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ABSTRACT 

Background and Objectives：Nitric oxide (NO) reduces the intracellular Ca2+ concentration ([Ca2+]i) in smooth 

muscle cells, whereas the effect of NO on [Ca2+]i in endothelial cells is still controversial. Therefore, the 

effect of NO on the [Ca2+]i, and its mechanism in mouse aortic endothelial cells (MAEC) and human umbilical 

vein endothelial cells (HUVEC) were examined. Materials and Methods：In primary cultured MAEC and 

HUVEC, cells were loaded with fura 2-AM and [Ca2+]i and measured using a microfluorometer. Results：The NO 

donor, sodium nitroprusside (SNP), reduced the [Ca2+]i in 72% of the cells tested (n=100). In the remaining 

cells, the effect of SNP was biphasic, or the [Ca2+]i was increased. In addition, the membrane-permeable 

cGMP, 8-bromo cGMP, decreased the [Ca2+]i. The effects of SNP and 8-bromo cGMP were inhibited by the 

soluble guanylate cyclase inhibitor, 1H-[1,2,4] oxadiazole[4,3-a]quinoxalin-1-one (ODQ), and the cGMP-de-
pendent protein kinase inhibitor, KT5823, respectively. In contrast, in the presence of 8-bromo cGMP or ODQ, 

SNP increased the [Ca2+]i. Conclusion：These results suggest that NO inhibits the [Ca2+]i through a cGMP-
dependent mechanism and increases the [Ca2+]i through a cGMP-independent mechanism. (Korean Circulation J 

2004;34(6):600-609) 
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서     론 
 

혈관내피세포는 혈압, 혈류 속도 등과 같은 자극이나 

주변 세포에서 분비된 물질들에 의한 자극 등 물리적 혹

은 화학적 자극에 반응하여 여러 가지 혈관활성물질들

을 분비하여 혈관 내경을 조절한다.1) 이러한 혈관활성

물질들은 혈관평활근을 수축 혹은 이완시키는데, 혈관

을 이완시키는 내피세포성 이완인자들(endothelium-

derived relaxing factor, EDRF)로는 nitric oxide 

(NO), endothelium-derived hyperpolarizing factor, 

prostaglandin I2 등
2-6)이 있으며 혈관평활근을 수축시

키는 물질로는 endothelium-derived contracting fa-
ctor와 endothelin이 있다.6)7)  

이중 NO는 가장 강력한 혈관 이완 작용을 하는 물질

로 그 작용 기전은 다음과 같다. 혈관내피세포에서 분비
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된 NO는 직접 혈관평활근 세포막에 있는 이온통로들에 

작용하거나 cyclic guanosine monophosphate(cGMP)

를 형성하여 작용하는데,8) 증가된 cGMP는 혈관평활근

세포내 Ca2+ 농도(intracellular Ca2+ concentration, 

[Ca2+]i)를 감소시키고 그 결과 혈관평활근이 이완하는 

것으로 알려져 있다.9) 이와 같이 NO는 심근세포나 혈

관평활근세포와 같은 흥분성 세포에서 [Ca2+]i감소를 

유발 이완시키는 것으로 잘 알려져 있으나, 혈관내피세

포와 같은 비흥분성 세포에 대한 효과는 명확하지 않

다. 평활근세포와는 달리 NO는 human umbilical vein 

endothelial cell(HUVEC), porcine aortic endothelial 

cell과 같은 혈관내피세포에서 [Ca2+]i를 증가시켰다

는 보고가 있다.10-12) 한편 NO에 의하여 혈관내피세포 

[Ca2+]i가 감소됨도 보고된 바 있어13) NO가 혈관내피

세포 [Ca2+]i에 미치는 효과는 명확하지 않으며 그 기

전 역시 밝혀지지 않았다. 따라서 본 연구는 혈관내피

세포에서 NO가 [Ca2+]i에 미치는 효과와 그 기전을 알

아보고자 하였다. 

 

재료 및 방법  
 

혈관내피세포의 배양：일차 배양(Primary explant) 기법  

쥐의 대동맥 혈관내피세포(mouse aortic endothelial 

cell, MAEC)는 일차 배양 기법을 이용하여 분리 배양

하였다. 8~16주된 쥐(ICR mouse)를 암수의 구별 없

이 사용하였다. Pentobarbital sodium(40 mg/kg)과 

heparin(500 U)을 복강 주사하여 마취시킨 후 대동맥

을 분리 적출하고 phosphate-buffered saline(PBS, 

Dulbecco without Ca2+, Mg2+)속에서 외막주변 지방

과 결합조직을 깨끗이 제거하였으며 2 mm 길이로 짧게 

자른 후 장축으로 잘라 내면을 공개하였다. 다음 6-구멍

판(well plate)에 넣은 소량(약 300 μL)의 Matrigel® 

(Becton Dickinson, MA, USA)위에 혈관 조각을 내면

이 Matrigel에 면하도록 놓고 배지를 소량 첨가하여 혈

관 조각이 Matrigel에 잘 붙도록 하였다.14) 4~7일 후 

혈관 조각을 제거하고 혈관 조각에서 자라나온 혈관내

피세포들이 자라게 하였다. 계대 1은 Matrigel 속에 있

는 혈관내피세포들을 배지를 제거한 다음 dispase(Bec-
ton Dickinson, USA) 2 mL/10 cm2(100 U)를 넣고 

90분간 노출시킨 다음 12-구멍판에 뿌려서 만들었다. 

계대 2부터는 trypsin을 이용하는 일반적인 방법으로 

만들었다.15) 계대 4까지는 형태적인 변화가 없었으며 

본 실험에는 계대 2까지만 이용하였다. HUVEC으로는 

인간제대정맥 내피세포를 hybridization하여 만든 per-
manent human cell line인 EA.hy926(EA) cell을 이

용하였다.16)  

 

von Willibrand’s Factor(vWF) 유무를 통한 혈관내피세포

의 확인 

vWF 발현 유무를 면역형광기법(immunohistoche-
mical technique)을 이용하여 확인하였다. 배양한 MA-
EC들을 tris(hydoxymethyl) aminomethane(Tris)-

buffered saline(TBS, 50 mM Tris-HCl 150 mM 

NaCl pH 7.5)으로 세척한 다음 methanol과 acetone

을 7：3의 비율로 혼합한 용액으로 고정하였다. 고정된 

세포들은 TBS로 3번 세척한 다음 0.25% Triton X-

100/TBS에 30분 동안 노출시키고 TBS로 3번 세척하

였다. 다음 1시간 동안 5% BSA(in TBS)로 처리하고 

4℃에서 rabbit-anti-human vWF Ab(DAKO A0082) 

(1：300 in TBS/1% BSA)에 밤새 노출시켰다. vWF 

Ab에 노출된 세포들을 0.1% Tween 20이 있는 TBS

로 3번 세척하고 실온에서 alkaline phosphatase-

conjugated monoclonal anti-rabbit IgG(Sigma A-

2556 1：200)에 한시간 동안 노출시킨 다음 TBS/ 

0.1% Tween 20로 3번 세척하였다. 다음 NBT(nitro 

blue tetrazolium)\ BCIP(5-bromo-4-chloro doly-
phosphate-p-toluidin)(Sigma 5656)으로 10분간 발

색시킨 다음 형광현미경으로 관찰하였다. 

 

저밀도지단백(Low density lipoprotein, LDL) 섭취 유무를 

통한 혈관내피세포의 확인 

12 mm cover glass를 24-구멍판에 넣고 gelatin 

(1%) 처리를 하고 약 10,000개의 혈관내피세포를 뿌

린 다음 24시간 동안 배양하였다. 다음 Dil-acetylated 

LDL(Molecular probe L3484)을 10 μL/mL 넣고 4

시간 동안 노출시켰다. 다음 PBS로 2번 세척한 후 3% 

formaldehyde로 고정하고, fluorescence mounting 

medium을 한 방울 떨어뜨린 후 형광현미경으로 관찰

하였다.  

 

세포내 Ca
2+
 농도 측정  

Ca2+과 결합할 수 있는 막투과성 형광 표지자인 fura 
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2-AM(acetoxymethyl ester form)을 배양액에 첨가

하여 혈관내피세포에 37℃에서 25분간 노출시킨 다음 

실험에 사용하였다. [Ca2+]i 측정은 역위현미경과 mi-
croscope photometer(D-104, Photon Technology 

International Inc, U.S.A.) 등으로 구성된 미세형광 측

정기를 사용하였다. Fura 2-AM이 부하된 세포에 340 

nm와 380 nm의 두 파장을 번갈아 조사시키고 그 빈도

는 매초 10회로 하였다. Fura 2-AM으로부터 방출되

어 나오는 510 nm의 형광을 photomultiplier tube를 

이용하여 측정하고 그 비(F340/F380)로 [Ca2+]i를 계

산하였다(Felix, version 1.4, PTI, USA).  

 

F340/F380(R) 

=Kd×[(R-Rmin)/(Rmax-R)]×Sf2/Sb2 

(Rmin, Rmax：Ca2+이 없거나 Ca2+으로 포화된 경우의 

R, Sf2：Ca2+이 없는 상태에서 F380, Sb2：Fura 2

가 Ca2+으로 포화된 상태에서 F380, Kd：분리 상수) 

 

Ca2+이 없는 실험용액으로는 140 mM KCl, 10 mM 

HEPES, 10 mM EGTA, 2 μM Fura를, Ca2+이 높은 

용액은 140 mM KCl, 10 mM HEPES, 1 mM CaCl2, 

2 μM Fura를 혼합하여 사용하였다. 그리고 10 mM 

EGTA와 CaEGTA를 이용하여 Ca2+농도를 0.1, 0.2, 

0.3, 0.5, 1, 2 μM에 고정한 용액을 만들고 이 용액들

을 실험용기에 30 μL씩 떨어뜨린 다음 형광을 측정하

였다. 다음(R-Rmin)/[Ca2+]를 Y 값으로(R-Rmin)을 X 

값으로 그린 그래프의 기울기(m)를 구하고 Kd는 다음 

공식을 이용하여 구하였다.  

Kd=-1/(m×Sf2/Sb2) 

 

실험용액과 시약  

세포외 용액은 150 mM NaCl, 6 mM KCl, 1.5 mM 

CaCl2, 1 mM MgCl2, 10 mM HEPES, 그리고 10 mM 

glucose를 첨가하여 만들었고 pH는 7.4에 맞추었으며 

삼투질농도는 320 mOsm이었다. 혈관내피세포 배양에 

사용된 배지는 80 mL Dulbecco’s minimum essential 

medium(GIBCO-BRL 41965), 10 mL fetal calf se-
rum(GIBCO-BRL 10270), 7.5 mg endothelial cell 

growth supplement(Sigma E-2759), 200 μL he-
parin(10 U/mL final), 2 mL penicillin/streptomycin 

(100 U/mL final, GIBCO-BRL 15070), 1 mL L-

glutamine(100x, GIBCO-BRL 25030-024), 그리고 

1 mL minimal essential amino acid(100x, GIBCO-

BRL 11140-035)를 첨가하여 만들었다. NG-nitro-

L-arginine methyl ester(L-NAME)와 1H-[1,2,4] 

oxadiazole[4,3-a]quinoxaline-1-one(ODQ)은 Bio-
mol에서, Fura-2/AM은 Molecular Probe에서 구입

하였고 특별한 언급이 없는 시약은 Sigma에서 구입하

였다. 

 

통계분석  

모든 자료는 Micro Origin 6.0(Microcal Software, 

USA)을 이용하여 분석하였다. 통계자료는 평균과 표준

오차로 표시하고 paired t-test와 unpaired t-test를 

실시하여 p 값이 0.05 이하인 경우를 유의한 것으로 간

주하였다.  

Fig. 1. Characterization of endothelial phenotype of the cells isolated from the inner layer of mouse aorta. A: immuo-
cytochemistry of the explanted cells and a representative staining of the isolated cells with anti-von Willibrand factor
antibody. B: LDL uptake test of the explanted cells. LDL : low density lipoprotein. 

A B 
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결     과  
 

혈관내피세포의 확인  

vWF는 혈관내피세포 특이인식자 중의 하나이지만 

섬유모세포 등에서도 발견된다. 그러나 섬유모세포 등은 

저밀도지단백을 섭취하지 못하므로 저밀도지단백 섭취 

실험은 혈관내피세포와 섬유모세포를 구분할 수 있다. 

배양한 MAEC에는 vWF가 발현되었으며(Fig. 1A), 

저밀도지단백 섭취 실험결과 대부분의 세포들이 노랗거

나 붉은 형광을 보여 저밀도지단백을 섭취하였음을 알 

수 있었다(Fig. 1B). 그러므로 일차배양 기법을 통하여 

쥐 대동맥에서 분리된 세포들이 대부분 혈관내피세포임

을 알 수 있었다.  

 

혈관내피세포에서 세포내 Ca
2+
 농도에 미치는 NO의 효과  

혈관내피세포에서 NO가 [Ca2+]i에 미치는 영향을 밝

히기 위해 [Ca2+]i에 미치는 NO donor들의 효과를 알

아보았다. HUVEC(Fig. 2A)과 MAEC(Fig. 2B) 모두 

ATP 투여에 의하여 [Ca2+]i가 증가하였으며 NO 생성 

억제제인 L-NAME를 전처치한 후 NO donor인 so-

dium nitroprusside(SNP)를 투여하면 72%(100세포 

중 72세포)의 세포에서 농도 의존적으로 [Ca2+]i가 감

소하였다. 그러나 나머지 세포들에서는 이와는 다른 반

응을 보였다. SNP 저농도에서 감소하던 [Ca2+]i가 고

농도(10 μM)에서는 오히려 증가하는 세포들(Fig. 2A), 

농도와 관계없이 SNP에 의하여 [Ca2+]i가 증가하는 세

포들(Fig. 3A), SNP에 의하여 [Ca2+]i가 일시적으로 

감소한 후 증가하는 세포들(Fig. 3B) 등 세포에 따라 다

양한 반응을 보였다.  

SNP 뿐만 아니라 NO 생성 억제제인 L-NAME의 

효과도 세포에 따라 다른 반응을 보였는데, L-NAME

에 의하여 [Ca2+]i가 감소되거나(Fig. 3A, 4A) 혹은 증

가되는(Fig. 4B) 서로 상반된 반응을 보였다. 이렇게 서

로 상반된 반응을 보이는 세포들도 cGMP 효과는 동일하

였는데, 두 세포 모두 세포막을 통과할 수 있는 cGMP

인 8-bromo cGMP에 의하여 [Ca2+]i가 감소하였으

며 이러한 8-bromo cGMP의 효과는 cGMP 억제제인 

KT5823에 의하여 억제되었다. 즉, SNP와 L-NAME

의 효과와는 달리 cGMP의 효과는 세포에 따른 차이가 

없이 [Ca2+]i를 감소시킴을 알 수 있었다. 그리고 SNP 

Fig. 2. Inhibitory effect of sodium nitroprusside (SNP) on intracellular Ca2+ concentration ([Ca2+]i) in endothelial cells.
SNP suppressed the increased [Ca2+]i in human umbilical vein endothelial cell (HUVEC)(A) and mouse aortic
endothelial cells (MAEC)(B). In some cells, the suppressed [Ca2+]i was increased on increasing of SNP concentration
(A). L-NAME: NG-nitro-L-arginine methyl ester, ATP: adenosine triphosphate, SNP: sodium nitroprusside. 
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Fig. 3. Various effect of sodium nitroprusside (SNP) on [Ca2+]i in endothelial cells. The increased [Ca2+]i was suppressed
by L-NAME and increased by SNP (A). In some cells, the effect of SNP on [Ca2+]i was biphasic: SNP decreased
[Ca2+]i transiently and the decreased [Ca2+]i then was elevated inspite the presence of SNP (B). L-NAME : NG-nitro-L-
arginine methyl ester, ATP: adenosine triphosphate, SNP: sodium nitroprusside. 

Fig. 4. Various effect of L-NAME on [Ca2+]i in mouse aortic endothelial cells. In some cells, the increased [Ca2+]i was
suppressed by L-NAME (A) and, in the other cells, [Ca2+]i was increased by L-NAME (B). L-NAME : NG-nitro-L-arginine
methyl ester, ATP: adenosine triphosphate. 
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이외에도 S-nitroso-N-acetyl-d,l-penicillamine 

(SNAP), 3-morpholino-sydnonimine-hydrochloride 

(SIN-1) 등과 같은 NO donor들도 유사한 효과를 보

였는데 이러한 결과들로 미루어 NO는 혈관내피세포의 

[Ca2+]i를 감소시킬 뿐만 아니라 증가시킬 수도 있음을 

알 수 있었다.  

[Ca2+]i의 증가를 억제하는 SNP의 효과는 soluble 

guanylate cyclase 활성화를 억제하여 NO에 의한 

cGMP 생성을 억제하는 ODQ에 의하여 억제되었다(Fig. 

5A). 한편 MAEC 뿐만 아니라 HUVEC도 cGMP에 

의하여 [Ca2+]i의 증가가 억제되었으며 cGMP 효과는 

cGMP 억제제인 KT5823에 의하여 억제되었다(Fig. 

5B). SNP 즉 NO에 의하여 [Ca2+]i가 감소하는 세포들

은 ATP를 투여하면 [Ca2+]i가 증가하였으며 L-NA-

Fig. 5. cGMP-dependent inhibitory effect of sodium nitroprusside (SNP) on [Ca2+]i in endothelial cells. The inhibitory
effect of SNP on [Ca2+]i was suppressed by the soluble guanylate cyclase inhibitor ODQ (A) and the increased [Ca2+]i
was inhibited by 8-bromo cGMP (B). Pooled data also showed cGMP-dependent inhibitory effect of SNP on [Ca2+]i
in endothelial cells (C, D). cGMP: cyclic guanosine monophosphate, ODQ: 1H-[1,2,4]oxadiazole[4,3-a]quinoxaline-
1-one. L-NAME : NG-nitro-L-arginine methyl ester, ATP: adenosine triphosphate, SNP: sodium nitroprusside. 
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ME에 의하여 [Ca2+]i가 더욱 증가하였다가 SNP에 의

하여 감소하였고 ODQ투여로 다시 증가하였다. cGMP

에 의한 반응도 SNP와 유사한 반응을 보였는데 ATP

를 투여하면 [Ca2+]i가 0.11±0.03 μM에서 0.92±

0.07 μM로 증가하였으며 8-bromo cGMP에 의하여 

0.24±0.04 μM로 감소하였다가 KT5823에 의하여 

0.84±0.05 μM로 다시 증가하였다(Fig. 5C, D). 이

와 같은 실험결과로 미루어 NO에 의한 [Ca2+]i 감소 효

과는 NO에 의하여 활성화된 soluble guanylate cy-
clase에 의하여 생성된 cGMP에 의함을 알 수 있었다. 

SNP 즉 NO에 의하여 [Ca2+]i가 증가하는 효과는 특

히 cGMP가 이미 증가된 경우나 cGMP 생성을 억제하

면 나타났다(Fig. 6). ATP에 의하여 증가된 [Ca2+]i는 

8-bromo cGMP 투여로 감소하였지만 이렇게 감소한 

[Ca2+]i는 cGMP가 고농도로 있는 상태에서 SNP를 투

여하는 경우 오히려 SNP에 의하여 [Ca2+]i가 증가하

였다(Fig. 6A). ODQ를 전처치하여 NO에 의한 cGMP 

생성을 억제시킨 경우에도 SNP는 [Ca2+]i를 증가시켰

다(Fig. 6B). 이와 같은 실험결과로 미루어 NO에 의한 

[Ca2+]i 증가효과는 cGMP 경로를 거치지 않는 cGMP 

비의존적 경로를 통하여 일어남을 알 수 있었다. 

고     찰  
 

본 연구는 혈관내피세포에서 NO는 세포내 soluble 

guanylate cylase를 활성화하여 cGMP 농도를 증가시

키는 기전 즉 cGMP 의존적인 기전을 통하여 [Ca2+]i

를 감소시키지만, cGMP 비의존적인 기전으로는 오히

려 [Ca2+]i를 증가시킬 수 있음을 보여 준다. 혈관내피

세포에서 분비되는 NO는 혈관 구경을 조절하고 혈액 

응고를 억제하는 등 혈류역학에 매우 중요한 역할을 함

을 고려할 때, NO의 혈관내피세포 [Ca2+]i에 미치는 

효과에 대한 본 연구결과는 NO 분비에 직접적인 영향

을 주는 혈관내피세포 [Ca2+]i 조절기전을 밝히는데 매

우 중요할 것으로 사료된다.  

 

NO에 의한 혈관내피세포 [Ca
2+
]i 조절 기전  

NO의 cGMP 의존적 효과는 본 실험결과와 같이 증

가된 cGMP에 의하는데 cGMP가 직접 세포내 Ca2+ 저

장고에서의 Ca2+ 유리를 억제하거나, cGMP에 의하여 

활성화된 protein kinase G가 세포내 여러 가지 효소

과 이온통로들을 인산화하여 이들의 활동도를 변화시켜 

일어난다. cGMP 비의존적 효과는 NO가 직접 [Ca2+]i 

ATP 3 μM 
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0.
5 

μ
M
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Fig. 6. cGMP-independent stimulatory effect of sodium nitroprusside (SNP) on [Ca2+]i in mouse aortic endothelial cells.
SNP increased [Ca2+]i in the presence of 8-bromo cGMP (A) and ODQ (B). cGMP: cyclic guanosine monophosphate,
ODQ: 1H-[1,2,4]oxadiazole[4,3-a]quinoxaline-1-one. L-NAME : NG-nitro-L-arginine methyl ester, ATP: adenosine
triphosphate, SNP: sodium nitroprusside. 
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증가를 유발한 결과로 그 기전은 아직 불명확하지만, NO

가 [Ca2+]i 증가에 관여하는 물질과 반응하여 [Ca2+]i 

증가를 유발하였을 것으로 생각할 수 있다. 가능성 있

는 기전으로 [Ca2+]i 증가에 관여하는 물질들의 nitro-
sylation17)18) 혹은 다른 radical과 반응하여 형성된 pe-
roxynitrite에 의한 자극19-21) 등이 예상되지만 아직 밝

혀진 바 없으며 추후 연구가 요망된다. 이와 같이 NO

는 여러 가지 경로를 통하여 혈관내피세포 [Ca2+]i에 

영향을 미치며, 본 실험결과와 같이 NO가 혈관내피세

포 [Ca2+]i에 미치는 효과가 다양한 것은 서로 상반된 

cGMP를 통한 효과와 cGMP를 통하지 않는 효과의 상

대적 크기가 세포에 따라 다르게 나타나기 때문으로 생

각된다. 즉 cGMP를 통한 효과가 더 크게 나타나는 세

포는 NO에 의하여 [Ca2+]i가 감소하며 cGMP를 통하

지 않는 효과가 더 크게 나타나는 세포는 NO에 의하여 

[Ca2+]i가 증가하는 것으로 사료된다. 동일한 세포에서

는 NO농도에 따라 반응의 차이가 있을 가능성이 있다. 

즉, 저농도 NO에서는 cGMP 의존적 기전이 우세하다

가 고농도에서는 cGMP 비의존적 기전이 더 크게 나타

날 가능성이 있다(Fig. 2A).  

한편 혈관평활근세포와는 달리 혈관내피세포에서 NO

가 [Ca2+]i를 증가시키는 효과가 나타나는 것은 혈관내

피세포와 같은 비흥분성세포와 혈관평활근세포와 같은 

흥분성세포 간에 세포외 Ca2+ 유입 기전이 서로 다르기 

때문으로 사료된다. 세포외 Ca2+ 유입통로는 혈관평활

근세포는 voltage operated Ca2+ channel(VOC)이며 

혈관내피세포는 Ca2+-release activated Ca2+ channel 

(CRAC)과 nonselective cation channel(NSC)이

다.22-24) VOC는 막전압이 저분극되면 전도도가 증가하

여 Ca2+ 유입이 증가되고 과분극되면 전도도가 감소하

여 Ca2+ 유입이 감소한다. 반면에 CRAC과 NSC의 전

도도는 막전압의 영향을 받지 않으며 오히려 막전압은 

Ca2+에 대한 원동력(driving force)으로 작용한다. 그

러므로 막전압이 과분극되면 VOC와는 달리 CRAC과 

NSC를 통한 Ca2+ 유입은 증가한다.22-24) NO는 세포막

전압을 과분극시키는데, 그 기전 중의 하나가 Ca2+-

activated K+ channels 활성화로 알려져 있다. 그러므

로 혈관평활근세포에서 NO가 Ca2+-activated K+ ch-
annels을 활성화하면25-27) 막전압이 과분극되어 VOC

가 억제되며 그 결과 [Ca2+]i가 감소하였을 것으로 추정

된다. 그러나 막전압 과분극이 [Ca2+]i를 감소시키는 효

과는 혈관내피세포에서는 일어나지 않는다. 즉, 혈관내

피세포에서는 NO에 의하여 막전압이 과분극되면 Ca2+

에 대한 원동력이 증가하여 [Ca2+]i가 증가할 수 있다. 

한편, NO가 Ca2+-activated K+ channel을 활성화한

다는 보고와는 달리 Haburcak 등28)은 NO는 Ca2+-

activated K+ channel에 직접 영향을 끼치지 않는다고 

보고하였다. 이와 같이 혈관내피세포에서 NO가 세포외 

Ca2+의 세포내 유입을 관장하는 여러 이온통로들에 미

치는 영향은 아직 미진하고 다양한 결과를 보여 NO는 

여러 가지 경로를 통해서 이러한 이온통로들에 영향을 

미칠 것으로 추정된다. 그리고 cGMP가 혈관내피세포의 

이온통로들에 미치는 영향에 대해서는 밝혀진 바가 거

의 없으므로 NO가 혈관내피세포 [Ca2+]i에 미치는 영향

을 밝히기 위해서는 이러한 이온통로들에 미치는 NO와 

cGMP의 영향을 밝히는 연구가 필요할 것으로 사료된다.  

 

생리학적 의미  

혈관내피세포에서 NO가 분비될 때 NO 농도는 대개 

수 μM 범위 내에서 조절되는 것으로 알려져 있다.29) 

NO의 cGMP 의존적 기전은 혈관내피세포 [Ca2+]i 증

가를 억제함으로써 NO의 과량 분비를 억제하는 음성 

되먹이기 기전으로 작용하여 혈관내피세포에서 내피세

포성 이완인자의 분비를 조절하는 역할을 할 것으로 생

각된다. 그러나 cGMP 비의존적 기전의 역할은 불분명

하다. 이 기전이 활성화되면 혈관내피세포 [Ca2+]i를 증

가시켜 NO 분비를 더욱 증가시키게 된다. SNP 저농도

에서 감소하던 [Ca2+]i가 고농도에서는 오히려 증가하

는 것으로 미루어 cGMP 비의존적 기전은 NO가 과량 

분비되는 병적인 상황에서 활성화되어 [Ca2+]i를 증가

시켜 NO 분비를 더욱 증가시키게 될 것으로 추정된다. 

그러나 일부 세포에서는 SNP 저농도에서도 [Ca2+]i이 

증가하는 것으로 미루어 정상적으로도 이 기전이 활성

화될 가능성이 있다.  

 

요     약  
 

배경 및 목적： 

혈관내피세포에서 분비되는 nitric oxide(NO)는 혈관

평활근세포 Ca2+ 농도([Ca2+]i)를 감소시키지만 혈관
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내피세포 [Ca2+]i에 미치는 영향에 대해서는 다양한 보

고가 있으며 그 기전도 명확하지 않다. 이에 본 연구에

서는 혈관내피세포에서 NO가 [Ca2+]i에 미치는 영향과 

그 기전을 밝히고자 하였다.  

방  법： 

일차 배양 기법을 이용하여 분리한 쥐의 대동맥 혈관

내피세포(mouse aortic endothelial cell, MAEC)와 인

간제대정맥 내피세포(human umbilical vein endothelial 

cell, HUVEC)에서 NO에 의한 [Ca2+]i 변화를 측정하

였다.  

결  과： 

SNP는 혈관내피세포 [Ca2+]i에 대하여 다양한 반응

을 보였다. 농도 의존적으로 [Ca2+]i가 감소한 경우는 

72%의 세포(총 100세포)에서 관찰되었으며 나머지 세

포에서는 오히려 증가하는 경우, 일시적 감소 후 증가하

는 경우, 저농도에서 감소하다가 고농도에서 증가하는 

경우 등 다양한 반응을 보였다. NO 생성 억제제인 L-

NAME도 혈관내피세포 [Ca2+]i에 대하여 세포에 따라 

감소 혹은 증가시키는 서로 상반된 효과를 보였다. 혈

관내피세포 [Ca2+]i는 세포막을 통과하는 cGMP인 8-

bromo cGMP에 의하여 감소되었으며, 이러한 8-bromo 

cGMP의 효과는 cGMP 억제제인 KT5823에 의하여 

억제되었다. 혈관내피세포 [Ca2+]i를 감소시키는 SNP

의 효과는 NO dependent soluble guanylate cyclase 

억제제인 ODQ에 의하여 억제되었다. 혈관내피세포를 

8-bromo cGMP로 전처치하거나 또는 ODQ로 전처치

하고 SNP를 투여하는 경우 저농도에서도 [Ca2+]i가 증

가하였다.  

결  론： 

이상의 연구결과로 NO는 혈관내피세포 [Ca2+]i를 

cGMP 의존적인 기전으로 감소시키며 비의존적 기전으

로는 증가시킬 수 있음을 알 수 있었다. 그러므로 혈관

내피세포에서 NO는 cGMP 의존적 기전과 비의존적 기

전의 상대적인 활성도 정도에 따라서 [Ca2+]i에 영향을 

미치며 NO 분비에 영향을 줄 것으로 추정된다.  
 

중심 단어：혈관내피세포；세포내 칼슘；Cyclic GMP； 

Nitric oxide. 
 

본 연구는 한국과학재단 목적기초연구(R01-2003-000-
10466-0)지원으로 수행되었음. 
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