
서 론

허혈양상화 (ischemic preconditioning)는 짧은 허

혈과 재관류를 반복하는 과정으로 (Murry 등 1986),

허혈자극에 대한 내성을 길러준다고 알려져 있다.

짧은 허혈과 재관류의 반복 횟수는 연구자마다 차

이가 있으나, 5분 허혈시키고 5분 재관류하는 과정

을 3회하는 방법이 많이 사용되고 있다 (Mattei 등

2000, Seo 등 2003, Muscari 등 2004).

허혈양상화로 유도되는 허혈내성의 기전은 아직

명확히 밝혀지지 않았으나, 짧은 허혈과 재관류의

반복은 세포생존에 중요한 역할을 하는 Akt와 heat

shock proteins (HSPs)의 발현을 증가시키는데 관여

하며 (Bijur와 Jope 2000), 세포내에서 Akt와 결합하

여 복합체를 형성하는 HSP90은, Akt의 활성과 세포

자멸사를 조절한다고 알려져 있다(Zhang 등 2005).

허혈과 재관류시 생성되는 활성산소기는 Akt의
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간추림 :흰쥐의 앞정강근과 가자미근에서 허혈양상화 횟수가 증가함에 따라 세포를 보호하는 것으로 알려진 Akt

의 인산화와 heat shock protein (HSP72) 72, HSP90의 발현의 변화를 알아보고자 본 실험을 실시하였다.

35주령의 Sprague-Dawley계 수컷 흰쥐를 대조군과 허혈양상화군으로 나누었고, 허혈양상화군은 왼온엉덩동맥

을 5분 허혈과 5분 재관류하는 과정을 3회, 6회, 10회 반복하여 실시하였다. 재관류 직후와 3시간, 6시간, 24시간,

72시간 경과 후에 왼앞정강근과 왼가자미근을 적출한 뒤, phospho-Akt와 HSP72, HSP90의 면역조직화학염색과

Western blot 분석을 시행하여 다음과 같은 결과를 얻었다. 

Akt 인산화는 허혈양상화 3회군과 6회군에서는 재관류 직후와 3시간에 대조군보다 증가하였고, 10회군에서는 3

회와 6회군보다 낮게 관찰되었다. 재관류 72시간에는 3회와 6회, 10회군 사이의 차이가 없었다. Akt 인산화는 앞정

강근보다 가자미근에서 많이 관찰되었다. HSP72는 재관류 직후와 3시간에 허혈양상화 3회군에서 가장 많이 증가

하였고, 10회군에서 가장 낮게 관찰되었다. 재관류 72시간에 3회와 6회, 10회군 사이의 차이가 없었다. HSP72는

앞정강근보다 가자미근에서 많이 관찰되었다. HSP90은 허혈양상화 3회군과 6회군에서는 재관류 직후와 3시간에

대조군보다 증가하였고, 10회군에서는 3회와 6회군보다 낮게 관찰되었다. 재관류 24시간에 3회와 6회, 10회군 사

이의 차이는 크지 않았다. HSP90은 앞정강근보다 가자미근에서 많이 관찰되었다.

이상의 결과로, 허혈양상화는 흰쥐의 앞정강근과 가자미근에서 재관류 초기에 Akt 인산화와 HSP72, HSP90의

발현을 증가시키고, 허혈양상화 횟수를 증가시키는 것은 재관류 초기에 이들의 발현을 효과적으로 유도하지 못하

는 것으로 생각되었다. 

찾아보기 낱말 :허혈양상화, 횟수, 앞정강근, 가자미근, Akt, HSP72, HSP90
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serine 473을 인산화시키며, 활성화된 Akt는 허혈손

상을 감소시킨다 (Matsui 등 2001, Toth 등 2003).

Kis 등 (2003)은 허혈양상화를 실시하면 Akt 인산화

가 증가하여 심장의 허혈손상을 감소시킨다고 하였

고, Zhou 등(2000)은 Akt가 대뇌 허혈시 세포자멸사

를 감소시킨다고 하였다. 

HSPs은 단백질의 변성과 응집을 방지하고 단백

질의 접힘 (folding)과 재접힘 (refolding)을 조절하고

손상된 단백질을 파괴하는 과정을 조절하여 열이나

에탄올, 산화자극, 허혈같은 상황에 세포가 적응하도

록 도와준다(Bakau와 Horwich 1998). 

HSP72는 열이나 허혈 자극에 노출되었을 때 증

가하여 세포자멸사를 억제하고 세포의 생존률을 증

가시키는 것으로 알려져 있다. Marber 등 (1995)은

HSP72 유전자가 과발현되는 생쥐의 심장을 허혈시

키면 심장근육의 회복이 빨라지고, 경색 크기도 감

소한다고 하였다. HSP90은 단백질의 활성과 대체를

조절한다고 알려져 있으며 (Pratt와 Toft 2003),

Nayeem 등 (1997)은 열자극으로 증가된 HSP90이

심장의 허혈손상을 감소시킨다고 하였고, Bartling

등 (2003)은 허혈양상화가 심장에서 HSP90을 증가

시킨다고 하였다. 

뼈대근육은 수축과 이완이 계속 일어나는 조직으

로, 이러한 작용은 세포내 에너지 변화와 산화적 자

극을 유발한다. 이러한 환경변화는 HSP72의 발현을

유도하여 뼈대근육세포의 항상성을 유지시키며

(Locke 등 1991), 활성산소기에 의해 유도된 Akt는

세포손상을 감소시킨다고 알려져 있다 (Noshita 등

2003). 뼈대근육은 백색근육섬유와 적색근육섬유가

혼합된 조직으로, 근육마다 섬유의 조성비율과 에너

지를 이용하는 방법, 사립체의 양, 피로도와 회복도

에 차이가 있다고 알려져 있다(Lindsay 등 1990). 

이에 저자들은 흰쥐의 뼈대근육 중, 섬유의 85%

가 백색근육섬유로 구성된 앞정강근과 섬유의 89%

가 적색근육섬유로 구성된 가자미근 (Amstrong과

Phelps 1984)에서 허혈양상화 횟수를 증가시키는 것

이 Akt 인산화와 HSP72, HSP90의 발현에 미치는

영향의 차이를 알아보고자 본 실험을 실시하였다.

재료 및 방법

1. 실험동물

35주령의 Sprague-Dawley계 수컷 흰쥐 (Daehan

Biolink, Korea)를 사용하여 정상대조군과 허혈양상

화군으로 나누었다. 허혈양상화군은 짧은 허혈과 재

관류의 반복 횟수에 따라 3회, 6회, 10회군으로 나누

었고, 각 실험군은 마지막 처치 후 재관류 0시간, 3

시간, 6시간, 24시간, 72시간군으로 세분하였다. 각

군당 6마리씩 모두 96마리의 실험동물을 사용하였

다. 

2. 실험처치

우레탄을 생리식염수에 희석하여 15분 간격으로

2회 복강내 주사하여 (1.15 g/kg) 실험동물을 마취시

킨 후 실험을 실시하였다. 허혈양상화는 실험동물의

배 안을 연 후, 왼온엉덩동맥을 흰쥐용 혈관집게로

5분 동안 묶은 뒤 5분 동안 풀어주는 과정을 3회, 6

회, 10회 반복하여 실시하였다. 정상대조군의 실험동

물은 배안을 연 후 아무런 처치를 하지 않았다.

실험처치가 끝난 뒤에 혈관집게를 제거하여 재관

류시켰으며, 재관류 직후 (0시간)와 3시간, 6시간, 24

시간, 72시간 뒤에 실험동물을 경추탈골로 희생시켜

왼앞정강근과 왼가자미근을 얻었다. 전기담요를 이

용하여 실험기간 동안 실험동물의 체온을 유지시켜

주었다. 

앞정강근과 가자미근의 몸쪽부위는 액화질소를

이용하여 곧바로 얼린 후 Western blot analysis를 하

기 전까지 -70�C에 보관하였다. 근육의 먼쪽 부위

는 면역조직화학염색을 시행하기 위해 0.1% gluta-

raldehyde-4% paraformaldehyde 혼합용액 (pH 7.4)에

18시간 동안 고정시킨 후 일상적인 방법으로 6 µm

의 파라핀절편을 만들었다. 

3. 면역조직화학염색

크실렌 (xylene)으로 파라핀절편의 파라핀을 제거

하고 함수시킨 뒤, phosphate buffered saline (PBS,

pH 7.4)과 증류수로 세척하였다. 3% 과산화수소-메
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탄올 혼합용액으로 5분 동안 처리한 후, 0.4% pepsin

용액 (Sigma, USA)으로 실온에서 8분 동안 반응시

켰다.

phospho-Akt 면역조직화학염색을 위해 rabbit

blocking 용액 (PBS, 2% bovine serum albumin, 산양

의 정상혈청 15µL/mL)으로 37�C에서 1시간, rabbit

anti-phospho-Akt 항체 (Ser 473, 1 : 50, Santa Cruz

Biotechnology, USA)를 blocking 용액에 희석하여

4�C에서 하룻밤 동안 반응시켰다. HSP72와 HSP90

면역조직화학염색을 위해 goat blocking 용액 (PBS,

2% bovine serum albumin, 토끼의 정상혈청 15µL/

mL)으로 37�C에서 1시간, goat anti-HSP72 항체 (1 :

40, Santa Cruz Biotechnology)와 goat anti-HSP90 항

체 (1 : 100, Santa Cruz Biotechnology)를 blocking 용

액에 각각 희석하여 4�C에서 하룻밤 동안 반응시켰

다. PBS로 세척한 후 2차 항체, goat anti-rabbit IgG

항체와 rabbit anti-goat IgG 항체 (Vector Laboratory,

USA)를 PBS에 1 : 1000 비율로 희석하여 실온에서

40분, ABC 용액 (Vector Laboratory)으로 실온에서

30분 동안 처리하였다. DAB kit (Vector Laboratory)

를 이용하여 발색시켰으며, 1% 메칠그린용액으로 대

조염색 후 광학현미경 (Olympus BX51, Japan)으로

관찰하였다. 

근육의 중심부를 사진촬영하여 면역염색반응 정

도에 따라, 음성반응 (-), 미약한 양성반응 (±), 경도

의 양성반응 (++), 중등도 양성반응 (++++), 강한 양성

반응 (++++++)으로 정하여 Table 1과 2, 3에 정리하였

다. 

4. Western blot analysis

막자사발을 이용하여 근육조직을 잘게 부순 뒤,

단백질분해효소 억제제 (PMSF 1.0 mM, EDTA 1.0

mM, pepstatin A 1µM, leupeptin 1µM, aprotinin 0.1

µM)가 포함된 단백질 추출 용액 (iNtRON Biotech-

nology, Korea)을 근육조직 0.05 g당 1 mL씩 첨가한

뒤 homogenizer (Janke & Kunkel, IKA®-Labtechnik,

Germany)를 이용하여 13,500 rpm에서 10초씩 2회,

얼음 위에서 균질화시켰다. 20분 동안 얼음 위에 보

관한 균질액을 4�C에서 12,000 rpm 속도로 10분 동

안 원심분리한 뒤 상층액을 얻었다.

각 조직에서 50µg의 단백질을 취하여 8% SDS-

polyacryamide gel 전기영동을 이용하여 분리시킨

뒤, HybondTM-P membrane (Amersham Biosciences,

England)에 이동시켰다. Membrane을 3% blocking

용액 (TBST; 25 mM Tris, 8% NaCl, 0.1% Tween-20,

3% non-fat dry milk)으로 실온에서 1시간 처리한

뒤, 1차 항체 anti-mouse phospho-Akt 항체 (Ser 473,

1 : 1000, Cell signaling Technology, USA)와 anti-

mouse HSP72 항체(1 : 1000, Stressgen, Canada), anti-

rat HSP90 항체 (1 : 600, Stressgen)를 blocking 용액

에 희석하여 4�C에서 하룻밤 동안 처리하였다.

TBST로 5분씩 3회 세척한 뒤 2차 항체 horseradish

peroxidase-conjugated anti-mouse IgG 항체와 hor-

seradish peroxidase-conjugated anit-rat IgG 항체

(Amersham Biosciences)를 각각 1 : 1000으로 희석

하여 실온에서 1시간 반응시킨 후, TBST로 세척한

뒤 ECL (enhanced chemiluminescene) 용액 (Amer-

sham Biosciences)을 1분 동안 처리하여 x-ray 필름

에 노출시켰다. Quantity one® 프로그램 (Gel Doc

2000, Bio-Rad Laboratories, Italy)을 이용하여 관찰

된 band의 농도 (density)를 측정하였고, Student t-

test를 실시하였다.

결 과

1. 허혈양상화가 Akt 인산화(p-Akt)에 미치는 영향

1) 면역조직화학염색

p-Akt는 주로 근육섬유의 근육형질막과 근육형질

막 주변의 세포질에서 관찰되었고, 혈관의 내피세포

와 민무늬근육섬유에서도 관찰되었다. 대조군과 실

험군 모두 앞정강근과 가자미근에서 관찰된 p-Akt

는 큰 차이가 없었다(Table 1, Fig. 1). 

2) Western blot analysis

p-Akt 인산화는 3회군과 6회군보다 10회군에서

낮게 관찰되었다. 앞정강근에서 p-Akt는 재관류시간

경과에 따른 차이가 크지 않았으나, 가자미근에서

p-Akt는 허혈양상화 3회와 6회를 실시한 직후 증가

228899

─ 허혈양상화 횟수에 따른 Akt 인산화, HSPs의 변화 ─



하여 재관류 6시간 또는 3시간까지 증가하나, 허혈

양상화 10회를 실시하면 재관류 직후에 p-Akt가 증

가되나 이후에는 감소되었다(Fig. 2). 

2. 허혈양상화가 HSP72에 미치는 영향

1) 면역조직화학염색

앞정강근에서 HSP72는 재관류 6시간과 24시간

이후에 대조군보다 증가되었고, 6회군 (Fig. 3D)이 3

회군 (Fig. 3B)과 10회군 (Fig. 3D)보다 높게 관찰되

었다. 가자미근에서 HSP72는 재관류 초기와 3시간

이후에 대조군 (Fig. 3E)보다 증가되었고, 6회군 (Fig.

3G)에서 가장 높게 관찰되었다. HSP72는 앞정강근

보다 가자미근에서 높게 관찰되었다 (Table 2, Fig.

3).

2) Western blot analysis

앞정강근에서 HSP72는 3회의 허혈양상화 직후

증가한 뒤, 재관류 6시간 이후에 다시 대조군보다

증가하였고, 6회와 10회의 허혈양상화는 재관류 24

시간까지 HSP72를 대조군보다 증가시켰다. 가자미

근에서 HSP72는 3회의 허혈양상화 직후 증가하여

재관류 24시간까지 대조군보다 높게 관찰되었고, 6

회의 허혈양상화는 HSP72를 재관류 72시간에 대조
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Table 1.Immunoreactivities of phospho-Akt in rat tibialis an-
terior and soleus muscles of the control and ischemic
preconditioning groups

Time of reperfusion (h)

0 3 6 24 72

cont ++

TA
3IP ++ ± ± ± ++

6IP ± ++ ± ± ++

10IP ± ± ± ++ ±

cont ++

Sol
3IP ++ ++ ++ ++ ±

6IP ++ ± ± ± ++

10IP ± ++ ++ ± ++

Abbreviations
TA : tibialis anterior muscle 
Sol : soleus muscle 
cont : control
3IP : 3 times of ischemic preconditioning 
6IP : 6 times of ischemic preconditioning 
10IP : 10 times of ischemic preconditioning
± : trace immunoreactivity
++ : weak immunoreactivity 
++++ : moderate immunoreactivity
++++++ : strong immunoreactivity 

A B C D

E F G H

cont 3IP 6IP 10IP

cont 3IP 6IP 10IP

Fig. 1. Immunohistochemical staining of phospho-Akt (Ser 473, p-Akt), 3 hours after ischemic preconditioning (IP). Intensity of
immunoreactivities (IR) were presented in Table 1. IR of p-Akt were trace or weak, and showed no differences between control
(A, E) and IP groups (B~D, F~H). A~D: Tibialis anterior, E~H: Soleus, cont; control, 3IP: 3 times of IP, 6IP: 6 times of IP,
10IP: 10 times of IP. Scale bar==50µm, ×200 magnification.
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Fig. 2.Western blot analysis of phospho-Akt (Ser 473) in rat
skeletal muscle. A: 0 hr after ischemic preconditioning
(IP), B: 3 hrs after IP, C: 6 hrs after IP, D: 24 hrs after IP,
E: 72 hrs after IP. Values are means±SD. *P⁄0.05,
different from cont of TA; �P⁄0.05, different from cont
of sol; �P⁄0.05, different between TA and sol. cont:
control, TA: Tibialis anterior, sol: Soleus, 3IP: 3 times of
IP, 6IP: 6 times of IP, 10IP: 10 times of IP. 
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군보다 증가시켰으며, 10회의 허혈양상화는 재관류

기간 동안 HSP72를 대조군보다 증가시켰다(Fig. 4).

3. 허혈양상화가 HSP90에 미치는 영향

1) 면역조직화학염색

앞정강근에서 허혈양상화 처치로 HSP90은 재관

류 3시간 이후 (Fig. 5B-D)에 대조군 (Fig. 5A)보다

증가되었다. 가자미근에서 HSP90은 재관류 3시간과

6시간에 대조군 (Fig. 5E)보다 증가하였고, 3회군

(Fig. 5F)과 6회군 (Fig. 5G)에서 10회군 (Fig. 5H)보

다 높게 관찰되었다. HSP90은 앞정강근보다 가자미

근에서 높게 관찰되었다(Table 3, Fig. 5).

2) Western blot analysis

HSP90은 허혈양상화 후 재관류 6시간까지는 3회

군과 6회군에서 10회군보다 높게 관찰되었고, 재관

류 24시간과 72시간에는 허혈양상화 횟수에 따른

차이가 크지 않았다. 앞정강근에서 HSP90은 허혈양

상화 3회군에서 재관류 직후 증가하였으나, 6회군에

서는 재관류 6시간까지 대조군과 비슷하게 관찰되

었고, 10회군에서는 재관류 6시간과 24시간에 증가

하였다. 가자미근에서 HSP90은 허혈양상화 3회군에

서 재관류 3시간에 증가하였고, 6회군에서는 재관류
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Table 2.Immunoreactivities of HSP72 in rat tibialis anterior and
soleus muscles of the control and ischemic precondi-
tioning groups

Time of reperfusion (h)

0 3 6 24 72

cont ±

TA
3IP ++ ± ++ ++ ++

6IP ++ ++ ± ++++ ++++

10IP ++++ ++ ++++++ ± ±

cont ++++

Sol
3IP ± ++ ++ ++ ++

6IP ++++ ++++ ++++++ ++++ ++

10IP ++++++ ++ ++ ± ±

Abbreviations
TA : tibialis anterior muscle Sol : soleus muscle cont : control
3IP : 3 times of ischemic preconditioning
6IP : 6 times of ischemic preconditioning
10IP : 10 times of ischemic preconditioning
± : trace immunoreactivity
++ : weak immunoreactivity 
++++ : moderate immunoreactivity
++++++ : strong immunoreactivity 

A B C D

E F G H

cont 3IP 6IP 10IP

cont 3IP 6IP 10IP

Fig. 3. Immunohistochemical staining of HSP72, 3 hours after ischemic preconditioning (IP). Intensity of immunoreactivities (IR) were
presented in Table 2. In Tibialis anterior, IR of HSP72 were increased in IP groups (B~D), compared with control group (A). In
Soleus, IR of HSP72 in 6IP groups (G) were more strong than those in 3IP (F) and 10IP (H) groups. IR of HSP72 were higher in
Soleus muscle (E~H) than that in Tibialis anterior (A~D). A~D: Tibialis anterior, E~H: Soleus, cont: control, 3IP: 3 times of
IP, 6IP: 6 times of IP, 10IP: 10 times of IP. Scale bar==50µm, ×200 magnification.
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Fig. 4.Western blot analysis of HSP72 in rat skeletal muscle. A:
0 hr after ischemic preconditioning (IP), B: 3 hrs after IP,
C: 6 hrs after IP, D: 24 hrs after IP, E: 72 hrs after IP.
Values are means±SD. *P⁄0.05, different from cont of
TA; �P⁄0.05, different from cont of sol; �P⁄0.05,
different between TA and sol. cont: control, TA: Tibialis
anterior, sol: Soleus, 3IP: 3 times of IP, 6IP: 6 times of
IP, 10IP: 10 times of IP. 
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6시간에 증가, 10회군에서는 재관류 직후 증가한 뒤

감소하였다(Fig. 6). 고 찰

뼈대근육은 허혈에 내성이 있는 조직이나 오랜

시간의 허혈은 근육손상을 일으킬 수 있고, 다른 장

기의 기능부전을 유도할 수도 있다. 허혈양상화는

허혈손상을 감소시킬 수 있는 방법으로, 짧은 허혈

과 재관류를 통해 세포를 보호하는 단백질 합성이

유도된다고 알려져 있다.

본 연구에서는 허혈내성을 유도하는 허혈양상화

횟수를 증가시켰을 때, 흰쥐의 뼈대근육에서 Akt와

HSP72, HSP90이 어떻게 변화되는지 관찰하였다. 

Noshita 등(2003)은 생쥐의 대뇌 허혈 중심부에서

Akt 인산화가 증가하지 않으나, 허혈 주변부에서는

재관류 4시간에 허혈 후 감소한 Akt 인산화와 세포

생존률이 증가되는 것을 관찰하였다. 이들은 허혈자

극의 강도와 조직의 손상정도에 따라 Akt 인산화는

다르게 나타난다고 하였다. Mocanu 등 (2002)은 허

혈양상화 전에 Akt 억제제를 처리하면 흰쥐의 심장

에서 유도되는 보호기전이 차단된다고 하였다. 한편,

Ushino-Fukai 등 (1999)은 흰쥐의 대동맥 민무늬근
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Table 3.Immunoreactivities of HSP90 in rat tibialis anterior and
soleus muscles of the control and ischemic precondi-
tioning groups

Time of reperfusion (h)

0 3 6 24 72

cont ±

TA
3IP ++ ++++ ++ ++++ ±

6IP ++ ++++ ++++ ++++ ++++++

10IP ++ ++++++ ++++ ++++ ++++

cont ++

Sol
3IP ++ ++++++ ++++ ± ++++

6IP ± ++++ ++++++ ++++ ++++++

10IP ++++ ± ++ ++++++ ++++

Abbreviations
TA : tibialis anterior muscle Sol : soleus muscle cont : control
3IP : 3 times of ischemic preconditioning
6IP : 6 times of ischemic preconditioning
10IP : 10 times of ischemic preconditioning
± : trace immunoreactivity
++ : weak immunoreactivity 
++++ : moderate immunoreactivity
++++++ : strong immunoreactivity

A B C D

E F G H

cont 3IP 6IP 10IP

cont 3IP 6IP 10IP

Fig. 5. Immunohistochemical staining of HSP90, 3 hours after ischemic preconditioning (IP). Intensity of immunoreactivities (IR) were
presented in Table 3. After IP, IR of HSP90 were increased (B~D, F~H), compared with control group (A, E). IR of HSP90
were higher in Soleus (E~H) than that in Tibialis anterior (A~D). A~D: Tibialis anterior, E~H: Soleus, cont; control, 3IP: 3
times of IP, 6IP: 6 times of IP, 10IP: 10 times of IP. Scale bar==50µm, ×200 magnification.
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Fig. 6.Western blot analysis of HSP90 in rat skeletal muscle. A:
0 hr after ischemic preconditioning (IP), B: 3 hrs after IP,
C: 6 hrs after IP, D: 24 hrs after IP, E: 72 hrs after IP.
Values are means±SD. *P⁄0.05, different from cont of
TA; �P⁄0.05, different from cont of sol; �P⁄0.05,
different between TA and sol. cont: control, TA: Tibialis
anterior, sol: Soleus, 3IP: 3 times of IP, 6IP: 6 times of
IP, 10IP: 10 times of IP. 
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육세포에 과산화수소를 처리하면 Akt 인산화가 증

가하고, 과산화수소의 농도가 높아질수록 Akt 인산

화가 증가한다고 하였다. 그러나 Kelly 등 (1994)은

과도한 활성산소기는 Akt 활성을 억제한다고 하였

다. 

이들의 실험결과를 고려하면, 본 실험에서 3회와

6회의 허혈양상화는 Akt 인산화를 증가시킴으로 뼈

대근육에서 일어나는 허혈손상을 감소시킬 수 있다

고 생각하였다. 그러나, 10회군의 경우 Akt 인산화가

감소되는 것은 10회의 허혈양상화로 과도한 활성산

소기가 생성된 결과로 생각되었고, 감소된 Akt 인산

화는 허혈양상화 보호기전을 효과적으로 유도하지

못하여 뼈대근육세포를 보호할 수 없을 것으로 생

각되었다.

McArdle 등 (2004)은 HSP72를 과발현시킨 생쥐

의 긴발가락폄근에 전기자극을 주면, 정상대조군의

근육보다 수축력 회복이 빠르고 근육괴사도 적다고

하였으며, 감소된 HSP72가 뼈대근육의 재생을 느리

게 하고 기능적 변화에 영향을 준다고 하였다. 한편,

Lille 등 (1999)은 4시간 허혈 뒤 재관류 3시간에 흰

쥐의 두덩정강근에서 HSP72를 관찰한 경우, 열전처

리가 HSP72를 증가시키나, 근육의 부종과 손상을

감소시키지는 않는다고 하였다. 이들은 오랜 시간의

허혈은 과도한 스트레스를 유발하고 조직을 손상시

킨다고 하였고, 뼈대근육에서 HSP72으로 유도되는

보호효과는 허혈 기간에 따라 다르게 나타난다고

하였다. 

이들의 의견을 고려하면, 3회와 6회의 허혈양상화

로 인해 증가된 HSP72는 뼈대근육에서 일어나는

허혈손상을 감소시킬 수 있다고 생각하였다. 또한,

10회 이상의 과도한 허혈양상화는 재관류 초기에

HSP72가 발현되지 못하여 허혈손상을 효과적으로

감소시키지 못할 것으로 생각되었으며, 10회의 허혈

양상화가 HSP72의 발현을 유도하더라도 허혈손상

에서 근육세포를 보호하는데 기여하지 못할 것으로

생각되었다.

Sato 등 (2000)과 Lewis 등 (2000)은 HSP90과 Akt

를 과발현시킨 태생기 생쥐의 섬유모세포에 과산화

수소를 처리하면, apoptosis signal-regulating kinase 1

(ASK1)의 활성이 억제되고 세포자멸사가 감소된다

고 하였고, HSP90 억제제나 Akt 억제제를 처리하면

ASK1과 c-Jun N-terminal kinase (JNK)가 활성화되

어 세포자멸사가 증가한다고 하였다. Brouet 등

(2001)은 HSP90의 증가가 Akt 인산화를 증가시킨

다고 하였으며, Gabai와 Sherman (2002)은 HSPs이

JNK와 직접 결합함으로 JNK 활성을 억제하여 세포

자멸사를 차단한다고 하였다. 

이들의 의견을 고려하면 3회와 6회의 허혈양상화

로 재관류 초기에 증가된 HSP90은 허혈에서 근육

세포를 보호할 수 있으며, HSP90이 Akt의 활성화를

유도하거나, ASK1과 JNK를 억제함으로 세포손상을

감소시킬 것으로 생각되었다. 또한, Akt 인산화와

HSP72, HSP90은 가자미근보다 앞정강근에서 적게

관찰되었는데, 같은 횟수의 허혈양상화를 실시했을

때, 가자미근보다 앞정강근에서 더 많은 활성산소기

가 생성되어 Akt 인산화와 HSP72, HSP90 발현이

감소되었을 것으로 생각되었다. 

백색근육섬유가 많이 포함된 앞정강근은 혐기성

근육으로 당원의 분포가 많고, 해당작용에 관여하는

효소의 활성이 높으나, 산소를 대사하는 효소는 적

고, 피로를 쉽게 느끼는 것으로 알려져 있다. 이와

반대로 주로 적색근육섬유로 이루어져 있는 가자미

근은 당원이 적게 분포하며 산화활성반응이 높은

편으로, 산화적 인산화반응에 관여하는 효소의 활성

이 높은 것으로 알려져 있다 (Cooper 등 1970, Peter

등 1972). 

Woitaske와 McCarter (1998)는 생쥐의 뼈대근육

을 3시간 허혈하였을 때 일어나는 사립체와 근유세

포질세망, 근육원섬유의 손상은 긴발가락폄근에서

가자미근보다 심하게 나타나며, 회복되는 속도도 느

리다고 하였다. Carvalho 등 (1997)도 흰쥐의 긴발가

락폄근과 가자미근을 2시간 허혈시킨 후 관찰한

ATP 회복은 가자미근에서 더 빨리 일어난다고 하였

다. 

Akt와 HSP72, HSP90이 세포를 보호한다는 의견

과 백색근육이 적색근육보다 허혈자극에 쉽게 손상

받는 점을 고려하면, 짧은 허혈과 재관류의 반복으

로 Akt와 HSP72, HSP90이 적게 관찰된 앞정강근이

가자미근보다 허혈자극에서 효과적으로 보호받을

수 없을 것으로 생각되었다.
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본 실험에서 HSP72 또는 HSP90이 Akt의 합성과

인산화를 조절하는지는 직접 확인하지는 못하였으

나 허혈자극에 대해 내성이 있다고 알려진 가자미

근에서 (Cavalho 등 1997, Woitaske와 McCarter

1998) HSP72, HSP90 발현과 Akt 인산화가 증가된

것과 허혈양상화 10회군에서 이들의 감소된 것으로

보아 이들의 상호작용을 미루어 짐작할 수 있었다. 

앞으로, Akt 억제제나, HSPs 억제제를 이용하여 뼈

대근육에서도 HSPs과 Akt가 상호작용을 하는지 확

인하는 과정이 이루어져야 할 것이다. 또한 본실험

에서 Akt 인산화 면역조직화학염색 결과는 실험군

간 차이가 크지 않았으나, Western blot 분석 결과는

실험군간 차이가 있었다. 이는 1차 항체의 친화성

정도의 차이일 수도 있으나, Akt가 근육세포형질막

부근에서 주로 관찰된 것으로 보아, 조직절편의 한

면만을 관찰하는 면역조직화학염색과 조직 전체를

갈아 정량하는 방법의 차이 때문이라 생각되었다. 

이상의 실험결과로 허혈양상화는 흰쥐의 앞정강

근과 가자미근에서 재관류 초기에 Akt 인산화와

HSP72, HSP90의 발현을 증가시킴으로 허혈손상을

감소시킬 수 있는 것으로 보인다. 그러나 허혈양상

화 횟수를 과도하게 증가시키는 것은 재관류 초기

에 이들의 발현을 효과적으로 유도하지 못하므로

세포손상을 감소시키지 못할 것으로 생각되었다. 또

한 Akt 인산화와 HSP72, HSP90이 높게 관찰된 가

자미근이 앞정강근보다 허혈손상에 더 저항력이 있

는 것으로 생각할 수 있다. 
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Abstract

Effects of Repetitive Ischemic Preconditioning on the 
Phosphorylation of Akt and Expression of HSP72 and HSP90 

in the Rat Tibialis Anterior and Soleus Muscles

Youn-Kyoung Seo, Dae-Yong Seo, Su-Kyoung Jeon, Hyun-Joo Park, Doo-Jin Paik

Department of Anatomy and Cell Biology, College of Medicine, Hanyang University

Akt, heat shock protein (HSP72)72, and HSP90 induced by ischemic preconditioning protect cells from the ischemic

injury. The purpose of this study was to examine the alterations of the level of phospho-Akt, HSP72, and HSP90 in the

rat tibialis anterior and soleus muscles after cyclic episodes of ischemic preconditioning.

Sprague-Dawley rats aged 35 weeks were divided into control and ischemic preconditioning (IP) groups. The IP

group was divided into 3 subgroups based on cycles of IP. Left common iliac artery was occluded 3, 6, and 10 times for

5 minutes, followed by 5 minutes reperfusion. The experimental animals were sacrificed at 0, 3, 6, 24, and 72 hours

after reperfusion, and left tibialis anterior and soleus muscles were removed. The expression of phospho-Akt, HSP72,

and HSP90 were examined with immunohistochemical methods and Western blot analysis.

The results were as follows;

1. In the 3 and 6 times of IP groups, the expression of phospho-Akt (p-Akt) was increased at 0 and 3 hours after

reperfusion, compared with control group. The expression of p-Akt in the 10 times of IP group was lower than that in 3

and 6 times of IP groups. At 72 hours after reperfusion, the expression of p-Akt showed no difference among the IP

groups. The expression of p-Akt was higher in Soleus than that in Tibialis anterior.

2. The expression of HSP72 in 3 times of IP group increased at 0 and 3 hours after reperfusion, compared with 6 and

10 times of IP groups. The expression of HSP72 in the 10 times of IP group was lower than that in 3 and 6 times of IP

groups. At 72 hours after reperfusion, the expression of HSP72 showed no difference among the IP groups. The

expression of HSP72 was higher in Soleus than that in Tibialis anterior.

3. In the 3 and 6 times of IP groups, the expression of HSP90 increased at 0 and 3 hours after reperfusion, compared

with control group. The expression of HSP90 in the 10 times of IP group was lower than that in 3 and 6 times of IP

groups. At 24 hours after reperfusion, the expression of HSP90 showed no difference with increasing episode of IP. The

expression level of HSP90 was higher in Soleus than that in Tibialis anterior.

These findings suggest that ischemic preconditioning increases the expression of p-Akt, HSP72 and HSP90 at early

phase after reperfusion in the rat tibialis anterior and soleus muscles. However, increased cycles of ischemic

preconditioning may not induce the expression of them. 

Key words : Ischemic preconditioning, Cycle, Tibialis anterior, Soleus, Akt, HSP72, HSP90
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