
폐쇄성 혈관질환시 경피적경혈관 혈관확장술이나 혈관내

스텐트설치술은좋은 치료방법이나혈전증, Elastic Recoil에

의한 혈관폐쇄와 혈관재협착( R e s t e n o s i s )등이 치료효과를 떨

어뜨리며, 그 원인 중 혈관재협착은혈관내막증상이 가장 큰

원인이되며, 특히 스텐트설치후에 혈관내피세포가벗겨지고

노출되었을 때 여러 가지 인자들이 복합적으로 작용하여 개

통된 혈관을재협착을시킨다고알려져있다(1,2). 이에 저자

들은 Adhesive Peptide를 이용하면스텐트표면을 혈관내피세

포로 빨리 덮을 수 있을 것으로생각되고조기에혈관내피세

포화가 이루어 지면 혈전형성과 혈관내막증식을줄일 수 있

을 것이라고생각되어본 연구를시행하였다.

대상 및 방법

인간대동맥내피세포(Human Aortic Endothelial Cell,

HAEC) 배양은 10% Bovine calf serum (Hyclone) 120I u / m l

penicillin, 120μg/ml streptomycin, 1μg/ml hydrocortisone, 10μ

g/ml Epidermal growth factor와 50μg / m l Fibroblast Growth

factor-basic (FGF-b)을 포함시킨MCDB-131 배양액( S i g m a ,

U . S . A . )에 유지시켰으며 습기를가진 5% CO2환경에서 37℃

에 배양을시켰다.

팔마즈스텐트 재료인 3 16L 금속절편 1×1cm 크기( 6 00μm

두께)을 진공상태 ( 2×1 0-1 m b a r )에서 EMS 100 (Electron

Microscopic Science, England)을이용하여아르곤가스 환경에

서 양극과 음극 20m A를 기준으로 운광방전을 시켜 금속이

극성을띄우게하여금속표면의표면장력(Surface Tension)을

감소시켜 표면처리를용이하게하였다. 금속절편아래부분은

운광방전시키지않고위 부분은운광방전시켰을때 아래부

분은 물방울모양을 유지하나 위 부분은 물방울이 균일하게

퍼지므로운광방전효과를알 수 있다(Fig. 1). 

금속 절편을 메탄올에 용해시킨 1% Polyhydroxyethyl-

methacrylate (Poly HEMA) 용액에담군 다음건조를시켰으

며 2 00μl p y r i d i n e과 1 00μl tresyl chloride을포함한 1ml dioxan

으로 1 0분 동안 Tresyl Activation을 시키고 1mM HCl로 세척

을 시행했다. 이렇게 준비된금속 절편은결합을위한완충용

액인 PH 10 0.2M NaHCO3  용액으로 다시 세척을 시행하였

다.

대한방사선의학회지 1 9 99;4 1:31-3 6

목적 : 각종 표면처리를 시행한 스텐트 재료에서 실험실에서 배양한 혈관내피세포의 부착과

이동을 비교 평가하였다

대상 및 방법 : 편평한 1×1cm 크기의 정사각형 316L 금속절편( 6 00μm 두께)을 운광방전을

시켜서 전하를 띄운후에 p o l y h y d r o x y e t h y l m e t h a c r y l a t e로 피막을 입히고 tresyl activation을 시

행한 후 그 위에 Adhesive peptide 두종류 G l y - A r g - G l y - A s p - T y r와 G l y - A r g - G l u - A s p - V a l - T y r

로 각각 covalently link 시켜서 인간 대동맥 혈관 내피세포를 부착시킨후 현미경(×2 0 0 )을

이용하여 세포수를 측정하였고 대동맥혈관내피세포가 충만한 경화된 콜라겐 겔(collagen gel)

위에 표면을 변화시킨 금속절편을 집어넣고 1 0일후에 세포의 수와 이동거리를 측정하였으

며, 이 표면처리된 금속절편의 접촉각을 측정하였다.

결과 : 접촉각을 측정하였을 때 운광방전된 금속과 운광방전후 표면처리된 금속 모두 현저

한 접촉각 감소를 보였고(P < 0.000) 양전하와 음전하의 차이는 없었으며, 표면처리된 금속

절편 모두에서 순수한 금속보다 세포의 부착과 이동이 증가되었으며 특히 REDV peptide가

RGD peptide에 비해 좋은 결과를 얻었으며(P < 0.05) 동일한 P e p t i d e를 사용했을 때 양전하

처리한 경우가음전하에 비해 좋은 결과를 얻었다. 

결론 : 금속스텐트를 양전하를 띄우고 REDV peptide로 피막을 입히는 처리를 시행한 경우

가 가장 효과적인 H A E C의 부착과 이동을나타냈다.

1연세대학교 원주의과대학 진단방사선과학교실
이 논문은 1 9 9 8년 1 1월 4일 접수하여 1 9 9 9년 4월 2 9일에 채택되었음.
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표면처리를 시행한 스텐트 재료:
혈관내피세포의 부착과 이동에 대한 실험적 연구1

이명섭·박중화·이준하·권은용·홍인수·김영주



전처치된 금속 절편을 상온에서 2 0시간동안 A d h e s i o n

P e p t i d e로 결합( C o u p l i n g )시켰으며 P e p t i d e는 G l y - A r g - G l y -

Asp-Tyr(GRGDY)(Biosynthesis, Lewisville, U.S.A.)와G l y - A r g -

Gly-Asp-Val-Tyr(GREDVY) (Biosynthesis, Lewisville,U.S.A.)

두종류를 사용하고, 결합시킨후에 0 .8M β- M e r c a p t o e t h a n o l을

포함한 완충 용액으로 세척을 시행하였다. HAEC의 부착은

90℃로 고열로비활성화시킨 4mg/ml Albumin을 포함한D-

M E M용액을 24 Well Culture Plate에 1mL 부어넣고 이 용액

에 동일한수의 H A E C를 집어 넣은 다음 37℃ 4시간 배양후

금속절편을 G i e m s a염색 하여 현미경(×2 0 0 )으로 각 세포수를

세었다. HAEC의이동연구는 30% Ammonium Chloride에노

출시킨후 세척을 시행한 경화된 콜라젠(type I, rat-tail)에

H A E C가 완전히자랄 때까지기다린후에금속 절편을콜라

젠 높이와동일하게밀어넣고 1 0일 동안 37℃에서 배양한후

현미경(×2 0 0 )으로 이동 거리와 세포 수를 측정하여 표면처

리를 시행하지 않은 대조군과 비교하였고 통계 처리는

Mann-Whitney Test로 하였다. 표면처리를시행한금속절편과

시행하지 않은것을 G i e m s a염색하였을 때 바깥 쪽 진한남색

은 염색 된 콜라젠이며 자주색 부위가 이동 한 세포가 있는

부위이며 그 차이를 육안으로도 확인할 수 있다 (Fig. 2 A,

B ) .

접촉각 (Contact Angle)이란경화표면(Solid Surface)에액체

용액(본연구에서는물을 사용)을한방울 떨어뜨렸을 때 보

이는 Tangent Angle이며 접촉각이 클수록 표면장력( S u r f a c e

T e n s i o n )이 크며 이 각도를 VCA-2000XE system (AST prod-

uct, Billerica, U.S.A.)으로측정하였다.

결 과

금속절편을운광방전처리를했을때 접촉각의급격한감소

를 보였으며 (P< 0.000), 이것은금속표면의표면장력의감소

를 시사하며금속표면을균질하게피복( C o a t i n g )시키고표면

처리시킬수 있다는것을뜻하며, 양극운광방전(Positive Glow

D i s c h a r g e )와 음극운광방전(Negative Glow Discharge) 사이의

접촉각감소는차이가없었다(Fig. 3).

운광방전을 시키지않고표면처리만 시행한금속절편에서

1 0일 동안 H A E C를 이동시켰을 때 세포 수는 G R E D V Y

P e p t i d e를 부착시킨 금속 절편에서 유의한 증가를 보여

(P<0.05) 이 P e p t i d e의 세포부착능력이다른 P e p t i d e보다 월등

이명섭외 : 표면처리를 시행한스텐트재료

Fig. 2. A.HAEC Migration on Non-treated Stent Material
B .HAEC Migration on Positive Glow Discharged and GREDVY Graft Stent Material. Gray color(→, ←) represents migratory dis-
tance of HAEC on stent material from collagen gel(*).

A B

Fig. 1. Shape of Water Droplet on the Metallic Coupon
The even spread of a drop of water on the glow discharged up-
per half of the metal(*) contrasted to the maintenance of form
of the water drop on the non-glow discharged lower half(→). 
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하다는것을알 수 있었다(Fig. 4).

P o l y m e r만 피복시킨금속 절편과 운광방전처리를 시킨 금

속 절편의 세포부착능력을 비교하였을때 각 P e p t i d e에서 양

극운광방전을 시킨 경우에서 의의있는 세포 수 증가를 보였

으며(P<0.05), GREDVY 처리한 금속 절편이 GRGDY 처리

한 금속보다세포수 증가를보였다(Fig. 5).

HAEC 이동에 대한 연구는 음극과 양극으로 금속 절편을

운광방전시키고 GREDVY Peptide를 피복시킨것( S M+, SM-

로 표시)과양극운광방전만 시키고 P e p t i d e로 피복시키지않

은 절편( P o s i t i v e로 표시)을아무 처리하지않은 금속 절편에

서 1 0일 동안 H A E C의 이동거리를비교하였을때도양극운광

방전한경우가좋은결과를보였다(P<0.05)(Fig. 6).

이러한 결과를 종합했을 때 양극운광방전을 시키고

G R E D V Y로 피복시킨금속절편에서가장좋은 HAEC 부착

과 이동결과를나타냈다( P < 0 . 0 5 ) .

고 찰

폐쇄성 혈관질환에있어 경피적경혈관풍선확장술이나 혈

관내 스텐트 설치술을성공적으로시행했다하더라도 혈관재

협착이장기적인치료효과를떨어뜨린다. 정상적인혈관벽은

내피세포가 한층 덮고 있으며 내피세포에 의해 분비되는 내

피세포성이완인자(Endothelin derived relaxing factor), prosta-

c y c l i n와 Heparin sulfate등 여러종류의분비물질에 의해 항혈
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Fig. 3. Contact Angle After Glow Discharge and Surface
Modification of Stent Material
( R E DV+, RGD+, REDV-, RGD-; Positive or Negative Discharge
with Peptide Link)
(Positive, Negative ; Glow Discharge Treatment without
Peptide Link)
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Fig. 5.Cell Adhesion Rate After Surface Modification
RGD or REDV; Adhesive Peptide
Positive or Negative; Method of Glow Discharge Treatment
RGD or REDV control ; No growth discharge 
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전성과비응고성을 유지하는데 (1) 만약 혈관 손상이발생되

어 내피세포가 벗겨지고 혈소판의 부착과 응집이 발생되면

내피세포성이완인자및 다른 여러 종류의 성장인자( G r o w t h

f a c t o r )들의 분비가내피아래에 있는민무늬근을 자극하여증

식을일으키고혈관내막쪽으로이동이일어나혈관내피증식

을 발생시키며이것은혈소판, 성장인자, 혈관손상정도, 내피

세포, 민무늬근, 혈관모양, 혈관내의혈액학적변화등이복잡

하게작용하여발생되나 그중혈관내피세포가중요한인자로

작용하며 만약혈관내피가 손상된혈관에조기에재내피화를

시킬수 있으면혈관내피증식을줄일수 있을것이다( 3 , 4 ) .

혈관내에스텐트를설치했을 때 금속표면은 혈액순환과접

촉하게되며금속표면이거칠면혈전성이증가되므로표면은

균질해야되며금속표면은혈관과 같은 전해질용액에서는 순

수전하 (Net Electrical Charge)를 띄게되며모든혈관내표면

은 음전하이나금속면은양전하를띄며 Tantalum 같은 재질

은 음전하를갖고 있으나공기나전해질용액에 노출될때 수

시간내에양전하로변화를일으킨다(5). 이러한양전하에의

해 혈류내에서수초내에 5-20nm 두께의섬유소원( F i b r i n o g e n )

층이인공으로만든표면을덮게되어혈소판이나백혈구가도

착하기 전에 혈전 발생을 감소시킨다. 혈관과 금속의 반응성

에 중요한것은금속의자유표면에너지 인데 이 에너지가클

수록금속표면의습성( W e t t a b i l i t y )이 감소되며이것은금속면

의 액체와이루는접촉각으로측정할수 있다( 6 ) .

금속은대부분높은표면에너지를가지고있어서혈전형성

을 발생시키며 이런경화표면이 항혈전성을갖기위해서는표

면장력이 20-30dynes/cm 정도여야하며(7) 금속표면을혈액에

노출시킨주사전자현미경 (Scanning Electron Microscopy)으로

관찰하면수분내에무정형의혈괴들이비규칙으로금속면을

덮어서쉽게분절화와오니를형성하며 2 4시간내에주로섬유

소로 형성된 단백질이 많고 세포가 적은 층으로 둘러싸이게

되어서금속표면을균질하게피복시키는것이필요하다(2). 

금속을운광방전을 시키면금속이극성을띄우고흡착능력

이 증가되어친수성표면으로변화를일으켜표면을다른물

질로 균질하게 피복시킬 수 있고 표면장력을 금속의 접촉각

으로 측정했을 때 방전전후에 현격한 차이를 보여서 금속의

흡습성이증가되는것을알수있다(8-10). PHEMA는많은친

수성부위를 갖는 고분자로이루어진Hydrogel 인데 포유동물

세포의부착과증식을일으키지 않으므로여러종류의 도관이

나 유도철사을피복시키는데사용되나화학적으로 변화를시

킬때는세포-원질반응(Cell-Substrantum Interaction)에변화를

일으켜세포가부착하고자랄 수 있어실험실적접근을용이

하게한다( 9 , 1 1 ) .

혈관내피세포가스텐트같은금속면에부착하고증식하는데

는 F i b r o n e c t i n이나 Vitronectin 등에있는 Adhesion- Promot-i n g

P e p t i d e가 공헌을 하며 이런 P e p t i d e들은 합성이 가능하며

P H E M A로 피막을형성한 금속표면에 Covalently Link 시킬

수 있어서표면을비투광성, 비흡착성상태에서생물학적으로

활성화, 화학적으로 조정가능한 상태로 변화시킬수 있다

( 1 2 , 1 3 ) .

세포를 부착시킬수 있는 능력을 가진 RGD Tripeptide

S e q u e n c e는 혈관내피세포나혈소판등포함한여러종류의세포

에작용하나 최근에발견된 Tetrapeptide Sequence인 R E D V는

혈관내피세포에특이적으로작용하며혈소판부착은일으키지

않고 방사성동위원소를 이용하여금속표면에피복된 방사능

을 측정했을때 통계적으로비슷한방사능을보였으나 R E D V

가 R G D에 비해 내피세포의부착과이동이잘되어 R E D V가

R G D에비해 내피세포에 특이적으로 작용한다는 것을 알 수

있으며(12,14-16), 이런 P e p t i d e들은 Protein Desorp-tion이제거

되어 있고활성화된그룹이용해성 P r o t e i n a s e에 노출되지않

았기 때문에세포성 단백질용해(Cellular Proteolysis)나 열에

의한파괴에안정적일것이다. 

문헌고찰에 의하면혈전증을 감소시키기위한연구는헤파

린을 이용하여 Fibrin Film-Coated Stent가있으며 이것은혈

전증은 감소시키나혈관내피세포화는 감소시키는결과를보

였으며(17,18), Fluorine-Acryl-Stylene-Urethane-Silicone Coating

은 혈전증 감소와 혈관내막증식감소를 보고하였고( 1 9 ) ,

Silicone-Carbide-Coated Palmaz-Schatz Stent나 P o l y - L a c t i c

A c i d등을 이용한 연구가 활발하게 진행 중이나(20,21), 이번

연구와같은 P e p t i d e를 이용한보고는없다. 

결론적으로금속을운광방전시켰을때 접촉각이현저하게

감소했으며 흡습성이 증가되고 P H E M A와 P e p t i d e의

C o v a l e n t l y l i n k를 용이하게할 수 있으며, 양성운광방전을 시

킨후 P H E M A와 REDV peptide로 피막을 형성시켰을때 순

수한 금속에 비해 혈관내피세포의 부착과 이동이 현저하게

좋아지는 결과를 나타냈다. 이러한 새로운 방법과 개념으로

스텐트표면을처리시키면조기에스텐트표면을혈관내피세포

로 덮을수 있다는 실험실 연구 결과를 얻었으나 생체에서의

결과는 미지수이며 향후 동물실험등을 더 실행하여 이러한

새로운방법을검증해야될 것으로생각된다.
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Surface Modification of Stent Material : Experimental Study of 

Adhesion and Migration of Human Aortic Endothelial 

Cells on Stent Material1

M yeong Sub Lee, M.D., Joong Wha Park, M.D., Jun Ha Lee, M.D., 
Eun Yong Kwon, M.D., In Soo Hong, M.D., Young Ju Kim, M.D.

1Department of Diagnostic Radiology, Wonju College of Medicine, Yonsei University 

Purpose : To evaluate the relative adhesion and migration rate of cultured human aortic endothelial cells on to

modified stent material in vitro.

Materials and Methods : Flat 1×1cm square, stainless steel 316 L pieces(600μm thick) were initially glow dis-

charged to increase the polarity of the metal and were coated with 1 % polyhydroxyethylmethacrylate to

which two different amino acid peptide sequences (GRGDY, GREDVY) were covalently linked via an amide

to an amino-terminus, thus providing a known orientation of these covalently bound peptides. To stimulate

implantation of a stent onto the intact arterial wall, human aortic endothelial cells were seeded and grown to

confluence on thick, firm collagen gel. The peptide coated steel pieces were then implanted on this endothe-

lialized surface and migration of HAEC to the surface was monitored and measured for ten days. The contact

angle of steel was measured before and after glow-discharge treatment.

Results : Our results indicate that the migration and adhesion rate of HAEC to surfaces bearing either GRGDY

or GREDVY adhesive peptide sequences was significantly higher than that of uncoated stainless steel. The

contact angles of glow-discharged steel (either positive or negative charge) were significantly lower, and this in-

dicates the increased wettability of steel. Furthermore, migration to a GREDVY-coated surface was greater

than to one coated with GRGDY. 

Conclusion : These results indicate that a specific peptide sequence (GREDVY), together with positive glow-

discharge treatment of steel can selectively enhance endothelial cell migration to metallic stent material.
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