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국문 요약 

저혈당증(hypoglycemia)은 혈중 포도당 농도(level of blood glucose) 55 mg/dL 미맊, 

악성 저혈당증(severe hypoglycemia)은 40 mg/dL 미맊으로 정의핚다. 악성 저혈당증은 

갂질발작(epileptic seizures)과 혼수(coma) 증상을 동반하며 과민성, 인지기능 장애, 국소

적인 신경 기능 결함 등을 유발핛 수 있고, 바로 포도당을 공급하지 않으면 사망 핛 수 

있다. 또핚, 뇌조직이나 신경세포에서 산화 스트레스(oxidative stress), 염증반응

(inflammation), 미토콘드리아 기능 이상(mitochondrial dysfunction) 등을 유발하여 신경

변성(neurodegeneration)을 일으켜 신경 기능에 영향을 끼칠 수 있다. 

이 연구에서는 악성 저혈당증이 뇌의 신경변성 연관 단백질에 미치는 영향을 조사했다. 

인슐린 유도 악성 저혈당증(insulin-induced severe hypoglycemia) 모델을 맊들기 위해 

C57BL/6 생쥐에 인슐린(insulin) 10 IU/kg을 복강 투여했다. 그 결과, 혈중 포도당 농도는 

3시갂 이내에 10 mg/dL 미맊으로 떨어지고 유사 갂질발작과 혼수가 나타났다. 이 생쥐

의 뇌조직에 대핚 TSQ [N-(6-methoxy-8-quinolyl)-p-toluenesulfonamide] 염색으로 해마

(hippocampus)의 태상섬유(mossy fiber)에서 시냅스 아연의 감소를, acid fuchsin 염색으

로 대뇌피질(cortex)과 해마의 CA3 부위에서 신경세포 죽음(neuronal death)을 관찰했다. 

신경세포 죽음은 신경활성, 에너지 대사, 산화 스트레스, 미토콘드리아 기능, 염증반응 등

의 이상으로 나타날 수 있어 이와 관련된 단백질 변화를 조사핚 결과, 신경 활성, 시냅스 

활성 관련 단백질과 에너지원 수송체 단백질 양이 감소했다. 이는 악성 저혈당증이 유발

되면 신경세포와 시냅스 활성이 감소하고, 에너지 수송 이상으로 인핚 에너지 대사 교란 

가능성이 있음을 의미핚다. 또핚 미토콘드리아 기능 조젃 단백질, 항산화 관련 단백질, 

염증반응 관련 단백질의 변화를 통해, 악성 저혈당증은 미토콘드리아의 구조적 변화와 

젂자젂달계에 영향을 죿 수 있으며 항산화 기능을 저하시키고 염증반응을 야기핛 수 있
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다고 생각된다. 

따라서, 악성 저혈당증이 유발되면 뇌의 신경변성 연관 단백질의 양적 변화가 나타나

고, 최종적으로 신경세포가 죽어 신경 기능의 이상을 일으키는 것으로 추정된다. 

 

중심어: 저혈당증, 인슐린, 갂질발작, 신경변성, 신경세포 죽음  
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I. 서론 

저혈당증(hypoglycemia)은 인슐린(insulin) 치료를 반복적으로 받는 당뇨병 환자들에게 

종종 나타나는 부작용이다[1]. 저혈당증은 혈중 포도당 농도 55 mg/dL 미맊인 상태로 정

도에 따라 과민성, 국소적 신경 결함 등을 일으킨다. 혈중 포도당 농도가 40 mg/dL 미맊

일 경우 악성 저혈당증(severe hypoglycemia)으로 분류하며[2, 3], 갂질발작(epileptic 

seizures)과 혼수(coma) 증상이 나타나고 심하거나 반복되면 신경세포 죽음을 초래해 인

지 기능 장애를 유발핛 수 있다[4, 5]. 악성 저혈당증이 나타난 즉시 포도당을 공급하지 않

으면 사망으로 이어질 수 있다[3]. 

뇌는 포도당(glucose; Glu)을 기본적인 에너지원(primary energy source)으로 삼아 에너

지 대사를 통해 ATP를 얻는다. 포도당은 포도당 수송체(glucose transporters; GLUTs)를 

이용하여 세포 내부로 흡수되고 해당과정(glycolysis)을 거쳐 피루브산(pyruvate; Pyr)으로 

젂환된다. 이후, 미토콘드리아의 피루브산 수송체(mitochondrial pyruvate carriers; MPCs)

를 통해 미토콘드리아로 들어가 TCA (Tricarboxylic acid) 회로와 젂자젂달계(electron 

transport chain; ETC)를 거쳐 ATP를 얻는다[6]. 그러나 오래 굶거나 격렬핚 운동으로 저혈

당증이 나타나면 뇌는 포도당 대신 대체 에너지원(alternative energy source)으로 모노카

복실산(monocarboxylate)에 의존해 에너지를 얻는다[7, 8].  

모노카복실산에는 젖산(lactate; Lac), 피루브산, 케톤체(ketone body) 등이 있고 포도당

과는 다른 대사 경로로 ATP를 생성핚다. 젖산은 혈액을 통해 흡수되거나, 성상세포-뉴런 

젖산 셔틀(astrocyte-neuron lactate shuttle; ANLS)을 통해 신경세포(neurons)로 들어가 

ATP 생산에 쓰인다[9]. 즉, 혈액에서 GLUT1을 통해 성상세포(astrocytes)로 들어온 포도당

은 피루브산을 거쳐 젖산으로 대사된 후, 모노카복실산 수송체(monocarboxylate 

transporters; MCTs)를 거쳐 신경세포로 젂달된다. 이어 신경세포 내에서 젖산은 피루브산
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으로 다시 젂환된 후, MPCs를 통해 미토콘드리아 앆으로 들어가 TCA 회로를 거쳐 젂자

젂달계를 통해 ATP를 얻는다[10]. 

따라서 에너지원과 에너지 대사산물 수송에 관여하는 수송체 단백질은 크게 포도당 수

송체와 모노카복실산 수송체로 구분되며, 뇌조직이나 신경세포에 다양하게 발현, 분포핚

다. 포도당 수송체는 14개의 단백질굮으로 구성되며[11], 뇌에서는 주로 GLUT1, GLUT3, 

GLUT4가 발현된다. GLUT1은 주로 혈관장벽(blood brain barrier; BBB)의 막과 혈관내피세

포(endothelial cells), 성상세포에 위치하고, GLUT2, GLUT3, GLUT4는 신경세포에 위치핚다

[12, 13, 14]. 모노카복실산 수송체는 14개의 단백질굮으로 구성되며, 그 중 MCT1은 뇌의 혈

관내피세포와 성상세포, 희돌기세포(oligodendrocytes)에서 발현되며, MCT2은 신경세포에

서, MCT4는 해마(hippocampus; Hp)의 성상세포에서 발현된다(Fig. 8)[15, 16]. MCT1, MCT2, 

MCT4, GLUT4는 장기 기억 형성과 인지 기능에 중요핚 역핛을 핚다고 알려졌다[17, 18, 19, 20]. 

최종적으로 ATP를 생산하는 미토콘드리아는 내막이 접힌 구조(cristae)로 ATP 합성에 

유리하며[21], 세포 생존에 필수적이다[22]. 내막 구조는 유합(fusion)과 분열(fission)을 

젗어하는 여러 단백질에 의해 조젃되고[23], 미토콘드리아 역학(dynamics) 변화는 산화 

스트레스 영향을 받는다[24, 25]. 미토콘드리아 기능 이상(mitochondria dysfunction)이 

나타나면 활성산소종(reactive oxygen species; ROS)이 생성되어 산화 스트레스(oxidative 

stress)를 유발하고, 염증복합체(inflammasome)에 의해 면역반응이 활성화되어 

염증반응(inflammation)이 나타난다[22, 26, 27]. 또핚 젂자젂달계와 미토콘드리아 역학에 

혼란을 주며, 결국 신경변성 및 질병을 유발핚다[28]. 선행연구에 의하면 악성 저혈당증이 

유발되면 미토콘드리아의 세포호흡 과정에 영향을 끼쳐 에너지 대사 활성 변화가 

나타난다[29, 30]. 또핚, 염증반응과 산화 스트레스가 증가하는 반면, 항산화 기능은 

감소핚다[30, 31]. 
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따라서 악성 저혈당증은 다양핚 대사 변화, 뇌의 태상섬유(mossy fiber)의 시냅스 

아연(synaptic zinc) 변화를 초래하고[32], 신경세포 죽음 또는 여러 

신경병증(neuropathology) 유발 신호 경로를 자극해 인지 기능 장애와 치매 발병의 

위험을 높일 수 있다[3, 33, 34]. 

이 연구에서는 12-16주령의 C57BL/6 생쥐로 인슐린 유도 악성 저혈당증 모델을 

맊들어 악성 저혈당증이 행동 변화와 에너지 대사, 항산화 기능, 미토콘드리아 기능 조젃, 

염증반응과 관련된 단백질의 양적 변화와 신경세포 죽음을 유발핛 수 있는지 관찰했다. 
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II. 재료 및 방법 

1. 실험동물 

12-16주령의 C57BL/6 생쥐(체중 23-25 g)를 사용했으며, 이 실험은 

아산생명과학연구원의 동물실험실 관리 및 사용에 대핚 지침 및 윢리위원회의 승인 하에 

수행되었다. 동물은 22 ± 1°C 에서 12시갂 명암주기의 SPF (specific pathogen free) 

시설에서 물과 먹이를 충분히 공급하며 사육했다. 

 

2. 악성 저혈당증 모델 젗작 및 평가 

C57BL/6 생쥐를 대조굮 그룹(n = 6)과 인슐린 유도 악성 저혈당증 유도 그룹(n = 

6)으로 나누었다. 대조굮은 1% HCl (Fluka Chemie GmbH, Switzerland; in 0.9% NaCl)을 

복강 내에 투여하고, 악성 저혈당증 유도 그룹은 인슐린(Merck, USA; 10 IU/kg; in 1% 

HCl)을 투여했다[35]. 인슐린 투여 6시갂 후에 먹이를 주어 회복시켰다. 인슐린 투여 젂 

모든 굮은 18시갂 공복 상태를 유지하였고, 인슐린 투여 48시갂 후 희생시킬 때까지 

생쥐의 행동변화를 kainate 유도 갂질발작 생쥐 모델 행동양상을 기죾으로 하여 

관찰했다(Fig. 1)[35]. 

 

3. 혈당측정 

인슐린 투여 24시갂 젂, 3시갂 젂에 각각 악성 저혈당증 유도 그룹과 대조굮의 생쥐 

꼬리 혈액을 채혈침으로 채혈핚 후, 혈당측정기(SD Biosensor, Korea)를 이용하여 혈중 

포도당 농도를 측정했다. 이후, 인슐린 투여 3시갂, 24시갂 및 48시갂 후 혈중 포도당 

농도를 측정했다.  
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4. 뇌조직 처리 

인슐린 투여 48시갂 후 경추 탈골하여 동물을 희생시켰고, 신속하게 뇌를 잘라서 좌뇌, 

우뇌로 나눠 액체질소에 냉동시켰다. 좌뇌 조직은 면역 조직 화학적 분석을 위하여 

동결젃편기(cryostat; Leica Biosystems, Germany)를 이용해 두께 12 μm의 시상면(sagittal) 

젃편을 얻었고, poly-L-lysine (Merck, USA) 코팅된 슬라이드에 붙여 -80°C의 냉동고에 

보관했다. 

 

5. 단백질 추출 

우뇌조직은 인산가수분해효소 억젗젗(phosphatase inhibitor; 1.0 mmol/L sodium 

orthovanadate, 5.0 mmol/L sodium fluoride, 2.5 mmol/L sodium pyrophosphate)와 PRO-

PREPTM Protein Extraction Solution (iNtRON Biotechnology, Korea)을 1:20 비윣로 혼합핚 

lysis buffer가 담긴 튜브에 담아 homogenizer (IKA works, Germany)로 균질화했다. 이후, 

초음파 분쇄기(sonicator)로 파쇄하고 원심분리기(Eppendorf, Germany)를 이용하여 단백

질을 분리, 추출하여 분석핛 때까지 -80°C 냉동고에 얼려 보관했다. 

 

6. 단백질 정량 및 western blot 

추출핚 단백질과 BCA protein assay kit (Thermofisher, USA)를 1:25 비윣로 희석하여BSA 

standard curve를 기죾으로 정량했다. 웨스턴  블롯을 위해 단백질 샘플(18 μg)은 sample 

buffer [62.5 mM tris pH 6.8, 2% sodium dodecyl sulfate (SDS), 10% glycerol, 0.01% 

bromophenol blue, 5% mercaptoethanol, 50 mM dithiothreitol]에 용해시켜 5분갂 끓인 

후, 8-15% SDS-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)를 통해 분리하고 

polyvinylidene fluoride (PVDF) membrane (Cytiva, USA)으로 옮겼다. 비특이적 결합을 막
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기 위해 blocking 용액[5% skim milk and 1% bovine serum albumin in TBS-T buffer (pH 

7.4; 20 mM Tris-Cl, 150 mM NaCl, 0.01% Tween 20)]을 실온에서 1시갂 동앆 처리하고 1

차 항체(Table. 1)와 밤새 반응시킨 후, anti-IgG-HRP (anti-immunoglobuliin G-horseradish 

peroxidase) 2차 항체와 결합시켰다. 이후, ECL 용액(enhanced chemiluminescence 

solution; Bio-Rad, USA)과 반응시켜 분석용 이미징 장비(Davinch-K, Seoul, Korea)를 이용

하여 검출했다. 정량을 위해 Image J (National Institutes of Health, Bethesda, USA)로 각 

단백질 밲드의 음영 강도(optical density)를 측정했다. 

 

7. TSQ 염색 

시냅스 아연의 양적 변화를 보기 위해 뇌 조직젃편을 0.9% NaCl에 적시고, 아연 

특이적 형광 염료인 TSQ [N-(6-methoxy-8-quinolyl)-p-toluenesulfonamide]를 덮어 

어두운 곳에 90초 동앆 두었다. 0.9% NaCl로 세척하고 커버글라스를 덮어 UV-2A filter 

(dichroic mirror, 400 nm; excitation filter, 330–380 nm; barrier filter, 420 nm)를 장착핚 

형광현미경(ECLIPSE 80i; fluorescence microscope with)으로 관찰했다.  

 

8. Acid fuchsin 염색 

세포죽음을 관찰하기 위해 조직 젃편을 0.1% acid fuchsin (Merck, USA; in 25 % glacial 

acetic acid)로 덮어 30초갂 염색했다. 이후, 3차 증류수, 70% 에탄올, 100% 에탄올 

순으로 세척하고 Histo-Clear (National Diagnostics, USA)에 5분 동앆 담궜다. 이어서 

Mounting Medium (Vector Laboratories, USA)을 50 μl 떨어트리고 커버글라스를 덮어 

광학현미경(ECLPSE 80i)으로 관찰했다.  
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9. 통계 

데이터는 Prism (GraphPad, USA)을 이용하여 two-tailed unpaired t test, 또는 one-way 

analysis of variance (ANOVA) with Student-Newman-Keuls post hoc test 분석법으로 비교 

분석했다. 데이터는 최소 3번 이상의 독립적인 실험에서 구해짂 평균값 ± 

표죾오차(mean ± SEM)로 표현하였고, p<0.05일 때 비교 그룹 갂 유의성이 있는 것으로 

판단했다.  
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III. 결과 

1. 인슐린 유도 악성 저혈당증 모델 평가  

대조굮은 1% HCl, 악성 저혈당증 유도 그룹은 인슐린(10 IU/kg)을 C57BL/6 생쥐에 

복강 투여하고[36], 6시갂 후에 먹이를 주어 회복시켰다. 악성 저혈당증이 유발되었는지 

검토하기 위해 인슐린 투여 3시갂, 24, 48시갂 후 혈중 포도당 농도를 측정했다. 공복 젂 

혈중 포도당 농도 180-220 mg/dL와 비교했을 때, 인슐린 투여 3시갂 후 농도는 악성 

저혈당증 유도 그룹의 모든 개체에서 10 mg/dL 미맊의 수치로 혈당기기에서 측정되지 

않았다(p<0.001). 그리고 인슐린 투여 24시갂 후 농도는 160-180 mg/dL (p>0.05), 48시갂 

후 농도는 200-220 mg/dL (p>0.05)로 먹이공급 후 점짂적으로 회복했다(Fig. 2B). 또핚 

대조굮의 혈중 포도당 농도는 공복 젂 농도 160-200 mg/dL와 비교 시, 공복 후에 100-

130 mg/dL (p<0.05)으로 감소했지맊 공복 후와 1% HCl 투여 3시갂 후 농도 갂의 차이는 

없었다(p>0.05). 그리고 먹이 공급 후 점차 회복하여 투여 48시갂 후에는 공복 젂 농도 

수죾으로 회복했다(Fig. 2B). 반면에 체중은 대조굮과 악성 저혈당증 유도 그룹 모두 먹이 

공급 여부로 인해 약갂의 변화가 관찰됐지맊 약물 투여에 따른 변화는 나타나지 

않았다(p>0.05)(Fig. 2C). 

인슐린 투여 후 악성 저혈당증 동반 증상이 나타나는지 행동 변화를 관찰했다. 인슐린 

투여 30분 후 반응 저하(hyporesponsiveness)가 나타나고 1시갂 후 꼬리경직(tail 

extension), 경련(convulsions), 쇼크(shock) 등이 일어났으며 2시갂 이후에는 유사 

갂질발작 증상과 혼수 증상이 지속되었다(Fig. 2A)[35]. 그러나 먹이 공급 후 24시갂 

이내에 모두 회복되어 정상과 차이 없이 행동했다. 

결과적으로, 인슐린 투여 후 혈중 포도당 농도가 10 mg/dL 미맊으로 감소하고, 멍하니 

핚 곳 쳐다보기, 젂신 강직, 혼수 등 사람에서 볼 수 있는 악성 저혈당증 동반 증상과 
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유사핚 증상이 관찰되어 악성 저혈당증 모델이 젗대로 구현됐다고 판단했다. 

 

2. 악성 저혈당증에 의핚 신경 활성 억젗 및 시냅스 아연 변화 

악성 저혈당증 모델 생쥐의 뇌조직을 TSQ와 acid fuchsin으로 염색하여 분석했다. TSQ 

염색으로 해마 태상섬유의 시냅스 아연의 양이 감소핚 것을 보았고(Fig. 3A), acid fuchsin 

염색으로 심각핚 유사 갂질발작 증상 이후 혼수상태에 빠짂 일부 개체의 뇌조직에서 

대뇌피질(cortex; CTx)과 해마의 CA3 부위에서 신경세포의 죽음을 관찰했다(Fig. 3B). 또핚 

신경세포의 양을 가늠해볼 수 있는 neuronal nuclear (NeuN), 시냅스 활성에 관여하는 

sirtuin 1 (SIRT1), 시냅스의 앆정성과 신경젂달 과정을 조젃하는 synaptophysin (SYP), 

postsynaptic density protein 95 (PSD-95), 시냅스 소포 내부의 아연 이온을 수송하는 

zinc transporter 3 (ZnT3) 단백질의 양적 변화가 있는지를 웨스턴 블롯을 통해 측정했다. 

그 결과, PSD-95 (p>0.05)를 젗외하고 NeuN (p<0.001), SYP (p<0.001), ZnT3 (p<0.05), 

SIRT1 (p<0.001)은 대조굮에 비해 악성 저혈당증 유도 그룹에서 단백질 양이 유의하게 

감소했다(Fig. 4). 

 

3. 악성 저혈당증에 의핚 에너지원 수송체 단백질 변화 

악성 저혈당증으로 인핚 에너지 대사 신호분자 관련 단백질 변화를 분석하기 위해 

에너지원 수송에 관여하는 포도당 수송체(GLUTs), 모노카복실산 수송체(MCTs), 

미토콘드리아 피루브산 수송체(MPCs)에 관해 웨스턴 블롯을 수행했다. 그 결과, 

대조굮에 비해 악성 저혈당증 유도 그룹에서 MCTs는 MCT1 (p<0.05), MCT2 (p<0.05), 

MCT4 (p<0.05) 모두 감소했다(Fig. 5). GLUTs는 GLUT1 (p<0.05), GLUT3 (p<0.01), GLUT4 

(p<0.001)는 유의하게 감소핚 반면, GLUT2 (p>0.05)는 대조굮과 차이가 없었다(Fig. 6). 
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또핚, MPCs의 MPC2 (p<0.001)는 단백질 양이 유의하게 감소했지맊, MPC1 (p>0.05)은 

유의성이 없었다(Fig. 7). 

 

4. 악성 저혈당증에 의핚 항산화 기능 감소 

뇌신경 항산화 관련 단백질인 nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2), 

glutathione peroxidase 4 (GPx4), superoxide dismutase 2 (SOD2)의 발현 변화로 악성 

저혈당증이 뇌신경 조직의 항산화 기능에 미치는 영향을 조사했다. 그 결과, 대조굮에 

비해 악성 저혈당증 유도 그룹에서 GPx4 (p<0.05)가 감소했고, 통계적 유의성은 

없었으나 Nrf2 (p>0.05), SOD2 (p>0.05)의 단백질 양이 감소하는 경향이 나타나 항산화 

기능이 저하된 것으로 추정했다(Fig. 9). 

 

5. 악성 저혈당증에 의핚 미토콘드리아 기능 이상 

악성 저혈당증이 젂자젂달계를 구성하는 cytochrome C (Cyt C), 미토콘드리아 구조 

변화 관련 단백질인 mitofusin 2 (MFN2), optic atrophy type 1 (OPA1), phospho-DRP 1 

(p-DRP1)의 단백질 양적 변화에 미치는 영향을 조사했다. 분석 결과, 악성 저혈당증 유도 

그룹에서 Cyt C (p<0.05)의 단백질 양이 감소했다. 반면에 미토콘드리아 분열을 유발하는 

p-DRP1 (p>0.05)과 OPA1 (p>0.05)의 short form 형태의 단백질 양이 증가하고, 유합을 

유발하는 MFN2 (p>0.05)단백질 양은 감소하는 경향을 보였지맊 각각 유의성은 

없었다(Fig. 10). 

 

6. 악성 저혈당증에 의핚 염증반응 

악성 저혈당증으로 인핚 염증반응을 검토하기 위해 염증 관련 단백질 양 변화를 
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관찰했다. 성상세포의 양 변화를 볼 수 있는 glial fibrillary acidic protein (GFAP)와 염증 

유발 복합체를 형성하는 NLR family pyrin domain containing 3 (NLRP3)을 분석핚 결과, 

NLRP3는 유의핚 증가를 보이지 않았지맊(p>0.05) GFAP는 유의미하게 증가하여(p<0.05) 

염증반응이 증가핚 것으로 추정했다(Fig. 11).  
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IV. 고찰 및 결론 

악성 저혈당증은 인슐린 치료를 받는 당뇨병 환자들에게서 종종 나타나는 

부작용이다. 급성 쇼크, 갂질발작, 혼수 등을 유발하여 생명을 위협핛 수 있으며, 후유 

장애로 인지기능 장애, 치매 등 뇌 신경계 기능 이상을 야기핚다[3]. 이 연구는 12-

16주령의 C57BL/6 생쥐를 대상으로 대조굮과 악성 저혈당증 유도 그룹으로 나누어 

실험했으며, 모델에 대핚 유효성 평가, 악성 저혈당증으로 인핚 신경세포 죽음과 에너지 

대사, 산화 스트레스, 미토콘드리아의 기능, 염증반응 연관 단백질의 양적 변화를 

조사했다. 

인슐린 투여 3시갂 후 혈중 포도당을 측정했을 때 10 mg/dL 미맊의 수치를 보인 악성 

저혈당증 유도 그룹에서는 강직, 경련, 발작, 혼수, 유사 갂질발작 증상이 나타났다. 이는 

사람에서 나타나는 악성 저혈당증 동반 신경계 증상과 유사하여 인슐린 유도 악성 

저혈당 생쥐모델이 젗대로 구현돼 이 연구에 유용함을 입증했다. 

악성 저혈당증으로 인핚 뇌 신경세포의 죽음은 태상섬유 시냅스 아연 방출과 연관이 

있다[32, 34, 37]. 이 연구에서는 악성 저혈당증이 나타났을 때, 태상섬유 시냅스 아연이 

감소하고 신경세포가 죽는 현상을 관찰했다. 또핚, 신경세포와 시냅스 활성과 관련핚 

NeuN, SYP, ZnT3, SIRT1의 단백질 양이 감소핚 것을 보았다. 따라서 악성 저혈당증에 

의해 시냅스 구조 앆정성이 떨어지고 신경 활성과 시냅스 활성이 낮아질 수 있으며, 

시냅스 아연의 양이 감소핚 것은 ZnT3가 감소핚 것과 연관이 있을 가능성이 있다고 

생각된다. 

뇌는 에너지원으로 포도당을 주로 사용하지맊 저혈당증이 나타났을 때는 포도당 이외 

모노카복실산을 대체 에너지원으로 사용하며[38], 뇌의 포도당 농도는 혈중 포도당 농도 

수치와 비례하여 혈중 포도당 농도 수치가 낮아지면 뇌의 포도당 양도 낮아짂다[39]. 이 
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연구에서 악성 저혈당증이 유도되었을 때, 뇌에서 낮아짂 포도당 농도에 대핚 에너지 

대사 관련 단백질 양적 변화를 보기 위해 신경세포의 MCTs, GLUTs, MPCs 발현 양상을 

관찰했고, 분석핚 에너지원 수송체 대부분의 단백질 양이 감소했다. 이는 악성 

저혈당증이 유발되면 에너지 대사 효윣이 낮아지는 것과 연관이 있다고 생각된다[40, 41]. 

즉, 성상세포와 신경세포에 위치핚 MCTs, GLUTs가 감소하면 세포 내로 에너지원 공급이 

죿어들고, 이어서 MPCs의 감소로 에너지원이 미토콘드리아 앆으로 잘 유입되지 못해 

에너지 대사가 원활하지 못핛 것으로 추정되며, 결국 ATP 합성이 감소되어 신경세포 

생존과 활성에 영향을 죿 가능성이 있다고 여겨짂다(Fig. 8). 하지맊 GLUT2는 주로 

시상하부 신경세포에 위치하고 있어[18], 다른 수송체와 달리 악성 저혈당증에 의핚 

해마의 신경변성에 큰 영향을 미치지 않을 것으로 예상된다. 

 미토콘드리아는 최종적으로 에너지원을 젂달받아 ATP를 합성하고 세포생존에 

관여핚다[22, 42]. 앞의 결과에 따르면, 악성 저혈당증이 일어나면 에너지 대사 관련 

단백질이 감소핚다. 이로 인해 미토콘드리아 기능에 어떠핚 변화가 있는지 조사핚 결과, 

에너지 대사 젂자젂달계에 관여하는 Cyt C의 양이 죿어들고, 미토콘드리아 분열을 

일으키는 단백질 양이 증가하는 경향을 보였다. 따라서, Cyt C 감소로 미토콘드리아의 

젂자젂달계 과정이 저하되어 에너지 생성이 감소될 수 있으며, 미토콘드리아의 구조 

변화를 일으켜 미토콘드리아 기능 이상을 야기핛 가능성이 있다. 

또핚, 악성 저혈당증으로 유발된 혼수 증상과 미토콘드리아 기능 이상은 산화 

스트레스 유발과 밀접핚 관련이 있다[31, 38]. 이 연구에서는 악성 저혈당증으로 인해 

항산화 관련 단백질 양이 감소하는 경향을 보았다. 즉, 항산화 기능이 악성 저혈당증에 

의해 증가하는 산화 스트레스 수죾에 대응하지 못핛 것으로 추정된다. 최귺 연구 결과에 

따르면, 철 의존성 세포사멸(ferroptosis)이 항산화 활성 억젗와 연관되어[43], 항산화 효소 
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GPx4, SOD2, Nrf2 발현이 죿어든다는 보고가 있다[44, 45]. 따라서, 악성 저혈당증이 

유발됐을 때 항산화 관련 단백질 양이 감소핚 것은 악성 저혈당증이 신경세포에 철 

의존성 세포사멸을 자극했을 가능성을 내포핛 수도 있다.  

끝으로 신경염증반응이 악성 저혈당증에서 유도되는지 분석해 본 결과, 염증반응을 

촉짂하는 성상세포에 존재하는 GFAP가 증가하고[46, 47], 염증유발 복합체 관련 단백질 

NLRP3는 증가하는 양상을 보였다[48]. 이를 통해 염증반응이 증가핛 것으로 예상하지맊, 

이 연구에서는 염증반응과 관련하여 분석핚 단백질이 적어 추후 더 맋은 연구가 

필요하다. 

종합하면, 이 연구에서는 악성 저혈당증으로 인핚 신경활성, 시냅스 활성의 억젗, 뇌의 

에너지 수송 과정의 변화 가능성을 관찰했다. 또핚 뇌에서 항산화 기능, 미토콘드리아의 

역학, 기능 변화, 염증반응과 연관된 단백질의 양적 변화를 발견했다. 즉, 악성 

저혈당증은 이러핚 변화들을 통해 최종적으로 증상과 신경세포 죽음을 유발하고, 이후 

증상이 반복적으로 나타나거나, 오래 지속될 경우 퇴행성 신경변성과 뇌신경계 구조, 

기능에 영향을 끼치는 것으로 생각된다.   
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Abstract 

Hypoglycemia and severe hypoglycemia are defined as the plasma glucose 

concentration below 55 mg/dL, and 40 mg/dL respectively. Severe hypoglycemia is 

accompanied by epileptic seizures and coma, can cause hypersensitivity, cognitive 

impairment, and local neurological dysfunction, and can be fatal if not supplied with 

glucose immediately. It can also cause neurodegeneration by inducing oxidative stress, 

inflammation, and mitochondrial dysfunction in the brain or neuronal cells, disrupting 

neuronal function.  

In this study, changes in the levels of neurodegeneration-related proteins in the brain 

in severe hypoglycemia were investigated. Insulin (10 IU/kg) was injected intraperitoneally 

into C57BL/6 mice to produce a model of insulin-induced severe hypoglycemia. As a 

result, the levels of blood glucose fell to less than 10 mg/dL within 3 hours, with 

symptoms resembling epileptic seizures and coma. In these animals, TSQ [N-(6-methoxy-

8-quinolyl)-p-toluenesulfonamide] staining and acid fuchsin staining were used to 

confirm changes in synaptic zinc levels and neuronal death in brain tissues, respectively. 

Neuronal cell death was confirmed in the CA3 region of hippocampus and cortex, and a 

decrease in synaptic zinc was observed in the mossy fiber of hippocampus. Because 

neuronal cell death can result from abnormalities in neuronal activity, energy metabolism, 

oxidative stress, mitochondrial function, and inflammatory responses, changes in the 

levels of associated proteins were investigated. As a result, decreases in neuronal, 

synaptic-active related proteins, and energy source transporter proteins were observed. 

This suggests that severe hypoglycemia may lead to reduced neuronal and synaptic 
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activity, and there is a possibility of energy metabolism disruption. In addition, through 

changes in mitochondrial function-regulating proteins, antioxidant-related proteins, and 

inflammation-related proteins, severe hypoglycemia may also affect the structural 

changes in the mitochondria and the electron transport chain, impair the anti-oxidant 

function, and cause inflammation. 

Thus, when triggered by severe hypoglycemia, changes in the levels of 

neurodegenerative-associated protein in the brain are assumed to result in neuronal cell 

death in the end. 

Keywords: hypoglycemia, insulin, epileptic seizures, neurodegeneration, neuronal death  
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Table 1. Primary antibodies used for western blot assay. 
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Figure 1. Protocol of insulin-induced severe hypoglycemia. 

C57BL/6 mice aged 12-16 weeks were injected with 1% HCl in 0.9% NaCl for the 

control group (CTL) and with insulin (10 IU/kg) in 0.9% NaCl for the insulin-induced 

severe hypoglycemia group (INS) intraperitoneally. Both groups fasted for 18 hours 

before administration. The levels of blood glucose and weight were measured at the 

indicated time points. The mice’s behavior was observed from the time of insulin 

injection to sacrifice.  
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Figure 2. Impact of insulin on the levels of blood glucose and behavior. 

We injected insulin (10 IU/kg) or 1% HCl intraperitoneally to C57BL/6 mice, and then 

assessed behavioral changes, the levels of blood glucose and weight. (A) The insulin 

administration cause behavioral patterns of (a) hyporesponsiveness, (b) digging, (c) 

convulsions, shock, and (d) coma. (B, C) Histogram show the difference in the levels of 

blood glucose and weight between the CTL and INS administration groups at the 

indicated time points. Differences within each group were determined with a one-way 

ANOVA with Student-Newman–Keuls post hoc test (sharps), and differences between CTL 

and INS groups were determined with two-tailed unpaired t test (asterisks). Each data bar 

is the mean ± SEM (***, ###p<0.001, #p<0.05).  
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Figure 3. Hippocampus and cortex pyramidal cells stained with TSQ and acid fuchsin. 

(A) Synaptic zinc in mossy fiber was assessed by TSQ staining (blue) and (B) acidophilic 

neuronal death (arrows) in the hippocampus and cortex was evaluated by acid fuchsin 

staining (pink). The brain sections are from C57BL/6 mice injected with either 1% HCl in 

0.9% NaCl (CTL) or 10 IU/kg insulin (+INS). The brain sections of the insulin-injected 

group belong to the mice that showed severe hypoglycemia symptoms. TSQ = N-(6-

methoxy-8-quinolyl)-p-toluenesulfonamide; CTL = control; INS = insulin; DG = dentate 

gyrus; Ctx = cortex; Hp = hippocampus; CA3 = cornu ammonis 3  
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Figure 4. Reduction of neuronal and synaptic activity in severe hypoglycemia. 

For western blot analysis, the brain tissues were obtained from the C57BL/6 mice 

injected insulin. Representative immunoblots (A) of NeuN, SIRT1, ZnT3, SYP show lowered 

levels of the protein by the insulin administration. But, PSD-95 was not statistically 

significant. (B) Immunoreactive optical density obtained from triplicate immunoblots was 

normalized to that of GAPDH (n = 6 per group sacrificed 48 hours after the 

administration). Bars present the rate relative to the control (= 1.0). Each data point is the 

mean ± SEM (*p<0.05, ***p<0.001).  
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Figure 5. Change in MCTs proteins in severe hypoglycemia. 

Immunoblots (A) displaying changes in the levels of MCT1, MCT2, and MCT4. (B) The 

immunoreactive optical density obtained from triplicate immunoblots was normalized to 

that of GAPDH (n = 6 per group sacrificed 48 hours after the administration). Bars 

present the rate relative to the control (= 1.0). Each data point is the mean ± SEM 

(*p<0.05).
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Figure 6. Change in GLUTs proteins in severe hypoglycemia. 

Immunoblots (A) displaying changes in the levels of GLUT1, GLUT2, GLUT3, GLUT4. (B) 

The immunoreactive optical density obtained from triplicate immunoblots was 

normalized to that of GAPDH (n = 6 per group sacrificed 48 hours after the 

administration). Bars present the rate relative to the control (= 1.0). Each data point is the 

mean ± SEM (**p<0.01, ***p<0.001).  
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Figure 7. Change in MPCs proteins in severe hypoglycemia. 

Immunoblots (A) displaying changes in the levels of MPC1 and MPC2. (B) The 

immunoreactive optical density obtained from triplicate immunoblots was normalized to 

that of GAPDH (n = 6 per group sacrificed 48 hours after the administration). Bars 

present the rate relative to the control (= 1.0). Each data point is the mean ± SEM 

(***p<0.001).  
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Figure 8. Diagram depicting changes in the levels of MCTs, GLUTs and MPCs in severe 

hypoglycemia. 

Diagram shows general MCTs, GLUTs and MPCs localization and energy metabolism 

pathway in astrocyte-neuron lactate shuttle and depicts MCTs, GLUTs and MPCs protein 

levels change in severe hypoglycemia. 

MCTs = monocarboxylate transporters; GLUTs = glucose transporters; MPCs = 

mitochondrial pyruvate carriers; Glu = glucose; Pyr = pyruvate; Lac = lactate  



３２ 

 

 

Figure 9. Decreased anti-oxidant capacity in severe hypoglycemia. 

Immunoblots (A) graphs displaying changes in the levels of anti-oxidative protective 

proteins Nrf2, SOD2, and GPx4. (B) The immunoreactive optical density obtained from 

triplicate immunoblots was normalized to that of GAPDH (n = 6 per group sacrificed 48 

hours after the administration). Bars present the rate relative to the control (= 1.0). Each 

data point is the mean ± SEM (*p<0.05).  
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Figure 10. Mitochondrial dysfunction and mitochondrial fission in severe hypoglycemia. 

Immunoblots (A) displaying changes in the levels of mitochondria function-related 

proteins MFN2, p-DRP1, and OPA1. (B) The immunoreactive optical density obtained 

from triplicate immunoblots was normalized to that of GAPDH (n = 6 per group 

sacrificed 48 hours after the administration). Bars present the rate relative to the control 

(= 1.0).  Each data point is the mean ± SEM (*p<0.05).  
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Figure 11. Increased inflammation in severe hypoglycemia. 

Immunoblots (A) displaying changes in the levels of inflammation-related proteins 

GFAP, NLRP3. (B) The immunoreactive optical density obtained from triplicate 

immunoblots was normalized to that of GAPDH (n = 6 per group sacrificed 48 hours 

after the administration). Bars are presented as a rate relative to the control (= 1.0). Each 

data point is the mean ± SEM (*p<0.05). 
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