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Abstract

The changes of neuronal capacitance related resting membrane potential of CAl

hippocampal neurons of rats in developmental stages
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Departmen101Physiology，Jeiu NationalUniversitySCh。이 이 Medicine，Jeju. Korea

In an ear1ydevelopmental stage wilhin postna1al 3 weeks‘neurons in mammalian brains shows dynamic and rapid changes 01
prolein expression on cellular membrane，rela!ed wilh Îon channels and receptors. Using acute slices 01 rat hippocampi
(postnatal 7-21) ，change change of cell capacitance meas니red eleclrophysiologically during developmental stages have been
sludied 10 lind Ihe cαrelation with resling membrane potentials(RMP)，which are decided by ion channel expression on neuronal
membrane. The change of RMP showed significant changes 10 be hyperpolarized during developmental periods. However，lhe
size 01 neurons was nol slgnificantly lncreased. This result indîcates that，in an early developmental slage. developmenlal
processings of neurons niay be concenlraled for modulating prolein/lipid ratio 01 cellular membranes，rather Ihan physical
developmenls. (J Med Ule Sci 2011 ;8:42-45)

Key Words : Resling membrane potentîal. Whole-cell Capacilance. CA1，Hippocampus，K+channel，Na+ channel

서 론

해마는 포유류의 뇌에서 학슴과 기억에 충요한 역한을 하는

것으로 알려져 있으며 CA1，CA2，CA3 신경세포와 치아이랑

(dentare gyrus)로 구성되어있다Il 이 중 CAl 신경세포는 CA3
신경세포와 내후각뇌피진 m충 신경세포(entorhinal cortex 때er
m)로부터 각기 다든 신호틀 받는다고 얄려져 있다2) 이러한
신경연정의 신호 유임이 해마의 학슐과 기억에 영향융 준다는 것

또한 이미 잘 알려져 있다~)

해마에서 학숨과 기억의 메커니즘은 신경세포의 내재적 흥분

성(intrinsκ excitability)의 변화틀 포함한다4) 내재적 흥분성은

세포가 신호륜 받았올 때 활동전위(action potenti며，AP)틀 발화
하는 경향으로 쟁의힐 수 있다5) 따악서 신경세포가 훤동전위룰

발화할 수 있는 능력이 학습과 기억의 형성에 영향을 미친다

환동전위는 주로 전앙의존성 나트륨 풍로 (voltage-dependent
Na+ 이온뭉-로Nav 이온흉로)2) 촬륨 몽로(voltage-dependent

K+ 이온풍로，Kv 이온풍로)의개폐에 의해서 조절된다 활동전위

는 역치 이상의 지;극이세포에 주어지게 되연 세포박의 Nav
이온몽로가 열리연서 나트룹이 세포 내로 유입되어 생기기 시작
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한마 그 후，κ 이옹봉로가 열리게 되고，Na. 이온봉로가 닫히연
서 달분극되었던 악전압이 다시 재분극융 거치게 된다 열린 K，
이온풍로에 의해 칼풍이 세포 밖으로 빠져나가 막전압이 안정막

전(resting membrane potential，RMP)에 도달하고도 Kv 이옹봉
로가 닫히지 않아 과분극이 생기고，그 후 다시 박전암이 안정막

전압으로 휠〕아오게원 이때，Na•. k，봉로틀의 특성과 분포는

환동전위의 빈도와 진폭，그리고 기간올 결정짓는다

현재 포유류의 뇌에서 환동전위틀 생성하는 신경세포박의

특성이 각각의 발탈단계에 따라 다르게 냐타난다는 많은 연구결

과가 보고되어 있다 예를 틀연，hipogloss외 motoneurans에서
생후 2일과 20일 사이에서는 hyperpolarization- activated
inward currents의 차이가 관잔되었으며61，청각 뇌간íaudiωry

brainsrem)에서는 12-14 일 전후의 Na파 κ 풍의 아온 풍로의

차이가 관창되었다7-12). 초기 생후 3주 이내의 발달단계에서

보여지는 세포막 이온풍로등의 발현 정도는 기존 연구에서도

보여지듯이 긍칙하게 연하는 경향이 있으며 이것은 바로 안정막

전압으로 반영된다 그러냐 현재 이온풍로을의 발현 증가로 인한

세포의 크기 변화는 실질적으로 보고된 바가 없다 따라서 본

연구에서 생후 3주 이내의 해마 CAl 신경세포딸 이용하여 세포

박 전압의 연화와 세포의 크기 변화가 상관관계가 있는가를 전기

생리학적인 실험기법을 이용하여 관찰하고자 하였다
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仁 재료및방법

1 흰쥐 해마의 뇌조직절면제작

본 연구에서는 성장단계에 따른 이온채널의 특성을 연구하기

위하여 초기발달단계 (Early developmental stage. ED)와 후기발

달단계 (Late developmental stage. LD)의 Sprague-Dawle，찌SD)
계 흰쥐에서 뇌를 적출하여 실험원 진행하였다 초기발달단계는

생후 7-13 일의 어린 쥐룹，후기발달단계는 생후 19-21 일의
쥐플 사용하였다 조직절연은 o t 전후의 조직젤연용액 (125
mM NaCI. 2.5 mM KCI. 25 mM N뼈Cα. 1.25 mM NaH2PO‘’
25 mM glucose. 0.5 mM CaCh. 5 mM MgCh) 하에서 뇌판

적출한 후.Sagital section방식윤 이용하여 좌우얀구를 분리하

고.350 /Lffi 두께로 vibratome올 이용하여 제작하였다 제작된

조직철연은 ACSF 용액 (125 mM NaCI. 2.5 mM KCI. 25 mM
N따，CO，. 1.25 mM N따hPOι 25 mM glucose. 2 mM CaCIι
1 mM MgCh).으로 옮겨 37 t 에서 30 분간 배양한 후，설혐올
워하여 상온에서 보관하였다.

2. Patch-Clamping 을 이용한 전기생리학적 기록

조직절연을 ACSF 용액이 연속적으로 흐르는 기록용 챔버로

옮긴 후，현미경으로 CA1 신경세포틀의 분포 위치할 확인하고，

수상툴기가 비교적 영확하고 세포체의 구조가 뚜렷한 세포 하나

를 선정히어 실험에 사용하였다

Patch 이때Lpmg섣험을 위해 glass-pipe 따올 heaψ19-P 비ler
룹 이용해 tip-diameter 가 1-2 /Lffi가 되는 기록용 전극융 제작

하였으며， 이때의 전극 입력잉피던스 (input impedance)는 대략

4-6 MQol 되도록 유지하였다 져1작된 전극내에는 세포내액과

유사한 20 mM KCI. 125 mM K-밍uconate‘10 mM HEPES.
4 rnM NaCI. 0.5 mM EGTA. 4 rnM ATP. 0.3 mM TrisGTP.
10 mM Phosphocreatin 이 포함되어있는 용액 (pH 7.2. Osm
290-320 mmHg)으로 채웠다 Whole cell patch필-시도하여
안정막전압을 관찰하였으며， 보상전휴흘 통한 세포의 whole-eell
capacitance틀 욕정함으로써 세포의 크기를 간접적으로 확인하

였다. 이러한 전기생리학적 실헝은 EPC-9 patch system
(뾰KA，Gennan뿔 이용하였으며， 세포의 안정막전압과 세포용

량의 관찰은 cwrent c1ampmode에서 아무련 자극도 주지 않는

상태에서 수행되었다

3. 실험결과 분석 및 통계처리

온 연구에서는 안정막 전압과 세포의 용량이 초기 성장단계

및 후기 성잔단계에서 어떤 변화휠 보이는지필 분석하고，초기성

장단계 수치월 이용하여 각각 안갱막 전압과 세포의 용량이 열마

나 변하였는기윌 분석하여 비교하였냐

결과플의 추가적 분석듣은 JGor Pro ∞ftware(Waveme띠05.
USA)와 Excel(Microsoft. U.S.A)올 이용하였으며‘ 흥쳐1처리는
Student’s t-test 른 이용하여 유의성 0.05 수준에서 검증하였다..

Developmentalpropertiesof CAl neurons

결 과

발달단계에 따른 이온 채널뜰의 차이듬 확인하기 위해 current
cl없lping mode에서 안정막전압옹 확인하였다 {Figure 1) 그링에
서，초기 발달단계의 안정악전압이 후기 발달단계의 안정막 전암

보다 유의하게 높게 나타나고 있는 것올 알 수 있으며，이러한

결괴는 기존에 연구견과틀과 연치하는 것으로 보인대 Fi밍re 1κ
ED : -61.33:t1.95 mV. n=15: LD : -66.96:t2.20 mV. n=14:
p ( 0.05). RMP의 높고 낫응은 실질적으로 세포박의 이온풍로

분포밀도 (densily뻐}빌접한 관계가 있다 그러나，초기발달단계

와 후기발달단계의 세포틀 사이에서 세포용량의 차이는 유의하

게 나타나지 않고，일정하게 유지되는 것으로 파악되었다 (Fi밍re

1Bl 이것은 설치류의 출생 후 초기 3주 동안 급격하게 세포막

이온봉로의 발현이 증가하는 것과 동시에 세포용량도 중가한

것이라는 예상과는 다르게 냐타나는 현상이다

Figure 1에서 기흑된 안정악전양과 세포용량을 이용하여 각각

의 지표가 열마나 변하였는가를 초기발달단계 명균값올 이용하

여 계산하였을 경우，안정막전앙은 9.17%의 변화가 후기발달과

정에서 나타나는데 비해，세포용량의 변화는 6.6%'선에 머무르

고 있대 Fi맑re 잉 따라서 세포용량에 비해 더육 과문극화된

후기발달단계 세포틀의 이온봉로의 발현연화가 초기밥달단계

세포플보다 크게 나타남을 얄 수 있으며.이러한 변화의 차이틀

이용하여 세포박의 단위연적당 이온동로의 받현량음 추측할 수

있올것으로판단한다

A‘ *
B
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Figure 1. Comparison of RMP 히ld whole-cel1 capacitance
between ED and LD stage ncurons. A. ED stage neurons
were higher than ED stage neurons. RM1:>swere measured
in current c1amp modc from whole cell patched CAl
pyramidal neurons. CircJes and squares indicate the
individual and 8verage value. B. Whole-cell capacitance
shows no difference between ED and LD neurons
indicating no changes of cell size during U1ese periods
Error bars represent SEM. *: P < 0.05

고찰

본 연구는 발달단계에 따른 세포막 이옹동로의 분포에 차이가

있을 가능성을 확인하기 위하여 진행되었다 실험 결과，Figure
1에서 보이듯이 초기발달단계와 후기발달단계에 따른 안갱막전
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Figure 2. Increase rates of resting membrane
potential(RMP) and whole-cell capacitance(WC) calculated
by the initial values of ED neurons. RMP shows a higher
mcrease rate than cell capacitance dwing developmental
stages

압의 차이를 확인할 수 있었다 안정박전압은 세포막 내외의

이온 농도 차에 따라 결정되는 것으료， 주록 mWEπ'drectifying
potassium channeI(Kir)에 의해 조절된다고 얄려져 있다 13) 따라

서 초기발달단계의 안정막전압이 높다는 것은 신경세포가 적은

양의 Kic 이온통로를 갖고 있을 것이라는 것을 나타낸다 또한，

이러한 결과로 볼 때 Nav 또는 K，이온통로와 같은 다른 이온

통로들이 발달단계에 따라 세포막에 발현되는 양이 다를 수도

있다는 것을 시사한마 안정막전압은 활동전위의 발회에도 영향

을 미치게 되는데，안정막전압이 높을수록 활동전압이 쉽게 생성

될 수 있다 따라서 초기발달단계의 신경세포가 후기발달단계의

신경세포에 비해 더 빨리 활통전위 역치 (thresh 이d)에 도달하게

되고，쉽게 활동전위를 발생하게 된다 이러한 활통전위의 발생

어1 영향을 미치는 인자로는 A-type K+ channeI-을 추가적으로

들 수 있는데，서)포막전압이 역치 값에 도달.，，~는시간을 지연시

킴으로써 활동전위 발회덤 늦출 수 있다 14) 이러한 이온통로들

또한 세포의 발달단계에서 서서히 그 발현양이 증가하는 것으로

알려져 있다 그러나 세포의 용량은 이 시기에는 크게 변하지

않는 것으로 관창되었다따 gure 2) 세표박의 전기적 특성에서

이중지질층이 형성하는 축전 용량은 즉각적으로 세포막을 헝성

하는 지질의 양을 예측할 수 있는 척도로 활용될 수 있기 때문

에 본 연구에서 pF으로 표시되는 용량은 세포의 크기를 간접적

으로 설명할 수 있다 흰쥐의 중추신경계에서 신경세포의 세포막

지질 및 단액질 분포가 기장 급격하게 변히는 출생 후 3주 통안

주로 수용제나 이온통로들의 발현이 급격하게 증가한다 따라서

이 시기에 세포의 크기 또한 단백짙 분포의 증가에 의해 변할

것으로 판단하였으나， 본 연구에서 전기생리학적 방법으로 관찰

한 결과에서는 크기 변화가 나타나지 않았마 이상의 결과에서

10 플생 후 3주 동안 흰쥐의 중추신경계 세포틀은 세포의 용량적

크기보다는 세포박의 단백질 발현을 유도하여 단백질/지칠의

비율을 높이는 쪽으로 세포의 발달을 죠절할 것으로 예상되며，

이러한 현상에 의해 통일한 크기의 세포임에도 불구하고 세포의

전기적 특성은 다르게 나타남을 알 수 있다 본 연구에서는 실제

세포 크기의 변화가 언제 급격하게 나타나는가에 대해서는 구체

적으로 연구하지는 않았으나， 예상컨내， 3주를 중심으호 그전에

는 단백칠 발현정도를 집중적으로 조절하고， 그 후에는 세포의

크기를 조절하는 단계에 접어들 가능성이 있으며， 이는 추후에

더 연구가 진행되어야 할 것으로 판단된다 (NRF 2010
0013821)
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