
서 론

사람의 혈관은 발생 3주가 시작될 때 배아밖 중

배엽, 연결줄기 및 융모막에서 최초로 혈관이 형성

된다고 알려져 있다. 이때 배자조직내 중간엽세포인

혈관모세포(angioblast) 수개가 응집되어 혈섬(blood

island)이 형성되고 이 세포사이의 공간이 넓어져 혈

관 내강이 되며 혈섬의 혈관모세포는 원시내피세포

로 분화된다. 내피세포의 융합으로 내피도관의 틀이

형성되고 다른 혈섬과 융합되어 혈관이 형성되는 것

으로 알려져 있다(Moore와 Persaud 1993). 따라서

조직내 최초의 혈관 추적은 원시내피세포의 존재를

추적하면 가능할 것으로 생각되어 진다. 

많은 학자들은 혈관의 내피세포와 거대핵세포(me-

gakaryocytes)에서 당단백질인 von Willebrand fact-

ors (vWf)가 세포내 소기관인 rER에서 합성되고,

Weibel-Palade body와 혈소판의 α 과립에 저장된다

고 주장하였다(Gebrane-Younes 등 1988, Reinders

등 1988, Bahnak 1989, Meyer 등 1990, Mein-koth 등

1995, Zanetta 등 2000, Morange 등 2004).

한편 일부 학자들은 vWf는 혈장내 분포되어 있

는 단백질로서 항상성에 미치는 몇가지 기능이 있다

고 하였다. 그 하나는 혈액응고 작용으로, 혈소판응집

을 조정하는 coagulation factor VIII를 수송 혹은 보
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간추림 : 신생흰쥐의 심장근육조직에서 최초의 혈관형성의 형태와 시기를 추적하기 위해 중간엽세포가 혈관내피

세포로 분화될 때 합성분비하는 von Willebrand factor (vWf)의 활성을 관찰하고자 하였다. 출생후 1일부터 7일까

지의 신생흰쥐를 실험동물로 사용하였으며, 심장조직을 전체를 동결하여 14~20 µm 두께의 동결절편을 제작하고

vWf를 추적하기 위해 goat anti-von Willebrand factor와 biotinylated rabbit anti-goat IgG를 사용하여 면역염색을

하여 다음과 같은 결과를 얻었다.

1. 출생 제 1일의 신생흰쥐의 심장조직에서 심장속막 및 바깥막의 세포밖바탕질에 중등도의 vWf 면역반응이 나타

났고 심장근육층의 세포밖바탕질에는 약한 반응을 보였다.

2. 출생 제 2일의 신생흰쥐 심장조직에 처음으로 소수의 혈섬이 형성되고 출생 제 4일의 심장의 대부분에서 혈섬

이 형성되었으며 세포밖바탕질에도 중등도의 vWf 면역반응이 나타났다.

3. 출생 제 7일의 심장근육층에 소수의 혈관이 형성되어 있었고 혈관내피세포와 세포밖바탕질에 중등도의 vWf 면

역반응이 관찰되었다.

이상과 같은 출생 초기의 심장조직은 중간엽세포에서 혈섬과 심장근육세포로 분화되면서 세포밖바탕질내 vWf 분

포가 증가되고 이때 혈관 형성이 시작되는 것으로 생각되었다.

찾아보기 낱말 : 신생흰쥐, 혈관형성, von Willebrand factor, 심장
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졌음
교신저자 : 정호삼(한양대학교 의과대학 해부∙세포생물학교실)
전자우편 : junghs@hanyang.ac.kr



호하며, vWf는 혈관의 내피세포와 골수의 거대핵세

포에서 합성된다고 주장하고 있다(Rand 등 1987, Wu

등 1987, Cho와 Ouriel 1995, Denis 2002, Sugimoto와

Miyata 2002).

심장병, 급성 혹은 만성 간질환을 앓고 있는 환자

의 혈장내에서는 vWf의 함량이 증가되는데, vWf는

심장병 및 간의 손상을 회복하는 데 어떠한 역할을

할 것으로 믿고 있는 연구자가 많다. 심방세동(atrial

fibrillation) 환자의 심장속막에 vWf가 증가되고, 심

장의 재구성(atrial structural remodeling)과 간에서 조

직재구성 (tissue remodeling)시에도 굴모세혈관 (sin-

usoid)내 vWf 면역반응이 증가된다는 연구발표는 심

혈관 질병시에 vWf의 증가는 혈액응고작용 외에도

여러 주요한 역할이 있다고 하였다(Reidy 등 1989,

Knittel 등 1995, Baruch 등 2002, Kumagai 등 2004).

저자들은 흰쥐 심장의 심실벽내 혈관의 형성과정

시기를 측정하기 위해 신생흰쥐 심실의 중간근육층

내의 중간엽세포의 변형에 의한 혈관형성의 형태와

중간엽세포가 원시내피세포로 변형될 때 내피세포

에서 분비되는 vWf를 면역염색하여 혈관형성의 시

기를 밝히고자 하였다.

재료 및 방법

1. 실험동물

건강한 Sprague-Dawley계 흰쥐 암수 3쌍을 합사

시킨후 임신 및 출산시킨 후 각 연령에 따라 신생흰

쥐 21마리를 출생 제1일부터 제7일까지 7그룹의 실

험군으로 나누고 각 실험군에 신생흰쥐 3마리를 배

정하였다.

2. 실험동물 처치

각군에 배치된 신생흰쥐를 희생시켜 심장조직을

절취하여 14~20 µm 두께의 동결절편을 제작하였다.

3. 면역조직화학염색

14 µm 두께의 동결절편을 실온에서 30분 건조시

킨 뒤, phosphate buffered saline (PBS, pH 7.4)에 세

척하고, 0.1% glutaraldehyde-4% paraformaldehyde

용액에 30분 동안 고정하였다. PBS로 20분간 세척

한 뒤 3% 과산화수소가 들어있는 메탄올 혼합용액에

5분간 처리하였다. PBS로 세척하고, blocking 용액으

로 37�C에서 1시간 처리하였고, 일차항체 goat anti-

von Willerbrand factor (Santa Cruz Biotechnology,

USA)를 1 : 50으로 희석하여 4�C에서 하룻밤 동안

반응시켰다. 이차항체 biotinylatedrabbit anti-goat IgG

(Vector Lab., USA)를 실온에서 40분, ABC 용액(Ve-

ctor)을 실온에서 30분 반응시킨 뒤, DAB kit (Vec-

tor)를 이용하여 발색시킨 다음 1% methyl green 용

액으로 대조염색 후 광학현미경으로 관찰하였다. 일

차항체를 제외한 반응액으로 음성대조염색을 시행

하여 면역반응의 특이성을 확인하였다.

결 과

1. 대조군

흰쥐 심장에서 vWf의 면역반응은 심실의 심장 속

막과 심장근육층의 세포밖바탕질(extracellular mat-

rix, ECM)에서 중등도로 관찰되었고, 심장바깥막과

바깥막 아래층의 세포밖바탕질에도 중등도로 관찰

되었으며, 심장의 바깥막에 분포되어 있는 혈관의

주위는 강하게 관찰되었다(Fig. 1).

2. 음성대조군

출생 제2일군의 흰쥐 심장에서 심실의 근육층에

서는 근육세포가 균일하게 분포되어 있으며 1차 항

체를 제외하고 반응시켰을때 vWf의 면역반응이 전

혀 나타나지 않았다(Fig. 2).

3. 실험군

출생 제1일군의 흰쥐 심장의 심실벽에서 vWF의

면역반응은 심장속막 및 심장바깥막에서 모두 중등

도로 나타났고 심장근육층에서는 미약한 반응을 나

타내었다(Fig. 3). 출생 제2일군의 심장의 심실조직

에서는 심장속막과 심장바깥막에서 vWf 면역반응이
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중등도의 반응이 나타났고 심장근육층의 세포밖바

탕질에서는 약하게 나타났으며, 포도송이 모양의 세

포사슬(cell chain)이 소수 관찰되었다(Fig. 4). 출생

제4일군의 흰쥐 심장의 심실근육층에서는 다수의 세

포사슬이 관찰되고 세포밖바탕질에는 중등도의 vWf

면역반응이 관찰되었다(Fig. 5). 출생 제7일의 흰쥐

심장에서는 심장근육층에 다수의 작은혈관이 관찰되

었으며 작은혈관 주위의 혈관내피세포와 세포밖바탕

질에 중등도의 vWf 면역반응이 관찰되었다. 이때 심

장바깥막과 심장속막에서도 중등도 반응을 나타내었

다(Fig. 6).

고 찰

많은 학자들은 vWf가 혈관의 내피세포와 골수내

큰핵세포가 합성하여 분비하는 물질이라고 여러 종

류의 동물 실험을 통하여 증명하였다. 특히 Meyer

등(1990)은 혈관중에서도 정맥의 내피세포에서 동맥

의 내피세포보다 더 많은 vWf를 합성한다고 주장하

였다. Zanetta 등은 vWf는 내피세포에서 합성됨으로

혈관을 구분하는 데 주요한 요소로 활용할 수 있다

고 하였다. 이것을 이용해 종양의 증식도 판별할 수

있다고 하였다. Rei-nders 등(1988)은 사람의 배꼽정

맥을 배양하여 vWf의 분비와 저장에 대한 연구를

하였다. vWf를 내피세포의 진탕조직(homogenates)

에서 분리하여 면역염색으로 확인하였다고 주장하였

다. 이 염색현상은 정상적인 내피세포의 Weibel-Pal-

ade bodies의 것과 비슷하다고 보고하였다. 내피세포

는 완전 생물학적으로 활성화된 vWf를 저장하고 있

고, 저장과립의 크기와 수는 phorbol ester에 폭로되

었을때 더욱 증가된다고 하였다. Gebrane-Younes

등(1988) 그리고 Sugimoto와 Miyata (2002)는 vWf

는 내피세포 외에 골수의 거대핵세포에서 합성되고

혈소판의 α 과립에 분포되며, α 과립은 Weibel-Pa-

lade 소체가 진화된 과립인 것 같다고 하였다. Bona

(1989)는 von Willebrand disease는 vWf의 정량 및

정성적인 불량에서 기인된다고 하였다. Morange

등(2004)은 내피세포의 표식자로 내피세포가 분비하

는 tissue factor pathway inhibitor, vWf 및 thrombom-

odulin 등을 지적한 바 있다. 특히 vWf의 혈장내 수

치는 관상동맥 질병의 위험요소의 하나로 매우 중요

하다고 하였다. Meyers 등(1990)은 면역조직학적 방

법으로 정상적인 개와 Doberman pincher 개의 혈관

내 vWf의 분포를 관찰한 결과 정맥, 소정맥, 소동맥

등의 내피세포에서 나타난다고 하였다.

Zanetta 등(2000)은 vWf는 내피세포가 합성하는

당단백의 일종으로 조직에서 혈관을 구분하는 데 주

요한 요소로 활용한다고 하였다. 종양조직에서 혈관

의 밀도는 충실성종양에서 예후인자로 이용되는 것

은 아니지만 vWf의 mRNA 측정으로 혈관형성을 찾

아낼수 있다고 하였다. 따라서 종양에서 vWf mRNA

의 양은 내피세포활성의 측정에 이용될 수 있다고

하였고, 이 방법의 신속성, 목적성, 감각성과 특수성

은 혈관에서 일어나는 보다 급진적이고 높은 분화를

보이는 종양을 판별해내는 기본적이고 일상적인 적

용이 될 수 있다고 하였다. Wu 등(1987)은 젊고 정

상적인 돼지의 폐동맥, 아래대정맥, 가슴대동맥 등에

서 채취한 내피세포에서 vWf의 분포상태를 관찰한

결과 폐동맥의 내피세포에서는 관찰할 수 있으나 아

래대정맥과 가슴대동맥의 내피세포에서는 관찰할 수

없었다고 하였다. Rand 등(1987)은 돼지의 혈관내

내피세포내에 vWf의 분포는 혈관에 따라 다르게 나

타난다고 하였다. vWf는 건강하고 정상적인 혈관에

도 모두 분포되는 것은 아니고, 폐정맥을 제외하고는

정맥에 지속적으로 분포하고 동맥에서는 폐동맥, 가

슴대동맥의 맥관벽혈관 그리고 배대동맥의 끝부분을

제외하고는 분포되지 않는다고 하였다.

Denis (2002)는 vWf는 혈장단백질이며 2가지 주

요기능이 있다고 하였다. 그 하나는 손상된 혈관벽에

혈소판응집을 조절하고, coagulation factor VIII를 수

송하거나 보호하며, 내피세포에서 vWf는 자신의 저

장과립인 Weibel-Palade 소체를 직접 형성할 뿐 아

니라 다른 단백질에 직접 동반하는 분자로서 활동한

다고 하였고, 내피의 자극으로 Weibel-Palade 소체는

원형질막으로 이동되고 이것의 내용물은 plasma mil-

lieu로 분비되고, vWf의 발현은 유전적 혹은 환경적

인 요소에 의해서 여러 가지 다른 수위에서 조절될

수 있다고 하였다

Cho와 Ouriel (1995)은 동맥과 정맥에서 일어나는
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혈액응고에는 차이점이 있으며 임상적인 증거도 있

다고 하였다. 혈전의 형성은 방사선을 표시한 혈소판

과 fibrin 침적에 의해 알 수 있으며, 이때 vWf의 역

할은 항-vWf 항체로 효과를 억제하여 알 수 있다

고 하였다. 

Kumagai 등 (2004)은 심방세동 (atrial fibrillation)

환자의 심장속막에는 vWf가 증가되어 있다고 하였

다. vWf의 심장속막에 과다출현은 심장질병이 일어

나는 것과 연관되어 심방세동의 혈전초발(thrombotic

predirection)에 연관이 있는 심방의 구조적 재구성

(atrial structural remodeling)의 과정에서 관찰된다고

하였다.

Baruch 등(2002)은 vWf가 급성 및 만성 간질환

환자의 혈장에 높은 수치를 보이지만, vWf가 간의

손상과 회복에 어떠한 역할을 하는지는 알려져 있지

않다고 하였다. vWf의 혈장내 수치는 sham operation

과 70% partial hepatectomy 직후 최고 수준으로 증

가하고 vWf의 면역반응은 부분간절제후 4 시간내에

간의 굴모양혈관의 내피에서 나타난다고 하였다. 따

라서 굴모양혈관의 vWf 면역반응 증가는 조직재구

성(tissue remodeling)에서 어떤 역할을 하는 것으로

생각된다고 하였다. 

Reidy 등(1989)은 내독소를 처리한 쥐와 ballon-

injured 흰쥐에서 대동맥의 내피에서 vWf가 3배 증

가되는 것을, 내피세포의 과립세포질세망에서 면역반

응으로 증명하였다. 이들은 내피의 손상은 내피세포

내 vWf의 함량을 증가시킨다고 하였다.

한편 vWf는 큰핵세포에서도 합성분비되는데 이것

은 혈액응고에 직간접으로 관련이 있고 조직의 재구

성에도 관련이 있다고 하였다. Kumagai 등(2004)은

vWf가 심방세동시에도 증가되어 심방구조 재구성에

도 관련이 있다고 주장하였다. 

본 실험에서는 정상적인 실험동물인 SD계 흰쥐를

사용하였고, 신생흰쥐를 사용하였기 때문에 질병에

의한 vWf의 역할인 혈액응고와 조직의 재형성은 본

실험에서는 대상에서 제외되었고, 오직 혈관 형성시

내피세포에서 분비되는 vWf의 면역반응으로 흰쥐의

심실근육층에서 모세혈관을 관찰한 결과 심실근육층

의 세포밖 바탕질에 vWf 반응이 출생 제1일부터 나

타나기 시작하였고, 출생 제4일의 흰쥐의 심실근육

층에 혈섬과 작은혈관이 관찰되는데 이때 vWf의 면

역반응이 심장근육층에 고르게 관찰되는 바 vWf의

면역반응의 추적은 심장근육층의 모세혈관 혈성과

밀접한 관계가 있는 것으로 생각된다.
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Explanation of Figures

Fig. 1. Myocardium of control rat heart. Weak vWf immune-reactions are seen in endocardium and myocardium. Strong reactions are
seen at periphery of blood vessels and epicardium. Immune stain, ×100.

Fig. 2. Myocardium of day 2 neonatal rat heart. Numerous cells are seen. No vWf positive reactions are seen at extracellular matrix
(ECM) of ventricle and epicardium. Immune stain, ×100.

Fig. 3. Ventricle of day 1 neonatal rat heart. Weak immunoreactions of vWf are seen in myocardial ECM and moderate reactions at
endocardium and epicardium. Immune stain, ×100.

Fig. 4. Ventricle of day 2 neonatal rat heart. Moderate reactions of vWf are seen at endocardium and epicardium, but ECM of
myocardium shows weak reactions of vWf. A few primitive blood islands are seen. Immune stain, ×100.

Fig. 5. Myocardium of ventricles in day 4 neonatal rats. Numerous blood islands are seen in myocardium and moderate vWf
immunereactions are distributed in ECM of myocardium and epicardium. Immune stain, ×100.

Fig. 6. Ventricle of day 7 neonatal rat heart. A few slender primitive blood vessels are seen in myocardium. Moderate vWf immune-
reactions are seen at periphery of blood vessels, extracellular matrix and epicardium. Immune stain, ×100.
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Abstract

Distribution of von Willebrand Factor with Angiogenesis 
in Neonatal Rat Heart

Bang-Hun Lee1, Doo-Jin Paik, Won-Kyu Kim, Ho-Sam Chung

Departments of 1Internal Medicine, Anatomy and Cell Biology, College of Medicine, Hanyang University

To investigate the process of angiogenesis in the cardiac tissue of neonatal rats, the levels of von Willebrand factor

(vWf) produced by endothelial cells were observed. At days 1 to 7 after birth, whole heart obtained from neonatal rats

was frozen sectioned, stained with anti-vWf and biotinylated rabbit anti-goat IgG antibodies, followed by immunohi-

stochemical examinations. The results were as follows:

1. At day 1 after birth, extracellular matrix of endocardium and epicardium was stained with anti-vWf at the inter-

mediate level, but that of myocardium was at the low level.

2. At day 2 after birth, a few blood islands were detected. At day 4 after birth, blood island was formed in most parts

of heart and extracellular matrix was stained with ant-vWf at the intermediate level. 

3. At day 7 after birth, a few blood vessels were formed, and endothelial cells and extracellular matrix was stained

with ant-vWf at the intermediate level.

These results suggest that mesenchymal cells were differentiated to blood islands and myocardiac cells, which are

responsible for the distribution of vWf in extracellular matirx and for angiogenesis.

Key words : Neonate of rat, Angiogenesis, von Willebrand factor, Heart
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