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심근 세포막에는 ATP(adenosine triphosphate) 농

도에 의해서 그 활성이 조절되는 칼륨-선택성 이온 통

로(KATP 통로)가 있음이 널리 알려져있다.
1-6) 이 KATP 

통로는, 세포내 ATP의 농도가 정상 수준일 때는 닫혀

있다가 허혈 또는 세포내의 대사가 억제되는 상태에서 

세포내의 ATP의 농도 또는 ATP/ADP 농도의 비가 

어느 한계점이하로 감소하면 열리게 된다. 따라서 이 통

로를 통한 칼륨이온(K＋)의 세포외로의 배출(K＋ ef-

flux)이 촉진되고 탈분극후 재분극시까지의 활동전위기

간이 단축됨으로써 심근의 수축이 억제되고 과부하 상

태에있는 심근세포를 보호하는 역할을 하는 것으로 알

려져있다.7-12) 심근 허혈시와 같은 과부하상태에서 KATP 

통로 활성이 증가하고 이로 인한 K＋ efflux의 증가는 

칼륨이온의 세포밖 축적을 일으킨다. 따라서 세포막전

위가 탈분극 쪽으로 증가하면 활동전위 발현의 역치

(threshold)가 낮아지고 이로써 허혈성 부정맥이 발생

한다고 알려져 있다.12)13) 병태생리학적인 측면에서 보

면 허혈시의 KATP 통로 활성의 증가는 심혈관계 세포

의 활동전위 기간의 단축에 의한 심근 수축력 감소, 혈

관확장 등의 과부하로부터 심근을 보호하는 긍정적인 

작용과, 막전위의 탈분극화에 의한 부정맥 유발의 부정

적인 작용을 동시에 하게된다. 따라서 많은 연구자들이 

이 이온통로의 활성도를 직접 또는 간접적으로 조절하

는 약물에 관심을 갖게되었고 이 KATP 통로의 기능과 

활성도 조절기전을 구명하기위해 많은 연구가 이루어

지고 있다. 

Arachidonic acid로 대표되는 유리 지방산(free fatty 

acid)은 세포막을 구성하고있는 인지질(phospholipid)

로부터 만들어져 세포내로 유리되는 물질로서, 세포내

에서 cyclooxygenase 또는 lipoxygenase pathway

에 의해서 만들어지는 다양한 종류의 prostaglandin 및 

leukotriene의 전구물질이다. 세포막에 가해지는 자극

에 의해서 세포막내의 phospholipase A2가 활성화되면 

지질 성분인 phospholipid로부터 arachidonic acid를 

비롯한 자유지방산들이 만들어져 세포내로 유리되는데, 

허혈이나 대사 억제와 같은 상태가 지속되어 허혈의 후

기(late phase)로 접어들게 되면 세포막이 붕괴(de-

gradation) 되면서 유리 지방산들이 대량으로 세포내

에 유리되어 여러 가지 해로운 작용을 일으키는 것으로 

알려져있다.14-16) 특히 Kim,17) Wallert 등18)은, 허혈

시에 세포막의 지질 성분으로부터 유리된 유리 지방산

인 arachidonic acid가 KATP 통로 활성을 억제하고 새

로운 형의 외향전류인 arachidonate-activated K＋ 전

류를 생성시킨다는 사실을 밝혀내고 이와같은 현상이 

허혈시에 나타나는 세포외 K＋ 축적 현상의 원인이 될 

수 있음을 시사하였다. 또한 Bouchard 등19)은 흰쥐의 

Langendorff 심장에서 유리 지방산의 세포내 cycl-

ooxygenase 대사산물들인 prostaglandin I2, E2 그리

고 D2가 관상동맥 평활근 이완을 일으켜 관상동맥 관

류압(coronary perfusion pressure)을 감소시키는데 

이러한 효과가 KATP 통로 차단제인 glibenclamide에 

의해 억제됨을 보고하였고, Zhang 등20)21)은 흰쥐 대동

맥 평활근 실험에서 prostaglandin F2α가 혈관 평활근

을 수축시키고 이러한 효과가 역시 sulfonylurea 제제

인 glibenclamide에 의해서 억제됨을 보고 하였다. 또

한 Nielsen-Kudsk와 Thirstrup,22) Jackson 등23)도 

토끼 심장의 관상동맥 표본에서 prostaglandin F2α가 

관상동맥 평활근을 수축시키고 sulfonylurea 제제가 

이 효과를 억제시켰다고 보고하였다. 이와같은 연구결

과들은 유리 지방산 arachidonic acid 또는 그 대사산

물들이 KATP 통로 활성 조절과 관련이 있다는 것을 말

해 주고 있으나 이는 주로 심장에서 Langendorff 방법

에 의한 관상동맥 관류압 변동을 측정하거나 혈관 평활

근 수축력의 변동을 측정하여 추론한 것이 대부분이고 

직접적으로 세포막의 KATP 통로 활성을 측정하여 보고

한 예는 거의 없다. 이에 본 연구에서는 효소분리방법

으로 얻은 흰쥐의 단일 심실근 세포에서 patch clamp 

방법과 적출 흰쥐 심실근 표본에서 관습적인 3M-KCl 

미세전극기법을 이용하여 arachidonic acid를 비롯한 몇 



 

가지의 유리 지방산이 허혈 현상과 관련이 있는 KATP 

통로의 활성과 활동전위 특성에 미치는 영향을 조사하

여 허혈 심근에서 이들 물질이 어떠한 역할을 할 것인

지를 규명하고자 하였다. 

 

 

 

단일 심실근세포의 분리 

체중 250 g 내외의 Sprague Dawley계의 흰쥐로부

터 심장을 적출하여 Langendorff 장치에 매달고 37℃

의 Krebs-Henseleit 용액(조성：118 mM NaCl, 4.7 

mM KCl, 1.2 mM MgSO4, 1.2 mM KH2PO4, 10 mM 

HEPES, 25 mM NaHCO3, 10 mM pyruvate, 11 mM 

dextrose 및 1 mM CaCl2)을 관상동맥을 통해 4 ml/ 

min의 속도로 5분간 관류시킨 후, 심장박동이 멈출 때

까지 Ca2＋-free Krebs-Henseleit 용액으로 관류시

킨다. 이어서 collagenase(CLS type II, Worthington 

Biochemical Co.) 0.7 mg/ml을 함유한 Ca2＋-free 

Krebs-Henseleit 용액으로 약 40분 동안 관류시켜 

심장을 분리시킨후 심실근을 떼어내어 1% albumin을 

함유한 Ca2＋-free Krebs-Henseleit 용액에 넣고 가

볍게 흔들어 단일 심실근세포로 다시 분리하였다. 분리

된 단일 세포들은 조각얼음으로 냉각시킨 1% albumin

을 함유한 Ca2＋-free Krebs-Henseleit 용액에 보관

한 후 도립현미경(Inverted microscope, American 

Optical Co.)상에서 막대기모양의 가로 무늬가 분명하

며 윤곽이 뚜렷한 세포들만 골라 실험에 사용하였다. 

실험용액(internal, bath 및 pipette)은 140 mM KCl, 

2 mM MgCl2, 5 mM EGTA 및 10 mM HE-PES의 

조성의 용액으로서 pH는 HCl을 이용하여 7.2로 조정

하였다. 

 

미세전극의 제작 

Patch clamp 실험용 미세전극은, 내경 1.5 mm의 

borosilicate 유리관(#7052, World Precision Ins-

truments Co.)을 미세전극제작기(2-stage pipette 

puller；PP-83, Narishige)를 이용하여 저항이 4~5 

MΩ 정도되게 뽑은 후, 광학현미경(Stereozoom mi-

croscope；SMZ-2B, Nikon) 하에서 미세전극의 말

단근처 부위까지 Sylgard(Corning Co.)로 도포후 건

조시켰다. 이렇게 만들어진 미세전극의 말단을 다시 광

학현미경(Microforge；MF-83, Narishige)하에서 열

을 가하여 다듬은 후 저항이 5~10 MΩ정도 되는 전극

을 실제의 실험에 사용하였다. 

 

단일 통로 전류 측정 및 분석 

단일 통로 전류의 측정은 gigaohmseal patch clamp 

방법중 excised insideout과 cell-attached membrane 

patch 방법24)을 사용하였다(Fig. 1). 측정된 전기적인 

신호는 patch clamp 증폭기(Axopatch 200A, Axon 

Instruments Inc.)를 통하여(cut-off frequency는 2 

kHz) PCM(pulse code modulation) 방식의 디지털 신

호기록기(digital data recorder；VR-10B, Instru-

tech Co.)를 거쳐 비디오 레코더(SV-14D, Samsung)

에 기록하였다. 단일 통로 전류의 분석은 비디오테이프

에 기록된 신호를 재생하여 A/D converter(Digidata 

1200, Axon Instruments Inc.)에 연결하고, pClamp 

프로그램(Ver 6.0, Axon Instruments Inc.)을 통해서 

컴퓨터의 메모리 장치에 저장한후 분석하였다. 단일 통

로의 열리고 닫히는 상태의 변화는 half-maximum 

singleunit amplitude threshold를 이용하여 측정하였

는데, open time과 closed time은 30초이상의 연속된 

단일 통로 전류 기록들을 500 Hz의 cut-off frequ-

ency(fc)로 filtering한후 계산하였고, leastsquares 

분석방법으로 지수 함수적 확률 밀도 함수에 맞추어 

fitting하였다. Open probability(Po)는 Spruce 등25)

의 방법에 의한 다음과 같은 식을 이용하여 계산하였다. 
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이 식에서 tj는 j＝1, 2,…n개의 통로가 열릴 때 각각

의 전류단계에서의 통로가 열려있는 시간, Td는 단일 

통로 전류를 기록한 시간, n은 control 상태에서 최대

로 활성화되는 통로의 수를 가리킨다. Po는 30초이

상의 연속된 단일통로 기록들을 사용하여 계산하였고, 

relative open probability(relative activity)는 약물 

투여전의 Po와 투여후의 Po의 차이를 약물 투여전의 

Po에 대한 백분율로 표시하거나 excised inside-out 

patch 시행직후의 open probability를 1로 하고 약물 

투여후의 open probability를 상대적으로 비교하여 표

시하였다. 

 

 

심실근 표본의 준비 

Patch clamp 실험에 사용된 것과 같은 종류의 흰쥐

로부터 심장을 적출하여 좌심실을 분리해 낸 다음 이것

을 3×2×1 mm의 절편으로 만들어 Tyrode 액(조

성：NaCl 131 mM, NaHCO3 18 mM, KCl 5.4 mM, 

NaH2PO4 1.8 mM, MgCl2 1.0 mM, CaCl2 1.8 mM, 

Dextrose 5.5 mM, 95% O2-5% CO2 혼합가스를 

bubbling시켜 pH＝7.4 되게 하고 온도는 유리 열교환

기를 이용하여 37℃로 유지)을 7 ml/min의 속도로 관

류시킨 bath에 고정한 후 약 1시간이 경과하여 조직이 

안정되면 transmembrane 활동전위를 측정하였다. 

막전위 측정 

Microelectrode puller(Vertical type, Stoelting Co.)

를 이용하여 만든 유리 미세전극에 3M의 KCl을 채우

고(이때의 전극 DC 저항은 10~30 MΩ) 이것을 mi-

cromanipulator(3 axis, Brinkmann)를 이용하여 세포

내에 찔러넣은 후 electrometer(S7071A, WPI)를 통

하여 오실로스코우프(5113, Tektronix)와 physiolo-

gical recorder(2400, Gould)에 기록하고 오실로스코

프 사진기(C-51, Tektronics)로 촬영한후 측정하였

다. 활동전위를 유도하기 위한 표본의 자극은 전기자극

기(S48, Grass)에 연결된 bipolar silver electrode(지

름 0.1 mm)를 심실근 표본에 접촉시키고 1.5 Hz 주기, 

1 msec 기간을 갖는 구형파를 활동전위를 유발할 수 

있는 역치 전압의 두배로 전기자극하였다. 활동전위로부

터 측정한 변수는, 최대 이완기 전위(maximum diastolic 

potential；MDP, mV), 활동전위의 크기(action po-

tential amplitude；APA, mV), 90% 재분극시의 활동

전위 기간(action potential duration；APD90, msec), 

그리고 phase 0 탈분극의 최대 상승속도(dV/dtmax；

V/sec) 등이었다. dV/dtmax는 electrometer를 거쳐서 

나온 막전위의 변동을 differentiator amplifier(실험실

에서 제작)에 연결하여 정량화한 다음 오실로스코프상

에 기록된 값을 측정하였다(Fig. 2). 

 

유리 지방산은 arachidonic acid, linoleic acid, ly-

sophosphatidylcholine 이었고, KATP 통로 차단제는 

glibenclamide, 개구제(opener)는 cromakalim 이었으

(

)



 

며, cyclooxygenase 억제제는 diclofenac, lipoxyge-

nase 억제제는 nordihydroguaiaretic acid 이었다. 대

사억제제로는 dinitrophenol을, 그 밖에 adenosine tri-

phosphate를 사용하였다. 모든 약물은 Sigma chemical 

company(St. Louis, USA)를 통하여 구입하였으며 유

리 지방산은 DMSO에 용해하여 실험 직전에 sonifica-

tion하여 사용하였고 그 이외의 약물들은 증류수에 고농

도의 원액을 만들고 실험 용액으로 희석하여 사용하였다. 

 

Stutent’s t-test를 이용하였고 p<0.05 일 때를 유

의한 차이가 있다고 판정하였다. 

 

 

 

ATP-민감성 칼륨통로(KATP 통로) 전류의 확인 

단일 심실근 세포에서 excised inside-out patch 

([ATP]i＝0)를 만들고 -60 mV의 유지 전위(holding 

potential)를 가하면 내향성 전류의 통로 활성이 나타

났다. 이어서 세포내액(bath 또는 internal solution)에 

ATP 1 mM을 첨가하면 통로 활성이 점차 약화되어 1

분 경과시에는 활성이 거의 나타나지 않았다. 세포내액

을 ATP가 없는 실험용액으로 교체하면 통로 활성이 다

시 나타나기 시작하여 3분 경과시에는 excised inside-

out patch 시행직후의 통로 활성과 비슷한 수준을 유지

하였고, 이때 세포내액을 KATP 통로 억제제인 gliben-

clamide 50 μM을 첨가한 실험용액으로 교체하면 통

로 활성이 점차 약화되어 교체후 1분 경부터는 통로 활

성이 거의 나타나지 않았다(Fig. 3). 전류-전압 상관관

계 곡선은 내향정류성(inward rectification)을 보였으

며 slope conductance는 62±1.3 pS(5례)였다. -60 

mV 유지전위시의 단일 통로 전류 평균치는 3.7±0.26 

pA(5례)였고 한 개의 통로가 열려있는 dwell time과 

통로 활성의 정도는 반비례 관계였다. 이상의 통로 특

성으로 보아 본 연구의 단일 통로 활성은 ATP-민감

성(KATP) 통로 활성임이 확인되었다. 따로 언급된 경

우를 제외하고 본 연구의 patch clamp 실험에서는 -

60 mV 유지전위시에 나타나는 내향 전류를 실험 대상

으로 하였다(Fig. 4). 

 

Excised inside-out patch의 세포내액에 투여한 유리지방산

이 KATP 통로 활성에 미치는 영향 

-60 mV 유지전위시의 excised inside-out patch

-

μ

( )

- ＋ ( )
( )



 

( )  

의 세포내액에 투여한 arachidonic acid(AA), linoleic 

acid(LA) 및 lysophosphatidylcholine(LPC)은 KATP 

통로 활성을 용량 의존적으로 억제하였으며, 대부분의 

경우에서 지방산 투여후 서서히 통로 활성이 감소하기 

시작하여 7~10분이 경과할 즈음에는 최대의 감소를 일

으켰다(Fig. 5). 약물의 용량(μM)과 10분 경과시의 통

로 활성 억제정도(%) 와의 관계로부터 용량-반응 곡

선(Fig. 6)과 각 약물 반응곡선의 회귀선(regression 

line)을 구하고 이로부터 계산해 낸 50% 통로 활성 억

제에 필요한 각 약물의 농도는, AA는 88±11.2, LA는 

49±12.5 그리고 LPC는 188±17.4 μM 로서(각각 

3~4례) 억제 효력은 LA>AA>LPC의 순이었다. 유리 

지방산에 의한 통로 활성 억제의 양상은, 통로열림의 

빈도(frequency)와 평균 열림기간(mean open-burst 

time)은 현저히 감소하였으나 단일 통로 전류의 크기

는 변하지 않았다(Fig. 7). Excised inside-out patch

에서 유리 지방산을 투여하지 않은 대조군에서의 전류-

전압 관계 곡선과 세포내액에 유리 지방산을 투여한 후 

5분 경과시의 전류-전압 관계 곡선으로부터 얻은 slope 

conductance는 각각 62±1.3(대조군), 62±1.4(AA), 

61±1.6(LA), 및 62±1.1 pS로서(각 3례) 네 군간에 

유의한 차이가 없었다. 
 

( )

-

： ： ：

-
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Cyclooxygenase 또는 lipoxygenase 억제제가 유리 지방산

의 통로 활성 감소 효과에 미치는 영향 

Excised inside-out patch의 세포내액에 투여한 

arachidonic acid 10 μM의 KATP 통로 활성 억제 효

과는 cyclooxygenase 억제제인 diclofenac(10 μM)

에 의해서 유의하게 증가하였으나(p<0.05) lipoxyge-

nase 억제제인 nordihydroguaiaretic acid(NDGA, 10 

μM)에 의해서는 감소되는 경향을 보였을 뿐 유의한 

차이는 없었다. 그러나 linoleic acid 및 lysophosph-

atidylcholine의 KATP 통로 활성 억제 효과는 diclof-

enac(10 μM) 또는 NDGA(10 μM)에 의해서 유의

한 영향을 받지않았다(Fig. 8, Table 1). 

 

Cell-attached patch의 bath내에 투여한 유리 지방산이 

KATP 통로 활성에 미치는 영향 

Cell-attached patch(-60 mV holding potential)

에서 대사억제제인 dinitrophenol(DNP) 50 μM을 

bath액에 투여하여 KATP 통로 활성을 유도하고 여기에 

유리 지방산(AA, LA 및 LPC 각 50 μM)을 첨가한 

실험용액을 bath에 투여하여 통로 활성에 미치는 영향

을 조사하였다. DNP 50 μM 투여후 KATP 통로 활성

은 점차 증가하기 시작하였고 투여후 5~7분이 경과할 
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( )  

즈음에는 거의 최대의 활성을 나타내었다. 이런 상태에

서 bath액에 첨가한 AA와 LPC 50 μM은 excised 

inside-out patch에서 와는 달리 DNP 50 μM에 의

해서 유도된 통로 활성에 거의 영향을 미치지 않았지미

만, LA는 DNP에 의해서 유도된 통로 활성을 억제하는 

경향을 보였다(Fig. 9). 

 

Excised inside-out patch의 세포내액에 ATP를 투여하여 

통로 활성을 약화시킨 상태에서 유리 지방산이 통로 활성에 

미치는 영향 

Excised inside-out patch 시행 직후에는 세포내 

ATP가 거의 없는 상태([ATP]i＝0) 이므로 KATP 통로 

활성이 최대로 나타난다. 따라서 통로 활성을 증가시키

는 약물의 효과는 은폐되어 나타나지 않을 것이다. 유

리 지방산이 KATP 통로 활성을 증가시킬 수 있는 가능

성을 알아보고자 excised inside-out patch의 세포내

액에 ATP 100 μM을 투여하여 통로 활성을 억제하고 

여기에 유리 지방산(AA, LA 및 LPC 각 50 μM)을 첨

가하여 통로 활성에 미치는 영향을 조사하였다. 각각의 

유리지방산은 ATP 존재하의 통로 활성이 약화된 상태

에서도 통로 활성을 증가시키지 않았다(Fig. 10). 

 

 

정상 Tyrode 액 관류하의 활동전위 특성 

정상 대조군에서의 활동전위 변수값은, 최대이완기 전

위(maximum diastolic potentials；MDP)는 -81±

1.2 mV, phase 0 탈분극의 최대상승속도(dV/dt max)

는 241±18.9 V/sec, 활동전위 폭(action potential 

amplitude；APA)은 121±2.9 mV, 90% 재분극시까

지의 활동전위기간(action potential duration；APD90)

은 196±5.2 msec 이었다(Table 2의 control). 
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유리 지방산 관류가 활동전위 특성에 미치는 영향 

유리 지방산 관류시 90% 재분극시까지의 활동전위

기간(APD90)은 점차 증가하기 시작하여 7~10분 경과

시에는 거의 최대의 증가를 일으켜, 10 μM의 arach-

idonic acid 및 linoleic acid 그리고 50 μM의 lyso-

phosphatidylcholine 관류시 각각 대조군 치에 비하여 

22, 24 및 18% 증가하였다. 그러나 APD 90을 제외

한 다른 활동전위 변수는 의미있는 변화가 없었다(Fig. 

11, Table 2). 

 

유리 지방산이 Cromakalim의 활동전위 기간 감소 효과에 

미치는 영향 

KATP 통로 opener인 cromakalim(10 μM)을 관류

시키면 APD90은 감소하였고 이 감소 효과는 arachi-

donic acid(10 μM)를 혼합하여 관류시에는 유의하게 

감약되었다(Fig. 12). 

 

 

ATP-민감성 칼륨통로(KATP 통로)는 여러 종(sp-

ecies)의 동물 세포에서 세포내 ATP의 농도 또는 ATP/ 

ADP 비의 변동에 의하여 그 활성이 조절되는 이온통

로로 잘 알려져 있으며,26-28) 주로 혈관평활근의 막전

위 및 긴장도를 조절하거나29-31) 췌장의 β 세포에서의 

인슐린 유리7)에 중요한 역할을 한다고 알려져있다. 특

히 심근 허혈후 수분내에 일어나는 세포의 칼륨(K＋) 손

실32-34) 및 세포외의 K＋ 축적 현상35)36)은 심근이 허

혈이나 저산소 상태에 놓이게 될 때 세포내 ATP 수준

이 감소되어 KATP 통로가 열리면서 일어나는 K
＋ 유출

(efflux)에 기인한다고 생각할 수 있다. 그러나 허혈이 

지속되어 후기(late stage-허혈 시작후 20분 이후)

에 이르면 세포막 인지질의 분해가 일어나고, 이어서 

arachidonic acid 같은 유리 지방산이나 lysophos-

pholipid 같은 것들이 세포 내로 대량 유리되어 이것들

이 세포내 효소 활성 억제, 세포막 기능 장애를 일으키

는 등 허혈 심근에 유해한 작용을 하는 것으로 보고된 

바 있다.38-40) 이러한 유해 작용에는 일부 arachidonic 

acid와 같은 유리 지방산 또는 유리 지방산의 세포내 

대사산물이 KATP 통로 활성을 조절하여 관여하고 있다

는 것이 Langendorff 방법에 의한 관상동맥 관류압 변

동 또는 평활근 수축력의 변동을 측정하는 방법으로 추

론되어 왔다. 이에 본 연구에서는 유리 지방산이 세포

막의 ATP-민감성 칼륨통로(KATP 통로) 활성에 미치

는 영향을 patch clamp 방법을 이용하여 보다 직접적

으로 검토하고 허혈 심근에서 이들 물질이 어떠한 역할

을 할 수 있을 것인지를 규명하고자 한 것이다. 

본 연구에서 실험대상으로 했던 통로의 활성은 excised 

inside-out patch 시행직후, 즉 세포내 ATP가 거의 

소실될 때 최대로 나타났고 세포내에 1 mM ATP를 첨

가하면 활성이 약화되었다가 ATP를 제거하면 다시 활

성이 나타나며 KATP 통로 차단제인 glibenclamide에 

의해서 활성이 억제되는 점으로 보아 KATP 통로 활성

임을 알 수 있었다. 다만 전류-전압 상관 관계 곡선으

로부터 얻은 통로 활성의 slope conductance가 약 62 

pS로서 다른 연구자들에 의한 동물의 심실근 단일 통

로 conductance3)4)41) 보다는 다소 낮았지만 이는 실

험 조건이나 실험 동물 표본의 차이 때문인 것으로 추

측된다. 

Excised inside-out patch 시행직후 나타나는 KATP 

통로 활성이 arachidonic acid를 비롯한 몇 가지 종

류의 지방산에 의해서 용량 의존적으로 억제된 점은 

Langendorff 심장에서 arachidonic acid가 관상동맥 

관류압을 증가시키고 이 효과가 KATP 통로 차단제인 

glibenclamide에 의해서 억제된다는 보고19) 또는 관

상동맥 평활근 세포를 이용한 whole-cell 실험에서 

( )
( μ )

( μ )



 

( )  

ATP-free pipette액으로 세포내부를 투석(dialyzing) 

하여 나타난 KATP 통로 활성이 arachidonic acid에 의

해서 억제된다는 보고42)와 일치한다. 유리 지방산의 

KATP 통로 활성 억제 효력이 약물에 따라 다른 것은 

약물의 통로에 대한 민감도가 다름을 의미한다. 한편 

Cell-attached patch 상태에서는 세포내 ATP 수준이 

거의 정상일 것이므로 KATP 통로 활성은 나타나지 않

는다. 따라서 KATP 통로 활성을 유도하기 위하여 bath

액에 대사억제제 dinitrophenol3)8)을 투여하고 KATP 

통로 활성이 나타난 상태에서 유리지방산을 투여하였

더니 linoleic acid를 제외하고는 KATP 통로 활성에 거

의 영향을 미치지 못하였다. 이러한 실험 결과는 ar-

achidonic acid 또는 lysophosphatidylcholine의 KATP 

통로 활성 억제 효과가 세포막의 외부보다는 내부의 어

떤 부분에 작용하여 나타난 결과라는 것을 시사한다. 

그러나 본 연구에서 linoleic acid가 다른 유리 지방산

과는 달리 dinitrophenol-induced KATP 통로 활성을 

억제시킨 점은 linoleic acid가 세포막의 수용체에 작용

하였거나 세포내로 들어가서 효과를 냈을 것으로 추측

되며 후자의 경우라면 유리 지방산의 세포막 투과성이 

약물의 종류에 따라 다름을 의미한다. 본 연구 결과만

으로는 유리 지방산이 세포막 표면에 작용하지 않았다

고 보기는 힘들지만, 심실근을 단일 심실근세포로 분리

하는 과정에 사용한 collagenase 효소가 세포막 표면

의 수용체를 제거했을 가능성을 배제 할 수 없다. 

소량의 arachidonic acid(10 μM)에 의한 KATP 통

로 활성 억제 효과가 cyclooxygenase 억제제인 dic-

lofenac 처리하에서는 강화되지만 lipoxygenase 억제

제인 nordihydroguaiaretic acid 처리에 의해서는 영향

을 거의 받지 않은 점은, 본 연구의 결과만으로는 확실

한 논거를 말하기는 곤란하지만, 세포내로 유리된 ar-

achidonic acid중 일부가 lipoxygenase pathway를 거

쳐 leukotriene과 같은 대사산물이 생성되고 이 대사산

물이 KATP 통로 활성을 더욱 더 억제시킨다고 생각할 

수 있다. 

Arachidonic acid를 포함한 유리 지방산의 KATP 통

로 활성 억제 효과가 통로단백에 직접 작용하여 나타난 

것인지 아니면 이차전령(second messenger)과 같은 

다른 신호전달 체계를 통하여 나타난 것인지는 본 연구

의 결과만으로는 알 수가 없다. 또한 다양한 종류의 

eicosanoid의 전구물질인 arachidonic acid 같은 유리 

지방산의 KATP 통로 활성 억제 작용이 유리 지방산 고

유의 작용인지 또는 대사산물을 통한 작용인지를 판단

하기에는 미흡하며 앞으로 더 추구해봐야 할 문제이다. 

Ordway 등43)은 유리 지방산이 K＋로에 직접 작용할 가

능성을 시사하는 연구 결과를 발표한 바 있고, Kim과 

Clapham17)은 arachidonic acid의 대사산물인 pros-

taglandin이 통로 주변 지질의 조성을 변화시킴으로서 

K＋ 통로 활성을 변화시킨다는 보고한 바 있다. 이 밖

에도 많은 연구자들이 대사산물인 prostaglandin에 의

해서 cAMP, IP3 리고 DAG 같은 이차전령 물질의 세

포내 농도가 바뀜에 따라 간접적으로 통로 활성이 조절

된다고 보고한 바 있다.44-49) 

Excised inside-out patch 시행직후의 세포내액(in-

ternal solution)에 ATP는 거의 없다. 따라서 patch 

세포막의 KATP 통로는 최대의 활성을 보일 것이며 이

때에는 통로 활성을 증가시킬 수 있는 약물을 투여해도 

더 이상의 통로 활성 증가는 일어나지 않을 것이다. 따

라서 본 연구에서는 유리 지방산이 KATP 통로 활성을 

증가시킬 수 있는 가능성을 알아보기 위하여 excised 

inside-out patch 시행후 통로 활성이 최대로 나타났

을 때 세포내액에 100 μM의 ATP를 투여하여 통로 

활성을 약화시키고 여기에 유리 지방산을 투여하여 보

았으나 약화된 통로 활성은 영향을 거의 받지 않았다. 

다시 말하면 유리 지방산은 KATP 통로 활성을 증가시

키지 않았다. 그러나 Xiaoping과 Lee43)는 개의 관상동

맥 평활근 세포의 whole-cell 실험에서 세포내부를 1 

mM ATP pipette액으로 투석하고 arachidonic acid를 

bath액에 투여하면 KATP 통로 활성이 증가된다는 연구

결과를 보고 하였는바 이는 유리 지방산이 KATP 통로 

활성을 증가시킬 수 있는 가능성을 제시한 것으로 심실

근 세포의 inside-out 실험인 본 연구의 결과와는 상

반 되어 더 추구해봐야 할 것 같다. 한편 유리 지방산이 

transmembrane 활동전위 특성 중 탈분극후 90% 재

분극시까지의 기간(APD90)을 연장시킨 것은 유리 지방

산이 칼륨통로를 억제한다는 점을 시사하고 있다. Cell-

attached patch에서 arachidonic acid와 lysophosp-

hatidylcholine이 KATP 통로 활성에 영향을 미치지 않

은 점으로 미루어 유리 지방산이 KATP 통로를 억제시

켜 활동전위 기간을 증가시켰다고 확언할 수는 없다. 

그러나 linoleic acid가 cell-attached patch에서 KATP 

통로 활성을 억제시키는 경향을 보였고, KATP 통로 



 

opener인 cromakalim에 의한 활동전위 기간 감소 효

과가 arachidonic acid에 의해서 감약된 점은, 유리 지

방산에 의한 활동전위 기간 증가 효과가 일부 KATP 통

로를 억제하여 일어남을 시사하고 있다. 

결론적으로 유리 지방산은 흰쥐 심실근 세포막의 KATP 

통로 활성을 억제하고 활동전위 기간을 증가시킴으로

써 심근허혈시의 세포 보호와는 반대로 작용하므로 허

혈시 심근의 보호를 위해서는 유리 지방산의 작용을 억

제하는 쪽으로 중재해야 할 것으로 생각된다. 

 

 

Arachidonic acid로 대표되는 유리 지방산은 심근의 

허혈이나 대사 억제시와 같은 비정상적인 상태에서 세

포막이 붕괴되면서 세포내로 대량 유리되어 여러 가지 

부작용을 일으키는 것으로 알려져있다. 근래에 유리 지

방산 또는 그 대사산물이 허혈 현상과 관련이 있는 

ATP-민감성 칼륨 통로 활성의 조절에 관여한다는 사

실이 Langendorff 방법에 의한 관상동맥 관류압 변동 

또는 평활근 수축력의 변동을 측정하는 방법으로 추론

되고있다. 이에 본 연구에서는 유리 지방산이 휜쥐 심

실근 세포막의 ATP-민감성 칼륨통로(KATP 통로) 활

성에 미치는 영향을 patch clamp 및 transmembrane 

활동전위 측정 방법을 이용하여 직접적으로 검토하고 

허혈심근에서 이들 물질이 어떠한 역할을 할 수 있을 

것인지를 규명하고자 하였다. 

KATP 통로 활성은 효소(collagenase) 분리법으로 분

리한 흰쥐의 단일 심실근세포에서 excised inside-out 

및 cell-attached patch clamp 방법으로 측정하였고, 

transmembrane 활동전위는 흰쥐의 심실근 표본에서 

관습적인 3M-KCl 미세전극기법으로 기록하였다. 

Arachidonic acid(AA), linoleic acid(LA) 및 ly-

sophosphatidylcholine(LPC)은 excised inside-out 

patch의 KATP 통로 활성을 용량 의존적으로 억제하였

으며 통로 활성을 50% 억제하는 용량(IC50)은 AA는 

88±11.2, LA는 49±12.5 그리고 LPC는 188±17.4 

μM 이었다. 통로열림의 빈도와 평균 통로열림 기간은 

각각의 유리 지방산에 의하여 현저히 감소하였으나 단

일 통로 전류의 크기는 변하지 않았다. AA(50 μM)와 

LPC(50 μM)는 cell-attached patch의 bath액에 첨

가한 대사억제제 dinitrophenol(50 μM)에 의해서 유

도되는 통로 활성에 영향을 미치지 않았지만 LA(50 

μM)는 통로 활성을 억제하는 경향을 보였다. 10 μM 

AA의 excised inside-out patch의 KATP 통로 활성 

억제 효과는 cyclooxygenae 억제제인 diclofenac(10 

μM)에 의해서는 유의하게 증가하였으나 lipoxygenase 

억제제인 nordihydroguaiaretic acid(10 μM)에 의해

서는 영향을 받지 않았다. AA(50 μM), LA(50 μM) 

및 LPC(50 μM)는 excised inside-out patch의 세

포내액에 100 μM ATP를 투여하여 KATP 통로 활성

이 약화된 상태에서도 통로 활성을 증가시키지 않았다. 

유리 지방산 관류후 10분 경과시의 활동전위 변수중 

APD 90은 대조군에 비해서, 10 μM의 AA 및 LA 그

리고 50 μM의 LPC 관류시 각각 22%, 24% 및 18% 

증가하였다. 10 μM의 AA는 cromakalim(10 μM)에 

의한 APD 90 감소 효과를 감약시켰다. 

이상의 연구 결과로부터 유리 지방산은 직접 또는 일

부 대사산물을 통하여 KATP 통로 활성을 억제하고 활

동전위 기간을 증가시키며, 이와 같은 유리 지방산의 

효과는 허혈 심근에 걸리는 부하를 증가시키고 심근 손

상을 가중시킬 것으로 추론하였다. 
 

：유리 지방산·활동전위·ATP-민감성 칼

륨통로·흰쥐·심실근. 
 

이 연구는 대한순환기학회 한국화이자 산학협동연구비(산학 
제98-3호)와 1998년도 전남대학교 학술연구비의 지원에 
의하여 이루어졌음. 
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