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  Hypoxia/hypoglycemia can cause apoptosis, an important feature in the progression of 
ischemic diseases such as ischemic infarction, stroke and athroscleosis. It was reported 
that previous use of the flouquinolone type antibiotic ofloxacin decreases the risk of 
developing acute myocardial infarction. On the basis of previous reports, we hypothesize 
that ofloxacin may prolong survival of endothelial cells against hypoxia/hypoglycemia- 
induced apoptosis. The ofloxacin treatment increased the viability of BAECs (Bovine 
Aortic Endothelial Cells) exposured to hypoxia/hypoglycemia for 48h compared with the 
control. Ofloxacin reduced the DNA fragmentation and the nuclear condensation. By 
using FACSscan analysis after PI staining, we found that the proportion of apoptotic sub- 
diploid cells was decreased by the treatment of ofloxacin under hypoxia/hypoglycemia. 
In order to investigate the anti-apoptotic mechamism of ofloxacin under hypoxia/hypoglycemia, 
we examined the expression levels of antiapoptotic protein Bcl-2 and proapoptotic protein 
Bax by immunoblot analysis. The treatment of ofloxacin induced the relatively higher 
expression levels of Bcl-2 in BAECs under hypoxia/hypoglycemia. However, the 
expression levels of Bax were not changed. Taken together, these results suggest that 
ofloxacin inhibits hypoxia/hypoglycemia-induced apoptosis and increases the viability of 
BAECs through enhancement of Bcl-2 protein expression under hypoxia/hypoglycemia.
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Fig. 1. Structure of ofloxacin.
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서      론

  세포사멸(apoptosis) 상은 발생과정, 조직 항상

성의 유지  비정상 세포의 제거 등에 필수 인 

과정으로서, 인산화된 세린잔기의 외부노출, DNA 

편화, 핵의 응집, 세포의 수축, 그리고 막의 기

포 등의 형태  특징을 나타내는 상이다.1,2) 이

러한 세포사멸을 조 하는 표 인 인자로 Bcl-2 

family가 알려져 있다. Bcl-2 family는 세포사멸 억

제단백질인 Bcl-2와 Bcl-xL 그리고 세포사멸 유발

단백질인 Bax와 Bad 등의 세포사멸 상 조 에 

련된 요단백질들을 포함하고 있다. 특히, Bcl-2

와 Bax의 발 비율은 세포의 생존에 매우 핵심

인 요소로서,
3,4)

 Bcl-2의 세포내 존재 치(세포질 

혹은 미토콘드리아)에 따라 세포의 생존 여부가 

결정된다. 세포사멸 신호에 의한 Bax 간의 결합체

(homodimer)의 증가와 그에 따른 Bcl-2의 감소는 

Bax의 세포질에서 미토콘드리아 세포막으로의 이

동을 유발하고, 이는 막 의 손실과 세포질로

의 cytochrome C 방출 등의 미토콘드리아 기능장

애를 일으킨다. 이때 방출된 cytochrome C는 세포

사멸 활성화인자와 복합체를 형성하여 세포사멸

에 직 으로 여하는 단백질분해효소인 caspase 

9를 활성화시켜 결국 세포사멸을 래한다.5,6)

  뇌와 심장은 액으로부터 산소와 양분을 공

받아 그 기능을 유지하는데, 뇌 이나 심장에 

액을 공 하는 상동맥의 손상은 뇌세포와 심

장세포로의 산소  양분의 공 을 차단하여 

세포사멸 상을 유발한다. 이러한 세포사멸 상

은 알츠하이머씨병, 후천성면역결핍증에 기인한 

뇌기능 장애 그리고 뇌졸  등의 신경퇴행성 질

환과 선천  심장질환(congestive heart failure)  

허 성질환(ischemic injury) 등의 심 계 질환

(cardiovascular disease)에서 조직 손상의 직  

원인이 된다.
7,8) 

특히, 허 (ischemia)로 인한 조직 

손상은 심근 경색  심장 발작 그리고 동맥경화 

등의 심 계 질환에서 사망을 래하는 주요 

원인으로 알려져 있다.
9,10) 

이 때 필연 으로 허

에 기인한 내피세포의 사멸이 나타나는데, 동

맥경화증의 경우 상동맥의 내층에서 내피

세포의 세포사멸이 찰되었다.
11)

 내피세포

는 의 운동상태, 소 과 단핵세포의 부착

력, 평활근의 성장, 세포 외 기질의 생성 등을 조

하여 의 항상성을 유지하고, 항응고  항

염증에 한 보호막으로 작용하는 등 주변 조직

의 세포사멸과 생존에 련된 신호를 직  받는

다.
12)

 따라서, 허 로 인한 내피세포의 사멸

상을 차단하는 것은 주변조직의 손상을 최소화

하는 일차  방어막이 되며, 이는 질병의 치료에 

있어 요한 역할을 할 것으로 기 된다.

  Ofloxacin (Fig. 1)은 루오르퀴놀론계 항생제

로 항염증 효과13)와 박테리아 topoisomerase II의 

특이  해제로써 탁월한 항세균 효과를 가지고 

있다. 일반 으로 클라미디아 폐렴 구균과 같은 

박테리아의 만성 감염은 발병한 성 심근 경색

(acute myocardial infarction; AMI)의 험을 더욱 

증가시킨다. 최근 AMI환자에 ofloxacin을 투여하

을 경우 그 험이 감소되었다고 보고되었는데, 

이는 ofloxacin이 박테리아 만성 감염을 해소시켜 

성 심근경색의 험을 감소시키는 것으로 볼 

수 있다.14,15) 이러한 결과는 실제 심근 경색  동

맥경화의 질환의 방이나 치료에 항생제가 효과

가 있다고 결론을 내릴 수는 없다. 그러나 최근 

테트라사이클린 계열의 항생제를 뇌허  실험 동

물에 투여시 항염증효과를 나타내어 세포의 손상

을 억제시키는 것으로 보고16)되었는데, 이러한 보

고는 항생제가 항염증 기작 이외에 직 으로 

세포사멸을 억제하여 조직  세포의 손상을 차

단할 수 있는 가능성을 제시하 다.

  따라서, 본 연구에서는 ofloxacin이 허 에 의한 

조직과 세포의 세포사멸을 직 으로 억제함으

로써 허 성 질환의 회복에 기여할 것이라고 가
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설을 세웠고, 특히 내층을 형성하고 있는 

내피세포의 세포사멸에 한 ofloxacin의 억제

효과  작용기 을 연구하고자 하 다.

  본 실험은 의 가설을 검증하기 해 산소 

 포도당 조건의 in vitro 모델17,18)을 사용하여 

bovine aortic endothelial cell (BAECs)의 세포사멸

상을 DNA fragmetation 실험법  DAPI 염색법, 

그리고 FACSscan flow cytometry를 이용하여 사멸

된 세포를 확인하고, Bcl-2와 Bax의 발 을 조사

하여 내피세포의 세포사멸 억제 효과에 한 

ofloxacin의 작용기 을 규명하고자 하 다.

재료  방법

    1) 세포주와 세포배양

  내피세포인 bovine aortic endothelial cells 

(BAECs; 소 동맥 내피세포)은 10% fetal bo-

vine serum (FBS) 을 첨가한 Dulbecco's modified eagle 

media (DMEM, Gibco)에 1% Penicillin-Streptomycin 

(P-S) 을 첨가한 배지에서 단층 배양되며, 2일에서 

3일에 한번씩 trypsinization으로 subculture하여 유

지하고 세포배양 환경은 37
o
C 포화 습도로 유지

되는 5% CO2 배양기에서 시행되었다. Passage 10～

12의 세포를 실험에 사용하 다.

    2) 산소  포도당 상태에 한 조건과 

약물 처리

  내피세포인 BAECs을 4×10
4
 cells/cm

2
로 sub-

culture한 후, 24시간 동안 배양하 고, 세포의 

confluence가 약 90% 정도에 이르 을 때, 포도당

을 포함하지 않은 DMEM으로 배지를 교환한 후, 

ofloxacin을 10μg/ml로 처리한 다음, 1% O2농도를 

유지하는 산소 배양기(hypoxic chamber)에서 48

시간 동안 배양하 다. Ofloxacin은 증류수에 녹인 

후, 0.22μm filter에 여과하여 사용하 다.

    3) Viability assay

  세포의 생존율은 trypan blue 염색법으로 측정하

다. 배지를 제거하고, trypsinization한 뒤, 0.4% 

trypan blue 용액을 동량으로 실온에서 5분간 처리

한 후, 학 미경하에서 세포 수를 세었다. 결과

는 체 세포수에 한 정상세포의 백분율을 계

산하여 나타내었다.

    4) DNA fragmentation assay

  BAECs를 48시간 동안 각각의 조건에서 배양한 

후, 차가운 phosphate-bufferd saline (PBS)으로 두 

번 세척한 후, lysis buffer (10 mM Tris-HCl, 20 

mM EDTA, pH 7.5, 0.1% Triton X-100)를 4oC에서 

30분간 처리하 다. 세포를 모아 30분간 원심 분

리하여 상층액을 취한 다음, phenol-chloroform 용

액으로 DNA를 분리하 다. RNase (100μgμl)를 

처리한 후, 1.5% agarose gel에서 기 동하고, 

ethidium bromide (1.5μg/ml)에 염색하여 UV 장

에서 찰하 다.

    5) DAPI (4, 6-diamidino-2-phenylindole) staining

  커버 래스가 놓인 12 well plate에 BAECs를 

subculture한 후, 24시간 동안 배양하 다. 각각의 

실험조건에서 48시간 후, 12 well plate를 꺼내어 

차가운 PBS로 두 번 세척하고 3.7% 라포름알데

하이드 용액으로 고정시켜 DAPI (5μM)로 염색한 

다음, 차가운 PBS로 두 번 세척한 후, crystal mount

로 입하여 UV 장에서 찰하 다.

    6) PI (propidium iodide) staining

  BAECs를 48시간 동안 각각의 조건에서 실험한 

후, 배지를 제거하고 trypsinization하여 세포를 모

았다. 차가운 PBS로 세포를 한 번 세척한 후, 

70% 에탄올 용액으로 고정시켰다. PI와 RNase 

(50μg/ml)를 30분 동안 처리한 후, FACSscan flow 

cytometry (Becton Dickinson)를 사용하여 세포사멸

을 일으키는 세포의 수(apoptotic sub-diploid cell)

를 측정하 다.

    7) Immunoblot analysis

  BAECs를 48시간 동안 실험군의 조건에 따라 

배양한 후, 차가운 PBS으로 두 번 세척한 후, lysis 

buffer (40 mM Tris-HCl, pH 7.4, 10 mM EDTA, 

120 mM NaCl, 1 mM dithiothreitol, 0.1% Nonidet 

P-40, protease inhibitor)를 처리하여 단백질을 분리

하 다. 50μg 단백질을 15% polyacrylamide gel에 

기 동한 후, nitrocellulose paper로 transfer하

다. anti-Bcl-2 항체와 anti-Bax 항체로 면역반응 후, 
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Fig. 2. Effects of ofloxacin on the viability and morphology of BAECs. The cell viability was assessed by Trypan blue 

staining. BAECs were incubated under normoxia/ normal glucose (□) and under hypoxia/hypoglycemia without (■) 

or with 10μg/ml ofloxacin (▨) for 48h. Data represents mean values of three replicates with bars indicating SD±Mean. 

*p＜0.001 compared to normoxia/ normal glucose, #p＜0.001 compared to hypoxia/ hypoglycemia (A). The morphology 

of BAECs was observed by phase-contrast microscope. N; Normoxia, H; Hypoxia, Glc; Glucose (B).
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Fig. 3. Electrophoretic analysis of DNA from BAECs with ofloxacin treatment under hypoxia/hypolycemia. DNA was 

analyzed on a 1.5% agarose gel and stained with ethidium bromide. Cells were incubated under normoxia/normal glucose 

(lane1, 4) and under hypoxia/hypoglycemia without (lane 2, 5) or with 10μg/ml ofloxacin (lane 3, 6) for 24h (A) and 

48h (B). Lane M represents the 1kb DNA size marker.
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Hypoxia - + +
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Ofloxacin( g/ml)µ - 10-

Hypoxia - + +
Hypoglycemia - + +
Ofloxacin( g/ml)µ - 10-

M 4 5 6M 1 2 3
B

chemiluminescent 용액(Amersham Pharmacia Biotech-

nology)을 사용하여 얻은 band는 densitometer를 사

용하여 정량하 다.

결      과

    1) 산소  포도당 상태에서 내피세

포의 생존율  세포형태에 한 ofloxacin

의 향

  산소  포도당 상태에서 ofloxacin의 

내피세포 생존율에 한 효과를 측정하기 하여 

trypan blue 염색법을 실시하 다(Fig. 2A). 정상

인 조건에서 48시간 동안 배양된 BAECs에서는 

약 90%의 생존율이 나타났으나, 산소  포

도당 조건에서는 약 40%로 생존율이 감소하 다. 

산소  포도당 조건에서 ofloxacin을 처리 

시, 내피세포의 생존율이 약 78% 정도로 증

가됨을 찰하 다. 한편, 산소  포도당 조

건에서 내피세포의 형태는 정상세포에 비해 

둥 고 축됨을 상차 미경으로 찰하 다. 

이에 비해 산소  포도당 조건에서 ofloxacin

을 처리한 경우, 세포의 모양이 정상세포와 유사

하게 회복됨을 찰하 다 (Fig. 2B). 의 결과로, 

ofloxacin이 산소  포도당 상태에 의한 

내피세포의 생존율을 증가시키고, 세포의 형태를 

정상 으로 유지시킴을 확인하 다.

    2) 산소  포도당 상태에서 내피세

포의 DNA fragmentation에 한 ofloxacin

의 향

  산소  포도당 상태에서 ofloxacin에 의한 

내피세포의 생존율 회복이 세포사멸 상과 

련되었는지 조사하기 하여 DNA fragmenta-

tion assay를 수행하 다. 산소  포도당 상

태에서 24시간 동안 배양한 BAECs에서는 DNA 

fragment를 찰하 으나, ofloxacin을 처리시 DNA 

fragment가 찰되지 않았다(Fig. 3A). 산소  

포도당 조건에서 48시간 동안 배양한 BAECs에

서 DNA fragment가 24시간 배양시보다 더욱 증가

함을 찰하 고, ofloxacin을 처리시 산소  

포도당상태에 의한 DNA fragment가 히 

어듦을 찰하 다(Fig. 3B). 이 결과를 통해 ofl-

oxacin이 산소  포도당 상태에 의한 BAECs의 

DNA fragmentation을 해함을 확인하 다.
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Fig. 4. Effects of ofloxacin on the nuclear morphology of BAECs exposed to hypoxia/ hypoglycemia for 48h. The 

morphology of nucleus was assessed by DAPI staining. Apoptotic cells with the condensated and fragmented nucleus 

are indicated by arrows.
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H/Glc( )- H/Glc( )/Ofloxacin-

    3) 산소  포도당 상태에서 내피세

포의 핵 응집 상에 한 ofloxacin의 향

  세포사멸 상의 특징으로 나타나는 핵의 응집

상과 편 상에 한 ofloxacin의 효과를 조사

하기 하여 DAPI 염색법을 수행하 다. 정상

인 조건에서 48시간 동안 배양된 BAECs에 비해 

산소  포도당 상태의 BAECs에 핵 응축과 

편이 나타남을 찰하 다. 그러나 산소  

포도당 상태에 ofloxacin을 처리시에는 응축  

편화된 핵이 정상상태의 내피세포의 핵과 

같이 회복됨을 찰하 다(Fig. 4). 이상의 결과

로 ofloxacin이 산소  포도당 상태에 기인

한 핵의 응집 상과 편 상을 억제함을 확인

하 다.

    4) FACSscan analysis를 통한 내피세포의 

DNA degradation에 한 ofloxacin의 향

  세포사멸 상에서 필수 으로 동반되는 DNA 

degradation의 정도를 분석하기 해 PI로 염색한 

후, FACSscan flow cytometry를 이용하여 산소 

 포도당 상태에서의 ofloxacin 효과를 조사하

다(Fig. 5). 정상 인 조건에서 48시간동안 배양

된 BAECs의 경우, apoptotic sub-diploid cell이 7.3%

를 나타내는 반면, 산소  포도당 조건의 경

우 15.4%로 정상상태보다 약 2배 이상이 증가함

을 찰하 다. 그러나, 산소  포도당 상태

에 ofloxacin을 처리하 을 경우, apoptotic sub-diploid 

cell이 5.2%로 나타나 오히려 정상상태 보다 apo-

ptotic cell의 수가 감소함을 보여주었다(Fig. 5B). 

의 결과를 통해서 ofloxacin이 DNA degradation
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Fig. 5. Quantitation of apoptotic sub-dipoid cells by FACSscan flow cytometry. To measure DNA 

contents of individual cells, BAECs incubated for 48h under normoxia/normal glucose and 

hypoxia/hypoglycemia with or without ofloxacin (10μg/ml), cells were stained with PI, and the 

number of sub-diploid cells were countered by using FACSscan flow cytometry (A). Apoptotic 

sub-diploid cell numbers were quantitated and depicted on the graph (B).
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을 억제함으로써 산소  포도당 상태에 기

인한 내피세포의 세포사멸 상을 억제함을 확

인하 다.

    5) Hypoxia에 의한 Bcl-2와 Bax의 발 의 변화

  Ofloxacin의 산소  포도당 상태에 기인한 

세포사멸 억제효과에 한 작용기 을 연구하기 

하여 세포사멸의 주요 조 인자  세포사멸 

억제 단백질인 Bcl-2와 세포사멸 유도 단백질인 

Bax의 발 을 immunoblot analysis를 통해 조사

하 다. 정상 인 조건에서 48시간 동안 배양된 

BAECs에서의 Bcl-2 단백질 발 에 비하여 산소 

 포도당 상태에서의 Bcl-2 단백질의 발 은 

히 감소하 으나, ofloxacin을 처리시 정상상

태와 같은 수 으로 그 발 이 증가됨을 찰하

다. 한편 Bax의 발 에는 변화가 없었다(Fig. 6A). 
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Fig. 6. Effects of ofloxacin on Bcl-2 and Bax expressions 

under hypoxia/ hypoglycemia. BAECs were exposed to 

hypoxia/ hypoglycemia for 48h. Bcl-2 and Bax protein 

were detected by immunoblot analysis using specific 

antibodies. α-tubulin was used for an internal control (A). 

Data represents the induction fold of Bcl-2/Bax after 

normalization with α-tubulin band. The band intensity 

analyzed using densitometer (B).
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이상의 결과를 세포의 생존여부에 결정  요인으

로 알려진 Bcl-2와 Bax의 발  비율로 나타내었을 

때, 산소  포도당 조건에서는 정상 상태의 

Bcl-2/Bax비율에 해 2.5배정도 감소함을 보여주

었으나, ofloxacin을 처리한 경우, 정상상태와 동등

한 수 (1.1배)으로 Bcl-2/Bax비율이 증가함을 보

다(Fig. 6B). 이러한 결과는 ofloxacin이 세포사

멸 억제단백질인 Bcl-2의 발 을 증가시켜 산소 

 포도당에 기인한 내피세포의 세포사멸

을 억제하는 것을 보여 다.

고      찰

  최근 허 에 의한 뇌  심장에서의 조직  세

포의 손상에 한 기 과 그 치료에 한 연구가 

세계 으로 활발하게 진행되고 있다. 특히 내

피세포는 의 내층을 형성함으로써 허 에 의

하여 직 으로 손상이 발생하는 부 로 허 성 

질병의 치료에 있어 주요한 심이 되고 있으며, 

이러한 허 에 의한 조직  세포의 손상에 한 

다양한 치료 물질들이 개발되고 있다. 최근 tPA 

(tissue Plasminogen Activator)와 아스피린 등이 허

성 질병 치료제로 개발되었으나, 이러한 물질들

은 주로 에 의해 막힌 류를 뚫어주는 

용해제로써 작용한다.18,19) 그러나 허 로 인해 발

생하는 조직  세포의 손상을 직 으로 억제

하여 치료할 수 있는 물질의 개발에 해서는 잘 

알려져 있지 않다. 그러므로 본 연구에서는 루

오르퀴놀론계 항생제인 ofloxacin이 산소  

포도당 상태와 같은 in vitro 허 모델에서 내

피세포의 세포사멸 상을 직 으로 억제함을 

증명하여 허 에 기인한 발병에 한 치료제로써

의 가능성을 제시하고자 하 다.

  본 연구 결과 ofloxacin이 산소  포도당 

상태에서 내피세포의 생존율을 증가시킴을 

확인하 으며(Fig. 2A), 산소  포도당과 같

은 스트 스로부터 내피세포의 형태를 정상

으로 유지시킴을 확인하 다(Fig. 2B). 한 

ofloxacin의 내피세포의 사멸 상에 한 억

제효과를 조사하기 해 DNA fragmentation assay

와 DAPI 염색을 통한 핵 찰, FACSscan flow 

cytometry를 통한 apoptotic sub-diploid cell의 함량

을 조사하 다(Fig. 3, 4, 5). 이러한 실험 결과를 

통해서 ofloxacin이 산소  포도당에 의한 

내피세포의 DNA fragment, 핵의 응집 상과 

편 상, apoptotic sub-diploid cell의 정도를 감소시

킴으로써, 세포사멸 상을 억제시킴을 확인하 다.

  지 까지 산소  포도당과 같은 허 로 

인한 세포사멸에 한 작용기 은 자세히 알려져 

있지 않다. 그러나 최근 허  조건에서 인간의 

내피세포가 NFκB를 통해 Bcl-2의 발 이 감소

되어 세포사멸 상이 유발됨이 보고되었다.20) 

한, Bcl-2를 세포 내 과다발  시켰을 때 세포사멸

이 억제되며,21,22) Bcl-2가 미토콘드리아의 기능손

상을 억제하여 세포사멸을 차단하는 것으로 보고

되었다.
23,24)

 이러한 보고들은 Bcl-2가 세포사멸억
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제에 여하는 주요한 인자임을 시사해 주는 것

으로, 본 연구에서는 Bcl-2와 Bax 단백질의 발

을 조사함으로써 ofloxacin의 작용 기 을 규명하

고자 하 다. ofloxacin은 세포사멸 억제단백질인 

Bcl-2의 발 을 증가시켜 산소  포도당에 

의한 내피세포의 세포사멸 상을 차단시킴을 

확인하 다(Fig. 6). 이는 ofloxacin이 산소  

포도당 상태에서 발생한 세포내 미토콘드리아의 

기능손상을 Bcl-2 발 을 통해 억제시킴으로써 미

토콘드리아의 원활한 기능을 가능  하여 세포의 

생존을 유지할 수 있게 하는 것으로 사료된다. 이

에 련된 ofloxacin에 의한 세포사멸 억제의 분자

 기작에 해서는 보다 연구되어야 할 것이다. 

  결론 으로 본 연구에서는 허 로 인해 발생하

는 내피세포의 세포사멸 상에 한 ofloxacin

의 억제 효과를 확인하 으며, ofloxacin의 효과는 

허 로 인해 발생하는 허 성 뇌 질환과 심

계 질환 등과 같은 질병에 한 새로운 약물로써

의 개발 가능성을 제시하 다고 사료된다.

결      론

  본 연구에서는 ofloxacin이 산소  포도당

에 의한 내피세포의 사멸 상을 해함을 

DNA fragmentation과 DAPI 염색법, PI 염색 후 

FACSscan flow cytometry 분석을 통하여 확인하

다. 실제로 ofloxacin 처리는 산소  포도당 

조건에서 세포사멸 억제단백질인 Bcl-2의 발 을 

증가시킴을 확인하 다. 이러한 결과로 볼 때, 

ofloxacin이 Bcl-2 단백질의 발 을 조 하여 허

로 인한 내피세포의 사멸을 억제시키며 이는 

뇌졸 과 같은 허 성 뇌 질환 뿐 아니라, 심근경

색, 동맥경화 등 심 계 질환의 치료에 사용되

어질 수 있을 것이라 사료된다.
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