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서 론

혈관내피세포 형성인자(vascular endothelial

growth factor, VEGF)는 다양한 재단(splicing) 양상

에 따른 아미노산의 수에 따라 VEGF206, VEGF189,

V E G F 1 6 5와 V E G F 1 2 1의 네 가지 동종형태( i s o e n-

z y m e )로 나뉘며, 최근 보고에 따르면 드물게 V E G F 1 4 5 ,

V E G F 1 8 8의 이형이 존재한다고 밝혀져 있다.1 , 2 특히

m o u s e와 r a t에서는 인간의 동종형태보다 아미노산이 하

나 더 적다. 정상적으로 뇌에서 상의세포( e p e n d y m a l

c e l l )에서 발현되나, 그 외에 신경세포(neuron) 및 혈관

모래쥐의 전뇌허혈모델에서 혈관내피세포
형성인자와 f l k - 1의 지연성 발현
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Background : Vascular endothelial growth factor (VEGF) is an endothelial cell-specific mitogen and a potent media-
tor of vascular permeability. Flk-1, one of the receptors for VEGF, is important in vascular development. Increased
expression of VEGF is related with reactive astrogliosis, which stimulates the proliferation of neural progenitor cells.
VEGF expression increases in the acute phase of cerebral ischemia, however the expression of VEGF together with flk-
1 in subacute stage is still unknown. This study is done to demonstrate the spatial/cellular patterns of expression for
VEGF/flk-1 up to subacute stages and to find out the role of VEGF in ischemia. Methods : Transient global ischemia
was induced by a 10 min-occlusion/reperfusion of the bilateral carotid arteries in the Mongolian gerbil.
Immunohistochemistry and western blot were performed to ensure the expression of VEGF and flk-1 on the day1, 3, 7,
14, and 28. Results : Both VEGF and flk-1 initially increased at day1, and decreased at day3. Thereafter, VEGF gradu-
ally increased again to the initial level at day7 and to the peak level after day14. Flk-1 showed a peak expression at
day14, and then decreased at day28. Immunohistochemical staining for VEGF showed immunoreactivity mainly on the
cytoplasm of neurons and endothelium in cortex and hippocampus at day1, and neuron, endothelium, and glial cell from
day14 to 28. The distribution and chronological patterns of flk-1 expression were similar to that of VEGF expression.
Conclusions : We suggest that global cerebral ischemia can induce a delayed up-regulation of VEGF and flk-1, which
may be associated with neuroangiogenesis and repair process. 
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내피세포에서는 활성을 관찰할 수 없다.3

이 중 V E G F 1 6 5는 45-KDa 크기의 동종 이합체 당단

백질로서, 생물학적 활성이 가장 활발하고, 생리적인 상황

에서는 태생기의 마우스 뇌의 뇌실주변 기질세포에서 또,

성상세포( a s t r o c y t e )와 소뇌의 과립세포(granule cell)에

서도 그 발현이 관찰되나, 성숙되어감에 따라 맥락막총

(choroid plexus)을 제외하고는 그 발현이 감소한다.4 , 5

Folkman 등6에 의해 종양의 형성이 신생 혈관의 생성

과 관련되고 이러한 과정에 있어 종양에 특이한 혈관형성인

자가 관계한다고 보고한 이후, 많은 연구에서 정상 생리적

상황과 병태적 상태에서의 신생 혈관 형성에서 V E G F의 역

할이 확인된 바 있다.7

V E G F는 혈관내피세포의 성장 및 분화의 강력한 유도

물질이며, flt-1(fms-like tyrosine kinase, VEGFR-

1), flk-1(fetal liver kinase-1, VEGFR-2)이라는 두

개의 중요한 수용체가 이러한 작용을 매개한다. VEGF의

뇌내 발현은 저산소증, 또는 뇌의 허혈 상태에서 증가하며

T G F -β,7 , 8 T N F -α,9 I L - 1β1 0 그리고, HIF(hypox-i-ain-

ducible factor)1 1 등이 관계된다고 보고하였으나 그 정확

한 기전은 아직 밝혀지지 않은 상태이다.

신생 혈관의 생성은 기존에 형성된 혈관으로부터 모두에

기술한 다양한 외부로부터의 자극에 의해 혈관내피세포가

가지를 쳐서 새로운 혈관을 형성하는 일련의 과정을 따르며

이렇게 가지를 치는 과정에서 단백분해효소에 의해 기저막

을 분해시키고, 새로 생성된 내피세포가 주변으로 이동하

며, 증식하여 관의 형태를 이룬다. 이러한 신생 혈관의 생

성에 특이적으로 조절능력을 가지는 여러 인자들 중 V E G F

가 가장 강력한 인자로 알려져 있고, 태생기의 뇌혈관 형성

에 기여함은1 2 물론, 뇌경색1 3 , 1 4뿐만 아니라 심근경색,1 5 망

막 허혈,1 6 종양1 7과 같은 병태적 상황에서 신생 혈관 형성

의 매개 물질로 밝혀진 상태이다.

지금까지의 뇌 허혈모델에서 V E G F에 대한연구1 1 , 1 3 , 1 4 , 1 8 - 2 9

는 대체로 뇌의 허혈 손상 이후 내인적 V E G F의 수일 내

증가 발현이 공통적인 결과였으며, 이의 관찰을 1주일 이

내로 국한시킨 한계점이 있으며, 뇌허혈의 강도 조차도 각

각 달라서 그 발현의 세포학적 위치와 시간적인 상호 관계

를 서로 비교하기 어려웠다. 저자들은 전뇌 허혈 모델을 이

용하여, VEGF 발현의 시간적, 공간적 양상의 변화를 관찰

하고, 아급성기( 2 8일)까지의 VEGF 발현 정도를 관찰함으

로써 뇌의 허혈성 손상에 대한 V E G F의 작용 기전을 연구

하고자 하였다.

대상과 방법

1. Global ischemia model

체중 50-70 g의 암컷 모래쥐(Mongolian gerbil,

Meriones unguiculatus, n=25)을 수술 전 2 4시간 동

안 금식시킨 후 xylazine hydrochloride(10 mg/kg)와

ketamine(50 mg/kg)을 혼합해 복강 내로 주입해 마취

를 유도하였다. 직장 내 온도계 소식자를 삽입하여 수술 시

작에서부터 수술 후 3 0분까지 체온 감시를 하여 가열판과

냉각팬을 사용하여 3 6 . 5±1。C로 조절하였다. 앙와위로 고

정시킨 저빌의 경부를 정중절개하고 양측 총경동맥을 주위

의 결체조직 및 미주신경으로부터 박리한 후 양측 총경동맥

을 동맥류용 클립으로 동시에 결찰해 1 0분 동안 전뇌 허혈

을 유발한 후 클립을 제거하고 재관류하였다.

2. Immunohistochemistry

전뇌 허헐-재관류 후 각각 1일, 3일, 7일, 14일, 28일

째 파라핀에 포매된 조직편을 4 μm로 잘라 슬라이드에 부

착한 후 파라핀을 제거하고 100%, 95%, 90%알코올에

단계적으로탈수하였다. 3 %과산화수소수에1 0분간처리한

후, 일차 항체로 rabbit anti-VEGF polyclonal anti-

b o d y(NeoMarkers, USA)와 rabbit anti-flk-1 poly-

clonal antibody (Santa Cruz Biotechnology, Inc,

U S A )를 이용하였고, 두 항체를 각각 1 : 8 0 0으로 희석하여

넣고 anti-VEGF antibody는 4。C에서 하루 밤 동안,

anti-flk-1 antibody는 실온에서 1시간 반응시킨후

Tris Buffered Saline tween buffer(Lab Vision,

TA-125-TT, pH 7.4)로 5분간 3회 수세하였다. 이차항

체와 발색반응을 위해 E n v i s i o n +T M, peroxidase, rab-

bit 용액(DAKO, K4003)을 넣고 실온에서 1시간 동안

반응시킨 다음, Tris Buffered Saline tween buffer에

역시 5분간 3회 수세하며, 이후 발색을 위해 D A B로 1 0분

정도 반응시켰다. 대조염색으로 헤마톡실린에 1분간 핵염

색하고 수세 후 9 5 %알코올에 3 0초씩 2회 탈수시켜 실렌

으로 투명화하여 봉입제로 봉입하였다. 일차항체인 r a b b i t

anti-VEGF polyclonal antibody를 제외하고 이차항체

만으로 염색하여 동일한 방법으로 면역활성을 비교하였다.

3. Histologic analysis

분석은 광학현미경으로 4 0배에서 해마와 그 주변 조직,

그리고 두정후두피질 영역에서 면역조직화학적 염색 양상을

확인하고 4 0 0배의 배율에서 각각 세포의 형태로 신경세포,

혈관내피세포, 아교세포를 판별하여(김영아, 보라매병원)

그 염색 정도를 두명의 저자(박경일, 박희권)에 의해 0 (음

성), 1+(약양성), 2+(해당영역 세포의 50% 미만 양성) ,

3 + (해당영역 세포의 50% 이상에서 양성)의 4단계로 구별

하였다.2 2

4. Western blotting

마취 후 절두하여 얻은 뇌조직에서 양측 해마를 도려내어

완충액(50 mM Tris-HCl, 50 mM EDTA, 137 mM

NaCl, 2% Triton X-100, 1% deoxycholate, 0.1%

S D S )에서 균질화한 후, 표본 단백질 추출액(40 μg) 을 얻

었다. 단백질을 SDS-polyacrylamide 겔 상에서 전기영

동에 걸고, 겔을 nitrocellulose 막에 이전시킨다. 일차항

체로 anti-VEGF polyclonal antibody 또는 a n t i - f l k -

1 polyclonal antibody를 막과 하루 밤 동안 4。C에서

부란시키고, 이후 페록시다아제-접합의 1:10,000 배로 희

석된 이차 항체를 상온에서 1시간 동안 부란시켰다. 면역

모래쥐의 전뇌허혈모델에서 혈관내피세포 형성인자와 f l k - 1의 지연성발현
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활성의 관찰을 위해 ECL kit를 이용하였다

결 과

1. Immunohistochemistry

전뇌 허혈 후 V E G F에 대한 면역활성은 허혈-재관류 1

일째 뇌피질과 해마 부위에 걸쳐 신경세포와 혈관내피세포

에서 주로 강하게 나타나며 아교세포에서는 상대적으로 면

역 활성 정도가 떨어졌다(Fig.1, 2). 그러나, 3일 이후부

터 아교세포의 면역 활성이 다른 세포들과 비슷한 정도로

활발하였다.

주로 V E G F의 면역 활성은 이전의 보고와 같이 세포질

에서 염색되었으며, flk-1에 대한 면역조직화학염색상 대

체적으로 V E G F와 비슷한 세포학적 위치를 가지고 발현하

였다(data not shown). 일차 항체를 제외하고 이차 항

체만으로 염색한 조직에서는 면역 활성이 없었다.

2. Western blotting

전뇌 허혈 후 VEGF 발현의 정량적인 시간적 양상을 보

기 위해 해마에서 추출된 단백질로 western blotting을

시행하였으며, 1일 후 발현이 현저하게 증가하고, 이후 3

일째 기저 수준 이하로 그 발현이 하향 조절되었다. 시간이

지나면서 1 4일째 다시 V E G F가 활발히 발현되고, 이러한

지연성 증가 발현은 2 8일째에도 지속하였다(Fig. 3a).

수용체인 f l k - 1에 대한 western blotting을 보면

V E G F의 결과와 비슷하게 전뇌 허혈-재관류 후 1일째 일

시적으로 발현이 증가하고, 3일에는 기저 수준으로 감소하

여 거의 b a n d가 관찰되지 않았다가, 14일에 그 발현이 다

시 정점에 도달한 이후감소하는 추세를 보였다(Fig. 3b).

고 찰

이번 연구는 전뇌 허혈 후 급성기뿐 아니라 아급성기의

V E G F의 발현 양상을 관찰하여, 이전의 보고에서 보였던

초기의 일시적인 상승뿐 아니라 아급성기에 이차적인 상승

을 관찰하여 의의가 있다. 더불어 수용체인 f l k - 1도 V E G F

와 시간적으로 유사한 후기의 이차 동반 상승 발현을 확인

하였으며, VEGF의 이차적인 후기 상승 발현이 아교세포의

발현 증가와 관련이 있다는 점에서 새로운 가치가 있다.

국소 뇌허혈 모델에서 허혈 손상을 실험적으로 가한 이후

V E G F의 유전자와 그 형성인자 자체의 분비가 허혈 심부

(ischemic core)와 주변부( p e n u m b r a )에 유도 된다는

사실을 보고하였고,1 3 , 1 4 , 2 1 , 2 2Marti 등은 허혈 손상 후 6시

간과 2 4시간에 V E G F의 발현이 현저하게 증가하고, 그 수

용체인 f l k - 1과 f l t - 1의 발현은 주로 허혈 주변부에서 4 8

시간째 상승하는 사실을 보고 하였으며,1 1 Lennmyr 등은

영구적, 일시적 허혈모델 모두에서 허혈 손상 1일째

V E G F의 면역 활성( i m m u n o r e a c t i v i t y )이 양측 대뇌에

서 동시에 증가하고 3일이 되면 주로 병변측의 허혈 주변

부로 그 활성이 한정됨을 관찰하였다. 또한 전뇌 허혈모델

에서도 VEGF 발현의 시간적인 양상이 유사하여 허혈 재관

류 1 2시간 이후에 해마에서 VEGF mRNA가 증가하기 시

작하여 1일째 정점에 도달하며, 3일 후에는 그 발현이 관

찰되지 않아서 본 연구의 결과와 일치하였다.2 3 또 다른 보

고에서는 western blot과 면역형광염색을 통하여 전뇌 허

혈에 의한 V E G F의 유도가 4시간에서 3일까지 지속하였으

며,2 4 이러한 발현 양상이 7일 후에는 기저 수준으로 다시

낮아져서, 초기에 V E G F의 증가가 혈관투과성을 증가시켜

혈관-뇌 장벽(blood-brain barrier)의 개방에 일조할 것

이라고 주장하였다.2 6 이러한 V E G F의 발현 양상은 대체적

으로 수용체의 발현과 유사한 시간적인 관계를 가지며 본

연구에서도 동일한 결과를 얻었다.

이러한 국소 또는 전뇌 허혈의 초기에 V E G F의 발현 증

가는 면역조직화학염색 결과, 허혈 손상에 취약한 부위에서

현저하며, 주로 신경세포,2 4 또는 성상세포에서 나타나

고,2 3 , 2 5 혈관내피세포, 아교세포,2 2 그리고 미세아교세포

(microglia) 계통의 세포에서도 발현이 관찰되었다.2 1 이

러한 다양한 세포의 국소적 발현 결과는 각기 다른 허혈 손

상의 방법과 정도에 따라 나타난 결과로 생각한다. 한편,

V E G F는 혈관내피세포에 직접 작용하여 혈관 투과성을 증

가시키는 인자이며,2 6 , 2 7 이러한 혈관 투과성의 증가 효과는

혈관 형성 과정보다 신속히 일어난다. 결국 뇌허혈 상태에

서 V E G F에 의해 혈관 형성이라는 긍정적인 효과는 뇌부종

의 악화라는 부정적인 효과에 의해 상쇄될 수 있는 가능성

있다.

전뇌 허혈모델에서 뇌허혈 조작에 의한 국소 뇌혈류의 감

소는 2 4시간 이내에 정상 수준으로 회복하나,3 0 실험적으로

V E G F의 발현이 2 4시간째에 일시적 상승을 나타낸 점을
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Figure 1. Temporal and cellular patterns of VEGF expression.
Immunohistochemical staining for VEGF in hippocampal area
shows frequent immunoreactivity mainly on the neuron and
endothelium at day 1, and neuron, endothelium, and glial cell
from day 14 to 28. The letter ‘P’below the x-axis stands for
the post-operative day.



고려하면 뇌허혈에 의한 자극은 단순히 뇌혈류뿐 아니라 그

이후 지속되는 하류( d o w n s t r e a m )의 대사 변화 때문일

가능성이 높다고 생각한다. 일시적 전뇌허혈에 의한 세포사

의 경우 대체적으로 4일에서 7일사이에 주로 일어나므로,3 1

허혈에 따른 세포의 생존 상태와 V E G F의 발현정도를 직접

연관 시키기엔 무리가 있다.

한편, VEGF의 양은 뇌막종(meningioma) 주위의 부

종의 정도와 잘 연관되고,3 2 국소 허혈모델에서 허혈 주위

의 부종 정도와도 연관성이 깊다.3 3 또, 뇌내 주입 또는 국

소 뇌허혈 모델을 이용한 초기 경정맥 투여에 의해 혈관-뇌

장벽이 느슨해져, 결국은 뇌부종을 악화시킨다. 혈관내

피세포의 방해 항체( m F l t ( 1 - 3 ) - I g G )를 실험적으로 만들어

중대뇌동맥 폐색 3 0분 전에 주입하여 뇌부종 형성의 감소

를 보였던 실험도 이의 효과를 보여주는 증거이다.3 6

Pluta 등의 보고에 따르면 일시적 전뇌 허혈모델에서 허

혈 후 2 4시간에 혈관-뇌 장벽의 개방이 관찰된다.3 7 실험에

서 보였던 1 0분 허혈 모델에서 1일째의 일시적 발현 증가

는 이러한 허혈 후 뇌부종의 증가와 시간적인 행보에 유사

성을 보여 V E G F에 의한 뇌부종 증가 효과와 관련성을 짐

작하게 한다. 더구나 국소 허혈모델에서 뇌허혈 1시간 후

에 정맥을 통한 V E G F의 투여가 혈관-뇌 장벽의 누출을 악

화시켜 뇌부종을 증가시키고 결국 기능적 저하를 가져온

모래쥐의전뇌허혈모델에서 혈관내피세포 형성인자와 f l k - 1의 지연성발현
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Figure 2. Immunohistochemical staining for VEGF in hippocampus (×400). A . Almost all neurons show immunoreactivity for
VEGF, which is graded 3. B. The numbers of neurons below 50% are stained for VEGF, which is graded 2. Panel C. and D. shows
the immunopositive endothelial cells and glial cells for VEGF. 

Figure 3. Western blots for VEGF and flk-1 in hippocampus
of gerbil subjected to 10-min transient global ischemia. Panel
a. demonstrates the bands corresponding to the VEGF165 and
189 respectively and Panel b. demonstrates the band for flk-1
sized 207 kDa.



Zhang 등의 연구에서 간접적인 뒷받침을 해 준다.3 4

본 연구에서 뇌 허혈 후 1 4일째 V E G F의 발현이 다시

증가하는 양상을 발견하였고 이는 이전에 보고되지 않은 소

견이다. 면역조직화학염색에서 보듯이 초기에 비해 신경세

포와 혈관내피세포에서의 면역 활성은 큰 차이를 보이지 않

는 것에 비해 아교세포의 경우 초기에 비해 1 4일째 더욱

증가하여 아마도 1 4일째, 28일째 나타난 V E G F의 지연성

상승 발현은 아교세포에서의 VEGF 발현과 상당한 연관성

이 있다고 생각한다. 신경세포와 아교세포에서 이와 같이

상이한 시간적 발현 양상은 Lee 등에 의해 전뇌 허혈모델

에서 VEGF mRNA의 발현이 northern blot 상에서 각

각 1 2시간째와 1일째 정점에 이른다는 결과에서 밝혀졌으

며,2 3 Jin 등은 초기의 신경세포에서만 발견된 V E G F의 면

역활성을 설명하면서 아교세포의 지연성 발현 가능성을 제

시하였다.2 4

최근 포유류의 기성숙한 뇌에서도 해마의 d e n t a t e

gyrus 과실하 부위(subgranular zone), 뇌실하 부위

(subventricular zone) 등에서 신경세포 또는 아교세포

로 분화되는 기원세포(progenitor cell)가 지속적으로 생

성(proliferation) 되고 이동( m i g r a t i o n )한다는 사실이

밝혀졌으며,3 8 - 4 0 동물 실험에서 허혈성 손상을 받은 이후 기

원세포의 증식과 함께 신경세포로의 분화가 4주째에 대조

군에 비해 현저히 증가되었다.4 1 이러한 신경세포의 생성

( n e u r o g e n e s i s )은 초기, 무리( c l u s t e r )를 지어 분열하

며,주변세포들과유기적인관계( i n t e r a c t i o n )를 가지면서

이루어져, 혈관구조물 근처에서 많이 보이고, 혈관내피세포

의 표식자( m a r k e r )의 면역 활성을 나타내며, 또 이 기원

세포의 무리 근처에서 V E G F와 f l k - 1의 면역 활성이 관찰

되어, 신경세포와 혈관세포 등의 상호 의존적 또는 공통의

신호 과정을 가질 것이라고 하였다.4 2 기원세포( p r o g e n i-

tor cell) 또는 줄기세포(stem cell)의 성상에 대해서는

아직 확실히 알려지지 않았으나, Seri 등은 아교세포의 일

종인 성상세포의 면역학적 특성을 가진 세포가 분열하여 새

로운 신경세포를 생성한다고 하였으며 성인 해마에서의 신

생 신경세포의 기원일 것이라고 주장하였다.4 3 한편, 중추

신경계에서 손상에 대한 자연적인 대처 반응의 하나인 신경

교증( g l i o s i s )이 신경손상 후 신경의 생성과 함께 일어난

다. 이러한 신경교증과 신경세포의 신생이, 성상세포의 증

가와 이에서 발현하는 V E G F의 양적 증가 그리고 혈관내피

세포의 분열-신경혈관생성( n e u r o a n g i o g e n e s i s )과 함께

서로 시간적 공간적으로 평행하게 나타난다.4 4 이러한 사실

을 고려해 본다면, 본 연구에서 허혈 후기에 관찰한 지연성

상승 발현 양상은 신경혈관생성을 반영한다고 예측할 수 있

고, 즉 V E G F의 지연성 증가가 신경생성에 있어서의 적절

한 미세환경( m i c r o e n v i r o n m e n t )을 이루는 역할을 할 것

으로 생각한다.

뇌허혈 모델에서 V E G F가 내인성 신경보호 효과와 혈관

생성의 기능을 한다는 실험적 증거1 1 , 1 8 들을 근거로, 치료적

연구들이 진행되어 왔다. Rat에 국소 뇌허혈을 가한 후,

V E G F의 외부 주입이 혈관 형성을 촉진하는 결과와,1 9 병

변내로의 국소 주입에 의해 뇌경색의 크기가 감소하였다는

보고2 0는 뇌허혈에 대한 치료적 잠재성을 제시하였다.

혈관생성 효과 이외에도 혈관보호 효과가 있다는 주장이

있고, 이러한 혈관보호 효과는 내피세포의 증식과 새로운

혈관의 생성과는 독립적으로, 항증식, 항혈전 효과로 나타

날 것이라고 보고하였다,2 8 , 2 9 이러한 배경으로 최근 V E G F

가 뇌혈관질환 또는 심혈관질환의 치료에 있어 중요한 부분

으로 관심을 모으고 있다.

이러한 결과는, 뇌허혈로 인해 손상된 조직의 재건과, 줄

기세포의 이식과 관련하여 V E G F의 치료적 역할에 대한 기

대를 가지게 한다. 향후 연구에서는 뇌허혈 손상 후 아급성

기 또는 만성기에서 기원세포, 신경세포의 표식자를 이용하

여, 이 들의 분열 양상, 신경신생( n e u r o g e n e s i s )과

V E G F / f l k - 1와의 직접적인 관계를 규명할 필요성이 있다.
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