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ABSTRACT 

 

Diabetes mellitus is a multifactorial disease. Particularly, diabetic nephropathy is a serious complication for diabetic 
patients, yet the precise mechanisms that underline the initial stage of diabetic renal inflammation remain unknown. 
However, oxidative stress induced by hyperglycemia in diabetes is implicated in diabetic renal disease. We hypothesized 
that dietary supplementation of antioxidants either VCE (0.5% VC + 0.5% VE) or Comb (0.5% VC + 0.5% VE + 2.5% 
N-acetylcysteine) improves acute diabetic renal inflammation through modulation of blood glucose levels and an-
tioxidant and anti-inflammatory responses. Experimental animals (5.5 weeks old female ICR) used were treated with 
alloxan (180 mg/kg) once. When fasting blood glucose levels were higher than 250 mg/dL, mice were divided into 3 
groups fed different levels of antioxidant supplementation, DM (diabetic mice fed AIN 93G purified rodent diet); VCE 
(diabetic mice fed 0.5% vitamin C and 0.5% vitamin E supplemented diet); Comb (diabetic mice fed 0.5% vitamin C, 
0.5% vitamin E and 2.5% N-acetylcysteine supplemented diet), for 10 days and then sacrificed. Body weights were 
measured once a week and blood glucose levels were monitored twice a week. Lipid peroxidation products, thiobar-
bituric acid reacting substances were measured in kidney. NF-κB activation was indirectly demonstrated by pIκB-α 
and expressions of selective inflammatory and oxidative stress markers including antioxidant enzymes were also deter-
mined. Dietary antioxidant supplementation improved levels of blood glucose as well as kidney lipid peroxi-dation. 
Dietary antioxidant supplementation improved NF-κB activation and protein expression of HO-1, but not mRNA ex-
pression levels in diabetic mice fed Comb diet. In contrast, the mRNA and protein expression of CuZnSOD was de-
creased in diabetic mice fed Comb diet. However, antioxidant supplementation did not improve mRNA and protein ex-
pressions of IL-1β and MnSOD in diabetic mice. These findings demonstrate that acute diabetic renal inflammation was 
associated with altered inflammatory and antioxidant responses and suggest that antioxidant cocktail supplementation 
may have beneficial effects on early stage of diabetic nephropathy through modulation of blood glucose levels and anti-
oxidant enzyme expressions. (Korean J Nutr 2009; 42(8): 673 ~ 681) 
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서     론 
 

당뇨병은 만성적인 고혈당 증상으로 인하여 말초 장기에 

손상을 일으키는 질환으로 전 세계적으로 발병률이 빠르게 

증가하고 있다.1) 당뇨병은 그 자체로도 문제이지만 고혈당

으로 인한 심각한 합병증을 동반한다. 그 중 당뇨병성 신증

은 당뇨병 3대 합병증으로 손꼽힐 만큼 중요한 장기 합병

증 중 하나로, 새로 투석을 시작하는 말기 신부전증 환자의 

40% 이상이 당뇨병 환자인 것으로 보고되고 있다.2,3) 당뇨

병에 의한 신장 질환은 주로 사구체 경화증, 초자질 변성, 

세뇨관 간질염증으로 이어지며, 이 중 사구체 경화증은 가

장 대표적인 신장 손상의 형태라 할 수 있다.4) 뿐만 아니라 
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당뇨병의 형태에 따라 발병 단계에도 차이를 보인다. 당뇨

병에 의한 신장 질환발병 단계에는 당뇨병의 유형에 따라 

다소 차이가 있기는 하지만 모두 마지막 단계에서는 당뇨

병성 신증이 나타나므로 초기에 예방하지 않으면 만성 신부

전으로 발병되기 쉽다. 따라서 당뇨병성 신증의 예방과 치

료를 위해서는 초기 신 염증 단계를 유도하는 기전을 명백

히 이해하는 것이 필요하다. 

당뇨병성 신증의 병리 기전은 많은 연구에도 불구하고 아

직 확실하게 규명되어 있지 않으나, 당뇨로 인한 고혈당이 

중요한 인자로 작용하여 다양한 경로를 거쳐 각종 사이토

카인, 성장인자, 혈관 조절 인자들의 변화를 유발한다고 알

려져 있다.5) 고농도의 포도당은 세포 내 protein kinase C 

(PKC)를 활성화 시키며, advanced glycation end products 

(AGE)와 활성 산소 (reactive oxygen species, ROS)의 

생성을 증가시킨다.6) 특히, PKC는 diacylglycerol (DAG)

과 함께 증가하며, 만성 고혈당으로 인해 혈관 투과성과 혈

류의 조절, 신혈관생성을 포함한 당뇨 합병증의 병리에 포

함되는 많은 과정에 참여한다.5) 또한 증가한 AGE는 AGE 

수용체와 결합하여 여러 사이토카인을 활성화 시키고, 세포 

내 산화적 스트레스를 증가시켜 산화적 스트레스와 염증 반

응 조절 인자인 nuclear factor kappa-B (NF-κB)를 활성

화 시킨다.5,7) 활성화된 NF-κB는 tumor necrosis factor-α 

(TNF-α), interleukin-1β (IL-1β), transforming growth 

factor-β1 (TGF-β1), vascular endothelial growth fac-
tor (VEGF) 등을 증가시키고, 이는 다시 NF-κB를 활성화 

시켜 당뇨병성 신증의 발생을 촉진시킨다.5,6) 증가된 TNF-
α는 당뇨병성 신증 초기 단계에서 신장의 직접적인 손상을 

유도하며, IL-1β는 신장섬유화에 관여하는 fibrionectin의 발

현을 증가시킨다.8) TGF-β1은 사구체 및 신장의 비대 원인

으로 알려져 있으며, 지속적인 발현은 신장의 섬유화와 사

구체 경화를 초래하여 만성신부전으로의 이행을 초래하게 

된다.4) 신생혈관형성에 관여하는 VEGF도 당뇨병성 신증에

서 AGE에 의해 발현이 증가되어 당뇨병성 신증 발병에 기

여한다.9) 이러한 연구 결과들은 고혈당으로 인한 다양한 사

이토카인의 지속적인 발현이 신장조직에 손상을 주어 만성

신부전으로까지 발전될 가능성을 시사한다. 따라서, 당뇨병

성 신증으로의 이행 전인 신 염증 단계에서 산화적 스트레

스를 감소시키고 염증 인자들의 적절한 조절에 관여하는 영

양소들의 공급은 당뇨의 증상을 완화시키는 것 뿐 아니라 

당뇨병성 신증의 예방에 필수적이라 할 수 있다. 

산화적 스트레스를 감소시키기 위한 선행 연구들에 의하

면 당뇨를 유도한 쥐에게 항산화제인 glutathione (GSH)

의 전구체인 N-acetylcysteine (NAC)을 보충 하였을 때 

혈당이 저하되어 당뇨병이 호전되었고 부적절하게 활성화 

된 NF-κB를 정상화 시켰다.10) 또한, 알파-토코페롤 보충은 

혈장 지질 과산화물인 thiobarbituric acid reacting sub-
stance (TBARs)의 농도를 낮춰주고, superoxide dismu-
tase (SOD), glutathione peroxidase (GPx)와 같은 항산

화 효소의 활성을 높여주며 상처 치유율을 높여준 것으로 

나타났다.11) 뿐만 아니라 당뇨병성 신증을 유도한 쥐에서 비

타민 C와 비타민E 첨가 식이가 혈당과 당화혈색소에는 뚜

렷한 효과가 없었으나 지질과산화물의 감소와 SOD, GPx, 

catalase 같은 항산화 효소의 발현을 증가시키는 것으로 나

타났으며,12,13) GSH 첨가 식이는 신부전과 항산화 기능을 향

상시키는 효과가 있었다.13) 이와 같이 당뇨 자체나 합병증에

서 혈당을 조절하고 산화적 스트레스를 감소시키기 위해 항

산화 영양소들이 이용되었지만 단독 항산화 영양소를 사용

한 경우가 대부분이었으며 아직까지는 그 효과가 제한적인 

것으로 나타났다. 따라서 본 연구에서는 alloxan으로 유도

한 당뇨 모델을 이용하여 단기간 항산화 영양소 (비타민C, 

비타민 E, NAC)를 혼합하여 보충하였을 때 초기 당뇨성 

신 염증 단계에서 증가된 산화적 스트레스와 염증 인자에 

미치는 영향을 분자 생물학적 수준에서 규명하고자 한다. 

 

연 구 방 법 
 

동물사육 및 당뇨유도 
5.5주된 ICR 암컷 (Central Lab. Animal, Seoul, Korea)

을 구입하여 온도 22~25℃, 습도 40~45%의 환경에서 한 

cage에 4마리씩 넣어 일정기간 적응 시킨 후 당뇨를 유발

하기 위해 0.9% 식염수에 alloxan monohydrate (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO., USA)를 녹여 180 mg/kg을 한

번 복강 내 주입하였다. 당뇨 유도 확인을 위해 꼬리 정맥을 

이용하여 혈액을 채취 한 후 Accu-chek sensor (Roche 

Diagnostics Co., LTD, Seoul, Korea) 이용하여 항산화 

식이 보충이 종료될 때 까지 일주일에 두 번씩 혈당을 측정

하였다.14) 
  

식이공급 
쥐 입고 후 당뇨 유발 전까지 chow diet (Genecode Co. 

LTD., Seoul, Korea)를 공급하였다. 혈당이 250 mg/dL 

이상이 됨을 확인한 후 당뇨 대조군은 (DM) AIN-93G Pu-
rified Rodent diet를, 항산화 영양소 그룹은 대조군 식이에 

1) 0.5% 비타민 C와 0.5% 비타민 E를 첨가한 군 (VCE, 

Sigma-Aldrich, St, Louis, MO. USA)과 2) 0.5% 비타민 

C, 0.5% 비타민 E와 2.5% NAC을 첨가한 군 (Comb, Sig-
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ma-Aldrich, St, Louis, MO. USA)으로 나누어 10일간 식

이를 자유롭게 공급하였다. 각 식이 군의 식이 조성은 Ta-
ble 1과 같다.15) 
 

시료채취 
항산화 보충 식이 후 isoflurane (Aerane liquid, Ilsung 

pharmaceuticals Co., LTD, Seoul, Korea)으로 마취시킨 

후, 헤파린을 첨가한 주사기를 이용하여 심장에서 혈액을 

채취하고 2,000 rpm에서 30분간 원심 분리하여 혈장을 얻

었으며 분석 시까지 -80℃에서 보관하였다. 장기는 복부

를 절개하여 간과 신장을 채취한 후 바로 액체질소에 넣었

다가 분석 시까지 -80℃에 보관하였다. 
 

TBA법을 이용한 신장 조직 내 지질 과산화물 측정 
지질 과산화물인 TBARs를 thiobarbituric acid (TBA)

법에 의해 측정하였다. 채취한 신장 조직 0.1 g과 0.15 M 

KCl 900 μL를 넣고 homogenizer를 이용하여 균질화 시

킨 후, 균질화 된 시료 200 μL에 8.1% SDS를 200 μL넣

고 약 10분 정도 실온에 방치하였다. 여기에 20% acetic 

acid-0.8% TBA mixture를 3 mL넣고 교반기를 이용하여 

충분히 섞어 준 후, 3차 증류수를 600 μL를 넣고 95℃에

서 60분간 반응시켰으며, 이를 즉시 냉각 시키고 증류수 1 

mL와 n-butanol-pyridine (15 : 1 v/v) mixture를 5 mL 

넣고 교반기를 이용하여 잘 섞어 주었다. 4,000 rpm에서 10

분 동안 원심분리 한 후, 상층액을 96 well에 200 μL씩 넣

고 ELISA reader를 이용하여 532 nm에서 흡광도를 측정

하였다. 표준 검량선을 얻기 위해 1,1,3,3-tetramethoxypro-
pane (TMP, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO., USA)을 표

준용액으로 사용하였고, 농도는 각각 0, 40, 80, 120, 160, 

180 nM로 제조하였다. 표준 검량선의 정확도는 R-square

값을 이용하였으며 (R2 ≥ 0.98),표준 검량선의 방정식에 각 

시료의 흡광도 값을 대입하여 신장에서의 MDA 수치를 nM

의 단위로 계산하여 측정하였다. 
 

Total RNA 추출 및 Reverse transcriptase polymerase 
chain reaction (RT-PCR) 

채취한 신장조직 0.1 g에서 Trizol reagent (Invitrogen, 

Carlsbad, California, U.S)를 이용하여 total RNA를 분리

하였다. 분리한 RNA는 Nano-spectrophotometer (Implen 

Inc., CA, USA)를 이용해 260 nm/280 nm에서 흡광도를 

측정하여 농도를 구한 후, 5 μg의 RNA에 AMV reverse 

transcriptase 1 μL (Promega, San Luis Obispo, CA USA, 

200 unit/μL), 25 mer oligo dT 1 μL (QIAGEN, Seoul, 

Korea), 10 mM dNTP 1 μL (Takara Korea Biomedical 

Inc., Seoul, Korea), 0.1 M DTT 2 μL (Invitrogen, Ca-
rlsbad, California, U.S), 5X Reverse transcription buf-
fer 4 μL (Promega, San Luis Obispo, CA USA)를 넣어 

total volume이 20 μL가 되게 하여 cDNA를 합성하였다. 

합성한 cDNA 5 μL에 10X PCR buffer 2 μL, 10 mM dN-
TP 0.4 μL, 25 mM MgCl2 0.6 μL, Taq polymerase 0.2 

μL (Takara Korea Biomedical Inc., Seoul, Korea)와 100 

pmol Cu/ZnSOD, MnSOD, IkB-α의 forward와 reverse 

primer (Cosmogenetech, Seoul, Korea)를 각각 1 μL 

(Table 2)를 넣어 total volume이 20 μL가 되게하였다. 만

든 용액을 ABI RT-PCR system (Applied Biosystems, 

Foster city, CA, USA)을 이용하여 PCR을 진행한 후 만

들어진 PCR products를 2% agarose에서 전기영동하였

으며, internal control로 18S-rRNA를 이용하였다. 측정된 

각각의 mRNA는 18S로 보정하여 상대적인 mRNA양을 im-
age J program을 이용하여 정량하였다. 각각의 primer se-
quence는 Table 2와 같다. 
 

단백질 추출 및 Western blot 분석  
채취한 신장 조직 0.1 g을 protease inhibitor (Sigma-Al-

drich, St. Louis, MO., USA)가 포함된 lysis buffer를 이

용하여 균질화한 후 14,000 rpm에서 30분간 원심분리 하

여 상층액을 얻었다. 단백질은 Nano-spectrophotometer 

(Implen Inc., CA, USA)를 이용하여 320 nm에서 흡광도

Table 1. Composition of experimental diets 

Experimental group 

DM VCE Comb Ingredient 

g/100 g 

Casein 20 20 20 
Cornstarch 39.75 39.75 39.75 
Dextrose 13.20 13.20 13.20 
Sucrose 10.00 10.00 10.00 
Cellulose 5.00 5.00 5.00 
Soybean oil 7.00 7.00 7.00 
t-Butylhydroquinone 0.0014 0.0014 0.0014 
Salt mix 3.50 3.50 3.50 
Vitamin mix 1.00 1.00 1.00 
L-Cystine 0.30 0.30 0.30 
Choline bitartrate 0.25 0.25 0.25 
Vitamin C1) 0 0.5 0.5 
Vitamin E2) 0 0.5 0.5 
NAC3) 0 0 2.5 
 
1) Vitamin C: L-ASCORBIC ACID, > = 99.0%, CRYSTALLINE, Sigma-
Aldrich St. Louis, MO., USA  
2) Vitamin E: (+/-)-ALPHA-TOCOPHEROL, SYNTHETIC, > = 96%, 
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO., USA 
3) NAC: N-ACETYL-L-CYSTEINE, SIGMA GRADE, > = 99%, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO., USA  
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를 측정한 뒤 농도를 구했다. 60 μg의 단백질을 10% poly-
acrylamide gel에서 전기영동하여 분리한 후 membrane

에 transfer시켰다. CuZnSOD, MnSOD, IL-1β, p-IkB-α, 

HO-1 단백질의 1차 항체와 2차 항체를 이용하여 반응시킨 

후 ECL solution을 반응시켜 영상을 얻었으며, internal con-
trol로 β-actin을 이용하였다. 측정된 각각의 단백질은 β-actin

으로 보정하여 Image J program을 이용하여 정량 하였다. 
 

통  계 
모든 값은 평균 ± 표준오차로 표시하였으며, 모든 군 간의 

유의성은 SPSS 11.0 SE를 사용하여 ANOVA로 p < 0.05 

수준에서 검정하였다. 

 

결     과 
 

체  중 
당뇨 대조군과 항산화 식이 보충군 간의 체중변화는 유의

적 차이는 없는 것으로 나타났다 (결과는 첨부하지 않았음). 
  

혈  당 
식이의 종류와 상관없이 당뇨군의 혈당 농도는 alloxan 

주입 다음 날부터 증가하였다 (Fig. 1). 

하지만 당뇨 발생 후 VCE와 Comb 군은 보충된 영양소

의 종류에 상관없이 당뇨 대조군에 비해 유의적으로 낮은 

혈당을 유지하고 있었다.  
 

신장 조직의 지질 과산화물  
당뇨 대조군의 신장 조직 내 지질 과산화물 농도는 당뇨 

대조군에 비해 항산화 보충 식이군에서 유의적으로 지질과

산화물 농도가 감소하였다 (Fig. 2). 
 

산화적 스트레스 및 염증 지표의 발현수준 
항산화 식이 보충이 당뇨병성 신증의 발병에 있어서 산화

적 스트레스와 염증성 지표를 mRNA와 단백질 수준에서 어

떻게 조절하는 지에 대해 알아보기 위해 RT-PCR (mRNA)

과 Western blot (단백질)을 이용하여 각각의 지표들의 발

현 수준을 측정하였다 (Fig. 3, 4). 

산화적 스트레스 상태에서 여러 가지 염증성 인자와 산

화적 스트레스 인자들의 발현을 조절하는 것으로 알려진 

NF-κB를 간접적으로 측정한 IκB-α (mRNA)와 pIκB-α 

(protein)는 높은 수준으로 당뇨 대조군에서 유지되고 있

으며, Comb군에서 유의적으로 그 수준이 저하된 것을 알 

수 있었다. 그러나, mRNA 수준에서는 항산화 식이를 보충

Table 2. Reverse transcriptase PCR primer sequences 

Marker  Primer sequence Product size 

18S Forward 5’-CGAGGAATTCCCAGTAAGTGC-3’ 093 bp 
 Reverse 5’-CCATCCATTCGGTAGTAGCG-3’  
CuZnSOD Forward 5’-ATGAAAGCGGTGTGCGTGCTG-3’ 444 bp 
 Reverse 5’-AATCACTCCACAGGCCAAGCG-3’  
MnSOD Forward 5’-GACCTGCCTTACGACTATGG-3’ 385 bp 
 Reverse 5’-GACCTTGCTCCTTATTGAAGC-3’  
IκB-α Forward 5’- GACGAGGATTACGAGCAGAT –3’ 634 bp 

 Reverse 5’- CCTGGTAGGTTACTCTGTTG –3’  

 

Fig. 2. Dietary antioxidant supplementation reduces renal lipid
peroxidation in alloxan induced diabetic mice. DM (Diabetes
mellitus), VCE (0.5% Vit C and 0.5% Vit E), Comb (0.5% Vit C and
0.5% Vit E and 2.5% NAC) Values are means ± SEM. Means for a
variable without a common letter differ. p < 0.05. 
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Fig. 1. Dietary antioxidant supplementation reduces blood glu-
cose levels in alloxan induced diabetic mice. Mice were inject-
ed with alloxan (180 mg/kg). DM (diabetes mellitus), VCE (0.5%
Vit C and 0.5% Vit E), Comb (0.5% Vit C and 0.5% Vit E and 2.5%
NAC) Values are means ± SEM. Means for a variable without a
common letter differ. p < 0.05. 
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한 그룹에서 감소하는 경향을 보였으나 유의적인 차이를 보

이지 않았다. 

산화적 스트레스 상태를 반영하는 지표인 HO-1 (heme 

oxygenase-1)의 단백질 수준은 당뇨 대조군에 비해 Comb

군이 유의적으로 감소하였으며 VCE의 경우 유의적인 차이

는 없었지만 당뇨 대조군과 Comb군의 중간 수준을 나타내

었다. 

Pro-inflammatory cytokine인 IL-1β, TNF-α의 발현수

준을 측정한 결과, 항산화 식이를 보충한 군이 당뇨 대조군

에 비해 유의적으로 감소하는 경향을 보였으나 그룹간의 

유의적인 차이는 보이지 않았다 (TNF-α의 결과는 첨부하

지 않았음). 

Superoxide radical을 제거하는 항산화 효소인 CuZn-
SOD와 MnSOD의 수준을 측정한 결과, 당뇨 대조군에 비

해 혼합 항산화 식이를 보충한 군에서 발현수준이 감소하

는 경향을 나타내었다. 특히, CuZnSOD는 mRNA와 단백

질 발현 수준에서 Comb군이 당뇨 대조군에 비해 유의적으

로 낮아지는 경향을 보였다. 하지만 MnSOD는 mRNA와 

단백질 발현에서 당뇨 대조군에 비해 항산화 식이를 보충

한 군에서 낮아지는 경향을 보였으나 그룹간의 유의적인 

차이는 보이지 않았다.  

 

고     찰 
 

당뇨병은 고혈당으로 인한 대사 장애로 신체 여러 장기

에 합병증을 유발하는 질환으로 우리나라를 비롯하여 전세

계적으로 발병률이 빠르게 증가하고 있다. 이중 당뇨병성 신

증은 흔히 발생하는 합병증으로, 만성 신부전으로 진행하여 

중요한 사망의 원인이 되는데, 우리나라에서도 만성 사구체 

신염에 이어 두 번째 원인으로 그 빈도가 해마다 증가하고 

있다.1) 본 연구에서는 비타민 C, 비타민 E, NAC를 혼합 섭

취하였을 때 당뇨병성 신증으로의 이행 이전인 염증 단계

에서 발생하는 혈당, 지질 과산화, 산화적 스트레스와 염증

반응에 관여하는 인자들이 선택적으로 조절됨을 알 수 있

었다. 

항산화 영양소의 보충 자체는 혈당을 조절하는 효과가 없

었다는 선행 연구들12,13,16) 과는 달리 본 연구에서는 단기간 

Fig. 3. Effects of antioxidant supple-
mentation on mRNA expression lev-
els of oxidative stress markers in di-
abetic kidney. DM (diabetes melli-
tus), VCE (0.5% vit C and 0.5% Vit
E), Comb (0.5% vit C and 0.5% vit E
and 2.5% NAC) Values are means
± SEM. Means for a variable with-
out a common letter differ. p < 0.05.
A: IkB-α (IkappaB-alpha). B: MnSoD
(maganase superoxide dismutase). 
C: CuZnSOD (copper zinc supero-
xide dismutase). 
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Fig. 4. Effects of antioxidant supple-
mentation on protein expression le-
vels of oxidative stress markers and 
pro-inflammatory cytokines in dia-
betic kidney. DM (diabetes melli-
tus), VCE (0.5% vit C and 0.5% Vit 
E), Comb (0.5% vit C and 0.5% vit E 
and 2.5% NAC) Values are means 
± SEM. Means for a variable with-
out a common letter differ. p < 0.05. 
A: p-IκB-α (phosphorylated- Ikap-
paβ-alpha). B: IL-1β (interleukin-1 
beta). C: HO-1 (heme oxygenase-
1). D: MnSOD (maganase super-
oxide dismutase). E: CuZnSOD (co-
pper zinc superoxide dismutase).  
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의 혼합 항산화 식이 보충이 정상 수준과는 차이가 있었지

만 당뇨 대조군에 비해 현저히 증가한 혈당을 유의적으로 

완화시키는 효과가 있었다. 따라서, 혼합 항산화 식이의 보

충이 좀 더 장기간 이루어진다면 혈당 수준의 정상화에 더

욱 효율적일 것으로 사료된다. 

당뇨로 인한 체중변화는 일반적으로 당뇨가 장기화될 때 

나타나는 증상이지만 본 연구에서는 각 군간에 유의적인 차

이를 보이지 않아 Inada 등17)의 연구와는 유사하였으나 Lee 

등12)의 연구와는 차이가 있는 것으로 나타났다.12,17) 이는 사

용한 쥐의 종이나 주령, 당뇨 유도 약물 및 당뇨 유지 기간 

등의 차이로 인해 나타나는 것으로 사료된다. 

당뇨에 의해 증가된 산화적 스트레스는 자유 라디칼에 

의한 지질과산화반응을 일으키고 지질과산화물을 생성함으

로써, 산화적 스트레스의 대표적인 지표로 널리 이용되고 있

다.18) 지질과산화반응의 주 원인이 되는 자유 라디칼은 일상

적인 체내 대사 과정 중에도 생성이 되지만 정상인들의 경

우 이를 방어하는 기전이 체계화 되어 있기 때문에 큰 문제

가 되지 않는다. 하지만 당뇨 상태에서는 자유 라디칼의 생

성 속도가 촉진, 증가하게 되고 이를 방어하는 항산화 시스

템이 저하되면서 산화적 스트레스가 증가하게 된다.19-21) 따

라서 조직의 과산화적 손상이 쉽게 초래된다고 할 수 있다. 

본 연구결과, 지질 과산화물인 TBARs 농도는 alloxan 유

발 당뇨 쥐의 신장에서 항산화 보충 식이를 하였을 때 감소 

효과가 뚜렷하게 나타났다. 본 결과는 비타민 C나 NAC를 

단독으로 보충 하였을 때 TBARs의 농도가 감소되었다는 

선행연구13,22)와 같은 결과를 나타내었다. 지질 과산화 정도

의 감소 수준은 VCE군과 Comb군에서 비슷하여 NAC의 

혼합이 신장내 지질 과산화 정도를 낮추는 효과가 크지 않

음을 보여주었지만, 혼합 항산화 영양소 보충 식이 자체가 

당뇨로 인한 산화적 스트레스를 감소시킴으로써 초기 신장 

질환을 완화시킬 수 있음을 시사한다. 

당뇨병성 신증의 주요 병리 기전은 고혈당이 중요한 인

자로 작용하여 산화적 스트레스를 증가시키고 이로 인해 각

종 사이토카인, 성장 인자, 혈관 인자들이 상호 작용을 통

해 발생하는 것으로 알려져 있다.5) 당뇨 시 증가한 혈당에 

의해 발생한 산화적 스트레스는 염증성 인자 및 산화적 스

트레스 인자의 발현을 조절하는 NF-κB를 활성화시키는

데,5,7) 본 연구 결과에서 나타난 IκB-α를 통해 간접적으로 

알아본 NF-κB의 활성은 항산화 보충 식이를 통해 유의적

으로 감소하였다. 본 결과는 당뇨병성 신증인 쥐에서 알파

토코페롤 및 토코트리에놀 (α, β, γ, δ mixture)을 보충 

하였을 때 NF-κB의 활성을 억제하였다는 Kuhad 등23)의 

연구결과와 유사한 경향을 보였으며, 알파 토코페롤과 비타

민 C를 혼합한 VCE군보다 알파 토코페롤, 비타민 C에 NAC

까지 혼합한 경우가 더욱 NF-κB의 활성을 저하시켜 지속

적인 산화적 스트레스와 염증 반응을 저하시키는 것을 알 

수 있다. 

당뇨병 및 그로 인한 합병증으로 인해 증가한 산화적 스

트레스에 의해 유도되는 Heme Oxygenase (HO)는 HO-1, 

HO-2, HO-3의 3가지 isoform을 가지는데, 그 중 HO-1은 

inducible form으로 NF-κB 등과 같은 여러 스트레스 유도 

인자들에 의해 발현이 증가된다.24) 특히, 당뇨 합병증으로 인

해 발병하는 신증 뿐만 아니라 초기 신장질환에서 염증반응

에 중요한 인자로서 관여한다고 알려져 있다.25) Vogt 등25)

은 당뇨성 신증시 초기 신장 염증 과정이 renal tubules의 

HO-1 발현의 정도와 상관관계가 있음을 보고하였다. 본 연

구 결과에서도 초기 당뇨성 신증에서 당뇨 대조군에 비해 

항산화 식이를 보충한 Comb군에서 HO-1의 단백질 수준

이 유의적으로 감소되었는데 이는 NF-κB 활성과 마찬가

지로 혼합 항산화 보충 식이로 인해 감소된 산화적 스트레

스로 인한 것으로 사료된다. 본 연구 결과는 VCE군의 경

우, 비타민 E를 보충하였을 때 당뇨쥐의 사구체에서 HO-1
의 발현 수준이 감소하였다는 선행연구들24,26)과는 달리 유

의적인 차이가 없었으나 Comb 혼합 보충 식이가 HO-1의 

단백질 발현을 유의적으로 낮춰 NAC의 혼합 보충이 HO-
1 발현의 저하에 더욱 효과적임을 알 수 있었다. 하지만 염

증성 사이토카인 (pro-inflammatory cytokine)의 경우, IL-
1β는 당뇨 대조군에 비해 항산화 식이를 보충한 군에서 감

소하는 경향을 보이긴 하나 유의적인 차이를 보이지 않았

으며 TNF-α의 발현도 군 간에 유의적으로 차이가 없었다. 

본 결과는 당뇨 대조군에서 IL-1β의 발현이 유의적으로 높

은 선행 연구8)와 항산화 보충 식이에 의해 감소한 TNF-α
의 발현이 정상화된 선행 연구23)와는 달라 당뇨 유지 기간

이나 식이 공급 기간 등에 의한 차이인 것으로 사료 된다. 

따라서, 장기간의 항산화 식이 보충을 통해 산화적 스트레

스와 당뇨병성 신증과의 상관성에 대해 좀 더 정확한 결과

를 얻을 수 있을 것이라 사료된다. 

항산화 상태를 반영하는 superoxide dismutase는 체내

의 호기성 대사에 의해 생성된 superoxide radical을 제거함

으로써 세포를 보호하는 항산화 효소로 알려져 있다.27) Kim 

등의28) 연구에서는 SOD 활성도가 STZ만을 투여한 당뇨 

대조군에서 정상군에 비해 증가되었는데 이는 당뇨 유발로 

인해 단백질의 당화가 항진됨으로써 그 반응으로부터 ROS 

형성이 현저히 증가되며, 이를 제거하기 위해 SOD가 활성

화 된 것으로 보여진다.29) 본 연구 결과 세포의 원형질에 존

재하는 CuZnSOD의 mRNA, 단백질 발현 수준은 혼합 항
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산화 식이를 보충한 VCE군과 Comb 군에서 감소하는 경

향을 나타내었으나 NAC가 포함된 Comb군에서만 유의적

인 것으로 나타났다. 미토콘드리아에 존재하는 MnSOD의 

경우는 mRNA, 단백질 수준에서 항산화 식이를 보충한 VCE

와 Comb 군에서 감소하는 경향은 보였으나 각 군간의 유

의적인 차이는 보이지 않았다. 따라서, 이 결과는 당뇨병성 

신증 발병에 있어서 미토콘드리아에서 작용하는 MnSOD 

보다는 원형질에서 작용하는 CuZnSOD가 더 중요한 역할

을 하는 것으로 사료되는데, 이는 혼합 항산화 식이에 의해 

산화적 스트레스의 감소로 인하여 CuZnSOD의 발현이 감

소된 것으로 사료된다. 

종합적으로 볼 때 단기간의 혼합 항산화 영양소 (비타민 

C와 E의 혼합과 NAC 혼합) 보충 식이가 당뇨에서 혈당을 

완화시켰으며, 당뇨성 신장의 염증 단계에서 산화적 스트레

스와 염증반응에 관여하는 인자들의 발현을 감소시켜 항산

화 영양소의 혼합 보충이 초기 당뇨병성 신증을 조절할 수 

있음을 알 수 있었다. 따라서, 본 연구 결과는 혼합 항산화 

영양소 보충을 이용하여 당뇨병성 신증의 예방과 개선에 활

용될 수 있을 것으로 사료된다. 

  

요약 및 결론 
 

본 연구는 고혈당으로 인한 산화적 스트레스의 증가로 발

생하는 것으로 알려진 당뇨병과 그 합병증인 당뇨성 신증의 

예방과 개선을 목적으로 항산화 영양소 (비타민 C와 비타

민 E의 혼합 식이, 비타민 C와 E, NAC의 혼합 식이)의 혼

합 보충이 초기 당뇨병성 신장 염증 단계에 미치는 영향에 

대해 알아보았다. 실험 동물로는 ICR 암컷 5.5 주령 쥐에 

alloxan (180 mg/kg, i.p.)을 주입하여 당뇨를 유도 한 뒤 

혈당이 250 mg/dL 이상 지속되는 쥐들만을 실험에 사용

하였다. 당뇨 유도 후 실험식이 [당뇨 대조군-AIN-93 G, 실

험식이-VCE (0.5% vitamin C + vitamin E), Comb (0.5% 

vitamin C + vitamin E + 2.5% NAC)]를 10일간 공급하

였고, 공급 기간 동안 혈당을 일주일에 두 번씩 측정하였다. 

식이공급이 종료되면 쥐를 희생시켜 신장에서 지질 과산화

물인 TBARs를 측정하였다. 또한 신장에서 산화적 스트레

스 인자인 HO-1, IκB-α 및 p-IκB-α (NF-κB의 간접적인 

측정), 염증성 인자인 IL-1β, 항산화 상태를 반영하는 SOD 

(CuZnSOD, MnSOD)를 RT-PCR과 Western blot을 이

용하여 발현 수준을 측정 하였다. 

혼합 항산화 식이 보충은 당뇨 대조군에 비해 유의적으

로 혈당을 감소시켜, 당뇨시 식이를 통한 혼합 항산화 영양

소의 공급이 혈당을 정상화시키기는 부족하지만 완화시키

는 효과가 있음을 알 수 있었다. 신장 조직 내 지질 과산화 

정도도 혼합 항산화 식이에 의해 유의적으로 감소되었으며 

신장 조직 내 산화적 스트레스 또는 염증 인자들 (HO-1, 

IκB-α, p-IκB-α, IL-1β), 항산화 인자들 (CuZnSOD, Mn-
SOD)의 mRNA와 단백질 발현수준이 당뇨 대조군에 비해 

혼합 항산화 식이를 보충한 군에서 선택적으로 감소하였다. 

본 연구를 통해 식이를 통한 혼합 항산화 영양소의 보충

은 고혈당증을 완화시키고 당뇨병으로 인해 증가한 산화적 

스트레스를 감소시킴으로써 당뇨병성 신장 염증을 개선 또

는 지연시키는데 영향을 줄 것으로 사료된다. 그러나, 당뇨

병성 신증 등의 당뇨 합병증의 발병에 대한 정확한 기전을 

밝히는 것이 무엇보다도 중요하며, 당뇨성 신증의 예방과 치

료를 위한 혼합 항산화 영양소를 사용하기 위해서는 정확

한 농도와 사용 기간 등을 달리한 폭 넓은 연구가 병행 되

어져야 할 것으로 사료된다. 
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