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Background: Cardiac atrium is an endocrine gland secreting a family of natriuretic peptides.
The secretion of atrial natriuretic peptide(ANP) has been shown to be controlled by variable
factors. The change in atrial dynamics have been considered as one of the most prominent
stimuli for the stimulation of ANP secretion. Hypoxic stress has been shown to increase
cardiac ANP secretion. However, the mechanism by which hypoxia increases ANP secretion
has not to be defined. Therefore, the purpose of the present study was two-fold: to develop
a protocol to define the effect of hypoxia on ANP secretion in perfused beating rabbit atria
and to clarify the mechanism responsible for the accentuation by hypoxia of ANP secretion.
Material and Method: Experiments have been done in perfused beating rabbit atria. ANP
was measured by radioimmunoassay. Result: Hypoxic stimulus with nitrogen decreased atrial
stroke volume. The decrease in atrial stroke volume recovered basal level during the period
of recovery with oxygen. ANP secretion and the concentration of perfusate ANP in terms of
extracellular fluid(ECF) translocation which reflects the rate of myocytic release of ANP
were increased by hypoxia and returned to basal levels during the recovery. Changes in ECF
translocation paralleled to that of atrial stroke volume. At the start of recovery in atrial
stroke volume, ECF translocation increased for several minutes. The above responses were
stable and reproducible. Glibenclamide treatment prevented the recovery in atrial stroke
volume. Increments by hypoxia of ANP secretion and ANP concentration were suppressed by
glibenclamide. Conclusion: These results indicate that hypoxia increases atrial myocytic ANP
release and that the mechanism responsible for the accentuation is partially related to the
change in K+ATP channel activity.

(Korean Thorac Cardiovasc Surg 2000;33:398-406)
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서 론

심장의 심방은 심방이뇨 호르몬(atrial natriuretic peptide,

ANP)을 합성하고 분비하며, 이 호르몬은 혈장에 적당한 농

도로 유지되고 신장과 혈관 등 여러 기관에서 이 호르몬 특

이적인 수용체를 통하여 그 기능을 나타내고 있어 심장은

내분비 기관으로 인식되었다1). 처음의 인식과는 다르게 심방

뿐만 아니라 심실도 소량의 심방이뇨 호르몬을 분비하고 있

음이 알려졌으며 더욱이 허혈성 심장질환이나 심장비대를

동반하는 병태 생리에서는 심방이뇨 호르몬의 심방으로부터

분비가 촉진됨이 관찰되었다2). 심방이뇨 호르몬의 심방으로

부터 분비는 여러조절 요인에 의하여 촉진됨이 알려져 있으

나 가장 보편적인 요인은 심방의 기계적 용적 변동으로 간

주되고 있다3 5). 이와 관련하여 Ca2+에 의한 심방이뇨 호르

몬 분비 조절은 대단히 흥미로운 분야이다. 현재까지, Ca2+에

의한 심방이뇨 호르몬 분비 조절은 분비를 촉진시킨다는 주

장6,7)과 Ca2+은 심방이뇨 호르몬 분비에 억제적인 요인이라는

주장8,9)등이 있어 아직 확실한 이론이 없다. Cho 등10) 은 심

방이뇨 호르몬 분비가 심방의 용적 변동(atrial stroke volume)

에 의존적으로 촉진되며 이러한 때에는 심방근 세포외액 이

동량(extracellular fluid(ECF) translocation) 의 증가가 동반되는

사실로부터 심방이뇨 호르몬 분비를 두 과정으로 설명하였

다. 즉, 심방근 세포로부터 유리의 단계와 유리된 호르몬 분

자의 심방근 세포외액과 함께 하는 심방강내로의 이동의 단

계로 설명하였다(two-step sequential mechanism). 이 후자의

ECF 이동의 단계는 심방근수축에 의한 심방근 세포외액의

convection으로 설명하여10,11) Ca2+ 의존적인 과정으로 제안하

였다. 그러나 그들은 심방이뇨 호르몬의 첫 단계인 심방근

세포로부터 유리의 단계는 Ca2+에 의하여 억제적으로 조절

받는다고 주장하였다9).

Baertschi등12)은 Langendorff 심장모형에서 허혈성 자극이

심방이뇨 호르몬 분비를 촉진함을 발견하고, 이는 심방으로

부터의 분비 증가가 주원인 일 것이라 주장하였다. 그러나,

허혈성 자극에 의한 심방이뇨 호르몬 분비 증가의 기전은

심방뿐만 아니라 심실에서도 관찰되었으며13), 다른 연구자들

에 의하여 다시 확인되었다14 17). 허혈성 자극에 의한 심방이

뇨 호르몬 분비의 촉진은, 이 호르몬의 신호전달 조절에 의

하여 심실근 세포내 cGMP 생성을 촉진하고 이로부터 세포

내 Ca2+ 환경을 재조정 함 으로써, 허혈성 자극에 의한 심장

의 손상을 보호할 것이라는 가정이 제시되었다14). 그러나, 허

혈에 의한 심방이뇨 호르몬 분비 촉진 기전은 아직 밝혀지

지 않았다. Xu 등15) 은 K+ATP 통로와 관련이 있을 것이라고

제안하였으나 아직 규명되지 않았다. Baertschi 등12) 은 허혈

성 자극에 의한 심방이뇨 호르몬 분비 촉진을 처음 발견 한

후, 다른 연구15)에서 K+ATP 통로 차단제에 의한 심방이뇨

호르몬 분비의 촉진을 주장하고 있다.

저자들은 심방이뇨 호르몬 분비 조절에 관한 Cho 등10,11)

에 흥미를 갖고, 허혈성 자극에 의한 심방이뇨 호르몬 분비

촉진의 기전이 심방 세포의 이온 통로 특성과 어떠한 관련

이 있는지 규명하고자 하였으며, 또한 박동하는 관류 심방에

서 허혈성 자극에 의한 심방이뇨호르몬 분비반응의 연구에

적합한 실험과정과 실험모형을 제안하고 위의 허혈성 자극

에 의한 심장호르몬 분비 촉진의 기전을 밝히고자 하였다.

대상 및 방법

박동관류심방모형

실험동물은 1.8 2 kg의 New Zealand White 계 가토를 이

용하였다11). 가토를 thiopental sodium(30 mg/kg)으로 마취한

후 출혈시켜 희생시키고 개흉하여 심장을 적출하였다.

심장을 36.5 의 산소가 포함된 생리적 식염수에 옮기고

좌측 또는 우측 심방을 조심스럽게 분리하였다. PE

(polyethylene)관 2개를 그 내부에 매몰시켜 만든 외경 4 mm

의 투명한 캐뉼러를 심방내 2.5 mm깊이까지 위치하도록 고

정하였다. 투명한 캐뉼러는 눈금을 세기며 내부에 전장자극

을 위하여 백금선을 매몰하였다. 관류액의 유출은 이 캐뉼러

를 통하였다. 내부 PE관 중 하나는 영양액을 심방내로 주입

하는데, 또 다른 하나는 심방내 압력을 측정하는데 사용하였

다. 투명한 캐뉼러가 고정된 심방은 36.5 의 2중 organ

chamber에 옮겨 고정하며 전기 자극기로 적정하게 자극하였

다(duration 0.3 0.5 msec, voltage 역치의 2배, 20 30 V, 6.1

cmH2O distension)(Fig. 1). Organ chamber내에는 관류액과 동

일 한 조성의 용액으로 채우며 organ chamber는 회전(axial

rotation)이 가능하여 심방의 용적 크기를 변형할 수 있게 하

였다. 산소는 organ chamber 내부의 실리콘 관(silicon tube)으

로 공급하였다. 관류액은 박동성 펌프(peristaltic pump) 로 계

속 주입하며, 실리콘 관을 통하여 gas mixing chamber 내에서

산소를 공급하였다. 관류액은 HEPES완층액으로 조성(mM)은

다음과 같다. 즉 NaCl 118, KCL 4.7 CaCl2 2.5, MgCl2 1.2,

NaHCO3 25, glucose 10, bovine serum albumin(BSA) 1%, 그리

고 HEPES 10(NaOH로 pH 7.4) 이다. 관류액의 주입속도는

1.25 ml/min로 하였다. 관류박동심방은 ANP분비가 일정하게

되고 심낭강(pericardial space)에 첨가한 3H-inulin(심방근세포

외액의 이동량 측정을 위하여)의 세포외강(extracellular space,

ECS) 내로의 평형 분포가 되도록11) 약 30분 동안 관류시키면

서 기다렸다가 실험하였다. 심방으로부터의 관류액은 얼음물

에 넣어 둔 실험관에 2분 간격으로 수집하였다. 5 10회 채

집한 후 관류액과 산소의 공급을 차단하고 20 50분 동안 허
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혈상태를 유발시켰다. 이후 다시 산소와 관류액을 공급하고

관류액을 채집하였다. Glibenclamide는 관찰 20 분 전에 투여

를 시작하였다. 허혈상태의 유지 기간 동안 관류를 지속하는

경우에는 관류액의 용존 산소를 질소로 철저하게 추출하였

고 관류의 전 과정에서 산소의 노출을 최소한도로 줄여서

진행시켰다. 2분 동안에 분비된 ANP의 양은 그 농도와 관류

액의 관류 속도를 곱하여 ng ANP/ 2 min 으로 계산하였다.

실험이 끝난 후 조직의 무게를 측정하며 관류액내의 ANP

농도는 실험 당일에 측정하였다.

저산소(Hypoxia)에 대한 관류심방의 반응성의 지표로서 심

방 1회 수축량(atrial stroke volume, Vs) 또는 atrial work(Vs

심박수)와 ANP 분비량의 변동을 이용하였다. 또한 이 연구

에서는 좌우심방 사이에 반응성에 차이가 있는지를 동시에

탐색하였다.

심방근 세포 외액 이동량의 측정

세포외액 이동량은 3H-inulin 을 표식자로 사용하며 청소율

(clearance)을 측정함으로서 정량화 하였다11). 청소율은 다음

의 공식에 의하여 산정 하였다.

ECF translocation to atrial lumen (ul/2 min/g)=

total radioactivity ( cpm / 2min / g)
r adioactivity of per icar dial reservoir ( cpm / u l)

tissu e weight( m g ) 1000

심방이뇨호르몬 유리량 즉 심방이뇨호르몬 농도의 측정은

심방이뇨호르몬 의 심방내 분비량을 그 때의 심방근 세포외

액 이동량으로 나누어 산정하였다10,11).

심방이뇨호르몬 (ANP)의 방사면역측정법

심방이뇨호르몬 농도의 측정은 앞서 발표한 Cho 등11)의

방법에 의하여 측정하였다.

심방이뇨호르몬 항체의 제조는 atriopeptin (AP )를 항원

으로 사용하며, carbodiimide 방법에 따라 atriopeptin 를

bovine thyroglobulin 과 conjugation시켜 동량의 Freund' s

adjuvant 와 잘 섞어 6주간 1주 1회씩 가토의 여러 부위에 주

사하였다. 채혈은 2주 후부터 행하여 정량화 하며, 혈장은 5

6 30분동안 비활성화(inactivation)하여 사용하였다. Titer 가

결정된 AP 의 항혈청은 사용에 편리하도록 소량으로 나누

어 -70 에 보관하였다.

125-IAP 를 위한 iodination 은 chloramine-T 방법에 의해

실시하였다. 즉 sodium phosphate buffer(pH 7.4, 0.5 M) 25 ul

가 들어있는 Eppendorf tube에 5 ul의 AP (Peninsula Labo-

ratories) 5 ug/5ul 와 sodium iodide-125(1 mCi/10 ul, Amersham)

10 ul를 가하였다. Iodination하기 직전에 chloramine-T(1 mg/ml)

10 ul를 가한 후 실온에서 40초간 조심스럽게 피펫(pipette)으

로 혼합하고, sodium metabisulfite 대신 30% BSA 200 ul를 넣

어 반응을 정지시킨 후 Sephadex G-25 column에 조심스럽게

가하고 0.1 N acetic acid 로 0.5 ml/min의 속도로 용리(elution)

하였다. 용리 완충액(Elution buffer)은 0.3% BSA, 0.3%

lysozyme과 0.1% glycine 을 포함한 0.1 N acetic acid이며, 분

할(fractionation)을 위한 tube에는 200 KIU/ml의 aprotinin이 함

유된 용리 완충액(elution buffer) 3 ml를 가해, 높은 방사성

(radioactivity)에 의한 AP 의 파괴를 방지하였다. 약 1 ml 씩

분할(fractionation) 한 직후 잘 혼합하여 25 ul 속에 들어있는

400
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방사성(radioactivity)를 측정하고, iodinated AP 의 정점에 해

당하는 분획(fraction)은 1,000,000 cpm/tube가 되도록 나누어

-70 에 보관하였다. 사용하기 전 HPLC를 이용하여 재정제

하였다. Reverse phase HPLC는 0.1% trifluoroacetic acid (TFA)

가 들어있는 20% acetonitrile 용액에서 60% acetonitrile (in

0.1% TFA)용액으로 40분동안 linear gradient 로 하며 속도는

1 ml/min로 하였다. 1분 간격으로 분획한 시료내의 방사성

(radioactivity)을 측정하여 심방이뇨호르몬의 peak 를 모아

Speed-vac evaporator로 건조하였고, 한 튜브당 10,000 cpm 이

되도록 하여 사용하였다.

심방이뇨호르몬의 방사면역측정(radioimmunoassay)은 0.2%

neomycin, 10-3 M EDTA, 50 BAEE/ml SBTI 0.02% sodium

azide 및 1% BSA 를 포함한 0.1 M Tris-acetate buffer(pH 7.4)

를 사용하였다. 관류액 내 ANP는 추출 과정을 거치지 않고

직접 측정하며 equilibrated radioimmunoassay에 의하였다.

bound form 과 free form 의 분리는 charcoal suspension 을 사

용하였다.

통계처리

허혈성 자극 전 후의 통계적 유의성은 one-way ANOVA

with Bonferroni' s multiple comparison test 로 검증 하였다. P <

0.05를 그 유의성의 한계로 하였으며, 결과의 표현은 means

+SE 로 하였다.

결 과

(I) 허혈성 자극 실험이 가능한 박동관류 심방모형 : 허혈성

자극에 의한 ANP 유리의 특성

좌심방에 hypoxia를 일으킬 목적으로 관류액의 산소공급을

중단하였으나 심방 구출량(atrial stroke volume) 이나 ANP 분

비 반응성에 큰 영향을 미치지 않았으며 이때 관류액 내 산

소 분압의 현저한 감소를 관찰하지 못하였다. 이는 우리들이

사용하는 관류 심방 모형에서 심방을 담고 있는 organ

chamber의 특성(Fig. 1) 때문으로 해석하여 다음 과정에서 산

소 공급의 차단과 동시에 영양액 관류를 중지시켰다. 이 방

법은 Fig. 2에서 보는 바와 같이 저산소 기간 동안은 호르몬

측정을 위한 시료의 채취가 가능하지 않으므로 재 관류시작

첫 10분간의 변동과 그 직후 10분(recovery) 그리고 대조기간

동안의 변동을 상호 비교하였다. 영양액 재 관류가 시작되면

곧 이어 관류액 내 심방이뇨호르몬 분비의 현저한 증가를

보였다. 이 기간동안 심방구출량(atrial stroke volume)은 약간

감소하였으며 회복기간 동안 이 반응은 지속하였다. 우리는

이 연구에서 ANP 분비과정을 세포외액 이동 (ECF

transloction) 의 특성과 관련지어 관찰하였다. 그 결과 재 관

Fig. 2. Repre sentative tracing for the effect of hypoxia on

ANP secretion and atria l dynamics in beating left atria

(0.8- 2.0 Hz). Hypoxia wa s induce d by omission of oxygen

s upply, during which a tria l perfus ion was stopped. Time

la psed for 30- 50 min betwe en fraction numbe r 10 and 11.

Each fractions a re 2 min period.

류시작 직후의 심방이뇨호르몬 분비의 항진은 세포외액 이

동의 증가를 동반하였다. 즉, 이 실험결과는 재 관류 직후 증

가하는 심방이뇨호르몬은 심방 세포외액에 유리되어 축적된

(관류정지 기간동안) 심방이뇨호르몬의 씻겨나감(washout)에

기인할 것이라는 추측을 가능하게 하는 것이다. 우리는 이를

분석하고자 하여 분비된 심방이뇨호르몬 양을 그때의 세포

외액 이동(ECF translocation) 양으로 보정 하였다. 즉 세포외

액 이동(ECF translocation)으로 보정한 심방이뇨호르몬 분비

량, 심방이뇨호르몬 농도는 재관류 시작 직후와 그 후 10여

분 동안 증가함이 관찰되었다. 이러한 실험 결과는 심방근

세포로부터의 심방이뇨호르몬 유리는 저산소(hypoxia)에 의

하여 증가함을 보이는 것이다(Figs 2, 3). 영양액 관류의 정지

와 저산소는 재 관류시 심방수축력(atrial work)의 감소와 이

때 심방이뇨호르몬 분비의 증가를 일으켰다(Fig. 3A, B). 재

관류 20분때 까지도 심방수축력은 회복되지 않았으나 심방

이뇨호르몬 분비증가 반응은 대조기간 때의 수준으로 회복

되었다(Fig. 3A). 심방이뇨호르몬 분비 증가는 세포외액 이동
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Fig. 3. Effect of hypoxia on ANP

s ecre tion and ECF translocation

in te rms of a tria l work load in

be ating left atria . Hypoxia shifted

the relations hip between ANP

s ecre tion and ECF translocation

upward. Hypoxia, firs t 10 min of

reperfusion; recovery, next 10- 20

min of reperfusion.

Fig. 4. Effect of hypoxia on ANP

s ecre tion and ECF translocation

in beating right atria . Other

le gends a re as in Fig. 3.

의 증가를 동반하였다(Fig. 3B). Fig. 3C는, 심방이뇨호르몬

분비는 세포외액 이동에 의존적이며 허혈성 자극에 이러한

상관성이 상방 이동함을 보여주는 것이다. 이 실험과정에서

우리는 저산소 과정 중에 일어나는 심장호르몬 분비 특성

분석이 가능하지 않음을 해결하고자 하여 후술하는 바의 실

험방법을 확립하였다.

허혈성 자극에 대한 심방의 반응에 좌우 심방사이에 차이

가 있는지 밝히고자 하였다. 영양액 관류의 정지에 의한 허

혈성 자극에 대한 심방의 반응은 우심방에서도 유사하게 관

찰되었다. 재관류 첫 10분과 다음 10분동안 atrial work는 감

소되어 나타났으며(Fig. 4A, B) 심방이뇨호르몬 분비는 현저

하게 증가 되었다(Fig. 4A). 심방이뇨호르몬 분비의 현저한

증가는 세포외액 이동의 증가를 동반하였다(Fig. 4B). 심방이

뇨호르몬 분비는 세포외액 이동에 의존적이었으며 허혈성

자극은 그 상관관계를 상방 이동시켰다(Fig. 4C). 그러나, 우

심방의 저산소 효과는 좌심방에 비하여 덜 현저 하였다.

우리는 앞서의 허혈성 자극 방법에서 ANP 분비반응이 대

단히 신속하게 나타날 것이라 추측하였다. 따라서 영양액 관

류 정지 없이 허혈성 자극을 일으킬 수 있는 실험과정을 고

안하였다. 즉 산소공급의 정지와 함께 관류액내 용존하여 있

는 산소를 탈취 하고자 하여 미리 질소가스로 충진 하였으

며, 심방을 담고 있는 organ chamber를 질소가스로 충진시키

므로서 신속한 허혈성 자극을 가할 수 있었다. Fig. 5A는 이

방법에 의한 심방역동성의 변동을 보여주는 것이다. 심방 구

출량(Atrial stroke volume)은 허혈성 자극 시작 2 4분 때에

감소하기 시작하였다. 저산소증에 의한 심방구출량의 감소는

반복적으로 나타났으며, 재산소화(reoxygenation) 2 3분 때에

회복 하기 시작 하였다. ANP 분비량은 심방구출량의 현저한

감소와 함께 변화를 보였으며 재산소화(reoxygenation) 직후

심방구출량의 회복과 함께 ANP 분비량의 현저한 증가를 일

으켰다(Fig. 5B). ANP 분비는 심방의 용적변동(atrial stroke

volume)에 의존적이므로 용적 변동량을 보정 하므로서 ANP

분비의 특성을 분석하였다. Fig. 5C는 허혈성 자극에 의한 겉

보기 ANP 분비량의 감소에도 불구하고(Fig. 5B), 심방근 세

포로부터의 유리의 양은 현저하게 증가함을 보여주는 것이

다. 허혈성 자극에 의한 현저한 심방의 용적변동의 감소에도
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Fig. 5. A. Effe ct of K+ATP channe l inhibitor, glibe nclamide , on the hypoxia - induced change s in atria l s troke volume in beating

atria . The va lues are e xpress ed a s pe r ce nt cha nge to the values obtained a t control periods. Hypoxia decrease d atria l s troke

volume reversibly. Gibenclamide aggra vated hypoxia- induced inhibition of a tria l s troke volume in a dos e- depende nt manner.

Clos ed rectangular, hypoxia; open recta ngular, reoxygena tion; bar, glibenclamide infusion. Number of experiments , 3- 6. B. Effect

of hypoxia on ANP secretion. Hypoxia resulted in a n apparent inhibition of ANP secretion followed by an increas e during the

reoxygena tion. Pre treatment with glibencla mide (10- 7 M) blocked the increase in ANP s ecretion observed during reoxygenation. C.

Effect of hypoxia on the concentration of ANP in terms of ECF tra nslocation which reflects the ra te of atria l myocytic releas e of

ANP into the inters titium.

Fig. 6. Effect of hypoxia on ANP secretion, ECF

trams loca tion and a tria l dynamics in beating atria . The

response to hypoxic stress was reversible . The responses are

expres sed as per cent changes to the values obtaine d at

control pe riod.

불구하고 ANP 분비량의 현저한 증가를 일으켰다. 즉, 허혈

성 자극기간 동안 뿐 만 아니라 재산소화 기간 동안에도

ANP 분비량은 증가 하였다. 이러한 반응은 반복적으로 재현

되어 나타났다(Fig. 6).

(II) 허혈성 자극에 대한 ANP 분비 증가 반응에서 K+ATP 통

로의 역할은 무엇인가

Kim 등18)은 기계적 자극에 의한 심방 ANP 유리증가가

K+ATP 통로 차단에 의하여 억제됨을 관찰하였으며, 그 억제

기전에는 L-type Ca++ channel을 통한 Ca++ influx 의 증가가

관련된다고 주장 하였다. 허혈성 자극에 의한 ANP 분비 촉

진의 과정에 K+ATP통로가 관련 되어 있는지 구명하고자 하여

glibenclamide에 의한 심방역동성(atrial dynamics)과 세포외액

이동량 및 ANP 분비 반응의 변동을 관측 하였다. Fig. 5A 는

허혈성 자극에 의한 심방의 용적변동의 감소와 여기에 미치

는 glibenclamide(10-8, 3 10-8, 10-7M)의 영향을 관찰한 결과

이다. 허혈성 자극은 심방의 용적변동의 감소를 이르켰으나,

재산소화 직후 86 96%의 회복을 보였다. 즉 허혈성 자극은

14 4%의 기능적 손상을 일으켰다. 대조군에서는 허혈성 자

극에 대한 반응이 반복적 이었다(96 94%). 그러나 glibencl-

amide 투여는 재산소화(reoxygenation)후 심방의 용적변동의

회복을 억제 하였다. 즉 glibenclamide 10-8M 은 평균 92%에

서 89% 로; 3 10-8M 은 94%에서 73% 로; 10-7M 은 86%에

서 52% 로 그 회복을 억제하였다. Glibenclamide 전처치는 심

방의 용적변동의 재산소화후 회복율을 억제시키는 효과와

비슷하게 ANP 분비반응의 억제를 일으켰다(Fig. 5B). 즉 재

산소화 후 현저한 증가를 보이던 ANP 분비는 glibenclamide

(10-7M) 전처치에 의하여 억제 되었다. Fig. 5A에서 관찰된

바와 같이 glibenclamide 전처치는 재산소화에 의한 심방의

용적변동의 회복을 현저하게 억제(특히 10-7M의 glibencl-

amide 에서는 그 회복이 52%에 머물렀음) 하여 관류액 내

ANP 분비가 감소 되었을 수 있으므로(Fig. 5B), 심방 용적의

변동을 보정하여 ANP유리 특성을 분석하였다. Fig. 5C 에서

보는 바와 같이 glibenclamide 전처치 때에도 허혈및 재산소

화에 의한 ANP유리 증가 반응은 지속되고 있음을 알 수 있

었다. 이러한 현상은 Fig. 7 에서 보는 바와 같다. 허혈은

ANP 분비와 ANP 농도의 현저한 증가를 이르켰다.
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Fig. 7. Effect of glibenclamide(10- 7 M) on the

hypoxia- induced responses in ANP se cretion, ECF

trans location, ANP concentration and atria l dynamics in

beating a tria(n = 5). A, control experiments; B, 20 min prior

treatment of glibencla mide.

재산소화때 심방의 용적변동의 증가와 동반하여 관찰된 세

포외액 이동량의 증가는 부분적으로 ANP 분비증가와 관련

이 있었다. 이러한 사실은 ANP 분비량을 세포외액 이동량으

로 보정한 ANP 농도의 변동에서 유추 되었다. Glibenclamide

전처치때에는 허혈에 의한 ANP 분비 증가의 감약에도 불구

하고 ANP 농도의 지속적인 증가가 있었다. Glibenclamide 는

허혈에 의한 호르몬 유리 증가 반응을 감약 시켰으며, 심방

역동성의 변동을 강화 시켜 그 회복을 억제 하였다.

고 찰

. 허혈성 자극이 가능한 박동관류 심방 모형

박동하는 심방에서 심방세포로부터 유래하는 물질의 혈장

내로 이동과정을 분석할 수 있는 실험방법과 분석이론이

Cho 등10,11)에 의하여 제안되었다. 즉 심방근 세포에서 합성

되어 혈장내로 분비되는 ANP 는 이단계 연속반응(two-step

sequential mechanism) 에 의하여 조절되는데 첫 단계는 심방

근 세포가 ANP를 세포외액(extracellular space)으로 유리시키

는 단계와, 다음단계는 유리된 ANP 분자와 함께 세포외액

(extracellular fluid)이 심방강내로 이동하는 과정이다. 그들은

첫단계 ANP 유리는 Ca2+에 의하여 억제된다고 주장하며, 두

번째 단계인 심방근 세포의 수축에 의한 세포외액(ECF)의

convective translocation은 궁극적으로는 Ca2+의존적이라고 주

장한다. 따라서 이 이론에 의하면 ANP의 심방강 내로의 분

비 조절에서 심방의 역동성(dynamics)과 세포외액의 이동 변

동이 중요하게 관련된다. 우리는 이 이론에 의한 분석이 가

능한 박동 관류 심방에서 저산소증에 의한 ANP분비 증가

반응을 심방의 역동성 변동과 함께 분석하였다. 관류 모형은

산소 공급의 정지와 질소 가스의 충진 그리고 관류 계통에

산소 접촉의 감소를 통하여 신속한 허혈이 가능하였다. 저산

소증에 의한 심방 역동성의 변동과 호르몬 유리 그리고 세

포외액 이동량의 변동은 반복적으로 관찰 되었다.

II. 박동 관류 심방에서 허혈성 자극에 의한 ANP유리의 특성

허혈성 자극에 의한 심방 구출량의 감소는 대단히 민감하

여 자극 2 4분 때에 감소하기 시작하여 자극기간 동안 지속

적으로 감소하여 재산소화후 2 3 분 때에 다시 회복하기 시

작 하였다. ANP 분비조절 기전의 두 번째 단계인 유리된

ANP 의 세포 외액과의 이동의 단계(ECF translocation) 는 심

방 역동성의 변동과 유사하게 감소를 보였다. 그러나, 재산

소화에 의한 역동성 회복의 시작 때에는 수 분 동안 지속하

는 세포외액 이동양 증가의 현상이 관찰되었다. 겉보기 ANP

분비양과 심방근 세포의 ANP 유리양 변동을 나타내는 세포

외액 이동양으로 보정한 ANP 농도는 저산소증에 의한 증가

후 재산소화때 회복하기 시작하여 원래의 수준으로 복귀 하

였다. 저산소증에 의한 심방 역동성의 감소와 더불어 관찰된

ANP 분비와 심방근 세포 ANP 유리의 이러한 변동은 심방근

세포내 ATP 의 고갈과 관련이 있을 가능성이 높다. 저산소

증에 의한 ANP 분비 증가의 세포내 기전은 아직 밝혀지지

않았다2). Uusimaa 등19) 은 그러한 조절 기전으로서 세포내

에너지 대사와의 관련성을 제시한바 있으며, 이 연구의 결과

는 그러한 추정과 관련되어 해석 될 수 있을 것이다.

이 연구에서 보는바와 같이 ANP 분비 증가의 기전에는 심

방근 세포로 부터 유리의 증가가 내포되어 있는데, 이 증가

는 허혈성 자극에 의한 심방 역동성의 감소에 의하여 나타

나는 ANP 이동양의 감소 때문에 분석에 어려움이 있을 것

이다. 동시에 재산소화에 의한 회복기에 관찰되는 세포외액

이동양 증가에 의한 겉보기 ANP 분비 증가는 세포외액에

추적된 ANP 의 씻겨나감(washout) 에 의한 부분도 포함되어

있을 것이다. 이 문제는 세포외액 이동양을 정량적으로 분석

하여 해결할 수 있었다.
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III. 허혈성 자극에 의하여 촉진된 ANP 분비에 미치는 K+ATP

통로 차단제 의 영향.

박동 심방 관류 모형에서 허혈성 자극은 심방 역동성의

감소와 ANP 분비의 증가를 이르켰다. 허혈성 자극에 의한

K+ATP 통로의 활성화는 알려저 있고20), 허혈성 자극에 의한

ANP 분비 증가의 기전이 K+ATP 통로기능과 관련이 있으며

15), 또한 선행한 연구에서 K+ATP 통로는 ANP 분비 조절에

관련이 있음이 관찰되어18), 허혈성 자극때 관찰 되는 ANP

분비 증가의 기전이 K+ATP 통로 활성과 관련이 있을 가능성

이 있다. 따라서, 우리들은 이 연구에서 K+ATP 통로 차단제

인 glibenclamide를 사용하여 그 가정을 검증하였다.

Glibenclamide 전처치는 허혈성 자극후 재산소화때 회복되

는 심방용적 변동양의 변동을 현저하게 억제하였다. 이때,

허혈성 자극에 의한 겉보기 ANP 분비와 ANP 농도의 증가

반응은 억제되었으나 소실 되지는 않았다. 이러한 사실은,

허혈성 자극에 의하여 항진된 ANP 유리 기전에는 K+ATP 통

로 의존적인 부분과 그렇지 않은 부분이 존재 한다는 가능

성을 제시 하는 것이다. 그러나, 만일 허혈성 심방에서

glibenclamide 에 대한 K+ATP 통로의 반응성에 변조가 와 있

다면 상술한 바의 해석은 달라 질 수도 있을 것이다. 즉,

K+ATP 통로 개구자(opener)의 사용 때와 허혈성 자극에 의한

K+ATP 통로의 개구 때 glibenclamide 의 효과가 다를 수도

있어21 23), ANP 분비에 대한 glibenclamide 의 억제 효과가 현

저하지 않을 수 있다는 가정이다. 또 다른 하나는,

glibenclamide 에 의한 부분적이 ANP 분비 억제가 K+ATP 통

로 차단에 의한 탈분극과 이에 따른 심방근 세포내 Ca2+ 농

도 증가에 의한 ANP 유리 억제로서 평행 하는 다른 기전에

의한 ANP 분비 감소 때문 일수도 있다는 점이다. 이 실험

모형에서 Ca2+ 은 ANP 유리를 억제함이 밝혀진 바 있다9).

결 론

이 연구에서 우리는 앞으로의 연구에 유용하게 응용될 수

있는 허혈성 박동 관류 심방 모형을 완성하였다. 이 관류모

형에서 허혈성 자극은 심방의 역동성 감소와 ANP 분비 반

응의 항진을 일으켰고 이 자극과 반응은 반복적으로 재현

되었다. 심방의 역동성이 제한 받는 허혈성 자극에 의한 심

방호르몬 분비 특성 분석에는 심방세포외액의 이동특성 분

석이 필수적이다. 허혈성 자극에 의한 ANP 유리 촉진의 기

전에 K+ATP 통로의 관련성 만으로 모두 설명되지 않는 부분

이 있으나 최소한 부분적으로는, K+ATP 통로의 개구가 관련

되어 있음을 발견하였다.
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중심단어: 1 . 심방

2. 심방이뇨호르몬

3. 허혈성 자극

4. 방사면역 측정법, 호르몬 분비

=국문초록=

연구배경: 심방은 이뇨호르몬을 분비하는 내분비기관으로서의 역할이 있다. 심방이뇨호르몬의 분비는 여러

가지 요소들에 의해 조절된다. 심방의 혈역학적 변화는 심방이뇨호르몬 분비에 가장 큰 영향을 요소중의 하

나로 알려져 왔다. 허혈성 자극 또한 심방이뇨호르몬의 분비를 증가시킨다고 알려져 왔다. 그러나 허혈성 자

극에 의한 심방으로부터 심방이뇨호르몬의 유리 항진의 기전은 밝혀지지 않았다. 이 연구는 박동 가토 심방

에서 허혈성 자극 모델을 만들고 허혈성 자극이 심방이뇨호르몬의 분비에 미치는 영향과 심방이뇨호르몬의

분비항진의 기전을 밝히고자 함이다. 대상 및 방법: 실험은 가토에서 적출한 박동 관류 심방에서 시행되었

다. 심방이뇨호르몬의 정량은 방사면역측정법을 이용하였다. 결과: 질소공급에 의한 허혈성 자극은 심방 구

출량(Atrial stroke volume)을 감소시켰다. 감소된 심방구출량은 산소공급을 재관류함에 따라 회복되었다. 허

혈성 자극은 심방이뇨호르몬의 분비와 심방근 세포의 심방이뇨호르몬 유리를 증가 시켰다.심방이뇨호르몬의

유리를 대비하는 세포외액량의 변화는 심방구출량의 증감과 비례함이 관찰되었다. 심방구출량이 회복되는

시점에서 세포외액량의 이동량이 수 분 동안 증가되었다. K ATP 통로 차단제인 Glibenclamide 는 회복기때

심방구출량의 회복을 억제 하였으며 허혈성 자극에 의한 심방이뇨호르몬 분비의 증가를 감약하였다. 결론 :
이 실험에서 허혈성 자극에 의한 심방이뇨호르몬 유리 항진의 기전에는 그 자극에 의한 K ATP 통로의 개

구가 부분적으로 관여 할 것이라고 추측할 수 있었다.
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