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Abstract: It is known that ultrasound affects action potentials in neurons, but the underlying principles of ultrasonic

neural stimulation are not clearly elucidated yet. In this study, we measured the action potentials of rat hippocampal

neurons cultured on multi-electrode arrays during ultrasound stimulation. From most of electrodes, it was observed

that the ultrasound stimulation increased the frequencies of action potentials (i.e., spikes) during ultrasound stim-

ulation.
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I. 서  론

신경조율(neuromodulation)은 손상되어 감소된 뇌신경

기능이 재 활성화 되도록 외부 자극을 가하여 조율하는 일

종의 신경 재활 기술이다. 최근 들어 신경재활을 위하여, 심

뇌자극법(deep brain stimulation), 경두개직류자극법

(transcranial direct current stimulation), 경두개자기자

극법(transcranial magnetic stimulation) 등의 다양한 방

식으로 신경재활 기술이 연구 중에 있다. 하지만 이러한 방

법들은 침습적 방식, 직접적인 전류 주입, 그리고 자극의 낮

은 집중도로 인해 재활 치료의 제약이 따르는 한계가 있다.

이러한 한계를 극복하기 위하여 경두개 초음파 자극법(tran-

scranial ultrasound stimulation, TUS)이 연구 중에 있

으며, 초음파를 이용한 자극법의 경우 비침습적이며, 고집중

도의 신경자극이 가능하다는 장점이 있다[1,2]. 경두개 초음

파 자극법은 초음파를 이용하여 신경 조율을 하는 것으로써,

이는 세포 외부에서부터 저주파, 저강도의 초음파(low-in-

tensity, low-frequency ultrasound)의 진동 에너지를 이용

하여 신경 세포의 활동성을 변화시키는 세포 자극 방법을

말한다[3]. TUS의 초음파 신경 조율의 기초 원리를 이해하

고자 다채널 전극 시스템(multi-electrode array, MEA)를

이용하여, 초음파 자극에 의한 신경 세포의 활동 전위 변화

를 관찰하는 연구들이 진행되고 있다.

2008년도에 Khraiche et al.는 다채널 전극 시스템을 이
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용하여 신경 세포에 7.75 MHz의 초음파를 1분간 조사하여

신경 자극 전후를 비교하여 활동 전위의 발생빈도가 증가하

는 것을 보였다[4]. 또한, 2009년도에는 Muratore et al.는

쥐의 해마영역의 뇌절편을 배양하여 4.04 MHz의 초음파 자

극을 1 ms간 조사 하여, 초음파의 강도에 따른 local field

potential (LFP)의 크기 증가를 관찰하였으며[5], 해마 조

직의 cornu ammonis 1 (CA1) 영역과 dentate gyrus 지

역에 각각 4.04 MHz 초음파 자극을 100 ms간 실시하여 다

른 영역에서도 유사한 반응 양상을 보였다[6].

이 외에 초음파 자극을 이용한 다양한 신경 자극 연구가

진행되고 있다. Tsui et al.는 초음파 자극의 강도 변화에

따른 신경 조직의 열 효과에 대한 실험[7]을 진행하였으며,

Ahmadi et al.는 인체에 초음파 자극을 실시한 연구들을

정리하여, 초음파의 강도와 주파수에 따른 자극에 대한 반

응과 안정성에 연구결과를 발표하였다[8]. Tyler et al.는 쥐

-뇌에 저주파의 초음파 자극을 주었을 때, 뇌의 M1 지역의

LFP, 다 단위 활성도(multiunit activity)와 다리의 근전도

(electromyogram)를 통하여 초음파에 의해 자극 됨을 보

였다[9]. King et al.은 초음파의 acoustic intensity, dur-

ation, stimulus time 등의 특징 별로 쥐-뇌를 자극하여 다

리의 근전도를 측정하였으며, 각 특징에 따른 근전도의 반

응에 대한 연구결과를 발표하였다[10]. 

이처럼 다양한 연구가 진행되고 있지만, 신경 세포의 초

음파 자극에 반응에 있어서 어떠한 기전을 통하여 활동성이

변하는지를 정확히 밝혀진 바가 아직 없기 때문에 이를 규

명하기 위한 다양한 연구가 필요하다[11-13]. 본 연구에서

는 초음파 신경조율의 기전 연구를 위한 초기 단계로서, 다

채널 전극 시스템을 사용하여 쥐(rat) 뇌의 해마의 신경세

포를 배양하여 초음파 자극을 조사 하였을 때, 세포의 활동

전위의 변화를 관찰하였다. 그 결과 초음파 자극 강도에 따

라, 신경 세포의 활동 전위 발생 빈도가 변화하는 것을 관

찰하고, 초음파 자극에 의한 신경 세포의 활성화를 다채널

전극의 전 채널 활동 전위 개수의 T-test를 통하여 확인하

였다. 

II. 연구 방법

1. 실험 환경

본 연구에 사용한 세포는 임신 18일이 된 Sprague-

Dawley 쥐의 배아에서 추출한 해마를 이용하여 primary

neuron을 배양하였으며, 배양액으로는 nurobasal media

(NEURO BASALTM Medium, 21103, GIBCO®, CA),

B27 supplement (17504-044, GIBCO®, CA), 2 mM glu-

tamax (35050, GIBCO®, CA), penicillin-streptomycin

(15140, GIBCO®, CA)을 사용하였다. 신경세포는 600

cells/mm2 의 밀도로 배양하였고, MEA의 온도는 37도 유

지 하여 실험을 진행하였으며, bursting activity가 발생하

기 않는 배양 7일째에 신경 신호 기록을 수행하였다[14].

신경신호 측정을 위한 다채널 전극으로 투명한 도체(ITO

glass)에 TiN를 전극으로 하고 silicon nitride를 절연체로

하는 미세 전극 배열(multi-electrode array, MEA, Reut-

lingen, Germany)을 사용하였다. MEA의 전극의 수는 60

개이며, 신경신호의 기록을 위한 전극의 직경은 30 µm이며

전극 간 거리는 200 µm이다. 세척액(tergazyme, terg-A-

Zyme)을 사용하여 세척한 뒤, poly-d-lysine (PDL)으로 전

극의 표면을 코팅하여 세포흡착을 원활하게 하였다. 그림

1(a)와 같이 실험 환경을 설정하였다.

초음파 펄서(MKPR-1025, MKC Korea Co., Seoul,

Korea)의 중심 주파수는 0.5 MHz로 설정하였고, 초음파 발

생 element의 면적이 10 × 10 mm2로 제작한 트랜스듀서

(TKS Corp., Busan, Korea) 를 사용하였다. 초음파 자극

의 pulse repetition frequency (PRF)의 범위는 380~400

그림 1. (a) MEA 실험 모식도, (b) 다채널 전극에 배양된 해마 세포

Fig. 1. (a) Experimental setup of ultrasound stimulation on MEA, (b) cultured hippocampal neurons on MEA
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Hz, pulse duration (PD)은 2.097 µS 를 사용하였고, 초음

파 펄스의 spatial-peak pulse-average intensity (ISPPA)는

18.24 × 10−5W/cm2, spatial-peak temporal-average in-

tensity (ISPTA)는 98.72 × 10−5mW/cm2, maximum pre-

ssure는 11.52 KPa이었다. 초음파 펄스의 강도는 초음파 밀

도 측정 시스템(AST01, Onda Corp., Synnyvale, CA,

USA)과 하이드로폰 (HGL-0200, Onda Corp., Synnyvale,

CA, USA)을 사용하여 측정하였다. 그림 2에 초음파 자극에

사용한 발생 파형을 도시하였다. 그림 3은 본 실험의 프로

토콜을 보여주고 있다. 실험의 순서는 대조군으로 초음파 실

험환경과 동일하게 하여 자극을 주지 않은 상태로 3분간 실

험을 하였으며, 실험군으로 동일한 세포를 사용하여 초음파

자극 전 60초, 초음파 자극을 60초간 실시하였으며, 자극을

끈 상태로 60초로 총 3분간 실험하였으며, 초음파의 자극

강도에 따른 신경 세포 활동 전위의 발생 빈도를 확인하기

위하여, 4개의 다채널 전극 샘플을 대상으로 펄서의 3가지 에

너지 레벨에서 실험을 하였고, 각 에너지 레벨의 자극 후,

1시간의 휴지기를 가졌다. 신경 신호는 25 kHz의 주파수로

샘플링 하였다.

2. 분석 방법 

본 논문에서는 MEA에서 획득한 신경 세포의 신호에서

스파이크를 검출 하기 위하여4차 대역통과 필터를 이용하여

300~3000 Hz 대역의 신호를 분석하였다. 수식 (1)의 역치

값을 사용하여 스파이크를 검출하였다[15]. 

(1)

수식 (1)에서 X는 잡음의 RMS 값이다. 수식 (1)을 통하

여 검출된 스파이크를 자극 상태에 따른 활동 전위의 발생

빈도를 알아보기 위하여 잡음 채널을 제외한 57개의 채널

에서 초음파 자극 전, 자극 중에서 검출된 스파이크의 빈도

수를 이용하여 활동 전위의 변화를 분석하였다. 

3. 통계 방법

초음파 자극 전과 자극이 인가되는 동안의 활동 전위 발

생 빈도변화의 유의성을 검출하기 위하여 SPSS software

(SPSS Statics 21, SPSS, Chicago, IL, USA)를 통하여

통계학적 분석을 실행하였다. 대응 표본 T-검정을 통하여 초

음파 자극 전(PrUS)과 자극 중(US)에 검출한 채널에서의

스파이크의 개수의 총합을 비교 하였으며, 도출 된 p값은

0.05보다 작게 나오면 그룹 간의 유의한 차이가 있다고 분

석하였다.

III. 결  과

대조군 실험으로 초음파를 인가하기 전 MEA를 통해 측정

된 57채널의 Threshold의 평균값(mean ± SD)은 −37.59 ±

7.57 µV이며 이를 통해 획득한 활동전위의 raster plot은

그림 4(a)와 같다. 측정한 3분의 시간이 경과함에 따라 큰

활동전위의 빈도가 변화가 크게 변화하지 않은 것을 볼 수

있다. 반면에 그림 4(b)에 는 초음파 자극을 조사하고 있는

60~120초 구간에서 자극 전 보다 스파이크의 발생빈도가

크게 증가하는 경향을 확인 할 수 있으며, 자극을 멈춘 후

에는 서서히 빈도가 감소하였다. 

그림 5는 한 채널에서 기록된 신경활동전위의 예를 보여

주고 있으며, 초음파 자극을 조사하기 시작한 그림 5(b)의

60초 이후에서 초음파 자극 전의 세포의 활동 전위의 발생

빈도가 변하는 것을 확인 할 수 있다. 또한 초음파 자극을

멈춘 120초 이후에서 세포의 활동 전위가 서서히 감소하는

것을 확인 하였다.

그림 6(a)는 MEA의 측정된 신호에서 검출 된 스파이크

를 중첩하여 나타낸 것으로써, 스파이크 형태의 변화가 없는

것을 확인 할 수 있다. 그림 6(b)와 (c)는 서로 다른 채널에

서의 자극에 따른 활동 전위의 발생 빈도 비교를 위해 스파

이크의 개수를 초음파 자극 전, 중, 후로 나타내고 있다. 그

림 6(b)에서의 결과를 살펴보면, PrUS에서는 검출 된 스파

이크가 78개, US에서 235개, PoUS에서는 155개의 스파

이크가 검출 되었으며, (c)에서는 PrUS에서는 56개, US는

160개, PoUS는 174개가 검출되었다. 이와 같이 초음파 자

극에 의한 신경 세포의 활성화가 증가하는 것을 확인하였으

Threshold 6∗median
abs X( )
0.6745
----------------⎝ ⎠
⎛ ⎞=

그림 2. 자극에 사용된 초음파 파형

Fig. 2. Ultrasound Waveform used in Stimulation

그림 3. 실험 프로토콜

Fig. 3. Experimental Protocol
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며, 초음파 자극 후에 스파이크의 빈도가 자극 전의 수준으

로 감소하지 않고 활성화를 유지하는 소수의(< 2) 채널이 기

록되었으나 대부분의 전극에서는 그림 6(b)와 같이 전반적

으로 활성화가가 감소하는 경향을 보였다. 

표 1에서 전 채널(N = 57)에서의 PrUS와 US 일 때의 스

파이크의 발생 빈도 검출에 대한 유의성을 검증한 결과,

PrUS의 평균은 25.54 ± 5.59개, US의 스파이크 평균은

42.17 ± 8.18개였다. 초음파 자극 전과 자극 중 일 때의 검

출된 스파이크 발생 빈도가 유의한 차이가 있었다(T = −

11.21, P ≒ 3.07E − 16).

그림 7은 초음파 자극 강도별 신경 세포(N = 4)의 활동 전

위의 발생 빈도를 확인 한 결과, 자극을 주지 않았을 경우 활

동 전위의 발생 빈도(mean ± SEM)가 35.22 ± 9.38개, 2.02

KPa에서 34.91 ± 6.25, 11.52 KPa에서 52.58 ± 7.39, 24.06

KPa에서 93.90 ± 23.78개로 나타났다.

IV. 결론 및 고찰

본 연구에서는 경두개 초음파자극에 대한 사전 연구로써,

쥐-뇌 해마 신경세포에 초음파 자극에 의한 활동성 변화를

관찰하였다. 세포의 활동성을 측정하는 지표로는 초음파 자

그림 5. 한 채널에서 기록된 신경신호의 raw 파형 초음파 (a) 자극

전 (b) 자극 중 (c) 자극 후

Fig. 5. A raw waveform of neural activity recorded via a MEA

(a) before (PrUs), (b) during (US), and (c) after ultrasound

stimulation (PoUS)

그림 4. MEA에서 측정된 신경활동전위의 raster plot (a) 초음파

자극이 없는 경우(b) 초음파자극(US)이 인가된 경우

Fig. 4. Raster plots of neural spikes recorded with 60

channel MEA (a) No ultrasound stimulation (control), (b)

Ultrasound stimulation

그림 6. (a) 기록된 스파이크의 중첩 파형, (b), (c) 초음파 자극 전(PrUS), 중(US), 후(PoUS)에 기록된 스파이크의 개수 비교

Fig. 6. (a) Overlapped waveforms of detected spikes (b), (c) The numbers of spikes during PrUS, US, and PoUS

표 1. 초음파 자극 전(PrUS)과 중(US) 간의 스파이크 개수의 T-test

검증 결과(P < 0.05)

Table 1. The result of T-test on the number of spikes bet-

ween PrUS and US (P < 0.05)

 N Mean SEM T-value p-value

PrUS
57

25.54 5.59
−11.21 3.07E-16

US 67.35 8.18

그림 7. 초음파 강도에 따른 신경 세포의 활동 전위의 발생 빈도

Fig. 7. Number of Spikes in response to the intensity of the

ultrasound
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극 전, 중, 후에 발생한 스파이크의 개수를 통하여 비교하였

으며 그 결과 초음파 자극에 의한 해마 신경 세포의 스파이

크가 증가함을 확인하였다.

전 채널(N = 57)에서 자극 전 보다 자극 중일 경우 스파

이크의 발생 빈도가 증가하는 것을 확인 할 수 있었다. 또

한, 초음파 자극을 멈춘 후 57개의 채널 중 55개의 채널에

서 스파이크의 발생 빈도가 감소하는 양상을 보였으나, 2개

의 채널에서는 자극 후에 스파이크의 발생 빈도가 증가한

채로 유지되는 현상을 나타내었다. 

또한 초음파 자극 강도를 변화시켜 자극을 주었을 때, 자

극의 강도가 높아질수록 활동 전위의 발생 빈도가 증가하는

것을 확인 하였으며, 24.06 KPa에 해당하는 자극을 주었을

때, bursting activity가 발생하는 것을 확인 할 수 있었다. 

본 연구를 통하여 초음파를 이용한 세포 자극이 가능함을

볼 수 있었으나, 자극 후 세포의 흥분과 억제 현상을 명확

하게 규명 할 수 없었기 때문에, 이를 규명하기 위한 메커

니즘 연구가 진행 되어야 한다고 생각되며, 추후 초음파에

의한 세포 자극의 메커니즘이 밝혀졌을 때, 이를 통해 쥐-

뇌에 직접적인 초음파 자극을 통하여 실험동물의 행동반응

을 조절하기 위한 목적으로 활용될 수 있을 것으로 사료된다.
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