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Abstract: Explant culture condition of dorsal root ganglion have been used to investigate the pathophysiology of

peripheral nerve injury, while applying for the various clinical symptom such as trauma, pressure, and stretch. How-

ever, explant culture is usually contaminated by mitotic cells, which may observed as a newly divided cells including

fibroblast or glia. The mitotic cells could be able to interrupt and change the cell signaling that make it difficult to

avoid detrimental effects during the experiments. To eliminate mitotic cells, anti-mitotic reagents like mixture of uri-

dine and 5-fluorodeoxyuridine or cytosine arabinoside were added to the cultures on the following day, but there is

no research that investigate viability of anti-mitotic reagent in dorsal root ganglion explant culture. In this study,

we investigate inhibition effect of cytosine arabinoside to mitotic cells in dorsal root ganglion explant cul-

ture. Also we visualized and analyzed anti-mitotic effect and toxicity of cytosine arabinoside in various

concentration condition. This dorsal root ganglion explant culture condition can be applied to research

that effect and mechanism of various stimulation and chemical application which affect peripheral nerve

regeneration.
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I. 서  론

말초신경 손상은 사고 이후의 트라우마, 압박, 스트레치

및 저산소증에 의해 일반적으로 나타나는 증상이다[1]. 선천

적으로 말초신경계는 신경 손상 후 24시간 동안 최대 1 mm

의 신경 돌기를 재생시킬 수 있는 재생능력을 가지고 있으

나[2,3], 임상적으로는 재생 속도의 부족, 방향성을 지니지

않는 재생 능력으로 기능적 재생이 어렵다[4]. 이러한 말초

신경 재생능력의 한계로 인해 말초신경 손상 환자들의 재활

과 일상생활로의 복귀를 위해 개인적, 사회적 비용이 발생

하게 된다[5,6].

현재 전기 자극, 생물학적, 생화학적 약물 치료 등 다양한

방법으로 말초신경을 재생시키는 기술들이 연구되고 있으며,

이러한 연구를 위해 다양한 신경 연구모델이 제작되고 있다.

대표적으로 생체 외 환경에서 신경세포를 분리배양하여 신
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경세포의 손상 및 재생을 검증하는 방법과 생체 내에서 말초

신경을 손상시키고 일정 시간 후 신경의 재생정도를 행동 실

험 및 조직학적으로 검증하는 방법 등이 사용되고 있다[7,8].

최근 말초신경 연구를 위해 신경 외식편 배양법이 주목을

받고 있다[9]. 신경 외식편 배양법은 신경돌기의 관찰이 용

이하고, 신경돌기 절단(axotomy)과 같은 연구 기법을 적용

할 수 있다. 또한, 신경돌기 관찰을 위해 미세관을 포함한

배양용기를 제작하지 않아도 되는 장점을 가지고 있다

[10,11]. 추가적으로 신경 외식편 배양법은 살아있는 조직

을 떼어내 배양하기 때문에 기존의 생체 외 배양 방법보다

생체 내 연구 환경과 유사한 조건을 만들 수 있다. 

그러나 신경 외식편 배양 방법은 배양기간이 길어질수록

외식편 주변부에 분열세포들이 발생하여 신경세포체와 신경

돌기를 구분하여 관찰하기 어렵고, 주변의 섬유아세포

(fibroblast)와 같은 다양한 세포들이 증식하여, 이때 증식

한 세포들이 신경세포에 영향을 미칠 수 있다. 그림 1은 척

수후근절 외식편을 배양함에 있어서 분열억제제를 사용하지

않았을 때 배양 시간에 따라 나타나는 분열세포를 나타낸다.

배양 시간이 증가함에 따라 척수후근절 외식편 주변부에 분

열세포들이 증식하는 것을 확인할 수 있다. 분열세포의 증

식을 억제하기 위해 Uridine, 5-fluorodeoxyuridine의 혼

합물 및 cytosine arabinoside (Ara-C)와 같은 세포 분열

억제제들이 신경세포 배양에 적용되고 있지만, 분열억제제

는 자체적으로 독성을 가지고 있어서 고농도로 처리할 경우

연구하고자 하는 신경세포까지 사멸시킬 수 있다[11,12]. 

본 연구에서는 척수후근절을 외식편 배양함에 있어서 분

열역제제인 Ara-C의 농도를 다양하게 처리하고, 이때 나타

나는 분열세포의 변화와 신경세포에 미치는 독성을 분석하

였다. 이를 통해 분열세포를 제외하고 신경 돌기에 나타나

는 변화를 연구할 수 있는 Ara-C의 최적 농도 조건을 확립

하고자 하였다. 이를 위해 척수후근절 외식편 배양에 있어

서 다양한 농도의 Ara-C를 72시간 동안 처리하고 이 후 나

타나는 분열 세포수의 변화와 사멸되는 신경세포의 변화를

확인하고 그 결과를 비교하였다. 

II. 연구 방법

1. 신생 생쥐의 척수후근절 외식편 배양

모든 동물 실험의 과정은 한국과학기술연구원의 동물실험

윤리위원회의 승인을 받아 수행되었다. 생후 48시간이 지난

수컷 ICR생쥐(SAMTAKO, Osan. Korea)는 얼음을 통해 기

절시킨 후 참수법을 시행하였고, 해부현미경(CK40, Olym-

pus, Tokyo, Japan)을 이용하여 척수후근절을 Hank's

Balanced Salt Solution (HBSS, Gibco, NY, USA)내에

서 획득한 뒤 즉시 차가운 HBSS에 보관하였다. 이때 채취

한 척수후근절은 다른 척수후근절 보다 크기가 큰 요추부분

에서 분리하였고, 주변의 다른 조직들은 날카로운 포셉과 가

위를 이용하여 제거하였다. 분리된 척수후근절의 배양은 커버

글라스(Cover Glass, Thermo-fisher scientific, Waltham,

MA, USA) 위에서 진행하였고, 세포 흡착을 높이기 위해서

커버 글라스 표면은 친수성(hydrophilic)이 되도록 산소 플라

즈마(oxygen plasma) 코팅기(CUTE, FEMTO SCIENCE,

Seoul, Korea)를 이용하여 80초간 코팅하였다. 이후 phos-

phate buffered saline (PBS, Lonza, Walkersville, USA)

에 희석된 10 µg/ml poly-D-lysine (PDL, Millipore, MA,

USA)으로 상온에서 3시간 코팅하고, 3차 증류수로 씻어낸

뒤 100 µg/ml laminin (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)

으로 37oC 에서 하루 동안 코팅하였다[9]. 수술적 기법을 통

해 분리된 척수후근절은 코팅된 커버 글라스위에 올려진 뒤,

이후 37oC로 데워진 배양액을 첨가하였다. 척수후근절 배

양을 위해 사용한 배양액은 Neurobasal medium (Gibco,

NY, USA)에 2% B-27 supplement (Invitrogen, Carlsbad,

CA, USA), 1% penicillin-streptomycin and L-glutamine

(Thermo-fisher scientific, Rochester, USA)을 첨가하였다. 

배양 시작 후 24시간 동안 nerve growth factor (NGF,

R&D Systems, Minneapolis, USA)를 100 ng/ml 농도로

첨가하였고, 이 후 72시간 동안 서로 다른 농도의 Ara-C를

처리한 기본 배양액으로 배양하였으며, 다음 24시간 동안

기본 배양액에 배양하여 안정기를 주었다. 안정화 기간 이

그림 1. 척수후근절 외식편 배양 중 발생하는 분열세포의 모습: (a) 배양 24시간 후, (b) 배양 72시간 후, (c) 배양 120시간 후.

Fig. 1. Mitotic cells were generated in dorsal root ganglion explant culture: Dorsal root ganglion explant culture after (a)

24hrs, (b) 72hrs, (c) 120hrs.
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후 120시간 동안 기본 배양액으로 배양 하였으며, 모든 배

양은 습도, 37oC의 온도 조건 및 5% 이산화탄소의 환경을

유지하는 배양기(Sanyo, Tokyo, Japan)를 이용하였다.

2. 세포 분열능 측정

Ara-C 전처리 농도가 세포 분열능에 미치는 영향을 확인

하기 위해서 48시간 간격으로 광학현미경(eclipse TS 100,

Nikon, Tokyo, Japan)을 통해 배양된 척수후근절 외식편

을 관찰 및 촬영하였다. 이후 영상분석 프로그램(NIS-

Elements BR, Nikon, Tokyo, Japan)을 이용하여 각 농

도별 3개의 척수후근절 샘플에서 척수후근절 외식편을 중앙

에 위치시킨 후 4 mm × 4 mm 범위의 분열된 세포의 수를

확인하여 각 조건별 평균값을 구하였다.

3. 세포생사판별시험

Ara-C 전처리 농도가 신경세포에 미치는 독성을 확인하

기 위해서 live&dead kit (Invitrogen, Carlsbad, CA,

USA)을 이용하여 신경세포 사멸 정도를 확인하였고, 실험

은 제품 사용방법에 맞추어 진행하였다. 먼저 배양액을 제

거하고 PBS로 씻어준 뒤 2 µM calcein AM과 4 µM

ethidium homodimer (EthD-1)을 빛이 없는 상온의 환경

에서 45분 동안 척수후근절 외식편 샘플에 처리하였다. 이

후 염색 용액을 제거하고 PBS로 용액을 바꿔준 뒤 공초점

현미경(Leica TCS SPE, Leica microsystems, USA)을

통해 488 nm 녹색파장의 빛을 통해 살아있는 세포를 확인

하고 594 nm의 적색파장의 빛을 통해 죽은 세포를 확인하

였다. 이후 영상 분석 프로그램(Image J, NIH, USA)을 이

용하여 척수후근절 외식편에서 나타나는 녹색 빛의 강도와

적색 빛의 강도를 측정하였다. 이후 녹색 빛의 강도를 적색

빛의 강도로 나누어 척수후근절 외식편의 생존 능력을 확인

하였으며, 이때 분열억제제를 사용하지 않은 실험군(CTRL)

의 값을 100% 로 설정하여 다른 조건을 가진 그룹 간의 차

이를 백분율로 비교, 분석하였다.

4. 통계 처리

척수후근절 외식편 배양에서 얻어진 모든 정량적인 결과

는 각 그룹별 차이의 유의성을 검증하기 위해 일원배치 분

산분석(One-way ANOVA)를 적용하였다. 유의 수준은 95%

로 p-value가 0.05 보다 작을 때 값이 유의성을 확보한 것

으로 택하였다. 

III. 연구 결과 및 고찰

1. Ara-C 전처리 농도에 따른 분열세포 수 

신경돌기를 이용하는 다양한 연구를 진행하기 위해서는

신경돌기의 주변에 나타나는 분열된 세포들을 최대한 억제

하여 신경돌기를 직접 관찰할 수 있어야 한다. 본 연구에서

는 분열억제제인 Ara-C를 다양한 농도로 72시간동안 적용

한 뒤 24시간의 안정 기간을 두고 이후 기본배양액으로 배

양하며 분열된 세포의 수를 확인하였다. 그림 2는 Ara-C 전

처리 후 120시간 동안 기본 배양액으로 배양한 후 척수후

근절 외식편 주변에 나타나는 분열세포의 수를 나타낸 것이

다. 서로 다른 농도의 Ara-C를 전처리 했을 때, 그 영향으

로 이후 나타나는 분열된 세포의 숫자가 각 그룹간 유의미

한 차이를 보였다. 그림 3의 경우, 각 시간 별, Ara-C 농도

에 따라 나타나는 분열 세포의 수를 나타낸 것이다. 이때 각

시간별 Ara-C를 처리한 그룹에서 발생한 분열세포의 수는

컨트롤 그룹의 분열세포의 수를 100%로 설정한 후 그에 따

라 %로 값을 나타내었다. 각 그룹 결과값의 유의성은 일원

배치분산분석(One-way ANOVA)을 이용하여 통계적 분석

을 진행하였다. 이때 p-value는 모두 0.001 보다 작은 값

을 나타내어 척수후근절 외식편 배양에서 Ara-C의 농도와

분열세포 억제효과는 상관관계를 가짐을 확인하였다.

연구결과 10 µM Ara-C 전처리 그룹은 분열 세포의 수

가 약 5개에 수렴하는 것으로 나타났으며, 10 µM 농도의

Ara-C를 72시간 동안 전처리한 그룹은 Ara-C를 처리하지

않은 그룹에 비해 최대 664.3배, 1 µM Ara-C를 처리한 그

룹에 비해 33.0배, 3 µM Ara-C를 처리한 그룹에 비해 8.7

배의 분열억제효과를 보였다(표 1). 

2. Ara-C 전처리 농도에 따른 신경세포 독성 분석

본 연구에서 사용된 분열억제제 Ara-C는 고농도로 처리

시 신경세포에 손상을 준다[11]. 따라서 최적의 Ara-C 전

처리 농도는 분열억제효과를 보이며 신경세포에 손상을 입

히지 않아야 한다. 

Ara-C 전처리의 독성을 확인하기 위해 live and dead

cell viability assay kit를 사용하였으며, 그 결과를 바탕

으로 신생 생쥐 척수후근절 외식편 배양 시 Ara-C를 3일

간 전처리했을 때 세포사멸에 미치는 영향을 분석하였다.

10 µM 이하의 농도를 가지는 Ara-C를 전처리한 그룹을 기

본배양액 그룹과 비교했을 때 살아있는 세포와 죽은 세포의

비율이 차이가 나타나지 않는 것을 확인하였다. 그림 4는 컨

트롤 그룹과 서로 다른 농도의 Ara-C를 전처리한 그룹에서

120시간 배양한 뒤 live&dead kit를 통해 척수후근절 외

식편의 살아있는 세포와 죽은 세포를 나타낸 것이다. 여기

서 살아있는 세포는 녹색 빛으로, 죽은 세포는 적색 빛으로

나타난다. 그림 5는 그림 4에서 나타난 살아있는 세포와 죽

은 세포의 비율을 구한 것으로, 이때 컨트롤 그룹의 값을

100%로 설정하여 서로 다른 농도의 Ara-C 전처리 그룹들

의 생존능력을 비교 분석한 것이다. 그림 5를 통해 본 연구
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에서 적용한 Ara-C 전처리는 척수후근절 외식편의 생존능

력에 악영향을 미치지 않음을 알 수 있다. 따라서 Ara-C 전

처리 농도에 따른 분열세포 수의 결과를 참고하였을 때, 실

험 그룹 중 신경돌기 관찰을 방해하는 분열세포를 억제하며

신경세포의 손상을 최소화하는 가장 효율적인 배양그룹은

Ara-C 10 µM을 전처리 한 그룹임을 알 수 있다.

3. 척수후근절 외식편 배양 시 분열억제제 Ara-C 최적 조건

의 의의

본 연구에서는 척수후근절 외식편 최적 배양 조건을 제안

하고 이때 사용된 분열억제제인 Ara-C가 배양에 미치는 영

향을 확인하였다. 기존의 연구를 통해 Ara-C는 고농도로 적

그림 2. Ara-C 전처리 농도에 따른 분열된 세포의 수: (a) CTRL, (b) Ara-C 1 µM, (c) Ara-C 3 µM, (d) Ara-C 10 µM.

Fig. 2. Divided cells of dorsal root ganglion explant culture after Ara-C pre-treatment: (a) CTRL, (b) Ara-C 1 µM, (c) Ara-

C 3 µM, (d) Ara-C 10 µM.

그림 3. Ara-C 전처리 농도에 따른 각 그룹별 분열된 세포의 수:

(CTRL = 100%) 오차막대 (error bar) 는 표준 오차를 의미함.

Fig. 3. Divided cells in dorsal root ganglion explant culture

after Ara-C pre-treatment: The number of divided cells in

each samples, (CTRL = 100%) and error bar means standard

error in this graph.

표 1. Ara-C 농도에 따른 분열세포의 수 비교.

Table 1. Comparison of the number of divided cells with

different Ara-C concentration.

Ara-C 농도 
(µM) 24 시간 72 시간 120 시간

0 708.3 ± 28.4 1924.3 ± 51.9 3414.7 ± 103.1

1 51.0 ± 4.0 76.0 ± 1.5 175.3 ± 4.8

3 16.7 ± 2.0 30.0 ± 2.6 046.3 ± 3.0

10 2.0 ± 1.0 03.7 ± 1.8 005.3 ± 2.2



Cytosine Arabinoside 전처리가 척수후근절 외식편 배양에 미치는 영향 - 정호영·한성민·박종웅·윤인찬

300

용하였을 때 신경세포의 자가사멸을 유발할 수 있는 약물로

알려져 있다[11]. 그러나 본 연구에서는 척수후근절 외식편

배양을 함에 있어서 Ara-C가 본 배양이 아닌 전처리로 사

용될 경우, 분열억제효과를 나타내며, 또한 생존 능력에도

악영향을 미치지 않음을 확인하였다. 이러한 결과의 차이는

신경세포를 세포단위로 효소처리하여 배양한 것이 아니라,

척수후근절 외식편 배양을 통해 조직 그대로 배양하는 배양

법의 차이가 존재하기 때문이다. 또한, Ara-C는 슈반세포를

보다 순수하게 배양하기 위해 적용될 수 있으며[13], 본 연

구에서는 척수후근절 외식편 배양에서 주변부에 나타나는

분열세포들을 억제하기 위해 Ara-C를 척수후근절 외식편

배양법에 적용하였다. 본 연구에서는 척수후근절 외식편 배

양에서 분열세포를 억제하며 척수후근절 외식편의 생존능력

을 저하시키지 않는 최적의 조건으로 10 µM Ara-C의 적

용을 제안하였다. 본 논문에서 제시한 분열억제제 Ara-C를

적용한 최적의 척수후근절 외식편 배양조건은 다른 생체 외

배양법과 비교했을 때 생체 내 환경과 유사하고, 동시에 배

양 환경을 생체 외 환경과 같이 조절할 수 있는 외식편 배

양의 특성을 유지하며 척수후근절 외식편 배양 시 주변부에

나타나는 분열세포들을 효과적으로 억제할 수 있다. 이를 통

해 척수후근절 외식편을 이용한 신경 관련 연구에서 분열 세

포를 제외하여 자극 및 약물에 의해 나타나는 변화의 원인

및 기전을 보다 정확하고 직접적으로 연구할 수 있다. 

lV. 결  론

본 연구에서는 척수후근절 외식편 배양함에 있어서 분열

세포를 억제하기 위한 분열 억제제인 Ara-C의 전처리 농도

에 따른 영향을 확인하였다. 이를 위하여 72시간의 Ara-C

전처리 후 본 배양에서 나타나는 분열세포의 정도를 측정하

였고, 10 µM Ara-C를 전처리 했을 때 척수후근절 외식편

주변에 나타나는 분열세포가 가장 적게 나타났다. 분열억제

제를 고농도로 적용하였을 때 나타날 수 있는 독성을 확인

하기 위해 생존능력 분석을 진행하였으며, 그 결과 10 µM

이하의 Ara-C 농도에서는 전처리에 따른 생존능력 변화가

없음을 확인하였다. Ara-C 분열억제제와 척수후근절 외식

편 배양 방법을 이용한 신경돌기 배양법은 임상 및 동물 실

험과 비교했을 때 실험 조건을 세밀하게 조절할 수 있으며,

일반적인 생체 외 배양 모델에 비해 임상 및 동물 실험과

유사한 조건을 만들어 줄 수 있다. 본 연구에서 제안한 척

수후근절 외식편 배양 조건은 향후말초신경 재생을 이용하

는 다양한 신경 연구에 활용될 수 있을 것으로 기대된다. 
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