
Ⅰ. 서 론

신경재생을 위한 현재까지 가장 좋은 방법은 자가 신경이식이

나 공여부의 감각이상이나 제한된 신경공여길이 그리로 통증이

심한 신경종(neuroma)의 발생 등의 합병증이 발생하게 된다. 이

를극복하기위하여다양한조직공학적인방법이응용되어왔으
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Purpose : The essential triad for nerve regeneration is nerve conduit, supporting cell and neurotrophic factor. In order to improve
the peripheral nerve regeneration, we used polyglycolic acid(PGA) tube and brain-derived neurotrophic factor(BDNF) gene transfected
Schwann cells in sciatic nerve defects of SD rat. 

Materials and methods : Nerve conduits were made with PGA sheet and outer surface was coated with poly(lactic-co-glycolic acid)
for mechanical strength and control the resorption rate. The diameter of conduit was 1.8㎜ and the length was 17㎜. Schwann cells
were harvested from dorsal root ganglion(DRG) of SD rat aged 1 day. Schwann cells were cultured on the PGA sheet to test the bio-
compatibility adhesion of Schwann cell. Human BDNF gene was obtained from cDNA library and amplified using PCR. BDNF gene
was inserted into E1 deleted region of adenovirus shuttle vector, pAACCMVpARS. BDNF-adenovirus was multiplied in 293 cells and
purified. The BDNF-Adenovirus was then infected to the cultured Schwann cells. Left sciatic nerve of SD rat (250g weighing) was
exposed and 14㎜ defects were made. After bridging the defect with PGA conduit, culture medium(MEM), Schwann cells or BDNF-
Adenovirus infected Schwann cells were injected into the lumen of conduit, respectively. 12 weeks after operation, gait analysis for sci-
atic function index, electrophysiology and histomorphometry was performed. 

Results : Cultured Schwann cells were well adhered to PGA sheet. Sciatic index of BDNF transfected group was -53.66±13.43 which was the
best among three groups. The threshold of compound action potential was between 800 to 1000μA in experimental groups which is about 10
times higher than normal sciatic nerve. Conduction velocity and peak voltage of action potential of BDNF group was the highest among experi-
mental groups. The myelin thickness and axonal density of BDNF group was significantly greater than the other groups. 

Conclusion : BDNF gene transfected Schwann cells could regenerate the sciatic nerve gap(14㎜) of rat successfully. 
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며, 현재까지손상된신경의재생촉진은 3가지인자의복합적인

작용이가장효과적인것으로알려져있다. 그인자중첫째는절

단된 신경의 연결을 하는 도관이며, 둘째는 신경초의 성장을 도

와주는신경세포이며, 셋째로는신경성장인자이다1).

신경사이를 연결하는 도관은 신경의 재생에 있어서 필수적이

요건으로서 다양한 재료로서 발전 되어 왔다. 자가 신경에서부

터 자가 정맥2), 근육3,4), tendon5), 동종 신경 및 이종신경6) 등 생체

에서추출된재료로부터합성재료중비흡수성인 silicone7), Gore-

Tex8) 등과흡수성인 PLA, PLGA, PGA, biodegradable glass, PPE1) 등

이개발되어있다. 

세포는 여러가지 성장인자를 생산하여 신경의 재생을 돕게 되

고 주로 사용되는 세포로는 슈반세포, astrocytes, oligodendrocyte

나 bone marrow stem cell 등이있다9). 

마지막으로 신경재생에 도움을 주는 신경성장인자(neu-

rotrophic factor)는 여러가지 종류가 있으며, 이중 neurotrophin은

nerve growth factor(NGF), brain-derived neurotrophic factor(BDNF),

neurotrophin-3(NT-3), neurotrophin -4/5(NT-4/5)를 포함하고 감각

및 운동신경의 발달과 생존 그리고 성장에 많은 영향을 주는 것

으로 연구되어 있다. 이 중 BDNF는 돼지의 뇌에서 추출된 성장

인자로서 사람의 경우 염색체 11p13 locus에 존재하며 NGF와 51

개동일한아미노산을가지고있다. 특히 BDNF는운동신경의생

존과 분화에 큰 영향을 미치며 중추 신경에서 운동신경의 재생

에관여한다고알려져있다10,11). BDNF 유전자를이입한슈반세포

를 이식한 척수 신경재생에 관한 연구에서는 절단된 척수의 신

경재생을 촉진하는 것으로 보고되었다12). 최근까지의 연구는 대

부분 중추신경에서 연구가 되어 왔으며 말초신경 재생에 있어

BDNF의영향에대한연구는논란의여지가많았다. 실험디자인

에따라다양한결과가보고되어있으며, BDNF의말초신경에대

한 영향은 결론이 내려져 있지 않다. Utley 등13) 은 절단된 말초신

경재생에 BDNF가 기능적인 회복을 증진시킨다고 하였으나,

Shirley 등14)은 효과가 없다고 하였다. Jones 등15)은 척수의 재생에

BDNF를 사용한 결과 국소적으로 고농도를 주입하였을 때만 효

과가있다고하였다.

본 연구에서는 말초신경 재생에 필수요건인 신경도관, 지지세

포 그리고 신경성장인자의 장점을 이용하고자 BDNF유전자가

이입된 슈반세포를 PGA로 만든 도관에 채워 말초 신경재생을

촉진하고자하였다.

Ⅱ. 재료 및 방법

1. 슈반세포의 채취 및 배양

슈반세포의 배양은 기존에 발표한 방법을 따랐다16). 간단히 설

명하면 슈반세포의 배양을 위하여 생후 1일의 Sprague Dawley를

얼음에 묻어 마취를 하고 70% 알코올로 소독을 한 후 등을 종절

개하여 척수후근절을 채취하였다. 채취한 조직은 바로 차가운

CMF-HBSS 용액에 보관하고 척수후근절 채취가 끝나면 칼을 이

용하여 후근절을 잘게 잘랐다. 배양 1일 후, 5mM cytosine arabi-

noside(Ara-C)를배양액당 1㎕/ml를첨가된배양액으로교환하고,

48시간 후에 GDNF 0.2μg/ml와 cytosine arabinoside(Ara-C)이 첨가

된 배양액으로 교환하였다. 일차배양에서 슈반세포의 성장이 육

안으로 확인 될 정도로 잘 성장하였을 경우에는 GDNF 처리를

생략하였다. 이후 배양 중에 섬유모세포의 비율이 높아질 경우

Ara-C가 첨가된 배양액으로 바꾸어서 2회 정도 배양액을 바꾸어

주었다.

2. 재조합 BDNF-Adenovirus 제조 및 유전자 이입

BDNF-adenovirus는 경희대 생물학과 김윤희교수에게서 얻었

는데, 그 제작 방법은 다음과 같았다. BDNF-adenovirus를 제조하

기위해인간 BDNF cDNA유전자를 cDNA library에서 PCR을이용

해 얻은 다음 adenovirus shuttle vector인 pAACCMVpARS의 E1

region이 제거된 위치에 cloning하였다. BDNF-adenovirus shuttle

vector와 전체 adenovirus 5 genome을 가지고 있는 pJM17 plasmid

를 293 cell에 co-transfection하여 adenovirus genome sequence간에

homologous recombination이 일어나게 하여 replication-incompe-

tent BDNF-adenovirus를 생산하였다. 재조합 adenovirus는 viral

genome 내에 BDNF sequence가 들어있는지 PCR을 이용해 확인

하였고, BDNF-Adenovirus를 single plaque으로 분리하여 wild-type

adenovirus를 제거하였다. 최종 분리한 BDNF 재조합 virus vector

를 다량의 293 cell에 감염시키고 (50 m.o.i) 이틀 후 293 cell이

cytotoxicity를 나타낼 때 cell을 채취하고 -80 ℃에서 얼림과 녹임

을 5회반복하고각단계마다 vortex로과격히흔들어주어 BDNF-

adenovirus 혼탁액을 얻었다. 배양된 슈반세포에 BDNF재조합

adenovirus를넣고밤새배양하여유전자이입을하였다. 

3. PGA 도관제작

생분해성이고 non-woven meshes인 100% PGA (Albani

International Inc. USA)를 주재료로 하여 도관을 제작하였다. PGA

sheet fibers는 지름이 12 μm 이며 PGA의 inherent viscosity 는 1.23

dl g-1이었다. 그리고 differential scanning calorimetry로측정한 PGA

의 crystallinity는 57%이었다. PGA meshes를 강화하기 위하여 표

면을 클로로포름 용액에 녹인 75:25 poly(lactic-co-glycolic acid) 용

액을 붓을 이용하여 PGA mesh의 한쪽 면을 골고루 코팅하였다.

도관형태로 만들기 위하여 지름 1.8㎜의 Teflon cylinder에 poly-

mer films을 싸서 양측이 중첩되게 하였으며 중첩부위는 클로로

포름 용액을 이용하여 접착하였다. 제작된 도관은 진공상태에서

3일간보관하여잔여용매가빠져나오도록하였으며, 37 ℃에서

EO gas를 이용하여 소독하였다. 제작된 도관의 미세구조 관찰을

위하여주사현미경사진을촬영하였다. 

4. 주사전자현미경 사진(SEM study) 

PGA 도관에 슈반세포의 부착 여부와 PGA의 세포독성을 파악

하기 위하여 1×1㎝ PGA sheet를 12-well plate에 넣은 뒤 배양액
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으로 잠기게 하였다. PGA sheet 위에 1×104개의 슈반세포를

seeding 후 72시간 배양하였다. PGA sheet를 조심스럽게 꺼낸 뒤

주사현미경 사진관찰을 위하여 2.5% glutaraldehyde용액에 전 고

정한후 phosphate buffer로수세하였으며 1% osmium tetroxide로

후고정하였다. Graded ethanol로 탈수를 하고 ion-sputtering

coater(E5400�, BIO-RAD)로 gold-palladium을 코팅 한 후 주사현미

경(JEOL 840A�, Japan)으로 300배와 500배에서관찰하였다. 

5. PGA 도관의 이식

생후 8주된 300g내외 백서(n=12)를 케타민(Ketara�, Yuhan

Corp., 40㎎/Kg) 과 xylazine을 (Rompun�, Bayer Korea Ltd., 10㎎

/Kg) 4:1로 혼합한 후 복강내로 주입하여 마취하였으며, 고정판

에 사지를 고정한 후 좌측 대퇴부를 절개하였다. 이때 근육을 다

치지 않게 조심하여 박리 한 후 좌측 좌골신경을 노출시켰다.

Peroneal nerve와 tibial nerve 분지점에서 근심방면으로 10㎜ 부위

에서 신경을 절단 한 뒤 17㎜의 도관을 위치시켰다. 근원심부 신

경이 1.5㎜도관 안으로 들어가게 하여 최종 신경결손의 길이는

14㎜가 되도록 하였다. 10-0 Nylon을 이용하여 원위부를 먼저 봉

합한 후,. 도관내 이식한 세포나 용액이 원심으로 새지 않도록

fibrin sealant(Greenplast�, 녹십자)를이용하여원심부위를밀봉하

였다. Hamilton syringe를 이용하여 MEM배지, 슈반세포 또는

BDNF-Adenovirus 감염 슈반세포를 각각 주입한 후 근심을 다시

10-0 Nylon을 이용하여 봉합하였다. 이때 도관의 근심부위가 위

쪽을 향하게 한 상태로 근심의 절단된 신경을 도관의 내부로 들

어가게 하여 내부에 이식한 세포와 배지가 새지 않도록 하였다.

근심부위의 신경은 충분히 박리하여 장력 없이 봉합되게 하였

다. 봉합후 도관내의 이식재가 흘러 내리지 않도록 한 상태에서

근심부위도역시 fibrin glue를사용하여밀봉하였다(Fig. 1-a, b).

실험군은 3군으로 나누었으며 PGA 도관군(P, n=4)은 도관을

이식한 후 40㎕의 MEM 배지만 넣었으며, PGA-Sch(Sch, n=4)군은

PGA도관에 배양된 슈반세포를 1×106개/40㎕ 가 되도록 하여 이

식하였다. PGA-BDNF-Sch(BDNF, n=4)군은 PGA도관에 BDNF-

adenovirus를감염시킨슈반세포를사용하였으며, 슈반세포의수

는 Sch군과 같이 하였다. 동종 슈반세포 이식 후 발생될 수 있는

면역 거부반응을 줄이기 위하여 cyclosporine A를 올리브유에 섞

어 20mg/kg/day로 위장관 투여하였다. 대조군은 우측 좌골신경

을노출시키고다시창상을봉합한 sham군으로(n=12) 하였다. 

6. 보행분석 (좌골신경 기능지수 : SFI)

술후 12주째에 좌골신경의 손상 정도를 파악하기 위하여 Bain-

Mackinnon-Hunter(BMH) sciatic function index7)를 조사하였다. 우

선 백서의 뒷다리 발바닥에 잉크를 바른 뒤 암실로 이루어진 직

선의 통로(8cm×45cm)를 여러 번 지나가게 하여 발바닥 자국을

검사하였다. 검사항목은 PL(print length), TS(toe spread), IT(inter-

mediary toe spread)이었으며, 각각 PLF(PL Factor), TSF(TS Factor),

ITF (IT Factor)를아래의표와같이구하여수치를구하였다. 정상

은 0이며 -100의 수치는 좌골신경이 완전 절단된 상태로 판단하

였다. 

7. 전기생리학적 검사

술후 12주째에이식한좌골신경부위를노출시킨뒤좌우의신

경이 분리 되지 않도록 주의하여 박리 하였다. 근위단과 원위단

의신경을노출시킨후자극전극이근위단에위치하고수용전

극이 원위단에 위치하도록 하였다. 주위의 노이즈를 감소시키기

위하여 액상파라핀으로 절연하였으며 정상부위는 자극을 20㎂

부터 시작하여 반응이 나타 날 때까지 강도를 올렸다. 실험군측

은자극은 100㎂부터시작하여반응이있을때까지증가시켰다.

원위부의근육이움직이면서발가락을움직일때전류를역치로

정하였으며 이때 자극 전도 속도를 측정하였다. 자극원은 WPI

Fig. 1.(a) Fabricated PGA conduit (length 17㎜, diameter 1.8㎜)

(b) Injection of Schwann cells using Hamilton syringe

(a)                                             (b)
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stimulus isolator A365� (WPI Instrument�, USA)를 이용하였으며

amplifier(Plexon, Dallas, USA)를 이용하여 1000배 증폭하여 신호

를 측정하였다. Oscilloscope은 LeCroy 9304AM QUAD 200MHz

Oscilloscope를이용하였으며, 활동전압이발생할때전압을측정

하여 peak voltage로기록하였다. 

8. 조직 및 조직 형태학적 검사

각 실험군 및 대조군의 신경생리학적 검사를 시행한 후 17mm

의 이식체를 포함한 좌골신경을 박리하여 채취하였다. 양측에

사용된 10-0 Nylon을 수술 현미경(Zeiss, Germany) 하에 찾은 뒤

가운데 부위를 찾아서 표본을 제작하였다. 가운데가 절단 된 조

직은 2% glutaraldehyde에 고정하고, 2% osmium tetroxide에 후 고

정을시행하였다. 100% epon에포매시킨다음 1 μm 두께의 semi-

thin 절편을 만든 후, 각 조직편을 toluidine blue에 염색하였다. 광

학현미경 하에 축삭(axon)이 관찰되는 대표부위를 선택하여 400

배에서 각 3군데에서 관찰하여 디지털 영상을 얻었으며(n=12),

Optima 6.1 image analyzing 프로그램(mediacybernestic USA)을 이

용하여 축삭 밀도를 구하였다. 대표부위 중 각 3군데를 정하여

투과전자현미경사진을얻은후컴퓨터화상분석을시행하여신

경수초의두께를측정비교하였다. 

9. 통계분석

정상신경과각실험군의축삭수와신경초두께를구하여평균

을 구하였으며, 각군의 비교를 위하여 Kruskal-Wallis test를 시행

하고 Duncan’s multiple comparison으로사후검정하였다.  

Ⅲ. 결 과

1. PGA 도관 제작 및 주사현미경 관찰

도관은 PGA fiber로 구성되어 있었으며, 두께는 25μm 내외였

다. 도관의 전반부에서 다공성을 지니고 있어서 주위에서 영양

분이 공급되는데 효과적인 형태를 가지고 있었다. 도관의 내경

은 1.5~1.8mm 였으며 내부의 PGA fiber는 부드러워서 백서의 좌

골신경단(직경 1.0-1.5mm)을저항감없이내부에넣을수있었다.

또한 PGA도관은 적정한 강도를 가지고 있어 미세봉합사를 이용

하여신경과연결시무리없이수술이가능하였다(Fig. 3-a, b).

2. 슈반세포의 PGA sheet 배양

PGA sheet에 슈반세포를 배양한 결과 슈반세포가 PGA fiber에

부착이 잘 되었으며 돌기를 형성하고 있었다. SEM 결과 슈반세

포가 PGA 도관 내에서 자라는데 적절하고 생체 적합하다고 판

단되었다(Fig. 4-a, b).

3. 좌골신경기능지수(Table 3)

이식 12주 후에 측정한 보행분석 결과 좌골신경지수는 Table 3

과 같았다. PGA 도관만 이식한 P군은 평균 -77.76 ±10.65로서 정

상치에 비하여 30% 정도의 수치였다. 이에 비하여 BDNF군에서

의 SFI는 -53.66±13.43로서 -65.02 ±12.44의 평균수치를 보이는

Sch군 보다 더 높은 수치로 이는 BDNF가 이입된 군에서 가장 높

은 신경 회복을 보여 주었다. 통계처리 결과 각 군간의 비교에서

P군과 BDNF군은 의미 있는 차이를 보였으며 (p=0.0002), 나며지

Fig. 2. SD rat footprint of normal side

Table 1. Experimental groups for rat sciatic nerve regen-

eration

Experimental Group Nerve repair Modality

I (n=4) PGA only (P)

II (n=4) PGA - Sch (Sch)

III (n=4) PGA-BDNF-Sch (BDNF)

P : PGA conduit filled with MEM

Sch : PGA conduit filled with Schwann cells

BDNF : PGA conduit filled with BDNF-adenovirus 

infected Schwann cells

Table 2. Sciatic function index (SFI)

SFI = -38.3(EPL-NPL/NPL) + 109.5(ETS-NTS/NTS) + 13.3(EIT-NIT/NIT) - 8.8

(EPL : Experimental print length, NPL : Normal print length, ETS : Experimental toe spread, NTS : Normal toe spread, 

EIT : Experimental intermediary toe spread, NIT : Normal intermediary toe spread)
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군간(P vs Sch, Sch vs BDNF)에는 의미 있는 차이를 보이지는 않

았다(p>0.005).   

4. 전기생리학적 검사(Table 4)

근육반응을 발생하는 전기 역치는 전기자극을 20㎂에서 시작

하여 점차 올렸으며, 전기자극으로 원위부의 근육의 움직임과

발가락의 구부러짐을 기준으로 하였다. 정상측에서는 80㎂ 자극

에서 근육의 움직임이 나타나 낮은 역치를 보였으며, 실험군에

서는 Sch군과 BDNF군에서는 800㎂ 에서 처음 반응을 보였다. 나

머지 P군에서는 1마리는아무런반응이나타나지않아서신경이

재생이 일어나지 않는 것으로 판단하였으며, 나머지 3마리에서

는 1000㎂에서 반응이 나타났다. 실험군에서 전도속도와 활동전

압의 측정을 위해서는 자극은 3군에서 모두 1000㎂를 사용하였

다. 전도 속도는 P군과 Sch, BDNF군간에는 의미 있는 차이를 보

였으며(P<0.0001), BDNF-adenovirus를 감염시킨 슈반세포를 넣은

군에서가장높은수치를보였으나(6.16±0.58m/sec), 슈반세포만

넣은 군(5.1±1.07m/sce)과는 의미 있는 차이를 보이지 않았다

(p>0.05). 최고전압역시 P군과 Sch, BDNF군은의미있는차이를

보였으나(p<0.0001), Sch군과 BDNF군 사이에는 차이를 보이지

않았다(p.0.05). 

5. 조직형태학적 검사(Table 5) 

채취한 조직의 횡단면을 절단하여 가운데 부위를 관찰하였다.

단면적은반대측정상군이가장넓었고, 그다음은 BDNF군, Sch,

P군 순이었다. 축삭의 밀도는 정상군이 제일 높았으며, 그 다음

이 BDNF군, 다음이 Sch군이었고, PGA 도관만 사용한 군에서 밀

Fig. 3. (a) SEM photograph of PGA tube. Woven 12㎛ fiber is visible. Internal diameter was 1.5 to

1.8 ㎜ (Internal Diameter : �). Inner fiber was soft enough to hold rat sciatic nerve end

which diamter was between 1.0 and 1.5 mm.

(b) 75:25 poly(lactic-do-glycolic acid) solution coated PGA mesh

(a)                                             (b)

Fig. 4. Schwann cells cultured on PGA sheet

(a) ×300 magnification. (b) ×500 magnification
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도가 제일 낮았으며(Fig. 5-a, Fig. 6), 정상군과 실험군 모두에서

유의한 차이를 보였다(p<0.0001). 마이엘린 두께는 정상군과 모

든 실험군 사이에 유의한 차이를 보여 정상신경과는 차이가 많

았다(p<0.0001). 실험군 간에는 P군과 BDNF군 사이에 유의한 차

이를 보였으나(p=0.003) 나머지 군간은 통계학적으로 의미 있는

차이를보이지않았다(P<0.05) (Fig. 5-b, Fig. 7).

Fig. 5. Axonal Density(a) and Myelin thickness(b) of each group 

(a) Axonal density (b) Myelin thickness

Table 3. Sciatic functional index (SFI)

SFI P (n=4) Sch (n=4) BDNF (n=4)

Mean -77.76±10.65 -65.02±12.44 -53.66±13.43

Range -62.00�-82.10 -51.28�-77.22 -44.34�-70.22

P : PGA conduit filled with MEM 

Sch : PGA conduit filled with Schwann cells

BDNF : PGA conduit filled with BDNF-adenovirus infected Schwann cells

Table 4. Conduction velocity (C.V)and peak voltage of Experimental Group (×1000 amplification)

Control (n=12) P (n=4) Sch (n=4) BDNF (n=4)

Threshold(㎂) 80 1000 800 800

C. V(m/sec) 10.29±1.07 1.44±1.00 5.1±1.07 6.16±0.58

Peak Voltage 0.46±0.07 0.22±0.21 0.47±0.07 0.40±0.10

P : PGA conduit filled with MEM 

Sch : PGA conduit filled with Schwann cells

BDNF : PGA conduit filled with BDNF-adenovirus infected Schwann cells

Table 5. Axon density and Myelin thickness of normal and experimental groups

Normal (n=12) (n=4) Sch (n=4) BDNF (n=4)

Axon Density (each/mm2) 19,950±1,595 1,780±1,319 9,550±2,350 16,440±3,250

Myelin Thickness (μm) 1.6615±0.534 0.3807±0.1251 0.3884±0.086 0.5884±0.1356

P : PGA conduit filled with MEM only

Sch : PGA conduit filled with Schwann cells

BDNF: PGA conduit filled with BDNF-adenovirus infected Schwann cells
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(a) Normal sciatic nerve (b) PGA conduit only group

(c) PGA + Schwann cells group

(a) Normal sciatic nerve (b) PGA only group

(c) PGA-Schwann cells group (d) PGA-BDNF-Adenovirus infected Sch-

wann cells group

Fig. 7. TEM view of regenerated nerve (×5,000)

(d) PGA + BDNF-adenovirus infected Schwann

cells group

Fig. 6. Cross-section of regenerated nerves (specimen obtained at center of conduit, toluidine blue stain)(×200)
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Ⅳ. 고 찰

이상적인신경도관이갖추어야할성질로는생분해성이며, 성

장인자를 유리할 수 있고, 외부에서 공급된 세포가 잘 살고 축삭

이 자라는 길을 제공하여야 한다. 이러한 말초신경 재생에 가장

많이 사용되는 재료는 생체재료와 합성재료로 나누어지는데, 생

체재료는 독성이 적으며 생분해되는 성질이 있고 2차 수술이 필

요 없다는 장점이 있다. 주로 사용된 생체재료로는 자가신경, 근

육, 정맥, tendon, epineural sheath와지방막(fat sheaths) 등이있다.

하지만동종이나이종간의이식을한경우면역반응으로인하여

조직거부가발생하여면역억제제의투여가필요한경우가많았

다. 하지만 최근에 이종이식재의 처리가 발달함에 따라 acellular

allograft를 이용하여 신경재생의 유도체로 사용하여 좋은 결과를

보이고 있다. 생체도관은 대량생산이 어려워 좀더 간단한 방법

으로 만들수 있는 방법이 연구되어 왔으며, 여러가지 생체 적합

고분자재료의발달로인하여동종이나이종생체재료는합성물

질로대체되고있다. 

말초신경재생을 위한 초기실험에서는 생체내 흡수되지 않는

재료인 silicone, metal tube 등을 사용하였으나 신경이 재생되면

서 이식된 도관에 의해 압력이 가해지는 현상이 발생하였으며

추가적인제거수술이필요하여생분해성재료의개발이시도되

어 왔다. 최근에는 합성고분자 제작의 발전에 힘입어 polylactic

acid(PLA), polylactic-co-glycolic acid(PLGA), polyurethane, polyphos-

phoester(PPE) 등이 사용되어 왔다. 특히 PPE는 양호한 말초신경

재생을 보였으나 초기에 crack 발생이 높고 조작이 힘들다는 단

점이 있다18). 이에 비해 PGA는 조작이 간편하고 도관을 만들기

편한 sheet 형태로 주문 제작이 가능하고, 다공성이어 주위 조직

에서 영양분 공급을 받기에도 적당하다. 실제 신경도관 내부는

PGA fiber로 구성되어 다공성을 보이고 부드러워 백서의 좌골신

경단을 도관 내에 포관할 경우 부드럽게 들어가 수술 시 어려움

이 없었다. 그러나 PGA만으로 도관을 제작할 경우 생체내에서 8

주 이내에 생분해 되는 것으로 알려져 있다. 따라서 본 실험에서

는 PLGA를 PGA mesh에 약 25μm 두께로 코팅하여 조작을 용이

하게 하고 분해 속도를 늦쳐 주고자 하였다. 본 연구에서는 신경

도관의 생체 분해 속도와 염증 반응을 매식 시간에 따라 조사하

지는않았으나, 이식 12주째신경탐사시 PGA 도관은완전히분

해되어 있었으며, 주위염증반응도 이때에는 관찰되지 않았다.

본 연구에서 사용한 도관의 문제점으로는 도관 외면에 도포한

PLGA가 도관의 다공성을 다소 차단하여 도관 내부에 들어 있는

슈반세포의 생존에 어떤 영향을 미치지 않았나 하는 점이었다.

이러한 점을 확인하기 위해 도관 내에 주입된 슈반세포의 생존

도를 생체내에서 측정하는 실험이 추가되었으면 하는 아쉬움이

있었다. 또한 슈반세포에 대한 생적합성 정도도 우리는 단지

PGA 내면에 세포 부착 정도만 주사전자현미경으로 조사하였으

나, 세포독성도를 MTT assay 등을 이용해 추가하였으면 좋았겠

다는생각이들었다.

BDNF는 motor neuron의 생존을 높이는 것으로 알려져 있으며

운동과 감각 신경의 axonal growth를 촉진하는 사실이 알려져 있

다20-22). 하지만 말초신경재생에서 BDNF의 역할에 대하여서는 실

험하는 디자인에 따라서 다양한 결론으로 논란의 여지가 많았

다. Utley 등13)은 BDNF와 콜라겐 도관을 이용한 말초신경재생 실

험에서 신경의 기능적인 회복이 증가 된다고 하였으나, 일부 연

구자들은 일시적인 BDNF의 국소 투여는 말초 신경재생에 영향

을 주지 않는다고 하였다14). 이러한 결과들은 BDNF를 전달하는

방법의차이에의해발생하는것으로국소적으로적절한농도를

주입하여야 신경재생을 향상시키는 것으로 알려져 있다15). 지속

적인 신경영양인자의 유리를 위하여 세포를 유전적으로 변형시

키는 연구가 또한 진행되어 왔으며 가장 많은 연구의 대상이 된

것은 섬유모세포23)이며 최근에는 슈반세포12)나 neural stem cell19)

등에도 유전자 이입을 하고 있다. 슈반세포에는 BDNF만 유리하

게 하거나 NT-3를 혼합하여 생성하기도 하며 NGF를 유리하도록

유전자 이입도 가능하다. BDNF유전자 이입 슈반세포를 이용한

척수의재생실험에서축삭의성장을도와준다는연구가있었으

나12) 말초신경에서는연구가이루어지지않은상태이다. 

본 실험은 BDNF의 유리를 지속적으로 하기 위하여 슈반세포

에 유전자 이입을 위하여 adenovirus를 사용하였다24,25). 기도 상피

세포(airway epithelium)를 자연적 숙주로 하는 adenovirus는 분열

중인 세포뿐만 아니라 neuron과 같이 최종 분화된 비분열 세포

(non-dividing cell)에도 감염할 수 있는 폭 넓은 숙주범위를 갖고

있으며, 안정성면에서고려할때 adenovirus는숙주의염색체에

삽입되지 않으며 경미한 호흡기 질환을 유발할 뿐이다. 또한

virus의 분리와 높은 역가로의 농축이 쉬운 장점이 있다. 우리는

BDNF-adenovirus shuttle vector와 전체 adenovirus 5 genome을 가

지고 있는 pJM17 plasmid를 293 cell에 co-transfection하여 aden-

ovirus genome sequence간에 homologous recombination이일어나

게 하여 replication-incompetence BDNF-adenovirus를 생산하였다.

본 연구에서는 언급되지 않았으나 재조합 adenovirus viral

genome 내에 BDNF sequence가들어있는것을 PCR을통해그리

고, 슈반세포에 BDNF-Adenovirus를 감염시켜 BDNF의 발현 및

분비증가를 RT-PCR과 ELISA를통해확인하였다.

Evans 등26)은 백서 좌골 신경모델을 이용한 실험에서 PLLA 도

관과 이종 슈반세포를 이용한 말초 신경재생에서 isograft를 한

군에 비하여 슈반세포만을 넣은 군에서는 신경의 재생에 있어

유의한 차이를 보여 슈반세포만으로는 자가신경이식에 해당하

는 결과를 얻기는 힘들다고 하였다. 하지만 중추신경의 재생에

있어서 BDNF유전자를 이입시킨 경우 절단된 척수의 신경재생

이 촉진되는 것을 보고하였다. 본 실험에서는 말초신경의 재생

에 슈반세포와 비교하여 BDNF를 과량 분비하는 슈반세포의 신

경재생 능력을 검증하고자 하였다. 비록 보행분석, 전도 속도와

역치전류를 준 경우 발행하는 최대 전압은 두 군에서 차이를 보

이지 않았지만 전반적인 경향은 BDNF군에서 비교적 좋은 결과

를 보였으며 조직학적 검사에서는 새로 재생된 축삭의 수와 마

이엘린의 두께는 의미 있는 차이를 보였다. 비록 정상군에 비해

서는 BDNF 유전자를 이입한 슈반세포의 이식군이 일부 열등한

결과를보였지만도관만연결한경우나슈반세포만을넣은군보

다는기능적, 조직학적으로우수한결과를보였다. 이는 BDNF를



BDNF 유전자 이입 슈반세포와 PGA 도관을 이용한 백서 좌골신경 재생에 관한 연구

473

분비하는슈반세포가말초신경재생이일어나고있는과정에긍

정적으로 작용하는 것으로 판단되었다. 본 실험에서 제작한 흡

수성 도관과 BDNF 신경영양인자를 발현하는 슈반세포의 이식

은장차자가신경이식의신경재생능에필적하며이의단점을보

완할수있는보다향상된신경재생방법으로발전할수있을것

으로사료되었다

Ⅴ. 결 론

슈반세포는 PGA sheet에 부착이 잘 되었으며, PLLA 도포 PGA

도관은 이식 12주 이내에 생체에서 완전히 흡수되었다. BDNF-

adenovirus를 감염시킨 슈반세포를 PGA 도관에 넣어 14㎜의 백

서 좌골 신경 결손부를 재건하였을 경우 PGA도관만 연결한 군

이나 PGA도관에 슈반세포를 넣은 군에 비하여 높은 신경재생능

을보여보다향상된신경재생법임을확인할수있었다.
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