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Purpose: 

Lingual nerve (LN) damage may be caused by either tumor resection or injury such as wisdom tooth

extraction, Although autologous nerve graft is sometimes used to repair the damaged nerve, it has the dis-

advantage of necessity of another operation for nerve harvesting. Moreover, the results of nerve grafting is

not satisfactory. The nerve growth factor (NGF) is well-known to play a critical role in peripheral nerve

regeneration and its local delivery to the injured nerve has been continuously tried to enhance nerve regen-

eration. However, its application has limitations like repeated administration due to short half life of 30

minutes and an in vivo delivery model must allow for direct and local delivery. The aim of this study was

to construct a well-functioning rhNGF-βadenovirus for the ultimate development of improved method to

promote peripheral nerve regeneration with enhanced and extended secretion of hNGF from the injured

nerve by injecting rhNGF-βgene directly into crush-injured LN in rat model. 

Materials and Methods: 

hNGF-βgene was prepared from fetal brain cDNA library and cloned into E1/E3 deleted adenoviral vec-

tor which contains green fluorescence protein (GFP) gene as a reporter. After large scale production and

purification of rhNGF-βadenovirus, transfection efficiency and its expression at various cells (primary cul-

tured Schwann cells, HEK293 cells, Schwann cell lines, NIH3T3 and CRH cells) were evaluated by fluo-

rescent microscopy, RT-PCR, ELISA, immunocytochemistry. Furthermore, the function of rhNGF-beta,

which was secreted from various cells infected with rhNGF-βadenovirus, was evaluated using neuritogene-

sis of PC-12 cells.
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For in vivo evaluation of efficacy of rhNGF-βadenovirus, the LNs of 8-week old rats were exposed and

crush-injured with a small hemostat for 10 seconds. After the injury, rhNGF-βadenovirus(2㎕, 1.5×

1011pfu) or saline was administered into the crushed site in the experimental (n=24) and the control group

(n=24), respectively. Sham operation of another group of rats (n=9) was performed without administra-

tion of either saline or adenovirus. The taste recovery and the change of fungiform papilla were studied at

1, 2, 3 and 4 weeks. Each of the 6 animals was tested with different solutions (0.1M NaCl, 0.1M sucrose,

0.01M QHCl, or 0.01M HCl) by two-bottle test paradigm and the number of papilla was counted using

SEM picture of tongue dorsum. LN was explored at the same interval as taste study and evaluated electro-

physiologically (peak voltage and nerve conduction velocity) and histomorphometrically (axon count,

myelin thickness).

Results:

The recombinant adenovirus vector carrying rhNGF-βwas constructed and confirmed by restriction

endonuclease analysis and DNA sequence analysis. GFP expression was observed in 90% of rhNGF-βade-

novirus infected cells compared with uninfected cells. Total mRNA isolated from rhNGF-βadenovirus

infected cells showed strong RT-PCR band, however uninfected or LacZ recombinant adenovirus infected

cells did not. NGF quantification by ELISA showed a maximal release of 18865.4±310.9pg/ml NGF at the

4th day and stably continued till 14 days by rhNGF-βadenovirus infected Schwann cells. PC-12 cells

exposed to media with rhNGF-βadenovirus infected Schwann cell revealed at the same level of neurite-

extension as the commercial NGF did.

rhNGF-βadenovirus injected experimental groups in comparison to the control group exhibited different

taste preference ratio. Salty, sweet and sour taste preference ratio were significantly different after 2 weeks

from the beginning of the experiment, which were similar to the sham group, but not to the control group.

Bitter test showed noticeable difference in the preference ratio at week 1, 2, 3, and then all taste prefer-

ence ratio were normalized after 4th week. After LN injury, the numbers of fungiform papillae were rapidly

reduced with the tendency of slow increase from the 3rd week. The conduction velocity was slowly

increased both in rhNGF-βadenovirus and saline injected group within four weeks with the highest peak

voltage, appearing during stimulation after 2 weeks, and then gradually reduced in the rhNGF-βaden-

ovirus injected group at week 1 and 2. Histomorphometric analysis revealed significant increase in axon

numbers and myelin thickness in the experimental group. 

Conclusion: 

The construction of rhNGF-βadenovirus and the induction of over-expression of bioactive NGF were suc-

cessful in both non-neuronal and neuronal cells. rhNGF-βadenovirus injected into the crush-injured LN

induced significant amelioration of nerve regeneration and taste discrimination ability compared to the con-

trol group. rhNGF-βadenovirus injection may be an efficient way to introduce NGF to the injured peripher-

al nerve in paradigms of research or therapy.
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Ⅰ. 서 론

치과 영역에서 설신경 손상이 종종 발생하게 되는데, 이럴

경우 혀 앞쪽 2/3 부위의 일반감각은 물론 미각과 같은 특

수감각이 상실될 수 있어 그 후유증이 매우 크다. 설신경 손

상의 원인으로는 수술, 외상 등의 물리적인 것과, 방사선,

항암치료 등으로 인한 신경의 변성, 그리고 감염이나 기타

바이러스 질환 등이 있다. 특히 어금니뒷부분(retromolar

region)외과적 처치 시 설신경 손상이 종종 발생하는데 이

중 사랑니 발치의 경우 0.6-2.0%의 설신경 손상이 보고되

어 있다1). 

신경생리학과 미세문합술의 발전에도 불구하고 말초신경

손상은 아직까지 효과적인 치료방법이 없어 손상된 말초신

경의 성공적인 재생술은 여전히 큰 과제로 남아있다2). 수술

에 의한 말초신경재생은 감각신경에서는 3% 그리고 운동

신경은 25% 미만만이 원래대로 재생되는 것으로 알려져

있다3). 말초신경 결손의 경우에는 일반적으로 자가신경이식

으로 재건하고 있으나, 공여부의 제한, 이차손상, 술식의 어

려움 그리고 낮은 회복률 등으로 새로운 신경재생기법들이

연구되고 있다.

신경성장인자(nerve growth factor, NGF)는 여러 수용

성 neurotropine이나 또는 neurotrophic 인자들 중 말초신

경재생을 촉진하는 매우 중요한 신경인자로 알려져 있다4).

Griffin과 Letourneau5)는 NGF의 농도에 따른 신경돌기의

신장과 수축을 연구하였으며, Kaechi 등6)은 NGF 유도인

자인 4-Methylcatechol을 백서 좌골신경위에 점적 할 경우

신경축삭의 발생과 증식이 촉진되고, anti-NGF를 투여할

경우 소실됨을 관찰하였다. 신경손상 시 근위단으로부터 신

경 재생이 이루어지게 되는데, 이는 원위단에서 분비되는

신경영양인자의 자극 효과에 의존한다7). 이와 같이 신경재

생에는 원위신경단의 잠재적 향신경성 작용(potential

neurotropic influence)과 근위 신경세포의 재생능이 중요

한 역할을 하는 것으로 알려져 있다. 신경이 손상되면 원위

단에서 NGF mRNA의 발현과 NGF 합성이 급격히 증가하

여 6시간 후에 첫 극치에 도달하게 되는데 이는 주로 손상

부위 근위 및 원위단에 있는 섬유모세포와 슈반세포 등 세

포들이 손상된 축삭과 혈액에서 분비된 인자에 반응한 것으

로 이해되고 있다8). 약 3일 이내에 IL-1이나 대식세포의 집

합에 따른 손상 원위단의 반응에 의한 두 번째 극치가 다시

나타나고 이후 NGF mRNA는 신경이 재생될 때까지 증가

된 농도로 유지된다고 보고되었다9,10). 이와 같이 NGF는 신

경원위단의 슈반세포 생존을 직접적으로 촉진하고, 간접적

으로 축삭재생을 촉진하여 축삭이 절단된 감각신경의 사멸

을 방지하며 적절한 농도에서는 슈반세포의 증식을 촉진하

는 것으로 알려져 있다11). 

말초신경재생을 촉진하고자 다양한 NGF 전달 방법이 고

안되고 있는데, micro-encapsulation을 이용 할 경우

NGF의 빠른 분해(반감기 30분)로 인해 장기간에 걸친 신

경재생에는 효과적이지 못하였다12,13). 이러한 단점을 극복

하기 위해 NGF 유전자를 생산하는 세포를 이식하거나

NGF 유전자를 직접 또는 운반체(vector)를 통해 신경손상

부에 주입하는 방법이 시도되고 있다. 이 때 운반체로 바이

러스를 이용하여 유전자를 바이러스 표면에 붙이거나 그 안

에 넣어 전달 할 수 있는데 바이러스를 이용한 유전자치료

에서 주로 사용되고 있는 retrovirus는 감염된 후 viral

DNA가 분열하고 있는 세포의 염색체 안으로 끼어 들어간

다음 증폭하는 성장주기를 갖는다. 이런 특성상 retrovirus

는 이입된 유전자를 장기간 지속적으로 발현시켜야 하는 선

천성 유전병의 치료에 적당하나 유전자의 전달 부위가 분열

중인 세포를 가진 조직으로 한정된다. 이 때 이입된 유전자

는 염색체에 무작위로 삽입되기 때문에 정확한 유전자의 발

현을 조절할 수 없고 또한 retrovirus는 유전자치료에서 요

구되는 높은 역가로 바이러스를 생산하기 어렵다는 단점으

로 post-mitotic neuron에는 적합하지 않은 것으로 알려져

있다15). 이런 retroviral vector의 한계점을 극복하기 위해

adenovirus를 이용하여 외부유전자를 신경세포나 조직으

로 전달하려는 시도가 처음으로 이루어진 이래16-19) β-

galactosidase를 발현하는 LacZ나 green fluorescent

protein(GFP) 유전자를 표지물질로 이용한 실험에서 재조

합 adenovirus가 in vivo나 in vitro에서 여러 종류의 신경

세포나 조직에 효과적으로 외부유전자를 전달할 수 있는 것

으로 보고 되었다20). 신경전구세포를 이와 같은 aden-

ovirus를 이용하여 표지한 후 성숙한 뇌로 이식했을 때

세포의 생존이나 분화에 영향을 미치지 않는 것이 밝혀졌

다21,22). 그리고 현재 다양한 외부유전자를 재조합 aden-

ovirus를 이용하여 여러 신경조직과 세포에 전달하여 그 효

과를 관찰하고자 하는 연구가 활발히 진행되고 있다17). 척수

의 손상은 국소환경의 변화로 종종 염증반응으로 이어지는

데 Huber 등23)의 연구에서는 손상과 동시에 재조합 aden-

ovirus를 손상부로 직접 주입하여 부가적인 염증반응 없이

짧은 기간 효과적인 외부유전자의 발현을 유도하였다고 보

고하였다. 또한 Koda 등24)은 adenovirus vector로 brain-

derived neurotrophic factor(BDNF)를 완전 절단된 성채

백서의 척수에 주입하여 축삭재생의 촉진과 기능회복을 관

찰하였다고 하였다. 

본 연구는 말초신경 재생에 있어 중요한 역할을 하는

NGF를 효과적으로 공급할 수 있는 방법의 일환으로

recombinant human NGF-βadenovirus(rhNGF-β

adenovirus)를 제작, 대량 생산하고 이의 기능을 검증하며

또한 rhNGF-βadenovirus를 백서 양측 설신경 손상부에

주입하여 신경재생 효과를 알아보고자 하였다.
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Ⅱ. 재료 및 방법

A. rhNGF-βadenovirus 제작 및 수종 세포주에

서 신경성장인자의 발현과 기능 확인

1. rhNGF-βadenovirus 제작

1) hNGF-β유전자 클로닝

인간 태아 대뇌 cDNA (Human fetal brain quick

clone cDNA; Clontech, USA)로부터 hNGF-βcDNA를

클로닝하였다. Primer는 5’-GAGGTGCATAGCG-

TAATGTC-3’과 5’-TTACAGGTTGAGGTAGGGAG-

3’을 사용하였으며, 클로닝된 hNGF-β유전자 서열을

PCR 2.1-TOPO TA cloning vector (Invitrogen, USA)

로 ligation 한 후 sty I 제한효소로 절단하여 정 방향으로

삽입된 hNGF-β클론을 확인하고 염기서열을 분석하였다

(Fig. 1). 

2) rhNGF-βadenovirus의 제작

염기서열 분석이 완료된 hNGF-β유전자와 pAdeno-

Vator-CMV5-IRES-GFP (Qbiogene, USA)를 각각 Bgl

II 제한효소로 절단하고 T4 ligase (Takara, Japan)를 이

용하여 3시간 동안 16℃에서 ligation하였다. DH5 com-

petent cell에 transformation 하여 pAdenoVator-

CMV5-IRES-GFP hNGF-βvector를 만들었으며(Fig.

2), Sty I 제한효소를 처리함으로써 hNGF-β유전자의 삽

입 여부와 방향을 확인하였다. 그리고 Pme I 제한효소로

37℃에서 밤새 처리하여 선형화된 pAdenovator-CMV5-

IRES-GFP-hNGF vector와 Ad5△E1/△E3 vector를

co-transformation을 실시하였다(Fig. 3). BJ5183 com-

petent cell과 선형화된 pAdenoVator-CMV5-IRES-

GFP hNGF-βvector를 electroporation 후 37℃ 액체배

지에서 1시간 배양한 다음 LB/kan (50g/mL) 고체배지에

서 24시간 배양하였다. colony를 선별하여 LB/kan

(50g/mL) 액체배지에서 16�18시간 배양한 다음 plas-

mid를 분리하였다. 이렇게 얻어진 plasmid를 다시 DH5

competent 세포에 형질전환하여 분리한 다음 이를 각각

BstX1 제한효소와 Pac I 제한효소로 처리하여 전기영동을

통해서 상호 형질전환 여부를 확인하였다(Fig. 4).

2. rhNGF-βadenovirus의 대량 증식 및 정제

E1/E3 유전자가 포함되어 있는 포유동물 신장세포인

HEK293세포(ATCC, CRC-1573)를 5% FBS-DMEM

이 함유된 100mm 배양접시에서 50%가 되도록 subcul-

ture한 후 항생제가 포함되지 않은 2% FBS-DMEM에서

100moi(multiplicities of infection)의 rhNGF-βaden-

ovirus로 4시간 동안 감염시켰다. 배양액을 제거하고 다시

1% 항생제가 들어있는 5% FBS-DMEM을 넣고 약 20시

간 후 감염된 배양접시에 plaque가 다량 형성되고 배양액

의 색이 노란색으로 변하게 되면 cell scraper를 이용하여

배양접시바닥의 세포를 긁어서 튜브에 모아 800rpm으로 5

gaggtg catagcgtaa tgtc catgtt gttctacact ctgatcacag cttttctgat cggcatacag 

gcggaaccac actcagagag caatgtccct gcaggacaca ccatccccca agtccactgg actaaacttc 

agcattccct tgacactgcc cttcgcagag cccgcagcgc cccggcagcg gcgatagctg 

cacgcgtggc ggggcagacc cgcaacatta ctgtggaccc caggctgttt aaaaagcggc 

gactccgttc accccgtgtg ctgtttagca cccagcctcc ccgtgaagct gcagacactc aggatctgga 

cttcgaggtc ggtggtgctg cccccttcaa caggactcac aggagcaagc ggtcatcatc ccatcccatc 

ttccacaggg gcgaattctc ggtgtgtgac agtgtcagcg tgtgggttgg ggataagacc accgccacag 

acatcaaggg caaggaggtg atggtgttgg gagaggtgaa cattaacaac agtgtattca aacagtactt 

ttttgagacc aagtgccggg acccaaatcc cgttgacagc gggtgccggg gcattgactc aaagcactgg 

aactcatatt gtaccacgac tcacaccttt gtcaaggcgc tgaccatgga tggcaagcag gctgcctggc 

ggtttatccg gatagatacg gcctgtgtgt gtgtgctcag caggaaggct gtgagaagag cctgacctgc 

cgacacgctc cctccccctg ccccttctac actctcctgg gcccctccct acctcaacct gtaa 

Fig. 1. cDNA sequence of human nerve growth factor(hNGF-β).
Underlined parts the sequences of RT-PCR primers. 
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분간 원심분리하여 pellet을 -80℃에 보관하였다. -80℃ 보

관하던 감염된 HEK293세포를 꺼내서 37℃에서 녹인 후

pellet 체적 2�3배의 1X PBS를 첨가하여 섞고 다시 얼리

는 것을 3�5회 반복하여 HEK293세포의 세포외벽을 깨

바이러스를 용액으로 방출시켰다. 2,000rpm에서 5분간 원

심분리를 하고 난 뒤 상층액을 새로운 에펜도르프 튜브로

옮기고 pellet 2배 부피의 1X PBS를 첨가하여 vortex하였

다. 다시 4℃ 8,000rpm에서 15분간 원심분리를 하며 상층

액을 이전 단계에서 얻은 상층액에 추가한 후 4℃에 보관하

였다. 

세포들의 오염과 defective viral particles을 CsCl

1.4(53g+87ml 10mM Tris-HCl pH 7.9)와 CsCl

1.2(26.8g+92ml 10mM Tris-HCl pH 7.9) 용액을 이

용하여 여 순수한 샘플을 얻었다. 이렇게 얻어진 rhNGF-

βadenovirus의 역가를 플라크 분석법을 이용하여 계산하

였다.

3. rhNGF-β의 발현 및 기능 확인

rhNGF-βadenovirus가 E1 유전자 위치에 hNGF-β유

전자를 함유하고 있으며 세포를 감염시켜 hNGF-β의 발현

및 분비를 증가시키는지를 확인하기 위해 신경지지세포인

슈반세포(1일령 백서 척수후근절로부터 일차배양한 슈반세

포25)와 슈반세포주(ISC, ATCC, CRH-2764))와 비신경세

포(신장세포인 HEK293세포, 근원세포(myoblast)인

CRH(ATCC, CRL-1447), 섬유모세포인 NIH3T3세포

(ATCC, CRL-1658))를 사용하였다.

hNGF-β유전자와 같이 삽입된 GFP 유전자의 발현 그리

고 면역세포화학염색방법으로 각각 신경성장인자의 발현을

확인하였다. RT-PCR 방법으로 hNGF-βmRNA의 발현을

Fig. 2. Construction of pAdenoVator-CMV5-IRES-GFP
carrying hNGF-βcDNA.
Bgl Ⅱ restriction enzyme abscission end was added to
the sequence analyzed hNGF-βgene after restriction of
pAdenoVator-CMV5-IRES-GFP with Bgl Ⅱ restriction
enzyme. Then hNGF-βgene was ligated to pAdenoVator-
CMV5-IRES-GFP with T4 ligase(16℃, 3 hours). 

Fig. 3. Recombination between pAdenoVator-CMV5-
IRES-GFP-hNGF-βand Ad5△E1/△E3 vector. 
Pme I linealized pAdenoVator-CMV5-IRES-GFP-hNGF-β
gene and Ad5△E1/△E3 vector were co-transformed in
to BJ5183 competent cells for recombination using
electroporation technique.

Fig. 4. Restriction analysis of recombinant adenovirus
vector(Screening of recombinants by plasmid size and
restricition enzyme). 
After colony selection and plasmid separation, the
sequence was mapped with BstX I or Pac I for confirm-
ing the recombination. In lane 3, 2.1kb band was found
after restriction with BstX I and in lane 4, 3kb band was
found after restriction with Pac I, whitch confirmed suc-
cessful recombination.  
Lane 1; 1kb DNA marker
Lane 2; Ad5 △E1/△E3 with BstX I 
Lane 3; Ad5 △E1/△E3 + CMV5-IRES-GFP-hNGF-β

with BstX I
Lane 4; Ad5 △E1/△E3 + CMV5-IRES-GFP-hNGF-β

with Pac I 
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확인하였고, ELISA 방법으로 hNGF-β단백질 분비를 정

량화하였다. 그리고 PC-12세포의 신경돌기 신장으로

hNGF-β의 기능을 확인하였다.

1) GFP의 발현

네 종류의 세포(ISC, HEK293, CRH, NIH3T3)의 수를

각각 산정하여 subculture하고 rhNGF-βadenovirus를

100moi로 감염시켜 시간 경과에 따른 GFP의 발현을 형광

현미경으로 관찰하였다. 

2) 면역세포화학염색법

rhNGF-βadenovirus에 감염된 슈반세포와 정상 슈반세

포를 0.1% polyelectrolytes(PEI, Aldrich, USA) 또는

젤라틴 코팅된 슬라이드에서 배양한 후 PBS로 세척하였다.

4% paraformaldehyde로 상온에서 30분 동안 고정시킨

다음 PBS로 3회 세척하고 0.2% triton X100이 첨가된

4% normal goat serum으로 1시간 동안 blocking하였다.

다시 5분씩 3회 PBS로 세척한 후 1:300으로 희석시킨

mouse anti-NGF Ab(Promega, USA)를 5㎍/ml씩 넣고

4℃에서 밤새 반응시켰다. 그리고 5분씩 3회 PBS로 세척

한 후 1:500으로 희석시킨 Anti-mouse IgG-FITC(Santa

Cruz, USA)를 넣고 1시간 상온에 두었다. 그 후 5분씩 6

회 PBS로 세척하고 마운팅(glycerol in PBS, DABCO,

USA)하여 형광현미경으로 관찰하였다. 

3) rhNGF-βmRNA의 발현

TRIZOL LS Reagent (Invitrogen, USA)를 이용하여

각각의 세포(ISC, HEK293, CRH, NIH3T3)에서 total

RNA를 추출하고 UV/Visible spectrophotometer

(UltroSpec 3000, Pharmacia Biotech, USA)를 사용하

여 RNA농도를 측정하였다. RQ1 RNase-Free DNase

kit(Promega, USA)를 이용하여 RNA 샘플로부터 DNA

를 제거하고 hNGF-βcDNA를 클로닝하기 위하여 primer

(Forward: 5’-GAGGTGCATAGCGTAATGCT-3’,

Reverse: 5’-TTACAGGTTGAGGTAGGGAG-3’)와 1

㎕의 first-strand cDNA 반응액을 사용해 PCR을 수행한

후 1% agarose gel에서 전기영동하여 밴드의 강도를 비교

하였다. 

4) rhNGF-β단백질의 유리량 측정

rhNGF-βadenovirus에 감염된 일차배양한 슈반세포,

슈반세포주, CRH세포에서 분비되는 hNGF-β의 발현 정도

와 정상 세포에서 분비되는 발현 정도를 비교하고자

rhNGF-βadenovirus를 감염시킨 실험군과 감염시키지 않

은 대조군으로 분류하였다. 각각의 대조군과 실험군은 1×

104cells/ml의 동일한 세포농도로 seeding하였다. 실험군

세포는 바이러스 감염을 위해 DMEM(Gibco, U.S.A.)/

10% FBS를 제거하고 PBS로 3번 세척한 후 DMEM/2%

FBS에 70moi로 바이러스를 감염시킨 뒤 4시간 동안 배양하

였다. 감염 후에는 다시 DMEM/10% FBS로 배양하며 2일

간격으로 배양액 1ml을 채취한 후 배지를 교체하였다. 증식

속도가 빠른 ISC, CRH세포는 재조합 바이러스 감염 후 4일

째와 12일째에 1: 5로 subculture하여 동일한 방법으로 샘플

링하였으며 14일까지 실행하였다. 시간 경과에 따른 hNGF-

β단백질의 유리량을 ELISA Kit(NGF Emax Immuno

Assay System kit, Promega, USA)로 정량하였다. 

5) rhNGF-β의 생물학적 활성 조사

먼저 rhNGF-βadenovirus로 감염된 슈반세포 배양액에

들어있는 hNGF-β단백질농도를 파악하기 위하여 앞에서

기술한 방법대로 슈반세포주(ISC)를 1×104cells/ml의 동

일한 농도로 100mm 배양접시에 seeding하고 70moi의 바

이러스를 감염하여 감염 후 2일과 4일의 배양액을 채취하

여 ELISA Kit(NGF Emax ImmunoAssay System kit,

Promega, USA)로 정량화하였다. 

PC-12 세포를 15% horse serum이 들어있는 high glu-

cose supplemented DMEM, 2.5% FBS, penicillin-

streptomycin glutamine mixture로 subconfluent cul-

ture하고 12-well 배양접시에 1×103/well로 seeding하였

다. 실험군과 양성 및 음성 대조군은 각각 4개 well로 하였

으며, 실험군은 정제된 hNGF-β배양액을 각각 500㎕씩

12 well 배양접시에 첨가하고 양성 대조군은 순수한

50ng/ml NGF(Sigma, USA)를 500㎕씩 single well에

첨가하였고 음성 대조군은 정상 세포배양액에 남겨진 PC-

12 세포로 하였다. PC-12 세포를 NGF 또는 바이러스 감

염된 배양액이 첨가된 12 well 배양접시에 48시간동안 배

양한 후 세포체의 신경돌기 신장양상을 비교하였다.

B. 백서 설신경 압박손상부에 주입한 rhNGF-βaden-

ovirus의 신경재생 효과

1. 백서 양측 설신경 압박손상 모델 형성 및 rhNGF-β

adenovirus의 주입

백서(Sprague Dowley, 250-300g, 8주령, n=57)를 1

주간 사육실에 적응시킨 후 ketamine (Ketara�,

50mg/ml, 유한양행)과 xylasine (Rompun�, 5mg/ml,

바이엘코리아) 칵테일을 이용해 복막내마취를 하였다

(0.15cc/100g 체중). 악하부를 삭모 소독하고 악하경부 정

중절개를 통하여 하여 악설골근(mylohyoid muscle)을 찾

아 거상하고 악이복근(digastric muscle)과 교근(mas-

seter muscle)을 미세섭자(jeweler’s forceps)를 이용하여
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조심스럽게 박리하였다. 악하선의 주도관을 외측으로 견인

하여 바로 옆에 함께 주행하는 고삭신경과 설신경의 두 가

지를 노출시키고(Fig. 5) 통증경감을 위해 2% 리도카인 용

액을 신경주위에 점적하였다. 고삭신경과 설신경의 분지점

에서 근심측 6mm를 중심으로 3mm 폭의 지혈겸자(SU

2730, Kasco, USA)를 이용하여 손잡이의 첫번째 클립이

맞물리도록 하여 좌우측 설신경을 10초간 균일압박하고,

향후 탐사 시 신경 손상부를 확인하기 쉽게 압박 근심부에

9-0 nylon으로 표시를 하였다. 실험군(n=24)은 30게이지

의 니들이 달린 10㎕의 Hamilton syringe(Hamilton

#701, USA)를 이용하여 좌우측 신경압박손상부 증앙지점

에 1.5×1011 plaque-forming unit(PFU)의 rhNGF-β

adenovirus용액 2㎕를 주입하고, 대조군(n=24)은 좌우측

설신경압박손상을 만들고 rhNGF-βadenovirus용액 대신

동일한 양의 생리식염수를 주입하였으며, Sham군(n=9)

은 단지 좌우측 설신경 박리만을 시행하였다. 실험군과 대

조군 모두 창상은 근육층은 5-0 흡수성봉합사로, 피부는 4-

0 나일론으로 층별 봉합하였다. 

2. 미각 및 심상유두의 변화

1) 미각 변화 측정

설신경 손상 후 백서에서의 미각변화를 측정하기 위하여

손상 1, 2, 3, 4주째에 two bottle test로 짠맛, 단맛, 신맛,

쓴맛에 대한 미각선호도검사(taste-preference test)를 시

행하였다. 먼저 씬맛을 넣은 병과 그냥 물을 넣어준 병을 케

이지에 꽂은 후 위치에 의해 한쪽 병의 것만 계속 섭취하는

학습을 방지하기 위하여 매 12시간마다 두 병의 위치를 바

꾸어 주고 24시간 후에 각각의 소비량을 측정하였다. 마찬

가지 방법으로 단맛, 신맛, 쓴맛에 대한 two bottle test를

시행하였다. 미각용 시약은 NaCl(0.1M, 짠맛),

Sucrose(0.1M, 단맛), HCl(0.01M, 신맛), QHCl

(0.01M, 쓴맛)을 사용하고 각각의 미각제에 대해 미각 선

호도는 미각제(tastants)를 먹은 양이 전체 소비량에서 차

지하는 비중(100% × 미각제 소비량/(미각제소비량+물

소비량))으로 계산하였다.

2) 심상유두의 변화

설신경 손상 후 시간경과에 따른 심상유두의 수 변화를 알

아보기 위하여 백서 24마리(실험군 12마리, 대조군 12마

리)에서 1, 2, 3, 4주에 각각 3마리씩 심장관류 후 내고정

하여 혀를 채취하였다. 전관류는 헤파린(1,000 USP

units)과 0.5% NaNO2가 포함된 생리식염수 200ml을 이

용하였고, 관류용액은 8% 파라포름알데하이드과 0.2M 인

산완충액(pH7.4)을 관류 직전에 혼합하여 사용하였다. 흉

복부 절개를 통해 횡경막과 심장을 차례로 노출시킨 후 혼

합된 용액을 관류기를 이용하여 백서의 좌심실에 주입하였

고, 우심방으로 이어지는 상대정맥을 절단하여 용액이 나오

게 하였다. 각각의 개체에 200ml의 관류용액을 10분에 걸

쳐 주입한 후 혀를 채취하였다. 채취한 시료는 곧바로 8%

파라포름알데하이드에 고정하였고 주사전자현미경(JSM-

840A�, JEOL, Japan)을 이용하여 혀첨부에서 성곽유두

바로 앞까지 전 영역에 걸쳐 전체 심상유두의 갯수를 산정

하였다.

3. 전기생리학적 검사

술 후 1, 2, 3, 4주째 실험군(n=10)과 대조군(n=10)

각각 5마리씩 앞에서 기술한 방법대로 마취시키고 설신경

재건부를 노출시킨 후 전기 자극을 주기 위한 고리 모양의

이극 백금 전극(bipolar hook electrode)을 설신경 원위부

신경간에 걸고 손상부에서 15mm 정도 떨어진 근위부의 신

경간에 기록 전극(recording electrode)을 걸고 전기자극기

(S-98, Multicodemedical system Co. USA)로 자극

(10mA, 50ms)을 가하고 이 전기신호를 amplier(121-G,

World precision instrument USA)를 거쳐 oscillos-

cope(VC680G, Nihon Kohden, Japan)과 audio moni-

tor(AM8, Grass Instruments, USA)로 잠복기를 측정하

여 신경전도속도 (nerve conduction velocity)를 계산하

였다. 

Fig. 5. Intraoperative photographs showing isolated lin-
gual nerve dissection.
Rat lingual nerve dissection and crushing injury: rat was
placed in the supine position and central submandibular
incision was made in the neck. Dissection of the mylo-
hyoid muscle covering the main excretory duct of the
submandibular gland allowed a direct view lingual
nerve running laterally up to the main excretory duct of
the gland. Lingual nerve crushing injury was delivered
with small hemostat during 10 seconds. Muscle layer
was sutured with 5-0 absorbable material(Vicryl�) and
skin layer was sutured with 4-0 nylon.
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4. 신경재생부의 조직형태학적 검사

실험군 및 대조군에서 신경생리학적 검사를 시행한 후 손

상부를 포함한 15mm의 설신경을 채취하고 손상중앙부를

중심으로 횡절단하여 2.5% glutaraldehyde와 0.5%

paraformaldehyde가 포함된 0.1M PBS 용액에 12시간

이상 고정하였다. 2% OsO4 용액에 2시간 동안 후고정을

실시하고, 건조 후 연속된 농도의 알코올 용액으로 처리하

여 절단연이 수직되게 Epon 812(Nisshin EM, Tokyo,

Japan)에 포매하였다. 손상 중앙부의 근위단을 LKB

ultratome으로 1μm의 조직절편을 만들고 toluidine blue

로 염색하여 광학현미경 하에서 이미지를 만들고 OPTIMA

6.5 프로그램(INS Industry, Korea)으로 컴퓨터 화상분

석을 시행하여 전체 신경속(fascicle)의 면적(mm2), 전체

축삭의 숫자, 축삭의 밀도(axon/mm2)를 계측하였다. 투과

전자현미경표본을 제작하고 lead citrate와 uranyl

acetate로 염색하여 전자현미경(JEM-100, JEOL,

Japan)으로 각각 2,000배와 5,000배의 확대율에서 관찰

하고 신경수초의 두께를 조직계측학적으로 측정하였다. 

C. 통계처리

같은 시점에서의 실험군과 대조군 및 sham군간의 차이는

Mann-Whitney U-test로 검증하였고, 시간 경과에 따른

실험군간, 대조군간 그리고 sham군간의 차이는 ANOVA

와 Paired t-test로 비교하였다. 통계처리는 SPSS version

10.0.1 (SPSS Inc., Korea)을 사용하였으며 모든 통계처

리의 결과는 유의수준 95%에서 검증하였다. 

Ⅲ. 결 과

A. rhNGF-βadenovirus 제작 및 수종 세포주에서 신

경성장인자의 발현과 기능 확인

1. rhNGF-βadenovactor의 제한효소절단 분석

pAdenoVator-CMV5-IRES-GFP hNGF-βvector가

삽입된 BJ5183 competent cell의 고체배지에서 배양하여

형성된 conoly를 선별하여, 플라스미드를 분리한 후 적정한

recombination을 여부를 확인하기 위하여 BstXⅠ 또는

PacⅠ을 이용하여 제한효소를 이용하여 mapping을 실시

한 결과 Fig. 4에서처럼 3번 lane의 경우 BstXⅠ 으로 절

단하였을 때 recombination되었을 경우에만 생성되는

2.1kb의 band를 확인할 수 있었으며, 4번 lane에서 PacⅠ

으로 절단하였을 경우 역시 3kb의 band를 확인할 수 있

었다.

2. rhNGF-β의 발현 및 기능 확인

1) GFP의 발현

상기의 방법으로 rhNGF-βadenovirus를 제작하고 정제

하여 1011 pfu/ml 단위의 역가를 얻었다. 말초신경지지세포

인 슈반세포와 비신경세포인 신장세포(HEK293세포), 근

원세포(CRH세포), 섬유모세포(NIH3T3세포) 등 네가지

세포를 100moi rhNGF-βadenovirus로 감염하여 형광현

미경으로 관찰하였을 때 네가지 세포 모두 세포 형태에 변

화가 없었으며 실험군에서는 18-24시간에 거쳐 90% 이상

의 세포에서 GFP가 발현되었다(Fig. 6). 

2) 면역세포화학염색법

hNGF-β에 대한 면역세포화학염색에서 rhNGF-βaden-

ovirus에 감염하여 형광현미경으로 관찰한 결과 감염된 슈

반세포에서 더욱 많은 형광이 발광되는 것이 확인되었다

(Fig. 7). rhNGF-βadenovirus에 감염되지 않은 대조군

에서도 NGF의 발현이 관찰되었는데, 이는 슈반세포 내에

NGF가 핵과 세포막에 존재하고 슈반세포의 분비에 의한

것으로 생각되었다.

3) hNGF-βmRNA의 발현

NGF mRNA의 발현을 RT-PCR방법으로 확인한 결과

HEK293세포, 슈반세포주(ISC), CRH세포의 대조군 및

LacZ recombinant adenovirus에 감염시켰을 때는 NGF

mRNA가 발현되지 않았으나, rhNGF-βadenovirus에 감

염된 군에서는 모두 발현되었다. 그 중 CRH 세포에서는 약

하게, 슈반세포에서는 가장 강한 발현을 나타냈다(Fig. 8).

NIH3T3세포는 세포 자체 내에 NGF유전자를 포함하고 있

어 대조군과 LacZ recombinant adenovirus 감염군, 그리

고 rhNGF-βadenovirus 감염군 모두에서 발현이 확인되

었다. 그러나 대조군과 LacZ recombinant adenovirus 감

염군의 발현 양상이 비슷하게 낮은 반면 rhNGF-βaden-

ovirus 감염군에서는 과발현이 관찰되었다.  

4) hNGF-β단백질의 유리량 측정

HEK293세포, 백서 1일령의 척수후근절에서 일차배양한

슈반세포, 슈반세포주(ISC), CRH세포를 각각 대조군과

70moi rhNGF-βadenovirus로 감염한 군으로 나누어 시

간경과에 따른 NGF의 발현을 ELISA로 정량화하였을 때

네가지 세포 모두에서 대조군에 비해 실험군에서 초기에 증

가된 NGF의 발현이 관찰되었다(Fig. 9). 

일차 배양한 슈반세포에서 실험군에서는 여러 세포 중 최

고치인 18865.4±310.9pg/ml를 바이러스 감염 후 4일에

나타내다가 점차 감소하여 14일에 4741.4±170.6pg/ml까

지 지속되었다. 전체 실험기간 동안 대조군 자체에서도 8일
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Fig. 7. Immunocytochemical study: NGF expression in Schwann cell after rhNGF-βaden-
ovirus infection.  
Both rhNGF-βadenovirus infected and non-infected Schwann cells were cultured on
gelatin coated slide reactioned with anti-mouse IgG-FITC 1 hour. Under fluorescence
microscope Schwann cells infected with rhNGF-βadenovirus(B) showed stronger signals
than non-infected cells(A). 

Fig. 6. Green fluorescent protein(GFP) expression in rhNGF-βadenovirus infected cells.
After 100moi rhNGF-βadenovirus infection, more than 90% GFP expression was observed in infected cells within 
18-24 hours. However, uninfected control cells did not show any fluorescence.
A. Schwann cell line(ISC), B. mamalian kidney cell(HEK293 cell), C. myoblast(CRH cell), D. fibroblast(NIH3T3 cell). 
(Left and central columns were for check cell morphologic change, right column was for analysis of GFP expression)

A B
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Fig. 9. Quantitative analysis of NGF released by cells infected with rhNGF-βadenovirus infection.
The amount of Expressed NGF in all the time period in primary cultured Schwann cell (A), Schwann
cell line (B), and CRH cell (C) infected with rhNGF-βadenovirus was significantly higher than untreat-
ed cells(p<0.05). The highest concentration of NGF was inducted on the 4th day after infection both in
primary cultured Schwann cell (18865.4±310.9pg/ml) and Schwann cell line (677.9±129.4pg/ml). 

Table 1. ELISA results: NGF expression in Primary Cultured Schwann Cell after rhNGF-βAdenovirus Infection

day P.Schwann-Control(n=3) P.Schwann-NGF(n=3) P-value

2 967.163±129.103 13521.36 ±2892.639 0.123

4 1101.189±63.616 18865.37 ±310.94 <0.0001

6 1381.191±234.634 16850.33 ±953.089 <0.0001

8 1257.467±125.353 12192.95 ±2439.746 0.011

10 1033.895±153.762 7016.792±799.309 0.0018

12 1364.55 ±327.842 5498.096±704.409 0.0006

14 999.165±162.478 4741.403±170.556 <0.0001

Fig. 8. RT-PCR analysis of NGF  mRNA expression.
NGF mRNA expression in various cells after 72 hours of 100 moi rhNGF-βadenovirus or LacZ recom-
binant adenovirus infection. Except for NIH3T3 cells, that express endogenous NGF, NGF mRNA
expression was detected only in the cells infected with rhNGF-βadenovirus.

A. primary cultured Schwann cell B. Schwann cell line(ISC)

C. Myoblast cell line(CRH)



째 1257.5±125.4pg/ml의 NGF가 검출되었다(Table 1).

슈반세포주의 실험군에서도 감염 후 4일째 가장 높은 수

치인 677.9±129.4pg/ml을 나타내고 14일(268.7±69.9)

까지 점차 감소하는 일차 배양한 슈반세포와 비슷한 양상을

나타내었고(Table 2). CRH세포에서는 상대적으로 낮은 농

도인 267.4±80.3pg/ml이 감염 후 2일에 나타나서 전체과

정에 거쳐 감소되었다(Table 3). 대조군에서 슈반세포주는

2일에 최고치인 229.2±57.3pg/ml, CRH세포는 제 14일

에 102.9±33.2pg/ml을 나타내었다. HEK293세포에서는

대조군에서 세포의 과증식으로 인해 짧은 시간 동안(36-60

시간)만 관찰하였고 본 연구의 결과에서는 제외시켰다. 

5) hNGF-β의 생물학적활성 조사

발현된 NGF의 생물학적활성을 검증하기 위하여 바이러

스에 감염된 슈반세포의 배양액을 PC-12 세포 배양액에 첨

부하였을 때 Fig. 10과 같이 PC-12 세포의 신경돌기가 동

일한 농도의 순수 NGF를 투여한 양성대조군과 동일하게

신장되는 양상이 관찰되었고 음성대조군에서는 이러한 현

상을 찾아볼 수 없었다(Fig. 10). 

B. 백서 설신경 압박손상부에 주입한 rhNGF-βaden-

ovirus의 신경재생효과

1. 미각 및 심상유두의 변화

설신경 손상부에 rhNGF-βadenovirus(실험군) 또는 생

리식염수(대조군)를 주입한 후 백서는 짠맛, 단맛과 신맛

및 쓴맛의 선호도 사이에 차이를 보였다. 손상 후 모든 동물

에서 짠맛과 단맛에 대한 선호도는 정상에 비해 낮아졌고

신맛과 쓴맛은 정상보다 높아졌으며 4주째에는 모두 정상

에 가까운 수치로 회복되었다(Fig. 11). 

짠맛의 선호도 측정결과 실험군과 대조군에서는 전체 과

정에 거쳐 증가하였다. 실험군에서는 1주의 59.0±8.0%에

서 2주의 70.4±4.6%, 3주의 77.1±6.3%, 4주의 84.3±

5.2%로 증가되었는데 그중 1주, 2주, 3주는 정상보다 유의

하게(p=0.0001, p=0.0028, p=0.0186) 낮았으나 4주

째에는 정상에 가깝게 회복되었다(p=0.5047). 대조군에

서는 1주의 57.9±7.6%에서 2주의 58.5±3.7%, 3주의

62.6±8.3%, 4주의 75.3±7.4%로 증가되었으며; 정상에

비해 1주, 2주, 3주는 유의한 차이(p<0.0001, p=0.0001,

p=0.0003)를 보였고, 4주에는 정상에 가깝게 회복되었다

(p=0.1136). Sham군에서는 1주의 57.0±9.1%로부터 2

주의 90.0±70.4%로 증가하였다가 3주에는 85.4±4.1%

로 다소 감소하였고 4주에는 80.3±2.5%를 나타내였다.

Sham군에서는 2주째가 1주째에 비해 선호도가 급격히 상

승하여(p=0.0195) 정상(80.4±27.0%)과의 유의한 차이

는 보이지 않았다(p=0.91). 같은 기간에서의 군간 비교에

서 2주째에 실험군에서의 소비량이 대조군에 비하여 현저

하게 증가하였고(p<0.01) 다른 기간에서는 실험군과 대조

군간에 유의한 차이가 없었다(Table 4). 

단맛의 미각선호도는 짠맛과 마찬가지로 수술 후 모든 동

물이 전체과정에서 증가하였는데, 실험군에서는 1주의
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Table 3. ELISA results: NGF expression in Schwann Cell Line after rhNGF-βAdenovirus Infection

day ISC-Control(n=5) ISC-NGF(n=5) P-value

2 119.94±3.481 379.848±60.454 0.0148

4 missed 677.872±129.427

6 169.099±19.526 355.741±54.486 0.0152

8 180.109±26.971 253.787±17.693 0.0199

10 128.292±16.844 282.825±37.059 0.1981

12 114.983±5.364 273.528±79.895 0.1145

14 229.162±57.262 268.646±69.871 0.7595

Table 2. ELISA results: NGF expression in CRH Cell after rhNGF-βAdenovirus Infection

day CRH-Control(n=5) CRH-NGF(n=5) P-value

2 102.941±33.203, 267.416±80.311 0.0003

4 missed 196.023±72.221 0.0009

6 86.087±10.137 179.625±110.809 0.0014

8 94.392±7.081 185.919±118.976 0.042

10 99.244±6.115 143.172±91.701 <0.0001

12 87.659±8.969 122.403±82.690 0.0748

14 92.954±6.371 100.682±75.286 0.41451



대한악안면성형재건외과학회지: Vol. 28, No. 5, 2006

386

Fig. 10. Bioactivity assay of released NGF with  neuritis extension of PC- 12 cells.
PC-12 cell images demonstrate the neuritis extension after 24, 48 hour exposure to medium collected from rhNGF-β
adenovirus infected Schwann cells that performed plaque, similar to the positive group which exposed to the pure
NGF powder. In control group, PC-12 cells left to the culture medium did not show any neuritis extension.

Fig. 11. Change of taste preference ratio after rhNGF-βadenovirus injection at injured lingual nerve. 
After rhNGF-βadenovirus injection at injured lingual nerve the rats showed differences in taste preference ratio: salty,
sweet taste preference ratio were decreased, sour and bitter taste preference ratio were increased, and all taste prefer-
ence ratio normalized by the 4th week. In all experimental groups in comparison to the control group, salty, sweet and
sour taste preference ratio showed significant difference after 2 weeks of experiment, but bitter taste didn’t show any
significant differences of preference ratio at all period. 
Pre-OP: Untreated normal group, rhNGF-βadenovirus: rhNGF-βadenovirus injected group,
Saline: Saline injected group, Sham: Sham dissected control



65.2±8.0%로부터 2주째는 86.4±4.9%로, 3주에는

93.2±1.4%, 4주에는 92.0±5.7%로 증가하였으며, 대조

군에서는 1주의 67.2±10.8%로부터 2주에는 79.9±

7.4%로, 3주에는 91.1±10.8%, 4주에는 87.0±5.5%로

증가하였으며 Sham군에서는 1주의 77.6±5.9%에서 2주

의 96.4±2.0%, 3주의 96.8±0.7%, 4주의 95.2±1.8%

로 증가하였다. 단맛에 대한 섭취선호도의 주간변화에서 실

험군은 2주째에 1주에 비해 유의하게 증가(p<0.0001)하여

정상군과의 유의한 차이가 없어졌으며(p=0.1539), 대조

군에서는 3주째(91.1±10.8%)에 2주에 비해 유의하게 증

가(p<0.0001)하여 정상군과의 유의한 차이가 없어졌고

(p=0.8679) 실험군과 대조군의 소비량이 유의한 차이

(p=0.0033)는 2주에 관찰되었다(Table 5).

신맛에 대한 섭취선호도의 주간변화는 실험군에서는 2주

째(12.3±6.7%)에 1주(26.6±5.7%)에 비해 대조군에서

는 3주(11.3±5.0%)에 2주(22.4±7.5%)에 비해 유의하

게 감소(p=0.001)되었으며, sham군에서는 유의한 변화

가 관찰되지 않았다(Table 6). 신맛에 대한 선호도는 실험

군과 대조군의 소비량이 유의한 차이(p<0.0001)는 2주에

관찰되었다(Table 6).

쓴맛에 대한 섭취선호도는 실험군(1주: 15.9±5.5%, 2

주: 14.0±10.5%, 3주: 11.8±5.2%, 8.2±5.3%)과 대

조군(1주: 12.9±5.4%, 2주: 18.9±10.5, 3주: 15.4±

6.3%, 4주: 9.2±3.0%) 모두 시간 경과에 따라 점차 감소
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Table 4. Change of Salt Taste Preference Ratio after rhNGF-βAdenovirus Injection at Injured Lingual Nerve 

Pre OP 80.389±26.948 P value

Sham NGF-AD Saline Sham/NGF-AD Sham-Saline NGF-AD/Saline

1w 57.019±9.054 58.953±7.987 57.888±7.555 0.8532 0.936 0.8913

2w 90.024±70.385 70.385±4.561 58.457±3.711 0.0002 <0.0001 0.0147

3w 85.413±4.059 77.074±6.282 62.611±8.328 0.6611 0.0487 0.243

4w 80.331±2.488 84.267±5.116 75.284±7.336 0.7669 0.7047 0.5529

Table 5. Change of Sweet Taste Preference Ratio after rhNGF-βAdenovirus Injection at Injured Lingual Nerve

Pre OP 90.023±9.977 P value

Sham NGF-AD Saline Sham/NGF-AD Sham-Saline NGF-AD/Saline

1w 77.569±5.890 65.156±7.956 67.231±10.76 0.0009 0.0059 0.4584

2w 96.397±2.075 86.356±4.929 79.944±7.369 <0.0001 0.0001 0.0003

3w 96.848±0.728 93.229±1.436 91.058±10.760 0.0143 0.005 0.4424

4w 95.190±1.788 92.009±5.714 87.023±5.5170 0.1901 0.0029 0.0768

Table 6. Change of Soul Taste Preference Ratio Change after rhNGF-βAdenovirus Injection at Injured Lingual Nerve

Pre OP 11.864±5.820 P value

Sham NGF-AD Saline Sham/NGF-AD Sham-Saline NGF-AD/Saline

1w 4.862±4.394 26.559±5.671 27.166±9.772 <0.0001 <0.0001 0.9801

2w 4.648±3.256 12.28±6.721 22.439±7.525 0.0105 <0.0001 <0.0001

3w 6.094±4.365 11.439±5.517 11.347±5.044 0.0286 0.0312 0.9675

4w 4.385±3.663 10.607±6.909 13.303±7.652 0.0833 0.0179 0.4797

Table 7. Change of Bitter Taste Preference Ratio after rhNGF-βAdenovirus Injection at Injured Lingual Nerve

Pre OP 5.509±4.067 P value

Sham NGF-AD Saline Sham/NGF-AD Sham-Saline NGF-AD/Saline

1w 5.080±2.244 15.890±5.459 12.902±5.384 <0.0001 0.0008 0.0904

2w 3.575±2.073 13.927±10.541 18.891±10.541 0.0214 0.0001 <0.0001

3w 5.177±2.472 11.832±5.185 15.415±6.274 0.0055 0.0002 0.126

4w 3.945±1.969 8.236±5.265 9.222±3.051 0.0353 0.0121 0.6474



하는 양상을 보였는데 정상과의 유의한 차이가 관찰되지 않

았으며, 실험군과 대조군의 소비량이 유의한 차이

(p<0.0001)는 2주에 관찰되었다(Table 7).

설신경 손상부에 rhNGF-βadenovirus 또는 생리식염수

를 주입한 후 심상유두 갯수는 1주의 실험군(131.0±7.0

개)과 대조군(126.7±4.7개)은 유사한 수준(p=0.275)을

나타냈고 시간경과에 따라 실험군은 갯수에 변화가 적었는

데(2주: 133.7±16.2개, 3주: 126.9±16.3개, 4주:

131.4±19.8) 대조군은 3주까지 점차가 감소(2주: 118.6

±9.2, 3주: 107.3±24.1)되었다가 다시 4주의 119.7±

0.9개로 증가되었다(Fig. 12, Table 7). 전체 과정에서 실

험군과 대조군 사이 그리고 시간변화에 따른 유의한 변화는

관찰되지 않았다.

2. 전기생리학적 검사

설신경 손상부에 rhNGF-βadenovirus 또는 생리식염수

를 주입하여 기능적인 재생을 평가하기 위한 전기생리학 실

험에서 신경전도속도는 실험군(1주: 17.0±2.0mm/s, 2주:

17.2±2.3mm/s, 3주: 17.897±1.467mm/s, 4주:19.765

±1.284mm/s)과 대조군(1주: 16.1±1.5mm/s, 16.6±

1.7mm/s, 17.2±1.1mm/s, 17.8±1.2mm/s) 모두에서 4

주에 거쳐 서서히 증가하는 양상을 보였는데 실험군에서 각

주별간 비교하였을 때 유의하게 증가하는 변화가 보이지 않

았으나 4주 때 1, 2주에 비해 유의한 차이(p=0.01, 0.02)

를 보였고 대조군에서는 4주째에 1주에 비해 유의한 차이

(p=0.02)를 보였으며 기타 주간에는 유의한 변화가 관찰되

지 않았다(Fig. 13, Table 9). 각 주간 실험군과 대조군을

비교하였을 때 전체 과정에서 실험군이 대조군에 비해 높았

으나 4주 때에만 유의한 차이(p=0.04)가 관찰되었고 기타

주간에서는 유의한 차이가 없었다.  

3. 신경재생부의 조직형태학적 검사

설신경 손상부에 rhNGF-βadenovirus 또는 생리식염수

를 주입하였을 때 실험군과 대조군 모두에서 축삭의 전체수

와 밀도가 점차적으로 증가하는 양상을 보였다(Fig. 14,

15). 전체 축삭 수는 실험군(1주: 5845.21±362.81개, 2

주: 7083.67±406.76개, 3주: 7598.49±1605.72개, 4

주: 7434.75±1078.46개)에서는 1주와 3주 사이

(p=0.126), 1주와 4주 사이(p=0.0356)에 유의한 차이

가 있었다. 대조군(1주: 3992.95±1230.30개, 2주:

4233.36±753.38개, 3주: 5268.54±478.29개, 4주:

6193.11±1309.78개)은 1주와 4주 사이(p=0.0083), 2

주와 4주 사이(0.0124) 유의한 변화가 관찰되었다. 각 주

간 실험군과 대조군을 비교하였을 때 2주와 3주째에 실험

군이 대조군에 비해 유의하게 증가하였다(p=0.0007,

0.0157)(Table 10).
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Fig. 12. Change of fungiform papilla counting after
rhNGF-βadenovirus injection at injured lingual nerve. 
Fungiform papilla Number of experimental group was
preserved in all of the 1st-4th weeks, but slightly
decreased tile 3weeks. Experimental group is always
showed higher than control group, but didn’t show any
significant differences at all period.
rhNGF-βadenovirus: rhNGF-βadenovirus injected
group, Saline: Saline injected group

Fig. 13. Lingual nerve electrophysiology after rhNGF-β
adenovirus injection at injured lingual nerve. 
The conduction velocity slowly increased both in
rhNGF-βadenovirus injected and saline injected group
within four weeks. Experimental group is always
showed higher than control group, but didn’t show sig-
nificant differences except 4th week(p=0.04).
rhNGF-βadenovirus: rhNGF-βadenovirus injected
group, Saline: Saline injected group
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축삭의 밀도(축삭갯수/μm2)도 축삭수와 비슷한 양상을

나타내었는데 실험군(1주: 0.0385±0.0028, 2주: 0.0431

±0.0058, 3주: 0.0466±0.0062, 4주: 0.0491±

0.0074)에서는 1주와 3주 사이(p=0.017), 1주와 4주 사

이(p=0.0079)에, 대조군(1주: 0.0303±0.0052, 2주:

0.0265±0.0057, 3주: 0.0292±0.0043, 4주:0.0385±

0.0034)에서는 1주와 4주 사이(p=0.0292), 2주와 4주

사이(p=0.0019), 3주와 4주 사이(p=0.0087) 유의한 변

백서 설신경 압박손상모델에서 신경성장인자 유전자 주입이 신경재생에 미치는 영향
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Table 8. Change of Fungiform Papilla Counting after rhNGF-βAdenovirus Injection at Injured Lingual Nerve

Time NGF-AD Saline P value

1w 131±7 126.7±4.7 0.3937

2w 133.7±16.2 118.6±9.2 0.2326

3w 126.9±16.3 107.3±24.1 0.3095

4w 131.4±19.8 119.7±0.9 0.3533

Table 9. Change of Lingual Nerve Conduction Velocity after rhNGF-βAdenovirus Injection at Injured Lingual Nerve

Time NGF-AD Saline P value

1w 16.993±2.047 16.147±1.540 0.295

2w 17.182±2.339 16.603±1.689 0.521

3w 17.897±1.467 17.174±1.143 0.290

4w 19.765±1.284 17.824±1.156 0.036

Table 10. Change of Lingual Nerve Axonal Counting after rhNGF-βAdenovirus Injection at Injured Lingual Nerve

Time NGF-AD Saline P value

1w 5.61±3.50 3.44±2.55 0.106

2w 10.16±7.53 3.65±4.27 0.025

3w 5.47±2.78 0.81±1.23 <0.001

4w 5.31±3.05 4.91±2.8 0.816

Table 11. Change of Lingual Nerve Axonal Density after rhNGF-βAdenovirus Injection at Injured Lingual Nerve

Time NGF-AD Saline P value

1w 0.0385±0.0028 0.0303±0.0052 0.0929

2w 0.0431±0.0058 0.0265±0.0057 0.0010

3w 0.0466±0.0062 0.0292±0.0043 0.0002

4w 0.0491±0.0074 0.0385±0.0034 0.0394

Table 12. Change of Lingual Nerve Myelin Thickness after rhNGF-βAdenovirus Injection at Injured Lingual Nerve

Time NGF-AD Saline P value

1w 04537±0.0122 0.2381±0.0197 <0.0001

2w 1.0253±0.0184 0.3856±0.0082 <0.0001

3w 2.9080±0.0081 1.5001±0.1217 <0.0001

4w 3.0271±0.0267 2.4693±0.1200 <0.0001

Pre-OP: Untreated normal group 

NGF-AD: rhNGF-βadenovirus injected group

Saline: Saline injected group

Sham: Sham operated control



화가 관찰되었으며, 그중 2주와 3주째에 실험군이 대조군

에 비해 유의하게 증가하였다(p=0.001, 0.0002)(Fig.

16, Table 11).

수초는 실험군(1주: 0.4537±0.0122μm, 2주: 1.0253

±0.0184μm, 3주: 2.9080±0.0081μm, 4주: 3.0271±

0.0267μm)과 대조군(1주: 0.2381±0.0197μm, 2주:

0.3856±0.0082μm, 3주: 1.5001±0.1217μm, 4주:

2.4693±0.1200μm) 모두에서 전 실험기간에 두꺼워지고

치밀해졌는데 대조군에 비해 실험군에서는 이런 현상이 2,

3주 사이에 급격하게 일어났으며(Fig. 14, 16) 군간, 그리

고 주간의 통계적인 유의성(p<0.0001)은 전체 관찰과정에

서 나타났다(Table 12). 
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Fig. 14. TEM  slides of axonal regeneration after rhNGF-βadenovirus injection at injured lingual nerve. 
Electron microscopic illustration cross sections of each nerve segment that injected with rhNGF-βadenovirus and
saline groups at 1, 2, 3, and 4weeks. rhNGF-βadenovirus injected group shows significantly increased(p<0.0001) total
axonal counts and myelin thickness compared than saline injected group at 2~3 weeks.  80KVx5000 Bar = 5 μm.
rhNGF-βadenovirus: rhNGF-βadenovirus injected group, Saline: Saline injected group

Fig. 15. Axonal change after rhNGF-βadenovirus injection at injured lingual nerve. 
Axonal counting slowly increased within two and three weeks, experiment group showed significant increase in comparison
to that of the control group, and axonal density slowly increased within 4 weeks, in experiment group showed significant
increase comparison to that of control group. 
rhNGF-βadenovirus: rhNGF-βadenovirus injected group, Saline: Saline injected group

Fig. 16. Myelin thickness change after rhNGF-βadenovirus
injection at injured lingual nerve. 
Myelin thickness increased in all of the 1st-4th weeks
elapsed from injury, it was always higher in experiment
group than control group.
rhNGF-βadenovirus: rhNGF-βadenovirus injected group,
Saline: Saline injected group

1W rhNGF-βadenovirus 2W rhNGF-βadenovirus 3W rhNGF-βadenovirus 4W rhNGF-βadenovirus

1W saline 2W saline 3W saline 4W saline



Ⅳ. 고 찰

본 연구에서 rhNGF-βadenovirus를 성공적으로 제작하

였으며 이를 적당한 농도로 다양한 세포에 감염시켰을 때

생물학적 활성을 지닌 신경성장인자가 상당기간 높은 농도

로 안정적으로 발현되었는데, 일차 배양한 슈반세포에서는

여러 세포 중 최고치인 18865.4±310.9pg/ml를 바이러스

감염 후 4일에 나타내다가 점차 감소하여 14일에 4741.4

±170.6pg/ml까지 지속되는데 백서의 설신경 손상에 응용

하여 신경의 조기재생과 기능향상의 촉진이 확인되었다. 

rhNGF-βadenovirus shuttle vector와 E1, E3가 결여

된 adenovirus genome을 갖고 있는 pJM17 plasmid를

HEK293세포에 co-transfection하여 adenovirus

genome sequence간에 homologous recombination이 일

어난 rhNGF-βadenovirus를 제작하였다. Sequence

analysis로 재조합 바이러스의 viral genome내에

rhNGF-cDNA sequence가 들어있는 것이 확인되었고,

rhNGF-βadenovirus를 single plaque으로 분리하여

wild-type adenovirus가 제거되었다. 최종 분리된

rhNGF-βadenovirus를 HEK293세포에 감염시키고 대량

배양 정제하여 1011 PFU/ml의 높은 역가가 얻어졌다. 특

별히 바이러스를 추출하는 단계에서의 gradient가 전체 정

제과정의 결과를 결정하게 되는데 우리는 고정대에 고정된

polyallomer tube에 5ml의 CsCl 1.4(53g+87ml of

10mM Tris-HCl pH 7.9)을 천천히 넣고 1분 후에 CsCl

1.2(26.8g+92ml of 10mM Tris-HCl pH 7.9) 4ml를

CsCl 1.4 층 위에 얹는데 버퍼가 섞이지 않게 아주 천천히

auto-pipetter와 1-2ml disposible pipet을 이용하여 벽면

에 가까이 붙이고 buffer층에 근접하여 조심스럽게 얹어

gradient가 잘 생성 되었는지 확인하였다. CsCl 1.2

buffer를 먼저 넣고 1.4 buffer를 tube 바닥부터 천천히 방

출하여 1.4 버퍼가 1.2 버퍼를 밀어 올리게 하는 방법도 있

는데 정제할 샘플은 gradient 맨 위쪽에 충격이 가하지 않

게 살살 얹어야 하며 볼륨과 바랜스는 100,000g(23,000

rpm in sw 28) 90분간 4℃로 정확하게 맞추어서 원심분리

하고 brake 또는 deceleration rate=0으로 조정하였다.

이러한 double cesium chloride법으로는 초기농도가 109

viral particle/titer 이상인 virus를 정제하기 쉽지 않은데

본 연구에서 얻어진 1011 viral particle titer/ml은 상당히

높은 역가로 사료되었다.

rhNGF-βadenovirus의 hNGF-β발현은 GFP의 발현

과 면역조직염색 및 RT-PCR결과로 확인할 수 있었다.

GFP는 유전자 전달과정에서 hNGF-β유전자와 같이 삽입

되었는데 DNA서열에서 hNGF-β유전자의 뒤에 놓여 있어

GFP의 발현은 hNGF-β유전자의 성공적인 전달을 증명하

였다. 기존의 많은 연구에서는 표지유전자로 galactosidase

를 많이 사용하였는데 이는 세균성단백질로서 조직에서의

분해가 상당히 긴 시간이 걸리고 강한 조직면역반응을 일으

킬 우려가 있으므로25) 본 실험에서는 형광현미경으로 직접

그 발현을 검증할 수 있는 GFP를 표지유전자로 사용하였

다. 제작된 rhNGF-βadenovirus로 여러 세포들을 감염하

여 발현되는 GFP는 90%의 높은 감염율을 보여주었고

rhNGF-βadenovirus에 감염된 슈반세포의 hNGF-β에 대

한 면역세포화학염색에서 hNGF의 과발현이 확인되었다.

RT-PCR 실험에서 HEK293세포, 슈반세포주, CRH세포

의 대조군에서는 hNGF-β의 발현을 볼 수 없었지만

rhNGF-βadenovirus에 감염한 군에서는 모두 발현되었는

데 이는 rhNGF-βadenovirus의 성공적인 NGF mRNA

의 과발현 유도를 증명하였다. 슈반세포는 hNGF-β유전자

를 함유하지 않으므로 mRNA를 추출하여 전기영동으로 확

인하였을 때 대조군 및 같은 방법으로 제작한 recombinant

Lac-Z adenovirus에 감염하였을 때는 band가 확인되지

않지만 rhNGF-βadenovirus에 감염하였을 때는 강한

band가 확인되었다. 그러나 NIH3T3세포는 자체 내에

NGF 유전자를 함유하고 있기에 대조군과 같은 방법으로

제작한 recombinant Lac-Z adenovirus에 감염하였을 때

모두 band를 확인할 수 있고 rhNGF-βadenovirus에 의

해 과발현되는 양상을 나타냈다. rhNGF-βadenovirus로

감염시킨 일차배양한 슈반세포, 슈반세포주, CRH세포에서

분비되는 hNGF-β의 양과 비간염 세포에서 분비되는 양을

비교하고자 시간경과에 따라 ELISA로 정량화하였을 때 일

차배양한 슈반세포에서 분비량이 가장 많았는데 감염 후 제

4일에 가장 높은 농도로 발현되어 그 후 2주 동안 안정적으

로 발현되었다. 감염된 세포의 장기적인 안정 및 신경손상

재생을 위한 NGF의 조기 과발현 유도는 70moi가 적절한

감염농도로 사료되었다. 본 실험에 사용된 바이러스는 E2,

E3, E4 promoter의 활성에 필수적인 E1 유전자를 제거하

고 rhNGF-β유전자를 삽입시켜 만들어진 재조합 aden-

ovirus이기에 자기복제기능이 결여되어 있지만 E1을 발현

하는 인간신장세포주인 HEK293세포에서는 높은 감염가

로 증폭하므로 세포자체의 특성으로 인한 과성장 및 증폭된

바이러스의 독성으로 인해 사멸하였다. 그러나 기타 세포들

은 E1이 결여되어 바이러스 감염 후 바이러스를 만들지 않

으므로 장기적인 세포독성이 관찰되지 않고 NGF를 상당히

긴 기간동안 안정적으로 발현하였다. 그중 신경재생에 가장

중요한 일차배양 된 슈반세포에서는 감염후 4일째에 가장

높은 농도(18.87±0.31ng/ml)로 NGF가 발현되다가 2주

동안 안정적인 유지가 관찰되었다. 이는 기타 유전자 전달

방법에 의한 HEK293세포에서의 NGF의 발현 결과인

9.05ng/ml25)보다 훨씬 더 효과적이었으며, PC-12 세포의

신경돌기 신장 실험에 의해 발현된 NGF의 생물학적 활성

이 검증되었다. 이와 같이 rhNGF-βadenovirus 감염에 의

백서 설신경 압박손상모델에서 신경성장인자 유전자 주입이 신경재생에 미치는 영향
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한 rhNGF-β의 발현은 정성 및 정량적으로 검증되어 말초

신경의 조기재생촉진에 충분조건으로 작용할 것으로 예상

되었다. 

이러한 In vitro 실험의 결과를 바탕으로 순수 정제된

rhNGF-βadenovirus를 백서 설신경 손상부위에 직접 주

입하여 말초신경 손상의 조기재생촉진작용을 검증하고자

하였다. Adenovirus는 중추신경계의 gene transfer vehi-

cle로 여러 가지 명확한 장점을 갖고 있는데26) 쉽게 조작할

수 있고 높은 titer27)(1012pfu/ml)로 배양할 수 있고 다른

vector와 비교하여 높은 transgene capacity를 지닌다.

Adenoviral vector에 유입된 외부유전자는 상당한 안정성

을 보이고 in vivo에서 adenovirus에 의한 유전자 전달은

neuron과 glia 모두에서 효과적인 것이 검증되었다28,29). 그

리고 adenoviral vector의 serotype 2와 5는 in vivo에서

nontumorogenic하기에 상당히 안전하며 낮은 농도에서는

독성이 없는 것으로 알려져 있다30,31). 신경손상 후 일정기간

연기된 adenovirus주입은 동시 주입과 비교해 거의 효과가

없는데 이는 신경손상 후 짧은 시간에 염증반응에 의한 2차

손상이 보다 더 심각한 손상을 가져오는데 손상 후의 동시

주입은 adenovirus에 개재된 신경인자의 발현으로 손상부

위의 세포사멸을 방지하고 조기 회복을 촉진하기 때문이라

고 하였다32). Adenovirus의 주입량에 관해서는 아직 논란

이 많은데 105 pfu30), 5×108 pfu31), 108 pfu32) 등 다양한

농도의 주입이 응용되고 있지만 전달된 유전자의 발현에 있

어 높은 농도의 적용은 유의한 증가를 일으키지 않는데 이

는 높은 농도를 주입한 경우 세포독성 임파구의 집합을 유

도하게 되어 높은 농도로 발현되는 유전자 전달 효과를 상

쇄하기 때문이라고 알려져 있다. 전달 효과를 극대화하는

한편 생체의 강한 면역반응 등 부작용을 최소화하자면 전달

하는adenovirus의 양을 미리 결정하여야 하는데 이는 사용

한 viral vector의 종류와 전달하고자 하는 유전자의 strain

및 발현되는 단백질의 특성이 각자 다르기에 일괄적으로 논

하기는 어려운 부분이다. 본 실험에서 사용된 아데노바이러

스는 E1/E3부위가 결여되어 세포독성이 상대적으로 적고

유전자전달에 의해 과발현되는 NGF와 GFP에 의한 면역

반응은 제한적이며 백서 척수손상모델에서 GFP를 표기유

전자로 한 adenoviral 유전자전달 연구30)에서 면역억제제

투여가 척수손상후의 전체적인 조직반응의 과정을 변화시

키지 않아 제한된 adenovirus의 전달과 전달유전자의 발현

은 심한 면역반응을 일으키지 않음을 시사하였다. 또한 기

존의 연구들은 대부분 중추신경계인 척수와 뇌의 손상에 의

한 것33-35)으로 말초신경계의 손상에 바로 적용하기는 어려

운데 본 실험에서는 신경손상이 절단이 아닌 비개방성 압박

손상이므로 주위조직으로부터 macrophage, lymphocyte

와 같은 염증세포의 집합이 상대적으로 적을 것으로 사료되

어 최종적으로 정제한 농도인 1.5×1011pfu/ml를 적용하였

으며 향후 농도에 의한 효과를 추가로 검증하여야 할 것으

로 생각되었다. 

치과 임상에서는 편측 설신경손상의 경우를 주로 접하게

되지만 남아 있는 반대측 신경에 의해 맛을 느낄 수 있으며,

맛을 지배하는 신경이 단지 설신경과 동행하는 고삭신경 만

이 아니고 미주 및 설인신경이 있기 때문에 신경손상 후 미

각의 회복으로 신경의 재생정도를 검증하고자 양측 설신경

손상 모델을 만들고 실험군과 대조군도 다른 개체를 사용하

였다. 기존의 많은 연구에서는 설신경손상이 미각에 미치는

영향을 관찰하기 위하여 설신경을 완전 절단하였지만 본 연

구에서는 이러한 연구 결과들을 바탕으로 rhNGF-β유전자

주입에 의한 재생효과를 검증하고자 압박손상모델을 사용

하였다. 혀에 존재하는 설유두는 미각신경에 의해 지배되며

설유두를 지배하는 신경은 고삭신경(chorda tympani

nerve)으로 알려져 있다. 안면신경으로부터 나오는 고삭신

경은 중간에 측두하와(infratemporal fossa)를 거치면서

동측의 설신경과 합쳐져 혀의 전방 2/3 부분의 미각 및 감

각을 담당하고 설유두의 형태 및 기능을 담당하게 된다. 고

삭신경은 미뢰(taste bud)의 중심부에 그리고 설신경은 주

로 미뢰의 주위 즉, perigemmal area를 담당한다35). 설유

두는 성곽유두(circumvallate papilla), 엽상유두(foliate

papilla), 심상유두(fungiform papilla), 시상유두(filiform

papilla)의 네 가지로 구분되며 미각신경에 의해 지지된다.

성곽유두는 혀의 후방 2/3의 신맛과 쓴맛을 담당하며 설인

신경(glossopharyngeal nerve)의 지배를 받고 있다. 엽상

유두의 경우는 대부분 성곽유두의 가장자리 바로 앞 부분에

존재하며 주로 신맛을 담당하고 성곽유두와 마찬가지로 설

인신경의 지배를 받고 있다. 시상유두의 경우는 미뢰가 존

재하지 않으며 미각과는 관련이 없는 구조를 지니고 있다.

이와는 반대로 심상유두의 경우는 대부분 혀의 전방부에 존

재하며 유두 한 개당 수 개의 미뢰가 존재하며 주로 고삭신

경과 설신경에 의해 미각 및 감각을 담당한다. 미뢰는 맛의

지각에 중요한 역할을 하는 해부구조물이며 미각세포와 특

이한 상피구조를 갖는 신경섬유로 구성되어 있다. 미뢰는

약 50-150개의 세포를 포함하는데 그 세포는 microvilli를

함유하며 미뢰를 함유하는 지지세포(supporting cell), 감

각을 주로 담당하는 감각 수용 세포(sensory receptor

cell), 주위 표피를 둘러싸고 있는 기저세포(basal cell)로

구성된다36). 이중에서 지지세포는 미각신경이 손상되면 변

성이 일어나거나 퇴행성 변화를 일으켜 미뢰가 손상되고 미

각세포의 손상으로 이어지며 미각상실을 초래하게 되며 신

경 손상이 회복되면 다시 생기는 것으로 알려져 있다. 

여러 백서 설신경절단손상모델 연구에서는 미각의 회복이

약 8주경에 이루어진다고 하였는데 본 연구에서 two-bot-

tle test를 통한 미각선호도 측정에서 설신경 손상 1주 때에

여러 맛에 대한 감지능력은 아주 낮다가 미각 회복은 보다
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빠른 시간인 4주경에 관찰할 수 있었는데 이는 설신경의 재

생효과가 미각회복에 크게 기여하고 있음을 시사하였다.

rhNGF-βadenovirus를 주입한 실험군과 sham 대조군은

짠맛과 단맛 및 신맛의 미각선호도는 대조군에 비해 2주째

에 명확히 회복되는 효과를 보였는데 전체적으로 4주에 걸

쳐 정상으로 회복되었다. 짠맛의 인지를 담당하는 나트륨

채널(sodium channel)은 혀의 전 영역에 걸쳐 존재하는데

특히 심상유두가 이를 담당하므로 짠맛의 역치(threshold)

상승은 설신경 손상에 의한 심상유두 미각세포의 구조적,

기능적 변화가 야기되어 온 것으로 추측할 수 있다37-44). 단

맛도 주로 혀의 전방 2/3부분에서 고삭신경에 의해 인지되

는 것으로 알려져 있으며 심상유두 변화와 관계있다45). 신맛

의 경우에는 짠맛과 비슷한 경로를 통하여 미각을 인지하고

있으나 신맛의 인지는 주로 엽상유두와 성곽유두에 있는 미

뢰와 미각세포를 통하여 인지하므로 설신경 손상이 크게 영

향을 미치지 않았을 것으로 예상하였는데 실험결과 3주까

지 차이를 보였는데 이는 신맛을 담당하는 유두가 엽상유두

뿐만 아니라 심상유두의 미각 수용기에도 존재하므로 설신

경 손상이 심상유두의 미각 수용기에 변화를 일으켜 약간의

차이를 일으킨 것으로 생각되었다. 쓴맛의 경우에는 칼슘

이온(Ca2+)과 이차 전달자(IP3)에 의해 미각을 전달하는데

주로 혀 후방의 성곽유두와 설인신경에 의존하므로 설신경

손상 후에도 쓴맛의 인지 능력은 별 차이가 없을 것으로 예

상하였으나 결과에서는 약간의 차이가 인지되었는데 이는

양측 손상에 의한 감각전달이상에 의한 것으로 생각된다.

시간 경과에 따른 미각선호도의 차이는 rhNGF-βaden-

ovirus를 주입한 실험군이 생리식염수를 주입한 대조군보

다 sham대조군에 가까운 결과를 보였고 짠맛과 단맛 및 신

맛의 소비가 2주경에서 통계적인 유의성(p<0.001)을 나타

내어 미각인지능력이 촉진되었음을 알 수 있었다.  

미각 회복과 신경 재생 정도는 아주 큰 상관관계를 가지는

데 설신경 손상 후의 신경재생을 전기생리학실험과 손상부

의 축삭과 수초의 변화로 검증되었다. 전기생리학실험에서

전기자극 전달속도는 실험군과 대조군이 초기에 비슷한 양

상을 나타내고 명확한 통계적인 유의성을 나타내지 않는데

이는 설신경 주위구조물의 제한으로 손상을 주지 않는 박리

자체가 어렵고 손상이 절단이 아닌 압박손상이 신경상막과

신경초의 구조에 대한 파괴가 상대적으로 적기 때문으로 생

각된다. 신경손상부의 조직형태학적 검사에서 축삭의 수와

밀도는 실험군에서 1주에 비해 3주와 4주에 유의하게 증가

되었고 3주째에 대조군보다 명확한 증가가 보였으며 전 기

간에서 수초두께가 명확히 증가하여 rhNGF-βadenovirus

의 주입이 축삭의 수초의 재생에 촉진작용을 하고 있음을

보여주었다. 

심상유두는 고삭신경과 설신경에 의해 양측성 지배를 받

으며 고삭신경은 주로 미뢰의 중심부분, 설신경은 미뢰의

측방부분과 감각을 담당하는데 심상유두가 형태와 기능을

유지하기 위해서는 고삭신경-설신경(chorda tympani-lin-

gual nerve)에 의한 신경분포(innervation)가 반드시 필요

하며 설신경 손상 후 미뢰의 변성을 야기하여 미각의 구조

적, 기능적 변화를 일으킨다46-51). 성장기 백서(juvenile

rat)의 고삭신경 절단 후에는 심상유두의 약 30% 정도가

완전 소실된다고 보고되었고, 성장 백서(adults rats)에서

는 신경 절단 후 5에서 100일 사이에 약 20% 정도의 심상

유두가 소실된다고 알려져 있다34). 고삭신경, 설신경과 심상

유두의 상관관계에 관한 연구에서는 대부분 편측에 손상을

주어 실험군으로 하고 반대측을 대조군으로 하여 조사하였

는데 본 실험에서는 건측에 의한 감각 및 미각효과를 배제

하기 위하여 양측 설신경에 압박손상을 가하였다. 손상 후

심상유두의 수는 3주까지 감소되는 양상을 보이다가 다시

증가되는데 이러한 변화는 통계적인 유의성은 없지만 대조

군에서 급격히 나타났다(실험군 3.3%, 대조군 18.3%). 이

러한 결과는 신경생리학실험과 조직형태학적 검사 및 미각

선호도 실험에서 예상할 수 있는 rhNGF-βadenovirus주

입에 의한 신경조기재생의 시기인 2주와도 조화되는데 이

는 심상유두의 형태를 유지하기 위하여 설신경 분포의 중요

성을 시사하며 rhNGF-βadenovirus의 주입에 의해 손상

된 신경의 초기재생이 증가되며 나아가 심상유두의 변성을

막아주고 있음이 확인되었다.

Ⅴ. 결 론

본 연구는 말초신경재생에 있어 중요한 역할을 하는

NGF유전자가 삼입된 rhNGF-βadenovirus를 제작, 대량

생산하고 이의 기능을 검증하며, 이를 토대로 rhNGF-β

adenovirus를 양측 설신경 손상부에 주입하여 신경재생효

과를 알아보고자 하여 다음과 같은 결과를 얻었다. 

1. 말초신경 손상 시 슈반세포의 생존을 유도하고 성장과

분화를 촉진하여 초기신경재생에 크게 관련되어 있는

hNGF-β를 adenoviral vector에 클로닝하여 1011pfu/

ml의 순수 rhNGF-βadenovirus가 대량 제작할 수 있

었다.

2. 본 연구에서 제작된 rhNGF-βadenovirus는 슈반세포

주와 비신경세포인 HEK293세포, CRH세포, NIH3T3

세포 등 네가지 세포를 감염하여 90% 이상의 transfec-

tion efficiency와 mRNA 과발현이 확인되었다. 또한 슈

반세포주에서만 시행된 면역세포화학염색에서 NGF의

단백질수준의 과발현이 확인되었다.일차배양 슈반세포

와 슈반세포주 그리고 비신경세포인 HEK293세포와

CRH세포를 제작된 바이러스로 감염하여 시간경과에 따

른 NGF의 발현을 ELISA로 정량화하였을 때 초기에

rhNGF-β단백질의 분비가 증가됨이 관찰되었다. 그 중
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일차배양한 슈반세포는 감염 후 4일에 최대(18865.37

±310.94pg/ml)로 방출되었으며, 그 후 14일까지 안정

적으로 유리되었다(4741.40±170.56pg/ml). 또한 유

리된 rhNGF-β는 PC-12세포의 신경돌기를 신장시켜

그 생물학적활성이 검증되었다.

3. 백서 양측 설신경 3mm 압박손상부위에 rhNGF-βade-

novirus를 주입(1.5×1011pfu/ml, 2㎕)하여 미각재생

에 미치는 영향을 조사하였으며 미각선호도는 대조군에

비해 짠맛, 단맛, 신맛이 2주째에 명확히 회복되는 효과

를 보였다. 심상유두의 개수는 압박손상 후 rhNGF-β

adenovirus를 주입한 군이 대조군에 비해 다소 높았으

나 유의한 차이가 없어 심상유두개수에 미치는 영향은

파악되지 않았다. 

4. 백서 양측 설신경 압박손상부위에 rhNGF-βaden-

ovirus를 주입하였을 때 전도속도를 대조군과 비교하여

초기에는 유의한 차이가 보이지 않았지만 4주에 명확히

증가되는 양상을 보였고, 축삭의 수와 밀도는 실험군에

서 1주에 비해 3주와 4주에 유의하게 증가되었고 3주째

에 대조군보다 명확한 증가가 보였으며 전 기간에서 수

초두께가 명확히 증가하여 미각회복 및 신경재생이 촉진

되었다. 

숙주세포에 감염시켰을 때 고농도의 신경성장인자를 최소

2주정도 안정적으로 발현하는 rhNGF-βadenovirus를 성

공적으로 제작 분리하였으며, 백서의 양측 설신경 손상에

적용하였을 경우 신경의 조기재생과 기능이 빨리 돌아옴이

관찰되었다. 이는 재조합 adenovirus를 이용한 유전자 전

달이 신경성장인자를 설신경손상부위로 유도하는 새로운

방법으로 그 치료 효과를 기대할 수 있음을 제시하였다. 
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