
한국콘텐츠학회 2009 춘계종합학술대회1124

비침습식 미세전류자극이 

토끼 경골의 골절 후 BMP-4 발현에 미치는 영향

Effects of Non-Invasive Constant Microcurrent Stimulation on 

Expression of BMP-4 After Tibia Fracture in Rabbits

     조미숙

          영동대학교

     Cho mi-suk

          Youngdong Univ.

 요약

골절 후 골 유합에 대한 미세직류전류 자극의 효과를 관찰하
기 위하여  체중 2.5∼3 ㎏내외의 6개월 령 뉴질랜드 웅성 
토끼 24마리를 대상으로 경골 골절 후 미세전류 자극을 적용
한 실험군과 비적용군인 대조군으로 나누어  3일, 7일, 14일 
및 28일 후 BMP-4에 대한 면역조직화학적 염색을 실행하여 
다음과 같은 결론을 얻었다.
BMP-4의 발현은 비침습식 미세전류를 적용한 실험군과  자
연치유군인 대조군 모두 시간이 경과함에 따라 통계학적으로 
유의하게 증가하다가  감소되었다. 그러나 실험군에서 경골 
골절 3일 후 대조군은 하버씨계의 간질층판을 중심으로 약한 
갈색의 면역양성반응(+)을 보였으나 실험군의 경우 중등도의 
면역양성반응(++)을 보였다. 경골 골절 7일 후 대조군은 하
버씨계의 동심원과 간질층판을 중심으로 중등도의 갈색의 면
역양성반응(++)을 보였으나 실험군의 경우 바깥층판을 포함
하여 매우 강한 갈색의 면역양성반응(++++)을 보였다. 경골 
골절 14일 후 대조군은 하버씨계의 간질층판과 동심원을 중
심으로 강한 갈색의 면역양성반응(+++)을 보였으며 실험군 
또한 강한 면역양성반응(+++)을 보였다. 그 후 점차 감소하
여 경골 골절 28일 후 대조군은 하버씨계의 간질층판을 중심
으로 약한 갈색의 면역양성반응(+)을 보였으나 실험군의 경
우 중등도의 면역양성반응(++)을 보였다. 
 위의 결과로 보면 골절 후 미세전류를 비침습적으로 적용할 
때 치유과정 초기에 골형성단백질인 BMP-4의 발현을 증가
시켜 골절 치유를 촉진시킴을 알 수 있다.

❚ 심어 : ∣골형성단백질∣미세 류∣경골골

 Abstract

This study aims to examine the effects of non-invasive 

constant microcurrent stimulation on expression of Bone 

Morphogenetic Protein(BMP) 4 after tibia fracture in 

rabbits. Twenty four rabbits with tibia fracture were 

randomly divided into control and experimental groups. 

Each group was divided into four subgroups, based on 

the duration of the experiment (3, 7, 14, 28 days). The 

experimental groups received a constant microcurrent 

stimulation of 20∼25 ㎂ intensity with surface Ag-AgCl 

electrode (diameter 1㎝, Biopac, U.S.A.) for 24 hours a 

day. Cathode of the microcurrent stimulator located on 

the tibia directly, anode of it did on the gastrocnemius 

muscle. Rabbits were sacrificed on each of the 

postoperative days 3, 7, 14, 28. To investigate how 

non- invasive constant microcurrent stimulation affects 

bone healing, immunohistochemical analysis of BMP-4 

was performed at each point. After evaluation, the test 

results are as follows: Comparisons of 

immunohistochemical observation of BMP-4 in 7 days 

after tibial fracture show that there was shown to be a 

moderate positive reaction (++) on concentric circles of 

Harversian system andt he interstitial lamella in the 

control group, while there was a very strong positive 

reaction (++++) on concentric circles of Harversian 

system and interstitial lamellain the experimental 

group. These results suggest that applying non-invasive 

constant microcurrent stimulation on fractured bone is 

helpful to bone healing. 

❚ Key Words :∣Bone Morphogenetic Protein 4∣Microcurrent  

              Stimulation∣Tibia Fracture∣
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Ⅰ. 서론

  골유합은 다양한 성장인자, 분화인자, 호르몬 

cytokine과 세포의 기질 성분을 포함한 여러 국소적, 

전체적 조절 인자들의 조화로운 작용에 의해 이루어진

다. 이 가운데 골형성단백질(bone morphogenetic 

protein; BMP)그룹이 골절치유 과정 중 세포 증식, 연

골 형성, 골 형성의 일련의 과정에서 핵심적인 역할을 

하는 것이 많은 연구 논문들에 의해 보고되었다[1][2].

  골절치유 상황에서는 대부분의 BMP 그룹이 골 형성

을 증진시키는 데 관여한다고 할 수 있다. 이 가운데 

특히 BMP-2, 4, 7(OP-1)이 골 형성 과정에서 주로 작

용한다고 보고되었다[3]. BMP 그룹은 골 형성 과정의 

가장 초기에서부터 무기질화의 완성 단계까지 다양한 

과정에 작용하는데 특히 치유의 초기 단계인 골절 후 2

주까지 왕성한 발현을 나타낸다고 보고되었다[4][5][6].

  골절치유를 위해 사용되고 있는 전기치료로는 초음

파, 직류전류, 맥동전자기장, 전기장과 전자기장 등이 

있다. 최근에 이르러서는 전체 전류량은 줄이고 전압은 

높여서 치료효과를 극대화 시키는 미세전류를 이용한 

전기자극이 점점 대중적인 치료 모달리티(modality)로 

인식되고 있다[7]. 현재 임상에서 많이 사용 중인 미세

전류 통전에 이용되는 침습식 전극과 반침습식 전극은 

골절치료를 위해 정확한 위치를 설정할 수 있고 전류의 

흐름을 정확하게 조절할 수 있다. 이 방법은 보통 금속

성 내부고정과 함께 이용되고 있다. 그러나 전극의 삽

입 또는 제거 시 수술이 필요하며 이때 감염의 위험성

이 상당히 높을 뿐만 아니라 삽입된 전극이 깨어질 가

능성 또한 높다.

  따라서 본 연구는 토끼 경골 선상골절 후 음극전극과 

양극전극 모두를 표면전극을 이용하여 피부 표면에 부

착시키는 비침습식 미세직류전류를 적용할 때 골절치유

과정에서 나타나는 골유합을 촉진시키는 화학적 매개체 

가운데 BMP-4의 발현을 면역조직화학적으로 관찰하여 

비침습식 미세직류전류 자극이 골유합에 미치는 영향을 

알아보고자 한다. 

Ⅱ. 연구방법

 1. 실험동물

  본 연구에서는 체중 2.5∼3 ㎏ 내외의 6개월령 뉴질

랜드 웅성 토끼 24마리를 사용하였다. 실험 전 처치 후 

실험군은 20∼25 ㎂ 범위의 지속적인 미세직류전류를 

비침습식으로 24시간 적용한 뒤 미세전류 적용 기간별

로 각각  3일군(3마리), 7일군(3마리), 14일군(3마리) 

및 28일군(3마리) 등으로 분류하였다. 대조군은 미세전

류를 적용하지 않고 각각 3일군(3마리), 7일군(3마리), 

14일 군(3마리) 및 28일군(3마리) 등으로 무작위 배정하

였다.

 2. 실험방법

  2.1 실험전 처치

  실험동물을 케타민을 이용하여 마취시킨 후 우측 뒷

다리 내측의 피부를 절개하고 경골에 붙어 있는 근막을 

분리시킨 후 골절을 유발시킬 부위의 골막을 일정부분 

제거한 뒤 경골 밑으로 핀셋을 집어넣어 골절시킬 부위

를 결정하고 가는 전기절단기를 경골의 횡으로 관통시

켜 완전골절을 유발시켰다. 수술찌꺼기를 제거하고 소

동물용 7-hole plate을 골절된 경골 위에 부착시켜 경

골의 굴곡 정도와 맞춘 다음 토끼의 경골 표본과 비교

하여 정상 위치로 각도를 설정한 뒤 스크루(screw)를 

박고 C-arm을 이용해 골절접합의 이상유무를 관찰한 

뒤 근막과 피부를 봉합하였다. 완전 골절을 유발시킨 

실험군은 전단력에 의한 과도한 가관절증

(pseudoarthrosis)을 방지하기 위해 미세전류를 적용하

지 않는 안쪽에 브래이스(brace)를 대어 고정시켰다.

  2.2 미세전류 적용

  전원은 9V의 어댑터를 사용하였고 저항기를 달아 저

항의 변화에 영향을 받지 않고 지속적으로 20∼25  ㎂ 

범위의 일정한 출력강도를 갖는 미세전류기를 실험실에

서 자체 제작하였다.  전극은 직경 1 ㎝의 Ag-AgCl 전

극(Biopack, U.S.A.)을 사용하였다. 수술 후 마취에서 

깨어난 직 후부터 실험기간 동안 하루 24 시간 동안 지

속적으로 미세직류전류를 비침습적으로 적용하였다. 음

극전극은 골절 부위 인 경골 전면에 근육이 없는 부위

의 피부 표면에 부착하고, 양극전극은 골절 부위에서 

약간 떨어진 경골 후면의 비복근 부위에 부착하였다. 
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미세전류 적용기간 동안 날마다 전극 부착 부위에 주사

기를 이용하여 전도겔을 주입하여 피부저항을 최소화하

였다. 자극 기간 동안 2∼3일 간격으로 전류의 강도를 

확인하고 전극 부착 부위의 합병증 등의 변화를 확인하

였다.

 3. 조직학적 검사

  3.1. 조직절편 제작

  실험동물들은 각 해당시간에 ketamine 

hydrochloride와 xylazine hydrochloride를 체중 100 

g 당 .15 ㎖ 및 .05 ㎖ 씩 섞어 카테터를 이용해 혈관 

내 주사하여 마취시킨 다음 심장을 통해 4% 

paraformaldehyde-lysine-periodate(PLP)로 관류고정

을 시행하였다. 골절 유발 후 각 해당 기간에 실험동물

의 골절부위를 절제한 뒤 동일 고정액으로 후고정(4℃, 

overnight)을 시행하였다. 후고정 후 조직절편은 EDTA 

용액에 침전시켜 탈회시켰다. 완전 탈회가 이루어진 것

을 육안으로 확인한 후 동결보호(Cryoprotection, 20% 

sucrose, 4℃, overnight)를 거친 다음 통상적 방법으

로 탈수 및 투명화 과정을 거쳐 파라핀 포매한 뒤 미세

절단기(Model Bright5040, Bright, U.S.A.)를 사용하

여 10 ㎛ 두께의 조직절편을 제작하였다.

3.2. BMP-4 분석을 위한 면역조직화학염색

  시간경과에 따른 BMP-4의 발현 정도를 비교하기 위

해 BMP-4에 대한 일차항체인 mouse anti-BPM 

IgG(Vector Lab. Inc., U.S.A.)를 이용하여 면역조직화

학염색을 시행하였다. 조직절편 위에 일차항체를 침적

시켜 실온에서 12시간 내지 24시간 동안 반응시켰는데 

일차 항체의 희석은 1:500의 농도로 .1M PB에 1% 

normal goat serum과 .3% TritonX-100이 혼합된 것

을 사용하였다. 조직절편을 실온에서 10분간 3회 .1M 

phosphate buffer(PB)로 세척한 후 2차 항체인  

biotinylated goat anti-mouse IgG(Vector Lab. Inc., 

U.S.A.)에 1:25의 농도로 실온에서 1시간 반응시켰다. 

그 후 .1M PB로 15분간 3회 세척한 뒤 

ABC(Avidin-Biotin Complex)(Vector Lab. Inc., 

U.S.A.) 용액에 실온에서 1시간 동안 반응시켰으며 .3% 

3‘,3’-diaminobenzidin(DAB)에 과산화수소수를 

.005%되게 첨가하여 갈색반응을 실시하였다. 면역조직

화학염색이 끝난 조직들은 통상적으로 탈수, 투명화과

정을 거친 뒤 PMM(permanent mounting media)인 

Clarion(Biomedia, U.S.A.)을 이용하여 cover glass로 

봉입하였다.

 4. 분석방법

  미세전류 적용 후 적용 기간에 따른 실험군과 대조군

과의 BMP-4발현위치 및 상대적 발현 정도를 비교하기 

위해서 면역조직화학법을 적용한 후 광학현미경(Model 

BX50, Olympus, Japan)으로 관찰하였다. 

Ⅲ. 결과

  토끼의 경골 골절 후 미세직류전류자극에 의한 경골 

내 BMP-4의 발현 변화를 면역조직화학적 방법을 이용

해 비교 관찰하였다. 경골 골절 3일 후 대조군은 하버

씨계의 간질층판을 중심으로 약한 갈색의 면역양성반응

(+)을 보였으나 실험군의 경우 중등도의 면역양성반응

(++)을 보였다. 경골 골절 7일 후 대조군은 하버씨계의 

동심원과 간질층판을 중심으로 중등도의 갈색의 면역양

성반응(++)을 보였으나 실험군의 경우 바깥층판을 포함

하여 매우 강한 갈색의 면역양성반응(++++)을 보였다. 

경골 골절 14일 후 대조군은 하버씨계의 간질층판과 동

심원을 중심으로 강한 갈색의 면역양성반응(+++)을 보

였으며 실험군 또한 강한 면역양성반응(+++)을 보였다. 

그 후 점차 감소하여 경골 골절 28일 후 대조군은 하버

씨계의 간질층판을 중심으로 약한 갈색의 면역양성반응

(+)을 보였으나 실험군의 경우 중등도의 면역양성반응

(++)을 보였다(그림 1, 표 1).

골 3일후 골 7일후 골 14일후 골 28일후

조군 + ++ +++ +

실험군 ++ ++++ +++ ++

+ : 약함 ++ : 등도 +++ : 강함, ++++ : 매우 강함

표 1. BMP-4 면역반응성
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▶▶ 그림 1.  BMP-4 면역반응성(↓ : 발현부위)

 

Ⅳ. 고찰

  골절 발생 후 골 유합을 주목적으로 하는 골절의 치

료는 다양한 방법으로 발달되어왔다. 최근에는 미세조

직학적으로 신생 골의 분화 및 이주 등을 포함한 분자

수준의 연구까지 이루어지고 있다. 이에 따른 골성장인

자들의 발견 및 적용에 의해 골유합의 기전에 관한 연

구도 획기적으로 진일보하고 있다[8]. 

  Baranowski 등[9]은  각각  .015,  .075 와 20 ㎂의 

일정한 강도의 직류를 공급하는 전기자극기를 이용하여 

토끼 경골 골절 후 반침습법을 적용하였다. 다양한 강

도의 미세전류를 적용한 다음 21일 경과 후 골수강 내

와 피질골의 골밀도를 측정한 결과 전류강도가 증가함

에 따라 지속적으로 증가하다가 약  20 ㎂ 강도에서 최

대로 일어났다고 보고하였다.

  본 실험에서 전류의 강도는 선행 연구 결과들을 바탕

으로 하였으나 표면전극을 이용한 비침습법임을 고려하

여 20∼25㎂를 적용하였다.

  최근 in vivo 상에서 골형성을 보고한 연구들 중 

IGF-I, PDGF, TGF-beta 및 BMP 등의 다양한 성장인

자들의 존재 하에 조직재생을 자극하거나 억제한다는 

연구자들에 의하여 성장인자들이 단독 혹은 특이세포표

면 수용기들에 결합함으로써 세포 수 증식, 화학주성, 

분화, 세포외 기질 합성 및 골 결손회복 조장에 효과적

임을 입증하였다[10][11]. 

  Onishi 등[12]은 쥐의 대퇴골 골절 후 외부 고정을 

하지 않고 자연 치유 과정에서 BMP-2, 4의 발현 정도

를 연구한 논문에서 BMP가 골절 3일 후 골절 부위 근

처의 비후된 골막에서 강하게 발현되다가 골절 7일 후 

소주골이 새롭게 형성될 때까지 강하게 또는 중등도로 

나타났으며, 그 후 직골이 층판골로 재형성 됨에 따라 

점진적으로 감소하다가 28일 이후에는 대부분 사라지는 

것을 보고하였다. 

  본 실험에서는 골형성 단백질인 BMP-4의 반응에 대

한 결과 분석에서 실험군은 골절 7일 후 까지 대조군에 

비해 강한 면역양성반응을 보였다. 특히 경골 골절 7일 

후 실험군은 매우 강한 갈색의 면역영성반응(++++)을 

보여, 중등도의 면역양성반응(++)을 보인 대조군에 비

해 확연한 BMP-4의 발현을 나타내었다. 이는 골절 시 

미세직류전류 자극의 적용은 골형성 단백질 중 골절부

위의 가골 형성 및 회복에 강한 역할을 하는 BMP-4의 

발현을 활성화 시켜 골절 초기의 회복에 효과적임을 보

여주고 있다. 그러나 BMP가 골절 후 3일 후에 발현되

기 시작하여 2주안에 거의 감소된다는 선행의 연구들과 

본 실험의 결과인 미세직류전류자극이 토끼 경골의 골

절치유에서 BMP가 4주까지 지속적으로 발현되는 것이 

다소 상이점을 나타냈다[13][14][15][16]. 이는 지속적인 

전류 강도의 차이로 인식되고 있지만 이에 대한 후속 

연구가 필요하다고 본다. 

Ⅴ. 결론

  골절 후 골 유합에 대한 미세직류전류 자극의 효과를 

관찰하기 위하여 본 연구에서는 체중 2.5∼3 ㎏내외의 

6개월 령 뉴질랜드 웅성 토끼 24마리를 대상으로 전기

절단기를 이용하여 경골 골절 후 7-hole plate로 연결

시킨 뒤 실험동물은 미세직류전류 자극을 적용한 실험

군과 비적용군인 대조군으로 나누었고, 시간경과에 따

른 변화를 관찰하기 위하여 3일, 7일, 14일 및 28일군

으로 나누어 BMP-4에 대한 면역조직화학적 염색을 실

행하여 다음과 같은 결론을 얻었다.

  BMP-4의 발현은 비침습식 미세전류를 적용한 실험

군과  자연치유군인 대조군 모두 시간이 경과함에 따라 

통계학적으로 유의하게 증가하다가  감소되었다. 그러 

나 실험군에서  초경골 골절 3일 후 대조군은 하버씨계

의 간질층판을 중심으로 약한 갈색의 면역양성반응(+)

을 보였으나 실험군의 경우 중등도의 면역양성반응(++)
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을 보였다. 경골 골절 7일 후 대조군은 하버씨계의 동

심원과 간질층판을 중심으로 중등도의 갈색의 면역양성

반응(++)을 보였으나 실험군의 경우 바깥층판을 포함하

여 매우 강한 갈색의 면역양성반응(++++)을 보였다. 

경골 골절 14일 후 대조군은 하버씨계의 간질층판과 동

심원을 중심으로 강한 갈색의 면역양성반응(+++)을 보

였으며 실험군 또한 강한 면역양성반응(+++)을 보였다. 

그 후 점차 감소하여 경골 골절 28일 후 대조군은 하버

씨계의 간질층판을 중심으로 약한 갈색의 면역양성반응

(+)을 보였으나 실험군의 경우 중등도의 면역양성반응

(++)을 보였다. 

  위의 결과로 보면 골절 후 미세전류를 비침습적으로 

적용할 때 치유과정 초기에 골형성단백질인 BMP-4의 

발현을 증가시켜 골절 치유를 촉진시킴을 알 수 있다.
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