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학술논문 생명․환경 부문

실험동물의 뇌파 측정에 의한 중추약물의 항경련효과 연구
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Intoxicated with Organophosphate Compounds
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ABSTRACT

  Organophosphorus compounds are irreversible inhibitors of cholinesterase enzyme. Exposure causes a progression 
of toxic signs, including hypersecretion, tremor, convulsion, respiratory distress, epileptiform seizure, brain injuries 
and death. To protect brain injuries, administration of diazepam as a neuroprotectant is now considered essential 
for severely exposed nerve agent casualties. However, studies have shown diazepam to provide less than total 
protection against the neuropathological consequences of nerve agent exposure. In this context, extensive studies 
have been carried out to find out effective alternative drugs to protect brain from epileptiform seizures induced by 
organophosphate compounds intoxication. It has been reported that a combination of carbamate and anticholinergic 
or antiglutamatergic can be a very effective medical countermeasure in dealing with the threat of organophosphorous 
poisoning. In this study, experimental animals including rats and guinea pigs were implanted with microelectrodes 
on their brain sculls, and treated with various centrally acting drugs such as physostigmine and procyclidine prior 
to soman challenge, and then its electroencephalography(ECoG) was monitored to see anticonvulsant effects of the 
drugs. It was found that seizure activities in ECoG were not always in proportion to clinical signs induced by 
soman intoxication, and that combinative pretreatment with physostigmine plus procyclidine effectively stopped the 
seizures induced by organophosphorous poisoning.

Keywords : Anticonvulsant(항경련제), Seizure(발작), Electroencephalography(뇌파), Procyclidine(프로사이클리딘), 
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1. 서 론

†2013년 2월 8일 접수～2013년 3월 15일 게재승인

* 국방과학연구소(ADD)
책임저자 : 조  영(choyoung@add.re.kr)

  신경작용제(organophosphorus compounds)는 신경전달

에 관여하는 효소 acetylcholinesterase(AChE)를 비가역

적으로 저해시킴으로서, hypersecretion, fasciculation, 
tremor, convulsion, respiratory distress, epileptiform 
seizure와 같은 중독 증상을 초래하고 나아가서 뇌손상 
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및 사망에 이르게 된다[1～7]. 이러한 신경작용제의 해독

을 위하여는 복합적인 예방제 및 치료제가 요구된다
[8,9]. 전처치제로 사용되는 pyridostigmine 정제는 일정

부분(약 30%)의 효소 AChE를 비가역적으로 저해함으

로서 AChE 전부가 신경작용제에 의해 비활성화되는 

것을 막아준다
[6]. 중독 후에는 anticholinergic drug인 

atropine이 muscarinic receptor site를 막아주고, 2-PAM 
(pyridine-2-aldoxime methylchloride)은 저해된 AChE를 

재활성화 시켜준다
[6,10]. 그러나 이 약물들로만은 신경

작용제에 의해 유발되는 seizure를 막아줄 수 없으므로 

생존하더라도 치명적인 뇌손상을 초래하게 된다
[11,12]. 

이를 위해 gamma-aminobutyric acid(GABA) receptor의 

agonist인 diazepam이 항경련제(anticonvulsant)로 사용된

다. 그러나 diazepam의 뇌보호효과가 미흡하다는 연구

결과가 발표된 바 있으며, 약효의 발효시간이 느리고 

효력이 약하다는 보고가 있었다
[13～15]. 따라서 diazepam

을 대체할 수 있는 후보 약물에 대한 광범위한 연구가 

진행되어 왔다. 그 후 보고된 바로는 carbamate 계열 

약물과 anticholinergic 또는 antiglutamatergic 약물을 복

합투여할 경우 효과적으로 경련을 억제할 수 있으며, 
뇌보호효과가 우수하다는 연구결과가 있다

[8,9]. 본 연

구에서는 실험동물(rat, guinea pig)의 뇌(brain) 표면에 

전극을 이식하고, carbamate 계열 약물인 physostigmine
과 anticholinergic 및 antiglutamatergic 효과를 겸비한 

procyclidine을 복합투여한 후(피하주사 또는 osmotic 
mini pump 사용), 유기인화합물 중독에 의해 유발되는 

경련성 뇌파(EEG : electroencephalography)의 억제효과

를 관찰하였다. 특히 EEG를 실시간으로 모니터링하면

서, seizure가 발현되는 시간(onset time), seizure가 지속

되는 시간(duration time)을 관찰하여, 약물의 투여조건

에 따른 항경련효과를 측정하였다.

2. 실험재료 및 방법

가. 실험재료

  실험동물로는 male Hartley albino guinea pig(무게 : 
300～400g) 및 male albino rat(400～550g)를 사용하였

다. 신경작용제인 Soman(pinacolyl methylphosphono- 
fluoridate), 1-[([4-(aminocarbonyl)pyridinio]methoxy)methyl] 
-2-[(hydroxyimino)methyl]pyridinium dichloride(HI-6), 
pyridine-2-aldoxim methylchloride(2-PAM)은 ADD의 지

정된 실험실에서 합성하여 사용하였다. Physostigmine, 

procyclidine, Atropine methylnitrate 등은 Sigma Chemical 
Co.에서 구입하였다. Soman을 isopropanol에 녹여서 

stock solutions을 만들고 시험직전에 saline에 순차적으

로 희석하여 사용하였다.

나. 실험방법

  실험동물의 마취를 위하여 4% isofluorane을 사용하

였고 Kopf stereotaxic frame에 머리를 고정시킨 후, 2개
의 stainless-steel recording screw type의 electrodes(screw 
head에 절연된 silver wire 연결)를 두개골 경막(epidural)
에 implantation하였다(정수리 bregma 기준 2～3mm 후

방 및 측면). 3번째 reference screw electrode는 소천문

(lambda) 기준 2mm 전방에 심었고, electrode는 dental 
cement로 고정하였으며, wire는 5-pin connector에 연결

하였다. 그 후 5일간의 회복기간을 거친 후 실험에 사

용하였다.
  피하에 미니펌프(alzet mini-osmotic pumps) 이식을 위

하여 24시간 전에 체중을 측정하고, 투여약물의 적정

농도를 결정하였다. 펌프 1개당 0.2ml의 약물 용액을 

충진시키고 펌프의 약물 delivery 속도는 2.5, 5.0, 10.0
μg/kg/hour로 각각 설정하였다. 기니픽을 2% Rompun 
solution(0.1ml/Kg, I.v)로 마취시킨 후, 등의 일정 부분

을 면도하고 소독한 다음 피부를 절개하여 펌프를 넣

고, 멸균된 braided silk(Ethicon Ltd, UK)로 봉합하였으

며, 펌프이식 직전부터 48시간 후까지 경시별로 혈액

을 채취하여 약물농도를 분석하였다. 마지막 혈액샘플 

채취 직후 작용제를 투여하였으며(800μg/ml; 50μg/Kg = 
2.5×LD50). 각 실험동물은 독립된 케이지에서 관리하고, 
computerized electroencephalographic system(UNIQUANT®)
에 연결시켜, electrocorticogram(ECoG)을 측정하였다. 
Soman challenge 30분 및 10분 전에 pyridostigmine 
bromide(0.1mg/kg)과 atropine methylnitrate(20mg/kg)를 

투여하였고, ECoG signal은 amplified/filtered(0.3～40Hz)
되어 computer monitor에 나타남과 동시에 computer 
hard disk에 저장하였다.

3. 실험결과 및 고찰

가. Seizure 유발 및 관찰

  우선 seizure를 유발시켜 ECoG를 관찰하기 위하여 

rat에 soman challage(2×LD50) 30분 전에 HI-6 125mg/kg
을 투여하고 ECoG를 측정한 결과는 아래 Fig. 1과 같
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다. Soman challage 후 7분 경과 시에는 정상 ECoG를 

보였으며, 시간이 경과됨에 따라서 ECoG의 주파수

(frequency)와 진폭(amplitude)이 증가하는 양상을 나타

내었다. Soman challage 41분 경과 후부터 경미한 

seizure가 나타나기 시작하여 2시간 이후에는 심한 

seizure를 보였다. 본 실험군의 경우 12시간 경과 후 

사망함을 확인하였다.

7min 

41min 

95min 

120min 

130min 

Fig. 1. Electrocorticogram(ECoG) of a rat pretreated with 

HI-6(125mg/kg) 30 min prior to soman challage 

(2×LD50). 

나. 항경련효과 관찰

  현재 외국에서 운용 중인 전처치제 피리도스티그민 

정제와 MARK-1의 항경련효과를 관찰하기 위하여, 전

극이 이식된 rat를 대상으로, soman challenge 30분 전

에 pyridostigmine 0.026mg/kg을 근육주사하고, 2×LD50

의 soman을 근육 주사하여 1분 경과 후 atropine 
(2mg/kg)과 2-PAM(25mg/kg)을 근육주사하고 ECoG를 

관찰한 결과는 다음 Fig. 2와 같다.
  Fig. 2는 ECoG 상에서 나타난 진폭과 주파수의 증

가를 경시별로 나타낸 것이며, 측정시작 5분 후 심한 

seizure가 유발되어 1시간 정도 지속되었고, 그후에도 

완전한 정상상태로 돌아오지는 않았다. 48시간 이후에

도 생존은 가능하였으나, brain을 적출하여 조직병리학

적 방법(histophathological method)에 의해 뇌조직을 검

사해본결과 보고된 바와 같은 심한 뇌손상이 관찰되

었다
[16].

Fig. 2. Time courses of the changes of amplitude and 

frequency exhibited in electrocorticogram(ECoG) 

from a rat pretreated with pyridostigmine 

(0.026mg/kg) prior to soman challenge(2×LD50), 

followed by post-treatment with atropine(2mg/kg) 

plus 2-PAM(25mg/kg). o-o : Amplitudes in ECoG, 

o--o : Frequencies in ECoG

  다음 실험으로서 soman challenge 30분 전에 중추약

물로서 뇌보호효과가 우수한 것으로 판명된 procyclidine 
(3mg/kg)과 physostigmine(0.1mg/kg)을 피하주사로 투여

하고 2×LD50의 soman을 투여하여 ECoG를 관찰하였다.

 A

 B

Fig. 3. Electrocorticogram(ECoG) of a rat pretreated 

with procyclidine(3mg/kg) plus physostigmine 

(0.1mg/kg) 30 min prior to soman challage 

(2×LD50). A : Before soman challenge, B : After 

soman challenge

  Fig. 3과 같이 2×LD50의 soman challenge에 대하여 

ECoG 상에서 나타나는 seizure의 징후는 관찰되지 않

았으며, 외관상으로 나타나는 약간의 중독 증상(tremor
등)과 seizure는 비례하지 않는다는 것을 알 수 있다. 
실제로 procyclidine(3mg/kg)과 physostigmine(0.1mg/kg)은 

soman 중독에 대해 실험동물 종류별로 차이가 있으나 

최소 2배 이상의 protection ratio를 나타내는 약물농도

로서
[16] seizure를 관찰하기 위하여는 더 낮은 농도의 

중추약물 용량을 설정할 필요성이 있는 것으로 판단되

었다.
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  따라서 혈액 중의 약물농도를 적은 오차범위내로 일

정하게 유지시킨 상태에서 soman 중독에 의해 유발되

는 seizure를 관찰하기 위하여 rat의 피하조직에 다양한 

약물농도의 procyclidine과 physostigmine을 충진시킨 

mini-osmotic pump를 이식하고, 약물농도를 일정하게 

유지시킨 상태에서 soman 중독에 대한 항경련효과를 

측정하였다. 본 실험에 적용된 약물농도는 다음 Table 
1과 같다.

Table 1. Experimental conditions of osmotic mini-pump 

containing various amounts of physostigmine 

(PHY) and procyclidine(PC)

Tested

Animal

weight

(g)

Drug amounts(μg) 

in mini-pump

(for 300g of weight)
Fold of LD50 

of soman

PHY PC

1 550 36 576 5

2 500 36 576 10

3 440 18 288 2

4 470 18 288 3

5 470 9 144 2

6 410 9 144 2

  

  

Fig. 4. Time courses of the changes of amplitude( and 

frequency exhibited in electrocorticogram(ECoG) 

of rats implanted with osmotic mini-pumps 

containing various amounts of physostigmine 

(PHY) and procyclidine(PC) prior to soman 

challenge. : Amplitudes(o-o) and Frequencies 

(o--o) in ECoG
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  상기의 조건으로 pump를 이식하고 1일 경과 후에 

다양한 농도의 soman을 투여하고 ECoG를 측정하였다. 
기니픽 brain에서 seizure가 증가할 경우 ECoG 상에서 

파장의 진폭(amplotude)와 주파주(frequency)가 증가되는 

현상을 관찰 하였으며, soman challenge 시각을 기점으

로 하여 시간이 경과함에 따라 변하는 진폭과 주파수

를 측정한 결과는 Fig. 4와 같다.

Table 2. Summarized results of ECoG, clinical signs, 

and cholinesterase inhibition exhibited in 

guinea pig models

No

Drug amount 
loaded in 
pump

Folds 
of 

soman 
LD50

 ChE
inhibition
(%)

ECoG results

PHS
(μg/kg)

PC
(μg/kg)

Onset 
time
(min)

Duration 
Time
(min)

clinical
signs

1 18 576 1.3 76 15 2 normal after 
seizure

2 18 576 1.5 56 17 80 〃

3 18 288 1.5 56 15 160 〃

4 18 288 1.7 31 10 143 died in 
155min

5 18 144 1.7 43 14 220  normal 

6 18 144 1.5 36 21 20 recovered to 
normal

7 18 72 1.5 40 8 180 recovered to 
normal

8 18 72 1.7 47 10 180 died in 
190min

9 18 36 1.7 44 17 180 died in 24hrs

10 18 36 1.7 38 18 180 died in 24hrs

11 9 576 1.7 41 no seizure tremor, normal 
afterward

12 9 288 1.7 41 18 6
hypersensitive, 

dead in 
160min

13 9 144 1.7 32 15 145 tremor, normal 
in 170min

14 9 72 1.7 28 23 15
normal 

afterward, 
hypersensitive

15 9 36 1.5 35 9 1.5 normal 
afterward

  

  실험군 2번의 경우 고용량의 soman(10×LD50) 투여로 

10분 후 사망하였으며, ECoG 상에서 약 2～3분 정도

의 seizure에 따른 진폭증가가 관찰되었으나, 유의적인 

주파수 증가는 미미하였다. 실험군 1번의 경우 역시 

고용량의 soman(5×LD50) 투여로 60분 후 사망하였으며, 
간헐적인 seizure가 관찰되었다. 실험군 3번과 4번의 경

우에 동일수준의 항경련 약물농도에서 soman의 중독농

도를 LD50의 2배 및 3배로 실시되었는데, 2배의 LD50

로 중독된 경우 극심한 seizure를 보였으나, 생존한 반

면, 같은 조건에서 3배의 LD50로 중독시킨 경우에, 미

미하고 간헐적인 seizure를 나타내다가 60분 후에 사망

하였다. 실험군 5번과 6번의 경우, 비교적 낮은 농도의 

procyclidine과 physostigmine을 충진시킨 mini-osmotic 
pump를 이식하였는데, 6번의 경우 seizure onset 5분 후

에 나타나서 약 30분 경과된 시점에서 seizure가 가라

앉았고, 이 실험동물은 생존하였다. 그러나 5번의 경우 

seizure onset 2～3분 후에 나타나서 40분동안 격렬하

게 지속되었고, 그 후에도 1시간 20분동안 일정수준의 

seizure가 지속되다가 사망하였다. 다음 실험으로서, 다

양한 농도의 procyclidine과 physostigmine으로 충진된 

mini-pump를 guinea pig에 이식하고, 1.3～1.7배 LD50의 

soman으로 중독시켜 항경련효과를 측정한 결과는 

Table 2와 같다.
  Table 2에서 seizure onset time 및 duration time과 약

물농도, GD 중독 농도는 일률적으로 비례하지 않았으

며, 유의성있는 상관관계를 찾기 어려웠다. 사망한 동

물들의 경우 모두 GD 중독 농도 1.7×LD50의 조건에서 

발생되었으며, 그 이하에서는 모든 실험군이 생존하는 

결과를 나타내었다.
  이상과 같이 신경작용제 중독에 의해 유발되는 

seizure를 정량적으로 분석하고, 각 시험조건 하에서 

실험동물로부터 관찰되는 중독증상(clinical signs, 
survivability)을 종합적으로 관찰함으로서 다음과 같은 

결론을 얻을 수 있었다.

4. 결 론

  유기인화합물로서 soman 중독에 의해 유발되는 

ECoG의 변화를 관찰하였으며, seizure에 의해 나타나

는 양상은 진폭과 주파수의 증가로 확인되었다. 이 방

법에 의해 seizure의 발현시간, 강도, 지속시간 등을 

판별 가능하였으며, 항경련효과에 대한 약효를 스크리
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닝할 수 있는 효과적인 수단이 될 수 있음을 보여주

었다.
  신경작용제 전처지제로 사용되고 있는 pyridostigmine
과 치료제인 atropine+2-PAM의 복합투여로는 2×LD50

의 soman 중독시 유발되는 seizure를 억제할 수 없다

는 것이 확인되었으며, 반면 pyridostigmine과 같은 

carbamate 계열의 anti-cholinesterase인 physostigmine과 

N-methyldiaspartate(NMDA) 및 muscarinic antagonist인 

procyclidine의 복합투여로서 일정 약물농도 이상에서는 

효과적으로 seizure를 억제할 수 있음이 확인되었다.
  본 연구에서는 신경작용제 중독에 의해 유발되는 

seizure와 clinical sign들을 실시간으로 모니터링하면서, 
약효를 관찰하였는데, 흥미롭게도 육안으로 관찰되는 

tremor와 convulsion이 brain에서 나타나는 seizure와 항

상 일치되지는 않는다는 것을 확인할 수 있었다. 또한 

과량의 신경작용제로 중독되어 단시간에 사망하게 되

는 실험군의 경우는 오히려 미미하고 간헐적인 seizure
의 양상을 나타낸 반면, 약효가 효과적으로 나타나서 

정상상태로 회복되고 생존하게 된 실험군의 경우 중간

과정에서 심한 정도의 seizure가 관찰되었다. 이 경우에 

뇌조직 검사를 실시하여 뇌세포의 손상여부를 관찰한 

결과, 심한 뇌손상이 관찰되었기 때문에
[16～18], 생존하

게 될 경우에 뇌보호제로서의 항경련제 역할이 더욱 

중요한 것으로 입증되었다고 할 수 있다.
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