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국 국 국 국 문 문 문 문 요 요 요 요 약약약약

백서에서 백서에서 백서에서 백서에서 방광 방광 방광 방광 출구의 출구의 출구의 출구의 부분폐색 부분폐색 부분폐색 부분폐색 후 후 후 후 방광 방광 방광 방광 조직내의 조직내의 조직내의 조직내의 

nitric nitric nitric nitric oxide oxide oxide oxide synthase synthase synthase synthase (NOS)(NOS)(NOS)(NOS)의 의 의 의 발현 발현 발현 발현 변화 변화 변화 변화 

   Nitric oxide synthase (NOS)는  nitric oxide (NO)의 합성에 관여를 하는 물

질로서 constitutive NOS (cNOS)과 inducible NOS (iNOS)으로 나뉘며, cNOS는 

혈관에 있는 endothelial NOS (eNOS)와 신경에서 작용하는 neuronal NOS 

(nNOS)으로 나뉘게 된다. 

   방광출구의 부분 폐색에 의한 방광조직의 변화에 있어서 NOS의 발현 및 역할

에 대해서는 아직 논란이 많다. 이에 저자들은 백서에서 방광 출구의 부분 폐색 

후 방광조직에서 eNOS와 nNOS의 발현과 분포를 연구함으로서 방광 출구의 부분 

폐색에 있어서 NO의 발현에 대해 알아보고자 하였다.

   Specific anitgen free (SPF) Sprague-Dawley 흰쥐 (주령 7, 체중 250-300 

gm)를 사용하였으며 실험동물은 대조군 및 방광 출구 부분 폐색군 (12시간, 1일, 

2일, 3일, 7일)으로 나누었다(n=5).  각 군에서 방광을 적출하여 eNOS 및 nNOS

에 대하여 면역조직화학염색을 시행하였고 레이저 형광 현미경 (Zeiss LSM 5.0, 

Jena, Germany)를 이용하여 염색강도를 측정하였다.

   방광출구의 부분적인 폐색을 유발시킨 백서에서 방광내의 eNOS 및 nNOS의 

발현이 증가되었으며 특히 eNOS의 발현이 방광 출구 부분 폐색 3일째에 의의 있

게 증가하였다 (P<0.05). nNOS의 발현도 증가되는 경향을 보였으나 통계학적인 

의의는 없었다. 

   이상의 결과로 방광 출구의 부분 폐색으로 인한 방광 조직내 NOS 발현의 변

화가 관찰되며 특히 eNOS의 증가가 초기 폐색으로 인한 방광조직의 중요한 변화
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이며 이는 조직의 허혈성 손상에 기인하는 것으로 생각된다. NOS 발현의 변화가 

방광조직에 미치는 영향을 조사하기 위해서 장시간에 걸친 방광 출구의 부분 폐

색에 대한 연구가 추후 필요하다고 생각된다. 

핵심되는 말: 방광 출구의 부분 폐색, eNOS, nNOS
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제 제 제 제 1 1 1 1 장장장장. . . . 서 서 서 서 론론론론

   방광 출구의 부분 폐색에 의한 방광의 변화는 비뇨기과의 영역에서 많은 관심

과 연구가 이루어졌으며 폐색에 의한 과민성 방광의 원인에 대해서는  많은 논란

이 있어 왔다. 방광 출구의 부분 폐색에 의한 과민성 방광을 설명하기 위한 가설

은 크게 신경인성 원인 (neurogenic theory) 즉 배뇨근의 탈신경화, 구심성 신경

의 변화, 신경병적인 방광의 변화에 기인한다는 가설과 근성 원인 (myogenic 

theory) 배뇨근 자체의 변화에 기인한다는 두 가지의 가설로 나뉘며 근래에 들어

서는 신경전달 단백질(neurotransmitter protein)의 불균형에 대한 연구가 활발히 

진행되고 있다.
1 

   Nitric oxide(NO)는 매우 불안정한 물질이며 L-arginine의 guanidironitrogen

이 nitric oxide synthase(NOS)에 의해 변환되면서 생성되며 혈관계, 면역계, 신

경계 등에서 다양한 역할을 한다. NOS는 constitutive NOS(cNOS)와 inducible 

NOS(iNOS)로 나뉘며 다시 cNOS는 혈관에 작용을 하는 endothelial NOS(eNOS)

와 신경에서 주된 전달 물질로 생각되는 neuronal NOS(nNOS)으로 나뉘게 된다.2

   방광 및 요도조직에 분포하는 NOS에 대한 연구는 주로 평활근의 이완 특히 

요도에 있어서 배뇨시 요도내압의 감소를 유발하는 것에 대해 많은 연구가 진행

되어 있으며 음경의 발기에 관여하는 중요한 물질로 알져져 있다.3,4 그러나 방광

출구의 부분 폐색에 의한 방광조직내의 변화에 있어서 NOS의 발현 및 역할에 대



2

해서는 아직 논란이 많다.
5,6

 이에 저자는 방광 출구의 부분 폐색 후 백서에서 방

광조직내의 eNOS와 nNOS의 발현 변화와 분포에 대해 알아보고자 한다.
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제 제 제 제 2 2 2 2 장장장장. . . . 재료 재료 재료 재료 및 및 및 및 방법방법방법방법

2.1. 2.1. 2.1. 2.1. 실험 실험 실험 실험 대상대상대상대상

   실험동물은 전문생산업체(오리엔트,가평,한국)에서 생산된 specific pathogen 

free(SPF) Sprague-Dawley 성인 흰쥐(주령 7, 체중 250-300 gm)를 사용하였

다. 실험동물은 대조군 및 방광 출구의 부분 폐색군(12시간, 1일, 2일, 3일, 7일)

으로 나누었다(각 군의 실험동물 수=5).     

2.2. 2.2. 2.2. 2.2. 실험방법실험방법실험방법실험방법

   대조군은 sodium thiopental (50 mg/kg)을 복강내로 투여하여 마취한 후 개

복하여 겉보기 수술을 시행하였으며 방광 출구의 부분 폐색군은 동일한 방법으로 

마취를 시행한 후 하복부를 절개하여 백서의 요도와 방광을 노출시킨 후 주위를 

조심스럽게 박리하였다. 요도를 박리한 후 요도주위에 외경이 1.0 ㎜인 철사를 대

고 4-0 black silk를 이용하여 결찰을 시행하였다. 이 후 철사를 제거한 후 방광

을 눌러보아 외 요도구의 요 배출 및 수술 부위의 요 누출 여부를 관찰하였다. 이

때 요도 주위의 요 누출이나 외 요도구로 요 배출이 일어나지 않는 경우에는 실

험에서 제외하였다. 

2.3. 2.3. 2.3. 2.3. 면역조직화학염색면역조직화학염색면역조직화학염색면역조직화학염색

   대조군을 포함해서 백서는 수술 후 12시간, 24시간, 2일, 3일, 7일에 걸쳐서 

방광을 적출하였다. 적출된 방광은 4%의 paraformaldehyde (0.1 M, pH 7.4)로 

하루 동안 고정을 시키고 20% sucrose (0.05 M, pH 7.4)로 48시간 동안 연속적

으로 고정하였다. 생리식염수로 전 처리된 slide에 5 ㎛두께의 냉동 절편을 부착

시킨 후 NOS의 면역조직화학 염색을 시행하였다. 

   조직절편을 탈 파라핀과 함수과정을 거친 후 구연산 완충액 0.01 M (pH 6.0)

에 넣고 극초단파오븐에서 5분간 두 번 가열하여 항원성을 증가시켰다. 0.05 M 
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phosphate buffered saline (PBS, pH 7.4)에서 세척한 후 3% H2O2로 내재된 

peroxidase의 활성을 억제하고 PBS로 세척하였다. 비 특이적인 항원 항체 결합

을 억제하기 위해 조직 절편을 5% goat 혈청(RBI, MA, USA)으로 1시간 동안 

37℃에서 적용하였다. 

   일차 항체는 anti-nNOS mouse monoclonal IgG1 antibody (Santa Cruz 

Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA)를 1:50으로 희석하였으며 anti- 

eNOS rabbit polyclonal antibody (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa 

Cruz, CA, USA)도 1:50으로 희석하여 절편에 적용시킨 후 1시간 동안 37℃에서 

적용하였다. 0.05 M PBS로 세척을 한 후 3% H2O2를 떨어뜨려 내재된 

peroxidase의 활성을 억제하고 PBS로 세척하였다. PBS 용액에서 충분히 세척한 

후 anti-mouse IgG FITC (1:200, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa 

Cruz, CA, USA)와 goat anti-rabbit antibody (1:200, Santa Cruz 

Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA)를 각각 상온에서 1시간 적용시켰다. 

0.1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)이 함유된 

0.02 M PBS로 30분씩 2회 세척한 후 PBS로 1시간 세척하였다. 염색이 끝난 슬

라이드는 mounting media (Dako, Carpinteria, CA, USA)를 이용하여 봉입하였

다. 

2.4. 2.4. 2.4. 2.4. 영상 영상 영상 영상 분석 분석 분석 분석 및 및 및 및 통계처리통계처리통계처리통계처리

   염색의 강도는 공초점현미경 및 영상분석기 (Zeiss LSM 5.0, Jena, Germany)를 

이용하여 형광의 발현 정도를 평가하였다. 흰색을 0으로, 검은색을 255로 판정하여 

염색정도를 gray scale에 따라 점수화하였다. 각 조직 당 적어도 5 field를 관찰하였

고 각각의 조직 간의 염색강도는 비모수 검정(Mann-Whitney법)을 이용하여 P값

이 0.05 이하인 경우를 유의한 차이가 있는 것으로 간주하였다. 통계분석에는 

SPSS for Window (Version 10.0, SPSS Inc., Chicago, IL, USA)을 이용하였다. 
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제 제 제 제 3 3 3 3 장장장장. . . . 결 결 결 결 과과과과 

   실험군과 대조군의 방광 조직에서 eNOS와 nNOS 발현이 관찰되었다. eNOS는 

대조군에 비해 시간이 경과하면서 증가하여 방광 출구의 부분 폐색 후 3일째에 

최고치를 나타냈고, 이는 대조군과 비교하여 통계학적으로 의미 있는 차이가 있었

다. 이후 eNOS의 발현 수치는 감소하여 폐색 후 7일째는 대조군과 차이를 나타

내지 않았다 (표 1). nNOS는 시간이 경과하면서 지속적인 증가소견을 보였지만 

대조군과 비교하여 통계학적인 의의는 관찰할 수 없었다 (표 2).

   eNOS 및 nNOS의 방광조직내의 발현은 주로 방광조직의 점막층과 근육층사이 

조직에서 관찰되었으며 eNOS는 혈관주위에 침착되는 소견을 보였다 (그림 1). 
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표 1. 방광 출구의 부분 폐색 백서에서 방광 조직내의 eNOS 발현 변화

eNOS의 Gray scale

대조군 실험군

12시간 66.40 ± 2.82 45.80 ± 2.35

1일 64.32 ± 1.44 67.60 ± 2.35

2일 54.36 ± 1.65 69.56 ± 5.88

3일 55.08 ± 2.36  82.44 ± 4.95
*

7일 55.87 ± 2.07 65.67 ± 5.46

                                                                   * : P value <0.05
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표 2. 방광 출구의 부분 폐색 백서에서 방광 조직내의 nNOS 발현변화

nNOS의 Gray scale

대조군 실험군

12시간 37.45 ± 1.21 35.10 ± 0.91

1일 35.09 ± 1.84 37.60 ± 1.96

2일 35.56 ± 2.25 45.38 ± 3.45

3일 36.40 ± 1.24 43.30 ± 2.45

7일 37.32 ± 2.31 43.90 ± 1.07
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                   A                                  B

                   C                                  D

그림 1. eNOS(red, Texas Red goat anti-rabbit antibody, 1:200) 

및 nNOS(green, anti-mouse Ig G FITC, 1:200)의 발현

(× 400; A, 대조군; B, 폐색 후 12시간; C, 3일; D, 7일)
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제 제 제 제 4 4 4 4 장장장장. . . . 고 고 고 고 찰찰찰찰

   Nitric oxide(NO)는 endothelial derive relaxation factor의 일종으로 1980년 

Furchgott와 Zawadzki에
7
 의해 처음 밝혀졌다. 생체 내에서 세 가지의 유형으로 

존재하는 것으로 알려져 있으며 반감기가 20분 정도로 매우 짧은 물질로 

L-arginine의 guanidiro-nitrogen이 nitric oxide synthase(NOS)에 의해 변환되

면서 생성된다. 유형 I (nNOS)는 주로 뇌, 척수, 말초 신경계 등에 존재하며 신경

세포의 nonadrenergic noncholinergic (NANC) 신경계의 신경전달 물질로 평활

근의 이완에 역할을 하는 것으로 알려져 있다. 유형 III (eNOS)는 혈관의 내피세

포에 주로 존재하며 혈관의 평활근의 이완, 혈관의 확장, 혈소판과 백혈구의 응집

을 억제하는 것으로 알려져 있다. 유형 II (iNOS)는 활성화된 대식세포 등에서 분

비가 되며 염증반응이나 스트레스 상황에서 분비가 촉진되는 것으로 알려져 있

다.
8
 각각의 NOS를 지정하는 염색체는 eNOS는 염색체 7번에 위치하며 nNOS는 

염색체 12번에 iNOS는 염색체 17번에 있다.
9
 eNOS는 세포막과 연관되어 작용을 

하며 nNOS와 iNOS는 세포내에서 작용을 한다.   

   NO의 역할에 대해서는 음경의 발기나 근위요도에서의 역할에 대해서는 많은 

연구가 이루어졌으나 방광에서의 역할에 대해서는 아직 명확하게 밝혀진 바가 없

다. Huang 등의10 보고에 의하면 정상 방광에서 국소혈관의 긴장을 유지하거나 

근육의 이완, 상피의 성장의 조절, 세포외 단백(extracellular matrix protein)의 

합성 분비의 조절에 관여하는 것으로 생각되어진다. 위(stomach)의 경우 NO는 

뮤신(mucin)의 분비를 자극함으로서 위 점막 세포를 보호하는 것으로 보고 되고 

있으며 이와 비슷한 기전으로 방광의 이행상피에서  당단백(glycoprotein)을 분비

함으로서 요에 의한 세포의 손상을 억제하는 것으로 생각되어진다.
11,12

 또한 동물

실험 모델에서 만성적인 신(kidney) 폐색군에서 iNOS의 증가와 함께 eNOS, 

nNOS의 증가를 볼 수 있는데 이로 인해 근육층의 혈관의 확장과 함께 섬유화의 

억제 효과가 나타나는 것으로 보고 되고 있으며 방광에 있어서는 방광 기저층의 

신경을 자극하여 cGMP의 합성을 증가하여 염증반응을 유발하는 것으로 알려져 
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있다.
13

 

   방광 출구의 부분 폐색으로 인한 방광의 불안정성과 보상의 기전에 대해서는 

아직 명확히 밝혀져 있지 않으나 동물실험모델에 의하면 방광의 허혈성 손상이 

한 원인으로 생각되어진다.
14

 즉 쥐에서 NO의 전구물질인 L-arginine을 투여하면 

방광의 혈류의 증가와 함께 방광의 불안정성의 개선을 보이며 iNOS의 억제제를 

투여하면 방광의 크기의 증가와 함께 불수의적인 방광의 수축을 억제할 수 있는 

것으로 보고하고 있다. 방광에서 nNOS의 경우 방광의 구심성 섬유에서 증가를 

관찰할 수 있는데  방광폐색의 경우 폐색 후 nNOS의 감소가 관찰되었다.
15

 본 연

구에서도 방광 조직내의 점막하층의 eNOS의 증가는 뚜렷이 관찰되었지만 nNOS

의 증가는 대조군과 비교하여 차이가 없었으며 부분 폐색 후 3일째 eNOS의 증가

가 정점을 이루고 이후 감소되는 소견을 보였다. 이는 방광 폐색의 초기에 있어서 

혈류의 감소에 의한 허혈성 손상으로 인해 eNOS의 증가가 나타나고 이후 방광의 

보상 기전이 나타나면서 허혈성 손상이 안정화를 이루는 것으로 생각된다. 따라서 

초기의 반응에는 nNOS 등의 신경학적인 반응은 미미한 것으로 생각되어진다. 

   방광 조직에 있어서 NOS의 분포를 보면 차이를 나타내는 것으로 보고가 되고 

있다.  토끼를 이용한 실험군의 경우 방광의 점막 층에서 NOS의 활성이 뚜렷하며

16
 사람의 경우에는 방광의 근육층에서 eNOS의 발현이 증가하고 nNOS는 점막하

층과 근육층사이의 신경에서만 발현하는 것을 볼 수 있었다.17 본 실험에 있어서 

NOS의 발현 부위를 근육층 염색을 시행하지 않아 정확한 구분을 할 수 없지만 

주로 점막층과 근육층사이에서 eNOS와 nNOS의 발현의 증가를 관찰할 수 있었

다.

   최근 보고에 의하면 방광에서 eNOS 및 nNOS의 증가는 세포고사와의 연관성

을 가지는 것으로 보고가 되고 있다. 즉 eNOS의 증가는 방광의 혈류의 증가가 

일어나고 반면에 nNOS의 증가는 방광 상피내의 cGMP의 증가를 발생시켜 세포

의 고사를 용이하게 한다. 이러한 요인으로 인해 방광의 이행상피의 과증식을 억

제하는 기전이 발생하고 이러한 과증식의 억제로 인해 폐쇄성자극에 의한 방광의 

유지기능을 설명하고 있다.18 본 연구는 방광 출구의 부분 폐색에 대한 방광의 초

기 변화에 대한 연구이며 장기간의 폐색을 유발시킨 백서에서 방광의 변화에 대
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한 추가적인 연구가 필요하리라 생각된다.

   요도의 폐색으로 인한 과민성 방광에는 기존의 신경전달물질인 아세틸콜린 등

에 관한 연구는 활발히 진행이 되어왔지만 NO에 대한 연구는 아직 미흡한 점이 

많다. 특히 방광 출구의 폐색에 있어서 만성적인 폐색의 연구에 중심이 있고 초기

의 방광에서의 NO의 변화에 대해서는 아직 연구가 미미한 실정이다. 이후 이 연

구를 중심으로 보다 많은 연구가 진행됨으로서 방광에 있어서 NO의 역할에 대해 

보다 명확한 규명이 될 것으로 생각된다.  
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제 제 제 제 5 5 5 5 장장장장. . . . 결  결  결  결  론론론론

   백서에서 방광 출구의 부분 폐색으로 인해서 방광조직내의 NOS의 양이 변화

하며 특히 eNOS의 증가가 폐색 초기의 방광 조직내에서 관찰된다. 이는 허혈성 

손상으로 인한 eNOS발현이 증가로 생각된다. 그러나 방광 출구의 부분 폐색으로 

인해서 방광내의 nNOS는 큰 영향을 받지 않는 것으로 나타났다. 이후 장기간의 

방광 출구의 부분 폐색 유발된 방광 조직내에서 NOS의 변화에 대해 보다 많은 

연구가 필요할 것으로 생각된다. 
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ABSTRACTABSTRACTABSTRACTABSTRACT

Expression Expression Expression Expression of of of of Nitric Nitric Nitric Nitric Oxide Oxide Oxide Oxide Synthase(NOS) Synthase(NOS) Synthase(NOS) Synthase(NOS) in in in in the the the the Rat Rat Rat Rat 

Bladder Bladder Bladder Bladder Subjected Subjected Subjected Subjected to to to to Partial Partial Partial Partial Bladder Bladder Bladder Bladder Outlet Outlet Outlet Outlet ObstructionObstructionObstructionObstruction

                                                       Chung, Hyun chul

                                                       Dept. of medicine

                                                       The Graduate School

                                                       Yonsei University

   Nitric oxide synthase (NOS) is an important enzyme in production of 

Nitric oxide (NO). NOS is divided into the constitutive NOS (cNOS) and 

inducible NOS (iNOS). cNOS is divided into endothelial type (eNOS) and 

neuronal type (nNOS). eNOS exerts its affects on the blood vessel and 

nNOS on the nerve fiber. In the present study we evaluated the 

expression of eNOS and nNOS in the partial bladder outlet obstruction, 

since we presupposed that NO may be responsible for the prolonged 

micturition problem after partial outlet obstruction of the rat bladder.

   Specific pathogen free Sprague-Dawley rats weighing 250~300gm were 

used. Individual bladder was obtained from the sham-operated control rats 

(n=5), and from rats at 12, 48, 3 and 7 days after a partial urethral 

obstruction (n=25). eNOS and nNOS were detected by immunohistochemical 

staining, and were analyzed with confocal microscopy and an image 

analyzer.
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   Both eNOS and nNOS expression were detected in the control rats and 

in the group with the partial bladder outlet obstruction. The expression of 

eNOS showed a sharp increase at 3 days after obstruction and returned to 

normal at 7 days. The expression of nNOS in the group with partial 

bladder outlet obstruction was not statically different from that of the 

control group.

   This study showed that eNOS expression increases in the rat bladder 

after partial bladder outlet obstruction and these results suggest the idea 

that the overproduction of NO may be induced by ischemic injury in a 

partial bladder outlet obstruction.

Key wards: Partial bladder outlet obstruction, eNOS, nNOS
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