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ABSTRACT
  Objectives : To investigate the therapeutic effect and underlying mechanisms of rhein on renal fibrosis in 
diabetic rats.
  Methods : Diabetic nephropathy (DN) was induced in adult Wistar rats via introperitoneal injection of streptozotocin 
(STZ) (20 mg/kg/d) for three consecutive days. Two days after the last dose of STZ, rhein was administered to 
the diabetic rats at a dose of 25 mg/kg or 50 mg/kg, twice a day by gavage, respectively. Following 28 days 
treatment with rhein, the plasma glucose and creatinine levels were measured, the renal levels of TGF-β1 protein 
and mRNA were examined, and the fibronectin mRNA levels were also determined. 
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  Results : Rhein significantly inhibited the increased plasma glucose and creatinine levels of diabetic rats in a 
dose- and a time-dependent way. Immunohistochemical analysis showed both doses of rhein markedly attenuated 
elevated induction of renal TGF-β1 protein expressions in diabetic rats. Additionally, the high dose of rhein 
improved both TGF-β1 and fibronectin mRNA expressions, while the low dose of rhein only alleviated fibronectin 
mRNA expressions.  
  Conclusions : Rhein can improve renal fibrosis in diabetic nephropathy rats, and which may be mediated through 
inhibition of the renal mRNA expressions of TGF-β1 and fibronectin.
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Ⅰ. 서     론
*
당뇨병성신장질환(Diabetic Nephropathy, DN)

은 당뇨병의 가장 흔한 합병증의 하나로서 발병율
이 점차 증가하는 추세를 보이고 있으며 당뇨병으
로 인한 사망의 중요한 원인으로 인정받고 있다.1,2) 

DN은 신장의 여러 구조에 영향을 미치는데 주
로 사구체 경화와 섬유화에 의한 신장의 기능상
실로 이어져 이러한 병변의 주요원인은 사구체 세
포외기질 (Extracellular Matrix, ECM)의 증가
와 간질의 섬유화이다.3) 그중 TGF-β1 은 ECM
의 합성을 촉진하여 섬유화를 유도하는 주요한 사
이토카인으로 알려져 있다.4) 당뇨병에서 장기적
인 고혈당은 TGF-β1의 promoter를 작동하여 세
포외 기질인 Fibronectin, 제1형콜라겐, 제4형콜
라겐등의 합성을 증가시킨다. 또한TGF-β1은 기
질의 분해를 저해하고 세포와 기질사이 상호작용
을 증가하여 ECM의 축적을 촉진한다5,6).  TGF-β
1은 DN의 발병기전과 밀접한 관계를 보이고 있
는 관건적인 요인이지만 현재까지 TGF-β1의 발
현을 억제함으로써 신장의 섬유화를 억제하여 DN
을 치료하는 효과적인 약물과 방법을 찾지 못하
고 있다. 

본 연구에서는 대황추출물의 주요성분인 대황
산 (Rhein)을 이용하여 당뇨병쥐의 신장에서 TGF-
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β1의 발현과 세포외기질의 발현을 고찰함으로써 
이를 토대로 DN의 임상치료에 기초적인 실험근
거를 제공할 것으로 생각된다.
 

Ⅱ. 재료 및 방법
1. 시약

대황산은 Xi'An Kang Wei Biology Project Co. 
ltd. (중국)에서 구입하였고 Streptozotocin (STZ)
은 Sigma, TGF-β1항체는 R&D사, 기타 시약은 
모두 분석용 특급시약을 사용하였다. 

2. 실험동물
150-180g의 수컷 Wistar rat (중국 목단강의

과대학 동물실 제공)를 구입하여 물과 고체사료
를 충분히 공급하여 1주간 실험실 환경에 적응후 
실험에 사용하였다.

3. 당뇨병 신질환의 유발 및 실험군 선정 및 대황
산의 투여
STZ의 복강주사로 당뇨병을 유발하였다. 0.1 

M의 citrate buffer를 pH 4.5로 적정한 다음, 
20mg/kg/d의 분량으로 3일 연속 복강 주사 하고 
정상군은 동일한 양의 0.1 M citrate buffer를 복
강 주사하였다. 48시간후 공복혈당을 측정하여 
≥16.8mmol/L이면 당뇨병이 유발되었다고 생각
하고 실험에 사용하였다. 6주후 채혈하여 공복혈
당을 측정하여 혈당농도≥16.8mmol/L, 혈중 cr- 
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eatinine 농도≥0.8mg/dl, metabolic cage에 넣
어 소변을 수집하여 24시간 요단백을 측정하여 요
단백≥20mg 에 도달된 쥐를 DN이 유발된 것으로 
생각하고 실험을 계속하였다. 결과 DN이 유발된 
쥐는 모두 24마리였다. 실험군은 4개조로 나누었
다. 정상군 A조(n=7)는 0.1 M의 citrate buffer
를 복강 주사하고 당뇨병 대조군 B조(n=10)는 STZ
로 당뇨병을 유발시킨 후, 증류수를 하루2회 경
구 투여하였다. 실험군 C조(n=7)는 저농도 치료
군으로 대황산을 (25 mg/kg) 하루 2회 경구투여 
하였고 실험군 D조(n=7)는 고농도 치료군으로 대
황산을 (50 mg/kg) 하루 2회 경구투여 하였다. 
대황산의 투여기간은 4주로 하고, 실험 종료시까
지 물과 고체사료를 충분히 공급하면서 관찰하였
다. 대황추출물 투여기간 중 당뇨병대조군 B조 쥐 
4마리가 death하였는데 그 원인은 STZ로 인한 독
성과 장기적인 고혈당이 원인으로 생각된다.

4. 생화학적 분석
혈당측정은 금식후 꼬리 정맥혈을 취하여 ONE 

THOUCHⅡ형 혈당기(USA)로 측정하였고 혈청
중 creatinine 농도는 alkaline picrate (2.5N NaOH 
: picric acid = 1: 9)용액에 넣고 실온에서 20분
간 방치후 spectraphotometer로 520 nm 파장에
서 측정하여 정량하였다. 24h 요단백은 metabolic 
cage로 요를 수집하여 coomassie brilliant blue 
G-250법으로 정량하였다. 대황산 투여 전,투여 
후 1주, 2주, 4주에 각각 측정하였다.

5. TGF-β1에 대한 면역조직화학염색
TGF-β1의 단백 발현을 알아보기 위해 단클론

성 항체를 사용하여 면역조직화학 염색을 시행하
였다. 파라핀 포매된 신장생검조직을 4m두께로 
잘라서 부착제로 처리된 슬라이드에 붙이고 탈파
라핀을 거쳐 함수하였다. 메탄올에 희석한 3% 과
산화수소수 용액에서 30분간 처리하여 내인성 과
산화효소에 대한 반응을 차단하고 0.01M 인산염 
완충액에서 10분간 세척하였다. TGF-β1에 대
한 1차 항체인 TGF-β1 (DAKO, Carpinteria, 
U.S.A) 을 1:400으로 희석하여 37℃에서 30분간 

반응시키고, biotinylated anti-mouse IgG (1:50, 
AKO, Carpinteria, U.S.A.)를 2차 항체로 사용
하여 37℃에서 15분간 반응시켰다. Streptoavidin 
peroxidase (DAKO, Carpinteria, U.S.A.)로 37℃
에서 15분간 반응시키고 DAB (3,3′-diaminobenzidine 
tetrahydrochloride)로 발색하였다.

6. 신장 조직내 TGF-β1, Fibronectin mRNA의 
발현
대황산이 쥐의 신장조직에서의 TGF-β1, Fi- 

bronectin 발현에 미치는 영향을 관찰하기 위하
여 total RNA를 추출한 후 RT-PCR 방법을 시행
하였다. 최종 투여 4주째 쥐를 ether 마취하에 개
복하여 신장을 적출하여 TRIZOL reagent (Invi- 
trogen, Carlsbad, CA)를 이용하여 총 RNA를 추
출하고 RT-PCR은 Promega사의 제품을 사용하
여 TGF-β1, Fibronectin mRNA발현을 분석하
였다.

TGF-β1 Primer: Upstream primer는 5’-AGC 
CTG CTT CTT GAG TC-3’, Downstream primer
는 5’-AGG AAA GGT AGG TGA TA-3’(241bp). 
PCR 반응조건은 예비변성을 94℃에서 5분간 시
행 후 변성 94℃에서 30초, 결합 49℃에서 30초, 
신장 72℃에서 30초로 이루어진 중합효소연쇄반
응을 40회 진행하였으며 이후 신장반응을 72℃
에서 10분간 진행하였다. Fibronectin Primer: 
Upstream primer는 5’-TGA CTC GCT TTG ACT 
TCA CCA C-3’, Downstream primer는 5’-TCT 
CCT TCC TCG CTC AGT TCG T-3’(205bp). 
PCR 반응조건은 예비변성을 94℃에서 5분간 시
행 후 변성 94℃에서 60초, 결합 65℃에서 60초, 
신장 72℃에서 90초로 이루어진 중합효소연쇄 반
응을 35회 진행하였으며 이후 신장반응을 72℃에
서 10분간 진행하였다. 대조군으로 GAPDH를 사
용하였으며 Upstream primer는 5’-ACC ACA 
GTC CAT GCC ATC AC-3’, Downstream primer
는 5’-TCC ACC ACCCTG TTG CTG TA-3’( 419bp). 
PCR 반응조건은 예비변성을 94℃에서 5분간 시
행 후 변성 94℃에서 30초, 결합 63℃에서30초, 
신장 72℃에서 30초로 이루어진 중합효소연쇄반
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0 week 1 week 2 week 4 week

Group A 0.433 ± 0.044 0.501 ± 0.038 0.389 ± 0.042 0.402 ± 0.037

Group B 0.822 ± 0.033* 0.812 ± 0.028* 0.953 ± 0.042* 0.904 ± 0.035*

Group C 0.875 ± 0.045* 0.763 ± 0.037*,$ 0.638 ± 0.038*,$ 0.584 ± 0.366,$

Group D 0.904 ± 0.036* 0.771 ± 0.029*,$ 0.449 ± 0.033#,$ 0.326 ± 0.031#,$

Table 2. Changes of the Serum Creatinine in Rhein Treated and Untreated Rats and Controls (mg/dl)

 * P＜0.05, ** P＜0.01 vs Group A;  $ P＜0.01,vs Group B; # P＜0.05, vs Group C

0 week 1 week 2 week 4 week

Group A  6.67 ± 0.75  7.01 ± 0.57  7.54 ± 0.67  7.33 ± 0.48

Group B 22.32 ± 3.44** 27.56 ± 4.39** 25.62 ± 3.12** 30.55 ± 3.55**

Group C 22.86 ± 4.07** 19.33 ± 4.31*,$ 16.74 ± 4.59*,$ 13.65 ± 3.96*,$

Group D 24.42 ± 5.14** 20.86 ± 4.76*,$ 14.63 ± 4.72*,$ 8.48 ± 3.79#,$

Table 1. Changes of the Serum Glucose in Rhein Treated and Untreated Rats and Controls (mmol/L)

 * P＜0.05, ** P＜0.01 vs Group A;  $ P＜0.01,vs Group B; # P＜0.05, vs Group C

응을 35회 진행하였으며 이후 신장반응을 72℃에
서 10분간 진행하였다. 얻어진 PCR 생성물은 et- 
hidium bromide가 첨가된 2% agarose gel에 전
기영동하여 확인하였고 결과는 GAPDH 발현량에 
대한 상대적인 값으로 표현하였다.

7. 통계분석
모든 자료는 mean ± SEM로 표시하였다. 통

계분석은 개인용 컴퓨터 통계 프로그램 SPSS 윈
도우용 13.0판을 이용하여 two-way ANOVA를 수
행하였으며 각 군 간의 차이검정은 post hoc Turky’s 
test로 분석하였다. P값은 0.05 미만, 0.01미만
을 각각 통계학적으로 유의한 것, 매우 유의한 것
으로 판단하였다.

Ⅲ. 결     과
1. 혈당의 변화

STZ투여 후 쥐의 혈당은 높아져 20-30mmol/L
이며 Group B, Group C, Group D의 혈당농도는 
비슷하며 Group A보다 현저히 높다. Group B 는 
시간이 늘어남에 따라 혈당농도가 지속으로 높아
지는 양상을 보이고 Group C와 Group D는 대황

산 투여시간과 비례하게 혈당이 현저히 낮아지는 
양상을 보여 대황산 투여 4주째에는 Group B와 
현저한 차이를 보였으며 (P＜0.01) Group D의 효
과가 더욱 현저하였다. (Table 1)

2. 혈청 creatinine의 변화
STZ를 투여하여 DN을 유발한 후 혈청 creatinine

의 변화를 측정한 결과 Group B는 정상군 Group 
A에 비하여 유의하게 높아졌으며 (P＜0.01) 대황
산 투여 한 후 Group C 와 Group D의 혈청 cre- 
atinine 농도는 시간에 비례하게 낮아지는 양상
을 보였으며 투여 4주째는 정상군 Group A와 거
의 비슷한 농도를 나타냈다 (P＜0.01). (Table 2)

3. 면역조직화학 염색 관찰
신장조직에서 TGF-β1의 발현을 확인하고자 

면역화학염색을 실행한 결과 대황산 투여 4주 후 
신장에서 TGF-β1의 발현은 현저한 차이를 보이
고 있다. 정상군 Group A에서는 TGF-β1의 발
현이 세뇨관주위에서 약하게 발현되었지만 DN이 
유발된 Group B에서는 사구체 간질, 사구체 기
저부, 모세혈관주위 등에서 모두 강하게 발현되
었으며 대황산 투여 후 4주째 치료군인 Group C
와 Group D의 TGF-β1의 발현은 현저히 감소되
었음을 관찰할 수 있었다 (P＜0.01) (Fig. 1).
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Fig. 1. TGF-β1 immunohisto-staining in rat kidney (200 ×). A: non-diabetic control group; B: DN control group; C: the group treated 
with the low dose of rhein; D: the group treated with the high dose of rhein.

4. 신장조직에서 TGF-β1, Fibronectin  mRNA
의 발현
DN이 유발된 Group B의 TGF-β1의 mRNA 발

현은 정상군 Group A에 비해  높으며 대황산 치
료군 Group C의 TGF-β1 mRNA의 발현은 Group 
B보다 줄어들었지만 유의성을 나타내지 않았다. 
Group D의 TGF-β1 mRNA의 발현은 Group B
와 현저한 차이를 보여 유의성를 나타냈다. (P＜ 
0.05) Fibronectin mRNA의 발현도 비슷한 양상
을 보였지만 대황산 투여 4주째 Group C, Goup 
D의 Fibronectin의 발현은 Group B와 현저한 차
이를 보여 유의성를 나타냈다 (P＜0.05)  (Fig. 2).

Ⅳ. 고찰 및 결론
본 연구에서는 생쥐에 STZ를 투여하여 급성 인

슐린 의존성 당뇨병을 유발한 후 DN을 보이는 생
쥐의 신장조직에서 진행되는 병리적인 변화와 그 
원인을 분석하고 DN이 유발된 쥐에 대황산을 투
여하여 효과를 관찰 하였다. TGF-β은 다면발현
성 사이토카인의 대표적인 물질 중의 하나로, 25 
kDa의 이합체 단백질로서 섬유화를 유발하는 대
표적인 사이토카인으로 알려져 있으며, 잠복기 형
태로 분비되어 세포 표면과 세포외기질에 저장되
었다가 활성화 된다7). TGF-β는 TGF-β1, TGF-
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Fig. 2. TGF-β1 and fibronectin mRNA expression in renal cortex. A: Control group; B: DN Model group; C: Low concentration treated 
group; D: High concentration treated group

β2, TGF-β3, TGF-β4, TGF-β5등 5종류의 
아형들이 있고, 이들은 유사한 생물학적 작용을 
갖는다8,9). 그중에서 TGF-β1은 신장의 메산지
움, 신세뇨관 세포에 분포하고 있으며, 당뇨병성 
신증 발생에 있어 대표적인 인자 중의 하나로 생
각되고 있다. TGF-β1은 collagenase 생성억제
와 metalloprotease inhibitor의 생성을 증가시
켜 세포외간질 (ECM)을 조절한다3,10). 고혈당, 고
혈압, 사구체 내 혈압 증가, 안지오텐신 등은 잘 알
려진 당뇨병성 신증의 유발요인으로, 이 요인은 
마찬가지로 TGF-β1의 생성을 촉진시키는 요인
으로 작용하고 있다11). 

최근 TGF-β1의 생성을 억제하여 신장조직의 
섬유화를 억제하여 사구체 경화와 간질의 섬유화
로 인한 신장기능의 상실과 만성 신부전을 예방
하기 위한 연구를 많이 진행하고 있다. 본 연구는 
대황추출물을 이용하여 신장조직에서 TGF-β1 
및 Fibronection의 발현의 변화를 고찰하여 대황
산의 효과를 확인하여 당뇨병신장질환의 치료제
로 사용할 수 있는 가능성을 제시하였다.

대황산은 한약 대황의 주요 성분으로서 많은 연

구와 실험에서 DN을 치료할 수 있는 효과가 있을 
것으로 예측하고 있다12-14). 대황산은 세포의 당
대사를 조절하여 TGF-β의 역할을 저해하며 지
질대사의 혼란을 바로잡아 주고 내피세포와 인슐
린 저항성을 조절하여 당뇨병으로 인한 신장질환
을 치료할 수 있는 가능성을 보여주었다. 대황산
은 또 STZ로 유발된 당뇨병의 뇨단백의 배설을 감
소시키고 신장의 사구체 비후를 줄이고 사구체 간
질의 면적을 감소시켜 사구체에서 TGF-β1과 
GLUT1 mRNA의 발현을 감소시켜 당뇨병 쥐의 지
질 대사를 효과적으로 개선하여 혈청의 creatinine
의 농도를 조절하여 뇨단백의 배출을 감소하며 ECM
의 축적을 줄여서 사구체 경화를 막는다15,16). 

본 연구에서는 대황산은 당뇨병쥐의 혈당과 혈
중 creatinine의 농도를 줄이고 DN이 유발된 쥐
의 신장조직에서 TGF-β1의 발현이 사구체 간질
이나 세뇨관의 기저막 또는 모세혈관 주위에서 관
찰하였으며 대황산을 투여한 후 신장조직에서 TGF 
-β1의 발현, TGF-β1, Fibronectin mRNA의 발
현은 모두 현저히 감소되었음을 확인하였다. 활성
화된 TGF-β는 ECM의 축적을 늘이고 섬유화를 
촉진하는 작용이 있다. TGF-β는 또 제1형 콜라
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겐과 제4형 콜라겐, Fibronectin등의 ECM을 구
성하는 분자들의 합성을 촉진한다17). 본 연구에서 
보여준 대로 대황산 투여 후 신장조직에서 Fibr- 
onectin mRNA의 발현이 DN이 유발된 쥐보다 현
저히 줄어들어 대황산은 TGF-β의 활성화로 인
한 ECM의 생성을 억제하는 작용이 있음을 알 수 
있다. 이로부터 대황산은 신장조직의 섬유화를 억
제하여 당뇨병으로 인한 신장질환으로 발전하는 
것을 예방할 수 있는 유용한 치료제로 응용 될 가
능성을 제시하였다.
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