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❙ABSTRACT❙

Background: The present study aimed to determine the changes of endothelin (ET), nitric oxide, and atrial natriuretic 

peptide (ANP) systems in the kidney and aorta in angiotensin (Ang) II-induced hypertension. Methods: Male 

Sprague-Dawley rats were used. Ang II (100 ng•min-1•kg-1) was infused through entire time course. Fourteen days after 

beginning the regimen, aorta and kidney were taken. The protein expression of nitroc oxide synthase (NOS) was determined 

by semiquantitative immunoblotting. The mRNA expression of components of ET, NOS, ANP system was determined by 

real-time polymerase chain reaction. Results: Hypertension was developed in the experimental group. mRNA expression of 

ET-1 in the aorta and kidney was increased. The protein expression of endothelial NOS (eNOS) was decreased in the aorta, 

while that of inducible NOS and neuronal NOS remained unaltered. mRNA expression of ANP, natriuretic peptide type 

(NPR)-A, and NPR-C was not changed in the aorta. Conclusions: Based on these results, it seems that in Ang II-induced 

hypertensive rats, increased expression of ET-1 in the aorta and kidney, and decreased eNOS expression in the aorta 

contribute to the pathogenesis of hypertension. (J Korean Soc Hypertens 2012;18(4):146-153)
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서  론

안지오텐신 II를 지속적으로 주입하게 되면 점진적으로 

고혈압이 발생됨은 잘 알려져 있다.1,2) Endothelin-1도 고
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혈압 발생에 중요한 역할을 함이 잘 알려져 있는데, 이는 

강력한 혈관수축물질로서 평활근세포의 분열에도 관여하

며, 혈압을 유지하는데 결정적 역할을 한다.3) 신장에서도 

endothelin-1 유전자와 단백 발현이 신병증과정에서 증가

하고, 길항제를 사용하였을 때 신질환의 진행이 약화됨이 

보고되고 있다. 이러한 결과들은 endothelin-1이 신장질환

의 발생의 병인기전에 중요한 역할을 할 것을 시사하고 
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있다.4) 그러나, 안지오텐신 II 유발 고혈압 흰쥐의 신장이

나 혈관에서 endothelin-1의 역할은 잘 알려져 있지 않다.

실험동물모델에서 보면, 안지오텐신 II에 의해 유발된 

혈관수축은 혈관이완인자에 의해서 약화된다.1,5) 이러한 

물질들 중에서 산화질소와 이뇨호르몬계가 강력한 혈관

이완물질로 잘 알려져 있다.6) 산화질소는 산화질소 합성

효소(nitroc oxide synthase, NOS)에 의해 생성되는데 인

체에는 세 종류의 NOS가 존재하는데, endothelial NOS 

(eNOS), neuronal NOS (nNOS), inducible NOS (iNOS)

가 있다.7) 이러한 산화질소는 신장기능의 생리적 조절에 

중요한 역할을 한다. 기본적으로 염분배설과 이뇨에 관여

하지만 산화질소의 전구체인 L-arginine을 허혈 신장에 

전처치하면 신 손상을 줄일 수 있다.8) 또한 만성신질환에

서 보면 고혈압이 NOS 내재적 억제인자인 dimethylargi-

nine의 혈장 농도와 밀접한 연관관계가 있다.9) 즉 산화질

소의 감소는 혈압을 상승시키고, 증가는 혈압증가에 대한 

보상기전으로 작용하게 된다.10) 그러나 안지오텐신 II 유

발 고혈압에서 각각의 NOS의 역할에 대해서는 잘 알려

져 있지 않다.

혈압조절기전으로 이뇨호르몬계의 중요성에 대한 많은 

연구가 인간과 동물모델에서 이루어져 있다. 생쥐모델에

서 심방이뇨호르몬 유전자를 제거하면 고염식이에 대한 

반응성이 증가하여 혈압이 상승된다.11) 또한 심방이뇨호

르몬을 과도하게 발현시킨 쥐에서는 수축기혈압을 20–30 

mm Hg 정도 감소시킬 수 있음이 보고되었다.12) 따라서, 

심방이뇨호르몬은 나트륨배설 및 혈관이완의 효과로 고

혈압 발생에 길항작용을 한다고 할 수 있다. 이러한 심방

이뇨호르몬은 심장뿐 아니라 다른 장기에서도 발견되고 

있다.13) 심부전 환자에서 심방이뇨호르몬의 변화를 보면 

혈장에서보다 심장 이외의 기관에서 심방이뇨호르몬의 

발현 정도가 질환과 밀접히 관계가 있어,14) 이러한 결과

들은 심방 이외의 조직에서의 심방이뇨호르몬의 정도가 

병적 상황에서 보다 중요한 역할을 하고 있음을 시사한

다.15) 그러나 이에 대한 연구는 잘 이루어져 있지 않다. 

따라서 본 연구자들은 안지오텐신 II 유발 고혈압에서 혈

압증가의 기전에 관여하는 endothelin, 산화질소 및, 이뇨

호르몬계의 역할을 규명하고자 하였다.

대상 및 방법

1. 실험방법

실험재료는 체중 180–200 g의 Sprague-Dawley 숫쥐를 

사용하였다. 이 동물실험은 전남대학교 의과대학 윤리위

원회의 승인을 받아 진행되었다. 실험군에서 14일 동안 

안지오텐신 II (Sigma, St. Louis, MO, USA)를 주입하기 

위해 ketamine (90 mg/kg)과 xylazine (10 mg/kg) 마취하

에 osmotic minipumps (Alzet model 2002; Alza Co., 

Palo Alto, CA, USA)을 피하에 삽입하여, 안지오텐신 II 

(100 ng•min-1•kg-1 subcutaneously for 14 days) 또는 링

거액(vehicle)만을 주입한 두 군으로 나누어 실험을 진행

하였다.16) 쥐들은 마지막 삼일 동안 대사상자에 유지하였

다. 실험 당일 쥐들은 마취하지 않은 상태에서 단두한 후 

혈액을 채취하였다. 이어 즉시 대동맥과 신장을 채취하여 

실험에 사용하였다.

2. 단백분리 및 전기영동

박리한 대동맥과 신장조직을 250 mM sucrose, 1 mM 

ethylenediaminetetraacetic acid, 0.1 mM phenylmethylsulfonyl 

fluoride, 10 mM Tris-HCl buffer (pH 7.6)가 들어 있는 

용액 내에서 균질화하였다. 큰 조직 부스러기와 핵 조각

을 제거하기 위하여 1,000 g, 4°C에서 15분간 원심분리하

였다. 조직 균질액의 단백 농도는 표준시료로 알부민을 

이용한 bicinchonic acid 측정 kit (BioRad, Hercules, CA, 

USA)를 사용하여 측정하였다. 모든 시료는 sodium do-

decyl sulfate를 포함한 완충액에서 65°C, 15분간 녹여 동

일한 최종 농도를 갖도록 하고 -20°C에 보관하였다. 첫 

번째 젤을 Coomassie blue로 염색하여 동일한 양의 단백

이 실렸는지 확인하였다.

Western blot분석을 위하여 각각 5 μg을 9–12% poly-

acrylamide resolving gel과 5% polyacrylamide stacking 

gel로 이루어진 비연속성계(Xcell II Mini-Cell; Novex, 

San Diego, CA, USA)에서 전기영동하여 크기에 따라 분
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Control (n = 6) Experimental (n = 6)

Body weight (g) 250.2 ± 8.2 240.2 ± 14.9

Blood pressure (mm Hg) 122.5 ± 3.0  175.4 ± 31.2*

Urine output (mL/day)   14.8 ± 2.8 13.5 ± 3.0

Glomerular filtration rate 
(mL/min)

  2.32 ± 0.5    1.48 ± 0.35*

*p < 0.05.

Table 1. Changes of functional data and blood pressure

류하였다. 그런 다음 단백을 Novex blot module을 이용하

여 전기영동(360 mA, 3시간)하여 nitrocellulose mem-

brane에 옮겼다. 이 막을 Tween-20이 들어 있는 Tris-based 

saline buffer (TBST)로 씻고 1시간 동안 TBST에 용해시

킨 5% 무지방 건조 우유용액(nonfat dried milk in Tris- 

buffered saline NFM/TBS)에서 차단하고, 2% NFM/TBS 

내에서 affinity-purified anti-mouse polyclonal eNOS, 

iNOS와 nNOS (1:2,500; Transducion Laboratories, 

Lexington, KY, USA)를 상온에서 1시간 동안 부치하였다. 

이어서 막을 2% NFM/TBS에서 2시간 동안 horseradish 

peroxidase-labeled goat anti-mouse immunoglobulin G 

(1:1,000)와 함께 부치하였다. 막을 TBST로 다시 4회 세

척하고 enhanced chemiluminescence (Amersham, Little 

Chalfont, UK)용액에서 10분간 반응시킨 후 Image 

Reader (LAS-3000 imaging system; Fuji Photo Film, 

Kanagawa, Japan)에 의해 확인하였다.

3. RNA 추출 및 reverse transcription polymerase 
chain reaction 분석

대동맥과 신장은 Trizol reagent (Invitrogen, Carlsbad, 

CA, USA)로 균질화하였다. RNA는 chloroform을 사용하

여 추출하였고, isopropanol을 사용하여 침전시키고 나서 

70% ethanol로 씻어 주었다. 마지막으로 멸균수에 RNA

를 녹였다. RNA 농도는 흡광도 260 nm (Ultraspec 2,000; 

Pharmacia Biotech, Cambridge, UK)에서 정량하였다. 이

뇨호르몬계 mRNA의 발현은 real-time polymerase chain 

reaction (PCR)법으로 측정하였다. cDNA는 total RNA 5 

μg을 사용하여 oligo (dT) primer와 superscript reverse 

transcriptase II (Invitrogen)를 이용하여 역전사시켜 만들

었다. 만들어진 cDNA는 Smart Cycler II System (Cepheid, 

Sunnyvale, CA, USA)를 이용하여 증폭시키고 SYBR 

Green으로 확인하였다. 각각의 PCR 반응물은 10 μM 

forward primer, 10 μM reverse primer, 2X SYBR Green 

Premix Ex Taq (Takara Bio Inc., Otsu, Japan), 0.5 μL 

cDNA, H2O를 섞어 최종 20 μL로 만들었다. PCR Rotor- 

Gene 3000 Detector System (Corbette Research, Mortlake, 

Australia)을 사용하여 실시하였다. Primer는 이전 문헌에 

따라 준비하였다.17) PCR 단계는 다음과 같이 실시하였

다. 즉, 1) 95°C에서 5분, 2) 95°C에서 20초, 3) 58–62°C 

사이에서 20초(optimized for each primer pair), 4) 72°C

에서 30초, 5) 85°C에서 6초로 하여 SYBR Green을 확인

하였다. 2단계부터 5단계를 64 cycle 반복하였고, 녹는 점 

곡선을 만들기 위해 마지막 cycle은 60°C에서 90°C로 온

도를 올렸다. 반응 후 데이터는 Corbett Research Software

로 분석하였다. 상대적인 critical threshold values는 4번 

반복하여 glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase로 

평준화한 다음 유전자 발현 계산에 사용하였다.

4. 통계처리

실험성적은 mean ± standard error of mean으로 표시하

였으며, 유의성 검정은 unpaired t-test를 사용하였다.

결  과

1. 혈압변화와 장기의 무게

안지오텐신 II 유발 고혈압 흰쥐에서 유의하게 혈압이 

증가되었다. 두 군 간의 몸무게에 통계학적 차이는 없었으

며 고혈압 흰쥐에서 사구체여과율이 감소하였다(Table 1).

2. Endothelin계의 변화

안지오텐신 II 유발 고혈압 흰쥐의 대동맥과 신장에서 

endothelin-1의 mRNA 발현이 현저히 증가했다. 수용체인 

endothelin receptor type A (ETAR)와 endothelin receptor 

type B는 두 군 간의 발현의 차이를 보이지 않았다(Fig. 1).
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A

B

Fig. 1. The mRNA expression of endothelin-1 (ET-1), endothelin receptor type A (ETAR) and type B (ETBR) in aorta (A) and

kidney (B). Fluorographs show ethidium bromide stained agarose gels containing reverse transcription-polymerase chain 

reaction (PCR) products, and columns show real-time PCR data representing control and angiotensin (Ang) II-induced 

hypertensive groups. *p < 0.05 compared with control.

A

B

Fig. 2. The mRNA expression (A) and semiquantitative immunoblotting (B) of endothelial nitric oxide synthase (eNOS), inducible

NOS (iNOS), and neuronal NOS (nNOS) in the aorta. Ang, angiotensin. *p < 0.05 compared with control.
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Fig. 3. The mRNA expression of atrial natriuretic peptide (ANP), natriuretic peptide receptor (NPR)-A and NPR-C in the aorta.

Ang, angiotensin.

3. 산화질소계의 변화

안지오텐신 II 유발 고혈압 흰쥐의 대동맥에서 eNOS의 

mRNA 및 단백 발현이 현저히 감소했다. 하지만 iNOS 

및 nNOS 발현은 두 군 간 유의한 차이를 보이지 않았다

(Fig. 2).

4. 이뇨호르몬계의 변화

안지오텐신 II 유발 고혈압 흰쥐의 대동맥에서 심방이

뇨호르몬과 그 수용체 natriuretic peptide type A (NPR-A) 

및 natriuretic peptide type C (NPR-C)의 mRNA 발현은 

두 군 간에 유의한 차이를 보이지 않았다(Fig. 3).

고  찰

레닌-안지오텐신-알도스테론계의 활성화와 더불어 증

가된 endothelin계의 활성화는 고혈압 발생뿐 아니라 이

로 인한 표적장기 손상에 상승작용을 한다고 알려져 있

다.18,19) 또한, endothelin계에서 표적장기 손상은 주로 A

형 수용체(ETAR)를 통해 이루어짐이 보고되고 있다.20) 

이러한 증거로 기존에 5/6 신 절제 Ren-2 고혈압 쥐에 A

형 수용체 차단제를 사용하였더니 혈압감소와 표적장기 

보호효과가 있었다.21) 그러나 안지오텐신 II 유발 고혈압 

흰쥐의 대동맥과 신장에서 endothelin계의 발현 변화 정

도를 조사한 본 연구에서는 endothelin-1의 발현은 대동

맥과 신장에서 모두 증가하였지만, A형 수용체는 대동맥

과 신장 모두에서 실험군과 대조군 간에 차이를 보이지 

않았다. 신장은 endothelin을 합성 분비하는 자신만의 en-

dothelin계를 가지고 autocinre나 paracrine으로 기능을 나

타낸다.22,23) Endothelin계는 염증반응, 조직섬유화, 반응

성 산소종(reactive oxygen species)과도 관계가 있는데, 

특히 이전 보고에 의하면 안지오텐신 II를 주입했을 때 

반응성 산소종의 생성이 증가하고 이는 endothelin-1 합

성을 유발하였다.24) 따라서, 본 연구에서도 안지오텐신 II 

유발 고혈압 흰쥐의 대동맥 및 신장 endothelin-1 발현증

가에 기인한 endothelin 합성증가는 혈관수축 및 고혈압 

발생의 병인으로 작용할 것으로 사료된다.

산화질소 합성억제제는 동맥에서 내피혈관수축, 혈류감

소를 일으킬 뿐만 아니라 생체 내에서 정맥 내 주입하거

나 경구 투여하면 고혈압을 유발하는데, 이는 심혈관계가 

지속적인 산화질소 의존 혈관이완상태에 있음을 의미한

다.25) NOS의 억제가 기본적으로 혈관의 구경을 감소시킬 

뿐 아니라 안지오텐신 II에 대한 혈관수축효과를 증가시

킨다고 알려져 있는데,26) 이는 산화질소가 안지오텐신의 

혈관수축에 길항작용을 하고 있음을 시사한다. NOS를 

억제한 후 안지오텐신 II를 혈관으로 주입한 개모델에서 

보면 신혈류가 크게 감소하나 그렇지 않은 경우 즉 정상

적으로 산화질소 생성이 가능한 경우에는 혈류감소가 나

타나지 않는다.27) 또한 고용량(10 ug/kg/min)의 산화질소 

합성억제제인, NG-nitro-L-arginine methylseter 주입은 

산화질소 합성억제에 의한 항나트륨 배설효과를 극복하

여 전신 혈압 및 요 중 염분배설을 증가시켰다. 한편 산화

질소 합성억제에 의한 전신 및 신장효과의 일부분은 산화

질소작용의 차단이 아니라 조직 내 산화질소 농도가 낮아

졌을 때 저명해진 안지오텐신 II의 작용증가에 기인한다

는 보고도 있다.28,29) eNOS 유전자는 주로 혈관내피세포

에서 발현되며, 사람 혈관내피세포에서 산화질소 생산은 

저산소혈증에 의해 억제되었으며, 이와 더불어 eNOS의 
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mRNA 또한 40–60% 감소되었다.30) 따라서 본 연구에서 

안지오텐신 II 유발 고혈압 대동맥에서 eNOS 단백 발현이 

감소하였는데, 이것은 안지오텐신 II 유발 고혈압 흰쥐에서 

고혈압 발생의 원인기전으로 작용했을 것으로 생각된다.

고혈압의 원인질환에 관계없이 혈압의 상승은 혈장이

뇨호르몬의 농도를 증가시킨다.31,32) 또한 고혈압 흰쥐에 

심방이뇨호르몬을 주입하면 혈장 레닌 농도감소와 더불

어 혈압을 감소시킨다.33) 그러나, 심방 확장이나 심장으

로 가는 신경이 제거된 개모델에서는 증가된 혈장이뇨호

르몬은 염분배설을 촉진시키지 않는다.34) 또한, 생리식염

수를 주입한 후 측정한 이뇨호르몬의 정도와 염분배설과

의 관계도 밀접한 관계를 보이지 않는다.35) 이러한 결과

들은 순환하는 혈장이뇨호르몬보다는 국소적으로 존재하

는 이뇨호르몬 정도가 나트륨 항상성에 더 중요한 역할을 

하고 있음을 시사한다. 최근 저자들의 보고에 의하면 안

지오텐신 II 유발 고혈압 흰쥐에서 신장의 국소 이뇨호르

몬의 발현이 증가되어 있었고 이는 안지오텐신 II에 의해 

유발된 고혈압에 대한 보상기전으로 요 중 나트륨과 수분

배설 증가에 관여할 것으로 생각된다.36) 이뇨호르몬의 수

용체 중에 type A (NPR-A)가 심방이뇨호르몬과 뇌이뇨

호르몬(brain natriuretic peptide), type B (NPR-B)는 C-형 

이뇨호르몬(C type natiuretic peptide)에 친화력이 높다. 

심방이뇨호르몬은 또한 신장, 폐, 뇌, 심장에서 제거되는

데, 주로 neutral endopeptidase에 의해 분해되거나 type C 

(NPR-C)에 결합되어 제거된다.37) 최근 저자들의 안지오

텐신 II 유발 고혈압 신장에서 atrial natriuretic peptide 

(ANP) 합성증가가 고혈압에 대한 보상기전으로 작용할 

것이라는 보고와는 달리,33) 대동맥에서 ANP 발현은 유의

한 차이를 보이지 않았는데, 이는 각 조직 간의 조절기전

의 차이로 생각된다.

결론적으로 안지오텐신 II 유발 고혈압 모델의 대동맥

과 신장에서 endothelin-1의 mRNA 발현증가와 대동맥에

서 eNOS 발현감소가 고혈압 발생 병인에 관여하였을 것

으로 생각된다.

 요  약

연구배경: Endothelin은 대표적인 혈관수축물질이며, 산

화질소와 심방 나트륨 이뇨 펩티드(atrial natriuretic pep-

tide)는 대표적인 혈관이완물질이다. 안지오텐신 II 유발 

고혈압 모델에서 신장과 대동맥에서 이런 물질들이 국소

적으로 어떻게 조절되는지 규명하고자 하였다.

방법: Sprague-Dawley 흰쥐를 사용하였으며, 안지오테

신 II (100 ng•min-1•kg-1)를 오스모틱 미니펌프를 사용하

여 14일간 지속적으로 주입하였다. 실험 당일 혈압을 측

정하였으며, 산화질소 합성효소의 발현 정도는 반정량적 

이뮤노블롯법(immunoblotting)으로 평가하였다. Endothelin

계와 이뇨호르몬계는 real-time polymerase chain reaction

을 이용하여 발현 정도를 평가하였다.

결과: 실험군에서 고혈압이 유발되었으며, 신장의 사구

체여과율이 감소하였다. Endothelin-1의 발현은 대동맥과 

신장에서 모두 증가하였고, 그 수용체는 두 군 간에 발현 

변화의 차이를 보이지 않았다. 혈관내피세포 산화질소 합

성효소(endothelial nitroc oxide synthase)의 단백 발현이 

대동맥에서 감소하였다. 반면 이뇨호르몬과 그 수용체는 

두 군 간의 발현 변화의 차이를 보이지 않았다.

결론: 안지오텐신 II 유발 고혈압 모델의 대동맥과 신장

에서 endothelin 1의 mRNA 발현증가와 대동맥에서 산화

질소 합성효소의 발현감소가 고혈압의 유발에 관여하였

을 것으로 생각된다.
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