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CHANGES OF NATURAL KILLER CELL NUMBER AND 
CYTOLYTIC ACTIVITY DURING FIRST TRIMESTER OF 
PREGNANCY IN RECURRENT SPONTANEOUS ABORTION 
PATIENTS AND FERTILE CONTROL
Yun-Hee Kim, MD, Young-Joo Kim, MD, Shin-Ok Jeong, MD, Sun-Hwa Cha, MD, Min-Hye Choi, MD,  
Kwang Moon Yang, MD, PhD
Department of Obstetrics and Gynecology, Cheil General Hospital and Women’s Healthcare Center, Kwandong University College of Medicine, Seoul, Korea

Objective
We aimed to evaluate whether natural killer cell (NK cell) numbers and their cytolytic activity are changed in 1st trimester of pregnancy 
in patients who had history of recurrent spontaneous abortion (RSA). 

Methods 
Non-pregnant women who had history of RSA (n=48) and 10 patients who had success to get pregnancy comprised the study 
group. Non-pregnant fertile (n=17) and early pregnant women (n=7) who had history of at least one term birth without history 
of RSA or infertility were included as controls. %NK cells among peripheral blood lymphocyte and their cytolytic activities are 
measured. 

Results
%NK cells among peripheral blood lymphocyte in RSA patients before pregnancy was significantly higher than that of non-
pregnant normal control. NK cell cytolytic activity in non-pregnant RSA patients was significantly higher than that of non-pregnant 
fertile group. After success to get pregnancy, NK cell cytolytic activity in RSA patients were decreased but were not significantly 
different compared to that of NK cell cytolytic activity checked at non-pregnant status. NK cell cytolytic activity in pregnant RSA 
patients was significantly higher than that of pregnant normal control. 

Conclusion 
Failure to decrease NK cell cytolytic activity in early pregnancy would have pivotal role in failure to sustain pregnancy in RSA 
patients. Further studies would be needed for clarifying our results.
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습관성 유산이란 임신 20주 이전에 세 번 이상 자연적으로 임신이 

소실되는 경우를 말하며 전체 임산부의 약 1%의 빈도로 보고되고 있

다[1]. 습관성 유산의 원인으로는 태아의 염색체 이상이 2.6%-7.7%, 

자궁의 해부학적 이상이 15.4%-27%, 내분비 이상이 5.1%-35%, 자가

면역 요인이 40%를 차지한다고 보고되고 있지만 아직 약 50% 정도에

서 기존의 검사방법으로 그 원인이 규명되지 않아 원인 불명으로 구분

되어 있다[2]. 최근, 그 원인불명의 습관성 유산을 규명하기 위해 정자, 

배아, 그리고 태반에 대하여 모체가 거부반응을 일으키는 동종면역 원

인에 대한 관심 및 연구가 활발하게 진행되고 있다. 

 동종면역에 관여하는 면역세포들로는 자연살해세포(natural killer 
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cell, NK cell), T 세포(T cell), B 세포(B cell), 대식세포(macrophage), 

수지상 세포(dendritic cell) 등이 있고, 그 중에서도 습관성 유산이나, 

착상부전은 면역세포내 T helper 1 cell (Th 1 cell) 과 T helper 2 cell 

(Th 2 cell)의 발현과 NK cell의 수와 관련이 깊다는 연구 결과가 보

고되어 있다[3]. Marzi 등[4]은 습관성 유산 환자에서 정상임신과 비

교하였을 때, 단핵세포층(peripheral blood monocytes, PBMC)에서 

Interlukine-2 (IL-2)와 Interferon-r (INF-r)와 같은 Th 1 시토카인이 

증가하고, Th 2 cell의 시토카인인 IL-10은 감소하였다고 보고하였다. 

또한 Perricone 등[5]은 IL-10을 제외한 TNF-a와 INF-r와 같은 Th 1 

시토카인은 자궁내막 면역세포 중 하나인 CD56+ NK cell를 활성화시

켜 NK cell의 세포독성을 증가시키며, 이러한 NK cell의 세포독성은 임

신 시 착상 위치에 작용한다고 보고하였다[5-9]. 

한편 1990년 Kinsky 등은 NK cell의 trophoblast는 동종 면역 반응에 

직접적으로 작용하여, 태아를 산모의 면역체계가 이물질로 인식하도

록 하여 유산을 일으키는 중요한 요소라고 보고하였고, 또 다른 연구에

서는 peripheral NK cell의 수는 습관성 유산의 중요한 표지자이며, 습

관성 유산 환자의 높은 NK cell의 비율과 임신 전 높은 peripheral NK 

cell의 세포 독성이 차후의 임신 시 유산과 관련이 깊으며 정상임신 에

서 peripheral NK cell의 세포 독성은 임신을 하지 않았을 때와 비교하

였을 때 임신초기에 상당히 감소한다고 보고하였다[10]. 

이상의 연구 결과들을 종합해 보면 임신 전 습관성 유산 환자의 말

초혈액에서는 정상군과 비교해 보았을 때, NK cell의 비율(%), 세포용

해 활성도의 비정상적인 증가를 보이고 이는 습관성 유산과 착상부

전과 깊은 관련이 있다고 볼 수 있다. 하지만 습관성 유산 환자군에

서 임신 전후의 NK cell의 변화에 대한 연구 결과는 연구자마다 다소 

상이한 결과를 보여 그 결론에 대해서는 아직 논란이 많은 실정이다

[11,12].

본 연구에서 저자들은 정상 여성군과 비교하여, 습관성 유산의 과거

력이 있는 환자군에서 임신 전 및 임신초기 NK cell의 비율(%)과 그들

의 세포용해도의 변화에 대하여 알아보고자 하였다.

연구대상 및 방법

본 연구는 전향적 연구로 진행하였으며, 습관성 유산 환자 중 자궁

기형, 자궁내 유착과 같은 자궁요소를 가진 산모나, 다낭성 난소증후

군이나 당뇨와 같은 내분비적 질환이 있는 산모, 염색체 이상, 클라미

디아나 유레아 플라즈마 등의 감염이 있는 산모, 항인지질 항체 증후

군, 양성 항-싸이로글로불린 항체 등의 면역학적 요인이 있는 경우

를 제외한 습관성 유산 환자 48명과 그 중 임신에 성공한 10명의 환

Fig. 1. Determination of immune cell profiles in peripheral blood. Gating strategy for three color flow cytometry evaluation of peripheral blood immune 
cell. This step descript of analysis gate around lymphocyte (R1), excluding cell debris (A). Next step shows four regions as NK cell, CD3-/16+/56+ (B), NKT 
cell, CD3+/16+/56+, T cell, CD3+/56- and B cell (CD3-/56-) each. SCC, squamous cell carcinoma; NK cell, natural killer cell.
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자를 실험군으로 하였으며, 대조군으로 습관성 유산이나 불임의 과

거력이 없고, 적어도 한번 이상의 만삭분만을 경험한 비임신 여성 17

명과, 정상임신초기 여성 7명을 대조군으로 하였다. 임신초기 습관

성 유산 환자군은 비임신 습관성 유산 환자군을 추적관찰 후 임신

이 성립된 10명의 환자를 대상으로 하였다. 임신한 여성의 경우 임신 

5-7주 시기에 말초혈액 NK cell의 분획과 세포용해 활성도를 측정

하였다. 비임신 습관성 유산군(n = 48), 임신에 성공한 습관성 유산군

(n = 10), 정상 비임신 여성군(n = 17), 그리고 정상 초기 임신군(n = 7) 

간의 말초혈액 NK cell의 분획과 세포용해 활성도의 차이를 비교, 분

석하였다. 한편, 이 연구는 제일병원의 연구윤리위원회의 심의를 거

쳐 수행되었다.

1. CD3-/CD56+/CD16+ pbNK cell 분획 (fraction) 측정 
각각의 환자로부터 말초혈액 10 mL을 채취하여 그 중 100 μL

의 전혈을 사용하였다. CD3, CD56 및 CD16 세포 표면 항원을 혈액

세포에 단클론항체(monoclonal antibody)를 이용하여 간접 형광 염

색하여 유세포분석기(FACS Calibur, Becton-Dickinson Co., San 

Jose, CA, USA)를 사용하여 분석하였다. 단클론항체는 CD3-FITC/

CD56+CD16+PE를 사용하였다. 간접 형광 염색법에서는 모두 FITC-

IgG1/PE- IgG2를 음성 대조형광물질로 사용하였다. 헤파린이 처리된 

진공시험관에 채취한 전혈 100 μL에 형광색소가 부착된 각각의 항체 

10 μL를 넣어준 후, 잘 혼합하여 4oC에서 20분간 반응시킨다. 적혈구 

용혈용액 1 mL을 넣고 잘 혼합하고 실온 암소에서 10분간 반응시켰다. 

5분간 원심분리(1,600 rpm)하여 상층액을 버리고 phosphate buffered 

Fig. 2. Determination of peripheral blood natural killer cell (NK cell) cytolytic activities. Figures describes analysis gate around K562 (target cell) live 
& dead cell in control (A, no effector cell), 50:1 E:T ratio (B), 25:1 E:T ratio (C), and 12.5:1 E:T ratio (D) each which excluding cell debris. E:T, effector 
cell:target cell; PI, propidum iodie dye.

A  C

B D
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saline (PBS)로 2회 세척한 후 1% paraformaldehyde 용액을 넣고 잘 

섞어준 후 분석하였다. 결과 분석은 Cell Quest pro software (FACS 

Calibur)을 이용하여 림프구만을 gating (R1)한 후, 선별된 림프구들 

중에서 CD3-/CD56+/CD16+ 부분만을 백분율(CD3-/CD56+/CD16+ 

number/lymphocyte number×100)로 구하였다(Fig. 1).

2. pbNK cell의 세포용해 활성도 측정 
각각의 환자로부터 말초혈액 10 mL을 채취하여 Ficoll-hypaque 

gradient solution을 이용하여 림프구와 PBMC를 분리하여 세척하였다. 

수획한 PBMCs와 PKH2로 염색한 K562 세포주(한국세포주은행)를 사

용하였다. 림프구가 포함된 단핵세포층과 K562 세포를 함께 배양하였

으며, 용혈된 표적세포는 propidum iodie dye (PI)를 이용하여 핵을 염

색하여 유세포분석기를 사용하여 분석하였다. 헤파린이 처리된 진공시

험관에 채취한 말초혈액 10 mL에서 PBMC를 분리하고, 세포 수를 측

정하였다. K562는 배양액으로 세척한 후, PKH2 염색약 1 μL를 넣고 

잘 섞어 1분간 반응시킨 후, 세포용해 활성도 분석용 K562 세포를 준

비하였다. 세포용해 활성도는 effector cell:target cell (E:T)의 비율을 

50:1, 25:1, 그리고 12.5:1로 2시간 동안 PBMC와 K562 cell을 함께 

반응시킨 후, PI로 1-5분간 염색한 후 유세포분석기를 사용하여 분석

하였다. 결과 분석은 Cell Quest pro software을 이용하여 각각의 E:T 

비율에서의 세포용해 활성도(K562 dead cell number/K562 whole 

cell number×100)를 계산하였다(Fig. 2).

3. 결과의 분석
습관성 유산 환자군과 정상 여성군의 임신 전 후의 NK cell 비율(%)

과 세포용해 활성도를 분석 비교하였다. 연구결과는 SPSS ver. 12.0 

(SPSS Inc., Chicago, IL, USA) 통계프로그램을 사용하여 분석하였다. 

두 군간의 비교를 위해 t-test를 이용하였고, P＜0.05일 때 통계적으로 

유의함으로 정의하였다. 

결  과

1. 대상 환자의 일반적 특성
본 연구에서 평균연령은 습관성 유산 환자군은 35.5 ± 4.2세, 정상 

비임신 여성군은 35.0 ± 4.8세, 정상임신초기 여성은 32.0 ± 3.5세였

으며, 평균 임신 경험 횟수는 각각 2.7 ±1.8회, 1.9 ± 0.9회, 2.0 ± 0.8회

로 크게 차이가 없었다. 평균 분만 횟수는 습관성 유산 환자군에서는 

0.2 ± 0.1회였고, 정상 비임신 여성군은 1.6 ± 0.1회, 정상임신초기 여성

은 1.0 ± 0.0회로 정상 비임신 여성군 및 정상임신 여성군이 습관성 유

산 환자군에 비해 의미 있게 높았으며, 평균 자연유산 횟수는 습관성 

유산 환자군에서는 2.2 ±1.5을 보여 정상 비임신 여성군과 정상임신초

기 여성 대조군의 자연유산 횟수(2.2 ±1.5회, 0.6 ±1.0회)보다 통계적으

로 의미 있게 높았다(Table 1).

2. 습관성 유산 환자군에서 말초혈액 NK cell의 비율(%)
말초혈액 NK cell의 비율(%)은 비임신 습관성 유산 환자군이 대조군

RSA non-pregnant RSA pregnant Fertile non-pregnant Fertile pregnant 
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Fig. 3. Comparisons of natural killer cell (NK cell) levels (%) between re-
current spontaneous abortion (RSA) and normal control.  aP-value<0.05.

a

Table 1. Characteristics of patients with RSA group and non-pregnant fertile women and normal early pregnant women

Characteristic Non pregnant normal 
control (n= 17)

 Pregnant normal 
control (n= 7))

Non pregnant RSA
(n=48) P‐value

Mean age (yr) 35.0 ± 4.8   32.0 ± 3.5 35.5 ± 4.2 NS

Gravidity   1.9 ± 0.9    2.0  ± 0.8   2.7 ± 1.8 NS

Parity    0.2 ± 0.1a      1.6 ± 0.1b     1.0 ± 0.0 c a vs. b: 0.000
a vs. c: 0.001
b vs. c: 0.030

Mean number of SAB    0.6 ± 1.0 d      0.1 ± 0.4 e    2.2 ± 1.5 f d vs. e: 0.001
d vs. f: 0.000

e vs. f: NS

Values are presented as mean±standard deviation.
RSA, recurrent spontaneous abortion; NS, not significant; SAB, spontaneous abortion. 
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의 비임신 정상 여성군보다 의미 있게 높은 결과를 보였다(13.7 ± 6.0 

vs. 9.8 ± 4.3, P =0.001).

대조군의 정상임신 군에서 임신초기 말초혈액 NK cell의 비율(%)은 

12.7 ± 5.4로 임신 전 수치(9.8 ± 4.3)에 비해 증가하는 경향을 보였으나 

통계적인 의미 있는 차이를 보이지 않았으며, 습관성 유산 환자군의 임

신초기 수치(15.6 ± 7.4)에 비해서도 낮았으나 그 차이 또한 통계적인 

의미를 보이지 않았다(Fig. 3).

3. 습관성 유산 환자군에서 NK cell세포용해 활성도
습관성 유산 환자군에서 임신 전의 NK cell의 세포용해 활성도는 대

조군의 비임신 여성군보다 각기 다른 세개의 E:T ratio (50:1, 25:1, 

12.5:1)에서 의미 있게 높았으며(42.5 ±16.3 vs. 29.9 ±13.8,  P =0.09; 

31.6 ±15.0 vs. 19.4 ±10.1, P =0.004; 20.1±10.9 vs. 12.3 ± 7.5,  

P =0.011) 임신초기 습관성 유산 환자군의 NK cell 세포용해 활성도는 

각각 42.0 ± 6.9, 30.3  ± 5.8, 그리고 17.5  ±  3.7로 감소하였으나, 임신 전

의 수치와 비교하였을 때 NK cell 세포용해 활성도의 감소 정도는 통계

학적으로 의미를 갖지는 않았다. 또한 대조군의 정상임신 여성군에서 

임신 후 NK cell 세포용해 활성도 또한 임신을 하지 않았을 때보다 감

소하는 경향을 보였으나(21.7 ±13.6, 16.6 ±10.1, 9.9 ± 5.5) 이러한 차이

는 통계학적으로 의미를 보이지는 않았다.

반면, 습관성 유산 환자군의 임신초기 NK cell 세포용해 활성도는 대

조군의 정상임신 군에서 임신초기 세포용해 활성도와 비교하여 통계

적으로 의미 있게 높은 결과를 보였다(50:1, 42.0 ± 6.9 vs. 21.7 ±13.6,  

P =0.014; in 25:1, 30.3 ± 5.8 vs. 16.6 ±10.1,  P =0.021; in 12.5:1, 

17.5 ± 3.7 vs. 9.9 ± 5.5, P = 0.023) (Fig. 4).

4. 습관성 유산 환자 및 정상임신 환자군에서의 산과적 결과 비교 
정상임신 환자군 중 25주 이상 임신이 진행된 경우는 전체 7명 중 7

명으로 100%의 생존아 분만율(live birth rate)를 보인 반면, 습관성 유

산 환자 10명 중 7명에서 임신이 25주 이상 유지되는 결과를 얻었다. 
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Fig. 4. Comparision of natural killer cell (NK cell) cytolytic activity be-
tween recurrent spontaneous abortion (RSA) and fertile group. E:T ratio is 
(A) 50:1, (B) 25:1, (C) 12.5:1. aP-value<0.05.

a

a

a

a
a a

a

a

a



WWW.KJOG.ORG718

KJOG  Vol. 55, No. 10, 2012

고  찰

습관성 유산은 전체 산모의 약 1% 정도로 보고되고 있으며, 다양한 

원인들 중 하나인 면역학적 원인의 중요성이 점차 대두되고 있다[1]. 

그러나 이러한 면역학적 요인 중 동종 면역 거부반응에 대한 정확한 진

단방법과 치료에 대해서는 아직 논란이 많은 실정이다.

동종면역거부반응을 유발하는 원인 기전 중 하나인 NK cell은 선천 

면역계(innate immune system)의 중요한 요소로서 각종 바이러스, 박

테리아와 같은 외부항원들에 대응하여 초기의 면역반응을 유발하는 데 

중요한 역할을 하며, 표적세포에 대한 세포살해기능 및 시토카인을 포

함한 여러 가지 단백질을 분비하는 기능을 가지고 있다[13,14]. 또한, 

말초혈액 자연살해세포(peripheral NK cell)는 정상적으로 혈액내 백혈

구의 10%-15% 정도를 차지하며, 자궁내 높은 농도로 나타날 경우 습

관성 유산과 깊은 관계가 있으며, 그 기전으로 자궁내 착상 부위에 작

용하여 강한 세포독성을 통해 배아세포를 용해하는 것으로 알려져 있

다[15].

Kwak 등 [6]은  습관성  유산  환자의  임신  전과  임신  후에 

CD56+CD16+ NK cell이 정상군에 비하여 매우 증가되어 있으며, 임신 

전 말초혈액 NK 세포의 활성도(NK cell activity)가 증가되어 있다고 보

고하였다. 또한 AoKi 등[10]은 임신을 하지 않은 여성에서 NK cell의 

수가 증가한 경우, 다음 임신에서 유산될 가능성이 높다고 보고하였으

며, 이는 NK cell의 비율이 습관성 유산 환자와 깊은 연관성이 있음을 

시사한다고 볼 수 있다[16].

본 연구 결과에서도 습관성 유산 환자군과 정상-가임 대조군 모두에

서, 임신 후에 환자의 말초혈액 NK cell의 비율(%)이 증가하는 것으로 

나타났다. 

임신 중 NK cell의 세포용해 활성도의 변화와 관련하여 Rezaei와 

Dabbagh [11]은 습관성 유산 환자에서 임신 중 세포용해 활성도의 

증가를 보고한 반면, Vassiliadou와 Bulmer [12]는 임신초기 태아의 

소실과 세포용해 활성도와 상관관계가 없음을 보고하여 그 결론에 대

해서는 아직 논란이 많은 실정이다. 저자들의 본 연구에서는 NK cell

의 세포용해 활성도는 임신을 하지 않았을 때에는 습관성 유산 환자

군이 정상임신 여성군보다 높게 나타난 반면, 임신 전과 임신초기를 

각각 비교 한 경우 습관성 유산 환자군 및 정상임신 여성군 모두에서 

세포용해 활성도의 감소를 볼 수 있었으나 그 수치의 차이는 통계학

적 의미는 없었다. 하지만 임신초기의 NK cell의 세포용해 활성도는 

습관성 유산 환자군에서 정상 여성군보다 의미 있게 높은 것을 알 수 

있어 임신초기의 세포용해 활성도의 정도가 임신의 소실과 연관된다

고 결론지을 수 있었다.

한편, 본 연구 대상군의 산과적 결과를 분석한 결과 임신 25주 이

상 지속된 생존아 임신율이 정상군에서는 100%로 보였고 습관성 유

산의 기왕력이 있는 환자군에서는 70%를 보였으나, 습관성 유산 환

자군 모두에서 면역학적 원인 진단 후 prednisolone, low-molecular 

weight heparin 그리고 intravenous immunoglobulin 등의 면역 억제 

치료를 받았으므로 NK cell 비율(%) 및 세포용해 활성도의 증가 자체

가 임신에 미치는 영향에 대한 결과를 도출하기 위한 분석은 불가능

하였다. 

저자들은 본 연구의 결과에 의해 임신초기에 증가 되었던 NK cell 세

포용해 활성도의 지속이 습관성 유산 환자군에서 임신을 유지할 수 없

도록 하는 중요한 요인 중 하나일 수 있음을 결론지었으나 임신초기에 

다량의 채혈이 요구되는 전향적 연구특성상 대조군의 모집이 쉽지 않

음에 기인하여 임신초기 대조군의 환자수가 적은 한계를 가지고 있으

며, 향후에 본 연구의 결과를 뒷받침할 수 있는 좀 더 큰 연구집단을 포

함하는 지속적인 연구가 필요할 것으로 생각된다. 
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습관성 유산 환자에서 임신1분기의 말초혈액 자연살해세포의 숫자와 세포용해 활성도의 변화에 관한 연구

관동대학교 의과대학 제일병원 산부인과

김윤희, 김영주, 정신옥, 차선화, 최민혜, 양광문

목적

본 연구에서 저자들은 정상 여성군과 비교하여, 습관성 유산의 과거력이 있는 환자군에서 임신 전 및 임신초기 자연살해세포의 비율(%)과 

그들의 세포용해도의 변화에 대하여 알아보고자 하였다.

연구방법

본 연구는 전향적 연구로 진행하였으며, 습관성 유산 환자 중 자궁기형, 자궁내 유착과 같은 자궁요소를 가진 산모나, 다낭성 난소증후

군이나 당뇨와 같은 내분비적 질환이 있는 산모, 염색체 이상, 클라미디아나 유레아 플라즈마 등의 감염이 있는 산모, 항인지질항체증후

군, 양성 항-싸이로글로불린 항체 등의 면역학적 요인이 있는 경우를 제외한 습관성 유산 환자 48명과 그 중 임신에 성공한 10명의 환자

를 실험군으로 하였으며, 대조군으로 습관성 유산이나 불임의 과거력이 없고, 적어도 한 번 이상의 만삭분만을 경험한 비임신 여성 17명

과, 정상임신초기 여성 7명을 대조군으로 하였다. 임신초기 습관성 유산 환자군은 비임신 습관성 유산 환자군을 추적 관찰 후 임신이 성립

된 10명의 환자를 대상으로 하였다. 임신한 여성의 경우 임신 5-7주 시기에 말초혈액 자연살해세포의 분획과 세포용해 활성도를 측정하

였다. 비임신 습관성 유산군(n = 48), 임신에 성공한 습관성 유산군(n = 10), 정상 비임신 여성군(n = 17), 그리고 정상 초기 임신군(n = 7) 간의 

말초혈액 자연살해세포의 분획과 세포용해 활성도의 차이를 비교, 분석하였다.

결과

말초혈액 자연살해세포의 비율(%)은 비임신 습관성 유산 환자군이 대조군의 비임신 정상 여성군보다 의미 있게 높은 결과를 보였다. 또한 

습관성 유산 환자군에서 임신 전의 자연살해세포의 세포용해 활성도는 대조군의 비임신 여성군보다 의미 있게 높았으며, 임신초기 습관성 

유산 환자군의 자연살해세포 세포용해 활성도는 감소하였으나 그 감소 정도는 통계학적으로 의미를 갖지는 않았다. 반면, 습관성 유산 환

자군의 임신 초기 자연살해세포 세포용해 활성도는 대조군의 정상 임신군에서 임신초기 시 세포용해 활성도와 비교하여 통계적으로 의미 

있게 높은 결과를 보였다.

결론

임신초기에 증가되었던 자연살해세포 세포용해 활성도의 지속이 습관성 유산 환자군에서 임신을 유지할 수 없도록 하는 중요한 요인 중 

하나 일 수 있음을 결론지었으나 향후에 본 연구를 뒷받침할 수 있는 자연살해세포의 비율과 세포용해 활성도에 관한 지속적인 연구가 필

요할 것으로 생각된다.

중심단어: 습관성 반복 유산, 말초혈액 자연살해세포, 자연살해세포의 세포용해 활성도


