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ABSTRACT 

Background and Objectives：Transforming growth factor-β1 (TGF-β1) plays an important role on cardiac 
muscle differentiation, cardiac septa and valve formation during heart development. However, the role of 
TGF-β1 in cardiac valves of adult animals is largely unknown. Cardiac valves are target portion ffrom 
repetitive,periodic and continuous physical loading in the body. Therefore, we examined the mRNA, protein 
levels, and protein distribution of TGF-β1 in cardiac valves of adult animals to clarify the biological 
importance of TGF-β1. Materials and Methods：Adult mice, rats and pigs were used. Cardiac valves of pig 
were frozen and were pulverized with liquid nitrogen. To measure the mRNA levels of TGF-β1 in cardiac 
valves, total RNA was extracted using Tri-reagent and performed Northern blot analysis. To measure the 
protein levels of TGF-β1 in cardiac valves, total protein was extracted and performed Western blot analysis. 
To examine the TGF-β1 distribution, immuno-histochemistry with anti-CC-1-30 antibody was performed. 
Results：The mRNA level of TGF-β1 in pulmonary valve was higher than those in the other valves. 
However, the protein levels of TGF-β1 were similar among valves. The mRNA and protein levels of TGF-β1 
in cardiac valves were higher than those in atria or ventricles. The TGF-β1 protein was located mainly in 
cellular interstitium in cardiac valves. The distribution of TGF-β1 protein in surface area was higher than in 
the mid-portion of valves. Conclusion：These results suggest that synthesis and distribution of TGF-β1 in 
cardiac interstitum is essential for maintaining of normal structure and function on various physical loading. 
((((Korean Circulation J 1998;28((((7)))):1161-1167)))) 
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서     론 
 

TGF-β는 25 kd의 분자량을 가진 homodimeric 

peptide이며 여러 조직세포에 생성 분포되어 있다.1-2) 

TGF-β는 다양한 기능(multifunctional)을 가진 cy-

tokine이며 각각의 특이한 수용체에 결합하여 기능을 

나타내는 것으로 알려져 있다.3) 이제까지 알려진 기능

은, matrix 단백질과 integrin 같은 adhesion 단백질의 

합성을 촉진하고, protease들의 분비를 억제하기도 하

는 반면 protease inhibitor들의 생성을 촉진하고, my-

ogenesis를 조절하고, 골아세포의 성장과 혈관조성을 
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촉진하고, 단핵세포 기능과 일정한 cytokine 들의 효과

를 억제시킨다고 한다. 최근에는 세포 주위의 환경에 

따라 plasticity를 촉진시키고 적응력을 향상시키는 변

조적 역할을 한다고 알려져 있으며 이에 대한 기전연구

가 진행되고 있다.4)5) 

우리 연구팀은 심장근 세포 재생을 위한 somatic 

gene therapy에 대한 연구를6) 생쥐에서 실시하던 중, 

놀랍게도 이식된 세포 부위에서 매우 멀리 위치한 심장 

승모판에서 많은 양의 TGF-β1의 분포를 관찰할 수 

있었다. 우리들이 잘 아는바와 같이 심장판막은 평생동

안 열림과 닫힘의 반복운동을 지속해야 하므로 주기적

이고 반복적인 손상을 입게되는 것은 필연적이다. 또한, 

주변은 매우 역동적인 혈류의 흐름이 있고 압력 변동이 

활발한 곳이기 때문에 손상의 빈도수가 다른 부위에 비

해 높다. 연구자들은 이러한 심장판막의 구조와 기능의 

정상유지에 TGF-β1의 생성과 그 작용이 큰 역할을 할 

것으로 추정하였다. 이제까지 심장판막의 발생시 TGF-

β1의 역할에 대한 중요성이 알려져 왔으나,7-12) 정상적

으로 성숙된 개체의 심장판막의 구조와 기능의 유지에 

어떠한 역할을 하는지에 대한 연구는 거의 없다. 

따라서, 심장판막 부위별(승모판, 삼첨판, 대동맥판 

그리고 폐동맥판)로 TGF-β1의 유전자발현과 단백질

의 존재를 Northern blotting과 Western blotting 분

석방법을 통해 측정하고자 하였다. 또한 세종류 실험동

물의 승모판막에서 TGF-β1의 분포를 면역조직화학

법을 이용하여 측정하여 그에 대한 세포생리학적인 중

요성을 밝히고자 하였다. 

 

재료 및 방법 
 

실험동물과 심장판막 sampling 

심장의 면역조직 화학법을 위하여 사용한 생쥐와 백서

는 전북대학교 의과대학 실험동물실에서 사육한 ICR종과 

Sprague-Dawley종을 사용하였다. 절두후 적출한 심장

을 25℃ 생리적 식염수에 넣어 심방과 심실내 혈액을 제

거한 다음 10% neutral formalin 용액에 고정시켰다. 돼

지의 심장은 인근 도축장에서 도살시 현장에서 sampling 

하였다. TGF-β1의 유전자 발현 및 단백질 생성을 측정

하기 위한 네 종류의 심장판막의 일부는 액화질소에 급속

냉각 시켰으며, 면역조직 화학법을 위해서 승모판의 일부

는 10% neutral formalin 용액에 고정시켰다. 

Northern Blotting13) 

성숙된 개체의 심장판막은 주로 세포외 matrix로 이

루어져 있기 때문에 액화질소하에서 분쇄(pulveri-

zation)한 후 TRI-reagent(MRC회사, 미국)를 이용

하여 total RNA를 추출하였다. Total RNA 20 μ을 

1.2% agarose gel상에서 전개시킨 다음, Gene Scr-

een(New England Nuclear회사, 미국)에 20×SSC 

(sodium salts citrate) 용액하에서 모세기관법을 이용

하여 전이시켰다. 전이시킨 membrane을 UV crossl-

inker(Stratagene회사, 미국)를 이용하여 RNA를 me-

mbrane 상에 cross linking 시켰다. Membrane을 hy-

bridization rotater를 이용하여 65℃에서 한시간 정도 

이 용액에서 prehybridization 시킨 후 준비된 probe

를 가하고 동일 온도에서 12∼16시간정도 incubation

시켰다. 이 때, TGF-β1의 probe는 sense 5’-AT 

GCCGCC-TTCGGGGCCTGGGCTC(447∼470)와 

antisense 5’-TCAGCAGCACTTGCAGGAACGC(16 

01∼1622)를 primer로 하여14) 역전사효소-유전자 증

폭법(reverse transcriptase-polymerase chain re-

action)의 방법을 이용하여 획득하였다. Probe의 la-

belling은 random priming 방법에 의하여 실시하였다. 

Incubation한 membrane을 세척한 후 여과지 상에서 

건조시킨 다음 autoradiography를 실시하였다. 

 

Western blotting 분석13) 

액화질소하에서 분쇄(pulverization)한 시료를 각종 

protease inhibitors가 함유된 1% NP-40 detergent 

용액 2 ml 정도를 넣고 4℃ 상에서 Polytron homoge-

nizer로 재분쇄하였다. 재분쇄된 sample을 4℃, 14,000 

rpm으로 원심시킨 후 상층액을 Bradford 방법을 이용

하여 protein 농도를 spectrophotometer 로 측정하였

다. 각 50 μ의 protein에 해당하는 용액을 취하여 re-

ducing sample buffer를 넣고 잘 혼합한 후 100 ℃에

서 5분간 가열하였다. 가열된 시료를 12% SDS pol-

yacrylamide gel에서 전개한 후 nitrocellulose me-

mbrane에 전이시켰다. Membrane을 3% BSA, 5% 

nonfat dry milk, 및 0.1% Tween 20가 포함된 PBS 

(phosphate buffered saline) 즉, blocking 용액에 넣

고 상온에서 1시간 동안 incubation 시켰다. 일차 항체

(clone V；Santa Cruz Biotechnology회사, 미국)를 

1：500 희석하여 2시간 동안 incubation한 후 pero-
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xidase가 conjugation 된 이차 항체로 1시간 동안 

incubation하였다. 이차 항체의 검출은 ECL(Electroc-

hemiluminescence, Amersham회사, 영국) 방법을 이

용하였다. 

 

면역조직화학법15) 

TGF-β1의 면역조직화학법을 위하여 10% neural 

buffered formalin 용액에 고정된 심장이나 판막조직

을 Bouins 고정액에 옮긴 후 6시간 정도 실온에서 재

고정하였다. Paraffin 포매후 조직을 5μm 두께로 절단

하였으며 xylene과 ethanol 처리로 paraffin을 제거하

고 탈수시킨 다음 실온에서 30분간 0.6% H2O2가 포함

된 methanol에 slide를 넣어 내재적 peroxidase를 

block 하였다. 10% goat serum 하에서 block한다음, 

TGF-β1의 일차 항체를 1：50의 희석배율로 1%, 

BSA(bovine serum albumin)/PBS에 녹여 4℃에서 

overnight로 incubation 하였다. 이 때 사용한 일차 항

체는 anti-CC-1-30 로써(미국 NCI/NIH의 김성진 

박사로부터 기증 받음) TGF-β1의 아미노산 배열 1

∼30에 대한 peptides로 만든 polyclonal항체인데, 면

역조직화학법상으로 세포외에 존재하여 있는 TGF-β

1 단백질을 검출할 수 있다.16) Biotin이 conjugation된 

이차 항체로 1시간 incubation 후 세척하고 horsera-

dish peroxidase에 conjugation된 avidin으로 incub-

ation 하였다. 세척후 DAB(3,3’-diaminobenzidine 

terahydrochloride)으로 발색하여 TGF-β1의 pro-

tein의 생성과 분포를 현미경으로 관찰하고 사진을 촬

영하였다. 

 

결     과 
 

심장판막에서 TGF-β1 유전자 발현 및 단백질의 양적

인 비교 

Fig. 1에서 보는 바와 같이, 심장판막에 세포외 ma-

trix가 많은 특징 때문에 RNA 전개상 각 시료마다 

mobility의 상이함을 보이고 있다. TGF-β1 mRNA

의 transcript는 1.9 kb와 2.4kb의 두 종류가 검출되어 

다른 동물의 여러 조직에서의 발현하는 양상과 유사하

였다.17) 폐동맥 판막에서 TGF-β1 mRNA의 양이 다

른 판막에 비해 높게 측정되었다(승모판：폐동맥 판막

＝1：1.73±0.14, p<0.05). 심실과 심방의 TGF-β1 

mRNA의 양은 판막들에 비하여 낮게 관찰되었다. Fig. 

2에서 보는 바와 같이, TGF-β1의 단백질 양은 각 심

장판막들에서 비교적 높게 검출되었으나 서로간에 크

Fig. 1A. Northern blot analysis of TGF-β1 in cardiac 
valves of adult pigs. Total RNA (20 μg) from ventri-
cles (Vt), atria (At) and four different cardiac valves 
(mitral valve, MV；aortic valve, AV, tricuspid valve, 
TV；pulmonary valve, PV) were examined. The radio-
labeled TGF-β1 probe was used for Northen blot, 
and the blot was hybridized with a GAP-DH probe to 
verify equal loading of RNA in each lane. Results we-
re similar from three separate experiments. 

Fig. 1B. Densitometric analysis of TGF-β1 mRNA in ca-
rdiac valves of adult pigs. To present relative mRNA 
level of TGF-β1, densities of Northern blot signals we-
re used. Densities of TGF-β1 signal in mitral valve were 
presented as 1. Data are presented as mean±stan-
dard error of relative ratios from three separate expe-
riments. The legends of cardiac valves are the same 
as shown in Fig. 1A. 

Fig. 2A. Western blot analysis of TGF-β1 in cardiac 
valves of adult pigs. Total lysate protein (50 μg) from 
ventricles, atria and four different cardiac valves were 
examined. The antibody used for TGF-β1 was descr-
ibed in the METHODS section. Results were similar from 
three separate experiments. 
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나큰 차이는 발견할 수 없었다. 심장판막들에서 TGF-

β1 단백질의 양이 심실이나 심방보다 많음을 알 수 

있었다. 

 

동물종간에 따른 심장 승모판막에서 TGF-β1의 조직

학적 분포 

Fig. 3은 생쥐(A), 백서(B) 및 돼지(C)의 승모판에 

생성되어 세포간질(A)에 존재하는 TGF-β1에 대한 

면역조직화학적 소견이다. 승모판 세포외에 많은 양의 

TGF-β1이 존재하였다. 주목할만한 결과는 승모판의 

표면이 내부에 비해 높게 분포하고 있으며 심방면과 심

실면은 차이없는 분포를 보였다. 생쥐의 심실에서 적은

양의 TGF-β1가 검출되었으나 백서와 돼지의 심실에

서는 TGF-β1를 거의 검출할 수 없었다. 

 

고     찰 
 

이 연구의 내용은 TGF-β1의 유전자발현과 단백

질의 존재를 심장판막 부위별로 측정하고, 승모판막에

서 TGF-β1의 분포를 측정하여 그에 대한 세포생리

학적인 중요성을 밝히고자 하였다. 폐동맥 판막에서 

TGF-β1 mRNA의 양이 다른 판막에 비해 높게 측정

되었으나 TGF-β1의 단백질 양은 각 심장판막들에서 

Fig. 2B. Densitometric analysis of TGF-β1 protein in 
cardiac valves of adult pigs. To present relative
protein level of TGF-β1, densities of Western blot 
signals were used. Densities of TGF-β1 signal in mitral 
valve were presented as 1. Data are presented as 
mean ± standard error of relative ratios from three
separate experiments. The legends of cardiac valves
are the same as shown in Fig. 1A. 

Fig. 3. Light micrographs of mitral valve in mouse (A), rat (B, C) and pig that were immuno-stained with TGF-β1
antibody. Arrow heads indicate mitral valve. Detection of TGF-β1 protein in valves was obvious, and appeared
as intense dark-brown stained. Magnifications：A and D, ×100；B, ×40, C, ×200. 

AAAA BBBB CCCC 

DDDD 
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서로간에 크나큰 차이는 발견할 수 없었다. TGF-β

1의 단백질은 승모판의 표면이 내부에 비해 높게 분

포하고 있으며 심방면과 심실면 차이없는 분포를 보

였다. 따라서 심장판막에 높게 생성되어 존재하는 

TGF-β1은 판막의 matrix 단백질의 합성을 촉진하

여 판막의 정상적인 기능을 위한 구조를 유지하고 항

상 물리적 손상에 대비하는 세포생물학적 역할을 할 

것으로 여겨진다. 

TGF-β들은 심장에서 발생기 동안 autocrine 또는 

paracrine으로서 심장근 세포의 분화를 촉진시키고 심

장중격과 심장판막의 형성에 중요한 역할을 한다.8)9)12) 

심장판막의 형성은 발생기 심장의 atrioventricular 

canal에 위치하는 상피막 세포(endothelial cell)의 상

피-간엽세포 변형(epithelial-mesenchymal transf-

ormation)에 의한다. 이 형성은 수정 후 닭에서 68시

간, 생쥐에서는 10일째, 인간에서는 21일째 일어난다. 

생체외 실험을 통해 각각의 TGF-β들에 대한 항체 

또는 antisense에 의하여 심장판막 형성이 저해됨을 

관찰하였다.10)11) 따라서 TGF-β의 생성 및 작용이 

심장판막 형성에 매우 중요함을 인식하게 되었으며 이

중에서도 TGF-β3가 가장 중요함을 관찰하였다.11) 

최근에 Doetschman 연구팀은 targeted gene disru-

ption 방법으로 TGF-β1이 없는 생쥐(소위 TGF-

β1 knockout 생쥐)를 만들어 흥미로운 현상을 관찰

하였다.18) 즉, 조혈과 염증작용에 매우 심한 증상을 보

이며 자가면역 질환과 비슷한 형태를 보였으나 예상과

는 달리 심한 발육부전을 보이지는 않았다. 그 이유로

는 태반을 통해 TGF-β1이 산모로부터 태생기 생쥐

로 이동하여 발육을 도왔다는 사실이 관찰되었다.19) 

TGF-β1이 없는 산모로부터 임신한 태생기 생쥐는 

심한 심장 발육장애를 일으켰는 데, 심장근 세포의 증

식 이상, 비정상적인 atrioventricular junctions, 심장판

막 이상 등을 보여 다시 한번 TGF-β가 심장발생과 분

화에 중요함을 보여주었다.19) 이에 반해 성숙된 정상 심

장의 판막에서 어떻게 TGF-β1이 생성 분포 되어 있고 

이의 역할은 무엇인가에 대해서는 밝혀져 있지 않다. 이 

연구결과는 성숙된 포유동물의 심장판막에 많은 TGF-

β1가 세포간질내에 분포되어 있음을 보여주고 있다. 이 

TGF-β1는 외부에서 혈액으로 이동하여 축적되기보

다는 심장판막을 이루고 있는 세포에서 합성하고 분비

하여 세포외 간질 matrix에 축적되어 있다는 증거를 

처음으로 제시한 내용이다. 

신체내 TGF-β1이 가장 많이 분포한 부위는 항상 

물리적 부하를 받고 있는 대퇴골의 두부와 체부의 접합

부위이며 그 부하에 대응하면서 정상적인 구조유지와 

기능을 하는 것으로 알려져 있다.20) 포유동물의 심장판

막은 평생동안 열림과 닫힘의 반복운동을 지속하면서 

대퇴골과 마찬가지로 물리적 부하를 받게되는 필연적 

부위이다. 이 결과에서 보여주는 바와 같이 심장판막은 

심방과 심실에 비해 매우 높게 TGF-β1의 단백질이 

분포하여 부하에 대응하여 정상적인 구조유지와 기능

을 할 것으로 본다. 심장판막이 위치한 네 곳은 혈류속

도, 압력 변동 및 산소분압 등이 양적 또는 질적으로 

차이가 있다. 연구자들은 이러한 물리적 환경의 차이에 

따른 TGF-β1의 합성 및 생성정도를 비교 하고자 하

였다. 산소분압이 낮은 우심실과 폐동맥의 접합부위에 

위치하여 있는 폐동맥판에서 TGF-β1의 유전자 발현

이 다른 심장 판막에 비해 높은 점은 그 기전은 확실히 

알 수 없으나 흥미롭다. 그러나 각각의 심장판막 사이

에 TGF-β1의 단백질 양은 차이가 없었다. 따라서, 

심장판막의 부위에 따라 TGF-β1의 단백질 생성과 

대사정도가 다를 수 있음을 암시하였다. 그러나 심장

판막에서 전반적인 물리적 환경차이에 따라 TGF-β

1의 단백질의 생성과 양의 유지에는 별다른 차이가 

발견되지 않았다. 이렇게 심장판막의 세포간질에 생

성하여 축적된 TGF-β1는 원래 비활성화 상태로 추

정되며21) 물리적 자극에 의하여 활성화되어 auto-

crine 또는 paracrine 물질로 효과를 나타내어 자극

에 적응하고 손상에 재생되는 세포 생물학적 기능을 

할 것으로 본다. 

앞으로 심장판막의 정상 구조유지와 기능이 쇠퇴하

는 퇴행성판막질환에서 TGF-β1의 합성 및 생성정

도를 비교하면 흥미로운 결과를 얻을 것으로 기대한

다. 또한 류마치스성 심장판막질환에서 석회화, 섬유

화 및 혈전 생성이 발생하여 판막장애를 이루는 

데,22) 이 때 TGF-β1의 합성 및 생성정도를 측정하

면 의미가 있을 것으로 본다. 생체제재를 이용한 판막

의 대체요법에서 원활한 표면의 유지와 혈전의 생성

방지를 위하여 유전공학적으로 지속적인 TGF-β1

의 합성 및 생성을 촉진하는 유전자 요법을 도입한다

면 대체판막의 장기이용 효과를 거둘수 있을 것으로 

사료된다. 
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요     약 
 

연구배경： 

TGF-β는여러 조직세포에 생성 분포되어 다양한 

기능(multifuntional)을 가진 cytokine이다. 심장판막

의 발생시 TGF-β1의 역할에 대한 연구가 어느정도 

진행되어 그 중요성이 알려져 왔으나, 정상적으로 성숙

된 포유동물의 심장판막의 구조와 기능의 유지에 어떠

한 역할을 하는지에 대한 연구는 거의 없다. 심장판막

은 평생동안 열림과 닫힘의 반복운동을 지속하므로 주

기적이고 반복적인 물리적 부하를 받는 부위이다. 연구

자들은 이러한 심장판막의 구조와 기능의 정상유지에 

TGF-β1의 생성과 그 작용이 큰 역할을 할 것으로 

추정하였다. 따라서, 심장판막 부위별로 TGF-β1의 

유전자발현과 단백질의 존재를 측정하고, 세 종류 실험

동물의 승모판막에서 TGF-β1의 분포를 측정하여 그

에 대한 세포생리학적인 중요성을 밝히고자 하였다. 

대상 및 방법： 

실험동물은 생쥐(ICR종), 백서(Sprague-Dawley종)

와 돼지를 사용하였다. 돼지의 심장판막을 액화질소에

서 급속냉각 시킨 다음 분쇄하였다. TGF-β1의 유전

자 발현을 측정하기 위하여 판막 분쇄물을 TRI-rea-

gent를 이용하여 total RNA를 추출한 다음 일반적인 

Northern blotting 분석을 이용하였다. TGF-β1의 단

백질양을 측정하기 위하여 판막 분쇄물을 각종 pro-

tease inhibitors가 함유된 1% NP-40 detergent 용

액하에서 재분쇄한 뒤 상층액을 일반적인 Western 

blotting 분석을 이용하였다. TGF-β1의 면역조직화

학법을 위하여 일차 항체로 anti-CC-1-30을 사용하

였으며 DAB으로 발색하였다. 

결  과： 

1) 폐동맥 판막에서 TGF-β1 mRNA의 양이 다른 

판막에 비해 높게 측정되었다. 심실과 심방의 TGF-β

1 mRNA의 양은 판막들에 비하여 낮게 관찰되었다. 

TGF-β1의 단백질 양은 각 심장판막들에서 비교적 

높게 검출되었으나 서로간에 크나큰 차이는 발견할 수 

없었다. 심장판막들에서 TGF-β1 단백질의 양이 심

실이나 심방보다 많음을 알 수 있었다. 

2) 심장판막를 이루는 세포간질에 많은 양의 TGF-

β1이 존재하였다. 승모판의 표면이 내부에 비해 높게 

분포하고 있으며 심방면과 심실면은 차이없는 분포를 

보였다. 이에 반해 심실에서는 TGF-β1를 거의 검출

할 수 없었다. 

결 론： 

이상의 결과로 성숙된 포유동물의 심장판막에 높게 

생성되어 존재하는 TGF-β1은 판막의 matrix 단백

질의 합성을 촉진하여 판막의 정상적인 기능을 위한 구

조를 유지하고 항상 물리적 손상에 대비하는 세포생물

학적 역할을 할 것으로 사료된다. 
 

중심 단어：심장판막·TGF-β1·물리적 부하. 
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