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국 국 국 국 문 문 문 문 요 요 요 요 약약약약

백서에서 백서에서 백서에서 백서에서 허혈허혈허혈허혈////재관류 재관류 재관류 재관류 손상시 손상시 손상시 손상시 척수의 척수의 척수의 척수의 neuronal neuronal neuronal neuronal Nitric Nitric Nitric Nitric Oxide Oxide Oxide Oxide 

Synthase(nNOS)Synthase(nNOS)Synthase(nNOS)Synthase(nNOS)의 의 의 의 발현 발현 발현 발현 

   하행흉부 대동맥과 흉복부 대동맥 질환의 수술적 치료 후 척수손상은 심각한 

합병증 중 하나이며 그 중 대마비(paraplegia)의 유병률은 5-16%까지 보고되고 

있다. 이에 따른 척수손상의 기전은 허혈/재관류 손상(ischemia/reperfusion 

injury)으로 생각하고 있으며 손상의 여러 기전 중 자유래디칼은 미토콘드리아의 

전자전달과정의 변화와 lipoxygenase, Xantine oxidase 및 nitric oxide 

synthase (NOS) 등의 과활성화로 생성되어 척수에 손상을 주는 것으로 알려져 

있다.  

   본 연구는 백서의 허혈/재관류에 의한 척수손상모델에서 nNOS 발현의 변화를 

관찰하여 NOS의 역할에 대하여 알아보고자 하였다.  백서에서 척수의 허혈/재관

류 손상모델을 이용하여 실험군(n=5)과 대조군(n=5)으로 나누어 수술 후 7일째 

척수조직을 얻은 후 nNOS에 대한 면역형광염색을 시행하였다. 공초점현미경 및 

영상분석기(Zeiss LSM 5.0, Jena, Germany)를 이용하여 두 군 간의 형광의 발현

정도를 비교하였다.

  nNOS의 발현은 대조군과 실험군에서 모두 관찰되었으며 대조군에서는 척수의 

백질과 회백질에서의 발현의 차이는 관찰되지 않았으나 실험군에서는 회백질의 

신경세포에서 발현이 증가하였다. 또한 영상분석을 하여 발현정도를 보았을 때 두

군 간의 nNOS의 발현에 통계학적 유의성이 있었다(p<0.05).

   본 연구의 결과를 바탕으로 허혈/재관류 손상된 척수는 증가된 nNOS가 진행

성 신경손상을 유발할 것으로 생각된다.

Key words: ischemia/reperfusion injury, nNOS, spinal cord
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지도 이광호 교수

연세대학교 대학원 의학과

권 희 욱

제 제 제 제 1 1 1 1 장장장장. . . . 서 서 서 서 론론론론

   하행흉부 대동맥(descending thoracic aorta)과 흉복부 대동맥

(thoracoabdominal aorta) 질환의 수술적 치료 후 척수손상은 심각한 합병증 중 

하나이며 그 중 대마비(paraplegia)의 유병률은 5-16%까지 보고 되고 있다
1,2)

. 이

에 따른 척수손상의 기전은 허혈/재관류 손상(ischemia/reperfusion injury)으로 

생각하고 있으며 흥분독성(excitotoxicity), 자유래디칼의 생성, 염증성 반응, 세포

고사 등 다양한 기전이 작용하는 것으로 알려져 있다
3-8)

. 이 중 자유래디칼은 미

토콘드리아의 전자전달과정의 변화와 lipoxygenase, Xantine oxidase 및 nitric 

oxide synthase(NOS) 등의 과활성화로 생성되어 척수에 손상을 주는 것으로 알

려져 있다
9-10)

.

   Nitric Oxide는 매우 불안정한 자유래디칼로  L-arginine의 guanidironitrogen

이 Nitric Oxide Synthase(NOS)에 의해 변환되면서 생성이 되며 혈관계, 면역계, 

신경계 등에서 다양한 역할을 하게 된다. NOS는 정상적인 생리적인 조건에서 존

재하는 Constitutive형(cNOS)과 면역반응에 의해 일어나는 Inducible형(iNOS)으

로 나뉘며 다시 cNOS는 혈관에 작용을 하는 endothelial형(eNOS)과 신경에서 주

된 전달 물질로 생각되는 neuronal형(nNOS)으로 나뉘게 된다
11)

. 

   이에 저자는 백서의 허혈/재관류에 의한 척수손상모델에서 nNOS 발현의 변화

를 관찰하여 NOS의 역할에 대하여 알아보고자 하였다.   
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제 제 제 제 2 2 2 2 장장장장. . . . 재료 재료 재료 재료 및 및 및 및 방법방법방법방법

2.1. 2.1. 2.1. 2.1. 실험 실험 실험 실험 대상대상대상대상

   Spraque-Dawley 백서는 국립보건안전연구소로부터 분양받아 충남대학교 의

과대학 동물실험실에서 동종교배하여 얻은 생후 10주 수컷 (250-300gm)을 사용

하였고, 실험동물은 밤낮주기 (12시간 light/ 12시간 dark)가 조절되며 온도는 

22-25℃인 동물실에서 사육하였고 사료와 물은 풍부하게 공급하였다. 실험동물은 

대조군(n=5) 및 척수의 허혈/재관류 손상을 준 실험군(n=5)으로 나누었다.     

2.2. 2.2. 2.2. 2.2. 실험방법실험방법실험방법실험방법

   대조군은 thiopental sodium(50 mg/kg)을 복강내로 투여하여 마취한 후 개복

하여 겉보기 수술(sham operation)을 시행하였으며 척수의 허혈/재관류 손상을 

준 실험군은 동일한 방법으로 마취를 시행한 후 정중복부를 절개하여 백서의 복

부 대동맥을 노출시킨 후 주위를 조심스럽게 박리하였다. 좌측 신동맥을 확인한 

후 좌측 신동맥의 바로 아래부위의 복부 대동맥을 미세혈관겸자를 이용하여 20분

간 결찰하여 허혈을 유발시키고 대동맥분지의 바로 윗부분의 대동맥을 미세겸자를 

이용하여 결찰하여 대퇴동맥에서의 혈액의 역류를 막았으며 미세혈관겸자를 풀어 

20분간 재관류(reperfusion)함으로써 척수의 허혈-재관류(ischemia/reperfusion) 

손상을 유발시켰다. 모든 실험동물은 수술 후 7일간 사육한 다음 척수를 적출하여 

실험에 사용하였다. 

2.3. 2.3. 2.3. 2.3. 조직표본의 조직표본의 조직표본의 조직표본의 제작 제작 제작 제작 및 및 및 및 면역형광염색면역형광염색면역형광염색면역형광염색

   대조군을 포함해서 백서는 수술 후 7일에 척추후궁 절제술(laminectomy) 후 

척수를 적출하였다. 적출된 척수는 10% 중성 포르말린에 하루 동안 고정시키고 흐

르는 물에 수세하여 고정제를 제거하고, 투명화과정 후에 파라핀(paraffin)에 포매

하였으며 조직블럭은 slide glass에 4㎛두께로 절편을 제작하여 부착시켰다. 조직
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은 Xylene에서 10분씩 3회 처리하여 파라핀을 제거한 후 100% alcohol에서 2

회, 95%, 90%, 80% alcohol에서 각각 5분씩 처리한 후 함수시킨 후 면역형광염

색을 시행하였다. 함수된 slide는 항원의 노출을 증가시키기 위하여 0.01M 

sodium citrate buffer (pH 6.0) 용액에 담가 15분간 극초단파오븐 (microwave 

oven)으로 전처치하였다. 0.02M phosphate buffered saline (PBS, pH 7.4)에서 

10분씩 3회 세척한 후 비특이적인 반응을 억제하기 위해 20% goat 혈청 (RBI, 

MA, USA)을 처리한 후 각각의 slide에 일차 항체는 anti-nNOS mouse 

monoclonal IgG1 antibody (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, 

USA)를 처리한 후 4℃에서 overnight 처리하였다. PBS로 30분간 3회 세척한 후 

이차항체는 mouse IgG-FITC (1:400, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa 

Cruz, CA, USA)를 사용하였고, 핵의 염색을 위해 4'-6-Diamidino-2- 

Phenylindole(DAPI, 1:400, Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)를 사용

하였다. 0.1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, USA)가 함

유된 0.02M PBS로 30분씩 2회 세척한 후 PBS로 1시간 세척하였다. 이차항체를 

반응시킬 때는 어두운 곳에서 실험을 하였다. 염색이 끝난 슬라이드는 mounting 

media (Dako, Carpinteria, CA, USA)를 이용하여 봉입하였다.

2.4. 2.4. 2.4. 2.4. 공초점 공초점 공초점 공초점 레이져 레이져 레이져 레이져 주사현미경 주사현미경 주사현미경 주사현미경 관찰과 관찰과 관찰과 관찰과 영상 영상 영상 영상 분석 분석 분석 분석 및 및 및 및 통계처리통계처리통계처리통계처리

   염색의 강도는 공초점 레이져 주사현미경 및 영상분석기 (Zeiss LSM 5.0, Jena, 

Germany)를 이용하여 형광의 발현 정도를 평가하였다. 흰색을 0으로, 검은색을 255

로 판정하여 염색정도(intensity)를 gray scale에 따라 점수화하였다. 각 조직 당 적어

도 5 field를 관찰하였고 각각의 조직 간의 염색강도는 비모수 검정

(Mann-Whitney법)을 이용하여 p값이 0.05 이하인 경우를 유의한 차이가 있는 

것으로 간주하였다. 통계분석에는 SPSS for Windows (Version 11.0, SPSS 

Inc., Chicago, IL, USA)를 이용하였다. 
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제 제 제 제 3 3 3 3 장장장장. . . . 결 결 결 결 과과과과 

   nNOS의 발현은 대조군과 실험군에서 모두 관찰되었으며 대조군에서는 척수의 

백질과 회백질에서의 발현의 차이는 관찰되지 않았으나 실험군에서는 회백질의 

신경세포에서 발현이 증가하였다(Fig. 1). 또한 영상분석을 하여 발현정도를 보았

을 때 대조군의 발현은 128.0±2.4였으며, 실험군에서는 151.3±2.2로 두군 간의 

nNOS의 발현에 통계학적 유의성이 있었다(Fig. 2, 3, p<0.05).

C

A

B-1 B-2

B-3 B-4

Fig. 1. Immunofluorescent staining of nNOS in spinal cord ischemia/reperfusion 
in rat(x400) A: control group shows no different expression of nNOS
between grey matter and white matter B: spilt views(x600) 1) expression
of nNOS in grey matter of spinal cord 2) neuron cell in DIC view ( black 
arrows) 3) nucleus of neurons in DAPI staining 4) magnified view of black 
box in control group C: central canal
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Fig. 1. Immunofluorescent staining of nNOS in spinal cord ischemia/reperfusion 
in rat(x400) A: control group shows no different expression of nNOS
between grey matter and white matter B: spilt views(x600) 1) expression
of nNOS in grey matter of spinal cord 2) neuron cell in DIC view ( black 
arrows) 3) nucleus of neurons in DAPI staining 4) magnified view of black 
box in control group C: central canal
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A B

Fig. 3.  Immunofluorescent analysis of nNOS following ischemia/ reperfusion
injury in rat spinal cord(x600). A: control group B: experimental group
shows more strong expression of nNOS comparing to control group

A B

Fig. 3.  Immunofluorescent analysis of nNOS following ischemia/ reperfusion
injury in rat spinal cord(x600). A: control group B: experimental group
shows more strong expression of nNOS comparing to control group
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제 제 제 제 4 4 4 4 장장장장. . . . 고 고 고 고 찰찰찰찰

   허혈/재관류 신경세포 손상의 기전은 흥분독성, 자유래디칼의 생성, 염증성 반

응, 세포고사 등이 있으며 이 기전들은 하나의 독립적인 기전이 아니라 서로 연관

성이 있는 기전이며 복합적인 작용으로 신경세포 손상이 오는 것으로 알려져 있

다.  최근 Young 등12)은 흥분독성기전이 세포고사를 유도하는 것이 아니라 흥분

독성기전 후 세포고사가 진행되는 것으로 주장하였다. 따라서 허혈성 신경세포손

상은  괴사와 세포고사라는 평행적 구조 속에서 연속적으로 작용하는 연쇄반응으

로 생각되어지고 있다13-15).  

   척수의 허혈/재관류 손상에서 신경세포의 손상은 허혈시의 손상기전과 재관류

시의 손상기전이 다른 것으로 알려져 있다. 즉 허혈시 손상의 기전은 미토콘드리

아에서 허혈로 인하여 산화적 인산화(mitochondrial oxidative phosphorylation)

가 멈추게 되고 아데노신삼인산이 고갈되어 아데노신삼인산 의존성 세포막 펌프

들이 기능을 잃게 되는 것이다. 이에 따른 이온의 항상성이 파괴되고 특히 칼슘의 

세포내로 유입되어 단백질과 DNA에 손상을 입히고, 재관류시 자유래디칼을 생성

하는 잰틴산화효소 합성을 촉진시킨다. 또한 칼슘은 신경세포독성이 있는 

aspartate, glutamate와 같은 흥분성 아미노산의 분비를 증가 시킨다
16-17)

. 반면 

재관류시 손상기전은 NADPH(nicotine amide-adenine dinucleotide phosphate)

와 잰틴(xanthine)의 존재 하에서 허혈 손상 때 만들어진 잰틴산화효소에 의해 산

소 분자가 과산화 래디칼(superoxide radical)로 전환됨으로써 대부분의 자유래디

칼이 생성 된다11,18). 그리고 아라키돈산(arachidonic acid) 대사물질인 키닌

(kinin), 트롬복세인(thromboxane) 등이  활성화되어 염증 반응을 일으키고, 염증

성 반응에 의한 국소성 혈관 수축을 유발하여 세포 허혈을 더욱 가중시키게 되며 

단백분해효소의 분비를 촉진시켜 혈관과 세포의 투과성을 높이고 세포 부종을 악

화 시킨다
19)

. 또한 Jacobs 등
20)

은  재관류시 혈류 증가(hyperemia) 및 척수와 혈

액장벽(spinal cord -blood barrier)의 투과성 증가가 척수 신경손상기전으로 보

고하였다.
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   위 기전들 중 산소자유래디칼에 의한 신경세포손상은 가장 인정받고 있는 것 

중의 하나이다. Nitric oxide(NO)는 혈관내피세포에서 생성되는 혈관이완인자

(endothelial derive relaxation factor)의 일종으로 1980년 Furchgott와 

Zawadzki 등
21)

에 의해 처음 밝혀졌으며 자유래디칼 가스이며 세포막을 확산에 의

하여 이동하며 NOS에 의해 생성된다. eNOS는 순환계에 주로 있으며 혈관확장, 

신혈관생성 및 내피세포에 작용하며22) 중추신경계에 있는 NO는 주로 신경매개물

질로 작용하며 신경성장인자(nerve growth factor)에 의한 신경세포의 분화에 관

여하며
23)

 iNOS는 면역계에서 세균을 파괴시키는 세포독성으로 작용하며 중추신경

계에서는 미세아교세포(microglial cell), 별아교세포(astrocyte)의 대응물질로 세

균이나 손상세포를 제거하는 작용을 한다
24)

.  Nagafuji 등
25)

은 백서의 중간대뇌동

맥(middle cerebral artery)을 결찰하여 대뇌의 허혈성 손상을 유발하였을 때 15

분 경과 후 Ca++-dependant cNOS의 증가를 관찰하였으며 NOS를 허혈성 뇌손

상의 기전으로 생각하였다. 본 연구에서도 척수의 허혈성 손상을 유발하였을 때 

nNOS가 회백질의 신경세포에서 허혈재관류 손상 전에는 128.0±2.4, 후에는 

151.3±2.2로 증가하는 것을 관찰하였으며(Fig. 2, 3) 이는 Lewen 등4)이 보고한 

중추신경계의 외상 및 허혈성 손상이 있을 때 손상기전으로 생각되는 흥분독성, 

calcium의 유입, 미토콘드리아의 손상, caspase의 과할성 및 세포고사 등과 함께 

oxidative stress의 작용기전 중 NOS의 역할을 입증한 것으로 생각된다. 

   세포고사는 세포형태학적으로 괴사와 구별되며 내인성 유전자의 발현과 효소 

활성화에 기인하는 것이 특징이며 괴사가 세포 타살(cell homicide)이라고 한다면 

아포프토시스는 세포 자살(cell suicide)이라 할 수 있다. 세포형태학소견은 핵분

절(nuclear fragmentation), 염색질 농축(chromatin condensation), 세포막의 보

존, 세포 부피 감소, 아포프토시스체(apoptotic  body)의 생성이 특징이다. 또한 

DAPI를 이용한 면역형광염색으로도 세포고사를 어느 정도 확인 될 수 있는 데 본 

실험에서는 대조군과 실험군 사이에 핵의 모양의 차이를 관찰 할 수 없었다(Fig. 

2). 이러한 결과에 대하여 이유를 생각해 볼 때 세포고사가 진행 중인 세포는 괴

사에 의해 사망하는 세포보다 손상의 강도가 약하고, 세포고사의 과정은 많은 경

우에서 새로운 유전자의 발현과 단백질 생성을 포함하는 분자 연쇄 반응을 거쳐
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야하므로 시간이 걸린다는 것이다. 따라서 세포고사에 의한 세포 사망은 괴사에 

의한 세포 사망보다 늦게 나타나며 Young 등
12)

도 처음에는 신경독성에 의한 세

포손상과 다음에는 세포고사의 순으로 허혈성 신경 손상의 기전을 두 개의 순서

적 기전을 주장하였다. 따라서 본 연구에서 손상의 시간에 따른 신경세포 핵모양

의 세포형태학적 변화를 DAPI염색을 통하여 분석하였다면 세포고사의 현상을 확

인할 수도 있을 것으로 생각된다. 또한 아포프토시스체를 확인할 수 있는 Tunel 

assay를 이용한 면역염색을 한다면 좀 더 정확한 세포고사를 확인 할 수 있을 것

으로 사료된다.
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제 제 제 제 5 5 5 5 장장장장. . . . 결  결  결  결  론론론론

   백서에서 허혈/재관류 손상된 척수는 nNOS의 양이 변화하며 특히 회백질의 

신경세포에서 발현이 증가한다. 이는 허혈성 손상으로 인한 nNOS발현이 증가된 

것으로 생각된다. 그러나 세포고사에 의한 핵의 변화는 DAPI 염색만으로는 알 수 

없었으며 아포프토시스체에 대한 다른 방법의 염색이 필요할 것으로 생각되며, 이

후 척수의 허혈/재관류 손상이 시간이 경과함에 따라 어떤 변화가 발생하는 것과 

이에 따른 nNOS의 변화에 대해 보다 많은 연구가 필요할 것으로 사료되는 바이

다. 
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ABSTRACTABSTRACTABSTRACTABSTRACT

Expression Expression Expression Expression of of of of neuronal neuronal neuronal neuronal Nitric Nitric Nitric Nitric Oxide Oxide Oxide Oxide Synthase Synthase Synthase Synthase (nNOS) (nNOS) (nNOS) (nNOS) 

on on on on Ischemia/ Ischemia/ Ischemia/ Ischemia/ Reperfusion Reperfusion Reperfusion Reperfusion Injury Injury Injury Injury in in in in Rat Rat Rat Rat Spinal Spinal Spinal Spinal CordCordCordCord

Kwon, Hee Uk

  Department. of Medicine

The Graduate School, Yonsei University

(Directed by Professor Kwang Ho Lee)

Background:Background:Background:Background: The aim of this experimental study was to investigate the 

expression of nNOS following ischemia/ reperfusion injury in rat spinal 

cord.

Methods:Methods:Methods:Methods: Spraque-Dawley rats (250-300 gm) were classified into two 

groups according to experimental methods. Control group(n=5) underwent 

sham operation. Experimental group(n=5) underwent ischemia by clamping 

the abdominal aorta just below the left renal artery and the abdominal 

aorta just above the aortic bifurcation for 20 minutes followed by 20 

minutes reperfusion.

The spinal cord was obtained 7 days after operation. The expression of 

nNOS was examined in gray and white matter using confocal microscope 

and Image Analyzer. 

Results:Results:Results:Results: There is no difference in nNOS expression of nNOS between gray  

and white matter in control group. Experimental group showed higher 
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levels of nNOS expression compared to the control group (p<0.05).

Conclusions:Conclusions:Conclusions:Conclusions: In this study, we show that nNOS expression increases in the 

rat spinal cord after ischemia/reperfusion injury and these results suggest 

that overproduction of NO may play a role in progressive nerve cell 

damage.

Key words: ischemia/reperfusion injury, nNOS, spinal cord
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