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Pre-Exercise Protective Effects Against Renal Ischemic Reperfusion Injury in 
Hsp 70.1 Knockout Mice
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The objective of this study was to investigate levels of serum creatinine, CuSOD and MnSOD protein 
expression in the kidney after renal ischemic reperfusion with pre-exercise using heat shock protein 
70.1 in knock-out mice (KO). The C57/BL6 strain (Wild type: WT) and KO were divided into 4 
groups as follows: Sham control group (Sham), pre-exercise group (Ex), pre-exercise +ischemia group 
(Ex+IR), and ischemia group (IR). CuSOD and MnSOD expression were significantly decreased 
(p<0.01, p<0.05) and blood creatinine concentration was significantly increased (p<0.01) in the IR 
group of KO. In contrast, CuSOD and MnSOD expression in the Ex+IR group of KO were higher than 
the IR group, while creatinine concentration was significantly lower. These results suggest that Hsp70 
is directly correlated to renal ischemic reperfusion injury. Pre-exercise in renal ischemia might prevent 
or inhibit positive oxidative stress inhibitory effects by increasing anti-oxidative enzymes (CuSOD, 
MnSOD) within the kidney and improve to prevent renal function. Thus, pre-exercise may have a pro-
tective role against renal injury after renal ischemia.   
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서   론

급성신부전(acute renal failure)은 신장 내 허혈재관류에 의

한 혈류장애로 oxygen free radicals 및 reactive oxygen spe-

cies (ROS)와 같은 산화적 독성을 생성함으로서 조직내 상피

세포손상을 일으킨다[36]. 즉 산화적 독성들이 조직 내 미토콘

드리아를 변화시켜 세포자멸사(apoptotic cell death)를 초래

함으로서 조직을 손상시키는 원인이 되어[13] 결국 신장질환

의 발병률과 사망률을 높이는 질환이 된다[20]. 하지만 세포내

에는 산화적 독성을 제거시키는 효소가 있으며, 이것을 항산

화효소(superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), gluta-

thione peroxidase (GPx))라 한다. 이중 SOD는 Cu/ZnSOD와 

MnSOD로 구분하며, 초산소기(superoxide radical, O2
∙)를 대

사시켜 반응이 높은 수산기 생성을 억제시키고, 과산화 음이

온을 과산화수소와 산소로 환원시키기[2] 때문에 산화적 스트

레스에 반응하는 표지자로서 지금까지 쉽게 분석되고 있는 

물질이다. 더욱이 급성신부전에서 SOD 단백질조절과 생성은 

산화적 스트레스 대응에 기인하는 효과적인 치료개발법이라 

할 수 있지만 지난 수 십 년간 급성신부전에 대한 연구 성과가 

지속적으로 이어져 왔음[7,20]에도 불구하고 여전히 그 효과적

인 치료법에 대해 뚜렷한 것이 없다.    

한편 Heat-shock protein (HSP)은 산화적 스트레스를 포함

한 다양한 스트레스반응에서 유도되는 단백질이며, 항염증에 

반응하고, inducible nitric oxide synthase (iNOS)를 억제시킬 

뿐만 아니라 programmed cell death를 억제한다[8,29]. 그중 

Hsp 70 kDa (Hsp 70) family는 세포속 단백들을 불안정한 상태

에서 안정(folding)시키고, 샤페론(chaperones) 역할을 한다

[14]고 알려져 있다. 특히 생쥐에게서 발현되는 Hsp70은  

Hsp70.1과 Hsp70.3을 유도하게 되는데, 이들 유전자들은 17번 

염색체에서 7kb만 분리되며 99%의 homology를 보이고[17,26], 

Hsp70의 단백질을 생성한다. Hsp70의 생성은 치명적인 외부

공격으로부터 세포들을 보호[14]하기 때문에 이들 단백질의 

활성요인들이 연구되고 있으며, 운동은 그중 하나의 방법으로 

알려져 있다[25]. 운동은 체온증가 및 저산소와 같은 자극에 

의해 Hsp70의 발현을 유도함으로써 항산화 효소를 증가시키

고, 산화적 스트레스로부터 DNA 손상 및 세포사멸을 억제시

키는 것[12,29]으로 보고되어 있다. 몇몇 연구결과[10,15]에 따

르면, 허혈에 의한 조직손상에서 운동전처치는 확실히 억제효

과가 있음을 제시하였다.

Marber 등[27]과 Rajdev 등[32]이 보고한 내용에 의하면, 

허혈에 따른 조직손상에서 Hsp70의 과발현 유도는 조직손상

을 억제시킨다고 하였고, Moran 등[28]도 유산소운동이 

Hsp70의 발현을 증가시킴으로써 심장근육내 apoptosis를 억

제할 뿐만 아니라 세포들을 보호한다고 하였다. 

지금까지 급성신부전에 관한 실험은 주로 동물모델을 이용

하여 이루어져 왔지만 Hsp70이 결핍된 실험동물에게서 급성

신부전에 따른 항산화효소들의 변인은 명확하게 밝혀져 있지 

않다. 뿐만 아니라 운동전처치는 허혈과 관련된 산화적 스트

레스에 긍정적인 효과를 준다고 알려져 있음에도 불구하고 
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허혈성신장손상에 대한 항산화효소들의 변인은 전무한 실정

이다.

이에 본 연구에서는 허혈성신장조직손상에서 Hsp70의 발

현이 관련되어 있다면, Hsp70의 결핍에 따라 산화적조직손상

은 더욱 확실히 나타날 것이라 가설하였다. 이러한 가설을 보

다 확실히 규명하기 위하여 약물 투여 없이 운동전처치만으로 

산화적손상에 대한 방어와 신장기능에 대한 효과를 알아보고

자 Hsp70.1의 KO생쥐를 이용하여 양쪽신장을 허혈한 후 

CuSOD와 MnSOD의 단백질 변화와 신장기능손상의 지표인 

creatinine 농도를 분석하고자 한다. 

 

재료 및 방법

실험동물

실험동물은 8주령 C57/BL6계 숫컷생쥐(mouse)를 기반으

로 Hsp70.1유전자조작법으로 결손시킨 생쥐(Hsp70.1 knock-

out mouse: KO)와 C57/BL6 야생형생쥐(wild type mouse: 

WT)을 사용하였다. KO생쥐는 gene-targeting technique 이용

하여 Hsp70.1 null allele된 생쥐를 (주)마크로젠에서 구입하였

다[9,23]. 모든 실험동물은 H대학 동물실험윤리위원회로부터 

승인을 받은 후 SPF된 실험동물실에서 사육되었다. 실험동물 

WT과 KO군들은 정상군(Sham, n=8), 운동군(pre-exercise: Ex, 

n=8), 허혈운동군(ischemia with pre-exercise: Ex+IR, n=8), 허

혈군(ischemia: IR, n=8)으로 각각 8마리씩 4그룹으로 분류하

여 사용하였다. 

전처치 운동방법

운동방법은 설치류용 treadmill을 이용하였으며, 경사 0%

에서 운동적응기 1주는 20 m/min의 속도(VO2 max 60-70% 

해당)로 시간을 점진적으로(5~30분) 증가를 시켰으며, 본 운동

은 60분씩 7일 동안 실시하였다[1,34].

허혈성 신장손상유도모델 제작

모든 생쥐는 Rompun (5 mg/ml), Zoletil (5 mg/ml) 그리고 

생리식염수를 1:1:8 비율로 혼합한 후 0.1 ml를 복강 내 주사하

여 마취시켰다. 마취가 확인된 생쥐는 복강을 절개한 다음, 

조심스럽게 양쪽신장을 노출하여 혈관클램프(clamp)로 신장

뿌리(pedicle)의 혈류를 결찰함으로써 허혈신장손상을 유도하

였다. 허혈동안 열패드(heating ped)를 이용하여 체온을 36- 

38oC를 유지시켰고, 체온측정은 탐침(probe)이 부착된 디지털 

체온계를 이용하여 생쥐의 직장(rectum)에 삽입하여 관찰하

였다. 허혈 25분 후 클램프를 제거하여 혈류가 잘 관류되는지 

육안으로 확인한 후 절개된 피부를 봉합하였다. 정상군은 허

혈군과 동일한 방법으로 신장만 노출시킨 25분 후 다시 봉합

하였으며 허혈관류는 시행하지 않았다[24,33]. 

혈액 및 조직채취

수술을 마친 1시간 후 생쥐의 심장에서 채혈하였고 심장을 

통해 생리식염수로 관류시킨 후 신장을 적출하였다.

혈청 creatinine 농도 측정

혈액은 실온에 30분간 두었고, 이후 원심분리기로 옮겨 실

온에서 3,000 rpm으로 10분간 원심분리를 하였고, 상층액인 

혈청만 모아 creatinine 측적용 kit (Vitros, Johnson & 

Johnson, USA)를 이용하여 발색된 색을 520 nm의 흡광도에서 

농도를 측정하였다.  

Western Blot

적출한 신장은 lysis 완충액과 함께 homogenizer를 이용하

여 조직을 균질화 하였다. 균질액은 4oC에서 13,500× g으로 

15분간 2회에 걸쳐 원심분리한 후 상층액을 Bradford [5]법에 

따라 총 단백질량을 정량하였다. 정량된 단백질은 35 μg으로 

10% SDS-polyacrylamide gel에서 전기영동 후 PVDF mem-

brane (Amersham Bio, UK) 으로 전이시켰다. 전이된 mem-

brane은 TBST 완충액과 함께 5% skim milk를 첨가한 후 1시

간동안 실온에서 blocking 시켰다. CuSOD와 MnSOD의 1차 

항체는 1:1,000 (Chemicon, USA)으로 각각 첨가된 5% skim 

milk 용액을 희석한 후 4oC에서 overnight 하였다. 이어서 

TBST 완충액으로 10분간 3회 세척한 후 2차 항체(1:5,000)를 

첨가된 5% skim milk용액과 함께 희석시킨 후 1시간동안 실

온에서 반응시켰다. 이후 TBST 완충액으로 10분간 3회 세척한 

후 ECL substrate (Amersham Bio, UK)로 1분간 발색한 후 

X-ray film (Kodak, NY)를 이용하여 현상하였다. 단백질농도

측정은 Gel doc 2000 (Bio Rad, ITALY)를 이용하여 농도를 

정량하였으며, 정량된 단백질의 농도를 수치화하여 WT의 정

상군을 기준으로 다른 그룹간의 차이를 나타내었다.

통계 처리

모든 실험결과에 대한 통계처리방법은 SPSS 12.0을 이용하

여 CuSOD, MnSOD 단백질변화와 creatinine 변화에 대한 평

균과 표준오차를 산출하였으며, 측정변인별 평균 차이 검증을 

위하여 이원변량측정(two way ANOVA)을 실시하였다. 모든 

통계치의 유의확률은 p<0.05 로 설정하였다. 

결   과

CuSOD의 변화

허혈로 유도된 신장손상이 운동전처치에 따른 CuSOD 단

백질 발현양상을 관찰한 결과, WT의 허혈운동군은 허혈군에 

비해 높게 나타났으나 통계적으로 유의한 차이가 나타나진 

않았으며 정상군과 비슷한 발현양상을 보였다. 하지만 허혈군

은 다른 세군에 비해 가장 낮게(p<0.05) 발현 된 것으로 관찰되
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Fig. 1. Expression of CuSOD and MnSOD proteins (A) and graph (B) in kidney and statistics. 

* (p<0.05), ** (p<0.001) denotes: significantly lower CuSOD and MnSOD in IR group of WT and KO compared with Sham 

group. + (p<0.05) denotes: significantly higher CuSOD and MnSOD in Ex+IR group compared with IR group of KO. 

Sham: Sham control, Ex: Exercise, Ex+IR: Ischemic injury with Exercise, IR: Ischemic injury.   

었다. 반면 Hsp70.1 KO의 허혈운동군은 허혈군에 비해 유의

하게 높은(p<0.05) 발현을 하였으나 WT보다는 약한 발현을 

보여주었으며, 허혈군 역시 WT을 포함한 다른 군들에 비하여 

가장 낮은 발현으로 통계적으로 유의한 차이(p<0.01) 가 있는 

것으로 나타났다(Fig. 1A, B).  

MnSOD의 변화

MnSOD 단백질 발현양상을 관찰한 결과, WT의 운동군은 

정상군보다 높은 발현을 하였으며 유의한 차이(p<0.05)가 있

는 것으로 나타났다. 또한 허혈운동군 역시 허혈군에 비해 높

은 발현양상을 보였으나, 통계적으로 유의한 차이는 나타나지 

않았다. 

반면 Hsp70.1 KO의 운동군은 정상군과의 발현 차이가 크

게 나타나지 않았다. 게다가 허혈운동군에서는 정상군보다 

MnSOD가 감소(p<0.05)된 것으로 나타났지만 허혈군에 비해 

뚜렷하게 높은(p<0.05) 발현을 하였고, 허혈군은 WT을 포함한 

다른 군들에 비해 통계적으로 가장 낮게(p<0.05) 발현되었다

(Fig. 1A, B).  

혈청 creatinine의 변화

25분 동안 허혈 시킨 생쥐의 혈청에서 creatinine 농도는 

Fig. 2에서 나타낸 것처럼 WT과 Hsp70.1 KO 모두 높게 나타

났으며 WT에서의 4군 모두 유의한 차이가 나타나진 않았지만 

Hsp70.1 KO의 허혈군에서 통계적으로 유의한 차이(p<0.01)가 

Fig. 2. The serum creatinine concentration graph. ** (p<0.001) 

denotes: significantly higher creatinine concentration 

in IR group of KO compared with Sham group. ++ 

(p<0.001) denotes: significantly lower creatinine con-

centration in Ex+IR group compared with Is group. 

Sham: Sham control, Ex: Exercise, Ex+IR: Ischemic in-

jury with Exercise, IR: Ischemic injury. 

있는 것으로 나타났다. 반면 Hsp70.1 KO군의 허혈운동군은 

허혈군에 비해 낮은 creatinine 농도를 보여주었고 유의한 차

이(p<0.01)가 있는 것으로 나타났다(Fig. 2).    

고   찰

실험동물을 대상으로 뇌와 심장에서 허혈전 운동처치는 매
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우 긍정적인 효과를 보여주었으며, 이러한 결과는 운동이 허

혈에 따른 조직손상에 대해 예방과 치료의 가능성을 높인 것

이라 할 수 있다[10,15]. 하지만 급성신부전과 같은 병태생리학

적 신장질환에서 Hsp70의 발현이 신장손상으로 부터 예방치

료에 중대한 영향을 미친다고 알려져 있지만, Hsp70의 결핍된 

상태에서의 산화적손상에 대한 구체적인 연구결과와 운동전

처치로 산화적 손상에 대한 항산화효소들의 발현결과는 여전

히 전무한 실정이다. 이에 본 연구는 허혈에 따른 신장조직에

서의 Hsp70의 직접적인 영향과 허혈전 운동적용으로 신장조

직에서 CuSOD, MnSOD 단백질 그리고 혈청 creatinine의 농

도변인을 규명하고자 Hsp70.1의 유전자를 결핍시킨 생쥐를 

이용하였고, 운동전처치 후 허혈신장손상모델을 제작하였다. 

그 결과 WT과 Hsp70.1 KO군의 허혈운동군에서 CuSOD와 

MnSOD는 허혈군에 비해 높게 나타났으며, 유의한 차이는 

Hsp70.1 KO에서만 나타났다. 혈청 creatinine 농도는 WT그룹

에서 유의한 차이가 나타나진 않았지만, Hsp70.1 KO의 허혈

운동군이 허혈군에 비해 유의하게 낮게 나타났다. 이러한 결

과는 WT에서의 25분간 허혈재관류에 따른 신장손상에 크게 

영향을 미치지 않았음을 의미한다. 반면 WT과 Hsp70.1 KO군

의 허혈군에서 CuSOD와 MnSOD는 모두 낮게 발현 되었고, 

특히 Hsp70.1 KO에서는 뚜렷하게 가장 약한 발현양상을 보여

주었다(Fig. 1, 2). 이러한 결과는 Hsp70.1유전자가 결핍된 상

태에서는 산화적손상이 더욱 가중됨을 암시하며, 신장내 혈류

장애로 인하여 생성된 ROS가 Hsp70이 결핍된 상태에서는 더

욱 활성화되어 지질과산화(lipid peroxidation)를 유도하며, 

DNA의 손상 및 단백질의 기능장애를 초래하여 신장의 기능

과 구조적 손상을 일으킨 것[6,33]으로 생각된다. 또한 허혈로 

신장내 세포속에서 저장된 ATP가 고갈되면서 세포내 골격

(cytoskeleton)과 세포부착 단백을 훼손시키고, 세포막과 미세

소체막에 있는 이온펌프의 기능장애를 만들어 막지질 분해효

소(phospholipases) 및 단백분해효소들을 활성화시켜 신장을 

손상시킨 것[4]으로 판단된다. 

Lee 등[22]에 의하면, Hsp 70.1유전자가 결핍된 생쥐의 뇌

허혈모델에서는 세포자멸사와 관련된 인자들이 더욱 활성화

되어 뇌세포의 손상을 더 가중시킨다고 하였다. 이는 Hsp70이 

단백질기능장애와 미세섬유를 안정화시킴으로써 허혈재관류

에 따른 신장손상을 보호[18]하고 허혈과 관련된 지질막 분해

를 감소시켜 산화적 스트레스를 경감시키는 효과[3, 35]를 가

지고 있음을 암시한 결과라 사료된다. 그러므로 이것의 결핍

은 조직내 산화적 스트레스를 더욱 높여 신장의 기능을 악화

시킨 것으로 판단된다. 따라서 본 연구는 허혈에 따른 WT의 

신장조직에서 CuSOD와 MnSOD의 발현차이가 유의하게 감

소되진 않았지만 Hsp70.1 유전자가 결핍된 생쥐에게서는 

CuSOD와 MnSOD의 발현과 활동이 억제[9]되어 산화적 스트

레스 조절에 Hsp70이 직접적으로 관련되어 있음을 증명한 것

이라 사료된다. 또한 사구체여과율과 직접적으로 관련된 혈청

creatinine의 농도 증가는 신장기능을 손상시키는 결과[24]이

기에 Hsp70이 결핍된 상태에서는 더욱 손상되었음을 제시한 

결과라 판단된다.

선행 연구에서 허혈에 따른 신장손상은 ROS를 제거하는 

효소들의 활성화 혹은 이를 제거하는 치료약물을 투여함으로

써 신장보호에 대해 긍정적인 연구결과들을 제시하였다[7,22]. 

Kim 등[22]의 보고에 의하면, 허혈후 증가된 산화적 스트레스

가 MnSOD의 활성과 발현으로 산화적스트레스를 감소시켰다

고 하였다. 뿐만 아니라 신장에서의 CuSOD와 MnSOD의 활

성화는 허혈후 재관류 되면서 생성된 free radical과 ROS를 

제거시키는 효소로서 지질과산화와 과산화수소단계를 떨어

뜨리고[33] 세포죽음을 감소[8]시키는데 효과가 나타났음을 

밝힘으로써 이들 효소들의 활성방안은 신장손상 예방 및 치료

의 가능성을 높인 결과라 할 수 있다.

이에 본 연구에서는 허혈 전 운동처치로 CuSOD와 MnSOD

의 발현차이를 살펴본 결과 KO그룹에서 허혈군에 비해 

CuSOD와 MnSOD의 증가하였고, 혈청 creatinine의 농도는 

감소되었다(Fig. 1, 2). 이러한 결과는 운동으로 인하여 미토콘

드리아내 호흡비율을 증가시킴으로써(ATP 대사증가) 산소의 

소비량이 높아지게 되며, 이때 여러 부산물들은 체내 항산화

계 효소들을 활성화시켜 산소독성으로부터 방어체계를 형성

[30]한 것으로 사료된다. 또한 운동은 혈관 내피세포에서 nitro 

oxide를 방출하여 혈관을 확장시키고, 조직내 항산화 효소의 

발현을 증가시켜 DNA손상을 막는다. 게다가 운동은 움직임

에 따른 체온 증가와 free radical 생성으로 항상성을 유지하기 

위해서 Hsp family의 발현을 증가시키며, 이러한 결과는 산화

적 손상으로부터 조직손상을 예방[12,16,36]시키는 효과가 있

음을 보여준 결과라 할 수 있다. Hsp70유전자가 결핍된 상태

에서의 스트레스는 조직내 Bcl-2와 같은 항세포자멸인자의 발

현을 감소시키지만 운동은 오히려 Bcl-2의 발현을 증가시켜 

세포자멸사로부터 세포들을 보호한다[22].

Akita 등[1]에 의하면, 60~70% 최대산소섭취량에 해당되는 

운동트레이닝은 GSH/ GSScT를 감소시키고, eNOS의 발현을 

증가시켜 조직손상으로 부터 보호할 수 있다고 하였고, 매일 

규칙적인 운동은 강력한 preconditioning효과를 제공할 수 있

음을 입증하였다. 

Ding 등[10]은 뇌허혈모델 쥐를 대상으로 유산소 운동전처

치를 시행하였으며, 그 결과 뇌에서 TNF-alpha I과 II의 발현

이 억제되어 허혈성 뇌손상으로 부터 보호되었음을 보고하였

다. Domenech [11]의 연구에서도 운동전처치로 인하여 심장

근육의 경색부위가 크게 줄어들었음을 입증하여 심혈관질환

과 관련된 심장손상에서 심장보호효과를 규명하였고, Ji [19]

는 운동이 여러 조직에서 항산화효소의 활동을 자극시킬 수 

있다고 하였으며, 이는 운동에 의한 산화적스트레스를 제어하

기 위해 조직내에서 빠르게 SOD를 많이 만들어 조직을 보호

한 것이라 하였다. 
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그러므로 Hsp70의 결핍된 상태에서 허혈에 따른 신장기능

은 더욱 손상되지만, 운동처치는 신장내 CuSOD와 MnSOD의 

발현을 활성화시켰고 혈청 creatinine의 농도를 감소시킴을 알 

수 있었다. 따라서 운동은 Hsp70이 결핍된 상태에서도 신장기

능손상에 대한 방어효과에 긍정적으로 사용될 수 있음을 규명

한 결과라 사료된다. 그러나 Hsp70의 결핍에 따라 CuSOD와 

MnSOD의 활성 및 creatinine의 감소효과는 운동에 의해 나타

났다 하더라도 세포자멸사의 변화로 세포손상에 직접적인 영

향을 규명하지 못한 한계점이 있기에 신장손상에 대한 치료예

방을 보다 확실히 밝혀내기 위해서는 apoptosis 관련인자들의 

변인에 대해 추가적인 연구가 필요하다고 사료된다. 
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이 연구는 Hsp70.1 유전자가 결핍된 생쥐를 이용하여 운동전처치에 따른 신장허혈재관류손상에서 혈청 크레
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(n=8)의 4군으로 분류하여 이용하였다. 실험종료 후 마취를 한 후 혈청 creatinine을 분석하기 위해서 신장에서 

혈액을 추출하였고, 신장을 적출하여 western blot 으로 eCuSOD와 MnSOD 발현변화를 비교하였다. KO 허혈군

에서의 CuSOD, MnSOD는 다른 군에 비해 유의하게 낮게(p<0.001, p<0.05) 발현하였으며, creatinine은 높은

(p<0.001)농도로 나타났다. 반면 WT에서는 유의한 변화가 나타나지 않았다. 흥미롭게도 KO허혈운동군에서의 

CuSOD, MnSOD는 허혈군보다 뚜렷하게 증가하였으며, creatinine은 허혈군에 비해 현저히 감소(p<0.01)하였다. 

이상의 결과를 종합하면 Hsp70은 신장허혈재관류손상에 직접적인 관련이 있음을 추정할 수 있다. 따라서 운동전

처치는 허혈성신장기능저하에 예방할 수 있다고 생각된다. 
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