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  Kidney had recovery function toxicants, ischemia, reperfusion -induced 

damage, acute-renal failure (below, called ARF). ARF is characterized by a 

deterioration of renal function over a period of hours to days. ARF results 

in failure of the kidney to excrete nitorgenous waste products and maintain 

fluid and electrolyte homeostasis. 

  Nitric oxide (below, called NO) is a recently discovered mediator of cell 

communication involved in a variety physiological and pathophysiological 

processes. NO is syn- thesized from L-arginine by a family of enzymes called 

NO synthases (below, called NOS). This enzyme is present in a variety of 

tissues including smooth muscle cells and macrophages and take part in 

several immunopathological process. NO has a short half-life and is rapidly 

oxidized to the stable, inactive end-products, nitrite and nitrate. 

  Macrophages play a major role in host defense against infection and 

cancer. Activation of macrophages induces the production and release of many 

inflammatory mediators, including cytokines (TNF-α,IL-6), arachidonic acid 

metabolites and NO. Pro-inflammatory cytokines are produced in response to 

variety of stimuli including bacterial endotoxin, pro-oxidants, and certain 

environmental agents. 

  Tumor necrosis factor-α (below, called TNF-α, a 17-kDa trimeric protein) 



is a proinflammatory cytokine that often is overexpressed in a number of 

disease states such as sepsis syndrome, rheumatoid arthritis, inflammatory 

bowel disease and periodontitis. TNF-α  is a known to be a key mediator for 

the induction of apoptosis in murine thymus and organization of lymphoid 

organs, as well as development of humoral immune response. And TNF-α can 

induce the production of NO. However, at high concentrations, TNF-α has 

dis- advantageous effects, such as inducing tissue injury and potentiating 

septic shock. 

  Interleukin-6 (below, called IL-6, a 26-kDa protein) is a multifunctional 

cytokine. IL-6 is released by T and B lympho- cytes, macrophages, 

fibroblasts, endothelial cells, mesengial cells, and tubular epithelial 

cells. And, IL-6  release is stimulated by TNF-α. 

  Squalene (below, called SQ), a polyunsaturated triterpene that contain six 

isoprene units, is a key intermediate in cholesterol biosynthesis. It 

received its name because of occurrence in shark liver oil (Squaluss spp.) 

which is considered to be the richest source of squalene. SQ has been 

reported to possess antioxidant, membrane stabilizing properties, detoxic 

effect against diverse chemicals, protect the skin from ultraviolet 

radiation, protect the cyclophosph- amide-induced toxicity, effect of bFGF. 

protect of alcohol damage. 

  The aim of this study is to evaluate the effects squalene on the 

prevention of experimental ARF induced by glycerol.

  In vitro experiments, The cytotoxic effects of SQ (0.1%) was evaluated by 

the LDH. And, We were investigated to production of NO, TNF-α and IL-6 in 

Renca kidney cells (2x10
5
/well) after treatment glycerol(4mM) or SQ (0.1%). 

  In vivo experiments, We were investigated to production of TNF-α and IL-6 

after treatment with glycerol. The experimental groups were divided into 

three groups. Group 1 was normal mouse. Group 2 was not treatment with 

squalene after intramuscular injection of glycerol (50 %, 8 ml/kg). And, 



Group 3 was treated with squalene (180 ㎎/㎏) after intramuscular injection 

of glycerol (50 %, 8 ml/kg). All groups were used to 10 mice. 

  The supernatants or tissue were analyzed for TNF-α and IL-6 by a using a 

commercial ELISA kit (Minneapolis, USA) according th the manufacturer′s 

guidelines. 

  In vitro results, SQ did not affect on the LDH and NO production by 

itself. At 6 hour, the production of TNF-α was affected compared with only 

glycerol group (p<0.05). But, at 24 hour, the production of TNF-α did not 

affected. On the other hand, IL-6 was affected compared with  glycerol only 

at 24 hour (p<0.05).

  In vivo results, SQ was decreased the glycerol-induced TNF-α and IL-6 

production compared with glycerol only at 48 and 72 hours (p<0.05).

  It was concluded that SQ will increase the immune response on the glycerol 

induced-renal damage. 
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서 서 서 서 론론론론

  신장은 독성물질, 빈혈, 재관류(reperfusion)-유도 상해 등  여러 가지 원인으

로 인하여 급성신부전(acute renal failure(ARF))이 발생되어지면 사구체여과 기

능, 신장 독성, 관 손상, 이온의 흡수 및 배설 기능에 영향을 받는다(Lin., 2006, 

Vexler et al., 1996, Hori et al., 1985). 급성신부전(ARF)를 효율적으로 억제하

고 예방하기 위해서 임상에서는 dopamin, prostaglandin A1 & E1, 칼슘 길항제, 이

뇨제, dimercaprol, penicillamine, leucovorin, 탄산수소나트륨과 allopurinol, 

vitamin  E, Pentoxyfylline 등이 임상적으로 실험 되고 있다(Tekin et al., 

2000). 

일산화질소(Nitric oxide(NO))는 반감기가 6~60초 정도의 불안정한 무기가스로 

사람을 포함한 고등동물 뿐만 아니라 하등동물에서도 합성되며 합성된 일산화질소

는 생체내의 신호 전달 물질로 수많은 생리적 과정에 관여한다고 알려져 있다

(Snyder et al, 1992). 또한 생리 병리학적 많은 과정 중에 관여된 물질로 NO 

synthases (NOS)라 불리우는 효소에 의해 L-arginine에서 합성되어진다(Eduardo 

et al., 1995, Moncada., 1992). NOS에는 Ca2+-의존성(eNOS & nNOS)과 Ca2+-비의존

성(iNOS)으로 나누어진다(Schmidt & Murad., 1991). NO는 평활근, 대식세포을 포

함한 다양한 세포내에서 glomerular mesengial 세포의 성장과 mitogenesis 억제 

및 대식세포 독성, TNF-α와 bacterial Lipopolysaccharide (LPS) 자극에 의한 

neuroral PC12 세포의 apoptosis 조절, 돼지 신장 근위세뇨 RDPase 방출 조절 등 

면역병리 과정에 관여한다(Eduardo et al., 1995, Moncada., 1992, Rupprecht et 

al., 2000, Lakics & Vogel., 1998, Heneka et al., 1998, Park et al., 2002). 

NO가 필요 이상으로 생성되어지면 shock에 의한 저혈압증, 돌연변이, 신경조직 손

상 등이 유발되기도 한다(Knoeles & Moncada., 1992, Nathan., 1992). 

  Tumor necrosis factor-alpha(TNF-α)는 분자량이 25 kDa, cachectin으로 알려

진 물질로 기전이 아직도 정확히 규명되지는 않았지만, 주로 단핵세포와 대식세포

에서 생산되고, 면역반응과 염증반응을 유도하는 염증유도매개 싸이토카인으로 세
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포의 성장과 분화, apoptosis, necrosis 등의 기능에 관여하며 혈관 투과성을 증

가시킨다(Jeong et al., 2004, Hur & Park., 2004, Aggarwal et al., 1985). TNF-

α는 미생물 감염 시 발현량이 증가하고, 식세포의 싸이토카인 분비 증가를 유도

하여 미생물에 대한 숙주세포의 항상성을 유지하는 중요한 방어기전 역할을 담당

한다. 종양 발생 시 세포고사를 유도하여 종양 발생의 감시 기전으로 이용되기도 

하고, 호중구 조절, Major histocompatibility complex (MHC) 발현의 조절, B세포 

증식, angiogenesis 유도 및 대식세포 활성 기능을 가지고 있다(Han et al., 

1995, Agarwal et al., 1988). 그러나, 다량의 TNF-α 발현은 심근 수축력 감소, 

혈압 강하, 대사 과정의 손상을 유발하기도 한다(Vicek & Lee., 1991, Beutler & 

Cerami., 1989, Eigler et al., 1997).

Interleukin-6 (IL-6)는 분자량이 21 kDa, 212개 아미노산 잔기로 이루어진 다

양한 기능을 가진 단백질로 대식세포와 T-세포에 의해서 생산된다(Hirano et al., 

1986, Stavros et al., 1996). IL-6는 TNF-α와 IL-1과 함께 급성기 단백반응의 유

도체로서 anti-inflammatory와 pro-inflammatory cytokine으로 알려져 있다

(Steven & Vera., 2000). IL-6는 granulocyte-macrophage colony stimulating 

factor (GM-CSF), interferon-gamma (IFN-gamma), macrophage infla- mmatory pro-

tein-2 (MIP-2라)와 같은 pro-inflammatory cytokine의 생산을 억제하는 작용을 

가지고 있다. 또한, IL-6는 CD
4+
 T-세포, cytotoxic T-세포 분화와 NK (Natural 

Killer) 세포 기능을 자극하고, IL-1ra 합성과 수용성 TNF 수용체 방출을 유도하

는 작용을 가지고 있다(Barton., 1997, Van., 1990, Tilg et al., 1994)

  Squalene (hexamethyltetracosahexane, C30H50, SQ)은 콜레스테롤의 생합성에 아

주 중요한 선구물질로서, 6개의 이중결합이 있어 산소이온과 쉽게 결합할 수 있

고, 심해 상어의 간, 올리브유 등에 많이 함유된 탄화수소로 피부, 복부지방조직, 

피하지방조직, 림프절, 췌장 및 심근 등에 다량 함유되어 있다(Liu et al., 

1976,Yolanda et al., 2005, Yumiko et al., 1997). 스쿠알렌은 상처 치유, 혈관 

확장, 동맥경화 억제 작용, 심근경색, 간질환 등에 효과가 있으며(Budiarso, 

1990), 항암효과 (Yamawaki et al., 1978), 세포면역 반응 조절 및 항산화제 활성 

효과(Storm et al.,1993), 급성신부전 유도 생쥐에서 섬유아세포 성장인자(basic 

fibroblast growth facter, bFGF) 활성 효과(Kim et al., 2005)가 있음이 보고되
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었다. 

  본 연구에서는 생쥐에 glycerol를 이용하여 Acute renal failure(ARF)를 유도한 

후, 스쿠알렌 처치 후 싸이토카인 중 조직 내 염증 반응 및 면역에 관여하는 NO, 

TNF-α와 IL-6의 생성 정도와 신장 조직 회복에 관해 알아보고자 하였다.
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재료 재료 재료 재료 및 및 및 및 방법방법방법방법

1.     시약

  Dulbecco’s modified Eagle’s medium(이하, DMEM이라 함, WelGENE Inc, 

KOREA), Fetal Bovine Serum (이하. FBS 라 함, Wel GENE Inc, KOREA), Phosporic 

acid solution (Daejung, Korea), Glycerol solution (Daejung, Korea), 

Bicincchoninic acid (이하, BCA라 함) protein assay kit(Pierce, U.S.A.), 

Sodium nitrate (Sigma, U.S.A.), sulfanilamide (Sigma, U.S.A.), 

N-(naphthyethylene)diamine (Sigma, U.S.A.), Lactate dehydrogenase(이하, LDH

라 함) 측정 kit는 Roche사(Germany), TNF-α, IL-6에 대한 단클론항체(mo-

noclonal antibody)의 ELISA Kits(R&D systems, MIN, U.S.A)를 사용하였다.

2. 실험 동물 

  실험동물은 샘타코(한국)에서 생산, 공급하고 있는 ICR계 생쥐 (체중 25-35 g)

를 사용하였다. 생쥐는 23± 2 ℃, 습도는 45± 5 %로 유지된 사육실에서 폴리카보

네이트로 제작된 사육장 (40× 25× 17 ㎝)에서 사육하였으며, 사료(제일제당 제품)

와 급수는 자유롭게 섭취 시켰다. 스쿠알렌은 ㈜세모(한국) 제품을 사용하였다. 

3. 세포배양

  renal cell인 Renca 세포주는 한국세포주은행(KCLB, KOREA)에서 구입하였으며, 

DMEM에 10 % FBS, 100 u/mL penicillin, 100 ㎍/mL strepto- mycin을 혼합한 배지

를 사용하여 37 
o
C, 5 % CO2 incubator에서 배양하였다. 

4. LDH 측정

Renca 세포주로부터 생성된 LDH 활성을 측정하여 정량화 하였다. 준비된 정상 

Renca 세포(2x10
5
 cell)에 각각 Glycerol (4 mM, Junsei Co, Japan, Kim et al., 

2005), SQ (0.1 %)를 농도별로 각각 첨가 한 후, 시간대(6, 24 시간째)별로 LDH를 

측정하였다. 실험 방법은 다음과 같다. 각 군별로 Supernatant 100 μL를 취해서 

96-well microplate에 분주하였다. Kit (Roche, Indianapolis, USA)에 있는 
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reaction mixture를 각 well에 100 μL씩 주입한 후, 30 분 이상 실온에서 차광 

상태에서 보관하면서 반응시켰다. microplate reader(Molecular Devices, 

Sunnyvale, CA, U.S.A)를 이용하여 490 ㎚에서 측정하였다.

5. NO 측정

준비된 정상 Renca 세포에(2x10
5
 cell)에 각각 Glycerol (4 mM, Junsei Co, 

Japan), SQ (0.1 %)를 농도별로 각각 첨가 한 후, 시간대(6, 24 시간째)별로 NO를 

측정하였다. 실험 방법은 다음과 같다. Renca 세포에서 생성된 NO의 양은 배양액 

중에 존재하는 NO2
-
의 형태로서 Griess 시약을 이용하여 측정하였다. 상층액을 96 

well plate에 각각 분주한 후 Griess reagent (0.8 % sulfanilamide/0.75 % 

N-(naphthyethylene) diamine in 0.5N HCl, Sigma) 100 μL를 첨가하였다. 15분간 

실온에서 방치한 후, 540 nm 파장에서 microplate reader (Molecular Devices, 

Sunnyvale, CA, U.S.A)를 이용하여 nitrite 농도를 측정하였다. Sodium nitrate 

(0.5~100 M)를 nitrite 표준으로 이용하였다. 

6. Glycerol과 SQ 처리(in vitro의 경우)

  준비된 정상 Renca 세포에(2x105 cell)에 각각 Glycerol (4 mM, Junsei Co, 

Japan), SQ (0.1 %)를 각각 첨가 한 후, 시간대(6, 24 시간째)별로 TNF-α, IL-6 

생성 정도를 측정하였다. 

7. Glycerol과 SQ 처리(in vivo의 경우)

   glycerol (50 %, 8 ㎖/㎏, Mohammad & Adebayo., 2002)은 근육 주사를 통해 주

입하였다. SQ (80 ㎖/㎏)는 glycerol 처치 30분 경과 후, 복강을 통해 주입하였

다. 실험군은 다음과 같다. 실험군 1은 glycerol만 단독 처치군, 실험군 2는 

glycerol 처치 후, SQ를 1회만 처치한 군, 실험군 3은 glycerol 처치 후 SQ를 1일 

1회 처치한 군 등으로 24, 48, 72 시간째에 생쥐의 신장을 적출하였고, 각 실험군 

당 생쥐 10마리를 사용하였다.   
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8. Glycerol -유도 Cytokines의 측정

TNF-α, IL-6등의 싸이토카인 측정 방법은 manufacturers instruction에 따랐

다. 먼저,    50 μL 분석 희석액(assay diluent)을 제공된 well에 각각 넣고, 각 싸

이토카인에 대한 표준액(standard solution)과 실험액을 각각 50 μL씩 well의 중

심부에 첨가하여 잘 섞이도록 plate를 가볍게 바닥에 두들긴 다음 제공된 밀폐용 

테이프로 덮어 2시간 동안 실온에서 반응시켰다. 밀폐용 테이프를 제거하고 제공

된 washing buffer로 5회 세척 과정을 반복하였다. 측정하고자 하는 싸이토카인의 

conjugate 용액 100 μL를 각 well에 넣고 밀폐용 테이프로 덮어 2시간 동안 반응

시킨 후, washing buffer로 5회 세척 과정을 반복하였다. 100 μL 기질용액

(substrate solution)을 각 well에 넣고 30분 동안 실온에서 차광 상태로 보관하

면서 반응시켰다. 그 후, 정지용액(stop solution)을 각 well에 100 μL씩 넣고 

30분 이내에 측정하였다(microreader: 450 ㎚, wavelength correction: 570㎚, 

U.S.A.).

9. 단백 함량 측정

단백질 농도는 BCA protein assay kit를 이용하였다. BCA를 표준물질로 사용하여 

각각의 단백 시료 25 μL를 96 well plate에 분주하고 시약 A와 시약 B(50 : 1)로 

구성된 BCA 약물(200 μL)을 각각 첨가한 후, 37 
o
C에서 1시간 동안 배양하였다. 

배양 후, microplate reader(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)를 이용하여 

540 mm에서 흡광도를 측정하였다.

10. 통계처리

각 실험군 별 통계학적 유의성은 개인용 컴퓨터 프로그램인 SAS를 이용한 Anova 

test에 의하여 검정하였으며, 각 p값은 0.05 미만의 것을 유의한 수준으로 고려하

였다.
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결  결  결  결  과 과 과 과 

1. 1. 1. 1. In In In In vitro vitro vitro vitro 결과결과결과결과    

⑴ Renca 세포주를 이용한 glycerol, SQ 처치에 의한 LDH 결과

  Renca세포에 SQ, Glycerol를 세포배양액에 첨가․배양한 후, LDH를 측정하였다. 

세포배양액만 단독으로 처리한 정상군에 비해 SQ (0.1 %)를 처리한 군의 경우 6, 

24 시간째 86.4± 7.6, 70.1± 15.7 % 를 보여 정상군과 큰 차이를 보이지 않았다. 

Glycerol (4 mM)을 세포배양액에 처리한 군의 경우 6, 24 시간째 225.3± 35.2 %, 

224.9± 11.3 %를 보여 정상군에 비해 높은 LDH 생산이 관찰되었다(Table 1, 

Figure. 1). 

Table Table Table Table 1. 1. 1. 1. Analysis Analysis Analysis Analysis of of of of cytoprotective cytoprotective cytoprotective cytoprotective effect effect effect effect of of of of SQ SQ SQ SQ or or or or glycerol glycerol glycerol glycerol in               in               in               in               

cultured cultured cultured cultured Renca Renca Renca Renca cell.                             cell.                             cell.                             cell.                             (unit: %)

   The cytoprotective effects was analyzed with the amount of          

lactate dehydrogenase (LDH) in cultured Renca cells (2x10
5
/well).

Group 1. The only glycerol (4 mM) was added with cultured medium.

Group 2. The only SQ (0.1 %) was added with cultured medium.
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⑵ Renca 세포주를 이용한 glycerol, SQ 처치에 의한 NO 결과

  Renca세포에 SQ, Glycerol를 세포배양액에 첨가․배양한 후, NO를 측정하였다. 세

포배양액만 단독으로 처리한 정상군의 경우 0.20± 0.04, 0.14± 0.04(μM/㎎ 

protein)를 보였다. SQ (0.1 %)를 처리한 군의 경우 6, 24 시간째 0.25± 0.03, 

0.21± 0.03(%)를 보여 정상군과 큰 차이를 보이지 않았다. Glycerol (4 mM)를 세

포배양액에 처리한 군의 경우 6, 24 시간째 0.27± 0.05, 0.23± 0.03을 보여 이들 

물질이 NO 생산에는 효과가 없는 것으로  관찰되었다(Table 2, Figure. 2).  

Table Table Table Table 2. 2. 2. 2. The The The The effects effects effects effects of of of of SQ SQ SQ SQ or or or or glycerol glycerol glycerol glycerol on on on on the the the the NO NO NO NO production production production production in                in                in                in                

    cultured cultured cultured cultured Renca Renca Renca Renca cells. cells. cells. cells.                                     (unit: μM/㎎ protein)

   

Group 1. The only cultured medium was used.

Group 2. The only glycerol (4 mM) was added with cultured medium.

Group 3. The only SQ (0.1 %) was added with cultured medium.
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⑶ Renca 세포주를 이용한 glycerol, SQ 처치에 의한 TNF-α 생성 결과

  Renca세포에 SQ, Glycerol를 세포배양액에 첨가․배양한 후, TNF-α 발현량 측정

하였다. 세포배양액만 단독으로 처리한 정상군의 경우 200.0 ±24.2, 400.0± 

32.4(pg/mL)을 보였다. Glycerol (4 mM)를 세포배양액에 처리한 군의 경우 6, 24 

시간째 2536.7± 190.7, 2239.3± 250.7, Glycerol (4 mM)과 SQ (0.1 %)를 세포배양

액에 함께 처리한 군의 경우 6, 24 시간째 1761.4± 110.6, 1908.2± 111.4로 

glycerol 단독 처리군에 비해 6 시간째에 TNF-α 생성량을 감소시킴을 관찰하였다

(Table 3, Figure. 3, p<0.05). 

Table Table Table Table 3. 3. 3. 3. The The The The effects effects effects effects of of of of SQ SQ SQ SQ on on on on the the the the glycerol-induced glycerol-induced glycerol-induced glycerol-induced TNF-TNF-TNF-TNF-αααα    

                                        production production production production in in in in cultured cultured cultured cultured Renca Renca Renca Renca cells.         cells.         cells.         cells.         (unit: pg/mL)

   
*
p<0.05 compared with glycerol.

Group 1. The only cultured medium was used.

Group 2. The only glycerol (4 mM) was added with cultured medium.

Group 3. The SQ (0.1 %) was added with cultured medium after        

         injection glycerol.
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⑷ Renca 세포주를 이용한 glycerol, SQ 처치에 의한 IL-6 생성 결과

  Renca세포에 SQ, Glycerol를 세포배양액에 첨가․배양한 후, IL-6 발현량 측정하

였다. 세포배양액만 단독으로 처리한 정상군의 경우 0.07± 0.01, 0.08± 0.02 

(pg/mL)를 보였다. Glycerol (4 mM)를 세포배양액에 처리한 군의 경우 6, 24 시간

째 5.59± 0.18, 17.54± 2.59, Glycerol (4 mM)과 SQ (0.1 %)를 세포배양액에 함께 

처리한 군의 경우 6, 24 시간째 4.74± 0.03, 10.30± 1.49로 glycerol 단독 처리군

에 비해 24 시간째에 IL-6 생성량을 감소시킴을 관찰하였다(Table 4, Figure. 4, 

p<0.05). 

Table Table Table Table 4. 4. 4. 4. The The The The effects effects effects effects of of of of SQ SQ SQ SQ on on on on the the the the glycerol-induced glycerol-induced glycerol-induced glycerol-induced IL-6 IL-6 IL-6 IL-6 

                                        production production production production in in in in cultured cultured cultured cultured Renca Renca Renca Renca cells.         cells.         cells.         cells.         (unit: pg/mL)

   
*
p<0.05 compared with glycerol.

Group 1. The only cultured medium was used.

Group 2. The only glycerol (4 mM) was added with cultured medium.

Group 3. The SQ (0.1 %) was added with cultured medium after        

         injection glycerol.



- 10 -

2. 2. 2. 2. In In In In vivo vivo vivo vivo 결과결과결과결과    

⑴ 생쥐 신장에서 glycerol 유도 TNF-α 생성에 관한 SQ의 효과

   생쥐에 근육 주사을 통해 glycerol (50 %, 8 ㎖/㎏)를 주입한 후, SQ (80 ㎖/

㎏)처치가 신장 조직에서의 TNF-α 발현량에 어떠한 영향을 미치는 지를 시간대로 

관찰하였다. Glycerol만 단독 처치한 군의 경우 24, 48, 72 시간째에 8.27± 1.48, 

8.23± 2.10, 6.22± 1.48(pg/mG)을 보였다. Glycerol를 주입하고, SQ를 1회만 주입

한 군의 경우 7.65± 0.90, 6.48± 2.00, 6.21± 0.40으로 Glycerol 단독 처치 군과 

큰 차이를 보이지는 않았다. Glycerol를 주입하고, SQ를 1일 1회 주입한 군의 경

우 7.65± 0.90, 4.10± 0.48, 3.10± 0.45로 Glycerol 단독 처치 군에 비해 48, 72

시간째에 TNF-α 생성량이 감소함을 관찰하였다(Table 5, Figure. 5, p<0.05). 
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Table Table Table Table 5. 5. 5. 5. The The The The effects effects effects effects of of of of SQ SQ SQ SQ on on on on the the the the glycerol-induced glycerol-induced glycerol-induced glycerol-induced TNF-TNF-TNF-TNF-αααα                        

                                        production production production production in in in in mice mice mice mice kidney.                kidney.                kidney.                kidney.                (unit: pg/mG)

   
*
p<0.05 compared with glycerol.

Group 1. Glycerol (50 %, 8 ㎖/㎏) was injected by i.m.

Group 2. SQ (80 ㎖/㎏) was injected once after glycerol injection.

Group 3. SQ (80 ㎖/㎏) was injected once a day after glycerol 

         injection.
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⑵ 생쥐 신장에서 glycerol 유도 IL-6 생성에 관한 SQ의 효과

   

  생쥐에 근육 주사를 통해 glycerol (50 %, 8 ㎖/㎏)를 주입한 후, SQ (80 ㎖/

㎏)처치가 신장 조직에서의 IL-6 발현량에 어떠한 영향을 미치는 지를 시간대로 

관찰하였다. Glycerol만 단독 처치한 군의 경우 24, 48, 72 시간째에 3.81± 0.46, 

3.16± 0.43, 1.91± 0.45 (pg/mG)을 보였다. Glycerol를 주입하고, SQ를 1회만 주

입한 군의 경우 3.05± 1.40, 2.23± 0.90, 1.96± 0.20로 Glycerol 단독 처치 군과 

큰 차이를 보이지는 않았다. Glycerol를 주입하고, SQ를 1일 1회 주입한 군의 경

우 3.05± 1.40, 1.73± 0.19, 1.74± 0.10로 Glycerol 단독 처치 군에 비해 48 시간

째에 IL-6 생성량이 감소함을 관찰하였다(Table 6, Figure. 6, p<0.05). 
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Table Table Table Table 6. 6. 6. 6. The The The The effects effects effects effects of of of of SQ SQ SQ SQ on on on on the the the the glycerol-induced glycerol-induced glycerol-induced glycerol-induced IL-6      IL-6      IL-6      IL-6      

                                        production production production production in in in in mice mice mice mice kidney.                kidney.                kidney.                kidney.                (unit: pg/mG)

   
*
p<0.05 compared with glycerol.

Group 1. Glycerol (50 %, 8 ㎖/㎏) was injected by i.m.

Group 2. SQ (80 ㎖/㎏) was injected once after glycerol injection.

Group 3. SQ (80 ㎖/㎏) was injected once a day after glycerol 

         injection.
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Fig. 1. Analysis of cytoprotective effect of SQ (0.1 %) or glycerol.

The cytoprotective effects was analyzed with the amount of lactate 

dehydrogenase (LDH) in cultured Renca cells (2x105 well). Each groups were 

cultured during the 6 or 24 hours. After incubation, each medium was placed 

on to the 96 well plate and measured in ELISA reader at 490 ㎚ The results 

are  expressed the mean± SD (n=10) in the triplicate experiment. 
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Fig. 2. The effects of SQ (0.1 %) or glycerol (4 mM) on the NO               

  production in cultured Renca cells (2x10
5
/well).

Each groups were cultured during the 6 or 24 hours. Nitrite concentration 

were expressed as μmol/mg of protein. The results are expressed the mean± 

SD (n=10) in the triplicate  experiment.
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Fig. 3. The effects of SQ (0.1 %) on the glycerol-induced TNF-α         

production in cultured Renca cells (2x10
5
/well). 

Each groups were cultured during the 6 or 24 hours after treated with 

glycerol (4 mM). And TNF-α released into the culture medium was assay by 

ELISA kit. The results are  expressed the mean± SD (n=10) in the triplicate 

experiment. Statistically significant value compared with only treated with 

glycerol group data by ANOVA test (*p<0.05).
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Fig. 4. The effects of SQ (0.1 %) on the glycerol-induced IL-6               

production in cultured Renca cells (2x10
5
/well). 

Each groups were cultured during the 6 or 24 hours after treated with 

glycerol (4 mM). And IL-6 released into the culture medium was assay by 

ELISA kit. The results are expressed the mean± SD (n=10) in the triplicate 

experiment. Statistically significant value compared with only treated with 

glycerol group data by ANOVA test(*p<0.05).
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Fig. 5. The effects of SQ on the glycerol-induced TNF-α production          

in mice kidney.

Each groups were killed during the 24, 48 or 72 hours after treated with 

glycerol (50 %, 8 ㎖/㎏) or SQ (80 ㎖/㎏). And TNF-α was assay by ELISA 

kit. Statistically significant value compared with only treated  with 

glycerol group data by ANOVA test (*p<0.05).
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Fig. 6. The effects of SQ on the glycerol-induced IL-6 production            

in mice kidney. 

Each groups were killed during the 24, 48 or 72 hours after treated with 

glycerol (50 %, 8 ㎖/㎏) or SQ (80 ㎖/㎏). And IL-6 was assay by ELISA kit. 

Statistically significant value compared with only treated with glycerol 

group data by ANOVA test (*p<0.05).
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고 고 고 고 찰찰찰찰

  Glycerol, mercury chloride, amino glycoside, uranyl nitrate 등은 acute 

renal failure (ARF)를 유도하는데 많이 이용 되어지는 물질 중 하나로 신장 조직 

내 관 괴사, 빈혈, 혈관 수축, 사구체 여과율 감소, P-glycogen 기능 저하, 양이

온․음이온의 관 분비 억제 및 기타 신장 기능의 억제 현상 등이 관찰되어진다

(Tekin et al., 2000, Karam et al., 1995, Mandal et al., 1989, Venkatachalam 

et al., 1976, Mohammad & Adebayo., 2002, Gal et al., 2002, Sawaya et al., 

1997, Zhao et al., 2000, Zurovsky., 1993)

  Acute renal failure (ARF)의 효과에 관한 연구는 지속적으로 이루어지고 있으

며 Devinder (2004) 등의 보고에 의하면 acute renal failure (ARF)를 유도하는 

물질인 glycerol을 주입하기 60분 전에 Naringin (100, 200, 400 ㎎/㎏)을 쥐에 

주입시켰을 때 농도가 증가 할수록 glycerol-유도 acute renal failure (ARF)를 

경감시키는 효과가 있었고 또한, Shulman(1993)등의 보고에서는 glycerol을 주입

하기 바로 전에 anti-TNF-alpha antiserum(200 ㎕/300 g body weight)을 주입하면 

신장 기능을 보호하는 효과가 있다고 하였다. 본 연구에서도 glycerol-유도 ARF를 

경감시키기 위하여 스쿠알렌을 in vitro상에서는 스쿠알렌 (0.1 %)을 6, 24시간대

별로 처리 하였고 in vivo상에서는 스쿠알렌 (80 ㎖/㎏)을 24, 48, 72시간대별로 

처리하여 관찰하였다.          

  glycerol을 처리하여 ARF를 유도하기 전에 스쿠알렌에서의 세포독성을 알아보기 

위해 LDH (Lactate dehydrogenase)를 측정하였고 측정결과 본 연구에서는 

glycerol (4 mM)은 정상군에 비해 높은 LDH (Lactate dehydrogenase)를 생성하여  

세포독성이 있는 것으로 관찰되었으나, 스쿠알렌 (0.1 %) 은 정상군에 비해 LDH 

생성에는 큰 차이를 보이지 않아 세포 독성이 없는 것으로 관찰되었다. LDH 

(Lactate dehydrogenase)에 대한 보고(Cho., 2000)에 의하면 카드뮴에서의 LDH 

(Lactate dehydrogenase) 활성치는 카드뮴 1 ㎍ 첨가군에서 10.71 %, 25 ㎍ 첨가

군에서 27.21 %, 50 ㎍ 첨가군에서 42.98 %로 카드뮴 첨가농도에 따라 용량 의존

적으로 높아지는 경향이었다. 특히 카드뮴 농도가 25 ㎍ 이상 일 때 독성 영향이 
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있음을 보고하였다. 홍삼 및 백삼 사포닌(50~500 ㎍/mL)을 각각 교세포(glial 

cells)에 첨가한 후, LDH (Lactate dehydrogenase)를 측정하면 홍삼 사포닌 

50~100 ㎍/mL, 백삼 사포닌 50~200 ㎍/mL에서 LDH (Lactate dehydrogenase)가 대

조군에 비해 적게 분비 되었으며(Sung et al., 2004) 또한, 대식세포인 RAW264.7

세포에 Alkoxy Glycerol (AG) 및 Batyl, Chimyl(Alkoxy Glycerol의 주요성분) 용

액을 세포배양액에 첨가․배양한 후, LDH (Lactate dehydrogenase)를 관찰하면 배양

액만 단독으로 처리한 정상군에 비해 실험에 관련된 용액을 함께 처치한 군의 경

우 차이를 보이지 않아 세포독성이 거의 없는 것으로 관찰 되었고, 곰팡이성 병원

균의 일종인 Candida albicans (3X105/ mL)를 세포에 처리한 군은 높은 LDH 

(Lactate dehydrogenase) 생성이 관찰되어 세포 독성이 있는 것으로 관찰 되었다

(Kim et al., 2005).  본 연구에서는 앞에서 언급한 바와 같이 정상군에 비해 LDH 

생성이 적어 독성이 관찰 되지 않았으므로 스쿠알렌은 안정된 물질이라고 사료되

어 본 연구를 시작하였다. 

Nitric Oxide(NO)는 암세포나 대식세포에서 감염된 미생물에 대한 cytotoxic 

agent로서 면역학적으로 작용 한다고 보고하였다(Hibbs et al., 1987, Stuehr & 

Nathan., 1989). Nitric Oxide(NO)에 관한 연구에서는 단삼(丹蔘) 용액이 면역세

포의 증식에 어떠한 영향을 미치는 가에 대하여 알아보기 위하여 쥐의 복강 내에 

있는 macrophage에서 생성되는 Nitric Oxide(NO)를 측정한 결과 in vitro 상에서

는 단삼용액을 처리하였을 때 면역세포 증식이 억제되고, in vivo 상에서는 유효

한 차이가 관찰되지 않았다(陳등., 1998). RAW 264.7 세포주에 lipopoly- 

saccharide (LPS) (1 ㎍/L) 유도 염증 반응을 유발 시킨 후, 오가피(1~100 μ

g/mL)를 첨가하여 배양하면 Nitric Oxide(NO) 생성량을 관찰한 결과 10, 100 ㎍

/mL을 첨가해 준 군에서 Nitric Oxide(NO) 생성량이 감소하였다고 보고하였다(Yee 

et al., 2000). 그리고, RAW 264.7 세포에 Alkoxy Glycerol (AG) 및 Alkoxy 

Glycerol (AG)의 주요 성분인 Batyl, Chimyl 용액을 세포배양액에 첨가․배양한 후, 

Nitric Oxide(NO) 발현량을 배양 6, 24 시간 후에 각각 관찰한 실험의 경우 

Nitric Oxide(NO)는 6, 24 시간 배양 후 정상 군에 비해서는 약간의 증가 경향을 

보였으나 Candida albicans의 단독 처리 군에 비해 거의 차이를 나타내지 않아 이

들 물질이 Nitric Oxide(NO) 생산에는 효과가 없는 것으로 관찰되었다(Kim et 
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al., 2005). Discorea daemona Roxb. 줄기 메탄올 추출물(DD)을 200 mg/kg 용량으

로 3주간 경구 투여하여 항염증 활성을 측정한 결과 메탄올 추출물(DD)과 그 분획

물 들은 4~100 ㎍/ml 농도에서 세포 독성을 나타내지 않고 lipopoly- 

saccharide(LPS)가 유도한 RAW 264.7 세포주의 Nitric Oxide(NO) 생성을 억제 한

다고 보고하였다(Chol & Koo, 2005). RAW264.7 세포에 고분자 수용성 chitosan 

(water-soluble chitosan, WSC, M.W. 300,000 Da, DAC>90 %)을 첨가하면(0.1, 1 

㎎/㎖) 그 자체로는 Nitric Oxide(NO) 생성에 효과가 없지만, rIFN- gamma와 

chitosan을 혼합하여 세포에 처리하면 water-soluble chitosan(WSC) 농도에 비례

하여 배양 24 시간 후부터는 Nitric Oxide(NO)생성이 증가 되었다(Jeong et al., 

2000). 그리고 현삼(玄蔘)의 메탄올 추출액(SRE)을 Raw 264.7 세포주에 농도별

(0.1, 0.3 ㎎/mL)로 5, 12, 18, 24시간 동안 각각 처리하면 lipopoly- 

saccharide(LPS) 유도 Nitric Oxide(NO) 생성이 증가가 보고 되었다(Byun et al., 

2005). 본 연구에서는 glycerol (4 mM), 스쿠알렌 (0.1 %)이 6 시간째에는 Nitric 

Oxide(NO)생성이 정상 군과 오차 범위 내에 있어 큰 차이를 보이지 않았으나, 24 

시간째에는 정상 군에 비해 약간 높은 Nitric Oxide(NO) 생성이 관찰되었다. 

TNF-α는 lipopolysaccharide(LPS)나 phorbol-12-myristate-13-acetate(PMA)의 

자극에 의해 macrophage 또는 monocyte로부터 분비되는 대표적인 proinflammatory 

cytokine으로서(Manogue et al, 1992) 생성된 종양세포의 괴사와 apoptosis 등을 

유도하는 antitumor 물질로 알려져 있었으나 최근에는 많은 질환들에서 TNF-α의 

병리적 역할이 증명되면서 알레르기나 염증반응의 주요 매개물질로 이해되고 있다

(Lee.,2001). 쿠퍼세포에 β-1,3 glucan 성분을 첨가하여 배양하면 β-1,3 glucan 

성분의 농도 증가에 비례하여 Nitric Oxide(NO)와 TNF-α의 양적 증가를 유발시켰

고(Han et al.,1999), 영지버섯에서 분리한 단백다당체를 생쥐 대식세포에 넣고 

배양하면 TNF, IL-1과 IL-12 생성량이 대조군에 비해 20㎍/㎖ 농도에서 증가되었

다(Bae.,1997). Lactoferrin은 L929 및 RAW 264.7 세포주에 농도별(1, 5, 10, 50, 

100, 500, 1000 ㎍/㎖)로 첨가하여 배양하면 TNF-α 분비량이 증가하고, 

lipopolysaccharide(LPS) 자극에 의해 분비되는 TNF-α의 생성량은 감소시키는 효

과를 가지고 있었다(Lee et al., 2001). 또한 현삼(玄蔘, Scrophularia 

buergeriana Miq)의 메탄올 추출액(SRE)을 Raw 264.7 세포주에 농도별(0.1, 0.3 ㎎
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/mL)로 5, 12, 18, 24시간 동안 각각 처리 하면 lipopolysaccharide(LPS) 유도 

TNF-α 생성이 증가하나, 현삼 추출액은 TNF-α 생성량을 유의하게 감소시키는 효

과가 있다(Byun et al., 2005). 그리고 RAW264.7 세포에 Alkoxy Glycerol (AG) 및 

Alkoxy Glycerol (AG)의 주요 성분인 Batyl, Chimyl 용액을 세포배양액에 첨가 ․ 배

양한 후, TNF-α 발현량을 배양 6, 24 시간 후에 각각 관찰하면 배양 6 시간째 군

에서는 생성에 특별한 변화가 없었으나, 24 시간째 군에서는 batyl, chimyl 용액

을 첨가한 군에서 정상 군에 비해 생성이 증가하는 경향을 보여 두 용액이 TNF-α 

생성량에 영향을 준다고 보고하였다.(Kim et al., 2005). 본 연구에서는 in vitro 

실험의 경우 glycerol (4 mM)만 단독 처리한 군에 비해 스쿠알렌 (0.1 %)을 함께 

처리한 군에서 6 시간째에 TNF-α생성량을 크게 감소시켰으나, 24 시간째에는 별

다른 차이를 보이지 않아 스쿠알렌이 단시간에 효과가 있음을 관찰할 수 있었다

(p<0.05). 또한, in vivo 실험의 경우 glycerol (50 %, 8 ㎖/㎏)를 단독 처리한 

군에 비해 glycerol 처치 후, 스쿠알렌 (80㎖/㎏)을 1일 1회 처리한 군에서 생쥐 

신장에서 48, 72 시간째에 TNF-α 생성량이 유의하게 감소하였으나(p<0.05), 스쿠

알렌 (80 ㎖/㎏)을 1회만 처치한 군에서는 별다른 차이를 관찰 할 수 없어서 스쿠

알렌의 지속적인 투여가 효과가 있음을 관찰할 수 있었다. 

RAW264.7 세포에 Alkoxy Glycerol (AG) 및 Alkoxy Glycerol (AG)의 주요 성분인 

Batyl, Chimyl 용액을 세포배양액에 첨가․배양한 후, IL-6 발현량을 배양 6, 24 시

간 후에 각각 관찰하면,  배양 6 시간째 군에서는 생성에 특별한 변화가 없었으

나, 24 시간째 군에서는 Alkoxy Glycerol (AG), batyl, chimyl 용액을 첨가한 군

에서 모두 생성량이 정상군에 비해 증가하는 경향을 보여 모든 용액이 IL-6 생성

량에 영향이 있음을 보고하였다(Kim et al., 2005). 또한, 현삼(玄蔘)의 메탄올 추

출액(SRE)을 Raw 264.7 세포주에 농도별(0.1, 0.3 ㎎/mL)로 5, 12, 18, 24시간 동

안 각각 처리하면 lipopolysaccharide(LPS) 유도 IL-6 생성량이 증가하지만, 현삼 

추출액은 IL-6 분비에는 효과가 없다고 보고 하였다(Byun et al., 2005). 본 연구

에서는 in vitro 실험의 경우 glycerol (4 mM)만 단독 처리한 군에 비해 스쿠알렌 

(0.1 %)을 함께 처리한 군에서 6 시간째에는 IL-6 생성량에 변화가 없었으나, 24 

시간째에는 IL-6 생성량을 크게 감소시킴을 관찰할 수 있었다(p<0.05). 또한, in 

vivo 실험의 경우 glycerol (50 %, 8㎖/㎏)를 단독 처리한 군에 비해 glycerol 처
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치 후, 스쿠알렌 (80 ㎖/㎏)을 1일 1회 처리한 군이 생쥐 신장에서 48 시간째에만 

IL-6 생성량이 유의하게 감소하였으나(p<0.05), 스쿠알렌 (80 ㎖/㎏)을 1회만 처

치한 군에서는 별다른 차이를 관찰할 수 없었다. 따라서 본 연구를 통해서 급성신

부전을 유발시킬 수 있는 물질 중 하나인 glycerol에 의해 유도되어 지는 싸이토

카인의 분비 억제에  스쿠알렌 처치가 효과가 있었으며 면역증진 효과를 기대할 

수 있을 것으로 사료된다.
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국문요약국문요약국문요약국문요약

 신장에 급성신부전이 발생되어지면 사구체여과 기능, 신장 독성, 관 손상, 이온

의 흡수 및 배설 기능에 영향을 받는다. 

NO는 mitogenesis 억제 및 대식세포 독성, TNF-α와  LPS 자극에 의한 

apoptosis 조절, 신장 근위세뇨 RDPase 방출 조절 등 면역병리 과정에 관여한다. 

  TNF-α는 면역반응과 염증반응을 유도하는 염증유도매개 싸이토카인으로 

apoptosis, necrosis 등의 기능 관여, 미생물 감염 시 발현량이 증가, 식세포의 

싸이토카인 분비 증가를 유도하여 미생물에 대한 숙주세포의 항상성을 유지하는 

중요한 방어기전 역할을 담당한다.

IL-6는 TNF-α와 IL-1과 함께 급성기 단백반응의 유도체로서 anti-inflammatory

와 pro-inflammatory cytokine으로 알려져 있다. IL-6는 CD
4+
 T-세포, cytotoxic 

T-세포 분화와 NK(natural killer) 세포 기능을 자극하고, IL-1ra 합성과 수용성 

TNF 수용체 방출을 유도하는 작용을 가지고 있다.

  스쿠알렌은 콜레스테롤의 생합성에 아주 중요한 선구물질이다. 스쿠알렌는 상처 

치유, 동맥경화 억제 작용, 심근경색, 화상 치료, 카드뮴 독성 완화, 항암효과, 

섬유아세포 성장인자 활성 효과 등이 있다.

  본 연구에서는 생쥐에 glycerol를 이용하여 ARF를 유도한 후, 스쿠알렌 처치후 

싸이토카인 중 조직내 염증 반응 및 면역에 관여하는 NO, TNF-α와 IL-6의 생성 

정도와 신장 조직 회복에 관해 알아보고자 하였다. 

  In vitro 실험의 경우 Renca 세포(2x105/well)를 이용하여 세포독성 지표인 LDH,

염증반응의 지표인 NO를 측정하였고, glycerol(4 mM)-유도 싸이토카인 중 TNF-α, 

IL-6를 측정하였다. In vivo 실험의 경우 생쥐에 glycerol(50 %, 8 ㎖/㎏)을 근육 

주사하고, 스쿠알렌(80 ㎖/㎏) 처치 한 후, glycerol에 의해 유도되어진 TNF-α, 

IL-6 생성량을 측정하였다. 

  실험 결과, in vitro의 경우 스쿠알렌 자체만으로는 세포독성이 없으며, NO생성

에도 큰 영향을 주지 않았다. glycerol-유도 Renca 세포주에서 TNF-α, IL-6의 생

성량도 glycerol 단독 처치 군에 비해 유의하게 감소시킴을 관찰할 수 있었다
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(P<0.05). In vivo 실험의 경우 glycerol 단독 처치 군에 비해 스쿠알렌을 1일 1

회 처치한 군에서 48, 72 시간째에 TNF-α, IL-6 생성량을 감소시킴을 관찰할 수 

있었다(P<0.05). 

  본 연구를 통해서 급성신부전을 유발시킬 수 있는 물질 중 하나인 glycerol에 

의해 유도되어 지는 싸이토카인의 분비 억제에 스쿠알렌 처치가 효과가 있어서 면

역증진 효과를 기대할 수 있을 것으로 사료된다.
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