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일측성 요로폐쇄 흰쥐 신장에서 암모니아 운반체의 발현

충북대학교 의과대학 1내과학교실, 의학연구소, 2진단검사의학과교실, 3충북대학교 약학대학 임상약학실

김승중1·김혜영1·최재현1·이동화1·김경민1·김선문1·권순길1·신경섭2·김경숙3

Renal Expression of an Ammonia Transporter in Rats with 
a Unilateral Ureteral Obstruction
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Background/Aims: Urinary tract obstruction induces a form of renal tubular acidosis with a urinary acidification defect caused by 
decreasing net acid excretion, which is predominantly due to a decrease in urinary ammonia excretion. The present study examined 
whether this decrease is associated with changes in the renal expression of an ammonia transporter family member, Rh C 
glycoprotein (Rhcg), in rats with a unilateral ureteral obstruction.
Methods: Male Sprague-Dawley rats underwent a 24-h unilateral ureteral obstruction. Rhcg expression was then evaluated by 
immunoblotting and immunohistochemistry. Cell height, total cellular expression, expression in the apical 25% of the cell, and % of 
total expression in the apical region were quantified by immunohistochemistry with quantitative morphometric analysis.
Results: After 24 h of unilateral ureteral obstruction, the serum bicarbonate level and total urinary ammonia excretion were 
decreased. Both light microscopy and immunohistochemistry with quantitative morphometric analysis demonstrated that the total 
intensity of Rhcg expression was decreased in the obstructed kidneys, whereas Rhcg expression did not change in the cortical 
collecting duct (CCD) and outer medullary collecting duct (OMCD) of nonobstructed kidneys in rats with a 24-h unilateral ureteral 
obstruction.
Conclusions: The rats with a unilateral ureteral obstruction showed decreased urinary ammonia excretion associated with 
decreased Rhcg expression in the CCD and OMCD. These changes suggest that the ammonia transporter Rhcg mediates a urinary 
acidification defect associated with unilateral ureteral obstruction. (Korean J Med 2014;86:444-452) 
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서     론

요로폐쇄(urinary tract obstruction)는 요산성화 장애가 동반

되며 신세뇨관산증을 유발하는 것으로 알려져 있다. 세뇨관

산증은 신세뇨관을 통한 산의 배설이 감소하여 만성 대사성 

산증이 야기된 경우이며 요 암모니움 배설이 감소하는 대표

적인 질환이다[1,2].

신장에서 산의 배설은 총 산배설량의 60-70%를 차지하고 

생리적 요구량에 따라 크게 변동될 수 있는 암모니움 이온

(NH4
+)을 통한 배설이 가장 중요하다[3,4]. 암모니아 운반체

(ammonia transporter)인 Rh B Glycoprotein (Rhbg)과 Rh C 

Glycoprotein (Rhcg)은 신장에서 암모니아 배설의 중요한 역

할을 하는 집합관과 연결세관에서 주로 발현됨이 보고되고 

있으며[5-8], 요중 암모니아 배설 변화에 따라 암모니아 운반

체인 Rhcg의 발현 변화가 동반되어[9-11], 신장의 암모니아 

배설에 있어서 암모니아 운반체 Rhcg의 중요성이 부각되고 

있다.

본 연구는 일측성 요로폐쇄 모델에서 요 암모니아 배설량

과 암모니아 운반체의 발현 변화를 확인하여 요로폐쇄의 요

산성화 장애에 있어서 암모니아 운반체의 역할을 알아보고

자 하였다. 이를 위하여 Sprague-Dawley rat에 일측성 요로폐

쇄를 24시간 유발하여 생리학적 평가지표와 반정량적 immu-

noblot을 시행하였고 면역조직화학염색을 시행 후 정량화하

였다.

 

대상 및 방법

실험동물

실험동물은 200-250 g 사이의 웅성 Sprague-Dawley계 흰쥐

(대한바이오링크, Chungbuk, Korea)를 사용하였다. 실험쥐를 

정상 대조군과 실험군인 일측성 요로폐쇄군으로 구분한 후 

무작위로 각각 6마리씩을 선정하였다. 요로폐쇄는 좌측 요

로 중간부위를 노출한 후 4 mm polyethylene tube를 두고 4.0 

silk로 결찰하여 24시간 동안 유발시켰다. 정상 대조군은 같

은 방법으로 수술하되 요로결찰을 시행하지 않은 sham 수술

군으로 하였다.

소변 및 혈액 채취와 분석

24시간 소변은 신장 적출 전 1일간 대사케이지(metabolic 

cage)에 두고 mineral oil을 처리하여 채취하고 혈액은 신장 

적출 직전에 대동맥으로부터 채취하여 원심분리 후 -80℃에 

보관하였다.

신장 적출 전에 수집한 혈청 Na+, K+, Cl-, tCO2의 농도와 

요 Na+, K+, Cl-의 농도는 Nova Stat Profile M critical care 

analyzer (Nova Biomedical Co., Waltham, MA, USA)를 이용하

여 측정하였다. 요 pH는 pH meter (Orion 3 star plus, Thermo, 

Beverly, MA, USA)를 사용하였고 요중 암모니아 농도는 상

용화된 제품을 이용하여 측정하였다(Sigma Ammonia Assay 

Kit; Sigma-Aldrich Corp, St, Louis, MO, USA).

신장조직의 처리

동물실험이 종료되는 시점에서 실험군과 대조군의 신장을 

적출하였다. 신장을 얻기 전에 대동맥을 통해 phosphate- 

buffered saline (PBS)을 관류시켜 혈액을 제거한 후 신장을 

적출하였다. 적출된 신장은 반정량적 immunoblotting을 위하

여 수질과 피질을 분리한 다음 액화질소용액에서 급속 냉각

시킨 후 -80℃ 냉동고에 보관하였다. 면역조직화학법을 위해

서는 적출한 신장을 횡단면으로 자른 후 8% periodate-lysine- 

paraformaldehyde (PLP) solution에 밤새 고정하였다.

반정량적 immunoblotting법

검체의 준비

냉각된 조직을 칼로 잘게 조각낸 다음 protein extraction 

solution (PRO-PREP, Intron, seongnam, Kyungki, Korea)을 

조직 10 mg당 600 μL를 넣고 tissue homogenizer (Polytron PT 

MR2100; Kinematica, AG, Switzerland)로 15,000 rpm 10초씩 

3번 균질화 하였다. 균질화된 용액을 -20℃ 냉동고에서 30분 

동안 조직을 용해시킨 후 13,000 rpm centrifuge (Hanil science 

industrial, Incheon, Korea)한 후 상등액을 취하였다. 단백질 

추출액을 bovine serum albumin (BSA)을 표준으로 하였으며 

Bradford 방법으로 595 nm 파장에서 분광광도계로 측정하여 

단백량을 정량하였다.

전기영동 및 immunoblotting

각 검체들을 10% polyacrylamide-SDS mini gel에 전기영동

(SE 250 mini-vertical gel electrophoresis unit; Amersham Bios-

ciences, Piscataway, NJ, USA)하고 electroelution법을 이용하여 

polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane (Immobilon-P 

Membrane, Millipore, Bedford, MA, USA)에 200 mA로 4시간 
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30분 동안 transfer (TE 22 tank transfer unit; Amersham Bio-

sciences, Piscataway, NJ, USA)시켰다. PVDF membrane을 5% 

non-fat dry milk를 tris-buffered saline-0.1% tween20 (TBS-T)에 

용해시켜 2시간 동안 처리한 다음, TBS-T로 간단히 세척하

고 일차항체를 TBS-T에 희석하여 2시간 동안 반응시킨 후 

PVDF membrane을 TBS-T로 10분간 4회 세척하였다. 이차

항체(goat anti-rabbit IgG-HRP, Santa cruz biotechnology, Santa 

Cruz, CA, USA)를 1:5,000로 희석하여 1시간 동안 반응시킨 

후 TBS-T로 10분간 4회 세척하였다.

반응이 모두 끝난 PVDF membrane을 West-Zol plus (Intron, 

seongnam, Kyungki, Korea)의 용액 A와 B를 1:1로 섞어 

PVDF membrane에 반응시킨 후 이를 LAS-3000 imaging 

system (Fujipilm life scince, Minato-ku, Tokyo)에 노출시켜 

image capture하였다. Capture한 image를 Multi Gauge V3.1 

프로그램을 사용하여 band-densitometry를 측정하고 이를 대

조군 평균치에 100%에 대한 상대값으로 표시하였다.

일차항체

Rhcg에 대한 일차항체는 Interdisciplinary center for Biote-

chnology Research, University of Florida College of Medicine

에서 제작한 rabbit polyclonal antibody를 사용하였다. Vacuolar 

H+-ATPase rabbit polyclonal antibody (Santa Cruz Biotechnology, 

Santa Cruz, CA, USA)를 사용하고, loading control로 Monoclonal 

Anti-ß-Actin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)을 사용하였다.

면역조직화학염색법

면역조직화학염색법은 PLP 용액에 고정된 신장조직을 신

장유두를 중심으로 중심부위를 2 mm 두께로 자른 후 

paraffin block에 포매하였다. 포매된 신장 절편을 microtome

을 이용하여 4 μm의 절편을 슬라이드를 제작하여 면역조직

화학염색을 시행하였다. Xylene을 사용하여 절편을 탈파라핀 

시키고 에탄올 농도를 100%부터 70%까지 점진적으로 낮추

면서 재수화시킨다. 내재성 Peroxidase 활성을 제거하기 위하

여 3% H2O2로 4℃ 냉장고에서 45분간 반응시켰다. PBS로 

세척 후 조직 내 비특이적인 면역 반응을 제거하기 위해 PBS

에 희석한 염소혈청(nomal goat serum; Vector Laboratories, 

inc. Burlingame, CA, USA)을 4℃ 냉장고에서 30분간 반응시

켰다. PBS에 희석한 일차항체를 4℃ 냉장고에서 밤새 반응

시키고 PBS로 일차항체를 세척 후 PBS에 희석한 이차항체 

biotinylated goat anti-rabbit IgG (MACH 2 Rabbit HRP Polymer; 

Biocare medical, california, USA)를 30분간 상온에서 반응시

켰다. PBS로 세척 후 peroxidase 3, 3'-diaminobenzidine (DAB) 

substrate kit에 반응시켰다. 증류수로 peroxidase 반응을 정지

시킨 후 에탄올과 xylene으로 탈수시킨 후 permount로 봉입

하였다.

면역조직화학염색법의 정량적 분석

원위세관의 세포 분자수준에서 Rhcg의 발현 변화를 확인

하기 위하여 NIH image J, V1.34s 프로그램을 이용하여 면역

조직화학법을 정량화하였으며 이전 연구의 방법에 근거하여 

시행하였다[10]. 면역조직화학염색 후 광학현미경으로 각 실

험군에서 피질과 수질 집합관 다섯 개를 임의선정하고 사이

세포를 각 3개 세포씩 사진 촬영하였다. 세포내강으로부터 

기저외측세포막까지 일직선으로 그어 거리에 따른 pixel in-

tensity를 측정하고 이 값은 컴퓨터 프로그램에서 변환하여 

세포 크기, 총 Rhcg intensity, 자유면세포막 Rhcg의 발현 비

율을 계산하였다. 자유면세포막은 세포내강부터 25%까지로 

선정하여 자유면세포막 Rhcg의 발현으로 분석하였다. 정량

화된 값은 동물군별로 통계 분석하였다.

통계 분석

실험 결과는 평균 ± 표준편차로 표시하였고 실험군과 대조

군 간 차이에 대한 통계적 유의성 분석은 T-검정법 (SigmaPlot 

version 12.0; Systat Software Inc, San Jose, CA)으로 분석하였

으며 유의수준은 p < 0.05로 하였다.

결     과

소변 및 혈액검사 결과

실험군은 일측성 요로폐쇄을 유발하기 위하여 좌측 요로를 

24시간 동안 결찰하였다. 혈중 Na+, K+, Cl- 농도는 대조군과 

실험군에서 차이가 없었다. 혈중 tCO2 농도는 대조군 27.5 ± 

2.8 mEq/L에 비하여 실험군은 25.2 ± 1.0 mEq/L로 감소하

였다(p < 0.05, Table 1). 24시간 요 암모니아 배설은 대조군 

0.38 ± 0.08 mmol에 비하여 실험군에서 0.19 ± 0.03 mmol

로 요 암모니아 배설이 감소하였으며(p < 0.05), Urine pH는 

대조군 7.83 ± 0.65에 비하여 실험군에서 8.51 ± 0.34로 양군 

간에 차이가 없어 일측성 요로폐쇄에 의해 신세뇨관산증이 

유발되었음을 확인하였다. 사구체 여과율은 대조군 0.76 ± 
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Table 2. Urine parameters in rats with unilateral ureteral ob-
struction

Control (n = 6) UUO (n = 6)
Ammonia (mmol/24 h) 0.38 ± 0.08 0.19 ± 0.03a

Urine PH 7.83 ± 0.65 8.51 ± 0.34
Body weight (g) 291.5 ± 43.7 279.7 ± 47.1
Clcr (mL ․ min-1 ․ 100 g-1) 0.76 ± 0.14 0.51 ± 0.20a

Ammonia/Clcr (μmol/min) 12.2 ± 3.57 15.0 ± 10.4
UV (μL ․ min-1 ․ kg-1) 13.6 ± 0.64 16.7 ± 0.42
UNa ․ UV (μmol/min) 153.6 ± 27.8 118.8 ± 17.2
UK ․ UV (μmol/min) 294.0 ± 40.4 259.0 ± 56.1
UCl ․ UV (μmol/min)  241.1 ± 47.9 196.5 ± 32.1
Values are mean ± SD. n = number of rats. 
UUO, unilateral ureteral obstruction; Clcr, creatinine clearance; 
UV, urinary volume; UNa, urinary sodium; UK, urinary potassium; 
UCl, urinary chloride.
ap < 0.05: UUO vs. Control. 

Table 1. Serum chemistries and electrolytes in rats with unilat-
eral ureteral obstruction

Control (n = 6) UUO (n = 6) 
Na+ (mmol/L) 145.2 ± 6.5 147.4 ± 4.2
K+ (mmol/L) 3.80 ± 0.57 3.72 ± 0.71
Cl- (mmol/L) 99.4 ± 4.1 98.7 ± 4.5
tCO2 (mEq/L) 27.5 ± 2.8 25.2 ± 1.0a

Cr (mg/dL) 0.41 ± 0.04 0.53 ± 0.15
Values are mean ± SD. n = number of rats. 
UUO, unilateral ureteral obstruction; tCO2, total CO2; Cr, 
creatinine.
ap < 0.05, p < 0.05: UUO vs. Control.

Figure 1. Rhcg protein expression in response to unilateral ure-
teral obstruction (UUO). (A) and (B) immunoblotting for Rhcg 
from the renal cortex and outer medulla of control, obstructed 
(UUO/OBS), and nonobstructed (UUO/NonOBS) kidneys with a 
unilateral ureteral obstruction. Each lane was loaded with a sam-
ple from a different animal. Mean densitometries from the cortex 
and outer medulla are shown; the band density is relative to the 
mean (100%) expression in control kidneys. There were no sig-
nificant differences between the UUO and controls in Rhcg pro-
tein expression.
The data are presented as the mean ± SD; n = 6 per group. NS, not 
significant.

0.14 mL ․ min-1 ․ 100 g-1에 비하여 실험군은 0.51 ± 0.20 mL ․
min-1 ․ 100 g-1

로 감소하였다(p < 0.05, Table 2). 사구체여과율

로 보정한 암모니아 배설량은 대조군 12.2 ± 3.57 μmol/min 

비하여 실험군은 15.0 ± 10.4 μmol/min로 유의한 차이가 없

었다. 소변량은 대조군 13.6 ± 0.64 μL ․ min-1 ․ kg-1
에 비하여 

실험군에서 16.7 ± 0.42 μL ․ min-1 ․ kg-1으로 유의한 차이는 없

었으며 요 Na+ K+, Cl-은 실험군에서 감소하는 경향을 보였

으나 양군 간에 유의한 차이가 없었다(Table 2).

반정량적 Rhcg immunoblotting 결과

대조군과 실험군에서 콩팥 피질과 수질부의 암모니아 운

반체인 Rhcg 단백 발현은 양군 간에 유의한 차이가 없었

다(Fig. 1).

Rhcg 및 H+-ATPase에 대한 면역조직화학염색 결과

면역조직화학염색 결과 Rhcg는 피질과 수질 집합관의 A형 

사이세포의 자유면세포막에 주로 발현되었으며 기저외측세

포막에는 상대적으로 약하게 발현되었다. 실험군에서 Rhcg 

면역반응성은 비폐쇄부위 콩팥의 피질과 수질 집합관에서는 

대조군과 차이가 없었으나 폐쇄부위 콩팥의 피질과 수질 집

합관에서는 대조군에 비하여 감소하였다(Fig. 2). Rhbg는 피

질과 수질 집합관의 A형 사이세포의 기저외측세포막에 강

하게 발현되었으며 실험군의 Rhbg 면역반응성은 대조군에 

비하여 유의한 차이는 없었다. A형 사이세포의 자유면세포

막에 존재하는 것으로 알려진 H+-ATPase의 면역반응성도 실

험군에서 비폐쇄부위 콩팥의 피질과 수질 집합관에서는 대

조군과 차이가 없었으나 폐쇄부위 콩팥의 피질과 수질 집합

관에서는 대조군에 비하여 감소하였다(Fig. 3).

Rhcg 면역조직화학염색의 정량적 분석 결과

면역조직화학염색에서 확인한 Rhcg 발현 변화를 정량화

하기 위하여 NIH image J, V1.34s 프로그램을 이용하였고 이 

값을 대조군 평균치 100%에 대한 상대값으로 표시하였다. 

A  B
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Figure 2. Rhcg immunoreactivity in the cortical collecting duct (CCD) and outer medullary collecting duct (OMCD) of control, ob-
structed, and nonobstructed kidneys with a unilateral ureteral obstruction (UUO). The intercalated cells exhibited a broad apical band of 
intense Rhcg immunoreactivity (black arrow); basolateral immunoreactivity (black arrowhead) was noted as a weaker, thinner band 
compared with the apical Rhcg immunoreactivity. Rhcg expression was reduced in those regions of the obstructed kidneys with a UUO 
compared with the controls. (A) CCD of a control kidney. (B) CCD of an obstructed kidney with a UUO. (C) CCD of a nonobstructed 
kidney with a UUO. (D) OMCD of a control kidney. (E) OMCD of an obstructed kidney with a UUO. (F) OMCD of a nonobstructed kid-
ney with a UUO. All panels are representative of the findings from six control and six UUO kidneys. All panels were photographed and 
reproduced at the same magnification.

실험군에서 피질과 수질 집합관의 A형 사이세포의 높이는 

대조군과 차이가 없었다. 실험군에서 피질 집합관 사이세포

의 총 Rhcg 발현은 대조군에 비하여 비폐쇄부위는 106.1 ± 

23.3%로 차이가 없었으나 폐쇄부위는 69.5 ± 18.6%로 유의

하게 감소하여 양군 간에 유의한 차이를 보였으며 자유면 

세포막에서의 Rhcg 발현도 대조군에 비하여 비폐쇄부위는 

95.7 ± 36.4%로 차이가 없었으나 폐쇄부위는 64.8 ± 28.8%로 

유의하게 감소하여 양 군 간에 유의한 차이를 보였다(p < 

0.05, Table 3). 실험군에서 외수질 집합관의 총 Rhcg 발현은 

대조군에 비하여 비폐쇄부위는 105.8 ± 19.6%로 차이가 없

었으나 폐쇄부위는 61.9 ± 17.3%로 유의하게 감소하여 양군

간에 유의한 차이를 보였으며 자유면 세포막에서의 Rhcg 발

현도 대조군에 비하여 비폐쇄부위는 99.8 ± 23.3%로 차이가 

없었으나 폐쇄부위는 65.7 ± 27.1%로 유의하게 감소하여 양 

군 간에 유의한 차이를 보였다(p < 0.05, Table 3).

고     찰

신세뇨관성 산증은 다양한 병태생리학적 기전으로 발생

하며, 그 기전으로는 H+-ATPase의 결손이나 기능적 장애가 

있는 수소이온 분비장애형(secretory defect), 경사차 결함형

(gradient defect), 수소이온 분비에 필요한 경세포막 전위차를 

형성하지 못하는 전위차 결함형(voltage defect), 수소이온이 

분비되었다가 역확산되는 투과형(permeability defect) 등으로 

분류된다[2,12]. 요로폐쇄는 산배설이 감소하고 세뇨관성 산

성을 유발하는 것으로 알려져 있으나 기전에 있어서는 불명

확하여 연구에 따라 수소이온 분비장애형 또는 전위차 결함

형 신세뇨관산증이 유발하는 것으로 보고되고 있다[13,14].

본 연구 결과에 따르면 일측 요로폐쇄 24시간 후 대조군

에 비하여 혈중 중탄산염 농도가 감소하고 24시간 요 검사

에서 요중 암모니아 배설이 감소되고 요 pH가 5.5 이상으로 

측정되어 신세뇨관산증이 유발됨을 확인하였으며 이와 함께 

A B C
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Figure 3. H+-ATPase immunoreactivity in the cortical collecting duct (CCD) and outer medullary collecting duct (OMCD) of control, 
obstructed, and nonobstructed kidneys with a unilateral ureteral obstruction (UUO). Predominant immunoreactivity for H+-ATPase was 
detected in the apical plasma membrane of intercalated cells from an OMCD and CCD (black arrow). H+-ATPase expression was re-
duced in those regions of the obstructed kidneys with a UUO compared with the controls. 
(A) CCD of a control kidney. (B) CCD of an obstructed kidney with a UUO. (C) CCD of a nonobstructed kidney with a UUO. (D) 
OMCD of a control kidney. (E) OMCD of an obstructed kidney with a UUO. (F) OMCD of a nonobstructed kidney with a UUO. All pan-
els are representative of the findings from six control and six UUO kidneys. All panels were photographed and reproduced at the same 
magnification.

Table 3. Quantitative immunohistochemistry analysis for Rhcg expression in response to unilateral ureteral obstruction
CCD OMCD

OBS NonOBS OBS NonOBS
Cell height 95.1 ± 17.6  94.8 ± 18.4  92.7 ± 17.4  93.1 ± 15.7
Total Rhcg expression  69.5 ± 18.6a 106.1 ± 23.3b   61.9 ± 17.3a 105.8 ± 19.6b

Rhcg expression in the apical region  64.8 ± 28.8a  95.7 ± 36.4b   65.7 ± 27.1a   99.8 ± 23.3b

Relative proportion of apical Rhcg 91.8 ± 33.5 89.5 ± 29.0 105.2 ± 35.4 95.7 ± 18.7
Values are mean ± SD. n=Number of rats. All results are normalized to control kidney = 100.
Rhcg, Rh C glycoprotein; CCD, cortical collecting duct; OMCD, outer medullary collecting duct; OBS, obstructed kidney; NonOBS, 
nonobstructed kidney.
ap < 0.05, vs. Controls,  bp < 0.05, OBS vs. NonOBS.

요로폐쇄부위의 콩팥에서 암모니아 운반체인 Rhcg의 면역

반응성이 감소함을 확인할 수 있었다.

신장에서 암모니아의 배설은 산-염기 평형을 조절하는 주

요기전으로 작용한다[15,16]. 최근 암모니아 대사가 증가하

는 대표적인 질환인 만성 대사성 산증과 신절제 모델에서 

요중 암모니아 배설의 증가와 원위신원에서 암모니아 운반

체인 Rhcg의 발현증가가 동반됨이 확인되었으며[9,10], 만성 

사이클로스포린 신증 모델과 아밀로라이드 유발 세뇨관성산

증에서 요 암모니아 배설의 감소와 함께 암모니아 운반체인 

Rhcg의 면역반응성이 감소한다고 보고되어[11,17] 신장의 

암모니아 배설에 있어서 암모니아 운반체 Rhcg의 중요성이 

부각되고 있다.

A B C
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본 연구 결과에서 일측 요로폐쇄 모델의 Rhcg의 면역반응

성은 폐쇄부위측에서는 발현 감소가 보였으나 비폐쇄부위측

은 대조군과 유의한 차이를 보이지 않았다. Valle 등[18]은 

일측요로폐쇄 모델에서 선택적으로 요를 채취한 경우 폐쇄

부위측에서만 UpH 증가와 중탄산염 분획배설률 증가를 보

이고 비폐쇄부위측에는 변화가 없다고 보고하였고 Wang 등

[19]도 24시간 일측성 요로폐쇄모델에서 폐쇄부위측의 피질

과 수질에서 NHE3 (Na+-H+-exchanger 3), NBC1 (Na+-HCO3
- 

cotransporter), Pendrin 등의 산-염기 운반체의 발현이 감소하

고 비폐쇄부위측에서는 변화가 없다고 보고하여 요로폐쇄 

부위측에만 Rhcg 발현이 감소한 본 연구 결과와 일치하는 

결과로 생각된다.

본 연구에서는 일측성 요로폐쇄 24시간 후에 실험을 종료

하였으며 대사케이지를 이용하여 24시간 요를 채취하였다. 

이를 통해 일측성 요로폐쇄에 따른 비폐쇄부위측 콩팥의 적

응 기전을 확인할 수 있으며 대조군에 비하여 요 암모니아 

배설량의 감소가 보인 점에서 24시간 일측성 요로폐쇄에서

는 비폐쇄부위측 콩팥의 암모니아 배설 증가가 이루어지지 

않은 것을 추정할 수 있다. 하지만 본 연구에서는 폐쇄부위

와 비폐쇄부위측 콩팥에서 선택적으로 요를 채취하여 암모

니아 및 중탄산염 배설 정도를 확인하지 못한 제한점을 가

지고 있다.

이전의 신절제 모델에서 암모니아 운반체에 관한 연구에

서는 사구체 여과율이 대조군에 비하여 약 60%가 감소하였

으며 사구체 여과율로 보정한 요 암모니아 배설량은 2배 정

도 증가하였다. 이와 함께 Rhcg 면역조직화학염색검사의 정

량적 분석에서 세포의 크기가 증가하고 Rhcg의 자유면 세포

막의 발현이 증가함으로써 신절제 모델의 적응기전으로서 

기여할 것으로 보고되고 있다[10]. 본 연구에서 일측성 요로

폐쇄 모델의 사구체 여과율은 대조군에 비하여 약 30%가 감

소하였으며, 사구체 여과율로 보정한 요 암모니아 배설량은 

유의한 차이가 없었다. 신절제 모델에 비하여 일측성 요로폐

쇄 모델에서는 사구체 여과율의 감소 정도가 적고 비폐쇄부

위측 콩팥의 암모니아 배설 증가 정도가 적으므로 대조군에 

비하여 세포 크기의 변화가 없고 비폐쇄부위측 콩팥의 Rhcg 

발현에도 유의한 차이를 보이지 않았을 것으로 생각할 수 

있다. 따라서 향후 일측성 요로폐쇄 기간을 24시간 이상으로 

진행하였을 때 사구체 여과율 및 암모니아 배설량의 변화 

정도와 비폐쇄부위측 콩팥의 Rhcg의 변화 정도를 확인하는 

연구가 필요할 것으로 생각된다.

본 연구에서 일측 요로폐쇄 모델의 폐쇄부위측 콩팥 Rhcg

의 면역반응성은 면역조직화학염색법에서는 유의한 감소를 

보였으나 immunoblot 결과에서는 감소하는 경향은 보였으나 

유의한 차이는 없었다. 이와 같은 결과는 요 암모니아 배설

량이 대조군에 비하여 25배 정도 증가한 만성 대사성산증 

모델에서는 Rhcg의 면역반응성이 immunoblot에서도 유의한 

상승을 보였으나[9] 대조군에 비하여 2배 정도 증가한 신절

제 모델이나 1/2 정도 감소한 아밀로라이드 투여 모델에서는 

Rhcg의 면역반응성이 immunoblot에서는 큰 차이를 보이지 

않고 면역조직화학염색 검사에서만 유의한 변화를 보였던 

점을 고려할 때, 본 연구 모델에서 암모니아 배설의 변화 정

도가 심하지 않은 점을 반영하는 결과로 생각된다[10,17,20].

본 연구에서 요로폐쇄 후 암모니아 운반체인 Rhbg의 면

역반응성은 대조군과 유의한 차이가 없었다. 이 결과는 이전

에 보고된 연구와 일치하는 결과를 보여주고 있다[9,10]. 

신장의 원위신원에는 산을 비하는 A형 사이세포가 산-염기 

평형에 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다[12,21-23]. 

원위신원의 60%를 차지하는 주세포는 기저외측세포막에 존

재하는 Na+/K+-ATPase의 활성에 의해 자유면세포막에 존재

하는 상피 소디움 통로를 통해 소디움의 세포 유입이 이루어

지고, 세뇨관강 내의 음전하가 생성되어 사이세포의 수소이

온을 분비를 증가시켜 산-염기 평형 조절에 관여한다. 원위

신원의 A형 사이세포의 자유면세포막에 존재하는 vacuolar 

H+-ATPase는 원위신원의 수소이온 분비에 중요한 운반체로 

알려져 있다[21,23]. 원위부 신세뇨관산증 환자에서도 A형 

사이세포의 자유면세포막에 있는 H+-ATPase의 발현이 결손

됨을 확인하여 신세뇨관성 산증의 병태 생리를 규명하는 데 

요산성화에 관여하는 산-염기 운반체의 결손이 세포 단위의 

분자수준에서 증명되고 있다[24,25].

요로폐쇄는 세뇨관성 산성을 유발하는 것으로 알려져 있

으나 기전에 있어서는 다양한 연구 결과가 보고되고 있다. 

생체 외 세뇨관 관류연구(in vitro tubule perfusion study)에서 

요로폐쇄는 막전위차(transmembrane potential difference)가 

감소함으로써 내강 음전위를 충분히 형성하지 못하게 하여 

전위차 결함형 원위부 신세뇨관산증을 유발하는 것으로 

알려져 있으며[26], 콩팥의 생체 내 미세천자연구(in vivo 

micropunture study)에서는 수소이온 분비가 감소하여 분비장

애형 신세뇨관산증이 유발되는 것으로 제시되고 있다[13]. 
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요로폐쇄 콩팥에서 H+-APTase 및 H+-K+-ATPase의 활성도 감

소도 산배설 장애에 영향을 주는 것으로 보고되고 있다

[15,27-29].

본 연구에서는 일측성 요로폐쇄군의 H+-ATPase에 대한 

면역조직화학염색 검사에서 비폐쇄부위측은 대조군과 큰 차

이가 없었으나 폐쇄부위측의 콩팥 H+-ATPase의 면역반응성

이 유의하게 감소함을 확인하였다. 일측성 요로폐쇄모델에

서 H+-ATPase 발현에 대해서 Wang 등[19]은 H+-ATPase는 폐

쇄부위측에 변화가 없다고 보고하였으나 Valles 등[18]은 일

측성 요로폐쇄 모델에서 폐쇄부위측 콩팥의 H+-APTase 발현

이 감소됨을 보고하여 연구마다 다른 결과를 보고하고 있다.

일측성 요로폐쇄 모델에서 비폐쇄부위측 콩팥의 H+-APTase 

발현은 변화가 없다는 보고도 있으나[19], 폐쇄부위측의 

H+-APTase 활성도 감소와 함께 비폐쇄부위측의 활성도가 증

가하고[27], 요로 폐쇄의 기간을 1일, 3일, 5일로 연장한 경우 

면역조직화학염색에서 H+-APTase의 발현이 비폐쇄부위측 

콩팥에서는 점차 증가함이 보고되었다[29]. 본 연구에서는 

폐쇄부위측 콩팥의 H+-APTase 감소에 비하여 비폐쇄부위측

은 대조군과 큰 차이를 보이지 않았으며 이는 폐쇄 정도에 

따른 비폐쇄부위측 콩팥의 산배설 증가 정도가 영향을 줄 

수 있을 것으로 생각하며 향후 요로폐쇄의 기간에 따른 

H+-APTase 및 Rhcg와 변화 정도를 확인하는 것이 필요할 것

으로 생각된다. 또한 향후 요로폐쇄의 해제 후 경과에 따른 

암모니아 배설과 암모니아 운반체의 변화 여부를 확인하는 

연구가 필요할 것으로 생각된다.

본 연구의 결과를 종합하면 일측성 요로폐쇄에서 요중 암

모니아 배설 감소와 암모니아 운반체 Rhcg 발현 감소를 확

인하였으며 요로폐쇄의 요산성화능 장애에 있어서 암모니아 

운반체 Rhcg가 중요한 역할을 할 것으로 생각한다.

요     약

목적: 일측 요로폐쇄는 요중 산배설이 감소하는 질환으로 

대부분 요 암모니아 배설의 감소에 의한 것으로 알려져 있

다. 본 연구는 일측 요로 폐쇄 흰쥐에서 산배설의 변화와 암

모니아 운반체인 Rh C Glycoprotein (Rhcg)의 발현 변화를 확

인하여 신세뇨관산증의 병인에 암모니아 운반체의 역할을 

규명하고자 하였다.

방법: Sprague-Dawley계 웅성 흰쥐를 사용하였으며, 실험

군은 24시간 일측 요로폐쇄를 유발시켰다. 대조군과 실험군

은 대사케이지에 mineral oil을 처리하여 24시간 동안 요를 

수집하였다. Rhcg의 면역조직화학염색을 시행하였고 세포 

크기, 총 Rhcg 발현, 자유세포면의 Rhcg 발현에 대하여 면역

조직화학염색법을 정량화 분석하였다.

결과: 일측 요로폐쇄군에서 혈중 tCO2 농도는 대조군 27.5 

± 2.8 mEq/L에 비하여 실험군은 25.2 ± 1.0 mEq/L로 감소하

였다(p < 0.05). 24시간 요 암모니아 배설은 대조군 0.38 ± 

0.08 mmol에 비하여 실험군에서 0.19 ± 0.03 mmol로 요 암모

니아 배설이 감소하였으며(p < 0.05), Urine pH는 양 군 간에 

차이가 없어 일측성 요로폐쇄에 의해 신세뇨관산증이 유발

되었음을 확인하였다. 반정량적 immunoblot 검사에서 Rhcg

의 단백 발현은 양군 간에 유의한 차이가 없었다. 면역조직

화학염색과 정량화 분석 결과 일측 요로폐쇄군에서 Rhcg의 

면역반응성은 비폐쇄부위 콩팥에서는 차이가 없었으나 폐쇄

부위 콩팥에서는 감소하였다.

결론: 일측 요로폐쇄 흰쥐에서 암모니아 배설 감소와 폐

쇄부위 콩팥에서 Rhcg의 면역반응성의 감소가 동반되었다. 

따라서 일측 요로폐쇄의 산성화 장애 병인에 암모니아 운반

체 Rhcg가 중요한 역할을 할 것으로 생각된다.

중심 단어: 요로폐쇄; 신세뇨관산증; 암모니아; 집합관
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