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서 론

이식수술의 과정은 장기의 구득과 저장을 포함하며, 이

러한 이식수술의 과정에서 발생하는 허혈 재관류 손상은

후에 이식 신장의 점진적 기능 상실 및 기능 부전과 연관되

어 있다.(1) 또한 초기의 허혈 재관류 손상과 급성 거부반응

그리고 이에 따른 이식신의 장기적인 예후가 서로 연관되

어 있음이 임상적으로 밝혀지고 있다.(2) 허혈 재관류 손상

을 일으키는 정확한 기전은 밝혀지지 않았으나, 허혈 재관

류에 의한 산소자유기의 생성이 중요한 요인 중 하나인 것

으로 보고되어 왔다.(3)

Pyruvate는 세포 내외에 광범위하게 존재하며 glycolysis

에서 tricarboxylic acid cycle (TCA) 순환에 이르는 과정의 중

요한 매개물질이다. 또한 내인성 항산화물질로서의 역할을

수행한다.(4) Salahudeen 등은 쥐실험을 통해 reactive oxy-

gen species (ROS) 매개성 급성신부전에서 sodium pyruvate

가 신기능을 보존할 수 있음을 보고하였다.(5) 또 다른 보고

에서는 sodium pyruvate 투여 시 심근, 소장, 간 허혈 재관류

손상에서 장기 손상이 경감되는 것을 확인하였다.(6-8) 또

한 뇌출혈 및 출혈성 쇼크의 경우도 동물실험에서 손상을

경감시키는 것으로 보고되었다.(9,10) 그러나 sodium pyru-
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Purpose: Reactive oxygen species (ROS) significantly con-
tribute to ischemia-reperfusion injury, and are also associ-
ated with the gradual loss of renal function and renal failure
following renal transplantation. Pyruvate is an endogenous
antioxidant, but its use as a therapeutic agent for treating
conditions mediated by oxidative stress is limited due to its
poor stability in solution. However, ethyl pyruvate (EP), a
soluble pyruvate derivative, has far greater stability than
pyruvate; thus, may serve as a practical pyruvate precursor.
Therefore, the ability of EP in the prevention of renal ische-
mia-reperfusion injury was assessed.
Methods: Sprague-Dawley rats (n=54) were subjected to 40
minutes of renal warm ischemia. The animals were divided
into three groups: the sham group without warm ischemia
(n=18), the EP group (n=18, EP given before ischemia), and
the ischemic control (n=18). The serum levels of creatinine
and TNF-α were measured 1, 3 and 5 days after induction
of ischemia. The expression of high mobility group box-1
(HMGB-1), a delayed inflammatory mediator, was also asse-
ssed by Western blot of renal specimens.
Results: In the EP group, late improvements in the serum
levels of creatinine and TNF-α were observed in compari-
son with the ischemic control. Based on this delayed effect,
the expression of HMGB-1 was assessed in renal tissue.
The HMGB-1 expression increased over time during the
ischemia process, but EP suppressed this expression 3 and
5 days after renal ischemia-reperfusion injury.

Conclusion: These results have demonstrated, for the first
time, that EP ameliorates renal ischemia-reperfusion injury.
EP attenuates the renal ischemia-reperfusion injury, at least
in part, by suppressing the expression of HMGB-1, a late medi-
ator of delayed inflammation. (J Korean Surg Soc 2007;72:
345-350)
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vate는 생체내에서 aldole like condensation reaction에의해미

토콘드리아의 TCA순환을억제하는 parapyruvate (2-hydroxy-

2-methyl-4-ketoglutarate)로 빠르게 변환되기 때문에 항산화

효과를 충분히 나타낼 수 없다.(11)

Ethyl pyruvate (EP)는 pyruvate와 ethanol로부터 합성되었

으며,(12) Ringer’s ethyl pyruvate solution (REPS)의 형태에서

EP와 칼슘 및 포타슘 이온이 결합함으로써 안정성을 유지

시킬 수 있다.(13) EP를 소장의 허혈 재관류 손상 시 투여한

결과 같은 몰농도의 sodium pyruvate를 투여한 경우보다 손

상을 더욱 경감시킬 수 있었다.(13,14) Tsung 등은 간의 허

혈 재관류 손상 모델을 실험하였으며 REPS를 투여한 결과

혈청 transaminases 및 간괴사 정도, 중성구 침윤이 상당히

감소하였음을 보고하였다.(15) 또한 심장 허혈 재관류 손상

시에도 EP를 투여하여, 심장 손상을 경감시킨 바 있다.(16)

ROS 매개성 급성신부전에서 sodium pyruvate를 투여함으

로써 신기능을 보존할 수 있음은 보고된 바 있으나,(5) 신장

의 허혈 재관류 손상 시 sodium pyruvate 혹은 EP의 효과에

대해서는 아직 알려진 바 없다. EP는 소장이나 간 또는 심

장의 허혈 재관류 시 손상을 상당히 경감시키는 효과가 있

었으며,(15) 이는 소장 실험에서 sodium pyruvate에 비해 상

대적으로 우수한 효과를 나타내었다.(13) 이러한 유익한 효

과가 신장 허혈 재관류 손상 시에도 동일하게 나타날 수

있을 것으로 가정하였으며, 이러한 효과가 EP의 항산화기

전 및 그에 따른 항염증반응과 연관성이 있을 것으로 생각

하였다. 또한 신장 허혈 재관류 손상 시 증가하는 ROS는

백혈구의 활동성을 증가시키는 사이토카인이 포함된 일련

의 매개체를 통해 염증성 사구체 병변을 일으키며,(17) 말

초 단핵백혈구는 신장 TNF-α의 일차적 공급원이다.(18) 반

면 ROS가 TNF-α의 표현에 관여하는 전사요소를 직접 자

극하기도 한다.(18) 따라서 저자는 EP의 효과를 확인하기

위해 혈청 TNF-α및 신기능의 지표인 혈청 크레아티닌을

측정함으로써 신장 허혈 재관류 손상 정도를 알아보고자

하였다. 이와 같이 본 연구에서는 EP의 신장 허혈 재관류

손상에 대한 효과를 밝히고 기전을 분석함으로써, 신장이

식 시 발생할 수 있는 만성거부반응에 대한 EP의 임상적

적용 가능성을 높일 수 있을 것으로 생각하였다.

방 법

1) 신장 허혈 재관류 손상

Sprague Dawly rat (200∼300 g)을 ketamine 복강 내 주사

로 마취 후 수술 테이블에 고정하고 우측 늑골하 절개로

우측신장을 적출하였다. 7일 후 같은 방법으로 마취 후 좌

측 늑골하에서 절개하여 좌측 신장을 노출시킨 후, 노출된

신장의 신동맥과 신정맥을 혈관겸자로 잡아서 혈류를 막고

40분간 허혈을 유도한 후 재관류하였다. 폐복한 후 마취에

서 각성시켰다.

2) 각 군별 실험 방법

Sprague-Dawly rat 54마리를 Sham수술군(n=18), EP투여군

(n=18), 허혈대조군(n=18)으로 나누어 실험하였으며, Sham

수술군은 우측신장절제 후 7일 뒤 좌측 늑골하절개를 시행

한 후, 폐복하였다. EP는 REPS 상태로 이화여자대학교 뇌

신경과학교실 한평림 교수로부터 취득하였다. EP 투여군은

허혈 전 20분에 REPS를 Rat의 kg당 EP 100 mg의 용량으로

복강 내로 주입하고 재관류 직후에도 같은 용량을 투여하

였다. 허혈대조군은 허혈 전 20분에 Ringer's lactated solu-

tion 1 cc를 투여하고 재관류 직후에도 1 cc를 투여하였다.

각 군별로 각각 6마리씩 1일째, 3일째, 5일째 ketamine을 복

강 내 투여하여 마취시킨 후 복부를 정중절개하여 신장조

직을 채취하고, 대동맥으로부터 혈액을 충분히 확보하여

희생시켰다.

3) 크레아티닌 및 TNF-α 분석

각 군에서 수술 후 날짜별로 채취한 혈액을 원심분리하

여 혈청을 채취하였으며, 분리된 혈청으로부터 혈청 크레

아티닌을 측정하였다(Vitros
Ⓡ
, Johnson & Johnson, USA). 또

한 ELISA를 이용하여 TNF-α의 생성을 정량적으로 측정하

였다. 구체적인 실험방법은 ELISA plate 제조사에서 제공한

실험방법을 따랐으며, 대략적인 절차는 아래와 같다. 50 μl

의 standard diluent buffer를 zero well에 넣고, 50μl의 농도

별 표준용액과 시료용액을 각 well에 넣은 다음 anti-TNF-α

용액(Bender MedSystem, Vienna, Austria) 50μl를 각 well에

넣어 혼합하고 상온에서 1시간 30분간 반응시켰다. 상층액

을 제거한 후 수세 buffer로 3회 세척하였다. 그 후 strepta-

vidin-HRP working solution 100μl를 각 well에 넣고 45분간

상온에서 반응시켰다. 수세 buffer로 다시 3회 세척하고,

100μl의 발색제를 각 well에 넣은 후 어두운 곳에서 30분간

반응시켰다. 최종적으로 100μl의 stop solution을 각 well에

넣고, microplate reader에서(450 nm) 발색도를 측정하여 이

를 정량화하였다.

4) High mobility group box 1 (HMGB1) 측정

HMGB1의 분석은 이전에 기술되었던 방법대로 Western

immunoblotting을 시행하였다.(17) 냉동 신장 조직을 균질화

한 후 lysis buffer (0.5% Nonidet P-40, 20 mM Tris pH 8.0,

50 mM NaCl, 50 mM NaF, 100 uM Na3Vo4, 1 mM DTT, 50μg/

ml PMSF)를 투여하고 4
o
C에서 30분간 보관하였다. 그 후

4
o
C 12,000 rpm에서 20분간 원심분리하여 단백질을 분리하

였고, Bradford methods를 이용하여 정량하였다. 분리된 단

백질은 12% SDS-PAGE gel을 사용하여 전기영동을 실시하

였고, nitrocellulose transfer membrane으로 옮긴 후 비특이적

인 반응을 억제하기위하여 3% skim milk로 blocking을 실시

하였다. 1차항체로는 anti-HMGB-1 antibody (Novus, Littleton,
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Colorado, USA)를 nitrocellulose transfer membrane에 처리하

였고, 10분씩 3번 수세 buffer로 세척하였다. Peroxidase와 2

차항체(Novus, Littleton, Colorado, USA)가 결합된 용액으로

처리하여 ECL detection system (Amersham Pharmacia Bio-

tech, Uppsala, Sweden)를 이용하여 단백질의 band를 확인하

였다. 각 optical densitiy는 GS-690 densitometer (Bio- rad,

Hercules, CA, USA)를 이용하여 결정하였다.

5) 통계분석

각 군별 표본의 크기가 정규분포를 가정할 만큼 크지 않

았기 때문에, 수술 후 경과시간에 따른 군별 크레아티닌 검

사와 TNF-α의 차이를 분석하기 위해, 비모수 검정인

Mann-Whitney test를 이용하여 분석하였으며, 유의 수준은

P＜0.05로 하였다.

결 과

1) 혈청 크레아티닌 측정

허혈 대조군에서는 허혈 재관류 손상 3일 후 혈청 크레아

티닌 수준이 1일째에 비해 증가하는 경향을 보였으며, EP

투여군에서는 허혈 재관류 손상 후 혈청 크레아티닌 수준

이 1일째보다 3일째 감소하는 경향을 보임으로써, 허혈 대

조군과 EP 투여군 사이의 허혈 재관류 손상 3일 후 혈청크

레아티닌 수준은 유의한 차이를 나타내었다. 5일째 혈청 크

레아티닌 수준은 허혈 대조군과 EP 투여군 둘 다 3일째 크

레아티닌 수준에 비해 유의하게 감소하였으며, EP 투여군

이 허혈 대조군에 비해 비교적 낮은 수치를 보였으나, 유의

한 차이를 보이지는 않았다. 이러한 결과는 혈청 크레아티

닌이 3일째 정점을 이루고 이후 감소하는 경향이 있으므로

5일째의 시점에서는 두 군 간의 차이가 좁혀진 것으로 생각

된다. EP 투여군의 혈청 크레아티닌 수준은 허혈 재관류 손

상 이후 계속 감소하였으나, 3일째, 5일째 모두 Sham 수술

군에 비해서는 유의하게 높았다(Fig. 1).

2) 혈청 TNF-α 측정

허혈 대조군에서는 허혈 재관류 손상 3일 후 혈청 TNF-

α수준이 1일째에 비해 증가하는 경향을 보였으며, EP 투

여군에서는 허혈 재관류 손상 후 혈청 TNF-α수준이 1일째

보다 3일째 감소하는 경향을 보였으나, 허혈 대조군과 EP

투여군 사이의 허혈 재관류 손상 3일 후 혈청 TNF-α수준

은 유의한 차이를 나타내지 않았다. 5일째 혈청 TNF-α수

준은 허혈 대조군에서는 증가하고 EP 투여군에서는 감소하

는 경향을 보임으로써 EP 투여군이 허혈 대조군에 비해 유

의하게 낮은 수치를 나타내었다. EP 투여군의 혈청 TNF-α

수준은 허혈 재관류 손상 이후 계속 감소하였으나, 3일째,

5일째모두 Sham수술군에비해서는유의하게높았다(Fig. 2).

3) HMGB1의 표현

신장 허혈 재관류 손상에 대한 EP의 효과가 재관류 1일

째보다 재관류 3일째에 뚜렷하게 혈청 크레아티닌 및 TNF-

α의 감소로 나타남으로써, 대표적인 지연성 염증매개체인

HMGB1과의 연관성을 확인하기 위해 Western blot analysis

를 신장조직으로부터 시행하였다. HMGB1은 신장 허혈 재

관류 손상 시 증가하였으며, 이는 재관류 초기부터 증가하

지만 시간이 지나면서 더욱 상승하는 경향을 나타내었다.

Fig. 1. Serum creatinine after renal ischemia-reperfusion injury.

There was no difference between the EP group and the

control group at 1 day after reperfusion. But delayed

improvement was noted in EP group compared to the

control group after reperfusion. Statistical significance was

achieved only 3 days after reperfusion (*P＜0.05).

Fig. 2. Serum TNF-α after renal ischemia-reperfusion injury.

There was no difference between the EP group and the

control group 1 day after reperfusion. But delayed impro-

vement was noted in EP group compared to the control

group after reperfusion. Statistical significance was achi-

eved only at 5 days after reperfusion (*P＜0.05).
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EP 투여 시에는 이러한 상승이 둔화되는 경향을 보였다

(Fig. 3).

고 찰

Pyruvate는 포도당 대사의 중요한 매개체일 뿐만 아니라

pyruvate의 a-keto carboxylate 구조는 peroxides와 peroxyni-

trite를 직접적으로 중화시킬 수 있다.(20) 그러나 sodium

pyruvate는 생체 내에서 aldole like condensation reaction에 의

해 미토콘드리아의 TCA 순환을 억제하는 parapyruvate (2-

hydroxy-2-methyl-4-ketoglutarate)로 빠르게 변환되기 때문에

항산화 효과를 충분히 나타낼 수 없다.(11) EP는 pyruvate와

ethanol로부터 합성되었으며,(12) REPS의 형태에서 EP와 칼

슘 및 포타슘 이온이 결합함으로써 안정성을 유지시킬 수

있다.(13) EP를 소장의 허혈 재관류 손상 시 투여한 결과

같은 몰농도의 sodium pyruvate를 투여한 경우보다 손상을

더욱 경감시킬 수 있었다.(13)

Tsung 등은 간의 허혈 재관류 손상 모델, 즉 Lewis rats의

간을 60분간 허혈시키고, EP와 lactated Ringer's solution을

각각 정맥 주사하였다. 혈청 transaminase 및 간괴사 정도,

중성구 침윤은 EP를 투여한 경우 상당히 감소하였다. 간의

지방 수산화도 EP를 투여한 경우 매우 감소하였다. EP를

투여한 군에서 염증성 cytokine 또한 감소하였다. 뿐만 아니

라 cytokine 분비에 관여하는 NFkB활성화가 억제되었으며,

EP가 간의 세포사멸을 억제함을 보고하였다.(15) Uchiyama

등은 C57BL/6 mice로 시행한 실험에서 소장 장간막의 허혈

재관류 손상 시 회장 점막의 hydrophilic macromolecule 및

fluorescein isothiocyanate dextran (molecular mass 4,000 Da)에

대한 투과율이 현저히 증가함을 보고하였다. 낮은 농도(17

mg/kg)의 EP를 투여한 경우는 장점막 투과율에 변화가 없

었으나, 높은 농도(50 and 150 mg/kg)의 EP를 투여한 경우에

는 허혈 재관류 손상에 의한 장투과성이 현저히 감소하였

다. 또한 높은 농도의 EP를 투여한 경우 회장 점막 및 장막

그리고 간 표면의 미세 혈관 관류가 개선되었다.(14) 이와

같이 간 혹은 소장의 허혈 재관류 손상에 대한 EP의 효과는

보고된 바 있으나,(14,15) 현재까지 신장 허혈 재관류 손상

시 EP에 의한 효과는 알려져 있지 않으며, 본 연구는 EP에

의해 신장 허혈 재관류 손상을 경감시킨 최초의 보고이다.

HMGB1은 이전에 HMG1 혹은 amphoterin으로 불렸으

며,(21) 전기영동상 빠른 이동이 관찰되어 이와 같이 불리

게 되었다. HMGB1은 216개의 아미노산으로 구성되어 있

으며, 설치류와 인간 사이에 아미노산 염기서열 일치율이

98%에 이를 정도로 종 간 차이가 거의 없다.(22) HMGB1은

모든 포유동물 조직에 광범위하게 분포하는 매우 풍부한

단백질이며, HMGB1 유사 단백질은 이스트, 박테리아, 식

물에서도 발견되었다.(23) Wang 및 Andersson 등은 HMGB1

이 물질대사 및 면역반응을 매개하는 단백질인 사이토카인

의 일종임을 보여주었다.(19,25) HMGB1은 대식세포를 포

함한 다양한 세포에서 활발하게 분비되며,(19) 뇌하수체 세

포,(25) 인간 말초혈액의 단핵구 세포에서도 관찰된다.(24)

일단 분비된 HMGB1은 Toll-like receptor2, Toll-like receptor4

와 같은 세포표면의 수용체에 결합할 수 있으며, 여기서 변

환된 신호는 발열, 상피벽 기능장애, 주화성 세포 이동, 전

염증성 사이토카인(tumor necrosis factor-α, interleukin-1β)

등의 분비를 유발시킨다.(24,26)

대표적인 지연성 염증매개체 중 하나인 HMGB1은 주로

패혈증 및 내독소증 발생 시 지연성 매개체의 역할을 수행

한다. HMGB1은 동물 혹은 인간에서 패혈증이나 내독소증

이 발생한 경우 전신적으로 분비된다.(19,27) HMGB1은 맹

장 천공에 의해 유도된 패혈증의 동물 모델에서 지연성 증

가가 관찰되었으며, 이는 다른 사이토카인과 비교할 때 매

우 특징적이라 할 수 있다.(19) 또한 최근에는 Goldstein 등

이 심근경색 시 HMGB1이 증가됨을 보고하였다.(28) Ulloa

등은 mouse 실험에서 맹장천공 24시간 뒤에 EP를 투여한

경우에도 생존율이 향상됨을 보고하였고, LPS 투여 시 EP

에 의해 혈청 HMGB1이 감소됨을 확인하였다.(29) Miyaji

등은 쥐의 맹장천공으로 복막염에 의한 다발성 장기부전을

일으켜, 실험 후 6시간 내지 12시간 뒤에 EP를 투여하여 간,

췌장, 신장 기능을 상당히 호전되었음을 보고하였다.(30) 이

와 같이 HMGB-1은 치명적인 전신적 염증손상의 매개체로

보고되고 있으나, 아직까지 허혈 재관류 손상 시 기전은 정

확히 밝혀져 있지 않다. 또한 신장 허혈재관류 손상 시

HMGB1의 발현은 아직 보고된 바 없으며, 본 연구 결과에서

는 신장 허혈 재관류 손상 시 HMGB1은 초기부터 증가하지

만 지연성으로 시간이 지날수록 더욱 증가함을 보이고 있다.

본 실험은 신장허혈 재관류 손상에 대한 EP의 효과가 주

로 허혈 재관류 손상 후 3일 이후 발생함을 보여주었다. 간

Fig. 3. HMGB1 expression after renal ischemia reperfusion injury.

There was no difference in HMGB1 expression between

the EP group and the control group 1 day after ischemia.

Expression of HMGB1 was decreased in EP group com-

pared to the control group 3 and 5 days after reperfusion.

EP 1, 3, 5 respectively = EP group at 1, 3, 5 days after

ischemia, Control 1, 3, 5 respectively = control group 1,

3, 5 days after ischemia.



정구용 외：신장 허혈 재관류 손상에 미치는 Ethyl Pyruvate의 효과 349

혹은 소장의 허혈 재관류 손상에 대한 EP의 효과는 보고된

바 있으나,(14,15) EP의 신장 허혈 재관류 손상에 대한 효과

또한 아직까지는 알려진 바가 없었다. 또한 신장 허혈 재관

류 손상 시 HMGB1은 초기부터 증가하지만, 지연성으로 더

욱 증가함을 보여 주었다. EP 투여군에서 HMGB1은 허혈

재관류 손상 3일 이후 대조군에 비해 억제되는 경향을 보였

으며, 혈청 크레아티닌 및 TNF-α도 함께 감소되었다. 그러

므로 HMBG1에 대한 EP의 억제 작용에 의해 신기능에 대한

유익한 효과 또한 지연성으로 발생하였을 가능성이 있다.

결 론

본 연구 결과는 신장 허혈 재관류 손상 시 신장 기능에

대한 EP의 유익한 효과가 지연성으로 발생함을 보여주었으

며, 이는 지연성 염증매개체인 HMGB-1의 지연성 발현증가

를 EP가 억제함에 의해 발생하였을 가능성이 있음을 시사

하였다. 향후 EP의 신장이식 등에 대한 임상적 적용을 위해

서는 HMGB-1과의 연관 기전을 밝히고, EP의 효과에 대한

장기적인 분석 및 가능성 있는 기전에 대한 포괄적인 분석

이 필요할 것으로 생각한다.
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