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Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR) gene and sodium-independent Cl
-
/HCO3

-

anion exchanger (AE) genes are expressed in a wide variety of mammalian tissues including
cholangiocytes. They play an important role in the regulation of intracellular pH (pHi) as well as in
transepithelial acid/base transport necessary for biliary bicarbonate secretion. The aim of this study
was to examine the expression level of CFTR gene and AE genes (AE1, AE2 and AE3) in the chol-
angiocytes and the hepatocytes, and also measure AE2 gene expression level after bile duct ligation
(BDL). As we previously described, isolated hepatocytes and cholangiocytes from the liver of normal
and BDL rats were prepared and gene expression levels were measured by using RT-PCR. We found
that AE1, AE2, and AE3 genes were expressed in both hepatocytes and cholangiocytes, but CFTR was
only in cholangiocytes.  AE2 gene expression level was higher in the BDL hepatocytes than normal
hepatocytes, which was significantly different between two groups. AE2 gene expression level was
lower in the BDL cholangiocytes than normal cholangiocytes. However, AE2 gene expression level in
both hepatocytes and cholangiocytes were not changed with a longer duration of BDL. These results
suggest that CFTR and AE2 may play an important role in the pathogenetic mechanism of biliary cho-
lestatic liver disease.
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서 론

담관계는 간에서 형성된 담즙을 십이지장으로 분비하는 통

로일 뿐만 아니라 간의 생리적인 기능을 유지하는데 중요한

역할을 하는 것으로 알려져있다. 담즙은 처음에 간세포에서

담 세관으로 분비되고 헤링관을 통해 소 담관으로 운반되며,

더 큰 크기의 담관을 지나는 동안 재흡수와 분비의 과정을

거쳐 최종 담즙이 형성된다. 사람에서 담관계에서의 담즙분비

는 총 담즙 양의 약 40%까지 영향을 미칠 수 있다[5,11-13,18,

19,20,25].

인간의 7번 염색체에 있는 cystic fibrosis transmembrane

conductance regulator (CFTR) 유전자는 1480개의 아미노산

으로 구성된 CFTR 단백질을 생산한다[13]. CFTR 유전자는

폐, 고환, 기관, 신장, 소장, 대장, 췌장 및 담낭 등에서 발현된

다[20]. CFTR 단백질은 분비성 상피세포의 첨막(apical mem-

brane)에 위치하며, 세포내의 cAMP 증가에 의하여 활성화되

어 염소 이온을 분비한다[5,9,18,25]. 상염색체 열성으로 유전

되는 낭성 섬유증(Cystic fibrosis)은 CFTR의 기능 부전으로

수분이 거의 없는 점성이 높은 물질을 분비하여 기관지 확장

증, 췌부전증, 담관 폐쇄, 불임, 장 폐쇄, 비용종형성, 만성 부비

동염 등의 다양한 임상 증상을 일으키는 질병이다[9,20,22].

나트륨 비의존적 염소/중탄산염 음이온 교환기(Na+-inde-

pendent Cl-/HCO3
- anion exchangers, AEs)는 세포 첨막 측에

서 염소이온을 세포내로, 중탄산염이온을 내강으로 배출하는,

염소와 중탄산염 이온의 전기 중화적 교환(electroneutral ex-

changes)을 매개하는 막 단백질이다[1,28].

담관 세포는 기저 상태에서는 핵 분화가 없는 휴지기지만,

담관 결찰이나, 간 부분 절제 등으로 담관 세포의 활성화가

일어나면, 세포내 cAMP 합성이 증가하고, 세크레틴 수용체

유전자 표현이 증가하며, 담관 세포의 기능도 변화한다. 담관

결찰 흰쥐에서 활성화된 담관 세포는 분비기능이 활성화되며,

중탄산염이 풍부한 담즙 정체를 일으키는 것으로 알려져 있다

[2,5,15].

따라서 본 연구에서는 흰쥐의 담관 세포와 간세포에서

CFTR와 AEs (AE1, AE2, AE3)의 역할을 알아보기 위하여 이

들 유전자의 발현을 조사하였다. 또한, 흰쥐의 담관 결찰로

유발된 담즙 정체 상태에서 담관 세포와 간세포에서 AE2 유전
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Table 1. Primers used for CFTR and AE mRNA expression

Genes Primers cDNA sequence cDNA Sequence location

CFTR 5'-GCCAGGGCTAGCAGTCTTCATTTTACTGAG-3' (3,045-3,075)

5'-AGCCTCGAGCACTAGAGCCGGGTCTCTTGC-3'  (4,419-4,448) [16]

AE1 5'-CTC TGC TAC TAA ACG CAG CCA-3'          (272-293)

5'-TGT AGT CGA TGT GCG GAG CCT CA-3'      (637-615) [14]

AE2 5'-AGT GAT GAG AAA GAA TTC TC-3'            (1,282-1,301)

5'-AGC TGC ACC TGC CAC CTC TA-3'             (1,982-2,001) [21]

AE3 5' -AGACCAAAGTGGAGATGACC                  (1,919-1,938)

5 - GCAGGGCACTACTATTCAGT                  (2,617-2,598) [8]

GAPDH 5'- GGG TGG TGC CAA AAG GGTC

3'- GGA GTT GCT GTT GAA GTC ACA    

자 발현을 관찰하여 그 역할을 알아보고자 하였다.

재료 및 방법

실험 대상

실험동물은200-250 g의 수컷 Sprague Dawley 를 이용하였

다. 흰쥐를 마취하여 개복한 후, 총담관이 십이지장으로 유입

되는 부위를 찾아, 좌우 분지부 하방에서 결찰을 한 후 담관이

재교통되는 것을 방지하기 위해서 담도를 절제 결찰하였다.

담관 결찰군은 24마리로 실험을 하였고, 대조군은 담관 결찰

을 시행하지 않은 6마리로 하였다.

간세포와 담관세포의 분리

담관 결찰 후 4주 동안 1주일에 6마리씩 희생시켜 간 세포와

담관 세포를 분리하였다. 간세포(hepatocytes)와 담관세포

(cholangiocytes)의 분리는 다음과 같은 방법을 이용하였다

[6,29]. 요약하면, 간문맥(portal vein)을 통하여 Hanks’ buffer

와 collagenase D (Roche, USA)를 관류시킨 후 간(liver)을 떼

어낸다. 떼어낸 간을 L-15 배지에서 조심스럽게 간을 둘러싸고

있는 막(membrane)을 제거한 후 핀셋을 이용하여 간을 분쇄

하여 간에 붙어있는 간세포를 분리하여 45 μm의 Nitex Swiss

nylon monofilament 스크린(Tetko, Lancaster, USA)으로 여

과한 후 여과액을 4°C, 1,200 rpm에서 5분간 원심 분리한다.

원심분리 후 상층액을 버리고 세포를 32% Percoll 에 재부유한

후 90% Percoll이 들어있는 15 ml 튜브(tube)에 중층 시킨다.

담관세포의 분리는 간세포를 분리하고 남은 비 실질세포

(non-parenchymal tissue)를 가위로 잘게 썰은 후 collagenase,

DNase, 그리고 Pronase 또는 hyaluronidase가 들어있는

MEM 배지에 부유하여 37 °C 진동 배양기(shaking incubator)

에서 20분간 반응시켜 작은단관세포 조직(isolated bile duct

units, IBDUs)과 단일 담관세포(isolated bile duct cells,

IBDCs)로 분리한 후, 분리된 단일 단관세로를 모아4°C, 1,200

rpm에서 5분간 원심침전한 후, Percoll를 이용하여 살아있는

세포만을 분리하였다. 이때 얻어진 세포를 trypan blue로 염색

하여 세포생존율과 세포수를 계산하여 실험에 이용하였다. 세

포의 생존율은 98% 이상이었다.

Immunohistochemistry

담관 세포에서만 발현되는 단일항체를 이용하여 분리된 담

관세포를 확인하였다[5]. 요약하면, 분리된 담관세포 조직을

고정액을 이용하여 고정한 후, 단일항체 항 cytokeratin-19

(CK-19)을 이용하여 반응시킨 후, 형광 물질이 결합된 이차

항체를 이용하여 CK-19의 발현정도를 형광현미경(Olympus

America, Inc., NY, USA)에서 관찰하였다.

RT-PCR

RNA는 TRIzol (Life Technologies, USA)을 이용한 acid

guanidine thyocyanate-phenol-chloriform 방법으로 추출하

고 RNA의 양은 분광광도계(spectrophotometry)에 의하여 측

정하였다. 2 μg의 RNA를 2.5 U MLV (Malonic murine leuke-

mic virus) reverse transcriptase, 1 U RNAse Inhibitor, 10

mM dNTP, PCR buffer (10 mM Tris Hcl pH 8. 3, 50 mM

KCl, 25 mM MgCl2), 25 M Oligo dT 및 DEPC-water와 함께

각각 실내 온도에서 10분간, 42℃에서 60분간, 그리고 70℃에

서 5분간 incubation하여 cDNA를 전사하였다. cDNA 합성은

thermocycler (M. J. Reserch, M-Medical, Firenze, Italy)를 사

용하였다. cDNA의 증폭은 PCR buffer로 Perkin Elmer Gene

AMP PCR system 2400을 사용하여 시행하였다. CFTR, AE1,

AE2, AE3 증폭을 위해 사용한 primer는 다음과 같고(Table

1), GAPDH를 house keeping gene으로 사용하였다. 각각 유

전자들의 PCR 조건은 다음과 같다(Table 2). PCR 산물은 1.5%

agarose gel을 이용해 분리하였고, ethidium bromide를 이용

하여 염색한 후 자외선 조사기로 관찰하였다. CFTR과 AE2

유전자의 발현 정도는 CFTR/GAPDH와 AE2/GAPDH 발현

량의 비를 정량분석기(the quantity one in the FluorS-multi

imager)를 이용하여 상대적 밀도로 분석하였다.

자료처리

표적 유전자에 대한 중합효소 연쇄반응 비에 대한 각 군간

의 차이를 비교하기 위해 Wilcoxon's two tailed t-test 및
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Table 2. Amplification conditions of RT-PCR

Genes Denature Annealing Extention No. of Cycles

CFTR 94℃, 1 min 60℃, 45 sec 72℃, 1 min 45

AE1 94℃, 1 min 60℃, 1 min 72℃, 1 min 35

AE2 94℃, 30 sec 55℃, 1 min 72℃, 1 min 30

AE3 94℃, 45 sec 60℃, 1 min 72℃, 2 min 35

Kruskal-Wallis test를 시행하였다. 자료 분석은 PC-SAS (ver

8.10)을 이용하였으며, 유의 수준 5%에서 검정이 이루어 졌다.

결 과

분리된 간세포는 균일한 크기의 약 30 μm 크기의 둥근

세포로 관찰되었고(Fig. 1A), 담관 세포는 약 15 μm 크기의

둥근 세포로 관찰되었다(Fig. 1B). 또한 형광 면역 염색을 통

하여 분리된 세포가 담관 세포임을 확인하였다(Fig. 2). 담관

세포에서 CFTR, AE1, AE2 및 AE3 RNA가 모두 발현되었

다(Fig. 3). 간세포에서 CFTR RNA은 발현되지 않았으며,

AE1, AE2 및 AE3 RNA는 모두 발현되었다(Fig. 4). 담관 결

찰 1-4주 후, 분리된 담관세포군에서 AE2 유전자의 상

Fig. 1. Clusters of freshly isolated hepatocyte (A) and bile duct

epitherial cells (B), (x100).  

Fig. 2. Immunofluorescent micrograph of IBDUs. IBDUs were

immunofluorscencetly stained for CK-19. 

대적 발현 정도가 평균 1.97로 대조군인 정상 담관세포군의

6.91에 비해서 감소되었다. 또한 담관 결찰 담관세포군에서

AE2 유전자의 발현량은 결찰 기간에 따른 차이는 없었다

(Fig. 5). 담관 결찰 간세포군에서 AE2 유전자의 상대적 발

현도는 평균 1.43으로 대조군인 정상 간세포군의 0.77에 비

해서 경계적 유의성을 보이며 증가하는 경향을 나타내었다

(p=0.065). 또한 결찰 간세포군에서 AE2 유전자의 발현량은

결찰 기간에 따른 차이는 없었다(Fig. 6).

Fig. 3. RT-PCR assisted amplification of CFTR RNA and AE1,

AE2, and AE3 RNA in isolated cholangiocytes of rats.

Lane A, CFTR (1,403 bp); lane B, AE1 (401 bp); lane C,

AE2 (719 bp); lane D, AE3 (679 bp).

Fig. 4. RT-PCR assisted amplification of CFTR RNA and AE1,

AE2, and AE3 RNA in isolated hepatocytes of rats. Lane

A, (-) CFTR (1,403 bp); lane B, AE1 (401 bp); lane C,

AE2 (719 bp); lane D, AE3 (679 bp).
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(A)

(B)

Fig. 5. AE2 and GAPDH mRNA expression levels in chol-

angiocytes of BDL rats. (A) AE2 and GAPDH mRNA

expression levels measured by gel electrophoresis. Lane

0, control; lane 1, 1 week after BDL; lane 2, 2 week after

BDL, lane 3, 3 week after BDL, and lane 4, 4 week after

BDL. (B) Relative mRNA expression levels of AE2 com-

pared to GAPDH measured by densitometry (Mean±

SD).

(A)

(B)

Fig. 6. AE2 and GAPDH mRNA expression levels in hep-

atocytes of BDL rats. (A) AE2 and GAPDH mRNA ex-

pression levels measured by gel electrophoresis. Lane

0, control; lane 1, 1 week after BDL; lane 2, 2 weeks

after BDL, lane 3, 3 weeks after BDL, and lane 4, 4 weeks

after BDL. (B) Relative mRNA expression levels of AE2

compared to GAPDH measured by densitometry (Mean

±SD).

고 찰

흰쥐의 간세포에서는 AE1, AE2 및 AE3 유전자만 발현되었

고, 담관 세포에서는 담즙의 이온 조절에 중요한 역할을 하는

CFTR, AE1, AE2 및 AE3 유전자 모두 발현되는 소견을 보였

다. 또한 1주에서 4주까지 담관 결찰을 한 흰쥐의 담관 세포와

간세포에서 AE2 유전자의 발현이 증가할 것으로 예상하였으

나, 결찰을 하지 않은 군에 비해서 발현이 증가되지 않은 결과

를 보였다.

담관계의 담즙 분비 및 전해질 교환은 CFTR, AEs, Na+/H+

exchanger (NHE), 및 Na+-HCO3
- transport 등의 종합적인 작

용으로 담즙의 양, pH 등이 조절된다. CFTR는 담관세포의 첨

막에 위치하며, 세크레틴 수용체에 의해 증가된 cAMP에 의하

여 활성화되어 염소 이온을 분비한다[20]. 염소 이온 통로는

CFTR 이외에도 칼슘 이온 활성화 염소이온 통로(Ca
2+

-acti-

vated chloride channel), 고전도 음이온 통로(high con-

ductance anion channel) 등이 있다. 담도 상피 세포의 첨단

측에서 발견되는 AEs는 CFTR과 연관되어 작동하며 염소이

온 통로를 통해 내강으로 분비된 염소이온은 세포 내로 이동

시키고, 세포 내에서 내강으로 중탄산염를 분비한다[7,10,24]. 

이와 같이 담관 세포에서 이온의 분비 및 흡수에 관여하는

통로, 운반체 등은 서로 밀접하게 연관되어 담즙 형성과 중탄

산염 분비에 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다[28].

본 연구에서 흰쥐의 담관 세포에서 CFTR의 발현을 관찰

할 수 있었지만, 간세포에서는 CFTR이 발현되지 않은 결과

를 보여 기존의 연구 결과를 재확인할 수 있었다. 또한, 흰

쥐의 담관 세포와 간세포 모두에서 AE1, AE2 및 AE3가 발

현되었다. 간세포 및 담관 세포에서 AE2 유전자의 발현 결

과는 이제까지의 연구 결과와 일치하였다. 그러나 AE1 유전

자는 간세포 및 담관 세포에서 발현되지 않았다는 다른 연

구들과 다른 결과를 보였다[17,23]. 또한 AE3 유전자의 경우

간세포와 담관 세포에서 mRNA 발현을 보고한 연구 결과는

현재까지 확인되지 않은 상태이다. 비록 본 연구에서는 유

전자의 발현만을 조사하였고, 면역화학 염색 등의 방법으로

AE1 및 AE3 막단백질의 발현 여부와 조직에서의 위치 및

역할에 대한 검증이 이루어지지 못한 한계가 있었지만, 간

세포 및 담관 세포에서 AE1 및 AE3 유전자 발현을 처음으

로 확인하였다는 것은 중요한 사실이며 향후 이에 대한 후

속 연구가 필요할 것으로 생각한다.

담관 세포는 안정 시에는 휴지기 상태로 존재하지만 담

관 결찰상태, α-naphthylisothiocyanate 투여시, 70% 간 절제

상태에서는 급격히 담관 세포의 증식이 일어난다[3,5,10,24].

담관을 결찰한 흰쥐의 간에서 담관세포가 증식하며, 선택적

으로 세크레틴 수용체 mRNA 발현이 증가한다고 알려져 있

다. 세크레틴 수용체는 세포내 cAMP를 증가시켜서 CFTR을

활성화하여 염소이온을 배출시키고, 내강 내에서는 다시

AEs를 활성화시켜서 중탄산염이온이 풍부한 담즙정체를 유

도한다[26,27]. 이것은 간에서 HCO3
-
이온의 분비가 더 필요

한 상황일 때는 어떤 자극에 의하여 AE2 발현을 증가시킬
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수도 있다는 것을 시사한다[3]. 본 연구에서는 담관을 결찰

한 흰쥐의 담관 세포에서 AE2 발현량이 기저량에 비해서

차이가 없었으며, 결찰 기간에 따른 차이도 없었다. 그러나

간세포에서는 AE2 발현량이 결찰 기간에 따라 증가되는 경

향을 보였으나 통계상의 유의한 차이는 관찰할 수 없었다.

담관을 결찰하면 주로 중등도 이상의 큰 담관 세포의 증식

이 일어나며, AE2는 주로 중간 크기이상의 담관 세포에서

발현이 관찰된다[4,18]. 그러므로 담관 결찰시 AE2 유전자의

발현이 증가될 것으로 예측되지만, 본 연구 결과는 대조군

과 비교하여 차이가 없었다. 이러한 결과는 실험 동물수가

충분하지 않아서 통계적 차이를 발견할 수 없었을 가능성도

있지만, CFTR과 다르게 AE2 유전자는 담관 결찰 등의 담즙

정체에 의해서 활성화되지 않을 가능성이 있음을 시사한다.

실제로 췌장암으로 인한 담즙 정체가 있었던 환자들에서 정

상 상태에 비해 AE2 단백질의 발현이 높지 않았던 결과들

을 고려해볼 때 담즙 정체는 AE2 유전자 발현에는 영향을

끼치지 않을 가능성도 있다. 향후 더 많은 실험동물을 대상

으로 중등도 이상의 담관세포를 선택적으로 분리하여 연구

한다면 그 결과가 보다 뚜렷해질 것으로 생각한다.

결론적으로 일반적인 예측과는 달리 본 연구에서는 담관

결찰로 유발된 담즙 정체 상태에서 담관 세포의 AE2 유전자

발현은 증가되지 않았다. 그러나 CFTR 유전자는 담관 세포에

서, AE1, AE2 및 AE3유전자는 담관 세포와 간세포 모두에서

발현됨을 확인할 수 있었다. 그러므로 CFTR, AE1, AE2, 그리

고AE3 는 간세포와 담관 세포에서 중탄산염이온과 수액을 매

개하는 주된 이온 전달체라는 사실을 고려할 때, 담도 담즙정

체 간질환에서CFTR과 AE2 발현의 변화는 병리학적 기전에

중요한 역할을 할 수 있으리라고 생각된다.
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초록：담관 결찰 쥐의 간세포와 담관세포의 anion exchanger와 CFTR 발현

이재동
1
․왕준호

1
․기승석

1
․최원혁

1
․박재승

2
․조원규

2
․박정준

3
․김홍수

4
*

(1건국대학교 의과대학 내과학교실, 2미국 인디아나 의과대학 소화기내과, 3부산대학교 스포츠과학부, 4순천

향대학교 의과대학 내과학교실)

본 연구는 흰쥐의 담관 세포와 간세포에서 CFTR과 AE1․AE2․AE3 유전자들의 발현 유무를 조사하고 흰쥐에서

담관 결찰 후 AE2 유전자의 발현의 변화를 관찰하고자 하였다. 200-250 g의 Sprague Dawley 계 흰쥐 24마리의

총담관을 결찰한 후 4 주 동안 1 주일에 6마리씩 희생하여 간세포와 담관 세포를 분리하였다. 6마리는 대조군으

로 사용하여․간세포와 담관 세포에서 CFTR 유전자와 AE1․AE2 와 AE3 유전자 발현을 조사하고․담관 결찰 후 1․2․
3․4주 간격으로 AE2 유전자 발현을 조사하였다. AE1․AE2 와 AE3는 간세포와 담관 세포에서 발현되었고 CFTR은

담관 세포에서만 발현되었다. 담관 결찰 담관세포군에서 AE2 유전자의 발현은 대조군인 정상 담관세포군에 비해

서 낮았다. 결찰 담관세포군에서 AE2 유전자의 발현은 결찰 기간에 따라 차이가 없었다. 담관 결찰 간세포군에

서 AE2 유전자의 발현은 대조군인 정상 간세포군에 비해서 경계적 유의성을 보이며 증가하는 경향이 있었다.

결찰 간세포군에서 AE2 유전자의 발현은 결찰 기간에 따라 차이는 없었다. 따라서 CFTR․AE1․AE2․그리고AE3 는

간세포와 담관 세포에서 중탄산염이온과 수액을 매개하는 주된 이온 전달체라는 사실을 고려할 때․담도 담즙정체

간질환에서CFTR과 AE2 발현의 변화는 병리학적 기전에 중요한 역할을 할 수 있으리라고 생각된다.
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