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ABSTRACT

The current study was undertaken to determine the effects of sex steroid hormones (estrogen, testosterone 
and 19-nortestosterone) on differentiation and proliferation of pig preadipocytes. The preadipocytes were 
isolated from the backfat of new-born female pigs by collagenase digestion. 10 8M and 10 7M sex steroid 
hormones were treated to the cultured preadipocytes. Sex steroid hormones treated during the early stage of 
cell growth did not affect differentiation and proliferation of preadipocytes. However, testosterone and 19- 
nortestosterone treated during the late stage of cell growth stimulated differentiation of pig preadipocytes. 
(Key words : Sex steroid, Pig, Preadipocytes, Differentiation)

. 서    론

동물의 암, 수 간에 지방분포와 지방축적의 
정도에 차이가 있고, 웅성호르몬을 사람에게 
투여했을 때 근육축적이 늘어나는 반면 지방축
적이 감소하는 것이 보고되었는데 (Snyder 등, 
2000), 이러한 사실들은 스테로이드 성호르몬이 
동물의 지방축적에 크게 관여함을 나타낸다. 
스테로이드 성호르몬이 동물의 지방축적에 관
여하는 것에 대한 연구의 일환으로 지방세포를 
배양하는 중에 웅성호르몬과 자성호르몬을 처
리해서 이들 호르몬이 지방세포의 증식이나 분
화에 미치는 영향에 관한 연구가 많이 수행되
어 왔는데, 주로 쥐에서 분리한 지방전구세포
와 세포주 (cell line)를 많이 이용했고, 일부 연

구는 사람 지방세포를 이용하기도 했으나 돼지 
지방전구세포를 이용한 연구는 거의 전무한 편
이다. 본 연구를 포함한 여러 연구에서 사용하
는 동물의 지방조직에서 분리한 지방전구세포
(preadipocyte)는 stroma-vascular cell로 postcon- 
fluent mitosis를 그치지 않고 insulin과 glucocorti- 
coid에 의해 성숙세포로 분화하는 세포이다
(Loffler와 Hauner, 1987).

Dieudonne 등 (2000)은 배양중인 쥐의 지방세
포에 테스토스테론 (testosterone)을 처리했을 때 
세포의 분화가 억제됐고, 반대로 에스트로겐
(estrogen) 처리는 세포 분화를 촉진했다고 보고
했다. Singh 등 (2006)은 테스토스테론 처리가 
3T3-L1 세포의 분화를 억제했다고 보고했다. 
그리고 Singh 등 (2003)은 쥐의 C3H 10T1/2 
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pluripotent 세포에 웅성호르몬을 처리했을 때 
근육세포의 분화를 촉진시켰으나 지방세포의 
분화는 억제했다고 보고했다. Roncari 등 (1978)
은 배양중인 사람 지방세포에 에스트로겐을 처
리했을 때 지방세포의 증식을 촉진했다고 보고
했다. 위의 모든 연구 결과들이 웅성호르몬은 
지방세포의 분화나 증식은 억제하고, 반대로 
자성호르몬은 분화나 증식을 촉진한 것을 보여
주고 있는데, 이 사실은 in vitro 세포배양 실험
이 in vivo에서 나타나는 현상을 잘 반영해주고 
있어서 지방세포배양 실험의 타당성을 설명해 
준다. 위에 기술한 스테로이드 성호르몬이 지
방세포의 증식이나 분화에 그 작용을 나타내기 
위해서는 배양중인 지방세포에 이들 호르몬의 
수용체가 존재해야 하는데 Dieudonne 등 (2000)
은 에스트로겐과 테스토스테론의 receptor anta- 
gonist를 사용해서 쥐의 지방전구세포에 이들 호
르몬의 수용체가 있음을 간접적으로 확인했다.

스테로이드 성호르몬이 지방세포의 분화에 
미치는 작용은 쥐나 세포주를 이용해서 수많은 
실험이 수행되었으나 돼지에서는 거의 전무해
서 위에 기술한 스테로이드 성호르몬의 작용이 
돼지 지방세포에서도 나타나는지 궁금하다. 그
래서 본 연구의 주목적은 갓난 돼지의 지방조
직에서 분리한 지방전구세포에 여러 스테로이
드 성호르몬을 처리해서 이들이 지방전구세포
의 분화와 증식에 미치는 영향을 구명하는 것
이다. 한편 본 연구에서는 돼지에서만 혈중에 
높은 농도로 존재하는 돼지 특이 스테로이드 
성호르몬으로 알려진 노르테스토스테론(19-norte- 
stosterone) (De Wasch 등, 2001)의 작용도 함께 
구명하려 한다.

. 재료 및 방법

1. 

지방전구세포 (stroma-vascular cell)는 신생자
돈의 등지방 조직에서 분리해서 배양했는데, 
세포배양은 Suryawan 등 (1997)의 방법을 따르
면서 본 연구실에서 수정하여 확립한 방법을 
이용했다 (문과 정, 2004). 본 연구에서 사용한 

돼지 지방전구세포의 분리 및 배양방법을 간단
히 설명하면 다음과 같다.

생후 1~2일령 된 신생 암퇘지를 이산화탄소
(CO2) 기체를 주입하여 질식사 시킨 후 등지방 
조직을 떼어냈다. 떼어낸 지방조직을 잘게 세
절한 후 collagenase와 함께 shaking water bath
에서 40분 동안 배양한 후 250 nylon screen
으로 여과해서 소화 안 된 지방조직을 제거했
다. 여과 후 원심분리해서 지방전구세포가 들
어있는 침전물을 KRB 용액으로 분산해서 다시 
원심분리 후 75 nylon screen으로 여과해서 
지방전구세포를 수집했다. 10% FBS를 함유한 
DMEM/F-12를 이용하여 6-well plate에 1 × 106 
cell/well을 접종했다. 접종한 다음날 적혈구 등
을 제거하기 위해 세척한 후 분화유도 (day 0)
를 위해 insulin (600 ng/ml), transferrin(1 ng/ml) 
및 hydrocortisone(500 ng/ml)을 함유한 5% FBS 
DMEM/F-12를 세포배양이 끝날 때까지 사용했
으며 배지는 2일마다 교체했다.

2. 

돼지 지방전구세포를 4마리의 암퇘지에서 분
리해서 본 실험에 사용했는데 배지와 FBS에 
함유되어 있는 스테로이드 성호르몬의 작용을 
없애기 위해서 phenol red가 없는 배지와 
charcoal dextran 처리한 FBS를 사용했다. 접종
한 세포를 세척한 날 즉 day 0부터 day 2까지
는 위에 기술한 배지와 FBS를 사용했는데 이 
기간 동안 10 8M과 10 7M의 에스트로겐, 테스
토스테론 및 노르테스토스테론을 배양중인 세
포에 처리했다. day 3부터 일반적으로 사용하
는 배지와 FBS를 세포배양이 끝날 때까지 사
용했다. 그리고 스테로이드 성호르몬이 세포분
화에 미치는 작용이 세포의 증식기 뿐만 아니
라 세포의 분화기에도 미치는 가능성을 염두에 
두고 day 0~day 2 뿐만 아니라 day 6~day 8에
도 스테로이드 성호르몬 처리를 했다. 이 경우
에도 스테로이드 성호르몬 처리기간 동안만 
phenol red가 없는 배지와 charcoal dextran 처리
한 FBS를 사용했다. 세포분화는 day 8에 측정
했고, 세포의 증식은 day 4에 측정했다. 본 연
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Fig. 1. The effects of steroid hormones on 
differentiation of pig preadipocytes. 10 8

M or 10 7M estrogen (EST), testo- 
sterone (TEST) and 19-nortestosterone 
(NORT) were treated to pig pre- 
adipocytes for the first two days (day 
0-day 2) after washing the cells. The 
degree of cell differentiation was 
determined by measuring glycerol-3- 
phosphate  dehydrogenase (GPDH) acti- 
vity. Values are mean ± SE: the diff- 
erence from Control; NS, not signi- 
ficant.

구에서 2일 동안 스테로이드 호르몬 처리한 이
유 중의 하나는 스테로이드 호르몬 처리기간에 
사용한 배지와 FBS가 세포의 성장을 위한 좋
은 조건이 아니기 때문에 오랫동안 처리하기가 
어려웠다. 

3. 

지방전구세포가 성숙지방세포로 분화하기 위
해서는 먼저 증식 (proliferation)이 일어나고 난 
뒤에 협의의 분화 (differentiation)가 일어나는데, 
본 연구에서 측정한 광의의 분화는 증식과 협
의의 분화를 포함한 결과를 나타낸다. 돼지 지
방전구세포의 성숙세포로의 분화정도는 배양중
인 세포의 glycerol-3-phosphate dehydrogenase 
(GPDH)의 활성도를 측정함으로써 구명했는데 
기본적으로는 Wise와 Green(1979)의 방법을 사
용했다. GPDH는 dihydroxyacetone phosphate가 
glycerol-3-phosphate로 바뀌는데 관여하는 효소
인데 이 glycerol-3-phosphate는 triglyceride 합성
의 원료가 된다. 그리고 triglyceride는 성숙 지
방세포에서 만들어지기 때문에 GPDH는 지방
전구세포의 성숙 지방세포로의 분화정도를 측
정하는데 사용된다. 그리고 세포수의 측정은 
세포내의 mitochondrial dehydrogenase에 의해 
tetrazolium salt (Roche kit 이름은 wst-1)의 분해 
정도에 의해 측정했는데 Brandebourg와 Hu
(2005)는 접종한 돼지 지방전구세포의 수가 증
가함에 따라 formazan formation이 증가한 것을 
관찰했다.

4. 

본 연구에서 얻어진 자료의 특성을 요약하면 
다음 모형 방정식으로 나타낼 수 있다. 
       × 로서 yijk는 관
측값이고, μ는 전체 평균이며, A i는 i번째 개체
(돼지)로 임의효과로 가정하였고, τj는 j번째 처
리의 고정효과로 가정하였으며, (A×τ)ij는 개체
(돼지)와 처리간의 상호효과이고, ε(ij)k는 각 돼
지 당 반복 측정된 것으로 이 역시 임의오차로 
가정하였다. 얻어진 자료는 변이의 원천을 알

기 위해서 위의 모형 방정식을 이용하여 SAS
(SAS, 1998)의 GLM 모듈로 분산 분석을 하였
다. 각 처리의 값은 각 반복 당 대조구에 대한 
상대적인 값으로 표현하는 것이 합리적일 것으
로 사료되어, 각 처리구의 대조구에 대한 상대
적 값(백분율)의 최소자승 평균과 그에 따른 표
준오차를 나타내었다. 

. 결과 및 고찰

지금까지 쥐와 사람 지방전구세포를 이용하
여 수행한 많은 연구에서 에스트로겐은 지방전
구세포의 분화나 증식을 촉진했고, 테스토스테
론은 억제했다 (Garcia 등, 1999; Dieudonne 등, 
2000; Hong 등, 2007). 그러나 Fig. 1에서 보는 
대로 돼지 지방전구세포 배양초기에 2일 동안 
10 8M과 10 7M의 에스트로겐, 테스토스테론 
및 노르테스토스테론을 처리한 결과 세포분화
에 영향을 미치지 않았다. 본 연구에서 스테로
이드 성호르몬의 작용이 나타나지 않은 이유는 
확실하지 않은데 다음과 같이 추론할 수 있다. 
1) 본 연구에서 사용한 스테로이드 성호르몬의 
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Fig. 2. The effects of steroid hormones on 
differentiation of pig preadipocytes. 
10 7M estrogen (EST), testosterone
(TEST) and 19-nortestosterone (NORT)
were treated to pig preadipocytes for 
two days during the late stage of cell 
growth (day 6-day 8). The degree of 
cell differentiation was determined by 
measuring glycerol-3-phosphate dehy- 
drogenase (GPDH) activity. Values are 
mean ± SE : the difference from
Control; NS, not significant; **p<0.01.
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Fig. 3. The effects of steroid hormones on 
proliferation of pig preadipocytes. 10 8

M or 10 7M estrogen (EST), testo 
sterone (TEST) and 19-nortestoster 
one (NORT) were treated to pig
preadipocytes for the first two days 
(day 0-day 2) after washing the cells. 
The degree of cell differentiation was 
determined by measuring formation of 
formazan activity. Values are mean 
±SE: the difference from Control; NS, 
not significant; *p<0.05.
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Fig. 4. Comparision of normal FBS & media 
and charcoal dextran-treated FBS & 
phenol red-removed media in differen
tiation of pig preadipocytes. 10 7M 
estrogen (EST), testosterone (TEST) 
and 19-nortestosterone (NORT) were 
treated to pig preadipocytes for the 
two days. Values are mean ±SE : the 
difference from Control; NS, not 
significant.

농도는 생리적 농도로 알려진 (Lu 등 1998; 
Vanderschueren 등 2000) 10 8M과 10 7M이었는
데, 이 농도가 돼지 지방전구세포의 분화를 촉
진할 만큼 충분히 높지 않을 가능성이 있다는 
점이다. Dieudonne 등 (2000)은 쥐 지방전구세포
를 이용한 실험에서 10 8M과 10 7M 농도에서
는 에스트로겐의 작용이 나타나지 않았고, 10
5M 농도에서 그 작용이 나타났다고 보고했다 
그러나 테스토스테론은 10 7M 농도에서도 그 
작용이 나타났다. 2) 본 연구에서는 돼지 지방
전구세포를 갓난 돼지의 피하지방조직에서 분
리했는데, 이 지방전구세포가 쥐나 사람의 지
방전구세포와는 달리 안드로겐 수용체(androgen 
receptor)나 에스트로겐 수용체(estrogen receptor)
의 양이 매우 적을 가능성이 있다는 점이다. 
Dieudonne 등 (2000)은 쥐의 피하지방에서 분리
한 지방전구세포는 부정소 지방에서 분리한 것
에 비해 테스토스테론의 작용이 덜 나타났다고 
보고했다. 
  노르테스토스테론은 수퇘지의 혈중에 높은 
농도로 존재하는 돼지 특이 스테로이드 성호르
몬으로 (Schwarzenberger 등, 1993), anabolic 작

용과 androgenic 작용의 비율이 9:1로서 돼지의 
빠른 성장에 기여하는 것으로 알려졌기에 배양
중인 지방전구세포의 분화에 영향을 미칠 것으
로 예상되었으나 다른 호르몬과 마찬가지로 아
무런 작용을 나타내지 않았다.
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         CONT                  EST                   TEST                  NORT

Fig. 5. Micrographs showing differentiation of pig preadipocytes cultures treated with 10 7M 
estrogen (EST), testosterone (TEST) and 19-nortestosterone(NORT).

Fig. 2에는 세포배양 후기 즉 세포의 증식기
가 지난 분화기에 2일 동안 10 7M의 스테로이
드 성호르몬의 처리 결과가 나타나 있는데 세
포배양 전기에 처리한 결과와는 달리 스테로이
드 성호르몬의 효과가 나타났다. 세 호르몬 모
두 분화를 촉진시켰는데, 에스트로겐의 작용은 
유의하지 않고, 예상과는 반대로 테스토스테론
과 노르테스토스테론은 세포 분화를 촉진했다. 
이것은 지금까지의 쥐나 사람의 지방조직 세포
에서 수행된 결과와 상반된 것이다. 이에 대한 
이유는 확실하지 않다.

Fig. 3에는 스테로이드 성호르몬이 돼지 지방
전구세포의 증식에 미치는 영향이 나타나 있는
데 각 호르몬의 처리효과가 뚜렷하지 않았다. 
이 사실은 Fig. 1의 결과를 설명해 준다고 볼 
수 있는데 그 이유는 Fig. 1은 스테로이드 성호
르몬이 세포의 증식에 미치는 작용이 세포 분
화에 나타나는 것을 보여주기 때문이다.

본 연구에서 스테로이드 성호르몬 처리 기간 
동안 사용한 FBS와 배지가 세포가 정상적으로 
성장하는데 적합하지 못할지도 모른다는 가정
하에 정상적인 FBS와 배지, 그리고 charcoal 
dextran 처리한 FBS와 phenol red를 제거한 배
지를 비교한 결과가 Fig. 4에 나타나 있는데, 
일반적으로 사용하는 FBS와 배지와 그렇지 않
은 구간에 스테로이드 성호르몬 처리효과에 차
이가 없었다. Fig. 5에는 스테로이드 성호르몬 
처리가 세포분화에 미치는 작용에 대한 현미경 
사진이 나타나 있는데 처리간에 차이가 없었는데 
이것은 Fig. 4의 결과를 잘 반영해 준다.

갓난 돼지의 등지방에서 분리 배양한 돼지 
지방전구세포에 스테로이드 성호르몬을 처리했

을 때 뚜렷한 작용이 본 연구에서 나타나지 않
았는데, 과연 스테로이드 성호르몬이 돼지 지
방전구세포의 분화나 증식에 아무런 작용이 없
는지를 확인하기 위해서 다음과 같은 실험수행
이 필요할 것이다. 1) 돼지의 성장이 진행되면 
지방전구세포가 스테로이드 성호르몬에 반응하
는지를 알기 위해서 돼지의 연령에 따라 차이
가 나는지를 구명하고 2) 생리적 농도가 아닌 
약리적 농도에서 스테로이드 성호르몬이 작용
하는지를 구명하고 3) 본 연구에서는 암퇘지에
서 분리한 지방전구세포를 이용했는데 수퇘지
의 세포도 함께 조사해서 성별에 의한 차이가 
있는지를 구명할 필요가 있다.

본 연구의 결과를 요약하면 에스트로겐, 테
스토스테론 및 노르테스토스테론을 돼지 지방
전구세포에 처리했을 때 세포의 분화나 증식에 
뚜렷한 작용이 나타나지 않았다. 다만 테스토
스테론과 노르테스토스테론을 세포배양 후기에 
처리했을 때 세포분화를 촉진시켰다.

. 요    약

본 연구는 스테로이드 성호르몬 즉 에스트로
겐, 테스토스테론 및 노르테스토스테론이 돼지 
지방전구세포의 분화와 증식에 미치는 영향을 
구명하기 위해서 수행하였다. 지방전구세포는 
갓난 암퇘지의 등지방조직을 떼어내어 coll- 
agenase를 처리해서 분리해서 배양했다. 세포 배
양중에 10 8M과 10 7M의 스테로이드 성호르몬
을 처리했다. 세포배양 전기에 스테로이드 성호
르몬을 처리했을 때 지방전구세포의 분화나 증
식에 아무런 영향을 미치지 않았고, 세포배양 
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후기에 처리했을 때는 테스토스테론과 노르테
스토스테론이 세포분화를 촉진시켰다.
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