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Purpose :We tried to evaluate whether the detection rate of Helicobacter pylori in gastric biop-

sy specimens could be improved by using pre-embedding immunoelectron microscopy.

Methods : A total of 119 children who complained of upper gastrointestinal symptoms were endo-

scoped at the Gyeongsang National University Hospital from July, 1996 to July, 1999. Five biopsy

specimens(three for urease test, one for hematoxylin-eosin(H & E) staining, and one for pre-

embedding immunoelectron microscopy) were obtained from each antrum and body. Immuno-

blotting analysis were also performed.

Results : Among the 119 patients, H. pylori were found in 116 patients(97.5%) by the immu-

noelectron microscopy. Among three patients who were found H. pylori negative in immunoelec-

tron microscopy, two patients showed H. pylori in H & E stained slides and one patient was

urease test positive(color change within six hours). Urease tests were positive in 107 patients(89.9

%). The positive rate of immunoblotting tests was 81.5%. However, only 13 patients(10.9%)

showed H. pylori on the H & E stained antrum or body tissue.

Conclusion : In this study, we found H. pylori histopathologically in most of the pediatric pa-

tients who complained of upper gastrointestinal symptoms. This study showed that pre-embed-

ding immunoelectron microscopic examinations can be used as a gold standard in the diagnosis of

childhood H. pylori infection. However, this method also has limited capacity to detect widely

scattered H. pylori compared to the other histopathologic diagnostic methods. (J Korean Pediatr

Soc 2002;45:862-874)
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서 론

Helicobacter pylori(H. pylori)가 위염의 원인균

이며, 위십이지장 궤양, 나아가서 위암을 일으킬 수

있는 원인 균이라는 사실에 대해서는 많은 연구를 통

하여 알려진 바 있다. H. pylori 감염 진단에 있어 최

적 표준(gold standard) 조건은 위생검조직에서 세균

을 증명하는 것이다. 위생검 조직에서 세균을 증명하

는 방법 중 세균학적 배양을 시도하여 세균 감염증을

확인하는 것이 가장 정확한 방법이지만 배양검사 시

행과정이 복잡하고 결과를 얻기까지 7일 이상 소요된

다. 또한 연구자간의 방법, 숙련성 등의 차이에 따라

결과가 들쑥날쑥하며, 경험이 부족한 경우 위음성이

발생할 가능성이 있기 때문에 유능한 미생물학자의

도움을 받지 못할 경우에는 표준으로 사용할 수 없다.

위생검조직 요소분해효소(urease) 검사는 H. pylo-

ri 감염 진단에 비교적 쉽게 사용할 수 있고 결과 판

정시 객관적인 동시에 민감도와 특이도에 있어서도

좋은 방법으로 유용하게 사용되고 있다. 윤 등
1)
은 5

개 이상의 위전정부 생검조직을 확보하여 -70℃에 냉

동보관할 수 있었던 환아 중 위내시경 검사 당시 요

소분해효소 검사 양성인 25명과 음성인 25명을 대상

으로 보관하 던 생검조직을 각각 2% 요소 액체배지

(urea broth)를 이용한 요소분해효소 검사를 시행하

는데 요소분해효소 검사 양성 및 음성인 총 50명 중

30명에서는 모든 검체가 일관성 있는 결과를 보여주

었고, 20명에서는 일관성이 없었다.

소아 환자를 대상으로 H. pylori 감염진단을 위해

위전정부 생검조직 1개를 이용하여 요소분해효소 검

사를 시행할 경우 최대 40%에서 위음성으로 판정할

가능성이 있는 것이다. H. pylori는 위점막 여기 저기

에 분산 분포하여 존재하며 세균의 양도 위 조직 마

다 다른 것으로 알려져 있다
2)
. 초기 감염 환자 및 항

균요법 후는 이런 사항이 더 심화될 것으로 추측된다.

실제적으로 요소분해효소 검사는 위생검조직 절편

에 최소 10,000마리의 H. pylori가 있어야 양성 반응

을 보인다고 한다
3)
.

Hematoxylin-Eosin 염색법, Warthin-Starry 은염

색법, Giemsa 염색법, Genta 염색법, Gram 염색법

등의 전통적인 세균 염색법을 통한 조직병리학적 검

사 방법 등은 요소분해효소 검사보다 예민도 및 특이

도에 있어 통상 나은 점은 없다고 한다
4, 5)

.

H. pylori의 DNA 또는 16S-rRNA에 대한 탐식자

를 이용한 중합효소연쇄반응(PCR)은 위생검 조직에

적은 수의 세균이 있을 때 진단하는데 도움이 되다고

는 하지만 위음성 및 위양성의 위험성이 높을 뿐만

아니라 검사 결과를 확신할 수도 없기 때문에 일반적

인 진단법으로 사용할 수 없다
6)
. 즉 위생검조직을 이

용하여 H. pylori 진단에 사용되는 현재까지 알려진

검사법으로는 초기 감염 또는 항균요법을 받은 후 위

점막에 적은 수의 세균이 존재하거나 위점막내에 여

기저기 산재하여 분포할 경우 H. pylori를 쉽게 특이

적으로 발견할 수 없다.

임 등
7)
은 소아를 대상으로 항-H. pylori 다클론항

체(anti-H. pylori polyclonal antibody)를 이용한 면

역조직화학적 검사를 이용하여 조직학적으로 세균을

발견하고자 한 적이 있다. 당시 면역블롯팅(immuno-

blotting)법과 비슷한 양성률의 결과를 얻었지만 면역

조직화학적 검사의 단점인 비특이적 염색과 세균이

염색된 것과 감별이 어려웠다.

최근 면역조직화학적 염색으로 세포의 미세구조를

검색한 후 전자현미경의 고배율 확대를 이용하여 구

조를 확인하는 전포매 면역 전자현미경 검사(pre-em-

bedding immunoelectron microscopy)가 이용되고

있다. 항-H. pylori 다클론항체로 위생검조직을 면역

조직화학적 염색한 후 염색된 부위를 절단하여 전자

현미경으로 관찰하면 염색된 세균을 형태학적으로 증

명할 수 있다.

본 연구에서는 위점막조직을 이용한 H. pylori 검

출법으로 전포매 면역 전자현미경 검사를 시행하여

이 결과를 요소분해효소 검사 및 면역블롯팅법과 비

교하고자 하 다.

대상 및 방법

1. 대 상

1996년 7월부터 1999년 7월까지 경상대학교병원

Key Words : Helicobacter pylori, Pre-embedding immunoelectron microscopy, Diagnosis, Child



864 정혜성 외 14인 : Pre-embedding Immunoelectron Microscopy를 이용한 Helicobacter pylori의 발견

소아과에 상부 위장관 증세로 내원한 환아 중 부모의

허락을 얻은 총 119명을 대상으로 하 다. 모든 검사

는 다른 검사의 결과를 알지 못하는 상태에서 독립적

으로 시행 및 판정하 다.

2. 방 법

1) 위내시경 검사

위 십이지장 내시경술을 시행하기 하루 전부터 금

식을 시켰다. 말을 알아 들을 수 있는 아동은 검사 10

분전에 xylocain을 인두에 뿌렸다. 내시경술은 Olym-

pus XP-20 위내시경 기구를 사용해서 시행하 다.

위의 기저부, 체부, 전정부, 유문부, 십이지장을 세

히 관찰하고 위의 전정부 및 체부에서 조직을 각각 5

개씩 채취하 다. 내시경과 조직 생검용 겸자는 사용

후 매번 glutaraldehyde로 소독한 후 흐르는 수돗물

을 이용하여 세척한 뒤 다음 환자에게 사용하 다. 위

전정부 및 체부 각각의 생검 조직 중 3개는 요소분

해효소 검사를 시행하고, 1개는 포르말린 고정하

다. 또 다른 1개는 Optimal Cutting Temperature

(O.C.T.) 화합물(Diagnostic division, Elkhart, IN

46515, USA)에 넣은 후 70℃에 냉동 보관하 다가

면역 조직학적 검사 및 면역 전자현미경 검사용으로

사용하 다.

2) 요소분해효소 검사

에펜돌프 튜브 안에 들어 있는 0.2 mL 2% 완충

요소 액체배지(2% urea broth; urea 20 g/L, phenol

red 0.04 g/L, KH2PO4 0.2 g/L, NaCl 0.5 g/L; pH

6.8)에 전정부 및 체부에서 얻은 각각 3개의 위생검조

직을 동시에 넣은 후 38℃에서 시간별로 붉은색으로

의 양성 변화를 관찰하 다. 시간은 1시간 이내, 1-6

시간 사이, 7-12시간 사이, 13-24시간 사이, 25-36시

간 사이, 37-48시간 사이로 구분하여 관찰하 고, 48

시간까지 변화가 없는 경우를 음성으로 판정하 다. 전

정부와 체부를 각각 관찰하 고 한군데서라도 양성판

정이 나오면 요소분해효소 검사 양성으로 판정하 다.

3) 위생검조직검사

위의 전정부 및 체부에서 채취한 조직 생검체를 10

% 중성 포르말린과 80% 알코올 용액에 4℃에서 밤

새 고정시킨 후 파라핀에 포매하여 4-5 μm 두께의

연속 절편을 만든 후 hematoxylin-eosin(H & E) 염

색을 시행하여 광학 현미경으로 검경, 염증의 정도와

H. pylori 존재 유무를 관찰하 다. 광학현미경으로

검경하여 H. pylori가 한 개라도 관찰되면 양성으로

판독하 고, 조직표본의 판독은 Updated Sydney

System에 준하여 하 다
8)
.

4) 면역블롯팅

(1) H. pylori 항원제조

경상대학교병원 환자에서 분리한 H. pylori 51균주

를 항원으로 사용하 다
9)
. 우혈청을 10% 농도가 되도

록 첨가한 Mueller-Hinton 한천 배지에서 H. pylori

분리주를 CO2가 5-10%, 100% 습도, 그리고 38℃에

서 48시간 배양한 다음 균체를 얻었다. 이를 인산 완

충액(pH 7.4, 0.1 M)으로 1회 원심세척한 다음 동일

완충액으로 재부유하 다. Phenylmethylsulfonyl flu-

oride(PMSF)를 5 mM 농도로 첨가하고 초음파 파쇄

기(Ultrasonics W-380)를 사용하여 20-60초 간격으

로 수회 균체를 파쇄하 다. 이 세포파쇄액을 냉동보

관하면서 항원으로 사용하 다. 세포파쇄항원의 단백

질 농도는 Lowry법
10)
으로 측정하여 20 g/mL이 되도

록 조정하여 사용하 다.

(2) SDS-폴리아크릴아미드 겔 전기 동

면역블롯팅을 실시하기 위한 SDS-폴리아크릴아미

드 겔 전기 동을 Laemmli 방법
11)
으로 실시하 다.

10-20% SDS-폴리아크릴아미드 경사 분리 겔(gradi-

ent seperating gel)인 0.75 mm 두께의 평면 겔(slab

gel)에 세포파쇄항원 35 μL를 분주한 후 Mighty

Small II(Hoefer Scientific Instruments, San Fer-

nando, CA)에서 15 mA에서 60분간 전기 동 하

다. 표지 단백으로는 Mark 12 Wide Range Protein

Standard(NOVEX system, San Diego, CA, USA)

를 사용하 다.

(3) 면역블롯팅

전기 동이 끝난 폴리아크릴아미드 겔을 전달 완충

액(20 mM Tris, 144 mM glycine, 25% methanol,

0.01% sodium dodecyl sulfate)에 넣어 분획된 단백

을 고정하 다. 전기 동 후 단백을 전기 전달(elec-

tro-transfer)할 nitrocellulose(NC) membrane(0.2

micron, Bio-Rad Laboratories) 역시 동일 용액에

30분간 담구었다. 폴리아크릴아미드 겔과 NC mem-

brane을 음극으로부터 그리드(grid), 스펀지, 3MM

여과지, NC membrane, 겔, 3MM 여과지, 스펀지, 그

리드 순으로 조립하여 Mighty Small Transphor

(Hoefer Scientific Instruments)를 이용하여 120

mA로 60분간 4℃ 내외의 전달 완충액(20 mM Tris,
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0.01% SDS, 144 mM glycine pH 8.3, 25% meth-

anol)에서 전기 전달시켰다. 이 NC membrane을

TBS-Tween 20 완충액(TBST; TBS; 50 mM

Tris-HCL, 150 mM NaCl pH 8.0, 0.05% Tween)

으로 세척하고 1% bovine serum albumin(BSA)-

TBST 용액으로 NC membrane의 나머지 단백 결합

부위를 차단시켰다. 이것을 3 mm 간격으로 strip을

만들어 1 : 5로 희석시킨 혈청과 37℃에서 30분간 반

응시켰다. TBST 완충액으로 3분 간격으로 3회 세척

하고 IgM인 경우 알칼리성 포스파타제가 결합된 가

토 항-인체(alkaline phosphatase conjugated rabbit

anti-human) IgM(mu chain specific, DAKO A/S,

Denmark) 항체를 1 : 500으로 희석하여 첨가하고,

IgA인 경우 알칼리성 포스파타제가 결합된 가토 항-

인체 IgA(alpha chain specific, DAKO A/S, Den-

mark) 항체를 1 : 500으로 희석하여 첨가하고, IgG인

경우 알칼리성 포스파타제가 결합된 가토 항-인체

IgG(gamma chain specific, DAKO A/S, Denmark)

항체를 1 : 1,000으로 희석하여 첨가하여 37℃에서 30

분간 처리하 다. TBST 완충액으로 3분간 5회 세척

한 다음 기질용액을 넣어 실온에서 15분간 효소반응

을 진행시켰다. 기질용액은 알칼리성 포스파타제 완충

액(100 mM Tris-HCl, 100 mM NaCl, 5 mM

MgSO4 pH 9.5)에 0.03% nitroblue tetrazolium 기

질(Sigma, St. Louise, MO, USA)과 0.015% 5-

bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate(BCIP) 기질

(Sigma, St. Louise, MO, USA)을 첨가하여 제조하

다. 효소반응은 반응 중지용 완충액(20 mM tris-

HCl, 50 mM EDTA, pH 8.0)으로 중지시켰다.

(4) 면역블롯(immunoblot) 반응형의 분류

면역블롯 반응형태가 120 kDa의 항원에만 반응하

거나 또는 120 kDa의 항원을 포함하여 그 외의 다수

항원에 반응하는 경우는 제 I형으로, 일부 항원에는

반응하고 있으나 120 kDa 항원 분획과는 반응하지

않는 경우는 제 II형으로, 그리고 전 항원에 전혀 반

응하지 않는 경우는 제 III형으로 구분하 다. 면역블

롯 반응형태가 제 I형인 경우만 혈청학적 양성으로 판

정하 고, 제 II형이나 제 III형은 혈청학적 음성으로

판단하 다
12)
. IgG, IgA와 IgM 각각에 대한 면역블

롯 반응형태를 관찰한 후 3가지 중 한 가지 이상의

항체에 반응을 보인 경우를 면역블롯 양성으로 판정

하 다(Fig. 1).

Fig. 1. Classification of immunoblotting results. Only pattern I which shows
reactivities against 120 kDa antigen as well as other antigens of H. pylori
was considered H. pylori infection positive in this study. Any immunoblots
showing positive bands other the 120 kDa antigen was classified as pattern
II. Nonreacting immunoblots were classified as pattern III. Panel A shows a
ponceau S-stained nitrocellulose membrane onto which marker proteins and
separated H. pylori antigens were transferred.



866 정혜성 외 14인 : Pre-embedding Immunoelectron Microscopy를 이용한 Helicobacter pylori의 발견

5) 전포매 면역 전자현미경 검사

(1) 조직 처리

OCT 화합물에 넣어져 냉동보관 되어 있던 위 전

정부와 체부의 생검 조직절편을 신속히 녹여 PLP

(paraformaldehyde, Dl-lysine, sodium-m-perio-

date) 용액 4℃에서 2시간 동안 고정하 다. 이후

10% 자당 용액에 넣어 4℃에서 15시간 이상 고정한

후 이 조직을 다시 O.C.T. 화합물에 포매하여 동결시

킨 후 -20℃ 초냉동 박절기에서 30 μm 두께로 연속

냉동절편을 제작하 다. 냉동절편은 poly-L-lysine이

코팅된 슬라이드에 올려놓았다.

(2) 면역조직화학적 염색

냉동절편을 95% 에탄올에 10분간 고정하고 실온에

서 30분 이상 건조시킨 후 0.05 M Tris 완충액에 5

분간 세척하 다. 이후 3% 과산화수소에 실온에서 10

분 동안 처리하 다. 조직절편을 1차 증류수로 1분 동

안 세척하고, 0.05 M Tris 완충액에 5분 동안 세척하

다. 그 후 조직절편을 5% 돼지 혈청(Swine serum

(normal) X0901. DAKO)이 첨가된 Tris 완충액에

실온에서 1시간 동안 처리한 후 세척하지 않고, 이어

서 1 : 10으로 희석시킨 1차 항체인 가토 항-H. pylo-

ri 다클론항체에 4℃에서 15시간 이상 반응시켰다.

0.05 M Tris 완충액에 15회 이상 진탕기로 세척한

후 5% 돼지 혈청이 첨가된 Tris 완충액에 실온에서

10분 동안 처리하 다. 0.05 M Tris 완충액에 1초 동

안 세척한 후 다시 5% 돼지 혈청이 첨가된 Tris 완

충액에 10분간 처리하 다. 세척하지 않고 1 : 50으로

희석된 2차 항체(biotinylated swine anti-rabbit IgG

in Tris buffer, Code No.E0431. DAKO)에 실온에서

1시간 처리하 다. 다시 0.05 M Tris buffer에 15회

이상 진탕 세척한 후 과산화효소가 표지된 Streptari-

din(LSAB 2kit, peroxidase conjugated, Code No.

K1016. DAKO)에 반응시켰다. 0.05 M Tris 완충액

에 세척한 후 기질액(6 mg of 3,3'-diaminobenzidine

tetrahydrochloride(Lot77H1559. SIGMA) in 250

mL of 0.05 M Tris buffer, pH 7.6, 100 μL of 35

% hydrogen peroxide) 내에서 3분간 발색 시켰다.

그 후 조직절편을 0.05 M Tris 완충액에 5회 진탕

세척하 다.

(3) 면역 전자현미경적 염색

면역전자현미경적 염색표본의 제작은 전포매법을

적용하 다. 면역조직화학적 염색법으로 처리하여 상

피세포의 위쪽으로 염색이 양호하게 되었다고 판단된

절편 쪽을 1% osmium tetroxide에 1시간 동안 후고

정 하 다. 이 조직을 에탄올을 이용하여 탈수시켰다.

이렇게 탈수시킨 조직을 에폭시수지(Epon 812 sub-

stitute Lot921118)에 60℃에서 2일간 중합반응시켜

포매하 다. 포매된 절편을 Ultracut-E(Reichert-

Jung Germany)를 사용하여 70 nm 두께의 초박절편

(ultrathin section)을 제작하여, 다시 uranyl acetate

로 20분간, lead citrate로 10분간 염색한 후 투과 전

자현미경(Hitachi, H-600, Japan)으로 75 KV에서 관

찰하 다(Fig. 2).

결 과

1. 대상 환자

1) 연령 및 성별 분포

대상 환자들의 평균 연령은 7.4세 고, 연령 분포는

2세부터 15세 다. 남아가 57명(48%), 여아가 62명

(52%)이었다(Table 1).

2) 주증상

내시경을 시행하게 된 주증상은 만성 반복성 복통

84명(70.6%), Henoch-Schőnlein 자반증 11명, 잦은

구역 및 구토 10명, 상복부 통증 7명, 상부위장관 출

혈 2명, 흉통 2명이었고 원인 불명의 빈혈, 누렇게 뜬

얼굴, 잦은 오심, 밤시간의 보챔이 각각 1명이었다

(Table 2).

2. 진단방법의 결과

1) 면역 전자현미경 검사

위 전정부와 위 체부에서 생검한 조직을 각각 관찰

하 고, 세균이 덩어리로 군데군데 모여 있는 경우(덩

어리 형; lumpy pattern), 서로 어우러져 줄을 이루고

있는 경우(선형; linear pattern), 분산되어 있는 경우

(분산형; scattered pattern)로 구분하여 판정하 다

(Fig. 3). 위 전정부에서는 덩어리 형 28례, 선형 1례,

분산형 82례로 총 111례(93.3%)에서 H. pylori가 관

찰되었고 위 체부에서는 덩어리 형 16례, 선형 2례,

분산형 87례로 총 105례(88.2%)에서 H. pylori가 관

찰되었다. 위 체부에서 보다 위 전정부에서 세균이 더

많이 관찰되긴 하 지만 유의한 차이는 없었다. 총

116례(97.5%)의 위 전정부 또는 위 체부에서 세균이

관찰되었다. 면역 전자현미경 검사상 세균이 관찰된
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Fig. 2. Processing of immunohistochemistry and pre-embedding electron microscopy. (1) H&E stained low and
high power field slides showed mild degree of chronic gastritis without visible H. pylori on epithelial mucous
layer. (2) Immunohistochemistry done with saline as a primary antibody instead of rabbit anti-H. pylori pol-
yclonal antibody showed no epithelial stain. (3) Immunohistochemistry done with rabbit anti-H. pylori polyclo-
nal antibody and diaminobenzidine tetrahydrochloride(DAB) as a chromogen showed brown colored epithelial
stain. Rectangle area is cut with a diamond knife for the electron microscopic examinations. (4) Electron mi-
croscopic view of immunohistochemically stained area showed many H. pylori.

1) Antrum H&E ×200 1) Antrum H&E ×400

2) Antrum Saline ×200 2) Antrum Saline ×400

3) Antrum Anit-H. pylori Ab ×200 3) Antrum Anit-H. pylori Ab ×400

4) Antrum EM ×200 4) Antrum EM ×400
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형과 다른 검사 결과는 서로 상관관계가 없었으며 선

형이 제일 적었다. 위 전정부나 위 체부 면역 전자현

미경 검사에서 세균이 관찰되지 않은 3명 중 2명은 H

& E 염색검사에서 세균이 관찰되었고 3명 모두 요소

분해효소 검사상 6시간내 양성반응 및 면역블롯팅 검

사상 IgG에서 I형을 나타내었다.

2) 요소분해효소 검사

위 전정부에서는 총 73례(61.3%), 위 체부에서는

총 102례(85.7%)가 양성이어서 위 전정부에서 보다

위 체부에서 양성률이 더 높았다. 총 107례(89.9%)에

서 위 전정부 또는 위 체부에서 양성반응을 보 다.

요소분해효소 검사의 시간대별 양성 수는 Table 3에

기술되어 있다.

3) 병리조직학적 검사

(1) Hematoxylin and Eosin 염색

H & E 염색으로 위의 상피세포상에 존재하는 H.

pylori를 관찰한 결과 위 전정부 9례(7.6%), 위 체부

12례(10.1%)에서 균이 발견되었고, 위 전정부 또는

위 체부에서 균이 관찰된 경우는 총 13례(10.9%)

다. H & E 염색에서 세균이 관찰된 13례 모두 요소

분해효소 검사 양성이었으며 대부분 1시간 이내에 색

깔이 변한 빠른 양성 반응을 보 다. 그러나 위 전정

부 9례 중 1례, 위 체부 12례 중 3례에서는 광학현미

경상 세균이 관찰되었으나 면역 전자현미경 검사에서

는 관찰할 수 없었다. 총 13례 중 2례에서는 위 전정

부 또는 위 체부 모두에서 면역 전자현미경 검사에서

세균을 관찰할 수 없었다(Table 4).

(2) 병리학적 소견

Updated Sydney System의 분류 방법에 따라 위

전정부와 위 체부에서 염증의 정도를 관찰한 결과 활

동성 위염은 위 전정부에서 8례(6.7%), 위 체부에서

13례(10.9%) 고, 만성 위염은 위 전정부에서 100례

(84.0%), 위 체부에서 97례(81.5%) 다. 중등도 이상

의 만성위염은 위 전정부에서 14례(11.8%), 위 체부

에서 14례(11.8%) 고, 중증 이상의 만성위염은 위

전정부에서 3례(2.5%), 위 체부에서 2례(1.7%) 으며

중등도 이상의 활동성 위염은 위 전정부와 위 체부에

서 각각 1례(0.8%)씩 관찰되었다. 위 전정부나 위 체

부에서 염증 소견이 관찰된 경우는 총 115례(96.6%)

다.

4) 면역블롯팅

면역블롯팅 제 I형은 IgG 항체 95례(79.8%), IgA

항체 53례(44.5%), IgM 항체 20례(16.8%)에서 관찰

되었다. IgG, IgA, IgM 중 한가지 이상의 항체반응을

보인 경우를 면역블롯팅 양성으로 판정하 고 총 97

례(81.5%) 다.

3. 각 진단 방법의 생검 위치 및 연령에 따른
결과 비교

각 검사결과를 생검 위치에 따라 비교하면 면역 전

자현미경 검사법에서는 전정부에서, 요소분해효소 검

사 및 H & E 염색 검사에서는 체부에서 양성률이

높았다. 면역 전자현미경 검사와 요소분해효소 검사의

체부 양성률은 비슷하 지만 전정부 양성률은 면역

전자현미경 검사가 요소분해효소 검사보다 높았다

(Table 5). 각 검사결과를 2-4세(33명), 5-9세(56명),

10-15세(30명)의 연령별로 구별시 각 연령군에 따른

차이는 없었고, 전반적으로 면역 전자현미경 검사, 요

소분해효소 검사 및 면역블롯팅은 비교적 높은 양성

률을 보이고 H & E 염색 검사는 매우 낮은 양성률

을 보 다(Table 6).

고 찰

H. pylori가 1982년 인체 위점막으로부터 순배양된

Table 1. Age and Sex Distribution of Patients

Age(yr)
Number of patients

Male Female Total

2-4 21 12 33

5-9 22 34 56

10-15 14 16 30

Total 57 62 119

Table 2. Chief Complaints of Patients

Chief complaints Number of patients

Recurrent abdominal pain

Henoch-Schőnlein purpura

Frequent nausea and/or vomiting

Epigastric pain

UGI bleeding

Chest pain

Anemia of unknown origin

Sallow face

Anorexia

Night irritability

84

11

10

7

2

2

1

1

1

1
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이래
13-15)

이 세균은 급성 위염 및 B형 만성 위염의 원

인균으로 확립되었고
16, 17)

, 위궤양, 십이지장궤양의 발

생에 중요 역할을 하는 것으로 알려져 있다
18-20)

. 또한

1994년 WHO는 당시까지 발표된 전 세계의 자료
21-24)

Fig. 3. Distribution patterns of H. pylori in gastric mucosa observed by the electron microscopy. (1)
lumpy patterns, (2) linear patterns, (3) scattered patterns.

1) Lumpy pattern, antrum EM ×3,000 1) Lumpy pattern, antrum EM ×30,000

2) Linear pattern, antrum EM ×3,000 2) Linear pattern, antrum EM ×12,000

3) Scattered pattern, antrum EM ×3,000 3) Scattered pattern, antrum EM ×5,000 3) Scattered pattern, antrum EM ×30,000
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를 조사하여 이 세균이 위암의 명확한 발암원(group

I carcinogen)이라 분류 정의하 다
25)
.

1998년 몽골리안 저빌에 H. pylori를 감염시켜 18

개월 후 40%에서 위암이 유발됨이 보고된 바 있다
26)
.

또한 선진국 및 개발도상국의 유아의 만성설사 및

양실조가 H. pylori 감염에 의할 수 있다는 것
27, 28)

이 보고되었으며 Weaver
29)
는 개발도상국에서 H.

pylori 감염의 대부분은 출생 직후 일어나며 모유수유

를 시키면 감염의 시기가 늦어질 수도 있다고 하 으

며, 감염된 아는 이 세균에 의해 유발되는 위강내

저산증, 그로 인한 장내 감염에 잦은 노출로 반복성

설사에 시달리다 만성적인 양실조와 성장장애가 동

반될 수 있다고 하 다. Patel 등
30)
은 사춘기 전의 소

아를 코오트(cohort)로 한 연구에서 H. pylori에 감염

된 7세 여아가 11세가 되었을 때 감염 안된 경우보다

키가 평균 1.1 cm가 작았다고 보고하 다.

개발도상국은 물론 선진국에서도 대부분의 H. py-

lori 감염은 소아기에 발생하고
31, 32)

, 소아기에 감염된

H. pylori는 특이 항균요법을 하지 않는 한 자연치유

의 기회가 아주 적고, 성인에서는 새로운 감염 기회가

적기 때문에 현재 세계 각 국의 연령별 H. pylori 감

염 양상은 소아기에 결정된 감염률이 모든 연령에 걸

쳐 유지되는 현상을 반 하는 것으로 알려져 있다
33, 34)

.

H. pylori의 감염시기는 15세 이전의 소아 연령기

에 결정되고 성인에서의 새로운 감염 기회는 매우 적

다고 한다. 따라서 한국인의 위장질환인 만성 B형위

염, 위십이지장 궤양, 위암 등을 해결하기 위해서는

소아 연령에서 H. pylori의 정확한 진단법이 개발되

어야 소아를 대상으로 한 치료 및 예방대책을 세울

Table 5. Positivity of Each Diagnostic Test according to Biopsy Site

Antrum(%) Body(%) Total(%)

Immunoelectron microscopy

Urease test

Histology

Immunoblotting

Total number of specimen

111( 93.3)

73( 61.3)

9( 7.6)

－

119(100.0)

105( 88.2)

102( 85.7)

12( 10.1)

－

119(100.0)

116( 97.5)

107( 89.9)

13( 10.9)

97( 81.5)

119(100.0)

Table 4. Urease Test Positive Patterns and Immu-
noelectron Microscopic Positivity in 13 Patients
Who Showed H. pylori on Hematoxylin-Eosin
Stained Slides from Antrum or Body

Antrum(%) Body(%)

Urease test positivity

Positive time interval(hr)

≤1

2-6

7-12

13-24

25-36

37-48

Immuno-EM positivity

H. pylori positivity on

H & E staining

9(100.0)

7( 77.8)

1( 11.1)

0

0

1( 11.1)

0

8( 88.9)

9(100.0)

12(100.0)

11( 91.7)

0

1( 8.3)

0

0

0

9( 75.0)

12(100.0)

Table 6. Positivity of Each Diagnostic Test according to Age Groups

2-4 yr(%) 5-9 yr(%) 10-15 yr(%)

Immunoelectron microscopy

Urease test

H & E staining

Immunoblotting

Total number of patients

31( 93.9)

29( 87.8)

4( 12.1)

24( 72.7)

33(100.0)

56(100.0)

52( 92.9)

4( 7.1)

48( 85.7)

56(100.0)

29( 96.7)

26( 86.7)

5( 16.7)

25( 83.3)

30(100.0)

Table 3. Numbers of Patients according to Time
Interval of Positive Urease Tests from Antrum and
Body

Time interval(hr) Antrum Body

≤1

2-6

7-12

13-24

25-36

37-48

Total

13

5

7

22

10

16

73

19

6

11

39

15

12

102
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수 있을 것이다.

1990년 Vaira 등
35)
은 소화장애를 호소하는 성인

환자를 대상으로 내시경 검사를 시행하여 위 점막이

정상으로 관찰되는 많은 경우에서도 조직검사상 위염

이 있다는 것을 보고하면서 내시경 검사시 생검을 하

지 않으면 활동성 위염을 찾아내지 못하고, H. pylori

감염을 알지 못하며, 소화장애를 호소하는 환자의 반

수 정도를 내시경 검사상 정상으로 판정하여 정신과

로 보내는 잘못을 범하고 있다고 강조하 다. 실제로

반복적인 만성 복통이나 잦은 구토와 구역, 소화장애,

상복부 불쾌감 등의 상부 위장관 증상을 호소하는 많

은 수의 소아 환자들에게 일상적인 기본검사(예, 일반

혈액검사와 혈침검사, 소변 및 대변 검사, 복부방사선

검사 등)를 시행하여 염증성 장질환 등의 기질적 이

상을 배제한 후 통증은 확실히 있고 꾀병은 아니지만

스트레스나 성장과정 중의 한 부분인 것으로 설명하

고 사회정서적인 치료를 권유하는 현실을 고려할 때

소아에서의 상부 위장관 증상에 대한 원인과 치료방

법에 있어 전면적인 재고가 필요하다고 생각된다.

본 연구 대상자 중 Henoch-Schőnlein 자반증 환

아 11명은 심한 복통이 동반되어 위내시경을 시행하

는데, 검사상 위 점막 발적이 관찰되어 요소분해효

소 검사 및 병리조직학적 검사를 시행하 다. 이들 모

두 전정부 또는 체부의 요소분해효소 검사 양성 및

면역 전자현미경 검사 양성으로 판명되었다. Henoch-

Schőnlein 자반증 환아에서 H. pylori가 우연히 발견

된 것이지 어떤 인과관계가 있는지를 확인하기 위해

서는 더 많은 환자를 대상으로 한 전향적인 연구가

필요할 것으로 생각된다.

면역 전자현미경 검사시 O.C.T. 화합물에 넣어져

냉동 보관되었던 조직을 녹여 PLP 용액에 고정 후

다시 O.C.T. 화합물에 넣어 냉동절편을 만들었기 때

문에 광학현미경상 관찰되는 조직의 형태가 깨끗지

않았으나 이 연구의 목적인 세균을 발견하는 데는 문

제가 되지 않았다. 요소분해효소 검사는 체부에서 훨

씬 높은 양성률을 보이나 조직을 이용한 형태학적 관

찰인 면역 전자현미경 검사에서는 위 전정부에서 체

부에서보다 양성률이 높았다. H. pylori가 살고있는

보금자리(niche)에 따라 기능이 다를 수 있다는 것을

시사한다.

H. pylori가 생산하는 효소인 요소분해효소는 세균

의 집락화 및 발병기전에 관여할 것으로 알려져 있는

데, 요소분해효소 검사는 위생검 조직에서 요소분해효

소 존재를 확인함으로써 세균감염을 진단하는 방법이

다. 이 검사법은 H. pylori가 위점막에 산발적으로 분

산 분포하는 문제점을 극복해야 하며 균 수가 적어도

10
4
마리 이상이 있어야 양성반응을 보인다는 한계가

있어 특히 소아에서는 위음성 판정이 많으므로 H.

pylori 감염의 검사방법으로 부적절하다고 알려져 있

다
36)
. 본 연구에서는 이러한 문제들을 고려, 민감도를

높이기 위해 통상적인 요소분해효소 검사와는 다르게

위 전정부와 체부에서 동시에 생검을 시행한 후 각각

3개의 위생검 점막 절편을 1개의 요소분해효소 키트

에 넣어 48시간까지 결과를 관찰하 다.

윤 등
37)
은 소아에서 3개의 위생검 조직절편을 사용

할 경우 위에서 기술한 요소분해효소 검사의 위음성을

극복할 수 있는 지를 평가하 다. 1개의 조직절편을

이용했을 경우 89명 중 44명(49%), 3개의 조직절편을

이용한 경우 89명 중 66명(74%)에서 요소분해효소

검사 양성 결과를 얻을 수 있었다. 이 당시 89명 중

72명(82%)에서 면역블롯팅 검사에서 혈청학적 양성이

어서 3개의 조직절편을 이용한 요소분해효소 검사는

1개의 조직절편을 이용할 때보다는 위음성을 줄일 수

있었지만 혈청학적 양성률에는 미치지 못했다.

본 연구에서는 비교적 객관적으로 쉽게 진단에 사

용할 수 있는 요소분해효소 검사가 면역블롯팅 검사

법보다 양성률이 높게 나타났는데 이는 위 전정부 및

위 체부 2군데 모두에서 요소분해효소 검사를 시행한

검사 방법상의 보완 때문인 것으로 사료된다. 통상 요

소분해효소 검사는 24시간까지 색깔변화가 있는 것만

요소분해효소 검사 양성으로 판정하 으나 본 연구

결과에 의하면 25-48시간에 색깔변화가 있는 것도 예

민도 및 특이도가 100%에 가깝다. 따라서 24시간 이

후에 색깔변화가 있는 경우 현재 지침대로 위양성으

로 판정하는 것은 재고해 보아야 할 것이다.

전자현미경 검사상 세균이 덩어리로 관찰되는 덩어

리 형(lumpy pattern)이 요소분해효소검사가 빨리 변

하거나 H & E 조직염색 검사에서 세균이 관찰될 것

이라고 예견되었으나 그렇지 않았다. 흥미로운 사항으

로 좀더 연구해 볼 가치가 있다.

위생검조직을 H & E 염색하여 광학현미경으로 염

증 정도 및 세균을 직접 관찰하는 방법은 다른 검사

법에 비해 세균 검출률이 낮았다. 이 방법은 위 점막

상에 산발적 분산으로 분포하는 세균의 특성 이외에
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도 균의 크기가 너무 작고 염색시의 오염물질과 감별

하기 어려우며 균 자체의 염색이 안되었거나 준비과

정에서 절단된 균의 단면만 보이는 경우 등과 검사자

의 숙련성 차이를 고려하면 민감도가 낮고, 보고자에

따라 세균 검출률이 다양할 수밖에 없다
38)
.

위생검 조직으로부터 세균을 배양하는 것 또한 생

검 조직의 부위나 양에 따른 오차와 까다로운 배양조

건, 복잡한 시행과정 및 오랜 시간이 필요한 점 등의

문제를 가지고 있어 본 연구에서는 시행하지 않았다.

H & E 조직염색 검사상 전정부 또는 체부에서 균

이 관찰된 대부분의 경우 요소분해효소 검사에서 1시

간 이내 양성으로 나타났다. 병리조직학적 검사상 세

균이 관찰되면 환자의 위점막에 세균이 많다는 것을

시사한다
39)
. 반면 H & E 조직염색 검사상 전정부에

서 균이 관찰된 9례 중 1례는 요소분해효소 검사 양

성(1시간 이내) 및 면역블롯팅 양성, 체부에서 균이

관찰된 12례 중 3례는 요소분해효소 검사 양성(1시간

이내 2례, 7-12시간 1례) 및 면역블롯팅 양성이었지

만 면역 전자현미경 검사에서는 세균이 관찰되지 않

았다. 이런 검사 방법 간의 불일치는 현재 표준으로

사용되는 H. pylori 감염 진단법의 한계를 보여주는

결과이다.

H. pylori 진단법에 있어서 조직검사나 배양검사에

의한 제한 및 문제점들은 본 연구에서 시행한 면역

전자현미경 검사법을 이용하면 많은 부분을 극복할

수 있으리라 판단되지만 본 연구에서 위 전정부나 위

체부 면역 전자현미경 검사에서 세균이 관찰되지 않

은 3명 중 2명은 H & E 염색검사에서 세균이 관찰

되었고 3명 모두 요소분해효소 검사상 6시간내 양성

반응 및 면역블롯팅 검사 양성을 나타내었다. 본 연구

에서 전포매 면역 전자현미경 검사가 H. pylori 진단

법의 최적 표준으로 사용될 수도 있는 결과를 보여

주었지만, 이 검사 역시 민감도가 100%는 아니며, 극

소량의 조직절편을 이용, 고배율로 확대하여 굉장히

넓은 시야 전체에서 균 관찰을 해야 하는 문제점과

더불어 세균이 위점막 전체에 고르게 분포하지 않는

특성 때문에 기본적으로 조직검사를 통한 검사 방법

이 가지는 한계를 가지고 있다.

본 연구 대상자 119명 중 116명은 면역 전자현미

경 검사에서 세균이 확인되었고, 나머지 3명 모두는

요소분해효소 검사에서 모두 6시간 내 양성 반응이었

고 이중 2명은 H & E 염색에서도 세균이 관찰되어

119명 모두에서 H. pylori를 증명할 수 있었다. 이는

소아에서 상부 위장관 증상으로 위내시경 검사를 받

는 환아의 대부분이 H. pylori에 감염되어 있다는 것

을 시사하며, 소아에서 다양한 목적으로 흔히 사용되

는 H. pylori 감염 진단법의 타당성을 의심하게 하는

결과이다. 하지만 이번 연구는 상부위장관 증상을 호

소하는 환자만을 대상으로 하여 시행하 으므로 아무

런 증상이 없는 건강한 자원자를 포함시키지 못한 문

제점은 지적 받을 수 있을 것으로 생각된다.

요 약

목 적:H. pylori 감염 진단에 있어 최적 표준 조

건은 위생검 조직에서 세균을 증명하는 것이다. 위생

검 조직을 이용한 현재의 검사법으로는 초기 감염 또

는 항균요법을 받은 후 위점막에 적은 수의 세균이

존재하거나 여기저기 산재하여 분포할 경우 H. pylo-

ri를 쉽게 발견할 수 없다. 본 연구에서는 위점막 조

직을 이용한 H. pylori 검출법으로 전포매 면역 전자

현미경 검사법을 시행하여 이 검사를 요소분해효소

검사 및 면역블롯팅법과 비교하고자 하 다.

방 법: 1996년 7월부터 1999년 7월까지 상부 위장

관 증세를 주소로 경상대학교병원 소아과를 찾은 2-

15세 사이의 환아 119명을 대상으로 위내시경을 시행

하여 위생검 조직검사, 요소분해효소 검사, 전포매 면

역 전자현미경 검사, 면역블롯팅 검사를 시행하 다.

결 과:

1) 전포매 면역 전자현미경 검사상 위 전정부에서

는 111례(93.3%), 위 체부에서는 105례(88.2%)에서

H. pylori가 관찰 되었다. 대상 환아 119명 중 116명

(97.5 %)의 위 전정부 또는 위 체부에서 H. pylori가

검출되었다.

2) 위 전정부나 위 체부에서 세균이 관찰되지 않은

3명 중 2명은 H & E 염색검사에서 세균이 관찰되었

고 3명 모두 요소분해효소 검사상 6시간내 양성반응

및 면역블롯팅 검사상 양성반응을 보 다.

3) 요소분해효소 검사는 위 전정부에서 73례(61.3

%), 위 체부에서 102례(85.7%)가 양성이었고, 총 107

례(89.9%)에서 위 전정부 또는 위 체부에서 양성반응

을 보 다.

4) H & E 염색 검사상 위 전정부 9례(7.6%), 위

체부 12례(10.1%)에서 균이 발견되었고, 위 전정부
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또는 위 체부에서 균이 관찰된 경우는 총 13례(10.9

%) 다. H & E 염색에서 세균이 관찰된 13례 모두

요소분해효소 검사 양성이었으며 대부분 1시간 이내

에 색깔이 변한 빠른 양성 반응을 보 다. 그러나 위

전정부 9례 중 1례, 위 체부 12례 중 3례에서는 광학

현미경상 세균이 관찰되었으나 면역 전자현미경 검사

에서는 관찰할 수 없었다. 총 13례 중 2례에서는 위

전정부 또는 위 체부 모두에서 면역 전자현미경 검사

에서 세균을 관찰할 수 없었다.

5) 면역블롯팅 검사상 총 97명(81.5%)에서 양성반

응이 관찰되었다.

결 론:전포매 면역 전자현미경 검사가 소아 H.

pylori 진단법의 최적 표준으로 사용될 수도 있는 결

과를 보여 주었지만, 이 검사 역시 세균이 위점막 전

체에 고르게 분포하지 않는 특성 때문에 기본적으로

조직검사를 통한 검사 방법이 가지는 한계를 가지고

있다. 소아에서 상부 위장관 증상으로 위내시경 검사

를 받는 환아 대부분에서 H. pylori를 검출할 수 있

었다는 것은 소아에서 흔히 사용되는 H. pylori 감염

진단법의 재평가 필요성을 시사한다.
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