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서      론

이독성 약물 중에서 가장 많이 알려진 아미노글리코사이드

(aminoglycoside)계 항생제는 1940년 스트렙토마이신(streptp-
mycin)이 결핵 치료제로 사용된 이래로 가나마이신(kanamy-
cin), 젠타마이신(gentamicin), 네오마이신(neomycin), 아미카
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Background and ObjectivesZZGentamicin (GM) is well known for its vestibulotoxicity. 
There have been many reports about vestibulotoxicity, however, its mechanism is still unclear. 
So far, it is known that GM affects the voltage-dependent K+ current and nitric oxide (NO) pro-
duction. Epigallocatechin-3-gallate (EGCG) is the major component of green tea and is known 
to have anti-oxidative and anti-toxic effect. This study was undertaken to investigate the pro-
tective effect of EGCG against gentamicin on vestibular hair cell (VHC).
Materials and MethodZZWhite guinea pigs (200-250 g) were rapidly decapitated and the 
temporal bones were immediately removed. Under a dissecting microscope, the crista ampulla-
ris was obtained. The dissociated VHCs were transferred into a recording chamber mounted 
onto an inverted microscope. Whole-cell membrane currents and potentials were recorded us-
ing standard patch-clamp techniques. In addition, measurements of NO production were ob-
tained using the NO-sensitive dye, 4,5-diamino-fluorescein diacetate (DAF-2DA).
ResultsZZType I VHCs Voltage-dependent K+ current was activated from low depolarizing 
stimulation. As the stimulation increased, higher current was detected. Voltage-dependent K+ 
current in type I VHCs was decreased when GM (200 μM) was administrated and GM effects 
of K+ current inhibition was significantly blocked by EGCG. Extracellular GM induced an in-
crease in DAF-2DA fluorescence, which thus indicates NO production in VHCs. Also, the GM-
induced NO production was inhibited by EGCG.
ConclusionZZGM inhibits voltage-dependent K+ current by releasing NO in isolated type I 
VHCs. EGCG blocks this inhibitory effects, suggesting a protective role on GM vestibulotox-
icity.	 Korean J Otorhinolaryngol-Head Neck Surg 2014;57(4):226-32

Key WordsZZEpigallocatechin-3-gallate ㆍGentamicin ㆍVestibular hair cell ㆍVestibular 
toxicity.
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신(amikacin) 등의 여러 종류가 개발되어 사용되고 있다. 이 중

에서 젠타마이신(gentamicin)은 와우 독성보다는 전정 독성

을 가지고 있고 전정독성은 약 9~15%에서 발생하고1) 주로 감

각유모세포를 침범하고 전정신경이나 전정핵의 변화는 유모세

포의 손상에 의한 이차적인 것으로 알려져 있으며, 전정기관의 

손상은 처음에 반고리관의 팽대부릉의 중앙부위에서 발생하

고 제1형 전정유모세포가 제2형 전정유모세포보다 더 쉽게 손

상을 받는다는 것으로 알려져 있고,2) 최근에는 젠타마이신의 

이러한 전정 독성을 이용하여 중이강내의 주입을 통한 메니에

르병(Meniere disease)의 치료에도 이용되고 있다.

아미노글리코사이드의 이독성에 대해서는 여러 기전이 제시

되었는데 미토콘드리아 리보솜(mitochondria ribosome)에 작

용하여 미토콘드리아의 단백질합성을 파괴시킨다는 보고가 있

으며3) 아미노글리코사이드가 철과 결합 후 산화복합체를 형성

하여 유리기(free radical) 생성을 촉진시켜 세포손상을 일으킨

다는 연구도 있다.4) 그 외에도 N-methyl-D-asparate(NMDA) 

수용체를 통한 세포흥분독성(excitotoxicity)이 주 기전이라는 

주장도 있다.5,6) 이러한 여러 가지 가설 이외에도 최근 아미노글

리코사이드가 glutamate receptor의 NMDA 아류형(subtype)

에 길항제(antagonist)로 작용하고7) glutamate가 전정유모세

포에서 산화질소 생산을 증가시킨다는 등의 많은 연구가 있다.

반면에 아미노글리코사이드의 전정독성에 대한 전기생리

학적인 연구는 전정기관이 해부학적으로 접근이 어렵고 전정

유모세포의 분리가 어려우며 크기가 작고 다루기가 어려워 많

지 않은 실정이다. Chen과 Eatock8)가 산화질소(nitric oxide, 

NO)의 제공물질이 제1형 전정유모세포에서 포타슘 전류를 

억제함을 보고했지만, 제1형 전정유모세포에서 젠타마이신의 

효과에 대해서는 거의 보고된 바가 없다.

Epigallocatechin-3-gallate(EGCG)는 녹차의 추출물 성

분 중의 하나로 유리기 제거(free radical scavenging) 효과, 

해독을 촉진시키는 효과 등이 있다고 알려져 있다.9) 산화질소

는 여러 조직에서 신경전달물질의 역할을 하면서, 혈관긴장도

를 조절하고 내림프와 이온의 항상성을 유지하는 데 주요한 

역할을 하는 것으로 알려져 있다. 산화질소는 L-arginine으

로부터 형성되고 cyclic guanosine monophosphate(cGMP)

를 생성하는 NO/cGMP 경로에 의하여 산화질소의 생리학적

인 역할이 이루어진다. 내이에서의 NO/cGMP 경로는 와우와 

전정기에서 모두 보고되고 있으며, 와우에서의 산화질소는 와

우 혈류량을 조절할 뿐 아니라, 유모세포와 구심성 신경 간에 

작용하여 NMDA 수용체를 통한 신경 전달 물질로서의 역할

을 하게 된다. 또한, 산화질소는 정상 상태에서 생리학적인 역

할을 하는 것 외에, 병적인 상태에서 세포 독성을 일으키는 데 

중요한 역할을 담당하는 것으로 알려져 있다. 대표적인 예로 이

독성 약물을 주입시나 내림프수종을 만들었을 때 산화질소의 

양이 증가하여, 세포 파괴의 역할을 하는 것으로 보고되고 있

는데 이러한 산화질소에 의한 세포 독성의 과정은 NMDA 수

용체의 과자극에 의하거나, 산화질소의 증가로 인한 유리기의 

증가로 peroxynitrite의 양이 증가하여 세포 파괴를 일으킨다

고 알려져 있다.

이에 본 연구에서는 기니픽의 전정유모세포를 분리하여 젠타

마이신이 전압의존성 포타슘의 전류와 이독성의 원인이 된다고 

알려진 산화질소의 생성에 어떠한 영향을 주는지 알아보고 이러

한 변화에 대해 EGCG가 젠타마이신에 의해 유발된 전정 유모

세포에 대한 이독성에 미치는 영향을 규명하고자 하였다.

재료 및 방법

전정유모세포의 분리

200~250 g의 백색기니픽의 복강에 50 mg/kg의 sodium pen-
tobarbital을 주사하여 마취시키고 양측의 측두골을 얻은 후 

즉시 차가운 Hank’s balanced salt solution{HBSS: 1.25 mM 

CaCl2, 5.55 mM glucose, 0.81 mM MgSO4, 0.44 mM KH-
2PO4, 136.9 mM NaCl, 0.34 mM Na2HPO4, 5.4 mM KCl, 5.0 

mM [N-(2-hydroxyethyl)piperazine-N’-(2-ethanesulfonic 

acid)(HEPES)], 300 mOsm, pH 7.4} 내에서 와우 골포(bul-
la)를 제거하고 박리하여 팽대부릉(crista ampulla)을 채취한

후 0.25 mg/mL collagenase(type IV, Sigma Chemical Co., 

St. Louis, MO, USA)에 약 20분간 처치하였다. 다시 효소가 없

는 HBSS에 옮겨 micropipette으로 부드럽게 분리하여 제1형

과 제2형으로 구별하였다.

용액의 조성 및 시약

포타슘 전류를 기록하고 산화질소의 imaging을 위한 세포

외 용액(단위; mM)은 3 KCl, 140 Choline-Cl, 2 CaCl2, 10 HE-
PES, 30 Glucose, pH 7.4로 하였고, 세포내 용액(단위; mM)은 

140 KCl, 2 MgCl2, 0.1 CaCl2, 10 HEPES, 0.5 EGTA[ethylene 

glycol-bis(β-aminoethylether)-N,N,N’,N’-tetraacetic acid], 

2 Mg-ATP이며 pH는 7.3으로 하였다.

세포에 대한 약물 투여는 중력을 이용한 관류장치를 이용

하여 용기내 용액을 순환시켰고 본 실험에서 사용한 모든 시약

은 Sigma사 제품을 사용하였다.

이온전류의 기록

물리적 분리가 끝난 세포들을 역상 도립현미경(inverted mic-
roscope) 위의 용기에 옮기고 세포들이 바닥에 가라 앉은 후 

Whole-cell patch clamp 방법을 이용하여 포타슘 전류를 기
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록하였다. 기록용 전극은 미세 유리 전극 제조기(Narishige, To-
kyo, Japan)와 microforge(Narishige, Tokyo, Japan)를 이용

하여 저항이 3~5메가옴(MΩ)이 되도록 제작하였다. 막전압 고

정과 전류의 측정은 Axopatch 200B patch clamp amplifier 

(Axon, Foster City, CA, USA)를 이용하여 Digidata 1200B 

(Axon, Foster City, CA, USA) interface를 통해 컴퓨터와 연

결하였다. 막전압 조절과 실험결과 얻어진 포타슘 전류의 기록 

및 자료 분석은 pClamp 7.0 software(Axon, Union City, CA, 

USA)를 사용하였으며, oscilloscope를 사용하여 전류의 변

화를 동시에 관찰하였다.

산화질소의 측정

분리된 전정유모세포를 산화질소의 형광 표지자인 10 μM

의 4,5-diamino-fluorescein diacetate(DAF-2DA)를 HBSS 

용액에 첨가하여 50분 동안 암 실험실에서 배양하였다. 이 세

포를 형광현미경으로 관찰하였고 현미경에 연결된 charge 

coupled device camera를 통해 얻은 영상을 분석하였다. 

실험결과 분석

기록된 자료는 pClamp 7.0 및 Microcal Origin 4.1(Micro-
cal Software Inc., Northampton, MA, USA) 프로그램으로 

분석하였다. 실험측정치는 Student’s t-test로 통계학적 분석

을 시행하고 p＜0.05를 유의성의 기준으로 삼았으며, 평균±
표준오차(standard error)의 범위를 표시하였다. 

결      과

전정유모세포

일부 세포들은 전체적으로 길쭉한 호리병 모양을 하고 있으

며 기저부위는 원모양을 하고 좁은 목부위가 존재하였다. 말단

부위는 cuticular plate가 hair bundle이 부착되어 있었다(Fig. 

1A). 이러한 세포들은 제1형 전정유모세포로 지름이 약 7.3~ 

13.0 μm이며 길이는 약 14.8~22.5 μm였다. 제2형 전정유모세

포는 목이 없는 약간 거친 원모양으로 역시 hair bundle을 가

지고 있었다(Fig. 1B). 길이는 약 8~17.5 μm이며 지름은 약 7.3~ 

13.8 μm였다. 전정유모세포 중에서 세포막이 매끄러우며 미

세전극으로 접근하기 쉬운 제1형 전정유모세포를 대상으로 

실험하였다.

포타슘 전류의 측정 

제1형 전정유모세포에서의 포타슘 전류

전정유모세포들의 막전압(membrane capacitance)은 평균 

9.8~14.2 pF였으며 비교적 적은 편이었다. 유지전압(holding po-
tential)을 -70 mV로 고정하여 20 mV 간격으로 -120 mV에서 

+20 mV까지 단계적으로 탈분극 자극을 매 10초마다 400 msec 

동안 가했을 때, 전압의존성 전류가 관찰되었으며 +20 mV의 

탈분극 전압에 대해 3365±185 pA(n=10)의 전류를 나타내었

다(data not shown).

젠타마이신이 제1형 전정유모세포의 포타슘 전류에 미치는 

영향

-120 mV에서 +20 mV까지의 탈분극 자극을 매 10초마다 

준 후에 전정유모세포의 전압의존성 포타슘 전류를 기록하였

고, 젠타마이신을 투여한 후 전압의존성 포타슘 전류를 기록

하였다. 사용한 젠타마이신의 농도는 아미노글리코사이드 항

생제의 이독성 연구에서 사용된 다양한 농도 중에서 Masuko 

등10)의 연구에서 사용된 농도인 200 μM을 사용하였다. 젠타마

이신을 투여한 후에는 전압의존성 포타슘 전류가 평균 3365

±185 pA에서 2791±169 pA(n=10)로 감소하였다(p＜0.05)
(Fig. 2).

젠타마이신과 EGCG를 같이 투여할 경우 전정유모세포의 

전압의존성 포타슘 전류

젠타마이신 200 μM과 EGCG 200 μM을 같이 투여했을 

때는 전압의존성 포타슘 전류가 평균 3411±176 pA로 정상인 

대조군과 의미있는 비슷한 반응을 나타내었다(p＞0.05)(Fig. 3).

산화질소의 영상(Imaging)

젠타마이신 투여시 산화 질소의 형광 강도는 투여 직후 증

가되었다가 시간이 흘러가면서 점점 약화되었다. EGCG 5 μM, 

100 μM, 200 μM에 젠타마이신 1 mM을 같이 투여했을 때는 

Fig. 1. Characteristics of isolated vestibular hair cells. Type I ves-
tibular hair cell is flask shaped and has an elongated cell body con-
sisting of a round basal portion and a neck of variable length (×
200) (A). Type II vestibular hair cell appears roughly round with a 
neck and the location of circular nucleus is in the center of the cell 
body (×200)(B).

A B
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같은 시간대에 젠타마이신만 투여한 군에 비해 유의하게 산화

질소의 형광 강도가 더 감소하였다(Fig. 4). 또한 각각의 농도

군 간에도 유의한 차이를 보여 농도-의존성의 특성도 확인되

었다(Fig. 5). 

고      찰

아미노글리코사이드(aminoglycoside)계 항생제의 종류에 

따라 와우 또는 전정에 더 심한 독성을 나타내는데 가나마이

신(kanamycin), 아미카신(amikacin) 등은 와우에 더 심한 독

Fig. 2. Current-voltage relationship 
for potassium currents after applica-
tion of 200 μM gentamicin. Control 
currents (A), currents after applica-
tion of 200 uM gentamicin (B), sub-
traction between currents of control 
and gentamicin application (C), cur-
rent-voltage curve (asterisk indicates 
the portion of statistical significance. 
p<0.05, n=10, mean±SE)(D). GM: gen-
tamicin, SE: standard error.

Fig. 3. Current-voltage relationship 
for potassium currents after applica-
tion of 200 μM GM and EGCG. Con-
trol currents (A), currents after appli-
cation of 200 uM gentamicin and EG- 
CG (B), subtraction between currents 
of control and currents of gentami-
cin and  EGCG application (C), curr-
ent-voltage curve (n=7, mean±SE, 
p>0.05)(D). GM: gentamicin, EGCG: 
epigallocatechin-3-gallate, SE: st-
andard error.
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성을 초래하고 스트렙토마이신(streptomycin)과 젠타마이신

(gentamicin)은 전정에 더 심한 독성을 초래하는 것으로 보고

되고 있다.1,2) 이러한 스트렙토마이신과 젠타마이신의 특성을 

이용하여 전정기 유모세포를 파괴하여 어지럼증을 치료하려

는 시도가 있었다. Fowler11)는 스트렙토마이신을 근육주사하

였으며 1957년 Schuknecht12) 및 Chung 등13)은 편측성 메니

에르병의 치료에 스트렙토마이신을 중이강내에 주입하여 어

지럼증의 치료에 이용하였지만 청력이 감소되는 결과를 초래

하였다. 한편, 젠타마이신(gentamicin)은 와우독성보다는 전

정독성을 가지고 있고 전정독성은 약 9~15%에서 발생하고1) 

주로 감각유모세포를 침범하고 전정신경이나 전정핵의 변화는 

유모세포 손상의 이차적인 것으로 알려져 있으며, 전정기관의 

손상은 처음에 반고리관의 팽대부릉 중앙부위에서 발생하고 

제1형 전정유모세포가 제2형 전정유모세포보다 더 쉽게 손상 

받는다고 알려져 있다.2) 따라서 중이강내 주입을 통한 메니에

르병(Meniere disease) 치료에도 이용되고 있으며 젠타마이신

의 중이강내 주입은 90% 이상의 환자에서 어지럼증의 조절이 

가능하였으며 비교적 낮은 비율의 청력감소가 보고되고 있으

며14) 국내에서도 조절되지 않는 메니에르병 환자에서 젠타마이

신 중이강내 주입의 효과가 보고된 바 있다.15)

내이는 해부학적으로 복잡하고 아주 미세한 구조물로 되어 

있기 때문에 내이 유모세포에 대한 형태학적 또는 전기 생리

학적 연구에 어려움이 있었으며, 1953년 처음으로 Katsuki와 

Covell16)이 코르티기관의 물리적인 분리를 성공한 이래 이전

의 많은 연구들이 포유류의 와우 유모세포들에 대한 것이었

다. 상대적으로 전정기관은 단단한 골조직으로 둘러싸여 있고 

분리하기가 어려우며 크기가 와우세포보다 4~5배 작기 때문

에 전정유모세포에 대해서는 많은 연구 보고가 없었는데 Wer-
sall17)은 기니픽의 전정유모세포를 분리하고 그 모양에 따라 

제1형과 제2형으로 분류하였다. 아미노글리코사이드계 항생

제에 의한 전정독성은 팽대부릉정의 중간 부분에서 먼저 일

어나며 제1형 전정유모세포가 제2형 전정유모세포보다 먼저 

손상을 받는다는 연구보고가 있으며,2) 본 연구에서는 제1형 

전정유모세포를 이용하여 실험하였다.

아미노글리코사이드의 전정독성의 기전에 대해 여러 가설

들이 알려져 있지만3-7) 이 중에 많은 연구자들이 세포흥분독성

Fig. 4. Dark field fluorescent image 
of type I vestibular hair cell. Loaded 
with DAF-2DA after application of 
gentamicin 1 mM (A). After applying 
gentamicin 1 mM and EGCG 5 μM, 
the fluorescence intensity is decreas-
ed compared with gentamicin only (B). 
The fluorescence intensity is more de-
creased after applying gentamicin 1 
mM and EGCG 100 μM (C). The fluo-
rescence intensity is most weakly ex-
pressed with applying gentamicin 1 
mM and EGCG 200 μM (D). DAF-
2DA: 4,5-diamino-fluorescein diac-
etate, EGCG: epigallocatechin-3-gal-
late.
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Fig. 5. Comparison of the fluorescence intensity demonstrating that 
the intensity is markedly decreased after applying EGCG in dose de-
pendent manner (n=15). AU: Arbitrary unit, GM: gentamicin, EG-
CG: epigallocatechin-3-gallate.
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(excitotoxicity)에 대한 연구 보고를 하고 있다.6,7) Basile 등6)은 

아미노글리코사이드가 NMDA 수용체에 길항제로 작용을 하

고 Takumida와 Anniko18)는 아미노글리코사이드에 의해 생

성된 산화질소가 전정세포 내에서 전정독성을 유발시키는 것

이 보였다. Nitrous oxide systems(NOS)에 의해 생산되는 산

화질소는 신경전달을 조절하고 혈관의 긴장도를 조절하는 중

요한 역할을 하며 다른 기관에서와 마찬가지로 내이의 와우와 

전정기관에서 산화질소는 혈류를 조절하는 역할을 한다. NOS 

type I은 신경에, NOS type III는 혈관의 내피세포에 항상 존

재하는 구조적인 NOS로 생리작용을 조절하지만 NOS type 

II는 다른 특별한 자극이 있을 때만 생성되며 일단 생성되면 

많은 양의 산화 질소가 만들어지고 세포에 독성을 나타내게 된

다. Takumida와 Anniko19)는 병적인 상태에서 구조적인 형태

의 NOS(type I, III)로부터 만들어지는 산화질소는 초기의 이

독성에 관여하고, NOS II에 의해 만들어지는 산화질소는 후기

의 이독성의 원인이 된다고 생각하였다.

EGCG는 epicatechin(EC), epicatechin 3-gallate(ECG), 

gallocatechin 3-gallate(GCG) 등과 함께 녹차의 주요 성분

중의 하나로 악성종양의 성장과 전이를 억제하며20) 발암 물질

의 발현 억제에 효과가 있으며21) 허혈성 뇌손상에 보호 효과가 

있고 심혈관 질환의 위험성은 낮추는 효과가 있다고 알려져 있

다. 이러한 효과의 기전은 정확히는 밝혀져 있지 않지만 EG- 
CG의 항산화 효과와 많은 연관이 있을 것으로 생각하고 있다. 

Nagai 등22)은 rat의 뇌에서 EGCG가 산화질소에 의한 신경손

상을 억제하는 것을 밝혔으며 Nakagawa와 Yokozawa9)는 

EGCG가 직접 nitric oxide synthase를 억제할 뿐 아니라 ni-
tric oxide, peroxynitrite를 제거(scavenging)하는 것을 증명

하였다. 본 연구에서는 아미노글리코사이드의 전정 독성이 산

화질소와 깊은 관련이 있고 EGCG가 강력한 항산화 효과가 

있다고 알려져 있어 아미노글리코사이드의 전정독성에 미치

는 EGCG의 영향에 대해 알아보았다. 

아미노글리코사이드의 전정독성에 대한 전기생리학적인 연

구는 전정기관이 해부학적으로 접근이 어렵고 전정유모세포의 

분리가 어려우며 크기가 작고 다루기가 어렵기 때문에 많지 않

은 실정이다. 본 연구에서 포타슘 전류를 측정하는 전기생리

학적 기법을 이용하여 젠타마이신을 투여했을 때 전압의존성 

포타슘 전류가 의의있게 감소한 것을 확인할 수 있었으며, 이

것은 Chen과 Eatock8)이 발표한 산화질소 생성물에 의해 포

타슘 전류가 억제되는 것과 결과가 일치하였다. 이러한 젠타

마이신에 의한 포타슘 전류의 억제효과는 EGCG를 투여하

였을 때는 차단되었다. 또한 전정유모세포내의 산화질소 농도

를 형광 현미경을 이용하여 측정하였을 때 Takumida와 An-
niko19)의 연구결과처럼 젠타마이신은 전정유모세포에서 산화

질소의 생성을 증가시켰고 EGCG를 같이 투여하였을 때는 산

화질소의 생성이 의의있게 감소하는 것으로 보아 EGCG가 산

화질소의 생성을 직접적으로 차단하는 것으로 사료된다. 이것

은 Takumida와 Anniko23)가 NOS의 억제제인 N-nitro-L-ar-
ginine methylester(L-NAME)가 젠타마이신에 의한 이독성

을 차단한 실험결과와 일치하였다. 젠타마이신에 의한 전정독

성은 산화 질소와 밀접한 연관이 있고 이러한 산화질소의 생

성이 EGCG에 의해 직접 차단될 뿐 아니라 산화질소와 연관

되어 생성되는 산소유리기(free oxygen radical)를 EGCG가 

제거하기 때문에 EGCG가 젠타마이신에 의한 전정독성을 억

제하는 효과가 있을 것으로 생각된다.

요컨대, 본 연구에서는 젠타마이신 항생제가 기니픽 제1형 

전정유모세포에 나타내는 독성에 대한 EGCG의 보호효과를 

알아보았다. 전압고정법을 이용한 whole-cell configuration 

patch clamp와 산화질소 영상을 이용하여 젠타마이신은 제1

형 전정유모세포에서 전압의존성 포타슘 전류를 감소시켰으

며 이것은 EGCG에 의해 차단됨을 확인하였다. 또한, 젠타마

이신은 산화질소의 생성을 증가시켰으며 그 효과도 EGCG에 

의해 억제된다는 것을 알 수 있었다. 이상의 실험 결과로 젠타

마이신에 의한 전정독성 효과는 EGCG에 의해 억제될 수 있

을 것으로 사료된다.
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