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Abstract

Human umbilical Mesenchymal Stem Cell(uMSC) has been known as one of major component to regenerate connective 

tissues such as bone, cartilage, fat and others. The effect of low(5%), normotensive(20%) oxygen and freezing-thawing 

damage on proliferation of uMSC were investigated. low oxygen concentration culture of uMSC resulted in enhanced 

proliferation significantly(p<0.05) than 20% of oxygen culture. After the freezing-thawing injury to uMSC, 5% oxygen 

culture showed marked proliferation of uMSC than that of 20% oxygen(p<0.05) in the 5th passage of uMSC.  Expression 

of antioxidant enzymes such as superoxide anion 1 and glutathione peroxidase 1 appeared marked in 20% oxygen cultured 

uMSC, which suggest oxidative stress could induce less proliferation of uMSC. Above findings would suggest prolferation 

of uMSC in 5% of oxygen will give more yields.
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서 론   

살아 는 간  태생  체에 지 모태나 

 식  통하여 양  공 ,  통하여 산

 취하고 탄산가스  하  생장한다. 양  

공  단  상태, 식 간에도 생  지할 수 지만, 

산 가 없는 상태에 는 보통 사람  1  내에 식  

고 5  지나   상 생 할 수 없다. 지  는 질

 78%, 산  21%, 아 곤, 탄산가스, 타 가스가 1%  

어 다.  포 양에 는 20%  산 , 75%  질 , 

5%  탄산가스  사용하여 다. 생체 내에 는 산  도가 

보다 낮아 동맥  산  도가 12% 고, 신체 에 

라 차 가 지만 직내 산  도는 약 3% , 내 

아(embryo)  산  도는 보다  낮다고 한다(Csete M 2005).

체 간엽 포(mesenchymal stem cell)는 체내  

골수, 장 , 직 등에  찾아볼 수 , 평 에는 포

열 나 가 없는 지 에 나 직  상   

동 한 포  직  상  수복할 수 는  재생능

 다(Pittenger 등 1999).  들 , 골수에 포가 

 에 병  료할 , 건강한 골수  식하  

,  등 새 운 포  만들 수 , 탯  

포  식하여 아 병  료하  시 한지도 23  

지났다(Gluckman 1989). 피  모낭에도 포가 어 

포 에  라나  약 4주간  시간  지나  수  

다한 각질 포가  함께 탈락하고, 모  빠 도 새  나

는  끊 없  지 는 것  포가  에 
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가능한 것 다. 

포  원하는 수만큼 식시키는  개 나 

양 도 에 생할 수 는 포 상에 한 생

학   연 는 포  양, 식,  등과 

한 계에 다. 는 양학  에  볼 , 우리가 많  

는 마늘   S-allyl cysteine(SAC)가 사람  래 

간엽 포  식  도하는 용   단 포 

수  양에  하여 보고한  었다( 란숙 2009). 

 도  산 나 산 - 원 과 에  생할 수 는 산

 스트 스도 포 상과 계가 다. 는 

 산  도  낮 어 모 포  양하   많  

식  찰 었다고 한다(Koller 등 1992). 

본 연 는 사람  간엽 포(umbilical Mesen-

chymal Stem Cell, 하 uMSC)  도(5%) 산 , 도

(20%) 산  양에  식 특  찰하 다. 아울러 

포 양에 향  주는 들  동결-해동  리  상과, 

(20%)  낮 (5%) 산  도, 산  스트 스(oxidative 

stress) 등  식에 미 는 향  규 하 다. 

연구방법

1. 제 에서 uMSC의 분리

울 시내  행  산모   동  얻어 

보   공여  연 용  공 아 사용하 다. 

 실 에  DPBS(Dulbecco's phophate buffered saline)

 동량 하고 15 ㎖ cornical tube에 비  1.077  Ficoll- 

PaqueTM Plus 6 ㎖  주한 후 동량 액 9 ㎖  브 닥

에  주 하고 750 g, 30  동안 상 에  원심 리하여 

단핵 포  리하 다. 10% DMEM-FBS(Hyclone, USA) 

지에 리한 단핵 포  6 well에 well당 1×10
7 포  

주하여 1주 간 양하고, 비 착 포는 거하고 새 운 

지  첨가하여 양하 다. 착 포가 양  well에  

포들  모여  식하는 MSC colony가  0.25% Trypsin- 

EDTA  처 하여 25 ㎠-cell culture flask  고 70～80% 

confluence  루  5 ㎖   75 ㎠ flask에 겨 충 한 양  

식하 다. 한 포에 리  스트 스에 한 포 식

 하  하여 1×106 cell/㎖  포  freezing media(10% 

DMSO in FBS)  하고 액체질 탱크에 보 하 다가 실

험에 사용하 다. 

Colony 상태에  리한 uMSC  flask 어  식시켜 

70～80% confluence가 었   1계 (passage)라고 하

고, 그 다  각각 2, 3계  하 , 동결-해동  리  

상  실험하  하여 3계  액체질 에 보 한 후 실험

에 는 4계  5계  사용하 다.

간엽 포(MSC)  하  한 과  Park  

에  같   사용하여 역 식  한 결

과, CD29, 44, 90, 105  106 양  uMSC  찰하

다(Park RS 2009).

2. 산소 농도에 따른 uMSC의 증식

  리한  단핵 포  flask에 주하

여 20% 산  5% CO2 양 에 주하거나 5% 산  5% CO2

양 (HERA cell 150, Thermo Scientific, USA)에 주하고, 

약 14 (20% 산  양 ) 는 20 (5% 산  양 ) 후에 

한 간엽 포  in vitro 상태  양하 다. 각각

 양 건에  식  포는 propidium iodide  포함한 

Accuchip kit  automatic cell counter(ADAM-MC Digital-bio, 

Korea)  용하여 포수  생  하 다. 

3. 배양기 산소 농도에 따라 발 되는 산화 스트 스

단백질의 Western Immunoblot 비교

1계  uMSC  3계  후 동결-해동  리  상  가

한 다  5 계  uMSC  도(5%)  도(20%) 산

 상태에  란 uMSC  RIPA buffer  단 질  한 

후 BCA(Bicinchoninic acid) standard solution  용하여 단

질  량하 다. 량한 단 질  10% SDS-PAGE gel에 

loading한 후 120 voltage에  1시간 동안  동  실행 

하 다.  동 한 단 질  methanol   PVDF 

membrane  transfer한 후 항산  효  catalase(CAT), glu-

tathione peroxidase 1(GpX1), superoxide dismutase 1(SOD1)에 

한 1차 항체  용하여 지하 다. 1차 항체에 한 2차 

항체  지한 후 ECL solution  용하여 단 질   변

 찰하 다. 

4. 실험군 통계분석

실험 1  3  산모(donor 1, 2, 3)에  얻   1계

 각각 5%, 20% 산  양 에  양한 후 uMSC 식 

양상  비 하 다. 실험 2는 동결-해동 상 실험  1계

에  3계 지 산  도에  uMSC  식  차

가 없었  산모 1 (donor 4)  3계  동결-해동시킨 후, 

양하여 5계 에  각각  산  도에  식  비 하

다. 실험 3  각 산  도에  산  스트 스 단 질  

 하 다.  하여 포 양 flask는 3 수  

하 , ANOVA  수  검 하 다.

결과 고찰

1. 산소 5%, 20% 배양기에서 uMSC의 증식 비교
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3개  에   같   리후 uMSC  

식  비 한 결과, Fig. 1, Table 1에  같  3개   

모  도(5%)에  도  20%에  보다 하게 

식하고  알 수 었다(Table 1, Fig. 1). Koller 등  5%

 산 가 과 골수  모 포  포들  

식  도하 다고 한다. 는 10%  산 가 사람 포

 시험 내 식 수  25% 가시켰다는 결과  한

다(Packer & Fuehr, 1977). 사람  골수내 산  도는 에 

라 1～7% ,  도에  가재생능 과 다 능(Stemness)

 지하고 다고 한다. 여  리한 marrow-isolated adult 

multilineage inducible(MIAMI) cell  3% 산 에   

에  양시킨 것보다 3  상 식하 다고 한다(D'Ippolito 

등 2006). 들  MIAMI cell  골수내 산 압  낮  곳에

는 Stemness  지하다가 주 나 산 압   곳

에 하게  골모 포  하는 경향   지

하 다. 

낮  산  도는  산 (reactive oxygen species) 

생산  미하 , 양 포에 스트 스나 상  거  주지 

않는 것  다. 도  산 는 포가 식주 (cell 

cycle)나  들어가지 않고, 지  상태  지할 수 

도  해 다고 한다(Holzwarth 등 2010). 

Fig. 1. Result of numbers of uMSC from donors in diffe-

rent oxygen concentration. Donor 1 to 3 showed more pro-

liferation of uMSC significantly(p<0.05) except donor 4.

Table 1. Number of uMSC from four donors in 5, 20% oxygen and 5% CO2 incubator

Passage 1

Donor 1 Donor 2 Donor 3 Donor 4

5% 20% 5% 20% 5% 20% 5% 20%

Cell No.

(×105)

8.12 1.18 3.18 2.32 2.54 1.99 3.74 5.52

9.88 0.8 2.88 2.5 2.53 2.00 3.97 4.83

9.44 0.8 2.96 2.14 2.36 2.08 4.34 5.19

2. 동결-해동 손상 후 5%, 20% 산소 농도에서의 uMSC 

증식의 차이

uMSC에 리  상  가한 후 각각  산  도에 양

하  , 식  차  찰하 다. 계  1, 2, 3에  산  

도에  차  보 지 않았  donor 4  계  3  액체

질  탱크에 동결보 한 후 해동시키는 상  가하 다. 계

 4에 는 한 차 가 없었지만, 계  5에 는 20%에 비

하여 5%에  포 식  하게 가 었다(Fig. 2).  

실험 2  결과  실험 1에  보았  1계 에  5% 산 에

 한 식  보  는 리  상 나 20% 산  

상태  양에  산  스트 스  비 한 어떤 태  

포 상  었  에 식에 차 가 생한 것 라고 

할 수 다. 다시 말하 , 포 상  생하여도 5% 산  

도에 는 포 상  억 할 수 는 능  다고 

할 수 다.

동결-해동  동결과 에  포  얼 결 , 탈수, 포내 

얼  등  생할 수 어  포  능과 생  감 시

킨다. 계  5  실험에  보듯 5% 산  도는  같  

건에  포  지하는 경  용하 다고 할 수 

다.  산  도에  양한 골수 래 식 포는 골수

Fig 2. Freezing-thawing injury caused different prolife-

ration pattern between 5% oxygen culture and 20% oxygen 

culture. Low oxygen culture showed significant proliferation 

than that of 20% of oxygen(p<0.05) in the 5th passage.  
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Table 2. Cell number of uMSC following freezing- 

thawing damage, 5% oxygen culture appeared more prolife-

ration in the 4th passage and significant increment in the 5th 

passage(p<0.05)

4 Passage 5 Passage

5% 20% 5% 20%

Cell No

(×105)

5.12 3.86 4.76 2.05

4.59 4.26 4.30 1.93

4.56 4.27 4.64 2.35

래 식 포는 낮  도에  양한 포에 비하여 포 

내 산 능  았고, glutathione disulfide/glutathione(GSH) 

ratio도  았다는 보고(Pfau 등 2004)가  뒷 하고 

다. 

3. 배양기 산소 농도에 따라 발 되는 산화 스트 스

단백질의 Western Immunoblot 비교

5% 산  도에    식  보 는 원 나 동결-

해동 상과  후에 5% 산  양 쪽   많  식  보

는 원  산  스트 스 단 질  양과  는지 여

 사하 다. 3 passage  5%  20% oxygen culture  비

하 , oxidative stress가 많    거하  하여 생산

는 항산 단 질 gluththione peroxidase 1, superoxide dismutase 

1가 20% oxygen 양에   많  함  알 수 었다(Fig 

3, 4). , 포 식   경우에 산  스트 스 단 질  

  많  알 수 다. 

포내  산 (reactive oxygen species)는 포  

    알 진  다.  carbonyl inter-

mediates  AGE(advanced glycoxidation end product)는 포  

  고, 산 압   상태  MSC는 AGE 

 다고 하 , CFU(colony forming unit)  감 , 포

식  감  한다고 한다(Fehrer 등 2007). 근에는

Fig 3. Expression of antioxidant proteins in western blotting

in the 3rd passage of uMSC 5%(left), 20%(right) of oxygen 

culture. 20% of oxygen culture showed more broad band of 

protein suggesting more amount of proteins.

Fig 4. Normalization of western blot protein bands with 

control of GAPDH protein, which suggested that high oxygen

culture appear relation with more production of GPX1(gluta-

thione peroxidase 1) and SOD(superoxide dismutase 1). There

was no marked changes in CAT(catalase). 

산 스트 스가 MSC   한다는 보고도 었다

(Brandl 등 2011).

요약 결론

사람  간엽 포(uMSC)  도(5%) 산 , 

도(20%) 산  양에  식 특  찰하 다. 아울

러 포 양에 향  주는 들  동결-해동  리  

상과, 산  도  산  스트 스(oxidative stress) 등  

식에 미 는 향  규 하 다. 산  도가 탯 래 

간엽 포(uMSC)  식에 미 는 향  사하  

하여 5%, 20%  산  도, 5%  CO2 재하에 포 양  

하 다. 5% 산 에  양한 uMSC  식  하게 가

었다. uMSC에 동결-해동  상  가한 후 5, 20% 산  

양 에  양하  5% 쪽에  하게 가하 다. uMSC가 

어떤 태  상   산  도에  식  차  

보 는  볼 , 상  uMSC는 5%  산 양 에   

식    알 수 다. 산  스트 스  거하  

한 항산 효  Superoxide dismutase 1, catalase, glutathione 

peroxidase 1 등  5% 산  양 건에   미약하

, 20% 산  양에  하게  가하여 uMSC  

산  스트 스 도가 포 식에 향  미 는 것  알 

수 었다. 

결  uMSC  식   20% 산 양에

CFU  하여 리한 후, 5% 산 양  하는 편   
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  20% 산  양에  보다  많  포 식  시킬 

수  알 수 었다. 
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