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Abstract : Acute renal injury induced by ischemia is a major cause of high morbidity and mortality in hospitalized
patients and a common complication in hospitalized patients. Thus, the work with acute renal failure and renal ischemia

has been studied for many years. Although serum creatinine concentration that is widely used as an index of renal

function performs fairly well for estimating kidney function in patients with stable chronic kidney disease, it performs
poorly in the setting of acute disease. Thus, an ideal biomarker for acute kidney injury would help clinicians and

scientists diagnose the most common form of acute kidney injury in hospitalized patients, acute tubular necrosis, early

and accurately, and may aid to risk-stratify patients with acute kidney injury by predicting the need for renal replacement

therapy, the duration of acute kidney injury, the length of stay and mortality. In this study, renal ischemia and reperfusion
were performed by clapming and un-clamping right renal artery in miniature pigs. Plasma blood urea nitrogen (BUN)

and creatinine were examined at pre- clamping, after-clamping at 0, 1 and 3 hours. And we searched initial indicators

in these samples. Also, renal tissue was collected and searched the initial indicator by PCR and western blotting. As
a result, hypoxia inducible factor 1α (HIF1α), nuclear factor kappa-B (NFκB), IκB, erythropoietin (EPO), erythropoietin

receptor (EPOR), angiopoietin-1 and vascular endothelial growth factor (VEGF) were showed significant changes among

the renal protein. HIF1α, EPO, and EPOR were showed significant changes among the renal gene. Thus, these markers
will be used as initial diagnosis of acute renal failure.
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서  론

급성신부전은 급속한 혈류량의 감소 및 신장 독소를 유발

시킬 수 있는 독성물질, 요도폐색 등으로 사구체의 기능이

급격히 소실되면서 높은 발생률과 사망률을 나타내는 질환

중의 하나이다(24,28). 허혈로 야기되는 급성신부전은 신장을

즉시 손상시키거나 잠재적으로도 신장의 기능에 영향을 미쳐

치명적인 결과를 야기하므로 계속적인 관리 또한 필요한 질

환이다. 비록 다양한 동물모델에서 여러 가지 성공적인 치료

방법에 대한 연구가 진행되었으나 실험적으로 증명된 새로운

임상적 효용은 아직까지 뚜렷하지 않다(1). 급성신부전의 원

인 중 하나로 알려진 허혈-재관류에 의한 신 세뇨관 상피세

포의 손상은 괴사와 세포자멸사의 기전으로 일어나며 이는

신장으로의 절대적 또는 상대적 혈류가 감소된 상황에서 발

생한다(7,18). 또한 이것은 신장 이식 초기의 신 기능부전의

중요한 원인이 된다(1,4). 

 임상적으로는 혈청 크레아티닌과 요량의 감소 등이 급성 신

장손상의 지표로 이용되고 있다. 그러나 신장손상 시 초기의

관리 및 치료가 중요하나 이러한 지표들은 신장 손상이 진행

된 이후에 나타나므로, 초기 신손상을 알려주는 예민한 표지자

의 필요성이 대두되고 있다(1). 현재까지 알려진 표지자로는 여

러 가지 효소, 성장인자, cytokine, 세포접착단백(adhension

molecules), 응고인자, Transforming growth factor-β (TGF-β)

등이 있으며(1), 이러한 표지자들은 신손상이 상피세포 재생으

로 이어지는데 있어 새로운 상피세포 재생에 관여하는 인자들

로 알려져 있다(3,13,21).

본 연구에서는 허혈-재관류에 의해 신 세뇨관 상피세포의

손상으로 발생하는, 초기 신손상을 알려주는 예민한 urinary

marker를 알아보고, p38-mitogen-activated protein kinase

(MAPK)에 의한 TGF-β, TNF-α 이외의 급성신손상에 발현

되는 유용한 biomarker를 알아보고자 하였다.

1Corresponding author.
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재료 및 방법

실험동물

실험동물은 PWG Genetics Korea 사의 수컷 미니돼지(30-

35 kg) 3마리를 사용하였으며 실험 전 일주일의 적응기간 동

안 사육환경은 온도 23 ± 2oC, 상대습도 55 ± 10%로 유지하

였으며 충분한 양의 사료와 물을 공급받으면서 사육되었다.

동물의 사육과 실험은 전남대학교 동물실험 지침에 따라 수

행되었다(CNU IACUC-YB-R-2008-29).

실험동물의 마취 및 허혈성 신장 손상 유발

미니돼지는 실험 12시간 전에 절식 및 절수를 실시하였으

며, 전마취는 xylazine(럼푼®, 바이엘코리아) 2.2 mg/kg과

tiletamine/zolazepam (Zoletil 50®, 버박코리아) 5 mg/kg을 합

제하여 근육주사 하였다. 그 후 이정맥에 정맥라인을 확보하

고 atropine(황산아트로핀®, 제일제약) 0.05 mg/kg을 정맥으로

천천히 투여하였으며, 삽관 후 isoflurane으로 흡입마취로 마

취를 유지하였다. 마취 후, 우측 신동맥을 박리시킨 후 결찰

및 이완이 가능하도록 혈류차단용 겸자를 장착하여 편측성

신장 손상을 유발하였다(허혈-재관류군). 좌측 신동맥은 대조

군으로서 결찰하지 않았다(Sham 수술군). 결찰 전, 60분 결

찰 후, 재관류 후 1 및 3시간에 biopsy needle을 이용하여

각 군에서 신장조직을 채취하였으며, 혈액 또한 같은 시간에

채취하였다. 

Creatinine과 BUN의 측정

우측 신동맥의 결찰 전, 60분 결찰 후, 재관류 후 1 및 3

시간에 채취한 혈액에서 3,000 g로 10분간 원심분리하여 상

층액인 혈청을 분리한 다음 VetTest®Chemistry Analyzer

(IDEXX Laboratories Ltd, Chalfont St Peter, UK)로 혈청

내 creatinine과 BUN을 측정하였다.

RT-PCR (Reverse transpcriptase-polymerase chain reaction)

Hypoxia inducible factor 1α (HIF1α), tumor necrosis factor-

α (TNF-α), epithelial sodium channel gamma (ENaCγ), plas-

minogen activator inhibitor-1 (PAI-1), erythropoietin (EPO),

erythropoietin receptor (EPOR) 및 actin과 같은 을 renal gene

을 PCR하여 표지자를 모색하였다. Total RNA는 Invitrogen

의 TRIzol (Carlsbad, CA, USA)을 이용하여 추출하였으며,

oligo-dT18 프라이머와 함께 RT Premix reverse transcription

system kit (AccuPower, Seoul, Korea)로 reverse transcription

하였다. 만들어진 RT product로 PCR Premix kit (AccuPower,

Seoul, Korea)를 이용하여 증폭반응을 수행하였으며, RT-PCR

product를 1.2% agarose에 전기영동하여 ethidium bromide

염색하여 관찰하였다. 

Western blot analysis

HIF1α, nuclear factor kappa B (NFκB), IκB, EPO, EPOR,

angiotensin II type 1 receptor (AT-1R), angiopoietin-1, VEGF

및 actin과 같은 renal protein을 western blotting을 하여 표지

자를 모색하였다. Biopsy needle을 이용하여 채취한 각 군의

신장조직은 피질과 수질부를 분리하고 ice-cold lysis buffer

(50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 1% NP-40, 0.25% sodium

deoxycholate, 150 mM sodium chloride, 1 mM EDTA)로 균

질화시켰다. 4oC에서 10,000 g로 10분간 원심분리한 뒤 8-12%

SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)를 이용하

여 전기영동 하였고, 전기를 이용한 이동방법으로 니트로셀룰

로오스막에 옮겼다. 니트로셀룰로스막은 TBST (10 mM Tris-

HCl, pH 7.6, 150 mM NaCl, and 0.05% Tween-20)로 만든

5% 탈지우유를 사용해 1시간동안 비특이적인 결합을 차단한뒤

1:1000으로 희석된 horseradish peroxidase가 결합된 이차항체를

1시간동안 반응시켜 enhanced chemiluminescence (Amersham

Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, USA)을 이용하여 X-ray

필름(Amersham Pharmacia Biotech)에 밴드를 나타나게 하였다.

결  과

허혈-재관류 후 혈청에서의 creatinine과 BUN의 변화

허혈-재관류 후 신기능의 변화를 알아보기 위해 creatinine과

BUN의 변화를 살펴보았다. 결찰 전, 60분 결찰 후, 재관류

후 1 및 3시간에 혈청에서 creatinine과 BUN 농도를 측정하

였을 때 Sham 수술군과 허혈-재관류군 모두 전 시간에 걸쳐

유의적인 변화가 없었다(Fig 1).

허혈-재관류 후 발현되는 유용한 biomaker

RT-PCR (Reverse transpcriptase-polymerase chain reaction)

허혈-재관류 후 신장 조직에서 renal gene의 발현 정도를

살펴보기 위해 허혈시, 재관류 후 1시간, 3시간 뒤 각각 신장

Fig 1. Changes of serum creatinine and BUN during ischemia-reperfusion in miniature pigs.
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조직을 채취하여 RT-PCR을 실시하였다. 본 실험에서는 허혈

시 HIF1α, EPO, EPOR에서 대조군과 비교시 의미있는 변화

를 보였다(Fig 2).

Western blot analysis

허혈-재관류 후 신장 조직에서 renal protein의 발현 정도를

살펴보기 위해 허혈시, 재관류 후 1시간, 3시간 뒤 각각 신장

조직을 채취하여 western blotting을 실시하였다. 본 실험에서

는 허혈시 HIF1α, NFkB, IkB, EPO, EPOR, Angiopoietin-1,

VEGF에서 대조군과 비교시 의미있는 변화를 보였다(Fig 2).

고  찰

허혈-재관류에 의한 신장손상은 신장 이식 시 발생할 수 있

으며 신 기능부전의 중요한 원인이 된다. 이렇게 발생한 신

부전에서 급성 세뇨관괴사로 인해 손상된 부위의 주변에 살

아남은 세포들이 증식하고 이주하여 그 부위를 복구하는데

많은 성장인자가 관여한다(16,25). 

본 연구에서 허혈-재관류 후 혈청에서의 creatinine과 BUN

은 대조군과 변화시 허혈직후 및 재관류 후 변화는 거의 없

었다. 이는 creatinine과 BUN이 임상적으로 신장손상의 지표

로 이용되고 있으나 신장 손상이 어느 정도 진행된 이후에

나타나므로(1), creatinine과 BUN의 수치는 급성 신손상의

정도를 나타내는 중요한 인자가 될 수 없는 것으로 판단된다

(23). 따라서 급성 신손상 시에는 발현되는 유용한 표지자의

모색이 중요함을 확인할 수 있었다.

EPO는 신장에서 생산되는 성장인자로서 신 기능부전 시 장

으로의 철 흡수를 조절한다(22). EPOR은 적혈구 모세포 내

에 존재하며 EPO는 EPOR을 통해 활동한다. 이 때 EPOR

은 신부전 시 EPO의 저항력을 높여주는데 기여한다(14). 본

연구에서는 허혈-재관류 후 renal gene과 protein에서 EPO,

EPOR가 발현되는 결과를 나타냈다. 이로써 EPO, EPOR가

급성 신손상을 알려주는 표지자로서의 역할을 할 수 있음을

알게 되었다.

VEGF는 강력한 혈관내피세포의 증식과 혈관형성 및 미세

혈관의 투과성을 증가시키는 강력한 mitogen으로 여러 사구

체질환이나 신혈관질환에서 VEGF의 발현의 변화가 보고되

었다(9,10,20,26). 본 연구에서 EPO, EPOR과 같이 VEGF도

발현되는 결과를 나타냄으로써 의미있는 표지자로서의 역할

을 할 수 있음을 확인할 수 있었으며, 또한 VEGF와 같은

혈관생성인자로 angiopoietin-1도 발현되어 표지자로서의 역할

을 할 수 있게 되었다. 

NFκB는 허혈 및 재관류 시 활성화되는 주된 전사인자로 여

겨지고 있으며(17), 재관류 시 cytokine과 자유산소기의존성기

전에 의해 활성화된다고 알려져 있다. NFκB는 전염증성, 전

혈액응고성, 혈관활성화 유전자의 전사를 촉진시켜 염증반응

을 유도하는 반면(5), 세포 종류에 따라서 세포보호단백질 발

현을 유도하여 세포자멸사 및 염증반응을 억제하였다고 한다

(6). 다른 연구에서 NFκB는 재관류 여부와 상관없이 허혈직후

및 재관류 후에도 그 발현이 증가됨이 보고되었다(7). 그리고

자극이 없는 상태에서는 IκB와 결합된 상태로 존재하지만 IL-

1β, TNF-α, IL-17 또는 바이러스나 phytohemmagglutinin,

lipopolysaccharide 등의 자극에 의해 IκB가 분리되면 핵 내

로 이동하여 proinflammatory cytokines, chemokines, inflam-

matory enzymes, adhension molecules 등의 발현을 증가시켜

주는 매우 중요한 기능을 가진 전사인자이다(2). NFκB와 IκB

Fig 2. Renal protein expression of injury makers during renal
ischemia-reperfusion injury in miniature pigs.

Fig 3. Renal gene expression during renal ischemia-reperfusion
injury in miniature pigs.
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도 역시 허혈-재관류 후 나타나는 전사인자(transciption factor)

로 확인되었으므로 급성신부전에서 유용한 표지자로서의 역할

을 할 수 있을 것으로 생각된다. 

HIF1은 HIF1α와 HIF1β로 구성된 이질이합체(heterodimer)

로 저산소 적응반응을 유도하는 전사인자이며, erythropoietin,

transferrin, tyrosine hydroxylase, VEGF, inducible nitric oxide

synthase (iNOS), heme oxygenase, glucose transporter 1,

lactate dehydrogenase A 그리고 혐기성 해당작용에 참여하는

여러 종의 효소들과 같은 저산소 적응 단백질 유전자의 공통

서열(5'-TACGTGCT-3')과 결합하여 이들 유전자들의 발현을

증가시킨다(11,14,27). HIF1β는 산소농도에 상관없이 존재하

는 반면, HIF1α는 산소농도에 의해 그 존폐가 결정된다. 따

라서 저산소 적응반응의 조절하는 단백질은 HIF1α이라 할 수

있다. 정상 산소농도에서는 HIF1α에 ubiquitin이 결합하고 곧

이어 proteasome에 의해 이 단백질이 파괴되며, 저산소에서는

이러한 HIF1α의 파괴가 억제됨으로써 이 단백질이 증가한다

(12). 또한 이전의 in vitro 및 in vivo 실험에서 신허혈시에

HIF1α 발현이 증가된다고 보고하였다(18). 이러한 결과는 본

연구에서도 허혈-재관류 후 western blotting을 통해 HIF1α의

의미있는 변화를 관찰할 수 있었다. 

이상의 실험 결과에서 알 수 있듯이 renal gene 중에서

HIF1α, EPO, EPOR이, renal protein 중에서 HIF1α, NFκB,

IκB, EPO, EPOR, Angiopoietin-1, VEGF에서 의미 있는 변

화를 보였음을 알 수 있었다. 이를 토대로 급성신부전 진단에

서 위와 같은 인자들이 예민한 표지자가 될 수 있으리라 생

각된다. 또한 이후에 급성신부전이나 신장 이식 환자에서는

위 표지자들을 연구하여 임상적으로도 이용할 수 있는지에 대

한 추가적인 연구가 더 필요하리라 생각된다. 

결  론

신장의 허혈-재관류에 의한 급성 신손상에서 renal protein

중에서 HIF1α, pNFκB, pIκB, pEPO receptor, angiopoietin-

1, VEGF와 renal gene 중에서 HIF1α, EPO, EPOR가 신손

상 초기에 예민하게 증가되어 급성신부전의 초기 표지자로 이

용할 수 있을 것으로 생각된다. 
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