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서      론

점액은 호흡기 상피세포의 표면을 덮고 있는 물질로 습도

조절 및 윤활 작용과 함께 외부로부터 유입되는 병원체(patho-
gen)와 각종 화학물질에 대해 물리적 방어벽 역할을 한다.1) 

점액 내에 다양한 형태로 존재하는 점소(mucin)는 점액의 성

상을 결정하는 중요한 당단백물질로 점액유전자에 의해 발

현이 조절된다.2) 호흡기 점막에는 5가지 종류의 주요 점소가 

두 층으로 나뉘어져 존재하며, 바깥층에는 분비형 점소인 
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Background and ObjectivesZZAsian sand dust (ASD) is a meteorological phenomenon that 
occurs in spring time in Korea. ASD is composed of various organic and inorganic materials, 
which induce airway inflammation. MUC4 is an important membrane-bound mucin gene in 
the human airway, and its expression is increased in pathologic proliferative lesions such as na-
sal polyps. However, the effect of ASD on MUC4 in human airway epithelial cells is unclear. 
Therefore, this study aimed to investigate the effect and signaling pathway of ASD on MUC4 
expressions in human airway epithelial cells.
Meterials and MethodZZThe effect and signaling pathway of ASD on MUC4 expressions 
were investigated in NCI-H292 cells and in the primary cultures of human nasal epithelial cells 
using reverse transcription-polymerase chain reaction, real-time polymerase chain reaction, 
enzyme immunoassay, and immunoblot analysis with several specific inhibitors and small in-
terfering ribonucleic acid (siRNA).
ResultsZZASD induced MUC4 expression and the activated the phosphorylation of extracel-
lular signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/2) and p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK). 
An ERK1/2 MAPK inhibitor and a p38 MAPK inhibitor inhibited the ASD-induced MUC4 
expression. In addition, the knockdowns of ERK1, ERK2 and p38 MAPK by the respective siR-
NA blocked the ASD-induced MUC4 mRNA expression. ASD induced toll-like receptor 4 
(TLR4) mRNA expression. The knockdown of TLR4 by TLR4 siRNA blocked the phosphor-
ylation of ERK1/2 and p38 MAPK, and the ASD-induced MUC4 mRNA expression. 
ConclusionZZThese results show that ASD induces MUC4 expressions via TLR4-dependent 
ERK1/2 and p38 MAPK signaling pathway in human airway epithelial cells.
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MUC5AC와 MUC5B가, 안층에는 막결합형 점소인 MUC1, 

MUC4, MUC16이 호흡기 상피의 첨단과 섬모에 부착되어 

존재한다.3) 5가지 주요 점소들은 다양한 자극에 의해 서로 

다른 분비양상을 나타내며, 이는 다양한 호흡기 질환의 병태

생리에 밀접한 관련이 있는 것으로 알려져 있다.3,4) 그러나, 개

별적인 점소의 생리적인 기능은 충분히 알려져 있지 않아 추

가적인 연구가 필요한 실정이다.

황사(Asian sand dust)는 주로 봄철 아시아 대륙의 건조지대

에서 불려 올라간 다량의 흙먼지가 장거리 이동하여 하늘을 떠

다니며 서서히 하강하는 현상이다. 황사는 이산화규소(SiO2), 

산화알루미늄(Al2O3), 산화철(Fe2O3), 산화칼슘(CaO), 산화칼

륨(K2O) 등 약 13종의 금속 및 비금속성 산화물과 미량의 구

리(Cu), 크롬(Cr), 납(Pb), 카드뮴(Cd), 니켈(Ni) 등 40종 이상의 

미세금속입자로 이루어져 있으며, 대기 중에 존재하는 내독소

(endotoxin)와 같은 다양한 생물에서 기원한 미세 입자들과 

함께 흡입된다.5) 복합물 형태의 황사는 최근 연구에서 다양한 

기전을 통해 호흡기 염증반응을 유발하는 것으로 보고되고 

있으며,6-9) 특히 점액분비와 관련된 연구에서는 interleukin-8

과 granulocyte-macrophage colony stimulating factor와 같

은 염증성 사이토카인(cytokine)이 점액유전자 과발현에 영향

을 주는 것으로 알려져 있으며,6) 특히 최근 연구에서 황사가 

주요 분비형 호흡기 점소인 MUC5B와 MUC8의 과분비를 유

발함이 밝혀졌다. 하지만 사람 호흡기 상피세포에서 황사가 

점액유전자 발현에 미치는 영향과 기전에 관한 연구는 매우 

적으며, 특히 막결합형 점소의 발현에 미치는 영향에 관련된 

연구는 전무한 실정이다.

따라서 본 연구에서는 사람호흡기 상피세포에서 황사가 대

표적인 막결합형 점소인 MUC4와 MUC16 발현에 미치는 영향

과 신호전달 경로를 알아보고자 연구를 시행하였다.

재료 및 방법

재  료

실험에서 사용된 황사는 대구가톨릭대학교 의과대학 이비

인후과교실에서 제공받았다. 황사 샘플의 채취 방법을 간략

하게 설명하면, 황사는 황사현상이 발생하는 시기에 인천에서 

대량 흡입 공기 포집기인 HV-500F(Sibata, Simata, Japan)를 

이용하여 수집하였고, 포집기의 여과지를 phosphate buffered 

saline(PBS) 10 mL에 휘저어 황사 분진을 얻었으며, 얻어진 

샘플을 10 μM 구멍 크기의 필터를 사용하여 지름 10 μM 이

하의 크기를 가지는 황사 입자를 얻었다. 이렇게 얻어진 황사는 

추가적으로 121℃에서 15분 동안 가압증기멸균(autoclave)을 

하여 멸균된 상태로 만들고 -20℃에서 냉동 보관하였다가 실

험에 사용하였다.6) Fetal bovine serum(FBS)은 HyClone 

Laboratories Inc.(Logan, UT, USA)에서 구입하였다. En-
hanced chemiluminescence kits는 Perkin Elmer Lift Sci-
ences(Boston, MA, USA)에서 구입하였으며, MUC4의 일차

항체는 Neomarker(Zymed, San Francisco, CA, USA)에서 구

입하였고, anti-rabbit or anti-mouse horseradish peroxidase 

(HRP)-conjugated 이차항체는 Santa Cruz Biotechnology 

(Santa Cruz, CA, USA)에서 구입하였다.

Extracellular signal-regulated kinase(ERK)1/2 mitogen-

activated protein kinase(MAPK), phospho-ERK1/2 MAPK, 

p38 MAPK 및 phospho-p38 MAPK는 cell signaling tech-
nology(Danvers, MA, USA)에서 구입하였으며, U0126(ERK1/ 

2 MAPK 선택적 억제제)은 Calbiochem(San Diego, CA, USA)

에서, SB203580(p38 MAPK 선택적 억제제)은 BIOMOL(Plym-
outh Meeting, PA, USA)에서 구입하였다. Toll-like receptor 

(TLR)4 small interfering ribonucleic acid(siRNA)와 ERK1 

MAPK siRNA, ERK2 MAPK siRNA, p38 MAPK siRNA, 

대조군 siRNA, RPMI 1640 배지, OPTI-MEN I reduced Se-
rum Medium, Lipofectamine 2000은 Invitrogen Corpora-
tion(Carlsbad, CA, USA)에서 구입하였고, Human Kerati-
nocyte Growth Supplement(HKGS, 5/500 mL of medium)

가 첨가된 EpiLife Medium은 Cascade Biologics(Portland, 

OR, USA)에서 구입하였다.

세포 배양 및 처치

사람 폐의 점액상피양 암 세포주(human pulmonary muco-
epidermoid carcinoma cell line)인 NCI-H292 세포(Amer-
ican Type Culture Collection, Manassas, VA, USA)를 6-well 

plate에 1×106 cells/well의 농도로 접종한 후, 2 mM L-glu-
tamine, 100 U/mL penicillin, 100 μg/mL streptomycin과 

10% FBS가 포함된 RPMI 1640 배지를 이용하여 95%의 산

소와 5%의 이산화탄소가 혼합된 배양기에서 37℃의 온도로 

배양하였다. 70~80% 정도의 융합기가 되면 세포를 0.5% fetal 

calf serum이 포함된 RPMI 1640 배지로 교체한 후 24시간 

동안 배양하고, 다시 FBS가 포함되지 않은 RPMI 1640 배지

로 세척한 후 실험에 사용하였다.

황사의 효과를 알아보기 위해서 NCI-H292 세포에 10 μg/

mL와 20 μg/mL, 40 μg/mL, 80 μg/mL 농도의 황사를 각각 

투여 후 배양하였다. 그리고 U0126과 SB203580에 의한 황

사의 효과를 알아보기 위해 NCI-H292 세포에 10 μg/mL와 

20 μg/mL, 40 μg/mL, 80 μg/mL 농도의 황사를 전 처치하

기 1시간 전에 2 μM의 U0126, 20 μM의 SB203580을 각각 

투여하여 배양하였다. 대조군은 동일한 시간 동안 배지에서 
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NCI-H292 세포를 단독 배양하였다.

사람의 호흡기 상피세포를 얻기 위해 알레르기에 대한 기저

질환과 가족력이 없고, 피부단자실험(skin prick test)과 mul-
tiple simultaneous allergen test에서 음성반응이 나온 10명을 

대상으로 하여 융비술 시행 중에 하비갑개 조직을 얻었다. 일

차배양을 하기 위해 하비갑개 점막조직을 PBS로 세척한 후, 90

분 동안 하비갑개 점막조직이 침수될 정도로 dispase(Boeh-
ringer Mannheim Biochemica, Mannheim, Germany)에 침전

시켰다. 이후 15번 수술용 칼로 하비갑개 점막조직을 깨끗하

게 긁어내어 1% PBS에 담은 후, 200 mesh에 걸러 내고 튜브에 

담아 3000 rpm에서 5분간 원심 분리하였다. 상층부의 PBS

를 제거하고 HKGS가 첨가된 EpiLife Medium 6 mL를 넣은 

후 24-well plate에 1 mL씩 접종하였다. 현미경으로 세포의 

양을 확인한 후 2일마다 HKGS를 첨가한 EpiLife Medium

으로 배지를 교체하면서 세포가 70~80% 정도로 증식되면 

실험에 사용하였다. 일차 배양한 하비갑개 점막조직에서 황

사의 효과를 알아보기 위해서 황사 40 μg/mL를 전 처치한 후 

1시간 뒤에 각각 2 μM의 U0126, 20μM의 SB203580을 투여

하여 배양하였다. 대조군은 동일한 시간 동안 배지에서 호흡

기 상피세포와 NCI-H292 세포를 각각 단독으로 배양하였

다. 실험에서 사용한 NCI-H292 세포와 일차 배양된 하비갑

개 점막 상피세포에 대한 황사의 세포독성 유무는 MTT 분석

(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)과 현미경을 이용한 세

포 형태 변화 유무를 확인하여 검증하였다.

본 연구는 본원 임상시험심사위원회(Institutional Review 

Board)의 승인을 받아 시행하였다.

Reverse transcription polymerase chain reaction

(RT-PCR) 분석

PTC-200(MF Reseach Inc., Watertown, MA, USA) poly-
merase chain reaction(PCR) machine과 Gene Amp RNA 

PCR core kit(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)를 

사용하여 제조사의 방법대로 시행하였다. PCR에 사용된 

oligonucleotide primer는 밝혀진 염기서열에 의해 제작되었

으며, 각 반응의 내부 양성 대조군(internal positive control)

은 glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase(GAPDH)

를 사용하였다. 실험에 사용된 primer의 염기배열은 MUC4

의 경우 sense는 5’-TTC TAA GAA CCA CCA GAC TCA 

GAG C-3’, antisense는 5’-GAG ACA CAC CTG CAG 

AGA ATG AGC-3’이다. MUC16의 경우 sense는 5’-GGC 

TCT ACC TTA ACG GTT ACA ATG AA-3’, antisense는 

5’-GGT ACC CCA TGG CTG TTG TG-3’이다. GAPDH의 

경우 sense는 5’CCT CCA AGG AGT AAG ACC CC-3’, 

antisense는 5’-AGG GGT CTA CAT GGC AAC TG-3’이었

다. 실험에 사용되어 증폭된 mRNA 산물의 크기는 MUC4

는 467 bp, MUC16은 114 bp, GAPDH는 145 bp였다. MUC4, 

MUC16의 reverse transcription polymerase chain reaction 

(RT-PCR)의 조건과 과정은 이미 보고된 연구들의 방식대로 

시행하였다.10) 증폭된 중합효소연쇄반응의 산물은 SYBR 

green이 함유된 1% agarose gel을 통한 전기영동을 이용하여 

분리 관찰하였다. 확인된 띠(band)의 세기는 Scion Image soft-
ware(Scion Corporation, Frederick, MD, USA)를 이용하여 

반정량적으로 분석하였고, 대조군의 density를 100으로 하였

을 때 실험군의 density 값을 비율로 나타내어 relative density

로 나타내었다.

Real-time PCR 분석

합성된 cDNA 1 μL를 대상으로 LC Fast Start DNA Master 

SYBR Green kit(Roche Applied Science, Mannheim, Ger-
many)를 사용하여 real-time PCR을 이용한 점액유전자 발현 

반응을 시행하였다. Real-time PCR은 최종량이 10 μL가 되

게 2.5 mM의 MgCl2와 최종 농도가 0.5 μM이 되게 primer

를 투여하였으며, 25 ng의 RNA 1 μL를 이용하여 실험을 수

행하였다. 정량적인 PCR은 Light-Cycler(Roche Applied Sci-
ence, Mannheim, Germany)를 사용하여 95℃에서 10초간 

변성(denaturation) 과정을 거치고 60℃에서 5초간 결합(an-
nealing) 반응을 시킨 후, 72℃에서 10초간 연장(extension) 반

응하였고, 이러한 과정을 45회 반복하였다. 증폭의 정확도는 

변형곡선(melting curve; Roche Applied Science, Mannheim, 

Germany)을 사용하여 평가하였다.

면역분석법(Immunoassay)

MUC4 당단백의 함량을 측정하기 위해서 enzyme-linked 

immunosorbent assay(ELISA)법을 이용하였다. 시료를 처

리한 배양된 세포에서 lysis buffer[50 mM tris·Cl(pH 7.5), 

1 mM ethylene glycol tetraacetic acid, 1% triton X-100, and 

1 mM phenylmethylsulfonyl fluoride]로 단백을 추출하여 정

량하였다. 추출한 단백 100 μg을 96-well plate에 담고 40℃

에서 건조될 때까지 방치한 후 plate를 PBS로 3회 세척하였

다. 비특이적 결합을 방지하기 위해 2% bovine serum albumin

으로 실온에서 1시간 동안 차단한 후 PBS로 3회 세척한 다음 

0.05% tween 20을 함유한 PBS에 1:200으로 희석된 MUC4

일차항체로 반응시켰다. 다시 PBS로 3회 세척한 후 HRP-

conjugated 이차항체를 0.05% tween 20을 함유한 PBS에 

1:5000으로 희석하여 각 well에 첨가하였고, 1시간 후에 각 

well을 PBS로 3회 세척하였다. 3, 3’, 5, 5’-tetramethylbenzi-
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dine 용액으로 발색한 후, 2N-H2SO4를 이용하여 중단시켰다. 

ELISA reader(EL800Ⓡ; BIO-TEK Instruments, Winooski, 

VT, USA)로 450 nm에서 흡광도를 측정한 후 표준곡선을 

이용하여 단백의 양을 정량하였다.

Westen blot analysis of p38 and ERK1/2 MAPK 

phophorylation

NCI-H292 세포를 6-well plate에 담고 농도에 따라 황사

를 처리하여 접종 후 배양하였다. 이후 trypsin에 각 세포들을 

노출시킨 후 lysis buffer를 거쳐 4℃에서 700×g으로 원심 분

리시켜 각각의 pellet을 만들었다. 각각의 pellet을 lysis buf-
fer에서 부유한 후 원심분리를 시행하여 정제된 상충액을 

whole-cell lysate로 보관하였다. 이러한 방법으로 분리된 50 

μg의 단백을 10% reducing sodium dodecyl sulfatepoly-
acrylamide gel을 이용한 전기영동을 실시하였다. 전기 영동된 

×단백질을 nitrocellulose membrane으로 옮겨 tris-buffer 

saline과 tween-20 buffer[20 mM/L Tris-HCl(pH 7.6), 135 

mM/L NaCl, 1% tween-20]와 5% nonfat dry milk로 처리하

여 항체와의 비특이적 결합을 억제시킨 후 ERK1/2 MAPK

와 p38 MAPK 일차항체로 각각 4시간 반응시켰다. 이후 tris-

buffered saline와 tween-20 buffer로 세척하였으며 anti-

mouse HRP-conjugated ERK1/2 MAPK와 p38 MAPK 이

차항체로 각각 1시간 반응한 다음 세척하여 enhanced che-
miluminescence reagent kit를 이용하여 현상하고 10초간 

X-ray film에 감광하여 각각의 띠(band)를 확인하였다. 감광

된 띠의 세기는 Scion Image software(Scoin Corporation, Fred-
erick, MD, USA)를 이용하여 반정량적으로 분석하여 상대적

인 density로 나타내었다.

siRNA 형질 전환

siRNA 형질 전환 실험 사용 순서 및 조건은 ERK1, ERK2 

및 p38 MAPK의 siRNA에 대해 게시된 제조사의 방법대로 시

행하였다(Invitrogen Corporation). 간략히 설명하자면 NCI-

H292 세포를 6-well plate에 1×105 cells/well의 농도로 접종 

후, RPMI 1640 배지를 이용하여 항생제 없이 하룻밤 동안 배

양하였다. 다음 날 80~90% 정도의 융합기가 되어 PBS로 세척

한 후, OPTI-MEN I Reduced Serum Medium을 세포에 첨

가하였다. ERK1 MAPK siRNA와 핵산 전송 물질인 Lipo-
fectamine 2000을 ERK1 MAPK siRNA-Lipofectamine 복

합체를 만들기 위해 20분간 OPTI-MEN I Reduced Serum 

Medium에서 배양 후, ERK1 MAPK siRNA-Lipofectamine 

복합체를 함유한 배지를 ERK1 MAPK siRNA 20 nM 농도

로 각각의 well에 첨가 후 CO2 배양기에서 37℃로 24시간 배

양하였다. ERK1 MAPK siRNA-Lipofectamine 복합체 배

지를 형질 전환 활성의 손실 없이 4시간 후 RPMI I640 배지

로 대체한 후 ERK1 MAPK siRNA를 이용하여 24시간 동안 

형질 전환을 거친 세포를 10 ng/mL 농도의 황사에 노출시키

고, RT-PCR을 이용하여 MUC4 mRNA의 발현량을 측정하

였다. NCI-H292 세포에서 ERK1 MAPK siRNA의 형질 전환

은 90% 이상으로 측정되었고, TLR4 siRNA와 ERK2 MAPK 

siRNA, p38 MAPK siRNA, 대조군 siRNA의 형질 전환도 위

와 동일한 과정으로 수행하였다.

통  계

모든 실험은 3차례 이상의 반복 실험을 통해 얻은 결과값

을 이용하여 분석하였으며, 통계 처리는 Windows용 SPSS 

version 10.0(SPSS Inc., Chicago, IL, USA)을 사용하였다. 

모든 실험은 p값이 0.05 미만인 경우를 유의한 것으로 정하여 
Student’s t-test와 Mann-Whitney U test를 이용하여 분석하

였다.

결      과

NCI-H292 세포에서 황사가 MUC4와 MUC16 발현에 

미치는 영향

황사가 미치는 주요 호흡기 막결합점소인 MUC4와 MUC16 

발현을 알기 위해서 NCI-H292 세포에 각각 다른 농도의 황사

를 투여하여 4시간 동안 배양하였다. RT-PCR 분석 결과, 황사

가 모든 용량에서 MUC4 mRNA 발현을 의미 있게 증가하였

으나, MUC16 mRNA 발현은 대조군과 차이가 없었다(Fig. 

1A). 황사의 용량에 따른 MUC4 mRNA 발현과 당단백 생성

을 알아보고자 NCI-H292 세포에 황사를 투여하고 각각 4시

간과 8시간 동안 배양한 후, 시행한 real time PCR과 ELISA의 

분석 결과에서 MUC4 mRNA 발현과 당단백 생성은 모든 용

량에서 증가하였으나, 용량의존성은 없었다(Fig. 1B and C).

황사와 배양 시간에 따른 MUC4 mRNA 발현을 알아보

고자 황사 40 μg을 NCI-H292 세포에 투여하고 각각 1시간, 

2시간, 4시간, 8시간, 24시간을 배양한 후 real time PCR로 

MUC4 mRNA 발현을 분석한 결과 배양 4시간 후 MUC4 

mRNA 발현이 가장 증가되었으나, 시간 의존성은 관찰되지 

않았다(Fig. 1D).

NCI-H292 세포에서 황사가 ERK1/2 MAPK와 p38 

MAPK를 통한 MUC4 발현에 미치는 영향

황사에 의해 유도된 MUC4 발현에서 신호전달 경로를 알

아보기 위하여 NCI-H292 세포에서 ERK1/2 MAPK와 p38 
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MAPK 신호전달 경로를 분석하였다. 황사 40 μg을 투여한 

후 시간에 따른 ERK1/2 MAPK와 p38 MAPK의 인산화를 

Western blot으로 분석한 결과에서 ERK1/2 MAPK와 p38 

MAPK가 시간이 경과함에 따라 인산화가 의미 있게 증가하

였다(Fig. 2A).

ERK1/2 MAPK와 p38 MAPK의 인산화가 황사에 의해 유

도된 MUC4 발현을 증가시키는 신호전달 경로를 확인하기 

위해서 NCI-H292 세포에 ERK1/2 MAPK의 억제제인 U0126 

(2 μM)과 p38의 억제제인 SB203580(20 μM)으로 전 처치 후 

황사 40 μg을 투여하고 각각 4시간과 8시간 동안 배양하였다. 

RT-PCR과 ELISA로 분석한 결과에서 황사에 따른 MUC4 

mRNA 발현과 당단백 생성이 대조군과 비교하였을 때 의미

있게 감소하였다(Fig. 2B and C).

또한 ERK1/2 MAPK와 p38 MAPK의 신호전달 경로를 검

증하기 위하여 NCI-H292 세포를 ERK1 MAPK siRNA와 

ERK2 MAPK siRNA, p38 MAPK siRNA로 각각 표적 유전

자를 knockdown시킨 후 Western blot으로 분석하였으며 충

분한 형질 전환이 일어났음을 확인하였고(Fig. 2D), 각각의 

표적유전자 형질 전환을 시행한 후 황사 40 μg을 투여하였으

며, 4시간 동안 배양 후 MUC4 mRNA의 발현 정도를 RT-

PCR로 측정한 결과 MUC4 mRNA의 발현이 대조군과 비교

하였을 때 모두 의미 있게 감소함을 확인하였다(Fig. 2E).

NCI-H292 세포에서 황사가 TLR4를 통한 MUC4 발현에 

미치는 영향

황사에 의해 유도된 MUC4 발현에 대한 TLR의 역할을 확

인하기 위해 TLR2 mRNA와 TLR4 mRNA의 발현을 RT-

PCR을 통해 분석하였다. 황사가 TLR4 mRNA의 발현을 증

가시켰고, 이는 용량의존성을 보였다. 그러나 TLR2 mRNA

발현은 대조군과 비교하였을 때 차이가 없었다(Fig. 3A).

Fig. 1. Effects of ASD on MUC4 and MUC16 expression in NCI-H292 cells. Results of RT-PCR showed that ASD significantly induced 
MUC4 mRNA expression. However, ASD did not induce MUC16 mRNA expression (A). Results of real-time PCR and ELISA showed 
that MUC4 mRNA expression and protein production were significantly increased at all concentration of ASD (B and C). Results of real-
time PCR showed that MUC4 mRNA expression was significantly increased at all times, and peaked at 4 hours after exposure to ASD 
(40 μg/mL) (D). Images are representative of three separate experiments performed in triplicate (n=3). Bars indicate the average±S.D. 
of three independent experiments performed in triplicate. *p<0.05 vs. baseline. ASD: Asian sand dust, ELISA: enzyme-linked immuno-
sorbent assay, GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, RT-PCR: reverse transcription polymerase chain reaction, PCR: 
polymerase chain reaction.
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Fig. 2. Effects of ASD on phosphorylation of ERK1/2 and p38 MAPK in NCI-H292 cells. Results of Western blot showed that ASD sig-
nificantly activated phosphorylation of ERK1/2 and p38 MAPK (A). Results of real-PCR and ELISA showed that U0126 (ERK1/2 MAPK 
inhibitor) and SB203580 (p38 MAPK inhibitor) significantly inhibited ASD-induced MUC4 mRNA expression and protein production (B 
and C). Western blot analysis was applied to detect the transfection efficiency (D). Results of RT-PCR showed that knockdown of 
ERK1, ERK2 and p38 MAPK by siRNA significantly blocked ASD-induced MUC4 mRNA expression (E). Images are representative of 
three separate experiments performed in triplicate. Bars indicate the average±S.D. of three independent experiments performed in 
triplicate (n=3). *p<0.05 vs. baseline, †p<0.05 vs. ASD (40 μg/mL) only, ‡p<0.05 vs. control siRNA only, §p<0.05 vs. ASD (40 μg/mL) and 
control siRNA. ASD: Asian sand dust, Con: control siRNA, ERK: extracellular signal-regulated kinase, MAPK: mitogen-activated protein 
kinase, ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay, GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, p38: p38 MAPK, RT-
PCR: reverse transcription polymerase chain reaction, siRNA: small interfering ribonucleic acid, PCR: polymerase chain reaction.
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황사에 의해 유도된 MUC4 발현에서 TLR4와 ERK1/2 

MAPK, p38 MAPK의 신호전달 경로를 확인하기 위하여 TLR4 

siRNA를 이용하여 knockdown시킨 후 Western blot으로 분

석하였으며 충분한 형질 전환이 일어났음을 확인하였고(Fig. 

3B), 황사 40 μg을 투여하였으며 1시간 동안 배양한 후 시행한 

Western blot 검사 결과 ERK1/2 MAPK와 p38 MAPK의 

인산화가 대조군과 비교하였을 때 의미 있게 감소하였고(Fig 

3C), 4시간 동안 배양한 후 MUC4 발현정도를 RT-PCR로 

분석한 결과 MUC4 mRNA 발현이 대조군과 비교하였을 때 

의미 있게 감소함을 확인하였다(Fig. 3D).

하비갑개 점막 상피세포에서 황사가 MUC4 발현에 

미치는 영향

일차 배양된 하비갑개 점막 상피세포에서 황사의 용량에 따

른 TLR4 mRNA와 MUC4 mRNA 발현에 미치는 영향에 대

해 알아보고자 하비갑개 점막 상피세포에 다양한 용량의 황

사(0, 10, 20, 40, 80 μg)를 처리하였으며, 4시간 동안 배양한 후 

시행한 RT-PCR 검사에서 TLR4 mRNA와 MUC4 mRNA

의 발현이 모든 용량에서 의미 있게 증가함을 확인할 수 있었

다(Fig. 4A). 또한 MUC4 당단백 생성 정도를 확인하기 위해 

시행한 ELISA 검사에서도 의미 있는 당단백 생성 증가를 확

인할 수 있었다(Fig. 4B). ERK1/2 MAPK의 억제제인 U0126 

(2 μM)과 p38의 억제제인 SB203580(20 μM)으로 전 처치 후 

Fig. 3. Roles of TLR in ASD-induced MUC4 expression in NCI-H292 cells. Results of RT-PCR showed that ASD significantly increased 
TLR4 mRNA expression in dose dependent-manner. However, TLR2 mRNA expression was not increased (A). Western blot analysis 
was applied to detect the transfection efficiency (B). Results of RT-PCR showed that knockdown of TLR4 by siRNA significantly blocked 
ASD-induced MUC4 mRNA expression (C). Results of Western blot showed that knockdown of TLR4 by siRNA significantly blocked 
ASD-induced phosphorylation of ERK1/2 and p38 MAPK (D). Images are representative of three separate experiments performed in 
triplicate (n=3). Bars indicate the average±S.D. of three independent experiments performed in triplicate. *p<0.05 vs. baseline, †p<0.05 
vs. control siRNA only, ‡p<0.05 vs. ASD (40 μg/mL) and control siRNA. ASD: Asian sand dust, Con: control siRNA, GAPDH: glyceralde-
hyde-3-phosphate dehydrogenase, RT-PCR: reverse transcription polymerase chain reaction, siRNA: small interfering ribonucleic acid, 
TLR: toll-like receptor, MAPK: mitogen-activated protein kinase, ERK: extracellular signal-regulated kinase.
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황사 40 μg를 투여하였을 때는 MUC4 mRNA 발현과 당단

백 생성이 의미 있게 감소하였다(Fig. 4C and D).

고      찰

황사는 매년 봄철이면 국내를 포함한 동아시아 지역에서 

주기적으로 발생하는 기상현상이다. 황사 현상에서 상대적

으로 크기가 큰 입자들은 주변부 및 발원지에 머물게 되고, 

국내에 유입되는 황사 입자의 크기는 대부분 10 μm 이하의 미

세먼지(particulate matter 10)이다. 미세먼지는 흡입 시 하부기관

지 및 폐의 가스-교환부분까지 침착하여 다양한 기전을 통해 

호흡기 손상을 유발하는 것으로 알려져 있다.6) 특히 최근 연구

에서 황사가 사람 호흡기 상피세포에서 MUC5B와 MUC8 점

액유전자를 과발현시키고,7) 사람 비용 상피세포에서도 MUC4와 

MUC5AC, MUC5B, MUC8의 점액유전자 과발현을 유발한

다고 알려져 있다.8) 그러나, 황사가 호흡기 방어기전의 중요한 

점소인 MUC4와 MUC16과 같은 막결합형 점소에 미치는 영

향에 대해서는 연구된 바가 없다. 이에 본 연구에서는 사람의 

호흡기 상피세포에서 황사가 주요 막결합형 점소인 MUC4와 

MUC16의 발현에 미치는 영향과 관련 기전에 대해 중점을 두

고 연구를 진행하였으며, 본 연구의 결과를 통해 황사가 MUC4

의 과발현을 유발함을 확인할 수 있었다. 

호흡기에서 정상적으로 존재하는 MUC4는 MUC1, MUC16

과 함께 호흡기 점액층의 내층을 구성하는 주요 점소로 외부 

물질과 손상으로부터 호흡기 점막를 보호하는 기능을 하는 

중요한 막결합형 당단백질로 알려져 있다.3) 또한 MUC4는 상

피세포 재상(epithelial cell renewal), 세포 분화(differencia-
tion), 세포 신호전달(cell signaling), 세포 부착(cell adhesion), 

암의 발생(cancer development) 등에 관여하는 것으로 알려져 

있다. 특히 호흡기 질환에서는 섬암종(adenocarcinoma)에서 

높은 발현을 보이며, 섬암종의 감별진단과 예후 평가에 유용

한 바이오마커로 사용되고 있다.11) 또한, 낭성 섬유증(cystic fi-
brosis)과 만성폐쇄성폐질환(chronic obstructive pulmonary 

disease) 등의 만성 염증성 호흡기 질환에서도 정상과 다른 
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Fig. 4. Effects of ASD on TLR4 and MUC4 expression in human nasal epithelial cells. Results of RT-PCR showed that ASD significantly 
induced TLR4 and MUC4 mRNA expression (A). Results of ELISA showed that MUC4 protein production were significantly increased 
at all concentration of ASD (B). Results of RT-PCR and ELISA showed that U0126 (ERK1/2 MAPK inhibitor) and SB203580 (p38 
MAPK inhibitor) significantly attenuated ASD-induced MUC4 mRNA expression and protein production (C and D). Images are repre-
sentative of three separate experiments performed in triplicate (n=3). Bars indicate the average±S.D. of three independent experi-
ments performed in triplicate. *p<0.05 vs. baseline, †p<0.05 vs. ASD (40 μg/mL) only. ASD: Asian sand dust, ELISA: enzyme-linked im-
munosorbent assay, GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, RT-PCR: reverse transcription polymerase chain reaction, 
TLR: toll-like receptor, ERK: extracellular signal-regulated kinase, MAPK: mitogen-activated protein kinase.
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발현양상을 보이는 것으로 알려져 있다.12,13) 그러나 아직까지 

MUC4를 포함한 다양한 막결합형 점소의 생리적 기능과 과

발현이 가지는 병태생리학적 의미에 대해 이해하기 위해서는 

추가적인 연구가 필요한 실정이다. 

TLR은 호흡기 상피세포에서 외부로부터 유입되는 병원체를 

인식하여 선천면역(innate immunity) 반응에 중요한 역할을 담

당하며, 점소 분비 조절에 있어서는 MUC4와 MUC5B, MUC8 

발현 증가에 중요한 역할을 한다.7,9,10,14) 본 연구에서도 사람 호

흡기 상피세포에서 황사에 의한 TLR4 발현 여부를 알아본 

결과 황사가 TLR4 발현을 유도한다는 것을 알 수 있었다. 

사람의 호흡기 상피세포에서 주요 점액유전자 발현의 신

호전달 경로 중 ERK1/2 MAPK와 p38 MAPK에 대한 연구

들을 살펴보면, spleen tyrosine kinase와 delphinidin이 

ERK1/2 MAPK 또는 p38 MAPK 신호전달 경로를 통해 

MUC5AC 발현과 MUC5B 발현, MUC8 발현을 유도하였으

며,14,15) β-glucan과 phorbol 12-myristate 13-acetate는 p38 

MAPK 신호전달 경로를 통해 MUC4 발현을 유도하였고,10,16) 

특히 황사가 ERK2 MAPK와 p38 MAPK 신호전달 경로를 

통해 MUC5B와 MUC8 발현을 유도하였다.7) 이에 본 연구에

서도 황사가 MUC4 발현 유도에 있어 ERK1/2 MAPK와 p38 

MAPK 신호전달 경로가 중요한 역할을 할 것으로 생각되어 

확인해 본 결과 황사가 ERK1/2 MAPK와 p38 MAPK 인산화

Fig. 5. The schematic signaling pathway of ASD on MUC4 expres-
sion in human airway epithelial cells. ASD induces MUC4 expres-
sions via TLR4-dependent ERK1/2 and p38 MAPK signaling path-
way. ASD: Asian sand dust, ERK: extracellular signal-regulated 
kinase, MAPK: mitogen-activated protein kinase, TLR: toll-like re-
ceptor.
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를 의미 있게 증가시켰고, ERK1/2 MAPK와 p38 MAPK 인

산화를 억제하였을 경우 황사에 의한 MUC4 발현이 감소됨

을 확인할 수 있었다. 이를 통해 황사가 ERK1/2 MAPK와 

p38 MAPK 신호전달 경로를 통해 MUC4 발현을 증가시키

는 것을 알 수 있었다. 또한 황사에 의한 MUC4 발현의 증가

에 있어서 TLR4, ERK1/2 MAPK, p38 MAPK의 연관성을 

확인해 본 결과 기존의 연구들과 유사하게 TLR4에 매개된 

ERK1/2 MAPK와 p38 MAPK 신호전달 체계의 활성화가 

연관되어 있음을 확인할 수 있었다(Fig. 5). 그러나 본 연구

의 제한점은 막결합성 점소의 분석에서 MUC1의 발현변화

를 확인하지 못하였다는 점, 복합물인 황사의 성분에 대한 

개별적 효과에 대한 검증이 부족하다는 점과 세포에만 국한

된 실험 결과이므로 추가적인 동물실험을 통해 연구 결과에 

대한 확인이 필요하다는 점을 들 수 있겠다. 이를 해결하기 

위해서 추가적인 연구가 뒤따라야 할 것으로 생각된다.

결론적으로 본 연구 결과를 통해 황사가 TLR4에 의존한 

ERK1/2 MAPK와 p38 MAPK 신호전달 경로를 통해 MUC4 

발현을 증가시키는 것을 알 수 있었고, 이는 황사와 관련된 다

양한 호흡기 질환의 병태생리를 이해하는 데 중요한 기초자

료가 될 것으로 생각된다.
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