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ABSTRACT

TheEffectofVascularEndothelialGrwothFactoron
EndothelialCellDifferentiationfrom BoneMarrow

StromalCellculturedonscaffolds

SSSaaannngggHHHoooooonnnCCChhhaaa
AAAdddvvviiisssooorrr:::PPPrrrooofff...HHHyyyuuunnn---SSSeeeooonnnJJJaaannnggg,,,DDD...DDD...SSS...,,,MMM...SSS...DDD...,,,PPPhhh...DDD...

DDDeeepppaaarrrtttmmmeeennntttooofffDDDeeennntttiiissstttrrryyy,,,
GGGrrraaaddduuuaaattteeeSSSccchhhoooooolllooofffCCChhhooosssuuunnnUUUnnniiivvveeerrrsssiiitttyyy

Theangiogenesisisessentialtomosthumanlifeprocessincluding
tissue development,regeneration,and repair.A variety ofgrowth
factorsthatpromotetheangiogenesishavebeenidentified,andamong
thesefactors,vascularendothelialgrowthfactor(VEGF)showsenhance
thevascularizationofengineeredtissue.Inthisstudy,weevaluated
the potentialofVEGF and bone marrow stromalcell(BMSC) to
modulate the growth and differentiation activites of blood vessel
precursors,endothelialcells(ECs)on absorbable collagen membrane.
Thedog bonemarrow stromalcells(dBMSCs)wereobtainedfrom
beagle dog.The dBMSCs were cultured in a medium containing
Dulbecco'smodifiedEaglemedium supplementedwith10% fetalbovine
serum and 100ug/ml 1 X Antibiotics with absorbable collagen
scaffold(BioGuideⓇ Perio,Geistlich,Swiss)at37℃ inhumidifiedair
with5% CO2.Humanendothelialgrowthfactor(hVEGF)wasapplied.
We evaluated the angiogenesis on absorbable collagen scaffold by
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transmission electron microscope(TEM). The addition of hVEGF
enhanced angiogenesison absorbablecollagen scaffold.And hVEGF
was added to dBMSC absorble collagen cultures,organization of
endotheliallikecells.ThedBMSCsandhVEGFcanenhancethegrowth
and differentiation of endothelialcells in an in virtro modelof
angiogenesis.theVEGFisnecessaryfordBMSC CM toenhanceEC
survivalanddifferentiation.

Key word :bone marrow stromalcell,endothelialcell,vascular
endothelialgrowthfactor
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I. 서   론
상실된 조직의 재생은 치주 질환의 치료에서 궁극적인 목적이며,성공

적인 치주재생은 백악질,치주인대,치조골 그리고 치은을 포함하는 다양
한 조직의 복합적인 재생이다1,2).치주 결손부위 재생이 일어나기 위해서
는 다양한 세포와 성장인자 등을 포함한 일련의 잘 조절된 과정이 필수적
이다2).최근 조직공학은 이러한 치주재생,특히 골재생의 영역에서 큰 잠
재력을 지니고 있다고 평가되고 있다3).이러한 조직 재생 기법은 현재 치
과 영역에서 그 활용 영역을 넓혀 가고 있으며,특히 골유도 재생술 등과
같은 재생술 영역에서 매우 활용도가 높은 술식으로 평가 받고 있다.특
히 세포 이식은 조직 공학 영역에서 널리 이용되고 있는 방법이다3).
골수에서 기원한 줄기 세포의 두 주요한 부차 집단으로는 적혈구,혈소

판,단핵구,과립구,림파구로 분화할 수 있는 조혈줄기세포와 근육,골,
연골 및 지방 조직으로 분화할 수 있는 비조혈 줄기세포가 있으며 이러한
골수 기원 비조혈 줄기세포 중 하나인 골수간질세포(bone marrow
stromalcells,BMSCs)들은 다분화성 골수 간엽 세포로 조직 재생 영역에
적용될 수 있는 잠재력을 지니고 있는 것으로 평가되고 있다4,5,6).
빠른 혈관 신생은 조직의 발생,재생 및 치유와 같은 인체의 과정에서

필수적인 요소이며,특히 골의 형성에서 혈관 신생의 중요성을 잘 알려져
있다7,8).혈관내피세포(endothelialcell)는 이러한 혈관 신생 과정에서 중요
한 역할을 하는 세포이며 최근 혈관내피세포가 골형성 세포와의 직접적으
로 상호 작용을 통하여 골의 발생과 형성에 직접적인 역할을 한다고 보고
되고 있다9,10).이러한 혈관 내피 세포 발현에 영향을 미치는 인자인 혈관
내피성장인자(vascularendothelialgrowthfactor,VEGF)는 신생 조직에
서 혈관화를 향상 시키는 중요한 분자이다11).
본 연구에서는 흡수성 교원질 막을 비계로 사용하여 골수 간질 세포들
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에 혈관 내피 성장 인자를 첨가하였을 때 혈관 내피 세포의 분화 여부를
살펴보고자 한다.
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Ⅱ. 연구재료 및 방법

AAA...개개개의의의 장장장골골골에에에서서서 골골골수수수 채채채취취취 및및및 배배배양양양

Mongrel dog을 tiletamine-zolazepam(Zoletil 50Ⓡ, VIRBAC Lab,
France,5-10mg/Kg,intramuscular)와 xyalzineHCL(RompunⓇ,Bayer,
Korea,0.15ml/Kg,intramuscular)을 근주하여 진정마취를 시행하였다.그
후 장골부위를 삭모하고,포타딘을 이용하여 표면소독을 시행하였다.골수
흡인기를 이용하여 2ml의 골수를 흡인하였다.원심 분리기를 이용하여 혈
액과 골수 기질 세포를 분리하였다.
채취한 골수 기질 세포를 10% fetalbovineserum(FBS,GIBCO BRL,

USA)및 1XAntibiotic-Antimycotic(AA,GIBCO BRL,USA)가 포함된
Dulbeco'sModifiedEaglesMedium(DMEM,GIBCO BRL,USA)을 배지
로 사용하여 37℃,5% CO2,100% 습도 조건하에서 계대배양하였다.

BBB...골골골수수수 기기기질질질 세세세포포포 배배배양양양 및및및 혈혈혈관관관 내내내피피피 성성성장장장 인인인자자자 첨첨첨가가가

2세대 골수 기질 세포를 사용하였으며 비계로는 흡수성 교원질 막(Bio
GuideⓇ Perio,Geistlich,Swiss)을 사용하였다.10% fetalbovineserum와
Dulbeco'sModifiedEaglesMedium과 1XAntibiotic-Antimycotic를 혼합
한 배지에 비계로서 흡수성 교원질막을 위치시키고 2세대 골수 기질 세포
를 37℃,5% CO2,100% 습도 조건하에서 1,2주 군으로 나누어 배양하였
다.
배지는 이틀에 한 번식 교체하고 실험군에는 0,2,4,6일 째에 혈관 내
피 성장 인자를 50ng/ml씩 첨가하였으며 대조군에는 첨가하지 않았다.
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CCC... 투투투과과과 전전전자자자 현현현미미미경경경(((TTTrrraaannnsssmmmiiissssssiiiooonnn eeellleeeccctttrrrooonnn mmmiiicccrrrooossscccooopppeee,,,
TTTEEEMMM)))관관관찰찰찰

투과전자현미경 관찰을 위해 조직을 2.5% glutaraldehyde에 사전 고정을
하였고 세절 후 0.1M 의 phosphatebuffer로 수세하였다.이 후 4℃ 하에
서 2시간 동안 2% osmicacidsolution(OsO4)으로 후고정을 시행하였고
50%,70%,90%,95%,100%(I),100%(II)순으로 점차 농도를 높게 한 에
틸알코올에 각각 10분씩 통과시켜 탈수 시킨 후 에폭시 레진에 포매하였
다.
포매한 조직을 세절한 후 uranylacetate와 leadcitrate로 염색한 후 투
과전자현미경(HITACH S-4800,Japan)으로 관찰하였다.



- 5 -

Ⅲ. 연구결과
1주 대조군은 투과 전자 현미경상에서 비계 표면의 거의 대부분에서 핵

이 검은 색으로 진하게 염색된 골수 기질 세포들만 관찰되고 있으며 특별
한 형태로 분화되는 세포를 관찰할 수는 없었다.1주 실험군의 경우 혈관
내피 세포와 유사한 형태를 갖는 분화 중인 세포들이 관찰되었다.
2주 대조군은 투과 전자 현미경상에서 1주 군과 유사하게 거의 대부분에
서 핵이 검은 색으로 진하게 염색된 골수 기질 세포들이 관찰되고 있으며
특별한 형태로 분화되는 세포도 관찰할 수 있었다.2주 실험군의 경우 혈
관 내피 세포와 유사한 형태를 갖는 분화 중인 세포들이 관찰되었으며 1
주군 실험군에 비해 그 양상이 더욱 뚜렷해지고 있음을 관찰할 수 있었다
(Fig.1).
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A. B.

C. D.

Fig. 1. A. Control group(1 week) ; Only dBMSCs were
observed..(X40,000)B.Experimentalgroup(1week);Theendothelial
likecellsweredifferentiated.(X40,000),C.Controlgroup(2weeks);
Only dBMSCs were observed.(X80,000), D. Experimental group(2
weeks);Theendotheliallikecellsweredifferentiated.(X40,000)
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Ⅳ. 총괄 및 고안

지금까지 많은 재생형 치료들이 재생 과정의 복잡성 때문에 항상 예지
성 있는 결과를 얻을 수는 없었다12,13).최근 조직공학이 상실된 조직의 회
복을 위해 여러 전문 분야에서 사용되고 있으며 특히 치과 영역에서 그
응용이 증가하고 있는 추세이다14).특히 치주과학 영역에서 조직공학은
손상된 치주 기관을 회복시키는 데 적용되고 있으며15,16,17,18),임상 시술에
서 수용할 만한 결과들이 보고되고 있다19,20,21,22).조직 공학은 일반적으로
1)세포,2)신호 분자(signalingmolecule),3)비계의 세 가지 중요한 요
소로 구성된다고 보고되고 있으며 이러한 조직의 성장에 있어서 혈관 신
생은 필수적으로 알려져 있다14).
세포의 생존은 산소 및 영양 공급,대사 산물의 처리가 필수적이며 혈

관계는 이러한 과정에 필수적인 부분이다23,24,25).기능성 혈관계가 생성되
지 않을 경우 세포들은 확산에 의해서만 혈액공급을 받게되며,이런 경우
조직의 질은 표면에서 하방으로 갈수록 떨어지게 된다26,27).Folkman등28)

의 연구에서 기능적 혈관화가 촉진되지 않을 경우 조직 이식은 2-3㎣ 이
상 할 수 없다고 보고하였다.따라서,조직 공학은 새로운 조직 구조 내에
새로운 혈관망을 형성하는 혈관신생에 의존한다고 할 수 있다14).
혈관내피성장 인자는 태생기 및 골격 성장,재생 과정에서 생리적 혈관

신생의 주요 조절 인자로 저산소 환경에서 발현된다고 알려져 있으며,혈
관 투과성을 증가시키고 혈관 내피 세포의 발현을 유도하는 가장 강력한
분자 중 하나로 알려져 있다8,29,30,).혈관내피성장 인자는 혈관내피세포의
증식과 세포 이주를 증진 시키고 혈관벽의 식작용을 억제하여 혈관신생을
조절하는 주요 인자로서 역할을 수행한다고 알려져 있다29,30).
혈관내피성장인자에 의해 발현되는 혈관 내피 세포는 혈관을 형성시켜

재생된 조직에 신생혈관형성을 증가시킬 수 있는 잠재력을 갖고 있다고
평가되고 있다31,32,33).Kaigler등3)의 연구에 따르면 혈관내피세포를 이식
했을 경우 혈관신생이 일어나나 골수 기질 세포만을 이식했을 경우에 비
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교했을 때 전반적인 혈관 신생의 양에서 유의한 차이가 나타나지 않았지
만 세포 이식을 하지 않고 비계만 사용한 경우에 비해 통계적으로 유의할
만한 혈관신생을 보였다고 보고하였다.
본 연구에서는 비계로서 흡수성 교원질 막(BioGuideⓇ Perio,Geistlich,

Swiss)을 이용하여 개의 골수 기질 세포(dBMSCs)를 이식하였으며 혈관
내피 세포의 생성을 촉진시키기 위해 혈관 내피 성장 인자를 첨가하여
1,2주간 관찰하였다.대조군인 흡수성 교원질 막의 비계 상에 개의 골수
기질 세포만 이식한 군에서는 혈관 내피 세포로 인정할 만한 세포의 분화
를 확인할 수 없었으나 실험군인 혈관 내피 세포 성장 인자 첨가 군에서
는 혈관 내피 세포와 유사한 형태의 분화 중인 세포를 관찰 할 수 있었
다.이는 골수 기질 세포에 혈관 내피 성장 인자를 첨가하였을 때 혈관
신생이 일어날 수 있음을 시사한다.또한,재생 요법에 흔히 사용되는 흡
수성 교원질막과 혈관 내피 성장 인자의 적용이 임상에서 빠르고 많은 양
의 조직재생을 이룰 수 있는 기반이 되리라 생각된다.
그러나 본 연구에서는 실제 혈관의 형성을 확실히 관찰 할 수 없어 앞

으로 장기간의 연구 및 생체 연구가 필요할 것으로 사료된다.
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V. 결  론
혈관신생은 조직재생에서 매우 중요한 요소이며 이러한 혈관신생에 있

어 혈관내피세포의 중요성은 잘 알려져 있다.본 연구에서는 혈관내피세
포의 분화 시 혈관내피성장인자의 역할을 확인하기 위하여 비계로서 흡수
성 교원질 막(BioGuideⓇ Perio,Geistlich,Swiss)을 이용하고 개의 골수
기질 세포(dBMSCs)를 이식하였으며 혈관 내피 성장 인자를 첨가한 실험
군과 첨가하지 않은 대조군으로 하여 1,2주간 관찰하였다.그 결과 혈관
내피성장인자가 골수기질세포에서 혈관내피세포로의 분화를 촉진시킬 수
있을 것으로 생각된다.이렇게 분화된 혈관내피세포는 혈관생성을 촉진시
키고 이는 조직 이식을 동반한 재생치료에서 매우 효율적으로 적용될 수
있을 것으로 생각된다.
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