
서 론

최근에 알려진 원격 허혈양상화 (remote ischemic

preconditioning)는 국소부위의 허혈양상화가 멀리

떨어진 장기를 허혈 및 재관류 손상으로부터 보호

하는 현상을 나타내는 것으로 이와 같은 허혈양상

화의 보호효과는 초기와 후기단계로 나타나 초기단

계는 수 분에서 2~3시간까지 방어가 지속되며, 후

기단계는 12시간 후에 발생하여 3~4일간 지속되는

방어가 나타난다 (Konstantinov 등 2004). 그러나 허

혈양상화 처치 횟수가 증가하면 흰쥐의 경우 사망

률이 높아진다고 Seo 등(2006)이 보고하 다. 

허혈 및 재관류시 발생하는 조직 손상의 첫째 원

인으로 염증 작용을 들 수 있으며(Bonventre와 Zuk

2004), 전염증성 사이토카인들은 염증을 유발하고

증가시키는데 주요한 역할을 한다 (Badolato와 Op-

penheim 1996). 

TNF-α와 IL-1β는 염증 작용에서 중심 역할을 하
는 전염증성 사이토카인들로, 허혈 및 재관류 상태

에서는 활성화된 내피 세포들이 발현하는 세포표면

수용체와 결합한다 (Majewska 등 1997). 이렇게 수

용체에 결합한 TNF-α와 IL-1β는 NF-κB-inducing

kinase (NIK)를 활성화시켜, 정상 상태에서 I (inhibi-

tor)-κB와 복합체를 형성하여 세포질에서 비활성 형
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간추림 :이 실험은 다리에서 짧은 허혈 횟수의 증가와 재관류 경과시간에 따라 멀리 위치한 신장에서 나타나는

NF-κB와 전염증성 사이토카인, 세포간부착분자의 발현 변화를 알아보기 위하여 실시하 다. 

35주령의 Sprague-Dawley계 수컷 흰쥐를 사용하여 조군과 허혈양상화군으로 나누었고, 허혈양상화 처치는

왼온엉덩동맥에서 5분 허혈과 5분 재관류를 3회, 6회, 10회 실시하 다. 재관류 직후와 3시간, 6시간, 24시간, 72시

간 경과 후 왼쪽 신장을 적출하여 세포자멸사를 관찰하고, NF-κB, TNF-α, IL-1β, ICAM-1 단백질에 한 면역조직

화학염색과 Western blot 분석을 하여 다음과 같은 결과를 얻었다. 

허혈양상화 처치군에서는 처치 횟수가 증가될수록, 재관류 24시간 경과 후 사망률이 높아졌다. NF-κB는 재관류

0시간부터 24시간까지는 허혈양상화를 10회 처치한 군에서 가장 높게 발현했으나, 72시간에서는 3회 처치군에서

가장 높게 발현하 다. TNF-α는 재관류 0시간과 6시간, 24시간, 72시간에서는 허혈양상화를 10회 처치한 군에서

가장 높게 발현했으나, 3시간에는 모든 처치군이 비슷한 면역반응을 보 다. IL-1β와 ICAM-1은 모든 재관류 시간

에 허혈양상화를 10회 처치한 군에서 가장 높게 발현하 다. 바깥속질에서의 세포자멸사는 모든 재관류 시간에

허혈양상화를 10회 처치한 군에서 비율이 가장 크게 나타났다. 

흰쥐 신장에서 허혈 및 재관류 손상에 관여되는 NF-κB와 TNF-α, IL-1β, ICAM-1의 발현은 왼온엉덩동맥에서

허혈양상화를 3회와 6회 처치시 감소되었으나, 10회 처치시에는 증가되어 허혈손상을 증가시키는 것으로 생각되

었다. 

찾아보기 낱말 :짧은 허혈과 재관류, 신장, proinflammatory cytokine, TNF-α, IL-1β, NF-κB, ICAM-1
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태로 존재하는 NF-κB로부터 I-κB를 분리시키고, 분

리된 NF-κB는 세포질에서 핵으로 이동하여 TNF-α,

IL-1, IL-6 같은 전염증성 사이토카인의 유전자들과

세포간부착분자인 ICAM-1의 전사를 자극하여 이들

의 발현을 유도한다. 유도된 TNF-α와 IL-1 같은 전

염증성 사이토카인들은 다시 NF-κB를 활성화시킨

다(Hiasa 등 2001, Zhong 등 2004). 

허혈 및 재관류는 이러한 경로를 반복하여 inte-

grin, selectin, intercellular adhesion molecule (ICAM)-

1과 vascular cell adhesion molecule (VCAM) 같은

부착분자들의 발현을 증가시킨다. 활성화된 혈관 내

피 세포들에서 증가되는 ICAM-1은 백혈구의 CD11

/CD18과 상호작용하여 백혈구를 내피 세포에 부착

시키는데(Haq 등 1998), 이는 염증세포의 과도한 침

착을 유도하여 세포 손상을 가중시키게 한다 (Burne

등 2001). 이러한 내피세포와 백혈구의 상호작용은

신장에서 겉질보다 바깥속질에서 훨씬 넓은 범위로

나타난다(Bonventre와 Zuk 2004). 

이에 본 연구자들은 흰쥐의 온엉덩동맥의 허혈양

상화 처치 횟수에 따라 신장에서 나타나는 전염증

성 사이토카인 활성과 세포간부착분자 발현의 상관

관계를 규명하기 위하여, 35주령 흰쥐의 왼온엉덩동

맥 (left common iliac artery)에서 허혈양상화를 처치

한 후, 허혈양상화 횟수와 재관류 시간의 증가에 따

른 신장 바깥 속질에서의 전염증성 사이토카인의

발현 변화를 조사하 다.

재료 및 방법

1. 실험동물

35주령의 Sprague-Dawley계 수컷 흰쥐를 사용하

여 정상 조군과 허혈양상화군으로 나누었다. 허혈

양상화군은 짧은 허혈과 재관류의 반복 횟수에 따

라 3회, 6회, 10회군으로 나누었고, 재관류시간이 경

과됨에 따라 재관류 직후와 3시간, 6시간, 24시간, 72

시간군으로 세분하 다. 실험처치기간 동안 사망한

실험동물을 제외하고 각 군당 6마리의 실험동물을

사용하 다(Fig. 1). 

2. 실험동물 처치

모든 실험처치는 생리식염수에 희석한 우레탄

(Urethane, 1.15 g/kg)을 2회 복강주사하여 실험동물

을 마취시킨 후 실시하 다. 허혈양상화군은 개복

후 흰쥐용 혈관집게 (rodent vascular clamp)를 이용

하여 왼온엉덩동맥에서 5분 허혈과 5분 재관류를 3

회, 6회, 10회 실시하여 허혈양상화를 실시하 다. 정

상 조군은 개복 후 아무런 처치를 하지 않고 바로

희생시켰다. 

실험처치가 끝난 뒤에 혈관집게를 제거하여 재관

류시켰으며, 재관류 직후와 3시간, 6시간, 24시간, 72

시간 후에 실험동물을 경추탈골로 희생시켜 왼쪽

신장을 적출하 다 (Fig. 1). 실험동물은 실험처치 동

안 전기담요를 이용하여 체온을 유지시켰으며, 재관

류 후 발의 피부색을 관찰하여 재관류가 부적절한

실험동물은 실험에서 제외시켰다. 

적출한 신장은 가로 절단하여 한 부분은 세포자

멸사 염색 및 면역조직화학염색에 사용하 고, 나머

지 부분은 Western blotting에 사용하기 위하여 액체

질소에 동결한 후 -70�C에서 보관하 다. 

3. 면역조직화학염색

NF-κB와 TNF-α, IL-1β, ICAM-1의 분포와 발현

양상을 관찰하기 위하여 조직을 0.1% glutaralde-

hyde-4% paraformaldehyde 혼합용액 (pH 7.4)에 6시

간씩 두 번 고정시킨 다음 일반조직처리 과정을 거

쳐 6µm 두께의 파라핀절편을 제작하 다. 

Xylene을 이용하여 파라핀을 제거한 조직절편을

함수시킨 다음 phosphate buffered saline (PBS, pH

7.4)으로 세척하 다. 3% 과산화수소가 들어있는 메

탄올 혼합용액으로 20분 동안 처리하여 과산화효소

를 불활성화시켰고, 항원을 노출하기 위해 0.4%

pepsin 용액 (Sigma, USA)으로 37�C에서 20분 동안

처리한 후 10분간 실온에서 슬라이드를 방치하 다.

비특이적 결합을 막기 위해 37�C에서 1시간 동안

blocking 용액 (각각 goat rabbit mouse normal serum

15µL/mL, 2% bovine serum albumin을 함유한 phos-

phate buffered saline: PBS, pH 7.4)으로 처리하고, 일

차항체 mouse anti-human NF-κB (1 : 15, Santa Cruz
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Fig. 1. Immunohistochemical staining of NF-κB, TNF-α, IL-1β and ICAM-1 in the outer medulla of the kidney at 24 (A) and 72 (B)
hours after ischemic preconditioning (IP). Original magnification, ×400 (NF-κB, TNF-α, IL-1β) and ×200 (ICAM-1). cont:
control, 3IP: 3 times of IP, 6IP: 6 times of IP, 10IP: 10 times of IP.
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Biotechnology, USA), rabbit anti-rat TNF-α (5 µg/

mL, IBL, Japan), rabbit anti-human IL-1β (1 : 30,

Santa Cruz Biotechnology), goat anti-rat ICAM-1 (5

µg/mL, R & D Systems, USA)을 blocking 용액으로

희석하여 4�C에서 하룻밤 동안 반응시켰다. 이차항

체인 biotinylated horse anti-mouse IgG, goat anti-

rabbit IgG, rabbit anti-goat IgG antibody (Vector Lab-

oratory, USA)를 실온에서 40분, ABC 용액 (Vector

Laboratory)을 실온에서 30분 동안 반응시킨 뒤

DAB (Vector Laboratory) 혼합용액을 5분 동안 반응

시켜 발색시켰다. 1% methyl green 용액으로 조염

색 후 광학현미경 (Olympus BX51, Japan)으로 관찰

하 으며, 음성 조군은 일차항체를 제외한 반응을

모두 시행하여 면역반응의 특이성을 확인하 다.

실험동물의 사망률은 Table 1에 작성하 고, 신장

의 바깥속질을 사진촬 하여 면역염색반응이 나타

나지 않은 경우를 0점, 약한 양성반응을 3점, 중등도

의 양성반응을 6점, 강한 양성반응을 9점, 매우 강한

양성반응을 12점으로 크게 나눈 뒤 각각의 기준보

다 강하거나 약한 경우를 고려하여 점수화하 다.

획득한 점수의 평균값과 표준편차를 구하고, SPSS

12.0.1판을 사용하여 Student’s t-test를 실시하 다.

4. 세포자멸사 염색

신장세포의 세포자멸사는 ApopTag® Peroxidase

In situ Apoptosis Detection System kit (S-7100, Che-

micon international, USA)를 사용하여 확인하 다.

파라핀 절편은 면역조직화학염색과 동일한 함수과

정을 거친 뒤, protease K (Sigma, 20µg/mL in PBS)

로 실온에서 40분 동안 반응시켜 항원을 노출시켰

다. 3% 과산화수소가 들어있는 PBS 혼합용액으로

실온에서 5분 동안 반응시키고, equilibration buffer

로 약 2분 동안 반응시킨 뒤, reaction buffer와 TdT

(terminal deoxynucleotidyl transferase) enzyme의 1 :

1 혼합용액으로 37�C에서 1시간 동안 반응시켜 손

상받은 DNA를 표지하 다. 조직은 TdT에 특이적으

로 결합하는 anti-digoxigenin peroxidase로 30분 동

안 실온에서 반응시킨 뒤 DAB (Vector Laboratory)

로 발색하 다. 1% methyl green 용액으로 조염색

후 광학현미경으로 관찰하 으며, 음성 조군은

TdT를 제외한 반응을 모두 시행하여 세포자멸사 반

응의 특이성을 확인하 다. 세포자멸사의 평가는 광

학현미경으로 5부분 이상의 사진을 찍어 전체 바깥

속질의 세포핵과 세포자멸사가 일어난 핵의 수를

세었다. 세포자멸사의 지표는 바깥속질의 전체 세포

핵에 한 세포자멸사가 일어난 핵의 비율을 이용

하 다. 

5. Western blotting법

-70�C에 보관했던 신장조직의 무게를 재어 0.2 g

당 lysis buffer (PRO-PREPTM pretein extraction solu-

tion, iNtRON biotechnology, Korea)를 1 mL 첨가하

고 homogenizer (Janke & Kunkel, IKA®-Labtechnik,

Germany)를 이용하여 13,500 rpm으로 얼음에서 10

초씩 2번 균질화하 다. 40분 동안 얼음에서 배양한

후, 4�C에서 12,000 rpm으로 원심분리하여 상층액만

을 얻어 -20�C에서 보관하 다. 단백질의 정량은

Bio-Rad사의 bradford시약을 이용한 방법으로 시행

하 다. 200µg의 단백질을 ICAM-1과 NF-κB를 검

출하기 위한 10%와 IL-1β, TNF-α를 검출하기 위한
12% SDS-PAGE gel로 분리한 뒤, PVDF membrane

(Amersham, UK)으로 실온에서 280 mA로 120분 동

안 전달 (transfer)하 다. membrane을 0.1% Tween

20이 들어있는 TBST에 3~5% 탈지분유 (non-fat

dry milk)를 첨가한 용액으로 실온에서 1시간 동안

반응시켜 비특이적 반응을 차단시켰다. 일차항체는
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Table 1.Effects of cyclic short ischemia and reperfusion on mor-
tality in rats 

Time of reperfusion (h)

0 3 6 24 72

Cont. 0/6

SD rats
3IP 0/6 0/6 0/6 1/7 7/12
6IP 0/6 0/6 0/6 0/6 10/19
10IP 0/6 0/6 0/6 2/8 10/14

The number of rats died/total number of rats are shown
Abbreviations

Cont. : control
3IP : 3 times of short ischemia and reperfusion
6IP : 6 times of short ischemia and reperfusion 
10IP : 10 times of short ischemia and reperfusion



rabbit anti-human NF-κBp65 (1 : 1,500, Chemicon

International), rabbit anti-rat TNF-α (5 µg/mL, IBL),

goat anti-rat IL-1β (0.5µg/mL, R & D Systems), goat

anti-rat ICAM-1 (0.5µg/m, R & D Systems)을 사용하

여 TBST에 3% 탈지분유를 첨가한 용액에 희석시

켜 실온에서 3시간 동안 반응시켰고, hor-seradish

peroxidase-conjugated goat anti-rabbit IgG, hor-

seradish peroxidase-conjugated rabbit anti-goat IgG (1

: 1,000, Invitrogen, USA)를 실온에서 1시간동안 반

응시켰다. ECL Western blotting 검색시약 (ECLTM

western blotting detection reagent, Amer-sham, UK)

을 이용하여 1분간 반응시키고, 암실에서 10초~10

분간 필름 (Fuji X-Ray film, Fuji photo film, Japan)에

노출시켰다. 

결 과

1. 실험동물의 사망률

실험동물은 짧은 허혈과 재관류 횟수가 증가할수

록, 재관류 24시간과 72시간에 더 많은 실험동물이

사망하 다(Table 1).

2. 면역조직화학염색

1) NF-κB의 면역조직화학 염색

바깥속질에서 NF-κB의 면역반응은 정상 조군에

서 약한 양성반응을 나타내었고, 재관류 0시간과 3

시간, 6시간, 24시간에는 허혈양상화를 10회 처치한

군에서 강한 양성반응을 나타내었으며, 재관류 72시
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Fig. 2. Immunohistochemical staining of NF-κB, TNF-α, IL-1β, and ICAM-1 in outer medulla of the kidney after ischemic precon-
ditioning (IP) of left common iliac artery. Values represent the mean±S.D.; *P⁄0.05 compared with control. Cont.: control,
3IP: 3 times of IP, 6IP: 6 times of IP, 10IP: 10 times of IP.

Cont. 0 3 6 24 72

Time of reperfusion (hr)

S
co

re
 o

f I
R

s
S

co
re

 o
f I

R
s

S
co

re
 o

f I
R

s
S

co
re

 o
f I

R
s

14

12

10

8

6

4

2

0

14

12

10

8

6

4

2

0

14

12

10

8

6

4

2

0

14

12

10

8

6

4

2

0

Cont. 0 3 6 24 72

Time of reperfusion (hr)

3IP 6IP 10IP Cont.

Cont. 0 3 6 24 72

Time of reperfusion (hr)

Cont. 0 3 6 24 72

Time of reperfusion (hr)

NF-κB

IL-1β ICAM-1

TNF-α



간에는 3회 처치한 군에서 강한 양성 반응을 나타

내었다(Table 2, Figs. 1, 2). 

2) TNF-α 면역조직화학염색

바깥속질에서 TNF-α의 면역반응은 정상 조군에

서 약한 양성반응을 나타내었다. 재관류 0시간과 6시

간, 72시간에는 허혈양상화를 10회 처치한 군에서

강한 양성반응을 나타내었고, 재관류 3시간에는 허혈

양상화를 3회 처치한 군과 10회 처치한 군에서, 재

관류 24시간에는 6회 처치한 군과 10회 처치한 군에

서강한양성반응을나타내었다(Table 3, Figs. 1, 2).

3) IL-1β면역조직화학염색

바깥속질에서 IL-β의 면역반응은 정상 조군에서

약한 양성반응을 나타내었고, 모든 재관류 시간에서

허혈양상화를 10회 처치한 군에서 강한 양성반응을

나타내었다(Table 4, Figs. 1, 2). 

4) ICAM-1 면역조직화학염색

바깥속질에서 ICAM-1의 면역반응은 정상 조군

에서 약한 양성반응을 나타내었고, 모든 재관류 시

간에서 허혈양상화를 10회 처치한 군에서 강한 양

성반응을 나타내었다(Table 5, Figs. 1, 2). 

3. 세포자멸사 염색

바깥속질의 전체 세포 중에서 세포자멸사가 일어

난 세포의 비율(%)은 모든 재관류 시간에서 허혈양

상화를 10회 처치한 군이 3회와 6회 처치한 군들에

비해 더 높게 나타났다(Table 6, Fig. 4). 

4. Western blotting 

1) NF-κB에 한 Western blotting 결과

재관류 0시간과 6시간, 24시간에는 허혈양상화를
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Table 2.Immunohistochemical staining of NF-κB in rat kidney outer medulla of the control and ischemic preconditioning groups

Time of reperfusion (h)

0 3 6 24 72

Cont. 2.67±0.58

SD rat
3IP 6.00±1.00� 7.00±1.00� 6.67±1.53� 2.33±1.53 4.33±0.58�

6IP 7.33±1.53� 5.67±1.53� 2.00±1.00� 5.67±1.53� 0.67±0.58�

10IP 10.00±2.65� 8.33±1.53� 7.67±2.08� 10.67±1.15� 2.67±0.58�

Each value represents the mean±S.D. (n==3); P�⁄0.05 versus the control
Abbreviations

Cont. : control
3IP : 3 times of short ischemia and reperfusion
6IP : 6 times of short ischemia and reperfusion
10IP : 10 times of short ischemia and reperfusion

Table 3.Immunohistochemical staining of TNF-α in rat kidney outer medulla of the control and ischemic preconditioning groups

Time of reperfusion (h)

0 3 6 24 72

Cont. 2.33±0.58

SD rats
3IP 3.67±1.53 9.00±1.00� 2.67±0.58 5.33±1.53� 6.67±1.53�

6IP 6.00±1.00 7.00±1.00� 1.67±0.58 8.00±1.00� 2.33±0.58�

10IP 10.33±1.53� 8.67±1.53� 6.00±1.00� 8.67±1.53� 11.67±0.58�

Each value represents the mean±S.D. (n==3); P�⁄0.05 versus the control
Abbreviations

Cont. : control
3IP : 3 times of short ischemia and reperfusion
6IP : 6 times of short ischemia and reperfusion
10IP : 10 times of short ischemia and reperfusion



10회 처치한 군에서 가장 증가된 양상을 보 고, 재

관류 3시간에는 허혈양상화 처치군들 사이에서 크

게 차이는 없으나 6회 처치시 약간 감소하는 양상

을 보 다. 재관류 72시간에는 허혈양상화를 6회와

10회 처치한 군에서 감소된 양상을 보 다(Fig. 3).

2) TNF-α에 한 Western blotting 결과

재관류 0시간에는 허혈양상화를 10회 처치한 군
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Table 4.Immunohistochemical staining of IL-1β in rat kidney outer medulla of the control and ischemic preconditioning groups

Time of reperfusion (h)

0 3 6 24 72

Cont. 3.33±0.58

SD rats
3IP 5.67±0.58� 8.33±0.58� 4.00±2.00 5.33±1.53� 7.67±1.53�

6IP 8.00±1.00� 9.67±1.53� 2.33±0.58 8.67±0.58� 2.67±1.53
10IP 11.00±1.00� 11.67±0.58� 8.67±1.15� 11.00±1.00� 12.00±0.00�

Each value represents the mean±S.D. (n==4); P�⁄0.05 versus the control
Abbreviations

Cont. : control
3IP : 3 times of short ischemia and reperfusion
6IP: 6 times of short ischemia and reperfusion
10IP : 10 times of short ischemia and reperfusion

Table 5.Immunohistochemical staining of ICAM-1 in rat kidney outer medulla of the control and ischemic preconditioning groups

Time of reperfusion (h)

0 3 6 24 72

Cont. 3.67±1.15

SD rats
3IP 4.33±1.15 4.00±1.00 3.33±0.58 2.67±2.08 5.33±0.58
6IP 7.33±0.58 7.00±2.00 2.00±1.00 6.67±1.15� 1.00±1.00�

10IP 11.33±0.58� 8.67±2.08� 6.67±1.15� 10.67±1.53� 11.33±1.15�

Each value represents the mean±S.D. (n==4); P�⁄0.05 versus the control
Abbreviations

Cont. : control
3IP : 3 times of short ischemia and reperfusion
6IP : 6 times of short ischemia and reperfusion
10IP : 10 times of short ischemia and reperfusion

Table 6.Effect of cyclic brief ischemia and reperfusion on apoptosis of kidney outer medulla Apoptosis Ratio (%) of SD rats 

Time of reperfusion (h)

0 3 6 24 72

Cont. 23.03±1.89

SD rats
3IP 16.67±2.93� 27.32±4.72 22.69±1.78 16.06±2.78� 38.73±1.28�

6IP 42.38±9.49� 35.53±0.94� 12.29±1.30� 50.15±6.75� 16.18±1.63�

10IP 54.28±1.98� 49.60±1.66� 45.68±3.60� 56.41±4.01� 68.25±1.79�

The apoptotic nuclei of kidney outer medullar among the total nuclei of outer medullar

Each value represents the mean±S.D. (n==5); P�⁄0.05 versus the control
Abbreviations

Cont. : control
3IP : 3 times of short ischemia and reperfusion
6IP : 6 times of short ischemia and reperfusion
10IP : 10 times of short ischemia and reperfusion



에서 가장 증가된 양상을 보 고, 재관류 3시간과 6

시간, 72시간에는 6회 처치한 군에서 감소하 다가

10회 처치한 군에서 증가하는 양상을 보 다. 재관

류 24시간에는 6회 처치한 군에서 증가하 다가 10

회 처치군에서 조금 감소하는 양상을 보 다 (Fig.

3).

3) IL-1β에 한 Western blotting 결과

재관류 0시간에, 허혈양상화군들 사이에서 크게

차이는 없으나 6회 처치군에서 증가되는 양상을 보

고, 재관류 3시간에는 10회 처치한 군에서 가장

증가된 양상을 보 다. 재관류 6시간과 24시간에는

허혈양상화군 사이에서 크게 차이는 없으나 10회

처치한 군에서 증가된 양상을 보 고, 재관류 72시

간에는 허혈양상화를 6회 처치한 군에서 감소하다

가 10회 처치한 군에서 증가된 양상을 보 다 (Fig.

3).

4) ICAM-1에 한 Western blotting 결과

재관류 0시간과 3시간, 24시간에는 허혈양상화를

10회 처치한 군에서 가장 증가된 양상을 보 고, 재

관류 6시간과 72시간에는 6회 처치한 군에서 감소

하다가 10회 처치한 군에서 증가되는 양상을 보

다(Fig. 3).
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Fig. 3. Immunoblotting of NF-κB (A), TNF-α (B), IL-1β (C), ICAM-1 (D) in the rat kidney received ischemic preconditioning (IP) of
left common iliac artery at each reperfusion time. Cont.: control, 3IP: 3 times of IP, 6IP: 6 times of IP, 10IP: 10 times of IP.
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고 찰

수술과 질환, 사고 등에 의하여 발생될 수 있는

허혈 및 재관류는 중요한 장기들에서 치명적인 손

상을 줄 수 있다. 이 중 신장은 사망률에 중요하게

관여된 장기 중 하나로 허혈 손상에 하여 높은

이환율 (morbidity)과 사망률을 지닌다 (Ysebaert 등

2000).

신장에서의 허혈 재관류 손상 기작에는 ATP 고

갈, 자유산소기의 생성 등의 요소도 관여하지만, 최

근 면역 세포들이 중요한 매개체로 여겨지고 있고

염증작용이 손상 기작에서 중요한 역할을 할 것이라

고 제시되고 있다(Donnahoo 등 1999a, Burne-Taney

등 2006). 

허혈 및 재관류에 의한 자극이 발생하면, 염증 반

응은 내피의 활성과 손상을 유발하고, 염증 작용에
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Fig. 4.Apoptosis on outer medulla of rat kidney at 24 (A) or 72 (B) hours after left common iliac artery ischemic preconditioning (IP).
Original magnification, ×400. Cont.: control, 3IP: 3 times of IP, 6IP: 6 times of IP, 10IP: 10 times of IP. (C) Each value
represents the average score (n==5) and rates of apoptotic cells/total cells in outer medulla cells (%) (based on Table 6). Values
represent the mean±S.D.; * P⁄0.05 compared with control.
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서 중요한 역할을 하는 내피세포(Majewska 등 1997)

에 백혈구 부착을 강화시키며, 또한 미세혈관의 혈

류를 약화시켜 손상을 유발한다. 이러한 백혈구와

내피의 상호작용은 겉질에 비하여 바깥속질에서 더

크게 나타난다(Bonventre와 Zuk 2004).

전사 요소인 nuclear factor-kappa B (NF-κB)는 면

역과 염증 반응에서 기능을 하는 유전자들의 조절

에서 중요한 역할을 한다 (Barnes와 Karin 1997,

Renard와 Raes 1999). NF-κB는 세포질에서 억제 단

백질인 I-kappaB family와 복합체로 존재하는데, 산

화 자극과 interleukin (IL)-1, tumor necrosis factor

(TNF)-α와 같은 전염증성 사이토카인들에 의한 염
증 자극에 의해 I-κB 단백질들은 NF-κB로부터 분

리된다. I-κB 단백질이 분리된 NF-κB는 핵으로 이

동하고 NF-κB에 특이적인 염기서열 (promoter)에

결합하여, TNF-α, IL-1, IL-6 같은 전염증성 사이토

카인과 ICAM-1 같은 세포간부착분자의 유전자 전

사를 일으킨다. 이러한 전사를 통해 생성된 사이토

카인들은 NF-κB의 발현을 증가시키고 다시 활성화

시키므로 (self-perpetuating loop), 결과적으로 전염증

성 사이토카인과 세포간부착분자의 양도 증가하게

되어 염증 반응은 더욱 커지게 된다(Hiasa 등 2001). 

IL -1은 IL -6, TNF-α , interferon (IFN)-γ, IL-8/

CXCL1, monocyte chemoattractant protein (MCP)-

1/CCL2, 그리고 IL-1 자신을 포함한 많은 염증성 사

이토카인들과 케모카인들을 합성하는 세포들을 자

극하고 (Furuichi 등 2006), 그 결과 염증성 세포를

유입하여 다양한 염증성 질환을 야기한다 (Badolato

와 Oppenheim 1996). Guidot 등 (1994)은 흰쥐에 IL-

1을 적용시 신장에서 호중구의 유입이 증가함을 발

견하 다.

신장에서 TNF의 주요한 생성 원인은 신장에 유

입된 말초 단핵구로 알려져 있으나, 최근 사구체의

혈관사이세포(mesangial cell)가 중요한 생성 원인으

로 제안되고 있다 (Donnahoo 등 1999b). TNF는 면

역복합체나 허혈 및 재관류 등에 의해 방출되어 많

은 신장의 염증성 질환 발병기전에 관련된다. 또한

사구체의 혈류량과 여과율을 감소시키고, 다른 전염

증성 매개체의 합성을 유도하며, 알부민투과성을 증

가시켜 사구체에 섬유 침착을 유도한다. 

허혈 및 재관류는 또한 내피세포와 백혈구의 상

호작용을 일으키는 부착분자들을 상향조절하는데

(Bonventre와 Zuk 2004), 이들 중 ICAM-1 (CD54)은

비만세포에 존재하는 lymphocyte function-associated

antigen (LFA)-1 (CD11a/CD18)과 Mac-1 (CD11b/

CD18)의 counter 수용체로써, 내피세포에서 발현된

다. ICAM-1은 백혈구와 내피세포 사이의 부착에서

중요한 결정인자로 작용한다 (Kelly 등 1996). 일반

적인 상태에서 내피세포의 ICAM-1 발현은 낮으나,

IFN-γ, IL-1 또는 TNF-α와 같은 전염증성 사이토카
인을 12~24시간 동안 처리하면 뚜렷하게 증가한다

(Majewska 등 1997). IL-1과 TNF-α는 내피세포에서
ICAM-1의 발현을 증가시키고, 증가된 ICAM-1은

내피세포에의 백혈구 부착 및 활성, 염증 매개체들

을 증가시켜, 결과적으로 조직의 손상을 야기한다

(Springer 1990). 

Ogawa 등 (2000)은 30분 허혈과 90분 재관류 전

에 5분 간격의 허혈양상화를 1회 또는 3회 시행시

재관류 후 신장 기능을 보호하는 효과를 지닐 것이

라고 하 고, Hiasa 등 (2001)은 30분 허혈과 3시간

재관류 전 5분 간격으로 4번 시행한 허혈양상화 처

치가 NF-κB 활성과 그에 따른 사이토카인의 유전자

발현을 감소시켜 조직의 손상 정도를 줄인다고 하

다.

그러나 허혈양상화 처치는 허혈양상화 과정에 사

용하는 허혈시간과 재관류시간, 반복하는 횟수, 그리

고 허혈양상화와 본격적인 허혈과의 시간간격 등에

의해 효과의 차이를 보인다. 

Sumerary와 Yellon (1998)은 흰쥐의 심장에 2분, 5

분 또는 2분, 3분 간격으로 허혈양상화를 처치한 것

은 보호효과가 나타나지 않았으나 5분간 1번 처치

한 경우에는 보호효과를 나타내어, 허혈양상화의 횟

수와 적용 시점 등이 허혈양상화의 보호효과에

향을 준다고 하 다. 또한, 흰쥐의 신장에서, 4분 허

혈과 11분 재관류를 4회 처치하고 30분 후 20분 또

는 40분의 허혈시에는 보호 효과가 나타나지 않았

으나 (Islam 등 1997), 5분 후 40분 허혈시에는 보호

효과를 나타내었다(Toosy 등 1999).

본 실험에서 신장의 바깥 속질에서의 NF-κB 면역

반응은 재관류 0시간과 24시간에는 허혈양상화를 3
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회 처리한 군에서 가장 약하게 발현하 고, 3시간과

6시간, 72시간에는 6회 처리한 군이 가장 약하게 발

현하 다. 10회 처리한 군은 72시간을 제외한 모든

재관류 시간에서 3회와 6회 처리한 군에 비하여 강

하게 발현하는 양상을 보 다. 

같은 위치에서의 TNF-α와 IL-1β, ICAM-1 면역반

응은 재관류 0시간과 3시간, 24시간에는 허혈양상화

를 3회 처리한 군에서 가장 약하게 발현하 고, 6시

간과 72시간에는 6회 처리한 군이 가장 약하게 발

현하 다. 10회 처리한 군은 모든 재관류 시간에서

3회와 6회 처리한 군에 비하여 강하게 발현하는 양

상을 보 다. NF-κB와 TNF-α, IL-β, ICAM-1의 전

기 동 결과는 몇몇 군에서 면역염색 결과와 차이

를 보 으나, 이것은 사이토카인이 순환성의 물질이

고, 여러 다른 자극 요인과 실험 방법에 향을 받

았기 때문일 것으로 생각된다.

이 같은 결과는, 재관류 0시간과 3시간, 24시간에

는 허혈양상화를 3회 처리한 군에서 가장 약하게

나타나고, 6시간과 72시간에는 6회 처리한 군에서

가장 약하게 나타나며, 10회 처리한 군은 모든 재관

류 시간에서 3회와 6회 처리한 군에 비하여 강하게

나타나는 바깥속질에서의 세포자멸사 결과와 유사

한 양상을 보이는 것을 알 수 있었다. 

이것은 허혈 및 재관류에 의한 산화자극과 염증

자극이 NF-κB를 증가시켰고, NF-κB가 전염증성 사

이토카인과 세포간부착분자의 전사에 관여하 으며,

이렇게 증가된 전염증성 사이토카인이 NF-κB를 더

욱 증가시켜 세포간부착분자의 전사 또한 증가된

것으로 생각할 수 있다. 

또한 Brzozowski 등 (2004)의 간과 심장에서 각각

5분씩 2회 허혈양상화를 처치하면 흰쥐의 위에서

30분 허혈과 3시간 재관류시 TNF-α와 IL-1β의 발
현을 감소시킨다는 의견을 고려하면, 재관류 0, 3, 24

시간에서의 허혈양상화 3회군과 재관류 6시간과 72

시간에서의 허혈양상화 6회군의 IL -1β, TNF-α ,

ICAM-1 발현이 감소하는 것은, 적절한 횟수의 허혈

양상화 처치와 재관류 시간은 허혈내성을 유도하고

조직손상을 감소시킬 수 있음을 나타낸다. 

그리고 Kelly 등 (1994)의 의견을 고려하면, 허혈

양상화 10회 처치군은 과도한 허혈 횟수로 인하여

다른 군보다 많은 양의 산소자극이 생성되었을 것

이라 생각되며, 이는 NF-κB의 발현을 증가시킬 것

이고, 따라서 세포간부착분자인 ICAM-1의 발현도

또한 증가시켰을 것이다. 증가된 세포간부착분자로

인하여, 허혈 손상에 민감한 신장의 조직 내에 염증

세포의 과도한 침착이 일어날 것으로 생각되며, 이

러한 결과가 과도한 횟수의 허혈양상화를 처치했을

때 나타나는 높은 사망률과 관련이 있다고 생각할

수 있었다. 
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Abstract

Expressions of the Proinflammatory Cytokines in Rat Kidney 
with Cyclic Episodes of Short Ischemia-reperfusion of 

Left Common Iliac Artery

Hyun Joo Park, Wonkyu Kim, Jee Hee Youn, Doo Jin Paik

Department of Anatomy and Cell Biology, College of Medicine, Hanyang University

The purpose of this study is to investigate the changes in NF-κB and proinflammatory cytokines expression

following courses of reperfusion after various cycles of ischemic preconditioning in the rat kidney. 

Thirty five weeks old Sprague Dawley rats were subjected to 3, 6 and 10 cycles of ischemic preconditioning that

composed of 5 min ischemia and 5 min reperfusion at the left common iliac artery using rodent vascular clamp. The left

kidney obtained after 0, 3, 6, 24 and 72 hours of reperfusion followed by each cycle. The expression patterns of NF-κB,

TNF-α, IL-1β and ICAM-1 were detected by immunohistochemical staining and Western blotting methods. Apoptosis

were detected by TUNEL assay. 

The results were as follows; 

In the ischemic preconditioning group, the mortality increased from 24 hours after reperfusion when cyclic episodes

of short ischemia and reperfusion were increased. The highest level of NF-κB expression in outer medulla of the kidney

from 0 hr to 24 hrs of reperfusion is detected after 10 cycles of ischemic preconditioning. The highest level of NF-κB

expression at 72 hrs of reperfusion is revealed after 3 cycles of ischemic preconditioning. The highest level of TNF-α
expression in outer medulla of the kidney at 0 hr and 6, 24, 72hrs of reperfusion is shown after 10 cycles of ischemic

preconditioning. After 3 hrs of reperfusion, all ischemic preconditioning groups shows similar expression. The highest

level of IL-1β and ICAM-1 expression in outer medulla of the kidney is observed at all of reperfusion times after 10

cycles of ischemic preconditioning. The highest level of apoptosis in rat kidney outer medulla at all of reperfusion times

is shown after 10 cycles of ischemic preconditioning.

In conclusion, 3 or 6 times of remote ischemic preconditioning in the common iliac artery could reduce the

expression of NF-κB, TNF-α, IL-1β, and ICAM-1. However, more than 10 times of remote ischemic preconditioning

increased ischemia-reperfusion injury, caused by increased expression of NF-κB, TNF-α, IL-1β, and ICAM-1.

Key words : Short ischemia and reperfusion, Ischemic preconditioning, Kidney, Proinflammatory cytokine, TNF-α, IL-

1β, NF-κB, ICAM-1
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