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－Abstract－

Background：The action of chemokines to the vascular inflammation plays a pathogenic role 

in the development and maintenance of hypertension.  1) 

Materials and methods：In the present study, the expression of chemokine IL-8/CXCL8, 

MCP-1/CCL2 and RANTES/CCL5 was investigated in cultured vascular smooth muscle cells 

(VSMC) obtained from the thoracic aorta of normotensive Wister-Kyoto rat (WKY) and 

spontaneously hypertensive rat (SHR). We used real-time PCR and western blotting.

Result：The expressions of IL-8/CXCL8, and MCP-1/CCL2 mRNA were stronger in VSMC 

from SHR than in WKY. However, the expression of RANTES/CCL5 was stronger in VSMC 

from WKY than in SHR. Expressions of CXCR1, CCR2, CD14 and PPARγ mRNA were 

stronger in VSMC from WKY than in SHR. Expressions of LPS-induced IL-8/CXCL8 and 

MCP-1/CCL2 mRNA were stronger in VSMC from SHR, but expression of LPS-induced 

RANTES/CCL5 was stronger in VSMC from WKY. A PPAR-γ ligand, 15-deoxy-∆12, 14- 

prostaglandin J2 (15d-PGJ2) which possesses anti-inflammatory activity suppressed the 

expressions of LPS-induced IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL2 and RANTES/CCL5 in VSMC from 

WKY and the expressions of LPS-induced MCP-1/CCL2 and RANTES/CCL5 expressions in
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서    론

  

고혈압의 발생 및 유지는 혈관 내 지속적 

염증 작용들과 관련이 있으며, 동맥 경화 발생

의 주요 위험 인자이다. 명확한 세포 분자생물

학적 발생 기전은 아직 밝혀지지 않았으나, 일

부는 케모카인들이 작용할 것으로 추측하고 있

다.1-4) 혈관 평활근세포와 혈관내피세포의 증식

이나 단핵세포, 큰 포식세포의 침윤은 케모카

인에 의해 매개되며 과도한 케모카인의 생산은 

염증 환경을 지속적으로 유발하게 된다. 또한 

실험동물의 경우 염증 세포의 침윤이 고혈압의 

병리기전과 관계가 있음을 보고하고 있다.
5-8)
 

고혈압환자나 실험동물의 동맥 혈관 내에는 만

성적인 단핵세포 매개 염증이 관찰된다. 그리

고 실험동물의 경우 염증 세포들의 침윤 억제 

시 고혈압이 호전되는 것이 관찰 된다.9) 따라

서 케모카인의 생산 조절은 고혈압 혈관 벽의 

염증 작용 조절에 중요하다 할 수 있다. 고혈

압 실험동물에서 케모카인에 관한 연구는 주로 

MCP-1/CCL2 관련 연구이다.4, 5, 10, 11) 고혈압 

혈관 손상 시 MCP-1/CCL2이 증가되어 있으며  

염증 작용에 관여 한다는 것이다. 따라서 본 연

구는 고혈압 쥐 (spontaneously hypertensive 

rat, SHR)와 정상혈압 쥐 (Wistar Kyoto rat,　

WKY 혈관평활근세포 (vascular smooth muscle 

cells, VSMC)에서 케모카인 IL-8/CXCL8, 

MCP-1/CCL2 및 RANTES/CCL5의 발현도를 

비교하고자 하였다.

재료 및 방법

실험 재료

Total RNA의 분리는 Trizol reagent (Invi- 

trogen, Carlsbad, CA, USA)를 사용하였다. 

Dulbecco’s phosphate-buffered saline (PBS), 

Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), 

penicillin-streptomycin and fetal bovine serum 

(FBS)은 Gibco/BRL (Life Technologies, 

Gaithersburg, MD, USA)사에서 구입하였다. 

15d-PGJ2는 Biomol (Plymouth Meeting, PA, 

USA)사에서 구입하였다. Escherichia coli LPS 

SHR. But, the expression of LPS-induced IL-8/CXCL8 mRNA in SHR was increased by 15d- 

PGJ2. Angiotensin II (AngII) also induced IL-8/CXCL8 and MCP-1/CCL2 mRNA expressions 

in VSMC from SHR, but inhibited the expression of RANTES/CCL5 mRNA. Activities of 

LPS, or AngII-induced MAP kinases were stronger in VSMC from SHR than in WKY. 

Expression of AngII-induced IL-8/CXCL8 mRNA was associated with ERK phathway, and 

the expression of AngII-induced MCP-1/CCL2 mRNA was associated with p38 pathway, and 

the inhibition of RANTES/CCL5 mRNA by AngII was not associated with MAP Kinases 

pathways.

Conclusion：Chemokine IL-8/CXCL8 and MCP-1/CCL2, not RANTES/CCL5, has a possibility 

to play a critical role in the pathogenesis of hypertension in the SHR.

Key Words : Chemokine, MAP kinase, Gene expression
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(O111:B4)는 Sigma Chemical Co. (St Louis, 

MO, USA)사에서 구입하였다. Angiotensin II

는 Calbiochem (San Diego, CA, USA)사로부

터 구입하였다. MAPK inhibitors, 2'-amino-3' 

methoxyflavone (PD98059), Anthral[1,9-cd] 

pyrazol-6(2H)-one (SP600125), 4-(4-fluorop 

henyl)-2-(40nitrophenyl)-5-(4-pyridyl)-1H-i

midazole (PD169316)은 Calbiochem (San Diego, 

CA, USA)사로부터 구입하였다. Nitrocellulose 

transfer membrane은 Schleicher & Schuell 

Bioscience (Dassel, Germany)사에서 구입하였

다. 중합효소연쇄반응을 위한 IL-8/CXCL8, 

MCP-1/CCL2, RANTES/CCL5, CXCR1, CCR2, 

CCR1, CD14, PPAR-γ, β-actin oligonucleotide 

primer는 Bionics (Seoul, Korea)사로부터 합성

하여 구입하였다. The LightCycler FastStart 

DNA SYBR Green I Mix는 Roche (Mannheim, 

Germany)사에서 구입하였다. Phospho-ERK, 

phospho-p38, phospho-JNK 항체는 Cell 

Signaling Technology (Danvers, MA, USA)

사에서 구입하였다. γ-tubulin 항체는 Sigma 

Chemical Co. (St Louis, MO, USA)사에서 구

입하였다.

실험동물

생후 20∼30주령의 specific pathgen free (SPF)

의 수컷 고혈압 쥐 (Spontaneously hypertensive 

rat, SHR)와 정상혈압 쥐 (Wistar Kyoto rat, 

WKY)를 Japan SLC Int. (Japan)에서 구입하

여 실험에 사용하였다. Rat에 실험동물 사료 

(삼양유지사료, 강원도 원주)와 멸균 음용수를 

공급하고 가능한 스트레스와 환경적으로 큰 변

화를 받지 않도록 사육하였다.

세포배양

20∼30주의 수컷 고혈압 쥐와 정상 쥐의 

thoracic aorta로부터 혈관평활근세포를 분리

하였다. 혈관 평활근세포는 10% FBS와 1% 

penicillin-streptomycin을 첨가된 Dulbecco’s 

modified Eagle’s medium (DMEM)을 사용하

여 세포를 배양하였다. 0.25% Trypsin/EDTA

를 이용하여 세포를 plate로부터 떼어낸 후 

75-㎠ tissue culture flasks에 105 cells/㎖ 정

도의 농도로 계대배양 하였다. 본 연구에서는 

3∼5계대의 세포를 사용하였다. 실험 전, 95%

정도 배양된 혈관평활근세포의 배지를 FBS가 

첨가되지 않은 DMEM에서 16∼18시간 동안 

배양하였다. 세포는 37℃, 5% CO2 배양기에서 

실험 반응시간에 따라 정치 배양하였다.

Real-time PCR
특정유전자 발현의 관찰을 위하여 Roche사

의 LightCycler를 이용하여 Real-time PCR를 

수행하였다. 분리된 total RNA 농도를 각각 1 

㎍으로 조정하고 역전사를 실시하여 cDNA를 

합성시킨 후 real-time PCR 시료로 사용하

였다. PCR 과정은 Roche사에서 제시한 실험

의 방법에 준하여 실행하였다. PCR master 

mixture의 구성은 MgCl2 1.2 ㎕, LightCycler 

FastStart DNA master SYBR Green I 1 ㎕, 

10 pmole의 sense primer와 anti-sense primer

를 각각 0.4 ㎕, cDNA 2 ㎕와 멸균 증류수 5 

㎕를 혼합하여 전체 양이 10 ㎕가 되도록 하여 

PCR를 실시하였다. Pre-incubation 단계는 9

5℃에서 10분 반응 뒤, 본격적인 증폭을 하였

다. 변성과정은 95℃에서 10초, 연결과정은 

primer에 따른 적정온도에서 5초, 신장과정을 

72℃에서 10초간 총 45회를 실시한 뒤 매 회마
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다 fluorescene detection을 수행하였다. 이 후 

65∼95℃의 범위에서 계속적인 fluorescene 

detection을 동반한 Melting point 분석을 실시

하였다. 이 때 발현 정도를 비교하기 위한 

normalization gene으로 β-actin을 사용하였다. 

Primer의 염기서열은 다음과 같다. IL-8/CXCL8 

(365 bp): sense, 5'-gaagatagattgcaccga-3' 

antisense, 5'-catagcctctcacacatttc-3' ; MCP-1 

/CCL2 (396 bp): sense, 5‘-cctgttgttcacagttgct 

gcc-3’ antisense, 5'-tctacagaagtgcttgaggtggt 

tg-3'; RANTES/CCL5 (110 bp): sense, 5'- 

cgtgaaggagtatttttacaccagc-3' antisense, 5'cttg 

aacccacttcttctctggg-3'; CXCR1 (518 bp): sense, 

5'-aatttggaaatatcacccgaa-3' antisense, 5'-gac 

tgttccagaacggtatgg-3'; CCR2 (233 bp): sense, 

5'-cgcagagttgacaagttgtg-3' antisense, 5'-gcc 

atggatgaactgaggta-3'; CCR1 (447 bp): sense, 

5'-ggccctagccatcttagctt-3' antisense, 5'-cgct 

cacccacaaagacata-3'; CD14 (500 bp): sense, 

5'-acatcttgaacctccgcaac-3' antisense, 5'-agcg 

ttcctatccagcctgt-3'; PPAR-γ (359 bp): sense, 

5'-tgaggagaagtcacactctg-3' antisense, 5'-tgg 

gtcagctcttgtgaatg-3'; β-actin (101 bp): sense, 

5'-tactgccctggctcctagca-3' antisense, 5'-tgga 

cagtgaggccaggatag-3'이다.

Western blotting
세포를 수거하여 PRO-PREP buffer (iNtRON, 

Korea)를 이용하여 세포를 lysis 한 후 13000 

rpm으로 10분 동안 원심하여 상층액을 수거하

였다. Bradford (Bio-Rad, Rochmond, CA)법으

로 단백질을 정량한 후 반응세포의 상층액을 

분광광도계를 이용하여 595 nm에서 단백질 농

도를 측정한 다음 -70℃에서 보관하여 western 

blot을 위한 재료로 사용하였다. 30 ㎍의 단백

질을 10% SDS-PAGE gel에서 전기영동 한 

후, nitrocellulose membrane에 전이하였다. 5% 

탈지유에 적정 항체를 희석하여 4℃에서 16∼

18시간 동안 반응시키고 0.05% tween 20이 함

유된 인산완충용액으로 3회 세척한 후 2차 항

체를 5% 탈지유에 희석하여 실온에서 1시간 

반응시켰다. 반응이 끝난 흡착지를 인산완충용

액으로 3회 세척 후 chemiluminescence detection 

system (LAS-3000, Fujifilm, Japan)으로 관찰

하였다.

결    과

혈관평활근세포에서의 케모카인의 발현

혈관평활근세포에서의 케모카인 IL-8/CXCL8

과 MCP-1/CCL2 mRNA의 발현은 SHR이 

WKY에 비해 월등히 높았다. 그러나 RANTES 

/CCL5의 경우 WKY 혈관평활근세포에서의 발

현이 훨씬 높았다. 케모카인 IL-8/CXCL8의 수

용체 CXCR1과 MCP-1/CCL2의 수용체 CCR2, 

지다당질 (lipopolysaccharide, LPS)의 수용체 

CD14 및 PPARγ ligand 수용체 PPARγ mRNA

는 모두 WKY 혈관평활근세포에서 SHR에 비

해 월등히 높게 발현 되었다 (Fig. 1). LPS 유도

에 의한 케모카인 유전자발현은 IL-8/CXCL8

과 MCP-1/CCL2의 경우 SHR에서 발현이 더 

강하였으나 RANTES/CCL5의 경우 WKY 혈

관평활근세포에서 더 강하였다. LPS에 의해 

유도된 케모카인 발현에 항 염증작용을 한다고 

알려진 PPARγ ligand인 15d-PGJ2의 효과를 

관찰한 결과, SHR 평활근 세포에서의 MCP-1 

/CCL2과 RANTES/CCL5의 발현과 WKY 평

활근세포 모두에서 15d-PGJ2에 의해 LPS 유
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도 케모카인들은 유전자 발현이 억제되었으나, 

SHR 평활근세포에서의 IL-8/CXCL8의 발현은 

오히려 증가 되어 나타났다 (Fig. 2). SHR의 혈관

평활근세포에서 고혈압 유발인자인 Angiotensin 

II (AngII)에 의한 케모카인의 발현 또한 관찰

한 결과 IL-8/CXCL8과 MCP-1/CCL2의 경우 

Fig. 1. Expression of IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL2, RANTES/CCR5, CXCR1, CCR2, CD14 and PPARγ mRNA 

in vascular smooth muscle cells (VSMC) from WKY and SHR. Real-time PCR for mRNAs 

expression in VSMC from WKY and SHR. Bars represent mean±SEM from three independent 

experiments. 



－김정혜․박소영․김희선－

S 378

유전자 발현이 유도 되었으나 RANTES/CCL5

의 경우 오히려 유전자 발현이 감소하였다. IL-8 

/CXCL8 수용체 CXCR1과 MCP-1/CCL2 수용

체 CCR2 또한 AngII에 의해 유전자 발현이 관찰

되었다. 비록 Angiotensin II에 의해 RANTES 

/CCL5의 발현이 억제되었으나, Angiotensin에 

의한 RANTES/CCL5 수용체 CCR1의 경우에

는 유전자 발현이 유도되었다 (Fig. 3).

혈관평활근세포의 케모카인 발현에 대한

MAPK 신호전달 경로의 확인
혈관평활근세포에서의 케모카인 유전자 발

현에 MAPK 신호 전달 경로가 관여하는지 확

인하기에 앞서 WKY와 SHR 혈관평활근세포

의 LPS 및 AngII에 의한 MAP kinases 활성

도를 비교, 관찰하였다. MAP kinase ERK, p38 

및 JNK 모두 WKY에 비해 SHR 혈관평활근

세포에서 활성도가 더 높았으며 phospho-ERK

의 경우 LPS에 의한 것 보다 AngII에 의한 

활성도가 좀 더 높게 나타났다 (Fig. 4). 이에 

SHR 혈관평활근세포에서의 AngII에 의한 케

모카인 유전자 발현에 있어 MAP kinase들의 

활성을 관찰한 결과 IL-8/CXCL8의 경우 AngII

에 의해 유도된 IL-8/CXCL8의 발현은 ERK 

억제제인 PD98059에 의해 억제됨이 관찰되었

고 (Fig. 5A), MCP-1/CCL2의 경우 p38 억제제

Fig. 2. Expression of LPS or LPS/15d-PGJ2-induced chemokines in VSMC from WKY and SHR. VSMC 

were untreated or treated with LPS (0.1 ㎍/㎖) or LPS plus 15d-PGJ2 (10 μmol/ℓ) for 2 h, and 

the total RNA was analyzed by real-time PCR. Bars represent mean±SEM from three independent 

experiments. 



Fig. 3. Angiotensin II (AngII) directly induces IL-8/CXCL8, CXCR1, MCP-1/CCL2, and CCR2 mRNA 

expression in VSMC from SHR VSMC were untreated or treated with AngII (0.1 μmol/ℓ) for 2 

h, and the total RNA was analyzed by real-time PCR. Bars represent mean ±SEM from three 

independent experiments.
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Fig. 4. Activation of LPS or angiotensin II-induced MAP Kinases in vascualr smooth muscle cells from 

WKY and SHR. VSMC were untreated (NT) or treated with LPS (0.1 ㎍/㎖) or AngII (0.1 µM) for 

2 h. After then, cell lysates were separated on 10% SDS-polyacrylamide gels and then 

immunoblotted with phospho-ERK, phospho-p38 or phospho-SAPK/JNK antibody. These data are 

representative of three independent experiments.



Fig. 5. MAP kinases are involved in the expression of AngII-induced IL-8/CXCL8 and MCP-1/CCL2 

mRNA expression, but not invoved in RANTES/CCL5 mRNA expression. VSMCs were 

untreated (NT) or pretreated with PD98059 (ERK inhibitor, 10 µM), PD169316 (p38 inhibitor, 10 

µM), or SP600125 (SAPK/JNK inhibitor, 25 µM) for 30 min. Cells were left untreated or treated 

with AngII (0.1 µM) for 2 h. And then the total RNA was analyzed by real-time PCR. Bars 

represent mean±SEM from three separate experiments.
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인 PD169316이 AngII에 의해 발현된 MCP-1 

/CCL2 유전자 발현을 억제시켰다 (Fig. 5B). 

AngII에 의해 발현이 오히려 억제 되었던 

RANTES/CCL5의 경우, AngII에 의한 억제 

작용에 MAP kinases 의 활성은 필요하지 않

는 것으로 관찰되었다 (Fig. 5C).

고    찰

고혈압환자의 혈장에서 케모카인은 높은 농

도로 측정되나, 고혈압의 병리기전이나 유지에 

있어 케모카인의 역할은 아직 명확하게 이해되

지 않고 있다. 게다가 이와 관련된 케모카인 

연구는 대개 MCP-1/CCL2에 국한되어 있다.4, 

5, 10, 11)

IL-8/CXCL8는 호중구를 불러들이는 호염증

성 케모카인으로 내피세포, 단핵세포, 큰포식세

포 등 다양한 면역 세포들에서 생산되며, 체내 

IL-8/CXCL8이 높게 측정되면 관상동맥 질환

의 위험인자로서 연관이 있다는 보고가 있

다.12) 본 연구의 경우 SHR의 혈관평활근세포

에서 MCP-1/CCL2과 IL-8/CXCL8의 경우 

WKY에 비해 강하게 발현됨을 증명하였으나, 

RANTES/CCL5의 경우 오히려 WKY 혈관평

활근세포에서 높게 나타나고, SHR의 혈관평활

근세포 의 경우, AngII에 의해 RANTES/CCL5 

유전자 발현이 오히려 억제됨에 따라, 이들 케

모카인 모두 호염증성 케모카인으로 알려져 있

으나 RANTES/CCL5의 경우 고혈압의 발생이

나 유지에 있어 IL-8/CXCL8이나 MCP-1/CCL2

에 비해 관계가 없을 것으로 추측되었다.

PPARγ 리간드들은 NO의 생산을 증가시킴

으로서 혈관을 확장하여 혈압을 낮추는 효과가 

있으며 항염증 제제로 잘 알려져 있다.
13-16)
 그

러나 본 연구에서 SHR 혈관평활근세포의 경

우 LPS유도에 의한 IL-8/CXCL8의 발현이 

15d-PGJ2에 의해 오히려 항진되어 나타남에 

따라 이에 대한 연구는 앞으로 하여야 할 것으

로 생각된다. AngII의 혈관수축작용은 잘 알려

져 있다.17, 18) 따라서 본 연구는 고혈압 혈관의 

평활근세포에서의 AngII에 의한 MAP kinases

의 활성도를 관찰하였다. Rhian 등19)은 SHR의 

혈관평활근세포에서 AngII에 의한 ERK 및 

p38의 활성화를 확인하였으나 JNK는 관여하

지 않는다 하였다. 이와 반대로, 본 연구의 경

우 AngII에 의한 JNK의 활성화가 나타나 이

는 AngII의 작용시간에 따라 결과가 달리 나

타난 것으로 추측된다. Rhian 등의 경우 단시

간 (5, 10분)의 반응을 관찰하였고 본 연구의 

경우 반응시간이 2시간의 결과였다.

본 연구는 SHR에서의 IL-8/CXCL8의 강한 

발현을 확인하였으며, 이는 기존에 알려진 고

혈압 혈관평활근세포에서의 MCP-1/CCL2의 

강한 발현과 비교할 때, IL-8/CXCL8 또한 고

혈압 발생 및 유지에 MCP-1/CCL2과 더불어 

중요한 역할을 할 것으로 추측된다. 케모카인 

RANTES/CCL5의 경우 고혈압의 발생이나 유

지에는 큰 영향을 끼치지 않을 것으로 생각되

나, AngII에 의해 RANTES/CCL5의 발현이 

억제되고, WKY에 비해 SHR 혈관평활근세포

에서 RANTES/CCL5의 발현 또한 낮게 나타

남에 따라, RANTES/CCL5가 오히려 고혈압

의 환경을 완화시키는 쪽으로 작용할 가능성이 

있을 것으로 추측되며 이에 대한 연구가 필요

할 것으로 생각한다. 

요    약
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고혈압의 발생 및 유지는 혈관 내 지속적 

염증 작용들과 관련이 있으며, 동맥 경화 발생

의 주요 위험 인자이다. 명확한 세포 분자생물

학적 발생 기전은 아직 밝혀지지 않았으나, 일

부는 케모카인들이 작용할 것으로 추측하고 있

다. 따라서 본 연구는 고혈압 쥐(spontaneously 

hypertensive rat, SHR)와 정상 혈압 쥐(Wistar 

Kyoto rat, WKR)의 혈관평활근세포(vascular 

smooth muscle cells, VSMC)에서 케모카인 

IL-8/CXCL8, MCP-1/CCL2 및 RANTES/ 

CCL5의 발현도를 비교하고자 하였다. 혈관평활

근세포에서의 케모카인 IL-8/CXCL8과 MCP-1 

/CCL2 mRNA의 발현은 SHR이 WKY에 비해 

월등히 높았으나 RANTES/CCL5의 경우 WKY 

혈관평활근세포에서의 발현이 훨씬 높았다. LPS 

유도에 의한 IL-8/CXCL8과 MCP-1/CCL2 RNA 

발현의 경우 SHR에서 더 강하였으나, RANTES 

/CCL5의 경우 WKY 혈관평활근세포에서 더 

강하였다. LPS에 의해 유도된 케모카인 발현

에 항 염증작용을 한다고 알려진 PPARγ ligand

인 15d-PGJ2의 효과를 관찰한 결과, SHR 평

활근세포에서의 IL-8/CXCL8의 발현은 오히려 

증가 되어 나타났다. SHR의 혈관평활근세포에

서  Angiotensin II(AngII)에 의한 케모카인의 

발현은 RANTES/CCL5의 경우 오히려 유전자 

발현이 감소하였다. SHR 혈관평활근세포에서

의 AngII에 의한 케모카인 유전자 발현에 있

어 MAP kinase들의 활성은 MCP-1/CCL2의 

경우 p38 의존적이였고 IL-8/CXCL8의 발현은 

ERK 의존적이였으나  RANTES/CCL5의 경우 

AngII에 의한 억제 작용은 MAP kinases의 활

성과는 무관하였다.

기존에 알려진 고혈압 혈관평활근세포에서

의 MCP-1/CCL2의 강한 발현과 비교할 때, 본 

연구를 통하여, IL-8/CXCL8 또한 고혈압 발생 

및 유지에 MCP-1/CCL2과 더불어 중요한 역

할을 할 것으로 추측된다. 케모카인 RANTES 

/CCL5의 경우 고혈압의 발생이나 유지에는 큰 

영향을 끼치지 않을 것으로 생각되나, AngII에 

의해 RANTES/CCL5의 발현이 억제되고, WKY

에 비해 SHR 혈관평활근세포에서 RANTES/ 

CCL5의 발현 또한 낮게 나타남에 따라, RANTES 

/CCL5가 오히려 고혈압의 환경을 완화시키는 

쪽으로 작용할 가능성이 있을 것으로 추측되며 

이에 대한 연구가 필요할 것으로 생각한다.
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