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서 론

만성신질환은사구체신염, 당뇨, 고혈압등과같은

다양한원인으로발생하며, 요독물질이체내에축적

되어 여러 장기에 이상을 초래하는 질환이다(박,

2004). 신질환의진행에서중요한조직학적변화는신

세뇨관의위축및섬유모세포와세포외기질의축적,

간질의섬유화, 사구체의경화등이있다(윤등, 2002).

이러한변화는여러원인의신손상에나타나는공통

적인증상이며, 그중신섬유화는염증성병변의마지

봉독이 편측성 요관 폐색으로 유도된 마우스 신섬유화에
미치는 영향
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Abstract
Progressive renal fibrosis is the final common pathway for kidney diseases leading to chronic renal
failure. Epithelial-mesenchymal transition (EMT) is known to be the critical mechanisms of the
development and aggravation of chronic kidney injury. In this study, we examined the therapeutic
effects of bee venom (BV) on the progression of renal fibrosis using the unilateral ureteral
obstruction (UUO) model. UUO group increased the expression of fibrosis-related genes including
FSP-1, PAI-1 and Vimentin, whereas these expressions were significantly decreased by BV
treatment. The number of cells positive for ILK was increased in UUO mice, but decreased by BV
treatment. In addition, β-catenin, and Snail1 expression was increased in UUO mice, while this
effect was significantly decreased with BV treatment. The UUO operation significantly induced
expression of Vimentin, and inhibited expression of E-cadherin compared to normal kidney.
However, BV treatment markedly decreases Vimentin expression, and increases E-cadherin
expression. In summary, these findings suggest that BV attenuate renal fibrosis and reduce EMT
responses by suppression of pro-fibrotic genes, and EMT-related genes.
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막단계로써만성신부전에이르는최종의경로로알

려져있다(Fern et al., 1998; 권등, 2007). 

신섬유화는 상피세포의 중간엽세포화(epithelial-

mesenchymal transition, EMT) 과정을통하여증식된섬

유아세포로 인하여초래된다(김, 2012). EMT는상피

세포가 세포 극성 및 부착성이 상실되고, 이로 인해

세포 표현형이 변화하여 이동성이 있는 중간엽세포

의특징을나타나게되는현상이다(Blechschmidt et al.,

2008; Nakaya et al., 2008; Saito et al., 2004). 이러한EMT

는정상배아발생과정및암의전이과정에서많은연

구가이루어졌으나, 최근만성염증성질환으로인한

섬유화과정에도중요한역할을하는것으로보고되

고있다(Michael et al., 2004;  Kalluri and Neilson, 2003). 

본 연구에서는 신섬유화를 유도하기 위하여 편측

성요관폐색(unilaeral ureteral obstruction, UUO) 모델을

이용하였다. UUO는 신조직 손상 과정을 연구할 수

있는 모델의 하나로 진행성 신장질환의 병태생리학

적 연구에 유용하며, 여러 연구에서 UUO 모델을 이

용하여 신섬유화의 기전 및 예방, 진행 억제에 관한

연구를 수행하였다(구, 2001, Klahr S. and Morrissey,

1998; Diamond et al., 1998). UUO 모델은요관결찰에

의한신조직내의기계적환경변화가국소적염증반

응을 활성화시켜 신조직 손상에 관여한다는 보고가

있다(Klahr, 1991; Harris, 1993; Diamond, 1995). 이처럼

UUO 모델등신섬유화에대한많은연구들이이루어

졌으나신섬유화및그에따른신질환을치료할수있

는뚜렷한치료제가없는실정이다.

봉독은 꿀벌(Apis mellifera)의 독낭에 들어 있는 약

40여 가지의 유효성분으로 구성된 순수 천연물질로

다양한생리활성을가지며, 예로부터자연치료법으

로많이사용되어왔다(Lee et al., 2003). 봉독의효능에

관한연구는염증성질환이나통증성질환연구에국

한되어있었으나, 최근연구를통하여봉독은만성간

질환의특징인간세포손상을억제할뿐만아니라, 만

성간경화 동물모델에서도 간경화를 억제하여 만성

경화성 질환에서 봉독의 효능이 입증된 바 있다(김

등, 2009; 박등, 2007; Kim et al., 1997). 따라서, 본연구

에서는 UUO로유도된신섬유화동물모델에봉독을

투여하여 섬유화와 EMT관련 인자들을 확인함으로

써봉독의신기능개선을통한치료약물로서의가능

성을탐색하고자한다. 

재료 및 방법

시험물질

본실험에사용한봉독은국내에서사육중인서양

종꿀벌(Apis mellifera)로부터봉독채집장치((주)청진

바이오텍, 안산, 대한민국)를 이용하여 봉독을 채취

하였고, 불순물을 제거하여 순수 정제봉독(purified

bee venom)을취하였다. 정제봉독은-20°C에서보관

하고, 투여직전멸균수에용해시킨후필요한농도

로희석하여사용하였다.

실험동물

본 연구에서는 UUO를 이용하여 신섬유화 과정에

서봉독의섬유화억제효과를확인하였다. 실험동물

은 8주령 수컷 Balb/c 마우스(20~25g)를 샘타코 BIO

KOREA(오산, 대한민국)로부터제공받아 7일간순화

및사육을거쳐건강한동물만을실험에이용하였다.

실험용 마우스는 난괴법에 따라 총 6마리씩 정상군

(Normal control, NC), 정상마우스에봉독을 0.01mg/kg

로복강투여한군(BV), UUO군, UUO 수술후봉독을

0.01mg/kg로복강투여한군(UUO/BV)으로나누었다.

군별로 케이지에 분리시키고 사료와 물을 자유롭게

섭취하도록하였다. UUO 수술은마취된마우스를앙

와위로한뒤복부의정중선에절개를한후, 복부근

육과복막을절개하여좌측신장및요관을노출시켰

다. 요관의운동성으로요관임을확인한후좌측요관

을상하로 5-0 실크봉합사를이용하여각각 2번결찰

하였다. 봉독은 UUO 수술직후 0.01mg/kg의농도로

신장주위로도포하였으며, 수술 3일후복강주사하

였다. 수술7일후희생시켜각군의신장을적출하였다.

RNA분리 및 역전사 중합효소 연쇄반응(Reverse-
transcription polymerase chain reaction,
RT-PCR) 분석
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분리한신장조직은적출즉시신우를중심으로장

축으로잘라그반을액체질소에동결한후 total RNA

추출 시까지 -70°C에 보관 하였다. 신장 조직에

TRIzol reagent (Gibco, NY, USA)를 첨가하여 homo-

genizer로조직을분쇄하고, 조직을얼음에꽂아 20분

간 상온에 방치하였다. Chloroform을 넣어 15초간 섞

어주고 12,000 rpm에서 20분간원심분리하였다. 상층

액에 동량의 Isopropyl alcohol을 넣어 -70°C에서 1시

간동안RNA를침전시킨후, 75% 에탄올로세척하여

RNA를분리하였다. 분리된 RNA는-70°C에보관하

였다. 추출한 RNA 1µg을주형으로사용하여 42°C에

서 60분, 95°C에서 10분간 반응시켜 cDNA를 합성하

였다. 합성한 cDNA를 주형으로 하여 plasminogen

activator inhibitor (PAI) -1, Vimentin, Snail1, GAPDH의

primer를반응시켜 PCR을수행하였다. 각각의 primer

sequences는다음과같다. PAI-1 forward primer, 5'-CAC

AAG TCT GAT GGC AGC AC-3'; PAI-1 backward

primer, 5'-CAG GCA TGC CCA ACT TCT C-3'; Vimentin

forward primer, 5'-CAG CAG TAT GAA AGC GTG G-3';

Vimentin backward primer, 5'-GGA AGA AAA GGT

TGG CAG AG-3'; Snail1 forward primer, 5'-AGC TGG

CCA GGC TCT CGG-3'; Snail1 backward primer, 5'-TAG

CTG GGT CAG CGA GGG-3'; GAPDH forward primer,

5'-GTG GAC ATT GTT GCC ATC AAC G-3'; GAPDH

backward primer, 5'-GAG GGA GTT GTC ATA TTT

CTC G-3. 증폭된산물은 1% agarose gel에서전기영동

하여DNA의발현정도를확인하였다. 

면역 조직 화학 염색

신장조직은 적출 즉시 신우를 중심으로 장축으로

잘라피막을제거하고그반을 10% 포르말린에 24시

간동안고정시켰다. 계열에탄올로탈수한후파라

핀포매기(Leica EG116)에포매하여마이크로톰(Leica

820)으로 4µm두께로절편을제작하여부착제가처리

된슬라이드에붙였다. 조직슬라이드를탈파라핀화

시킨후에탄올과증류수를사용하여함수시킨뒤메

탄올에희석한 3% 과산화수소용액에 30분간처리하

여 내인성 과산화효소에 대한 반응을 차단하고

0.01M 인산염 완충액에서 10분간 세척하였다. 미리

데워놓은 95°C Dako Epitope Retrieval Solution

(0.01mol/L citrate buffer, pH 6.0)에 조직절편이 충분히

잠기게넣은후 10분간끓여 epitope retrieval 과정을시

행하고실온에서식힌후PBS로세척해주었다. Anti-

fibroblast specific protein (FSP)-1, anti-β-catenin, anti-

integrin-liked kinase (ILK, Abcam, MA, USA) 에대한 1

차 항체를 4°C에서 16시간 동안 반응시키고, PBS로

세척한후 biotinylated anti-goat IgG 또는 anti-mouse IgG

(DAKO, CA, USA)를 2차 항체로 사용하여 37°C에서

15분간반응시켰다. Streptoavidin peroxidase (DAKO)로

37°C에서 15분간 반응시키고, DAB (3,3′-diamino-

benzi-dine tetrahydrochloride)로 발색한 후 hemotoxylin

으로대조염색을하여광학현미경으로관찰하였다. 

면역형광염색

조직슬라이드를탈파라핀화시킨후에탄올과증

류수를 사용하여 함수시킨 뒤 메탄올에 희석한 3%

과산화수소 용액에 30분간 처리하여 내인성 과산화

효소에대한반응을차단하고 PBS로세척하였다. 단

백분해효소인 proteinase K를 37°C에서 20분간처리하

여포르말린고정에의하여형성된교차결합을원상

태로 되돌린 후 PBS로 2분씩 3번 세척하였다. E-

cadherin (Cell signaling, MA, USA), Vimentin (BD

Biosciences, CA, USA) 1차항체를항체희석액에1:100

으로희석하여상온에서1시간반응시킨후PBS로세

척하였다. 2차항체는FITC-conjugated anti-rabbit IgG와

TRITC-conjugated anti-mouse IgG (Sigma, St. Louis,

USA)를 1:200으로 희석하여 상온에서 1~2시간 반응

시킨 후 PBS로 세척하였다. Hoechst 33342를 PBS에

1:200으로희석하여 37°C에서 20분간반응시켜대조

염색한후형광현미경으로관찰하였다.

통계적 분석

실험의 분석결과는 각각의 군별로 평균과 표준편

차(mean±S.D.)를사용하여표기하였으며, 모든자료

는 SPSS 프로그램(Statistical Package for Social Science,

SPSS Inc., Chicago, IL, USA)을이용하여처리하였고,



반복측정에의한 ANOVA test를적용하여유의도수

준p<0.05에서확인하였다.

결 과

봉독이 UUO로 유도된 신섬유화에 미치는 영향

본 연구에서는 신섬유화 동물모델을 확립하기 위

하여마우스의좌측요관을결찰하여신섬유화를유

도하였으며, 봉독을투여하여봉독이신섬유화에미

치는영향을관찰하였다. 신섬유화관련인자인 FSP-

1의발현변화를면역조직화학염색을통해확인하였

다(Fig. 1A). FSP-1의 발현은 정상대조군에 비하여

UUO군에서 현저하게 증가하여, 신섬유화가 유도된

것을 확인할 수 있었다. 그러나 봉독을 투여 한 후

FSP-1의발현은확연하게감소되었다. RNA수준에서

봉독의 신섬유화 억제효과를 확인하기 위하여 신섬

유화관련인자인 PAI-1과 Vimentin의발현변화를확

인하였다. UUO군에서 PAI-1과 Vimentin의 발현양은

증가하였으나, 봉독을투여하였을때이들의발현양

은현저하게감소함을관찰할수있었다(Fig. 1B). 이

러한결과는봉독이신섬유화관련인자들을억제하
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Fig. 1. BV effectively inhibits renal fibrosis related gene in obstructed kidneys. (A) Representative immunohistochemical staining results for FSP-
1 in the kidneys at 7 days after UUO. Magnification ×400. (B) RT-PCR results showed that BV suppresses the mRNA expression of
PAI-1 and Vimentin in UUO kidneys. GAPDH was used to confirm equal sample loading. Results are expressed as mean ± S.E. of three
independent determinations. NC, normal control; UUO, kidney injury induced by UUO; UUO/BV, UUO treated with 0.01mg/kg of BV.
*p< 0.05 compared NC group, ¡ip< 0.05 compared BV group, ¡jp< 0.05 compared UUO group. 



여신섬유화예방에효과가있을것으로사료된다.

봉독이 EMT 과정에 미치는 영향

ILK의발현은핵내의 β-catenin의발현을증가시켜

EMT를진행시키는것으로알려져있다(박, 2004). 이

에, 면역조직화학염색을통하여 ILK와 β-catenin의발

현을확인한결과, ILK의발현은 UUO군에서증가하

였으나봉독의투여로이의발현이현저히감소함을

관찰할수있었다. 또한, UUO군에서 β-catenin은세뇨

관상피세포의세포질과핵내에서발현이증가하였

으며, 봉독의 투여는 β-catenin의 발현을 감소시켰다

(Fig. 2A). Snail1은EMT 현상을조절하는중요한전사

인자로서, 상피세포표지자인 E-cadherin의전사를억

제하여 EMT를촉진하는것으로알려져있다(Saito et

al., 2004; Yang et al., 2007). UUO군에서 Snail1의발현

이증가하였으나, 봉독을투여한군에서는이의발현

이현저히감소하였다(Fig. 2B). 따라서, 봉독은 ILK를

조절하여 β-catenin과 Snail1의 발현을 약화시킴으로

써EMT 현상을억제하는효과가있는것으로사료된

다. 
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Fig. 2. BV attenuates the expression of EMT related gene in obstructed kidneys. (A) Representative immunohistochemical staining results for
ILK and β-catenin in the kidneys at 7 days after UUO. Magnification ×400. (B) RT-PCR results showed that BV suppresses the mRNA
expression of Snail1 in uuo kidneys. GAPDH was used to confirm equal sample loading. Results are expressed as mean±S.E. of three
independent determinations. NC, normal control; UUO, kidney injury induced by UUO; UUO/BV, UUO treated with 0.01mg/kg of BV.
*p< 0.05 compared NC group, ¡ip< 0.05 compared BV group, ¡jp< 0.05 compared UUO group. 



봉독이 EMT 표지자인 E-cadherin과 Vimentin
발현에 미치는 영향

일반적으로 EMT 과정에서 상피세포 표지자인 E-

cadherin의 발현이 감소되고 기질세포 표지자인

Vimentin의 발현은 증가하게 된다. E-cadherin과

Vimentin의 발현변화는 EMT 현상의 가장 중요한 특

징이다(김, 2012). 이에따라본연구에서는신섬유화

과정에서봉독의 EMT 억제효과를확인하기위하여

EMT 현상을 나타내는 표지자인 E-cadherin과

Vimentin의발현변화를면역형광염색을통해확인하

였다(Fig. 3). 정상군과비교하였을때, UUO군에서 E-

cadherin 발현은 감소하고 Vimentin의 발현은 증가함

을 관찰하여, UUO를 통하여 EMT가 일어남을 확인

할수있었다. 그러나봉독의투여는정상군과유사하

게세포표면의E-cadherin의발현을증가시키며, 세포

질의 Vimentin의발현을감소시켰다. 이결과는앞선

결과와함께봉독이 EMT를차단하여신섬유화를억

제하는효과가있는것으로사료된다. 

고 찰

봉독은 예로부터 봉침요법 등 민간요법으로 근육

통, 급·만성관절염, 신경통, 통풍, 화농성질환, 두통,

피부병, 간질환 등에 적용되었다(Lee et al., 2003). 특

히, 봉독은진통및소염의효능이탁월한것으로알

려져있으나, 과민반응등부작용의가능성이있어효

과및안전성을알기위하여체계적인시험이필요한

실정이다(Valetine, 1984). 봉독에 관한 연구는 1990년

대이후부터활발히진행되고있으며, 항암효과, 간경

화억제효과를포함한다양한생리및약리작용에관

한기전이점차알려지고있다(Sakamoto et al., 1996).

본 연구에서는 봉독이 신섬유화에 미치는 영향을

알아보고자 UUO로유도된신섬유화동물모델에봉

독을 투여하여, 신섬유화 관련 인자(FSP-1, PAI-1,

Vimentin)를다양한실험기법으로확인하였다. FSP-1

은정상신조직에서는섬유화세포에서발현되며, 섬

유화가 진행되는 신조직에서는 섬유화세포 외 염증

1
0
8

안
현
진
·
김
경
현
·
이
우
람
·
김
정
연
·
이
선
재
·
한
상
미
·
박
관
규

Fig. 3. BV abolishes the EMT in obstructed kidneys. Representative immunofluorescence images show that BV treatment suppresses Vimentin
and increases E-cadherin in the UUO kidney. Immunofluorescence double staining for E-cadherin (green), Vimentin (red), and nuclei were
counterstained with Hoechst 33342 (blue) in UUO kidenys. Magnification×200. NC, normal control; UUO, kidney injury induced by
UUO; UUO/BV, UUO treated with 0.01mg/kg of BV. 
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주위의상피세포에서도발현된다고알려져있다(박,

2004). 이러한 FSP-1의 발현은 UUO군에서 증가하였

으나, 봉독을투여하였을때현저하게감소함을관찰

하였다. 신섬유화과정에서 ECM의분해를억제하여

ECM의축적을유도하는 PAI-1과(구, 2001), 기질세포

표지자인 Vimentin의 발현양 또한 UUO군에서 증가

하였고, 봉독을투여하였을때감소함을확인하였다.

이러한결과는봉독이신섬유화예방및치료에효과

가있을것으로사료된다. 

신섬유화등의섬유화질환에서 EMT는중요한역

할을 한다고 알려져 있다(Margetts et al., 2005; Kalluri

and Neilson, 2003). 이러한EMT 과정에 ILK는직접또

는간접적으로EMT의모든과정에참여한다(Li et al.,

2003). 신섬유화로인해활성화된 ILK는 GSK-3를인

산화시키고, 인산화된 GSK-3는 β-catenin을안정화시

킨다. 안정화된 β-catenin은핵내로이동하여 EMT를

진행시킨다(박, 2004). β-catenin은세뇨관상피세포에

서 EMT를유발하며, 섬유화관련인자인 Snail1, PAI-

1, MMP-7, fibronectin 등의발현을증가시키는것으로

알려져 있다(He et al., 2012; Hao et al., 2011; He et al.,

2010). 본 연구에서는 신섬유화로 인한 EMT 과정에

서 봉독의 효과를 확인하기 위하여 ILK, β-catenin,

Snail1의 발현변화를 관찰하였다. 이들의 발현은

UUO군에서증가하였으며봉독을처리하였을때현

저하게감소하였다. 이러한결과는봉독이EMT를억

제하는효과가있음을나타낸다. 

신장의 상피세포가 발생기간 동안 중간엽세포의

상피세포화(mesenchymal-epithelial transition, MET)로

형성된 점을 생각할 때, 섬유화로 인한 EMT는 발생

과정을 역행하는 것이라고 볼 수 있다(Horster et al.,

1999). EMT 과정에서 상피세포 표지자인 E-cadherin

은 Ca2+ 의존적인세포접착단백질중하나로알려져

있으며, 세포와세포의상호관계조절, 상피세포의부

착띠 연결에 중요한 역할을 한다(Takeno et al., 2004;

Saito et al., 2004; Peinado et al., 2004). 본 연구에서 E-

cadherin의발현은봉독을처리함으로써정상군과유

사하게증가하였으며Vimentin의발현은감소하였다.

EMT의중요한특징중하나인 E-cadherin과 Vimentin

의 발현변화를 통해 봉독이 신섬유화 동물모델에서

EMT를억제함을확인하였다. 

따라서, 본 연구의 결과 봉독은 UUO로 유도된 신

섬유화 동물모델에서 섬유화 관련 인자들을 억제할

뿐만아니라, EMT 과정도억제하는것을관찰할수

있었다. 이로미루어봉독을신섬유화의예방및치료

제로사용할가능성이있는것으로사료된다.
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