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Purpose: The growth, progression, and metastasis of malignant neoplasms are influenced by the environment of the tumor and by proliferation of the tumor itself. Angiogenesis of a malignant neoplasm is a very important environmental factor of tumor growth and metastasis. Also, it is a prognostic factor for malignant neoplasms. The mechanism of angiogenesis, such as the effects of cytokines and angiogenesis-promoting factors, is incom-pletely understood.Methods: This study was designed to define the role of tumor necrosis factor-α (TNF-α) and the vascular endo-thelial growth factor (VEGF) in angiogenesis induced by lipopolysaccharide (LPS) and thalidomide (anticytokine drug) in CT26 murine colon cancer transplanted to BALB/c mice.Results: The tumor size in the LPS-treated group (n=3, 2.1±0.26 cm) was larger than it was in the LPS thalido-mide-treated group (n=4, 1.95±0.19 cm) and in the control group (n=3, 1.6±0.20 cm) (P＜0.05). The micro-vessel density determined by CD31 immunostaining was lowest for the control group and highest for the LPS- treated group, but the differences were not statistically 

significant. An immunohistochemical study showed that the expressions of TNF-α (P＜0.01) and VEGF (P＜0.05) were higher in the experimental groups than they were in the control group. Also, the LPS thalidomide-treated group had lower expressions of TNF-α (P＜0.01) and VEGF (P＜0.05) than the LPS-treated group. Western blots revealed that the TNF-α and the VEGF levels semiquantitatively increased from the control group to the LPS thalidomide-treated group to the LPS-treated group.Conclusions: Our study revealed that low doses of LPS stimulated angiogenesis through increased expression of TNF-α and VEGF. Thalidomide decreased angiogenesis, probably through suppression of TNF-α with a decreased expression of VEGF. We conclude that TNF-α, sup-pressed by thalidomide, in the model of transplanted colon cancer may inhibit angiogenesis through coincident decrease in the expression of VEGF. J Korean Soc Coloproctol 2004;20:125-132
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서      론

  종양의 성장, 침윤 그리고 전이에는 종양세포의 증식뿐

만 아니라 종양이 자라는 주위의 환경에 의해서도 영향

을 받으며 특히 종양과 비종양성 혈관조직의 연결은 종

양의 성장에 매우 중요하다. 발생한 종양의 크기가 1 mm 

내지 2 mm에 도달하면 새로운 혈관이 만들어져야만 성

장이 지속된다고 잘 알려져 있다.
1 새로 생긴 혈관은 종양

에 산소와 영양분을 공급할 뿐만 아니라, 혈관내피세포

에서 분비되는 각종 성장인자인 Platelet-derived growth 

factor (PDGF), Granulocyte monocyte-colony growth factor 

(GM-CSF)나 Interleukin-1α (IL-1α) 등을 공급하여 종양

세포의 성장을 촉진시킨다.
1,2 또한 새로 형성된 혈관을 
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통하여 종양세포가 혈류로 들어갈 기회가 높아지므로 결

국 종양의 전이를 돕는다.
3 그러므로 미세혈관생성 자체

는 종양의 성장과 전이에 아주 중요한 요소이며, 미세혈

관생성 여부는 종양의 예후를 판정하는 데 도움을 줄 수 

있다.
4 종양의 예후인자로서의 신생혈관에 대한 연구는 

주로 종양내 미세혈관의 밀도와 종양의 악성도 및 예후

와의 상관관계에 대한 연구가 많다.
4,5 최근에는 종양의 

미세혈관생성을 조절하는 인자들의 규명과 기전에 대한 

관심이 증가하고 있다.

  지금까지 알려진 미세혈관생성의 촉진인자로는 Vas-

cular endothelial growth factor (VEGF)를 포함하여, basic 

fibroblast growth factor (bFGF), angiogenin, transforming 

growth factor (TGF), placental growth factor, Interleukin-8 

(IL-8), Hepatocyte growth factor (HGF), GM-CSF, platelet- 

derived endothelial cell growth factor, angiopoietin, throm-

bospondin, p53 등이 있다.
4-6

  이 중 VEGF는 45 kD 내외의 당단백질로서 혈관내피세

포에 직접 작용하여 미세혈관을 만드는 데 관여하는 물

질이다. VEGF는 종양의 진행과정에서 일어나는 미세혈

관생성뿐만 아니라 태아발생단계, 창상치유 및 월경주기

에 따른 자궁내막의 변화 등에서 보이는 혈관형성에도 

관여한다고 알려져 있다.
7,8 VEGF는 미세혈관의 투과성

을 증가시키는 역할과, 직접 혈관내피 세포를 자극하여 

증식시키는 두 가지 역할을 한다.
7-9 VEGF는 많은 정상조

직에서도 발현되며, 증식성 망막병증, 건선, 류마티스양 

관절염
4,6,10 신장암, 유방암, 대장암, 식도암, 위장암 및 폐

암 등에서도 발현된다.
11,12

  원발성 종양을 수술로 제거한 후에 잠복 중이던 미세 

전이병소의 성장이 촉발될 수 있다는 사실이 잘 알려져 

있는데 이는 수술 중 외과적 손상으로 인한 내독소, 즉 

그람음성균의 세포막에 있는 lipopolysaccharide (LPS)의 

침범과 이로 인한 단핵계 세포들의 활성화, 그리고 활성

화된 단핵계 세포들이 분비하는 cytokine이나 VEGF의 작

용으로 미세혈관신생이 촉발되어 전이병소의 성장이 일

어난다고 설명하고 있다.
13 
내독소의 공급원으로는 체내 

위장관 내의 세균이나 수술 도중 노출된 복강으로 오염

된 공기 내의 그람음성균으로 생각하고 있다.
 
그러나 

VEGF와 염증세포와의 관계에 대한 연구는 많지 않다. 

  Thalidomide (N-phthalimidoglutarimide)는 처음에는 진

정제로서 사용되었으나 기형성의 부작용으로 사용이 감

소하였다. 그러나 최근에 이 물질의 면역조절 및 항염증 

작용에 대하여 다시 관심을 갖기 시작하였다.
14 
Thalido-

mide의 면역조절 및 항염증 작용기전은 활성화된 대식세

포에 의해 분비되는 Tumor necrosis factor-α (TNF-α)의 

mRNA 분해를 촉진시킴으로서 TNF-α의 발현을 억제하

여 일어난다고 알려져 있다.
14 또한 thalidomide는 bFGF 

혹은 VEGF에 의해 유도되는 토끼 각막의 신생혈관화 분

석연구에서 미세혈관신생을 강력하게 억제한다는 사실

이 밝혀졌고, thalidomide에 의한 기형은 태아 사지 발생

과정에서 혈관형성 억제와 관련이 있다고 설명된다. 하

지만 다른 보고에 의하면 이러한 미세혈관생성 억제는 

thalidomide가 TNF-α의 발현을 억제하는 기전과는 무관

하게 이루어진다고도 하였다.
15

  자궁내막증 환자의 복강액을 대상으로 한 연구나 악성 

피부 흑색종을 대상으로 한 연구에 따르면 대식세포의 

증가 및 활성화와 LPS로 활성화된 단핵계 세포들이 분비

하는 각종 cytokine 즉 TNF-α나 IL-1α 등이 강력한 미세

혈관생성인자인 IL-8 또는 VEGF의 생성을 촉진하여 미

세혈관생성과 종양성장을 증가시키는 것으로 알려져 있

다.
16,17

  이상의 보고들을 종합하면, LPS는 대식세포 등에서 

TNF-α 등의 발현을 증가시키고, 생성된 TNF-α는 혈관

형성인자인 VEGF의 발현을 촉진시켜 종양의 전이에 필

수적인 미세혈관생성을 왕성하게 할 것이라는 가정을 세

울 수 있다. 그러나 아직까지 LPS가 어떤 과정을 거쳐 미

세혈관생성에 관여하는지 잘 알려져 있지 않으며, thali-

domide 역시 TNF-α를 매개체로 하여 혈관신생을 억제하

는지 혹은 다른 cytokine을 매개체로 하여 미세혈관생성

을 억제하는지 잘 알려져 있지 않다. 더욱이 지금까지의 

연구들은 주로 in vitro에서 LPS의 투여 후 혈장내 

cytokine이나 VEGF의 농도측정으로 미세혈관신생 능력

을 알아보는 방식으로 연구되었다. 

  본 연구는 murine 대장암 세포주를 BALB/c mouse에 피

하 주사하여 만든 종양동물모델에서 LPS를 투여하여 미

세혈관생성을 유발한 다음, 혈관형성 억제물질인 thalido-

mide를 복강 내로 주입하여 미세혈관 생성의 정도의 차

이를 알아보고자 하였다. 먼저 종양조직에서 미세혈관 

밀도를 측정한 후 VEGF의 발현양상과 정도를 관찰하여 

미세혈관 생성의 촉진과 억제 정도를 확인하였다. 중간 

매개체 역할을 하리라고 생각되는 TNF-α의 발현정도를 

측정하여 LPS와 thalidomide에 의하여 유도된 미세혈관 

생성촉진과 억제과정에서 어떤 역할을 하는지를 확인하

고자 하였다.

방      법

    1) 연구 대상

  (1) 대장암 동물 모델: 생후 약 7 내지 8주 된 20 내지 
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25 g 정도의 BALB/c female mouse를 사용하였다. 한국세

포주 은행에서 구입한 CT26 murine colon cancer cell을 

RPMI 1640 (Gibco, Grand Island, USA)을 기본 배양액으로 

이용하여 10% 우태아 혈청과, penicillin 100 unit/ml와 

streptomycin 0.1 mg/ml이 함유된 세포배양용 배지에 

37
oC, 5% CO2의 항온항습배양기에서 배양하였다. 배양된 

세포주 1×10
6개를 실험동물의 우측 배부에 피하 주사하

여, 크기가 장경 1 내지 2 cm 정도로 되었을 때 실험대상

으로 하였다.

  (2) LPS 및 thalidomide 처치

  ① 대조군; 3마리의 실험동물의 배부에 상기한 종양세

포를 피하 주사한 후 LPS 와 thalidomide 주입 없이 7일째 

희생하였다.

  ② LPS 처치(1군); 3마리의 실험동물의 배부에 상기한 

종양세포를 피하 주사한 후 1일째에 LPS (Sigma Chemical 

Co., St. Louis, MO, USA)를 500μg/kg의 농도로 증류수에 

녹여 복강 내에 주사한 후 7일째에 희생하였다.

  ③ LPS-thalidomide 처치(2군); 4마리의 실험동물의 배

부에 상기한 종양세포를 피하 주사한 후 1일째에 LPS를 

500μg/kg의 농도로 증류수에 녹여 복강 내에 주사하고, 

동시에 1, 2, 3, 4 및 5일째에 thalidomide (racemic form)를 

200 mg/kg의 농도로 0.5% carboxymethyl cellulose에 녹여 

실험동물의 복강 내에 매일 주사한 후, 7일째에 희생하였

다.

    2) 연구 방법

  (1) 광학현미경적 관찰: 주변 정상 조직을 일부 포함하

여 종양을 완전 절제하였다. 일부 종양 조직을 떼어 영하 

70
o
C에 급속 냉동하여 보관하였다. 나머지 조직은 10% 

중성 포르말린용액에 고정한 후 파라핀에 포매하였다. 

파라핀에 포매된 조직을 4μm 두께로 박절한 후 H-E 염

색을 실시하여 일반 광학 현미경으로 통상의 검색을 하

였다.

  (2) 면역조직화학적 염색: 파라핀 블록을 4μm 두께로 

박절하여 organosaline을 부착한 슬라이드 (probe-on plus 

slide, Fisher Scientific, USA)에 부착시켜 탈파라핀 후 증

류수로 재함수하였다. 10 mM citrate buffer, pH 6.0을 750 

watt 전자레인지로 5 분간 가열한 후 슬라이드를 넣고 5 

분간 2회 가열 처리하여 항원을 표출하였다. 20분간 실온

에 방치하여 온도를 서서히 낮춘 뒤, TBS, 50 mM, pH 7.4

로 세척한 후, 0.3% 과산화수소용액에 처리한 후 TBS로 

세 차례 세척하였다. 조직 내 비특이 항원을 차단하기 위

하여 normal horse serum에 30분간 반응시키고, CD31 

(Pharmingen, USA, 1：20), VEGF (Santa Cruz Biotechnology, 

USA, 1：60) 및 TNF-α (Calbiochem, San Diego, CA, USA, 

1：60)를 각각 희석하여 반응시킨 후 4
oC 수조에서 하룻

밤 동안 반응시켰다. 다시 TBS로 세 차례 세척하고 이차

항체(Vector Elite kit, Vector Laboratories, USA)를 30분간 

반응시킨 후 avidin-biotin conjugate reagent를 실온에서 45

분간 반응시켰다. TBS에 세척 후 diaminobenzidine tetra-

hydrochloride (Sigma, USA)로 발색시킨 후 증류수에 수세

하고, Mayer hematoxylin으로 20초간 대조 염색한 후 봉입

하여 관찰하였다.

  (3) 면역조직화학염색 결과의 판정: 종양세포 내에서 

염색성의 정도(0; 음성, 1; 약한 양성, 2; 중등도 양성, 3; 

강한 양성)를 판정하였는데, 대조군에서의 염색성 정도

를 1 (약한 양성)로 하였다.
14

  혈관증식 정도의 판정은 광학현미경으로 200 배율에서 

CD31 양성인 미세혈관이 가장 많은 시야 3군데를 선택하

여 단위면적당 혈관 수를 계산하고 그 평균값을 산출하

여 대표 값으로 사용하였다.

  (4) Western blotting

  ① Protein extraction 및 SDS-PAGE electrophoresis; 채

취된 종양조직 0.5 g에 lysis buffer (20 mM tris-HCL pH 

7.4, 150 mM NaCl, 1% NP-40, 1 mM phenylmethylsulfonyl 

fluoride, 10 mM benzamidine)를 첨가하여 조직을 완전히 

풀어 동질화한 후 Teflon-glass homogenizer로 조직을 파쇄

하였다. 단백정량 후 sample loading buffer (0.0625 M 

tris-HCL pH 6.8, 10% (v/v) glycerol, 5% (v/v) β-mercap-

toethanol, 2% SDS, 0.001% bromophenol blue)와 섞어 5분

간 끓여 단백시료를 준비한 다음 12% sodium dodecyl 

sulfate polyacrylamide gel에 한 줄에 20μg씩 단백을 

loading하고, 40 mA로 2시간 동안 전기영동을 하였다.

  ② Western blotting; 전기영동이 끝난 후 nitrocellulose 

membrane으로 transfer한 다음 TTBS buffer (25 mM Tris- 

Cl, pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.1% (v/v) Tween 20)에 2.5% 

bovine albumin을 녹인 용액으로 차단한 후 일차항체인 

VEGF (Santa Cruz Biotechnology, USA, 1：1000) 및 TNF-

α (Calbiochem, San Diego, CA, USA, 1：500)와 반응시키

고 이차항체로 alkaline phosphatase-conjugated IgG를 사용

하였다. TBS, 0.1% Tween 20으로 수세 후 NBT/BCIP를 

약 5분간 반응시켰다.

  (5) 통계처리: 처치군 간의 종양의 크기와 미세혈관 밀

도에 관해서는 비모수적 접근방법인 Kruskal-Wallis 검정

을 이용하여 유의수준 0.05 이하일 경우에 통계적으로 유

의한 것으로 하였고, VEGF와 TNF-α의 염색 결과에 대해

서는 Fisher's exact test를 이용하여 유의수준 0.05 이하일 

경우에, 통계적으로 유의한 것으로 정의하였다.
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결      과

    1) 육안 검사 소견

  실험동물의 우측 배부에 자란 종양에서 육안적으로 종

괴 내에서 괴사와 출혈은 관찰되지 않았다. 종양의 크기

는 대조군은 1.6±0.2 cm, 1군은 2.1±0.26 cm, 2군은 1.95

±0.19 cm이었다. 1군은 대조군과 2군보다 컸으며, 이는 

통계적으로 유의한 차이가 있었다(Table 1)(Fig. 1A-C) (P

＜0.05). 

    2) 광학 현미경적 검사

  자라난 종양의 조직학적 소견은 짧은 방추형 또는 원

형의 종양세포로 구성되어 있었고, 종양세포 사이에 미

세혈관이 관찰되었다. 그리고 대조군의 2예에서 광학 현

미경적 검사상 미세한 괴사와 출혈이 관찰되었다. 미세

혈관은 주로 모세혈관으로 종양세포 사이에서 관찰되었

다. 종양에서 대식세포를 포함한 염증세포는 거의 관찰

되지 않았다. 

  미세혈관은 대조군에서는 주로 종양의 변연부에서 관

찰되었으며, 미세혈관의 직경이 비교적 큰 경향을 보였

다. 그에 비해 1군과 2군에서는 종양의 변연부뿐만 아니

라 중심부까지 신생혈관이 골고루 분포되어 있었으며, 

종양의 변연부보다 중심부에서는 신생혈관의 직경이 비

교적 작은 경향을 보였다. 

    3) 면역조직화학 염색법에 의한 분석

  (1) 미세혈관 증식: CD31의 면역조직화학검사 후 200

배율의 광학 현미경적 검사에서 측정한 종양조직의 혈관 

밀도는 대조군은 27±2.0개, 1군은 33.3±5.3개, 2군에서 

30.3±2.0개로 1군에서 가장 높았고, 2군, 대조군 순으로 혈

관밀도가 측정되었다. 그러나 처치군 간의 미세혈관 밀도

는 통계적 유의성은 없었다(Table 1)(Fig. 2A-C)(P＞0.05).

Table 1. Tumor sizes and microvessel density in colon cancer 
model, treated with LPS and LPS-thalidomide 
ꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚ

   Microvessel 
No. of Tumor size (cm)

Group density*
cases (mean±SD)

(mean±SD)
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
Control 3 1.6±0.2  27±2.7

LPS 3  2.1±0.26  33.3±5.3 

LPS- 4  1.95±0.19  30.3±2.0 

  thalidomide
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
SD = standard deviation.

*No. of microvessel/×200; 
†P＜0.05; ‡P＞0.05

Fig. 1. Gross finding of tumor in BALB/c mouse reveals that the tumor size is increased from control group (A) to LPS-thalidomide 

treated mouse group (C) to LPS treated mouse group (B). Also, microvessel density is increased from control group (D) to 

LPS-thalidomide treated mouse group (F) to LPS treated mouse group (E) (CD31, immunohistochemical stain, ×200).

†

†

† ‡ ‡

‡
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  (2) TNF-α 및 VEGF의 발현: TNF-α는 종양세포의 세

포질에 염색되었으며, 염색정도는 대조군 및 실험군 모

두에서 종양세포의 80 내지 90%에서 발현되었다. 염색 

강도는 대조군에 비하여 1군과 2군에서 강하게 발현되었

다(Table 2)(Fig. 2A-C). 그리고 1군에 비하여 2군의 발현

강도는 덜 현저하였다(Fig. 2B, C).

  또한 VEGF 역시 종양세포의 세포질에 염색되었다. 염

색 정도는 대조군 및 실험군에서 종양세포의 80 내지 

90%에서 발현되었으며, 염색 강도는 1군에서 가장 강하

게 발현되었고, 2군, 대조군 순으로 발현되었다(Table 2) 

(Fig. 2D-F). 

  통계분석 결과, 대조군, 1군 및 2군 간에 TNF-α (P＜

0.05)와 VEGF (P＜0.05)의 발현정도는 유의성이 있었다.

  4) TNF-α 및 VEGF 항체를 이용한 western blot

  TNF-α 및 VEGF의 발현은 실험군에서 대조군보다 증

Fig. 2. TNF-α and VEGF expression of tumor in BALB/c mouse shows weak reactivity in control group (A, D), moderate reactivity 

in LPS treated mouse group (C, F), and marked reactivity in LPS-thalidomide treated mouse group (B, E) (A, B, C: TNF-α, D, 

E, F: VEGF, immunohistochemical stain, ×200).

Table 2. Semiquantitation of VEGF and TNF-α expression in 
colon cancer model, treated with LPS and LPS-thalidomide
ꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚꠚ

Degree of expression
No. of

Group ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
cases

TNF-α VEGF
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
Control 3  1+ 1+

LPS 3  3+ 3+

LPS-thalidomide 4  2+ 2+

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
VEGF = vascular endothelial growth factor; TNF-α = Tumor 

necrosis factor-α; 1+ = weak expression, defined as the degree 

of expression in cancer cells of control group; 2+ = moderate 

expression; 3+ = marked expression.
†P＜0.05; ‡P＜0.05

Fig. 3. Western blot of tumor in BALB/c mouse reveals that 

TNF-α and VEGF level is semiquantitatively increased from 

control group to LPS-thalidomide treated mouse group (LPS-T) 

to LPS treated mouse group (LPS).

†

†

† ‡ ‡

‡
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가하였고, 실험군에서는 LPS-thalidomide 병행 투여한 2군

이 LPS를 단독투여한 1군보다 발현이 덜 현저하였다(Fig. 3).

고      찰

  현재까지 종양의 미세혈관생성과 종양의 증식 및 전이

정도에 대한 많은 연구가 진행되어 왔다. 종양의 성장은 

종양세포가 주위에 있는 정상 혈관내피세포를 직접 자극

하거나, 종양세포가 분비하는 VEGF에 반응한 내피세포

가 분비하는 여러 종양성장인자와의 상호 작용에 의한 

종양세포의 증식으로 이루어진다고 알려져 있다.
3 혈관

생성인자와 전이에 대한 조사를 위하여 흔히 환자의 혈

액이나 체액에서 혈관생성인자나 혈관생성억제인자를 

측정하는 방법을 이용하고 있다. 예를 들면 암세포를 주

입한 실험쥐의 혈액에서 혈관생성억제인자인 angiostatin

을 측정하는 것이다.
3 또한 면역조직화학적 방법에 의하

여 혈관내피세포에 특이성이 있는 항체를 이용하여 종양

조직의 혈관 밀도를 측정함으로써 비교적 쉽고 신속하게 

혈관밀도를 측정할 수 있다.
5 그러나 결과의 해석이 주관

적이고 검사의 예민도가 낮은 문제점이 있다. 최근에는 

종양 세포의 혈관생성인자들, 즉 VEGF, bFGF, PDGF 등

을 직접 면역조직화학 검사로 염색하여 검출하거나 

Reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) 

혹은 정량적 polymerase chain reaction (PCR) 을 통하여 종

양세포의 혈관형성 능력을 알아보는 시도가 이루어지고 

있다.
5,8 현재까지는 악성흑색종, 유방암, 폐암, 대장암 및 

전립선암을 포함한 거의 모든 고형암의 초기 병기 환자

에 있어서 혈관밀도가 증가되어 있는 경우에 예후가 불

량한 것으로 알려져 있다.
12
 일부 연구에서 암조직 내 혈

관밀도가 독립적인 예후인자로 보고되고 있으나, 혈관생

성에 관여하는 다른 인자들에 대한 이해가 부족하고, 실

제 임상적 유용성을 가지기에는 더 연구가 필요한 실정

이다. 

  본 연구에서처럼 BALB/c mouse에 CT-26 대장암 세포

주를 피하에 주입하는 것은 관찰이 용이하다는 장점이 

있다. 그러나 대장암이 피부로 거의 전이되는 경우가 없

으며, 또한 피부는 대장암 전이가 잘 되는 간이나 폐와 

같은 혈관 밀집도가 높은 장기와는 전혀 다른 미세환경 

(microenvironment)이라는 점을 고려할 때, 본 실험의 결

과를 임상적으로 유용한 간전이 모델에서 적용하기에는 

다소의 상이점을 보이리라 생각된다.
18

  본 연구는 CT26 murine 대장암 세포주를 BALB/c 

mouse에 피하 주사하여 만든 대장암 동물모델에서 저농

도 LPS 투여로 인한 종양의 미세혈관생성 촉진의 정도와 

VEGF와 TNF-α의 관련 유무를 알고자 하였다. 동시에 

thalidomide가 종양의 혈관생성에 억제작용을 하는지, 그

리고 TNF-α가 관련이 있는지를 알아보고자 하였다. 

  LPS를 단독 투여한 1군에서 종양의 크기가 가장 컸고, 

종양에서의 미세혈관생성도 가장 많았다. 또한 면역조직

화학적 방법과 western blot을 이용하여 TNF-α 단백의 발

현을 반정량적 방법으로 측정한 결과, TNF-α 단백량도 

LPS 투여군에서 가장 많이 발현되었다. 그에 비해 LPS와 

thalidomide를 함께 투여한 2군에서는 종양의 크기가 LPS 

투여군보다는 작은 경향을 보였고, TNF-α 단백도 LPS 

투여군보다는 다소 적게 발현하는 경향을 보였다.

  본 연구의 실험 결과를 종합해 보면, 종양에서의 미세

혈관생성은 LPS에 의해서는 촉진되는 경향을 보였고, 

thalidomide와의 병행투여에 의해서는 감소되는 경향을 

보였다. 또한 종양세포에 의해 생성되는 TNF-α 단백에 

대한 반정량적 분석에서도 LPS에 의해 증가하는 경향을 

보였고, thalidomide에 의해서 감소되는 경향을 보였다. 

VEGF 단백발현은 LPS에 의해서는 증가되는 경향을 보

였으나, thalidomide와 병행투여에 의해서는 LPS 단독투

여보다는 감소하는 경향을 보였다. 본 연구에서 LPS와 

thalidomide를 함께 투여한 2군에서는 TNF-α 단백이 LPS

만 투여한 1군보다 다소 감소하는 경향을 보였는데, 이는 

아마도 thalidomide가 TNF-α 단백에 직접 또는 간접적인 

영향을 미친 것이라고 볼 수 있다. 이전 연구에서 thalido-

mide는 TNF-α mRNA의 분해를 촉진함으로써 TNF-α 단

백량을 감소시키는 것으로 알려져 있는데,
15 본 연구에서

도 이에 상응하는 결과를 나타내었다. 향후 연구에서는 

RT-PCR을 이용한 TNF-α의 mRNA의 양을 측정해 보는 

것이 필요하리라 생각된다.

  또 다른 연구에 따르면 TNF-α는 종양세포 혹은 대식

세포를 포함한 염증세포에서 분비되는 것으로 알려져 있

으나
13,19
 본 연구에서 유도한 종양에서는 대식세포를 포

함한 염증세포는 거의 관찰되지 않았고 면역조직화학적 검

사에서 종양세포에서 TNF-α의 발현을 관찰할 수 있었다.

  본 연구에서 저농도 LPS 투여로 인한 종양의 혈관생성 

촉진의 정도와 기전은 종양에 의한 TNF-α 생성으로 인

하여 VEGF의 생성이 촉진되고, 이로 인하여 종양의 신생 

혈관생성이 촉진됨을 확인할 수 있었다. 동시에 항사이

토카인 약제로 알려진 thalidomide가 TNF-α의 단백발현

을 억제함으로써 종양의 신생혈관 형성을 억제하는 소견

을 관찰할 수 있었다.

  Thalidomide는 심각한 기형을 초래하는 약의 부작용 때

문에 1962년 이후로는 치료 목적으로 사용되지 않다가, 

최근 들어 TNF-α의 생성을 방해함으로써 미세혈관 생성
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을 억제하고, 면역조절기전에 관여하는 것으로 알려졌다. 

1998년에 erythema nodosum leprosum의 치료약으로 FDA 

(USA Food and Drug Administration)의 공식 인정을 받았

고, 다발성 골수종의 치료에도 사용되고 있으며,
20-22 현재 

thalidomide는 신세포암, 전립선암, 교세포종 및 카포시 육

종의 치료약의 사용에 관하여 연구 중이다.
19,21,22

  본 실험을 요약하면 저농도 LPS 투여로 종양의 미세혈

관 생성은 촉진되었고, thalidomide에 의해서는 종양의 미

세혈관 생성은 억제되었다. LPS는 종양에서 VEGF의 발

현을 증가시키고, thalidomide는 TNF-α 발현을 억제함으

로써 종양의 미세혈관 생성에 영향을 주는 것으로 생각

된다. Thalidomide에 의해서 발현이 억제되는 TNF-α는 

VEGF의 발현과 연관하여 미세혈관 생성을 억제하는 데

에 관여할 것으로 생각된다.

  본 연구는 in vivo 동물 실험으로 LPS와 thalidomide에 

의한 종양의 미세혈관생성 기전을 알아보기 위한 실험이

며, 앞으로 미세혈관생성 억제기전을 이용할 종양 치료 

분야에 있어서 기초 자료로 이용될 수 있기를 기대한다.

결      론

  종양의 성장, 침윤, 전이에는 종양세포의 증식과 종양

이 자라는 주위의 환경에 의해서도 영향을 받는다. 특히 

종양에서의 신생혈관 형성 자체는 종양의 성장과 전이에 

아주 중요한 요소로서, 미세혈관 생성 정도는 종양의 예

후를 판정하는 데 도움을 줄 수 있다. 본 연구는 CT26 

murine 대장암 세포주를 BALB/c mouse에 피하 주사하여 

만든 대장암 동물모델에서 저농도 LPS와 항사이토카인 

약제인 thalidomide 투여로 종양의 미세혈관생성과 억제

에 대한 기전을 이해하고자 하였다. 결론적으로, 저농도 

LPS 투여는 종양세포의 TNF-α와 VEGF 발현을 증가시

켜 미세혈관생성을 촉진하였고, 종양의 성장도 증가시켰

다. Thalidomide의 병행 투여는 TNF-α의 발현을 억제하

고, VEGF의 발현의 감소와 함께 미세혈관생성도 억제되

는 경향을 보였다. 따라서 thalidomide는 종양에 의한 

TNF-α 발현을 감소시키고, VEGF의 발현 감소와 함께 종

양의 신생혈관 생성과정을 억제함을 확인할 수 있었다. 
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