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The purpose of this investigation was to confirm the effect of Nelumbinis Semen on the recovery of the cardiac

muscle activity. We studied the effect of Nelumbinis Semen on the recovery of ischemic SD rat hearts perfused with

Nelumbinis Semen, using a model of ex-vivo perfusion (Non-working Langendorff perfusion system) and working heart

perfusion system at the same time. To explore the effect of Nelumbinis Semen at the level of proteome, two-dimensional

electrophoresis and MALDI-TOF analysis were performed. We found out that the proteins increased after perfusion of

Nelumbinis Semen are Mitochondrial aconitase, ATP synthase alpha chain, Lactate dehydrogenase B, Creatine kinase,

Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, Alpha B-crystallin, Myosin and Heart fatty acid binding protein. Almost, all

of them are concerned with ATP production in the cardiac muscle with glucose metabolism.
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서 론

허혈성 심장질환은 관상동맥의 죽상경화등에 의해 심장 근

육에 대한 혈류가 감소하여 초래되는 심장질환으로 임상적으로

협심증, 심근경색증, 심인성급사 및 심부전 등으로 나타나며 한

의학적으로 胸痺, 胸痛, 厥心痛, 卒心痛, 眞心痛등의 범주에 속한

다1)
. 일반적으로 허혈성 심장질환에는 혈전용해 약물요법 또는

침습적 방법 등의 재관류 요법이 사용되나 재관류 요법은 그 자

체가 조직의 손상을 초래할 수 있다는 실험적 근거가 제시되고

있다2). 기존의 치료법을 보완 할 수 있는 치료약물이 개발된다면

임상치료에 도움이 될 것이다.

蓮子肉은 수련과에 속한 다년생 수생식물인 연꽃(Nelumbo

nucifera Gaertn)의 성숙된 종자를 건조한 것으로, 성미가 甘澁하

고 心脾腎經에 귀경한다. 腎經으로 들어가 益腎 固精시키며, 心

經을 들어가 養心 安神시키며 脾經으로 들어가 補脾 止瀉시키는

효과가 있다3).

Langendorff 실험법은 동물의 심장을 적출하여 비작업성 관

류장치로 연결한 것으로 심장의 산소공급, 관류액 공급, 실험결

과 측정에서 간편성과 정확도를 기할 수 있다4). 최근 한의학에서

도 Langendorff 실험법을 이용한 연구가 활발하게 진행되고 있

다. 현재까지 芎夏湯
5)

, 勝金湯
6)

, 苓桂朮甘湯
7)

, 半夏白朮天麻湯,

瓜蔞薤白半夏湯, 加味瓜蔞薤白半夏湯8), 麝香蘇合元9), 導赤散10)

등을 이용한 處方 위주로 연구가 진행되었으나, 單味를 이용한

실험적 연구나 투여 약재가 효과를 나타내는 작용 기전에 대한

연구는 찾아 볼 수 없다.

분자생물학적인 연구방법 중, 프로테오믹스(Proteomix)기법

을 이용하면 단백질의 발현을 종합적이고 정량적으로 측정할 수

있기 때문에 빠른 시간 내에 특정 단백질의 존재나 그 양을 파악

할 수 있어 특정 질환에서의 단백질변화 관찰이 가능하며11), 이

를 통해 질병의 발현 및 약물 작용 기전을 총괄적으로 이해할 수

있어 유용하게 응용되고 있다12).

이에 저자는 蓮子肉의 심근 보호 효과에 대한 작용기전과

관련된 심장 단백질을 밝혀내기 위하여 흰쥐의 심장에 연자육을

투여한 후 적출하여 프로테오믹스(Proteomix)기법을 이용하여
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다음과 같은 결과를 얻었기에 보고하는 바이다.

재료 및 방법

1. 동물

본 실험에 사용한 雄性 흰쥐(Sprague-Dawley 계)의 체중은

250～300 g이었다. 실험동물의 사육환경은 온도 24～26℃, 상대

습도 50～60%로 유지시켰으며, 자동전원장치에 의해 12시간 간

격으로 사육실의 조명을 통한 명암을 조절하였다. 또한 동물은

cage내에서 음용수와 사료를 자유롭게 섭취할 수 있게 하였다.

실험동물은 각각 蓮子肉을 투여한 실험군(Nelumbinis semen

group)과 관류액만을 이용한 대조군(Control group), 심장 체외

순환 모델을 거치지 않은 정상군(Normal group)으로 분류하였다.

2. 약재와 검액 조제

본 실험에서는 蓮子肉 엑기스(順天堂, Taiwan)를 1 mg/ml

농도로 PBS에 희석하여 사용하였다. 蓮子肉에 포함하는 total

alkaloid의 함량을 측정하고, 이를 다변량 pattern recognition

analysis를 이용하여 Sunten 제품과 蓮子肉 추출물을 비교하여

Sunten 제품의 total alkaloids의 함량치를 비교분석 하였는데 다

음과 같다(Table 1).

Table 1. The comparison results of chromatographic HPLC pattern

analysis of the total alkaloids of Nelumbinis Semen original oriental

medicine(standard, left, 1 mg/ml) and Sunten products(tested

sample, right, 1 mg/ml)

Sample

Simple mean
(Ms)

weighted mean
(Mw)

Matching ratio
(%)

Similarity
(%)

280 nm 280 nm 280 nm 280 nm

NS OOM 1.000±0.000 1.000±0.000 100.0±0.0 100.0±0.0

Sunten
products(b)

1.747±0.040 1.071±0.022 83.3±0.0 62.1±0.8

3. 체외순환 실험모형

본 실험에 이용한 심장체외순환 회로는 변형 Langendorff

순환장치(Modified Langendorff perfusion system)로,

Langendorff에 의해 고안된 비작업성 체외순환장치

(Non-woking Langendorff perfusion system)와 Neeley에 의해

고안된 작업성 체외순환장치(Working heart perfusion system)

를 동시에 부착한 것이다. 비작업성 체외순환장치는 관상동맥 관

류를 통해 심장기능은 유지시키지만 좌심실을 통한 심적출을 없

게 만들어 비작업성 심장 상태를 활용하는 방법으로, 실험초기

15분 및 심근경색유도 후 회복기의 첫 15분 동안 이용하며, 심장

적출시 및 심근경색시의 효소결핍에 대한 심장의 회복을 유도케

한다13).

한편, 작업성 체외순환장치는 Neeley, Chain 등에 의해 고안

된 것으로 심장 상방 20 cm 높이의 좌심방 저류조(Atrial bubble

trap)을 통해 20 cmH2O 압으로 좌심방내 순환되는 좌심방 장치

(Left heart preperation)이다. 대동맥 박출량은 좌심방 내로 유입

된 관류액이 좌심실을 통해 심장박동시마다 100 cmH2O압에 해

당되는 높이의 좌심방 저류조로 분당 20～30 ㎖씩 유출되는 양

으로 측정하였다. 이때 심박동에는 전기적 심실자극장치

(Electrical pacin)는 이용하지 않았다. 작업성 심장은 심근경색

유도전 20분 및 심근경색 유도 후 비작업성 체외순환을 15분간

실시한 다음에 60분간 이용되며 심근경색 유도전후의 심장 회복

상태를 비교하는데 유의하다14). 본 실험에서 대동맥 박출액과 관

상동맥의 관류액은 재순환에 이용하지 않았다. 또 실험 시 심근

경색 후 작업성 심장박동을 실시하였을 때, 심근손상으로 인해

기능이 회복불량상태인 경우에는 비작업성 체외순환으로 유도하

지 않음으로써 각 군이 동일한 조건하에서 실험되도록 하였다.

4. 단백질 분석

1) 시료의 적출

심장 체외 순환 과정이 끝난 후 심장을 곧바로, deep

freezer(UNAIR. USA)에서 -76℃로 급속하게 냉동시켰다. 정상군

은 실험동물과 같은 조건에서 사육한 흰쥐를 2시간 정도 절식시

킨 후 pentobarbital을 5 ㎎/100 g 농도로 복강에 투여하여 마취

시키고 개복하여 적출하였다. 각각 4개의 정상군, 5개의 대조군,

5개의 실험군을 시료 분석에 사용하였다.

2) 시료 용해 및 재수화(Rehydration)

실험 동물의 심장에서 추출한 left ventricle 40 ㎎을 7 M

urea(Amresco Inc. Ohio, USA), 2 M thiourea(Amresco Inc.

Ohio, USA), 100 mM DTE(Amresco Inc. Ohio, USA), 4%

CHAPS(Amresco Inc. Ohio, USA), 40 mM Tris(Amresco Inc.

Ohio, USA), 0.002% bromophenol blue dye(Sigma-Aldrich, St.

Louis, USA)를 함유한 sample buffer 600 ㎕에 넣고, 전체 시료

에 1X DNAese1(Roche Diagnostics Corporation, Indianapolis,

USA), 1X protease inhibitor(Protease Inhibitor Cocktail SetⅠ,

Calbiochem, Darmstadt, Germany)를 첨가하였다. 전체 시료를

얼음 상자를 이용하여 4℃를 유지한 상태에서

homogenizer(Iwaki Pyrex. Ashahi, Japan)를 이용하여 분쇄 하였

다. 전체 시료를 ultracentrifuge(Beckman Instruments Inc. USA)

에서 55,000 rpm으로 1시간 원심분리시키고 상층액을 조심스럽

게 분리하였다.

상층액 5 ㎕에 증류수를 45 ㎕ 넣어서 50 ㎕를 만든 후 이

중 5 ㎕, Bio-Rad Protein Assay 시약(Bio-Rad Laboratories, Inc.

California, USA)200 ㎕, 증류수 795 ㎕ 넣고

spectrophotometer(DU500, Beckman Instruments Inc. Fullerton,

USA)를 이용, 595 nm에서 흡광도를 측정하여 심장 단백질의 농

도를 1.5 ㎍/㎖로 조정하였다.

1.5 ㎍의 정량한 심장 단백질을 600 ㎕의 sample buffer에 첨

가한 시료를 준비하고 Bio-Lyte Ampolite(Bio-Rad Laboratories,

Inc. California, USA) 12 ㎕를 시료에 첨가하였다. 전체 시료를

잘 섞고 centrifuge로 spindown하여 이물질을 가라 앉히고 상층

액만을 분리하였다.

Rehydration tray(Amersham Phamarcia Biotech, Uppsala,

Sweden)에 분리한 상층액 600 ㎕를 넣고, 24 cm의 pH 3-10

non-linear immobilized pH gradient IPG strip(Bio-Rad

Laboratories, Inc. California, USA)을 공기방울이 생기지 않게
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설치하고 mineral oil(Drystrip Cover Fluid, Pharmacia Biotech,

AB, Uppsala, Sweden)로 strip을 덮은 후 24시간 실온에서 보관

하여 재수화시켰다.

3) 이차원 전기영동

재수화된 IPG Strip은 MultiphorⅡ(Amersham Phamarcia

Biotech, Uppsala, Sweden)를 이용하여 100 V에서 1시간, 300 V

에서 1시간, 600 V에서 1시간, 1000 V에서 1시간, 2000 V에서 1

시간, 3000 V에서 22시간 처리하여 등전화(Isoelectric Focusing:

IEF)시켰다. IEF후에 IPG strip은 3.6 g의 Urea, 2% SDS, 5 M

Tris 2 ㎖, 50% glycerol 4 ㎖, 25% acrylamide 1 ㎖, 200 mM

TBP 250 ㎕가 함유된 동질 완충액으로 처리하여 교반기(Twist

Shaker TW3, Finepcr, Korea)에서 1.5 Speed로 20분간 동질화

(Equilibration)시켰다.

Acrylamide(Amresco Inc. Ohio, USA) 200 ㎖, 1.5 M

Tris-HCl(pH 8.8) 150 ㎖, 증류수 237 ㎖, 10% SDS(Amresco Inc.

Ohio, USA) 6 ㎖, 10% APS(Amresco Inc. Ohio, USA) 6 ㎖, 10%

TEMED(Amresco Inc. Ohio, USA) 6 ㎖를 혼합하여 Gel

Caster(Ettan DALT six Electrophoresis Unit Gel Caster,

Amersham Phamarcia Biotech, Uppsala, Sweden)에 주형하고

16시간 방치하여 6장의 10% homogeneous Gel (24 ㎝×24 ㎝×1.5

㎜)을 제작하였다.

동질화가 끝난 IPG strip을 완성된 homogeneous gel위에

embedding시키고 0.5% agarose, 0.001% bromophenol blue dye

가 함유된 agarose 완충액 2 ㎖로 IPG strip을 덮은 후 50 mM

glycine, 23.8 mM Tris, 0.2% SDS에 증류수 4 ℓ로 맞춘 cathode

running buffer를 첨가한 이차전기 영동기(Ettan DALT six

Electrophoresis Unit, Amersham Phamarcia Biotech, Uppsala,

Sweden)를 이용하여 전기영동을 시행하였다.

4) Colloidal Stain (Coomassie G250)

17% ammonium sulfate(Amresco Inc. Ohio, USA), 3%

phosphoric acid(Duksan Pure Chemical, Co, LTD, KOREA),

0.1% coomassie G-250(Amresco Inc. Ohio, USA), 34%

methanol(TEDIA Company. Inc. Ohio, USA), 증류수 980 ㎖에

gel을 넣고 교반기(Green Seriker, Sangwoo. Korea)를 이용하여

30 rpm의 회전으로 24시간 염색하였다. 염색액을 제거하고 증류

수를 충분히 첨가하여 35 rpm으로 교반기(Green Seriker,

Sangwoo. Korea)에서 6시간 방치한 후 증류수를 교체해주는 과

정을 3회 반복하여 세척하였다.

5) 프로테옴 지도의 비교 분석

염색이 끝난 후 이차원 전기영동 젤을 탈색과정을 거치지

않고 scanner(PowerLook 1100, UMAX, Taiwan)를 이용하여 스

캐닝한 후 데이터화하였다. ImageMaster 2D Platinum

5.0(Amersham Phamarcia Biotech, Uppsala, Sweden)를 사용하

여 protein spot을 양적으로 측정하여 각 군의 프로테옴 지도를

얻었다.

6) MALDI-MS 분석

ImageMaster 2D(Amersham Phamarcia Biotech, Uppsala,

Sweden)를 이용하여 이미지 분석을 하여 의미 있게 증가하거나

감소, 없어지거나 새로 생긴 protein spot을 찾아낸 후 gel을 잘

라내어 e-tube 에 옮겼다. 50 mM의 ammonium

bicarbonate(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)와

acetonitrile(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)을 3:2로 혼합한 용액

50 ㎕를 넣어서 섞었다. 20분 실온에서 incubate한 후 gel 조각의

염색이 제거된 것을 확인하고 용액을 제거 하였다. 탈수하기 위

하여 50 ㎕의 acetonitrile(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)을 더하

고 5분간 실온에서 incubate하였다. acetonitrile(Sigma-Aldrich,

St. Louis, USA)을 제거하고 gel을 말린 후 100-400 ng/µl 의

trypsin(Promega, Madison, WI, USA)을 넣고 20 µl 25 mM

ammonium bicarbonate(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)를 넣은

다음 37℃에서 16시간 펩타이드를 추출해냈다. 펩타이드가 추출

된 상층액을 다른 e-tube 에 옮기고 젤조각에 50 mM

ammonium bicarbonate(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)와 100%

acetonitrile(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)로 반복하여 α

-cyano-4-hydroxycinnamic acid(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

가 포함된 50% acetonitrile/0.1% trifluoroacetic

acid(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)와 잘 섞어 MALDI 펩타이

드를 추출해낸 다음 다른 튜브에 옮겨 놓았던 펩타이드 추출 용

액과 합치고 SpeedVac Concentrator(Thermo Savant, Holbrook,

NY, USA)을 이용하여 10 µl 정도 남을 때까지 건조 시켰다. 이

렇게 추출한 펩타이드는 PerSeptive Biosystems MALDI-TOF

Voyater DE-STR Mass Spectrometer(Framingham, MA, USA)에

서 loading 하고 펩타이드 스펙트라를 얻었다. 이렇게 얻어진 펩

타이드 스펙트라를 인터넷으로 검색가능한 단백질 분석 전문

사이트인 ExPASy

Peptident(http://www.expasy.org/tools/peptident.html)나

MS-Fit(http://prospector.ucsf.edu/ucsfhtml4.0/msfit.htm)과 같

은 데이터베이스를 검색하여 단백동정을 시행하였다.

결 과

좌심실을 이용하여 이차원 전기영동을 시행한 후 여기서 얻

어진 정상군 4장, 대조군 5장, 실험군 5장의 gel을 ImageMaster

2D Platinum 5.0(Amersham Biotech, Uppsala, Sweden)로 분석

하여 전체 gel에서 spot이 차지하는 상대 밀도(％ Intensity)를 계

산하였다. 이를 서로 비교하여 유의하게 증가 또는 감소한 spot

을 찾아 각각 증가율과 감소율을 확인하였다. 이러한 spot을

MAL-DI TOFF 분석을 통하여 단백질명을 확인하였다(Fig. 1, 2).

이들 단백질 중 mitochondrial aconitase, ATP synthase

alpha chain, lactate dehydrogenase B, creatine kinase,

glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, alpha B-crystallin,

myosin, heart fatty acid binding protein 등 8개 단백질은 모두

대조군에서는 정상군에 비하여 20%에서 90%까지 감소한 후 실

험군에서는 대조군에 비하여 136%에서 760%까지 증가하는 결과

를 나타내었다. 특히 lactate dehydrogenase B와 myosin은 유의

성 있는 변화(P<0.05, One-Way Analysis of ANOVA Test)를 보

였고 heart fatty acid binding protein은 높은 유의성 있는 변화
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(P<0.01, One-Way Analysis of ANOVA Test)를 나타내었다

(Table 2, 3, Fig. 3).

Fig. 1. Each groups of Two-dimensional gel spot from the rat left

ventricle. Spots located at the same position are regarded as same protein.
(Normal Group n=4, Control group n=5, Nelumbinis Semen Group n=5)

Fig. 2. Spots of Two-dimensional gel spot from the rat left ventricle.
Pick up 8 spots in the gel and analyse with MALDI-TOFF; 1) mitochondrial

aconitase, 2) ATP synthase alpha chain, 3) lactate dehydrogenase 4) creatine

kinase, 5) glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, 6) alpha B-crystallin, 7)

myosin, 8) heart fatty acid binding protein.

Table 2. Proteins identified in the rat's right ventricle.

Spot Mowse Score Protein Name

Spot 1 6.84E+19 Mitochondrial aconitase(nuclear aco2 gene)

Spot 2 3.31E+17 ATP synthase alpha chain, Mitochondrial precursor

Spot 3 2.04E+11 Lactate dehydrogenase B

Spot 4 4.01E+11 Creatine kinase, Sarcomeric mitochondrial precursor

Spot 5 2.85E+10 Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase(GAPDH)

Spot 6 3.75E+04 Alpha B-crystallin

Spot 7 1.05E+10 Myosin, light polypeptide 3, Cardiac ventricles

Spot 8 4811 Heart fatty acid binding protein

Table 3. Spots % intensity results made with ImageMaster 2DE

platinum by relative method in the program.

Spot
Number

Normal Group Control Group
Nelumbinis
Semen Group

Decreasing
Rate (%)

Increasing
Rate (%)

Spot 1 1.147 ± 0.414 0.618 ± 0.084 1.264 ± 1.270 53.89 104.59

Spot 2 0.703 ± 0.526 0.633 ± 0.191 1.605 ± 1.255 90.06 153.47

Spot 3(*) 0.736 ± 0.170 0.414 ± 0.216 2.114 ± 1.035 56.22 410.66

Spot 4 0.950 ± 1.012 0.865 ± 0.623 1.175 ± 0.712 90.99 35.94

Spot 5 0.876 ± 0.478 0.714 ± 0.398 1.385 ± 1.397 81.42 94.16

Spot 6 1.149 ± 0.726 0.864 ± 0.478 1.018 ± 0.715 75.18 17.85

Spot 7(*) 1.259 ± 0.985 0.256 ± 0.025 1.934 ± 0.320 20.35 654.81

Spot 8(**) 1.094 ± 0.370 0.229 ± 0.196 2.048 ± 0.631 20.90 795.28

Decreasing rate is taken by decreasing rate of intensity from Normal group to Control
group and increasing rate is that from Control group to Nelumbinis Semen group. (*:
P<0.05, **: P<0.01, one-way analysis of ANOVA test)

Fig. 3. Intensity(%) of two-dimensional gel spot from the rat left

ventricle. A) mitochondrial aconitase, B) ATP synthase alpha chain, C) lactate
dehydrogenase, D) creatine kinase, E) glyceraldehyde 3-phosphate

dehydrogenase, F) alpha B-crystallin, G) myosin, H) heart fatty acid binding

protein (*P<0.05, **P<0.01 increasing rate, compared to Control.)

1. Mitochondrial aconitase

Mitochondrial aconitase는 대조군에서 정상군에 비하여

53.89% 감소하였다. 실험군에서는 대조군에 비하여 104.59% 증

가하였다. One-Way ANOVA Test에 의한 통계적인 유의성은 없

었다(Fig. 3A).

2. ATP synthase alpha chain

ATP synthase alpha chain은 대조군에서 정상군에 비하여

90.06% 감소하였다. 실험군에서는 대조군에 비하여 153.47% 증

가하였다. One-Way ANOVA Test에 의한 통계적인 유의성은 없

었다(Fig. 3B).

3. Lactate dehydrogenase B

Lactate dehydrogenase B는 대조군에서 정상군에 비하여

56.22% 감소하였다. 실험군에서는 대조군에 비하여 410.66% 증

가하였다. One-Way ANOVA Test에 의한 통계에서 유의성이 있

게 증가하였다(Fig. 3C).

4. Creatine kinase

Creatine kinase는 대조군에서 정상군에 비하여 90.99% 감

소하였다. 실험군에서는 대조군에 비하여 35.94% 증가하였다.

One-Way ANOVA Test에 의한 통계적인 유의성은 없었다(Fig.

3D).

5. Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase

Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase는 대조군에서

정상군에 비하여 81.42% 감소하였다. 실험군에서는 대조군에 비

하여 94.16% 증가하였다. One-Way ANOVA Test에 의한 통계적

인 유의성은 없었다(Fig. 3E).

6. Alpha B-crystallin

Alpha B-crystallin은 대조군에서 정상군에 비하여 75.18%

감소하였다. 실험군에서는 대조군에 비하여 17.85% 증가하였다.

One-Way ANOVA Test에 의한 통계적인 유의성은 없었다(Fig.

3F).
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7. Myosin

Myosin은 대조군에서 정상군에 비하여 20.35% 감소하였다.

실험군에서는 대조군에 비하여 654.81% 증가하였다. One-Way

ANOVA Test에 의한 통계에서 유의성이 있게 증가하였다(Fig.

3G).

8. Heart fatty acid binding protein

Heart fatty acid binding protein은 대조군에서 정상군에 비

하여 20.90% 감소하였다. 실험군에서는 대조군에 비하여

795.28% 증가하였다. One-Way ANOVA Test에 의한 통계에서

유의성이 있게 증가하였다(Fig. 3H).

고 찰

한의학에서는 허혈성심질환을 眞心痛, 積心痛, 厥心痛, 胸痛

등의 범주에 해당한다고 보고 있다. 眞心痛은 內經의 厥病篇에

그 症狀을 手足靑至節 心痛甚하면 旦發夕死, 夕發旦死라 하고,

擧痛論에 寒氣客於背兪之脈 하면 脈澁하여 血虛하게 되어 心痛

하며 相引而痛한다 하여 그 症候가 卒急하며 寒邪와 血虛에서

온다 하였다. 邪氣라는 것은 臟腑가 虧損되거나 기능이 失調되었

을 때 생기는 것으로 病의 발생과정상, 陰寒, 痰濁, 瘀血 등도 모

두 虛로 인해 생기는 것이라고 할 수 있다. 결국 심혈관계에 관

련된 강심작용과 혈관확장작용 등은 심장의 정상적 기능 회복에

관련되며 한의학적으로는 陰虛로 인한 驚悸, 怔忡, 煩燥 등의 증

상에 대한 養心安神과 관련이 있다고 판단할 수 있다. 이러한 상

태를 蓮子肉의 補陰, 强心作用을 통하여 심박출량이 증대되고 혈

류순환 속도가 증가하여 心臟의 정상생리상태 회복이 가능할 것

이라 예측 할 수 있다.

蓮子肉의 주요성분은 Aporphine alkaloid 계인 Anonaine,

Asimilobine(R-form), Nuciferine(R-form), Nornuciferine,

Dehydroanonaine, Dehydronuciferine, Roemerine,

Dehydroroemerine 등이 알려져 있으며, Phytosteroid계인 β

-sitosterol, Flavonoids계인 Quercetin, Quercetin-3-O-beta-

D-diglucopyranoside, Quercetin-3-beta-glucuronide 등이 알려져

있으며, 혈액내의 산화손상에 대한 방어 효과을 가지고 있고15),

고지혈증을 억제하는 것으로 보고되었으나
16)

, 심근보호에 대한

직접적인 효능와 기전을 증명한 논문은 보고된 바 없다.

본 연구에 이용된 이차원 전기영동을 이용한 단백질 분석은

25년 전 O'Farrell에 의해 처음 기술된 방법으로 단백질 혼합물을

등전점(Isoelectric point)과 분자량에 의해 분리하여 단백질을 양

적, 질적으로 동시에 분석하는 기술이다. 최근에는 고해상도 이

차원 Polyacrylamide gel 전기영동(High resolution 2D-PAGE)이

단백질의 구성을 분석하는 정형화된 방법으로 사용되고 있으며,

전기영동의 결과를 스캐닝한 후 이미지 분석을 하고 이러한 전

기영동의 결과에서 자동적으로 단백질을 규명하는 새로운 방법

들이 소개되고 있다17).

프로테옴 연구기법을 이용하면 빠른 시간 내에 단백질들의

발현을 종합적이고 정량적으로 측정할 수 있기 때문에 시간과

인력이 현저히 단축되는 장점이 있다18). 질량분석기(Mas

spectrometry: MS) 을 이용한 단백질 스폿의 펩타이드 분석은 단

백질의 용해도를 향상시키는 기술과 Immobline pH gradient

(IPG)기법이 발전됨으로 인해 단백질 분리기술이 좋아졌을 뿐 아

니라 여기에 Matrix assisted laser desorption ionization/time of

flight(MALDI-TOF)와 Electrospray ionization(ESI) MS를 통한 질

량 분석 기술이 접목되어 단백질의 동정이 용이해지게 되었고 이

와 더불어 이는 인간의 유전자 서열이 데이터 베이스화 되어 정

보사용이 가능해지면서 대량발굴 탐색이 가능하게 되었다
19)

.

그리하여 본 실험에서는 허혈성 심근모델에서 蓮子肉 투여

에 의한 심근 단백질의 변화를 연구하여 다음과 같은 단백질의

증감을 확인하였다.

Mitochondrial aconitase는 대조군에서 정상군에 비하여

53.89% 감소하였으며 실험군에서는 대조군에 비하여 104.59% 증

가하였다. One-Way ANOVA Test에 의한 통계적인 유의성은 없

었다. 이 단백질은 Tricarbozylic Acid회로에서 구연산(Citrate)과

이소구연산(Isocitrate)의 변화에 관여하는 효소이다. 포유동물의

세포에서는 두가지 다른 이성질체로 존재하는데 세포질

Aconitase와 미토콘드리아 Aconitase이다. Tricarbozylic Acid회

로의 주요 기능은 Acetyl-Coa 기질을 이산화탄소와 수소원자로

분해시키는 것으로 이 회로는 미토콘드리아 내에서 일어난다. 이

렇게 생성된 수소 원자는 산화적 인산화와 그에 따른 ADP 재생

성을 가능하게 하는 전자전달계를 통해 산화된다. Oxaloacetate

의 4-탄소 분자가 acetyl-Coa의 2-탄소 아세틸기와 중합하고 연이

어 가수분해될 때, 6-탄소 트리카르복시산인 구연산이 생성된다.

이 반응은 구연산 합성(Citrate synthase)에 의해 촉매된다. 즉

Mitochondrial aconitase는 미토콘드리아 내의 ATP 생성에 주요

한 역할을 담당하고 있다.

ATP synthase β chain(Mitochondrial precursor)는 대조군

에서 정상군에 비하여 90.06% 감소하였으며 실험군에서는 대조

군에 비하여 153.47% 증가하였다. One-Way ANOVA Test에 의

한 통계적인 유의성은 없었다. ATP는 아데노신 삼인산

(Adenosine Triphospahte)으로서 아데노신(아데닌에 리보오스가

결합된 것)에 인산기가 3개 붙어 있는 모양이다. 인산기를 하나

잃어 2개가 되면 ADT라고 하는데, 보통은 ADT와 ATP 사이를

왕복한다. 에너지를 흡수하면 ATP가 되고 다시 에너지를 방출하

면 ADP가 된다. ATP는 모든 생물에서 에너지 이용의 형태인데

요, 포도당을 분해할 때 생성된 에너지를 ATP형태로 저장해 두

었다가 물질운반, 합성, 전환, 근수축, 발열, 발전, 발광, 발음, 능

동수송 등과 같은 생활에너지에 이용하는 것이다. 미토콘트리아

는 Glucose와 산소를 이용하여 ATP합성, 분해작용을 통해 세포

의 이동, 분화, 물질분비, 접촉에 필요한 에너지를 만들어낸다.

박테리아 정도의 크기이지만 세포의 형태에 따라 다양한 모양으

로 존재한다. 결국 ATP synthase beta chain는 ATP synthase

chain의 subunit으로서 전반적인 세포 에너지 합성에 관여한다.

Lactate dehydrogenase B(젖산탈수소효소 B)는 대조군에서

정상군에 비하여 56.22% 감소하였으며 실험군에서는 대조군에

비하여 410.66% 증가하였다. One-Way ANOVA Test에 의한 통
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계에서 유의성이 있게 증감하였다(*P<0.05). Lactate

dehydrogenase(LDH)는 Lactate와 Pyruvate의 변환에

Nicotinamide adenine dinucleotide(NAD
+
)와 함께 조효소로 작

용한다20). LDH는 Tetrameric 효소로 척추동물과 식물, 박테리아

에 광범위하게 존재한다. LDH 효소 활성은 에너지 물질대사에

중요한 역할을 담당한다. 이 효소는 산소 이용율에 따라

Pyruvate를 Lactate로 변화시키는 작용을 촉진시키고 조절한다21).

척추동물에서는 LDH-A, LDH-B, LDH-C의 3가지 이성질체로

존재한다
22)

. LDH-A는 Pyruvate 감소에 가장 알맞은 효과를 보

이는 반면, LDH-B는 호기성 세포(심장 세포)에서 Lactate의 산화

에 가장 큰 영향을 준다23).

Creatine kinase는 대조군에서 정상군에 비하여 90.99% 감소

하였으며 실험군에서는 대조군에 비하여 35.94% 증가하였다.

One-Way ANOVA Test에 의한 통계적인 유의성은 없었다.

Creatine kinase는 에너지 변환에 중요한 역할을 담당하는 효소

이다. 현재 ubiqutotous Mitochondrial Creatine kinase

(uMi-CK)와 Sarcomeric Mitochondrial Creatine kinase

(sMi-CK)의 2가지 이성질체로 존재하는 것이 알려졌다
24,25)

. 분자

세포적으로 정확한 결합 기전은 밝혀지지 않았으나 내부새포벽

의 외반구위에 있는 카디오리핀에 결합하는 것은 확인 되었다26).

Mitochondrial creatine kinase는 근육에서 높은 에너지의 인산염

을 크레아틴으로 옮기고 유지시킴으로서 에너지를 생산하는 역

할을 한다27). 또한 Apoptosis에 중요한 역할을 하는 미토콘드리

아의 투과 전이 구멍을 조절하는 것으로 알려져 있다
28)

. 암의 증

식이나 에너지 대사에 중요한 역할을 한다29). 또한 신경근질환의

환자에게서 관찰할 수 있는 미토콘드리아 내부의 크리스탈린 관

입에 주요한 구성성분이 된다
30)

. 열이 심하거나 과도한 운동으로

급속하게 상승할 경우도 있지만, 일반적으로 심근경색의 지표로

사용된다.

Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase는 대조군에서

정상군에 비하여 81.42% 감소하였으며 실험군에서는 대조군에

비하여 94.16% 증가하였다. One-Way ANOVA Test에 의한 통계

적인 유의성은 없었다. Glyceraldehyde-3-phosphate

dehydrogenase(GAPDH)는 해당작용과 연관된 촉매효소이다. 이

효소에 의해 생성되는 1,3-BPG는 고에너지 화합물이다. 이 효소

는 산화와 인산화를 수반하는 반응을 촉매하며 산화반응에서 유

리된 자유에너지의 대부분은 Thiohemiacetal intermediate에 보

존되었다가 인산화에 이용된다. G-3-P의 카르보닐 기에서

Hydride ion(H
-
)가 떨어져나오는 반응에 GAPDH는 탄소원자를

낮은 양으로 하전된 상태로 만들어 줌으로써 이 반응을 가능케

한다. 이를 위해 GAPDH의 활성부위에 있는 Cysteine 잔기의

SH 기에 의한 친핵성 첨가반응이 일어난다. 이러한 산화과정에

서 나오는 에너지는 Acyl intermediate에 보존되고, NADH가 떨

어져나가면서 인산기가 결합한다. 뿐만 아니라 DNA 복사, DNA

회복, 핵 RNA 방출, 세포벽 융합, 미세소관융합과 같은 작용과

도 연관된다.

Alpha B Crystallin은 대조군에서 정상군에 비하여 75.18%

감소하였다. 실험군에서는 대조군에 비하여 17.85% 증가하였다.

One-Way ANOVA Test에 의한 통계적인 유의성은 없었다.

Alpha B Crystallin은 심장에서 존재하는 친수성 단백질의 3%를

차지하는데 허혈상태에서의 전위를 확실히 관찰할 수 있다.

alpha B Crystallin는 열에 민감한 크기가 작은 단백질이다. 이러

한 전위는 다양한 스트레스에 대항하기 위한 적응, 보호 대사작

용의 일환이라고 가정되었다
31)

. Alpha B Crystallin를 포함한 과

다한 분비는 허혈상태에 대한 내성을 증가시키는 결과를 나타낸

다32). 잠재적인 심장보호 역할을 하므로 alpha B Crystallin은 허

혈성 전구상태(Ischemic Preconditioning, IPC)에 중요한 역할을

한다고 추측된다33). 허혈성 전구상태는 발현 단백질의 인산화를

통한 심장 보호의 유도를 뜻한다. Alpha B Crystallin를 포함한

스트레스 단백질은 인산화 과정에 의하여 기능적으로 조정된다.

Myosin은 대조군에서 정상군에 비하여 20.35% 감소하였으

며 실험군에서는 대조군에 비하여 654.81% 증가하였다.

One-Way ANOVA Test에 의한 통계에서 유의성이 있게 증감하

였다. Myosin은 액틴(Actin)과 함께 근수축에 관여하는 2가지 주

요한 단백질 중의 하나이다. 2가지의 Heavy Chain과 4가지의

Light Chain 으로 구성되어 있다. Light Polypeptide는 칼슘 이

온에 높은 친화성을 가지고 있으며 Myosin의 ATPase 활성을 조

절하는 역할을 하며 또한 Thick Filaments 내부로의 Myosin의

결합을 조절한다
34)

.

Heart fatty acid binding protein은 대조군에서 정상군에 비

하여 20.90% 감소하였으며 실험군에서는 대조군에 비하여

795.28% 증가하였다. One-Way ANOVA Test에 의한 통계에서

유의성이 있게 증감하였다. Heart fatty acid binding protein

(H-FABP)는 지방산 운반과 사용에 관여하는 세포내 단백질의

다중유전자군이다
35)

. 이 단백질은 척추동물과 비척추동물의 심

장을 비롯한 골격근에서 발현되는 것을 관찰 할 수 있다36). 친소

수성 지방산 분자구조의 의하여 세포 구조의 전위적인 손상을

막기 위하여 자유 지방산의 cytosol 농축을 유지시키는 역할을

한다. 또한 H-FABP는 지질 대사에서도 중요한 역할을 하는데,

특정 유선 종양의 증식을 억제시키는 역할을 한다37). 실험적으로

는 쥐의 長期 전기적 자극에 의하여 증가된 지방산 의존 대사작

용에 의해서 생체내에 유도된다는 것이 밝혀졌다. 척수동물이나

비척추 동물의 미성장 근육에서 H-FABP의 발현양은 거의 없으

나 성장과 더불어 급격하게 증가하여 높은 지방산 이용율을 보

인다.

이상의 이차원 전기 영동 실험 결과를 살펴볼 때 실험군에

서 증가한 단백질이 대부분 ATP와 에너지 증가, 심근 회복 촉진

단백질로 판명되었다.

결 론

흰쥐의 심장에 Langendorff 모델을 이용하여 蓮子肉을 투여

하고 단백질 발현 양상의 차이를 비교 분석하여 다음과 같은 결

론을 도출하였다.

蓮子肉은 심장에서 ATP 생성과 관련된 Mitochondrial

aconitase, ATP synthase beta chain의 발현을 증가시켰다. 蓮子
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肉은 에너지 물질대사와 관련된 Lactate dehydrogenase B,

Creatine kinase, Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase,

Heart fatty acid binding protein의 발현을 증가시켰다. 蓮子肉은

심장보호의 유도를 촉진하는 Alpha B-crystallin의 발현을 증가

시켰다. 蓮子肉은 근수축에 관여하는 Myosin의 발현을 증가시켰

다. 蓮子肉에 의한 Lactate dehydrogenase B, Myosin, Heart

fatty acid binding protein의 발현 증가는 통계적으로 유의한 수

준이나 ATP synthase beta chain, Creatine kinase,

Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, Alpha B-crystallin

의 발현을 증가는 유의한 정도는 아니다.

이상의 결과로 볼 때 蓮子肉은 허혈성 심장에서 ATP의 증

가와 에너지 물질대사의 활성화를 통하여 심장 기능의 회복을

촉진하는 것으로 사료된다.
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