
Passage-dependent expression of inward rectifying potassium current in 
human umbilical cord vein-derived mesenchymal stem cells

Although stem cells are used as important cell thera-
pies in regenerative medicine, the electrophysiologi-
cal problems that arise in the expansion of cells have 
not been known much. This study was conducted to 
investigate the functional expression of inward rectify-
ing K+ current (IKir) using a patch-clamp technique,  
and the change in the resting membrane potential 
and the membrane capacitance were investigated in 
mesenchymal stem cells derived from human umbili-
cal vein (hUC-MSC). The IKir plays an important role 
in regulating the resting membrane potential in many 
cells and is known to contribute to the maintenance 
of intracellular K+ concentration. In this study, elec-
trophysiologically recorded current exhibited typical 
IKir characteristics. The current shifted along the K+ 
equilibrium potential (Ek) with the extracellular K+  
concentration change. In addition, IKir was blocked by 
the divalent Ba2+ in a dose-dependent manner. The fre-
quency of functional expression of IKir changed with 
number of passages (P2: 5.3% vs P8: 77.8% vs P12: 
34.5%). There was no significant change in the resting 
membrane potential of hUC-MSC (P2: -21.0 mV, P8: 
-20.1 mV and P12: -21.9 mV). However, the capaci-
tance of the cell membrane was significantly changed 
after P9 (P2: 8.9 pF vs P9: 16.9 pF) compared to P2. 
All the results suggest that changes in electrophysi-
ological distribution of IKir as the passages increase 
may cause changes in K+ permeability even in cell 
proliferation and differentiation, suggesting a possible 
physiological role in maintaining cell homeostasis and 
resting membrane potential (RMP).
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Introduction
 세포의 포타슘 이온(K+)은 세포에 존재하는 Na+, Ca2+과 같

은 다른 이온들 비해 세포막에 대한 투과성이 훨씬 커서 세포

막전위변화에 제일 큰 영향을 준다[1]. 세포막 단백질인 포

타슘 채널(K channel)이 열리면 농도 경사에 의해 K+ 이온

은 세포밖으로 나가며 세포막전위(membrane potential)를 

K+ 평형 전위(K+ equilibrium potential)쪽으로 이동시킨다

[1]. K 채널의 종류는 매우 다양하나 막전위에 조절되는 K

채널(voltage dependent K channel, IKv)[2], 세포내 칼

슘에 의해 활성화 되는 K 채널(Ca2+-activated K channel, 

IKca)[3], 내향 정류성 K 채널(inward rectifier K channel, 

IKir) 등이 있다[4]. 이들 중 IKir 패밀리는 13 종류가 있고 

IKir1.1~IKir7.1까지 다양하다. 세포내 ATP가 없으면 활성화

되는 K 채널(ATP dependent K channel, IKATP)은 IKir6.x

에 속하며 세포밖 아세틸콜린이 무스카리닉 수용체에 붙으

면 G-단백질 활성화에 의해 조절되는 K 채널(Acetylcho-

lin activated K channel, IKAch)은 IKir3.x 에 속한다[4]. 본 

연구에서 보고하는 내향 정류성 K 채널은 우리의 보고에 의

하면 IKir2.x 이다[5].

 IKir은 2개의 transmembrane과 하나의 ion pore로 구성

된 채널 단백질로서 Ba2+과 같은 2가 이온에 의해 억제되며 

tetraethylammonium (TEA)나 4-ampinopyridine (4-

AP)과 같은 고전적 K 채널 차단제에 의해 거의 억제되지 않

는다[4]. IKir은 세포내 K+ 농도 유지와 안정막전위에 크게 

기여하는 것으로 알려져 있다[4]. 그 예로 IKir 발현이 거의 

없는 심장의 동방결절은 IKir이 많이 존재하는 심실보다 안

정막전위가 저분극 되어있다. 세포내 K+ 농도 유지를 위해 

심장세포에서는 IKir가 없다면 ATP를 사용하는 Na-K 펌

프를 더 많이 사용하여야 하므로 더 많은 에너지가 필요하

다. 이러한 결과는 IKir이 세포내 에너지 보존 측면뿐 만 아

니라 안정막전위 유지에도 매우 유용한 채널이라는 것을 제

시한다[4, 6]. 

 심장이나 신경과 같은 흥분성 세포의 이온채널은 흥분성 

신호 전달에 매우 중요하다[1]. 비흥분성 세포에서의 이온

채널은 세포 증식, 이주, 세포 사멸에 결정적인 역할을 한다
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[7].  줄기세포에서는 종(species)이나 줄기세포의 기원(

골수, 제대혈 등)에 따라 약간의 차이는 있으나 다양한 이온 

채널 즉 IKV, IKCa IKir, ICl, INa ICa, ITRP등이 보고되었다[8]. 

줄기세포의 이온채널 또한 다른 세포에서처럼 세포 증식 조

절 및 분화에 관여할 가능성이 제기되어 왔다. [5, 9, 10]

 사람의 중간엽 줄기 세포(mesechyaml stem cells, MSC)

는 다양한 조직으로 분화 할 수 있기 때문에 재생의학의 세포

치료분야에서 유망한 재료로 간주되고 있다[8]. 하지만 임

상시험을 하기에는 추출 가능한 줄기세포는 세포수가 적어 

세포밖 즉 시험관(in vitro)에서 세포수를 늘려가야 하는 장

애물을 넘어야 한다[11]. 세포증식 과정은 계대배양(sub-

culture)이 필수적이며 계대배양 횟수 (passage)의 증가에 

따라 줄기세포의 고유성질 즉 증식속도나 분화과정에 영향

주어 분화능이 저하될 수 있고[11, 12], 계대 배양시 텔로

미어(telomere) 길이가 짧아져 노화현상이 유발 되기도 한

다 [13]. 

 우리는 이전 논문에서 사람의 제대정맥유래 줄기세포

(hUC-MSC)에서 일과성 외향 K 전류인 Ito는 52%, 막전압 

의존성 Na 전류인 INa는 28%, 내향 정류성 K 전류인 IKir은 

4.8% 정도 존재함을 확인하였다[5]. 그리고 막전압 의존성 

지연성 K 전류인 IKDR과 칼슘에 의해 활성화되는 MaxiK를 

항상 기록할 수 있음을 보고 하였다[5]. 또한 hUC-MSC에

서 관찰되는 MaxiK 전류는 플라보노이드(flavonoid)인 케

르세틴(quercetin)및 riluzole에 의해 활성화 됨도 확인하

였고 INa는 riluzole에 의해 억제됨을 보고하였다 [14, 15]. 

 본 연구에서는 미분화 hUC-MSC의 이온채널발현에 대한 

후속 연구로 passage 증가에 따라 IKir의 전기생리학적 발현 

빈도, 안정막전위의 양상, 세포막의 축전능력(capacitance, 

Cm)의 변화 등에 대해 보고한다. 

hUC-MSCs의 분리 및 배양

 제대정맥을 모아 6-12 시간 이내에 phosphate buffered 

saline(PBS)로 세척하여 세포를 분리하였다[5]. 세척된 혈

관에 0.5% collagenase를 넣어 37℃에서 5 시간 동안 처리 

후 부드럽게 마사지하여 떨어져 나온 세포를 수집하였다. 수

집된 세포를 10 분 동안 1000 rpm에서 원심 분리 후 약 5 

× 105 개의 세포를 75 cm2 배양 플라스크에 넣어 37℃, 5% 

CO2 인큐베이터에서 배양하였다. 배지는 100 U/mL peni-

cillin, 100 μg/mL streptomycin, 10% FBS (fetal bovine 

serum)가 포함된 Dulbecco's modified Eagle's medium-

low glucose (DMEM-LG) 배지를 사용하였다. 배양액은 2

일 마다 한 번씩 갈아주었다. 

전기생리학적 기록

 전기생리학적 실험을 위해 용액은 다음과 같이 구성하였

다. 세포밖 용액(bath 용액)으로 normal tyrode 용액을 사

용하였다. 그 용액은 143 mM NaCl, 5.4 mM KCl, 0.5 mM 

MgCl2, 1.8 mM CaCl2, 0.5 mM NaH2PO4, 10 mM glu-

cose, 5 mM HEPES로 구성하였고 pH는 NaOH를 이용

하여 7.4로 적정하였다. 세포내 용액인 유리미세전극 용액

(pipette 용액)은 150 mM KCl, 1 mM MgCl2, 10 mM 

HEPES, 5.0 mM EGTA, 2.0 mM Mg-ATP로 구성하였고 

pH는 KOH를 이용하여 7.2로 적정하였다. 

 전기생리학적 실험은 patch clamp 증폭기(Axopatch 

200B, Axon Instruments, Foster City, CA)를 사용하

여 막전위 고정(voltage clamp) 및 막전류 고정(current 

clamp)법으로 기록하였다. 외경이 1.2 mm 되는 유리미세

전극(Warner Instrument, Hamden, CT)은 유리미세전극 

제조기(PP-830, Narishige, Japan)로 제조하였고 유리미

세전극 저항(resistance)은 2~3MΩ이 되게 만들었다. 미세

조작기로 유리미세전극을 세포 근처에 접근 후 세포막에 붙

혀 gigaohm (GΩ) seal이 되게 하고 세포막 파열 후 전체 세

포의 전류(whole cell current)를 기록하였다. 기록된 전류

는 2kHz에서 필터링하고 digidata 1322A (Axon Instru-

ments, Foster City, CA)를 사용하여 컴퓨터에 저장하였

다. 세포막의 커패시턴스 또한 GΩ seal을 만든후 음압으

로 세포막을 조심스럽게 파열하여 pCLAMP 프로그램의 막 

테스트(membrane test) 상태에서 측정하였다. 커패시턴스

는 세포 표면적을 반영하므로 커패시턴스가 크다는 것은 세

포의 표면적이 커짐을 의미한다. 전기생리학적 기록과 분석

은 pCLAMP 프로그램(version 9.02, Axon Instruments, 

CA)을 사용하였다. GΩ seal이 되지 않았을 때 전류를 기록

하면 새어나가는 전류(leak current)가 많아 IKir 전류 분석

에 오류가 발생할 수 있기 때문에 GΩ seal이 되지 않았을 때 

기록한 전류는 데이터 분석에서 제외하였다.

데이터 분석

 평균 데이터는 Origin software (OriginLab, Corp, 

Northampton, MA, USA)를 사용하여 분석하고 그렸다. 데

이터는 평균 ± SE (standard error)으로 나타내었다. 계

대별 안정막전위(resting membrane potential, RMP)와 

세포막 커패시턴스(capacitance, Cm)는 unpaired (inde-

pendent) Student's t-test를 사용하였고, P값은 0.05 이

하로 통계학적으로 유의하였다.

Results
미분화 hUC-MSC에서 계대배양 횟수에 따른 안정막전위 및 세

포막 커패시턴스 변화 

 미분화 hUC-MSC에서 patch clamp 기법으로 안정막전

위를 측정하였다. 안정막전위는 전위 고정(current clamp, 

I=0)법으로 측정하였다. 2 번째 계대(P2) 에서부터 12 번

째 계대(P12)까지의 안정막전위는 Table 1에 나타내었다. 

P2의 안정막전위는 -21.0 ± 2.5 mV(평균 ± S.E, n=18), 

P9의 안정막전위는 -22.2 ± 3.8 mV(n=14), P12의 안정

막전위는 -21.9 ± 1.8 mV(n=29)로 passage에 따라 안

정막전위의 유의있는 변화는 관찰되지 않았다 (Fig. 1A와 

Table 1). 

 세포막은 인지질 이중층(lipid bilayer)이고 세포내외의 전

해질, 세포밖 공간 및 세포질을 분리하는 얇은 절연체로 축

전능력(capacitance)을 가지고 있는 커패시터(capacitor)

로 작용한다. 세포막 커패시턴스(membrane capacitance, 

Cm)는 1μF/1cm2 정도되며 세포 표면적에 비례한다. 본 연

구에서 P2~P12까지 계대배양하면서 커패시턴스를 측정하

였다. P9~P12의 커패시턴스가 P2의 커패시턴스보다 2배 



이상 증가하였다 (P2:8.9 ± 1.0 pF vs P9:16.9 ± 2.3 pF) 

이와 같은 실험 결과는 P9 이상에서는 세포의 크기가 증가되

고 있음을 보여준다(Fig. 1B와 Table 2).

미분화 hUC-MSC에서 내향 정류성 포타슘 채널(inward rectify-

ing K channel, IKir)의 기능적 발현

 우리는 2007년 미분화 hUC-MSC에서 이온채널의 기능적 

발현을 보고하였고, IKDR이나 MaxiK와 달리 IKir은 4.8% 

정도 기록되었다[5]. 본 연구에서는 IKir에만 집중하여 IKir 

특성을 비교하였다. 계대배양시 나타나는 IKir의 전기적 특

징 성상은 강한 내향 정류성 경향을 보였다.

 hUC-MSC에서 IKir 을 기록하기 위해 유지전압(holding 

potential)을 0 mV로 하고 -150 mV에서 + 60 mV의 램프 

자극을 400 ms 동안 주어 전류-전압 곡선(current-volt-

age curve, I-V curve)을 기록하였다(Fig. 2 inset). 기록

된 전류가 IKir 인지 확인하기 위한 방법으로 hUC-MSC에

서 whole cell patch mode 에서 전체전류(whole cell cur-

rent)를 기록하였다. IKir 전류의 세포밖 K+ 농도([K+]o)의

존성을 조사하기 위해 K+ 농도를 5, 15, 30, 75 및 150 mM 

증가시켜주며 기록하였다. Figure 2에서 보여지는 것처럼 

[K+]o가 증가함에 따라 IKir의 특성인 내향전류가 증가되는 

특징적인 양상을 보였고 역전전위(reversal potential)는 

네른스트식(Nernst equation)에 일치하게 양전위로 이동

하였다(Fig. 2). Figure 2B는 [K+]o 변화에 따른 역전 전압

의 변화를 이론치와 실험치를 나타낸 것이다. 점선은 실험값

을 linear regression 한 것이다. 가로축은 [K+]o의 10 배 변

화를 나타낸 것이며 세로축은 막전압을 나타낸 것이다. 실험

값은 이론값(58 mV/decade)에 비해 49 mV의 경사(slop)

을 보여주고 있다. 미분화 hUC-MSC에서 기록한 내향 전류

는 K 전류임을 확인하였다. 

미분화 hUC-MSC에서 Kir 전류에 대한 2가 양이온의 효과

 IKir 전류는 K 채널 차단제에 의해 거의 영향을 받지 않고 

2가 양이온이나 polyamine에 억제되는 것으로 알려져 있

다[4]. Figure 3A는 IKir에 대한 세포밖 Ba2+ 의 효과를 보

여 준다. Ba2+ 농도가 1, 10, 100, 1000 μM으로 증가되었

을 때 전류는 농도 의존적으로 억제되었다. 전류가 50% 억

A B

Fig. 2. Typical IKir current-voltage (I-V) relationship curve and 
dependence of extracellular K+ concentration [K+]o of IKir in 
undifferentiated hUC-MSC. (A) It shows the typical characteristics 
of IKir current recorded in hUC-MSC. The IKir I-V curve shows 
a larger inward current than outward at negative voltage. The 
abscissa represents the voltage, and axis represents the current. 
The current recording was carried out with a holding potential of 
0 mV and ramp pulse for 400 ms from -150 mV to + 60 mV. The 
inset shows voltage protocol. When the [K+]o was increased to 5, 
15, 30, 75, and 150 mM, the inward current increased as the [K+]
o increased at negative voltage and the reversal potential shifted 
toward the positive potential according to the Nernst equation. (B) 
Abscissa is on logarithmic scale. The logarithmic graph shows 
the reversal potential change with increasing [K+]o. The solid line 
(theoretical value) shows the slope from Nernst equation (slope, 
58 mV/ decade). The dotted line (experiment value) were fitted by 
linear regression (slope, 49 mV/ decade).

Table 2. Relation between number of passage and capacitance in 
undifferentiated hUC-MSC

Passage Mean (pF) SE N
P2   8.9 1.0 18
P3   8.0 0.3 42
P4   9.4 0.5 14
P7 11.6 1.2 15
P8   7.8 0.4 17
P9 16.9 2.3 13
P10 12.9 1.2 17
P12 17.0 1.6 30

Passage Mean (mV) SE N
P2 -21.0 2.5 18
P3 -22.9 1.9 47
P4 -23.5 1.9 15
P7 -20.2 1.1 15
P8 -20.1 1.0 17
P9 -22.2 2.8 14
P10 -18.7 1.5 15
P12 -21.9 1.8 29

Table 1. Relation between number of passage and resting 
membrane potential in UC-MSC

Fig. 1. Changes in resting membrane potential and capacitance 
with passage in undifferentiated hUC-MSC. (A) The resting 
membrane potential was measured using the current clamping 
method (I = 0). There was no significant difference with increasing 
passage. (B) The change in capacitance was observed to increase 
significantly from P9 with respect to P2. Data represent the mean 
± SE. *, P < 0.05 ( P2 vs P9, P2 vs P10, P2 vs P12) 

A B
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제되는 농도인 IC50은 35.2 ± 2.2 μM (n=4) 이었다(Fig. 

3B). 이 때 세포막 전류는 400 ms 동안 -150 mV에서 + 

50 mV까지의 램프 자극을 주어 기록하였다. K 채널 억제제

인 tetraethylamonium (TEA) 10 mM, 4-aminopyridine 

(4-AP) 500 μM를 처리하였으나 IKir에 영향을 주지 않았

다(data not shown).

미분화 hUC-MSC에서 계대배양 횟수에 따른 IKir 전류의 기능적 

발현 빈도변화.

 Passage에 따른 IKir 전류의 기록 빈도를 측정하였다. 기록

은 whole cell patch 모드로 기록되었고 유지전압은 0 mV 

로 400 ms 동안 -150 mV에서 + 60 mV까지의 램프 자

극을 주어 기록하였다. IKir 전류는 GΩ seal과 멀어져 leak 

current 가 많을 경우 잘 구분할 수 없기 때문에 전류 기록

시 세포막저항이 800 MΩ 이상 되는 것만 기록하고 데이터 

분석에 반영하였다. Passage가 증가될수록 IKir이 기록되

는 빈도가 증가하다가 P8을 정점으로 그 빈도가 감소하였다

(Fig. 4와 Table 3). 즉 IKir 전류는 hUC-MSC의 초기 계대

시(P2: 5.3%, 19번 중에 1번 기록)에서는 IKir의 기능적 발

현 빈도가 매우 낮았으나 계대 중간(P8: 77.8%, 18번 중에 

14번 기록)에서 다수 관찰 되었다. 그러나 계대 후기(P12: 

34.5%, 29번 중에 10번 기록)로 갈수록 IKir의 기능적 발현 

빈도는 감소되었으나 계대 초기만큼 IKir의 기능적 발현 빈

도가 감소하지는 않았다. 

Discussion
 우리는 미분화 hUC-MSC에서 passage 증가에 따라 IKir

의 전기생리학적 발현 빈도의 증감을 확인하였고, 안정막전

위 변화는 거의 없었으며 세포막 표면적과 비례하는 커패시

턴스는 P9 이상에서는 증가함을 확인하였다.

 줄기세포는 재생의학에서 세포치료에 중요한 재료이나 

passage가 증가되거나 장기배양을 하면 증식율이나 분화

능이 변하며 노화가 발생한다[16, 17]. 중간엽 기질세포

(mesenchymal stromal cell)에서 passage 증가 즉 P5에

서 P12까지 분화능의 감소를 보이고 [18], 골수나 지방에

서 유래된 줄기세포에서 P9에서 P12까지 노화 마커인 se-

nescence-associated beta galactosidase (SA-β-Gal)

가 현저히 증가한다[19, 20]. 본 연구에서는 passage 증가

시 커패시턴의 변화가 나타나고 이것은 미분화 hUC-MSC

의 세포표면적이 증가하고 있음을 의미하는 것이기 때문에 

이전 연구를 참고할 때 미분화 hUC-MSC도 passage가 증

가되면 분화능 감소나 노화가 발생할 것으로 예측된다. 세포

표면적의 증가 즉 세포크기의 증가는 분화능 감소나 노화로 

이어 질 수 있기 때문이다[20]. 그러므로 hUC-MSC에서

는 P9 이전의 세포만을 세포치료에 사용하는 것이 좋을 것

으로 생각된다.

 우리 연구에서 IKir이 세포내 K+ 농도([K+]i)조절과 안정막

전위 조절에 기여하기 때문에 IKir의 발현빈도 증감에 따라 

막전위 변화가 나타날 것이라고 예상하였지만 안정막전위는 

P2~P12까지 유의한 변화는 보이지 않았다(Fig. 1). 이것은 

passage 증가에 따른 세포내 이온농도 변화에 따른 막전위

의 변동이 생길 경우 IKir이 K+ 농도를 조절하여 막전위가 일

정하게 유지 되도록 항상성을 유지해 주기 때문일 것이라고 

사료된다. 즉 passage 증가에 따른 Na 채널과 같은 이온채

널의 활성[21]으로 인한 막전위의 탈분극 발생을 상쇄하거

나, 또는 passage 증가에 따른 K+ / Na+ 비율 변화에 의한  

세포가 손상방지 기전으로 IKir 발현을 증가시켜 K+ 농도유

지를 위한 항상성 유지에 기여 할 것으로 생각된다[22, 23]. 

즉 P8 이후 세포내 K+ 농도([K+]i)의 감소 및 Na+ 등의 증가

로 인한 탈분극이 일어날 수 있으므로 IKir의 기능적 발현빈

A B

Fig. 3. Effect of Ba2+ on IKir. (A) Voltage ramp from -150 to + 
50 mV lasting for 400 ms elicited membrane currents from an 
undifferentiated hUC-MSC that displayed inward rectification. (B) 
The current traces were obtained in the absence and presence of 
external Ba2+ (1, 10, 100, 1000 μM). Ba2+ inhibited the IKir in a 
concentration-dependent manner (n=4). 

Fig. 4. Eletrophysiological expression frequency of IKir with 
passage in undifferentiated hUC-MSC. Functional expression of 
IKir was confirmed by patch clamp techniques. The current was 
almost unrecorded at P2, reaching a maximum at P8, and the 
frequency of IKir expression decreased as passage proceeded 
further. 

Passage N (A) IKir expression (B) B / A (%)
P2 19 1   5.3
P3 41 12 29.3
P4 11 5 45.5
P7 15 5 33.3
P8 18 14 77.8
P9 14 9 64.3
P10 14 6 42.9
P12 29 10 34.5

Table 3. Relation between number of passage and frequency of 
functional expression of IKir in undifferentiated hUC-MSC



도 증가가 적절히 K+ 농도를 유지하려고 하는 세포의 방어기

재로서 작동할 수도 있다[22, 23]. 즉 IKir의 발현으로 [K+]

i를 더 높은 농도로 올려 세포 손상시 나타날 수 K+ / Na+ 비

율을 안정막전위가 변화지 않는 선에서 조절할 것으로 예측

된다. Na+ 및 K+ 이온은 세포 생존에 중요한 영향을 미치는

데 K+ / Na+ 비율이 세포증식 및 세포 손상의 지표로 사용된

다는 논문은 우리의 이러한 가정을 지지한다[22, 23]. 그러

므로 미분화 hUC-MSC에서 IKir가 passage 증가시 나타나

는 이온불균형 해결사로 작동할 수 있음을 시사한다. 사람제

대 와튼젤리(Wharton's jelly)줄기세포에서 passage 증가

하면 [K+]i 변화되며 생존율을 결정한다는 보고는 우리의 가

설과 결과를 지지할 수 있다[24].

 줄기세포 초기배양부터 배양시간이 늘어가면 증식 능력의 

감소, 형태학적 변화, 텔로미어 및 기능 장애의 단축 노화에 

대한 변화를 나타낼 수 있기 때문에[17], passage 증가에 

따른 전기생리학적 데이터의 축적은 매우 필요하나 거의 없

는 실정이다. 그러므로 미분화 hUC-MSC에서 이러한 IKir

과 계대배양에 대한 관련 자료는 줄기세포에서 passage 증

가에 따른 분화능 감소 및 노화관련 데이터로 매우 중요하다

고 생각되며 IKir이 안정막 전위 유지 및 K+ 농도 유지에 필

수적인 생리학적인 역할을 할 것이라고 예상하며 앞으로도 

줄기세포 연구에서 전기생리학적 데이터가 더욱 축적되어야 

할 거라고 생각한다.
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