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돼지 중간엽 줄기세포 동결에 있어서 동결보호제에 따른 특성 연구

김미경
1
ㆍ박형준

1
ㆍ노규진

1
ㆍ김충희

2
ㆍ조재현

1,†

1
경상대학교 수의과대학 수의학과, 2

경남과학기술대학교 동물생명과학과

Study of Effective Cryoprotectants on the Cryopreservation of Porcine 
Mesenechymal Stem Cells

Mi Kyeong Kim1, Hyoung Joon Park1, Gyu-Jin Rho1, Chung-Hei Kim2 and Jae-Hyeon Cho1,†

1Institute of Life Science, College of Veterinary Medicine, Gyeongsang National University, 

Jinju 660-701, Korea 
2Dept. of Animal Science & Biotechnology, Gyeongnam National University of Science and Technology, 

Jinju 660-758, Korea

ABSTRACT : The objective of this study was to investigate the effective cryoprotectants for the cryopreservation of porcine 

mesenechymal stem cells (pMSCs). In order to understand the effectiveness of various cryoprotectants on pMSCs, we 

studied the most commonly used cryoprotectants; dimethyl sulfoxide (DMSO), ethylene glycol (EG), DMSO and EG. 

pMSCs were isolated from bone marrow matrix of piglet (2 month) and characterized by alkaline phopshatase (AP) activity, 

colony forming, and differentiation to adipocyte. In slow cooling cryopreservation, the pMSCs were exposed to cell medium 

containing Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) supplemented with 10% DMSO, 1.5M EG and 5% DMSO/0.75M 

EG, respectively, and freezed to －1℃/min from 25℃ up to －80℃ in a cryo-container. The proportion of viable cells and 

the growing rates in fresh pMSCs were significantly (P<0.05) higher than those of other groups, but did not differ between 

the cryopreserved groups. The expression of Sox-2 and Nanog gene was increased by extending culture time in cryopreserved 

groups. The expression of Bax gene in cryopreserved groups was similar with fresh pMSCs. Moreover, the gene expression 

of adipocyte-specific marker as well as chondrogenic/osteogenic factors in cryopreserved groups was similarly to fresh 

pMSCs. Taken together, our results suggested that all these cryoprotectants of 10% DMSO, 1.5M EG and 5% DMSO/0.75M 

EG could be used for cryopreservation of the pMSCs.

Key words : Porcine mesenchymal stem cells, Cryopreservation, Dimethyl sulfoxide, Ethylene Glycol, Cell viability, 
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요  약 : 돼지 중간엽 줄기세포를 Dimethyl sulfoxide(DMSO), Ethylene glycol(EG), 그리고 DMSO/EG을 이용하여 세포

동결을 유도한 후 적절한 동결보호제를 알아보았다. 2개월 이내 돼지 골수에서 중간엽 줄기세포를 분리하여 colony 형성

및 alkaline phosphatase(AP) 활성을 확인하고, 지방 세포로의 분화 유도에 의한 줄기세포의 능력을 확인하였다. 이들 중간

엽 줄기세포의 완만 동결을 위해, DMEM에 각각 10% DMSO, 1.5M EG, 5% DMSO/0.75M EG의 동결보호제를 섞은 후

cryovial에 넣고, cryo-containe를 이용하여 25℃에서 －80℃까지 －1℃/min 속도로 동결하였다. 일주일간 저장 후 세포의

생존률은 미동결 세포는 동결 세포군보다 유의적으로 높음을 확인할 수 있었으나, 동결 처리군 간에는 차이가 없었다. 

줄기세포 유지 유전자인 Sox-2와 Nanog 발현은 동결 후 배양 시간에 따라 발현량이 증가하는 경향을 보였으나, 동결처리

군 간에는 유의적인 차이가 없었다. 세포사 관련 유전자인 Bax의 발현은 모든 군에서 비슷하였다. 또한 지방, 연골 및

뼈세포 분화와 관련된 유전자의 발현은 동결 전 세포와 동결 후 세포군에서 비슷한 경향을 보였다. 이러한 결과는 돼지
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중간엽 줄기세포 동결함에 있어서 10% DMSO, 1.5M 

EG, 5% DMSO/0.75M EG 모두 적절한 동결보호제로 이

용할 수 있음을 시사한다. 
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서  론  

줄기세포는 자가 증식과 다양한 조직이나 장기로 분화할

수 있는 특성을 가지고 있으며, 이러한 종류의 세포는 성장

기간뿐만 아니라 성인의 세포 항상성 면에서도 중심적인 역

할을 한다(Fehrer & Lepperdinger, 2005). 또한 골수, 혈액, 

지방, 근육 등 다양한 조직에서 분리할 수 있고, 특히 체외

정해진 배양액 조건에서 다양한 세포로 분화할 수 있는 능력

을 가지고 있다. 예를 들면, 줄기세포는 중배엽인 골세포, 지

방세포, 연골세포(Pittenger et al., 1999)로 분화가 가능하며, 

신경세포(D’ippolito et al., 2004), 피부(Han et al., 2007), 췌

장세포(Chen et al., 2004)로도 분화가 가능하다. 

중간엽 줄기세포는 골수뿐만 아니라 지방조직, 태반, 탯

줄, 제대혈(Umbilical Cord Blood) (Grove et al., 2004) 등

에 존재하며, 특히 제대혈은 엄마나 아기에게 해를 야기시

키지 않는 비교적 비침투적인 중간엽 줄기세포 공급원이다. 

지방 조직은 골수에 비해 많은 양의 중간엽 줄기세포를 가지

고 있으며, 골수 유래 중간엽 줄기세포와 그 특징이 비슷하

다(Kern et al., 2006). 지방 유래 줄기세포는 성형 시 지방

흡입술로부터 많은 양의 지방 조직을 얻어 세포를 얻을 수

있다. 이를바탕으로중간엽 줄기세포는조직공학과세포기반

치료에 있어서 중요한 역할을 하고 있다(Croft & Przyborski, 

2004). 

중간엽 줄기세포만을 인지하는 표지인자가 부족하기 때문

에 골수로부터 순수하게 분리하는 것이 어렵다. 더욱이, 골수

로부터 많은 양의 중간엽 줄기세포를 분리하기가 어렵고, 장

기간 배양이 쉽지 않다. 이러한 중간엽 줄기세포를 고유의

특성을 유지하면서 장기간 보존하는데 필수적인 방법이 동

결이다(Milosevic et al., 2005). 세포 동결에 있어서 중요한

요인으로는 동결속도, 세포와 동결보호제의 종류, 삼투압 등

을 들 수 있으며, 특히, 세포에 맞는 적절한 동결보호제를 선

택 하는 것이 가장 중요시 되는 점이다(Meryman, 2007). 동

결보호제는 종류에 따라 각각 세포막에 대한 다른 침투능력

을 가지며, 이는 세포 내 독성뿐만 아니라 세포의 생존률에

도 다양한 영향을 미친다. 현재, 일반적으로 사용되는 동결보

호제로 DMSO를 들 수 있다. 비록 DMSO는 동결 보호제로

서 여러 문제점이 있는데, 동결 후 세포 증식을 억제하거나

(Takase et al., 1992), 10% DMSO로서의 세포 동결 시 생존

률을 저하시키는 것으로 보고되었을 뿐만 아니라(Heng et 

al., 2006), 이를 배양액에 혼합하였을 때 세포 독성을 유도

하거나, 신경세포 분화, 심근세포로의 분화를 야기한다고 보

고되었다(Kotobuki et al., 2005). 그러나, DMSO는 세포 독

성을 나타내고 있음에도 불구하고 현재까지 가장 광범위하

게 사용되고 있는 세포 동결보호제이다. 

돼지 유래 중간엽 줄기세포를 이용한 연구는 극소수의 연

구자들에 의하여 연구가 수행되고 있으며, 특히 돼지 중간엽

줄기세포에 대한 동결보호제에 관한 연구는 아주 미비한 실

정이다. 본 연구에서는 돼지 골수 유래 중간엽 줄기세포를

분리하여 서로 다른 동결보호제; 10% DMSO, 1.5M EG, 

5% DMSO/0.75M EG를 이용하여 동결 및 해동 후, 동결 전

후 세포의 생존률, 세포의 증식률, apoptosis률을 조사하였으

며, 특히 동결을 전 후한 줄기세포 유지능을 확인하기 위하

여 줄기세포 관련 전사인자의 발현 분석 및 조직특이세포로

의 분화 관련 유전자들의 발현 양상을 비교함으로써 돼지 골

수 유래 줄기세포의 동결보호제를 개발을 위한 연구를 수행

하였다. 

연구 재료 및 방법 

1. 돼지 중간엽 줄기세포의 채취 및 배양

2개월된 돼지의 femur와 tibia로부터 골수를 채취하고, 

Ficoll-Paque-Plus를 이용하여 세포를 분리하였다. 채취한 골

수를 1:1로 Balanced salt solution과 섞고, Ficoll 용액을 천

천히기울여넣어층을만든후, 원심분리기를이용하여단핵

세포만을 분리하였다. 분리된 세포를 Balanced salt solution

으로여러번세척하고, 10% FBS와 100 unit/㎖의 penicillin- 

streptomycin이 포함된 DMEM(Gibco, USA) 배지로, 5% 

CO2, humidified, 37℃ 조건에서 배양하였다. 48시간 후, 부

착 되지 않은 세포의 제거를 위해 배양액을 교환하였다. 계

대 배양은 배양용기에 세포가 80～90% 정도 증식하였을

때, 0.25% Trypsin-EDTA를 이용하여 세포를 분리, 배양하

였다.  

2. Alkaline Phosphatase (AP) 염색

돼지 중간엽 줄기세포를 커버글라스가 들어가 있는 6-well

에 5×103/well개씩 접종한 후 2주 동안 배양하였고, 배양액

은 3일에 한 번씩 교환해 주었다. AP 염색을 위해, Alkaline 

Phosphatase chromogen kit(BCIP/NBT, Promega)를 이용
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하였다. 간단히 설명하면, 세포에 염색약을 넣고 20분간 실온

에서 염색시킨 후 PBS로 2～3회 세척하고, 4% paraformal-

dehyde를 넣어 20분간 고정시켰다. 광학 현미경을 이용하여

colony의 생성 정도를 확인하였다.

3. 지방 세포 분화 및 염색

중간엽 줄기세포의 지방 분화 유도를 위해 세포를 6-well 

에 1×105/well 개로 접종한 후, 10% FBS와 100 unit/㎖의

penicillin-streptomycin이 포함된 DMEM 배양액에서 5% 

CO2, humidified, 37℃ 조건에서 배양하였다. 세포의 배양

상태를 확인한 후 지방 분화 유도 배지로 교환하였다. 지방

분화 유도 배지는 DMEM 배양액에 10% FBS, 100 unit/㎖

의 penicillin-streptomycin, 1μM dexamethasone, 100μM 

indomethacin, 10 μM insulin, 500 μM 3-isobutyl-1-methyl-

zanthine(IBMX)를 첨가한 배지로 3일에 한번씩 배양액을

교환하며 지방분화를 유도하였다. 3주 후, 지방 분화 여부를

확인하기 위해 0.5% Oil Red-O 염색을 하였다. 간단히 설명

하면, 60% isopropanol 10 ㎖에 0.05 g의 Oil Red-O 염색약

을 넣고 혼합한 후 지방 분화가 유도된 세포에 15～20분간

염색시킨 후, 광학 현미경으로 관찰하였다.

4. 돼지 유래 중간엽 줄기세포의 동결 및 해동

배양 용기의 80～90% 정도로 자란 2～3번째 계대 배양

의 중간엽 줄기세포를 0.25% Trypsin-EDTA를 이용하여 떼

어낸 후, 10% DMSO, 1.5M EG, 5% DMSO/0.75M EG이

첨가된 DMEM에 1×10
6
/㎖의 농도로 cryovial에 넣은 후, 

Cryo-container를 이용하여 25℃에서 －80℃로 분당－1℃

씩 떨어뜨려 동결하였다. 동결한 vial은 액체 질소로 옮겨 일

주일간냉동보존하였다. 해동을 위해 vial을 37℃ water bath

에서 녹인 다음, 10% FBS가 포함된 DMEM을 첨가하였다. 

이를 원심 분리 하여 상층액을 제거하고, 해동 후 각 그룹 별

세포증식률을확인하기위하여, 14일간이틀에한번씩 hemato-

cytomter를 이용하여 세포 수를 측정하였다.

5. TUNNEL 염색

동결보호제가세포에미치는영향을알아보기위해 Vybrant® 

Apoptosis assay kit #3(Molecular Probes, Inc.)를 이용하여

TUNNEL 염색을 하였다. 동결 전후 세포를 PBS로 2～3번

세척하고 1X annexin-binding 용액을최종세포농도가 1×106 

cells/㎖로 되게 섞는다. 그런 후, FITC annexin V를 5 ㎕ 

넣고, PI(100 ㎍/㎖) 염색약을 1 ㎕ 넣어 총 100 ㎕가 되게

만든다. 실온, 암실에서 15분간반응시키고 1X annexin-binding 

용액을 400 ㎕ 넣어 총 500 ㎕가 되게만든후, Fluorescence 

activated cell sorter(FACs)를 이용하여 측정한다.

6. Reverse Transcription PCR

동결 전 배양한 돼지 중간엽 줄기세포를 0.25% Trypsin- 

EDTA를 첨가하여 분리한 다음, PBS로 세척하고, 원심 분리

한 후 RNA를 추출하였다. 서로 다른 동결 보호제를 이용하

여 동결 한 중간엽 줄기세포는 일주일간 액체질소에 저장 후

해동하고, 각 그룹 별로 5시간, 10시간 배양한 다음, 각 세포

를 모아 RNA를 추출하였다. 추출한 RNA의 농도를 측정한

후, 1 ㎍의 RNA, superscript™ Ⅲ RT(Invitrogen Coporation, 

USA)와 oligo-dT primer로 cDNA를 합성하였다. 총 20 ㎕ 

반응량 중 1 ㎕ cDNA를 이용하여 Premix(Maxim PCR 

premix kit i-star Taq, Korea)를이용하여 93℃에서 3분, 93℃

에서 40초, primer에 따라 annealing 온도를 52～62℃, 72℃

에서 50초, 72℃에서 5분간 35～37 cycle 조건으로 PCR을

실시하였다. PCR로 증폭된 산물을 사이즈 marker와 함께

1% 아가로스 겔과 1X TAE 용액을 사용하여 100 volt에서

30분 동안 전기영동한 후, Gel Doc(Bio Rad, USA)으로 관

찰하였다. 컨트롤 유전자로 GAPDH을 사용하였다.

7. 통계처리

모든 실험 결과는 평균값±표준오차(means±SEM)로 제시

하였다. 시험 처리군 간의 평균값 비교는 one-way ANOVA 

와 Duncan's and Turkey's multiple comparisons test에 의해

서 이루어졌으며, 유의적 차이는 p<0.05의 수준에서 검증하

였다. 

결  과 

1. 돼지 중간엽 줄기세포의 형태 및 동결 전후 AP 염색

돼지의 femur와 tibia로부터 분리한 줄기세포의 형태와, 

14일간 배양하여 형성된 colony를 확인하기 위해 AP 염색

을 하였다. 실험 결과, 돼지로부터 채취한 줄기세포는 배양용

기에 부착 할 수 있는 능력을 가졌고, 그 형태 또한 섬유아세

포와 비슷한 모양을 가지며, 다각형 또는 방추 모양을 보였
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다(Fig. 1A-a). 또한 2주간 배양 하였을 때, 배양 용기에 서로

균형이잡힌 colony들이많이형성되었음을알수있었다(Fig. 

1A-b). 또한 Fig. 1에서 colony 군집들이 AP 염색에 positive 

함을 보였다.

돼지 중간엽 줄기세포를 동결하기 위해 10% DMSO, 1.5M 

EG, 5% DMSO/0.75M EG 군으로 동결하여, 일주일간 액체

질소에보관한후급속해동하였다. 10% FBS가첨가된DMEM

에 14일간 배양하여 각 그룹별 colony 형성과 AP 염색을 확

인하였다. 동결에 따른 중간엽 줄기세포의 AP 활성도를 측

정한결과, 미동결 신선한 중간엽 줄기세포에서는강하게 AP 

염색되었으며(Fig. 2B-a), 10% DMSO, 1.5M EG, 5% DMSO/ 

0.75M EG 동결 세포군에서의 AP 염색 또한 양성으로 나타

났다. Fig. 1B(b～d)에서는 각 그룹별로 colony 군집들이 동

결 전 세포와 같이 서로 균형적으로 형성됨을 보여 주고 AP 

염색에 positive함을 확인할 수 있었다.

2. 지방세포 분화의 형태학적 관찰 및 Oil Red-O 염색

돼지 중간엽 줄기세포로부터 지방세포로의 분화를 유도한

결과, 약 7일째부터 세포질 내에 지질 방울이 형성됨을 보였

 A                                                       B

  

Fig. 1. Isolation and characterization of porcine mesenchymal stem cells (pMSCs). A, pMSCs formed colonies and differentiated into 

adipocytes (a: phase contrast, b: colony formations, c and d: pMSCs was induced to differentiated into adipocytes in adipogenic 

medium for day 7 (c) or day 15 (d), respectively, and the derived adipocytes were identified by oil red O staining (×100). B, 

Colony formation and AP staining in pMSCs before or after cryopreservation with different cryoprotectants. (a: AP stain of 

pMSCs, b: AP stain of post-thawed pMSCs with 10% DMSO, c: AP stain of post-thawed pMSCs with 1.5M EG, d: AP stain 

of post-thawed pMSCs with 5% DMSO/0.75M EG (×40). 

고, 15일째가 되었을 때 세포 내 풍부한 지질방울이 형성되

어 붉게 염색됨을 확인할 수 있었다(Fig. 1A-c, d). 

3. 동결 보호제에 따른 동결 후 중간엽 줄기세포의 증식률

동결전중간엽 줄기세포와각 그룹별동결 세포를 24-well 

배양 용기에 5×10
3
/㎠로 접종한 후, 48시간마다 hemocyto-

meter를 이용하여 세포수를 측정하였다. 세포증식률은 각 실

험군에서 비슷한 양상을 보였으며, 48～96시간 사이 동결

전 세포가 동결보호제를 사용하여 동결시킨 처리 군보다 유

의적으로 증식률이 높았으나, 144시간 이후로는 모든 군에

서 차이를 보이지 않았다(Fig. 2). 하지만, 1.5M EG 군이 동

결 군 중에서는 동결 전 세포의 증식률과 비슷한 경향을 보

였다(Fig. 2).

4. 동결 보호제에 따른 동결 전후 세포의 생존률 비교 측정

동결 시 동결보호제가 세포의 생존율에 미치는 영향을 알

아 보기 위해 동결 후 일주일간 액체질소에 보관하여 해동한

세포를 Vybrant® Apoptosis assay kit로 염색한 후 FACs를

이용하여 실험하였다(Fig. 3). 실험 결과, 동결 전후 생존률



Dev. Reprod. Vol. 15, No. 4 (2011) 돼지 중간엽 줄기세포 동결 285

Fig. 2. Doubling time of fresh and post-thawed pMSCs. Cumu-

lative doubling time for fresh and post-thawed pMSCs 

during the same culture period. All experiments were 

performed in three independent experiments. (*) p< 0.05 

versus fresh control cell.

Fig. 3. Cell viability and gene expression before and after 

cryopreservation with different cryoprotectants. FACS 

analysis for fresh and post-thawed pMSCs cell viability 

(a: fresh, b: 10% DMSO, c: 1.5M EG, d: 5% DMSO/ 

0.75M EG). The top quadrant both left and right; 

necrosis cells, the lower left quadrant; live cells, lower 

right quadrant; apoptosis cells. 

에서는동결 전 세포(92.3±1.3)가 동결 후 세포(10% DMSO: 

72.3±4.3; 1.5M EG: 70.3±4.3; 5% DMSO/0.75M EG: 66.8± 

2.8)보다 유의적으로 높음을 확인할 수 있었다.

Apoptosis 율에서는 동결 전 세포(5.7±0.7)와 10% DMSO 

Table. 1. Viability of pMSCs following different treatments

Treatments Groups
Mean±SEM of

Live Apoptosis Necrosis

Fresh - 92.3±1.3a 5.7±0.7 2.0±0.9a

Frozen

10% DMSO 72.3±4.3b 3.4±0.6 8.8±0.3b

1.5 M EG 70.3±4.3b 3.5±0.9 9.3±0.7b

5% DMSO/0.75M EG 66.8±2.8b 3.4±0.8 9.4±0.6b

Different superscripts in the same column denote significant 

difference(P<0.05) and 6 replicates were performed. 

(3.4±0.6), 1.5M EG(3.5±0.9), 5% DMSO/0.75M EG(3.4± 

0.8)에서 유의적인 차이가 없음을 알 수 있었고, Necrosis 율

에서는동결 전세포(2.0±0.9)가 10% DMSO(8.8±0.3), 1.5M 

EG(9.3±0.7), 5% DMSO/0.75M EG(9.4±0.6)보다 유의적으

로 낮음을 확인할 수 있었다(Table 1).

5. 동결 전후 중간엽 줄기세포의 RT-PCR

동결이 줄기세포 능에 미치는 영향을 확인하기 위해 동결

전 세포와 동결 보호제로 동결시킨 세포를 일주일간 액체 질

소에 저장한 다음, 해동시켜 5시간, 10시간 배양하고 줄기세

포표지인자인 Sox-2와 Nanog, apoptosis 표지 인자인 Bax의 

발현 정도를 확인하였다. 또한, 동결이 세포분화 유도에 영향

을 미치는지 알아보기 위하여 분화 관련 유전자인 ap2, 

PPAR α, Collagen type XI, Osteonectin을 RT-PCR로 알

아보았다(Table 2).       

실험 결과, Nanog과 Sox-2 유전자 발현의 경우, 서로 다

른 동결 보호제로 동결한 후 해동한 처리군에 있어서 동결

전 세포와 비교했을 때, 배양할수록 약간 증가하는 경향을

보였으나, 동결보호제 처리군 간에는 유의적인 차이가 없었

다. Bax의 경우, 동결 전후 발현량에 차이가 거의 없었고, 배

양하였을 때 역시 차이를 보이지 않았다(Fig. 4A). 줄기세포

분화와 관련된 유전자 발현에서도 지방세포 표지인자인 ap2

의 경우, 동결 전후, 동결 후 배양하였을 때, 발현량에차이가

없었고, PPARα 유전자는 모든 처리군에서 발현되지 않

았다. 연골세포 표지인자인 Collagen type XI의 경우 동결

전후 배양시간에 따라 약간의 발현은 있었으나, 처리군 간

에 유의적인 차이를 보이지 않았으며, 골세포 표지인자인

osteonectin 역시 모든 처리군에서 아주 약하게 발현되었으

나, 모든 처리군 사이에 차이가 없었다(Fig. 4B).
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 A                                                        B

     

Fig. 4. Gene expression analysis by RT-PCR in fresh and post- thawed pMSCs. A, The expression analysis of genes (Sox-2, Nanog, 

or Bax) involved in stem cells maintenance or apoptosis was performed using mRNA isolated from fresh and post-thawed pMSCs 

with different cryoprotectants (F, Fresh; D, 10% DMSO; E, 1.5M EG; D/E, 5% DMSO and 0.75 M EG). The results shown 

are representative of at least three independent experiments. B, RT-PCR analysis for the expression of adipogenic/chondrogenic/ 

osteogenic genes in fresh and post- thawed pMSCs. The expression levels of stem cell differentiation-related genes were 

investigated in pMSCs before and after cryopreservation with different cryoprotectants (F, Fresh; D, 10% DMSO; E, 1.5M 

EG; D/E, 5% DMSO and 0.75 M EG). The results shown are representative of at least three independent experiments.

Table 2. Primer used for the RT-PCR analysis for stem cell specific and differentiation markers

Gene Primer sequence Product size (bp) Accession No.

Nanog
F-ATC CAG CTT GTC CCC AAA

438 AY 596464
R-ATT TCA TTC GCT GGT TCT GG

Sox-2
F-GCC TGG GCG CCG AGT GGA

443 NM003106
R-GGG CGA GCC GTT CAT GTA 

Bax
F-AAG CGC ATT GGA GAT GAA CT

251 AJ 606301
R-CTG GAC TTC CTT CGA GAT CG 

ap2
F-GGC CAA ACC CAA CCT GA

167 AF 102872
R-GGG CGC CTC CAT CTA AG

PPARα
F-TAC GGA GTT CAT GCC TGT GA

209 NM001044526
R-TTG GCT TTT TCA GAC CTT GG

Collagen Type xl
F-TGG AAT TAT TTT ATA ATA TG

205 AJ 536287
R-AGG TCC TGG ATT TCC TTG TT

Osteonectin
F-TCC GGA TCT TTC CTT TGC TTT CTA

187 AW 436132
R-CCT TCA CAT CGT GGC AAG AGT TTG

GAPDH
F-CTG CCC CTT CTG CTG ATG C

151 AF 17079
R-GAC AAC TTC GGC ATC GTG GA

고  찰 

세포은행 구축을 위한 기술에서, 동결은 재생의학과 조직

공학에서의 임상적 적용을 위한 세포의 중요한 공급원으로

이용된다. 특히, 중간엽 줄기세포의 경우 제한된 세포 공급

때문에 세포은행에서 장기간 저장의 중요성은 더욱더 강조

되어 왔다. 만약, 동결된 중간엽 줄기세포를 장기간 보존할

수 있고, 동결 후 높은 생존률과 조직 특이적인 다양한 계통

으로 분화가 가능하다면 재생의학에 있어서, 특히 면역 거부

반응을 피하기 위해 자가이식하는 경우 동결은 유용한 세포
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공급원이 될 것이다(Kotobuki et al., 2005). 그래서 본 실험

에서는 2개의 다른 동결보호제; DMSO와 EG를 단독으로

사용하거나 2개를 조합하여 돼지 중간엽 줄기세포 동결하고, 

세포의 생존률, apoptosis률, 세포 증식률, 유전자 발현에 대

해 조사하였다. 동결 전, 돼지로부터 직접 분리해낸 세포를

중간엽 줄기세포임을 확인하기 위하여, colony 형성과 AP 

활성, 중배엽 유래 지방세포로의 분화를 실험하였다. 실험 결

과, 형태학적으로 분리한 돼지 중간엽 줄기세포는 섬유아세

포 및 방추사 모양이며, 배양 시 균형적인 colony 형성을 보

였다. 또한 colony들은 AP 염색에 positive 함을 나타내었다. 

동결 후 해동한 중간엽 줄기세포 역시 colony가 형성되고

AP활성이 높음을 확인할 수 있었다. Buchanan (2004) 등의

보고에 의하면, 사람 조혈모세포(hematopoietic cell)를 동결

한 후 해동하였을 때 동결 전후 세포의 형태학적인 변화나, 

colony 형성에 차이가 없음을 보고하였다. 이는 돼지 중간엽

줄기세포 역시 동결과 동결 보호제가 세포의 모양과 colony 

형성에 영향을 미치지 않음을 보였다. Ha(2005) 등에 따르

면, 5% DMSO와 10% EG의 조합이 인간 배아줄기세포의

완만동결-급속냉동에 있어서 가장 적절한 동결보호제 임을

보고하였다. 하지만 이 실험에서는 대조적으로 동결 전 세포

의 생존률(92.3±1.3%)이 동결 해동한 세포의 생존률(10% 

DMSO: 72.3±4.3; 1.5M EG: 70.3±4.3; 5% DMSO/0.75M 

EG: 66.8±2.8) 보다 유의적으로 높았으며, 동결 해동한 세포

군에서 일반적으로 쓰이는 10% DMSO와 1.5M EG, 5% 

DMSO/0.75M EG를 비교해 보았을 때 유의적인 차이가 없

음을 보였다. 이는 흔히 쓰는 10% DMSO 대신 1.5M EG, 

5% DMSO/0.75M EG를 동결 보호제로 사용해도 생존률에

큰차이가없음을말해준다. 또한, 동결처리군간의 apoptosis

율 역시 동결 전 세포와 비교했을 때 큰 차이는 없으나, 

necrosis율에서는 동결 후 세포 군이 동결 전 세포보다 유의

적으로 높음을 알 수 있었다. 하지만 Heng(2006) 등의 보고

에 따르면 인간 배아줄기세포를 전통적인 방식인 완만동결

을 했을 때, apoptosis율이 necrosis율 보다 더 높았다. 인간

배아줄기세포의 세포 증식률을 비교하기 위하여 동결 해동

후 4일간 배양했을 때, 증식률에 있어서 큰 차이가 없음이 보

고되었다(Haack-Sorensen et al., 2007). 하지만 본 실험에서

는 동결 해동 후 체외 배양 시 48～96시간까지는 동결 전 세

포의 증식률이 유의적으로 상당히 높았으나, 96시간 이후로

는 큰 차이가 없었다. 이 결과는 동결 시 세포가 저온 충격과

동결 보호제로부터 피해를 입어 초기 해동 후 회복되기 전까

지 시간이 걸리는 것으로 생각된다. 또한 동결 처리군 중

1.5M EG군의 증식률은 동결 전 세포의 증식률과 비슷한 양

상을 띄었다.  

Apoptosis와 관련된 유전자 발현을 보기 위해 Bax를, 줄

기세포 표지인자로 Sox-2와 Nanog을, 분화 관련 유전자 발

현으로 ap2, PPARα, Collagen type ΧΙ와 Osteonectin 을

조사하였다. Apoptosis는 세포사와 관련된 일반적이고 규칙

적인 생리 과정이다(Wyllie et al., 1980). 이는 세포질 응축, 

핵막과 세포막의 변화 등 세포의 독특한 초 미세구조와 생화

학적 변화를 특징짓는 복잡한 현상이다(Williams & Smith, 

1993). Bax 유전자 발현은 동결 전후 처리군 간에 큰 차이가

없으며, 5시간 배양, 10시간 배양 후에도 동결보호제를 처리

한 군 간에 유의적인 차이를 보이지 않았다. 

동결이줄기세포능에영향을미치는지확인하기위해 Nanog

과 Sox-2 유전자의 발현을 조사하였다. Nanog은 인간배아줄

기 세포의 전분화 능을 유지하는 기능을 가진 homeodomain 

유전자이다(Mitsui et al., 2003; Seo & Lee, 2010; Go et al., 

2011). Katkov(2006) 등에 의하면 DMSO를 이용하여 인간

배아줄기세포를완만동결시킨결과, 전분화능 유전자인 Oct-4 

유전자의 발현이 감소하였다. 이와 대조적으로 Ha(2005) 등

에 의하면, 인간 배아줄기세포를 DMSO와 EG으로 동결하

였을 때 Oct-4와 Nanog 유전자의 경우, 동결 후 유전자의 발

현에 큰 차이가 없음을 보고하였다. 본 연구에서는 돼지 중

간엽 줄기세포를 동결 후 해동하여 5시간에서 10시간 배양

하였을 때, 시간의 경과에 따라 유전자의 발현이 증가하는

경향을 보였다. 이는 동결 후 해동시킴에 따라 세포가 스스

로 회복하려는 능력때문에 줄기세포 표지인자인 Nanog과

Oct-4의 발현이 증가하는 것으로 생각된다. 하지만 동결보호

제 처리군 간에는 동결 후나 배양시켰을 때 발현에 있어서

유의적인 차이가 없었다. 

중간엽 줄기세포는 일반적인 배양 조건에서도 시간이 지

남에 따라 자연적으로 분화 유도가 일어난다. 그래서 동결이

줄기세포의 분화를 유도하는지 확인하기 위하여 동결 후 분

화 관련 유전자의 발현을 보았다. 지방 분화와 관련 유전자

인 fatty acid-binding proteins(FABP)는 세포질내 지방산 샤

페론으로, 그 이성질체인 ap2는 비만과 글루코오스 대사에

중요한역할을한다(Makowski et al., 2005). 본연구에서 ap2
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의 발현은 동결 전후, 해동 후 배양시켰을 때 모든 처리군 간

에큰차이가없었다. PPAR α의경우동결전후모든세포군

사이에발현이되지않았다. 연골세포관련유전자인 Collagen 

type ΧΙ과 골세포 관련 유전자인 Osteonectin의 경우 ap2와

마찬가지로 동결 전후 약간 발현되는 모습을 보이나, 동결

후 배양하였을 때 모든처리군 간에 유의적인 차이는 없었다. 

인간 배아줄기세포를 동결 역시, 동결 전후 α- fetoprotein 

(내배엽), Brachyury(중배엽), PAX-6(외배엽) 등 유전자 발

현에 큰 차이가 없음이 보고되었다(Ha et al., 2005). 이를

종합해 볼 때 동결은 줄기세포의 분화에 영향을 미치지 않음

을 알 수 있다. 요약적으로 본 연구에서 돼지 골수 유래 중간

엽 줄기세포는 높은 성장률과 다양한 계통으로 분화되는 능

력을 가지고 있음을 알 수 있었다. 또한 동결 처리군(10% 

DMSO, 1.5M EG, 5% DMSO/0.75M EG) 간의 생존률과

증식률, apoptosis률 간에 차이가 없었으며, 동결 후 모든 처

리 군에서 colony가 형성되고 AP 염색에 positive 함을 알

수 있었다. Apoptosis, 줄기세포 분화와 관련된 유전자의 발

현에 있어서 10% DMSO와 1.5M EG 처리군 간에 차이가

없었으나, 동결 전후 줄기세포 전사인자와 관련된 유전자 발

현의 경우 시간이 지남에 따라 약간 발현량이 증가하여 나타

났다. 하지만 동결 처리군 간에는 유의적인 차이가 없었다. 

이를 종합해 볼 때, 돼지 중간엽 줄기세포 동결 시 일반적으

로 쓰이는 10% DMSO와 1.5M EG, 5% DMSO/ 0.75M EG 

역시 동결보호제로서 사용할 수 있는 것으로 사료된다.  
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