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Abstract: Thromboxane A2 (TXA2) is one of major pro-

inflammatory mediators, plays an important role in the devel-

opment of vascular inflammatory diseases. TXA2 acting

through the thromboxane receptor regulates multiple path-

ways and genes in a variety of cells. In this study, we report

that the activation of thromboxane receptor with U46619

increases the interleukin-8 (IL-8) mRNA in vascular endothe-

lial cells. We also demonstrated that U46619 produces the acti-

vations of extracellular signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/2)

and p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK), which is

required for endothelial IL-8 production. And U46619 enhanced

mRNA stability of IL-8 transcripts in endothelial cells. More-

over, inhibition of ERK1/2 or p38MAPK reduced monocyte

adhesion to aortic endothelium stimulated by U46619. There-

fore, these results suggest that activation of thromboxane

receptor promotes the expression of IL-8 via ERK1/2 and

p38MAPK activation in endothelial cells.

Keywords: Thromboxane A2, Thromboxane receptor, Interleu-

kin-8, Vascular endothelial cells

1. 서론

혈관내피세포는 혈관벽을 둘러싸고 혈관의 항상성을 유지

하며, 혈류에서 면역세포들의 혈관외 유출을 조절하는데 중

요한 역할을 하고 있다 [1]. 혈관내피세포는 세포막에 ICAM-

1, VCAM-1, E-selectin과 같은 세포부착분자들의 발현을 증

가시켜 혈관염증을 유도하는 것으로 알려져 있다 [2]. 또한

염증과정동안 혈관내피세포의 투과도를 증가시켜 백혈구의

이동을 촉진함으로써 혈관외 조직으로의 백혈구 누출을 초래

한다고 한다 [3,4]. 그리고 혈관내피세포는 증식, 이동, 전이,

관형성 과정을 겪으면서 기존의 혈관에서 새로운 혈관을 생

성하는 혈관신생 (angiogenesis)에 관여하고 있다 [5]. 혈관신

생은 배아발생, 상처치유, 암형성과정에서 관찰이 된다. 특

히 병리적 혈관신생은 여러 가지 만성 염증질환의 발병과정

에서 관찰되고 있다 [6]. 이와 같이 혈관염증 및 혈관신생 과

정동안 사이토카인, 케모카인, 성장인자, 세포내 대사산물들

에 의해 매개되어 혈관내피세포의 기능장애 (endothelial

dysfucntion)를 초래하는 공통적인 특징을 가진다 [7,8].

Thromboxane A2 (TXA2)는 주된 아라키돈산 대사체로써 사

이클로옥시게나아제 (cyclooxygenase)와 트롬복산 합성효소

(thromboxane synthase)의 일련의 반응에 의해 생합성된 에이

코사노이드 대사체 (eicosanoid metabolite)이다 [9]. TXA2는

혈소판 응집, 혈관평활근 수축작용, 획득면역의 조절, 암세

포의 전이와 같은 여러 가지 생리·병리적 현상을 조절한다.

최근에는 TXA2가 혈관내피세포 기능의 생리·병리학적인

매개체로 최근 새롭게 주목받고 있다 [10]. TXA2는 혈관내

피세포막에 ICAM-1와 VCAM-1과 같은 염증성 막분자들의
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발현증가를 통해 백혈구의 혈관부착능을 증가시킨다 [11].

또한 TXA2는 혈관내피세포의 이동과 혈관신생능, 그리고

혈관투과성을 조절한다고 알려져 있다 [12-14]. 이러한 혈관

내피세포에서의 TXA2의 기능은 혈관내피세포막에 존재하

는 트롬복산 수용체 (thromboxane receptor, TP)를 통해 작용

한다. 트롬복산 수용체는 인간에서는 TPα과 TPβ, 두 가지

isoform을 가지고 있으며 이들의 활성이 죽상동맥경화증과

같은 혈관성 염증질환에 관여한다 [15,16]. 그리고 트롬복산

수용체의 발현 및 트롬복산 수용체의 리간드의 혈장 농도가

여러 가지 심혈관계 질환에서 증가되어 있다고 보고되고 있

다 [17,18].

Interleukin-8 (IL-8)는 호중구의 화학주성인자로 최초 보고

된 이후 백혈구를 비롯한 여러 종류의 세포들에서 분비된다

고 알려져 있다 [18]. 건강한 조직에서는 IL-8의 발현은 거의

발현을 보이지 않지만, tumor necrosis factor 또는 IL-1과 같

은 염증성 사이토카인, 세균성 또는 바이러스성 산물, 세포

외부자극들에 의해 빠르게 발현이 유도된다 [20]. 여러 가지

세포내 신호전달 경로를 통해 IL-8 전사 또는 mRNA 안정성

을 조절하면서 IL-8의 발현을 유도한다고 알려져 있다 [20].

혈관내피세포에서 IL-8의 기능은 혈관내피세포의 기능이상

을 초래하여 혈관염증, 혈관신생, 혈관투과성을 촉진한다고

한다 [21-23].

본 연구에서는 혈관내피세포에 U46619를 처리하여 트롬

복산 수용체를 활성화 시켰을 때 IL-8의 발현변화 및 그 발현

조절기전에 관하여 연구하였다.

2. 재료 및 방법

2.1. 실험재료

U46619, SB203580, SP600125, U0126, LY294002는 BIOMOL

(Plymouth Meeting, PA, USA)에서 구입하여 사용하였다.

Phospho-ERK1/2, ERK1/2, phosphor-Akt, Akt, phosph-eNOS,

eNOS 항체들은 New England Biolabs (Santa Cruz, CA, USA)

에서 구입하여 사용하였다. Anti-α-tubulin 항체는 Biogenex

(San Ramon, CA, USA)에서 구입하였다. Actinomycin D는

Sigma (St. Louis, MO, USA)에서 구매하여 사용하였다. 

2.2.세포배양

실험에 사용한 human microvascular endothelial cells

(HMECs)를 미국 CDC (Atlanta, GA)에서 획득하여 37oC,

95% 습도, 5% CO2 배양기에서 배양하였다. 세포는 10% FBS

(Invitrogen, Burlington, Ontario, Canada)에 1% antibiotics

(Hyclon, Logan, Utah, USA)와 1 µg/mL hydrocortisone

(Sigma, St Louis, MO, USA) 및 10 ng/mL hEGF (Invitrogen,

Gaithersburg, MD, USA)를 함유한 성장배지 MCDB

(Invitrogen, Gaithersburg, MD, USA)하에서 배양하면서 실험에

이용하였다. Human umbilical vein endothelial cells (HUVECs)

는 CLONECTICS (Walker Sville, MD, USA)에서 구매하여

5-8 세대 사이의 세포를 실험에 사용하였다. 0.2% gelatin

이 도말된 세포 배양 접시에 10% FBS가 함유된 EGM-2

(CLONTECTICS, Walker Sville, MD, USA) 성장 배지를 사

용하여 배양하였다.

2.3. 역전사-중합효소연쇄반응 (RT-PCR)

혈관내피세포에서 전체 RNA를 추출하기 위해 TRIzol

reagent kit (Invitrogen, Gaithersburg, MD, USA)를 이용하였다.

cDNA를 합성하기 위하여 3 µg의 total RNA를 사용하여 역전

사 반응을 시행하였으며, reverse transcription kit (Promega,

Madsion, Wl, USA)를 이용하였다. 합성된 cDNA를 β-actin

(sense: 5’-GACTACCTCATGAAGATC-3’antisense: 5’- GAT

CCACATCTGCTGGAA-3’)과 인간 IL-8 (sense: 5’- GAAGG

TGCAGTTTTGCCAAG-3’antisense: 5’-ACCCT CTGCACC

CAGTTTTC-3’) primer를 이용하여 중합효소연쇄반응 (PCR)

을 시행하였다.

2.4. 효소결합면역흡착분석법 

(Enzyme-linked immunosorbent assays: ELISA) 

혈관내피세포에 U46619를 12시간 동안 처리한 후 배양액을

수집하였다. 이 배양액을 4oC에서 원심 분리하여 상층액을 얻

었다. 효소결합면역흡착검사키트 (BioLegend, San Diego, CA,

USA) 및 포함된 제품 설명서에 의거하여 배양액에 분비된

IL-8 단백질의 농도를 측정하였다.

2.5. Western immunoblot analysis

수확한 세포를 2-3회 차가운 PBS로 세척한 후 세포용해 용

액 (40 mM Tris-Cl, 10 mM EDTA, 120 mM NaCl, 0.1% NP-

40 및 단백질 분해억제 시약)으로 용해시켰다. 각 단백질의

양은 BCA (Sigma, St Louis, MO, USA) 정량법으로 측정하

였다. 30 µg의 전체 단백질을 SDS-PAGE (poly acrylamide

gel electrophoresis)로 변성 분리하였고, 이를 nitrocellulose

membrane (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ,

USA) 막에 전이시켰다. Membrane의 blocking을 5% skim

milk가 함유된 PBS-T (PBS, 0.1% Tween 20) 용액으로 상온

에서 1시간 동안 실시한 후, 단백질의 발현을 측정하기 위

해 적절한 1차 항체를 4oC에서 16시간 동안 반응시켰다.

Horseradish peroxidase가 결합된 이차항체를 실온에서 1시간

반응시키고, 화학발광제 (ECL: Amersham PharmaciaBiotech,

Piscataway, NJ, USA)를 반응시킨 후 X-선 필름현상으로 단

백질 발현을 확인하였다.

2.6. Transient transfection and reporter gene analysis

일시적인 형질주입 (transient transfection)을 위해서, 혈관내

피세포를 24 well plate에 배양한 후 사람 IL-8 발현조절 영역

부위 (전사 시작부위 -416에서 +44 부위)를 pGL3- Basic

reporter vector (Promega, Madison, WI, USA)에 연결하여 제

작한 luciferase vector를 lipofectamine plus transfection 방법

을 이용하여 도입하였다. 형질주입 48시간 후 분석 키트
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(Promega, Madsion, WI, USA)를 사용하여 세포를 용해시키고,

luciferase vector의 활성을 luminometer (Tuner Biosystems,

Sunnyvale, CA, USA)를 사용하여 측정하였다.

2.7. 실시간 중합효소연쇄반응 (Real-time PCR)

정량적 Real-time PCR은 SYBR Green 방법에 의해 수행하였

다 (Light Cycler; Roche Applied Science, Penzberg, Germany).

PCR 반응 조건은 95oC에서 10분간 1주기, 변성 (denaturation)

반응은 95oC에서 10초, 결합 (annealing) 반응을 55oC에

서 5초, 중합 (extension) 반응을 72oC에서 7초간 30주기를 반

복하여 반응시켰다. 이어 melting curve program이 연속적인

형광 측정을 위해 적용되었다. 또한 Light Cycler software

program (version 4.0)을 이용하여 정량적 분석을 실시하였다.

2.8. Ex vivo 단핵구 부착법 (Ex vivo monocyte adhesion assay) 

6주령 된 수컷 Sprague-Dawley 쥐는 샘타코 (Seoul, Korea)에

서 구매하여 사용하였다. 쥐에서 분리한 대동맥을 세로로 자

르고 배양배지에 U46619 또는 신호전달경로 저해제를 함께

처리하여 16시간 배양하였다. 그 후 U46619와 배양된 대

동맥은 Calcein-AM (Sigma)으로 형광 염색된 1 × 106개의 단

핵구와 함께 30분 동안 다시 배양되었다. 배양 후 부착되지

않은 단핵구는 씻어 없애고 부착된 단핵구는 형광 현미경

(Nikon)으로 관찰하여 계수하였다.

2.9. 통계처리 

본 실험에 대한 실험결과는 세 번 실험하여 얻어진 평균치 및

표준편차를 나타내었고 그룹간의 통계적 차이는 Student’s t-

test를 이용하여 분석하였다. 대조군과 비교하여 P값이 0.01

미만일 때를 통계적으로 유의성이 있다고 판정하였다.

3. 결과 및 고찰

3.1. 트롬복산 수용체 효능제가 혈관내피세포의 IL-8 발현

에 미치는 영향

트롬복산 수용체 효능제 (agonist)인 U46619가 사람 혈관내

피세포주 HMEC의 발현에 어떠한 영향을 미치는지를 관찰

하기 위해 U46619를 농도별로 처리하여 IL-8의 mRNA 발현

을 RT-PCR법으로 조사하였다. 그 결과, Fig. 1(a)에서 보는

바와 같이 U46619를 1 µM, 10 µM, 30 µM로 2시간 처리하였

을 때, IL-8의 mRNA의 발현이 증가되고 있음을 확인하였다.

3.2. 세포내 신호전달 인산화효소 저해제가 트롬복산 수용

체 효능제가 유도하는 IL-8 mRNA 발현에 미치는 영향

트롬복산 수용체 효능제가 여러 가지 세포에서 extracellular-

signal-regulated kinase (ERK1/2)와 c-Jun N-terminal kinase

(JNK)를 포함하는 mitogen-activated protein kinases (MAPKs)

와 phosphatidylinositol 3-kinase (PI-3K)의 활성을 증가시킨

다 [24,25]. 따라서 여러 가지 특이적 신호전달 인산화효소의

저해제들이 U46619가 유도하는 IL-8의 발현에 어떠한 영향

을 미치는지를 조사하였다. MEK 특이적 저해제인 U0126 또

는 p38MAPK의 선택적 저해제인 SB203580를 HMEC에 전

처리하였을 때 U46619가 유도하는 IL-8의 발현이 60%까지

감소하였다. 그리고 PI-3K 저해제인 LY294002를 전 처리하

였을 때는 U46619가 유도하는 IL-8의 발현에 영향을 끼쳤다.

그러나 JNK 저해제인 SP600125를 처리한 경우에는 효과를

보이지 않았다 (Fig. 1(b)).

3.3. 트롬복산 수용체 작용제가 혈관내피세포의 신호전달

인산화효소의 활성에 미치는 영향 

U46619가 혈관내피세포에서 ERK1/2, p38MAPK, Akt의 활

성을 자극하는지를 조사하였다. Fig. 2(a)에서 보는 바와 같

이 U46619는 ERK1/2와 p38MAPK의 인산화를 유도하였으

나, Akt의 인산화는 관찰되지 않았다. 이는 ERK1/2,

p38MAPK, Akt의 인산화형을 감지할 수 있는 각각의 특정

항체를 이용한 Western blot 법으로 확인하였다. U46619 처

리는 혈관내피세포의 ERK1/2의 인산화를 시간 의존적으로

증가시켰으며 30분에서 최대효과를 보였다. 그리고 p38MAPK

의 인산화는 U46619로 혈관내피세포를 자극을 준지 10분만

에 현격한 증가양상을 보였다 (Fig. 2(b)). 혈관내피세포막에

존재하는 TXA2 수용체의 isoform의 종류는 α isoform과 β

isoform이 존재한다고 알려져 있다 [15,16]. 트롬복산 수용체

작용제가 혈관내피세포를 자극하여 IL-8 발현 및 ERK1/2와

p38 신호전달 경로를 활성화 시킬 때 어떠한 종류의 막 수용

체의 isoform이 작용하는 지에 대한 연구는 추가적인 실험을

통해 규명해 낼 필요가 있을 것으로 생각된다.

Fig. 1. Effect of U46619 on the expression of IL-8 mRNA. (a)

HMECs were treated with U46619 with indicated concentrations

for 2 h. Total RNAs were isolated and then analyzed by RT-PCR

using specific primers to human IL-8. β-actin served as an internal

control. (b) HMECs were pretreated for 1 h with or without 2 µM

of SB203580, SP600125, U0126, or LY294002 prior to stimula-

tion with U46619 (1 µM). Total RNAs were isolated and then ana-

lyzed by RT-PCR using specific primers to human IL-8. β-actin

served as an internal control. *P < 0.01 as compared with control;
#P < 0.01 compared to U46619.
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3.4. ERK1/2와 p38MAPK 신호전달이 트롬복산 수용체

효능제가 유도하는 IL-8 단백질 분비에 미치는 영향

앞서 트롬복산 수용체 작용제가 ERK1/2와 p38MAPK의 활

성을 증가시킴을 확인하였다. 따라서 트롬복산 수용체 작용

제가 유도하는 IL-8 단백질 분비에 ERK1/2와 p38MAPK의

저해제가 어떠한 영향을 미치는지 조사하였다. Fig. 3(a)에서

보는 바와 같이 SB203580 또는 U0126가 U46619가 유도하

는 IL-8 단백질분비를 감소시키고 있음을 확인하였다. 예전

보고에서 혈관내피세포에서 트롬복산 수용체 작용제가 IL-8

의 프로모터에 존재하는 NF-B 전사인자의 활성화를 촉진시

킨다고 알려져 있다 [14]. 따라서 U46619가 유도하는 NF-κB

활성에 ERK1/2 또는 p38MAPK이 상위 조절자로써 작용하

는 지 알아보기 위해 NF-κB luciferase 리포터 벡터를 혈관내

피세포에 주입하여 관찰하였다. 보고된 바와 같이 U46619를

혈관내피세포에 처리하였을 때는 NF-κB luciferase 활성이 증

가되어 있었다. 하지만 SB203580 또는 U0126 전처리 했을

경우에도 U46619가 유도하는 NF-κB활성에는 영향을 미치

지 않았다 (Fig. 3(b)).

3.5. 트롬복산 수용체 효능제가 IL-8 mRNA 안정화에 미

치는 영향

IL-8 유전자는 mRNA 전사수준과 mRNA 안정화의 전사후

수준에서 조절된다고 한다 [20,26]. 따라서 트롬복산 수용체

효능제가 IL-8 mRNA의 안정화에 영향을 주는 지를 전사억

제제인 actinomycin D (ActD)를 이용하여 IL-8 mRNA 감쇠

를 조사하였다. U46619를 HMEC에 1시간 동안 처리하고

ActD를 첨가한 후 RNA를 시간별로 분리하여 IL-8의 발현을

조사하였다. Fig. 4(a)에서 보는 바와 같이 ActD가 존재하는

조건에서 U46619가 처리되어 있을 때 ActD만 처리되어있을

때 보다 IL-8 mRNA 수준이 천천히 감소되었다. IL-8 mRNA

의 반감기를 real-time RT-PCR 분석법에 의해 정량화하였다.

대조군의 IL-8 mRNA 반감기는 1시간 미만이었으나,

U46619를 처리한 세포에서는 IL-8 mRNA 반감기가 3배이상

늘어났다 (Fig. 4(b)). 따라서 U46619가 IL-8 mRNA 안정화

를 증가시킴을 알 수 있었다. 다음으로는 IL-8 mRNA 안정화

를 조절하는 신호전달 경로를 알아보기 위해 ERK1/2 저해제

(U0126) 또는 p38MAPK의 저해제 (SB203580)를 전처리 하

였다. SB203580은 IL-8 mRNA의 반감기를 약 40분으로 떨

어 뜨렸고, U0126를 처리한 군에서는 IL-8 mRNA 반감기를

1시간으로 낮췄다. 이들 결과는 p38MAPK 또는 ERK1/2 경

Fig. 2. Effect of U46619 on the activation of ERK1/2 and

p38MAPK. (a) HMECs were treated with U46619 (2 µM) for the

indicated times. Western blots were probed with anti-phospho-p38,

anti-p38, anti- phospho-ERK1/2, anti-ERK1/2, anti-phospho-AKT,

and anti-AKT antibodies. α-tubulin served as the loading control.

(b) The panel showed densitometric analysis assessing relative pro-

tein expression levels in at least three times independent experi-

ments. The density of the control bands (untreated) was set to 100 %.
*P < 0.01 as compared with control.

Fig. 3. Effect of ERK1/2 and p38MAPK signaling on U46619-

induced IL-8 production. (a) HMECs were pretreated with or with-

out SB203580 (2 µM) or U0126 (2 µM) for 1 h. After stimulation

with U46619 (1 µM) for 12 h, the production of IL-8 protein was

assayed by ELISA. (b) HMECs were transiently transfected with

NF-B-dependent luciferase reporter construct and incubated with or

without 2 µM of SB203580 and U0126 in the presence of U46619

(1 µM) for 12 h. Data is the mean ± SE of triplicate experiments

relative to the luciferase light units in untreated cells (set at 100%).
*P < 0.01 as compared with control; #P < 0.01 compared to U46619.

Fig. 4. Stabilization of IL-8 mRNA by U46619 in endothelial

cells. HMECs were pretreated with U46619 (1 µM) for 1 h and

then stimulated with or without U46619 (1 µM) maintained in fresh

medium containing 5 µg/mL ActD. (a) Total RNAs were isolated

and then analyzed by RT-PCR using specific primers to human IL-

8. β-actin served as an internal control. (b) Using real-time RT-

PCR, we also quantified the expression levels of human IL-8

mRNA. The expression level of control (untreated) was set to 100,

and the values are normalized to β-actin mRNA levels. (c) Cells

were treated with U46619 in either in the presence or absence of

SB203580 or U0126, and the IL-8 mRNA stability were deter-

mined after addition of ActD.
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로를 통해 IL-8 mRNA 안정화를 조절하는 것으로 여겨진다.

이와 같이 트롬복산 수용체 효능제는 혈관내피세포에서

NF-B 활성을 통해 IL-8 mRNA 전사조절을 하며 [14], ERK1/

2와 p38MAPK 경로를 통해 IL-8 mRNA 전사후 조절이 이루

어짐을 알 수 있다. 특히 p38MAPK 경로를 통해 MAPK-

activated protein kinase-2 (MK2)을 활성화시킴으로써 IL-8의

전사 후 수준에서의 조절됨이 잘 알려져 있다 [27]. 향후 혈

관내피세포에서 트롬복산 수용체 효능제의 활성화에 따른

MK2의 활성 조절여부는 추가적인 연구가 필요할 것이다.

3.6. 트롬복산 수용체 효능제가 유도한 혈관염증과정에서

ERK1/2 및 p38MAPK 신호전달 경로의 관련성 

혈관염증 과정동안 단핵구는 활성화된 혈관내피세포에 모

여들고 굴러가서 빠져나가게 된다. 이 과정에 혈관내피세포

는 IL-8 등에 의해 비정상적인 활성화 과정을 겪게 된다 [28].

이와 같이 IL-8는 단핵구가 혈관내피세포에 부착되는 혈관

염증의 강력한 매개체로 잘 알려져 있다 [29]. 또한 외부자극

에 의해 증가된 TXA2를 통해 ex vivo 대동맥에서 IL-8 발현

이 증가되어 있음이 보고되어 있다 [30]. 따라서 트롬복산 수

용체 효능제가 유도한 혈관염증과정에 ERK1/2 및 p38MAPK

신호전달 경로가 관여하고 있는지 조사하기 위해 ERK1/2와

p38MAPK의 저해제를 쥐에서 분리해낸 대동맥에 처리하여

단핵구와 대동맥의 부착정도를 관찰하였다. Fig. 5에서 보는

바와 같이 SB203580 또는 U0126가 전처리된 대동맥에서는

U46619가 유도하는 단핵구와 대동맥의 부착능을 저해시키

고 있음을 확인하였다. 향후 U46619가 유도하는 혈관염증에

관한 추가적인 실험을 통하여 IL-8 분비에 의한 ICAM-1,

VCAM-1 같은 세포부착인자와의 상관관계를 규명해 낼 필

요가 있을 것으로 생각된다.

4. 결론

트롬복산 수용체 작용제가 혈관내피세포의 IL-8의 발현 및

발현조절 기전을 관찰한 결과 다음과 같은 결론을 얻었다. 

① 트롬복산 수용체 작용제 U46619는 혈관내피세포에서

IL-8 mRNA 발현을 증가시킨다.

② U46619가 혈관내피세포에서 ERK1/2 및 p38MAPK8

의 활성을 촉진시킨다.

③ U46619가 유도하는 IL-8 단백질 분비를 ERK1/2와

p38MAPK 신호전달 경로가 매개한다.

④ U46619가 IL-8 mRNA 안정화를 증가시키며, 이를

ERK1/2와 p38MAPK 신호전달 경로가 관여한다.

⑤ U46619가 유도하는 염증세포와 혈관내피세포 사이의

부착능을 ERK1/2와 p38MAPK 저해제가 감소시킨다.

이상의 결과로 트롬복산 수용체 작용제가 ERK1/2와

p38MAPK 신호전달 경로를 통해 IL-8 mRNA 발현 및 분비

를 유도하고, 이를 통해 혈관염증을 조절하고 있음을 알 수

있다. 따라서 트롬복산 수용체 조절 약물 및 TXA2 분비 제어

약물의 개발은 향후 혈관염증 치료제로 활용될 가능성이 높

을 것으로 생각된다.
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