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Effect of Ethanol on Mouse Brain Cell

Hyung Seok Jang

Department of Pathology, Hanyang University Medical Center, Seoul 133-792, Korea

Ethanol has long been implicated in triggering apoptotic neurodegeneration. Alcohol also may 
indirectly harm the fetus by imparing the mother's physiology. We examined the effects of ethanol 
on immature brain of mice. Three-weeks-old female ICR strain mice daily intraperitoneally injected 
with ethanol at the concentration of 4 and 20% in saline for 0, 6, and 24 hours and 1 and 4 weeks. 
The mice were weighted and sacrificed, and the brains were ectomized for the present histological, 
immunohistochemical and TUNEL assays. Based on the histologic hematoxylin and eosin stain, 
immunohistochemical expression of glutamate receptor protein and neuronal cell adhesion 
molecule (NCAM) were evaluated. The cerebral cortex of the ethanol-treated group showed few 
typical symptoms of apoptosis such as chromosome condensation and disintegration of the cell 
bodies. TUNEL staining revealed DNA fragmentation in the 6 and 24 hours. This results 
demonstrated that acute ethanol administration causes neuronal cell death. I found that either 
glutamate receptor inhibition or activation could induce cerebellar degeneration as ethanol effect. 
Neuronal death also can be induced by excess activity of certain neurotransmitter, including 
glutamate. Neurons must establish cell-to-cell contact during growth and development in order to 
survive, migrate to their final destination, and develop appropriate connections with neighboring 
cell. Purkinje cell in cerebellar are especially vulnerable to the cell death and degeneration. After 
ethanol treatment in cerebellar, NCAM had decreased by 4 weeks. This result suggest that 
apoptosis seems to be involved in the slow elimination of neuron and cerebellar degeneration.
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서  론

안전한 알코올 섭취량에 대한 기준은 알코올에 대한 인식과 관

심이 증가함에 따라 점차 낮아지는 경향이 있다(Son, 2005). 우리

나라에서도 점차 여성과 청소년의 음주기회가 늘어나게 되었고 음

주를 시작하는 연령도 낮아지고 있는 실정이다. 특히 어린 나이에 

시작된 음주는 음주에 대한 의존을 증가시키며 이러한 효과는 여성

에게서 더욱 크다고 알려져 있다.

우리나라 음주인구 중 전체 주류 소비량에서 특히 여성과 청소

년에서 음주율 증가를 보이고 있음에도 불구하고 음주의 심각성 파

악에 관한 필요한 연구마저 미흡하다. 

알코올의 약리적, 신체적 영향은 인체의 거의 모든 장기에 영향

을 미친다. 과도한 음주는 구강암, 직장암, 간암 등 여러 가지 암의 

발생빈도를 높일 뿐만 아니라 이외에도 심각한 개인 및 사회적 문

제를 초래하고 있는 것으로 알려져 있다(Bagnardi et al., 2001). 알

코올은 소화기계, 중추신경계, 심혈관계, 비뇨기계, 태아, 말초신경, 

골격계 등에 영향을 미치는 것으로 알려지고 있다(Alberti et al., 

1991). 허혈성 뇌졸중(brain ischemia), 파킨슨씨병(Parkinson's 

disease), 알츠하이머(Alzheimer's disease), 간질(seizurs), 근위

축성 측삭경화증(amyotrophic lateral scleosis) 등은 뇌의 신경세

포가 선택적으로 죽어가는 만성 신경퇴행성 질환이며, 이들 신경세

포의 손실에 세포자멸사(apoptosis)가 궁극적인 원인이 된다고 보

고되었다(Hunot et al., 1997).

글루탐산(glutamate)은 뇌의 중추 신경계에 존재하는 신경세

포들에 작용하는 대표적인 흥분성 신경전달 물질(excitatory 

neurotransmitter)이다. 글루탐산은 흥분성 신경전달 기능을 통하

여 기억 및 학습 등의 신경세포의 가소성(neuronal plasticity)과 

세포사멸에 관여한다. 글루탐산에 의한 신경세포독성은 대체적으

로 NMDA (N-methyl-D-aspartic acid) 수용체의 비정상적인 활

성화에 기인된다고 여겨지고 있다. 글루탐산 수용체는 일종의 칼슘
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Fig. 1. Flow-sheet of the present experiments for the morphological
and immunohistochemical evaluations of the ethanol effects on 
mouse brain. Abbreviation are explained as followed. H&E, 
hematoxylin and eosin; NCAM, neuronal cell adhesion molecule; 
TUNEL, terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP- 
dioxygenin nick end – labeling.

이온 채널이며, 글루탐산 수용체에 의해 유도되는 신경세포의 사멸

현상은 글루탐산 수용체를 통하여 비정상적으로 높아진 세포 내 칼

슘이온 농도가 원인이 된다. 글루탐산 수용체가 활성화됨에 따라 

세포내 칼슘이온이 증가되면, 여러 단백질들의 기능이 변화될 수 

있다(Schwarzschild et al., 1997). 이러한 사실은 뇌세포자멸사와 

변성이 이들 단백질과 관련되어 있음을 시사한다. 

Neuronal cell adhesiom molecule (NCAM)은 면역글로불린 

가계에 속해 있으며(Doherty et al., 1992), 세포표면의 기질이나 

수용체(receptor)에 작용하지만, 일반적으로 신경세포 분화와 신

경가지돌기, 신경가지에 포함되어 있다고 알려져 있다(Amoureux 

et al., 2000). NCAM은 대부분의 신경세포 생존을 조절하며, 신경

세포자멸사를 억제시키는 기능을 한다(Azizeh et al., 1998). 에탄

올이 세포부착능을 감소시킬 것이라는 보고와 함께(Charles et al., 

2001) 신경세포는 생존하거나, 최종적인 장소로 이주하기 위해서

는 성장, 성숙하는 동안 세포와 세포가 접촉되어야 한다. 특별히 

NCAM이라고 하는 L1 단백질의 결핍은 사람 뇌에서 발달지연이나 

소뇌의 비정상적인 발달, 뇌량의 소실 등 비정상 뇌 발달을 야기할 

수 있으며, 이러한 비정상 뇌는 태아알코올증후군(fetal alcohol 

syndrome) 환자에서도 비슷하게 발견된다고 보고되었으며

(Ramanmuthan et al., 1996), 이것은 알코올이 세포부착을 감소

시킨다는 것을 의미하며, 이런 결과는 조직배양실험에서 증명되었

다(Wilkemey et al., 2000).

본 연구에서는 호르몬의 영향을 최소화하기 위하여 미성숙 생쥐

를 이용하여 한국인들이 일반적으로 섭취하는 맥주와 소주에 함유 

되어있는 에탄올 농도를 4%, 20%로 하여 장ㆍ단 기간 복강 주사함

으로써 생쥐 뇌 신경세포의 세포자멸사 및 조직학적변화를 유발

하여, 세포자멸사를 관찰할 수 있는 방법인 TUNEL (terminal 

deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP-biotin nick and 

labeling)과 글루탐산 수용체(glutamate receptor), 그리고 신경

세포에 발현되는 neuronal cell adhesion molecule (NCAM)의 발

현 변화의 증ㆍ감 여부, 에탄올의 장ㆍ단 기간 투여가 뇌세포의 감

소 및 대량손실의 원인이 세포자멸사인지, 또는 뇌세포의 변성인

지, 그리고 알코올 농도 및 시간과의 관계가 체중에 어떤 영향을 미

치는지를 조사하고자 하였다. 

재료 및 방법

1. 실험동물 및 재료

생후 3주된 ICR (Institute of Cancer Research)암컷 생쥐((주)

오리엔트바이오)를 동일한 표준사료로 사육한 후 실험에 사용하였

고, 사료는 삼양유지사료주식회사의 실험동물 사료를 먹게 하였

다. 사육은 14/10 hrs (light/dark)의 조명조건에서, 먹이와 물을 상

시 먹을 수 있도록 충분히 공급해 주었으며, 1주일 이상 적응시킨 

후 실험에 사용하였다.

에탄올 용액은 SigmaⓇ (St.Louis,MO,USA)제품을 사용하였

고, 4%, 20%, 대조군의 희석용액(pH 0.85)은 생리식염수(중외제

약)를 사용하였다.

Tip과 1 mL disposable syringe 등은 일회용품을 사용하였으

며, 실험에 사용된 모든 초자기구와 해부용 가위와 핀셋 등은 

121oC에서 30분간 고압증기멸균한 뒤 사용하였다.

2. 실험계획 및 실험방법

실험동물은 3주 동안 동일한 조건으로 사육한 18∼20 g 되는 미

성숙 ICR 암컷 생쥐를 각 군당 5마리로 하여 15개 군으로 나누었다

(Fig. 1). 

2007년 3월 2일 오후 6시부터 3월 30일 까지 한양대학교 동물

실험실에서 대조군(총 5개 군)과 농도 당 시간 별, 농도 당 기간 별로 

normal saline 주사군, 4% 에탄올 주사군, 20% 에탄올 주사군 으로 

나누어 체중 kg당 2 g의 조제된 에탄올을 같은 시간에 복강 주사하

여 6시간, 24시간에 도살 군(총 9개 군)과 1주, 4주 동안 매일 같은 

시간에 복강 주사한 군(총 6개 군)으로 나누었다.

실내온도 25oC, 상대습도 50∼60%인 항온항습 조건에서 실험

군은 배부에 둥근 면봉을 사용하여 70% 소독용 알코올로 약 2∼3

회 도포 후 준비된 시약을 희석 에탄올을 복강 주사 하였으며, 경추 

탈골법을 이용하여 도살하였다.
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1) 조직채취 및 표본제작

각 군의 해당 시기에 경추 탈골법으로 도살한 후 두부를 절개하

여 해부현미경 하에서 생쥐 뇌를 적출 하였다. 채취한 조직은 일반 

조직화학 염색과 면역조직화학 염색을 위해 10% 중성 formalin 고

정용액(10% neutral buffered formalin ; NBF) 용액에 고정(1일 1

회 새로운 10% NBF 용액으로 바꾸어서 3일간 고정) 하였다.

고정이 끝난 조직은 고정액을 제거하기 위하여 1시간 동안 흐르

는 물에 세척한 후 저 농도에서 고농도 알코올 과정을 거쳐 탈수하

였다. 크실렌으로 알코올을 제거한 후 조직을 투명화 하여 파라핀

을 침투시켜 포매하였다. 조직의 이탈을 방지하기 위하여 슬라이드

에 poly-L-lysine을 도말하고 건조시켰다. 절편 박절기(Microtome, 

Microm)를 사용하여 4 m로 박절한 후 슬라이드를 크실렌에 넣어 

파라핀을 제거한 후 알코올 과정을 거쳐 물에 세척하였다.

2) 일반 조직학적 검사

본 실험에 사용된 모든 시약은 별도의 표시가 없는 경우, SigmaⓇ 

(St.Louis,MO,USA)사의 제품을 사용하였다.

(1) Hematoxylin-Eosin (H&E) 염색

미성숙 생쥐 뇌세포의 핵과 세포질을 관찰하기 위하여 헤마톡실

린과 에오신에 5분 동안 염색한 후, 1% HCl-alcohol에 탈색시키

고, 1% Ammonia Water에 청색화 과정을 거친 후 흐르는 물에 10

분 동안 방치하였다. 그 후 에오신으로 2분간 세포질을 염색한 후 

알코올 과정을 거쳐 탈수시켰으며, 크실렌에서 투명시킨 후 

Canada balsam으로 봉입하여 영구표본을 제작하였다.

3) TUNEL 염색 

미성숙 생쥐 뇌세포에서 세포자멸사를 관찰하기 위하여 생리식

염수로 5분간 처리하고 PBS로 세척한 후 4% 메탄올 고정액을 조직 

슬라이드에 점적하고 실온에서 15분간 정치한 다음 다시 PBS로 5

분씩 2번 세척하였다. 그 후 조직 내의 단백질을 제거하기 위하여 

슬라이드의 조직표본을 proteinase K (0.2 g/mL)로 실온에서 10분 

동안 처리하고 PBS로 세척하였다. 이어서 DeadEndTM Fluorometric 

TUNEL System Kit (Promega Co, Madison, WI, USA)를 이용하

여 TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated 

dUTP-biotin nick and labeling) 염색을 시행하였고, 그 후 0.1 

g/ml propidium iodide (PI; Sigma chemical Co, St. Louis, 

MO, USA)로 15분간 상온 암실에서 배경 염색을 시행하여 발색을 

유도시킨 다음 glycerin gelly로 봉입한 후 즉시 통상적 형광현미경

(fluorescence microscope)으로 검경하여 조직에서 세포핵의 응

축, 분절화 또는 세포자멸사 소체의 소견이 녹색 형광으로 관찰되

면 이를 세포자멸사 양성의 소견으로 판정하였다.

4) 면역조직화학 염색

(1) 글루탐산 수용체(glutamate receptor) 염색

알코올에 유발된 생쥐 뇌세포의 글루탐산 수용체의 변화를 관찰

하기 위하여 표본을 3% H2O2로 10분간 처리하여 내인성 효소를 제

거한 후 세척하였다. 항원부활을 위하여 10 mM citric acid buffer 

pH6.0 용액을 사용하여 121oC 10분간 고압멸균 하였다. Tris 

buffer (pH 7.6)에서 5분간 방치시키고 DW에서 5분 동안 2회 세척

하였다. Tris buffer에 5분 동안 세척한 후 비 특이적 반응을 제거하

기 위해 5% normal goat serum을 20분간 조직 slide에 점적 하였

다. 여기에 1차 항체인 rabbit anti-glutamate receptor (LAB 

VISION, Co, USA)를 1:100으로 희석하여 1시간 동안 반응시켰다. 

그 후, Tris buffer로 5분씩 3회 세척하고, link antibody에 biotin이 

부착된 goat anti-rabbit IgG (Vector Labratories, Burlingame, 

CA, USA)로 20분 동안 반응 시켰다. 반응을 시킨 다음, Tris buffer

로 5분씩 3회 세척 하였다. peroxidase가 결합된 streptavidin 

(DAKO, Carpinteria, CA, USA)에 20분 동안 반응시켰다. 

반응이 끝난 후 slide를 Tris buffer에 세척한 다음, 발색제인 

3, 3'-diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) (DAKO, 

Carpinteria, CA, USA)으로 5분 동안 정색반응을 시켰다. 발색이 

끝난 후 slide를 DW에 2분씩 3회 세척하고 마지막으로 Mayer's 

hematoxylin에 10초간 대조염색한 후, Canada balsam으로 봉입

하고 광학현미경으로 관찰하였다. 

(2) 신경세포 부착단백질 L1 (NCAM) 염색

생쥐 뇌세포에서 신경세포의 부착능을 관찰하기 위하여 면역조

직화학 방법을 이용하여 파라핀이 제거된 슬라이드를 3% H2O2로 

10분간 처리하여 내인성 효소를 제거한 후 세척하였다. 항원부활

을 위하여 10 mM citric acid buffer pH6.0 용액을 사용하여 

121oC 10분간 고압멸균 하였다. Tris buffer (pH 7.6)에서 5분간 

방치시키고 DW로 5분 동안 2회 세척하였다. Tris buffer에 5분 동

안 세척한 후 비 특이적 반응을 제거하기 위해 5% normal goat 

serum을 20분간 조직 슬라이드에 점적 하였다. 여기에 1차 항체인 

monoclonal mouse anti-L1 (BD Pharmingen, San Diego, CA, 

USA)을 1:100으로 희석하여 1시간 동안 반응시켰다. 그 후, Tris 

buffer로 5분씩 3회 세척하고, link antibody에 biotin이 부착된 

goat anti-mouse IgG (Vector Labratories, Burlingame, CA, 

USA)로 20분 동안 반응 시켰다. 반응을 시킨 다음, Tris buffer로 5

분씩 3회 세척 하였다. Peroxidase가 결합된 streptavidin (DAKO, 

Carpinteria, CA, USA)에 20분 동안 반응시켰다. 
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Table 1. The changes of the body weight after the treatment of 
the various concentrations of ethanol. Ethanol (2.5 g/kg, 4% or 
20% in saline) was intraperitoneally injected to 3-week-old 
immature mice at for 1 and 4 weeks. Data are mean±SD (n=5)

1 Week

No. Control 4% ethanol 20% ethanol

1  21.4 g 20.1 g 21.2 g
2  21.4 g 20.2 g 19.3 g
3  21.6 g 18.2 g 17.2 g
4  21.2 g 20.6 g 18.1 g
5  20.3 g  1 9.9 g  1 9.4 g
mean 21.18 g 19.9 g 19.04
SD 0.51 0.97  1.51
t–test 0.09  0.05

4 Week

No. Control 4% ethanol 20% ethanol

1 27.5 g 24.8 g 24.1 g
2 26.2 g 24.3 g 23.8 g
3 28.1 g 24.1 g 24.3 g
4 29.2 g 26.8 g 23.1 g
5 26.9 g 26.2 g 24.8 g
mean 27.58 g 25.24 g 24.02 g
SD 1.15 1.20 0.63
t-test 0.01 0.01

Fig. 2. Light microphotographs of the mouse brain after the 
treatment of ethanol. Magnification, ×400. (A) Control of cerebral
cortex. (B) Hippocampus with 4% ethanol. (C) Cerebellar at 1 week
with 4% ethanol treatment. (D) Cerebellar at 4 weeks with 20%
ethanol treatment.

반응이 끝난 후 slide를 Tris buffer에 세척한 다음, 발색제인 

DAB으로 5분 동안 발색을 시켰다. 발색이 끝난 후 slide를 DW에 2

분씩 3회 세척하고 Mayer's hematoxylin에 10초간 대조염색한 

후, Canada balsam으로 봉입하고 광학현미경으로 관찰하였다. 

대조군과 에탄올 투여 군의 생쥐 몸무게를 알아보기 위하여 체

중을 측정하였고, 통계적 유의성은 Student's t-test를 사용하여 실

시하였으며, 유의수준은 0.05 미만으로 설정하였다.

결  과

1. 체중변화

에탄올 농도와 성장기간에 따른 생쥐의 몸무게 변화를 보면 

Table 1에서 보는 바와 같이 1주후 대조군의 몸무게(g)는 

21.18±0.51, 4% 에탄올 투여군 몸무게는 19.9 g±0.97, 20%에탄

올 투여군의 몸무게는 19.04 g±1.51을 나타내었으며, 4주후 대조

군의 몸무게는 27.58±1.15, 4% 에탄올 투여군은 25.24 g±1.20, 

20% 에탄올 투여군은 24.02 g±0.63을 나타내었다.

1주에서 4% 에탄올 투여군은 대조군과 비교하여 평균이 1.28 g 

차이가 나며, 20% 에탄올 투여군은 2.14 g 차이가 발생하였고, 4주

에서 4% 에탄올 투여군은 대조군과 비교하여 평균이 2.34 g 차이가 

나며, 20% 에탄올 투여군과는 3.56 g 차이가 발생하였으며, 이를 

통하여 1주에는 각 군당의 몸무게 차이가 없었으나, 4주에는 대조

군과 4%와 20% 에탄올 투여 군의 몸무게가 대조군에 비하여 2.34 

g, 3.56 g 감소한 것으로 나타났으며, t-값은 각각 0.01로서 대조군

과의 유의성이 있었다(Table 1). 

2. 조직학적 염색 결과

뇌의 일반적인 형태인 핵과 세포질을 보기위하여 H-E 염색을 실

시하였다. 대뇌의 회색질과 백질을 구별 할 수 있었고 회색질에서 

신경세포(신경원), 신경세포돌기 구분 할 수 있었다. 대뇌 겉질 분

자층에서 약간의 수평세포와 마르티노티세포의 축삭과 pyramidal 

cell, 방추세포의 가지돌기를 포함하는 많은 신경섬유를 관찰 할 수 

있었다. Small pyramidal cell의 소실, 잔존하는 신경원의 종창, 핵

응축, 색소성 위축 등 알코올 농도와 시간별 변화는 대뇌에서 뚜렷

하게 구분 할 수는 없었다(Fig. 2A). 

부챗살층, 피라미드층, 뭇모양층, 해마 형성체를 관찰하였다

(Fig. 2B). 해마형성체에 존재하는 세포의 변화는 알코올농도, 시간

에 변화가 없었다. 소뇌의 피질은 회색질로 분자층, 조롱박 신경원, 

과립층이 관찰 되었으며 특히 과립층은 헤마톡실린에 강하게 염색

된 과립세포들이 조밀하게 염색 되었다. 분자층은 에오진에 약하게 

염색되었으며 별신경세포, basket cell가 관찰되었다. 세포질은 호

염기성에 강하게 염색되었다. 세포가 더욱더 성장하거나 분화될수

록 에오진에 강한 세포질을 볼 수 있었다(Fig. 2C). 분자층과 과립층

에는 작은 신경세포들이 존재함을 관찰할 수 있었다. 핵에 비하여 

세포질이 적어 임파구와 비슷하게 핵만 염색되어 나타났다. 과립층

과 분자층사이에 purkinje신경원들이 일렬로 배열된 것을 관찰 할 
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Fig. 3. Apoptosis of the brain cells after the alcohol treatments
was assessed by in situ TUNEL analysis. Apoptotic cells were 
indicated with arrows. Magnification, ×200. (A) Cerebral cortex at
6 hours with 20% ethanol treatment. (B) Cerebral cortex at 24
hours with 20% ethanol treatment. (C) Cerebella at 1 week with
20% ethanol treatment. (D) Cerebella at 4 weeks with 20% ethanol
treatment.

Fig. 4. Immunohistochemistry for glutarmate receptor after the 
treatment of the various concentration of ethanol in mice. Brown
colored cells (arrows) represent glutamate receptor positive 
prukinje cells. Magnification, ×400. (A) Control. (B) Cerebellar at 
1 week with 4% ethanol treatment. (C) Cerebellar at 4 week with
4% ethanol treatment. (D) Cerebellar at 4 week with 20% ethanol
treatment.

수 있었고, 이 세포에 가지 돌기가 나타남을 확인 할 수 있었다(Fig. 

2D).

3. TUNEL 염색 결과

알코올 투여 후 형광현미경(Olympus BX51, FITC filter) 관찰 

결과 6시간 후에 TUNEL 염색결과 대뇌에서 세포자멸사 소체가 

TUNEL에 양성 결과(arrow)를 나타내었으나 대량적인 세포자멸

사 소체는 발견되지 않았고(Fig. 3A), 해마형성체나, 소뇌 등에서도 

거의 발견되지 않았으며 24시간 군에서는 많은 수의 뇌신경세포들

이 TUNEL 양성결과를 나타냈다(Fig. 3B). 양성 부위는 대뇌 혈관 

분포지역에 국한되어 나타났으며 소뇌의 과립층이나 분자층에는 

거의 나타나지 않았으며(Fig. 3D), 소뇌에서 purkinje cell은 양성 

결과가 나타나지 않았다. TUNEL 염색 상 세포자멸사에 민감한 희

소돌기세포나 microglial cell는 뇌세포가 PI 배경염색에 빨강색으

로 염색되어 구분 할 수가 없었다. 알코올 투여 후 1주 군에서는 6시

간 군과 비슷한 결과를 나타냈으며 소뇌의 분자층에서 극히 드물게 

나타났으며 4주 군에서도 비슷한 결과가 나타났다. 

4. 면역조직화학 염색 결과

1) 글루탐산 수용체(glutamate receptor) 염색 결과

신경세포체들이 분포되어 있는 대뇌피질에서 글루탐산 수용체

의 발현은 약하게 나타났고 작은 삼각형 모양의 신경세포들이 존재

하는 과립 모양 신경원들의 염색은 좀 더 강하게 나타났다. 위축되

거나 변성으로 보이는 pyramidal cell에서는 수용체의 염색성이 

강하게 나타났다. 큰 피라밋 신경원이 존재하는 바깥 피라미드층 

및 신경층에는 다양한 크기의 신경원이 존재하는 부위로 수용체의 

발현은 매우 미약하게 나타났다. 특히 거대 피라밋 신경원이 존재

하는 속피라미드 층에서 세포질에 강한 염색성을 나타내었다

(arrow). 대뇌에서 글루탐산 수용체 염색결과는 대조군이나 실험

군 모두 비슷한 결과를 나타냈다. 그러나 소뇌의 과립세포에는 발

현되지 않았고 과립층과 분자층에서 격리된 purkinje cell 에는 더

욱 강하게 나타났다. 특히 대조군에서 purkinje cell 이 더욱 분화할

수록(Fig. 4A, 4B) 강한 염색 결과를 나타내었다. 그러나 알코올 투

여 농도가 높고 장기간 투여된 군 일수록 핵이 응축되거나 위축된 

염색성은 나타나지 않았다. 분자층에 있는 astrocyte 에는 약한 염

색성을 나타내었다(Fig. 4C, 4D). 

2) 신경세포 부착단백질 L1 (NCAM) 염색 결과

신경세포 부착단백질의 일종인 L1 은 크고 작은 신경세포 들이 

주로 존재하는 회색질에서 신경세포들의 염색성이 다양하게 나타

났으며 주로 신경아교세포들로 구성된 백색질에는 L1 염색성이 나

타나지 않았다. 염색결과 성장이 활발한 신경세포에서 강하게 발현

되었고 위축이나 퇴행 등으로 보이는 신경세포에서 발현은 세포질

에 약하게 나타났다. 신경세포체의 크기가 큰 속피라밋층의 가지돌

기를 가진 거대 신경세포들의 세포질에 강하게 염색되었다(arrow). 

대뇌피질에서의 L1 염색의 경우, 시간이나 알코올농도 투여에 따

른 염색성의 변화는 매우 차이가 없었다. 소뇌에서의 염색결과 헤

마톡실린에 엷게 염색되는 분자층 내의 별신경원세포, basket cell 
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Fig. 5. Immunohistochemistry for L1 after ethanol treatment in 
mouse brain. Brown colored cells (arrows) represent L1 positive 
prukinje cells. Magnification, ×400. (A) Control. (B) Cerebellar at 
1 week with 4% ethanol treatment. (C) Cerebellar at 4 week with
4% ethanol treatment. (D) Cerebellar at 4week with 20% ethanol
treatment.

염색성은 나타나지 않았고, 조롱박신경원층의 일렬로 배열된 핵소

체가 뚜렷하고 핵이 분명한 purkinje cell에 강하게 염색되었고

(Fig. 5A, 5B), 이 세포의 주가지 돌기에도 강하게 염색되었다. 세포

질의 응축이나, 위축된 핵, 핵소체 소실, purkinje cell에서는 L1의 

염색성이 나타나지 않았다. 알코올 투여 농도가 높고 장기간 투여

된 군 일수록 L1 염색성은 미약하거나 대조군에 비하여 감소하였다

(Fig. 5C, 5D). 

고  찰

여성과 청소년의 음주기회가 늘어나면서 음주를 시작하는 연령

도 낮아지고 이는 음주에 대한 의존도로 더욱 발전할 가능성이 있

다. 우리나라 주류 소비량은 매년 비슷한 평균을 보이지만, 여성과 

청소년에서의 음주율이 증가되고 있음에도 불구하고 음주의 심각

성 파악에 관한 필요한 연구는 미흡하다. 음주로 인해 야기되는 알

코올의 약리적, 신체적 영향은 인체의 거의 모든 장기에 영향을 미

칠 뿐만 아니라 개인 및 사회에 심각한 문제를 초래하고 있는 것으

로 알려져 있다(Bagnardi et al., 2001).

뇌의 신경세포가 선택적으로 죽어가는 것은 만성 신경퇴행성 질

환이며, 이들 신경세포의 손실에 세포자멸사(apoptosis)가 궁극적

인 원인이 된다고 보고되었다. 세포사멸에는 세포자멸사와 괴사가 

있다. 이들의 형태적 변화는 서로 다른 양상을 나타내며, 세포자멸

사(apoptosis)는 여러 가지 생리적 자극으로 일어나는데 사멸과정 

중의 세포는 크기가 작아진다(Savill et al., 1990). 세포자멸사는 괴

사세포에 반하여 크기가 작아지고 주위 세포로부터 떨어져 나오며 

주위 세포에 유출되지 않아 염증반응을 일으키지 않는데 이것이 괴

사와의 큰 차이점 중 하나이며, 세포사이 결합이나 세포-기질 결합

에 이상을 초래할 수 있다(Puviani et al., 2003). 세포자멸사는 후

기에 나타나는 DNA 분절화나 핵 분절화는 세포자멸사에 필수적이

지만(Ankarcoma et al., 1995), 글루탐산에 유발된 흥분독성 세포

자멸사는 형태적 변화가 미미하여 종종 비-세포자멸사로서 묘사된

다(Macmanus et al., 1997). 세포자멸사를 확인하는 가장신뢰성 

있는 방법 중의 하나가 DNA분절화 현상에 의한 TUNEL 염색방법

인데, 특히 이것은 파라핀 절편 조직에서 각광을 받고 있다. 

이전의 많은 연구들은 설치류나 사람에게서 에탄올이 세포자멸

사에 의해 뇌세포 발달을 방해한다고 보고하였으며(Dikranian et 

al., 2001), 특히 에탄올 투여 후 24시간 후에 대뇌의 피질층 II에서 

TUNEL 염색이 강하게 발현되었다고 보고되어, 본 실험결과와 같

은 결과를 나타내었다. 그러나 시간이 1주, 4주 등 시간이 긴 군 일

수록 TUNEL 염색성은 미비하거나 나타나질 않아 뇌 발달 이전과 

이후의 세포사멸에 차이가 나타남을 확인할 수 있었다.

컴퓨터 단층촬영을 통해 만성알코올 중독자의 뇌 변성이나 위

축, 뇌실의 확대가 확인되었다(Harper et al., 1987). 알코올환자의 

뇌 피질에서 다양한 조직학적 변화 즉 pyramidal cell의 손실과 잔

존하는 신경원의 종창, 핵 농축과 색소성위축등이 있으나 이는 모

두 비 특이적이다. 특히 소뇌의 상부 충부와 이에 인접한 뇌의 상부

표면에 위축과 변성이 뒤따른다고 보고되었다(Melgaard et al., 

1986). 

본 연구 결과 에탄올 투여 후 6시간, 24시간, 1주일에서는 대뇌

와 소뇌의 위축 등 뚜렷한 변화는 관찰할 수 없었는데, 4주간의 장

기간 투여 시 purkinje cell의 대량 소실이 소뇌의 위축이나 변성을 

초래할 수 있다고 사료된다(Fig. 2). 중추신경세포들은 대사성 손상

을 비롯한 여러 종류의 물리-화학적 손상에 특히 민감하다고 보고

되었다. 단지 수 분간의 허혈(ischemia)만으로 중추신경세포는 종

종 비가역적손상에 대한 민감성은 글루탐산 수용체의 과다한 흥분

에 의해 비가역적 손상이 초래된 것이라 보고하였고(Choi et al., 

1987), 에탄올이 뇌 발달 시기동안 글루탐산 수용체의 수적 감소 및 

기능을 감퇴시킬 수 있다고 보고 되었다(Costa et al., 2000). 본 연

구 결과 에탄올을 투여하지 않은 글루탐산 수용체 염색결과, 대조

군에서는 purkinje cell에 일정하게 염색되었으나, 실험 군에서는 

염색된 세포의 수적감소 및 발현감소가 확연히 나타났으며(Fig. 4), 

이런 수적 감소, 발현감소가 결국 세포의 기능을 감소시키고, 이는 

수많은 신경전달계에 영향을 미쳐 이상을 초래할 것이라 판단된다.

NCAM은 신경세포부착단백질로써 신경세포줄기(exon)의 성

장과 분화, 신경세포의 세포자멸사 억제에 관여한다고 보고되었다
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(Skaper et al., 2001). NCAM 염색결과 알코올투여가 길고 농도가 

높은 군 일수록 NCAM의 발현이 매우 약하거나 없었다. 세포가 생

존, 발달, 이주하기 위해서는 세포와 세포가 접촉되어 이웃세포에

게 신호전달 등 여러 가지 기능을 수행해야 하는데, 세포 부착능의 

결여는 신호전달의 감소로 세포의 이상을 초례한다고 판단된다. 조

직배양 실험에서 알코올이 세포부착능을 저해한다고 보고하였고

(Wilkemeyer et al., 2000), 본 실험에서도 알코올이 신경세포의 

부착능을 감소시킨다는 것을 확인할 수 있어 생체 내 실험과 생체 

외 실험이 비슷한 결과를 나타내었다(Fig. 5).

기존에 알코올을 이용한 많은 실험들이 뇌의 신경세포를 대상으

로 이루어졌으나(Stressguth et al., 2000), 많은 연구들은 주로 뇌 

발달 이 완성되기 전 즉, 설치류에서 신경세포 접합부위가 형성되

는 기간인 생후 1주일 이내에 이루어졌고 에탄올이 신경세포의 사

멸을 유발하여 신경병리 이상을 일으킨다고 보고하였다(Olney et 

al., 2004). 그러나 뇌세포 발달이 이루어지고 성장이 이루어진 3주 

이후의 설치류에 에탄올 투여 후 신경세포의 조직학적변화를 알아

보기 위한 연구는 매우 미흡한 실정이며, 특히 사람에게 청소년기

의 음주에 대한 신경세포의 변화 및 알코올독성에 대한 실험결여, 

홍보 및 교육 등이 미비한 실정이다. 또한 알코올 섭취 후 간손상 및 

지방간 발생을 억제 하는 물질에 대한 연구가 수행 되고는 있으나, 

향후 좀 더 많은 연구가 필요하다(Lee et al., 2014).

본 연구는 호르몬 영향을 최소화 시킬 수 있는 미성숙 생쥐를 대

상으로 알코올 농도 및 시간 등의 실험기준을 마련하여 향후 인체

에 유용한 자료를 제공하는 실험의 기초가 되고자 했다. 뇌세포독

성에 대한 자세한 기전을 밝히기 위해서는 어떤 전사나 발현에 관

계되는 세포내 2차 전달단백질인 ca2+채널과 관련된 수용체 및 G 

protein 같은 다양한 분야에서 연구가 동시에 수행되어져야 할 것

이라 생각된다. 

본 연구의 결과를 기초로 하여 이러한 여러 사항들을 고려하여 

알맞은 실험방법을 선택해야 할 것이며 무엇보다도 에탄올을 이용

한 실험에 대한 명확한 기준이 필요하다. 향후 사멸과 변성에 대한 

분자적 기전에 대한 더 많은 연구가 진행되어져야 할 것이다. 
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