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 처음 실험실에 왔을 때 그저 열심히 하면 잘 될 줄 알았습니다. 

하지만, 무슨 말인지 모르는 낯선 용어들, 왜 쥐들은 그리도 쉽게 

죽는지. 하늘도 무심하여 수개월 동안 키운 쥐들이 병에 걸려 

3차례나 폐사시키기도 하였습니다. 어렵게 실험은 하였지만, 예상과 

다른 결과들에 더 철저하게 준비하지 못한 것을 후회하기도 했습니다. 

정말 오랜 시간에 걸쳐 여기까지 왔습니다. 이 과정을 마칠 수 

있도록 지도해 주신 허지회 교수님께 진심으로 감사드립니다. 바쁘신 

와중에서도 언제나 세심하고 따뜻한 지도와 조언을 해주셨습니다. 

그런 것들이 얼마나 힘든 것이고 많은 사랑이 필요한지 저도 

레지던트를 지도하면서 조금씩 깨닫고 더욱더 존경하게 됩니다.  

이 연구의 실험을 도와준 실험실의 김은희, 권일, 정나영 선생, 

선배로서 모범이 되어 주시고, 많은 조언을 주신 김서현, 이경열 

선생님. 처음 뵈었지만, 따뜻하게 맞이해 주시고 주옥같은 조언을 

주신 남택상, 이종은 선생님께도 깊은 감사를 드립니다. 이분들의 

가르침과 조언이 있었기에 이 논문을 마칠 수 있었습니다.  

박사를 하는 동안 사랑하는 사람을 만나 결혼도 하고 아들을 낳고 

가정을 이루었습니다. 지치고 힘들 때마다 아낌없는 내조로 저를 

도와준 아내 변수진, 끊임없는 재롱으로 저를 즐겁게 해준 아들 

이지호에게 고마움을 전합니다. 끝으로 항상 저를 믿어주시고, 

아낌없는 지원을 해주신 부모님께 감사드립니다.  

 

저자 씀 
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국문요약 

 

국소적 뇌허혈에서 뇌저온 요법 후 

aquaporin 의 시간적 변화와 발현 

 

 뇌허혈 후 발생하는 뇌부종은 뇌허혈의 증상을 악화시키고 사망률을 

증가시킬 수 있다. Aquaporin (AQP)은 water-channel 단백질로 

뇌부종의 생성과 흡수와 연관이 있다. 저체온법은 뇌부종을 

효과적으로 감소시킨다. 저체온 효과의 기전으로 혈관 뇌장벽의 

보호작용, 산소 유리기의 생성 억제, 항염증 효과, 뇌대사의 억제 등 

여러 가지가 제시되어 있지만, 아직 AQP의 역할에 대해서는 잘 

알려져 있지 않다. 따라서, 본 연구에서는 흰쥐의 중뇌동맥폐색 

모델을 이용하여 뇌경색 후 정상체온 및 저체온에서의 AQP의 시간적 

변화와 뇌부종을 관찰함으로써, 뇌저온에서의 뇌부종과 AQP의 

연관성을 밝혀내고자 하였다.  

 흰쥐를 정상체온군과 저체온군으로 나누고 각각의 군을 2시간 

중뇌동맥폐색 후 재관류 0, 3, 24, 48, 72시간으로 나누어 실험하였다. 

정상체온군은 체온을 37℃로 유지하였으며, 저체온군은 중뇌동맥폐색 

동안 체온을 33±0.5℃로 유지하였다. 뇌경색 및 뇌부종의 크기 

평가는 2,3,5-triphenyl tetrazolium chloride 염색을 이용하였으며, 

western blot을 이용하여 AQP-1, 4과 9를 측정 비교하였다. 

면역조직화학염색과 면역형광염색을 시행하여 AQP의 분포양상을 

관찰하였다. Immunoglobulin G (IgG) 염색법을 이용하여 혈액-뇌장벽 

손상을 관찰하였다. 

 결과적으로 뇌경색의 크기는 모든 군에서 저체온군이 정상체온군에 
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비해 의미 있게 감소하였으며, 특히 재관류 48시간 뒤에서 

정상체온군과 저체온군과의 차이가 가장 컸다. 뇌부종은 전반적으로 

정상체온군에 비해 저체온군에서 감소하는 양상을 보였으며, 특히 

재관류 0시간 뒤와 3시간 뒤에서 두군 간에 의미 있는 차이를 보였다. 

AQP -4는 저체온군에서 유의한 차이를 보였으며, 시간에 따라 점차 

감소하는 경향을 보였다. 이중 재관류 3시간, 48시간에서 두군 간의 

의미 있는 차이를 보였다. AQP -1은 재관류 0시간 뒤와 24시간 뒤 

저체온군에서 의미 있게 증가하였으나, AQP-9는 양군 및 시간에 

따른 변화는 관찰되지 않았다. AQP-4는 별아교 세포의 발 부위에 

위치하였으며, 허혈 부위에서 발현이 감소하였다. AQP-1은 맥락막 

총에서 발현되었다. 정상체온 재관류 3시간군에서 뇌허혈 부위에 IgG 

염색이 관찰되었다. 

본 연구를 통해 저체온군에서 뇌경색과 뇌부종의 크기가 

정상체온군에 비해 감소하고, AQP -4도 감소한 것을 확인하였다. 

또한, AQP -1이 저체온군에서 뇌경색 후 0시간, 24시간 뒤에 

정상체온군에 비해 의미 있게 증가하여, 저체온군의 뇌부종의 감소는 

AQP -1과 4의 발현의 변화와 연관성이 있을 것으로 생각한다. 

 

 

 

 

 

 

 

----------------------------------------------- 

핵심되는 말 : 뇌허혈, 저체온, Aquaporin, 뇌부종 
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국소적 뇌허혈에서 뇌저온 요법 후 

aquaporin 의 시간적 변화와 발현 

 

<지도교수 허지회> 

 

연세대학교 대학원 의학과 

 

이 종 윤 

 

 

Ⅰ. 서론 

 

뇌경색 이후 발생하는 뇌부종은 증상을 악화시킬 뿐 아니라, 심

한 경우 뇌탈출증 등을 일으켜 사망에까지 이르게 할 수 있다. 이를 

치료하기 위하여 저체온법, 만니톨 등 약물을 이용한 삼투압 치료, 머

리뼈절제술을 통한 감압술 등을 시행하지만, 그 효과는 제한적이다.1, 2 

같은 뇌경색이지만 사람에 따라 생명에 지장을 줄 만큼 심한 악성 뇌

부종이 있는가 하면, 아주 경하며 뇌부종이 미미한 때도 있는데, 그 

차이에 대해서는 아직 잘 알려져 있지 않다.3  

  최근 water-channel 단백질인 aquaporin (AQP)이 이러한 뇌부종

과 연관된 것으로 알려졌다. AQP-1과 4는 수분만 투과시키며, 뇌척

수액의 형성과 뇌수분의 항상성에 관여한다.4 AQP-9는 

aquaglyceroporin으로 수분뿐만 아니라 글리세롤, monocarboxylates

와 요소 등을 투과시킨다.5 이중 AQP-4는 뇌의 미세혈관과 뇌실막 
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세포(ependymal cell)를 둘러싸는 별아교 세포(astrocyte)의 발 부위

에 있는 뇌의 주요 water-channel이다.6 AQP-4-knock-out 생쥐를 

통한 실험에서는 유발 질환에 따라 뇌부종이 악화 또는 호전을 보여, 

AQP-4가 뇌부종의 형성과 흡수 모두에 작용하는 것으로 생각되나, 

그 정확한 역할에 대해서는 잘 알려져 있지 않다.7-9  

뇌부종의 원인으로 몇 가지가 있는데, 그 대표적인 것이 세포독성 

뇌부종과 혈관성 뇌부종이다.10 세포독성 뇌부종은 세포가 부피를 유

지하기 위한 세포의 능력 및 에너지 상실 때문에 세포 내에 물이 축

적되어 생기는 것으로 저나트륨 혈증이나 초기 뇌허혈 후 발생한다. 

혈관성 뇌부종은 혈관 뇌장벽 손상 때문에 등삼투압성 체액과 혈장 

단백질이 수압 차에 따라 혈액에서 간질 공간(interstitial space)으로 

이동하여 생기는 것으로, 뇌종양이나 뇌농양, 뇌허혈 후 발생한다. 뇌

허혈 시에는 초기에는 세포가 부어서 세포독성 뇌부종이 생기지만, 

초기 이후에는 모세혈관의 내피세포와 혈관 뇌장벽 손상이 일어나 혈

관성 뇌부종이 발생한다. 이렇게 뇌허혈에서의 뇌부종은 시간에 따라 

기전 및 심한 정도에 변화가 있기 때문에, 뇌부종의 악화 또는 호전

에 중요한 역할을 할 것으로 생각되는 AQP의 시간적 변화를 알아보

는 것은 이들의 역할을 이해하는 데에 기본적으로 필요하다.  

  뇌저온 요법은 실험적 뇌경색 모델에서 뇌경색 및 뇌부종의 크기를 

감소시키고 신경학적 장애를 호전시키는 것으로 알려져, 임상적으로

도 일부에서 유용성이 보고되어 있다.11-13 이러한 뇌저온 요법 효과의 

기전은 여러 가지가 제시되어 있지만, 그 중 혈관 뇌장벽의 보호작용

이 뇌부종 특히 혈관성 뇌부종을 억제하는 것으로 생각된다.11, 14, 15 

뇌부종에서 AQP이 이바지하는 바를 생각하면, 뇌저온 요법 시 

AQP-4 발현의 변화가 연관되어 있을 것으로 생각되지만, 이에 대한 

연구는 거의 없다.16, 17 
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 본 연구의 목적은 뇌경색 후 정상체온 및 저체온에서의 AQP의 시간

적 변화와 뇌부종을 관찰함으로써, 뇌저온에서의 뇌부종과 AQP의 연

관성을 밝혀내는 데 있다. 

 

 

Ⅱ. 재료 및 방법 

 

1. 실험동물 

200-300g 정도의 수컷 Wistar rat을 사용하였다. 본 연구는 

Association for Assessment and Accreditation of Laboratory Animal 

Care(AAALAC)에서 승인된 실험계획안에 따라 시행하였다. 모든 

동물은 플라스틱 우리에서 온도(22.0±2.0도), 습도(50±10%), 

소음(40-50 phon 이하), 조명(12시간 명/암)이 자동으로 유지되고, 

무균 음수 및 방사선 멸균 고형 사료가 공급되며 미생물 감시를 

실시하는 조건에서 사육하였다. 실험동물은 수술 전날 밤부터 약 

12시간 정도 물만 공급하였으며 수술 후에는 물과 사료를 충분히 

섭취할 수 있게 하였다. 

70%의 N2O, 30%의 O2, 5% 아이소플루레인(isoflurane)으로 

흡입마취를 유도하고 2% 아이소플루레인으로 유지한 상태에서 

실험하였다. 중뇌동맥 폐색 전후에 활력 지수(폐하, 산소 포화도, 

이산화탄소 포화도, 평균 동맥압)와 미세혈관 조직 관류 

(microvascular tissue perfusion)를 측정하였다. 평균 동맥압은 왼쪽 

대퇴동맥에 카테터를 넣고 측정하였으며(Harvard Apparatus Inc., 

Holliston, MA, USA), 산도, 산소 포화도, 이산화탄소 포화도는 

혈액을 채취해 분석하였다(OPTI critical care analyze, AVL Scientific 

Corporation, Roswell, Georgia, USA). 미세혈관 조직 관류는 
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두개골을 드러내어 시상봉합과 관상봉합의 접합점(bregma)을 

기준으로 뒤쪽 1 mm, 왼쪽 3 mm 지점에 천공기를 이용하여 구멍을 

뚫어 뇌의 피질 부위가 보이게 하고, 레이저 도플러 유량계 (BLF 21 

laser Doppler flow meter, Transonic Systems Inc., Ithaca, NY, 

USA)를 이용하여 측정하였다. 

 

2. 중뇌동맥 폐색 및 재관류 

뇌의 허혈 손상은 기존에 보고된 나일론을 이용한 중뇌동맥 폐색과 

재관류법을 일부 변형하여 유발하였다.18 즉, 흡입 마취시킨 상태의 

실험 쥐의 경부를 정중 절개하여 경동맥을 노출하고 총경동맥을 

결찰한 다음, 내경동맥과 외경동맥의 분지들과 외경동맥을 전기소작 

또는 결찰하였다. 다음으로 내경동맥을 일시적으로 혈관 clamp를 

이용하여 결찰한 뒤 원위부 20 mm에 미리 화염을 이용하여 끝을 

둥글게 한 뒤 poly-L lysine (Sigma, St. Louis, MO, USA)으로 처리한 

4-0 나일론 사 (Ethicon, Edinburg, UK)를 넣어서 내경동맥 쪽으로 

들어간 것을 확인하고 혈관 clamp를 풀고 나일론 사를 총경동맥 

분지부부터 23 mm까지 밀어 넣어 중뇌동맥을 막았다. 이러한 과정이 

끝나고 나서 절개된 부분을 봉합하여 나일론 사의 끝 부분이 피부 

밖으로 나오도록 하였다. 2시간 동안 중뇌동맥을 막은 후 재관류를 

하는데 재관류는 흡입 마취 상태에서 피부 밖에 남겨 있는 나일론 

사를 저항이 느껴질 때까지 잡아 빼고 나머지 끝 부분을 가위로 

절단함으로써 시행하였다. 재관류 0시간, 3시간, 24시간, 48시간 

72시간 후에 심장 관류를 이용하여 희생시켰다.  

 

3. 온도 조절 및 뇌저온 유도 19 

  수술 및 뇌저온 요법 동안에 지속적으로 체온을 측정하여 일정 
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온도를 유지하였다. 체온은 직장 체온과 뇌온(brain temperature)을 

동시에 측정하였다. 직장 체온은 체온계를 직장 내로 삽입하여 

측정하였으며, 뇌온은 비허혈 대뇌반구의 측두근에 체온계 (Precision 

4000A Thermometer, Yellow Springs Instrument, Japan)를 삽입하는 

방법으로 측정하였다. 수술 동안에 체온은 직장 체온과 연계된 

자동온도조절장치 (Homeothermic blanket control unit, Harvard 

Apparatus Inc., Holliston, MA, USA)를 이용하여 섭씨 37도로 

일정하게 유지하였다. 중뇌동맥 폐색 2시간 동안 실험동물의 전신에 

분무기로 알코올을 뿌리고 팬을 이용하는 방법으로 섭씨 

33도±0.5까지 감온하며 뇌저온 상태를 유지 하였으며, 뇌저온 

요법이 끝나고 나서는 마취를 중단하고 자동온도조절장치와 온열 

전등을 이용하여 복온하였다. 

 

4. 조직처리 

실험동물 희생은 우레탄(urethane)을 복강 내로 주사하여 마취한 

상태에서 peristaltic pump 를 이용하여 헤파린이 섞인 차가운 생리 

식염수를 우심방을 절개한 상태에서 좌심실을 통해 관류하고 즉시 

뇌를 끄집어 냈다. 끄집어 낸 뇌는 brain matrix 를 이용하여 관상 

면으로 전두부부터 2 mm 두께로 잘라 7 개로 관상 절편화 하였다. 

절편화한 조직 중 1, 3, 5, 7 번째 조직은 2% 2,3,5- 

triphenyltetrazolium chloride (TTC)에 담가 섭씨 37 도에서 30 분간 

배양하여 염색하였으며, 후에 뇌경색 및 뇌부종 측정 시 사용하였다. 

2, 4, 6 번째 조직은 Tissue-Tek OCT compound (Miles Inc., Elkahart, 

IN, USA)와 함께 cryomol 에 넣어 섭씨 영하 80 도에 냉동상태로 

보관하였다가 western blot, 면역조직화학과 면역형광염색, 

Immunoglobulin G (IgG) 면역염색을 위해 사용하였다. 
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5. 뇌부종 및 뇌경색 크기의 평가 

뇌부종의 크기는 기존에 보고된 분석방법을 이용하였다.20 

TTC 염색을 한 후 3 번째 절편의 뒷면과 5 번째 절편의 앞면을 평판 

스캐너를 이용하여 600dpi 로 스캔하고 반구별 면적을 Scion Image 

program 을 이용하여 측정하고 그 비율을 분석하였다. ［(경색부위의 

반구 크기)-(정상부위의 반구 크기)/(정상부위의 반구 크기)x100)］  

 뇌경색의 크기는 3 번째 절편의 뒷면과 5 번째 절편 앞면에서 전체 

면적과 뇌경색 부위 면적의 비율을 구하여 분석하였다.  

 

6. Western blot 

  정상체온군과 저체온군 사이의 시간에 따라 발현되는 AQP의 양상

을 알아보기 위해 western blot을 이용하였다. 냉동 절편조직에서 

lysis buffer (10 mM Tris Cl pH 7.4, 1 mM ethylenediamine- 

tetraacetic acid, 100 mM NaCl, 0.1% SDS, 0.01 mM phenylmethane- 

sulfonyl fluoride, 1% nonyl phenoxylpolyethoxylethanol 40, 

protease inhibitor cocktail)를 이용하여 단백질을 추출하였다. 단백질

은 Bradford법을 이용하여 bovine gamma globulin을 기준으로 정량

하였다. 단백질 5 ㎍을 12% SDS-PAGE로 분리하고, polyvinylidene 

difluoride membrane (PVDF)로 옮기고 항체의 비특이적 반응을 막기 

위하여 tris bufferd saline (TBS, 50 mM Tris Cl pH 7.5, 150 mM NaCl)

에 5% 탈지분유로 4℃에서 하룻밤 동안 반응시켰다. AQP에 대한 1

차 항체(AQP1; 1:1000, Alpha Diagnostic International, San Antonio, 

TX, USA, AQP4; 1:1000, Chemicon, Temecula, CA, USA, AQP9; 

1:500, Alpha Diagnostic International, San Antonio, TX, USA)로 4℃

에서 밤새 반응시키고 biotinylated anti-rabbit IgG (1:200, Vector 

Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA)를 2차 항체로 사용하여 1
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시간 30분간 반응시켰다. TTBS (0.5% Tween 20 in TBS)로 5분간 네 

번 씻은 후 enhanced chemiluminescence (Amersham Pharmacia 

Biotech, Buckinghamshire, UK)로 반응시켜 X-ray 필름에 노출해 감

광시켰다. 발현수준의 평가는 densitometry (Genetools, Syngene, 

Cambridge, UK)를 이용하여 분석하였고, 각 표본의 흡광도는 β

-actin (1:20000, Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, 

USA)으로 보정하여 나타내었다. 

 

7. 면역조직화학염색 

면역조직화학염색은 10 ㎛로 절삭된 냉동 절편조직을 이용하였다. 

사용한 항체는 AQP-1 (Alpha Diagnostic International, San Antonio, 

TX, USA)와 AQP-4 (Chemicon, Temecula, CA, USA)이었다. 냉동 

절편을 메탄올에 10분간 고정한 후, 비특이적 항체 반응을 제거하기 

위해 Blotto (0.05 M Tris-HCl pH 7.5, 5% skim milk, 1% horse serum, 

0.02% sodium azide)로 실온에서 20분간 처리하였다. 그다음, 1차 항

체를 37℃에서 2시간 동안 배양하고 0.01M phosphate buffer saline 

(PBS)로 15분간 씻었다. Biotinylated anti-rabbit IgG (1:200, Vector 

Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA)를 2차 항체로 사용하여 37℃

에서 30분간 배양하고 다시 PBS로 씻은 후 endogenous peroxidase

를 제거하기 위해 30% H2O2/MeOH를 실온에서 20분간 반응시키고 

나서 2분간 수돗물로 씻고 다시 PBS로 10분간 씻었다. 그다음 ABC 

용액(Vectastatin Elite ABC reagent solution)을 이용하여 37℃에서 

30분간 배양하고, PBS로 씻은 후 DAB solution (PBS 10 ㎖, 2,3 

diaminobenzidine 5 mg, 30% H2O2 10 ㎕)으로 염색하였으며, 

hematoxylin으로 대조염색 하였다. 평가는 광학현미경(Carl Zeiss, 

Gottingen, Germany)하에서 실시하였다.  
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8. 면역형광염색 

 면역형광염색은 10 ㎛로 절삭된 냉동 절편조직을 이용하였다. 10분

간 methanol로 고정하고, 1차 항체는 Table 1과 같이 두 개의 항체를 

섞어 4℃에서 밤새 반응시켰다. 0.01 M PBS로 5분씩 3회 씻은 다음 

2차 항체는 cyanine 3 donkey anti-rabbit와 fluorescenin 

isothiocyanate  donkey anti-mouse를 37℃에서 1시간 동안 배양하

고 PBS로 5분씩 3회 씻었다. DAPI가 포함된 mounting medium 

(Vectashield, Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA, USA)을 사

용하여 cover glass를 덮고, confocal microscope (LSM510, Carl 

Zeiss, Gottingen, Germany)을 통해 관찰하였다.   

 

Table 1. Antibodies for immunofluorescence 

Mixture of primary antibodies Mixture of secondary antibodies 

AQP-4 

(1/200, rabbit, Chemicon) 

Collagen type IV 

  (1/400, mouse, Stanford) 

CY3 donkey anti-rabbit 

  (1/100, Jackson) 

FITC donkey anti-mouse  

(1/100, Jackson) 

AQP-4 

(1/200, rabbit, Chemicon) 

GFAP 

(1/1000, mouse, Abcam) 

CY3 donkey anti-rabbit 

(1/100, Jackson) 

FITC donkey anti-mouse 

(1/100, Jackson) 

AQP, Aquaporin; CY3, Cyanine 3; FITC, Fluorescein isothiocyanate; 

GFAP, Glial fibrillary acidic protein 

 

9. 혈액-뇌장벽 손상의 평가 

혈액-뇌장벽의 손상은 IgG 면역 염색법을 이용하여 평가하였다.21 

면역조직화학염색법과 같게 실시하였으나, hematoxylin 대조염색은 

제외하였다. biotinylated anti-rat IgG (1:100, Santa Cruz 

Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA)를 항체로 사용하였다.  
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10. 통계 

 통계분석으로 SPSS ver. 17.0 (SPSS Korea, Seoul, Korea)을 

이용하였다. 사망률은 카이제곱 검정을, 활력 지수와 혈류량 변화의 

비교는 paired t-test 를 사용하였으며, 각 군의 비교를 위해서 

비모수검정인 Mann-Whitney U test 와 Kruskal Wallis test 를 

사용하였다. 실험결과 값은 평균±표준오차로 표시하였으며, 각각의 

검정에서 P 값이 0.05 미만일 때 통계적으로 의의가 있는 것으로 

하였다. 

 

 

Ⅲ. 결과 

 

1. 실험군과 사망률 

 정상체온군과 저체온군으로 나누었으며, 각군은 중뇌동맥 폐색 

2 시간 후 재관류 0, 3, 24, 48, 72 시간군과 대조군으로 나누어 

실험하였다. 총 65 마리를 실험하였으며, 이중 실험 중에 사망한 

정상체온군 2마리와 저체온군 3마리를 제외한 60마리를 분석하였다. 

사망률은 각각 7.4%, 10.7%로 양군 간 사망률에 대한 차이는 

없었다(P=0.67). 

 

2. 활력 지수와 혈류량의 변화 

 실험 시 활력 지수 및 혈류량은 table 2 와 같았다. 전군에서 

중뇌동맥 폐색 후 뇌혈류량이 의미 있게 감소하였으며(P<0.0001), 

저체온군에서 저체온 유도 후 체온이 의미 있게 

감소하였다(P<0.0001). 
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Table 2. Physiological variables and changes of regional cerebral 

perfusion 

  Group Baseline MCAO Reperfusion 

pH 

Normothermia 

2hO0hR 7.42±0.03 7.42±0.06 7.40±0.03 

2hO3hR 7.40±0.06 7.42±0.02 7.38±0.10 

2hO24hR 7.39±0.05 7.42±0.07 7.38±0.06 

2hO48hR 7.39±0.04 7.40±0.02 7.39±0.06 

2hO72hR 7.41±0.03 7.43±0.10 7.38±0.11 

Hypothermia 

2hO0hR 7.41±0.07 7.41±0.09 7.30±0.09 

2hO3hR 7.36±0.10 7.32±0.07 7.19±0.11 

2hO24hR 7.34±0.12 7.39±0.06 7.26±0.13 

2hO48hR 7.42±0.03 7.34±0.05 7.36±0.06 

2hO72hR 7.41±0.05 7.37±0.05 7.30±0.10 

PaO2 

(mmHg) 

Normothermia 

2hO0hR 170.40±34.24 150.40±10.69 156.50±17.82 

2hO3hR 151.00±34.34 160.40±17.54 141.33±9.29 

2hO24hR 158.20±16.48 151.40±17.83 142.40±10.64 

2hO48hR 146.20±11.28 141.00±8.86 122.00±30.58 

2hO72hR 167.60±14.78 164.20±12.83 152.60±28.73 

Hypothermia 

2hO0hR 161.60±41.17 179.80±13.08 172.20±16.77 

2hO3hR 162.40±62.61 155.20±38.83 113.00±17.82 

2hO24hR 149.20±33.89 155.40±15.32 135.40±33.28 

2hO48hR 166.60±23.07 162.00±42.79 139.40±13.42 

2hO72hR 155.60±36.03 153.20±39.15 137.75±50.98 

PaCO2 

(mmHg) 

Normothermia 

2hO0hR 47.40±6.58 48.20±8.08 50.00±2.94 

2hO3hR 48.80±8.44 46.40±5.46 49.67±12.90 

2hO24hR 50.80±6.38 47.60±9.69 52.40±9.71 

2hO48hR 47.60±4.88 46.00±4.69 47.50±8.39 

2hO72hR 46.20±6.61 45.20±10.06 52.80±12.36 

Hypothermia 

2hO0hR 48.00±12.83 51.40±12.18 63.60±14.98 

2hO3hR 54.20±18.84 60.00±10.30 87.80±24.83 

2hO24hR 62.00±24.11 51.60±12.76 75.20±27.87 

2hO48hR 45.60±2.88 56.60±7.99 54.80±8.04 
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2hO72hR 47.20±6.69 50.80±5.31 66.00±16.83 

MABP 

(mmHg) 

Normothermia 

2hO0hR 104.58±19.88 89.36±11.87 96.51±16.11 

2hO3hR 106.13±23.77 102.06±12.09 95.56±26.09 

2hO24hR 108.74±9.94 102.55±8.71 97.67±11.87 

2hO48hR 93.24±12.4 78.78±35.53 78.59±25.53 

2hO72hR 107.82±7.58 103.85±18.34 111.17±20.73 

Hypothermia 

2hO0hR 111.24±4.98 100.61±11.69 83.45±11.34 

2hO3hR 105.28±5.34 91.82±8.82 95.16±7.57 

2hO24hR 119.87±7.09 109.32±13.76 113.53±24.50 

2hO48hR 104.15±11.66 100.84±8.14 100.86±6.17 

2hO72hR 107.91±7.27 104.93±18.28 101.19±17.29 

rCP* 

(%) 

Normothermia 

2hO0hR 100.00  18.83±11.52   

2hO3hR 100.00  30.10±20.36 29.02±19.51 

2hO24hR 100.00  18.15±7.25 37.08±19.76 

2hO48hR 100.00  37.18±31.76 33.07±25.83 

2hO72hR 100.00  30.87±17.77 46.53±26.62 

Hypothermia 

2hO0hR 100.00  30.54±10.00 
 

2hO3hR 100.00  30.25±13.19 55.66±17.44 

2hO24hR 100.00  29.86±14.41 57.85±21.38 

2hO48hR 100.00  27.03±14.80 61.85±29.53 

2hO72hR 100.00  36.57±14.04 59.89±17.21 

BT 

(℃) 

Normothermia 

2hO0hR 36.4±0.5 36.7±0.3 36.9±0.3 

2hO3hR 36.6±0.5 37.2±0.4 37.3±0.4 

2hO24hR 36.9±0.3 37.3±0.3 37.0±0.3 

2hO48hR 36.6±0.3 36.6±0.2 36.7±0.2 

2hO72hR 36.9±0.4 37.1±0.4 37.2±0.2 

Hypothermia** 

2hO0hR 36.7±0.4 33.2±0.1 
 

2hO3hR 36.7±0.4 32.9±0.2 
 

2hO24hR 36.4±0.2 33.0±0.1 
 

2hO48hR 36.7±0.3 32.8±0.6 
 

2hO72hR 36.8±0.5 33.1±0.1   
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Values are means ± standard deviation. h, hour; O, occlusion; R, 

reperfusion; MABP, mean arterial blood pressure; rCP, regional 

cerebral perfusion; BT, body temperature; MCAO, middle cerebral 

artery occlusion. *rCP before MCAO vs. after MCAO (p<0.0001), 

**BT before hypothermia vs. after hypothermia (p<0.0001) 

 

3. 뇌경색 크기 

 뇌경색의 크기는 모든 군에서 저체온군이 정상체온군에 비해 의미 

있게 감소하였다. 정상체온군의 뇌경색의 크기는 재관류 시간이 

지남에 따라 점점 커지다가 72 시간 뒤에는 감소하였다. 평균 뇌경색 

크기는 재관류 48 시간 뒤 정상체온군이 26.34% 저체온군이 

2.44%로 그 차이가 가장 컸다(P<0.05)(Figure 1A and B).  
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Figure 1. Infarction sizes determined by staining with 2% 2, 3, 5- 

triphenyl tetrazolium chloride. A. Representative photographs show 

that infracted areas (unstained, white) in the hypothermia group are 

much smaller than those in the normothermia group. B. The percent 

area of infarction was significantly smaller in the hypothermia group. 

*P<0.05 

MCAO; middle cerebral artery occlusion 
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4. 뇌부종의 비교 

 TTC 염색을 이용하여 측정한 뇌부종의 정도는 전반적으로 

정상체온군에 비해 저체온군이 더 작은 경향을 보였다. 

정상체온군에서 재관류 3 시간까지 점점 증가하다가 다시 감소하면서, 

재관류 72 시간 뒤에는 저체온군에 비해 작았다. 특히 재관류 0 시간 

뒤와 3 시간 뒤에서 두군 간에 의미 있는 차이를 보였다(P=0.032, 

0.032)(Figure 2).  

 

Figure 2. The percent area of brain edema. A significant difference 

was noted at reperfusion 0 hour and 3 hours. *P<0.05 

MCAO; middle cerebral artery occlusion 
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5. Western blot 

 가. AQP-4 

 재관류 시간에 따른 AQP-4 의 변화는 정상체온군 간에는 유의한 

변화는 관찰되지 않았으나, 저체온군 간에서는 유의한 차이를 

보였으며(P=0.017), 시간에 따라 점차 감소하는 양상이었다. 재관류 

3 시간, 48 시간에는 정상체온군에 비해 저체온군 간에서 의미 있게 

감소하여 있었다(P=0.008, 0.008)(Figure 3). 
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Figure 3. The levels of aquaporin-4 protein measured by western 

blot. In the hypothermia group, aquaporin-4 levels are decreased 

according to the reperfusion time. In the reperfusion 3 hours and 48 

hours, aquaporin-4 levels are significantly different between the 

hypothermia and normothermia groups. *P<0.05 

MCAO; middle cerebral artery occlusion 
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나. AQP-1 및 AQP-9 

 AQP-1은 재관류 0시간 뒤 (P=0.032) 와 24시간 뒤 (P=0.008)에서 

저체온군이 정상체온군에 비해 의미 있게 증가하였다(Figure 4). 

그러나 AQP-9은 정상체온군 및 저체온군 간에 의미 있는 차이는 

관찰되지 않았다(Figure 5, P>0.05). , 

 

Figure 4. The levels of aquaporin-1 protein measured by western 

blot. In the reperfusion 0 hour and 24 hours, aquaporin-1 levels are 

significantly different between hypothermia and normothermia 

groups. *P<0.05. 

MCAO; middle cerebral artery occlusion
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Figure 5. The levels of aquaporin-9 protein measured by western 

blot. They are neither changed after cerebral ischemia nor different 

between hypothermia and normothermia groups. 

 

 

 

 

 

6. 면역조직화학염색 

 면역조직화학염색상 AQP-4의 발현이 뇌경색 부위에서 

정상부위보다 감소한 것이 관찰되었으며, AQP-1은 맥락막 총에 

발현된 것이 관찰되었다(Figure 6).  
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Figure 6. Immunohistochemistry staining for AQP-4 (A and B) and 

AQP-1 (C) of the rat brain. A. AQP-4 after 2 hours of MCA 

occlusion (MCAO) and 3 hours of reperfusion of the normothermia 

group. B. AQP-4 in hypothermia 2hours of MCAO and 3hours of 

reperfusion group. Its expression is decreased in the ischemic area. 

C. AQP-1 in 2hours of MCAO and 24hours reperfusion group. Its 

expression is localized in the choroid plexus. Scale bars=20 ㎛. 
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7. 면역형광염색 

 정상체온 대조군에서 면역형광염색을 하였으며, AQP-4는 혈관 

부위에서 발현되었다. Confocal 현미경으로 관찰 시 4형 콜라젠의 

바깥부위에서 염색되어 혈관 바깥부위에서 발현됨을 알 수 있었다. 

GFAP염색과는 AQP-4 가 함께 발현되어 AQP-4가 별아교 세포의 

발 부위에서 발현되는 것이 관찰되었다(Figure 7). 

 

Figure 7. Immunofluorescence staining for AQP-4 (red, A and B), 

collagen type IV (green, A) and GFAP (green, B) of the rat brain in 

the normothermia sham group. A. AQP-4 is expressed outside of 

collagen type IV staining. B. AQP-4 is colocalized with GFAP 

showing that AQP-4 is expressed on the astrocyte endfeet around 

the blood vessels. Scale bars=50 ㎛. 
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8. IgG 면역염색 

 재관류 3시간군에서 시행한 IgG 면역염색상, 정상체온군에서 뇌경색 

부위에 IgG 염색이 관찰되었으며, 저체온군에서는 잘 관찰되지 

않았다(Figure 8). 

 

Figure 8. IgG staining of the rat brain in the 2 hours of MCA 

occlusion and 3 hours of reperfusion groups. A. Hypothermia group. 

B. Normothermia group. Extensive and strong staining is observed 

in the normothermia group. 

 

 

 

Ⅳ. 고찰 

  

AQP-1, 4와 9는 여러 아형 중 뇌허혈 후 뇌부종의 형성 및 제거와 

연관된 것으로 생각되는 대표적인 water-channel 단백이다. 

지금까지 뇌허혈 모델에서 이들의 발현에 대해 다양하게 보고되고 

있다. AQP-1의 경우 일과성 뇌허혈 모델에서 시간에 따른 발현의 

변화는 관찰되지 않았다.20 AQP-4는 젊은 쥐의 저산소-뇌허혈 

모델에서는 뇌허혈 후 2.5시간 뒤 감소하였고,22 90분 중대뇌동맥폐쇄 

생쥐 모델에서는 23시간 뒤 감소하였다.6 또 다른 90분 중대뇌동맥 

폐쇄 생쥐 모델에서는 초기에 감소하였다가 회복 후 다시 감소하는 
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양상을 보였다.23 30분 중대뇌동맥 폐쇄 생쥐 모델에서는 1시간 및 

48시간 뒤 뇌부종의 증가와 함께 AQP-4의 증가가 관찰되어 전자는 

세포독성, 후자는 혈관성 부종과 관련이 있다는 보고도 있었다.20 

AQP-9는 30분 중뇌동맥 폐쇄 생쥐 모델에서 뇌부종과는 상관없이 

뇌허혈 후 24시간 뒤부터 점차 발현이 증가하는 것으로 

보고되었다.20 본 실험에서는 정상체온군에서 AQP-1, 4와 9 모두 

시간에 따른 발현의 변화는 관찰되지 않았다. 특히 AQP-4와 9는 

기존 보고와 발현양상이 달랐는데, 이는 모델의 종, 뇌허혈의 방법 및 

시간 등에 의한 차이가 영향을 미쳤을 것으로 생각한다.  

본 실험에서 정상체온군에서의 뇌부종은 재관류 3시간 뒤가 가장 

컸다. IgG 면역염색은 혈액-뇌장벽 손상 시 관찰할 수 있으며, 혈관성 

뇌부종을 아는 방법이다. IgG 면역염색이 정상체온군 재관류 

3시간군의 뇌경색 부위에서 관찰되어 기존의 보고처럼 혈관성 

뇌부종이 빨리 나타나는 것을 알 수 있었다.24  

 저체온군에서 뇌허혈 후 뇌경색과 뇌부종의 크기는 기존의 

보고에서처럼 정상체온군에 비해 감소하였다.11, 13, 25 이러한 뇌저온 

효과의 기전으로 두개강 내 압력의 저하, 뇌대사의 억제, 단백분해 

저하, 글루타메이트 유리 억제, 세포 고사의 억제, 산소 유리기의 

생성 억제, matrix metalloproteinase 활성 감소, 혈액-뇌장벽의 보호 

작용, 젖산 및 조직 산화의 감소 등이 제시되고 있다.11, 14, 19, 26, 27  

뇌저온시 AQP의 변화에 대한 연구를 살펴보면, 흰쥐 실험에서는 

5일 뒤 AQP-4의 발현이 감소하였지만,16 저산소상태의 별아교 세포 

배양 실험에서는 AQP-4는 일시적 감소 후 큰 증가가, AQP-9는 

감소가 관찰된 바 있다.17 본 실험에서는 AQP-1의 경우 중대뇌동맥 

폐색 후 재관류 0시간 및 24시간 뒤에 정상체온군에 비해 

증가하였으며, AQP-4의 경우 시간에 따라 점차 감소하였다. 이에 

대한 기전은 아직 명확히 알려져 있지 않다. 그러나 AQP-4의 경우 

혈액-뇌장벽의 손상이 AQP-4의 mRNA의 발현을 증가시킨다는 
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주장이 있으며,28 그 밖에 기존 연구들을 통해 다음과 같은 몇 가지를 

가정할 수 있다. 첫째, 뇌저온의 ‘pan-inhibiting’효과이다. 일반적으로 

뇌저온은 단백질의 유전정보 해독작용을 저해한다. 따라서, 

유해과정뿐 아니라 heat-shock protein 70과 같이 보호 효과를 가진 

유전자에도 영향을 미친다. 이 단백질은 뇌허혈 시 뇌보호 효과를 

가지지만,29 저체온 시에도 감소한다.30 이러한 효과가 AQP에도 

영향을 미쳤을 것으로 생각하나, AQP-4에만 영향을 미치는 것에 

대해서는 아직 설명할 수 없다. 둘째로 젖산의 감소 효과이다. 뇌허혈 

시 무산소성 당분해 과정 때문에 젖산 산증이 일어나며,31 이는 

세포독성 뇌부종 형성과 연관이 있다.32 배양된 쥐의 별아교세포의 

세포막에서 젖산 산증이 AQP-4의 발현을 증가시키는 것이 

보고되었는데,33 저체온 시 감소하는 젖산이 AQP-4의 감소와 연관이 

있을 수 있다. 셋째로, 산화질소(Nitric oxide) 합성 저하 효과이다. 

AQP-4의 인산화는 산화질소와 연관이 있다.34 저체온 시 산화질소의 

합성 저하가 일어나는데,35 이러한 효과가 AQP-4의 발현에 영향을 

주었을 것으로 생각한다. 

AQP-1은 주로 맥락막 총에 분포하며, 뇌척수액 형성에 관여한다.36 

뇌허혈에서 신경보호 효과를 보이는 agmatine이 뇌허혈 후 AQP-1 

감소와 뇌부종을 감소시켜, AQP-1도 뇌허혈 후 뇌부종과 관계가 

있을 것이다.37 본 실험에서는 저체온군에서 AQP-1이 오히려 증가를 

해, 이에 대해서는 후속 연구가 필요할 것으로 생각한다.  

본 실험에서 AQP-4는 뇌허혈 후 3시간, 48시간 뒤에 정상체온군에 

비해 저체온군에서 의미 있게 감소하였다. 그에 반해 뇌부종은 3시간 

뒤에는 정상체온군이 72시간 뒤에는 저체온군이 더 큰 양상으로 

나타나, AQP-4와 뇌부종의 관계가 정확하게 일치하지는 않았다. 본 

실험의 뇌부종 측정방법이 주로 혈관성 뇌부종의 측정에 더 적합한 

방법으로, 세포독성 뇌부종의 영향이 적었기 때문일 수도 있다. 

Wet/dry 중량 측정법이 이러한 영향을 최소화할 수도 있지만, 기존 
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보고에서도 그렇듯이 본 실험실에서의 예비실험에서도 뇌의 전체 

용적의 크기를 측정하여 뇌부종을 평가하였을 때와 큰 차이는 

보이지않았다.38 TTC염색 시 사용하는 포르말린 고정이 조직의 

수축을 유발하여 뇌부종이 저평가되었을 가능성도 있지만, 뇌경색 

부위뿐만 아니라 정상부위에도 똑같이 영향을 미쳐서 큰 차이는 없을 

것으로 생각한다.39 72시간 뒤에는 오히려 정상체온군이 더 

감소하였는데, 이는 세포 괴사 후 세포의 수축 때문인 것으로 

생각하며, 이러한 영향이 뇌부종 측정에 영향을 미쳤을 수도 있다. 

 

 

Ⅴ. 결론 

 

본 연구를 통해 저체온군에서 뇌경색과 뇌부종의 크기가 

정상체온군에 비해 감소하고, AQP-4도 감소한 것을 확인하였다. 또한, 

AQP-1이 저체온군에서 뇌경색 후 0시간, 24시간 뒤에 정상체온군에 

비해 의미 있게 증가하여, 저체온군의 뇌부종의 감소는 AQP-1과 

4의 발현의 변화와 연관성이 있을 것으로 생각한다. 
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Brain edema after the cerebral ischemia can worsen the symptoms 

and increase the mortality. Aquaporins (AQPs) are water-channel 

proteins, which play a role in water regulation in the brain. AQPs 

have been implicated in brain edema. Ischemic brain edema is 

effectively reduced by hypothermia. Although the mechanisms of 

hypothermic effects has been proposed as decrease of the 

blood-brain barrier permeability, inhibition of free radical 

generation, and anti-inflammatory actions, yet the role of AQP is 

unknown. To reveal their relationship with the brain edema and 

hypothermia, we compared their expression patterns with brain 

swelling in normothermia and hypothermia after focal cerebral 

ischemia. 

 Wistar rats were subjected to 2 hours (hr) of middle cerebral artery 

occlusion (MCAO) and 0, 3, 24, 48, 72 hr of reperfusion. Body 

temperature was maintained at 37℃ in the normothermia group. 

Hypothermia was induced by maintaining the body temperature at 
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33±0.5℃ during MCAO. Sizes of cerebral infarction and those of 

brain edema were determined using 2, 3, 5-triphenyl tetrazolium 

chloride staining. The levels of AQP-1, 4, and 9 proteins were 

assessed using western blot. Cellular localization was determined 

by immunohistochemistry and immunofluorescence studies. 

Blood-brain barrier damage was determined by IgG staining. 

 As a result, Hypothermia decreased sizes of infarction (P<0.05) 

and those of brain edema at 2 hr MCAO/0 hr and 3 hr reperfusion 

(P=0.032, 0.032, respectively). AQP-4 levels were decreased in the 

hypothermic rats (P=0.017), which was statistically significant at 2 

hr MCAO/3 hr and 48 hr reperfusion (P=0.008, 0.008, respectively). 

AQP-1 levels were significantly increased in the hypothermic rats 

at 2 hr MCAO/0 hr and 24 hr reperfusion (P=0.032, 0.008, 

respectively). The levels of AQP-9 were neither changed after 

cerebral ischemia nor different between hypothermia and 

normothermia groups. AQP-4 was localized at the astrocyte endfeet 

and its expression was decreased in the ischemic core. AQP-1 

expression was localized in the choroid plexus. Extensive and 

strong IgG staining was observed in the normothermia rats at 2 hr 

MCAO/3 hr reperfusion. 

 Hypothermia-induced reduction of ischemic brain edema may be 

associated with changing expression of AQP-1 and 4. 

 

----------------------------------------------- 

Key Words : cerebral ischemia, hypothermia, aquaporin, brain 
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