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세뇨관 손상 유발 흰쥐에서 신장의 산염기 수송체 발현 변화
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Altered Renal Expression of Acid-base Transporters in Rats with 
Glycerol-induced Tubular Injury
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 The present study aimed to investigate the altered regulation of renal tubular acid-base transporters in 

rats with glycerol-induced tubular injury. Male Sprague-Dawley rats were used. Rats were injected with 50% 

glycerol in normal saline (7 mL/kg, i.m.) after water deprivation for 12 hours and were then sacrificed at 

24 hours after the glycerol injection. The expression of Na,K-ATPase α1-subunit, type 3 Na＋/H＋ 

exchanger (NHE3), type 1 Na
＋

:HCO3
−

 (NBC1), and B1-subunit of apical H
＋

-ATPase was determined in 

the kidney by semiquantitative immunoblotting and immunohistochemistry. In the experimental rats, 

creatinine clearance was decreased, whereas fractional sodium excretion was not changed. Urine pH and 

bicarbonate concentrations were decreased, although plasma pH and bicarbonate concentrations were not 

changed. In the experimental group, the protein expression of Na,K-ATPase α1-subunit was decreased 

in the cortex and outer stripe of outer medulla (cortex/OSOM) and inner stripe of outer medulla (ISOM) 

but increased in the inner medulla. The expression of NHE3 was decreased in the cortex/OSOM and 

ISOM, and that of NBC1 was decreased in the cortex/OSOM. By contrast, the expression of H＋-ATPase 

was increased in the cortex/OSOM and inner medulla but was unchanged in the ISOM. Immunohisto-

chemical analyses confirmed the immunoblotting data. In glycerol-induced tubular injury, the down- 

regulation of Na,K-ATPase α1-subunit, NHE3, and NBC1 may contribute to impaired tubular reabsorption 

of sodium and bicarbonate. The upregulation of H＋-ATPase may play a preventive role against the 

development of metabolic acidosis. 
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서 론

　신장은 세뇨관의 이온 수송체들은 나트륨 재흡수를 조절

하여 체액 상태를 조절한다. 또한, 세뇨관을 통한 나트륨 재

흡수는 수소 이온 및 중탄산 이온 분비 및 재흡수에 밀접하
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게 관련되어 있기 때문에, 산-염기 항상성 유지에도 중요한 

역할을 한다. 

  Na,K-ATPase는 신장 세뇨관 전체에 걸쳐 분포하며, 세

뇨관 세포의 기저외측막에 존재한다. 이는 기저외측막에서 

능동적 수송에 의하여 나트륨을 재흡수하며, 이로 인하여 내

강막에 존재하는 나트륨 수송체들을 통한 수동적 나트륨 재

흡수가 이루어진다.
1
 근위세뇨관에서 내강막을 통한 나트륨 

재흡수는 주로 type 3 Na＋/H＋ exchanger (NHE3)에 의

한다.2 또한 근위세뇨관에서는 여과된 중탄산 이온의 약 

80%가 재흡수되는데, 내강막의 NHE3가 수소 이온 분비의 

주된 통로 역할을 하며, 기저외측막의 type 1 Na＋:HCO3
− 

cotransporter (NBC1)은 중탄산 이온 흡수에 중요한 역할

을 한다.
3-5

 따라서, NHE3 및 NBC1은 산-염기 항상성을 

유지하는 역할을 하며, 이들의 조절 장애는 산-염기 대사 장

애와 밀접한 관련이 있다.6-8 

  또한, 연결세뇨관 및 집합관은 소변으로의 수소 이온 배설

을 조절하여 산-염기 항상성을 최종적으로 조절하는 부위이

며, 사이세포(intercalated cell)에 존재하는 vacuolar H＋- 

ATPase가 중요한 역할을 수행한다.
9,10

 A형 사이세포

(intercalated cell)에는, H＋-ATPase가 내강막 및 내강소포

에 분포하여 수소 이온을 소변으로 분비하는 역할을 하며, 기

저외측막에 band 3-like Cl
−

/HCO3
−

 exchanger (AE1)가 

분포하여 중탄산 이온을 재흡수하는 역할을 한다.11-13 이와는 

반대로 B형 사이세포(intercalated cell)에는 H＋-ATPase가 

기저외측막에 존재하여 수소 이온을 재흡수하고, 내강막에는 

anion exchanger pendrin이 분포하여 중탄산 이온을 분비

한다.14,15 

  이처럼, 산-염기 수송체들은 체내의 산-염기 항상성 유지

에 중요한 역할을 하며, 세뇨관 손상시 산-염기 수송체들의 

조절 장애가 발생할 것으로 여겨진다. 이전의 연구들은 

lithium 투여 및 일측성 또는 양측성 요로 폐쇄에 의한 세뇨

관 손상 시에 산-염기 대사 장애가 발생하며, 손상의 종류 

및 정도에 따라 산-염기 수송체들이 상이하게 조절됨을 보

고하였다.
16-18

 Glycerol 투여는 주로 근위세뇨관 손상을 통

한 급성 신장 손상을 유발하며, 임상적으로 횡문근융해증시

와 유사한 신장 손상을 발생시킨다.19,20 그러나, 이로 인한 

산-염기 상태의 변조 및 수송체 조절에 대하여는 잘 알려져 

있지 않다. 

  본 연구는 glycerol 투여에 의하여 유발된 세뇨관 손상에

서 산-염기 상태 변화와 산-염기 수송체 발현에 대하여 알아

보고자 하였다. 

대상 및 방법

1. 실험 동물 

  전체 실험과정은 전남대학교 의과대학 실험 동물 사용 윤

리 규정에 관한 지침을 준수하였다. 실험 동물은 체중 220

∼250 g된 Sprague-Dawley 숫쥐를 사용하였다. 세뇨관 손

상을 유발하기 위하여 12시간 동안 수분 섭취를 제한한 후 

glycerol (50% glycerol in normal saline, 7 mL/kg, i.m.)

을 1회 주사하였다. 정상 대조군에는 생리 식염수를 근육 

주사하였다. Glycerol 또는 생리 식염수를 투여한 후, 24시

간 후에 실험에 이용하였다. 

2. 신기능 및 산-염기 상태 측정 

  실험 동물들을 대사상자에 넣고 유지하면서 소변을 채집

하였으며, 크레아티닌, 나트륨, pH, 중탄산을 측정하였다. 

실험 당일 날 pentobarbital (50 mg/kg, i.p.) 마취 하에 개

복 후 5 mL 주사기를 이용하여 대정맥에서 혈액을 채취하

여 혈청 크레아티닌, 나트륨, pH, 중탄산을 측정하였다. 

3. Immunoblotting 

  신장 조직을 cortex and outer stripe of outer medulla 

(cortex/OSOM), inner stripe of outer medulla (ISOM) 

및 내수질의 세 부분으로 절개 분리한다. 이를 250 mmol/L 

sucrose, 1 mmol/L EDTA, 0.1 mM phenylmethyl-

sulfonyl fluoride와 10 mM Tris-HCl buffer가 함유된 pH 

7.6 용액에 넣고 3,000 rpm으로 균질화하였다. 큰 조직 조

각과 핵질 파편을 1,000 g, 15분 저속 회전으로 제거하였다. 

  단백 표본은 12.5% polyacrylamide resolving gel과 5% 

polyacrylamide stacking gel로 구성된 불연속계에서 전기영동

하여 크기에 따라 분리하였다. 분리된 단백은 40 V로 3시간 

동안 전기영동법으로 nitrocellulose 막으로 이동시켰다. 막을 

0.1% Tween-20을 함유한 Tris-based saline buffer [TBST 

(Amresco, Solon, OH, USA), pH 7.4]로 세척한 후 비특이적 

결합을 방지하기 위해 5% 탈지분유(NFM)를 포함한 TBST 

(NFM/TBST)에서 1시간 동안 반응시켰다. Nitrocellulose 막

을 다시 0.2% NFM/TBST 용액에 넣고 1차 항체[Na,K- 

ATPase α1-subunit (Upstate Biotechnology, Lake Placid, 

NY, USA), NHE3 (Alpha Diagnostic, San Antonio, TX, 

USA), NBC1 (Alpha Diagnostic) and B1-subunit of H＋- 

ATPase (Santa Cruz Biotechnology, Delaware, CA, USA)]

를 첨가하여 밤 동안 4oC에서 반응시켰다. 발광체를 붙이기 
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Table 1. Parameters of renal function and acid-base status

Control (n=8) Exp (n=8)

Body weight (g) 243.3±3.3 224.0±6.8*
Plasma Cr (mg/dL)  0.52±0.02  1.98±0.28*
Ccr (mL/min)  0.87±0.08  0.19±0.04*
FENa (%)  1.24±0.08  1.80±0.48
Plasma pH  7.39±0.02  7.38±0.02
Plasma HCO3

− (mEq/L)  24.2±0.9  23.0±1.4
Urine pH  8.02±0.11  6.63±0.26*
Urine HCO3

− (mEq/L)  81.5±4.9  17.8±5.7*

Values are mean±SEM. *p＜0.05 compared with control rats. Exp,
experimental; Cr, creatinine; Ccr, creatinine clearance; FENa, 
fractional excretion of sodium into urine. 

Table 2. The protein expression of Na,K-ATPase and acid-base 
transporters

Control (n=8) Exp (n=8)

Cortex/OSOM
   Na,K-ATPase α1 subunit 1.00±0.21 0.67±0.02*
   NHE3 1.00±0.06 0.28±0.03*
   NBC1 1.00±0.14 0.25±0.02*
   H＋-ATPase (B1-subunit) 1.00±0.09 1.41±0.09*
ISOM
   Na,K-ATPase α1 subunit 1.00±0.12 0.31±0.05*
   NHE3 1.00±0.06 0.49±0.04*
   H＋-ATPase (B1-subunit) 1.00±0.04 0.88±0.03
Inner medulla
   Na,K-ATPase α1 subunit 1.00±0.10 1.65±0.11*
   H＋-ATPase (B1-subunit) 1.00±0.08 1.36±0.04*

Values are mean±SEM. Exp, experimental; OSOM, outer stripe of
outer medulla; ISOM, inner stripe of outer medulla; NHE3, type 3 
Na＋/H＋ exchanger; NBC1, type 1 Na＋:HCO3

− cotransporter. *p
＜0.05 compared with control rats.

위해 막을 2% NFM/TBST 용액에 넣고 2차 항체[horseradish 

peroxidase-labeled goat anti-rabbit IgG (1：1,000)]를 첨가

하여 1시간 동안 반응시켰다. 고정된 항체는 enhanced chemi-

luminescence [ECL (Amersham Pharmacia Biotech, Little 

Chalfont, UK)] 반응시켜 Image Reader (LAS-3000 Imaging 

System, Fuji Photo Film, Tokyo, Japan)로 분석하였다.

4. 면역조직화학법 

  0.2% glutaraldehyde와 pH 7.4의 0.1 M sodium caco-

dylate buffer에 녹인 2% paraformaldehyde를 혼합하여 대동

맥을 통하여 역행성으로 관류함으로써 실험군 및 대조군들을 

고정하였다. 신장은 1시간에 걸쳐 후고정시키고 신장 조직 절편

은 2% paraformaldehyde가 섞인 2.3 M sucrose에 30분 동안 

침윤시키고, mount한 후 액체질소에 급속 냉각하였다. 광학 

현미경하에서 동결 조직 block을 동결절편으로 만든 후 1차 

항체와 함께 배양하였다. 이후 diaminobenzidine에 배양 후 

HRP-conjugated 2차 항체에 의해 식별하였다. 

5. 시약 및 통계 

  기타 시약들은 Sigma-Aldrich company (St. Louis, MO, 

USA)에서 구입하였다. 실험 결과는 평균±표준오차로 표시

하였으며, 실험군간 차이에 대한 통계적 유의성 분석은 비쌍

체 t-검정법을 사용하였다. p 값이 0.05 미만인 경우를 유의

하다고 판정하였다. 

결   과

1. 신기능 및 산-염기 지표

  실험군 및 대조군의 신장 기능 및 산-염기 상태를 나타내는 

지표들을 조사하였다. 실험군에서 혈장 크레아티닌 농도가 증

가하였으며, 크레아티닌 청소율이 감소하였다. 그러나, 나트

륨 분획 배설은 양 군간 유의한 차이가 없었다. Glycerol 투여 

후, 혈장 pH 및 중탄산 이온 농도는 변하지 않았으나, 소변 

pH 및 중탄산 이온 농도는 유의하게 감소하였다(Table 1). 

2. Na,K-ATPase α1-subunit 발현

  실험군에서 Na,K-ATPase α1-subunit 단백 발현이 cor-

tex/OSOM 및 ISOM에서 유의하게 감소하였고, 내수질에서

는 증가하였다(Table 2 및 Fig. 1A). 면역조직화학 분석에서, 

Na,K-ATPase α1 subunit의 면역반응성은 세뇨관의 기저외

측막에서 강하게 발현되었다. 실험군의 근위세뇨관에서 Na, 

K-ATPase α1 subunit의 immunolabeling이 대조군에 비하

여 감소하였다(Fig. 1B). 

3. NHE3 및 NBC1 발현

  실험군의 cortex/OSOM 및 ISOM에서 NHE3 단백 발현

이 대조군에 비하여 유의하게 감소하였다(Table 2 및 Fig. 

2A). NHE3에 대한 면역조직화학 분석에서, NHE3의 면역

반응성은 근위세뇨관 및 비후상행각의 내강막에서 강하게 발

현되었다. 대조군에 비하여 실험군에서 NHE3 labelling이 

유의하게 감소하였다(Fig. 2B). NBC1 단백 발현 역시 실험

군에서 유의하게 감소하였다(Table 2 및 Fig. 3A). NBC1의 

immunolabelling은 근위세뇨관의 기저외측막에서 관찰되었

으며, 실험군에서 발현이 감소되었다(Fig. 3B).
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Fig. 1. (A) Semiquantitative immunoblotting of Na,K-ATPase α1-subunit in the cortex and outer stripe of outer medulla (cortex/OSOM) of 
the kidney. Exp, experimental. Each column represents mean±SEM of 8 rats. *p＜0.05 compared with control kidney. (B) Immunoperoxidase
microscopy of Na,K-ATPase α1-subunit in the cortex of the kidney. PT, proximal tubule. 

Fig. 2. (A) Semiquantitative immunoblotting of type 3 Na＋/H＋ exchanger (NHE3) in the cortex/OSOM of the kidney. (B) Immunoperoxidase
microscopy of NHE3 in the cortex of the kidney. Legends as in Figure 1.
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Fig. 3. (A) Semiquantitative immunoblotting of type 1 Na＋:HCO3
− cotransporter (NBC1) in the cortex/OSOM of the kidney. (B) Immuno-

peroxidase microscopy of NBC1 in the cortex of the kidney. Legends as in Figure 1.

Fig. 4. (A) Semiquantitative immunoblotting of H＋
-ATPase (B1-subunit) in the cortex/OSOM of the kidney. (B) Immunoperoxidase microscopy

of H＋
-ATPase (B1-subunit) in the kidney. CCD, cortical collecting duct. Legends as in Figure 1.
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4. H＋-ATPase (B1-subunit) 발현

  H＋-ATPase (B1-subunit) 단백 발현은 대조군에 비하여 

실험군에서 유의하게 증가하였다(Table 2 및 Fig. 4A). H
＋

- 

ATPase (B1-subunit)의 면역반응성은 연결세뇨관 및 집합

관의 사이세포(intercalated cell)에서 관찰되었다. 실험군에

서 사이세포(intercalated cell)의 내강막측 발현 강도가 증

가되었다(Fig. 4B).

고   찰

  본 연구에서 glycerol 투여 후, 급성 신장 손상이 발생하

여 크레아티닌 청소율이 감소하였다. 그러나, 나트륨 분획 

배설은 양 군간 차이가 없었다. 이는 세뇨관 손상으로 인한 

나트륨 배설 증가에 대한 보상 기전이 존재함을 시사한다. 

또한, 대사성 산증이 발생하지 않았으나, 소변의 pH 및 중

탄산 이온 농도는 감소하였다. 이는 체내의 산 부하가 증가

하여, 대사성 산증을 방지하려는 적응 기전으로서 소변으로

의 수소 이온 배설이 증가하였음을 나타낸다. 

  근위세뇨관에서의 나트륨 재흡수는 일차적으로 기저외측

막의 Na,K-ATPase 활성에 의하며, 이를 통한 나트륨 재흡

수가 NHE3를 통한 수소 이온 배설과 NBC1을 통한 중탄

산 이온 재흡수에 중요한 역할을 한다.1-5 이전의 연구에 의

하면, glycerol 투여 후에 근위세뇨관 손상과 함께 신장 피

질부의 Na,K-ATPase 효소 활성이 감소되었다.21 본 연구에

서도 실험군의 Na,K-ATPase 단백 발현이 cortex/OSOM 

및 ISOM에서 유의하게 감소하였고, 면역조직화학 분석에

서도 근위세뇨관에서의 발현이 감소되었다. 또한, NHE3 및 

NBC1 발현이 감소하였다. 이러한 근위세뇨관 수송체들의 

발현 감소는 근위세뇨관에서의 나트륨 및 중탄산 이온 재흡

수 장애에 관련되었을 것으로 생각된다. 한편, 내수질에서의 

Na,K-ATPase 단백 발현 증가는 근위세뇨관에서의 나트륨 

재흡수 장애에 대한 보상 기전으로 생각된다. 

  이전에 본 연구자들은 glycerol에 의한 세뇨관 손상에서 

Na,K-ATPase 단백 발현이 감소되고, NHE3 및 NBC1 단

백 발현은 증가함을 보고하였다.
22

 이는 본 실험의 결과와는 

일치하지 않는 소견이다. 그러나, 이전의 실험에서는 24시

간 수분 제한 후, glycerol 10 mL/kg를 투여하여 본 실험에

서보다 더 심한 세뇨관 손상을 유발하였으며, 심한 대사성 

산증이 발생하였다. 이러한 결과들은 세뇨관 손상 및 대사성 

산증의 정도에 따라서 NHE3 및 NBC1의 발현이 상이하게 

조절됨을 나타낸다. 

  한편, 연결세뇨관과 집합관의 사이세포(intercalated cell)

에 존재하는 H
＋

-ATPase가 수소 이온 분비 및 흡수를 조절

하여 산-염기 조절에 중요한 역할을 함이 알려져 있다.10-13 

특히 내강막의 H＋-ATPase (B1-subunit)가 원위 신원에서

의 수소 이온 분비에 중요한 역할을 하며, 이를 encoding하

는 ATP6B1의 돌연변이는 신세뇨관 산증을 유발함이 알려

졌다.23 또한 양측성 요로 폐쇄 및 lithium 투여시 대사성 

산증에 대한 적응 기전으로서 H
＋

-ATPase (B1-subunit) 

발현이 증가함이 보고되었다.16,18 본 연구에서도 실험군에서 

H＋-ATPase (B1-subunit) 단백 발현이 유의하게 증가하였

으며, 집합관 사이세포(intercalated cell) 내강막의 면역반

응성이 증가하였다. 이는 소변으로의 수소 이온 배설 증가를 

통해 대사성 산증 발생을 방지하는 적응 기전으로 생각된다. 

  결론적으로, glycerol 투여에 의하여 발생한 세뇨관 손상

에서 Na,K-ATPase α1-subunit, NHE3 및 NBC1 발현 

감소는 세뇨관을 통한 나트륨 및 중탄산 이온 재흡수 장애

의 기전으로 생각된다. 한편, 내강막의 H
＋

-ATPase (B1- 

subunit) 발현 증가는 대사성 산증 발생을 방지하는 역할을 

하는 것으로 생각된다. 

알 림

  이 논문은 전남대학교병원 임상의학 연구소 학술연구비

(CRI08030-1)에 의하여 연구되었음.
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