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서 론

담즙정체(cholestasis)는 간의 급성 및 만성질환에서흔히

볼수있는현상으로임상의사가흔히접할수있다.실험적

인 담즙정체는 총수담관을 결찰하여 만들 수 있는데 수많

은연구가여러가지동물모델에서 1800년도부터진행되어

왔다.(1-3) Cameron(1,4)은 1866년부터 1931년까지 여러 동

물에서 총수담관결찰에대해서 정리하여 보고하였고 1958

년에도 비슷한 내용의 종설을 발표하였다. 1957년에는

Trams와 Symeondis(5)은 백서에서의 총수담관결찰에 대한

기능적 그리고 형태학적인 변화에 대해 발표하였다. 마우

스 총수담관결찰 모델은 마우스의 유전자가 많이 알려져

있고세포괴사나염증반응에대해서검사를할수있는여

러 가지 실험도구의 확보가 쉬우며 근친교배(inbred)된 마

우스를 쉽게 사육할 수 있는 등의 장점으로 가치가 있다.

비록 담즙 울혈 시에 간세포 손상에 대해서 여러 발표가

있었지만(6-11) 담즙정체 후에 간손상에 대한 형태학적인

변화에 대한 상세한 보고는 아직 없었다.

이에 마우스에 있어서 총수담관 결찰 후에 시간에 따라

변하는 간조직의 특징에 대해서 알아보고자 하였다.

방 법

1) 동물

8주된 암컷 CB6 F1마우스(19∼23 gm)를 Charles River

Co.에서 구입하였다. 마우스는 41%습도에서 70Fo
로 항온

항습조건에서 우리당 4마리씩 12시간 밤낮주기로 상품화

된마우스사료를사용하여서키웠으며수술 24시간전부터
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Temporal Morphologic Changes in the Mouse
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Purpose : Cholestasis is a common manifestation of biliary
obstructive diseases. This study was designed to verify histo-
pathologic manifestations of cholestatic liver injury after bile
duct ligation in a murine model.
Methods : Eight-week-old female CB6 F1 mice underwent
common bile duct ligation and sacrificed at various intervals
after surgery. Serum samples were used for the levels of
ALT, γ-GT, total bilirubin. Liver tissues were used for H&E
stain for histopathologic examination, Masson's trichrome to
assess fibrosis, and reticulin for evaluation of hepatic lobular
framework and cell loss. Data were analyzed using the
Students' t-test.
Res ults : In mid-duct ligated animals, marked microvesicular
fatty change was noted between 1 to 2 days, which
completely subsided after 3 days. Scattered variable-sized
foci of hepatic cell loss were noted also, beginning at 12
hours, but becoming more prominent at 1 to 3 days. Fibrosis
in larger portal tracts near the hilum was first noted through
day 3, and remained at days 7 and 28. This was accom-
panied by marked branching and/or epithelial proliferation in
the large bile ducts. Peripheral hepatic fibrosis was evident
at day 5 and continued postoperatively. Liver function tests
on serums showed an obstructive jaundice pattern during the
first week. These values normalized by week 4. Choledo-
choduodenal fistulae were formed in mice surviving 4 weeks
after ligation.
Conclus ion: This study provides a temporally reproducible
pattern of biochemical and histopathological changes in the
liver, providing a useful model for studying the pathobiology
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금식을 시켰다. UCSD 의과대학의 동물관리위원회에서 승

인한 방법으로 실험 및 수술 후 관리를 하였다.

2) 수술 방법

총수담관결찰은수술현미경하에서무균적으로 methoxy-

flurane을이용한전신흡입마취하에서시행하였다.수술방

법은정중절개로복벽을개복하고십이지장을아래방향으

로 당겨서 간외담도를 노출시키는 동안 간의 가장자리는

부드러운면봉으로들었고췌장의위쪽경계면과간문부사

이의 간외담도를 확인하였다.간외담도는 prolene 9.0을 이

용하여중복결찰을한후에분리하였다. Sham수술은복부

절개와간외담도주위를박리한후결찰및분리는시행하

지않았다.실험동물은생존여부를확인하기위해서매일

관찰하였다.

3) 실험 방법

(1) 기초적인 생존 연구(n=60):이상적인담즙정체모델을

만들기 위해서 각각 20마리씩 3군데의 총수담관을 결찰하

였다.근위부결찰은총담관과담낭관을결찰하였고,중간부

결찰은췌장의윗부분의총수담관을결찰하였다.원위부결

찰은 십이지장의 Vater씨 팽대부 주위에서 결찰하였다.수

술 후 1달까지 매일 관찰하였다.

(2) 담즙정체의 동물 모델 (중간부결찰 , n=32): 기초적인

생존연구후에중간부결찰이담즙정체모델에적합하여각

군당 4마리씩 8개군으로 나누어 수술 후 4시간, 12시간, 1

일, 2일, 3일, 5일, 7일, 28일에 희생하였다. 각 군당 Sham

수술을 시행한 마우스를 1마리씩 희생하여 간조직을 얻어

서 대조군으로 사용하였다. 담도결찰 후의 조직학적 변화

의자연경과를 보기위해서 6마리는 4주간관찰하였고그

중 3마리가 4주까지 생존하였다.

(3) 혈액채취와 분석 :혈액은희생시에대정맥을 통해서

얻었고 total bilirubin, alanine aminotransferase (ALT), gamma-

glutamyltransferase (γ-GT)의 양을 정량하였고 상업적으로

사용가능한 kits를 이용하였다(Sigma, St. Louis, Mo.).

(4) 간조직의 분석 :전반적인 간조직의 검사를 위해서 H

&E 염색을 포르말린에 고정하고 파라핀에 봉입된 간조직

에서 시행하였다. Masson's trichrome은 섬유화를 확인하기

위해, reticulin염색은세포의소실이나간엽의조직의변화

를 보기 위해서 시행하였다.지방증(steatosis), 간세포의 소

실,담도의증식,간의섬유화등의 4가지척도를가지고반

정량의 형태학적 분석을 시행하였다. 지방증은 지방증의

유무를 간세포안에서만확인하였고 간실질세포의 소실은

현미경하에서 전체 검사한 간 조직의 세포 수에서 소실된

간세포수의 백분율을 구하였다(( ), absent; ( ), ＜5%;

( ), 5∼20%; ( ),＞20%).담도의증식은간문맥주

위의 3개의간담도보다클경우에정의하였고전체간문맥

에서담도증식이있는곳의비율에의해서 ( ), ( ), (

)으로나누었다(( ), absent; ( ), ＜10%; ( ), 10 ∼

30%; ( ), ＞30%). 간의 섬유화는 주로 간문맥 주변에

국한되었다(( ), absent; ( ), mild; ( ), moderate; ( ),

severe).

4) 통계 처리

결과는 Student's t-test를이용하여분석하였고 P값이 0.05

보다 작은 경우에 의미있는 결과로 생각하였다.

결 과

1) 기초적인 생존 연구

60마리의 마우스를 앞에서 설명했던 방법으로 3군데 중

의 한 곳의 총수담관을 결찰하였다. 근위부결찰을 시행하

였던 20마리중에서수술 7일후에 7마리가살았고 13마리

가 죽어서 35% (7/20)의생존율를보였고부검결과는 13마

리 모두 담낭이나 근위부담관의 천공에 의한 복막염의 소

Fig. 1. Liver function tests in mice after bile duct ligation. A. total bilirubin, B. ALT, C. γ-GT, black bar; mean, white area; standard
deviation.
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견을보였다.췌장위에서중간부결찰을한 경우는수술후

7일째생존율이 95% (19/20)였고사망한 1마리도결찰에의

한간담췌의 이상에 의한경우가아니었다.원위부결찰후

7일째 생존율은 25% (5/20)였고사망한 15마리 중 4마리에

서담낭과근위부담도의천공이보였고일부에서는다량의

복수가 있었으며 췌장이 비누화(saponified)되었다. 이상의

결과로 중간부결찰을 담즙정체의 모델로 사용하기로 하

였다.

2) 간기능 검사

생화학검사를 위해 실험군과 대조군에서혈장을 얻었다

(Fig. 1). Total bilirubin수치는점차적으로담도결찰 12시간

후부터증가해서통계적으로의미가있었고(P＜0.01), ALT

와γ-GT는편차가많았고전반적으로증가하는양상을보

였으나 개개의 비교에서는 통계적인 의미는 발견할 수 없

었다(P＞0.1). 간기능은 수술 4주 후에는 완전히 정상화되

어서 조직학적인 결과와는 상관관계를 발견할 수 없었다.

3) 재관통(Recanalization)

마우스는총수담관결찰 4주후에담관과십이지장주변에

심한유착이있었고육안적으로는간의외형은정상상태였

으나담관과장간의내부연결이존재하였으며총수담관십

이지장루는결찰부위의상방에서잉크를주사하여십이지

장으로 연결되는 것을 보고 확인하였다(Fig. 2).

4) 조직병리학적 관찰

담관결찰후의조직학적변화는지방증(steatosis),간실질

의변화,담도의증식,간의섬유화등을포함한 6가지확실

한척도에의해서관찰하였다(Table 1).가장먼저나타나는

Table 1. Summary of histopathologic changes after bile duct ligation

4 hr 12 hr 1 hr 2 hr 3 hr 5 hr 7 hr 4 week

Bile duct proliferation grade
(0/ 11) (0/8) (1/9) (3/8) (5/ 12) (4/8) (6/8) (15/37)

Proliferated duct/total duct
(0/ 15) (0/ 11) (1/ 12) (1/8) (4/ 11) (7/ 14) (15/ 19) (18/28)

(0/ 10) (0/9) (1/7) (2/7) (3/8) (4/8) (6/ 11) (19/31)

Loss of cell mass

Steatosis

Fibrosis (central)

Fibrosis (peripheral)

Fig. 2. Choledochoduodenal fistula, 4 weeks post-ligation. A gro-
ssly normal liver with internal communication between the
biliary tract and intestine. The choledochoduodenal fistula
(black arrow) was confirmed by ink injection on the proxi-
mal side of the ligature which tracked to the side distal
to the ligature, into the duodenum.
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변화는담관결찰 12시간후에나타나는변화이고미세수포

성지방성변화(microvesicular fatty change)와소량의간세포

의소실등을볼수있었다(Fig. 3).비록간문맥주위에조직

학적 변화가 더 많았지만 구역분포(zonal distribution)와 간

세포의부분적인 소실은 각군마다변화가많았다.간세포

의소실은 1일과 5일사이에심하였고 4주까지지속이되었

다. 담관결찰에 의한 간세포의 소실은 특징적이었고 경색

(infarction)이나 세포소멸(apoptosis) 등에 의한 것과는 아주

다른 양상을 보였다(Fig. 4A, B).처음에는 수십 개의 간세

포가 창백하고 비어 보이는 세포질 변화와 상대적으로 작

은 핵의 크기로 특징지어지는 ballooning degeneration의 소

견을 보였고 다음에는 부정형의 창백한 호산성의 물질

(eosinophilic material)로채워져있는세포의세포내의세포

내기관(organelles)의소실을관찰할수있었고마지막에는

세포가 죽은 자리에 낭성 변화가 있거나 수축되어서 기저

막(basement membrane)과 비슷한 물질로 채워지기도 하였

다.염증반응은볼수없었고간세포의재생도확연하지는

않았다. 후기에 볼 수 있는 조직학적 변화는 담도의 증식,

담관상피의증식및간실질의섬유화로담관결찰 2일후부

터 관찰되었다. 담관의 증식은 수술 후 5일째 확연하였고

수술후 28일까지지속되었다.큰담도인경우에는상피세

포의 증식뿐만 아니라 자주 이형성 변화(dysplastic change)

를관찰할수있었다.섬유화는간문부(hilum)주위의큰문

맥부에수술후 2일째부터나타나기시작하여서 5일째부터

생기는 말초의 작은 문맥부보다는 빠르게 진행되는 것을

알수있었다.일단섬유화가시작이되면 28일까지지속되

Fig. 3. Steatosis, 24 hours after ligation. The earliest changes oc-
curred at 24 hour after common bile duct ligation. They
were characterized by diffuse microvesicular steatosis,
which was no longer present by day 3 (H&E stain, 400).

Fig. 4. Hepatic cell loss. Scattered foci of hepatic cell loss were seen as early as 12 hours, but became more apparent at day 1 to 3,
and persisted to day 5. Histopathologic features in these foci appeared distinct from typical apoptosis or infarction; A, day 3 (H&E
stain, 200); B, day 5 (H&E stain, 400).

Fig. 5. Fibrosis. Fibrosis in large portal tracts was first noted at
day 3, which was accompanied by marked branching and/
or epithelial proliferation of the large bile ducts within the
fibrotic spaces (H&E stain, 200).
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었다.문맥부의섬유화는큰담도의증식및분지화와동반

이되었다(Fig. 5).수술 후 5일째에 생긴말초의작은문맥

부의 섬유화는 수술 후 지속적으로 관찰되었다(Fig. 6).

고 찰

설치류에서의 총수담관결찰은 간외담도협착의 좋은 동

물 모델로 여겨져왔다. 그러나 마우스에서 간외담도결찰

후에생기는일시적인조직병리학적인특징에대해언급한

논문은 없었다.(1-5) 이번 연구에서는 간외담도결찰 후에

생기는생화학적인변화와조직병리학적변화에대해서구

체적으로 확인하였다. 섬세한 수술술기가 실험 기간 동안

생존하고재현할수있는동물모델을만드는데아주중요

하기때문에저자는세군데의결찰부위를정하고각군마

다적당한수의마우스를사용하여예비실험을하였다.원

위부 및 근위부 총수담관을 결찰하는 경우는 담즙에 의한

복막염 및 췌장염 등으로 인한 사망률의 증가로 선택되지

않았고 췌장의 바로 위와 담낭관의 바로 아래의 총수담관

의중간부위를 결찰하는모델이가장낮은사망률과합병

증의 비율이 관찰되어 선택되었다. 총수담관의 중간 부위

를결찰한마우스중반수가 4주까지살았다.이때이차적

으로생긴 총수담관루에의해혈장내의수치들은수술후

4주에 정상화가 되었는데 재관통의 기전은 백서와는 달랐

다.백서에서의총수담관의결찰후에 생기는재관통의기

전은 8개의단계로보고되었다.(5) Cameron과 Hasan(4)은결

찰부위의양쪽부분으로연결되는상피구조를발견하였고

잘려진양쪽담도의연결부위를덮고있는것을확인하였

다. 새로운 상피에는 많은 유사분열하는 세포가 존재하였

고수술 8개월 후에는 정상 간 조직을 보였다.마우스에서

의재관통의기전은다르다.재관통의단계가담도의확장,

유착,파열, 누공형성(internal fistulization)의 형성의 단계를

거치는것으로확인되었다.백서에서의담도결찰모델은인

간에있는질환과비슷한것으로보고되고있다.(5)인간에

있어서 간외담도협착의 조직학적 변화는 비특이적이지만

비교적 특징적인 형태는 잘 알려져 있다.(12,13) 시기적인

변화는 초기와 후기로 나뉘고 초기의 변화는 세포질이나

세담도 주위의 중심정맥주위 담즙정체, 문맥부 부종, 백혈

구의적은침착,문맥부의원형화,간의소엽구조의변화없

는 간세포의 깃털 같은 변성(feathery degeneration), 호산성

의 물질(acidophilic bodies)을 가지는 단세포괴사(single cell

necrosis),간문맥부위의가장자리에있는초기담도증식등

이다.(12-14) 후기변화는 초기변화에서 진행이 된 양상을

보이고 가선변화(pseudoglandular formation)을 동반한 liver

plates의 파괴, 담즙경색(bile infarct), 간세포의 유합성 변성

(confluent degeneration) 및 용해, 대식세포의 군집, 혼합성

간문부 염증세포침윤(mixed portal inflammatory infiltrates),

문맥주위섬유화의 증가 등의 소견을 보이다.(15-19) 비록

bile plug이간외담도정체의아주질병특이적인소견이기는

하지만 bile plug은발견을못하거나없을수도있고,(12,17)
마우스에서의 총수담관의 결찰 시에는 bile plug은 보이지

않았다.이번연구에서는 간세포의소실후에 따라오는일

시적인지방간현상,문맥주위섬유화,담관의증식이큰문

맥주위에서 생기고 중심정맥주위의 제3구역에서 간외 담

도의결찰시에생길수 있는 혈관 손상에의한간의허혈

시에 관찰되는 응고성 괴사나 담즙경색에 의한 bile lake가

아닌간세포의소실이관찰이되었다.본 연구에서관찰되

는융합성의간세포소실은세포소멸에의해서생기는호

산성의 물질 형성과 같이 있는 개개의 세포소실과는 다른

것으로 생각되었다. 이러한 특징적인 간세포의 소실이 생

기는 기전에 대한 연구가 필요하리라 생각된다. 간세포소

실의구역분포는간의유독성손상시에생기는특징적인

변화를포함한일시적인미세수포성지방성변화와비슷하

다.이러한기전에대해서는좀더심층적인연구가필요하다

고 생각된다.

결 론

담즙정체의모델중에마우스의총수담관의중간부를결

찰하는모델은안정적이고편리한방법으로써담도폐쇄시

에생체내에서의변화를연구하는데유용하리라생각된다.
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