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혈관내피성장인자에 의한 혈관에서 Interleukin-8 발현
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Background: Vascular endothelial growth factor (VEGF) plays an essential role in promoting angio-

genesis during tumor development. In addition, VEGF can mediate the inflammatory response in tumors. 

VEGF increases the level of neutrophil migration by upregulating interleukin-8 (IL-8) in endothelial cells 

in vitro. However, it is unclear if VEGF can mediate IL-8 production in vivo. 

Methods: To address this issue, this study examined the effect of VEGF on IL-8 production in vivo 

using an adenovirus transduction and mouse ear assay. 

Results: Adenovirus-encoded VEGF (VEGF-Ad) increased the level of IL-8 production in endothelial 

cells in vitro compared to the control-adenovirus (CTL-Ad). The mouse ear assay showed that VEGF-Ad 

increased the level of IL-8 production in the endothelium. Immunohistochemistry showed that the IL-8 

proteins were expressed in the vasculature within a human glioblastoma, which is known to strongly ex-

press VEGF. 

Conclusion: These results suggest that VEGF can mediate the inflammatory response in endothelial cells 

in vivo via the up-regulation of IL-8. (Korean J Hematol 2009;44:199-204.)
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서      론

  혈관내피성장인자(vascular endothelial growth factor, 

VEGF)는 암세포들에 의해 이루어지는 혈관신생(angio-

genesis)에 주요한 역할을 한다고 알려져 있다.
1,2)

 즉, 

암세포의 성장은 혈관 생성을 유도하는 암세포의 능력

에 비례하는 것으로서 VEGF는 유방암(breast cancer), 

뇌종양(brain tumor), 난소암(ovarian cancer) 등 알려

진 거의 모든 종류의 암세포에서 발현되는 것으로 보

고되고 있다.
3-6)

 그러므로 VEGF 억제 물질은 혈관 신

생을 억제하여 암세포의 성장을 저해할 수 있다.
7)

  VEGF는 암세포들이나 기타 세포들에 의해 생성된 

후 내피세포(endothelial cells)에 작용하거나(paracrine) 

또는 내피세포 자체에서 생성되어 같은 내피세포에 작

용함으로써(autocrine) 효과를 발휘한다. 이런 효과들
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Fig. 1. IL-8 production by VEGF-Ad infection in HUVECs. 
HUVECs were grown subconfluently in 6-well plates and in-
fected with 10 MOI of  VEGF-Ad or CTL-Ad. After incubation
of 3 days, cells were lysed and VEGF expression was ex-
amined by western blot analysis (A). Alternatively, super-
natants were harvested and IL-8 proteins were measured by
using ELISA (B).

을 발휘하기 위해서 VEGF는 내피세포의 표면에 존재

하는 수용체인 VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2 (KDR/Flk- 

1) 혹은 neuropilin-1 (NRP-1) 등과 결합하는 것으로 

알려져 있다.
8)
 이들 수용체중에서 VEGFR-2가 VEGF

에 의한 내피세포의 신호전달에 핵심 역할을 하는 것

으로 보고되었다. 즉, VEGF는 내피세포 표면에 있는 

VEGFR-2와 결합하여 내피세포의 성장(proliferation), 

생존(survival), 흡착(adhesion), 이동(migration), 맥관-

형성(tube formation) 등 혈관생성의 알려진 거의 모든 

단계에 관여한다. 실제로 VEGFR-2의 인산화 활성

(tyrosine kinase activity)을 억제하는 화합물들은 혈관

신생을 강력히 억제 하는 것으로 밝혀졌고, 이들 억제

제들은 암환자들에 대한 임상 실험에서 그 효능이 증

명되고 있다.
9)

  한편 VEGF는 종양에 의한 생체내 염증 유발에도 관

여하는 것으로 알려져 있다.
10)
 암환자들에서 혈전의 

위험성이 증가하는 것은 염증과 깊은 상관관계가 있을 

것으로 보고되었다.
11)
 염증을 유발하는 인자들중에는 

케모카인(chemokine)으로 알려져 있는 저분자 단백질

들이 있다. 지금까지 알려진 케모카인들은 44종류이고 

그 수용체는 21개 정도로 알려져 있는 단백질 군집을 

이루고 있다.
12)
 VEGF는 이들 케모카인의 일종인 

SDF-1과 MCP-1의 발현을 증가시켜 백혈구등의 면역

세포를 염증유발 자리로 이동을 유도하는 것으로 알려

져 있다.
13)
 더욱이 VEGF는 혈관내피세포에서 IL-8의 

발현을 증가시켜 호중구의 이동을 유도하는 것으로 밝

혀졌다.
14)
 하지만 VEGF가 혈관내피세포에서 IL-8의 

발현을 증가시키는 것은 오직 in vitro에서만 보고되었

다. 본 연구에서는 VEGF가 생체에서 실제로 IL-8의 발

현에 관여하는지 여부를 연구하는 것을 주요 목표로 

설정하였다.

대상 및 방법

1. 연구계획

  VEGF 발현 아데노바이러스를 이용하여 VEGF가 생

체에서 IL-8의 발현을 유도함을 증명하고 실제 질환에

서 VEGF와 IL-8 발현의 상관성을 연구함을 목적으로 

한다. 

2. 연구대상선택

  생쥐의 양쪽 귀에 아데노바이러스를 주입하는 방법

을 통하여 생체에서의 VEGF에 의한 IL-8 발현 검증과 

VEGF가 과량 발현하는 것으로 알려진 악성뇌종양에

서의 IL-8의 발현을 조직염색법을 이용하여 연구를 수

행했다.

3. 연구 방법

1) VEGF 발현 아데노바이러스(Ad)

  VEGF-Ad와 CTL-Ad는 Harvard Medical School의 

Harold Dvorak 박사로부터 분양받았다.

2) 세포배양

  HUVEC (human umbilical vein endothelial cells)은 

Cambrex사에서 구입하였고 EBM-2 배지에서 배양되

었다.

3) Western blot 분석

  전기영동법은 기존에 보고된 방법에 의해 수행되었

다.15)

4) ELISA 분석법에 의한 IL-8 정량

  HUVEC을 6-well 판에서 subconfluent하게 배양하였

다. 그 후 성장인자가 제거된 EBM-2 배지에 5시간 배

양한 후 VEGF-Ad 혹은 control-Ad 10 MOI (multipli-

city of infection)를 처리하였다. 3일후 배양액을 수거
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Fig. 2. IL-8 production by VEGF-Ad infection in mouse ears. Mouse ears were infected with 100 MOI of  VEGF-Ad or CTL-Ad.
After 7 days, mice were sacrificed and ears were excised to be frozen. The ears were cut into 5 mm and fixed with cold 
methanol. Immunohistochemistry was performed as described under “methods”. vWF, von W illebrand factor.

한 후 R&D Systems사의 IL-8 정량용 ELISA 키트를 사

용하여 IL-8 양을 측정하였다.

5) 생체내 IL-8 유도

  생쥐의 귀에 VEGF-Ad 혹은 CTL-Ad 100 MOI를 미

세주사기를 이용하여 주입하였다. 7일 후 생쥐를 안락

사 한 후 귀를 절개하여 동결한 상태에서 5 μm로 절

편한 후 조직염색법으로 IL-8 발현을 확인하였다.

6) 조직 염색법

  생쥐의 귀조직을 100% 원액의 차가운 메탄올로 10분

간 고정시킨 후 차단용액(Dako Inc., Carpinteria, CA) 

으로 비특이적 결합부위들을 차단하였다. 그 후 IL-8, 

VEGF, von Willebrand factor (vWF) 항체를 1：100으

로 처리한 후 밤 새 반응시켰다. 생리식염수로 세 번 

세척한 후 2차 항체를 1시간동안 반응시켰다. 생리식

염수로 세 번 세척한 후 표본 용액으로 고정한 후 현미

경으로 관찰하였다. 

결과 및 고찰

1. 혈관내피세포(HUVEC)에서 VEGF에 의한 

IL-8 발현

  제조된 VEGF-Ad가 VEGF를 발현시키는지 조사하
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Fig. 3. IL-8 and vWF colocalization in the VEGF-Ad infected mouse ears. Mouse ears were infected with 100 MOI of  VEGF-Ad 
or CTL-Ad. After 7 days, mice were sacrificed and ears were excised to be frozen. The ears were cut into 5 μm and fixed
with cold methanol. Colocalization of IL-8 and vWF was observed by using confocal microscopy. vWF, von Willebrand factor.

Fig. 4. VEGF and IL-8 expression in human glioblastoma. 
The tissues were deparaffinized and fixed with 10% form-
aldehyde, then treated with 0.1% trypsin for 30 min to im-
prove antigen accessibility. After blocking nonspecific 
binding to secondary antibodies by treatment with block-
ing solution (Dako Inc.) for 1 h, the tissues were incubated
overnight at 4oC with primary antibodies against VEGF or 
IL-8 polyclonal antibodies. The tissues were washed and 
incubated with horseradish peroxidase-conjugated secon-
dary antibodies (Vector Laboratories) for 1 h. After wash-
ing, tissues were stained using the Vectastain ABC kit.

기 위해 HUVEC에 VEGF-Ad를 3일간 감염시킨 후 세

포를 lysis하여 전기영동을 시행하였다. Fig. 1A에서 보

이는 것처럼 10 MOI의 VEGF-Ad를 감염시킨 HUVEC

에서의 VEGF의 발현이 CTL-Ad에 비해 현격히 증가

함을 알 수 있었다. 다음으로 VEGF-Ad에 감염된 

HUVEC의 상층액을 수집하여 ELISA방법을 이용하여 

IL-8의 양을 측정하였다. 그 결과 VEGF-Ad는 CTL-Ad

에 비해 IL-8의 발현을 현격히 증가시킴을 관찰할 수 

있었다(Fig. 1B). 이 결과는 재조합 VEGF 단백질이 혈

관내피세포에서 IL-8의 발현을 유도한다는 이전보고

와 일치하였다.
14)

2. 생쥐의 귀조직에서 VEGF에 의한 IL-8 발현

  VEGF가 생체에서 IL-8의 발현을 증가시키는지를 

조사하기위해 VEGF-Ad와 CTL-Ad 100 MOI를 생쥐

의 귀에 주입하였다. 7일후 생쥐의 귀를 절개한 후 동

결절편을 만들어서 조직 염색을 시도하였다. Fig. 2에

서 보이는 것 처럼 VEGF-Ad를 주입한 조직에서 

VEGF의 발현이 확인됨과 동시에 IL-8이 강하게 발현

됨을 확인할 수 있었다. 그러나 CTL-Ad를 주입한 조

직에서는 VEGF와 IL-8이 발현하지 않았다(Fig. 2). 다

음으로 발현된 IL-8이 귀조직의 혈관내피세포에서 유

래함을 확인하기위해 혈관내피세포 표식인자인 vWF

와 같이 국소화(colocalization) 되는지 여부를 동일초

점(confocal) 현미경을 이용하여 조사하였다. 그 결과 

VEGF-Ad가 주입된 조직의 혈관에서 IL-8이 발현함을 

확인할수 있었다(Fig. 3). 이 결과는 VEGF가 생체의 

혈관조직에서 IL-8의 발현을 유도한다는 것을 명확히 
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보여주는 것으로 사료된다.

3. 아교모세포종(glioblastoma)에서 IL-8 발현

  다음으로 악성뇌종양의 하나인 아교모세포종 조직

에서 IL-8의 발현을 조사하였다. 아교모세포종 은 

VEGF를 과량으로 발현하는 암으로 알려져 있을 뿐만 

아니라 종양조직에서 염증을 유발하는 면역세포들이 

과량 존재한다고 보고되었다.16) 따라서 악성뇌종양의 

염증과 IL-8의 발현의 상관관계를 연구하기 위해 아교

모세포종에서 IL-8의 발현을 조사하였다. Fig. 4에서 

보이는 것처럼 아교모세포종은 VEGF를 과량으로 발

현하였고 종양의 혈관에서 IL-8이 발현됨을 관찰하였

다. 이상의 결과는 VEGF가 생체내 혈관에서 IL-8의 발

현에 직접적으로 관여함을 보임과 동시에 VEGF가 

IL-8의 발현을 통해 염증을 일으킬 수 있음을 보여주

는 것으로 사료된다.

  이전 연구에 의하면 VEGF는 혈관내피세포에서 

IL-8의 발현을 유도하여 호중구의 화학주성을 증가시

키는 것으로 보고하였다.14) 하지만 실제 생체에서 

VEGF가 IL-8의 발현에 관여한다는 보고는 아직 연구

되지 않은 실정이다. 본 연구는 VEGF가 생체의 혈관

에서 IL-8의 발현을 유도하는 것을 처음으로 관찰하였

다. 염증반응은 암세포의 생체내 성장에도 밀접히 관

여하므로 VEGF의 기능을 억제하는 것은 혈관신생억

제와 더불어 염증반응억제를 통해 암세포의 성장을 억

제할 수 있음을 본 연구는 제시하고 있다.

요      약

  배경: 혈관내피성장인자(vascular endothelial growth 

factor, VEGF)는 암세포들에 의해 이루어지는 혈관-신

생(angiogenesis)에 주요한 역할을 한다고 알려져 있다. 

또한 VEGF는 종양에 의한 생체내 염증 유발에도 관여

하는 것으로 알려져 있다. VEGF는 혈관내피세포에서 

IL-8의 발현을 유도하여 호중구의 이동에 관여한다. 그

러나 VEGF가 실제 생체에서 IL-8의 발현에 관여하는

지는 아직 연구되지 않은 실정이다.

  방법: VEGF가 생체에서 IL-8의 발현에 관여하는 것

을 증명하기위해 아데노바이러스를 이용한 VEGF 발

현 시스템을 이용하여 생쥐의 귀조직에서 VEGF와 

IL-8 발현의 상관성을 연구하였다.

  결과: VEGF 발현 아데노바이러스는 시험관에서 배

양된 혈관내피세포에서 VEGF를 발현하였고 동시에 

IL-8발현도 유도하였다. VEGF 발현 아데노바이러스

를 생쥐의 귀조직에 주입하였을 경우 VEGF 발현 부위

에서 강한 IL-8 발현이 관찰되었다. 더욱이 IL-8은 혈

관에서 발현하는 것이 관찰되었다. VEGF를 과량으로 

발현하는 악성뇌종양의 일종인 아교모세포종 조직에

서 IL-8의 발현을 조사한 결과 혈관조직에서 특이적으

로 발현하는 것이 관찰되었다. 

  결론: 본 연구 결과는 VEGF가 생체에서 IL-8의 발

현을 유도하여 염증반응에 관여함을 제시해주고 있다. 
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