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The role of Cl
-
 channels in regulatory volume decrease

(RVD) in human salivary gland acinar cells was examined

using a whole-cell patch clamp technique. Human tissues

were obtained from healthy volunteers or from patients

with oromaxillofacial tumors. During the measurements,

K
+

-free solutions were employed to eliminate contamination

of whole-cell conductance by K
+ 
currents. When the cells

were exposed to a 70% hypotonic solution, outward-rectifying

currents, which were not observed in the resting state, were

found to have significantly increased both in human labial

and parotid gland acinar cells. The amplitudes of the

currents were reduced in a low Cl
-
 bath solution. Further-

more, the addition of 100 µM 5-Nitro-2- (3-phenyl pro-

pylamino) benzoic acid (NPPB) or 100 µM 4,4'-diisothio

cyanatostilbene -2,2'-disulphonic acid (DIDS), known to

partially block Cl
-
 channels, significantly inhibited these

currents. Its outward-rectifying current profile, shift in

reversal potential in a low Cl
-
 bath solution and pharma-

cological properties suggest that this is a Ca
2+
-independent,

volume activated Cl
-
 current. We conclude therefore that

volume activated Cl
-
 channels play a putative role in RVD in

human salivary gland acinar cells.
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서  론

상피세포를 포함한 많은 포유류 세포들은 세포외 환경

변화에 의해 세포볼륨의 변화가 초래되면 스스로 볼륨을

조절할 수 있는 능력을 갖고 있다. 예를 들면 아미노산등

을 세포내로 흡수하거나 저장성 용액에 노출된 세포는 팽

창하며, 팽창된 세포가 원래의 볼륨으로 돌아가기 위해 수

축되는 현상을 Regulatory Volume Decrease (RVD) 라고

한다. 외분비선의 하나인 타액선의 경우, 타액 분비시 많

은 양의 용액이 선강내로 빠져 나감으로서 세포의 볼륨변

화가 빈번하게 일어날 것을 예측할 수 있지만, 이에 관여

하는 이온 통로의 종류 및 역할은 아직도 명확하게 규명

되어 있지 않다.

췌장, 누선(lacrimal gland) 그리고 타액선은 모두 외분비

선(exocrine gland)의 일종이며, 이들은 흡수 및 분비 상피

세포(absorbing and secreting epithelia)로 구성되어 있고

이들 모두에서 초기타액의 형성과정에서 볼륨조절이 빈번

하게 일어난다. 타액분비는 무스카린 수용체(Nakahari et

al., 1990) 및 퓨린 동작성 수용체 자극에 의해 유발된다(Kim

et al., 2006). Foskett 과 Melvin (1989)은 Ca
2+
과 세포 볼

륨과의 상관 관계를 보고하였고, Nakahari 등(1990)은 관

류시킨 whole gland를 사용한 악하선 실험에서 아세틸콜

린에 의해 Cl
-
 유출과 관련된 세포의 수축이 일어난다고

하였다. RVD시에는 K
+

 채널도 관여하는데, Moran과 Turner

(1993)는 사람 타액선 도관 세포주를 이용한 실험에서

carbachol 자극에 의해 RVD가 관찰되며 이때 K
+

 채널이

관여한다고 하였고, Park(1994)은 누선에서 RVD시 칼슘

의존성 K
+

 채널이 활성화됨을 보고한 바 있다. 세포내 Ca
2+

이 RVD와 밀접한 관련이 있다는 보고도 있으나(McCarty

and O'Neil, 1991; Montrose-Rafizadeh and Guggino,
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1991; Negulescu et al., 1992; Speake et al., 1998), 이는

세포의 종류에 따라 차이를 보이고 타액선에서의 역할은

아직 불분명 하다(Foskett et al., 1994). 

그중 Cl
-
 채널은 등장성의 NaCl이 풍부한 초기타액

(primary saliva) 형성에 관여하는 매우 중요한 이온 통

로이지만, 그 종류가 다양하여 과연 이중 어떤 Cl
-
 채널

이 주된 역할을 하는지 불확실하다. 외분비선 상피세포에

서 현재까지 세포볼륨증가에 의해 활성화되는 후보 Cl
-
 채

널로는 ClC-2, Volume Sensitive and Osmolyte Anion

channels(VSOAC), 그리고 Ca
2+
-activated Cl

-
 채널 등이

거론되고 있다(Kotera and Brown, 1993; Strange et al.,

1996). 볼륨조절에 관여하는 Cl
-
 채널(Fatherazi et al., 1994;

Arreola et al., 1996; Park et al, 1994; Park and Brown,

1995; Park et al., 2001; Majid et al, 2001)의 역할에

관해서는, 각각의 채널들이 독립적으로 활성화되는지 아

니면, 이들 후보 Cl
-
 채널이 상호 보완적으로 작용하여

RVD를 유발시키는지 아직 밝혀진바 없기 때문에 더 많

은 연구를 필요로 한다. 본 연구의 목적은 사람 타액선 선

포세포가 세포밖 삼투질 농도변화에 의해, volume activated

Cl
-
 채널이 활성화 되는지, 그리고 만일 활성화된다면, 이

때 기록되는 Cl
-
 채널의 전기, 약리학적 특성은 어떠한지

규명해 보고자 하였다. 

실험 재료 및 방법

자원자로부터 생검 또는 종양등으로 인해 외과적 처치

로 타액선 적출이 시행된 환자로부터 타액선 조직을 얻

어 1시간 이내에 세포 분리를 시행하였으며, 이 실험은 서

울대학교 치과병원의 연구윤리심의 위원회의 승인하에 수

행되었다(CRI06002). Trypsin, collagenase 그리고 trypsin

inhibitor가 첨가된 Ca
2+
-free HEPES 용액 (단위 (mM):

130 NaCl, 4.5 KCl, 1 NaH2PO4.2H2O, 1 MgSO4.7H2O, 10

HEPES, 10 HEPES-Na, 10 D-glucose; pH 7.4, giving an

osmolarity of 290 mosmol/Kg.H2O)에서 1시간동안 효소

처리 및 배양한 후 한 개 혹은 다발의 선포세포로 분리

해 내었으며(Park et al., 2001), 이후 분리된 사람의 단일

타액선 선포세포에서 whole cell patch clamp 방법을(Hamil

et al., 1981) 이용해 세포막의 이온 전류를 측정하였다. 정

상 관류용액은 140 NaCl, 5 KCl, 1 MgCl2, 1 CaCl2, 5

HEPES, pH 7.4 (pH adjusted with NaOH), osmolarity;

290mosmol/Kg.H2O으로 구성되었으며, 순수한 Cl
-
 전류

만을 기록할때는 NMDG-Cl bath solution (140 NMDG-

Cl, 2 MgCl2, 1.16 CaCl2, 5 HEPES, 1.34 EGTA, pH 7.4

adjusted with Tris base, osmolarity; 293mosmol/Kg.H2O)

을 사용하였다. 전류의 특성을 파악하기 위해 때로 낮은

농도의 Cl
-
 bath solution(14 mM)을 사용하였으며, 이 용

액의 조성은 다음과 같다. 130 Sodium aspartate, 10 NaCl,

1 MgCl2, 1 CaCl2, 10 HEPES, 10 glucose, 15 mannitol,

pH 7.4 (pH adjusted with NaOH). Pipette 용액의 성분은

K
+

 전류를 제거하고 Cl
-
 만을 선택적으로 기록하기 위해

다음과 같은 용액이 사용되었다. 20 NaCl, 110 Sodium

aspartate, 5 Na2ATP, 5 BAPTA, 10 HEPES, 10 D-glucose;

pH 7.2, Osmolarity; 303± 1.4mosmol/Kg.H2O(n=3). 5mM

BAPTA는 강한 Ca
2+ 
완충제로서 Ca

2+
-activated Cl

-
 채널

을 억제시키는 역할을 한다. 한편 모든 저장성 용액의 경

우는 NMDG-Cl bath solution에 증류수를 첨가하여 정상

관류용액에 비해 약 70% 의 삼투질 농도가 되도록 하였다. 

먼저 안정상태에서 세포막 이온 전류를 연속적으로 기

록하면서 안정된 기록이 가능해 지면, 그 다음 단계로 저

장성의 관류용액을 이용해 세포의 볼륨을 증가시키고, 이

때 용적 변화에 의해 Cl
-
 채널이 활성화 되는지, 그리고 이

활성화된 Cl
-
 채널의 전기, 약리적 특성을 규명하였다. Whole

cell current는 제진대(vibration free table) 상에 설치된 역

조명 현미경(olympus, IMT-2, 일본) 시야에서 단일세포로부

터 기록되었다. 기록용 전극은 microhematocrit 용 유리관

(Chase,미국)을 이용하여 2단계 전극제조기(Narishige, PP-

83,일본)로 저항이 2-5MΩ이 되도록 제작하여 사용하였다.

기록용 전극을 patch clamp용 증폭기(Axon instrument,

Axopatch 1-C, 미국)에 연결한 후 oscilloscope로 관찰하

면서 동시에 PCM module(Medical System co., 미국)

을 통하여 비데오 카셋 태입에 기록하여 분석에 사용하

였다. 분석시는 pClamp(Axon instrument, version 6.1,미

국) software를 이용하였다. 계속적인 전류의 기록은 유지

전압을 -40 mV로 하고 순간적으로 +60 mV와 -60 mV로

변동시킨 지시 전압을 5sec 간격으로 주었다. 또한 볼륨

에 의해 활성화되는 전류의 특성을 알아보기 위해 Pulse

protocol은 -80 mV를 고정전압으로 하여 20 mV 간격으

로 -100 mV에서부터 최대 +100 mV 까지 증가시켰으며

모든 실험은 상온에서 시행되었다. 

결  과

초기 타액(primary saliva)을 생산해내는 사람 타액선 선

포 세포를 저장성 용액에 노출시켰을 때, 타액분비와 가장

밀접한 관련을 갖고 있는 Cl
-
 전류가 활성화 되는지 살펴

보고, 또한 이 전류의 전기적 특성을 규명하였다. Fig. 1

은 생검(biopsy)을 통해, 정상성인에서 분리한, 입술안쪽에

위치한 소타액선의 일종인 입술샘(labial gland)의 선포세

포에서 연속적으로 기록한 whole cell current이다. 안정상

태에서는 매우 작은 크기의 leak current 만이 관찰되지

만, 70%의 저장성 용액에 노출시키면 이 전류는 서서히

활성화되다가 약 5분이 경과할 무렵, 외향성과 내향성 전

류 모두 갑자기 활성화되면서 최대 약 1.4 nA 정도까지

증가되었다. 그리고 이때 외,내향성 전류가 가장 활성화
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된 상태에서 Cl
-
 통로 부분 억제제인 100 uM NPPB를

투여하면 저장성 용액내에서 이 전류는 유의하게 억제되

었다. 이러한 사실은 저장성 용액에서 세포팽창에 의해

유발된 이 전류가 Cl
-
 전류임을 말해준다. 

Fig. 2는 사람 이하선 선포세포에서 기록한 전류로서,

타액선 종양으로 인해 이하선을 적출한 환자로부터 채취

한 것이다. 사람 소타액선 선포세포막에서 기록한 것과 유

사하게 저장성 용액에 노출시키면 Cl
-
 전류가 활성화된다.

안정상태에서는 매우 작은 크기의 leak current 만이 관

찰되지만(Fig. 2Aa), 70%의 저장성 용액에 노출시키면 Cl
-

전류가 서서히 활성화되기 시작한다. Fig. 2Ab는 약 6분

이 경과했을때의 전류의 크기로서 안정시에 비해 조금 증

가된 것을 볼 수 있으며, 이후 다시 약 3.5분이 경과했

을 때 외향성과 내향성 전류가 모두 크게 활성화된다.

Fig. 2B는 A에서 표시된 시점 a,b,c에서 지시전압을 주어

이때 기록된 전류의 형태를 보여주는데, 시간이 경과함에

따라 전류가 서서히 증가하는 것을 알 수 있으며, Fig. 2Bc

는 전형적인 volume activated Cl
-
 current의 profile이다. 

Fig. 3는 또 다른 이하선 선포세포에서 기록한 전류로

서, 저장성 용액에서 이미 활성화된 전류의 특성을 규명

해 보았다. 저장성 용액에서 활성화된 Cl
-
 전류는 세포외

용액을 낮은 Cl
-
 농도 관류액으로 대치시키면 전류의 크

기가 감소되고 다시 정상 Cl
-
 용액으로 바꾸어주면 전류

의 크기가 회복되는 것을 관찰할 수 있었다(Fig. 3A). 그

리고 외,내향성 전류가 활성화된 상태에서 두 종류의 Cl
-

채널 억제제, 100 uM NPPB와 100 uM DIDS를 투여해

보았다. Fig. 3A에서 보는 바와 같이 NPPB와 DIDS는

모두 이 전류를 뚜렷이 억제하였고, washout시에는 회복

되며 저장성용액의 삼투질 농도를 70%에서 50%로 낮추

어 주면 더욱 큰 외,내향성 전류가 발생되는 것으로 보아

이 전류가 세포용적 변화에 의해 활성화 되는 전류임을

다시 한번 확인시켜 주었다. Fig. 3의 B와 C는 안정상태

(○), 저장성 용액에서 활성화된 전류(●) 의 전류전압 곡

선이다. Fig. 3C는 두 종류의 Cl
-
 전류 억제제, NPPB와

DIDS가 외향 및 내향성 전류를 억제시키는 정도를 도표

로 표시한 것이다. NPPB는 RVD시 활성화된 외향전류 및

내향전류를 각각 control에 비해 0.79 ± 0.04 (n = 3) 및 0.74 ±

0.12 로 감소시켰다. DIDS 역시 외향전류를 0.78로 감

소시켰으나, 내향전류에 대한 억제효과는 관찰되지 않았다. 

이상의 결과는 사람 타액선 선포 세포막에도 volume acti-

vated Cl
- 
channel이 기능적으로 발현하고 있다는 것을 보여

주었다. Cl 
-
의 농도 변화에 따른 전압의 크기감소, 관류용

액의 osmolarity를 낮추어주면 더 활성화되는 특성, 그리고

NPPB 및 DIDS에 의해 부분적으로 억제되는 약리학적 특

성 등은 이 채널이 볼륨에 의해 활성화되는, 칼슘 비의존성

이고 세포 볼륨에 의해 활성화되는 Cl
-
 채널 임을 말해준다.

Fig. 1. A typical volume activated Cl
-

 currents from the dissociated
single acinar cells in human labial glands. When the cell were
exposed to 70% hypotonic solution, both inward and outward cur-
rents were slowly activated. The maximum current of 1.4 nA was
observed 6 min after hypotonic solution, which was immediately
blocked by 100 uM NPPB, a Cl

- 

channel blocker. 

Fig. 2. A typical volume activated Cl
-

 currents from the dissociated
single acinar cells in human parotid glands. (A) When the cells are
exposed to 70% hypotonic solution, both the inward and outward
currents were slowly activated. The maximum current was observed
roughly 12 min after hypotonic solution. (B) The current profiles in
Fig. 2Bc shows that it is a typical volume activated Cl

-

 currents. 
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고찰 및 결론

타액선 선포세포를 저장성 용액에 노출시키면, 세포가 팽

창되고 뒤이어 자발적인 세포 볼륨의 감소(RVD)가 관찰

된다(Park et al., 2002). 이러한 RVD는 세포내 칼슘의 농

도가 증가되고 이는 세포내 칼슘저장고로부터 칼슘이 세

포질내로 유리되고 또한 세포밖의 칼슘이 세포내로 유입

된 결과이다. 세포내 칼슘농도 증가는 시간적으로 항상

RVD보다 선행해서 관찰되기 때문에 세포내 칼슘은 RVD

시 매우 중요한 역할을 함을 알 수 있다(Park et al., 2002).

실제로 강한 Ca
2+ 
완충제인 BAPTA로 전처치하면 RVD

가 관찰되지 않는다. 타액선 및 누선에서는 세포 팽창에

의해 세포내 칼슘의 농도가 증가되면 칼슘 의존성의 Ca
2+
-

activated K
+

 및 Cl
-
 채널이 활성화되고 fluid가 빠져 나감

으로서 세포볼륨이 감소할 수 있다(Kotera & Brown, 1993;

Park et al, 1994; Speake et al 1998). 하지만 모순되게도

fura-2로 loading 시킨 누선에서는 hypotonic stress시, 세

포내 칼슘농도 증가가 관찰되지 않았다(Elliott, 1994; Speake

et al 1998). 이는 세포내 칼슘농도 증가가 국소적으로 발

생했고 세포질전체로 퍼져나가지 못했기 때문이라고 해석

할 수 있지만, 칼슘 의존성 채널이 아닌 또 다른 채널이

RVD에 관여할 가능성이 있음을 시사해 준다. 실제로 세

포내 칼슘의 농도는 일과성으로서 오래 지속되지 못한다. 

본 실험은 사람 타액선에서 RVD시 칼슘 비의존성 채널

이 존재하며 또한 활성화된다는 것을 최초로 보여주었다.

본 실험에서 기록된 전류가 칼슘 비의존성 Volume activated

Cl
-
 current 라는 증거는 아래와 같다. 첫째로 본 실험에서

는 whole cell recording 시 K
+

 전류에 의한 오염을 방지

하기 위해, Pipette 용액의 성분은 K
+

 이 없는 Cl
-
 만을 선

택적으로 기록하기 위한 용액이 사용되었다. 또한 세포밖

관류액의 Cl
-
 농도를 낮추게 되면 전류의 크기가 감소하

고, 역전전압의 양방향으로의 이동이 관찰되어 이 전류가

Fig. 3. Characteristics of volume activated Cl
-

 currents in human parotid gland acinar cells. (A) When the bath solution was changed to the
low Cl

-

, the amplitudes of currents were significantly reduced. The activated currents were inhibited in the presence of 100 uM NPPB or
100 uM DIDS and they were further activated by the exposure to the more diluted solution, 50%. (B) Average I-V relationship of the
currents(n = 3), in resting ( ○ ) and volume activated state( ● ). (C) A summarized result showing the inhibitory effect of NPPB(n=3) and
100 uM DIDS(n = 1). Open and scratched bar indicates the outward and inward current, respectively. 
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Cl
-
 농도에 의한 것임을 보여준다. 둘째로 NPPB와 DIDS

는 부분적인 Cl
-
 전류 억제제임이 잘 알려져 있는데, 이 두

약물은 모두 유의하게 세포 불륨 변화에 의해 야기된 Cl
-

전류를 감소시켰고 그중 NPPB의 억제 효과는 소타액선

인 labial glands에서 더 뚜렷이 관찰되었다. 뿐 만 아니라

이 전류는 세포의 팽창 정도와 비례해서 증가되었다. 즉

세포밖의 삼투질 농도를 70%에서 50%로 낮추어 주면 더

욱 큰 외내향성 전류가 발생되는 것으로 보아(Fig. 3A) 이

전류가 세포볼륨 변화에 의해 활성화되는 전류임을 다시

한번 확인시켜 주었다. 이상의 결과는 사람 타액선 선포 세

포막에도 volume activated Cl
- 
채널이 존재하며 기능을 발

휘한다는 것을 보여주었고, 앞으로 이 Cl
- 
채널의 볼륨조

절과 관계된 세포내 신호 전환 기전 및 생리학적 기능에 관

해 계속적인 연구가 필요할 것으로 보인다. 
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