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Ⅰ. 서 론

혈관형성(angiogenesis)은 종양의 성장, 침투 및 전이에 꼭 필요

한 과정이다1,2). 혈관화가 잘 이루어진 종양의 경우 국소적이나

원격전이에 의해 팽창하는 반면, 혈관화가 되지 않을 경우 지름

1~2cm 이상 성장할 수 없다고 알려져 있다3). 따라서 혈관형성억

제제를 이용한 종양의 치료는 전도 유망한 치료방법이라고 할

수가있다.  

여러 가지의 혈관형성억제제, 예를 들면, fumagillin 유사체인

TNP470, 상어연골에서 유래된억제제인 squalamine, v3 integrin에

대한 항체인 Vitaxin, vascular endothelial growth factor(VEGF)에 대

한단클론항체와 thalidomide 등이현재임상적으로사용되고있

다4-8).

Thalidomide(α-N-phthalimidoglutarimide)는 진토(nausea)의 효력

을 갖는 진정제로서 사용되었었고, 토끼의 각막을 이용한 신생

혈관분석(corneal neovascularization assay)에서 강력한 혈관형성

억제의 효력을 갖는다고 입증되었으며9), VEGF에 의한 혈관형성

을 억제해서 종양의 성장을 감소시킨다고 보고되었다10). 여러 종

류의 고형성 종양(solid tumor)을 치료하기 위해서 thalidomide를

이용한 임상적인 시도가 보고되고 있다11-13). 하지만 구강암을 치

료하기위한혈관형성억제제의효력은충분히연구되지않았다. 

VEGF는 일차적으로 혈관내피세포(endothelial cell)에 특이성
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Angiogenesis is an essential process for the growth, invasion and metastasis of cancer. However, it is uncertain that antiangiogenic
effects can be a major treatment strategy of oral cancer. The aim of this study was to investigate whether thalidomide, which is known
to be a potent inhibitor of angiogenesis, have inhibitory effect on the growth and antiangiogenic effects of oral squamous cell carcino-
ma(OSCC) xenografted in nude mice and whether antiangiogenesis of thalidomide can be included as a major treatment strategy of
oral cancer. 

After human oral squamous cell carcinoma strain KB was subcutaneously implanted in 20 nude mice, the volume of tumor was mea-
sured every three days. When the tumor mass reached 75~100mm3, thalidomide(200mg/kg/d) was administered into 10 experimental
nude mice and the same volume of distilled water was administered into 10 control nude mice and the tumor volume was measured
every three days. The excised tumor masses on the 30th day after administration were frozen and processed for immunohistochemistry
using vascular endothelial growth factor(VEGF) and CD31. We evaluated microvessel density and VEGF expression. 

The results were as follows ;
1. Thalidomide retarded the growth of human OSCC as compared with the control group, but   it was not statistically significant. 
2. A statistically significant lower microvessel density was observed in the thalidomide-treated group than in the control

group(p<0.01) and thalidomide significantly reduced VEGF expression (p<0.01). 
Thalidomide exhibited significantly antiangiogenic effect, but did not inhibit the growth of human OSCC effectively. Antiangiogenic

therapy of thalidomide alone is not likely to be effective in the treatment of human OSCC, but might be regarded as adjuvant
chemotherapeutic strategy.
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(specificity)을 갖는다. VEGF는 혈관 내피세포에 직접 작용해서

혈관내피세포를 증식시키고, 투과도를 증가시켜 병적인 상황과

생리적인 상황에서 혈관형성을 유도한다14). 따라서 혈관형성은

VEGF의 발현에 의해 반영될 수가 있는 것이다. VEGF는 고등급

의 구강편평상피세포 이형성증과 침투성의 구강편평상피세포

암종에서 두드러지게 발현된다고 보고되고 있는데, 그것은 구강

편평상피세포암종의 성장이 부분적으로는 혈관형성에 의존한

다는 것을 제시한다15). 따라서 혈관형성억제제는 구강편평상피

세포암종을 치료하거나, 최소한 암종의 성장을 억제한다고 추정

할 수가 있다. 본 연구에서는 강력한 혈관형성억제제라고 알려

져 있는 thalidomide가 누드마우스(BALB/c/nu)에 이종이식된 구

강편평상피세포암종의 성장을 억제하는지와 thalidomide의 혈관

형성억제 작용이 구강편평상피세포암종에도 나타나는지를 평

가하고, thalidomide에의한구강암의치료가향후전략적인치료

방법에포함될수있는지를평가하는데그목적이있다. 

Ⅱ. 실험재료 및 방법

1. 누드마우스 및 구강편평상피세포암종 세포접종체

(cell inoculum) 준비

누드마우스는 BALB/c/nu(Korea Research Institute of Bioscience

and Biotechnology, Korea)를 기본종으로, 20마리 모두 생후 6~8

주, 체중이 약 20g의 암컷만을 사용하였다. 멸균 소독된 쥐장에

서 멸균된 물과 사료를 공급하였고, 층판기류(lamina flow)를 지

속적으로유지한크린벤취속에두어청정한환경을유지하였으

며, 모든 술식 또한 크린벤취 속에서 시행하였다. 누드마우스의

주야간생물학적주기를위하여실내등을 12시간은조영하고, 12

시간은점멸하였다16).

KB세포주(ATCC, VA, USA)를 기본세포주로 하여, 10% fetal

bovine serum(Gibco, NY, USA), 100U/ml 페니실린과 100g/ml 스트

렙토마이신(Gibco, NY, USA) 항생제를 함유한 Dulbeco’s

Modified Eagle Medium(Gibco, NY, USA) 10ml를 2일에 한 번씩 교

환하면서 지름 80mm의 세포배양용 플라스크(Nunc, Denmark)에

서 37℃, 습도 90%, 5%의 CO2 및 95%의 공기의 조건을 유지하는

세포배양기에서 배양 및 계대배양하여 증식하였다. 증식된 세포

는 계대배양시와 같이 Trypsin(0.1%)-EDTA 3ml를 넣고 배양기에

서 5분간 세포를 부양시켰다. 부유액을 원심분리(1200rpm, 3분)

하여세포를농축하고 hemocytometer로세포수를산정하여세포

접종체를준비하였다.

2. 종양유도, 종양크기 측정 및 thalidomide 투여

준비된 세포접종체를 이용하여, 누드마우스 한 마리당 0.2cc

의 배양액에 포함된 약 5×106개의 세포를 1cc 주사기 및 25게이

지의 주사바늘을 이용하여 누드마우스 등(flank)에 피하주사 접

종하였다. 종양의 길이와 너비를 caliper로 3일에 한 번씩 측정하

여 Gutman 등이 제안한 방법의 공식17)으로 종양의 부피를 산출

하였다. 

Volume(mm3) = Length×Width2×1/2

(Length : 장경, Width : 단경) 

상대종양부피(RTV)를 다음과 같은 공식, 즉 RTV = Vi/Vo으로

산출하였는데, 여기서 Vi는정해진시간에측정한종양의부피이

고, Vo는 투약을 개시한 시점에서의 종양의 부피로서 각각의 실

험동물은 약물의 독성을 평가하기 위해서 3일에 1회씩 체중을

측정하였다. 

누드마우스에 유발된 종양의 부피가 75~100mm3의 크기로 착

상(implantation) 되는데 경과한 시간은 7일이었으며, 7일째부터

임의로 두 군으로 나누었고, 각 군당 10마리씩 배분하여 치료를

시작하였다18). 실험군은 증류수에 thalidomide(Calbiochem, San

Diego, CA, USA)를 현탁시켜 200mg/kg/d을, 대조군은 동량의 증

류수를 하루에 1회씩 희생할 때까지 29게이지 주사바늘을 이용

하여복강내주사하는방법으로투여하였다.

3. 면역조직화학검사

누드마우스는 투약한지 30일째에 경추탈구의 방법으로 희생

하였고, 면역조직화학검사를 위해 종양조직을 절개한 후 동결표

본으로만들었다.

4μm 두께의동결조직절편을준비하여 streptavidin-biotin-peroxi-

dase(DAKO LSAB Kit, Peroxidase K680)방법으로 면역조직화학검

사를 시행하였다. 내인성 peroxidase의 활성을 억제하기 위해 동

결조직표본을 3% 과산화수소수용액으로 5분간처리한 후, 증류

수와 PBS로 세척하였다. 미세혈관 밀도를 구하기 위해 CD31

(platelet/endothelial cell adhesion molecule;PECAM-1)19) JC70 단클론

항체를 1 : 20으로 희석한 뒤 30분간 상온에서 부란한 후 strepta-

vidin-biotin-peroxidase complex를결합(conjugation)하였다.

VEGF의 발현을 알아보기 위해 동결조직절편을 3% normal

swine serum으로 한 시간 부란시켜 비특이적 IgG 결합을 방지하

였다. VEGF 다클론항체(A-20, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA)

를 1 : 400으로 희석하여 사용하였고, 4℃에서 밤새 반응시켰다.

Streptavidin-biotin-peroxidase complex를 결합시킨 후 발색은 3,3′-

diaminobenzidine hydrochloride(DAB)으로 하였고, 대조염색은

Mayer’s hematoxylin을 이용하였다. 혈류 공급이 풍부하다고 이

미 알려져 있는 유방암종의 조직을 양성대조로 삼았으며, 음성

대조는일차항체를정상 swine serum으로대체한것으로하였다.

4. 미세혈관 밀도 측정, VEGF의 발현도 측정 및 통계

분석

미세혈관 밀도는 Arapandoni-Dadioti 등이 기술한 방법으로 평

가하였다20). 종양에서 멀리 떨어진 부위와 괴사부위의 미세혈관

은제외하고종양주위에서단위면적당가장많은수의미세혈관

을 가진 부위를 저배율(×100)에서 세 군데를 찾은 뒤 고배율(×
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250)에서 모세혈관의 수를 세어 그 평균값으로 하였다. VEGF 발

현강도는 Takahasi 등이 제시한 0에서 3+까지의 단위로 등급

(grade)을매겼다21) ; 0 : 발현이전혀안됨, 3+ : 가장강한발현, 그

리고 VEGF의발현강도에따라구강편평상피세포암종을두그룹

으로나누었는데, 발현이전혀안되었거나, 약하게되었을경우,

즉 그룹 0과 1+에 해당하는 경우는 VEGF-poor로 간주하였고, 발

현의 강도가 중등도거나 강하게 되었을 경우, 즉 그룹 2+와 3+에

해당하는 경우 VEGF-rich로 간주하였다22). 미세혈관 밀도 측정과

VEGF 발현도 측정은 두 명의 검사자가 2회씩 double blinded

technique으로측정하였다.

체중의 변화, 상대종양부피 및 미세혈관 밀도의 차이는 Mann-

Whitney non-parametric analysis을이용하여분석하였고, VEGF 발

현강도의 차이는 Chi-square test를 이용하였으며, 유의수준은

p<0.05로정하였다.  

Ⅲ. 결 과

1. 체중의 변화

세포접종체를 피하주사한 날로부터 체중의 변화를 그래프로

나타내었을때대조군과실험군모두치료가진행되면서체중의

감소와 증가가 불규칙하게 반복되는 양상을 나타내었고, 두 군

사이에통계적유의성은없었다(Fig. 1). 

2. 상대종양부피

상대종양부피는 대조군에서 계속해서 증가하는 양상을 보여

치료한 지 6일째 2.68±1.73, 18일째 7.98±4.79, 그리고 30일째에

는 13.209±6.03을나타내었다. Thalidomide로치료한실험군에서

도 10마리 모두 실험이 진행되는 동안 계속해서 증가하는 양상

Fig. 1. Body weight change of nude mice. Fig. 2. Mean relative tumor volume(RTV) after administration

of thalidomide.

Fig. 3. CD31 immunohistochemistry findings in the control

group(x200). Brown stained cytoplasmas of endothelial cells

were shown. 

Fig. 4. CD31 immunohistochemistry findings in the thalido-

mide-treated group(x200). Microvessels were rarely or sparsely

shown in the connective tissue layer around OSCC cells. 
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을 보여 치료한 지 30일째에 8.37±0.85로 나타났는데, 그것은 종

양부피가 실험하는 동안 평균 8.37배로 증가한 것을 의미한다.

Thalidomide는대조군에비해종양의성장을지연시켰으나, 통계

적으로유의성은없었다(Fig. 2).

3. 미세혈관 밀도와 VEGF의 발현도

CD31 항체에 의해 혈관내피세포의 세포질이 갈색으로 염색되

었는데, 종양세포 주위 결합조직에서 대조군의 미세혈관이 실험

군에 비해 더 많이 관찰되었다(Fig. 3, Fig. 4). 미세혈관 밀도는

thalidomide로 치료한 실험군이 대조군보다 최소한 2배 이상 더

낮았으며, 통계적으로유의성이있었다(p<0.01, Fig. 5). 

VEGF는 종양세포의 세포질에 갈색으로 염색되었는데, 대조군

에서 thalidomide로 치료한 실험군에 비해 훨씬 많이 관찰되었다

(Fig. 6, Fig. 7). 대조군은 10마리 모두 중등도 이상의 발현강도를

보여 VEGF-rich가 100%로나타났으며, thalidomide로치료한실험

군에서는 10마리중 2마리에서중등도의발현강도를보여 VEGF-

rich가 20%로 나타났다(Table 1). Thalidomide는 VEGF의 발현을

통계적으로유의성있게감소시켰다(p<0.01). 

Ⅳ. 총괄 및 고안

고형성 종양(solid tumor)의 성장, 침투 및 전이는 혈관형성

(angiogenesis)을 통해서 이루어진다는 것은 잘 알려져 있다1,2). 종

양세포는 혈관형성인자(angiogenic factors)들을 분비하여 혈관형

성을 유도한다1). 이러한 혈관형성인자에는 aFGF(acidic fibroblast

growth factor), bFGF(basic fibroblast growth factor), TGF-α(trans-

forming growth factor-α), TGF-β(transforming growth factor-β),

VEGF(vascular endothelial growth factor), interleukin-8, TNF(tumor

necrosis factor)와 PD-ECGF(platelet-derived endothelial cell growth

factor) 등이 있다23). 이 중에서 VEGF와 PD-ECGF는 in vivo상에서

혈관형성력을 가지고 있다고 알려져 있고23), 특히 VEGF는 혈관

내피세포의분열촉진인자(mitogen)로서최근에종양의혈관형성

을 핵심적으로 조절한다고 인정받고 있다2). VEGF는 특이적으로

Fig. 7. VEGF immunohistochemistry findings in the thalido-

mide-treated group(×200). Brown stained cytoplasms in

OSCC cells were shown very rarely or sparsely.

Fig. 5. Comparison of microvessel density in both thalido-

mide-treated group and control group.

Fig. 6. VEGF immunohistochemistry findings in the control

group(×200). Brown stained cytoplasms of OSCC cells were

shown very much.

Table 1. Correlations of VEGF expression in each drug

treated group

Group
Number of VEGF-rich 

Grade Number
tumor(%)

0 0

Control group
10/10(100%)

1 0

(N=10) 2 6

3 4

Thalidomide 
0 2

treated group 2/10(20.0%)
1 6

(N=10)
2 2

3 0
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혈관내피세포의 분열을 유도하는 cytokine으로서 혈관투과도

(vascular permeability)를 증가시키고, 혈관내피세포의 분화, 이동

및 생존을 촉진시켜 혈관형성을 유도함으로써 결국 종양세포의

성장을 증진시키는 작용을 한다22,24). VEGF 발현 상실은 미세혈관

밀도와혈관투과도를떨어뜨리고 apoptosis를증가시킨다28). 따라

서 종양의 성장 잠재력을 반영하는 혈관형성은 VEGF의 발현으

로평가할수가있다. 

미세혈관 밀도가 방광암, 대장암, 위암과 흑색종에서 경부 임

파절 전이, 종양의 재발, 나쁜 예후와 상관관계가 있다고 보고되

었으며26-29), 구강편평상피세포암종에있어서도종양의성장, 종양

의침습성, 경부임파절전이, 나쁜예후와미세혈관밀도와의관

계를보여준연구는많이있다14,30,31). 

혈관수의 측정은 Arapandoni-Dadioti 등이 기술한 방법으로 평

가하였는데, 종양에서 멀리 떨어진 부위와 괴사부위의 미세혈관

은 제외하였다. 미세혈관 계산시 근육층을 가지거나, 적혈구의

직경보다 8배이상의직경을가진큰혈관은제외하였으며, 혈관

내강의 유무와 상관없이 CD31 항체에 양성이고 인접세포군과

명백하게 분리되어 있는 내피세포 집락은 한 개의 혈관으로 인

정하였다. 그리고 염증에 의한 혈관증식을 제외하기 위해 종양

근처에서혈관수가많더라도염증이심한부분은혈관수측정부

위에서제외시켰다20).

VEGF 발현을 평가하는데 있어서 본 연구에서 사용한 Takahasi

등21)이 제시한 방법외에 세포막이나 세포질에 갈색으로 염색되

는 세포가 종양세포의 5% 이상이면 염색강도에 상관없이 양성

으로 판정하는 방법32)과 종양세포의 30% 이상에서 인접한 정상

조직에 있는 근육층에 염색되는 강도보다 더 강하게 발현되는

경우 양성으로 판정하는 방법33) 등이 있지만, 더 객관적이고 양

적인 평가를 위해 중합효소 연쇄반응을 이용한 VEGF mRNA의

발현을알아볼필요가있을것같다.

혈관형성이 고형성 종양의 성장, 침투 및 전이에 꼭 필요한 과

정이기 때문에, 종양의 치료를 위해 여러 가지 혈관형성억제제

가 현재 임상적으로 사용되어져 오고 있다5-7,34). Thalidomide(α-N-

phthalimidoglutarimide)는 1950년대에강력한항구토작용을갖는

안전한 진정제로서 소개되었으며, 임산부들에게 임신 1기의 오

심(입덧)을 진정시키기 위해 처방하였다35). 1960년대 초반에 thal-

idomide가 기형을 유발한다는 보고가 있은 후36,37), 사용이 중단되

었지만, 최근에 bFGF와 VEGF가 유도하는 혈관형성억제를 포함

한 다양한 약리학적 효과로 새로운 관심을 끌고 있다9).

Thalidomide는 나성결절홍반(erythema nodosum leprosum)38), 조

직을 이식받은 환자들의 graft-versus-host disease39), HIV 감염자의

구강과 구인두에 발생한 아프타성 궤양40) 및 Crohn’s disease41)를

치료하는데 효과적이라고 알려져 있다. D’Amato 등은 thalido-

mide가기형을유발하는것은혈관형성억제작용과관련이있을

수있다고제시하였다42). 

여러 종양의 세포주들을 실험동물에 이종이식한 후 혈관형성

억제제로서의 thalidomide을 평가한 실험적 연구가 다수 보고되

었지만, 구강편평상피세포암종 세포주에 대해 혈관형성억제제

로서의 thalidomide를평가한논문은보고된바가없다. 누드마우

스에이종이식된전립선암(LNCaP)에서낮은미세혈관밀도와종

양성장억제 효과가 통계적으로 유의성 있게 나타났고43), 토끼에

이종이식된 V2 암종에서는 thalidomide 단독 투여시에는 종양의

성장을 55% 억제하였고, 비스테로이드성 소염 진통제인 sulindac

과 병용 투여시에는 종양의 성장을 75% 억제하였으며, 낮은 미

세혈관 밀도를 보였다44). 누드마우스에 이종이식한 식도암(ES63)

에서낮은미세혈관밀도와낮은 VEGF 발현도및종양성장억제

효과가 유의성 있게 나타났지만, 다른 세포주의 식도암(ES80)에

서는 유의성이 없어 세포주에 따른 반응도의 차이를 보였다45).

동계(syngenic)의쥐에이종이식된흑색종(B16-F10)과결장암(CT-
26)에서는 종양성장 억제효과가 유의성 있게 나타나지 않았다46).

본 연구에서는 구강편평상피세포암종에서 thalidomide가 미세혈

관 밀도와 VEGF의 발현을 감소시키는 등 혈관형성억제 작용을

유의성 있게 나타내었으나, 종양의 성장을 효과적으로 억제하지

는못하였다. 

실험을 시작하기 전에 구강편평상피세포암종의 성장이 혈관

형성인자에 의한 혈관형성에 달려 있다면, 구강편평상피세포암

종의 성장은 thalidomide로 억제가 가능하리라는 가설을 세웠다.

하지만 thalidomide로 치료한 실험군에서 미세혈관 밀도와 VEGF

의발현은유의성있게감소하였는데도불구하고오히려구강편

평상피세포암종의 성장은 비록 대조군에 비해서는 지연되었으

나, 실험이 진행중인 동안 계속해서 지속되었다는 사실은 다음

의 내용을 시사한다고 볼 수가 있다. 첫번째로 thalidomide는 혈

관형성을 완전히 억제하지는 못하였기 때문에, 억제되지 않고

남아 있는 아주 적은 양의 혈관형성도 구강편평상피세포암종의

성장을 유지하는데 충분하다고 생각된다. 두번째로 종양마다 주

된 혈관형성인자가 있기 때문에, 효과적인 치료결과를 얻기 위

해서는 종양의 혈관형성을 우세하게 조절하는 주된 혈관형성인

자를 평가해서 가장 적합한 혈관형성억제제를 선택해야 한다고

제안된 보고45)로부터 VEGF는 구강편평상피세포암종의 주된 혈

관형성인자가 아닐 가능성이 있다. 세번째로 두경부 영역은 해

부학적으로혈류공급이풍부하기때문에구강암의성장은다른

부위의 종양보다 혈관형성에 덜 의존적이고, 종양세포의 유전적

변이로 인해 종양세포는 무산소 환경에서도 성장을 할 수가 있

으며, 혈관형성은 종양의 성장을 조절하는 많은 인자 중 한 가지

에지나지않는다47,48). 

앞으로 thalidomide가 구강편평상피세포암종의 성장과 VEGF

에 의한 구강편평상피세포암종의 성장 반응도에 미치는 효과를

알아보기 위해서 여러 종류의 구강편평상피세포암종 세포주를

이용한실험이진행되어야할것으로보인다.  

Ⅴ. 결 론

구강편평상피세포암종인 KB 세포주를 기본주로 하여, 누드마

우스에 이종이식한 후 thalidomide의 in vivo 항암효과와 혈관형

성억제에관한연구를통하여다음과같은결론을얻었다. 

1. Thalidomide는 대조군에 비해 종양의 성장을 지연시켰으나,
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통계적으로유의성은없었다. 

2. 미세혈관 밀도는 thalidomide로 치료한 실험군이 대조군에

비해서 통계적으로 유의성 있게 감소하였으며(p<0.01), thal-

idomide는 VEGF의 발현을 통계적으로 유의성 있게 감소시

켰다(p<0.01).  

이상의 결과에서 thalidomide는 구강편평상피세포암종에서 혈

관형성억제 작용을 유의성 있게 나타내었으나, 성장을 효과적으

로 억제하지는 못 하였고, 구강편평상피세포암종을 치료하는데

있어서 thalidomide 단독으로는 한계를 보이며 보조화학요법의

한방법으로사용될수있을것으로사료된다. 
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