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 Abstract

Background: Vascular endothelial growth factor (VEGF) is associated with the development of diabetic 

complications. However, it is unknown whether systemic VEGF treatment has any effects on the pancreatic 

islets in an animal model of type 2 diabetes mellitus.

Methods: Anti-VEGF peptide (synthetic ATWLPPR, VEGF receptor type 2 antagonist) was injected into 

db/db mice for 12 weeks. We analyzed pancreatic islet morphology and quantified beta-cell mass. 

Endothelial cell proliferation and the severity of islet fibrosis were also measured. VEGF expression in 

isolated islets was determined using Western blot analysis.

Results: When anti-VEGF was administered, db/db mice exhibited more severe hyperglycemia and 

associated delayed weight gain than non-treated db/db mice. Pancreas weight and pancreatic beta-cell mass 

were also significantly decreased in the anti-VEGF-treated group. VEGF and VEGF receptor proteins (types 

1 and 2) were expressed in the pancreatic islets, and their expression was significantly increased in the 

db/db group compared with the db/dm group. However, the elevated VEGF expression was significantly 

reduced by anti-VEGF treatment compared with the db/db group. The anti-VEGF-treated group had more 

prominent islet fibrosis and islet destruction than db/db mice. Intra-islet endothelial cell proliferation was 

also remarkably reduced by the anti-VEGF peptide.

Conclusion: Inhibition of VEGF action by the VEGF receptor 2 antagonist not only suppressed the 

proliferation of intra-islet endothelial cells but also accelerated pancreatic islet destruction and aggravated 

hyperglycemia in a type 2 diabetes mouse model. Therefore, the potential effects of anti-VEGF treatment on 

pancreatic beta cell damage should be considered. (Korean Diabetes J 33:185-197, 2009)

Key words: Diabetes Mellitus type 2, Islets of Langerhans, Vascular Endothelial Growth Factors (VEGF)

접수일자: 2009년  4월  8일, 통과일자: 2009년  5월  26일 

교신저자: 고승현, 가톨릭대학교 성빈센트병원 내분비내과, E-mail: kosh@catholic.ac.kr

* 이 논문은 2007년도 당뇨병학회 추계 연구비 및 2007년도 정부의 재원으로 한국학술진흥재단의 지원을 받아 수행된 연구임(KRF-2007- 

531-E00030).



Korean Diabetes J 33:185~197, 2009

186

서    론

대표적인 당뇨병성 합병증인 당뇨병성 신증과 망막병증

은 공통적으로 혈관내피세포 성장인자(Vascular endothelial 

growth factor, VEGF)가 합병증의 발생에 중요한 역할을 

하는 것으로 알려져 있다. 당뇨병환자 및 동물모델에서 

VEGF의 혈중 농도 및 신장과 안구 내 VEGF 발현이 증가

되어 있으며, 항 VEGF 항체 치료 시 당뇨병성 신증이나 망

막병증의 진행이 예방되어 항 VEGF 치료가 미세혈관 합병

증 치료에 좋은 표적이 될 가능성을 시사하나
1-3), 항 VEGF 

치료가 췌도나 베타세포에 직접적으로 어떠한 영향을 주는

지는 췌도이식 모델 이외에는 거의 알려진 바가 없다
4-6). 

인슐린저항성 또는 고혈당 환경에 노출된 베타세포는 고

혈당 상태를 극복하기 위하여 보상기전이 일어나는데, 베

타세포가 양적으로 증가하는 베타세포의 증식(beta cell 

proliferation & islet hyperplasia), 신생(neogenesis)과 함께 

아포토시스(apoptosis)의 감소가 대표적이다. 췌도 내 베타

세포 증식에 따른 충분한 혈류 공급을 위해서는 혈관세포의 

증식이 동반되어야 할 것으로 추정되며, 췌도 내 혈관망이 

충분히 형성되어야 가능한데 이는 췌도 내 혈관밀도

(vascular density)의 증가와 비례관계에 있다
7-9). 혈관세포

의 증식과 관련되어 있는 여러 인자들 중에서 특히 VEGF 

는 강력한 혈관신생인자이다. 

VEGF는 45-KD의 homodimeric glycoprotein으로써 6개 

이상의 동종형(isoform)이 존재하며 혈관 내피세포에 있는 

VEGF 수용체에 결합하여 강력한 혈관투과성 및 혈관확

장, 혈관생성, matrix remodeling 작용을 나타낸다. VEGF 

수용체는 VEGFR-1 (fms-like tyrosine kinase-1, Flt-1), 

VEGFR-2 (kinase domain receptor, KDR/Flk-1), VEGFR-3 

세 가지 형태가 존재하는데, 내피세포를 통한 대부분의 

VEGF 혈관생성 작용은 VEGFR-2 를 통해 이루어 진다
10,11). 

내분비세포에도 VEGF가 발현되며 VEGFR-1과 VEGFR-2 

모두 췌도 내 내피세포에 존재하는데, 특히 VEGFR-2 는 췌

관세포(pancreatic duct cell)에도 발현한다
11-13). 따라서 

VEGF와 수용체 간의 작용을 차단함으로써 당뇨병 발생 시 

췌도에 대한 VEGF의 영향을 관찰할 수 있을 것으로 생각

된다. 

이에 저자들은 당뇨병 동물모델인 db/db mouse에 12주

간 VEGF와 VEGFR-2 수용체 간의 결합을 억제하는 합성

펩타이드(ATWLPPR)를 복강 내 투여하여 VEGF와 VEGF 

receptor와의 상호작용을 차단함으로써 혈당의 변화, 베타세

포 질량 및 췌도의 형태적인 변화를 관찰하고 VEGF의 췌

도 내 발현 정도를 평가하고자 하였다. 이를 토대로 당뇨병

성 합병증의 치료를 목적으로 하는 항 VEGF 치료가 췌장

과 당뇨병의 경과에 미치는 영향을 관찰하고, 당뇨병이 진

행되면서 나타나는 췌도 및 베타세포의 변화에 있어서 

VEGF의 역할을 규명하여 추후 항 VEGF 치료에 응용하고

자 하였다. 

대상 및 방법 

1. 실험 대상 및 항 VEGF 투여

당뇨병 동물모델인 db/db mouse와 정상 대조군인 db/dm 

mouse를 이용하였으며, 다음과 같이 3군으로 나누었다: 비

당뇨 대조군(db/dm mouse, Non-diabetic control, n = 10), 

당뇨 대조군(db/db mouse, Diabetic control, n = 10), 당뇨 

항 VEGF치료군(db/db mouse, n = 10). 췌도 내 VEGF 수

용체와 VEGF의 상호작용을 차단하기 위하여 항 VEGF 펩

타이드 중 VEGF-VEGF-Receptor 2 결합에 대해 가장 특이한 

antagonist로 알려진 항 VEGF 펩타이드(5 mg/kg, ATWLPPR, 

PEPTRON Inc., Daechon, Korea)를 제작하여 생후 6주부터 

12주간 주 3회 복강 내 투여하였다
14,15). 비당뇨 대조군과 당

뇨 대조군에는 각각 식염수를 12주간 복강 내 주 3회 주사

하였다. 관찰기간 동안 체중과 혈당, 먹이섭취 양을 매주 공

복상태에서 측정하였다. 

2. 복강 내 당부하검사 

25% 포도당(2 g/kg)의 포도당을 복강 내로 투여하고 투

여하기 전과 투여 후 30, 60, 90, 120분에 꼬리 정맥에서 채

혈하였으며, 혈중 포도당 농도는 YSI 포도당 분석기 

(Beckman Instrument Co., Palo Alto)를 이용하여 glucose 

oxidase 방법으로 측정하였다. 

3. 면역염색

연구 종료시점에서 당부하검사를 시행한 뒤 마취하고 췌

장을 적출하여 무게를 측정한 후 전체 췌장의 1/3은 In situ 

hybridization을 위해 -70℃ 냉동고에 보관하고, 다른 1/3은 

Western blot에 사용하며 나머지 1/3은 면역염색을 위해 고

정 후 파라핀에 포매하였다. 베타세포 정량 및 췌도면적의 

측정을 위해 7 μm 두께의 조직절편을 streptavidin- 

biotin-peroxidase (Vector Laboratories)법을 이용하여 항인

슐린 항체(1:200, guinea pig anti-insulin antibody, Linco 

Research Inc., St. Charles, MO)와 4℃에서 16시간 동안 반

응시킨 후 diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB)로 발
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색한 다음 헤마톡실린으로 대조염색을 시행하였다. 췌도 내 

섬유화(Islet fibrosis)의 정량을 위해서 Masson’s Trichrome 

stain을 시행 하였으며, 췌도 내 VEGF 발현을 측정하기 위

하여 항 VEGF 항체(Santa Cruz Biotechnology, Santa 

Cruz, CA, 1:200)로 염색하였다. 

각 항체로 염색 후 Image analyzer (Optimas 6.51, 

Media Cybertics)를 이용하여 관찰하였고, 췌도 내 섬유화 

및 VEGF 발현의 정량은 전체 췌도 면적 중 Trichrome이나 

VEGF 항체로 염색되는 면적을 구하여 상대적인 비율로 표

시하였다. 

4. 베타세포 질량 측정 

각 군에서 췌장조직 내 베타세포의 상대적 양을 비교하

기 위해 췌장조직을 항인슐린항체로 염색한 후 point 

counting법을 이용하였다
16). 베타세포의 췌장조직 내 비율

은 췌장조직에 해당하는 점에 대한 베타세포가 차지하는 점

의 비율로 구하며, 베타세포 질량은 잔여 췌장의 무게를 조

직 내에서 point counting으로 측정한 베타세포의 상대적 용

적을 곱하여 환산하였다. 

5. 췌도 내 혈관내피세포 염색 및 혈관 밀도(Vascular 

Density) 측정 

조직에서 내피세포와 미세혈관(microvessel)을 관찰하는 

방법으로 biotinylated Bandereira simplicifolia-1 (BS-1, 

Sigma, 1: 1000)를 이용하여 염색하였다
17). 조직 슬라이드를 

neuraminidase type X (Sigma)로 전 처치 후 biotinylated 

BS-1으로 4℃에서 16시간 동안 반응시킨 뒤 세척하여 

streptavidin complex (DAKO)로 실온에서 30분 배양 후 

400배 배율로 현미경 관찰하였으며, 췌장 조직 내에서 췌도

를 구분하기 위하여 인슐린 염색을 동시에 시행하였다. 췌

도 내 혈관내피세포의 정량은 전체 췌도 면적 중 BS-1으로 

염색되는 부위의 상대적인 비율로 나타내었다.  

6. In Situ Hybridization 

췌장에서 VEGF와 VEGF receptor mRNA의 발현을 보

기 위해 In Situ hybridization을 시행하였다. VEGF와 

VEGF receptor의 탐침자는 역전사효소와 연쇄사슬증폭법

을 이용하였고, 증폭산물을 pGEM-Teasy vector에 cloning

하고 sequencing을 통해 이들 유전자를 확인하였다. 합성된 

탐침자를 DIG-labeling kit (Roche, Mannheim, Germany) 

를 이용하여 표지하였다(VEGF R-1 (Flt-1); 5’-ccttg 

cagctgtagc ttccaggggt ccgagagtca gccaccacca atgtg-3’; 

VEGF R-2 (Flk-1); 5’-aaa ctggtgtgag tgattcgccc atgtggaccg 

atgttgcctg tgagcca-3). 적출된 췌장을 4% PFA로 고정한 후 

파라핀 포매하고 3 μm 두께로 박절하였다. 조직을 proteinase 

K (20 μg/mL)로 전처리하고, hybridization solution (4X 

SSC, 10% dextran sulfate, 1X Denhardt's solution, 2 mM 

EDTA, 50% deionized formamide, 500 μg/mL herring 

sperm DNA)에 탐침을 희석하여(1:500) 55℃에서 20시간 

반응시켰다. 2x SSC, 1x SSC, 0.5X SSC 용액을 이용하

여 수세한 후, Dig가 표지된 항체(1:10000)로 2시간 반응

시킨 후 NBT/BCIP 용액(Roche)으로 발색하였다.

7. 췌도 분리

합성된 항 VEGF가 in vivo effect를 보이는지 확인하고 

고혈당 처리군에서 VEGF 단백질의 발현이 증가되어 있는

지 확인하기 위하여 각 실험군에서 collagenase법을 이용하

여 췌도를 분리하였다
18,19). Collagenase P (1 mg/mL, 

Roche)를 천천히 주입하여 췌장을 부풀린 후 떼어내어 3

7℃에 25분간 digestion한 후에 10% FBS가 포함되어 있는 

차가운 M199 media를 첨가하여 20회 정도 hand shaking한 

다음 500 μm mesh에 통과시키고 원심분리로 상층액을 완

전히 제거한 후 histopaque1077를 넣고, M199 media를 넣

은 후 원심분리하였다. 이렇게 해서 얻어진 중간층의 세포

를 추출해서 10% FBS가 포함된 RPMI1640 media에 놓고 

배양하였다. 항 VEGF peptide의 효과를 보기 위하여 배양

한 췌도에 30분간 항 VEGF를 전처리 한 후 VEGF의 발현

이 저하되는지를 Western blot으로 관찰하였다.

8. Western Blot Analysis

단백질은 Laemmli sample buffer로 녹여 10% SDS- 

polyacrylamide gel electrophoresis를 실시하였다. 젤을 

0.45 μm hydrophobic polyvinylidene difluoride 막(PVDF, 

Amersham Co., Buckinghamshire, England)에 transfer시키

고 PVDF는 3% skim milk를 함유한 Tris buffered saline 

(TBS; 20 mM Tris/HCl, 137 mM NaCl, pH 7.5)으로 1시

간 동안 blocking시킨 다음 blot들을 VEGF (Sigma, 1:1000) 

일차 항체 용액에 넣어 약 2시간 상온에서 배양한 후 세척

하고 HRP-conjugated anti-mouse 이차 항체 용액(희석비율, 

1:1,000)으로 1시간 동안 상온에서 배양한 다음 세척한 후 

발색하였다. β-actin 항체를 대조값으로 보정하고 단백질 발

현강도는 densitometer VSD (Amersham Pharmacia 

Biotech)를 사용하여 측정하였다.

9. 통계

결과값은 평균과 표준편차로 표시하였고, 각 군 간의 차
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이는 SPSS 10.0 프로그램을 이용하였다(Chicago). 각 군 간

의 평균값의 비교는 independent t test와 one-way ANOVA 

법으로 분석하였고, P값이 0.05 이하인 경우를 의미 있는 

것으로 정의하였다.    

결    과 

1. 항 VEGF 투여 시 체중의 변화

항 VEGF를 투여한 db/db군이 투여하지 않은 db/db군에 

비해 유의한 체중의 차이를 보였는데, 12주간 항 VEGF를 

투여한 군이 db/db군에 비해 관찰기간 내내 체중이 적은 양

상을 보였다(45.4 ± 3.29 vs. 49.7 ± 3.0 g, P < 0.05, Fig. 

1). 관찰기간 동안 평균 하루 먹이 섭취량은 마리 당 db/dm

군 9.3 ± 0.2 g, db/db군 11.1 ± 0.3 g, Anti-VEGF군 11.5 

± 0.8 g으로 군 간의 차이는 없었다.

2. 항 VEGF 투여 시 혈당의 변화

항 VEGF 투여 후 9주와 12주째 복강 내 당부하검사를 

시행하여 혈당의 변화를 관찰하였다. 9주(공복 혈당, db/db 

vs. anti-VEGF, 321.0 ± 23.8 vs. 422.4 ± 134.2 mg/dL, P 

< 0.05; 2시간 혈당, db/db vs. anti-VEGF, 856.0 ± 79.5 

vs. 1071.0 ± 87.1 mg/dL, P < 0.05, Fig. 2)와 12주째 공복 

(min) (min)

Fig. 2. The result of intraperitoneal glucose tolerance tests (IPGTTs). Glucose concentrations during IPGTTs conducted 

9 and 12 weeks after the start of the trial showed remarkable differences between the anti-VEGF and diabetic control 

groups. The anti-VEGF group had greater hyperglycemia than that of the db/db group (* P < 0.05).

Fig. 1. Changes in body weight. Compared with the db/db group, the anti-VEGF-treated group had a significantly lower 

body weight after 3 weeks of anti-VEGF injections.
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혈당(db/db vs. anti-VEGF, 386.7 ± 134.5 vs. 491.4 ± 45.0 

mg/dl, P < 0.05)이 항 VEGF 투여군의 혈당수치가 당뇨 

대조군에 비해 현저하게 높은 값을 보였다. 12주째 2시간 

혈당은 비록 통계적인 차이는 없었으나 역시 항 VEGF군에

서 더 높게 측정되었다(db/db vs. anti-VEGF, 913.0 ± 

173.2 vs. 926.4 ± 124.8 mg/dL, P > 0.05, Fig. 2). 

각 시점에서 포도당하 면적(AUCg, Area under the 

curve of glucose)값을 계산한 결과에서도 역시 항 VEGF 

군에서 당뇨 대조군에 비하여 의미있게 높은 값을 보였다 

(9 weeks, db/db vs. anti-VEGF, 2998.5 ± 271.6 vs. 

3854.1 ± 712.2 mg/dL, * P < 0.05; 12 weeks, db/db vs. 

anti-VEGF, 3392.8 ± 522.4 vs. 4043.9 ± 349.4 mg/dL, * 

P < 0.05, Fig. 3). 

3. 베타세포의 양적 변화 및 췌도의 형태 변화

췌장의 무게는 비당뇨대조군에 비하여 당뇨대조군과 항

VEGF 처리군에서 췌장무게가 의미있게 감소하였다(db/dm 

vs. db/db vs. anti-VEGF group, 0.32 ± 0.1 vs. 0.21 ± 0.1 

vs. 0.16 ± 0.1 g, * P < 0.05 vs. db/dm group) (Fig. 4, 

Left). 그러나 당뇨대조군과 항 VEGF 처리군 간의 유의한 

Pancreas weight (g)                           Beta cell Mass (mg)

Fig. 4. Mean pancreas masses (left) and beta-cell masses (right) for the experimental groups. Compared with the db/db 

and db/dm groups, the anti-VEGF-treated group had decreased pancreas and beta-cell masses. Values are means (n = 10 

per group). * P < 0.05 vs. nondiabetic controls, †P < 0.05 vs. diabetic control db/db mice.

Fig. 3. The area under the curve (AUCg) of the intraperitoneal glucose tolerance test. Compared with the nondiabetic 

db/dm control group, the diabetic db/db and anti-VEGF-treated mice had significantly elevated AUCg values. Values are 

means (n = 10 per group). * P < 0.05 vs. nondiabetic control (db/dm) and diabetic control (db/db) mice.
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차이는 보이지 않았다. 

전체 췌장조직 중 베타세포의 상대적 비율값을 췌장의 

무게에 곱하여 베타세포 질량을 비교한 결과, 췌장무게 결

과와 유사하게 비당뇨대조군에 비하여 당뇨대조군과 항

VEGF 처리군에서 감소하는 경향을 보였다(db/dm vs. 

db/db vs. anti-VEGF group, 4.08 ± 0.1 vs. 3.77 ± 0.2 vs. 

2.89 ± 0.2 mg, †P < 0.05 vs. db/db group) (Fig. 4, 

Right). 특히 항 VEGF군에서 베타세포 질량이 당뇨군에 비

해 의미있게 감소하였다. 이는 VEGF의 작용이 베타세포의 

양적인 변화와 관련이 있음을 시사하는 결과로 생각되었다. 

4. 췌도의 형태적 변화 및 췌도 섬유화

췌도와 베타세포의 형태적 변화를 관찰하기 위해 췌장을 

인슐린항체로 면역염색하여 췌도의 변화를 관찰하였다. 정

상 대조군에 비해 당뇨대조군과 항 VEGF 치료군 모두에서 

심한 췌도 변형, 베타세포 염색면적의 감소, 췌도 내 초자체

양 물질 축적 등의 형태적인 변화가 관찰되었다(Fig. 5A-C). 

췌도 변형의 관찰을 위해 췌장 조직을 Trichrome으로 면역

염색을 시행한 결과, 정상 대조군에 비하여 당뇨대조군과 

항 VEGF 치료군에서 췌도 내 섬유화가 현저히 증가되었다

(Fig. 5D-F). 췌도 섬유화의 증가는 심한 췌도 변형 및 베타

세포의 양적인 감소와 관련이 있을 것으로 생각되었다.

5. 췌도 내 VEGF 발현 

췌도에서 VEGF 단백의 발현을 관찰하기 위해 췌장을 

VEGF 항체로 면역염색하여 관찰하였다. 보고된 바와 유사

하게 VEGF는 췌도의 가장자리와 일부 혈관 내피세포에서 

발현되었으며, 정상 대조군과 비교할 때 당뇨 대조군에서는 

발현이 증가 되었으나, 항 VEGF 치료군에서는 감소되었다 

(Fig. 6). 고혈당의 정도가 심한 군에서 췌도변형과 췌도 섬

유화의 정도가 더 심한 것이 관찰되었는데, 특히 췌도변형

이 심한 췌도에서는 VEGF의 발현이 췌도의 가장자리에 국

한되지 않고 췌도 내에 불규칙적으로 흩어져 있는 양상을 

보였다(Fig. 6C). 

각 군에서 췌도 내 VEGF 발현 정도를 양적으로 비교하

기 위하여, 전체 췌도 면적 중에서 VEGF로 염색되는 부위

D

A B C

E F

Fig. 5. Immunohistochemical analysis of pancreatic islets using insulin (A-C) and trichrome (D-F) staining. Sections of 

paraffin-embedded islets from db/dm (A), db/db (B) and anti-VEGF-treated (C) mice were immunostained with 

anti-insulin antibody (brown color). Compared with the nondiabetic control group, the pancreatic islet architecture of the 

db/db (B) and anti-VEGF-treated (C) mice was severely disorganized and the area that stained positively for insulin was 

decreased (×200). The lower panel shows islet fibrosis as a blue stain. Compared with the nondiabetic control group (D), 

islet fibrosis was remarkably increased in both the db/db (E) and anti-VEGF-treated groups (F), which also showed islet 

destruction. Magnification is 200× that of the original.
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를 계산하여 정량하였다. 각 군당 평균 111개의 췌도에서 

측정하여 비교한 결과, VEGF 발현은 정상 대조군에 비하

여 당뇨 대조군에서 더 증가되었으나, 항 VEGF 치료군에

서 가장 감소되어 있었다(db/dm vs. db/db vs. anti-VEGF 

group, 3.63 ± 2.86 vs. 6.60 ± 3.56 vs. 2.74 ± 1.55%, * 

P < 0.05) (Fig. 7, left).

췌도 전체 면적 중에서 섬유화된 부분을 같은 방법으로 

각 군 당 평균 140개 췌도에서 계산한 결과, 정상 대조군에 

비해 당뇨 대조군과 항 VEGF 치료군에서 췌도 섬유화가 

현저하게 증가되어 있었으며, 당뇨 대조군보다 항 VEGF 

치료군에서의 췌도 섬유화가 더 진행된 양상을 보였다 

(db/dm vs. db/db vs. anti-VEGF group, 3.37 ± 1.51 vs. 

13.96 ± 3.20 vs. 16.99 ± 4.96%, * P < 0.05) (Fig. 7, 

Right). 

6. BS-1 발현 

항 VEGF 투여로 인한 췌도변화 과정에서 혈관증식과의 

관련 여부를 알기위해 췌장 조직을 혈관내피세포 표지자인 

BS-1로 면역염색을 시행하였다. 췌도 내 BS-1의 발현은 정

상 대조군에 비하여 당뇨 대조군 췌도에서 증가되어 있었으

나, 항 VEGF 투여군에서 현저하게 감소한  것을 볼 수 있

었다(Fig. 8A). BS-1의 발현정도를 각 군에서 정량했을 때

A B C

Fig. 6. Immunohistochemical analysis of pancreatic islets using VEGF staining. Islets were stained with anti-VEGF 

antibody. VEGF protein (brown color) was expressed mainly in the periphery of the pancreatic islets. VEGF expression 

in anti-VEGF-treated tissue was significantly decreased. Magnification is 200× that of the original.

Fig. 7. Relative percentage VEGF expression and area of fibrosis. In anti-VEGF-treated mice, the relative percentage 

VEGF expression in the islets was decreased and the area of islet fibrosis was remarkably increased compared with the 

other two groups. * P < 0.05 vs. nondiabetic controls; †P < 0.05 vs. diabetic control db/db mice. Values are means (%).
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도 일치하는 결과를 보였다(db/dm vs. db/db vs. anti-VEGF 

group, 0.89 vs. 1.79 vs. 1.13%, * P < 0.05 vs. non-diabetic 

controls; †P < 0.05 vs. diabetic control db/db mice) (Fig. 

8B).

7. In Situ Hybridization Analysis

In situ hybridization법을 이용하여 VEGF수용체가 췌장 

내 존재하는지 확인하였다. 이미 알려진 바와 같이 VEGF 

A

B

Fig. 8. (A) Visualization of vascular endothelial cells in the islets of db/dm (a-c), db/db (d-e) and anti-VEGF-treated (g-i) 

mice using immunohistochemical staining for BS-1 in islets. Co-staining for insulin (red), BS-1 (green) and DAPI (blue) 

are shown. Merged images are shown in c, f and i. BS-1 stained cells in the islets are evident as bright green dots (b, 

e, h). BS-1 expression was remarkably decreased in the anti-VEGF-treated group (h). Magnification is 200× that of the 

original. (B) Quantification of BS-1-positive cell numbers in islets of individual groups. Each bar represents counts from 

10 to 15 sections from 10 mice per group. * P < 0.05 vs. nondiabetic controls; †P < 0.05 vs. diabetic control db/db 

mice. Values are means.
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Receptor-1 (Fig. 9 A-C), VEGF Receptor-2 (Fig. 9 D-F) 

모두 exocrine tissue 보다는 주로 islet 내에서 관찰되었다.

8. 분리한 췌도에서 VEGF 발현 

각 실험군에서 췌도를 분리한 후 VEGF 발현 여부를 

Western blot으로 비교할 때, db/dm군보다 db/db군에서 

VEGF 발현이 증가되었으며, 항 VEGF 펩타이드 투여 시 

VEGF 발현이 감소하였다(Fig. 10). 

고    찰 

본 연구에서 당뇨병 동물모델에서 당뇨병 발생 이전에 

항 VEGF를 투여하여 췌도의 형태적인 변화를 관찰하였다. 

항 VEGF peptide의 투여로 췌도 내 혈관세포의 증식을 억

제한 결과 췌도 내 VEGF 발현 및 내피세포 증식의 감소로 

인하여 췌도 내 베타세포의 증가와 췌도 팽창을 억제하여 

고혈당 상태가 더 심하였으며, 이에 따른 췌도 섬유화가 더 

A B

D

C

E F

Fig. 9. In situ hybridization analysis of VEGF-R1 (A-C) and VEGF-R2 (D-F) expression in pancreatic islets. Both VEGF 

receptors were expressed in the pancreatic islets of all experimental groups, and at a lower level in exocrine tissue. In 

addition to VEGF R1, VEGF R2 expression was also decreased in the anti-VEGF-treated group (C, F). The magnification 

in A-F is 200×.

A 

     

B

Fig. 10. Expression of VEGF in isolated islets from db/dm, db/db, and anti-VEGF-treated mice (A). VEGF expression 

was remarkably increased in the islets of db/db mice (* P < 0.05 vs. nondiabetic controls), but was decreased in the islets 

of VEGF-treated mice (†P < 0.05 vs. diabetic control db/db mice) (B). Values are means.
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악화되는 결과를 관찰하였다.

췌도는 밀집된 모세혈관망을 가지고 있으며 정확한 혈당 

감지(glucose sensing)와 정상 혈당을 조절하기 위한 혈중 

인슐린을 조절하기 위하여 췌도 내 베타세포와 혈관 사이의 

상호작용이 중요한 역할을 한다. 정상적으로는 태생기의 췌

장 발생단계에서 베타세포가 췌도를 형성하는 동안 VEGF 

발현이 증가되어 VEGFR-2를 발현하는 내피세포를 끌어들

여 췌도 내 혈관망을 형성한다
8,12). VEGF-A가 결핍된 마우

스에서 췌도 혈관망의 감소, 췌도의 베타세포에서 인슐린 

분비능과 인슐린 mRNA 의 발현이 감소되어 있는 점은 이

런 사실을 뒷받침한다
20).

VEGF는 혈관에 대한 강력한 작용을 나타내어 혈관확장, 

혈관투과성을 증가시키고 혈관내피세포의 강력한 유발인자

로서, 혈관내피세포에 위치한 tyrosine kinase domain을 가

진 2개의 high affinity receptor 에 결합한다. VEGF에 대한 

친화도(affinity)는 VEGFR-1이 VEGFR-2 보다 10배 이상 

높지만 tyrosine kinase activity는 VEGFR-2가 10배 이상 

높기 때문에 VEGFR-2가 VEGF 신호전달의 주된 매개체로 

알려져 있다
21,22). VEGF 수용체 중 VEGFR-2가 췌관 세포

나 췌도 내 혈관내피세포에 더 많이 분포한다.

당뇨병 모델에서 VEGF의 역할은 주로 당뇨병성 합병증

을 중심으로 연구되어왔다. Streptozotocin으로 당뇨병을 유

발한 쥐와 당뇨병 동물모델인 db/db mouse에서 VEGF 항

체를 투여하여 당뇨병성 신증의 발생 및 진행을 감소시킨 

결과가 보고되었다
1,2). 또한 VEGF가 당뇨병성 망막병증의 

발생기전에도 연관이 있으며, 항 VEGF 항체 투여 시 신생

혈관을 50% 정도 감소효과를 보였다
3). 그러나 VEGF가 직

접적으로 췌장에 어떠한 영향을 미치는지에 대한 연구는 많

지 않다.      

VEGF의 췌장에 대한 효과는 주로 췌도이식 연구를 통해 

이루어졌다. 췌도분리 과정 중 저산소 손상이 필연적으로 

유발되는데 VEGF는 저산소에 의해 유도되는 가장 강력한 

인자로서
23,24), 분리된 췌도 또는 저산소 조건에서 배양된 췌

도에서 VEGF 발현이 증가되어 있었다4). 그러나 당뇨병 동

물모델에서 췌도 및 베타세포에 대한 VEGF의 영향에 대하

여는 밝혀진 바가 적다. 정상 췌도에서 VEGF와 VEGF 수

용체인 flk-1, flt-1이 발현되고, VEGF 수용체의 mRNA나 

단백질이 내피세포에서 발견되는 점, ZDF 쥐의 췌도를 고

농도 포도당 배양 시 VEGF 발현이 증가하는 점 등이 당뇨

병과 VEGF 발현과의 관련성을 시사하고 있다
25). 

당뇨병 발생 시, 고혈당을 극복하기 위해서는 췌도 내 베

타세포가 충분한 양의 인슐린을 생산할 수 있도록 증식해야 

하는데, 베타세포의 충분한 증식을 위해서는 췌도 내 혈관의 

발달이 필수적이다. 인슐린저항성 환경에서 베타세포로부터

의 신호를 통해 혈관 팽창이 자극되어 고혈당 발생 전에 췌

도 내 미세혈관의 변화, 조직 내 VEGF mRNA 발현의 증가

가 선행되고, 고혈당 발생 시 베타세포와 혈관망의 손상 및 

췌도 혈관 내피세포의 파괴가 이미 관찰된다
25). 췌도 내 혈

관세포도 베타세포와 마찬가지로 초기에 hyperplasia를 보이

다가 이후 궁극적으로는 내피세포가 소실되는 이상성 형태

(biphasic pattern)을 보인다. 즉 인슐린저항성에 대한 췌도 

증식(islet hyperplasia)은 내피세포의 증식과 관련이 있다. 이 

때 내피세포에서 VEGF의 발현의 증가가 췌도 증식에도 중

요한 역할을 한다. Johansson등의 보고에 의하면, 임신한 쥐

에서 임신 중 베타세포 질량이 증가하는데, 내피세포의 증식

(proliferation)과 내분비세포의 증식(endocrine proliferation)

이 비례하였다
26). 한편 Kakizawa 등은 당뇨병 환자에서 혈

중 VEGF 농도가 증가되어 있으며 혈당이 높을수록 증가하

고 혈당을 조절한 후에 VEGF 농도가 감소하므로, VEGF를 

감소시키는 치료법이 당뇨병성 합병증의 예방에 도움이 될 

것이라고 추정하였다27). 

본 연구에서는 제2형 당뇨병 동물모델에 당뇨병 발생 이

전부터 12주간 항 VEGF를 투여하여 고혈당이 진행되는 동

안 VEGF의 작용을 억제하였으며, 그 결과 항 VEGF 투여

군에서 고혈당의 정도가 더 심하였고 베타세포 질량이 더 

감소하였으며 췌도 변형 및 췌도 섬유화의 정도가 더 심하

였다. 또한 항 VEGF 투여군에서 VEGF 단백의 발현이 감

소하였으며 췌도 섬유화가 심할수록 발현의 정도는 더 감소

하였다. 내피세포의 표지자인 BS-1의 발현 역시 VEGF 발

현과 비슷한 양상을 보였다. 실험동물의 일부에서 췌도를 

분리하여 In vitro에서 고농도 포도당에 노출시킨 후 VEGF 

단백질의 발현을 관찰한 결과에서도 역시 당뇨군에서 

VEGF 발현이 정상군에 비하여 증가되었으나 항 VEGF 투

여 시 감소되었다. 따라서 당뇨병 발생 시 혈관세포의 증식

이 고혈당에 대한 췌도의 보상기전에 중요한 역할을 한다는 

것을 알 수 있었다. 그러나 항 VEGF 처리 후 VEGF 수용

체 이하 세포 내 신호전달 체계에 관련된 단백이 아닌 

VEGF 자체의 감소에 대하여 고려해 볼 점은, VEGF가 췌

도 내 내분비세포와 혈관에 주로 분포한다고 볼 때 항 

VEGF 투여군의 췌도에서 투여하지 않은 당뇨군에 비해 심

한 고혈당을 보이면서 췌도 섬유화가 더 심하여 췌도가 

fibrosis 조직으로 대체된 부분이 많았고, BS-1 염색을 통해 

관찰한 내피세포의 증식도 더 감소되었으므로, VEGF가 발

현될 세포 자체가 항 VEGF군에서 더 줄었을 가능성과, 항 
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VEGF가 VEGF와 결합하여 VEGF 분석 과정에서 VEGF

를 탐색하는 부위를 차단하여 상대적으로 VEGF 발현이 감

소된 것처럼 보일 가능성도 고려해 볼 수 있으나, 이에 대하

여는 추가 연구가 필요할 것이다. 

분리한 췌도에서 내피세포의 증식을 관찰한 연구들을 보

면, 배양액에 VEGF를 첨가한 경우 췌도 내 혈관신생 

(cords per islets)이 증가되었고 또한 고혈당에 노출 시에도 

신생혈관의 평균 길이(mean cord length)가 43% 정도 증가

하였다
28). 반면에, VEGF 수용체 tyrosine kinase를 억제하

는 AG-013736 (VEGFR-1, 2 모두 억제), soluble VEGFR-1

과 soluble VEGFR-2 (즉 VEGFR 1, 2 각각의 리간드 결합

을 억제)를 투여한 실험에서는 각각 intra-islet microvasculature

의 60%, 54%, 14%가 감소하였다
9). 내피세포에 대한 고혈

당 자극은 저산소 손상과 유사한 결과를 유도하는데, 활성

산소족의 미토콘드리아 내 과다 생성과 성장인자 자극으로 

혈관확장인자의 분비를 일으켜 혈관 누출(leakage)을 증가

시키는 효과를 나타낸다고 한다
29). 따라서 당뇨병 모델에서 

고혈당 상태를 극복하기 위한 충분한 양의 베타세포 증식을 

위해서는 췌도 내 혈관의 신생 증식과 함께 VEGF도 중요

한 역할을 할 것으로 추정된다. 

당뇨병 모델에서 고혈당에 의한 산화물질(oxidants), 당

화산물(glycation products), PKC-b 동종형 활성도의 증가 

등을 통해 VEGF 발현이 조절된다고 추정하고 있다
30-32). 저

산소 상태가 가장 강력한 VEGF유발인자이기는 하나 짧은 

기간 동안 조직 내 저산소증의 증거가 없으므로 이는 주된 

요인으로 보기는 어렵다는 것이 공통된 의견이다. 

항 VEGF 작용을 임상적인 측면에서 보면, 당뇨병성 합

병증 중 당뇨병성 망막증은 VEGF가 중요한 병인으로 알려

져 있기 때문에 당뇨병성 망막증의 치료 목적으로 VEGF의 

작용을 억제하는 치료가 시도되었는데 VEGF 전사억제제 

(bevasiranib), 세포 외 VEGF 억제제(pegaptanib), VEGF 

수용체 억제제(aflibercept, VEGF-TRAP)나 VEGF의 세포

내 신호전달 기전 억제제(midostaurin) 등이 있다
33,34). 따라

서 당뇨병성 합병증이나 종양의 치료 목적으로 VEGF의 작

용을 차단하는 약제의 전신투여는 이미 알려진 고혈압이나 

동맥혈전증(arterial thromboembolic event) 등의 심각한 부

작용 이외에도 췌장 자체에 대한 영향을 염두에 두어야 할 

것으로 생각된다. 

결론적으로 제2형 당뇨병 동물모델에서 혈관내피세포 성

장인자(VEGF)는 정상 췌도보다 당뇨병이 발생한 췌도에서 

발현이 증가되므로 당뇨병의 발병 기전에 중요한 역할을 할 

것으로 생각되며, 베타세포의 증식 및 췌도 변형에 중요한 

역할을 하므로 당뇨병의 치료에도 응용할 수 있을 것이다. 

그러나 당뇨병성 미세혈관 합병증의 치료나 예방을 목적으

로 제2형 당뇨병 모델에 항 VEGF를 투여할 경우 고혈당 

상태를 더 악화시키고 베타세포 증식을 억제하며 췌도 파괴

를 가속화 시키므로, 당뇨병성 합병증을 치료하기 위한 목

적으로 항 VEGF를 투여할 경우 이에 대한 충분한 고려가 

필요할 것이다.

요    약

연구배경: 대표적인 당뇨병성 합병증인 당뇨병성 신증과 

망막병증은 공통적으로 혈관내피세포성장인자(Vascular 

endothelial growth factor, VEGF)가 합병증의 발생에 중요

한 역할을 하는 것이 알려져 있으나 항 VEGF 치료가 췌도

나 베타세포에 직접적으로 어떠한 영향을 주는지는 거의 알

려진 바가 없다. 이에 당뇨병성 합병증 치료를 목적으로 하

는 항 VEGF 치료가 췌장과 당뇨병의 경과에 미치는 영향

을 관찰하고, 당뇨병이 진행되면서 나타나는 췌도 및 베타

세포의 변화에 있어서 VEGF의 역할을 규명하고 치료에 응

용하고자 하였다. 

방법: 이에 당뇨병 동물모델인 db/db mouse에 12주간 

VEGF 수용체 type 2 antagonist (ATWLPPR, 5 mg/kg)를 

복강 내 투여하여 혈당의 변화와 함께 췌장의 면역염색을 

통하여 베타세포 질량 및 췌도의 형태적인 변화를 관찰하고 

VEGF 의 췌도 내 발현 및 혈관신생 정도를 평가하였다. 

결과: 12주간 항 VEGF peptide를 투여한 결과, 복강 내 

당부하검사 시 db/db mouse 에 비해 항 VEGF 투여군에서 

현저한 고혈당을 보였으며 고혈당이 심해지면서 항 VEGF 

투여군에서 체중의 증가가 적었다. 췌장의 무게(db/dm vs. 

db/db vs. anti-VEGF group, 0.321 ± 0.05 vs. 0.206 ± 

0.13 vs. 0.158 ± 0.12 g) 및 베타세포 질량(db/dm vs. 

db/db vs. anti-VEGF group, 4.08 ± 0.1 vs. 3.77 ± 0.2 vs. 

2.89 ± 0.2 mg, P < 0.05) 역시 db/db군에 비해 항 VEGF

군에서 더 감소되었다. 또한 정상 췌도에 비해 당뇨병이 발

생한 군에서 췌도 내 VEGF 발현이 증가되었으나, 항 

VEGF 투여시 췌도 내 VEGF 단백의 발현이 감소하였고 

(db/dm vs. db/db vs. anti-VEGF group, 3.63 ± 2.86 vs. 

6.60 ± 3.56 vs. 2.74 ± 1.55%, * P < 0.05) 췌도의 크기가 

감소하였으며, 췌도 내 섬유화 진행이 더 심하게 관찰되었

고(db/dm vs. db/db vs. anti-VEGF group, 3.37 ± 1.51 vs. 

13.96 ± 3.20 vs. 16.99 ± 4.96%, * P < 0.05) 췌도 내 내

피세포의 증식이 더 감소되어 있었다. 
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결론: 제2형 당뇨병 동물모델에서 혈관내피세포 성장인

자(VEGF)는 정상 췌도보다 당뇨병이 발생한 췌도에서 발

현이 증가되므로 당뇨병의 발병 기전과 관련이 있을 것이며, 

베타세포의 증식 및 췌도 변형에 중요한 역할을 하므로 당

뇨병의 치료에도 응용할 수 있을 것으로 생각되고, 당뇨병

성 미세혈관 합병증의 치료나 예방을 목적으로 제2형 당뇨

병모델에 항 VEGF를 투여할 경우 고혈당 상태를 더 악화

시키고 베타세포 증식을 억제하며 췌도 파괴를 가속화 시키

므로, 항 VEGF 치료 시 이에 대한 충분한 고려가 필요할 

것이다.
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