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Mongolian Gerbil에서 유발시킨 전뇌허혈에 의한
해마 Polyamine 함량변동 및 신경세포손상에

대한 Melatonin의 영향
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Effect of Melatonin on the Changes of Hippocampal Polyamine Content
and Neuronal Damage Following Transient Global Ischemia in Mongolian Gerbil:

a Study of the Differences of Pre- and Post-ischemic Treatment

Seong Ryong Lee, M.D., and Jae Kyu Cheun, M.D.*

Departments of Pharmacology and *Anesthesiology, School of Medicine,

Keimyung University, Daegu, Korea

  Background:  We designed this study to examine whether melatonin has a neuroprotective effect 

against hippocampal neuronal damage following transient global ischemia in a gerbil. Because polyamine 

is known to participate in the process of ischemic neuronal damage, we examined the influence of 

melatonin on the polyamine level as well as histology.  In particular, we examined the difference between 

pre- and post-ischemic treatments of melatonin by using the above mentioned parameters.

  Methods:  Male Mongolian gerbils (60-80 g) were used in this study.  Transient global ischemia 

was induced by occlusion of the bilateral common carotid arteries for 3 min with microclips.  Melatonin 

was administered 1 h before or 1 h after occlusion.  The animals were dissected 4 days after the occlusion 

for polyamine measurement by a high performance liquid chromatography (HPLC) and histological 

evaluation (hematoxylin and eosin staining).  A histological examination was performed by a blinded 

investigator.

  Results:  The hippocampal putrescine (PU) level increased compared to sham-operated animals and 

the increase of PU was attenuated by melatonin administration (pre- or post-ischemic treatment).  Spermi-

dine (SD) and spermine (SM) levels didn't show significant changes after ischemia.  Hippocampal neuro-

nal damage in the CA1 region was markedly observed in vehicle-treated animals compared to sham- 

operated animals.  Both pre- and post-ischemic melatonin administration significantly inhibited hippocam-

pal CA1 neuronal damage compared to corresponding vehicle-treated animals (P ＜ 0.01, respectively).

  Conclusions:  Melatonin attenuates the polyamine response following transient global ischemia and 

may have putative neuroprotective effects against global ischemia-induced neuronal damage.  There is 

no difference in neuroprotective effects of melatonin between pre- & post-ischemic treatments.  (Korean 

J Anesthesiol 2001; 40: 664∼670)
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서      론

  포유류에서 자연적으로 존재하는 polyamine은 pu-

trescine, spermidine 및 spermine 등이며 polyamine은 

거의 모든 살아있는 세포에 존재하며 세포의 성장이

나 발육에 관여하는 것으로 알려져 있다.1,2) 내인성 

polyamine은 중추신경계에서 다양한 효과를 가지는 

것으로 알려져 있는데 주로 신경전달체나 신경조절

물질로 작용한다.3) 또한 뇌내 polyamine은 다양한 종

류의 화학적, 물리적 및 대사성 자극 등에 의해 민

감하게 반응하며 polyamine의 생합성이 증가되어 축

적되면 신경세포 손상, 뇌부종 및 혈뇌장벽(blood 

brain barrier)의 파괴 등을 일으킨다. Polyamine은 세포

내 칼슘 함량을 증가시키고
4,5)
 흥분성 아미노산을 유

리시키는 작용을 나타낸다.6) Paschen 등은7) 그들의 

연구에서 허혈과 poylamine의 대사와의 관계를 보고

하였는데, 특히 putrescine은 정상적으로는 매우 낮은 

용량으로 존재하나 외부자극에 의해 지속적인 함량

증가상태는 신경세포에 매우 유해하다고 알려져 있

다. 따라서 polyamine 대사에 관련된 효소를 억제하

여 polyamine의 과다한 축적을 억제하여 뇌를 보호

하려는 연구들이 시도되고 있다.
8,9)

  송과선 호르몬 melatonin은 신경내분비계에서 중요

한 역할을 하며10) 강력한 항산화제로 알려져 있다.11,12) 

Cho 등의
13)
 보고에 의하면 melatonin에 의해 백서에

서 유발시킨 전뇌허혈에서 해마 conus ammonus (CA) 

1 부위의 신경세포를 보호한다고 하였다. 또한 mela-

tonin은 모래쥐에서 전뇌허혈에 의한 nitric oxide 및 

cyclic guanosine monoposphate (cGMP)의 생성 증가를 

억제한다고 알려져 있다.14)

  이 연구에서는 Mongolian gerbil에서 전뇌허혈에 

의한 polyamine의 함량변동을 알아보고, 항산화제인 

melatonin의 투여가 polyamine의 반응에 영향을 주는

지 관찰하였다. 또한 조직학적인 관찰로 해마신경세

포의 손상을 억제하는지와 허혈 전․후 투여시점의 

차이를 알아보고자 하였다.

대상 및 방법

    실험동물

  본 실험에 몸무게 60-80 g의 웅성 Mongolian 

gerbil (n = 47)을 같은 장소에서 동일한 사료로 1주

일 이상 사육한 후 사용하였다.

    전뇌허혈 유발 수술 및 약물 투여

  Chloral hydrate (400 mg/kg)를 복강내에 투여하여 

마취시킨 후 목 중앙에 2 cm 정도의 피부를 절개한 

후 양측 총경동맥을 주위신경 정맥들로부터 조심스

럽게 분리한 후 미세 클립(microclip)으로 3분간 결찰 

한 후 재관류를 실시하였다. 재관류는 육안으로 확

인하였고 이후 피부를 봉합하였다. 저체온으로 인한 

영향을 배제하기 위해 열판 및 백열등을 이용하여 

직장온도를 37 ± 0.5
o
C로 유지하였다.

  Melatonin (Sigma Chemical Co., USA)을 100% ethanol

에 녹인 후 최종 ethanol의 농도가 5% 이하가 되도

록 증류수로 희석시켰으며 투여 용량은 각각 20 mg/ 

kg으로 하였다. 약물투여는 복강내 투여를 실시하였다.

    실험군

  본 실험의 군은 다음과 같은데 sham 수술군(n = 

8)으로 마취 후 총경동맥을 노출시키고 허혈 및 약

물처치를 하지 않은 대조군이며, 허혈 전 vehicle 투

여군(n = 9)으로 melatonin 투여량과 동일한 양의 5% 

ethanol을 허혈손상 1시간 전에 복강내 투여한 군, 

허혈 후 vehicle 투여군(n = 8)으로 melatonin 투여량

과 동일한 양의 5% ethanol을 허혈손상 1시간 후에 

복강내 투여한 군, 허혈 전 melatonin 처치군(n = 13)

으로 melatonin (20 mg/kg)을 허혈손상 1시간 전에 

복강내 투여한 군, 허혈 후 melatonin 처치군(n = 9)

으로 melatonin (20 mg/kg)을 허혈손상 1시간 후에 

복강내 투여한 군 등이다.

    Polyamine 추출 및 측정

  Polyamine의 추출과정은 Spragg 및 Hutchings의 방

법에15) 준하여 실시하였다. 수술 24시간 후 실험동

물을 희생시켜 대뇌를 꺼내어 해마를 즉시 분리한 

후 Eppendorf 튜브에 담아 -70
o
C에 보관하였다. 해

마조직을 유리 균질기(glass homogenizer)로 용량 10

배에 해당하는 0.4 M perchloric acid 용액(2 mM 

disodium EDTA 및 4 × 10
-5
 M의 1,8-diaminooctane

을 함유)을 첨가한 후 균질화시켰다. 원심분리

(12,000 g, 4
o
C, 15 min) 후 상층액을 추출하여 진공 

건조시킨 후 1 M의 sodium bicarbonate용액 100μl를 
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넣어 용해시킨 후 300μl의 4-fluoro-3-nitrobenzotri-

fluride (FNBT) 시약을 넣어 60
o
C에서 20분간 반응시

키고 40μl의 1 M histidine을 첨가하여 5분간 추가반

응 시킨 후에 얼음으로 냉각시켰다. 그 후 2 ml의 

2-methylbutane으로 2회 polyamine을 추출해내었다. 

10분간 원심분리 후 유기용매층을 분리하여 다른 튜

브에 옮겨, 진공건조 시킨 후 메탄올로 재용해시켰

다. 재용해시킨 용액 20μl를 크로마토그라피 기기에 

적용시켜 분석하였다. 크로마토그라피에 이용된 이

동상(mobile phase)은 acetonitrile와 증류수의 비율을 

85대 15로 하였고 항상 사용 전 탈기(degassing)를 

시킨 후 사용하였고 이동상의 유속은 분당 1 ml로 

하였고 한 샘플당 약 20분의 분석시간이 소요되었

다. Column은 Rainin사의 ODS C18 column (250 mm 

× 4 mm)을 사용하였다. Polyamine 분석은 ultraviolet 

검출기로 242 nm에서 측정하였다.

    조직학적 검사

  실험동물을 허혈 96시간 후 diethyl ether로 깊이 

마취시키고 흉곽을 열고 좌심실을 통해 헤파린(hep-

arin) 처리된 phosphate-buffered saline (PBS, pH 7.2) 

과 10% formalin 고정액으로 관류시켰다. 두개골에서 

뇌를 꺼낸 후 10% formalin에 보관하여 추가 고정시

켰다(24-72시간). 뇌를 파라핀으로 embedding시키고 

bregma 후방 1.5 mm 정도 부위에서부터 rotary 

microtome을 이용하여 6μm 두께의 관상절편(coronal 

section)을 제작하였다. 관상 뇌절편을 hematoxylin 및 

eosin으로 염색하였다.14) 해마 CA1 부위의 신경세포

손상정도는 정상 신경세포를 현미경하에서 counting

하여 결정하였다(좌․우 양측 해마의 CA1 부위 중 

1 mm 길이에 존재하는 정상 추상세포를 관찰하여 

평균의 수치 결정).
15)

    시약

  Putrescine, spermidine, spermine 및 1,8-diaminooctane은 

Sigma사(Sigma Chemical Co., USA)의 제품을 사용하

였다. FNBT는 Aldrich사(Sigma Chemical Co., USA)

의 제품을 사용하였다. Acetonitrile은 J.T. Baker사 

J.T. Baker Co., USA)의 제품을 사용하였다.

    통계분석

  본 실험의 결과 분석(polyamine 및 조직학)은 

ANOVA 및 post hoc Scheffe's test를 이용해 시행하

였다. 모든 실험 결과는 평균 ± 표준오차로 표시하

였고, P값이 0.05 미만일 때 통계학적으로 의의가 있

는 것으로 간주하였다.

결      과

    허혈에 의한 polyamine의 반응에 대한 melatonin

의 영향

  Putrescine 함량은 대조군(7.57 ± 0.31 nmol/g tissue)

에 비하여 허혈 손상군들(허혈전 vehicle 투여 군; 

24.30 ± 5.83 nmol/g tissue, 허혈 후 vehicle 투여군; 

23.99 ± 5.2 nmol/g tissue)에서 유의하게 증가를 보

였고(각각 P ＜ 0.05, Fig. 1) 이 증가는 melatonin의 

허혈 전 및 허혈 후 투여에 의해 각각 억제되었다

(각각 P ＜ 0.05, Fig. 1). Spermidine과 spermine은 허

혈손상에 의해 유의한 변동을 보이질 않았으며 역시 

melatonin 투여가 함량 변동에 영향을 주지 않았다

(Fig. 2와 3).

    조직학적 소견

  Gerbil의 조직 절편에 대한 광학현미경하의 관찰소

Fig. 1. Changes of putrescine levels in the gerbil hippo-

campus after global ischemia and effects of melatonin 

administration. Putrescine levels are given nmol/g wet 

tissue. *P ＜ 0.05 in comparison with pre-ischemic or 

post-ischemic vehicle-treated gerbils (pre-V or post-V). 

Sham: sham-operated (n = 4); Pre-V: pre-ischemic vehi-

cle-treated (n = 5); Post-V: post-ischemic vehicle-treated 

(n = 4); Pre: pre-ischemic melatonin-treated (n = 7); Post: 

post-ischemic melatonin-treated gerbils (n = 4).
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견은 해마 CA1 부위의 신경세포가 허혈손상에 의해 

현저히 파괴되었으며(P ＜0.01), 이러한 신경세포손

상은 melatonin의 허혈전․후 투여에 의해 각각 유의

하게 억제되었다(각각 P ＜ 0.01, Fig. 4 및 5).

고      찰

  이 연구에서 melatonin의 투여에 의해 일과성 전뇌

허혈에 의한 해마신경세포의 손상을 억제하고 또한 

허혈손상에 밀접한 polyamine의 함량, 특히 putrescine의 

함량증가를 억제하였음을 관찰하였다.

  Polyamine은 세포 성장, 암발생, 및 조직 손상 등

에 관여하는 것으로 알려져 있다.
1,8,18)
 뇌내 polyamine

함량은 간질발작, kainate의 투여에 의한 흥분성 뇌

신경손상, 허혈에 기인된 손상 등 다양한 자극이나 

손상에 의해 영향을 받을 수 있는 것으로 알려져 있

으며, 또한 손상기전에 주요한 기전이 되기도 한

다.19-22) Polyamine 중 putrescine 함량이 세포괴사 정

도와 밀접한 관계가 있다. 또한 polyamine은 괴사가 

진행되는 신경세포에서 분비되어 이웃하는 다른 신경

세포들의 NMDA수용체에 결합하여 흥분성 신경독작

용에 더욱 악영향을 미치는 것으로 알려져 있다. 또

한 polyamine 은 세포내의 칼슘이온 함량을 증가시킴

으로써 신경세포손상을 유발하는 것으로 알려져 있다.

  Polyamine은 허혈-재관류에 기인된 뇌조직의 부종 

및 신경세포소실에 중요한 작용을 하는 것으로 알려

져 있으며,7,8) 냉각(cold)에 의해 유발된 뇌손상에 관

련된 것으로 알려져 있다.
23)
 Paschen 등은

7)
 흰쥐의 

전뇌허혈 모델에서 polyamine 생성에 있어 주요 rate- 

limiting 효소인 ornithine decarboxylase (ODC)의 활성 

억제제인 alpha-difluoromethylornithine (DFMO)을 처

치하여 putrescine 함량이 유의하게 감소한 것을 관

찰하였고, 또한 Baskaya 등은9) ODC를 억제시킨 후 

허혈에 의한 부종형성이 억제된다고 보고하였다. 일

과성 전뇌허혈에 의해 해마 CA1 부위의 신경세포가 

선택적으로 손상을 입는데,24) Paschen 등은7) 세포손

상을 선행하여 해마의 polyamine 함량변동을 전뇌허

혈 및 재관류를 실시 후 측정하여 polyamine의 생화

학적 중요성을 보고하였다.

  최근 뇌손상과 관련 그 중요성이 증가하는 뇌내 

물질 중 하나인 melatonin은 송과선에서 serotonin으

로부터 합성되며 항암작용, 노화억제, 수면유도 및 

시차적응 등의 여러 측면에서 사회적으로도 많은 사

람들의 관심을 끄는 신경 호르몬이다. Melatonin은 

강력한 항산화제로 알려져 있으며25) 흥분성 신경독

작용에 의한 apoptosis성 신경세포사를 줄인다는 보

고가 있다.
26)

  본 연구에서는 전뇌허혈에 의한 지연성 신경세포

사를 관찰하기 위하여 3분간 양측 총경동맥을 결찰 

후 96시간 동안의 재관류시켰고 이에 의한 현저한 

Fig. 2. Changes of spermidine levels in the gerbil hip-

pocampus after transient global ischemia and effects of 

melatonin administration. Spermidine levels are given nmol/ 

g wet tissue. Sham: sham-operated (n = 4); Pre-V: pre-ische-

mic vehicle-treated (n = 5); Post-V: post-ischemic vehicle- 

treated (n = 4); Pre: pre-ischemic melatonin-treated (n = 7); 

Post: post-ischemic melatonin-treated gerbils (n = 4).
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Fig. 3. Changes of spermine levels in the gerbil hip-

pocampus after global ischemia and effects of melatonin 

administration. Spermine levels are given nmol/g wet 

tissue. Sham: sham-operated (n = 4); Pre-V: pre-ischemic 

vehicle-treated (n = 5); Post-V: post-ischemic vehicle- 

treated (n = 4); Pre: pre-ischemic melatonin-treated (n = 

7); Post: post-ischemic melatonin-treated gerbils (n = 4).
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해마 CA1 부위의 신경세포손상이 허혈 1시간 전․

후의 melatonin 투여에 의해 각각 유의하게 억제되었

고 두 가지 투여 시점에 따른 차이는 없었다. 이러

한 결과는 백서에서 전뇌허혈모델을 이용한 Cho 등

의
13)
 실험에서와 마찬가지로 melatonin투여에 의한 

신경세포손상에 대한 보호작용을 확인할 수 있었다. 

그들의 보고에서는 10 mg/kg의 melatonin을 허혈 30

분전 혹은 1시간 후 복강내 투여하여 해마 CA1부위

의 신경세포를 허혈손상으로부터 보호하지 못하였

다. 본 실험에서는 melatonin의 용량을 증가시킨 즉, 

20 mg/kg으로 투여하였는데 허혈 1시간 전 혹은 후 

1회 투여에 의해 신경세포손상이 보호되었다. 이 연

구에서는 Cho 등의13) 결과와는 달리 허혈재관류 1시

간 전 및 후 약물투여 모두에서 효과가 있는 것으로 

보아 전뇌허혈손상에 대한 melatonin의 방어효과는 투

여량 및 투여시기가 매우 중요할 것으로 사료된다.

  한편 신경세포손상과 밀접한 관련이 있는 것으로 

알려진 polyamine 특히 손상기전에 관여하는 putrescine

Fig. 4. Effect of melatonin on the number of surviving cells in the CA1 area of hippocampus 4 days after transient 

global ischemia in gerbils (hematoxylin and eosin staining). CA1 area in sham-operated (A), in pre-ischemic 

vehicle-treated (B), in Pre: pre-ischemic melatonin-treated (C), in post-ischemic vehicle-treated (D), and in Post: 

post-ischemic melatonin-treated gerbils (E). Bar = 100μm.
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의 함량변동이 허혈-재관류에 의해 증가하였고 이 

증가를 melatonin이 억제함으로써 melatonin은 polya-

mine 대사에 영향을 주는 것으로 보인다. Melatonin

에 의한 putrescine의 함량저하를 통해 신경세포손상

이 억제됨을 알 수 있었으며 spermidine 함량은 유의

성은 없었으나 다소 증가하였다. Carter 등은27) 그들

의 보고에서 흰쥐 대뇌피질에서 영구적 중뇌동맥 폐

쇄에 따른 손상에서 spermidine의 유리를 관찰하였

다. 또한, 이들 실험에서 putrescine 분비는 중뇌 동

맥 폐쇄 후 실험 동물 중 40% (2/5)의 동물에서 유

의하게 증가하였다. 반면 spermine은 대조군 혹은 중

뇌동맥 폐쇄군에서 대뇌피질에서 분비가 이루어진 

증거는 전혀 없었다. 이 실험에서도 역시 spermidine

과 spermine은 melatonin에 의한 유의한 함량변동을 

보이질 않았다. Paschen 등은7) 모래쥐를 이용하여 전

뇌허혈에 의한 polyamine의 함량변동을 관찰하였는

데 재관류 후 putrescine의 현저한 증가 및 허혈손상

정도에 비례하게 putrescine의 함량증가를 보고하였

다. 또한 그들의 보고에서 매우 심한 정도의 신경조

직괴사에서 spermidine과 spermine이 오히려 감소한 

것으로 보고하였는데 이 연구에서 보이는 spermidine

과 spermine의 결과와의 차이는 허혈손상 정도의 차이

에서 비롯되는 것으로 생각된다. 전뇌허혈에 기인된 

ODC의 활성화에 의한 putrescine 함량증가는 S- 

adenosylmethionine decarboxylase를 활성화시켜 sper-

midine과 spermine의 함량 증가를 예상할 수 있으나, 

전뇌허혈에 의해 spermidine/spermine N1-acetyltransfe-

rase (SSAT) 역시 활성화되어 이로 인해 spermidine과 

spermine의 아세틸화가 일어나 putrescine으로의 전환

이 촉진되어 spermidine과 spermine의 함량이 유의하게 

증가하지 않거나 오히려 감소할 수 있는 것으로 생각

된다. 이 연구에서 허혈에 의한 spermidine과 spermine

의 함량에 유의한 변동이 없었는데 일반적으로 외부

자극에 의해 뇌내 polyamine 중 spermidine과 spermine

의 함량의 경우 유의한 변동이 없거나 오히려 유의하

게 감소한다는 연구와
27)
 일치하는 결과다. 일반적으로 

심한 허혈손상과 미약한 허혈손상은 그 병리생리적 

손상이 다른 것으로 널리 알려져 있는데 즉 허혈시간

이 긴 심한 손상의 경우 괴사형태의 세포사가 주가 

되며, 미약한 허혈손상에 의해서는 주로 apoptosis형태

의 세포사가 일어나는 것으로 보고되었다.
28)
 Polya-

mine이 이러한 신경세포사 차이에 어떻게 관여되는지

는 추후에 실험이 필요할 것으로 생각된다.

  이 실험에서 실시한 3분간의 허혈손상에서는 pu-

trescine이 가장 매우 민감하게 반응하는 것으로 관

찰되었다. 따라서 polyamine 중 putrescine의 함량변

동이 신경세포손상을 가늠하는 생화학적 척도로 의

미를 가질 수 있을 것으로 사료된다. 결론적으로 

melatonin 20 mg/kg의 허혈 1시간 전 및 1시간 후 투

여는 전뇌허혈에 의한 해마신경세포손상에 대한 보

호작용을 가지며 putrescine은 중요한 생화학적 척도

가 될 수 있을 것으로 생각된다.
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