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서      론

  음경의 발기는 혈관계, 신경계, 내분비계와 음경해면체 평

활근이 복합적으로 작용하여 일어나는 현상이다 (1). 음경

해면체 평활근은 음경발기에 중요한 역할을 하는데 음경해

면체 평활근 세포의 분화와 증식에는 여러 성장인자가 관

여하는 것으로 알려져 있으며 최근 주목을 받고 있는 성장

인자는 Vascular endothelial growth factor (VEGF), Insulin like 

growth factor-1 (IGF-1), Growth hormone (GH), Platelet deriv-

ed growth factor (PDGF), Transforming growth factor (TGF) 등이

다 (2-6). 

  이러한 성장인자들 중 IGF-1은 세포내에서 세포의 성장

과 분화에 영향을 미치며 세포막에 있는 IGF-1 수용체에 의

해 기능이 유도되는 것으로 알려져 있다 (7,8). 대부분의 순

환하는 IGF-1은 간에서 만들어지며 GH이 IGF-1의 합성과 

분비의 조절에 관여한다 (9,10). IGF-1은 당뇨쥐에서 혈관 

평활근 세포의 증식을 촉진하는 것으로 알려져 있는데, 정

상쥐의 대동맥에서도 in vivo 실험에서 고농도의 IGF-1을 

투여했을 때 혈관 평활근 세포의 증식을 자극하는 것으로 

보고되고 있다 (11). Lynch (12)는 치주조직에서 IGF-1과 

PDGF를 함께 투여했을 때 섬유아세포의 이동과 성장이 크

게 촉진되었고 다른 어떤 단일 성장인자보다 골기질의 형
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성을 월등히 촉진시켰다고 하였다. 이는 성장인자들이 단

독으로 혹은 서로 상호작용으로 세포의 성장에 관여함을 

보여주고 있다. 음경에서 성장인자가 발기능에 미치는 영

향에 대한 연구로 Jung 등 (13)은 쥐모델 실험에서 해면체신

경을 절단했을 때 NOS (nitric oxide synthase) 함유신경의 재

생과정에 IGF-1과 TGF-β2와 같은 성장인자가 음경해면체

신경의 재생에 중요한 역할을 하고 있음을 보고했다. 

  음경해면체 평활근의 성장과 분화에는 여러 가지 성장인

자가 관여하고 있는데 본 연구의 목적은 음경해면체 평활

근 세포의 성장에 IGF-1이 어떠한 영향을 미치는지 알아보

기 위해 인간의 음경해면체 평활근 세포를 일차 배양하여 

IGF-1에 대한 음경해면체 평활근 세포의 성장과 분화를 알

아보고자 하였다.

재료 및 방법

    1. 음경해면체 평활근 세포 배양

  5명의 음경보형물 삽입 환자에서 수술시 음경해면체 조

직을 떼어내 세포배양을 하였다. 먼저 수술실에서 음경해

면체 조직을 떼어낸 후 저온 생리식염수에 넣어 실험실로 

곧바로 옮겨 Laminar flow내에서 조직을 Hank's balanced 

salt solution (HBSS, Mg
++ & Ca++ free)에 넣고 1 mm3 크기

로 잘게 잘라 2∼3회 세척한 후 일차배양을 하였다. 음경해

면체 평활근 세포 배양은 T-25 플라스크에 10% fetal bovine 

serum (FBS), penicillin+streptomycin 25 units/ml, fungizon 

250μg/ml이 포함된 Dulbecco's Modified Eagles Medium 

(DMEM)를 사용하여 5% CO2와 37
oC 온도를 유지하여 세포

배양기 (Forma Scientific, OH, USA)에서 배양하였다. 해면체 

평활근 세포는 대개 7∼14일이면 자라는데 2차례 계대 배

양한 후 실험에 사용하였다.

  배양된 음경해면체 평활근 세포는 위상차 현미경하에서 

세포의 형태학적 특성 및 성장형태를 관찰하고, anti-alpha- 

smooth muscle actin antibody (FITC conjugate)로 면역형광염

색을 하였다.

  3대 계대배양을 시작하는 세포를 배양액에 단일 세포 부

유물로 만들고 10% DMSO (Sigma, USA)를 첨가한 후 2시간 

동안 -20
oC, 하루 동안 -70oC에 방치한 후 다음 실험까지 

액체질소에 보관해 두었다. 

    2. 인간 음경해면체 평활근 세포에서 IGF-1 수용체 발현

  인간의 음경해면체 평활근 세포의 표면에서 IGF-1 수용

체의 존재 여부를 알아보기 위해 면역형광화학법을 이용하

였다. 배양된 인간 음경해면체 평활근 세포를 phosphate 

buffered saline (PBS)로 씻고 acetone: methanol (1：1) 용액에

서 2분간 고정했다. PBS로 세척 후 5% normal goat serum이 

포함된 PBS에서 1시간 동안 차단했다. 그리고 나서 0.3% 

bovine serum albumin (BSA)이 있는 PBS에서 IGF-1 수용체 

antiserum (1：100)으로 12∼14시간 동안 배양했다. 다시 PBS

로 세 번 세척한 후 2차 항체인 anti-rabbit IgG-FITC

(VECTOR Laboratories, USA)로 1시간 동안 배양했다. 마지

막으로 세포는 형광현미경 (Olympus IX50, Japan)으로 촬영

하였다.

    3. 총 RNA추출과 역전사 중합효소연쇄반응을 이용한 

IGF-1 mRNA의 발현

  1) RNA의 추출: 배양된 음경해면체 평활근 세포의 발현

을 알아보기 위해 Trizol (Gibco, USA)시약을 사용하여 총 

RNA를 추출했다.

  2) 역전사 중합효소연쇄반응을 이용한 mRNA의 발현비

교: cDNA합성을 위한 역전사 반응은 총 RNA 500 ng/ul에 

random primer (1μg/μl), 10 mM dNTP를 포함한 완충액을 

70
o
C에서 10분간 변성 후 얼음에서 5분간 두고 0.1 M dTT, 

Rnase inhibitor, superscriptase를 포함한 완충액을 혼합한 다

음 42
o
C에서 1시간 반응시켜 cDNA를 형성한 후 95

o
C에서 

5분간 작용시켜 반응을 중지시켰다.

  중합효소연쇄반응에 사용된 염기서열은 유전자은행 (Gene-

Bank) 유전자 정보 자료에 의거하여 sense primer는 5'- 

CGGAATTCCATGGGAAAAATCAGC-3', antisense primer는 

5’-GCTCTAGACTACATCCTGTAGTT-3'를 주문 합성하였

다 (Bioneer Co, Korea). 각 반응은 최종 50 ul완충액 (50 mM 

KCl, 10 mM Tris-HCl (pH 8.3), 2.5 mM MgCl2)에 10 mM 

dNTPs, 30 pmol의 sense 및 antisense oligonucleotide primer, 

Taq polymerase를 혼합하여 DNA thermal cycler (Thechne, 

USA)에서 94
oC에서 5분간 변성 후, 94oC에서 1분, 55oC에서 

1분, 72
oC 1분 30초에서 35주기 후 72oC에서 10분간 연장반

응을 시행하였다. 반응이 끝난 증폭 산물은 1.2% agarose gel 

전기영동법으로 분석하였다.

    4. IGF-1에 의한 음경해면체 평활근 세포증식 분석

  세포 증식은 Alamar Blue로 시행하였다. 산화환원 척도로

서 Alamar Blue (Serotec Ltd, USA)는 세포대사에 반응하여 

환원되는데 이 방법을 이용하여 생존 세포수를 간접적으로 

측정할 수 있었다. 96-well plate에서 하나의 flat bottom을 분

석했는데 배양배지에는 0.1% BSA를 첨가한 serum-free 

DMEM에 0∼200 ng/ml (200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.125, 

0 ng/ml) 농도의 IGF-1 (Sigma, USA)을 처리하였다. 동일한 

열의 well에는 같은 농도의 IGF-1을 포함한 배지 50μl를 넣

고 세포 부유물 50μl를 첨가하여 각 well당 최종 세포수가 
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100μl에 5×103이 되게 하였다. 5% CO2, 37
oC 조건으로 배

양하고 48시간 후 Alamar Blue 10μl를 각 well에 첨가하였

다. 4시간 배양 후 enzyme-linked immunosorbent assay plate 

reader (Molecular Device, USA)로 570 nm에서 흡광도를 측

정하였다. 각 실험에서 모든 분석은 세 번 반복했고 모든 

자료는 독립된 실험의 평균값으로 나타냈다. Student's test

를 이용하여 통계학적 유의성은 p＜0.05일 때로 하였다.

결      과

    1. 면역화학적 음경해면체 평활근세포 검사

  인간의 음경해면체 평활근 세포는 DMEM 배지에서 약 

2∼3주만에 배양 용기에 빽빽하게 자랐으며 위상차 현미경

을 이용하여 관찰하였을 때 각각의 세포는 방추상으로 성

장하는 쪽의 말단에 주름 (ruffle)이 있었고 성장시 세포들이 

겹치게 되면서 이미 알려져 있는 평활근의 형태학적 특성

인 ‘hill and valley' 형태를 보였다. 배양된 세포중 평활근 

세포를 확인하기 위하여 anti-alpha-smooth muscle actin anti-

body로 면역형광염색을 했을 때 녹색형광을 띠어 평활근 

세포임을 확인 할 수 있었다 (Figure 1A).

    2. 음경해면체 평활근 세포에서 IGF-1 수용체 발현

  면역형광화학법을 이용하여 음경해면체 평활근 세포에

서 IGF-1 수용체의 발현 여부를 알아보았는데 해면체 평활

근 세포에서 강하게 IGF-1 수용체가 발현됨을 확인하였다 

(Figure 1B).

    3. 음경해면체 평활근 세포의 IGF-1 발현 

  일차배양된 인간의 음경해면체 평활근 세포에서 역전사 

중합효소연쇄반응을 이용해서 내재성 IGF-1 mRNA의 발현

을 확인하였다. 전기영동 결과 460 bp에서 강한 반응 띠가 

확인되어, 인간의 음경해면체 평활근 세포에서 내재성 

IGF-1 mRNA가 발현됨을 알 수 있었다 (Figure 2).

    4. 음경해면체 평활근 세포증식 분석

  음경해면체 평활근 세포는 IGF-1을 외부에서 투여했을 

때 농도의존적으로 증식이 촉진되는 것으로 나타났는데, 

IGF-1을 투여하지 않는 대조군에 비해 12.5 ng/ml의 농도에

서부터 유의하게 증식되었고 IGF-1의 농도가 100 ng/ml에 

이를 때까지는 농도의존적으로 유의한 증식을 보인 반면 

200 ng/ml에서는 증식이 감소되는 양상을 보여 인간의 음력

  Figure 1. (A) Phase contrast micrograph of human corpus cavernosum smooth muscle cell (HCCSMCs). Note a spindle shaped 
morphology, cell alignment and 'hill and valley' appearance which is a typical feature of smooth muscle cells (×100). (B) IGF-1 receptor
(IGF-1R) immunoreactivity in the HCCSMCs. Cultured HCCSMCs were positive for IGF-IR.

A B

  Figure 2. Identification of IGF-1 mRNA expression. End-
ogenous IGF-1 mRNA expression (460 bp) was detected by 
RT-PCR analysis using total RNA from two primary cultured 
HCCSMCs (M: marker, 1, 2: primary cultured HCCSMCs).

M 1 2

IGF-1 mRNA
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해면체 평활근 세포의 증식에 적절한 IGF-1의 농도는 100 

ng/ml임을 알 수 있었다 (Figure 3).

고      찰

  음경 내에서는 TGF-α, TGF-β, IGF 등 다양한 성장인자

들이 발현되는 것으로 알려져 있는데 (14), IGF-1은 insulin

과 유사하게 포도당의 유입이나 글리코겐 합성, 아미노산 

수송 등 대사에 영향을 주고 세포의 성장과 분화를 촉진하

며 분화된 세포 형태를 유지시킨다고 한다 (7,15,16). IGF는 

남성과 여성의 생식기관에 영향을 주는데 음경은 중요한 

생식기관임에도 그 역할이 간과되어 왔다 (17). 

  IGF-1은 GH에 의해 생리적으로 영향을 받는데 (17), GH

결핍이나 GH에 저항성을 가진 환자에서 발생하는 왜소음

경의 경우 GH나 IGF-1을 단독으로 처리했을 때 성공적으로 

개선되었다고 한다 (18,19). 한편 Jung 등 (13)은 쥐모델 음경

에서 발기능에 미치는 영향에 대한 연구로 해면체 신경을 

절단했을 때 NOS 함유 신경의 재생과정에 IGF-1과 TGF-β2

가 음경해면체 신경을 재생하여 발기능의 회복을 가져왔다

고 보고하였다. 이러한 결과는 IGF-1이 음경의 성장이나 발

기력의 회복에 관련이 있는 것으로 생각되어진다.

  IGF-1은 세포의 성장과 분화를 촉진시키는데 이러한 기

능은 IGF-1 수용체에 의해 매개되며 IGF-1 수용체는 구조적

으로 인슐린 수용체와 유사하여 수용체 수준에서 상호 반

응할 수도 있다고 하는데 (20,21), Liu 등 (22)은 쥐의 음경해

면체 평활근 세포에서 IGF-1 수용체의 발현과 다양한 주령

에서 IGF-1 수용체 발현정도를 비교한 바 있다. 쥐의 음경

해면체 평활근 세포에서 발현되는 IGF-1과 IGF-1 수용체는 

젊은 쥐에서는 주령이 증가할수록 양이 증가하였지만 노화

쥐에서는 감소하였는데, 이는 IGF-1과 IGF-1 수용체 발현이 

노화와 연관성이 있음을 시사한다 (22). 본 연구에서 일차 

배양한 인간 음경해면체 평활근 세포에서 발현되는 IGF-1 

수용체를 면역형광화학법으로 확인하였는데, 향후 인간 음

경해면체 평활근 세포에서 나이나 발기능에 따른 IGF-1 수

용체의 발현에 대한 연구가 필요할 것으로 생각된다.

  음경해면체 평활근 세포에서 IGF-1의 역할에 대한 연구

는 미미하다. 쥐의 음경조직에서 내재성 IGF-1의 발현과 함

께 IGF-1의 분비가 음경해면체 평활근 세포에서 확인된 바 

있는데 (14,22), 본 연구에서 저자들은 인간의 음경해면체 

평활근 세포에서 발현되는 내재성 IGF-1을 처음으로 확인

하였다. 이러한 결과는 IGF-1이 인간에서도 음경해면체 평

활근 세포의 증식에 관련이 있음을 시사한다.

  음경해면체 평활근 세포의 증식과 세포이동에 IGF-1이 

미치는 영향에 대해서 쥐의 음경해면체 평활근 세포배양 

실험결과가 보고된 바 있는데 (22), 쥐의 음경해면체 평활근 

세포증식에 적절한 IGF-1의 농도는 성숙한 쥐의 경우 12.5 

ng/ml인 반면에 28개월의 노화쥐에서 분리한 해면체 평활

근 세포에서는 100 ng/ml에 이르기까지 농도의존적으로 증

가하였다. 본 연구에서 인간의 음경해면체 평활근 세포에

서 IGF-1은 100 ng/ml까지 농도의존적으로 평활근 세포의 

증식을 촉진한 것으로 보아, 인간의 음경해면체 평활근 세

포증식에 적절한 IGF-1의 농도는 100 ng/ml로 여겨진다. 이

러한 결과로 보아 해면체 평활근 세포의 증식에 적절한 

IGF-1의 농도는 종 (species)의 차이나 세포의 노화정도에 

영향을 받는 것으로 생각된다.

  IGF-1은 혈관 성장에 필수적인 VEGF의 분비를 촉진하

며 (23), 때로는 IGF-1과 IGF-1 수용체의 결합은 VEGF의 발

현을 증가시키기도 한다 (24). IGF-1뿐만 아니라 VEGF도 음

경해면체 평활근 세포를 증식하는 것으로 알려져 있어 (25), 

향후에 음경해면체 평활근 세포의 증식에 IGF-1과 VEGF가 

미치는 상호관계에 대해서는 추가적인 연구가 필요하다고 

본다.

결       론

  본 연구를 통해 인간 음경해면체 평활근 세포에서 IGF-1

과 IGF-I 수용체가 발현됨을 확인할 수 있었고, IGF-1은 in 

vitro에서 인간 음경해면체 평활근 세포의 증식을 촉진함을 

알 수 있었다. 향후에 IGF-1이 해면체 평활근 세포뿐만 아

니라 내피세포의 증식에 미치는 영향과 다른 성장인자와의 

  Figure 3. Effect of IGF-1 on the growth rate of HCCSMCs. 
Equal numbers (5×103) of HCCSMCs were seeded in each well 
of 96-well plate and allowed to grow for 3days in media containing 
the indicated concentrations of IGF-1. The proliferation of HCCSMCs 
increased dose dependently upto 100 ng/ml with exogenous IGF-1 
treatment in cultured media. *Significant different from control 
group (p＜0.05).
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상호 관계에 대한 추가 연구가 필요하다고 생각된다.
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