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서      론

은행잎 추출물(ginkgo biloba extract, GBE)은 flavonoid 

glycoside와 terpenoids를 함유하고 있고, 이들은 세포에 대

한 보호작용이 있어 각종 신경질환과 이명, 돌발성 난청 등의 

이비인후과 질환의 치료에 많이 사용되고 있다.1) Flavonoid는 

식물에 광범위하게 분포하여 인체의 항알레르기, 항바이러

스, 항암작용 등 세포의 생존에 중요한 역할을 하며, 과일이

나 채소, 차 잎 등에 함유되어 있다.2)

GBE가 신경세포의 생존을 증가시키는 기전은 확실하게 알

려져 있지 않으나, 세포 보호에 가장 중요한 작용기전인 항산

화작용(antioxidant effect)에 의한 것으로 보고되고 있다. 

Cisplantin에 의한 이독성을 GBE 투여로 보호할 수 있고,3) 

GBE가 Parkinson 병 및 노인성 치매의 예방 및 치료효과를 
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Background and ObjectivesZZGinkgo biloba extract (GBE) enhances cell survival in vari-
ous organs. GBE protects nerve cells in the central nervous system and is clinically applied 
in Parkinson’s and Alzheimer’s disease. GBE can protect ototoxicity caused by cisplantin 
and gentamycin through rescue of hair cells in Organ of Corti and is accepted as one of the 
therapeutic agents for sudden deafness and tinnitus. The experimental study on GBE for the 
inner ear is confined to the hair cells, not to the spiral ganglion neurons (SGNs) which is the 
stimulated part by the electrode of cochlear implant. The aim of this study is to elucidate 
the effect of GBE on the survival of SGNs after hair cell loss in rats.
Materials and MethodZZTen Sprague-Dawley rats aged 50 days (P50) were deafened with 
kanamycin sulfate. GBE (EGb 761) was injected into the right cochlea and artificial peri-
lymph was injected into the left side. The number and size of SGNs were compared after 
immunohistochemical statin in both groups. The expression of pJun, which is well-known 
as a proapoptotic transcription factor in the cochlea, was also compared.
ResultsZZThe number of SGNs was significantly larger in the GBE group than the control. 
The expression of pJun activity was significantly decreased in GBE group than the control. 
The size of SGNs in both groups was similar.
ConclusionZZThese results suggest that GBE can protect SGNs death by inhibiting the 
pJun-C-jun N-terminal kinase pathway. GBE might be a potential drug for the patients with 
total deafness before or after cochlear implantation surgery for better hearing results.
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나타내는데 이 때의 작용기전이 항산화작용이라고 알려져 있

다.4) 흰쥐의 복강내로 주입된 GBE는 안구의 망막신경절세포

의 세포생존을 촉진시키는데,11,12) GBE의 세포고사(apopto-
sis) 억제효과는 caspase-3 경로를 억제함으로써 일어난다.5)

그러나 GBE가 난청이나 이명 등의 이비인후과 질환의 치

료에 미치는 영향에 대해서 와우내 혈류개선을 향상시켜 도

움이 된다는 의견이 많지만, 대규모의 객관적 연구를 통해 

그 치료 효과가 확실히 증명된 사실은 없다.6) 또한 GBE는 생

쥐의 태아줄기세포(embryonic stem cell)에서 세포고사 기전

에 핵심적인 물질인 c-jun N-terminal kinase(JNK) path-
way를 활성화 함으로서 세포괴사를 유도한다는 연구도 있어7) 

실제 GBE가 와우내에서 신경세포의 생존에 어떠한 영향을 

미치는지에 대해서는 아직 실험적으로 확실히 밝혀진 바가 

없다. 

인공와우이식술에서 이식된 전극(electrode)에 의해 자극

되는 부위는 와우내의 나선신경절세포(spiral ganglion neu-
rons, SGNs)이다. 따라서 인공와우 이식 후 SGNs의 생존은 

이식의 성공에 직접적인 영향을 미친다.8) 또한 소음 및 약물에 

의한 와우내 유모세포의 손상으로 야기되는 난청에서 난청발

생 후 점진적으로 일어나는 이차적인 SGNs의 세포고사를 억

제할 수 있는 물질에 대한 연구가 최근 활발하게 진행되고 있다. 

SGNs의 세포고사 초기에는 생존촉진인자(prosurvival tran-
scription factor)인 pCREB(phospho-cAMP response el-
ement binding protein)이 감소하여 세포고사가 일어나지만, 

후기에는 세포고사촉진인자(proapoptotic factor)인 cJun-

JNK pathway의 활성으로 세포고사가 생긴다.9) 

본 연구의 목적은 신경세포의 생존을 촉진시킨다고 알려져 

있는4) GBE가 SGNs의 생존에 미치는 영향을 알아보고, 이때 

GBE가 SGNs의 세포고사 후기에 작용하는 cJun-JNK 

pathway를 통한 것인지 확인하여, GBE가 유모세포 손상 후 

발생하는 SGNs의 이차적인 세포고사를 예방할 수 있는지 알

아보고자 하였다. 

재료 및 방법

난청유발

Kanamycin sulfate로 난청을 유발시킨 cJun에 의한 SCNs의 

괴사가 시작되는 시기인 생후 50일 된 250~300 g의 Sprague-

Dawley 흰쥐 10마리를 대상으로 하였다. 난청 유발을 위하

여 난청발생이 가장 잘 유발되는 생후 8일(P8)부터 생후 16일

(P16)까지 kanamycin sulfate 400 mg/kg을 매일 복강 내로 

주사하였다. 유발된 난청의 검증방법으로, 적출된 와우의 

Corti 기관을 Myosin 6항체로 염색하여 기저부에서 유모세

포가 완전 파괴된 것을 확인하였다.

GBE 투여 

난청이 유발된 흰쥐의 우측 귀를 대상군으로 하여, 생후 50

일(P50)에 우측 귀의 와우내로 은행잎 추출물인 EGb 

761(TanaminⓇ)을 주입하였다. 좌측 귀는 대조군으로 사용

하여 인공림프액(artificial perilymph)을 같은 방법으로 주

입하였다. 난청유발시 시간에 따른 SGNs의 점진적인 괴사를 

확인하였으며, 정상청력에서의 SGNs와 구분이 가능하여 정

상대조군을 설정하지 않고 동일개체에서 약물투여군과 대조

군을 나눠 비교하였다. 구체적인 실험방법을 요약하면, 백서

의 복강 내에 ketamine(40 mg/kg)과 xylazine(4 mg/kg)의 

9 : 1 혼합액을 주사하여 마취를 유도하고, 이개 후부를 절개

하여 bulla를 노출시키고 안면신경 상방에서 bulla를 drilling 

하여 개구부를 만들어 중이강으로 접근한 후 등골동맥 상방

에서 와우개창술(cochleostomy)을 시행하였다(Fig. 1).

Alzet mini-osmotic pump Model 2002를 이용하여 한 개의 

punp에 들어가는 최대 용량인 GBE 0.2 cc를 2주간에 걸쳐 

주입하였다. 2주 후 와우조직을 채취하기 전 4% parafor-
maldehyde(PFA)액으로 심장 관류시키고, 와우와 전정을 포

함한 조직을 채취하였다. 채취한 와우는 4% PFA액에 다시 6

시간 고정시키고 EDTA액으로 1주일간 탈석회 시켰다. 탈석회 

후 와우내의 연부조직 고정을 위해 10%와 30% sucrose액

을 낮은 농도에서부터 높은 농도 순서로 순차적으로 2.5시

간에 걸쳐 스며들게 하고 다음날에 Optmal Cutting Temper-
ature(OCTⓇ)액으로 냉동절편을 만들어 Cryostat(CM 1510S-3, 

Leica, Wetzglar, Germany)로 7 μm 간격으로 잘라 면역형

광 염색 전까지 영하 80도에 냉동보관하였다. 

면역형광염색

영하 80도 냉동보관된 슬라이드를 영하 20도로 옮겨 1일 보

관하고 다시 슬라이드를 실온에서 건조시킨 후 phosphate 

buffer solution(PBS) 용액에 5분간 세척하고 0.2% Triton 

X-100 용액을 투과시켜 20분간 실온에 방치하였다. PBS에 

5분간 세척한 후 blocking buffer 용액에 1시간 동안 실온 방

치 후 다시 PBS 용액에 5분간 세척하였다. 사용된 1차 항체

는 세포질 염색을 위해 monoclonal anti-neurofilament 200 

(NF-200, SigmaⓇ, St. Louise, MO, USA)을 1 : 200으로 희

석하였고, 핵 염색은 Hoechst(SigmaⓇ), Jun 활성도는 Ph-
sopho-c-Jun(Ser 73)(Cell Signaling TechnologyⓇ, Beverly, 

MA, USA)을 1 : 100으로 희석하여 사용하였다. 2차 항체로 

NF 200은 PE-anti-mouse IgG(Dako Cytomation, Den-
mark)를 1 : 20으로, c-Jun은 FITC-anti-rabbit IgG(Dako 
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Cytomation, Denmark)를 1 : 20으로 희석하여 사용하였다. 

면역형광염색 후 형광현미경(BE/DM-IRB, Leica, Wetzglar, 

Germany)으로 SGNs의 수, 크기 및 pJun의 발현정도를 관찰

하였다.

Parameters

GBE가 SGNs의 생존에 미치는 영향을 알아보기 위하여, 

실험군과 대조군 각각에서 SGNs의 수, 세포의 크기, 그리고 

phospho Jun의 발현정도를 측정하여 비교하였다. 

세포의 수는 와우의 정중앙 종축단면(mid-modiolar sec-
tion)의 기저부에서 동일한 단면적의 Rosenthal canal을 각각 

2개씩 선택하여 총 20개의 Rosenthal canal 내의 세포 수를 

계수하여 대조군과 비교하였다. Image J 프로그램을 이용하

여 핵과 세포질이 분명하게 염색된 세포를 프로그램상에서 

“Measure” 기능을 이용하여 점으로 찍어 자동계수하여 측정

하였다. 

세포의 크기는 Image J 프로그램을 이용하여 세포의 장축

과 단축의 길이를 재고 이를 평균하여 비교하였다. 

Phospho Jun 발현은 Image J 프로그램을 이용하여 gray 

scale에서 핵내의 발현정도(nuclear IF)에서 세포질내의 발

현정도(cytoplasmic IF)의 차이를 측정하였다. 

t-test로 통계학적 검증을 하였다. 

결    과

세포의 수

GBE 군의 SGNs의 수는 Rosenthal canal 당 평균 79.1±

8.8개였고, 대조군은 65.6±9.3개로 GBE 첨가군이 통계학적

으로 의의 있게 많았다(Figs. 2 and 3).

세포의 크기

GBE 군의 SGNs의 세포크기는 평균 41.3±3.1, 대조군은 

40.2±3.2로 GBE 군에서 세포크기가 조금 컸지만 통계학적 

의의는 없었다(Fig. 4).

phospho Jun의 발현정도

pJun의 발현은 GBE 군에서 36.7±15.7, 대조군에서 49.4±

21.1로 통계학적으로 의의 있게 GBE 군에서의 발현정도가 

Fig. 2. Immunofluorescent image of GBE 
injected (A) and control (B) cochleae. The 
number of cell is more in GBE injected than 
the control. Red: NF-200, Green: hoechst. 
GBE: ginkgo biloba extract.

A B

Fig. 1. Photography of surgical field after cochleostomy. Bulla 
(asterisk) was opened and the stapedial artery (arrowhead) was 
identified before the cochleostomy (arrow).

Fig. 3. Comparison of cell number in GBE injected and the con-
trol group. The number was statistically different in both groups 
(p<0.05). GBE: ginkgo biloba extract.
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낮았다(Figs. 5 and 6).

고    찰

GBE는 세포의 괴사를 억제하여 손상된 각종 세포의 재생

에 유용한 물질로 알려져 있다. GBE의 대표적 물질인 EGb 

761Ⓡ은 doxorubicin에 의해 야기된 백서 심근세포의 세포손

상을 회복시키며,10) 당뇨성 백내장 환자의 높은 혈당에 의해 

유도된 수정체 세포손상을 예방하고,11) 담배 연기 추출물에 

의한 폐포 내막세포의 세포손상을 보호하며,12) 망막신경절 세

포의 caspase-3 의존성 세포괴사를 억제하는 효과를 가진

다.5) 특히 Parkinson병, Alzheimer병과 같은 질환에서는 신경

세포 보호작용으로 인한 치료효과가 인정되고 있다.4,12) EGb 

761Ⓡ은 schwann 세포의 신경재생도 촉진하여 말초신경의 

기능도 개선한다고 알려져 있다.12) 

GBE가 세포재생을 촉진하는 기전은 세포의 종류에 따라 

다르다. 가장 주된 기전은 세포 내 과량의 자유기(free radi-
cal)를 제거하는 것으로 관상동맥 우회술을 시행하는 환자에

서 EGb 761Ⓡ을 전처치할 경우 자유기에 의한 손상을 예방할 

수 있다.13) 또한 혈소판 촉진인자와 길항작용을 하여 혈소판

응집이 줄어들고 혈류가 증가하며 prostacycline와 nitric oxide

의 분비가 일어난다.13) EGb 761Ⓡ의 bilabalide는 glutamate에 

의해 유도되는 신경세포고사에 보호작용을 한다. 또한 노화

과정에서의 산화에 의한 apoptosis를 억제한다.14)

GBE는 이러한 항산화작용 및 신경세포 보호작용이 알려져 

이비인후과 영역에서도 돌발성 난청 환자의 치료제 중 하나로 

사용되고 있다. 

GBE는 전신투여시 gentamycin, cisplantin에 의한 와우

독성을 예방한다.3,15) Cisplantin은 와우내 항산화계의 고갈을 

일으키고 지방 과산화효소를 증가시켜 와우독성을 유발하

며 GBE는 이들을 억제하여 apoptosis를 예방한다. 

Burschka 등16)은 106명의 이명과 현훈을 동반하지 않는 

75 dB 미만의 일측성 돌발성 난청환자에서 EGb 761Ⓡ 120 mg

을 하루 2회 경구투여하여 높은 청력회복을 보고하였다. 

Reisser와 Weidauer1)는 76명의 환자에서 EGb 761이 청력회

복과 이명 소실을 촉진시킨다고 보고하였다. 

돌발성 난청에서 이러한 연구들의 단점은 난청치료를 위하

여 GBE를 단독으로 사용한 것이 아니라 다른 치료와 병행하

여 치료한 결과라는 점이다. 따라서 현재까지 GBE 단독사용

에 의한 치료효과를 분석한 논문은 없으며, 오히려 이명의 

치료에 GBE는 효과가 없다는 다수의 논문6,17)이 있어, 실제로 

GBE가 내이에 어떠한 작용을 미치는지는 아직 밝혀지지 않

고 있다고 할 수 있다. 

GBE에 의한 신경절 세포의 변화에 관한 연구는 망막신경

Fig. 5. pJun expression of GBE injected (A) 
and control (B) cochleae. Red: NF-200, Green: 
pJun. GBE: ginkgo biloba extract. 

A B

Fig. 4. Comparison of cell size in GBE injected and the control 
group. The size was statistically not different in both groups 
(p>0.05). GBE: ginkgo biloba extract.
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Fig. 6. Comparison of pJun expression in GBE injected and the 
control group. The value of expression was statistically lower in 
GBE injected group than in the control (p<0.05). GBE: ginkgo bi-
loba extract.
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절세포(retinal ganglion neuron, RGNs)5)에 관한 것이 대부

분이다. 이들 실험에서 GBE는 여러가지 원인에 의한 RGNs 의 

세포괴사를 억제하는데, 안신경 손상후 RGNs의 괴사를 억제

하여 형태학적, 기능적으로 RGNs를 보호한다. 

와우내의 SGNs는 유모세포로부터의 자극이 있을 때 생존

하는 세포이며, 내이성 난청에서 유모세포의 손상에 의한 이

러한 자극이 없어지면 세포괴사가 일어나게 된다. 

임상적으로 유모세포의 파괴는 소음, 약물, 노화 등의 원인

으로 일어난다.18) 70 dB 이상의 고도 감각신경성 난청의 가장 

효과적인 치료방법은 와우이식술인데, 이식된 인공와우가 달

팽이관 내에서 자극하는 부위가 SGNs이다. 난청발생 기간이 

증가함에 따라 SGNs도 점진적으로 그 수가 줄어들게 되며 

남아 있는 SGNs의 수는 와우이식 후의 청력개선 정도와 밀접

하게 연관되어 있다.8) SGNs의 괴사과정은 초기에는 생존촉진

인자(prosurvival)의 감소, 후기에는 괴사촉진인자(proapop-
totic)에 의해 일어난다. 괴사가 일어나는 기간은 개체별로 다

르며, 사람의 경우 수십 년에 걸쳐 일어나는 것으로 알려져 있

다.18,19) 괴사 과정에서 세포의 크기도 감소하게 되는데 본 연구

에서는 크기가 대조군보다 작기는 했으나 통계적인 의의는 보

이지 않았다. 백서 SGN의 괴사가 일어나는 시간경과 중 P50 

시점에서 세포의 크기변화는 미세한 것으로 추정하였다.

본 연구는 유모세포 손상에 의해 야기되는 와우 나선신경

절 세포의 괴사과정에 GBE가 미치는 영향을 세포의 수, 세포

의 크기 변화를 통하여 조사하였다. 특히 나선신경절 세포의 

괴사 과정 중 후기에 작용하는 phospho Jun의 활성을 측정

하여 GBE가 Jun 활성화 과정을 억제할 수 있는지를 p-Jun의 

발현정도를 분석하여 알아보았다. 

c-Jun은 세포괴사를 촉진하는(proapoptotic) 전사조절인자

(transcription factor)로 JNK에 의해 인산화되어 SGNs의 세

포괴사 과정 후기에 작용한다. 이러한 Jun 인산화와 JNK 활

성화는 유모세포 파괴 후에 2차적, 점진적으로 일어나는 

SGNs의 괴사과정에서 관찰된다.9) 따라서 JNK 활성화를 억

제하는 물질은 Jun 인산화에 의한 SGNs의 세포괴사를 억제

하게 되는데 현재까지 JNK를 억제하는 물질로 SP600125, I-

JIP(CEP 11004) 등20)이 실험적으로 입증되어 있으나 실제 임

상에서는 사용되고 있지 않다.

GBE는 이명과 난청에 대한 효과에 대해 논란이 있기는 하

지만, 각종 신경질환에 비교적 안정적으로 사용되어 온 물질

이다. 본 연구에서 GBE는 와우내로 직접 주입했을 경우 유모

세포 소실 후 괴사되어 가는 SGNs에 작용하여 괴사과정을 지

연시키는 것을 알 수 있었다. 또한 이때 pJun의 발현이 GBE 군

에서 감소하는 것을 관찰하였으며, 이는 GBE에 의한 SGNs 

생존촉진의 기전은 SGNs의 괴사과정 후기에 중요한 괴사촉

진인자인 JNK를 억제함으로써 이루어진다고 추정할 수 있다. 

본 연구를 통하여 SGNs의 생존에 GBE가 세포괴사를 억

제할 수 있다는 것을 알 수 있었다. 이는 GBE가 현재 활발히 

연구되고 있는 난청예방 및 치료를 위한 와우내 약물로 더 연

구가 필요함을 시사한다. 
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