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1)

서 론

전자간증의 주된 병태 생리는 산모의 혈관내피세포 손상 또는

기능 이상으로 제시되고 있다
1-4)
. 혈관내피세포는 혈관의 긴장도

유지, 혈압, 혈액응고, 면역반응, 지질 전달 등에 중요한 역할을

하며 전자간증 산모는 고혈압, 말초혈관 수축, 단백뇨, 혈액 응

고계의 변화 등 주로 혈관내피세포와 관련된 특징적인 임상 소

견을 보인다
5-8)
. 보고들에 의하면 모든 소아의 약 2.5%가 부당
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경량아(small for gestational age, SGA)로 출생하며 그 원인은

유전적 요인 혹은 자궁 내 발육지연 등으로 알려져 있으나 뚜렷

한 이유가 있는 경우를 제외하고 대다수에서 그 병인이 확실하

지 않다. 최근에는 전자간증의 주요 병인으로 알려져 있는 태반

혈류 저하의 증상이 부당 경량아의 병인과도 어느 정도 연관되

어있다는 연구 보고가 있으며 이들 보고자들은 임신 시 자궁,

태반, 태아의 혈관의 정상적인 생리적 적응이 이루어지지 않을

경우 자궁태반 혈류의(uteroplacental circulation) 저항으로 인

하여 이러한 증상이 생긴다는 개념을 초기 보고하고 있다
9, 10)
.

1993년 Barker 등
11)
은 부당 경량아와 자궁 내 발육 지연아로

태어난 신생아를 대상으로 추적 관찰한 결과 이들이 성인이 되

어 심혈관 질환, 2형 당뇨병, 고혈압, 비만, 지질 조절장애 등 혈

관내피세포의 기능이상과 관련된 질병이 생길 가능성이 정상아

부당 경량아 및 전자간증 산모의 신생아 제대혈관내피세포의

endothelin-1 발현 비교
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preeclampsia neonates
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Purpose : It was generally accepted now a days that the pathogenesis of preeclampsia, small for

gestational age (SGA), intrauterine growth retardation and fetal origin of adult diseases were related

with a endothelial cell dysfunction. The purpose of this study was to know the relation of such

diseases by assessing the level of endothelin-1.

Methods : SGA babies, newborns of preeclampsia and normal control mother were included in this

study. Isolated endothelial cells were centrifugated and mixed with media in 37℃, 5% CO2 to obtain

confluent monolayer of cultured human umbilical venous endothelial cell (HUVEC). Endothelin-1 levels

were determined by Endothelin-1 colorimetric (EIA) Kits. We examined the endothelin-1 level in the

HUVEC supernatants from SGA baby, and newborns from preeclampsia as well as normal mother.

Also, we compared the endothelin-1 level of cultured normal HUVEC incubated with serum from

cord blood of SGA, babies of preeclampsia or normal control mother.

Results : The endothelin-1 levels in cultured HUVEC supernatants of three groups showed no signi-

ficant difference but the endothelin-1 levels of cultured normal HUVEC incubated with serum from

preeclampsia mother or SGA mother was significantly higher than those from newborns of control

mothers (P<0.05).

Conclusion : These findings suggest that there may be the factor which affect the endothelin-1 level

in serum of cord blood from SGA and preeclampsia. (Korean J Pediatr 2007;50:1194-1199)
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에 비하여 높다는 결과를 발표하 다. 이후 ‘fetal origin of adult

disease’의 개념이 대두되었고 부당 경량아의 병인에 대한 많은

연구가 이루어지고 있다
11-17)
.

본 연구자들은 혈관내피세포의 기능 장애가 공통적으로 전자

간증, 부당 경량아, 자궁 내 발육지연, fetal origin of adult

disease 등의 질환들과 관련되어있는 것으로 추론하 다. 이에

전자간증 산모의 신생아, 부당 경량아, 정상아의 제대혈관내피세

포에서 발현되는 endothelin-1의 양을 비교하고 또한 이들의

혈청내에 endothelin-1의 발현을 촉진시키는 인자가 있는지를

알아보기 위하여 본 연구를 시도하 다.

대상 및 방법

1. 대 상

2006년 1월부터 8월까지 가톨릭의대 부속 병원에 입원하여

본 실험에 동의한 만삭 산모 중 전자간증으로 진단 받은 산모의

신생아를 전자간증군(n=7), 부당 경량아로 진단받은 신생아를 부

당 경량아군(n=8), 정상 신생아를 정상군(n=12)으로 나누었다.

각 군에서 태어난 신생아 제대와 제대혈을 모아 제대혈 혈청을

-70℃ 이하에 보관하 다. 전자간증의 진단은 6시간 이상 간격

으로 2회 측정하여 수축기 혈압 140 mmHg 이상, 확장기 혈압

이 90 mmHg 이상이고 단백뇨가 24시간 동안 300 mg 이상 또

는 6시간 이상 간격으로 2회 이상 채취뇨가 100 mg/dL 이상인

경우로 하 다. 부당 경량아군은 출생체중이 재태 연령의 평균치

를 기준으로 2SD 이하이거나 10 백분위수 이하일 경우로 모체,

태반, 태아에서 자궁 내 발육지연이 야기될만한 진단된 원인이

없는 경우로 하 다. 산모에게 당뇨병이나 그 외 내과적 질병이

있는 경우와 미숙아, 다태아 임신, 알려진 태아기형이 있는 경우

는 연구대상에서 제외하 다. 각 실험군에 포함된 모든 산모로부

터 연구의 취지와 가검물 채취를 위한 동의를 구하 다.

2. 인체 제대 정맥혈관 내피세포(human umbilical

venous endothelial cell, HUVEC)의 분리와 배양

각 군에서 태어난 신생아의 제대를 무균적으로 얻어 분만 후

2시간이내에 실험을 시작하 다. 제대의 양단을 깨끗이 잘라낸

후 한쪽 단면의 정맥에 바늘을 삽입하고 고정하여 제대 내부를

배지(phosphate-buffered saline, PBS)로 세척하 다. 다른 쪽

도 같은 방법으로 고정한 후 0.2% collagenase(Sigma Co., St.

Louis, U.S.A.) 20 mL 정도를 주입한 후 양쪽을 결찰하고 37℃

수조에 15분간 배양시켰다. 이 후 비활성 배양액(endothelial cell

growth medium with 10% heat inactivated fetal calf serum)

25 mL로 제대안을 3회 세척하면서 50 mL 시험관으로 인체 제

대 정맥혈관 내피세포를 옮겼다. 4℃에서 1,000 rpm으로 3-5분

간 원심분리하 다. 배양액 HF-12(Sigma Co., St. Louis,

U.S.A.) 5 mL가 들어있는 25 mL 배양용기(pellet)에 세포의 농

도가 1×10
6
/mL가 되도록 넣고 37℃ 하에서 5% CO2 배양기에

24시간동안 배양한 후 배양액을 교환하 다. 그 이후는 48시간

간격으로 배양액을 교환하면서 혈관내피세포가 배양용기 바닥에

단층으로 융합될 때까지 관찰하 다.

3. 배양된 각 군의 혈관내피세포 상층액 내 endothelin-1의

측정

배양된 전자간증군, 부당 경량아군, 정상군의 혈관내피세포가

배양용기 바닥에 단층으로 융합되었을 때, 세포와 배양액을 모아

800×g로 15분간 원심 분리하여 상층액을 모아 -20℃에 보관하

다. 제조회사의 안내문에 따라 endothelin-1 colorimetric(EIA)

Kits(TiterZyme
Ⓡ
Stressgen, Ann Arbor, Michigan, U.S.A.)

를 이용하여 endothelin-1 농도를 측정하 다. 각 군의 상층액

(100 µL)과 표준액(standard)을 두 배수로 각 용기(well)에 넣

고 가볍게 섞은 후, 비닐로 폐하고 4℃에서 하룻밤을 배양하

다. 다음날 용기를 총 7회 세척한 후 100 µL의 표지항체(la-

beled antibody)를 넣고 폐하고 37℃에서 30분간 배양하 다.

이후 용기를 총 9회 세척 한 후 깨끗이 비우고 100 µL 기질을

넣고 실온, 암실에서 30분간 배양 후 stop solution(100 µL)을

첨가하 으며 이후 450 nm(LABSYSTEMS Multiskan MS,

Helsinki, Finland)에서 값을 측정하 다. Endothelin-1의 측정

값은 인간 재조합 endothelin-1을 이용하여 구한 표준화 곡선을

이용하여 계산하 다. 본 검사 방법의 민감도는 0.14 pg/mL까

지 이었으며 모든 검사물들은 각각 3회 측정하여 평균을 구하

다.

4. 제대혈 혈청과 함께 배양된 제대혈관내피세포 상층액 내

endothelin-1의 측정

배양용기(12-well)에 각 well 당 배양된 정상 신생아 HUVEC

세포 5×10
6
씩 넣었다. 20% 농도의 전자간증군, 부당 경량아군,

정상군의 제대혈 혈청을 투여하고 대조군에는 배양액만 넣었다.

48시간 배양한 후 세포와 배양액을 모아 800×g로 15분 간 원

심 분리하여 상층액을 모아 endothelin-1의 농도를 상기와 같은

방법으로 측정하 다.

5. 통계분석

실험 결과는 평균±표준편차(mean±SD)로 표시하 고 endo-

thelin-1의 측정 결과에서는 전자간증군과 부당 경량아 유무 사

이의 상관관계를 알기 위하여 2개의 요인이 있는 분산분석 two-

way ANOVA를 이용하 다. 유의수준은 5%로 설정하 으며,

설정된 유의수준을 토대로 SPSS Win 12.0을 통해서 분석을 실

시하 다.
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조원경 외 2인 : 제대혈관내피세포의 endothelin-1 발현

결 과

1. 대상군의 임상적 특성

전자간증군과 부당 경량아군, 정상아군 사이에 산모의 나이,

임신주수 및 1분 5분 아프가 점수는 유의한 차이가 없었다. 출

생체중은 부당 경량아군에서 유의한차이로 적었다. 고혈압 및 단

백뇨는 전자간증 산모군의 모든 예에서 관찰되었고 다른 두 군

에서는 고혈압이나 단백뇨가 전혀 없었다(Table 1).

2. Endothelin-1 농도 비교

1) 각 군 간의 비교

전자간증군과 부당 경량아군, 정상군의 제대혈관내피세포를

분리하여 배양한 결과 제대혈관 내피세포에서의 endothelin-1

발현이 전자간증군과 부당 경량아군, 정상군에서 각 각 176.3(±

12.7) ng/mL, 181.8(±20.3) ng/mL, 174.0(±10.2) ng/mL으로

각 군간 유의한 차이가 없었다(P=0.081)(Fig. 1, Table 2).

2) 각 군의 제대혈 혈청을 정상 혈관내피세포에 부화 시

endothelin-1의 발현정도 비교

전자간증군, 부당 경량아군 및 정상군의 제대혈 혈청에 의하

여 부화된 정상군 제대혈관내피세포에서 endothelin-1의 발현정

도를 비교한 결과, 전자간증군과 부당 경량아군 혈청이 함께 부

화된 경우가 정상군에 비하여 endothelin-1 발현이 180.8(±14.8)

Table 3. Comparison of Endothelin-1 Levels in the Cultured
Normal HUVEC Supernatants Which was Incubated with
Serum from Preeclampsia and SGA Groups

Preeclampsia

(n=7)

SGA

(n=8)

Normal

(n=12)

Endothelin-1

level (ng/mL)

180.82

(±14.8)

175.08

(±15.8)

171.15

(±17.8)

Values are Mean±standard deviation. Abbreviations : Preeclamp-
sia, term baby of preeclampsia; SGA, term baby of small for
gestational age; Normal, normal baby
P<0.05 by two-way ANOVA test

Table 2. Comparison of Endothelin-1 Levels in the Cultured
HUVEC Supernatants of Preeclampsia, SGA and Normal Term
newborn groups

Preeclampsia

(n=7)

SGA

(n=8)

Normal

(n=12)

Endothelin-1

level (ng/mL)

176.3

(±12.7)

181.8

(±20.3)

174.0

(±10.2)

Values are Mean±standard deviation. Abbreviations : Preeclamp-
sia, term baby of preeclampsia; SGA, term baby of small for
gestational age; Normal, normal baby
P=0.081, by two-way ANOVA test

Fig. 2. Comparison of endothelin-1 levels in the cultured nor-
mal HUVEC supernatants which was incubated with serum
from preeclampsia and SGA group.

Table 1. Characteristics of Study Groups

Preeclampsia (n=7) SGA (n=8) Normal (n=12) P-value

Maternal age (years)
Birth weight (g)
Gestational age (wks)
Median 1' Apgar score
Median 5' Apgar score

31.4±4.1
2,920±320
38.4±1.1
7.3
8.6

30.5±6.4
2,340±210
38.2±1.2
7.4
8.8

29.8±4.1
3,560±460
39.1±2.1
8.0
9.0

0.69
0.00
0.19
0.26
0.47

Values are Mean±standard deviation. Abbreviations : Preeclampsia, term baby of preeclampsia; SGA, term baby of small for gesta-
tional age; Normal, normal baby

Fig. 1. Comparison of endothelin-1 levels in the cultured
HUVEC supernatants of preeclampsia, SGA and normal term
newborn groups.
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ng/mL, 175.1(±15.8) ng/mL, 171.2(±17.8) ng/mL로 유의하게

증가되었다(P<0.05)(Fig. 2, Table 3).

고 찰

혈관내피세포는 혈관의 강도, 혈압, 혈액응고, 혈관 면역반응

등에 중심역할을 하고 있다. 특히 인체 혈관내피세포는 몇 가지

중요한 혈관수축물질과 이완물질을 생산하고 있으며 이들 물질

중 가장 강력한 혈관수축 작용을 하는 것으로 endothelin이 있

다
3, 18)
. Endothelin은 21개의 아미노산 서열의 펩타이드 가족

(family)으로 endothelin-1, endothelin-2, endothelin-3의 세 종

류가 있으며 인체 혈관내피세포에서 가장 많이 분비된다. 그중

ET-1과 ET-2는 강력하면서도 그 작용이 매우 오래 지속되는

혈관수축작용이 특징이다
3, 18)
. 이들 endothelin은 두개의 ETA,

ETB 수용체에 결합하여 작용을 나타내며 특히 혈관에서는 평

활근의 ETA, ETB receptor에 작용하여 혈관 수축작용을 유도

한다. 혈관 내피세포의 손상은 endothelin의 분비를 자극하여 분

비된 endothelin이 포식세포를 활성화 시켜 순환하는 단핵세포

를 강하게 침착시키며 혈관 평활근의 섬유아세포(fibroblast)의

증식을 야기한다. 그 외에도 기도와 장에서 평활근의 근긴장도

증가, 뼈에서 alkaline phosphatase 활성 증가, 심장근육세포에

서 atrial natriuretic peptide(ANP)의 분비 증가, 사구체에서

renin의 분비 저하 등을 야기하여 심혈관계, 신장, 호흡기계, 내

분비계에 광범위한 조절기능을 가지며, angiotensin보다 10배 강

력한 혈관수축효과를 갖는다
2, 3)
. Endothelin의 혈중 농도는 동맥

경화와 다양한 종류의 심장병을 비롯하여 근래 들어서는 심부전,

신부전, 폐 고혈압증, 고지혈증, 전이성 전립선암 등 질환과 중

요한 관련이 있는 것으로 보고되고 있다.

전자간증에서 혈관내피세포의 손상이나 기능이상이 나타나는

기전에 대해서는 오랜 기간의 연구와 보고들에도 불구하고 아직

확실히 밝혀지고 있지 않으나 태반으로의 융모 침습이 잘 이루

어지지 않고, 세포 양막이 산모의 나선상 동맥과 연결될 때

적절한 혈관형으로 변환하지 못하는 등의 이유로 태아 태반관류

가 감소하게 되고
1)
, 이때 관찰되는 태반 허혈과 산모의 타고난

인자가 같이 작용하여 혈관내피세포의 기능이상을 초래하는 것

으로 여겨지고 있다. 태반 허혈에 의해 유리된 인자들로는 사이

토카인, 혈액응고인자, 지질 과산화물, 태반자체 유리물질, 태반

내에서 활성화된 혈소판이나 호중구, 단핵세포 등이 있으며
19-22)

산모 측 인자로는 동맥경화증 유발의 위험인자이기도한 고혈압,

비만, 당뇨, 인종과 같은 유전적, 환경적 요인을 제시하고 있다
2,

4, 5, 16)
.

부당 경량아의 원인은 정확히 알려져 있지 않으나 이들 산모

의 제대 도플러 초음파상 태반순환에서의 혈관저항이 큰 것으로

보고되고 있으며
9)
, 부당 경량아 혹은 자궁 내 성장지연 태아에

서 전자간증에서 보이는 것과 같은 혈관내피세포의 기능이상이

보고되었다
10)
. 최근에는 전자간증의 주요 병인으로 알려져 있는

태반혈류 저하의 증상이 부당 경량아의 병인과도 어느 정도 연

관되어있다는 연구 보고가 있으며 이들 보고자들은 임신 시 자

궁, 태반, 태아의 혈관이 정상적인 생리적 적응이 이루어지지 않

을 경우 자궁태반 혈류의 저항으로 인하여 이러한 증상이 생긴

다는 개념을 초기 보고하고 있다. 따라서 태아 혈액 내에도 태

반 혈관의 혈행에 향을 주거나 태반혈관의 혈류역학에 향을

주어 혈관내피세포의 이상을 초래하는 물질이 있을 것으로 추측

되고 있다. 자궁 내 성장 지연이나 부당 경량아로 태어난 신생

아를 추적 관찰한 결과 이들이 성인이 되어서 심혈관 질환, 2형

당뇨병, 고혈압, 비만, 지질 조절장애등의 질병이 생길 가능성이

정상아에 비하여 높다는 결과들이 발표된
11-15)

이후 ‘fetal origins

of adult disease’라는 개념이 대두되었다. 혈관내피세포의 기능

이상이 태아에게 단기, 장기적으로 향을 미치고 있다는 이론이

다
16, 17)
.

전자간증 산모의 혈중 endothelin-1 농도가 정상 산모보다 증

가되어 있다는 것은 많은 저자들에 의하여 밝혀진 바 있다
2, 3, 18,

23)
. 이 기전은 아직 확실하게 밝혀지지 않았으나, 태반-태아 순

환 장애로 인한 태반유리 인자와 산모측 인자, 그리고 세포내

변환효소의 활성화에 기인한다고 볼수 있다
23)
. 또한 산모 혈중에

서보다 제대혈이나 양수 내에서 endothelin-1의 농도가 유의하

게 높으며, 태아의 몸무게가 작을수록 제대혈의 endothelin-1농

도가 높은 것이 관찰되었다. 태아-태반 혈관계 내에 endothelin-

1의 부착부위가 존재한다는 배경에서, endothelin-1은 feto-pla-

cental development에 중요한 역할을 하는 것으로 제시되고 있

다
3, 23)
.

부당 경량아의 병태 생리에 endothelin-1이 관련되는지에 대

한 연구 보고는 아직 없는 것으로 생각된다. 그러나 혈관내피세

포의 기능 이상과 endothelin-1과의 접한 관련성으로 보아 자

궁 내에서의 태아의 성장에 혈관내피세포의 기능과 이와 관련된

endothelin-1의 활성이 어느 정도 관련이 있을 것으로 추측된다.

본 연구자들은 전자간증, 자궁 내 성장지연아, 부당 경량아,

fetal origins of adult disease 등의 질환이 공통적으로 혈관내

피세포의 기능 변화와 관련되어 있다는 것에 기인하여 각 질환

의 혈관내피세포 관련성을 연구함으로서 이들 질환의 병인을 밝

히는데 도움이 되고자 본 연구를 시행하 다.

그 결과 전자간증군과 부당 경량아군의 제대혈관내피세포에서

의 endothelin-1 발현은 정상군과 유의한 차이가 없었다. 이러한

결과는 태아 제대혈관내피세포가 모체혈청내의 혈관내피세포의

기능이상을 초래하는 인자들에 대하여 독립적이거나 저항할 가

능성이 있는 것을 의미한다. 이는 전자간증 산모와 정상 산모의

제왕절개시에 채취한 산모혈액과 제대혈에서의 endothelin-1의

농도가 산모혈액에서는 양군간의 유의한 차이가 있었으나 제대

혈에서는 의미 있는 차이가 없었다는 연구결과
15)
와 유사한 결과

이며 적어도 모체의 전자간증이나 태아의 SGA가 제대혈관내피

세포 자체적으로 endothelin-1을 분비시키는 것과 관련되지 않

는 것으로 보인다.
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반면 ANOVA 분석결과 전자간증군과 부당 경량아군의 제대

혈 혈청을 첨가한 정상군 제대혈관내피세포에서 정상아군에서

보다 endothelin-1 발현이 유의한 차이로 증가된 것으로 보아

혈관내피세포의 기능이상을 유발하는 인자 혹은 endothelial con-

verting enzyme의 활성도를 높이는 인자가 전자간증군과 SGA

군 제대 혈청내에 존재할 가능성이 있는 것으로 생각된다.

본 연구는 전자간증 산모의 태아나 저출생 체중 태아에서 혈

관내피세포 기능의 이상이 일어나는 공통된 병인을 찾는 기초적

인 시도로 혈청내의 어떠한 인자들과 endothelin-1의 발현, 그리

고 태아에게 미치는 향에 대하여 보다 확실한 결과를 얻기 위

해서는 더욱 많은 자료와 대상을 통한 지속적인 연구가 필요할

것으로 생각된다.

요 약

목 적:본 연구자들은 전자간증, 부당 경량아, 자궁 내 발육

지연 등의 질환들이 공통적으로 혈관내피세포의 기능 변화와 어

느 정도 관련되어 있을 것으로 추론하 다. 따라서 전자간증 산

모의 신생아, 부당 경량아의 제대혈관내피세포를 배양하여 제대

의 혈관내피세포에서 발현되는 대표적인 혈관 수축작용 물질인

endothelin-1의 양을 측정한 후 정상 신생아 제대혈관 내피세포

의 결과와 비교하여 각 질환에서 태아의 혈관내피세포의 endo-

thelin-1 발현 기능에 어떤 차이가 있는지를 확인하고, 또한 배

양된 정상아 제대혈관내피세포에 전자간증 산모의 신생아와 부

당 경량아 및 정상아의 제대혈 혈청을 투여하여 발현된 endothe-

lin-1의 양을 비교하여 혈청 내에 endothelin-1의 발현을 촉진

시키는 인자가 있는지를 알아보았다.

방 법:전자간증으로 진단 받은 산모의 신생아를 전자간증군

(n=7), 부당 경량아로 진단받은 신생아를 부당 경량아군(n=8),

정상 신생아를 정상군(n=12)으로 나누었다. 각 그룹에서 태어난

신생아 제대와 제대혈을 모아 제대혈은 그 혈청을 하 70℃ 이

하에 보관하 다.

전자간증군, 부당 경량아군 및 정상군 신생아의 제대 혈관내

피세포를 분리하고 배양하 다. 배양된 각각의 제대 혈관내피세

포의 상층액에서 endothelin-1 level을 측정하 다. 다음에는 전

자간증군, SGA군 및 정상군의 제대혈 혈장과 정상 신생아 제대

혈관내피세포를 함께 부양하여 그 상층액에서 endothelin-1

level을 측정하 다.

결 과:전자간증군, 부당 경량아군 및 정상군의 제대혈관내피

세포를 배양하여 발현된 endothelin-1의 양을 측정한 결과 전자

간증군과 SGA군의 제대혈관내피세포의 endothelin-1 발현은 정

상군과 유의한 차이가 없었다. 그러나 배양된 정상아 제대혈관내

피세포에 전자간증군과 SGA군의 제대혈 혈청을 투여하여 발현

된 endothelin-1의 양은 정상군에 비하여 유의하게 증가되었다.

결 론:전자간증 신생아나 부당 경량아의 혈관내피세포의 기

능이상을 유발하는 인자가 전자간증과 부당경량아 제대 혈청내

에 존재할 가능성이 있을 것으로 생각된다.
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