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서 론

본 연구자들은 몇 가지 랫드 통증모델을 만들어, 수술 후

시간경과에 따른 통증에 대한 반응을 행동검사로 확인하고,

각 실험동물의 척수 내 Zn2++의 변화를 조직화학법으로 염색

한 후 형태계측학적으로 정량화함으로써 통증의 발달, 유지,

종결 등 복잡한 통증기전에서 Zn2++가 관여되어 있음을 보고

한 바 있다(Kim et al., 2004; Lee et al., 2005).

통증은 일반적으로 급성 및 만성통증으로 구분하며, 척수

신경절(dorsal root ganglion, DRG)에 있는 일차감각신경세

포(primary afferent neurons)에 의해 만들어지는 말초신경계

통과 척수 및 뇌로 구분되는 중추신경계통에 거쳐 복잡한

조절기전으로 구분된다. 논란의 여지가 있으나 급, 만성통증

의 특징인 “Central Sensitization (CS)”에 의한 통증은 일차

감각세포가 위치하는 DRG와 이들 신경섬유가 정지하는 부
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ABSTRACT

This study aim to disclose a possible mechanism for the neuronal cell death induced by peripheral nerve injury following

a spinal nerve ligation (SNL) as a neuropathic pain model. Male Sprague-Dawley rats (270~290 g) were used for this

study. Pain threshold was evaluated for their response to mechanical (von Frey hairs) stimuli 1, 3, and 7 days after a tight

ligation of L5 ventral ramus. 

In control group, the small ganglion cells were strongly stained with routine toluidine blue(TB), whereas the large gang-

lion cells showed a little bit weak stainity. Each large ganglion cell is surrounded by perineuronal satellite cells. 

In experimental groups, small ganglion cells showing apparent degenerative changes increased on 1 day, and showed a

peak in degenerative cell number at 3 days group, and decreased gradually at 7 days group. We also found a small number

of large-sized ganglion cells showing mild degenerative changes. However their satellite cells ware relatively intact with

no typical findings throughout this experiment. Under the electron microscope, small ganglion cells showed various stage

and typical features of the dark degeneration including mitochondrial swelling. 
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위, 즉 척수의 등쪽 회색질 내에서 발달된다(Dykes, 1983;

Besson, 1999; Zimmermann, 2001). 

최근 들어 다양한 통증모델 동물을 대상으로 통증의 발

달, 유지 및 회복 등에 관련된 기전을 밝히기 위해서 연구

가 활발하다. 형태학적으로는 이들 동물의 척수회색질 및

척수신경절 내 존재하는 각종 신경활성물질들 -sustance P

(Mapp et al., 1993; Furst, 1999), glutamate (Sluka et al., 1993),

NMDA receptors (Ren & Dubner, 1993), opioid receptors (Goff

et al., 1998), NGF (Lee et al., 1998) 등의 변화가 주목된다. 

따라서 본 연구자들은 잘 알려진 랫드 통증모델에서 신

경활성물질의 변화와 함께 일차적으로 통증자극 후 시간경

과에 따른 척수신경절 내 신경절세포의 변성과정을 광학

및 전자현미경으로 관찰하고자 하였다. 

재료 및 방법

1. 실험동물

본 연구에서는 10주령, Sprague-Dawley 계통의 랫드를 사

용하였으며, 척수신경 결찰 수술기준으로 1일, 3일 및 7일

실험군으로 대별하였다. 

2. 척수신경 결찰

랫드를 pentobarbital (50 mg/kg, ip)로 깊게 마취한 후 등

쪽의 털을 깍고, 수술대 위에 복와위(prone position)로 위치

시켰다. 모든 수술은 무균적으로 조작하였고, 일단 랫드의

왼쪽 허리엉치부위(lumbar & sacral regions)의 등쪽(정중에

서 외측 5 mm) 피부를 위, 아래로 충분히 절개하였다. 이어

서 등근육을 싸는 근막을 미세가위를 사용하여 등근육과 결

합조직을 제거하여 6번째 허리척추(L6)의 가로돌기를 노출

시켰다. 골겸자(rongeur)를 사용하여 L6 가로돌기를 제거하

고, 그 아래로 지나가는 L5 척수신경의 앞가지(ventral ramus)

를 실크(black silk, 6.0)를 이용하여 단단히 붙들어 매고, 매

듭의 아래 척수신경을 미세가위로 자르고, 근육과 피부를

봉합하여 일련의 결찰수술을 완료하였다(Fig. 1). 대조군은

위의 방법중 결찰과 신경절단 전단계까지는 동일하게 시행

한 후 각각의 실험군에 대응시켰다. 

3. 조직표본제작

각 실험군의 흰쥐는 해당 시간군에 이르러 ether로 얕게

마취시킨 후 pentobarbital (30 mg/kg)으로 깊게 마취한 후

3% glutaraldehyde (GA) 액으로 관류고정시키며, 동물을 희

생시켰다. 조직채취는 여섯 번째 허리 척수신경절(L6)을 절

취하였고, 약 30분간 4�C에서 동일고정액에 추가로 후고정

하고 나서, 30% sucrose 용액에 가라앉을 때까지 담가두었다.

이어서 냉동절단기(freezing microtome)로 30 μm 두께의 냉

동절편을 만들어 젤라틴이 발라진 슬라이드 위에 올리고,

실온에서 약 10분간 말린 후 냉장고에 보관하였다. 일반적

인 조직관찰을 위해서 toluidine blue (TB) 염색을 사용하였

으며, 알코올과 자일렌 등을 이용한 탈수과정 및 청명과정

을 거쳐 반영구적인 광학현미경 조직표본을 완성하였다. 

전자현미경 관찰을 위한 실험으로 고정된 척수신경절을

떼어낸 후 일반적인 전자현미경 포매과정을 거쳐, 2 μm 두께

의 semithin section을 만들어 우선 광학현미경으로 필요한
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Fig. 1. Schematic drawing of surgi-
cal approach for rat spinal nerve liga-
tion (SNL). Left sciatic nerve is ex-
posed and a single silk ligature is tied
tightly the nerve. The rat dorsal root
ganglion consists of small, medium-
sized, and large ganglion cells (DRG)
with surrounding satellite cells (Sc).
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부위를 관찰하고, 100 nm의 thin section을 만들어 우라닐과

납을 이용한 이중염색을 시행한 후 투사전자현미경(Philips

208)으로 관찰하였다.

결 과

1. 통증반응검사

척수신경 결찰수술이 성공적으로 끝난 랫드의 경우 수술

된 쪽의 발바닥이 아래로 떨어지고(plantar flexion), 안쪽을

향하며(inversion), 뒷다리를 약간 절름거리며 지면에 완전

히 착지하지 못하는 특징을 보인다. 이러한 랫드는 수술 후

1일에 특징적인 신경병성통증반응(neuropathic behaviors),

즉 부드러운 낙타털의 자극에도 발바닥을 들어 올리는 행

동을 보였으며, 이러한 통증반응은 수술 후 5일에 가장 최

고점에 이르렀다가, 그 후 수 주간에 걸쳐 조금씩 감소되는

양상이었다(data not shown). 

2. 광학현미경 소견

흰쥐 척수신경절은 크게 2부분으로 구분되었는데, 신경절

세포체가 무리지어 많이 분포해 있고 신경섬유가 적은 주변

부위를 피질구역(cortical zone)과 신경섬유가 많고 소수의

신경절세포가 흩어져 있는 중심부위를 수질구역(medullary

zone)으로 구분되었다(Fig. 3A). 피질구역에 관찰된 신경절

세포의 세포체는 둥글거나 타원형이며, 모든 신경절세포의

세포체는 신경아교세포의 일종인 한 층의 납작한 위성세포

(satellite cell)에 의하여 둘러싸여 있었으며, 특히 큰 신경절

세포의 경우 3~5개의 위성세포가 관찰되었다(Fig. 3B). 

작은 신경절세포의 경우 1일군에서 이미 대조군에 비해

유의한 수준으로 증가되었으며, 실험 3일군과 7일군에서 단

위면적당 변성소견을 보이는 작은 신경절세포의 수가 대조

군에 비해 급격히 증가되었다(Fig. 2). 반면 큰 신경절세포

의 경우 실험 1일 및 3일군에서 대조군과 별다른 차이점이

관찰되지 않았으나, 실험 7일군에 이르러 미약한 변성을 보

이는 세포가 관찰되었다. 특히 이들 세포를 둘러싸고 있는

위성세포의 경우 전혀 변성소견을 보이지 않았다. 

3. 전자현미경 관찰

작은 신경절세포의 경우 1일군 이후에서 뚜렷한 변성양

상이 흔히 관찰되었다. 세포질소기관중에서 사립체 능선(cri-

stae)의 변형이 뚜렷하였으며, 3일군 이후에는 사립체의 심

한 부종이 관찰되었으며, 7일군에서는 세포질이 전반적으로

검게 변하는 암적화 변성(dark degeneration)을 보였다(Fig.

4). 반면 큰 신경절세포의 경우 세포질 소기관들의 형태가

Fig. 2. Increased number of small ganglion cells showing typical dark
degenerative changes at 3 days after SNL. The degenerative cells per
unit area (1 cm2) is countered under ×200 in magnification.

Fig. 3. Light micrographs taken from rat L5 spinal ganglion at the control (A) and 1 day groups (B). Ganglion cells vary in size from 15 to 100
μm. In general, these cells fall into two size groups, that is, the small ganglion cells (asterisks) are strongly stained with TB, whereas the large gan-
glion cells (L) show weak positive staining. Arrowheads indicate the satellite cells surrounding the large ganglion cells. Scale bars in A & B indi-
cate 100 μm & 50 μm, respectively.
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비교적 잘 보존되어 있었으며, 검게 변성된 세포는 전혀 관

찰되지 않았다. 

고 찰

척수신경 결찰 후 시간경과에 따른 기계적 통증자극에

대한 행동반응을 확인하였으며, 결찰 후 1일에 이미 유의한

수준으로 변화되었으며, 이는 7일군까지 지속되었다. 이러한

통증에 대한 예민도는 대개 3일군에 최고점에 도달하였다

가 수 주(2~3 wks) 내로 정상치로 회복되는 경향을 보였다.

이러한 연구결과는 본 연구자의 보고(Kim et al., 2004; Lee

et al., 2005; Jo et al., 2007)와 일반적인 패턴에서 일치하였

다. 피질구역에 관찰된 신경절세포의 세포체는 둥글거나 타

원형이며, 작은 신경절세포, 큰 신경절세포 및 중간크기의

세포 등 최소 3종류로 구분되었으며, 작은 신경절세포의 세

포체의 직경은 15~30 μm였으며, 큰 신경절세포의 직경은

100 μm에 이르는 것도 관찰되었다. 이러한 결과는 과거 연

구자들의 보고와도 부합되었다(Velazquez et al., 1999; Pérez-

Castejón et al., 2002). 
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Fig. 4. Electron micrographs (B, C, D) taken from the rat ganglion cells at 7 days after the SNL. Ganglion cells show various stage and typical
features of the dark neurodegeneration in the perikarya. Panel A is taken from an epon-embedded section and stained with toluidine blue (TB).
Ganglion cells showing different stages (1, 2, 3) of dark degeneration are simultaneously found. Scale bars in Fig. A & B-D indicate 50 μm and
10 μm, respectively.
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과거 몇 가지 통증모델을 대상으로 시행된 연구결과들은

주로 척수신경 손상(Furst, 1999; Kato et al., 2003) 및 염증

성 통증자극(Ji et al., 1994; Wang et al., 1999; Gould et al.,

2004; Inglis et al., 2005; Takeda et al., 2005)과 같은 만성통

증에 관한 연구가 대부분이다. 이들의 연구목적은 통증관련

신경활성물질의 변화를 조직화학적으로 정량하고, 이를 통

증의 발달, 유지, 회복 등 복잡한 통증기전과 어떤 상관관계

를 밝히는 기능적 연구에 집중되어 왔을 뿐 신경절세포의

변성기전을 밝히고, 형태학적 변화를 경시적으로 관찰한 연

구보고를 접하기는 어려웠다. 

본 연구에서 신경결찰을 시행한 실험군에서 변성소견을

보이는 작은 신경절세포의 수를 계수하였던 결과 1일부터

증가되기 시작하여, 3일군에 이르러 유의한 수준으로 감소

되었고, 7일군에 이르러 최고점에 이르렀다. 이는 신경결찰

에 따른 통증자극에 의해 신경절세포가 손상되어 사멸되기

때문이라고 생각된다. 말초신경의 자극에 따른 척수신경절

세포의 손상에 관한 연구보고(Henken et al., 1993; Lekan et

al., 1997)는 소수 접할 수 있으며, 다섯째 허리신경을 묶는

시술(tight ligation of ventral ramus, L5)에 의해 본 연구와

비슷한 시기에 약 40% 이상의 신경절세포의 소실이 관찰되

었다고 보고된 바 있다. 

그러나 말초 결합조직 및 중추 신경조직에서의 변화가

이들의 중간 다리 역할을 하는 DRG와 기능적으로 매우 밀

접한 관련이 있지만, 반드시 형태학적으로 일치하지 않을 수

있음을 시사한다. 이를 뒷받침하는 과거 연구결과로서 Klein

et al. (1991)은 말초신경의 손상은 신경절세포의 손실 또는

사멸의 여부와 관계없이 척수회색질 내 신경활성물질의 분

포에 영향을 줄 수 있다고 보고한 바 있다. 통증반응과 신

경활성물질의 변화량 간에 일치하지 않는 소견은 본 연구자

들이 생쥐에서 척수신경 결찰에 따른 통증반응의 양상과

척수회색질 내 신경활성물질의 변화를 비교한 최근 연구결

과(Jo et al., 2007)에서도 관찰되었다. 

본 연구에서 신경결찰에 따른 신경절세포의 변성소견을

주로 사립체를 포함한 세포소기관의 부종에 이어 세포질이

전자밀도가 증가되는 소견을 보였는데, 이는 세포사멸기전

중 괴사(necrosis)의 일종으로 이에 대한 몇몇 보고가 다양

한 신경독성모델에서 보고된 바 있다(Jo et al., 1998). 

척수신경절세포의 사멸기전과 관련된 연구 중에서 좌골

신경을 묶고 자르는 실험모델(ipsilateral sciatic nerve transac-

tion)에서는 주로 핵질의 변화가 동반되는 세포자멸사(apop-

tosis)의 소견을 보였다(Pierucci & de Oliveira, 2006). 배양

척수신경절세포를 대상으로 Ox-LDL이란 독성물질로 처리

할 경우에는 전형적이지는 않지만 괴사(secondary necrosis)

소견을 보였으며(Papassotiropoulos et al., 1996), 갓 태어난

랫드에게 통증자극물질을 투여하는 통증모델(neonatal cap-

saicin treatment)에서는 사립체의 부종이 오랜기간 지속되

는, 소위 long-lasting mitochondrial swelling 소견이 흔히 관

찰된다(Chard et al., 1995; Szoke et al., 2002). 이러한 과거

연구자들의 결과를 통해 말초신경의 자극 및 손상 후에 초

래되는 신경절세포의 변성은 다양한 형태학적 변화를 동반

하며, 단순한 사멸기전으로는 설명이 어렵다는 것을 알 수

있다. 

본 연구의 결과를 요약하면, 척수신경 결찰 후 초기 실험

군에서 작은 신경절세포의 심한 세포변성이 관찰되었으며,

미토콘드리아의 부종과 세포질이 검게 응축되는 암적화변

성(dark degeneration)의 특징을 보였다. 반면에 큰 신경절세

포의 경우 소수의 세포에서 미약한 변성소견만을 보였다.

이는 작은 신경절세포가 통증의 발달, 유지, 회복기전에서

척수신경절 내 다른 신경절세포와는 상이한 기능을 영위한

다는 사실을 뒷받침하는 것으로 사료된다. 
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⁄국문초록¤

본 연구는 잘 알려진 통증모델을 대상으로 척수신경절세포의

변성과정을 경시적으로 관찰하고자 하였다. 10주령된 Sprague-

Dawley 계통의 랫드를 실험동물로 사용하였고, pentobarbital (50

mg/kg)로 마취상태에서 다섯째 허리신경(L5)의 앞가지를 결찰

한 후 1일, 3일, 7일 실험군으로 구분하였다.

실험 1일과 3일군에서 작은 신경절세포에서 퇴행성변화가 먼

저 관찰되었고, 중간 및 큰 신경절세포에서는 그 변화가 미약했

다. 7일 실험군에서는 작은 신경절세포의 수가 크게 감소하였던

반면, 중간 및 큰 신경절세포에서는 큰 변화가 없었다. 전자현미

경 소견으로는 작은 신경절세포의 경우 초기 1일 및 3일군에서

미토콘드리아의 능선의 변형과 부종이 관찰되었으며, 세포질은

검게 변성되었다. 반면 큰 신경절세포의 경우 모든 실험군에서

변형된 세포가 관찰되지 않았으며, 소기관들도 잘 보존되었다.

이상의 결과를 요약하면, 척수신경 결찰에 의한 통증자극으로

랫드 척수신경절 내 작은 신경절세포는 다른 신경절세포에 비해

퇴행성변화가 빠르게 나타났으며, 미토콘드리아 등 세포질소기

관의 부종을 동반한 암적화변성(dark degeneration)을 통해 사멸

되었다.
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