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신경병증 통증모델 흰쥐 척수의 신경세포 및 미세교세포에서 
pERK의 발현에 대한 연구
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Expression of pERK in the Neurons and Microglia in the Spinal
Cord of the Rat with Neuropathic Pain
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Objectives: Mitogen activated protein kinase (MAPK) transduces a broad range of extracellular stimuli into diverse intracellular 
response by producing changes in transcription and post-transcriptional modification of target proteins. Expression of phospho-ERK 
(pERK) in neurons of dorsal root ganglion (DRG) and superficial dorsal horn can be induced by noxious stimuli on the skin and 
activation of ERK in spinal neurons may contribute to hyperalgesia. In this study, the author pursued altered expression of pERK 
in spinal neurons and microglia with time course in the neuropathic pain model of the rat induced by L5-L6 spinal neurotomy.

Methods: Rats were divided into sham control and neurotomy groups. In neurotomy group, L5 and L6 spinal nerves were 
cut 1-2 mm distal to intervertebral foramina and sacrificed at 1day, 1 week and 2 week after surgery. The expression of pERK 
in dorsal horn and its colocalization with NK1 and OX-42, was studied using single or multiple labeling immunohistochemistry 
and confocal microscopy.

Results: At 1 day after neurotomy, pERK positive cells in ipsilateral dorsal horn were NK1-positive neurons in lamina I and 
OX-42-positive microglia in lamina I to V. Expression of pERK in NK1-positive neurons were sustained until 2 weeks after neuro- 
tomy. The number of pERK- and OX2-positive microglia were maximal at 1 day after surgery and decreased thereafter, while 
immunofluorescent reaction (IR) for OX-2 kept increased until 2 weeks. 

Conclusion: In conclusion, it is suggested that expression of pERK in microglia play one part of roles in the development of 
neuropathic pain in early phase, and that activation of pERK in NK1-positive neurons is responsible for sustained hyperalgesia in 
the neuropathic pain.
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 서    론

신경병증 통증(neuropathic pain)은 말초신경과 척수를 비

롯한 신경계통의 손상 혹은 질환에 의하여 유발되는 통증으

로서 자발적 통증, 이형통증(allodynia) 및 과민통증 등의 만

성적인 통증을 포함한다
46,47). 신경병증에 의한 지속적인 통

증은 일반적인 비스테로이드성 진통제 혹은 아편양제재에 

반응하지 않는 경우가 많으므로 이러한 만성 통증에 대한 효

과적인 치료의 개발을 위해서는 통증 유발 기전의 규명이 필

수적이라고 할 수 있다.
Mitogen activated protein kinase (MAPK)는 serine/threonine 
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Fig. 1. A photograph de-

picting the site of neu- 

rotomy (red dotted lines)

for neuropathic pain mo-

del of the rat. The lami- 

nae of lumbra vertebrae,

sacrum and adjacent mus-

cles were removed to show

the spinal nerves. Spinal 

nerves of L5 and L6 were

cut at the distal portion 

to the dorsal root ganglia

(arrows), proximal to scia-

tic nerve (SN).

protein kinase의 일종으로 세포외부의 자극을 전사(transcrip- 
tion)하거나, 목표되는 단백질을 해독한 후 변형(posttranslatio- 
nal modification)을 하여 세포내부의 반응으로 변환시키는 역

할을 한다
38,41,45). MAPK의 종류에는 extracellular signal-regula- 

ted protein kinase (ERK = p44/42 MAPK), p38 MAPK, c-Jun N- 
terminal kinase (JNK)/stress activate protein kinase (SAPK) 및 ERK 
5가 포함된다. ERK는 세포막의 탈분극 및 칼슘 유입에 의해 

활성화되며
37), 신경계통에서 장기 상승작용(long term potentia- 

tion), 학습과 기억 등과 같은 신경세포의 가변성(plasticity)과 

관련된 세포내 신호전달 경로에 관여한다
12,30,41). Ji 등17)

은 실

험동물의 피부에 가해진 통증은 척수의 2차 감각신경세포에

서 ERK의 인산화(phosphorylation)를 유발하고, 말초의 통증은 

ERK의 매개에 의해서 척수신경세포에서 NK1과 prodynorphine
의 발현을 증가시키므로 ERK의 활성화가 과민통증과 연관성

을 지닌다고 주장하였다. 또한 Dai 등9)
도 말초신경의 자극이 

척수신경절세포에서 ERK의 활성화를 유발한다고 주장하였다.
최근에 이르러 신경병증 통증과 MAPK의 연관성에 관한 

연구가 활발히 진행되고 있다. MAPK는 척수에서 통증의 기

전에도 관여하는 것으로 인식되고 있다. 특히 p38 MAPK에 

관한 연구가 많이 이루어졌으며, 말초신경 손상시에 증식되

는 별아교세포(astrocyte) 및 미세교세포(microglial cell)에서의 

MAPK 발현에 관한 보고도 있다. Ma 등27,34)
은 말초신경 손

상 후 척추신경절과 미세교세포에서 p38 MAPK의 발현이 증

가된다고 보고하였으며, Kominato 등25)
은 척수신경을 압박하

거나, 말초 조직에 carraggeenan 혹은 complete Freund's adju 
vant (CFA)를 주입하여 유발시킨 감염성 과민통증(inflamma 
tory hyperalgesia)에서 ERK의 발현이 증가된다고 하였다

13,20). 
급성통증은 척수의 신경세포에서 ERK를 활성화시키며, 

신경손상에 의한 만성통증은 척수신경절과 척수의 신경교세

포에서 p38 MAPK의 활성화를 유발함이 널리 인정되고 있으

나, 신경병증 통증에서 신경세포 및 신경교세포의 ERK 활성

화 여부에 대해서는 알려져 있지 않다. 이에 본 연구자는 척

추신경 손상 후 신경병증 통증의 진행 과정에 따른 신경세포 

및 신경교세포에서 pERK의 발현 양상의 변화를 규명하기 

위하여 본 연구를 시행하였다.

 대상 및 방법

1. 실험동물 및 사육 조건

본 실험에 사용된 실험동물은 체중 200～250 g 내외의 건

강한 Sprague-Dawley계 수컷 흰쥐로서 모든 실험동물은 실험

기간동안 식수와 사료를 무제한으로 공급하였다. 실험동물

은 Sham 대조군 및 실험군으로 구분하여 Sham 대조군에는 

10마리, 실험군에는 20마리의 동물을 배정하였다.

2. 흰쥐의 신경병증 통증 유발 및 행동학적 검사

1) 실험동물

실험동물에게 2～3% enflurane을 흡입시켜 마취를 유도한 

후 1.5～2%의 enflurane을 30% 산소와 70% 이산화질소(N2O2)
에 혼합하여 흡입시켜서 마취상태를 유지하였다. 마취된 실

험동물의 천골부에서 종방향으로 4 cm의 길이로 피부를 절

개하였다. 피부 절개선을 따라 천골 주위의 근육층을 분리하

고, 제5번 요추 척추골의 좌측 횡돌기를 절단하여 좌골신경

으로 이어지는 척추신경을 노출시켰으며, 척추신경절에서 약 

1 cm 원위부의 신경을 절단하였고(Fig. 1), 말초단에서 약 1
mm의 신경을 다시 절단하였다. 수술이 끝난 후 주사기를 사

용하여 멸균된 생리식염수로 절개된 부위를 세척한 후 No. 
3-0 비단실을 사용하여 봉합하였으며, 마취에서 회복시킨 후 

정상적으로 사육하였다. Sham 대조군은 동일한 마취 상태에

서 피부를 절개하고, 근육을 분리하여 신경을 노출시킨 후 

근육과 피부를 봉합하였다. 

2) 행동학적 검사

실험동물을 투명한 아크릴로 제작한 칸막이에 넣고, 30분 
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Table1. The host, source, and working dilutions of the 
primary antibodies used in the single, double or triple 
immunohistochemistry

Primary
antibody

Host Company or Source Dilution

pERK(p44/42 
MAPK)

pERK
NeuN
NK1
GFAP
OX42

rabbit

mouse
mouse
Guinea pig
mouse
mouse

Cell Signaling, USA

Cell & Signaling, USA
Chemicon, USA
Chemicon, USA
Dako, USA
Chemicon, USA

1:200

1:200
1:1000
1:1000
1:2000
1:1000

이상 방치하여 적응하도록 한 후 기계적 자극에 대한 회피반

응의 역치를 측정하였다. 역치의 측정은 Chaplan 등4)
의 방법

을 변형하여 사용하였다. 즉, 실험동물의 발바닥에 가하는 기

계적 자극은 굽는 힘(bending force)의 로그 값이 일정한 간격

을 갖는 일련의 Von Frey 미세 섬유를 사용하였다. 실험동물

의 발바닥을 하나의 미세섬유로 자극하여 반응을 살펴보고, 
반응을 하면 한 단계 약한 미세 섬유를 반응을 하지 않으면 

한 단계 강한 미세섬유를 시도하는 방식으로 자극을 계속하였

다. 처음 변화가 관찰되기 시작한 때로부터 위와 같은 방법으

로 여섯 번을 시도한 후 그 일련의 반응 기록을 사용하여 k값 

및 50% 회피반응 역치(withdrawal threshold)를 산출하였다.

3) 조직 처리

척수조직의 면역조직화학적 염색을 위하여 모든 실험동물

은 관류고정 하였다. 신경 절단 후 1일, 1주 및 2주 경과시에  

체중 kg 당 60 mg의 pentobarbital를 복강내 주사하여 마취를 

유도하고, 좌심실로 관을 주입하여 100 ml의 생리식염수로 

세척 후 500 ml의 4% paraformaldehyde [in 0.1 N phosphate 
buffer (PB)]를 관류시켜 고정하였다. 관류 고정 후 제4번 요

추부터 제6번 요추 수준의 척수를 적출하고, 2시간 동안 동

일한 고정액으로 후고정 하였다. 후고정이 완료된 척수는 30 
% sucrose-PB 용액에서 척수가 가라앉을 때 까지 최소한 2일
간 냉장보관하였으며, 냉동절편기를 이용하여 -20℃에서 두

께 40～50 μm의 절편을 제작하여 PB용액에 보관하였다.

4) 다중형광 면역조직화학

제5 및 제6번 요추신경절단 후 척수에서 pERK의 발현을 

확인하기 위하여 DAB (diaminobenzidine) 발색을 이용한 면역

조직화학적 염색을 시행하였다. 또한 pERK를 발현하는 신경

세포를 확인하기 위하여 pERK와 함께 투사성 감각신경세포

(projective sensory neuron)에서 주로 발현하는 neurokinin I 
(NK 1)의 이중면역형광염색(double immunoflourescence)을 실

시하였으며, 신경교 세포(neuroglial cell)에서의 pERK 발현을 

확인하기 위하여 pERK와 함께 모든 신경세포의 핵을 염색

하는 NeuN, 별아교세포 (astrocyte)를 표지하는 glial fibrillary 
acidic protein (GFAP), 미세교세포(microglia)를 표지하는 OX- 
42 와의 다중면역형광염색을 시행하였다.

모든 면역조직화학적 염색을 위한 모든 배양 및 반응과정

은 실온에서 교반기 위에서 실시하였다. DAB 면역염색에서 

척수조직 절편에 대한 항체의 조직 투과성을 증대시키기 위

하여 50% ethanol로 30분간 반응시킨 후 PBS로 5분간 3회 세

척하였으며, 조직내의 peroxidase의 활성을 제거하기 위하여 

3% 과산화수소(H2O2)로 10분간 반응시켰고, PBS로 수세 후 

2차 항체의 비특이적 반응을 차단하기 위하여 10% normal 
donkey serum (NDS, Jackson Immunoresearch, USA)으로 30분
간 처리한 후 1차 항체를 1:200에서 1:2000까지의 희석 배율

로 혼합하여 16시간 반응시켰다(Table 1). 본 연구에 사용된 

1차 항체의 종류, 제조사 및 희석 배율은 Table 1과 같다. 1 
차 항체의 반응이 끝난 조직은 PBS로 5분간 3회 수세 후 2% 
NDS로 10분간 처리하고 1차 항체의 종류에 따라 biotinylated 
donkey anti-rabbit 혹은 donkey anti-mouse (Jackson, USA)를 1: 
200으로 희석하여 30분간 반응시켰으며, PBS로 수세 후 strep- 
tavidin(1:5000, Sigma, USA)으로 1시간동안 반응시키고,  DAB 
kit (Vector, USA)를 사용하여 발색하였다. 발색이 완료된 조

직은 수세 및 탈수과정을 거쳐 슬라이드에 마운트하였으며, 
광학현미경(Leica DMX, Leica Germany)으로 관찰하였으며, 
현미경에 부착된 디지털 카메라(F-view, SIS, Germany) 및 영

상분석 소프트웨어(Analysis Pro, SIS Germany)를 사용하여 

영상을 포착하였다. 
다중면역형광염색은 DAB 염색과 동일한 과정을 사용하

였으나, 1차 항체 반응 이전의 H2O2 반응을 생략하였으며, 2 
～3종의 1차 항체를 적당한 희석배율로 혼합하여 반응시켰

고, 2차 항체로는 FITC, Cy3 혹은 Cy5의 형광물질이 결합된 

donkey anti-rabbit, donkey anti-guinea pig, donkey anti-mouse, 
donkey anti-rat, donkey anti-goat (Jackson Immuoresearch, USA)
의 2차 항체를 1:100으로 희석 및 조합하여 3시간동안 반응

시키고, PBS로 수세 후 vectshield (Vector Lab, USA)와 cover- 
glass를 사용하여 마운트하였다. 그 후 공초점 현미경(Leica 
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Fig. 2. Neuropathic pain developed by spinal nerve (L5,6) 

transection. In the spinal nerve injured group (NP Op.), 

threshold for 50% withdrawal response declined along time

course. The threshold for mechanical hyperalgesia was 

significantly decreased at 1 day after neurotomy and kept 

decreasing until 14 days. *Significant difference compared

with sham operated group (Sham Op.) (p<0.05).

TCX, Leica, Germany)를 이용하여 영상을 포착하였으며, Adobe 
Photoshop (vesion 7.0, Adobe, USA)을 사용하여 명도와 대비

를 조정하고, Corel Draw (version 10, Corel, Canada)를 이용하

여 최종 그림을 작성하였다.

5) OX42 면역염색 강도의 정량측정 및 통계처리

신경 절제 후 OX42 면역 반응 강도의 변화를 측정하기 위

하여 OX42 면역조직화학 표본에 대한 영상 분석을 시행하

였다. 광학현미경의 램프전압 및 조리개를 일정하게 고정시

킨 후 20배 대물 렌즈상에서 현미경에 부착된 디지털카메라

(F-view, SIS, Germany)로 후각 부분의 영상을 포착하였으며, 
영상분석 소프트웨어(Analysis Pro, SIS Germany)를 사용하여 

프레임상의 gray value를 계산하였다. 각 시간군 당 2마리의 

척수에서 3장의 절편을 분석에 사용하였으며, 신경절단측과 

정상측의 변화를  확인하기 위하여 T-test를 실시하고, 시간

군간의 변화를 확인하기 위하여 one-way ANOVA (2X2)를 실

시하였으며, 유의수준은 p<0.05로 하였다.

 결   과

1. 행동학적 검사 소견

Sham 대조군은 수술 후 2주 경과시까지 50% 회피 반응의 

역치가 수술 전에 비하여 유의한 변화를 나타내지 않았다.  
제5 및 제6번 요추신경절단군은 수술 후 1일 경과시부터 역치

가 유의하게 감소하였으며, 이후에도 점진적으로 감소하여 1
주 경과시 부터는 술 전의 30% 수준으로 감소하였다(Fig. 2).

2. pERK 면역염색소견

신경절단 후 1일 경과시에 실험동물의 척수에서 pERK의 

면역반응은 동측의 후각과 반대측에 강한 면역반응을 나타

내었다. 특히 lamina I과 lamina II에서 많은 세포들이 염색되

었으며 lamina III에서 lamina VII 에서도 면역반응을 지닌 세

포들이 관찰되었다. lamina I에서는 세포의 돌기가 lamina에 

평행인 방향으로 배열된 비교적 큰 세포들이 관찰되었으나, 
다른 lamina에서는 1～3개의 짧은 세포돌기를 지닌 작은 세

포들이 관찰되었으며, 이들은 신경교세포로 예상되었다. 반
대측의 후각에서는 약한 염색반응을 나타내는 소수의 세포

들이 전체적으로 산재되어 있었다(Fig. 3A).
신경 절단 후 1주 경과시에 척수의 pERK 면역반응은 동

측 후각의 lamina I, II에서 주로 관찰되었으며, lamina III 이
하에서는 거의 관찰되지 않았다. lamina I에서 면역반응을 나

타내는 세포 또한 1일 경과군에 비하여 현저히 감소되어 있

었다. 반대측의 척수에서는 1일 경과군과 유사한 정도의 면

역반응을 나타내었다(Fig. 3B). 
신경 절단 후 2주 경과시에 척수의 pERK 면역반응은 1주 

경과시와 유사하였으며, 동측의 lamina I에서 대부분의 pERK 
양성세포들이 관찰되었다(Fig. 3C). 

3. pERK, NK1 이중 염색소견

신경 절단 후 1일 경과시 pERK와 NK1의 이중염색 결과 

동측 척수의 lamina I, II에서  pERK 면역반응을 나타내는 세

포의 대다 수는 NK1의 면역반응을 동시에 나타내고 있었다

(Fig. 4A). 외측후각 (lateral dorsal horn) lamina I에서는 대부

분의 pERK 양성세포가 NK1의 면역 반응을 나타내었으며 

(Fig. 4B), 내측후각(medial dorsal horn) 에서는 NK1에 면역반

응이 나타나지 않은 세포도 일부 관찰되었다(Fig 4C). 동측

의 lamina III 이하에 존재하는 pERK 양성의 세포들은 NK1
을 발현하지 않았다(Fig. 4A). 

신경절단 후 1주 및 2주 경과시 pERK의 면역반응은 대부

분 동측의 lamina I에 존재하는 세포들에서 나타났으며, 1일 
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Fig. 3. Photomicrograph of the single labeling immuno-

histochemistry for pERK at 1 day(A), 1 week(B), and 2 

weeks (C) after L5, L6 neurotomy. At 1 day after neurotomy,

pERK immunoreactive cells(arrows) were distributed in 

superfi- cial and deep dorsal laminae of the ipsilateral

dorsal horn. pERK-immunoreactive cells in lamina I-II was

persisted until 2 weeks, but  those cells  in deep laminae

were virt- ually absent at 1 and 2 weeks after neurotomy.

Scale bars = 100 mm

Fig. 4. Conforcal microscopy of spinal cord double labe-

led for pERK (green) and NK1 (red) after neurotomy. A: 

Low power view of spinal cord 1day after neurotomy, pERK-

immunoreactive cells in lamina I of ipsilateral dorsal horn 

were colocalized with NK1(arrows). B, C: High power view 

of superficial laminae of the ipsilateal dorsal horn, lateal 

(B) and medial(C) part. In lateral dorsal horn most of 

pERK and NK1-postive cells(arrows) were located in lami-

naI, while those in medial dorsal horn were extended in

lamina II.  D-G: 2 weeks after neurotomy. Areas in dotted

boxes of D and E were magnified in F and G, respecti-

vely. Cells double labed for pERK and NK1(arrows) were 

persisted in lamina I of the ipsilateral dorsal horn. Scale

bars = 100 μm in A and C, 25 mm in B.

경과시 와는 달리 주로 내측에 존재하는 세포들에서 관찰되

었다. 또한 이러한 pERK 양성세포들은 대부분 NK1을 발현

하였다(Fig. 4D-G). 

4. pERK, NeuN, GFAP, OX42 다중염색 소견

신경 절단 후 pERK를 발현하나 NK1 음성인 세포들의 신

경세포 혹은 신경교세포 여부를 확인하기 위하여 pERK, NeuN 
및 NK1과의 3중염색을 시행하고, 공초점현미경으로 확인하

였다. pERK 및 NeuN 양성 세포들은 대부분 NK1을 발현하

였으며, pERK 양성과 NK1 음성 세포들은 NeuN에 면역반응

을 나타내지 않았으므로 NK1을 발현하지 않는 pERK 양성

세포는 신경세포가 아님을 알 수 있었다(Fig. 5A).
신경절단 후 별아교세포가 pERK를 발현하는 지를 확인하기 

위하여 pERK 와 GFAP의 이중염색을 시행하였다. 신경 절단 후 

1일 및 1주 경과시에 동측의 후각에서 GFAP의 면역반응이 증

가되었으나, pERK와 GFAP는 공존하지 않았으므로 별아교세포

는 pERK를 발현하지 않는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 5B).
미세교세포의 pERK 발현여부를 확인하여 pERK와 OX42의 

이중염색을 시행한 결과 신경 절단 후 1일 경과시 척수에서 후

각의 모든  lamina에 걸쳐 pERK 및 OX42에 이중염색되는 미세

교세포가 광범위하게 분포함을 확인할 수 있었다(Fig. 5C).

5. OX42 면역염색 소견

신경 절단 후 척수의 후각에서 시간 경과에 따른 OX42의 

면역반응 변화를 관찰하기 위하여 1일, 1주 및 2주 경과군에

서 OX42의 면역염색을 시행하였다.
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Fig. 5.  Confocal microscopy for identification of the pERK

positve cells in deep laminae using immunohistochemistry

for neurons and glia. A: Triple labeling with pERK(green),

NK1(red) and NeuN(blue). pERK postive cells in lamina I 

were also stained for NK1(arrows) while those in deeper

negative for NK1(arrowheads) were not stained for NeuN,

implying that these pERK-positive, NK1-negartive cells 

are non-neuronal cells. B: Double labeling with pERK and

GFAPm a marker for astrocytes, in deeper laminae of ipsila-

teral spinal cord. No pERK postive cells were postive for

pERK. C: Double labeling with pERK and OX-42, a marker

for the microglia, in the same area with B. Most of pERK-

postive cells in this area were also stained for OX-42 

(arrows) while a few OX-42-positive cells are pERK-nega- 

tive(arrowhead). Scale bars = 40 μm in A, 20 μm in B and C.

Fig. 6. Photomicrograph of the spinal cord labeled with 

OX-42 at 1day(A), 1 week(B) and 2 weeks(C) after L5, 6 

nerve transection. A: At 1 day after nerve transection, OX-

42 immunoreactivities(IR) are increased in superficial dor-

sal horn and ventral horn of ipsilateral side. B-C: At 1 and

2 weeks after transection, OX-42-IR in superficial dorsal 

horn of the ipsilateral spinal cord were inceased with time

course. D: Histogram representing optical density of OX-

42 immunoreaction in superficial dorsal horn at 1 day, 1 

week and 2 weeks after nerve transection. *p<0.05, com-

pared to the control side. *p<0.05, compared to ipsilateral

side at 1 day after nerve transection.

신경 절단 후 1일 경과시 OX42의 면역 반응을 나타내는  

미세교 세포는 동측과 반대측의 전체에 분포되어 있었으나, 
동측의 후각, 배측회색교련(dorsal gray commissure) 및 전각

의 lamina IX에서는 특히 강한 면역 반응을 나타내는 세포들

이 분포하였다(Fig. 6A). 1주 경과시에 OX의 면역반응은 1일 

경과시에 비하여 현저하게 증가된 소견을 나타내었다. OX2
의 면역반응은 동측 후각의 lamina I-III에서 특히 증가되어 

있었으며 배측회색교련 및 전각에서도  반대측에 비하여 증

가되어 있었다(Fig. 6B). 2주 경과시는 1주 경과시와 유사한 

소견을 나타내었으나, 반대측에서도 면역 반응이 증가되어 

있었다(Fig. 6C, D).

6. pERK, OX-42, NK1 다중염색 소견

신경 절단 후 1일 경과시의 pERK 면역반응은 NK1과는 

lamina I에서 공존하였고, OX42와는 전체의 후각을 통하여 

공존하였다(Fig. 7A). 1주 및 2주 경과시에는 위에서 나타난 

바와 같이 lamina I의 NK1양성 신경세포에서 pERK가 발현되

었으나, 후각에 광범위하게 증가된 OX42 양성의 미세교세포

는 lamina I 혹은 II에 존재하는 일부 세포를 제외한 대부분의 

세포에서는 pERK의 면역반응이 관찰되지 않았다(Fig. 7B).

 고    찰

말초신경의 손상과 관련된 신경병증 통증은 대부분 지속

적인 장애 상태를 유발하므로 임상에서 급성통증에 비하여 

빈번하게 접하게 되나 치료에는 한계가 있다. 흔히 호소하는 

신경병증 통증에는 환지통(phantom limb pain), 작열통(causal- 
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Fig. 7. Confocal microscopy of the spinal cords triple 

labeled for pERK(red), OX-42(green), and NK1(blue) in 

ipsilateral dorsal horn at 1 day (A) and 2 weeks after neu-

rotomy. A: At 1 day after neurotomy, pERK-positive cells 

were also stained for NK1 in superficial laminae and for 

OX42 in whole dorsal horn. B: In spite of increase of 

OX-42-IR in the deep dorsal horn, most microglia in 

deeper laminae were not stained for pERK at 2 weeks after

neurotomy. Scale bars = 100 μm.

gia), 포진 후 신경통(postherpetic neuralgia)과 당뇨병성 신경

병증(diabetic neuropathy) 등이 있으며, 척추질환에 의한 신경

압박이 발생하는 추간판탈출증, 전방전위증 및 척추강협착

증에서도 발생한다. 또한 척추 수술 전후의 신경손상 및 신

경부종에 의해서도 신경병증 통증이 발생한다
2,10).

신경병증 통증의 임상양상은 여러가지 특징이 있다. 자극

이 없이 자발적 통증이 발생하기도 하고, 통증은 지속되거나 

간헐적으로 반복되기도 한다. 정상적인 경우, 통증을 유발하

지 않을 정도의 자극에 통증이 발생하는 이형통증(allodynia)
을 나타내기도 하고, 통증을 유발하는 자극에 대해 심한 통

증을 나타내는 과민통증(hyperalgesia)을 나타내기도 한다. 신
경병증 통증을 호소할 때 통증과 함께 이상감각(dysethesia, 

paresthesia)를 호소하기도 한다
10,24).

신경병증 통증의 병리기전에는 말초감작(peripheral sensi- 
tization)과 중추감작(central sensitization)이 있으며, Rowbotham
와 Fields11)

는 기전에 따라 세가지 형태로 분류하였다. 첫째

는 말초 통각수용기의 비정상적인 활성에 의한 중추감작으

로 신경병증 통증이 발생하는 경우이며, 대표적으로 급성 대

상포진성 통증이 있으며, 국소마취제의 의해 통증의 조절이 

가능하다. 두 번째는 통각수용기에 대한 영향 없이 감각입력

의 소실(deafferentiation)에 따른 중추의 과다활성(central hy- 
peractivity)에 의하여 유발되는 자발적 통증이다. 세번째는 

감각입력의 소실과 중추의 재구성(central reorganization)에 의

하여 발생하는 중추와 말초 감작에 의하여 유발되는 통증이

다
11). 그러나 신경병증 통증은 위의 어떤 한 가지 기전으로 

설명이 불가능하며,  급성, 아급성 및 만성 통증에 따라 다른 

기전이 작용한다고 할 수 있다. 이상과 같이 신경병증 통증

의 기전을 설명하는 여러 이론이 있으나, 현재까지 명확한 

기전은 확립되어 있지 않으므로 치료에도 한계가 있다
10,31). 

현재까지 사용하고 있는 치료 방법에는 tramadol, gabapentin, 
항우울제 등의 약물 치료와 교감신경차단(sympathetic block)
과 국소차단(regional block) 등의 신경차단술 그리고 topical 
lidocaine patch이 있으나, 치료 성적에는 논란이 많다. 뚜렷한 

치료 방법이 없기에 다중 약물요법이 시행되고 있으나, 부작

용이 많고 약물상호 반응이 있기에 한계가 있는 치료 방법이

다
24,31). 척추질환의 경우 신경병증 통증이 많고, 수술 후 신

경손상 및 부종에 의하여 신경병증 통증이 발생하는 경우가 

있다. 신경병증 통증이 발생하면 치료 방법의 한계로 인해 

급성기를 지나, 만성 통증으로 진행하는 경우가 많다.
분자생물학적인 기법의 발전에 따라 신경병증 통증의 분

자생물학적인 발생기전에 대한 연구가 이루어지고 있으므로 

발생기전이 확인되면 통증의 진행과 만성화를 방지할 수 있

을 것으로 판단된다. 본 연구에서는 신경병증 통증의 유발에  

따른 신경세포 및 미세교세포에서의 pERK의 발현 양상 변

화를 시간경과에 따라 관찰한 결과 말초신경절단에 의한 신

경병증 통증은 초기에 NK1 양성신경세포와 미세교세포에서 

pERK의 발현을 유발하며, 신경 절단 후 1～2주 경과시에도 

신경세포에서는 pERK의 발현이 지속되며, 신경 절단 후 1～
2주 경과시 행동학적 반응 및 미세교세포의 증식은 계속 진

행되나  미세교세포의 pERK를 발현은 1일 경과시에 비하여 

현저하게 감소하였다.
본 연구에 사용된 신경병증 통증의 모델은 제5 및 제6번 

요추신경을 척수신경절로부터 1 cm 이내의 원위부를 절제하
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는 방법을 사용하였다. 임상적인 신경병증 통증과 유사한 만

성 통증을 유발하는 실험동물 모델에는 말초신경의 물리적 

손상법이 주로 사용되어 왔으며 각각의 방법은 나름대로의 

장단점을 지니고 있다. 현재 널리 사용되는 신경병증 통증의 

모델에는 만성적으로 좌골신경을 결찰하는 Bennett 모델
3), 

좌골신경의 부분적 결찰(partial sciatic nerve ligation; PSL)을 

사용하는 Selzer 모델
39), 제5 및 제6번 요추신경을  척수신경

절의 원위부에서 결찰하는 Kim & Chung 모델
22)
이 사용되고 

있으며 말초 신경을 결찰하는 방법도 loose ligation 과 tight 
ligation으로 세분할 수 있다. 본 연구에 사용된 방법은 Kim & 
Chung22) 

모델의 변형으로서 신경을 결찰하지 않고 절단한다

는 점에서 원래의 방법과 차이를 지닌다. 이 방법은 원래의 

Kim & Chung22) 
방법에 비하여 결찰의 강도 차이에 따른 실험

동물 개체간의 통증유발 정도의 차이를 배제할 수 있으며, 결
찰시에 비하여 비교적 좁은 시야에서 수술이 가능하므로 척추

와 근육의 손상을 최소화할 수 있고, 비교적 짧은 시간내에 

수술이 가능하다는 장점을 지니고 있으며 통증유발의 효과에 

있어서는 양자간에 큰 차이가 없는 것으로 생각되고 있다. 본 

연구의 결과에서 Von Frey test 상의 기계적 과민통증의 역치

는 수술 후 2주까지 대조군에 비하여 현저하게 감소되었으므

로 효과적인 신경병증 통증이 유발됨을 확인하였다.
신경세포 혹은 신경교세포에서 MAPK의 발현과 신경병증 

통증 유발의 상관관계에 관련된 연구는 최근에 이르러 활발

하게 이루어지고 있다. MAPK 경로의 기본적 기능은 세포외

부의 자극에 따른 세포핵내 유전자 발현프로그램을 조절하

는 신호전달과정이다. MAPK 종류에는 ERK, p38, cJun N 
terminal kinase (JNK) 및 ERK5가 속하며, 이중 통증 감각과 

관련된 것으로 알려진 ERK(= p43, 44 MAPK)와 p38 MAPK
는 기능상의 차이점을 지닌다고 생각되고 있다

45). 즉 ERK는 

발생과정에서는 세포의 증식과 분화에 관여하고, 성체에서

는  신경세포의 가소성에 관여하는데 비하여 p38 MAPK는 

스트레스에 의하여 활성화되는 protein kinase로서 손상에 대

한 반응과 세포의 사망에 관여 한다고 알려져 있다
19,45).

신경병증과 MAPK의 연관성에 관한 연구는 대부분 척수

신경절과 미세교세포에서 p38 MAPK의 활성화에 대한 연구

가 주를 이루고 있다. Nomura 등35)
은 좌골신경의 손상 후 척

수의 운동신경 세포에서 p38 MAPK, Hsp 25 및 Akt들의 발

현이 증가된다고 하였으며, Kim 등23)
은 좌골신경의 결찰, 말

초의 염증 혹은 좌골신경 절단 후 척수신경절에서 phospho- 
p38 MAPK (P-p38 MAPK)의 면역반응을 관찰한 결과 결찰 

혹은 말초염증의 경우는 P-p38 MAPK가 양측의 척수신경절

에서 증가되나 신경절단시에는 감소되며, 척수의 미세교세

포에서도 P-p38 MAPK의 발현이 증가된다고 주장하였다. 또
한 Tsuda 등43)

은 말초신경 손상 후 p38 MAPK의 증가는 척

수의 미세교세포에서만 유발되며, 다른 신경세포 혹은 별아

교세포에서는 일어나지 않는다고 하였다.
이상과 같이 대부분의 신경병증 통증과 MAPK에 대한 연

구가 p38 MAPK에 집중되어 있으며, 본 연구에 사용된 ERK와 

신경병증 통증과의 관련성에 대한 보고는 드물다. Ma 등27)
은 

좌골신경을 부분적으로 결찰한 후 척수와 박속핵(gracile nu- 
cleus)의 별아교세포에서 ERK와 JNK의 활성화가 증가하였

다고 하였다. 그러나 본 연구 결과 모든 시간경과군에서 별

아교세포는 pERK를 발현하지 않았으므로 위의 보고와는 명

확한 차이가 있었다. Ma 등27)
의 실험 결과에서 나타난 공초

점현미경 관찰에 기술적인 문제점이 있는 것으로 예상되며, 
공초점 현미경상의 채널간의 간섭에 의한 것으로 생각된다. 
또한 현재까지 보고된 많은 신경손상 연구에서 별아교세포

에서 MAPK의 발현은 위의 연구가 유일하다는 사실도 이를 

뒷받침 한다고 판단된다. 신경손상에서 ERK도 p38 MAPK와 

동일하게 미세교세포에서 주로 발현된다고 생각하며, Cheng 
등

6)
은 척수의 후근(dorsal root)을 절제한 후 척수에서 pERK

가 미세교세포에서 발현되며, 신경세포는 C-fos를 발현한다

고 주장하여 본 연구의 결과를 입증 한다고 볼 수 있다. 척
수의 후근 절제는 감각신경자체를 차단하므로 본 연구에서 

사용된 신경병증 통증과는 차이가 있으나, 통증의 기전에 있

어서는 공통점을 지니고 있다고 생각된다. 본 연구와 같이 

제5 및 제6번 요추의 신경이 절제된 경우, 제5 및 제6번 요추 

분절의 척추신경절 및 말초신경은 기능을 상실하게 되므로 

제5 및 제6번 요추 분절에 해당되는 피부에서의 감각 입력신

호는 신경연결이 남아있는 제4번 요추신경의 후근을 통해서 

전달되며, 척수의 제5 및 제6번 요추 분절은 입력의 소실로 

인하여 2차 감각 신경세포의 감작 상태가 유발된다고 볼 수 

있다. 따라서 척수후근절제와 말초신경절단은 유사한 기전

에 의하여 통증을 유발하며, 이때 미세교세포에서 ERK의 발

현이 나타나는 것으로 판단된다.
본 연구에서 pERK는 신경 절단 후 1일부터 동측의 lamina 

I, II에서 발현되었으며, pERK를 발현하는 대부분의 신경세

포들은 NK1을 발현하는 세포임을 알 수 있었다. 척수신경절

과 척수의 신경세포에서 ERK의 활성화는 전사 의존(trans- 
cription dependent) 혹은 전사 비의존적인 방법으로 과민통각

을 유발시키고, 유지하는데 관여한다고 알려져 있다
1,18,19,21). 

lamina I의 신경세포들은 통증에 관련된 일차감각 정보를 받
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아들이며, 또한 통각의 인식에 중요한 신경핵으로 투사한다
8). 

흰쥐의 경우 lamina I에 존재하는 투사신경세포의 80%가 

NK1을 발현하며
29,42), NK1 신경세포들은 통증에 특이적인 

TRPV1(VR1) 양성 일차감각 섬유에서 오는 입력을 받으며
15), 

통증 감각정보를 lateral parabrachial nucleus (LPB) 및 caudal 
ventrolateral medulla (CVLM)으로 전달한다고 알려져 있다

40). 
따라서 신경절단 후 lamina I의 NK1 신경세포에서의 pERK 
발현은 과민통각의 하나의 기전이며, 본 연구 결과는 이를 

뒷닫침하는 이론적 근거를 제시한다고 판단된다. 신경손상 

후 신경교세포에서 pERK의 발현을 관찰한 결과 별아교세포

는 pERK를 발현하지 않았으며, 미세교세포에서는 1일 경과

시에 강하게 발현하였고, 이후에는 감소되었다. 과거 오랫동

안 병적통증은 단지 신경세포의 작용에 의해 이루어지며, 신
경교세포는 세포-세포간의 신호교환에 관여하지 않는다고 

믿어왔다. 그러나 최근의 많은 연구에서 별아교세포와 미세

교세포가 피부의 염증 혹은 말초 신경손상, 척수후근의 결

찰, 척수절단 등에서 나타나는 병적통증의 유발과 유지에 관

여한다는 증거들이 제시되어 왔으며
7), 또한 신경교세포들은 

신경세포와 역동적인 정보교환을 한다고 생각되고 있다
14). 

활성화된 신경교세포들은 reactvie oxygen species, nitric oxide, 
arachidonic acid, leukotriene, prostaglandin, glutamate, aspartate 
등과 같은 흥분성 아미노산, nerve growth factor, enkepha- 
linase 등과 같은 신경활성 물질들을 분비하며

26), 척수에서 

일차 감각신경을 포함한 신경말단에서 substance P 및 아미

노산과 같은 흥분성 신경전달물질의 분비를 촉진시킬 수도 

있다
16,28). 또한 신경교세포들은 감각신경의 연접부위를 둘러

싸고 세포외부의 신경활성 물질의 흡수를 조절할 수 있으며, 
활성화된 신경교세포가 glutamate의 흡수를 억제하는 경우 

세포내 glutamate의 농도를 증가시켜 연접의 활성을 증가시

킬수 있다
26). 신경교세포가 과도한 통증의 유발에 관여한다

는 다른 증거로서 신경교세포에 선택적으로 결합하는 성질

을 지닌 세균막 등과 같은 병인물질을 척수강내에 주입한 연

구
32,33) 및 신경세포의 흥분시 신경세포막에서 발산되어 신경

교세포를 활성화시키는 물질인 fractalkine을 주입한 연구에

서 기계감각에 대한 과민통증이 유발됨을 들 수 있다
5). 또한  

 미세교세포의 억제제인 minocycline을 신경절제 이전에 투

여하면 신경병증 통증이 현저하게 억제된다는 연구보고도 

있다
36). 이상의 이론과 본 연구를 통하여 미세교세포 및 별

아교세포와 같은 신경교세포가 신경병적통증에 밀접하게 관

련된다는 증거는 명확하며, 미세교세포와 별아교세포의 신

호전달에 관여하는 MAPK의 활성 변화가 중요함을 알 수 있

다. 그러나 별아교세포에서는 현재까지의 알려진 바와 달리 

신경병적 통증에서 pERK를 발현하지 않음이 본 연구를 통

하여 확인되었다.
OX-42의 면역반응을 나타내는 미세교세포는 신경절단 후 

1일경과시부터 동측의 척수에서 증가되었으며, 1주 이후에

는 시간이 경과할수록 현저하게 증가되었으나, 미세교세포

에서 pERK의 발현은 1일 경과시에만 관찰되었고, 1주 이후

에는 대부분의 미세교세포에서 pERK를 발현하지 않았다. 이
는 현재까지 알려진 바와 같이 과민통증 상태의 유지에 관여

한다는 p38 MAPK44)
와 달리 ERK는 과민통증을 유발시키는 

단계에서만 미세교세포에서 발현된다고 할 수 있다. 이러한 

결과와 일치되는 보고로서 Ragagvendra 등36)
은 미세교세포의 

억제가 신경 손상에 의한 과민통증의 형성을 억제할 수 있으

나, 기존의 과민통증에는 효과가 없다고 보고하였다.
본 연구에서는 신경병증 통증의 형성과정에서 미세교세포

에서 ERK의 활성화가 유발되고, 신경세포에서의 ERK 활성화

는 장기간 지속된다는 것을 알 수 있었고, 이러한 결과는 신

경병증 통증의 치료 수단의 확보 및 적정한 치료 시기의 결정

에 기본 자료로서 활용될 수 있을 것으로 사료된다.

 결   론

제5 및 제6번 요추신경 절단에 의한 신경병증 통증모델에

서 신경세포 및 신경교세포내 ERK의 활성화와 과민통증과

의 상관관계를 규명하기 위하여 수술 후 시간경과에 따라 행

동학적 방법으로 통증 역치의 변화, 면역조직화학적 방법으

로 척수의 신경세포 및 신경교세포의 pERK 발현 양상의 변

화를 관찰하여 다음과 같은 결과를 얻었다. 
1) 기계적 자극에 대한 통증의 역치는 척추신경 절단 후 1

일부터 현저하게 감소하였으며, 1주 및 2주 경과시까지 유지

되었다.
2) pERK는 신경 절단 후 동측 후각의 lamina I, II의 NK1 양

성 신경세포와 후각 및 전각의 미세교세포에서 발현되었다.
3) 신경 절단 후 동측 후각의 NK1 양성신경 세포는 1일부

터 2주 경과시까지 pERK를 발현하였다.
4) OX-42의 발현은 1일 경과시부터 동측에서 증가되었으

며, 1주 경과부터 현저하게 증가되어 2주 경과시까지 지속되

었다.
5) 미세교세포는 신경 절단 후 1일 경과시에는 pERK를 발

현하였으나, 1주 이후에는 대부분의 미세교세포에서 pERK
를 발현하지 않았다.
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결론적으로 신경병증 통증에서 ERK의 활성화는 NK1 양성 

신경세포에서 지속되며, 미세교세포에서의 ERK 활성화는 신

경병증 통증의 초기 형성과정에 기여하는 것으로 생각된다.
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