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Background and ObjectivesZZIn general, aminoglycosides are known to cause ototoxicity th-
rough the glutamate induced nitric oxide production. The N-methyl-D-aspartate (NMDA) re-
lated glutamate receptors have a pivotal role in aminoglycoside induced ototoxicity. Memantine 
is known as a safe NMDA antagonist and is also used in some neurologic insults, such as the 
Alzheimer disease. In this study, we observed the effect of memantine on gentamicin induced 
vestibulotoxicity in an animal model. 

Materials and MethodZZVestibulotoxicity was induced with intratympanic administration of 
gentamicin and memantine was injected intraperitoneally to a study group. Histomorphological 
studies for vestibule were performed via light and electron microscopy. Immunohistochemical 
studies were performed for iNOS, nitrotyrosine and apoptosis via TUNEL staining. 

ResultsZZThe numbers of hair cells were decreased significantly in the gentamicin group than in 
the gentamicin-memantine group. Increased immunoreactivities for iNOS and nitrotyrosine were 
observed in the gentamicin group than in the memantine-pretreated gentamicin group. TUNEL 
positive cells were more frequently observed in the gentamicin group than in the memantine-
pretreated gentamicin group. 

ConclusionZZThis result shows that memantine has a protection effect on gentamicin-induced 
vestibulotoxicity in an animal model. Korean J Otorhinolaryngol-Head Neck Surg 2010;53:77-83
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서     론 
 

아미노글라이코사이드계 항생제는 높은 효과와 낮은 비

용 때문에 그람 음성 세균감염의 치료에 많이 사용되고 있

으나 심각한 이독성과 신독성을 일으킬 수 있는 것으로 잘 

알려져 있다. Gentamicin은 내이에서 유모세포의 파괴를 일

으키는 것으로 알려진 대표적인 아미노글라이코사이드계 항

생제로 지금까지 이러한 이독성 기전에 대하여는 많은 연

구가 진행되었는데 glutamate 연관 수용체의 과활성과 유

리기(free radical)의 생성으로 인하여 발생하는 것으로 생

각되고 있다. 

다른 중추신경계와 유사하게 와우와 전정에서도 유모세

포와 원심성 섬유 접합 부위에서 대표적인 흥분성 신경전달

물질로 작용하는 glutamate는 alpha-amino-3-hydroxy-

5-methyl-4-isozaxolepropionic acid(AMPA) 관련 수

용체, N-methyl-D-aspartate(NMDA) 관련 수용체, ka-
inate 관련 수용체를 통하여 작용한다.1,2) 이 중 NMDA 관

련 수용체는 glutamate 이외에도 내인성 polyamine에 의해

서 활성화될 수 있는데 아미노글라이코사이드계 항생제는 

이런 polyamine과 유사한 특성을 가져 NMDA 관련 수용
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체를 활성화하여 이독성을 유발한다.3) 

기존의 연구에서 NMDA 관련 수용체의 길항제인 dizo-
cilpine이 아미노글라코사이드계 항생제의 이독성을 감소시

킨다는 연구들이 있었으나4,5) 이러한 NMDA 관련 수용체 길

항제는 정상적인 신경계 기능에도 영향을 주어 심각한 부작

용의 가능성 때문에 사용이 제한되고 있다.6) 최근 NMDA 

관련 수용체의 또 다른 길항제인 memantine은 약리학적으

로 부작용이 적은 것으로 알려져 있으며 과도한 NMDA 관

련 수용체의 기능으로 인한 신경계의 비정상적인 활성화를 

효과적으로 억제하는 약물로 임상적으로 알츠하이머병이나 

혈관성 치매 등에서 사용되고 있다.7,8) 

저자들은 본 연구에서 gentamicin으로 유발한 전정독성

모델에서 memantine의 예방효과에 대하여 알아보고자 하

였다. Gentamicin 투여 후 대조군과 실험군에서 난형난반 

유모세포의 손상 정도와 세포자멸사를 관찰하였으며 세포독

성의 매개체인 산화질소(nitric oxide, NO)를 유발하는 산

화질소 합성효소(inducible nitric oxidesynthase, iNOS)

의 발현과 산화질소와 과산소의 반응으로 생성되어 조직의 

손상을 일으키는 peroxynitrite의 표지자인 nitrotyrosine

의 발현을 관찰하였다. 

 

재료 및 방법 
 

실험동물 및 실험군의 분류 

이경검사에서 고막이 정상이고 정상적인 Preyer 반사를 

보이는 250 g 내외의 Dunkin-Hartley albino 기니픽 22

마리(44귀)를 대상으로 하였다. 실험군은 생리식염수를 투

여한 대조군(group C; 4마리)과 gentamicin만을 투여한 

군(group G; 9마리), 그리고 gentamicin과 memantine을 

투여한 군(group GM; 9마리)로 분류하였다. Gentamicin

의 투여는 실험동물을 ketamine(100 mg/kg)과 xylazine 

(5 mg/kg) 혼합액을 복강 내 주사하여 마취한 후 현미경하

에서 고막 전부에 gentamicin 4 mg(0.1 mL)(Sigma, St. 

Louis, MO, USA)을 27 G 천자침을 이용하여 고실 내 주

입 후 그 자세로 30분간 유지하였다. 대조군 4마리는 동량

의 생리식염수를 주입하였다. Memantine의 투여는 genta-
micin 투여 12시간 전과 1시간 전에 memantine 20 mg/kg 

(Sigma, St. Louis, MO, USA)을 복강 내 주사하였다(Fig. 1). 

조직학적 관찰 

 

조직의 준비 

모든 실험동물은 ketamine과 xylazine의 혼합액으로 깊

이 마취한 뒤 생리식염수와 4% paraformaldehyde in 0.1 

M phosphate buffered solution(PBS)로 심장관류하였으

며 측두골을 각각 채취하였다. Gentamicin만을 투여한 group 

G와 memantine을 전처치한 group GM에서는 각각 처치 

후 3일, 7일, 14일째 측두골을 채취하였다(Fig. 1).  

Phalloidin 염색과 면역조직화학염색을 위하여 채취된 측

두골은 와우의 첨부 일부와 등골을 제거하고 pH 7.4의 3% 

paraformaldehyde in 0.1 M PBS로 12시간 동안 와우내 

고정하였으며 주사전자현미경적 관찰을 위하여서는 측두골

을 2.5% glutaraldehyde로 12시간 동안 와우내 고정 후 

각각 해부 현미경하에서 난형낭을 분리하고 이석을 제거하

여 준비하였다.  

 

난형난반 유모세포의 손상확인 

유모세포 손상 여부를 확인하기 위하여 gentamicin 투여

후 14일째 분리된 난형낭은 해부현미경하에서 이석을 제거

하고 난형난반을 분리하였으며 pH 7.4 phosphated buf-
fered solution으로 세척하고 0.3% Triton-X로 처리한 뒤 

tetramethyl-rhodamine isothiocyanate(TRITC)로 표지

된 phalloidin(1：50; Sigma, St. Louis, MO, USA)으로 

30분간 반응시킨 후 다시 PBS로 세척하고 수용성 마운트

로 포매하여 형광현미경(BX51TRF, Olympus, Tokyo, Ja-
pan)하에서 관찰하였다. 주사전자현미경적 관찰을 위하여 

2.5% glutaraldehyde에 고정된 조직은 탈수와 금도금 과정

을 거쳐 주사전자현미경(S2500, Hitach, Tokyo, Japan)

하에서 관찰하였다. 각 그룹별 유모세포의 정량적인 분석을 

위하여서는 주사전자현미경하 2,000배 시야에서 각각 3개

의 조직을 striola를 제외한 5부위를 관찰하여 유모세포의 

수를 계산하여 평균하였다.  

 

면역조직화학염색 

면역조직화학염색을 위하여 gentamicin 투여 후 3, 7, 14

일째 분리된 측두골은 해부현미경하에서 난형반을 분리해

내어 pH 7.4의 3% paraformaldehyde 0.1 M PBS로 24

-12 h -1 h 0 3 d 7 d 14 d

Fig. 1. Schematic diagram of experi-
ment schedule. ▲: memantine in-
jection,  : gentamicin injection,  :
histologic examination. 
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시간 동안 고정 후 파라핀에 포매한 다음 4 μm 두께로 절

편을 만들었다. 이 조직절편은 탈파라핀 후 조직절편을 cit-
rate buffer(pH 6.0) 용액에 담근 다음 5분씩 2회에 걸쳐 

microwave에 넣어 가열하였다. 0.1 M PBS로 세정하고 내

인성 peroxidase의 활성을 저지하기 위하여 0.5% periodic 

acid 용액에 10분간 반응시킨 다음 다시 PBS로 세정하였

다. 세정 후 ABC kit(Dako Cytomation, Carpinteria, CA, 

USA)에 포함되어 있는 blocking serum(normal goat se-
rum)을 1시간 동안 반응시키고 일차 항체 anti-iNOS(1：

30, monoclonal, Sigma, MO, USA)와 anti-nitrotyrosine 

(1：100, Sigma, MO, USA)으로 처리하여 2시간 동안 반

응시켰다. PBS로 세 차례 세척 후 biotinylated secondary 

antibody(Zymed, CA, USA)로 처리 후 15분 간 반응시

키고 다시 PBS로 두 차례 세척하였다. 이후 조직은 strep-
toavidinin-peroxidase(Zymed, CA, USA)를 처리 후 15

분간 반응시켰다. Diaminobenzidin tetrahydrochloride(D-
AB)(Zymed, CA, USA)을 발색에 사용하였고 대조염색은 

hematoxylin을 이용하였다. 이후 조직을 광학현미경으로 

관찰하였다. 음성대조군은 일차항체 대신 PBS를 사용하여 

같은 방법으로 처리하였다. 

 

Terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP 

nick-end labeling(TUNEL) 염색 

세포자멸사를 확인하기 위하여 준비한 파라핀 절편에 TU-
NEL staining Kit(ApopTag Peroxidase in situ Apopto-
sis Detection Kt, Serologicals, KS, USA)를 이용하였다. 

조직절편은 xylene으로 5분간 3회 탈파라핀을 시행하고 

99%, 95%, 70%의 alcohol로 처리하였으며 20 μg/mL의 

Proteinase K로 실온에서 약 15분간 반응시킨 후 내인성 

peroxidase의 활성을 저지하기 위하여 3% H2O2(Sigma, 

St. Louis, MO, USA) in PBS로 처리하였다. Equilibration 

buffer로 약 10초간 처리한 뒤 working strength TdT en-
zyme으로 37℃ Chamber에서 1시간 반응시키고 working 

strength stop/wash buffer로 약 10분간 처리하였다. PBS

로 세정한 뒤 anti-digoxigenin conjugate로 실온에서 30

분간 처리하고 PBS로 세정한 뒤 peroxidase substrate는 

diaminobenzidine(DAB)로 발색하였고, 대조염색으로는 he-
matoxylin을 사용하여 약 10분간 시행하였으며 증류수에 

세정하고 마운트하여 광학 현미경(BX50W/PH20, Olym-
pus, Tokyo, Japan)하에 관찰하였다. TUNEL 양성 세포의 

발현 정도를 정량적으로 분석하기 위하여 염색된 세포의 수

를 연속된 3장의 슬라이드에서 400배 시야로 유모세포의 각

각 2부위를 관찰하여 평균하였다. 

 

통계학적 검정 

통계학적 검정은 SPSS(version 13.0)을 이용하였다. 대

조군과 실험군에서 난형난반의 유모세포수의 차이는 ANO-
VA의 Tukey-Kramer Multiple Comparisons test를 이

용하여 분석하였으며 group G와 group GM의 TUNEL 양

성 세포의 차이는 T-test를 이용하여 각각 p값이 0.01보

다 작은 경우를 통계학적으로 유의하다고 하였다. 

 

결     과 
 

난형난반 유모세포 손상 

Gentamicin 처리 14일 후 유모세포의 손상 정도를 관찰

하기 위한 phalloidin 염색과 주사전자현미경 소견에서 gen-
tamicin만 처리한 group G와 memantine 전처치 후 gen-
tamicin으로 처리한 group GM에서 정상군에 비하여 모두 

유모세포의 손상이 관찰되었다(Fig. 2). 유모세포의 평균수

A B C

D E F

Fig. 2. Phalloidin staining of utricles
at 14 days after treatment of genta-
micin treatment. Loss of hair cells are
more frequently observed in genta-
micin group compared with control
group and memantine preteated ge-
ntamicin group. A and D: control, B
and E: gentamicin group, C and F:
memantine pretreated gentamicin
group. Scale bars: 50 μm in A, B, C,
25 μm in D, E, F. 
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는 대조군에서 75±7.8이었으며 group G와 group GM에

서는 각각 20±7, 53±9.4로 대조군에 비하여 group G와 

group GM에서 유의하게 유모세포의 손상이 관찰되었으며, 

group GM에서 유모세포의 생존이 group G에 비하여 유의

하게 많음을 관찰할 수 있었다(p<0.001)(Fig. 3). 

 

면역조직화학염색 

 

iNOS의 발현 

대조군에서는 iNOS의 발현을 관찰할 수 없었으며 gen-
tamicin만 처리한 group G와 memantine 전처치 후 gen-
tamicin으로 처리한 group GM의 유모세포에서 각각 iNOS

의 발현을 관찰할 수 있었는데, group GM에서 group G에 

비하여 그 발현의 정도가 감소되어 있었다(Fig. 4). 또한 

gentamicin 처리 7일 후에서는 group G와 group GM에서 

모두 iNOS의 발현을 관찰할 수 없었다. 

Nitrotyrosine의 발현 

대조군에서는 nitrotyrosine 발현을 관찰할 수 없었으며 

gentamicin 투여 3일과 7일 후 group G와 group GM에서 

nitrotyrosine의 발현을 관찰할 수 있었다. 시간의 경과에 

따른 발현양상의 차이는 관찰하기 어려웠으나 gentamicin 

투여 3일 후 group GM에서 group G에 비하여 그 발현의 

정도가 감소되어 있었다(Fig. 5). 

 

TUNEL 염색 

세포의 자멸사를 관찰하기 위하여 gentamicin 투여 7일 

후에 시행한 TUNEL 염색에서 group G와 group GM에서 

모두 TUNEL 양성 세포가 관찰되었는데 group G에서는 

TUNEL 양성 세포가 약 43±9.2 그리고 group GM에서는 

27±6.2로 group GM에서 group G보다 세포의 자멸사가 

감소되어 있었다(p<0.01)(Fig. 6).  

 

Fig. 4. Expressions of iNOS in utricles after gentamicin treatment. C: control, G3: 3 days after gentamicin group, GM3: 3days after me-
mantine preteated gentamicin group. Increased immunoreactivities were observed in G3 compared with GM3. However there was
no significant staining with iNOS in control group (×400). 
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Fig. 3. Scanning electron microsco-
pic findings and hair cell survivals of
utricles at 14 days after gentamicin
treatment. A: control, B: gentamicin 
group, C: memantine pretreated ge-
ntamicin group. Hair cell survival were
more frequent in group GM compared
with group G (*p<0.001)(×2000).
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고     찰 
 

Glutamate는 중추신경계에서 대표적인 흥분성 신경전달

물질로 와우와 전정에서 유모세포와 원심성 섬유 접합 부

위에서 주요 신경전달물질로 작용하는데 이러한 작용을 매

개하는 수용체는 AMPA 관련 수용체, NMDA 관련 수용체, 

Fig. 5. Expressions of nitrotyrosine 
in utricles after gentamicin treatment.
C: control, G3: 3 days after gentami-
cin group, GM3: 3days after meman-
tine preteated gentamicin group. G7:
7 days after gentamicin group, GM7:
7 days after memantine preteated 
gentamicin group. Decreased immu-
noreactivities were observed in GM3
compared with G3 (×400).
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Fig. 6. TUNEL expressions in utri-
cles at 7 days after gentamicin treat-
ment. C: control, G7: 7 days after ge-
ntamicin group, GM7: 7 days after
memantine preteated gentamicin
group. Decreased TUNEL positive
cells were observed in group GM
compared with group G (*p<0.01)
(×400). 
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kinate 관련 수용체 세 가지 아형이 존재한다.1,2) 대표적인 

AMPA 관련 수용체의 하부구조로는 GluR2, GluR3, GluR4, 

GluR5가 존재하고 NMDA 관련 수용체의 하부구조로는 

NR1이 존재하는 데, mouse에서 태생 초기부터 와우와 전

정에 발현되기 시작한다.9) 이러한 glutamate 수용체의 아

형들은 약동학적으로 다른 특징을 보이는데 AMPA 관련 

수용체와 kinate 관련 수용체는 빠른 이온 흐름을 보이는 

반면 NMDA 수용체는 전압에 의존하며 상대적으로 느린 

흐름을 중개하지만 glutamate 관련 독성 반응에서 중요한 

역할을 담당한다.2) 

과도한 glutamate는 중추신경계의 신경원이나 내이의 유

모세포에서의 신경독성과 관련되어 있고 이러한 흥분성 독

성은 중추신경계나 전정 유모세포에서의 고농도 nitric oxi-
de(NO) 생성과 관련이 있다.10,11) 과도한 glutamate나 pol-
yamine과 유사한 아미노글라이코사이드에 의해 NMDA 

receptor가 지속적으로 자극받게 되면 세포 내 칼슘 농도가 

증가하게 되고 이것이 nitric oxide synthase(NOS)의 co-
factor인 calmodulin에 결합하여 NOS의 활성도를 증가시

키게 된다.12) 

Nitric oxide synthase(NOS)는 neuronal NOS(nNOS), 

endothelial NOS(eNOS), inducible NOS(iNOS)의 세 가

지 아형으로 존재한다. nNOS와 eNOS는 정상적인 내이 유

모세포와 신경 섬유에 존재한다. 이 중 iNOS는 정상 내이

에서는 존재하지 않고 어떠한 손상을 일으킬 수 있는 기전

에서 발현되는 것으로 알려져 있는데, 최근 gentamicin으로 

인하여 전정기관에서 iNOS의 발현이 세포독성을 유발하는 

기전 중 하나로 보고된 바가 있다.13) 저자들의 경우에도 gen-
tamicin에 의한 전정독성 기전의 지표로 세포독성의 매개

체인 NO를 유발하는 iNOS를 이용하여 관찰한 결과 대조

군이나 memantine 전처치 후 gentamicin 투여군에서는 

iNOS 발현을 관찰할 수 없었으나 gentamicin 투여군에서

는 3일째 난형난반에서 발현되어 기존의 보고와 일치하는 

결과로 iNOS가 gentamicin에 의한 전정독성에서 그 기전

에 관여하는 것으로 생각하였다. 

또한 NO는 직접 세포독성을 일으킬 수도 있으나 supe-
roxide anion과 반응하여 세포독성 및 조직손상을 유발하

는 peroxynitrite를 생성하는데, peroxynitrite는 유리 ty-
rosine과 단백질내 tyrosine 부위를 질소화시켜 nitrotyro-
sine을 생성하므로 peroxynitrite 이의 존재 및 활성도를 

간접적으로 알 수 있다.14)  

본 실험에서도 nitrotyrosine의 발현 양상은 3일 후에 gen-
tamicin 투여군에서 memantine 전처치 후 gentamicin 투

여군보다 더 강한 발현양상을 보여 이는 gentamicin 투여

군에서 더 많은 NO가 생성되어 세포독성을 유발하였음을 

시사하는 간접지표로 생각된다. 하지만 7일 후에 그 발현양

상이 유사하여 주로 조직손상의 초기에 관여하지 않을까 생

각된다. 

이렇게 내이 손상에 glutamate 수용체가 관여함이 알려

지면서 AMPA 수용체나 NMDA 수용체 길항제의 역할에 

대한 연구들이 진행되어 왔는데 Duan 등15)은 NMDA 수

용체 길항제인 MK801과 neurotrophin 3이 guinea pig에

서 소음과 아미노글라이코사이드계 항생제에 의한 와우 손

상을 줄일 수 있었다고 보고하였으며, Hakuba 등16)에 의

하면 AMPA/kainate 수용체의 길항제인 6-7-dinitroqui-
noxaline-2,3-dione(DNQX)이 gerbil에서 일시적인 와

우허혈에 의한 유모세포의 손상을 감소시킬 수 있다고 보

고 하였다. 또한 AMPA와 NMDA 수용체의 비특이적 길항

제인 caroverine이 guinea pig와 rat에서 소음에 의한 와우 

손상을 줄일 수 있었다는 보고도 있었다.17,18) 그러나 이러

한 길항제들은 우수한 효과에도 불구하고 정상적인 신경연

접도 장해를 줄 수 있다는 한계가 있어 신경계 부작용 가능

성 때문에 임상적으로 사용이 제한되고 있다.  

Menmantine은 항인플루엔자제인 adamantane 유도체

로 memantine의 아민기(-NH2)가 생리적인 상태에서 양

전위를 형성해 NMDA 수용체 관련 채널에 작용하는 것으

로 알려져 있다. 이러한 NMDA 수용체 길항제로서의 역할

이 우연히 발견된 후 주로 신경과 영역에서 알츠하이머 치

매나 파킨슨씨 병에서 주로 사용되어 오고 있다. Meman-
tine은 약리학적으로 비경쟁적인(uncompetitive) NMDA 

길항제로 정상 생리적 상태에서는 길항작용을 나타내지 않

지만 병적으로 NMDA 농도가 증가하였을 때에는 강력한 

길항작용을 나타내며 기존 glutamate 수용체 길항제와는 

다른 이러한 약리학적 특성으로 인해 정상 신경연접장애

를 유발하지 않아 미국와 유럽에서 알츠하미머 치매나 파킨

슨씨 병 치료제로 공인 받아 사용되고 있다.7,8,19) 

이에 저자들은 gentamicin으로 유발된 전정독성의 기전

에서 NMDA 수용체의 길항제로 알려진 memantine의 효

과에 대하여 알아보고자 하였다. 그 결과로 memantine이 

기니픽에서 gentamicin에 의한 전정독성의 기전에서 iNOS

와 nitrotyrosine의 발현을 감소시켰으며 난형난반 유모세

포의 괴사와 손상을 감소시키는 것을 관찰할 수 있었다. 하

지만 전정독성을 관찰함에 있어서 기능적으로는 평가하지 

못하였으며 전정기관의 일부인 난형난반만을 조직학적으

로 관찰하여 추후 와우손상과 구형난반 및 팽대부 등 다른 

전정기관에 대한 연구도 필요할 것으로 생각된다. 
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