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The individual and combined neuroprotective effects of propofol and ketamine on rat mixed cortical cultures 
exposed to oxygen-glucose deprivation-reperfusion injury 
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  Background:  Propofol and ketamine are have been known to have neuroprotective effects.  However, the effect of combined 

therapy with these 2 drugs is not well known with in vitro model.  This study was conducted to determine whether combined 

administration of propofol and ketamine could have additive effects in protecting cortical neurons from the oxygen-glucose 

deprivation (ischemia) - reoxygenation (reperfusion) injury.

  Methods:  Thirteen-day-old primary mixed cortical cultures were exposed to a 5-min combined oxygen-glucose deprivation 

(OGD, in vitro ischemia model), followed by 2 hr of reperfusion.  Propofol (1, 10, 25, 50, 100μM) and ketamine (1, 2.5, 5, 

10, 50μM) were added as alone or combination from the initiation of the OGD injury to the end of the reperfusion periods.  

The survived cells were counted using trypan-blue staining.  The data were converted to the cell death rate.  Statistical analysis 

was done by oneway-ANOVA tests and Bonferroni's test.  P ＜ 0.05 was considered as statistically significant.

  Results:  OGD-reperfusion demonstrated about a 70% cell death rate. 5−50μM of ketamine decreased the cell death rate 

compared with the no drug treated group (P ＜ 0.05).  10−100μM of propofol decreased the cell death rate compared with 

the no drug treated group (P ＜ 0.05).  Combined administration of ketamine 2.5μM + propofol 50, 100μM, ketamine 10μM 

+ propofol 100μM and propofol 1, 10μM + ketamine 5, 10μM decreased cell death rate compared with the same dosage of 

propofol or ketamine alone treated group (P ＜ 0.05).

  Conclusions:  Propofol or ketamine demonstrated neuroprotective effects.  And, combined administration ofpropofol and 

ketamine demonstrated additive neuroprotective effects against OGD-reperfusion injury.  (Korean J Anesthesiol 2008; 55: 72∼7)

Key Words:  ischemia-reperfusion injury, ketamine, propofol.

서      론

  뇌허혈과 재관류 초기에는 세포외 glutamate와 같은 흥분

성 아미노산의 급격한 증가와 glutamate 수용체 중 주로는 

N-methyl-D-aspartate (NMDA) 수용체의 과도한 흥분에 의한 

신경흥분독성 연속단계(excitotoxic cascade)의 활성화가 세포 

손상의 주요 기전으로 제시되고 있다.1-4)

  2,3-diisopropylphenol (propofol)의 뇌보호작용의 기전은 두

개내압의 감소, 뇌대사율의 감소, 뇌의 산소요구량 감소,5) 

항산화효과,6) NMDA 수용체 길항제로써의 효과 등 으로 알

려져 있으나,7,8) 뇌보호 효과를 나타내지 않는다는 보고도 

있다.9,10) 

  Ketamine (2-0-chlorophenenyl-2-methylaminocyclohexanone 

hydrochloride)은 해리성 정맥마취제로 NMDA 수용체에 비

경쟁적 길항제로 작용하여 Na+와 Ca2+ 채널을 통한 이들 이

온의 유입을 억제하며,
11,12) in vivo와 in vitro 실험에서 뇌보

호 효과가 있는 것으로 알려져 있으나,13-15) 효과가 없다는 

보고도 있으며,16) 뇌혈류량과 뇌대사율의 증가, 뇌압 상승 

등의 작용들로 인해 심한 뇌외상 환자에서는 추천되지 않
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는다.17) 

  저자들은 백서의 피질 신경원 혼합배양 모델에서 OGD에 

의한 뇌허혈과 재산소화에 의한 재관류 손상시 다양한 농

도의 propofol, ketamine을 단독 혹은 혼합 투여하여 뇌보호 

효과가 있는지, 두 약제 혼합 투여시 부가적인 뇌보호 효과

가 있는지 알아보고자 하였다. 

대상 및 방법 

  이 실험은 본 병원 실험실 동물 관리 및 윤리 규정에 따

라 행하였다. 몸무게 250−300 g의 임신한지 16일 되는 백

서(Sprague-Dawley)를 물과 먹이가 충분히 공급되는 사육실

에서 주위 환경에 적응시키며 하루동안 사육한 후 임신 17

일째 제왕절개를 통해 태아를 꺼내어 세포배양 실험을 진

행하였다. 실험에 필요한 시료들 중 Eagle’s minimum 

essential medium (MEM), 포도당(glucose), 5% horse serum 

(HS), 5% fetal bovine serum (FBS), trypan-blue stain은 Gibco 

BRL (Carlsbad, CA, USA)로 부터 glutamine, poly-D-lysine, 

cytosine β-D-arabino-furanoside hydrochloride (Ara C)은 

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)로 부터 laminin은 

Invitogen (Carlsbad, CA, USA)으로 부터 구입하였다.

    세포배양 

  실험전 20 mM 포도당, 5% HS, 5% FBS, 2 mM glutamine

을 섞은 MEM과 혼합하여 만든 100μg/ml의 poly-D-lysine과 

4μg/ml의 laminin으로 24-well 배양 플레이트와 35 mm 배

양 접시를 코팅 처리하였다. 백서를 ether 마취상자에 넣어 

마취제를 흡입시켰으며, 호흡이 없어진 것을 확인한 후 꺼

내어 경추탈골을 시켰다. 태아를 제왕절개를 통해 꺼낸 후, 

20 mM 포도당을 섞은 MEM 용액에 담그고 태아의 뇌피질 

부분을 분리하였다. 분리된 뇌 피질을 pasteur pipette으로 가

볍게 분쇄한 뒤 미리 코팅된 24-well 배양 플레이트에 400

μl, 35 mm 배양 접시에 2 ml 씩 분주하고, 37oC, 5% CO2 

유산소배양기(aerobic chamber)에서 배양하였다. 배양한 세포

는 1주후 glia가 자라나면 20 mM 포도당, 5% HS, 2 mM 

glutamine을 섞은 MEM 용액과 혼합하여 만든 10μM Ara 

C로처리하였고, Ara C 처리 후부터 실험 전까지 이틀 간격

으로 Ara C를 뺀 같은 배양액으로 1/3씩 바꾸어 주었다. 

    OGD (허혈) 재산소화(재관류) 손상과 약물처리 

  산소-포도당 결핍(oxygen-glucose deprivation, OGD)과 재산

소화 모델은 뇌허혈과 재관류에 의한 신경세포 손상을 in 

vitro로 재현하는 모델이다.

  13일째 혼합 배양된 세포를 사용하였으며, 35 mm 배양 

접시의 세포는 대조군 실험에, 24-well 배양 플레이트는 나

머지군 실험에 사용되었다.

  배양된 세포들은 약제를 처치하지 않고 유산소배양기에

서 계속 배양시킨 대조군, 약제를 처치하지 않고 OGD-재관

류 자극을 준 Blank 대조군, NMDA 500μM을 넣고 OGD-

재관류 자극을 주어 세포사를 유도시킨 Full kill군, propofol 

1, 10, 25, 50, 100μM 혹은 ketamine 1, 2.5, 5, 10, 50μM 

단독처리군, ketamine 2.5, 5, 10μM + propofol 1, 10, 25, 

50, 100μM 혼합 처리군으로 나뉘었으며, 각 약제는 OGD 

자극 1시간 전부터 재관류 2시간 동안 계속적으로 처리하

였다.

  OGD (허혈) 손상은 포도당이 없고, 95% 질소 가스로 30

분 동안 기포를 발생시켜 배지(media) 내의 잔여 산소를 제

거해준 DMEM (산소제거 DMEM, Gibco, USA) 용액으로 배

지를 바꾼후 5분간 무산소배양기에 넣어주는 방법으로 주

었으며, 20 mM 포도당, 5% HS, 2 mM glutamine을 섞은 

MEM 으로 배지를 바꾸어준 후 산소배양기에서 2시간 동안 

배양하는 방법으로 재관류시켰다. OGD 손상과 재관류시의 

약물 처리는 위의 각각의 배지에 혼합하였다. 

    살아있는 세포수 측정 

  재관류 후 10% trypan-blue stain을 15μl/well 씩 첨가하여 

유산소배양기에서 15분간 배양하여 염색하였다. 이후 eyepiece 

micrometer square 10×10 grid (Olympus, Japan)를 사용하여 

염색되지 않은 살아있는 세포 수를 세었다. 모든군은 최소

한 3마리의 쥐에서 결과를 얻었으며, 각 well 당 세 구역씩 

선정하였고 군당 27구역을 선택하여 well의 중심 부위로부

터 겹치지 않게 세포수를 세었다. 세포 수를 수식[100×(대

조군값-실험군값/대조군값-Full-kill군값)]을 사용하여 유산소

대조군의 값을 0으로, NMDA 500μM 처리군(Full kill군)의 

값을 100으로 하고, 이에 대한 각 실험군의 죽은 세포 백분

율을 구하였으며, SPSS 12.0 (SPSS INC., USA)을 이용하여 

One-way ANOVA test 실시하였고 사후 검증은 Bonferroni 

test로 실시하였다. 평균과 표준편차를 비교하여 P ＜ 0.05

시 의의있는 것으로 간주하였다. 

결      과

  5분간의 OGD (허혈), 2시간의 재관류 자극은 70.51% 정

도의 세포 사망률을 나타내었다(Fig. 1). 

  Propofol 10, 25, 50 100μM 처치군에서의 세포 사망율은 

각각 57.74%, 52.88%, 46.64%, 43.51%으로 대조군(70.51%)에 

비해 세포사망율이 의의있게 감소하였다(Fig. 1, Table 1).

  Ketamine 5, 10, 50μM 처치군에서의 세포사망율은 각각 

48.24%, 45.42%, 39.86%으로 대조군(70.51%)에 비해 세포사

망율이 의의있게 감소하였다(Fig. 2, Table 1). 
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Fig. 1. Figure shows the cell death rate in each concentration of 

propofol treated group during oxygen-glucose deprivation 

(OGD)-reoxygenation injury. Values are expressed as mean ± SD. 

10, 25, 50 and 100μM propofol treated group decreased the cell 

death rate compared with Blank group (P ＜ 0.05). Blank: cell 

group without drug treatment during OGD-reoxygenation injury. *: 

P ＜ 0.05 indicates significant differences compared with Blank 

group value.

Table 1. The Effects of Ketamine-Propofol Combination Therapy on Cell Death Rate (%) during Oxygen-Glucose Deprivation (OGD)-Reoxygenation 

Injury 

P Only K 2.5 K 5  K 10

K only 62.37 ± 5.57 48.24 ± 9.47  45.42 ± 10.96

P 1 64.41 ± 6.69 59.62 ± 6.47 52.34 ± 6.76
†

 49.12 ± 6.15
†

P 10 57.74 ± 9.85 54.66 ± 6.17 47.13 ± 7.68
†

 44.49 ± 9.41
†

P 25 52.88 ± 7.02 51.07 ± 7.30 45.39 ± 8.75
†

 41.55 ± 10.01
†

P 50 46.64 ± 9.04 47.80 ± 6.52* 47.13 ± 7.68  38.50 ± 9.16

P 100 43.51 ± 7.95 42.97 ± 7.76* 40.29 ± 6.56  34.93 ± 6.47*

Values are mean ± SD. Number of each group are 27. P only: propofol only treated group, P 1, P 10, P 25, P 50 and P 100: propofol 1, 

10, 25, 50 and 100μM treated group. K only: ketamine only treated group, K 2.5, K 5, K 10: ketamine 2.5, 5 and 10μM treated group. 

*: P ＜ 0.05 compared with the same dosage ketamine only treated group. 
†

: P ＜ 0.05 compared with the same dosage propofol only 

treated group.

Fig. 2. Figure shows the cell death rate in each concentration of 

ketamine treated group during oxygen-glucose deprivation 

(OGD)-reoxygenation injury. Values are expressed as mean ± SD. 

5, 10 and 50μM of ketamine treated group decreased the cell 

death rate compared with Blank group (P ＜ 0.05). Blank: cell 

group without drug treatment during OGD-reoxygenation injury. *: 

P ＜ 0.05 indicates significant differences compared with Blank 

group value.

  Ketamine 2.5, 5, 10μM과 각 농도의 propofol을 혼합 투

여한 결과 세포사망율을 ketamine 2.5μM 단독투여시 62.37%

에서 propofol 50, 100μM 혼합투여시 47.80%, 42.97% 로 의

의있게 감소시켰으며(Table 1), ketamine 10μM 단독투여시 

세포사망율 45.42%에서 propofol 100μM 혼합투여시 34.93%

로 의의있게 감소시켰다(Table 1). 또한 propofol 1, 10, 25μM

과 ketamine 10, 50μM 혼합 투여시 세포사망율을 의의있게 

감소시켰다(Table 1). 

고      찰

  본 연구에서 사용한 산소-포도당 결핍(oxygen-glucose depri-

vation, OGD)과 재산소화 모델은 뇌허혈과 재관류에 의한 

신경세포 손상을 in vitro로 재현하는 모델이며,4,18,19) propofol

과 ketamine을 단독 혹은 혼합 투여하여 부가적인 뇌보호 

효과가 있는지 살펴보았는데, 혼합투여시 일부 농도에서 부

가적 뇌보호 효과가 있었다. 

  뇌허혈과 재관류에 의한 뇌손상의 기전으로 신경흥분 독

성(Excitotoxicity)이 주요한 기전 중 하나로 알려져 있는데 

이는 과다 분비된 glutamate 등 흥분성 아미노산에 의한 수
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용체들의 과도한 자극으로 인한 신경세포 세포사멸(neuronal 

cell death)이 일어나는 것을 의미한다.1-3,20-22) 세포외 gluta-

mate의 농도는 접합 분절로의 분비와 glutamate transporter의 

흡수에 의해 유지되고 있는데, 뇌허혈시에는 ATP 소실에 

의해 탈분극화된 접막전 신경에서의 흥분성 아미노산들

(glutamate, aspartate 등)의 다량 분비와3,20,21) 허혈에 의한 

astrocyte에 있는 glutamate transporter 작용의 억제 혹은 역작

용에 의해 허혈 수분 내에 glutamate의 농도가 급격히 증가

한다.23-25) 증가된 glutamate는 흥분성 아미노산 수용체 중 하

나인 NMDA 수용체를 주로 활성화시켜 세포 내로의 Ca2+ 

유입을 증가시키게 된다. 증가된 Ca2+에 의해 일련의 뇌손

상 작용이 일어나게 되는데,1) 첫째로 Ca2+과 함께 Na+, Cl- 

등이 세포내로 같이 유입되어 세포의 삼투성 팽창을 가져

오며,26) 두번째로는 Ca2+이 공통의 2차 매개체로 작용하기 

때문에 여러가지 해로운 효소들을 활성화시킬 수 있는데,27) 

phospholipase A2와 cyclooxygenase에 의한 유리기의 생성, 

endonucleases에 의한 DNA 분해, neuronal nitric oxide syn-

thase (nNOS)에 의한 NO의 생성과 NO와 superoxide의 반응

에 의한 peroxynitrite의 형성 등이 이에 속하며,27,28) 허혈에 

의한 사립체의 손상도 뇌손상 기전에 관여한다.29) 이와 같

은 일련의 손상 과정은 세포 분해를 가져오며, 주로 괴사

(necrosis) 형태의 세포사멸(cell death)을 일으킨다. 

  재관류시에도 세포가 손상을 받는데, 활성산소(reactive 

oxygen species)와 활성질소(nitrogen species)의 과도한 생성

에 의한 단백질이나 세포막의 손상이 주요 기전이라 하였

으며,30) Li 등의19) in vitro 실험에 의하면 허혈시에는 세포 

팽창과 neurite 손상 등 약한 정도의 손상과 신경학적 손상

의 시작 단계만 나타나지만, 비가역적 심한 정도의 손상은 

재관류에 의해 나타난다 하였다. 또한 이들은 본 연구에서

와 같은 허혈과 2시간 정도의 짧은 재관류에서는 세포막 

손상을 동반하는 괴사 형태의 세포사멸이 주로 일어나고, 

재관류가 수일 정도 지속되면 세포자멸사(apoptosis) 형태의 

세포 손상이 나타난다 하였다.19) Engelhard 등도31) 재관류 

후의 세포 손상은 괴사와 세포자멸사의 요소를 다 가지고 

있으며, 세포자멸사는 재관류 4시간 후에 나타나기 시작한

다고 보고하였다. 본 논문에서는 5분간의 in vitro 허혈과 2

시간의 재관류를 시행했으므로 신경 손상이 세포자멸사보

다는 괴사에 의한 가능성이 많다고 생각되어지지만, 신경 

세포 손상의 형태가 괴사인지 세포자멸사인지 확인하기 위

한 효소 측정과 염색 등을 실시하지는 않았다. 

  Propofol의 뇌보호 효과에 대해서는 in vivo와 in vitro 상

에서 많은 연구들이 진행되었다.5-10,32-36) 본 연구에서는 

propofol을 허혈자극 전부터 투여하기 시작하여 2시간의 재

산소화기간 동안 계속 투여하였고, 10−100μM의 농도에서 

살아있는 세포수를 의의있게 증가시켰다. Young 등은32) rat

를 이용한 in vivo 뇌허혈-재관류 실험에서 propofol을 뇌허

혈 중간부터 재관류시까지 투여하였을 때 뇌경색 용적을 

21% 감소시킬 수 있었다고 보고하였으며, Yamakura 등은33) 

20μM의(임상농도: −35μM) propofol이 NMDA 채널을 

24% 억제한다 보고하였는데, 이는 대조군에 비해 propofol 

25μM 투여군에서사망세포율을 70.51%에서 52.88%로 감소

시킨 저자들의 보고와 비슷하며(Fig. 1, Table 1), 임상적으

로 사용 가능한 propofol의 용량에 해당한다(−35μM).33)

  Propofol의 뇌보호 기전으로는 두개내압의 감소, 뇌대사율

의 감소, 뇌의 산소요구량 감소,5) glutamate 수용체에 길항제

로서의 작용,7,8,33) Na+ 이온채널 의존적 glutamate 분비 감

소,34) glutamate 흡수의 증가,6,35) 세포외 glutamate 농도의 감

소, 항산화제로 작용하여 유리기 제거자(free radical scavenger)

로 작용하는 기전36) 등이 보고되고 있다. 본 연구는 in vitro 

실험이므로 뇌보호 주요 기전인 뇌대사율의 감소 등이 관

여하지는 않겠지만 정확한 기전을 알려면 추가 연구가 필

요하다. 

  Ketamine은 여러가지 in vivo 와 in vitro 실험에서 주로 

NMDA수용체 길항제로 작용하여 뇌보호 효과를 나타낸다

고 보고하고 있다.13-5) 본 연구에서는 5−50μM의 농도에서 

뇌보호 효과가 있었으며, 이는 마취시 최대 혈장 농도가 

8.5−9.5μM이며, 실제 NMDA 수용체 도달 농도는 몇 배 

더 높을 것이라는 보고로 미루어 보아12) 임상적으로 사용 

가능한 용량이다. Shibuta 등은15) in vitro에서 NMDA 자극시 

5μM 이상의 ketamine은 살아있는 신경세포 수를 의의있게 

증가시킨다고 보고하여 우리의 결과와 일치하였으며, 

Rothman 등은14) in vitro에서 10μM 이상의 ketamine은 허혈

시 ATP 손실을 의의있게 감소시킨다고 보고하였는데, 이는 

Rothman 등이 이 이하의 농도에서는 실험하지 않았기 때문

이라고 생각되어진다. Jensen 등은16) in vivo상에서 허혈 전

과 이후 7일간 ketamine을 투여하며 실험한 결과 ketamine이 

뇌보호 효과가 없다 보고하였는데, 이는 본 연구의 결과와 

일치하지 않으며, in vivo 상에서는 뇌혈류량, 두개내압의 

증가, 뇌대사율의 증가, 뇌의 산소요구량 증가 등의 영향이 

있기 때문이 아닌가 생각되어진다. 두 약제를 혼합 사용하

여 부가적 뇌보호 효과를 기대할 수 있다면 이상적인데, 본 

연구 결과 저용량의 ketamine 2.5μM 단독 투여시 뇌보호 

효과가 없었으나, propofol 50, 100μM과 혼합투여시 세포사

망율을 62.37%에서 47.80%, 42.97%로 감소시켜 부가적 뇌보

호 효과가 있었으며, 이중 propofol 50μM은 임상적으로도 

사용 가능한 용량이다(−35μM).33) 또한 propofol 1μM 단

독 투여시는 뇌보호 효과가 없었으나 ketamine 5, 10μM 혼

합투여시 세포사망율을 64.41%에서 52.34%, 49.12%로 감소

시켜 부가적 뇌보호 효과가 있었다. 

  Kwon 등은37) 전뇌허혈시(in vivo model) 허혈전 10분동안 



 대한마취과학회지：제 55 권 제 1 호 2008 

76

ketamine과 propofol 혼합 투여시 뇌경색 면적을 줄이지 못

하였다고 하였는데, 이는 본 논문의 결과와 일치하지 않으

며, 본 연구가 in vitro 상에서 행하여 졌으므로 단순 비교는 

어렵다고 생각되어진다. 

  Shibuta 등은15) in vitro에서 NMDA 자극과 동시에 ketamine

과 thiopental sodium (TPS)을 단독 혹은 혼합 투여하여 실험

하여 본 결과, ketamine 5μM 이상시 뇌보호 효과가 있었으

며, ketamine 5 혹은 10μM과 TPS 50μM 혼합투여시 뇌보

호 효과가 상승 되었다고 보고하였는데, TPS는 NMDA 길

항제, 유리기 제거자 등으로 작용하여 뇌보호 효과가 있다

고 알려진 약이어서 propofol과 비슷한 기전 뇌보호 기전을 

가지고 있으며,10,38) 이는 본 연구의 결과와 비슷하였다.  

  백서 피질 신경원 혼합배양 모델에서 OGD-재산소화에 

의한 허혈과 재관류 손상시 10μM 이상의 propofol, 5μM 

이상의 ketamine이 뇌보호 효과가 있었으며, ketamine 2.5μM 

+ propofol 50, 100μM과 혼합투여시 혹은 propofol 1μM + 

ketamine 5, 10μM 혼합투여시 부가적 뇌보호 효과가 있었

다. 기전 등에 대해서는 추가 연구가 필요하리라 생각되어

진다. 
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