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ABSTRACT 

Background and Objectives：Ischemic injury is the most common and important cause of myocardial damage. 
Over past decades, a number of studies have identified a protective mechanism known as ischemic preconditioning, 
which can block or delay cell death from ischemic injury. Protein kinase C (PKC), especially theεisoform has been 
proposed as a key factor in the signaling pathway of ischemic preconditioning. However, whether PKCε expression 
in cardiomyocytes can offer such protection from acute ischemia has not been explored. Materials and Methods：
To demonstrate a direct effect of PKCε expression, a lentiviral vector system was established. Using the lentiviral 
vector, PKCε was introduced to neonatal rat ventricular myocytes (NRVM) cultured under ischemic conditions, 
and also to adult rat myocardium subject to left coronary artery ligation. Results：Compared to control, PKCε ex-
pression in cultured NRVM under ischemia resulted in preserved cell density and morphology, and a reduction 
in cell death (77.6±12.8% vs 58.1±7.2%, p<0.05). In adult rats, the infarcted area after coronary artery ligation 
was markedly reduced in myocardium injected with PKCε vector compared to control (11.4±5.3% vs 20.5±
11.3%, p<0.01). Conclusion：These results provide direct evidence that PKCε is a central player in protection 
against cell death from acute ischemia. (Korean Circulation J 2007;37:327-333) 
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서     론 
 

허혈은 심장에 가해지는 가장 흔하고 중요한 손상이다. 허

혈에 의한 심근 손상은 비가역적인 것으로서 기본적으로는 허

혈의 원인을 신속하게 제거하는 것이 손상을 최소화할 수 있

는 방법이다. 심근 경색의 경우, 생성된 혈전을 녹이는 혈전 

용해술이나
1)
 폐색된 관상동맥 내강을 물리적으로 확장하여 

개통시키는 재관류(reperfusion) 치료가
2)
 혈류를 복원시킴

으로써 경색의 진행과 심근 손상을 막을 수 있는 수단이며, 이

러한 치료는 실질적으로 심근 경색 초기의 사망률을 현저히 

감소시킬 수 있다. 그러나 경색 초기에 허혈에 노출된 심근이 

생존해 있는 시간내, 즉 6시간이내에 이러한 재관류 치료를 

받는 환자의 비율은 아직 미흡한 실정이며 환자 자신의 지체, 
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후송에 따르는 지체, 24시간 중재 가능한 의료기관의 부족 

등 여러 가지 현실적인 제약으로 신속한 재관류 치료를 받

는 경우는 전체의 1/3에 불과하다.
3)
 그러므로 허혈을 제거

하지 못하더라도 허혈에 처한 상태에서 조직을 보호할 수 있

는 수단의 필요성이 부각되었고, 심근세포 자체에서 허혈에 

대한 방어기전이 있는지가 관심이 되었다. 

허혈에 대한 심근 세포의 고유 방어 기전은 1986년 Reimer 

등
4)
의 실험에서 본격적인 허혈을 부과하기 전에 짧은 기간 

반복하여 허혈에 노출시킨 개의 심장에서 오히려 경색 범위

가 현저하게 줄어드는 것을 관찰함으로써 그 존재가 처음 드

러나게 되었고, 후에 허혈성 전처치(ischemic preconditioning)

라고 명명되었다.
5)
 이후 허혈에 대한 보호 작용을 조사한 연

구는 대부분 허혈성 전처치를 중심으로 하여 이루어졌으며 세

포내에서 이를 수행하는 물질과 신호 전달 경로를 규명하고

자 하는데 주력하였다. 허혈성 전처치를 중재하는 물질들은 

다수가 발견되었지만 그 중에서도 protein kinase C(PKC)

는 특히 중심적인 역할을 하는 것으로 알려져 있다.
6)
 허혈에 

대한 보호 효과를 매개할 것으로 관측된 PKC 아형은 몇 가

지가 있으나 가장 가능성이 많은 것으로 제시된 아형은 PKCε

이다. PKCε아형은 저산소증에서 세포막으로 이동할 뿐 아니

라,
7)
 선택적 억제제인 εV1-2 투여시 세포 보호 효과가 소실

됨이 관찰되었다.
8)
 또한 guinea pig 모델에서 심장 보호 작

용이 있는 에탄올의 섭취는 PKCε의 지속적인 활성화와 연

관되어 있음이 보고되기도 하였다.
9)
 

그러나 PKCε의 작용은 상기와 같이 주로 간접적인 방법, 

즉 세포내의 이동이나 억제제 사용시의 변화와 같은 방법 

등을 통하여 추정되었으며 세포에서 PKCε의 발현이 허혈 

상태에서 세포의 생존을 보존하는 효과가 있는지를 직접 증

명한 연구는 별반 발표된 바 없다. 따라서 본 연구는 심근세

포에서 PKCε의 유전자를 전달하여 발현을 증가시키고 이

를 허혈에 노출시킨 후 PKCε 발현이 실제 허혈로부터 세포

의 사망을 감소시키고 생존을 향상시키는지를 관찰하였다. 

  

재료 및 방법 
 

실험 동물 

성체쥐는 중량이 200~250 g 정도 되는 수컷 흰쥐(Spra-
gue-Dawley rat)를 사용하였으며 신생쥐는 같은 종으로서 

생후 1일에서 2일된 쥐를 사용하였다. 

 

신생쥐 심근세포의 분리 배양 10)
 

신생쥐의 흉곽을 절개한 후 신속히 절제한 심장을 Hank’s 

buffered salt solution(HBSS; GIBCO BRL, Gaithersburg, 

MD) 액에 담그고 가위로 잘게 자른 후 이를 다시 HBSS로 

세척하였다. 그 후 조직을 건져내어 trypsin/EDTA(GIBCO 

BRL, Gaithersburg, MD) 액에 넣고 4℃ 진탕배양기에서 

밤새 소화시켰다. 다음날 trypsin 효소액은 버리고 10% fe-

tal calf serum(FCS; GIBCO BRL, Gaithersburg, MD)가 

함유된 Dulbecco’s modified Eagle’s media(DMEM; GIB-
CO BRL, Gaithersburg, MD)액을 넣어 소화과정을 중화시

킨 후 DMEM 상층액을 제거하였다. 여기에 collagenase 효

소액(34 mg collagenase II와 DMEM 혼합용액)을 더하고 

37℃ 진탕배양기에 3분 정도 두었다가 상층부에 있는 소화액

만 원뿔튜브에 모았다. 이같은 과정을 3차례 정도 반복하여 

모은 상층액을 750 rpm에서 5분간 원심한 후 침전물은 10% 

FCS/DMEM 액으로 재부유시켰다. 다음 이를 배양플라스크

에 옮겨 37℃에서 75분간 배양하고 이후 부유액을 다시 새 배

양 플라스크에 옮겨 75분간 배양하여 상층액인 심근 세포와 

접착된 비심근 세포를 분리하였다. 분리된 심근 세포는 0.1% 

penicillin/streptomycin가 함유된 10% FCS/DMEM 배지

에서 5% CO2/95% O2의 조건하에 배양하였다. 

 

심근 세포의 허혈 배양 

 

저산소 공급(Hypoxia)  

95% N2/5% CO2 기체가 담긴 탱크로부터 관을 통하여 배

양기 내에서 심근세포를 배양중인 용기에 연결하여 저산소 기

체를 공급하였다. 용기 입구는 고무마개로 막고 질소가스가 

출입할 수 있는 입구만을 남겨 놓았다. 

 

허혈 배지(Media) 

저산소 공급과 함께 배양 배지 대신 Ca
++
free Henseleit bu-

ffer(6.9 g/L NaCl,, 350 mg/L KCl, 180 mg/L CaCl2, 144 

mg/L MgSO4, 162 mg/L KH2PO4, 2.1 g/L NaHCO3, 2.16 g/L 

dextrose; Invitrogen, Carlsbad, CA)를 배양액으로 교체하

였으며 허혈군은 이중 dextrose 대신에 deoxydextrose를 동

량 사용하여 영양원을 박탈하였다. 이 배양액을 사용하기 전

에 95% N2/5% CO2 기체를 20분간 공급하여 배지내의 남아 

있는 산소를 미리 제거하였다. 

 

PKCε 재조합 lentiviral vector의 생성  

 

PKCε 유전자 재조합 

Lentiviral vector의 명칭은 배열 유전자 순으로 명명된 

것으로 RRE: HIV Rev response element, cPPT: HIV-1 

central polypurine tract, CMV: human cytomegalovirus 

promoter, X: multi-cloning site, PRE: human hepatitis 

virus posttranscriptional regulatory element, GFP: green 

fluorescent protein, SIN: self inactivating을 약칭한 것

이다. Full-length PKCε cDNA는 일본 고베 대학의 Ono 박

사로부터 기증받았다. 

PBST SK(II) cloning vector에 들어있는 PKCε cDNA를 

pRRL-cPPT-CMV-X-PRE-SIN vector에 EcoR I site를 

이용해 연결하고 정방향으로 들어간 집락(colony)을 채취하여 
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pRRL-cPPT-CMV-PKCε-PRE-SIN를 완성하고, mega 

prep kit(QUIAGEN, Hilden, Germany)를 이용해 대량의 

DNA를 생성한 후 lenti virus를 생성하였다. 이를 HeLa cell

에 감염시킨 후 PKCε의 발현을 western blot을 통해 확인하

였다. 

 

Virus 생성 

Lentiviral transfer vector인 pRRL-cPPT-CMV-X-PRE- 

SIN에 green fluorescent protein(GFP) 유전자를 클론한 

pRRL-cPPT-CMV-GFP-PRE-SIN 혹은 pRRL-cPPT-

CMV-PKCε-PRE-SIN 23 μg과 packaging plasmid인 

pMDL 15 μg, expression plasmid인 VSV-G 8 μg와 pRSV- 

REV 11.5 μg를 calcium phosphate 방법으로 293T 세포에 

감염시켰다. 16시간 후에 배양액을 갈아주고 72시간 동안 더 

배양한 다음 상층액을 모아 0.2 μm의 filter로 여과시킨 후 

20,000 rpm에서 2시간 동안 농축시켰다. 

바이러스 역가는 Lentivirus-GFP를 HeLa cell에 감염시킨 

후 녹색형광이 나타나는 세포를 FACS로 측정하고 상층액에

서의 바이러스 P24gag 단백질을 ELISA kit로 측정하는 방

법에 따랐다. 5×10
5
 HeLa 세포를 6-cm dishes에 배양하

였고 초고속원심분리기로 농축하기 전의 lentivirus-GFP가 

들어있는 배양액 1 mL를 DEAE dextran(10 μg/mL)이 존재

하는 조건에서 5×10
5
 HeLa cell에 넣어 감염시켰다. 16시

간 후에 배양액을 교환하고 이후 48시간이 지났을 때 세포

를 phosphate-buffered saline(PBS)에 3회 세척한 후 세

포를 trypsin으로 처치하여 모은 후, 2%의 paraformalde-
hyde로 30분 고정한 후 FACS 분석을 실시하였다. 바이러스

에 감염시키지 않은 HeLa 세포를 대조군으로 사용하였다. 1 ng

의 p24 단백질양에 해당되는 GFP을 발현하는 HeLa 세포

의 개수로 lentiviral의 역가를 결정하였다. 

 

성체쥐의 심근 경색 모델  

Sprague-Dawley rat 체중(200~220 g)을 대상으로 keta-
mine(100 mg/kg)과 xylazine(2.5 mg/kg)을 복강내에 투

여하여 전신마취를 시킨 후, 16G medicut을 기관내 삽입하고 

소동물 인공호흡기(Harvard rodent ventilator, Model 683, 

MA, USA)에 연결시켜 일회 호흡량은 체중의 10% 정도(0.2~ 

0.3 mL), 분당 호흡수는 90~95회로 인공호흡을 실시하였

다. 좌측 3번째 늑간 부위에 작은 구멍을 만들고 견인기로 벌

린 후 좌심방이 잘 관찰되면 6-0 silk로 좌심방 직하부에 위

치하고 있는 좌관상동맥을 포함한 심근 조직을 결찰하여 심

근경색을 유도하였다. 좌관상동맥이 성공적으로 결찰된 것

은 좌심실 벽이 일시적으로 불어나면서 약간 흰 색조를 띄는 

것으로 확인하였다. 흉강을 폐쇄하고 결찰 후 30분 후에 결

찰을 제거하여 재관류시켰다. 재관류 후 3시간 후에 심장을 

분리하여 염색을 실시하고 경색 부위를 정량 분석하였다. 

 

대상군의 실험 처치 

 

신생쥐 심근 세포 

분리된 신생쥐 심근 세포를 포화(confluence)에 이르기 까

지 5일간 배양한 후 이를 95% 산소와 포도당이 포함된 정

상조건(normoxia)과 95% 질소가스와 탈산소포도당이 포함

된 허혈조건(ischemia)으로 나누어 10시간 동안 배양하였

으며 허혈조건하의 배양세포에는 2일전에 tetradecanoylph-
orbol 13-acetate(TPA), PKCε, TPA+PKCε viral vector, 

empty viral vector, TPA+empty viral vector를 투여하였다. 

 

성체쥐 심근 경색 

관상동맥 결찰하기 전 4일전에 전신마취 후 개흉하여 경색 

예상 부위의 좌심실 심근에 1×10
6
의 역가를 갖고 있는 Lenti- 

PKCε virus 혹은 control buffer(대조군)를 총용적 100 μL

로 하여 인슐린주사기를 이용하여 한 부위에 주입하여 흉강 

폐쇄 후 회복시켰으며 4일 후 전신마취 하에 좌관상동맥을 

30분간 결찰하였다가 3시간동안 재관류시켰다. 이후 쥐를 희

생시켜서 심장을 분리한 뒤 경색의 크기를 측정하기 위한 염

색을 하였다. 

 

허혈 손상의 측정  

 

신생쥐 배양 세포 

 

광학현미경 소견 

각군의 배양 접시를 위상차 현미경 하에서 관찰하고 생존

세포의 밀도와 형태를 관찰하였다. 

 

세포 사망 측정: trypan blue staining 

Trypan blue(Invitrogen, Carlsbad, CA)와 배지를 각각 

동량으로 혼합한 후 실온에서 약 2분간 두었다가 이를 광학 

현미경으로 관찰하여 trypan blue에 짙게 염색되는 세포는 

사망한 것으로 간주하고 trypan blue를 배척하여 염색되지 

않는 세포는 살아있는 세포로 간주하여 단위 면적당의 생존

한 세포의 수를 관측하였다.  

 

성체쥐 심근 경색모델에서의 경색크기 

쥐에서 심장을 분리한 후 상행 대동맥을 통해 phthalocy-
anine blue(1.5%, 1 mL)을 주입하여 관류부위를 염색하였다. 

이후 심근을 1 mm 간격으로 절편을 만들어 1% triphenyl-
tetrazolium chloride(TTC)로 염색하여 생존 조직을 염색하

였다. 경색 부위(infarcted area)는 양쪽 모두에 염색되지 않

은 부위이고, phthalocyanine blue에 염색되지 않은 부위는 

위험 부위(area at risk)를 나타내었다. 경색크기는 위험부

위와의 상대적인 비율로서 표시하였다. 
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통계적 분석 

모든 실험은 3회 이상 반복 시행하였다. 대조군과 허혈군 

사이의 생존 비교는 unpaired t-test로 하였으며 통계값 0.05 

미만을 유의한 것으로 하였다. 

 

결     과 
 

신생쥐 배양 심근 세포 

 

광학현미경 소견(Fig. 1)  

정상 조건하에 배양된 신생쥐의 심근세포는 다각형의 심

근세포가 균질하게 배양되어 있음을 관찰할 수 있었으며 허

혈상태의 세포는 세포의 밀도가 현저하게 감소되어 있었다. 허

혈 상태의 배양세포에 TPA 혹은 PKCε 재조합 lentiviral ve-
ctor만을 투여한 군은 세포의 밀도나 형태면에서 크게 변화

가 없는 반면, PKCε viral vector와 TPA를 동시에 투여한 

치료군에서는 세포수의 감소는 현저하게 줄어들었으며 세포

의 형태도 변형이 없어 정상 조건하의 세포와 유사한 소견을 

보였다. 그러나 허혈 상태에서 viral vector만을 투여하거나 

viral vector와 TPA를 동시에 투여한 군에서는 허혈조건에 

비해서 세포수와 형태에서 현저한 변화를 보이지 않았다. 

 

Trypan blue 염색(Fig. 2) 

정상 조건군과 허혈조건, 허혈조건에 TPA를 투여한 군, 허

혈조건에 PKCε과 TPA를 같이 투여한 군을 비교하였다. Try-
pan 축출에 실패한 사망세포는 정상 조건에서 16.9±4.2%, 허

혈조건 군에서 77.6±12.8%, 허혈조건에 TPA를 투여한 군

에서는 72.3±18.7%이었으며 허혈조건에 TPA와 PKCε ve-
ctor를 투여한 치료군에서는 58.1±7.2%로서 세포 사망에서 

유의한 감소를 보였다(p<0.05). 

 

성체쥐 심근 경색 모델 

 

육안적 소견(Fig. 3)  

매개 완충액을 근주한 대조군과 PKCε vector를 근주한 치

료군의 심장을 분리하여 염색하였으며 대표적인 결과를 Fig. 3

Fig. 1. Microscopic findings of neonatal rat ventricular myocyte (NRVM) cultured under various conditions. Control: NRVM cultured under
normal condition, Ischemia: NRVM cultured under ischemic condition, Ischemia+TPA: NRVM cultured under ischemic condition treated
with tetradecanoylphorbol 13-acetate (TPA), Ischemia+vector: NRVM culuted under ischemic condition treated with empty vetor, Ische-
mia+vector+TPA: NRVM cultured under ischemic condition treated with empty vector and TPA, Ischemia+PKC+TPA: NRVM cultured
under ischemic condition treated with protein kinase Cεvector and TPA, PKC: protein kinase C. 
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Fig. 2. Comparison of cell death of cultured neonatal rat ventricu-
lar myocyte (NRVM) under various conditions. Number of cell death
was determined by counting cells failing to exclude the trypan blue 
dye. Control: NRVM cultured under normal condition, Ischemia:
NRVM cultured under ischemic condition, I+TPA: NRVM cultu-
red under ischemic condition treated with tetradecanoylphorbol 
13-acetate (TPA), I+PKC+TPA: NRVM cultured under ischemic con-
dition treated with protein kinase Cεvector and TPA. *: p<0.05 bet-
ween ischemia and ischemia+PKC+TPA, PKC: protein kinase C. 
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에서 보여주고 있다. Phthalocyanine blue로 염색되지 않

은 부분이 관류가 되지 않은 위험부위(허혈부위)이며, 이중 

TTC로 염색된 붉은색 부분은 생존부위며 TTC로 염색되지 

않은 흰색부위가 경색부위로서 치료군의 경색부위는 대조군

에 비해 현저히 감소되어 있음을 보여주었다. 

 

경색크기의 비교(Fig. 4) 

대조군 8마리, 치료군의 11마리의 경색크기를 비교하였다. 

경색크기는 대조군에서 평균 20.5±11.3%, 치료군에서 11.4± 

5.3%로서 치료군에서 약 45%의 경색 크기가 현저하게 감소하

였으며 그 차이는 통계적으로 유의하였다(p<0.01). 

 

고     찰 
 

허혈은 심근세포에 가해지는 가장 중요한 손상이다. 특히 

급성 허혈은 심근 조직에 측부 혈류(collateral circulation)

의 발생이나 심근 세포의 적응에 필요한 시간을 주지 않으므

로 손상의 정도는 상대적으로 크다. 심장에서의 급성 허혈은 

심근 경색의 형태로 나타나며 재관류 요법이 시행되는 오늘

날에도 여전히 중요한 사망원인이 되는 질환이다. 

허혈에 대한 세포 고유의 방어기전은 허혈성 전처치에 의

해서 처음 알려지게 되었으며 심근세포의 보호기전에 관한 많

은 연구는 허혈성 전처치를 중심으로 이루어졌다. 허혈성 전

처치는 2~3시간 경과 후 약 1시간 정도의 심근 보호 작용을 

나타내는 early(classic) preconditioning과,
5)
 전처치 후 하

루가 지나서 보다 긴 시간동안 심근 보호 작용을 나타내는 de-
layed preconditioning의

11)
 두 가지가 있다고 알려져 있다. 

보호 작용이 이루어지는 것은 세포내 새로운 유전자의 전사 

(transcription), 번역(translation)을 필요로 하는 방식과 기

존에 존재하는 세포의 대사나 신호전달 경로(signaling path-
way)를 변조함으로써 이루어지는 방식으로 구분되며 허혈의 

급성기에 작동하는 것은 후자의 방식으로 생각된다.
12)
 

허혈성 전처치에 관한 많은 연구들은 세포내 존재하는 여

러 분자들이 신호전달 경로에 참여하고 있음을 밝히고 있다. 

심근 세포의 보호 효과를 수행하기까지의 여러 신호 전달 경

로에서 PKC가 차지하는 비중은 크며, 다수의 실험 연구에서 

PKC가 허혈성 전처치의 중요한 매개 물질임을 제시하고 있

다.
13)14)

 PKC는 여러 가지의 아형(isoform)으로 구성되어 있

으므로 허혈에 대한 보호 작용도 아형에 따라서 달라질 수 있

다. 신생쥐와 성체쥐는 세포당 PKC 아형의 함량이 성장에 따

라 현저한 차이를 보이며
15)
 이러한 아형변화는 허혈에 노출

되었을 때 PKC 보호 효과에서 차이를 나타내었다.
16)
 PKCα

와 PKCε 아형은 허혈에 노출된 신생쥐 심근에서 세포내에서 

이동함이 관찰되었고,
17)
 PKCδ는 허혈/재관류 손상으로부

터 심근 보호 작용을 중재함이 보고되었다.
18)
 PKCδ는 또한 

opiod에 의한 보호 효과를 매개하는 것으로 보고되었다.
19)
 따

라서 각각의 아형은 다른 종류의 심장 보호 효과를 매개할 가

능성도 있다. 그러나 허혈 보호 효과 매개에 있어서 가장 많

은 실험적 자료를 가지고 있는 것은 PKCε 아형이며 성체쥐

의 심근에 가장 많이 존재하는 것도 PKCε 아형이다.
20)

 Ping 

등
7)
은 허혈성 전처치에서 PKCε의 세포내 이동을 관찰하

였으며 Liu 등
21)
의 실험에서 허혈성 전처치에서 효소의 활

성도를 측정하였을 때 증가되는 것은 PKCε이었고 PKCδ

의 활성도는 증가하지 않았다. 또한 PKCε에 특이적인 길항

제인 εV1-2를 사용하면 저산소로 인한 세포 사망을 감소시

키는 보호효과가 상쇄되는 것이 관찰되었다.
8)
 그러나 PKCε

의 역할은 상기와 같이 간접적인 방법에 의해서 제시되었으

며 세포에서 PKCε의 유전자를 발현시켜서 허혈에 대한 효

과가 있는지를 관찰한 연구는 드문 실정이다. 따라서 본 실험

은 PKCε를 심근세포에 전달하여 허혈로 부터의 보호 효과를 

직접적인 방식으로 증명해 보고자 하였다. 

세포내로의 유전자 전달을 위한 전달체로는 lentiviral ve-
ctor를 사용하였다. Lentivirus는 Retroviridae에 속하는 virus

로서 같은 군에 속하는 retorvirus와 달리 non-dividing 

cell을 감염시킬 수 있는 특징이 있고 따라서 신경세포, 심근

세포, 조혈세포, 줄기세포 등에서의 유전자 전달에 광범위하

게 적용될 수 있다.
22)

 또한 lentiviral vector는 in vitro 뿐 

아니라 in vivo로 각 종 실험동물의 장기에 성공적으로 투

Fig. 3. Representative samples of transverse section of myocardium
stained with phthalocyanin blue and triphenyltetrazolium chloride
in control and treated rat heart, injected with PKCε lentiviral vec-
tor intramuscularly. Unstainted area (white color) represents infar-
cted myocardium. PKCε: protein kinase Cε. 

In
fa

rc
t a

re
a 

50%

40%

30%

20%

10%

0%
Control MI                       PKCε MI 

p<0.001 

Fig. 4. Bar graphs represent area of infarction between control and
treated rat heart, injected with PKCε lentiviral vector intramus-
cularly. Control MI: rat heart injected with control buffer 4 days
prior to left coronary artery ligation, PKCε MI: rat heart injected
with PKCε vector 4 days prior to left coronary artery ligation. PKC
ε: protein kinase Cε, MI: myocardial infarction 
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여될 수 있는 장점을 가지고 있다.
23)
 따라서 본 실험에서는 유

전자 전달을 위한 매개체로 lentiviral vector를 사용하였다. 

체외실험의 대상으로서는 신생쥐의 배양 심근세포를 선택

하였다. 신생쥐의 심근 세포는 PKC 아형중에서 PKCα와 

PKCε의 함량이 성체쥐에 비해 매우 작으며
15)
 따라서 이전

의 실험에서 허혈 노출하에서 PKC 활성제인 TPA를 첨가하

더라도 성체쥐와 같은 심근 보호 효과는 관찰되지 않았었다.
15)
 

따라서 본 실험에서는 PKC 아형 함량이 부족한 신생쥐 배

양 심근 세포에 PKCε의 발현을 증가시켜서 허혈에 대한 보

호 효과가 실제로 나타나는지를 보고자 하였다. 허혈 조건

에서 10시간 노출된 배양 심근세포는 현미경 관찰하에서 정

상 조건에 비해 세포의 수와 밀도가 현저하게 감소되었을 뿐 

아니라 부착된 세포들도 형태학적으로 정상적인 다각형 윤

곽을 잃어버렸다. 그러나 PKCε lentiviral vector와 PKC 

활성제인 TPA로 사전 처리한 신생쥐 심근 세포는 허혈 조건

에서도 세포 수와 형태 면에서 정상 대조군과 유사하였다. 한

편 PKCε lentiviral vector 단독투여나 TPA 단독 투여군에

서는 세포 보호 효과는 관찰되지 않았고 empty vector와 TPA

를 같이 투여한 세포군에서도 세포의 수와 형태에서 처리하

지 않은 허혈 조건에 비해 호전을 보여주지 못하였다. 이들

은 PKCε 활성화가 허혈 상태에서 세포를 보호하는 역할을 

수행하는데 중추적인 역할을 한다는 것을 시사하는 소견이

다. 세포 사망을 정량적으로 측정하기 위한 trypan blue 염

색에서 PKCε vector 및 TPA 투여군은 허혈군에 비해서 사

망률이 유의하게 작았으나(77.7% vs 58.1%, p<0.05), 정상 

조건의 세포군(16.9%)에 비해서는 사망률이 현저히 높아서 현

미경 소견에 비해 보호 효과는 미약하게 나타났다. 이같은 괴

리는 부착세포를 배양 용기에서 분리하는 과정에서 세포의 

손상이 가해지거나 혹은 생존 세포가 소실된 데 주로 연유할 

것으로 생각되나, 그 밖에 양 실험에서의 허혈 시간의 차이, 

trypan blue 염색 세포 판정의 주관성 등에서 기인하였을 수

도 있다. 

In vivo 실험 대상으로는 성체쥐의 심근 경색 모델을 택하

였다. 이는 염색으로 심근 보호 효과를 쉽게 측정할 수 있

는 방법이고, 실제 임상에서 볼 수 있는 가장 중요한 허혈 손

상이기 때문이다. 허혈성 전처치의 효과를 처음 관찰한 것

도 개의 경색 모델이었고
4)
 이후 많은 연구에서 관상 동맥 

결찰에 의한 실험적 경색 모델에서 경색 크기의 감소로 보

호 효과를 측정하였다. 실험 결과 대조군에서의 경색 크기

가 20.5%인데 반해 PKCε lentiviral vector를 주입한 쥐

의 경색 크기는 11.4%로서 대조군에 비해 45% 정도의 현저

한 감소를 보였다. 이는 Reimer 등
4)
이 개에서 시행하여 허

혈성 전처치에서 얻은 75%의 경색 감소에 비하면 작은 수

치이나 Okamura 등
24)

의 쥐 실험에서 허혈성 전처치로 얻

어진 경색 감소(56%)에 비하면 차이가 크지 않고 또 다른 

쥐 실험의 허혈성 전처치 효과(44%)와는 유사하였다.
25)

 이 

결과는 PKCε 발현에 의한 심근 보호의 정도는 허혈성 전

처치에 의한 효과의 상당 부분에 해당함을 보여주고 있다. 

향후 PKC 억제제를 사용하거나 같은 모델에서 허혈성 전

처치를 하여 심근 경색의 크기를 비교한다면 허혈성 전처치

의 효과 중에서 PKCε가 기여하는 부분을 추정할 수 있을 것

으로 사료된다. 

결론적으로 본 실험에서는 lentiviral vector를 이용하여 

유전자를 심근 세포에 효과적으로 발현시키는 전달체계를 

성공적으로 수립하였으며 이를 이용하여 심근세포에 PKCε

를 발현시켜 허혈 조건하에서 이의 효과를 관찰할 수 있었

다. 실험 결과 PKCε 발현은 허혈조건에서 이 아형이 결핍

된 신생쥐 배양 심근 세포의 생존능력을 유의하게 증가시

켰으며, 성체쥐 심근에 주입된 경우는 관상동맥 결찰 후의 

경색크기가 현저하게 감소됨을 관찰하였다. 이는 급성 허

혈에 처한 심근 세포에서 PKCε가 세포 보호 작용의 주요 

역할을 담당하는 것을 직접적인 방법으로 입증하는 자료이

다. 그러나 본 연구에서 배양 세포 실험과 쥐 심근 경색 실

험에서 lenti virus의 의한 PKCε의 발현을 reporter gene

을 이용하거나 PKCε 단백을 western blot을 통해서 입증

하지 못하였던 점은 중요한 한계점으로서 본래의 연구 취

지를 완전하게 실현하기 위해서는 필히 보완되어야 할 사항

이다. 또 배양 세포 실험에서 부착된 세포의 분리 과정에서 

발생한 문제점들로 인해서 trypan blue 염색으로 산정된 

PKCε의 효과가 현미경 소견에 비해 저평가되어 나타난 점

과, 성체쥐의 심근 경색 모델에서 허혈성 전처치를 동시에 

시행하지 못하여 PKCε의 효과와 비교하지 못하였다는 점

도 한계점으로 들수 있다. 최근 허혈성 전처치에 대해 다른 

매개물질들의 역할도 새로 조명되고 있으나
26)

 본 연구의 한

계점에 실험을 추가하고 방법을 개선한다면 허혈 손상 보

호에서의 PKCε 역할 규명에 대해 보다 설득력 있는 자료를 

제시할 수 있을 것으로 생각한다. 

 

요     약 
 

배경 및 목적： 

허혈은 심근 조직에 가해지는 가장 흔하고 중요한 손상이

다. 허혈성 전조치(ischemic preconditioning)는 허혈 상태

에서도 세포의 사망을 억제하고 생존을 촉진하는 심근의 고

유기능으로서, protein kinase C(PKC), 특히 ε 아형(PKCε)

이 이의 신호전달 과정에서 주요 매개체로 알려져 있다.그

러나 대부분의 실험에서 PKCε의 역할은 이의 억제제나 효

현제 투여 후에 변화를 봄으로써 추정되었고 심근 조직에

서 PKCε 발현이 허혈에 대한 보호 효과가 있는지를 직접

적으로 관찰한 경우는 드물다. 본 연구는 lentiviral vector를 

이용하여 PKCε를 심근세포에 발현시킴으로써 허혈 손상

에 대한 보호 효과를 직접 입증하고자 하였다. 

방  법： 

체외 실험으로서는 신생쥐의 일차 배양을 이용하여 허혈 상
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태를 조성하였으며 생체 실험으로서는 성체 백서의 심근 경

색 모델을 이용하였다. 배양된 심근세포는 허혈 조건을 가하

기 2일전에 PKCε가 재조합된 lentiviral vector를 배양액

에 첨가하였으며 심근 경색 모델에서는 관상동맥 결찰 4일

전에 lentiviral vector를 심근내 주입하였다. 

결  과： 

신생쥐 심근 세포의 일차 배양에서 PKCε를 처치한 군에

서는 10시간의 허혈 배양 후의 세포 사망이 대조군에 비해

서 유의한 감소를 보였으며(77.6±12.8% vs 58.1±7.2%, 

p<0.05), 생체 실험에서 PKCε vector를 주입한 쥐에서는 심

근 경색의 크기가 대조군에 비해 45% 정도 감소하였다(20.5 

±11.3% vs 11.4±5.3%, p<0.01). 

결  론： 

이같은 소견들은 쥐에서 PKCε의 발현이 허혈 손상으로 

인한 심근세포의 사망을 억제하고 생존을 증가시킬 수 있음

을 직접적으로 보여주는 증거라고 할 수 있다. 이러한 결과

는 PKCε를 매개로 한 기전이 향후 허혈에 노출된 심근의 손

상을 최소화하는 방편으로 이용될 수 있는 가능성을 제시하

고 있다. 
 

중심 단어：쥐 심근 세포；Protein kinase Cε；Lentiviral 

vector；허혈성 전처치. 
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