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국문요약 

 

뇌혈관 내피세포의 허혈 손상에 의한 

nuclear factor kappa B 활성화의 역할 

 

 

  뇌졸중은 사망률 1위를 차지하는 주요 질병이다. 뇌졸중은 뇌의 혈행 장애

로 인한 허혈 (ischemia)에 의해 뇌신경세포가 사멸하여 그 신경학적 증상을 

나타내며, 사망, 불구의 결과를 낳는다. 최근 뇌신경세포의 사멸 뿐 아니라 뇌

혈관 내피세포도 뇌졸중의 중요한 병태 생리를 담당한다고 알려져 그 관심이 

고조되고 있는 바, 뇌혈관 내피세포의 백혈구 부착 인자 (leukocyte adhesion 

molecule) 발현 및 이에 의한 뇌실질 염증, blood-brain barrier (BBB)의 손

상에 의한 뇌 부종, 뇌혈관 내피세포 사멸에 의한 뇌 실질 츨혈 등으로 요약

할 수 있다. Nuclear factor kappa B (NF-κB)는 염증, 세포 생존/사멸에 중요

한 역할을 하는 전사인자이다. 본 실험에서는 허혈의 in vitro 모델인 oxygen 

glucose deprivation (OGD)을 이용하여, NF-κB가 허혈에 의한 뇌혈관 내피세

포 사망에 미치는 영향을 연구하였다. 뇌혈관 내피세포주인 bEnd.3 세포에 

OGD 처리하면, 그 기간에 비례하여 세포 사멸이 나타났으며, NF-κB가 활성

화되었다. 이 때 OGD에 의한 세포 사멸은 있으나, 뒤따른 재관류에 의한 추

가 손상은 없어, 이 후의 실험에서는 OGD에 의한 손상에 초점을 두었다. NF-

κB 활성화는 electrophoretic mobility shift assay (EMSA)를 이용하여 확인하

였고, 본 실험에서 활성화되는 NF-κB는 p65/p50 heterodimer와 p50/p50 

homodimer였다. OGD에 의한 뇌혈관 내피세포의 NF-κB 활성화 기전은 대표

적인 NF-κB 활성화인 TNFα 에 의한 경우와는 그 기전이 다른 바, IκBα  

32Ser의 인산화 및 proteasome에 의한 파괴 과정이 나타나지 않았으며, 허

혈/재관류의 경우 나타난다는 IκBα  42Tyr의 인산화도 나타나지 않았다. OGD

에 의해 활성화되는 NF-κB가 세포 생존인자인지, 사멸인자인지 혹은 이 경우

1



 2

의 세포 사멸에 관계 없는 인자인지 알아보기 위해 세 종류의 NF-κB 억제제

인 pyrrolidine dithiocarbamate (PDTC) + zinc, sodium salicylate, caffeic 

acid phenethyl ester (CAPE)를 사용하였다. 이 세 약물은 공히 NF-κB를 억

제하였으며, 세포 사멸을 증가 시켰다. 이러한 결과가 나타난 기전을 알기 위

해 세포 생존/사멸 단백 중 NF-κB에 의해 조절되는 것으로서 p53, bax, bcl-

2를 Western blot으로 측정하여 보았으나 이 단백들이 양적으로 변화하지 않

아, 적어도 이 세 NF-κB 억제제의 효과는 이 세 가지 세포 생존/사멸 관련 

단백을 경유하지 않았다. 결론적으로, OGD에 의한 뇌혈관 내피세포의 NF-κB 

활성화는 세포 생존 인자로 판단된다. 

━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━ 

핵심되는 말 : 뇌혈관 내피세포, 세포 사멸, NF-κB
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뇌혈관 내피세포의 허혈 손상에 의한  nuclear factor kappa B 활성

화의 역할 

 

<지도교수 안영수> 

연세대학교 대학원 의학과 

 

심 규 대 

 

Ⅰ. 서 론 

 

  뇌졸중 (Stroke)은 1997년 통계청이 발표한 사망원인통계연보에 의하면 인

구 십만 명당 사망률 73.5명으로 1위를 차지하고 있다. 뇌졸중은 이환 된 환

자에게 심각한 기능부전을 초래하여 가족의 절대적인 보호 및 의료기관에서의 

장기간의 치료를 필요로 하게 되므로 사회 경제적인 문제로 대두되어진다. 뇌

졸중은 원인에 따라 혈전색전성 및 출혈성으로 분류한다. 그러나, 선행 원인에 

관계없이 뇌졸중은 신경 조직에 공급되는 혈행 장애로 인한 산소와 포도당의 

결핍, 즉 허혈 (ischemia)로 발생되며 결국 중추신경계의 신경세포가 사멸되

어 보행운동과 감각신경 및 심각한 인지력의 손상을 가져오는 것으로 그 병태 

생리를 요약할 수 있다.1 

  다른 조직과 달리 뇌는 짧은 기간의 허혈에 의해서도 큰 손상을 입는 바, 

뇌졸중의 병태생리는 주로 뇌신경세포 손상에 중점을 맞추어 뇌신경세포 사멸

과 관련된 기전에 관하여 연구가 이루어져 왔다. 뇌신경세포는 에너지 소모가 

많기 때문에 허혈에 의한 포도당과 산소의 부족은 빠른 ATP 고갈을 일으킨다. 

뇌신경세포는 -65 mV의 안정막전위 (resting membrane potential)를 유지하

기 위해 지속적인 Na+-K+-ATPase의 활성을 필요로 하므로, 허혈에 의한 

ATP 고갈은 안정막 전위의 상승을 유도하고, 이에 의해 허혈 자극을 받은 뇌
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신경세포는 많은 활동 전위를 생성하게 된다.2 이는 흥분성 신경 전달물질인 

glutamate의 분비를 증가 시키고, 과도한 양의 glutamate는 세포내 칼슘 농도

를 지속적으로 높게 만들어 세포를 사멸하게 한다. 이러한 흥분성 신경 전달

물질에 의한 뇌신경세포의 손상을 흥분독성 (excitotoxicity)이라고 한다.2 또

한 허혈 기간 동안 활성 산소류 등을 제거하는 시스템이 억제되므로, 뒤따른 

재관류 는 활성 산소류의 폭발적 증가를 일으키고 이는 지질 peroxidation, 

단백 산화 등의 기전으로 조직 손상을 심화시킨다.3,4 

  이렇게 뇌졸중에 의한 신경세포 사멸의 경로는 흥분독성과 산화적 스트레스  

(oxidative stress)에 의한 necrosis로 주로 설명되어 왔으나, 최근 뇌졸중에

서 apoptosis에 의한 세포 사멸이 존재한다는 증거가 제시되고 있다. 뇌 허혈 

및 뇌 손상 후 염색질의 응축 및 응고, 세포질의 수축, DNA 분절 

(fragmentation), cycloheximide에 의한 세포 사멸 방지 등이 그 증거이다.5 

이런 apoptosis는 glutamate 길항제나 항산화제에 의해 세포 사망의 정도가 

감소되지 않고, apoptosis를 억제하는 약물인 caspase 3 억제제나 bcl-2 과발

현 등에 의해 그 정도가 감소된다고 알려졌다.5 

  하지만, 뇌졸중 발생 시에 허혈 자극을 가장 먼저 받는 세포가 뇌혈관 내피

세포이므로 그 분자생물학적, 세포생물학적 병리기전의 시작은 뇌신경세포가 

아니라 뇌혈관 내피세포일 것이다. 최근 신경세포의 사멸 뿐 아니라 뇌혈관을 

구성하는 내피세포가 중요한 병태 생리를 담당한다는 증거들이 제기되고 있

다.6 뇌의 소혈관은 다른 조직의 소혈관들과는 다른 구조를 가지고 있어, 뇌 

실질 내로의 물질 이동을 철저하게 감시하고 있다. 뇌혈관 내피세포, 성상세포 

(astrocyte)의 종단 (end foot) 및 이 사이의 기저판 (basement membrane)으

로 이루어 지는 혈뇌장벽 (blood-brain barrier, BBB)이 이러한 기능을 담당

한다.7 

  뇌혈관 내피세포는 허혈 자극에 의해 여러 가지 백혈구 부착 인자 

(leukocyte adhesion molecule)를 발현하고, 염증 매개물질을 방출한다. 이는 

뇌 조직 실질의 염증을 일으켜 조직 손상을 가중시킨다.8,9 또한 허혈은 뇌혈
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관 내피세포 사이의 tight junction을 손상시키고, matrix metallo-protease 

(MMP)의 발현을 증가시킴으로서 BBB 장벽을 느슨하게 하여, 뇌 실질의 부종

을 일으키며 이는 뇌압을 상승시켜 뇌 허혈을 심화시키고, 심한 경우 뇌 탈장

을 일으킨다.6 특히 허혈에 의해 뇌혈관 내피세포가 사멸하는 경우, 치료적인 

재관류 즉 혈전용해 치료 시, 혹은 자연적인 재관류 시 뇌졸중에 이은 뇌내 

출혈을 야기할 수 있다. 이런 경우를 hemorrhagic transformation이라 하며, 

매우 치명적이므로, 허혈에 의한 뇌혈관 내피세포의 사멸은 뇌졸중의 병태생

리 및 치료전략에 있어서 매우 중요한 부분이 된다.10-12 

  Nuclear factor kappa B (NF-κB)는 1986년 B cell에서 immunoglobulin 

kappa chain을 만들어 내는 데에 필요한 transcription factor로서 발견되었으

며, 그 이후 많은 연구를 통하여, 염증 등의 면역 반응에 매우 중요한 역할을 

한다는 것을 알게 되었다.13 하지만, NF-κB의 주 구성원인 p65 제거 형질전환 

마우스가 발생 단계에서 간 세포 (hepatocyte)의 괴사를 일으켜 사망하고, 파

괴되지 않는 mutant IκB에 의해 apoptosis가 증대되는 등의 실험적 증거들에 

의해 NF-κB가 세포 사멸을 억제하는 (anti-apoptotic) 역할을 한다는 것이 

알려져 그 중요도가 한층 가중되게 되었다.14 

  NF-κB는 이합체로 이루진 바, p65, p50, p52, cRel, RelB 등 5가지 단백이 

동일이합체 (homodimer) 혹은 상이이합체 (heterodimer)를 이루고 있다.15 

활성화되지 않은 NF-κB는 inhibitor κB (IκB) 단백에 의해 세포질에 억류되어 

있는데, 이는 IκB가 NF-κB 이합체와 결합하여, NF-κB가 가지고 있는 

nuclear localization sequence  (NLS)를 가리고 있기 때문이다.15 UV, 

reactive oxygen species  (ROS), TNFα , interleukin (IL)-1β 등 염증 싸이

토카인 등에 의해 NF-κB가 활성화되는데, 이런 자극에 의해 IκB kinase 

(IKK) complex가 활성화되고 이에 의한 IκB의 인산화, IκB의 

polyubiquitination, proteasome에 의한 IκB의 파괴가 폭포수 반응으로 일어나, 

NF-κB의 NLS가 노출되어 NF-κB가 핵 안으로 들어가게 되어 전사인자로서 

기능하게 된다.16 
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  많은 유전자의 promoter 부분에 NF-κB 결합 부위 즉, κB site가 존재하여, 

NF-κB 활성에 따라 그 유전자의 발현이 조절된다. TNFα , IL-2,3,6,8, TGF-

β , MnSOD, Calbindin, Proenkaphaline, Bcl-2 family members, p53, IκBα , 

intercellular adhesion molecule (ICAM)-1, iNOS, cyclooxygenase (COX)-2, 

amyloid precursor protein (APP), transglutaminase, glial fibrillar acidic 

protein (GFAP), endothelial cell leukocyte adhesion molecule (ELAM)-1, 

vascular cell adhesion molecule (VCAM)-1, e-selectin, T cell recepter 

alpha, beta chains, α2-microglobulin, c-rel, c-myc, interferon regulatory 

factor (IRF)-1 등 많은 유전자의 발현이 NF-κB 활성에 의해 그 발현이 조절

된다. 이러한 유전자들을 살펴보면, NF-κB가 염증 등 면역반응, 세포 생존/사

멸에 매우 중요한 역할을 담당하는 것을 알 수 있다.15,16 

   NF-κB 활성을 변화시키는 약물들은 면역억제제로 개발되어 각종 염증성 

질환에 사용되고 있으며, 항암 화학요법의 한 부분을 담당할 것으로 기대된다. 

또한, 신경퇴행성 질환 등의 예방, 치료의 경우 세포 사멸을 억제할 목적으로 

사용될 것이다. 

  뇌혈관 내피세포의 NF-κB는 허혈성 자극에 대한 반응으로 활성화되며 이에 

의해 염증 반응을 매개하는 여러 종류의 싸이토카인, 백혈구 부착 인자 

(leukocyte adhesion molecule) 등의 발현이 증가된다. 이는 결과적으로 허혈 

및 허혈 후 재관류에 의한 조직의 염증 반응을 야기하여 조직 손상을 증가시

킨다.17-19 하지만, 허혈성 자극에 의한 뇌혈관 내피세포의 NF-κB 활성화가 

뇌혈관 내피세포의 사멸에 어떤 영향을 미치는 지는 밝혀진 바가 없다. 따라

서, 허혈성 자극의 in vitro 모델로서 oxygen glucose deprivation (OGD)을 

사용하고, 뇌혈관 내피세포로서 마우스의 뇌혈관 내피세포종에서 유래한 세포

주인 bEnd.3를 이용하여, 뇌 허혈 시 NF-κB 활성화가 뇌혈관 내피세포의 사

멸에 미치는 영향을 알아보고자 하였다. 이를 통하여 뇌졸중 상황에서 조직 

손상을 감소시킬 수 있는 약물의 조건을 제시하여, 효과적인 치료전략을 세울 

수 있을 것이다. 
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Ⅱ. 재료 및 방법 

 

1. 세포 배양 

 

  마우스의 뇌혈관 내피세포종에서 유래한 세포주인 bEnd.3 cell (ATCC, 

Manassas, VA, USA)을 10% fetal bovine serum (Life Technologies Inc., 

Grand Island, NY, USA)이 포함된 Dullbeco’ s modified Eagle’ s media 

(DMEM, Life Technologies Inc., Grand Island, NY, USA)에서 배양하였다. 이 

배지의 NaHCO3 양은 2.2 g/L로 하여, 37℃, 5% CO2 환경에서 유지하였다. 

모든 실험은 3x104 cells/cm2의 세포 농도로 세포를 분주한 후 16-24 시간에 

실시하였다. 

 

2. Oxygen glucose deprivation (OGD) - in vitro ischemia 

  OGD는 준비된 세포에서 산소와 포도당을 포함한 모든 영양분 및 에너지원

을 제거하는 것이고, 재관류는 OGD 후에 산소와 포도당을 재공급하는 과정이

다. Balanced salt solution0 (BSS0, NaCl 116 mM, CaCl2 1.8 mM, MgSO4 0.8 

mM, KCl 5.4 mM, NaH2PO4 1 mM, NaHCO3 26.2 mM, pH 7.4)은 영양분 및 

에너지원이 없는 완충액이고, 여기에 포도당 5.5 mM을 추가한 것이 BSS5.5이

다. BSS0를 산소가 없는 혼합가스 (CO2 5%, H2 10%, N2 85%)로 bubbling하여 

산소를 제거한 것이 deoxyBSS0이며, 세포의 배지를 deoxyBSS0로 두 번 세

척 후 deoxyBSS0로 교체하여 anaerobic chamber (Forma scientific Inc, 

Marietta, OH, USA)에 넣어 37℃로 배양하는 과정을 OGD로 하였고, OGD 상

태에 있던 세포를 anaerobic chamber에서 꺼내 산소를 포함하고 있는 BSS5.5

로 배지를 교환해 주는 과정을 재관류로 하였다. 
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3. 약물처리 

 

  Pyrrolidine dithiocarbamate (PDTC), ZnSO4 (Sigma, St. Louis, MO, USA)

는 phosphate buffered saline (PBS)에 녹여 무균여과한 후 사용하였으며, 

sodium salicylate (Sigma, St. Louis, MO, USA)는 BSS0, BSS5.5에 20 mM로 

녹여 pH 7.4로 정적한 후, 무균여과하여 사용하였다. Sodium salicylate는 처

리 농도가 높아 삼투압에 대한 영향이 크므로, NaCl의 양을 줄여 삼투압을 

310±5 mosm/L로 조절하였다. Caffeic acid phenethyl ester (CAPE, 

Calbiochem, Darmstadt, Germany)는 99% ethanol (Sigma, St. Louis, MO, 

USA)에 100 mM로 녹여 사용하였다. CAPE 처리의 경우, 대조군에 동량의 

ethanol을 처리하였다. 

 

4. 현미경을 이용한 세포 사망 분석 

 

  세포의 사멸 혹은 생존을 측정하기 위한 기본적인 방법은 광학현미경 상에

서 하나하나 셈하는 것이다. 현미경 상에 보이는 세포 중 사멸한 세포를 알아

내기 위한 방법으로 propidium iodine (PI) 염색과 trypan blue 염색을 사용하

였다. PI를 1 g/mL로 처리하여 30 분 배양 후, 형광현미경에서 excitation 

546 nm, emission 590 nm 필터로 관찰하였다. PI는 세포가 사멸하면 세포 안

으로 이동하여 DNA에 결합, 붉은 형광을 내고, 세포가 살아있으면 세포 안으

로 들어가지 못해 형광을 띠지 못한다. 세포에 0.4% trypan blue를 처리하여 

1 시간 배양한 후, 배지를 제거하고 PBS를 첨가한 후 광학현미경으로 관찰하

여 검게 염색된 세포는 죽은 것으로, 염색되지 않은 세포는 살아있는 세포로 

하여 센다. 대조군의 살아있는 세포 수에 대한 백분율을 세포생존율로 하였다. 
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5. MTT 측정법을 이용한 세포 사망 분석 

 

  24 well plate에 세포를 분주한 후, 적정 자극 후에 MTT 측정법을 사용하

였다. 세포에 MTT 염료를 1 mg/mL의 농도로 처리하여 1 시간 배양한 후, 

MTT의 환원으로 인한 보라색의 formazan 결정을 용출 용액 (25% 

dimethylforamide, 10% SDS)에 12시간 이상 녹여 570 nm에서의 흡광도를 

spectrofluorometer (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)로 측정하였다. 

처리군의 OD570과 손상 받지 않은 군의 OD570과의 비율을 세포 생존율 (cell 

viability)로 하였다. 

 

6. 핵 단백, 세포질 단백의 분리 

 

  세포를 1.8x106이 되게 모아 차가운 PBS로 씻은 후, 1 packed cell volume 

(PCV)의 buffer A (10 mM HEPES, pH 7.9, 1.5 mM MgCl2, 10 mM KCl, 0.5 

mM DTT, 1 ㎍/mL leupeptin, 1 ㎍/mL aprotinin)에 부유 시켜 얼음에 10 분

간 방치하였다. 27 게이지 바늘에 5-10번 통과시켜 세포막을 파괴시키고, 원

심분리 하여 핵을 모으고, 세척, 분리하였다. 이 때의 상층액을 13,000 rpm, 

4℃, 15분에서 원심분리 하여 그 상층액 만 취하면 세포질 단백 추출물이 된

다. 분리된 핵으로부터 핵단백질을 추출하기 위해 2/3 PCV의 차가운 buffer 

B (10 mM HEPES, pH 7.9, 1.5 mM MgCl2, 420 mM KCl, 0.5 mM DTT, 0.2 

mM EDTA, 1 ㎍/mL leupeptin, 1 ㎍/mL aprotinin, 0.5 mM PMSF, 25% 

glycerol)를 넣고 얼음에 30분 방치하였다. 30 분 후 buffer C (10 mM 

HEPES, pH 7.9, 1.5 mM MgCl2, 0.5 mM DTT, 0.2 mM EDTA, 1 ㎍/mL 

leupeptin, 1 ㎍/mL aprotinin, 0.5 mM PMSF, 25% glycerol)를 2/3 PCV 만큼 

넣어 13,000 rpm, 4℃, 15분에서 원심분리 하였다. 이 상층액이 핵단백질이다. 
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7. 젤 지연분석(electrophoretic mobility shift assay, EMSA) 

 

  동위원소로 표지한 NF-κB consensus oligonucleotide (5’ -

AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3’ , Santa Cruz Biotechnology, Inc., 

Santa Cruz, CA, USA) 즉 probe 0.0175 pmole (>104 CPM)과 1 ㎍의 poly 

dIdC를 포함한 10 µL의 2X 결합 완충액 (20 mM Tris-HCl, pH 7.6, 20 mM 

NaCl, 1 mM DTT, 1 mM EDTA, 5% glycerol)을 동량의 핵 추출물과 섞어 주

었다. 얼음 위에서 30 분 간 반응 시킨 다음 혼합물을 nondenaturing 6% 

polyacrylamide gel에 180V에서 2 시간 동안 전기영동 하였다. 전기영동 후 

젤을 진공 건조 시켜 자가방사기록 하였다. Competition assay와 supershift 

assay의 경우, probe를 넣기 전에 동위원소 표지하지 않은 oligonucleotide 

혹은 항-NFκB 혈청 (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA)

를 2 µL 넣어 반응시킨 후 probe를 첨가하였다. 

 

8. Western blot 

 

세포를 차가운 PBS로 두 번 씻은 다음, 50 mM Tris, pH 7.2, 2 mM EDTA, 

1% Triton X-100, complete protease inhibitor cocktail (Roche, Manheim, 

Germany)이 포함된 용해 완충액을 넣고 긁어 1.5 mL 튜브에 모아, 30 분 간 

얼음에 방치한 후 13,000 rpm, 4℃, 15 분에서 원심분리하였다. 50 ㎍의 단백

질을 10% SDS-PAGE로 분리하고, nitrocellulose 막에 단백질을 이동부착하

였다. 5% 탈지분유로 비특이 항체결합을 방지한 후, 1:1000으로 희석한 1차 

항체와 1:5000으로 희석한 2차 항체 (HRP 포합된 IgG)를 반응시켰다. IκBα , 

p65, bax, bcl-2 (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA), 

phospho-IκBα  (New England Biolab, Beverly, MA, USA), p53 (Neomarker, 

Fremont, CA, USA)등의 항체를 사용하였으며, 최종적인 발색 반응에는 ECL 

kit (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA)을 이용하였다. 
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9. 세포면역염색법 (immunocytochemistry) 

 

  커버 슬립에 3x104 cells/cm2로 키워 예정된 처치 한 세포를 phosphate 

buffer (PB, 0.1 M Na2HPO4, pH 7.4)로 세척한 후, 4% paraformaldehyde

로 고정하고, 0.2% triton X-100으로 세포막을 투과 가능케 하였다. 1% 소 

혈청 알부민으로 비특이 항원-항체 결합을 억제하고, anti-p65 항체를 

1:1000으로 처리하여 4 시간 배양하고, 세척 후 이차항체 biotin이 포합된 

anti-rabbit 항체 (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA)를 처리하

고, avidin-biotin을 이용한 ABC Vectastain kit (Vector Laboratories, 

Burlingame, CA, USA)로 염색하였다. 이후, 순차적인 고순도의 에탄올 세

척 및 xylene으로 탈수한 후, Permount (Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ, 

USA)로 마운트하여 광학현미경으로 관찰하였다. 
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Ⅲ. 결 과 

 

1. 배지 탈산소화 (Deoxygenation)  

 

OGD는 허혈성 질환인 뇌경색 (뇌졸중)과 심근경색의 in vitro 모델이다. 

OGD를 수행하기 위해 BSS0 배지의 산소를 제거하는 과정이 필수적인데 이를 

위해 혼합 가스 (질소 85%, 수소 10%, 이산화탄소 5%)를 이용하여 bubbling 

하였다. Bubbling을 수행하면서 dissolved oxygen meter (Corning, Corning, 

NY, USA)로 산소 포화도가 감소하는 것을 측정하였다 (그림 1). Bubbling 15

분에 의해 BSS0 내의 산소 포화도는 0.5% 이하로 낮아졌다. 따라서, 이후의 

실험에서 BSS0의 탈산소화를 위해 30분 bubbling을 실시하였다. 

 

 

 

그림 1. 배지 탈산소화. 가스 탱크로부터 공급되는 혼합가스(질소 85%, 수소 

10%, 이산화탄소 5%)를 syringe filter로 여과하여 2 mL 피펫을 통해 500 mL, 

혹은 250 mL 병에 있는 BSS0에 공급하였다. 공급하는 동안 4분 간격으로 

dissolved oxygen meter를 이용하여 산소 포화도를 측정하였다. 
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2. OGD에 의한 뇌혈관 내피세포 사멸 

  

  마우스의 뇌혈관 내피세포로부터 유래한 세포주인 bEnd.3 세포에 OGD 처

리하면 세포가 사멸한다. 세포 사멸 시 광학 위상차 현미경 관찰 시 형태학적 

특징은 세포와 세포 사이의 경계가 사라지면서, 방추 모양의 세포가 그 형태

를 잃는 것으로 요약할 수 있다 (그림 2A, 왼쪽 아래). 세포가 사멸했다는 것

은 propidium iodine 염색을 통해 확인하였다 (그림 2A, 오른쪽 아래). 

  이 세포 사멸을 정량화하기 위해 LDH 활성 측정을 하려하였으나, 본 실험 

시스템에서 세포 사멸에 의한 LDH 방출 시 LDH 활성이 유지되지 않아 다른 

세포 사멸 측정을 사용해야 했다 (자료 생략). 따라서, MTT 측정법을 사용한 

결과, OGD 2 시간 처리만으로도 세포의 MTT 환원도가 매우 감소함을 알았으

나, 정상적인 배양 배지인 DMEM을 공급하여 주면 MTT 환원도가 2시간이내

에 회복됨을 알게 되었다 (그림 2B). 따라서 이는 영양소 부족에 의한 MTT 

환원도 감소이며, 세포사멸을 측정하기위해서는 OGD 수시간→DMEM 2 시간

→MTT 측정의 방법을 사용하기로 하였다. 이는 trypan blue 염색을 이용하여 

사멸한 세포의 개수를 측정하는 방법과 상응하는 관계를 보였다 (자료 생략). 

  OGD 기간에 따른 세포사멸 정도를 측정한 결과, OGD 8시간부터 세포 사멸

이 나타나기 시작해서, 10시간이면 30~40%, 12시간이면 50~60%의 세포 사

멸을 보였다 (그림 2C). 
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그림 2. OGD에 의한 뇌혈관 내피세포의 사멸. A. bEnd.3 세포를 3x104 /cm2의 

밀도로 배양하여 BSS5.5 (위), OGD (아래) 14시간 처리한 것이다. 왼쪽은 위상차 

현미경으로, 오른쪽은 propidium iodine 염색하여 사멸한 세포를 형광 현미경으로 

찍은 사진이다. B. ◆는 BSS5.5로 배지를 교환하여 시간 별로 MTT 환원도를 측

정한 것이고, ■와 ▲는 각각 OGD 2시간 후, 10시간 후 BSS5.5를 이용한 재관류

를 시행하면서 시간별로 세포 사멸을 측정한 것이다. C. OGD를 시간별로 수행하

여 그 MTT 환원도를 측정하였다. 
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3. OGD에 뒤따른 재관류가 뇌혈관 내피세포 사망에 미치는 영향 

 

  뇌졸중이나 심근경색 등 허혈성 질환에서 허혈 기간의 조직 괴사도 중요한 

병리 기전이지만, 이에 뒤따르는 재관류 또한 매우 중요한 병리 기전으로 알

려져 있다. 따라서, 재관류에 의해 뇌혈관 내피세포 손상이 가중되는 지를 

MTT 측정법으로 확인하였다. BSS5.5 처리군을 100%로, 즉 대조군으로 하였

고, OGD 8 시간, 10 시간 후, BSS5.5로 재관류하면서 MTT 환원도를 측정한 

결과, OGD에 의한 세포 사멸 후, 재관류에 의한 세포 사멸은 나타나지 않았다 

(그림 3). 이는 재관류 손상이 없음을 의미한다. 
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그림 3. OGD에 뒤따른 재관류가 뇌혈관 내피세포 사망에 미치는 영향. ◆는 

OGD 처리 없이 BSS5.5로 배지를 교체하여 시간 별로 MTT assay를 한 것이다. 

■와 ▲는 각각 OGD 8 시간, 12시간 처리 후, 재관류하며 시간 별 MTT assay를 

한 것이다. 
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4. OGD에 의한 NF-κB 활성화 

 

  OGD 처리 시 NF-κB의 활성을 알아보기 위해 젤 지연분석을 수행한 결과 

NF-κB의 활성은 OGD 기간에 따라 증가하였다 (그림 4A). Competition 

assay를 실시한 결과 동위원소 표지 되지 않은 wild type NF-κB consensus 

oligonucleotide를 표지 소식자보다 100배 이상으로 넣으면, 그 밴드가 사라

지고, mutant나 다른 종류의 oligonucleotide를 넣으면 밴드가 사라지지 않는 

것으로 보아 NF-κB 특이 밴드임을 확인하였고, supershift assay에서 윗 밴드

는 anti-p65 항체, anti-p50 항체에 의해 그 진하기가 감소하였고, 아래 밴드

는 anti-p50 항체에 의해서만 그 진하기가 감소하였으므로 두 밴드 구성은 

p65/p50 heterodimer와 p50/p50 homodimer이며, 이 세포주의 NF-κB는 주

로 p65/50 heterodimer임을 알 수 있었다 (그림 4B, 4C). 

 

       A                 B                  C 

   

 

그림 4. OGD에 의한 NF-κB의 활성화. A. 100 mm dish의 bEnd.3 세포에 OGD 

처리를 하여 젤 지연분석을 실시한 것이다. B. Competition assay. 동위원소로 표

지하지 않은 wild type과 mutant NF-κB consensus oligonucleotide, AP-1, SP-

1 consensus oligonucleotide를 이용하였다. C. Supershift assay. NF-κB의 5 가

지 구성 성분에 대한 항체를 핵 단백과 반응시킨 후 probe를 넣어 젤 지연분석을 

실시한 것이다. 
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5. OGD에 의한 NF-κB 활성화 기전 

 

  NF-κB 활성화 기전으로서 가장 잘 밝혀진 것이 TNFα 에 의한 NF-κB 활

성화인데, 이 경우, TNFα 는 IκB kinase (IKK)를 활성화시키고, 활성화된 IKK

는 IκBα 를 인산화시켜, polyubiquitination이 가능하게 하며, 그 결과 IκBα 가 

proteasome에 의해 파괴되어 세포질에 있던 NF-κB가 핵 안으로 이동하게 

되어 NF-κB가 활성화된다. OGD에 의한 NF-κB 활성화의 경우도 TNFα 의 

경우와 유사한지를 보기 위하여 IκBα 와 32Ser-phosphorylated IκBα 의 양 

변화를 Western blot으로 확인하였다. TNFα 를 처리하면, 처리 후 15분에 Iκ

Bα 가 인산화되어 파괴되었다가 시간이 지나면서 다시 생성되는 반면, OGD 

처리에 의한 NF-κB가 활성화되는 경우, IκBα 의 양이 변하지 않았으며, 

32Ser의 인산화도 나타나지 않았다 (그림 5A, 5B, 5C). 하지만 NF-κB의 구

성 요소인 p65의 핵 안으로의 이동은 Western blot 및 세포면역염색법으로 

확인되어, 이 세포주의 OGD에 의한 NF-κB 활성화는 TNFα 에 의한 NF-κB 

활성화와는 다른 기전이 관여하는 것으로 생각된다 (그림 6A, 6B)．허혈/재관

류에 의해 TNFα 에 의한 NF-κB 활성화와는 다른 기전, 즉 IκBα 의 파괴없이 

나타나는 NF-κB 활성화로 알려진 것이 42Tyr 인산화에 의한 NF-κB 활성화

이다.20,21 IκBα   42Tyr이 인산화되면 IκBα 의 파괴없이 IκBα 와 NF-κB가 분

리되어 NF-κB가 활성화된다는 것이다. 이를 확인하기 위해 anti-IκBα  항체

로 면역침전한 후, anti-IκBα  항체와 anti-phosphotyrosine 항체로 Western 

blot하였다. Tyrosine phosphatase 억제제인 pervanadate 처리에 의해 IκBα

의 크기가 증가하였으며, anti-phosphotyrosine 항체가 결합하므로 이는 IκB

α 의 tyrosine 인산화 때문인 것이다. 하지만, OGD에 의해서는 그런 현상이 

나타나지 않았으므로 본 실험 조건에서 OGD에 의한 NF-κB 활성화의 경우, 

42Tyr 인산화에 의한 NF-κB 활성화는 없다 (그림 7).  
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             B 

 

             C 

 

그림 5. OGD에 의한 IκBα 32Ser의 인산화 여부. IkBa A. B. C. TNFα  처리 후 

15, 30, 60 분, OGD 처리 후, 15, 30, 60 분, 2, 4, 6시간의 IκBα 와 32Ser이 인산

화 된 IκBα 의 양변화를 Western blot으로 측정한 것이다. 

 

A 

 

             B 

 

그림 6. OGD에 의한 p65의 핵내 이동. A. OGD에 의해 NF-κB가 활성화 될 때, 

세포질 단백과 핵 단백을 분리하여 각각 p65의 양 변화를 Western blot으로 측

정한 것이다. B. BSS5.5, OGD 4 시간 처리 후, p65 항체를 이용한 세포면역염색을 

실시하였다 
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그림 7. OGD에 의한 IκBα 의 42Tyr의 인산화 여부. Pervanadate(pV) 30분, 

OGD 1시간, 4시간 처리한 세포질 단백을 항-IκBα  항체로 면역침전한 후, 항-IκB

α  항체, 항-phosphotyrosine 항체로 Western blot하였다. 

 

 

6. PDTC+ZnSO4가 OGD에 의한 뇌혈관 내피세포 사망과 NF-κB 활성화

에 미치는 영향 

 

  NF-κB는 세포 생존에 필요한 단백이라는 증거가 여러 가지 세포 사멸 모델

에서 제시되고 있는 바, OGD에 의한 뇌혈관 내피세포의 사멸 시에 NF-κB의 

역할을 알아보고자 OGD 처리 전 2시간과 OGD 기간 동안 NF-κB 억제제를 

처리하여 NF-κB를 억제할 경우, 그 세포 사멸이 어떻게 되는 지를 알아보았

다. NF-κB의 억제제로 널리 알려진 PDTC가 NF-κB를 억제하는 데에 혈청, 

그 중에서도 아연 이온이 필요하다는 사실을 보고한바 있어,22,23 PDTC 50 µM

과 ZnSO4 0.5 µM, 1 µM, 2 µM을 처리하여 NF-κB를 억제하였다. PDTC, 

ZnSO4를 배지에 넣고 OGD 처리한 후 젤 지연분석을 실시한 결과, OGD 4 시

간에 의한 NF-κB 활성화가 완전하게 억제되었으며, 이 때 아연 이온의 농도

에 비례하게 세포 사멸이 증가하였다 (그림 8A, 8B). 



  20

      A                    B 

       

 

그림 8. PDTC+ZnSO4가 OGD에 의한 NF-κB 활성화와 세포 사멸에 미치는 영향. 

OGD 처리 시 PDTC 50 µM과 ZnSO4 0.5 µM, 1 µM, 2 µM를 포함한 BSS0를 만

들어, OGD 처리 하였다. OGD 처리 후 젤 지연분석(A)과 MTT 측정법(B)을 실시

하여 NF-κB의 활성과 세포 생존을 측정하였다. 

 

 

7. Sodium salicylate가 OGD에 의한 뇌혈관 내피세포 사망과 NF-κB 활성화

에 미치는 영향 

 

  Salicylate계 약물은 항염증, 진통, 해열, 항혈전 등의 약리작용을 지닌 유서 

깊은 약물로서, cyclooxygenase 억제 효과가 그 약리 작용을 나타낼 것으로 

생각하였으나, 최근 NF-κB를 억제한다는 사실이 밝혀져 그 약리 작용을 한층 

더 이해하게 되었다.24 또한, salicylate가 뇌졸중 시 신경 세포의 사멸을 억제

한다는 보고가 있어, 그 기전으로 NF-κB 억제 작용을 지목하고 있다.25 본 연

구진은 또 다른 NF-κB 억제제로서 salicylate를 사용하여 OGD에 의한 뇌혈

관 내피세포 사멸에 미치는 영향을 알아보았다. Sodium salicylate 10 mM 이

상에서 NF-κB 활성화가 억제 효과가 나타나며, 세포 사멸은 증가하였다 (그

림 9A, 9B). 
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           A               B 

     

그림 9. Sodium salicylate가 OGD에 의한 NF-κB 활성화와 세포 사멸에 미치는 

영향. OGD 처리 시 Na Salicylate 5 mM, 10 mM를 처리하였다. OGD 처리 후 젤 

지연분석(A)과 MTT assay(B)를 실시하여 NF-κB의 활성과 세포 생존을 측정하

였다. 

 

 

8. CAPE가 OGD에 의한 뇌혈관 내피세포 사망과 NF-κB 활성화에 미치는 영

향 

 

CAPE는 꿀벌의 벌집 성분인 프로폴리스의 주요 활성 물질로서, 항염증 효

과와 강력한 항산화 효과를 가진 물질로 알려져 있으며,26-28 이는 NF-κB 억

제제로서의 CAPE는 NF-κB가 핵 안으로 들어가는 것을 막는 것 때문인 것으

로 알려져 있다.29 CAPE를 NF-κB 억제제로 사용하여 전술한 바 있는 OGD에 

의한 NF-κB 활성화와 세포 사멸에 대한 효과를 알아보았다. CAPE를 0.2 µM, 

2 µM 처리 시 OGD에 의한 NF-κB 활성화가 억제되고, 20 µM 처리 시에는 

OGD에 의한 세포 사멸이 20%에서 90%로 증가하였다 (그림 10A, 10B). 
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그림 10. CAPE가 OGD에 의한 NF-κB 활성화와 세포 사멸에 미치는 영향. OGD 

처리 시 CAPE 0.2 µM, 2 µM를 포함한 BSS0를 만들어, OGD 처리 하였다. OGD 

처리 후 젤 지연분석(A)과 MTT 측정법(B)를 실시하여 NF-κB의 활성과 세포 생

존을 측정하였다. 

 

 

9. OGD 및 NF-κB 억제제가 세포 생존/사멸 관련 단백에 미치는 영향 

 

  NF-κB 억제제가 OGD에 의한 세포 사멸을 증가시키므로, 그 기전을 알아보

기 위해 NF-κB와 관련성이 많다고 알려진 p53, bax, bcl-2 등의 세포 생존/

사멸 관련 단백의 양적 변화를 Western blot으로 알아보았다. OGD 10 시간에 

의해, 그리고 sodium salicylate를 함께 처리한 군에서도 이들 단백의 양적인 

변화는 나타나지 않았다. 따라서, NF-κB 억제제가 OGD에 의한 bEnd.3 세포

의 사멸을 증가시키는 데에 적어도 p53, bax, bcl-2는 관여하지 않는 것으로 

생각된다 (그림 11). 

 

그림 11. OGD 및 sodium salicylate가 p53, bax, bcl-2의 단백 양에 미치는 영향.  

BSS5.5, OGD, sodium salicylate 10 mM+OGD의 세 그룹을 10 시간 처리 후, 세

포질 단백을 추출하여 Western blot을 실시하였다. 
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Ⅳ. 고 찰 
 

  최근 뇌졸중의 병태 생리에서 뇌혈관 내피세포가 중요한 역할을 할 것으로 

생각되고 있다. 특히, NF-κB가 다양한 허혈 자극에 의해 활성화 되고, 허혈 

시의 조직 염증에 중요한 역할을 할 것으로 생각되고 있다. 하지만 NF-κB는 

면역반응 뿐 아니라 세포의 생존, 사멸에 중요한 역할을 담당하므로, 뇌허혈 

상황에서 뇌혈관 내피세포의 NF-κB 활성이 뇌혈관 내피세포의 사멸에 미치는 

영향을 밝히고자 하였다. 

  먼저, OGD에 의한 뇌혈관 내피세포주인 bEnd.3의 세포 사멸 양상을 보았다. 

OGD 8 시간까지는 매우 적은 세포 사멸을 보이다가, 10 시간이면 30-40% 

정도의 세포 사멸이 나타났다. 이는 소의 뇌혈관 내피세포 (bovine cerebral 

endothelial cell, BCEC)를 이용한 허혈성 세포 사멸 실험에서의 세포 사멸정

도와 흡사하나, 세포가 수축하고, 얇아지면서 사멸하는 BCEC의 경우와는 그 

형태학적 소견이 다르다.30,31 

  이 때, NF-κB가 활성화 되는 데, TNFα 에 의한 NF-κB 활성화의 경우와는 

달리, IκBα  32Ser의 인산화가 나타나지 않았으며, IκBα 의 양도 변하지 않았

다. 이는 이 세포주의 OGD에 의한 NF-κB 활성화 기전이 TNFα 에 의한 

NF-κB 활성화의 경우와는 다름을 암시한다.32 이는 허혈/재관류에 의해 NF-κ

B가 활성화되는 경우, IκBα  32Ser의 인산화가 나타나지 않고, 42Tyr의 인산

화가 중요한 역할을 하며, IκBα  파괴 과정이 불필요하다는 보고와 일치한

다.20,21 따라서, 이를 확인하기 위하여 IκBα  42Tyr의 인산화를 anti-

phosphotyrosine 항체를 이용한 방법으로 확인하여 보았으나, 이 세포주의 

OGD에 의한 NF-κB 활성화의 경우에는 42Tyr의 인산화가 나타나지 않았다. 

최근 장기간의 NF-κB의 활성화에 IκBβ  C-terminal PEST domain의 인산화

가 관여한다는 보고가 있으므로 IκBβ 의 인산화가 OGD에 의한 NF-κB 활성

화를 매개할 가능성이 남아있다.33 

  본 연구에서 세포사멸 측정을 위해 MTT 측정법을 사용하였다. 많은 경우 
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세포사멸 측정 시 lactate dehydrogenase (LDH) 측정법을 사용하는 데, LDH 

측정법은 세포가 사멸하면 세포 안에 있는 LDH가 배지로 유출되는 성질을 이

용한 것으로서, 배지로 유출된 LDH의 효소 활성이 안정적으로 유지되어야 하

는 기본 전제조건을 가지고 있다.34 본 연구의 세포 사멸의 경우, 배지로 유출

된 LDH의 효소 활성이 시간에 따라 급격히 감소하여 12 시간이 경과하면 그 

효소 활성을 거의 잃게 되므로, 세포 사멸 정도를 LDH 측정법으로 측정하지 

못하였다 (자료 생략). 차선책으로 MTT 측정법을 사용하였는데, 이는 살아 

있는 세포의 MTT 환원 능력을 측정하는 것이므로, 세포 사멸 정도를 측정하

려면 세포가 증식하는 효과는 없어야 한다는 것과, 세포의 MTT 환원 능력이 

살아있는 세포의 양에 의해서만 변하고 다른 자극에 의해서는 변하지 않아야 

한다는 것이 전제 조건이다. 본 연구에서 사용한 세포주는 혈청이 없으면 분

열하지 않고 (자료 생략), OGD/재관류 과정은 혈청이 없이 진행되므로 전자의 

조건은 문제가 되지 않았다. 하지만, 후자의 조건이 문제가 되었는데, OGD 2 

시간에 의해 세포 사멸은 전혀 없는 데도 불구하고, MTT 환원 능력이 감소하

게 되었다. 이는 영양분을 보충하여 주면 2 시간 이내에 회복되므로 MTT 측

정법 시행 전에 영양분을 2 시간 씩 보충하는 방법을 사용하게 되었다. 결과

적으로 현미경 상에서 trypan blue 염색법으로 세포 사멸정도를 측정한 것과 

일치하는 세포 사멸 측정법으로서 MTT 측정법을 사용하였다. 

  허혈 그 자체에 의한 세포 사멸 뿐 아니라, 뒤따라오는 재관류 또한 심각한 

손상을 야기하는 것으로 알려져 있는데, 이는 허혈 기간 동안 활성 산소류 

(reactive oxygen species)를 억제하는 시스템이 하향 조정되어 있다가, 재관

류 시 많은 양의 산소를 감당하지 못하여 그 독성이 나타나는 것으로 알려져 

있다.35-38 뇌혈관 내피세포의 재관류 손상은 뇌졸중 치료, 특히 혈관조형술 

(angioplasty)을 이용한 재관류 시에 중요한 면을 가지고 있으므로 그에 대한 

연구를 수행하였다. OGD 처리 후, 재관류 하여 그 시간에 따른 세포 생존을 

측정한 결과 재관류 기간의 시간에 따른 세포 생존 감소율은 OGD를 수행하

지 않은 대조군과 다르지 않았다. 이는 재관류가 특별한 손상을 일으키지 않
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았음을 의미하며, 뇌혈관 내피세포는 재관류 손상에 저항성을 가진 것으로 생

각된다. 돼지의 뇌혈관 내피세포를 이용한 실험에서 재관류 손상이 있다는 보

고가 있으나,39 이 경우 세포 사멸을 LDH 측정법으로 측정하여 그에 의한 오

류가 생길 가능성을 배제할 수 없다. 즉, 세포가 사멸하고 난 다음 LDH가 유

출되는 데 시간이 필요한 바, 재관류에 의해서 세포가 더욱 사멸했다기 보다

는 LDH가 배지로 유출되는 데 시간이 걸리기 때문인 것으로 생각된다. 

  여러 가지 세포 사멸의 경우에서 NF-κB의 활성이 증가되면 세포 사멸을 억

제하는 효과가 있다.14,40 허혈 자극 시 NF-κB가 활성화 되는 바, 이 NF-κB

의 활성화가 OGD에 의한 bEnd.3 세포 사멸에 대한 영향을 알아보고자 세 종

류의 NF-κB 억제제를 사용하였다. PDTC는 NF-κB 억제제로 잘 알려진 약물

인 데,41-43 그 작용 기전이 zinc ionophore라는 것을 밝힌바 있어,22,23 PDTC 

+ ZnSO4를 NF-κB 억제제로서 처리하였다. PDTC 50 µM, Zinc 0.5 µM 처리

에 OGD에 의한 NF-κB가 완전하게 억제되었으며, 이 때 OGD에 의한 세포 

사멸은 한층 증가되었다. 이는 OGD 자극에 의한 NF-κB 활성화가 세포의 사

멸을 억제하는 인자였으며, 그 활성화를 억제하였기 때문에 세포 사멸이 증가

한 것으로 생각할 수 있다. 이는 TNFα  처리 자체만으로는 세포 사멸이 나타

나지 않지만, 이 때 NF-κB의 작용을 억제하면 세포 사멸이 나타나는 경우와 

마찬가지로,44 한 가지 자극이 세포 사멸 신호와 세포 생존 신호를 동시에 활

성화 시키기 때문에, 세포 생존 신호를 억제하면 세포 사멸이 한층 가중되는 

경우로 생각된다. 

  Salicylate계 약물들은 항염, 진통, 해열, 혈액응고억제 등의 효과를 가진 약

물로서 cyclooxygenase의 억제가 주된 작용 기전일 것으로 생각되어 왔으

나,45 NF-κB를 억제하는 작용이 중요한 역할을 한다는 것과 뇌졸중의 예방 및 

뇌졸중 시 신경 세포 사멸을 억제한다는 사실이 최근에 알려졌다.24,25,45-47 본 

연구에서 sodium salicylate를 NF-κB 억제제로 사용하였는데, 이 경우 역시 

OGD에 의한 세포 사멸이 증폭되었다. 이는 PDTC + ZnSO4의 경우와 마찬가

지로, NF-κB 활성화를 억제하는 효과 때문인 것으로 생각되며, 따라서 OGD
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에 의한 NF-κB 활성화는 세포 생존 인자라는 가설을 지지한다. 

  꿀벌 벌집 성분인 프로폴리스의 활성 물질로 알려진 CAPE는 항염증, 항암 

효과 등을 가진 강력한 항산화제로 소개되었다.26-28 뿐만 아니라 CAPE 자체

가 inducible nitric oxide synthase 억제 작용을 가지고 있다는 보고도 있

다.48 최근 이 약물이 허혈/재관류 손상에 의한 산화 스트레스를 감소시킨다는 

보고가 있어 뇌졸중 때의 보호적 효과가 있음을 암시하였다.49 본 연구에서는 

CAPE를 NF-κB 억제제로 사용하였는데,27 이 경우도 마찬가지로 OGD에 의

한 세포 사멸을 증가시키는 것으로 나타났다. 이는 CAPE의 NF-κB 억제 효

과 때문으로 생각된다. 

  본 연구에서 세 가지의 NF-κB 억제제는 OGD에 의한 NF-κB 활성화를 억

제하였고, OGD에 의한 bEnd.3 세포의 사멸을 증가시켰으므로,  OGD에 의한 

NF-κB 활성화는 세포 생존 인자로 생각된다. 

  한편, OGD에 의한 세포 사멸 시 그 사멸기전을 알아보기 위해, NF-κB와 연

관성이 큰 세포 생존/사멸 단백인 p53, bax, bcl-2 단백의 양적 변화를 측정

하여 보았으나, 이들 세 단백은 세포 사멸 시 변화하지 않는 것으로 나타났다. 

사람 제대정맥 내피세포 (human umbilical vein endothelial cell)을 이용한 연

구에서 OGD에 의해 세포가 사멸할 때, NF-κB는 아무 역할도 하지 않고, p53

에 의해 세포 사멸이 나타난다는 보고도 있으나,50 이는  뇌혈관 내피세포가 

지니는 다른 조직의 혈관 내피세포와는 다른 특이성에 기인한다고 생각된다. 

Bcl-2는 허혈에 의해 NF-κB 활성화에 의해 감소되므로, NF-κB를 억제하면, 

bcl-2 감소를 억제하여 세포 사멸을 억제한다는 보고가 있고,51 역으로 NF-κ

B 활성화에 의해 bcl-2가 증가되므로, NF-κB를 억제하면 세포 사멸이 증가된

다는 보고도 있다.52 이런 다양한 현상은 각각의 허혈 모델의 특이성으로 생각

되며, 보다 특이적으로 NF-κB을 변화시킬 수 있는 방법이 필요할 것으로 생

각된다. 

  뇌졸중의 병태 생리에서 NF-κB의 세포 사멸에 대한 역할은 신경 세포에서 

주로 연구되는 바, 허혈 후 재관류 시에 24 시간 이상 계속되는 지속적인 
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NF-κB 활성화가 신경 세포의 사멸을 유도한다고 알려져 있다.53 이렇게 NF-

κB 활성화가 세포 사멸 인자로 작용하는 경우는 신경 세포에서 주로 이야기되

어지며, 대부분의 다른 세포의 사멸에서 NF-κB는 세포 생존 인자로 이야기된

다. 본 연구에서는 뇌졸중 발생 시 뇌혈관 내피세포의 NF-κB 활성화는 세포 

생존인자라는 것을 보였다. 뇌 허혈 손상에 중요한 신경 세포와 혈관 내피세

포에서 NF-κB의 역할이 반대라면 NF-κB의 활성 조절은 좀 더 신중히 해야 

할 것이다. 특히 아스피린의 사용은 혈전 형성을 예방하고, 신경 세포의 사멸

을 억제하는 효과는 있지만, 혈관 내피세포의 손상을 증가시킬 수 있으므로, 

아스피린의 예방적 투여가 조직 손상을 가중시킬 수 있다. 적어도 허혈 기간 

내의 NF-κB 활성화는 혈관 내피 세포 생존에 도움이 되므로 억제하지 말고, 

허혈 후 재관류 시의 지속적 NF-κB 활성화는 억제한다면 이런 상충된 부분을 

해소할 것으로 생각된다. 
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Ⅴ. 결 론 

 

  본 연구에서는 허혈 손상 시 뇌혈관 내피세포의 NF-κB 활성 변화 및 이에 

의한 뇌혈관 내피세포의 손상에 대한 영향을 알아보고자 하였다.  

  실험결과를 요약하면 다음과 같다. 

 

 

1. 실험적 허혈인 OGD에 의해 뇌혈관 내피세포는 사멸하였으며, 이 

때 재관류에 의한 손상은 나타나지 않았다. 

 

2. OGD에 의해 뇌혈관 내피세포의 NF-κB는 활성화되었다. 

 

3. 이 경우 IκBα 의 32Ser 인산화, IκBα  42Tyr 인산화는 나타나지 

않았다. 

 

4. 세 가지 NF-κB 억제제인 PDTC, sodium salicylate, CAPE는 

OGD에 의한 NF-κB 활성화를 억제하였고, OGD에 의한 뇌혈관 내

피세포의 사멸을 증가시켰다. 

 

5. 이 때 bcl-2, bax, p53 등의 세포 생존/사멸 관련 단백의 양은 변

화하지 않았다. 

 

 

  이 모든 시험 결과에 근거했을 때, 허혈 손상 시 뇌혈관 내피세포의 NF-κB 

활성화는 세포 생존 인자로 판단된다. 
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Abstract 

 

Role of nuclear factor kappa B activation in ischemic injury of 

cerebral endothelial cells 

 

Kyu Dae SHIM 

Department of Medicine 

The Graduate School, Yonsei University 

(Directed by Professor Young Soo Ahn) 

 

  Stroke is a leading cause of sudden death. The major pathophysiology of 

stroke is cerebral ischemia causing neuronal death. There is increasing 

evidence that ischemia-induced vascular damage is an integral step in the 

cascade of the cellular and molecular events initiated by cerebral ischemia. 

In the present study, the role of nuclear factor kappa B (NF-κB) activation 

during ischemic injury was investigated in cerebral endothelial cells. A 

mouse brain endothelioma-derived cell line, bEnd.3 was used and oxygen-

glucose deprivation (OGD) was applied for in vitro stroke model. OGD 

activated NF-κB through a quite different mechanism from that of TNFα -

induced NF-κB activation; no phosphorylation of IκBα  32Ser, no 

degradation of IκBα , and no phosphorylation of IκBα  42Tyr. OGD induced 

bEnd.3 cell death in a time-dependent manner. The extent of cell death 

was 40%, 60% and 90% after 10, 12 and 14 hours of OGD respectively. 

Reperfusion following OGD did not cause additional cell death, which 

means there is no reperfusion injury in case of cerebral endothelial cells. 

Three chemicals, sodium salicylate, pyrrolidine dithiocarbamate (PDTC) 

and caffeic acid phenethyl ester (CAPE) known as NF-κB inhibitors, 
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inhibited OGD-induced NF-κB activation and increased OGD-induced 

bEnd.3 cell death in a dose dependent manner. There was no changes in 

the protein levels of p53, bax and bcl-2 which can be modulated by NF-κB 

activity. These results suggest that NF-κB activation would be a protective 

mechanism for OGD-induced cell death in bEnd.3. 

━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━━ 
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