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Purpose: High mobility group box-1 (HMGB1) was identified 
as a DNA binding protein that functions as a co-factor for 
proper transcriptional regulation in somatic cells. Extra- 
cellular HMGB1 acts as a potent pro-inflammatory cytokine 
that contributes to the pathogenesis of diverse inflammatory 
and infectious disorders. Ethyl pyruvate (EP), a stable 
aliphatic ester derived from pyruvic acid is the first described 
pharmacological inhibitor for HMGB1 secretion. We designed 
this study to identify the change of HMGB1 expression in 
rat kidney tissues of ischemia reperfusion injury and the 
effect of EP on the expression of HMGB1. Methods:
Sprague-Dawley rats (200∼300 g) were subjected to 40 
minutes of renal warm ischemia. The animals were divided 
into three groups: sham group without warm ischemia, the 
EP group (EP given before ischemia), and the ischemic 
control group. Kidneys were harvested and serum creatinine, 
IL-1 and IL-6 were measured at 6hours, 1 day, 3 days and 
5 days after reperfusion. Immunohistochemical stain of 
HMGB-1 was done. Results: Serum creatinine and IL-1 level 
were elevated in ischemic control group and EP injection 
group. In EP injection group, serum creatinine and IL-1 level 
were lower than the ischemic control group. In the rat 40 

minutes ischemia reperfusion model, HMGB1 expression 
was increased at 6 hours after reperfusion. which was 
decreased gradually at 1 day, 3 days, and 5 days after 
reperfusion. HMGB1 expression was more distinct at outer 
medullary area. intraperitoneal EP injection has no effect on 
the expression of HMGB1. Conclusion: From these results, 
we deduced a conclusion that the preventive effect of EP 
on the rat kidney ischemia reperfusion injury is not by the 
decreased expression of HMGB1 but by the prevention of 
the release of the HMGB1. (J Korean Soc Transplant 
2007;21:234-240)
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서      론

  허혈 재관류 손상은 조직의 저산소 손상 후에 혈류와 산

소운반이 재개되면서 악화되는 병태생리의 과정으로 이러

한 손상의 임상적 중요성은 고형장기 이식, 다발성 손상, 저

혈성 쇼크 그리고 간절제 등의 과정에서 더욱 크게 인식되

어지고 있다.(1) 재관류 손상의 기전은 활성산소족(reactive 

oxygen species (ROS)), 염증성 싸이토카인(inflammatory cy-

tokine) 등에 의한 직접적 물리적인 손상에서 시작하여 이러

한 손상에 의해 속발 되는 비특이적인 그리고 특이적인 면

역반응에 의해 심화된다.(2) 이러한 면역반응의 연결고리에  

pathogen associated molecular pattern (PAMP) 혹은 damage 

associated molecular pattern (DAMP)을 인식하는 ligand인 

Toll like receptor (TLR)가 있다.(3) TLR를 자극하는 조직손

상과 연관된 내인성 인자인 DAMP에는 heat shock protein 

(HSP)과 High-mobility group box 1 (HMGB1)이 있다.(4) 

High-mobility group box 1 (HMGB1)은 모든 포유동물 조직 

세포에 광범위하게 분포하는 nonhistone chromatin 관련 단

백으로 216개의 아미노산으로 구성되어 있으며 설치류와 

인간 사이에 아미노산 염기 서열 일치율이 98%에 이를 정

도로 종간 차이가 거의 없다.(5) HMGB1은 염증반응의 대

표적 조기 싸이토카인인 tumor necrosis factor alpha (TNF-
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Fig. 1. Ischemia reperfusion injury, 

harvest and sampling.

α)나 Interleukin-1 (IL-1)에 비해 패혈증의 후기과정에 관여

하는 염증매개체로 알려져 있다.(6,7) HMGB1은 세균 내독

소에 노출되었을 때 대식구나 단핵구에서 능동적으로 분비

되어 TNF-α등의 싸이토카인 분비를 촉발한다.(8) 쥐 패혈

증 모델에서 HMGB1은 복막염 유발 18시간 후에 체내에서 

유의하게 증가하는 것으로 보고되며 따라서 HMGB1을 목

표로 한 치료는 치료시간대를 확장 시킬 수 있다는 점에서 

그 효용성이 크다고 할 수 있다.(7) 내독소에 의한 능동적 

분비 외에도 HMGB1은 세포의 손상에 의해서 수동적으로 

누출되며 이렇게 누출된 HMGB1이 TLR와 반응하고 TLR

는 세포내 신호전달 물질인 MyD88에 의한 신호전달 과정

을 거처 NF-κB를 활성화하여 염증성 싸이토카인 분비를 

촉발한다.(9) HMGB1의 능동적 분비를 억제하는 물질로 

Ethyl Pyruvate (EP), Acetylcholine, Nicotine, Stearoyl Lysopho-

sphatydylcholine 등이 알려져 있다.(10-12)

  본 연구진은 쥐의 신장 허혈 재관류 손상 모델을 이용한 

실험에서 EP의 투여에 의해 신장의 허혈 재관류 손상이 예

방됨을 보고 하였다.(13) 이러한 효과는 HMGB1의 발현변

화 및 TNF-α 분비의 억제와 연관된 것으로 판단되었다.

  이번 연구는 첫째, 쥐의 허혈 재관류 손상에서 HMGB1의 

역할이 어떤 것인가 알고자 하였다. 즉 허혈 재관류 손상에 

의해 HMGB1의 발현이 어떻게 변하며 쥐의 신장조직 중에

서 특히 발현에 변화가 오는 부위가 있는지 알고자 하였다. 

둘째로는 EP의 투여에 의한 효과가 전반적인 신장조직에서

의 HMGB1의 발현 억제에 의한 것인지 아니면 HMGB1의 

발현에는 변화가 없이 능동적 분비 억제에 의한 것인지 구

별하기 위해,  EP의 투여에 따르는 HMGB1의 발현 변화를 

면역조직화학 염색을 통하여 보고자 하였다.

방      법

    1) 신장 허혈 재관류 손상

  Sprague Dawly rat (200∼300 g)을 ketamin 복강내 주사로 

마취 후 수술 테이블에 고정 하고 정중절개로 양측 신장을 

노출하였다. 노출된 양측 신장의 신동맥과 신정맥을 혈관

겸자로 잡아서 혈류를 막고 40분간 허혈을 유도한 후 재관

류 하였다. 

    2) 각 군별 실험 방법

  Sprague-Dawly rat 20마리를 샴수술군(n=4), EP 투여군

(n=8), 그리고 허혈대조군(n=8)으로 나누어 실험하였으며, 

샴수술군은 정중절개를 시행하여 소장 및 대장을 한번 복

강 밖으로 노출시켰다가 폐복 하였다. EP는 Ringer's ethyl 

pyruvate solution (REPS)의 상태로 이화여자대학교 뇌신경

과학교실로부터 취득하였다. EP 투여군은 허혈전 20분에 

REPS를 rat의 kg당 EP 100 mg의 용량으로 복강내 투여하고 

재관류 직후에도 같은 용량을 투여하였다. 허혈대조군은 

허혈전 20분에 Ringer's lactated solution 1cc를 투여하고 재

관류 직후에도 1 cc를 투여하였다. 각 군별로 각각 2마리씩 

6시간째, 1일째, 3일째, 그리고 5일째 ketamine을 복강내 투

여하여 마취시킨 후 복부를 정중절개하여 신장조직을 채취

하고, 대동맥으로부터 혈액을 충분히 확보하고 난 다음 희

생하였다(Fig. 1).

    3) Serum creatinine, IL-1 및 IL-6 농도 측정

  각 군에서 수술 후 날짜별로 채취한 혈액을 원심분리하

여 혈청을 채취하였으며, 분리된 혈청으로부터 혈청 크레

아티닌을 측정하였다(Vitros
®

, Johnson & Johnson, USA). 또

한 ELISA (Enzyme Linked Immuno-Solbent Assay) (Bender 

MedSystem, Austria, Europe)을 이용하여 IL-1, IL-6의 혈중농

도를 정량적으로 측정하였다. 구체적인 실험방법은 ELISA 

plate 제조사에서 제공한 실험방법을 따랐으며, 대략적인 절

차는 아래와 같다. 50μL의 standard diluent buffer를 zero 

well에 넣고, 50μL의 농도 별 표준용액과 시료용액을 각 

well에 넣은 다음 anti-IL-1, anti-IL-6 (BioSource International, 

Inc., US) 용액 50μL를 각 well에 넣어 혼합하고 상온에서 

1시간 30분간 반응시켰다. 상층액을 제거한 후 수세 buffer

로 3회 세척하였다. 그 후 streptavidin-HRP working solution 

100μL를 각 well에 넣고 45분간 상온에서 반응시켰다. 수

세 buffer로 다시 3회 세척하고, 100μL의 발색제를 각 well

에 넣은 후 어두운 곳에서 30분간 반응시켰다. 최종적으로 

100μL의 stop solution을 각 well에 넣고, microplate reader기
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Table 2. Serum IL-1 level, 40 minutes ischemia and reperfusion

Time after reperfusion

6 hr 1 day 3 days 5 days

EP group (n=2)

Control group (n=2)

Sham group (n=1)

0.005

2.23

1.62

1.62

2.065

1.62

3.65

3.255

1.62

0.015

4.05

1.22

EP group = EP injection group; Control group = Ischemic control 

group; Sham group = Sham operation group; Unit = mg/dL.

Table 3. Serum IL6 level, 40 minutes ischemia and reperfusion

Time after reperfusion

6 hr 1 day 3 days 5 days

EP group (n=2)

Control group (n=2)

Sham group (n=1)

0

0

0.4

  0

211.6

  0

0

2.4

0

0

64.3

0

EP group = EP injection group; Control group = Ischemic control 

group; Sham group = Sham operation group; Unit = mg/dL.

Table 1. Serum creatinine level, 40 minutes ischemia and 
reperfusion

Time after reperfusion

6 hr 1 day 3 days 5 days

EP group (n=2)

Control group (n=2)

Sham group (n=1)

0.9

0.95

0.3

2.5

2.65

0.7

2.5

3.5

0.8

2.9

4.1

0.3

EP group = EP injection group; Control group = Ischemic control 

group; Sham group = Sham operation group; Unit = mg/dL.

Fig. 2. Immunohistochemical stain in sham operation and ischemic control rat kidney (×12.5) Increased HMGB1 expression at reperfusion 

6 hours, HMGB1 expression is gradually diminished at reperfusion 1 day, 3 days, and 5 days (1:1000 antiHMGB1 antibody, 

Shamp op. = Sham operaion, Rep. 6 hours, 1 day, 3 days, 5 days = reperfusion 6 hours, 1 day, 3 days, and 5 days each) (c

= cortex, os = outer strip of outer medulla, is = inner strip of outer medulla, im = inner medulla). 

에서(450 nm) 발색도를 측정하여 정량화 하였다.

    4) 면역조직화학 염색

  면역조직화학 염색을 위하여 파라핀에 포매된 조직을 약 

4μm의 두께로 잘라서 유리 슬라이드에 부착하여 충분히 

건조시켰다. 조직을 xylene 용액에 2회 처리후 100%, 95%, 

80%, 70% 알코올을 단계적으로 이용하여 파라핀을 제거하

고 증류수와, 인산염 식염수(phosphate buffered saline)로 세

척하였다. 이후 3% 과산화수소수로 처리하여 내인성 pero-

xidase를 차단하였다. 항원성 회복을 위하여 trypsin용액을 

이용 15분간 반응시켰다.
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Fig. 4. Compare of HMGB1 expression between ischemic control group and EP injection group at reperfusion 6 hours, 1 day, 3 days, 

and 5 days (control=control group, EP = Ep injection group) (1:1,000, outer medulla ×200).

Fig. 3. Immunohistochemical stain in sham operation and ischemic control rat kidney (outer medulla ×200) (1:1,000 antiHMGB1 antibody, 

Shamp op. = Sham operaion, Rep. 6 hours, 1 day, 3 days, 5 days = reperfusion 6 hours, 1 day, 3 days, and 5 days each).

  일차 항체로 1:1000으로 희석한 HMGB1항체(Novus bio-

logicals, Littleton, CO, USA)를 사용하여 4oC에서 12시간 반

응시켰다. 인산염 식염수로 5분간 2회 세척하고 1:100으로 

희석한 이차 항체(donky anti-rabbit poly-clonal antibody)를 

실온에서 1시간 반응시키고 인산염 식염수로 세척 후 

3,3'-diaminobenzidine-tetrahydrochloride로 발색한 후 대조 염

색을 시행하지 않고 슬라이드를 완성하였다

    5) 각 군사이의 비교

  혈청 크레아티닌과 혈청 TNF-α에 대한 본 연구진의 결

과(13)가 있으므로 이를 원용하였고 본 논문의 실험에서는 

개체수가 적어서 통계검정은 하지 않았다. 조직 염색결과
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는 표식이 안 된 조직 슬라이드에서 육안으로 핵과 세포질

의 염색 정도를 0 (전혀 염색이 안 되는 경우), 1 (핵에서만 

약하게 염색이 되는 경우), 2 (핵과 세포질에서 약하게 염색

이 되는 경우), 3 (핵과 세포질에서 강하게 염색이 되는 경

우),등으로 등급을 나누어서 관찰하고 두장의 슬라이드의 

점수를 합산하여 비교하였다.   

결      과

    1) Serum creatine, IL-1, IL-6 측정

  혈청 크레아티닌은 재관류 1일째부터 증가하기 시작하

여 3일째와 5일째 계속 높은 수치를 보였다. EP 투여군과 

대조군 모두 샴수술군에 비해 높은 크레아티닌 수치를 보

여 허혈 재관류 손상이 확실하게 된 것이 확인 되었다(Table 

1). 혈청 IL-1과 IL-6는 모두 EP 투여군에서 대조군에 비해 

낮은 수치를 보였으나(Table 2, 3), 혈청 IL-6 의 경우는 개체 

간 수치의 차이가 심해서 좀 더 많은 개체수로 보정해야 

할 필요가 있었다.     

    2) 면역조직화학 염색

  허혈 재관류 손상을 받은 쥐의 신장조직에서 재관류 6시

간 후에 HMGB1의 발현이 증가하는 것이 관찰되었다. 이러

한 HMGB1의 조직 발현은 1일째, 3일째, 5일째로 시간이 경

과 할수록 발현이 감소되는 것이 관찰되었다(Fig. 2, 3). 

HMGB1 발현의 증가는 신장의 outer medulla부위에서 뚜렷

하게 관찰되었다(Fig. 2, 3), HMGB1의 발현을 허혈 대조군

과 EP 투여군 사이에서 비교 하였을 때 재관류 6시간째에 

EP 투여군에서 발현이 증가하는 것을 볼 수 있었으나 재관

류 1일, 3일, 5일째에는 큰 차이가 없었다(Fig. 4).

고      찰

  신장이식 수술과정에서 겪게 되는 허혈 재관류 손상은 

이식 후 급성 세뇨관 괴사와 이에 따른 급성 신기능 부전을 

초래할 뿐만 아니라, 만성적인 이식신 기능부전을 초래하

는 중요한 요인이 된다.(14) 허혈 재관류 손상은 신장이식

수술이외에도 복부 대동맥류 수술 등 신장으로의 혈류가 

감소하는 모든 수술 혹은 외상의 경우에도 같은 병태생리

의 과정으로 신기능 부전을 초래한다.(15,16) 뿐만 아니라 

심장, 폐, 간장, 뇌 등 여러 장기의 순환장애 상황에서도 역

시 허혈 재관류 손상이 장기 기능 부전으로 진행하는 과정

에 핵심을 차지하고 있다. 허혈 재관류 손상은 허혈시의 조

직손상 보다 재관류 시에 조직 손상이 훨씬 더 심하게 받게 

되는데, 이러한 사실로 인해 재관류라고 하는 임상적 치료 

개시 시점에서 그 조직 손상을 예방하는 방법을 강구 할 

수 있다는 시간적 적절성이 허혈 재관류 손상의 예방에 대

한 가치와 의미를 크게 만들고 있다. 

  허혈 재관류 손상의 병태 생리에 대해서는 지금껏 수많

은 연구가 진행되어 왔는데 크게 보았을 때 활성 산소족, 

염증성 싸이토카인 등에 의한 물리적 손상과 이에 이어진 

비특이적 혹은 특이적 면역반응에 의한 염증반응이 한 축

이고 이러한 공격적 인자에 대한 자연적인 방어기전인 항

산화효소, Hemeoxygenase-1 등이 또 다른 한축으로 연구되

고 있다.(17) 본 연구에서는 허혈 재관류 손상에 의한 물리

적 조직 손상이 특이적 면역반응을 촉발시키는 과정에서 

HMGB1이 하는 역할을 규명해 보고자 하였다. 

  질병상태 조직에서의 HMGB1의 발현상태 변화에 대해서

는 아직 보고된 연구결과가 많지 않은데, Zhang 등(18)은 쥐

의 패혈증 모델의 폐, 신장, 간, 소장 조직에서 HMGB1의 

m-RNA가 증가한다고 보고하였다. Akaike 등(19)은 intes-

tinial type의 위암세포조직에서 diffuse type의 위암세포조직 

보다 HMGB1의 발현이 증가한다고 하였고, Popovic 등(20)

은 Lupus erythematosus 환자의 피부조직에서 HMGB1의 발

현이 증가한다고 하였다. Ulfgren 등(21)은 polymyositis 와 

dermatomyositis 환자에서 증가된 HMGB1의 발현이 대용량

의 스테로이드 투여에 의해 감소된다고 하였다. 

  본 연구에서는 신장의 허혈 재관류 손상에서 HMGB1의 

발현 변화를 면역조직화학 염색으로 규명해 보고자 하였는

데, 1:1000 보다 고농도의 항체 농도에서는 거의 모든 세포

에서 염색이 되어 차이를 확인 할 수 없었으나, 1:1000 농도

의 항체 농도에서 정상 대조군에 비해 허혈 재관류군의 신

장에서 발현에 차이가 있음을 관찰할 수 있었다. HMGB1의 

조직 염색은 medulla 부위 특히 outer medulla 부위에서 발현

이 증가하는 것으로 보였는데 이는 신장의 허혈 재관류 손

상이 특히 proximal tubule에서 뚜렷하게 관찰됨을 생각할 

때 이와 연관된 변화로 생각된다. HMGB1 발현의 증가는 

재관류 6시간부터 관찰 되었으며 재관류 1일, 3일, 5일로 시

간이 경과되면서 감소되는 것을 확인하였다. Yang과 Ochani 

(7)는 쥐의 복막염에 의한 패혈증 모델에서 손상 18시간부

터 혈청내 HMGB1이 증가한다고 보고하였는데, 조직에서

의 발현 증가는 혈청내 증가보다 일찍 나타나는 것으로 판

단된다. 

  EP는 pyruvate와 ethanol로부터 합성되었으며,(22) Ringer's 

ethyl pyruvate solution (REPS)의 형태에서 EP와 칼슘 및 포

타슘 이온이 결합함으로서 안정성을 유지시킬 수 있다.(23) 

Tsung 등(24)은 간의 허혈 재관류 손상 모델에서 EP와 

lactated Ringer's solution을 정맥 주사하여 EP 투여군에서 혈

청 transaminase 및 간괴사 정도, 중성구 침윤이 의미 있게 

감소함을 보고하였다. 이는 싸이토카인 분비에 관여하는 

NF-κB 활성이 억제되어 염증성 싸이토카인이 감소함으로

써 생기는 결과라고 하였다. Uchiyama 등(25)은, 생쥐의 소

장 장간막 허혈 재관류 손상시 회장 점막의 hydrophilic 

macromolecule 및 fluorescein isothiocyanate dextran (mole-

cular mass 4,000 Da)에 대한 투과율이 현저히 증가하는데, 
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낮은 농도(17 mg/kg)의 EP를 투여한 경우는 장점막 투과율

에 변화가 없었으나, 높은 농도(50 and 150 mg/kg)의 EP를 

투여한 경우에는 허혈 재관류 손상에 의한 장투과성이 현

저히 감소하는 것을 확인하였다. Ulloa 등(26)은 쥐의 패혈

증 모델에서 EP의 투여가 치사율을 호전시키는데 이러한 

EP의 효과는 HMGB1의 분비를 억제함으로써 나타난다고 

하였다. 

  신장의 허혈 재관류 손상에서 나타나는 EP의 효과가 

HMGB1의 발현억제에 의한 것인지 혹은 HMGB1의 분비 

억제와 연관되어 있는지를 확인하기 위하여 EP 투여군과 

허혈 대조군의 HMGB1의 발현 양상을 비교한 결과에서 재

관류 1일째, 3일째, 5일째에 양군에 큰 차이를 확인할 수 없

었으며 오히려 재관류 6시간째의 EP투여군에서는 HMGB1

의 발현이 증가되는 것으로 관찰되었다. 이러한 결과는 EP

의 투여에 의해 HMGB1의 능동적 분비가 억제되어 세포내

에 축적되어 있음으로써 오히려 염색이 증가되는 것으로 

판단되며 따라서 EP의 투여에 의한 허혈 재관류 예방효과

는 HMGB1의 발현에 영향을 주어서 라기 보다는 이미 손상

된 조직 혹은 대식구/단핵구에서 HMGB1의 분비를 감소시

킴으로써 나타나는 현상일 것으로 추정된다. 

결      론

  쥐의 신장 허혈 재관류 손상에서 HMGB1의 발현이 재관

류 6시간에 특히 Outer Medulla 부위에서 증가되는 것이 관

찰 되었으며, 이러한 발현의 증가는 재관류 1일, 3일, 5일째 

시간이 경과하면서 점차 감소하였다. 신장의 허혈 재관류 

손상에서 나타나는 EP의 효과가 HMGB1의 발현억제에 의

한 것인지 혹은 HMGB1의 분비 억제와 연관되어 있는지를 

확인하기 위하여 EP 투여군과 허혈 대조군의 HMGB1의 발

현 양상을 비교한 결과 재관류 6시간째의 EP투여군에서 

HMGB1의 발현이 허혈 대조군에 비해 증가되었다가 이후 

재괸류 1일째, 3일째, 5일째에서는 양군에서 차이가 사라지

는 것이 관찰되었다. 이러한 결과는 EP의 투여에 의해 

HMGB1의 능동적 분비가 억제되어 세포내에 축적되어 있

음으로써 오히려 염색이 증가되는 것으로 판단되며 따라서 

EP의 투여에 의한 허혈 재관류 예방효과는 HMGB1의 발현

에 영향을 주어서 라기 보다는 이미 손상된 조직 혹은 대식

구/단핵구에서 HMGB1의 분비를 감소시킴으로써 나타나는 

현상일 것으로 추정된다.
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