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국문요약 

 

골수유래 중간엽줄기세포에서 재생중인 후각점막 추출액에 의한  

neurotrophic factor 의 상향조절 

 

척수 손상이나 뇌졸중등 신경계 손상의 치료 방법으로 골수유래 중간엽줄기세포를 

이식하는 세포 치료가 임상적으로 좋은 결과를 보이고 있다. 골수유래 

중간엽줄기세포를 이용한 세포 치료에서 손상된 신경계의 회복기전을 알기 위해 

재생중인 후각신경 동물모델을 이용한 본 연구를 시행하였다.  

후각신경조직을 손상시키고 재생중인 후각신경조직을 만들기 위해 Sprague-

Dawley 쥐에 Triton X-100 으로 처리하였고 손상시킨 후 9 주간의 재생 과정을 

H&E, 주사전자현미경, 면역화학 염색을 이용하여 분석 하였다. 이러한 손상된 

후각신경의 재생과정에 신경성장인자 (neurotrophic factors)가 필요한지 확인하기 

위해 nerve growth factor(NGF), brain derived growth factor(BDNF)의 

전사 RNA 발현을 역전사 중합효소연쇄반응으로 측정하였다. 또한 손상된 

후각점막을 채취해 분쇄하고 그로부터 추출한 추출액을 시험관내 골수유래 

중간엽줄기세포의 배지에 첨가한 후 72 시간 배양하고 NGF, BDNF 에 대한 역전사 

중합효소연쇄반응, Western blot, 형광면역화학염색법을 시행하여 분석하였다.  

후각점막은 형태적으로 손상 후 9 주 내에 회복되었고 이와 병행하여 신경이 

재생되는 동안 후각 점막에서 NGF 와 BDNF 을 코딩하는 전사 RNA 의 발현이 손상 

이후부터 증가하였다가 같은 기간 내에 정상치로 회복되었다. 재생중인 후각점막 

추출액을 첨가한 골수유래 중간엽줄기세포에서는 정상 후각점막 추출액을 

첨가하거나 생리완충용액[phosphate buffered saline(PBS)]만을 첨가한 대조군에 
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비해 NGF 와 BDNF 의 생성 증가를 확인 할 수 있었다. 이러한 결과로, Triton X-

100 으로 손상된 후각 신경은 손상후 3 일째부터 재생과정이 활발함을 확인할 수 

있었고 그 재생 과정에서 NGF 와 BDNF 가 필요한 물질임을 알 수 있었다. 더 

나아가서 재생중인 후각점막의 추출액을 투여한 중간엽줄기세포에서 NGF 와 

BDNF 생성을 촉진 시키는 것으로 보아, 이식된 줄기세포가 손상된 신경 조직 

안에서 필요한 물질을 분비하여 재생을 유도한다는 가설을 확인 할 수 있었다. 또한 

줄기세포의 신경재생 기전의 연구에 있어 후각신경 동물모델은 매우 유용한 

방법이라 추측되었다. 
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골수유래 중간엽줄기세포에서 재생중인 후각점막 

추출액에 의한 neurotrophic factor 의 상향조절 

 

<지도 박 동 준 교수> 

 

연세대학교 대학원 의학과 

 

정 상 호 

 

I.서 론 

 

골수유래 중간엽줄기세포(bone marrow derived mesenchymal stem cell)는 골수 

내에 존재하는 혈액 줄기세포 이외의 세포 중에서 플라스틱 배양기에 잘 붙어있는 

세포에서 유래된 줄기세포를 칭하며 characterization 을 시행하기 전까지는 골수 

간세포(bone marrow stromal cells)라고도 혼용하여 쓰이고 있다. 이는 골, 연골, 

지방, 근육 심지어 신경세포(Woodbury 등, 2000)로도 분화가 가능하다고 알려진 

성체 줄기세포로서, 배아줄기세포, 제대 혈 유래 줄기세포 등과는 달리 윤리적 

문제없이 사용 될 수 있는 사용 될 수 있는 좋은 세포치료제의 하나이다. 척수 

손상이나, 뇌졸중 등 신경계 질환의 치료는 신경재생의 한계로 현대의학이 안고 



- 2 - 

 

있는 난제 중 하나이며 최근 줄기세포를 신경세포로 분화시켜 이를 이용해보려는 

시도가 진행되고 있고 (Lee 등, 2007; Andrew 등, 2008) 제한적이긴 하나 

골수유래 중간엽줄기세포를 이용한 임상실험에서 그 효과가 보고된 적이 

있다(Mazzini 등, 2008; Moviglia 등, 2006). 그러나 microarray 와 

proteomics 등을 이용한 최근의 연구를 살펴보면 시험관내에서 신경으로 분화된 

골수유래 중간엽줄기세포의 유전자가 실제 신경세포나 원래의 줄기세포의 그것과는 

차이가 있음을 알 수 있는데 실제로 기능을 가진 신경으로 분화된 것이 아니라 그 

모양만 신경과 유사한 형태로 변화된 것이라는 연구결과들이 보고 되고 있다(Choi 

등, 2006; Bertani 등, 2005). 생체 이식의 경우도 주입한 줄기 세포의 생착율이 

매우 낮아 극소수의 줄기세포가 신경으로 분화되어 기능을 한다기보다는 손상된 

신경부위 또는 그 주위에서 신경재생에 도움을 주는 환경을 제공할 것이라는 

주장이 설득력을 얻고 있다 (Pisati 등, 2007). 이런 재생에 도움을 주는 

기전으로는 골수유래 중간엽줄기세포가 다양한 사이토카인(cytokine)과 

영양인자(trophic factor)들을 생산해냄으로써 이러한 역할을 수행하는 것으로 보고 

있다. 골수유래 중간엽줄기세포는 hepatocyte growth factor, vascular endothelial 

growth factor(VEGF), NGF 그리고 BDNF 등을 생산할 수 있다(Chen 등, 2001). 

이런 인자들은 독립적으로 작용했을 때 보다 함께 작용하였을 때 시너지효과가 

나타나는 것으로 알려져 있다. 중요한 골수유래 중간엽줄기세포의 특징 중 하나가 

주위의 다양한 미세환경(ionic microenvironment)에 따라 변화하는 성장인자의 

영향에 따라 다르게 반응하는 것이 밝혀져 있다(Chen 등, 2001).  이것은 손상된 

조직 안의 골수유래 중간엽줄기세포가 다양한 조직 안에서의 요구에 따라 필요한 

요소 및 성장인자들을 분비하는 것을 뜻한다. Qu 등 (2007)은 생쥐의 뇌혈관을 

일시적으로 결찰하여 허혈을 일으킨 후, 회복이 진행중인 2, 3 일째 분리한 뇌조직을 
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분쇄하여 추출한 추출물을 골수유래 중간엽줄기세포에 첨가해 배양한 결과 

줄기세포 내에서 손상된 뇌조직의 회복에 도움이 될만한 여러 성장인자와 NGF, 

BDNF 등을 코딩하는 유전자들의 발현이 증가한 것을 관찰하였다 (Qu 등, 2007). 

이 실험의 의의는 중추신경계질환이 골수유래 줄기세포의 투여에 의해 회복이 되는 

중요한 기전의 하나를 제공한 것이다. 이러한 결과가 허혈을 일으킨 뇌조직에서만 

발생하는 것이 아니라 후각신경조직 등 다른 신경조직에서도 유사한 결과를 

보이는지 확인하는 것도 유용한 일일 것이다.  

실험에 이용한 후각신경은 제 1 번 뇌신경으로서 유일하게 코 점막에 포함되어 

외부에 노출 되어 있는 신경이며 일생을 통해 지속적으로 손상부위가 재생되는 

유일한 신경이다(Costanzo 등, 1991). 이렇게 외부에 노출되어 있는 후각신경은 

외부로부터의 화학적 혹은 외상성 손상에 취약할 수 밖에 없다. 또한 인간을 

포함하여 많은 포유동물들은 후각이 생존에 필요한 요소이므로 손상된 후각신경이 

재생될 수 있는 능력은 중요하다고 할 것이다. 이러한 후각신경의 재생은 

후각신경이 포함된 후각상피의 기저층에서 일어난다고 밝혀져 있다(Graziadei 등, 

1979b). 일차적으로 손상 후 후각신경의 재생이 촉진되는데 (Graziadei 등, 1979a) 

새로운 후각신경은 그 축삭(axon)이 후각신경의 구부(olfactory bulb)로 연결되는 

기능적인 재생도 이루어 지는 것으로 밝혀졌다(Costanzo, 1985; Doucette 등, 

1983; Harding 등, 1977). 이와 같이 포유동물의 일생에 있어서 재생과정이 

지속되는 후각신경은 그 재생되는 축삭이 중추신경계로 직접적으로 들어갈 수 있는 

유일한 신경이다(Doucette, 1991). 이러한 특징으로 인해 후각신경의 재생과정을 

밝힘으로써 척수 손상 등의 영역에 있어서 세포치료에 이용하려는 연구들이 활발히 

이루어지고 있다.  
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손상후에 후각상피에서 일어나는 주된 과정으로는 뉴런의 세포사멸(apoptosis)과 

이후의 기저세포(basal cell)의 증식 및 분화가 있다. 이때 

대식세포(Macrophage)등의 왕성한 침윤이 일어나는 면역 반응도 동반된다.  

이러한 후각신경의 재생, 발달 및 생존에 미치는 중요한 성장인자로서 NGF, BDNF, 

NT-3 NT-4 등의 신경성장인자들이 있으며 이들은 후각점막에서 그들의 수용체와 

함께 광범위하게 존재하여 후각신경의 재생에 기여한다. 후각신경재생 조절에 

관여하는 중요 신호전달 물질(signal molecule)들은 그 외에도 insulin-like 

growth factor, FGF(fibroblast growth factor)와 epidermal growth factor 들을 

포함하고 있는 성장인자군(growth factor families)이 있다. 이들은 후각 신경의 

전구세포(olfactory progenitor cell)의 증식과 분화에 관여하는 것으로 알려져 있고 

더욱이 이들의 수용체들이 다양한 발달단계에 있어서 발현되는 것으로 

나타났다(Kawauchi 등, 2004; Mackay-Sim 등, 2000). 신경성장인자는 신경의 

분화 및 재생에 관여하는 인자이면서 또한 태아의 성장과정뿐만 아니라 성인에 

있어서도 중추신경이 손상 받은 후 재생과정 동안 신경조직의 생존과 분화에 

관여하는 것으로 알려져 있다(Semkova 등, 1999).  이들 신경성장인자들 중 본 

실험에서 발현을 보고자 했던 인자들은 NGF 와 BDNF 이다. 정상적인 후각신경의 

발달에 있어서는 증식률 및 분화가 증가함에 따라 이들 NGF 와 BDNF 의 발현이 

증가하는 것으로 밝혀져 있다(Roskams 등, 1996). NGF 는 뇌경색 이후 회복 시에 

감각신경과 교감신경의 생존과 분화를 증진시키는 것으로 알려져 있고(Semkova 등, 

1999) 건강(intact)한 상피자체 내에서는 발견되지 않지만 실험적으로 NGF 를 

후각신경구부에 주사한 이후에는 후각상피 쪽으로 이동되는 것이 밝혀져 

있다(Miwa 등, 1998). 강력한 신경 보호 및 생존을 증진시키며 신경재생을 

촉발시키는 factor 로 알려진 FGF2 가 없는 knock-out mice 에서 대뇌허혈을 
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일으켰을 때 뇌경색 부위의 확대 및 BDNF 전사 RNA 의 생성이 되지 않는 것이 

밝혀졌다(Kiprianova 등, 2004). 이것은 BDNF 가 중추신경계에서 발현되며 재생에 

관여하는 신경성장인자임을 의미한다. 또한 신생아의 신경의 생존에도 관여하며 

시냅스 가소성(synaptic plasticity)의 조절에도 관여하는 것으로 알려져 

있다(Sairanen 등, 2005). NGF, BDNF 는 후각점막은 물론 분화되지 않은 골수유래 

중간엽줄기세포에도 존재하는 것으로 알려져 있다(Feron 등, 2008; Rodrigues 등, 

2009). 그간의 연구에 의하면 일부 논란은 있으나 Triton X-100 이나 ZnSO4 같은 

화학물질을 후각점막에 처치하면 후각신경이 손상 되는데 이들은 시간이 지남에 

따라 정상신경으로 회복되는 것으로 보고되어 있다(McBride 등, 2003; Williams 

등, 2004). 이 회복 과정에 여러 신경성장인자들의 생산이 증가됨으로써 이 

물질들이 autocrine 혹은 paracrine 기능에 의해 후각신경 재생에 관여한다고 

예측할 수는 있으나 실제로 생성의 증가나 감소에 대해서는 아직 연구된 바가 없는 

실정이다. 

본 연구자는 이러한 사실들을 토대로 다음과 같은 가설을 세울 수 있었다. 즉 

허혈성 뇌조직에 의한 줄기세포의 반응에서와 유사하게 인위적으로 TritonX-

100 으로 손상된 후각신경이 시간경과에 따른 재생을 할 때 그 회복을 촉진하기 

위해 신경성장인자의 생성증가가 필요한 생물학적 상태가 될 것이다. 또한 이런 

손상된 상태에 있는 재생 중인 후각점막의 추출물을 골수유래 중간엽줄기세포와 

접촉시켜주면 후각점막에서 유래한 신호나 물질에 의해 줄기세포 내에서 

신경성장인자의 생성 및 분비가 자극 받을 것이다. 이러한 사실이 확인된다면 

후각신경의 손상으로 인한 무후각증의 치료영역은 물론 다른 신경병변에도 

줄기세포치료가 유용하다라는 근거를 제공할 수 있을 것이다.  
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이러한 가설을 검증하기 위하여 본 연구에서는 손상된 후각점막 내에서 신경이 

재생되는 동안 NGF 와 BDNF 생성의 증가가 시작되는 상태를 전사 RNA 발현의 

증가로 확인해 보고 동시에 재생중인 후각점막의 추출물을 골수유래 

중간엽줄기세포 배양시 투여함으로써 이 줄기세포 내에서 NGF 와 BDNF 발현의 

증가를 유도하는지 분석하여 이 결과를 토대로 줄기세포치료가 손상된 신경재생에 

기여하는 기전을 제시하고자 하였다. 

 

 

II. 재료 및 방법 

 

1. 후각 점막 재생 동물모델 

 

모든 동물실험은 연세대학교 원주의과대학 동물실험 윤리위원회의 규정에 따라 

시행하였다. 6 주된 Sprague-Dawley 쥐를 ketamine(10mg/kg)과 Zylazine 

hydrochloride (2mg/kg)의 혼합액을 근육주사하여 전신 마취한 후, 

Williams 등(2004)의 방법을 약간 변형하여 시행하였는데, 간략하면 다음과 같다. 

오른쪽 비공을 통해 약 30-50 ㎕의 0.7% TritonX-100(Sigma, USA) 용액을 

26 게이지 silicone IV 카테터를 이용해 투여하였다. 대조군에는 같은 양의 

생리완충용액을 투여하였다. 용액이 후각점막 부위에 잘 접촉되도록 5 분간 

앙와위를 취한 후 회복실로 보냈다. 후각점막의 자연재생을 관찰하기 위해 0 일, 

3 일, 1 주, 2 주, 3 주, 5 주, 7 주, 9 주 후에 과량의 이산화탄소흡입으로 안락사 시킨 

후 heparin 수용액 및 4%의 paraformaldehyde 를 차례로 심장으로 관류시켰다. 
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고정된 쥐의 안와(orbit) 앞쪽부위의 비강 골부를 채취, 약 2 주간 EDTA 로 

decalcification 시행 후 후각점막의 H&E 염색 및 immunohistochemistry 를 

시행하였다. 이때 정확한 관찰을 위해 whole mount 방법으로 쥐의 두부 전체를 

자르고 염색하였다. 각 시간 포인트에 따른 각 군의 실험동물은 3 마리씩으로 

하였다.  

역전사 중합효소연쇄반응을 위해서 쥐의 안와 앞쪽부위의 비강 골부를 채취, 오른쪽 

비중격과 비강의 후상부 점막을 채취한 후 이를 영하 70 도에 급속 동결 후 필요할 

때 사용하였다. 주사전자현미경 관찰을 위해서 나머지 일부분을 4% 

glutaraldehyde 로 고정하였다. 각 시간 포인트에 따는 각 군의 실험동물은 역시 

3 마리씩 사용하였다.  

 

2. 후각 점막재생 정도 측정 

 

Triton X-100 로 손상된 후각 점막의 재생 정도는 1) H&E 염색 후 200 배 현미경 

시야에서 측정된 후각 상피의 두께, 2) 항 S-100 단백질 항체를 이용, 

점막고유층에서 Olfactory ensheathing glial cell(OEC)의 면역염색 강도, 3) 

주사전자현미경하에서 관찰한 후각신경수상돌기(Olfactory dendritic konb)수의 

회복 정도를 정상치와 비교함으로써 판별하였다.  

전통적인 파라핀 포매법에 의한 H&E 염색을 시행한 후 시간경과에 따른 

후각상피두께의 비교를 위해서 이 실험의 내용을 알지 못하는 이비인후과 의사가 

정상대조군 후각 상피층의 두께를 200 배 시야의 현미경으로 관찰 후, 이를 

grade5 로 정하고 각 실험군의 두께를 측정, 정상치와 비교하여 1-5 사이의 
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grading 을 시행하였다 (그림 2).  grade 5 는 50μm 로써 각각 10μm 씩 줄어들 

때마다 grade 가 한 단계씩 낮아지게 grading 하였다.   

비공을 통해 투여된 Triton X-100 은 detergent 로서 후각점막상피 및 후각신경도 

탈락시키고 점막 고유층(lamina propria)의 축삭다발(axon bundle)을 

퇴화(degeneration)시키기도 한다. 축삭돌기(Axon)를 둘러싸고 있는 Olfactory 

ensheathing glial cell 은 말초신경의 Schwann cell 과 성분과 기능이 유사하여 

이의 재생 정도는 s-100 단백질에 대한 goat anti rat s-100 antibody (goat 

polyclonal IgG, epitope mapping near the N-terminus of SP-100 of human 

origin, 200 μg IgG in 1.0 ml of PBS with < 0.1% sodium azide and 0.1% gelatin. 

Santacruz, CA, USA)로 면역화학염색을 시행하여 비교할 수 있는데, H&E 

염색에서와 같은 방법으로 이를 정상치와 비교하여 재생 정도를 1-5 사이의 

grading 을 시행하였다(그림 2).  

또한 후각점막의 비강쪽 측면은 후각수용체뉴런(olfactory receptor neuron)의 

최말단 부분이며 신경세포의 축삭(dendrite)의 일종인 후각신경수상돌기가 

존재한다. scanning electron microscope(TM-1000, Hitachi, Japan)을 시행하여 

3000 배 시야에서 확인하고 정상치 대비 1-5 사이의 grading 을 시행하여 그 

갯수를 비교 분석하였다(그림 3). 

 

3. 후각 점막에서 역전사 중합효소연쇄반응(RT-PCR)을 통한 신경성장인자의 

전사 RNA 의 측정 
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Triton x-100 을 투여한지 0 일, 3 일, 1 주, 2 주, 3 주, 5 주, 7 주, 9 주에 손상된 

후각 점막을 채취하여 5 mm x 5 mm 크기로 잘라 NGF, BDNF 전사 RNA 의 변화 

추이를 역전사 중합효소연쇄반응으로 관찰하였다.  

실험 방법으로는 손상된 후각 점막을 채취하여(50mg) trizol reagent(Life 

technologies, Scotland) 1ml 를 넣고 균질화 하였다. chloroform 200 ㎕ 를 

첨가하고 15 초 동안 vortex 시킨 후, 실온에서 5 분 동안 반응시키고 4℃에서 

12000rpm 으로 15 초 동안 원심분리를 실시하였다. 위층의 무색으로 분리된 

부분만 새로운 eppendorf tube 에 옮겨 동량의 isopropanol 을 첨가하고 약하게 

8 번 위아래로 흔들어 준 뒤에 실온에서 10 분 동안 반응시켰다. 4℃ 

에서 12000rpm 으로 10 분 동안 원심분리 한 후에 상층액을 제거하고 75% 

에탄올 1ml 를 첨가하고 약하게 위아래로 흔들어 준 뒤에 4℃ 에서 12000rpm 으로 

5 분 동안 원심분리 하였다. 상층액을 제거하고 10 분 동안 건조시킨 후, RNase 

free water 를 50~100 ㎕ 첨가하였다. 55℃에서 10 분 동안 반응시킨 후에 얼음에 

넣고 U.V. spectrometer 를 이용, 260nm 와 280nm 에서 RNA 농도를 측정하였다. 

추출된 RNA 1μg 에 25mM MgCl2 4 ㎕, 2.5mM dNTP 8 ㎕, 50μM oligo d(T) 

1 ㎕, murine leukemia virus reverse transcriptase 1 ㎕, RNase inhibitor 1 ㎕, 

10xPCR 완충액 2 ㎕, 증류수를 포함하여 최종 20 ㎕되게 섞은 후 42℃에서 60 분, 

99℃에서 5 분, 4℃에서 5 분간 반응시켜 cDNA 를 합성하였다. 중합효소연쇄반응은 

AccuPowerTM HotStart PCR Premix(Bioneer, Korea)를 사용하였으며, 각각의 

primer 는 최종 농도 0.5 pM, c DNA 는 1 ㎕ 넣어 총량이 20 ㎕가 되게 한 후 

94℃에서 45 초간 denaturation, 60℃에서 45 초간 annealing, 72℃에서 1 분간 

extension 하여 총 35 회를 시행하였다.  
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각 신경성장인자에 대한 시발체(primer)는 이미 발표된 cDNA 염기서열을 토대로 

적당한 기대 크기 하에 sense primer, antisense primer 를 만들고 housekeeping 

gene 은 GAPDH 를 사용하였다. PCR 결과물은 1.5% agarose gel 에 전기영동 후 

스캔하여 GAPDH 밴드의 밝기와 상대적으로 비교하여 반 정량적으로 비교하였다. 

이때 사용된 각 primer 의 염기서열 및 조건은 표 1 과 같다. 

 

 

 

 

 

표1. 역전사 중합효소연쇄반응에 사용한 시발체의 염기서열(Sequences of primers used for 

RT-PCR) 

 

Gene Primer sequences(5’ to 3’) 

 

length(bp) TM(
o
C) 

 

NGF 

 

Forward : GCC CAC TGG ACT AAA CTT CAG C 

Reverse : CCG TGG CTG TGG TCT TAT CTC 

 

 

349 

 

60.0 

60.0 

 

BDNF 

 

Forward : CGA CGT CCC TGG CTG ACA CTT TT 

Reverse : AGT AAG GGC CCG AAC ATA CGA TTG G 

 

 

491 

 

62.0 

62.2 

 

GAPDH 

 

Forward : TCC CAT TCT TCC ACC TTT GAT GCT 

Reverse : ACC CTG TTG CTG TAG CCA TAT TCA T 

 

 

102 

 

58.7 

58.9 
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4. 골수유래 중간엽줄기세포의 분리 및 배양  

 

동종의 쥐의 대퇴골에서 골수유래 줄기세포를 분리 배양하는데 Kadiyala(1997)의 

방법대로 시행하였다. decapitation 으로 희생 시킨 쥐의 대퇴골을 분리하였다. 

주위의 근육을 모두 제거 한 후 대퇴골의 양쪽 끝을 잘라낸 뒤 15% FBS 가 함유된 

DMEM 1cc 를 26 게이지 바늘이 있는 주사기로 flushing 하면 골수부위의 조직들이 

모두 밀려 나오는데 이를 지름 100mm 배양접시에 3 일간 배양하여 접시 벽에 

붙어있는 세포만 채취해 이를 계대 배양한 후 passage 2-3 의 세포를 이용하였다. 

TritonX-100 으로 손상 시킨 지 3 일 후 비강의 후상부 점막을 모두 채취하였다. 

1ml 의 생리완충용액에 넣어 조직균질화시킨 후 2000rpm 에서 15 분간 원심분리 

하였다. 상층액을 채취한 후 멸균을 위해 0.2μm pore size filter 로 걸러내었다. 

이를 100mm 세포배양접시에서 50%의 합류(confluency)를 이룬 골수유래 

중간엽줄기세포에 배지와 섞어 첨가하였는데 그 양은 한 마리의 쥐에서 나온 

추출액의 20%의 양으로 첨가하였고 배양하여 72 시간 후 세포를 채취하였다(RO-

CM, Regenerating olfactory mucosa-conditioned medium). 채취한 세포는 

생리완충용액으로 세 번 이상 세척 후 total RNA, total protein 을 추출하고 BDNF, 

NGF 에 대한 역전사 중합효소연쇄반응을 상기에서와 같은 방법으로 시행하되 

각군당 3 번 시행하였다. 대조군으로는 정상후각점막을 조직균질화 한 상층액(NO-

CM, normal olfactory mucosa conditioned medium)과 생리완충용액을 첨가한 

배지 등 두 종류를 사용하였다.  
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5. 골수유래 중간엽줄기세포 에서 Western blotting 분석 

 

중간엽줄기세포에서 발생한 전사 RNA 의 변화가 단백질의 형성에 직접적인 영향을 

미쳤는지 알아보기 위해 Western blot 을 시행하였다. 채취한 중간엽줄기세포를 

lysis buffer(50 m M Tris-HCl, Ph 8.0, with 150mM sodium chloride, 1.0% 

Igepal CA-630(NP-40), 0.5% sodium deoxycholate, and 0.1% sodium 

dodecyl sulfate)에 넣어 4℃에서 10 분 동안 3,000rpm 으로 균질화 하였다. 

상층부의 단백질 표본을 Bradford 방법[Bradford protein assay(Bio-Rad, 

Hercules, CA, USA)]을 이용하여 정량화하고 30 ㎕씩 채취한 다음 10% running 

gel 과 5% stacking gel 로 이루어진 비연속계를 써서 전기영동 한 후 

polyvinylidene fluoride(PVDF)막 (Bio-Rad, Hercules, CA, USA)에 35V 에서 

70 분 동안 전이시켰다. 10 x transfer buffer(pH 8.3)는 Tris base 30.3g, 

glycine 144g, 증류수 1 L 로 조성하였으며 사용하기 전에는 1X 로 만들어 

메탄올이 전체양의 20%가 되게 조성하여 사용하였다. 전이가 끝나면 PVDF 막을 

TBST [20mM Tris HCl(pH 7.6), 137mM NaCl, 0.05% Tween 20]로 5 분씩 

5 번 흔들면서 세척하였다. 차단용액(5%탈지분유를 포함한 TBST)으로 전이막의 

비특이적 결합을 차단하고 5 분씩 5 번 세척 하였다. 일차항체인 NGF(rabbit 

polyclonal IgG, epitope mapping at the N-terminus of the mature chain of NGF 

of human origin, 200µg/ml of PBS with ＜ 0.1% sodium azide and 0.1% gelatin, 

Santacruz, CA, USA)와 BDNF (rabbit polyclonal IgG, epitope mapping within 

an internal region of BDNF of human origin, 200µg/ml of PBS with ＜ 0.1% 

sodium azide and 0.1% gelatin, Santacruz, CA, USA)를 차단용액에 1:200 으로 

희석하여 4℃에서 하룻밤 동안 반응시켰다. 5 분씩 5 번 세척 한 후에 1:500 으로 
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희석한 horseradish peroxidase(HRP)가 붙은 goat anti-rabbit 

IgG 항체(Santacruz, CA, USA)를 실온에서 2 시간 동안 느리게 흔들면서 반응 

시켰다. 다시 세척한 후 ECL plus western blot detection system(GE Healthcare, 

UK)으로 발색시켜 LAS 3,000(Fujifilm, Japan)로 조사하였다. 

줄기세포의 모양의 변화와 세포질 내에서의 NGF, BDNF 의 분포양상을 보기 위해 

각각 형광 면역염색을 시행하였다. 아세톤에 고정시킨 세포를 1% bovine serum 

albumin 이 포함된 차단용액에 처리 후 일차항체인 rabbit anti rat NGF 

antibody(1:200, Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA, USA)와 rabbit anti rat 

BDNF antibody(1:200, Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA, USA)로 하룻밤 동안 

반응시켰다. 이차항체로는 FITC-conjugated goat anti-rabbit Ig(Santa Cruz 

Biotechnology, Inc., CA, USA)을 사용하였으며 핵 대조염색으로는 DAPI(Vector 

Laboratories, USA)를 실험 매뉴얼에서 지시한 농도로 염색하여 형광현미경 

200 배 시야에서 관찰하였다. 대조군으로는 배양액에 생리완충용액, NO-CM 을 

처치한 줄기세포를 사용하였다.  

 

6. 통계  

 

모든 결과의 수치는 mean +SD 로 표기하며, 시간의 경과에 따른 값과 대조군과의 

비교는 Wilcoxon rank test 로 검증하며, P 값은 0.05 이하를 통계적으로 의미 있는 

것으로 규정하였다. SPSS software version 11.0 을 사용하였다.  
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III.결과 

 

1. Triton X-100 으로 손상시킨 후각점막의 재생 

 

마취에서 회복된 쥐는 모두 특이 사항 없이 9 주까지 생존하였다. H & E 염색에 

의한 후각상피층을 관찰한 결과 오른쪽 비공으로 투여한 Triton X-100 에 의해 

상피층의 탈락이 반대쪽에 비해 뚜렷한 차이가 관찰되었다(그림 1).  

 

 

그림 1. Triton X-100 처리 3 일 후 탈락된 후각신경상피의 소견(좌측). 반대측 비강의 

정상적인 후각신경상피(우측). (H&E 염색; 40 배, 확대된 사진은 100 배) 
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후각점막영역은 호흡기 상피층에 비해 goblet cell 이 없고 섬모(cilia)의 높이가 

작으며 작은 크기의 상피세포로 확연히 구분될 수 있고 평균 후각상피층의 두께는 

약 50 μm 로 이를 기준으로 어렵지 않게 손상 정도를 grading 할 수 있었다. 정상 

후각점막의 경우 50μm 의 두께로 측정되었고 OEC 의 면역염색강도와 밀도가 

강양성을 보이며 이를 grade5 로 측정한다(그림 2).Triton X-100 을 처치한 3 일 

후 grade 는 급속하게 1.5±0.3 으로 떨어지다가 서서히 회복되어 9 주째 정상화 

되는 패턴을 보였다.  고유층(lamina propria)에 존재하는 OEC 는 상피의 탈락과 

더불어 역시 3 일 째 가장 낮은 grade 를 보이다가 서서히 회복되는데 상피층의 

두께를 측정하는 것보다 다소 주관적이어서 그런지 3 주째보다 오히려 5 주와 

7 주째 약간 떨어지다가 회복되는 패턴을 보였다.  
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그림 2. 후각상피의 두께와 s-100 단백질의 면역염색강도에 따른 구분. 정상 후각점막의 

경우 50μm 의 두께로 측정되었고 OEC 의 면역염색강도와 밀도가 강양성을 보이며 이를 

grade5 로 측정한다(좌측). Triton-X 처리 후 손상 받은 3 일된 후각상피의 모습으로 

퇴화되어 얇아진 두께를 보이고 OEC 에 대한 면역염색강도와 밀도가 약해진 것을 관찰할 수 

있으며 이를 grade1 로 정의한다. (우측). (200 배) 

 

 

후각신경수상돌기의 모양과 분포에 대해서는 이전에 인간을 대상으로 보고된 

연구와 거의 흡사하였다(Morrison 등, 1990). 즉 정상의 후각 점막영역과 

호흡기점막은 이행영역(transition area)을 사이에 두고 잘 구분되었고 

후각상피영역에서 수상돌기는 많은 길쭉한 모양의 섬모를 내고 있어 호흡기점막과 

구분이 가능하였다. 주사전자현미경소견상 손상이 심할수록 돌기의 일부와 몇 

가닥의 섬모만 관찰되어 이를 기준으로 grading 하였다. Grade 5 는 

정상후각상피에서의 후각신경수상돌기의 밀도를 보여주고 있다. 각각의 

후각신경수상돌기 안에는 이를 이루고 있는 섬모가 모여 섬모 군집처럼 관찰되는데 

grade4 는 섬모군집이 규칙성이 사라지기 시작하여 3 에서는 모양이 일정치 않고 

적은 수의 수상돌기가 관찰되고 grade 2 는 한 두 개의 수상돌기만 보인다. 반면에 

grade 1 에서는 수상돌기가 관찰되지 않고 적혈구와 백혈구만 관찰된다(그림 3). 
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후각신경수상돌기 역시 9 주째 회복을 하였다. Grading 에 따른 세 종류의 형태학적 

회복패턴은 3 일째 가장 심한 손상을 보이다가 그 직후부턴 바로 재생과정에 들어가 

9 주째 회복되는 패턴은 모두 동일하였다. 즉 손상 된지 3 일째의 점막부터 

재생과정에 있는 점막(regenerating mucosa)라 할 수 있었다.  

 

 

 

  

그림 3. 후각신경수상돌기(Olfactory dendritic knobs)의 밀도에 따른 구분. Grade 5 는 

정상후각상피에서의 후각신경수상돌기의 밀도를 보여주고 있다. 각각의 후각신경수상돌기 

안에는 이를 이루고 있는 섬모가 모여 섬모 군집처럼 관찰된다(K). Grade4 는 섬모군집이 

규칙성이 사라지기 시작하여 3 에서는 모양이 일정치 않고 적은 수의 수상돌기가 관찰되고 

Grade 2 는 한 두 개의 수상돌기만 보인다(화살표). 반면에 Grade 1 에서는 수상돌기가 

관찰되지 않고 적혈구와 백혈구만 관찰된다.   

 

K 
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후각신경수상돌기의 회복패턴을 기준으로 나머지 상피세포, S-100 면역반응회복 

과정과의 상관관계를 통계 처리하였을 때 7 주째에 통계적으로 의의있는 상이함을 

보이긴 했으나 나머지는 모든 시간대에서 통계적으로 차이가 없는, 즉 같은 

회복패턴을 나타내었다(그림 4).  

 

그림 4. 손상 후 재생되는 시간에 따른 후각신경수상돌기밀도, S-100 단백질에 대한 

염색반응정도 및 후각상피의 두께의 grade 의 변화. 세가지 모두 3 일째 grade1 까지 감소한 

이후 9 주까지 유사한 증가 양상을 보인다.  
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2. 재생중인 후각 점막에서 역전사 중합효소연쇄반응(RT-PCR)을 통한 NGF, 

BDNF 전사 RNA  발현의 변화 

 

정상대조군에 비해 NGF 발현이 상대적으로 2, 3, 5, 7 주에 통계적으로 의의 있게 

상승 하였으며 최고 2.3 배의 증가를 보이다가 9 주째 대조군과 비슷하게 정상화 

되었다. BDNF 는 NGF 에 비해 덜 명확하였으나 3 주 5 주에 통계적으로 의의 

있는 증가를 보였다(그림 5).  

 

 

 

그림 5. 시간에 따른 후각 점막에서의 NGF 와 BDNF 전사 RNA 의 발현양상의 변화. NGF 

의 경우 2, 3, 5, 7 주에 통계적으로 의의 있게 상승 하였으며 9 주째 정상화되는 패턴을 

보였다. BDNF 는 3, 5 주에 통계적으로 의의 있는 증가를 보였다. Wilcoxon rank test. 

*P<0.05 

 

 

 * 
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3.골수유래 중간엽 줄기세포에서 재생중인 후각점막 추출물에 의한 NGF, BDNF 의 

발현 

 

쥐의 골수에서 채취하여 배양한 세포들은 이전의 연구에서 flow cytometry 상 

골수에서 혈액줄기세포표지자인 CD34 에 음성이고 골세포, 연골세포, 수지상 

세포로의 분화가 가능한 골수유래 중간엽줄기세포임이 확인 되었다(data not 

shown).  

Triton X-100 으로 손상을 준지 3 일 후에 채취한 점막의 추출물인 Regenerating 

olfactory mucosa-conditioned medium(RO-CM)과 정상 후각 점막 

추출물 normal olfactory mucosa-conditioned medium(NO-CM), 그리고 

생리완충용액만을 첨가한 배지를 사용하여 줄기세포를 배양한 후 역전사 

중합효소연쇄반응을 시행하였다. 두 개의 대조군인 생리완충용액으로 배양한 것과 

NO-CM 으로 배양한 것에 비해 RO-CM 에서 NGF 와 BDNF 전사 RNA 의 

발현이 각각 364bp, 450bp 에서 증가 하였고 House keeping gene 인 GAPDH 를 

기준으로 세가지 band 의 density 를 반정량적으로 측정한 결과, NGF 와 BDNF 

전사 RNA 발현이 증가하였음을 알 수 있었다(그림 6A). 단백질 수준에서 확인하기 

위한 western blot 검사에서도 명확하게 RO-CM 에서 두 신경성장인자 모두 

증가하는 양상을 보였다. 그리고 ß-actin 을 기준으로 한 band 들의 반정량적 

측정결과, 두 대조군에 비해 RO-CM 에서 NGF 와 BDNF 단백질의 발현이 

증가했음을 알 수 있었다 (그림 6B).  
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A. 

 

 

B.  

 

 

 

그림 6. NGF 와 BDNF 에 대한 전사 RNA 의 발현(A)과 Western blot 을 통한 단백질의 

발현양상(B).  

(A). RO-CM 하에서의 NGF 와 BDNF 에 대한 전사 RNA 의 발현이 각각 364bp, 

450bp 에서 증가되어있음을 알 수 있다. GAPDH 를 기준으로 한 band 들의 반정량적 

측정결과, 두 대조군에 비해 RO-CM 에서 NGF 와 BDNF 전사 RNA 의 발현이 증가됨을 

알 수 있다. (B). Western blot 에서도 RO-CM 에서 두 인자에 대한 단백질 발현이 

증가되어 있음을 알 수 있다. ß-actin 을 기준으로 한 band 들의 반정량적 측정결과, 두 

대조군에 비해 RO-CM 에서 NGF 와 BDNF 단백질의 발현이 증가했음을 알 수 있다. 

(PBS, phosphate buffered saline conditioned medium; NO-CM, normal olfactory 

mucosa conditioned medium; RO-CM, Regenerating olfactory mucosa conditioned 

medium). 

 

형광면역화학염색결과에서도 NGF 나 BDNF 모두 중간엽줄기세포 내에 균일하게 

분포하였고 NGF 나 BDNF 각각의 항체에 따른 세포 모양의 차이는 없었다. 세포의 
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모양은 24 시간 후에 관찰하였는데 대조군인 생리완충용액 첨가 배지의 경우 

대부분의 세포모양이 편평하고 polygonal 하였으며 세포의 증식은 활발하지 않았다. 

RO-CM 의 경우 fibroblast 의 형태와 함께 bipolar 한 모습을 보였으며 심지어는 

신경돌기(neurite)같은 모습을 보이기도 하였다. NO-CM 의 경우 적은 양의 

bipolar 한 세포들이 관찰되었다(그림 7).  
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그림 7. 생리완충용액 첨가 배지(A), 정상점막추출물첨가배지(B) 및 재생점막추출물첨가 

배지(C)를 첨가 후 24 시간 경과된 골수유래 중간엽줄기세포의 BDNF 에 대한 

형광면역염색소견. 대조군인 (A,B)에 비해 재생점막추출물첨가배지를 사용하여 배양된 

골수유래 중간엽줄기세포(C)에서 세포질 모양이 신경축삭처럼 변화된 것을 관찰 할 수 

있다(화살표). (200 배) 

 

A 

B 

B 

C 
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IV. 고찰 

 

상처를 입거나, 병변이 있는 경우 줄기세포가 어떤 기전으로 치료효과를 

나타내는가에 대한 명확한 기전은 알려지지 않고 있다. 뇌졸중 등 뇌신경의 병변을 

대상으로 한 연구에서 정맥으로 주사한 줄기세포가 뇌실질 내에서 발견되는 숫자는 

수천-수십만 개에 불과하다. 이는 부피로 계산해도 극미량이나 치료 효과는 수일 

내에 바로 나타나기도 한다. 즉 주입된 세포들이 바로 뇌세포로 변환되었다는 

가설은 그 가능성이 희박하다. 비록 병변 내에서 발견된 줄기세포에서 신경세포를 

나타내는 단백질이 발견된다 해도 짧은 시간에 분화가 이루어졌다고 보긴 힘들다. 

또한 줄기세포의 분화가 진행될수록 세포사도 함께 진행된다는 연구도 

있다(Yaghoobi 등, 2008). 치유기전을 설명하는 다른 하나는 소위 

회복(restoration)에 대한 가설 이다. 즉 정상이 아닌 상처를 입은 곳에 줄기세포가 

이식되면 신생혈관생성(angiogenesis), 신경생성유도(neurogenesis induction), 

신경돌기생성 (neurite out-growth), 시냅스생성(synaptogenesis), 세포사멸 

(apoptosis) 등에 의해 신경조직의 치유가 유도된다는 것이다. 여기에 관여하는 

인자로는 VEGF, TGF, FGF 등의 성장인자와 neurophilin 그리고 NGF 나 

BDNF 등의 신경성장인자 등이 있다(Chop 등, 2002) . 

신경성장인자의 측면에서 이러한 사실을 재현하기 위해 본 실험에서 사용된 모델은 

신경 조직 중에 재생활동이 가장 활발하다고 알려진 후각신경계이다. 후각신경은 

일상생활에서 흡입하는 바이러스나 화학물질에 의해 탈락되기도 하지만 수 주안에 

자연재생을 하는 것으로 알려져 있다. 그러나 때에 따라서는 심각한 영구 

무후각증을 초래하기도 하여 어떠한 경우에는 자연재생이 되지 않을 수 있다는 
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것이다. 또한 ZnSo4 나 Triton X-100, methyl-bromide 등의 화학물질로 손상된 

설치류의 후각점막 재생 정도는 연구방법이나 측정방법 등 연구자에 따라 각각 그 

결과가 상이하고 심지어 소수이지만 후각상피 기저층이 파괴되면 비가역적으로 

재생이 불가능하다는 결과들이 있다(Burd 등, 1993). 실제로 많은 연구에서 

ZnSo4 를 이용한 후각상피 손상 후 자연회복이 가능하다고 하였으나 우리가 시행한 

예비 연구에서는 회복되지 않았다(data not shown). 이에 따라 문헌 고찰 및 

예비연구를 통해 Triton X-100 에 의한 손상이 재생 가능성이 높다고 판단하였다. 

줄기세포가 신경재생에 관여한다는 기전을 찾기 위해 시행한 본 연구의 중요한 

전제가 신경조직의 급속한 회복이 있어야 하는데 이렇게 9 주 만에 완전 회복되는 

신경조직은 후각신경 이외에는 없다.  

본 연구의 목적이 손상후 재생중인 상태의 조직이 줄기세포에 미치는 영향을 

보려는 것인 만큼 후각점막의 인위적인 손상 및 재생이 실제로 확인되어야 하므로 

9 주간에 걸친 관찰로 이를 확인하였고 더불어 손상 3 일째 이후의 점막은 

재생점막이라는 것을 확인할 수 있었다. 

그간 알려진 후각신경 재생의 평가방법은 주로 상피 세포의 두께변화와 

면역염색화학을 이용한 각종 신경 표지자의 변화 관찰이 대부분이었다. 본 연구에서 

사용된 주사현미경을 통한 후각신경수상돌기 관찰법에 의한 재생의 평가는 

처음으로 시도 되었는데 함께 시행된 상피세포 두께 측정이나 신경조직의 

면역염색화학법과 대체로 일치하는 결과를 보여 유용성이 있다고 할 수 있다.  

화학약품에 의해 실험적으로 유발된 신경손상이 9 주 내에 회복되었다는 것은 

손상에도 불구하고 신경의 줄기세포층 즉 기저세포층은 손상을 받지 않고 주위의 

남은 부위 (예를 들어 점막하층이나 고유층)에서 신경의 재생에 필요한 

신경성장인자들이 분비되어 paracrine 기능을 했거나 기저세포 자체에서 분비하는 
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autocrine 기능에 의한 재생임을 추측 할 수 있다. 현재까지 후각 점막의 

기저세포층에서 NGF, BDNF, NT4 및 이들의 수용체의 존재가 보고 되었고, 

고유층내의 OEC 에서도 BDNF 의 존재가 밝혀져 이러한 추측을 가능하게 

한다(Carter 등, 2002; Feron 등, 2008). 본 연구에서 후각점막 신경성장인자의 

단백질을 측정하지 않고 전사 RNA 를 측정한 것은 전사 RNA 의 증가패턴만으로도 

남아있는 점막에서 신경성장인자를 생산하려는 노력을 반영한 것으로 볼 수 있기 

때문이다. 단백질을 생산하는 최종 세포는 상해의 정도에 따라 남아있는 수가 

일정치 않을 것 이므로 생산되는 단백질의 양은 중요한 지표가 아니기 때문이다. 

우리가 알고자 하는 것은 재생이 필요한 후각신경조직 내에서 어떠한 물질이 어떤 

기전으로 주위에 이식된 줄기세포에 신호를 전달하는 지이다. 실험대상인 

후각점막이 완전히 괴사되어 생물학적 기능이 없는 조직이 아니라 손상 후 

재생되는 조직이라면 자체적으로 많은 생물학적 활동을 하고 있을 것 이므로 이는 

재생중인 후각점막 조직과 줄기세포간에 어떠한 교류가 있음을 시사한다. 따라서 본 

연구에서도 손상후 1, 2 일 이내의 점막보다는 3 일째의 점막이 줄기세포에 손상 

신호를 전달하는데 유용하다고 판단하고 이를 사용하였다.  

예상한 대로 RO-CM 영향 하에서 줄기세포의 NGF 와 BDNF 를 코딩하는 전사 

RNA 는 물론 이들 단백질의 생성이 증대 되었다. 이 연구는 줄기세포가 주위 

환경에 따라 필요한 물질을 만들어 paracrine 기능을 할 수 있도록 ‘small 

molecular factory’의 기능을 한다는 것을 허혈성 뇌조직(Sairanen , 2005) 

이외의 다른 조직에서는 최초로 보고하는 것이다.  

허혈모델 이외에도 스트레스 회복과정에서 신경성장인자가 필요할 것으로 생각할 

수 있는데 신경세포에 대한 tensile stress 나 알레르기 질환에서도 

신경성장인자들의 생성이 자극을 받는다는 연구가 있기 때문이다(Kemi C 등, 2006; 
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Uchida K 등, 2008). 이러한 기존의 연구들과 본 연구에서의 공통점은 아마도 

염증반응(inflammation)일 것이다. 알레르기 질환도 하나의 염증질환이며 본 

연구의 경우 Triton X-100 으로 손상을 입은 점막주위로 많은 염증세포들이 

몰려있는 것을 확인할 수 있다. 실제로 proinflammatory cytokine 중 TNF-а, 

IL-β, IL-1 등은 NGF, BDNF 등 신경성장인자를 상향조절(up-regulation) 

시킨다(Kemi 등, 2006; Manni 등, 2003 Purmessur 등, 2008). 이식된 줄기세포가 

이러한 cytokine 의 영향을 받아 신경성장인자의 생성을 증가시키는지 확인하기 

위해 proinflammatory cytokine 의 기능을 억제하는 항체나 knock out mouse, 

siRNA 를 이용한 실험이 향후 필요할 것으로 생각된다. 흥미롭게도 RO-CM 에 

의해 배양된 골수유래 줄기세포의 모양이 24 시간 안에 매우 확연하게 신경세포의 

모양을 보여주었다. 이는 정상 후각점막조직 배양액인 NO-CM 과도 확연히 

구분되고 있으며 양방향으로 bipolar 한 세포 모양과 많은 수상돌기 양상(neurite-

like process)을 보이고 있는 것은 신경유도배지(neural induction medium)에서 

배양되고 있는 줄기세포의 형태와 유사하였다. 기존의 전통적 방법에 의한 신경분화 

유도 배양액에서 신경세포처럼 보이는 세포들은 생존력이 높지 않고 많이 증식되지 

않는다. 그 이유는 분화가 진행됨에 따라 세포사(apoptosis)를 촉진하는 유전자의 

출현으로 설명이 가능하였다(Yaghoobi 등, 2008). 따라서 분화가 진행될수록 NGF, 

BDNF 의 발현은 떨어지게 되어 실제로 치료목적으로 사용할 수 없는 것도 

문제였다. 본 연구에서 RO-CM 에서 배양된 세포들은 그 증식이 매우 빨라 1x105 

개의 세포가 2-3 일 내에 100mm 배양접시에 합류(confluency)를 이룰 정도였다. 

passage 0 의 줄기세포를 배양액에 RO-CM 을 3 일마다 한 번씩 교환하여 

passage 5-6 까지도 유지가 가능하였다. 물론 이 세포가 신경세포로 유도되었다고 

볼 수는 없지만 지속적으로 신경성장인자를 생산하고 증식이 잘된다면 향후 
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신경재생을 위한 세포치료의 좋은 재료가 될 것으로 본다. 이를 위해 향후 RO-

CM 에 의해 유도된 neuron–like cells 에 대한 apoptosis 의 비교 등의 연구가 

필요하다고 판단된다.  

 

V. 결론 

 

결론적으로 Triton X-100 으로 손상을 입힌 쥐의 후각점막은 9 주 내에 

자연회복이 가능하고 이 기간 동안 재생후각점막 내에서 신경성장인자의 생성을 

위한 전사 RNA 의 증가 관찰을 통해 생물학적 활동을 확인하였다. 또한 이 

재생후각점막 성분을 골수유래 중간엽줄기세포에 첨가한 결과 강력하게 

신경성장인자의 생성을 촉진한다는 것을 확인하였다. 이렇게 신경성장인자를 

생성하는 줄기세포를 이용해 향후 중추신경계 질환이나 손상된 말초신경의 회복에 

이용될 수 있도록 후속 연구가 필요할 것이다.  
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Transplantation of bone marrow derived mesenchymal stem cells(BMSCs) 

shows relatively promising clinical outcome in treatment of neuronal injury 

including spinal cord injury and cerebral ischemia. However, there is a 

controversy in the mechanism whether MSC is differentiated to neural cells or 

just act as a neuroprotective material to help recovery of neuron. This study 

was performed to investigate the recovery mechanism of injured neuronal cells 

by the stem cell therapy using rat regenerating olfactory mucosa model  

The Sprague-Dawley rat olfactory mucosa was injured by the Triton X-100 

irrigation, and the regenerating process was analyzed by H&E, scanning 
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electron microscope and immunohistochemistry during 9 weeks.  RT-PCR to 

evaluate mRNA expression of the nerve growth factor(NGF), brain derived 

growth factor(BDNF) was performed in the regenerating mucosa.   

To mimic BMSC transplantation into the injured olfactory neuronal system, 

The BMSC were treated with injured(regenerating) olfactory mucosa lysates 

conditioned medium. The expression of NGF and BDNF was analyzed by RT—

PCR, Western blotting and fluorescent immunocytochemistry.  As results, 

Olfactory mucosa was recovered within 9 weeks after the injury and mRNA of 

NGF and BDNF was increased concomitantly. The mRNA were recovered by 

the normal range at 9 weeks. BMSC cultured with regenerating olfactory 

mucosa lysates conditioned medium showed increased mRNA and protein level 

of NGF and BDNF compared with the control group.  

These results suggest that NGF and BDNF are some of the neurotrophic 

factors critical for regenerating process of olfactory nervous system. 

Furthermore, BMSC in the microenvironment that is mimic to injured olfactory 

neuronal system, may produce some essential neurotrophic factors like NGF 

and BDNF to promote neuronal recovery. 
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