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1)

서 론

저산소성 허혈성 뇌병증은 주산기 이환율과 사망률의 중요한

원인으로 소아에서 구적인 신경학적 장애인 지능장애, 경련,

뇌성마비를 초래함
1, 2)
으로 저산소성 허혈성 뇌병증에 대한 기전

및 치료에 대한 많은 연구가 있었다
3)
. 그 중에 몇몇 뇌보호 효

과에 관한 방법이 증명되었는데
4)
흥분독성 길항제

5)
, 산화질소

합성효소 감소제
6)
, 성장 인자

7)
, 카스파아제(caspase) 활성도 억

제제
8)
및 저체온증

9)
등이다.
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최근에 테트라사이클린 계열 항생제인 미노사이클린(minocy-

cline)이 성인 동물 설치류에서의 허혈성 손상과 뇌졸중에서 뇌

보호 효과가 있었다. 특히 국소적 및 전체적 동물 모형에서 전

신적 투여로 뇌졸중 경색 부위를 현저하게 감소시켰다
10, 11)
. 또

한 백서에서 외상성 뇌손상 매개성 조직 손상과 그에 관련된 신

경학적 기능 이상을 감소시켰으며
12)
, 동물 모형에서 다발성 경화

증
13)
, 파킨슨병

14)
, 헌팅턴병

15)
의 신경퇴행을 막거나 지연시켜 뇌

를 보호하 다. 또한 미노사이클린이 신생 뇌에서도 저산소성 허

혈성 뇌손상후 뇌보호 효과가 있는 것으로 밝혀졌는데, 이는 미

노사이클린이 흥분독성/고사(apoptosis)성 세포 사망의 표지자인

칼파인 분리 물질(calpain cleaved substrate)의 출현뿐 아니라

고사의 효과자로 알려진 활성화된 카스파아제-3의 생성을 억제

함으로서 뇌보호 효과를 나타낸다고 보고하 다
16)
. 따라서 미노

사이클린의 뇌보호 효과가 세포 사망의 한 형태인 고사를 억제

저산소 상태로 유도된 백서 뇌세포 배양에서

Minocycline의 뇌보호 효과
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Purpose : In vivo, minocycline appears to be neuroprotective. Thus, the neuroprotective effects of

minocycline were studied in a rat brain cortical cell culture induced by hypoxia.

Methods : Cultured cells from the brains of Sprague-Dawley rats were divided into two sets of

groups : normoxia groups treated with 5% CO2 and hypoxia groups treated with 1% CO2. After sev-

eral days of incubation, the control groups were not treated with minocycline, while the sample

groups were treated with either 1 or 10 µg/mL of minocycline. The damaged cells were observed

under a microscope, while apoptosis was detected using a TUNEL assay control-stained with DAPI.

Results : Among the normoxia groups, the control and sample groups treated with 1 and 10 µg/mL

of minocycline were all statistically significantly different from each other. Meanwhile, among the

hypoxia groups, although the control was significantly different from the sample groups, there was

no statistically significant difference between the sample groups. When comparing the normoxia and

hypoxia groups, there was a statistically significant difference between the control groups and sam-

ple groups treated with 1 µg/mL of minocycline, yet no significant difference between the sample

groups treated with 10 µg/mL of minocycline.

Conclusion : Minocycline was found to be neuroprotective in normoxia and hypoxia induced rat

brain cortical cell cultures. (J Korean Pediatr Soc 2003;46:1101-1106)
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하는 것으로 생각된다. 본 연구에서는 미노사이클린이 저산소 상

태로 유도된 백서 뇌세포 배양에서 고사를 억제하는 뇌보호 효

과가 있는지를 알아보고자 하 다.

대상 및 방법

1. 백서 뇌세포 배양

대뇌피질 신경세포 배양은 Brewer
17)
의 방법에 따라 하 다.

임신 18일의 백서(Sprague-Dawley)를 실온에서 에테르로 5분

간 마취하고, 자궁을 분리하여 태아 백서의 뇌를 잘라내어 대뇌

피질 조직을 37℃에서 5분간 0.25% trypsin으로 처리하고 1

mM sodium pyruvate와 10 mM HEPES(pH 7.4)가 첨가된

HBSS 용액(GibcoBRL) 5 mL로 5회 세척하여 반응을 중단시

켰다. 세포를 1 mL Hank용액으로 옮기고 끝을 불에 달구어 구

멍을 작게 한 pasteur pipette으로 6-7회 통과시켜 신경세포를

분산시켰다. 분산된 세포를 모아 세포 수를 측정한 후 약 1,500

cells/mm
3
되게 B27을 첨가한 plating Neurobasal media

(GibcoBRL)(100 mL Neurobasal, 2 mL B27 supplement, 0.25

mL glutamax I, 0.1 mL 25 mM glutamate, 0.1 mL 25 mM

2-mercaptoethanol)에 접종하여 8 well chamber slide에 부어

CO2 배양조에서 배양한 다음 3일 간격으로 배양액을 feeding

Neurobasal media(GibcoBRL)(100 mL Neurobasal, 2 mL

B27 supplement, 0.25 mL glutamax I)로 1/5씩 교환하 다.

2. 저산소상태 처리 및 악제 투입

배양 세포를 정상산소 상태(normoxia)와 저산소 상태(hy-

poxia)로 두 군으로 나누고, 정상 산소 상태는 5% O2 배양기

(90% N2, 5% CO2)에, 저산소 상태는 1% O2 배양기(94% N2,

5% CO2)에서 세포 수를 계산하여서 수일간 처리하여 현미경하

에서 충분한 세포 손상이 있다고 판단되면 두 군을 각각 대조군

과 미노사이클린 1 µg/mL, 10 µg/mL으로 처리한 군으로 나누

어서 실험하 다.

3. TUNEL(Tdt-mediated dUTP nick and labeling) 및
DAPI 염색

8 well chamber slide에 배양된 세포를 phosphate buffered

solution(PBS)으로 씻고 고정액(4% paraformaldehyde in PBS

pH 7.4)으로 실온에서 한 시간 동안 고정한 다음, 새로 만든

permeabilisation solution(0.1% Triton X-100 in 0.1% sodium

citrate)으로 얼음 위에서 2분간 처리하고, PBS로 2분간 2번 씻

고, In situ cell death detection kit(TUNEL kit, Roche, 독일)

에 들어 있는 label 용액과 효소 용액의 혼압액을 sample 당 50

µL을 넣고, 37℃에서 1시간 반응시키고, PBS로 2분간 3번 씻고,

DAPI(Sigma, 미국)(최종농도 1 µg/mL)로 10분간 실온에서 처

리하고 PBS로 씻고, antifading 용액으로 표본하 다. 현광 관

찰 장치가 부착된 Zeiss사의 Axiophot 현미경으로 관찰하 다.

DAPI로 염색된 세포들은 F02 filter set(G365, FT 395, LP

420)에서 하늘색으로 TUNEL 반응 양성세포들은 F09 filter set

(BP450-490, FT510, LP 520)에서 녹색으로 보 다. 사진 촬

은 DAPI와 TUNEL 양성 세포를 동시에 볼 수 있는 Triple

band pass fiter(ex : 400/495/570, beam splitter : 410/505/585,

em : 460/530/610)를 이용하 다. 염색 후 TUNEL 양성 세포는

광학 현미경하에서 관찰하 으며 대조 염색(DAPI)과 비교하여

핵의 응축과 진한 염색 상을 보이거나 여러 개의 작은 핵의 분

리로 고사 소체를 형성할 때로 하 으며 각 chamber 마다 200

배 배율 하에서 서로 다른 열 군데의 위치에서 각각 100여 개의

신경세포를 관찰하 고, 결과는 전체 세포에 대한 고사 세포의

비율로 나타내었다.

4. 통계처리

통계 처리는 SAS ver 8.1 통계 패키지를 이용하 고, 검정은

t-test, general lineal model(GLM) 및 일원 ANOVA로 처리하

고 유의 수준은 P값 0.05 미만으로 하 다.

결 과

1. TUNEL과 DAPI 염색

TUNEL 염색 양성 세포는 F09 filter set에서 녹색으로 보

고, DAPI 염색 양성 세포는 F02 filter set에서 하늘색으로 보

다(Fig. 1). 전체 세포는 TUNEL과 DAPI 염색 둘 다 양성인

세포를, 고사 세포는 TUNEL 염색만 양성인 세포로 하 다.

2. 정상산소 상태군와 저산소 상태군에서 뇌보호 효과

정상산소 상태군에서 대조군 고사율의 평균은 0.78(0.048), 미

노사이클린 1 µg/mL 투여군의 평균은 0.27(0.191), 미노사이클

린 10 µg/mL 투여군의 평균은 0.51(0.121)으로 3군 모두에서

통계학적으로 유의한 차이가 있었다(P<0.01). 저산소 상태군에

서 대조군의 평균은 0.88(0.075), 미노사이클린 1 µg/mL 투여군

Fig. 1. TUNEL assay control-stained with DAPI shows green
colored cells with TUNEL positive stain and blue colored cells
with DAPI positive stain.
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의 평균은 0.51(0.085), 미노사이클린 10 µg/mL 투여군의 평균

은 0.57(0.106)으로 대조군과 미노사이클린 투여군 간에서 통계

학적으로 유의한 차이가 있었으나(P<0.01), 미노사이클린 투여

군간에서는 통계학적으로 유의한 차이가 없었다(P>0.05)(Table

1).

3. 정상산소 상태와 저산소 상태에서 각 군과의 비교에서
뇌보호 효과

정상산소 상태군과 저산소 상태군의 대조군간의 비교에서는

정상산소 상태군이 저산소 상태군보다 고사율의 평균이 낮고 통

계학적으로 유의한 차이가 있었다(P<0.01). 또한, 정상산소 상태

군과 저산소 상태군의 미노사이클린 1 µg/mL 투여군간의 비교

에서는 정상산소 상태군이 저산소 상태군보다 평균이 낮아서 통

계학적으로 유의한 차이가 있었다(P<0.01). 그러나, 정상산소 상

태군과 저산소 상태군의 미노사이클린 10 µg/mL 투여군간의 비

교에서는 정상산소 상태군이 저산소 상태군보다 다소 평균이 낮

았으나 통계학적으로 유의한 차이는 없었다(P>0.05)(Fig. 2).

고 찰

저산소성 허혈성 뇌병증은 주산기 이환율과 사망률의 중요한

원인으로 만삭아에서는 생존 출생아에서 0.1-0.2%로 발생하고

심한 신경학적 후유증은 생존아 중 0.03%에서 발생한다. 그리고

생존아 중 25%에서는 뇌성마비, 지능박약, 학습장애, 간질 등과

같은 구적인 신경학적 후유증이 남을 수 있다
1, 2)
.

저산소성 허혈성 뇌병증에서 뇌손상에 대한 여러 가지 병태생

리학적 기전이 제기되고 있다. 재관류와 관련하여 혈관내피세포

손상, 산소 유리기에 의한 손상, 세포흥분성독성, 칼슘 항상성의

파괴, 각종 신경 전달물질의 향 등이 이에 해당한다. 뇌허혈이

지속되면 비교적 광범위한 신경세포의 사망이 나타나는데 해마

의 추체세포, 소뇌의 푸르키니에세포, 뇌피질 제 3, 5층의 추체

세포 등이 가장 취약한 부분에 해당된다
18)
. 뇌신경계의 손상에

의한 각종 질환들은 그 원인이 무엇이든 간에 대부분 중추신경

세포의 사망에 의하여 증상이 나타난다. 중추신경세포는 허혈에

예민하여 한번 손상을 입어 세포가 사망하면 다시 재생되기가

어려운 특징을 갖고 있다. 일반적으로 뇌세포가 손상을 받으면

뇌세포는 세포 괴사(necrosis)와 세포 고사를 통해 사망한다. 괴

사로 통한 뇌세포 사망은 세포가 세포팽창, 공포화와 함께 세포

막이 터지는 병리학적 소견을 보이며, 세포질 내 칼슘이온의 증

가를 동반하며 괴사에 빠진 세포는 염증반응을 유발한다
19)
. 고사

는 괴사와 달리 발생 중에 정상적으로 일어나는 세포사망이며,

면역반응의 조절이나 조직의 재구성과 같이 생체가 살아있는 동

안 지속적으로 일어나는 현상으로 세포막에 소기포 형성, 염색질

의 농축 등의 형태학적 특징을 보이고, 내인성 엔도뉴클레아제가

활성화되어 뉴크레오좀간 염색질 분열의 특징적인 양상을 띄게

된다
20)
. 그런데 허혈에 의한 신경세포 사망을 유발하는 과정으로

괴사와 고사를 구분하는 것은 절대적이지 못하다. 왜냐하면 흥분

독성이나 산화적 스트레스가 괴사도 유발하지만 고사도 유발한

다는 증거가 있기 때문이다. 그러므로 허혈성 신경세포 사망의

기전으로 괴사나 고사 둘 다가 관여된다고 할 수 있다
21)
.

세포 고사에 대한 초기의 연구들은 부신피질호르몬을 처치한

흉선세포, 세포독성 림프구에 대한 반응 등에 집중되어 왔다
22)
.

일반적으로 세포 고사를 증가시키는 것으로 알려진 자극들로는

방사선 조사, 칼슘이온 운반체, 종양 괴사인자, 부신피질호르몬의

제거, 인터루킨-1β, 과립백혈구 대식세포 집락촉진인자, 과립백

혈구 집락촉진인자, 인터루킨-2 등의 성장인자나 사이토카인의

제거 등이다
23)
. 세포 고사를 확인하는 방법으로는 전자현미경을

이용한 형태학적 검사법, 핵산염색분체 파괴를 Tdt 효소를 이용

하여 검출하는 TUNEL법, 뉴클레오좀 크기의 규칙적인 핵산분

절을 확인하는 DNA ladder법, 핵산 형광표지 후 FACS(fluo-

rescence-activated cell sorter)를 이용하는 세포학적 검사법 등

이 이용되고 있다
24, 25)
. 그러나 한가지 방법만으로 세포 괴사와

세포 고사를 확실하게 구별하기는 아직까지는 미흡하다. 본 연구

Fig. 2. Histogram of TUNEL assay control-stained with
DAPI.

*
P<0.01.

Table 1. Descriptive Analysis among Control and Sample
Groups

Group Contents
Apoptosis

mean(SD)

Normoxia

Hypoxia

Control

Minocycline 1 µg/mL

Minocycline 10 µg/mL

Control

Minocycline 1 µg/mL

Minocycline 10 µg/mL

0.78(0.048)

0.27(0.191)
*

0.51(0.121)
*

0.88(0.075)

0.51(0.085)
*

0.57(0.106)†

*
P<0.01 compared to control group

†P<0.01 compared to control group but P>0.05 between sam-
ple groups
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는 백서 뇌세포를 배양하여 저산소 배양기에서 저산소 손상을

유도한 후 TUNEL 염색으로 세포 고사 정도를 확인하 다.

최근 의료 기술의 발달로 특히, 미숙아의 생존율이 높아지면

서 주산기 가사로 인한 저산소성 허혈성 뇌병증의 병리 기전에

대한 연구와 뇌손상을 줄이기 위한 노력들이 있어왔다. 그러나

저산소성 허혈성 뇌병증에서 지금까지 임상적으로 효과가 입증

된 치료 약제는 아직 없으며, 보존적 치료로 적절한 관류나 환

기를 유지하고, 체온, 혈당과 칼슘치, 그리고 산·염기 평형상태를

정상적으로 유지하며, 경련을 치료해야 하는 것이 중요하다
1, 2)
.

또한, 잠재적 치료방법으로 산소 유리기 억제제와 청소제
26)
, 흥

분성 아미노산 길항제
5)
, 칼슘 이온 통로 차단제

27)
, 산화질소 생

산 억제제
6)
, 성장인자

7)
, 페노바르비탈

28)
, NMDA 길항제

29)
, 아데

노신 유사제
30)
, GABA 수용체 표현제

31)
, k-opioid 수용체 길항

제
32)
, 루코콜티코이드

33)
, 신경원 조세포 및 간세포 이식

34)
등

이 있다.

그러나 근본적 치료방법은 없는데 최근에 저산소성 허혈성 뇌

병증의 기전과 병태생리가 좀 더 밝혀지게 되면서 새로운 치료

법에 대한 연구가 증가되고 있다. 그중에 하나가 테트라사이클린

계열인 미노사이클린이다. 테트라사이클린 계열의 항생제는 항균

작용 이외에 항염증작용이 있어 류마티스 관절염이나 골관절염

의 치료제로 사용되어왔다. 그중 미노사이클린은 반합성의 장기

간 작용하는 2세대 테트라사이클린으로 지방친화성이 있어, 빠르

고 쉽게 뇌척수액을 포함한 대부분의 체조직을 통과하며 여드름

을 치료하거나, 몇몇의 포도상구균 감염에 광범위하게 사용되어

졌고, 수십년간 안전하고 효과적인 항생제로 이용되어 왔다
35, 36)
.

최근에 미노사이클린은 항균작용 이외에 여러 다른 작용이 있

음이 밝혀졌다. 즉, 세포 간질의 메탈로프로테아제와 종양 유발

성 혈관형성, 악성 세포 성장, 골흡수를 억제, 다형백혈구에서의

산소유리기 방출의 감소, 염증의 매개체로 추정되는 iNOS의 억

제
37, 38)
, p38 MAPK와 미세아교세포의 활성화를 억제

39)
등이다.

또한, 미노사이클린은 뇌경색
10, 11, 16)

, 외인성 뇌손상
12)
, 파킨슨

병
14)
그리고 헌팅톤병

15)
에서 뛰어난 뇌보호 효과가 있다. 국소적

이고 광범위한 뇌경색과 다발성 경화증에서 중요한 면역병리학

적 작용인 미세아교세포의 활성화를 막는 데 작용할 뿐만 아니

라
39)
세포흥분성독성에 노출된 척수배양 시스템에서의 미세아교

세포의 활성화와 성장을 억제하는 작용이 있다
40)
. 근위축성축삭

경화증에 있어서 미노사이클린이 미토콘드리아에서의 사이토크

롬 C 방출을 억제함으로써 병의 발현과 진행을 늦출 수 있으며
41)
, 파킨슨병의 MPTP 쥐 모형에서 iNOS와 카스파아제 1 발현

의 감소와 연관되어 흑질선조체의 도파민성 신경변성을 막기도

했고
14)
, 헌팅톤병에서의 미노사이클린의 신경보호 효과는 카스파

아제 1, 3, iNOS 그리고 사이클로옥시나아제-2의 억제 효과에

의해 병의 진행을 완화시켰다
15, 39)
. 이온화 방사선으로 유발된

유산탈수소효소 방출과 핵산 단열에 의한 세포 고사에서의 신경

세포보호 효과가 있으며
42)
마이엘린 희돌기교세포 당단백질에

의해 유발되는 재발성 자가면역성 뇌척수염에서 효과적이었다
13)
.

본 연구에서는 미노사이클린의 뇌보호 효과는 정상산소 상태

군과 저산소 상태군 모두에서 효과가 있었으며 고농도보다 저농

도에서 효과가 통계학적으로 유의성 있었다. 양군간의 비교에서

는 대조군과 미노사이클린 저농도에서는 통계학적으로 유의성이

있었으나 고농도군에서는 통계학적으로 유의성이 없었다.

결론적으로 미노사이클린은 고사를 억제하는 기전으로 저 산

소 상태나 정상 산소 상태에서 뇌보호 효과가 있었다.

요 약

목 적:미노사이클린이 in vivo 연구에서 뇌보호 효과가 있는

것으로 알려져 있어 본 연구에서는 미노사이클린이 저산소 상태

로 유발된 백서 뇌세포 배양에서 고사를 억제하는 뇌보호 효과

가 있는지를 알아보고자 하 다.

방 법:임신 18일된 백서의 대뇌피질 신경세포를 배양하여

정상산소 상태군과 저산소 상태군으로 두 군으로 나누고, 정상

산소 상태는 5% CO2 배양기에, 저산소 상태는 1% CO2 배양기

에서 세포 수를 세면서 수일간 처리하여 현미경하에서 충분한

손상이 있다고 판단되면 두 군을 각각 대조군, 미노사이클린 1

µg/mL, 10 µg/mL로 처리한 군으로 나누어서 실험하 다.

TUNEL 및 DAPI 염색으로 세포 고사 상태를 통계학적으로 처

리하 다.

결 과:정상산소 상태군에서 대조군과 미노사이클린 1 µg/

mL 투여군, 미노사이클린 10 µg/mL 투여군 3군 모두에서 통계

학적으로 유의한 차이가 있었다(P<0.01). 저산소 상태군에서 대

조군과 미노사이클린 투여군에서 통계학적으로 유의한 차이가

있었으나(P<0.01), 미노사이클린 투여군 간에는 통계학적으로

유의한 차이가 없었다(P>0.05). 정상산소 상태군과 저산소 상태

군간의 대조군과 미노사이클린 1 µg/mL 투여군의 비교에서는

정상산소 상태군이 저산소 상태군보다 평균이 낮아 통계학적으

로 유의한 차이가 있었다(P<0.01). 정상산소 상태군과 저산소

상태군간의 미노사이클린 10 µg/ml 투여군의 비교에서는 정상

산소 상태군이 저산소 상태군보다 다소 평균이 낮았으나 통계학

적으로 유의성은 없었다(P>0.05).

결 론:결론적으로 미노사이클린은 고사를 억제하는 기전으로

저 산소 상태나 정상 산소 상태에서 뇌보호 효과가 있었다.
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