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  The purpose of this study was to determine the effect of hepatic disease severities on pharmacokinetics 
of flow-limited verapamil in dimethylnitrosamine (DMN)-induced cirrhotic rats. Hepatic cirrhotic rats (SD 
rats, 200∼250 g) were induced by intraperitoneal injection with 1% DMN solution at a dose of 10μg/g 
by 3 days/week as experimental groups and same dose of saline as control for 4 weeks. The serum 
verapamil concentrations were quantified at zero, 10 min, 30 min, 1, 2 and 3 hrs after bolus injection 
of 3 mg/kg of verapamil by a column-switching HPLC method and pharmacokinetic parameters such 
as Co, MRT, AUC, Vdss, t1/2 (β) and CLp were determined in each group. And then some hepatic tissue 
was obtained and subjected to analysis of the hepatic 4-hydroxyproline content and were inspected by 
light microscope after hematoxylin and eosin staining. The serum concentrations and pharmacokinetic 
parameters such as Co, AUC, MRT and t1/2 (β) were significantly increased (p＜0.01) and Vdss and 
CLp were significantly decreased (p＜0.01) in hepatic cirrhotic rats according to DMN-treated period. 
The 4-hydroxyproline content was also gradually increased propertionally to DMN-treated period. The 
pharmacokinetic parameters of verapamil were seemed to change gradually to depend on the hepatic 
fibrotic severity. Therefore, we suggested that flow-limited drug as like verapamil dosage adjustment 
is necessary according to hepatic function severity. (Cancer Prev Res 10, 34-47, 2005)
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서      론

  간장은 약물대사에 중심적인 역할을 하고 있으며
1)
 약

물대사에 대한 간장의 역할은 지용성 약물을 수용성인 

물질로 변화시켜서 담즙이나 소변으로 배설되도록 하는 

것이다. 그러므로 간질환은 다양한 병태생리적 변화가 

초래되어 간혈류의 감소, 간 혈류단락(hepatic shunt), 간 

세포기능 장애, 혈장단백의 양적․질적 변화 및 담즙분

비의 이상이 나타날 수 있으므로 이런 장애로 인해 많은 

약물의 체내 동태에 변화가 초래될 수 있다. 임상에서도 

간질환 환자에서 약물 부작용의 발생빈도가 높음은 잘 

알려져 있지만 현재까지 어떤 환자에서 간의 약물 대사

에 장애가 발생할 지에 대한 예견지표가 제시되어 있지 

않은 실정이다.
2)
 반면에, 신기능장애 환자에서는 blood 

urea nitrogen, creatinine 혹은 creatinine 청소율 등을 기초로 

하여 투여약물에 대한 용량이나 투여간격을 용이하게 

조절할 수 있으나, 간질환 환자에서는 투여용량 혹은 간

격을 조절할 수 있는 지표가 없어서 투여용량과 투여간

격을 조절하기 어려운 상황이다.
3)
 간장은 간세포, 혈관

상피세포(SEC, sinusoidal endothelial cell), Kupffer 세포 및 

성상세포(HSC, hepatic stellate cell) 등으로 구성되어 있다. 

이 중에 성상세포가 간섬유화에 중심적인 역할을 하는 

것으로 알려져 있다.
4,5)
 간 내의 세포외기질(ECM, extra-

celluler matrix)을 분비하는 주된 세포로 간성상세포 (he-

patic stellte cell, Ito cell, lipocyte)는 정상적인 상태에서는 

휴지기에 있다가 활성화되면 세포변형이 일어나고 ECM

을 다량 분비하고 Disse 강 주위로 침착되면서 간섬유화

가 진행되고 결국 간경변으로 악화된다.
6∼8)
 간성상세포

로부터 분비되는 대표적인 ECM은 콜라겐이며 이를 자

극하는 것은 지질과산화물, TGFβ, 아세트알데히드, 섬

유화된 간에서 생기는 섬유화 요소 등이 있다.
9,10)
 만성 

간질환, 특히 간경변증 환자에서 간혈류 단락이 생기고 

간혈류량과 내인성 제거율이 감소하게 되면 초회통과효

과(first-pass effect)가 큰 약물 즉, 간 제거율이 높은 약물

(flow-limited drug)의 대사에 현저한 장애가 초래될 수 있

고,
11)
 이런 약물을 경구투여 시에 초회통과효과가 감소

하여 전신순환으로 흡수되는 양이 증가하므로 비례적으

로 혈중농도가 증가하며 반감기도 길어지게 될 것이

다.
12,13)
 그러므로 정상간장에서 약물대사의 기본원리와 

간질환 정도에 따른 약물대사 기능의 변화를 이해하고 

이에 근거하여 간질환에서 약동력학의 변화, 감수성의 

변화 등을 고려하여 투여용량과 투여간격을 조절해야 

한다.
14)
 간섬유화의 병리적 연구 및 간섬유화에 관한 연

구에는 간섬유화 실험동물 모델
15∼17)
의 확립이 필수적이

고 실험동물 모델에서는 임상처럼 알코올이나 간염바이

러스에 의한 실험동물 모델을 그대로 이용하기는 곤란

하다. 대신 간독성 물질이나 담관결찰 등에 의한 간섬유

화 모델이 이용되고 있다. 약물에 의한 간세포손상에는 

직접 또는 간접적인 손상이 있는데 직접적인 손상은 약

물에 의한 세포손상이며 간접적인 손상은 약물을 CYP450

이 대사하여 유리기, 전자친화체, 활성중간대사물 등을 

발생시켜서 세포를 손상시키는 것이다. 간성상세포는 

전체 간세포의 15% 정도를 차지하며 retinoid를 저장하고 

있는 주된 세포이다. 간 손상 후 간성상세포가 활성화되

면 성상세포는 섬유세포 생성능력을 가진 근섬유아세포

로 분화되며 콜라겐이 분비되어 섬유화가 진행된다.
18)
 화

학적으로 간섬유화 유도방법에는 사염화탄소(CCl4),
19∼21)

 

dimethylnitrosamine (DMN),
22,23)
 알코올,

24,25)
 TAA (thioa-

cetamide)
26) 
등이 있고, 면역학적방법,

27)
 식이결핍

28) 
및 수

술
29,30)
을 이용하는 등 다양한 방법들이 개발되었다. CCl4

는 간섬유화에 가장 많이 사용되고 있는 물질로서 간세

포 CYP450에 의해 CCl3를 형성하고 산소와 결합하여 

CCl3O2를 형성하게 되는데, CCl3는 세포막의 지질과산화

를 유발하여 세포손상을 주게 되며 경화는 보통 2개월 

내지 수개월 후에 생기며 간경화 유발에 대한 개체차가 

크며, 동물 종에 따라 치사율이 30∼60%까지 발생하는 

단점이 있다.
19)
 또한 알코올은 지방간을 유발하지만 간

세포의 괴사나 간경화를 쉽게 유발하지 않고 흰쥐의 경

우 알코올에 대한 거부감 때문에 전체 칼로리의 36% 이

상을 투여하기 어렵고 대사가 빨라 혈중 알코올 농도를 

높은 상태로 유지하기 힘들다는 단점이 있다.
31)
 그러므

로 좀더 이상적인 간경화 실험동물 모델은 임상에서의 

형태학적 현상들이 재현할 수 있어야 하고, 병리적인 소

견에서 처치기간에 따라서 점차적이고 확실한 변화가 

있어야 하며, 높은 재현성과 사망률이 낮아야 하고, 마지

막으로 병태 생리적인 후유증이 있어야 한다.
32)
 이러한 

의미에서 DMN-유발 간섬유화는 3주간 DMN 투여로 빠

른 결합조직결절 형성과 소결절형 간경변을 일으키며 

이로 인해서 생긴 간경변에서 사람의 알코올성 간질환

과 비슷한 변화가 관찰된다. 또한 문맥압 항진증, 복수, 

황달 등 임상증상도 유사하여,
33)
 간경화 실험동물 모델

에 대한 약물 또는 물질의 효과를 검증하는 실험에서 종

종 사용되고 있다.
34)
 이 실험동물 모델의 장점은 동물의 

치사율이 낮으며, 초기의 중간소엽 간손상 이후 소정맥

주위 섬유화와 섬유성 격막의 형성을 거쳐 3주간 DMN 
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투여 후에는 소결절형 간경변이 발생하는 재현성이 높

은 것으로 알려져 있다.
33,35)
 그리고 약물투여를 중단한 

후 24주까지도 유지되어 비가역적인 병변인 것으로 알

려져 있다.
34)

  따라서 DMN 투여
23,36,37)

로 간섬유화-유발한 흰쥐에서 

간조직 4-hydroxyproline의 정량
38,39)
과 조직학적 변화 관찰

로 간섬유화 정도를 확인하고, 혈류 의존성이 높고 간에

서 높은 제거율을 나타내는 약물인 verapamil
40∼43)
의 약동

학적 지표변화를 조사하여 간질환의 진행정도와 간의 

약물 대사능 변화와의 상관관계를 비교하여 간질환에 

따른 약물 투여용량의 조절에 대한 기초자료를 제공하

려 한다.

재료 및 방법

    1. 실험대상 및 사육조건

  8주령 200∼250 g의 Sprague-Dawley계 수컷 흰쥐(중앙

실험동물(주))를 대상으로 하여 실험 1주 전부터 55±5%

의 습도, 22±2oC의 온도 및 환기가 조절된 동물실에서 

순응시켰으며, 12시간 주기로 명암을 조절하였다. 실험

기간동안 고형사료와 물을 자유롭게 섭취시켰다.

    2. 실험군과 대조군의 분류

  Dimethylnitrosamine (DMN) (Sigma, St Louis, MO, USA)에 

의한 간섬유화 유도는 Tenkins 등(1985)의 방법에 준수하

였다. 실험군은 생리식염수에 1% 농도로 희석한 용액을 

10μg/g의 용량으로 일주일에 3일 연속하여 4주간 총 12

회 복강주사하였고 대조군은 동량의 생리식염수를 같은 

방법으로 주사하였다. 실험개시 후 DMN 투여 1, 2, 3 및 

4주 간격으로 각각 실험군 12마리와 대조군 5마리씩 희

생시켜 체중, 간중량 및 체중과 간 중량의 비율을 측정하

였다(Fig. 3∼5).

    3. 약물동태학적 연구

  DMN 투여 4주 후에 12시간 절식시킨 간섬유화 모델 

흰쥐를 0.5% pentobarbital (30 mg/kg)로 마취시킨 후 수술

대에 배위 고정하고 왼쪽 대퇴부의 정맥과 동맥을 분리, 

노출하여 정맥에 25 IU/ml의 헤파린이 채워진 폴리에틸

렌관(PE-50)을 거치하고 마취에서 회복되었을 때 verapa-

mil (Sigma, St Louis, MO, USA) 3 mg/kg을 정맥주사하였

다. verapamil 투여 전과 투여 후 10분, 30분, 1, 2 및 3 

시간째에 혈액 0.5 ml를 채취하여 3,000 g에서 15분간 원

심분리한 후 혈청을 분석시까지 -70
o
C에 보관하였다. 

    4. 컬럼 스위칭 HPLC 법을 이용한 혈중 verapamil 농

도 정량

  1) 시약 및 재료: HPLC-grade acetonitrile은 Merck 사

(Germany)에서 구입했고, propranolol (내부표준문질)과 

(±) verapamil hydrochloride (표준물질)은 Sigma 사(St Louis, 

MO, USA)에서 구입하여 사용하였다. 3차 증류수는 Milli- 

Q system (Milipore S.A., France)에서 ELGA system을 사용하

여 얻었다.

2) HPLC 구성: HPLC system (Nanospace, Shisheido, Tokyo, 

Japan)으로 펌프 A (SI-1/2001), B (SI-2/2001), 기포제거기

(SI-1/2010), 형광측정기(SI-2/2002), 자동주입기(SI-2/3023), 

컬럼 변환장치(SI-1 /2012) 및 컬럼오븐으로 구성되어 있

고, 데이터 처리장치로는 Ds CHROM data module의 

integrator를 사용하였다. HPLC 컬럼은 전처리 컬럼으로 

Capcellpak MF ph-1 (4.0×20 mm, Shiseido, Tokyo, Japan), 

농축 컬럼으로 Capcellpak C18 UG120 S5 (2.0×35 mm, 

Shiseido, Tokyo, Japan), 분석 컬럼으로 Capcellpak C18 

UG120 (1.5×250 mm, Shiseido, Tokyo, Japan)을 사용하였

고, 컬럼 온도는 45oC로 유지하였으며, 컬럼 변환시간은 

2.35∼3.10분(propranolol), 3.80∼4.85분(verapamil)이었다. 

전처리 이동상 [50 mM ammonium phosphate (pH 4.5) 

(Buffer A)], 분석 이동상[50 mM ammonium phosphate: 

acetonitrile=70：30 (v/v)(Buffer B)]로 제조한 후에 0.22μm 

막 여과지(Milipore, Bedford, MA, USA)를 사용하여 2회 감

압 여과하고 초음파기로 공기를 제거한 후 사용하였다. 

F ig . 1 . Pre-treatm ent p rocess o f chrom atogram  for the
sw itch ing tim e for analysis o f verapam il. Retention  tim e
(m in) for switching valve (arrows)(A, 2.35; B, 3.1; C, 3.85;
D , 4 .85).
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전처리 이동상의 유속은 500μl/min이었고 분석 이동상

의 유속은 120μl/min를 유지하였고, 형광측정기의 흥분

(excitation)파장은 280 nm로 하였고 여기(emission)파장은 

313 nm이었다.

  3) 혈청 내 verapamil 농도의 정량: 상기한 기기 조건하

에서 컬럼 스위칭 HPLC 방법(Fig. 2)으로 실온에서 전처

리이동상[50 mM ammonium phosphate (pH 4.5)], 분석이동

상[50 mM ammonium phosphate：acetonitrile=70：30 (v/v)]

을 사용하였으며 전처리 및 농축 이동상의 유속은 500μl/ 

min, 분석 이동상은 120μl/min으로 하여 분석하고 다음

과 같이 검량선을 작성하였다. 표준 Verapamil 10 mg을 

전처리 이동상[50 mM ammonium phosphate (pH 4.5)]으로 

Fig. 2. Triple column systems for the column switching in semi-micro HPLC.
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용해시켜 농도가 1,000μg/ml가 되도록 만든 후 냉장 보

관시키고, 이 용액을 냉동 보관하였던 공혈청으로 희석

하여 혈청 내 verapamil의 농도가 각각 10∼2,500 ng/ml의 

농도가 되도록 표준 혈청을 만들었다.

  1단계: 표준 혈청용액 400μl에 내부표준물질(I.S, pro-

pranolol)이 500 ng/ml가 되도록 첨가한 후, 전처리 및 농

축 이동상[50 mM ammonium phosphate (pH 4.5)] 500μl를 

가하고 30초간 진탕 후에 13,000 ×g에서 10분간 원심분

리시킨 후 실린지 필터로 여과한 후 자동주입기에 10μl

를 주입하고 전처리 이동상을 500μl/min의 유속으로 흘

려 검체 중에 verapamil을 분리하기 위한 변환시간을 결

정하였다(Fig. 1, 2A). 이때 변환 밸브 조절시간은 2.35∼

3.10분(propranolol), 3.80∼4.85분(verapamil)으로 결정하였

고, 농축 컬럼과 분석 컬럼은 분석 이동상[50 mM 

ammonium phosphate：acetonitrile=70：30 (v/v)]을 120μ

l/min의 유속으로 이동시켜 평형을 유지하도록 하였다.

  2단계: 변환 밸브를 B위치로 전환하여 1단계에서 결

정된 밸브 조절시간(2.35∼3.10분)동안 A펌프로 이동상 

[50 mM ammonium phosphate (pH 4.5)]을 500μl/min 유속

으로 흘려주면서 전처리컬럼인 Capcellpak MF ph-1 (4.0×

20 mm)을 이용하여 제단백시킨 후 농축컬럼 Capcellpak 

C18 UG120 S5 (2.0×35 mm)에 약물을 농축 시켰다(Fig. 

2B).

  3단계: 변환 밸브가 C위치로 전환되면(3.10∼3.85분) 

농축컬럼에 농축된 분석물질이 분석 이동상 [50 mM 

ammonium phosphate：acetonitrile=70：30 (v/v)]에 의해 

120μl/min의 유속으로 분석컬럼인 Capcellpak C18 UG120 

(1.5×250 mm)을 이용하여 형광측정기 파장조건 흥분 

(excitation)파장 280 nm과 여기(emission) 파장 313 nm에서 

내부표준물질(I.S propranolol)을 분리하게 된다. 3.85분에 

다시 2단계의 밸브 위치로 자동전환 되어 제단백 후 농

축 컬럼에 혈청 내 verapamil을 농축시키고, 이후 변환 밸

브가 4.85분에 A위치로 전환되어 B펌프로 120μl/min의 

유속으로 이동상을 흘려주면서 분석 컬럼을 이용하여 

verapamil을 분석하였다(Fig. 2C).

  이때 얻은 크로마토그램으로부터 verapamil과 내부 표

준물질인 propranolol에 대한 peak-면적비를 구하여 표준

정량 곡선 공식을 얻었고 일내 재현성과 일간 재현성을 

통하여 분석방법을 검정하였다.

  4) Verapamil의 약동학적 지표의 계산: 혈중 verapamil

의 농도를 상기한 방법으로 정량하여 시간에 대한 혈중

농도 곡선을 작성하였고 약동학적 지표를 계산하였다. 

초기혈중농도(Co; initial plasma concentration)는 혈중농도 

곡선을 농도축으로 외삽하여 구하였다. 농도곡선하 면

적(AUC; area under the curve)은 약동학 분석프로그램 

(MULTI-LINE FITTING)을 사용하여 선형 사다리꼴 법칙 

(linear trapezoid rule)을 적용하여 계산하였다. 혈중제거율 

(CLp; plasma clerance)은 dose/AUC로 계산하였고, 평균 머

무름시간(MRT; mean residence time)은 1.44×t1/2로 계산하

였으며, 항정상태 분포용적(Vdss; volume of distribution at 

steady-state)은 Dose/Co로 계산하였고, 배설반감기(t1/2(β); 

terminal elimination half-life)는 0.693/β (β=slope of the ter-

minal elimination phase)으로 계산하였다.

    5. 혈청학적 검사

  약물투여 최종일부터 1주 후마다 실험군과 대조군에

서 흰쥐의 체중을 측정하고 실험군과 대조군에서 각각 

12마리씩 0.5% pentobarbital (30 mg/kg)로 마취시킨 후 심

천자로 혈액을 4∼5 ml 채취하여 희생시켰다. 채취한 혈

액은 실온에서 30분간 방치하고 3,000 ×g로 15분간 원

심분리하여 혈청을 분리하였고 각 군에서 총 빌리루빈, 

알부민, 총단백질양, AST (aspartate aminotransferase), ALT 

(alanine aminotransferase), ALP (alkaline phosphatase) 수치를 

측정하였다.

    6. 조직학적 검사

  혈액 채취 후 간 문맥으로 생리식염수로 관류시킨 후 

간을 적출하여 간 무게를 측정하고 육안적인 소견을 관

찰하였다. 일부 조직은 -70oC의 냉동고에 냉동 보관하

였다. 일부는 10% 중성 포르말린에 고정시켜서 파라핀

에 포매하여 4μm 두께의 절편을 제작한 후 hematoxylin- 

eosin 염색을 시행하였다. 마지막으로 비장을 적출하여 

무게와 크기를 측정하였다.

    7. 간조직 내 4-hydroxyproline 양의 측정

  대조군과 DMN-투여 1, 2 및 4주 후에 채취한 간조직

에서 간섬유화 정도를 정량적으로 파악하기 위하여 간

조직 내 콜라겐의 양을 의미하는 hydroxyproline의 함량을 

Jamall 등(1981)의 방법에 의해 정량하였다.

  1) 시약

  ․Acetate-citrate buffer (pH 6.0): 57 g sodium acetate trihy-

drate, 37.5 g trisodium citrate (=sodium citrate) 그리고 5.5 

g citric acid를 isopropylalcohol (ISA) 395 ml에 용해시키고 

증류수로 1 l를 만들고 12 N HCl로 산도를 6.0이 되도록 

하였다.

  ․6.7% 완충 chloramine T 용액: 1.34 g chloramine T (sigma 
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C-9887, USA)를 20 ml acetate citrate buffer에 용해시켰다. 

 ․Ehrlich’s solution: 10 g p-dimethylaminobenzaldehyde (Sigma 

D-2004, USA)를 60% perchloric acid (HClO4) 11 ml에 용해

시켜 차광보관한 후, 실험 직전에 3 ml을 취하여 ISA 8 

ml와 섞어 사용하였다. 

  2) 방법: 간조직 0.2 g을 취하여 4 ml의 6 N HCl에 넣고 

균질화하여 110
o
C에서 12시간 동안 가수분해시킨 후, 

1,200 ×g에서 15분간 원심분리하였다. 이 중 상층액 50

μl를 취하여 질소가스로 증발건조시켰고, 50% ISA 1.2 

ml을 넣어 용해시켰다. 그후 6.7% 완충 chloramine T 용액 

0.2 ml을 넣고 실온에서 10분간 방치하였다. 이후 

Ehrlich’s solution 1 ml를 첨가하고 50
o
C에서 90분간 발색

시킨 후 증류수를 대조로 하여 558 nm에서 흡광도를 측

정하였다.

  3) 4-hydroxyproline의 정량: 4-hydroxyproline 표준물

질 (Sigma H-7279, USA)을 50% ISA로 용해시켜 1,000μg/ 

ml로 만든 후 냉장 보관하고, 0.25, 0.5, 1, 2.5, 5, 10 그리

고 20μg/ml가 되도록 희석하여 표준용액을 만들었다. 

각 용액 1.2 ml을 취하여, 6.7% 완충 chloramine T 용액 

0.2 ml을 넣고 혼합 후 실온에서 10분간 방치하였고 

Ehrlich’s solution 1 ml 첨가 후 50
o
C에서 90분간 배양한 

후 558 nm에서 흡광도를 측정하였다.

    8. 자료정리 및 통계학적 분석

  수치는 평균±S.E로 표시하였으며, 대조군과 실험군에

서 각각 주별 측정된 체중, 간 무게, 체중에 대한 간 무게

의 비율 및 혈액검사 수치의 주별 비교를 위해서 one- way 

분산분석를 시행하였으며, Duncan’s multiple range test로 

사후분석하였다. 각 그룹의 평균치를 비교하기 위해 

student’s t-test를 이용하여 유의성을 비교하였으며, p＜

0.05인 경우를 통계학적으로 의미있는 것으로 하였다.

결      과

    1. DMN 투여 후 체중과 간 무게 변화

  DMN 투여 후 매주마다 흰쥐의 부검시 대조군에서 5

마리, 실험군에서 12마리씩 주별 체중, 간 무게 및 체중

에 대한 간 무게의 비율을 측정하였고 Fig. 3에 제시하였

다. 주별 체중변화는 대조군은 59.9±0.96 (1주), 29.4±

5.9 (2주), 21.8±7.2 (3주) 및 37.6±7.7 g (4주)으로 주별 

유의한 체중 증가를 보였으며(p＜0.01), DMN 투여군의 

체중변화는 각각 33.2±7.9 (1주), -9.3±0.87 (2주), -1.3

±5.2 (3주), -18.6± 13.3 g (4주)으로 투여 1주째 유의한 

증가(p＜0.01)를 보인 후 2주부터 체중감소를 보였으나 

DMN 투여 2주와 3주째의 체중변화는 통계학적인 의의

가 없었다(Fig. 3). 1주 후부터 간무게는 대조군에서 각각 

-0.44±1.9 (2주), 0.52±1.85 (3주) 및 -2.02±0.1 g (4주)

으로 2주와 3주째는 유의한 변화는 없었으나, 4주째는 

유의하게 감소하였다(p＜0.05). DMN 투여군에서 간무게

는 각각 -1.33±0.29 (2주), 3.77±0.4 (3주), -8.8±0.44 

g (4주)으로 2주, 3주 및 4주에서 유의한 증감을 보였다 

(p＜0.01)(Fig. 4). 체중과 간무게 비율에서는 대조군에서 

Fig. 3. Change of body weight in control and DMN-treated rats
during 4 weeks. Values expressed the mean±S.E. 
a∼gIndicated significant difference among groups  based on 
Duncans multiple range test. p<0.01.
1)Different letters indicated significant difference among groups
based on Duncan's multiple range test. p＜0.01.

Fig. 4. Change of liver weight in control and DMN-treated rats.
Values expressed the mean±S.E. 
a∼fIndicated significant difference among groups  based on
Duncans multiple range test. p<0.01.
1)Different letters indicated significant difference among groups
based on Duncan's multiple range test. p＜0.05.
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ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

-0.51±0.6 (2주), -0.1±0.56 (3주) 및 -0.87±0.1 g (4

주)으로 2주와 4주째에 유의하게 감소하였고(p＜0.05, p

＜0.01), DMN 투여군에서 -0.34±0.06 (2주), 1.37±0.31 

(3주) 및 -3.02±0.24 (4주)으로 2주, 3주, 4주에서 유의한 

증감을 보였다(p＜0.05, p＜0.01)(Fig. 5). 대조군과 실험군

의 체중, 간 무게, 체중:간 무게 비율은 각각 대조군에서

는 401.1±5.29 g, 12.03±0.32 g 및 3±0.07%로 나타났고, 

실험군에서는 259.3±5.96 g, 5.6±0.3 g 및 2.17±0.11%

로 모두 유의하게 감소하였다(p＜0.01)(Table 1).

    2. 혈청 생화학 검사

  1, 2, 4주간 실험군과 대조군의 혈청 생화학 검사(total 

protein, albumin, total bilirubin, AST, ALT, ALP) 수치의 변

화는 Table 2에 제시하였다. 주별 총 단백질과 알부민은 

대조군에서 각각 6.42±0.11과 1.55±0.03 g/dl이었고, 

DMN 투여군에서는 1주째 5.62±0.04, 1.28±0.02 g/dl, 2

주째 5.55±0.07, 1.24±0.01 g/dl 및 4주째 4.6±0.16, 0.98

±0.05 g/dl로 대조군에 비해 DMN 투여 기간에 비례하

여 유의적으로 감소하였고(p＜0.01), 총빌리루빈, AST, 

ALT, ALP의 간수치는 대조군에 비해 DMN 투여 기간에 

비례하여 유의하게 증가하였다(p＜0.01). 

    3. 약물동태학적 검사

  1) 분석조건의 검증: 컬럼 스위칭 HPLC법에서 얻어진 

크로마토그램은 Fig. 6에 제시했으며 propranolol과 vera-

pamil의 머무름시간은 각각 11.85∼12.35분, 21.85∼22.85

분이었고 기타 혈청 성분들과 잘 분리되었다. Verapamil

의 표준농도 혈청과 내부 표준물질인 propranolol의 peak-

Fig. 5. Change of body weight/liver weight ratio in control and
DMN-treated rats. Values expressed the mean±S.E. 

a∼fIndicated significant difference among groups  based on
Duncans multiple range test. p<0.01.
1)Different letters indicated significant difference among groups
based on Duncan's multiple range test. p＜0.05.

Table 1. Change in body and liver weight in control and 
DMN-treated rats after 4 weeks
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

Group DMN-
Control

treated p-value1)

(n=12)
 Weight (g) (n=12)
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
Body weight 401.1±5.292) 259.3±5.96   0.01
Liver weight 12.03±0.32   5.6±0.32  0.01
Liver/body weight ratio   3.0±0.07  2.17±0.11  0.01
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
DMN: dimethylnitrosamine.
1)Statistical significance was calculated by student's t-test.
2)Mean±S.E.

Table 2. Serum biochemical profiles in control and DMN-treated rats
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

Group
Biochemical Control DMN 1 week DMN 2 weeks DMN 4 week p-value1)

profile2)

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
T. protein (g/dl)   6.42±0.11b   5.62±0.04b   5.55±0.07b    4.6±0.16a 0.01
Albumin (g/dl)   1.55±0.03c   1.28±0.02b   1.24±0.01b   0.98±0.05a 0.01
T. bilirubin (mg/dl)   0.35±0.03a   0.22±0.02a   0.24±0.01a   2.41±0.43b 0.01
AST (U/L)  70.08±3.41a  83.75±4.3a 106.33±5.63b 212.92±11.08c 0.01
ALT (U/L)  32.77±1.89a  37.25±1.43a  75.58±4.17b 189.17±14.08c 0.01
ALP (U/L) 103.46±8.07a 437.08±19.61b 521.67±39.53c 760.25±39.77d 0.01
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
AST: aspartate aminotransferase, ALT: alanine aminotransferase, ALP: alkaline phosphatase
1)Stastical significance was calculated by one-way ANOVA
2)Mean±S.E. (n=12)
a∼dIndicated significant difference among groups based on Duncan’s multiple range test. p＜0.01.
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ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

면적비로 분석하여 구한 verapamil의 표준농도 곡선은 

Y=0.0027×X+0.0504 (r2=0.9997)으로 양호한 직선성을 

보여주었고 최저정량한계(lower limit of quantification, 

LLOQ)는 10 ng/ml이었다(Fig. 7).

  또한, 25∼2,500 ng/ml의 verapamil 혈청 표준농도 범위

Fig. 7. Calibration curve of serum verapamil analysis (Y=0.0027
×X+0.0504, r2=0.9997).

Table 3. Validation data for determination of verapamil in rat
serum by HPLC
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

Intra-day
   Spiked

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
concentration

Conentraion
   (ng/ml) C.V1) (%) A.C2) (%)

(ng/ml)
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
  25   26.13±2.373) 9.06 104.5
  50   56.17±1.1 1.96 112.3
  500  478.57±15.88 3.32 95.7
  2500 2566.79±84.02 3.27 102.7
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

Inter-day
   Spiked

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
concentration

Conentraion
   (ng/ml) C.V (%) A.C (%)

(ng/ml)
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
  25   24.82±0.51 2.1 99.3
  50   56.14±1.16 2.1 112.3
  500  494.15±8.79 3.1 98.8
  2500 2528.96±9.01 0.6 101.2
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
1)C.V. (coefficient of variation, %)=S.D/mean×100
2)A.C. (accuracy, %)=Mean/spiked conectration×100
3)Mean±S.E. (n=3)

Fig. 6. HPLC chromatogram of blank rat serum (A), rat serum 
spiked with propranolol (0.5μg/ml) and verapamil (1.0μg/ml)
(B), and serum collected from DMN-treated hepatic fibrotic rat
at 2 hour after single IV injection of 30 mg/kg of verapamil (C). 
I: propranolol, II: verapamil.
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ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

에서 verapamil의 일내 및 일간변동계수(coefficient of varia-

tion, C.V.)는 일내 변동성이 1.96∼9.06% , 일간 변동성이 

0.6∼3.1%로 모두 ±15% 이하로 나타났고, 25, 50, 500, 

및 2,500 ng/ml의 농도에서 3회 반복 측정하여 얻은 정확

도는 일내 정확성 95.7~104.3%, 일간 정확성 98.8∼

112.3%로 80∼120% 이내로 분석의 정확성을 확보할 수 

있었다(Table 3). 

2) Verapamil의 시간 농도추이 및 약동학적 지표의 변

화: 3 mg/kg의 verapamil을 정맥 내 투여 후 10분, 30분, 

1, 2, 그리고 3시간에서 채취한 혈액에서 혈청 내 vera-

pamil을 정량하였다. 대조군의 혈중농도는 각각 467.04±

22.33, 305.69±22.07, 184.69±18.43, 91.81±12.18 및 

54.92±8.6 ng/ml으로 나타났으며, 실험군에서 각각 819.1

±36.23, 651.94±28.23, 520.09±13.2, 419.61±13.31 및 

364.73±15 ng/ml로 대조군에 비해 통계학적으로 유의하

게 증가하였다(p＜0.01). 약동학적 지표는 verapamil의 혈

중농도 곡선(Fig. 8)을 토대로 산출하여 비교하였다. 대조

군과 실험군의 초기 혈중농도(Co), 농도곡선하면적 (AUC), 

최고 혈중농도(Cmax), 평균 머무름시간(MRT) 및 배설반감

기[t1/2(β)]는 각각 유의하게 증가하였고(p＜0.01), 분포용

적(Vdss)과 혈중제거율(CLp)은 유의하게 감소하였다(p＜

0.01)(Table 4).

    4. 간조직 내 4-hydroxyproline 양의 변화

  4-hydroxyproline의 표준농도 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 1.25, 

2.5, 5 그리고 10μg/ml에 대한 558 nm의 흡광도는 각각 

0.029, 0.048, 0.088, 0.137, 0.343, 0.557, 1.065, 2.161이었

고, 이것을 토대로 선형회귀분석으로 구한 표준곡선 Y= 

4.714×X-0.1498 (r2=0.9991)이었다(Fig. 9). 이 식으로 계

산한 간조직 내 4-hydroxyproline의 양은 대조군에서 

223.14±7.69, DMN 투여 1주는 312.15±10.39, 2주는 

474.7±21.05 (p＜0.01) 그리고 4주는 1443.96±47.65 (μg/ 

g of liver)로 대조군에 비해 실험군에서 DMN 투여기간에 

비례적으로 유의하게 증가하는 양상을 보였다(p＜0.05) 

(Table 5).

Table 4. Pharmacokinetic parameters of verapamil in control
and DMN-treated rats
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

 DMN
Parameters Control p-value1)

4 weeks
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
Co (ng/ml)  587.04±25.882)  929.36±52.23 0.01
AUC0→3h (ng․hr/ml) 502.94±39.17 1470.64±39.57 0.01
AUC∞ (ng․hr/ml)  617.73±56.4 1481.55±40.78 0.01
Cmax (ng/ml)  467.04±22.33  819.10±36.23 0.01
Tmax (hr)    0.16    0.16 NS3)

Vdss (ml) 2092.89±133.72  897.29±58.02 0.01
CLp (ml/hr) 1469.89±201.45  168.43±18.71 0.01
MRT (hr)    1.75±0.31    5.95±0.75 0.01
t1/2(β) (hr)    1.22±0.22    4.13±0.52 0.01
ke    0.75±0.15    0.19±0.02 0.01
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
1)Statistical significance was calculated by student's t-test.
2)Mean±S.E. (n=10)
3)Not significant
Co: initial serum concentration, AUC: area under the curve, 
Cmax: maximum concentration, Tmax: time to reach to peak serum
concentration, MRT: mean residence time, Vdss: steady-state
volume of distribution, CLp: plasma clearance, t1/2(β): terminal
elimination half-life, ke: elimination rate constant.

Fig. 8 . Time serum concentrations curve of verapamil after 
bolus IV injection of verapamil (3 mg/kg). Values expressed the
mean±S.E. (n=12)

Fig. 9 . The standard curve about 4-hydroxyproline concen-
tration (μg/ml) versus absorbance (Y=4.714×X-0.1498, r2= 
0.9991).
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    5. 간조직의 형태학적 변화

  1) 육안적 소견: 1주부터 4주까지 실험군에서 간경화는 

육안적으로 확인할 수 있었다. DMN 투여 1주 실험군에

서는 현저한 변화가 없었으나 2주 후에는 딱딱한 느낌이 

있었으며, 투여 3주 후에는 뚜렷한 간과 비장이 비대함

을 관찰되었다. 투여 4주 후에는 대부분 복수가 관찰되

었으며 간 표면은 창백하였고, 변연부도 불투명하게 관

찰되었다. 

  2) 광학현미경 소견: Hematoxylin-eosin 이중염색 소견은 

DMN 투여 1주에서는 정상 소견과 큰 차이는 없으나 문

맥주위의 약한 염증소견이 보였고, DMN 투여 2주에서 

간세포가 약간 비대하고 세포질은 불투명하고, 주변과 

경계가 뚜렷하지 않은 공포변성이 관찰되었다. 일부 간

세포에서는 핵이 농축된 변화도 관찰되었다. DMN 투여 

4주에서는 전반적으로 중등도의 종창소견을 나타내며, 

일부 간세포는 핵 농축의 변화와 일부에서는 괴사한 변

화도 발견되었고, hemosiderin을 함유한 세포가 다수 관

찰되었으며, 주변으로 다수의 성상세포의 증식 소견을 

보였다. 또한 투명한 작은 공포를 함유한 지방침착도 관

찰되며, 소수의 호중구가 침윤된 염증소도 여러 부위에

서 관찰되었다(Fig. 10).

Table 5. 4-Hydroxyproline level of hepatic tissue in control and DMN-treated rats
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

Control DMN (1 wk) DMN (2 wks) DMN (4 wks) p-value1)

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
 4-hydroxyproline (μg/g of liver) 223.14±7.692)a 312.15±10.39b 474.7±21.05c 1443.96±47.65d 0.05
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
1)Stastical significance was calculated by one-way ANOVA
2)Mean±S.E. (n=12)
a∼dIndicated significant difference among groups based on Duncan's multiple range test. p＜0.05.

Fig. 10. (A) Light microscopic view of liver in control rat. Well preserved hepatic architecture without inflammatory activity or necrosis.
Showing well preserved hepatic cords and central vein. (B) Light microscopic view of liver in DMN-treated rat for 2 weeks. The
hepatic architecture is relatively preserved and there was severe centrilobular congestion and marked dilatation of central vein and
sinusoids. It also showed hemorrhagic mild bile duct hyperplasia, neutrophilic infiltration, and initiation of fibrosis. (C) Light microscopic
view of liver in DMN-treated rat for 4 weeks. The hepatic architecture is severe fibrosis around the central vein, nodular change
and regenerating hepatocytes in fibrotic lobules (upper: ×100, lower: ×200, H&E stain).

A B C
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ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

고      찰

  간섬유화란 다양한 원인에 의한 간세포의 괴사성 염

증, Kupffer 세포의 활성화, 사이토카인의 유리, 간성상세

포의 활성화, 세포외기질의 합성 촉진 및 기질분해의 장

애 등 일련의 과정이 총체적으로 발생하여 간 내 총 세

포외기질이 증가된 상태이다. 이 과정에서 중추적으로 

역할을 하는 세포는 활성화된 간성상세포로 간 내에 침

착되는 세포외기질의 대부분을 분비하며, 또한 성장조

절인자를 생성, 분비하여 스스로를 활성화시키기도 한

다.
44)
 간경화는 지속적 또는 반복적인 간세포 파괴에 의

하여 간세포들이 정상구조를 벗어난 재생결절을 형성하

고 이러한 결절들이 섬유조직 격막에 의해 분리되는 것

으로서, 만성 간질환의 말기 변화이다. 육안 및 현미경으

로 결절의 직경이 3 mm 이상인 경우를 대결절성 간경화

증으로, 그 미만인 경우를 소결절성 간경화증으로 분류

한다. 만성 바이러스성 간염, 자가면역성 간염에 의한 괴

사후성 간경화증은 주로 대결절을 형성하며, 간독성 약

물에 의한 기사후성 간경화증은 소결절형 또는 대결절

형이다. 알코올성 간질환은 소결절혈 간경화를 일으키

는 대표적인 질환이다.
45)
 Dimethylnitrosamine (DMN) 투여

로 유도된 간경화는 결합조직 단백질이 축적되는데, 그 

중에서도 콜라겐이 특이적으로 많이 축적된다고 보고 

되고 있다.
46)
 간경화에 의해 발생하는 콜라겐의 축적은 

DMN을 투여하면서 시작되는데, DMN을 복강 내 주사

하는 동안 콜라겐의 양이 지속적으로 증가된다. 손상 받

은 간에서 콜라겐 합성을 증가시키는 것은 Ito 세포에 의

한 것으로 보고되고 있다.
47)
 DMN에 의한 간경화 유도는 

DMN-demethylase에 의해 탈메틸화되고 monomethyl nitro-

samine이 형성되고, 또 반응성이 강한 전자친화성의 중

간 산물인 methyl carbonium 이온으로 대사된다. 이 me-

thyl carbonium 이온이 DNA와 여러 가지 세포의 대분자

를 메틸화시키며, 이 세포 내의 DNA 화학적 변형이 간

손상과 암유발에 중요한 역할을 한다고 생각되고 있

다.
48)
 흰쥐에서 DMN 투여로 의해 유도된 간세포 손상은 

사람의 간경화 발생을 이해하는 데 좋은 실험동물 모델

로서 DMN의 투여용량, 투여방법 및 투여기간에 있어서

는 많은 연구 결과가 보고되고 있다. 이를 위하여 Joseph 

등
49)
의 방법에 준하여 3일 연속 복강 내 주사하였으며, 

10μg/g과 20μg/g의 DMN을 투여했을 때 모두 간경화가 

일어나는 것을 보여주나, 20μg/g의 DMN을 투여 한 실

험군에서는 생존율이 너무 낮았다.
49)
 이는 심각한 간경

변으로 인한 합병증 때문으로 판단된다. 따라서 본 연구

에서는 10μg/g으로 투여량을 결정하게 되었다. 간경화

가 진행 되면서 Jenkins 등
33)
에 의하면 DMN 처치 2주 후

부터 문맥압과 간정맥압이 대조군에 비하여 유의하게 

증가함을 보여주고 있다. 또한 24주 처치 군에서도 유의

하게 간문맥압과 간정맥압이 증가함을 보여주고 있다. 

문맥압이 증가할수록 간으로 가는 혈류량은 유의하게 

감소하고 있다고 보고하고 있다.
33)
 본 연구에서도 간경

화와 문맥압의 증가로 인하여 비장 무게가 3주까지 유의

하게 증가함을 나타내었다. 이러한 결과 등은 복수의 증

가와도 밀접한 관련이 있어서 3주 후에는 대부분의 실험

군에서 다량의 복수를 발견할 수 있었다. 

  간경화의 진행이 될수록 간기능의 생화학적 지표의 

변화가 두드러지는데, Jezequel 등
24)
은 대부분의 간기능 

지표들에 변화가 온다고 보고하고 있다.
24)
 본 연구에서

도 간기능 지표인 총빌리루빈과 알부민, AST, ALT, ALP 

측정치를 보면 알부민은 처치 1주 후부터 4주까지 유의

하게 감소하였으며, AST, ALT, ALP가 DMN 투여기간에 

용량 의존적으로 증가하여 간섬유화 뿐만 아니라 간독

성 또한 심화되는 것을 보여 주었다. 간경화가 진행되면

서 나타나는 변화들은 결국 DMN 투여로 인한 간세포의 

손상과 이에 수반되어 나타나는 세포외기질의 증가로 

생각할 수 있다. Jiang 등
50)
은 간경화의 기본병리는 세포

외 공간의 과도한 기질의 증가라고 보고되었으며, 이를 

기질의 대사산물들의 혈청 내 측정으로 평가 할 수 있다

고 했다.
50)
 본 연구에서도 간경화가 진행됨에 따라서 세

포외기질의 주요성분인 콜라겐 함유량의 변화를 알아보

기 위하여 4-hydroxyproline을 측정하였다. 이는 간의 세포

외기질 단백들로 콜라겐, proteoglycan, 당단백질 등이 있

는데, 이중에 콜라겐은 생체 총 단백질의 1/3을 차지한

다. 보통 정상간에서 총 단백질 중 콜라겐의 함량은 

5~10%이지만 간경변에서의 콜라겐의 함량은 간 총 단

백질의 50% 이상의 비율로 증가한다. 생체 내에는 존재

하는 13가지 콜라겐 중에 간에는 I, III, IV, V, VI형 등 

5가지가 존재한다. I형과 III형 콜라겐은 주된 간질구성

원섬유이며 IV형은 기저막을 구성한다. VI형 콜라겐은 

섬유화 교원섬유속 콜라겐을 이어주거나, 세포표면을 

이루는 미세섬유성 콜라겐을 구성한다.
46)
 콜라겐은 반복

되는 아미노산 배열[(Gly-Xaa-Yaa)n]로 이루어져 있으

며,
51)
 Yaa 위치에 proline과 4-hydroxyproline이 높은 비율로 

존재하는데 4-hydroxyproline은 총 콜라겐 아미노산의 약 

10%를 차지하므로 4-hydroxyproline 정량으로 간조직 내 

총 콜라겐 양을 나타낼 수 있다고 한다.
38)

Joseph George
Rectangle
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ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ

  본 연구에서는 DMN-투여기간에 따라 4-hydroxyproline

의 양은 증가하여 DMN 투여 1주에 비해 4주에서 그 양

이 약 4배 정도 증가함으로써 간섬유화가 진행됨을 의미

한다고 할 수 있다. 간섬유화는 조직검사를 통해 눈으로 

직접 확인할 수 있으나, 조직검사는 침습적이며 시술로 

인한 합병증 발생 위험이 있고, 자주 시행할 수 없는 단

점이 있다. 또 간섬유화가 간 전체에서 나타나는 병변이 

아니므로 조직검사상 극히 일부의 조직이 간 전체의 상

황을 대표하지 못할 위험이 있다. 이에 과거에도 간섬유

화 정도를 측정할 수 있는 여러 가지 인자들을 연구해 

왔으며, 특히 근래에 비침습적인 생화학적 인자에 대한 

연구들이 있었고, 최근 들어 세포외 기질 단백의 특성 

및 기질의 구조와 섬유화의 기전이 해명됨에 따라 섬유

화의 진행 정도를 생화학적 방법으로 측정하려는 시도

가 이루어져 왔다. 이 중에 hyaluronate,
52∼54) 

type IV col-

lagen 7S domain,
55,56)
 procollagen type III N-peptide

28,58) 
등을 

이용한 방법이 사용되고 있다. 또한 ALT/AST 비율, pro-

thrombin time (PT), thallium-201 스캔의 단락지수(SI, Shunt 

Index), ICG-Rmax 등은 섬유화의 진행 정도를 예측할수 있

는 지표임을 나타내었다.
58)
 간세포 괴사 후 섬유화와 그

로 인한 간혈류의 변화는 문맥과 체 순환 사이의 측부로

를 통한 혈류의 양을 증가시켜 간에서 여러 물질들의 대

사 및 제거에 영향을 준다. 간에서 약물들은 대사되는 

방법에 따라 크게 혈류 의존성 약물(간내 고제거율 약물)

과 효소 의존성 약물(간내 저제거율 약물)로 분류된다. 

간 질환시 약물대사에 영향을 미치는 인자로는 간 혈류

량(hepatic blood flow), 약물의 단백결합(protein binding), 간

의 고유대사능(hepatic enzyme activity) 등이 있으며,
59)
 약

물 중 간 제거율이 큰 약물일 경우에는 주로 간혈류에 

의한 영향을 많이 받고, 간 제거율이 작은 약물은 고유대

사능과 단백결합에 의해 영향을 받는 것으로 알려지고 

있다.
60)
 그 중 간내 혈류에 의존성이 커서 초회통과효과

가 큰 약물들(verapamil, propranolol, lidocaine 등)의 경우 문

맥-체 단락으로 인해 간에서 대사되지 못하고 체순환으

로 직접 분포됨으로서 문맥-체 단락이 없는 경우에 비해 

높은 혈중 약물 농도를 나타내게 된다.
61)
 따라서 혈류 의

존성 약물의 투여 시 단락되는 혈류량에 따른 약물의 투

여용량과 투여기간에 대한 조정이 필요하다고 생각된

다. 

  본 연구에서는 간 혈류 의존성 약물인 verapamil을 사

용하였고, 간경화 유발물질로 DMN을 이용하여 흰쥐에

서 간경화를 유발하여 혈류 의존성 약물이 verapamil의 

약동학적 변화를 조사하였고, 간조직 4-hydroxyproline의 

양을 측정하여 간섬유화 정도를 확인하였다. DMN 투여

기간에 따라 혈중 verapamil의 제거율이 감소하여 혈중 

농도가 증가되는 것을 보여주었고, 간조직 내의 4-hydro-

xyproline의 양도 증가하는 것을 볼 수 있었다. 간경화가 

진행되면서 verapamil의 혈중 제거율이 감소하는 것은 주

로 항정상태 분포용적(Vdss)의 감소와 연관이 있으며 이

는 간의 분포능의 감소보다는 섬유화가 진행되면서 이

에 따른 간혈류량의 감소가 주된 요인으로 생각된다. 향

후이런 검사법외에도 간섬유화를 나타내는 다른 지표들

과 약동학적 지표들 간에 정확한 통계학적 유의성을 찾

고 이를 바탕으로, 간경화 환자에게 약물을 투여시에 환

자의 간경화 진행정도를 정확히 평가하고 이에 따라서 

약물의 투여용량과 투여간격을 조절을 고려해야 하겠다.

결      론

  간질환 환자에서 간혈류량과 내인성 청소율이 감소하

기 때문에 간 혈류량과 내인성 제거율이 정상인과 다른 

간질환 환자에게 약물을 투여할 때는 환자의 간질환 중

증도, 약물의 대사경로 및 투여경로 등을 고려하여 투여 

약물의 종류, 용량, 간격 등을 고려해야 된다고 생각되며 

앞으로도 정확한 약물요법을 시행하기 위해서는 환자 

개개인의 간장 약물대사능을 측정할 수 있는 비침습적 

지표에 대한 연구가 지속적으로 이루어져서 약물요법의 

개인화가 확립되어야 할 것이다.
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