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The Effect of Quercetin on the BK
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Recently, we demonstrated that a large conductance Ca2+-activated K+ channel (BK
Ca

) in human umbilical
cord vein-derived mesenchymal cells (hUC-MSCs). In this study, we studied effects of quercetin, the
flavonoid used for the modulator of cell cycle and the treatment of anti-tumor, on BK

ca
 in hUC-MSCs

using single channel and/or whole cell configuration. Single channel conductance was 277.8±36.2 pS in
hUC-MSCs and the value is similar to that of typical BK

Ca
 channel reported in other cells. The single

channel current was activated by increasing of intracellular Ca2+. Quercetin (30~100 µM) increased BK
Ca

in whole cell patch configuration whereas EGCG was not affected on the channel. The activation effect of
quercetin on BK

Ca
 channel was also observed in inside-out configuration. The quercetin-induced BK

Ca
 was

increased a concentration-dependent manner with an IC
50

 value of 19.9 µM. Taken together, BK
Ca

 in hUC-
MSCs can be an important target for the action of quercetin and the channels are partly may contribute
to maintaining homeostasis by regulation of K ion flux in hUC-MSCs.
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케르세틴(quercetin)은 플라보노이드(flavonoid) 일종으로

폴리페놀 군에 속하며 우리가 먹는 과일이나 야채에 많

이 존재하는 항산화제로 알려져 있다. 우리가 먹는 플라

노이드 중 60-75%가 케르세틴이다(Hertog and Hollman,

1996). 케르세틴은 심장질환 동물의 관상동맥에 작용하여

혈관확장효과를 나타내며 고혈압 동물 모델에서 혈압을

감소시키거나, 심장비대를 방지하며 산화를 방지한다(Duarte

et al., 2001; Sanchez et al., 2006). 또한 케르세틴은 항

암 역할을 한다고도 알려져 있는데 췌장암세포, 랫드의

전립선 암세포, 그리고 전골수구성 백혈병(promyeloleukemic)

세포인 HL-60 세포에서 케르세틴은 세포의 자살 즉 아

포토시스(apoptosis)를 유발함이 보고 되었다(Lee et al.,

2002b; Wang et al., 2003). 또한 사람의 유방암세포에서

도 케르세틴에 의해 세포주기가 정지되고 아포토시스가

관찰되었다(Choi et al., 2001). 이처럼 케르세틴은 항암,

항산화 작용 등을 나타내고 있으며 줄기세포에서도 이러

한 플라보노이드들이 분화를 조절한다고 보고되기 시작

하고 있다. 돼지의 골수 배양 세포에서 케르세틴은 파골

세포형성(osteoclastogenesis)을 조절한다고 알려져 있으며

(Rassi et al., 2005), 다른 종류의 플라보노이드인

epigallocatechin gallate (EGCG)은 NF-kappaB를 경유하여

파골세포분화를 억제하고(Lin et al., 2009), hBM-MSCs에

서는 지방세포 분화를 유발한다고 보고되었다(Shin et al.,

2009). 케르세틴은 혈관 평활근의 이온통로에도 작용한

다. 사람의 장간막동맥과 대동맥에서도 케르세틴에 의한

NO/cGMP 활성이 BK
Ca
를 활성화하여 과분극을 유도하고

이 과분극이 이온경사에 의해 세포내로의 칼슘(Ca2+) 유

입이 촉진됨이 보고되었고(Kuhlmann et al., 2005), 관상

동맥(coronary arteries)에서는 케르세틴이 과산화수소(H
2
O

2
)

를 생산하여 BK
Ca

 전류를 증가시킨다고 보고된 바 있다

(Cogolludo et al., 2007).

최근 우리는 제대정맥에서 유래된 중간엽 줄기세포

(human umbilical cord vein-derived mesenchymal stem

cells, hUC-MSCs)에서 BK
Ca

 통로(large conductance Ca2+-

activated K channel), Na 통로 그리고 몇가지 종류의 K

통로가 기능적으로 발현됨을 보고하였다(Park et al., 2007).

또한 우리는 최근 hUC-MSC에 존재하는 BK
Ca

 통로를 단

일 통로로를 기록하여 근위축성 측상경화증(amyotrophic

lateral sclerosis) 치료제인 riluzole에 의해 활성화됨이 확
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인하였다(Park et al, 2008). 본 연구에서는 hUC-MSC 미

분화 줄기세포에 존재하는 BK
Ca
에 플라보노이드가 어떤

영향을 주는지 조사하였다. hUC-MSCs에 존재하는 BK
Ca

에 대한 플라보노이드의 효과는 단일통로 수준 및 whole

cell patch configuration를 이용하여 확인하였다.

재료 및 방법

제대정맥에서 유래된 사람의 중간엽 줄기세포의 배양

배양 과정은 제대 정맥을 모은 후 12-16시간 사이에

시행 되었다. 제대정맥을 모아 제대정맥을 phosphate

buffered saline (GIBCO-BRL, Invitrogen Corporation,

Grand Island, NY, USA)로 씻어 혈관 내로 0.5%

collagenase (GIBCO-BRL, Invitrogen Corporation, Grand

Island, NY, USA)를 넣고 37oC에서 5시간 동안 방치하였

다. 혈관을 부드럽게 마사지하여 떨어져 나온 세포를 수

집하였다. 수집된 세포는 1,000 rpm에서 10분 동안 원심

분리하고, Dulbecco’s modified Eagle’s medium-low

glucose (GIBCO-BRL, Invitrogen Corporation, Grand

Island, NY, USA), 100 U/mL penicillin, 100 µg/mL

streptomycin, and 10% fetal bovine serum (GIBCO-

BRL, Invitrogen Corporation, Grand Island, NY, USA)와

섞어 75 cm2 culture flasks에 넣어 37oC, 5% CO
2
 배양

기에서 배양하였다. 배양액은 2일마다 바꾸어 주고 전기

생리학적인 실험에 사용하였다.

전기생리학적 방법

실험에 사용한 용액 중 정상 세포 외 용액은 140 mM

NaCl, 5,4 mM KCl, 0.5 mM MgCl
2
, 1.8 mM CaCl

2
, 10

mM glucose, 5 mM HEPES로 구성하였고, pH 7.4로 적

정하여 사용하였다. 단일통로 기록(single channel recording)

을 위해 inside-out patch 또는 cell-attached patch를 할

때 유리전극(pipette) 내 용액과 bath 용액은 150 mM

KCl, 1 mM MgCl
2
, 10 mM HEPES, 5 mM EGTA로 구성

하고, pH는 7.2로 적정하였다. Whole cell patch 고정

방법으로 전류를 기록할 경우는 pipette 용액을 140 mM

KCl, 1 mM MgCl
2
, 5 mM Mg-ATP, 2 mM EGTA, 5 mM

HEPES로 구성하고, pH는 7.3으로 적정하여 사용하였다.

세포전체 전류(whole-cell current)와 단일통로 전류(single

channel current)는 gigaohm (GΩ)-seal을 형성하여 기록하

였다. Whole-cell current 기록시에는 1~3 MΩ 정도의 전

극저항을 가진 전극을 사용하고, 단일통로 기록시에는

2~3 MΩ 저항의 전극을 사용하였다. 패치전극의 끝은

sylgard (Dow Corning, Midland, MI, USA) coating한 후

fire polish하여 사용하였다. 단일통로의 기록시 이온통로

의 활성도는 패치고정증폭기(patch clamp amplifier,

axopatch 200B, Union city, CA, USA)로 기록하였다. 기

록되는 신호는 8-pole bessel filter (-3 dB, Frequency

Device)를 사용하여 2 kHz에서 filter 하였다. Data를

computer로 옮길 때는 10 kHz의 sampling rate로

digidata 1322A interface (Axon instrument, Union city,

CA, USA)를 이용하여 computer에 저장하였다. 모든 data

는 pCLAMP program 9.0 (Axon instrument, Union

city, CA, USA)을 이용하여 분석하였다. 모든 실험은 실온

(23-25oC)에서 진행하였다.

결 과

최근 우리는 사람의 제대정맥유래 중간엽 줄기세포

(human umbilical cord vein-derived mesenchymal stem

cells, hUC-MSCs)에서 whole cell patch configuration을

사용하여 기능적으로 발현되는 이온통로를 규명하였다

(Park et al., 2007). 본 연구에서는 이들 중 large-

conductance Ca2+-activated K+ (BK
Ca

) 통로가 플라보노이

드에 의해 어떻게 조절 되는지를 관찰하였다. Figure 1A

는 hUC-MSC에서 보이는 전형적인 전류의 양상이다. 내

향 전류가 나타난 다음 외향 전류가 기록됨을 알 수 있

었다. 이 내향 전류는 우리의 이전 보고에서 기록한 패

치의 약 30%에서만 관찰되는 Na 전류임을 확인하였다

(Park et al., 2007). 본 연구에서는 시도된 패치의 98%

에서 보이는 외향 전류에 대한 플라보노이드의 효과를 관

찰 하였다. 이 외향 전류는 nosy 패턴을 가지고 있으며

BK
Ca

 전류임이 확인 되었다(Park et al., 2007; Park et

al., 2008). EGCG (50 µM)는 외향 전류 및 내향 전류에

거의 영향을 주지 않았으며 이러한 현상을 전류 전압 곡

선으로 나타내었다(Figure 1A and 1A-1). 반면 케르세틴

은 외향 전류를 활성화 시켰으며 이 활성은 케르세틴을

없애주면 천천히 정상 수준으로 회복되었고(Figure 1B),

전류전압 곡선에서 케르세틴의 활성효과를 볼 수 있었다

(Figure 1B-1). 이러한 현상은 대부분의 패치에서 관찰 되

었다(n=16). 이때 유지전압은 −80 mV로 하였으며 −40

mV에서 50 mV까지 자극을 주어 기록하였다.

케르세틴에 대한 전류의 활성을 시간대별로 보기 위해

램프 자극을 주어 10초 간격으로 케르세틴의 효과를 기

록하였다(Figure 2A and 2A-1). 유지전압을 −80 mV로 하

고 −120 mV에서 60 mV까지 램프 자극을 주어 기록하였

다. 케르세틴을 적용하기 전에는 전류가 증가하지 않았다

가 케르세틴을 적용하면 서서히 증가하기 시작하여 약 2

분 정도가 지나면 최대값에 도달함을 확인하였다. Figure

2A-1은 대표적인 전류를 전류 전압 곡선상에 나타낸 것

이다. 전류의 크기는 +50 mV에서 6.7배 이상 증가하였

으며(n=4), 케르세틴을 씻어내면 서서히 회복되나 완전히

회복되지는 않았다. 케르세틴에 의해 외향 전류가 농도

의존적으로 증가되는지 보기 위해 각각의 다른 농도에서
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전류를 기록하였다. 케르세틴에 의해 조금씩 증가하기 시

작하여 50 µM에서 거의 최대 값에 이르렀고, IC
50
는 약

19.9 µM 정도였다(Figure 2B, n=3).

케르세틴에 의해 증가된 전류가 어떤 전류인지 알아보

기 위해 단일통로 기록법을 이용하여 기록하였다. Figure

3A은 단일통로 수준에서 large-conductance Ca2+-activated

K+ channel (BK
Ca

)을 hUC-MSCs에서 기록한 통로는

40 mV에서 277.8±36.2 pS 정도의 단일통로 전도도를 보

였으며(11.6±1.5 pA), 이 통로는 세포 내 Ca2+ 및 막전압

에 의존적으로 활성이 증가하였다(Figure 2A). 이 결과는

우리의 이전 결과와 유사하였다(Park et al., 2008).

40 mV 전압에서 통로의 활성도 0.00117였으며 평균 열

리는 시간(mean open time)은 0.09 ms 정도였다(n=4).

40 mV에서 기록되는 전류는 세포 안에서 세포 밖으로 나

가는 외향전류로 기록되었다. 이 통로가 세포내 Ca2+ 에

어떻게 반응하는지 조사하기 위해 세포내 Ca2+ 농도를

변화시키면서 통로의 활성도를 비교하였다. 세포내 Ca2+

이 없는 상태에서는 활성을 보이는 통로가 하나였다가 세

포내 Ca2+ 농도가 높아지면 3개 이상의 통로가 오랫동안

열리는 것이 관찰되었으며, 세포내 Ca2+ 농도가 증가하

Figure 1. The effect EGCG (epigallocatechin 3-gallate) and quercetin on outward in hUC-MSCs. hUC-MSCs were voltage-
clamped under whole cell configuration at -80 mV. Voltage steps of 200 ms duration were then applied from -40 mV to 50 mV in 10-
mV increments every 10 s, showing outward currents a rapidly activating current with noisy oscillation, similar to large conductance
Ca2+ activated K+ current (BK

Ca
). The pipette solution consisted of 140 mM KCl, 1 mM MgCl

2
, 5 mM Mg-ATP and 2 mM EGTA; the

bath solution contained 143 mM NaCl, 5.4 mM KCl, 0.5 mM NaH
2
PO

4
, 0.5 mM MgCl

2
, 1.8 mM CaCl

2
, 5 mM HEPES and 10 mM

glucose. (A) Membrane currents were recorded in the presence of EGCG. (A-1) The current-voltage relationship (I-V relationship)

was plotted from A. Current-voltage relationship showed in the control (■), 50 µM EGCG (●) and wash (▲). (B) Quercetin
increased outward current in hUC-MSCs. (B-1) The current-voltage relationship (I-V relationship) was plotted from B. I-V

relationships showed in the control (■), 100 µM quercetin (●) and wash (▲).
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면 평균 열리는 시간이 0.09 ms에서 3.95 ms로 증가하였

고, 통로의 활성도 0.001에서 0.31로 증가 하였다. 이러

한 결과는 세포내 Ca2+에 활성화 되는 BK
Ca

 통로임을 증

명하며 우리의 이전 결과와 일치하였다(Park et al., 2008).

이 통로에 inside-out patch 모드에서 bath(세포내)에 직접

케르세틴(30 µM)을 적용하였을 때 반응을 관찰 하였다.

케르세틴에 의해 단일 통로 활성화도의 변화는 +60 mV

에서 기록하였다. 케르세틴을 적용하기 전 단일통로의 활

성도는 0.035±0.001이었으나 케르세틴 적용 후의 통로의

활성도는 0.056±0.029로 약 1.6배 증가하였다. 또한 통

로의 평균 열리는 시간은 1.43±0.15 ms에서 2.63±0.42

ms으로 약간 증가 하였다(n=5). 이러한 결과는 케르세틴

이 채널에 직접 작용할 수도 있음을 제시한다.

케르세틴에 의해 증가된 전류가 BK
Ca
임을 확인하기 위

해 케르세틴 처리 후 BK
Ca

 특이적인 억제제의 효과를 관

찰하였다(Figure 4). 유지전압은 −80 mV으로 한 whole

cell patch 모드에서 막전압을 −40 mV에서 50 mV까지 적

용하였을 경우 외향전류가 관찰 되었으며, 이 외향전류는

케르세틴에 의해 활성화되고 활성화된 전류는 BK
Ca

 특이

적인 억제제인 iberiotoxin에 의해 완전히 억제되었으므로

케르세틴에 의해 증가된 전류는 BK
Ca
임을 확인하였다.

이상의 결과들은 사람 제대정맥 유래 미분화 중간엽 줄

기세포(hUC-MSC)에 기능적으로 발현되는 이온통로 중

BK
Ca
가 케르세틴에 의해 활성화되며, 이는 케르세틴에 의

해 이러한 이온 통로의 조절이 다른 세포에서처럼 줄기

세포의 신호전달체계에 영향을 주어 세포의 분화나 증식

과 같은 세포내 항상성의 변화에 기여할 수 있음을 제시

한다.

고 찰

본 연구에서 사람 제대정맥 유래 미분화 줄기세포(hUC-

MSCs)에서 존재하는 외향 전류가 플라보노이드 중 케르

세틴에 의해 활성화됨을 확인하였고, 케르세틴에 의해 활

성화된 전류가 BK
Ca

 통로임을 확인하였다.

BK
Ca

 통로는 Ca2+통로를 통해 세포 밖에서 들어오는

Ca2+이나 세포내 소기관의 세포막 통로를 통해 방출되는

칼슘에 의해 세포내 Ca2+이 증가하면 열리는 통로로서

Figure 2. Effect of extracellular quercetin on the outward current in hUC-MSCs. (A) Ramp pulse was applied from -120 to 60 mV for
250 ms at a holding potential of -80 mV and the pulse was applied at every 10 s. The x-axis shows time and the y-axis shows
current. The outward current was activated by quercetin. Currents were reached a stable level in 2 min after the application of
quercetin (100 µM) and recovered after washing with quercetin-free solution. (A-1) Quercetin -induced typical outward-rectifying
current vs. voltage. (B) Dose dependence of quercetin-induced outward current in hUC-MSC using the whole cell patch
configuration. Currents were measured at 50 mV and IC

50
 was 19.9 µM. (n=3 cells per concentration).
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세포내의 K 이온들을 세포외로 방출함으로써 세포내를 안

정화 시키는 역할을 한다. BK
Ca

 통로는 혈관 평활근에서

혈관의 수축과 이완을 조절 하는데 결정적인 역할을 한

다고 알려져있고 혈관내피 세포의 증식이나 암세포의 증

식에 관여한다(Wiecha et al., 1998; Roger et al.,

2004). BK
Ca
는 세포내의 전압을 안정적으로 음성값으로

유지하게 하며 BK
Ca
의 활성제는 세포를 더욱 안정화 시

키거나 세포내 Ca2+을 완충할 수 있는 역할을 하여 세포

의 항상성을 조절할 것으로 생각된다.

케르세틴은 암세포에서 세포내의 신호전달에 기여하여

세포의 주기나 성장에 기여하며 혈관 평활근에서는 혈관

의 이완에 관여한다. 케르세틴에 의한 BK
Ca
의 활성이 혈

관평활근에서는 NO 신호나 H
2
O

2 
증가에 의해 일어난다

고 보고되었다(Kuhlmann et al., 2005; Cogolludo et al.,

2007). 본 연구에서 사용된 hUC-MSC에서 케르세틴에 의

한 BK
Ca
활성은 NO 활성이나 H

2
O

2
에 의한 것인지는 결

론지을 수 없다. 하지만 NO나 H
2
O

2
가 없는 상황인

inside-out patch configuration(단일통로 기록법 중의 하나

임)에서도 케르세틴만으로 통로의 활성이 나타났고(Figure

3), Kuhlman et al. (2005)과 Cogolludo et al. (2007)의

보고처럼 케르세틴에 의한 BK
Ca
의 활성양상이 NO 활성

이나 H
2
O

2
를 조성해 낼 수 있는 whole cell configuration

(전체전류를 기록할 수 있는 방법) 양상보다는 낮게 나타

났기 때문에 세포내 케르세틴에 의한 H
2
O

2
의 활성이나

NO의 증가에 의해 일어날 가능성도 배제 할 수 없다

(Figure 3 and Figure 4). 그러므로 세포의 종류에 따라

케르세틴에 의한 BK
Ca
의 활성경로는 다를 수 있다고 생

각된다.

미분화 줄기세포의 분화시 세포안의 환경 변화, 산화적

대사과정(oxidative metabolism)의 변화 등 다양한 생화학

적 및 병리학적 변화가 수반되므로 줄기세포의 분화 조

절에도 플라보노이드가 관여할 가능성이 있다. 돼지의 골

수 배양 세포와 사람의 골수에서 유래된 중간엽 줄기세

포(hBM-MSC)에서 플라보노이드의 효과가 이러한 가능성

을 뒷받침한다(Rassi et al., 2005; Lin et al., 2009;

Shin et al., 2009). 또한 이 과정에서 일차적인 세포내 이

온 조절기인 이온통로가 기여 할 수 있을 것이라는 것은

자명하다. 하지만 아직까지는 줄기세포에서 이온통로에

대한 연구는 아직 미흡하며, 더 나아가 플라보노이드가

줄기세포에 존재하는 이온통로에 영향을 받는다는 보고

Figure 3. The effect of intracellular quercetin on large conductance Ca2+ activated K+ channels (BK
Ca

) using single channel
recording in hUC-MSCs. Data were obtained from estimates of relative channel activity. (A) The trace shown the effect of
intracellular Ca2+. Single channel currents recorded at +40mV from an inside-out patch configuration. Pipette solution contained
150 mM KCl, 1 mM MgCl

2
, 5 mM EGTA, and 10 mM HEPES. The bath solution consisted of 150 mM KCl 150 mM KCl, 1 mM

MgCl
2
, 5 mM EGTA, and 10 mM HEPES and 0 µM, 1 µM CaCl

2
. The channel activity was increased by [Ca2+]

i
 dependently. The

letter “a” and “b” show an expanded scale of the A. Current amplitude of 1 main peak is about 12 pA. (B) The traces were showed
the effect of quercetin on BK

Ca
 channels. The channel activity was increased by intracellular application of quercetin (30 µM). The

letter “a” and “b” show an expanded scale of the A. The recording potential was +60mV. Current amplitude of 1 main peak is about
15 pA. The letter “close” represents the closed channel level and the letter “open” represents the open channel level. Abbreviations:
min, minutes; ms, milliseconds; pA, picoampere.



208 Kyoung Sun Park and Yangmi Kim

Lab. Anim. Res. | June, 2010 | Vol. 26, No. 2

는 없다. 본 연구에서 제대정맥 유래 미분화 줄기세포

(hUC-MSCs)에서 플라보노이드가 줄기세포에 존재하는 이

온 통로에 대한 플라보노이드가 영향을 줄 수 있음을 증

명하였다. 제대정맥 유래 미분화 줄기세포에서 BK
Ca
가 플

라보노이드 중 케르세틴에 의해 증가됨을 확인하였으므

로 이 통로가 플라보노이드에 의해 분화과정에 기여할 가

능성이 있을 것이라고 추측되므로 향후 계속적인 연구가

요구된다.

수년 동안 케르세틴의 효과는 BK
Ca

 뿐만 아니라 막전

압에 의해 활성화되는 전류인 K
V
전류와 Cl− 전류, Ca2+

전류에서도 보고되었다. 사람의 Kv1.5 통로가 케르세틴에

의해 활성화되고(Yang et al., 2009), 랫드의 결장에서는

Cl− 분비를 증대시키기도 한다(Cermak et al., 1998). 랫

드 꼬리동맥 평활근(rat tail artery smooth muscle)에서 L-

type Ca2+ 통로를 활성화 시키며(Saponara et al., 2002),

골격근에서도 케르세틴이 단일 Ca2+ 방출 통로를 활성화

하여 세포내 Ca2+ 농도를 조절한다고 보고된 바 있다(Lee

et al., 2002a). 케르세틴에 의해 세포내 Ca2+ 방출통로를

통해 세포내 Ca2+이 증가할 수 있다는 보고는 hUC-MSC

에서도 BK
Ca
의 활성이 케르세틴에 의해 세포내 Ca2+이 증

가하여 BK
Ca

 통로가 활성화 될 수 있을 가능성을 뒷받침

한다. 하지만 우리의 연구는 세포내 Ca-free 상태(10−7 M

이하)에서도 케르세틴에 의한 채널 활성이 나타났으므로

세포내 Ca2+의 증가에 의한 것이라기 보다는 케르세틴

자체가 직접 채널에 붙어서 작용할 수도 있음을 시사한

다(Figure 3). 그리고 hUC-MSCs에 존재하는 BK
Ca

 통로는

플라보노이드에 의해 활성화되는 특성을 지녔으며, whole

cell patch 모드뿐만 아니라 inside-out patch 모드에서도

플라보노이드에 의한 활성화 특성이 여전히 관찰되는 것

으로 보아, 평활근에 존재하는 BK
Ca
가 케르세틴에 간접적

인 작용으로 활성이 증가된다는 결과와 상반된다.

결론적으로 hUC-MSC에서 플라보노이드에 의해 조절

되는 이온 통로의 특성을 규명함으로써 플라보노이드가

줄기 세포에서 세포의 분화 기전에 기여할 수 있을 가능

성을 제시하며 본 연구결과는 hUC-MSC의 증식 조절 대

한 연구나 더 나아가서 UC-MSC의 분화 조절을 연구하

는데 기초적인 자료로서 제공될 수 있을 것으로 생각된

다. 또한 앞으로 줄기세포의 분화 및 증식시 플라보노이

드가 이온통로와 연관된 신호전달체계가 어떻게 연관되

어 있는지 연구하는 것이 필요하다 생각된다.
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