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서      론

성장이 끝난 후의 성대는 점차 노화의 과정을 걷게 되며, 사

람은 주로 50대를 전후해서 음성이 변화하기 시작한다.1) 이는 

성대 내 조직학적 변화, 주위 근육의 위축, 폐활량의 감소, 성대

의 운동신경체계의 변화와 같은 전신적인 노화현상에 의거한

다. 특히 성대 고유층의 조직학적 변화와 같은 후두의 구조학

적 변화는 노화의 진행에 따라 성대의 운동과 음조의 변화를 

야기한다.1,2)

대표적인 음성 변화로 제한적인 음도 및 강도, 발성시간의 감

소, 약한 음성(weak voice), 기식음(breathiness), 쉰소리(hoar-
seness) 등의 음성변화가 나타난다. 이학적 소견상 궁형성대

(vocal fold bowing), 성대 위축증(vocal fold atrophy), 불완

전한 성문폐쇄(glottal incompetence)의 후두소견과 함께, 후

두스트로보스코프(videostroboscopy)에서 점막진동의 비대

칭성이나 초고속 디지털 영상법 촬영시 성문 개대기(open ph-
ase)의 증가 소견이 나타나기도 한다.2-4)

성대의 고유층내 세포외기질은 섬유 단백질, 사이질 단백질, 

지질, 탄수화물로 구성되어 있으며 아교질 및 탄력 섬유가 성

대의 방향과 평행하게 주행하여 성대의 탄력을 유지해 주는

데, 노화에 따라 구성이 점차 변하게 되어 조직이 위축되어 얇

아지게 된다. 성대 기능에 직접적인 영향을 주는 층은 성대 고

유층으로 연령에 따른 구조의 변화와 음성 변화의 핵심 부위

라 볼 수 있다.1)
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Background and ObjectivesZZAging causes atrophy in mucosa of vocal folds, resulting in 
various deleterious changes in phonation. Eventually, these changes impair an elderly individu-
al’s ability to communicate with others and affect their quality of life. This investigation was 
carried out to determine the morphological characteristics of vocal folds in two different aged 
groups of rats, and to perform a validation of a rat model of age-related changes in larynx.
Subjects and MethodZZLarynges were obtained from 12 rats, of which 6 rats were 6 months 
old and the others 18 months old. The middle portion of each vocal folds were stained with hae-
matoxylin and eosin (H&E), Masson’s trichrome (MT), Alcian blue (AB) and compared.
ResultsZZExtracellular matrix in lamina propria of vocal folds presented lower density in 18 
months-old rats than in 6 months-old rats (p＜0.05). Also more severe fibrosis was observed in 
18 months-old rats than in 6 months-old rats (p＜0.05). Six months-old rats showed higer con-
centration of hyaluronic acid than did 18 months-old rats (p＜0.05).
ConclusionZZAged vocal folds showed increased fibrosis and decreased density of collagen 
and hyaluronic acids in the lamina propria compared to young vocal fold.
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본 연구에서는 성대 내 고유층의 구성을 두 연령군의 rat mo-
del에서 조직학적으로 비교하여 노화에 따른 성대 내 조직학

적 구성의 차이를 확인함으로써 음성의 변화 원인을 규명하는 

동시에 향후 후두 모델에 대한 연구에 있어 rat model의 적용 

가능성을 보고자 하였다.

대상 및 방법

동물 모델 및 실험 방법

본 연구는 인하대병원 임상시험심사위원회(IRB) 및 동물 실

험 센터의 승인 하에 시행되었다. 양측 성대의 운동성이 정상

임이 내시경을 통해 확인된 건강한 생후 6개월의 암컷 쥐(Sp-
rague DawleyⓇ, Samtako Bio lnc, Osan, Korea)와 생후 18개

월의 암컷 쥐를 각각 12마리 사용하였다. KetaminⓇ(Huons. Co., 

Ltd, Seongnam, Korea)(70 mg/mL)과 XylazineⓇ(SF. Co., Ltd, 

Ansan, Korea)(7.5 mg/mL)을 각각 60 mg/kg, 6 mg/kg씩 복

강내 주사하여 전신 마취를 시행한 후 후두를 적출하였다.

표본 제작과 염색

각 검체들은 10%의 formaldehyde 용액에 보관 후 탈수하

였고 paraffin block으로 제작하였다. 각 군의 검체들은 6개씩 

나누어 각각 축상면과 관상면으로 4 μm 두께로 절편을 만들

어 슬라이드로 제작하였다.

각 연령군 성대 조직의 전체 양상 비교를 위해 haematoxy-
lin and eosin(H&E) 염색을 하였고, 섬유화 양상 및 고유층 내 

콜라겐의 밀도를 비교하기 위해 Masson’s trichrome staining 

(MTS) 염색을 하였으며, hyaluronic acid(HA)를 비교하기 위

해 Alcian blue 염색을 하였다.

관찰 방법 및 통계 분석

염색 농도는 Image J 프로그램을 이용하여 구하였다. 먼저 

400배율 현미경 슬라이드 사진을 이용하여 점막 고유층만 나

온 부분을 따로 캡쳐한 후 그 안에 있는 염색된 조직의 면적을 

전체 면적으로 나누었다. 같은 방법으로 전체 슬라이드의 염

Fig. 1. Light microscopic findings of 
the vocal fold from 6-months old rats 
(A) and 18-months old rats (B)(black 
bar: 100 μm, H&E staining, ×400). Den-
sity of lamina propria of 18-months old 
rats is less dense than that of 6-months 
old rats. H&E: haematoxylin and eosin.

Fig. 3. Light microscopic findings of 
the vocal fold from 6-months old rats 
(A) and 18-months old rats (B)(black 
bar: 100 μm, MT staining, ×400). Fi-
brous tissues (blue stained region) in 
LP of 18-months old rats are more de-
nse than those of 6-months old rats. 
MT: Masson’s trichrame, LP: lamina 
propria.
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Fig. 2. Cellular density of lamina propria presented by H&E stain 
between 18-months old rats and 6-months old rats. Cellular densi-
ty of the 18-months old rats shows less density than 6-months old 
rats (Mann-Whitney U test *p<0.05). H&E: haematoxylin and eosin.
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색된 조직의 밀도를 구한 후, 6개월과 18개월 두 개의 군으로 

평균을 구한 후 두 군간의 통계적 유의 수준을 측정하였다. 통

계 측정은 GraPad(GraPad Software version 5.0 Inc., San 

Diego, CA, USA) 프로그램을 사용하여 Mann-Whitney U 

test로 통계 분석 하였으며, p value가 0.05 미만인 경우를 통
계학적으로 유의한 것으로 간주하였다.

결      과

H&E 염색을 한 18개월군 첫번째 슬라이드의 경우 405×

259 μm2에 46029 pixel2 면적의 조직이 성대 고유층 내에 염색

되어 있었다(Fig. 1). 이는 79.91 pixel2/μm2의 밀도를 의미하며, 

마찬가지로 나머지 슬라이드는 28.82, 19.87, 25.44, 11.24, 15.74 

(pixel2/μm2)의 밀도가 측정되었으며 평균 밀도는 30.17(pixel2/ 

μm2)로 측정되었다. 6개월군의 경우 51.57, 101.45, 92.81, 84.31, 

60.43, 100.51(pixel2/μm2)로 평균 밀도 81.85(pixel2/μm2)가 

측정되었다. 이는 18개월군보다 6개월군의 경우에서 성대 고

유층 내의 세포외기질의 밀도가 높음을 알려준다(p=0.0087) 

(Fig. 2).

MTS 염색의 경우 18개월군의 슬라이드에서 염색된 조직의 

밀도가 37.88, 76.16, 25.86, 67.32, 84.22, 63.37(pixel2/μm2)로 

평균 밀도 59.14(pixel2/μm2)로 측정되었고, 6개월군의 슬라

이드에서 1.02, 3.63, 8.40, 4.62, 7.11, 17.34(pixel2/μm2)로 평균

값 7.02의 조직 밀도가 측정되었다(Fig. 3). 이는 18개월군에

서 6개월군보다 점막고유층의 콜라겐 밀도 및 섬유화 정도가 

현저히 진행되었음을 알려준다(p=0.0022)(Fig. 4).
Alcian blue 염색의 경우 18개월군은 1.75, 1.04, 1.44, 2.01, 

0.71, 0.57(pixel2/μm2), 6개월군은 4.56, 5.75, 4.67, 11.02, 7.21, 

4.43(pixel2/μm2)의 조직 밀도로 각각 평균값 1.253, 6.273(pix-
el2/μm2)이 측정됨으로써(Fig. 5), 18개월군보다 6개월군의 경

우 HA가 더욱 풍부함을 알려준다(p=0.0022)(Fig. 6).

고      찰

노화에 따라 후두에서는 연골의 골화, 근육의 위축 및 성대 

점막의 고유층이 가늘어지게 된다. 특히 노년 남성의 경우 성

Fig. 5. Light microscopic findings of 
the vocal fold from 6-months old rats 
(A) and 18-months old rats (B)(black 
bar: 100 μm, AB staining, ×400). Hy-
aluronic acid (light purple colored re-
gion) in LP of 18-months old rats is mo-
re densely agglomerated than those 
of 6-months old rats. LP: lamina pro-
pria, AB: Alcian blue.
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Fig. 4. Collagen accumulation of lamina propria presented by MT 
stain between 18-months old rats and 6-months old rats. Collagen 
accumulation of the 18-months old rats shows more density than 
6-months old rats (Mann-Whitney U test *p<0.05). MT: Masson’s tri-
chrame.
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Fig. 6. Hyaluronic acid accumulation of lamina propria presented 
by AB stain between 18-months old rats and 6-months old rats. Hy-
aluronic acid accumulation of the 18-months old rats shows less 
density than 6-months old rats (Mann-Whitney U test *p<0.05). AB: 
Alcian blue.
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대의 단축, 노년 여성의 경우 성대 점막의 부종이 일어난다. 일

반적으로 남성은 40~50대에 성대 점막이 가장 두꺼워지며 음

성의 기본 주파수가 평균 10 Hz 정도 낮아지나, 연령의 고령화

에 따라 성대가 가늘어지고 경직성이 증가하여 기본 주파수가 

점차 증가하게 된다.5,6) 여성의 경우 폐경기까지는 일정 상태를 

유지하다가 폐경 후에 오는 생리적인 변화의 일부로 성대 점막

의 부종성 변화로 인해 음성이 저음화되게 된다.7)

성대의 고유층은 세포외 기질의 분포에 따라 총 세 층으로 

배열되어 있다. 이 중 상피층 바로 아래에는 성대의 진동에 중

요한 역할을 하는 레인케 공간(Reinke’s space)이 존재하며 이 

층은 두껍고, 강한 섬유상 단백질과 함께 HA와 proteoglycan

이 풍부하게 존재한다.8,9) 중간과 심부는 성대인대(vocal liga-
ment)를 구성하는 층으로, 성대의 긴장도를 유지하는 기능을 

가진다. 각 층의 fiber들은 서로 뒤얽혀 있으며, 이러한 각 층의 

공조를 통해 성대는 그 기능에 필수적인 점탄성(viscoelasti-
city)을 갖게 된다.9)

음성의 변화와 관련된 많은 요인 중 특히 조직학적인 변화에 

대해서 살펴보면, Abdelkafy 등10)은 노화에 따라 점막 고유층

의 절대적 콜라겐 성분이 증가된다 하였으며, Hirano 등11)의 연

구에서도 노화에 따라 콜라겐의 증가가 관찰되었다. Chen과 

Thibeault12)의 연구에서 type I 콜라겐이 상대적으로 증가하

는 반면에 조직의 회복과 성장에 관여하는 type III 콜라겐은 

감소한다고 보고하였으며, 이는 성대의 fibroblast의 재생 능력

이 노화에 따라 감소하는 것을 의미한다고 유추하였다.

본 연구에서도 전반적인 점막 고유층의 두께는 H&E 염색

상 18개월의 경우가 6개월보다 육안적으로 얇아졌으며 밀도 

역시 더 줄어든 것을 수치상으로 확인할 수 있었다. 또한 MTS 

염색에서 나타나는 콜라겐의 밀도는 18개월의 그룹에서 더 증

가해 있음이 관찰되어 노화에 따른 콜라겐의 축적이 있음을 

알 수 있었다. 이러한 성대 고유층의 콜라겐 축적은 조직의 강

도를 올려주고 결국 성대의 진동에 부정적인 환경으로 작용하

게 된다. 

HA는 역시 type I 콜라겐과 마찬가지로 fibroblast에 의해 

생성되어 세포외 기질을 이루게 되는 물질로 성대의 점탄성에 

가장 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다.13) 여러 연구에서 

HA의 감소가 노화에 따른 궁형 성대화나 성대의 부종과 같은 

성대의 구조적 변화에 직접적으로 작용한다고 보고하고 있

다.14) 본 연구에서도 Alcian blue 염색상 HA의 밀도가 감소해

있음을 확인하였고, 이는 노화에 따른 성대 구성 성분에서 HA

가 핵심적인 역할을 한다는 것을 유추할 수 있었다.

따라서 노화에 따른 콜라겐의 축적과 HA의 결핍은 성대의 

섬유화를 진행시켜 성대의 움직임이 둔화되는 원인이 되고 이

는 본 연구에서도 MTS 염색상 노화된 성대의 섬유화가 현저

히 증가된 양상으로 확인되고 있으며 상대적으로 성대의 탄력

성이 줄어들 것으로 예상할 수 있다. 이로 인해 성대의 진동에 

변화가 생기게 되며 성문의 폐쇄가 점차 불완전해져 노화된 성

대의 음성 변화가 나타날 것이라 예측할 수 있다. 

이러한 조직학적 변화는 fibroblast의 활성화와 연관지어 설

명되고 있는데, fibroblast는 성대 고유층의 세포외 기질의 가

장 중요한 생산자이다. 노화에 따라 fibroblast의 수가 감소하

는 것이 확인되었고, 동시에 세포내 골지체(golgi apparatus)와 

소포체(endoplasmic reticulum)의 감소가 나타나 세포외 기

질을 생성하는 능력이 저하되게 된다.15,16) 따라서 성대의 노화

를 치료하기 위해서는 fibroblast의 활성화와 세포외 기질 생

성능의 향상을 통해 콜라겐 축적을 줄이고, HA의 생성을 촉

진하는 방향의 연구가 필요할 것으로 사료된다. Hirano 등17)

은 10명의 환자군을 상대로 basic fibroblast growth factor를 

성대에 직접 주사하여 6개월간 추적관찰 후 주관적 증상, 스

트로보상 이학적 소견의 호전, acoustic, aerodynamic 척도상

의 호전을 관찰하여 보고하였다.

본 연구는 성대의 노화가 진행함에 따라 콜라겐 밀도가 줄

어드는 반면에 섬유화가 증가한다는 점, 또한 HA는 줄어든다

는 사실을 동물 실험을 통해 확인할 수 있었다. 또한 본 연구

에서 나타나는 소견들은 앞서 진행된 human specimen을 대

상으로 시행한 연구들과 결과가 일치하고 있어 향후 노화에 

대한 연구를 위한 후두 모델로서 rat의 유용성을 확인할 수 

있었다.

하지만, 본 논문의 한계점으로써 대상이 되는 검체의 수가 

충분히 많지 않았으며 대상군의 연령 또한 다양하게 구성하

지 못한 점, 또한 인간에서의 남성과 여성이 노화됨에 따라 발

생하는 호르몬 양의 변화에 따른 성대의 조직학적 변화를 반

영할 수 없다는 점을 생각해 볼 수 있을 것이다. 뿐만 아니라 

향후 조직학적 관찰의 범위를 넘어 fibroblast의 mRNA에 대

한 분석이나 폐경과 연관된 호르몬 변화와의 연관성, 세포외 

기질을 이루는 타 생화학적 지표에 대한 검사와 음성 및 공기

역학적 평가의 동물 모델을 적용함으로써 성대의 노화에 대

한 원인적 분석 및 기능학적 분석을 시도하여 치료에 대한 연

구를 위한 발판이 될 수 있을 것으로 생각된다.
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