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ABSTRACT
Objective:Gyehyuldeung(GHD)hasbeenwidelyusedinorientalmedicineforthetreatmentsofcardiovascularand

neurologicaldisorders.Thus,itspotentialfacilitatoryactivityonaxonalregenerationwasinvestigatedintherats.

Methods:Sprague-Dawleyratsweregivencrushinjuryatthesciaticnerveandthechangesofaxongrowthafternerve
injuryoneachnerveinjurymodelwereinvestigatedwithanti-NF-200antibody,DiI,GAP-43proteinandCdc2protein

Results:GHD-mediatedenhancementofaxonalregenerationaftercrushinjurywasmeasuredinbothqualitativeand
quantitativewaysbyimmunofluorescencestainingwithanti-NF-200antibodyandretrogradetracingoffluorescencedyeDiI.
GAP-43proteinlevelswereelevatedbyGHDtreatmentsinthedistalinjuredsciaticnerveandDRGsensoryneurons.The
neuriteoutgrowthofDRG sensoryneuronswasfacilitatedbyGHD treatmentwhenco-culturedwithSchwanncellsand
astrocytespreparedfrominjuredsciaticnervesandinjuredspinalcordtissues,respectively.ItwasobservedthatCdc2protein
wasup-regulatedinco-culturedSchwanncellsorastrocytesandCdc2proteinsignalswereco-localizedtoacertainextentwith
thoseofphospho-vimentinprotein.

Conclusions:TheseresultssuggestthatGHD mayplayafacilitatoryroleinaxonalregenerationbyactingonthe
injuredaxonsandadjacentnon-neuronalcells.Thecurrentfindingsmaybeusefulforthedevelopmentoftherapeutictargets
throughmorespecificexplorationsonmolecularinteractionsbetweenherbalcomponentsandendogenousfactors.
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Ⅰ.서 론

Schwanncell은 말초신경 재생에 중요한 역할을

하는데 말초신경 손상시 축삭의 성장에 도움이 되

는 신경성장인자를 분비하며 축삭돌기의 분화에

도움이 되는 물질을 합성하여 축삭의 발생자체에

영향을 미치고 축삭돌기를 수초화하여 상당수준의

기능적 회복이 가능하도록 한다.반면 Schwann

cell이 없는 척수와 뇌를 포함한 중추신경계는 신경

손상시 영구적인 기능 마비가 된다
1-2
. 최근 신경

재생에 중요한 역할을 하는 Schwanncell에 신경성

장인자의 분비를 유도시켜 신경재생을 촉진시키려

는 연구
3
가 계속되고 있으며 이러한 연구는 향후

자연재생이 불가능한 중추신경의 재생유도에 응용

가능할 것으로 사료된다.

신경손상의 주요 임상증상은 麻木,酸痛,痺證,

屈伸不利,萎弱 등으로 한의학적으로는 氣滯血瘀,

肝腎虧虛,風濕痺阻 등의 범주에 속한다
4
.최근 천
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연약물을 통한 신경재생 연구는 紫河車5,鹿茸5,鎖

陽
5
,白何首烏

5
,蟬退

5
,附子

5
,熟地黃

6
등의 단일약

제 및 六味地黃湯7,生脈散8등의 복합처방 등으로

다양하게 보고되고 있으며 대부분 補血補陰하는

약물에서 말초신경재생 효과가 탁월한 것으로 나

타났다.이에 補血 및 祛瘀의 효능이 있는 鷄血藤

을 이용하여 연구를 수행 하였다.

鷄血藤은 淸代 《本草綱目拾遺》
9
에 최초로 기록되

었으며 콩과(Laguminosae)에 속한 밀화두(Spatholobus

suberectusDUNN.)의 藤莖을 乾燥한 것으로 性味

는 溫,苦,微甘하고 藥性이 緩和하며 歸經은 肝·腎

經 으로 行血補血,舒筋活絡,關節酸痛,手足麻木

등에 사용한다.주요성분으로는 friedelin,taraxerone,

sterol류 들이 보고되고 있다
10
.

鷄血藤에 대한 연구로는 뇌혈류량11,류마토이드

관절염
12
,항염증

13
등이 있으나 신경 재생에 관한

연구는 보고된 바 없다.이에 저자는 손상 말초신

경에 鷄血藤을 처리하고 westernblot분석,면역형

광염색 분석,역주행 형광추적,후근절 감각신경에

서 Schwanncell및 성상교세포의 동시배양을 통해

신경재생을 관찰한 결과 유의한 결과를 얻었기에

보고하는 바이다.

Ⅱ.실 험

1.재 료

1)동 물

본 연구의 실험동물은 친자교배 시킨 생후 7-8

주령된Sprague-Dawley(SD)계열수컷흰쥐(Samtago

Co.,Korea)를 실험대상으로 하였다.실험동물은 실

험 전 일주일 동안 실험실 환경에 적응시킨 후 사육

및 실험을 실시하였다.실험동물은 전 실험기간을

통하여 고형 사료와 물을 어떠한 제약 없이 섭취하

도록 하였으며,온도는 22-24℃,습도는 50±10%가

유지되도록 하고,조명은 밤낮주기(12시간 주/야)

가 조절되는 실험실 환경에서 사육하였다.

2)鷄血藤 추출물의 분리

대전대 한방병원에서 구입한 건조 상태의 鷄血

藤(SpatholobiCaulis)40g을 증류수 1,000㎖를 가

하여 열탕 추출기에서 3시간 추출하여 얻은 액을

흡입여과하여 이를감압증류장치(Rotaryevaporator,

BuchiB-480,Switzerland)로 농축한 후 동결 건조

기(Freezedryer,EyelaFDU-540,Japan)를 이용하

여 완전 건조한 추출물 3.7g을 얻었으며 (수율;

9.1%),냉동(-84℃)보관하면서 鷄血藤(10㎎/㎖)을

생리식염수와 희석하여 사용하였다.

2.방 법

1)좌골신경수술

鷄血藤 투여군 그룹과 생리식염수 투여군 그룹

의 쥐들은 ketamine(80㎎/㎏)과 rompun(5㎎/㎏)의

혼합 용액을 복강주입에 의하여 마취시킨 후,

30×20㎝ 해부대 위에 올려놓고 둔부와 대퇴부가

교차하는 지점에 털을 핀셋과 가위를 이용하여 완

전히 제거한 뒤 피부를 절개하였다.둔부와 대퇴부

교차지점에 근육을 둘러싸고 있는 근막을 제거 한

후 좌골신경을 도출시켰다.미세 핀셋을 이용하여

도출된 좌골신경의 한 부분을 30초 동안 압박하고,

1분 동안의 휴식 후 다시 30초 동안 압박을 한 후

鷄血藤 투여군 및 생리식염수 대조군의 도출부위

에 2㎖의 鷄血藤 추출액과 생리식염수를 점적투여

하였다.실험동물의 손상 부위를 봉합하고 마취가

깰 때까지 37℃에 유지한 후 다음 동물 사육실에

보존하였다.수술 5일 후 말초신경이나 후근신경절

(dorsalrootganglia,DRG)조직을 실험동물로 부

터 적출하였다.정상군(intactcontrol;N= 6),식

염수 대조군(Saline;N = 13),鷄血藤 처리군

(GHD,N = 13)등이 사용되었으며,후근신경절

감각신경과 Schwanncell및 척수비신경세포의 동

시배양을 위하여 8마리의 흰쥐가 이용되어 전체 40

마리의 성체 흰쥐가 본 연구에 이용되었다.

2)Westernblotanalysis

근육조직을 NaCl,2.7mM KCl,10mM Na2Po4,

2mM KH2PO4(pH 7.4)가 함유된 PBS로 씻은 후
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50-200㎕의 tritonlysisbuffer(20mM Tris,pH 7.4,

137mM NaCl,25mM β-glycerophosphate,pH7.14,

2mM sodium pyrophosphate,2mM EDTA,1mM

Na3VO4,1% TrironX-100,10% glycerol,5㎍/㎖

leupeptin,5㎍/㎖ aprotinin,3㎛ benzamidine,0.5

mM DTT,1mM PMSF)에 담가 초음파 분해하였

다.그 후 각 sample에 대한 단백질을 정량하였으며,

그 중 10㎍의 단백질을 westernanalysis에 사용하였

다.신경조직 단백질을 12% SDS-polyacrylaminde

gelelectrophoresis(1.5M Trisbase,10% Sodium

dodecylsulfate,30% acrylamide,10% Ammonium

Sulfate,TEMED)상에서 전기영동 시킨 후 PVDF

membrane(PallCorporation,U.S.A.)에 전기이동

시켰다.Antibody와의 비특이적 결합을 막기 위해

3% bovineserum albumin(BSA),0.1% Tween20

을 함유하고 있는 TBSbuffer에서 membrane을 1

시간 동안 상온 반응시키고 4℃에서 16시간 동안

blockingbuffer상에서 반응을 진행하였다.반응을

끝낸 membrane을 washing한 후 1차항체를 Blocking

buffer(1×TBSbuffer,3% BSA,0.1% Tween20)

에 1:1000의 비율로 희석하여 상온에서 30분 동안 반

응 시켰다.그런 후 membrane을 씻어내고 anti-rabbit

IgG(SantaCruz,U.S.A.)가 결합되어 있는 horseradish

peroxidase를 1대 1000의 비율로 희석하여 상온에

서 30분 동안 처리하고 다시 한 번 씻어내었다.마

지막으로 membrane에 부착 된 단백질을 Western

blotdetection system을 이용하여 측정하였으며

KodakScientificImagingFilm (EastmanKodak

Co.,U.S.A.)에 감광 하였다.본 실험에 사용한 일차

항체는 Table1과 같다(Table1).

항체명 제조회사

GAP-43antibody SantaCruzBiotech,U.S.A.

actin SantaCruzBiotech,U.S.A.

Table1.Westernblot에 사용된 일차항체

3)면역형광염색 및 Hoechst염색

신경 조직은 -20°C에서 냉동시킨 후 cryostat를

이용하여 20㎛의 두께로 잘라 슬라이드에 부착시

켰다.이중 면역형광염색법(doubleimmunofluorescence

staining)을 수행하기 위해 4% paraformaldehyde,

4% sucrose가 혼합된 PBS에 45분 동안 슬라이드

를 넣어 조직을 고정하였다.비특이적 결합을 막기

위해 blockingbuffer에 담근 후 4시간 동안 각 조직

에 일차항체를 처리하였다.일차항체는 2.5% BSA,

2.5% horseserum을 함유하고 있는 blockingbuffer

에 1:600에 비율로 혼합하여 처리한 후 4°C에서 16

시간 동안 반응시킨다.일차항체 반응이 끝난 후

PBST로 조직을 씻어내고 2.5% BSA,2.5% horse

serum을 함유하고 있는 blockingbuffer에 Fluorescein

-goatanti-mouse(green,MolecularProbes,U.S.A.)

와 Rhodamine-goatanti-rabbitantibody(Molecular

probes,U.S.A.)를 1:100으로 혼합하여 암실에서 1

시간 30분 동안 이차항체 처리를 수행하였다.2차항

체 처리후 3회에 걸쳐 PBST (phosphate-buffered

salinewith0.1% triton×100)를 수행하였다.Hoechst

핵 염색을 수행하는 경우 2회 세척 후 0.25% Hoechst

33258염료를 함유한 PBST용액으로 처리 후 다

시 PBST용액으로 세척하였다.두 번째 antibody

는 빛에 민감하기 때문에 반응 시간동안 반드시

암실에서 수행하였다.모든 조직 sample은 형광현

미경(NikonmodelE-600,Japan)을 통해 관찰되어

지고,디지털 카메라로 찍은 모든 images는 Adobe

photoshop(version5.5)을 이용하여 녹색과 적색의

밝기와 강도를 같은 비율로 증폭시켜 관찰하였다.

그리고 photoshopprogram의 layerblendingmode

options를 이용하여 images를 중복시켜 관찰함으로

서 각 단백질의 발현위치를 관찰하였다.본 실험에

사용한 일차항체는 Table2와 같다(Table2).

항체명 제조회사

NF-200 Sigma,U.S.A.

S100β Dako,Denmark

GAP-43 SantaCruzBiotech,U.S.A.

BDNF SantaCruzBiotech,U.S.A.

Table2.면역형광염색에 사용된 일차항체
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4)역주행 형광추적

운동신경의 역주행추적은 ketamine(80㎎/㎏)과

rompun(5㎎/㎏)으로 쥐를 마취시킨 후 좌골신경

손상을 가한 쥐나 정상군 쥐를 실험에 이용하였다.

손상 후 동물 처치 3일전 좌골신경의 손상 하단부

5㎜부위에 DiI(DiI;dimethylsulfixide3%)주입 장

비를 이용하여 형광물질인 carbocyaninedyel,l'-

dioctodecyl-3,3,3',3'tetramethylindocarbocyanine

perchlorate5㎕를 주입하였다.그룹별 처치가 끝난

쥐를 희생시킨 후 요추 4-6번 부위의 후근신경절과

척수의 흉추 하단부 (9번 이하 요추 하단부까지)

을 절취한 후 20㎛로 조직을 종단방향으로 절개

(sections)하여 slide에 붙인 후 Nikon형광현미경

을 이용하여 감각신경과 운동신경세포체 수를 확

인하였다.조직상의 염색된 DiI신호는 형광현미경

하에서 관찰한 후 디지털 카메라로 이미지를 포착

한 후 photoshop프로그램 상에 연결된 I-Solution

software(Image& MicroscopeTechnologyGoleta,

U.S.A.)를 이용하여 정량 분석하였다.

5)DRG감각신경에서 schwanncell및 척수성

상교세포의 동시배양

본 신경조직세포 동시배양 순서는 비신경 세포

인 schwanncell과 성상교세포를 일차적으로 배양

하고,12시간 후 후근신경절 (dorsalrootganglia,

DRG)신경세포를 분리하여 동시배양 하였다.유

리 coverslip을 poly-L-ornithine(0.1㎎/㎖,sigma)과

laminin(0.02㎎/㎖,collaborateresearch,U.S.A.)을

1:1로 혼합하여 상온에서 pre-coating하였다.손상

3일 후 좌골신경,척수의 dorsalregion,요추 4-6

부위 후근신경절을 분리하여 ice-cold DMEM

medium (Gibco,U.S.A.)에 넣었다.신경절은 type

XI collagenase (2500U/㎖, Sigma)를 포함한

DMEM을 처리하여 37℃에서 90분 동안 처리하였

다.조직을 DMEM으로 세척한 후 상층액을 제거

하기 위해 3000rpm에서 1분 동안 원심분리 하였다.

다시 한 번 세척 후 cell을 DMEM에 녹여서 화염

멸균한 Pasteurpipette를 16-20번 통과하여 분리시

키고 상층액을 제거하기 위해 3000rpm에서 1분 동

안 원심분리 하였다.Cell은 typeSIItrypsin(0.5

㎎/㎖)을 포함한 DMEM을 15분간 처리 후 trypsin

inhibitor(100㎎/㎖),EDTA(1mM)그리고 DNase

I(80㎎/㎖)을 포함한 DMEM으로 5분간 처리하였

다.배양배지(5% heat-inactivatedFBS(GIBCO),5%

horseserum,2mM glutamineand1% penicillin

-streptomycin을 포함한 DMEM)로 세척한 5×105

개의 Schwanncell또는 성상교세포를 12mmround

coverslip위에 plating하고 37℃,5% CO2incubator

에서 12시간 동안 배양한 뒤 분리된 1×105개의 후

근신경절 신경세포를 동시 배양하였다.동시 배양

한 세포들은 鷄血藤 (10㎎/㎖의 stock을 5㎕ 처리

하였다)또는 식염수 용액으로 처리하고 48시간동

안 배양하였다.Coverslip위에서 자란 세포를 4%

paraformaldehyde및 4% sucrose용액으로 상온에

서 45분 동안 고정시킨 후 면역형광염색에 사용하

였다.염색세포들은 형광현미경에 연결된 디지털

카메라로 찍고,그 image를 photoshop프로그램에

서 분석하였다.

6)통계분석

실험 집단 간 수치 데이터는 Studentt-test를

이용하여 비교분석하였다.p값이 0.05,0.01혹은

0.001보다 작은 경우를 구분하여 분석하였으며 각

경우에 해당시 통계적으로 유의적 차이가 있는 것

으로 판정하였다.

Ⅲ.성 적

1.좌골신경 축삭 재생정도의 조직학적 측정

1)NF-200단백질을 통한 축삭의 면역형광분석

관찰

신경손상 5일 후 분리 제조한 신경조직 절편을

축삭 특이적 단백질인 NF-200에 대한 면역형광 염

색으로 재생 정도를 확인하였다.정상 신경조직상

의 NF-200단백질로 염색된 축삭은 종단면 상에

일정한 염색 양상을 나타내었다.손상 후 식염수를
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처리한 집단의 조직은 손상 원위부 3㎜ 및 5㎜ 위

치상에서 점차적으로 축삭의 염색정도가 감소하는

양상을 나타내었다.반면 鷄血藤 처리군은 식염수

대조군에 비하여 염색정도가 강하게 나타났다.식

염수 대조군에서 조각형태의 축삭염색 영상이 鷄

血藤 처리군에 있어서는 긴 섬유상의 염색형태를

나타내었다(Fig.1).

Fig.1.Identificationofregeneratingaxonsinthe
sciaticnerve5daysafterinjury.

Thesciaticnervesectionswereprepared5days
aftercrushinjury.Whenthecrushinjurywasgiven,
salineorGHDwasinjectedintotheinjurysite.
Nervesectionsfromuninjuredintactanimal(Intact)
wasusedasanegativecontrol.Thesections
wereusedforimmunofluorescencestainingwith
anti-NF-200antibodyandexaminedunderthe
fluorescencemicroscope.TheNF-200 stained
imageswerepreparedfrom theinjurysite,3
and5㎜ distaltotheinjuryareas.

2)Hoechst염색을 통한 면역형광분석 관찰

비신경세포의 숫자적 변화를 관찰하기 위하여

鷄血藤 처리군과 식염수 대조군의 말초신경 조직

을 Hoechst33258형광염색 염료로 염색하여 관찰

하였다.식염수 대조군의 경우 핵 염색에 의하여

관찰되는 세포수는 손상을 가하지 않은 정상군에

비하여 증가되었다.鷄血藤 처리군은 손상 부위에

서 유의한 수준으로 세포수의 증가를 나타내었고

3㎜ 및 5㎜ 원위부에서는 식염수 대조군과 유사한

수준의 세포수를 나타내었다(Fig.2).

Fig.2.Identificationofnon-neuronalcellsinthe
sciaticnervesectionsandcomparisonofthe
cellnumberbetweensalineandGHD-treated
groups.

Thesciaticnervewasgivencrushinjury,and
salineorGHDwastreated.Fivedayslater,the
longitudinalnervesectionswerepreparedandused
fornuclearstainingusingHoechst33258dyeto
visualizenon-neuronalcellsinthenerve.Nerve
sectionfrom uninjuredintactanimal(Intact)
wasusedasanegativecontrol.Insaline-and
GHD-treatedgroups,theimagesatpositions0
mm(i.e.,injurysite),and3mmand5mmdistal
totheinjurysitewererepresentedintheFigure.
(A)Hoechstnuclearstaining.(B)Quantitative
comparisonofthecellnumberamongdifferent
treatments(**p<0.01,Student'st-test).
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3)GAP-43단백질을 통한 Westernblot분석 관찰

손상을 가하지 않은 정상군에서 GAP-43단백질

은 전혀 탐지 되지 않았으나 손상을 가한 후에는

손상 근위부와 원위부에서 GAP-43의 생성이 관

찰되었으며 손상 시 鷄血藤을 처리한 경우 원위부

에서 GAP-43의 양적 증가를 나타냈다(Fig.3).

Fig.3.ComparisonofGAP-43proteinlevelsbetween
saline-andGHD-treatedanimalsbyWestern
blotanalysis.

Thesciaticnervelysateattheinjuryarea(1㎝
length)wasprepared5daysafterinjuryforWestern
blotanalysisofGAP-43protein.Thesciaticnerve
tissueswerepreparedfrom theintactanimal,

saline,andGHD -treatedanimals,and15㎍ of
proteinwasusedforindividualsamples.

4)GAP-43과 NF-200단백질을 통한 이중면역

형광분석 관찰

GAP-43단백질은 손상 부위 및 원위부에서

GAP-43의 조직상 분포를 면역형광 염색에 의하

여 분석한 결과 식염수 대조군의 경우 손상 말단

부로 갈수록 GAP-43의 신호가 감소하는 것으로

나타났다.반면 鷄血藤 처리군은 손상부위부터 하

단 5㎜ 거리까지 유사한 수준의 신호를 나타내었

다(Fig.4A).손상 말초신경에서 관찰되는 GAP-43

의 조직상 분포를 신경세포의 축삭에서 관찰되는

NF-200단백질에 대한 이중 면역형광분석을 실시

한 결과 상당수준의 GAP-43은 축삭 이외의 비신

경세포 및 조직에 분포하는 것으로 관찰되었다

(Fig.4B).

Fig.4.ComparisonofGAP-43proteinlevelsbetweensaline-andGHD-treatedanimalsinthesciaticnerves
byimmunofluorescencestaininganalysis.

(A)GAP-43proteinsignalsidentifiedinthelongitudinalsciaticnervesections5daysafterinjury.NoclearGAP-43
proteinsignalswereidentifiedintheintactsection.GAP-43proteinsignalswerecomparedatthesamedistances
from theinjurysitebetweensalineandGHD-treatedgroups(injurysite,3and5mm distaltotheinjurysite).
(B)MergeimageanalysisforthelocalizationofGAP-43proteinsignalsonthesciaticnervetissues.GAP-43
proteinsignalswereoverlappedpartiallywithNF-200-labeledaxons(seeninyellowinthemergedimage).
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2.DiI형광물질의 역주행추적에 의한 재생분석

1)DRG의 세포수 관찰

신경손상 후 좌골신경의 재생에 있어 鷄血藤 처

리에 의한 축삭재생의 변화에 대해 정량적 분석을

위하여 형광역주행추적 실험을 실시하였다.신경손

상시 손상 하단부에 DiI형광 물질을 주입한 후 재

생 축삭을 통하여 DRG의 감각신경 세포체로 이동

하는 DiI에 의하여 염색되는 세포수를 정량하였다.

DiI에 의하여 DRG조직상에서 형광 염색된 세포

수는 鷄血藤 처리에 의하여 유의적 증가수치를 나

타내는 것으로 확인되었다.각 DRG당 식염수 처

리군은 62±11(mean±sem)개의 DiI에 의한 염

색 세포수를 나타낸 반면 鷄血藤 처리군은 84±9

개의 염색세포 수를 나타냈다(Fig.5).

Fig.5.ImmunofluorescencestainingofGAP-43protein
signalsintheDRGtissues.

DRGatlumbar4and5wereprepared5daysafter
sciaticnerveinjuryandthesectionswereusedfor
immunofluorescencestainingforthesectionsof
NF-200(green)andGAP-43(red)proteinsignals.
GAP-43proteinsignalsinDRGsectionswerecompared
betweensaline-andGHD-treatedgroups.

2)운동신경의 세포수 관찰

좌골신경 축삭재생의 다른 정량적 분석으로서

척수흉추 하단부위에 세포체를 함유하고 있는 운

동신경 축삭의 재생을 DiI형광 역추적에 의한 재

생 분석을 실시하였다.말초신경의 운동신경에 대

한 축삭은 흉추 11부터 요추 1부위에 대부분 집중

적으로 존재하는 것을 확인하였다.손상 후 식염수

대조군에 있어 DiI염색 운동신경세포체는 58±9

(mean±sem)로 나타났고 鷄血藤 처리군은 89±

18로서 대조군에 비하여 유의적으로 증가된 값을

나타내었다.상기 정량적 분석 결과뿐 아니라 鷄血

藤 처리군은 각각의 DiI표지된 세포의 염색강도

가 식염수 대조군에 비하여 강한 염색 신호를 나

타내는 것으로 확인되었다(Fig.6).

Fig.6.RetrogradetracingofDRGsensoryneurons
5daysaftersciaticnerveinjury.

AfternerveinjuryandDiIinjection,DRGwas
prepared5daysaftersurgicalprocedureand20
㎛ sectionswerepreparedforfurtheranalysis.
(A)DiI-impregnatedsensoryneuronswerevisualized
underthefluorescencemicroscope(red).Theimages
ontherightsidearetheenlargedview(20x)of
theimagescorrespondingtotheleftside(4x).
(B)AtotalofDiI-labeledcellswascountedin
individualfieldsandmeancellnumberswere
comparedamongdifferenttreatments.(mean±
SEM,**p<0.01,N=5,Student'st-test).

3.DRG조직에서 재생관련 단백질 생성의 분석

1)GAP-43과 NF-200단백질을 통한 이중면역

형광분석 관찰

말초신경 손상 후 말초신경 축삭의 감각신경 세

포체가 위치하는 DRG조직에서 GAP-43의 생성
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을 식염수 대조군과 鷄血藤 처리군간에 비교하였

다.GAP-43신호는 NF-200단백질의 형광염색에

의하여 확인된 감각신경세포체와 상당 수준 겹치

는 것이 관찰되어 GAP-43가 신경세포에서 발현

되는 것을 알 수 있었다.鷄血藤 처리군은 식염수

대조군에 비하여 조직상 강한 단백질 신호를 나타

내는 것으로 확인되었으며 대부분 신경세포에 위

치하는 것으로 나타났다(Fig.7).

Fig.7.Retrogradetracingoflowermotorneurons
inthespinalcordventralhorn5days
aftersciaticnerveinjury.

Thelongitudinalspinalcordsectionswereprepared
5daysaftersurgicalprocedureand20㎛ sections
werepreparedforfurtheranalysis.(A)DiI-impregnated
motorneuronswerevisualizedunderthefluorescence
microscope(red).Theimagesontherightsideare
theenlargedview(20×)oftheimagescorresponding
totheleftside(4×).(B)AlltheDiI-labeledcells
werecountedinindividualfieldsandmeancell
numberswerecomparedamonggroupswithdifferent
treatments.(mean±SEM,n= 5,p<0.01,
Student'st-test).

4.배양 DRG감각신경세포를 이용한 재생 분석

1)S100β 및 NF-200이중면역형광염색을 통한

신경돌기 성장관찰

鷄血藤 처리에 의한 신경세포 축삭의 재생에 대

한 세포수준에서의 분석을 위하여 DRG감각신경

과 손상부위의 Schwanncell을 동시배양 후 신경세

포의 신경돌기 성장(neuriteoutgrowth)을 분석하

였다.NF-200단백질의 형광염색에 의하여 확인된

배양세포에서 식염수 대조군은 비교적 작은 길이

의 신경돌기가 확인되었으며 그 길이는 세포체 직

경의 5배 범위내로 관찰되었다.반면 鷄血藤 처리

군의 경우 신경돌기 가지수는 식염수 처리군에 비

하여 낮았으나 그 길이는 대조군에 비하여 상당히

증가된 것이 관찰되었다.식염수 처리군과 鷄血藤

처리군 간의 S100β에 의하여 확인된 동시배양

Schwanncell은 그 밀도나 세포의 형태에 있어 유

사한 것으로 관찰되었다(Fig.8).

Fig.8.NeuriteoutgrowthofDRGsensoryneurons
culturedwithsciaticnerveSchwanncells.

AnimalsweretreatedwithsalineorGHDwhen
thecrushinjurywasgiven.DRGsensoryneurons
whichwerepreparedfromlumbar4and5at5
daysaftercrushinjurywereculturedwithSchwann
cellpreparedfrom thesciaticnervegivencrush
injuryfor2days.Then,thecellswerefixedand
usedfordoubleimmunofluorescenceanalysiswith
anti-βIII-tubulinantibody(Tuj1)andanti-S100
antibody.ProteinsignalsfortubulinandS100β 
identifiedsensoryneuronsand Schwanncells
respectively.Forthepurposeofclearerillustrationof
images,mergedimagesareshowninanenlargedview.
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2)NF-200및 GFAP단백질에 의한 이중면역형

광분석 관찰

DRG감각신경의 신경돌기 길이성장에 대한 중

추신경계의 비신경세포인 성상교세포의 영향을 조

사하기 위하여 두 종류의 세포를 동시 배양하였다.

GFAP단백질의 형광염색에 의하여 관찰되는 성상

교세포는 섬유상 구조가 잘 발달된 것으로 확인되

었으며 동시 배양한 감각신경세포 근처에 몰려있

는 형태적 특성은 식염수 처리군과 鷄血藤 처리군

모두에서 잘 관찰되었다.鷄血藤 처리군의 경우 대

조군에 비하여 성상교세포의 분포와 섬유구조의

분포가 잘 관찰되었으며,동시 배양한 신경세포의

신경돌기 길이의 성장도 더 길게 확장된 것을 확

인하였다(Fig.9).

Fig.9.NeuriteoutgrowthofDRGsensoryneurons
culturedwithspinalcordglialcells.

AnimalsweretreatedwithsalineorGHDwhen
thecrushinjurywasgiven.DRGsensoryneurons
whichwaspreparedfrom lumbar4and5at5
daysaftercrushinjurywereculturedwithglial
cellspreparedfrom spinalcordgivencontusion
injuryfor3days.Twodayslater,thecellswere
fixedandusedfordoubleimmunofluorescence
analysiswithanti-NF-200antibody(green)and
anti-GFAP(red)antibodiestoidentifyneurons

andastrocytesrespectively.

Ⅳ.고 찰

鷄血藤은 콩과(Laguminosae)에 속한 밀화두(Spatholobus

suberectusDUNN.)의 藤莖을 乾燥한 것으로 주요

성분은 friedelin,taraxeron및 alcohol유도체이다.

한의학적으로 行血하되 陰血을 손상하지 않아 血

虛로 인하여 발생하는 肢體麻木,關節疼痛 등에 사

용한다10.실험적 연구로 혈액응고억제11,류미토이

드관절염
12
,항암효과

14
등이 있으며,최근에는 피

부,항산화 및 노화에 관한 연구15도 진행중인 것으

로 알려져 치료효과 및 연구분야가 다양하다.

최근 연구에 의하면 천연약물은 생체세포에서

생리적,생화화적 작용을 나타낸다.대표적으로 人

蔘은 주요성분인 ginsenoside가 신경세포 및 심혈관

계 등의 세포에 작용하는 것으로 보고되었으며 복

합한약제 추출물인 生脈散은 심혈관계 조직의 활

성화 조절에 관여하는 것이 여러 연구를 통하여

보고되었다16.

鷄血藤은 性味는 溫,苦,微甘하고 藥性이 緩和

하며 歸經은 肝·腎經 으로 行血補血,舒筋活絡하여

關節酸痛,手足麻木 등의 치료에 사용 해왔다
10
.이

에 鷄血藤의 효능주치를 근거로 鷄血藤이 잠재적

으로 말초신경의 재생에 미치는 영향을 분석하기

위하여 rat의 말초신경에 손상을 가한 후 재생의

변화를 생화학적 및 조직학적 실험을 통하여 관찰

하였다.

말초신경 재생의 관찰은 조직수준,세포수준,그

리고 분자적 수준 등 각각 다른 실험적 접근을 통

하여 확인하였다.첫째 조직학적 방법에 있어,in

vivo조직상에서 축삭 특이적 NF-200의 면역형광

염색을 통하여 확인하였다.NF-200은 신경조직의

축삭부위에 특이적으로 존재하는 intermediate

filament단백질로 축삭성장에 대한 조직학적 확인

에 사용되는 단백질이다17.손상 5일 후 손상 하단

부로 뻗어있는 축삭에서 鷄血藤 실험군이 식염수

대조군에 비하여 증가된 NF-200염색반응을 나타

내었다(Fig.1).
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상기 조직의 축삭염색은 재생의 정도를 나타낼

수 있으나 퇴화과정에 있는 축삭의 경우 일정수준

의 NF-200에 대한 염색반응을 나타낼 수 있기 때

문에 축삭재생에 대한 추가적 분석이 요구된다.따

라서 손상 하단부에서 관찰되는 축삭이 잔존 축삭

들이 아닌 실제로 재생에 의한 것임을 재확인하기

위한 두 번째 방법으로 DiI표지된 축삭의 역주행

(retrotracing)분석을 하였다.좌골신경은 흉추 하

단부에서 요추상단부에 있는 운동신경과 DRG요

추 4번 -6번 사이의 감각신경이 다발을 이루며 근

육이나 피부 조직에 연결되어 있다.따라서 좌골신

경에 손상 후 손상부위로부터 3㎜ 원위부에 형광

염료인 DiI를 주입하고 일정 기간 후 재생 축삭을

통해 정량적 분석이 가능하다.본 실험의 경우 좌

골신경 손상시 손상 하단부에 DiI를 주입하고 5일

후 DiI에 의하여 염색되는 DRG의 감각신경과 척

수 부위의 운동신경 세포체를 확인한 결과 鷄血藤

실험군이 식염수 대조군에 비하여 높은 염색세포

수를 나타내었다.또한 DiI에 의하여 염색된 척수

의 운동신경세포의 경우 鷄血藤 처리군에서 염색

강도가 높은 것으로 관찰되었다.이는 각 축삭의

재생의 차이를 반영한 것으로 鷄血藤이 말초신경

재생을 유도하는 것으로 생각된다(Fig.6,7).

재생에 대한 세 번째 방법으로 손상 신경 부위

에서 GAP-43단백질의 발현수준을 westernblot

분석방법으로 관찰하였다.GAP-43단백질은 말초

신경축삭의 손상 후 재생과정에서 증가하는 것으

로 알려져 있으며 발생단계의 신경계 조직에서도

증가하는 것으로 보고된 바 있다18,19.GAP-43단백

질은 손상 후 재생 시 해당 신경의 유전자 발현에

서 유도되는 것으로 알려져 있으나 생성 mRNA의

안정도 증가에 의하여 전사 후 단계의 조절 기전

도 제시된 바 있다20.GAP-43단백질은 신경세포에

서 생성되나 말초신경의 Schwanncell에서도 생성

되는 것이 보고된 바 있다21.그러나 재생,시냅스

가소성,발생 관련 생성의 유도조절에 대한 GAP-43

의 역할에 대하여 지난 20-30여 년간의 연구에도

불구하고 생화학적 기능은 아직 규명되지 못하고

있다.그러나 GAP-43유전자전이를 유도한 실험동

물에서의 연구결과는 GAP-43가 축삭재생에 주요

인자로 작용하고 있음을 시사한다.

대표적 예로 GAP-43를 과발현 시킨 유전자 변

형 생쥐의 경우 신경손상 후 운동신경 축삭의 근

육 활성화 기능이 개선되는 것이 보고된 바 있다22.

또한 GAP-43유전자를 결핍시킨 생쥐는 시신경

교차지점에서 경로발견 (pathfinding)이 결함을 나

타내는 것으로 확인되었다
23
.이러한 결과를 종합할

때 GAP-43는 손상신경의 재생시 요구되는 핵심적

인 재생관련 인자이나 전술한 바와 같이 그 기능

이 명확하지 않다.일부 보고에 의하면 GAP-43는

CaM kinase나 ProteinkinaseC(PKC)등에 의하

여 인산화하고 이러한 인산화된 GAP-43가 성장단

계의 축삭말단에 집중적으로 존재하는 것이 확인

되었다18,24.본 연구결과에 따르면 비손상 말초신경

축삭부위나 감각신경 세포체가 있는 DRG에서

GAP-43은 관찰되지 않았으나 신경손상 후 GAP-43

단백질이 생성 되었으며 세포체에서도 관찰되는

것으로 보아 유전자수준에서 유도되는 것으로 확

인되었다(Fig.3,4,5).이러한 GAP-43은 鷄血藤

처리에 의하여 손상 신경 부위 및 DRG감각신경

부위에서 증가하는 것으로 확인되었다.즉 손상부

위에서의 신호(lesionsignal)는 鷄血藤에 의하여

강화되었을 것으로 추측된다.이러한 축삭의 손상

신호는 DRG의 감각신경이나 척수의 운동신경 세

포체로 전달되어 재생 관련 유전자 발현에 관여하

였을 것으로 추측되며 GAP-43도 이들 중 하나일

것으로 생각된다.GAP-43가 유전자발현을 통하여

생성되면 이는 축삭 특이적 경로를 택하여 다시

축삭말단으로 정주행 하게되어 재생과 연관된다.

더불어 축삭부위에서 인산화 과정을 통하여 활성

화 된다.

鷄血藤이 미치는 손상축삭과 손상 인접부위

Schwanncell의 상호작용을 분석하기 위하여 DRG

감각신경에서 Schwanncell및 척수성상교세포의
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동시배양 실험을 실시하였다.요추 4-6번의 DRG

감각신경의 신경돌기 길이가 증가하였는데 이는 말

초신경손상에 의한 축삭재생 유도인자가 세포체로

전달된 것으로 이는 유전자 발현기전의 활성화에 의

한 것으로 사료된다25-28.이러한 ‘preconditioning'을

가한 DRG 배양세포에 말초신경 손상 부위의

Schwanncell을 동시배양하여 DRG감각신경의 신

경돌기 길이성장에 미치는 영향을 관찰하였다.실

험결과 Schwanncell과 동시 배양한 DRG감각신

경세포의 신경돌기 길이성장은 단일감각신경세포

배양 집단에 비하여 증가양상을 나타내었다.이는

손상부위의 Schwanncell이 신경돌기 성장을 촉진

하는 것을 의미한다.이러한 조건에서 鷄血藤 처리

군은 대조군에 비하여 신경돌기의 길이의 뚜렷한

증가를 나타냈다.이는 鷄血藤이 Schwanncell과

더불어 신경돌기 길이성장에 촉진요인으로 작용함

을 의미하며 동시배양 조건하에서 鷄血藤은 감각

신경세포에 직접 작용하여 신경돌기 성장을 유도

하였고 Schwanncell의 활성화에 관여함을 시사한

다.따라서 鷄血藤에 의한 Schwanncell의 활성 기

전은 배양세포상의 신경돌기 길이성장,그리고 in

vivo상에서의 축삭 재성장에 영향을 미치는 것으

로 평가된다(Fig.8).

DRG에서 분리한 성상교세포와 동시배양시 鷄

血藤 처리군은 식염수 대조군에 비하여 신경돌기

길이성장이 증가하는 것을 확인하였다.주목해야 할

점은 성상교세포와 동시 배양한 경우가 Schwann

cell과 동시 배양한 경우보다 신경돌기의 길이성장

이 억제되었다는 점이다.즉 손상척수부위에서 유

도된 잠재적 재생억제 인자들,예를들어 성상교세

포의 chondroitinsulfateproteoglycan(CSPG)나

myelin성분들이 배양세포상의 억제인자로 작용하

였을 가능성을 고려할 수 있다29,30.이러한 재생 억

제적 환경에서 鷄血藤 처리군의 신경돌기 길이성

장은 鷄血藤이 재생억제 인자들을 차단하거나 이

와는 별개로 재생유도 인자들을 유도하였을 가능

성을 시사한다(Fig.9).

본 결과에 따르면 鷄血藤은 손상말초신경의 재

성장 과정에서 비신경세포 및 손상신경세포에 작

용하는 것으로 나타나고 있다.다른 천연약제와 마

찬가지로 鷄血藤은 많은 활성도를 나타내는 화학

성분을 함유하고 있을 것으로 예측되기 때문에 이

러한 결과는 놀라운 사실은 아니다.

생약학적 측면에서 鷄血藤의 유효성분은 friedelin

및 taraxeron등으로 항염증 및 항산화작용이 있는

것으로 알려져 있다15.이는 한의학적으로 行血補血

하고 舒筋活絡하는 것과 상호 연관되어 있으리라

생각되나 신경재생과의 연관성은 찾기 어려워 아

쉬움으로 남는다.

중추신경의 연구는 말초신경의 연구와는 다르

다.세포배양의 문제와 수많은 인접부분을 별도로

연구할 수 없는 난해한 부분이 있어 연구의 어려

움이 있다.하지만 말초신경의 재생과정을 통해 중

추신경의 재생을 유추해 볼 수 있고 향후 실험과

정의 발전을 통해 중추신경재생에 대한 연구도 이

루어 질 것으로 보인다.

이상의 결과에서 鷄血藤은 말초신경재생을 유도

하는 것으로 관찰되었으며 향후 본 연구결과 및

한의학적 이론을 토대로 그동안 미흡하였던 중추

신경재생에 관한 보다 구체적 연구가 필요하리라

사료된다.

Ⅴ.결 론

본 연구는 rat의 말초신경에 손상을 가하여 鷄

血藤을 처리하여 신경계 조직에서의 변화와 재생

과정에서의 역할을 westernblot분석,면역형광염

색 분석,역주행 형광추적,DRG 감각신경에서

Schwanncell및 성상교세포의 동시배양 등을 통하

여 다음과 같은 결론을 얻었다.

1.鷄血藤은 면역형광염색과 DiI형광염료로 역주

행추적 표지실험을 실시한 결과 말초신경 재생

을 유도하였다.
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2.鷄血藤은 손상 원위부에서 GAP-43단백질을 증

가시켰으며 DRG감각신경부위에서도 증가하였

다.

3.鷄血藤은 DRG감각신경을 말초신경 손상 부위

로부터 분리하여 schwanncell나 손상 척수부위

의 성상교세포와 동시 배양하였을 때 鷄血藤 처

리에 의하여 신경돌기의 길이성장을 촉진하였

다.

본 연구결과 鷄血藤은 손상부위의 축삭과 Schwann

cell에 작용하여 재생유도성 단백질인 GAP-43신

호기전을 활성화하였으며 이는 말초신경 재생을

유도하는 것으로 향후 이에 대한 지속적 연구를

통하여 약물개발에 응용할 수 있을 것으로 사료된

다.
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