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ABSTRACT 

Background and Objectives：The inferior pharyngeal constrictor muscle (IPC), which consists of the thyropharyngeus 
(TP) and cricopharyngeus (CP) muscles, plays an important role during deglutition, but their function is different when 
analysed by radiographic, manometric and electromyographic studies. Materials：The purpose of this study is to quantify 
the expression levels of MHC mRNA isoforms (2B, 2X, 2A, 2L, b-cardiac, neonatal and embryonic) in thyropharyngeus and 
cricopharyngeus muscles of rats using the competitive PCR. Results：The thyropharyngeus muscle was mainly consisted of 
three fast-twitching MHC isoforms, mostly 2X isoform (85.2%). On the other hand, the cricopharyngeus muscle contained 
two-third of fast-twitching isoforms (65.1%) and one-third of neonatal MHC (34.9%). Conclusions：The thyropharyngeus 
muscle could be characterized as a fast-twitching muscle and the cricopharyngeus muscle is probably considered as a 
sarcomeric regenerating muscle that is caused by frequent mechanical damage during deglutition. ((((Korean J Otolaryngol 
2000;43:300-5)))) 
 
KEY WORDS：Competitive PCR·Gene expression·Thyropharyngeus muscle·Cricopharyngeus muscle·Rat. 
 

 

 

서     론 

 

미오신(myosin)은 골격근(skeletal muscle)에서 가장 

많이 존재하는 단백으로 근육의 수축에 관여한다. 미오신

은 미오신 중쇄(myosin heavy chain, 이하 MHC)와 미오

신 경쇄(myosin light chain, 이하 MLC)로 구성되어 있으

며, MHC는 근육 수축 성상을 결정하는 중요한 요인이고, 

MLC는 MHC를 조율하는 기능을 가진다.1)2) 

MHC는 전령 RNA(messenger RNA, 이하 mRNA)단

위에서 현재까지 8가지의 아형, 즉, 2A MHC, 2B MHC, 

2X MHC, 2L MHC, α-cardiac MHC, β-cardiac MHC, 

neonatal MHC, embryonic MHC 등이 보고되고 있다.3-9) 

2A MHC, 2B MHC, 2X MHC 등의 아형은 주로 빠른 근

수축 속도에 관여하는 것으로 알려져 있으며, 특히 2B 

MHC는 가장 빠른 근수축에 관여하나 피로현상이 심하고, 

2A MHC는 2B MHC에 비하여 근수축 속도는 느리나 피

로현상이 적으며, 2X MHC는 2B MHC과 2A MHC의 중

간 정도로 알려져 있다.4) 최근 후두내근(intrinsic laryn-

geal muscle)과 안근(extraocular muscles)에 발현되는 

2L MHC가 보고되었는데, 아직 그 기능은 밝혀져 있지 않

으나 후두내근이나 안근은 인체의 근육 중에서 가장 빠른 

근수축 성상을 보이기 때문에 아마도 매우 빠른 근수축 속

도와 관련이 있을 수 있다.9)10) α-cardiac MHC와 β-

cardiac MHC는 주로 심장 근육에서 발현되며, 특히 α-

cardiac MHC는 골격근에서 발현되지 않으나 β-cardiac 

MHC는 근수축 속도가 느린 근육에서 주로 발현되므로 느

리고 지속적인 근수축과 관련이 있는 것으로 알려져 있
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다.1)8) Neonatal MHC와 embryonic MHC는 태생기 근육

에서 주로 발현되고 때로는 근육 손상 후 재생 과정에서 

발현되는 것으로 알려져 있다.11)12) 

하인두 수축근(inferior pharyngeal constrictor)은 연하 

운동에서 중요한 역할을 하며, 해부학적으로 인두-식도 접

합부에 위치하고, 상부의 갑상인두근(thyropharyngeus mu-

scle)과 하부의 윤상인두근(cricopharyngeus muscle)으

로 구분된다. 윤상인두근은 휴식기에 지속적으로 강직성 

수축상태를 유지하여 인두-식도 접합부의 괄약근으로 작

용하다가 연하시 이완되면서 음식물이 지나갈 수 있도록 

한다. 반면 갑상인두근은 휴식기에는 이완된 상태로 있다

가 연하시 수축하여 음식물을 식도쪽으로 밀어낸다. 근육

의 수축 속도면에서는 갑상인두근이 윤상인두근보다 빠른 

것으로 알려져 있으며, ATPase 염색에서 갑상인두근은 주

로 type Ⅱ 근섬유로 구성되고, 윤상 인두근은 typeⅠ 근

섬유로 구성되어 있다고 보고되고 있다.13-16) 

근육의 특성을 구분하는 데는 여러 가지 방법들이 있으

며, 생화학적 검사인 ATPase 활성도 검사, 면역조직화학

적 검사, SDS-전기영동(SDS- electrophoresis) 등이 시

행되고 있다.17-19) 그러나 ATPase 활성도에 의한 검사는 

기능학적인 면에서 근 수축 활동의 정도를 이해하는 데는 

도움이 되나 MHC 아형의 구분은 어려우며, 면역조직화학

적 염색은 항체의 교차반응으로 특이성이 적고, SDS-전기

영동은 단백을 검사하는 데 아주 유용하나 일부 MHC의 아

형, 즉, 2L MHC, neonatal MHC, embryonic MHC 등을 

구분하는데 어렵다. 최근 mRNA 단위에서 MHC mRNA 

아형을 구분하려는 노력이 시도되고 있으나, MHC mRNA 

아형은 염기서열의 유사성(homology)이 높아서 노던 블

럿팅(Northern blotting), 인싸이투 보합결합(in situ hy-

bridization), 또는 RNase 보호 분석법(RNase protection 

assay) 등으로는 분리 및 정량하는 데 제한이 있어 각 근

육에서 MHC mRNA 아형의 구성비의 차이를 정확히 알 

수 없다. 그러나 경합적 중합효소 연쇄반응법(competitive 

polymerase chain reaction, 이하 경합적 PCR)은 상기 

방법보다 훨씬 더 적은 양을 검출할 수 있고, attomol(10-18 

mol) 단위까지도 정량할 수 있으며, MHC mRNA 아형을 

분리하고 정량하는데 적합한 방법으로 알려지고 있다.9)10) 

본 연구는 경합적-PCR을 이용하여 갑상인두근과 윤상

인두근에서 MHC mRNA 아형을 분리 정량함으로써 갑상

인두근과 윤상인두근의 MHC mRNA 아형의 구성 차이에 

따른 기능적 특성을 구분하는 데 목적이 있다. 

 

 

 

재료와 방법 

 

실험 재료 

200∼300 g 사이의 정상 Sprague-Dawley형 흰쥐를 

실험동물로 사용하였다. 흰쥐를 Ketamine hydrochloride 

(50 mg/kg)로 마취하고 수술 현미경하에서 갑상 인두근과 

윤상 인두근을 적출하였다. 한 마리로부터 얻을 수 있는 근

육의 양이 적어 1회의 실험을 위해 3마리에서 얻은 검체를 

모아서 사용하였다. 얻어진 검체는 즉각 액체 질소로 -70℃

까지 온도를 낮춘 isopentane에서 급속 냉동하여 실험을 

할 때까지 -70℃에서 보관하였다. 

 

PCR 시발체의 제작 

PCR 시발체(primer)로는 흰쥐 MHC 유전자의 3’말단

으로부터 620∼660 염기 서열 부위에 상보적인 염기 배

열을 가지는 감각 시발체(sense primer)를 사용하였으며, 

이는 MHC 아형간에 공통되는 염기서열을 가진 변성 시발

체(degenerated oligonucleotide)로 제작하였다. 반면 항

감각 시발체(antisense primer)는 이미 알려진 각각의 흰

쥐 MHC mRNA 아형에 대해 특이적인 염기 배열을 가진 

3’말단에 상보적인 염기배열을 가지는 각기 다른 시발체를 

사용하였다(Table 1).9)10) 대조 유전자로는 흰쥐의 β-

actin에 대한 한 쌍의 시발체를 사용하여 전사 효과 및 증

폭 효율을 비교하였다(Table 1). 

 

PCR 경합체(PCR competitor)의 제작 

MHC mRNA 아형에 대한 경합체(competitor)는 1개의 

감각시발체와 7개의 항감각시발체(2A MHC, 2B MHC, 

2X MHC, 2L MHC, α-cardiac MHC, β-cardiac MHC, 

neonatal MHC, embryonic MHC)를 40∼80 bp 크기로 

제작한 후, PCR을 이용하여 흰쥐의 2A MHC(Genebank 

accession No. L13606) 유전자의 400 bp DNA 단편에 

연결하여 제작하였다.9)10) 경합체 제작에 사용된 상방시발

체는 AGAAGGCCAAGGGGAAAAAAGCCAT의 염기 서열을 가지

도록 하였다. β-actin에 대한 경합체는 178 bp 크기의 

DNA 단편에 β-actin에 대한 한 쌍의 시발체를 양 끝에 

연결하여 제작한 것을 사용하였다.10) 경합체는 pGEM-T 

vecor(Promega, Madison, WI, USA)에 연결하여 ABI 

373 A automated DNA sequencing system(ABI)을 이

용하여 염기서열을 관찰하였다. 경합체의 PCR 산물의 크

기는 각 MHC mRNA 아형의 PCR 산물의 크기(613∼

683 bp)와 119∼168 bp의 차이로 구분되었다(Table 1). 
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경합적 PCR 

냉동 보관된 갑상인두근과 윤상인두근에서 TRIZOL 용

액(Life Technologies, Gaithersburg, MD, USA)를 이용

하여 총 RNA(total RNA)를 추출하였고, 총 RNA 0.5 μ

g을 Superscript Preamplification System(Life Techn-

ologies, Gaithersburg, MD, USA)을 이용하여 역전사시켜 

cDNA를 만들었다. 이를 4배로 희석하여 80 μl의 cDNA

를 만든 후 MHC mRNA 아형들이 존재하는지 확인하기 

위해 1 μl을 이용하였으며, 감각시발체와 7개의 항감각시

발체를 이용하여 각각 PCR을 시행하여 2% 아가로스 겔에

서 전기영동법으로 이동시켜 PCR 산물의 크기를 확인하였

고 이를 pGEM-T vector(Promega, Madison, WI, USA)

에 연결하여 ABI 373A automated DNA sequencing 

system(ABI)을 이용하여 염기서열을 관찰하였다. cDNA

에서 MHC mRNA 아형의 존재가 확인되면 cDNA 1 μl

와 3배씩 연속적으로 희석한 경합체 1 μl를 함께 섞어 각

각의 MHC mRNA 아형에 대해 경합적 PCR을 시행하였

다. 희석된 경합체의 농도는 1 fmol(10-15 mol), 0.333 

fmol, 0.111 fmol, 0.037 fmol, 0.0123 fmol, 0.00412 

fmol, 0.00137 fmol, 0.000457 fmol, 0.000152 fmol, 

0.000051 fmol(0.051 amol)이었다. 

PCR은 94℃에서 30초, 55℃에서 30초, 72℃에서 90초

간 진행하였고, 이를 38회 반복하였다. 경합체 없이 cDNA

만 넣어 시행한 PCR 산물과 경합체와 cDNA를 모두 넣지 

않고 시행한 PCR 산물을 각각 양성 대조군과 음성 대조군

으로 사용하였다. 각 MHC mRNA 아형에 대해 경합적 

PCR을 3회씩 시행하였다. 

 

 

PCR 산물의 정량 

PCR 산물은 에티디움 브로마이드(Ethidium bromide)

로 염색하여 2% 아가로스 겔에서 전기 영동법으로 분리하

였다. 이를 폴라로이드(300 dots/in)로 사진을 찍어 HP 

deskscan Ⅱ(Hewlett-Packard, Palo Alto, CA)와 Na-

tional Institute of Health Image software(version 1.60)

를 이용하는 화상 분석을 통하여 분리된 PCR 산물을 광학

적 밀도 측정치(Optical density)로 변환하였다. 광학적 밀

도 측정값을 선형 회귀 분석(linear regression analysis)

을 이용하여 각 MHC 아형과 이미 농도를 알고 있는 경합

체의 광학적 밀도 측정값이 동일한 지점을 회귀분석으로 

구하여 MHC 아형의 농도를 측정하였다. 각 분석 단계에서 

발생할 수 있는 오류를 보정하기 위해 분리된 PCR 산물의 

광학적 밀도 측정치(Optical density)로 변환하는 과정을 

3회 반복 시행하였다. Table에 기술된 MHC 아형의 농도

는‘평균값±SE’로 표기하였다. 

 

결     과 

 

RT-PCR에서 2A MHC, 2B MHC, 2X MHC, neonatal 

MHC 등은 갑상인두근과 윤상인두근 모두에서 관찰되었으

나, β-cardiac MHC는 윤상인두근에서만 관찰되었고, em-

bryonic MHC와 2L MHC는 모두에서 관찰되지 않았다

(Fig. 1). 

경합적 PCR에 의하여 측정된 MHC mRNA 아형에 대

한 농도는 갑상인두근에서 2X MHC, 2B MHC, 2A MHC 

순으로 각각 18.9±1.9 amoles, 1.7±0.2 amoles, 1.6±

0.3 amoles 이었고, neonatal MHC는 0.01 amoles 미만 

Table 1. Oligonucleotide sequences and the expected length of PCR products of MHC transcripts and competitor 

Expected length of PCR products 
Primers Oligonucleotide sequences 

MHC transcripts (competitor) 

Sense primers 5AGAAGGCCAARAARGCCAT3  
consensus 5GAGAAGAGCTATGAGCTGCC3  
β-actin   

Antisense primers   
β-actin 5CCAATCCACACAGAGTACTTG3 295 bp (219 bp) 
2A 5TTACAATAGGATTAAATAGAA3 644 bp (519 bp) 
2B 5TTGATATACAGGACAGTGACA3 624 bp (458 bp) 
2X 5TTTTTTATCTCCCAAAGTCG3 645 bp (478 bp) 
2L 5CCCAGTCTCCCTCTGCTCT3 605 bp (437 bp) 
neonatal 5AGTCAGCAGTGGGAGAAAAG3 658 bp (539 bp) 
embryonic 5ATGTGGAAAGGGGTTACGT3 683 bp (558 bp) 
β-cardiac 5TTTCTGCCTGAAGGTGCTGT3 613 bp (498 bp) 
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이었다. 비율로 구분하면 2X MHC가 85.1%±8.6으로 가

장 높았고, 2B MHC는 7.6%±0.9, 2A MHC는 7.2%±

1.5 이었으며 neonatal MHC는 0.1% 미만이었다. 2L 

MHC, β-cardiac MHC, embryonic MHC 등은 발현되지 

않았다. 윤상인두근은 neonatal MHC, 2A MHC, 2B MHC, 

2X MHC 순으로 발현되었으며, 그 농도는 3.0±0.1 amo-

les, 2.4±0.6 amoles, 1.7±0.2 amoles, 1.5±0.1 amoles 

이었고, β-cardiac MHC는 0.01 amoles 미만이었다. 비

율로 구분하면 neonatal MHC가 34.9%±4.2로 가장 많았

으며, 2A MHC, 2B MHC, 2X MHC는 27.9%±6.8, 

19.8%±1.4, 17.4%±2.5이었고, β-cardiac MHC는 0.1% 

미만으로 발현량이 적었다. 윤상인두근에서 2L MHC와 

embryonic MHC는 발현되지 않았다(Table 2, Fig. 1). 

β-actin은 모두 검출되었고, 농도는 윤상 인두근과 갑

상인두근 검체 각각에서 3.1±0.1 amol, 5.4±0.3 amol로 

측정되었다. 

 

고     찰 

 

이 연구에서 시행한 경합적 PCR법은 MHC와 같이 아형

간에 서로 유사성이 높아서 mRNA 단위에서 노던 블럿팅

이나 RNase 보호분석(RNase protection assay)으로 발

현량을 정량화하는데 어려움이 있는 경우에 특히 도움이 

된다. 이 연구에서 최저 측정 농도는 0.01 amol까지 가능 

하였으나 이는 cDNA 단위에서의 측정 농도이기 때문에 

mRNA 단위에서와 다소 차이는 있을 수 있다. Ferr 등

(1994)20)에 의하면 노던 블럿팅은 105∼107 분자(target 

molecules), RNase 보호분석(RNase protection assay)

은 5×105∼106 분자(target molecules)를 측정할 수 있

으나 PCR법은 세포당 10∼100 분자까지 측정가능하기 

때문에 더욱 소량의 발현량까지 측정할 수 있다고 하겠다. 

Table 2. Myosin heavy chain (MHC) mRNA composition of 
Thyropharyngeus and Cricopharyngeus muscle in rats 

Composition, % MHC 
isoforms Thyropharyngeus 

muscle 
Cricopharyngeus 

muscle 
2A 7.0±1.5% 27.9±6.8% 
 ( 1.6±0.3) (2.4±0.6) 
2B 7.5±0.9% 19.8±1.4% 
 ( 1.7±0.2) (1.7±0.1) 
2X 85.1±8.6% 17.4±2.5% 
 (18.9±1.9) (1.5±0.2) 
2L ND ND 
Neonatal <0.1% 34.9±4.2% 
 (<0.01) (3.0±0.4) 
Embryonic ND ND 
β-cardiac ND <0.1% (<0.01) 
β-actin (5.4±0.6) (3.1±0.5) 

Values are mean±SE. Three competitive PCRs were perfor-
med on cDNA of each muscle and gels were scanned once
and the peaks were selected 3 times. Abbreviations：ND, 
not detected 

Fig. 1. MHC mRNA isoforms and β-actin
on a 2% agarose gel by competitive PCR
of cDNA from the thyropharyngeus mus-
cle and cricopharyngeus muscle. L is 100
bp ladder with the bright bands (arrow-
heads) representing 600 bp. Symbol (＋)
means a RT-PCR band of MHC mRNA
transcripts without competitor. For com-
petitive PCR, the initial concentration of
the competitor was 1 fmol (lane 1) and
3-fold serial dilutions, such as 333 amoles
(2), 111 amoles (3), 37 amoles (4), 12.3
amoles (5), 4.12 amoles (6), 1.37 amoles
(7), 0.46 amoles (8), 0.15 amoles (9), and
0.05 amoles (10) were used. Upper bands
of the PCR products are targets and
lower bands are competitors. Arrows po-
int to approximate concentration at which
target and competitor are at the same
concentration. The thyropharyngeus mu-
scle expressed predominant 2X MHC with
lesser percentage of 2A MHC and 2B
MHC. The cricopharyngeus muscle expr-
essed predominant neonatal MHC. Ap-
proximately equal percentage of 2X MHC,
2A MHC, and 2B MHC were expressed.
Neo； neonatal MHC, Emb；embryonic
MHC, β-car；β-cardiac MHC. 
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이 연구에서 관찰한 결과로 갑상인두근은 빠른 근수축에 

관여하는 2A, 2B, 2X의 비율이 거의 100%이고, 윤상인두

근은 65.1%이었다. 이는 갑상인두근과 윤상인두근의 

ATPase 염색 결과에서 갑상인두근에 제2형 근섬유가 많

이 존재하고 윤상인두근에 제1형 근섬유가 많이 존재함으

로써 갑상인두근은 빠른 근수축에 관여하고 윤상인두근은 

느린 근수축에 관여할 것이라는 보고와 일치한다.16) 또한, 

이 연구에서 갑상인두근은 제2형 근섬유중에서 2X MHC

의 구성비가 85.1%로 높으므로 갑상인두근은 빠르고 지속

적인 운동을 하는 근육으로 특정지어 질 수 있다. 대표적으

로 2X MHC의 발현이 많은 근육으로 성대근(vocalis mu-

scles), 횡경막(diaphragmatic muscles), 교근(masseter 

muscles) 등을 들 수 있으며, 이들은 전체 MHC중에서 

2X MHC가 각각 80.6%, 63.9%, 43.5%의 발현비율을 차

지하고 있다.9)10) 따라서 갑상인두근은 성대근과 같이 지속

적으로 빠른 근수축에 관여하는 근육으로 생각되며, 피로

현상이 적은 근육으로 특정지어 질 수 있다. 그러나 이 연

구에서는 제1형 근섬유에 해당하는 β-cardiac MHC의 

발현이 갑상인두근에서는 관찰되지 않았고, 윤상인두근에

서는 0.1 % 이하로 매우 낮았다. 이는 갑상인두근과 윤상

인두근 모두가 매우 느리고 지속적인 근수축에는 관여하지 

않는 것을 의미하며, 연하운동, 구토, 트림과 같은 상부 식

도 괄약근(upper esophageal sphincter)의 운동에 느린 

근수축이 관여하고 있지 않음을 의미한다. 

Brooke와 Kaiser21)에 의한 근섬유의 분류에서 제2C형

의 근섬유가 보고되었는데 이는 미성숙 근섬유로, 골격근

의 분화나 재생 과정 중에 나타난다고 하였다. 그리고 제

2C형의 근섬유의 발현비율이 갑상인두근은 1.3%, 윤상인

두근은 3.6%로 보고되었으나16) 이 연구의 결과에서는 윤

상인두근에서 neonatal MHC의 발현이 34.9%로 매우 높

았다. 주산기에 발현되는 MHC인 neonatal MHC의 발현은 

흰쥐가 성숙하면서 그 발현량이 감소되는 것으로 알려져 

있으며, 일반적인 사지의 근육에서는 그 발현비율이 1% 

미만이지만 후두내근이나 안근과 같이 작은 부피의 복잡한 

운동을 수행하는 근육에서는 성숙한 뒤에도 발현된다.9)10) 

이러한 neonatal MHC가 오랫동안 성숙한 흰쥐의 윤상인

두근에 남아있고 또한 그 발현율이 인체의 어떤 근육보다

도 높은 이유에 대하여는 아직 밝혀지지 않았으나 세열

(branchial cleft)에서 기원하는 근육의 특징으로 생각할 

수 있고, 또한 이러한 neonatal MHC의 지속적 발현이 근

육의 복잡한 기능에 맞추어서 아형변화(isotyping swit-

ching)에 지속적으로 관여할 수 있을 수도 있기 때문에 이

에 대한 연구는 향후 생체외(in vitro) 근육세포 배양에 의

한 아형변화의 연구에서 밝혀질 것으로 생각된다. 인체 윤

상인두근의 근섬유를 관찰한 병리검사에서도 윤상인두근 

내에 근내막결체조직(emdomysial connective tissue)이 

증가하는데,22) 이러한 증가는 외부 손상에 자주 노출됨으

로써 발생할 수 있으며, 이러한 손상이 neonatal MHC의 

발현량을 증가시키는 원인일 수 있다. 

 

결     론 

 

흰쥐의 갑상인두근과 윤상인두근에서 경합적 PCR을 이

용하여 MHC mRNA의 아형의 구성을 관찰한 결과, 갑상

인두근은 2X MHC가 주로 발현되는 근조직으로 근속도가 

빠르고 지속적인 운동을 하는 근육으로 특정지을 수 있으

며, 윤상인두근은 빠른 근수축에 관여하는 MHC의 비율이 

65%로 낮으므로 비교적 느린 근수축에 관여할 것으로 생

각되며, neonatal MHC가 주로 발현됨으로써 지속적 근손

상과 관련이 있을 것으로 생각된다. 
 

중심 단어：경합적 PCR·갑상 인두근·윤상 인두근·흰쥐. 
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