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유방암에대한관심의증가와활발한조기검진사업의결과로

작은 크기의 조기 유방암의 발견이 증가하고 있다. 작은 크기의

유방암은 액와 림프절로의 전이의 가능성이 상대적으로 적은 것

으로알려져있으며, 따라서좋은예후를나타내는병기를보이고

있다. 조기검진과수술후보조요법에의해유방암환자의생존은

증가하는추세이나, 조기발견에의한액와부림프절전이가없는

낮은병기의환자에서도10-20%에서재발하며사망할수있음을

보고하고있다.(1, 2)유방암환자에서재발에대한고위험군의예

후예측인자들로는종양의크기, 림프절전이여부, 호르몬수용

체, 조직학적분화도등이연구되어현재임상에서활용하고있으

며, 그외에도세포주기조절인자(cell cycle regulator)나세포

성장인자와같이증식에관여하는인자들도재발에관여한것으

로보고되고있다.(3, 4) 여러예후예측인자중에서종양증식지

Purpose: To evaluate the significance of the S-phase fraction
(SPF) and DNA ploidy, determined by DNA flow cytometry,
as prognostic markers in invasive breast cancer.
Methods: Between October 1986 and June 1999, 143 breast
carcinoma patients, treated by surgery, were analyzed. Flow
cytometry was performed for the identification of the SPF and
DNA ploidy, with immunohistochemistry performed on para-
ffin embedded material for the hormone receptor. Two SPF
classes were defined on the basis of the median value (10)
by using a log rank test (high SPF>10, low SPF<10). The
correlation between SPF and the clinicopathological factors
(tumor size, lymph node status, histological grade and steroid
receptor status) and between the SPF and 5 yr disease-free
survival (DFS) were investigated.
Results: DNA ploidy was not associated with tumor size,
lymph node status, histological grade, overall survival and

DFS. In a univariate analysis, high SPF values were associ-
ated with shorter 5 yr DFS in individual groups. In the node
negative group, the 5 yr DFS of the low SPF group was higher
than that of the high SPF group, but in the node positive group,
the SPF values showed statistical significance with the 5 yr
DFS. In a multivariate analysis, the SPF was independently
associated with the 5 yr DFS in the node negative group.
Conclusion: These results suggested the SPF is an inde-
pendent prognostic factor in lymph node negative, estrogen
receptor positive and progesterone receptor negative breast
cancers. (J Breast Cancer 2007;10:36-42)
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수(tumor proliferation index)는외과적치료를받은유방암환

자중에서액와부림프절전이가없었던환자에게고위험의재발

성 전이와의 연관성이 있으며, 또한, 고종양 증식 지수를 보이는

환자에서항암제반응에도영향을미친다고보고되고있다.(5) 종

양세포의증식력을측정할수있는방법으로는DNA 배수성과S-

phase fraction (SPF)을유세포분석으로측정하는방법, labe-

ling index, 분열지수(mitotic index), 면역 조직화학 염색, 또

는thymidine kinase assay로측정하는방법등이있다.(6-8)

유세포분석에의한연구는그연구방법과결과분석의다양성으

로임상적적용에대한한계로지적되어왔으나, Chassevent (9)

등에의해연구방법과분석의표준화에의한SPF의측정결과의

오차를 최소화하였다. 그러나, 유세포 분석(flow cytometric

analysis)을이용한SPF를측정하는방법이환자의예후예측요

소로의임상적인적용에있어서는아직논란이있다.

본연구에서는침윤성유방암에서DNA 배수성과SPF을유세

포 분석한 결과를 기존에 알려진 임상병리학적 예후인자들과 연

관관계를 조사하고, 무병생존율과 전체생존율의 차이를 분석하

여예후인자로서의의의를알아보고자하였다.

방 법

1986년 10월부터 1999년 6월까지 고려대학교 의과대학 안암

병원 외과에서 유방암 진단을 받고 근치적수술을 받은 환자 중

DNA 배수성과SFP을검사한143예를대상으로후향적으로연구

하였다. 유방암이국소재발한경우와수술전방사선치료를받은

경우는연구대상에서제외하였다. 평균나이는48세였고(range

25-80세), 추적기간은의무기록을조사하여평균75개월(range

4-161개월)이었다. 임상병리학적특성은Table 1과같다. 

1. DNA 배수성과S-phase fraction 측정

표준유세포분석방법으로DNA 배수성과SPF를검사하였다.

간단히요약하면, 동결절편조직에서만들어진파라핀포매조직

의일부를50 m 두께의2개절편으로만들어xylene 용액에넣

어탈파라핀화시킨후100%, 95%, 75% 및50% 에탄올에각각

순서대로거친후증류수에넣어함수시켰다. 그후조직을37℃

에서0.5% pepsin (pH 1.5)에30분간반응시킨후1,500 rpm으

로10분간원심분리하고상층액을버린후침전된조직에citrate

buffer, trysin, RNase 혼합액을차례로넣어10분간반응시킨

후에 30 micron 나일론 필터에 걸렀다. 여과액에 propidium

iodide 용액을첨가후유세포측정기를이용하여DNA 배수성과

SPF을측정하였다. 유세포측정기는FACScan (Becton-Dic-

kinson, NJ, USA)을 사용하여 DNA 분석에는 20,000개 정도

의세포를이용하였다. Cell F1T program을사용하여G0/G1, S

기, G2M기의 양을 측정하였고, Histogram에서는 DNA index

(DI)가1.0으로정상유방조직과같은배수성을이배수성(Diplo-

id), 그이외의DI는비배수성(Aneuploid)으로각각정의하였다.

SPF의cut off value는log rank test를이용하여계산한중간

값인 10을 기준으로 10보다 높은 군(high SPF)과 낮은 군(low

SPF)으로나누었다.(10)

2. 임상자료및면역조직화학염색

면역조직 화학염색 방법은 파라핀에 포매된 종양 조직을 절편

한 후 단크론 항체(mouse anti-human ER/PR monoclonal

antibody, DiNonA Inc. Seoul, Korea)를이용하여준비과정

을 거쳐 염색하였다. 파라핀 포매조직을 절편 하여 xylene으로

탈파라핀화시킨다음100%, 90%, 80% 및70% 에탄올에함수

시켰다. Ethanol, H2O2 용액으로처치한다음phosphate buffer

saline으로 세척하였다. 내재성 비특이적 반응을 차단하기 위하
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SPF=S-phase fraction; ER=estrogen receptor; PR=progesterone re-
ceptor.

Table 1. Correlation between pathologic characteristics and
S-phase fraction

SPF

Low High
pCharacteristic 

No. of 
case

TNM stage 0.063
I 17 11 (7.69%) 6 (4.19%)
IIA 53 24 (16.78%) 29 (20.28)
IIB 38 18 (12.58%) 20 (13.96%)
IIIA 24 13 (9/09%) 11 (7.69%)
IIIB 11 7 (4.89%) 4 (2.79%)

Tumor size 0.693
1 26 14 (9.79%) 12 (8.39%)
2 94 45 (31.46%) 49 (34.26%)
3 23 14 (9.78%) 9 (6.28%)

Lymph node 0.637
0 69 37 (25.87%) 32 (22.37%)
1 46 21 (14.68%) 25 (17.48%)
2 19 9 (6.29%) 10 (6.99%)
3 9 6 (4.19%) 3 (2.09%)

Grade 0.018
I 18 9 (6.29%) 9 (6.29%)
II 65 35 (24.47%) 30 (20.97%)
III 20 4 (2.79%) 16 (11.18%)
Unknown 40 25 (17.48%) 15 (10.49%)

ER 0.618
Negative 38 17 (11.89%) 21 (14.68%)
Positive 62 34 (23.77%) 28 (19.58%)
Unknown 43 22 (15.38%) 21 (14.68%)

PR 0.659
Negative 46 21 (14.68%) 25 (17.48%)
Positive 42 22 (15.38%) 20 (13.98%)
Unknown 55 30 (20.97%) 25 (17.48%)



여정상혈청을가한후실온에20분간방치하였다. 이차항체로

biotinyllated antirat antibody를사용하였고phosphate bu-

ffer saline으로20분씩3회세척한후streptavidine biotyny-

lated peroxidase complex를반응시킨후diaminobenzidine

용액으로 발색 시킨 후 hematoxyline으로 대조염색하였다. 판

정은세포핵이염색된정도를분석하여10% 이상염색된경우를

양성, 10% 이하로염색된경우를음성으로하였다.

1) 자료분석

환자의연령, 원발종양의크기, 조직학적분화도, 액와림프절

전이상태등은수술시의무기록과조직학적결과자료를이용하

였다. 

3. 통계

DNA 배수성및SPF 결과와임상병리학적특성비교는Chi-

square test를이용하였으며p<0.05를통계적으로유의하다고

정의하였다. 실제생존율은Kaplan-Meier test를사용하여산

출한값을log rank test와비교하고비교위험도(relative risk)

와95% 신뢰구간을측정하였다. DNA 배수성과SPF가생존율

에미치는영향과다른예후인자와의관계는forward stepwise

procedure로SPSS 12.0.1 for Window에서Cox proportional

hazard regression을사용하여단일및다중분석하였다. 

결 과

1. DNA 배수성및SPF과임상병리학적인자들과의상관관계

평균 추적 기간은 75개월(4-161개월)이었으며, 추적기간 중

국소재발은11예(7.7%), 원격전이는26예(18.2%)였다. 질병관련

사망은 20예(14%)였다. 5년 무병 생존율은 73%였고, 5년 전체

생존율은85%였다. DNA 배수성은암의크기, 림프절전이, 에스

트로겐수용체및프로게스테론수용체와는통계적으로유의한상

관관계가없었으나조직학적분화도와는연관이있었다(p=0.028).

SPF는 암의 크기, 림프절 전이, 에스트로겐 수용체 및 프로게스

테론 수용체와는 연관이 없었으나, 조직학적 분화도가 좋을수록

SPF가낮아통계적인의의가있었다(p=0.003) (Table 1).

2. 생존분석

1) DNA 배수성과임상병리학적특성과의생존율분석

전체환자군에서log-rank test를통해비배수성일때5년전

체(overall) 생존율은 80%이고 이배수성의 5년 전체 생존율은

90%였으며, 5년무병생존율도각각75%와71% 정도였으나통

계적인 유의성이 없어(p=0.120, p=0.526) DNA 배수성은 전체

생존율과무병생존율에영향을미치지않았다.

종양크기에서는 T1에서 이배수성과 비배수성의 5년 생존율은

92%로동일하였고, T2에서도동일하게75%였으며통계적인유

의성이없었으며(p=0.543), T3에서도통계적으로유의성이없었

다(p=0.651). 림프절음성인군에서이배수성과비배수성간의5년

생존율은 각각 88%와 85%로 차이가 없었고(p=0.697), 림프절

양성인군에서도이배수성의5년생존율은60%, 비배수성은62%

로생존율의차이가없었다(p=0.687).

2) SPF와임상병리학적특성과의생존율분석

저SPF (LSP)군은73예, 고SPF (HSP)군은70예이었다. 5년

전체생존율은두군에서각각89.7%와80%로약간차이가있었

으나유의하지않았고(Fig 1A) 5년무병생존율은LSP에서80%

와HSP에서66%로전체환자에서SPF가높을수록5년무병생
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Fig 1. Univariate survival analysis according to s-phase fraction tertiles: overall survival (A) and disease free survival (B) in the overall
patients. 
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존율이 통계적으로 유의하게 낮았다(p=0.044) (Fig 1B). 종양의

크기에서T1은LSP 및HSP에서추적관찰기간동안국소전이나

원격전이된예가없어서비교할수없었고, T2에서LSP와HSP

의5년무병생존율은각각77%와67%로SPF가낮을수록생존

율은증가하였으나통계적인유의성이없었다(p=0.313) (Fig 2A).

T3군에서는LSP의5년무병생존율이67.7%, HSP은33%로차

이가있었으나통계적인유의성은없었다(p=0.068) (Fig 2B). 액

와부림프절전이음성군에서5년무병생존율은LSP에서94.3%,

HSP에서77%로SPF가낮을수록유의성있게무병생존율이높

았으나(p=0.035) (Fig 2C), 액와부림프절전이양성군에서는LSP

과HSP간에5년무병생존율차이가없었다(Fig 2D). 조직학적

등급으로분석하면분화군에서는5년무병생존율이LSP는100%,

HSP는56%로큰차이를보여통계적으로유의하였으나(p=0.027)

미분화군에서는 5년 무병 생존율에 유의성이 없었다(p=0.329).

에스트로겐수용체양성군에서는5년무병생존율이LSP와HSP

가84.5%와57%로SPF 값이낮은군에서더높은생존율을보였

으며(p=0.012) (Fig 3A), 에스트로겐음성군에서는무병생존율

에차이가없었다(Fig 3B). 프로게스테론수용체음성군에서는5

년 무병 생존율이 LSP는 80%, HSP는 45%로 통계적으로 유의

하였으나(p=0.010)(Fig 3C), 양성군에서는 SPF에 따라 통계적

차이가없었다(Fig 3D).

3) Multivariate Cox analysis

전체환자에서5년무병혹은전체생존율에영향을미치는독

립적인예후인자는림프절전이갯수와프로게스테론수용체유

무였다(Table 2). 림프절 전이 음성군에서는 SPF가 5년 생존율

에 영향을 미치는 유일한 인자였으나 림프절 전이 양성군에서는

유의한예후인자가존재하지않았다.

고 찰

유방암환자의치료계획에있어환자의병기와함께예후인자

는 수술 후의 보조적 항암요법, 항호르몬 치료 및 추적관찰에 있

어 중요한 요소로 인정되고 있다. 이에 영향을 주는 예후 인자로

는 호르몬 수용체의 유무, 조직학적 등급 및 종양 표지자와 종양

관련유전자등이있으며, 임상적으로치료계획에적용되고있다.
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Fig 2. Disease free survival according to s-phase fraction tertiles in subgroups. (A) T2 patient, (B) T3 patient, (C) node-negative patients,
(D) node-positive patients. 
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그러나같은병기라할지라도치료후에다양한경과를보이고있

어이는종양의생물학적특성이다양하리라여겨지고있다. 조기

유방암치료후에도약10-20%에서재발과전이를보이므로기

존의예후인자만으로치료제를선택하거나예후를예측하기에는

부족한부분이있다고생각되기에이를보완하고자여러생물학적

인자들을연구하였으며, 이중세포증식인자들을유방암예후인

자로연구되어왔으나임상활용도에서아직까지논란이되고있

다.(2-4) 김 등(10)에 따르면 SPF가 기존의 병리학적 인자들 중

불량한지표와연관성이있고생존분석결과액와림프절전이음

성인조기유방암에서SPF이높은경우무병생존율및전체생존

율이모두불량한결과를보이나통계적유의성이없어서SPF를

예후인자로적용하기는어렵다고하였다. 그러나, 이러한논란은

연구방법의다양성과분석의차이에서기인되는것으로생각되며,

유세포분석법에있어서도서로다른기관에서의연구에있어재

현성의 문제가 제기되어 왔다.(11, 12) Vielh 등(13)은 S-phase

fraction의 기준점(cutoff value)이 연구자 마다 다르기 때문이

라고 하였는데 1992년, American Consensus Conference의

기준에 따라 low, medium과 high로 구분하여 유의성을 찾을

수 있다고 보고하였다.(14-16) 이러한 문제의 해결을 위해 실험

방법과분석법의표준화를시도하였으며, 이를통해SPF와재발
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Fig 3. Disease free survival according to s-phase fraction tertiles in subgroups. (A) estrogen receptor positive patient, (B) estrogen re-
ceptor negative patient, (C) progesterone receptor negative patients, (D) progesterone receptor positive patients.
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RR=Relative Risk; PR=progesterone receptor; SPF=S-phase fraction;
NS=no significant.

Table 2. Multivariate analysis for overall population and TNM
classification for disease free survival

Overall
l (n=143)

RR (CI)
p-

value

Variables

Node involvement 0.001
No 1
N+ 3.518

(1.658-7.464)
PR 0.009 NS NS

Negative 3.751
(1.383-10.174)

Positive 1
SPF 0.052 0.045 NS

Low 1
High 5.030

(24.409-1.036)

Node (+)
(n=74)

RR
p-

value

Node (-)
(n=69)

RR
p-

value



및 유병생존율과의 상관관계를 보고하여 SPF의 예후 인자로의

연구가 가능하게 되었다.(13, 17) 이에 본 연구에서는 연속적인

변수를이분하는것은정량적인정보를놓칠수도있고실제연관

관계를 교란시킬 수도 있을 것이라고 생각되어 최적의 기준점을

사용하기보다Log rank test의중앙값을사용하였다.

세포 증식은 DNA 복제가 일어나는 S (synthesis) phase와

세포분열이진행되는M (mitosis) phase가반복되면서일어나

는것으로그사이에는G1 (gap 1)과G2 phase가있어G1->S->

G2->M의 주기를 차례로 돌며 증식하는데 M phase에서는 특

징적인염색체의배열로인해면역형광염색으로모양을쉽게관

찰할수있으며분열지수(mitotic index)를구할수있다. 그러나

비배수성 세포에서는 M phase가 같지 않기 때문에 mitosis가

증식을뜻하지않게되자다른연구방법들로대체되기시작했고

유세포분석을통한S-phase fraction으로암세포의증식능력

을 연구하게 되었다.(10) 1987년부터 유방암 환자들을 대상으로

하여유세포분석을통해SPF이높은그룹과재발의연관성이있

음을 발표한 이후 SPF와 DNA 배수성이 초기 유방암에서 예후

인자로이용될수있다고하였다.(17, 18) Zabotto 등(6)은DNA

배수성에따라서무병생존율의차이가있으며, 림프절전이양성

군에서배수성이나SPF는연관이없으나, 림프절전이음성군에

서이배수성군이비배수성군보다무병생존율이높고low SPF

의 생존율이 high SPF의 생존율 보다 높아 림프절 전이 음성의

조기유방암에서SPF와DNA 배수성이예후를예측하는인자로

의미가 있다고 하였다.(18) 본 연구에서도 림프절 전이 음성군에

서는SPF가낮은군에서5년생존율이높아상기의보고와일치

하는 결과를 보였으나, 림프절 전이 양성군에서는 LSP와 HSP

양 그룹간의 5년 무병 생존율에 통계적으로 유의한 차이가 없었

다. Van Diest 등은SPF와DNA ploidy의다른예후인자들과

의연관성에대해서도종양이큰경우, 림프절전이양성군, 불량

한조직학적분화도와호르몬수용체음성군에서HSP와aneu-

ploid의연관성을보였다고하였고,(19) Vielh 등은HSP일때액

와림프절전이와상관관계를찾을수는없었으나에스트로젠수

용체의발현에는역비례하다고하였다.(20) 본연구에서도SPF이

발현이낮은군에서조직학적분화도가좋았으며에스트로겐수용

체양성군에서LSP군의생존율이높아LSP는기존에알려진예

후 인자들 중 좋은 예후를 갖는 지표로 보였다. 다만 프로게스테

론 수용체에 대해서는 양성인군과 SPF에서 연관성은 없었으나

음성인군에서는SPF가낮은군에서5년무병생존율이높게나와

기존 연구의 다소 다른 결과를 보였다. 다변량 Cox 분석에서도

림프절 전이 음성군에서 SPF가 생존율에 영향을 미치는 유일한

인자였다.

결 론

DNA ploidy와SPF는조직학적분화도와유의한상관관계를

보였으며, DNA ploidy와전체생존율과무병생존율의상관관계

는찾을수없었다. 그러나, 액와림프절전이가없는경우는무병

생존율과SPF는LSP군에서양호한무병생존율을보였으며, 에

스트로겐수용체양성인경우역시LSP군에서유의하게높은무

병 생존율을 보였다. SFP는 전체 환자군에서 LSP군이 HSP군

보다5년무병생존율이높게나왔다. 따라서액와부림프절전이

가없거나에스트로겐수용체가양성인군에서예후가좋은것으

로 알려져 왔던 유방암 환자에서 SPF 역시 향후 재발을 예측할

수있는유용한요소중하나로제시한다.
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