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－Abstract－

Purpose：To evaluate the chemokine expression in children with a non-productive cough.

Materials and Methods：Six children with a non-productive cough who visited Yeungnam 

University Hospital were evaluated for the mRNA expression of interferon-γ-inducible protein 

10(IP-10), macrophage cationic protein 1 and 3 (MCP-1, 3), interleukin (IL)-8, regulated upon 

activation in normal T cells expressed and secreted (RANTES), eotaxin and growth-related 

oncogene-α (Gro-α) using the reverse transcription polymerase chain reaction.

Results：The chemokines IP-10 and MCP-3 were expressed in all samples. The chemokine 

RANTES was expressed in five cases, and IL-8 was expressed in three among them. 

However, eotaxin, Gro-α and MCP-1 were not expressed at all. The expression of chemokine 

MCP-3, RANTES and IL-8 were suppressed after the resolution of coughing in just one 

available case.

Conclusion：The chemokines MCP-3, RANTES and IL-8 may contribute to airway 

inflammation in children with a non-productive cough, whereas IP-10 is of secondary 

importance in this condition.  1)  
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서    론

 

기 지 과민성을 가지고 있는 환아에서는 T 

림 구의 불균형으로 인한 사이토카인의 활성화

가 병태생리에 요한 역할을 하는 것으로 이

미 잘 알려져 있다. 한 최근에는 이들 환아

들에게서 모카인의 변화와 생성에 한 연구

와 아기의 respiratory syncytial virus (RSV)

에 의한 세기 지염 환아에 한 연구가 활발

하게 진행 이다.
1-7)

그러나, 이러한 성 세기 지염이나 기 지 

천식이 아닌 소아기의 단순 기침 환아에서의 

모카인의 발  양상에 한 연구는 없다. 이

에 단순 기침 환아에서의 모카인 발  양상

에 한 연구를 통하여 향후 소아기의 천식이

나 세기 지염 등의 질환별의 병태생리를 이해

하고 비교․연구하는데 도움을  수 있을 것

으로 생각되어 이 연구를 시행하고자 한다.

상  방법

1. 상

단순 기침을 호소하여 남 학교병원 소아

과를 내원한 환아  연구의 목 에 동의한 소

아들을 상으로 증상이 있을 때와 증상 호  

후의 모카인 interferon-γ-inducible protein 

10 (IP-10), macrophage cationic protein 1 

and 3 (MCP-1, 3), interleukin (IL)-8, regulated 

upon activation in normal T cells expressed 

and secreted (RANTES), eotaxin  growth- 

related oncogene-α (Gro-α)의 발  양상을 알

아보았다.

상 환아의 선정기 은 임상 으로 진단하

여 ․만성 기 지염을 동반한 비재발성 는 

약한 재발성 기침을 앓고 있거나, 낮 시간 동

안 기침의 심한 정도가 정상 인 일상생활 

는 수면이 가능한 빈번한 기침 이상인 환아를 

상으로 하 다. 그러나, 2세 미만의 소아, 재

발성 기침 환자, 상당한 병발성 질환자, 증 

신부  환자, 본 시험개시 7일 에 항생제 

는 액용해제를 투여 받은 환자  본 시험개

시 2일 에 이미 다른 진해제, 코데인, 항히스

타민 함유제제를 투여한 자는 제외하 다.

2. 재료

환자의 액으로부터 Ficoll-hypaque(Phar- 

macia Biotech, Sweden)를 사용하여 말 액 

단핵구와 장의 분리하 으며, 분리된 단핵구

로부터 체 RNA 분리를 하여 Trizol(Invit- 

rogen, chrlsbad, CA, USA)을 사용하 다. 

모카인 유 자 발 은 역 사 합효소 연쇄반

응법(reverse transcription polymerase chain 

reaction: RT-PCR)을 이용하 으며, RNA 

합효소 연쇄반응 Kit (N808-0017, Perkin Elmer, 

USA)를 사용하 다. 합효소 연쇄반응 과정

에서 사용된 primer CXCL1 (Gro-α), CXCL8 

(IL-8), CXCL10 (IP-10), CCL2 (MCP-1), CCL5 

(RANTES), CCL7 (MCP-3), CCL11 (eotaxin) 

 Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

(GAPDH)는 바이오닉스 (Bionics, corp. Korea)

에서 합성하 다.

3. 방법

말 액으로부터 장  말 액 단핵구

의 분리

말 액은 정맥에서 헤 린으로 항응고처

리(Heparin: 10 U/㎖ 첨가)된 일회용 주사기를 

이용하여 5 ㎖ 채취하 다. 말 액 단핵구와 
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장은 채  즉시 Ficoll-Hypaque에 첩시킨 

후 2,000 r.p.m.에서 30분간 원심 분리하 다. 

분리된 말 액 단핵구는 Hank Balanced 

Salt Solution (HBSS)로 세척 후 Trizol 1 ㎖

에 처리하여 체 RNA 분리에 사용하 다.

말 액 단핵구로부터 체 RNA의 분리

말 액 단핵구에 Trizol 1 ㎖와 클로로포

름 200 ㎕를 섞어서 15분간 얼음에 정치시킨 

뒤, 원심 분리하여 윗층을 조심스럽게 취한 후 

동량의 isopropanol을 넣고 -20℃에서 45분

간 정치시켰다. 원심 분리하여 얻어진 침

물은 70% 에탄올로 세척하여 말린 뒤, 0.1% 

diethylpyrocarbonate (DEPC)가 첨가된 증류수

에 녹여 RNA의 농도를 측정하 다. 

역 사 합효소 연쇄반응

합효소 연쇄반응 시험 에 농도가 100 

ng/㎕의 RNA 3㎕, MgCl
2
 4 ㎍/ml, 10 × PCR 

buffer 2 ㎕, dNTP 각각 2 ㎕씩 8 ㎕, RNase 

inhibitor 1 ㎕, reverse transcriptase(M-MLVRT 

: RAV-2) 1 ㎕, oligo{dT} 1 ㎕가 혼합된 RT 

시료 17 ㎕를 넣고 그 에 mineral oil을 첩

시킨 후 42℃에서 15 분간 반응시켜 cDNA를 

합성시켰다. 그후 99℃에서 5 분간, 5℃에서 5 

분간 반응시켜 reverse transcriptase를 불활성

화 시킨 다음 합효소 연쇄반응을 실시하 다. 

합효소 연쇄반응 master mixture는 MgCl2  

4㎍/ml, 10×PCR buffer 8 ㎕ 그리고 Taq  

polymerase 0.5 ㎕와 멸균 증류수를 혼합하여 

체 78 ㎕가 되도록 하 다. 여기에 각각 20 

μM 의 sence primer 와 antisence primer를 1 

㎕ 첨가하여 합효소 연쇄반응을 실시하 다. 

사용된 각각의 primer sequence는 CXCL1 

(Gro-α, 468bp): sense, 5'-actcaagaatgggcgga 

aag-3'; antisense, 5'-tggcatgttgcaggctcct-3'; 

CXCL8 (IL-8, 300 bp): sense, 5'-atgacttccaag 

ctggccgtg-3'; antisense, 5'-ttatgaattctcagccct 

cttcaaaaacttctc-3'; CXCL10 (IP-10, 107 bp): 

sense, 5'-ggaacctccagtctcagcacc-3'; antisense, 

5'-gcgtacggttctagagagaggtac-3'; CCL2 (MCP-1, 

372 bp): sense, 5'-ccaattctcaaactgaagctcgcac 

-3'; antisense, 5'-gttagctgccagattcttgggttgtg- 

3'; CCL5 (RANTES, 275 bp): sense, 5'-atgaa 

ggtctccgcggcacgcc-3'; antisense, 5'-ctagctcat 

ctccaaagagttg-3'; CCL7 (MCP-3, 239 bp): sense, 

5'-gcctctgcagcacttctgtg-3', antisense, 5'-cact 

tctgtgtggggtcagc-3'; CCL11 (eotaxin, 207 bp): 

sense, 5'-cccaaccacctgctgctttaacctg-3'; antisense. 

5'-tggctttggagttggagatttttgg-3'; GAPDH (178 

bp): sense, 5'-acccactcctccacctttg-3'; antisense, 

5'-ctcttgtgctcttgctggg-3'이다.

합효소 연쇄반응은 thermal cycler(Perkin 

Elmer)를 이용하여 실시하 으며, 처음 thermal 

cycling 단계는 CXCL8 (IL-8), CCL5 (RANTES) 

 CCL2 (MCP-1)은 95℃에서 15  동안의 

불활성화 단계, 60℃에서 30  동안 결합 반응 

단계와 72℃에서 1분 동안의 핵산 합 단계로 

구성하여 35회의 thermal cycling을 실시하

다. CXCL10 (IP-10)은 94℃에서 45  동안의 

불활성화 단계, 59℃에서 1분 동안 결합 반응 

단계와 72℃에서 1분 동안의 핵산 합 단계로 

구성하여 31회의 thermal cycling을 실시하

고 CXCL1 (Gro-α)의 경우 94℃에서 40  동

안의 불활성화 단계, 55℃에서 1분 동안 결합 

반응 단계와 72℃에서 1분 동안의 핵산 합 

단계로 구성하여 27회의 thermal cycling을 실

시하 다. CCL7 (MCP-3)는 94℃에서 1분 동
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P1   P2 P3  P4 P5 P6

CXCL1 (Gro-α)

CXCL8 (IL-8)

CXCL10 (IP-10)

CCL2 (MCP-1)

CCL5 (RANTES)

CCL7 (MCP-3)

CCL11 (eotaxin)

GAPDH

P1   P2 P3  P4 P5 P6

CXCL1 (Gro-α)

CXCL8 (IL-8)

CXCL10 (IP-10)

CCL2 (MCP-1)

CCL5 (RANTES)

CCL7 (MCP-3)

CCL11 (eotaxin)

GAPDH

Fig. 1. The reverse transcription polymerase chain reaction for mRNA expression of 

chemokines in peripheral blood mononuclear cells from the children with non- 

productive cough. (P : patient)

안의 불활성화 단계, 60℃에서 80  동안 결합 

반응 단계와 72℃에서 70  동안의 핵산 합 

단계로 구성하여 33회의 thermal cycling을 실

시하 고. CCL11 (eotaxin)의 경우 94℃에서 

45  동안의 불활성화 단계, 60℃에서 20  동

안 결합 반응 단계와 72℃에서 30  동안의 핵

산 합 단계로 구성하여 30회의 thermal 

cycling을 실시하 다. GAPDH의 경우 95℃에

서 30  동안의 불활성화 단계, 60℃에서 30  

동안 결합 반응 단계와 72℃에서 30  동안의 

핵산 합 단계로 구성하여 30회의 thermal 

cycling을 실시하 다. 이들은 별도로 72℃에서 

10분 동안 핵산 합 반응을 한 번 더 실시하

여 부분 으로 신장된 산물을 완 한 가닥으로 

완성시켜 주었다.

증폭된 상보 DNA는 1.5% agarose gel상에

서 1배 농도의 TBE buffer로 100 volt에서 35

분간 기 동 시켰다. EtBr(0.5 ㎍/㎖) 에 20분  

염색 후 나타나는 띠를 찰하 다. DNA marker

로는 100 bp DNA ladder를 사용하 다.

결    과
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CCL7 (MCP-3)

CCL5 (RANTES)

CCL8 (IL-8)

before       after
P6

CCL7 (MCP-3)

CCL5 (RANTES)

CCL8 (IL-8)

before       after
P6

Fig. 2. The changes of chemokine mRNA expression after coughing resolution in the reverse 

transcription polymerase chain reaction. (P : patient)

상 소아

상 소아는 모두 6명으로 남녀 각각 3명이

었으며, 평균 월령은 73.2개월 (34개월～122개

월)이었다. 기침 증상의 정도는 모두 동일하

고, 다른 기 질환 조사에서 특이 사항은 없었

다. 증상 호  후 추  검사에 응한 환아는 1

명이었다.

단순 기침 증상시의 모카인 발  양상

단순 기침 증상이 있는 시기에 모카인 

IP-10, MCP-3는 모든 환아에서, RANTES는 

5명에서, IL-8은 3명에서 각각 발 되었다. 하

지만, eotaxin, Gro-α  MCP-1은 모든 환아

에서  발 되지 않았다(Fig. 1).

증상 회복 후 모카인 발  변화 양상

추  찰이 가능했던 1례에서 증상 회복 

후에 MCP-3, RANTES  IL-8 발 의 감소

가 뚜렷하게 찰되었다(Fig. 2).

고    찰

모카인은 면역 사이토카인계의 한 super- 

family로, 1993년에 이르러서야 비로소 국제 

원회를 통하여 ‘ 모카인’이란 공식  이름이 

명명되어진 새로운 proinflammatory 사이토카

인군을 말한다. 특히 이들은 백 구에 한 특

이한 화학주성을 통하여 인체내 면역기   

면역 통제와 염증 과정의 조 자로 작용한다는 

증거가 많은 자료들을 통해 제시되고 있다.8) 

모카인은 구조 으로 4개의 cysteine motif

의 치에 따라 네 종류로 분류된다. 처음 

치되는 두 개의 cysteine이 서로 붙어있는 구

조를 가진 C-C 모카인으로 가장 많으며, 

MCP-1, macrophage inflammatory protein-1 

(MIP-1), RANTES 등이 있다. 처음 치되는 

두 개의 cysteine 사이에 아미노산이 삽입된 

구조를 가진 C-X-C 모카인으로는 platelet 

factor-4(PF-4), platelet basic protein (PBP), 

IL-8, IP-10, MGSA/Gro-α(Gro-α), KC(murine 
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gro homologues) 등이 있다. 이 외에도 C 

모카인과 C-X3-C 모카인이 있다. 근래에 들

어서 각종 염증질환 연구에 매우 요한 부분

을 차지하고 있다.

본 연구는 단순기침 소아에서의 모카인 

MCP-1, MCP-3, RANTES, IP-10, IL-8, 

Gro-α  eotaxin의 발  양상을 찰하 다. 

호흡기의 염증성 질환에서 사이토카인의 활성

화에 한 연구는 기 지 천식이나 RSV 혹은 

adenovirus 감염에 의한 성기 호흡기 질환을 

주로 국내외 으로 활발하다.

Eotaxin, MCP-1  MCP-3는 호산구에 활

성화에 주로 작용하여, 알 르기 비염이나 천

식의 병태생리에 많이 여하는 것으로 알려져 

있다.9-11) 이번 연구에서는 MCP-3는 모든 

상 소아에서 증상이 있는 시기에 발 이 증가

되어 있었으며, 증상 소실과 함께 발 의 감소

를 확인하 다. 하지만, eotaxin과 MCP-1은 

모든 상 소아에서  발 되지 않았다. 이

것은 상 소아들이 수가 무 어서 분석하

기가 어렵지만, 증상이 동일하더라도 염증 정

도나 부 가 다를 수 있으며, 해당 모카인의 

염증 매개과정이 다를 수 있음에 기인하는 것

으로 추정된다.

RANTES는 호산구나 호염기구  T 세포 

등에 작용하여 염증 반응시 단핵구를 염증 부

로 끌어들이는데 여하는 표  모카인 

의 하나로 호흡기질환, 특히 기 지 천식이

나 RSV 감염과의 연 성 연구에 많이 활용되

었다.12-15) 이번 연구에서는 한 사람을 제외하

고 부분의 소아에서 증상이 있는 시기에 발

이 증가되었으며, 증상 소실 후 발 이 감소

함을 확인할 수 있어서 RANTES는 일반 인 

기 지 염증 반응에 범 하게 여하는 것으

로 생각된다.

IL-8은 염증반응에서 호 구와 호산구의 활

성화에 요한 역할을 하여, 주로 성 세균성 

질환의 병태생리에 여한다고 알려져 있지

만,16, 17) 기 지 상피세포에서 천식이나 감염 

시 IL-8의 발 이 증가되었음을 보고하 다.18, 19) 

본 연구에서도 IL-8의 발 이 성기에 증가

되었다가 회복기에 감소됨을 확인할 수 있어

서, IL-8도 다양한 기 지 염증에 매우 요한 

매개 물질임을 확인할 수 있었다.

그 외에도 IP-10이 다양한 호흡기 염증 반

응에서 호 구와 단핵구의 화학 주성에 직

으로 여하는 것으로 알려져 있는데,
20)
 본 연

구에서 상 소아 원에서 발 이 증가되어 

있어 이를 확인할 수 있었다.

Gro-α는 표 인 호 구 화학 주성  활

성 인자로써 RANTES에 비해 아직까지 그 작

용 기 이나 발  특성 등이 완 하게 밝 져 

있지 않은 모카인이다. 인체내에서 염증반응

이 생길 때 가장 첫 번째 방어 효과세포가 호

구이며 면역 방어를 한 각종 사이토카인의 

생성을 담당하는 단핵구의 역할을 생각할 때 

호흡기질환의 염증반응 과정에 Gro-α의 역할

과 병의 임상 경과에 따른 생성․변화의 추

은 호흡기 질환의 병리기 을 밝히는데 매우 

의미있는 작업으로 생각되었다. 실제로 Gro-α

에 한 연구 정보는 아직 다른 모카인에 비

해 매우 부족한 상태일 뿐만 아니라, Gro-α는 

체내에서 세 가지 종류의 isoform으로 존재하

는데, 특히 mouse에서는 IL-8과 유사한 작용

을 하는 것으로 알려져 있는데,
21)
 이번 연구에

서는 IL-8과 달리  발 되지 않았다.

하지만, 이번 연구에는 몇 가지 제한 이 있

었다. 우선 상이 무 었을 뿐만 아니라, 
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모든 상군의 추 이 완 히 이루지지 않았으

며, 추가 으로 다양한 조군을 이용한 비교 

연구가 이루어지지 않았다는 것이다.

결론 으로 단순 기침 환아에서 MCP-3, 

RANTES  IL-8 등이 강하게 발 되는 것으

로 보아 이들은 일반 인 기 지 염증 반응에 

매우 요한 역할을 하는 것으로 생각되며, 향

후 더 많은 증례 확보를 통한 연구가 필요할 

것으로 생각된다.

요    약

2002년 1월 1일부터 6월 30일까지 비재발성 

는 약한 재발성 마른기침을 주증상으로 남

학교 의료원 소아과를 내원한 환아들  연구

의 목 에 동의한 소아를 상으로 이들에서의 

모카인 IFN-γ-inducible protein 10 (IP-10), 

Macrophage cationic protein 1 and 3 (MCP-1, 

3), Interleukin (IL)-8, RANTES, eotaxin  

Gro-α의 발  양상을 알아보았다.

1) 상 환아는 모두 6명(남 3명, 여 3명)으

로, 평균 연령은 73.2개월(34개월～122개월)이

었다. 2) 모카인 IP-10, MCP-3는 모든 환아

에서, RANTES는 5명에서, IL-8은 3명에서 발

되었다. 3) Eotaxin, Gro-α  MCP-1은 모든 

환아에서  발 되지 않았다. 4) 추  찰

에 응한 1례에서 회복기에 MCP-3, RANTES 

 IL-8 발 의 감소가 찰되었다.

단순 기침 환아에서 모카인 MCP-3, RANTES 

 IL-8 등이 매우 요한 역할을 하는 것으

로 확인되었다. 향 후 이에 한 더 많은 비교 

연구가 필요할 것으로 생각한다.
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