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Recent studies indicate that reactive oxygen species (ROS) 
can act as modulators of neuronal activity, and are critically 
involved in persistent pain primarily through spinal mecha-
nisms. In this study, we investigated the effects of NaOCl, a ROS 
donor, on neuronal excitability and the intracellular calcium 
concentration ([Ca2+]i) in spinal substantia gelatinosa (SG) 
neurons. In current clamp conditions, the application of NaOCl 
caused a membrane depolarization, which was inhibited by 
pretreatment with phenyl-N-tert-buthylnitrone (PBN), a ROS 
scavenger. The NaOCl-induced depolarization was not bloc-
ked however by pretreatment with dithiothreitol, a sulfhydryl- 
reducing agent. Confocal scanning laser microscopy was used 
to confirm whether NaOCl increases the intracellular ROS 
level. ROS-induced fluorescence intensity was found to be 
increased during perfusion of NaOCl after the loading of 
2′,7′-dichlorofluorescin diacetate (H2DCF-DA). NaOCl-indu-
ced depolarization was not blocked by pretreatment with 
external Ca2+ free solution or by the addition of nifedifine. 
However, when slices were pretreated with the Ca2+ ATPase 
inhibitor thapsigargin, NaOCl failed to induce membrane 
depolarization. In a calcium imaging technique using the 
Ca2+-sensitive fluorescence dye fura-2, the [Ca2+]i was found 

to be increased by NaOCl. These results indicate that NaOCl 
activates the excitability of SG neurons via the modulation 
of the intracellular calcium concentration, and suggest that 
ROS induces nociception through a central sensitization.
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서 론

활성산소종(reactive oxygen species; ROS)은 과산화수소

(H2O2), superoxide 음이온(O2∙-), 수산기(hydroxyl radical; ∙OH), 
산화질소(NO), 과산화질산염 (peroxynitrite; ONOO-)을 포

함하는데 조직손상이나 증가된 유해반응과 관련되며[1-4], 
최근에는 전사인자 활성, 유전자 발현, 세포 분화와 증식 
등 세포조절물질로서의 역할이 보고되고 있다[5-7]. NaOCl
은 용액내에서 HOCl로 가수분해되며 HOCl은 myelopero-
xidase (MPO)의 존재 하에 자연적으로 염소이온과 과산

화수소로 부터 합성되는데 반응성이 매우 높아서 thiol group, 
thioether, amino group, heme group 등을 쉽게 산화시키며

[8] 한편으로 높은 화학 반응성에도 불구하고 쉽게 세포

막을 통과하여 세포내 효소를 불활성화 시키고 미토콘드

리아에서의 세포호흡을 억제하며 세포내 glutathione을 산

화시킨다[9-12].
최근의 연구에서 ROS가 통증발생에 관여되었다는 보고

가 있다. H2O2의 피하투여에 의해 통증을 유발하였고[13], 
척수신경 결찰(spinal nerve ligation)에 의한 신경병증성 
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통증에서 척수내의 ROS 생성 증가가 관찰되었으며[14], 항
산화제의 투여로 수 시간동안 지속되는 진통효과가 나

타남이 보고되었다[15]. 또한 현재 실생활에서 많이 쓰이

는 항산화제의 하나인 비타민 E를 이용한 연구에서도 비

타민 E가 인산화된 NMDA 수용체의 1 소단위 (pNR1)를 

감소시키고 척수후각 뉴론의 반응성을 감소시켜 척수에

서의 중추감작을 감소시킴에 의해 진통효과를 나타낸다고 
하였다[16].

전기생리학적인 방법을 이용하여 세포에서 ROS의 작

용을 규명하기 위한 연구의 결과는 다양하다. 예를 들면, 
시상신경세포에서는 과산화수소가 흥분성 및 억제성 시

냅스의 균형을 조절하여 과흥분을 유발하였고[17], 흰쥐 
해마에서도 NMDA 수용체 활성에 의해 과흥분성이 관

찰되었다[18]. Bao 등[19]은 과산화수소가 transient recep-
tor potential (TRP) 통로를 활성화하여 탈분극과 흥분성의 

증가를 유발한다고 보고하였고, 후근신경절 세포에서는 

HOCl이 TRPA1 수용체를 통해 내향성 전류를 발생시킨

다고 하였다[20]. 척수의 아교질 세포에서는 과산화수소가 
미세억제성 시냅스후 전류의 빈도를 증가시킨다고[21] 
보고되었고, ROS의 일종인 tert-buthyl hydroperoxide (t- 
BuOOH) 투여에 의해 흥분성 시냅스후 전류의 빈도가 증

가하고 탈분극이 유발됨이 보고되었다[22].
이 연구에서는 ROS의 일종인 HOCl이 통증전달에 1차

적 중계역할을 하는 척수후각 세포에 작용하여 통증을 유

발할 수 있는지 확인하고자 척수후각 세포의 흥분성에 대

한 NaOCl의 효과를 알아보았고 또한 NaOCl에 의한 흥분

성 증가는 어떤 기전에 의하여 일어나는지를 patch clamp 
방법과 칼슘 형광영상법으로 조사하였다.

재료 및 방법

척수절편 제작
생후 13일-20일 된 Sprague-Dawley 흰쥐를 암수 구별 

없이 사용하였으며 이 연구는 원광대학교 동물실험 윤리

위원회에서 승인을 얻었다(WKU09-076). 흰쥐를 ether로 마

취한 후 20% urethane (2 mL/Kg)을 복강 내 투여하였다. 
흉추에서부터 천추까지 척추제거술(laminectomy)을 하여 
척수를 노출한 후 요천수 팽대부(lumbosacral enlargement)
에서 1 cm 정도 길이의 척수를 절단하였다. 조직절편기(vib-
ratome 752M, Campden, 영국)의 고정대에 agar block을 먼

저 고정한 후 순간접착제를 이용하여 척수절편을 고정하였

다. 95% O2-5% CO2를 공급하면서 두께 150-350 μm의 

척수절편을 얻었는데, 절단 중 계속 온도 조절기(model 
765, Campden, 영국)를 이용하여 용액의 온도를 1-2°C 정

도로 낮게 유지 시켰다. 척수절편은 32℃의 인공 뇌척수

액 용액에 1시간 정도 보관하여 정상상태로 회복시켰고, 
이후에 실온에서 실험을 시행하였다. 기록은 척수절편을 현

미경(BX50WI, Olympus, 일본) 위의 기록용기(1 mL)에 옮

긴 후 치실로 만든 그물로 움직이지 않도록 고정한 후 시

행하였고, 실험기간 동안 계속해서 95% O2 -5% CO2가 포

함된 용액을 관류펌프(Minipuls 3, Gilson, 프랑스)를 이용

하여 관류시켰다(2-3 mL/min).

단일 세포의 분리
조직절편기를 이용하여 요수부위를 350 ㎛ 두께의 횡

단면으로 절개하여 절편을 만들었다. 척수절편은 인공 

뇌척수액에 실온에서 1시간 이상 보관한 후 단백분해 효소

인 pronase (Sigma, 0.2 mg/mL)로 35℃에서 30-50분 동안 

처리하고, thermolysin (Sigma, 0.2 mg/mL)에 같은 온도로 

15분간 처리하였다. 효소처리가 끝난 절편은 효소가 없

는 인공 뇌척수액에 보관하였다. 척수후각 부위는 끝을 

부드럽게 한 21G 주사침으로 천공하여 얻었고 이를 지름 

1 cm의 유리판 위에서 작은 피펫속으로 흡입, 분출하는 과

정을 반복하여 단일세포를 분리하였다.

실험용액
척수절편 제작과 막전압을 기록하기 위한 세포외 용액의 

조성(mM)은 117 NaCl, 3.6 KCl, 2.5 CaCl2, 1.2 MgCl2, 1.2 
NaH2PO4, 25 NaHCO3, 11 Glucose 이었고 95% O2 -5% 
CO2를 공급하여 pH를 7.4로 유지하였다. 세포내 용액은 

150 K-Glu, 10 HEPES, 5 KCl, 0.1 EGTA, 5 Mg ATP, 0.3 
Na GTP를 사용하였고, pH는 KOH를 첨가하여 7.3으로 조

정하였다. 실험에 사용한 NaOCl, phenyl-N- tert-buthylnit-
rone (PBN), dithiothreitol (DTT), thapsigargin, nifedipine 등
은 Sigma사 (미국)에서 구입하였고, 2′,7′- dichlorofluorescin 
diacetate (H2DCF-DA), fura-2 AM은 Molecular Probes사 (미
국)에서 구입하여 사용하였다. Thapsigargin, nifedipine, H2DCF- 
DA, fura-2 AM 등은 DMSO (dimethyl sulfoxide; Sigma)에 

먼저 녹인 후 최종농도로 실험직전에 인공뇌척수액에 희

석하여 사용하였다. 세포에 대한 실험용액의 적용은 중력

을 이용한 관류장치(BPS-4SG, Ala Scientific Instruments, 
미국)를 이용하여 기록용기 내 용액을 교환하였다.

전기생리학적 기록방법
막전압 기록을 위하여 미세 유리전극 제조기(PP-830, Nari-

shige, 일본)를 이용하여 외경 1.5 mm의 연질 유리미세관(TW 
150-3, WPI, 미국)을 저항이 5-8 MΩ이 되도록 기록전극을 

제작하였다. Gramicidin (Sigma, 미국)을 먼저 DMSO에 2.5-5 
mg/ml의 농도로 녹인 후 세포내 용액에 2.5-5 μg/ml의 농
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도가 되게 희석시켜 사용하였다. 기록전극을 gramicidin이 
포함된 용액으로 채우기 전에 먼저 전극의 끝 쪽에 gra-
micidin이 포함되지 않은 용액으로 채워 세포와의 부착을 

용이하게 하였다. 미세 전극조절기 (ROE -200, Sutter, 미

국)를 이용하여 세포와의 gigaohm seal을 이루었다. Gig-
aohm seal을 이룬 후 15-20분 경과하여 막전압이 -45 mV 
이하로 안정되었을 때 기록을 시작하였다. 전압측정에는 

Axopatch 200B 증폭기 (Axon, 미국)를 사용하였고, 이 증

폭기는 Digidata 1200B (Axon, 미국) AD변환기를 통하여 

컴퓨터에 연결하였으며, pCLAMP software (version 9.0, 
Axon, 미국)를 사용하여 실험수행의 명령과 얻어진 전기

신호의 저장 및 분석에 이용하였다. 실험 시 sampling rate
는 1 kHz로 기록하고, low pass 8- pole Bessel filter는 2 
kHz로 여과 하였다. 모든 실험은 실온에서 시행하였다. 

세포내 활성산소 측정
세포내 활성산소 생성 정도는 H2DCF-DA (Molecular Pro-

bes, 미국) assay로 측정하였다. 150 μm의 척수절편은 32°C
의 세포외 용액에서 DMSO로 먼저 녹인 H2DCF-DA dye 10 
μM을 넣어 15분간 loading 하였다. 이후 척수절편은 공초

점 레이저 형광현미경(LSM 510, Carl Zeiss, 독일)을 이용하

여 ×400 배율로 관찰 하였으며, excitation 파장은 488 nm (ar-
gon laser), emission 파장은 505 nm이었다. Time series ima-
ge를 이용하여 30초마다 연속이미지를 기록하였으며, 약물 
투여 후 시간 경과에 따른 세포 내의 형광강도 변화를 관

찰하였다.

세포내 칼슘양 측정 
세포내 칼슘양의 변화를 측정하기 위한 표식자로 Fura- 

2/AM (Molecular Probes, 미국)을 사용하였다. 단일세포로 
분리된 척수후각 세포를 인공 뇌척수액에 Fura-2/AM (5 
μM)을 첨가한 용액에서 실온에서 45분간 배양하였다. 
Fura가 loading된 세포는 현미경(BX50WI, Olympus, 일

본) 위의 기록용기에 옮겨 기록하였는데 360과 380 nm에

서 excitation시키고(F340, F380) 형광은 510 nm에서 측정

하였다. 영상은 4초 마다 저장하였고 F340과 F380의 상

대적인 비율로 세포내 칼슘양을 표시하였다.

실험자료의 분석
막전압의 분석은 Clampfit (version 9.0, Axon, 미국)을 

이용하였고, 세포내 활성산소 생성 정도는 LSM 510 image 
analysis software (Carl Zeiss, 독일)를 이용하였으며, 세포

내 칼슘양의 변화는 MetaFluor software (Molecular de-
vices, 미국)를 이용하였다. 약물처리군 사이에 통계적으로 
유의한 차이가 존재하는지의 여부는 independent t-test를 

이용하였고, p<0.05에서 통계적으로 유의하다고 판정하

였다. 통계자료의 값은 평균값±표준오차 (mean±SEM)로 

표시하였다.

결 과

척수후각 세포의 흥분성에 대한 NaOCl의 효과
척수후각 세포의 흥분성에 대한 NaOCl의 효과를 조사

하기 위하여 patch clamp 방법을 이용하여 막전압을 기록

하였다. Whole cell이 되었을 때 막전압이 -45 mV 이하로 

안정된 세포만을 결과분석에 이용하였다. 막전류 고정법으

로 지속적으로 막전압을 기록하면서 NaOCl 1, 10, 50 μM
을 5분간 처리하였다. 1 μM과 10 μM을 투여하였을 때 

각각 2.1±2.3 (n=7), 4.5±1.7 mV (n=18)의 탈분극이 관찰

되었는데 탈분극은 약물 주입 후 30초-2분 후부터 1-10 
mV의 크기로 발생되었다. 그 중 일부의 세포에서는 약물

투여 후 활동전압이 발생되었으며 이는 약물이 포함되지 

않은 용액으로 처리하였을 때 탈분극이 5분-30분 동안 

지속된 후 서서히 원상태로 회복되었다. 50 μM (n=13)을 

투여하였을 때는 약물투여 중에는 –6.1±1.6 mV의 과분극

이 발생하였고 정상용액으로 재관류 시 4.7±1.5 mV의 지

속적인 탈분극이 이어졌다(Fig. 1).
대표적인 광범위 항산화제인 PBN 2 mM을 세포외액에 

전 처리한 후 NaOCl을 10 μM 투여 하였을 때는 NaOCl에 

의한 탈분극이 억제 되었다(-1.7±2.1, n=12)(p<0.05). 또한 
세포막 단백질에 직접 작용하는 환원제인 DTT를 전처리한 

후 NaOCl을 투여하였을 때 4.8±1.0 mV의 탈분극이 발생

하여 NaOCl만 투여하였을 때와 유의한 변화를 보이지 않

았다(n=5)(Fig. 2). 따라서 NaOCl에 의한 흥분성의 증가는 

활성산소종이 세포내 신호전달 과정에 영향을 미쳐 발생

하였을 것으로 추측할 수 있다.

세포내 활성산소의 확인
NaOCl 투여가 실제로 세포내 활성산소를 생성하는지

를 확인하기 위하여 공초점 레이저 형광현미경으로 H2DCF- 
DA의 형광강도를 측정하였다. H2DCF-DA (10 μM)로 loa-
ding된 척수절편에 5분간 NaOCl (10 μM)을 관류하였을 

때 27.2±3.7% (n=5)(p<0.05)로 형광강도가 유의적으로 증가

하였고 약물이 포함되지 않은 용액으로 재관류시 원래 상
태로 회복되었다(Fig. 3).

NaOCl에 의한 탈분극과 세포내 칼슘양의 변화
NaOCl에 의한 탈분극이 어떠한 기전에 의해서 발생하

는지를 알아보고자 세포 내, 외의 칼슘과의 관련성을확인

하였다. 세포외 용액에서 칼슘을 제거하고 칼슘 chelator인 

EGTA 1 mM을 첨가한 용액에서 막전압을 가록하면서 
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Fig. 1. Effects of NaOCl on membrane potential of spinal substantia gelatinosa (SG) neurons in patch clamp recording. (A) NaOCl 
(10 μM) applied for 5 min caused a reversible membrane depolarization and firing activity (upper). A high concentration of NaOCl 
(50 μM) induced a transient hyperpolarization followed by a long-lasting depolarization (lower). (B) Graph shows the NaOCl-induced 
membrane potential changes. *: Values are statistical significance by one-way ANOVA (p<0.05). Means ± SEM.

Fig. 2. Effects of PBN and dithiothreitol on NaOCl-induced membrane potential changes in SG neurons. (Aa) When cells were 
pretreated with 2 mM of extracellualr PBN, a ROS scavenger, NaOCl failed to induce membrane depolarization. The NaOCl-induced 
depolarization was not blocked by pretreatment with dithiothreitol (DTT; 2 mM), a sulfhydryl-reducing agent (b). (B) NaOCl-induced 
membrane potential changes under control condition and pretreatment of drugs. *: Values are significantly different from the control 
by independent t-test (p<0.05). Means ± SEM.

Fig. 3. Measurement of ROS using confocal microscopy in SG neurons. (A) Spinal cord slices were stained with H2DCF-DA (10 
µM) for 15 min, and fluorescence images of the slices were obtained by laser confocal microscopy. Addition of NaOCl (10 μM) 
increased fluorescence intensity. (B) NaOCl-induced fluorescence intensity were monitored by time-series analysis.
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Fig. 4. Effects of Ca2+ store depletion and a removal of ext-
racelluar Ca2+ on NaOCl-induced membrane potential changes. 
(Aa) NaOCl-induced depolarization was not blocked by pret-
reatment with Ca2+ free solution. When slices were pretreated 
with Ca2+ ATPase inhibitor thapsigargin, NaOCl failed to in-
duce membrane depolarization (b). Nifedipine, volatage-de-
pendent Ca2+ channel blocker, did not block NaOCl-induced 
membrane depolarization (c). (B) Mean NaOCl-induced mem-
brane depolarization in control and in neurons pretreated with 
Ca2+ free solution, thapsigargin and nifedipine. *: Values are 
significantly different from the control by independent t-test 
(p<0.05). Means ± SEM.

NaOCl을 10 μM 투여하였을 때 2.4±1.7 mV (n=9)의 탈분

극이 발생하여 대조군과 유의한 차이를 보이지 않았다. 
Thapsigargin은 세포내 칼슘저장소로 Ca2+을 reuptake 하는 

과정을 차단함으로써 칼슘저장소내의 칼슘을 고갈시킨다. 
Thapsigargin 1 μM을 15분 이상 전처리하는 동안에 4.6±  

Fig. 5. [Ca2+]i responses by NaOCl in acutely dissociated SG 
neurons. (A) Increase of [Ca2+]i by NaOCl 100 μM, as measured 
by fluorescent Fura-2 imaging. magnification, X400. (B) [Ca2+]i 
responses by NaOCl 10, 50, 100 μM. Changes in intracellular 
Ca2+ concentration were monitored by ratio metric fluorescence 
imaging. (C) Mean NaOCl-induced peak [Ca2+]i responses in 
control and in neurons pretreated with PBN. *: Values are 
significantly different from the control by independent t-test 
(p<0.05). **: p<0.01. Means ± SEM. 

2.7 mV의 탈분극이 발생되었으며 NaOCl을 추가적으로 투

여 하였을 때 1.1±1.0 mV (n=6)의 전압변화가 발생하여 대

조군에 비해 유의하게 감소하였다(p< 0.05). 또한 전압의존

성 칼슘통로 차단제인 nifedipine 50 μM을 전처리하고 NaOCl
을 처리하였을 때는 2.6±1.3 mV (n= 4)의 탈분극이 발생하

여 대조군과 유의한 차이를 보이지 않았다(Fig. 4).
실제로 NaOCl 투여가 세포내 칼슘양을 증가시키는지

를 확인하기 위하여 단백분해 효소처리에 의해 단일세포
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로 분리된 척수후각 신경세포에서 Fura-2를 이용한 세포내 

칼슘양의 변화를 측정하였다. NaOCl 10, 50, 100 μM을 3
분간 처리하였을 때 농도 의존적으로 세포내 칼슘양의 

증가가 관찰되었다(0.09±0.01, 0.18±0.03, 0.26±0.04). 세포내 

칼슘양의 증가는 약물처리 30초-2분 후부터 나타났는데 

약물농도가 높으면 반응속도가 빠른 경향을 보였으며 약

물이 포함되지 않은 용액으로 재관류시 5-20분 유지되다

가 원래 상태로 회복되었다(Fig. 5B). 항산화제인 PBN을 

전처리한 후 NaOCl 50 μM을 투여하였을 때는 대조군에 

비하여 유의하게 감소하였다(0.02±0.02, p< 0.05, n=8) 
(Fig. 5C).

고 찰

척수 아교질 세포는 주로 통각정보를 전달하는 일차 감

각신경의 시냅스 흥분을 받아 통각정보를 통합한다. 이 세

포의 흥분성은 통증의 역치를 결정하는 척수 내의 첫 관문

으로 많은 종류의 신경전달물질이 이 신경세포의 시냅스 

전달을 매개하고 있다. 만성통증은 이러한 정보전달 체계 

중에서 지속적 신경자극에 의해 시냅스 가소성의 변화가 

유발되며, 이러한 변화에 의해 오랜 시간 지속되는 세포 

반응성의 증가가 만성통증의 세포기전이라고 알려져 있다. 
중추에서는 척수후각 뉴론이 감작되어지고 말초자극에 

의하여 더 민감하게 반응하며 더 넓은 수용야로부터의 

입력신호를 받는다[23,24].
ROS의 한 종류인 HOCl은 반응성이 매우 높아서 thiol 

group, thioether, amino group, heme group 등을 산화시키

며[8] 쉽게 세포막을 통과하여 세포내 효소를 불활성화 

시키고 미토콘드리아에서의 세포호흡을 억제한다[9-12]. 특

히 신경세포는 내재성 항산화물질인 glutathione의 농도가 

낮고 산소이용도가 높아서 이러한 산화자극에 더 민감하

다[25]. 최근에는 ROS가 통증발생에 관여되어 있다고 보

고되고 있는데, tirilazad [26], superoxide dismutase [4], 
PBN [15], vitamin E [16] 와 같은 다양한 항산화제를 전

신투여 혹은 척수내로 투여함에 의해 진통효과를 가짐이 

보고되었다. 이러한 결과는 척수의 활성산소가 통증의 

발생과 전달에 관여하고 있음을 의미하는 것으로 이 연구

에서는 외부에서 투여한 NaOCl이 아교질 세포의 세포내 

ROS의 양과 칼슘양을 증가시키고 막전압을 탈분극시켜 흥

분성을 증가시킴을 확인하였다(Fig. 1, 3, 5).
이 연구에서 막전압을 기록하면서 NaOCl을 투여하였을 

때 서서히 탈분극을 유발하고 약물제거 후 원상태로 회

복되는 가역적인 반응을 보였다(Fig. 1). 또한 NaOCl에 의

한 세포내 ROS양의 증가도 약물 제거 후 빠르게 원상태

로 회복되는 경향을 보였는데(Fig. 3) 이는 통증에 관여하

는 ROS의 작용은 영구적인 세포죽음을 일으키는 것이 아

닌 정상적인 세포내 신호조절물질로써의 작용 혹은 경미

한 산화자극에 의한 일시적인 기능변화를 일으킨 상태라 

할 수 있다.
ROS에 의해 유발되는 안정막 전압의 변화에 관한 일

부 연구에서는 약물투여 초기에 과분극이 발생됨이 보고

되고 있다. 해마의 CA1 뉴론이나 중뇌의 도파민 분비 뉴

론에서 H2O2 투여에 의해 과분극을 유발하였는데 이는 칼

슘 의존성 K+ 통로의 활성화나 ATP 민감성 K+ 통로의 활

성화에 의해 발생하여 산화자극에 대하여 세포를 보호하

는 역할을 한다고 하였다[27,28]. 이 연구에서는 저농도 

(1, 10 μM)의 NaOCl에 의해서는 탈분극만이 발생하였으

나 고농도로 (50 μM) 투여 시 약물처리 기간 중 과분극

을 유발하여 차후의 연구에서 과분극을 일으키는 기전에 

관하여 조사하고자 한다.
ROS는 세포막의 단백질에 직접 작용하여 산화작용을 

일으켜 효과를 나타낼 수 있다[29,30]. 척수 아교질 세포

에서 NaOCl에 의한 흥분성의 증가가 직접적인 산화작용

에 의한 것인지를 알아보기 위하여 세포막 단백질에 작

용하는 환원제인 DTT를 전처리 한 후 NaOCl를 투여하

였을 때 4.8±1.0 mV의 탈분극이 발생하여 NaOCl만 투여

하였을 때와 유의한 변화를 보이지 않았다(Fig. 2). 이는 

NaOCl에 의한 흥분성의 증가는 세포내 신호전달 과정에 

의해 발생하였을 것으로 추측할 수 있으며 이전에 보고

된 활성산소종의 다른 종류인 t-BuOOH의 척수 후각세포

에서의 작용과 유사하다[31].
2′,7′-dichlorofluorescein diacetate (H2DCF-DA)는 세포내 

ROS 생성을 측정하는데 일반적으로 사용된다[32]. H2DCF- 
DA는 세포막을 지나 세포내로 이동한 후 내재성 esterase
에 의해 불투과성의 2',7'-dichlorofluorescin (H2DCF)로 가

수분해되어 저장되며 이것은 H2O2와 반응하여 산화되면서 

dichlorofluorescein (DCF)을 형성한다[33]. Yeo 등 [34]은 척

수손상 모델에서 과산화수소가 농도 의존적으로 DCF 산화

를 증가시켰고 상승된 DCF 형광 강도는 항산화제인 
sodium selenite에 의해 억제되었다고 보고하였는데 이 연

구에서도 H2DCF-DA에 의해 NaOCl이 ROS양을 증가시

키는 것이 확인되었으나 그 지속시간은 약물제거 후 빠

르게 감소하여 막전압의 탈분극이 NaOCl 제거 후 5- 30
분 동안 유지되는 것과는 차이가 있었다. 이는 NaOCl 투
여가 세포내의 빠른 ROS 증가를 유발하지만 막전압의 변
화는 이어지는 세포내 신호전달기전의 작동에 의하여 발

생되었으리라 추측할 수 있다. Hempel 등 [35]은 H2DCF- DA
가 과산화수소 뿐 만 아니라 수산기(∙OH), 산화질소(NO), 과
산화질산염(ONOO-) 등 다양한 ROS에 비선택적으로 반
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응한다고 보고하였는데 이 연구에서 NaOCl에 의해 증가된 

ROS가 구체적으로 어떤 종류인지는 각각의 ROS에 특이

성을 가진 다른 표지자를 이용한 연구가 필요하다고 생각

된다.
이 연구에서 thapsigargin 전처리에 의해 탈분극이 발생

하고 NaOCl에 의한 탈분극을 감소시킨 것(Fig. 4 Ab)은 

thapsigargin이 세포내 칼슘저장고를 고갈시키는 신호가 

NaOCl에 의한 탈분극에 중요하게 작용하고 있음을 의미

한다. 세포내 칼슘의 고갈은 이후 밖으로부터 칼슘 유입을 

일으키는데 이러한 이온통로를 이전부터 저장고 의존성 통

로(store operated channel; SOC)로 명명하였고 최근 많이 

연구되어지고 있다. 이 SOC를 통해 들어온 칼슘은 여러 

효현제(agonist)들에 의한 반응을 조절할 뿐만 아니라 세

포내 저장고에 칼슘을 공급하는 역할을 하는 것으로 알

려져 있다[36].
결론적으로 이 연구에서 NaOCl의 투여로 발생된 ROS는 

척수후각 뉴론에서 막전압을 탈분극 시키고 세포내 칼슘양

을 증가시켰는데 이러한 결과는 주로 세포내 Ca2+ 저장고를 

통하여 유발되었다고 할 수 있다. 또한 이러한 점은 ROS가 
이전의 역치하 입력신호에 대하여 더 쉽게 시냅스후 뉴

론의 활동전압을 발생시킬 수 있어 통증의 정보전달과정

에 중요하게 관여할 수 있음을 시사한다.
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