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허혈 및 재관류된 흰쥐의 앞정강근과 가자미근에서

나타나는 NF-κB의 변동

서 윤 경, 백 두 진

한양대학교 의과대학 해부∙세포생물학교실

간추림 : 뼈대근육에서 허혈 및 재관류시 생성된 자유산소기는 세포손상과 세포자연사를 일으키는 주요한 인자

로서 재관류손상에 관여하며, 2시간 허혈 및 재관류시에는 가역적인 변화가 일어나지만 장기간의 허혈 및 재관

류시에는 손상이 심하게 일어나는 것으로 알려져 있다. 허혈 및 재관류시 세포손상과 방어에 관련된 여러 유전

자가 발현되어 신호전달체계를 활성화시킨다. 허혈양상화는 짧은 허혈과 재관류가 반복되는 과정으로 장기간의

허혈로 인한 세포손상을 막아준다. NF-κB는 허혈양상화 또는 허혈 및 재관류시 활성화되는 주된 전사인자로

전염증성, 전혈액응고성, 혈관활성화 유전자의 발현을 촉진시켜 염증반응을 유도하는 반면, 세포보호단백질 발현

을 유도하여 세포자연사 및 염증반응을 억제하기도 한다.

이에 허혈 및 재관류시와 허혈양상화 후 허혈 및 재관류시 앞정강근과 가자미근에서 일어나는 NF-κB 면역

반응의 변화양상을 관찰하고, 허혈양상화가 NF-κB 면역반응 변화에 주는 영향을 관찰하고자 본 실험을 실시하

였다. 

실험동물은 250~300 g 내외의 수컷 흰쥐를 사용하였고, 정상대조군, 허혈양상화대조군, 2시간 허혈군, 4시간

허혈군, 허혈양상화 및 2시간 허혈군, 허혈양상화 및 4시간 허혈군으로 나누고 각 군은 재관류 경과시간에 따라

0, 1, 3, 6 및 24시간 경과군으로 세분하였다. 허혈양상화조작은 흰쥐용 혈관집게를 사용하여 왼쪽 온엉덩동맥을

5분 폐색-5분 재관류 과정을 3회 반복하여 처리하였고, 허혈은 왼쪽 온엉덩동맥을 2시간 또는 4시간 혈관집게

로 폐색하였다. 각 실험군은 재관류 경과시간에 따라 희생시켜 앞정강근과 가자미근을 얻었다. NF-κB 면역염색

을 위해 6 µm 두께의 파라핀 절편을 제작하여 염색을 시행하였고 다음과 같은 결과를 얻었다.

1. 정상대조군의 앞정강근에서 NF-κB의 면역반응은 중등도 내지 강하게 나타났고, 가자미근에서는 약하게 나

타났다.

2. 앞정강근의 근육섬유에서는 2시간과 4시간 허혈후 NF-κB의 면역반응이 감소되었고, 가자미근에서는 2시간

허혈후 감소되었으나 4시간 허혈후에는 정상대조군과 유사하였다.

3. 4시간 허혈 및 재관류시 나타나는 NF-κB의 면역반응은 2시간 허혈 및 재관류시보다 강한 것으로 관찰되었

다.

4. 허혈양상화로 2시간과 4시간 허혈 및 재관류시 나타나는 NF-κB 면역반응 변화의 크기는 감소하였다.

5. 2시간과 4시간 허혈 및 재관류시 나타나는 NF-κB 면역반응 변화는 가자미근보다 앞정강근에서 크게 나타났

다.

이상을 종합하면, 뼈대근육에서 NF-κB의 면역반응은 2시간 허혈 및 재관류시보다 4시간 허혈 및 재관류시,

또 가자미근보다 앞정강근에서 변화정도가 크게 나타났다. 허혈양상화로 허혈 및 재관류시 나타나는 근육섬유

의 NF-κB 면역반응의 변화가 감소되는 것으로 결론 지을 수 있었다.
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서 론

조직에 대한 혈액공급의 차단은 세포의 미세구조

와 분자구조 변화를 유발하고, 장기간 계속되면 세

포손상은 비가역적인 세포괴사로 이어진다 (Lipton

1999). 뼈대근육의 손상은 허혈된 조직에 혈액이

재관류된 뒤 처음 몇시간 사이에 발생한다 (Gute

등 1998, Lipton 1999).

허혈 및 재관류시 형성되는 자유산소기는 세포

손상 (Becker와 Ambrosio 1987)과 세포자연사

(Cheng 등, 1995)를 일으키는 주요한 인자로 알려

져 있다. 허혈 및 재관류는 tumor necrosis factor-α,

interlukin (IL)-1β, IL-6 같은 cytokine 유전자발현

을 유도하며 (Herskowitz 등 1995, Kubota 등 1997,

Kukielka 등 1995), 염증세포의 과도한 침착과 체액

성매개체 (humoral mediator)의 방출은 세포손상을

가중시키며 (Sullivan 등 2000), 재관류기간동안 일

어나는 세포자연사는 신호전달체계의 활성화에 의

해서 유도된다고 하였다 (Gottlieb 등 1999). 

허혈양상화는 짧은 시간의 허혈과 재관류를 반

복적으로 경험시키는 과정으로 장기간의 허혈 및

재관류에 의해 일어나는 손상을 약화시킨다. 허혈

양상화는 심장근육에서 재관류로 유도되는 부정맥

(Das 등, 1999)과, 허혈 후 수축기능회복의 증가

(Kimura 등, 1992)에 영향을 준다.

Nuclear factor kappa-B (NF-κB)는 허혈 및 재관

류시 활성화되는 주된 전사인자 (transcription fac-

tor)로 여겨지고 있으며 (May와 Ghosh, 1998), 재관

류시 cytokine과 자유산소기의존성기전에 의해서

활성화된다고 알려져 있다. NF-κB는 전염증성, 전

혈액응고성, 혈관활성화 유전자의 전사를 촉진시켜

염증반응을 유도 (Brown 등 1995)하는 반면, 세포의

종류에 따라서는 세포보호단백질 발현을 유도하여

세포자연사 및 염증반응을 억제하기도 한다 (Cooper

등 1996). 

Brennan 및 O’Neill (1998)은 NF-κB 억제가 산화

자극 (oxidative stress)에 대한 방어기전을 갖는다고

하였으며, Ho 등 (1999)은 NF-κB 억제가 허혈 및

재관류 손상에 대한 방어기전을 갖는다고 하였다.

Maulik 등 (1998)은 NF-κB가 심장의 허혈양상화에

관여하며, 허혈 및 재관류시에도 활성화되어 핵으

로 이동하여 세포사연사를 유도한다고 하였다. 허

혈양상화는 NF-κB 발현정도를 허혈 및 재관류시

보다 더 증가시키며 이는 재관류시 일어나는 세포

자연사를 감소시킨다고 하였다 (Maulik 등 1999). 

한편, Gardner 등 (1984)과 Petrasek 등 (1994)은 뼈

대근육의 허혈 및 재관류 손상이 백색근육섬유에

서 심하게 나타난다고 하였으나, Carvalho 등 (1997)

은 적색근육섬유에서 손상이 심하게 나타난다고

하였으며, Sternbengh와 Adelman (1992)은 두 섬유

에서 손상의 차이가 없다고 하였다.

이에 뼈대근육에서 내성을 나타내는 것으로 알

려진 2시간 허혈 (Kuzon 등 1986, Harris 등 1986)과

비교적 장시간인 4시간 허혈 및 재관류시, 주로 적

색근육섬유로 구성되어 있는 가자미근 (soleus)과

주로 백색근육섬유로 구성되어 있는 앞정강근 (tib-

ialis anterior)에서 NF-κB 발현양상을 관찰하고 허

혈양상화가 NF-κB 발현에 어떤 영향을 주는가를

연구하기 위하여 본 실험을 시도하였다.

재료 및 방법

1. 실험동물 및 실험군

실험동물은 체중 250~300 g 내외의 건강한 수컷

Sprague-Dawley 흰쥐를 사용하였다. 

실험동물은 대조군과 실험군으로 나누고, 대조군

은 1) 정상대조군, 2) 허혈양상화군으로, 실험군은 3)

2시간 허혈군, 4) 4시간 허혈군, 5) 허혈양상화 및 2

시간 허혈군, 6) 허혈양상화 및 4시간 허혈군으로

나누었다. 각 실험군은 재관류 경과시간에 따라서

0, 1, 3, 6 및 24시간 경과군으로 세분하였으며, 각

군당 5마리의 실험동물을 사용하였다.

2. 실험처치

실험동물은 urethane (1.15 g/kg)을 생리식염수에

희석하여 2회로 나누어 복강주사하여 마취시킨 후

허혈을 실시하였다. 허혈양상화조작은 개복후 흰쥐

용 혈관집게를 사용하여 왼쪽 온엉덩동맥 (common
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iliac artery)을 5분 폐색-5분 재관류 과정을 3회 반

복하여 처리하였다. 허혈은 왼쪽 온엉덩동맥을 2

시간 내지 4 시간 혈관집게로 폐색하였고, 혈관집

게를 제거하여 재관류시켰다. 허혈양상화 및 허혈

군은 허혈양상화조작 후 곧바로 2시간 내지 4시간

허혈을 시행한 후 혈관집게를 제거하여 재관류시

켰다. 마취된 실험동물은 처치 후 내지 허혈기간

및 재관류시 백열전등을 이용하여 체온을 유지시

켰다. 허혈 또는 허혈양상화 및 허혈 후 재관류 경

과시간에 따라 0, 1, 3, 6 및 24시간 뒤에 실험동물

을 희생시켜 왼쪽 가자미근과 앞정강근을 적출하

였다. 재관류 후 발의 피부색과 근육을 관찰하여

부적절한 재관류가 일어난 실험동물은 실험에서

제외시켰다. 

적출한 근육은 0.1% glutaraldehyde-4% parafor-

maldehyde 혼합용액 (pH 7.4)에 24시간 이내로 고정

시킨 후 6 µm 두께의 파라핀절편으로 제작하였다.

3. NF-κκB 면역조직화학 염색

NF-κB의 면역반응을 관찰하기 위하여 제작한

파라핀절편을 탈파라핀 및 함수과정을 거친 후

phosphate buffered saline (PBS, pH 7.4) 용액에 세척

하고 3% 과산화수소가 들어있는 메탄올 혼합용액

에 5분간 반응시킨 다음 0.4% pepsin 용액으로 37

�C에서 30분간 반응시켰다. Blocking reagent를 37

에서 40분간 적용 후 일차항체 mouse anti-NF-κB

(SantaCruz Biotechnology, USA)를 1 : 20으로 희석

하여 37�C에서 90분 동안 반응시켰으며, 2차항체

biotinylated goat anti-mouse IgG (SantaCruz)를 실온

에서 40분간 반응시킨 후 HRP streptavidin complex

(SantaCruz) 용액으로 실온에서 30분간 적용하였다.

DAB (3, 3′-diaminobenzdine, SantaCruz)로 7분간

발색시킨 다음 methyl green 용액으로 대조염색 후

광학현미경으로 관찰하였다.

일차항체의 최적농도를 알아보기 위하여 1 : 300,

1 : 100, 1 : 80, 1 : 60, 1 : 40 및 1 : 20으로 희석하여 염

색을 시행한 결과 1 : 20에서 최적의 반응을 나타내

었다. 면역조직반응의 특이성을 확인하기 위하여

일차항체를 제외한 반응액으로 음성대조군의 염색

을 시행하였다. 

각 군 근육의 중심부를 사진촬영하고 분석하였

으며, 면역반응의 크기와 정도를 중심으로 음성반

응 (-), 미약한 양성반응 (±), 경도의 양성반응 (±),

중등도의 양성반응 (±±)과 강한 양성반응 (±±±)

으로 구분하였으며, 각 군 및 각 군간의 변화는

Table 1과 Table 2에 요약하였다.
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Table 1. Immunoreactivities of NF-κB in the ischemic reperfus-
ed tibialis anterior muscle of rat

Reperfusion 
time (hour) 0 1 3 6 24

Group

Control ±±, ±±±

IP ±±,± ±,±± ±,±± ±± ±±,±±±

2H ±,± ± ± ± ±,±
IP 2H ±±,±±± ± ±,± ±± ±

4H ±,±± ±±,±±± ±±± ±± ±±±,±±

IP 4H ±,± ± ±± ± ±

Abbreviations
IP : ischemic preconditioning
2H : ischemia for 2 hours
IP 2H : ischemia for 2 hours after ischemic preconditioning
4H : ischemia for 4 hours 
IP 4H : ischemia for 2 hours after ischemic preconditioning
±: trace immunoreactivity, ± : weak immunoreactivity,
±± : moderate immunoreactivity, ±±± : strong immunoreactivity

Table 2. Immunoreactivities of NF-κB in the ischemic reperfus-
ed soleus muscle of rat

Reperfusion 
time (hour) 0 1 3 6 24

Group

Control ±

IP ±,± ±,±± ±,±± ±,±± ±

2H ±,± ± ±,± ±,± ±,±±

IP 2H ± ±,± ±,± ± ±,±±

4H ± ±± ±±,±±± ± ±

IP 4H ± ±,± ±±,± ±,±± ±

Abbreviations
IP : ischemic preconditioning
2H : ischemia for 2 hours
IP 2H : ischemia for 2 hours after ischemic preconditioning
4H : ischemia for 4 hours 
IP 4H : ischemia for 2 hours after ischemic preconditioning
±: trace immunoreactivity, ± : weak immunoreactivity,
±± : moderate immunoreactivity, ±±± : strong immunoreactivity



결 과

1. NF-κκB 면역염색 소견

1) 대조군

(1) 정상대조군

①앞정강근

일차항체를 적용하지 않고 반응을 한 정상대조

군의 경우 음성반응이 나타났으며 (Figs. 1, 2) 일차

항체를 적용한 정상대조군에서는 중등도 내지 강

한 양성반응을 나타내었다 (Fig. 4).

②가자미근

일차항체를 적용하지 않고 반응을 한 정상대조

군의 경우 음성반응이 나타났으며 (Fig. 3), 일차항

체를 적용한 정상대조군에서는 경도의 양성반응을

나타내었다 (Fig. 10).

(2) 허혈양상화 대조군

①앞정강근

허혈양상화 후 0시간 경과군에서는 중등도의 양

성반응이 나타났고, 일부에서 경도의 양성반응을

나타내었다 (Fig. 5). 허혈양상화 후 1시간 및 3시간

경과군에서는 경도 내지 중등도의 양성반응을 나

타내었고 (Figs. 6, 7), 6시간 경과군에서는 중등도의

양성반응을 나타내었다 (Fig. 8). 24시간 경과군에서

는 중등도 내지 강한 양성반응을 관찰할 수 있었

다 (Fig. 9). 

②가자미근

허혈양상화 후 0시간 경과군에서는 미약한 내지

경도의 양성반응을 나타내었고 (Fig. 11), 1시간 경

과군에서는 경도의 양성반응을 나타내었으며 극히

일부에서 중등도의 양성반응을 관찰할 수 있었다

(Fig. 12). 3시간 및 6시간 경과군에서는 경도 내지

중등도의 양성반응을 나타내었다 (Figs. 13, 14). 24

시간 경과군에서는 경도의 양성반응을 관찰할 수

있었다 (Fig. 15). 

2) 실험군

(1) 2시간 허혈군

①앞정강근

2시간 허혈 후 재관류 0시간 경과군은 미약한

내지 경도의 양성반응을 나타내었고 (Fig. 16), 재관

류 1시간 경과군에서는 경도의 양성반응을 나타내

었다 (Fig. 20). 재관류 3시간 경과시에는 미약한 반

응을 나타내었다 (Fig. 24). 6시간 경과시에는 경도

의 양성반응을 나타내었고 (Fig. 28), 24시간 경과시

에는 미약한 내지 경도의 양성반응을 나타내었다

(Fig. 32).

②가자미근

2시간 허혈 후 재관류 0시간 경과군은 미약한

내지 경도의 양성반응을 나타내었고 (Fig. 36), 1시

간 경과군에서는 경도의 양성반응을 나타내었다

(Fig. 40). 재관류 3시간 경과시에는 경도 내지 미약

한 양성반응을 나타내었고 (Fig. 44), 6시간 경과시

에는 미약한 내지 경도의 양성반응을 나타내었으

며 (Fig. 48), 24시간 경과시에는 경도 내지 중등도

의 양성반응을 나타내었다 (Fig. 52).

(2) 허혈양상화 및 2시간 허혈군

①앞정강근

허혈양상화 및 2시간 허혈군에서는 재관류 0시

간 경과시 중등도 내지 강한 양성반응을 나타내었

으나 정상대조군 (Fig. 4)보다는 약간 감소함을 관

찰할 수 있었다 (Fig. 17). 재관류 1시간 경과시에는

경도의 양성반응을 나타내었고 (Fig. 21), 3시간 경

과시 미약한 내지 경도의 양성반응을 나타내었다

(Fig. 25). 6시간 경과시에는 중등도의 양성반응을

나타내었고 (Fig. 29), 24시간 경과시에는 경도의 양

성반응을 나타내었다 (Fig. 33).

②가자미근

허혈양상화 및 2시간 허혈군에서는 재관류 0시

간 경과시에는 경도의 양성반응을 나타내었다 (Fig.

37). 재관류 1시간 경과시에는 경도의 내지 미약한

양성반응을 나타내었고 (Fig. 41), 3시간 경과시에는

미약한 내지 경도의 양성반응을 나타내었다 (Fig.

45). 6시간 경과시에는 경도의 양성반응을 나타내

었고 (Fig. 49), 24시간 경과시에는 경도 내지 중등

도의 양성반응을 보였다 (Fig. 53).

(3) 4시간 허혈군

①앞정강근

4시간 허혈 후 재관류 0시간 경과시에는 경도

내지 중등도의 양성반응을 나타내었다 (Fig. 18). 1

시간 경과시에는 중등도 내지 강한 양성반응을 나
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타내었고 (Fig. 22), 3시간 경과시에는 강한 양성반

응을 나타내었다 (Fig. 26). 6시간 경과군에서는 중

등도의 양성반응을 (Fig. 30), 24시간 경과군에서는

강한 양성반응을 보이는 곳이 다수 관찰되었으며,

일부에서 중등도의 양성반응을 관찰할 수 있었다

(Fig. 34).

②가자미근

4시간 허혈 후 재관류 0시간 경과군은 경도의

양성반응을 나타내었다 (Fig. 38). 재관류 1시간 경

과군에서는 중등도의 양성반응을 나타내었고 (Fig.

42), 3시간 경과시에는 중등도 내지 강한 양성반응

을 나타내었다 (Fig. 46). 6시간 및 24시간 경과시에

는 경도의 양성반응을 나타내었다 (Figs. 50, 54).

(4) 허혈양상화 및 4시간 허혈군

①앞정강근

허혈양상화 및 4시간 허혈군에서는 재관류 0시

간 경과시 미약한 내지 경도의 양성반응을 나타내

었다 (Fig. 19). 재관류 1시간 경과군에서는 경도의

양성반응을 나타내었고 (Fig. 23), 3시간 경과군에서

는 중등도의 양성반응을 나타내었다 (Fig. 27). 6시

간 및 24시간 경과시에는 경도의 양성반응을 관찰

할 수 있었다 (Figs. 31, 35).

②가자미근

허혈양상화 및 4시간 허혈군에서는 재관류 0 시

간 경과시 경도의 양성반응을 나타내었다 (Fig. 39).

재관류 후 1시간 경과시에 미약한 내지 경도의 양

성반응을 나타내었으며 (Fig. 43), 3시간 경과시 중

등도 내지 경도의 양성반응을 나타내었다 (Fig. 47).

6시간 경과군에서는 경도 내지 중등도의 양성반응

을 나타내었고 (Fig. 51), 24시간 경과군에서는 경도

의 양성반응을 나타내었다 (Fig. 55).

고 찰

뼈대근육은 허혈에 대하여 비교적 내성이 있는

조직이나 장기간의 허혈 및 재관류시에는 손상을

받는다고 알려져 있다 (Idström 등 1990). 근육에서

는 허혈 및 재관류 후 adenosine, 산화질소 (nitric

oxide), 자유산소기 같은 혈관활성화 물질이 빠르게

생성된다 (Baxter 등 1995). 

Boyle 등 (1999)은 허혈 및 재관류 손상을 일으키

는 염증성 유전자의 유도는 전사인자 (transcription

factor)의 활성화와 관련이 있다고 하였고, May 및

Ghosh (1998)는 NF-κB가 허혈 및 재관류시 활성

화되는 주된 전사인자라고 하였으며, Brennan과

O’Neil (1998) 및 Ho 등 (1999)은 NF-κB 억제가 in

vitro에서 산화자극과 in vivo에서 허혈 및 재관류

손상에 대해 보호효과를 유도한다고 하였다. Das

등 (1999)은 허혈 및 재관류로 유도되는 산화자극

과 자유기 (free radical)는 NF-κB 활성화를 유도하

며, 이는 항산화제에 의해서 차단된다고 하였고,

Bowie와 O’Neil (2000)과 Mercurio와 Manning

(1999)은 심장에서 허혈 및 재관류시 형성되는 자

유기가 심장근육손상과 세포죽음을 유도하며, NF-

κB를 비롯한 IL-1β, TNF-α, 염증성 매개체의 발

현을 촉진시킨다고 하였다.

Boyle 등 (1999)은 심장에서 일어나는 허혈 및 재

관류 손상은 급성염증반응에 의해 일어나며, 내피

세포의 활성화는 전염증성, 전혈액응고성, 혈관활성

화 유전자 발현을 유도하므로, 이러한 유전자 발현

을 억제시키면 심장근육의 허혈 및 재관류 손상을

약화시킬 수 있다고 하였고, Read 등 (1994)은 이러

한 유전자가 NF-κB에 의해 부분적으로 조절된다

고 하였다. 

Murry 등 (1986)은 짧은 허혈과 재관류의 반복이

장기간의 허혈로부터 세포손상을 막아준다고 하였

고, 이러한 과정을 허혈양상화라 하였다. Das 등

(1999)은 허혈양상화가 장기간의 허혈 및 재관류에

의해 생겨나는 여러 유해한 손상으로부터 세포를

보호하며 허혈양상화가 허혈 및 재관류 동안 생성

되는 산화자극을 감소시켜서 세포자연사와 DNA

분절을 감소시킨다고 하였으며, 이러한 허혈양상화

효과가 NF-κB 차단제나 DMTU 같은 반응성 수산

기 대사제 (hydroxyl radical scavenger)에 의해서 파

괴되는 것으로 보아 ROS (reactive oxygen species)

와 NF-κB가 허혈양상화에 중요한 역할을 하는 것

같다고 하였다.

전사인자 NF-κB는 생리적 및 병리적 과정에 광

범위하게 관여하는 Rel family에 속해 있으며, 일반
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적으로 50 kDa (p50)과 65 kDa (p65)의 두 subunit으

로 구성되어 있다. 대부분의 세포에서 억제단백질

인 IκB와 결합된 비활성화 상태로 세포질 안에 존

재하며 (O’Neil과 Kaltschmidt 1997), 산화자극 같은

자극에 의해서 IκB가 인산화되어 분해되면 NF-

κB는 핵으로 이동하여 여러 가지 유전자의 발현을

유도하는 것으로 알려져 있다 (Brown 등 1993, Sun

등 1993). 

NF-κB 활성화는 세포자연사를 억제 또는 촉진

시킨다. 이러한 anti-apoptotic과 pro-apoptotic 성향

은 아직 명확히 밝혀지지 않고 있으며 NF-κB 활

성화로 세포에서 일어나는 반응은 자극의 종류와

강도, 같이 유도되는 다른 전사인자의 활성화에 따

라서 달라지는 것으로 생각되고 있다 (Grilli 등

1995, Lin 등 1999). Grilli와 Memo (1999)는 NF-κB

가 pro-apoptotic 기능을 갖는 p53, bax 등의 유전자

를 조절하기도 하며, bcl-2, bcl-xL 같은 anti-apop-

totic 기능을 갖는 유전자를 조절한다고 하였다.

Morgan 등 (1999)은 NF-κB는 redox-sensitive 전

사인자로 허혈양상화에 관여하며, 허혈양상화나 허

혈 및 재관류 동안에 일어나는 NF-κB의 활성화가

Bcl-2, Bcl-xL 같은 anti-apoptotic 유전자 발현을

매개하는 것 같다고 하였고, 허혈양상화 없이 허혈

및 재관류만 시행한 경우에 NF-κB 활성화는 주로

전염증성 유전자를 발현시키고, 허혈양상화 기간동

안의 NF-κB 활성화는 세포보호 유전자 발현을 유

도한다고 하였으며, 허혈양상화 기간 동안의 NF-

κB활성화로 유도된 세포보호 단백질이 허혈 및 재

관류 동안 활성화되는 NF-κB 활성화를 억제하여

세포를 보호한다고 하였다.

한편, 뼈대근육세포는 수축능력과 효소분포에 따

라 빠른속도로 수축하는 해당근육섬유 (fast-twitch

glycotic fiber), 빠른속도로 수축하는 산화해당근육

섬유 (fast-twitch oxidative-glycolytic fiber) 및 느린

속도로 수축하는 산화섬유 (slow-twitch oxidative

fiber)로 분류할 수 있다. 근육섬유종류에 따른 허

혈내성에 관한 의견은 연구자에 따라서 다른 의견

을 보이고 있다. Hintz 등 (1980)은 백색근육이 적색

근육에 비해 혐기성상태에서 ATP 항상성을 장기간

유지시킬 수 있다고 하였으며, Hochachka (1985)는

혐기성상태에서 백색근육이 허혈에 대한 내성이 있

어야 한다고 하였고, Jennische 등 (1979)과 Jennische

(1982)는 빠른수축근육이 허혈에 더 내성을 갖는다

고한 반면, Petrasek (1994)은 느린수축근육이 허혈

에 더 내성이 있다고 하였다. Idström 등 (1990)은

근육섬유종류에 따른 허혈손상의 차이가 없다고

하였으나, Carvalho 등 (1997)은 긴발가락폄근과 가

자미근에서의 2시간 허혈로 ATP가 감소하며 2시

간 재관류후 가자미근에서는 정상의 70%, 긴발가

락폄근에서는 정상의 60%까지 ATP 양이 회복된다

고 하였으며, 3시간 허혈시 ATP 감소는 긴발가락

폄근에서 미약하게 나타나며 근육의 대사 및 기능

유지에 근육섬유의 종류와 허혈시간이 중요한 요

소로 작용한다고 하였다. Mattei 등 (2000)은 빠른수

축근육섬유로 이루어진 긴발가락폄근과 느린수축

근육섬유로 이루어진 가자미근 모두에서 허혈양상

화가 허혈 후 근육기능을 향상시킨다고 하였으며,

허혈양상화 효과차이는 주로 해당근육섬유로 이루

어진 긴발가락폄근이 산화근육섬유로 이루어진 가

자미근보다 허혈내성을 더 갖는다고 하였으며, 이

러한 차이는 두 근육섬유 종류에 따른 에너지대사

의 차이에서 유래되는 것 같다고 하였다.

조근열 (1998)은 백색근육섬유가 전체 부피의

85%를 차지하는 앞정강근과 적색근육섬유가 89%

를 차지하는 가자미근 (Amstrong과 Phelps 1984)의

허혈 및 재관류 손상은 허혈시간과 재관류 경과시

간에 따라 손상이 심하게 나타나고 가자미근보다

앞정강근에서 손상이 심하게 나타난다고 하였으며,

이러한 손상의 차이는 SOD (superoxide dismutase)

활성변동과 관련이 있다고 하였다. 안동춘 (1999)은

허혈양상화는 단면적이 적은 적색근육세포와 단면

적이 큰 백색근육섬유에서 SOD 활성을 증가시키

며 허혈양상화 후 허혈 및 재관류에 따르는 SOD

활성은 단면적이 적은 적색근육섬유에서 두드러진

다고 하였으며 이러한 SOD 활성이 세포자연사를

감소시킨다고 하였다.

본 실험에서는 허혈 및 재관류시 NF-κB 면역반

응과 허혈양상화가 어떤 영향을 주는가를 백색근

육섬유로 이루어진 앞정강근과 적색근육섬유로 이

루어진 가자미근에서 관찰하였다. 
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허혈양상화만을 시행한 경우, 앞정강근에서 NF-

κB는 0, 1, 3 및 6시간 경과시에는 정상대조군보다

감소하나 24시간 경과시에는 정상대조군과 비슷한

수준으로 증가함을 관찰할 수 있었다. 가자미근의

경우 0, 1, 3, 6 및 24시간 경과군 모두에서 약간 증

가하는 경향을 보이기는 하나 정상대조군과 비슷

한 면역반응 수준을 유지함을 관찰할 수 있었다. 

2시간 허혈시 앞정강근, 가자미근 모두에서 정상

대조군보다 NF-κB는 감소하였으며, 재관류 24시

간 경과시 앞정강근에서는 NF-κB가 정상대조군

수준으로 회복되지 못하였으나, 가자미근의 경우

24시간 경과시 NF-κB가 정상대조군 수준으로 획

복됨을 관찰할 수 있었다. 

4시간 허혈시 앞정강근에서는 0시간 및 1시간

경과시 NF-κB가 감소하였으며 3, 6 및 24시간 경

과시 정상대조군 수준으로 회복되었다. 가자미근에

서는 0, 1 및 3시간 경과시까지는 증가하였다가 6

시간 및 24시간 경과시 정상대조군 수준으로 회복

됨을 관찰할 수 있었고, 변화의 폭은 앞정강근에서

컸다. 두 근육에서 2시간 보다 4시간 허혈시 NF-

κB의 면역반응이 높게 나타나는 것은 허혈자극으

로 발현되는 NF-κB가 4시간까지 지속되어 점점

증가된것이거나 심한 손상을 유발할 수 있는 4시

간 허혈시의 자극이 NF-κB의 발현을 증가시켜 보

호작용을 유도하기 때문인 것으로 생각되었다. 재

관류시간 경과에 따라 나타나는 NF-κB의 면역반

응도 4시간 허혈후가 더욱 크게 나타났다. 2시간

허혈시가 가역적인 변화이고 4시간 허혈시 심한

손상이 나타나는 것을 고려할 때 증가정도의 차이

가 세포손상을 유도하는 NF-κB의 활성과 연관있

는 것으로 생각되었다. 2시간 내지 4시간 허혈 및

재관류시 나타나는 NF-κB 면역반응의 증가와 감

소는 가자미근보다 앞정강근에서 더욱 심하게 나

타났다. 

허혈양상화 및 2시간 또는 4시간 허혈을 실시한

경우, 앞정강근에서는 허혈만을 실시했을 때보다

재관류 경과시간에 따른 NF-κB 변동의 폭이 작아

졌으나 24시간 경과시에도 정상대조군 수준으로

회복되지는 못하였다. 가자미근의 경우 허혈만을

시행한 군보다 재관류 경과시간에 따른 NF-κB 변

동의 폭이 감소하였으며, 24시간 경과시 NF-κB 면

역반응은 정상대조군 수준으로 회복됨을 관찰할

수 있었다. 

허혈양상화군과 허혈 및 재관류군 모두에서 NF

-κB의 분포 변화는 앞정강근보다 가자미근에서

작았으며, 허혈 및 재관류시 NF-κB 변화의 양상은

두 근육에서 비슷하였으나, 변화의 폭은 앞정강근

이 가자미근보다 큼을 알 수 있었다. 

NF-κB는 허혈양상화과정과 허혈 및 재관류로

유도되는 전사인자로 세포자연사를 촉진 또는 억

제시켜 준다고 알려져 있다. 허혈양상화가 허혈 및

재관류 손상을 막아주며 (Murry 등 1986), 허혈양상

화 동안 유도되는 NF-κB 활성화가 세포보호단백

질 생성을 유도하며, 재관류 동안 유도되는 NF-κB

활성화를 억제한다는 점 (Morgan 등 1999)을 고려

할 때, 본 실험에서 허혈양상화 또는 허혈 및 재관

류 동안의 NF-κB 면역반응의 변화는 세포손상과

세포보호에 작용한다고 생각할 수 있었고 2시간 허

혈이 가역적인 손상을 주며, 4시간 허혈은 심한 손

상을 준다는 점 (Jennische와 Hansson 1986, Idström

등 1990)과 2시간 허혈군에서 재관류 경과시간에

따른 NF-κB 변화의 폭이 4시간 허혈군보다 적은

점을 고려하였을 때 NF-κB 변화의 폭이 적은 것

이 세포보호기전에 관여하며, 변화의 폭이 큰 경우

는 세포손상에 관여하는 것으로 생각할 수 있었고,

또한 허혈양상화는 2시간 허혈시에는 NF-κB가

심하게 감소되는 것을, 4시간 허혈군에서는 NF-

κB 심하게 증가하는 것을 막아준다고 생각할 수

있었다. 즉 허혈양상화가 허혈 및 재관류시 변하는

세포질내의 NF-κB를 일정수준으로 유지시켜 재

관류 손상에 대한 보호기전을 유도하는 것으로 생

각할 수 있었다.

NF-κB 변화의 양상은 앞정강근과 가자미근에서

비슷하였으나 허혈양상화나 허혈 및 재관류군 모

두에서 NF-κB 변화의 폭이 앞정강근에서 컸다는

점과 가자미근보다 앞정강근에서 허혈 및 재관류

손상이 크다는 점 (조근열 1999, 안동춘 1999)을 고

려할 때 NF-κB 변화의 폭이 적은 것이 세포손상

을 감소시켜 주는 기전과 관련이 있을 것으로 생

각되었다.
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본 실험에서는 NF-κB의 활성화 형태나 비활성

화 상태를 확인하지는 못하였으며, 다만 세포질에

서의 NF-κB 면역반응의 변화양상만을 관찰할 수

있었다. 앞으로 활성화된 NF-κB의 면역반응과 그

에 따른 TUNEL 방법을 통한 세포자연사를 규명하

는 연구가 계속되어야 하겠다.

이상의 결과에서 뼈대근육에서 NF-κB의 면역

반응은 2시간 허혈 및 재관류시보다 4시간 허혈

및 재관류시, 또 가자미근보다 앞정강근에서 변화

가 심하게 나타났다. 허혈양상화로 허혈 및 재관류

시 나타나는 근육섬유의 NF-κB 면역반응의 변화

는 약하게 나타나는 것으로 결론 지을 수 있었다.
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Legends for Figures

Figs. 1, 2. NF-κB immunoreactivities on cross section of tibialis anterior m. in the control rat. There are no activities on the muscle
fiber in negative staining.

Fig. 3. NF-κB immunoreactivities on cross section of soleus m. in the control rat. There are no activities on the muscle fiber in negative
staining.

Fig. 4. NF-κB immunoreactivities on cross section of tibialis anterior m. in the control rat. Moderate or strong activities are seen.
Fig. 5. NF-κB immunoreactivities on tibialis anterior m. after ischemic preconditiong. Moderate or weak immunoreactivities are

observed.
Fig. 6. NF-κB immunoreactivities on tibialis anterior m., 1 hour after ischemic preconditiong. Weak of moderate immunoreactivities

are observed.
Fig. 7. NF-κB immunoreactivities on tibialis anterior m., 3 hours after ischemic preconditiong. Weak of moderate immunoreactivities

are observed.
Fig. 8. NF-κB immunoreactivities on tibialis anterior m., 6 hours after ischemic preconditiong. Moderate immunoreactivities are

observed.
Fig. 9. NF-κB immunoreactivities on tibialis anterior m., 24 hours after ischemic preconditiong. Moderate or strong immunoreactivities

are observed.
Fig. 10. NF-κB immunoreactivities on soleus m. of the control rat. Moderate immunoreactivities are observed.
Fig. 11. NF-κB immunoreactivities on soleus m. after ischemic preconditiong. Trace or weak immunoreactivities are observed.
Fig. 12. NF-κB immunoreactivities on soleus m., 1 hour after ischemic preconditiong. Weak or moderate immunoreactivities are

observed.
Fig. 13. NF-κB immunoreactivities on soleus m., 3 hours after ischemic preconditiong. Weak or moderate activities are seen.
Fig. 14. NF-κB immunoreactivities on soleus m., 6 hours after ischemic preconditiong. Weak or moderate immunoreactivities are

observed.
Fig. 15. NF-κB immunoreactivities on soleus m., 24 hours after ischemic preconditiong. Weak immunoreactivities are observed.
Fig. 16. NF-κB immunoreactivities on tibialis anterior m. after 2 hours ischemia. Trace or Weak immunoreactivities are observed.
Fig. 17. NF-κB immunoreactivities on tibialis anterior m. after 2 hours ischemia with ischemic preconditioning. Moderate or strong

immunoreactivities are observed but immunoreactivities are lower than that of control.
Fig. 18. NF-κB immunoreactivities on tibialis anterior m. after 4 hours ischemia. Weak or moderate immunoreactivities are observed.
Fig. 19. NF-κB immunoreactivities on tibialis anterior m. after 4 hours ischemia with ischemic preconditioning. Trace or weak

immunoreactivities are observed.
Fig. 20. NF-κB immunoreactivities on tibialis anterior m., 1 hour reperfusion after 2 hours ischemia. Weak immunoreactivities are

observed.
Fig. 21. NF-κB immunoreactivities on tibialis anterior m., 1 hour reperfusion after 2 hours ischemia with ischemic preconditioning.

Weak immunoreactivities are observed.
Fig. 22. NF-κB immunoreactivities on tibialis anterior m., 1 hour reperfusion after 4 hours ischemia. Moderate or strong immunoreac-

tivities are observed.
Fig. 23. NF-κB immunoreactivities on tibialis anterior m., 1 hour reperfusion after 4 hours ischemia with ischemic preconditioning.

Weak immunoreactivities are observed.
Fig. 24. NF-κB immunoreactivities on tibialis anterior m., 3 hours reperfusion after 2 hours ischemia. Trace immunoreactivities are

observed.
Fig. 25. NF-κB immunoreactivities on tibialis anterior m., 3 hours reperfusion after 2 hours ischemia with ischemic preconditioning.

Trace or weak activities are seen.
Fig. 26. NF-κB immunoreactivities on tibialis anterior m., 3 hours reperfusion after 4 hours ischemia. Strong immunoreactivities are

observed.
Fig. 27. NF-κB immunoreactivities on tibialis anterior m., 3 hours reperfusion after 4 hours ischemia with ischemic preconditioning.

Moderate immunoreactivities are observed.
Fig. 28. NF-κB immunoreactivities on tibialis anterior m., 6 hours reperfusion after 2 hours ischemia. Weak immunoreactivities are

observed.
Fig. 29. NF-κB immunoreactivities on tibialis anterior m., 6 hours reperfusion after 2 hours ischemia with ischemic preconditioning.

Moderate immunoreactivities are observed.
Fig. 30. NF-κB immunoreactivities on tibialis anterior m., 6 hours reperfusion after 4 hours ischemia. Moderate immunoreactivities are

observed.
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Fig. 31. NF-κB immunoreactivities on tibialis anterior m., 6 hours reperfusion after 4 hours ischemia with ischemic preconditioning.
Weak immunoreactivities are observed.

Fig. 32. NF-κB immunoreactivities on tibialis anterior m., 24 hours reperfusion after 2 hours ischemia. Trace or weak immunoreac-
tivities are observed.

Fig. 33. NF-κB immunoreactivities on tibialis anterior m., 24 hours reperfusion after 2 hours ischemia with ischemic preconditioning.
Weak immunoreactivities are observed.

Fig. 34. NF-κB immunoreactivities on tibialis anterior m., 24 hours reperfusion after 4 hours ischemia. Strong or moderate immu-
noreactivities are observed.

Fig. 35. NF-κB immunoreactivities on tibialis anterior m., 24 hours reperfusion after 4 hours ischemia with ischemic preconditioning.
Weak immunoreactivities are observed.

Fig. 36. NF-κB immunoreactivities on soleus m. after 2 hours ischemia. Trace or weak immunoreactivities are observed.
Fig. 37. NF-κB immunoreactivities on soleus m. after 2 hours ischemia with ischemic preconditioning. Weak immunoreactivities are

observed.
Fig. 38. NF-κB immunoreactivities on soleus m. after 4 hours ischemia. Weak immunoreactivities are observed.
Fig. 39. NF-κB immunoreactivities on soleus m. after 4 hours ischemia with ischemic preconditioning. Weak immunoreactivities are

observed.
Fig. 40. NF-κB immunoreactivities on soleus m., 1 hour reperfusion after 2 hours ischemia. Weak immunoreactivities are observed.
Fig. 41. NF-κB immunoreactivities on soleus m., 1 hour reperfusion after 2 hours ischemia with ischemic preconditioning. Weak or

trace immunoreactivities are observed.
Fig. 42. NF-κB immunoreactivities on soleus m., 1 hour reperfusion after 4 hours ischemia. Moderate immunoreactivities are observed.
Fig. 43. NF-κB immunoreactivities on soleus m., 1 hour reperfusion after 4 hours ischemia with ischemic preconditioning. Trace or

weak immunoreactivities are observed.
Fig. 44. NF-κB immunoreactivities on soleus m., 3 hours reperfusion after 2 hours ischemia. Weak or trace immunoreactivities are

observed.
Fig. 45. NF-κB immunoreactivities on soleus m., 3 hours reperfusion after 2 hours ischemia with ischemic preconditioning. Trace or

weak immunoreactivities are observed.
Fig. 46. NF-κB immunoreactivities on soleus m., 3 hours reperfusion after 4 hours ischemia. Moderate or strong immunoreactivities are

observed.
Fig. 47. NF-κB immunoreactivities on soleus m., 3 hours reperfusion after 4 hours ischemia with ischemic preconditioning. Moderate

or weak immunoreactivities are observed.
Fig. 48. NF-κB immunoreactivities on soleus m., 6 hours reperfusion after 2 hours ischemia. Trace or weak immunoreactivities are

observed.
Fig. 49. NF-κB immunoreactivities on soleus m., 6 hours reperfusion after 2 hours ischemia with ischemic preconditioning. Weak

immunoreactivities are observed.
Fig. 50. NF-κB immunoreactivities on soleus m., 6 hours reperfusion after 4 hours ischemia. Moderate immunoreactivities are

observed.
Fig. 51. NF-κB immunoreactivities on soleus m., 6 hours reperfusion after 4 hours ischemia with ischemic preconditioning. Weak or

Moderat immunoreactivities are observed.
Fig. 52. NF-κB immunoreactivities on soleus m., 24 hours reperfusion after 2 hours ischemia. Weak or moderate immunoreactivities

are observed.
Fig. 53. NF-κB immunoreactivities on soleus m., 24 hours reperfusion after 2 hours ischemia with ischemic preconditioning. Weak or

moderate immunoreactivities are observed.
Fig. 54. NF-κB immunoreactivities on soleus m., 24 hours reperfusion after 4 hours ischemia. Moderate immunoreactivities are

observed.
Fig. 55. NF-κB immunoreactivities on soleus m., 24 hours reperfusion after 4 hours ischemia with ischemic preconditioning. Weak

immunoreactivities are observed.
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Abstract 

Alteration of NF-κκB in Ischemic-reperfused Anterior Tibialis 
and Soleus Muscles of Rats

Youn Kyoung Seo, Doo Jin Paik

Department of Anatomy and cell biology, College of medicine, Hanyang University.

In skeletal muscles, oxygen free radicals generated during ischemia-reperfusion are known as inducers that cause

cellular injury and apoptosis and contribute to the pathogenensis of reperfusion injury. Ischemia-reperfusion for 2

hours may cause reversible changes, while prolonged ischemia-reperfusion causes irreversible changes. 

Following ischemia-reperfusion, diverse signals are transduced to induce a variety of gene expression. Ischemic

preconditioning, defined as brief episodes of ischemia and reperfusion, is known to provide protection from the

consequences of prolonged ischemia followed by reperfusion.

NF-κB is a transcription factor that activated during ischemic preconditioning and ischemia-reperfusion. It initiates

inflammation through inducing transcription of proinflammatory, procoagulant and vasoactive gene, while mediates the

expression of cytoprotective proteins that block apoptosis or inhibit inflammation.

The present study was performed to study the change of NF-κB immunoreacitvity in rat anterior tibialis and soleus

muscles in response to ischemia-reperfusion and preconditioning.

Experimental animals, Sprague-Dawley rats (250~300 g), were divided into 6 groups; 1) control, 2) ischemic

preconditioning, 3) 2 hours of ischemia, 4) 4 hours of ischemia, 5) 2 hours of ischemia after ischemic preconditioning,

6) 4 hours ischemia after ischemic preconditioning. For ischemic preconditioning, left common iliac artery was

occluded three times for 5 minutes followed by 5 minutes of reperfusion using vascular clamp. Ischemia was done by

occlusion of the same artery for 2 or 4 hours. The specimens of tibialis anterior and soleus muscles were obtained 0, 1,

3, 6, and 24 hours after onset of reperfusion. The specimens were paraffin sectioned at 6 µm and NF-κB expression

was examined using immunohistochemical methods.

The results obtained were as follows :

1. In normal control group, immunoreactivity of NF-κB was moderate to strong in tibialis anterior muscles and weak

in soleus muscles.

2. In tibialis anterior, immunoreactivity of NF-κB was decreased in 2 and 4 hours of ischemia comparede with normal

control group. In soleus muscle, immunoreactivity of NF-κB was decreased in 2 hours of ischemia but it was

comparable to that of normal control group in 4 hours of ischemia.

3. Ischemia for 4 hours induced more remarkable change in NF-κB immunoreactivity than that for 2 hours. 

4. After ischemic preconditioning, changes in NF-κB immunoreactivity after 2 and 4 hours of ischemia were decreased

compared with normal control group.

5. In ischemia for 2 and 4 hours, changes in NF-κB immunoreactivity of tibialis anterior muscles were more severe

than that of soleus muscles.

These results suggest that in the skeletal muscle, changes in NF-κB immunoreactivity of 4 hours of ischemia were

more remarkable than that of 2 hours ischemia, and changes in NF-κB of tibialis anterior muscles were more

remarkable than that of soleus muscles. Ischemic preconditiong attenuated the alteration of the NF-κB

immunoreactivity induced by ischemia-reperfusion in the muscles.

Key words : Ischemia and reperfusion, Rat, Tibialis anterior, Soleus, NF-κB


