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Effects of Bupleuri radix Extract on Axon Regrowth in the 
Injured Sciatic Nerve of Rats

Jun-Hyuk Kang, Min-Seok Oh
Dept. of Oriental Rehabilitation Medicine, College of Oriental Medicine, Daejeon University

Objectives: The present study was performed to evaluate the potential effects of Bupleuri radix (SH) on regenerative 
activities in the peripheral sciatic nerve after crushing injury in rats.
Methods: Axonal regeneration after crush injury in rats was analyzed by immunofluorescence staining using 
anti-NF-200 antibody and retrograde tracing of DiI-axons. Changes in protein levels in the sciatic nerve axons and 
DRG tissue were analyzed by Western blot analysis and immunofluorescence staining. Effects of SH extract treatment 
on neurite outgrowth was examined by immunofluorescence staining for cultured DRG neurons.
Results: Major findings on the effects of SH extract treatment on axonal regeneration are summarized as follows.
1. SH-mediated enhancement in axonal regeneration was identified by immuno- fluorescence straining of NF-200 

protein and retrograde tracing of DiI-labeled axons.
2. Axonal GAP-43 protein levels were upregulated by SH not only in the injured axons but also in the DRG sensory 

neurons corresponding to sciatic sensory axons.
3. Phospho-Erk1/2 protein levels were increased in both injured axonal area and DRG sensory neurons by SH. 

Phospho-Erk1/2 was also found in non-neuronal cells in the injured axons.
4. SH elevated levels of Cdc2 protein produced in Schwann cells in the distal portions of injured sciatic nerves.
5. The neurite outgrowth of DRG sensory neurons in culture was augmented by SH, and these changes were 

positively associated with GAP-43 production levels in the DRG neurons.
Conclusions: These data suggest that SH extract improves the regenerative responses of injured peripheral neurons, 
and thus may be useful for understanding molecular basis for the development of therapeutic strategies.

Key Words  : Bupleuri radix (SH), injured sciatic nerve, GAP-43, phospho-ERK1/2, Cdc2, axon regrowth.
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서 론
인간을 비롯한 대부분의 척추동물은 말초신경의

손상 후 어느 정도 수준의 축삭의 자발적 재생능력

을 갖고 있으며, 실험동물 특히 설치류의 경우 말초

신경 손상 수주일이 지난 후에는 축삭재생의 결과로

서 상당수준의 기능적 회복이 수반되는 것으로 알려

져 있다1,2). 이러한 축삭재생반응은 주변 환경과 축
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삭자체의 고유적 특성에 영향을 받게 되어 완전한

기능적 재생을 조절하는 인자로서 작용하게 된다. 
예를 들어 좌골신경에 손상이 주어진 후 신경다발

내부의 운동신경 축삭과 감각신경 축삭은 근육의 표

적조직을 향하여 재성장을 진행하지만, 원래 위치의

올바른 표적조직으로의 연결성은 상당히 낮은 것으

로 알려져 있으며 이러한 손상조직에 전기적 자극을

가하였을 경우 재성장 축삭의 올바른 표적화에 기여

하는 것으로 보고된 바 있다3). 좌골신경의 손상은

이러한 말초신경 손상에 속하는 것으로 임상적으로

좌골신경 손상의 증상은 좌골신경통로 및 그 분포구

역에 放散性灼熱樣 혹 鍼刺樣 疼痛이며, 한의학적으

로 좌골신경통이라는 병명은 없으나 腰脚痛, 腰脚痙

攣, 股痛, 股幹痛, 腰筋痛, 腰膝疼痛이라하여 痺症의

범위에 두고 있다4).
말초신경의 재생과정에 관여하는 생체단백질 인

자로는, 축삭성장과 관련된 GAP-43 단백질을 비롯

하여 세포골격단백질인 neurofilament나 vimentin, 
신호전달 관련단백질의 일종인 Erk1/2나 Jun 등이

있으며2), 특히 GAP-43은 말초신경 손상부위에서 강

력하게 유도되고 말초신경의 자발적 성장이나 시신경

의 시교차 부위에 관여하는 것으로 보고되어 있다5,6).
한편, 이러한 생체내재 인자뿐 아니라 외용성 물

질들도 말초신경의 재생조절에 이용될 가능성이 제

시되어7), 한의학에서는 人蔘8,9), 黃芪10), 骨碎補11), 
白何首烏11), 紫河車11,12), 桑枝13), 當歸14) 및 川芎15) 
등과 補陽還五湯16), 獨活寄生湯17), 六味地黃湯18), 獨

活湯19) 등의 한약재와 처방이 손상 척수신경 세포의

보호 및 좌골신경의 재생을 촉진하는 효과가 있는

것으로 보고되어 있다.
柴胡는 性味가 苦, 微寒하고 和解退熱, 疏肝解鬱, 

升擧陽氣하는 효능이 있으며20,21), 약리작용으로 해

열, 진통, 소염, 항궤양, 간기능 보호 및 이담22), 항
암23) 등의 효능이 있다. 또한 중추신경계에서는 항

경련24), dopamine, serotonin 및 GABA receptor에서

신경전달물질의 수용기 단백질의 활성화25), PC12 
손상 세포 및 전뇌허혈 유발 Gerbil의 세포보호26) 
및 유해 nitric oxide에 대한 신경세포 보호27) 등의

효능이 있는 것으로 알려져 있으나, 손상된 좌골신

경의 재생과 관련한 연구는 아직 접하지 못하였다.
이에 저자는, 흰쥐의 좌골신경 축삭의 압좌 손상

후 柴胡 추출물 처리에 의한 재생반응성에 미치는

영향을 알아보고자, 손상된 좌골신경 축삭의 재성장

을 생화학적 및 조직학적 방법을 통하여 관찰한 결

과 유의한 성적을 얻었기에 보고하는 바이다.

실 험
 1. 재료

1) 실험동물

친자교배 시킨 생후 7～8주령 된 Sprague-Dawley 
계열 수컷 흰쥐(Samtago, Co. Korea)를 대상으로 하

였다. 실험동물은 실험 전 일주일 동안 실험실 환경

에 적응시킨 후 사육 및 실험을 실시하였다. 전 실

험기간을 통하여 고형 사료와 물을 제약 없이 섭취

하도록 하였으며, 온도는 22～24℃, 습도는 50±10%
가 유지되도록 하고, 조명은 밤낮주기(12시간 주/야)
가 조절되는 실험실 환경에서 사육하였다. 실험동물

은 대조군(n=5), 손상 후 3일 실험군(n=16), 손상 후

7일 실험군(n=16)으로 각각 구분하였으며, 각 실험

군은 손상 후 시호 추출물을 처리한 실험군(SH; 
n=8)과 식염수를 처리한 약물대조군(Saline; n=8)로
다시 구분하였다.

2) 柴胡 추출물의 분리

대전대학교 청주한방병원에서 구입한 건조 상태

의 시호(Bupleuri radix) 50 g을 증류수 2,000 ml를
가하여 열탕 추출기에서 3시간 추출하여 얻은 액을

흡입 여과하여 이를 감압 증류장치(rotary evaporator, 
Buchi B-480, Switzerland)로 농축하고, 이를 다시

동결 건조기(freeze dryer, Eyela FDU-540, Japan)를
이용하여 완전 건조한 추출물을 냉동(-84℃) 보관하

면서 적당한 농도로 생리식염수로 희석하여 사용하

였다.

2. 방법
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Antibody for Western blotting Antibody for immunofluorescence staining

Name of Antibody Company, Nation Name of Antibody Company, Nation

GAP-43 antibody Santa Cruz Biotech, USA NF-200 Sigma, USA

Cdc2 Santa Cruz Biotech, USA S100β Dako, Denmark

Erk1/2 Cell Signaling, USA Tuj1 Covance, USA

phospho-Erk1/2 Cell Signaling, USA phospho-Erk1/2 Cell Signaling, USA

NGF Santa Cruz Biotech, USA Cdc2 Santa Cruz Biotech, USA

Cdk2 Santa Cruz Biotech, USA GAP-43 Santa Cruz Biotech, USA

Table 1. Primary antibody

1) 좌골신경 수술

각 그룹의 쥐들은 케타민(Ketamine HCL, 유한양

행) 80 mg/kg과 럼푼(Rompun, 바이엘코리아) 5 
mg/kg의 혼합 용액을 복강주입에 의하여 마취시킨

후, 30×20 cm 해부대 위에 올려놓고 둔부와 대퇴부

가 교차하는 지점의 털을 핀셋과 가위를 이용하여

완전히 제거한 뒤 피부를 절개하였다. 이어 근육을

둘러싸고 있는 근막을 제거한 후 좌골신경을 도출시

켰다. 미세 핀셋(끝부분 크기; 0.1×0.2 mm, Hebu 
Medical, GmbH, Germany)을 이용하여 도출된 좌골

신경의 한 부분을 30초 동안 압박하고, 1분 동안의

휴식 후 다시 30초 동안 압박을 가하였다. 손상 직

후 시호 추출물 10 mg/ml 용액 5 μl나 동량의 saline 
(0.9% NaCl)을 손상 부위에 주입하였다. 손상 부위를

봉합하고, 온도조절 장치가 부착된 열장판(Heating 
pad) 위에 올려놓고 마취가 깰 때까지 직장 내 온도

를 36～37℃로 유지하였다. 동물들은 회복 후 최적

상태에서 동물실에서 안정시켰으며 손상 3일 혹은

7일 후 생화학 및 조직학적 실험에 사용되었다.

2) Western blot analysis
근육 조직을 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 

mM Na2PO4, 2 mM KH2PO4(pH 7.4)가 함유된

PBS로 씻은 후 50～200 μl의 triton lysis buffer(20 
mM Tris, pH7.4, 137 mM NaCl, 25 mM β-glycer- 
ophosphate, pH7.14, 2 mM sodium pyrophosphate, 
2 mM EDTA, 1 mM Na3VO4, 1% Triron X-100, 
10% glycerol, 5 μg/ml leupeptin, 5 μg/ml aprotinin, 
3 μM benzamidine, 0.5 mM DTT, 1 mM PMSF)에

담가 초음파 분해하였다. 그 후 각 sample에 대한

단백질을 정량하였으며, 그 중 10 μg의 단백질을

western analysis에 사용하였다. 신경조직 단백질을

12% SDS-polyacrylaminde gel electrophoresis(1.5 
M Trisma base, 10% Sodium Dodecyl Sulfate, 30% 
Acrylamide, 10% Ammonium Sulfate, TEMED) 상에

서 전기영동시킨 후 PVDF membrane(Pall Corporation, 
U.S.A.)에 전기이동 시켰다. 항체와의 비특이적 결

합을 막기 위해 3% bovine serum albumin(BSA), 
0.1% Tween 20을 함유하고 있는 TBS buffer에서

membrane을 1시간 동안 상온 반응시키고 4℃에서

16시간 동안 blocking buffer 상에서 반응을 진행하

였다. 반응을 끝낸 membrane을 washing한 후 일차

항체를 blocking buffer (1×TBS buffer, 3% BSA, 
0.1% Tween 20)에 1:1000의 비율로 희석하여 상온

에서 30분 동안 반응시켰다. 그 후 membrane을 씻

어내고 anti-rabbit IgG(Santa Cruz, U.S.A.)가 결합

되어 있는 horseradish peroxidase를 1:1000의 비율

로 희석하여 상온에서 30분 동안 처리하고 다시 한

번 씻어내었다. 마지막으로 membrane에 부착된 단

백질을 western blotting detection system을 이용하

여 측정하였으며 Kodak Scientific Imaging Film 
(Eastman Kodak Co. U.S.A.)에 감광하였다. 본 실험

에 사용한 일차항체는 Table 1에 나타내었다.

3) 면역형광염색 및 Hoechst 염색
좌골신경 조직은 -20°C에서 냉동시킨 후 cryostat를

이용하여 20 μm의 두께로 잘라 슬라이드에 부착시켰

다. 이중면역형광염색법(double immunofluorescence 
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staining)을 수행하기 위해, 4% paraformaldehyde, 4% 
sucrose가 혼합된 인산완충용액(phosphate buffered 
saline; PBS)에 45분 동안 슬라이드를 넣어 조직을

고정하였다. 비특이적 결합을 막기 위해 blocking 
buffer에 담근 후 4시간 동안 각 조직에 일차항체를

처리하였다. 일차항체는 2.5% BSA, 2.5% horse 
serum을 함유하고 있는 blocking buffer에 1:600에
비율로 혼합하여 처리한 후 4℃에서 16시간 동안 반

응시켰다. 일차항체 반응이 끝난 후 PBST(PBS plus 
0.1% triton X-100)로 조직을 씻어내고, 2.5% BSA, 
2.5% horse serum을 함유하고 있는 blocking buffer
에 Fluorescein-goat anti-mouse(green)와 Rhodamine- 
goat anti-rabbit antibody (Molecular probes)를 1:100 
으로 혼합하여 암실에서 1시간 30분 동안 이차항체

처리를 수행하였다. 이후 3회에 걸쳐 PBST로 세척

을 수행하였다. Hoechst 핵 염색을 수행하는 경우 2
회 세척 후 0.25% Hoechst 33258 염료를 함유한

PBST 용액으로 처리 후 다시 PBST 용액으로 세척

하였다. 이차항체는빛에 민감하여 암실에서 실험을 수

행하였다. 조직 sample은 형광현미경(Nikon fluorescent 
microscope; Nikon model E-600, Kawasaki, Japan)
을 통해 관찰되어지고, 디지털 카메라로 찍은 모든

images는 Adobe Photoshop(version 5.5)을 이용하여

녹색과 적색의 밝기와 강도를 같은 비율로 증폭시켜

관찰하였다. 그리고 Photoshop program의 Layer 
blending mode options를 이용하여 images를 중복시

켜 관찰함으로써 각 단백질의 발현 위치를 관찰하였

다. 본 실험에 사용한 일차항체는 Table 1에 나타내

었다.

4) 역주행 형광추적

운동신경의 역주행추적은 케타민 80 mg/kg과 럼

푼 5 mg/kg의 혼합 용액으로 흰쥐를 마취시킨 후

좌골신경 손상을 가한 동물이나 비손상대조군 쥐를

실험에 이용하였다. 손상 후 동물 처치 3일전 좌골

신경의 손상 원위부 5 mm 부위에 미세주입장비를

이용하여 형광물질인 carbocyanine dye l,l’-diotodecyl- 
3,3,3’,3’ tetramethylindocarbocyanine perchlorate(DiI; 

dimethylsulfoxide 3%) 5 μl를 주입하였다. 그룹별

처치가 끝난 쥐를 희생시킨 후 요추 4～6번 부위의

후근신경절과 척수의 흉추 하단부(9번 이하 요추 하

단부까지)를 절취한 후 20 μm로 조직을 종단방향으

로 절개하여 slide에 붙인 후 형광현미경을 이용하여

감각신경과 운동신경세포체 수를 확인하였다. 조직

상의 염색된 DiI 신호는 형광현미경하에서 관찰한

후 디지털 카메라로 이미지를 포착하여 Photoshop 
프로그램 상에 연결된 i-Solution software(Image & 
Microscope Technology Goleta, U.S.A.)를 이용하여

정량 분석하였다.

5) 후근신경절 감각신경세포 배양

본 신경조직세포 배양에 대한 일반적 방법 및 원

리는 Banker와 Goslin의 실험서
28)
를 참조하였다. 유

리 coverslip을 poly-L-ornithine(0.1 mg/ml, Sigma, 
U.S.A.)과 laminin(0.02 mg/ml, Collaborate research, 
U.S.A.)을 혼합하여 37℃, 5% CO2 incubator에서

pre-coating 하였다. 흰쥐의 요추 4～5번 후근신경절

(dorsal root ganglia, DRG)을 분리하여 ice-cold 
DMEM medium(Gibco, U.S.A.)에 넣었다. 신경절은

type XI collagenase(2500 U/ml, Sigma, U.S.A.)룰
포함한 DMEM을 처리하여 37℃에서 90분 동안 처

리하였다. DMEM으로 세척한 후 상층액을 제거하

기 위해 800 rpm에서 1분 동안 원심분리 하였다. 다
시 한 번 세척 후 세포를 DMEM에 녹여서 화염 멸

균한 pasteur pipette를 16～20회 통과하여 분리시키

고 상층액을 제거하기 위해 800 rpm에서 1분 동안

원심분리 하였다. Cell은 type SII trypsin(0.5 mg/ml)
을 포함한 DMEM을 10분간 처리 후 trypsin inhibitor 
(100 mg/ml), EDTA(1 mM) and DNase I(80 mg/ml) 
을 포함한 DMEM으로 5분간 처리하였다. 배양배지

(5% heat-inactivated FBS(GIBCO), 5% horse serum, 
2 mM glutamine and 1% penicillin-streptomycin을
포함한 DMEM)로 세척한 800～1200개의 신경세포

를 12 mm round coverslip 위에 plating하고 37℃, 
5% CO2 incubator에서 12시간 동안 배양한 뒤 새로

운 배지로 갈아주었다. 후근신경절 감각신경은 시호
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Intact
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Fig. 1. Identification of regenerating axons in the sciatic
nerve 3 days after injury.

Saline

SH

Fig. 2. Identification of regenerating axons in the sciatic
nerve 7 days after injury.

A
Intact Saline

SH

B

C Intact Saline SH

GAP-43

NF-200 GAP-43 merged

Fig. 3. Comparison of GAP-43 protein levels between
saline- and SH-treated animals in the sciatic
nerves 3 days after sciatic nerve injury.

추출물(50 or 200 mg/ml) 또는 식염수 용액으로 처

리하고 24～48시간 동안 배양하였다. Coverslip 위
에서 자란 세포를 4% paraformaldehyde/4% sucrose 
solution으로 상온에서 45분 동안 고정 후 면역형광

염색에 사용하였다. 면역염색된 세포들은 형광현미

경에 연결된 디지털 카메라로 촬영한 후, image를
Photoshop 프로그램에서 분석하였다.

6) 통계분석

실험집단간 수치 데이터는 Student t-test를 이용

하여 비교분석하였다. p값이 0.05, 0.01 혹은 0.001 
보다 작은 경우를 구분하여 분석하였으며 각 경우에

해당할 경우 통계적으로 유의적 차이가 있는 것으로

판정하였다.

성 적
 1. 좌골신경 축삭재생의 변화

좌골신경 손상 직후 손상부위에 시호 추출물을

처리하고 3일과 7일 경과 후 축삭재생의 변화를 면

역형광염색법에 의하여 조사하였다. 정상 조직의 경

우 신경세포 특이적으로 생성되는 neurofilament 
200(NF-200) 단백질에 특이적 항체로 형광염색을

실시한 결과 종단절편 조직상에 섬유상으로 뚜렷이

관찰되었다. 손상 후 시호 추출물을 처리한 실험군

(SH)의 경우 대조군(Saline)에 비하여 손상말단부위

로의 축삭재생이 개선되는 결과를 보였다. 손상 3일

후 조직절편에서 NF-200을 표지한 축삭을 관찰한

결과 손상 1 mm 원위부에서 축삭의 연장이 개선되

었고, 3 mm 원위부에서도 섬유상의 축삭을 관찰할

수 있었다(Fig. 1). 손상 7일 후, 실험군은 대조군에

비해 10 mm 원위부까지 축삭재생이 상당 수준 진

행되었음을 나타내었다(Fig. 2). 대조군은 3 mm 원
위부까지는 실험군과 유사한 NF-200 면역형광 염색

수준을 나타내었으나 7 mm 원위부 이하에서는 대

단히 낮게 관찰되었다.

2. 재생 축삭에서 GAP-43 단백질의 생성 변화
축삭의 손상에 의하여 생성이 유도되는 것으로

알려진 재생유도성 표지자단백질인 GAP-43의 생성

수준을 좌골신경에서 조사하였다. 정상 좌골신경은
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A
Saline

B

SH

Injury site 3mm distal 10mm distal

GAP-43

intact Saline SH

Fig. 4. GAP-43 protein levels in the sciatic nerve 7 days
after injury.

Intact

Saline

SH

Fig. 5. Immunofluorescence staining of dorsal root
ganglion(DRG) with anti-tubulin-200 antibody(Tuj)
and anti-GAP-43 antibody. The sections were
used for double immunofluorescence staining with
anti-NF-200 antibody(in green) and anti-GAP-43
antibody(in yellow) and examined under the
fluorescence microscope. Merged images(in
yellow) show the degree of GAP-43 signals within
the tubulin-labeled DRG sensory neurons.

Saline

SH

Fig. 6. Immunofluorescence staining of dorsal root
ganglion (DRG) with anti-tubulin-200 antibody(Tuj)
and anti-GAP-43 antibody. The sections were
used for double immunofluorescence staining with
anti-NF-200 antibody(in green) and anti-GAP-43
antibody(in yellow) and examined under the
fluorescence microscope. Merged images(in
yellow) shows the degree of GAP-43 signals
within the tubulin-labeled DRG sensory neurons.

GAP-43의 면역형광염색반응을 전혀 나타내지 않았

다. 손상 3일 후 분리한 좌골신경 종단절편에서는

특히 손상부위에서 GAP-43 신호를 명확히 나타내

었다. 실험군의 경우 GAP-43 신호를 나타내었으며

특히 3 mm 원위부에서 대조군에 비하여 강한 신호

를 나타내었다(Fig. 3A). 즉 전체적인 양에서 두 군

간에 큰 차이를 보이지는 않았으나 그 분포에 있어

실험군은 손상 원위부까지 더 연장되는 양상을 보였

다. GAP-43 신호의 세포상 위치를 확인하기 위하여

염색한 조직을 신경세포 특이적 단백질인 NF-200과
함께 이중형광염색한 결과 상당수준의 GAP-43 신
호(붉은색으로 나타남)는 녹색의 NF-200과 겹치는

양상(노란색으로 관찰됨)을 나타내었다(Fig. 3B). 손
상 3일 후 신경조직으로부터 GAP-43을 분석하기

위해 손상 부위를 포함한 1 cm 길이의 좌골신경조

직으로부터 분리한 단백질 추출물에 대해 western 
blotting을 실시한 결과 대조군은 정상조직에 비해

증가된 단백질 신호를 나타내었으며 시호 추출물 처

리에 의하여 생성수준이 더욱 증가되었음을 나타내

었다(Fig. 3C). 손상 7일 후 GAP-43 신호가 대조군

의 경우 손상 부위 및 손상 원위부 3 mm까지 범위

에서 관찰되었다(Fig. 4A). 실험군의 경우 손상 부위

와 3 mm 원위부에서 대조군에 비해 강한 신호를 나

타내었으며 10 mm 원위부까지도 약하지만 신호가

관찰되었다. GAP-43의 생성수준을 정량적으로 비

교하기 위해 손상 부위를 포함한 1 cm 길이의 좌골

신경 조직으로부터 분리한 단백질 추출물에 대해

western blotting을 실시한 결과 실험군은 대조군에

비해 상당히 강한 단백질 밴드를 나타내었다(Fig. 4B).

3. 후근신경절 조직에 재생관련 단백질의 생성 
변화
좌골신경의 손상에 따른 역주행 손상신호전달에

의하여 요추 4～6번 위치에 존재하는 좌골신경 감

각신경 축삭의 세포체에서 단백질 생성변화를 관찰



(99)강준혁 외 1인 : 흰쥐의 좌골신경축삭 압좌 손상 후 柴胡 추출물에 의한 재생반응성 개선효과

99

Intact
A Saline

SH

B

Intact 3 dpc

Fig. 7. Retrograde tracing of DRG sensory neurons 3
days after sciatic nerve injury.

SalineA

SH

Intact 7 dpc

B

Fig. 8. Retrograde tracing of DRG sensory neurons 7
days after sciatic nerve injury.
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Saline

SH

SH

B

C

Intact 3 dpc 7 dpc

Fig. 9. Retrograde tracing of lower motor neurons in the
spinal cord ventral horn 3 and 7 days after sciatic
nerve injury.

하기 위해 손상 후 후근신경절 조직을 면역형광염색

법에 의하여 분석하였다. 손상 3일 후 후근신경절

감각신경의 세포체에서 좌골신경에서 높은 수준의

생성을 나타내는 GAP-43이 확인되었다(Fig. 5). 실
험군과 대조군의 단백질 생성수준을 비교분석한 결

과 실험군에서 다소 높은 수준으로 생성되는 것을

확인하였다. 손상 7일 후에는 두 군에서 유사한 수

준의 GAP-43이 관찰되었다(Fig. 6).

4. 역주행 형광물질 추적방법에 의한 재생 조절 
분석
좌골신경 손상 후 축삭의 재생에 대한 시호 추출

물 처리 효과를 정량적으로 조사하기 위하여 역주행

형광물질 추적실험을 수행하였다. 좌골신경 원위부

3 mm 지점에 DiI 형광물질을 주입 3일 또는 7일 후

요추 4～6번 위치의 후근신경절 부위의 감각신경의

DiI 표지수준을 분석하였다. 먼저 정상동물에 DiI를
좌골신경부위에 주입한 3일 후 분석한 결과 후근신

경절 조직전체에 걸쳐 균일한 DiI 표지수준을 나타

내었다(Fig. 7A). 신경손상 3일 후 분석한 경우 실험

군이 대조군에 비하여 약 58%정도 염색세포의 수가

증가하는 것을 확인하였다(*p<0.05, Fig. 7B). 또한

시호 추출물 처리군은 대조군에 비하여 표지된 세포

의 숫자적 증가 뿐 아니라 형광표지 수준이 전반적

으로 더 강하게 나타났다. 손상 7일 후 DiI에 의하

여 표지된 후근신경절 감각신경의 숫자를 실험군과

대조군 간에 비교한 결과 두 집단 모두 3일 손상집

단에 비하여 증가된 것을 관찰하였다(Fig. 8A, B). 
실험군과 대조군은 DiI 표지된 세포 수에 있어 유사
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Fig. 10. Comparison of Cdc2 protein levels between
saline- and SH-treated animals in the sciatic
nerves 3 days after crush injury.
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Fig. 11. Cdc2 protein levels in the sciatic nerve 7 days
after injury.

한 값을 나타내었다. 또한 DiI에 의하여 표지된 각

각의 후근신경절 감각신경은 유사한 형태적 특성을

나타내었다.
DiI의 역주행 추적에 의하여 척수의 ventral horn 

부위에 위치한 운동신경 세포체를 정량적으로 분석

하였다. 손상 3일 후 표지된 숫자는 정상군에 비하

여 대단히 낮은 값을 나타내었으며 실험군과 대조군

간에 유사한 수치를 나타내었다(Fig. 9A, C). 반면

손상 7일 후 대조군과 실험군 모두 3일 후 분석한

결과에 비하여 높은 수준의 DiI 표지 세포수치를 나

타내었으며 실험군이 대조군에 비하여 유의적 수준

의 세포수의 증가를 나타내었다(Fig. 9B, C).

5. Cdc2 단백질의 생성 변화
말초 좌골신경의 재생시 슈반세포에서 손상 후 2

주 기간 이내에 일시적 증가유도 양상을 나타내는

것으로 알려진 Cdc2 단백질의 양적변화 양상을 손

상 상단 및 원위부에서 조사하였다. 손상 3일 후 관

찰한 결과 대조군과 실험군의 손상 근위부 및 원위

부에 걸쳐 Cdc2가 관찰되었다(Fig. 10A). 실험군은

각 부위별로 대조군에 비하여 Cdc2가 다소 증가된

양상을 나타내었으며, 손상 원위부 3 mm 부위까지

강한 단백질 신호를 나타내었다. 정상 조직에서는

Cdc2는 관찰되지 않았다. Cdc2의 조직상의 분포를

조사하기 위하여 손상 후 시호 추출물을 처리한 좌

골신경의 횡단면 조직에 대해 Cdc2와 슈반세포 특

이적 S100β에 대한 이중면역형광염색실험을 실시

하였다. Cdc2 신호는 S100β 신호와 거의 모두 일치

하였다(Fig. 10B). Western blot 분석을 통하여 조사

한 결과 손상 3일 후 좌골신경에서 Cdc2가 유도되

며 시호 추출물 처리에 의하여 상향조절 됨을 나타

내었다(Fig. 10C). 손상 7일 후 관찰한 결과 실험군

은 대조군에 비하여 손상 하단 7 mm 및 10 mm 부
위까지 강한 수준의 단백질 신호를 나타내었다(Fig. 
11A). 동일 조직 길이상의 Cdc2의 생성수준을

western blot 분석을 통하여 조사한 결과 실험군은

대조군에 비하여 약간 증가된 양상을 나타내었다

(Fig. 11B).

6. Erk1/2 단백질의 생성 변화
인산화에 의하여 활성도를 나타내는 phospho-Erk1/2 

단백질의 생성수준의 변화를 western blot 분석을 통

하여 조사한 결과 정상 좌골신경에서는 전혀 검출되

지 않았으며 손상에 의하여 이중 band 형태로 유도
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Fig. 12. Examination of Erk1/2, NGF, and Cdk2 protein
levels in the sciatic nerve.

Tuj1 p-Erk1/2 merged

Intact
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Fig. 13. Immunofluorescence staining of dorsal root
ganglion(DRG) with anti-tubulin-200
antibody(Tuj1) and anti-phospho-Erk1/2
antibody. The sections were used for double
immunofluorescence staining with anti-Tuj1
antibody(in green) and anti-phospho-Erk1/2
antibody(in red) and examined under the
fluorescence microscope. Merged images(in
yellow) shows the degree of phospho-Erk1/2
signals within the tubulin-labeled DRG sensory
neurons.

Saline

SH

Fig. 14. Immunofluorescence staining of dorsal root
ganglion(DRG) with anti-tubulin-200
antibody(Tuj1) and anti-phospho-Erk1/2
antibody. The sections were used for double
immunofluorescence staining with anti-Tuj1
antibody(in green) and anti-phospho-Erk1/2
antibody(in red) and examined under the
fluorescence microscope. Merged images(in
yellow) shows the degree of phospho-Erk1/2
signals within the tubulin-labeled DRG sensory
neurons.

되는 것이 관찰되었다(Fig. 12A). 시호 추출물 처리

에 의하여 phospho-Erk1/2은 상당히 높은 수준으로

증가하였으며, 비활성도를 나타내는 비인산화된 total 
Erk1/2은 모든 실험군에서 일정 수준으로 유지되는

것이 관찰되었다. Phospho-Erk1/2가 생성되는 세포를

분석하기 위하여 신경세포 특이적 NF-200과 이중형

광면역분석을 실시한 결과 대부분의 phospho-Erk1/2

가 신경축삭에 존재하는 것이 확인되었다(Fig. 12B).
좌골신경 손상에 따른 감각신경 세포체에서의

Erk1/2의 생성수준의 변화를 조사하기 위해 후근신

경절 절편조직에서 면역형광염색분석실험을 수행하

였다. 손상 3일 후 후근신경절 조직에서 phospho- 
Erk1/2 생성수준을 조사한 결과 좌골신경손상에 의

하여 phospho-Erk1/2가 후근신경절의 감각신경 세

포체에서 관찰되었고 실험군이 대조군에 비하여 강

한 신호를 나타내었다(Fig. 13). 손상 7일 후 후근신

경절 조직에서 phospho-Erk1/2 신호는 대조군에서

감소하였다(Fig. 14). 실험군 역시 손상 7일 후에는

3일 후에 비하여 다소 감소하였으나 7일 후의 대조

군에 비하여 높은 수준의 phospho-Erk1/2 수준을 유

지하였다.

7. Cdk2 단백질의 생성 변화
Cell cycle 진행시 Cdc2와 더불어 중요한 역할을

수행하는 것으로 알려진 Cdk2의 양적변화를 조사한

결과 신경손상군은 정상신경에 비하여 다소 양적증

가를 나타내었다(Fig. 15A). 대조군과 실험군 간의

양적변화는 관찰되지 않았다. Nerve growth factor 
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Intact
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Saline SH

Cdk2
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B Intact Saline SH

Fig. 15. Examination of Cdk2 and NGF protein levels in
the sciatic nerve. Western blot analysis in the
nerve prepared from an intact animal(CTL) was
used as negative control. Protein lysate(10μg)
prepared from the nerve tissue(1cm length
around the crush injury) was used for analysis of
nerve Cdk2(A) and nerve growth factor(NGF).

IntactA

Saline

SH

proximal Injury site 1mm distal 3mm distal

B

Fig. 16. Identification of non-neuronal cells in the sciatic
nerve and comparison of the cell number
between saline- and SH-treated groups.

A

Saline

SH

Injury site 3mm distal 7mm distal

B

10mm distal

Fig. 17. Identification of non-neuronal cells in the sciatic
nerve and comparison of the cell number
between saline- and SH-treated groups.

(NGF)의 경우 정상군에서 적정수준의 단백질이 생

성이 관찰되었으며 대조군에서 생성수준의 증가를

확인하였다(Fig. 15B). 그러나 실험군에서 대조군

이상의 양적변화는 관찰되지 않았다.

8. 손상부위에서 비신경세포 생성 변화
좌골신경의 손상부위에서 비신경세포의 수적 변

화를 조사하기 위하여 Hoechst nuclear 염색실험을

실시하였다. 정상조직에 비하여 손상 3일 후 조직에

서 염색된 핵의 수는 손상 근위부 1 mm부터 원위부

3 mm 부위에 걸쳐 높은 수준을 나타내었다(Fig. 
16A, B). 대조군과 실험군을 비교한 결과 실험군은

손상 원위부에서 높은 염색 세포수를 유지하였다. 
손상 7일 후 좌골신경 상에서 핵 염색된 세포수를

비교분석한 결과 실험군에서 손상부위로부터 원위

부 7 mm 범위까지 대조군에 비하여 높은 수를 유지

하는 것으로 관찰되었다(Fig. 17A, B).

9. 배양 후근신경절 감각신경의 신경돌기 성장 
변화
좌골신경손상에 따른 배양 후근신경절 감각신경

의 신경돌기의 길이성장에 대한 영향을 조사하기 위

하여 손상시 시호 추출물이나 식염수를 처리하고 3
일 후 후근신경절 감각신경의 배양을 실시하였다. 2
일 배양 후 신경돌기 성장을 NF-200에 대한 항체반

응에 의하여 확인한 결과 대조군에 비하여 실험군은

신경돌기의 가지가 상당히 증가된 것을 확인하였다

(Fig. 18A). 실험군에 대해 GAP-43 항체를 이용한
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Fig. 19. Cells were treated with saline or SH(10μg/ml) and
cultured for 2 days.

A

B

Fig. 18. DRG culture was prepared from the rat which
had given sciatic nerve crush injury for 7 days
with saline or SH treatment in vivo.

이중면역형광염색을 실시한 결과 GAP-43 신호는

NF-200 단백질로 표지된 감각신경에서 명확히 관찰

되었다(Fig. 18B).
시호 추출물이 후근신경절의 감각신경 자체에 직

접적으로 미치는 영향을 조사하기 위해 정상 동물의

후근신경절을 분리하고 배양시 시호 추출물이나 식

염수를 처리한 후 신경돌기 성장을 분석하였다. 실
험군은 대조군에 비하여 신경돌기의 가지나 길이의

성장에 있어 뚜렷한 차이를 나타내지 않았다. 두 실

험군에 대해 주변의 비신경세포를 Hoechst 33258 
형광물질로 염색한 결과 세포핵들은 신경돌기 가지

주변에 집중되어 있는 것을 관찰하였다(Fig. 19).

고 찰
 말초신경계의 손상이나 질환은 신경 자체의 병변, 

척수와 뇌신경핵의 병변으로 발생할 수 있는데, 그
중 60～70%는 말초신경 자체의 병변으로 생기는

경우가 많으며 현대 사회에 들어서면서 교통사고와

산업재해의 증가와 더불어 외상성 말초신경 손상도

증가하고 있다29).
좌골신경 손상은 말초신경 손상의 범주에 속하는

것으로 한의학적으로 痺症에 속한다. 대개 좌골신경

의 기계적 압박으로 발생하며 신경의 분포를 따라

동통, 이상감각을 일으키고, 심하면 근력저하, 근위

축 등이 일어난다4). 주요 임상증상은 통증이며 이는

병리적으로 氣血不通하여 나타나는 것이므로 宣通

은 각종 痺症의 공통된 치법이 된다30).
시호는 ≪神農本草經≫上品에 “味苦平, 主心腹, 

去腸胃中結氣, 飮食積聚, 寒熱邪氣, 推進治新, 久服

輕身, 明目益精, 一名地熏, 生川谷” 이라 처음 수록

된 약재로31,32), 약성이 苦, 微寒하고 肝膽經에 들어

가며 和解退熱하여 傷寒少陽證의 寒熱往來, 胸脇苦

滿, 口苦, 咽乾, 目眩 등을 치료하고, 疏肝解鬱하여

肝氣鬱結, 胸脇乳房脹痛, 月經不調, 痛經 등에 사용

하며, 升擧陽氣하는 효능이 뛰어나 氣虛下陷으로 인

한 탈항, 자궁하수, 短氣 등에 사용한다33). 주요 성

분은 saponin, seterol, 정유, 지방유, 다당류 등으로

해열작용, 진정작용, 진통작용, 진해작용, 항균․항

바이러스작용, 소염작용, 면역증강작용, 간기능보호

작용, 항궤양작용, 이뇨작용 등이 있는 것으로 알려

져 있다33). 최근에는 종양부위에 종양침윤성임파구

수치를 증가시키고 자연살해세포(NK cell)를 활성화

시키는 항암효과23), 각종 질환의 원인이 되는 유해

산화질소(nitric oxide)의 발생 감소 효과34), 시호의

유효성분 중 하나인 saikosaponin의 다양한 효능에

대한 연구가 보고되고 있으며35), 중추신경계에 미치

는 영향으로 항경련 효능24), dopamine, serotonin 및
GABA등의 신경전달 물질의 수용기 단백질의 활성

화에 관여하는 효능25), 손상을 가한 PC12 배양세포

나 전뇌에 허혈을 유발한 Gerbil 실험동물 모델에서
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의 신경세포보호에 대한 효과26), 산화질소(nitric 
oxide)의 해마의 신경세포에 대한 보호작용27), 그리

고 노령의 쥐 해마부위의 신경세포에서의 c-Fos나
c-Jun 등 immediate early gene들의 발현조절을 등

세포 및 분자 수준에서의 작용에 대한 부분적 연구

결과36)가 보고된 바 있다.
위에서 제시한 연구들은 시호가 신경세포를 포함

한 생체조직세포에서 세포생존에 양성적 역할을 할

수 있으며, 특히 산화질소에 의한 독성에 대한 보호

나 허혈적 손상에 대한 보호효과 등은 시호가 항산

화적 특성을 나타낼 수 있음을 암시한다. 시호의 이

러한 잠재적 특성은 신경계 조직에서의 손상, 예를

들어 신경조직의 손상에 따른 축삭의 재성장 반응성

에 양성적 요인으로 작용할 수 있을 것이다. 이러한

논리적 근거 하에 흰쥐에서 말초좌골신경의 손상을

가한 후 유도되는 축삭재생과정에 있어 시호 추출물

의 처리에 의한 재생 반응성의 변화를 생화학적 및

조직학적 방법을 통하여 분석하였다. 재생 반응성은

축삭조직의 재성장을 면역형광 염색 방법과 형광염

료의 역주행추적법을 통하여 분석하여 시호 추출물

의 처리에 의해 축삭재생이 개선되는 것을 발견하였

다. 재생유도 관련 생체단백질인자를 western blot 
분석법과 면역형광염색법에 의하여 분석한 결과 이

들 단백질인자가 시호 추출물 처리에 의해 양적변화

가 유도됨을 관찰하였다. 이러한 결과를 배양 후근

신경절 신경세포의 신경돌기의 길이성장 변화를 관

찰하여 재확인하였다.
본 연구에서는 좌골신경 손상시 손상부위에 시호

추출물을 국부적으로 주입하고 3일 및 7일 후 재생

반응성을 분석하여 축삭재생이 개선됨을 몇 가지 다

른 방법으로 분석하였다.
첫째, 손상부위근처의 신경조직절편에 존재하는

축삭섬유를 신경세포에서 특이적으로 생성되는

NF-200 단백질에 대한 항체반응을 통하여 확인하였

다. 말초신경계의 신경세포는 축삭부위에 손상을 받

을 경우 Wallerian degeneration이라 불리는, 손상

원위부는 퇴화되고 근위부 말단에 형성되는 growth 
cone으로부터 축삭의 재성장이 발생하게 된다37). 이

러한 재성장에는 축삭자체의 본질적 특성과 손상주

위의 비신경조직세포가 양성적 역할을 수행하는 것

으로 알려져 있다. 또한 손상원위부에 퇴화과정을

갖게 되는 축삭은 인접한 혈류로부터 침윤한 대식세

포나 활성화된 슈반세포의 탐식작용에 의하여 제거

되는 것으로 알려져 있으나 최소한 수 일간 축삭경

로상에 잔존하게 된다2,3). 이러한 특성에 의하여

NF-200에 의하여 손상부위에서 축삭을 면역형광염

색법에 의하여 확인할 경우, 퇴화과정의 축삭은 조

각형태로 염색양상을 나타내어 재생 분석의 다소간

의 오류를 초래할 수 있다. 본 결과의 경우 손상 3일
이후 식염수 처리군은 손상 원위부 1～3 mm 범위

에서는 대단히 약한 NF-200 형광신호를 나타낸 반

면, 시호 추출물 처리군은 긴 섬유상의 축삭염색신

호를 나타내었다(Fig. 1).
둘째, 시호 추출물매개성 축삭재생의 촉진이 잔존

하는 퇴화과정의 축삭으로부터 유래하였을 가능성

을 배재하기 위하여 역주행 형광추적 실험을 실시하

였다. 즉 손상원위부에 형광물질 DiI를 주입한 후

이들이 재성장 축삭을 통하여 세포체로 이동하여 염

색 양성반응을 나타내는 세포체 수를 실험집단 간에

정량, 정성적으로 분석하였다. DiI는 지용성물질로

서 형광현미경하에서 적색형광을 나타내기 때문에

해당 세포나 조직을 선명하게 관찰할 수 있다38). 좌
골신경에는 요추 4～6번 부위에 위치한 후근신경절

에 감각신경세포체를 갖고 있는 감각신경축삭과 흉

추하단부의 척수내부에 세포체를 갖고 있는 운동신

경축삭이 공존하고 있다. 이들 두 종류 축삭은 역주

행추적을 통하여 세포체의 재생반응성을 분석할 수

있다. 본 실험에서 후근신경절 감각신경의 경우 손

상 후 3일 시호 추출물 처리군이 식염수 대조군에

비하여 염색 양성반응의 세포체 수가 증가하였으며

손상 7일 후에는 두 집단 간에 유의한 차이를 나타

내지 않았다(Fig. 7, 8). 반면 척수내부에 존재하는

좌골신경 축삭의 운동신경 세포체는 손상 3일 후에

는 시호 추출물 처리군과 식염수 대조군 간에 염색

세포체 수에 있어 차이를 나타내지 않았으나 7일 후

에 시호 추출물 처리군에 있어 유의적 증가를 나타
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내었다(Fig. 9). 이러한 두 신경세포간의 차이에 대

한 한 가지 가능한 해석으로서 운동신경 축삭의 길

이가 감각신경에 비하여 더 길다는 점을 고려할 수

있다. 즉, 감각신경 축삭은 길이가 상대적으로 짧기

때문에 손상 후 3일 시점에서는 시호 추출물의 재생

촉진 효과가 작용할 것이나, 손상 7일 후에는 재생

반응성에 있어 포화를 나타내어 시호 추출물의 효과

가 검증되지 못할 것이다. 반면, 운동신경 축삭은 길

이가 길기 때문에 손상 3일 후에는 시호 추출물처리

의 효과가 나타나지 않고 단지 7일 후 빠른 축삭재

생의 개선효과를 나타낼 수 있을 것으로 추정된다. 
Fig 7, 8, 9의 내용을 종합한 DiI의 역주행추적 결과

와 연계하여 주목할 사실은 후근신경절 감각신경세

포체나 척수의 운동신경세포체의 시호 추출물 처리

군이 많은 경우에서 더 강한 DiI 형광염색 신호를

나타내었다는 점이다. 이는 재생과정에 있는 각각의

축삭이 시호 추출물 처리에 의하여 재생축삭의 결체

성의 개선에 의하여 DiI 형광염료의 세포체로의 확

산이 촉진되는 결과와 연계할 것으로 추정된다. 종
합하면 시호 추출물의 처리는 손상 후 재생 축삭의

원위부로의 길이성장의 개선효과를 나타낸 것으로

사료된다.
셋째, 상기 언급한 시호 추출물 처리에 의한 축삭

의 재성장 촉진의 잠재적 유도인자로서 GAP-43 단
백질의 생성수준의 변화를 조사하였다. GAP-43은
신경계에 특이적으로 생성되는 단백질로서 동물의

발달단계, 신경손상, 그리고 신경세포의 가소성 과

정에서 유도되는 것으로 알려져 있다39,40). 신경손상

과 관련하여 일반적으로 축삭손상 후 재생과정을 나

타내지 않는 중추신경계 신경세포에서는 축삭 싹돌

기 등의 반응성을 나타내는 경우 상당수준의 양적유

도가 발생하는 것이 보고된 바 있다41,42). 또한 척수

손상 후 인위적 축삭재생을 유도할 경우 해당축삭에

서 GAP-43 신호가 잘 검출되는 것이 보고되고 있다
43). 그러나 일반적으로 척수조직에서 신경손상에 따

른 재생의 지표로서 GAP-43의 생성 및 역할에 대한

확고한 증거는 미비한 실정이다. 다만 GAP-43을 과

발현시킨 생쥐의 경우 척수손상 후 후근신경절 감각

신경축삭의 척수가지는 자생적 재생반응성에 있어

개선된 효과를 나타내는 것이 보고된 바 있다6). 신
경손상 후 축삭재생 반응성이 일반적으로 나타나는

말초신경의 경우 GAP-43의 손상축삭부위에서 양적

유도는 명확하게 잘 관찰된다. 말초신경을 손상시킬

경우 손상 부위로부터의 자극은 세포체가 위치한 후

근신경절이나 척수내부로 신호가 전달되어 유전자

발현수준에서 GAP-43의 생성을 초래하고 이들이

다시 정방향 이동을 통하여 손상신경부위로 운반되

는 것으로 알려져 있다. 손상신경 부위에서 관찰되

는 GAP-43은 protein kinase C, CaM kinase등에 의

하여 인산화되어 재성장 growth cone 부위에 많이

존재하며 아마도 growth cone의 길이성장에 관여하

는 것으로 생각된다44,45). GAP-43의 구체적인 생화

학적 기능은 알려져 있지 않으나 GAP-43을 과발현

시킨 유전자 전이 생쥐에서 손상 운동신경으로 부터

의 해당 골격근섬유의 활성화(reinnervation)를 촉진

시키는 결과나 GAP-43을 제거한 knockout mouse의
경우 시신경의 시교차지에서 축삭의 경로탐색이 결

함을 나타낸다는 등의 기존의 보고 내용들을 종합할

때손상 후 축삭의 재성장에 결정적 역할을 한다는데

는 이 분야 연구전문가들이 대체로 동의하고 있다5,6).
본 연구에서 좌골신경손상 후 손상부위에서

GAP-43의 수준을 western blot과 면역형광염색을

통하여 확인한 결과 손상 3일 및 7일 후 손상 축삭

에서 높은 수준의 생성이 관찰되었으며 NF-200과
이중면역형광분석을 실시한 결과 두 단백질신호가

상당수준 일치하는 것으로 관찰되었는데 이로써 손

상 축삭에서 단백질 유도가 발생한 것을 알 수 있었

다(Fig. 3). 반면 상당수준의 GAP-43은 NF-200 신
호와 일치하지 않는 것으로 보아 신경의 비신경세

포, 예를 들어 슈반세포에서 생성이 유도되었을 것

으로 추정되는데 이는 기존의 보고와 일맥상통하는

결과이다46). 시호 추출물을 처리하였을 경우 GAP-43
은 생성수준이 상당히 증가하는 것이 관찰되었다. 
신경절편에서 면역형광분석 결과에 따르면 GAP-43
은 시호 추출물 처리에 의하여 손상원위부에서 상대

적으로 높은 수준을 유지하는 것이 관찰되었다(Fig. 
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3, 4). 또한 손상부위에서 GAP-43이 유도되는 기전

을 조사하기 위하여 좌골신경손상 후 감각신경 축삭

의 세포체가 위치한 후근신경절 조직부위에서 GAP- 
43의 양적변화를 면역형광분석을 통해 실시하였다. 
실험 결과 좌골신경 손상 후 NF-200에 대해 양성적

반응을 나타내는 신경세포체에서 GAP-43 신호를

나타내었다. 즉 감각신경 축삭의 손상자극에 대한

세포체 수준이 신호적 반응성을 제시하는 것으로 전

술한 바와 같이 손상신호가 세포체로 역주행이동하

여 유전자 발현수준에서 GAP-43 발현을 유도한 것

으로 해석된다. 시호 추출물을 처리한 실험군의 경

우 손상 3일 후 후근신경절 부위의 감각신경 세포체

에서 GAP-43 신호가 상향 조절되는 것이 관찰되었

다(Fig. 5). 즉 시호 추출물 처리에 의한 좌골신경

손상 부위에서 GAP-43의 증가는 세포체에서 유전

자 발현수준에서의 반등성의 증가에 따른 결과로 해

석될 수 있을 것이다. 이상의 연구결과는 시호 추출

물 처리에 따른 축삭재생의 촉진과 GAP-43의 유도

수준의 증가가 양성적 상관관계가 있음을 나타낸다. 
그러나 전술한 바와 같이 GAP-43의 생화학적 기능

이 분명하지 않기 때문에 시호 추출물이 재생축삭내

부에서 어떠한 역할을 하는가에 대한 내용은 차후

지속적인 연구가 수반되어야 할 것으로 사료된다.
또한 본 연구에서는 좌골신경의 재생 반응성의

다른 표적 단백질로써 Erk1/2 kinase의 생성 변화를

조사하였다. Erk1/2는 mitogen activated protein 
kinase(MAP kinase) 계열의 단백질 인산화 효소로

서 여러 종류의 세포증식 및 생존에 중요한 역할을

하는 것으로 알려져 있다47-49). JNK 및 p38 계통의

단백질과 더불어 여러 종류의 상향 protein kinase 
(upstream proteinkinase)에 의하여 복잡한 상호 연

계적 활성화가 관련되어 있으며 세포질 혹은 세포핵

으로 하향기질단백질의 인산화를 통하여 신호전달

에 관여한다50). Erk1/2는 많은 세포에서 일정수준으

로 생성되나 그 활성도는 상향 protein kinase에 의

한 인산화에 의하여 활성화된다. 따라서 본 단백질

의 활성도는 phospho-Erk1/2만을 특이적으로 탐지

하는 항체를 이용한 western blot이나 면역형광염색

법을 통하여 분석하며 효소적 활성도를 직접 측정하

고자 할때는 기질단백질에 대한 in vitro kinase assay 
방법을 수행하는 것이 일반적이다51).

손상 부위 및 후근신경절조직부위에서 활성도의

변화를 조사하기 위하여 손상 좌골신경 조직에 대하

여 western blot 및 면역형광염색법을 실시하였다. 
Western blot 결과에 따르면 손상 후 phospho-Erk1/2 
는 양적증가를 나타내었으며 이러한 양적유도는 시

호 추출물 처리에 의하여 높은 수준으로 상향 조절

되는 것이 관찰되었다. Phospho-Erk1/2의 생성유도

가 발생하는 세포를 확인하기 위하여 좌골신경조직

의 면역형광염색을 실시한 결과 신경축삭과 비신경

세포 부위(대표적으로 슈반세포)에서 유사한 수준으

로 양적유도 양상을 나타내었다(Fig. 12). 이상의 결

과는 손상 부위에서 유도되는 phospho-Erk1/2의 활

성화가 재생과정에 있는 축삭 및 슈반세포의 활성화

에 관여할 것으로 추정되며, 비신경세포에서 활성화

된 Erk1/2는 세포의 생존 및 증식을 촉진할 것으로

사료된다. 이와 관련하여 신경세포 축삭부위에서 유

도되는 phospho-Erk1/2의 작용기전은 다소 복잡할

것으로 사료된다. 첫째, 손상부위에서 국부적으로

유도된 Erk1/2 활성도는 growth cone의 재생과정에

관여할 수 있을 것이다. 다른 방법으로서 Erk1/2 신
호는 역주행전달을 통하여 세포핵 부위로 전달되어

핵으로의 활성화 신호를 전달할 것으로 생각된다50). 
대표적 기질 단백질로서 CREB 단백질(cAMP respo- 
nsive element binding protein)을 들 수 있다. CREB
은 세포내 이차 전령체인 cAMP의 자극에 의하여

활성화되는 protein kinase A(PKA)에 의하여 인산화

되어 표적유전자의 인산화에 관여하는 전사인자로

잘 알려져 있으나 Erk1/2 효소에 의해서도 인산화

되어 활성도를 나타내기도 한다52). 본 연구의 경우

좌골신경 손상 후 후근신경절 감각신경 세포체에서

인산화된 Erk1/2의 수준을 조사한 결과 손상 및 시

호 추출물처리에 의하여 증가 유도되는 것이 관찰되

었다(Fig. 13, 14). 이러한 결과는 phospho-Erk1/2가
역주행이동에 의하여 세포체로 전달되었을 가능성

을 제시함과 동시에, 세포체에서 기질단백질의 인산
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화 및 표적유전자의 발현 등의 일련의 신호전달 기

전의 활성화에 관여할 수 있음을 암시한다. 그러나

상기 제시한 CREB 등 어떠한 특정 단백질이 신경

손상 후 재생과 연계하여 Erk1/2에 의하여 활성화되

는지에 대해 알려진 바 없다. 역시 차후 연구를 통

하여 신경손상 상태에서 시호 추출물이 처리된 후

신경세포에서의 특이적 유전자 발현 및 재생유도성

단백질의 활성화의 변화조절에 대한 정보가 확보될

수 있을 것으로 사료된다.
말초신경 손상부위의 슈반세포는 세포의 증식, 이

주 등의 세포 활성화 반응성을 나타낼 뿐 아니라, 
손상 원위부에 존재하는 퇴화과정의 축삭 제거기능

및 재생축삭에 대한 재수초화(remyelination)등을 다

양한 축삭재생에 양성적 역할을 수행하는 것으로 알

려져 있다1,2). 본 연구결과에 따르면 손상부위로부터

5 mm 원위부 범위에 걸쳐 Hoechst 33258 형광염료

에 의하여 염색 확인한 비신경세포의 핵은 손상 후

상당한 수적 증가를 나타내었다(Fig. 16). 이러한 수

적 증가는 시호 추출물 처리에 의하여 특히 원위부

에서 염색핵 수의 증가를 나타내었는데(Fig. 17) 이
러한 변화가 슈반세포의 기능적 활성화와 연관되어

있는지 조사하였다. 기존 연구에 따르면 손상 후 증

가하는 세포 중 슈반세포가 대부분을 차지하는 것으

로 알려져 있다53). 따라서 슈반세포의 활성화 및 재

생반응성과 연관된 슈반세포 단백질 표적으로서

Cdc2 kinase의 양적변화 및 잠재적 역할에 대하여

조사하였다.
Cdc2(또는 Cdk1으로도 불림)는 Cyclin-dependent 

kinase 계열의 protein kinase로서 증식세포의 성장

2단계(G2)에서 체세포분열단계(M)로의 전이를 유

도하는 역할을 하는 것으로 알려져 있다54-56). Cdc2
는 cyclin B1 단백질의 결합에 의하여 효소로서의

활성도가 증가하는 것으로 알려져 있으나 자체적 인

산화에 의하여 활성화되기도 한다57). 다른 Cdk 계열

의 단백질과 마찬가지로 이들이 후체세포분열세포

(postmitotic cell)인 신경세포에서 활성화 될 경우 세

포사멸을 유도하는 것으로 보고되었으며 특히 Cdc2 
의 신경세포에서의 활성화는 Bad 자멸단백질 활성

화경로를 통하여 자멸유도를 하는 것으로 보고되었

다58,59). 최근에 손상좌골신경에서 Cdc2 단백질 및 효

소로서의 활성도가 보고되었으며 이는 손상부위의 슈

반세포에서 그 활성도를 유도함으로서 손상 원위부로

슈반세포의 이주에 관여하는 것이 보고되었다53).
본 연구결과에 따르면 기존의 보고와 마찬가지로

손상 후 재생과정의 좌골신경 부위에서 Cdc2의 높

은 수준의 양적유도가 관찰되었다. 시호 추출물을

처리하였을 경우 western blot 분석에 의한 조직추출

물 상에서 대조군에 비하여 뚜렷한 양적변화는 관찰

되지 않았으나 면역형광염색에 의한 조직상의 분포

를 조사한 결과 시호 추출물 처리군이 손상 원위부

에서 상대적으로 높은 단백질 수준을 나타내었다

(Fig. 10, 11). 이상의 결과는 재생과정의 진행에 따

라 축삭재생이 원위부로 이동함에 따라 아마도 재생

전방부위에서 슈반세포 내에서 활성화하는 Cdc2에
의한 세포이주 활동이 진행되고 있을 것으로 사료된

다. 전술한 바와 같이 재생부위에서 Cdc2는 세포의

이주활동을 증가시킬 것으로 사료되는 한편, 일반증

식세포에서와 마찬가지로 슈반세포의 증식활동에

관여할 수도 것으로 사료된다. 만일 시호 추출물 처

리에 의하여 슈반세포의 증식활동이 증가한다면

Cdc2 이외의 다른 Cdk 계열의 단백질의 활성화도

기대할 수 있을 것이다. 이러한 가능성을 조사하기

위해 세포증식 cycle에서 성장1단계(G1)에서 DNA 
복제단계(S)의 전이과정을 촉진하는 과정의 대표적

효소인 Cdk2의 손상신경 부위에서 양적변화를 조사

하였다60). 비손상신경에 비하여 손상신경에서 Cdk2
는 양적증가를 나타내었으나 시호 추출물 처리에 의

하여 더 이상의 양적변화는 나타내지 않았다(Fig. 
15). 이상의 결과를 종합하면 시호 추출물 처리에

의한 Cdc2의 양적증가는 아마도 슈반세포의 원위부

로의 이주에 관여할 것으로 추측된다. 차후 연구에

서 시호 추출물처리 후 슈반세포의 이주 활동성의

변화 등을 조사함으로서 시호 추출물의 직접적 세포

수준에서의 역할을 규명할 수 있을 것이다.
본 연구에서는 또한 시호 추출물 처리 효과를 보

다 간편하고 정확하게 분석하기 위하여 후근신경절
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세포를 분리한 후 세포배양 시스템을 확립한 후 축

삭재생의 척도로서 신경돌기의 길이증가를 분석하

였다. 좌골신경에 손상을 가한 후 후근신경절세포를

배양할 경우 손상을 가하지 않은 경우에 비하여 신

경돌기의 길이 성장이 증가하게 되는데 이는 손상자

극이 세포체에서 일련의 신호전달 경로의 활성화를

통하여 재생관련 표적유전자 발현의 결과로 받아들

여지고 있다61,62). 따라서 후근신경절 신경세포의 신

경돌기의 길이를 분석함으로서 축삭재생의 in vitro 
분석에 이용할 수 있는 것이다63). 상기의 연구를 근

거로 하여 좌골신경 손상시 시호 추출물을 in vivo 
처리를 한 경우와 배양 후근신경절 세포에 처리한

두 경우 후근신경절 감각신경의 신경돌기의 성장을

각 경우의 손상대조군과 비교하였을 때 상대적으로

신경돌기의 길이가 증가한 결과를 관찰하였다. 즉
시호 추출물은 in vivo 상태의 좌골신경 축삭성장

촉진과 마찬가지로 배양세포 상에서 재생반응성을

유사하게 유도하는 것을 확인하였다. 또한 시호 추

출물의 처리는 대조군세포에 비하여 배양감각신경

세포상의 GAP-43 생성을 증가시키는 것으로 관찰

되었다(Fig. 18, 19). 종합하면 시호 추출물은 in vivo 
및 in vitro에서 유사한 축삭의 재생반응성을 촉진하

는 것으로 사료된다.

결 론
 흰쥐의 좌골신경축삭 압좌 손상 후 시호 추출물

처리에 의한 재생반응성에 미치는 영향을 알아보고

자, 손상 좌골신경에 시호 추출물을 처리함으로서

나타나는 손상축삭의 재생반응성의 변화를 생화학

적 및 조직학적 분석을 통하여 관찰한 결과 다음과

같은 결론을 얻었다.
1. 손상 좌골신경의 축삭은 신경세포 특이적 단

백질인 NF-200의 면역형광염색과 DiI 형광물

질의 역주행추적 실험방법을 통하여 원위부로

의 재성장이 촉진되는 것을 확인하였다.
2. GAP-43 단백질은 손상부위 뿐 아니라 후근신

경절의 감각신경 세포체에서도 양적증가가 유

도되었다.
3. Phospho-Erk1/2 단백질은 GAP-43과 유사하게

손상부위 및 후근신경절 감각신경 세포체에서

생성이 유도되는 것이 관찰되었으며, 손상부위

의 비신경세포에서도 양적증가가 유도되었다.
4. 손상원위부의 슈반세포에서 Cdc2는 생성이 증

가되었다.
5. 배양 후근신경절 감각신경세포의 신경돌기 성

장은 증가되었으며, GAP-43 단백질 생성 증가

와 양성적 상관관계가 있는 것으로 나타났다.
시호 추출물은 흰쥐의 손상 좌골신경의 축삭재생

과정에서 손상 축삭 자체 및 주변의 비신경세포의

재생촉진을 위한 활성화 과정에 관여하는 것으로 생

각된다.
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