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유체 압력에 의한 흰쥐 심실근세포 pH의 감소 및 Na+-H+
 교환체의 활성화
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Abstract — An increase in ventricular pressure can alter cardiac excitation and contraction. Recent report has dem-

onstrated that fluid pressure (FP) suppresses L-type Ca2+ current with acceleration of the current inactivation in ventricular

myocytes. Since the L-type Ca2+ channels known to be regulated by intracellular pH (pHi), this study was designed to

explore whether pressurized fluid flow affects pHi in isolated rat ventricular myocytes. A flow of pressurized (~16 dyne/

cm2) fluid, identical to that bathing the myocytes, was applied onto single myocytes, and intracellular H+ concentration was

monitored using confocal H+ imaging. FP significantly decreased pHi by 0.07±0.01 pH units (n=16, P<0.01). Intracellular

acidosis enhances the activity of Na+-H+ exchanger (NHE). Therefore, we examined if the NHE activity is increased by

FP using the NHE inhibitor, HOE642. Although HOE642 did not alter pHi in control conditions, it decreased pHi in cells

pre-exposed to FP, suggesting enhancement of NHE activity by FP. In addition, FP-induced intracellular acidosis was larger

in cells pre-treated with HOE642 than in cells under the control conditions. These results suggest that FP induces intra-

cellular acidosis and that NHE may contribute to extrude H+ during the FP-induced acidosis in rat ventricular myocytes.

Keywords □ fluid pressure, intracellular pH, ventricular myocytes, Na+-H+exchanger, HOE642

세포내 pH는 심근 Ca2+ 신호화(signaling) 과정 및 수축력을

조절하는 중요한 인자이다.1,2) 심근세포에는 몇 가지의 세포막 이

온 수송체들이 세포내 pH를 정밀하게 조절하고 있다. 이 수송체

들 중 하나인 Na+-H+ 교환체(exchanger)(NHE)3)는 특히 신장

(stretch)이나 shear 스트레스와 같은 기계적 자극에 의해 활성

화 될 수 있다고 보고되었다.4,5) 뿐만 아니라 Na+-H+ 교환체에

대한 억제제들은 심근 허혈 후 재관류에 의한 손상이나 심실 부

정맥을 방지해 준다고 보고된 바 있다.6,7)

심장은 그 수축력의 변화나, 부피 및 압력의 변화에 의한 기계

적 환경 변화에 반응하며, 이 때 그 수축력과 막의 흥분성이 달

라진다.8,9) 밸브 질환, 고혈압, 심부전과 같은 병적인 조건에서는

혈류동력학적 장애나 기계적 자극이 심근에 가해 질 수 있으며,

이 때 부정맥이 나타난다.9) 관류 심장 모델에서 심실로 더 많은

혈액을 공급하면 활동전위의 지속기(duration)가 감소하게 되고,

그 유효 불응기가 감소된다고 알려져 있다.10-12) 더욱이, 밸브 부

전 환자에서는 심장 내 혈액의 역류에 의해 세동이 나타나고,13)

심장 내부에 관을 삽입한 환자에서는 특발성 빈맥이 나타난다.14)

이러한 임상적 증거들은 유체 압력(fluid pressure, FP)이나 직접

적인 감작이 심근 세포막의 전기적 흥분성을 직접 변화 시킬 가

능성을 제시해 주고 있다.

최근 단일 심방근세포에서 빠른 유체 압력 자극이 자발성 Ca2+

스파크의 발생 빈도를 증가시킨다고 보고된 바 있다.15) 흰쥐 심

실근세포에서는 유체 압력 자극이 L-형 Ca2+ 전류(L-type Ca2+

current)를 억제하였고, 이 전류의 불활성화(inactivation)를 촉진

하였다.16) 이러한 결과들을 분자 수준에서 설명하는 기전은 아

직 잘 알려져 있지 않지만, 세포 Ca2+ 농도와 L-형 Ca2+ 통로의

불활성화를 조절할 수 있는 기전들 중에는 세포내 pH가 있다.

본 논문에서는 먼저 유체 압력이 세포내 pH를 변화시키는지 고

찰하였고, 이를 Na+-H+ 교환체의 억제제를 이용하여 더 확인하

였다. 세포 내의 pH를 측정하기 위해 H+에 선택적인 형광지시
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약을 사용하여 그 형광을 실시간 공촛점 영상화 방법으로 측정

하였다. 이 논문에서는 유체 압력이 세포 pH를 감소시키고, Na+-

H+ exchanger를 활성화 시킬 수 있다는 증거를 보여주고 있는

데, 이러한 세포 내 H+ 농도의 증가는 이전에 보고된 유체 압력

에 의한 L-type Ca2+ 전류 불활성화의 촉진을 설명하는 하나의

기전이 될 것이다.

실험방법

단일 심실 근세포의 분리

심실 근세포의 분리는 Lee 등16)의 방법으로 시행했다. 백서

수컷(Sprague Dawley, 체중 200~250 g)을 펜토바르비탈(sodium

pentobarbital, 150 mg/kg, 복강투여)로 마취시킨 후 흉강을 열어

심장을 적출했다. 심장 적출 수술에 관련된 제반 절차는 충남대

학교 동물관리윤리위원회의 심의를 통과하였다. 적출된 심장의

대동맥을 랑겐도르프 장치의 cannular에 매단 후 대동맥을 통해

36.5oC의 0 mM [Ca2+]-Tyrode 용액((mM) 137 NaCl, 5.4 KCl,

10 HEPES, 1 MgCl2, 10 glucose, pH=7.3)을 3분간 관류시켰

다. 그 후 collagenase A(1.4 mg/ml, Type 1; Roche, Indianapolis,

IN, USA)와 protease(0.14 mg/ml, Type XIV; Sigma-Aldrich,

St. Louis, MO, USA)를 포함한 0 mM [Ca2+]-Tyrode 용액을 12

분간 관류시키고, 마지막으로 0.2 mM [Ca2+]-Tyrode 용액을 8분

동안 관류시켰다. 심장에서 심실을 취하여 여러 조각으로 나눈

후, 조직들을 0.2 mM [Ca2+]-Tyrode 용액에서 흔들어 심실세포

들이 떨어져 나오도록 하였다. 분리된 세포들은 실온의 0.2 mM

[Ca2+]-Tyrode 용액에서 보관되었다.

유체압력의 처리

직경이 약 400 µm 되는 작은 미세관의 끝을 단일 세포 근처

에 위치시킨 후, 미세관을 통해 압력을 가진 유체를 순간적으로

뿜어주는(puffing) 방법을 사용하여 유체 압력을 가하였다. 미세

관은 정상 tyrode 용액으로 채우고, 용액의 저장고는 400 mm의

높이에 두었다. 용액이 흘러가는 관에는 전기적 밸브(: solenoid

valve)를 장착하였고, 밸브의 여닫이를 컴퓨터 프로그램(pClamp

9.0, Molecular Devices, USA)으로 동작시키도록 고안하여, 유

체 압력의 처리 시점과 지속 시간을 자동으로 조절되게 하였다.

미세관의 끝부분은 45o 각도로 기울여 바닥에 닿도록 하였다. 미

세관의 끝을 세포 근처에 위치시키기 위해 현미경 하에서 미세

조절장치(micromanipulator)를 사용하였다. 용액 저장고의 높이

400 mm에서 실린더 형태의 관 내부에서 흐르는 액체의 유체 압

력은 아래의 [식 1]로 계산될 수 있으며,17) 400 mm의 저장고 높

이에서는 ∼16 dyne/cm2의 유체압력이 만들어진다.

FP(dyne/cm2)=4µQ/πr3 [식 1]

(여기서, µ는 용액의 점도, Q는 유속(ml/s), r은 튜브의 내부 반경)

공초점 H+ 영상화(imaging) 및 영상 분석

세포막을 투과하는 성격을 가진 carboxy-SNARF-1 AM

(Invitrogen, Eugene, OR, 미국) 형광 지시약을 10 µM 농도로

10분간 실온에서 세포에 처리하였다. 아르곤/크립톤(Ar/Kr) 이온

레이저(Omnichrome)를 이용하여 540 nm 파장의 빔(beam)을 도

립현미경(inverted Leica DM IRBE) 대물렌즈를 통해 세포에 쪼

여 주어 형광의 들뜸을 유도하였으며, 형광 여기(emission)는

590±5 nm과 640±5 nm 두 파장에서 공촛점영상화 시스템(TCS

SP1, Leica, 독일)을 이용하여 측정하였다. 이차원 영상은 TCS

NT 프로그램(Workstation용, Leica)으로 기록하였으며, LCS Lite

소프트웨어(Leica)로 분석하였다. 공촛점영상화 실험에는 60배

oil-immersion 대물렌즈(Plan Apo, 개구수 1.3)를 사용하였다.

(590 nm에서의 형광)/(640 nm에서의 형광) 값은 H+ 농도가 증

가할수록 증가한다. 이 값을 pH 값으로 전환하기 위해, 기존에

보고된 nigericin 보정(calibration)법을 사용하였다.18) 보정에 사

용된 용액에는 기본적으로 140 mM KCl, 1 mM MgCl2, 0.5 mM

EGTA, 0.01 mM nigericin이 포함되어 있으며, pH 5.5 용액을

제조하기 위해 20 mM Mes(2-(N-morpholino) ethanesulphonic

acid)를, pH 9.5 용액을 제조하기 위해 20 mM Tris(2-Amino-2-

(hydroxymethyl)-1,3-propanediol)를 각각 더 첨가하였다.

HOE642((4-isopropyl-3-methylsulfonyl-benzoyl)-guanidine

methane sulfonate)는 Sanofi-Aventis(Deutschland GmbH, 독일)

로 부터 제공받았다. HOE642는 세포 외액에 녹여 실험 목적에

따라 유체 압력 장치 혹은 superfusion 방식으로 세포에 처리하

였다.

모든 실험은 실온(22~25oC)에서 시행하였다.

통계 분석

실험 데이터의 수치들은 평균±표준오차(standard error of

mean, SEM)로 요약되었고, 통계학적인 비교는 "t-test"로 이루어

졌다. P 값이 0.05 미만일 때 통계학적으로 유의한 차이가 있는

것으로 판단되었다.

실험결과 및 고찰

H+ 지시약으로 loading된 분리한 심실근세포를 세포 챔버에

안착한 후 2 mM Ca2+이 포함된 tyrode 용액(pH=7.4)으로 계속

superfusion 시켰다. 유체 압력 처리를 위해 미세관을 단일 세포

근처에 위치시킨 후(자세한 설명은 실험 방법을 참조), 약 16

dyne/cm2의 유체 압력을 단일 심실근세포에 자동 개폐장치를 사

용하여 처리하였다(실험 방법 참조). Fig. 1은 심실근세포에 유체

압력을 가할 때 시간에 따라 변화되는 세포내 pH를 보여주고 있
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는데, 유체 압력이 세포내 H+ 농도를 증가시킴을 잘 보여주고

있다. 여러 심실근세포에서 유체 압력을 처리한 결과 모든 세포

에서 pH가 가역적으로 감소하였고, 그 감소 정도는 0.07±0.01

(n=16, P<0.001) 이었다.

세포내 H+의 농도가 증가하면 증가된 H+을 세포 외로 제거

하는 기전이 작동될 가능성이 크다. 이러한 기전에는 세포막에

존재하는 Na+-H+ 교환체와 Na+-HCO3
- 교환체가 있다.19) 본 실

험에서는 HCO3
- 완충액을 사용하지 않고 대신 HEPES 완충액

을 사용하였기 때문에, 이 두 기전 중 Na+-H+ 교환체가 작동할

것으로 예상된다.19) 유체 압력에 의해 발생한 세포내 H+ 농도

증가가 Na+-H+ 교환체의 활성에 영향을 미치는지 알아보고자,

Na+-H+ 교환체에 대한 선택적인 억제제 HOE642를 사용하여

다음 실험을 진행하였다. 유체 압력을 처리하여 심실근세포 pH

가 감소된 것을 관찰한 후, HOE642(10 µM)를 유체 압력이 계

속 존재하는 상태에서 더 처리 하였을 때, pH가 보다 현저히 더

감소됨을 관찰하였다(감소량: 0.12±0.01 pH units, n=14, P<

0.001; Fig. 2A). 그러나 흥미롭게도, HOE642는 단독으로는 심

실근세포 pH에 현저한 영향이 없었다(Fig. 2B). HOE642는 Na+-

H+ 교환체를 억제하여 H+이 세포 밖으로 제거되지 못하도록 할

것으로 예상되며, 이 때 H+ 농도는 증가될 것이다. 이 실험 결

과는 평소 아무런 자극이 주어지지 않은 상태에서는 Na+-H+ 교

환체의 활성이 매우 낮기 때문에, 이 단백질을 억제하여도 현저

한 차이가 없음을 알 수 있다. 반면, 유체 압력 하에서는 세포내

에 누적된 많은 양의 H+이 이 단백질의 활성을 증가시켜 세포

내 pH의 과도한 증가를 방지해 줄 것으로 생각된다. 따라서 유

체 압력 하에서는 HOE642에 의해 Na+-H+ 교환체가 억제되면,

더욱 더 pH가 감소될 것이다.

이러한 가설을 검증하기 위해, 다음 실험에서는 Na+-H+ 교환

체를 먼저 억제한 후 유체 압력에 의한 pH 변화를 고찰하였다.

HOE642를 처리하였을 때 위에서 관찰한 바와 같이 pHi에는 현

저한 변화가 없었다. HOE642를 약 8분간 처리한 후, 동일한 강

Fig. 1 − Effect of fluid pressure (FP) on intracellular pH (pHi) in a

rat ventricular myocyte. The trace shows a representative

time course of pHi change during the exposure to FP

(~16 dyne/cm2). FP decreased pHi reversibly. Square box

under the trace indicates the period of FP exposure. FP

was applied onto the single myocytes using electronically

controlled microbarrel system (see Materials and Methods).

Dashed line displays an extrapolated curve fitted to the

gradual change of pHi under control condition.

Fig. 3 − Higher effects of FP on pHi in HOE-pretreated rat ventricular

myocytes. Panel A shows intracellular acidosis induced by

FP in an HOE (10 µM) pre-incubated cell. Square boxes

under the trace indicate the periods of interventions.

Dashed line displays an extrapolated curve fitted to the

gradual decrease of pHi under control condition. Panel B

illustrates mean changes in pHi during FP (~16 dyne/cm2)

in cells with (n=6) and without (control conditions; n=16)

pre-incubation with HOE. HOE did not change pHi by

itself, but FP-induced acidosis was significantly lager in the

presence of HOE than in the absence of HOE. HOE

(10 µM) was applied for 7~8 min before the application of

FP. **P<0.01 vs. 'Without HOE'.

Fig. 2 − Effects of inhibition of Na+-H+ exchanger (NHE) on pHi in

the presence (A) and absence (B) of FP in rat ventricular

myocytes. To inhibit the NHE 10 µM HOE642 (HOE) was

used. Panel A and B show representative traces of pHi in

each experiment. Square boxes under the trace indicate

the periods of interventions. Dashed line displays an

extrapolated curve fitted to the gradual change of pHi

under control conditions.
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도의 유체압력을 가하였을 때 측정된 pH의 변화(0.13±0.01 pH

units, n=6)가 HOE642를 전처리하지 않은 세포에서 보다 약 2

배 더 크게 나타났다(P<0.01; Fig. 3). 이 결과는 유체 압력 시

증가된 세포내 H+들이 Na+-H+ 교환체에 의해 세포 외부로 제

거되었을 가능성을 보여주고 있다.

결 론

본 연구에서는 분리한 흰쥐 심실근세포에서 유체 압력이 pH

를 감소시킴을 보여주었다. 이러한 세포내의 산증은 이전에 보

고된 유체 압력에 의한 L형 Ca2+ 통로 불활성화의 가속화를 설

명할 수 있는 한 기전이며, 이에 대한 자세한 연구가 앞으로 필

요할 것이다. 본 연구 결과는 또한 유체압력에 의해 심실근세포

Na+-H+ 교환체의 활성이 증가할 가능성을 보여주고 있다. 본 실

험 결과들로 미루어, 이러한 Na+-H+ 교환체의 활성은 유체 압

력에 의해 증가된 H+들을 세포 밖으로 제거하는 역할을 할 것

으로 사료된다.
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