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1)

서 론

소아 심장병의 주종을 이루고 있는 선천성 심장병 환아들에서

폐동맥 고혈압은 비교적 흔히 발생하지만 매우 치료하기 어려운

합병증이다. 폐동맥 고혈압은 아직 확실히 알려지지 않은 어떤

기전들에 의해서 초래되는 폐동맥혈관 평활근의 비대와 비후를
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특징으로 한다
1)
. 또한 산소결핍(hypoxia)은 폐동맥 고혈압에서

볼 수 있는 것과 같은 혈관 평활근 세포의 증식을 일으키는 강

력한 자극으로 작용하므로 폐동맥 고혈압의 전형(model)으로 많

이 이용되고 있다
2)
. 산소결핍에 대한 혈관의 반응은 주로 내피

세포(endothelial cell)와 평활근 세포(smooth muscle cell)에서

나타난다
3)
. 내피세포는 저산소의 반응으로 platelet-derived

growth factor-B(PDGF-B), endothelin(ET-1) 및 vascular

endothelial growth factor(VEGF) 등과 같은 vasoconstrictor

및 growth promoter의 생성을 증가시키며
4-7)
, 일산화질소(NO)

와 같은 vasodilator 및 smooth muscle cell growth inhibitor
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Purpose : Pulmonary vascular hypertension is a common problem in congenital heart disease, the

most common cardiac condition in childhood. However, the mechanisms responsible for this patho-

logic change, treatment, and prevention are poorly understood. Therefore, we studied the gene ex-

pression of vascular endothelial growth factor(VEGF) by using a hypoxic model of the pulmonary

artery smooth muscle cells.

Methods : The main pulmonary artery and its proximal branches of a 6 wk old Fischer rat were

excised. They were cut into multiple small pieces and suspended in DMEM medium supplemented

with 20% fetal bovine serum and incubated in 5% CO2-95% air atmosphere. The smooth muscle

cells were confirmed by immunostaining with smooth muscle myosin and α-smooth muscle actin

antibodies. The VEGF gene expression in the hypoxic group was compared with the one in control

the group as well as the one in the starved group by RT-PCR and Northern blot hybridization.

Results : There was no statistically significant difference among the control, hypoxic and starved

groups.

Conclusion : There are few studies of pulmonary vascular hypertension at the molecular level in

Korea. Therefore, we studied the expression of VEGF gene in hypoxic pulmonary vascular smooth

muscle cells. Further studies will be needed to find the difference between newly born and adult

rats, or human and rat pulmonary vascular smooth muscle cells in gene expression. We hope that

the study will lead to a better understanding of pulmonary vascular hypertension. (J Korean Pediatr

Soc 2003;46:167-172)

Key Words : Hypoxia, Vascular endothelial growth factor, Pulmonary artery smooth muscle cells,

RT-PCR, Northern blot hybridization
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의 생성은 억제시킨다
8-11)
. 한편 평활근 세포는 저산소의 반응으

로 포타슘 이온통로를 억제시키고
1)
, VEGF

6, 11, 12)
와 heme oxy-

genase-1(HO-1)
13)
의 생성을 증가시킨다.

폐동맥 고혈압의 원인과 치료 및 예방에 대해서는 아직 많이

알려지지 않은 실정이다. 특히 국내에서는 폐동맥 고혈압에 대한

연구가 전무한 상태라고 할 수 있다. 그러므로 이의 원인을 산

소결핍이라는 전형을 이용하여 VEGF이란 유전인자의 차원에서

규명하고, 나아가서는 폐동맥 고혈압의 치료 및 예방책을 마련하

기 위하여 이 연구를 시행하려 한다.

재료 및 방법

1. 폐동맥 평활근세포(pulmonary artery smooth muscle
cell, PASMC) 배양

생후 6주된 Fischer rat의 주폐동맥에서 첫 번째 분지되는 곳

까지를 박리하여 작은 조각으로 잘라 0.125 mg/mL의 elastase,

1.0 mg/mL collagenase, 0.25 mg/mL soybean trypsin inhib-

itor, 2.0 mg/mL crystallized bovine serum albumin이 포함된

37℃ oscillating bath에서 90분간 배양하 다. 이후 배양된 것

을 원심분리하여 pellet을 얻고 이것을 다시 20% fetal calf

serum, 2 mM L-glutamine, 100 unit/mL penicillin, 0.1 mg/

mL streptomycine을 첨가한 DMEM 배지에 넣어 5% 이산화

탄소 배양기에서 배양하 으며, 배양액은 이틀에 한번 교체해 주

었다. 이렇게 배양한 세포를 평활근 세포에만 선택적으로 염색되

는 평활근 myosin과 α-actin 항체를 이용하여 염색함으로써

순수 폐동맥 평활근 세포임을 확인하 다. 저산소 자극을 주기

위해서 PASMC을 24시간 동안 starvation 시킨 후 배양접시를

oxygen-regulated incubator(Forma Scientific/Labotect, Mod-

el 3187)에서 배양하 고, 이때 질소(N2)와 함께 1% 또는 3%

산소(O2)를 주입하 다. 배양기 내의 산소 농도는 Fyrite gas

analyzers(Bacharach Inc, Pittsburgh, PA)로 측정하 다.

2. 유전자 발현의 차이 조사

20% FBS를 첨가한 DMEM 배지를 사용하여 5% 이산화탄

소 배양기에서 배양한 PASMC을 대조군으로 하고, 1% O2 압에

서 5일, 3% O2 압에서 3일 동안 배양한 PASMC을 실험군으로

하 다. 3% O2 압에서 배양한 PASMC은 다시 두 실험군으로

나누어 한 군은 24시간 동안 기아상태를 시켰고 다른 한 군은

계속 20% FBS를 첨가하 다. 5% 이산화탄소 배양기에서 배양

한 대조군 세포와 1% 또는 3% O2 압에서 배양한 실험군 세포

에서의 VEGF 발현 차이를 비교하 고, 또한 기아상태를 시킨

군과 하지 않은 군에서의 VEGF 발현 차이를 비교하 다.

3. 총 RNA 추출

총 RNA는 Tri-reagent(MRC, Cincinnati, OH, USA) RNA

추출 kit를 사용하여 추출하 다. 10 cm
2
의 배양접시에 있는 평

활근 세포당 Tri-reagent 1 mL을 넣고 완전하게 세포를 깨기

위해 실온에 5분 정도 두었다. 세포용액에 chloroform을 0.2

mL을 넣어 섞고, 실온에서 15분간 방치 후 4℃에서 12,000×g

속도로 15분간 원심분리를 하 다. 원심분리 후 상층액을 새로

운 tube에 옮겨 담고 0.5 mL＋의 isopropanol을 첨가하여 섞은

후 다시 실온에 10분간 방치한 후 4℃에서 12,000×g 속도로 8

분간 원심분리를 하 다. 이 때 흰색 침전물의 RNA를 75% 에

탄올로 한번 씻고 공기 중에 건조시킨 후 diethylpyrocarbonate

(DEPC)가 처리된 증류수에 녹여서 260 nm 및 280 nm에서의

흡광도를 측정하여 순수도와 농도를 확인 후 실험에 사용하 다.

4. RT-PCR(Reverse transcription-polymerase chain
reaction)

PASMC의 저산소 자극에서의 VEGF 발현 정도를 비교하기

위하여 SuperScript Preamplification System kit를 이용하여

RT-PCT을 시행하 다. 대조군과 실험군에서 각각 분리한 1

μg의 총 RNA에 50 ng/μg의 random hexamers를 넣고 70℃

에서 10분간 반응시킨 후 얼음에 1분간 꽂아두었다. 여기에 1×

PCR buffer, 2.5 mM MgCl2, 0.5 mM dNTP, 10 mM DTT를

더 넣어 섞은 후 25℃에서 5분간 반응시켰다. 반응 후 10 units

의 reverse transcriptase를 넣고 25℃에서 10분간 더 반응시켰

다. 반응 tube를 다시 42℃에서 50분간 둔 후 모든 반응이 끝날

수 있도록 70℃에서 15분간 둔 후 얼음에 보관하 다. 이렇게

합성된 first-strand complementary DNA(cDNA)은 PCR로 증

폭하 다. 합성된 cDNA 10%에 1×PCR buffer, 1.5 mM

MgCl2, 0.2 mM dNTP, 0.05 units TaqDNA polymerase, 준

비된 VEGF primer를 넣고 GeneAmp PCR System 9600(Per-

kin elmer)를 이용하여 PCR을 하 다. 반응은 94℃에서 2분간

변성 시킨 후, 94℃에서 1분, 60℃에서 1분, 74℃에서 1분의 3단

계를 30번 반복하고 74℃에서 10분간 완전하게 반응시켰다. 증

폭시킨 cDNA는 2% agarose gel에서 전기 동 시키고 stan-

dard size marker를 이용하여 그 크기가 예측된 것과 동일함을

확인하 다.

5. Northern blot hybridization

세포에서 추출한 총 RNA 10 μg을 2.2 M의 formaldehyde

와 섞어서 1% agarose gel(40 mM MOPS, 18% formalde-

hyde) 상에서 전기 동 하 고, ethidium bromide로 염색하여

UV로 확인하 다. 확인된 gel은 0.05 M NaOH/1.5 M NaCl

용액으로 30분간 알칼리 처리하고 0.5 M Tris-HCl/0.5 M

NaCl 용액에 20분간 둔 후, 20×SSC에 45분간 담가 두었다가

나일론 막(Hybond-N, Amersham)으로 RNA를 이전시켰다.

RNA가 이전된 나일론 막은 2×SSC에서 잠시 헹군 다음 상온

에서 말린 뒤 UV하에서 cross-linking하고 hybridization을 위

해 준비하 다. Hybridization probe로는 VEGF의 PCR 산물인

VEGF164를 사용하 고 이 probe에 α-
32
P-dCTP 동위원소로

labeling하 다. Internal control로는 beta actin을 사용하 다.
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나일론 막을 1시간 동안 prehybridization 시킨 후 Rapid-hyb

buffer(hybridization solution)와 준비된 probe를 섞은 용액을

넣고 65℃에서 3시간 동안 hybridization 하 다. 비특이적으로

결합된 probe는 2×SSC/0.05% SDS 용액, 0.1×SSC/0.1%

SDS 용액에 차례대로 씻어내고 blots는 -80℃에서 autoradio-

graphy에 노출시켰다.

결 과

1. RT-PCR을 이용한 폐동맥 평활근 세포에서의 저산소
기간에 따른 VEGF 생성 정도의 비교

폐동맥 평활근 세포는 산소 결핍에 대한 반응으로 VEGF 생

성을 증가시키는데 저산소 기간에 따른 VEGF 생성 정도를 비

교해 보고자 하 다. O2 압 20%에 노출시킨 대조군 PASMC에

비해 실험군 PASMC은 O2 압 1%에 1, 2, 3, 4, 5일 동안 노출

시켰다. 이후 RT-PCR을 이용하여 VEGF subtype을 추출하

고 전기 동하여 저산소 시간에 따른 생성 정도를 비교하 다.

그 결과 대조군과 저산소 기간을 달리한 실험군 간에는 차이가

보이지 않았다(Fig. 1).

2. RT-PCR을 이용한 폐동맥 평활근 세포에서의 서로
다른 O2 tension 노출에 따른 VEGF 생성 정도 비교

폐동맥 평활근 세포를 같은 기간동안 서로 다른 O2 압에 노

출시켰을 때, VEGF 생성정도를 보고자 하 다. O2 압 20%에

1, 2일 노출시킨 군과 1% O2 압에 1, 2, 4일 노출시킨 군, 3%

O2 압에 1, 3일 노출시킨 군을 대상으로 하 다. 이후 RT-PCR

을 이용하여 VEGF subtype을 추출하 고 전기 동하여 저산소

정도에 따른 차이를 비교하 다. 그 결과 산소 결핍 정도에 따

른 VEGF 생성의 차이가 보이지 않았다(Fig. 2).

3. RT-PCR을 이용한 폐동맥 평활근 세포에서
starvation 유무에 따른 VEGF 생성 정도 비교

폐동맥 평활근 세포를 같은 O2 압에서 기아 유무에 따라

VEGF 생성 정도를 보고자 하 다. 실험군은 모두 3% O2 압을

주면서 기아상태를 시킨 군과 하지 않은 군으로 구분하여 1, 2,

3일 배양하 다. 이후 RT-PCR을 이용하여 VEGF를 추출하

고 전기 동하여 두 군간의 차이를 비교하 다. 그 결과 두 군

간의 VEGF 생성의 차이는 보이지 않았다(Fig. 3).

4. Northern blot hybridization을 이용한 폐동맥 평활근
세포에서의 저산소 기간에 따른 VEGF 생성 정도의 비교

폐동맥 평활근 세포를 산소 결핍 상태인 1% O2 압 하에서

24, 34시간으로 시간을 달리하여 배양 후 VEGF subtype 중

RT-PCR에 가장 강한 반응을 보 다고 생각되는 VEGF 164

RNA를 추출하여 Northern blot analysis를 시행하 다. 그 결

과 두 군간의 VEGF 생성의 차이가 보이지 않았다(Fig. 4).

5. Northern blot hybridization을 이용한 폐동맥 평활근

세포에서의 서로 다른 O2 tension 노출에 따른 VEGF

생성 정도 비교

폐동맥 평활근 세포를 산소 결핍 정도를 달리하여 1%와 3%

O2 tension 하에서 각각 1, 2일 배양하여 생성되는 VEGF 164

RNA를 추출하여 Northern blot analysis를 시행하 다. 그 결

과 산소 결핍의 정도와 VEGF 생성간에는 차이가 보이지 않았

다(Fig. 5).

Fig. 1. Expression analysis of VEGF in cultured Rat PASMC
by RT-PCR. Abbreviations : VEGF, vascular endothelial growth
factor; PASMC, pulmonary artery smooth muscle cell; RT-
PCR, reverse transcription-polymerase chain reaction.

Fig. 2. Expression analysis of VEGF in cultured Rat PASMC
by RT-PCR. Abbreviations : VEGF, vascular endothelial growth
factor; PASMC, pulmonary artery smooth muscle cell; RT-
PCR, reverse transcription-polymerase chain reaction.

Fig. 3. Expression analysis of VEGF in cultured Rat PASMC
by RT-PCR. Abbreviations : VEGF, vascular endothelial growth
factor; PASMC, pulmonary artery smooth muscle cell; RT-
PCR, reverse transcription-polymerase chain reaction.

Fig. 4. Northern analysis of Rat PASMCs exposed to nor-
moxia or hypoxia. Abbreviations : VEGF, vascular endothelial
growth factor; PASMC, pulmonary artery smooth muscle cell.
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고 찰

포유동물은 산소결핍에 대하여 전신적, 국소적, 세포 또는 분

자의 차원에서 여러 가지 다른 방향으로 반응한다. 폐순환 내에

서도 산소결핍에 대하여 같은 종류의 세포라 하더라도 어떤 세

포는 증식을 나타내고, 어떤 세포는 별다른 변화를 나타내지 않

는다. 왜 이런 차이가 일어나는지, 또 어떻게 산소 결핍의 신호

가 서로 다르게 감응되는지를 규명할 수 있다면 만성 산소결핍

하에서 일어나는 폐순환계의 변화를 더욱 잘 이해할 수 있을 것

이다
20)
.

정상적인 폐동맥은 한층의 내피세포로 구성된 혈관내막층, 평

활근 세포로 구성된 혈관중막층, 콜라겐으로 구성된 혈관외막층

의 3층으로 이루어져 있다. 또한 정상적으로는 낮은 관류 혈압

에 적응하여 폐혈류 순환이 이루어지도록 되어 있다. 그러나 폐

실질을 침범하고 저산소에 의해 야기된 폐질환 및 선천성 심질

환을 가진 경우, 근위부의 근육성동맥의 혈관중막비대, 원위부의

비근육성동맥 쪽으로 비정상적인 근육층의 침범, 폐포와 연관된

폐동맥혈관의 감소와 같은 변화가 일어난다.

폐동맥 고혈압은 폐동맥 평활근 세포의 비후와 증식을 특징으

로 하나, 그 기전은 아직 잘 모르고 있다
1)
. 이에 대해 많은 연구

가 진행중이며 그 접근 방법의 하나로 주로 배양된 폐동맥 평활

근 세포를 사용하고 있다. 배양시킨 폐동맥 평활근 세포를 사용

하는데 있어 첫번째 단점은 반복적인 배양시 분화된 특성을 잃

는다는 것이다. 따라서 많은 연구에서는 이 단점을 극복하기 위

해 1차 배양 또는 초기 배양만을 거친 폐동맥 평활근 세포를 사

용한다
21-23)
. 두번째 단점은 실험쥐의 하나의 동맥에서 얻은 세포

배양에서는 매우 적은 수의 평활근 세포만을 얻을 수 있다는 것

이다. 1차 세포 배양에서는 성질이 서로 다른 많은 세포가 동시

에 배양되므로 더 단일화되고 많은 수의 폐동맥 평활근 세포를

얻어야 한다.

폐동맥 평활근 배양 방법은 대부분 1982년 Gunther 등
24)
이

사용한 방법을 개량화한 것이고 본 연구에서는 1992년 Abra-

ham 등
21)
이 사용한 방법으로 폐동맥 평활근 세포를 배양, 분리

하 다. 배양된 폐동맥 평활근 세포는 저산소, 고압력, 양결핍

등 다양한 조건 하에서의 실험에 사용하 다.

저산소 상태는 폐동맥 혈관벽의 여러 가지 세포에 따라서 다

양한 특징적 유전 인자를 발현하는 것으로 보고되고 있으며
17, 20, 25, 26)

, 저산소의 기간에 비례한다고 한다
2)
. 산소 결핍에 대

한 혈관의 반응은 주로 내피세포와 평활근 세포에 나타난다. 내

피세포는 저산소의 반응으로 PDGF-B, ET-1 및 VEGF 등과

같은 혈관 수축 인자 및 growth promotor의 생성을 증가시키

며
4-7)
, NO와 같은 혈관 확장 인자 및 평활근 세포 성장 억제

인자의 생성은 억제시킨다
8-11)
. 한편 평활근 세포는 저산소의 반

응으로 포타슘 이온통로를 억제시키고
1)
, VEGF

6, 11, 12)
와 HO-1

13)

의 생성을 증가시키며, 후에는 일산화탄소(CO) 생성을 증가시킨

다. 따라서 저산소 상태에서는 일산화질소 생성이 감소한 반면

일산화탄소 생성이 증가하여 혈관의 긴장성을 조절하는 주요 인

자로서의 역할을 한다.

VEGF는 혈관 투과성 조절 인자 혹은 vasculotropin이라고도

불리우며, 평활근세포, 대식세포, 신경교세포, 각질세포에서 생성

되어 주로 내피세포에 조절 작용(혈관생성)을 나타내기 때문에

절대적으로 paracrine 경로를 통하여 작용한다
7)
. 그러나 최근 보

고
14-16)
에 의하면 일부 동물의 내피세포도 VEGF mRNA를 생

성하여 예외적으로 autocrine 경로를 통하여 작용하기도 한다.

ET-1은 장기간 작용하는 혈관 수축 인자로서 폐동맥압을 증

가시킨다. 역시 저산소에 노출된 쥐의 폐동맥 평활근 세포와 기

도 상피 세포에서 ET-1이 증가하여, 폐동맥 고혈압 발생시

autocrine 또는 paracrine role을 할 수 있을 것으로 생각되어진

다
17)
.

일산화질소와 마찬가지로 일산화탄소도 내재성으로 생성되는

가스분자로서, guanylyl cyclase를 활성화시켜 cyclic guanylyl

monophosphate(cGMP)를 생성한다. 일산화탄소의 기능은 신경

원의 신호 감응 작용, 혈관의 긴장을 유지하는데 중요한 역할을

하며, 일산화수소의 작용에 의하여 heme이 biliverdine으로 분해

하는 과정에서 생성된다
18, 19)
. 정상적인 상태에서는 일산화질소가

혈관의 긴장성을 유지하는데 주역할을 하고 일산화탄소 생성은

낮은 반면, 저산소 상태에서는 내피세포의 손상으로 일산화질소

생성이 줄고 평활근 세포에서 일산화탄소 생성이 증가하여 혈관

의 긴장성을 유지하게 된다.

폐동맥 고혈압의 기전과 관련된 유전인자들에 관해 많은 보고

가 있으면서 치료에 따른 유전인자들의 발현에 관해서도 많은

보고들이 나오고 있다
27-34)
.

일산화질소는 자유기 가스(free radical gas)로서 폐혈관에서

중요한 신호분자(signaling molecule)이다. 내피세포에서 산소로

부터 생성되는 내재성 일산화질소와 L-arginine은 혈관벽에서

평활근 세포로 확산하여 혈관확장 작용을 일으키나, 반면에 혈관

내로 확산된 일산화질소는 혈색소와 단단히 결합하여 전신 혈관

확장 작용을 일으키지 않는다. 그러므로 일산화질소를 소량 흡입

시키면 폐동맥 고혈압에서 전신 혈압에 향없이 폐동맥압을 빠

르고 안전하게 감소시킬 수 있다. 최근 보고에 의하면 일산화질

소 흡입이 폐손상으로 인한 폐동맥 증식 반응을 선택적으로 조

절할 수 있음을 시사하고 있다
27)
. 또한 CMV enhancer/promo-

Fig. 5. Northern analysis of Rat PASMCs exposed to nor-
moxia or hypoxia. Abbreviations : VEGF, vascular endothelial
growth factor; PASMC, pulmonary artery smooth muscle cell.
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tor의 향 아래서, 혹은 비 바이러스 control vector(pcDNA3.1)

와 함께 endothelial nitric oxide로 transfection시킨 폐동맥 평

활근 세포를 내피세포 독소인 monocrotaline과 함께 정맥 주사

하여, 이 독소에 의한 폐혈관 질환을 예방 혹은 치료할 수 있음

을 보여주기도 한다
28)
.

본 연구에서는 폐동맥 평활근 세포의 저산소 정도에 따른 유

전인자 발현에서 차이가 보이지 않음으로써 저산소 정도에 따라

큰 차이를 보 던 다른 보고들과는 그 결론이 상이하나 아직 국

내에서는 유전인자 차원에서의 폐동맥고혈압의 원인규명이나 이

에 따른 치료에 대한 연구가 전혀 없는 상태여서 폐동맥 평활근

세포를 분리 배양하고 연구를 시작했다는 것만으로도 충분한 가

치가 있을 것으로 생각된다. 저자들은 이 연구에 이어 신생쥐와

성숙쥐와의 차이점 및 나아가서 사람과 쥐의 폐동맥 평활근 세

포의 차이점 등을 규명할 예정이며, 이 결과로서 폐동맥 고혈압

의 원인기전 규명, 치료 및 예방방법 개발에 기여할 수 있을 것

으로 기대한다.

요 약

목 적:소아 심장병의 주종을 이루고 있는 선천성 심장병 환

아들에서 폐동맥 고혈압은 비교적 흔히 발생하지만 매우 치료하

기 어려운 합병증이다. 폐동맥 고혈압의 원인과 치료 및 예방에

대해서는 아직 많이 알려지지 않은 실정이므로 이의 원인을 산

소결핍이라는 전형을 이용하여 VEGF란 유전인자의 차원에서

규명하고, 나아가서는 폐동맥 고혈압의 치료 및 예방책을 마련하

기 위하여 이 연구를 시행하 다.

방 법:폐동맥 평활근 세포는 생후 6주 Fischer rat의 주폐동

맥을 적출하여 작은 조각으로 잘라 20% fetal bovine serum을

첨가한 DMEM 배지를 사용하여 5% 이산화탄소 배양기에서 배

양하 다. 배양된 세포는 평활근 세포에만 선택적으로 염색되는

평활근 myosin과 α-actin 항체를 이용하여 염색함으로써 순수

평활근 세포임을 확인하 다. 5% 이산화탄소 배양기에서 배양한

대조군 세포와 1 또는 3% O2 tension에서 배양한 실험군 세포

에서의 VEGF 발현 차이와 starvation한 군과 하지 않은 군에

서의 VEGF 발현 차이를 RT-PCR과 northern blotting을 이용

하여 비교하 다.

결 과:대조군과 저산소 조건에서 배양한 실험군에서 VEGF

발현 정도는 차이가 없었다.

결 론:아직 국내에서는 유전인자 차원에서의 폐동맥고혈압의

원인규명이나 이에 따른 치료에 대한 연구가 전혀 없는 상태이

며, 이 연구에 이어 신생쥐와 성숙쥐와의 차이점 및 나아가서

사람과 쥐의 폐동맥 평활근 세포의 차이점 등을 규명할 예정이

며, 이번 연구 결과를 바탕으로 폐동맥 고혈압의 원인기전 규명,

치료 및 예방방법 개발에 기여하고자 한다.
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