
Abstract : To investigate the adverse effects of alcohol ingestion to the liver
under the hepatobiliary disease, the activity of the rat hepatic epoxide hydratase

was measured in extrahepatic cholestasis induced by common bile duct (CBD)

ligation after chronic ethanol intoxication. The liver microsomal epoxide hydratase

activity in CBD ligated rats combined with chronic ethanol intoxication was lower

than that in CBD ligation alone. On the other hands, the values of Vmax of the

liver microsomal epoxide hydratase in CBD ligated rats combined with chronic

ethanol intoxication was lower than that in CBD ligation alone. However, the

value of Km of the above hepatic enzyme did not vary in the all experimental

groups. This results indicate that the biosynthesis of the hepatic epoxide

hydratase decreases in chronic ethanol intoxication combined with cholestasis than

in cholestasis alone. Accordingly, the results will be the data supporting that

alcoholic ingestion is enzymologically harmful in hepatobiliary disease.

Key words :: Alcohol intoxication, Cholestasis, Epoxide hydratase

만성 주정중독 쥐간의 Epoxide Hydratase 활성에 미치는

간외성 담즙울체의 영향

계명대학교 의과대학 생화학교실

Effects of Extrahepatic Cholestasis on Epoxide Hydratase 
Activity in Chronic Ethanol Intoxicated Rat Liver

Chun Sik Kwak, Ph.D., Ki Suk Choi, M.D., 
Kyo Cheol Mun, M.D., You Hee Kim, M.D.

Department of Biochemistry, 

Keimyung University School of Medicine, Taegu, Korea

곽춘식ㆍ최기석ㆍ문교철ㆍ김여희

啓明醫大學術誌 第22券 1號
Keimyung Med J
Vol. 22, No. 1, June, 2003



서 론

간은 물질 대사의 주된 기관으로서 대단히 복

잡하고 다양한 기능을 가진 장기이며[1] 체외로

부터 흡수되거나 체내에서 생성된 물질, 특히 유

해한 물질을 생체 변환시켜 배설케 하는 기구를

가짐으로써 생체를 보호하고 있다[2]. 그러나 이

러한 기능을 가진 간이라 하더라도 장기간 많은

양의 음주를 하면 지방간, 간염, 간경변증 등이 초

래될 수 있다[3,4]. 간은 생체이물(xenobiotic)

들을 생체 변환시키는 주된 장기이므로 생체이물

의 생체 변환에 관련된 효소들이 다량 존재하며

[2], 특히 담즙울체로 간 손상이 있을 때에는 간

에서 이 효소들의 활성도가 변동된다[5]. 따라서

간담도 질환 시 음주를 하거나 주정 중독이 야기

된다면 간 조직에서 생체이물 생체 변환

(xenobiotic biotransformtaion)효소의 활성도

는 변동이 있을 것으로 생각된다.

Epoxide hydratase(epoxide hydrolase,

EC 3.3.2.3)는 epoxide를 가수분해하여 glycol

를 생성케 하는 반응을 촉매하는 효소로서[6,7]

포유동물의 대부분의 조직에 분포되어 있으며

[8,9], 간의 세포질, 내형질망 및 미토콘드리아에

풍부히 존재한다[8,10]. 그리고 현재까지 알려져

있는 epoxide hydratase의 생리·생화학적 기

능은 변이원성 및 발암성 물질인 epoxide를 가수

분해하여 독성을 약화시키는 기능을 가진다

[7,11]는 것이다. 이 효소는 쥐에서 담즙울체가

야기되었을 때 간의 마이크로솜에서는 그 활성도

가 증가되는 것[12]으로 밝혀져 있다.

이와 같이 생체이물 생체 변환 효소인

epoxide hydratase는 담즙울체 시 간 조직에서

그 활성도가 변동되고[12], 또한 담즙울체 시 주

정중독을 시키면 간 손상이 심해진다는 보고

[13,14]가 있고 보면 만성 주정중독 시 담즙울체

가 야기된다면 간에서 이 효소의 활성도는 심한

변동이 있을 것으로 생각된다. 그러나 이에 대한

보고는 아직 찾아 볼 수 없었다.

이 연구는 간담도 질환 시 음주의 유해함에 대

한 생화학적 배경의 일단을 밝히고자 시행한 실험

으로서 만성 주정중독을 시킨 쥐에게 총담관 결찰

로 담즙울체를 야기시킨 후 간의 세포질, 미토콘

드리아 및 마이크로솜에서 epoxide hydratase

활성도를 측정하였으며 아울러 만성 주정중독 후

총담관을 결찰하여 14일 경과시킨 쥐의 간 세포

분획에서 이 효소의 Km치와 Vmax치도 함께 측

정하여 이들 성적을 보고하고자 한다.

재료및방법

1. 시약

Trans-stilbene oxide, potassium phosphate

monobasic, potassium phosphate dibasic 및

단백질 표준액(10 g/100 mL bovine albumin)등

은 Sigma사(미국) 제품을 사용하였으며 그 외 시약

들은 시판하는 특급 또는 일급품을 사용하였다.

2. 동물 및 처치

동물은 4주 이상 같은 조건으로 사육한 체중

280∼320 g 되는 Sprague-Dawley종의 숫쥐

를 사용하였으며 1군을 5마리로 하여 다음과 같

이 총 22군으로 나누었다. 즉 정상군(1군), 총담

관 결찰 후 1일, 2일, 3일, 7일 및 14일에 각각

희생시킨 총담관 결찰군(총 5군), 단순 개복술 후

1일, 2일, 3일, 7일 및 14일에 각각 희생시킨 가

수술군(총 5군), Eagon 등[15]의 방법에 따라

5％(v/v) 에탄올을 60일간 섭취시킨 만성주정

중독군(1군), 5％(v/v) 에탄올을 60일간 섭취시

킨 후 계속 5％(v/v) 에탄올을 섭취시키면서 가

수술을 한 후 1일, 2일, 3일, 7일 및 14일에 각

각 희생시킨 만성 주정중독 후 가수술을 한 군(총

5군), 5%(v/v) 에탄올을 60일간 섭취시킨 후

계속 5%(v/v) 에탄올을 섭취시키면서 총담관 결

찰을 한 후 1일, 2일, 3일, 7일 및 14일에 각각

희생시킨 만성 주정중독 후 총담관 결찰을 한 군
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(총 5군) 등이다.

각 실험군은 개별 분리 수용하였으며 실험 전

후에 일정한 조건으로 사육하였다. 사료는 삼양 유

지사료주식회사의 실험 동물 사료를 먹게 하였다.

만성 주정중독군, 만성 주정중독 후 가수술을

한 군 및 만성 주정중독 후 총담관을 결찰한 군에

서는 물 대신에 5%(v/v) 에탄올 용액[15]을 자

유로이 먹게 하였다. 총담관 결찰술, 가수술 및

간 적출술은 효소 활성의 일중 변동을 고려하여

쥐를 일정한 시간에 희생시킬 수 있도록 수술 시

간을 조절하였으며 12시간 금식시킨 후 이터마취

하에서 실시하였다.

총담관 결찰은 간 근위부와 약 1 cm 아래쪽의

원위부의 총담관을 각각 이중 결찰한 후 그 중간 부

위를 절단하였으며 간 적출 시 담관의 폐쇄 상태를

확인하였다. 가수술은 단순 개복술만 시행하였다.

모든 실험군에서 간의 적출은 12시간 금식시

킨 후 이터마취 하에서 시행하였으며 복부대동맥

으로부터 채혈하여 쥐를 실혈사 시켰다. 그리고는

간문맥에 삽관한 후 4℃의 0.25 M sucrose액으

로 관류하여 간에 남아 있던 혈액을 제거한 다음

간을 적출하였다. 적출한 간은 면포로 균등히 압

박하여 간에 남아 있던 sucrose액을 가능한 한

제거하였다. 한편 채혈한 혈액은 원심분리하여 혈

청을 얻고 곧 효소 활성도를 측정하였다.

3. 간세포의 분획

간의 세포분획은 적출한 간들을 즉시 2∼4℃

로 냉각한 후 잘게 썰어서 절편으로 만들고 혼합

하여 그 중 약 7 g을 취하여 9배량의 0.25 M

sucrose액을 넣은 다음 Teflon pestle glass

homognizer(chamber clearance 0.005

-0.007 inches, Thomas사, 미국)로 2∼4℃를

유지하면서 400 rpm의 속도로 조심스럽게 5회

왕복 마쇄하여 10％(w/v)의 간 조직 균질액을

만들었다. 이 간 균질액 모두를 취하여 sucrose

density gradient 원심분리법[16]으로 세포질,

미토콘드리아 및 마이크로솜 분획을 분리하였다. 

4. 효소 시료 조제

Epoxide hydratase 측정용 효소 시료의 조

제는 분리한 세포질, 미토콘드리아 및 마이크로솜

분획을 단백질 양으로 5 mg/mL가 되도록 0.25

M sucrose액에 현탁시켜 사용하였다.

5. 효소 활성도 측정

간의 세포질, 미토콘드리아 및 마이크로솜 분

획의 epoxide hydratase의 활성도 측정은 시료

와 함께 trans-stilbene oxide를 기질로 사용하

여 37℃에서 20분간 반응시키는 동안에 소모된

trans-stilbene oxide를 229 nm 파장에서 비

색한 후 생성된 1,2-diphenyl-1,2-ethanediol

양으로 환산하여 효소의 활성도를 산출하는

Hasegawa와 Hammock[17]의 법에 의하였다.

이 효소의 활성도 단위는 1분간에 1 mg의 단백

질이 반응하여 생성한 1,2-diphenyl-1,2

-ethanediol를 nmol로 나타내었다.

이 실험에서 채택한 효소 활성도 측정법들의

정확도를 높이기 위하여 같은 시료에 대하여 2회

측정하여 그 평균치를 취하였다. 이 실험에서 효소

활성도 측정에 사용한 분광광도계는 computer

controlled enzyme spectrophotometer(Cary

210, Varian, 미국)였다.

6. Km치 및 Vmax치의 측정

정상쥐, 가수술 또는 총담관 결찰술 후 14일

경과한 쥐, 만성 주정 중독을 시킨 다음 가수술

또는 총담관 결찰술 후 14일 경과한 쥐의 간세포

분획 시료들과 효소기질의 원액과 희석액들을 사

용하여 epoxide hydratase 활성도를 측정한 후

이들 성적으로부터 1/vi치를 그리고 이 효소 활성

도 측정에 사용한 기질액의 기질 농도로부터

1/[S]치를 계산하여 이중 역수도(double

reciprocal plot)를 작도한 다음 이것으로부터



Km치와 Vmax치를 산출하였다.

7. 단백질 정량

효소액 중의 단백질 정량은 0.5 M perchloric

acid와 methanol-ether 혼합액(3 : 1)으로 단

백질을 정제하는 Greenberg와 Rothstein[18]

법으로 효소액 중의 단백질을 정제한 다음

biuret법으로 정량하였다.

8. 성적 검정

유의성 검정은 Student's t-test로 하였으며

유의수준은 0.05 이하로 하였다.

성 적

1. 만성 주정중독 쥐에서 총담관 결찰이 간의

세포질, 미토콘드리아 및 마이크로솜

epoxide hydratase 활성도에 미치는 영향

쥐간의 세포질 및 미토콘드리아 epoxide

hydratase의 활성도는 모든 실험군에서 통계학

적으로 유의한 변동을 나타내지 않았다(Table 1

& 2). 그리고 마이크로솜 epoxide hydratase

는 만성 주정중독 후 가수술을 한 군에서는 유의

한 변동을 나타내지 않았다(Table 3).

쥐간의 마이크로솜 epoxide hydratase의 활

성도는 정상쥐의 총담관을 결찰한 군에서는 대조

군인 가수술을 한 군에 비해 총담관 결찰 후 1일

에는 약 62％(P<0.05), 2일에는 약 85％

(P<0.05), 3일에는 약 80％(P<0.05), 7일에는

약 74％(P<0.05)의증가를 나타내었다. 만성 주

정중독 후 총담관을 결찰한 군에서는 그 대조군인

만성 주정중독 후 가수술을 한 군에 비해 이 효소

의 활성도는 총담관 결찰 후 14일에 약 43％

(P<0.05)의 감소를 나타내었다. 그리고 이 효소

의 활성도를 만성 주정중독 후 총담관을 결찰한

군과 정상쥐의 총담관만 결찰한 군을 비교했을 때

는 만성 주정중독 후 총담관을 결찰한 군이 총담

관만 결찰한 군보다 총담관 결찰 후 7일에는 약

43％(P<0.05), 14일에는 약 51％(P<0.01)의

감소를 나타내었다(Table 3).

2. 만성 주정중독 쥐에서 총담관을 결찰한 후

만성주정중독쥐간의 Epoxide Hydratase 활성에미치는간외성담즙울체의영향 99

Day (s)
following
operation

All values are expressed as mean ± SD with 5 rats in each group; Sham: sham operated rats; CBDL: common
bile duct ligated rats; Ethanol 60 days: rat were given 5% (v/v) ethanol solution for 60 days.

Epoxide hydratase  activity
(nmol 1,2-diphenyl-1,2-ethanediol min-1 mg protein-1)

(Normal: 1.78°æ0.55; Ethanol 60 days: 1.85°æ0.82)

Sham CBDL Ethanol+Sham Ethanol+CBDL

1.91 ± 0.84

1.86 ± 0.82

1.85 ± 0.83

1.83 ± 0.70

1.81 ± 0.64

2.89 ± 1.14

2.58 ± 1.08

2.39 ± 0.84

2.06 ± 0.81

1.85 ± 0.73

1.92 ± 0.87

1.89 ± 0.85

1.91 ± 0.88

1.87 ± 0.92

1.88 ± 0.86

2.62 ± 0.97

2.41 ± 0.94

2.26 ± 1.06

1.78 ± 0.92

1.31 ± 0.84

1

2

3

7

14

Table 1. Effect of common bile duct  ligation on  liver cytosolic epoxide hydratase activity  in chronic ethanol
intoxicated rats
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14일에 간 epoxide hydratase의 Km치

및 Vmax치의 변동

만성 주정중독을 시킨 쥐에서 총담관을 결찰한

후 14일 경과한 쥐간의 epoxide hydratase를

trans-stilbene oxide를 기질로 사용하여 Km치 및

Vmax치를 측정했을 때 그 변동은 Table 4와 같다.

만성 주정중독 쥐의 총담관을 결찰한 후 14일

경과 시킨 군의 담즙울체간에서 마이크로솜 분획

의 epoxide hydratase의 Km치는 변동이 없었

다.  그리고 만성 주정중독 쥐의 총담관을 결찰한

후 14일 경과 시킨 군의 담즙울체간에서 마이크

로솜 분획의 epoxide hydratase의 Vmax치는

그 대조군인 만성 주정중독 후 가수술을 한 군과

총담관만 결찰한 군에 비해 현저한 감소를 나타내

었다(Table 4).

Day (s)
following
operation

All values are expressed as mean ± SD with 5 rats in each group. Animal groups are described in Table 1.

Epoxide hydratase  activity
(nmol 1,2-diphenyl-1,2-ethanediol min-1 mg protein-1)

(Normal: 0.76°æ0.24; Ethanol 60 days: 0.79°æ0.22)

Sham CBDL Ethanol+Sham Ethanol+CBDL

0.78 ± 0.26

0.77 ± 0.25

0.75 ± 0.22

0.76 ± 0.23

0.75 ± 0.21

0.74 ± 0.22

0.70 ± 0.21

0.64 ± 0.17

0.57 ± 0.20

0.48 ± 0.18

0.81 ± 0.24

0.79 ± 0.27

0.79 ± 0.25

0.80 ± 0.23

0.77 ± 0.26

0.70 ± 0.24

0.66 ± 0.26

0.59 ± 0.20

0.53 ± 0.22

0.46 ± 0.18

1

2

3

7

14

Table 2. Effect of common bile duct  ligation on  liver mitochondrial epoxide hydratase activity  in chronic
ethanol intoxicated rats

Day (s)
following
operation

All values are expressed as mean ± SD with 5 rats in each group. Animal groups are  described in Table 1.
a, P<0.05 vs. Sham; d, P<0.05 vs. Ethanol+Sham; g, P<0.05 vs. CBDL; h, P<0.01 vs. CBDL.

Epoxide hydratase  activity
(nmol 1,2-diphenyl-1,2-ethanediol min-1 mg protein-1)

(Normal: 2.20°æ0.73; Ethanol 60 days: 2.38°æ0.75)

Sham CBDL Ethanol+Sham Ethanol+CBDL

2.33 ± 0.81

2.30 ± 0.78

2.27 ± 0.75

2.24 ± 0.74

2.25 ± 0.72

3.76 ± 0.94a

4.25 ± 1.16a

4.08 ± 0.96a

3.89 ± 0.85a

2.77 ± 0.75

2.52 ± 0.78

2.46 ± 0.73

2.39 ± 0.77

2.41 ± 0.72

2.37 ± 0.76

3.65 ± 0.83

3.56 ± 0.91

3.14 ± 0.86

2.23 ± 0.74a

1.36 ± 0.41d,h

1

2

3

7

14

Table 3. Effect of common bile duct ligation on liver microsomal epoxide hydratase activity in chronic ethanol
intoxicated rats



고 찰

간의 배설기능에 장애가 오면 간에는 담즙울체

가 야기되며[1], 이때 담즙울체간과 혈청에서는

각종 효소들의 활성도가 증감되는 것으로 알려져

있다. 특히 생체이물 생체 변환 효소의 일종인

epoxide hydratase는 담즙울체간에서 그 활성

도가 변동된다[12].

체내에 흡수된 주정은 간에서 대부분 대사 되

며 이 대사 과정은 에탄올이 아세트알데하이드로

산화되고 다시 아세트산으로 산화되어 이용되는

것이다[19,20]. 이러한 대사 과정에서 생성된 아

세트알데하이드는 간세포의 괴사를 초래하는 물

질[21]로 알려져 있고 또한 주정 중독 시 심한 형

태학적 변화가 초래[22,23]되는 만큼 담즙울체

와 주정중독이 병행된다면 간 손상의 정도는 더욱

심해질 것으로 생각된다.

특히 쥐에서는 주정중독과 담즙울체가 병행되

었을 때는 생체이물 생체 변환 효소들의 활성도 변

동이 심하다고 한다. 즉 쥐에서 만성 주정중독 시

담즙울체가 야기되면 담즙울체만 있을 때보다 간에

서 그 활성도가 증가되는 생체 이물 생체 변환 효

소들은 xanthine oxidase[24], 세포질 glutathione

S-transferase, 세포질 glutathione peroxidase

[25], 미토콘드리아 monoamine oxidase[13]

등을 들 수 있으며 간에서 그 활성도가 감소되는

생체이물 생체 변환 효소들은 마이크로솜

glutathione S-transferase[25] arylesterase

[26] 및 carboxylesterase[27]를 들 수 있다. 

따라서 이 실험에서 측정한 epoxide hydratase

는 간에서 그 합성이 활발할 뿐만 아니라 생체이

물 생체 변환 효소로서 담즙울체 시 간에서 그 활

성도가 감소되는[12] 만큼 주정중독 시 담즙울체

가 야기되면 그 활성도의 변동은 더욱 심해질 것

으로 생각된다.

이 실험 성적에서 만성 주정중독 후 총담관을

결찰한 군과 총담관만 결찰한 군간에 간의

epoxide hydratase 활성도를 비교했을 때 간의

마이크로솜에서만 이 효소의 활성도가 만성 주정

중독 후 총담관을 결찰한 군이 총담관만 결찰한

군보다 총담관 결찰 후 7일과 14일에 유의한 감

소를 나타내었다.

이상의 성적을 볼 때 쥐간의 마이크로솜

epoxide hydratase는 만성 주정중독 시 담즙울

체가 야기되면 담즙울체만 있을 때보다 그 활성도

가 감소되는 효소로 생각된다.

한편 이 실험 성적에서 만성 주정중독을 시킨

후 총담관을 결찰하여 14일 경과시킨 군에서 간

의 마이크로솜 epoxide hydratase의 Km치를

총담관만 결찰한 군의 Km치와 비교했을 때는 상

호간에 별 차이가 없었다. 그러나 만성 주정중독

후 총담관을 결찰하여 14일 경과시킨 군에서 간
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Michaelis-Menten constants  for epoxide hydratase were determined using  trans-stilbene oxide at 37°… for
microsomal fraction of male rat livers at the 14th day after operation. The data are expressed as mean ± SD
with 5 rats in each group. Animal groups are described in Table 1. e, P<0.01 vs. Ethanol + Sham; h, P<0.01 vs.
CBDL.

Sham CBDL Ethanol+Sham

Km (mM)

Ethanol+CBDL

1.43 ± 0.21

2.96 ± 0.73

1.45 ± 0.17

3.57 ± 0.75

Vmax (nmol 1,2-diphenyl-1,2-ethanediol min-1 mg protein-1)

1.41 ± 0.19

3.09 ± 0.76

1.47 ± 0.18

1.78 ± 0.40e,h

Table 4.Microsomal epoxide hydratase kinetic parameters  from cholestasis with chronic ethanol
intoxicated rat liver determined with trans-stilbene oxide
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의 마이크로솜 epoxide hydratase의 Vmax치

는 총담관만 결찰한 군의 Vmax치보다 유의하게

감소된 치를 나타내었다.

이와 같이 만성 주정중독 시 담즙울체를 야기

했을 때 이 효소의 Km치가 변동이 없으면서도

담즙울체만 시켰을 때보다 그 활성도가 감소되고

또한 Vmax치가 감소된 것은 이 효소의 활성도

감소가 촉매 효율의 감소라 보기는 어렵다. 따라

서 만성 주정중독 시 담즙울체가 야기되면 이 생

체이물 생체 변환 효소는 담즙울체만 있을 때보다

그 합성이 감소되는 것으로 생각된다.

이 실험 성적과 문헌상의 지견으로 보아 간의

epoxide hydratase는 만성 주정중독 시 담즙울

체가 야기되면 그 합성이 담즙울체만 있을 때보다

감소되는 효소로 생각된다. 따라서 이들 성적은

담즙울체로 간 손상이 있을 때 음주를 하면 간 손

상이 더욱 심해질 것이라는 것을 시사해준다.

요 약

이 연구는 간담도 질환 시 음주의 유해함에 대

한 생화학적 배경의 일단을 밝히고자 시행한 실험

으로서 만성 주정중독을 시킨 쥐에게 총담관 결찰

로 담즙울체를 야기시킨 후 간의 epoxide

hydratase의 활성도를 측정하였으며 만성 주정중

독 후 총담관을 결찰하여 14일 경과시킨 쥐의 간

에서 이 효소의 Km치와 Vmax치를 측정하였다.

만성 주정중독 후 총담관을 결찰한 군과 총담

관만 결찰한 군 간에 간의 epoxide hydratase활

성도를 비교했을 때 간의 세포질 및 미토콘드리아

에서는 이 효소의 활성도가 별 차이가 없었다. 그

러나 간의 마이크로솜에서 이 효소의 활성도는 만

성 주정중독 후 총담관을 결찰한 군이 총담관만

결찰한 군보다 총담관 결찰 후 7일과 14일에 유

의한 감소를 나타내었다.

만성 주정중독을 시킨 후 총담관을 결찰하여

14일 경과시킨 군에서 마이크로솜의 epoxide

hydratase의 Km치를 총담관만 결찰한 군의 치

와 비교했을 때는 별 차이가 없었다. 그러나 만성

주정중독 후 총담관을 결찰하여 14일 경과 시킨

군에서 간의 마이크로솜의 epoxide hydratase

의 Vmax치는 총담관만 결찰한 군의 치보다 유의

하게 감소되었다.

이상의 성적으로 보아 간의 epoxide

hydratase는 만성 주정중독 시 담즙울체가 야기

되면 그 합성이 담즙울체만 있을 때보다 감소되는

효소로 생각된다. 따라서 담즙울체로 간 손상이

있을 때 음주를 하면 간 손상이 더욱 심해질 것을

시사해준다.
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