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Kidney
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Background : Nitric oxide synthase (NOS) has been suggested to have a role in renal injury
of aging rats. Methods : Renal function and histology were compared between 12 month-
and 7-9 week-old rats. Proliferating activity and cell death were evaluated by PCNA index
and apoptosis. Three isoforms of NOS (eNOS, iNOS, and nNOS) were stained by immuno-
histochemistry. Results : Serum creatinine level was increased in old rats (1.0 mg/dL vs 0.5
mg/dL, p=0.000). 24 h proteinuria and urinary NO were comparable between the two groups.
The percentage of global and segmental glomerulosclerosis increased in old rats. PCNA index
decreased in the glomeruli (0.1 vs 0.6/glomerulus, p=0.005) and the tubulointerstitium (10.2
vs 19.2/mm2, p=0.019) of old rats compared to that of young rats. However, no difference
was observed in the number of TUNEL positive cells. eNOS was not stained in young and
old rat kidney, whereas iNOS was stained in the interstitial inflammatory cells of old rats (0.3
vs 0.0 of young rats/mm2, p=0.188). Macula densa nNOS staining significantly decreased in
old rats compared to young rats (5.6 vs 9.5/mm2, p=0.009). Conclusions : Proliferating activity
is more affected than cell death with aging. Decreased nNOS expression without alteration of
eNOS and iNOS expressions may implicate nNOS as a marker of renal injury in the early
stage of aging.

Key Words : Kidney-Aging-Histology-Nitric Oxide Synthase

권계원∙정현주1

 86

노화초기 백서 신장에서의 Nitric Oxide Synthase 발현

노화된 인체나 실험 동물의 신장은 기능적으로는 사구체 여과

율과 신장 혈류가 감소하고 혈관 저항이 증가하며, 형태학적으로

는 사구체 경화율이 증가하고 세뇨관의 위축과 사이질의 섬유화

가 나타나는 현상을 보인다.1-3 신생아기의 인체는 사구체 여과율

이 약 39 mL/min/1.73 m2이며, 2세경에는 성인의 수준으로 증

가하여 30세까지는 약 140 mL/min/1.73 m2로 유지되다가 이후

매 10년마다 약 8 mL/min/1.73 m2씩 감소하는 것으로 알려져

있다.4 신장의 혈류도 이와 유사한 경과를 밟아 감소하며 수질과

피질의 혈류 재분포가 일어나서 수질로의 혈류가 증가하게 된다.5

신장의 나트륨 재흡수 능력이나 요 농축 및 희석 능력, 혈관 이

완제에 대한 반응 등이 감소하고, 피질로의 혈류가 감소함에 따

라 사구체의 퇴행 및 경화가 발생하게 된다. 따라서 사구체 경화,

모세혈관고리의 폐쇄 및 탈락 등이 특징적 관찰 소견이며, 이와

더불어 세뇨관 주위 모세혈관의 소실, 사이질내 염증세포의 침윤

및 섬유화 등의 손상을 관찰할 수 있다.

노화에 의한 신장의 손상 기전은 정확히 규명되어 있지 않으나,

산화성 스트레스의 증가가 중요한 요인 중의 하나일 것으로 지적

되고 있다. Reckelhoff 등6은 노화된 신장의 조직 내에서 지질의

과산화를 나타내는 표지자로서 F2-isoprostanes과 malonaldehyde

가 증가되어 있고, 산화성 스트레스를 유발하는 후기 당화 산물

(advanced glycosylation end-products)과 그 수용체(RAGE)

의 상호 작용이 증가되어 있음을 보고하였다. 그리고 이러한 변

화는 항산화제인 vitamin E에 의해서 부분적으로 억제된다고 보

고한 바 있다. 이와 같은 산화성 손상 기전의 일종으로 산화질소

(nitric oxide: NO)가 중요한 역할을 할 것으로 추정되고 있으

나, 아직 이에 대한 보고는 많지 않은 실정이다. NO는 세포질

내에서 L-arginine으로부터 생성되는 유리 라디칼의 일종으로,

이 과정을 매개하는 nitric oxide synthase (NOS)는 두 가지

체질형(constitutive) NOS (endothelial, neuronal, 각각 eNOS,

nNOS)와 유도형(inducible) NOS (macrophage/vascular sm-

ooth muscle, MAC-NOS, VSM-NOS)로 분류된다.7 신장 내

에서 eNOS는 사구체 모세혈관의 내피세포 및 들세동맥, 날세동

맥과 소엽사이동맥의 내피세포, 세뇨관 상피세포 등에서 표현되

며,8 nNOS는 밀집반과 사구체 상피세포 및 세뇨관 상피세포 등
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에서 표현된다.9 그리고 iNOS는 사구체 메산지움 세포 및 수질

내 상행 헨레고리(medullary thick ascending limb of Henle's

loop)와 근위 세뇨관을 비롯한 세뇨관 상피세포에서 표현되는 것

으로 보고되어 있다.10 정상적으로 NO는 사구체의 혈역동학적 조

절 및 여과 작용에 관여하며11 세뇨관에서의 나트륨 배설을 조절

하는 생리적 역할을 담당하는 것으로 알려져 있다. 그러나 병적

인 상황에서 과량으로 생성된 NO는 superoxide radical과 신속

하게 반응하여 peroxynitrite anion을 형성함으로써 지질, 단백질,

DNA에 산화성 반응을 일으켜 세포 및 조직에 산화성 손상을 유

발하는 것으로 알려져 있다.12-14 이와 같은 다량의 NO에 의한 신

독성 기전은 면역 매개성 사구체 신염이나 허혈성 신부전, 조영

제에 의한 신독성, 폐쇄성 요로 질환 및 이식 신장의 거부반응 등

다양한 신장 질환에서 보고되어 있다.15,16 고혈압 동물 모델 및

인체의 사구체 질환 등에서 보고된 바에 의하면 생성된 NO의 효

소적 근원에 따라서 신장에 대한 작용이 서로 상반될 수 있다고

한다. 즉, eNOS에 의하여 소량으로 생성된 NO는 위에 언급한

바와 같은 정상 생리 작용에 관여함으로써 신장 손상에 대한 보

호 작용을 하는 것으로 생각되나, 병적인 조건 하에서 다양한 시

토카인에 의해 iNOS 경로가 활성화됨으로써 다량의 NO가 생성

되는 경우에는 오히려 신장의 손상을 유발할 수 있어 NOS의‘역

할 전환(role switch)’이 가능하다고 보고되었다.13 노화에 의한

신장 손상에서도 eNOS와 iNOS의 단백 표현이 서로 상반되게 보

고된 바 있다. Thomas 등17은 노화된 백서 신장의 세뇨관 주위

모세혈관에서 eNOS의 단백 표현이 감소되었음을 보고한 바 있

고, Reckelhoff 등18은 전체 신장 조직의 iNOS 단백 표현이 증가

되어 있음을 보고한 바 있다. 또한 노화와 함께 nNOS의 양이 감

소한다는 사실도 보고되었다.19 현재까지 이들 보고 이외에는 노

화에 의한 신장 손상의 기전으로서 NOS 아형의 표현 변화에 대

한 연구가 없는 실정이며, 결론적으로 이들 NOS의 표현 변화가

신장의 NO 형성 및 산화성 손상에 어떠한 변화를 유발하는지에

대해서도 불명확하다.

따라서 본 연구에서는 노화초기 백서의 신장을 이용하여 소변

내의 NO의 농도를 측정하고 각 NOS 아형의 표현 양상을 살펴

봄으로써, 노화에 의한 신장 손상에 있어서 NOS의 역할을 규명

하고자 하였다.

재료와 방법

실험 동물

12개월령과 7-9주령의 Sprague-Dawley (SD) 웅성 백서(Ha-

rlan, Indianapolis, Indiana, USA) 각각 10마리씩을‘대한바이

로링크’에서 구입하여 실험에 이용하였으며, 빛과 온도 및 사료

공급은 표준화된 조건대로 사육하였다. 

소변 내 NO 및 단백량 측정

NO의 안정한 대사물질인 nitrite를 Griess 방법으로 측정하였

다. 5% phosphoric acid에 용해된 1% sulfanilic acid와 0.1% N-

naphthylethylene diamine dihydrochloride를 동량으로 혼합한

Griess 시약 500 L를, 동량의 샘플과 혼합하여 60℃에서 15분

간 처치하였다. 그 다음 spectrophotometer (Ultraspec 3000;

Pharmacia Biotech, England, UK)를 이용하여 546 nm에서 흡

광도를 측정하고, NaNO2를 이용한 표준 곡선에서 농도를 계산

하였다. Nitrate는 nitrate reductase를 이용하여 nitrite로 전환

한 후 동일한 방법으로 측정하였다. 

소변 내 단백량은 상품화되어 판매하는 발색 물질을 이용하여

Bradford 방법20대로 측정하였으며, 우혈청 알부민을 표준 물질

로 이용하였다.

신장의 조직 검사

적출된 반대측 신장을 10% 중성 포르말린에 고정시키고 파라

핀에 포매하여 광학현미경 검사 및 면역조직화학 염색을 시행하

였다.

광학현미경 검사로 파라핀에 포매된 검체를 2 m 두께로 절

편하여 periodic acid- Schiff (PAS)염색을 시행하였다. 각각의

증례에서 100개의 사구체를 검색하여 전경화증과 국소 경화증을

보이는 사구체의 개수를 세었다. 사이질의 염증 세포 침윤과 섬

유화의 정도는 0-3으로 반정량화하여 신피질내 사이질의 염증세

포 침윤이나 섬유화가 없는 경우를 0으로, 25% 미만에서 관찰될

때를 1로, 25-50%에서 관찰될 때를 2로, 50% 이상에서 관찰될

때를 3점으로 하였다.

신장의 면역조직화학염색

면역조직 화학염색은 파라핀으로 포매된 조직을 4 m 두께

로 연속 절편하여 poly-L-Lysine-coated 슬라이드에 부착하여

50℃에서 한 시간 건조시켰다. Xylene에서 파라핀을 제거하고

에틸 알코올에서 단계적으로 함수한 후, 3% 과산화수소로 20분

간 전처치하여 내인성 과산화 효소 활동을 차단하였다. 수세 후

citrate buffer에 담가 microwave에 10분간 가열하고 식힌 후

TRIS buffer (pH 7.6)에 10분간 처리하여 잔여 혈청을 제거하

였다. 내인성 biotin을 차단시킨 후 ED-1 (Serotec, Indianapo-

lis, IN, USA, 1:100), PCNA (Novocastra Lab Ltd, Benton

Lane, UK, 1:50), mouse monoclonal anti-human eNOS anti-

body (BD transduction Laboratories, San Jose, CA, USA,

1:100), rabbit anti-rat iNOS antibody (Affinity Bioreagent,

Golden, CO, USA, 1:1000), nNOS antibody (BD transduc-

tion Laboratories, San Jose, CA, USA, 1:100)를 도포하고 4℃

냉장고에서 하루 동안 반응시켰다. 음성 대조군으로는 신절편을



 88 권계원∙정현주

일차항체 대신 PBS를 도포하여 염색하였다. PBS buffer로 세

척한 후 Streptavidine-biotin-peroxidase complex technique

(LSABR 2 kit peroxidase, DACO, Carpinteria, CA, USA)

을 이용하였으며 3,3-diaminobenzidine으로 발색하였다. 염색된

슬라이드의 분석에서 사구체는 30개를 세어 갈색으로 염색된 세

포들 수에 대하여 사구체 하나당 양성 세포의 평균을 구하였다.

그리고 세뇨관-사이질은 ×200배에서 0.25 mm2 grids로 30

fields를 관찰하여 갈색으로 염색된 세포수를 모두 세어 mm2

당 양성세포수로 표기하였다. 

Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP

biotin nick end labeling (TUNEL) assay

세포자멸사 정도를 알아보기 위하여 시행한 TUNEL assay는

ApoptagR peroxidase in situ apoptosis detection kits (Cat

#S7100, Intergen, CO, USA)를 이용하였다. 파라핀으로 포매

Fig. 1. Renal histology in old and young rats. (A) In young rats, glomeruli and tubulointerstitium are well preserved (PAS). (B) ED1 positive
cells are rarely seen in the interstitium of young rats. (C) Segmental glomerulosclerosis and interstitial inflammation (PAS) and (D) increased
number of ED1 positive cells are present in the old rats.

A B

C D
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된 조직을 4 m 두께로 절편하여 poly-L-Lysine-coated 슬라

이드에 부착하여 50℃에서 한 시간 건조시켰다. 탈파라핀과 함

수과정을 거친 후 Proteinase K를 37℃에서 10분간 처리한 다

음 증류수로 수세하였다. 3% 과산화수소 용액에 5분간 반응시

킨 후 equilibration buffer를 조직 위에 떨어뜨리고 플라스틱 덮

개로 덮어 실온에서 10분간 반응시켰다. 플라스틱 덮개를 벗겨

남아 있는 용액을 제거한 후 TdT를 떨어뜨리고 플라스틱 덮개

로 다시 덮어 37℃에서 1시간 반 동안 반응시켰다. 플라스틱 덮

개를 제거하고 working strength stop/wash buffer에 담가 37℃

에서 10분간 두었다가 수세하고, Anti-digoxigenin-peroxidase

를 떨어뜨려 실온에서 30분간 반응시킨 후 발색하였다.

통계

통계처리는 SPSS를 이용하여 T-test를 하였으며, p 값이 0.05

이하인 경우 의의가 있는 것으로 보았다.

Fig. 2. NOS expression in kidney of old and young rats. (A) No iNOS expression is seen in the young rats, whereas (B) some immunoreac-
tive cells for iNOS are seen in the interstitium of old rats. (C) Increased nNOS expression is seen in the macula densa of young rats than
(D) that of old rats.

A B

C D



 90 권계원∙정현주

결 과

노화초기 쥐와 젊은 쥐에서 몸무게와 신장의 무게

노화 쥐의 몸무게는 626.3±55.9 g으로 젊은 쥐의 296.4±1.6

g에 비하여 현저히 컸으며(p=0.000), 신장의 무게도 노화 쥐는

2.4±0.5 g으로 젊은 쥐의 1.4±0.2 g보다 컸다(p=0.000). 그러

나 몸무게당 신장의 무게 비는 노화 쥐가 0.4±0.1로 젊은 쥐의

0.5±0.1에 비해 의의 있게 적었다(p=0.025).

24시간 단백뇨, 혈청 크레아티닌치와 소변내 NO

혈청 크레아티닌치는 젊은 쥐에서 0.5±0.04 mg/dL, 노화 쥐

에서 1.0±0.2 mg/dL로 노화 쥐에서 의의 있게 증가하였다(p=

0.000). 24시간 단백뇨는 노화 쥐에서 31.2±18.7 mg/dL, 젊은

쥐에서 18.2±6.2 mg/dL로 노화 쥐에서 증가하였으나 통계적인

의의는 없었다(p=0.061). 소변내 NO는 노화 쥐에서 69.6±32.4

M로 젊은 쥐의 66.5±39.9 M와 차이를 보이지 않았다(p=

0.867).

노화초기 쥐와 젊은 쥐 신장의 조직 소견

젊은 쥐에서 사구체 전경화증과 국소 경화증은 관찰되지 않았

다. 노화 쥐는 젊은 쥐보다 사구체의 크기가 컸으며, 전경화증이

0.4±0.1%, 국소 경화증이 3.5±6.9% 관찰되었다. 젊은 쥐에서

사이질내 염증 세포 침윤은 관찰되지 않았고 노화 쥐에서는 10예

중 5예에서 부분적으로 경도의 염증 세포 침윤이 관찰되었다. 사

이질의 섬유화는 젊은 쥐와 노화 쥐 모두에서 관찰되지 않았다.

대식 세포 침윤을 보기 위해 ED-1에 대한 면역조직 화학염색을

시행한 결과 사구체당 젊은 쥐에서 0.6±0.3개, 노화 쥐에서는

0.4±0.2개의 양성세포가 관찰되었다(p=0.044). 세뇨관-사이질

에서는 젊은 쥐에서 ED-1 양성세포가 15.9±5.9개로, 노화 쥐의

25.9±18.8개보다 적었으나 통계적인 의의는 없었다(Fig. 1).

노화초기 쥐와 젊은 쥐 신장의 세포증식능

PCNA 지수는 젊은 쥐와 노화 쥐의 사구체에서 각각 0.6±0.4

개와 0.1±0.1개(p=0.005), 세뇨관-사이질에서는 각각 19.2±9.6

개와 10.2±4.9개로(p=0.019), 노화 쥐에서 지수가 현저히 감소

하였다. TUNEL 양성세포는 사구체에서는 관찰되지 않았고, 세

뇨관에서는 젊은 쥐에서 0.9±0.8개, 노화 쥐에서 0.5±0.4개로

세포자멸사 정도에는 차이가 없었다(p=0.202).

신장내 NOS 아형의 발현

eNOS는 젊은 쥐와 노화 쥐 모두에서 사구체 또는 사이질 혈

관내 뚜렷한 염색 소견을 보이지 않았다. iNOS는 젊은 쥐와 노

화 쥐 모두 사구체내에서는 발현되지 않았다. 그러나 세뇨관-사

이질 염증세포에서 젊은 쥐의 경우는 발현되지 않았고, 노화 쥐는

0.3±0.7개 염색되어 노화 쥐에서 더 많이 염색되었다(p=0.188).

nNOS는 사구체에서는 젊은 쥐의 경우 사구체당 0.1±0.2개, 노

화 쥐에서는 0.1±0.1개로 염색되는 세포 수가 비슷하였다. 그러

나 밀집반 부위의 세뇨관에서는 젊은 쥐가 9.5±3.6개, 노화 쥐가

5.6±1.6개로 노화 쥐에서 의의 있게 적었다(p=0.009)(Fig. 2).

고 찰

노화에 따른 신장의 형태학적, 기능적 변화는 잘 알려져 있다.

사람의 경우는 50세 이후 나이가 증가함에 따라서 사구체 경화

율이 증가하며, 사이질의 섬유화가 진행된다. SD계 백서는 생후

약 8주가 지나면 번식력이 생기고 12개월부터는 노화의 여러 변

화가 시작되어 사람의 50대에 해당하며, 20개월이 지나면 약 50%

가 사망한다.21-25 본 연구에서는 노화의 초기 단계라 할 수 있는

12개월령의 백서를 대상으로 신장의 변화와 NOS의 발현을 측정

하였다. 신장의 크기와 관련하여 증식정도 및 세포자멸사를 알아

보기 위해 PCNA 및 ApoptagR을 이용한 세포자멸사를 측정하

였다. 그 결과 PCNA 지수는 현저히 감소한 반면, 세포자멸사

정도에는 차이가 없어 노화에 따른 신장의 크기는 증식능의 감소

가 더 큰 영향을 준다고 추정할 수 있었다. 또한 노화 쥐는 단백

뇨 및 혈청 크레아티닌 치가 젊은 쥐에 비하여 증가하였으며, 사

구체 경화율과 신장 사이질내 염증세포 침윤도 증가하였다. 특히

ED1양성인 대식세포가 노화 쥐의 신장 사이질에서 현저히 침윤

하였다. 대식세포는 여러 사구체 신염과 세뇨관-사이질 신염에서

신 손상에 관여할 뿐 아니라 노화에도 관여하고 있다. 대식세포

는 여러 가지 염증성 또는 섬유성 시토카인을 분비하여 신손상에

관여하며, iNOS도 생성한다. 따라서 사이질의 섬유화가 관찰되

지 않더라도 침윤된 대식세포가 신장 손상에 관여할 것으로 추정

할 수 있다.

노화된 신장의 조직 내 malonaldehyde 등 산화성 산물의 증가,

산화성 스트레스를 유발하는 후기 당화 산물(advanced glyco-

sylation end-products)과 그 수용체(RAGE)의 상호 작용 증가6

가 보고되었다. 본 연구에서는 산화성 손상에 관여할 것으로 추

정되는 iNOS 발현이 증가될 것으로 추정하고 이를 면역조직화

학법으로 검증하고자 하였다. 그러나 소변내 NO량의 변화는 관

찰되지 않았으며, 조직내 iNOS와 eNOS의 변화도 관찰되지 않

았다. 또한 대표적인 예를 각각 1예씩 선정하여 시행한 Western

blot에서도 신장내 iNOS 단백의 표현은 두 군 모두에서 미약하

였다. 반면 nNOS는 노화 쥐에서 현저하게 감소하였다. nNOS는

신장내에서 주로 밀집반에 표현되며, nNOS를 갑자기 억제시키면

세뇨관사구체되먹임(tubuloglomerular feedback: TGF) 반응을

증가시킴으로써 단기간 체내 체액 조절에 관여하는 것으로 알려
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져 있다.26 따라서 노화의 초기에는 신장내 혈류 감소가 산화성

손상에 선행되는 것이 아닌가 추정된다. SHR 백서에서 nNOS

표현이 감소되어 있으며,27 streptozotocin으로 유발된 백서의 당

뇨병 초기에 eNOS 표현의 변화는 없는 반면 nNOS가 감소하여28

혈류와 nNOS가 관련되어 있음을 간접적으로 시사하고 있다. 최

근 Erdely 등29은 백서 신장에서 체질형 NOS가 노화됨에 따라

감소한다고 보고하였다. 특히 수컷 백서에서는 eNOS와 nNOS가

모두 감소하는 반면, 암컷에서는 그 변화가 경미하다고 하였다.

이상의 결과를 종합하면 본 실험에서 사용된 쥐의 노화가 심하

게 진행되지 않아 신장의 기능 및 형태학적 병변이 경미하였을

것으로 추정된다. 그러나 노화가 진행됨에 따라 세포자멸사보다

는 증식능이 현저히 감소되는 것으로 생각된다. NOS 아형에 관

하여 신장 조직내 iNOS와 eNOS 간 역할 전환은 관찰되지 않았

으나, 체질형 NOS인 nNOS의 감소에 대하여는 그 역할을 심도

깊게 연구해야 할 것으로 사료된다.
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