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서 론7)

간은 아주 큰 재생 능력을 가진 장기로 성장과 크기가 잘

조절되고 있다. 바이러스 혹은 화학적 손상이나 외상, 간암

혹은 간이식 등에 의한 간엽 혹은 간세포의 수술적 절제는

간의 크기 증가를 통한 간세포의 증식을 유발한다.
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한 실험 모델로 흰쥐에게 간절제술을 행하게 되는데,
4,5
흰

쥐에서 간의 중엽과 좌측 외엽을 절제하면 잔류 간엽은 급

격히 재생되어 증식 비대해지며 이 때 간조직은 재생을 위

해 핵산과 단백 합성이 활발해진다.
5,6
재생기의 간에서는

간조직의 재생을 위해 우선적으로 핵산과 단백 합성이 증

가되고 아울러 열량소 대사도 활발해진다고 한다.
7-11

한편 활성 산소(oxygen free radical)는 쌍을 이루지 않는 전

자를 가진 분자로 우리 몸은 에너지 생성 과정, 정상적인 신

진대사과정 및면역체계를통해끊임없이활성 산소를 생성

한다.
12,13
이들 없이는 에너지를 생성하지도 감염원과싸우지

도 못할 뿐만 아니라 신체에 필요한 화학 물질도 생성하지

못한다. 그러나 과잉의 통제되지 않는 활성 산소는 세포에
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Backgroud/Aims: Oxygen free radicals can be defined as oxygen molecules or molecular fragments that have an

unpaired electron. They are formed in all living organisms during physiological and pathophysiological metabolism,

and cause cell and tissue damages due to their high chemical reactivity. They can react with macromolecules

including lipid, protein and DNA. Peroxidation of lipids exposed to oxygen free radicals is responsible for the

damages of cells and tissues in vivo, which may cause cancer, inflammatory disease and liver disease. During

the regeneration of the liver, there might be some alterations for metabolism of oxygen free radicals, which causes

damage to regenerating liver. To know the degree of damage by oxygen free radicals in cell organelles of

regenerating liver, hepatectomy was performed to the Sprgue-Dawley rats. Methods: From the regenerating liver

obtained at day 3 after hepatectomy homogenate, mitochondria, microsome, cytosol, nuclei and plasma membrane

were obtained as samples by sucrose linear density gradient centrifuger. Then, their malondialdehyde levels were

measured by thiobarbituric acid assay. Results: The level of malondialdehyde level were increased in the

homogenate, mitochondria, microsome and cytosol of the regenerating liver than in those of the original liver.

Conclusions: These results suggest that mitochondria and microsome are susceptible to the oxygen free radicals

in the regenerating liver. (Korean J Gastroenterol 2002;39:284-288)
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박학열 외 1인. 재생간 세포분획에서 Malondialdehyde치

손상을 주며 각종 질병을 일으키는 원인으로 작용한다. 이러

한 유해 산소는 염증반응
14
등에 관여하며, 암과 같이 증식이

활발한 조직에서 변화가 있는 것
15
으로 알려져 있다.

따라서 재생간에서는 활성 산소 대사의 변화가 예상되며

이러한 활성 산소 대사의 변화는 재생간에 malondialdehyde

치에대한 변화를 야기할것으로생각되며이는 간세포 소기

관 별로 차이가 있을 것으로 생각된다. 이 연구에서는 재생

간에서 활성 산소에 손상 정도를 나타내는 malondialdehyde

치를 간 세포분획별로 조사하여 보았다.

대상 및 방법

1. 대상

동물은 4주 이상 같은 조건으로 사육한 체중 320∼360 g

이 되는 Sprague-Dawley종 수컷흰쥐를 사용하였으며 간엽

절제 수술 후 3일에 쥐 8마리를 죽여 실험에 제공하였다.

각 실험군은 개별 분리 수용하였으며 실험 전후에 일정한

조건으로 사육하였다. 사료는 시판되는 삼양유지사료주식

회사 제품인 실험동물 사료를 먹도록 하였다.

2. 방법

1) 간 절제

간엽 절제 수술은 12시간 금식시킨 후 가능한 한 무균

상태를 유지하면서 ether 마취하에서 실시하였다. 흰쥐의

간엽 절제 수술은 복부 정중선을 따라 상복부를 약 2 cm

절개하여 간의 중엽과 좌측 외엽을 복강 밖으로 압출하고

인접 조직 사이의 인대를 절단한 후 간엽의 기저부위를 결

찰한 뒤 간엽을 절제하였다. 절제한 간엽은 전체 간의 약

70%가 되었으며 이것을 원래간(original liver)으로 하였다.

절제한 원래간은 0.25 M sucrose액으로 잘 씻고 면포로 균

등히 압박하여 간에 남아 있던 혈액을 가능한 한 모두 제거

하였다. 간 절제 3일 후 남아 있던 간으로부터 재생된 간인

재생간(regenerating liver)을 추출하였다.

2) 간 적출 및 세포분획

재생간의 적출은 간 절제 3일 후 시행하였는데, 12시간

금식시킨 후 ether 마취하에서 시행하였으며 복부 대동맥으

로부터 채혈하여 쥐를 실혈사시켰으며, 간문맥에 삽관한

후 4℃의 0.25 M sucrose액으로 관류하여 간에 남아 있던

혈액을 제거한 다음, 간을 적출하였다. 적출한 간은 면포로

균등히 압박하여 간에 남아 있던 sucrose액을 가능한 한

모두 제거하였다. 간의 세포분획은 적출한 간들을 즉시

2~4℃로 냉각한 후 잘게 썰어서 절편으로 만들고 혼합하여

그 중 5 g을 취하여 9배량의 0.25 M sucrose액을 넣은 다음

teflon glass homogenizer (Thomas사 제품, chamber clearance

0.005∼0.007 inches)로 2∼4℃를 유지하면서 400 rpm의 속

도로 조심스럽게 5회 왕복 마쇄하여 10 w/v%의 간 균질액

을 만들었다. 이 간 균질액을 그대로 사용하거나, 이 간 균

질액을 sucrose linear density gradient 원심분리법
16
으로

cytosol 및 mitochondria 분획을 분리한 후 사용하였다. 즉

이 간 균질액을 571 g (average relative centrifugal force, 이하

생략함)에서 10분간 원심분리하여 조직의 미마쇄 부분, 핵

및 원형질막 부분을 제거한 다음 그 상청액을 7,796 g에서

20분간 원심분리하여 pellet과 상청액을 얻었으며 이 과정에

서 얻은 상청액을 다시 104,000 g에서 1시간 원심분리하여

pellet과 상청액을 얻었다. 이 때 얻은 상청액을 cytosol 분획

으로 사용하였다. 그리고 이 과정에서 얻은 pellet은 0.25 M

sucrose액에 재현탁시키고 이 액을 10∼35 w/v% sucrose

linear density gradient 용액을 넣은 원심분리관 상부에 부

하시켜 88,500 g에서 15분간 원심분리하여 얻은 원심관

중앙 부위와 상부에 형성된 pellet을 모아서 88,500 g에서

1시간 원심분리하여 pellet을 얻고 이 pellet을 다시 0.25 M

sucrose액에 재현탁시켜 88,500 g에서 1시간 재원심분리

하여 pellet을 얻었다. 이 pellet을 microsome 분획으로 사

용하였다.

한편 위의 7,796 g에서 20분간 원심분리하는 과정에서

얻은 pellet을 0.25 M sucrose액에 현탁시키고 이 액을 20~

45 w/v% sucrose linear density gradient 용액을 넣은 원심관

상부에 부하시켜 45,200 g에서 20분간 원심분리하여 얻은

침전물을 0.25 M sucrose액에 재현탁시켜 7,796 g에서 20분

간 원심분리하여 pellet을 얻었으며 이것을 mitochondria 분

획으로 사용하였다.

세포막 분획의 분리는 곽 등
17
의 방법을 사용하였다. 즉

간 균질액 약 15 mL를 취하여 2,000 g에서 10분간 원심분

리하여 얻은 pellet를 70 w/v% sucrose액에 현탁시켜 그 일

정량을 30~55 w/v% sucrose linear density gradient 용액을

넣은 원심분리관 관저에 부하시켜 70,400 g에서 100분간

원심분리하여 37~41% (d=1.16~1.18) sucrose 액층 부위에

형성된 pellet을 취하여 1 mM sodium bicarbonate액으로 1회

세척하여 이것을 세포막 분획으로 사용하였다.

핵 분획의 분리는 곽 등
17
의 방법에 따라 분리하였다. 즉

간 균질액 약 15 mL를 취하여 1,000 g에서 10분간 원심

분리하여 얻은 pellet 75.3 w/v% sucrose액에 현탁시켜

22,530 g에서 1시간 원심분리하여 원심분리관의 관저에 생

성된 pellet을 취한 후 다시 75.3 w/v% sucrose액에 재현탁

시켜 22,530 g에서 원심분리하여 pellet을 얻고 이것을

0.25 M sucrose액으로 세척하였으며 이 분획을 핵 분획으

로 사용하였다.
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위의 세포분획법에서 모든 조작은 2∼4℃에서 시행하였

으며 이 때 사용한 원심분리기는 Du Pont Sorvall사의 RC-5B

refrigerated superspeed centrifuge와 OTD-65B ultracentrifuge

였다. 이 때 사용한 rotor는 Du Pont Sorvall사의 SS-34 및

T865 rotor였고 sucrose linear density gradient 용액의 제조

는 gradient former (ISCO model 570)를 사용하였다.

3) Malondialdehyde의 측정

Malondialdehyde 양의 측정은 간 균질액, cytosol 분획,

mitochondria, micrososme, 핵 및 세포막 분획을 시료로 하

여 malondialdehyde가 thiobarbituric acid와 반응할 때 나타

나는 붉은색을 535 nm에서 측정하는 thiobarbituric acid

assay 방법
18
에 의하였다. 즉 각 시료액을 0.25 N 염산에

0.375%의 thiobarbituric acid (Sigma, St. Louis, MO, USA)

와 15% trichloroacetic acid (Sigma)를 함유한 시약과 혼합

하고, 반응액을 100℃ 수용액 중에서 15분간 방치한 후

3,000 g에서 5분간 원심분리하여 얻은 상층액을 535 nm에

서 측정하였다. 시료 중 malondialdehyde 농도는 분자흡광

계수 1.56×10
5
M
-1
cm
-1
를 사용하여 계산하였다.

4) 단백질 정량

효소 시료 중의 단백질 정량은 0.5 M perchloric acid와

methanol-ether 혼합액(3 : 1)으로 단백질을 정제한 후 biuret

법으로 단백질 표준액(10 g/100 mL, bovine albumin, Sigma)

과 비교 정량하였다.

5) 통계 분석

자료는 평균±표준편차로 표시하고, 실험군 사이의 비교

는 Student's ttest로 하였으며 통계학적 유의수준은 p값이

0.05 미만으로 하였다.

결 과

1. 재생간 균질액에서 malondialdehyde치

간 균질액에서의 malondialdehyde 양은 원래간에서는

0.72±0.15 nmol malondiladehyde/mg protein이었으며 재생

간에서는 0.98±0.06 nmol malondiladehyde/mg protein으로

원래간에 비해 유의하게 증가하였다(p<0.05, Table 1).

2. 재생간 세포질에서 malondialdehyde치

간 세포질에서의 malondialdehyde 양은 원래간에서는 3.95

±0.15 nmol malondiladehyde/mg protein이었으며 재생간에

서는 4.23±0.07 nmol malondiladehyde/mg protein으로 원래

간에 비해 유의하게 증가하였다(p<0.05, Table 1).

Table 1. Malondialdehyde Levels in the Regenerating Liver.

Cell fraction Original liver Regenerating liver

Homogenate

Cytosol

Nucleus

Plasma membrane

Mitochondria

Microsome

0.72±0.15

3.95±0.15

12.88±1.87

4.45±0.81

3.16±0.32

11.93±1.86

0.98±0.06*

4.23±0.07*

10.61±1.97

4.15±0.61

4.92±1.05*

16.38±2.18*

The unit of malondialdehyde is nmol/mg protein, and expressed

as mean±S.D.

*p<0.05.

3. 재생간 핵에서 malondialdehyde치

핵에서의 malondialdehyde 양은 원래간에서는 12.88±1.87

nmol malondiladehyde/mg protein이었으며 재생간에서는

10.61±1.97 nmol malondiladehyde/mg protein으로 원래간

에 비해 약간 감소하였으나 통계학적 의의는 없었다.

4. 재생간 세포막에서 malondialdehyde치

간 세포막에서의 malondialdehyde 양은 원래간에서는

4.45±0.81 nmol malondiladehyde/mg protein이었으며 재

생간에서는 4.15±0.61 nmol malondiladehyde/mg protein

으로 원래간에 비해 약간 감소하였으나 통계학적 의의

는 없었다.

5. 재생간 mitochondria에서 malondialdehyde치

간 mitchondria에서의 malondialdehyde 양은 원래간에서

는 3.16±0.32 nmol malondiladehyde/mg protein이었으며 재

생간에서는 4.92±1.05 nmol malondiladehyde/mg protein으

로 원래간에 비해 유의하게 증가하였다(p<0.05, Table 1).

6. 재생간 microsome에서 malondialdehyde치

간 microsome에서의 malondialdehyde 양은 원래간에서는

11.93±1.86 nmol malondiladehyde/mg protein이었으며 재생

간에서는 16.38±2.18 nmol malondiladehyde/mg protein으로

원래간에 비해 유의하게 증가를 하였다(p<0.05, Table 1).

고 찰

흰쥐에서 간의 중엽과 좌측 외엽을 절제하면 잔류 간엽

은 급격히 재생되어 증식 비대해지며 이 때 간조직은 재생

을 위해 핵산과 단백 합성이 증가되고 아울러 열량소 대사

도 활발해진다고 한다.
7-11
바로 이 현상은 간 재생을 위해
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필수적인 것으로 생각된다. 특히 이러한 현상과 함께 재

생간에서의 대사는 간 재생을 위해 유리한 쪽으로 먼저

대사가 진행된다고 알려져 있다. 한편, 생체 내에서 호

흡, 면역반응 및 각종 산화 환원반응의 결과로서 활성 산

소가 생성되는데,
12,13
특히 간도 다른 장기와 같이 정상적

인 세포 대사의 결과로 활성 산소를 생성한다.
19
또한 간

재생시 시기별로 효소학적 변화에 대한 연구를 한 결과

들
20-22
을 보면 간 절제 후 1-3일에 많은 효소학적 변화가

유발되며 이러한 변화는 6일에서 정상으로 환원되기 시

작하여 10일경에는 완전히 정상으로 돌아옴을 볼 수 있

었다. 따라서 본 연구에서는 가장 효소학적 변화가 심하

였던 3일째에 활성 산소에 의한 손상 정도를 측정하여

보았다.

간 재생이 활발한 시기에는 purine 대사가 증가되어 있는

것으로 알려져 있으며,
23,24

xanthine oxidase는 purine의 최종

대사에 관여하며 부산물로 superoxide 음이온을 생성하는 효

소로 알려져 있다.
25
따라서 본 연구에서 malondialdehyde

의 양적 증가는 간 재생이 활발한 시기에 활발한 purine 대

사의 증가의 결과로 보이며 이에 따라 부산물로 생상된

superoxide 음이온의 생성이 증가에 기인되어 산화적 손상

의 지표인 malondialdehyde
18
의 양적 증가(Table 1)를 유발

한 것으로 생각된다. 전체적인 간에서의 활성 산소에 의한

손상을 나타내는 간세포 균질액에서의 malondialdehyde의

양은 증가하였으며 이는 다른 연구
26
와 일치한다. 또한 재

생간에서 mitochondria, microsome 및 세포질 분획에서의

malondialdehyde의 양은 증가를 보였다. Mitochondria에서

의 malondialdehyde 에너지 대사의 증가에 따른 호흡 연쇄

의 증가에 기인한 반응에 기인된 것으로 생각된다. 세포질

에서의 malondialdehyde의 증가는 기존의 연구
27
와 일치하

며, 이는 세포질에 풍부한 xanthine oxidase의 활성 증가에

기인된 것으로 생각된다. 즉, 간 재생시에는 purine 대사가

증가되는 것으로 알려져 있는 만큼, purine 대사의 증가는

활성 산소의 주요 생성원 중의 하나인 purine 대사의 증가

를 초래하고 이는 xanthine oxidase의 활성 증가를 유발한

것으로 생각된다. Microsome에서의 malondialdehyde의 증

가는 역시 micorsome이 단백 합성의 중심되는 세포 소기관

이므로 간재생과 관계된 현상으로 생각된다. 또한 Picibanil

(OK-432)은 재생간의 활성 산소 생성을 줄이는 것으로 보

고되었다.
26
따라서 향후 각종 항산화제를 비교하는 연구도

추가로 필요하리라 생각된다.

핵과 세포막에서의 malondialdehyde의 양적 변화가 없는

것은 이들 소기관이 활성 산소 생성 효소가 풍부하지 않아

서 생긴 결과로 생각된다.

그러나 Aguilar-Delfin 등
27
의 다른 연구

27
에 의하면 mito-

chondria와 microsome에서 malondialdehyde의 양적 변화

가 없고 세포막에서는 증가하였다고 하였다. 이러한 결

과는 본 연구의 결과와 상이하지만, 그 결과가 상이한

이유에 대해서는 정확히 알 수 없다. 다만, 이들의 실험

결과와 본 연구의 결과는 시기적인 차이가 있어 차후 이

에 대한 추가 연구를 통해 그 원인을 밝혀야 할 것으로

생각된다.

이상의 실험 결과와 문헌적 고찰로 보아 간 재생이 활발

한 시기에는 mitochondria와 같은 활성 산소 발생 효소가

풍부한 세포 소기관이 활성 산소에 의한 손상을 쉽게 받고

있으며, 활성 산소 발생 효소가 존재하지 않거나 적은 핵이

나 세포막은 비교적 활성 산소에 의한 손상이 적은 것으로

생각된다.

요 약

목적: 흰쥐에게 간절제술을 행하면, 잔류 간엽은 급격히

재생되어 증식 비대해지며 이 때 간조직은 재생을 위해 핵

산과 단백 합성이 활발해진다. 재생기의 간에서는 간조직

의 재생을 위해 우선적으로 핵산과 단백 합성이 증가되고

아울러 열량소 대사도 활발해진다고 한다. 한편 활성 산소

는 쌍을 이루지 않는 전자를 가진 분자로 이들 없이는 에너

지를 생성하지도 감염원과 싸우지도 못할 뿐만 아니라 신

체에 필요한 화학 물질도 생성하지 못한다. 그러나 과잉의

통제되지 않는 활성 산소는 세포에 손상을 주며 각종 질병

을 일으키는 원인으로 작용한다. 이러한 유해 산소는 염증

반응 등에 관여하며, 암과 같이 증식이 활발한 조직에서

변화가 있는 것으로 알려져 있다. 간의 재생이 활발한 재

생간에서는 활성 산소 대사의 변화가 예상되며 이러한 활

성 산소 대사의 변화는 재생간에 산화적 손상에 대한 변화

를 야기할 것으로 생각된다. 이러한 변화는 간세포 소기관

별로 차이가 있을 것으로 생각되어 이 연구를 수행하였다.

대상 및 방법: 흰쥐의 간절제술 후 3일째 재생간에서 간 균

질액, cytosol 분획, mitochondria, micrososme, 핵 및 세포막

분획을 분리한 후, 이들을 시료로 하여 malondialdehyde 양

을 측정하였다. 결과: 재생간 균질액, 세포질, mitochondria

및 microsome에서 malondialdehyde의 양은 증가하였다. 핵

및 세포막 분획에서는 약간의 감소를 보였으나 통계학적

의의는 없었다. 결론: 이들 결과로 볼 때 간 재생이 활발

한 시기에는 mitochondria와 같은 활성 산소 발생 효소가

풍부한 세포 소기관이 활성 산소에 의한 손상을 쉽게 받

고 있으며, 활성 산소 발생 효소가 존재하지 않거나 적은

핵이나 세포막은 비교적 활성 산소에 의한 손상이 적은

것으로 생각된다.

색인단어: 재생간, 활성 산소, Malondialdehyde
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