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This study aimed to investigate whether nociceptin contributes to the alterations in cerebral blood
flow (CBF) regulation following postnatal exposure to ethanol in Sprague-Dawley rats. Animals re-
ceived ethanol twice a day, 2 hr apart, on postnatal 6, 7 and 8 days. The changes in regional CBF
(rCBF) in response to the changes in mean arterial blood pressure were determined at 4-, 8-, and
12-week of age by laser-Doppler flowmetry. Hypotension was induced by the gradual withdrawal of
blood from arterial catheter, and the reversal of blood pressure was produced by the reinfusion of
blood. Expression of nociceptin-like immunoreactivity was determined in dura mater and cerebral cor-
tex using immunohistochemistry. Postnatal exposure to ethanol almost abolished the autoregulation
of rCBF in all age groups. Pretreatment with nociceptin but not with [Nphe

1
]nociceptin(1-13)NH2, a

selective competitive nociceptin receptor antagonist, 5 min prior to ethanol administration preserved
the autoregulation of rCBF in all age groups. Postnatal exposure to ethanol markedly increased the
expressions of nociceptin-like immunoreactivity in the dura mater and cerebral cortex, both of which
were significantly inhibited by pretreatment with 7-nitroindazole monosodium salt as well as amino-
guanidine 5 min prior to ethanol administration in all age groups. The values of arterial blood gas
analysis were not significantly different from the basal levels in all groups. These results suggest that
nociceptin deeply contributes to the compensatory mechanisms for the nitric oxide-dependent alter-
ations in CBF autoregulation following postnatal exposure to ethanol.
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서 론

알코올 남용은 뇌 발달에 유해한 영향을 미치는 것으로 알

려져 있다. 태아기에 알코올에 노출되면 출생 후의 중추신경

계 발달에 변동이 초래된다[39, 55]. 특히 태아가 자궁 내에서

에탄올에 노출되면 신경독 증후군인 태아알코올증후군(fetal

alcohol syndrome)이 초래된다[7, 29]. 태아알코올증후군은 대

표적인 뇌기능 발달장애로서 뇌성마비, 정신지체 및 학습장애

등과 함께 다양한 행동장애를 초래한다[54]. 실제로 이러한 질

환의 발생 원인은 다양하나 뇌손상이 초래되는 것은 동일한

현상이며 단지 손상된 뇌 부위에 따라 초래되는 기능장애에

차이가 있을 것이라고 추정되고 있고[19, 50], 태아기, 출생전

후기 또는 신생아기의 뇌 발달 시기에 뇌가 손상을 받아 발생

한다고 생각되고 있다[9].

뇌순환계는 말초 순환계와는 달리 특징적으로 뇌혈류 자가

조절 기능을 가지고 있어, 혈관 관류압이 일정 범위 내에서는

어떻게 변동되더라도 일정한 혈류를 유지하도록 하는데 중요

한 기여를 하고 있다[33]. 만약 뇌혈류 자가조절 기능에 손상이

초래되면 정상적인 뇌기능을 발휘하기 위한 적절한 혈류가

유지되지 못하게 된다.

일찍이 Richardson 등[49]은 임신한 양에게 에탄올을 주입

하였을 때 태아의 대뇌에서 산소 섭취의 감소와 함께 뇌혈류

가 유의하게 감소됨을 관찰하였고, 만약 이러한 현상이 지속

된다면 대뇌에서의 산화성 대사의 감소는 뇌 발달에 크게 영

향을 미치게 되어 출생 후 중추신경계의 성장 장애와 기능

장애에 관여할 것이라고 보고함으로써 뇌기능 발달장애 질환

에 있어서 뇌혈류의 중요성을 주장하였다. Gleason 등[15]은

임신 초기 3주 동안 에탄올에 노출된 모체로부터 태어난 신생

양에서 저산소혈증에 대한 뇌혈관 확장 반응과 뇌혈관 저항의

감소가 현저히 약화됨을 관찰 보고하였다. 따라서 오늘날 뇌

기능 발달장애의 병태생리학에서는 비정상적인 뇌혈류 조절

이 중요한 문제가 될 것으로 생각되고 있다. 그러나 뇌기능

발달장애에 관련된 뇌혈류 조절 기능의 손상의 발생 기전은

잘 모르고 있다.

한편, nociceptin은 내인성 아편유사펩티드인 dynorphin이

나 α-neoendorphin과 아미노산 배열은 유사하지만[37, 40], μ-,

δ- 및 κ-아편유사물질수용체에 대한 친화력이 아주 낮고[13,
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32], 그 분포와 생체 효과에 있어서 아편유사제와 다르므로

기존의 내인성 아편유사펩티드보다 더 다양한 생리 작용을

가지고 있는 것으로 인식되고 있다[23, 36]. Nociceptin은 대뇌

허혈 손상에 대하여 중요한 역할을 할 것이라고 추정되고 있

는데, 그 가능성으로서 허혈성 뇌손상 유발의 주된 물질인

glutamate의 유리를 억제하고[44, 45], glutamate에 의한 흥분

성 신경전도를 억제하며[11, 59], 전압-의존성 Ca2+ 통로를 억

제한다[8, 42]는 점들이다.

최근에 nociceptin은 출생전후기 허혈-저산소증에 대하여

도 밀접한 관련을 하는 것으로 주목받고 있는데, Gu 등[21]은

임신한 흰쥐의 자궁혈관들을 결찰함으로써 출생전후기 허혈-

저산소증을 유발하고 이들 모체로부터 태어난 신생 흰쥐의

시상하부와 말초혈액 내 nociceptin의 농도가 대조군에 비하

여 유의하게 증가되어 있음을 보고하였다. 그러나 뇌 발달기

에 알코올에의 노출에 의한 뇌기능 손상에 대한 nociceptin의

역할에 대하여는 아직 알려진 바가 거의 없다.

따라서 본 연구에서는 뇌기능 발달 장애의 일반적인 증상

발현의 기전을 밝히는 연구의 일환으로서 최근에 뇌손상이

확실하게 발생된다고 입증된 출생 초기 알코올 투여법[28]을

응용하여 흰쥐의 발달 시기의 뇌에 손상을 일으키고, 이로 인

한 출생 초기 알코올 투여가 성장 후의 뇌혈류 자가조절 기능

에 미치는 영향과 이에 관한 nociceptin의 관여를 관찰하고자

하였다.

재료 및 방법

실험동물 및 알코올 투여

Sprague-Dawley계 신생 숫쥐(체중 10.1～15.7 g)에게

Ikonomidou 등[28]의 방법을 응용하여 생후 6, 7 및 8일의 3일

간에 걸쳐 0.9% 생리식염수에 희석한 20%(w/v) 에탄올(2.5

g/kg)을 2시간 간격으로 1일 2회 피하주사하였다. 대조군에게

는 0.9% 생리식염수를 에탄올 투여군과 동일한 방법으로 투여

하였다. 알코올 주사 후 체온 저하를 방지하기 위하여 실험동

물을 백열등 아래에서 의식을 완전히 회복할 때까지 보온시켜

주었다가 모체가 들어 있는 사육상자 내로 옮겼다. 이들을 사

육장(실내 온도 22～25℃) 내에서 물과 사료를 제한 없이 섭취

하게 하면서 사육하다가 생후 4, 8 및 12주령 때 실험에 사용하

였다.

일반 수술 조작

실험동물을 urethane (1 g/kg, i.p.)으로 마취시키고 체온을

37℃로 유지시키기 위하여 소동물용 자동 보온 전기방석

(homeothermic blanket system, Harvard Apparatus,

Edenbridge, Kent, UK) 위에 놓고 앙와위로 고정하였다. 기관

절개술을 행하여 14G catheter로 기도를 확보하고 gallamine

(3～5 mg/kg, i.m.)을 투여하여 골격근을 마비시켰다. 동물용

호흡기(683, Harvard Apparatus, South Natick, MA, USA)를

사용하여 체중을 기준하여 분당 50～60 회의 호흡을 유지시켰

다. 양측 대퇴동맥에 PE-50 polyethylene 관을 삽입하고 이를

통하여 혈액 가스 및 pH를 측정하였다(i-STAT Portable

Clinical Analyzer, i-STAT Corporation, East Windsor, NJ,

USA).

혈압 변동 측정

전신 혈압의 변동을 관찰하기 위하여 실험동물의 대퇴동맥

에 삽입된 polyethylene 관에 연결된 압력변환기(pressure

transducer: Statham P23D, Gould, Cleveland, OH, USA)를

통하여 혈압을 측정하여 MacLab (4s, ADInstruments, Castle

Hill, Australia)과 Macintosh computer (Power Macintosh

7500/100, Seoul, Korea)로 구성된 data acquisition system에

기록하였다.

출혈-저혈압 유도 및 혈액 재주입

실험동물의 대퇴동맥에 삽입된 polyethylene 관을 통하여

동맥혈 0.5 ml를 1분에 걸쳐 출혈시켜 혈액저장고 속에 저장하

면서 평균동맥혈압을 안정시의 값에 비하여 적어도 20～25%

까지 낮추었다가 이 혈액을 다시 동일한 대퇴동맥 내로 같은

속도로 재주입하였다. 이때 사용한 혈액저장고인 플라스틱 주

사기의 내벽은 헤파린 25 U/ml로 미리 코팅시켰고, 각 단계마

다 변동된 평균동맥혈압을 1분 동안 유지시켰다.

두개창 설치

일반적인 수술 조작이 끝난 후 실험동물의 체위를 복와위로

변경시키고 두부를 뇌정위기구(model 900, David Kopf

Instruments, Tujunga, CA, USA)에 고정시켰다. 정중선을 따

라 두피를 절개한 후 우측 두정골에 개두술(5×5 mm)을 행하

고 미리 37℃로 가온한 인공 뇌척수액을 관류하였다. 사용한

인공 뇌척수액의 조성은 다음과 같다: Na
+

156.5 mEq/l, K
+

2.95 mEq/l, Ca
2+

2.5 mEq/l, Mg
2+

1.33 mEq/l, Cl
-

138.7

mEq/l, HCO3
- 24.6 mEq/l, dextrose 66.5 mg/dl, 그리고 urea

40.2 mg/dl (pH 7.4).

국소 뇌혈류 측정

실험동물의 두정골에 설치한 두개창을 통하여 laser-

Doppler flowmeter (Laserflo BPM2, Vasamedics, St. Paul,

MN, USA)용 Trimflo parenchymal probe (Vasamedics)를 뇌

정위기구용 미세조작 기구를 사용하여 연막동맥 직상부에 조

심스럽게 근접시켰다. 일정 시간 동안 안정시킨 후 단계적 출

혈-저혈압 및 혈액 재주입에 따른 국소 뇌혈류의 변동을 측정

하였다. Laser-Doppler flowmeter에 의하여 측정된 국소 뇌혈

류의 변동은 MacLab과 Macintosh computer로 구성된 data

acquisition system에 기록하였다.
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관류고정 및 조직처리

실험동물의 흉곽을 열어 심장을 노출시키고, 좌심실에 주사

침을 삽입한 후 우심방을 절개하여 혈액이 흘러나오도록 한

다음 주사침에 주입펌프를 연결하여 분당 4 ml의 속도로 약

200 ml 정도의 0.02 M phosphate buffered saline (PBS)를 관류

시켜 혈액을 제거한 다음 250～300 ml의 4% paraformalde-

hyde/PBS로 관류 고정을 시행하였다. 두부 전체를 적출한 후

동일 고정액에 넣고 4℃ 냉장고에 12시간 동안 후고정

(postfixation)을 하였으며, 경막과 전체 뇌를 분리한 후 6시간

동안 한 번 더 고정하였다. 0.02 M PBS로 15분간 3회 세척하고

20% sucrose/PBS에 8시간 동안 침전시켜 동결 시 일어나는

빙정(ice crystal)을 방지하였다. 이후 경막은 실란(silane)이 입

혀져 있는 슬라이드글라스(Muto Pure Chemicals Ltd, Tokyo,

Japan) 위에 온조직 표본으로 부착시키고, 적출 뇌조직은 전두

엽 끝으로부터 2 mm 간격으로 얻은 7개의 절편 중 5개(3번째

부터 7번째)의 절편들을 냉동박편절단기(HM560 MV Cryo-Star,

Microm, Walldorf, Germany)를 사용하여 10 μm 두께의 조직

박편을 만들어 슬라이드글라스(Muto Pure Chemicals Ltd) 위

에 부착시켰다. 그 후 상온에서 1일간 말린 후 -20℃에서 15분

동안 차가운 acetate에 담구어 고정시켰다가 상온에서 2시간

동안 말린 후 염색 전까지 -20℃ 냉동고에 보관하였다.

면역조직화학

내인성 peroxidase의 반응을 제거하기 위해 조직을 0.3%

과산화수소수에 넣어 20분간 실온에 방치하였다. 그 후 조직

을 0.02 M PBS로 15분간 3회 세척한 후에 비특이적인 면역반

응(nonspecific immune reaction)을 방지하기 위해 2% bovine

serum albumin (blocking antibody)을 사용하여 humidified

chamber에서 30분 동안 반응시켰다. Blocking antibody를 제

거한 뒤 1차 항체인 rabbit anti-nociceptin (Millipore

Biosciences, Temecula, CA, USA)을 1:1,500으로 희석한 후,

4℃에서 12시간 동안 반응시켰다. 이때 희석액은 0.02 M PBS

에 0.5% bovin serum albumin이 섞여 있는 것을 사용하였다.

그 후 실온에서 0.02 M PBS로 15 분간 3회 세척하였다. 2차

항체인 biotinylated goat anti-rabbit IgG (BA-1000, Vector

Laboratories, Burlingame, CA, USA)를 1:1,000으로 희석하여

실온에서 1시간 동안 반응시켰다. 2차 항체 반응이 끝난 후에

0.02 M PBS로 5분간 3회 세척한 후 3차 반응 용액인 avidin-

biotin complex (ABC, Vectastain Elite, Vector Laboratories)

용액으로 넣어 실온에서 1시간 반응시킨 후 0.02 M PBS로 15

분간 3회 세척하고 diaminobenzidine substrate kit(Vector

Laboratories)를 이용하여 광학현미경(Axioskop 40, Carl

Zeiss, Göttingen, Germany)으로 확인하면서 착색반응을 시행

하였다. 반응이 끝난 후 0.02 M PBS로 15분간 3회 세척하여

반응을 중지시키고, 알코올과 xylene으로 탈수 및 투명화 과정

을 거친 후 Entellan (Merck, Darmstadt, Germany)으로 봉입

하여 cover glass를 씌운 후 광학현미경으로 nociceptin-유사

면역반응력(nociceptin-like immunoreactivity)을 관찰하였다.

Nociceptin-유사 면역반응력의 발현에 대한 분석은 디지털 영

상 처리 소프트웨어(AxioVision 4.2, Carl Zeiss)를 사용하여

조사면 당 발현 개수를 측정하였다.

사용 약물

본 연구에 사용된 주요 약물은 nociceptin, nociceptin 수용

체에 선택적 경쟁적 길항제인 [Nphe
1
]nociceptin(1-13)NH2,

신경세포성 nitric oxide (NO) 합성효소 억제제인 7-nitro-

indazole monosodium salt (7-NINA) (이상 Tocris Cookson

Ltd., Avonmouth, Bristol, UK) [51]와 유도성 NO 합성효소

억제제인 aminoguanidine hydrochloride (Sigma Chemical

Co., St. Louis, MO, USA) [20]이다. 이들 약물의 전처치는 에

탄올 투여 5분 전에 각각 복강 내로 주사하였다.

통계 처리

모든 측정치는 평균±평균의 표준오차로 표시하였다. 평균

동맥혈압의 변동에 대한 국소 뇌혈류의 변동은 비직선 회귀분

석법으로 분석하였고, nociceptin-유사 면역반응력의 변동은

Student's unpaired t-test와 분산분석법으로 분석한 후 각 군

사이의 유의성 검정을 Dunnett의 다중비교법으로 사후 검정

하여 p 값이 0.05 미만인 것을 유의하다고 판정하였다.

결 과

국소 뇌혈류의 변동

단계적 출혈-저혈압 및 혈액 재주입에 따른 국소 뇌혈류의

변동을 laser-Doppler flowmetry 방법으로 측정하였다.

출생 후 6, 7 및 8일째에 0.9% 생리식염수를 처치한 sham군

은 주령에 관계없이 평균동맥혈압의 변동에 대한 국소 뇌혈류

의 반응을 정상적으로 나타내었다(Fig. 1, Fig. 2 및 Fig. 3).

그러나 2.5 g/kg의 에탄올을 매일 2시간 간격으로 2회 피하주

사한 군은 출혈-저혈압시 4주령(p<0.05, Fig. 1), 8주령(p<0.05,

Fig. 2) 및 12주령(p<0.05, Fig. 3)에서 뿐만 아니라 혈액 재주입

시 4주령(p<0.05, Fig. 1), 8주령(p<0.05, Fig. 2) 및 12주령

(p<0.05, Fig. 3) 모두에서 뇌혈류 자가조절 기능이 소실 또는

현저히 약화되었다.

출생 초기 에탄올 투여에 의하여 초래된 뇌혈류 자가조절

기능의 손상은 에탄올 투여 5분 전의 nociception (0.138 μ

g/kg, i.p.) 전처치에 의하여 출혈-저혈압 시 4주령(p<0.001,

Fig. 1), 8주령(p<0.01, Fig. 2) 및 12주령(p<0.001, Fig. 3)에서

뿐만 아니라 혈액 재주입시 4주령(p<0.05, Fig. 1), 8주령

(p<0.05, Fig. 2) 및 12주령(p<0.01, Fig. 3) 모두에서 유의하게

차단되어 뇌혈류 자가조절 기능이 정상적으로 유지되었다. 그

러나 nociceptin 수용체 길항제인 [Nphe
1
]nociceptin(1-13)NH2
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Fig. 1. Changes in regional cerebral blood flow (rCBF) in re-

sponse to changes in mean arterial blood pressure

(MABP) of 4-week old rats. Animals were subcuta-

neously treated with ethanol (2.5 g/kg) twice a day, 2

hr apart, on postnatal days of 6, 7 and 8. Nociceptin

(0.138 μg/kg) or [Nphe
1
]nociceptin(1-13)NH2 ([Nphe

1
],

1.38 μg/kg) was administered intraperitoneally 5 min

prior to ethanol treatment. Numbers in parentheses indicate

the numbers of animals. LL=lower limit of MABP for CBF

autoregulation. rCBFLL=rCBF at LL. MABPrCBF(80)= MABP

needed to maintain 80% of baseline rCBF of sham group.

전처치는 에탄올에 의한 뇌혈류 자가조절 기능의 손상을 차단

하지 못하였다.

뇌혈류 자가조절의 하한점(lower limit)의 이동을 보기 위하여

Yamamoto 등[58]의 방법에 따라 자가조절지수[autoregulatory

index; 평균동맥혈압이 10% 저하될 때마다 초래되는 뇌혈류

변동치의 백분율, 즉 (Δ% 뇌혈류)/(10% 평균동맥혈압 저하)]

를 구하여 자가조절지수가 -7인 때의 평균동맥혈압을 뇌혈류

자가조절의 하한점으로 정하였다.

대조군의 자가조절 하한점은 4주령의 경우 기저 평균동맥

혈압의 약 57.7%(Fig. 1), 8주령의 경우 약 50.1%(Fig. 2), 그리

고 12 주령의 경우 약 47.3%이었다(Fig. 3). 그러나 출생 초기

에탄올 투여군에서는 자가조절 하한점이 4주령과 8주령의 경

우 소실되었고, 12주령의 경우 기저 평균동맥혈압의 약 83.0%

로서 현저히 우측으로 이동되었다. 각 군에서 대조군의 자가

조절 하한점에서의 뇌혈류와 동일한 수준의 뇌혈류를 유지하

는데 필요로 하는 평균동맥혈압(4주령, 기저 평균동맥혈압의

80.0%; 8주령, 기저 평균동맥혈압의 78.1%; 12주령, 기저 평균

동맥혈압의 77.1%)을 비교하여 보았을 때 모든 연령군에서 초

기 에탄올 투여군은 대조군보다 높은 평균동맥혈압을 필요로
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Fig. 2. Changes in rCBF in response to changes in MABP of

8-week old rats. MABPrCBF(78.1)=MABP needed to main-

tain 78.1% of baseline rCBF of sham group. Others are

same as in Fig. 1.
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Fig. 3. Changes in rCBF in response to changes in MABP of

12-week old rats. MABPrCBF(77.1)=MABP needed to main-

tain 77.1% of baseline rCBF of sham group. Others are

same as in Fig. 1.

하였고, nociceptin 전처치군은 대조군과 유사한 평균동맥

혈압을 필요로 하였으나, [Nphe1]nociceptin(1-13)NH2 전처

치군은 여전히 대조군보다 높은 평균동맥혈압을 필요로

하였다.

한편, 혈액 가스 분석 결과는 4주령의 경우 Table 1에서 보
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Fig. 4. Representative photomicrographs for expression of noci-

ceptin-like immunoreactivity in dura mater of 4-, 8- and

12-week old rats. Animals were subcutaneously treated

with ethanol (2.5 g/kg) twice a day, 2 hr apart, on post-

natal days of 6, 7 and 8, respectively. 7-Nitroindazole

monosodium salt (7-NINA, 50 mg/kg) or amino-

guanidine (AG, 1 mg/kg) was administered intra-

peritoneally 5 min prior to ethanol treatment. Scale

bar=100 μm.

25
50
75

100

25
50
75

100

N
um

be
r 

of
 n

oc
ic

ep
tin

-li
ke

 im
m

un
or

ea
ct

iv
ity

Sham Vehicle 7-NINA AG

25
50
75

100

Pretreatment

*

##

#

**

##

#

***

##

#

4-wk

8-wk

12-wk

25
50
75

100

25
50
75

100

N
um

be
r 

of
 n

oc
ic

ep
tin

-li
ke

 im
m

un
or

ea
ct

iv
ity

Sham Vehicle 7-NINA AG

25
50
75

100

Pretreatment

*

##

#

**

##

#

***

##

#

4-wk

8-wk

12-wk

*

##

#

**

##

#

***

##

#

4-wk

8-wk

12-wk

Fig. 5. Inhibition by nitric oxide synthase inhibitors of ex-

pression of nociceptin-like immunoreactivity in dura

mater of 4-, 8- and 12-week old rats. The number of

animal is 4 in each group.
*p<0.01;

**p<0.005;
***p<0.001

vs. sham group. #p<0.05; ##p<0.001 vs. vehicle group.

는 바와 같이 실험 전, 중 및 후에 유의한 차이를 보이지 아니

하였다. 8주령과 12주령의 경우에 있어서도 혈액가스 분석 결

과는 실험 전, 중 및 후에 유의한 차이를 보이지 아니하였다(결

과 미제시).
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Fig. 6. Representative photomicrographs for expression of noci-

ceptin-like immunoreactivity in cerebral cortex of 4-, 8-

and 12-week old rats. Scale bar=100 μm.
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Fig. 7. Inhibition by nitric oxide synthase inhibitors of ex-

pression of nociceptin-like immunoreactivity in cerebral

cortex of 4-, 8- and 12-week old rats. Nociceptin-like

immunoreactivity was determined by summation of in-

dividual immunoreactivity from 5 consecutive slices at

a 2-mm interval from frontal pole to occipital lobe of

brain. The number of animal is 4 in each group.
*p<0.005

vs. sham group.
#p<0.05;

##p<0.001 vs. vehicle group.

경막 내 nociceptin-유사 면역반응력 발현

실험동물의 경막 내 nociceptin-유사 면역반응력은 Fig. 4와

Fig. 5에서 보는 바와 같이 정상군에서는 뇌막혈관 주위에서

소량 발현되었다(4주령, 30.0±9.5 개/조사면; 8주령, 21.3±3.0

개/조사면; 12주령, 12.8±2.8 개/조사면). 그러나 출생 초기 에

탄올 투여 군에서는 Fig. 4와 Fig. 5에서 보는 바와 같이 경막

내 nociceptin-유사 면역반응력이 모든 주령에서 현저히 증가

하였다(4주령, 98.1±13.4 개/조사면, p<0.01; 8주령, 91.3±11.7
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Table 1. The values of arterial blood gas analysis of 4-week old rats in determination of regional cerebral blood flow

pH PaCO2 (mmHg) PaO2 (mmHg)

Sham

(n=4)

Before

During

After

7.401±0.038

7.400±0.035

7.402±0.037

43.5±3.4

42.0±3.6

42.1±3.5

95.1±2.3

95.0±3.3

95.8±2.9

Vehicle

(n=5)

Before

During

After

7.388±0.037

7.413±0.035

7.412±0.032

43.1±3.4

42.6±4.1

42.9±4.3

94.5±2.2

94.6±2.2

93.9±3.3

Nociceptin

(n=4)

Before

During

After

7.403±0.032

7.401±0.035

7.403±0.036

43.2±4.4

42.8±4.0

42.6±4.1

96.1±2.8

97.2±2.5

96.1±2.6

[Nphe1]

(n=3)

Before

During

After

7.398±0.030

7.402±0.030

7.403±0.032

43.1±3.3

39.9±3.7

41.1±3.1

94.4±3.1

93.5±3.4

93.7±3.5

Data are means±SEM. Before, basal values before hemorrhagic hypotension. During, values during hypotension. After, values after

blood reperfusion. Others are same as in Fig. 1.

개/조사면, p<0.005; 12주령, 74.9±9.3 개/조사면, p<0.001).

출생 초기 에탄올 투여에 의하여 초래된 이러한 경막 내

nociceptin-유사 면역반응력 발현의 증가에 있어서 NO의 관

련성을 살펴보기 위하여 신경성 NO 합성효소 억제제인

7-NINA와 유도성 NO 합성효소 억제제인 aminoguanidine

전처치 효과를 관찰하였다.

출생 초기 에탄올 투여에 의한 경막 내 nociceptin-유사 면

역반응력 발현의 증가는 7-NINA 전처치(4, 8 및 12주령 모두

p<0.001)에 의하여 뿐만 아니라 aminoguanidine 전처치(4, 8

및 12주령 모두 p<0.05)에 의하여 모든 주령에서 유의하게 억

제되었다(Fig. 4와 Fig. 5).

한편 aminoguanidine과 7-NINA 자체는 경막 내 noci-

ceptin-유사 면역반응력에 큰 영향을 미치지 아니하였다(결과

미제시).

대뇌피질 내 nociceptin-유사 면역반응력 발현
전두엽 끝으로부터 2 mm 간격으로 얻은 7개의 뇌 절편 중

5개(3번째부터 7번째)의 절편들에서 발현되는 nociceptin-유

사 면역반응력을 합산하였다. 대뇌피질에서의 nociceptin-유

사 면역반응력은 Fig. 6과 Fig. 7에서 보는 바와 같이 정상군에

서는 소량 발현되었다(4주령, 677.7±48.5 개/조사면; 8주령,

654.0±46.5 개/조사면; 12주령, 669.1±55.8 개/조사면). 그러나

출생 초기 에탄올 투여 군에서는 Fig. 6과 Fig. 7에서 보는 바와

같이 대뇌피질 내 nociceptin-유사 면역반응력이 모든 주령에

서 현저히 증가하였다(4주령, 1124.0±71.8 개/조사면, p<0.005;

8주령, 993.0±49.7 개/조사면, p<0.005; 12주령, 948.6±27.9 개/

조사면, p<0.005).

출생 초기 에탄올 투여에 의하여 초래된 이러한 대뇌피질

내 nociceptin-유사 면역반응력 발현의 증가는 7-NINA 전처

치(4주령, p<0.05; 8 및 12주령, p<0.001) 뿐만 아니라 amino-

guanidine 전처치(4, 8 및 12주령 모두 p<0.001)에 의하여 모든

주령에서 유의하게 억제되었다(Fig. 6과 Fig. 7).

한편 7-NINA와 aminoguanidine 자체는 대뇌피질 내 noci-

ceptin-유사 면역반응력에 큰 영향을 미치지 아니하였다(결과

미제시).

고 찰

본 연구는 흰쥐에서 출생 초기의 에탄올 투여는 성장 후

뇌혈류 자가조절 기능에 현저한 변동을 초래하고, 이에 대한

보상기전으로서 nociceptin의 발현이 증가하며, 여기에는 NO

가 깊이 관여하고 있음을 관찰하였다.

뇌기능 발달장애 질환인 뇌성마비, 정신지체 및 학습장애는

태아기, 출생전후기 또는 신생아기의 뇌 발달 시기에 어떠한

원인에 의해서든 뇌가 손상을 받아서 발생한다[9]. 이에 대한

연구를 위하여 출생전후기 저산소-허혈 유발이 실험동물에서

많이 시도되어 왔다.

출생 전후기의 질식에 의하여 이차적으로 초래되는 저산소

-허혈성 뇌증은 뇌기능 발달장애의 가장 흔한 위험인자이다.

출생전후기 동안의 질식은 뇌순환계에 중대한 영향을 미치는

데, 초기에는 1) 심박출량의 많은 부분이 뇌로 가게 되어 태아

순환계의 변동이 일어나고, 2) 전체 뇌혈류와 국소 뇌혈류의

증가가 일어나고, 3) 뇌혈관에서의 뇌혈류 자가조절 기능이

소실되며, 후기에는 4) 전신 저혈압의 발생과 함께 심박출량의

감소 및 5) 뇌혈류의 감소가 일어나게 된다[2, 6, 18, 35]. 실제로

질식 후기에 초래되는 부가적인 순환장애가 그 이후의 뇌 발

달에 심각한 영향을 미친다고 알려져 있다. Volpe 등[53]은 질

식 상태로 출생한 영아들에서 시상옆의 뇌혈류량이 감소되어

이 부위의 혈류량이 실비우스 피질(sylvian cortex)의 혈류량보

다 25～50%나 낮음을 관찰하였고, Taudorf와 Vorstrup [52]는
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전산화 단층 촬영상에서 정상 소견을 가진 뇌성마비 환아들의

뇌혈류의 평균은 정상 수준이었으나, 미숙아에서는 대뇌 후반

부에서, 만삭 분만아에서는 대뇌의 전방과 후방에서 저관류

소견을 보였다고 보고하였다. 또한 뇌성마비 환아에서 경두개

도플러(transcranial Doppler)로 측정한 뇌혈류 속도가 매우

감소되어 있거나[5, 14] 국소 뇌혈류가 감소되어 있었다고 보

고된 바 있다[57].

뇌 발달 시기에 저산소증에 노출되면 노출시기에 따라 손상

받는 뇌부위가 다르게 나타난다고 알려져 있다[34]. 임신 3기

의 전반기에 노출되면 뇌간과 시상에 손상이 주로 나타나고,

임신 3기의 중반에 노출되면 뇌간과 시상뿐 아니라 기저핵의

렌즈핵(lentiform nucleus)에 손상이 나타나고, 임신말기에 노

출되면 복외측 시상(ventrolateral thalamus)과 후렌즈핵

(posterior lentiform nucleus), 롤란도 피질주변(perirolandic

cortex)이 손상되며, 외측무릎핵(lateral geniculate nucleus)과

시각부챗살(optic radiation)이 손상받기도 한다.

태아알코올증후군은 임신 기간 동안 만성적으로 알코올을

섭취한 산모로부터 출생한 영아에서 산전 성장과 형태 발생의

변화가 나타나는 증후군으로서 태아알코올증후군을 가진 소

아는 정신지체, 학습부진, 심한 행동장애 등으로 일생 동안

고통을 받는다[31]. 뇌에 대한 알코올의 신경독작용은 뇌가 급

성장하는 시기, 즉 신경세포접합이 형성되는 시기에 특히 민

감하게 나타난다고 하는데, 이 시기는 사람에서는 임신 말기

에 해당하고 쥐에서는 출생 후 초기에 해당한다[10, 16]. 사람

의 대뇌피질에서 신경세포접합 형성은 임신 3개월에 나타나

기 시작하여[41] 생후 24개월까지 활발히 이루어져 최고도에

이르다가 그 이후 서서히 감소된다[27]. 쥐의 경우 생후 7일의

뇌는 뇌 발달기에 있어서 조직학적으로 사람의 임신 32～34주

또는 신생아 때의 것과 유사하여 대뇌피질 신경세포의 계층화

가 완성되고, 배아 기질(germinal matrix)이 복잡하게 뒤엉키

게 되며, 백질은 아직 수초화가 거의 진행되지 않은 상태로

있다고 한다[48]. 따라서 신생기 쥐에게 에탄올을 투여하면 태

아알코올증후군에서 나타나는 뇌 크기의 전반적인 감소, 소뇌

와 해마에서의 신경세포의 소실 등이 초래된다[17, 56]. 그러나

알코올에 의한 뇌기능 발달장애에 대한 연구를 위한 적합한

동물실험 모델의 개발은 매우 부진할 뿐만 아니라 그 병태생

리학적 기전도 아직 불확실한 실정이다.

최근에 Ikonomidou 등[28]은 출생 초기(생후 7일)의 쥐에

게 에탄올을 2시간 간격으로 2회 투여함으로써 세포소멸성

신경변성이 뇌에서 확실하게 발생됨을 입증하여 태아알코올

증후군의 실험모델로 적합하다고 제시하였다. 본 연구의 예비

실험에서 생후 7일 하루만 에탄올을 투여한 군의 국소 뇌혈류

의 자가조절 기능은 4주령에서는 거의 소실되었고, 8주령 이

후 12주령으로 주령이 증가함에 따라 약화되기는 하였지만

회복되기 시작하였다. 그러나 생후 7일을 전후하여 3일간 에

탄올을 투여한 군에서는 주령에 관계없이 뇌혈류 자가조절

기능과 뇌연막소동맥의 자가조절성 혈관운동성이 완전히 소

실 또는 현저히 약화되었다. 따라서 출생 초기 알코올 투여에

의한 뇌기능 발달장애에 관한 연구를 수행하기 위하여는 생후

7일에만 에탄올을 투여하는 것보다는 생후 6～8일에 걸쳐 3일

동안 에탄올을 투여하는 것이 뇌혈류역학에 현저한 변동을

초래하므로 뇌기능 발달장애의 동물모델로 더 적합한 것으로

판단되었다.

뇌순환계는 급격한 혈압 감소 시에는 혈관 확장이 일어나고,

혈압이 급격히 상승하게 되면 혈관 수축이 일어나 자동적으로

뇌를 관류하는 혈액량이 거의 일정하게 유지되도록 조절하는

자가조절 기능을 가지고 있다[33]. 또한 뇌의 특정부위의 활동

이 증가 또는 감소하게 되면 이 부위의 뇌혈류도 증가 또는

감소하게 된다. 이와 같은 뇌실질 내 미세혈관의 운동성에 있어

서 뇌 모세혈관의 내피세포와 혈관주위세포(pericyte)에 존재하

는 평활근 수축성 단백[4, 43]이 중요한 역할을 해 주거나, 혈관

주위세포들이 평활근 세포로 분화되어[38] 뇌실질 내 미세혈관

의 운동성에 관여해 준다. 본 연구의 결과에서는 출생 초기 에탄

올 투여에 의하여 성장 후의 국소 뇌혈류 조절 기능에 현저한

변동이 초래되었다. 즉, 단계적 출혈-저혈압 및 혈액 재주입에

의한 평균동맥혈압의 변동에 따른 국소 뇌혈류의 변동을 관찰

하였을 때 출생 초기 에탄올 투여군은 모든 주령에서 출혈-저혈

압시 뿐만 아니라 혈액 재주입시의 국소 뇌혈류 자가조절 기능

의 소실 또는 현저한 약화를 보였다. 출생 초기 에탄올 투여에

의하여 초래된 이러한 뇌혈류 자가조절 기능의 손상은 noci-

ceptin 전처치에 의하여 억제되어 뇌혈류 자가조절 기능을 모

든 주령에서 정상적으로 나타내었다. 그러나 nociceptin 수용

체 선택적 경쟁적 길항제인 [Nphe
1
]nociceptin(1-13)NH2 전처

치는 아무런 효과가 없었다.

한편, NO는 뇌성마비의 위험인자인 저산소-허혈과 밀접한

관계가 있다. 성숙한 뇌에서 저산소증은 신경세포성 NO 합성

효소의 mRNA와 단백질 발현을 증가시키며 NO 합성효소의

보조인자인 tetrahydrobiopterin 합성의 속도제한효소인 GTP

cyclohydrolase I의 발현을 증가시킨다[22]. 발생 중인 뇌에서

도 저산소-허혈에의 노출은 저산소-허혈에 민감한 뇌부위의

신경세포성 NO 합성효소를 발현하는 신경세포의 수를 증가

시키며[3, 24], 반대로 신경세포성 NO 합성효소를 knock-out

시킨 생쥐에서는 저산소-허혈 손상이 경감되는 것으로 알려져

있다[12]. 특히 S100β를 고농도로 처리할 경우 별아교세포가

사망하게 되는데, 이때 NO 합성효소가 활성화되며 NO 합성

효소 억제제를 처리하면 세포사망이 억제된다[26]. 따라서

NO는 발생 중인 뇌의 저산소-허혈성 손상의 중요한 매개인자

의 하나이며, 신경교세포의 사망을 유도할 수도 있다.

에탄올이 뇌세포에서의 NO 합성에 미치는 영향에 대하여

는 매우 다양하게 보고되고 있는데, Kimura 등[30]은 장기간

에탄올을 투여받은 기니픽 모체의 만삭 태아의 뇌 무게와 해마

내 신경세포성 NO 합성효소의 활성도가 감소되었다고 하고,
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Phillips 등[47]은 출생 전에 에탄올에 노출됨으로써 쥐의 위둔

덕(superior colliculus)과 수도관주위회백질(periaqueductal

gray) 내에 신경세포성 NO 합성효소를 가진 신경세포의 수가

감소되었다고 하는가 하면, Pantazis 등[46]과 Zou 등[60]은

NO 합성효소 억제제가 에탄올에 의한 신경독작용을 보호한

다고 한다.

본 연구에서 출생 초기 에탄올 투여에 의하여 경막과 대뇌

피질에 nociceptin-유사 면역반응력의 발현이 현저히 증가하

였는데 이 결과들은 7-NINA 및 aminoguanidine 전처치에 의

하여 유의하게 감소하였다. 이러한 사실들은 출생 후 신경세

포접합 형성이 왕성한 시기에 급성으로 과도하게 노출된 알코

올에 의하여 초래되는 급격한 환경 변동으로 인하여 신경성

NO 합성효소가 활성화되고, 뒤이어 진행되는 염증반응과 함

께 유도성 NO 합성효소가 활성화됨으로써 연속적으로 대량

으로 생성되는 NO에 의하여 신경독작용이 초래되는데, 이때

NO 합성효소와 함께 공존하는 nociceptin 신경세포[25]의 흥

분이 지속적으로 일어난 결과라고 생각된다. 그러나 이러한

가능성에 대하여 본 연구에서 에탄올 투여 후의 뇌내 NO의

양이나 NO 합성효소들의 활성도의 변동을 직접 측정해 보지

않아 현재로서는 확실히 알지 못하고 향후 이를 뒷받침할 연

구를 더 해 보아야 할 필요가 있다.

본 연구에서 출생 초기 에탄올 투여에 의하여 초래되는 뇌

혈류 자가조절 기능의 손상이 에탄올 투여 전에 전처치한 외

인성 nociceptin에 의하여 유의하게 차단되어 뇌혈류 자가조

절 기능이 정상적으로 유지되었다는 사실은 매우 흥미있는

결과이다. 그러나 이와 같은 외인성 nociceptin 전처치에 의한

뇌혈류 자가조절 기능의 보호 효과에 대하여 현재로서는 그

기전을 확실히는 알 수 없다. 하지만 Armstead [1]가 새끼 돼

지의 적출 연막동맥 실험에서 nociceptin이 cAMP와 K
+
통로

(ATP-민감성 및 Ca2+-민감성 K+ 통로)에 의존한 기전을 통하

여 확장시켰다고 한 보고와 Nelson 등[44]이 쥐의 대뇌피질

절편에 대한 급성 허혈 실험에서 nociceptin이 glutamate의

유출을 억제하여 신경보호 작용을 가진다고 한 보고들을 참조

해 보면, 에탄올 투여 전에 투여한 외인성 nociceptin에 의하여

glutamate 유출이 억제됨으로써 얻어지는 신경보호 효과와 함

께 cAMP 유리와 그 이후의 ATP-민감성 K+ 통로 및 Ca2+-민감

성 K+ 통로의 개구에 의한 연막동맥의 확장이 일어남으로써

적절한 뇌혈류를 유지할 수 있게 되어 출생 초기 에탄올 투여

에 의하여 초래되는 저산소-허혈 상태가 사전에 방지되었을

것으로 추측할 수 있다. 그러나 아직 이를 뒷받침할 만한 결과

가 제대로 없어 확정하기는 힘들고 향후 더 깊이 있는 연구를

해 볼 필요가 있다.

이상의 결과들을 종합해 보면 출생 초기 에탄올 투여는 성

장 후의 뇌혈류 자가조절 기능에 지속적인 손상을 초래하는

데, 이에 대한 보상기전으로서 nociceptin의 발현이 증가하며,

여기에는 NO가 깊이 관여하고 있음을 시사한다.
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초록：출생 초기 에탄올 투여 흰쥐의 뇌혈류 조절 변동에 대한 Nociceptin의 관여

조동환․이원석*

(부산대학교 의학전문대학원 약리학교실)

본 연구는 Sprague-Dawley계 숫쥐에서 출생 초기 에탄올에의 노출에 의한 성장 후 뇌혈류 자가조절의 변동을

관찰하고 이러한 변동에 대한 nociceptin의 관여를 관찰하고자 하였다. 실험동물에게 에탄올 2.5 g/kg을 생후 6,

7 및 8일의 3일 동안 2시간 간격으로 1일 2회 피하 주사하였다. 주령 4, 8 및 12주 시기에 단계적 출혈에 의한

저혈압 및 혈액 재주입에 의한 혈압 상승시의 평균동맥혈압의 변동에 따른 국소 뇌혈류 변동을 laser-Doppler

flowmetry 방법으로 측정하였고, 경막과 대뇌피질에서 nociceptin-유사 면역반응력의 발현을 면역조직화학법으

로 측정하였다. 출생 초기 에탄올 투여는 4, 8 및 12주령 모두에서 국소 뇌혈류 자가조절 기능을 거의 소실시켰다.

에탄올 투여 전에 nociceptin을 전처치한 군에서는 모든 연령군에서 국소 뇌혈류 자가조절 기능이 보존되었으나,

nociceptin 수용체 선택적 경쟁적 길항제인 [Nphe
1
]nociceptin(1-13)NH2를 전처치한 군에서는 보존되지 아니하였

다. 출생 초기 에탄올 투여에 의하여 경막 내 nociceptin-유사 면역반응력이 모든 연령군에서 현저히 증가하였고,

7-nitroindazole (7-NINA) 전처치뿐만 아니라 aminoguanidine 전처치에 의하여 모든 주령에서 유의하게 억제되

었다. 출생 초기 에탄올 투여에 의하여 대뇌피질 내 nociceptin-유사 면역반응력이 모든 연령군에서 현저히 증가

하였고, 7-NINA 전처치와 aminoguanidine 전처치에 의하여 모든 주령에서 유의하게 억제되었다. 모든 실험군의

동맥혈가스분석 결과는 실험 전, 중 및 후에 유의한 차이를 보이지 아니하였다. 이상의 결과로 보아 출생 초기

에탄올 투여는 성장 후 뇌혈류 자가조절에 변동을 초래하고, 이에 대한 보상기전으로서 nociceptin의 발현이 증가

하는데, 여기에는 nitric oxide가 깊이 관여하는 것으로 생각된다.
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