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만성적으로 음주하는 여성에서 태어난 영아는 성

장과 형태발생에 변화를 보이는 태아알코올증후군

(fetal alcohol syndrome)에 대한 감수성이 매우 높다
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모체 thyroxine 투여가 태아알코올효과를 가진

흰쥐 소뇌에서 BDNF함유 조롱박세포의
생후 발달에 미치는 영향
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간추림 : 임부의 알코올 남용은 태아 정신발육지연의 흔한 원인이다. 임부의 음주 양이 중간정도 수준이더라도 영

양실조가 동반되면 행동과 학습장애 등을 나타내는 태아알코올효과를 야기시킬 수 있다. 특히 태아의 뇌 발생에

예민한 결정적 기간동안 지속적으로 음주하는 경우 태아알코올효과를 나타내기 쉽다. 본 실험에서는 임신 기간

중 지속적으로 알코올을 섭취하는 모체에 thyroxine을 투여하여 알코올의 유해한 영향으로 인한 태아알코올효과

를 개선시킬 수 있는지를 알아보기 위하여 생후 연령에 따라 흰쥐 소뇌겉질에서 BDNF함유 신경세포의 발달과

성숙 양상을 관찰하였고 생후 14일의 소뇌겉질에 분포하는 BDNF함유 조롱박세포의 미세구조를 관찰하였다. 

실험동물은 세 군으로 나누었는데 매일 35 칼로리 정도의 알코올을 섭취한 알코올 군, 알코올 대신 dextrin이

첨가된 유동액을 섭취한 정상 군, 그리고 알코올을 매일 섭취하고 thyroxine을 매일 5µg/kg 피하 주사하여 알코올

±T4 군으로 하였다. 생후 0, 7, 14, 21, 28일에 희생시켜 면역조직화학염색을 시행하였으며 그 중 일부는 포매전 방

법을 이용하여 면역전자현미경적 염색을 시행하였다. 본 연구 결과, 생후 14일부터 알코올 ±T4군과 정상 군이 유

사한 성숙양상을 보였으나 알코올 군에서는 BDNF함유 조롱박세포들이 미성숙 양상을 나타냈으며 불완전한 단층

배열을 이루고 있었다. 생후 14일의 BDNF함유 조롱박세포의 미세구조를 세 군에서 비교한 결과, 알코올 군에서

는 세포소기관의 형태가 뚜렷하지 않았으나 정상 군과 알코올 ±T4군에서는 과립세포질그물이 작은 단위로 관찰

되었고 뚜렷한 골지장치들이 핵 주변에 분포해 있었으며 닛슬소체 형성도 뚜렷하게 나타나는 등 유사한 미세구조

를 가지고 있었다.

이상의 결과에서 보이는 알코올 군과 알코올 ±T4군 사이의 생후 성숙 양상의 차이는 알코올에 노출된 모체에

투여하는 thyroxine이 그 후손의 소뇌겉질의 BDNF함유 조롱박세포의 생후 발달에 미치는 유해한 영향을 개선시

킬 수 있음을 시사한다. 또한 모체 thyroxine 투여로 인해 그 후손의 생후 발달 초기에 BDNF와 같은 신경영양인

자의 합성이 증가되어 임신 중 알코올 남용으로 인한 갑상샘호르몬 부족으로 발생하는 태아알코올효과에도 좋은

효과가 있을 것으로 생각된다. 

찾아보기 낱말 : 태아알코올효과, thyroxine, BDNF, 조롱박세포, 생후 발달
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(Jones와 Smith 1973). 태아알코올증후군은 학습과

기억장애, 지능저하, 집중력장애, 정신발육지연 (men-

tal retardation)을 보이며, 심한 경우 작은머리증(mic-

rocephaly) 등과 같은 중추신경계통의 이상을 나타

낼 수 있다. 또한 임부의 알코올 섭취는 저출생체중,

얼굴기형, 비정상적인 활동항진, 근육긴장도 변화 및

면역계통의 이상 등을 직접적으로 유발시킬 수 있

는 것으로 알려져 있다 (Abel과 Hannigan 1995). 특

히 배아발생(embryogenesis) 과정 중에 알코올에 노

출되면 태아의 대뇌는 포도당과 산소 이용이 감소

하여 대뇌 허혈 상태를 야기시켜 대뇌 대사 감소를

초래할 수 있으며 이러한 대사 변화는 중추신경계통

의 구조와 기능의 붕괴 (disruption)에 따른 이상을

유발한다(Richardson 등1985, Abel 1996).

Rosenbloom 등(1995)은 만성 알코올 중독자를 부

검한 결과, 뇌에 육안적 구조 변화가 있음을 관찰하

였고, 특히 알코올 중독은 소뇌와 밀접한 연관이 있

어 자세의 균형과 운동작용의 조절 및 인지력 등에

지장을 받게 된다 (Sullivan 등 1995). 알코올 남용에

의한 소뇌의 변성은 소뇌벌레의 앞과 위소엽에서 관

찰되었으며 소뇌벌레 위축도 함께 나타나는 것으로

보고되었다 (Victor 등 1989, Raz 등 1992, Karhunen

등 1994). Nathaniel 등 (1986a, b)은 임신 6일 부터

분만할 때까지 알코올을 섭취한 흰쥐 어미에서 태

어난 새끼들의 몸통과 뇌 및 소뇌 성장 감소와 소

뇌 조롱박세포의 발달과 성숙 지연 및 연접이상 등

을 보고하였고, Goodlett 등(1990)은 출생 전 알코올

에 노출된 흰쥐 새끼들의 소뇌에서 조롱박세포 수

가 현저히 감소하였다고 보고하였다. 

또한 임신 중 알코올을 섭취한 어미는 혈액 내

thyroxine 양이 현저히 감소하여 자궁 내 상태를 갑

상샘기능저하 상태로 유도하고 이는 새끼들의 중추

신경계통에 이상을 유발하며(Nathaniel 등 1986a) 임

신 중 알코올에 노출되면 어미뿐만 아니라 태어난

새끼의 혈액 내 thyroxine 양이 모두 감소하는데 이

는 갑상샘의 이상 발생에 기인한 것이라는 보고도

있다 (Hannigan과 Bellasario 1990). 갑상샘호르몬은

태아 발생 중 매우 중요한 역할을 하는데, 갑상샘호

르몬 결핍은 신경세포의 증식과 이동 장애, 말이집

형성 장애 및 연접형성 지연 등과 같은 중추신경계

통의 형태학적 변화를 초래하는 것으로 알려져 있

다 (Rami 등 1986, Rami와 Rabie 1990). 또한 갑상샘

호르몬은 neurotrophin (NT)과 그 수용체의 발현을

조절하는데 성숙 흰쥐에 thyroxine을 투여하면 뇌의

여러 부위에서 nerve growth factor (NGF)와 neu-

rotrophin-3 (NT-3) mRNA 발현이 증가한다는 보고

가 있다(Giordano 등 1992). 

신경세포발생기 동안 알코올에 노출될 경우 정상

적인 신경영양인자 (neurotrophic factor)간의 상호관

계가 붕괴될 수 있다. 신경영양인자는 발생 중인 중

추신경계통에서 신경세포의 생존, 분화 및 증식을

조절하며 성장 중인 신경세포 기능의 유지에 밀접

하게 관여한다 (Chao 1992). 신경영양인자계통에 속

하는 여러 인자를 일명 NT라고도 하는데 대표적으

로 NGF, brain-derived neurotrophic factor (BDNF),

NT-3 및 neurotrophin-4/5 (NT-4/5) 등이 있다

(Ebendal 1992). 이 중 BDNF는 포유동물의 중추신

경계통 전체에 걸쳐 광범위하게 발현되는데 특히

해마구성체 (hippocampal formation), 대뇌겉질 및 편

도복합체 (amygdaloid complex) 등에서 많이 발현되

며 콜린성 중격핵과 해마의 신경세포 축삭에서 역

행성으로 수송되는 것으로 알려져 있다 (Hofer 등

1990, Phillips 등 1990, Wetmore 등 1990, Distefano

등 1992).

NT 중 BDNF와 NT-4/5가 고도의 친화성을 가지

고 결합하는 수용체는 TrkB인데 (Barbacid 1994),

BDNF와 BDNF에 의해 유도되는 TrkB의 활성이

신경세포의 가변성 (plasticity)에 관여하는 것으로

알려지고 있다 (Thoenen 1995, Korte 등 1998, Bibel

과 Barde 2000). BDNF는 소뇌에서도 높게 발현되

는데 발생 중인 소뇌에서는 BDNF가 과립세포층의

신경돌기의 연장과 생존을 증가시키는 역할을 하며

BDNF mRNA는 조롱박세포가 성숙해짐에 따라 증

가하는 것으로 보고되고 있다 (Gao 등 1995, Yan 등

1997a, b, Ohira 등 1999). 이러한 일련의 보고들은

BDNF가 성숙한 소뇌의 신경세포 생존과 유지에 중

요한 역할을 할 것이라고 생각하였다. 또한 BDNF

는 GABA의 합성과 신경펩티드 및 glutamate 수용

체 발현을 유도하여 신경그물형성 뿐만 아니라 신

경전달물질의 조절 등에 관여한다는 보고가 있다
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(Bessho 등 1993). 최근 정신분열증을 가진 뇌와 정

상 뇌에서 BDNF 단백 양을 비교했을 때 의미 있는

차이가 있다는 보고 (Takahashi 등 2000)는 BDNF가

지적 기능 유지에 매우 중요할 뿐만 아니라 신경정

신병의 병인과도 연관이 있음을 보여준다. 

현재 임부의 알코올 남용은 그 후손에게 정신발육

지연을 일으키는 가장 흔한 원인으로 여겨지고 있

다. 임부의 심한 알코올 중독으로 인한 다양한 출생

결함을 나타내는 태아알코올증후군을 초래하지는

않더라도 임부의 음주 양이 중간정도 수준으로 지

속적이며 영양실조가 동반되면 행동과 학습장애 등

을 나타내는 태아알코올효과 (fetal alcohol effects)를

야기 시킬 수 있다. 특히 태아의 뇌 발생에 예민한

결정적 기간(critical period) 동안 며칠씩 지속적으로

음주하는 경우 태아알코올효과를 나타내기 쉬운 것

으로 알려져 있다(Hankin 1994).

따라서 본 연구는 모체 thyroxine 투여가 태아알

코올효과에 미치는 영향을 알아보고자 임신 중 알

코올을 남용한 모체에서 태어난 후손과 지속적인

음주를 하고 있는 동일한 상태의 모체에 thyroxine

을 투여하여 태어난 후손의 소뇌에서 BDNF함유 조

롱박세포의 생후 성장과 발달 양상을 영양상태가

양호한 정상적 상태에서 태어난 경우와 면역조직화

학염색 및 면역전자현미경염색을 이용하여 비교 조

사하였다.

재료 및 방법

1. 실험동물과 실험군

체중 200~250 gm의 Sprague-Dawley계 암컷 흰

쥐 24마리를 숫컷과 교배시켜 임신 6일부터 4마리

씩 세 군과 나머지 12마리를 한 군으로 분류하였다.

A 군은 시중에서 판매되는 30% 알코올을 매일 35

칼로리 정도 섭취하게 하여 alcohol 군으로, B 군은

알코올 대신 dextrin이 첨가된 경장 영양제 (Ensure�

liquid, Japan)를 A 군과 같은 칼로리로 매일 섭취하

게 하여 control pair-fed 군으로 하였다. 또한 C 군

은 A 군과 같이 35칼로리 알코올을 매일 섭취하게

하고 thyroxine (T4) 투여 효과를 위해 L-Thyroxine

sodium salt (Sigma)를 생리식염수에 녹여 매일 5

µg/kg을 임신 어미의 목 뒷부분에 피하 주사하여

alcohol ±T4군으로 하였다. 이와 같은 식이와 처치

는 임신 6일째부터 시작하여 모든 임신 어미들이

그 새끼들을 분만할 때까지 계속하였다. D 군은 모

든 군의 총 임신 어미 수와 같은 모두 12마리로 흰

쥐 사료와 물을 자유롭게 섭취하도록 하였다. 네 군

의 임신 흰쥐는 각각의 cage에서 따로 사육하고

21�C의 실내온도와 12시간씩 명암조절을 해주었다.

A, B, C 군에서 태어난 새끼들은 출생 6시간이 지

난 후에 그 어미와 분리하여 D 군의 대리모에게 키

우게 하였다. 한 어미에서 태어난 한 배의 새끼들은

다른 배의 새끼들과 섞이지 않도록 D 군의 한 대리

모가 한 cage에서 키우도록 하였는데 이 때 대리모

에게는 흰쥐 사료와 물을 자유롭게 섭취하도록 하

였다. D 군에서 태어난 새끼들은 에테르를 사용하여

희생시켰다. 분만 후 새끼들과 분리된 A, B, C 군의

어미들은 마취하여 심장채혈을 한 후 녹십자로 보

내어 혈액 내 알코올 농도와 thyroxine 양을 측정하

여 통계처리 하였다(Table 1).

2. 조직처리 및 표본제작

한 cage에서 1마리씩 즉 각 군에서 4 마리씩의 어

린 쥐를 생후 0, 7, 14, 21, 28일 (P0, P7, P14, P21,

P28)에 희생시켰다. 생후 0일과 7일의 실험동물은

에테르로, 나머지 연령의 실험동물은 pentobarbital

sodium (60µg/kg, 중외제약)을 복막안에 주사하여

마취시킨 다음 가슴안을 열고 왼심실에 관류용 도

관을 삽입한 후, heparin (250 unit/mL, 녹십자)을 함

유한 생리식염수로 관류세척하고 0.1 M phosphate

buffer (PB, pH 7.4)에 녹인 4% paraformaldehyde 용

액이나 Zamboni 고정액으로 관류 고정한 다음 뇌를

적출하여 동일한 고정액에 담가 4�C에서 12시간 후

고정하였다. Free-floating 방법으로 면역조직화학염

색을 시행하기 위해 고정된 뇌 조직은 후고정 다음

에 30% sucrose에 넣고 24시간 이상 침적시킨 후

꺼내어 동결절편기를 이용해 35µm 두께의 연속관

상 동결절편을 제작하여 glycerol과 ethylene glycol
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이 함유된 저장용액에 담아 4�C에 보관하였다. 

3. 면역조직화학염색

저장용액에 보관한 조직절편을 매 5장마다 1장씩

을 취하여 0.1 M PB로 옮겨서 수차례 수세한 후 과

산화수소 (H2O2)를 처리하여 내인성 과산화효소의

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 : 500,

Chemicon)을 사용하였으며, 4�C에서 24~48시간 동

안 진동시키면서 반응시켰다. 그 후 0.1 M PB로 10

분씩 3회 수세 과정을 거쳤으며, 2차 항체는 bio-

tinylated horse anti-mouse IgG (Vector, 1 : 200)를 실

온에서 1시간 반응시킨 후, 0.1 M PB로 10분씩 3회

수세하였다. 그리고 peroxidase가 표지된 avidin-

biotin complex (ABC, Vector)를 1 : 100으로 희석하

여 실온에서 1시간정도 반응시킨 후, 0.1 M PB로 10

분간 다시 3회 수세하고 나서 3, 3′ diaminobenzidine

tetrahydrochloride (DAB, Sigma)를 tris-buffered

saline (TBS)에 녹여 기질용액으로 사용하였는데 반

응 직전에 H2O2를 0.003%가 되도록 첨가하였으며,

실온에서 5~10분간 반응시킨 후 현미경하에서 발

색 정도를 확인하였다. 또한 흑색을 띄는 nickel

chloride를 DAB에 용해시켜 여과하고 0.003% H2O2

를 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 poly-

mount (Polyscience)로 봉입하여 광학현미경으로 관

찰하였다.

4. 면역전자현미경염색

면역조직화학염색을 시행한 후 포매전 방법 (pre-

embedding method)을 이용하였다. 먼저 소뇌에서 관

찰된 BDNF함유 조롱박세포를 광학현미경으로 확

인한 후 뚜렷하게 염색된 세포가 포함되어 있는 절

편만을 선택하여 0.1 M PB로 씻어내고 1% osmium

tetroxide에 1시간동안 고정하였다. 고정된 절편은 알

코올로 순차적인 탈수과정을 거쳐 prophylene oxide

와 Epon을 1 : 1로 희석한 용액에 1시간 동안 실온

에서 반응시키고 이 절편은 plastic embedding을 시

행하여 62~65�C로 조정한 incubator에서 48시간

동안 놓아두었다. Plastic slide에서 BDNF양성반응

세포를 핀셋을 이용하여 떼어내어 미리 준비해 둔

epon으로 된 block에 100% epon을 이용하여 붙였다.

BDNF양성반응 세포가 부착되어 있는 epon block을

동일한 incubator에 하루정도 더 넣어 경화시켰다.

완전히 굳은 후 조직의 바닥 면에서부터 1µm 내외

의 광학현미경용 절편을 얻어 toluidine blue 염색을

하여 박편을 얻을 부위를 선정하고 LKB 초박절편

기로 60 nm의 투과전자현미경용 박편을 만들었다.

전자현미경용 박편은 uranyl acetate와 lead citrate로

이중염색하여 Hitachi (H-7600) 투과전자현미경으로

80 KV 가속전압하에서 관찰하였다.

결 과

1. 혈중 알코올과 thyroxine 농도

A, B, C 군의 어미가 새끼를 분만한 지 6시간 정도

지난 후 심장천자를 해서 얻은 혈액샘플은 녹십자에

보내어 전혈 (whole blood)에서 알코올 농도를, 혈청

에서 thyroxine의 양을 측정하여 결과를 얻었다

(Table 1). Kruskal-Wallis test로 세 군 간의 알코올

농도와 thyroxine 양을 비교한 결과 B 군에 비해 A

와 C 군의 알코올 농도가 각각 유의하게 높았으며,

A 군의 thyroxine 양이 B 군에 비해 유의하게 낮았

다(p⁄0.05).
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Table 1.Blood ethanol and thyroxine levels in maternal rats

Alcohol- Control pair- Alcohol
Blood fed group fed group ±T4 group

A (n = 4) B (n = 4) C (n = 4) 

Alcohol 0.015±0.0057 * 0 0.0125±0.005*
Thyroxine 2.2±0.36* 3.025±0.30 3.275±0.56

Values are x ±SD% for alcohol and x ±SD µg/dL for thyroxine.
Asterisk indicates significant difference from the control pair-fed group
(p⁄0.05).



2. BDNF함유 신경세포의 분포

생후 0일에는 세 군 모두에서 양성반응을 나타내

는 BDNF함유 신경세포는 관찰되지 않았으며 생후

7일에 세 군 모두에서 조롱박세포에 양성반응을 나

타냈다. A 군은 소수의 매우 약한 반응을 나타내는

세포들이 출현하였으나 B 군과 C 군에서는 A 군에

비해 염색강도가 강할 뿐만 아니라 분자층으로 들어

가는 신경돌기들을 확인할 수 있을 정도로 뚜렷하게

염색되는 양성반응 조롱박세포들이 다수 나타났으

며 B 군에서는 거의 단층으로 배열되어 있는 조롱박

세포들이 두드러지게 나타났다(Fig. 1A, B, C).

생후 14일에는 B 군에서 BDNF 면역반응이 조롱

박세포의 세포체와 돌기들에서 가장 뚜렷하게 관찰

되었으며 조롱박세포층에 조롱박세포들이 단층을

이루어 일렬로 배열되어 있고 성숙한 세포 양상을

띠어 전형적인 긴축삭신경세포의 형태로 나타났다.

C 군에서는 B 군에 비해 양성반응 조롱박세포 수는

적게 분포하였으나 돌기의 형태나 단층 배열은 유

사한 양상을 띠었다. A 군에서는 주로 뚜렷하게 염

색되는 커다란 세포체들만이 관찰되었으며 B, C 군

과는 다르게 조롱박세포의 돌기가 뚜렷하게 염색되

지 않았으며 조롱박세포층과 과립층의 구별이 명확

하지 않았을 뿐만 아니라 조롱박세포의 단층 배열

도 관찰할 수 없었다(Fig. 1D, E, F). 

생후 21일에는 B 군과 C 군의 BDNF함유 조롱박

세포의 분포가 이전의 연령과 큰 차이 없이 유사하

여 조롱박세포층에 단층 배열을 이루며 분포하였으

며 돌기들이 분자층으로 들어가 더 복잡하고 긴 분

지를 형성하는 것을 관찰할 수 있었다. A 군에서는

B, C 군에 비해 현저하게 작은 크기의 양성반응 세포

들이 관찰되었으며 분자층으로 들어가는 돌기들은

약하게 염색되었으나 형태는 뚜렷하게 확인할 수 있

었다. A 군에서는 생후 21일이 되어서야 BDNF함유

조롱박세포들이 단층 배열의 형태를 불완전하게 이

루게 되어 조롱박세포층과 다른 층들과의 구별이

가능하였으나 B, C 군의 성숙 양상과 비교해 볼 때

뚜렷한 차이를 보였다(Fig. 1G, H, I). 

생후 28일의 C 군에서는 여전히 뚜렷하게 염색되

는 세포체뿐만 아니라 복잡한 분지 형태를 갖춘 돌

기들이 관찰되었으나 B 군에서는 C 군에 비해 돌기

들의 분지형성이 덜 뚜렷하게 보였으며 A 군에서는

돌기의 염색반응은 거의 나타나지 않았으며 양성반

응 세포 수 또한 현저히 감소하는 양상을 띠었으며

전체적으로 면역반응이 감소하였다(Fig. 1J, K, L).   

3. 전자현미경 소견

BDNF 면역반응 강도, 성숙 양상 및 BDNF함유

조롱박세포의 크기가 이전의 연령에 비해 뚜렷하게

차이를 보이기 시작한 생후 14일의 미세구조를 세

군에서 비교하였다. 세 군 모두에서 핵은 중앙부위

에 위치하였으며 난원형이나 구형을 하고 있었으며

불규칙한 모양을 띠기도 하였다. 

A 군의 BDNF함유 조롱박세포에서는 핵의 크기

가 다른 두 군에 비해 컸으며 세포질 전체에 산재

되어 있는 자유리보소체가 많이 관찰되었다. 사립체

도 관찰되었으나 다른 군에 비해 세포질이 작았으

며 흔적적인 골지장치가 출현하는 등 세포소기관의

형태가 뚜렷하지 않았다(Fig. 2A). 

B 군에서는 핵을 포함한 BDNF함유 조롱박세포

들이 나란히 관찰되었다. 핵은 불규칙한 형태를 띠

기도 하였지만 막 구조 및 모양은 뚜렷하였으며 대

부분 구형의 뚜렷한 핵소체를 가지고 있었다. 세포

소기관 중 흩어져 있는 자유리보소체들이 관찰되었

으며 그 주위에 과립세포질그물이 작은 단위로 세

포질 전체에 고루 퍼져 있었고 과립세포질그물들이

평행으로 배열되어 작은 닛슬소체를 형성하기도 하

였다. 사립체도 매우 많았으며 여러 개의 골지장치

들이 핵 주위에 매우 뚜렷하게 관찰되었다(Fig. 2B). 

C 군에서도 뚜렷한 핵을 포함한 조롱박세포들이

나란히 배열되어 있는 모습으로 관찰되었으며 과립

세포질그물이 작은 단위로 관찰되기도 하였지만 B

군에 비해 적게 분포해 있다는 것을 제외하고는 핵

의 형태나 핵소체의 크기 및 세포소기관의 구조들

이 B 군과 거의 유사하였다. 매우 크고 많은 사립체

들이 관찰되었고 뚜렷한 골지장치들이 핵 주변에

분포해 있었을 뿐만 아니라 닛슬소체도 뚜렷하게

관찰되었다(Fig. 2C, D). 

3333

─ 태아알코올효과에 미치는 thyroxine의 영향 ─



고 찰

미국에서는 알코올과 연관하여 매년 십만 명 이

상이 사망하고 음주를 예방하는 차원에서 매년 천

억 정도의 예산이 소요되고 있어 알코올 남용이 주

요한 건강문제로 대두되고 있다 (Rice 1993). 알코올

남용은 인지력과 기억력에 영향을 미쳐 Wernicke-

Korsakoff 증후군으로 알려진 신경학적 질환과 연관

이 있다는 보고가 있다(Langlais 1995). 알코올 남용

과 신경학적 질환과의 관련성이 보고되기 이전부터

알코올 중독과 티아민 (thiamine) 결핍이 여러 가지

건강 문제를 유발할 수 있다는 것은 잘 알려진 사

실이다. 최근 임부의 알코올 남용이 증가하고 있어

태아알코올증후군에 대한 관심이 높아지고 있으며

이미 태아알코올증후군 환자에서 소뇌의 형성부전

은 일정하게 동반되는 기형으로 밝혀졌다 (Clarren

1981). Heaton 등 (2000)은 발달 중인 흰쥐 중추신경

계통에서 출생 전 모체의 임신기간 중에 알코올을

투여 받은 경우와 출생 초기에 알코올을 흡입한 경

우 신경영양인자들의 발현에 약간의 차이가 있음을

보고하였다. 또한 갑상샘호르몬이 중추신경계통 발

달에 중요한 역할을 할 것이라는 보고 (Rami 등

1986)가 있은 후 알코올로 인한 갑상샘 기능저하와

관련하여 발생하는 붕괴에 의한 이상에 대한 연구

가 보고되었다 (Rami와 Rabie 1990). 또한 알코올에

노출된 후 태어난 흰쥐 소뇌 조롱박세포의 성장과

분화는 정상적으로 태어난 경우에 비해 지연되며

(Mohamed 등 1987a, b), 알코올과 thyroxine을 동시

에 투여한 어미에서 태어난 흰쥐 소뇌 조롱박세포를

전자현미경으로 관찰한 결과 세포내소기관이 알코

올 군에서 태어난 경우에 비해 더 발달하여 단백 합

성이 증가하는 보고(Nathaniel 등1999) 등이 있었다.

본 연구에서는 임신 중 음주로 태아알코올효과를

유발시킨 어린 쥐와 지속적인 음주를 하고 있는 임

신 흰쥐에 thyroxine을 매일 투여하여 태어난 어린

쥐의 소뇌에서 BDNF함유 조롱박세포의 생후 성장

과 발달 양상을 영양상태가 양호한 정상 어미에서

태어난 경우와 비교하였다. 각 실험군은 분만한 후

대리모를 사용하여 그 새끼들을 키우게 하였다. 그

이유는 세 군 모두 모체 혈액을 검사해야 하고 알

코올을 투여 받은 어미는 oxytocin 분비가 억제되어

유즙 분비가 감소하고 갑작스런 알코올 섭취 중단

으로 인한 행동 변화를 초래할 가능성이 있을 뿐만

아니라 (Nathaniel 등 1999), 세 군 모두 모체와 새끼

간의 밀접한 관계를 지속적으로 유지시키기 위함이

었다. 또한 본 실험에서 생후 0, 7, 14, 21, 28일의 소

뇌겉질을 사용한 이유는 생후 처음 3주간 (P7, P14,

P21)이 사람 임신기간의 세 번째 삼분기 (third trim-

ester)에 해당하며 대부분의 신경세포들이 생후 21

일경에 성숙 수준에 도달한다는 보고 등 (Mohamed

등 1987 a, b)에 기인하여 출생한 날부터 1주일 간격

으로 생후 4주까지 BDNF함유 조롱박세포의 성숙

양상을 형태학적으로 관찰하기 위함이었다.

본 실험에 사용한 T4의 용량은 여러 연구자들의

보고에 근거하여 시행하였다. Nathaniel 등 (1983,

1988)은 propylthiouracil에 의해 갑상샘기능저하 상

태가 유도된 어린 쥐에 T4를 2.5µg/kg/day 피하주사

한 결과 체중과 키뿐만 아니라 대뇌와 소뇌의 성장

을 증가시킬 수 있고, 성체 흰쥐에 15µg/kg/day의

T4를 투여한 경우 좌상 후 척수 뒤뿌리의 신경재생

과 말이집 형성을 촉진시켰다는 보고가 있었다. 또

한 어미와 발생 중인 태자의 갑상샘의 기능은 항진

시키지 않고 알코올 노출에 의해 저하된 thyroxine

양을 충분히 보충하기에 적당한 양은 5 µg/kg/day

이라는 보고가 있었다 (Nathaniel 등 1999). 혈액 내

thyroxine 농도에 관해 Nathaniel 등 (1999)은 thy-

roxine 투여 군의 농도가 정상 군과 알코올 군의 평

균치였으며 thyroxine 투여 군의 thyroxine 양은 알

코올 군과는 유의한 차이가 있었으나 정상 군과는

유의한 차이는 없다고 보고하였다. 본 실험에서 모

체 혈액 내 thyroxine 양은 알코올 ±T4군이 알코올

군에 비해 유의하게 높은 것은 유사하였으나 알코

올 ±T4군이 알코올 군보다 약간 높게 나타나 같은

양의 thyroxine을 투여 받았더라도 개체마다 혈액

내 thyroxine 농도에 차이가 있을 것이라 생각되며

thyroxine 양과 투여시기를 서로 다르게 시행하여

비교해 보는 것도 필요할 것으로 생각된다.  

발달이 정상적으로 진행 중인 뇌에 분포하는

BDNF에 관한 보고 (Das 등 2001)에서 대뇌겉질의
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BDNF 단백은 생후 2주에 최고치에 도달한다고 하

였다. 본 실험에서 정상 군의 소뇌겉질에서 BDNF

함유 조롱박세포는 생후 7일부터 나타나기 시작하

여 생후 14일에 세포 크기의 증가와 함께 돌기 형

태나 단층 배열 등의 성숙 양상이 보였다. 또한 본

연구에서 알코올 군에 비해 알코올 ±T4군에서 정

상 군과 유사한 성숙 과정을 보였으며 알코올 군에

서는 두 군과 다르게 조롱박세포의 돌기가 뚜렷하

게 염색되지 않았으며 조롱박세포의 단층 배열도

관찰할 수 없었다. 이와 같은 실험 결과는 생후 10

일 동안 thyroxine을 투여한 경우 뇌의 중격핵에서

BDNF mRNA는 생후 7일에, BDNF 단백은 생후 10

일에 현저하게 증가하였다는 Camboni 등 (2003)의

보고와 비교해 볼 때 연령의 차이는 약간 있지만

생후 2주경에 BDNF함유 조롱박세포가 성숙해진다

는 것을 알 수 있었다. 이러한 결과는 thyroxine에

의한 mRNA나 단백 양의 증가와 조롱박세포의 형

태학적 성숙도 및 면역반응의 강도와 연관이 있음

을 시사한다. 그러나 본 실험과 Camboni 등 (2003)

의 차이점은 정상적으로 태어난 어린 쥐의 뇌에서

BDNF 단백 발현에 미치는 thyroxine의 투여 효과를

보기 위해 생후 10일 동안 thyroxine을 투여한데 비

해 본 실험의 경우 생후에는 thyroxine을 투여하지

않고 음주 중인 모체 내에서 뇌 발생의 결정적 시

기에 해당하는 출생 전에 thyroxine을 투여하였다는

점이다. Heaton 등 (2000)은 뇌 성장 촉진기간 (brain

growth spurt period)인 출생 후 4~10일 동안 알코

올에 노출된 경우 생후 10일째에는 해마와 대뇌겉

질에서 정상 군에 비해 일시적인 BDNF 단백 증가

가 있었으나 생후 21일에 정상 수준으로 돌아왔다

고 보고하였다. 또한 그들은 전체 임신기간에 걸쳐

알코올에 노출된 후 태어난 어린 쥐 뇌의 여러 부

위에서 BDNF와 NT-3 단백 양은 정상 군과 의미

있는 차이가 없었으나 NGF 단백은 대뇌겉질 및 줄

무늬체에서 출생 첫 날 증가한 다음 생후 10일에 정

상 수준으로 돌아왔다고 하였다. 따라서 Heaton 등

(2000)의 보고와 본 실험 결과로 미루어 볼 때, 알코

올의 신경독성에 의한 신경영양인자의 발현이 뇌

부위에 따라 서로 차이가 있으며 알코올에 노출된

시기에 따라 BDNF를 포함한 여러 신경영양인자 발

현에도 서로 차이가 있을 수 있다는 것을 알 수 있

었다.

본 실험에서 정상 군과 알코올 ±T4군의 BDNF

함유 조롱박세포의 발달은 생후 14일에 성숙 수준

에 도달하여 서로 양상이 유사하였다. 그러나 알코

올 군에서는 다른 두 군과 같은 조롱박세포의 완전

한 단층배열이나 뚜렷한 돌기 모양 등 성숙 양상이

어느 연령에서도 두드러지게 나타나지 않았으며 생

후 21일 이후 조롱박세포층은 불완전한 단층 배열

을 보이다가 생후 28일에는 양성반응 세포 수가 오

히려 다른 두 군에 비해 매우 감소되었다. 따라서 알

코올 군이 정상 군에 비해 조롱박세포의 성숙 양상

이 1 주정도 지연되어 성장한다고 보고한 Nathaniel

등(1999)과는 약간의 차이가 있는 것 같다. 또한 본

실험에서 생후 14일의 BDNF함유 조롱박세포의 미

세구조를 세 군에서 비교해 보았는데 알코올 군에

서는 흔적적인 골지장치가 출현하는 등 세포소기관

의 형태가 뚜렷하지 않았지만 정상 군과 알코올

±T4군에서는 골지장치를 포함한 세포소기관이 뚜

렷하였으며 닛슬소체 형성 또한 뚜렷하게 관찰됨으

로서 알코올에 노출된 모체에 대한 thyroxine 처치

가 BDNF와 같은 단백 합성을 증가시켜 태자들의

뇌 발달에 좋은 효과를 나타낼 수 있을 것이라고

생각할 수 있다.

본 연구에서 생후 14일 이후에 알코올 ±T4군의

BDNF함유 조롱박세포 발달이 두드러진다는 것을

알 수 있었다. 이러한 결과와 함께 생후 일시적인

갑상샘기능항진이 BDNF와 같은 NGF계 NT나 그

수용체의 mRNA 발현을 생후 10~12일에 증가시킨

다는 보고 (Lüesse 등 1998, Roskoden 등 1999)로 미

루어 보아 출생 전 모체 thyroxine 투여가 출생 후

그 후손의 BDNF함유 신경세포의 성장에 미치는 영

향이 생후 일시적인 thyroxine 투여 효과와 유사하

다는 것을 알 수 있었으며 뇌 발달 과정 중 매우 중

요한 시기인 생후 10일경의 BDNF나 그 수용체의

mRNA 및 단백 발현에 thyroxine이 중요한 영향을

미칠 것으로 생각된다. 또한 정상적인 원숭이에서

연령이 증가할수록 대부분의 해마 신경세포의 세포

체 및 돌기의 BDNF면역반응이 감소하였다는 보고

(Hayashi 등 2001)가 있었는데 본 실험에서도 BDNF
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함유 신경 돌기의 면역반응은 감소하였으나 생후 28

일까지도 뚜렷한 양성반응 세포가 관찰되었다. 한편

Camboni 등 (2003)의 보고에서 출생 초기 thyroxine

투여 후 4개월 된 성체에서는 생후 10일에 비해

BDNF면역반응 세포 수가 유의하게 감소하였으나

정상 군에서는 생후 10일과 성체 사이에 큰 차이가

없었다고 하였으므로 생후 28일 이후의 연령과 성

체 및 노화한 경우 등 다양한 연령에서의 변화 양

상을 비교해 볼 필요가 있을 것이며 종이나 뇌의

부위에 따라 BDNF면역반응에 차이가 있을 것으로

생각된다.

신생아의 갑상샘기능저하는 발생 중인 쐐기핵

(cuneate nucleus) 및 척수의 앞뿔(anterior horn) 등에

혈액공급을 감소시켜 모체의 알코올 남용 후 갑상

샘 기능의 이상으로 인한 중추신경계통의 결함은

저산소증과도 연관이 있다 (David와 Nathaniel 1981,

Thomas와 Nathaniel 1992). Propylthiouracil로 유도

된 신생 쥐의 갑상샘기능저하에 thyroxine을 투여한

경우 뇌와 소뇌 무게 증가가 있었는데 생후 21일에

투여한 경우보다 생후 14일에 투여한 경우에 더 두

드러진 효과가 있었다고 하였다 (Nathaniel 등 1988).

Nathaniel 등 (1999)은 조롱박세포의 성장 지연은 알

코올과 그 대사산물의 유해한 영향과 혈액 내 thy-

roxine 저하와도 연관이 있다고 하였다. 본 실험에서

도 알코올에 노출되어 혈액 내 thyroxine 농도가 낮

은 어미에서 태어난 어린 쥐의 소뇌겉질의 BDNF함

유 조롱박세포의 생후 발달은 정상 군이나 thyrox-

ine 처치를 받은 군에 비해 성숙도에 차이가 있었을

뿐만 아니라 생후 28일에는 세포 소실이 뚜렷하였다.

본 실험 결과 알코올에 노출되었더라도 모체 내

에서 thyroxine을 지속적으로 투여 받은 경우 BD-

NF함유 조롱박세포의 분포 양상이 생후 14일에 정

상 군과 유사하게 이루어 진 것으로 보아 모체

thyroxine 투여가 출생 초기의 BDNF합성과 연관이

있어 출생 후 thyroxine을 투여 받은 것과 같은 효

과를 나타낼 수 있으며 임신한 모체의 음주로 인해

갑상샘호르몬 감소로 발생되는 소뇌 조롱박세포 발

달 이상을 thyroxine 투여로 개선시킬 수 있을 것으

로 생각된다. 

MacLennan 등 (1995)이 만성적인 알코올 남용으

로 인해 흰쥐 해마에서 BDNF mRNA가 감소하며

BDNF 유전자 전사의 이상으로 인해 신경세포 변성

및 신경영양인자의 기능 이상을 초래할 수 있으며,

만성적인 알코올 남용이 신경영양인자의 수용체의

기능에도 변화를 일으킬 수 있을 것이라고 보고하

였다. 이후 Baek 등 (1996)은 어릴 때부터 10 주 동

안 성숙해 질 때까지 만성적으로 알코올을 남용했을

때 신경영양인자 분비 감소를 보상하기 위해 BDNF

수용체인 TrkB 단백 발현이 증가되었다는 것을

Western blot으로 분석하여 보고하였다. BDNF와 그

수용체 TrkB는 기억의 생성 및 유지와 학습과정 등

고도의 지적 기능 유지에 중요하며 정신분열증과 같

은 신경정신병 등에서는 신경연접의 감소가 연접의

기능적인 자극 전도에도 영향을 미쳐 결국 학습 장

애와 같은 지적 기능 이상이 유발된다는 보고가 있

었다 (Linnarsson 등 1997, Minichiello 등 1999, Iritani

등 2003). 본 실험에서도 복잡한 BDNF면역반응 신

경돌기들이 알코올 군에서는 매우 감소되어 있음으

로서 태아알코올효과는 해마의 신경세포뿐만 아니

라 소뇌겉질 조롱박세포 연접의 감소 등이 야기되

어 신경전달 기전의 변화를 유발할 것이라고 추측

할 수 있었다. 또한 모체 thyroxine 투여가 알코올에

의한 조롱박세포 변성을 억제하여 조롱박세포 성장

의 형태학적 성숙을 유지할 뿐만 아니라 생후 연접

의 발달을 유도하는 등 가변성에도 영향을 미칠 수

있을 것으로 보인다. 

이상의 결과를 종합해 보면 알코올에 노출된 모

체에 투여하는 thyroxine은 그 후손의 소뇌겉질의

BDNF함유 조롱박세포의 생후 발달을 정상 군과 유

사하게 유지시킴으로서 모체 thyroxine투여가 임신

중 알코올 남용으로 인한 갑상샘호르몬 부족으로

발생하는 태아알코올효과에 좋은 효과가 있을 것으

로 판단된다.
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Legends for Figures

Fig. 1.BDNF immunoreactivity in the Purkinje cells of cerebellar cortex in alcohol-fed group (A, D, G, J), control pair-fed group (B,
E, H, K) and alcohol±T4 group (C, F, I, L) at P 7 (A, B, C), P 14 (D, E, F), P 21 (G, H, I) and P 28 (J, K, L). Mature patterns and
monolayer arrangement were reached at P14 in alcohol±T4 group, whereas these morphological features were found at P 7 in
control pair-fed group. In alcohol-fed group, the monocellular arrangement of BDNF-immunoreactive Purkinje cell was not
completely achieved at all postnatal ages, in addition, the number of BDNF-immunoreactive Purkinje cell was decreased at P 28
as compared to control pair-fed and alcohol±T4 group. Scale bars = 50µm

Fig. 2.Electron micrographs of BDNF-immunoreactive Purkinje cell in the cerebellar cortex in alcohol-fed group (A), control pair-fed
group (B) and alcohol±T4 group (C, D) at P14. The BDNF-immunoreactive Purkinje cell of alcohol-fed group exhibited large
nucleus, small cytoplasm, small amount of ribosomal collection and rudimentary cytoplasmic organelles. The morphology of
BDNF-immunoreactive Purkinje cell of the control pair-fed group was characterized by centrally located nucleus with a
prominent nucleolus and a cytoplasm exhibiting segments of rough endoplasmic reticulum in a matrix of free ribosomes. In
addition, numerous short segments of rough endoplasmic reticulum showed a tendency of parallel alignment and many Golgi
complexes were appeared in the perinuclear position. The cytology of BDNF-immunoreactive Purkinje cell in the alcohol±T4

group was similar to that in control pair-fed group. Golgi complexes were found within the cytoplasm in a circumnuclear
location. Parallel arrays of rough endoplasmic reticulum formed Nissl bodies. G, Golgi complex; m, mitochondria; N, Nissl
body; nu, nucleus; rib, ribosome. Scale bars = 1.7µm
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Abstract

Effect of Maternal Thyroxine Treatment on the Postnatal 
Development of Brain--derived Neurotrophic Factor--containing 

Purkinje Cell in Fetal Alcohol Effects in the Rat Cerebellum

Yoon-Young Chung, Yang-Soo Kang1, Sang-Bong Jeong, Young-Ki Kim2, 
Jong-Joong Kim, Jeong-Seok Moon, Young-Lan Park, Jin Fu, Sang-Soo Park, 

Kwan-Young Cheon, So-Yeon Ryu3, Choon-Sang Bae2

Department of Anatomy, College of Medicine, Chosun University 1Mecca Aesthetic Clinic 
2Department of Anatomy, College of Medicine, Chonnam National University 
3Department of Preventive Medicine, College of Medicine, Chosun University

Maternal alcohol abuse is thought to be the common cause of mental retardation. Even moderate maternal alcohol

consumption may produce fetal alcohol effects with behavioral and learning difficulties, if the drinking is associated

with malnutrition. Especially, continuous alcohol consumption during critical period of brain development is very likely

to produce fetal alcohol effects. The aims of this study are to investigate whether exogenous thyroxine treatment to

alcohol-fed dams may ameliorate the detrimental effects of alcohol on the postnatal development of BDNF-containing

Purkinje cell of the cerebellar cortex of the offspring.

The morphological features of the growth and maturation were observed at 0, 7, 14, 21, 28 postnatal days via

immunohistochemistry. In addition, electron microscopic finding of BDNF-containing Purkinje cell at P14 was also

examined. Time-pregnant rats were divided into three groups. Alcohol-fed group received 35 calories of liquid

alcohol diet daily from gestation day 6; control pair-fed group was fed a liquid diet in which dextrin replaced alcohol

isocalorically; alcohol ±T4 group received 35 calories liquid alcohol diet and exogenous thyroxine subcutaneously.

As a result, a similar developmental pattern of BDNF- immunoreactive Purkinje cells was observed in control pair-

fed and alcohol ±T4 group on and after P14. These cells of alcohol-fed group showed immature features. Single-layer

arrangement of these cells in alcohol-fed group was not completely achieved throughout postnatal life. Electron

microscopic observations of BDNF- immunoreactive Purkinje cells at P14 revealed large nucleus, small cytoplasm,

small amount of ribosomal collection and rudimentary cytoplasmic organelles in alcohol-fed group. The morphology

of BDNF-immunoreactive Purkinje cell in alcohol ±T4 group was similar to that in control pair-fed group. It was

characterized by numerous short segments of rough endoplasmic reticulum, many of which showed a tendency of

parallel alignment that suggested an attempt at Nissl body configuration. The cytology of Golgi complexes was also

found within the cytoplasm in perinuclear location. Those observed differences of postnatal maturation patterns

between alcohol-fed and alcohol ±T4 group may indicate the beneficial effects on the postnatal development of

BDNF-containing Purkinje cells in cerebellar cortex in the pups of thyroxine-treated alcohol-exposed dams.

These results suggest that the increase of BDNF synthesis during early postnatal life caused by maternal

administration of exogenous thyroxine may ameliorate fetal alcohol effects as a result of the dysthyroid state following

maternal alcohol abuse. 
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