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서 론1)

만성 간질환은 국내에서 중요한 성인병 및 사망 원인 중

의 하나이고 간암에 의한 사망률은 세계 1위를 차지하고

있다. 간질환에 의한 사망 원인은 대개 간경변으로 진행한

후에 발생하는 합병증이나 간암에 의해 유발되고 간암 환

자의 약 80%는 간경변 상태이므로, 만성 간염에서 비가역

적인 상태인 간경변으로의 진행을 막는 것이 만성 간질환

해결의 가장 중요한 목표이며 숙제라고 할 수 있다.

간염에서 간경변으로 진행되는 과정을 간섬유화(hepatic

fibrogenesis)라고 하고 근래 이 과정을 억제하기 위해 다양

한 연구가 진행되고 있다. 일반적으로 바이러스, 알코올 및
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여러 가지 독성물질에 의해 간세포가 손상을 받으면 쿠퍼

세포가 이를 대식하고 간세포를 대식한 쿠퍼세포는 여러

가지 종류의 사이토카인을 분비하여 간성상세포(hepatic

stellate cell, HSC)를 증식 및 활성화시킨다. 활성화된 HSC

는 콜라젠과 같은 세포외기질(extracellular matrix, ECM)을

생성하는데 생성된 ECM은 matrix metalloproteinases

(MMP) family에 의해 파괴된다. 급성 간손상과 같이 지속

적인 간손상이 아닌 경우는 생성된 콜라젠이 가는 fibril 상

태여서 파괴가 가능하지만, 지속적으로 간손상이 유발되는

만성 간질환에서는 콜라젠이 지속적으로 생성되고 굵은

fiber 상태로 간내에 침착하게 되며 쉽게 파괴가 되지 않아

결국 ECM이 간의 상당 부분을 차지하게 되는 비가역적인

간경변으로 진행하게 된다.1- 4

이 과정을 이해하기 위해 여러 가지 실험 동물모델이 시

행되고 있으나 가장 많은 원인 중의 하나인 바이러스를 이

용한 모델은 일반적이지 않고, 사염화탄소등의 독성물질,

알코올 및 담도 결찰등을 이용한 모델도 저자에 따라 다양

해서 표준화된 간섬유화 모델을 확립하는 것이 바람직하나
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Excessive production of extracellular matrix(ECM), especially collagen, in the liver can produce hepatic fibrosis,

and the repeated hepatic fibrosis by various etiologies may result in liver cirrhosis. Liver cirrhosis is the

irreversible and terminal state of chronic liver diseases and thus, it is one of the major causes of death in Korea.

To block the progress to liver cirrhosis is the main purpose of management for chronic liver diseases. Hepatic

stellate cells (HSC) play a key role in the pathogenesis of hepatic fibrosis by producing ECM. The extent of ECM

is dependent on the proliferation and activation of HSCs. Therefore, the inhibition of HSC activation is viewed

as one of the main ways to block the progress of hepatic fibrosis. Many kinds of experimental animal model with

hepatic fibrosis induced by hepatotoxin, alcohol, bile duct ligation, diet and immunologic activation etc. have been

produced to investigate the mechanism of hepatic fibrogenesis including HSC activation, ECM production,

cytokines and gene expression . In this article, experimental animal models of hepatic fibrogenesis are briefly

reviewed. (Korean J Gastroenterol 2001;37 :227-232)
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각 기관에서 고수하고 있는 방법이 있으므로 현실적으로

쉽지 않은 과제이다.

실험 방법은 in vitro와 in vivo로 나눌 수 있으며, in vivo

는 다시 급성과 만성 간손상으로, 만성 간손상은 가역적인

간섬유증(hepatic fibrosis)과 비가역적인 간경변(liver cirrho-

sis) 등으로 나눌 수 있고, 실험 재료는 혈청, 간조직 및 분

리한 각종 세포를 이용할 수 있다.

In vitro 모델

1. 간성상세포

간섬유화에 핵심적인 역할을 하는 세포는 타세포의 영향

을 받아 ECM을 직접 생성하는 HSC이므로 간섬유화에 대

한 연구는 주로 HSC에 초점이 맞춰져 있다.5 ,6 HSC는 1896

년 Kupffer에 의해 발견되었고 Ito에 의해 기술되었으며

1971년 Wake7에 의해 정립되었다. 이 세포는 동모양 혈관

내피세포(sinusoidal endothelial cell)와 간세포(hepatocyte)

사이의 딧제강(space of Disse)에 위치한 세포로서 Ito 세포,

비타민 A를 함유하고 있는 지방소적(lipid droplet)을 갖고

있어 vitamin A storing cell, fat storing cell 또는

perisinusoidal hepatic lipocyte, 별모양을 하고 있어서

stellate cell 등으로 명명되었으나 현재는 HSC로 통일되어

사용되고 있다.

2 . HS C의 분리

HSC는 일부에서 세포주를 이용하고 있으나, 일반적으로

는 문맥관류법(in situ perfusion)으로 분리하여 얻은 세포를

직접 이용하고 있다. 간략히 기술하면 pronase와 colla-

genase를 함유한 용액을 간에 관류시켜서 간을 분해하고,

pronase가 함유된 용액에서 적출한 간을 잘게 썬 후 37℃

수조에서 흔들어 다시 분해시킨다. 거즈로 거른 후 원심분

리하여 세포를 얻고 수 차례 세척 후 Nycodenz를 이용한

밀도차등법으로 세포를 부유시켜 HSC를 얻을 수 있다.

HSC는 지방소적을 갖고 있어 부유성이 있으므로 상기한

방법으로 분리가 가능하다.8 - 10

3. HS C의 배양

HSC는 분리 후 신선한 상태로 배양할 수도 있고, 세포

수를 많이 필요로 할 때에는 일정 기간 배양 후 24-48시간

동안 serum deprivation하여 resting 상태로 synchronize시켜

실험을 시작할 수도 있다.

HSC는 plastic 용기에서도 잘 증식하여 활성화되므로 활

성시 발현하는 전사인자나 유전자를 관찰시에는 일반적인

plastic 용기를 사용할 수 있지만, 활성화 또는 억제하는 물

질에 대한 실험시에는 plastic 용기 바닥을 coating한다.

HSC를 활성화시킬 것으로 추정되는 물질에 대한 실험시

에는, HSC가 plastic 바닥에서도 자연적으로 활성화되므로

type IV 콜라젠과 laminin으로 구성된 matrigel을 도포하여

활성화를 억제한 상태에서 대상물질을 투여한다. 반대로

HSC의 활성화를 억제시킬 것으로 추정되는 물질에 대한

실험시에는, plastic 용기를 그대로 사용할 수도 있으나 type

I 콜라젠을 도포하여 활성화시킨 상태에서 실험을 시행한

다.1 1

상기한 HSC 단독 배양도 시행하지만 타세포와의 관계를

관찰하기 위해 coculture8 또는 타세포의 배양액을 이용한

HSC 배양을 시행할 수도 있다.

In vivo 모델

1. 급성 간손상 모델

간세포를 파괴시키는 독성물질을 1-3회 정도 투여하면

급성 간손상을 일으키지만 간섬유증을 유발하지는 않으므

로 간 손상후 정상으로 완전히 회복되는 과정에서 HSC의

증식, 활성화 및 사멸과정과 ECM 생성 및 소멸과정을 관

찰할 수 있고, HSC의 활성화를 억제할 수 있는 물질의 가

능성을 단기간 내에 시험해 보고 이를 토대로 가능성 있는

항 섬유화 물질을 만성 간손상 모델을 이용하여 확인할 수

있다.

대개는 사염화탄소
12 - 15와 dimethylnitrosamine (DMN) 등

16이 이용되고 있고 allyl alcohol 또는 bromobenzene 등을

투여한 보고도 있다.17

2. 만성 간손상 모델

각종 독성물질 또는 알코올의 투여 기간 및 담도 결찰 후

기간 등을 조절하여 간섬유증 또는 간경변을 유도할 수 있

다. 간경변을 유도하지 않고 간섬유증까지만 유도해도 간세

포의 파괴, HSC의 활성화, ECM의 생성과 파괴 및 항섬유화

제의 기능 등을 관찰할 수 있으므로 간경변보다 간섬유증을

유발한 동물모델을 이용한 보고가 오히려 더 많다.

1) 간독성물질

(1) 사염화탄소(CCl4 )

사염화탄소는 간섬유화에 가장 많이 사용되고 있는 물질

로서 간내 microsomal cytochrome p450에 의해 CCl3를 형

성하고 산소와 결합하여 CCl3 O2를 형성하게 되는데, CCl3

는 세포내 macromolecule과 결합하고 CCl3 O2는 세포막의

지질과산화를 유발하여 세포에 손상을 주게 된다. 따라서

cytochrome p450의 작용을 유도하는 phenobarbital,1 8
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acetone19 및 알코올 등2 0은 사염화탄소의 간독성을 심화시

킬 수 있다. 사염화탄소는 흡입,1 8 ,2 1 ,2 2 구강 또는 위내 투

여,2 3 - 2 6
피하 주사

2 7 - 2 9
및 복강내 주사

3 0 - 3 2
가 가능하고, 사염

화탄소 투여 2주 전부터 phenobarbital (300-350 mg/L)을

음용수에 타서 복합투여하면 일정한 간섬유화를 더 빨리

유도하고 치사율을 줄일 수 있다. 그러나 phenobarbital을

사용하지 않고 피하 주사만을 통해 유도된 간손상은 pheno-

barbital을 사용한 경우보다 병리학적으로 보다 명확히 구분

되어진다.2 7 - 2 9 즉 1-5주에는 소엽 중심 부위(centrilobular

area)의 괴사와 fatty metamorphosis, 4-15주에는 nonseptal

fibrosis후 septal fibrosis, 10-30주에는 간경변의 소견을 보

이는데
2 9 이는 알코올성 간질환의 진행과 유사하다. 구강

투여는 타방법에 비해 사망률이 높고 간섬유화 유도가 일

정치 않은 점이 있다.1 8

주사는 100-300 g 정도의 흰쥐에 1-2 μL/g을 동량의 oil

과 혼합하여 주 2-3회 투여하는 것이 일반적이고 단독투여

로는 12-15주 후에 간경변이 유도된다.2 9 위내 투여는 20-40

μL로 시작하여 600-1,200 μL까지 증량하여 주 1회 투여할

수 있고 phenobarbital과 복합투여하는 경우가 많으며 10-12

주 후에 간경변이 유도된다.2 4 ,2 5 흡입도 주 2회 시행하고

phenobarbital과 복합투여하여 4주 이상이면 간경변이 유도

된다고 한다.1 8 ,2 1 ,2 2

(2) Dimethylnitrosamine (DMN)

DMN은 대사되어 아세트알데하이드를 형성하고, 핵산

및 단백질을 methylation시키는 물질을 형성하여 간세포의

괴사를 유발한다.3 3 사염화탄소와는 달리 지방변성은 유발

하지 않고 투약을 중단해도 간손상이 진행하는 경향을 보

인다.

100-200 g 정도의 흰쥐에 생리식염수를 이용해 1%로 희

석한 DMN 1 μL/g을 1주일 중 3일간 연속하여 복강내 주사

하여 간손상을 유발시키는 것이 일반적인 방법이다.3 4 - 3 7

투여 1주 후에는 소엽 중심 부위에 광범위한 출혈성 괴사

와 염증세포의 침윤 및 HSC의 증식을 관찰할 수 있고, 2주

후에는 괴사 소견은 감소하나 소엽 중심부-소엽 중심부 및

소엽중심부-문맥 주위부을 연결하는 섬유성 중격이 생성되

고 HSC가 주로 이 부위에서 발견되며, 3주 후에는 섬유성

중격이 뚜렷해지고 소결절을 형성하게 된다.3 5 대개 4-6주

후에 간경변이 유도된다.3 8 ,3 9

(3) Thioacetamide (TAA)

TAA는 DMN과 함께 간섬유화 유발에 많이 사용되는

carcinogen으로서 단지 음용수에 타서 간섬유화를 유발시킬

수 있다는 장점이 있다.

100-200 g 정도의 흰쥐에 TAA 300 mg/L (0.03%)을 음

용수에 타서 투여하는데 주로 문맥 주위부에 손상을 주고

약 3개월 후에 간경변이 유도되지만4 0 ,4 1 약 30주 후에 간경

변이 유도되었다는 보고도 있다.4 2

(4) Allyl alcohol

Allyl alcohol은 많이 사용되고 있지는 않으나 주로 문맥

주위부에 손상을 주므로 바이러스성 간질환과 유사한 병변

을 유도한다는 장점이 있다.

200 g 정도의 흰쥐에 0.62 mmole/kg을 주 2회 복강내에

투여하여 8주에 중등도 이상의 간섬유증, 16주에 약 50%에

서 간경변을 유도했다는 보고가 있다.4 3

2) 담도 결찰법(bile duct ligation, BDL)

BDL은 담도 이상시 유발되는 간섬유화를 연구하는 데

유용하고, 십이지장 상방 3 cm와 5 cm의 담도를 묶고 사이

를 절단하는 방법을 사용한다.4 4

150-300 g 정도의 흰쥐에서 약 4주 후에 간경변이 유도

되는데, 주로 문맥 주위부에 손상을 유발한다.4 5 - 4 7 담즙이

침착되고 침습적이며 사망률이 약 50%로 높다는 문제점이

있으나 한번의 시술로 간편하고 단기간에 간섬유화가 유도

된다는 장점도 있다.

3) 알코올 및 식이유도법

알코올은 지방간을 유발하지만 간세포의 괴사나 간섬유

화를 유발하기는 쉽지 않다. 흰쥐의 경우 알코올에 대한 거

부감이 있어서 전체 칼로리의 36% 이상을 투여하기 어렵

고 대사가 빨라 혈중치를 고농도로 유지하기가 힘들다.4 8 ,4 9

이를 극복하기 위해 baboon(개코원숭이)을 사용하는데 전

체 칼로리의 50% 정도를 투여하여 1-3년 후에 약 1/3에서

간경변이 유도되었다고 한다.5 0

쥐의 알코올에 대한 거부감을 해결하기 위해 300-400 g

정도의 Wistar rat에 위 내 삽관을 통한 알코올 투여를 전체

칼로리의 42-49%까지 증량하여 간섬유화를 유도했다는 보

고가 있고, 대개는 corn oil 등의 고지방 식이(25% 이상)와

병합투여하는 경우가 많으며 이 경우 약 3개월 후에 간섬

유증이 유도된다.5 1- 5 3

저단백, 저콜린(choline) 및 고지방(35% 이상) 식이로 약

6주에 지방 침착, 6-12주에 섬유중격 형성, 12-24주에 간경

변으로 진행할 수 있다.5 1 ,5 4 ,5 5 알코올 및 고지방식이 모두

주로 소엽 중심부에 손상을 유발한다.

4) 면역유도법

(1) 이종혈청(heterologous serum)

돼지 혈청, 말혈청, 돼지 알부민, 돼지 글로불린 및 인간

의 감마 글로불린 등이 사용되어 왔으나 이중 돼지 혈청을
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반복적으로 복강내에 투여하는 것이 가장 효과적이고,5 6 ,5 7

간세포의 괴사 없이 면역학적 기전에 의해 간섬유화가 유

도되므로 바이러스성 간질환과는 차이가 있으나 주로 문맥

주위부에 손상이 유발된다.

150-200 g 정도의 흰쥐에 500 μL의 돼지 혈청을 주 2회

복강내 투여로 약 5주 후에 간섬유증, 10주 후에 간경변이

유도된다.3 6 ,5 6 - 5 8

(2) Schistosomiasis

대개 생쥐(20 g)를 대상으로 Schistosoma mansoni 50

cercariae 정도를 피하 주사하면 granulomatous 반응에 의해

주로 문맥 주위부가 손상을 받고 6-8주 후에 간섬유증이 유

발된다.5 9 ,6 0

5) 기타

(1) Pyrrolizidine alkaloid

주로 혈관 이상 즉 hepatic veno-occlusive disease

(HVOD)를 유발하는 물질로서 monocrotaline, senecionine,

retrorsine 등이 알려져 있고 혈관 이상에 의한 간섬유화를

연구하는 데 주로 사용되고 있다.

200-250 g 정도의 흰쥐를 대상으로 500 μL의 물에

monocrotaline 160 mg/kg을 위내 투여하면 간세포보다 주

로 동모양 혈관내피세포가 손상을 받아 소엽 중심부에 이

상이 오고, 초기 HVOD는 3-5일 후에 후기 HVOD는 6-7일

후에 유발된다.6 1

(2) 유전자

유전자 조작을 이용하여 해당 유전자가 간섬유화에 미치

는 영향을 관찰할 수 있고, 간섬유화를 유도할 수도 있다.

MMP의 기능을 억제하여 생성된 ECM의 파괴를 막아

간섬유화를 유발하는 데 관여하는 tissue inhibitor of

metalloproteinases (TIMP)나,6 2 HSC의 활성화 및 ECM 파

괴 억제에 관여하는 중요한 사이토카인인 transforming

growth factor (TGF) beta 1 등을 유전자이식하여 간섬유화

를 유발시킬 수 있고,6 3 - 6 5 반면에 telomerase 유전자를 이식

하여 간섬유화를 억제할 수도 있다.6 6

또한 interleukin 6 (IL-6)는 간의 재생에 관여하는 사이토

카인으로, IL-6 null mice (IL-6 -/-)의 경우에는 IL-6가 있는

쥐에 비해 사염화탄소에 의한 간섬유화가 더 심하게 유발

되어 IL-6가 간섬유화의 억제에 관여한다는 보고가 있다.6 7

이상적인 실험 동물모델은 인간의 질환과 유사해야 하

고, 병리학적으로 명확히 진행하는 과정을 보여야 하며, 재

시행시 동일한 병변을 얻을 수 있고 사망률은 낮아야 한다.

실험 동물을 이용한 간섬유화 연구의 대상은 상기한 실험

동물모델을 이용하여 간섬유화에 관여하는 세포들, 이 세

포들이 분비하는 활성화 물질 및 ECM 등이고 구체적으로

는 (1) 콜라젠을 포함한 ECM 및 이를 파괴하는 MMP

family의 생성 및 파괴 과정 (2) HSC의 활성화에 관여하는

각종 사이토카인의 특성 (3) HSC의 활성화시 전사인자 및

유전자의 발현 (4) HSC와 간내 타세포인 간세포(hepat-

ocyte), 쿠퍼세포 및 동모양 혈관내피세포와의 상관관계 (5)

항섬유화제의 개발 등을 비롯한 여러 가지 분야의 연구가

진행되고 있다.
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