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Retardation of axonal regeneration in the sciatic nerve after injury in 

streptozotocin-induced diabetes 
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Objective: The goal of this study is to investigate whether peripheral axonal regeneration is affected by diabetes in experimental animals. Method: Sprague Dawely rat was injected with 45~50 mg/kg of streptozotocin (STZ) to generate an animal model of diabetes. Three months after STZ injection, sciatic nerve (2 cm length) was removed and the same length of nerve segments from STZ-injected animal or from control animal (CTL) was transplanted into STZ-injected animals (STZ-STZ and STZ-CTL respectively). Similarly, sciatic nerve segments from STZ-injected animal or from control animal were grafted into the control animals (CTL-STZ and CTL-CTL respectively). All animals were sacrificed 2 weeks after transplantation. Sciatic nerve sections were prepared and subjected to immunofluorescence staining analysis. Results: Immunofluorescence staining for NF-200 showed that distal elongation of regenerating axons reached 40~80% of proximal neve in both CTL-STZ and CTL-CTL groups. However, distal elongation in both STZ-STZ and STZ-CTL groups were 20~60% of proximal nerve. Furthermore, measurement of axonal regeneration after immuno-staining with SCG10 showed that the scores of distal elongation relative to proximal nerve were 50~90% in CTL-CTL and CTL-STZ groups and 10-60% in STZ-CTL and STZ-STZ. Conclusions: Our data showed that the levels of axonal regeneration were not affected irrespective of whether they were from STZ- or CTL graft, but were greatly reduced when the nerves were transplanted into the STZ host.  
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좌골신경 손상 후 스트렙토조토신 유도성 당뇨병에 의한 축사재생의 

지연 효과

황진연1 · 김기중1 ·  남궁욱1*

1대전대학교 한의학과

서 론

당뇨병성 말초신경병증(Diabetic Peripheral 

Neuropathy; DPN)은 당뇨병 제 1형과 제 2형에서 

모두 발생하는 당뇨병의 합병증 중 하나이다1,2). 

DPN은 일반적으로 하반신의 긴 축삭돌기에서 양측

으로 발생하며 발에서 근위부로 진행되며 감각, 운동 

및 자율 신경 섬유에 영향을 미친다3,4,5). 또한 DPN

의 만성 단계에서는 말초신경계의 축삭돌기가 퇴화

하는 것을 관찰할 수 있었다6,7,8,9). 당뇨병으로 인해 

세포 내 증가한 포도당은 glycolysis10), 

hexosamine11) pathway, 폴리올 경로(polyol 

pathway)11) 중 하나에 의해 대사과정이 진행된다. 

이러한 경로의 활성화는 염증성 캐스케이드 

(inflammatory cascasdes)의 개시와 산화 스트레스

를 유도하고 신경 에너지 공급을 방해할 수 있는 반

응성 산소 종의 형성을 초래한다. 만성 고혈당은 또
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한 신경세포와 슈반세포에서 당쇄화(혹은 당화반응; 

glycation)을 진행시키며, 이로 인한 최종 산물은 단

백질과 세포 기능을 손상시키고 염증성 캐스케이드 

(inflammatory cascasdes)를 유발하며 추가적인 산

화 스트레스를 초래한다12,13). 추가적으로 만성 당뇨

병으로 인해 증가한 유리 지방산은 슈반세포

(Schwann cell)를 직접적으로 손상시키고 인슐린 저

항성을 촉진할 수 있으며, 지단백질과 콜레스테롤의 

산화는 산화 스트레스를 더욱 증가시키고 신경세포 

사멸을 유도할 수 있다고 보고되었다14,15,16).또한, 이

전의 연구에서 폴리올 경로의 활성화는 축삭돌기에

서 Na+/K+-ATPase 활성을 감소시키고 Na+를 축적

시켜 신경 흥분성을 저하시키고 신경전도 속도를 늦

춘다고 보고되었다17,18,19). 이러한 Na+ 축적은 축삭

돌기를 팽창시키고 슈반세포와 축삭돌기 사이의 연

결 접합(myelination)을 방해한다고 보고되었다20). 

위와 같은 구조적 손상에 의한 신경 손상은 지속적

인 나트륨 채널의 과발현과 통증으로 인식되는 이소

성 발화(Ectopic firing)를 일으킬 수 있는 신경펩타

이드(Neuropeptide)를 방출함으로써 자가회복을 시

도하지만, 결과적으로 재생은 내재적인 신경 결손, 

슈반세포 기능 장애 및 불리한 세포 외 환경으로 인

해 실패한다3,4). 

  본 연구는 만성 당뇨병으로 인한 신경재생의 결핍

을 확인하고 일반 신경의 재생과의 차이를 확인하기 

위해 진행되었다. 과거 보고된 연구에 따르면 신경 

이식을 진행했을 때, 숙주 동물의 나이에 따른 재생

의 차이를 확인 할 수 있었다21). 다른 동물의 좌골신

경을 어린 쥐와 늙은 쥐를 숙주로 나누어 이식을 진

행 했을 때, 숙주가 어린 쥐의 경우 축삭 재생의 비

율이 더 높게 측정되었다. 이러한 결과를 토대로 본 

연구에서는 당뇨병 유발 쥐와 일반 쥐를 숙주로 사

용하여 신경 재생의 비율을 비교하기 위하여 실험을 

진행하였다. 또한 이식되는 신경의 상태가 재생에 미

치는 영향을 확인하기 위해, 이식하는 신경 또한 두 

개의 그룹(일반 쥐 혹은 당뇨병 유발 쥐)으로 나누어 

실험을 진행하였다. 그 결과 숙주 동물이 당뇨병 유

발 쥐인 경우, 일반 쥐보다 신경 재생이 원활히 일어

나지 않는 것을 관찰하였고, 이식되는 신경의 종류는 

크게 영향을 미치지 않는 것을 보였다.  

방법

1. 실험동물 및 당뇨병 유발

7주령 수컷 Sprague Dawley (SD) rat (220g)을 샘

타코 (Osan, Korea)에서 구입하여 동물 사육실에서 

24℃, 12:12h 밤낮 주기로 1주일간 적응 시킨 후 실

험에 사용하였다. 1주일 후 당뇨병 유발을 위해 절

식 6시간 후 45–50 mg/kg 농도의 streptozotocin 

(STZ; Sigma-Aldich, St. Louis, MO, USA)를 용

매 (0.1 M citrate buffer, pH 4.5)에 녹여 동물에게 

주사하였다. 1주일 후 glucose meter (Accu-Chek, 

Roche Diagnostic, GmbH, Germany)를 사용하여 

혈당측정을 진행하였다. 측정 후 혈당값이 300 

mg/dl 초과한 쥐를 선발하여 3달 동안 당뇨 증상을 

진행시킨 후 실험을 진행하였다. 동물실험에 관련된 

사항들은 대전대학교 동물실험 윤리위원회의 승인을 

받아 진행하였다. (DJUARB2019-029) 

2. 좌골신경 이식수술 (Sciatic Nerve Transplant

ation Surgery)

좌골신경을 이식하기 위해 쥐를 2% 이소플루란

(HANA PHARM CO, Seoul, Korea)으로 마취하였

다. 마취 후 숙주로 사용되는 쥐의 좌골신경을 20 

mm 절단하였다. 신경의 손상을 유지하기 위해 근위

부 신경을 근처의 근육에 10-0 nylon실을 사용하여 

묶어두었고, 1주일 뒤 이식을 진행하였다. 이식할 좌

골신경의 20 mm를 절단하여 숙주 동물의 좌골신경

과 10-0 nylon실을 이용하여 이식하였다. 이식 후 

2주 동안의 회복기간을 준 후 동물을 처치하였다.

3. 면역형광염색법(Immunofluorescence staining)

좌골 신경 조직을 적출한 뒤 냉동 절편기를 이용하

여 20 μm의 두께로 절단하여 슬라이드에 부착시켰

다. 조직을 고정시키기 위하여 4% 

paraformaldehyde(Sigma-Aldrich) 와 4% sucrose

를 섞은 용액을 사용하여 실온에 45분 동안 반응시

켰다. PBST(phosphate buffered saline + 0.1% 

triton X-100) 용액에 10 mM Glycine을 첨가하여 

5분씩 3회 세척하였다. PBS에 0.5% Nonidet P-40 

Substitate을 첨가하여 상온에서 30분간 

permeabilization 하였다. 조직을 PBST용액으로 10
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[Figure.1]. Diagram of experimental plan. STZ (streptozotocin) was injected at 45~50mg/kg to induce 
diabetes. Diabetes was maintained for three months and sciatic nerve was removed at 2 mm length. 
After 1 week, sciatic nerve was graft and recovered for 2 weeks. After 2 weeks, animals were sacrificed.

[Figure.2]. Representative image of NF-200 staining 
of sciatic nerve section. Nerve was sectioned at 14 
μm thickness. The number of regenerated axons 
were determined per 0.1 mm from graft site to 
distal portion. Vertical line : Transplantation site, 
scale bar; 100 μm.

분간 1회 세척하였다. 조직의 blocking을 위하여 

PBST 용액에 2.5% horse serum 과 2.5% Bovine 

Serum Albumin(BSA)를 섞은 blocking buffer용액

으로 상온에서 1시간 동안 반응시켰다. Blocking 

buffer에 1차 antibody를 섞어 조직과 O/N으로 반

응시켰다. 반응 후 조직을 PBST용액으로 10분간 3

회 세척하였다. Blocking buffer에 2차 antibody를 

섞어 조직과 1시간 동안 암실에서 반응시켰다. 

PBST용액으로 10분간 1회 세척하였다. 핵 염색을 

위해 PBST에 Hoechst를 처리해 10분간 1회 암실

에서 반응시켰다. PBST용액으로 10분간 1회 세척 

후 mounting용액을 사용해 cover glass를 덮고 상

온에서 말려주었다. 1차 antibody는 

anti-NF200(Sigma-Aldrich)와 anti-SCG10 

(Novus, St. Louis, USA)가 염색에 사용되었다. 2차 

antibody는 fluorescein goat anti-mouse IgG 

antibody와 rhodamine goat anti-rabbit antibody

가 사용되었다. 염색된 시료는 형광현미경을 사용하

여 이미지가 촬영되었다. 모든 이미지는 Adobe 

Photoshop software를 사용하여 분석되었다.

결과

 당뇨병성 신경 병증으로 인한 신경 손상과 신경 재

생을 연구하기 위해 당뇨병을 유발시킨 쥐의 좌골신

경을 사용해 실험을 진행하였다. 당뇨병성 모델의 신

경 재생 약화를 일반 쥐의 재생과 비교하기 위하여 

당뇨병 유발 쥐와 대조군으로 일반 쥐를 숙주로 사

용하였다. 좌골 신경을 절단한 뒤 1주일 후 다른 개

체의 당뇨병 쥐와 일반 쥐에서 신경을 잘라 숙주의 

신경에 이식하였다 (Fig 1). 이식 후 2주 뒤 좌골 신

경을 냉동 절편기로 절단하여 신경 재생 측정을 위

하여 면역형광염색을 진행하였다. 

   먼저 NF-200 염색을 통해 신경 재생을 측정하였

다. 재생 정도를 비교하기 위해 손상 부분으로부터 

0.1 mm 단위로 총 1 mm 범위 내로 NF-200 

signal 축삭의 개수를 측정하였다 (Fig 2, 4A). 일반 

쥐를 숙주로 사용한 경우(CTL-CTL and 

CTL-STZ), 0.2 mm 범위에서 약 80%의 축삭이 재

생되었다. 0.3 mm ~ 0.7 mm 범위에서는 60 ~ 

70%의 축삭이 재생되었으며 0.8 mm 이상의 범위에

서는 재생 비율이 50%로 줄어들었다. 당뇨병 유발 

쥐가 숙주인 경우, 재생된 축삭의 수는 이식한 개체

의 신경에 따른 차이를 보였다. 일반 쥐의 신경을 이

식하였을 때(CTL-CTL), 0.1 mm 까지 재생된 축삭

은 약 60% 정도로 측정되었고 0.2 mm 이상의 구간

에서는 40% 이하로 측정되었다. 당뇨병 유발 쥐의 

신경을 이식했을 경우(CTL-STZ), 0.1 mm ~ 0.7 

mm 사이에서는 일반 쥐의 신경을 이식했을 때 보다 

재생 비율이 낮은 값으로 측정되었다. 0.8 mm 이상
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[Figure.4]. Quantification of NF-200 and SCG10 labeled axons. Mean the number of axons was 
determined by analyzing selected tissue per 5 section (n=1). 

[Figure.3]. Representative image of SCG10 staining. 
The number of regenerated axons were determined 
per 0.1 mm from graft site to distal portion. 
Vertical line : Transplantation site, scale bar; 100 μ
m.

에서는 염색된 축삭의 개수가 다시 증가하였다. 

NF-200 항체는 재생된 축삭뿐 아니라 퇴화된 축삭

에도 반응을 하기 때문에 수치 값이 증가한 것으로 

생각된다. 

   위에서 언급된 것처럼, NF-200 항체는 신경잔섬

유(neurofilament)를 표적으로 하며 죽은 신경 세포

에서도 신경잔섬유가 존재할 수 있어 재생되는 축삭

과 퇴화된 축삭에도 반응한다. 이와 달리 Superior 

cervical ganglion 10 (SCG10)은 STMN2 

(stathmin 2)로도 알려져 있으며, microtubule 

dynamics와 protein trafficing22,23,24)을 조절하는 신

경세포로 발현되는 stathmin family protein이다. 

SCG10은 발달 중에 발현이 매우 높고 미세소관 안

정성을 조절함으로써 축삭돌기 생장에 중요한 역할

을 한다25,26,27). 흥미롭게도, 축삭돌기 손상은 성인 

감각 뉴런에서 SCG10 발현의 증가를 초래한다. 대

조적으로, 우리는 최근에 축삭돌기 손상 후 몇 시간 

이내에 SCG10이 원위부 축삭돌기에서 빠르게 손실

된다는 것을 증명하였다28). 이로써 세포의 재생과 원

위부 축삭돌기의 분화 조절은 평가하는데 있어 축삭

돌기 재생의 초기단계에  SCG10이 효율적이고 선택

적인 표지자로 활용될 수 있다는 가설을 검증할 수 

있었다. 본 연구에서 축삭돌기 재생 과정에서 발현되

는 SCG10을 분석한 결과, NF-200 항체를 사용한 

분석과는 확연히 다른 결과를 얻을 수 있었다. 먼저, 

일반 쥐가 숙주인 경우, 당뇨병 쥐(CTL-STZ)와 일

반 쥐(CTL-CTL)의 신경을 이식했을 때 0.3 mm 구

간까지는 비슷한 값(약 80%)으로 측정되었다 (Fig 

3, 4B). 하지만 접합 부위로부터 거리가 멀어질수록 

당뇨병 쥐의 신경을 이식한 그룹(CTL-STZ)에서 재

생이 된 축삭이 더 많이 관찰되었다(CTL-STZ; 약 

60~80%, CTL-CTL; 약 30~70%). 당뇨병 쥐가 숙

주인 경우, 0.1 mm 구간에서부터 일반 쥐 숙주와 

약 1.8배의 차이를 보였다(일반 쥐 숙주 : 약 90%, 

당뇨병 쥐 숙주 : 약 50%). 또한 NF-200 염색과는 

다르게 당뇨병 쥐와 일반 쥐의 신경 이식 결과는 비

슷한 값으로 측정되었다. 위와 같은 값을 토대로 당

뇨병 쥐를 숙주로 실험한 경우(STZ-CTL and 

STZ-STZ) 일반 쥐의 경우(CTL-CTL and 

CTL-STZ)보다 손상된 신경의 재생이 줄어드는 것

을 관찰할 수 있었다. 하지만 이식된 신경의 쥐가 일

반 쥐 또는 당뇨병 쥐인지는 신경 재생에 큰 영향을 

미치지 않은 것으로 관찰되었다. 
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고찰

  당뇨병성 말초신경병증은 당뇨병 환자 중 절반 이

상에게 유발되는 당뇨병의 합병증 중 하나이며, 그로 

인한 신경의 퇴화와 재생과 관련된 연구29)는 현재에

도 진행되고 있다. 본 연구에서는 당뇨병에 의한 신

경병증의 진행으로 신경 재생에 미치는 영향을 알아

보기 위해 진행되었다. 당뇨병으로 인해 생긴 신경 

결손으로 인한 신경 재생의 차이를 연구하기 위해 

당뇨병 유발 쥐와 일반 쥐를 숙주로 사용하여 다른 

동물에서 신경 이식을 한 후 실험을 진행하였다. 이

식 후 2주간의 회복기간을 둔 후 좌골신경을 적출하

여 분석하였다. 신경세포의 지표로 알려진 NF-200 

항체 (anti-neurofilament-200)를 사용하여 염색을 

진행한 결과, 일반 쥐와 당뇨병 유발 쥐의 재생 차이

가 확연히 관찰되었다. 원위부의 축삭의 수로 근위부

의 축삭에 수를 나누어 보정된 결과 값을 도출하였

다. 접합부분으로부터 근위부 방향으로 0.1 mm 단

위로 염색된 축삭의 수를 세어 측정하였을 때, 0.1 

mm 지점부터 차이를 보였다. SCG10 항체 

(anti-SCG10)로 실험을 진행했을 때도 비슷한 결과 

값이 도출되었다. 하지만 숙주의 상태에 의한 재생 

차이는 보였지만, 이식된 신경의 상태는 큰 차이를 

보이지 않았다. 이러한 결과는 다른 나이의 동물을 

숙주로 사용하여 연구했을 때와 유사한 결과를 보였

다.19). 숙주의 나이가 많을수록 신경 재생이 감소하

는 결과가 보고되었지만 이식되는 신경의 동물의 나

이는 재생과 큰 연관이 없는 것으로 나타났다. 이러

한 결과를 토대로 신경 재생은 이식되는 신경의 종

류보다는 숙주의 상태 (질병 혹은 나이)가 결정하며 

신경 재생인자를 생성하는 후근신경절의 신경세포체

의 상태와 역할이 중요하다고 판단된다. 

   좌골신경 손상 후 재생과정 중 손상 부위를 중심

으로 말단 부위의 슈반세포(Schwann cell)는 탈분화

(dedifferentiation), 재분화(redifferentiation), 분열

(proliferation) 과정을 거치게 되며 축삭의 재생을 

보조한다30). 기존의 연구에서, 당뇨병 모델의 쥐를 

숙주로 사용하여 좌골신경의 슈반세포에 관한 보고

가 있었다31). 해당 연구에 따르면 뉴로트로핀수용체 

중 하나인 p75NTR 단백질이 당뇨병 모델의 쥐를 

숙주로 사용한 경우 그 수가 증가한 것으로 측정되

었다. 또한 본 연구와는 다르게 신경 이식 쥐의 차이

에 따라 다른 결과 값을 보임을 보고하였다. 당뇨병 

모델 쥐의 신경을 숙주(당뇨병 모델 쥐 혹은 일반 

쥐)에게 이식한 경우 p75NTR 단백질이 일반 쥐의 신

경을 이식한 그룹보다 높게 발현되었으며, 증가한 

p75NTR 단백질은 세포 사멸을 유도하여 슈반세포의 

생존을 낮추며 축삭 재생을 감소시킨다고 보고되었

다32). 이러한 결과는 본 연구의 결과와 차이가 있었

다. 본 실험에서는 이식하는 신경의 상태에 따른 차

이는 보이지 않았다 (Fig 4). 또한, 슈반세포에서 

p75NTR 단백질은 신경 절단(axotomy)이 되면 증가

한다고 보고되었다33). 즉 신경 이식을 위한 일반 쥐

의 신경 절단 과정에서 슈반세포 내의 p75NTR 단백

질은 증가할 것이며 당뇨병 모델 쥐에서 p75NTR 단

백질 증가와 유사 할 것이라 생각된다. 본 연구에서

는 슈반세포와 관련된 실험을 진행하지 못하여 위 

내용에 대한 정확한 분석은 불가능했지만, 위의 연구

에서도 당뇨병 모델 쥐의 슈반세포에서 p75NTR 단백

질의 증가가 신경 재생31)과 관련되어 있다는 직접적

인 증거를 제시하지는 못했다. 이러한 논제는 추후의 

추가적인 실험을 진행하여 당뇨병성 신경병증에 대

한 연구에 새로운 발견 가능성을 제시 할 수 있을 

것이라고 생각된다. 

   기존의 연구에서 당뇨병 모델 동물의 좌골신경에

서 염증지표인 IL-1β, IL-6 그리고 TNF-α 단백질

이 증가하는 것으로 보고되었다34). 이전 연구에 의하

면, 고농도의 포도당이 TLR4 (Toll Like 

Receptor4)/NFκB signal pathway를 통해 산화스트

레스를 유도하여 염증 물질들을 일으킨다35). 또한 폴

리올 경로(polyol pathway)를 통해 고농도의 포도당

이 소르비톨 (sorbitol)로 환원된다. 환원된 소르비톨

은 삽투압 충격(osmotic shock or osmotic stress)

과 에이티피아제 (ATPase)의 활성을 감소시켜 신경

병증을 유도한다고 보고되었다36).  위와 같은 결과들

이 종합적으로 신경병증을 유도하고 신경 재생에 부

정적으로 적용되어 당뇨병 쥐가 숙주일 때 재생이 

약화된 것으로 보인다. 

   최근 연구에서 당뇨병 모델에서 신경 재생 인자

와 관련된 보고는 많았지만37) 재생의 차이를 보고한 

연구는 많지 않았다. 또한 STZ-유도성 당뇨병 모델

의 후근신경절의 감각 신경 세포를 배양하였을 때, 

신경 돌기(neurite)의 길이가 일반 쥐의 신경 돌기에 

길이보다 낮게 측정되었다고 보고되었다38).  위 연구

에서는 비록 세포 실험이긴 하지만 감각 신경 세포

에 한약재를 첨가했을 때, 성장하는 신경 돌기의 길

이가 더 길어진 것을 보였다. 본 연구에서는 추가적
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으로 약재 실험을 통해 당뇨병 모델 쥐의 재생을 촉

진시키는 것을 연구하지는 못했지만 차후 이와 관련

된 실험을 추가적으로 진행함으로써 당뇨병성 신경

병증의 치료의 대한 연구를 위한 발판이 될 수 있을 

것이다. 기존 신경 재생 효과가 있다고 보고된 바 있

는 한약재인인 보양환오탕이나 보기제통탕 등을 활

용하여38,39). 향후 신경 재생과 연관된 보다 심화된 

연구를 수행할 수 있을 것으로 기대한다.

결론

 STZ-유도성 당뇨병 모델을 통해 신경 재생을 연구

한 결과 다음과 같은 결론을 얻었다. 당뇨병 모델의 

쥐를 숙주인 경우 일반 쥐 숙주보다 약 1.5배 재생

이 약화되는 것을 확인할 수 있었다. 하지만 이식되

는 신경은 당뇨병 모델 쥐와 일반 쥐의 재생 차이를 

보이지는 않았다. 향후 신경 재생 촉진 효능이 있는 

한약물을 활용하여 보다 심화된 기전 연구 진행이 

필요할 것 이다.
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