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Ⅰ. 서 론

셀룰로오스는 세포의 바깥구조를 지지하는 다당류로서 식

물계에서는 가장 풍부한 세포외구조 다당류이자 동식물계에

서 가장 풍부한 생체분자로서 지구상에 많은 양이 존재하고

식물의 세포벽이나 몇몇 동물 및 박테리아에서 쉽게 얻을 수

있는 물질이다1,2). 멍게 (Ascidian, Halocynthia roretzi) 및 미더덕

(Ascidian, Styela clava)은일반적으로Sea squirt, Sea grape, Tunicate
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EXPERIMENTAL STUDY OF PERIPHERAL NERVE REGENERATION BY USING 
NON-TUBULAR NATURAL CELLULOSE MEMBRANE NERVE CONDUIT
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Department of Oral and Maxillofacial Surgery, College of Dentistry, Kangnung National University, 
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Styela clava, called non-native tunicate or sea squirt, is habitat which include bays and harbors in Korea and several sites in the sea faced world. We

fabricate cellulose membrane nerve conduit (CMNC) from this native sea squirt skin, and evaluate the capacity of promoting peripheral nerve regener-

ation in the rat sciatic nerve defect model.

After processing the pure cellulose membrane from the sea squirt skin as we already published before, CMNC was designed as a non-tubular sheet

with 14 mm length and 4 mm width. Total eleven male Spraque-Dawley rats (12 weeks, weighing 250 to 300g) were divided into sham group (n=2),

silicone tube grafted control group (n=3) and experimental group (n=6). Each CMNC grafted nerve was evaluated after 4, 8 and 12 weeks in the

experimental group, and after 12 weeks, sciatic function was evaluated with sciatic function index (SFI) and gait analysis, and histomorphology of

nerve conduit and the innervated tissues of sciatic nerve were all examined using image analyzer and electromicroscopic methods in the all groups.

The regenerated axon and nerve sheath were found only in the inner surface of the CMNC after 4 weeks and became more thicker after 8 and 12

weeks. In the TEM study, CMNC grafted group showed more abundant organized myelinated nerve fibers with thickened extracellular matrix than sil-

icone conduit grafted group after 12 weeks. The sciatic function index (SFI) and ankle stance angle (ASA) in the functional evaluation were -47.2±

3.9, 35.5�±4.9�in CMNC grafted group (n=2) and -80.4±7.4, 29.2�±5.3�in silicone conduit grafted group (n=3), respectively. And the myelinated

axon was 41.59% in CMNC group and 9.51% in silicone conduit group to the sham group. 

The development of a bioactive CMNC to replace autogenous nerve grafts offers a potential and available approach to improved peripheral nerve

regeneration. As we already published before, small peptide fragment derived from the basement membrane matrix proteins of squirt skin, which is a

kind of anchoring protein composed of glycocalyx, induced the effective axonal regeneration with rapid growth of Schwann cells beneath the inner

surface of CMNC. So the possibilities of clinical application as a peripheral nerve regeneration will be able to be suggested.

Key words: Ankle stance angle (ASA), Cellulose membrane nerve conduit (CMNC), Peripheral nerve regeneration, Sciatic function index (SFI),

Schwann cell, Styela clava
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등으로도불리우며동물이면서식물의특성을지니는일반적

으로음식물로친숙한해양생물들이다. 이들해양생물의피

부각질은단단한셀루로오스로덮혀있는데, 16,000 여개의유

전자중에서사람의유전자와 80%의유사성을지니는것으로

알려져있을만큼동물성셀루로오스의성질을지니고있어서

저자등은이각질에대한단계별처리과정을거쳐얇은셀룰

로오스막을생산함을보고한바있었다3).

인체내말초신경손상은의학및임상치의학이나구강악안

면 영역의 수술에서 흔히 접할수 있으며 대개는 외과적인 처

치없이지켜보게되나, 손상받은근원심신경부가자연재생

될수없을만큼넓을경우자가신경이식을이용한외과적인

처치를필요로하게된다4-7). 따라서, 공여부신경손상을피하

기위해서비복신경 (sural nerve)이나대이개신경 (greater auricu-

lar nerve)과같은자가신경을이용하지않고여러인공신경도

관을개발하려는노력이지속되어왔다8). 

본연구진은기존의이런두연구분야를접목시켜셀룰로오

스막의신경재생에서의생활성정도를확인하기위하여백서

의좌골신경결손모델 (sciatic nerve defect model)에비관형 (non-

tubular) 신경도관으로적용시켜기존의실리콘신경도관 (sili-

cone nerve conduit)과비교하여말초신경재생정도를알아보고

재생능력을평가하고자하였다.  

Ⅱ. 연구 재료 및 방법

1. 신경도관용으로 셀룰로오스막의 개발 (Development

of cellulose membrane as a nerve conduit)

멍게와미더덕피부각질을의료용으로사용하기위해서는

순도가높도록해야한다. 이에멍게와미더덕의피부각질을

고농도의산과알카리를고온에서장기간처리함으로써얻었

던기존의연구방법을보다개선하여 0.2 mm 이내두께의셀

룰로오스막을제조하였는데, 셀룰로오스막을 1 N HCl에넣어

음이온을제거한다음증류수로세척하고 Ca(OH)2로중화시키

면서Ca 성분을막에부착하였다.

이렇게 제조된 셀룰로오스막을 트립신 처리하고 산화에틸

렌 (ethylene oxide) 가스로멸균소독하여진공밀폐포장하여그

림 1과같이준비한다. 준비된셀룰로오스막에대한아미노산

분석및기타다른원소분석을시행하며이에대한과정은기

존에보고된내용과같다3).

2. 실리콘 도관의 변형 제작

셀룰로오스막신경도관과비교할대조군으로는최근까지도

실험적으로 가장 많이 사용되고 있는 도관이면서 기존의 본

연구진이 사용한 경험이 있는 유연한 성질을 지닌 실리콘

도관 (I.D. 1.98 mm, 14 mm length, SF Medical, USA)을선택하였

다8-12). 셀룰로오스막신경도관처럼편평한 sheeet형태의도관으

로사용하여서로비교할수있도록하기위하여단면의 1/4 상

부부위를수평으로잘라서아래 3/4 크기만남도록제작하였

다 (Fig. 2). 이렇게제작된도관을 30분간 75% 에탄올에서소독

한후 pH 7.4의PBS로 3회세척하하고산화에틸렌가스소독하

여사용하였다.

3. 실험 동물 준비 및 신경 도관 이식 수술

250-300g 정도의수컷백서 (Spraque-Dawley rats)들을최소실

험 7일전부터 12시간주기로자유롭게물과먹을것들을주면

서강릉대학교치과대학의동물실험가이드라인에따라사육

과 실험을 진행하였다. 전체 11마리의 백서를 실리콘 도관을

사용한대조군 3마리, 셀룰로오스막도관을사용한실험군 6마

리및정상비교군 (sham group) 2마리등으로나누었다. 정상비

교군은단지좌골신경을노출시킨후어떤처치도하지않은

상태로봉합한 군이며, 실험군 6마리는 각각 4주, 8주 및 12주

후에 2마리씩 희생하여 신경재생 여부를 조직형태학적으로

관찰하였다. 

케타민 (60mg/kg, ketamine hydrochloride, Yuhan Co., Korea) 과

Fig. 1. Preparation of sterilized cellulose membrane. Fig. 2. Modification of a silicon tube (Internal Dia-

meter 1.98 mm, length 14 mm).
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럼푼 (3mg/kg, xylazine hydrochloride, Bayer Korea Co., Korea)을 4:1

의 비율로 섞어 복강내 주사하여 실험동물을 마취한 다음 좌

측등과 뒷부위를 제모하여 포비돈 아이오다이드 (povidone

iodide)로 소독한 후 지혈 목적으로 수술부에 1% Lidocaine

(1:100,000 epinephrine, Yuhan Co., Korea)을 주사하였다. 둔부근

육절개 (Gluteal muscle splitting incision)를통해좌측좌골신경

의 분지부를 노출시키고8), 10 mm의 좌골 신경을 절제하였다.

이때필요하면추후이식신경도관이최소한으로움직이도록

좌골신경의근심부를둔부근육에 5-0 나일론 (Ailee Co., Korea)

을이용해서고정시켰다.

좌골신경은미세현미경하에서좌골절흔 (sciatic notch)으로

부터 5 mm 원심부까지 미세하게 박리하여 9/0 나일론 (Ailee

Co., Korea)으로두군데신경외피봉합 (two epineurial sutures)을

통해미리제작한 14 mm 길이와 4 mm 폭경의셀룰로오스막을

이식하였으며 (Fig. 3), 대조군으로는실리콘 신경도관을 이식

하였다 (Fig. 4). 절제된좌골신경의근원심부 2.0 mm부분이직

접신경도관과접하도록하여중간에빈공간이생기지않도

록하였으며, 나일론을통한봉합만하고다른피브린접착제

(fibrin glue, Greenplast, 녹십자, Noksybja PBM Co., Korea) 등은사

용하지않았다. 이때셀룰로오스막은주사전자현미경소견상

에서 보였던 것과 같이 외면과 내면을 구분하여 내면쪽에 절

단된신경말단이놓이도록하였다. 둔부근육들은 5-0 바이크

릴 (Johnson & Johnson Co., USA)을 이용하여 봉합하였고 이때

이식한 신경 도관이 움직이지 않는 것을 확인하였으며, 백서

피부는4-0 나일론 (Ailee Co., Korea)을이용하여봉합하였다.

이식실험후실험동물들은마취제에서회복될때가지각각

케이지안에서따뜻하게유지시켰으며, 깨어난후에는충분한

수분과 먹을 것들을 주었다. 술후 동통 감소를 위해 타라신

(Tarasyn, 2mg/kg, ketorolac tromethamine, Yuhan Co., Korea)과 감

염 방지를 위해 이세파신 (Icepacin 1.5mg/kg, icepamicin sulfate,

Yuhan Co., Korea) 를각각 3일간피하주사하였으며, Cyclosprin

A (CsA, 100mg/ml, Novartis, USA) 20 mg을 1주일간올리브오일

과섞어서경구투여하여이식에대한면역거부반응을억제하

였다. 

4. 평가

4-1. 광학및전자현미경평가 (LM & EM assessment of grafted

nerve conduit)

실험군 6마리를각각 2마리씩이식후 4주, 8주, 12주후에동

물을 희생시켜 도관 이식부를 채취하여 아래와 같이 평가하

였다. 

a. H&E 및Masson-Trichrom 염색에의한평가

12주후에는다른기능검사를먼저시행한후동물을희생시

켰으며, 각시편은도관이식부를재취하여도관의가운데부

분 (mid-portion of conduit)의단면을잘라 3㎛두께의절편을만

들어서통상적인조직형태학적검사를시행하였다. 

b. LFB 염색및 Toluidine blue 염색에의한수초화정도및축

삭돌기수평가

수초화된신경섬유와축삭돌기 (myelinated axons) 정도를알

아보기위해 Luxol Fast Blue (LFB, Acros Organics, USA) 염색을

시행했다. 부유냉동절편기 (Freely floating cryostat)를이용해서

20㎛ 절편으로 자른 후 PBS 에서 씻고 70%, 80%, 그리고 96%

에탄올에서차례대로옮긴후 0.1% LFB 및 0.05% 아세톤처리

를한다. 56℃에서하루저녁염색한후, 증류수에씻어서 PBS

를거친후 0.05% aqueous lithium carbonate (Showa Chemicals Inc,

Japan)처리를하고 70% 에탄올처리한후식염수로씻고탈수

시킨후 마운팅하였다. 반대 염색을 위해서 증류수에서 두 번

닦아낸후아세테이트완충액내의 cresyl violet (Acros Organics,

Fig. 3. Photographs of grafted non-tubular cellulose

membrane nerve conduit in experimental group.

Fig. 4. Photographs of grafted silicone conduit in

control group.
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USA)용액에서 30분간둔후, 역시두번증류수에세척하고에

탄올에서차례대로탈수한후 Entellan처리를하였다8,13,14). 수초

층은파랑색으로염색되며신경세포들은분홍이나보라색으

로염색되게된다. 

수초화된축삭돌기를평가한후신경도관조직을 2.5% glu-

taraldehyde 용액에고정하여 2% osmium tetra-oxide (Polysciences,

USA)처리를하고, epon resin으로포매하여 1 ㎛두께로초미세

절편기 (ultramicrotome)로 자른 후 toluidine blue 염색하였다. 영

상분석기 (ImageTool�, Version 2.0 Alpha 3 [patch level 1], USA)를

통해컴퓨터 (Safer ASUS L3�, ASUS Co., Korea)상에서수초화

되거나수초화되지않은축삭돌기들과전체슈반세포및신경

세포들을정량적으로분석하였다. 

c. 주사전자현미경평가

초미세조직절편 (Ultrathin sections)들을 300-mesh copper/rhodi-

um grids 위에서 5% uranyl acetate 용액으로 염색한 후, 5분간

70% 메탄올처리후건조시켜서, 5분간 lead citrate로반대염색

한 후 다시 건조시켜서 주사전자현미경 (Zeiss EM 10CR,

Germany)으로재생된신경의미세구조를관찰하였다8).

4-2. 발목 관절 보행각과 좌골신경 기능지수를 이용한 기능

평가 (Functional assessment by using angle stance angle [ASA]

and SFI)

이식후 12주에실험군 2마리, 대조군 3마리및정상비교군 2

마리의모든실험동물에서주행로분석 (walking track analysis)

을 시행하였는데, 저자등이 고안한 백서의 주행로 분석기를

사용하였다 (Fig. 5). 주행로분석기에서는비디오촬영이가능

하여 역동적인 기능검사를 시행할 수 있는데, 실험동물의 주

행모습이 3차원적으로 비교되기 때문에 한번에 쉽게 기능검

사를 시행할수 있었으나 동영상 이미지를 본 논문에 추가할

수는 없었다. 따라서, 고해상도의 비디오 분석기를 개인컴퓨

터에 연결하여 역동적인 보행 모습을 관찰한 후에, 컴퓨터에

연결된 비디오에서는 Scion Image� (Scion Co., USA) 프로그램

을이용하여화면을순간적으로포착하여디지털이미지를얻

도록하였다 (Fig. 6-a). 여러보행지수 중에서예민도와재현성

이우수한발목관절보행각 (ankle stance angle [ASA])값을측정

하였는데,8,15,16) 발목관절 보행각은 보행중간 단계 (mid-stance

phase of the step cycle)에서, 하지선 (shank line) 및 4번째족부골

(head of the fourth metatarsal)과 발목 (lateral malleolus)이 이루는

선이이루는각도로측정할수있으며 (Fig. 6-b), 바닥에서처음

띄기시작한보행 (first began to walk) 및중간에멈춰선 (stopped

walking) 경우는제외하였고매개체마다세번의측정값의평

균치를구하였다. 이처럼보행및주행검사값은모두 3회이

상씩 측정하여 엑셀 프로그램� (Microsoft(R) Excel 2000, USA)

을이용하여각각의평균값및표준편차값을구하였다.

좌골신경기능지수(Sciatic function index, SFI)를얻기위해백

서의뒷족부 (hind feet)에잉크를묻히고 80 × 10 cm 길이의어

Fig. 6. Photograph showing steal image of the mid-stance phase of a step cycle ASA (the ankle joint angle measured at

the mid-stance phase of the step cycle, formed by two lines, to the shank and another connecting the lateral

malleolus and the head of the fourth metatarsal).

Fig. 5. Fabricated dynamic analyzer of walking tract.

A Bvideo recorder

mirror

runway
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두운주행로를걷게해서다음과같이 4가지길이를확인하였

다 (Fig. 7). 

TS (Toe Spread): the distance between first and fifth toes, IT

(Intermediate Toe spread): the distance between the second and fourth

toes, PL (Print length): the distance between the third toe and the hind

pad, TOF, the orthogonal distance from the third toe of one paw to the

hind pad of the contra lateral paw8,17,18).

이 중 TOF 측정은 3-4 차례 반복하여 평균값을 구하였으며,

모든측정값은수술하지않은오른쪽 [NTS, NIT and NPL])과수

술한부위인왼쪽 (operated foot [ETS, EIT and EPL])에대해서구

하였고, 이렇게 구한 측정값은 좌골신경 기능 지수를 구하기

위해아래와같은식에대입하였다. 

SFI = (-38.3×PLF) + (109.5×TSF) + (13.3×ITF) - 8.8

PLF = (EPL-NPL)/NPL, TSF = (ETS-NTS)/NTS, ITF = (EIT-

NIT)/NIT

이때 정상인 백서에서 구한 기능 지수 (interpolating identical

values) 값은0 에가깝게나오게된다. 

5. 통계 분석

수초화정도및축삭돌기수의평가와위의여러기능검사에

서얻어진모든정량적인결과는통계프로그램 (SPSS R10.0.7,

SPSS Inc.)의 Student’s t-test를 이용하여 유의성을 검증하였으

며, 각군간의비교정량적차이 (semiquantitative differences)를비

교하기위해 Mann-Whitney U-test를이용했다. 유의수준은 5%

로 p-value는 0.05보다 작은 것만을 유의성 있는 것으로 택하

였다.

Fig. 7. Measured details of sciatic function index, SFI

(TS [Toe Spread]: the distance between first and

fifth toes, IT [Intermediate Toe spread]: the

distance between the second and fourth toes, PL

[Print length]: the distance between the third toe

and the hind pad, TOF, the orthogonal distance

from the third toe of one paw to the hind pad of the

contra lateral paw).

Fig. 8. Gross evaluation of auto-mutilation after 12 weeks.

a. no auto-mutilation of sham group (n=2)

b. mild auto-mutilation of experimental group (n=2)

c. moderate auto-mutilation of control group (n=2)

d. severe auto-mutilation of control group (n=1)

A B C D
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Ⅲ. 결 과

1. 족부 및 주변 근육의 기능상태에 대한 육안적 평가

12주경과후자가손상 (auto-mutilation)된족부를육안적으로

평가하여회복된감각신경정도를간접적으로확인할수있었

는데, 정도에따라없거나 (no auto-mutilation), 경미 (mild), 중간

(moderate) 및심한 (severe)정도로구분하였다 (Fig. 8). 정상비교

군은 모두 자가손상이 없었으며, 실험군에서는 모두 경미한

손상이관찰되었으나, 대조군인실리콘도관이식군에서는중

간정도의손상및한마리에서는심한자가손상이관찰되었다.

2. H&E 및 Masson-Trichrom, LFB 염색에 의한 평가

이식후 4주, 8주및 12주후각각실험군의신경도관의중심부

를절단하여평가한결과재생된신경다발이시간이지날수록

보다두터워진것을확인할수있었다 (Fig. 9-11). 특히셀룰로

오스막의 내면에서만 재생된 신경다발이 관찰되었으며 신경

세포와 축삭 돌기의 성장이 보였고, 외면에서는 미세한 섬유

조직의결합이외에어떠한조직재생도관찰되지않았다. 수

초화된축삭돌기섬유들도 LFB염색에서강한양성반응을보

였으며, 신경 섬유들은 거의 대부분 분홍빛이나 보라색으로

cresyl violet 염색반응을보였는데 (Fig. 9-c,10-c), 특히 12주경과

된조직에서명확히관찰되었다 (Fig. 11-c).

기존의다른신경도관이식후관찰되었던소견과의가장큰

차이점으로는 셀룰로오스막과 긴밀히 인접하여 조직들이 재

생되는소견으로이는 4주경과후부터뚜렷하였으며 12주소

견에서의 고배율 소견에서 보다 명확히 관찰되었다. 반면 실

리콘도관을이식한대조군의 12주경과후단면에서는도관의

주변부에덩어리진조직재생이관찰되었는데이는실험군의

재생된조직과비교하여성긴모습으로신경세포및다른세

포들의수나주변세포외기질의생성에있어서도훨씬떨어지

는모습이었다 (Fig. 12). 

Fig. 9. Photomicrographs of cross section in the mid-portion of nerve conduit after 4 weeks in the experimental group (×200).

a. Photomicrograph of H&E staining

b. Photomicrograph of MT staining

c. Photomicrograph axon and myelin LFB staining

Fig. 10. Photomicrographs of cross section in the mid-portion of nerve conduit after 8 weeks in the experimental group (×200).

a. Photomicrograph of H&E staining

b. Photomicrograph of MT staining

c. Photomicrograph axon and myelin LFB staining

A B C

A B C



비관형 천연 셀룰로오스막 도관을 이용한 말초신경 재생에 대한 실험적 연구

301

3. Toluidine blue 염색에 의한 수초화 정도 및 축삭 돌기

수 평가

전자현미경검사를위한절편을만들기위해시행한 toluidine

blue 염색상에서재생된축삭돌기의수와수초화된정도를평

가하였다. 이시편들은모두 12주경과후각각의군에서신경

도관중심부을자른절편에서얻어비교하였다 (Fig. 13). 

전체축삭돌기수에서통계적유의성이관찰되었으며 (Table

1), 실험군에서 41.59%의수초화된축삭돌기가관찰되었다. 정

상비교군의 단면에서는 반흔 조직 없이 정상적인 신경외피

(perineurium)들도관찰되었는데 (Fig. 13-a), 상대적으로실험군

의 신경외피는 약간 변형된 모습을 보였고 (Fig. 13-b), 대조군

에서는많이변형된모습을보였다 (Fig. 13-c). 신경내혈관들도

정상비교군에 비해 실험군, 대조군에서는 각각 적은 수가 관

찰되었고크기도작았다. 

정상비교군에서의 전체 축삭돌기의 수와 수초화된 축삭돌

기및비수초화축삭돌기의수가기준이되어실험군및대조

군의수를산정하였는데, 실험군의전체축삭돌기의수가 420

±32.4 개임에비해대조군의축삭돌기의수는 250±22.4 개로

두배가 약간 안될 정도로 실험군에서의수가 많았다. 그러나,

실험군과정상비교군과의비교에서는 49.41%의정도밖에되

지않음으로서신경도관으로서의한계점을확인할수있었다

(Table 1). 

수초화지수 (Myelination index [MI]) 는수초화된정도를전체

축삭돌기의수에대한비율 (ratio of myelin to axon surface area)

로 정의할 수 있는데, 대조군과 실험군에서의 수초화 지수는

각각 0.172, 0.447로서 상대적으로 실험군에서세배 가까이 큰

수초화정도를보여주었다.

4. 주사전자현미경 평가

전자현미경 소견에서는 정상비교군의 좌골 신경 단면들은

슈반세포와세포외기질들이균일하게배열된잘수초화된신

경섬유들로채워져있었으며 (Fig. 14-a), 실험군에서는비교적

덜균일화 (disorganized)되고상대적으로많은세포외기질들이

관찰되었으며 정상비교군에 비해 슈반세포들의 크기가 작고

수초화정도도얇게이루어진것을관찰할수있었다 (Fig. 14-

b). 대조군에서는수초화정도가보다얇거나미약하였으며상

대적으로많은반흔조직과염증세포들이관찰되었으며신경

세포들의수도적음을알수있었다 (Fig. 14-c). 

5. 주행로 분석 및 보행 분석을 통한 기능 평가

이식 12주째측정한좌골신경지수는실험군에서 -47.2±3.9

(n=2), 대조군에서 -80.4±7.4 (n=3)로 실험군에서 기능 회복이

양호한것처럼보였으나통계적으로유의성은없었으며, 모두

정상비교군의 18.0±9.2 (n=2)에비해현저히낮은수치를보였

다 (Table 2).

Fig. 12. Photomicrogaphs of cross-sectional view in

the mid-portion of nerve conduit, in the control

group (H&E staining, ×200).

Fig. 11. Photomicrographs of cross section in the mid-portion of nerve conduit after 12 weeks in the experimental group (×400).

a. Photomicrograph of H&E staining

b. Photomicrograph of MT staining

c. Photomicrograph axon and myelin LFB staining

A B C
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Fig. 13. Photomicrogaphs of cross-sectional view of axon and myelin in the mid-portion of nerve conduit (toluidine blue

stained, ×200).

a. Photomicrograph in sham group

b. Photomicrograph in experimental group

c. Photomicrograph in control group 

Fig. 14. Transmission electron photomicrographs of cross section in the mid-portion of nerve conduit (×3,000).

a. Photomicrograph showing well myelinated fibers aligned with Schwann cells and extracellular collagen matrix in

sham group 

b. Photomicrograph showing small numbers of axons with thin disorganized myelinated fibers in the experimental

group

c. Photomicrograph showing small myelinated fibers with many inflammatory cells in the control group

Table 1. Comparisons of axon counts 

Total axons Myelinated axons Unmyelinated axons

Sham 850±47.2 452±38.4 332±35.9

Control 250±22.4 43±3.2 146±14.5
(29.40%) (9.51%)

Experimental 420±32.4 188±7.4 214±15.4
(49.41%) (41.59%)

All data were counted using an image analyzer (ImageTool�) and significant (p<0.05). 

The % calculation was the ratio to sham group count. 

Uncleared myelinated axons were all excluded to the each counts.

A B C

A B C



발목관절 보행각은 실험군에서 35.5�±4.9�(n=2), 조절군에

서 29.2�±5.3�(n=3) 로두군간에유의한차이는보였으나역

시정상비교군의 46.0�±8.5�(n=2) 에비해서는현격한차이를

보였다 (Table 2).

Ⅳ. 고 찰

멍게및미더덕의피부각질에대해서는이전예비연구에서

언급한바있으며, 셀룰로오스는우리주변에서흔히볼수있

는 고분자 물질로서 많은 양의 셀룰로오스가 해마다 산림을

비롯한식물계및재배작물에의해만들어지고이에대한개

론또한지난예비연구에서보고한바있었다3) . 

신경도관으로불려지는신경유도채널 (nerve guidance chan-

nels)은생물학적인재료로만들어져서말초신경계및중추신

경계의재생을돕게되는데, 기존의단순히도관역할을해왔

던것과달리점차축삭돌기가자라나고반흔조직이적어지

며 체액성 요소들 (humoral factors)이 많도록 재생되는 신경주

변 환경을 조절하는 역할이 최근에는 보다 중요시되어 왔다.

신경도관으로서 요구되는 생활성적 요소로는 적은 세포독성

반응 (cytotoxicity)과이물작용 (foreign body reaction)을가지는생

체친화성 (biocompatibility), 축삭돌기 성장과 슈반세포 활성을

도와주는 미세환경 (microenvironment)을 보존해주고, 적당한

생체분해성 (biodegradability)을 지니며 섬유모세포 (fibroblast)

및반흔조직의성장을억제해주는기능등을들수있다19-21) .  

최근저자등은내경 1.98 mm 실리콘도관 (Silicon elastomers

[SE] conduit)을사용해서 14 mm 길이의신경도관을 3/4 두께만

남도록윗부분을자른후, 마트리젤�을채우고그안에 3차원

적으로 슈반 세포를 배양하여 배양시킨 도관을 보고한 바 있

었다8) . 이외에도최근여러문헌에서슈반세포를포함하거나

포함하지않은여러신경도관의유용성을보고하고있는데, 7

mm 간격을 슈반 세포를 넣은 다형성 폴리머 도관 (polymer

foam conduits)으로말초신경재생을증진시킨보고22)와슈반세

포와동시에교세포성장인자 (glial growth factor)를넣음으로서

역시보다나은말초신경재생효과를가져왔다는보고도있

었다23) . 이런여러신경도관에대한연구에준하여셀룰로오스

막의신경재생효과를확인하면서동시에조직내안정성과생

활성 성질을 확인하기 위하여 관형 (tubular)이 아닌 비관형

(non-tubular)으로 셀룰로오스막을 도관으로 사용하게 되었다.

백서의좌골신경결손이 10 mm 이상일경우실리콘도관만에

의해서는신경재생이이루어질수없다는보고가널리알려져

있기에비관형셀룰로오스막도관을기존의실리콘도관을이

식한대조군과비교하는것이기초적인실험연구로서가능하

리라사료되었다3, 22, 23) .

본연구에서비관형셀룰로오스막도관이식 4주, 8주및 12

주 후 각각 실험군의 신경도관의 중심부를 절단하여 평가한

결과재생된신경다발이시간이지날수록보다두터워진것을

확인할 수 있었으며 (Fig. 9-11), 이는 특히 셀룰로오스막의 내

면을따라서만신경다발의재생이관찰되었고, 신경세포와축

삭돌기의성장이보였다. 도관의외면에서는미세한섬유조직

의결합이외에어떠한조직재생도관찰되지않았는데, 이는

물론 이식실험시 내면쪽으로 절단된 신경가닥을 봉합하였기

때문에도관을따라재생이이루어졌을것으로단순히생각될

수있다. 그러나, 기존의다른신경도관이식후관찰되었던소

견과의가장큰차이점으로는셀룰로오스막과긴밀히인접하

여조직들이재생되는소견이보인점으로이는이식 4주후부

터 뚜렷히 관찰되었으며, 12주 고배율 소견에서 보다 명확히

확인할수 있었다. 반면 실리콘 도관을 이식한 대조군의 12주

경과후단면에서는도관의주변부에덩어리진조직재생이관

찰되었는데이는실험군의재생된조직과비교하여성긴모습

으로신경세포및다른세포들의수나주변세포외기질의생

성에있어서도훨씬못미치는결과를보여주었다 (Fig. 12).

미더덕은특이하게다른해양동물과다른피부각질에치밀

한 beta-셀룰로오스섬유질구조를지니며다른식물성셀룰로

오스와유사하게 beta-1,4 linkage로구성된다. 이전예비실험3)에

서보고한바와같이이러한미더덕피부각질에서얻은셀룰

로오스막은외면과내면으로구분되어지며외면은비교적거

칠고활택이없는특징을지니며, 내면은매우질기고활택이

있고 조직 내에서 쉽게 흡수되지 않으면서 새로운 혈관의 생

성이나골조직형성을일으킴을확인할수있었다. 이처럼셀

룰로오스막의내면은외면에비하여신경조직과같은결체조

직과 이들을 구성하는 세포들이 쉽게 융합될 수 있는 구조를

보인다고이번실험에서도확인할수있었다24,25) .

전통적으로 말초신경 재생을 위한 신경도관으로는 신경재

생을 위한 영양분들을 함유할 수 있고, 섬유모세포의 증식을

억제할 수 있으며 축삭돌기의 일정방향 성장을 도모할 수 있

다는 점에서 관형이 추천되어 왔다. 그러나, 신경재생에필요

한영양및산소공급을도관외부에서받을수없는불투과성
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Table 2. Comparison of Sciatic Function Index (SFI) and

Ankle Stance Angle (ASA) after 12 weeks 

SFI ASA (degrees[�])*

Sham 18.0±9.2 46.0±8.5

Control - 80.4±7.4 29.2±5.3

Experimental - 47.2±3.9 35.5±4.9

* p < 0.05

SFI : (-38.3×PLF) + (109.5×TSF) + (13.3×ITF) - 8.8

PLF = (EPL-NPL)/NPL,  TSF = (ETS-NTS)/NTS,  

ITF = (EIT-NIT)/NIT

TS : Toe Spread, IT : Intermediate Toe spread, 

PL : Print length, the operated foot : ETS, EIT and EPL, 

non-operated foot : NTS, NIT and NPL

ASA : At the mid-stance phase of the step cycle, formed by two lines, one

referring to the shank and another connecting the lateral malleolus

and the head of the fourth metatarsal bone.
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(impermeable) 도관의 한계점이 있어왔고, 이를 개선하기 위해

투과성도관이나도관의표면거칠기 (surface roughness)를변화

하거나, 전기적인전하 (electrical charge)를주거나여러신경영

양 성분들을 직접 포함시키게 하는 등의 개발이 이루어져 왔

다8,26) . 또한, 체내에서 흡수되지 않는 신경도관이라면 궁극적

으로기능회복을이루어진후제거되어야하기때문에생체내

흡수될 수 있는 도관을 만들기 위한 노력이 계속되어왔다고

할수있다. 따라서, 이러한최근까지의여러문헌보고와저자

등의실험에근거한다면향후셀룰로오스막신경도관을이용

한말초신경재생에있어보다효과적인결과를얻을수있을

것이며, 그러기위해서는본실험결과에서도출한생체친화적

이고슈반세포를비롯한여러신경성장을위한영양인자를공

급해줄수있는형태로비관형이아닌관형으로도관을제작하

여야 할 것이며, 도관내에는 여러 다양한 세포외기질들을 넣

어줌으로서뉴우런이나슈반세포에서나오는여러새로운세

포외기질물질들이신호전달과정을조절하여신경전달물질

과영양인자들의분화를촉진하여수초화된축삭돌기들의성

장을유도하도록고안해야할것으로사료되었다.

본연구에서는신경계구조를구분하기위한여러조직학적

분석중에서수초를구분하기위한방법중하나인LFB 염색을

시도하여수초층은푸른색으로, 다른교섬유들이나평활근세

포들과 세포핵들은 붉은 보라색으로 염색되도록 하였는데,

LFB 염색법에서는축삭돌기와결합조직들은염색되지않고

남아있기도하며, 콜라겐덩어리와같이혼합되어불규칙적으

로도보이는것으로알려져있다. 본연구에서는 12주경과후

대조군보다실험군에서정상비교군에비교적가까운염색정

도와 색상을 보였는데, 수초층을 형성하기 위한 분화된 슈반

세포들로부터분비된여러인자들이활발히성장하였함을설

명해준다하겠다. 12주후각군의신경도관의중간부단면에

서재생신경의수초및축삭돌기등을평가한결과, 혈관과신

경속의 분포가 대조군과 다름을 알수 있었고, 전체 축삭수

(total axon count)에서도통계적인유의성을보였다 (Table 1). 전

자현미경소견에서는정상비교군의좌골신경단면들은정상

적인신경중피 (perineurium)와슈반세포와세포외콜라겐기질

들이 균일하게 배열된 잘 수초화된 신경 섬유들로 채워져 있

었는데, 실험군에서는신경중피가약간파괴되면서비교적덜

균일화되고두터워진세포외기질들과작은슈반세포들이많

고, 얇게수초화신경섬유들이많이관찰되었다. 비록고해상

도 관찰에서 잘 수초화된 축삭 돌기들이 비교적 풍부한 혈관

들과 같이 관찰되었으나, 수초화 지수에서 확인된 바와 같이

실험군에서의 수초화된 축삭은 정상비교군의 수초화 정도에

는훨씬미치지못하였다.

일반적으로 말초신경 재생에 대한 조직병태학적 평가

(histopathologic evaluation) 이외에기능검사로서는전기생리학

적 검사 (electrophysiological measurement), 주행로 분석 (walking

pattern analysis) 및축삭기질수송 (axoplasmic transport)에대한트

레이서분석 (tracer detective study) 등이있다.

전기생리학적 검사에서는 크게 운동신경의 기능회복을 확

인하기위한복합근육활동전위 (CMAP, compound muscle action

potentials)과 감각신경의 기능회복을 검사하기 위한 체성감각

유발전위 (SEP, somatosensory evoked potentials)로나누어시행하

게 된다. 신경내의 탈수초화 (demyelination)는 세포골격

(cytoskeletal elements)에도 변화를 가져오게 되는데, 슈반세포

부족 (depletion)과저형성된수초 (poor myelination)들로축삭의

전송신호가느려지거나감소되어정상신경들보다감각신경

기능회복이현저히낮아지게된다.27) 본연구에서도체성감각

유발전위를비교하기위하여 12주경과뒤시도하였으나, 전극

의 정확한 위치를 잡기가 어렵고 실험동물의 마취 상태를 일

정하게유지하지못하여유의성있는결과를얻는데는실패하

였다. 이에대신하여족부의자해정도 (auto-mutilation)를관찰

하는 것으로 감각신경의 재생 여부를 확인하였는데, 이에 대

한보다정확하고재현성있는검사방법이요구된다하겠다. 

다른기능검사로주행로분석을주로시행하였는데, 저자등

이고안한역동적인보행분석기 (dynamic gait analysis tester)를

이용하여 백서의 보다 역동적인 주행 형태 (kinematic gait pat-

tern)를평가하였다. 이는보다정량적이며재현성있는쉬운평

가법으로 비디오 및 컴퓨터 분석 프로그램을 이용하여 쉽게

분석할수 있는 장점이 있다. 일반적으로 걸음속도 (walking

speed), 보행및디딜때의폭 (stance and swing phases), 걸음길이

(step length), 발목관절의보행각 (angle of the ankle joint), 최종보

행시꼬리의높이 (tail height at terminal stance) 및변위 (tail devia-

tion at terminal stance)와또한, 디딤중의정중변위 (midline devia-

tion at midswing) 등과같은보행시일어날수있는변수들의값

을구하게된다15,28). 이중에서가장재현적이고신뢰할수있는

측정값으로 판단된 발목관절 각도 값을 구하였는데, 이전 문

헌에서보고된값을참고하면정상백서의값은 50�±6�이고,

자가신경이식을시행한군에서는 4개월뒤 36�±6�, 신경이

식을하지않은군에서는 4개월뒤 22�±7�였다28-30) . 발목관절

보행각도는보행중간단계 (mid-stance phase of the gait cycle)에

서, 하지 선 (shank line) 및 4번째 족부골 (head of the fourth

metatarsal)과 발목 (lateral malleolus)이이루는선이이루는각도

로서, 큰값은발목과발바닥인기저부의신전이보다큰것을

의미한다. 보행경로중바닥에서처음띄기시작한보행 (first

began to walk) 및중간에멈춰선 (stopped walking) 경우는제외하

였으며, 매개체마다세번씩측정하여이들의평균값를구하

였다.

다른주행로분석으로족흔분석 (footprint analysis)도시행하

였는데, 좌골신경 기능지수는 De Medinaceli 등15)에 의해 처음

소개되었고, 이후에도 좌골 신경의 운동 기능을 평가하기 위

한 연구 방법으로 많이 사용되어 왔다15,17,18) . 본 연구에서 12주

뒤측정한좌골신경기능지수는실험군에서 - 47.2±3.9 (n=2),

대조군에서 - 80.4±7.4 (n=3)로실험군에서보다우수한결과를

보였는데, 측정이 정확하지 않은 족흔을 가지고 평가한 것인

데다가개체수가적어서통계적으로유의성은발견할수없었

다. 이런 족흔 분석법은 상대적으로 준비하기가 어렵고 족흔

을얻는과정에서재현성이부족하며좌골신경기능지수계
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산법이쉽지않고시간도많이걸리는데다가, 무엇보다도어

두운 주행로는 보다 정성적인 주행 형태에 대한 분석을 어렵

게하여그다지좋은기능검사법은아닌것으로사료된다.

이전 예비연구에서 멍게와 미더덕의 셀룰로오스를 고압과

고온에서처리한경우소량의아미노산이용해되어짐을관찰

하였으며, SEM 관찰과조직내생체반응에대한조직학적및

면역조직화학적현미경관찰에서멍게와미더덕의내면의셀

룰로오스각질에서외면보다는생활성화물질이잔존되어있

음을확인한바있었다. 이생활성화물질은 0.01% 이하의길이

가짧은펩타이드종류로서최근몇년사이해양학관련된연

구논문에서는 클라바닌 (clavanins)과 스티엘린 (styelins) 등과

같은 항균작용을 가지는 펩타이드가 미더덕의 혈액세포

(hemocytes)에존재하며이들의많은기능에대해보고되고있

었는데이와연관지어고찰되어야할것으로생각된다.

클라바닌은 히스티딘이 풍부한 23개 잔기 (histidine-rich 23

residues)의 알파헬리컬 항균 펩타이드 (α-helical antimicrobial

peptide)로서미더덕의혈액세포에서주로분리추출된다. 아래

에서설명되는스티엘린과같이미더덕과같은피낭구조해양

생물 (tunicates)의 자연면역체계 (innate immune system)를 구성

하는주항균펩타이드로서여러기능과다양한추출세포들이

발견되어 있다31-34). 스티엘린은 히드록시리신 잔기 (hydroxyly-

sine redisues)를 가지며 페닐알라닌 (phenylalanine)이 풍부한 32

개의 아미노산 잔기로서 클라바닌이 pH 5.5에서만 적절한 항

균작용을지님에비해다양한산도에서살균력을가지는것으

로알려져있다35,36). 

여러부착물질 (Adhesion molecules)을함유하는슈반세포및

신경세포의수를늘리기위해서는플라스민에예민한펩타이

드 (plsmin-sensitive peptide)들이 교차결합되는 구조가 중요할

것이며 이러한 구조에 의해 여러 신경재생 물질들이 활동할

수있는범위나공간이확보될수있다37). 이중에서 N-CAM, L1

및 N-cadherin 등의 부착물질들이 슈반세포와 여러 축삭돌기

간의상호작용을중재하며슈반세포의표면에서축삭성장을

유도 (axonal guidance)하는것으로알려져있다. 저자등이연구

한바있는 3차원슈반세포를세포외기질에서배양할경우신

경재생이촉진된이유도이러한점을고안한것인데,8) 이처럼

신경재생에서 중요한 세포외기질과 더불어 도관자체의 밀도

(conduit density), 도관내분비단백질, 도관을구성하는주세포

의농도및분비하는요소들에의해도관을따라재생되는신

경의형태및재생방향등이결정된다하겠다. 이처럼미더덕

유래셀룰로오스막은작은게놈크기때문에발육과진화에서

많은 유전자적 연구결과가 보고되고 있는데, 위와 같이 살펴

본여러단백질들의상호작용에의한신경재생의촉진가능

성과 아울러 아직까지 알려지지 않은 어떤 다른 신경재생 인

자를분비하거나촉진시키는물질에의해생활성적인신경재

생이이루어졌을것으로미루어짐작하게한다. 

미더덕각질의다른단백질로내측핵막과주변크로마틴사

이에위치하는필라멘트형구조의핵형라미나 (nuclear lamina)

로이루어진라민 (lamins)이있는데, 이는후생동물 (metazoa)의

필수단백질로알려져있다. 이는중간필라멘트 (intermediate fil-

ament) 단백질의 4형 구조물로서 라민의 주요 기능은 간기 크

로마틴 (interphase chromatin)과분열기크로모좀 (mitotic chromo-

somes)에 붙을 수 있어서 후전사 변형 (post-translationally modi-

fied)된 CaaX 박스를 통하여 인지질기 (phospholipids)로 특이한

DNA 서열을삽입하는역할을한다38,39). 전술한미더덕유래셀

룰로오스막에는여러항균단백질과라민층이풍부하며연관

하여중성구 (neutrophils)의역할및활성도도클것임을미루어

예측할수있다3,8). 중성구들의활성정도에따라기존의슈반세

포의 운동성 (motility)이 증가하며, 이는 용해성 중성조절물질

(soluble neuregulin)이나 슈반세포 분열물질 (mitogen)의 활동을

증가시켜계속적인용해성라미닌 (soluble laminin)의역할도증

가시키게된다40) . 특히, 이중에서 TGF β군의역할은최근에각

광받는연구분야로인테그린을활성화시키고 N-CAM이나 L1

등이 발현을 증가시키며 신경재생물질들의 연결성을 촉진시

키는형태변화를유도하는것으로보고되고있다41) . 셀룰로오

스 파이버들의 미세한 연결 구조에는 이와 같은 여러 종류의

인테그린이다른파이버들의결합을강하게잡아주는역할을

하기 때문에 이와 같은 연구분야도 향후 본 셀룰로오스막 신

경도관의역할을규명하기위해보다심도있게진행되어야할

것으로사료된다. 

이전 보고와 같이 셀룰로오스막은 μm 이하 단위의 다공성

(porous)을지니며강한교차결합 (cross linking)의당단백질 (gly-

cocalyx)이여러미세한셀룰로오스파이버들을유지해주는구

조로 되어있다3). 이러한 파이버들과 당단백질 사이에 인위로

처리한소량의칼슘이온이존재하여창상치유목적으로사용

되어온칼슘성분의효과를볼수있었을것으로생각된다. 말

초신경손상시손상된축삭돌기의원심부는변성 (degenerated)

되기시작하나슈반세포와기저막 (basal lamina)은그대로남게

되어이 Buengner bands라불리우는기저막을통해슈반세포가

성장하여 새로운 신경관이나 축삭을 만들게 되는데, 이러한

과정이 셀룰로오스막을 사용하였을 때 초기단계에서 이루어

지리라 예상된다. 실제로 본 실험 결과에서도 수초화된 축삭

돌기섬유들이이식후 4주후부터 LFB염색에서강한양성반

응을 보였으며, 신경 섬유들은 거의 대부분 분홍빛이나 보라

색으로 cresyl violet 염색반응을보였는데 (Fig. 9), 특히 12주경

과된조직에서명확히관찰되어이러한예상을뒷받침한다22) .

여러문헌에서보고된바와같이말초신경재생은여러신경

영양인자 (neurotrophic factors)를포함하는세포외기질단백질

과 신경관련 세포나 슈반세포와 같은 세포 성분간의 상호 작

용에 의해 이루어지게 되며, 손상된 말초신경의 재성장을 위

해 반드시 필요한 것중 하나가 슈반세포인데, 이 슈반세포는

절대적으로 많은 세포 수에 의존하게 된다. 신경성장인자

(Nerve growth factor), 뇌기원신경성영양인자 (brain-derived neu-

rotrophic factor), 섬모신경성영양인자 (ciliary neurotrophic factor)

등이 대표적인 신경영양 인자들이며, 따라서, 양적으로 많은

슈반세포들이 미세한 셀룰로오스 섬유소들 사이에서 접촉성

성장및분열을계속하는데도움이될것이며, 특히, 4주경과
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된 조직소견에서 알수 있듯이 초기 신경 재생시 절단된 축삭

의 공간에서 세포분열을 시작하여 필요한 환경을 조성할 수

있을것으로짐작된다5,42) . 최근에보고된신경도관중에서알지

네이트도관 (alginate conduit)이있는데, 이도관에서는칼슘이

온의 교차 결합이 신경재생에 중요한 역할을 하는 것으로 설

명하고 있다. 이에, 기존의 셀룰로오스막에 존재하는 칼슘이

온의 적절한 농도와 노출 정도를 고안할 수 있다면 신경도관

으로서의기능을보다촉진할수있을것이다43) .

이상과같이천연생물인미더덕의셀룰로오스각질이창상

이나화상등의피부상처의치유촉진을위한보호막의소재

로사용할수있으며, 아울러골절치료나골성형을위한골형

성촉진유도막의소재로사용할수있다는점에착안하여말

초신경재생을위한신경도관으로서의기능을확인하였다. 이

에앞으로보다다양한시도와반복연구를통해계속적인임

상적 적용까지도 시도할 수 있는 가치가 있을 것으로 판단되

었다. 

Ⅴ. 결 론

해양 생명체 중에서 가격이 저렴하고쉽게 구할 수 있는 미

더덕의피부각질을본연구진의처리방법을거쳐 0.2 mm 이

내의 연마된 얇은 셀룰로오스 막을 제조하였으며 이 막을 비

관형신경도관으로활용하여백서좌골신경결손모델을이용

해신경도관의재생능력을평가하여다음과같은결론을얻

었다.

1. 12주경과후족부및주변근육의기능상태에대한육안적

평가에서정상비교군은모두자가손상이없었으며, 실험군

에서는 모두 경미한 손상이 관찰되었으나, 대조군인 실리

콘 도관 이식군에서는 중간정도의 손상 및 한마리에서는

심한자가손상이관찰되었다.

2. 이식후 4주, 8주및 12주후각각실험군의신경도관의중심

부를 절단하여 평가한 결과 재생된 신경다발이 시간이 지

날수록보다두터워진것을확인할수있었다. 특히셀룰로

오스막의내면에서만재생된신경다발이관찰되었으며신

경세포와 축삭돌기의 성장이 보였고, 외면에서는 미세한

섬유조직의 결합 이외에 어떠한 조직 재생은 관찰되지 않

았다. 

3. 수초화된축삭돌기섬유들도 LFB염색에서강한양성반응

을보였으며, 신경섬유들은거의대부분분홍빛이나보라

색으로 cresyl violet 염색반응을보였는데, 특히 12주경과된

조직에서명확히관찰되었다.

4. 전체축삭돌기수에서통계적유의성이관찰되었으며실험

군에서 41.59%의수초화된축삭돌기가관찰되었다. 정상비

교군의단면에서는반흔조직없이정상적인신경외피들도

관찰되었는데, 상대적으로실험군의신경외피는약간변형

된 모습을 보였고 대조군에서는 많이 변형된 모습을 보

였다.

5. 수초화 지수 (Myelination index [MI])도 대조군 및 실험군에

서각각 0.172, 0.447 로서상대적으로실험군에서세배가까

이큰수초화정도를보였다. 

6. 주사전자현미경평가에서는정상비교군의좌골신경단면

들은슈반세포와세포외기질들이균일하게배열된잘수초

화된신경섬유들로채워져있었으며, 실험군에서는비교적

덜균일화되고상대적으로많은세포외기질들이관찰되었

으며정상비교군에비해슈반세포들의크기가작고수초화

정도도얇게이루어진것을관찰할수있었다. 

7. 좌골신경기능지수 (SFI [standard sciatic function index])는 12

주 뒤, 실험군에서 -47.2±3.9 (n=2)로서 대조군의 -80.4±7.4

(n=3)보다증가된값을보였으나통계적유의성은없었다.

8. 발목관절각도 (ASA [ankle stance angle])도실험군에서 35.5�

±4.9�(n=2)를보여서대조군의 29.2�±5.3�(n=3) 보다우수

하였다.

이상의본결과에서생체친화성유도막이라조심스럽게명

명할 수 있으리만큼 셀룰로오스막 도관의 내면을 따라 축삭

돌기가 재생되었고 많은 슈반 세포가 증식한 것을 확인할 수

있었다. 
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