Number

39.2±0.9

3.3±0.5

49

39.4±1.1

3.2±0.3

51

wks : weeks
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(pellet)을 녹이고 genomic DNA를 55℃ 항온수조에

서 1시간 동안 용해한 후 -20℃에 보관하였다. 추출

된 DNA는 PCR 반응을 위하여 50 ng/μL로 희석시

켰다.

3. SP-A1 유전자의 유전자 분석(genotyping
of SP-A1 genes)

SP-A1의 유전자 분석(genotyping)은 DiAngelo

등
8)
이 사용한 방법(PCR-cRFLP-based methodol-

ogy)을 사용하였다(Fig. 1).

1) 중합효소연쇄반응(polymerase-chain reaction :

PCR) 증폭

SP-A1 유전자는 3.3 kb의 크기로서 전 혈로부터

추출하였다. SP-A1은 유전자 특수 sense 시발체

(gene specific sense primer)인 326과 antisense 시

발체(gene specific antisense primer)인 68A로 증폭

시켰다. PCR 증폭이 끝난 후 1% 아가로스 겔(agar-

ose gel)에서 SP-A1 유전자를 확인하였다.

2) 제한 효소 분석(restriction endonuclease

analysis)

SP-A1 유전자의 대립 형질을 위해 증폭된 SP-A1

PCR 생성물을 시발체(primer) 765/787, 767/768,

788/21를 이용하여 2차로 증폭시킨 후 19, 50, 62,

133, 219 위치의 뉴클레오티드(nucleotide)를 선택적

으로 자르는 제한 효소(restriction enzyme)를 이용하

여(PCR-cRFLP-based methodology) 자른 후 전기

영동 하여 염기서열의 차이를 확인하였다(Table 2, 3)

(Fig. 2).

결 과

아미노산 염기 서열의 차이에 의하여, 6A, 6A
2
,

6A
3
, 6A

4
, 6A

8
, 6A

9
, 6A

10
, 6A

11
, 6A

12
, 6A

13
, 6A

14
,

6A
15
, 6A

16
, 6A

17
, 6A

18
, 6A

20
등 16개의 대립형질이

발견되었다(Table 4). SP-A1 중 6A
3
, 6A

2
가 45%,

21%의 분포를 보였으며, 6A
4
, 6A

8
, 6A

14
가 각각 1%

이상의 분포를 보였고, 6A, 6A
9
, 6A

10
, 6A

11
, 6A

12
,

6A
13
, 6A

15
, 6A

16
, 6A

17
, 6A

18
, 6A

20
등의 대립형질도

전체 6%의 분포를 보였다(Table 5)(Fig. 3). SP-A1

의 Genotype은 6A
2
6A
3
, 6A

3
6A
4
, 6A

3
6A
3
, 6A

2
6A
4
등

이 88% 이상의 빈도를 보였다(Table 6)(Fig. 4).

고 찰

폐 표면 활성제 단백-A는 폐 표면 활성제의 구성

중 1% 정도만을 차지하고 있으나 PS의 기능 및 생

리적 작용에 많은 기여를 한다고 밝혀지면서 활발히

Table 2. Primers for cRFLP Analysis of SP-A1

SP-A1 Primer Orientation Sequence(5'-->3')

326

68A

765

787

767

768

788

21

Sense

Antisense

Antisense

Sense

Sense

Antisense

Sense

Antisense

ACTCCATGACTGACCACCTT

TGCCACAGAGACCTCAGAGT

AGGGCCAGGGTCTCCTcTGA

ACCTCATCTTGATGTCAGCCTCTGGTGCaG

TCTGCAGGGCTCCATAATGc

CACACACTGCTCTTTTCCtC

TTTTCTCTGCAGGCCCCATGGGTgC

GGGTTTGTCTGATCCCCATC

Fig. 2. Picture of restriction endonuclease analysis
of SP-A1.

Table 3. Converted Primers for cRFLP Analysis of
SP-A1

SP-A1 Primers Restriction enzyme

CT at aa 19

CG at aa 50

AG at aa 62

AG at aa 133

CT at aa 219

765/787

765/787

788/21

767/768

767/768

Bbvl

Ddel

Hhal

Mspl

αTaql
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연구되어 지기 시작했다. 최근에는 acute phase reac-

tant molecule과 유사한 구조 및 기능을 가진 것으로

연구되어져 폐의 숙주방어와 염증반응에 중요하게 관

여하는 것으로 알려졌다
5)
. RDS와의 관계에서는 RDS

와 SP-A 유전자 대립형질(alleles) 중 일부 대립형질

(inducer : 6A
2
, 1A

0
, 6A

2
/1A

0
, protector : 6A

3
, 1A

5
)이

RDS의 발생과 아주 밀접한 관계가 있어, 이와 같은

대립형질을 가진 신생아에서 RDS가 발생 될 가능성

이 높은 것으로 되어 있다
3, 4)
. 그러므로 미숙아 출생

시 SP-A 유전자 대립형질을 밝힘으로서 RDS를 미

리 예측 할 수 있으며, 양쪽 부모의 SP-A 유전자 대

립형질을 알아 유전 조합을 알면 출생 전이라도 RDS

Table 5. Distribution and Frequencies of SP-A1
Alleles in Korean Neonates : n=200 Alleles

SP-A1 allele Allele frequency(%)

6A2

6A3

6A4

6A8

6A14

Others

21

45

11

9

8

6

Table 6. Frequency of Linkage of SP-A1 Alleles :
n=100

Genotype Frequency(%)

6A26A3

6A36A4

6A36A3

6A26A4

Others

32

24

21

11

12

Fig. 4. Frequency of linkage of SP-A1 alleles.

Table 7. Distribution and Frequencies of SP-A1
Alleles in Finland, USA and Korea3, 4)

SP-A1 allele
Allele frequency(%)

Finland USA Korea

6A

6A2

6A3

6A4

6A8

6A14

Others

60

28

9

3

9.30

54.40

27.75

8.50

0.05

21

45

11

9

8

6

Fig. 3. Distribution and frequencies of SP-A1
alleles in Korean neonates.

Table 4. SP-A1 Alleles as Determined by cRFLP
at Designated Amino Acids

Alleles
Aminoacid

aa19 aa50 aa62 aa133 aa213

6A

6A2

6A3

6A4

6A8

6A9

6A10

6A11

6A12

6A13

6A14

6A15

6A16

6A17

6A18

6A20

C

T

T

T

T

T

C

C

T

T

T

C

T

C

T

T

C

G

C

C

C

C

C

C

G

G

C

G

C

C

G

C

G

A

A

G

A

G

G

A

A

G

G

G

A

A

G

G

G

A

A

A

A

G

A

A

A

A

A

A

G

G

A

A

C

C

C

T

T

T

C

C

T

C

C

C

C

C

T

C
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의 발생 가능성을 예측할 수 있다. 최근의 연구에 의

하면, RDS 예방으로서 산전에 산모에게 투여되거나

BPD를 예방하기 위하여 신생아에게 사용되어지는 스

테로이드에 대한 SP-A 유전자 대립 형질의 유전자

발현이 서로 다른 차이를 보인다. 이러한 유전자 사이

의 반응의 차이는 일부 특정한 유전자 부위가 관여

할 것이라는 보고가 있다
6, 7)
. 이와 같은 조절의 차이

는 스테로이드 같은 약을 사용하였을 때 각 개인이

가지고 있는 유전자나 대립형질에 따라서 약에 대해

서로 다른 반응을 보일 수 있음을 의미한다. 즉, RDS

나 BPD를 예방 할 목적으로 사용되어지는 스테로이

드가 일부 SP-A1(6A, 6A
3
)과 SP-A2(1A) 유전자

대립형질의 유전자 발현을 억제하는 것으로 나타나

이러한 대립형질을 가진 신생아는 SP-A의 혈중 농도

를 충분히 유지 할 수 없으므로 RDS나 BPD는 예방

이 될 수는 있어도 SP-A의 중요한 기능인 숙주 방어

와 염증 반응이 억제되어 패혈증, 폐렴 등의 감염을

증가시킬 수 있다
9)
. 그러므로, 좀더 깊은 이해와 연구

가 이루어져야 하며 각 개인의 유전자 대립형질에 따

른 스테로이드 치료법에 대하여 활발한 논의가 이루

어져야 한다. 따라서, 우리나라의 SP-A1 및 SP-A2

의 대립 형질의 분포 및 빈도를 알고 있는 것이 중요

하며, 빈도 및 분포에 의하여 출생에 따른 RDS의 예

측을 할 수 있고 우리나라에 적합한 스테로이드 용량

및 치료법을 만들 수 있다.

SP-A1의 빈도와 분포가 알려진 미국과 핀란드의

경우 6A, 6A
2
, 6A

3
, 6A

4
가 1% 이상의 분포 및 빈도

를 보였으나
3, 4)
우리나라에서는 다른 빈도를 보였다

(Table 7)(Fig. 5). 두 나라에서 6A
2
의 빈도가 월등히

많은 것과 비교하여 우리나라에서는 6A
3
의 빈도가 많

은 것을 볼 수 있었다. 이는 RDS와 연관이 있는 6A
2

의 빈도가 두 나라에 비해 우리나라가 월등히 적고

RDS에 대해 보호체(protector)로 작용하는 6A
3
의 빈

도가 많은 것으로 보아 실질적으로도 우리나라에서

RDS의 발생률이 적을 것으로 생각된다. 그러나, 아직

우리나라에는 RDS 발생률에 대한 통계가 없는 실정

이므로 앞으로 연구되어져야 할 것이다. 우리나라에

많은 빈도를 보이는 6A
3
는 다른 대립형질에 비해 스

테로이드를 사용할 때 유전자 발현에 많은 억제를 보

여
6, 7)
신생아에서도 혈청 내에 충분한 양의 SP-A가

유지되기 힘들 것으로 생각되며, 감염에 노출 될 위험

이 많을 것으로 추측되어 우리나라에서의 스테로이드

치료도 많은 연구가 있어야겠다.

결론적으로 우리나라에서는 RDS에 대한 보호체

(protector)로 작용하는 6A
3
의 빈도가 높았으며, SP-

A2의 분포 및 빈도, 스테로이드 반응 여부에 대해 더

욱 연구가 이루어져야 할 것이다.

요 약

목 적: RDS 발생과 BPD로의 이행을 예측 할 수

있고, 스테로이드 치료에 새로운 지표로서 사용 될 수

있는 SP-A1의 유전자 대립형질의 한국분포 및 빈도

를 밝히고 새로운 종류의 유전자 대립형질을 발견하

기 위하여 본 연구를 하였다.

방 법: 2002년 1월부터 2002년 4월까지 순천향대

학교 천안병원, 경희대학교병원 신생아실에 입원한 정

상 신생아 100명을 대상으로 하여, SP-A1 유전자의

대립 형질을 위해 시발체(primer) 765/787, 767/768,

788/21를 이용하여 증폭 시킨 후 19, 50, 62, 133,

219 위치의 nucleotide를 알아보기 위하여 각 위치에

맞는 제한 효소(restriction enzyme)를 이용하여

(PCR-cRFLP-based methodology) 자른 후 전기 영

동 하여 염기서열의 차이를 알아냈다.

결 과:아미노산 염기 서열의 차이에 의하여, 6A,

6A
2
, 6A

3
, 6A

4
, 6A

8
, 6A

9
, 6A

10
, 6A

11
, 6A

12
, 6A

13
,

6A
14
, 6A

15
, 6A

16
, 6A

17
, 6A

18
, 6A

20
등의 16개의 대립

형질이 발견되었으며, SP-A1 중 6A
3
45%, 6A

2
21%

의 분포를 보였고, 6A
4
, 6A

8
, 6A

14
도 1% 이상의 분포

를 보였다. 이외에도 6A, 6A
9
, 6A

10
, 6A

11
, 6A

12
,

6A
13
, 6A

15
, 6A

16
, 6A

17
, 6A

18
, 6A

20
의 대립형질이 6%

Fig. 5. Distribution and frequencies of SP-A1 al-
leles in Finland, USA and Korea3, 4).
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의 분포를 보였으며, SP-A1의 Genotype은 6A
2
6A
3
,

6A
3
6A
4
, 6A

3
6A
3
, 6A

2
6A
4
등이 88% 이상의 빈도를

보였다.

결 론: RDS에 대해 보호체(protector)로 작용하는

6A
3
의 빈도가 많은 것으로 보아 실질적으로도 우리나

라에서 RDS의 발생률이 적을 것으로 생각된다. 그러

나 우리나라에 많은 빈도를 보이는 6A
3
는 다른 대립

형질에 비해 스테로이드를 사용 할 때 유전자 발현에

많은 억제를 보여 숙주 반응에 중요하게 작용하는

SP-A의 혈청 내 농도가 적을 것으로 추측되어, 감염

에 노출 될 위험이 많으므로 우리나라에서는 스테로

이드 치료에 있어서 많은 연구가 있어야겠다.
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