
서 론

혈액뇌장벽(blood-brain barrier, BBB)을 통한 용

질이동의 조절기능은 내피세포 사이에 있는 치밀이

음부(tight junction)를 형성하는 단백질들의 양 및

구조적 통합성과 밀접한 관계가 있다 (Bolton 등

1998, Mark와 Davis 2002).

뇌의 항상성과 낮은 물질투과도를 유지하는 치밀

이음부는 두 개의 integral protein (occludin과 clau-

din-1), membrane-associated guanylate kinase

(MAGUK family) 인 zonula occluden-1 (ZO-1), ZO

-2과 ZO-3, cingulin, 그리고 7H6 등으로 형성된다

(Furuse 등 1998, Mitic과 Anderson 1998, Martin-

Padura 등 1998). 이 치밀이음부복합체는 세포골격

인 actin 에 연결된다(Mark와 Davis 2002). 표피와는

달리 내피세포의 치밀이음부는 다양한 요소에 매우

민감하다(Kniesel과 Wolburg 2000).

치밀이음부의 기능을 조절하는 신호전달체계는

G-proteins, serine, threonine, 그리고 tyrosine kinase,

extra 및 세포내 calcium level, cAMP level, protease,

그리고 TNF alpha 등을 포함한다. 이들 신호전달체

계는 혈액뇌장벽을 특징짓는 세포골격을 조절한다

(Kniesel과 Wolburg 2000). HUVEC을 이용한 실험

에서 H2O2 투여시 extracellularly regulated kinase

(ERK1/ERK2)를 통한 신호전달경로로 용질투과성

이 증가하며, 이는 또한 occludin 의 변화에 의한다

(Kevil 등 2000). 

허혈성 뇌질환을 일으키는 손상으로 인해 부종과

BBB의 투과기능에 장애가 생길 뿐만 아니라 신경

세포와 아교세포들이 손상을 입으며, 더욱이 저산소

기에 손상이 일어나면 산소에서 기원한 free radical

이 최소한 재관류시에 일어나는 손상의 한 원인일
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수도 있다(Horikawa 등 2001).  BBB를 통한 용질이

동의 유지와 조절기능은 내피세포 사이에 있는 치

밀이음부 단백질들의 양과 구조적 통합성과 밀접한

관계가 있다(Mark와 Davis, 2002).

위에서 제시된 여러 연구결과를 바탕으로 볼 때,

내피세포에서 치밀이음부의 역할은 매우 중요하며,

다양한 환경에서 이것을 구성하는 단백질들의 변화

가 일어나는 것이 밝혀지고 있다. 그러므로 혈액뇌

장벽의 내피세포에서 치밀이음부를 구성하는 주요

단백질 중의 하나인 ZO-1도 여러 조건에서 기능

또는 분포의 변화가 있을 것으로 생각된다. 

이 연구에서는 소의 뇌에서 배양된 혈액뇌장벽의

내피세포에서 활성산소의 일종인 H2O2에 의해 일어

나는 치밀이음부의 기능 및 ZO-1 단백질의 변화를

관찰하였다. 

재료 및 방법

1. 소의 뇌 미세혈관 내피세포의 분리와 배양

도살장에서 갓 도살한 신선한 소의 뇌를 구입하

여 ice-cold MEM (pH 7.4)에 넣어 실험실로 운반하

여 뇌수막과 뇌표면의 미세한 혈관들을 제거한 후,

대뇌겉질만을 실험재료로 삼았다. 무균장치내에서

뇌겉질을 1~2 mm3의 크기로 세절한 후, 뇌 겉질에

dispase와 collagenase/dispase를 넣어 5시간 배양하

고, 50% percoll을 이용하여 최종적으로 혈액뇌장벽

을 구성하는 미세혈관 내피세포(bovine brain micro-

vessel endothelial cells, BBMECs)를 분리하였다

(Audus와 Borchardt 1987). 실험목적에 따라 cover

glass, 12 well plate 또는 Transwell (Corning)에 내피

세포를 배양하였다. 배양액은 3일째 바꾸어 주고, 이

후로는 이틀마다 바꿔 주었다. 실험일에 H2O2 10

µM, 100 µM, 1 mM, 5 mM을 투여하였다. 각 실험은

3 회를 각각 실시하였다. 

2. Transelectrical resistance (TER)의 관찰

혈액뇌장벽의 기능을 나타내는 이온의 투과도를

측정하기 위해 H2O2 투여 후 한 시간 간격으로 두

시간 동안 EVOM (World Precision) 으로 TER를 측

정하였다. 

3. 세포생존률

H2O2로 처리한 후의 BBMECs의 생존률은 Alam-

arBlue assay (Serotec)를 이용하여 확인하였다. H2O2

로 30분간 처리하고 10% AlamarBlue를 포함한

changing media로 바꿔준 후 4시간 동안 배양하면서

세포생존률을 측정하였다. Spectra MAX 340 (Mo-

lecular Devices)를 이용하여 570 nm에서 측정한

absorbance에서 Background absorbance (600 nm 에

서 측정) 빼었으며 생존률은 대조군 대비 %로 표현

하였다 (n = 3).

4. 공초점 레이저 주사현미경 관찰

Slide chamber (Nunk)에서 배양한 내피세포는 3%

paraformaldeyde (0.1 M PBS, 4�C)로 고정하고 면역

형광현미경 관찰을 위해 일차항체는 rabbit poly-

clonal anti-ZO-1 antibody를 사용하였다. 대조군에

서는 일차항체 대신 PBS를 사용하였다. 이차항체는

FITC conjugated goat anti-rabbit antibody (Zymed)

를 사용하였다. Slide chamber (Nunk)에서 배양한 내

피세포는 3% paraformaldehyde (0.01 M PBS)나 70%

ethanol에 10분간 고정하였고 PBS로 세척하고 0.1

% Triton X-100 (PBS)으로 세포막의 이동성을 증대

시켰다. Bovine serum albumin (BSA, 0.5 g/mL)으로

10분간 blocking한 후 일차항체(10 µg/mL)로 4�C

에서 12시간 반응시켰다. 그 후 다시 PBS로 세척하

고 FITC가 붙은 이차항체로 1시간 반응시키고 PBS

로 세척한 후 50% glycerol을 세포 위에 몇 방울 떨

어뜨리고 공초점 레이저 주사현미경(Zeiss, LSM-5

10 meta)으로 관찰하였다. 

5. Western blot

배양된 세포는 0.01 M PBS (0.2 mM phenylmethy-

lsulfonyl floride, 4�C)로 세척한 후, Complete mini

protease inhibitor (Boehringer Mannheim)를 넣은

lysis buffer (Triton/deoxycholate/SDS buffer, 0.2%
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SDS, 100 mM NaCl, 1% Triton-X 100, 0.5% deoxy-

cholic acid, 2 mM EDTA, 10 mM HEPES pH 7.5, 10

mM NaFl, 1 mM NaVO4, 1 mM benzamidine, 0.2 mM

phenylmethylsulfonyl floride)를 넣어 15분간 4�C에

서 처리하였다. 이후 cell scraper 모아 shaking 한 후

(1시간, 4�C), 원심분리하여(10,000 g) 상층액과 pellet

을 분리하여 -70�C에서 보관하였다. 

MicroBCA kit (Pierce)를 이용하여 단백질의 농도

를 정량하고 10% SDS polyacryamide gel로 전기영

동(4 g protein/lane)을 하였다. 젤은 PVDF membrane

에 전기이적한 후, blocking solution (5% milk, TBST)

에서 한 시간 처리하였다. Rabbit polyclonal anti-ZO

-1 antibody (1: 5000)로 1시간 반응시킨 후 TBST로

5분간 3번 세척하였다. HRP conjugated goat anti-

rabbit IgG antibody로 1시간 반응시킨 후, 다시

TBST로 5분간 3번 세척하였다. ECL plus kit (Amer-

sham)로 반응시킨 후, enhanced chemilucence met-

hod (ECL plus, Amersham)를 이용해 반응시켰다.

Intelligent Box II (Fugifilm)와 LAS-1000 Lite image

analysis software (Fugifilm)에서 PVDF membrane 을

관찰하였다. 밴드의 optical density는 Image Gauge

4.0 (Fugifilm)으로 측정하였다(n = 3). 결과는 대조군

대비 %로 나타내었다

6. 통계처리

자료는 평균±표준편차로 나타내었으며, 통계처리

는 Student’s t test로 유의성을 검정하였으며 유의수

준은 5%로 하였다.

결 과

1. TER 관찰

H2O2에 의한 전기저항의 변화를 BBMEC 단층배

양에서 측정하였다 (Fig. 1). 두 시간동안 대조군은

TER 값이 의미있는 변화를 보이지 않았다. H2O2를

투여한 실험군에서는 TER이 농도에 따라서, 그리고

시간의 경과에 따라서 유의하게 감소하는 양상을

보였다. 이 결과로 보아 H2O2의 농도가 높을수록, 그

리고 노출시간이 길수록 내피세포의 투과성이 증가

하는 것을 알 수 있었다. 
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Fig. 1. H2O2 mediated transendothelial electrical resistance
(TER, Ω cm2). Treatment of 5 mM H2O2 showed and
significant decrease in TER. Compared with control level,
lower doses of H2O2, 10 µM, 100 µM and 1 mM showed
gradual decrease with dose and time dependent manner.
The data values are represented as mean ±SD from n = 3
in each group. *: p⁄0.05.

Fig. 2. Percentage of viability of BBMECs after H2O2 treatment
assessed using AlamarBlue assay. Treatment of 5 mM
H2O2 showed significant decrease in viability. Compared
with control level, lower doses of H2O2, 10 µM, 100 µM
and 1 mM, did not affect the cell viability. The data
values are represented as mean ±SD from n = 3 in each
group. *: p⁄0.05.
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2. H2O2와 세포의 생존률

H2O2에 의한 TER의 감소가 BBMECs의 기능변

화에 의한 것인지 또는 세포사멸에 의한 것인지를

확인하기 AlamarBlue assay를 하여 세포생존률을

확인하였다. H2O2의 농도가 1 mM 이하일 때에는 세

포의 생존률이 대조군에 비해 유의한 차이를 보이지

않았다(Fig. 2). 그러나 5 mM의 농도로 처리했을 경

우 세포의 생존률은 대조군의 약 30% 정도로 크게

감소하여 있었다. 이 결과를 바탕으로 다음에 진행

되는 실험에서는 H2O2의 농도를 1 mM 이하를 사용

하였다. 

3. ZO-1의 Western blot

10 µM, 100 µM 그리고 1 mM H2O2에서 ZO-1 단

백질의 변화를 immunoblotting으로 관찰하였으나,

ZO-1 (220 kD) 단백질은 H2O2에 의해 특이한 변화

가 없었다(Fig. 3).

4. 공초점 레이저 주사현미경 관찰

BBMECs 단층 배양에서 H2O2에 의한 ZO-1의

분포의 변화를 면역형광염색을 통해 관찰하였다

(Fig. 4). 대조군에서 ZO-1은 내피세포의 주변부위,

즉 내피세포들이 인접하여 형성한 치밀이음부에서

연속적인 선으로 나타났다(Fig. 4a). 1 mM H2O2로 30

분간 처리한 후에는 ZO-1의 분포에 급격한 변화가

나타났다. 대조군에서 관찰되던 연속적인 선의 중간

중간이 단절되어 ZO-1이 감소되어 있었다(Fig. 4b). 
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Fig. 3. Effect of H2O2 on ZO-1 protein levels when treated with
H2O2 of 10 µM, 100 µM and 1 mM. Western blot analysis
showed the steady-state level of ZO-1. Densitometry
analysis of blots showed no statistical differences. The
data values are represented as mean ±SD from n = 3 in
each group. *: p⁄0.05.

Fig. 4. Immunofluorescence showing ZO-1 localization in bovine brain microvessel endothelial cells. 4a showed control staining for
ZO-1. 4b exhibits intermittent loss of ZO-1 at tight junctions after 30-min exposure of 1 mM H2O2.
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고 찰

뇌는 신체의 다른 부위와는 다른 매우 잘 조절된

환경 속에 놓여 있으며 이것은 혈액뇌장벽의 일정

한 조절기능에 의해 유지된다(Bottaro 등 1986). 모

세혈관의 내피세포가 혈액뇌장벽의 근간을 형성하

는 중요한 요소로서 이러한 기능의 중요한 부분은

내피세포 사이에 형성되는 치밀이음부에 의해 유지

된다(Bradbury 1993, Huber 등 2001). 따라서 이온과

용질이 혈액으로부터 뇌로 이동하는 것은 혈액뇌장

벽의 선택적 기능에 의해 제한된다(Rubin과 Staddon

1999). 

신체의 내피세포 뿐만 아니라 혈액뇌장벽을 구성

하는 내피세포에서 장벽으로서의 기능과 치밀이음

부와 연관된 단백질들의 구성에 관한 정확한 분자

생물학적 기전을 아직 밝혀지지 않고 있다. 허혈 및

재관류 그리고 백혈구를 매개로 한 염증은 H2O2 형

성과 미세혈관의 투과성의 변화를 수반한다(Parks

등 1984, Chaudhuri 2000, Horikawa 등 2001).

본 실험의 결과 H2O2에 의해 TER가 용량의존적

으로 감소하는 양상을 관찰할 수 있었다. 세포를

H2O2에 노출시켜 산화스트레스를 유도하는 것은 잘

알려진 방법으로, 높은 농도(250~1000 µM)에서는

내피세포에 손상이 초래되지만(Shimizu 등 1994),

적은 농도(121 µM)에서는 섬유아세포의 증식이 유

도되며(Burdon 등 1990), 내피세포에서는 혈관형성

이 유도되는 것으로(Yasuda 등 1999, Maulik과 Das

2002) 알려져 있다. 본 실험에서는 낮은 농도 (10

µM, 100 µM) 및 높은 농도(1 mM, 5 mM)에서 모두

TER가 감소하는 것으로 나타났으며, H2O2에 의한

TER의 감소는 투과성의 증가와 밀접하게 관계되어

있어서 in vivo나 in vitro에서 용질투과성이 증가하는

것으로 여겨진다(Lum 등 1992, Siflinger-Birnboim

등 1996, Kevil 등 2001). 이러한 보고들 중에서

oxidant를 매개로 하여 투과성이 증가하는 몇몇 신

호전달체계가 밝혀져 있으나 molecular target은 대

부분 밝혀져 있지 않다. 

H2O2에 의한 TER의 감소가 BBMECs의 기능변

화에 의한 것인지 또는 세포사멸에 의한 것인지를

알아보기 위하여 세포생존률을 확인하였다. H2O2의

농도가 1 mM 이하일 때에는 세포의 생존률은 대조

군에 비해 유의한 차이를 보이지 않았으나, 5 mM의

농도로 처리했을 경우 세포의 생존률은 대조군의

약 30% 정도로 크게 감소하였다. 이 결과를 바탕으

로 1 mM H2O2의 농도에서는 나타나는 투과성의 변

화는 세포사멸과는 관계없는 기능의 변화로 간주할

수 있었다. 

H2O2에 의해 내피세포에서 투과성이 증가하는 데

에는 내피세포 사이에 간격이 형성되고 actin이나

cadherin과 같은 단백질이 소실되기 때문인 것으로

알려져 있다 (Carbajal과 Schaeffer 1998, Kevil 등

1998). 또한 현재까지 H2O2가 직접적 ZO-1에 영향

을 끼치는 지는 알려져 있지 않다. 

이러한 배경을 근거로 본 실험에서는 H2O2를 투

여할 경우에 치밀이음부의 단백질인 ZO-1의 분포

의 변화를 면역형광염색을 통해 관찰하였다. 혈액뇌

장벽 내피세포에서 치밀이음부와 연관된 ZO-1은

H2O2에 의해 세포사이에서 감소되어 있었다. 그 양

상은 정상적으로 세포사이에 나타나는 형태가 H2O2

에 의해 그 연속성이 파괴되어 있었다. HUVEC에서

도 이와 유사한 양상으로 ZO-1의 분포의 변화가

나타난다(Kevil 등 2000).

면역형광염색의 결과를 근거로 보면, ZO-1은

H2O2에 의해 치밀이음부에서 부분적으로 사라졌으

며, 이 단백질이 사라진 세포사이는 바로 치밀이음

부가 소실된 부위에 일치하는 것으로 생각된다. 그

러므로 이 부위의 세포사이에 간격이 형성되고, 이

틈으로 용질의 자유로운 이동이 일어나 TER가 감

소하고 또한 투과성이 증가하는 것으로 생각할 수

있다. 

면역형광염색에서 H2O2에 의해 치밀이음부와 관

계된 ZO-1은 세포 접촉 부위에서 사라졌지만 wes-

tern blot을 한 결과 ZO-1의 총양에는 유의한 변화

가 없었다. ZO-1은 occludin에 직접 이어져 있으며

또한 actin에 연결된다 (Fanning 등 1998, Itoh 등

1999). H2O2에 의해 occludin과 ZO-1의 결합이 감

소되기 때문에(Kevil 등 2000), ZO-1이 원래의 장

소에서 세포속으로 유입되면서 다른 장소로 이동하

는 것으로 생각된다(Kevil 등 1998, 2000). 그러나
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세포질 내에서 ZO-1의 면역반응이 증가되지 않는

것으로 보아 ZO-1이 세포질 속에서 세포막을 따라

전반적으로 넓게 확산되면서 퍼져나가는 것을 배제

할 수 없다.

본 실험에서 얻은 결과로 볼 때, H2O2에 의해

ZO-1의 분포에 변화가 일어나며, 이와 연관되어 전

기저항이 감소하여 이온투과성이 증가한다. 그러나

이는 ZO-1의 소실에 의한 것이 아니며, ZO-1이

세포질 속에서 위치의 이동에 의한 것으로 생각된

다. ZO-1은 세포막에 인접한 부위에 한정되어 있으

며 단지 H2O2에 의해 세포막 근처에서 재분포가 일

어나 혈액뇌장벽 기능이 조절된다고 할 수 있다. 

H2O2를 포함한 활성산소종은 혈관 내피세포에서

MAP kinase 통해 각종 kinase와 전사인자를 조절하

여 단백질합성과 redox-sensitive gene에 영향을 미

치는 것으로 알려져 있다. 세포에 대한 다양한 스트

레스는 MAPK 활성의 변화를 유발하며, 이 변화는

MAPK family member나 세포유형에 따라 다르다.

그러므로 앞으로 혈액뇌장벽 내피세포가 스트레스

에 대해 MAPK 신호전달기전, 활성산소종에 반응하

는 신호전달체계, 그리고 활성산소종의 직접적인 표

적 분자를 밝혀내야 할 것이다. 최종적으로는 혈액

뇌장벽에서 활성산소종에 의해 조절되는 내피세포

의 기능을 밝혀 혈관이 관련된 뇌질환에 대한 치료

적 전략을 세워야 할 것이다. 
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Abstract
Oxidative Stress Induced--Expression Changes of

Zonular Occludens--1 in Tight Junction

Dongsuep Sohn1, Heesang Lee, Dajin Kim, Hyunhtaek Choi, Kumjeong Lee, Hyejin Cho, 
Sukjoong Kim, Jongchan Lee, Yoonhee Jeong, Sungsu Kim, Wonbok Lee, Kyungyong Kim

Department of Anatomy, Thoracic & 1Cardiovascular Surgery, College of Medicine, Chung-Ang University, 

The homeostasis of microenvironment in central nervous system, essential for normal function, is maintained by

blood-brain barrier (BBB). ZO-1 in tight junctions (TJs) plays an important role in maintaining BBB endothelial ion

and solute barriers. Malfunction of BBB by reactive oxygen species has been attributed to disruption of TJs. This study

examined H2O2 effects on paracellular permeability and changes in TJ protein ZO-1 using primary culture of bovine

brain microvessel endothelial cells. 

The BBB permeability,measured as TER, increased in a dose-and time-dependent manner when treated with H2O2

(0.01, 0.1, 1.0 mM). Cytotoxicity test revealed that H2O2 did not cause cell death below 1 mM H2O2 within 4 hr. H2O2

caused intermittent disruption and loss of ZO-1 at tight junctions, but ZO-1 maintained steady state levels of

expression. In conclusion, we report that H2O2 induces increased paracellular permeability of BBB that is accompanied

with alterations in localization of ZO-1. 

Key words : Oxidative stress, Blood-brain barrier, Tight junction, ZO-1
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