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서      론

  Selective serotonin reuptake inhibitors (SSRIs)는 중추신경

계 세로토닌의 재흡수를 차단하여 신경연접 세로토닌의 농

도를 높여 방광수축력 저하나 외요도 괄약근 활성에 영향

을 미친다고 알려져 있다.
1-3

  Fluoxetine은 세로토닌을 경유하지 않고도 신경말단에서 

직접 전압의존 칼슘의 유입을 억제하고 신경의 포타슘, 칼

슘통로를 차단하므로,
4-6 배양된 사람의 각막이나 렌즈 상피

세포에서 직접 여러 형태의 전압의존 포타슘과 칼슘 통로

들을 차단한다.
4-9 Fluoxetine은 신경연접에서 monoamine 

oxidase A와 B의 억제, 근육과 신경의 니코틴 아세틸콜린수

용체 차단, nitrendipine의 신경성 L-type 칼슘 통로의 결합억

Fluoxetine이 흰쥐 주골반신경절 신경세포에 존재하는 칼슘 및 
포타슘 통로에 미치는 영향
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Purpose: The major pelvic ganglia (MPG) provide the majority of the 
innervations to the lower urinary tract. The pelvic ganglia are unique 
autonomic ganglia that contain both sympathetic and parasympathetic 
neurons. It has been known that the low-threshold voltage-gated (T-type) 
Ca2+ channels are only expressed only in the sympathetic neurons, where-
as these channels are absent in parasympathetic neurons. In the present 
study, we examined the effect of fluoxetine, a world-wide used antide-
pressant, on the voltage-dependent Ca2+ and K+ currents in the adrenergic 
neurons of the MPG.
Materials and Methods: The effect of fluoxetine on the voltage-dependent 
Ca2+ and K+ currents in the adrenergic neurons of the MPG were ex-
amined using the whole-cell patch-clamp technique.
Results: Fluoxetine inhibited the voltage-activated Ca2+ currents in the 
adrenergic neurons of the MPG. Both high-threshold (HVA) and low- 
threshold (LVA, T-type) Ca2+ currents were inhibited by fluoxetine with 
an IC50 of 5.3 and 10.8μM, respectively. Fluoxetine also decreased the both 
the peak amplitude and the plateau of the outward K+ currents. The 
inhibition of the peak K+ currents by fluoxetine was concentration- 
dependent with an IC50 of 3.2μM. The inhibitions of the Ca2+ and K+

currents were quickly reversible upon washout of the fluoxetine.
Conclusions: These results provide evidence for the direct inhibition of 
the voltage dependant Ca2+ and K+ currents by fluoxetine and these 
inhibitory effects could modify the synaptic transmission in adrenergic 
neurons of the MPG. (Korean J Urol 2005;46:626-631)
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제, synaptosomes에서 세포 내 칼슘 과도현상 (calcium tran-

sients)의 약화 등에도 직접 작용한다.
7-12

  흰쥐에서 주골반신경절 (major pelvic ganglia)은 골반장기

의 말초신경의 중심으로 중추신경과 골반장기를 연결하는 

기능을 한다.
13 주골반절은 하복신경 (hypogastric nerve)이나 

골반신경 (pelvic nerve)을 경유하여 교감, 부교감 신경이 분

포하는바, 방광, 전립선, 음경과 같은 여러 요로생식장기들

의 조절에 관여하므로, 골반장기 신경 조절의 병태생리학

적 연구에 유용한 모델이다.
14 본 연구는 SSRIs의 일종인 

fluoxetine이 수컷 흰쥐 주골반신경절 신경세포의 칼슘 및 

포타슘 통로에 직접 영향을 미치는지를 알아보았다. 

대상 및 방법

    1. 실험동물

  250gm 내외의 수컷 흰쥐 (Sprague-Dawley) 50마리를 이용

하였다. 

    2. 실험용액 및 약물

  포타슘 이온통로 측정을 위하여 사용된 세포내 용액의 

조성(mM)은 100 K+-gluconate, 30 KCl, 10 ethyleneglycol- 

bis-(β aminoethyl ether) N,N,N',N'-tetraacetic acid (EGTA), 

1.2 MgCl2, 10 HEPES, 5 MgATP, 0.3 Na2GTP, 10 Tris- 

phosphocreatine, 10 glucose (pH 7.2 with KOH)이었다. 세포

외 용액의 조성 (mM)은 135 NaCl, 5 KCl, 1 MgCl2, 2 CaCl2, 

10 HEPES, 10 glucose (pH 7.4 with Tris)이었다. 칼슘 이온통

로 측정을 위하여 사용된 세포내 용액의 조성 (mM)은 120 

N-methyl-D-glucamine-methanesulfonate, 20 tetraethylammoni-

um-methanesulfonate, 20 HCl, 11 EGTA, 1 CaCl2, 10 HEPES, 

4 Mg-ATP, 0.3 Na2-GTP, 14 creatine phosphate, pH 7.2였다. 

세포외 용액의 조성 (mM)은 145 tetraethylammonium-me-

thanesulfonate, 10 HEPES, 10 CaCl2, 15 glucose, pH 7.4였다. 

사용된 약물들은 Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA)에서 

구입하였고, fluoxetine은 Korea Lily (서울, 대한민국)로부터 

공급받았다. Fetal bovine serum, modified Eagle's medium

(MEM), Hank's balanced salt 용액, Earle's balanced salt 용액 

및 antimycotic-antibiotics 등은 GIBCOBRL (Grand Island, 

USA)에서 구입하였다.

    3. 단일 세포 분리 및 유지

  흰쥐를 pentobarbital sodium (50mg/kg, ip)으로 마취시킨 

후, 즉시 개복하여 전립선 외측의 주골반신경절을 적출하

고 이를 4
oC Hank's balanced salt 용액 (GibcoBRL)으로 옮겼

다. 수초를 벗기고 예리한 칼로 작은 틈새를 낸 후, 이를 0.7 

mg/ml collagenase type I, 0.1mg/ml trypsin과 0.1mg/ml DNAse 

type I에 들어있는 10ml의 modified Earle's balanced salt 용액 

(EBSS, pH 7.4, GibcoBRL)에서 1시간 동안 배양 (35
oC)하였

다. 이때 EBSS에는 3.6g/l의 glucose와 10mM의 HEPES를 포

함시켰다. 배양 후 신경세포들을 배양용기에 넣어 흔들어 

분리한 후 1,000rpm으로 원심분리하였다. 분리된 신경세포

들을 10% fetal calf serum, 1% glutamine, 1% penicillin- 

streptomycin이 포함된 MEM (GibcoBRL)에 재부유시킨 뒤, 

poly-L-lysine이 처리된 cover glass에 위치시켰다. 이를 37
oC 

세포배양기에서 배양하였으며, 분리한 후 12시간 이내에 

실험에 사용하였다. 

    4. 전기생리학적 실험

  전기생리적 실험은 EPC9 혹은 EPC7 (Instrutech Corp., 

USA) 패치 클램프 증폭기 (patch clamp amplifier)를 사용하

여 전형적인 전세포 패치 클램프 (whole-cell patch clamp) 방

법으로 측정하였다.
15
 측정 전극은 borosilicate glass capillary 

(외경; 1.65mm, 내경; 1.2mm, Corning 7052, Garner Glass Co., 

Claremont, USA)를 P-97 Flaming-Brown micropipette puller 

(Sutter Instrument Co.)로 제작하여 사용하였다. 전극은 

Sylgard 184 (Dow Corning, Midland, USA)로 코팅하였으며, 

전극 내부에 용액을 채웠을 때 저항이 1.5-2.5MΩ이 되는 

것을 사용하였다. 세포가 붙어 있는 덮개유리 (cover glass)

를 도립현미경 (inverted microscope) 위에 올려놓고, 세포외 

용액을 중력에 의해 1-2ml/min 속도로 관류시켰다. 세포막 

전압의 변화는 막전류 고정법 (current-clamp method)을 사용

하였으며, 막전류 측정 시에는 막전압 고정법 (voltage-clamp 

method)을 사용하여 측정하였다. 막전압 고정법 기록을 위

해서 세포막의 용량 (capacitance)과 직렬저항 (series resistan-

ce)은 80% 이상 보정하였으며, 실험 시 sampling rate은 1 

kHz, low-pass 필터는 2kHz (-3dB; 8-pole Bessel filter)로 하

여 기록하였다. 실험결과는 Pulse/Pulsefit (v8.50) (Heka Elek-

tronik, Lambrecht, Germany) 혹은 pClamp6 (Axon Instrument, 

USA) 소프트웨어를 사용하여 분석하였다. 모든 실험은 실

온 (21-24
o
C)에서 시행하였다.

결      과

  -80mV holding 전위 (탈분극ential)에서 +80mV까지 전

압 (voltage) ramp에 의한 내향성 low-threshold 막전압의존성 

(T-형) 칼슘전류의 존재 여부에 따라 아드레날린성 신경세

포와 콜린성 신경세포를 구분할 수 있었다 (Fig. 1). Low- 

threshold 막전압의존성 (T-형) 칼슘통로를 표현하지 않는 

신경세포들은 대부분 평균 용량이 30±3pF (n=8)로 중간이
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나 작은 크기였고, low-threshold 막전압의존성 (T-형) 칼슘

통로를 표현하는 신경세포들은 평균 용량이 75±8pF (n= 

10)로, low- threshold 막전압의존성 (T-형) 칼슘통로를 표현

하는 신경세포들이 표현하지 않는 신경세포보다 유의하게 

용량이 컸다 (p＜0.001).

  -80mV holding 전위에서 0mV까지 단계적 탈분극 파 

(step depolarizing pulse)를 10초마다 가했을 때, fluoxetine은 

농도 의존적으로 high-threshold 막전압의존성 (HVA) 칼슘

통로를 억제하였으며 IC50는 5.3μM이었다 (n=9, Fig. 2). 

  -100mV holding 전위에서 -30mV까지 단계적 탈분극 

파를 10초마다 가했을 때, fluoxetine은 농도 의존적으로 

low-threshold 막전압의존성 (T-형) 칼슘통로를 억제하였으

며 IC50은 10.8μM이었다 (n=6, Fig. 3).

  -80mV holding 전위에서 +10mV까지 단계적 탈분극 

파를 10초마다 가했을 때, fluoxetine은 농도 의존적으로 막

전압의존성 외향성 포타슘 전류를 억제하였으며 IC50은 3.2

μM이었다 (n=8, Fig. 4). 

Fig. 2. Inhibition of the high-threshold voltage activated (HVA) Ca2+ current by fluoxetine. (A) Representative traces are elicited by a 

depolarizing step pulse from -80mV to 0mV before and after fluoxetine is consecutively applied to the same cell. (B) The inhibition 

curve shows the mean peak current S.E.M. (n=9) of the HVA Ca
2+ current at 0mV in the presence of an increasing concentration of 

fluoxetine. The curve is fitted to the equation; Inhibition (%)=Bottom+(Top-Bottom)/(1+10^((LogEC50-X)xHill Slope)), in which the 

IC50 is 5.3μM, and the Hill Slope is 1.8.

Fig. 1. The two types of Ca2+ currents in a male rat's major pelvic ganglia (MPG) neurons. The Ca2+ currents are elicited by voltage 

ramps from -80 to +80mV in each neuron that is held at 80mV. Note that the small hump in A between 50mV and -20mV indicates 

the existence of low-threshold T-type Ca2+ currents. Adrenergic neurons (A, with T) are distinguished from cholinergic neurons (B, without 

T) by the presence of the T-type Ca
2+ currents.
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고      찰

  흰쥐 주골반절 신경세포는 교감신경계와 부교감신경계

가 함께 존재하지만, 신경세포 중에서 아드레날린성 신경

세포는 low-threshold 막전압의존성 (T-형) 칼슘통로를 표현

하고, 콜린성 신경세포는 low-threshold 막전압의존성 (T-형) 

칼슘통로를 표현하지 않는다.
16 전기생리학적이나 신경화

학적 특성에 근거하여 흰쥐 주골반신경절은 T-형 칼슘통로 

(T-type calcium channel)를 가진 아드레날린성 신경원 (ad-

renergic neuron)과 T-형 칼슘통로가 없는 콜린성 신경원 

(cholinergic neuron)으로 구분된다.
16 본 실험에서는 T 형태 

칼슘통로를 가진 주골반절 아드레날린성 신경원 신경세포

를 분리하여 실험하였다. Flouxetine이 중추신경계 외에도 

각막 상피세포나 평활근 포타슘 통로를 차단함이 보고되

어,
4-12 flouxetine이 중추신경계에서 세로토닌의 농도 증가를 

경유한 작용 외에 fluoxetine 자체가 직접 다른 장기의 이온

통로에도 작용함을 알 수 있다. Fluoxetine은 이와 같이 여러

형태의 수용체와 이온통로들에 직접 영향을 미치는 작용기

전을 가지고 있다. Fluoxetine에 의한 이온통로 IC50는 세포

Fig. 3. Inhibition of the low-threshold T-type Ca2+ current by fluoxetine. (A) Representative traces of the T-type Ca2+ current induced 

with a depolarizing step pulse from 100mV to 30mV. (B) Mean peak current S.E.M. (n=6) of the T-type Ca
2+ currents at 30mV as 

the function of the concentration of fluoxetine (IC50=10.8μM).

Fig. 4. Inhibition of voltage-dependent outward K+ currents by fluoxetine. The whole-cell K+ currents are elicited by 200ms voltage 

steps to +10μV from a holding potential of -80mV at 10s intervals. (A) The traces of the currents obtained in the absence and the 

presence of 0.3, 1, 3, 10 and 30μM of fluoxetine are shown. (B) Concentration-response curve shows the mean peak current S.E.M. 

(n=8). The data are fitted using the equation given in Fig. 4, with an IC50=3.2μM, and a Hill Slope=1.4.
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에 따라 달라서, 칼슘통로 차단 IC50가 synaptosomes에서는 

27μM이었고,
17 PC12세포에서는 13μM이었으며,18 해마의 

피라미드세포에서는 6.8μM이었다.
6 Fluoxetine에 의한 포

타슘통로 차단 IC50는 PC12세포에서는 16μM이었고,
18 평활

근세포에서는 0.1-10μM 정도의 낮은 농도에서는 지연정류 

포타슘 전류 (delayed rectifier potassium currents)를 감소시키

고, 100μM 이상의 높은 농도에서는 칼슘 활성 포타슘 전류 

(calcium activated potassium currents)를 증가시킨다.
19

  본 연구에서 fluoxetine은 주골반절 신경세포에서 micro-

molar 농도에서 칼슘통로와 포타슘 통로 모두를 억제하였

다. 여기서 SSRIs는 중추신경계에서 세로토닌의 농도 증가

를 경유뿐 아니라, 비뇨기계 말초신경계에도 직접 작용함

을 알 수 있었다.

  흰쥐 주골반절 신경세포에서 fluoxetine에 의한 칼슘과 

포타슘 이온 통로의 차단은 농도 의존적이었다. T-형 칼슘

통로는 활동전위의 발생에 중요하나 이번 실험에서는 이

에 대한 IC50 값이 가장 높아 큰 영향을 줄 가능성은 적어 

보인다. 상대적으로 외향성 포타슘 통로나 high-threshold 

막전압의존성 (HVA) 칼슘통로에 대한 억제효과는 각각의 

IC50가 3.2 및 5.3μM로 T-형 칼슘의 그것 (10.8μM)에 비해 

낮았다. 

  Fluoxetine의 치료혈중농도 0.15-1.5μM에 근접한다.
20-23
 

Fluoxetine의 만성적 투여는 뇌세포에서는 20배의 농도까지

도 이를 수 있음이 보고되므로,
24-26
 만성적으로 fluoxetine에 

노출되었거나 노인에서 약물의 대사 및 제거가 감소되어 

있는 경우는 fluoxetine의 혈장농도는 높아지고,
22,27
 세포 내 

축적도 가능하여 외향성 포타슘전류의 IC50인 3.2μM에 근

접할 수 있다. 외향성 포타슘전류가 차단되면 막전압의 탈

분극이 유발될 수 있고, 활동전위 기간 (action potential 

duration)이 증가하여 신경세포의 흥분성에 큰 영향을 줄 수 

있다. 이런 경우 fluoxetine에 의한 주골반신경절의 교감신

경세포의 흥분성에 영향을 주어 직접적인 효과를 나타낼 

수 있을 것으로 예상할 수 있다.

결      론

  Fluoxetine은 수컷 흰쥐 주골반절 자율신경세포의 칼슘 

및 포타슘 통로를 직접 억제하여 중추신경계를 통해서뿐 

아니라 말초신경계에도 직접 영향을 미쳤다. 특히 교감신

경에 발현된 외향성 포타슘 통로는 만성적 fluoxetine 투여

나 신체 내에서 fluoxetine의 제거가 감소한 경우 우선적으

로 영향을 받아 주골반신경절 아드레날린성 신경의 흥분성

을 변화시킬수 있으므로, 방광수축력 저하나 외요도 괄약

근 활성에 영향을 미칠 수 있을 것으로 생각한다.
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