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국문요약

서론

1. 연구 배경

간 이식 후 간담도 기능 장애의 조기 진단과 적절한 치료 조치는 이식된 간의 비가역적 손상을

에방하는데 도움이 될 수 있다. 간 이식 초기에는 높은 면역 억제제 용량을 유지하게 되는데 이

때 감염의 위험이 높다. 따라서 면역 억제제를 필요 이상으로 많이 투여하면 심각한 감염 합병증

을 유발할 수 있는 반면, 이식편 거부 반응이 있을 경우 반대로 면역억제제를 용량을 증가해야한

다. 이식된 간의 거부 반응과 감염을 모니터링 및 구별하기 위해 여러 생체 화학적 간 기능 검사

는 이식 후에 일상적으로 수행된다. 그러나 이러한 검사 중 어느 것도 거부 반응에 특이적이지

않으며 거부반응은 간외담도폐쇄, 상행 담관염, 바이러스 간염과 같은 빈번한 합병증과 결정적으

로 구별할 수가 없다. 이를 위해 간 생검은 여전히 이 과정에서 중심적 역할을 한다. 그러나 간

생검은 샘플링 오류, 비용에 대한 부담 및 침습적인 시술로 혈액학적으로 불안정한 환자의 경우

에 심각한 합병증을 유발할 수 있는 단점이 있다. 따라서 이식편의 모니터링을 위한 비침습적이

고 실시간 합병증 진단이 가능한 기술의 개발의 필요성이 커지고 있다.

이와 관련하여 진동 분광 진단은 비침습적이며 세포 조직을 보존하며 추가 라벨링이 필요하지 않

은 몇가지 이점이 있다. 적외선 및 라만 분광법과 같은 진동 분광법은 생물학적 시료의 화학적

및 분자적 변화를 조사하는데 현재 많은 연구 및 응용이 되고 있다. 이 접근 방식은 추가적인 라

벨링이나 정제 없이 실시간으로 생체 분자 구성을 fingerprint 만들 수 있다. 라만 분광법은 샘플

에 입사하는 광자의 비탄성 산란을 기반으로 한다. 입사 에너지가 각각의 분자에 따라 고유의 진

동 모드에 의해 전환되기 때문에 스펙트럼의 개별 피크에는 구조 및 형태 정보가 포함된다. 따라

서 라만은 질병을 진단할 수 있는 훌륭한 도구가 될 수 있다.

2. 연구 목적
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이 연구의 목적은 간 이식 후 환자에게서 발생 가능한 담도 합병증 및 면역억제제 복용과 관련하

여 감염 여부를 수술장 및 병실에서 조기에 진단 할 수 있는 나노 및 분광 융합 기술 시스템을

개발하는 것이다. 이를 위해 담도 염증 및 감염 상태를 대변하는 동물 실험을 진행하고 염증을

진단하기 위한 생체지표를 라만분광 기반 센싱칩을 이용해 측정하고 분석하는 실험을 진행하였고, 

이 실험의 결과는 이 기술의 간 이식 환자 관리의 임상적 적용을 위한 가장 기초적 결과가 될 것

이다.  

이론적 배경 및 연구 방법

1. Surface-enhanced Raman spectroscopy (SERS)의 적용 및 ZnO nanorods 생성

라만 분광법은 조사된 샘플의 매우 좁은 스펙트럼 특징을 생성하는 진동 전이를 기반으로 화학

및 생물학적 시료의 식별과 분자 구조를 확인 할 수 있다. 하지만 라만 산란은 효율이 매우 떨어

지는 단점이 있기 때문에 나노 크기의 금속 표면에 분자가 흡착되어 발생하는 surface-enhanced 

Raman scattering 효과로 라만 산란 신호를 크게 향상시켜 검출의 민감성을 극대화 시키는 표면

강화 라만 분광법 (Surface-enhanced Raman spectroscopy, SERS)이 개발되었다. SERS는 다양한 스

펙트럼 정보와 낮은 수분 간섭, 그리고 매우 민감하고 분자에 따라 특이적인 fingerprint를 생성하

기 때문에 복잡한 생화학적 조성을 가지고 주로 물을 포함하는 생체 검체를 위해 사용될 수 있다.

라만 효과를 최대화하기 위해서는 기판의 금속 구조 사이의 간격을 최적화하고 균일하게 배열된

금속 헤드 나노 구조를 가진 SERS 기판을 사용하는 것이 중요하다. 또한 개별 세포 구성 요소는

소량이고 낮은 라만 산란을 나타내기 때문에 높은 감도를 얻기 위한 효율적인 기판이 필요하다.

이를 위해 ZnO 나노로드를 성장시키고 코팅하여 선택적 생체 지표의 라만 분광 측정이 가능한

나노 구조체 기반 표면 증강 라만 센싱칩을 제작하였다. 현미경에 라만 분광 시스템을 설치하여

마이크로 단위의 포지션이 가능한 시스템을 구성하고, 제작된 표면 증강 라만 (SERS) 칩 탑재에

적합하도록 세팅하였다.

2. 쥐의 담관 결찰과 담낭 손상을 통한 담관 협착 모델 실험군/열 손상 모델 실험군 생성
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간이식 환자의 담도염증 및 감염을 대변하기 위해 담관 협착 모델 동물 실험군과 간이식 후 있을

수 있는 열 손상을 모방한 동물 실험군을 제작하였다. 대조군으로서의 염증이 없는 동물의 담즙

검체 및 담관 협착 실험군과 열 손상 실험군의 라만 신호를 근간으로 분석된 결과와 생체지표 검

출 결과를 비교하여 표면증강라만을 통한 진단의 유효성을 검토해 보았다.

3. 비표지 라만 신호의 분석을 실시하기 위한 기존 라이브러리를 확보하고, 획득 된 신호로부터

진단 기준을 마련하기 위한 PCA(Principal Component Analysis) 등의 통계분석을 실시하였다.

연구결과

대조군, 담관 협착 모델, 열 손상 모델 각각 쥐 10마리씩 실험하였다. 간 조직병리학 과 혈액 총

빌리루빈, 아스파르트산 아미노전이 효소 (aspartate aminotransferase, AST), 알라닌 아미노전이효

소 (alanine aminotransferase, ALT)을 통해 간 기능을 평가한 결과, BDL 쥐에서 간기능이 급격히

감소하는 것을 확인하였다. 이러한 결과는 간 조직에서 lipocalin-2, vimentin 수치를 측정하여 검

증되었다. 반면 담낭의 H/E 염색을 통해 열소작에 의한 손상의 경우에만 담낭의 상피가 소실되는

것을 확인하였다. 그리고 시리우스 레드 염색을 통해서도 소실된 상피에서 담낭 내부로 콜라겐

조직이 노출되는 것을 확인하였다. 정상, BDL, 담낭 소작 모델의 검체에 대해 라만 스펙트럼을 얻

었고, 담낭 소작 검체 에서만 의미 있는 피크가 나타났다. 이러한 피크의 대부분은 페닐 알라닌을

포함한 콜라겐 관련 공급원에서 발생하며, 이는 주로 생체 검체에서 발견된다. 이러한 라만 신호

할당 결과는 시리우스 레드 염색에서 볼 수 있듯이 상피 소실로 인한 고밀도 콜라겐 영역의 노출

결과와 일치한다. 주성분 분석을 통해 담낭의 열 손상 감지하는 기준을 확보하였다.

결론

쥐 BDL 모델을 이용하여 담관 협착으로 인한 간 손상을 유도, 소작을 통해 담낭 손상으로부터 담

낭 (담관)에 대한 선택적 손상을 위한 샘플을 제조하여 그에 따른 라만 스펙트럼을 얻었고, 담낭

열 손상 모델에서만 의미있는 신호가 나오는 것을 확인하였다. 이 연구에서 성공적으로 얻어진

라만 신호 데이터의 분석 결과를 기반으로 기존의 배양 및 표지를 통해 진단하는 시간을 비약적
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으로 줄일 수 있고 임상 시료의 응용을 통한 진단의 민감도 및 특이도 향상에 대한 SERS 칩 기

술의 가능성을 확인할 수가 있었다. 이식 초기의 전기 소작으로 인한 담관 손상을 SERS 를 이용

하여 현장에서 실시간 모니터링하여 조기 진단을 할 수 있다면 간이식 후 환자 관리에 큰 도움을

줄 수 있을 것으로 생각된다. 더 나아가 뚜렷한 결과를 얻기 위해 추후 다양한 매개변수 (SERS 

기질, 이온 함량, 레이저 파장 등)를 조절하여 간 손상에 대해서 라만 스펙트럼 연구가 시행될 예

정이다.
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1

서론

1. 연구 배경

1.1. 간이식 수술 후 환자의 실시간 합병증 모니터링 기술 개발의 필요성

생체 간이식 (Living donor liver transplantation, LDLT)은 병에 걸리거나 기능 장애가 있는 간을 제

거하고 살아있는 기증자의 건강한 간 일부로 교체하는 외과적 과정이다. 간 이식 후 오랫동안 면

역억제제를 복용하게 되는데, 이식 초기에는 높은 용량의 면역 억제제를 복용하기 때문에 감염

위험이 매우 높다. 이는 수술 초기에 환자가 사망하는 대부분의 이유이다. 주로 세균이나 바이러

스성 감염이 많고 진균 감염도 높은 비율을 차지하게 된다. 수술 시 원활한 담즙 배액을 위하여

배액관을 설치하게 되는데 이로 인해 감염에 노출되어 있다. 간 이식 후 담도 합병증은 생체 간

이식에서 많이 발생하는 합병증으로, 수술 후 담도 분합부 주위에서 담즙이 새거나 문합부가 좁

아지는 증상이다. 황달, 소양감(가려움증), 간 기능 부전 등을 유발하는 담관 협착의 경우, 이를 넓

혀주는 시술을 하게 된다. LDLT 과정에서 우엽 이식편과 수술기법을 이용한 생체공여 간 이식 시

술이 간동맥, 간정맥, 문맥, 하대정맥 및 담관 등의 문합에 활용되고 있다. 수술 후 이러한 혈관의

개통이 원활하지 않으면 간 기능이 떨어지며, 혈관의 적절한 기능을 평가하기 위해 일정한 간격

으로 간 도플러 초음파 검사 및 혈관 재건 컴퓨터 촬영을 시행하여 조기에 합병증을 발견하여 치

료해야한다. 임상적으로 간이식 환자의 면역 억제제 사용 및 항생제 등의 약물 처리를 위해서는

정확한 감별진단이 수행되어야 한다. 간 수치 상승, 열 발생과 같은 같은 증상에 대해 담도염과

이식편에 대한 거부반응을 감별해야 하고 진단 결과에 따라 정반대의 의료방향을 수행하게 된다.

하지만 이를 위해서는 많은 시간이 소요된다. 신속한 감별진단을 실시하고 치료할 수 있는 모니

터링 기술의 기술이 필요성이 요구되며, 이러한 시스템이 구성되면 환자의 안전성을 향상될 수

있다.

1.2. 간이식 환자의 생체 부산물 내 생체지표를 통한 진단 기술 개발의 필요성
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기존 장기 및 조직의 병리적 염증 여부 판단은 해당 조직의 생검을 통한 hematoxylin-eosin

(H&E) 및 immunohistochemistry 염색 결과로부터 진단하게 된다. 하지만 이는 침습적이고 작은

부위만 생검을 시행하기 때문에 조직 검사를 시행한 검체가 염증 발생 지역을 확보했다는 보장

을 하기가 어렵다. 생체 내에서 검출의 대상이 되는 생체지표는 그 크기에 따라 세포 (~수십um), 

적혈구 (~8 um), 박테리아 (~1 um), 바이러스 (~400 nm), 엑소좀 (수nm ~수십 nm) 및 단백질 등

으로 구분되어 있으며, 크기가 작을수록 적은 양의 혈액 및 소변 등에 분포되어 존재할 가능성이

높다. 실질적으로는 생체 부산물에서 다양한 생체지표들이 혼재되어 있는 경우도 많기 때문에 나

노미터 생체지표를 선별적으로 검출할 수 있다면 잡음이 적은 결과를 획득하여 정확성을 향상시

킬 수 있다. 간·담도 관련 염증 발생을 모니터링하는 인자로 IL-2, TNF-α 및 IL-18 등의

inflammatory cytokine로 진단해왔으나 검출 및 분석에 시간적 한계가 존재함. 따라서 이러한 인

자를 신속히 검출 할 수 있는 장치의 개발이 요구된다.

1.3. 라만 분석 장치의 환자 합병증 모니터링 적용에의 필요성

PCR 및 배양 등의 방법으로 특정 질환을 식별하고 정량화하기까지는 많은 시간과 비용이 소모되

고 있으며, 이에 따라 빠르고 정확하게 검출할 수 있는 고감도 바이오 센서에 대한 수요는 꾸준

하게 증가하고 있다. 이러한 수요에서 높은 민감도와 특이도를 갖는 다양한 물리적, 전기적, 광학

적 센서들이 개발되어 왔으나, 실질적인 진단 및 측정에 사용되기에는 민감도, 안전성과 같은 문

제점이 여전히 존재한다. 최근 라만 분광 시스템은 다양한 장기에서 발생하는 암 진단 기술로써,

레이저 광원 및 광검출기, 분광기 등의 구성 광학계 성능 및 주변 기술이 급격히 향상됨에 따라

재조명 받고 있다. 라만 분광 기술은 신호의 선폭 (Bandwidth)이 좁아 수십 가지 이상 다중 검출

및 기능성을 가지고 있다는 장점으로 생체 등의 복잡한 유기체 내에서 질환을 진단하는

fingerprinting 기술로서 가장 강력한 응용 가능성을 가지고 있다. 생체에서 얻어진 신호에 대한

peak reference를 참고하여 간이식 환자의 배액관을 통한 배액되는 담즙내에 존재하는 혈액 응고

인자 및 염증 인자를 모니터링 할 수 있으면 환자의 건강 상태를 정확하게 판단할 수 있을 것이

다. 
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2. 연구 목적

이 연구의 목적은 담관 결찰 (bile duct ligation, BDL) 동물 모델을 제작하여 간이식 시 발생하는

담도 폐색에 의한 손상을 시뮬레이션하여 정상 동물 모델과 비교해 라만 신호의 변화를 측정하였

다. 또한 소작술로 담낭 손상을 발생시킨 동물 모델을 통해 간 이식 중 발생할 수 있는 열 손상

을 시뮬레이션하여 이에 대한 라만 신호의 변화를 측정하였다. 이러한 분석 결과를 통해 표면 강

화 라만 생체 센싱칩의 임상적 적용을 위한 가장 기초적인 결과를 얻음으로써 추후 간 이식 환자

로부터 배액된 담즙에서 환자의 상태를 모니터링할 수 있는 생체지표 검출 기반의 표면 강화 라

만 생체 센싱칩의 유효성 검토를 하기 위한 기반을 마련할 것이다.
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이론적 배경

1. Surface-enhanced Raman spectroscopy (SERS)

1.1. SERS의 개요

객관적이고 정량적인 진단 정보를 적시에 이용할 수 있게 되면 질병을 진단하는데 있어 의료의

질은 향상될 수 있으며, 생물 의학 기술의 발전은 이러한 정보를 제공할 필요에 의해 진행되었다.

라만 산란, 형광, 반사율과 같은 분광학의 새로운 생체 의학 응용은 분자 수준에서 조직의 구성에

대한 필수적 정보를 제공할 수 있다. 이 기술들 중, 라만 분광학은 조직의 화학적 조성에 관한 상

세한 정보를 제공할 수 있다. 질병의 진행됨에 따라 화학적 변화가 수반되는데 라만 분광학은 이

러한 점을 예민하게 탐지하여 질병 진단을 위한 정보를 제공할 수가 있다.

1928년 물리학자 Chandrashekhara Venkata Raman은 라만 효과로 알려진 빛의 비탄성 산란 현상

을 발견하였다. 이는 입사한 빛의 주파수와는 다른 주파수를 갖는 분자가 산란되며 파장의 변화

를 일으키고 이는 분자의 화학적 구조에 따라 달라진다1. 라만 분광학은 이 산란광을 이용하여

분자의 구조, 대칭, 전자 환경 및 결합에 관한 정보를 제공할 수 있는 분자 진동에 대한 지식을

얻음으로써 개별 화합물의 양적, 질적 분석을 가능하게 한다.

분자에 대한 단색광을 주입하게 되면 광자 주파수의 변화가 없거나 파장과 에너지의 변화가 없는

탄성 산란이 발생하거나 광자가 일정량의 에너지를 잃거나 에너지를 얻는 비탄성 산란이 일어난

다. 광자가 일정량의 에너지의 변화를 갖게 될 경우 광자 주파수의 변화를 동반한다2. 라만 분광

계는 광원, 단색계, 검체 홀더 및 검출기로 구성된다. 라만 스펙트럼 분석에 영향을 미치는 요인

에는 높은 신호 대 잡음비, 기기 안정성 및 충분한 분해능이 포함된다.  

SERS는 1977년 Jeanmaire 과 Albrecht에 의해 제시되었다3,4. 라만 산란 신호를 크게 향상시켜 검

출의 민감성을 극대화 시키는 기술로 금속 표면과 관련된 전자기적 향상과 분석물의 화학 흡착

또는 분석물과 금속 표면과의 화학적 결합에 의한 화학적 강화 이 두가지 메커니즘이 라만 산란
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신호를 향상에 영향을 미치는 요인이다. 정상적인 라만 산란으로 얻은 신호 (예: 분자당 10-30

cm2)1는 보통 매우 약하기 때문에 더 많은 신호를 얻기 위해 SERS 기술을 선호한다. 이 기술은

분자가 표면과 상호작용하는 방법에 대한 정보를 제공할 수 있으며, 이는 매우 낮은 농도의 분석

물을 검출할 수 있게 한다.

SERS 효과는 일반적으로 구조화되지 않은 기판과 비교하여 SERS 신호 증가의 크기를 정량화하는

EF (Raman enhancement factor)를 특징으로 한다 5. SERS 효과의 EF는 주로 전자기장의 영향을 받

는다. 전자기장의 향상은 local surface plasmon resonance (LSPR)의 영향을 받으며, 이는 입사한 빛

과 금속 나노 입자의 표면 전자 사이의 상호 작용에 의해 차례로 발생한다. 나노입자군에서 LSPR

이 발생하면 나노 입자 사이에서 hot-spot이 발생하여 결과적으로 EM이 크게 향상되고 SERS 효

과가 향상된다. 효과적인 SERS를 위해서는 금속 구조 사이의 간격을 최적화하고, LSPR 의 향상이

최대화되도록 균일한 입자를 생성하기 위해서 균일하게 배열된 금속 헤드 나노 구조를 가진

SERS 기판을 사용하는 것이 중요하다6-8.

SERS에서 가장 일반적으로 사용되는 금속은 금, 은 및 구리이다9. 금, 은 및 구리와 같은 나노입

자가 특별히 준비된 금속 표면은 라만 신호의 강도를 최대 104에서 106배까지 증가시켜 생물학적

및 화학적 샘플을 더 빠르고 정확하게 검출할 수 있다10. 단백질, 지질, 핵산, 엑소좀, 대사물 및

기타 나노 크기의 생물학적 분자가 일반적인 생물학적 액체에 나타나는 대로 직접 측정함으로써

암, 염증 또는 기타 질병에 대한 정보를 수집할 수 있다11-13 (Figure 1).

EF는 플라즈몬 형성을 지원하는 금속 입자 사이의 간격에 크게 의존하기 때문에14 대부분의 SERS 

실험은 매우 균일한 나노구조 기판 또는 콜로이드 용액을 사용한다. 금, 은과 같은 나노입자는 라

벨링없는 SERS 검출을 위한 플라즈몬 활성 기질로 사용될 수 있을 뿐만 아니라 라만 리포트 분

자 (SERS labels/nanotags) 및 항체와 같은 표적 특이적 리간드로 작용할 수 있다. 이에 따라 상응

하는 나노입자-리간드 접합체는 복잡한 생물학적 시스템에서 표적 분자의 선택적 검출을 위해 상

응하는 표적 분자를 인식할 수 있다. 금속 기질 표면 (label-free SERS) 또는 금속 표면의 라만 리

포터 분자 (SERS labels)에서 매우 가까운 타겟에서 강력하게 강화된 라만 신호를 사용하여 타겟
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분자를 효율적으로 감지하고 식별할 수 있다.

1.2. SERS의 의학적 적용 분야

현재 연구 중인 라만 분광학의 진단적 응용은 광범위하다. 물 분자의 라만 산란 신호의 범위는

작기 때문에 고유의 수성 환경에 있는 생물학적 분자로부터 진동 정보를 얻을 수 있고 배경과의

효율적인 감지 및 식별이 가능하다. 검출 한계가 낮고 좁은 스펙트럼 대역폭, 형광 소광 능력, 광

학 라벨 유무에 관계없이 SERS는 DNA 또는 RNA 분석15-17, 유전학 및 단백질체학18, 화학적 무기

질 검출19-21, 의료 진단19,22에 적합하다. 생물학적으로 관련된 매질에서 단일분자까지 감도로 분자

진동 정보를 제공하는 SERS의 고유한 능력은 시험관 내 생체 내 응용 분야에 이상적으로 적합한

강력한 분석 시스템을 제공한다. 합리적으로 설계된 기질을 정밀하게 제어하면 SERS가 더 많은

생물 분석 응용 분야에서 표준 정량 기술이 될 수 있다.

최근 연구들에 따르면 세포 및 조직 영상 연구에 라만 분광법을 적용하는 추세가 증가하고 있다.

유방 조직의 라만 이미징이 입증되었고23,24, Van de Poll은 최근 라만 이미징을 사용하여

atherosclerotic plaque에서 ceroid의 화학적 조성을 조사하였다25. 또 다른 연구에서 Timlin은 조직

Figure 1. Schematic diagram showing the examination of normal and diseased biosample using 

Raman (a) differentiation between and characterization normal cell line and diseased cell line (b) 

diagnosis of diseases through Raman 
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손상이 있는 뼈의 미세 손상과 관련된 스펙트럼적으로 구별되는 미세 구조를 연관시켰다26. 이러

한 라만 분광법의 성공에도 불구하고 이 기술의 효율성은 여전히 낮다. 개별 세포 구성 요소는

일반적으로 세포당 매우 적은 양으로 존재하고 낮은 라만 산란을 나타내기 때문에 높은 감도를

얻기 위해서 의료용 SERS의 개발에는 비용 효율적인 기판의 개발이 필요하다.

2. ZnO nanorods

1.1. ZnO nanorods의 개요

금 나노입자나 콜로이드 입자를 사용하는 경우 나노 입자 사이의 거리 조절이 어렵고 기판 전체

의 균일성 및 재현성이 낮아 라만 분석 결과가 불규칙하다. SERS 기판의 재현성을 높이고 일관된

분석 결과를 얻기 위해 동일한 높이에서 금 입자를 균일하게 분포시키는 ZnO 나노로드가 필요하

다. ZnO는 계층적 나노구조, 나노벤트 및 나노나선과 같은 매우 균일하고 다양한 바람직한 구조

를 형성한다27-29. 특히, ZnO 나노로드의 용액 기반 자가 조립은 저비용 제조 방법의 균일성을 증

가시킬 수가 있다. 또한 SERS 효과는 반도체와 플라즈몬 금속 사이의 전하 이동 상호작용으로 인

해 ZnO 나노 물질과 플라즈몬을 생성하는 금속 나노 입자가 결합될 때 더 강해지는 것으로 보고

되었다30.

Miyeon Jue 등31 이 2019년에 발표한 연구는 모델 분석 물질로 주의 소변의 Rhodamine B를 사용

하여 국소 충전 없이 LSPR을 증가시킬 수 있는 Au 코팅의 최적화 두께를 보여주었다. Au/ZnO 

200nm 두께에서 고감도 피크의 강도는 4-5% 사이의 표준 편차를 보여 높은 기판의 균일성을 나

타낸다 (Figure 2).

1.2. ZnO nanorods의 의학적 적용 분야

금으로 코팅된 ZnO 나노로드는 저렴한 비용, LSPR 기반 신호 향상 및 생체 적합성으로 SERS를

통한 생체 지표의 조기 광학 검출이 가능하다. 나노 크기의 생체 지표는 소변과 혈액과 같은 생

체 부산물에 잘 분산되어 있으며, Au/ZnO nanorods를 이용한다면 조기에 질병을 진단할 수 있다.
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Figure 2. Schematic showing the processes of the ZnO nanorod-based surface-enhanced Raman 

scattering (SERS) substrate
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연구 방법

1. 실험 계획

1.1. 연구의 단계적 목표

본 연구는 간 이식 환자의 면역억제제 제어 관리 한계 극복하기 위해 담도 염증을 신속한 진단을

할 수 있는 생체 지표를 모니터링 기술의 개발을 최종 목적으로 하며, 이에 따라 간이식 환자의

담도 합병증을 대변하는 동물 모델 제작 및 라만 분광 시스템 구축을 하여 이에 대한 결과를 분

석, 해석하고자 한다. 이러한 결과를 토대로 라만 분과 기반의 간 이식 합병증 진단과 치료 분석

을 위한 기틀을 마련하고자 한다 (Figure 3).

1.2. 쥐의 담관 결찰과 담낭 손상을 통한 담관 협착 모델 실험군/열 손상 모델 실험군 생성

동물 연구 윤리에 기반한 연구 계획서 작성 및 병원 내 동물실험 신청 및 승인 후 대조군 및 담

관 결찰군, 열 손상 모델을 생성한 뒤 표현형적 변이 현상의 육안상 변화를 관찰하고 담즙, 혈액

및 간을 샘플링 하였다.

1.3. 라만 장치 설치 및 동작

마이크로 칩 탑재 가능한 라만 분광 시스템을 구축함으로써 현미경 장착 가능하게 한다. 동물 실

험에서 획득한 정상 및 담관 결찰군, 열 손상 모델의 답즙의 표면 증강 라만을 측정하고, 샘플에

서 획득한 스펙트럼의 시그널 프로세싱 및 통계 분석한다 (Figure 4).
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Figure 4. Microscope mounted Raman spectroscopy system and magnified ZnO nanorods

Figure 3. Outline of animal model development and nanometer biomarker Raman measurement
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2. 동물 모델 프로토콜

2.1. 수술 전 준비 및 마취

모든 실험 절차는 미국 제도적 동물보호 및 이용위원회 (IACUC)에 따라 Asan Medical Center

(AMC)의 동물연구시설에서 수행되었다 (No.202014323). 대조군, 담관 결찰 모델, 열 손상 모델 실

험군 각각 10마리의 쥐가 실험에 이용되었다. 실험 동안 동물을 37°C의 온도에서 유지하였으며, 

마취 유도를 위해 4 L/min의 유속으로 100% 산소에서 4vol% 이소플루란을 흡입하여 마우스를 마

취하였다. 규칙적인 자발 호흡, 통증에 대한 반응이 없으면 마취 깊이로 충분하다 판단하였다. 마

취를 유지하는 동안은 쥐의 코에서 약 1cm 떨어진 위치에서 100% 산소에 1.5-2.0vol% 이소플루

란을 1L/min 속도로 공급하였다. 마우스의 복부 털을 전기 면도기로 면도하고 눈과 코를 연고를

사용하여 건조로부터 보호하였다. 복부 피부는 베타딘으로 닦아 소독하였다.

2.2. 담관 결찰 모델 / 담낭 열 소작 모델

마취된 쥐를 이용하여 xiphoid 바로 아래에서 외과용 가위로 피부와 근막을 동시에 절단하여 복

부 양측으로 2-3cm 길이로 개복한 뒤 sternum을 봉합사로 고정하여 들어올려 수술 시야를 확보

하였다. 복부의 양측은 봉합사로 고정한 뒤 양측으로 고정하여 수술 부위를 넓혔고, 간은 0.9% 

NaCl로 젖은 면봉으로 들어 올려 간의 바닥이 잘 노출되어 hilum이 명확하게 보이게 하였다

(Figure 5, 6). 담관을 더 잘 노출시키기 위해, 소장은 젖은 면봉을 사용해 조심스럽게 꼬리쪽으로

움직여주었다. 미세 forcep을 사용하여 간문맥과 간동맥에서 담관을 분리한 뒤, 5-0 silk 봉합사를

담관 주위에 놓고서 담관을 매듭으로 고정하였고 동일한 방식으로 두 번째 결찰을 첫 번째 결찰

위쪽으로 시행하였다. 결찰 사이의 중간의 담관은 절제하지 않는데, 이는 담관 결찰이 정확히 고

정되지 않아 담즙이 누출되어 복막염이 발생할 수 있는 가능성을 없애기 위함이다 (Figure 7).

담낭 열 소작 모델 또한 담관 결찰 모델과 같은 방식으로 간을 노출 시킨 뒤, 젖은 면봉으로 간

을 밀어 담낭을 노출하고 고온-소작법으로 손상을 주었다 (Change A-Tip, Bovie, USA) (Figure 8).
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Figure 5. Anesthesia, laparotomy and preparing 

of experiment

Figure 6. Anatomy drawing of mouse 

Figure 7. Bile duct ligation model (a) sketch of a double ligated bile duct (b) knot of bile duct 

double ligated with 5-0 silk (c) changed liver 1 week after bile duct ligation
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2.3. 수술 후 치료 및 추적 관찰

수술 후 정기적으로 동물을 모니터링하고 비정상적인 행동은 복막염, 패혈증과 같은 합병증을 의

미하였다. 채혈을 동물 모델에 조작을 시행하기 전과 담관 결찰 7일 뒤, 열 소작 처리 4일 뒤 채

혈 및 실험실 검사를 시행하였다. 마취된 쥐의 하대정맥에서 전혈, 담즙 및 간의 검체를 채취하였

다 (Figure 9). 채취한 혈액은 24 °C에서 30분 동안 응고시키고, 4 °C에서 2,500 x g 속도로 20분 동

안 원심분리 하였다. 응고된 세포에서 혈청을 분리하기 위해 투명한 상부층을 새로운 튜브로 옮

겼다. 혈청 AST, ALT은 자동화 분석기 (Hitachi 7180, Tokyo, Japan)을 사용하여 검출하였다.

Figure 8. Gallbladder cauterization model (a) sketch of thermal cauterization (b) cauterization using 

a thermal cauterizer
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Figure 9. Sampling process of bile

3. 웨스턴 블롯

염증성 생체 지표를 분리 및 식별하기 위해 웨스턴 블롯 기술을 이용하였다. 이 기술에서 단백질

혼합물은 겔 전기 영동을 통해 분자량에 따라 유형별로 분리되며, 각 단백질에 대한 밴드를 생성

하는 막으로 이동한다. 그런 다음 형성된 막은 실험에서 찾고자 하는 단백질에 특이적인 표지 항

체와 함께 배양하여 채취한 복잡한 단백질 혼합물에서 특정 단백질을 식별할 수 있다32. 우리는

RIPA 완충액 (Cat#89900, Thermo Fisher Scientific, US)에서 간 조직을 균질화하여 단백질 용해물을

얻었다. 약 15μg의 간 조직 단백질을 15% 폴리아크릴아미드 겔 전기영동으로 분리하고 다음 단

계를 위해 니트로셀룰로스 막으로 이동시켰다. 막을 Tris-buffered saline-Tween-20에서 5% 소 혈

청 알부민 (Cat#82-100-6, Millipore Corporation, USA)으로 차단한 다음 1차 항체와 함께 배양하였

다. 리포칼린-2 (Cat#ab63929, Abcam, UK)와 비멘틴 (Cat#sc-6260, Santa Cruz Biotechnology, USA)

의 수치를 관찰하였다. 단백질 신호는 향상된 화학발광 (ECL; Cat#NCl34095, Thermo Fisher 
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Scientific) 시스템으로 검출하였고 Luminograph II (Cat#WSE-6200, Atto, Japan)을 사용하여 확인하

였다. 로딩 대조군을 위해 블롯을 세척하고 HRP 접합된 단일클론성 β-액틴 항체 (A3854; Sigma-

Aldrich, USA)를 사용하여 액틴에 대해 재탐색하였다.

4. 조직학적 분석

각 그룹의 간 및 담낭 조직을 4% 파라포름알데히드 (pH 7.4; Sigma-Aldrich)에 고정하고 파라핀

블록에 포매하였다. 파라핀 블록은 4µm 두께 슬라이드로 분할하고, 그 단면을 탈파라핀화, 재수

화, hematoxylin-eosin (H&E)으로 염색하였다. 간 조직의 형태학적 변화는 광현미경 (BX53 

microscope with DP27 camera; Olympus corporation, Tokyo, Japan)을 사용하여 관찰하였다. Sirius 

Red 염색을 위해 탈파라핀화된 슬라이드를 Picro-Sirius Red Solution (Cat#ab150681, Abcam)에서

배양하였다. Sirius Red 염색은 콜라겐에 특이적으로 염색되어 이식된 조직의 만성 및 섬유증의 정

량적 지표로 사용될 수도 있으며 급성 부종 및 염증도 반영할 수가 있다 33. 

5. 통계적 분석

데이터는 GraphPad Prism 5.0 소프트웨어 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA)를 사용하여 분석

하였다. 간 조직 손상 점수는 중앙값 및 범위로 나타냈다. 모든 데이터는 조건당 10개 샘플에 대

한 평균±표준편차로 나타냈다. 면역탁본법 자료는 두가지 과정으로 얻었다. Bonferroni 보정을 사

용한 통계적 일원 분산 분석 (ANOVA)을 이용하였고, P-값<0.05을 통계학적으로 유의하다고 정의

하였다.

6. ZnO 나노구조체 기반 표면 증강 라만 센싱 (SERS) 준비 및 라만

측정

6.1. 표면 강화 라만 센싱 (SERS) 칩 준비

담즙에서 나노미터 지표를 필터링하고 라만 신호를 증폭하기 위해 수직으로 정렬된 gold-ZnO 나
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노 로드 기반 표면 강화 라만 칩을 제작하였다. ZnO 나노 구조 지지체는 열수법으로 제조하였으

며, 탈이온수에 10mM zinc nitrate hexahydrate과 0.9mL ammonium hydroxide Zinc nitrate 

hexahydrate (Sigma Aldrich Co., St. Louis, USA)을 용해하여 용액을 제조하였다. 이 용액에 실리콘

웨이퍼 (LG SILTRON INC., KOREA)를 담그고 90°C에서 50분간 유지하여 ZnO 나노로드를 성장시켰

다. 성장된 나노로드들은 길이 400-600 nm, 직경 50 nm로, 열증발기 (Alpha Plus Co., Korea)를 이

용하여 이들 ZnO 나노구조체에 200 nm 두께의 Au를 코팅하였다. SERS 칩은 실리콘 위의 Au-

ZnO 나노로드 시료를 0.5 × 0.5 mm 크기로 절단하여 제조하였다. 전자현미경을 통한 나노 구조체

의 간극 확인 및 나노구조체 성장조건에 따른 간극 변화를 확인하였다.

6.2. 라만 측정 및 라만 시그널에 대한 분석

준비된 SERS 칩에 동물 모델에서 얻은 담즙을 0.5uL 한 방울 떨어뜨리고 30분 후 시료를 현미경

(IX-73, Olympus, Japan)에 부착된 라만 분광기시스템 (FEX-INV, NOST, Korea)을 사용하여 관찰하였

다. 나노 생체 지표가 담즙에서 나노 구조체 내로 확산된 부위에 라만 785nm 파장 레이저를 조

사하여 스펙트럼을 얻었다. 라만 스펙트럼은 450 ~ 2100 cm-1 스펙트럼 영역에 대해 2.5 cm-1 단위

로 측정하였다. 각 검체의 정확한 데이터 분석을 위해서는 평활화 및 기준선 보정을 포함한 신호

처리가 필요했다. 주성분 분석 (PCA)을 사용하여 대조군, 담관 결찰 모델, 담낭 열 소작 모델 사이

의 스펙트럼 차이를 평가하였다. PCA는 예측 변수의 수를 최소화하는 일반적인 다변량 통계 분석

기법이다. 이 연구에서 PCA는 라만 스펙트럼에서 유용한 정보를 그룹화하고 각각의 그룹간의 차

이점을 강조하기 위해서 수행되었다. 5차 다항식 피팅은 신호 후 프로세스로 시행되었고, 데이터

그룹화 및 분석은 XLSTAT 2019 소프트웨어 (Microsoft, Redmond, WA, USA)를 사용하였다.
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연구 결과

1.  담낭 손상에 대한 조직병리학적 결과

1.1. 조직학적 결과

간의 조직학적 검사에서 BDL 쥐 모델에서 조직 괴사와 간 실질 조직 내 림프 침윤이 나타났다

(Figure 10). 또한 간 손상과 관련된 혈청 지표인 총 빌리루빈, 아스파르트산 아미노전이 효소

(aspartate aminotransferase, AST), 알라닌 아미노전이효소 (alanine aminotransferase, ALT)가 유의

하게 상승하였다 (Figure 11). 간 조직에서 세포 사멸을 나타내는 단백질인 lipocalin-2과 콜라겐 I

형을 안정화시키고 간에서 염증 관련 조직학적 변화를 유발하는 vimentin 역시 크게 상승하였다. 

그러나 담장 소작에서는 간 조직 손상과 관련된 지표는 정상과 다르지 않았다 (Figure 12).

Figure 10. Evaluation of liver damage and liver function impairment. (a) Hematoxylin and Eosin 

(H&E) staining result of liver tissues from Normal, Bile duct ligation (BDL), and Gallbladder Cautery 

(Cautery) observed under ×40 or ×100 magnification. Scale bar, 200μm and 100μm for each 

magnification
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1.2. 병리학적 결과

담낭 결찰 (BDL) 모델에서 대부분의 상피는 손상되지 않은 반면 점막 주름은 확장되어 있었다. 담

낭 소작 모델에서는 상피가 부분적으로 손실되었다. H/E 염색에서는 정상 및 BDL 내부 상피 세포

Figure 11. Total bilirubin (U/L), AST (U/L), and ALT (U/L) levels were measured in the serum of each 

group

Figure 12. Liver damage-related protein expression in Normal, BDL, and Cautery group with relative 

density. All expressions are normalized to β-actin and compared to Normal group. *, p < 0.05; **, p 

< 0.01; ns, not significant
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가 닫힌 상태로 유지되지만 담낭 소작에서는 며칠이 지나도 열 손상 부위의 내부 상피 세포가 열

린 상태를 유지한다. BDL에서는 내부 주름이 사라지는 정도까지 담낭에 인장 변형이 가해지지만

내부 상피 세포는 닫힌 상태로 유지된다. Picro Sirius Red 염색으로 콜라겐 결합 조직 염색에 대한

추가 조사는 정상 및 BDL 모델에서 콜라겐 결합 조직층을 둘러싸고 있는 상피를 확인할 수 있

었다. 그러나 담낭 소작에서는 콜라겐층이 내강에 완전히 노출되어 있었다 (Figure 13).

Figure 13. Gallbladder damage evaluation (a) Hematoxylin and Eosin (H&E) staining result of the 

gallbladder and nearby liver tissue in Normal, Bile duct ligation (BDL), and Gallbladder cautery 

(Cautery) group observed under ×40, ×100, and ×200 magnification with a scale bar (b) Picro-Sirius 

Red staining result of the gallbladder in Normal, BDL, and Cautery group under ×200 magnification. 
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A serial section of the same sample used for H&E staining was stained and observed. Black arrows 

indicate damaged inner epithelium of the gallbladder

2. 라만 스펙트럼을 통한 신호 분석

나노 생체지표 검출을 위한 Au-ZnO 기반 SERS 나노칩에 떨어뜨린 담즙에서 구형 방향으로 확산

된 영역은 기본 영역보다 더 어둡게 보인다. 이 영역은 나노미터 생체지표가 나노 다공성 영역으

로 확산된 결과이며, 레이저 전면 셔터를 열어 빔 스팟이 이 영역에 위치하는 것을 확인한 후 라

만 분광 측정을 수행하였다. 정상, BDL 및 담낭 열 손상 모델의 라만 신호는 Figure 14와 같이 그

래프로 나타냈다. 평균 스펙트럼은 실선으로 표시되고 표준 편차는 음영으로 표시하였다. 정상 및

BDL의 경우 특별한 피크가 없었거나 매우 작은 피크를 보였지만, 담낭 소작의 담즙의 검사에서는

현저한 피크가 나타났다. 주요 피크는 tryptophan 881 cm-1 34,35, glucose 912 cm-1 35,36, 

phenylalanine 1002 cm-1 34,37, 1033 cm-1 34,38, 1605 cm-1 35,38, tyrosine 1163 cm-1 34,35, amide III 1242 

cm-1 35,39, nucleic acid 1374 cm-1 38,40 이다. 각 주요 피크의 할당과 그 참조는 Table 1과 같다. 특히

콜라겐 관련 피크는 1002, 1033, 1163, 1242 cm-1에서 볼 수 있었다. 
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Figure 14. Averaged Raman spectra in normal (black line), BDL (blue line) and gallbladder cauterized 

(red line) animal models. The standard deviation in each Raman spectrum is the smear color, and 

the value for the main peak is expressed numerically. 

Table 1. Assignment of Raman peak in GB cautery sample

Peak 

(cm-1)
Assignment Ref.

881 Tryptophan 34, 35

912 Glucose 35, 36

1002
Phenylalanine

(collagen assignment)
34, 37

1033
Phenylalanine

(collagen assignment)
34, 38

1163 Tyrosine (collagen type I) 34, 35

1242 Amide III of collagen 35, 39

1374 Nucleic acid 38, 40

1605 Phenylalanine, tyrosine 35, 38
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3. 주요 성분 통계학적 분석 (PCA)

정상, BDL, GB 소작에 대한 라만 스펙트럼의 PCA 결과는 Figure 15에 나와 있으며, PC1, PC2, PC3

의 변동성은 각각 60.9%, 22.2%, 3.4% 이다. Figure 15 (b)와 같이 PC1과 PC2 평면에서 열 소작으

로 인한 손상을 구별하는 기준선이 잘 나타나있다. 반면에 정상과 BDL의 데이터 구분은 거의 없

다.

Figure 15. (a) Analysis results up to the third principal component of normal, BDL and gallbladder 

cauterization Raman results, (b) providing a baseline for distinguishing gallbladder cauterization 

results in the PC1 and PC2 planes (green dashed line)
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고찰

간이식은 현재 국내에서 비교적 간 기능이 유지되는 간세포암 환자의 치료에도 적용되고 있지만, 

대부분 급성간부전이나 만성간부전의 급성악화와 같은 Model for End-Stage Liver Disease (MELD) 

점수가 높은 환자에게서 이루어지고 있다. MELD 점수가 높은 환자군은 수술 전후로 감염을 동반

하고 있는 경우가 많고, 이식 초기 과도한 면역억제제 사용은 감염으로 인한 합병증을 일으키는

경우가 많아, 이식 성공율이 높지가 않다. 한편 이러한 환자군에서 감염을 우려하여 낮은 용량의

면역억제제를 처방할 경우 거부반응으로 인한 이식편 기능 부전이 올 수 있으며, 반대로 이와 다

른 이식편 기능 부전의 원인이 될 수 있는 감염 및 담도합병증이 있는 환자에게 상대적으로 높은

용량의 면역억제제를 사용할 경우 패혈증으로 환자를 잃은 가능성이 매우 높다. 

담도 문합 주위의 담즙 누출이나 담도 협착 등의 담도계 합병증은 최대 34% 발생률과 5% 사망

률로 보고되며, 간이식시 흔한 합병증이다41-46. 담관 문합의 부위의 허혈성 담도 병변과 담관 협

착으로 담즙 누출이 있을 경우, 수술 시 삽입한 배액관을 통해 적절하게 배액이 된다면 담즙 누

출은 담관의 상처 회복과 함께 멈추게 된다. 담도협착증의 경우 황달이나 가려움증, 간 기능부전

을 유발할 수 있으므로 담도에 스텐트를 삽입하여 좁아진 협착 부위를 넓혀 해결해야 한다47-49.

수술 시 담도와 혈관의 출혈을 조절하기 위해 전기 소작기를 사용하는데, 이는 열 손상을 일으켜

염증을 유발하고 이는 간 이식 후 초기 담즙 유출을 유발할 수 있다. 대부분의 담즙 누출은 장기

이식 후 1-3개월 이내 초기에 발생하며, 간 이식 후 담도 합병증의 1-25% 정도로 적지 않은 비중

을 차지하고 있다50,51. 또한 간이식은 수술 후 장기간 면역억제제를 복용하게 되는데52, 전기 소작

기에 인한 손상과 같은 기술적인 문제는 이식 초기에 감염 위험을 높인다53. 동물 모델에서 이러

한 손상을 모방하기 위해 우리 연구에서는 담낭 열 소작 모델을 만들었다.

담즙의 배액은 일반적으로 간 외부를 통해 담도에 배액관을 설치하여 시행하게 된다. 환자는 수

술 후 담즙배액관으로 인한 감염의 위험에 노출되기 때문에 담도 손상이 회복된 것이 확인되는

즉시 배액관을 제거할 수 있도록 담도 회복을 추적 관찰하는 것이 중요하다. 합병증으로 인한 간
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기능 부전을 예방하기 위해 일반적으로 조직의 생검을 통해 기존 장기 및 조직의 병리학적 염증

을 진단한다54. 그러나 조직 생검은 침습적이며 생검 검체가 대표성을 보장하지 않는다. 또한 혈

액에서 IL-2, TNK-a, IL-18 등의 염증성 사이토카인을 측정하여 간 및 담도 관련 염증의 발생 여부

를 알 수 있지만55, 염증 기관을 특정하기는 어렵다. 따라서 담관 손상 유무를 식별할 수 있는 새

롭고 저침습적이며 정밀한 생체 지표를 찾는 것이 필요하다. 생체 내 표적이 될 수 있는 생체 지

표는 세포 (~수십 μm), 적혈구 (~8 μm), 박테리아 (~1 μm), 바이러스 (~400nm), 엑소좀 (크기에

따라 수 nm ~ 수십 nm), 단백질, 또는 소량의 혈액과 소변을 포함한 체액에 분포할 가능성이 있

는 비세포 핵산 등의 작은 분자이다56-58. 실제로 생물학적 부산물에 다양한 생체 지표가 섞여 있

는 경우가 많기 때문에 나노미터 생체 지표를 선택적으로 검출해낼 수 있다면 잡음이 적은 결과

를 얻을 수 있고 정확도도 또한 향상시킬 수 있다59. 따라서 이러한 요인들을 빠르게 검출할 수

있는 장치의 개발이 요구된다.

현재 이식 후 간 기능의 이상을 보이는 경우, 원인을 감별할 수 있는 여러 영상 검사 (컴퓨터 단

층 촬영, 자기공명 담췌관 조영술 등) 및 혈액 검사가 존재하기는 하나 민감도와 특이도가 낮으며, 

비교적 민감도와 특이도가 높은 검사로는 침습적 검사 (내시경적 역핵성 담췌관 조영술, 간 조직

검사)가 대부분이다. 이식 후 간 기능의 이상을 보이는 환자의 경우, 응고 기능의 이상으로 높은

출혈성 경향을 보이는 경우가 대다수이며, 이는 침습적 검사 시행 후 출혈과 관련되어 이식편의

소실 혹은 환자의 사망으로 이어지기도 한다. 이러한 상황에서 거부반응과 다른 이식편 기능 부

전의 원인이 될 수 있는 감염 및 담도합병증을 비침습적으로 높은 민감도와 특이도를 가지고 진

단할 수 있는 방법이 있다면 안전하게 진단하여 치료에 적용 가능할 수가 있다. 

최근 나노 분자를 신속하고 정확하게 검출할 수 있는 고감도 바이오센서에 대한 수요가 꾸준히

증가하고 있다. 바이오 분광기기는 생물학적 시료를 광학적인 기술인 분광, 자외선, 적외선 등을

통해 분석하고 측정하며, 세포 내의 단일 분자에 대한 위치를 확인하고 그 변화를 관찰할 수 있

다. 따라서 바이오 분광기기는 개발되고 있는 신약이나 새로운 질병을 진단하는 것에 있어 중요

한 장비로서, 전 세계적인 노령화에 따른 의료 산업 규모의 증가로 그 중요성이 더욱 증가되고
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있다. 이러한 수요를 해결할 수 있는 방법 중 하나가 생체 지표에 입사한 레이저의 빛 입자의 비

탄성 산란을 측정하는 분광 분석기인 라만 분광기 (Raman spectroscopy system)이다. 유기 및 무

기 분자에는 고유한 라만 이동 스펙트럼이 있으므로 라만 분석은 검체에서 화학 물질을 검출하는

데 유용한 측정 방법이다. 라만 분광기 기술은 좁은 신호대역폭으로 수십 개 이상의 다중 검출

기능을 갖는 장점이 있어 생물과 같은 복잡한 유기체의 질병 진단을 위한 지문 기술로서 가장 큰

응용 가능성을 가지고 있다60-62. 최근에는 나노 구조를 기반으로 한 표면강화라만법 (surface 

enhancement Raman spectroscopy, SERS)으로 단일 분자 규모의 라만 측정이 가능하다는 보고도

있다14,63 . 표준 라만 분광법과 비교해 SERS는 Au/ZnO 나노어레이 사이의 나노미터 간격으로 형

성되는 8-10배의 신호 향상으로 조기 탐지를 가능하게 한다. 따라서 나노미터 크기의 생체 지표

를 선택하고 표적화 할 수 있다면 질환의 조기 진단을 위해 SERS 기술을 적용시킬 수 있다.

담즙 정체는 발생률이 최대 34%로 간 이식에서 흔하게 있는 결과이지만41-46, 심각한 담즙 정체는

진행성 간세포 및 상피세포 손상으로 인한 비가역적 간 손상과 관련되어 재이식이 필요할 수 있

다64. BDL 동물 모델은 담즙 흐름의 감소 또는 폐쇄를 나타내는 담즙 정체를 시뮬레이션하는 일반

적인 방법이다. 이 프로토콜에서 인간의 담즙 정체로 인한 간 경변에서 관찰된 것과 유사하게 쥐

에서 간 경변을 유도할 수 있으며, 수술 절차가 비교적 빠르게 적용 가능하며 동물의 생존율이

95% 이상으로 높다65. BDL 모델에서는 담낭에서 십이지장으로 담즙을 분비하는 관이 막히고 담즙

이 간으로 역류하면서 담즙 정체가 발생한다. 

앞선 연구에 따르면 BDL 이후 1주일 후 급성 담즙 정체로 인한 간 손상에 대한 반응으로 간세포

증식을 잘 관찰 할 수 있으며, 이 시기에 콜라겐 침착 단계에 관여하는 림프구의 증식이 나타난

다66. 우리 연구에서도 이는 병리학적 결과에서 잘 보여준다. H/E 염색에서는 정상 및 BDL 모델의

내부 상피 세포가 닫힌 상태로 유지되지만 담낭 열 손상 모델에서는 며칠이 지나도 열 손상 부위

의 내부 상피 세포가 열린 상태를 유지한다. BDL에서는 내부 주름이 사라지는 정도까지 담낭에

인장 변형이 가해지지만 내부 상피 세포는 닫힌 상태로 유지된다. 정상에 비해 BDL 쥐 모델의 담

낭 외막 (또는 장막)에서 더 많은 림프구가 관찰되었음에도 담낭의 염증성 변화는 담즙 성분에 반
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영되지 않았다. 즉, 담낭 상피가 손상되지 않은 경우에 담낭과 간의 염증성 변화는 담즙의 SERS 

측정 가능 함량에 영향을 미치지 않는다. 따라서 내부 상피세포의 존재는 라만 신호에 기여하는

나노미터 지표의 방출을 결정하는 주요 요인이다. 이러한 접근 방식은 Sirius Red 염색 결과로도

확인되었으며, Figure 13와 같이 콜라겐이 많이 분포되어 있는 부위에 Sirius Red가 짙게 염색되어

있음을 알 수 있다. 정상 및 BDL의 경우 고밀도 콜라겐이 내부 상피세포에 의해 폐쇄되지만 담낭

소작의 경우 콜라겐 영역이 담낭의 내강에 노출된다. 따라서 열 손상으로 인한 내부 상피의 손상

으로 인해 콜라겐 관련 생체 지표가 담즙으로 유입될 수 있는 것으로 추정된다. 또한 열 손상은

괴사를 유발할 수 있으며, 이는 DNA 누출과 함께 세포막과 핵산 외피의 파열을 유발한다67. 괴사

세포가 사멸되는 동안 세포 구성 물질이 근처의 체액으로 누출될 수 있는데, 담낭의 경우 담즙이

이에 해당된다.

담즙 내 라만 신호 결과로부터 간이식 시 발생하는 손상의 원인에 따른 모니터링이 가능함을 알

수 있었다. 담관 협착으로 인한 간 손상은 혈액으로 방출되는 양으로 Total bilirubin, AST, ALT와 같

은 생체 지표를 모니터링하고, 열 소작에 의한 담낭 내벽 (담관) 손상은 담관 내 나노-생체 지표

로 모니터링 하는 것을 나타낸다.

BDL 모델을 통한 간손상에 따른 라만 스펙트럼의 차이를 확인할 수 없었지만 나노 구조를 기반

으로 한 표면강화라만법은 아직 초기 단계이며 뚜렷한 결과를 얻기 위해서 다양한 매개변수

(SERS 기질, 이온 함량, 레이저 파장 등)에 대해 추가적인 연구가 시행되어야 할 것이다. 또한 이

연구의 결과가 강력하고 재현 가능하도록 하기 위해 더 많은 개체수 및 대형 동물 모델을 통한

실험을 추가적으로 시행할 예정이다.
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결론

쥐 BDL 모델을 이용하여 담관 협착으로 인한 간 손상을 유도, 열 소작을 통해 담낭 손상으로부터

담낭(담관)에 대한 선택적 손상을 위한 샘플을 제조하여 그에 따른 라만 스펙트럼을 얻었고, 담낭

열 손상 모델에서만 의미있는 신호가 나오는 것을 확인하였다. SERS을 이용하여 전기 소작으로

인한 담관 손상을 빠르고 편리하게 감지할 수 있다면 이환율과 입원 기간을 줄이는데 도움이 될

수 있을 것이다. 또한 부가적 연구를 통해 담관층 손상을 유발하는 허혈, 재관류 손상으로 인한

문합 협착, 담즙종 등을 쉽고 빠르게 모니터링 할 수 있을 것으로 생각되며, 이는 추후 성공적인

간 이식 및 관리에 도움이 될 것이라 기대할 수 있다.
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