
서 론

간은 혈액이 매우 풍부한 장기로, 간 절제술이나 이

식술과 같은 외과적 수술 시 장시간의 허혈은 필수적

이다. 허혈은 혈액손실을 줄일 수 있다. 그러나 허혈 후

동반되는 재관류는 활성산소종(reactive oxygen species)

의 생성을 증가시키고(Ikebe 등 2001), 대식세포를 활성

화시켜 친염증 사이토카인의 분비를 증가시키며

(Yassin 등 2002), 호중성백혈구의 조직 내 침윤을 증가

시켜 허혈손상을 악화시킨다(Carini와 Albano 2003). 허

혈 및 재관류 동안 일어나는 조직 손상은 허혈양상화

(ischemic preconditioning)에 의해 보호될 수 있다(Mur-

ry 등 1986). 허혈양상화는 산화자극을 감소시킬 수 있

는 보호단백질을 증가시키는 것으로 알려져 있다(Lai

등 2004).

HO-1 (Heme Oxygenase-1)은 열충격단백질(heat shock

protein; HSP)로, 허혈 및 재관류 손상과 관련되어 있다.

증가된 HO-1은 허혈 및 재관류에 의한 간세포의 세포

자멸사(Nie 등 2002)와 염증(Hui 등 2007)을 감소시킨

다고 알려져 있다.

또 다른 열충격 단백질인 HSP70은 정상체온 이상의

온도에 노출된 경우, 광범위하게 발현 및 합성되어 세포

원거리 허혈양상화가 흰쥐의 간에서 HO-1과 HSP70, iNOS 발현에

미치는 영향
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간추림 : 허혈양상화는 허혈 전에 짧은 허혈과 재관류를 반복하는 방법으로 장시간의 허혈 및 재관류 손상

으로부터 조직을 보호하는데 효과적이다. 이에 저자들은 흰쥐의 다리에서 원거리 허혈양상화를 실시한 후,

간에서 발현되는 HO-1, HSP70, iNOS 단백질의 변화를 알아보고자 본 실험을 실시하였다.

허혈양상화 처치는 35주령 된 흰쥐의 왼온엉덩동맥에서 5분 허혈과 5분 재관류를 3회와 10회 반복하여

실시하였다. 허혈양상화 후 재관류 0, 3, 6, 24, 72시간에 간에서 발현되는 HO-1, HSP70, iNOS 단백질의 변화

는 면역조직화학염색과 Western blot 분석을 이용하여 알아보았고, 다음과 같은 결과를 얻었다.

간에서 HO-1 발현은 허혈양상화 3회군과 10회군에서 재관류 72시간에 정상대조군보다 유의성 있게 증가

하였다. HSP70 발현은 허혈양상화 3회군에서 재관류 6시간에 정상대조군보다 증가하였고, 재관류 72시간에

는 정상대조군과 비슷하였다. 그리고 허혈양상화 10회군에서 HSP70 발현은 재관류 직후에 정상대조군보다

증가하였고, 재관류 24시간과 72시간에는 정상대조군보다 유의성 있게 감소하였다. iNOS 발현은 허혈양상화

3회군과 10회군에서 재관류 24시간에 정상대조군보다 유의성 있게 증가하였으나, 재관류 72시간에는 감소

하였다.

본 실험결과를 종합해보면, 흰쥐의 왼온엉덩동맥에서 짧은 허혈과 재관류를 반복 실행하면, 간에서 재관류

초기에는 HSP70 발현이 증가하고, 재관류 72시간에는 HO-1 발현이 증가하며, iNOS 발현은 감소하는 것을

알 수 있었다.
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내에서 단백질들의 변성을 막는 샤페론(chaperon)의 기

능을 한다(Nam 등 2000). Lee 등(2001)은 hsp70.1 유전

자 결핍 쥐보다 정상 쥐에서 급성 국소 뇌허혈시 손상

이 감소한다고 하였다.

산화질소합성효소(nitric oxide synthase; NOS)는 L-argi-

nine을 이용하여 산화질소(nitric oxide; NO)를 생성한다.

NO는 잠재적인 혈관 이완제로 알려져 있으며, adenosine

과 더불어 허혈양상화의 효과를 일으킨다(Cooney 등

2006). 허혈양상화 처치로 발생한 NO는 간이식시 혈관

을 확장시켜, 허혈 후 재관류에 따른 호중백혈구와 부

착단백질(adhesion molecule)의 결합을 억제하여 백혈

구의 침윤을 방해한다(Compagnon 등 2005).

허혈양상화 효과는 Przyklenk 등(1993)의 결과와 같

이 국소부위 뿐 아니라 다른 위치에서도 효과가 있다

는 것이 증명되었다. 이를 원거리 허혈양상화(remote

ischemic preconditioning)라고 한다. 이에 본 연구자들

은 흰쥐의 다리에서 허혈 자극을 유도한 후 멀리 떨어

져 있는 간에서 HO-1, HSP70, iNOS 단백질들이 어떻

게 발현되는지를 알아보고자 본 실험을 실시하였다.

재료 및 방법

1. 실험동물

35주령의 Sprague-Dawley계 수컷 흰쥐(샘타코 바이

오, 한국)를 사용하여 정상대조군과 허혈양상화군으로

나누었으며, 허혈양상화군은 허혈양상화 횟수와 재관류

경과시간에 따라 세분하였다.

2. 허혈양상화 처치

우레탄(1.15 g/kg)을 15분 간격으로 2회 복강 내 주사

하여 실험동물을 마취시켰다. 허혈양상화 처치는 왼온

엉덩동맥을 흰쥐용 혈관집게로 5분간 집어 허혈시키고,

혈관집게를 제거하여 5분간 재관류시켰다. 발바닥이 하

얗게 변화되는 것으로 허혈을 확인하였고, 다시 붉게 변

화되는 것으로 재관류를 확인하였다. 3회 또는 10회 허

혈양상화 후 혈관집게를 제거하여 0시간, 3시간, 6시간,

24시간, 72시간 동안 재관류시켰다. 재관류 경과 시간이

지난 후, 경추탈골로 희생시키고 간을 분리하였다.

3. Western blotting

분리한 간에 단백질 분해효소가 첨가된 lysis buffer

(iNtRON biotechnology, Korea)를 3 mL/g 첨가하여 균

질화(homogenization) 시킨 뒤 단백질을 정량 분석하였

다. 70 μg의 단백질을 6%와 12% SDS-PAGE gel을 이용

하여 분리시킨 뒤 PVDF membrane (Amersham Biosci-

ences, UK)으로 이동시켰다. Membrane을 3% blocking

용액(3% 탈지분유, 25 mM Tris, 8% NaCl, 0.1% Tween-

20)으로 실온에서 1시간 동안 반응시킨 후, 일차항체

mouse anti-rat HO-1 항체 (1 : 1000, stressgen, Canada),

mouse anti-human HSP70 항체(1 : 1000, BD, USA), rab-

bit anti-mouse iNOS 항체(1 : 1000, stressgen)로 4�C에서

하룻밤 동안 적용시켰다. 2차 항체 ECLTM anti-mouse

IgG horseradish peroxidase 항체 또는 ECLTM anti-rabbit

IgG horseradish peroxidase 항체(Amersham Biosciences,

UK)를 1 : 1000으로 희석하여 1시간 동안 실온에서 반

응시켰다. Membrane을 ECLTM Western blotting detec-

tion reagent (Amersham Biosciences)로 1분 동안 반응

시킨 후, 필름(Fuji X-Ray film, Japan)에 현상하였다. 밴

드의 농도(density)는 Quantity one® (Gel Doc 2000, Bio-

rad Laboratory, Italy)을 이용하여 측정하였다.

4. 면역조직화학염색

80% 알코올로 함수과정을 거친 슬라이드를 3% 과산

화수소 용액(3% hydrogen peroxide in methyl alcohol)으

로 10분간 처리하여 내인성 과산화물의 활성을 억제시

키고, 0.4% 펩신(pepsin, Sigma, USA) 용액으로 10분 동

안 반응시켜 조직 내 항원을 노출시켰다. Blocking 용액

(PBS, secondary antibody normal serum 15 μL/mL, 2%

bovine serum albumin)으로 37�C에서 1시간 동안 반응

시킨 뒤, 일차항체 goat anti-human HO-1 항체 (1 : 50,

Santa Cruz Biotecnology, USA), goat anti-human HSP70

항체 (1 : 30, Santa Cruz), rabbit anti-human iNOS 항체

(1 : 30, Santa Cruz)를 blocking 용액에 희석하여 4�C에

서 하룻밤 동안 반응시켰다. 이차항체 biotinylated rab-

bit-anti goat IgG 항체 또는 goat-anti rabbit IgG 항체(1 :

200, Vector Laboratory, USA)를 실온에서 40분 동안 적

용시킨 후, ABC (Vector) 혼합용액을 실온에서 30분 동

안 반응시켰다. DAB kit (Vector)으로 발색시키고, 1%

methyl green으로 바탕염색을 하여, 광학현미경(Olympus

BX51, Japan)으로 사진을 찍어 관찰하였다. 음성대조군

은 일차항체만을 처리하지 않은 동일한 과정으로 염색

하였다.

5. 통계처리

측정값은 평균±SEM으로 표현하였으며, SigmaPlot
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10.0을 이용하여 student’s t-test로 통계처리 하고, P값

이 0.05 미만인 경우를 통계적으로 유의성이 있다고 판

정하였다.

결 과

1. Western blot 분석

1) HO-1 단백질 발현

허혈양상화 3회군에서, HO-1 발현은 재관류 0시간과

3시간에 정상대조군보다 감소하였고, 6시간 이후에는

정상대조군보다 증가되는 경향을 보였으나, 72시간에서

만 유의성이 있었다(P⁄0.05) (Fig. 1A).

10회군에서, HO-1 발현은 재관류 3시간 이후에 정상

대조군보다 증가되었으나, 72시간에서만 유의성 있게

증가하였다(P⁄0.05) (Fig. 1B).

2) HSP70 단백질 발현

허혈양상화 3회군에서, HSP70 발현은 재관류 3시간,

6시간, 24시간에는 정상대조군보다 유의성 있게 증가하

였고(P⁄0.05), 72시간에는 다른 재관류군보다 감소하

였다(P⁄0.05) (Fig. 2A).

10회군에서, HSP70 발현은 재관류 24시간과 72시간

원거리 허혈양상화와 간에서 발현되는 HO-1, HSP70, iNOS       169
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Fig. 1. HO-1 expression in rat liver after remote ischemic precon-
ditioning (IP). The expression of HO-1 increased at 72 hours of reper-
fusion groups after 3 (A) and 10 (B) IP, compared with normal
control groups. Value are means with the SEM shown by error bars
for 6 animals at each point. *P⁄0.05 compared with normal con-
trol group.
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Fig. 2. HSP70 expression in rat liver after remote ischemic precon-
ditioning (IP). (A): The expression of HSP70 increased at 3, 6, 24
hours of reperfusion groups after 3 IP, compared with normal
control groups. (B): The expression of HSP70 increased at 0 hour
of reperfusion groups after 10 IP, compared with normal control
groups and decreased at 24 and 72 hours of reperfusion groups.
Value are means with the SEM shown by error bars for 6 animals
at each point. *P⁄0.05 compared with normal control group, †P
⁄0.05 compared with 0 hr group, ‡P⁄0.05 compared with 3 hr
group, §P⁄0.05 compared with 6 hr group, ¶P⁄0.05 compared
with 24 hr group.



에 정상대조군 및 재관류 0시간, 3시간, 6시간보다 유의

성 있게 감소하였고(P⁄0.05), 재관류 6시간에 HSP70

발현은 재관류 0시간보다 유의성 있게 감소하였다(P⁄

0.05) (Fig. 2B).

3) iNOS 단백질 발현

허혈양상화 3회군에서, iNOS 발현은 재관류 24시간에

정상대조군과 재관류 3시간보다 유의성 있게 증가하였

다(P⁄0.05) (Fig. 3A).

10회군에서, iNOS 발현은 재관류 3시간과 6시간에 정

상대조군보다 유의성 있게 감소하였으나(P⁄0.05), 재

관류 24시간에는 정상대조군과 재관류 3시간보다 유의

성 있게 증가하였다(P⁄0.05) (Fig. 3B).

2. 면역조직화학염색

1) HO-1

정상대조군에서 HO-1 발현은 쿠퍼세포(사진 미첨부)

에서만 관찰되었고, 간세포에서는 관찰되지 않았다(Fig.

4A). 허혈양상화군에서 HO-1 발현은 간세포와 쿠퍼세포

(사진 미첨부)에서 관찰되었고, 중심정맥 주변의 간세포

에서 염색이 증가하였다. HO-1 발현은 허혈양상화 3회

와 10회군에서 재관류 24시간과 72시간에 강하게 관찰

되었다(Fig. 4B-E).

2) HSP70

정상대조군에서 HSP70 발현은 간세포와 쿠퍼세포(사

진 미첨부)에서 관찰되었으며, 간세동이 주변보다 중심

정맥 주변의 간세포에서 염색이 증가하였다(Fig. 5A).

허혈양상화군에서 HSP70 발현은 간세포와 쿠퍼세포

(사진 미첨부)에서 관찰되었고, 간세동이 주변보다는 중

심정맥 주변의 간세포에서 염색이 증가하였다. 허혈양상

170 전수경, 서윤경, 백두진
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Fig. 3. iNOS protein expression in rat liver after remote ischemic
preconditioning (IP). (A): The expression of iNOS increased at 24
hours of reperfusion groups after 3 IP, compared with normal con-
trol groups. (B): The expression of iNOS decreased at 3, 6 hours of
reperfusion groups after 10 IP, compared with normal control groups,
but increased at 24 hours of reperfusion groups after 10 IP, compar-
ed with normal control groups. (A): 3 IP, (B): 10 IP. Value are
means with the SEM shown by error bars for 6 animals at each
point. *P⁄0.05 compared with normal control group, ‡P⁄0.05
compared with 3 hr group.

Fig. 4. Immunolocalization of HO-1 in rat liver after remote ischemic preconditioning (IP) (original magnification X20). A: HO-1 staining
in normal control animals. B-E: HO-1 staining in 3IP24, 3IP72, 10IP24, 10IP72. 3IP: 3 cycles of IP, 10IP: 10 cycles of IP, 24: 24 hours after
IP, 72: 72 hours after IP.
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화 3회군에서 HSP70 발현은 재관류 6시간에 간세포와

쿠퍼세포 (사진 미첨부)에서 가장 강하게 관찰되었고

(Fig. 5B), 3회군과 10회군의 재관류 72시간에는 약하게

관찰되었다(Fig. 5C, D).

3) iNOS

정상대조군에서 iNOS 발현은 간세포에서 미약한 양

성으로 관찰되었으며, 쿠퍼세포(사진 미첨부)에서는 관

찰되지 않았다(Fig. 6A).

허혈양상화군에서 iNOS 발현은 간세포와 쿠퍼세포

(사진 미첨부)에서 관찰되었다. 3회군의 재관류 24시간

에 iNOS 발현은 정상대조군보다 약하게 관찰되었다(Fig.

6B). 10회군의 재관류 3시간에 iNOS 발현은 정상대조

군보다 약하게 관찰되었고(Fig. 6C), 재관류 24시간에

정상대조군보다 강하게 관찰되었다(Fig. 6D). 간세포에

서 발현된 iNOS는 허혈양상화 3회군보다 10회군에서

강하게 관찰되었다(Fig. 6).

고 찰

본 실험에서, 흰쥐의 왼온엉덩동맥에서 혈관집게를

사용하여 실시한 원거리 허혈양상화는 간에서 보호단

백질들의 발현을 유도하였다.

간경화를 일으킨 흰쥐에 HO-1 유도자인 hemin을 투

여하고 허혈과 재관류를 실시하면, hemin을 투여하지 않

은 간보다 활성산소기가 감소되며, 염증과 세포자멸사

도 감소되었다. 이는 허혈과 재관류 시 HO-1이 항산화

효소인 MnSOD를 증가시키고, NF-kB의 활성을 감소시

키며 caspase-3의 발현을 억제시키는 데 관련이 있음을

보여준다(Hui 등 2007). 또한, 흰쥐의 넙다리동맥에서 실

시한 허혈양상화는 간에서 HO-1 mRNA의 발현을 증가
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Fig. 5. Immunolocalization of HSP70 in rat liver after remote ischemic preconditioning (original magnification ×20). A: HSP70 staining
in normal control animals. B-D: HSP70 staining in 3IP6, 3IP72, 10IP72. 3IP: 3 cycles of IP, 10IP: 10 cycles of IP, 6: 6 hours after IP, 72:
72 hours after IP.
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Fig. 6. Immunolocalization of iNOS in rat liver after remote ischemic preconditioning (original magnification ×20). A: iNOS staining in
normal control animals. B-D: iNOS staining in 3IP24, 10IP3, 10IP24. 3IP: 3 cycles of IP, 10IP: 10 cycles of IP, 3: 3 hours after IP, 24: 24
hours after IP.
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시킨다고 보고되었다(Lai 등 2006).

본 실험에서도, 원거리 허혈양상화를 실시하면 간에서

HO-1 발현이 유도되었다. 3회군에서는 재관류 초기에는

감소되었으나, 재관류 6시간 이후 대조군보다 점차 증

가하였고, 72시간에는 유의성 있게 증가되었으며, 10회

군에서는 재관류 3시간 이후부터 점차 증가하였다. 따라

서, 재관류 초기부터 HO-1 발현이 유도되었으며, 정상대

조군보다 증가한 것을 알 수 있었다. Terry 등(1999)은

사람의 내피세포를 친염증 사이토카인인 TNF-α와 IL-

1α에 노출시키면 활성산소종의 발생으로 HO-1 mRNA

가 증가된다고 하였다. 본 실험에서도 다리에서의 허혈

양상화가 간세포에서 활성산소기와 염증성 매개물을 증

가시켰을 것이라 생각하며, Hui 등(2007)과 Lai 등(2006)

의 결과처럼, 증가된 HO-1 발현은 재관류로 증가된 활

성산소기와 염증성 매개물을 감소시킬 것으로 생각된

다. 이를 확인하기 위해 허혈양상화 후 간에서 발현되

는 염증 관련 인자들과 세포손상 그리고 활성산소기의

생성정도를 확인하는 연구가 더 진행되어야 할 것이다.

분자량 70 kDa의 HSP70은 허혈 및 재관류에 의해 유

도된다(Latchman 2001, Kim 등 2005). Kume 등(1996)

은 흰쥐의 간샘창자인대에서 15분 허혈양상화 후 48시

간 뒤에 30분 동안 허혈시키고 40분 동안 재관류시키

면, 간세포 내에 HSP70이 증가하여 간 기능을 회복시키

고, 생존율도 증가시킨다고 하였다. 그리고 허혈시간이

너무 긴 경우에는 재관류 후에도 HSP70이 발현되지

않는다고 했다. 또한, Kim 등(2005)은 허혈 및 재관류시

HSP70의 발현이 감소하여 세포자멸사가 증가한다고

하였다. 그러나, Sakai 등(2003)은 3시간의 허혈은 간세

포의 세포자멸사를 증가시키며, HSP70 단백질과 HSP70

mRNA를 감소시킨다고 하였다. 본 실험에서는 원거리

허혈양상화를 3회 반복한 후, HSP70 발현이 재관류 6

시간에 간에서 최대로 증가한 이후 감소하기 시작했으

나, 모든 재관류 군에서 정상대조군보다 증가하였다. 그

러나, 10회군에서 HSP70 발현은 재관류 0시간에 최대

로 증가한 이후에 감소하기 시작하여 재관류 후기에는

정상대조군보다도 감소하였다.

본 실험의 허혈양상화 3회군에서 HSP70 발현은 Kume

등(1996)과 Kim 등(2005)의 결과처럼 증가되었고, 이는

허혈양상화로 발생하는 활성산소기로부터 간세포를 보

호하는데 관여할 것이라 생각된다. 그러나 허혈양상화

10회군에서는 HSP70 발현이 증가되지 않았는데 이는

허혈양상화 횟수를 증가시켜도 HSP70의 발현이 증가

되지 않는다는 Qian 등(1999)의 실험결과와 일치하였

다. 또한, Sakai 등(2003)의 실험결과처럼 10회의 반복

적인 허혈은 HSP70 발현을 감소시켰다. 이는 10회의 허

혈양상화가 다량의 활성산소기를 생성하여 간세포 손

상을 유도할 것으로 생각된다. 또한 10회의 허혈양상화

군에서 재관류 후기까지 HO-1 발현이 증가된 것은 3회

군 보다 많은 활성산소기가 유도된 결과라 생각된다.

허혈양상화 또는 허혈은 NOS를 증가시켜 NO를 합성

하는 것으로 알려져 있으며, 허혈 또는 허혈양상화 과

정에서 생성되는 활성산소종은 NO와 빠르게 결합하여

세포독성이 있는 ONOO-를 발생시킬 수 있다(Ha 등

2004). 열충격단백질에 속하는 HO-1은 헴(heme)분자를

일산화탄소(carbon oxide; CO), free iron, biliverdin으로

분해하는 촉매 효소로(Vesely 등 1998), 많은 양의 NO

는 세포독성을 증가시키면서, HO-1의 증가를 유도한다

고 하였다(Hoetzel 등 2001). Katori 등(2002)은 허혈

또는 산화자극으로 HO-1이 활성화되면 이차적으로 CO

의 생성이 증가하는데, 이는 iNOS의 발현을 억제시켜

NO의 생성을 감소시킨다고 하였다. 또한 Datta 등(1999)

은 사구체신염이 있는 쥐의 사구체에서는 iNOS mRNA

발현이 증가되어 NO의 생성과 HO-1의 발현을 증가시

키나, HO-1에 의해 생성된 CO는 iNOS를 불활성시키

고, iron은 iNOS의 전사를 방해한다고 하였다. Zhang

등(2003)은 흰쥐의 담관을 결찰하여 간허파증후군(he-

patopulmonary syndrome)을 유도하면 간세포에서 HO-

1의 활성이 증가되어 iNOS의 발현이 감소된다고 하였

으나, HO 억제제를 투여하면 iNOS의 발현이 증가되며

간세포 손상이 증가된다고 하였다.

본 실험 결과, 원거리 허혈양상화 3회군과 10회군 모

두에서 iNOS 발현은 재관류 24시간에 정상대조군보다

증가되었다가 72시간에 대조군 수준으로 감소되었다.

한편 HO-1 발현은 원거리 허혈양상화 3회와 10회군에

서 모두 재관류 72시간에 정상대조군보다 증가되어 있

었다. 이는 Datta 등(1999)의 실험결과처럼 재관류 72

시간에 증가된 HO-1 발현이 iNOS 발현을 감소시켰을

것이라 생각되며, Zhang 등(2003)의 실험결과처럼 증가

된 HO-1은 활성산소기로부터 간세포를 보호할 것이라

생각할 수 있었다.

또한, 원거리 허혈양상화 3회군과 10회군에서 재관류

초기에 iNOS 발현은 대조군 수준으로 유지되었고, HSP70

발현이 증가되어 있었다. Wang 등 (2006)은 과발현된

HSP70은 세포의 미세구조 손상을 감소시키고, iNOS의

활성을 변화시켜 NO 생성을 감소시킨다고 하였다. Datta

등(1999)도 미약한 또는 중등도의 허혈손상이 있을 때

는 HSP70이 증가되어 세포를 보호하지만, 장시간의 허

혈로 다량의 활성산소기가 생성되는 경우에는 HO-1이
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증가되어 세포를 보호한다고 하였다. 본 실험에서도 재

관류 초기에 증가된 HSP70 발현과 후기에 증가된 HO-

1 발현이 간세포를 활성산소기로부터 보호하는데 관여

할 것이라 생각된다.

그러나, 본 실험에서는 원거리 허혈양상화 후 재관류

시간에 따라 간에서 HO-1과 HSP70, iNOS 발현만을 관

찰하였기 때문에, 앞으로 HO-1과 HSP70이 세포를 보호

하는데 관여하는지를 확인하고 iNOS가 세포손상에 직

접 영향을 주는지 연구해야 할 것이다.

본 실험결과를 종합해보면, 흰쥐의 왼온엉덩동맥에서

짧은 허혈과 재관류를 반복 실행하면, 간에서 재관류 초

기에 HSP70 발현이 증가하였으며, 재관류 72시간에는

HO-1 발현이 증가되며, iNOS 발현은 감소되는 것을 알

수 있었다.
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Changes in HO-1, HSP70 and iNOS Expressions in the Rat Liver
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Abstract : Ischemic preconditioning (IP), short pre-treatment sublethal ischemia, induces a state of protection

against subsequent prolonged ischemia-reperfusion. The purpose of this study was to investigate the expression

of HO-1, HSP70, and iNOS proteins in the liver subjected to the courses of reperfusion after repetitive cycles of

remote IP in the rat.

Using thirty five week-old rats, the remote preconditioning was undertaken by vascular clamp occlusion of

blood flow to one hindlimb, with 3 and 10 cycles of 5 minutes occlusion followed by 5 minutes reperfusion. The

liver was removed 0, 3, 6, 24, and 72 hours of reperfusion after remote IP and assayed by immunohistochemical

staining and Western blotting analyses for anti-HO-1, anti-HSP70, and anti-iNOS antibodies.

The expression of HO-1 in rat liver increased at 72 hours of reperfusion groups after 3 and 10 cycles of remote

IP, compared with normal control groups. The expression of HSP70 in rat liver increased at 6 hours of reperfusion

groups after 3 cycles of remote IP, compared with normal control groups. The expression of HSP70 in rat liver

increased at 0 hour of reperfusion groups after 10 cycles of remote IP, compared with normal control groups and

decreased at 24 and 72 hours of reperfusion groups. The expression of iNOS in rat liver increased at 24 hours of

reperfusion groups, but decreased at 72 hours of reperfusion groups after 3 and 10 cycles of remote IP, compared

with normal control groups.

In summary, these results showed that at early phase of reperfusion after remote IP, HSP70 expression was

increased in rat liver. However, at 72 hrs of reperfusion after remote IP, HO-1 expression was increased and

iNOS expression was decreased in rat liver.
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