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쥐의 허혈성 하지 모델에서 VEGF를 함유한 Nanoparticle의 투여 효과
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Effect of Nanoparticle with VEGF in Mouse Ischemic Hindlimb Model
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Purpose: Vascular endothelial growth factor (VEGF) is one of the factors regulating angiogenesis. For angiogenesis, 
the local concentration of VEGF has to be maintained. Because of its short half-life, VEGF has been conjugated 
with nanoparticles. Some nanoparticles, such as poly (lactic-co-glycolic acid (PLGA)) or polyethylenimine (PEI) 
are commonly used in this field, but have weak points such as faster release than expected and cell toxicity. 
We investigated the effect of core/shell nanoparticles including lecithin lipid cores in the ischemic hindlimb model.
Methods: Mice were anesthetized and a region of the common femoral artery and vein was ligated and excised. 
Hindlimb ischemic mice (n=28) were divided randomly into four groups: Control group (normal saline, n=7), 
mouse VEGF group (mVEGF, n=7), nanoparticle including mVEGF group (N-mVEGF, n=7), and nanoparticle/ 
hydrogel mouse VEGF group (NH-mVEGF, n=7). The drug was injected postoperatively into the thigh muscle 
of the ischemic limb. Perfusion, capillary number and H&E stain were assessed 28 d after treatment. 
Results: The capillary number increased in N-mVEGF and mVEGF group (P=0.026). Improvements of ischemic 
limb perfusion were inferior in N-mVEGF, NH-mVEGF groups (P=0.006) compared to other groups. Mice received 
N-mVEGF, NH-mVEGF treatment showed significant inflammation in the H&E staining.
Conclusion: Sustained VEGF delivery via core/shell nanoparticle with lecithin core did not show improved 
perfusion rate despite an increase in capillary number. Furthermore, vacuolization and induction of inflammation 
requiring a different composition of nanoparticle should be tested. (J Korean Surg Soc 2010;79:294-299)
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서 론

  말초 동맥 질환의 유병률은 3∼10%이고 70세 이상에선 

15∼20%로 현재처럼 고령 인구가 증가할수록 환자수는 더

욱 늘어날 전망이다.(1) 이들 중 병변의 위치에 따라 수술적 

치료가 도움이 될 수도 있지만 혈관의 수술적 재건을 위해 

필요한 자가 혈관의 한계로 제한되는 경우가 있으며,(2) 이 

경우 혈관 신생은 증상 개선을 위한 또 하나의 치료 방법이 

될 수 있다.

  혈관 신생은 지난 30년 동안 심근경색, 상처 치유 지연, 

신경병증, 망막병증, 이식 실패 등에서 병리학적으로 호전

시킬 수 있는 치료 방법으로 고려되고 있다.(3-5) 혈관을 신

생시키는 방법 중 vascular endothelial growth factor (VEGF)
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는 in vivo 실험에서 여러 차례 혈관 신생 효과를 입증했지

만 정맥 투여 시 몇 가지 부작용을 보였다.(6) 더욱이 인체

를 대상으로 시행된 VIVA 연구에서는 recombinant human 

VEGF의 정맥 투여는 위약 대조군과 비교 했을 때 통계학

적으로 차이가 없었다.(7) 이 실험의 참여자 중 일부에서는 

정맥을 통한 전신 투여로 비특이적인 혈관 신생과 고혈압, 

부종 등의 부작용을 보였다.(8-10)

  그러므로 VEGF의 최적의 치료 효과를 얻기 위해서는 정

맥을 통한 전신 투여 보다는 국소적이면서 지속적인 분비

가 필요할 것이며 이를 위해 새로운 형태의 약물전달체계

가 요구 된다.(11) 나노입자(nanoparticle)에 VEGF를 결합하

면 약물이 서방형으로 수일에서 수주간 분비되어 지속적으

로 근위부위에 혈관 신생을 자극할 것이다.(12,13) 나노입자

는 미세분자(micromolecule)보다 더 효과적으로 세포에 의

해 섭취되며 손상 부위에 직접 투여가 가능하다.(14) 현재 

다양한 종류의 나노입자가 연구되고 있으며 이 중 lecithin 

lipid core를 가진 core/shell 나노입자는 in vitro 실험에서 

VEGF와 안정적으로 결합하여 지속적으로 VEGF를 방출하

였다.(11)

  이 연구는 VEGF를 함유하고 있는 core/shell nanoparticle

를 이용하여 쥐의 허혈성 사지(ischemic limb)에서 치료 효

과의 가능성을 보고자 하였다.

방      법

1) 실험 동물

 실험에 사용된 쥐는 7주 된 BALB/c 종으로 중앙실험동물

에서 구입 후 본 연구기관에서 적응을 위해 7주 동안 식이 

제한 없이 사육되었다. 수컷으로 무게는 24∼26 g이었다. 

본 실험은 서울대학교병원 동물실험윤리위원회(SNUH-IACUC)

의 승인 후 진행되었다.

2) 나노입자(nanoparticle)

  지질핵(lipid core)을 가지고 있는 core/shell 나노입자(신소

재공학과, 한남대학교, 대전광역시, 대한민국)로 VEGF를 

지속적으로 방출하도록 고안되었다. 지질핵은 protein-loaded 

lecithin으로 구성되어 있고 polymeric shell은 Pluronics 

[poly(ethylene oxide)-poly(propylene oxide)-poly(ethylene ox-

ide) triblock copolymer, F-127]으로 구성되어 있다. Core/shell 

나노입자와 VEGF는 정전기 상호작용으로 결합되어 있어 

polymeric shell의 물리적 붕괴에 의해 방출된다.(11)

3) 수술적 처치

  쥐의 복강 내에 케타민(ketamine HCI) 60 mg/kg을 투여하

여 전신 마취를 하였다. 왼쪽 하지의 피부를 약 2 cm가량 

절개하여 혈관을 확인한 후 아래배벽동맥(inferior epigastric 

artery) 아래 부분부터 표재대퇴동맥(superficial femoral ar-

tery)의 중간 지점까지 결찰 후 분리하였다. 수술 후 무작위로 

4개의 군으로 할당하여 생리식염수(n=7), mVEGF (mouseVEGF, 

PeproTech Inc., USA)(n=7), N-mVEGF (nanoparticle contained 

mVEGF)(n=7), NH-mVEGF (Nanoparticle/hydrogel-mVEGF) 

(n=7)을 수술 후 당일 날 VEGF 20μg을 대퇴부 근육 투여하

거나 동일양의 VEGF가 함유된 나노입자 40μl를 여러 차례 

나누어 투여하였다.

4) 레이져 도플러 관류 영상(laser Doppler perfusion 

imaging)

  수술 전, 수술 당일, 수술 후 3일, 1주, 2주, 3주, 4주째에 

실험동물을 케타민을 사용하여 마취하고 털을 제거한 후 

양측 하지에서 레이저 도플러(Moor Instruments, Devon, UK)

로 혈류량을 측정하였다. 수술한 하지의 혈류량을 수술하

지 않은 반대쪽 다리(nonischemic limb)의 혈류량과의 비율

로 표시하였다.

5) 알카리성 인산분해효소 염색(alkaline phosphatase 

staining) 및 판독

  BALB/c 쥐를 4주째 안락사 시키고 장딴지근과 경골근을 

채취하였다. 근육의 중간 부위의 냉동 절편을 만든 후 슬라

이드 조직에 아세톤으로 5분간 고정시키고 공기 중에서 건

조하였다. BCIP/NBT buffered substrate tablet을 용해하여 슬

라이드에 분주한 후 37oC에서 약 30분간 방치하고, 증류수

로 세척한 후 표본을 제작하였다. 모세혈관의 수는 광학현

미경의 200배의 배율에서 무작위로 6곳을 한 명의 연구원

이 관찰한 후 평균값을 구하였다.

6) H&E 염색

  수술 후 4주째에 수술 한 하지에서 근육을 채취하여 파라

핀 묻힘(paraffin embedding)한 후 절삭한 슬라이드 조직을 

hematoxylin과 eosin 염색하여 현미경으로 염증 정도와 괴사 

등을 관찰하였다. Image J프로그램(NIH, Bathesda, MD, 

USA)을 이용하여 전체 세포 중 공포의 비율을 나타내었다.
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Fig. 1. H&E staining of the muscles on week 4 (A: ×400), and percent of vacuolar degeneration (B). N/S = normal saline; mVEGF 

= mouse vascular endothelial growth factor; N-mVEGF = nanoparticle mouse vascular endothelial growth factor; NH-mVEGF = 

nanoparticle/hydrogel mouse vascular endothelial growth factor.

Fig. 2. Laser Doppler blood perfusion (A) and blood perfusion (B) in ischemic hind limbs is measured before, just after, on day 3, and 

at weeks 1, 2, 3 and 4 after right femoral artery ligation.

7) 통계분석

  실험 결과 값은 각 그룹별로 평균과 표준편차로 표기하

였다. 변수들간의 유의성은 Kruskal-Wallis test법과 Mann- 

Whitney법을 이용하여 분석하였다. 유의수준 0.05 이하인 

경우 통계적 유의성을 인정하였고 모든 통계 분석은 SPSS 

17.0 프로그램을 이용하였다.

결      과

1) H&E 염색

 생리식염수를 투여한 실험군에서 지방으로 대체된 공포 

형성 비율은 10.556%인 반면 mVEGF 투여 그룹에서는 

5.564%로 적었다. mVEGF 투여는 근육이 허혈에 의해 지방

으로 대치 되는 것을 억제하는 소견을 보였다. 반면 

N-mVEGF는 공포 형성 비율이 34.955%, NH-mVEG는 

28.352%로 생리식염수 군보다 비율이 높았고 염증 세포침

윤이 많은 부분 주위의 근육세포가 파괴된 염증반응 소견

을 보였다(Fig. 1).

2) 레이저 도플러 관류 영상(laser Doppler perfusion 

imaging)

  혈류량 비율은 수술 직후 모든 그룹에서 20% 정도까지 

감소한 후 2주까지는 완만하게 상승하였다(Fig. 2). 생리식

염수를 투여한 군에서 4주째 혈류량 비율의 평균 값은

64.69%로 가장 높았고. mVEGF을 투여한 군은 혈류량 비율 

평균은 55.25%로 낮았지만 두 군간의 통계학적 의미는 없

었다(P=0.209). N-mVEGF투여 군에서는 가장 낮은 수치인 
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Fig. 3. (A) Cryosections of muscle obtained from the mice at day 28 were stained for alkaline phosphatase. Representative microscopic 

photographs of capillaries identified by staining of alkaline phosphatase. (B) Quantification of capillary density on the tissue sections. 

The ratio of the number of capillaries to the number of muscle fiber was measured. N/S = normal saline; mVEGF = mouse vascular 

endothelial growth factor; N-mVEGF = nanoparticle mouse vascular endothelial growth factor; NH-mVEGF = nanoparticle/hydrogel 

mouse vascular endothelial growth factor.

39.7%를 나타냈고 NH-mVEGF 투여군은 44.13%로 생리식

염수를 투여한 군에 비해 통계학적 의미가 있게 감소하였

다(P=0.006). 생리식염수를 투여한 군과 mVEGF를 투여한 

군에서는 4주째 실험 종료 시까지 계속 혈류량 비율이 증가

하는 양상인 반면 N-mVEGF, NH-mVEGF를 투여한 군은 2

주 때부터 혈류량 증가 비율이 감소하였다.

3) 알카리성 인산분해효소 염색

  생리식염수를 투여한 군에서 capillary/muscle fiber를 계수

하였을 때 평균값은 0.59 (SD=0.11)이었고 mVEGF을 투여

한 군에서는 평균값이 0.72 (SD=0.07), N-mVEGF을 투여한 

군의 평균값은 0.89 (SD=0.14)로 통계적으로 의미 있게 높

았다(P=0.026). NH-mVEGF군은 평균값이 0.68 (SD=0.20)로 

생리식염수를 투여한 군과 비교하였을 때 통계적으로 의미

가 없었다(P=0.383)(Fig. 3). VEGF 나노입자를 투여한 군은 

비록 도플러 관류 영상에서 혈류량을 증가시키지는 못했으

나 모세혈관의 수는 의미 있게 증가하는 소견을 보였다.

고      찰

  나노입자를 이용한 약물 전달 체계(delivery system) 연구

에서 나노입자의 성분은 주요한 관심 분야이다. 오래 전부

터 in vitro나 in vivo 실험에 polyethylenimine (PEI)는 유전자 

전달물(gene delivery)로 사용되어 왔다. PEI는 넓은 범위의 

pH에서 proton-sponge effect로 인해 높은 유전자핵내 주입 

효율(high transfection efficiency)을 가지고 있다.(15-17) 하지

만 PEI 자체의 높은 세포 독성으로 임상적으로 사용하기엔 

한계가 있다.(17)

  Polymeric nanosphere로 poly (lactic-co-glycolic acid) (PLGA)

는 PEI의 대안으로 약물과 유전자 전달에 널리 이용되고 있

는 물질이다.(18-20) PLGA nanosphere는 안정성이 뛰어나고 

세포내이입(endocytosis)에 의해 세포 안으로 쉽게 섭취되며 

표면에 리간드를 부착하여 특정 기관에 도달할 수 있는 장

점이 있다. 하지만 이런 많은 장점에도 불구하고 PLGA는 

대부분의 단백질 약물을 보호하는 캡슐에 비해 소수성

(hydrophobic)이다. 이런 성질은 단백질 약물의 저장과 in 

vivo 방출 시 안정성에 문제가 된다.(21) Bioerosion phase 동

안에 단백질 약물의 방출을 위해 PLGA의 수화(hydration)와 

분해(degradation)가 필수조건인데 이 과정에서 젖산(lactic 

acid)과 글리콜산(glycolic acid)이 형성되어 미세환경을 산

성화시킨다. 이런 환경에선 단백질 약물은 가수분해(hydrolytic 

degradation)와 응집(aggregation)이 되어 변성된다.(22)

  Lipid core를 가진 lecithin은 새로운 약물 전달 물질로 수

용성이고 분해 과정 중 단백질이 변성되는 것을 억제하는 

것으로 알려져 있다.(23) 본 실험을 위해 lecithin에 VEGF를 

부하(load)시켜 만든 core/shell nanoparticle은 in vitro 실험에
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서 9일에 걸쳐 85%가 서서히 방출되도록 제작하였다. 본 

나노입자는 lecithin의 조성 비율에 따라 방출기간을 조절할 

수 있다.(24) 이 실험은 lecithin core/shell nanoparticle을 근육 

내 투여한 첫 in vivo 결과로 나노입자를 투여한 군에서 주

변 조직의 심한 염증 반응을 유발하였다. 나노입자가 붕괴 

되는 과정에서 발생한 염증으로 수술부위가 제대로 아물지 

않고 많은 양의 VEGF를 한번에 투여하는데 어려움이 있었

다. 4주째 생검 후 염색된 조직에서 염증 세포의 침윤이 관

찰 되었고 이는 나노입자가 전부 흡수되지 않고 여전히 남

아서 만성 염증 반응을 일으키는 것으로 해석된다. 근육 조

직에 만성 염증 반응으로 인해 생리식염수를 투여한 군보

다 4주째 혈류량이 낮았다. 알카리성 인산분해효소 염색에

서 보이는 capillary/muscle fiber증가는 VEGF의 지속적인 분

비에 의한 모세혈관의 신생인지 혹은 약물 주입 후 일어난 

급성 염증 반응에 의한 결과인지 추가적인 실험이 필요하

겠다. 다만 본 기관에서 core/shell 나노입자만을 쥐의 외이

에 주입한 실험에서도 혈관이 신생되는 소견을 보여 급성 

염증에 의한 혈관 신생을 배제할 수 없다(결과 미보고). 발

표된 다른 논문에서도 lecithin을 함유한 core/shell 나노입자

가 쥐의 각막의 신생 혈관에서 의미 있게 증가하였다는 보

고가 있을 뿐 혈류의 증가와 관련된 보고는 없다.(25)

  VEGF의 다른 기능으로 헴-옥시게나제-1 (heme-oxygen-

ase-1)를 조절하여 항산화, 세포자멸억제(antiapoptotic), 항염

증 효과가 있다.(26) VEGF만 단독 투여한 군의 H&E 염색 

소견에서 공포형성이 적은 것은 세포자멸억제 효과의 결과

로 생각할 수 있다. 혈관신생과 달리 하지의 허혈 직후부터 

급성 염증이 진행되는 수시간 동안에 VEGF의 1회 투여 만

으로도 효과가 있는 것으로 생각되며 나노입자가 포함된 

군에서는 나노입자에 의한 지속적 염증 반응으로 그 효과

가 상쇄되어 공포 형성이 증가한 것으로 생각된다.

  함수나노입자(hydrogel nanoparticle)은 최근 약물 전달 관

련 연구에 주목 받는 물질이다. 수화성의 hydrogel은 생체조

직과 유사성이 높아 계면장력(interfacial tension)이 매우 낮

다.(27) VEGF를 함유한 함수나노입자는 현재 개발 단계에 

있는 물질로 in vitro 실험이 진행 중이다. 이 함수나노입자

는 나노입자에 propylene glycol monocaprylate를 첨가한 것

으로 상온에서는 액체 상태를 유지하다가 인체 주입 후에

는 고체로 되는 성질이 있다. 따라서 나노입자 단독 주입보

다 장시간 국소 분비가 될 것으로 기대하였으나 실험 결과 

lecithin lipid core/shell 나노입자와 비슷하였다. 따라서 lec-

ithin lipid core/shell 나노입자와 함께 함수나노입자 자체의 

염증 유발 정도에 대한 추가 실험이 필요할 것이다.

결      론

  본 실험에 사용된 나노입자는 in vitro 실험에서 VEGF 같

은 단백질 약물의 안정성은 높였지만 생체 내에서 염증반

응을 유발하는 문제점이 있었다. 나노입자 자체에 의한 염

증반응이 없고 VEGF의 함유량이 높은 약물전달 시스템의 

개발은 혈류량 개선을 기대할 수 있을 것이나, 본 나노입자

는 넣을 수 있는 VEGF의 양의 제한과 생체에서 염증 반응

의 유발로 인해 다른 물질을 이용한 나노입자의 개발이 고

려해야 할 것이다.
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