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ABSTRACT
Objective:Yinjinchunggan-tang(YJCGT)isreportedpreviouslyashavingtheraputiceffectsonhepatitissuchas

anti-implammatory,anti-apoptotic,anti-viral(HBV),etc.Thoughthisprescriptionisnotstudiedonitsanti-fibrogeniceffect,it
isstillexpectedtohavetheeffectintheliver.Thus,thisstudywasperformedtoinvestigatetheanti-fibrogeniceffectof
YJCGTonthioacetamide(TAA)-inducedliverfibrosisinrats.

Method:RatliverfibrosiswasinducedbyintraperitonealTAAinjection(150mg/kg)3timesaweekfor5weeks.After
theYJCGT(YJCGT1g/kg,YJCGT2g/kg)-treatment,bodyweight,liverandspleenweights,liverfunctiontest,thecomplete
bloodcountandtheportalpressurewerestudied.
Inaddition,geneexpressionsofASMA,procollagentypeIa2,MMP2,TIMP1andTIMP2,allofwhichareknowntobe

associated withliverfibrosis,wereanalyzedbyRT-PCR.AfterYJCGT (YJCGT 1g/kg,YJCGT 2g/kg)treatment,
percentagesofcollageninTAA-inducedratlivertissueweremeasuredbyimageanalyzer.

Results:ThebodyweightofthenormalgroupincreasedmorethanthatofthecontrolandYJCGT-treatedgroups.The
ASTleveloftheYJCGT1g/kg-treatedgroupsignificantlydecreasedcomparedtothatofthecontrol.TheALTandtheGGT
levelsoftheYJCGT2g/kg-treatedgroupsignificantlyincreasedcomparedtothoseofthecontrol.IntheYJCGT-treated
groups,WBC,RBCandHgbelevatedbyTAAinjectiondecreasedbutplateletcountincreased.IntheYJCGT1g/kg-treated
group,theportalpressureelevatedbyTAAinjectionsignificantlydecreased.Thesignificantdecreasesinthegeneexpressionsof
procollagentypeIa2,MMP2andTIMP2wereobservedintheYJCGT-treatedgroups.Inhistologicalfindings,TAAinjections
causedsevereliverfibrosis,buttheYJCGTtreatmentsignificantlyreducedtheamountsofhepaticcollagens.

Conclusions:TheseresultssuggestthatYJCGThasbeneficialeffectsonthetreatmentofpatientswithlivercirrhosisas
wellaschronichepatitis.FurtherstudyshouldbedonetodecidetheoptimalconcentrationoftheYJCGTforthetreatmentof
livercirrhosis.

Keywords:Yinjinchunggan-tang(YJCGT),liverfibrosis,livercirrhosis,thioacetamide(TAA)

Ⅰ.서 론

2007년 국내 사망원인통계에 의하면 간질환은

전체 사망원인 중 8위이며,이중 남자는 5위,여자

는 10위를 차지하고 있다1.

간섬유화는 원인에 관계없이 선행되는 염증에
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의하여 간조직에서 나타나는 상처치유 과정의 일

종이며
2
세포외기질 단백질의 과도한 침착을 특징

으로 하는 만성 간질환의 최종적인 병변3이다.

간경변증의 주된 기전인 섬유화 억제제에 대한

연구가 다양하게 이루어지고 있으나4-7,현재 효과

적인 치료제가 제시되고 있지 못하고 있는 실정이

다.

한약제에 의한 간섬유화 억제효과에 대한 연구

는 간성상세포가 주된 역할을 하는 collagen의 합

성과 용해와의 관계에 대한 실험적 연구들이 활발

히 진행되고 있다.

인진청간탕은 茵蔯四苓散에 地楡,靑皮,蘿葍子,

覆盆子 등을 가미한 처방으로8,임상연구에서 만성

B형간염 환자의 간기능개선과 HBeAg의 음전율을

높이는 효과9및,C형간염에 적용하여 Anti-HCV의

역가를 낮춤으로서 감염력을 낮추고 간세포 파괴

를 억제하는데 효과10가 있어 만성간염 및 간경변

증의 치료에 활용되고 있다.또한 인진청간탕은 간

세포 보호 효과9-15및,섬유화 억제 효과13,16-18에 대

한 실험적 보고도 있었다.

이에 저자는 인진청간탕이 thioacetamide(TAA)

유도 간경변모델 흰쥐에 대해 간섬유화 억제에 미

치는 영향을 관찰하고자 간기능검사,일반혈액검사

및 문맥압 측정을 시행하였고,collagen합성과 분

해 관련 인자에 대한 유전자 발현에 미치는 영향

을 관찰하기위해 RT-PCR을 통해 섬유화 관련 유

전자의 mRNA발현량을 관찰하여 그 효과를 검증

하였다.또한 간조직의 병리조직 검사를 통해

collagen형성에 미치는 영향과 인진청간탕의 농도

별 효과를 비교검증하여 유의성 있는 결과를 얻었

기에 보고하는 바이다.

Ⅱ.실 험

1.재료 및 동물

1)재 료

본 실험에 사용한 약재는 대한약전 및 대한약전

외 한약규격주해19에 근거하여 경희대 부속 한방병

원에서 구입하여 엄선한 것을 사용하였으며 1첩당

내용 및 용량은 Table1과 같다.

Herb ScientificName Volume(g)

茵 蔯 ArtemisiaeCapillarisHerba 50

地 楡 SanguisorbaeRadix 15

白 朮 AtractylodisRhizomaAlba 12

白茯苓 Hoelen 12

猪 苓 Polyporus 12

覆盆子 RubiLaevigataeRadix 12

澤 瀉 AlismatisRhizoma 8

蘿葍子 RaphaniSemen 8

三 稜 SparganiiRhizoma 6

蓬 朮 ZedoariaeRhizoma 6

靑 皮 AurantiiImmatriPercarpium 6

貢砂仁 AmomiSemen 6

甘 草 GlycyrrhizaeRadix 6

生 薑 ZingiberisRhizomaRecens 12

Total 171

Table1.PrescriptionofYinjinchunggan-tang(YJCGT)

2)동 물

혈청검사로부터 각종 감염이 인정되지 않고,일

반증상과 체중감소가 없는 300g내외의 Sprague-

Dawley흰쥐 수컷((주)샘타코)을 실험에 사용하였

다.실험동물은 멸균한 polycarbonatecage에 방사

선 멸균한 시판 고형사료(대한실험동물센터)와 정

제한 물을 자유 공급하였으며 2주 동안 실험실 환

경에 적응시킨 후 본 실험을 시작하였다.실험기간

동안 명암주기 12시간 간격,온도 25±2℃,습도

55%로 실험실 환경을 유지하였다.

2.방 법

1)검액의 조제

(1)약제의 추출

인진청간탕 1710g을 두차례로 나누어 환류추출

기(Duksan,Korea)에 넣고,냉각기를 부착한 상태

에서 증류수를 5000ml를 가하여 2시간씩 2회 가열
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추출하였다.추출액을 filterpaper로 여과 후,Rotary

evaporator(RE121,Buchi社,SWISS)로 감압 농축

하여 농축액을 얻었다.

(2)동결건조

이 농축액을 동결건조기(EYELA,Japan)로 건

조하여 인진청간탕 195g을 얻었다.

(3)얻어진 동결건조 엑기스를 ml당 300mg또

는 600mg의 농도가 되도록 증류수에 희석하여 사

용하였다.

2)실험설계

(1)간경변유발 및 검액투여

실험동물들을 ① 정상군(Normaldietwithout

treatment)② 대조군(TAAonly)③ TAA+인진청

간탕 1g/kg투여군(YJCGT1g군),④ TAA+인진

청간탕 2g/kg투여군(YJCGT2g군)의 4군으로 나

누고 군 당 5마리씩 배치하였다.TAA는 150mg/kg

의 농도로 normalsaline에 녹인 후 0.22 um

syringefilter로 여과멸균하여 주 3회 5주간 복강주

사하였다.검액은 실험기간동안 주 5일간 오전 10

시경 1회씩 경구투여하였다.또한 대조군에는 주 5

일간 생리식염수를 동량으로 경구투여 하였다.

3)체중측정

5주의 실험기간동안 4군의 체중을 주 1회씩 측

정하였다.

4)간과 비장의 중량측정

5주간의 실험이 끝난 후 2일이 경과하여 동물들

을 희생하여 간과 비장을 적출한 후 중량을 측정하

였다.

5)간기능검사와 CBC검사

동물을 희생하고 혈액을 채취하여 간기능검사

및 CBC검사를 시행하였다.간기능검사는 Beckman

Coulter,LX-20을 이용하여 수행하였으며,검사항

목으로는 aspartateaminotransferase(AST),alanine

aminotransferase(ALT),totalbilirubin,alkaline

phosphatase(ALP),γ-glutamyltransferase(GGT)등

이었고,CBC검사는 SIEMENSHematologysystem

ADVIA120을 이용하여 수행하였으며,검사항목으

로는 whitebloodcell(WBC),redbloodcell(RBC),

hemoglobin(Hgb),hematocrit(Hct),platelet(PLT)

등을 선택하였다.

6)문맥압 측정

실험동물을 마취제(zoletill)를 0.3ml/kg농도로

근육주사하여 마취시킨 후 개복하고 문맥을 찾아

18Gantiocatheter(BD bioscience)를 삽입한 후 문

맥압 측정장치에 연결 후 문맥압에 비례하여 상승

되는 물기둥의 높이를 측정하였다.

7)간조직 내 유전자발현 검사(RT-PCR)

(1)RNA추출

RNeasyMiniKit(Qiagen,TX,USA)를 사용하

여 RNA를 분리하였다.즉,동물을 희생한 후 간조

직을 적당량 취하여 RNAlatersolution(Qiagen,

TX,USA)에 넣었다가 24시간 이상 지난 다음에

간조직을 70mg내외로 채취하여 50mltube에 넣고

RLT-BMEbuffer(Qiagen,TX,USA)1ml을 가한

후 TissueMiser(FisherScientific,CA,USA)를 이

용하여 homogenize한 후 얼음 위에서 10분간 방치

하여 상층액을 얻고 이것을 Shredder column

(Qiagen,TX,USA)에 통과시켜 잡질을 제거하였

다.그런 다음 RNeasyMiniKit를 이용하여 RNA

를 분리하였다.

(2)cDNA합성

Reverse Transcription System(Promega,WI,

USA)을 이용하여 cDNA를 합성하였다.즉,MgCl2

(25mM)4ul,10X RT buffer2ul,dNTP(10mM)

2ul,Randomprimer1ul(0.5ug),RecombinantRnasin

RibonucleaseInhibitor0.5ul,AMVRT0.6ul(15U),

targetRNA1ug을 넣고 나머지는 DEPCwater를

첨가하여 총 용량이 20.1ul가 되게 하여 25℃ 10분,

42℃ 1시간,95℃ 5분동안 처리하여 cDNA를 제작

하고 5℃에서 차게 해서 -20℃에 보관하였으며 필

요할 때마다 사용하였다.

(3)Primer제작

Housekeepinggene으로는 GAPDH를 사용하였

고,targetgene으로는 ASMA,ProcollagenType
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Ia2,MMP2,TIMP1,TIMP2등의 gene을 사용하 였으며 각 primer의 sequence는 다음과 같다.

Gene Sequences PCR-cycle

rCOL1a2-F 5'-TGAGCCTGGTGAGCCCG-3' 30

rCOL1a2-R 5'-TCTCGCCAGGTCTTCCAGG-3' 30

rASMA-F 5'-GTCGGGACCTCACTGACTACC-3' 27

rASMA-R 5'-CAAAATCCAGGGCGACATAACACAG-3' 27

rTIMP1-F 5'-GCCTACACCCCAGCCAT-3' 33

rTIMP1-R 5'-ATGCCAGGGAACCAGGAAGC-3' 33

rTIMP2-F 5'-GGCAACCCCATCAAGAGGATTCAAT-3' 30

rTIMP2-R 5'-CACACTGCTGAGGAGGGG-3' 30

rMMP2-F 5'-CCCCAAGCTCATCGCAGAT-3' 33

rMMP2-R 5'-GGTCCACGACGGCATCC-3' 33

rGAPDH-F 5'-GGCATCGTGGAAGGGCTCAT-3' 25

rGAPDH-R 5'-AGGGATGATGTTCTGGGCTGC-3' 25

Table2.OligonucleotidePrimersUsedforQuantitativeRT-PCRAnalysis(Allsequences
arelisted5'to3')

(4)RT-PCR

TopDNAPolymeraseKit(Bioneer,대전,Korea)

을 사용하여 수행하였다.10X buffer5ul,dNTP

4ul,primersFWD,REV 각 20pmoles,ddH2O

35.8ul,TaqPolymerase0.2ul,cDNA1ul를 넣어

총 volume이 50ul가 되게 하여 PCR을 수행하였다.

첫 번째 cycle에서는 95℃ 5분,55℃ 1분,72℃ 1분

으로 하였고,이후 각 primer에 따라 23-31cycles는

95℃ 1분,55℃ 1분,72℃ 1분으로 하였으며,마지막

cycle은 95℃ 1분,55℃ 1분,72℃ 10분으로 하였다.

이렇게 하여 생긴 산생물은 2% agarosegel을 이용

하여 전기영동(110Volt,20분간)한 후 I-Solution

(iMTechnology,Vancouver,Canada) program을

사용하여 각 밴드의 density를 정량화 하였다.

8)간의 병리조직학적 검사

5주간 TAAinjection및 약재투여 후 동물을 에

테르 마취 하에 채혈 및 방혈치사시킨 다음 간장을

적출하여 10% 중성포르말린 용액에 고정한 후 파

라핀포매 후 로타리 마이크로톰으로 4um 두께로

조직절편을 제작한 다음 Hematoxylin & Eosin

(H&E)염색 및 Masson-Trichrome염색을 시행하

여 광학현미경으로 관찰하였고 MediaCybernetics

사의 ImageProPlusprogram을 이용하여 섬유화

정도를 전체 면적에 대한 비율로 표시하였다.

3.통계처리

대조군과 인진청간탕 처리군과의 비교에는 SPSS

version14.0K를 이용하여 one-wayANOVA를 사

용했고 사후검증으로는 LSD 검증을 하였으며,

p<0.05인 경우를 유의성이 있는 것으로 보았다.

Ⅲ.결 과

1.체중의 변화

정상군은 체중이 점진적으로 증가하였으나,대

조군과 YJCGT1g군 및 YJCGT2g군 모두 정상군

에 비해 체중은 감소하였다(Fig.1).
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Fig.1.Changesoftherat'sbodyweightinfourgroups.

TheweightofthenormalgroupwasincreasedmorethanthatofthecontrolandtheYJCGT-treatedgroups.

2.간과 비장의 중량 측정

간의 중량은 정상군에서 14.2g,대조군에서 17.7g,

YJCGT1g군에서 19.2g,YJCGT2g군에서 19.0g이

었다.YJCGT1g군과 YJCGT2g군에서 대조군에

비하여 증가하는 경향이 있으나 통계적 유의성은

없었다.비장의 중량은 정상군에서 0.8g,대조군에

서 0.9g이었고,YJCGT1g군에서 1.1g,YJCGT2g

군에서 1.1g이었다.대조군에 비하여 YJCGT1g군

과 YJCGT2g군에서 증가하는 경향이 있으나 통계

적 유의성은 없었다(Fig.2).

Fig.2.ChangeoftheorganweightafterYJCGT
treatment.

TheweightsofliverandspleenofYJCGT

-treatedgroupswereslightlyincreasedcompared
tothoseofthecontrolgroup.Buttherewere
nosignificantdifferences,statistically.

3.간기능검사 소견

YJCGT1g군은 대조군에 비하여 AST치는 유의

하게 감소하였고(p<0.01),ALT,Alp및 GGT는 감

소하는 경향을 보였으나 통계적 유의성은 없었다.

YJCGT2g군은 대조군에 비하여 AST치는 감소하

는 경향을 보였으며,ALT와 GGT는 유의하게 증

가하였고(p<0.05),Alp는 증가하는 경향을 보였으

나 통계적 유의성은 없었다(Fig.3).

4.CBC검사 소견

YJCGT 1g은 대조군에 비하여 WBC,RBC및

Hgb은 수치가 감소하는 경향을 보였고,Hct와

PLT는 증가하는 경향을 보였다.YJCGT2g은 대

조군에 비하여 WBC,RBC,Hgb및 Hct은 수치가

감소하는 경향을 보였고,PLT는 증가하는 경향을

보였다(Fig.4).
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Fig.3.EffectofYJCGT on AST/ALT/Alp/GGT
levels.

TAAcausedmarkedAST/ALTlevelselevations
comparedtothenormalgroup.TheASTlevel
ofYJCGT1g/kg-treatedgroupwassignificantly
decreased compared tothatofthecontrol
group.TheALTandtheGGT levelsofthe
YJCGT2g/kg-treatedgroupweresignificantly
increasedcomparedtothoseofthecontrol
group(*;p<0.05,**;p<0.01).

Fig.4.EffectofYJCGTonthecompleteblood
count(CBC).

IntheYJCGT-treatedgroups,WBC,RBC
and Hgb elevated by TAA injection were
decreasedbutplateletwasincreased.Butthere
werenosignificantdifferences,statistically.

5.문맥압 측정

YJCGT1g군에서는 대조군에 비하여 유의성 있

게 문맥압이 하강하였다(p<0.01).YJCGT 2g군에

서는 대조군에 비해 유의한 하강은 없었다(Fig.5).

Fig.5.ChangeofportalpressureafterYJCGT
treatment.

IntheYJCGT1g/kg-treatedgroup,theportal
pressure elevated by TAA injection was
significantlydecreased(**;p<0.01).

6.RT-PCR

YJCGT1g군은 대조군에 비하여 ASMAmRNA

발현량은 증가하는 경향을 보였고,Procollagen

TypeIa2(p<0.05),MMP2(p<0.01)및 TIMP2mRNA

(p<0.05)발현량은 유의하게 감소하였으며,TIMP1

mRNA발현량은 감소하는 경향을 보였다.YJCGT

2g군은 대조군에 비하여 ASMAmRNA발현량은

증가하는 경향을 보였고,Procollagen TypeIa2

(p<0.05),MMP2(p<0.05)및 TIMP2mRNA(p<0.05)

발현량은 유의하게 감소하였으며,TIMP1mRNA

발현량은 감소하는 경향을 보였다(Fig.6-10).
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ASMA

GAPDH

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Normal Control YJCGT1g YJCGT2g

Fig.6.ASMA/GAPDHexpression<quantitativeRT-PCR>.

ASMAmRNAexpressionsofYJCGT-treatedgroupswereincreasedcomparedtothoseofthecontrolgroup.But
therewerenosignificantdifferences,statistically.

COLL1

GAPDH

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Normal Control YJCGT1g YJCGT2g

Fig.7.COLL1/GAPDHexpression<quantitativeRT-PCR>.

ProcollagenTypeIa2mRNAexpressionsoftheYJCGT-treatedgroupsweresignificantlydecreasedcomparedto
thoseofthecontrolgroup(*;p<0.05).
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MMP2

GAPDH

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Normal Control YJCGT1g YJCGT2g

Fig.8.MMP2/GAPDHexpression<quantitativeRT-PCR>.

MMP2mRNAexpressionsoftheYJCGT-treatedgroupweresignificantlydecreasedcomparedtothoseofthe
controlgroup(*;p<0.05,**;p<0.01).

TIMP1

GAPDH

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Normal Control YJCGT1g YJCGT2g

Fig.9.TIMP1/GAPDHexpression<quantitativeRT-PCR>.

TIMP1mRNA expressionsoftheYJCGT-treatedgroupsweredecreasedcomparedtothoseofthecontrol
group.Buttherewerenosignificantdifferences,statistically.
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TIMP2

GAPDH

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5

Normal Control YJCGT1g YJCGT2g

Fig.10.TIMP2/GAPDHexpression<quantitativeRT-PCR>.

TIMP2mRNAexpressionsoftheYJCGT-treatedgroupweresignificantlydecreasedcomparedtothoseofthe
controlgroup(*;p<0.05).

7.간의 병리조직학적 소견

1)Hematoxylin& Eosin염색

정상군에서는 간소엽의 입체구조가 잘 유지되었

고,문맥역 및 중심정맥 주위의 섬유화 및 간세포

괴사나 염증반응은 관찰되지 않았다(Fig.11-a).대

조군에서는 간소엽의 입체구조가 소실되었고 문맥

역과 중심정맥 주위로 심한 정도의 섬유화가 관찰

되었다.간조직 전반에 걸쳐 심한 간세포 괴사와

이에 동반된 염증반응도 관찰되었다(Fig.11-b).

YJCGT 1g군에서는 중등도의 간소엽의 입체구조

가 부분적으로 소실되었고 문맥역,중심정맥부분

및 기타 간조직에서 중등도의 섬유화가 관찰되었

다(Fig11-c).YJCGT 2g군에서는 병리조직 소견

이 대조군보다는 경미하였으나,YJCGT1g군에 비

하여 간세포 괴사와 염증이 심하게 나타났다(Fig.

11-d).

Fig.11.HistologicalfindingsofTAAinducedliverdamagesinSDrats(H&Estain,x200).

a)Normal,b)Control:TAAinjectiononly,c)TAAinjection+ YJCGT1g/kgandd)TAAinjection+
YJCGT2g/kg.
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2)Masson-Trichrome염색

정상군에서는 문맥역에만 소량의 collagen침착

이 관찰되었다(Fig.12-a).대조군에서는 문맥역 및

중심정맥 주위로 현저한 collagen침착이 관찰되었

다(Fig.12-b).YJCGT1g군에서는 문맥역과 중심

정맥 주위로 collagen의 침착이 대조군에 비하여

감소하였다(Fig.12-c).YJCGT2g군에서는 YJCGT

1g군에 비하여 collagen 침착이 더 심했다(Fig,

12-d).간조직 면적 중 collagen이 차지하는 면적의

비율을 측정하여 percentage로 표시하였다.YJCGT

1g군과 YJCGT2g군은 대조군에 비하여 collagen의

양이 유의하게 감소하였다(p<0.05,Fig.13).

Fig.12.HistologicalfindingsofTAAinducedliverdamagesinSDrats(Masson-Trichromestain,x200).

Collagenfibersarestainedinbluecolor.a)Normal,b)Control:TAAinjectiononly,c)TAAinjection+
YJCGT1g/kgandd)TAAinjection+YJCGT2g/kg.

Fig.13.PercentageofcollageninTAA-inducedratlivertissuetreatedwithYJCGT.

YJCGTtreatmentsignificantlyreducedtheamountsofhepaticcollagens(*;p<0.05).

Ⅳ.고 찰

통계청에서 발표한 2007년 국내 사망원인통계에

의하면 간질환은 전체 사망원인 중 8위이며,남자

의 사망원인은 5위,여자의 사망원인은 10위를 차

지하고 있다.특히 40대와 50대에서는 간질환이 3

대 사망원인중 하나를 차지하고 있다
1
.

간경변증의 대표적인 원인은 알코올의 과다섭취

와 B형 및 C형 간염 바이러스에 의한 만성적인 감

염이다. 국내 간경변증 환자에서는 63-73%가

HBsAg양성으로 B형 간염이 가장 흔한 원인이다
20
.최근에는 시간이 경과함에 따라 HBsAg양성률

은 점차 감소하고 있는 양상이나
21
,여전히 한국은

HBsAg양성률이 약 5% 이하로
22
B형 간염 호발국
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이다.다음으로는 20%가 C형 간염에 기인한 간경

변증으로 최근 증가하는 추세다
20
.결국 원인이 무

엇이든지 선행되는 염증에 의하여 간섬유화가 진

행되고,계속되는 간섬유화의 과정을 거쳐 간경변

증을 유발하므로 간경변증 치료에 있어서 간섬유

화와 관련된 연구의 중요성과 효과적인 치료대책

이 더욱 강조되고 있다.

간섬유화는 간조직에서 나타나는 상처치유 과정

의 일종이며2세포외기질 단백질의 과도한 침착을

특징으로 하는 만성 간질환의 최종적인 병변
3
으로

여러 원인에 의하여 간에 염증이 유발되고 그때

분비된 cytokine이 간성상세포를 증식 및 활성화시

키고23-24,활성화된 간성상세포는 collagen을 합성하

여 세포외기질내에 축적시켜 간섬유화가 이루어진

다25.

간섬유화는 간경변과는 달리 가역적이고 thin

fibril로 구성되며,결절형성이 없는 것으로 알려져

있고 간손상의 원인이 소실되면 정상회복이 가능

할 수 있으나,이러한 간섬유화 과정이 반복적으로

지속되면 세포외기질간의 교환결합이 증가하여

thickfibril을 형성하고 결절이 있는 비가역적인 간

경변으로 진행된다
26
.

즉,간섬유화의 기전을 이해하는데 있어서 간성

상세포와 세포외기질 특히 collagen과의 관계가 매

우 중요하다.

간을 구성하는 4가지 세포 즉 간세포,혈관상피

세포,Kuffer세포 및 간성상세포 중 간성상세포가

간섬유화에 가장 중요한 역할을 하는 것으로 알려

져 있다27.

간성상세포는 Disse강(spaceofDisse)내에 존

재하며 간세포 및 내피세포와 밀접하게 접해 있으

며,간 전체세포의 약 5-8%를 차지하고 있다
28
.간

성상세포의 가장 중요한 구조적 특징은 세포질 내

지방과립으로 이는 주로 retinylester로 이루어져

있어 간성상세포가 retinoids의 주 저장장소이자 이

의 대사에 관여한다는 것을 시사하고 있다
29
.

정상 간에서는 간세포,동모양혈관 내피세포

(endothelialcell)및 간성상세포에서 세포외기질이

생성되지만,간손상을 받은 후에는 주로 활성화된

간성상세포에서 세포외기질이 생성되고 있다.손상

받은 간세포나 쿠퍼세포 등에서 분비된 각종

cytokine이나 oxidativestress등에 의해 간성상세포

가 활성화된다.활성화된 간성상세포는 각종 성장

인자에 대한 반응이 증가하고, 근섬유모세포

(myofibroblast)유사형태의 세포로 변화하여 다량

의 collagen을 합성하고 있다.TypeIcollagen은 간

성상세포를 더욱 활성화시키고 있다.여러 가지

cytokine중 transforminggrowthfactor-β(TGF-

β),plateletderivedgrowthfactor(PDGF)등이 간

성상세포 활성화의 가장 중요한 인자로 작용하고

있다
30-32
.

간조직에서 발견되는 세포외기질에는 교원질,당단

백질(glycoprotein),pro-teoglycan,glycosaminoglycan

등이 있다33.Collagen은 glycine-proline-hydroxyproline

을 지닌 단백질로서 제 1형부터 제 19형까지 여러

종류가 있으나 TypeⅠ,Ⅲ,Ⅳ,Ⅴ,Ⅵ collagen이

간과 관련되어 있는 것으로 알려져 있다.원섬유를

형성하는 교원질(fibril-formingcollagen)은 Type

Ⅰ,Ⅲ,Ⅴ,Ⅵ collagen이며,TypeⅣ collagen은

sheet를 형성하는 교원질(sheet-formingcollagen)로

서 주로 기저막을 구성하고 있다
34
.

Collagen은 주로 활성화된 간성상세포에서 생성

되며 collagen의 증가는 간섬유화의 중요 원인이

되고 있다.간경변증 환자의 간조직 내에서는

collagen총량이 정상 때보다 약 10배 이상 증가되

어 있다35-36.특히 간섬유화에서는 typeI,III,IV

collagen이 증가한다
37
.

상기의 간섬유화의 기전을 토대로 간섬유화 치

료는 다음 몇 가지 방법으로 간추릴 수 있다.첫

째는 섬유화를 막기 위한 가장 효과적인 방법으로

는 손상 원인을 제거하는 것이고,둘째는 간의 염

증을 억제하는 것이고,셋째는 간성상세포의 활성

화를 억제시키는 것이고,넷째는 세포외기질의 분

해를 촉진시키는 것이다38.
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기존의 한약제에 의한 간섬유화 억제효과에 대

한 연구로는 염증반응을 차단하는 효과에 대한 검

증과 섬유화 과정에서 가장 중요한 역할을 하는

간성상세포와 섬유화 관련 매개물질에 미치는 영

향에 대한 연구가 활발히 진행되고 있다.

인진청간탕은 茵蔯四苓散에 地楡,靑皮,蘿葍子,

覆盆子 등을 가미한 처방으로8만성 B형간염 환자

의 간기능개선 효과와 HBeAg의 음전율을 높이는

효과9,C형간염에 적용하여 Anti-HCV의 역가를

낮춤으로서 감염력을 낮추고 간세포 파괴를 억제

하는데 효과10,실험동물의 전격성간염에서 생존율

을 높이는 효과
11
가 있으며 장기 투여시에도 안정

성이 입증된다는 보고가 있었다12.

인진청간탕및 한약제와 관련된 실험적 간섬유화

및 간경변에 관한 연구로 인진청간탕이 간기능 손

상의 회복 및 간섬유화로의 진행억제효과 등이 있

음이 보고된 바 있다13,16.

분자생물학적 연구에서는 인진청간탕 및 인진의

분획물들이 각종 간세포손상관련 유전자의 발현을

조절하며 세포사멸을 억제하여 간세포를 손상으로

부터 보호하고14-15,또한 인진이 TGF-β1합성을

억제하였으며 fibroblast의 세포증식과 섬유화 유발

유전자의 발현을 억제하는 효과가 있었다39.

최근에는 인진청간탕에 대한 collagen의 합성과

용해와 관련된 실험적 연구들이 진행되고 있는데

비실질세포의 procollagen합성 억제에 대한 효과
17

와 dimethylnitrosamine(DMN)유발 간섬유화와

단백질 산화를 억제시키는 효과
18
가 보고되었으며,

또한 인진이 간성상세포의 활성과 증식을 억제하

는 효과
40
가 있다고 보고되었다.

기타 한약제의 간경변증및 간섬유화 억제와 관

련하여서도 다양한 실험적 보고가 있어왔다.육울

탕및 산울탕이 DMN및 담도결찰로 유발된 간경변

증에 미치는 효과
41
및 청간해주탕이 TGF-β1합성

을 억제하며 fibroblast의 세포증식과 섬유화 유발

유전자의 발현을 억제하는 효과
42
와 알코올 유발

간섬유화와 단백질 산화를 억제시키는 효과43가 보

고되었으며,단삼이 간성상세포의 활성과 증식을

억제하는 효과
44
가 보고되었다.

간경변의 동물모델은 간경변과 관련된 치료및

기전의 연구에 있어서 매우 중요하다.그 이유는

동물모델을 통해서 연속적인 간조직 획득이 가능

하며 윤리적인 이유로 사람에서 직접할 수 없는

실험이 가능하기 때문이다.간섬유화 동물모델은

간섬유화를 유발하는 방법에 따라 크게 간독성물

질,면역학적 손상45,담도결찰46,알코올성47등이 있

다.간독성 물질은 주로 CCl4
48
,DMN

49
및 TAA

50
를

이용하는 방법들이 있다.

이중 TAA는 활성 산소종을 매개로 하여 간손상

을 유도하며,이로 인한 랫드의 간경변 모델은 사

람의 경우와 형태학적,생화학적 특징이 유사하여

재시행시 동일한 병변을 얻을 수 있으며 사망률이

낮은 것으로 보고되고 있으며
51-52
,특히 TAA모델

은 CCl4모델보다 재생 결절과 간섬유화가 더 뚜

렷하고 조직 소견이 사람 간경변증과 더 유사하다

고 평가된다53.

이제까지 흰쥐를 대상으로 한 인진청간탕의 간

섬유화 연구는 CCl4
13,DMN18으로 유발된 간경변

모델을 대상으로 하였으나,본 연구는 TAA로 유발

된 흰쥐 모델을 통해 인진청간탕의 간섬유화 억제

효과를 검증하였다.

본 연구에서는 TAA로 유발 동물실험에서 정상

군, 대조군(TAA 단독투여), TAA+인진청간탕

1g/kg 투여군(YJCGT 1g군),TAA+인진청간탕

2g/kg투여군(YJCGT2g군)으로 나누어 인진청간

탕의 간기능개선 및 간보호에 미치는 영향을 살펴

보았다.항목으로는 간의 무게,간기능검사,일반혈

액검사,문맥압 측정을 채택하였다.또한 인진청간

탕의 농도 차이를 두고 각 항목을 비교관찰 하였

다.

정상군은 체중이 점진적으로 증가하였으나,대

조군과 인진청간탕 처리군 모두 정상군에 비해 체

중은 감소하였다.간과 비장의 중량은 인진청간탕

처리군에서 대조군에 비하여 증가하는 경향이 있
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으나 통계적 유의성은 없었다.

간기능검사 결과 YJCGT1g군은 대조군에 비하

여 AST치는 유의하게 감소하였고(p<0.01),ALT,

Alp및 GGT는 감소하는 경향을 보였다.YJCGT

2g군은 대조군에 비하여 AST치는 감소하는 경향

을 보였으며,ALT와 GGT는 유의하게 증가하였고

(p<0.05),Alp는 증가하는 경향을 보였으나 통계적

유의성은 없었다(Fig.3).

CBC검사 결과 YJCGT1g군과 YJCGT2g군에

서 WBC,RBC및 Hgb은 대조군에 비하여 감소하

는 경향을 보였고,PLT는 증가하는 경향을 보였으

며,Hct는 YJCGT 1g군에서는 증가하는 경향을,

YJCGT 2g군에서는 감소하는 경향을 보였다(Fig.

4).

문맥압 측정결과 YJCGT1g군에서는 대조군에

비하여 유의성 있게 문맥압이 하강하였으나(p<0.01),

YJCGT2g군에서는 대조군에 비해 유의한 하강은

없었다(Fig.5).

Alpha-smoothmuscleactin(ASMA)은 간성상세

포의 활성을 반영하는 지표로 삼고 있으며 휴식기

의 성상세포를 평활근 actin에 대한 항체로 염색하

면 세포주위와 가느다란 세포질 돌기에 면역염색

이 발현되고,이때 다른 유동세포와 간세포 등은

ASMA에 음성이 된다.그러나 간섬유화가 진행되

면 괴사부위의 모든 성상세포는 종창되고 ASMA

에 강한 양성을 보이게 된다
54
.

ProcollagentypeIα2는 손상받은 간세포나 쿠

퍼세포 등에서 분비된 TGF-β,PDGF와 같은

cytokine에 의해서 기저막이 손상되면서 성상세포

가 활성화되면 그 결과 증가하게 된다
55
.

섬유화 과정은 상처 치유를 위한 과정이다.일반

적으로 간손상을 주는 원인인자가 일시적인 경우

상처 치유를 위해 활성화된 간성상세포가 apoptosis

과정을 거치게 되고 matrix matalloproteinase

(MMP)에 의해서 증가된 세포외기질이 분해되어

손상을 받기 전의 정상 간으로 환원된다
56
.인체 내

에서 세포외기질이 과량 생성되면 곧바로 세포외기

질의 단백질분해효소에 의한 분해과정(fibrolysis)으

로 이어지고 있다.MMPs가 중요한 단백질분해효

소로 작용하고 있으며 인체의 간에서는 MMP-1,

-2,-3,-8,-9,-12,-13,-14의 여러 종류가 생성되

고 있다57.MMP2는 주로 기저막을 형성하고 있는

collagen과 변성된 collagen을 분해하고,MMP8은

원섬유(fibril)를 형성하는 collagen중 주로 Type

Ⅰ과 Ⅲ형 collagen을 분해하고 있다
58
.

그런데 섬유화 과정에서 활성화된 간성상세포는

세포외기질 분해뿐만 아니라 세포외기질 분해를

억제하는 단백질(tissueinhibitorsofMMPs,TIMP)

을 동시에 분비하는 기능을 지닌다.즉 활성화된

성상세포는 stromelysin/MMP3및 MMP2의 주

생산원으로서 섬유화된 간의 세포외기질을 분해하

지만59,동시에 TIMP1,2를 활성화시켜 상기의

MMP들을 억제하고 세포외기질을 축적시켜 섬유

화를 더 조장한다60.

최근 간섬유화와 관련하여 MMPs와 TIMPs에

대한 연구가 많이 진행되고 있는데,본 연구에서도

인진청간탕이 TAA유발 간경변동물 모델에서 간

섬유화 관련 유전인자인 ASMA,ProcollagenType

Ia2,MMP2,TIMP1,TIMP2의 mRNA발현에 미

치는 영향을 관찰하기 위해 RT-PCR을 이용하였

다.

YJCGT1g군은 대조군에 비하여 ASMAmRNA

발현량은 증가하는 경향을 보였고,Procollagen

TypeIa2(p<0.05),MMP2(p<0.01)및 TIMP2mRNA

(p<0.05)발현량은 유의하게 감소하였으며,TIMP1

mRNA발현량은 감소하는 경향을 보였다.

YJCGT2g군은 대조군에 비하여 ASMAmRNA

발현량은 증가하는 경향을 보였고,Procollagen

TypeIa2(p<0.05),MMP2(p<0.05)및 TIMP2mRNA

(p<0.05)발현량은 유의하게 감소하였으며,TIMP1

mRNA 발현량은 감소하는 경향을 보였다(Fig.

6-10).

간경변증을 유발한 흰쥐에 대하여 Hematoxylin

& Eosin염색하여 간조직을 관찰한 결과,대조군
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에서는 간소엽의 입체구조가 소실되었고 심한 정

도의 섬유화 및 광범위한 심한 간세포 괴사와 염

증반응이 관찰되었다(Fig.11-b).YJCGT1g군에서

는 중등도의 간소엽의 입체구조가 부분적으로 소

실되었고 중등도의 섬유화가 관찰되었으며(Fig

11-c),YJCGT2g군에서는 병리조직 소견이 대조

군보다는 경미하였으나,YJCGT1g군에 비하여 간

세포 괴사와 염증이 더 심하게 나타났다(Fig.

11-d).

또한 Masson-Trichrom 염색하여 간조직을 관찰

한 결과 대조군에서는 문맥역 및 중심정맥 주위로

현저한 collagen침착이 관찰되었으며(Fig.12-b),

YJCGT 1g군에서는 문맥역과 중심정맥 주위로

collagen의 침착이 대조군에 비하여 감소하였으나

(Fig.12-c).YJCGT 2g군에서는 YJCGT 1g군에

비하여 collagen침착이 더 심했다(Fig,12-d).

간조직 면적 중 collagen이 차지하는 면적의 비

율을 측정하여 percentage로 표시한 결과 YJCGT

1g군과 YJCGT2g군은 대조군에 비하여 collagen

의 양이 유의하게 감소하였다(p<0.05,Fig.13).

이상의 결과에서 인진청간탕은 TAA유발 간경

변 동물모델에서 간기능검사 수치의 호전을 통해

간기능개선과 간보호 효과를 보였으나,농도가 높

은 경우 오히려 간기능을 악화시키는 결과를 관찰

할 수 있었다.또한 간경변시 상승하는 문맥압을

하강시키는 효과를 관찰할 수 있었다.간섬유화와

관련된 유전인자인 ProcollagenTypeIa2mRNA

발현량을 감소시킴으로써 간성상세포의 활성억제

및 TIMP2mRNA발현량을 감소시킴으로써 세포

외기질의 분해를 촉진시키는 효과를 나타내었다.

또한 MMP2mRNA발현량을 감소시킴으로써 정

상 collagen분해작용을 억제시켜 간조직을 유지시

키는 효과를 관찰할 수 있었다.간조직 검사에서는

인진청간탕이 collagen형성을 억제하는 효과를 나

타내었다.상기의 결과들에서 공통적으로 YJCGT

1g군은 YJCGT2g군에 비하여 간섬유화 억제효과

가 우수한 것으로 관찰되었다.따라서 간경변증의

임상 치료에 있어서 인진청간탕의 적정 농도 확정

을 위한 추가 연구가 필요할 것으로 사료된다.

Ⅴ.결 론

인진청간탕이 간섬유화 억제에 미치는 영향을

알아보기 위하여,흰쥐에 TAA유도 간섬유화를 유

발하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

1.정상군은 체중이 점진적으로 증가하였으나,대

조군과 YJCGT1g군 및 YJCGT2g군 모두 정

상군에 비해 체중은 감소하였다.간과 비장의

중량은 YJCGT1g군과 YJCGT2g군에서 대조

군에 비하여 증가하는 경향이 있었으나 통계적

유의성은 없었다.

2.간기능검사 결과 YJCGT1g군은 대조군에 비하

여 AST치는 유의하게 감소하였고(p<0.01),ALT,

Alp및 GGT는 감소하는 경향을 보였다.YJCGT

2g군은 대조군에 비하여 AST치는 감소하는 경

향을 보였으나,ALT와 GGT는 유의하게 증가하

였고(p<0.05),Alp는 증가하는 경향을 보였다.

3.CBC검사 결과 YJCGT1g군과 YJCGT2g군에

서 WBC,RBC및 Hgb은 대조군에 비하여 감소

하는 경향을 보였고,PLT는 증가하는 경향을

보였으며,Hct는 YJCGT 1g군에서는 증가하는

경향을,YJCGT2g군에서는 감소하는 경향을 보

였다.

4.문맥압 측정결과 YJCGT1g군에서는 대조군에

비하여 유의성 있게 문맥압이 하강하였으나

(p<0.01),YJCGT2g군에서는 대조군에 비해 유

의한 하강은 없었다.

5.RT-PCR을 통한 섬유화 관련 유전인자의 mRNA

발현량 조사 결과 인진청간탕 처리군이 대조군

에 비하여 ASMAmRNA발현량은 증가하는 경

향을 나타내었고,ProcollagentypeIa2,MMP2

및 TIMP2mRNA발현량은 유의하게 감소하였

으며,TIMP1mRNA발현량은 감소하는 경향
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을 나타내었다.

6.간조직 병리검사에서 인진청간탕 처리군이 대조

군에 비하여 간조직 중 collagen의 축적을 유의

성있게 억제하였다.

이상의 실험결과에서 인진청간탕은 간섬유화 억

제 및 간세포보호 효과가 있는 것으로 판단되었다.

그러나 본 병태모델에서는 인진청간탕의 고농도

투여군에서는 효과가 감소하여 향후 간경변증 및

간섬유화 치료에 있어서 인진청간탕의 적정용량

수립에 대한 추가 연구가 필요하리라 사료된다.
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