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ABSTRACT 

Background and objectives：Effects of the three major endothelium-derived relaxing factors (EDRFs), na-
mely nitric oxide (NO), prostacyclin (PGI2), and 11, 12-epoxyeicosatrienoic acid (EET) on the ATP-sensitive 
potassium channel (KATP channel) activity were examined in isolated cardiac ventricular myocytes. Materials 

and Methods：KATP channel activities were measured in the enzymatically (collagenase) isolated single mouse 
ventricular myocytes using excised inside-out, cell-attached, and perforated whole-cell patch clamp techniques. 
Results：In inside-out patches, NO donors, SNP and spermine NONOate, did not affect the KATP channel activity. 
In the presence of both ATP and ADP in the bath solution, the NO donors attenuated the activity of the KATP 
channel. In cell-attached patches, the NO donors potentiated pinacidil-induced KATP channel activity. In perfo-
rated whole-cell patch configuration, the NO donors decreased the KATP current induced by PCO 400, a KATP 
channel opener. PGI2 did not affect the KATP channel activity in excised inside-out patch. However, in the pres-
ence of ATP in the internal solution, PGI2 increased the channel activity in a dose-dependent manner. In cell-
attached patches, PGI2 did not only affect the channel activity itself, but also the dinitrophenol-induced KATP 
channel activity. 11, 12-EET had no effect on KATP channel activities. Conclusion：These results indicate that some 
of the endothelium-derived relaxing factors (nitric oxide and prostacyclin) are involved in the regulation of 
ATP-sensitive potassium channel activities in mouse ventricular myocytes；and the regulation type was com-
plicated, activation or inhibition, depending on the cellular environment. (Korean Circulation J 2003;33 (5):420-430) 
 
KEY WORDS：ATP-sensitive potassium channel；Myocytes cardiac；Endothelium-derived relaxing factor；

Patch clamp techniques. 
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서     론 
 

ATP-민감성 칼륨통로(KATP 통로)는 여러 종(spe-
cies)의 동물 세포에서 세포내 adenosine triphosphate 

(ATP)의 농도 또는 ATP/adenosine diphosphate(ADP) 

비의 변동에 의하여 그 활성이 조절되고 있음이 잘 알려

져 있으며1)2) 주로 혈관평활근의 막전위 및 긴장도를 조

절3)하거나 췌장의 β세포에서의 인슐린분비5)에 중요한 

역할을 한다고 알려져 있다. KATP 통로는 정상상태에서

는 닫혀 있다가 허혈상태 또는 대사 억제가 일어나는 

과부하 상태가 되면 세포내의 ATP의 농도가 어느 한

계점이하로 감소하거나 또는 세포내의 ATP/ADP 농도

의 비가 낮아져 KATP 통로 활성이 증가하게 된다.6) 이 

통로가 활성화되면 세포외로 칼륨이온 배출(K+ efflux)

이 촉진되어, 결과적으로 탈분극후 재분극시까지의 활동

전위기간이 단축됨으로써 허혈심근의 수축을 억제하여 

과부하로부터의 세포를 보호하는 역할을 하는 것으로 

알려져 있다.7) 그러나 심근 허혈 때와 같은 과부하상태

에서 KATP 통로가 활성화 되면 칼륨이온의 세포밖 축적

을 일으키고 이로 인한 세포막의 탈분극은 활동전위 기

간과 불응기의 국부적인 차이를 일으켜서 결과적으로 

부정맥 발생의 한 원인이 된다고 알려져 있다.8) 즉, 병

태생리학적 측면에서 보면 KATP 통로활성 증가는 허혈

시의 심혈관계 세포의 활동전위기간 단축에 의한 심근 

수축력 감소,9) 혈관확장10)등의 긍정적인 면과 막전위의 

탈분극에 의한 부정맥 발생의 부정적인 면이 동시에 존

재하고 있다. 따라서 많은 연구자들이 이 이온통로의 활

성도를 직접 또는 간접적으로 조절하는 약물에 관심을 

갖게 되었고 이 KATP 통로의 기능과 활성 조절기전을 

규명하기 위해 많은 연구가 이루어지고 있다.  

대표적인 내피세포 유래 이완 인자(endothelium-de-
rived relaxing factor：EDRF)인 nitric oxide(NO)는 

이차전령물질로서, 포유동물세포에서 생산되어 세포내

에서 작용하거나 세포막을 통하여 쉽게 확산되어 인접

세포에 작용한다. 특히 신경전달, 뇌혈류 조절, 혈관이

완, 혈소판 응고억제 등에 있어서 중요한 역할을 하고 

있다고 알려져 있다.11) NO는 NO synthases(NOS)에 

의해서 L-arginine으로부터 세포질이나 미토콘드리아

에서 합성되며 시냅스 소포에 저장되지 않고 곧바로 방

출된다.  

NO의 일반적인 작용기전은 heme 그룹을 가지고 있

는 guanylate cylase에 NO가 결합하여 이 효소를 활성

화시키고, 활성화된 효소는 세포내 cyclic guanylyl mo-
nophosphate(cGMP)농도를 증가시키며, cGMP는 목

표단백질에 작용하거나 또는 cGMP-dependent kinase

를 활성화시켜 세포내 여러 단백질의 인산화를 통해 작

용한다고 알려져 있다.12) 

심혈관계에는 세가지 종류의 NO합성효소(nitric oxide 

synthase：nNOS, iNOS, eNOS)가 발현되어있는 것으

로 보고되고 있는데 nNOS는 SA node나 AV node의 

ganglionic fiber 및 근형질세망에 존재하고, iNOS는 심

근세포와 관상동맥평활근에 존재하며, eNOS는 혈관이

나 심장내피세포에 존재하는 것으로 알려져 있다.13)  

근래의 연구에 의하면 NO가 심장에서 무스카린성 콜

린성 수용체 또는 β-수용체에 의해서 중개되는 전압의

존성 칼슘전류와 수축력, 박동수 조절에 있어서 중요한 

역할을 한다고 알려져 있다.14) 최근의 연구에 의하면 심

근허혈시 NO의 농도가 급격히 상승하여 관상동맥 긴장

도를 조절하고 허혈의 정도를 감소시킨다고 한다.15) Han 

등16)은 토끼 심장세포에서 NO donor가 KATP 통로활

성을 증가시키고 이 효과는 cGMP 의존적이라고 하였

으나, Moncada 등17)은 기니픽의 심장세포에서 NO가 

KATP 통로에 직접적으로 작용함을 보여 주었다. Shinbo

와 Iijima18)는 기니픽의 심장세포에서 KATP 통로에 대

한 NO donor의 효과가 cGMP가 아닌 세포내의 또 다

른 매개체에 기인한 것이라고 하였다. 그러나 Tsuura 

등19)은 흰쥐의 심실근세포에서 NO가 KATP 통로활성에 

전혀 영향을 미치지 않았다고 하였다. 이와같은 연구결

과들은 심장의 내피세포에서 유리되는 NO가 심근세포

막에 존재하는 KATP 통로 활성조절에 있어서 어떤 역할

을 할 것으로 생각되지만 이에 대한 연구는 아직 미흡

하며 보고자마다 차이를 보이고 있다.  

Prostacyclin는 맨처음 발견된 내피세포유래 혈관이

완인자로서 shear stress나 thrombin, acetylcholine과 

같은 약물에 의해서 내피세포에서 생성되어 유리된다고 

알려져 있다.20) Prostacyclin도 KATP 통로에 영향을 미

친다는 보고가 있는 데, Bouchard 등21)은 Langendorff 

heart에서 prostaglandin E2, I2, D2가 KATP 통로를 활

성화시킨다는 보고를 하였고, 또한 Jackson 등22)은 토

끼 심장에서 prostacyclin이 혈관이완을 일으키는 데 

이 효과가 KATP 통로 차단제인 glibenclamide에 의해서 

부분적으로 억제됨을 보고한 바 있다. 이런 연구 결과들
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은 모두 다 prostacyclin과 KATP 통로와의 관련성을 시

사하는 보고들이다.  

Epoxyeicosatrienoic acid(EET)은 arachidonic acid

로부터 cytochrome P450에 의한 대사산물이며 내피세

포 유래 과분극 인자 (EDHF)로 추정되고 있다.23) 관상

동맥 평활근을 이완시키고 뇌, 신장, 관상동맥 평활근세

포에서 Ca2+-의존성 칼륨통로를 활성화시킨다는 사실

이 보고되고 있다.24) 한편, 심장에서 EET는 심근세포를 

수축시키고 세포내의 칼슘농도를 증가시킨다고 하였다.25) 

이와같은 사실로 미루어 심장의 내피세포에서 유리되

는 이완물질들이 심근세포막에 존재하는 KATP 통로 활

성조절에 있어서 어떤 역할을 하리라고 생각되지만 이

에 대한 연구는 아직 미미한 편이다. 따라서 본 연구에

서는 효소분리법으로 분리한 마우스의 단일 심실근세포

에서 대표적인 EDRF인 NO, prostacyclin, EET가 KATP 

통로 활성조절에 어떻게 영향을 미치는 가를 전기생리학

적인 방법으로 구명해 보고자 하였다.  

 

재료 및 방법 
 

단일심실근세포의 분리  

Patch clamp실험에 사용할 단일 심실근세포의 분리

는 체중 25g 내외의 ICR계의 수컷 마우스를 사용하였

다. 마우스를 경추탈구법으로 실신시킨 후, 흉강을 열고 

심장을 적출하였다. 적출한 심장을 4℃ 100% 산소로 포

화된 Tyrode용액 내에서 미세가위를 가지고 실체현미

경(OAM 24SR, 동원)하에서 주변연결조직과 지방조직

을 제거하고 대동맥에 catheter를 삽입한 후 결찰하였

다. Langendorff장치에 매달고 37℃ Tyrode용액을 관

상동맥을 통해 1.5 mL/min의 속도로 5분간 관류시켰다. 

이어서 심장박동이 멈출 때까지 Ca2+-free Tyrode용액

으로 관류시키고 심장이 완전히 이완되면 0.6 mg/mL의 

collagenase(CLS2, Worthington Biochemical Co.)

와 0.15 mg/mL의 protease(Sigma type XIV)를 함유

한 Ca2+ free Tyrode용액으로 약 25분간 관류시킨 다

음, 마지막으로 high K+, low Cl-용액을 5분간 관류시

켜 심장내에 남아있는 효소를 제거시켰다. 소화된 심장

으로부터 심실을 떼어내어 high K+, low Cl-용액에 넣

고 여러 조각으로 자른 다음 pipette으로 가볍게 기계적 

자극을 주어 단일 심실근세포를 분리하였다. 분리된 세

포들은 high K+, low Cl- 용액에 보관한 후 도립현미경

(American Optical Co.)상에서 막대기모양의 무늬가 

분명하며 윤곽이 뚜렷하고 움직임이 없는 세포들만 골

라 실험에 사용하였다. 

 

미세전극의 제작  

Patch clamp용 미세전극은 내경 1.5 mm의 borosi-
licate 유리관(PG150T-7.5, Clark Electromedical In-
struments Co.)을 미세전극제작기(2-stage pipette 

puller, PP-83, Narishige)를 이용하여 단일 통로 활성 

기록용은 저항이 4~5 MΩ, whole-cell 전류 측정용은 

저항이 1~2 MΩ 정도되게 뽑은 후, 실체현미경(ster-
eozoom microscope, SMZ-2B, Nikon)하에서 미세전

극 말단근처 부위까지 Sylgard(Corning Co.)를 도포후 

가열된 니크롬선 하에서 건조시켰다. 이렇게 만들어진 

미세전극의 말단을 다시 광학현미경(Microforge, MF-

83, Narishige)하에서 관찰(500배)하면서 전극 말단부

에 열을 가하여 다듬은(polishing) 후 저항이 단일통로활

성기록용은 5~7 MΩ, whole-cell 전류 측정용은 1.5~ 

2.5 MΩ 정도되는 전극을 실험에 사용하였다.  

 

단일통로전류측정 및 분석 

단일통로전류는 gigaohm-seal patch clamp 방법중 

excised inside-out과 cell-attached membrane patch 

방법26)을 사용하여 기록하였다. Patch clamp 증폭기

(Axopatch 200A, Axon Instruments Inc.)를 통하여

(이때 cut-off frequency는 2 kHz) 측정된 전기적인 

신호는 디지털 신호기록기(digital data recorder, VR-

10B, Instrutech Co.)를 거쳐 비디오(SV-14D, Sam-
sung)에 기록하였다. 단일통로전류의 분석은 비디오테

이프에 기록된 것을 재생하여 A/D 변환기인 Digidata 

1200 interface(Axon Instruments Inc.)에 연결하여 

pClamp 프로그램(Axon Instruments Inc.)를 이용하여 

컴퓨터에 저장하고 분석하였다. 단일통로의 열리고 닫히

는 시간의 측정은 half-maximum single-unit amp-
litude threshold를 이용하였다. Open probability(Po)

는 Spruce 등27)의 방법에 의한 다음과 같은 식을 이용

하여 계산하였다.  

 Po = (
n
∑ tj
j=1

)/(Td n)  

이 식에서 tj는 j(j=1, 2,…n)개의 통로가 열릴 때 각
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각의 전류단계에서의 통로가 열려있는 시간, Td는 단일

통로전류를 기록한 시간, n은 control 상태에서 최대로 활

성화되는 통로의 수를 가리킨다. Po는 30초이상의 연속

된 단일통로기록들을 사용하여 계산하고, relative open 

probability는 약물투여전의 Po와 투여후의 Po의 차이

를 약물투여전의 Po에 대한 백분율로 표시하였다. 

 

Whole-cell 전류측정 및 분석 

Whole cell 전류측정은 amphotericin B(480 μg/mL) 

를 pipette용액에 sonication하여 녹인 다음 미세전극 

끝부분에 채우고 세포막에 giga-seal을 형성시킨다. 약 

15분 정도를 세포막에 통로가 형성되기를 기다리면서 

access resistance가 20 MΩ이하가 되었을 때 -40 

mV의 막전압 고정상태에서 대사억제제인 dinitrophenol 

(50 μM)이나 선택적인 KATP 통로개구제인 PCO400 

(100 μM)을 첨가하여 KATP 전류를 유도하였다. 측정

된 전류 및 전압 신호는 1 kHz의 필터를 거쳐 A/D 변환

기로 디지털화하고 컴퓨터상에서 pClamp software로 

분석했다. 

 

실험용액 

단일 심실근세포 분리를 위한 Tyrode’s 용액(조성：

137 mM NaCl, 5.4 mM KCl, 1 mM MgCl2, 1 mM CaCl2, 

0.33 mM NaH2PO4, 10 mM HEPES, 10 mM dextrose, 

pH는 NaOH를 사용하여 7.4로 조정)을 사용하였다. 

단일 심실근세포 저장에 사용된 high K+, low Cl-용

액(조성：20 mM taurine, 70 mM glutamic acid, 25 

mM KCl, 10 mM KH2PO4, 3 mM MgCl2, 0.5 mM 

EGTA, 10 mM HEPES, 10 mM glucose, KOH로 pH

를 7.35로 조정)을 사용하였다. 

단일 통로전류 측정을 위한 용액은 internal 용액, pi-
pette 용액 및 bath 용액으로서 각각 K-5용액(조성：

140 mM KCl, 2 mM MgCl2, 5 mM EGTA 및 10 mM 

HEPES, pH는 HCl로 7.2로 조정)을 사용하였다 . 

Perforated whole-cell 전류측정을 위한 용액은 

bath 용액으로는 Tyrode’s 용액(조성：137 mM NaCl, 

5.4 mM KCl, 1 mM MgCl2, 1 mM CaCl2, 0.33 mM 

NaH2PO4, 10 mM HEPES, 10 mM dextrose, pH는 

NaOH를 사용하여 7.4로 조정)을 사용하였고 pipette 

용액은 110 mM K-aspartate, 30 mM KCl, 10 mM 

HEPES, 2 mM MgSO4, KOH를 이용하여 pH=7.2로 

적정하였다.  

 

실험 약물 

NO donor로는 spermine NONOate(Tocris, 영국), 

sodium nitroprusside(SNP：Sigma, 미국), 칼륨통로 

개구제는 pinacidil(Sigma, 미국), PCO400(Biomol, 독

일), KATP 통로차단제는 glibenclamide, cGMP analogue

는 8-bromoguanosine 3’, 5’-cyclic monophos-
phate(8-bromo-cGMP), guanylyl cyclase inhibitor

는 1H-[1, 2, 4] oxadiazolo[4, 3-a] quinoxalin-1-

one(ODQ), prostacyclin와 11, 12-epoxyeicosatrie-
noic acid(EET), 대사억제제로는 2, 4-dinitrophenol 

(DNP)을 그밖에 adenosine triphosphate(ATP), ade-
nosine diphosphate(ADP), uridine diphosphate(UDP), 

amphotericin B(이상 Sigma, 미국) 등을 사용하였다.  

 

통계 분석 

실험성적의 유의성 검증은 Student’s t-test를 이용

하였고 p<0.05 일 때를 두 실험군간에 차이가 있다고 

판정하였다. 

 

결     과 
 

KATP 통로 활성에 미치는 NO donor의 영향  

 

Excised inside-out patch에서 NO donor의 효과 

Excised inside-out patch를 시행한 직후 -60 mV

의 유지전위상태에서 bath에 SNP(1 mM)와 spermine 

NONOate(500 μM)를 관류시켰으나 통로 활성에 영향

을 미치지 않았다. Excised inside-out 시행 직후에는 

세포내 ATP가 거의 없는 상태([ATP]i=0)이므로 KATP 

통로 활성이 최대로 나타난다. 따라서 통로 활성을 증가

시킬 수 있는 약물의 경우 그 효과가 은폐되어 나타나지 

않을 수 있다. Excised inside-out patch에서 NO donor

가 통로 활성을 증가시킬 수 있는 가능성을 알아보고자 

세포내액에 먼저 ATP(100 μM)를 투여해서 통로활성

을 약화시킨 다음 여기에 SNP(1 mM) 및 spermine 

NONOate(500 μM)을 첨가하여 보았으나 역시 통로활

성을 증가시키지 않았다.  

Nucleotide diphosphate(NDP)가 존재할 때 NO donor

가 KATP 통로 활성에 어떤 영향을 미치는 가를 알아보
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고자 ATP와 NDP 존재하에서 실험을 시행하였다. ATP 

(200 μM)를 투여해서 통로 활성을 약화시킨 다음 여

기에 ADP(200 μM) 또는 UDP(3 mM)를 첨가하여 통

로를 부분적으로 재활성화시킨 후 SNP(1 mM)와 sper-
mine NONOate(500 μM)를 투여하였더니 통로 활성

이 억제되었다(Fig. 1, 2). 이러한 통로 억제효과는 NO 

donor를 제거함으로써 없어졌다. 

Perforated whole cell patch에서 NO donor의 효과 

NO donor가 KATP 전류에 미치는 영향을 알아보고

자 perforated whole cell 상태에서 KATP 전류를 유도

한 다음 세포외액에 SNP(1 mM)첨가하였을 때 KATP 전

류가 억제되는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 3). 이와 같

이 SNP에 의해서 감소된 KATP 전류는 세포외액에서 

SNP를 제거하고 관류시키면 다시 이전수준으로 환원되

었다.  

 

Cell-attached patch에서 NO donor의 효과 

Cell-attached patch에서 NO donor가 KATP 통로 

활성에 미치는 영향을 확인하고자 giga-seal을 형성

한 후 -60mV의 유지전위에서 세포외액에 선택적인 

ATP-민감성 칼륨통로 개구제인 pinacidil(100 μM)

이나 PCO400(100 μM)을 투여하여 통로 활성을 유도

하고 여기에 SNP(1 mM)를 첨가하여 통로 활성에 미치

는 영향을 조사하였다.  

Pinacidil(100 μM) 투여후 KATP 통로활성은 서서히 

증가하기 시작하였고 이 때 첨가한 SNP 1 mM은 통로 

활성을 더욱 증가시켰다. SNP는 수용액속에서 CN-를 

유리한다는 보고28)가 있고 CN-은 KATP 통로를 활성화 

시킬 수 있기 때문에 NO의 직접적인 효과가 가려지고 

CN-효과가 나타날 수 있다. 따라서 다른 NO donor인 

Spermine NONOate(500 μM)를 같은 방법으로 세포외

액에 첨가하여 보았다. 마찬가지로 Spermine NONOate 

는 KATP 통로 활성을 증가시켰으며 Spermine NONOate 

를 제거하고 관류시켰을 때는 원래대로 회복됨을 확인

HP=-60mV 

ADP 200 μM 
ATP 200 μM 

1 min 
10 pA 

Spermine NONOate 500 μM 

UDP 3 mM 

ATP 200 μM 

Spermine NONOate 1 mM 

Fig. 1. Effect of spermine NONOate on KATP channel
activity in the presence of both ATP and NDP in ex-
cised inside-out patch at -60 mV holding potential. KATP
channels reactivated by ADP(200 μM) or UDP(3 mM)
were decreased by spermine NONOate. 

Fig. 2. Effects of spermine NONOate on the KATP channel
activity of excised inside-out patch at -60 mV holding
potential in the presence of both ATP and ADP in bath
solution. Relative activity represents the channel activity
at immediately after making excised inside-out patch.
Each bar represents the mean±S.E. of four experiments.
*：indicates significant differences at p<0.05, compared
with 200 μM ATP +200 μM ADP group. ADP：adenosine
diphosphate, ATP：adenosine triphosphate 
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[ATP]i=free 
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Washout 
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Fig. 3. Effect of SNP (sodium nitroprusside) on KATP chan-
nel current. SNP inhibited the KATP current induced by
50 μM dinitrophenol (DNP) in single mouse ventricular
myocyte. Cells were held at –40 mV under perforated
whole-cell voltage clamp conditions. Bars under current
tracing show the protocol of application of drugs and
arrow denotes the 0 pA. 
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할 수 있었다(Fig. 4).  

 

KATP 통로활성에 영향을 미치는 8-Br-cGMP의 효과 

NO donor에 의한 KATP 통로 활성증가가 세포내 cGMP 

를 증가시켜서 나타나는 것인지를 확인하기 위하여 세

포막을 잘 통과하는 cGMP analogue인 8-Br-cGMP 

(500 μM)을 cell-attached patch에서 세포외액에 관

류시키면서 KATP 통로 활성을 기록하였으나 통로활성

을 증가시키지 못하였다(Fig. 5).  

 

NO donor에 의한 KATP 통로 활성증가에 미치는 guanylyl 

cyclase 억제제(ODQ)의 효과 

NO donor에 의해 유리된 NO가 심실근세포의 KATP 

통로활성에 미치는 효과가 통로단백질에 대한 직접적인 

작용인지 혹은 cGMP를 통하여 간접적으로 나타나는 

것인지를 알아보기 위해서 soluble guanylyl cyclase의 

선택적 억제제로 cGMP의 생성을 억제하는 ODQ(100 

μM)을 세포외액에 투여하였다. 세포외액에 ODQ를 전

처치하고 이어서 spermine NONOate(500 μM)를 첨

가하였으나 spermine NONOate에 의한 KATP통로 활

성증가는 여전히 나타났다(Fig. 5).  

 

Prostacyclin(PGI2)이 KATP 통로 활성에 미치는 영향 

Prostacyclin이 KATP 통로활성에 미치는 영향을 살

펴보고자 excised inside-out patch 시행후 -60 mV

의 유지전위에서 prostacyclin(100 μM)을 세포내액에 

첨가하고 통로 활성을 관찰하였으나 KATP 통로 활성에 

영향을 미치지 않았다. 

NO의 경우와 마찬가지로 prostacyclin이 KATP통로 

활성을 증가시킬수 있는 가능성을 알아보고자 excised 

inside-out patch의 세포내액에 ATP(100 μM)를 투

여하여 통로활성을 약화시키고 이 상태에서 세포내액에 

첨가한 prostacyclin(100 μM)은 통로활성을 증가시켰

고 그 결과는 농도의존적이었다(Fig. 6). Prostacyclin

은 세포내 ATP 투여에 의해서 KATP 통로활성이 낮아

진 상태에서 통로의 활성을 증가시켰으므로 세포내의 여

러 용량의 ATP를 투여한 후 다시 prostacyclin 1, 10, 

및 100 μM을 각각 세포내측액에 첨가하여 투여하고 통

로 활성 정도를 각 용량의 ATP만을 투여했을 시의 통

로 활성 정도와 비교하였다. 각 용량의 prostacyclin 첨

가시 통로 활성은 ATP만을 투여했을 시의 통로활성에 

비해서 증가하였고, 특히 100 μM ATP 투여시 prosta-
cyclin의 통로 활성 증가효과가 현저하였다. 즉, ATP만

을 투여하였을 시의 용량-반응곡선은 각 농도의 pros-
tacyclin 투여 후 오른쪽으로 평행 이동하였으며 그 이

HP=-60 mV 

Pinacidil 100 μM 

1 min 
10 pA 

SNP 1 mM 

Spermine NONOate 500 μM 

Pinacidil 100 μM 

Fig. 4. Effect of sodium nitroprusside (1 mM) and sper-
mine NONOate (500 μM) on the pinacidil-induced KATP
channel activity in the cell-attached patch at -60 mV
holding potential. NO donors added to the bath solu-
tion potentiated the pinacidil-induced channel activity. 

HP=-60mV 
1 min 

10 pA 

8-Br-cGMP 500 μM 

Pinacidil 100 μM 

Spermine NONOate 500 μM 

ODQ 100 μM 

Pinacidil 100 μM 

Fig. 5. Effects of 8-Br-cGMP (500 μM) and spermine
NONOate (500 μM) on the channel activity in cell-att-
ached patches at -60 mV holding potential. 8-Br-cGMP
(500 μM) did not stimulate pinacidil-induced KATP chan-
nel activities but spermine NONOate potentiated the
channel activity in the presence of ODQ (100 μM). 
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동의 정도는 ATP(100μM) 투여시 가장 컸다(Fig. 7). 

Cell attached patch에서 세포외액에 첨가한 prosta-
cyclin(100 μM)은 통로 활성에 거의 영향을 주지 못하

였을 뿐만 아니라 대사억제제인 dinitrophenol(50 μM)

을 세포외액에 첨가하여 유도한 KATP 통로 활성에도 거

의 영향을 미치지 않았다(Fig. 8).  

EET가 KATP통로활성에 미치는 영향 

Excised inside-out patch에서 EET를 직접 세포내

액에 투여하거나 ATP를 투여한 후 통로 활성이 약화

된 상태에서 EET를 세포내액에 첨가하여도 통로활성

HP=-60mV 
1 min 

10 pA 

ATP (100 μM) 

Prostacyclin (PGI2 μM)  
1                     10 

ATP (100 μM) 
100 

Fig. 6. Effects of prostacyclin on the KATP channel ac-
tivity in the presence of internal ATP in inside-out pat-
ches at -60mV holding potential. Prostacyclin (1, 10 and
100 μM) increased the channel activities which had
been attenuated by the addition of 100 μM ATP to the
internal solution. 
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ATP aione 
ATP+PGI2 (1 μM) 
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ATP+PGI2 (100 μM) 

Fig. 7. Effects of prostacyclin on the KATP channel acti-
vity in the presence of ATP in excised inside-out patches.
Relative activity of 1.0 represents the channel activity at
immediately after making excised inside-out patch.
Prostacyclin parallelly shifted the control dose-response
curve (ATP alone) to the right. Each point represents
mean±SEM of 4-5 experiments, and *,†：indicate sig-
nificant differences compared with ATP alone at p<0.05
and p<0.01, respectively. 

HP=-60mV 

Prostacyclin (100 μM) 

1 min 

10 pA 

Prostacyclin (100 μM) 

Dinitrophenol (100 μM) 

Dinitrophenol (100 μM) 

Fig. 8. Effect of prostacyclin (100 μM) on the channel
activity in cell-attached patches. Neither the channel
activity nor the dinitrophenol-induced channel activity
was changed by 100 μM prostacyclin. 

EET 1 μM 

EET 1 μM 

ATP 100 μM 

EET 1 μM 

Pinacidil 100 μM 

HP=-60 mV 
1 min 

10 pA 

HP=-60 mV 

Fig. 9. Effects of 11, 12-epoxyeicosatrienoic acid (EET)
on the KATP channel activity. EET had no effect on the
KATP channels in excised inside-out patch as well as in
cell-attached patch at -60 mV holding potential. 
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은 유의한 차이를 보이지 않았다. 또한 cell-attached 

mode에서 EET를 세포밖에 1 μM농도까지 투여하였으

나 KATP 통로활성에는 영향을 주지 않았다(Fig. 9).  

 

고     찰 
 

본 연구에서는 효소를 처리하여 분리한 마우스의 단일 

심실근 세포막에 존재하는 KATP통로를 기록하고 이 통

로에 미치는 NO, prostacyclin, EET의 영향을 비교해 

보았다.  

Perforated whole-cell patch에서 NO donor인 SNP 

와 spermine NONOate은 세포외액에 관류시켰을 때 

KATP 통로활성에 영향을 미치지 않았으나(성적미제시), 

대사억제제인 dinitrophenol이나 칼륨통로 개구제(pina-
cidil 또는 PCO400)에 의해서 유도된 KATP 통로 전류

를 감소시켰다. 또한 excised inside-out patch에서 NO

를 단독으로 투여했을 때도 통로활성에 영향을 미치지 

않았다. 그러나 inside-out patch를 시행한 직후에는 

세포내 ATP 농도가 이론상 0(zero)이며 따라서 세포

막의 KATP 통로는 최대의 활성을 나타낸다. 따라서 여

기에 혈관 이완제와 같이 통로활성을 증가시킬 가능성

이 있는 약물을 투여해도 더 이상의 통로 활성 증가는 기

대하기 어려울 것으로 추측된다. 따라서 본 실험에서는 

NO donor가 KATP 통로 활성을 증가시킬 수 있는 가능

성을 알아보기 위하여 excised inside-out patch 시행 

후 통로 활성이 최대로 나타났을 때 세포내액에 ATP를 

투여하여 통로활성을 약화시키고 여기에 NO donor를 투

여하여 보았으나 통로활성은 영향을 받지 않았다. 그러

나 excised inside-out patch를 시행한 후 ATP로 통

로활성을 약화시킨 다음 nucleotide diphosphate(NDP)

인 ADP나 UDP를 추가로 첨가하여 통로를 재활성화 

시킨 후 ATP와 NDP가 존재하는 상황에서 spermine 

NONOate를 관류시켜 주었을 때 KATP 통로 활성을 억제

하는 것을 관찰할 수 있었다. 하지만 Inside-out patch

를 시행한 후 NDP와 NO donor을 동시에 투여했을 때

는 통로활성에 영향을 미치지 못하였다. Cell-attached 

patch에서 세포외액에 NO donor를 첨가하여 관류시켰

을 때 KATP 통로를 활성화시키지는 못하였으나 칼륨통

로 개구제(pinacidil 또는 PCO400)에 의해서 유도된 

KATP 통로 활성의 증가 효과가 세포내 cGMP 농도 증

가와 관련이 있는지를 확인하기위해 cGMP analogue인 

8-Br-cGMP를 첨가하였으나 KATP 통로활성 증가효

과가 나타나지 않았다. 이러한 연구결과는 다른 연구자의 

보고18)와 유사한 결과이다. Cell-attached patch에서 

guanylate cyclase 억제제인 ODQ로 전처치한 후 NO 

donor를 투여했을 때에도 KATP 통로활성 증가효과는 여

전히 나타났다. 현재의 연구만 가지고는 정확히 설명할 

수 없지만 지금까지의 실험결과를 종합해보면, NO는 마

우스심장의 KATP통로 활성을 증가 또는 억제시킬 수 있

으며 KATP 통로 활성 증가 효과는 세포내 cGMP 농도 

증가와는 상관없이 나타나는 데 반해 ATP에 의해서 인

산화(phosphorylated)된 상태에서 NDP(nucleotide di-
phosphate)에 의해서 유도된 통로활성이 억제된 점은 

통로 단백질의 NDP 결합부위에서 NO와 NDP사이의 

상호작용으로 NDP의 민감도를 약화시켜서 상대적으로 

ATP의 효과가 다시 나타나기 때문이 아닌가 추측된다. 

다시말해서, KATP 통로에서 ATP 및 NDP가 결합하는 

부위는 서로 다른 것으로 알려져 있는데, NO는 인산화

된 transducer unit가 아닌 NDP 결합부위에 작용하여 

통로단백질을 억제하는 것으로 생각된다. Nucleotide dip-
hosphate가 KATP 통로활성 조절에 중요한 역할을 한다

는 Shen 등29)의 보고는 이러한 점에서 본 실험결과와 

일치하고 있다. NDP 결합부위에서 약물과 통로활성과

의 상호작용에 대한 연구는 아직 미미한 편이고 앞으로 

더 추구해봐야 할 것 같다. 또한 perforated whole-cell 

patch에서 NO가 KATP 전류를 감소시킨 결과는 다른 연

구자들의 보통의 whole cell patch 실험의 결과와도 일

치하지 않고 있다. 이러한 차이를 정확하게 설명할 수 

없지만 보통의 whole cell patch 방법은 세포막을 인위

적으로 크게 터뜨리기 때문에 그 과정에서 pipette에 있

는 내용물이 세포내로 흘러들어가(dialysis) 세포내의 여

러성분들 특히 효소나 Ca2+, ATP, ADP 등의 농도에 영

향을 미쳤을 가능성이 있지만 perforated whole-cell 

patch에서는 항진균제인 amphotericin B에 의해서 자

연스럽게 세포막에 구멍을 만든 다음 실험했기 때문으로 

생각된다. NO가 KATP 통로 활성에 미치는 이중적인 양

상은 다른 연구자들의 연구보고에서도 나타나고 있는 데 

Moncada 등17)에 의하면 NO는 pH가 낮은 상태(6.5-

6.0)에서는 KATP 통로를 억제하지만 정상 pH 상태

(7.2~7.4)에서는 KATP 통로를 증가시키며 이것은 NO가 

KATP 통로에 직접적으로 작용해서 나타난다고 하였다. 

또한 Drews 등30) 은 췌장의 베타세포에서 NO가 KATP 



 

Korean Circulation J 2003;33(5):420-430 428 

통로 활성에 영향을 미치는데 ATP/ADP 비율을 감소

시켜서 통로활성을 증가시키거나 또는 직접적으로 통로

단백질이나 인접한 조절단백질에 작용하여 통로 활성을 

억제한다고 하였다.  

Prostacyclin은 excised inside-out patch 시행 후 

나타나는 KATP 통로활성에는 거의 영향을 미치지 않았

기 때문에 NO의 경우와 마찬가지로 excised inside-out 

patch 시행 후 세포내액에 ATP을 투여하여 KATP 통로 

활성을 약화시킨 상태에서 prostacyclin을 추가 첨가하

였다. 첨가한 prostacyclin은 통로활성을 서서히 증가시

켰고 이 증가효과는 prostacyclin을 제거하면 사라졌다. 

즉, prostacyclin은 KATP 통로 활성이 약화된 상태에서 

통로활성을 증가시키는 것으로 생각할 수 있다. Cell-

attached patch에서 세포외액에 직접 첨가한 prosta-
cyclin이나 대사억제제인 dinitrophenol과 함께 투여한 

경우도 exsised inside-out patch의 경우와는 달리, 통

로활성을 증가시키지 않았다. 이러한 실험결과는 pro-
stacyclin의 통로 활성 증가효과가 세포막의 외부보다는 

내부의 어떤 부분에 작용하여 나타난 결과라는 것을 암

시한다. 그러나 Langendorff 심장실험에서 세포외액에 

관류시킨 prostacyclin이 KATP 통로 활성을 증가시킨 점

은 prostacyclin이 세포막 외부의 수용체에 작용하였거

나 세포내로 들어가서 효과를 냈을 것으로 추측되며 후

자의 경우라면 prostacyclin의 세포막투과성이 실험조

건에 따라 다름을 의미한다. 실제로 Jackson 등22)은 관

상동맥 혈관이완실험에서 세포내에서 prostacyclin의 신

호전달체계를 담당하고 있는 cAMP가 KATP 통로활성을 

조절하는 데 관여하지 않는다고 주장했다. Prostacyclin

의 KATP 통로 활성 증가효과가 통로단백에 직접 작용하

여 나타난 것인지 아니면 이차전령물질과 같은 다른 신

호전달체계를 통하여 나타난 것인지는 본 연구의 결과

만으로는 알 수 가 없다. 왜냐하면 심실근을 단일 심실

근세포로 분리하는 과정에서 사용한 collagenase 효소

가 세포막 표면의 수용체를 제거했을 가능성이나 대사억

제제에 의해 prostacyclin의 신호전달체계에 이상이 생

겼을 가능성을 배제할 수 없기 때문이다. 

EET는 이전의 연구자들의 보고에도 불구하고 약물의 

효과를 관찰할 수 없었다. 이는 실제로 EET가 마우스

의 심장근세포에 존재하는 KATP 통로 활성에 영향을 미

치지 못했거나 아니면 실험조건(약물의 농도, 동물 등)의 

차이로 효과를 관찰하지 못했을 가능성이 있다. 이 부분

은 앞으로 더 추구해봐야 할 일인 것 같다. 

결론적으로, 내피세포 유래 이완인자들 중 일부는 허

혈과 같은 상태에서 KATP 통로 활성조절에 영향을 미칠 

것으로 생각되며, 그 양상은 EDRF의 종류에 따라 차이

를 보이는 것으로 추론하였다. 

  

요     약 
 

배경 및 목적： 

내피세포유래 이완인자(endothelium-derived rela-
xing factor)들이 심근세포막의 이온통로에 작용하여 

심혈관계의 기능에 영향을 미친다는 사실이 여러 연구

자들에 의하여 밝혀져 왔다. 근래의 연구에 의하면 허혈

시 일부의 EDRF가 세포내에서 증가되어 ATP-민감성 

칼륨통로 활성조절에 관여하고 있음을 시사하는 증거들

이 밝혀지고 있다. 이에 본 연구에서는 효소분리법으로 

분리한 마우스의 단일 심실근세포에서 대표적인 EDRF

인 NO, prostacyclin, EET가 KATP 통로 활성조절에 

어떻게 영향을 미치는 가를 전기생리학적인 방법으로 규

명해 보고자 하였다.  

방  법： 

KATP 통로 활성은 효소(collagenase) 분리법으로 분

리한 마우스의 단일심실근세포에서 excised inside-

out, cell-attached 및 perforated whole-cell patch 

clamp 방법으로 측정하였다. 

결  과： 

Perforated whole cell patch에서 세포밖에 직접투여

한 NO donor인 sodium nitroprusside(SNP；1 mM)

와 spermine NONOate(500 μM)은 KATP 전류에 영

향을 미치지 않는 반면에 칼륨 통로개구제인 pinacidil 

100 μM)이나 PCO400(100 μM)에 의해 유도된 KATP 

전류를 억제시켰다. Excised inside-out patch에서 세

포내측에 관류시킨 NO donor는 통로활성에 영향을 미

치지 않았다. 그러나 세포내측에 ATP(200 μM)를 투여

한 다음 통로활성을 약화시키고 이어서 ADP(200 μM) 

또는 UDP(3 mM)를 추가로 첨가해서 다시 통로활성을 

증가시킨 후, ATP 및 ADP 또는 UDP의 존재하에서 세

포내액에 첨가한 SNP(1 mM) 또는 spermine NONOate 

500 μM)는 통로활성을 억제하였다. 세포내측에 투여한 

prostacyclin(1~100 μM)은 KATP 통로활성에 영향

을 미치지 않았다. 그러나 세포내측에 ATP(200 μM)
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를 투여하여 통로활성을 약화시키고 세포내액에 추가 첨

가한 prostacyclin(1, 10, 100 μM)은 각각 통로활성

을 증가시켰고 증가한 정도도 첨가한 prostacyclin의 용

량이 많을수록 컸다. Cell-attached patch에서, pinacidil

에 의해 유도된 KATP 통로활성은 SNP(1 mM)와 sper-
mine NONOate(500 μM)에 의하여 증가되었으며 그 

효과는 가역적이었다. cGMP analogue인 8-bromogua-
nosine 3’, 5’-cyclic monophosphate(8-Br-cGMP) 

500 μM을 세포외액에 첨가시킨 경우에는 통로활성에 

영향을 미치지 못하였다. Soluble guanylate cyclase억

제제인 1H-[1, 2, 4] oxadiazolo[4, 3-a] quinozalin-

1-one(ODQ)는 spermine NONOate에 의한 KATP 통

로 활성 증가효과에 영향을 미치지 않았고 prostacy-
clin(100μM)도 대사억제제인 dinitrophenol을 투여하

여 유도시킨 KATP 통로활성에 영향을 미치지 않았다. 한

편 EET는 KATP 통로활성조절에 영향을 미치지 않았다. 

결  론：  

이상의 결과로부터 내피세포-유래 이완인자로 알려진 

물질의 일부(산화질소 및 프로스타사이클린)는 생쥐 심

실근 세포에서 ATP-민감성 칼륨통로의 활성 조절에 관

여하며, 그 조절의 양상은 세포의 조건에 따라 통로의 

활성을 증가 또는 억제시키는 양면성을 보인다고 추론하

였다. 
 

중심 단어：ATP-민감성 칼륨통로；심장세포；내피세

포유래 이완인자；Patch clamp. 
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