
서 론

신장은 혈액의 pH 조절에 중요한 역할을 한다. 즉 세

관에서 일어나는 HCO3
-흡수, H++과 NH4

++의 배설을 통

하여 혈액의 산성화가 방지된다. 신장에서 정상적인 요

산성화의 기전은 혈청 HCO3
-농도를 조절함으로써 산-

염기 균형을 유지할 수 있는데, 이는 사구체에서 여과

된 HCO3
-가 재흡수 되어서 산의 배설을 신장 세관세

포에서 조절하고 있는 것이다. 산-염기 평형장애나 전

해질 불균형은 신요세관에서 HCO3
- 재흡수가 증가되

거나 감소되는 것과 관련이 있다(Biagi와 Sohtell 1986,

Capasso 등 1987, Soleimani 등 1987, Soleimani와 Singh

1995, Soleimani와 Burnham 2000, Ryu 등 2005).

체내 칼륨이온 균형은 신장에서의 칼륨이온 배설조

절과 소화관에서의 칼륨이온 흡수조절에 의해서 이루

어지지만 거의 대부분은 신장이 담당한다. 즉 칼륨이온

은 신원을 따라서 재흡수와 분비의 일련의 과정을 거

치면서 조절되는데 여과된 칼륨이온의 대부분은 여과

액이 먼쪽곱슬세관에 도달하기 전에 재흡수되고 요중

칼륨이온 배설의 최종적인 조절은 집합관에서 이루어

진다. 정상 상태에서 칼륨이온은 연결세관과 겉질집합

관에서 분비되고 속질집합관에서 일부 재흡수된다. 이

와는 대조적으로 칼륨이온 제한시 겉질집합관에서의

칼륨 순분비는 상당히 감소되거나 없어지는 반면 바깥

속질 속줄무늬층 집합관과 속속질집합관에서 칼륨이온

재흡수가 촉진된다고 한다(Linas 등 1979, Backman와

Hayslett 1983, Wright와 Giebisch 1985, Ryu 등 2005).

칼륨 결핍은 흰쥐와 사람에서 대사성 알칼리증을 유

발하고 (Rector 등 1964, Kunau 1968, Jones 등, 1982,

저칼륨혈증 흰쥐 신장에서 Carbonic anhydrase II 발현 증가
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간추림 : 산-염기 평형장애나 전해질 불균형은 신요세관에서 HCO3
-재흡수가 증가되거나 감소되는 것과 연관이

있다고 알려져 있다. 칼륨제한시 대사성 알칼리증을 유발시키고 이와 관련된 Na/H exchanger와 Na/HCO3 cotran-

sporter에 대한 연구는 잘 알려져 있지만 저칼륨혈증시 carbonic anhydrase에 관한 연구는 없다. 본 연구는 흰쥐

신장에서 칼륨제한 식이 시기에 따라 carbonic anhydrase II의 신장내 발현 및 분포의 변화를 Western 분석과 면

역조직화학적 방법으로 관찰하였다.

Western 분석 소견에서 carbonic anhydrase II 단백은 30 kDa 정도이고 정상식이 군에서 상당량 발현되었으며

칼륨제한 식이 군에서는 정상식이 군에 비해 약간 증가하는 경향이었다. 면역조직화학 소견에서 carbonic anhy-

drase II 단백은 겉질집합관, 바깥속질집합관 및 속속질집합관의 상 1/3에서만 발현되었다. 면역반응성은 속속질

집합관으로 갈수록 감소하였다. 집합관에서의 면역반응성은 개재세포가 강했으며 주세포는 미약하였다. 칼륨제

한 식이 군에서 면역반응 부위는 정상식이 군과 차이가 없었다. 면역반응성은 겉질집합관 특히 일부 개재세포

와 주세포에서 감소하였고 바깥속질 바깥줄무늬층 집합관에서는 변화가 없었다. 이와는 대조적으로 바깥속질

속줄무늬층 집합관과 속속질집합관 상 1/3에서는 현저히 증가하였다.

이상의 소견은 저칼륨혈증시 신장 집합관에서의 carbonic anhydrase II 단백은 부위에 따라 발현양상이 다름을

암시하였다.
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Capasso 등 1987, Hernandez 등 1987) 이러한 대사성 알

칼리증의 유지는 HCO3
-재흡수 증가에 의해서 이루어진

다. 이와 관련된 기전은 기능적인 연구로 토리쪽세관 첨

부세포막 sodium hydrogen exchanger-3 (NHE-3)와 기저

외세포막 sodium bicarbonate cotransporter-1 (NBC-1)

활성의 증가에 의한다고 하였다 (Soleimani 등 1990,

Amlal 등 2000, Kim 등 2004). 그러나 Laghmani 등

(2001)과 Wang 등(1997)은 칼륨 결핍때 신장의 겉질과

먼쪽곧은세관에서 NHE-3 mRNA의 발현은 대조군과

차이가 있었으나, 단백 발현은 대조군과 차이는 없었다

고 하였고, Amlal 등(2000)은 NBC-1 mRNA는 대조군

에 비해 신장 겉질, 바깥속질 속줄무늬층, 먼쪽곧은세관,

신장유두에서 증가되었다고 보고하였다. 또한, NBC-1은

토리쪽세관에서만 발현되는 것으로 알려져 있어 Amlal

등(2000)의 분자생물학적 보고와는 차이가 있었다. 이

와 같이 저칼륨혈증시 대사성 알칼리증을 일으키는 기

전은 NHE-3와 NBC-1 만으로는 설명하기 곤란하고 일

부 carbonic anhydrase (CA)도 관여될 것으로 생각된다.

이에 본 연구는 흰쥐 신장에서 칼륨제한 식이 기간에

따른 HCO3
-재흡수와 관련된 CA II의 신장내 발현 및

분포의 변화를 Western 분석과 면역조직화학적 방법으

로 관찰하고자 하였다.

재료 및 방법

1. 실험 동물

본 실험에 사용된 동물은 체중 230 g 내외의 성숙

Sprague-Dawley계 숫컷 흰쥐 25마리로 다섯 군으로 구

분하였다. 제1군은 정상식이(150 mEg K++/kg, TD88082,

Harlan Teklad, USA)를, 제2군은 칼륨제한 식이(potassi-

um-free diet, TD88081, Harlan Teklad, USA) 3일, 제3군

은 칼륨제한 식이 1주, 제4군은 칼륨제한 식이 2주, 제5

군은 칼륨제한 식이 3주로 식이적응을 시켰다. 칼륨제

한식이 군은 먹이 섭취가 변화될 것으로 여겨져 날마다

적은 양을 먹은 군의 양으로 먹이를 조절하였다.

2. 단백 분리와 Western 분석

칼륨제한 식이 기간에 따른 신장 조직을 적출하여 액

체질소에 담가 급속 동결시킨 후, 조직의 일부를 Non-

idet P-40 buffer (150 mM NaCl, 1 mM benzamidine, 50

mM Tris pH 8.0, Trypsin inhibitor 1 μg/mL, 5 mM EDTA

pH 8.0, 1 mM PMSF, NP-40 1%)에 넣고 얼음 속에서

glass homogenizer로 분쇄하여 균질액을 만들어 얼음 속

에 30분간 방치하였다. 균질액은 3,000 rpm으로 15분간

원심시켜 상층액을 분리한 다음 다시 15,000 rpm으로

10분간 원심하고 상층액을 aliquot로 나누어 -70�C에

보관하였다. 단백 농도는 bovine serum albumin을 기준

으로 spectrophotometer로 정량화하였다. 추출한 총 단백

40 μg을 10% polyacrylamide gel에 전기 영동한 다음

nitrocellulose membrane에 4�C에서 20 mA로 12시간 전

이하였다. Membrane은 TBS-T buffer (20 mM Tris, 150

mM NaCl, 1 M HCl, pH 7.6, 0.1% Tween 20)에 5% skim

milk가 첨가된 blocking buffer에 실온에서 2시간 동안

처리한 후 1차 항체 CA II polyclonal antibody (Biogene-

sis, UK, 1 : 5,000)에 2시간 실온에서 반응시켰다. 다시

TBS-T로 10분씩 3번 수세하고 peroxidase conjugated

donkey anti-sheep IgG (Santa Cruz, USA 1 : 2,000)로 부

치하였다. TBS-T로 3번 수세하고 발색제인 ECL용액

(Amersham, USA)에 5분간 반응시킨 후 시간 별로 현상

하였다.

3. 면역조직화학 염색

동물을 pentobarbital sodium (50 mg/Kg, ip)으로 마취하

여 복강을 노출시킨 후 대동맥을 통해 phosphate buffer-

ed saline (PBS; 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 4.3 mM

Na2HPO4, 1.4 mM KH2PO4)과 4% paraformaldehyde 고정

액으로 관류 고정시켰다. 상기 고정액에 3시간 동안 냉

고정한 후 PBS로 3회 세척하고 ethanol로 탈수과정을

거친 후 paraffin에 포매하였다. 포매된 조직은 회전식

절편기로 4 μm 절편을 얻어 면역조직화학 반응 실험을

행하였다. 면역조직화학 반응에 사용된 일차항체는 CA

II polyclonal antibody (Biogenesis, UK, 1 : 2,400)였다. 면

역조직화학 염색은 Vector ABC Kit (Vector Laboratories,

USA)를 이용하였다. 즉, 탈 paraffin 과정을 거친 절편은

내재성 peroxidase 활성을 제거하기 위해 60% methanol

에 녹인 3% H2O2에 30분 부치시킨 다음 PBS로 세척하

였다. 10% normal donkey serum으로 30분 반응시켜 주

변부의 비특이적 반응을 억제하고 일차항체에 4�C에서

14~16시간 반응시켰다. 반응시킨 조직은 PBS로 5분씩

3번 세척하고 biotinylated anti-sheep IgG에 30분간 부치

시킨 다음 avidin-biotin conjugate에 30분간 반응시켰다.

반응이 끝난 절편은 PBS로 세척 후 3,3-diaminobenzi-

dine tetrahydrochloride 로 7분간 발색시킨 다음 탈수과

정을 거친 후 permount로 봉입하여 광학현미경으로 관

찰하였다.
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결 과

1. Carbonic anhydrase II 단백의 상대적 정량분석

CA II 단백은 30 kDa 정도이고 정상식이 군에서 상당

량 발현되었으며 칼륨제한 식이 군에서는 정상식이 군

에 비해 약간 증가하는 경향이었다(Fig. 1).

2. 면역조직화학 소견

CA II 단백에 대한 신장내 발현 분포를 알아보기 위

해서 면역조직화학 실험을 실시하였다. 일차항체를 사

용하지 않은 대조염색에서는 정상식이 군과 칼륨제한

식이 군 모두에서 면역반응성을 관찰할 수 없었다(data

not shown).

정상식이 군에서 CA II 단백은 겉질집합관, 바깥속질

집합관 및 속속질집합관의 상 1/3에서만 발현되었다. 면

역반응성은 속속질집합관으로 갈수록 감소하였다. 집합

관에서의 면역반응성은 개재세포가 강했으며 주세포는

미약하였다(Figs. 2A, 3A, 4A, 5A). 칼륨제한 식이 군에

서 면역반응 부위는 정상식이 군과 차이가 없었다. 면

역반응성은 겉질집합관에서 감소하였으며 특히 일부

개재세포와 주세포에서 감소하였다. 이와 같은 소견은

칼륨제한 식이 3주째에 현저하였다(Fig. 2B~2E). 바깥

속질 바깥줄무늬층 집합관에서는 칼륨제한 식이 시기에

따른 변화는 관찰할 수 없었다(Fig. 3B~3E). 이와는 대

조적으로 바깥속질 속줄무늬층 집합관과 속속질집합관

상 1/3에서의 면역반응성은 증가하였으며(Figs. 4B~4E,

5B~5E) 특히 개재세포의 크기와 숫적 증가가 관찰되

는 칼륨제한 식이 2주와 3주째에 현저하였다(Figs. 4D,

4E, 5D, 5E).

고 찰

Carbonic anhydrase (CA)는 아연을 함유한 금속성효소

로 CO2와 HCO3
-의 가수 및 탈수 반응(CO2++H2O�H++

++HCO3
-)을 촉매하여 호흡, 산염기평형, 이온수송, 골재

흡수 등과 같은 다양한 생리학적 및 생물학적 활성에

관여하며 인체의 거의 모든 조직에 존재한다고 한다. 또

한 현재까지 CA는 10여 종의 동위효소가 알려져 있으

며 크게 세포내 CA와 세포외 CA로 분류된다. 세포내

CA는 세포질에 존재하는 CA I, II, III와 사립체에 존재

하는 CA V, 세포내 존재부위가 불명인 CA VII이 있다.

세포외 CA는 막에 결합된 CA IV, 분비형인 CA VI 및

막통과형인 CA IX, XII 등이 있다 하였다(Sly와 Hu 1995,

Nishimori와 Onishi 2001, Lee 등 2004).

본 연구는 정상 및 칼륨제한 식이 기간에 따른 흰쥐

신장에서 CA II 단백의 발현의 분포와 양적인 변화를

Western 분석과 면역조직화학 방법을 통해 관찰한 것

이다. Western 분석 결과 CA II 단백은 30 KDa 정도이고

정상식이 군에서 상당량 발현되었으며 칼륨제한 식이

군에서는 정상식이 군에 비해 약간 증가하는 경향을

보였다. 정상식이 군의 면역조직화학 소견에서 CA II 단

백은 겉질집합관, 바깥속질집합관 및 속속질집합관의

상 1/3에서만 발현되었고 면역반응성은 속속질집합관

으로 갈수록 감소하였다. 집합관에서의 면역반응성은

저칼륨혈증 신장에서 CA II 발현 증가 59

Fig. 1. (A) Protein expression of Carbonic anhydrase II to changes
in dietary potassium. CA II protein was abundantly expressed in
normal group and its molecular mass was ~30 kDa. CA II expres-
sion of potassium-depleted groups was slightly increased than that
of normal group. (B) Densitometric analysis of Western blot. N:
normal; 3d: K-depleted 3 day; 1w: K-depleted 1 week; 2w: K-
depleted 2 weeks; 3w: K-depleted 3 weeks.
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개재세포가 강했으며 주세포는 미약하였다. 이와 같은

소견은 이전 연구자들의 면역조직화학 소견과 일치하

였다(Brown 등 1983, Holthofer 등 1987, Kim 등 1990).

칼륨제한 식이 군의 면역조직화학 소견에서 면역반

응 부위는 정상식이 군과 차이가 없었으나 면역반응성

은 겉질집합관에서 감소하였으며 특히 일부 개재세포

와 주세포에서 감소하였다. 이와는 대조적으로 바깥속

질 속줄무늬층 집합관과 속속질집합관 상 1/3에서의

면역반응성은 상당히 증가하였으며, 바깥속질 바깥줄무

늬층 집합관의 변화는 관찰할 수 없었다. 겉질집합관에

서의 감소보다는 바깥속질 속줄무늬층 집합관과 속속

질집합관에서의 증가가 칼륨제한시 CA II 단백이 약간

증가하였다는 Western 분석 소견을 뒷받침해 줄 수 있

을 것으로 생각되며 또한 저칼륨혈증시 신장 집합관에

서의 CA II 단백은 부위에 따라 발현양상이 다름을 암

시하였다. 그러나 신장 부위별 발현양상의 차이는 겉질,
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Fig. 2. Expression of CA II in the renal cortex of control (A), K-depleted 3 day (B), K-depleted 1 week (C), K-depleted 2 weeks (D) and K-
depleted 3 weeks (E) groups. In control group, immunoreactivity of CA II was detected in cortical collecting duct. Signal intensity was pro-
minent in the intercalated cells and weak in the principal cells of the cortical collecting ducts. In K-depleted groups, the pattern of cellular
labeling of CA II protein was identical to that of normal group, but the signal intensity was decreased. ×200
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바깥속질 및 속속질 별로 Western 분석 실험이 추후 요

구된다.

칼륨 결핍은 대사성 알칼리증을 유발하고(Rector 등

1964, Kunau 등 1968, Jones 등 1982, Capasso 등 1987,

Hernandez 등 1987) 이의 유지는 HCO3
-재흡수 증가에

의해서 이루어지는데 이와 관련된 기전은 토리쪽세관

첨부세포막 NHE-3와 기저외세포막 NBC-1 활성의 증가

에 의한다고 하였다(Soleimani 등 1990, Amlal 등 2000).

또한 Kim 등(2004)은 저칼륨혈증시 NHE-3와 NBC-1

단백이 토리쪽세관에서 정상식이 군보다 유의한 증가를

보인다고 하여 상기 기전을 뒷받침 하였다. 그러나 정상

상태에서 여과된 HCO3
-의 재흡수는 토리쪽세관에서

80~90%가 이루어지며 나머지는 먼쪽세관과 집합관에

서도 이루어지고 또한 HCO3
-대사에 CA 효소가 관련되

기 때문에 저칼륨혈증시 CA 효소의 변화도 예상된다.

집합관을 구성하는 세포는 주세포와 개재세포로 나누
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Fig. 3. Expression of CA II in the outer stripe of outer medulla of control (A), K-depleted 3 day (B), K-depleted 1 week (C), K-depleted 2
weeks (D) and K-depleted 3 weeks (E) groups. In control group, immunoreactivity of CA II was detected in the outer stripe of outer medullary
collecting duct. In K-depleted groups, the pattern and signal intensity of cellular labeling of CA II protein was identical to that of normal
group. ×200
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고 다시 개재세포는 A형과 B형 개재세포로 분류된다.

A형 개재세포는 산(H++) 분비에 관여하여 첨부세포막에

H-ATPase, 기저외세포막에 chloride-bicarbonate exchang-

er 및 세포질에 CA II를 가지고 있고, B형 개재세포는

세포질과 기저세포막에 H-ATPase, 첨부세포막에 chlo-

ride-bicarbonate exchanger 및 세포질에 약간의 CA II를

가지고 있다 하였다(Brown 등 1988, Verlander 등 1988,

Alper 등, 1989). 본 연구 소견에서 저칼륨혈증시 면역

반응성이 바깥속질 속줄무늬층 집합관과 속속질집합관

상 1/3의 개재세포에서 증가하였는데 이 부위에는 B형

개재세포의 수가 매우 적고 A형 개재세포가 대다수여

서 내강에서 흡수된 CO2가 CA II에 의해 HCO3
-로 되

어 혈액으로 재흡수되고 알칼리혈증을 유지하는데 관

여할 것으로 생각되었다. 이 부위의 CA II에 의해 만들

어진 H++는 저칼륨혈증시 H/K-ATPase에 의해 내강으

로 분비되고 대신 K++을 재흡수 할 것으로 추측된다. 이
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Fig. 4. Expression of CA II in the inner stripe of outer medulla of control (A), K-depleted 3 day (B), K-depleted 1 week (C), K-depleted 2
weeks (D) and K-depleted 3 weeks (E) groups. In control group, immunoreactivity of CA II was detected in the inner stripe of outer medul-
lary collecting duct. In K-depleted groups, the pattern of cellular labeling of CA II protein was identical to that of normal group, but the
signal intensity was markedly increased. ×200
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와 같은 추측은 칼륨제한시 바깥속질집합관 속줄무늬

층과 속속질집합관 상부에서의 개재세포의 크기나 수가

증가한다는 보고(Stetson 등 1980, Elger 등 1992)와 H/K-

ATPase (Zhang 등 1995, Ahn 등 1996)가 증가한다는 보

고를 감안하면 설명될 수 있다.

이상의 결과로 저칼륨혈증시 신장 집합관에서의 Car-

bonic Anhydrase II 단백은 부위에 따라 발현양상이 다

름을 암시하고, 바깥속질 속줄무늬층 집합관과 속속질

집합관 상부에서의 CA II 단백 발현 증가가 HCO3
-재

흡수를 항진시켜 대사성 알칼리증을 유지하는데 일부

관여할 것으로 생각되었다.
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Enhanced Expression of Carbonic anhydrase II in Hypokalemic
Rat Kidney
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Abstract : A number of acid-base or electrolyte disorders are associated with decreased or increased HCO3
-

reabsorption in the renal tubules. The present study was to examine the alterations of expression and distribution
of Carbonic anhydrase II in the kidneys of normal and potassium-depleted rats using Western blot analysis and
immuno-histochemistry.

Western blot analysis demonstrated that CA II protein, ~30 kDa at molecular mass, was abundantly expressed

in normal group. All potassium-depleted groups showed slightly increased CA II protein compared to normal group.

In control group, immunoreactivity of CA II protein was detected in the entire collecting duct. Signal intensity

was prominent in the intercalated cells and weak in the principal cells of the cortical collecting ducts. In potassium-

depleted groups, the pattern of cellular labeling of CA II protein was identical to that of normal group, but the signal

intensity was decreased in cortical collecting duct, markedly increased in the inner stripe of outer medullary and

inner medullary collecting ducts, and unchanged in the outer stripe of outer medullary collecting duct.

These results suggest that chronic hypokalemia impact the expression pattern of CA II protein depending the

portion of the collecting duct.

Keywords : Hypokalemia, Collecting duct, Carbonic anhydrase II, Western blot analysis, Immunohistochemistry
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