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  Various liver diseases are associated with changes in retinoic acid metabolism and 
storage. These observations have led to speculation about whether retinoic acid level has 
an impact on hepatocarcinogenesis. In this study we have investigated the potential roles 
of retinoic acid in the preneoplastic stage of diethylnitrosamine (DEN) induced rat hepato-
carcinogenesis. In addition, we also determined the relationship between retinoic acid sup-
plementation and cell cycle-related proteins such as cyclin D1, cyclin E, CDK4, and p21. 
Three-week old female Sprague-Dawley rats were divided in two groups and DEN (50 
mg/kg) was injected intraperitoneally twice in 1 week. And then, all rats received 0.5 
ml/kg carbon tetrachloride (CCl4) injection for 4 weeks. Phenobarbital was also treated 
during 10 weeks, after CCl4 injection. In test group, 0.0012% all-trans retinoic acid was 
added to the AIN76 diet and treated during the experimental period. All animals were 
sacrificed 10 weeks after CCl4 treatment. The results show that retinoic acid supplemen-
tation increases in glutathione-s-transferase placental form positive (GST-P

+
) foci number 

and area compared with control group. Proliferating cell nuclear antigen index was also 
increased by retinoic acid supplementation. However, liver collagen contents and cell 
cycle related proteins such as cyclin D1, cyclin E, CDK4, and p21 do not changed. These 
results demonstrate that retinoic acid may have promoting effect on DEN induced rat 
hepatocarcinogenesis. Additional studies are needed to understand the mechanism of the 
promoting effect.
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서      론

  암은 현재 전 세계 사망률 1위를 차지하고 있

으며 수많은 연구자들의 노력에도 불구하고 아직

까지 완전히 정복되지 않은 채 인류의 건강을 끊

임없이 위협하고 있다. 이처럼 완치가 어려운 상

황에서 암의 예방은 더욱 중요한 의미를 갖는다.

  암의 화학적 예방이란 약물 또는 자연계의 물
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질로 암의 진행을 억제하는 것을 말하는 것으로 

암화과정의 개시단계에서 DNA손상을 억제하거

나 이미 손상이 일어난 전암성세포의 진행을 억

제하는 작용을 갖는다. 뿐만 아니라 이러한 물질

들은 특히 종양 제거수술 후 새로운 종양의 생성

을 억제하기 위해 사용되기도 한다.
1)

  필수 영양소의 하나인 비타민 A는 상피세포의 

건강이나 시력의 유지 등 이미 알려진 기능 이외

에 화학적 암예방의 가능성이 있는 물질로 주목

받고 있는데 상반되는 연구 결과 또한 발표되고 

있다. 식품섭취와 암 발생의 상관관계에 대한 역

학조사에서 비타민 A의 섭취량과 폐암 위험도가 

남성 흡연자에 있어서 역의 상관관계를 나타내었

다.2) 그러나 이 연구에서 여성 흡연자의 경우 아

무런 상관관계가 없었다. 또한 5년에 걸친 추적조

사에서 혈청 내 retinol 함량이 낮은 경우 간세포

암종의 발생 위험률이 증가하는 것으로 보고되  

었다.
3)

 그러나 식이 중 비타민 A의 섭취량과 폐

암 발생률간의 상관관계를 19년간 추적조사한 또 

다른 연구에서는 이 두 가지 인자 사이에 아무런 

상관관계가 없는 것으로 나타나기도 하였다.
4)

  한편 환자를 대상으로 실시된 연구에서 Riecken

등5)은 췌장암 환자에게 retinoic acid와 interferon- 

alpha를 함께 투여했을 때 약 3분의 2 정도의 환

자에게서 치료효과가 나타났다고 보고하였다. 그

러나 간세포암종 환자에게 all-trans retinoic acid 

투여시 심한 독성으로 치료에 효과적이지 못했다

는 보고6)도 있고, 간암 수술을 받은 환자에게 

acyclic retinoid인 polyprenoic acid를 복용시킨 결

과 2차성 암의 발생이 현저히 줄어들었다는 연구 

결과7)도 보고되었다.

  암세포를 이용한 iv vitro 실험결과는 간암,8) 전

립선암,
9)

 췌장암,
10)

 유방암
11)

세포에서 retinoic acid 

처리시 암세포의 성장이 현저하게 억제되는 것으

로 나타났다.

  그러나 동물실험에서는 쥐의 간암화 과정에서 

억제작용을 나타낸다는 보고12)가 있는 반면 촉진작

용을 나타낸다는 보고13)도 있어 좀더 다양한 실험

동물모델을 통한 다각적 연구가 필요한 실정이다.

  따라서 본 연구에서는 all-trans retinoic acid의 

식이첨가가 흰 쥐의 간세포암종 발생단계에 미치

는 영향을 알아보기 위하여 다음과 같은 실험을 

계획하였다.

재료 및 방법

    1) 실험동물 처치 및 실험식이

  실험동물은 3주령의 암컷 Sprague-Dawley 랫드

를 사용하였고, 장
14)

의 중기 간발암모델을 변형하

여 간 발암을 유도하였다. 발암물질은 1주 동안 

개시물질로 DEN (diethylnitrosamine)을 50 mg/kg

의 농도로 2회 복강내 주사하고, 2주 후부터 4주

간 1주에 3회 발암 촉진물질인 CCl4를 투여하면

서 phenobarbital을 0.05% 농도로 음수에 섞어 공

급하였다. CCl4는 12시간 공복시킨 후, corn oil에 

녹여 체중 kg당 0.5 ml 농도로 경구투여 하였다

(Fig. 1).

  실험식이는 CCl4 처치가 끝나는 시점부터 AIN- 

76A15) 식이를 공급하였으며, retinoic acid보충군은 

all-trans retinoic acid를 0.0012% 농도로 식이에 첨

가하여 공급하였다(Table 1).

    2) 실험동물의 희생 및 시료수집

  실험동물은 실험식이로 10주간 사육한 후, 12시

간 금식시키고 CO2 마취상태에서 개복하여 간을 

절제하였다. 간 조직의 일부는 cryo tube에 담아 

액체질소로 급속 냉동시킨 후 -80
o
C에서 보관하

였다가 western blot analysis를 실시하였고, 일부는 

10% neutral buffered formalin에 고정하여 콜라겐 

측정과 조직학적 분석에 이용하였다.

    3) 콜라겐 측정

  파라핀 포매된 조직절편을 이용하여 간 조직에 

침착된 콜라겐을 측정하였다. Sirius red F3B는 

collagen과 결합하고, Fast green FCF는 non-colla-

genous protein과 결합하는 특성을 이용하여 염색

을 실시한 후 각각의 최대흡수 파장인 540, 605 

nm에서 흡광도를 측정하여 단백질 mg당 collagen

함량(μg)을 측정하였다.
16)

    4) 조직학적 검사

  조직학적 측정을 위하여 formalin에 고정된 간 

조직을 조직병리학의 일반적인 방법으로 파라핀 

블록을 만든 후 미세절편을 만들어 일반적인 he-
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Table 1. Diet composition
ꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧ
    Component Amount (%)
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
  Corn starch 50

  Cellulose 5

  Casein 20

  DL-methionine 0.3

  Sucrose 15

  Corn oil 5

  Salt mixture
1
 3.5

  Vitamin mixture
2
  1.0

  Choline chloride         0.2
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
1AIN-76A mineral mixture, 2AIN-76A vitamin mixture.

Fig. 1. Experimental design.
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matoxylin and eosin (H&E)염색 및 면역염색을 실

시하였다.

  Glutathione S-transferase placental form positive 

(GST-P+) foci는 일반적인 ABC법17)을 이용하여 

면역조직화학적인 염색을 실시하고, 영상분석장

치로 측정하여 간 조직의 단위면적당 foci의 수와 

면적으로 나타내었다. GST-P항체(polyclonal Ab, 

MBL, Japan)는 1：200으로 희석하여 사용하였고, 

foci 수와 면적은 최대직경이 0.2 mm 이상인 것만

을 골라서 영상분석장치(VIDEOPLAN, Carl Zeiss, 

Germany)로 측정하여 단위면적당 수와 면적으로 

계산하여 나타내었다.

  Proliferating cell nuclear antigen (PCNA)의 염색

방법은 앞에서 설명한 GST-P+ foci와 동일하고 

일차항체만을 PCNA 항체(monoclonal Ab, Santa- 

Cruz, USA)로 바꾸어 사용하였다. 염색의 결과는 

현미경으로 관찰하여 PCNA labelling index (LI)로 

나타내었다.

    5) Western blot analysis

  냉동 보관시킨 간 조직을 갈아서 sample buffer 

(4% SDS, 20% glycerol, 0.2% bromophenol blue, 

2.8% 2-mercaptoethanol, 125 mM Tris-HCl pH 6.8)

와 1：1로 희석한 후 10% SDS-polyacrylamide gel

에 전기영동하여 단백질을 분리하였다. Gel을 전

기적으로 nitrocellulose membrane에 옮긴 다음 이

를 immunoblot에 사용하였다. 비 특이적 반응을 

막기 위해 blocking buffer로 blocking시키고 일차

항체(p27, CDK4, cyclin D, cyclin E)와 이차 항체

를 차례로 반응시킨 다음 ECL용액으로 발색시킨 

후 X-ray film에 노출하여 band를 얻었다. Band의 

density는 BAS 2500의 Tina 2.10 program을 이용하

여 정량화하였다.
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Table 2. Body weight, liver weight and relative liver weight
ꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧ

Body weight (g) Liver weight (g) Liver/body weight (g)
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
  DEN+CCl4 317.3±24.7 14.943±1.678 4.710±0.307*

  DEN+CCl4+tRA 307.8±26.1 13.399±1.580 4.362±0.473

  Control 334.3±32.0 13.453±1.979 4.010±0.266
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
*significantly different from control at p＜0.05.

Fig. 2. Effect of retinoic acid on liver collagen content.
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결      과

    1) 간 섬유화 및 콜라겐 함량

  부검 시 육안으로 관찰한 간은 모든 군에서 특

별한 이상이 발견되지 않았다. 그러나 체중에 대

한 백분율로 나타낸 상대적 간 무게는 DEN을 처

리한 군에서 유의적으로 높게 나타났고 retinoic 

acid 보충은 영향을 미치지 않았다(Table 2).

  H&E 염색의 결과 간 섬유화 및 기타 조직병리

학적 이상소견은 발견되지 않았으며, 간 조직의 

콜라겐 함량 측정 결과도 군간에 유의적인 차이

가 없는 것으로 나타났다(Fig. 2).

    2) GST-P
+
 foci 형성

  간암의 발생에 있어서 전암성 병변의 지표로 사

용되는 GST-P+ foci는 retinoic acid의 보충에 의해

서 더욱 증가되었다(Fig. 3). 이는 retinoic acid의 발

암 촉진효과를 나타내는 결과로 해석할 수 있다.

    3) PCNA 생성

  PCNA는 DNA polymerase-δ의 보조단백으로서 

활발하게 증식하는 세포에서 증가하며, 특히 S 

phase 동안 현저히 증가하는 것으로 알려져 있으

며, 최근 apoptosis와 세포주기와의 관계 및 PCNA
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Fig. 5. Effect of retinoic acid on cell cycle related 

proteins.
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에 대한 연구가 활발하게 진행되고 있다.

  본 연구에서 PCNA는 retinoic acid 보충시 증가

되는 것으로 나타났다(Fig. 4).

    4) 세포주기 관련 단백질 발현

  본 연구에서는 세포주기 관련 단백질인 cyclin 

D, cyclin E, CDK4, p27을 측정한 결과 retinoic 

acid 보충에 의한 변화는 관찰되지 않았다(Fig. 5).

고      찰

  비타민 A가 간 섬유화에 미치는 영향에 대한 

몇 가지 연구를 살펴보면, Okuno등18)은 porcine 

serum으로 유발된 쥐 간의 섬유화 진행과정에서 

acyclic retinoid가 TGF-β를 증가시킴으로써 섬유

화를 촉진한다고 보고하였다. 반면, Seifert등19)의 

연구에서는 비타민 A 결핍 상태일 때 CCl4에 의

해 유발된 쥐의 간 섬유화를 더욱 촉진시키는 것

으로 나타났는데 이러한 결과는 CCl4 처리시 간

의 비타민 A가 혈액을 통해 유실되어 간 내의 비

타민 A 농도가 낮아지고 이것이 섬유모세포로의 

전환을 촉진하는 것이라 주장하는 등 아직까지 

비타민 A와 간 섬유화에 대해 명확한 결론이 내

려지지 않은 상태이다.

  비타민 A의 항암 가능성에 대한 연구는 다양한 

장기를 대상으로 이루어져 왔다. 쥐의 췌장암에서 

retinoids의 투여가 억제효과를 나타내었고, 대장

암20)에서도 식이로 섞어준 all-trans retinoic acid가 

발암억제효과를 나타내었다. 또한 전립선암 세포

의 경우 9-cis retinoic acid가 성장을 억제하였고,
9)

 

췌장암 세포10)에서도 동일한 결과가 나타났다.

  Baba등12)의 연구에서는 retinoic acid의 보충이 

N-nitrosomorpholine (NNM)으로 유도된 쥐의 간암

화 과정에서 GST-P+ foci의 발생을 감소시키는 

것으로 나타났다. 그러나 Tamura등21)의 연구에서 

all-trans retinoic acid는 DEN으로 유발된 쥐 간암

화 과정을 억제하지 못하는 반면 콜린 결핍식이

로 유발된 암화과정에서는 억제효과를 나타내는 

것으로 나타났다. 또한 DEN으로 유발된 마우스

의 간암모델에서는 all-trans retinoic acid가 간암의 

발생을 증가시켰고, 3'-methyl-4-dimethyl-aminoazo-

benzene (3'MeDAB)로 유발된 쥐의 간암발생 과정

에서 retinol acetate의 식이보충이 간암의 발생을 

촉진시켰다는 보고13)도 있다.

  또한 all-trans retinol이 woodchuck 간세포에서 

AFB1-DNA adducts의 형성을 용량의존적으로 감

소시키기는 했지만 western blot analysis에서 glu-

tathione-s-transferase M1 단백질량을 변화시키지는 

않는 것으로 나타났고,22) all-trans retinoic acid가 

p53-knockout mice의 자발적 암 발생을 억제시키

지 못하였으며 생존기간 연장에도 효과가 없었다

는 보고도 있다.23)

  Berberian등24)은 retinyl palmitate는 DEN으로 유

발된 쥐의 간암 발생시 간세포의 괴사나 지방축

적, 전암성 병변을 억제하는 효과가 있다고 보고

하였다.

  그러나 retinoid는 간에 축적되는 특성이 있으므

로 간에서 독성을 유발할 가능성이 있고 따라서 

다른 장기와는 달리 발암촉진 가능성이 있을 것

으로 사료된다.

  또한 본 연구에서 PCNA는 retinoic acid 보충시 

증가되었는데 이러한 결과는 GST-P+ foci의 결과

와 유사한 경향을 나타내는 것으로 retinoic acid의 

보충이 간세포의 분열을 증가시킴으로써 암의 발

생을 촉진하는 것으로 생각된다.

  세포주기 관련 단백질의 발현 양상은 retinoic 

acid의 보충에 의해서 변화되지 않았는데, Zhu등11)

의 연구에서는 유방암세포의 성장을 retinoic acid

가 억제하기는 하였지만 cyclin D1, cyclin A, cyc-
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lin E, p16, p27 등의 발현에는 변화가 없었고 p21, 

CDK4는 감소시키는 것으로 나타났다.

  그러나 Zhou등
25)

은 9-cis retinoic acid와 all-trans 

retinoic acid가 in vitro에서 사람 유방암세포의 cyc-

lin D1과 D3의 발현을 감소시키고, CDK2, CDK4 

또한 감소시킴으로써 유방암을 억제하는 것으로 

설명하였다.

  사람의 정상 유방상피세포에서도 all-trans reti-

noic acid는 성장억제 효과를 보였으며, cyclin D1, 

CDK4, cyclin E 등을 감소시키는 것으로 나타났

다. 그러나 c-myc, p53, p21, p27 등의 변화는 관찰

되지 않았다.
26)

  반면 Sueoka등27)은 all-trans retinoic acid가 hu-

man bronchial epithelial (HBE) cell의 성장을 억제

하는 과정에서 cyclin D1, cyclin E, CDK2, CDK4

의 발현 및 활성을 감소시키고 p27의 발현을 증

가시킨다고 보고하였고, Langenfeld등28)의 연구에

서도 cyclin E의 감소가 암세포의 억제와 관련 있

는 것으로 나타나는 등 세포주기 관련 단백질의 

발현에 대한 연구 결과는 일치하지 않고 있다.

요약 및 결론

  본 연구에서는 all-trans retinoic acid의 식이첨가

가 흰 쥐의 간세포암종 발생단계에 미치는 영향

을 알아보기 위하여 3주령의 암컷 Sprague-Daw-

ley 랫드에 DEN (diethylnitrosamine), CCl4, pheno-

barbital을 사용하여 간암을 유도한 후, AIN-76A 

식이에 all-trans retinoic acid를 0.0012% 농도로 첨

가하여 공급하고 몇 가지 발암관련 인자들의 변

화를 검사하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

  1) 간 조직의 콜라겐 함량 측정 결과는 군간에 

유의적인 차이가 없었다.

  2) 전암성 병변의 지표인 GST-P+ foci는 retinoic 

acid의 보충에 의해서 더욱 증가되었다.

  3) 세포분열을 나타내는 PCNA는 retinoic acid보

충시 증가되는 것으로 나타났다.

  4) 세포주기 관련 단백질인 cyclin D, cyclin E, 

CDK4, p27은 retinoic acid 보충에 의한 변화는 관

찰되지 않았다.

  이상의 연구 결과를 통하여 본 실험에서 사용

한 동물모델 시스템에서 all-trans retinoic acid의 

식이보충은 간암화 과정에서 세포분열을 증가시

킴으로써 암으로의 진행을 촉진시키는 것으로 나

타났으며, 이와 관련된 정확한 기전에 대한 더 많

은 연구가 계속적으로 이루어져야 할 것으로 생

각된다.
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