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Purpose : This study was carried out to elucidate the effects of nitric oxide synthase(NOS) inhib-

itor, NG-monomethyl-L-arginine(L-NMMA) and nitric oxide precursor, L-arginine(L-Arg) on cere-

bral hemodynamics and energy metabolism during reoxygenation-reperfusion(RR) after hypoxia-

ischemia(HI) in newborn piglets.

Methods : Twenty-eight newborn piglets were divided into 4 groups; Sham normal control(NC),

experimental control(EC), L-NMMA(HI & RR with L-NMMA), and L-Arg(HI & RR with L-Arg)

groups. HI was induced by occlusion of bilateral common carotid arteries and simultaneously breath-

ing with 8 percent oxygen for 30 mins, and followed RR by release of carotid occlusion and normoxic

ventilation for one hour. All groups were monitored with cerebral hemodynamics and cytochrome aa3
(Cyt aa3) using near infrared spectroscopy(NIRS). Na

＋
, K

＋
-ATPase activity, lipid peroxidation pro-

ducts, and tissue high energy phosphate levels were determined biochemically in the cerebral cortex.

Results : In experimental groups, mean arterial blood pressure, PaO2, and pH decreased, and base

excess and blood lactate level increased after HI compared to NC group(P<0.05). These variables

subsequently returned to baseline after RR except pH. There were no differences among the experi-

mental groups. In NIRS, oxidized hemoglobin(HbO2) decreased and hemoglobin(Hb) increased during

HI(P<0.05) but returned to base line immediately after RR; 40 min after RR, the HbO2 had de-

creased significantly compared to NC group(P<0.05). Changes of Cyt aa3 decreased significantly

compared to NC after HI and recovered at the end of the experiment. Significantly reduced cerebral

cortical cell membrane Na
＋
, K

＋
-ATPase activity and increased lipid peroxidation products(P<0.05)

were not improved with L-NMMA or L-Arg.

Conclusion : These findings suggest that NO is not involved in the mechanism of HI and RR brain

damage during the early acute phase of RR. (Korean J Pediatr 2006;49:317-325)

Key Words : NG-monomethyl-l-arginine, L-arginine, Hypoxia, Ischemia, Perfusion, Injury, Energy

metabolism, Brain
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고선영 외 4인 : 뇌손상 후 재산소-재관류기의 뇌 혈역학 및 에너지 대사

서 론

최근 신생아 치료 및 주산기 관리의 눈부신 발전에도 불구하

고 주산기 가사에 의한 저산소성 허혈성 뇌손상은 높은 사망률

과 뇌성마비, 경련, 지능저하, 발달저하, 학습 장애 등의 심각한

신경학적 후유증을 보이는 중요한 원인이다
1-3)
. 그러나 신생아

저산소성 허혈성 뇌손상의 예후를 향상시키는 효과적인 치료 방

침이 확립되어 있지 않으며, 병인과 발병 기전 및 영구적인 뇌

손상의 기전도 아직 밝혀져 있지 않다.

신생아 저산소성 허혈성 뇌손상이란 분만 전 또는 분만 과정

동안에 저산소성 허혈(hypoxia-ischemia, HI)이 일어나고, 심폐

소생술에 의해 재산소-재관류(reoxygentaion-reperfusion, RR)

되어 정상 기능으로 회복되는 과정에서 발생하는 뇌손상이다. 따

라서 뇌손상은 저산소성 허혈증 동안에 발생하는 뇌손상, 재산

소-재관류 시기 초기에 발생하는 뇌손상, 뇌손상 후 수 시간에

서 수일의 잠복기 이후에 나타나는 뇌손상의 3단계에 걸쳐서 진

행된다
4, 5)
.

저산소성 허혈성 뇌증 유발 동물 실험에서 저산소성 허혈, 재

산소-재관류 후에 뇌조직에서 nitric oxide(NO)의 양이 증가하

는 것으로 알려져 있다
6-8)
. 그러나 NO 매개 신경 독성을 줄이려

는 시도로 nitric oxide synthase(NOS) 억제제를 투여한 실험

결과는 일치되지 않은 소견을 보이고 있어, 뇌손상을 호전시킨다

는 보고
9, 10)
, 특별한 영향을 미치지 않는다는 보고

11, 12)
등 상반

된 결과들이 보고되고 있다. 한편 Sadoshima 등
13)
은 NO 생성

전구물질인 L-arginine(L-Arg)이 뇌혈류 저항을 감소시켜 뇌혈

류를 증가시킴으로써 뇌 에너지 대사를 호전시킨다고 보고하였다.

이에 본 연구자들은 저산소성 허혈성 뇌손상 및 초기 재산소-

재관류 동안에 있어서 NO의 역할을 규명하기 위하여, 저산소성

허혈이 유도된 신생 자돈에서 재산소-재관류 동안 NOS 억제제

인 NG-monomethyl-L-arginine(L-NMMA)와 NO 생성 전구

물질인 L-Arg을 투여하여 NO 생성을 억제 혹은 촉진을 유발

하여 뇌의 혈역학적 및 에너지 변화를 살펴 NO가 뇌 혈역학 및

뇌세포 에너지 대사에 미치는 영향을 관찰하였다.

대상 및 방법

1. 실험 동물 및 외과적 처치

실험 동물로는 생후 3일 이내의 신생 자돈(체중 1.2-1.5 kg)

을 사용하였다. 동물은 에테르를 흡입 시킨 후 전신 마취를 위

해 5 mg/kg의 thiopental을 정주하고, 1% lidocane으로 국소

마취한 후 기관 절개를 실시하였다. 0.1 mg/kg의 pancuronium

bromide를 정주하여 마비시킨 후 압력 제한 환기법(Sechrist

Infant Ventilator, IV-100B, Sechrist Industries Co., Ana-

heim, CA, USA)으로 인공 환기를 시키면서, 흡기시 동맥혈 산

소 분압은 50-80 mmHg, 동맥혈 이산화탄소 분압은 35-45

mmHg 유지되도록 조절하였다.

대퇴부 동맥과 정맥에 외경 3.5 mm 폴리비닐 카테터를 삽입

하여 헤파린 1 mL당 1 unit 섞인 0.9% 생리 식염수를 1 mL/

hr의 속도로 관류시키고 이를 혈압 변환기(Hewlett Packard

Model M1276A, Hewlett Packard Co., MA, USA)로 연결시

켜 지속적으로 체동맥압을 측정하였다. 정맥관을 통해 4-5 µg/

kg/hr의 fentanyl과 함께 10% 포도당 용액을 3 mL/hr의 속도

로 주입하였다. 동맥혈 채취는 저산소성 허혈성 뇌손상 유발 30

분 후, 재산소-재관류 1시간 후에 실시하여 동맥혈 산소 분압,

이산화탄소 분압, pH, 포도당, 젖산치를 측정하였다.

신생아 집중 감시 장치(Hewlett Packard Model M1276A,

Hewlett Packard Co., MA, USA)를 이용하여 심전도, 산소 포

화도 등을 지속적으로 측정하였다. 4번째 경추 부위에서 양쪽

경동맥을 분리하여 실크 4.0번 실로 걸어두었다. 실험 내내 자돈

은 수술대 위에 놓고 자동 온도 조절되는 신생아 가온기(Air-

chields Inc., Harboro, PA, USA) 아래에서 항문 체온을 38.0-

39.0℃로 유지하였다(정상 자돈의 평균체온은 38.5±0.6℃).

2. 실험 과정

신생 자돈 28마리를 무작위로 4군으로 나누었다. 실험 과정은

Fig. 1에 도식화하였다. 마취, 인공 환기 및 도관 삽관을 실시하

고 수술적 처치 후 30분간 안정시켰다. 속임 수술(sham sur-

gery) 정상 대조군(n=9)에서는 저산소성 허혈성 뇌손상을 유도

하지 않고, 1.5시간의 정상 혈액 가스 수치가 유지되도록 인공 호

흡기를 계속하면서 안정화 시기만 거치는 것을 원칙으로 하였다.

실험 대조군(n=7)에서는 안정화 시킨 후 저산소성 허혈성 뇌손

상 유도 30분 후에 재산소-재관류시켜 1시간 동안 관찰하였다.

L-NMMA군(n=6)과 L-Arg군(n=6)에서는 HI 유도 30분 후

RR 직전에 각각 L-NMMA 30 mg/kg, L-Arg 300 mg/kg를

Fig. 1. Diagram of experimental protocol. HI : hypoxia-ische-
mia, RR : reoxygenation-reperfusion, L-NMMA : NG-monometh-
yl-L-arginine, L-Arg : L-arginine, NC : normal control group
(Sham surgery group), EC : experimental control group, L-
NMMA : experimental L-NMMA group, L-Arg : experimental
L-arginine group.
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정맥 주사하고, 재산소-재관류시켜 1시간 동안 관찰하였다.

저산소성 허혈성 뇌손상 유발은 양쪽 경동맥을 일시적으로 완

전히 폐쇄하고 8% 산소로 30분간 호흡시켰다. 양쪽 경동맥은

기관 절개술시에 찾아 놓고 잠시 동안의 경동맥 폐쇄에는 외과

용 클립을 이용하였다. 재산소-재관류는 저산소성 허혈성 뇌손

상 유발 30분 후 경동맥 폐색을 풀고 흡입 산소 농도를 60%로

올렸고, 이후 동맥혈 산소 분압을 정상화 시킬 정도로 감소시켰

다. 재산소-재관류 시키면서 1시간까지 신생아 중환자 관리를

실시하며 지속적으로 관찰하였다. 이와 같이 관찰 후 신생자돈을

희생시켜 뇌조직을 적출하여 액체 질소에 담가 쾌속으로 얼린

후 -70℃의 냉장고에 보관하였다.

3. 생리적 변수

동맥혈 가스분석은 혈액 가스 분석기(Ciba-Corning Diag-

nostics Corp, Medfield, MA, USA)로 측정하였다. 혈액 내 포

도당, 젖산의 농도는 YSI model 2300 dual analyzer(Yellow

Springs Instrument Co., Yellow Springs, OH, USA)를 이용

하여 측정하였다. 이들 검사는 100 µL의 혈액으로도 가능하며,

7% 이내의 변이 계수를 갖는다.

4. Near Infrared Spectroscopy(NIRS)

NIRS는 NIR 500(Hamamatsu Photonics KK, Hammatus,

Japan)을 이용하였다. 779.0 nm에서 907.8 nm 사이의 영역에

있는 4가지 파장으로 이루어진 자외선이 fiberoptic bundle을 통

해 자돈의 두정부에 위치시킨 하나의 optode를 통해서 뇌조직을

통과하여 약 4 cm 떨어진 또 하나의 optode에 모아져 spec-

trometer의 photomultiplier tube에 전해지도록 만들어져 있다.

자돈의 두정부에 위치시킨 두 optode 사이의 길이는 칼리퍼로

측정하였고 주위 빛의 간섭을 피하기 위해 자돈의 머리를 빛이

차단되는 테이프로 감싸주었다(Fig. 2).

NIRS에 측정되는 인자들은 산화 헤모글로빈(oxidized hemo-

globin, HbO2), 환원 헤모글로빈(hemoglobin, Hb), 환산 헤모글

로빈(deduced Hb, HbD), 싸이토크롬 aa3(Cyt aa3) 등의 변화

등이다. 이중 환산 헤모글로빈은 산화 헤모글로빈과 환원 헤모글

로빈의 차이로 계산된다.

뼈를 비롯한 뇌조직은 산화 헤모글로빈, 환원 헤모글로빈, 싸

이토크롬 aa3만을 제외하고, 자외선 영역의 모든 빛이 그대로 투

과되므로, 산화 헤모글로빈, 환원 헤모글로빈, 싸이토크롬 aa3 등

이 chromophore로 작용하고
14)
, 따라서 수정된 Beer-Lamber 법

칙
15)
을 이용, 흡수의 변화로부터 뇌속에 존재하는 이러한 물질들

의 농도 변화를 계산해 낼 수가 있다. 이러한 측정들은 저산소

성 허혈성 뇌손상 유발 전, 유발 동안 그리고 재산소-재관류 동

안 지속적으로 이루어졌으며, 결과 자료는 RS 232C port 통해

컴퓨터 디스켓에 자동 저장하였다.

5. 뇌조직의 생화학적 검사

뇌세포막을 분리하는 방법과 대뇌 피질 세포의 Na
＋
, K

＋
-

ATPase 활성도, conjugated dienes의 수치, 뇌조직 내 포도당

과 젖산의 농도와 ATP와 PCr의 뇌중 농도를 재는 방법에 대해

선 이전의 논문에 자세히 기술되어 있다
16)
. 세포막들은 Harix

등
17)
이 기술한 방법에 따라 분리하였다.

Na
＋
, K

＋
-ATPase 활성도는 ouabain없이 측정된 값에서 ou-

abain 있는 측정된 값의 차이로 산출하였다. Conjugated dienes

는 Recknagel과 Glende법으로 측정하였다. Adenosine triphos-

phage(ATP), phosphocreatine(PCr) 농도는 Lamprecht 등
18)
의

방법을 이용한 coupled enzyme assay로 구하였다.

6. 통계학적 분석

결과는 평균±표준편차로 표시하였다. 각 군간의 평균비교는

one-way ANOVA와 Mann-Whitney U test를 실시하였다. 통

계적 처리는 SPSS version 10.0을 사용하였고, P값이 0.05 미

만인 경우를 통계적으로 유의하다고 판정하였다.

결 과

1. 생리적 변수

정상 대조군과 실험대조군, L-NMMA군, L-Arg군의 생리적

변수들의 변화는 Table 1과 같았다. 정상 대조군에서는 1시간

30분 동안 생리적 변수의 유의한 변화가 없었다. 실험군 모두에

서는 동맥압과 동맥혈 산소 분압은 저산소성 허혈성 뇌손상 유

발 후 정상 대조군에 비하여 유의하게 감소하였고(P<0.05), 재

산소-재관류 1시간 후에는 모두 기저 수준으로 회복되었다. 혈

액의 pH는 실험군 모두에서 저산소성 허혈성 뇌손상 유발 후

유의하게 감소하였고(P<0.05), 재산소-재관류화 후에도 회복되

지 않았으며(P<0.05), 혈액의 젖산농도는 저산소성 허혈성 뇌손

Fig. 2. Application of near infrared spectroscopy to newborn
piglet.
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상 유발 30분 후 대조군에 비하여 유의하게 증가하였고(P<0.05),

재산소-재관류 이후 기저치로 회복되었고, 각 실험군간 유의한

차이는 없었다.

2. NIRS 모니터 소견

뇌의 산화 헤모글로빈, 환산 헤모글로빈의 변화는 실험군 모

두에서 급성 저산소성 허혈성 뇌손상 유도 시작과 함께 정상 대

조군에 비하여 의미있게 감소하였다(P<0.05)가 재산소-재관류

직후 다시 증가하여 기저치로 회복되었다(Fig. 3). 산화 헤모글

로빈 변화는 재산소-재관류 후 40분경부터 다시 감소하여 정상

대조군과 유의한 차이를 보였다(P<0.05). 이러한 변화 양상이

실험군간에 유의한 차이를 보이지 않았다. 환원 헤모글로빈 변화

는 실험군 모두에서 급성 저산소성 허혈성 뇌손상 유도 시작과

함께 유의하게 증가하였으며(P<0.05), 이후 재산소-재관류 되면

서 기저치로 회복되었고, 실험군간에 차이는 없었다.

싸이토크롬 aa3은 저산소성 허혈성 뇌손상 유도 30분 후 각

실험군에서 정상 대조군에 비하여 유의하게 감소하였고(P<0.05),

이후 재산소-재관류 1시간 후에는 실험군 모두에서 증가하여,

정상 대조군과 차이는 없었다. 이러한 변화는 실험군 각 군간에

유의한 차는 없었다(Fig. 4).

3. 대뇌피질의 생화학적 소견

대뇌피질 세포막의 Na
＋
, K

＋
-ATPase는 실험군에서 각각

45.3±1.4, 44.4±2.0, 47.8±2.1 µmol Pi/mg protein/hr로 모두

정상 대조군의 53.7±2.9 µmol Pi/mg protein/hr보다 유의하게

감소하였고(P<0.05), 실험군간에는 유의한 차이는 없었다(Fig.

5). 대뇌 세포막 지질 과산화물의 지표의 하나인 conjugated

dienes의 값은 실험군에서 1.10±0.10, 1.00±0.10, 1.00±0.10

µmol/g로 정상 대조군 0.82±0.02 µmol/g보다 유의하게 증가하

였고(P<0.05), 실험군 간에는 차이는 없었다(Fig. 6). 대뇌 피질

의 ATP와 PCr의 농도는 정상 대조군과 차이가 없었고, 각 실

험군간에도 유의한 차이가 없었다(Fig. 7, 8).

Table 1. Physiological Data in each Group of Newborn Piglets

Group(number) NC(n=9) EC(n=7) L-NMMA(n=6) L-Arg(n=6)

MABP(mmHg)

Baseline

HI-30

RR-1hr

Arterial O2(mmHg)

Baseline

HI-30

RR-1hr

Arterial CO2(mmHg)

Baseline

HI-30

RR-1hr

Arterial pH

Baseline

HI-30

RR-1hr

Base excess(mEq/L)

Baseline

HI-30

RR-1hr

Blood glucose(mg/dL)

Baseline

HI-30

RR-1hr

Blood lactate(mmol/L)

Baseline

HI-30

RR-1hr

65±17

69±14

77±17

134±32

111±22

109±31

38±15

37±12

40±15

7.4±0.2

7.4±0.1

7.4±0.1

0.8±4.7

0.1±2.5

2.1±3.4

85±21

97±41

96±38

2.6±0.7

2.4±0.6

1.9±0.7

78±12

37±12
*

75±16

106±22

31±22
*

123±40

36±6

40±7

52±20

7.4±0.1

7.2±0.1
*

7.2±0.2
*

-1.6±1.9

-12.2±6.8
*

-8.1±6.7

92±21

120±35

108±28

1.6±0.7

7.8±2.7
*

5.0±4.8

78±14

43±10
*

80±13

113±8

23±7
*

100±35

37±6

37±15

36±14

7.4±0.1

7.1±0.2
*

7.2±0.2
*

0.7±7.1

-10.6±10.8

-4.6±11.1

110±38

127±43

110±46

2.1±0.5

8.1±3.5
*

4.7±4.0

76±25

48±27
*

67±18

117±33

23±2
*

106±30

45±16

36±14

51±21

7.4±0.2

7.2±0.1
*

7.3±0.2
*

0.4±5.5

-13.4±3.8
*

-4.6±6.4

110±13

170±67
*

151±32

1.2±0.5
*

8.5±1.6
*

3.6±2.3

Values given present means±SD
NC : normal control group(Sham surgery group), EC : experimental control group, L-NMMA : experimental L-NMMA group,
L-Arg : experimental L-arginine group
HI-30 means 30 minutes after hypoxia-ischemia, RR-1hr means 1 hour after reoxygenation-reperfusion
*
P<0.05 vs NC
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Fig. 4. Changes in oxidized cytochrome aa3 measured with near infrared spectroscopy. Values
given present means±SD. NC : normal control group, EC : experimental control group, L-NMMA :
experimental L-NMMA group, L-Arg : experimental L-arginine group. HI-30 means 30 minutes
after hypoxia-ischemia, RR-1hr means 1 hour after reoxygenation-reperfusion.

Fig. 3. Time course of changes in oxidized hemoglobin(HbO2), reduced hemoglobin(Hb), and
deduced hemoglobin(HbD) measured with near infrared spectroscopy. NC : normal control group,
EC : experimental control group, L-NMMA : L-NMMAexperimental group, L-Arg : L-arginine ex-
perimental group. aP<0.05 in EC, L-NMMA, L-Arg vs NC. bP<0.05 in EC, L-NMMA vs NC.
cP<0.05 in EC, L-Arg vs NC.
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고 찰

신생아 저산소성 허혈성 뇌손상은 주산기 사망률과 이환의 중

요한 원인이며, 주산기 가사의 병인과 발병 기전, 특히 기본적인

생화학적 변화 등에 대한 기전 등이 밝혀져 있지 않기 때문에,

저산소성 허혈성 뇌손상의 빈도를 의미 있게 줄일 수 있는 방법

이 아직 적은 실정이다.

뇌 저산소성 허혈증으로 유발되는 뇌손상의 기전은, 뇌 산소

공급이 급성으로 감소되면 수분 내에 뇌 에너지 대사가 붕괴되

고
19)
, 세포막의 소디움, 포타시움 이온펌프가 작동하지 않아 세

포내로 소디움과 칼슘 등의 이온이 과다하게 이동하게 되어, 여

러 효소들을 활성화시키면서 세포가 파괴되는 과정을 거친다. 이

렇게 되면 뇌신경세포에서 흥분성 신경 전달 물질인 글루타민의

재흡수가 안되고 과량 분비되어, 글루타민 수용체 중의 하나인

NMDA 아형 글루타민 수용체에 부착하게 된다
20, 21)
.

신경세포 자극 전달 부위에서 글루타민의 농도가 증가하고,

NMDA 수용체가 같이 활성화 되면서 뇌신경 세포내의 칼슘의

농도는 더욱 증가하게 되고 세포가 파괴된다
22, 23)
. 또한 저산소

성 허혈성 뇌증으로 에너지 고갈 상태가 되면 신경 세포막의 전

위가 낮추어지면서 NMDA 통로가 수동적으로 열리게 되고
24)
,

글루타민에 의한 뇌손상에 결정적 역할을 하게 된다. NMDA 수

용체의 활성화는 다음 단계로 신경세포내에서 NO의 생성과 연

관된다.

즉 NMDA 수용체가 열리면서 세포 내 칼슘이 증가하고 신경

성 NOS를 활성화시켜 NO 전구 물질인 arginine을 citrulline으

로 전환시키면서 NO가 생성되게 된다
25)
.

신경성 NOS는 중추신경계 전체에 걸쳐 신경세포 일부, 즉

혈관 주변 신경과 신경교세포에 존재한다
26-28)
. 이 효소에 의해

생성되는 NO는 신경세포 자극 전달부위의 유연성과 신경전달을

담당하고
25)
, 글루타민 분비작용에 있어 중요하다

29)
.

신경성 NOS에 의해 생성된 NO는 뇌혈류와 뇌대사, 그리고

Fig. 6. Conjugated dienes in the cerebral cortex. Values given
present means±SD. NC : normal control group, EC : experi-
mental control group, L-NMMA : experimental L-NMMA
group, L-Arg : experimental L-arginine group.

Fig. 5. Na＋, K＋-ATPase activity in the cerebral cortex.
Values given present means±SD. NC : normal control group,
EC : experimental control group, L-NMMA : experimental L-
NMMA group, L-Arg : experimental L-arginine group.

Fig. 8. Level of phosphocreatine in the cerebral cortex. Values
given present means±SD. NC : normal control group, EC : ex-
perimental control group, L-NMMA : experimental L-NMMA
group, L-Arg : experimental L-arginine group.

Fig. 7. Level of ATP in the cerebral cortex. Values given
present means±SD. NC : normal control group, EC : experimen-
tal control group, L-NMMA : experimental L-NMMA group,
L-Arg : experimental L-arginine group.
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과탄산혈증에 반응하는 뇌혈류에 대한 조절 작용을 가지고 있다
30, 31)
. 내피 혈관성 NOS는 큰 혈관의 내피층에 존재하고, 이것

에 의해 생성된 NO는 휴식 시 뇌 혈류 조절의 역할과 혈소판응

집억제하고, 백혈구 부착을 억제한다
32, 33)
.

Dalkara 등
34)
은 허혈 동안 뇌혈관 내에서 NO 생성을 촉진할

경우는 뇌혈류역학 기전을 통하여 뇌보호 효과를 보이고, 신경에

서 NO가 과도하게 생성되게 될 경우는 신경 독성을 매개한다고

하였다.

본 연구는 저산소성 허혈 후 재산소-재관류하여 5분 간격으

로 1시간에 걸쳐 뇌혈역학을 관찰하였으나 L-NMMA 혹은 L-

Arg 모두에 영향을 받지 않았다.

NO의 허혈성 뇌손상 혹은 허혈 후 재관류 후의 뇌손상에 미

치는 영향에 다양한 결과들을 보이고 있는 것은, 억제되는 혹은

촉진되는 NO의 정도와 억제되는 NOS의 선택성 여부 등과 또

손상 시기에 따라 여러 결과들을 보인다고 생각된다.

본 연구에서 사용한 NIRS는 뇌의 혈역학적인 변화와 에너지

상태를 지속적으로 침상 곁에서 측정할 수 있는 기기인데
35)
, 혈

역학적 변화에서는 동맥혈 혈색소와 뇌대비 말초의 혈색소 비가

일정하기만 하다면 NIRS에서 측정한 총 헤모글로빈[totalhemo-

globin(HbT)]은 산화 헤모글로빈과 환원 헤모글로빈의 합과 관

련 있으며, 이것의 변화는 뇌 혈액량에 정확히 비례한다
36)
. 뇌세

포 손상이 일어나는 동안 뇌의 혈역학적 변화를 지속적으로 관

찰함으로써 주산기 가사 환아에서도 재관류기 뇌손상 동안에 뇌

의 에너지 상태와 혈역학적인 변화에 대해 지속적인 감시가 가

능하다는 것을 시사해 준다.

본 연구결과에서는 NO가 뇌혈역학 변화에서 재관류 직후에

혈관 이완을 통한 혈류를 호전시키는 작용을 나타내지 않는 것

을 NIRS를 통하여 비침습적으로 관찰할 수 있었다.

또한 NIRS에서 측정되는 싸이토크롬 aa3의 변화는 대뇌의 미

토콘드리아의 호흡 전자 전달 체계의 마지막 효소인 cyto-

chrome C oxidase의 산화 환원 수준의변화를 반영하는 것으로

뇌세포 산화도를 상대적으로 측정할 수 있다
37)
. Chang 등

38)
은

저산소성 허혈증 동안 싸이토크롬 aa3의 감소와 뇌의 ATP와

PCr의 농도와 강한 상관 관계를 보고하였다. 본 연구에서는 1시

간의 재산소 재관류 후 측정한 싸이토크롬 aa3의 변화에는 영향

이 없었다.

Chang
38)
의 보고에서도 급성 저산소성 허혈성 뇌손상 후 재산

소-재관류 후 24시간 지나서 싸이토크롬 aa3가 감소하였으며,

이는 곧 대뇌의 고 에너지 인분자의감소를 의미한다고 하였다.

본 연구에서 실험 종료 후 실시한 동결 대뇌 피질에서의 고에너

지 인분자인 ATP와 PCr의 농도 변화에서도 정상 대조군과 차

이가 없었고, L-NMMA나 L-Arg에도 영향을 받지 않았다. 따

라서 뇌손상 급성기에는 에너지 부전상태가 주요한 뇌세포 손상

기전이 아닐 것임을 시사하며, 또한 이러한 뇌 에너지 상태 변

화에 NO가 영향을 미치지 않는 결과를 보여주었다.

저소성 허혈증으로 인하여 뇌의 에너지 공급이 부족하면

Na
＋
, K

＋
-ATPase의 기능이 저하되어 세포막은 탈분극화되고

세포내 소디움과 칼슘 이온은 증가되고 포타시움 이온은 감소되

며, 세포외에서 이들 이온 농도는 이와 정반대로 변화한다.

또한 혐기성 당분해 작용으로 젖산의 농도는 증가하고, 세포

내외의 수소 이온 농도도 증가되며, pH 감소는 세포의 부종과

괴사 및 산소 유리 라디칼 생성을 촉진하면서 세포 손상을 유발

한다. 본 연구의 결과에서 Na
＋
, K

＋
-ATPase의 활성도가 정상

대조군에 비하여 저산소성 허혈성 뇌손상 후 재산소-재관류 후

에 의미있게 감소하였으며, 이는 재관류 손상에서 이온 농도의

변화에 의한 뇌부종 등이 뇌세포 손상의 주요 기전으로 작용할

것이라는 것을 시사해 준다. 그러나 L-NMMA나 L-Arg에 의

해서 Na
＋
, K

＋
-ATPase의 활성도의 호전은 관찰되지 않았다.

또 다른 손상 기전인 산소 유리 라디칼에 의한 뇌손상은 특

히 신생아기에 중요한데, 그 이유는 발달 과정의 뇌에는 다불포

화 지방산의 농도가 훨씬 높아서 라디칼의 손상을 더 받기 쉽고,

라디칼의 생성이 다른 시기보다 더욱 증가되어 있고, 항산화 효

소의 농도가 낮기 때문이다. 산소 유리 라디칼은 저산소성 허혈

기 이외에도 재산소-재관류 동안에도 많이 발생한다
39)
. 생성된

산소 유리 라디칼은 세포막의 지방을 과산화시키고, 효소와 단백

을 불활성화시키며, 핵산을 변화시킴으로써 조직손상을 야기시키

게 된다
40)
.

본 연구 결과에서 지질 과산화물의 지표인 conjugated dienes

치는 저산소성 허혈성 뇌손상 유발 후 정상 대조군보다 의미 있

게 증가하였고, L-NMMA에 의한 NO 합성 억제나 혹은 L-

Arg 투여로 호전되지 않았다. 그러나 Chang 등
38)
의 보고에서는

급성 저산소성 허혈성 뇌손상 후 재산소-재관류 후 48시간 후뇌

조직에서의 conjugated dienes치가 정상 대조군과 별 차이를 보

이지 않았으며, 그들의 연구와 본 연구결과로 보았을 때 산소

유리기에 의한 뇌세포 손상이 저산소성 허혈성 뇌손상의 급성기

에 주로 작용하고 이후 발생하는 이차적인 뇌손상에는 작용이

적다는 것을 시사해 준다.

본 연구에서는 신생아 가사에서 보이는 급성 저산소성 허혈성

뇌병증의 일차성 재관류 손상의 임상 경과를 똑같이 실험 동물

모델에서 성공리에 재현하였으며, 저산소성 허혈증 및 재산소-

재관류 초기 동안의 뇌혈역학 및 뇌에너지 대사의 변화관찰에

NIRS와 생화학적 검사를 이용하여, 저산소성 허혈성 뇌손상 후

재산소 재관류 직후 뇌손상 기전에는 NO가 이들의 변화에 뚜렷

하게 영향을 미치지 않는 것을 관찰하였다.

본 연구의 제한점은 NO의 대사산물인 Nitrite/Nitrate와 NO

합성제 활성도를 측정하지 않아 과연 NO의 합성의 억제나 유발

이 적절하였는가와 사용한 제제의 용량, 투여시기 및 선택적 억

제제의 사용 등이 적절한지에 대한 문제점 등이다. 그리고 재관

류기가 1시간 정도로 짧은 시간을 관찰한 것이므로 그 이후의

지연된 뇌손상에 대한 효과에 대하여는 관찰할 수 없었다.
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요 약

목 적:주산기 저산소성 허혈성 뇌손상의 병태 생리에서 ni-

tric oxide(NO)가 급성 저산소성 허혈(hypoxia-ischemia, HI)

후 재산소-재관류기(reoxygenation-reperfusion, RR)에 대뇌의

혈역학 및 에너지 대사에 미치는 영향을 규명하기 위하여, NO

합성 억제제인 NG-monomethyl-L-arginine(L-NMMA)와 NO

합성 촉진제인 L-arginine(L-Arg) 투여를 통하여 뇌신경 세포

에 어떠한 영향을 주는지 알아보고자 하였다.

방 법:생후 3일 이내의 신생자돈 28마리를 대상으로 무작위

로 나누어, Sham 처치만 받은 정상 대조군(n=9), HI와 RR만

유발한 실험 대조군(n=7), HI 이후 RR 직전에 L-NMMA 투여

군(n=6)과 L-arginine 투여군(n=6) 등 4군으로 구분하였다. 실

험은 ether을 흡입 시킨 후 thiopental을 정주하고, 기관 삽관

후 인공호흡기 등의 처지를 끝낸 후, HI를 유발하기 위하여 실

험군에서 수술 겸자로 양측 경동맥을 폐쇄한 후 8% 산소로 30

분간 흡입하였고, RR을 시행하기 위하여 경동맥 폐색을 풀고 흡

입 산소농도를 60%로 올려 1시간까지 투여하면서 관찰하였다.

생리적 변수로 혈압과 동맥혈 가스 소견을 관찰하였고, 뇌의 혈

역학적 변화와 에너지 상태는 near infrared spectroscopy

(NIRS)를 이용하여 대뇌의 산화 헤모글로빈(HbO2), 환원헤모글

로빈(Hb), 환산 헤모글로빈(HbD), 싸이토크롬 aa3(Cyt aa3) 등

을 지속적으로 관찰하여 비교하였다. 또한 실험 종료 시 얻은

뇌조직에서 Na
＋
, K

＋
-ATPase의 활성도 및 지질 대사산물인

conjugated dienes, 고에너지 인분자인 ATP(adeninetriphos-

phate)와 phosphocreatine(PCr)을 비교하였다.

결 과:생리적 변수의 변화에서는 실험군 모두에서 정상 대

조군에 비하여 혈압, 동맥혈 산소 분압, pH, base excess 등이

유의하게 감소하였고(P<0.05), 젖산은 유의하게 증가하였다(P<

0.05). L-NMMA와 L-Arg군에서 실험 대조군과 유의한 차이는

없었다. 실험군에서 RR 1시간 후 pH를 제외한 혈압, 동맥혈 산

소 분압, base excess 등의 이상소견은 모두 기저치로 회복되었

고, 실험군간에 유의한 차이가 없었다. NIRS 소견에서 HbO2와

HbD는 HI 동안 정상 대조군에 비하여 실험군 모두에서 유의하

게 감소하였으나(P<0.05), RR 직후 기저치로 회복되었으며,

HbO2는 RR 40분 이후 정상 대조군에 비해 유의하게 감소하였

다(P<0.05). Hb은 정상 대조군을 제외한 모든 실험군에서 HI

동안 유의하게 증가하였다가(P<0.05), RR 직후 기저치로 회복

되었다. 산화 Cyt aa3는 HI 동안 실험군 모두에서 감소하는 경

향을 보였고, RR 이후 다시 증가하였다. 정상 대조군과 각 실험

군간에 유의한 차이는 없었다. 뇌의 Na
＋
, K

＋
-ATPase 활성도

와 conjugated dienes은 실험군 모두에서 정상 대조군(제1군)에

비하여 유의하게 감소하였다(P<0.05). 뇌의 ATP, phosphocrea-

tine은 실험군 모두에서 정상 대조군과 차이가 없었고, 또한 실

험군간에도 유의한 차이가 없었다.

결 론:신생 자돈에서 급성 저산소성 허혈 이후 재산소-재관

류기 동안 NO 합성 억제제인 L-NMMA나 NO 생성 촉진제인

L-arginine이 뇌 혈역학이나 뇌의 에너지 대사에는 특별한 변화

를 일으키지 않았다. 따라서 급성 저산소성 허혈성 뇌손상에서

재산소화 재관류기 초기에는 NO가 뇌손상의 주요한 기전으로

작용하지 않을 것으로 사료된다. 또한 뇌혈역학 및 생화학적 검

사 결과 등에서 급성기에는 에너지 부전 상태가 주요한 세포손

상 기전이 아니고, 이온 농도의 변화에 의한 뇌부종, 산소유리기

에 의한 뇌세포 손상이 저산소성 허혈성 뇌손상의 급성기에 주

로 작용하는 뇌세포 손상의 주요 기전임을 시사한다. 따라서

NO 생성 억제제 혹은 생성 전구물질인 L-Arg은 뇌신경 세포

보호 효과를 보이지 않아 급성 주산기 가사의 치료제로서 제한

이 됨을 알 수 있었다. 그러나 좀 더 명확한 효과를 보기 위하

여 선택적 억제제의 사용, 제제의 용량 및 투여시기, 손상 후 좀

더 긴 시간 이후의 변화에 대한 연구가 필요하다.
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