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  Thyroid hormones (TH) are essential for the development of the 

brain. Furthermore, TH modulate the expression of neurotrophins or 

their receptors. Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) and its 

receptor trkB are enriched in the mammalian central nervous system.

  This study investigated the effect of early thyroxine (T4) 

treatment on the postnatal development of BDNF- and trkB- 

immunoreactive (IR) Purkinje cell and BDNF protein amount in the 

rat cerebellum. In addition, electron microscopic finding of BDNF-IR 

Purkinje cell at P10 was examined. 

  Newborn Sprague-Dawley rats were randomly divided into two 

groups and treated during first 10 postnatal days, either with a daily 

subcutaneous injection of 0.05ml 7.5㎍ L-thyroxine sodium salt in 

buffered 0.9% saline (group T) or with an identical volume of normal 



saline (group C).

  The number of BDNF-and trkB-IR Purkinje cells and protein 

amount of BDNF were significantly higher in the group T than in the 

group C at P10. At P10, electron microscopic observations of 

BDNF-IR Purkinje cells revealed numerous short segments of rough 

endoplasmic reticulum (rER), many of which showed a tendency of 

parallel alignment in the group T compared to the group C. A similar 

developmental pattern of BDNF- and trkB-IR Purkinje cells was 

observed in the group T and C on and after P15. However, in the 

group T, the number of BDNF-and trkB-IR Purkinje cells and 

protein amount of BDNF were significantly decreased at P30 

compared to P15. 

  Based on the results, it can be suggested that the increase of 

protein amount of BDNF and BDNF-and trkB-IR Purkinje cell by 

early postnatal T4 treatment is transient during early postnatal life, 

and these morphological alterations are not kept until adolescence.
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서       서       서       서       론론론론

  갑상샘호르몬(thyroid hormones, TH)은 뇌 발생 중에 중요한 작용을 한

다(Pasquini와 Adamo, 1994). TH의 결핍에 의하여 신경세포의 증식과 이

동 장애, 말이집 형성 장애 및 연접형성 지연 등과 같은 중추신경계통의 형

태학적 변화를 초래하기도 한다(Rami 등, 1986; Rami와 Rabie, 1990).   

또한 TH는 중추신경계통의 여러 종류의 신경영양인자와 그 수용체를 조절하

는데 특히 brain-derived neurotrophic factor (BDNF), neurotrophin-3 

(NT-3)과 nerve growth factor (NGF) 등이 TH의 영향을 받는다

(Lűesse 등, 1998). 성숙 흰쥐에 thyroxine을 투여하였더니 뇌의 여러 부

위에서 NGF와 NT-3 mRNA 발현이 증가하였다는 보고가 있었다

(Giordano 등, 1992).  

  신경영양물질은 발생 중인 중추신경계통에서 신경세포의 생존, 분화 및 증

식을 조절하며 성장 중인 신경세포의 기능을 유지하는데 밀접하게 관여한다

(Chao, 1992). 대표적인 신경영양인자는 NGF, BDNF, NT-3 및

neurotrophin-4/5 (NT-4/5) 등이 있다(Ebendal, 1992). 이 중 BDNF는 

포유동물의 중추신경계통 전체에 걸쳐 광범위하게 발현되는데 특히 해마구성

체(hippocampal formation), 대뇌겉질 및 편도복합체(amygdaloid 

complex) 등에서 많이 발현되며 콜린성 중격핵과 해마의 신경세포 축삭에서 

역향성으로 수송되는 것으로 알려져 있다(Hofer 등, 1990; Phillips 등, 

1990; Wetmore 등, 1990; Distefano 등, 1992). 또한 BDNF는 출생 후 

최고 수준에 도달할 때까지는 발현이 증가되며(Friedman 등, 1991; 

Schecteson과 Bothwell, 1992), 연령이 증가함에 따라 크게 감소되지 않아 

BDNF가 성숙한 중추신경계통에서도 필수적인 역할을 할 것이라 여겨지고 

있다(Lapchack 등, 1993; Narisawa-Saito와 Nawa, 1996; Katoh Semba 

등, 1997).
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  TrkB는 NT 중 BDNF와 NT-4/5가 고도의 친화성을 가지고 결합하는 수용

체이며(Barbacid, 1994), BDNF와 trkB의 결합이 신경세포의 가변성 

(plasticity)에 관여하는 것으로 알려지고 있다(Thoenen, 1995; Korte 등, 

1998; Bibel과 Barde, 2000). BDNF와 TrkB는 소뇌에서 높게 발현되는데 

발생 중인 소뇌에서는 BDNF가 과립세포층의 신경돌기의 연장과 생존을 증가

시키는 역할을 하며 BDNF mRNA는 조롱박세포가 성숙해짐에 따라 증가하는 

것으로 보고되고 있다(Gao 등, 1995; Yan 등, 1997a, b; Ohira 등, 1999). 

배아발생 과정 중의 조롱박세포에서는 trkB가 발현되지 않으나 발달이 진행되

어 성숙한 조롱박세포에서는 trkB가 발현된다는 보고(Lindholm 등, 1997; 

Ohira와 Hayashi, 1999)는 BDNF와 trkB가 성숙한 소뇌의 신경세포 생존과 

유지에 중요한 역할을 할 것이라고 생각하게 하였다. 또한 BDNF와 trkB는 

GABA의 합성과 신경펩티드 및 glutamate 수용체 발현을 유도하여 신경그물

형성 뿐만 아니라 신경전달물질의 조절 등에 관여한다는 보고도 있었다

(Bessho 등, 1996).                      

  최근에는 정신분열증을 가진 뇌와 정상 뇌를 비교했을 때 BDNF와 trkB단백 

양이 의미 있는 차이가 있었다는 보고(Takahashi 등, 2000)가 있음으로서 

BDNF와 trkB가 지적 기능 유지에 매우 중요할 뿐만 아니라 신경정신병의 병

인과도 연관이 있음을 암시하였다. 또한 BDNF와 trkB발현은 여러 가지 급성 

뇌 손상에 의해서도 영향을 받는 것으로 알려지고 있는데 성숙한 흰쥐 뇌에서

는 일시적 앞뇌 허혈(Merlio 등, 1993; Takeda 등, 1993; Ferrer 등, 1998; 

Kokaia 등, 1998)이나 kainic acid 노출(Rudge 등, 1998)로 인해 BDNF와 

trkB단백 합성이 증가된 반면, 어린 흰쥐에서 중등도의 저산소증에 의한 허혈

을 유도하였을 때 BDNF와 trkB면역반응이 현저히 감소하였다(Walton 등, 

1999)는 보고 등은 이를 증명한다고 하겠다.                  

  따라서 본 연구는 출생 초기 thyroxine (T4)투여가 흰쥐 소뇌에서 BDNF와 

trkB함유 조롱박세포의 생후 성장과 발달에 미치는 영향에 대하여 알아보기 

위하여 출생 후 10일 동안 T4를 투여한 군에서 BDNF와 trkB함유 조롱박세포
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의 발달 및 성숙 양상을 0.9% saline을 투여한 대조군과  생후 10, 15, 30일

에 형태학적으로 비교 관찰하였다. 또한 소뇌 BDNF 단백질 함량을 측정하여 

비교하였으며 생후 10일의 소뇌 조롱박세포의 미세구조를 비교 관찰하였다. 
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                                                                    재료 재료 재료 재료 및 및 및 및 방법방법방법방법

1. 1. 1. 1. 실험동물과 실험동물과 실험동물과 실험동물과 실험군실험군실험군실험군

  체중 200~250 gm의 Sprague-Dawley계 암컷 흰쥐 16마리를 숫컷과 교

배시켜 분만 후 한 어미의 새끼들을 임의로 T 군과 C 군으로 분류하였고 T 군

은 새끼 쥐의 꼬리부위에 형광펜으로 빨간색을 칠하여 C 군과 구분하였다. T 

군은 T4 투여 효과를 위해 매일 L-thyroxine sodium salt (Sigma) 7.5 ㎍을 

생리식염수 0.05 ㎖에 녹여 출생 당일부터 새끼 쥐의 목 뒷부분에 피하 주사하

여 T 군으로 하였고  C 군은 saline 0.05 ㎖를 새끼 쥐의 목 뒷부분에 피하 주

사하여 대조군으로 하였다.  이와 같은 처치는 출생 당일부터 시작하여 생후 

10일까지 계속하였다. 8마리의 어미 쥐는 그 새끼들과 함께 각각의 cage에서 

따로 사육하였고 21℃의 실내온도와 12시간씩 명암조절을 해주었으며 흰쥐 

사료와 물을 충분히 섭취하도록 하였다. 두 군의 새끼 쥐들은 생후 21일에 이

유를 시작하였다. 

   

2. 2. 2. 2. 조직처리 조직처리 조직처리 조직처리 및 및 및 및 표본제작표본제작표본제작표본제작

  각 군에서 8 마리씩 새끼 쥐를 생후 10일, 15일, 30일(P10, P15, P30)에 

희생시켰다. 실험동물은 pentobarbital sodium (60 ㎎/㎏, 중외제약)을 복막 

안에 주사하여 마취시켰다.  모든 실험동물은 고정하기 바로 직전 심장채혈을 

하여 녹십자로 보내어 혈액 내 thyroxine 양을 측정하여 통계 처리하였다

(Table 1).

  그 중 각 군에서 각 연령별로 3 마리씩은 BDNF 함량을 측정에 사용하기 위

하여 마취 후 바로 뇌를 꺼내어 액체질소에 얼려 -70℃에 보관하였다. 나머지

는 가슴안을 열고 왼심실에 관류용 도관을 삽입한 후, heparin (250 unit/㎖, 

녹십자)을 함유한 생리식염수로 관류세척하고 0.1 M phosphate buffer (PB, 

pH 7.4)에 녹인 4% paraformaldehyde 용액이나 Zamboni 고정액으로 관류 
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고정한 다음 뇌를 적출하여 동일한 고정액에 담가 4℃에서 12 시간 후고정하

였다. Free-floating 방법으로 면역조직화학염색을 시행하기 위해 고정된 뇌 

조직은 후고정 다음에 30% sucrose에 넣고 24시간 이상 침적시킨 후 꺼내어 

동결절편기를 이용해 35 ㎛ 두께의 연속관상 동결절편을 제작하여 glycerol과 

ethylene glycol이 함유된 저장용액에 담아 4℃에 보관하였다. 

3. 3. 3. 3. Total Total Total Total protein protein protein protein isolationisolationisolationisolation과 과 과 과 BDNF BDNF BDNF BDNF ELISA ELISA ELISA ELISA assayassayassayassay

  -70℃에 저장된 각 군의 연령별 뇌 조직 100 ㎎에 lysis buffer (137 

mM NaCl, 20 mM Tris-HCl, 1% NP40, 10% glycerol, 1 mM PMSF, 

10 ㎍/㎖ aprotinin, 1 ㎍/㎖ leupeptin, 0.5 mM sodium vanadate) 1 ㎖

을 첨가하여 분쇄하였다. 30초 동안 얼음에 놓아둔 후 4℃에서 15분 동안 

12,000 rpm으로 원심분리한 후 상층 액을 분리하였다. 분리한 상층 액은 

BSA protein assay kit (Pierce, US)를 사용하여 total protein 양을 측정

한 후 각 샘플에 동일한 양이 포함되도록 정량하였다. 정량한 total protein 

300 ㎍을 본 실험에 사용하였다. BDNF 양은 현재 시판되고 있는 BDNF 

Emax
ⓇImmunoAssay System (Promega)을 사용하였는데 먼저 BDNF 항체

를 carbonate coating buffer에 희석하여 ELISA 96-well plate에 200 ㎕

/well을 분배하여 4 ℃에서 overnight 하였다. TBST Wash buffer (20 

mM Tris-HCl (pH 7.6), 150 mM NaCL, 0.05% Tween 20)로 수세한 

다음 standard curve를 얻기 위하여 standard BDNF 1 x sample buffer

에 단계별로 희석하여 준비하여 놓은 후 정량한 샘플 (300 ㎍)과 함께 각각 

200 ㎕/well을 분배하여 실온에서 흔들어주면서 1시간 배양하였다. 다시 수

세한 후 2차 항체로는 anti-human BDNF pAb를 1:500으로 희석하여 100 

㎕/well을 분배하여 실온에서 2 시간 배양하고 수세한 후 anti-IgY HRP 

conjugate를 1:200으로 희석하여 200 ㎕/well을 분배하여 실온에서 1시간 

배양하였다. 그 후 TBST Wash buffer로 수세하여 TMB one 용액을 100 

㎕/well 분배하여 10분간 흔들어주며 반응시켰으며 1N NaCl 100 ㎕/well을 
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더하여 반응을 정지시킨 후 효소면역 측정기(ELA reader, Biorad, US)를 

사용하여 450 nm의 파장에서 흡광도를 측정한 후 분석하였다. 모든 샘플은 

두 번 이상 측정하여 그 평균값을 최종 농도로 정하였다. 

4. 4. 4. 4. BDNF BDNF BDNF BDNF 양의  양의  양의  양의  통계처리통계처리통계처리통계처리

  두 군의 T4 양은 Origin 6.1 컴퓨터 Soft계통을 이용하여 mean ± SD를 구

하였고, 통계학적 유의성 검사는 t-test를 이용하였다. p<0.05 인   경우는 통

계학적 유의성이 있는 것으로 하였고, p<0.005 인 경우는 통계학적 유의성이 

뚜렷한 것으로 하였다. 

                                                          

5. 5. 5. 5. 면역조직화학염색 면역조직화학염색 면역조직화학염색 면역조직화학염색 

  저장용액에 보관한 조직절편을 매 5장마다 1장씩을 취하여 0.1 M PB로 

옮겨서 수차례 수세한 후 과산화수소(H2O2)를 처리하여 내인성 과산화효소

의 활성을 억제하였으며 다시 0.1 M PB로 세척한 후 면역조직화학반응을 

실시하였다. 

  면역염색의 첫 단계로 비특이적 반응을 줄이기 위하여 3% 말혈청(normal 

horse serum)을 실온에서 1시간 반응시켰다. 1차 항체는 BDNF 항혈청

(1:1000, Chemicon)과 trkB 항혈청(1:1000, Chemicon)을 사용하였으며, 

4℃에서 24~48시간 동안 진동시키면서 반응시켰다. 그 후 0.1 M PB로 10 

분씩 3 회 수세 과정을 거쳤으며, 2 차 항체는 biotinylated horse 

anti-mouse IgG (Vector, 1:200)를 실온에서 1 시간 반응시킨 후, 0.1 M 

PB로 10 분씩 3 회 수세하였다. 그리고 peroxidase가 표지된 

avidin-biotin complex (ABC, Vector)를 1:100으로 희석하여 실온에서 1 

시간정도 반응시킨 후, 0.1 M PB로 10 분간 다시 3 회 수세하고 나서 3,

3′diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB, Sigma)를 tris-buffered 

saline (TBS)에 녹여 기질용액으로 사용하였는데 반응 직전에 H2O2를 
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0.003%가 되도록 첨가하였으며, 실온에서 5-10분간 반응시킨 후 현미경하

에서 발색 정도를 확인하였다. 또한 흑색을 띄는 nickel chloride를 DAB에 

용해시켜 여과하고 0.003% H2O2를 첨가하여 발색반응을 확인하였다. 그 후 

TBS로 2~3회 세척한 후 염색한 조직절편들을 젤라틴이 피막된 슬라이드에 

부착하여 실온에서 12시간 이상 건조한 다음, 통상의 조직처리 과정을 거쳐 

polymount (Polyscience)로 봉입하여 광학현미경으로 관찰하였다.  

6. 6. 6. 6. BDNFBDNFBDNFBDNF와 와 와 와 trkBtrkBtrkBtrkB함유 함유 함유 함유 조롱박세포 조롱박세포 조롱박세포 조롱박세포 수의 수의 수의 수의 통계처리통계처리통계처리통계처리

  조롱박세포의 통계학적 처리를 위하여 먼저 광학현미경으로 관찰한 후, 소

뇌겉질의 세부구조의 위치 및 영역 파악과 명칭은 흰쥐의 뇌 도보(Paxinos

와 Watson, 1997)를 참고하여 염색한 조직절편과 비교하였다. 일반적으로 

흰쥐 소뇌는 10 개의 소엽으로 나뉘는데(Larsell, 1952) 통계처리의 정확성

을 위해 아래, 뒤 소엽을 제외한 부위인 주로 1~6 소엽 중 4/5 소엽의 소뇌

겉질층을 대상으로 단위 면적 당 BDNF와 trkB함유 조롱박세포의 수를 

×100 배에서 각 각 계수하였다. 연령에 따른 각 군의 계수 결과는 Origin 

6.1 컴퓨터Soft계통을 이용하여 mean ± SD를 구하였고, 통계학적 유의성 

검사는 t-test를 이용하였다. p 값이 p<0.05 인 경우는 통계학적 유의성이 

있는 것으로 하였고, p<0.005 인 경우는 통계학적 유의성이 뚜렷한 것으로 

하였다. 

7. 7. 7. 7. 면역전자현미경염색면역전자현미경염색면역전자현미경염색면역전자현미경염색

  면역조직화학염색을 시행한 후 포매전 방법(preembedding method)을 이

용하였는데 먼저 소뇌에서 관찰된 BDNF함유 조롱박세포를 광학현미경으로 

확인한 후 뚜렷하게 염색된 세포가 포함되어 있는 절편만을 선택하여 0.1 M 

PB로 씻어내고 1% osmium tetroxide에 1 시간동안 고정하였다. 고정된 절

편은 알코올로 순차적인 탈수과정을 거쳐 prophylene oxide와 Epon을 1:1

로 희석한 용액에 1시간 동안 실온에서 반응시키고 이 절편은 plastic 
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embedding을 시행하여 62~65℃로 조정한 incubator에서 48 시간 동안 놓

아두었다. Plastic slide에서 BDNF양성반응 세포를 핀셋을 이용하여 떼어내

어 미리 준비해 둔 epon으로 된 block에 100% epon을 이용하여 붙였다. 

BDNF양성반응 세포가 부착되어 있는 epon block을 동일한 incubator에 하

루정도 더 넣어 경화시켰다. 완전히 굳은 후 조직의 바닥 면에서부터 1 ㎛ 

내외의 광학현미경용 절편을 얻어 toluidine blue 염색을 하여 박편을 얻을 

부위를 선정하고 LKB 초박절편기로 60 ㎚의 투과전자현미경용 박편을 만들

었다. 전자현미경용 박편은 uranyl acetate와 lead citrate로 이중염색하여 

Hitachi (H-7600) 투과전자현미경으로 80 KV 가속전압하에서 관찰하였다.
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                                                                        결       결       결       결       과과과과

1. 1. 1. 1. 혈중 혈중 혈중 혈중 thyroxine thyroxine thyroxine thyroxine 농도농도농도농도(Table (Table (Table (Table 1)1)1)1)    

  Mann-Whitney U test로 각 연령에서 T 군과 C 군의 T4의 양을 비교한 

결과, P10에는 T 군의 T4 양이 C 군보다 유의하게 높았으며(p<0.05) P15

에는 T 군의 T4 양이 C 군보다 유의하게 낮았으나(p<0.05), P30에는 T 군

과 C 군 사이에 통계학적으로 유의성이 없었다(p>0.05). 

  T 군에서 연령에 증가에 따른 T4의 양을 비교 분석한 결과, P10에서 P15

로 연령이 증가할 때 T4 양이 현저한 감소가 있었으나 P15에서 P30으로 연

령이 증가할 때에는 통계학적인 유의성이 없었다. C 군에서는 P10에서 P15

로 연령이 증가할 때와 P15에서 P30으로 연령이 증가할 때 모두 통계학적 

유의성이 없었다. 

2. 2. 2. 2. BDNF BDNF BDNF BDNF ELISA ELISA ELISA ELISA assay assay assay assay 소견소견소견소견

  각 연령에서 T 군과 C 군 간의 BDNF 양을 t-test 로 비교분석하였다. 

P10에 T 군의 BDNF 양이 C 군에 비하여 현저하게 증가되었고(p<0.005), 

P15에는 T 군의 BDNF 양이 C 군에 비하여 유의한 증가를 관찰할 수 있었

고(P<0.05), P30에는 두 군 사이에 통계학적 차이가 없었다(p>0.05)(Fig. 

1A).

  각 군에서 연령의 증가에 따른 BDNF 양의 변화를 t-test로 비교 관찰하

였다. C 군에서는 P10에서 P15로 연령이 증가 할 때에는 BDNF 양이 유의

하게 증가하였으나(p<0.05), T 군에서는 P10에서 P15로 연령이 증가할 때 

통계학적으로 유의한 차이가 없었고(p>0.05), P15에서 P30으로 연령 증가 

할 때에는 C 군 통계학적으로 유의한 변화가 없었으나(p>0.05), T 군에서는  

BDNF 양의 유의한 감소가 있었다(Fig. 1B).
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3. 3. 3. 3. BDNFBDNFBDNFBDNF함유 함유 함유 함유 조롱박세포 조롱박세포 조롱박세포 조롱박세포 수의 수의 수의 수의 차이차이차이차이

  P10에서 T 군은 C 군보다 BDNF함유 조롱박세포 수가 유의하게 많았으

나(p<0.05) P15과 P30에서는 두 군 사이에 BDNF함유 조롱박세포 수의 유

의한 차이가 없었다(Fig. 2A). 

  P10에서 P15로 연령이 증가할 때 C 군에서는 BDNF함유 조롱박세포 수

의 유의한 증가가 있었으나 T 군에서는 연령의 증가에 따른 세포 수의 유의

한 변화가 없었으며 P15에서 P30으로 연령이 증가할 때 C 군에서는 연령의 

증가에 따른 세포 수가 유의한 차이가 없었으나 T 군에서는 세포수의 유의

한 감소가 있었다(Fig. 2B). 

4. 4. 4. 4. TrkBTrkBTrkBTrkB함유 함유 함유 함유 조롱박세포 조롱박세포 조롱박세포 조롱박세포 수의 수의 수의 수의 차이차이차이차이

  P10에서 T 군의 trkB함유 조롱박세포 수가 C 군보다 유의하게 많았고, 

P15와 P30에는 두 군 사이에 유의한 숫적 차이가 없었다(Fig. 3A). 

  각 군에서 연령에 증가에 따른 trkB함유 조롱박세포 수의 변화를 관찰

한 결과 P10에서 P15로 연령이 증가할 때 C 군에서는 세포 수의 유의

한 증가를 관찰할 수 있었으나 T 군에서는 유의한 숫적 변화가 없었다. 

P15에서 P30으로 연령이 증가할 때는 C 군에서는 trkB함유 조롱박세포 

수의 유의한 숫적 변화가 없었으나 T 군에서는 유의한 숫적 감소가 있었

다(Fig. 3B).    

5. 5. 5. 5. BDNFBDNFBDNFBDNF함유 함유 함유 함유 조롱박세포의 조롱박세포의 조롱박세포의 조롱박세포의 분포 분포 분포 분포 양상양상양상양상

  P10에서 두 군 모두 분자층으로 들어가는 신경돌기를 확인할 수 있을 정

도로 뚜렷하게 염색된 양성반응 조롱박세포들을 다수 나타났으며 T 군에서 

C 군보다 더 많은 BDNF함유 조롱박세포들이 관찰되었다(Fig. 4A, B).

  P15에서 두 군 모두 조롱박세포 층에 단층을 이루어 일렬로 배열되어 있

는 조롱박세포들이 뚜렷하게 관찰되었으며 조롱박세포가 성숙한 세포 양상을 
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띠어 전형적인 긴축삭신경세포의 형태를 나타났다. T 군에서는 이전 연령에 

비하여 세포 수가 현저히 감소되었음을 관찰할 수 있었고 C 군에서는 이전 

연령에 비하여 세포 수가 증가하였음을 관찰할 수 있었다(Fig. 4C, D).

  P30에서 조롱박세포의 크기, 모양 및 분포 등에서 이전 연령과 유사하였

고 단층 배열이 두드러졌다. 그러나 이전 연령에 비하여 모두 염색 강도는 

감소하였다(Fig. 4E, F) 

6. 6. 6. 6. TrkBTrkBTrkBTrkB함유 함유 함유 함유 조롱박세포의 조롱박세포의 조롱박세포의 조롱박세포의 분포 분포 분포 분포 양상양상양상양상

  P10에서 두 군 모두 trkB함유 조롱박세포들을 뚜렷하게 관찰할 수 있었으

나 조롱박세포들의 단층 배열은 두드러지지 않았다. T 군에서는 C 군에 비

해 분자층으로 들어가는 신경돌기들의 분포 양상이 뚜렷하였으며 C 군보다 

많은 양성반응 조롱박세포들이 관찰되었다(Fig. 5A, B).  

  P15에서 T 군에서는 trkB함유 조롱박세포들이 단층 배열을 관찰할 수 있

었으나 C 군에서는 조롱박세포들이 단층으로의 배열이 뚜렷하지 않았다(Fig. 

5C, D). 

  P30에서 두 군의 trkB함유 조롱박세포의 크기, 모양 및 분포 등이 매우 

유사하였으며 조롱박세포의 단층 배열이 두드러졌으며 이전 연령에 비해 모

두 염색 강도는 매우 감소하였다(Fig. 4E, F). 

7. 7. 7. 7. 전자현미경적 전자현미경적 전자현미경적 전자현미경적 소견소견소견소견        

  두 군 사이에 BDNF함유 조롱박세포 수 및 BDNF 양이  뚜렷한 차이를 

보이는 P10의 소뇌겉질 조롱박세포에서 미세구조를 비교 관찰하였다. 두 군 

모두에서 핵은 중앙부위에 위치하였으며 난원형이나 구형을 하고 있었으며 

불규칙한 모양을 띠기도 하였으며 두 군 모두에서 대부분 구형의 뚜렷한 핵

소체를 가지고 있었다. T 군에서는 세포질 전체에 산재되어 있는 사립체와 

자유리보소체가 C 군보다 많이 관찰되었고 특히 골지장치를 포함한 세포소
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기관이 뚜렷하였으며 특히 C 군보다 뚜렷한 과립세포질그물들이 평행으로 

배열되어 닛슬소체를 형성함을 관찰할 수 있었다(Fig. 6). 
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Table Table Table Table 1. 1. 1. 1. Blood thyroxine level        

Values are expressed as Mean ± SD ㎍/㎗ for thyroxine . The symbol 
*

 indicates 

significant difference from the group C at the p<0.05 level. The symbol 
†† 

 also 

indicates significant difference from previous age at the p<0.05 level determined by 

Mann-Whitney U test.

           P10(n = 5)        15(n = 5)         P30(n = 5)

Group C    
               

28.20 ± 5.89
*                     

1.98 ± 0.47
*††††††††                                3.12 ± 0.51

Group T         3.58 ± 0.75    3.22 ± 0.51       3.24 ± 0.50
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Fig. Fig. Fig. Fig. 1.1.1.1.    Contents of  BDNF protein between  group C and group T at P10, 

P15, P30 (A) and difference of BDNF protein amount according to postnatal 

age (B) in the cerebellum. The symbol 
*
, and 

**
  indicate significant 

difference from the control group (
*
; p<0.05, 

**
; p<0.005). The symbol 

#
 

also indicate significant difference from the previous age (
#
; p<0.05).  
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Fig. Fig. Fig. Fig. 2.2.2.2. The number of  BDNF-IR Purkinje cells between group C and group 

T at P10, P15, P30 (A) and numerical difference of BDNF-IR Purknje cells 

according to postnatal age (B). The symbol 
*
 indicates significant difference 

from the control group (
*
; p<0.05). The symbol 

#
 also indicates significant 

difference from the previous age (
#
; p<0.05).    
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Fig. Fig. Fig. Fig. 3.3.3.3. The number of  trkB-IR Purkinje cells between group C and group 

T at P10, P15, P30 (A) and numerical difference of TrkB -IR Purknje cells 

according to postnatal age (B). The symbol 
*
 indicates significant difference 

from the control group (
*
; p<0.05). The symbol 

#
 also indicates significant 

difference from the previous age (
#
; p<0.05).  
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4F4E

4D4C

4A 4B

4F4E

4D4C

4A 4B

Fig. Fig. Fig. Fig. 4.4.4.4.  BDNF-IR Pukinje cells in group C (A, C, E) and group T (B, D, F) 

at P10, P15 and P30. The intensity of BDNF immunoreativity was most 

prominent at P10 in group T (B). The monolayer arrangement of  BDNF-IR 

Purkinje cells was  reached at P15 both in group C and group T. The 

intensity of  BDNF immunoreativity was decreased at P30 both in group C 

and group T compared to previous age. 100×.
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5F5E

5D5C

5B5A

5F5E

5D5C

5B5A

Fig. Fig. Fig. Fig. 5.5.5.5. TrkB-IR Pukinje cells in group C (A, C, E) and group T (B, D, F) at 

P10, P15 and P30. The intensity of trkB immunoreativity was most 

prominent at P10 in group T (B).  The monolayer arrangement of  trkB-IR 

Purkinje cells was  reached at P15 in group T, but this morphological 

features was not found  at the sane age in group C. The intensity of  trkB 

immunoreativity was decreased at P30 both in group C and group T 

compared to previous age. 100×. 
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6A

6B

6A

6B

6A

6B

Fig. Fig. Fig. Fig. 6.6.6.6. Electron micrographs of BDNF-immunoreactive Purkinje cell in the 

cerebellar cortex in group C (A) and group T (B) at P10. The BDNF-IR 

Pukinje cell of group C and T exhibited large nucleus, small cytoplasm, 

centrally located nucleus and prominent nucleolus. In group T, it was 

characterized by numerous mitochondria and cytoplasm exhibiting short 

segments of rough endoplasmic reticulum (rER) in a matrix of free 

ribosomes. Numerous short segments of rER showed a tendency of parallel 

alignment and many Golgi complexes were appeared in the perinuclear 

position in group T. Parallel arrays of rER formed Nissl bodies. G = Golgi 

complex; m = mitochondria; N = Nissl body; nu = nucleus. scale bars = 1.7 

㎛ 
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                                                                                고      고      고      고      찰찰찰찰

  BDNF와 trkB는 기억의 생성 및 유지와 학습과정 등 고도의 지적 기능 유지에 

중요하며 정신분열증과 같은 신경정신병 등에서는 신경연접의 감소가 연접의 기

능적인 자극 전도에도 영향을 미쳐 결국 학습 장애와 같은 지적 기능 이상이 유발

된다는 보고가 있었다(Linnarsson 등, 1997; Minichiello 등, 1999; Iritani 등, 

2003). 한편 갑상샘의 기질적 병변과 무관하게 미숙아, Down 증후군, 생후 1

분에  Apgar 점수가 낮게 측정된 경우 등 다양한 신생아 질환에서 갑상샘 호

르몬 결핍을 나타냈다(Huang 등, 2002). 또한 주산기(perinatal periods)에 

갑상샘 호르몬  결핍은 사람과 동물 모두에서 뇌조직의 구조적 발달에 심한 손

상을 일으킨다(Pasquini와 Adamo, 1994; Oppenheimer와 Schwartz, 1997; 

Loibuchi와 Chin, 2000). 따라서 현재 갑상샘 질환 외에도 여러 가지 신생아 

질환에서 갑상샘 호르몬 결핍의 경우 T4의 사용 여부가 많은 논란이 되고 있

다. 이에 따른 이론적 기초를 제공하고자 본 연구에서는 출생 초기 지속적으로 

T4를 투여한 어린 쥐의 소뇌에서 BDNF 및 trkB함유 조롱박세포의 생후 성장

과 발달 양상 및 소뇌에서의 BDNF의 단백의 양을 saline을 투여한 대조군과 

비교 관찰하였고 또한 생후 10일에 소뇌겉질에 분포하는 BDNF함유 조롱박세

포의 미세구조를 비교 관찰하였다.  

  본 연구의 결과, C 군에서는 생후 연령의 증가에 따른 혈중 T4 양에 유의한 

변화가 없었으나 T 군에서는 혈중 T4의 양은 P10에서는 C 군 보다 현저히 증

가되었고 P15에서는 P10보다 유의한 양적 감소를 보였으며 C 군보다도 유의

한 감소를 나타냈다. P30에는 두 군 사이 혈중 T4 양은 유의한 차이가 없었다. 

이상의 혈중 T4 양에 관련한 결과는 정상 흰쥐에서는 생후 첫 21일에 연령의 증

가에 따른 T4 양의 유의한 변화가 관찰되지 않았으며 출생 초기 T4를 투여한 군에

서는 T4 투여를 정지한 2일째부터 7일까지 갑상샘자극호르몬(thyroid 

stimulating hormone, TSH)의 작용으로 말미암아 혈중 T4 양의 유의한  감소가 

있었고 투여를 정지한 10일 이후부터는 유의한 감소가 관찰되지 않았을 뿐만 아
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니라 정상 군과도 유의한 차이가 없었다는 Carden Yeiser 등(1999)의 보고와 

유사하였다. 

  본 연구에서 BDNF 양은 T 군에서는 C 군보다 P10에서 현저히 증가하였을 뿐

만 아니라  P15에서도 C 군보다 유의한 증가 양상을 나타냈는데 이러한 결과는 

생후 일시적인 갑상샘기능항진이 생후 10-12일에 BDNF와 같은 NGF계 NT나 

그  수용체의 mRNA 발현을 증가시켰다는 보고(Lűesse 등, 1998; Roskoden 

등, 1999)와도 유사하였으며 또한 생후 10일 동안 T4를 투여한 후 흰쥐 뇌의 중

격핵에서 BDNF mRNA는 생후 7일에, BDNF 단백은 생후 10일에 현저하게 증

가하였다는 Camboni 등(2003)의 보고와도 유사하였다. 그러나 Lűesse 등

(1998)은 출생 후 12일간 T4를 투여한 흰쥐에서 생후 2일에서 21일의 모든 연

령의 해마구성체에서 BDNF와 NT-3 mRNA의 양이 유의한 증가가 있었다고 함

으로서 출생초기 T4 투여가 일정한 기간 동안 신경영양물질과 그 수용체의 합성

에 영향을 미칠 것으로 생각되나 본 연구와는 실험 연령에 약간의 차이가 있어 생

후 발달과정을 거쳐 성체가 될 때까지의 관찰이 필요할 것으로 판단된다. 또한 본 

연구에서 T 군에서는 생후 30일로 연령이 증가할 때 BDNF 단백 양이 유의한 감

소를 나타냈는데 Camboni 등(2003)의 보고에서는 T4를 투여한 군에서 생후 90

일로 연령이 증가할 때  BDNF 단백 양의 감소가 있었다고 하여 본 연구와는 연령

상 차이가 있었을 뿐 생후 발달이 진행되어 청소년기에서 성인에서는 BDNF 단백 

양은 정상과 유사하게 감소하는 것으로 생각할 수 있었다.  

  한편, BDNF와 trkB함유 조롱박세포 수를 조사한 결과에서 T 군에서는 생후 

15일에서 생후 30일로 연령이 증가할 때 BDNF와 trkB함유 조롱박세포 수의 유

의한 감소가 나타났으나 Camboni 등 (2003)의 보고에서는 출생초기 T4를 투여

한 군에서 생후 10일과 생후 90일 사이에 BDNF와 trkB함유 조롱박세포 수에는 

유의한 변화가 없었다고 하였으므로 생후 30일 이후의 연령과 성체 및 노화한 경

우 등 다양한 연령에서의 변화 양상을 비교해 볼 필요가 있을 것으로 생각된다.

   BDNF와 trkB함유 조롱박세포의 면역염색 결과를 보면 두 군 모두에서 BDNF

함유 조롱박세포는 P15에서 조롱박 층에 일렬로 배열된 성숙된 BDNF함유 조롱
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박세포를 관찰할 수 있었으나 T 군의 trkB함유 조롱박세포는  P15의 BDNF함유 

조롱박세포와 유사한 양상을 나타냈는데  같은 연령의 C 군보다  더 뚜렷한 양상

의 조롱박세포들을 관찰할 수 있었다. 이러한 결과로 보아 정상 군에서는 소뇌겉

질에서 trkB가 BDNF보다 더 늦게 성숙됨을 알 수 있었고 이는 trkB가 BDNF보

다 일주일 정도 늦게 발현된다는 Lindholm 등 (1997)과 Ohira와 Hayashi 

(1999)의 보고와 일치하는 소견이었다. 또한 T4를 투여한 T 군에서는 생후 소뇌 

조롱박세포에서 trkB면역반응이 BDNF면역반응과 유사하게 나타남을 관찰 할 

수 있었다. 본 연구에서 나타난 T 군의 BDNF와 trkB함유 조롱박세포의 발달 양

상의 차이나  BDNF단백 양의 차이로 보아  뇌 발달 과정 중 매우 중요한 시기인 

생후 10일 경에 BDNF뿐만 아니라 그 수용체 trkB발현에도 T4가 중요한 영향을 

미칠 것임을 알 수 있었다.  정상적인 원숭이에서 연령이 증가할수록 대부분의 해

마 신경세포의 세포체 및 돌기의 BDNF 면역반응이 감소하였다는 보고 

(Hayashi 등, 2001)가 있었는데 본 실험에서는 생후 30일까지도 소뇌겉질에서 

BDNF함유 신경 돌기의 면역반응은 감소하였으나 여전히 뚜렷한 양성반응 세포

가 관찰되었다.  따라서 BDNF의 발현은 종간의 차이가 있어 형태학적으로 분포

양상에 약간의 차이가 있으며 설치류와 영장류와의 차이뿐 아니라 사람과의 차이

도 있을 것으로 생각된다.

   P10에서 소뇌겉질에 분포하는 BDNF함유 조롱박세포의 미세구조를 관찰한 

결과 T 군에서는 과립세포질그물이 작은 단위를 이루어 평행을 이루며 다수 

분포하여 닛슬소체 형성이 C 군보다 두드러지게 관찰됨으로서 출생 초기 T4 

처치가 BDNF와 같은 단백 합성을 증가시켜 뇌 발달에 좋은 효과를 나타낼 수 

있을 것이라고 생각할 수 있었다. 

   이상의 결과를 종합해 보면, 출생 초기 T4 투여가 BDNF 단백 합성 및 

BDNF와 trkB함유 조롱박세포의 수를 증가시켜 출생 초기 뇌 발달을 일정 

기간동안 일시적으로 정상보다 촉진시킬 수 있을 것으로 생각된다. 그러나 

BDNF와 trkB함유 조롱박세포의 생후 발달에 미치는 출생 초기 T4 투여 효

과는 청소년기에서 성체가 될 때까지 지속적으로 정상보다 높게 유지되지는 
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않을 것으로 판단된다.  
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                                                                                    결      결      결      결      론론론론

  갑상샘호르몬은 뇌 발달에 중요한 역할을 하며 중추신경계통에 풍부하게 

존재하는 BDNF와 그 수용체 trkB의 발현을 조절한다. 본 연구는 출생 초기  

T4 투여가 흰쥐 소뇌에서 BDNF와 trkB함유 조롱박세포의 생후 성장과 발

달에 미치는 영향에 대하여 알아보기 위하여 출생 초기 T4를 투여한 후 생후 

10, 15, 30일에 BDNF와 trkB함유 조롱박세포의 양상을 0.9% saline을 투

여한 대조군과 형태학적으로 비교 관찰하였고 또한 BDNF 단백질 함량과 생

후 10일의 BDNF함유 조롱박세포의 미세구조를 비교 관찰하였다. 

  본 연구 결과, 소뇌에서 BDNF와 trkB함유 조롱박세포 수 및 BDNF 양 

은 생후 10일에서 C 군에 비해 T 군에서 유의한 증가가 있었다. BDNF 양 

및 BDNF함유 조롱박세포 수에 유의한 차이가 있는 생후 10일에 소뇌겉질에 

분포하는 BDNF함유 조롱박세포의 미세구조를 관찰한 결과, T 군에서는 과

립세포질그물이 작은 단위를 이루어 평행을 이루며 다수 분포하여 닛슬소체 

형성이 C 군보다 두드러지게 관찰됨으로서 출생초기 T4 처치가 BDNF와 같

은 단백 합성을 증가시켜 뇌 발달에 좋은 효과를 나타낼 수 있을 것이라고 

생각할 수 있었다. 생후 15일 이후부터는 BDNF와 trkB함유 조롱박세포가 

T 군과 C 군에서 유사한 성숙 양상을 나타냈으며 생후 30일에 BDNF와 

trkB함유 조롱박세포 수 및 BDNF 양이 유의하게 감소하였다.   

  이상의 결과로 보아 출생 초기 T4 투여가 BDNF 단백 합성 및 BDNF와 

trkB함유 조롱박세포의 수를 증가시켜 출생 초기 뇌 발달을 촉진시킬 수 있

을 것으로 생각되나 이러한 증가 양상은 청소년기까지 지속적으로 유지되지

는 않을 것으로 판단된다. 
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