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Abstract

Background: The proliferation of vascular smooth muscle cells (VSMCs) is a hallmark of atheroscelrosis and

post-angioplasty restenosis. We previously showed that alpha-lipoic acid (ALA) inhibited neointimal

hyperplasia and has potential anti-atherosclerosis effect in rat carotid artery balloon injured model. Here, we

investigated whether alpha-lipoic acid inhibited proliferation of cells and induced apoptosis in rat vascular

smooth muscle cells.

Methods: VSMCs were treated with ALA under each condition, harvested and protein was extracted. Same

amount of protein was loaded into SDS-PAGE and western blot analysis was performed with various cell

cycle regulation protein. To examine ALA induce apoptosis in VSMCs, FACS and DNA fragmentation assay

were performed. Antioxidant effect of ALA was determined by DCF-DA staining.

Results: ALA induced VSMCs cell cycle arrest and induced p21, p27 and p53 proteins. Also ALA induced

PTEN expression and AMPK phosphorylation. Increased AMPK phosphorylation reduced Erk-2

phosphorylation and finally arrested cell cycle promotion. The apoptotic effect was also shown by ALA

treatment. Also we confirmed that ALA reduced ROS generation in VSMCs.

Conclusion: The present data suggest that ALA has anti-proliferative effect and arrests cell proliferation.

Therefore, ALA may provide new strategies for the prevention of neointimal hyperplasia after angioplasty.

(J Kor Diabetes Assoc 31:200~207, 2007)
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서 론

대사증후군(metabolic syndrome)이란 인슐린의저항성이

나 내당능장애가 고혈압, 고지혈증, 비만 등과 함께 나타나

는 경우를 말하며 이들 환자의 가장 중요한 사망원인은 동

맥경화증으로 인한 심혈관질환이다
1)
. 동맥경화증은 다양한

용해성 매개체들, 단핵구, 내피세포, 혈관평활근세포 간의

상호작용에 관여하는 만성 염증성 질환이며2,3), 혈관평활근
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세포의 과도한 증식이 중요한 원인으로 알려져 있다. 이들

질환에서는산화스트레스가 증가되어 있고
4)
, 이러한 스트레

스는 혈관내피세포 손상과 면역세포의 활성을 유발하여
5)
혈

관평활근세포가 혈관벽 중막에서 내막으로 이동, 증식하여

지방반을 형성하게 되며 병변으로 발전하게 된다. 따라서

혈관세포의 과도한 증식은 비만, 당뇨병, 고혈압 및 고지혈

증 등의 질환에서 죽상동맥경화증의 발생에 중요한 병태생

리이다
6)
. 또한 이러한 죽상동맥경화증의 치료에 이용되고

있는 경피적 관상동맥 혈관성형술(percutaneous transluminal

coronary angioplasty, PTCA)의 치료 성공률은 84~92%로

괄목할 만한 발전을 보이고 있으나 시술 후 다시 혈관이 막

히는 재협착의 문제는 아직도 해결되지 않고 있다
7,8)
. 이러

한혈관재협착의병리학적인기전으로도역시과다한혈관평

활근세포의 증식 등으로 인한 신생내막의 증식(neointimal

hyperplasia)이 가장 중요한 기전으로 보고된다
2,8)
. 최근 연

구에 의하면 혈관재협착 부위의 과도하게 증식한 혈관평활

근세포의 세포사멸(apoptosis)을 유도한 경우 그 협착률이

줄어드는것과 협착이진행되는부위에서는 혈관평활근세포

의 세포사멸이 감소됨이 보고되었다
9-11)
. 이러한 사실로 미

루어 볼 때 죽상동맥경화증의 치료뿐만 아니라 혈관재협착

의 억제를 위해서는 혈관평활근세포의 증식을 억제함과 더

불어증식하는 혈관평활근세포를 세포사멸로유도하는약물

의 개발이 절실하다.

알파-리포산(alpha-lipoic acid)은 thiol 계열에 속하는 항

산화제로서당뇨병환자의말초신경병증의 치료제로 널리 사

용되고 있다
12,13)
. 최근에는 알파-리포산이 중추신경계와 말

초조직에서 AMPK (AMP-activated protein kinase)의 활성

을 조절하여체내에너지대사에중요한역할이있음이밝혀

져 있고
14)
혈관세포에서도 알파-리포산이 항동맥경화증의

효과가 있음이 보고되고 있다
15,16)
. 저자들은 이전 연구에서

알파-리포산이 산화스트레스에 의해 활성화된 전사인자

(transcriptional factor)인 NF-κB를억제하여혈관세포부착물

질(vascular cell adhesion molecule-1, VCAM-1), fractalkine

(CX3CL1) 및단핵구주화성인자-1 (monocyte chemoattractant

protein-1, MCP-1)의 발현을 억제함으로써 혈관평활근세포

에서 염증반응을 완화하여 죽상동맥경화증을 예방할 수 있

음을 보고한 바 있다
17)
. 최근 몇몇 연구자에 의하면, 여러

암세포주에서 알파-리포산의 처리는 암세포의 세포사멸을

유도하며 nontransformed cell (dermal fibroblast)에서는 세

포성장을 저해한다고 보고되었다18,19). 하지만 알파-리포산

이 혈관평활근세포의 세포주기조절 및세포사멸을 직접 유

발하며, 이는 어떤 경로를 통하는지에 대한 연구는 없는 실

정이다.

이제 저자들은 알파-리포산 투여가 혈관평활근세포에서

세포주기저해를통하여 성장을억제하고세포사멸이 증가됨

을 확인해보고자 본 연구를 진행하였다.

재료 및 방법

1. 재료

웨스턴블롯에 사용한일차항체는 항 Cyclin D, B, A, E,

Cdk2는 Santa Cruz Biotechnology (CA)에서 구입하였으

며, PCNA와 p21 항체는 BD bioscience (CA)에서, p27,

p53, PTEN, pAMPK, c-fos, c-jun, c-myc, pErk, Erk2, 등

의 항체는 Cell Signalling Technology (MA)에서 구입하여

사용하였다. 실험에 사용된알파-리포산은 Viatris GmbH &

Co. KG (Frankfurt, Germany)로부터 기증받아 사용하였다.

2. 세포 배양

백서의 혈관평활근세포는 Sprague-Dawley 백서(280~320

g)의 흉부대동맥에서 분리하여
20)
20% fetal bovine serum

(FBS; Hyclone, Logan, UT)을 포함한 Dulbecco's modified

Eagle's medium (DMEM; Gibco, Grand Island, NY)에서

배양하였다. 혈관평활근세포의 특이성은 α-actin 단일클론

항체(Sigma, St Louis, Missouri)로 염색하여 확인하였다.

본 실험에는 5~6회 사이로 계대 배양한 혈관평활근세포를

사용하였다. 배양된 혈관평활근세포를 100 mm 조직배양접

시에 80~90% 정도 차게하여 0.5% FBS DMEM 배지에서

24시간동안 배양하여 세포들을 휴지기로 들어가게 하였다.

3. 유세포분리법(FACS Analysis)

세포주기 분석을위해서 백서의혈관평활근세포에 PDGF

(50 ng/mL)와 insulin (1 μM)를 처리하고 또는 PDGF,

insulin과 알파-리포산(2 mM)을 처리하고 세포주기의 분석

을위해서는 24시간후 세포를수집하였고 세포사멸의분석

을 위해서는 24, 48, 72시간 배양한 후 세포를 수집하고 세

포주기 분석을 시행하였다. 회수한 세포는 2% FBS를 포함

한 PBS (Phosphate buffered saline pH 7.4)로 세척하고 차

가운 70% ethanol로 고정시켰다. 세포는 50 μg/mL의

RNaseA와 30분 반응한 후 50 μg/mL의 PI (propidium

iodide) 용액과 30분 염색하여 유세포분석기(FACSCallbur,

BD bioscience, San Jose, CA)로 DNA 용적히스토그램을

얻고 G0피크를 구하여 세포사멸을 확인하였고, 각 세포주

기당 세포수의 백분율을 구하여 세포주기를 분석하였다.

4. DNA 분석

휴지기에 들어간 백서의 혈관평활근세포에 알파-리포산

을 2 mM로처리하여 24, 48, 72시간에회수하였다. 세포는

완충액(10 mM Tris, pH 8.0, 10 mM EDTA, 0.5% triton

X-100)에서 4°C에서 30분 동안 반응한후 12,000 rpm에서

10분간 원심분리하였다. Nucleic acid를 포함한 상등액은

페놀-클로로포름을 이용하여 정제한 후 에탄올 침전하였다.

RNA를 없애기 위해 50 μg/mL의 RNaseA와 함께 37°C에
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Control PDGF + insulin

PDGF + insulin + ALA

Fig. 1. Effect of inhibiting cell proliferation on ALA treatment. Cells were treated with PDGF and insulin with or

without 2 mM ALA for 24 h. Then cells were fixed, permeabilized and stained with propidium iodide. The percentage

of hypodiploid cells was calculated based on a total of 10,000 cells analyzed per sample.

서 1시간 반응 하였다. 결과물은 1.2% 아가로즈 젤에 전기

영동하여 확인하였다.

5. 웨스턴 블롯(Western Blot Analysis)

배양된 혈관평활근세포를 100 mm 조직배양접시에 80~

90% 정도 차게하여 2 mM의 알파-리포산을 처리한 후 시

간에 따라 회수하였다. IPH 완충액(5 mM Tris-HCl, pH

8.0, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% NP-40, 100 uM

PMSF)에 1 μg/mL 단백질 분해효소억제제, 1 mM DTT를

첨가하여 전체 단백질을 분리하였다. 각 시료를 시료 완충

액과 섞어 5분간 끓인 후 얼음 위에서 식혔다. Sodium

dodecyl sulfate polyacrylamide 겔에서 전기영동하여 크기

별로 분리한 후 Immobilon-P transfermembrane (Millipore,

Billerica, MA)으로 전기를 이용하여 옮겼다. 차단 완충액

(Blocking buffer)으로차단하고각각의일차항체와반응하였

다. 일차항체와 반응이 끝난 membrane은 다시 horseradish

peroxidase-conjugated 이차 항체에 반응시킨 후 ECL plus

(Amersham Biosciences, Little Chalfnot, UK)를 사용하여

단백질 발현을 확인하였다. Membrane을 항 actin 항체와

다시 반응시켜 일정한 양의 단백질을 사용하였는지 확인하

였다.

6. 세포 내 ROS 생성의 측정

6 well 세포배양접시에 90% 가량 자랐을 때 0.5% FBS

DMEM 배지에서 24시간동안 배양하였다. H2O2 (100 uM)

를 포함하는 배지에 알파-리포산(2 mM, 1 h) 을 포함하거

나 하지 않은 조건에서 한 시간 동안 배양한 후 ROS에 예

민한 형광 소식자인 40 μmol/L 2',7'-dichlorofluorecin

diacetate (DCF-DA; Invitrogen)을첨가하여 30분간배양하

였다. 488 nm 파장(wavelength)에서 자극되고 515 nm 파

장(wavelength)에서 발산되는 AxioCam MRc5 Carl Zeiss

fluorescence microscopy (Thornwood, NY)을 이용하여

H2O2 생성을 정량하였다.

7. 통계처리

결과는 평균 ± 표준오차로 표시하였고 변수의 분석은

Duncan's test를 사용하였다. P 값이 0.05 미만인 경우에통

계적으로유의하다고판정하였으며모든실험은 독립적으로

3회 이상 실시하여 통계처리 하였다.

결 과

1. 알파-리포산이 백서의혈관평활근세포의성장에 미치

는 효과

알파-리포산이 혈관평활근세포의 성장에 어떠한 영향을

미치는지 알아보기 위해 백서의 혈관평활근세포에 알파-리

포산을 2 mM의 농도로 24시간 동안 처리한 후 세포의 성
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A B

Fig. 3. Effects of expression of PTEN, pAMPK and signaling pathway molecule expression on ALA treatment. Cells

were seed in 60 mm dish and incubated with 2 mM of ALA for indicated time. Total protein was extracted and western

blot analysis was performed with 20 ㎍ of protein using PTEN, pAMPK (A) and c-fos, c-jun, c-myc, p-erk and Erk2

antibodies (B).

A B

Fig. 2. Effects of expression of cell cycle regulate molecules on ALA treatment. Cells were seed in 60 mm dish and

incubated with 2 mM of ALA for indicated time. Total protein was extracted and western blot analysis was performed

with 20 μg of protein using cyclins (A), p21, p27 and p53 (B) antibodies.

장 정도를 유세포분석법을 통하여 확인하였다. PDGF (50

ng/ml)와 insulin (1 μM)으로 증가한 S phase가 알파-리포

산 처리에 의해 18.55%에서 6.67%까지 감소됨을 확인하였

다(P < 0.02) (Fig. 1).

2. 알파-리포산이 세포주기관련유전자의발현에미치는

효과

알파-리포산이 세포성장의 저해에 미치는 영향을 확인하

고자, 관련단백질의발현을확인해 보았다. 혈관평활근세포

에 2 mM의 알파-리포산을 처리하여 시간별로 확인해 보았

을 때 세포의 성장을 유도하는 단백질인 cyclin D, A, B, E

의 발현이 감소하였고, CDK2의 발현은 변화없었다. 또한

Proliferating cell number antigen (PCNA)의 발현도 감소

하였다(Fig. 2A). Cyclin 계열의 세포성장을 촉진하는 단백

질의 발현이 감소하는 반면, 세포성장을 저해하는 단백질인

p21, p27, p53 등의 발현은 증가하였다(Fig. 2B).

3. 알파-리포산이 PTEN, pAMPK에 미치는 효과

p53과 함께 tumor suppressor 유전자로 잘 알려진

Phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome

(PTEN)의 발현을 확인해 보았을 때 알파-리포산을 처리한

후 시간이 지남에 따라 그 발현양이 늘어남을 확인하였다.

또한 알파-리포산에 의한 AMPK의 phosphorylation이 혈관

평활근세포에서도 증가함을 확인하였다(Fig. 3A).

활성화된 pAMPK의 조절을 받는다고 알려진 Erk의 인

산화를 확인해 보았을 때 그 인산화 정도가 AMPK가 인산

화됨에 따라 감소함을확인하였으며, c-fos의 발현이증가함

을 확인하였다(Fig 3B).

4. 알파-리포산의 세포사멸에 미치는 효과

앞선 결과에서 tumor suppressor 유전자로 알려진 p53과

PTEN의 발현양이 증가하였으며 이들의 증가는 세포사멸과

중대한 관계가 있다고 잘 알려져 있다. 따라서 알파-리포산
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A

BALA 48 h

ALA 24 h

ALA - 24 48 72 h

Control

Fig. 4. Apoptosis of vascular smooth muscle cells (VSMCs) after treatment with alpha-lipoic acid (ALA). A. Cells were

treated with 2 mM ALA for 24 and 48 h and then fixed, permeabilized and stained with propidium iodide. The

percentage of hypodiploid cells was calculated based on a total of 10,000 cells analyzed per sample. B. Cells were

treated with 2 mM ALA for 24, 48 and 72 h. Cells were harvested and chromosmal DNA was extracted. DNA ladders

reflecting the presence of DNA fragments were viewed on ethidium-bromide-stained gel.

A
B

Fig. 5. Effect of ALA on ROS production in response to H2O2. A. VSMCs were treated with ALA with or without H2O2

for 1 h. Then cells were processed for fluorescence microscopic examination using the oxidant-sensitive probes

2',7'-dichlorofluorescein diacetate. VSMCs were randomly chosen and fluorescence was quantified using the NIH Image

program. The magnification was × 100. B. Data are expressed as mean ± SEM of three separate measurements.

Statistical significance was determined as * P, †P < 0.001 compared with basal condition and ‡P < 0.001 compared

with H2O2.

에 의한 이들의 증가가 세포사멸에 관계할 것이라고예상하

고 세포사멸의 정도를 유세포분석법과 전기영동을 통해 확

인하였다. 알파-리포산 처리 후 48시간째에 G0 phase의 세

포가 5.15%에서 39.83%로 증가함을 확인하였고(P < 0.05)

(Fig. 4A), 동일한결과를 전기영동을통해 DNA 분절을 확

인하였다(Fig. 4B). 따라서 혈관평활근세포에 대한 알파-리

포산의 처리는 세포증식의 억제뿐만 아니라 세포사멸을 유

도하는 것을 확인하였다.
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5. 알파-리포산의 항산화 효과

알파-리포산의 항산화 효과를 확인하기 위해 DCF-DA

염색을 통해 세포 내의 ROS 발현을 측정하였다. 알파-리포

산의 처리는 대조군에 비해 ROS 생성을 감소시켰고, H2O2

에 의해 증가한 ROS의 생성 또한 저해시켰다(Fig. 5).

고 찰

당뇨병환자의말초신경병증치료제로사용되고있는알파-

리포산은 미토콘드리아에서 탈수소 효소반응을 매개하여 에

너지를생성하는데조효소로서필수적인역할을한다
12,21)
. 저

자들은이전연구에서알파-리포산의항산화작용은혈관평활

근세포에서 NF-κB의 활성도를 억제하고 염증반응을 매개하

는 VCAM-1, MCP-1 및 fractalkine의 발현을 억제함으로서

혈관성형술 후 신생내막의 과증식(neointimal hyperplasia)을

방지할수 있음을보고한바 있다17,22,23). 이에 더하여, 본연

구를 통해 알파-리포산이 기존에 알려진항산화효과뿐만 아

니라 혈관평활근세포에서 세포증식을 억제하고 혈관평활근

세포의 세포사멸을 유발함을 확인하였기에 죽상동맥경화증

의 치료뿐만 아니라 혈관성형술 후에 발생하는 혈관재협착

의 예방에 유용하게사용될 가능성이 있음을 보고하는바이

다.

혈관평활근세포에서의 알파-리포산은 혈관평활근세포의

성장을 저해하였고, 이에 따른 세포주기 조절 단백질인

Cyclin D, B, A, E의 발현이 감소함을 확인하였으며, 반면,

p21, p27, p53의 발현들은 증가함을 확인하여 이들을 통한

세포주기 조절이 이루어짐을 확인하였다. 이미 알파-리포산

처리에 의한 AMPK의 인산화는 베타세포나 지방세포에서

확인된 바 있었으나
24,25)
, 아직 혈관평활근세포에서의 그 활

성은 알려져 있지 않았다. 본 연구를 통해 혈관평활근세포

에서 AMPK의 인산화를 확인하였으며 그 조절을 받는

Erk-2의 인산화가 저해됨에 따라서 알파-리포산에 의한 세

포주기 조절이 AMPK를 통함을 시사하고 있다. 또한 여러

암세포주에서 알파-리포산에 의한 세포사멸이보고되고 있

는데
18,19)
, 혈관평활근세포에서의 알파-리포산에 의한 세포

사멸을 확인하여 암세포주에서와 동일한 효과를 보임을 확

인하였다.

본 연구진은 최근에 AMPK를 활성화 시키는 metformin

이나 rosiglitazone 등이 PGC-1 발현을통해 ROS의생성을

억제하고22), 결국 죽상동맥경화증의 원인이 되는 chemokine

들의발현을억제함을보고하였다. 또한 PDTC (Pyrrolidine-

dithiocarbamate)
26)
나 EUK-134

27)
같은 항산화물질이 혈관

평활근세포의 세포자살을 유도함이 보고되었다. PDTC의

경우 pro-apoptotic factor로 알려진 Nur77을 활성화 시킨다

고 보고되었으나 아직 어떠한 기전이 관여하는지는 밝혀지

지 않았다. 다만 EUK-134의경우세포내의산화적인 스트

레스를 감소시킴으로서 세포주기를 억제한다고 보고되었다.

이러한 결과들은 본 연구에서 AMPK를 활성화 시키며,

ROS의생성을 저해하는 알파-리포산에의한세포주기의 억

제 또는 세포자살 유도는 이전의 연구 결과와 일맥상통 하

며 그 기전에 대한 실마리를 제공하고 있다.

알려진 바에 의하면 알파-리포산은 c-fos의 발현의 저해

를 통해 AP-1 조절을 함으로써 암세포의 성장을 억제하는

것으로 보고되었다
28)
. 하지만 본 연구에서는 알파-리포산의

처리에 의해 이미 알려진 바와는 달리 c-fos의 발현이 증가

하였다. 이는 혈관평활근세포에서의 알파-리포산에 의한

c-fos의 발현이 다른 영향을 의미한다고 볼 수 있으며 이에

대한 앞으로의 연구가 진행되어야 할 것으로 사료된다.

본 연구에서는 세포성장의 저해나 세포사멸을 유도를 위

해서 암세포주에서 보다 높은 농도의 알파-리포산을 투여하

였다. 이는현재까지 ALADIN I, II 연구에서29) 사람에게안

전성이입증된 농도, 즉 경구로하루 1,800 mg을 사용한경

우보다본 연구에서사용된 용량은 높은 용량으로사료된다.

하지만 최근 관상동맥의 재협착을 방지하기 위해 sirolimus

나 paclitaxel과 같은 약물 용출 스탠트(drug-eluting stent)

가 국소적으로 필요한 부위에만고농의약물을전달하여 좋

은 성적을 보이고 있는 점을 감안한다면 이러한 방법으로

알파-리포산을 투여하면, 실험에서 사용한 정도의 용량을

비교적 안전하게 인체에서도 사용할 수 있을 것이다.

이상의 결과를 요약하면, 알파-리포산은 혈관평활근세포

에서 세포의 증식을 저해하며, 이는 cyclin 단백질과 p21,

p27, p53의 발현을 통함을 확인하였다. 또한 알파-리포산은

혈관평활근세포에서 AMPK의 인산화를 유도하였으며, Erk

의 인산화를 저해하였다. 또한 지속적인 알파-리포산의 처

리는 혈관평활근세포의 자살을 유도함을 확인하였다. 본 연

구는이미 당뇨병성신경병증의약제로사용되고 있는알파

-리포산의 죽상동맥경화 및 혈관재협착의 치료제로서의 가

능성을 제시하고 있다.

요 약

연구배경: 혈관평활근세포의 과도한 증식은 동맥경화증

의치료의 방법으로 쓰이는경피적관상동맥혈관성형술후의

혈관재협착의 가장 중요한 원인으로 알려져 있다. 본 연구

진은 강력한 항산화제인 알파-리포산이 풍선확장술 모델에

서 혈관재협착을 억제함으로써 죽상동맥경화증의 치료제로

서의 가능성을 제시한 바 있다. 이에 세포단위에서의 알파-

리포산에 의한 세포증식의 억제를 관찰함으로써 그 기전을

규명하고자 하였다.

방법: 알파-리포산을 2 mM의 농도에서 24시간 처리 하

였을 때 PDGF와 insulin 에 의해 증가되었던 세포주기증식
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이감소됨을백서의 혈관평활근세포에서유세포분석법을 통

해서 확인하였다. 그 기전을 밝히기 위해서 세포주기조절에

관여하는 cyclins과 p21, p27, p53의 발현은 웨스턴블롯을

통해 확인하였다. PTEN의 발현과 AMPK의 인산화도 역시

웨스턴 블롯으로 확인하였다. 알파-리포산에 의한 세포사멸

은 유세포분석과 DNA 분절 분석법으로 확인하였다. 알파-

리포산에 의한 ROS생성의 저해는 DCF-DA 염색을 통해

확인하였다.

결과: 백서의 혈관평활근세포에 알파-리포산을 2 mM의

농도에서 24시간 처리하였을 경우 세포의 성장이 저해됨을

확인하였으며, cyclin계열의 단백질들의 발현이 줄어들며,

p21, p27, p53과 같은 세포성장을 저해하는 단백질들의 발

현은 증가하였다. AMPK의 인산화가 증가함을 확인하였으

며, 이에따른 Erk의 인산화도 감소함을확인하였으며 48시

간 이상을 처리하였을 경우 혈관평활근세포의 세포사멸이

유도됨도 확인하였다. 알파-리포산에 의한 ROS의 생성도

감소함을 보였다.

결론: 본 연구결과는 강력한 항산화제로 알려진 알파-리

포산이백서의 혈관평활근세포에서세포성장의 저해와세포

사멸을 유도함을 알 수 있었다. 알파-리포산에 의한 세포성

장의 저해를 세포단위에서 확인할 수 있었으며, 이는 알파-

리포산이 풍선확장술 이후의 혈관재협착을 예방할 가능성

있는 치료제로 사료되는 바이다.
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