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Effects of Bogijetong-Tang on Diabetic-peripheral Neuropathy Induced by 
Streptozotocin in the Mouse

Lee Jong bin, Kim Chul Jung, Cho Chung Sik
Dept. of Internal Medicine, College of Oriental Medicine, Dae-Jeon University

Objectives: Previous reports have shown that Bogijetong-Tang (BJT) is effective in peripheral neuropathy induced by 
taxol and crush injury. In this study, we researched the effects of BJT on diabetic neuropathy induced by STZ in 
the mouse. 
Methods: We performed both in vitro and in vivo experiments to verify the effects of BJT on diabetic neuropathy 
induced by STZ in mice. Changes in axonal recovery were observed with immunofluorescence staining using NF-200, 
Hoechst33258, S100β, caspase 3 and anti-cdc2.  Proliferation and degeneration of Schwann cells were investigated 
by immunofluorescence staining and western blot analyses.
Results: BJT showed considerable effects on neurite outgrowth and axonal regeneration in diabetic neuropathy. BJT 
contributed to the creation of NF-200, GAP-43, Cdc2, phospho-vimentin, β1, active β1, β3 integrin, phospho-Erk1/2 
protein. 
Conclusions: Through this study, we found that BJT is effective for enhanced axonal regeneration via dynamic 
regulation of regeneration-associated proteins. Therefore, BJT had a pharmaceutical property enhancing recovery of 
peripheral nerves induced by diabetic neuropathy and could be a candidate for drug development after more research.
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서 론

당뇨병성 신경병증(diabetic neuropathy)은 당뇨병

의 만성합병증 중 가장 흔한 미세혈관 합병증으로 당

뇨병성 망막병증, 당뇨병성 신병증과 더불어 당뇨병

의 3대 합병증이다1,2). 
당뇨병성 신경병증의 특징은 말초 신경섬유가 점

차 소실되어 사지의 통증이나 감각소실, 신경병증성 

궤양과 절단이 이뤄지고, 신경기능의 이상으로 온도

감각, 진동각, 건반사, 신경전도 속도 등이 감소된다

는 점이다3).
당뇨병성 신경병증을 일으키는 기전은 아직 명확

하게 밝혀지지 않았으나 일반적으로 고혈당으로 인

한 단백질 비활성화에 의한 신경 전달 장애4,5), 신경 
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Scientific name Amount (g)
Astragali Radix 30
Ginseng Radix 4

Angelicae Gigantis Radix 7.5
Rehmanniae Radix Preparat 10

Cnidii Rhizoma 5
Paeoniae Radix Rubra 7.5

Salviae Miltiorrhizae Radix 12
Persicae Semen 7.5
Carthami Flos 7.5

Spatholobi Caulis 12
Epimedii Herba 10

Lumbricus 5
Puerariae Radix 8
Cibotii Rhizoma 8
Albiziae Cortex 12

Uncariae Ramulus et Uncus 12
Chaenomelis Fructus 8

Ostrae Concha 12
Total amount 178

Table 1. Prescription of Bogijetong-tang(BJT)

(385)

조직의 Na-K ATPase의 활성 감소6), 말초혈관장애에 

의한 신경 경색 및 신경위축7) 등이 제시되고 있다. 
당뇨병성 신경병증의 기저질환인 당뇨병은 전체 

환자의 3.8%, 만성질환 환자의 24%를 차지하고, 이

에 따라 당뇨병성 신경병증의 청구건수나 진료비도 

상승8하고 있지만 치료는 철저한 혈당 조절과 더불어 

삼환계 항우울제나 항경련제 투여 등 대증 치료에 불

과한 실정이다1,8).
최근 신경 재생에 중요한 역할을 하는 슈반세포를 

이용하여 신경성장인자의 분비를 유도시켜 신경병증

을 치료하려는 연구가 시도되고9), 당뇨병성 신경병증 

기전에 기초한 치료로 알도스 환원효소 억제제 등이 

사용되고 있다10). 그러나 아직까지 당뇨병성 신경병

증의 병인이 명확하게 규명되지 않았고, 기전에 있어

서도 여러 가지 대사가 복합적으로 작용하며 이루어

지기 때문에 진단과 치료가 쉽지 않다10). 이러한 배경

으로 인해 당뇨병성 신경병증에 대한 한의학적 연구

가 더욱 요구되며, 실제로 최근 한약물의 당뇨병성 

신경병증에 대한 임상적 효과가 보고되었다11-16).
본 연구에서 사용된 補氣除痛湯(이하 BJT)17)은 임

상적 연구에서 당뇨병성 말초신경병증 환자에게서 

증상개선 효과가 있었고, 실험적 연구에서 압좌 및 

항암제로 인한 말초신경병증 모델에 효과가 있다는 

보고가 있다18). 그러나 아직까지 당뇨병성 신경병증

에 대한 BJT의 실험연구는 없었다.
이에 저자는 streptozotocin(이하 STZ)으로 유발된 

당뇨병성 말초 신경병증 동물 모델과 포도당 독성을 

이용한 세포에 BJT를 투여하여 phospho-Erk1/2, 
Cdc2, phospho-vimentin, β-integrin, phospho-Smad, 
NF-200, GAP-43을 관찰하여 유의한 결과를 얻었기

에 보고하는 바이다.

실 험

 1. 재료
1) 동물

실험동물은 albino ICR 계열의 7주령 수컷 mouse
를 (주)대한바이오링크에서 구입하였으며, 고형 사료

(Samyang Co. Korea)와 물을 제약 없이 섭취하도록 

하였으며, 온도는 22-24oC, 습도는 50±10%가 유지되

도록 하고, 조명은 밤낮 주기 (12시간 주/야)가 조절

되는 실험실 환경에서 사육하였다. 본 실험은 대전대

학교 동물 실험 윤리 규정을 준수하여 시행하였다.
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2) 약재

한약에 증류수 1,000㎖를 가하여 열탕 추출기에서 

2시간 동안 가열하여 얻은 액을 여과하였다. 이를 감

압 증류장치 (Rotary evaporator, Buchi B-480, 
Switzerland)로 농축하고, 다시 동결 건조기 (Freeze 
dryer, Eyela FDU-540, Japan)를 이용하여 완전 건조

한 추출물을 냉동 (-84oC) 보관하면서 생리식염수에 

적당한 농도로 희석하여 사용하였다. 초기 한약재 

178 g 으로부터 24.04g의 추출물을 얻어 16%의 수율

을 나타내었다.
본 실험에 사용한 BJT 1첩의 내용과 용량은 다음

과 같다(Table 1). 약재는 (주)옴니허브(Korea)에서 

구입하여 사용하였다. 

3) 시약

Neurofilament 200 (Sigma, USA), p-vimentin 
(MBL, Japan), cleaved caspase 3 (Cell Signaling, 
USA), fluorescein goat anti-mouse IgG (Invitrogen, 
USA), rhodamine red-X goat anti-rabbit IgG 
(Invitrogen), Hoechst 33258 (Invitrogen), polyclonal 
anti-cdc2 (Santa Cruz Biotechnology, USA), 
phospho-p44/42 Erk1/2 kinase antibody (Cell 
Signaling, USA), GAP-43 (Santa Cruz 
Biotechnology, USA), goat anti-rabbit IgG-HRP 
(Santa Cruz Biotechnology, USA), goat anti-mouse 
IgG-HRP (Santa Cruz Biotechnology, USA), p-Smad 
(Santa Cruz Biotechnology, USA), Smad (Santa Cruz 
Biotechnology, USA), β1 integrin (Santa Cruz 
Biotechnology, USA), β3 integrin (Santa Cruz 
Biotechnology, USA), active form β1 integrin (BD 
Bioscience, USA) 등을 사용하였다. 

4) 기기

본 실험에 사용한 기기는 열탕추출기(DaeWoong, 
Korea), thermo bath(ALB64, HanYoung, Korea), 초

음파분쇄기(model 100, Fisher scientific, USA), 원심

분리기(Micro 17TR, Hanil, Korea), 전기영동장치

(80-6147-45, Amersham, USA), transfer unit(TE70, 
Amersham, USA), electrophoresis power supply(EPS 
301, Amersham, USA), cryostat(CM 1850, LEICA, 
Germany), 형광현미경(Nikon DXM 1200F, Japan) 

등 이다.

2. 방법
1) In vitro 실험

(1) 실험 세포 모델 확립

① Normal군 ② glucose(30mM)와 식염수 처리한 

control군(이하 control군) ③ glucose (30mM)와 

BJT(0.3㎎/㎖) 처리한 BJT0.3군(이하 BJT0.3군) ④
glucose(30mM)와 BJT(0.5㎎/㎖) 처리한 BJT0.5군(이
하 BJT0.5군) 으로 나누어 진행하였다.

(2) Dorsal root ganglia (DRG) 배양

본 신경 조직 세포배양에 대한 일반적 방법 및 원

리는 Banker 와 Goslin의 실험서19)를 참조하였다. 유
리 coverslip을 poly-L-ornithine (0.1㎎/㎖, Sigma, 
USA)과 laminin (0.02㎎/㎖, Collaborate research, 
USA)을 혼합하여 실온에서 pre-coating 하였다. 슈반

세포와 DRG sensory neuron을 배양하기 위해, mouse
의 좌골신경과 요추 4-6에서 DRG sensory neuron을 

분리하여 ice-cold BME medium (Gibco, USA)에 넣

었다. 분리한 좌골신경과 DRG sensory neuron은 

type XI collagenase (2500U/㎖, Sigma, USA)를 포함

한 BME을 처리하여 37℃에서 90분 동안 처리하였

다. 조직을 BME으로 세척한 후 상층액을 제거하기 

위해 3,000rpm에서 1분 동안 원심분리 하였다. 다시 

한 번 세척 후 세포를 BME에 녹여서 화염 멸균한 

Pasteur pipette을 16-20번 통과하여 분리시키고 상층

액을 제거하기 위해 3,000rpm에서 1분 동안 원심분

리 하였다. Cell은 type SII trypsin (0.5㎎/㎖)을 포함

한 BME를 15분간 처리 후 trypsin inhibitor (100㎎/
㎖), EDTA (1mM) and DNase I (80㎎/㎖)을 포함한 

BME로 5분간 처리하였다. 배양배지 (5% 
heat-inactivated fetal bovine serum (FBS, Gibco, 
USA), 5% horse serum, 2 mM glutamine and 1% 
penicillin-str eptomycin을 포함한 BME)로 세척한 

DRG sensory neuron (1.5x102 cells neuron)을 12㎜
round coverslip 위에 plating 하고 37℃, 5 % CO2 
incu bator에서 12시간동안 배양한 뒤 새로운 배지로 

갈아주었다. 본 배양 DRG sensory neuron을 24시간 

배양하고, glucose (30mM)를 처리한 후 24시간 후 
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면역형광분석을 위하여 세포를 고정하였다.

(3) 면역형광염색

배양한 cerebella neuron과 DRG sensory neuron에 

대해 이중 면역형광 염색법(double immuno-
fluorescence staining)을 수행하기 위해, 4% paraf-
ormaldehyde, 4% sucrose가 혼합된 인산완충용액 

(phosphate buffered saline; PBS)에 45분 동안 고정하

였다. 이후의 실험 과정은 in vitro 실험과정과 동일하

였다. 본 실험에 사용한 일차항체는 Neurofilament 
200 (1:400, Sigma, USA)와 S-100β (1:400, Santa 
Cruz Biotechnology, USA)이었다.  

(4) Neurite outgrowth 측정

NF-200으로 염색한 neuron을 i-solution 프로그램

을 이용하여 neurite 길이를 측정하였다.   

(5) 조직 sample의 현미경 분석

면역형광조직은 Nikon 형광현미경을 이용하여 분

석한 후 현미경에 부착된 디지털 카메라로 이미지를 

포착하여 ACT-1 software를 이용하여 분석하였다. 
중첩 이미지는 Photoshop 프로그램 상의 image blend 
모드를 이용하여 분석하였다. 

2) In vivo 실험

(1) 실험동물 모델 확립

① normal군 ② STZ(200㎎/㎏)와 생리식염수 처리 

control군(이하 control군) ③ STZ(200㎎/㎏)와 BJT 
(400㎎/㎏) 투여군(이하 BJT군)으로 나누어 진행하였

다. 공복 6시간 후 STZ를 복강 주사하여, 1주일 후 

혈당수치 200㎎/㎗ 이상인 경우를 당뇨가 유발된 것

으로 보았으며, BJT를 1회/일, 7일간 구강 투여하였

다. 각 군별 사용된 mouse는 4마리였다.

(2) 면역형광염색

분리한 sciatic nerve는 -20°C에서 냉동시킨 후 

cryostat를 이용하여 20 ㎛의 두께로 잘라 슬라이드에 

부착시켰다. 이중 면역형광 염색법 (double immuno-
fluorescence staining)을 수행하기 위해, 4% paraf-
ormaldehyde, 4% sucrose가 혼합된 인산완충용액 

(phosphate buffered saline; PBS)에 45분 동안 슬라이

드를 넣어 고정하였다. 비 특이적 결합을 막기 위해 

blocking buffer에 담근 후 4℃에서 16시간 동안 반응

시켰다. 일차항체는 2.5% BSA, 2.5% horse serum을 

함유하고 있는 blocking buffer에 1:400의 비율로 혼

합하여 처리한 후 실온에서 4시간 동안 반응시킨다. 
일차항체 반응이 끝난 후 PBST (PBS plus 0.1% tri-
ton X-100)로 씻어내고, 2.5% BSA, 2.5% horse se-
rum을 함유하고 있는 blocking buffer에 Fluorescein- 
goat anti-mouse (green)와 Rhodamine-goat anti-rab-
bit antibody (Molecular probes)를 1:400으로 혼합하

여 암실에서 1시간 30분 동안 이차항체 처리를 수행

하였다. 이차 항체 처리 후 3회에 걸쳐 PBST로 세척

을 수행하였다. Hoechst 33258 핵 염색을 수행하는 

경우 2회 세척 후 0.25% Hoechst 33258 염료를 함유

한 PBST 용액으로 처리 후 다시 PBST 용액으로 세

척하였다. 이차 항체는 빛에 민감하기 때문에 반응 

시간동안 반드시 암실에서 수행하였다. 모든 조직 

sample은 형광현미경 (Zeiss fluorescent microscope)
을 통해 관찰되어지고, 디지털 카메라로 찍은 모든 

images는 Adobe  Photoshop(version 5.5)을 이용하여 

green과 red의 밝기와 강도를 같은 비율로 증폭시켜 

관찰하였다. 그리고 Photoshop program의 Layer 
blending mode options를 이용하여 images를 중복시

켜 관찰함으로서 각 단백질의 발현 위치를 관찰하였

다. 본 실험에 사용한 일차항체는 caspase-3 (1:500, 
Cell signaling), Neurofilament 200 (1:400, Sigma), 
phospho-p44/42 Erk1/2 (1:400, Cell signaling, USA), 
anti-Cdc2 (1:400, Santa Cruz Biotechnology, USA), 
p-vimentin (1:400, MBL, Japan), GAP-43 (1:400, 
Santa Cruz Biotechnology, USA), active form β1 
(1:400, BD Bioscience, USA), β1-integrin (1:400, 
Santa Cruz Biotechnology, USA), β3-integrin (1:400, 
Santa Cruz Biotechn ology, USA)와 p-Smad (1:400, 
Santa Cruz Biotechnology, USA) 이었다.  

(3) Western blot 분석

(i) normal군, (ii) control군 (iii) BJT군에서 분리한 

sciatic nerve는 triton lysis buffer (20mM Tris, pH 
7.4, 137mM NaCl, 25mM β-glycerophosphate, pH 
7.14, 2mM sodium pyrophosphate, 2mM EDTA, 
1mM Na3VO4, 1% Triron X-100, 10% glycerol, 5㎍
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Fig. 1. Pattern of neurite outgrowth of

cultured DRG neurons.

 
 DRG sensory neurons were treated with glucose and BJT at 
0.3㎎/㎖ or 0.5㎎/㎖ for 24hr. Cells were visualized by 
immunofluorescence staining for NF-200 protein (blue). (A) 
Representative images of immunostained cells. (B) Quantification 
of neurite outgrowth. n=4 ***:p<0.001(vs normal group) †: 
p<0.05, ††: p<0.01(vs control group). Scale bar in (A): 50 ㎛. 
 Normal : non-treated group.
 Control : glucose(30mM) + saline
 BJT0.3 : glucose(30mM) + BJT(0.3㎎/㎖)

 BJT0.5 : glucose(30mM) + BJT(0.5㎎/㎖)

(388)

/㎖ leupeptin, 5㎍/㎖ aprotinin, 2㎛ benzamidine, 
0.5mM DTT, 1mM PMSF)에 담가 초음파 분해하였

다. 그 다음 각 sample에 대한 단백질을 정량하였으

며, 그 중 10㎍ 단백질을 western blot 분석에 사용하

였다. 정량한 단백질은 12% SDS-polyacrylamide gel 
(1.5M Trisma base, 10% sodium dodecyl sulfate, 
30% acrylamide, 10% ammonium sulfate, TEMED) 
상에서 전기영동 시킨 후 PVDF membrane (Pall 
Corporation, USA)에 전기이동 시켰다. Antibody와의 

비 특이적 결합을 막기 위해 3% bovine serum 
albumin (BSA, Sigma, USA), 0.1% Tween 20을 함

유하고 있는 TBS buffer에서 membrane을 1시간 동

안 상온 반응시키고 4℃에서 16시간 동안 blocking 
buffer 상에서 반응을 진행하였다. 반응을 끝낸 

membrane을 washing한 후 1차 항체를 blocking 
buffer (1 × TBS buffer, 3% BSA, 0.1% Tween 20)
에 정해진 비율로 희석하여 상온에서 30분 동안 반응

시켰다. 그 다음 membrane을 씻어내고 goat 
anti-rabbit IgG (Santa Cruz Biotechnology, USA) 또
는 anti-mouse IgG (Santa Cruz Biotechnology, USA)
가 결합되어 있는 horseradish peroxidase를 1:2000의 

비율로 희석하여 상온에서 30분 동안 처리 하고 다시 

한 번 씻어냈다. 마지막으로 membrane에 부착된 단

백질을 western blotting detection system을 이용하여 

측정하였으며 Kodak Scientific Imaging Film 
(Eastman Kodak Co., USA)에 감광 하였다. 본 실험

에 사용한 1차 항체는 phospho-p44/42 Erk1/2 kinase 
antibody (1:4,000, Cell Signaling, USA), monoclonal 
anti-Cdc2 (1:2,000, Santa Cruz Biotechnology, USA), 
monoclonal phospho-vimentin (1:2,000, MBL, 
Japan), p-Smad (1:1000, Santa Cruz Biotechnology, 
USA), active form β1 integrin (1:1000, BD 
Bioscience, USA), β3 integrin (1:1000, Santa Cruz 
Biotechnology, USA),  polyclonal β1 integrin 
(1:1,000, Snata Cruz Biotechnology, USA), GAP43 
(1:2000, Santa Cruz Biotechnology, USA)등 이었다.  

3) 통계분석

실험 집단 간 수치 데이터는 mean+SE로 기록하였

고, one-way A NOVA에 의해 p 값이 0.05 미만인 경

우 통계적으로 의미가 있는 것으로 판정하였다. 통계

분석은 SPSS ver. 12를 이용하였다.

결 과

1. 배양신경세포의 형태적 변화에 미치는 영향 

1) 신경세포의 축삭돌기 성장 변화에 미치는 

영향

면역형광염색에서 control군은 normal군(268.4± 
3.1)에 비해 축삭돌기가 156.3±17.9(p<0.001)로 유

의성 있게 감소하였고, BJT0.3군에서는 198±11.7 
(p<0.05), BJT0.5군에서는 238.2±12.2(p<0.01)로 

control군에 비하여 축삭돌기가 유의하게 증가되

었으며(Fig. 1A), 농도 의존적으로 증가하는 경향

을 보였다(Fig. 1B).
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Fig. 2. Distribution of DRG neurons and

non-neuronal cells of cultured DRG

tissue.

 
 Cultured DRG cells including sensory neurons and non-neuronal 
cells were identified by NF-200 immunostaining (green) and 
Hoechst nuclear staining (blue). Merged images show their 
proximity in distribution in culture.  Scale bar: 50㎛. 
 Control : glucose(30mM) + saline
 BJT0.3 : glucose(30mM) + BJT(0.3㎎/㎖)

 BJT0.5 : glucose(30mM) + BJT(0.5㎎/㎖)

Fig. 3. Immunofluorescence staining analysis of

NF-200 protein signals in the longitudinal

sciatic nerve sections.

 Following treatments of STZ and BJT, sciatic nerve sections 
were used for immunofluorescence staining for NF-200 protein 
(in green). 
Scale bar: 200㎛. 
 Normal : non-treated group.
 Control : STZ(200㎎/㎏) + saline

 BJT    : STZ(200㎎/㎏) + BJT(400㎎/㎏)

Fig. 4. Immunofluorescence staining analysis of

GAP-43 protein signals in the longitudinal

sciatic nerve sections.

 Following treatments of STZ and BJT, sciatic nerve sections 
were used for immunofluorescence staining for GAP-43 protein 
(in red). 
Scale bar: 200㎛. 
 Normal : non-treated group.
 Control : STZ(200㎎/㎏) + saline

 BJT    : STZ(200㎎/㎏) + BJT(400㎎/㎏)

Fig. 5. Western blot analysis of GAP-43 in protein

samples from the sciatic nerves after

different treatments.

 
 GAP-43 protein was identified as a single band at 43 kDa.
 Normal : non-treated group.
 Control : STZ(200㎎/㎏) + saline

 BJT    : STZ(200㎎/㎏) + BJT(400㎎/㎏)

(389)

2) Hoechst 33258 염색 NF-200을 통한 신경세

포와 비신경세포 분포 분석

Control군의 경우 비신경세포의 핵이 신경세포

와 일부만이 인접하였다. 반 BJT군에서는 축삭돌

기 성장의 개선을 나타내었다. 또한, BJT군에서는 

비신경세포의 핵 대부분이 신경세포와 상당히 근

접하여 있었다.

2. 말초신경의 반응성에 미치는 영향
1) 축삭의 재생반응성 지표물질에 미치는 영향

(1) NF-200에 미치는 영향

Normal군에서는 종단방향의 축삭가지들이 뚜

렷이 관찰되었으나 control군에서는 NF-200에 대

한 염색수준이 감소하였다(Fig. 3). BJT군에서는 

축삭들이 control군과 유사한 형태로 다시 회복되

는 양상을 나타내었다.  

(2) GAP-43에 미치는 영향

Normal군과 control군에서는 GAP-43 단백질이 

관찰되지 않았지만, BJT군에서 GAP-43은 뚜렷하

게 생성되었다(Fig. 4). 

(3) Western blot 분석에 의한 GAP-43에 미치

는 영향

Normal군에서 GAP-43 단백질은 전혀 관찰되

지 않았으나, control군에서는 약한 밴드가 관찰되

고, BJT군에서는 단백질 수준이 control군에 비하

여 증가하였다(Fig. 5).
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Fig. 6. Hoechst nuclear staining of sciatic nerve

sections. Longitudinal nerve sections
were used for Hoechst nuclear staining,
and individual nuclei were detected (in

blue).

 (A) Representative images in nerve sections for individual 
experimental groups. (B) Quantitative comparison of the number 
of nuclei among individual experimental groups. n=4, error bar: 
SEM. *P<0.05, compared to normal group. Scale bar in (A): 
200㎛.
 Normal : non-treated group.
 Control : STZ(200㎎/㎏) + saline

 BJT    : STZ(200㎎/㎏) + BJT(400㎎/㎏)

Fig. 7. Western blot analysis of Cdc2 in protein

samples from the sciatic nerves after

different treatments.

 
 Cdc2 protein was identified as a single band at 34 kDa.
 Normal : non-treated group.
 Control : STZ(200㎎/㎏) + saline

 BJT    : STZ(200㎎/㎏) + BJT(400㎎/㎏)

Fig. 8. Immunofluorescence staining analysis of Cdc2

protein signals in the longitudinal sciatic nerve

sections.

 Following treatments of STZ and BJT, sciatic nerve sections 
were used for immunofluorescence staining. (A) Representative 
fluorescence views for NF-200 protein (green). (B) Double 
immunofluorescence staining of Cdc2 and S100β protein 
signals. Transverse nerve sections from the injured sciatic nerves 
were used to examine colocalization of two proteins. Scale bars 
in (A) and (B): 100㎛.
 Normal : non-treated group.
 Control : STZ(200㎎/㎏) + saline

 BJT    : STZ(200㎎/㎏) + BJT(400㎎/㎏)

(390)

(4) 슈반세포에 미치는 영향

각 실험군 간에 세포핵 형태는 차이를 나타내지 

않았으나 단위면적당 세포수치에 있어서는 

normal군(212.3±11.2)보다 control군(173.4±9.6)에
서 유의하게 감소하였다(p<0.05). 이에 반해, BJT
군(192.8±16.9)은 control군 에 비하여 세포핵 수치

가 증가하였지만 통계적 유의성은 없었다(Fig. 6).

2) Cdc2 신호경로 관련인자에 미치는 영향

(1) Western blot 분석에 의한 Cdc2에 미치는 

영향

Cdc2는 normal군에서 관찰되지 않았으며 

control군에서 약한 수준의 유도양상을 나타내었

고, BJT군에서는 control군에 비하여 Cdc2 단백질 

수준은 더욱 증가하였다(Fig. 7).

(2) 면역형광염색 분석에 의한 Cdc2 및 S100β

에 미치는 영향

Normal군에서 Cdc2 단백질은 전혀 탐지되지 

않았으며, control군에서 약한 수준의 생성을 나타

내었다(Fig. 8A). BJT군에서는 control군 보다 추

가적으로 증가되었다. 좌골신경 조직을 횡단으로 

절단 후 Cdc2 단백질과 슈반세포의 지표단백질인 

S100β에 대한 이중면역형광염색 분석을 실시한 

결과 Cdc2 단백질 신호는 S100β의 신호를 나타

내는 세포에서 모두 탐지되었다(Fig. 8B).
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Fig. 9. Western blot analysis of phospho-vimentin in

protein samples from the sciatic nerves after
different treatments. Phospho-vimentin was

identified as a single band at 57 kDa.

 Normal : non-treated group.
 Control : STZ(200㎎/㎏) + saline

 BJT    : STZ(200㎎/㎏) + BJT(400㎎/㎏)

Fig. 10. Immunofluorescence staining analysis of

phospho-vimentin signals in the longitudinal

sciatic nerve sections.

 Following treatments of STZ and BJT, sciatic nerve sections 
were used for immunofluorescence staining for 
phospho-vimentin (in green). (A) Representative fluorescence 
staining images. (B) Merged images of phospho-vimentin with 
Hoechst-stained nuclei.  Scale bar in (A, B): 100㎛.
 Normal : non-treated group.
 Control : STZ(200㎎/㎏) + saline

 BJT    : STZ(200㎎/㎏) + BJT(400㎎/㎏)

Fig. 11. Western blot analysis of phospho-Erk1/2 in

protein samples from the sciatic nerves

after different treatments

 Phospho-Erk1/2 was identified as double bands at 42 and 
44kDa (arrows). 
 Normal : non-treated group.
 Control : STZ(200㎎/㎏) + saline

 BJT    : STZ(200㎎/㎏) + BJT(400㎎/㎏)

(391)

(3) Western blot 분석에 의한 phospho-vimentin
에 미치는 영향

Phospho-vimentin 단백질은 normal군에서는 전혀 

생성되지 않았으며 control군에서 단백질이 뚜렷하

게 확인되었다. BJT군은 control군에 비하여 

phospho-vimentin 단백질 생성이 증가하였다(Fig. 9).

(4) 면역형광염색 분석에 의한 

phospho-vimentin의 조직 분포에 미치는 영향

Phospho-vimentin 단백질 신호는 normal군에서 

전혀 탐지되지 않았으며 control군에서 약한 수준

으로 증가하였다(Fig. 10A). 이에 반해, BJT군에

서 생성이 강하게 증가하였다. BJT군에서 

phospho-vimentin 단백질을 Hoechst 핵 염색 이미

지와 중첩 후 관찰한 결과 긴 섬유상 형태로 강한 

단백질 신호를 나타내었으며, 핵 염색부위에 중첩

되는 양상의 분포를 나타내었다(Fig. 10B).

3) Phospho-Erk 단백질 관련인자에 미치는 영

향

(1) Western blot 분석에 의한 Phospho-Erk1/2에 

미치는 영향

Normal군에서 phospho-Erk1/2는 전혀 탐지되지 

않았으며, control군에서도 마찬가지로 phospho- 
Erk1/2는 거의 관찰되지 않았다. 이에 반해, BJT
군에서는 control군에 비하여 phospho-Erk1/2가 

강하게 생성되었다(Fig. 11).

(2) 면역형광염색 분석에 의한 Phospho-Erk1/2
의 조직 분포에 미치는 영향

Normal군과 control군의 좌골 신경상에서는 

phospho-Erk1/2는 검출되지 않았으며, BJT군에서 

조직상에 뚜렷한 단백질 신호를 나타내었다(Fig. 
12A). BJT군의 좌골신경 조직에 대해 

phospho-Erk1/2 단백질과 Hoechst 염색 이미지를 

중첩한 결과, phospho-Erk1/2의 띠 형태 부분은 

핵 염색 부위에 대부분 중첩되었다. 다만, 일부 

phospho-Erk1/2 신호는 비핵 염색부위에서 관찰

되었다(Fig. 12B).

(3) Phospho-Erk1/2와 phospho-vimentin 단백질 

신호의 중첩성에 미치는 영향

Phospho-Erk1/2의 뚜렷한 단백질 신호를 나타

내는 BJT군에서 신경조직에 대해 phospho- 
vimentin 단백질 신호와 중첩성 여부를 관찰하기 
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Fig. 12. Immunofluorescence staining analysis of

phospho-Erk1/2 signals in the longitudinal

sciatic nerve sections

 Following treatments of STZ and BJT, sciatic nerve sections 
were used for immunofluorescence staining for phospho-Erk1/2 
(in red). (A) Representative fluorescence staining images. (B) 
Merged images of phospho-Erk1/2 with Hoechst-stained nuclei.  
Scale bar in (A): 100㎛, which also applies to (B).
 Normal : non-treated group.
 Control : STZ(200㎎/㎏) + saline

 BJT    : STZ(200㎎/㎏) + BJT(400㎎/㎏)

Fig. 13. Double Immunofluorescence staining of

phospho-Erk1/2 (red) and

phospho-vimentin (green).

 The images shown here are prepared from the nerve of the 

animal treated with both STZ and BJT. Scale bar: 100㎛.

Fig. 14. Western blot analysis of β1 integrin in
protein samples from the sciatic nerves

after different treatments.

 β1 integrin was identified as double bands at 130 kDa.
 Normal : non-treated group.
 Control : STZ(200㎎/㎏) + saline

 BJT    : STZ(200㎎/㎏) + BJT(400㎎/㎏)

Fig. 15. Immunofluorescence staining analysis of β1
integrin signals in the longitudinal sciatic

nerve sections.

 Following treatments of STZ and BJT, sciatic nerve sections 
were used for immunofluorescence staining for β1 integrin (in 
red). (A) Representative fluorescence staining images. (B) 
Merged images of β1 integrin with Hoechst-stained nuclei. Scale 
bar in (A, B): 100㎛.
 Normal : non-treated group.
 Control : STZ(200㎎/㎏) + saline

 BJT    : STZ(200㎎/㎏) + BJT(400㎎/㎏)

(392)

위해 이중 면역형광염색 분석을 실시하였다. 전부

는 아니지만 상당 수준으로 두 단백질의 신호가 

중첩하고 있었다(Fig. 13). 

4) β integrin 단백질 관련인자에 미치는 영향

(1) Western 분석에 의한 β1 integrin에 미치는 

영향

면역형광염색과 마찬가지로 normal군에서 단백

질 밴드는 검출되지 않았으나 control군에서 희미

한 밴드가 확인되었다. 이에 반해, BJT군에서는 

control군에 비하여 β1 integrin이 뚜렷한 밴드로 

확인되었다(Fig. 14).

(2) 면역형광염색분석에 의한 β1 integrin 생성 

및 분포에 미치는 영향

Normal군에서 β1 integrin은 거의 탐지되지 않

았으며 control군에서도 뚜렷한 변화를 나타내지 

않았다(Fig. 15A). BJT군의 경우 뚜렷한 β1 
integrin 단백질이 관찰되었다. BJT군에서 Hoechst 
핵 염색 이미지를 β1 integrin 면역형광염색 이미

지와 중첩 관찰한 결과 강한 β1 integrin 단백질 

신호가 핵 염색 부위와 중첩되었다(Fig. 15B).

(3) Western 분석에 의한 active β1 integrin에 

미치는 영향

Normal군에서 단지 약한 밴드가 확인되었으며, 
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Fig. 16. Western blot analysis of active β1 integrin in
protein samples from the sciatic nerves after

different treatments.

 Active β1 integrin was identified as double bands at 130 kDa.  
 Normal : non-treated group.
 Control : STZ(200㎎/㎏) + saline

 BJT    : STZ(200㎎/㎏) + BJT(400㎎/㎏)

Fig. 17. Immunofluorescence staining analysis of

active form of β1 integrin signals in the

longitudinal sciatic nerve sections.

 Following treatments of STZ and BJT, sciatic nerve sections 
were used for immunofluorescence staining for active β1 integrin 
(in green). (A) Representative fluorescence staining images. (B) 
Double immunofluorescence staining of the nerves treated with 
STZ and BJT with total (red) and active β1 integrin proteins 
(green). Scale bar in (A, B): 100㎛.
 Normal : non-treated group.
 Control : STZ(200㎎/㎏) + saline

 BJT    : STZ(200㎎/㎏) + BJT(400㎎/㎏)

Fig. 18. Immunofluorescence staining analysis of β 3
integrin signals in the longitudinal sciatic

nerve sections.

 Following treatments of STZ and BJT, sciatic nerve sections 
were used for immunofluorescence staining for β3 integrin (in 
red). Scale bar: 200㎛.
 Normal : non-treated group.
 Control : STZ(200㎎/㎏) + saline

 BJT    : STZ(200㎎/㎏) + BJT(400㎎/㎏)

Fig. 19. Double stained images of β 3 integrin in the

nerves treated with STZ and BJT.

 (A) Merged images of β3 integrin with Hoechst-stained nuclei. 
(B) Double immunofluorescence staining with β3 integrin 
proteins (red) and active β1 integrin (green). Scale bar in (A, B): 

100㎛.
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control군에서 단백질 밴드강도는 뚜렷이 증가하

였고, BJT군에서는 control군에 비하여 단백질 밴

드가 증가되었다(Fig. 16).

(4) 면역형광염색 분석에 의한 active β1 
integrin에 미치는 영향

Normal군에서 active β1 integrin은 전혀 탐지 

않았으며 control군에서는 약한 정도의 단백질 신

호가 관찰되었다. BJT군에서는 보다 증가된 수준

의 단백질 신호가 관찰되었다(Fig. 17A). BJT군 

조직에서 active 1 integrin과 β1 integrin 단백질 

신호의 위치 확인을 위하여 이중면역형광염색을 

실시한 결과, active β1 integrin은 β1 integrin 신

호부위에 겹치는 양상을 나타내었다. 반면 일부 β

1 integrin의 단백질 신호는 active β1 integrin 단

백질 신호를 나타내지 않았다(Fig. 17B).

(5) β3 integrin에 미치는 영향

β3 integrin 단백질 생성을 좌골신경 조직에서 

조사한 결과, normal군이나 control군에서 뚜렷한 

단백질 신호를 나타내지 않았으며, BJT군에서는

다소 증가하는 양상을 나타내었다(Fig. 18).

(6) β3 integrin의 비신경세포와의 연접성에 미

치는 영향

β3 integrin의 비신경세포와의 연접성 여부를 

조사하기 위하여 BJT군에서 신경조직의 Hoechst 
핵 염색 이미지와 이미지 중첩을 시도하였다. β3 
integrin은 핵 염색부위와 거의 일치하지 않은 양
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Fig. 20. Immunofluorescence staining analysis of

phospho-Smad signals in the longitudinal

sciatic nerve sections.

 Following treatments of STZ and BJT, sciatic nerve sections 
were used for immunofluorescence staining for phospho-Smad 
(in red).
Scale bar: 200㎛.
 Normal : non-treated group.
 Control : STZ(200㎎/㎏) + saline

 BJT    : STZ(200㎎/㎏) + BJT(400㎎/㎏)

Fig. 21. Immunofluorescence staining analysis of

caspase 3 signals in the longitudinal sciatic

nerve sections.

 Following treatments of STZ and BJT, sciatic nerve sections 
were used for immunofluorescence staining for caspase 3 (in 
red). (A) Representative fluorescence staining images. (B) 
Merged images of β1 integrin with Hoechst-stained nuclei. Scale 
bar in (A, B): 200㎛.
 Normal : non-treated group.
 Control : STZ(200㎎/㎏) + saline

 BJT    : STZ(200㎎/㎏) + BJT(400㎎/㎏)
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상을 나타내었다. 또한 β3 integrin은 상당수준 β1 
integrin 단백질 신호와 위치가 중첩되는 것으로 

확인되었다(Fig. 19).

5) Phospho-Smad에 미치는 영향

Normal군에서 뚜렷한 단백질 신호는 확인되지 

않았으며 control군에서 뚜렷한 단백질 신호가 검

출되었고, BJT군에서는 control군에 비하여 감소

되었다(Fig. 20). 

6) Caspase 3에 미치는 영향

Caspase 3 단백질은 normal군에서는 전혀 검출

되지 않았으며, control군에서는 신경조직에서 뚜

렷한 유도를 나타내었다. 이에 반해, BJT군에서는 

caspase 3가 control군에 비하여 발현이 감소하였

다(Fig. 21A). Control군에 대하여 Hoechst 핵 염

색 이미지와 caspase 3 면역형광염색 이미지를 중

첩하여 관찰한 결과 핵 주변부에서 caspase 3 단

백질 신호가 뚜렷하게 관찰되었다(Fig. 21B).

고 찰

당뇨병성 신경병증은 고령화 사회가 되어감에 

따라 유병율과 치료에 대한 수요가 점차 늘어가

고 있으며8), 제1형 당뇨병과 제2형 당뇨병 모두에

서 나타난다. 주된 증상으로는 사지의 통증, 감각

실조, 신경병증성 궤양과 절단이 있으며, 신경 기

능의 이상으로 발생하는 신경전도속도, 온도감각, 
건반사, 진동각 등의 감소가 있다3). 당뇨병성 신

경병증의 기전은 아직 명확히 밝혀지지는 않았으

나 고혈당증으로 인한 대사 장애와 미세혈관의 

이상이 복합적으로 작용하는 것으로 보인다20,21). 
Sorbitol의 축적4,5), phosphoinositide 대사의 변

화22),  myo-inositol의 결핍23), Na+/K+-ATPase 활

성도의 감소24), 내피의 nitric oxide synthase 
(eNOS)의 감소25), NAD-redox의 불균형26), 지방산 

대사와 신경 성장인자의 변화27-31)와 같은 대사성 

변화가 산화 스트레스를 유발하고 미토콘드리아

의 기능을 손상시켜서 neuron과 슈반세포의 세포

자멸을 야기하며, 내피 모세혈관의 허혈성 미세혈

관 손상은 신경섬유의 비가역적인 구조 손상을 

일으킨다27-30). 
현재 당뇨병성 신경병증의 치료는 혈당 조절, 

병인론에 기초한 치료, 통증 조절 세 가지로 분류

할 수 있다. 병인론에 따른 당뇨병성 신경병증의 

치료약에 관한 연구는 다양하게 진행되고 있으며 

현재 우리나라에서 임상적으로 사용하고 있는 약

제는 알파 지방산과 감마 리놀렌산 등이 있다. 통
증치료는 철저한 혈당조절과 아울러 삼환계 항우

울제나 항경련제를 초기 용량부터 서서히 증량하

여 통증을 조절한다. 만약 극심한 통증으로 인하

여 증상 호전이 어려울 경우 약물의 복합처방과 

아편 유사제 계통의 약제를 사용하고 있으며, 모

든 약제들에 불응할 경우는 침습적인 치료를 고
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려하는 실정이다32).
한의학적으로 당뇨병성 신경병증과 정확하게 

부합하는 것은 없으나 消渴의 전변증으로 癰疽, 
水病, 失明 등이 있으며33), 中醫學에서는 血痺, 痺
證, 脚氣, 痿證, 消渴, 痛症 등과 유사한 것으로 보

며, 기본적으로 消渴病이 오래되어 濕熱, 氣滯, 瘀
血을 형성하면서 증상이 나타난다고 보았다8).

현재 당뇨병성 신경병증은 근본적인 치료보다

는 대부분 증상 완화 차원에서 이루어지고 있고 

원인에 따라 다양한 치료가 시도되고 있으나 그 

기능이 제한적이고 약제의 부작용으로 인해 새로

운 치료제의 개발이 요구되고 있다. 일부 한의학

적 연구에서 당뇨병성 신경병증에 한약 치료가 

유효한 효과가 있다는 보고가 있었으나 당뇨병성 

신경병증에 있어서 복합 처방에 대한 실험적인 

연구는 아직 많지 않은 실정이다. 
본 연구에 사용한 BJT는 임상적으로 당뇨병과 

항암제 부작용으로 인한 말초신경병증에 유의한 

효과가 있다고 보고된 처방이다17,18).   
이에 저자는 BJT가 당뇨병성 신경병증으로 인

해 손상된 중추 및 말초신경 재생에 효과가 있을 

것으로 판단하고 STZ로 당뇨가 유발된 백서 모델

에 대한 조직학적, 생화학적 실험을 통해 말초신

경 재생효과를 관찰해보았다. 
첫째, 당뇨병성 말초신경병증에 대한 BJT의 효

과를 검증하기 위해, 배양신경세포의 형태적 분석

을 in vitro 실험을 통해 관찰 하였다. BJT0.3군에

는 198±11.7(p<0.05), BJT0.5군에서는 238.2±12.2 
(p<0.01)로 control군에 비하여 유의성 있게 증가

하는 것을 관찰하였다(Fig. 1A). 또한, BJT의 농도

가 0.3㎎/㎖에서 0.5㎎/㎖로 농도가 증가함에 따라 

축삭의 성장이 증가하는 경향을 보였다(Fig. 1B). 
DRG sensory neuron의 배양시 함께 존재하는 비

신경세포의 신경세포에 대한 분포를 조사하기 위

하여 Hoechst 332598 및 NF-200으로 핵 염색을 

시행하였다. 포도당을 투여한 control군은 비신경

세포의 핵이 신경세포와 일부만이 인접하였다. 반
면 BJT군에서는 축삭돌기의 성장이 개선되었다. 
또한, BJT군에서는 비신경세포의 핵 대부분이 신

경세포와 상당히 근접하여 있었다(Fig. 2). 이상, 
in vitro 실험상에서 배양신경 세포의 형태적 분석

을 실시한 결과를 종합하면 BJT를 투여한 결과 

BJT는 각각의 축삭돌기 성장을 촉진하였을 뿐 아

니라 세포체로부터 축삭돌기 가지수를 크게 증가

시키는 것을 확인할 수 있었다. 또한, DRG 
sensory neuron의 배양시 대다수의 슈반세포로 구

성된 비신경세포의 핵 대부분이 신경세포와 근접

한 것을 확인 할 수 있었다. 이는 BJT가 신경세포

뿐만이 아니라 혈관이나 조직과 같은 비신경세포

의 성장도 증가시키며 이러한 과정에 슈반세포의 

증식이 큰 역할을 하는 것으로 보아 BJT는 슈반

세포의 증식과 재생에 유의한 효과가 있음을 알 

수 있었다. 
둘째, BJT 투여가 말초신경의 반응성에 미치는 

영향을 알아보기 위해, in vivo 실험상에서 STZ 
투여 후 유발된 당뇨병성 신경병증에 대해서 BJT
를 투여한 후, NF-200, GAP-43, Cdc2, S100β, 
phospho-vimentin, phospho-Erk, β-integrin, 
phospho-Smad, caspase 3 등의 단백지표 물질을 

사용하였다. 
축삭의 재생반응성 지표물질인 NF-200, 

GAP-43과 Hoechst 33258 염색을 통해 슈반세포

에 미치는 영향을 알아보았다. STZ 처리 후 좌골

신경에 존재하는 축삭의 형태적 변화를 관찰하기 

위해 NF-200으로 면역형광염색을 하였다. BJT군

에서는 NF-200에 대한 염색수준이 control군에 비

하여 크게 개선되어 normal군과 유사한 형태로 

회복 되었다(Fig. 3). 
축삭의 형태적 변화 및 재생 반응성을 관찰하

기 위해 축삭재생 지표 단백질인 GAP-43을 통해 

알아보았다. BJT군에서는 GAP-43은 control군에 

비하여 뚜렷하게 나타났다(Fig. 4). 또한, GAP-43 
단백질 신호를 관찰하기 위해 western blot 분석 

하였다. BJT군에서는 GAP-43 단백질이 control군
에 비하여 발현이 증가되었다(Fig. 5). 

좌골신경에 존재하는 비신경세포의 수치와 형

태적 변화를 분석하기 위하여 Hoechst 핵 염색을 

통해 슈반세포에 미치는 영향을 알아보았다. 
Normal군, control군, BJT군간의 세포핵 형태는 

차이가 나지 않았다. 단위면적당 세포수치는 BJT
군에서는 192.8±16.9로 control군에 비하여 수치

가 증가하였다(Fig. 6). 위의 결과를 종합한 결과, 
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NF-200을 통해 BJT 투여 후 STZ로 유발된 말초

신경병증에 BJT 투여 후 손상된 축삭이 정상 수

준에 가까이 재생되는 것을 알 수 있었다. 이에 

BJT가 STZ로 손상된 말초신경의 축삭 재생에 효

과가 있는 것으로 추정된다. 또한, 신경 손상 과정

에서 나타는 GAP-43을 western blot 분석과 조직

상에서 관찰한 결과, STZ 처리 후 좌골신경의 손

상이 유발되었음을 알 수 있었으며, STZ 투여 후 

GAP-43이 증가한 것으로 보아, STZ 투여 후 말

초신경손상이 일어났으며, 이후 자연적인 신경재

생이 일어났음을 확인 할 수 있었다. BJT 투여 후 

GAP-43 단백의 생성 수준이 control군에 비해 더

욱 증가한 것으로 보아, BJT는 말초신경의 신경

재생을 더욱 촉진하는 것으로 사료된다. 또한, 
Hoechst 핵 염색을 통해 BJT 투여 후 비신경세포

에서 슈반세포를 관찰한 결과를 고찰해 볼 때, 
STZ 처리 후 비신경세포에서 슈반세포의 숫자가 

감소하였으며, BJT 처리 후 슈반세포의 수가 증

가하였고, 이는 BJT가 신경세포뿐만이 아니라 혈

관이나 조직과 같은 비신경세포의 증식과 재생에

도 긍정적인 영향을 미치는 것을 의미한다.
Cdc2 신호경로 관련인자를 중심으로 알아보았

다. 좌골신경에서 western blot 분석을 실시한 결

과, BJT군에서는 Cdc2의 발현이 control군 보다 

더욱 증가하였다(Fig. 7). 추가적으로 Cdc2 단백

질 생성을 신경조직에서 분석해 보았다. BJT군의 

경우 control군에 비해 추가적으로 증가하였다. 좌
골신경 조직을 횡단으로 절단 후 Cdc2 단백질과 

S100β에 대한 이중면역형광염색 분석을 실시한 

결과 Cdc2 단백질 신호는 S100β의 신호를 나타

내는 세포에서 모두 탐지되었다(Fig. 8B). 
Cdc2에 의해 인산화 되어 활성도 변화를 나타

내는 phospho-vimentin 단백을 western blot 분석

과 면역형광염색을 통해 알아보았다. Western 
blot 분석에서 phospho-vimentin 단백질은 normal
군에서는 생성되지 않았으나 control군에서는 뚜

렷하게 확인되었다. 이에 더하여, BJT군의 경우 

phospho-vimentin 단백질 수준이 더 증가하였다

(Fig. 9). Phospho-vimentin의 조직상 분포를 조사

하기 위하여 실시한 면역형광염색에서도 western 
blot 분석과 결과는 상동하였다(Fig. 10A). BJT군

에서 phospho-vimentin 단백질을 Hoechst 핵 염색 

이미지와 중첩하여 관찰한 결과 긴 섬유상 형태

로 핵 염색 부위에 중첩되는 분포를 나타내었다

(Fig. 10B). 
Cdc2는 normal군에서는 관찰되지 않았으며, 

STZ 처리 후 손상된 좌골신경에서 Cdc2가 발현

된 것으로 보아 슈반세포의 증식과 이주가 자연

적으로 나타난 것을 알 수 있었다. BJT 투여 후 

Cdc2의 생성수준이 증가한 것으로 보아, BJT가 

손상된 좌골신경에서 슈반세포의 활성을 증가시

키는 것을 확인 할 수 있었다. 또한, Cdc2 단백질 

신호가 슈반세포 특이 단백질인 S100β의 신호를 

나타내는 세포에서 모두 탐지된 것으로 보아 

Cdc2 단백질은 좌골신경 슈반세포의 증식과 재생

에 강하게 연관되어 있음을 확인 할 수 있었다. 
Cdc2 kinase substrate 중에 하나인 vimentin 단백

질을 통해 관찰한 결과도, Cdc2 자체만을 관찰한 

결과와 다르지 않았으며, BJT군에서 phospho- 
vimentin 단백질이 핵 염색 부위에 중첩해서 나타

난 것을 관찰한 결과, BJT가 핵 부위에서 세포의 

증식과 재생에 영향을 미치는 것으로 사료된다.
이를 종합하면, STZ 처리 후 슈반세포의 신경 

재생 작용이 일어나면서 Cdc2가 핵 부위에서 발

현 되는 것을 관찰 할 수 있었고, BJT 투여 시 이

러한 Cdc2의 발현이 더욱 촉진되는 것으로 보아, 
BJT는 슈반세포의 신경 재생 능력을 증가시키는 

것으로 사료 된다.
신경조직 세포의 활성화 변화를 분석하기 위해 

좌골신경에서 phospho-Erk1/2 단백질을 중심으로 

알아보았다. Western blot 분석과 면역형광염색을 

통해 관찰한 결과, normal군에서 phospho-Erk1/2
는 전혀 보이지 않았으며. control군에서도 보이지 

않았다. 이에 반해, BJT군에서는 강하게 생성되는 

것을 관찰 할 수 있었다(Fig. 11), (Fig. 12A). BJT
군의 좌골신경 조직에 대해 phospho-Erk1/2 단백

질과 Hoechst 핵 염색 이미지를 중첩한 결과 

phospho-Erk1/2는 띠 형태 모양으로 핵 염색 부위

에 강하게 중첩되어 나타났다. 반면에 일부 

phospho-Erk1/2 신호는 비핵염색부위에서도 관찰

되었다(Fig. 12B). Phospho-Erk1/2의 뚜렷한 단백

질 신호를 나타내는 BJT군에서 신경조직에 대해 
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phospho-vimentin 단백질 신호와 중첩성 여부를 

관찰하기 위하여 이중 면역형광염색 분석을 실시

하였다. 관찰 결과 상당한 수준으로 두 단백질 신

호가 중첩하고 있었다(Fig. 13). 
위의 실험 결과를 분석한 결과, BJT 투여시 

STZ로 손상된 좌골신경세포에서 phospho-Erk1/2
의 신호가 증가하였으며, 이는 phospho-vimentin 
단백질 신호와 상당부분 중첩하였다. phospho- 
Erk1/2는 세포 외부 자극을 전달하여 세포내 반응

을 일으키는데 중요한 역할을 하는 단백질이며, 
phospho-vimentin은 Cdc2에 의해 활성화되어 슈

반세포의 작용을 증가시키는 단백질이다. 이에 

BJT 투여 시 슈반세포의 작용이 증가되어 말초신

경세포가 재생됨을 알 수 있다. 또한 BJT 투여 후 

phospho-Erk1/2 단백질이 핵과 핵 주변부에서 모

두 발현된 것으로 보아 BJT는 세포의 핵과 세포

의 주변부에서 모두 세포의 재생에 관여하는 것

으로 사료된다.
좌골신경에서 β integrin 단백질 생성 및 분포

를 조사하였다. β1 integrin의 정량적 비교분석을 

위하여 western blot 분석을 실시한 결과, normal
군에서 단백질 밴드는 검출되지 않았으나 control
군에서 희미한 밴드가 나타났다. 이에 반해, BJT
군에서 β1 integrin은 뚜렷한 밴드로 나타났다

(Fig. 14). 면역형광염색을 통해 관찰한 결과도 

western blot 분석을 통해 실시한 결과와 크게 다

르지 않았다(Fig. 15A). β1 integrin의 생성을 나타

낸 BJT군에서 Hoechst 핵 염색을 통해 관찰한 결

과 강한 β1 integrin 단백질 신호가 핵 염색 부위

와 중첩되었다(Fig. 15B).
Active β1 integrin의 생성 수준 변화를 알아보

기 위해 western blot 분석을 실시한 결과, normal
군에서는 약한 밴드가 확인되었고 control군에서 

단백질 밴드가 관찰되었으며, BJT군에서 더욱 증

가된 단백질 밴드가 관찰되었다(Fig. 16). 좌골신

경 조직상에 active β1 integrin의 분포를 면역형

광염색을 통하여 조사한 결과도, western blot 분

석과 다르지 않았다(Fig. 17A). BJT군에서 active 
β1 integrin과 β1 integrin 단백질 신호의 위치 확

인을 위하여 이중면역형광염색을 실시한 결과 

active β1 integrin은 β1 integrin 신호부위와 겹치

는 형태를 나타내었다(Fig. 17B). 반면 일부 β1 
integrin의 단백질 신호는 active β1 integrin 단백

질 신호를 나타내지 않았다.
위의 실험 결과를 종합해보면, STZ에 의해 손

상된 좌골신경조직에서 β1 integrin과 active β1 
integrin의 생성이 증가하였으며, BJT군에서 더욱 

증가하는 것을 알 수 있었다. STZ 투여 시 손상된 

상태는 생리적인 보상작용으로 관찰되며, BJT 투
여 시 발현이 증가되며 β1 integrin과 active β1 
integrin의 분포가 유사하게 나타난 결과는 BJT가 

새로운 active β1 integrin 단백질을 생성하는 것

이 아니라 손상이후 발현된 β1 integrin을 active 
β1 integrin으로 활성화시켜 신경세포의 재생을 

촉진하는 것으로 해석된다. 
BJT군에서 Hoechst 핵 염색을 통해 관찰해 본 

결과, β1 integrin 단백질 신호가 핵 염색 부위와 

중첩된 것으로 보아 세포 사이의 결합 및 세포외

기질의 결합이 핵 부위에서 일어난 것으로 사료

된다. Active β1 integrin의 결과도 β1 integrin과 

유사하게 분포 하였으나, 일부는 일치하지 않은 

것으로 보아 active β1 integrin은 핵 이외의 부위

에서도 발현이 되는 것으로 사료된다. 
좌골신경 조직에서 β3 integrin 단백질 생성을 

알아보았다.  Normal군이나 control군에서는 단백

질 신호를 나타내지 않았다. 이에 반해, BJT군에

서는 다소 증가하였다(Fig. 18). 또한 β3 integrin
과 비신경세포와의 연접성 여부를 조사하기 위하

여 BJT군의 신경조직에서 Hoechst 핵 염색을 하

였다. β3 integrin은 핵 염색부위와 거의 일치하지 

않았다(Fig. 19A). 또한 β3 integrin은 상당수준 β

1 integrin 신호와 위치가 중첩되었는데(Fig. 19B), 
Fig. 11, 12의 결과와 같이 생각해보면 BJT가 

Erk1/2를 발현시키고 β3 integrin을 함께 발현시키

는 것으로 보인다. BJT군에서 β1 integrin의 생성

이 증가하였고, active β1 integrin 단백질 신호가 

관찰된 사실을 통해 BJT 투여가 세포 부착에 관

여하는 β1 integrin을 활성화시켜 세포 재생을 촉

진 시킨다는 것을 알 수 있다. BJT 투여 후 β1 
integrin과  β3 integrin이 상당 수준 중첩된 것으

로 보아, BJT 투여 후 β3 integrin과 β1 integrin이 

같이 활성화 된 것으로 사료되며, 세포 재생의 지
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표단백질로서의 β3 integrin의 역할을 고려한 결

과, BJT가 말초 신경조직의 신경세포뿐만이 아니

라 신생 혈관과 같은 비신경 세포조직의 재생에

도 유의한 효과가 있을 것으로 사료된다. 
Phospho-Smad 단백질의 좌골신경 조직상 분포

를 조사하였다. Phospho-Smad 단백질의 좌골신경 

조직상 분포를 조사한 결과, normal군에서 단백질 

신호가 관찰되지 않았으며, control군에서는 뚜렷

한 단백질 신호가 검출되었다. 반면 BJT군에서는 

감소되었다(Fig. 20). 본 실험에서는 BJT 투여 후 

phospho-Smad 단백질의 분포가 감소한 바, 추가

적인 연구가 필요할 것으로 사료 된다. 
Caspase 3의 좌골신경 조직에서 생성수준을 조

사하였다. Caspase 3는 normal군에서는 검출되지 

않았으며, control군에서는 뚜렷하게 나타났다. 이
에 반해, BJT군에서는 caspase 3 단백질의 발현이 

control군에 비해 감소하였다(Fig. 21A). Control군
에 대하여 Hoechst 핵 염색 이미지와 caspase 3 
형광염색 이미지를 중첩하여 관찰한 결과, 핵 주

변부에서 caspase 3 단백질 신호가 뚜렷하게 관찰

되었다(Fig. 21B). 이는 STZ 처리로 인하여 신경 

세포가 손상되어 apoptosis 과정이 진행되었음을 

의미하며, BJT가 cell의 apoptosis 과정을 억제하

는 효과가 있었음을 의미한다. 또한, STZ 처리 후 

세포 자멸이 핵 주변부에서 나타나고 있음을 알 

수 있었다. 
이상의 실험으로 BJT는 STZ 처리 후 유발된 

당뇨병성 말초신경병증에서 슈반세포의 신경재생 

매개 작용 활성화에 영향을 주어 신경재생을 촉

진시킨다는 점을 알 수 있었다. 향후 기계적 및 

열적 통각역치 검사, 신경전도 속도 등에 대한 연

구와 혈당 변화에 대한 추가적인 연구가 필요하

리라 사료된다.

결 론

STZ 처리 후 유발된 당뇨병성 신경병증 동물모델

에서 BJT가 좌골신경과 DRG sensory neuron의 축삭

돌기 재생에 미치는 영향에 관한 실험을 통하여 다음

과 같은 결론을 얻었다.

1. BJT는 glucose 처리 후 손상된 DRG sensory 
neuron의 신경세포에서 축삭돌기의 성장을 증

가시켰다.
2. BJT는 STZ 처리 후 손상된 좌골신경에서 

NF-200, GAP-43, Cdc2,  phospho-Erk1/2 단백

질 생성을 촉진하였다.
3. BJT는 STZ 처리 후 손상된 좌골신경에서 β1, 

active β1, β3 integrin 단백질 생성을 촉진하였

다.
4. BJT는 STZ 처리 후 손상된 좌골신경에서 

phospho-Smad 단백질 생성을 억제하였다.
5. BJT는 STZ 처리 후 손상된 좌골신경에서 

capsase 3 단백질 생성을 억제하였다.

이상의 결과로 보기제통탕은 STZ 처리 후 유발된 

당뇨병성 말초신경병증에서 슈반세포의 신경재생 매

개 작용 활성화에 영향을 주어 신경재생을 촉진시키

므로 향후 당뇨병성 말초신경병증의 치료에 이용될 

수 있는 실험적 근거를 확인할 수 있었다.
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