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목적: 한국관박쥐 망막의 기능을 알아보기 위해서 흥분성 신경전달물질인 글루타메이트 수용체의 분포도를 분석

하였다. 방법: 성체 한국관 박쥐의 망막을 40 µm 수직 절편 한 후 표준면역세포화학법을 이용하였다. 면역형광이미

지는 Bio-Rad MRC 1024 공초점 현미경을 사용하여 얻었다. 결과: AMPA (GluR1-4), Kainate (GluR5-7, KA1-2),

NMDA (1, 2A, 2B)는 내망상층과 외망상층에 주로 분포되어 있었다. KA1은 신경절세포층에도 많은 수의 수용체가

존재하였다. 결론: 한국관박쥐는 포유류망막에 있는 신경세포와 신경전달물질을 동일하게 가지고 있었다. 한국관박

쥐도 기능적 망막을 가지고 있음을 제시한다. 

주제어: AMPA 수용체, KA 수용체, NMDA 수용체, 표준면역세포화학법, 한국관박쥐
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서 론

박쥐는 조류가 아닌 비행이 가능한 유일한 포유류로, 동

굴이나 나무 속, 삼림, 폐광 등에서 서식한다.[1] 박쥐가 주

변 환경을 파악하고 살아가는데 있어서 시각적인 감각을

사용하지 않는다는 것이 일반적인 생각이지만 박쥐는 분

명 2개의 안구를 가지고 있어 이에 박쥐의 시기능에 대한

이해를 하고자 박쥐 망막의 조직학적 특징을 살펴보려고

한다. 

박쥐는 크게 큰박쥐아목(Megachiroptera)과 작은박쥐아

목(Microchiroptera)으로 나뉘는데, 본 실험에 대상으로 한

한국관박쥐(Rhinolophus ferrume- quinum)는 작은박쥐아

목이다. 큰박쥐아목은 주로 시기능을 사용하여 활동하는

것으로 알려져 있다. 그러나 작은박쥐아목은 시각기능이

아닌 반향위치측정(echolocation)으로 통해 주변을 파악하

는 것으로 보고되고 있다. 작은박쥐아목의 서식지는 유럽,

아프리카, 중국, 일본, 한국까지 널리 분포하고 있으며 야

행성 동물이다.[2-5] 본 연구실의 이전 연구에서 한국관박쥐

망막의 광수용체세포,[6] AII 무축삭세포,[7] 신경절세포[8]와

같은 신경세포들이 분포하고 있음을 보고하였다. 망막의

정보전달은 빛의 정보가 눈으로 들어와 광수용체세포에서

양극세포로 정보를 전달하고, 이 정보는 다시 신경절세포

로 이어지고 시신경을 거쳐 뇌에 도달하는 회로로 연결되

어 이루어진다. 박쥐의 망막에도 신경 회로가 연결되어 있

음을 이전 연구를 통해 확인하였고 본 연구에서는 신경세

포 사이에 신경전달물질을 받아들이는 수용체에 대한 연

구를 한국관박쥐 망막에서 시행하였다. 

중추신경계인 망막에서 광수용체세포, 양극세포, 신경절

세포는 뇌로 시각 정보 전달을 조절하기 위한 글루타메이

트를 방출한다.[9] 망막의 신경세포는 다양한 종류의 글루

타메이트 수용체를 가지며 이들은 α-amino-3- hydroxy-5-

methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA), kainate (KA),

N-methyl-d-aspartate (NMDA)의 3가지 주요한 아형으로

분류된다. 또한 AMPA 수용체는 적어도 GluR1-4의 4가지

아형이 있으며[10] 이들은 망막의 방향특이성 신경절세포의

기능에도 중요한 역할을 하는 것으로 보고되었다.[11-12]

KA 수용체는 적어도 GluR5-7, KA1, KA2 5가지 아형이

존재한다.[13-14] KA 수용체는 일부 신경절세포의 수상돌기

에서 관찰되며[15-16] 신경절세포 반응과 관련이 있다고 알

려졌다.[17] NMDA 수용체는 NMDAR1, NMDA2A-D,

NMDA3A-B의 아형이 있으며[18-19] 이들 다른 수용체 아형

들은 각각 생리적 약리학적 특징이 다르다.[20-21] 또한

NMDA 수용체의 과도한 자극은 흥분성 세포사(cell death)

를 유발하기도 한다. NMDA 수용체가 세포사 연구의 매

우 중요한 부분이듯 글루타메이트 수용체에 대한 연구는

망막 세포의 기능을 이해할 수 있는 중요한 요소이다.[22]

이들 글루타메이트 수용체에 대한 연구로 박쥐 망막의 시

각기능을 여부를 확인하고자 한다.
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대상 및 방법

1. 재료 및 망막 조직 준비

성체 한국관박쥐(Rhinolophus ferrumequinum)를 본 연구

에서 실험하였다. 한국관박쥐들은 ketamine hydrochloride

(30-40 mg/kg)와 xylazine (3-6 mg/kg)의 혼합액으로 마취

하였고 안구 적출한 후에는 동종의 마취제를 사용하여 안

락사 시켰다. 눈꺼풀의 순목반응을 억제하기 위하여 각막

에 국소마취제(proparacaine hydrochloride, 100~200 µl)를

점안한 후 안구를 적출하였다. 적출한 안구는 해부현미경

상에서 망막을 분리하여 4% para-formaldehyde (0.1M

phosphate buffer, pH 7.4)에 2시간 동안 고정시킨 후 0.1

M phosphate buffer (pH 7.4)로 10분 간격으로 3회 세척을

실시하였다. 고정(fix)단계를 마친 조직은 신경절세포층

(ganglion cell layer)을 위 쪽 방향으로 mounting 한 후 2-

3시간정도 고정을 하였다. 이후 4% agarose gel을 이용하

여 포매(embedding) 한 후, vibratome (Vibratome 3000,

The Vibratome Company, USA)을 이용해서 40 µm 두께

로 수직절편하여 망막의 단면을 볼 수 있게 하였고 자른

조직은 형광 표준면역세포화학법(Immunocytochemistry)

을 실시하여 형광이미지를 얻을 수 있게 하였다. 박쥐 안

구 전체의 단면이미지를 보기 위하여 적출한 직후 안구전

체를 고정하여 절편을 만들어 thionin 염색을 하였고, 망막

의 모든 세포를 염색하여 관찰하기 위하여 50 µm 두께의

망막 절편을 thionin, cyto 13, DAPI로 각각 염색하였다.

이 모든 실험과정은 National Institute of Health의 the

Care and Use of Laboratory Animals 지침을 따랐다. 

2. 표준면역세포화학법

AMPA 수용체를 연구하기 위하여 1차 항체로 anti-

GluR1, anti-GluR2/3, anti-GluR4 (Chemicon, CA)를 각각

1:1000의 비율로 사용하였다. KA 수용체를 연구하기 위하

여 1차 항체로 anti-GluR5, anti-GluR6, anti-GluR7, anti-

KA1, anti-KA2 (Santa Cruz Biotechnology, USA)를 각각

1:100의 비율로 사용하였다. NMDA 수용체를 연구하기

위하여 1차 항체로 anti-NMDAR1, anti-NMDAR2A, anti-

NMDAR2B (Chemicon, CA)를 각각 1:1000의 비율로 사

용하여 표준면역세포화학법을 진행하였다. 1차 항체는 72

시간 동안 25oC shaker에서 처리하였다. 2차 항체는 Cy5-

conjugated goat anti-rabbit IgG (1:100; Jackson Immuno

Research Lab., PA).을 사용하여 2시간 동안 처리하였다.

각각의 단계 사이에는 0.1 M phosphate buffer (pH 7.4)로

10분 간격으로 3회 세척을 실시하였다. 마지막으로 세척

후 슬라이드글라스에 조직을 올려 Vectashield mounting

medium (Vector Lab., USA)을 떨어뜨리고 커버글라스를

덮었다. 표준면역세포화학법을 통해 조직을 염색한 후

Bio-Rad MRC 1024 공초점 현미경(emission filter 680DF32)

을 이용하여 분석하고 사진 촬영을 하였다. 

결과 및 고찰

Fig. 1에서는 박쥐 망막이 가지고 있는 모든 세포를 염

색하여 구조적인 특징을 보고자 하였다. 특정 세포가 아닌

조직의 존재하는 모든 세포의 핵을 염색하기 위한 방법으

로 thionin (Fig. 1B), cyto 13 (Fig. 1C), DAPI (Fig. 1D)를

사용하였다. Fig. 1A는 박쥐 안구의 전체 이미지로 각막,

공막, 수정체, 홍채, 모양체, 망막 등의 구조적 특징을 확

인할 수 있다. Fig. 1(B-D)에서 망막의 구조를 보다 자세

하게 확인 할 수 있는데 염색된 3개의 층은 세포의 핵들

만 염색이 된 것으로 위에서부터 외핵층(ONL), 내핵층

(INL), 신경절세포층(GCL)이다. 일반 포유류의 망막의 구

조와 동일한 세포 배열을 보여주고 있다. 외핵층에는 추체

와 간체가 있고 내핵층에는 양극세포, 무축삭세포, 수평세

포가 존재하며 신경절세포층에는 신경절세포가 존재한다.

면역세포화학법 처리 후 수용체들은 점(Punctate)으로

표현되는데 AMPA 수용체 아형들은 망막의 내망상층

(IPL)과 외망상층(OPL)에서 높은 밀도로 관찰되었다. 일

부는 신경절세포층에서도 낮은 밀도로 관찰되었다. 수용

체는 분포정도는 수용체에 따라서 약간의 차이가 나타나

는데 AMPA에서는 GluR2/3가 GluR1과 4보다 내망상층에

Fig. 1. (A) Bat eyeball stained with thionin. The thionin (B),

cyto 13 (C) and DAPI (D) stained bat retina. Bat retina

shows distinctive plexiform and nuclear layers as seen

in other mammalian retinas. Scale bar=20 µm. GCL,

ganglion cell layer; IPL, inner plexiform layer; INL, inner

nuclear layer; OPL, outer plexiform layer; ONL, outer

nuclear layer. Scale bar=100 µm (A), and=20 (B-D) µm.
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서 그 수가 많았다(Fig. 2). 정보전달이 일어나는 시냅스가

있는 곳에서 주로 수용체가 많기 때문에 내망상층과 외망

상층에서 높은 밀도로 존재한다. KA 수용체의 5개 아형

들은 내망상층과 외망상층에 주로 분포하였고, GluR5,

GluR6, KA1은 신경절세포층에서도 수용체가 관찰되었으

며, 특히 KA1은 높은 밀도로 신경절세포층에서 관찰되었

Fig. 2. Fluorescence confocal micrographs of vertical vibratome sections through midperipheral rabbit retina immunolabeled with

antibodies against AMPA receptor subtypes GluR1, GluR2/3, and GluR4. Strong punctate immunoreactivity is present in the inner

plexiform layer (IPL). Some punctate immunoreactivities are also found in outer plexiform layer (OPL), inner nuclear layer

(INL), and ganglion cell layer (GCL). OPL, outer plexiform layer; INL, inner nuclear layer; IPL, inner plexiform layer; GCL,

ganglion cell layer. Scale bar=10 mm.

Fig. 3. Fluorescence confocal micrographs of vertical vibratome sections through midperipheral rabbit retina immunola-   beled with

antibodies against kainate glutamate receptor subtypes GluR5, GluR6, GluR7, KA1, and KA2. Strong punctate

immunoreactivity is present in the inner plexiform layer (IPL). KA1 punctate immunoreactivities are found in ganglion cell

layer (GCL) strongly. OPL, outer plexiform layer; INL, inner nuclear layer; IPL, inner plexiform layer; GCL, ganglion cell

layer. Scale bar=10 mm. 
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다. KA2는 다른 아형보다 외망상층에서 높은 밀도로 분

포하고 있음이 관찰되었다(Fig. 3). NMDA 수용체 중 본

연구에 사용된 NMDAR1, NMDAR2A, NMDAR2B는 수

용체의 밀도가 AMPA와 KA보다 낮게 나타났지만 외망상

층과 내망상층에 주로 분포하고 있음을 확인하였다(Fig.

4). 글루타메이트 수용체의 망막 분포에 대한 연구는 여러

동물에서 이루어져 왔으며 다른 동물들에서도 외망상층

과 내망상층에 분포하고 있다.[23-25] 한국관박쥐 망막에

서 역시 다른 동물들과의 차이점은 발견하기 어려웠으

며 글루타메이트 수용체를 통한 흥분성 신경전달이 망

막에서 이루어지고 있음을 확인하였다. 한국관박쥐의

망막의 단면을 관찰한 결과 신경세포들이 층별로 위치

하고 있었으며 이 층별 구조는 일반 포유류의 망막과

다르지 않았으며 핵층과 망상층의 구분이 분명했다. 망

막 신경세포의 세포체는 신경절세포층의 세포체가 가장

크고 내핵층 외핵층의 순으로 세포체의 크기가 작아지

는 특징을 보여주는데 박쥐망막에서도 동일하게 확인할

수 있었다(Fig. 1).

빛을 받아들이는 광수용세포인 간체와 추체가 있으며

특히 명소시, 색각시, 형태시의 기능을 하는 추체에 대한

연구결과를 보면 한국관박쥐도 ML opsin을 가지고 있어

가시광선 파장을 인식이 가능하다고 보고되었다.[26] 높은

파장과 낮은 파장에 반응하는 opsin 발현 유전자가 있음도

보고되었다.[27] 한국관박쥐가 400 nm 이하의 자외선에 반

응할 뿐만 아니라[28] 색을 구별할 수 있는 색각시를 가지

고 있을 수 있다는 결과이다. 야행성 동물이지만 밝은 빛

에서도 사물을 볼 수 있는 기능이 있으며 박쥐도 시각이 중

요한 감각적 특성일 될 수 있는 가능성을 제시하는 것이다.

또한 AII 무축삭세포가 일정한 분포를 나타내어 존재하고

있음도 확인하였다.[7] AII 무축삭세포는 추체와 간체의 시각

정보를 받아 연결하는 중요한 역할을 하는 세포이다.[29] 

본 연구팀은 이전연구에서 박쥐 망막의 신경절세포의

규칙적인 분포양상에 대한 논문을 보고하였다.[8] 광수용세

포와 신경절세포를 이어주는 양극세포의 분포 또한 본 연

구실에서는 이미 면역반응을 통해 확인을 하였다. 이렇듯

망막의 신경회로는 다른 포유류 동물들처럼 잘 구성되어

있음을 확인하였다.

신경회로가 있다면 이들 사이에 과연 정보전달이 이루

어지고 있는지를 알아보기 위해서 흥분성 신경전달물질인

글루타메이트에 대한 연구를 본 실험에서 진행하였다. 연구

결과 AMPA, KA, NMDA 수용체가 박쥐 망막에 존재하는

것을 확인하였다. 수상돌기와 축삭들이 만나는 곳인 외망상

층과 내망상층에서 수용체의 분포가 가장 많았고, 일부 신경

절세포층과 다른 핵층에서도 적은 밀도로 발견되었다. 수용

체들마다 그 기능과 특징은 조금씩 차이가 나므로[20,21] 망막

의 층에서 수용체 별로 분포정도가 차이가 있을 가능성도

충분히 있다. 또한 같은 내망상층에서도 수용체의 밀도가 다

르게 나타난다는 연구결과도 보고되었다.[30] 본 연구에서 박

쥐 망막에서 글루타메이트 수용체가 분포되어 있음을 확인

하였고 다음 연구에서 수용체의 망막 층별 밀도와 수상돌기

상에 분포에 대한 연구를 진행할 계획이다.

결 론

본 연구는 작은박쥐아목인 한국관박쥐 망막이 글루타메

이트 수용체를 가지고 있으며 글루타메이트의 방출을 통

해 시각 정보 전달이 이루어지고 있는 기능적 눈을 가지

고 있음을 제시한다. 

Fig. 4. Fluorescence confocal micrographs of vertical vibratome sections through midperipheral rabbit retina immunolabeled with

antibodies against kainate glutamate receptor subtypes NMDAR1, NMDAR2A and NMDAR2B. Punctate immunoreactivity is

present in the inner plexiform layer (IPL) and outer plexiform layer (OPL). OPL, outer plexiform layer; INL, inner nuclear layer;

IPL, inner plexiform layer; GCL, ganglion cell layer. Scale bar=10 mm.
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Purpose: The objective of this study was analyzing the distribution of the excitatory neurotransmitter glutamate

receptor to investigate the function in the retina of the greater horseshoe bat. Methods: After retinal tissues of

adult greater horseshoe bat were cut into 40 µm vertical sections, standard immuno-cytochemical techniques was

applied for analysis. Immunofluorescence images were obtained using the Bio-Rad MRC 1024 laser scanning

confocal microscope. Results: AMPA (GluR1-4), Kainate (GluR5-7, KA1-2) and NMDA (1, 2A, 2B) mainly

distributed in the inner plexiform layer and outer plexiform layer. KA1 receptors have existed not only plexiform

layer but also ganglion cell layer. Conclusions: The greater horseshoe bat has same neuron and neurotransmitter

to mammalian retina. These findings suggest that bat has a functional retina for visual analysis.

Key words: AMPA receptor, KA receptor, NMDA receptor, Immuno cytochemistry, The greater horseshoe bat.


