
- 162 -

원 저 대한뇌졸중학회지 제6권 제2호 2 0 0 4년 1 1월

VOLUME 6, NUMBER 2, November, 2004

서 론

허혈성 뇌졸중은죽상 경화성 혈전증, 심인성색전증 또

는 혈행 역학적 장애 등 다양한 기전에 의해 일어날 수 있

다. 많은 뇌졸중 환자들은 혈관 조영술 검사에서 두개 외

측 또는 내측 동맥의 죽상 경화증을 보인다. 죽상 경화증

은 죽상 경화반이 있는 부위에서의 혈전 폐색, 원위부 혈

전 색전증, 혈행 역학적 장애 등의 기전으로 뇌졸중을 유

발시킬 수 있다. 죽상 경화성 혈전증에 의한 뇌졸중 환자
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들은 심인성 색전증에 의한 뇌졸중보다 신경학적 장애가

경미하고 뇌경색의 크기도 보다 작은 것으로 보고 되었다

[1,2,3]. 죽상 경화성 혈관 협착에 의한 만성 뇌 혈류 저

하 때문에 측부 순환이 발달 된 것이 가능한 원인중의 하

나로제시되어 왔으나 그 기전은 아직정확하지 않다. 

대부분 살아있는 기관이 치사량에 미치지는 못하나 손

상을 주기에 충분한 환경의 변화에 노출되었을 때 그 다

음에 노출되는 환경에 또는 치사를 일으키기에 충분한 환

경 변화에 일시적인 내성을 갖는다[4]. 대뇌 허혈에서 허

혈 내성 (ischemic tolerance) 의 개념은 짧은 허혈성

자극이, 이후의 극심한 허혈성 조직 손상에 대한 저항을

초래한다는 개념으로 제시 되었다. 실험적으로도 이는 경

미한 전반적 대뇌 허혈뿐 아니라 짧고 반복적인 허혈성

자극이 선행할 경우 지속적인 중대뇌동맥 폐색 후 뇌경색

의 크기를 의미있게 줄이는 것으로 밝혀졌다[ 5 , 6 , 7 , 8 ] .

임상 연구에서 일과성 허혈 발작의 빈도가 많을수록 한차

례의 일과성 허혈 발작을 경험한 환자보다 더 좋은 회복

을 보였고 이는 임상 영역에서도 허혈성 내성의 존재를

시사하는 것이다[ 7 , 8 ] .

죽상 경화 혈전성 뇌졸중 환자들은 심인 색전성 뇌졸중

과 비교하여 폐색된 동맥의 근위부에 이전에 일과성 뇌허

혈 발작, 또는 임상적으로 의미 없는 경미한 뇌경색을 일

으켰거나 만성적으로 뇌 혈류 저하를 일으켰을 가능성이

있는 동맥 협착이 있는 경우가 많다. 그러므로, 의미있는

죽상 경화성 협착 또는 폐색이 있는 환자의 뇌조직이 이

전에 경미하거나 치사 직전의 허혈성 자극에 의해 미리

조건화 (preconditioning) 되었을 가능성이 있다. 많은

뇌졸중이 이러한 상태의 뇌조직에서 일어나는데 이는 아

마도 정상 조직에서 발생하는 뇌 동맥 폐색과는 다른 반

응을 보일 것이다. 그러한 뇌조직의 운명과 이러한 상황

에서의 세포적 반응은 아직 알려지지 않았다. 이제까지의

허혈성 뇌졸중의 동물 모델은 물리적으로 동맥을 폐쇄 시

키거나 동맥으로 혈관 밖에서 만들어진 혈전을 주입함으

로써 만들어왔다[9]. 이러한 동물 모델은 이전에 정상이

었던 동맥에서 혈관이 갑자기 막히는, 사람에 있어서 심

인 색전성 뇌졸중과 비슷한 모델이었다. 반면에 사람에서

종종 있을 수 있는 만성 뇌 혈류 저하 상태에서 급성으로

뇌경색을 만들었던 실험 모델은 없었다.

본 저자들은 죽상 경화성 혈전증 뇌졸중의 임상 양상을

관찰하면서 허혈 내성의 이론적 배경에 근거하여, 만성

뇌 혈류 저하가 그 다음에 따라오는 심한 허혈에 대하여

내성을 유도할 것으로 가정하였다. 이러한 가정을 검증하

기 위해, 2개의 잘 알려진 동물 모델인 나일론사 삽입을

통한 중대뇌동맥 폐색/재관류 모델과 치사 전단계의 혈류

저하를 유발하는 것으로 알려진 양측 경동맥 결찰 모델을

사용하였다[10,11,12,13,14]. 이러한 두 동물 모델을

순서적으로 적용하여 만성 뇌 혈류 저하 상태가 급성으로

국소적인 뇌허혈을 갖게 된 뇌조직에 미치는 영향을분석

하고자 하였다. 

대상 및 방법

1. 실험 동물

본 실험에서는 총 4 5마리의 250~340 그램의 웅성

자발성 고혈압 쥐 (spontaneous hypertensive rat)

를 사용하였다. 본 연구는 대한 의학회가 제정한 동물 실

험 지침에 근거하여 연세대학교 의과대학 실험 동물 위원

회로부터 윤리적 동물 실험임을 검증 받았다. 모든 동물

은 온도 ( 2 2 . 0±2 . 0도), 습도( 5 0±10%), 소음

(40~50 phon 이하), 조명( 1 2시간 명/암)이 자동적으

로 유지되고, 무균 음수 및 방사선 멸균 고형 사료가 공급

되며 미생물 모니터링을 실시하는 조건에서 사육하였다.

실험 동물은 수술 전날 밤부터 약 1 2시간 정도 물만 공급

하였으며 수술 후에는 물과 사료를 충분히 섭취할 수 있

게 하였다. 쥐를 5분간 5% isoflurane을 흡입하게하여

흡입 마취 유도한 후 2% isoflurane으로 유지 하면서

수술하였고 수술중 체온은 heating pad (Harvard

Apparauts, Holliston, MA, USA)를 이용하여 3 7 . 0

±0 . 5도 되도록 유지하였다.

2. 만성 뇌 혈류 저하의 유도

만성 뇌 혈류 저하는 이전에 많이 연구 되었던 양측 경

동맥 결찰을 통하여 유도하였다[12,14,15]. 자발성 고

혈압 쥐의 목부위 정중선에서 절개를 하고 양측 경동맥을

노출 시킨 후 5-0 블랙 실크사로 이중으로 결찰하였다.

위 실험(sham operation) 은 같은과정을 시행하되 결

찰은 시행하지 않았다. 경동맥 결찰과 위 실험을 한 양측

동물군은 4주동안 사육되었고 그 후 급성 국소 대뇌 허혈

을 위한실험모델의 전단계로 준비되었다.

3. 급성 국소 뇌 허혈과 재관류 유도

양측 경동맥 결찰과 위 실험을 한 동물들이 나일론사를

이용한 중대뇌동맥 폐색/재관류 모델을 위한 실험에 사용

되었다[16,17]. 즉, 쥐를 isoflurane 흡입 마취하에서

경부를 정중절개하여 경동맥을 노출시키고 내경 동맥과

외경동맥의 분지들과 외경동맥을 전기 소작 또는 결찰하

였다. 다음으로 양측 경동맥 결찰에 대한 위실험을 시행

한 동물군에서 좌측 총경동맥을 결찰한 후 내경동맥 기시

부에 작은 창을 내고 이 창을 통해 미리 화염을 이용하여

끝을 둥글게 한 뒤 poly-L-lysine (Sigma, St.Louis,

MO, USA) 으로 처리한 4-0 나일론 사 ( E t h i c o n ,

Edinburg, UK) 를 넣어 중대뇌동맥을 폐색하였다. 양

측 경동맥을 4주동안 결찰한 실험군에서는 그 상태에서

내경동맥 기시부에 작은 창을 내고 이 창을 통해 미리 화

염을 이용하여 끝을 둥글게 한 뒤 p o l y - L - l y s i n e

(Sigma, St.Louis, MO, USA)으로 처리한 4-0 나일론

사 (Ethicon, Edinburg, UK) 를넣어중대뇌동맥을 폐

색하였다. 이후 피부를 봉합하였으며 나일론 사의 끝은
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피부 바깥에 위치하도록 하였다. 수술이 끝난 후 실험동

물을 마취에서 깨운 다음 신경학적 장애의 유무를 관찰하

였다. 재관류는 isoflurane 흡입 마취하에서 피부 밖에

남겨져 있던 나일론 사를 조심스럽게 당겨서 실시하였다.

대조군의 경우는 나일론 사를 내경동맥 내에 넣었다가 곧

바로 제거하는 것 이외에 모든 마취와 수술 과정을 실험

군과 동일하게 진행하였으며 재관류 후 2시간, 3시간, 5

시간, 10시간, 18시간에희생하였다.

4. 운동 장애 검사

신경학적 진찰은 양측 경동맥 결찰또는 위 실험을 하고

4주간 사육한 후에 중대뇌동맥 폐색/재관류를 유도하여

실험쥐를 희생시키기 전에 시행되었다. 모든 쥐들을

Longa 점수 체계를 변형한 5 점 기준 점수체계로 평가하

였다[18]. 4 항목이 관찰되었고 동물이 신경학적 장애가

있을 때 각 항목에 1점을 주어 모두를 합산하였다. 꼬리

로 들어 올렸을 때 책상 모서리를 잡을 수 없으면 1점, 측

면 발을 완전히 내전 시킬 때 1점, 움직이려고 할 때 마비

방향으로 회전 동작을 취하면 1점, 가볍게 밀었을 때 옆

으로 넘어지면 1점을 주었다. 그러므로 최대 신경학적 장

애를 갖는 경우가 4점, 전혀 신경학적 장애를 갖지 않는

경우가 0점으로 기록되도록 하였다.

5. 조직 처리

중대뇌동맥 폐색/재관류를 시행한 후 u r e t h a n e을 복

강내로 주사하여 마취한 상태에서 peristaltic pump를

이용하여 헤파린이 섞인 차가운 생리식염수를 좌심실을

통해 관류함으로써 실험동물을 희생시켰고 적출한 뇌는

rat brain matrix를 통해 관상면으로부터 2 mm 두께

로 잘랐다. 

6. in situ nick translation (ISNT) study

이전연구에서 불완전한 DNA 분해를 세포손상의 표식

으로 해석하였고[17] 본 실험에서는 3 μm 파라핀 절편

에서 digoxigenin (DIG) dUTP의 결합을 DNA poly-

merase I에 의해 검출하였다. 중대뇌동맥 폐색이 유도된

본 모델에서 4번째 절편이 지속적인 가장 큰 뇌경색을 보

였으므로 4번째 파라핀 절편이 본 실험을 위해 사용되었

다[19]. 절편은 단계별 농도의 에탄올을 사용한 파라핀

제거 과정과 재수분 공급 과정을 거쳐 5분간 p r o-

teinase-K 처리하고 그후 DNA polymerase I

(Promega, Madison, WI, USA) 0.1 units/L 과 D I G

DNA labeling mixture (Boeringer Mannheim

Corp., Indianapolis, IN, USA)와 함께 t r a n s l a t i o n

buffer ([50 mmol/L Tris-HCL] ph7.5, 10mmol/L

M g S O4 and 50 g/ml BSA) 에서 3 7도로 6 0분간 항온

배양하였다. Phosphate buffered saline (PBS)로 세

척 후 절편은 horseradish peroxidase-conjugated

anti-DIG antibody (Boeringer Mannheim Corp.,

Indianapolis, IN, USA) 와 함께 3 0분간 항온 배양하

였다. 색깔은 diaminobenzidine (DAB) (Sigma, St.

Louis, MO, USA) 용액으로 발현시켰다. 양성 세포 수

는 실험군을 모르는 연구자에 의해 전체 뇌영역에서 측정

하였다. 

7. 통계 분석

Mann-Whitney U검정을통해두 군의신경학적 장애

의 차이를분석하였다. Wilcoxon 순위합 검정을 통해 두

군의 ISNT 양성 세포의 차이를 분석하였다. 값은 평균±

표준편차로 표시하였다. 유의수준은p < 0 . 0 5로 하였다. 

결 과

1. 신경학적 장애

운동장애 척도의 점수는 위 실험을 시행한 군에서의중

대뇌동맥 폐색 군에서( 2 . 5 7±0.51), 만성 뇌 혈류 저하

군에서 시행한 중대뇌동맥 폐색 군보다 ( 2 . 1 7±0 . 4 8 )

더 높았다(p=0.014).   

2. DNA 손상

양측경동맥 결찰을 하거나 위 실험을시행하고, 중대뇌

동맥을 폐색하지 않은 대조군의 뇌에서 거의 ISNT 양성

세포를 관찰 할 수 없었다. 위 실험을 한 군에서 유도한

중대뇌동맥 폐색/재관류 실험에서는 많은 ISNT 양성 세

포를 관찰하였고 (Fig. 1) 재관류 시간이 증가할수록 양

성 세포의 수는 증가하였다 (Fig. 2). 만성 뇌 혈류 저하

군에서 중대뇌동맥 폐색/재관류를 유도하였을 때

( 1 6 6 . 3 3±349.93) 만성 뇌 혈류 저하를 경험하지 않은

군에서 ( 1 1 3 2 . 0 8±1363.64) 보다 양성 세포의 수는

매우적었다 (Fig. 2)(p=0.0457). 

고 찰

본 실험에서는 양측경동맥 결찰로 유도된 만성뇌 혈류

저하가 급성으로 극심한 허혈이 발현될 경우 허혈성 손상

에 미치는 영향을 분석하고자 하였다. 손상된 D N A를 검

출함으로써 관찰한 허혈성 손상은 미리 양측 경동맥 결찰

을 유도한 경우 휠씬 적었음을 알 수 있었다. 이러한 소견

은 실험 동물에서 경미한 허혈 손상 또는 만성적인 치사

직전의 뇌 혈류 저하가 뒤따라 오는 극심한 허혈 손상에

대해 내성을 제공한다는 것을 시사한다. 본 실험에서 유

도한 양측 경동맥 결찰 모델은 이전에 많은 연구에서 뇌

혈류 저하를 유도하는 데 사용되었다 [ 1 1 , 1 3 ,

14,15,16]. 양측경동맥 결찰모델의 뇌 혈류는 2일째부

터 30~50% 저하가 되는 것으로 보고되었고 이는 주로

후두엽 피질, 백질, 미상핵, 흑색질에서는 4주후 까지도

의미있게 낮은 상태로 유지됨이 밝혀졌다[ 2 0 , 2 1 ,
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Figure 1. In situ nick translation (ISNT) study in the subjects that underwent middle cerebral artery occlusion for 2 hours/reperfusion
for 18 hours (MCAO/R). A, B were pretreated by bilateral common carotid artery ligation (BCAL), and C, D were sham-operated.
Many ISNT positive cells were observed in the ischemic core of the sham operated subjects in which focal ischemia was induced by
MCAO/R (A, C X100; B, D X400).

Figure 2. The number of in situ nick translation (ISNT) positive cells at the different time points of reperfusion following middle
cerebral artery occlusion for 2hours. A few ISNT positive cells were observed during the early time point of reperfusion in MCAO
subjects that were subjected to bilateral common carotid artery ligation (BCAL). As reperfusion time increased, the number of the
positive cells in MCAO subjects that underwent sham operation were markedly increased when compared with those that underwent
BCAL (O; occlusion, R; reperfusion).

A B

C D



22,23,24,25,26]. 이전 연구 결과에서 실험 쥐들의 일

부 소수가 양측 경동맥 결찰을 통해 죽었더라도, 살아있

는 쥐들의 뇌조직에서는 국소적인 뇌경색의 조직 변화 보

다는 시삭, 뇌량, 내포와 같은 특정 장소에서 백질 변화

또는 신경교의 반응이 관찰되었다[11,13,15, 20,24].

따라서 이제까지 양측 경동맥 결찰 동물 모델은 혈관성

치매의 연구를 위한 동물 모델로 주로 사용되었다

[11,13,15,20]. 본 실험에서 2개의 잘 알려진 동물 모

델을 순서적으로 적용한, 양측 경동맥 결찰 모델에서 중

대뇌동맥 폐색/재관류 모델을 유도한 것은 이제까지의 연

구에서 한번도 시도되지 않은 동물 모델이다. 이는 임상

에서 관찰하는 죽상 경화성 뇌졸중의 특성을 일부 가지고

있는 동물 모델로 생각할 수 있으며 이러한 상태에서의

세포 손상이 미리 선행된 혈류 저하 없이 갑자기 혈관이

폐색되는 동물에서의 세포 손상보다 더 적은 것을 밝힘으

로써 죽상 경화성 뇌졸중 환자에서 심인성 색전증 뇌졸중

환자보다 덜 심한 뇌졸중이 일어나는 현상을 실험적으로

일부증명할수 있었다. 

허혈성 자극에 대한 선행 조건화 (ischemic precon-

ditioning) 또는 허혈 내성 (ischemic tolerance) 이

란 손상을 줄 수 있는 어떤 종류의 자극이 손상의 역치에

근접하지만 그 이하의 강도를 가지고 적용되었을 때 뒤따

라 오는 허혈에 대해 내성을 갖는 경우에 일어나는 현상

이다[4,27,28,29]. 그러므로 본 연구의 결과는 뇌조직

이 만성 뇌 혈류 저하로 선행 조건화 되고 뒤따라 오는 허

혈에 대한 내성을 얻는 허혈성 내성이 유도된 것으로 생

각될 수 있다. 

많은뇌졸중이 의미있는 죽상경화성 협착또는큰 동맥

의 폐색 때문에 만성적으로 혈류 저하된 상태에서 발생됨

에도 불구하고 이러한 상태에서의 정확한 세포적, 혈관의

반응은 알려져 있지 않다. 이전의 연구에서 만성 뇌 혈류

저하가 미리 존재하는 측부 순환 동맥의 성장을 유도하고

(arteriogenesis) 새로운 모세혈관을 형성한다 ( a n g i o-

g e n e s i s )고 밝히고 있다[30,31,32]. 이는 큰 동맥의 폐

색은 서로 연결되어 있는 동맥을 통한 압력 차이의 변화

를 초래하고 궁극적으로 혈류 흐름을 재배치한다는 개념

으로 양측 경동맥 결찰을 경험한 쥐들에서 뇌는 후교통동

맥을 통하여 척추기저동맥 구조에 의해 혈류를 공급받게

되는것이다. 이전의Sparague-Dawley 쥐에서양측척

추 동맥을 폐색하고 하나의 경동맥을 폐색한 동물 모델

(3-vessel occlusion) 연구에서 측부 순환 동맥의 성장

( a r t e r i o g e n e s i s )이 유도됨이 실험적으로 밝혀졌다

[31]. 본 실험에서의 결과는 허혈 내성 이외에 아마도 이

러한 기전이 부분적으로 관여했을 가능성이 있으며 앞으

로 이에대한과학적입증이 필요할 것으로 생각된다. 

본 실험의 결과대로 서로 다른 환경에서의 뇌졸중은 세

포 손상에 있어 다른 결과를 갖게 되므로 사람에서 관찰

되는 뇌졸중의 다양한 기전을 각각 대표하는 특정 동물

모델이 필요할 것으로 사료된다. 각 기전에 따른 세포 반

응과 뇌조직에서의 변화, 분자 생물학적 반응에 대한 앞

으로의 연구가 뇌졸중의 다양한 기전을따라 개별화된 예

방과치료적 접근의 발전에기여할 것으로 생각된다. 
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