
ABSTRACT

Purpose: Melatonin is a naturally occurring hormone produced by the pineal gland. 

Melatonin has many pharmacological effects in different tissues or organs. Mela tonin 

is especially known to have antioxidant and neuroprotective effects. Hypothermia is a 

therapeutic tool against hypoxia-ischemia (HI) of the brain. This study examines the 

effect of combined therapy using melatonin and hypothermia in neonatal rats with HI.

Methods: Seven-day old rats were subjected to HI and randomized into four groups : 

vehicle, melatonin alone, vehicle and hypothermia, and melatonin and hypo thermia. 

Melatonin (30 mg/kg) was intraperitoneally administered in two doses: immediately 

following HI, and 24 h later. Hypothermia consisted of whole-body cooling (3 hours, 

27℃). Sham-treated animals not subjected to HI were also studied. P10, P14, and 

P35 rats were sacrificed for experiments. 

Results: Vehicle-treated P10 rats increased in brain infarction compared to controls 

in TTC staining study. And also, P35 rats decreased in brain volume of injured hemis-

phere in H&E stain. Melatonin or hypothermia alone did not show any protective 

effect against HI. However, a combination of melatonin and hypothermia effectively 

reduced the brain injury. In addition, the results of in situ zymography, TUNEL assay 

and immunofluorescence studies showed that neuroprotective effects were achieved 

only with combined therapy. 

Conclusion: Melatonin may contribute to synergistic effects to neuroprotection of 

hypothermia on brain damage after HI.
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서론

저산소 허혈은 여러 장기에 산소가 부족하거나 혈류가 줄어들어 발생하는 현상으로 신생

아에 있어서 뇌손상의 흔한 원인이 된다. 신생아 저산소 허혈은 신생아기 뇌손상의 중요한 
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인자이며, 아기가 성장하면서 뇌성 마비, 학습장애, 시각 장애, 그

리고 뇌전증을 일으킬 수 있다1). 기전적으로는 뇌의 저산소 허혈

에 의한 손상에 있어 여러 단계의 생화학적 과정을 거치며 미토콘

드리아 기능 이상, 산화 스트레스, 염증반응, 그리고 세포사의 결

과를 초래한다2). 보고에 따르면 만삭으로 출생한 신생아에 있어 

저산소 허혈에 의한 뇌손상은 1,000명 당 1-4명의 빈도를 보인다
3). 따라서 전 세계적으로 중요한 의학적 문제임에 틀림없고 많은 

손상 억제를 위한 노력들이 진행되어 오고 있다. 지난 20여년간

의 실험적 연구와 임상시험을 통하여 저체온요법이 신생아의 뇌

손상을 줄이는데 도움이 되는 것으로 알려졌다4-6). 실험동물을 이

용한 다수의 실험연구에서 저체온요법은 저산소 허혈 뇌손상에 

대해 신경세포의 손상을 줄이고, 증상 호전에 도움이 되었다7-9). 

저체온요법은 뇌 대사율 감소를 유도하며, 고에너지 인화합물의 

결핍을 막고 허혈성 뇌손상의 병태생리와 관련된 다양한 기전에 

관여해서 뇌 보호작용을 한다고 알려져 있으나 중증 뇌손상 등

에 대해서는 제한적인 치료효과를 보이는 실정이다10). 따라서 저

체온요법 단독보다는 약물 투여와 병용하여 치료 가능 시간의 확

장이나 유효한 치료효과를 높이려는 시도를 하고 있다11). 지금까

지 병용요법에 대한 보고는 제한적인데, 예를 들어 저체온요법과 

caspase 억제제 또는 MK-801의 병용요법 등이 그 예이다12,13).

Melatonin은 포유류의 송과샘에서 분비되는 호르몬으로 산화 

스트레스를 억제하고, 면역을 강화시키며, 노화를 억제한다고 알

려져 있다14-16). 여러 연구에서 melatonin은 신경 보호작용을 가지

는 것으로 알려져 있는데, 뇌허혈 동물 모델에서 melatonin 투여

가 허혈성 뇌신경세포 손상을 억제하였으며, 신생아 저산소 허혈 

뇌손상에 대한 보호작용도 보고되었다17,18). Melatonin이 matrix 

metalloproteinase (MMP)의 활성을 억제하는데, 허혈 뇌신경손상

에 MMP가 중요하게 작용한다는 사실에 근거하여 melatonin이 저

산소 허혈 뇌손상에 어떠한 영향을 미칠 것으로 생각된다19). MMP

는 중추신경계에서 정상적 생리적 기능은 물론, 병태생리적 진행

과정에 있어 기저막과 세포 외 기질의 파괴에도 관여하는데, 특

히 gelatin을 파괴시킬 수 있어 gelatinase로도 알려진 MMP-2와 

MMP-9이 저산소 허혈 뇌손상에서 혈액-뇌 장벽의 파괴, 혈관성 

뇌부종, 뇌출혈 등의 뇌신경손상 유발에 관여하는 것으로 알려져 

있다20,21).

이 연구는 신생쥐에서 유발시킨 저산소 허혈 뇌손상에 대해 

melatonin과 저체온치료의 병용요법이 부가적인 뇌 보호작용을 

나타내는지 알아보고 저체온요법의 치료적 한계가 약물 병용요

법으로 극복될 수 있는지 알아보고자 시행하였다.

대상 및 방법

1. 실험동물

1주령의 Sprague-Dawely 종 신생 쥐(체중 16-18 g, Koatech-

Harlan, Korea)를 실험에 사용하였다. 출생 전 임신 상태의 암컷

을 구입 후 환경에 적응시킨 다음 분만 후 7일째 신생 흰쥐를 실험

에 이용하였다. 사육실은 12시간 간격으로 명암이 조절되며, 실내

온도를 22±1℃로 일정하게 유지하였다. 실험 프로토콜과 모든 

실험과정은 계명대학교 의과대학 실험동물 윤리위원회의 승인을 

받았다(승인번호: KM-2013-69).

2. 저산소 허혈 뇌손상의 유발

N2O (70%) 및 O2 (30%)와 함께 isoflurane 마취(마취유도 시 

3% 및 마취유지 시 1.5%) 하에서 뇌손상을 유발하기 위한 수술

을 실시하였으며, 목 부분의 피부를 상하로 절개하여 우측 총경동

맥을 노출시켜 주변 신경과 조직으로부터 분리한 후 6-0 silk 봉합

사로 결찰하는 방법으로 일측 대뇌 반구의 허혈을 유발하였으며, 

수술 직 후 모체가 있는 케이지로 옮겨 1시간 동안 회복시켰다. 이 

후 단계인 저산소 손상은 37℃로 유지되는 수조 안에 아크릴 박스

를 넣고, 박스 안에 실험 쥐를 두고 8% 산소 및 92% 질소로 구성

된 혼합 가스를 양압상태에서 흘려주는 방법으로 실험동물을 저

산소 환경에 90분간 두었다.

3. 약물 투여 및 저체온치료

실험 프로토콜은 두 가지로 구성되며, 프로토콜 I은 저산소 허

혈 뇌손상 후 약물 내지 vehicle (5% ethanol) 투여 및 저체온요법

을 실시한 것이며, 프로토콜 II는 뇌손상 후 약물 내지 vehicle을 투

여하였으나 저체온요법은 실시하지 않은 것이다(Figure 1). 저산

소 허혈 뇌손상 후 실험쥐를 다시 케이지에 옮기고, 15분 경과 후 

약물이나 vehicle을 투여하였으며 총 1시간 회복시켰다. Tai 등22)

은 실험쥐에 사용한 melatonin의 용량이 15-50 mg/kg에서 효과

적이었는데, 100% ethanol에 melatonin (Sigma, Korea)을 녹인 

후 증류수를 첨가하여 5% ethanol 수준으로 희석 시켜, 30 mg/kg 

용량으로 복강 내 투여하였으며, 수술 24시간 후 1회 추가 투여하

였다. 저체온치료는 27℃ 환경에서 3시간 시행하였다. 정상 대조

군에 실험군과 동일한 양의 5% ethanol을 동일한 일정으로 투여

하였다.

4. 실험군

각 군당 실험쥐는 8마리이며, 실험군의 구성은 다음과 같다. (1) 

정상 대조군(sham-operated control group) - P10 (수술 3일 후 

희생), P14 (수술 7일 후 희생) 및 P35 (수술 4주 후 희생): 저산
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소 허혈 뇌손상을 유발하지 않은 군 (2) Vehicle 투여 저산소 허혈군

(vehicle-treated hypoxic-ischemic group) - P10, P14 및 P35 : 저

산소 허혈군으로 vehicle을 투여한 군 (3) melatonin 투여 저산소 허

혈군(melatonin-treated hypoxic-ischemic group) - P10, P14 

및 P35 : 저산소 허혈군으로 melatonin를 투여한 군 (4) Vehicle 

및 저체온치료 저산소 허혈군(vehicle and hypothermia-treated 

hypoxic-ischemic group) - P10, P14 및 P35 : 저산소 허혈군으

로 vehicle 투여와 저체온치료를 실시한 군 (5) melatonin 및 저

체온치료 저산소 허혈군(melatonin and hypothermia-treated 

hypoxic-ischemic group) - P10, P14 및 P35 : 저산소 허혈군으로 

melatonin 투여와 저체온치료를 실시한 군

5. 뇌손상의 조직학적 검사  

저산소 허혈 뇌손상 3일 후 P10 실험쥐의 경부를 절단한 후 희

생시키고 두개골에서 뇌를 꺼내어 얼음으로 냉각 시킨 식염수에 

5분간 냉각시킨 후 brain matrix를 사용하여 1 mm 두께의 관상절

편을 6개 제작하여, 2% 2,3,5 triphenyltetrazolium chloride (TTC) 

용액으로 37℃에서 30분간 빛을 차단한 상태로 염색하여, 디지

털 카메라로 이미지를 얻은 후 Image J 프로그램(version 1.45, 

http://rsbweb.nih.gov/ij/ download.html에서 다운로드)을 사용

하여 경색부위의 크기를 측정하였다.

저산소 허혈 뇌손상 4주 후 P35 실험쥐를 isoflurane으로 깊

이 마취시키고, 좌심실을 통해 냉각 phosphate-buffered saline 

(PBS, pH 7.2)으로 관류시켰다. 경부를 절단한 후 두개골에서 뇌

를 꺼내어 즉시 냉각시켰으며, cryostat (MVE, Germany)를 사용

하여 14 μm 두께의 관상 뇌절편을 유리 슬라이드에 부착시켜 샘

플 슬라이드를 제작하였다. 관상 뇌절편 슬라이드는 formalin에 

30분 가량 고정시킨 후 hematoxylin & eosin (H&E) 염색을 실시

하였고, 뇌손상 정도는 광학현미경과 디지털 카메라로 영상을 얻

은 후 검사하였다. Image analyzer로 손상 측 대뇌반구 면적을 측

정한 후 대조 대뇌반구의 면적에 비해 위축된 정도를 조사하였다.

6. Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP 

   nick end-labeling (TUNEL) 검사

저산소 허혈 뇌손상과 관련된 세포자멸사 과정을 보기 위하여 

DNA 분절을 확인할 목적으로 TUNEL 염색 키트(Roche Diagnostic, 

USA)를 사용하였으며, 사용자 protocol에 준하여 실험을 실시하

였다. 간단히 기술하면, 저산소 허혈 뇌손상 유발 수술 후 실험쥐

의 심장을 통해 PBS로 재관류한 후 두개골에서 뇌를 신속히 제

거 후 2-methylbutane과 액체 질소를 이용하여 급속 냉각시켰다. 

Cryostat로 뇌조직을 14 μm 두께로 잘라 관상 뇌절편을 제작하고, 

10% formalin으로 고정시킨 후 PBS로 3회 세척한 다음 TUNEL 반

응용액을 뇌조직에 처리한 후 diaminobenzidine 기질 용액을 처

리하여 발색반응 후 현미경으로 관찰하였다.

7. In situ zymography

In situ zymography 기법은 조직 절편에서 MMP-9와 MMP-2의 

효소활성의 구분은 불가하나, 조직상에서 효소의 활성 변화 및 위

치를 알 수 있다. 심장을 통해 PBS로 관류한 후 뇌조직을 고정시

키지 않고 신속히 제거 후 2-methylbutane과 액체 질소로 급속 냉

각시켰다. Cryostat로 조직을 14 μm 두께로 절편을 만든 후 키트

(Enz-Check kit, Invitrogene, USA)를 이용해 37℃ 조건으로 배양

기 내에서 약 18시간 반응시킨 다음, 형광현미경으로 관찰하였다
23). 뇌절편상의 gelatinase에 의해 fluorescein isothiocyanate (FITC)

가 부착된 gelatin이 파괴될 때 FITC 형광이 검출된다. 이 기법은 

각 위치에 분포된 gelatinase의 활성 증감과 정확한 조직학적 위치

를 알 수 있다.

8. 면역형광법

저산소 허혈 뇌손상 유발 후 4주 경과한 P35 실험쥐를 희생시

켰다. Isoflurane으로 깊이 마취시킨 후, 흉곽을 열고 좌심실을 통

해 PBS 용액을 관류하여 혈액을 제거한 후, 이어서 4% parafor-

maldehyde를 흘려주어 뇌를 고정시켰다. 두개골에서 뇌를 신속

히 꺼내어 동일한 고정액으로 4℃ 조건에서 추가 고정시키고 각

각 15% 및 30% sucrose 용액에 24시간씩 처리하여 냉각손상을 방

지하였다. Cryostat로 20 μm 두께로 절편을 잘라 유리 슬라이드에 

부착해 실험 때까지 deep freezer에 보관하였다. 0.3% Triton X- 

100과 3% 정상 염소 혈청(normal goat serum)을 포함하는 PBS

로 blocking한 후 뇌조직 슬라이드에 1차 항체, 즉 anti-neuronal 

nuclear antigen (NeuN) (1:100, Millipore, USA) 혹은 anti-glial 

Figure 1. Diagram shows the protocol I and II for experimental 
processes. Start points of timelines mean the end of surgery and 
general anesthesia. Abbreviation: CCA, common carotid artery. 
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fibrillary acidic protein (GFAP) (1:200, Millipore, USA)를 반응 용

액에 적용시킨 후, 4℃에서 약 18시간 반응시켰다. 슬라이드를 

PBS로 세척한 후 2차 항체인 anti-mouse tetramethylrhodamine-

5-(and 6)-isothiocyanate (TRITC) (1:100; Jackson Immuno-

Research, USA)를 포함한 용액을 슬라이드에 적용한 후 30분간 반

응을 시킨 다음 PBS로 3회 세척 후 물기를 제거 한 후 Vectorshield 

(Vector laboratories, USA)를 점적하고 커버 슬라이드를 덮은 후 

형광현미경으로 관찰하며 촬영하였다.

9. 통계 분석

본 실험의 결과 분석에 있어 melatonin 및 저체온요법에 의한 

신경 보호작용을 알아보기 위해 조직학적 결과의 유의성을 검증

하기 위해 일측 분산분석(one-way analysis of variance, ANOVA)

을 실시하였고 Tukey 사후 검증을 실시하였다. P 값이 0.05 미만

일 때 통계학적으로 의의가 있다고 평가하였다.

결과

1. 뇌손상의 조직학적 검사 결과

저산소 허혈 손상에 의한 뇌경색을 관찰하기 위해서 TTC 염색

을 실시하였다. 뇌손상 후 3일 경과한 P10 실험쥐에서 뇌를 취하

여 절편을 만든 후 관찰한 결과, vehicle 투여군에서 뇌경색부위가 

현저하게 관찰되었고 이에 대해 melatonin 투여나 저체온요법 단

독으로는 경색 크기를 줄이는 경향이 있었으나 통계학적 유의성

은 없었다. 그러나 melatonin과 저체온치료의 병용요법을 실시한 

Figure 2. Histological analysis of brain damage in neonatal rats with 
hypoxia-ischemia. (A) Representative sections of the brain stained with 
triphenyltetrazolium chloride (TTC) showing in farction areas in P10 rats; 
combination therapy of melatonin and hypothermia significantly reduced 
infarct volume of brain. (B) Findings of brain damage using H&E staining in P35 
rats; combined therapy of melatonin and hypothermia significantly reduced 
the damaged area of ipsilateral hemisphere. Scale bar=5 mm. Abbreviations: 
Control, sham-operated control group; VEH only, vehicle-treated group; MEL 
only, melatonin-treated group; VEH+HYPO, vehicle and hypothermia-treated 
group; MEL+HYPO, melatonin and hypothermia-treated group. *P<0.05 vs. 
VEH only.
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군(29.22±7.99 mm3)에서 뇌경색 부위가 vehicle 투여군(51.71±

6.93 mm3)에 비해 유의하게 줄었다(P<0.05, Figure 2A). 

수술 후 4주 경과한 P35 실험쥐를 대상으로 H&E 염색을 실시

하여 손상측 대뇌반구의 위축을 관찰하여 손상여부 및 보호방

편의 효과를 보고자 하였다. 정상 대조군에 비해 vehicle 투여군

(100±14.71%)에서 대뇌반구의 현저한 위축이 관찰되었고, 이

는 melatonin이나 저체온요법 단독으로는 별 변화가 나타나지 않

았다. 그러나, melatonin 및 저체온치료 병합요법군의 대뇌반구

의 위축 정도는 58.75±10.92%로 유의하게 감소하였다(P<0.05, 

Figure 2B).

2. In situ zymography 결과

뇌손상 유발 1주일 후 희생시킨 P14 실험쥐에서 대뇌겉질에서 

관찰한 gelatinase 활성은 현저히 증가되었으며 이는 주로 분포하

는 신경세포의 위치에서 활성이 나타나는 것으로 보여진다. 손상 

시 증가된 효소 활성에 대해 melatonin 혹은 저체온치료 단독으로

는 변화가 없었으며, 병용 처치에 의해 효소 활성이 줄어든 양상

이었다. P14 실험쥐의 줄무늬체에서 gelatinase 활성을 관찰한 결

과 비손상측에 비해 현저히 증가되었으며 이 역시 줄무늬체 영역

에 주로 분포하는 신경세포 위치에서 활성이 나타나는 것으로 보

여진다. 대뇌겉질과 마찬가지로 손상 시 증가된 효소 활성에 대해 

melatonin 혹은 저체온치료 단독으로는 변화가 없었으며, 병용요

법에 의해 효소 활성이 줄어든 양상이었다(Figure 3). 

3. TUNEL 염색 결과

저산소 허혈 뇌손상을 받은 신생쥐의 대뇌겉질과 줄무늬체에

서 각각 TUNEL 염색 양성세포를 관찰하였다(Figure 4). P14 실험

쥐에서 Melatonin 혹은 저체온치료 단독으로는 TUNEL 염색 양성 

신경세포 수에 영향을 주지 않았으나 병용요법에 의해 TUNEL 염

색 양성 신경세포 수가 줄어들었고(Figure 4A),  P35 검체 역시 병

용치료군에서 TUNEL 염색 양성 세포가 감소하는 경향을 보였다
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Figure 3. In situ zymography in the brain after hypoxia-ischemia (HI) in 
P14 rats. Sham-operated control group showed very weak gelatinase activity. 
After HI, gelatinase activity was increased in ipsilateral sides of cortex and 
striatum compared to contralateral sides. Melatonin or hypothermia did not 
reduce gelatinase activity. Combined therapy of melatonin and hypo thermia 
reduced gelatinase activity. Scale bar=500 μm. Abbre viations: Control, sham-
operated control group; VEH only, vehicle-treated group; MEL only, melatonin-
treated group; VEH+HYPO, vehicle and hypothermia-treated group; MEL+HYPO, 
melatonin and hypothermia-treated group. 
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(Figure 4B). 

4. 면역형광법 염색 결과

저산소 허혈 손상에 민감한 부위인 대뇌겉질과 줄무늬체에서 

신경세포의 특이 단백인 NeuN 발현을 관찰하였다. 해당 부위의 

NeuN 발현은 정상 대조군에 비해 저산소 허혈 뇌손상 후 현저

히 감소하였다. 이는 손상에 의한 신경세포의 소실을 의미한다. 

Vehicle 투여군에 비해서 melatonin 혹은 저체온치료 단독에 의

해 변화가 없었으나, melatonin 및 저체온치료의 병합요법에 의

해 NeuN 발현이 증가되어 신경세포 손상이 줄어들었다(Figure 

5A). GFAP는 뇌에 존재하는 별아교세포의 특이 단백질로 뇌손상 

시 반응성으로 발현이 증가하는 양상을 보인다. 대뇌겉질과 줄무

늬체에서 GFAP 발현이 대조군에 비해 저산소 허혈 뇌손상 후 현

저히 증가하였다. 이는 신경세포의 소실을 나타내며 vehicle 군에 

비하여 melatonin 혹은 저체온치료 단독에 의해 변화가 없었으나, 

melatonin 및 저체온치료의 병합요법에 의해 GFAP 발현이 감소

된 것으로 보아 뇌손상이 줄어들었음을 알 수 있었다(Figure 5B). 

고찰

이 연구에서는 신생쥐를 이용하여 저산소 허혈에 의해 유발된 

뇌손상에 대해서 melatonin 투여와 저체온치료의 병용요법이 뇌

조직 손상을 억제하였음을 보여주고 있다. 뇌손상의 치료에 사용

된 melatonin이나 저체온요법 모두 뇌신경 보호작용의 가능성을 

가지고 있으나, 이 연구 모델에서는 단독 적용으로는 유의한 보호

작용을 보이지 않았다.

Melatonin은 신경 보호작용을 나타내는 것으로 알려져 있으며, 

특히 성체 흰쥐나 마우스의 뇌허혈 모델에서 보호작용을 나타내

는 것으로 알려져 있는데 국소 허혈 및 전뇌 허혈에 모두 효과적

이다22,24,25). Melatonin이 가지는 신경 보호효과에는 몇 가지 기전

이 제시되었는데17,18,26,27), 그 중 유리 라디칼의 제거 혹은 여러 라

디칼에 의한 지질과산화 억제와 관련 있는 강력한 항산화 효과

가 주된 작용이며, 항산화 작용 효소의 증가나 신경성 nitric oxide 

합성효소 억제, 항염증반응, 항세포자멸사 효과 등을 들 수 있다. 

Carloni 등28)은 저산소 허혈에 노출된 생후 7일 신생쥐에서 손상 

30분 전, 24시간 및 48시간 후에 시행한 반복적 melatonin의 투

여는 손상 후 7일경 평가한 조직학적 소견상 뇌손상을 줄이고, 성

체쥐에서 행동의 부조화나 학습능력 부족을 줄이는 뇌 보호효과

가 있다고 하였다. 이 연구의 주된 목적은 저체온치료와 병용한 

melatonin의 투여가 뇌 보호에 도움이 되는지 여부를 관찰하기 위

함이어서 melatonin을 조기에 투여하지 않고, 저산소 허혈 손상 

후 약 3시간 무렵과 24시간 후에 투여하였다. 따라서 melatonin을 

손상 전 또는 손상 후 즉시 투여하거나 여러 날에 걸친 반복적 내

지 고용량을 사용하였다면 melatonin 단독 사용이 기존의 다른 연

구처럼 뇌 보호작용이 관찰될 수도 있을 것이다28,29). 

Figure 4. Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end-labeling (TUNEL) 
assay in neonatal rats with hypoxia-ischemia (HI). (A) Sham-operated control group showed no 
TUNEL positive cell. After HI, TUNEL-staining positive cells were increased in ipsilateral sides of 
cortex and stristum compared to contralateral sides. Melatonin or hypothermia did not reduce 
TUNEL-positive cells. Combined therapy of melatonin and hypothermia reduced TUNEL-
positive cells in P14 rats. (B) Also TUNEL-positive cells were reduced only with combined 
therapy in P35 rats. Scale bar=500 μm. Abbreviations: Control, sham-operated control group; 
VEH only, vehicle-treated group; MEL only, melatonin-treated group; VEH+HYPO, vehicle and 
hypothermia-treated group; MEL+HYPO, melatonin and hypothermia-treated group. 
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저산소 허혈 뇌손상 후 저체온치료의 작용 기전은 다양하다. 현

재까지 보고된 가설적 기전으로는 흥분성 아미노산인 glutamate

에 의한 신경 독작용 억제, N-methyl-D-aspartate 수용체 감소, 

NO 생성 효소의 활성 억제, 항산화 물질의 증가, leukotriene 생성

의 감소, 그리고 세포자멸사 억제 등이다7-10). 저산소 허혈 손상에 

대한 동물실험에서 저체온요법의 뇌 보호효과는 저체온의 정도 

및 기간, 시작시기 등에 영향을 받는 것으로 알려져 있다. Huh 등
30)의 보고에 따르면, 2시간 동안의 허혈 환경에 노출된 성체쥐에

서 직장 체온 기준 32℃ 및 27℃의 3시간 두부 저체온요법을 시행

한 결과, 두 가지 방법 모두 체온을 37℃로 유지한 대조군보다 손

상 24시간 후 시행한 실험쥐의 행동과 신경학적 평가에서 더 우

수한 성적을 보였다. 또한 손상에 따른 뇌부종이나 뇌경색이 대조

군에 비해 감소하였는데 32℃로 시행한 군이 27℃ 실험군보다 뇌 

보호효과가 더 좋은 경향을 보였다. 생후 7일된 신생쥐를 27℃ 보

육기 환경에 3시간 노출시키는 것은 직장 체온을 약 28-32℃로 

유지하는 저체온치료 효과가 있다고 알려졌다31). 이러한 자료를 

근거로 연구자들은 저체온치료의 목적으로 실험쥐를 27℃ 환경

에 3시간 노출시켰으나 실제를 직장체온을 조사하지 못한 제한점

이 있다.

신생아 저산소 허혈 뇌손상에 대해서 저체온요법은 현재 적용

할 수 있는 가장 효과적인 치료법이나 치료 가능 시기가 손상 후 

약 6시간 이내로 짧고, 특히 중증 뇌증에 대해서 사망이나 신경학

적 장애로 평가한 치료효과가 제한적이라는 문제점이 있다32,33). 

따라서, 임상분야에서는 저산소 허혈 뇌손상 후 지연된 시점에서 

저체온치료를 시행할 상황이거나 중증 뇌증인 경우에는 약물요

법 등을 추가하여 저체온요법의 제한점을 극복하는 방편 개발이 

중요할 것이다. 실제로 Liu 등31)의 보고에 따르면, 실험쥐에서 저

산소 허혈 뇌손상 후 topiramate와 저체온치료를 병합하였을 때 

대뇌 겉질의 감각운동기능이나 뇌조직의 손상의 정도 등의 방법

으로 평가한 뇌 보호작용이 증강되었다고 한다. 이 연구는 실험

쥐에서 뇌손상 유발 후 먼저 melatonin을 투여하고 이후 지연적

으로 저체온요법을 시행하였으며 조직학적 소견을 근거로 뇌 보

호효과을 평가하였다. 뇌 손상의 억제는 melatonin 또는 저체온

치료 단독 적용으로는 나타나지 않았고, 오직 병합요법에서 관찰

되었다. 저산소 허혈 뇌손상에 따른 세포자멸사의 정도를 평가하

기 위한 TUNEL 검사는 손상 수일 내 잘 관찰되나34), 이 연구에서 

melatonin 또는 저체온치료의 병합요법을 적용한 경우 TUNEL 양

성세포의 감소가 손상 후 1주경뿐 아니라 3주경에도 관찰되는 경

향을 보였다. 또한 손상부위가 위축되는 경향이 있고 대뇌반구의 

면적 변화가 중재적 치료에 영향을 받으며, 이러한 요소는 결국 

관찰 부위에서 TUNEL 양성세포의 수의 변화에 영향을 줄 수 있으

므로 정량분석은 곤란하였다.

뇌손상 유발 후 melatonin을 먼저 사용한 이 연구에서 이 물질

이 어떠한 기전으로 저체온치료와 상승효과를 가졌는지 세포 또

는 분자생물학적 기전은 아직 알 수 없다. Melatonin의 주된 약리

작용인 강력한 항산화효과가 뇌 보호작용의 배경 기전으로 작용

하였을 가능성을 추측해 볼 수 있을 것이다. 이외에 melatonin이 

가지는 손상세포의 미토콘드리아 보존 기능, 항염증작용, 항세포

자멸사효과, MMP 억제 작용 등이 부분적으로 기여할 것으로 생

각된다18,34). 특히 허혈 손상에 있어 MMP가 신경손상의 병태생리

학에 매우 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있으며, 20여 가지 

MMP 효소 중 특히 MMP-2와 MMP-9이 밀접한 관련이 있다35). 이

들 MMP-2와 MMP-9의 생성 및 활성 증가로 인해 신경혈관의 기

질이 파괴되어 뇌의 부종과 출혈, 세포손상이 야기되는 것으로 알

려졌다36). 또한 저산소 허혈에 의한 신생 실험동물에서 MMP가 

뇌손상에 관여한다는 보고도 있다37). 이 연구에서 뇌손상 후 7일

경 실험쥐의 대뇌 겉질 및 줄무늬체에서 MMP-2 및 MMP-9 즉, 

gelatinase의 활성에 대한 관찰을 실시하였는데 효소 활성의 억

제는 melatonin 또는 저체온치료 단독 적용으로는 나타나지 않

Figure 5. Immunofluorescence studies in brain cortex and 
striatum after hypoxia-ischemia in P35 rats. (A) Micro photographs 
of the expression of NeuN (×100). Sham-operated control group 
showed normal expression of NeuN. NeuN-positive cells were 
decreased in vehicle-treated group. Melatonin or hypothermia 
did not inhibit the loss of NeuN-positive cells. Combined therapy 
of melatonin and hypothermia reduced the loss of NeuN-positive 
cells. (B) Microphotographs of the expression of anti-glial fibrillary 
acid protein (GFAP) (×100). The increase of GFAP-positive cells was 
reduced only with combined therapy of melatonin and hypo-
thermia. Scale bar=500 μm. Abbreviations: Control, sham-operated 
control group; VEH only, vehicle-treated group; MEL only, mela-
tonin treated group; VEH+HYPO, vehicle and hypothermia-treated 
group; MEL+HYPO, melatonin and hypothermia-treated group. 
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았고 병합요법에서 뚜렷하게 관찰되었다. 향후 뇌손상에 대해서 

melatonin과 저체온치료의 병합요법에 따른 다양한 시기의 gela-

tinase 활성 변화를 연구할 필요가 있다고 사료된다. 결론적으로 

저산소 허혈 뇌손상에 있어서 저체온치료 단독으로는 보호작용

을 나타내지 못하였으며 melatonin과 저체온치료의 병합요법이 

뇌 보호작용을 가능하도록 하였음을 알 수 있었고, 뇌손상 억제의 

자세한 기전을 밝혀내기 위해서 추가 연구가 필요하다.
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신생쥐에서 유발시킨 저산소 허혈 뇌손상에 대한 melatonin과 저체온치료 병용요
법의 효과
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목적: Melatonin은 송과샘에서 분비되는 호르몬으로, 여러 조직에 있어 다양한 약리작용을 나타낸다. 특히, melatonin

은 우수한 항산화 효과와 신경 보호작용을 가진다고 알려져 있다. 저체온치료는 저산소 허혈 뇌손상에 적용되는 

임상 치료법이다. 이 연구는 저산소 허혈을 유발시킨 신생쥐에서 melatonin 및 저체온치료의 병합요법의 효과에 

대하여 알아보고자 하였다.

방법: 생후 7일된 쥐에 저산소 허혈을 유발하였고, 실험군은 vehicle군과 melatonin 단독투여군, vehicle 및  저체온치료 

병합요법군, melatonin 및 저체온치료의 병합요법군으로 나누었다. Melatonin은 30 mg/kg 용량으로 복강 내 주

사하였는데, 저산소 허혈 손상 직후 및 24시간 경과 시점으로 구분해서 2차례 투여하였다. 저체온치료는 전신 냉

각으로 27℃ 환경에서 3시간동안 시행하였다. 정상 대조군은 저산소 허혈 뇌손상을 유발하지 않은 sham 수술군

으로 하였다. 수술 후 3일(P10), 1주 경과(P14) 및 4주 시점(P35)에서 실험쥐를 희생시켜서 뇌손상을 평가하였다.

결과: TTC 염색에서 vehicle 투여한 P10 실험쥐는 저산소 허혈로 인한 뇌경색이 대조군에 비해 현저하였다. 또한, H&E 

염색에서 P35 실험쥐는 손상측 뇌위축이 현저하였다. Melatonin이나 저체온치료 단독으로는 뇌의 경색이나 위

축을 유의하게 억제하지 못하였으나, melatonin 및 저체온요법의 병합치료는 뇌손상을 줄이는 효과가 있었다. 

In situ zymography 및 TUNEL 염색, 면역형광법을 이용해서 뇌손상을 평가한 결과 오직 병합요법만이 신경 보

호효과를 나타내었다.

결론: Melatonin은 저산소 허혈 뇌손상에 대하여 저체온치료의 신경 보호작용에 상승효과를 가지는 것으로 보인다.


