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ABSTRACT

Objectives : Modified Bo-Yang-Hwan-O-Tang (mBHT) is a polyherbal medicine of twelve herbs traditionally 

used in the treatment of cerebral and cardiac stroke and vascular dementia. The purpose of this study was to 

evaluate the neuroprotective effect, pyramidal neuronal cell, inflammation and apoptosis of mBHT against global 

ischemia in rats.

Methods : Global ischemia was produced by two-vessel occlusion(2-VO) in SD male rats. mBHT at dose of 500 

㎎/㎏ was orally administrated for 2 weeks or 6 weeks after global ischemia. The histopathological changes of 

ischemic brain were observed by staining of hematoxylin and eosin (H&E) and Nissl and immunohistochemisty 

with anti-GFAP (glial fibrillary acidic protein) antibody as a astrocyte marker. The expression of inducible 

nitric oxide synthase (iNOS) and apoptotic proteins such as Bax, Bcl-2 and caspase-3 was determined by 

western blot.

Results : mBHT treatment significantly inhibited the pyramidal neuronal loss in CA1 of hippocampus of global 

ischemic rats by 2-VO. mBHT also suppressed the activation of astrocytes in the CA1 at 6 weeks after 

ischemia. In addition, mBHT significantly increased the expression of anti-apoptotic protein, Bcl-2 on iscemic 

brain, and significantly attenuated the expression of apoptotic proteins, Bax and caspase-3.

Conclusions : These results indicate that mBHT inhibits neuronal cell damage induced  in global ischemia by 

2-VO, suggesting that mBHT may be a potential candidate for the treatment of vascular dementia.
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서  론1)2)

뇌졸중은 대표적인 뇌 혈관질환으로 뇌중풍 또는 중풍이라

고도 불리며 혈관 파열에 따른 출혈성 뇌졸중과 혈전 등으로 

인한 허혈성 뇌졸중으로 분류 된다. 현재 우리나라는 허혈성 

뇌졸중의 발병율이 출혈성 뇌졸중 보다 높으며, 단일 질환으

로는 사망률 1위의 질환에 속한다1). 뇌에서 허혈성 손상에 

신경세포의 손상 기전은 뇌에 혈액을 공급하는 혈관이 막혀 

산소와 포도당 등 영양물질의 공급이 중단됨으로써 에너지 고

갈과 함께 신경세포가 죽어 나감에 따라 뇌의 주변부로 염증

반응이 진행되면서 신경세포 사멸이 유도되는 것이며 염증반

응 발달은 지속적으로 지연형의 신경세포 사멸을 유도함으로

써 병의 진행을 가속화한다. 이때는 막힌 혈관을 열어 산소와 

포도당 등의 영양물질을 재공급한다고 하더라도 영구적인 뇌

손상이 생기게 된다. 뇌를 구성하는 세포 중 신경교세포(glia 

cell)와 혈관세포는 허혈성 손상에 비교적 강한 반면 신경세포

는 상대적으로 매우 약하며, 신경세포의 허혈에 대한 취약성

(selective cell vulnerability)은 부위에 따라 다르게 나타나

서 대뇌피질의 3, 5, 6층(layer),해마와 endfolium, 편도핵

(amygdaloid nucleus), 소뇌의 Perkinje 세포나 basket 세

포, 뇌간의 일부 등이 특히 약한 것으로 알려지고 있다2-4).

뇌 허혈은 허혈에 의해 손상되는 뇌의 범위에 따라 전(全)뇌 
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허혈과 국소 뇌 허혈로 나눌 수 있으며, 허혈의 기전을 밝히기 

위한 연구나 약물의 효과를 알기 위해 다양한 실험동물모델에 

대한 연구들이 진행되어 왔다. 전뇌 허혈의 실험모델로는 양측 

경동맥을 동시에 결찰하는 2-vessel occlusion(2-VO)과 양

측 척추 동맥 폐쇄 후 양측 경동맥을 결찰하는 4-vessel 

occlusion(4-VO)법이 주로 사용되고 있다. 전뇌 허혈 모델에

서는 주로 해마부위(hippocampus) CA1층 추체세포(pyramidal 

neuron)의 선택적인 사멸을 유발하게 되는데 이는 전뇌 허혈 

후 재관류에 의해 뇌 혈류가 회복되어도 해마 CA1 부위와 

같은 허혈 손상에 매우 취약한 부위가 선택적으로 손상을 받

게 된다. 이러한 신경세포 손상은 즉각적으로 발생하지 않고 

수 시간에서 수일에 걸쳐 지연성으로 일어나며 해마 부위 외 

기저핵, 신피질 등의 특정부위에서 지연형의 신경세포사멸이 

발생하게 된다(delayed neuronal death)5-7). 한편, 성상세포

는 중추신경계 항상성 유지에 중요한 역할을 하는 세포로 주

로 신경세포에 대한 영양 공급과 지지 및 인접한 혈관 벽에 

부착하여 신경세포의 신진대사를 조절하게 된다. 또한 뇌신경

교세포(microglia)는 허혈성 손상에 따라 신경세포가 죽어나

감으로써 활성화되어 각종 염증물질과 염증성 사이토카인을 

분비함으로써 뇌 염증 발달에 기여하게 된다7-8).

mBHT(modify Bo-Yang-Hwan-O-Tang)의 기본 처방

인 補陽還五湯은 ≪醫林改錯≫에 처음 수록된 처방으로 活血

祛瘀작용이 있는 當歸尾, 赤芍藥, 川芎, 桃仁, 紅花와 補氣하

는 黃芪와 通經活血하는 地龍으로 구성되어 있으며, 補氣, 活

血化瘀, 通絡하는 효능으로 氣虛로 인한 瘀血證을 치료하는 

처방으로 활용되고 있다9-11). 補陽還五湯의 효능에 대한 연구

로는 항허혈 및 항염증12), 세포사멸억제13-14) 및 뇌세포손상 

억제15-16), 국소 뇌 혈류량 증가17,18), 뇌 혈전 억제 및 혈중

지질 개선19-20), 고혈압과 고지혈증 개선21), 학습과 기억력 증

가 및 치매 억제22) 등 다양하게 보고되었으며, 한방임상에서 

보양환오탕의 方意를 이용하여 氣虛 血瘀로 인한 中風半身不

遂의 치료에 활용해 오고 있고23), 최근 허혈성 뇌졸중 뿐 아

니라 다양한 혈관 질환에 널리 사용하고 있다24). 본 연구자는 

보양환오탕에 瘀血을 순환시키고 뇌신경을 보호하는 효과가 

있는 한약재를 추가하여 가미보양환오탕(modified BHT, 

mBHT)을 구성하였으며, 이전 연구를 통해 mBHT의 일시

적 중대뇌동맥 결찰에 의한 국소 허혈성 뇌졸중에 대한 치

료효과45,47,48), 뇌 신경교세포 활성제어를 통한 뇌염증 억

제 효과49), 뇌 신경보호효과50) 및 뇌 혈관보호효과51)에 대

해 보고한 바 있다.

따라서 본 연구에서는 2-VO에 의해 유도되는 전뇌 허혈 

동물모델에서 mBHT의 해마부위 신경세포에 대한 보호효과와 

관련 기전을 조사하였으며, 유의한 결과를 얻었기에 이에 보

고하는 바이다.

재료 및 방법

1. 약재

본 실험에서 사용된 가미보양환오탕(mBHT)의 구성약재는 

黃芪(Astragali Radix), 丹蔘(Salviae Miltiorrhizae Radix), 

當歸尾(Angelicae Gigantis Radix), 芍藥(Paeoniae Radix), 

土牛膝(Achyranthes bidentata Blume), 桂枝(Cinnamomi 

Ramulus), 遠志(Polygalae Radix), 石菖蒲(Acori Graminei 

Rhizoma), 紅花(Carthami Flos), 桃仁(Percicae Semen), 

蚯蚓(Lumbricus), 川芎(Cnidii Rhizoma)으로 모두 규격에 

적합한 원료성적서가 첨부된 한약재를 ㈜광명당제약(울산, 한

국)에서 구입하여 사용하였다(Table 1).

2. 실험동물

본 실험에 사용된 동물은 체중이 200~250 g 내외의 주령 

8주된 건강한 Sprague-Dawley계 수컷 흰쥐를 실험동물로 

사용하였다. 모든 실험동물은 동물보호법 13조 및 동국대학교 

동물실험 윤리위원회 규정에 따라 관리하였으며, 실험기간 동

안 항온, 항습이 가능한 사육장에서 12시간 낮과 밤의 주기

를 유지하는 환경에서 자유 섭식하도록 하였다. 구입 후 1주 

동안 적응기간을 주었으며 일반적인 행동이상여부를 관찰하여 

이상이 관찰되는 동물은 실험에 사용하지 않았다.

3. 약물 제조

본 실험에 사용한 mBHT 추출물은 黃芪, 丹蔘, 當歸尾, 

芍藥, 土牛膝, 桂枝(Cinnamomi Ramulus), 遠志, 石菖蒲, 

紅花, 桃仁, 蚯蚓, 川芎을 10:4:2:1.5:1.5:1:1:1:1:1:1:1의 

비율로 정량하여 총 50 kg을 세말한 다음, GMP 시설업체로

부터 물 1000 L를 용매로 98℃에서 3시간 동안 추출하여 연

조엑스를 수득하였으며, 다시 700mmHg, 55℃에서 15시간 

감압・건조하여 건조엑스를 얻었다(yield of 34.8%). mBHT 

추출물은 밀폐용기에 넣어 –20℃ 냉동보관하고 실험직전 멸

균된 생리식염수에 완전히 녹여 동물실험을 위한 약물로 사용

하였다.

4. 전뇌 허혈 동물모델 제작

전뇌 허혈 동물모델은 2-VO 모델로서 Pilsinelli46)의 방법

을 다소 변형하여 제작하였다. 즉, Sprague Dawley (SD) 흰

쥐(rat)를 80% N2O와 20% O2에 혼합한 1.5% isoflurane으

로 흡입 마취시키고, 보온패드에서 약 37±0.5℃의 일정 체

온으로 마취상태를 유지시켰다. 그 후, 양측 전뇌허혈 손상을 

유도하기 위하여 앙와위로 고정시키고, 경부 정중선을 따라 

경부를 절개한 후 양측 경부 근육을 조심스럽게 박리하면서 

기도 옆에 존재하는 양측 총경동맥(Common carotid artery 

CCA)을 주위 조직과 미주신경(Vagosympathetic nerve)에 

손상을 주지 않도록 주의하면서 박리하였다. 양측 총경동맥은 

각각 상하 이중으로 결찰 한 후 절단하여 영구적으로 혈류를 

차단시킴으로써 최종 전뇌 허혈 동물모델을 제작하였으며, 절

개 부위의 봉합 후 회복 시 발작을 보이는 흰쥐는 제외시켰다. 

5. 약물 투여

실험동물을 전뇌 허혈이 유발된 대조군(vehicle)과 전뇌 허

혈이 유발된 동물에 mBHT를 처리한 실험군(sample group)

으로 나누고, 실험군은 다시 mBHT를 500 ㎎/㎏ 용량으로 

투여한 군으로 나누었다. 약물의 투여는 전뇌 허혈 유발 후 

24시간부터 2주 또는 6주 동안 매일 1회 정해진 시간에 정해

진 용량을 경구로 투여하였으며, 대조군은 약물 대신 멸균된 

생리식염수를 투여하였다.
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6. 뇌 조직의 면역조직화학염색

전뇌 허혈을 유도한 후 2주와 6주째에 각 실험동물을 

1.5% isoflurane으로 흡입 마취시켜 뇌를 적출하고 4% 

paraformaldehyde 용액에 담가 4℃에서 2~3일간 고정하였

다. 고정이 완료된 뇌 조직은 파라핀 포매하여 블록을 만든 

후 microtome을 이용하여 선조체 부위의 위아래 축을 중심

으로 7 ㎛ 두께로 잘라 슬라이드 표본을 제작하였다. 뇌 조

직의 염색을 위해서 조직 슬라이드를 60℃에서 30분 동안 가

열한 다음 xylene으로 15~20분간 탈파라핀화하고, 100%, 

95%, 75% 알코올 순서대로 함수시켰다. 조직 슬라이드를 건

조시켜 hematoxylin & eosin (H&E), toluidine blue O 및 

cresyl violet 염색약으로 염색하였다. 염색된 조직은 광학현

미경(Leica Co., German)에서 해마부위를 중심으로 추체 신

경세포의 분포와 형태학적 변화를 관찰하였다.

7. Western blot

전뇌 허혈을 유도한 후 2주와 6주째에 각 실험동물을 

1.5% isoflurane으로 흡입 마취시켜 신속하게 뇌를 적출한 

다음 허혈이 일어난 반구조직 총 부피 5배 용량의 M-PER 

protein extraction reagent (Thermo Fisher Scientific 

Inc., Rockford, IL, USA)를 넣고 Telfon-glass 균질화기

를 이용하여 균질화하였다. 균질액을 4℃에서 14,000 rpm으

로 20분간 원심 분리하고 상층액을 분리하여 단백질 양을 

protein assay 용액(Thermo Fisher Scientific Inc.,)으로 

정량하였다. 분리된 단백질 30 ㎍을 5x sample buffer(100 

mM Tris-HCl, pH 6.8, 200 mM dithithreitol, 4% SDS, 

0.2% bromophenol blue, 20% glycerol)와 섞어 95℃에서 

3분간 denaturation시킨 다음 15% SDS-PAGE를 수행하

였다. 분리된 단백질을 nylon membrane(Bio-Rad, 

Berkeley, CA, USA)에 옮긴 후 blocking buffer(5% skim 

milk)로 실온에서 2시간 blocking함으로써 비특이반응을 

제거하였다. 여기에 anti-iNOS(1:1000, Santa Cruz), 

anti-Bax(1:1000, Santa Cruz), anti-Bcl-2(1:1000, 

Santa Cruz), anti-caspase-3(1:1000, Santa Cruz 

Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, USA) 및 anti-β

-actin(1:5000, Sigma) 일차항체와 함께 4℃에서 하룻밤 

반응시켰다. 이를 0.05% Tween-20이 들어간 

TBS(TBST)로 3회 세척한 후 HRP-conjugated 

anti-mouse IgG 또는 anti-rabbit IgG (1:5000, Santa 

Cruz) 항체를 넣어 실온에서 1시간 반응시켰다. 이를 다시 

TBST로 3회 세척한 다음 ECL 용액을 이용하여 발색시키

고 x-ray film에 감광시킴으로써 각 단백질의 발현 변화

를 관찰하였다.

8. 통계처리

모든 결과는 3회 반복실험에 대한 평균(mean)±표준오차

(standard error; SE)로 나타내었으며, 통계학적 분석은 

GraphPad Prism program의 Student t-test를 수행하였으

며, p값이 0.05 미만인 경우에 통계적으로 유의성이 있는 것

으로 판정하였다.

결 과

1. 뇌 조직의 해마에서 형태학적 변화에 대한 효과

전뇌 허혈에 의해 손상을 받은 뇌 조직의 해마에서 mBHT 

투여에 의한 신경보호효과를 확인하기 위해서 2-VO에 의해 

허혈을 유발시킨 흰쥐에 2주와 6주간 약물을 투여한 후 뇌 

조직을 수집하여 H&E 염색을 수행하였다(Fig. 1). 그 결과, 

허혈성 손상을 입은 흰쥐의 뇌 조직에서는 해마부위 CA1의 

추체신경세포가 허혈성 손상으로 핵의 분절(fragmentation), 

뭉침(clumping), 농축(pyknosis) 등 변형된 형태(ghost cell)

를 나타내었으며, 세포 수의 감소와 주변주 조직의 치밀도가 

떨어지는 것으로 나타났다. 그러나 mBHT를 100 ㎎/㎏ 용량

으로 투여한 실험군에서는 해마부위 CA1의 추체 신경세포가 

대부분 생존함에 따라 전형적인 형태를 갖추고 있는 것을 관

찰하였다. 한편, 해마부위 신경세포의 손상은 전뇌 허혈 유발 

후 2주 보다 6주가 경과하였을 때 더욱 증가하였고 mBHT를 

2주 투여한 경우 보다 6주 투여한 군에서 대조군에 비해 현

저히 신경세포 손상이 감소하였다.

Fig. 1. Effect of mBHT on neuronal loss in the pyramidal cells 
layer of hippocampal CA1 area 2 weeks (left) or 6 weeks (right) 
after global ischemia. mBHT was administrated at dose of 100 ㎎ 
for 2 weeks or 6 weeks after global ischemia. The brain tissues 
were stained with H&E and then observed by microscope. 

2. 뇌 조직의 해마에서 신경세포 손상에 대한 효과

전뇌 허혈에 의해 손상을 받은 뇌 조직의 해마에서 mBHT 

투여에 의한 신경보호효과를 확인하기 위해서 2-VO에 의해 

허혈을 유발시킨 흰쥐에 2주와 6주간 약물을 투여한 후 뇌 

조직을 수집하여 니슬(Nissl) 염색을 수행하였다(Fig. 2). 그 

결과, 허혈 유발 2주째 대조군의 해마 부위 추체 신경세포들

은 허혈성 손상에 의해 형태학적 변형과 더불어 수의 감소를 

나타내었으며, mBHT 투여에 의해 다소 억제되는 것을 관찰

하였다. 그러나 허혈 유발 후 6주간 mBHT를 투여한 경우 

대조군에 비해 해마 추체 세포들의 숫자가 증가되고 주위 세

포의 형태적 붕괴가 현저히 개선되는 것을 확인하였다. 즉, 6

주간 mBHT를 처리한 군에서는 2주에서 보다 해마 신경세포

의 형태가 뚜렷하게 관찰되었고, 전형적인 피라미드 형태와 

함께 대조군에 비해 핵의 분절이나 파괴 등과 같이 변성된 신

경세포의 수가 현저히 감소됨으로써 해마 신경세포들이 허혈

성 손상으로부터 보호됨을 확인하였다(Fig. 2.).
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Fig. 2. Effects of mBHT-MC on histopathological changes in the 
pyramidal cells layer of hippocampal CA1 area 2 weeks (left) or 6 
weeks (right) after global ischemia. mBHT was administrated at 
dose of 100 ㎎ for 2 weeks or 6 weeks after global ischemia. 
The brain tissues were stained with toluidine blue or vresylviolet 
for Nissl staining and H&E, and then observed by microscope. 

3. 뇌 조직의 해마에서 염증 및 세포사멸인자 

발현에 대한 효과

전뇌 허혈에 의해 손상을 받은 뇌 조직의 해마에서 mBHT 

투여에 의한 신경보호효과를 확인하기 위해서 2-VO에 의해 

허혈을 유발시킨 흰쥐에 2주와 6주간 약물을 투여한 후 뇌 

조직을 수집하여 염증단백질인 iNOS와 세포사멸 유도 단백질

인 Bax, caspase-3 및 세포 생존 단백질인 Bcl-2의 발현을 

Western blot 방법으로 확인하였다(Fig. 3).

그 결과, 허혈성 뇌졸중이 일어난 뇌 조직에서는 iNOS의 

발현이 허혈 유발 후 2주와 6주째 현저히 증가하였으며, 허

혈 유발 후 2주간 mBHT를 투여한 군에서는 iNOS의 발현이 

억제되지 않았으며, 6주간 mBHT를 투여한 군에서 iNOS의 

발현이 유의적으로 감소되었다.

한편 세포사멸유도 단백질인 Bax와 caspase-3의 발현에

서도 iNOS와 유사하게 허혈성 손상 유발 후 대조군에서 현저

히 증가한 반면, mBHT의 투여에 의해 감소되었고 특히 6주

째 현저히 억제되는 것을 확인하였다. 따라서 mBHT는 전뇌 

허혈성 손상에 따른 뇌 조직에서 신경세포의 사멸과 생존을 

조절하는 단백질들의 발현을 조절함으로써 신경세포의 사멸을 

막고 뇌신경을 보호할 수 있는 것으로 나타났다 (Fig 3).

Fig. 3. Effects of mBHT-MC on the expression of Bax, Bcl-2 and 
caspase-3 in the pyramidal cells layer of hippocampal CA1 area 
2 or 6 weeks after global ischemia. mBHT was administrated at 

dose of 100 ㎎ for 2 weeks or 6 weeks after global ischemia. 
Expression of iNOS (A), Bax, Bcl-2 (B) and caspase-3 (C) protein 
was determined by Western blot, respectively. Bar histogram 
shows changes the expression in the hippocampus. Values are 
means±SE of three indifferent experiments. ###p<0.001 vs. sham; 
and **p<0.01, ***p<0.001 vs. vehicle.

4. 뇌 조직의 해마에서 성상교세포(astrocyte) 

활성화에 대한 효과

전뇌 허혈에 의해 손상을 받은 뇌 조직의 해마에서 mBHT 

투여에 의한 성상교세포 활성화에 대한 억제효과를 확인하기 

위해서 2-VO에 의해 허혈을 유발시킨 흰쥐에 2주와 6주간 

약물을 투여한 후 뇌 조직을 수집하여 성상교세포의 마커인 

GFAP에 대한 면역조직화학염색을 실시하였다(Fig. 4).

그 결과 대조군의 GFAP-postive astrocyte는 해마 병변

의 중심부에서 강한 염색반응을 나타내었는데 특히 CA1 지역

과 변연엽(DG, dentate gyrus) 부위의 신경세포 주변으로 

모이는 현상을 관찰하였다. 또한 대조군의 해마 부위 

GFAP-positive astrocyte는 세포돌기가 뚜렷하게 관찰됨으

로써 전형적인 활성화된 형태의 성상교세포를 나타내었다. 반

면 mBHT를 6주간 투여한 군에서는 활성화 된 성상교세포의 

형태적 변형과 더불어 수의 증가가 투여 용량에 의존적으로 

감소하는 것을 확인하였다(Fig. 4).

Fig. 4. Effect of mBHT on the activation of astrocyte in 
hippocampus region 2 or 6 weeks after global ischemia. The 
brain tissues were stained with anti-GFAP monoclonal antobody. 
mBHT was administrated at dose of 100 ㎎ for 2 weeks or 6 
weeks after global ischemia. 

고 찰

한의학에서 뇌졸중, 즉 뇌중풍은 暴仆, 卒暴僵仆, 人事不

省, 暈倒, 昏不知人, 精神蒙昧등의 意識障碍와 偏枯, 四肢不

擧, 手足癱瘓, 半身不遂, 口眼臥斜등의 運\動障碍, 舌强不語, 

暴瘖, 言語蹇澁등의 言語障碍등의 증상이 나타나는 病證으로 

정의 하고 있으며9), ≪金櫃要略․中風歷節病脈}證病治)≫ 에서 

“夫風之爲病，當半身不遂，或但臂不遂者，此爲痺.脈微而數，

中風使然.”이라 하며 오늘날의 中風에 해당하는 개념이 文獻

上에 처음 기록된 이래 歷代醫家들이 中風의 原因, 分類, 治

法등에 대해 다양하게 해석하였다. 한방임상에서 중풍의 後遺

障碍 치료와 개선을 위해 治療方法과 處方들이 다양하게 운용

되고 있는데 그 중 淸時代의 王淸任이 소개한 補陽還五湯이 
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대표적인 偏麻痺 처방 중 하나로 주로 氣虛血瘀로 인한 中風 

半身不遂 治療에 활용되어 왔다11). 최근에는 虛血性 腦血管 

疾患, 腦動脈 硬化 뿐 아니라 冠狀動脈硬化, 心筋梗塞, 狹心

症, 多發性神經炎, 血栓性靜脈炎 等의 疾患에도 응용되고 있

다23). 본 연구에서 사용한 mBHT는 보양환오탕에 한방임상에

서 뇌졸중 환자의 기억력 개선을 돕고 瘀血을 순환시키는 약

재인 丹蔘, 牛膝, 桂枝와 뇌신경을 보호하는 遠志, 石菖蒲를 

가감하여 창방한 복합천연약물로서 양측 총내경동맥을 영구적

으로 결찰시켜(2-VO) 만성적인 뇌혈류 저하로 인한 해마부

위 뇌신경세포 손상을 유발하게 되는 전뇌 허혈 흰쥐모델에서 

mBHT의 투여에 따른 신경보호효과를 확인하였다.

본 연구에서 사용한 전뇌 허혈 동물모델은 뇌혈관 폐색 후 

2주 또는 6주간 재관류를 하는 모델로서 재관류 후 5-7일 부

터 해마부위의 신경세포 손상이 관찰되는데 이는 지연성 세포

사멸로 특히 CA1 지역 추체신경세포가 허혈성 손상에 가장 예

민하게 반응하는 것으로 알려져 있다38). 또한 전뇌 허혈 동물

모델은 조직학적 변화와 함께 다양한 유전자 및 단백질 발현의 

변화가 나타나기 때문에 허혈성 신경세포 손상 기전 연구와 약

물의 효능 연구에 가장 보편적으로 사용되는 모델이다39,40).

임상에서 볼 수 있는 뇌 허혈은 뇌 전체가 허혈이 되는 전

뇌 허혈(global ischemia)와 국소 뇌 허혈(focal ischemia)로 

구분할 수 있으며, 이러한 임상적으로 유발되는 뇌 허혈 연구

를 위해 가급적 임상적 병태에 가까운 동물로서 실험모델이 

다양하게 개발되어 왔다. 전뇌 허혈과 국소 뇌 허혈의 병태생

리적 특성과 임상적 의미는 서로 다르며 전뇌 허혈 모델에서

는 허혈 효과 검정을 위해 허혈 유발 후 3~7일에 대뇌 해마

의 CA1층 추체 신경세포의 선택적인 세포사멸 정도로 측정하

는 반면, 국소 허혈 모델에서는 손상 정도를 대뇌 경색 부위

의 크기로 측정하게 되며 허혈 중심부의 괴사와 주변부의 지

연성 세포사멸이 모두 공존하는 실험모델로 임상적인 중풍 환

자의 병태와 유사하고, 행동양상이 비슷한 특징이 있어 사람

의 중풍 실험모델로도 널리 사용되고 있다25). 본 연구에서는 

마우스의 양측 총경동맥을 영구적으로 폐쇄함으로써 뇌 혈류

량의 현저한 저하를 유발함으로써 전뇌 허혈을 유발하였으며, 

설치류의 경우 혈관의 위치와 종류에 따라서 병변의 위치나 

크기가 변하기 때문에 경동맥 차단 후 4주 정도 경과하면 국

소 뇌 혈류량이 정상군에 비해 전반적으로 경미한 혈류량의 

변화를 보이면서 유발된 저관류의 기간이 길어짐에 따라 허혈

성 병변이 관찰되게 된다26). Heiss27)등은 고양이에서 중뇌동

맥 폐색 후 혈류량이 18 ㎖/100 g brain/min 이하로 떨어

지면 뇌 피질 신경세포의 전기적 방전이 소실되며, 이상의 혈

류량이 유지될 때는 전기생리학적 변화가 일어나지 않는다고 

하였으며, Branston28) 등은 원숭이에서 중뇌동맥 폐색 후 혈

류량이 12-16 ㎖/100 g brain/min 정도에서 유발 전위가 

소실된다고 하였다. 이처럼 뇌 혈류가 일정 수준으로 감소하

게 되면, 초기 뇌 신경세포로부터 단백질 합성 장애가 나타나

면서 혈류 값 이하로 혈류가 감소하게 되고 이후 혐기성 당대

사과정이 시작되어 신경전달물질들의 분비와 에너지대사에 장

애가 나타나게 된다. 이로 인해 무산소성 탈분극전위 현상이 

나타나게 되면 뇌 조직에 허혈성 병변이 발생하게 된다.

신경세포에 허혈성 손상이 유발되면 세포의 산소공급이 차

단되어 미토콘드리아에서 에너지 생산이 결핍되고 혐기성 대

사로 인한 유산의 증가로 세포 내 산증이 발생하며 이 기간이 

지속되면 세포가 죽게 된다. 또한 단시간 허혈 후 재관류되면 

신경세포에서 흥분성 신경전달물질 분비가 증가되고 세포내로 

칼슘이 유입되면서 이차적인 신경손상과 함께 염증반응과 같

은 요인들이 복합적으로 어울려 지연성 신경손상의 원인이 되

는 것으로 보고 있다29-30). 허혈 손상에 따른 세포사멸은 미

토콘드리아-매개 내인성과 수용체-매개 외인성 및 caspase 

비의존형 기전으로 나누어지며 이들 중 내인성 기전은 허혈 

발생에 따라 미토콘드리아로부터 유리되는 cytochrome c에 

의해 세포사멸유도 단백질인 Bax 발현에 의해 조절되게 된

다. 즉, 유리된 cytochrome c는 caspase 9을 활성화시키고 

다시 caspase 3가 활성화되면서 결국 세포사멸이 일어나게 

된다31). 한편, Bcl-2 family의 유전자들은 다양한 자극에 의

해 세포사멸을 조절하는 단백질들을 합성하게 하는데, Bcl-2

와 Bcl-xl은 세포사멸을 억제하는 생존 단백질이며, Bax는 

세포사멸 유도 단백질로 알려져 있고 이들의 발현 여부에 따

라 신경세포의 운명이 결정되는 것으로 보고 있다32-34). 본 

연구에서 mBHT의 투여는 전뇌 허혈이 유발된 흰쥐의 뇌 조

직에서 Bax의 발현을 억제시키고 Bcl-2의 발현을 증가시킴

으로써 허혈 손상에 따른 세포사멸의 내인성 기전을 mBHT

가 효과적으로 차단함으로써 세포사멸로부터 신경세포를 보호

하는 것으로 나타났다. 아직까지 구체적인 기전은 밝혀져 있지 

않지만 Bcl-2는 endoplasmic reticulum에서 비정상적인 칼

슘 유리를 방해함으로써 세포사멸을 억제하는 것으로 알려져 

있다35). 최근 보고에 따르면 전뇌 허혈 동물모델에서 저체온 

상태가 Bcl-2 발현을 증가시켜 뇌 조직을 보호한다고 하여 최

근 저체온 요법에 대한 연구도 활발하게 진행되고 있다36,37).

성상아교세포(astrocyte)는 세포질과 돌기에 직경이 10 

nm 정도의 수많은 아교미세섬유(glial filament)를 가지고 

있는 뇌 세포이며 아교미세섬유는 성상아교세포에만 존재하므

로 아교섬유산성단백질(glial fibroacidic protein, GFAP) 염

색을 통해 성상아교세포의 활성화 정도를 측정할 수 있다
41,42). 허혈성 손상을 받은 뇌 조직은 수 시간 이내 성상아교

세포의 크기가 커지면서 GFAP에 대한 염색강도가 강해지는

데 시간 경과와 더불어 허혈 손상의 강도에 비례하여 활성화

된 성상아교세포의 분포가 증가하게 된다43,44). 따라서 신경세

포의 괴사와 뇌경색을 동반한 허혈손상에서는 GFAP 양성반

응을 보이는 성상아교세포가 손상된 신경세포 주변부에 강한 

분포를 보이며 이는 손상의 확산을 방지하는 역할을 하기 위

한 것으로도 알려져 있다39,41). 한편, 대뇌 피질에서는 조직 

손상 유무와 상관없이 허혈에 의하여 GFAP 양성반응을 보이

는 성상아교세포의 분포가 증가하므로 허혈 손상의 진행정

도를 파악하는 지표로도 활용되고 있다41-42). 본 연구에서 

mBHT의 투여는 전뇌 허혈에 의해 해마부위 CA1 지역 신

경세포 주변으로 강한 분포를 보이는 GFAP 양성 성상아

교세포의 활성화가 억제되었으며 이는 mBHT에 의해  허

혈성 손상으로부터 해마부위 CA1 추체 신경세포들이 보호

됨으로써 성상아교세포의 활성화도 억제됨을 의미한다. 

본 연구에서 허혈성 손상 유발 후 2주와 6주 동안 재관류

를 유지하면서 두 모델에서의 해마부위 CA1 지역 추체 신경

세포의 지연성 세포손상에 따른 변화를 관찰하였으며 전뇌 허

혈 2주 모델에서는 6주 모델에 비해 해마부위 CA1 추체신경

세포가 비교적 정상에 가깝고 형태학적 변화나 소실의 현상이 

초기 단계로 미비하게 관찰되었다. 그러나 신경세포사멸 단백
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질이나 염증 단백질의 발현은 2주 모델에서도 증가하여 허혈

성 손상 초기에 세포사멸 과정이 시작되었음을 알 수 있었고, 

6주 모델에서는 2주 모델에서 보다 신경세포 손상이 더욱 진

행되어 유령세포(ghost cell) 형태 신경세포 증가와 Bax,  

caspase-3의 발현이 더욱 증가하는 것으로 나타났다. 또한 

2주 모델 보다 6주 모델에서 해마부위 주변으로 GFAP 양성

반응의 활성화된 성상아교세포의 분포가 현저히 증가되는 것

을 관찰하였다. 따라서 mBHT 투여에 따른 효과도 2주 모델 

보다 6주 모델에서 더욱 증가하였으며 이는 mBHT가 전뇌 

허혈에서 기억과 감정을 담당하는 해마부위의 지연성 신경세

포사멸을 보다 효과적으로 차단함으로써 신경세포를 잘 보호

할 수 있음을 의미한다.

결 론

본 연구에서는 양측 총내경동맥 영구 폐쇄(2-VO)로 전뇌 

허혈이 유발된 흰쥐에서 mBHT의 뇌신경보호효과를 조사하여 

다음과 같은 결론을 얻었다.

1. mBHT는 전뇌 허혈 동물에서 해마부위 CA1 추체신경세

포의 형태학적 손상과 세포사멸을 억제하였다. 

2. mBHT는 전뇌 허혈 동물의 뇌 조직에서 염증단백질인 

iNOS와 세포사멸 유도 단백질인 Bax, Caspas-3의 발현

을 유의적으로 억제함으로써 신경세포사멸을 억제하였다 .

3. mBHT는 전뇌 허혈 동물에서 신경세포 손상에 따른 해마

부위 CA1 주변부의 GFAP 양성반응 신경아교세포의 활성

화를 억제하였다.

따라서 mBHT는 전뇌 허혈 동물에서 해마부위 CA1 신경

세포사멸을 억제함으로써 허혈성 손상에 따른 지연성 신경세

포사멸로부터 신경세포를 보호하는 것으로 나타났다.
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