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Purpose: We planned this prospective study to detect tumor cells in portal venous blood during a curative operation for colon cancer and to identify its clinical implications. Methods: From August to December 1998, we collected portal venous blood (10 ml) during curative operations on 20 patients with colon cancer. Cytokeratin (CK) 19 and 20 transcripts were amplified using a reverse transcriptase-PCR assay. As a negative control, 10 ml of portal blood from 10 patients who underwent benign surgery were assayed. The HCT-116 colon cancer cell line was used for the positive control. All patients were closely followed until May 2003 (mean follow-up: 55 months).Results: CK 19 was positive in 17 (85.0%) patients, and CK 20 was positive in 6 (30.0%) patients. However, CK 19 was also detected in 8 (66.7%) control patients, whereas CK 20 was negative in all control patients. CK 20 was found to be more relevant to the pathologic stage. During the follow-up period, liver metastases were found in 3 patients (50%) who had shown CK 20 in their portal bloods. Conclusions: CK 20 is found to be more specific than CK 19 in the detection of epithelial cells from portal blood. Moreover, CK 20 is related to the stage and was predictive of hepatic metastases in 50% of the patients with colon cancer. With further accumulation of cases, the prognostic significance of CK 20 for hepatic metastases may be better evaluated. J Korean Soc Coloproctol 2003;19:322-326
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서      론

  최근 중합효소 연쇄 반응(Polymerase chain reaction, 

PCR) 기법이 발전함에 따라 암 환자의 말초 혈액 내에

서 암 세포 표지자들을 찾고자 하는 연구가 활발히 이

루어지고 있다. 특히 역전사 중합효소 연쇄반응(re-

verse transcriptase-PCR, RT-PCR) 기법의 발전으로 혈

액 내에 존재하는 극미량의 RNA를 이용하여, 종양 표

지자의 존재여부를 더욱 민감하게 찾아낼 수 있게 되

었는데 이런 연구들의 궁극적인 목표는 말초 혈액 내

에서 암세포 표지자의 발현 유무를 검색함으로써, 이

것이 예후에 어떤 영향을 미치는가를 확인하는 것이

다. 대장암의 경우, 간 전이가 대표적인 원격전이의 형

태이므로, 말초 혈액보다는 문맥혈에서의 대장암 세포

의 존재여부를 검색하는 것은 임상적으로 중요한 의

의를 가진다.
1 그러나 문맥혈을 이용한 암세포 표지자

의 검색을 시도한 연구 자체가 많지 않고, 또한 검사실

간에 표준화된 방법이 없어, 해석하는 데 있어 차이가 

있어서 상호호환의 여지가 아직 부족하다. 저자들은 

대장암의 근치적 수술 중 종양을 손대기 전에 문맥혈

을 채취하여, 역전사 중합효소 연쇄 반응기법으로, 상

피세포 표지자로 알려진 Cytokeratin (CK) 19와 20의 

존재여부를 측정하고, 이것이 임상적으로 어떤 의의를 

가지는가를 분석하기 위하여 본 연구를 시행하였다. 

방      법

    1) 문맥혈액의 채취 및 대장암 세포주

  1998년 8월부터 같은 해 12월까지 우측 및 횡행 결

장암으로 근치적 절제가 가능하였던 20예의 환자를 

대상으로 정중 절개로 개복한 후 종양을 만지기 전에 

각각 10 ml의 문맥혈을 채취하였다. 문맥은 소망의 일

부를 박리하여 소낭(lesser sac)으로 진입한 후 간십이

지장 인대의 좌측에서 확인하였으며, 20게이지 바늘로 
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천자한 후 헤파린을 담은 30 ml 주사기로 채취하였다. 

천자 직후 혈관벽 세포가 오염될 것을 막기 위해, 처음 

5 ml의 혈액은 채취하지 않았다. 지혈은 면 스폰지로 

천자부위를 약 3분간 압박하였으며, 출혈 등의 합병증

은 관찰되지 않았다. 음성 대조군으로서, 양성질환(담

낭 절제술 5예, 십이지장 궤양 천공 수술 3예 외상성 

소장 천공에 대한 소장 절제술 2예)에 대한 개복수술

을 시행하던 10예에서 문맥혈을 같은 양(10 ml) 채취

하였으며, 혈액은 Ficoll-Paque (Pharmacia)를 이용하여 

400 g에서 30분간 원심분리한 후 단핵세포층을 분리

하여 RNA추출할 때까지 -70
oC에 보관하였다. 양성 

대조군으로서, 대장암세포주인 HCT 116 (서울대학교 

암연구소 한국세포주은행)을 이용하였으며, 10%의 

FBS가 첨가된 RPMI 1640에서 배양하였다.

    2) RNA의 분리

  TRIzol (GIBCO BRL, Eggenstein, Germany)을 이용하

여 total RNA을 추출하였다. 107개의 세포를 TRIzol 1 

ml에 균질화시킨 후 5분간 방치한 다음 0.2 ml의 chlo-

roform 첨가후 12,000 g에서 15분간 원심분리하였다. 

상층액을 80% 정도 취하여 동량의 isopropanol을 가한 

다음 10분간 방치 후 위와 같이 원심분리하여 상층액

을 버렸다. RNA 침전물을 75% 에탄올(ethanol) 1 ml로 

세척한 다음 잘 말린 후 DEPC 처리된 3차 증류수을 

가하여 55초에서 10분간 방치 후 섭씨 -70도에서 보

관하였다. 추출한 RNA의 양과 순도는 260 nm와 280 

nm에서 흡광도를 측정하여 결정하였다.

    3) Oligonucleotide primer

  RT-PCR과 nested PCR에 사용된 primer는 Fig. 1과 같다. 

    4) RT-PCR과 nested PCR 

  CK19와 CK20의 검출은 Reverse transcription (RT)- 

PCR과 nested PCR의 두 단계로 나뉘어 수행하였다. 

RT-PCR의 최종용적을 30μl로 하였으며 RT-PCR 반응

액(50 mM KCl, 10 mM Tris-HCl, pH 9.0, 0.1% Triton 

X-100, 200μm dNTP, 2.5 mM MgCl2, 0.1 mM DTT, 

2.5 unit AMV transcriptase, 0.25 unit taqpolymerase, 10 

unit RNasin, 25 pmole external primer)에 약 1μg의 

RNA을 첨가한 뒤 PCR증폭기(Perkin Elmer 9600)를 이

용하여 42
o
C에서 한 시간 반응시켜 cDNA를 합성하고 

denaturation (1분), annealing (CK19, CK20, 1.5분), 

extension (2분)을 한 cycle로 하여 35cycle을 실시하였

고 마지막 extension은 10분간 수행하였다. 그 시료 중 

2μl를 다시 취하여 50 mM KCl, 10 mM Tris-HCl, pH 

9.0, 0.1% Triton X-100, 200μm dNTP, 2.5 mM MgCl2, 

0.25 unit taq polymerase, 25 pmole internal primer의 반

응액 20μl을 denaturation (1분), annealing (CK19, CK20, 

1.5분), extension (2분)을 한 cycle로 하여 35 cycle 실시하

였고 마지막 extension은 10분간 수행하여 nested PCR을 

하였다. 세포에서 적절한 mRNA가 분리되었는지 확인

하기 위하여 표지자로 모든 세포에서 발현되는 actin을 

사용하였다. 분리한 total RNA에서RT-PCR을 시행하

여 전 예에서 actin을 확인하였다.

    5) 전기 영동 및 증폭 확인 

  2% agarose gel에서 100 volt로 전기영동 후 ethidium 

bromide로 염색한 후 자외선 투조(illumination)하에서 

사진을 찍었다.

    6) 환자의 추적 관찰

  20예의 대장암 환자 모두, TNM 병기 2 및 3기로 진

Fig. 1. Oligonucleotide Primer 

used in RT-PCR and nested 

PCR.

CK19 external sense: 5'--AGGTGGATTCCGCTCCGGGCA--3' antisense:
5'--GCTCGAGGGACAGGAAGAT--3' internal sense:
5'--GACATGCGAAGCCAATATGAGG--3'antisense:
5'--GCTGCCTTGGAAGACACACT--3' 

CK20 external sense: 5'--ATGGATTTCAGTCGCAGA--3' antisense:
5'--ATGTAGGGTTAGGTCATCAAAG--3' internal sense:
5'--TCCAACTCCAGACACACGGTGAACTATG--3' antisense:
5'--CAGGACACACCGAGCATTTTGCAG--3' 

βactin sense: 5'--CACTGTGTTGGCGTACGGT--3' antisebse:
5'--TCATCACCATTGGCAATGAG--3'
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단되었으며, 전 예 모두 5-fluorouracil 및 folinic acid 

regimen으로 총 6주기의 전신 항암화학 요법을 시행하

였다. 수술일로부터 2003년 5월까지(평균 추적기간 55

개월, 53∼57개월 범위) 추적관찰하였으며 수술 후 3

개월마다 혈중 암 태아항원(carcinoembryonic antigen)

을 측정하고, 1년마다 흉부 단순촬영와 복부 전산화 

단층촬영을 2년마다 대장 조영술을 각각 시행하여 재

발 및 원격전이 여부를 관찰하였다. 변수에 따른 관찰

값 차이에 대한 유의성은 student t-test로 검정하여 P 

값이 0.05 미만인 것을 의미있는 것으로 간주하였다. 

결      과

    1) CK19 및 20의 양성률 

  대장암 환자 문맥혈에서 CK19의 양성률은 85.0% 

(17/20), CK20의 양성률은 30.0% (6/20)이었다. 양성 대

조군인 HCT-116 세포주에서는 CK 19와 20이 모두 양

성이었다. 음성 대조군인 양성질환자의 문맥혈의 CK19

의 양성률은 80.0% (8/10)이었던 반면 CK20 양성률은 

0%로, CK19의 위양성률이 높음을 확인할 수 있었다

(Table 1).

    2) CK 양성률과 병기, 암 분화도 및 크기와의 상관

관계 

  환자의 TNM 병기와 CK19 및 CK20의 양성률을 비

교하면, CK19 양성예 17예 중 10예가 병기 II(59%)였

고, 7예(41%)가 병기 III이었다(P=0.113). 그러나 CK 20

양성예 6명의 경우는 1예(16.7%)가 병기 II였고, 5예

(83.3%)가 병기 III으로 관찰되어 병기가 높아질수록 

발현율이 증가함을 알 수 있었다(P＜0.05, Table 1). 20

예 모두 중등도의 분화도(mdoerately differentiated)를 

보인 선암이었으며, CK19 양성 예의 평균 종양의 최대

직경은 4.4±2.0 cm CK 19 음성 예의 평균 종양 최대

직경은 4.9±1.6 cm CK 20 양성 예의 평균 종양의 최

대직경은 4.2±2.3 cm CK 20 음성 예의 평균 종양 최

대직경은 4.7±1.3 cm으로 Cytokeratin 발현율과 종양

Table 1. Follow-up result of 20 patients
ꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚ

Distant metastases
CK19 CK20

Case No. TNM stage ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
(portal blood) (portal blood)

Liver Lung Peritoneal Paraaortic
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

 1 + - II - - - -

 2 + - II - - - -

 3 + + I - - - -

 4 - - II - - - -

 5 + + III + - - -

 6 + - II - - - -

 7 - - II - - - -

 8 + + II - - - -

 9 + - III - - - -

10 + - II - - - -

11 + - II - - - -

12 + - II - - - -

13 + + III - - - -

14 - - II - - - -

15 + + III + - + +

16 + - II - - - -

17 + - III - - - -

18 + - III - - - -

19 + + III - - - -

20 + - II - - - -
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

TNM = tumor, node, metastasis.
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의 크기 간에는 유의한 상관관계가 관찰되지 않았다(P

＞0.05).

    3) 추적 관찰 

  대장암 환자 20예들에 대하여, 술 후 최소 53개월부

터 최대 57개월까지 추적한 결과(평균 추적기간, 55개

월), 3예에서 원격전이가 진단되었으며, 전이 장기는 

3예 모두 간이었고, 그중 1예에서는 복막 전이와 대동

맥주위 림프절로의 전이가 동반되었다. 간 전이가 진

단된 3예 모두 문맥혈에서의 CK 19와 20양성이었던 

예로서 문맥혈에서의 CK 19 및 CK 20의 양성과 원격

전이와의 상관관계는 각각 17.6% (3/17)와 50.0% (3/6)

로 측정되었다(Table 1).

고      찰 

  대장암환자에서 골수나 림프절로의 미세전이 여부

는 역전사 중합효소 연쇄 반응(RT-PCR)을 통해 연구

되어 왔으며, 이는 암의 병기와 상관관계가 있다고 보

고된 바 있다.
2-5 그러나 이런 소견이나 말초혈액에서 

발견되는 암 세포의 존재 등이 원격전이를 예측할 수 

있는 지표인가에 대해서는 아직 확실한 연구결과가 

없는 것이 현실이다.
6-10 본 연구는 말초 혈액이나 골수

보다 임상적으로 대장암의 원격전이와 더욱 유관한 

문맥혈을 채취하여 기존 연구들에서 알려진 예민한 

상피세포 탐지자로서 CK 19과 20의 mRNA를 측정하

여 특히 간전이와의 상관 관계를 관찰하는 것이 주 목

적이었다.

  본 연구의 결과 대장암 환자 문맥혈에서의 CK 19 

mRNA 양성률은 85.0% (17/20), CK 20 mRNA의 양성

률은 30.0% (6/20)으로 CK20이 낮아 보이지만 음성 대

조군인 양성질환자의 문맥혈에서의 발현율과 비교하

면 CK19 mRNA이 위양성률이 높아 CK 20 mRNA가 

특이도가 높은 검사라는 것을 알 수 있었다. 문헌을 통

해 보고된 바에 따르면, 문맥혈에서 채취하여 측정한 

CK 19 mRNA의 보고는 없으나, 장간막정맥에서 채취

한 혈액에서 보인 양성률은 29%로 보고되어 있으며,
11 

CK 20 mRNA는 75.9%로 보고된 바 있다.12 CK 20 

mRNA가 특이도가 높음에도 불구하고 감수성이 낮은 

점에 대해서는 검사의 기술적 문제로도 설명할 수 있

는데 그것은 RT-PCR이 매우 감수성이 높은 검사이기

는 하지만 CK 20 mRNA가 탐지역치가(detection 

threshold)에 가까운 농도를 지닐 경우 RT-PCR을 위한 

준비과정, 즉 RNA 추출과정에서 소실됐을 가능성이 

있을 것으로 설명할 수 있다.

  CK 19 mRNA가 비교적 높은 위양성률을 그리고 CK 

20 mRNA가 비교적 높은 위음성률을 각각 가질 가능

성이 있어 이 두 가지 검사를 동시에 시행하고 더 많은 

증례에 대한 연구를 통해 좀 더 완벽에 가까운 결과를 

기대할 수 있을 것으로 생각된다. CK19의 높은 위양성

률은 아직 그 원인에 대해 확실한 연구 결과는 없으나, 

변칙적인 전사가 다량 이루어졌을 가능성과 문맥혈 

내 상피세포의 존재 가능성이 있다고 생각된다.
6 

Cytokeratin은 원발암으로부터 지속적인 방출보다는 

간헐적으로 방출되기 때문에 여러 번 채취하는 것이 

위음성을 줄이는 방법이 될 것으로 생각된다. 이후의 

연구에서는 근치 수술 중 암 종괴를 조작하기 전과 후

등 일정한 시간간격을 두고 문맥혈을 채취하는 방법

등을 통해 위음성률을 최소화하는 것이 중요하다고 

생각된다. 또한 대장암의 근치적 절제 후 재발한 환자

의 약 2∼4%에서 간전이 없이 폐전이가 올 수 있기 

때문에
13,14 문맥혈과 말초혈액에서의 상피세포 표지자

를 동시에 측정하는 것도 바람직할 것으로 생각된다. 

  본 연구의 결과로 보면 환자의 TNM 병기와 특히 

CK20의 양성률이 직접적인 상관관계를 보였는데 아

직 적은 수의 증례이기 때문에 단정적으로 말할 수는 

없지만 병기가 높아질수록 대장암 세포의 방출률도 

증가한다는 것은 충분히 이론적으로도 설명될 수 있

었다. 향후의 연구에서는 더 많은 증례에 대한 결과는 

물론 종괴의 최대 직경이나 주위 조직으로의 침윤정

도, 그리고 전이 림프절 개수 등과의 상관관계도 같이 

조사하는 것이 바람직할 것으로 생각되었다.

  연구 대상 환자 20예에 대하여, 술 후 최소 53개월부

터 최대 57개월까지 추적한 결과, 문맥혈에서의 CK 20 

양성이었던 6예 중 3예에서 간 전이가 진단되어 50%

의 예측률을 관찰할 수 있었다. 양성예의 수가 아직 적

어서 50%라는 수치의 의미는 약하지만 CK 20이 발현

되지 않은 14예에서는 원격전이 특히 간 전이가 관찰

되지 않아 특이도 면에서 의미를 찾을 수 있었다. 아직 

적은 수의 증례에 대한 연구 결과여서 이 결과가 CK 

20 발현여부가 간 전이에 대한 유의한 예후인자인가

에 대해서는 결론을 내리기 어렵지만 아직 많은 문헌

들이 말초혈액이나 골수 등에서 CK 20을 확인한 것과 

원격전이와의 상관관계를 발견하지 못한 사실들을 볼 

때, 본 연구의 양성 결과는 향후 더 많은 증례에 대한 

연구를 계획하기에 충분하였다. 

  결론적으로 대장암 환자에서 근치 수술 중 문맥혈

을 채취하여 측정한 상피세포 존재 여부에 대한 검사
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에서 CK19보다 CK20가 특이도가 높은 검사이며, 

CK20은 병기와 직접적인 상관관계를 보였고 최장 57

개월간 대상환자들을 추적관찰한 결과 CK 20 양성 예

의 50 %에서 간 전이가 진단되어 비교적 높은 예측률

을 가짐을 알 수 있었다. 향후 더 많은 증례에 대한 검

사를 통해 문맥혈에서의 CK20 발현 여부가 간 전이에 

대한 의미있는 예후인자인가에 대한 연구가 시행되어

야 할 것이다. 

결      론 

  근치적 절제가 가능했던 우측 대장암환자의 문맥정

맥에서 혈액 내에 있는 대장암 세포의 탐지방법으로

서 cytokeratin mRNA를 RT-PCR법으로 측정한 결과 

CK 20 mRNA가 CK 19 mRNA보다 특이도가 높은 표

식자로 측정되었으며 CK 20은 CK 19보다 TNM병기

와 직접적인 상관관계를 보였고 대상환자들을 추적관

찰한 결과 CK 20 양성 예의 50%에서 간 전이가 진단

되어 비교적 높은 예측률을 가짐을 알 수 있었다. 향후 

더 많은 증례에 대해서 종양 크기, 분화도, 침윤 정도 

등 암의 여러 특성들과의 상관관계를 분석함으로써 

문맥혈 내에서의 CK 20 발현 여부가 간 전이에 대한 

의미있는 예후인자인가에 대한 연구가 시행되어야 할 

것이다.
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