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깊은 관련이 있다 .1 간섬유증이 계속되면 결국 간경변증으

로 진행하게 되므로 간섬유증의 정도는 만성 간질환의 경

과와 예후의 예측에 있어 매우 중요한 인자이며 간섬유증

의 과정을 이해하고 연구하는 것은 간경변증을 유발할 수

있는 모든 질환을 해결하는 데 가장 기본적인 단계라고 할

수 있다 .2

간성상세포의 활성화 및 비활성화에 대한 기전을 이해하

고 , 간섬유증에 대한 치료제의 개발을 위해서는 생체내에

서의 간성상세포의 활성화에 대한 모델을 확립하는 것이

필요하다 . 그러나 급성 간손상 후에 간성상세포의 활성화
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Background/Aims: It is obscure when the activation of hepatic stellate cells and the expression of its related

factors occur in acute liver injury. Vitamin E is expected to prevent hepatic fibrosis. The aims of this study were

to establish the model of hepatic stellate cell activation in acute liver injury and to confirm the effect of vitamin

E for preventing hepatic fibrosis. Methods: Male Sprague-Dawley rats were classified into two groups. The one

group received a single injection of CCl4 and the other group received injection of vitamin E daily and a single

injection of CCl4 . The serial changes of serum ALT, and [3H]thymidine uptake, α-SMA, cyclin D 1, CDK4, cyclin

E, CDK2, Rb, E2F-1 and NF-κB of stellate cells were measured. Results: The serial changes of serum ALT

levels, [3H]thymidine uptake, and α-SMA positive cells showed maximum increase at 32 hours after CCl4 injection .

However, they were significantly decreased with injection of vitamin E. CDK4, cyclin E and CDK2 showed

definite band at 16, 32, 48 hours after CCl4 injection, which diminished or disappeared with injection of vitamin

E. Cyclin D 1, Rb, E2F-1 and NF-κB showed definite band at 32 hours after CCl4 injection, which also diminished

or disappeared with injection of vitamin E. Conclusions: We established an in vivo model of hepatic stellate cell

activation in acute liver injury and confirmed the effect of vitamin E in preventing hepatic fibrosis. (Korean J

Gastroenterol 2001;38 :262-269)
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가 일어나는 시기와 활성화와 관련된 인자들이 발현되는

시기는 확실히 알려져 있지 않다 . 산화성 스트레스에 의해

간성상세포가 활성화되면 증식도가 증가하며 따라서 세포

들의 합성기로의 이동이 증가하는데 급성 간손상시에 간성

상세포의 세포주기 변화와 관련된 인자들에 대한 연구도

보고된 바가 거의 없다 . 또한 대표적인 항산화제인 비타민

E가 간성상세포의 활성화를 억제할 수 있다고 알려져 있으

나 실제로 생체에서 급성 간손상 후에 간성상세포에서의

NF-kB 및 세포주기 변화와 관련된 인자들에 미치는 영향

을 확인한 연구가 거의 없다 .

이에 저자 등은 사염화탄소 투여로 유발된 급성 간손상

의 생체모델에서 간성상세포의 증식도 및 활성도의 시간에

따른 변화와 이에 관련된 인자들인 cyclin D 1, CDK (cyclin

dependent kinase, 이하 CDK) 4, cyclin E, CDK2, Rb,

E2F-1 및 NF-kB의 시간에 따른 변화를 살펴봄으로써 간성

상세포 활성화의 생체모델을 확립하고 세포주기와 관련된

인자들의 변화를 알아보았으며 산화성 스트레스에 의한 간

손상에서 항산화제인 비타민 E의 투여가 간성상세포의 증

식도 및 활성도와 관련된 인자들에 미치는 영향을 알아보

고자 하였다 .

대상 및 방법

1. 대상 및 처치 일정

100 g 정도의 Sprague-Dawley 웅성 흰쥐를 사용하였고

두 군으로 구분하였다 . 1군은 대조군으로 사염화탄소를 광

유와 1:3 (vol :vol)으로 혼합하여 2 mL/kg를 복강내에 투여

하였고, 2군은 1군과 같은 방법으로 사염화탄소를 투여하

였으며 사염화탄소 투여 2일 전부터 희생시킬 때까지 매일

200 mg/kg의 비타민 E(α -tocopherol, Sigma Chemical Co.,

St . Louis, MO, U.S.A.)를 복강내에 투여하였다 . 두 군 모두

사염화탄소 투여 전 및 투여 후 8시간, 16시간 , 32시간 , 48

시간 및 60시간에 각각의 시기마다 5마리의 흰쥐에서 혈액

을 채취하고 간장을 적출한 후 일부의 간장으로 파라핀 고

정조직을 만들었고 나머지 간장으로부터 간성상세포를 분

리하고 핵을 얻었다 .3 ,4 또한 간성상세포의 증식을 측정하기

위해 희생시키기 4시간 전에 30μCi의 [3H]thymidine

(Amersham Pharmacia Biotech , Buckinghamshire, England)

을 복강내에 투여하였다(Fig . 1) .5

2 . 방법

1) 간성상세포 분리

흰쥐의 간장을 적출 후 프로나제(pronase)와 콜라게나제

(collagenase)(Boehringer Mannheim, Mannheim, Germany)

가 함유된 Hank 's 완충액내에서 잘게 썰고 , 37℃ 진탕 수조

에서 30분간 분해시킨 후 거즈를 이용하여 걸러내고 , 원심

분리하여 세포를 얻었다 . 침전된 세포를 Schwartz 완

충액으로 3-4회 세척한 후 Nycodenz (Sigma Chemical Co.,

St . Louis, MO, U.S.A.)를 이용한 밀도차이법(density

gradient)으로 간성상세포를 부유시키고( 1,000 g, 4℃ , 20

분), 부유한 세포를 취한 후 원심분리하여 간성상세포를 얻

었다 .3 ,4 ,6 간성상세포는 328 nm의 파장에서 전형적인 자가

형광을 보이고 oil red로 지질 소적이 염색되며 desmin에

대한 단클론 항체로 면역조직화학염색을 실시해서 확인하

였는데3 분리된 세포의 95 % 이상이 간성상세포이었다 . 일

부 간성상세포는 -70℃에 보관하고 나머지 간성상세포에서

핵을 분리하였다 .

2 ) 핵 분리

간성상세포를 분리한 후 0.5 % NP-40, 10 mM 염화불소

(NaF) 및 10 mM 염화파이로인산(Na pyrophosphate)을 함

유한 5 % 구연산(citric acid) 용액으로 균질화시켰고 , 30 %

수크로스(sucrose)와 1% 구연산을 이용한 밀도차이법으로

원심분리하여(4,000 g, 4℃ , 30분) 핵을 침전시켰으며 상층

액을 제거한 후 -70℃에 보관하였다 .5 ,7

3 ) 혈청 A LT 측정

흰쥐를 마취시킨 후 개복하고 , 간장을 적출하기 직전에

하대정맥에서 1 mL 정도의 혈액을 채취하고 혈청을 분리

한 후 -70℃에 보관하였다 . 혈청 ALT는 히타치(Hitachi) 자

동분석기를 이용하여 측정하였으며 두 군 모두 사염화탄소

투여 전의 ALT를 기준으로 절대치를 비교하였다 .

Fig. 1. The classification according to the method. The Sprague-
Dawley male rats each received a single intraperitoneal injection of
CCl4 in mineral oil (1:3, vol:vol) at a dose of 2 mL/kg only
(group 1) or with daily intraperitoneal injection of vitamin E at a
dose of 200 mg/kg from 2 days before CCl4 injection (group 2).
Five rats were killed before injection of CCl4 , at 8 hr, 16 hr, 32
hr, 48 hr, and 60 hr after injection of CCl4 , respectively. They
received [3 H]thymidine at a dose 30μCi at 4 hr before sacrifice.
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4 ) 면역조직화학염색에 의한 관찰

파라핀 고정 간조직을 탈파라핀 후 차단시키고(block), 1

차항체인 α-SMA 항체(Vector Laboratories, Burlingame,

CA, U.S.A.)를 처리하였으며 , 수차례 세척한 후 바이오틴

(biotin)이 부착된 2차항체(DAKO, Glostrup , Denmark)와 반

응시켰다 . 수차례 세척한 후 알칼린 인산효소(alkaline

phosphatase)가 부착된 용액을 반응시켰고 , 다시 수차례 세

척한 후에 발현 물질인 NBT-BCIP를 처리하여 발색시켰다 .

결과는 경험이 많은 2인의 병리학자가 각각 400배상에서

α -SMA 염색이 양성인 간성상세포를 세었고 각 조직당 10

개의 부위를 관찰하여 평균을 구하였다 .5

5 ) [3 H]t hymid ine 측정

분리한 간성상세포를 트리졸(Trizol) 용액(GIBCO BRL

Life Technologies, Grand Island, NY, U.S.A.) 및 클로로포

름으로 처리하고, 원심분리(12,000 g, 4℃ , 15분)한 후에 얻

은 하층액에 100% 에타놀을 첨가하여 DNA를 침전시켰다 .

이 DNA 압착결정(DNA pellet)을 0.1 M 염화구연산(sodium

citrate) 및 75 % 에타놀로 수차례 세척한 후 건조시키고 8

mM 수산화나트륨(NaOH)에 녹였으며 OD 260 nm에서 10

㎍을 취하여 베타측정기(beta counter)로 방사능을 측정하였

다 .5

6 ) We s t e rn b lo t에 의한 관찰

분리한 간성상세포를 RIPA 완충액을 이용하여 용해시

키고 원심분리하여(10,000 g, 4℃ , 10분) 상층액을 얻고,

OD 595 nm에서 10 ㎍ (CDK2, CDK4, Rb) 또는 20 ㎍

(cyclin D 1, cyclin E)씩을 취하여 , 10 % (cyclin E, Rb ) 또

는 16% (cyclin D 1, CDK2, CDK4) 폴리아크릴아마이드겔

에서 전기영동하였다 . 겔을 나이트로셀룰로오스막(nitro-

cellulose membrane)에 2시간 동안 전이한 후 이 막을 4℃

에서 5 % 탈지우유(nonfat milk)로 밤새 차단시켰다 . 수차

례 세척한 후 1차항체인 cyclin D 1, CDK4, cyclin E,

CDK2, Rb (이상 모두 Santa Cruz Biotechnology, Santa

Cruz, CA, U.S.A.)와 각각 반응시키고 수차례 세척후 HRP

가 부착된 2차항체(DAKO)를 반응시켰다 . 수차례 세척한

후 화학발광법(chemiluminescence, NENT M Life Science,

Boston , MA, U.S.A.)으로 필름에 발현시켰다 .

7 ) Ele c t ro p ho re t ic mo b ilit y s h ift a s s a y ( E MS A )에

의한 관찰

간성상세포의 핵을 용해완충액으로 녹이고 4℃에서 15

분간 보관 후 원심분리하여( 12,000 g, 4℃ , 5분) 상층액을

얻고 OD 260 nm에서 3 ㎍을 취하였다 . 이에 3 2P로 표지된

E2F-1 결합 oligonucleotide 소식자(5 'T TCG CGC 3') 또는

NF-kB 결합 oligonucleotide 소식자(5 'GGG GAC TTT CCC

3'), 띠 이동(band shift) 완충액 및 polydIdC를 혼합하여 6%

폴리아크릴아마이드겔에서 전기영동하였다 . 전기영동 후

겔을 10% 초산(acetic acid), 20 % 에타놀로 고정시키고 , 종

이와 부착한 후 1시간 동안 겔 건조기로 건조하여 이동시

켰다 . 이에 필름을 부착하여 실온에서 밤새 보관후 현상하

여 띠의 이동 여부를 관찰하였다 . 띠의 발현 정도를 관찰하

여 , 재차 필름을 종이에 부착한 후 -70℃에 보관하고 보관

시간을 결정하여 현상하였다 . 또한 3 2P로 표지되지 않은

oligonucleotide 소식자를 이용하여 띠의 발현이 억제되는

지를 동시에 확인하였다 .4 ,5 ,7 ,8

결 과

1. 혈청 A L T 의 변화

혈청 ALT (IU/L)는 1군에서 사염화탄소 투여 전 및 투

여 후 8, 16, 32, 48, 60시간에 각각 74±20.7, 170±54.3,

258±83.5, 1178±38 1.3, 274± 174.0, 92±74.0이었고 , 2군

에서 각각 64±2 1.9, 152±58.9, 156±62.3, 576± 14 1.5, 70

±35.4, 62±55.4로 두 군 모두 사염화탄소 투여 후 32시간

에 혈청 ALT가 가장 의미있게 증가되었으며(p<0.05), 이

시기에 1군에 비해 2군에서 ALT의 의미 있는 감소가 관찰

되었다(p<0.05)(Fig . 2) .

2 . [3 H ]t h y m idin e 결합의 변화

분열세포의 핵에 표지됨으로써 간성상세포의 증식도를

Fig. 2. The change of serum ALT level. Serum ALT level before
injection of CCl4 , at 8 hr, 16 hr, 32 hr, 48 hr, and 60 hr after
injection of CCl4 showed 74±20.7, 170±54.3, 258±83.5, 1178±
381.3, 274±174.0, 92±74.0 (IU/L) in group 1, and 64±21.9, 152
±58.9, 156±62.3, 576±141.5, 70±35.4, 62±55.4 (IU/L) in
group 2. Serum ALT level was significantly increased at 32 hr in
group 1, but there was significant difference between group 1 and
group 2.
*p<0.05 compared to time 0 (control) of each group.
† p<0.05 compared at the same time between group I & II.
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반영하는 [3 H] thymidine 결합의 정도5는 1군에서 각각 76.4

±14.7, 76.6±19.7, 78.8±23.8, 529.2±284.8, 299.0±161.6,

179.6±63.9 cpm이었고, 두 군에서 각각 71.6±19.9, 90.4±

9.6, 85.0±24.0, 223.0±86.3, 171.2±47.8, 127.8±19.3 cpm

으로 두 군 모두 사염화탄소 투여 후 32시간에 가장 의미

있게 증가되었으며(p<0.05), 이 시기에 1군에 비해 2군에서

[3 H]thymidine 결합의 의미 있는 감소가 관찰되었다

(p<0.05)(Fig. 3).

3. α- SMA 발현의 변화

간성상세포의 활성도를 반영하는 α-SMA9를 면역조직화

학염색으로 관찰한 결과 1군에서 각각 0, 0, 2.0±0.8, 49.2

±6.8, 31.2±13.6, 21.8±10.1 (α-SMA 양성 세포수/400배

고배율상)이었고, 2군에서 각각 0, 0, 0, 14.8±1.4, 18.0±

9.1, 12.2±6.2으로 1군에서는 사염화탄소 투여 후 16시간

에 발현되기 시작하여 32시간에 가장 많이 발현되었으며

(p<0.05), 이 시기에 1군에 비해 2군에서 α-SMA의 발현이

의미 있게 감소하였다(p<0.05)(Fig. 4).

4 . G 1 cyclin의 변화

G1 CDK에 결합하여 CDK를 활성화시킴으로써 G1에

서 S기로 이행하는 데 관여하는 G1 cyclin 중 cyclin D1은

1군에서 사염화탄소 투여 후 32시간에서만 뚜렷한 띠의 형

성이 관찰되었고, 2군에서는 투여 후 8, 16, 32, 48, 60시간

모두에서 띠의 발현이 현저히 감소되거나 관찰되지 않았다

(Fig. 5). 또 다른 G1 cyclin인 cyclin E는 1군에서 사염화탄

소 투여 후 16시간, 32시간, 48시간에 뚜렷한 띠의 형성이

관찰되었으나 2군에서는 투여 후 8, 16, 32, 48, 60시간 모

두에서 띠의 발현이 현저히 감소되거나 관찰되지 않았다

(Fig. 6).

Fig. 5. The change of cyclin D1 expression. Cyclin D1 activities
measured by Western blot were increased at 32 hr in group 1, but
decreased or absent at 8 hr, 16 hr, 32 hr, 48 hr and 60 hr in
group 2.

Fig. 3. The change of [3H]thymidine level. [3H]thymidine level
before injection of CCl4 , at 8 hr, 16 hr, 32 hr, 48 hr, and 60 hr
after injection of CCl4 showed 76.4±14.7, 76.6±19.7, 78.8±23.8,
529.2±284.8, 299.0±161.6, 179.6±63.9 (cpm) in group 1, and
71.6±19.9, 90.4±9.6, 85.0±24.0, 223.0±86.3, 171.2±47.8, 127.8
±19.3 (cpm) in group 2. [3H]thymidine level was significantly
increased at 32 hr in group 1, but there was significant difference
between group 1 and group 2.
*p<0.05 compared to time 0 (control) of each group.
†p<0.05 compared at the same time between group I & II.

Fig. 4. The change of α-SMA expression. α-SMA in liver tissue
before injection of CCl4 , at 8 hr, 16 hr, 32 hr, 48 hr, and 60 hr
after injection of CCl4 showed 0, 0, 2.0±0.8, 49.2±6.8, 31.2±
13.6, 21.8±10.1 (α-SMA positive cell/400x high power field) in
group 1, and 0, 0, 0, 14.8±1.4, 18.0±9.1, 12.2±6.2 (α-SMA
positive cell/400x high power field) in group 2. α-SMA activities
was significantly increased at 32 hr in group 1, but there was
significant difference between group 1 and group 2.
*p<0.05 compared to time 0 (control) of each group.
†p<0.05 compared at the same time between group I & II.

Fig. 6. The change of cyclin E expression. Cyclin E activities
measured by Western blot were increased at 16 hr, 32 hr and 48
hr in group 1, but decreased or absent at 8 hr, 16 hr, 32 hr, 48
hr and 60 hr in group 2.
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5. G 1 CDK의 변화

G1 cyclin과 결합함으로써 세포의 주기를 G1에서 S기로

이행하는데 관여하는 G1 CDK 중 CDK2는 1군에서 사염화

탄소투여후 16시간, 32시간, 48시간에뚜렷한띠의형성이

관찰되었으나 2군에서는 투여후 8, 16, 32, 48, 60시간모두

에서 띠의 발현이 현저히 감소되거나 관찰되지 않았다(Fig.

7). 또 다른 G1 CDK인 CDK4도 1군에서 사염화탄소 투여

후 16시간, 32시간, 48시간에 뚜렷한 띠의 형성이 관찰되었

으나 2군에서는 투여 후 8, 16, 32, 48, 60시간 모두에서 띠

의 발현이 현저히 감소되거나 관찰되지 않았다(Fig. 8).

6. Rb의 변화

전사인자인 E2F에 결합함으로써 E2F의 전사능을 억제하

는 Rb는 활성화된 CDK에 의해서 인산화되면서 E2F와 분

리되는데, 이러한 인산화된 Rb의 정도를 반영하는 Rb에 의

한 띠는 1군에서사염화탄소 투여 후 32시간에뚜렷이관찰

되었으나 2군에서는투여후 8, 16, 32, 48, 60시간모두에서

띠의 발현이 현저히 감소되거나 관찰되지 않았다(Fig. 9).

7. E 2F - 1의 변화

Rb에 의해 억제되었던 전사인자인 E2F-1은 Rb에서 분리

되면서 간성상세포를 G1에서 S기로 이행시키게 되는데,

E2F-1은 1군에서 사염화탄소 투여 후 16시간, 32시간에 뚜

Fig. 8. The change of CDK4 expression. CDK4 activities measured
by Western blot were increased at 16 hr, 32 hr and 48 hr in group
1, but decreased or absent at 8 hr, 16 hr, 32 hr, 48 hr and 60 hr
in group 2.

Fig. 7. The change of CDK2 expression. CDK2 activities measured
by Western blot were increased at 16 hr, 32 hr and 48 hr in group
1, but decreased or absent at 8 hr, 16 hr, 32 hr, 48 hr and 60 hr
in group 2.

Fig. 9. The change of Rb expression. Rb activities measured by
Western blot were increased at 32 hr in group 1, but decreased or
absent at 8 hr, 16 hr, 32 hr, 48 hr and 60 hr in group 2.

Fig. 11. The change of NF-kB expression. NF-kB measured by
electrophoretic mobility shift assay were increased at 32 hr in
group 1, but decreased or absent at 8 hr, 16 hr, 32 hr, 48 hr and
60 hr in group 2. The activities were decreased with unlabelled
oligonucleotide (Oligo*).

Fig. 10. The change of E2F-1 expression. E2F-1 measured by
electrophoretic mobility shift assay were increased at 16 hr and 32
hr in group 1, but decreased or absent at 8 hr, 16 hr, 32 hr, 48
hr and 60 hr in group 2. The activities were decreased with
unlabelled oligonucleotide (Oligo*).
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렷한 띠의 형성이 관찰되었으나 2군에서는 투여 후 8, 16,

32, 48, 60시간 모두에서 띠의 발현이 현저히 감소되거나

관찰되지 않았다. 또한 표지되지 않은 oligonucleotide를 동

시에 사용한 경우에 발현이 억제됨을 확인할 수 있었다

(Fig. 10).

8. NF - kB의 변화

산화성 스트레스는 NF-kB 활성도를 증가시킴으로써 세

포 손상 및 간성상세포의 활성화에 중요한 역할을 하게되

는데 NF-kB는 1군에서 사염화탄소 투여 후 32시간에 뚜

렷한 띠의 형성을 관찰할 수 있었으나 2군에서는 투여 후

8, 16, 32, 48, 60시간 모두에서 띠의 발현이 현저히 감소되

거나 관찰되지 않았다. 또한 표지되지 않은 oligonucleotide

를 동시에 사용한 경우에 발현이 억제됨을 확인할 수 있었

다(Fig. 11).

고 찰

여러 가지 원인에 의해 간세포가 손상을 받으면 여러 세

포들의 상호작용에 의해 각종 사이토카인(cytokine) 및 산

소유리기(oxygen free radical) 등이 생성되면서 세포외기질

이 손상을 받게되고, 이로 인해 세포외기질의 이상 증식이

유발되면 간섬유증으로 진행하게 된다. 일반적으로 간섬유

증은 간경변증과는 달리 가역적이어서 간손상의 원인이 소

실되면 정상 회복이 가능하지만 이러한 간섬유증의 과정이

반복적으로 지속되면 세포외기질 간의 교환결합이 증가하

여 비가역적인 간경변증으로 진행하게 된다. 세포외기질은

교원질, 당단백질(glycoprotein) 및 프로테오글라이칸(pro-

teoglycan) 등으로 구성되는데, 간섬유증은 이중 특히 교원

질의 증가가 중요한 원인이 되고 있다.10 여러 가지 인자로

인한 교원질 유전자의 자극으로 교원질 생성이 증가하거나,

교원질을 분해시키는 효소가 감소하거나, 교원질을 생성하

는 세포의 수가 증가하면 간섬유증이 유발된다.

간성상세포는 어떠한 원인의 간손상에도 활성화될 수 있

으며 손상을 받은 간세포나 활성화된 쿠퍼세포 등에서 분

비된 여러 가지 사이토카인이나 산화성 스트레스 등이 간

성상세포의 증식 및 활성화를 억제하고 있던 기저막을 손

상시키면 간성상세포가 활성화된다. 활성화된 간성상세포

는 각종 성장인자에 대한 반응이 증가하여 교원질 유전자

의 전사율이 증가되며,1 1 , 12 근섬유모세포(myofibroblast) 형

태의 세포로 변화하여 알파 평활근액틴과 같은 세포골격

세사(cytoskeletal filament) 등이 표현된다.

지금까지 간섬유증에 대한 연구는 세포외기질의 구성 요

소에 대한 연구, 세포외기질의 축적과 관련된 세포의 규명

및 이들 세포의 활성화 기전에 대한 연구, 각종 사이토카인

에 대한 연구, 기질을 분해하는 단백분해효소의 규명과 조

절기전에 대한 연구 및 항섬유화제에 대한 연구 등 여러 가

지 방면으로 활발히 진행되어 왔으며, 이중 특히 간성상세

포의 활성화에 대한 연구가 관심의 대상이 되고 있다. 그러

나 아직도 간섬유증에 대한 치료는 여러 가지 시험을 거치

는 초보 단계이며 향후 간섬유증의 기전에 대한 연구가 활

발해지면서 빠른 진전이 있을 것으로 기대되고 있다. 저자

들은 본 연구에서 간섬유증에 대한 연구의 기초를 이루는

간성상세포의 활성화 모델을 확립해 보고자 하였으며 이러

한 모델은 향후 간성상세포의 활성화에 대한 연구 및 항섬

유화제에 대한 연구에 도움을 줄 수 있을 것으로 예측된다.

산화성 스트레스는 NF-kB 활성도를 증가시키게 되며 활

성화된 NF-kB는 사이토카인, 류코트리엔(leukotriene), 단백

분해효소들을 증가시킴으로써 세포 손상 및 간성상세포의

활성화에 중요한 역할을 하게 된다.13 산화성 스트레스에

의한 간손상의 연구에는 사염화탄소를 이용한 모델이 주로

이용되고 있으며,14 , 15 사염화탄소는 간내 microsomal cyto-

chrome p-450에서 삼염화메틸기(trichloromethyl radical)를

형성하고 산소와 결합하여 삼염화메틸과산화기(trichloro-

methyl peroxyl radical)를 형성하게 되는데, 이로 인한 삼염

화메틸기는 세포내 거대분자와 공유결합하고 삼염화메틸과

산화기는 세포막의 지질과산화를 유발하여 세포에 손상을

주며 세포내 유리칼슘의 불균형에도 영향을 준다. 즉 세포

내 거대분자 중 골지체 및 미세소관(microtubule)과 결합하

여 지단백질의 운반을 방해함으로써 간내 중성지방이 증가

하여 지방간을 유발시키고, 세포막의 지질과산화는 세포를

괴사시키며, 간성상세포에서 교원질 유전자의 활성화를 통

해 교원질 생성을 증가시켜 간섬유화 및 간경변증을 유발

시킬 수 있다. 지질과산화에 의해 생성된 활성 알데히드는

교원질 유전자의 발현을 증가시키고,3
간성상세포의 활성

및 증식에 관여하며
4
쿠퍼세포를 자극하여 TGF-beta1과 같

은 섬유화성 사이토카인의 분비를 촉진시키는 것으로 알려

져 있다.16 즉 사염화탄소에 의한 간성상세포의 활성화 모

델에서는 산화성 스트레스가 중요한 역할을 하게 되며, 대

표적인 항산화제인 비타민 E가 산화성 스트레스에 의한 간

손상에 미치는 영향을 평가하는 데 좋은 모델이 될 수 있

다. 비타민 E는 산소유리기를 제거하는 항산화제로서 산화

성 스트레스에 의한 NF-kB의 활성도를 감소시킴으로써 세

포 손상 및 간성상세포의 활성도를 감소시킬 수 있을 것으

로 기대되고 있다.13 따라서 비타민 E는 급성 간부전의 치

료 및 만성 간손상에 의한 간섬유화의 예방에 효과적일 것

으로 추정되고 있어 향후 여러 간손상에서의 사용이 기대

되고 있으며, 실제로 소수의 만성 B형 간염 및 만성 C형 간

염 환자에 실험적으로 투여하여 치료제로서의 가능성을 알

아본 임상연구가 보고된 바 있다.17 , 1 8 본 연구에서도 비타민
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E가 사염화탄소 투여에 의한 급성 간손상에서 혈청 ALT

및 간성상세포의 활성도 및 증식도를 유의하게 감소시켰을

뿐만 아니라 간성상세포의 세포주기에 관련된 인자들의 발

현도 현저히 감소시키는 효과가 있음이 관찰되어 만성 간

손상에서 간경변증으로의 진행을 억제할 수 있는 치료제로

서의 활용 가능성을 확인할 수 있었다.

G1, S, G2, M기를 거치는 세포주기는 각 기마다 이를 주

관하는 관련인자들이 있으며 이들의 기능에 따라 세포주기

의 진행이 조절된다.최근에는 cyclin과 같은 인자들이 세포

주기 각 기에서 특히 G1 및 G2기에서 cell division cycle

(CDC) 유전자들과 상호작용을 하면서 세포주기를 조절하

는 물질로 밝혀지고 있다. 또한 일부의 암유전자(p53, Rb

gene) 및 유전자 발현조절인자(E1A, E2F1)들도 세포주기인

자들과 상호작용을 하면서 실제로 세포의 성장을 관장하는

세포주기를 직접 조절하고 있음이 알려져 있다. 동물세포

에서는 8종류의 cyclin, 즉 cyclin A, B1, B2, C, D1, D2,

D3, E가 밝혀져 있는데 이들은 G1및 G2기에서 S 및 M 기

로의 세포주기 진행을 조절하는 주인자로서 각각 G1

cyclin, G2 cyclin으로 분류된다. 이들 cyclin은 주관하는 세

포주기에서 최대로 발현되어 S기 및 M기로 진행되는데, 필

요한 인자를 활성화하며 일단 그 역할이 끝나면 cyclin은

분해되어 없어진다. G1 cyclin은 A-type cyclin, D-type

cyclin 및 E-type cyclin으로서 CDK2나 CDK4와 결합하여

G1에서 S기로의 세포주기를 진행시키게 한다. G1 cyclin

중에는 D-type cyclin이 CDK4와 결합하여 세포주기를 시작

하게 하는데 중심적인 역할을 하게 되며 세포가 증식할 때

증식촉진인자들에 의해 cyclin D의 발현이 촉진되어 일정

량에 이르게 되면 cyclin D는 CDK4 혹은 CDK6와 결합하

고 이렇게 하여 활성화된 CDK는 Rb를 인산화시켜 불활성

화시킨다.19 - 2 1 Cyclin E-CDK2도 cyclin D에 이어서 RB의

인산화를 더욱 가속시키게 되어 결국은 RB에 의해 억제되

고 있던 E2F, Elf-1, c-Abl 등의 전사조절인자가 활성화되어

세포는 G1기에서 S기로 이행되고 DNA 합성이 시작되게

된다.2 2 - 2 4 본 연구에서는 사염화탄소에 의한 급성 간손상 후

에 간성상세포가 활성화되고 증식되는 과정 중에 세포주기

를 G1기에서 S기로 이동시키는 데 관련된 인자들인 G1

cyclin과 G1 CDK의 변화를 시간별로 살펴보았으며 그 결

과 cyclin D, cyclin E, CDK2, CDK4, Rb, E2F-1과 같은 세

포주기의 이동에 관련된 인자들이 간손상 후에 오는 간성

상세포의 활성 및 증식에 관련됨을 확인할 수 있었다. 즉

사염화탄소 투여 후에 간손상이나 간성상세포의 활성도 및

증식도가 주로 손상 후 32시간에 가장 높게 관찰이 되었는

데 간성상세포의 세포주기와 관련된 인자들도 주로 손상

후 16, 32, 48시간에 발현되는 것을 관찰할 수 있었다.

현재 간섬유증에 대한 치료는 주로 손상의 원인에 대한

치료가 주이지만 이러한 치료만으로는 만성 B형 간염 및

만성 C형 간염에서 간경변증으로 진행하는 것을 효과적으

로 막을 수 없으며 따라서 더 효과적인 예방법으로 간섬유

증에 대한 치료가 절실한 실정이다. 간섬유증의 예방을 위

한 치료로는 간성상세포의 활성화 자체를 억제하거나, 간

성상세포의 활성화와 관련된 사이토카인을 억제하거나, 세

포외기질의 분해를 증가시키는 방법이 주로 연구되고 있다.

본 연구는 급성 간손상시에 간성상세포의 활성화가 어느

시기에 되고, 활성화와 관련된 인자들이 어느 시기에 발현

되는지를 확실히 규명함으로써 향후 간성상세포의 활성화

에 대한 연구를 수행하는 데 도움을 줄 것으로 기대되며 비

타민 E를 포함한 항섬유화제의 기전을 밝히는 연구의 기반

을 마련하는 데도 기여할 수 있을 것으로 보인다.

요 약

목적 : 사염화탄소 투여로 유발된 급성 간손상의 생체모

델에서 간성상세포의 증식도 및 활성도의 시간에 따른 변

화와 이에 관련된 인자들인 cyclin D1, CDK4, cyclin E,

CDK2, Rb, E2F-1및 NF-kB의 시간에 따른 변화를 살펴봄

으로써 간성상세포 활성화의 생체모델을 확립하고, 산화성

스트레스에 의한 간손상에서 항산화제인 비타민 E의 투여

가 간성상세포에 미치는 영향을 알아보고자 하였다. 대상

및 방법 : Sprague-Dawley 웅성 흰쥐를 사용하였으며 1군은

대조군으로 사염화탄소를 복강내에 1회 투여하였고, 2군은

사염화탄소 투여 2일 전부터 희생시킬 때까지 매일 비타민

E를 복강내에 투여하였다. 두 군 모두 사염화탄소 투여 전

및 투여 후 8시간, 16시간, 32시간, 48시간 및 60시간에 각

각 5마리씩 희생시켰으며 각각의 시기마다 혈액을 채취하

여 혈청 ALT를 측정하였고, 알파 평활근액틴, [3 H] thy-

midine 결합을 측정하였다. 간성상세포 및 핵을 분리하여

cyclin D1, CDK4, cyclin E, CDK2, Rb, E2F-1및 NF-kB를

관찰하였다. 결과: 사염화탄소에 의한 급성 간손상에서 혈

청 ALT, [3 H]thymidine 결합, 알파 평활근액틴은 투여 후

32시간에 가장 높은 증가를 보였다. Cyclin E, CDK2,

CDK4는 16, 32, 48시간에, cyclin D1, Rb, E2F-1, NF-kB는

32시간에 뚜렷한 발현이 관찰되었다. 이와 같이 사염화탄

소 투여 후에 나타나는 일련의 변화들이 항산화제인 비타

민 E를 투여한 군에서 유의하게 감소하거나 발현이 소실되

었다. 결론 : 사염화탄소에 의한 급성 간손상에서는 투여 후

16, 32, 48시간에 간성상세포의 활성화와 관련된 인자들이

가장 뚜렷하게 발현되었으며 항산화제인 비타민 E의 투여

는 간성상세포의 활성화와 관련된 인자들을 억제하는 효과

가 있었다.
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