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서      론

  세로토닌 (5-hydroxytryptamine; 5-HT)은 방광수축력 저하

나 외요도 괄약근 활성에 영향을 미친다고 알려져 있다.
1 

골반신경절은 골반장기 말초신경의 중심으로 중추신경과 

골반장기를 연결하는 기능을 하며,
2 흰쥐 (rat) 주골반신경

절 (major pelvic ganglia)은 교감, 부교감 신경이 함께 분포하

골반신경절 부교감신경세포에서 5-hydroxytriptamine3 유발 세포 
내 칼슘농도 증가에 대한 Adenylyl Cyclase 및 Protein Kinase 
A의 조절
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Purpose: Serotonin has effects on the bladder contraction or urethral 
sphincter tone. Different subtypes of 5-hydroxytriptamine (5-HT) receptors 
appear to mediate the effects of serotonin on voiding. 5-HT1 and 5-HT2, 
metamorphic receptors, are examined well. However 5-HT3, ionotrophic 
receptors, are not examined well. Pelvic ganglia provide the majority of 
the innervation of the lower urinary tract. Major pelvic ganglia (MPG) in 
rats are autonomic ganglia, containing both sympathetic and parasympa-
thetic neurons related with voiding. We examined the modulatory role 
of adenylyl cyclase (AC) and protein kinase A (PKA) in 5-HT3 induced 
intra cellular calcium increase in rat MPG.
Materials and Methods: The regulatory effects by AC and PKA were 
investigated in a single neuron of male rat major pelvic ganglia using patch 
clamp and fluorescence Ca2+ measurement techniques.
Results: Inward currents were induced by 5-HT (10μM) at only para-
sympathetic neurons of MPG. MDL7222 (10-6M), selective 5-HT3 receptor 
antagonists, completely abolished the 5-HT induced inward currents. 5-HT
(10μM) induced intracelluar increases of calcium. These increases were 

blocked by an AC inhibitor SQ22536 (2x10-5M) and myristoylated PKA 
inhibitor (10-7M). Furthermore, foskolin (10-6M), AC activator, augmented 
the 5-HT induced intracellular calcium increase.
Conclusions: The activation of AC/PKA-dependent pathway could en-
hance 5-HT3 induced intacellular calcium increase in parasympathetic 
neurons of rat MPG and these is helpful for the better understanding the 
mechanisms of the bladder contraction or urethral sphincter tone. (Korean 
J Urol 2006;47:541-547)
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는바, 방광 신경 조절의 병태생리학적 연구에 유용한 모델

이다.
3 세로토닌에 의한 흰쥐 방광과 외요도 괄약근 활성 

조절 기전에서 대사성 (metabolic receptor)인 5-HT1, 5-HT2에 

비하여 이온성 (ionotropic receptor)인 5-HT3에 대해서는 연

구가 부족하다.

  5-HT3 수용체는 gama-aminibutyric acid A (GABAA), 글라

이신 (glycine), 니코틴성 아세틸콜린 (nicotinic acetylcholine) 

수용체들과 마찬가지로 5개의 소단위로 이루어진 오합체 

(pentamer) 구조의 이온통로이다.
4 절전신경에 존재하는 5- 

HT3 수용체는 도파민 (dopamine)이나 GABA와 같은 다양한 

신경전달물질의 유리를 조절하며, 절후신경에 존재하는 

5-HT3 수용체는 신경의 흥분성에 중요한 역할을 수행하는 

것으로 알려져 있다. 5-HT3 수용체의 활성화는 세포 내로 

Na
+과 Ca2+의 유입과 K+의 유출을 증가시키며, 막전압을 

탈분극시킨다.
4 이 수용체를 통해 유입된 칼슘과 막전압 의

존적 칼슘통로를 통해 증가된 칼슘은 다양한 기능을 수행

한다. 5-HT3 수용체는 5-HT3A와 5-HT3B 두 개의 아형이 존재

하며 이들 수용체의 구성에 따라 약리학적, 생물리학적 차

이를 보이는바, 5-HT 수용체의 분포와 그 기능 및 역할이 

다양함을 알 수 있다.
5-10

 세포막의 흥분성 변화와 신경전달

물질 자체는 세포 내 칼슘변화를 초래하며, 세포 내 칼슘은 

신경전달물질 유리, 호르몬 분비, 신경의 흥분성, 근육의 수

축, 유전자 발현, 세포의 성장과 분화 및 세포자사멸 (apop-

tosis) 등의 다양한 과정의 조절에 중요한 역할을 한다.
11

  본 연구는 수컷 흰쥐 주골반절에서 5-HT3 유발에 의한 세

포내 칼슘 증가에 대한 adenylyl cyclase (AC) 및 protein ki-

nase A (PKA)의 조절에 대하여 연구하였다.

대상 및 방법

    1. 실험동물

  250gm 내외의 흰쥐 (Sprague-Dawley) 수컷을 사용하였다.

    2. 실험용액 및 약물

  전기생리 실험 및 칼슘 측정에 사용된 세포 외 관류액의 

조성 (mM)은 135 NaCl, 5 KCl, 1 MgCl2, 1.8 CaCl2, 5 HEPES, 

10 glucose이며 Tris를 첨가하여 pH가 7.4가 되도록 적정하

였다. 전기생리실험에 사용된 전극 내 용액의 조성 (mM)은 

20 KCl, 120 K
+
-aspartate, 10 HEPES, 10 EGTA, 0.1 Tris- 

phosphocreatine, 5 MgATP, 0.3 Na2GTP이며, Tris를 첨가하

여 pH가 7.2가 되도록 적정하였다. 단, 그라미시딘 천공 패

치 (gramicidin-perforated patch)를 위한 전극 내 용액의 조성 

(mM)은 140 KCl, 5 EGTA, 10 HEPES, 0.5 CaCl2, 5 NaCl (pH 

7.2)으로 하였으며, 전극 내 용액에는 dimethyl sulfoxide 

(DMSO)에 높은 농도로 녹인 gramididin을 최종농도가 50μg/ 

ml가 되도록 첨가하여 사용하였다. 약물의 투여는 perfusion 

valve control system (VC-6M, Warner instruments, USA)을 이

용하였으며, 약물이 나오는 관 끝을 신경세포의 100μm 이

내에 위치하도록 하여 중력으로 세포에 가해지도록 하였

다.

    3. 약물

  Collagenase type D와 trypsin은 Boeringer Mannheim Bio-

chemicals (Indianapolis, USA)로부터 구입하였으며, fura-2/ 

AM 및 fluo-3/AM은 Molecular Probe (Eugene, USA)로부터, 

5-HT 및 MDL7222는 Tocris (Tocris Cookson Inc., Bristol, 

UK)로부터 구입하였다. Calbiochem Co. (San Diego, USA)으

로부터 SQ22536, mirystoylated PKA 차단제를 구입하였고 

foskolin, gramicidin, DNA type I 등과 세포배양과 관계된 배

지 및 약물은 Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA)로부터 구

입하였다.

    4. 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 조심스럽게 작은 틈새를 낸 

후, 이를 0.7mg/ml collagenase type D, 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 동

안 배양 (35
oC)하였다. 이때 EBSS에는 3.6g/l의 glucose와 10 

mM의 HEPES를 포함시켰다. 배양 후 신경세포들을 배양용

기에 넣어 흔들어 분리한 후 clinical centrifuge (International 

Equipment Company, USA)를 이용하여 1,000rpm으로 원심

분리하였다. 분리된 신경세포들을 10% fetal calf serum, 1% 

glutamine, 1% penicillin-streptomycin이 포함된 MEM (Gibco-

BRL)에 재부유시킨 뒤, poly-L-lysine으로 coating 되어 있는 

cover glass에 위치시켰다. 이를 37
oC 세포배양기에서 배양

하였으며, 분리한 후 24시간 이내에 실험에 사용하였다. 

    5. 전기생리학적 실험

  전기생리학적 실험은 EPC7 혹은 EPC9 (Instrutech Corp., 

USA) 패치클램프 증폭기 (patch clamp amplifier)를 이용하여 

전세포패치클램프 (whole cell patch clamp) 방법으로 측정하

였다. 전극은 Sylgard 184 (Dow Corning, midland, USA)로 코

팅하였으며, 전극 내부에 용액을 채웠을 때 저항이 1.5-2.5 

MΩ이 되는 것을 사용하였다. 세포가 붙어있는 cover glass

를 도립현미경 (inverted microscopy) 위에 올려놓고 세포 외
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액을 중력에 의해 1-2ml/min 속도로 관류시켰다. 세포막전

압의 변화는 막전류고정법 (current-clamp method)을 사용하

였으며, 막전류 측정 시에는 막전압고정법 (voltage-clamp 

method)을 사용하여 측정하였다. 막전압고정법 기록을 위

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

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

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

록하였다. 실험결과는 Pulse/Pulsefit (v8.50) (Heka Elektronik, 

Lambrecht, Germany) 혹은 pCamp6 (Axon Instrument, USA) 

소프트웨어로 분석하였다. 모든 실험은 실온 (21-24
oC)에서 

시행하였다.

    6. 세포 내 칼슘이온 농도 측정

  세포 내 칼슘농도 측정은 형광현미경 (Olympus Tokyo, 

Japan)과 이에 연결된 형광측정장치 (Ratio Fluorescence sys-

tem; Photon Technology International Inc., Lawrenceville, USA)

를 이용하였다. 이 시스템에 크게 형광염료가 부하된 세포

를 여기 (excitation)시키기 위한 arc lamp housing과 작은 크

기의 형광 신호를 증폭시킬 수 있는 photomultiplier 튜브 

(PMT tube), 그리고 특정파장의 빛을 통과시킬 수 있는 필

터로 구성되어 있다. 이온 농도를 측정하기 위해서는 이온

들과 결합하여 형광 특성을 보이는 형광염료를 세포내에 

부하시킨 뒤 형광현미경을 통해 방출되는 형광의 세기를 

분석하였다. 칼슘이온 농도를 측정하기 위한 형광염료는 

칼슘의 농도를 반영하는 fura-2/AM을 사용하였다. 단일 주

골반신경절 세포가 있는 배양접시에 fura-2/AM을 5μM 농

도로 처치하여 실온에서 빛이 차단된 상태로 30-60분간 두

어 세포 내로 부하시켰다. 부하가 끝나면 세포외 관류액으

로 2회 세척한 다음 현미경 위에 올려놓고 약물이 포함된 

관류액을 중력에 의해 1-2ml/min 속도로 관류시켰다. 이때 

나타나는 형광세기의 변화를 기록 및 분석하여 fura-2의 형

광인 340nm와 380nm의 빛으로 번갈아 가며 여기시켰을 때 

510nm으로 방출 (emission)되는 형광강도의 비율 (F340/F380)

이 세포 내 이온농도를 반영하게 된다. 특히 그라미시딘 천

공패치방법을 사용하여 세포내 칼슘이온 농도 측정과 함께 

세포막 전압이나 전류의 변화를 동시에 측정하였다. 칼슘

의 농도는 340nm와 380nm로 여기하였을 때 방출되는 빛의 

세기의 비 (ratio F340/F380)로 나타내었으며, 칼슘농도 변화

된 양은 Δratio (F340/F380)로 나타냈다. 형광 신호들의 측정 

및 분석은 Felix 소트프트웨어 (Photon Technology Internatio-

nal Inc., Lawrenceville, USA)를 통하여 실시하였다.

    7. 자료분석

  모든 결과는 평균±표준오차로 나타내었고, 통계적 의의

는 분산분석 (ANOVA)을 사용하였으며, 각 군 간의 차이를 

위하여 Tukey 방법을 사용하여 사후 검증하였다. 두 군 간

의 차이 혹은 약물 처치 전후의 차이에 대한 검정은 각각 

Student's t-test (unpaired)과 Student's t-test (paired)으로 확인

하였다. 이때 p값은 0.05 미만일 때를 유의한 차이가 있다고 

간주하였다.

결      과

    1. 5-HT3 전류

  1) 부교감 신경에서 5-HT (10μM)는 내향성전류를 유발하

였으며, 이 전류는 5-HT3 수용체 차단제인 MDL7222 (1μM)

에 의하여 억제되었다 (Fig. 1).

  2) 부교감 신경에서 5-HT (10μM)는 세포 내 칼슘농도를 

Fig. 1. Effects of 5-HT3 blocker on the inward currents induced by the treatment of 10μM 5-HT in the parasympathetic MPG neurons 

held at -80 mV. (A, B) The inward currents are blocked by 1 uM MDL7222, 5-HT3 blocker. 5-HT: 5-hydroxytryptamine, MPG: major 

pelvic ganglia.
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증가시켰으며, 5-HT에 의한 칼슘증가는 5-HT3 수용체차단

제인 MDL7222 (1μM)에 의해 억제되었다 (Fig. 2).

    2. 5-HT3 수용체 활성에 의한 세포 내 칼슘 이온 농도 

변화

  1) 막전류를 고정시킨 상태에서 5-HT (10μM)는 막전압 

탈분극과 함께 세포 내 칼슘 농도를 급격히 증가시켰다 

(Fig. 3A). 

  2) 막전압을 고정하여 막전압의존성 칼슘통로의 활성화

를 배제한 상태에서도 5-HT는 내향성 전류와 함께 세포 내 

칼슘농도를 증가시켰다 (Fig. 3B).

    3. Adenylyl cyclase 활성제인 foskolin이 5-HT3 수용체 

활성에 의한 세포 내 칼슘증가에 미치는 영향

  5-HT (10μM)에 의한 세포 내 칼슘농도 증가는 foskolin 

(1μM) 전처치한 후에 증가하였다 (Fig. 4).

    4. Adenylyl cyclase와 protein kinase A 억제가 5-HT3 

수용체 활성에 의한 세포내 칼슘증가에 미치는 영향

  1) 5-HT 유발 세포 내 칼슘 증가는 AC 차단제 SQ22536 

(2x10
-5M)을 전처치한 후에는 감소하였으며, SQ22536를 

제거한 후에는 5-HT에 의한 효과가 회복되었다 (Fig. 5A).

  2) 5-HT에 의한 세포 내 칼슘증가는 mirystoylated PKA 차

단제 PKAI (10
-7M)를 전처지한 후엔 감소하였으며, PKAI를 

제거한 후에는 5-HT에 의한 효과가 회복되었다 (Fig. 5B).

고      찰

  주골반신경절은 다른 자율신경절과는 달리 교감 및 부교

감 신경이 같은 신경절 내에 존재하는 독특한 자율 신경절

Fig. 2. Effects of 5-HT3 blocker on the intracellular increase of calcium induced by 10uM 5-HT. Intracelluar increases of calcium induced 

by the treatment of 10uM 5-HT are blocked by the treatment of 1uM MDL7222, 5-HT3 blocker, in parasympathetic MPG neurons. 5-HT: 

5-hydroxytryptamine, MPG: major pelvic ganglia.
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Fig. 3. Intracellular change of calcium ion concentration induced by 5-HT in current or voltage clamp mode in parasympathetic MPG 

neurons. (A) Changes of intracellular calcium ion concentration and membrane potential induced by the treatment of 10uM 5-HT in current 

clamp mode (I=0) are recorded simultaneously. (B) Changes of intracellular calcium ion concentration and membrane currents induced 

by the treatment of 10uM 5-HT in current clamp mode (holding potential=-80mV) are recorded simultaneously. 5-HT: 5-hydroxy-

tryptamine, MPG: major pelvic ganglia.
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이다.12,13 주골반신경절 신경세포 중 T-형 칼슘전류를 나타

내는 대부분은 tyrosine hydroxylase에 대한 면역-조직학적 

염색에서 양성을 보이는 교감세포인 반면, T-형 전류가 없

는 세포는 부교감신경 신경세포이다.14 본 실험은 이온통로 

수용체인 5-HT3 수용체가 세포군에 따라 발현의 차이가 있

는지를 칼슘영상 및 전기생리학적 방법을 통하여 확인한바, 

Fig. 4. Effects of the adenylate cyclase activator on the increase of intracellular calcium induced by 5-HT in parasympathetic MPG neurons. 

(A, B) Intracellular calcium increase induced by 10uM 5-HT is augmented by the treatment of 1uM foskolin, adenylate cyclase activator. 

FSK: foskolin, Data are expressed mean±SE. *p＜0.01. 5-HT: 5-hydroxytryptamine, MPG: major pelvic ganglia.
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Fig. 5. Effects of AC or PKA on the increase of intracellular calcium induced by 5-HT in parasympathetic MPG neurons. (A, B) Intracellular 

calcium increase induced by 10uM 5- HT is inhibited by the treatment of 200uM SQ22536, AC inhibitor and recovered without treatment. 

(C, D) Intracellular calcium increase induced by 10uM 5-HT is inhibited by the treatment of 100nM myristolylated PKA inhibitor and 

recovered without treatment. Data are expressed mean±SE. AC: adenylate cyclase, PKA: protein kinase A, WO: without treatment of 

SQ22536. *p＜0.01, 
†p＜0.05. 5-HT: 5-hydroxytryptamine, MPG: major pelvic ganglia.
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T-형 칼슘전류가 있는 교감신경세포에서는 5-HT (10μM)에 

의해 전류가 유발되지 않았으나, T-형 전류가 없는 부교감 

신경에서는 5-HT에 의해 내향성 전류가 유발되었다 (Fig. 1). 

그러므로 5-HT3 수용체는 GABAA 수용체가 발현되지 않은 

부교감 세포에 주로 존재하며 세포막을 탈분극시키는 것을 

알 수 있었다. 이는 5-HT3 수용체가 방광 등을 지배하는 부

교감신경에 작용할 수 있음을 제시한다.
15

  5-HT에 의해 활성화되는 전류가 5-HT3 수용체를 통한 것

인지 확인하기 위하여 5-HT3 수용체 차단제를 사용하여 확

인하였다. 10μM 5-HT에 의해 활성화되는 전류가 5-HT3 수

용체 차단제인 1μM MDL7222에 의해 완전히 차단되었다 

(Fig. 1). 그러므로 주골반신경절 신경세포에서 활성화되는 

전류는 5-HT3 수용체 전류임을 알 수 있다.

  전기생리 실험장치와 형광측정장치를 결합하여 막전압 

혹은 전류 변화와 세포 내 칼슘 농도 변화를 동시에 측정하

였다. 세포 내 칼슘농도는 Fura-2/AM를 주골반신경절 세포

에 부하한 뒤 기록하였다. 부교감 신경에서 5-HT (10μM)는 

세포 내 칼슘농도를 증가시켰으며, 5-HT에 의해 증가된 세

포 내 칼슘농도는 5-HT3 수용체 차단제인 1μM MDL7222

에 의해 완전히 차단되었다 (Fig. 2). 그러므로 주골반신경

절 신경세포에서 증가된 세포 내 칼슘농도는 5-HT3 수용체

를 통한 것임을 알 수 있다.

  막전류 고정상태에서 5-HT (10μM)는 막전압 탈분극과 

함께 세포 내 칼슘 농도를 급격히 증가시켰다 (Fig. 3A). 한

편 막전압을 고정하여 막전압의존성 칼슘통로의 활성화를 

배제한 상태에서도 5-HT는 내향성 전류와 함께 세포 내 칼

슘농도를 증가시켰다 (Fig. 3B). 막전압 고정법으로 측정한 

칼슘 유입량이 전류고정법으로 측정한 양보다 다소 적음을 

알 수 있었다. 이는 전류를 고정한 경우 세포 내 칼슘이온의 

유입이 5-HT3 수용체를 통해 직접 유입되는 부분과 5-HT에 

의한 탈분극으로 막전압 의존적 칼슘통로가 활성화 되어 

들어오는 부분이 함께 있음을 의미한다.

  5-HT 수용체는 PKA와 PKC와 같은 protein kinase들에 의

해 조절된다고 알려져 있으나,
16-20 cyclic AMP나 PKA에 의

한 5-HT3 수용체 조절은 알려진 것이 부족하다.18-20 부교감 

주골반신경절 세포에서 5-HT3 수용체 활성화에 의한 증가 

된 칼슘이 AC 활성제인 foskolin에 의해 영향을 받는지를 조

사한 바, 5-HT (10μM)에 의한 칼슘 증가는 foskolin (1μM) 

전처치한 후에 현저히 증가하였다 (Fig. 4). 부교감 주골반

신경절 세포에서 5-HT3 수용체 활성화에 의하여 증가된 세

포 내 칼슘농도가 AC-PKA 경로에 의해 일어나는지를 조사

한바, 5-HT를 가하였을 때 칼슘이 증가하였고, AC 차단제 

SQ22536 (2x10
-5M)을 전처치 한 후엔 5-HT에 의한 칼슘 증

가는 현저히 감소하였으며, SQ22536를 제거한 후에는 5-HT

에 의한 효과가 회복되었다 (Fig. 5A, B). 이는 5-HT3 수용체 

활성화에 의하여 증가된 칼슘이 세포 내 cAMP에 의해 조

절됨을 의미한다. 부교감 주골반신경절 세포에서 5-HT 수

용체가 PKA에 미치는 효과를 알아보기 위해서는 세포막 

투과가 가능한 myristoylated PKA inhibitor (PKAI)를 이용하

여 확인하였다. 5-HT에 의한 칼슘증가는 PKAI (0.1μM)을 

전처지한 후엔 증가함이 현저히 감소하였고. PKAI를 제거

한 후에는 5-HT에 의한 효과가 회복되었다 (Fig. 5C, D). 

  이상에서 AC와 PKA 억제는 부교감 주골반신경절 세포

에서 5-HT3 수용체에 의한 칼슘증가를 감소시켰으며, 따라

서 AC와 PKA는 AC-PKA 의존적 경로를 통해 5-HT3 수용체 

활성에 의한 칼슘 증가를 조절할 것으로 생각하며, 이는 방

광 수축이나 외요도 괄약근 활성의 조절 기전 이해에 도움

이 될 것으로 생각한다.

결      론

  주골반신경절에서 5-HT3 수용체는 부교감신경세포에 분

포하며, 5-HT3 수용체 활성에 의하여 전류, 막전위 및 세포

내 칼슘농도를 증가시켰다. 또한 5-HT3 수용체에 의한 세포

내 칼슘농도 증가는 AC 및 PKA 차단제에 의해 감소하였으

며, AC 활성제에 의해 증가하였다. 이러한 결과들은 AC 및 

PKA가 cAMP/PKA 경로를 통해 5-HT3 수용체를 조절할 수 

있음을 시사한다. 이는 자율 신경절에서 5-HT3의 조절을 규

명하는 연구에 주골반신경절이 좋은 도구가 되며, 비뇨생

식기 운동 조절의 생리 및 병태생리적 기전을 이해하는 기

초자료가 될 것으로 생각한다.
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