
서 론

NOS는 L-아르기닌이 산소와 반응하여 NO와

citrullin으로 대사되는 과정을 촉진하는 효소로,

NOS 1 (neuronal NOS, nNOS)은 신경이나 힘줄과

연결되는 뼈대근육세포에서 주로 관찰되고 (Chang

등 1996), NOS 2 (inducible NOS, iNOS)는 큰포식세

포와 비만세포, 그리고 호중성백혈구에서 (Granger

등 1988), NOS 3 (endothelial NOS, eNOS)는 혈관내
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간추림 : 짧은 허혈과 재관류를 반복하는 허혈양상화는 심장근육과 뼈대근육, 신경조직 등에서 허혈손상을 감소시

킨다고 알려져 있으나 그 기전은 아직 명확하게 밝혀지지 않았다. 최근에는 허혈 및 재관류시 생성되는 산화질소

(nitric oxide, NO)에 관한 연구들이 진행되고 있다. 산화질소합성효소(nitric oxide synthase, NOS)에 의해 생성되는

NO는 허혈손상을 증가시키거나 감소시킨다고 알려져 있다. 이에 본 연구자들은 흰쥐의 뼈대근육에서 짧은 허혈

과 재관류의 반복 횟수에 따라 NOS가 어떻게 변화되는지를 알아보고자 본 실험을 실시하였다.

9주령과 35주령의 Sprague-Dawley계 수컷 흰쥐를 대조군과 짧은 허혈과 재관류 반복군으로 나누었다. 짧은 허

혈과 재관류 반복군의 실험동물은 5분 허혈-5분 재관류하는 과정을 3회, 6회 그리고 10회 실시하였고, 재관류 직

후와 3시간, 6시간, 24시간, 72시간 경과 후 넙다리곧은근을 적출한 뒤, NOS 1과 NOS 2, NOS 3의 면역조직화학염

색을 시행하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

짧은 허혈과 재관류 반복군에서는 짧은 허혈과 재관류 횟수가 반복될수록, 주령이 증가 할수록, 재관류 72시간

경과 후 사망률이 높아졌다. 정상대조군에서 주령에 따른 NOS 1과 NOS 2, NOS 3 면역반응은 큰 차이가 없었다.

NOS 1 면역반응은 9주령군에서 6회의 짧은 허혈과 재관류 반복 후 24시간에 중등도의 양성반응으로, 10회군에서

는 중등도 또는 강한 양성반응으로 관찰되었다. 35주령군에서는 6회군과 10회군에서 미약한 또는 경도의 양성반

응으로 관찰되었다. NOS 2 면역반응은 9주령군에서 3회의 짧은 허혈과 재관류 반복 후 3시간에 중등도 또는 강한

양성반응으로, 35주령에서는 미약한 양성반응으로 관찰되었다. NOS 3 면역반응은 9주령군에서 10회의 짧은 허혈

과 재관류 반복 후 3시간에 경도 또는 중등도의 양성반응으로, 35주령에서는 미약한 양성 또는 음성반응으로 관

찰되었다.

흰쥐의 넙다리곧은근에서는 허혈과 재관류 횟수가 증가함에 따라 NOS 이형들의 분포 변화 양상과 폭은 매우

다르게 나타나며, NOS 1과 NOS 2보다 NOS 3의 변화폭이 큰 것으로 보아, 조직의 보호효과를 나타내는 것으로

알려진 NOS 3가 짧은 허혈과 재관류 후 나타나는 사망률의 증가와 연관이 있는 것으로 생각되었다.
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피세포와 심장근육세포에서 주로 관찰된다 (Stewart

등 1994). 뼈대근육에서는 3 종류의 NOS 아형들이

모두 관찰되는 것으로 알려져 있다 (Punkt 등 2001,

2002).

뼈대근육에서는 정상적으로 낮은 농도의 NO가

생성되어 몇 초 미만의 짧은 기간 동안 존재한다.

생성된 NO는 근육의 수축력을 조절하고, 사립체의

산소대사, 당대사의 항상성을 유지하는 것으로 알려

져 있으나, 많은 양의 NO는 다량의 peroxinitrite를

생성시켜 세포손상이나 질병을 유도한다 (Reid

1998). 

NOS 1에 의해 생성된 NO는 허혈 후 재관류된

뼈대근육에서 염증을 감소시키고, 혈관수축을 억제

함으로 혈류를 증진시켜 손상을 감소시킨다 (Groz-

danovic 2001). NOS 2에 의해 생성된 다량의 NO는

근육세포의 허혈손상을 유도하는 것으로 알려져 있

다 (Qi 등 2004). 그러나 NOS 2에 의해 생성된 NO

가 혈관형성을 증진시켜 피판이식술 (flap surgery)의

성공률을 증가시킨다는 연구도 있다(Kane 등 2001).

NOS 3에 의해 생성된 NO는 혈관에서 단백질의 누

출을 억제하여 손상을 감소시키거나 (Ozaki 등

2002), 혈관을 확장시켜 염증세포들이 조직으로 이

동하는 것을 촉진하기도 한다 (Hickner 등 1997). 이

러한 NO의 증가는 허혈 후 재관류 초기에 증가하

여 허혈손상을 유도하거나 세포를 보호하며 (Wang

등 1996), 허혈양상화의 보호효과를 유도한다고 알

려져 있다(Hickner 등 1997). 

허혈양상화 (ischemic preconditioning)는 짧은 허

혈과 재관류를 반복하는 과정으로, 40분 허혈시킨

심장의 경색 크기를 감소시킨다고 알려져 있으며

(Murry 등 1986), Gurke 등(1996)과 Mattei 등(2000)

도 허혈양상화를 실시하면 허혈로 유도되는 뼈대근

육의 세포자멸사와 피로도를 감소시킬 수 있다고

하였다. Muscari 등 (2004)은 허혈양상화가 흰쥐 심

장을 허혈시켰을 때 감소되는 NOS 3를 증가시키며,

이 때 생성된 NO는 허혈손상을 감소시키고, 세포를

보호한다고 하고, Jefayri 등 (2000)도 허혈양상화가

허혈시킨 흰쥐의 신장에서 NOS 3를 증가시켜 손상

을 감소시킨다고 하였다. 또한 Lochner 등 (2002)은

허혈 전에 NO 제공물질을 투여하면 허혈양상화와

비슷한 보호효과를 유도할 수 있다고 하였다. 

허혈양상화에 사용되는 허혈시간과 재관류시간

그리고 횟수는 연구자들마다 차이가 있다. Gurke 등

(2000)은 10분 허혈과 10분 재관류하는 과정을 3회

실시하였고, Gurke 등(1996)은 5분 허혈과 5분 재관

류하는 과정을 2회 실시하였으며, Jefayri 등 (2000)

은 4분 허혈과 11분 재관류를 4회 실시하였다.

Sumerary와 Yellon (1999)은 허혈양상화의 횟수와

적용되는 시점 등이 허혈양상화의 보호효과에 영향

을 준다고 하였다. 그러나 많은 실험에서 5분 허혈

과 5분 재관류를 3회 실시하는 방법이 사용되고 있

으며 (Mattei 등 2000, Lochner 등 2002, Seo 등

2003a, Muscari 등 2004), 이러한 허혈양상화과정이

허혈내성을 증가시키는 것으로 알려져 있다.

허혈양상화의 보호효과는 장기이식이나 외과적

절제술의 성공률에 영향을 줄 수 있으며, 최근에는

허혈양상화가 NOS와 NO를 조절하여 세포를 보호

할 수 있는지 확인하기 위하여 L-아르기닌과 같은

NO 공급자를 처리하거나, NOS 억제제를 투여하는

것이 허혈양상화와 허혈손상에 영향을 주는 지에

대한 연구들이 진행되고 있다.

이에, 본 연구자들은 일상생활이나 운동 등으로

짧은 기간의 허혈과 재관류가 반복적으로 일어나는

뼈대근육에서 NO의 생산 정도를 간접적으로 알 수

있는 NOS의 발현 변화를 알아보기 위하여, 9주령과

35주령 흰쥐의 넙다리곧은근에서 짧은 허혈과 재관

류 횟수에 따라 나타나는 NOS 이형의 발현을 관찰

하였다.

재료 및 방법

1. 실험동물

9주령과 35주령의 Sprague-Dawley계 수컷 흰쥐

(Daehan Biolink, Korea)를 정상대조군과 실험군으

로 나누었다. 실험군은 짧은 허혈과 재관류 반복 횟

수에 따라 3회, 6회, 10회군으로 나누었고, 짧은 허혈

과 재관류 반복 후 경과시간에 따라 재관류 직후와

3시간, 6시간, 24시간, 72시간군으로 세분하였다. 실

험처치기간 동안 사망한 실험동물을 제외하고 각
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군당 6마리의 실험동물을 사용하였다(Table 1).

2. 실험동물 처치

우레탄 (urethane, 1.5 g/kg)을 2회 복막안주사하여

실험동물을 마취시킨 후 실험을 실시하였다. 실험군

은 개복 후 흰쥐용 혈관집게를 이용하여 왼온엉덩

동맥을 5분 허혈과 5분 재관류하는 과정을 3회, 6

회, 10회 반복하여 처치하였고, 정상대조군은 개복

후 아무런 처치를 하지 않았다. 

실험처치가 끝난 뒤에 혈관집게를 제거하여 재관

류시켰으며, 재관류 직후와 3시간, 6시간, 24시간, 72

시간 경과 후에 실험동물을 목뼈탈골로 희생시켜

왼넙다리곧은근을 적출하였다. 실험처치 동안 전기

담요를 이용하여 실험동물의 체온을 유지시켰으며,

재관류 후 발의 피부색을 관찰하여 재관류가 부적

절한 실험동물은 실험에서 제외시켰다. 

적출한 근육은 면역조직화학염색을 위해 0.1%

glutaraldehyde-4% paraformaldehyde 혼합용액 (pH

7.4)에 24시간 이내로 고정시킨 후 6 µm 두께의 파

라핀절편을 제작하였다.

3. 면역조직화학염색

파라핀절편에서 크실렌을 이용하여 파라핀을 제

거하고 함수시킨 뒤 phosphate buffered saline (PBS,

pH 7.4)으로 세척하였다. 3% 과산화수소가 들어있는

메탄올 혼합용액으로 5분 동안 처리 후 PBS로 세

척하고 0.4% 펩신용액(Sigma Co., USA)으로 실온에

서 8분 동안 반응시킨 뒤 PBS로 세척하였다. Rabbit

block 용액 (PBS, 2% bovine serum albumin, 산양의

정상혈청 15 µL/mL)으로 37�C에서 1시간 처리한

뒤, 1차 항체 rabbit anti-NOS 1 Ab와 rabbit anti-NOS

2 Ab, rabbit anti-NOS 3 Ab (Santa Cruz Biotechnology,

USA)를 1 : 200 비율로 희석하여 4�C에서 하룻밤 동

안 반응시켰다. PBS로 세척한 후 2차 항체 biotiny-

lated goat anti-rabbit IgG Ab (Vector Laboratory, USA)

를 실온에서 40분, ABC 용액 (Vector Laboratory,
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Table 1. Effects of cyclic short ischemia and reperfusion on
mortality in 9 and 35 weeks old rats 

Time of reperfusion (h)

0 3 6 24 72

cont 0/6 - - - -

9 weeks
3IP 0/6 0/6 0/6 0/6 0/6
6IP 0/6 0/6 0/6 0/6 4/10
10IP 0/6 0/6 0/6 0/6 4/11

cont 0/6 - - - -

35 weeks
3IP 0/6 0/6 0/6 1/7 7/12
6IP 0/6 0/6 0/6 0/6 10/19
10IP 0/6 0/6 0/6 2/8 10/14

The number of rats died/total number of rats is shown.
Abbreviations
cont : control
3IP : 3 times of short ischemia and reperfusion
6IP : 6 times of short ischemia and reperfusion
10IP : 10 times of short ischemia and reperfusion

Table 2. Immunoreactivities of NOS 1 in rat rectus fermoris muscle of the control and cyclic short ischemia and reperfusion groups 

Time of reperfusion (h)

0 3 6 24 72

cont 4.67±1.53 - - - -

9 weeks
3IP 5.00±0.00 3.00±0.00 *0.33±0.58 2.67±0.58 1.33±0.58
6IP 5.00±1.73 6.00±1.00 5.33±2.31 *8.67±0.58 2.67±0.58
10IP 6.33±0.58 5.33±1.15 5.00±1.00 *10.00±0.00 6.67±1.53

cont 4.33±0.58 - - - -

35 weeks
3IP 6.00±1.00 �3.00±0.00 �2.33±0.58 4.67±0.58 5.00±2.00
6IP �7.67±0.58 4.33±0.58 �2.00±1.00 4.00±1.00 5.67±1.15
10IP 5.00±1.00 �2.67±0.58 3.00±1.73 4.00±1.00 7.33±2.08

Values determined by 3 observers were averaged and expressed as mean±S.D.
Abbreviations
cont: control, 3IP: 3 times of short ischemia and reperfusion, 6IP: 6 times of short ischemia and reperfusion, 10IP: 10 times of short ischemia and
reperfusion, *p⁄0.05 compared with 9 weeks old rats in the control group, �p⁄0.05 compared with 35 weeks old rats in the control group



USA)을 실온에서 30분 동안 반응시켰다. DAB kit

(Vector Laboratory, USA)를 이용하여 실온에서

3~5분 동안 발색시킨 다음 1% 메칠그린용액으로

대조염색 후 광학현미경으로 관찰하였다. 근육의 중

심부분을 사진촬영하여 면역염색반응의 크기와 정

도를 세 사람이 관찰하였다. 면역반응이 나타나지

않은 경우를 0점, 미약한 양성반응 3점, 약한 양성반

응 6점, 중등도의 양성반응 9점, 강한 양성반응은 12

점으로 크게 나누고 각각의 기준보다 강하거나 약

한 경우를 고려하여 점수화하였다. 획득한 점수의

평균과 표준편차를 계산하여 Table 2와 3, 4에 정리

하였고 Student’s t-test를 실시하였다.

결 과

1. 짧은 허혈과 재관류에 의한 실험동물의 사망률

짧은 허혈과 재관류 횟수가 증가할수록, 재관류

24시간과 72시간에, 그리고 9주령군보다 35주령군

에서 더 많은 실험동물이 사망하였다(Table 1).

2. 면역조직화학염색

1) 정상대조군

주령에 따라 관찰된 NOS 이형들의 면역반응은
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Table 3. Immunoreactivities of NOS 2 in rat rectus fermoris muscle of the control and cyclic short ischemia and reperfusion groups 

Time of reperfusion (h)

0 3 6 24 72

cont 3.33±0.58 - - - -

9 weeks
3IP *5.33±0.58 *10.00±0.00 *7.33±0.58 *9.33±0.58 *6.00±1.00
6IP 4.33±0.58 *5.67±0.58 5.00±1.73 3.67±0.58 3.33±0.58
10IP *4.67±0.58 *7.67±0.58 *8.67±0.58 *7.67±0.58 4.33±1.53

cont 4.33±0.58 - - - -

35 weeks
3IP �3.00±0.00 2.33±1.53 4.67±0.58 3.67±0.58 3.00±1.00
6IP 4.33±1.15 2.67±1.15 5.67±1.53 5.00±0.00 �2.00±1.00
10IP 3.33±1.15 �0.33±0.58 �1.00±1.00 3.00±1.00 �6.67±0.58

Values determined by 3 observers were averaged and expressed as mean±S.D.
Abbreviations
cont: control, 3IP: 3 times of short ischemia and reperfusion, 6IP: 6 times of short ischemia and reperfusion, 10IP: 10 times of short ischemia and
reperfusion, *p⁄0.05 compared with 9 weeks old rats in the control group, �p⁄0.05 compared with 35 weeks old rats in the control group 

Table 4. Immunoreactivities of NOS 3 in rat rectus fermoris muscle of the control and cyclic short ischemia and reperfusion groups 

Time of reperfusion (h)

0 3 6 24 72

cont 9.67±0.58 - - - -

9 weeks
3IP *5.00±1.00 *5.00±1.00 *4.00±1.00 *5.33±0.58 7.67±1.53
6IP *5.33±0.58 *3.00±0.00 *4.33±0.58 *2.33±0.58 7.00±2.00
10IP *6.67±0.58 *7.00±1.00 *4.00±1.00 *5.33±0.58 *8.33±0.58

cont 10.00±0.00 - - - -

35 weeks
3IP �3.33±0.58 �1.33±0.58 �2.67±0.58 �3.67±1.15 �5.67±0.58
6IP �2.33±0.58 �3.33±1.53 �2.33±0.58 �4.00±1.00 �8.00±1.00
10IP �4.33±0.58 �1.33±0.58 �0.67±0.58 �5.00±1.00 �6.00±1.73

Values determined by 3 observers were averaged and expressed as mean±S.D.
Abbreviations
cont: control, 3IP: 3 times of short ischemia and reperfusion, 6IP: 6 times of short ischemia and reperfusion, 10IP: 10 times of short ischemia and
reperfusion, *p⁄0.05 compared with 9 weeks old rats in the control group, �p⁄0.05 compared with 35 weeks old rats in the control group



큰 차이가 없었다(Table 2, 3, 4).

2) 짧은 허혈과 재관류 반복군

(1) NOS 1 면역조직화학염색

9주령군과 35주령군에서 관찰된 NOS 1 면역반응

은 짧은 허혈과 재관류 반복 직후, 대조군보다 증가

한뒤, 재관류 3시간과 6시간에서 감소하였고 24시간

에 다시 증가하였다.

9주령군에서는 NOS 1 면역반응은 짧은 허혈과 재

관류 반복 6회군과 10회군에서 3회군보다 더 증가

되었다. 35주령군에서 NOS 1 면역반응은 재관류 초

기에는 3회군과 6회군에서, 재관류 24시간 이후에는

10회군에서 더 증가하였다(Table 2, Figs. 1, 2).

(2) NOS 2 면역조직화학염색

9주령군에서 관찰된 NOS 2 면역염색은 짧은 허혈

과 재관류 반복 직후와 3시간에 대조군보다 증가하

였으며, 3회군에서 강한 면역반응을 관찰할 수 있었

다. 재관류 6시간 경과시, 3회군과 6회군에서는 면역

반응이 감소하는 반면, 10회군에서는 재관류 6시간

에 증가되어 72시간까지 증가하였다.

35주령군에서 NOS 2 면역반응은 짧은 허혈과 재

관류 반복 직후 대조군과 비슷하거나 감소하였으며,

6회군에서 가장 높게, 3회군에서 가장 낮게 관찰되

었다. 재관류 3시간에는 재관류 직후보다 감소하며

6시간에는 증가한다. 3회군과 6회군은 재관류 24시

간 이후에도 감소하였으나, 10회군에서는 72시간에

증가하였다(Table 3, Figs. 3, 4).

(3) NOS 3 면역조직화학염색

NOS 3 면역반응은 근육형질막 주변에서 주로 관

찰되었고, 9주령군과 35주령군에서 비슷하게 관찰되

었다.

9주령군에서 NOS 3 면역반응은 짧은 허혈과 재관

류 반복 직후 대조군보다 감소하며, 재관류시간이

경과하면서 증가하였고, 35주령군에서도 짧은 허혈
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Fig. 1. Distribution of NOS 1 in rat rectus femoris muscle, 24 hours after short ischemia and reperfusion. In 9 weeks aged rats, NOS 1
was increase with increasing of cyclic episod, NOS 1 was higher in 9 weeks old rats (A, B, C) than that in 35 weeks old rats (D, E,
F). (A) 9 weeks old rat-3 cycles, (B) 9 weeks old rat-6 cycles, (C) 9 weeks old rat-10 cycles, (D) 35 weeks old rat-3 cycles, (E) 35
weeks old rat-6 cycles, (F) 35 weeks old rat-10 cycles, (×200).
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1D 1E 1F



과 재관류 반복 직후 대조군보다 감소되었고, 재관

류 24시간 이후에 증가하였다(Table 4, Figs. 5, 6).
고 찰

NOS 이형에 의해 생성되는 NO는 상황에 따라
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Fig. 2. Variations in NOS 1 immunoreactivity in rat rectus femoris muscle of the control and cyclic short ischemia and reperfusion
groups. Values represent the mean±S.D.; *p⁄0.05 compared with 9 weeks-old rats in the control group; �p⁄0.05 compared
with 35 weeks-old rats in the control group. cont: control, 3IP: 3 times of short ischemia and reperfusion, 6IP: 6 times of short
ischemia and reperfusion, 10IP: 10 times of short ischemia and reperfusion, Y: 9 weeks-old rat, M: 35 weeks-old rat.

Fig. 3. Distribution of NOS 2 in rat rectus femoris muscle, 3 hours after short ischemia and reperfusion. NOS 2 was decreased with
increasing of cyclic episodes and aging. (A) 9 weeks old rat-3 cycles, (B) 9 weeks old rat-6 cycles, (C) 9 weeks old rat-10 cycles,
(D) 35 weeks old rat-3 cycles, (E) 35 weeks old rat-6 cycles, (F) 35 weeks old rat-10 cycles, (×200).
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Fig. 4. Variations in NOS 2 immunoreactivity in rectus femoris muscle of the control and cyclic short ischemia and reperfusion groups.
Values represent the mean±S.D.; * p⁄0.05 compared with 9 weeks-old rats in the control group; �p⁄0.05 compared with 35
weeks-old rats in the control group. cont: control, 3IP: 3 times of short ischemia and reperfusion, 6IP: 6 times of short ischemia
and reperfusion, 10IP: 10 times of short ischemia and reperfusion, Y: 9 weeks-old rat, M: 35 weeks-old rat.

Fig. 5. Distribution of NOS 3 in rat rectus femoris muscle, 3 hours after short ischemia and reperfusion. NOS 3 was higher in 9 weeks
old rats (A, B, C) than that in 35 weeks old rats (D, E, F). (A) 9 weeks old rat-3 cycles, (B) 9 weeks old rat-6 cycles, (C) 9 weeks
old rat-10 cycles, (D) 35 weeks old rat-3 cycles, (E) 35 weeks old rat-6 cycles, (F) 35 weeks old rat-10 cycles, (×200).
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조직을 보호하거나 손상을 주는 역할을 한다. NOS

1은 근육형질막과 세포질에서 관찰된다 (Ho 등

2003). Grozdanovic (2001)은 24개월된 흰쥐의 뼈대

근육에서 6개월된 뼈대근육보다 NOS 1이 더 많이

관찰된다고 하였는데, 본 실험의 대조군에서 관찰된

NOS 1 면역반응은 넙다리곧은근의 근육형질막과 세

포질에서 관찰되었고, 주령에 따른 차이는 크지 않

았다. 

Nguyen과 Tidball (2003)은 10일 동안 운동을 시

키지 않은 생쥐를 다시 운동시키게 되면, 호중성백

혈구가 조직으로 많이 모이게 되며, 근육형질막의

염증반응과 세포손상이 증가한다고 하였다. 그러나

NOS 1이 지속적으로 발현되는 생쥐에서는 이와 같

은 현상이 나타나지 않는다고 하였으며, L-NAME

처리시 세포손상과 백혈구가 증가된다고 하였다.

Tidball 등 (1998)도 움직이지 않던 흰쥐를 다시 운

동시킬 경우 NOS 1은 감소하고, 다시 걷기 시작한

뒤 2일이 지나야 정상 수준으로 돌아온다고 하였으

며, NOS 1이 감소되는 2일 동안 근육세포는 쉽게

손상받는다고 하였다. 

Nguyen과 Tidball (2003)과 Tidball 등 (1998)의 의

견을 고려하면, 본 시험에서 관찰된 짧은 허혈과 재

관류 직후 대조군보다 증가된 NOS 1은 염증반응이

나 부종을 감소시킬 수 있다고 생각하였으며, 재관

류 초기 3시간에 감소되었던 NOS 1이 재관류 24시

간과 72시간에 증가하는 것은 Lochner 등 (2002)이

제시한, 재관류 24시간 이후에 나타나는 second

window 현상을 활성화시키는 데 관여할 것이라 생

각할 수 있었다. Seo 등(2003a, b)은 9주령과 35주령

흰쥐의 뼈대근육을 4시간 허혈시킨 경우, 35주령의

근육에서 더 많은 세포자멸사가 나타난다고 하였는

데, 이들의 실험결과를 고려하면, NOS 1 면역반응이

높게 관찰된 9주령군에서 35주령군보다 근육손상이

적게 일어날 수 있을 것이라고 생각된다.

NOS 2는 흰쥐의 뼈대근육에서 없거나 매우 낮게

관찰되고, mRNA도 정상 뼈대근육에서 거의 관찰되

지 않으며, 질병상태에서 나타난다고 알려져 있다

(Hussain 등 1997). NOS 2는 내독소나 시토카인

(cytokine)에 의해서 유도되고, NOS 2에 의해 생성

된 NO는 허혈과 재관류 손상의 발생에 중요한 역

할을 하는 것으로 알려져 있다 (Eu 등 2000). Thom-

paon 등 (1996)은 내독소를 흰쥐의 정맥에 주사하면

가로막과 다리근육에서 NOS 2 mRNA가 4시간내에

증가하며, 8시간 후에는 단백질이 증가된다고 하였

다. 또한 이들은 면역조직화학염색으로 NOS 2가 뼈

대근육세포와 근육내의 내피세포 그리고 큰포식세

113322

─ 서윤경, 전수경, 박현주, 이상완, 고봉철, 이덕구, 장남진, 백두진, 이완희 ─

Y6IP
Y10IP
M3IP
M6IP
M10IP

Y3IPY3IP
Y6IP
Y10IP
M3IP
M6IP
M10IP

�

�

� �

� �

�
�

�

��

� �

�

�

0.00

2.00

4.00

6.00

8.00

10.00

12.00

cont 0 3 6 24 72

Time of reperfusion (h)

Im
m

un
or

ea
ct

iv
ity

*

*

*

*
* **

*

** *

*

*

Fig. 6. Variations in NOS 3 immunoreactivity in rectus femoris muscle of the control and cyclic short ischemia and reperfusion groups.
Values represent the mean±S.D.; *p⁄0.05 compared with 9 weeks-old rats in the control group; �p⁄0.05 compared with 35
weeks-old rats in the control group. cont: control, 3IP: 3 times of short ischemia and reperfusion, 6IP: 6 times of short ischemia
and reperfusion, 10IP: 10 times of short ischemia and reperfusion, Y: 9 weeks-old rat, M: 35 weeks-old rat.



포에서 관찰된다고 하였다. Mungrue 등 (2002)은

NOS 2가 많이 발현되는 생쥐의 심장을 허혈시키면,

과산화질소 (peroxynitrite) 생성이 증가하며 부정맥

의 발생도 증가하고 실험동물의 갑작스런 사망도

증가한다고 하였다.

이들의 실험결과들을 고려하면 본 실험에서 짧은

허혈과 재관류 반복 직후 넙다리곧은근에서 증가되

는 NOS 2는 많은 양의 NO를 생산하여 조직손상을

유도할 수 있다고 생각되었다. 또한 NOS 2 면역반응

은 9주령군의 3회군에서 가장 높게 관찰되었고, 35

주령군에서는 6회군에서 높게 관찰되었으며, 35주령

군보다 9주령군에서 더 증가되었다. 이는 35주령군

보다 9주령군에서 많은 NO가 생성되며, 조직손상도

증가할 것이라고 생각할 수 있었다. 

그러나 본 실험에서 짧은 허혈과 재관류를 반복

하였을 때 실험동물의 사망률은 10회군에서 가장

높았고, 9주령 흰쥐보다는 35주령 흰쥐에서 더 많은

동물이 재관류 24시간 이후에 사망하는 것을 볼 때,

10회의 짧은 허혈과 재관류가 실험동물의 사망을

증가시킨다고 생각할 수 있었다. 이러한 결과는 본

실험에서 관찰된 NOS 2 면역반응으로는 설명할 수

없었으며, 실험동물마다 자극에 대한 저항력의 차이

가 있으며, 항산화계 활성도의 차이, 그리고 여러 효

소들의 활성 정도에 따라 영향을 받을 수 있다고

생각할 수 있었다.

최근 Zweier 등 (1995)은 허혈과 재관류가 일어나

는 심장근육에서 허혈기간 동안 근육내 산소와

NADPH의 농도가 낮아지며, 산성도가 증가하여

NOS가 활성화되기에 부적절하여 NOS와는 별개의

기전으로 NO가 생성된다고 하였다. 허혈과 재관류

로 산성화된 환경에서 생성된 NO는 심장의 허혈과

재관류에 해로운 역할을 한다. Lepore 등 (1999)도

허혈 및 재관류된 뼈대근육에서 증가된 NO 생성은

NOS 억제제에 반응하지 않는다고 하였다. 즉 뼈대

근육에서도 NOS와는 별개로 NO가 생성될 수 있다

고 하였다. 그러나 아직 이렇게 생성된 NO가 어떤

역할을 하는지는 잘 알려지지 않았다. 

Zweier 등 (1995)과 Lepore 등 (1999)의 의견을 고

려하면, 10회의 짧은 허혈과 재관류가 반복되면서

감소된 NOS 2가 상대적으로 적은 양의 NO를 생산

하지만, 조직의 산성도는 증가하여 NOS와는 독립적

인 방법으로 NO가 생산될 수 있다고 생각된다. 또

한 이렇게 생성된 NO는 조직에 해를 줄 수 있다고

생각하였으며, 실험동물의 사망률에 영향을 미칠 수

있다고 생각되었다.

NOS 3는 뼈대근육에서 사립체의 표지자로 이용

되기도 한다 (Kobzik 등 1995). Rubinstein 등 (1998)

은 NOS 3가 모세혈관의 혈류를 증가시켜 조직의

생존에 기여하지만 이는 부종과 저혈류성 쇽을 악

화시킬 수 있고, NOS 3 역시 반대되는 두 가지 기능

을 수행할 수 있다고 하였다. 그러나 많은 연구자들

은 허혈양상화로 증가되는 NOS 3가 허혈손상을 감

소시켜 주는 것으로 보고하고 있다. Ozaki 등 (2002)

은 NOS 3가 지속적으로 발현되는 생쥐의 넙다리동

맥을 30분 동안 묶어 장딴지근을 허혈시키면 대조

군보다 조직손상이 감소되나, L-NAME를 처리하면

초산소기의 생성이 증가되며 뼈대근육의 손상이 증

가된다고 하였다. Muscari 등 (2004)는 흰쥐에서 실

시하는 허혈양상화가 허혈된 심장에서 NOS 3의 감

소를 예방하며, 증가된 NOS 3는 세포를 보호한다고

하였다.

NOS 3가 허혈양상화로 증가되며 세포를 보호한

다는 Muscari 등 (2004) 실험결과를 고려하면, 본 실

험에서 짧은 허혈과 재관류 반복 직후 감소된 NOS

3가 재관류시간이 지나면서 증가하여 조직을 보호

하는 데 기여할 것으로 생각되었다. 또한 9주령군에

서는 재관류 3시간 이후부터, 35주령군에서는 24시

간 이후에 증가하기 시작하였고, 9주령군에서 35주

령군보다 NOS 3 면역반응이 높게 관찰되었는데, 이

는 9주령군에서 빠르게 증가된 NOS 3가 35주령군

보다 빠르게 조직을 보호할 것이라고 생각되었다.

또한 35주령 10회군의 NOS 3가 6회군보다 감소하

였는데, 10회 이상의 짧은 허혈과 재관류의 반복은

NOS 3를 감소시켜 조직손상을 유도할 수 있다고

생각하였다.

앞으로 짧은 허혈과 재관류가 반복되면서 나타나

는 NOS의 증가가 조직 내에서 NO의 증가를 유도

하는지 확인해야 할 것이며, NOS와는 별개로 생성

되는 NO를 확인하는 과정이 필요하다고 생각하였

다. 또한 미발표 실험결과에서 넙다리곧은근에 세포
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자멸사가 관찰되지 않은 것을 볼 때, 짧은 허혈과

재관류의 반복으로 유도되는 염증반응이나 NO가

근육조직 자체보다는 전신적인 영향을 일으키는 것

으로 생각할 수 있었다. 

본 실험에서 실험동물이 사망한 것과 여러 연구

자들의 실험결과를 고려하였을 때, 9주령군에서 35

주령군보다 증가된 NOS 1과 NOS 3가 조직손상과

개체 사망률을 감소시킬 수 있을 것이라 생각되었

고, 이들의 증가는 염증반응을 감소시키고, 조직내

혈액공급을 증진하여 재건술이나 이식술의 성공률

을 높이는데 도움을 줄 수 있을 것이라고 생각하였

다. 또한 35주령군에서 재관류기간 동안 대조군보다

낮아진 NOS 3도 실험동물의 사망에 영향을 줄 수

있을 것이라고 생각되었다. NOS 2는 35주령보다 9

주령에서 더 증가하였으며, 본 실험에서 증가된

NOS 2가 개체 사망률을 감소시킬 수 있다고 생각

하였다. 그러나 본 실험의 NOS 2 결과는 다른 여러

연구자들의 의견과는 많은 차이를 보이고 있는데,

이는 실험동물과 실험방법의 차이 등에 영향이 있

을 것이라고 생각되었으며 이러한 NOS 2 증가가 실

험동물의 사망률이나 조직손상에 어떠한 영향을 주

는지는 더 연구되어야 할 것이다. 

10회의 짧은 허혈과 재관류 반복군에서 3회나 6

회군보다 사망률이 높았던 것으로 보아 짧은 허혈

과 재관류 횟수를 많이 증가시키는 것이 조직이나

개체에 유익한 효과를 나타내지는 않는다고 생각된

다. 또한 재관류 기간 동안 대조군보다 낮게 관찰된

NOS 3는 허혈과 재관류시 NOS 1이나 NOS 2보다

쉽게 영향을 받으며, 감소된 NOS 3가 조직손상에

영향을 줄 수 있다고 결론 지을 수 있었다.
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Abstract

Expression Pattern of Nitric Oxide Synthases in Rat Skeletal Muscle
after Cyclic Episodes of Short Ischemia and Reperfusion

Youn-Kyoung Seo, Su-Kyoung Jeon, Hyun-Joo Park, Sang-Wan Lee, 
Bong-Cheol Koh, Duk-Ku Lee, Nam-Jin Chang, Doo-Jin Paik, 1Wan-Hee Lee

Department of Anatomy and Cell Biology, College of Medicine, Hanyang University
1Department of Physical Therapy, College of Health Science and Social Welfare, Sahmyook University

The ischemic preconditioning was initially identified as a protective maneuver induced by brief periods of ischemia
followed by reperfusion. Although ischemic preconditioning can reduce ischemic injury of heart, skeletal muscle and
neuronal tissue, it’s protective mechanism remains elusive. Recently, several investigations suggest the associations of
nitric oxide with protection from ischemic injury. Nitric oxide synthesized by a member of nitric oxide synthase (NOS)
family has been known to increase or decrease the ischemic injury. The purpose of this study was to observe the
expression patterns of NOS 1, NOS 2 and NOS 3 in the rat skeletal muscle after cyclic episodes of short ischemia and
reperfusion. 

Nine and thirty-five weeks-old male Sprague-Dawley rats were divided into control and cyclic short ischemia and
reperfusion groups. The experimental group was further divided into 3 groups based on cycles of short ischemia and
reperfusion. For cyclic short ischemia and reperfusion, left commom iliac artery was occluded 3, 6 and 10 times for 5
minutes ischemia followed by 5 minutes reperfusion using rodent vascular clamps. The animals were sacrificed at hours
0, 3, 6, 24 and 72 after reperfusion and the left rectus femoris muscles were removed. The expression profiles and
distribution of NOS 1, NOS 2 and NOS 3 were examined with immunohistochemical staining.

The results were as follows; 
In the cyclic of short ischemia and reperfusion groups, the mortality was increased with increasing of cyclic episodes

at 72 hours after reperfusion, and aging. In the control group, NOS 1, NOS 2 and NOS 3 immunoreactivities showed no
differenes with aging. In the 9 weeks-old rats, NOS 1 immunoreactivities were observed moderate at 24 hours after 6
times of short ischemia and reperfusion, and moderate and strong at 24 hours after 10 times of short ischemia and
reperfusion. In the 35 weeks-old rats, NOS 1 immunoreactivities were observed trace or mild at 24 hours after 6 and 10
times of short ischemia and reperfusion. At 3 hours after 3 times of short ischemia and reperfusion, NOS 2
immunoreactivities were observed moderate or strong, and trace in the 9 and 35 weeks-old rats, respectively. At 3 hours
after 10 times of short ischemia and reperfusion, NOS 3 immunoreactivities were observed mild or moderate, and trace
or negative in the 9 and 35 weeks-old rats, respectively.

In summary, the expression profile of NOS 1, NOS 2 and NOS 3 were observed differently with increasing episodes
of short ischemia and reperfusion. The alteration was the most prominent in NOS 3 than in NOS 1 and NOS 2. These
results suggest that the alteration of NOS 3 known to protect tissue against ischemic injury may be associated with
increasing mortality after multiple episodes of short ischemia and reperfusion.
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