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Adequate Serial Monolayer Passage Number of 
Human Intervertebral Disc Cells for Cell Therapy 
-Growth and Phenotype of Cells- 
Yong Chan Kim, M.D., Ki Bok Kim, M.D., Moon Soo Park, M.D., Seok Woo Kim, M.D. 
Department of Orthopaedic Surgery, School of Medicine, Hallym University

Study Design: This is an in-vitro experimental study 
Objectives: We wanted to analyze the changes in the growth and phenotype of human degenerative intervertebral disc cells depending 
on the frequency of subculture in an in vitro monolayer culture system. 
Summary of the Literature Review: A subculture of disc cells is needed to obtain an adequate amount of disc cells for cell therapy, 
tissue engineering and analysis of the biological characteristics of degenerative disc cells
Materials and Methods: The obtained intervertebral discs were divided into the nucleus pulposus (NP) and the annulus fibrosus (AF). 
The AF and NP cells were cultured in a monolayer manner, respectively. At each subculture time, we analyzed the morphological changes, 
the adhesion rate, the proliferation rate and the viability. The expressions of types I and II collagen and proteoglycan were analyzed at 
the mRNA gene level.  
Results: Both the AF and NP cells gradually showed a fibroblast-like spindle shape while undergoing subculture. The adhesion rate was 
higher at the second and third times of subculture. The cell proliferation was the highest at the second subculture time. The viability was 
markedly lower prior to the subculture. On RT-PCR, the type II collagen expression was gradually decreased in the NP cells. In the AF 
cells, Type II collagen was not expressed from the second time of subculture. The expression of proteoglycan was gradually decreased in 
both. 
Conclusions: Following the 3rd subculture, the degenerative disc cells had completely changed their original growth and phenotypic 
characteristics. Therefore, we believe that it is not desirable for us to do passage cultures more than three times for cell therapy. 
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서론

만성 요통은 인류가 앓고 있는 가장 흔한 질병으로서 그 중요

한 원인 중의 하나가 추간판의 퇴행성 변화이다.1) 추간판은 노

령화, 비틀림과 같은 비정상적인 역학적 힘과 과도한 체중부하 

등에 의하여 퇴행성 변화를 일으키게 된다. 추간판 퇴행성 변화

는 병리학적으로 수핵 세포수의 감소 및 세포 외 기질 분비 능력

의 저하로 수핵 부분의 단백 다당 및 수분 함량이 감소되어 추간

판의 탄력성이 떨어진다.2) 현재, 퇴행성 척추간판 질환의 치료

는 보존적인 치료방법으로 호전이 없을 때, 수술적인 치료방법

을 요하게 되는데 수술적인 치료방법에는 추간판 제거술3,4) 후궁

절제술,5) 척추체간 융합술6,7) 등이 있다. 최근에 정상적인 추간판

의 기능을 대체할 수 있도록 디자인된 인공디스크가 임상적으로 

사용되고 있지만 그 적응증이 제한적이고 장기적인 추시 결과가 

없는 상황이다.8) 또한 이러한 수술적인 치료는 추간판의 정상적

인 해부학적 구조를 파괴하고 정상적인 생리, 생물학적인 환경

을 제공하지 못하기에 여러 가지 합병증이 따른다. 이에 생물학
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적인 방법으로 퇴행성 변화를 일으킨 추간판을 재생시키려는 많

은 방법들이 시도되고 있는데 그 중 세포치료와 조직공학적인 

방법이 최근에 많이 연구되고 있다.9-12)

현재, 관절연골 결손 시 자가연골세포 이식술이13,14) 광범위

하게 이용되고 있으며 이에 따른 관절연골세포에 대한 세포생

물학적 기초연구도 매우 활발히 연구되고 있다. 관절 연골세포

를 체외에서 일정한 양의 세포수로 증식시키려면 체외 단층 배

양하면서 계대 배양을 거쳐야 하는데 관절연골세포는 계대 배

양의 횟수가 증가함에 따라서 고유의 성질을 잃어버리는 단점

이 있다. 즉 계대 배양을 거칠수록 세포 외 기질의 분비 능력

이 떨어지며 특히 고유의 성질인 제 2형 교원질 생성 능력이 

떨어지는 반면에 제 1형 교원질 생성이 증가하는 탈분화현상 

(dedifferentiation)을 일으킨다.15,16)

추간판 조직 수핵 부분의 세포 밀도는 4000 세포/mm3, 섬유

륜 부분은 9000 세포/mm3 정도로 매우 적게 보고되고 있다.17) 

이에 퇴행성 추간판의 생물학적 치료에 있어서 일정한 양의 세

포 수를 확보하는 것이 우선이며,18) 최근에 추간판 세포도 체외 

단층 계대 배양을 하면 표현형이 소실되다가 3차원적 배양을 시

행하게 되면 다시 고유의 표현형을 되찾을 수 있다는 보고가 있

다.18-20) 그러나 대부분은 동물세포의 연구결과이며 사람의 추간

판 세포에서 계대 배양에 횟수에 따라서 세포의 성질이 과연 어

떻게 변하는지에 대한 상세한 연구결과는 미미한 상황이다. 특

히 임상적으로 세포치료나 조직공학적인 방법에서 건강한 사람

의 추간판 세포는 얻기가 힘들며 대부분은 이미 퇴행성 변화를 

일으킨 세포를 사용하는 수 밖에 없다. 이에 본 연구에서는 퇴행

성 추간판 세포를 섬유륜 부분과 수핵 부분으로 나누어서 체외

에서 단층 계대 배양하면서 계대 배양의 횟수가 증가함에 따라

서 세포의 성장 및 표현형이 어떻게 변하는지에 대해서 연구하

고자 한다.

대상 및 방법

1. 추간판 조직의 채취 

자기공명영상 상 Thompson Grade III 또는 IV 퇴행성 변화를 

보인 환자로 수술 후에 실험이 가능하였던 6명의 환자에서 추간

판 제거술을 시행 받을 시 추간판 조직을 획득하였다. 수술실에

서 획득한 추간판 조직은 생리식염수로 충분히 세척하여 조직주

위에 붙은 혈액과 체액을 제거하고 섬유륜 부분과 수핵 부분으

로 나누어서 (Fig. 1) 무균 상태로 실험실로 옮겼다. 섬유륜 세포

와 수핵 세포의 오염을 방지하기 위하여 섬유륜과 수핵 사이의 

이행부위는 본 실험에 포함시키지 않았다. 

2. 추간판 세포의 분리 및 배양

실험실로 옮겨진 추간판 조직을 다시 1% antibiotic-

antimycotic (Gibco, New York, NY)을 포함한 phosphate-

buffered saline (PBS) 용액으로 충분히 세척하고 멸균된 수술

용 칼로 수핵 조직과 섬유륜 조직을 잘게 잘랐다. 잘게 잘린 섬

유륜 조직은 0.2% 제 1형 및 2형 교원질 분해효소(Collagenase, 

Worthington Biochemical Co. NJ)����������������������가 함유된 ����������������Dulbecco’s modi-

fied eagle medium (DMEM, Gibco, New York, NY) 용액, 수

핵 조직은 0.2% 제 2형 교원질 분해효소가 함유된 DMEM 용

액에 넣어서 5% CO2, 37°C 세포 배양기내에서 4시간 동안 

충분히 소화시켜 세포를 획득하였다. 이렇게 획득한 세포는 

1.5x105cells/cm2 농도로 세포배양 접시에 접종하였다. 세포 배

양액은 10% fetal bovine serum (FBS, Gibco, New York, NY), 

1% antibiotic-antimycotic가 포함된 DMEM용액을 사용하였

다. 세포 배양액은 세포가 배양 접시에 부착되기 전 까지 약 2주 

까지는 교환하지 않고 첨부만 하였고, 세포가 부착된 다음부터

는 2일에 한번 씩 교환하여 주었다.

3. 세포의 계대 배양 

세포가 증식하여 배양 접시 면적의 70~80%를 채우게 되

면 계대 배양을 시행하였다. 세포 배양액을 흡입기로 흡입하

고 멸균된 PBS용액으로 세 번 세척한 후 0.05% trypsin-EDTA 

(Gibco, New York, NY) 용액으로 10분간 처리하여 세포를 배

양접시로부터 분리시키고 세포와 배양액의 혼합물을 수거하여 

1200rpm에서 10분간 원심분리 하여 세포를 회수하였다. 회수

한 세포를 두 개 군으로 나누어서 한 군은 세포분석에 사용하였

고 다른 한 군은 다음 번의 계대 배양에 사용하였다. 매번 계대 

Fig. 1. Digital image of the obtained AF and NP tissue from degenerated interverte-

bral disc. 
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배양 시의 조건은 모두 동일하게 하였으며 총 세 번의 계대 배양

을 시행하였다.

4. 세포 형태학 관찰 

세포의 형태학은 염색을 거치지 않고 세포가 배양접시에 

부착된 상태로 직접 광학현미경 (Nikon E600, Tokyo, Japan)

을 사용하여 관찰하였다. 관찰 시간은 세포가 모두 배양 접시

에 부착된 다음 2일 후로 일정하게 하였다.

5. 세포의 부착율, 생존율 및 증식율 

세포의 부착율은 시간에 따라서 배양액에 부유되어 있는 세포

를 회수하여 세포 수를 counting하여 부착된 세포 수가 전체 세

포 수에서 차지하는 비율로 계산하였다. 

세포의 증식율은 0.05% trypsin-EDTA (Gibco, New York, 

NY)로 5% CO2, 37°C 세포 배양기내에서 10분 동안 처리하여 

세포 배양 접시에 붙은 세포를 분리시킨 후, 시간에 따라서 세포 

수를 counting 하는 방법으로 계산하였다. 

생존율은 세포를 trypan blue dye (Gibco, New York, NY) 염

색법으로 전체 세포 수에서 살아있는 세포의 비율로 계산하였

다. 세포의 생존 율은 세포의 계대 배양을 거치는 시점에서 계산 

하였다. 각각의 측정치는 1회의 측정으로 6명의 측정치의 평균

값으로 처리하였다.

6. 유전자 발현 

1) 전체 RNA 분리 및 RT-PCR (reverse transcriptase - 

polymerase chain reaction)

계대 배양 하기 전 회수 한 일부 세포는 Trizol reagent (RNA 

extraction Kit, Gibco-BRL)를 이용하여 총 RNA를 분리하였

다. 얻어진 RNA는 spectrophotometer (Amersham Phamarcia, 

Ultrospec 21009, USA)를 사용하여 정량하고 동량의 총 RNA를 

AMV reverse transcriptase (BMS)를 이용하여 cDNA를 만들었

다. 합성된 cDNA는 유전자 특이 primer 를 이용하여 PCR반응

을 통해 증폭시켰다 (Table 1). PCR 반응은 10X PCR buffer (100 

mM Tris-HCl, 15 mM MgCl2, 50 mM KCl ph 8.3), 2 mM 

dNTP (2 mM dATP, 2 mM dGTP, 2 mM dCTP, 2 mM dTTP) 

그리고 Taq. DNA polymerase (5 units/㎕) 혼합액에 주형으로 

합성된 cDNA와 유전자 특이 primer를 이용하여 증폭시켰다. 이

렇게 증폭된 PCR 생성물을 1.5% TAE agarose gel에 전기영동한 

후, 0.5㎍/㎖의 ethidium bromide에 염색하여 확인하였다. 본 실

험에서 유전자 발현은 GAPDH에 대한 정량적인 상대치를 측정

하지 못하였으며 Table 1에 기술한 유전자의 발현 여부만 관찰

하였다. 

7. 생화학적 분석 

계대 배양에 따른 세포의 세포 외 기질의 분비 능력을 정량화 

하기 위하여 생화학적 분석을 시행하였다. 총 교원질 함량은 개

량된 Tullberg-Reinert method21)을 사용하였다. 세포 배양액을 

200 ㎕를 96- well plate에 넣고 37℃에서 말린 후 Sirius red dye 

용액(pH 3.5, Sigma, St Louis, MO) 200 ㎕와 1 시간 동안 반응

시켰다. 세포 배양액과 Sirius red dye 복합물은 550nm의 파장

에서 흡광도를 측정하였다. 총 단백다당 함량은 �������������1,9-dimethyl-

methylene blue (DMB) colorimetric method22)를 사용하였다. 세

포 배양액 100 ㎕를 DMB 용액 200 ㎕와 반응시킨 후, 525 nm 

파장에서 흡광도를 측정하였다. 측정한 교원질과 단백 다당의 

함량은 전체 세포수로 표준화하였다. 생화학적 분석 역시 1회의 

측정으로 6명 측정치의 평균값으로 처리하였다.

8. 통계학적 처리 

실험에서 얻어진 정량적인 결과는 모두 Mann-Whitney U 

test (independent t-test, SPSS)를 이용하여 통계학적인 처리를 

시행하였으며, P<0.05일 때 통계적으로 유의성이 있는 것으로 

하였다.

 

전체 세포수
부착율  = 

전체 세포 수 – 부착 되지 않은 세포수 
×100%

Table 1. The sequence of primers and reaction temperatures used in the RT-PCR

Gene Primer sequence Reaction temperatures (˚C)

Type I collagen 5’-CCACCAATCACCTGCGTACAGAAC-3’
5’-GGCACGGAAATTCCTCCGGTTGAT-3’ 56 

Type II collagen 5’-GACCCCATGCAGTACATGCGGGCC-3’
5’-GACGGTCTTGCCCCACTTACCGG -3’ 56 

Aggrecan 5’-GCCTTGAGCAGTTCACCTTC-3’
5’-CTCTTCTACGGGGACAGCAG-3’ 56

GAPDH 5’- GGTCATGAGTCCTTCCACGAT-3’
5’-GGTGAAGGTCGGAGTCAACGG-3’ 56 
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결과

1. 형태학적 결과

조직에서 분리한 배양 접시에 부착되기 전 까지 섬유륜 및 수

핵 세포들은 모두 원형을 나타냈으며, 1차 계대 배양을 거치기 

전 까지는 불규칙한 다각형의 불규칙한 모양을 나타내고 있었

다. 섬유륜 및 수핵 세포들은 계대 배양을 거치면서 점차적으로 

방추형인 섬유모세포 모양으로 변하였으며, 이러한 변화는 섬유

륜 세포에서 더 빨리 진행되었다(Fig. 2 ).

Fig. 2. The morphology of the AF cells and NP cells grown in the monolayer culture system. (x100)

Fig. 3. The adhesion ratio of the AF cells and NP cells at different passage number. (A) P0, (B) P1, (C) P2, (D) P3.
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2. 세포의 부착율

1차 계대 배양을 거치기 전에는 매우 낮았으며 1일 째는 0%

로 거의 부착이 되지 않았으며 3일 째 약 8.3±3.2%로 나타났

다. 10일째, 섬유륜과 수핵 세포에서 각각 74.7±2.5%와 70.7

±2.1%를 나타내었고, 14일째 부착율은 10일째와 비슷하였으

며 더 증가하지는 않았다. 1차 계대 배양을 거치면 세포의 부착

율은 현저히 증가함을 볼 수 있었으며, 2, 3차 계대 배양에서는 

5시간 만에 거의 100%의 부착율을 보였다. 부착율은 2, 3차 계

대 배양에서는 통계학적으로 유의한 차이를 보이지 않았으나

(P<0.05), 1차와 2차 계대 배양 사이에는 통계적으로 유의한 차

이를 보였다(P<0.05). 또한 부착율은 섬유륜 세포 및 수핵 세포 

지간에 계대 배양 전에는 통계적으로 유의한 차이를 보였으나

(P<0.05), 계대 배양을 거치고 나서는 큰 차이를 보이지 않았다 

(P<0.05) (Fig. 3).

3. 세포의 증식

세포의 증식은 1차 계대 배양에서 제일 높았으며 섬유륜 세포

에서 수핵 세포보다 더 좋은 증식율을 보였으나(P<0.05), 2, 3차 

계대 배양에서는 수핵 세포와 섬유륜 세포, 및 계대 배양의 횟수

에 따라서 유의한 차이를 보이지 않았다 (P>0.05)(Fig. 4 ).

4. 세포의 생존율

  세포의 생존율은 계대 배양에 따라 큰 차이를 보이지 않았으

며 섬유륜 및 수핵 세포 사이에서도 큰 차이는 없었으며 약 95%

의 높은 생존율을 보였다(P>0.05). 하지만 1차 계대 배양을 거치

기 전 세포의 생존율은 낮았으며 수핵 65.7±4.1%, 섬유륜 세포

는 75.3±6.1%로 나타났다 (P<0.05) (Fig. 5). 

5. 유전자 발현

섬유륜 세포는 계대 배양의 횟수에 따라서 제 1형 교원질의 

발현은 큰 차이를 보이지 않았으며 제 2형 교원질과 aggrecan 유

전자는 1차 계대 배양에서는 발현이 되었으나 2, 3차 계대 배양

에서는 발현되지 않았다. 수핵 세포에서는 1차 계대 배양에서 

제 1형 교원질이 발현되지 않았으나 2, 3차 계대 배양에서 점차 

증가하였으며 제 2형교원질과 aggrecan은 제 2차 계대 배양까지

는 발현되었으나 3차 계대 배양에서는 발현되지 않았다(Fig. 6).

6. 교원질 및 단백다당 함량

총 교원질 함량은 계대 배양의 횟수에 따라서 점차적으로 감

Fig. 4. Proliferation (%) of the AF cells and NP cells at different passage number. (A) 
AF cells, (B) NP cells.

Fig. 5. Viability of the AF cells and NP cells at different passage number.

Fig. 6. The mRNA expression of AF cells and NP cells at different passage number.
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소하는 경향을 보였으며(P<0.05) 수핵 세포에서는 2차 계대 배

양과 3차 계대 배양에서 통계적으로 유의한 차이를 보이지 않았

다 (P>0.05). 단백 다당 함량은 수핵 세포에서 1차 계대 배양에

서는 높은 함량을 보였으나 2차 계대 배양부터 현저히 감소하였

으며, 3차 계대 배양에서는 매우 적은 함량을 보였다(P<0.05). 섬

유륜 세포는 1차 계대 배양 때부터 단백 다당의 함량이 매우 적

게 측정되었고, 2차, 3차 계대 배양에서는 통계적으로 유의한 차

이를 보이지 않았다(P>0.05)(Fig. 7).

고찰

최근에 조직공학 및 세포치료 등 생물학적 치료방법이 활성

화되면서 퇴행성 추간판의 치료에서도 이러한 치료법에 대한 

연구가 활발히 진행되고 있다. 슬관절 자가 연골세포 이식술은 

Brittberg 등14)가 보고한 후, 현재 보편화된 수술법으로 발전하였

지만 척추 분야에서는 Ganey과 Meisel10)이 급성 외상성 추간판 

탈출 환자에서 적출한 추간판 조직에서 분리한 세포를 체외에서 

배양, 증식 시킨 후 다시 추간판에 이식하여 추간판이 재생되는 

것을 자기공명 영상을 통하여 확인하였다. 그러나 아직까지 이

러한 추간판 세포 이식술에 대한 임상결과 발표는 매우 적으며 

대부분이 체외 혹은 동물실험 단계에 있다. 

본 실험에서는 자기공명영상 상 Thompson Grade III 또는 IV

의 퇴행성 변화를 보이는 총 6명의 추간판에서 획득한 추간판 

세포를 체외에서 단층 배양하면서 성장 및 표현형의 특징을 관

찰하였다. 6명의 추간판 세포는 배양 횟수에 따라서 비슷한 양

상을 보였으며 모든 정량적 분석은 통계학적 처리를 시행하였

다. 추간판 세포는 체외의 단층 배양에서 배양 횟수가 증가함에 

따라서 고유의 표현형은 점차 소실되며 세포의 성장도 떨어지는 

경향을 보였으며, 특히 3차 계대 배양에서 현저하였다.

Chou 등18)은 양의 추간판 섬유륜 세포를 내측 및 외측 부위로 

나누고 계대 배양의 횟수에 따라서 표현형이 어떻게 변하는지

에 대해서 연구한 결과, 2차 계대 배양까지는 계대 배양을 거치

지 않은 세포와 큰 차이를 보이지 않았으나 3차 계대 배양부터

는 제2형 교원질의 발현이 현저히 감소됨을 발견하고, 6차 계대 

배양에서는 내측 및 외측 부위의 세포 지간에 큰 차이를 보이지 

않는다고 보고하였다. 그러나 본 실험에서는 3차 계대 배양에서 

제2형 교원질과 단백 다당의 표현형이 현저히 감소함을 볼 수 

있었다. 이는 Chou 등18)이 사용한 세포는 양의 정상적인 추간판

에서 추출한 반면, 본 실험에 이용된 세포는 사람의 퇴행성 변화

를 일으킨 추간판에서 획득한 것으로 일정한 차이를 보일 것으

로 사료된다. 

세포의 모양도 세포의 탈분화 과정에서 선명한 변화를 일으킨

다. 관절연골세포는 계대 배양을 거치면서 탈분화 되면서 점차

적으로 방추형인 섬유모세포 모양으로 변한다.15) 본 실험에서도 

세포의 모양은 처음의 다각형 모양에서 점차적으로 방추형인 섬

유모세포 모양으로 변화되는 것을 볼 수 있었으며 이러한 변화

는 섬유륜 세포에서 더 선명하였다. 이는 섬유륜 세포가 더 빨리 

탈분화 된다기 보다는 섬유륜 부분은 수핵 부분과 달리 섬유성 

연골로서 일부분의 섬유세포의 성질을 띄고 있기 때문이라고 생

각된다. 

추간판 조직은 세포 수가 적고 임상적으로 자가 추간판 세포

를 사용하려면 병변이 있는 적은 양의 추간판 조직을 적출할 수 

밖에 없기에 보다 많은 세포를 얻으려면 대부분 체외 단층 배양

을 거쳐야 하는데, 단층 배양을 하는 과정에 중요시 할 것이 세

포의 부착 능력이다. 본 실험의 결과로부터 추간판 세포는 계대 

배양을 거치면서 부착율이 증가하였으나 갓 분리한 추간판 세

포가 배양 접시에 부착하는 능력이 현저히 떨어져 있음을 알 수 

있었다. 계대 배양을 거치기 전 세포의 부착능력이 떨어지는 원

인에 대해서는 본 연구에서 규명할 수는 없었으나 세포의 부착

에는 integrin α, β 등이 중요한 작용을 하는 것으로 알려져 있

으며,23,24) 아마도 계대 배양을 거치면서 이러한 수용체들이 발현

이 증가한 것으로 추측된다. 관절연골 세포에서 세포의 부착율

Fig 7. Measurement of the total collagen (A) and proteoglycan (B) in the culture 
medium of different passage number. 
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을 증가시키기 위하여 배양접시에 교원질을 코팅하거나 integrin 

receptor발현을 증가시키는 방법25,26)들이 사용되고 있는데 추간

판 세포의 부착 능력을 증가시키기 위해서는 이러한 방법들이 

고안되어야 한다고 사료된다. 본 실험에서 1, 2, 3차 계대 배양에

서 높은 생존율을 보였으나 1차 계대 배양을 거치기 전에는 현

저히 낮은 생존율을 나타내었다. 대부분의 세포들은 생존을 위

해서는 배양 접시에 부착되어야 하는데 1차 계대 배양을 거치

기 전에는 매우 낮은 부착율을 보이기 때문에 계대 배양을 거치

기 전 세포의 생존율도 따라서 떨어지는 것으로 이해할 수가 있

다. 세포의 증식은 제 1차 계대 배양에서 가장 우수한 것으로 나

타났으며 계대 배양을 거치기전에는 증식을 측정하지 못하였다. 

이러한 이유로 1차 계대 배양을 거치기 전에는 세포의 부착율이 

많이 떨어져 있고, 70% 정도의 생존율을 보이고 있었기에 정확

한 증식을 계산하기에는 어려움이 있었다.

정상적인 추간판은 섬유륜 부분에서는 교원질이 마른 무게

의 80%, 단백 다당이 20%인 반면 수핵 부분에서는 단백 다당

이 80%, 교원질 20% 차지한다.27,28) 섬유륜 부분에서는 제 1형 

교원질 대부분이고 수핵에서는 제 2형 교원질이 대부분이다. 계

대 배양의 횟수에 따라서 수핵 세포는 제 2형 교원질과 단백 다

당의 유전자 발현이 현저히 떨어지며 특히 3차 계대 배양에서는 

거의 발현이 되지 않았으며 제1형 교원질 발현이 증가하였다. 

반면 섬유륜 세포는 제 2형 교원질과 단백 다당의 발현은 감소

하였으나 제 1형 교원질의 발현은 큰 변화를 일으키지 않았다. 

이는 생화학적인 정량 검사를 통하여 확인하였으며 이는 추간판 

세포는 계대 배양의 횟수에 따라서 관절연골 세포처럼 탈 분화

현상을 일으킴을 알 수 있었다. 수핵 세포의 제 2형 유전자 발현

이 감소하고 제 1형 유전자 발현이 증가하기에 2, 3차 계대 배양

에서 총 교원질 함량은 통계학적으로 큰 차이를 보이지 않는 것

으로 생각된다.   

단층 배양에서 세포의 표현형을 잃어버리는 단점을 극복하고

자 최근에는 pellet,29) alginate,20) 혹은 고분자 화합물30)을 이용한 

삼차원적인 배양을 많이 시행하고 있다. 이러한 삼차원직인 배

양은 단층 배양에서 소실되었던 추간판 세포의 표현형을 되찾을 

수 있었으며 세포외 기질의 합성도 증가함을 나타냈다. 그러나 

3차원적인 배양은 세포의 증식에는 매우 제한적이므로 치료의 

목적으로 사용하기에는 일정한 단점을 가지고 있다. 

본 실험에서 계대 배양을 거치기 전 세포의 유전자 발현, 및 

세포외 기질의 생성 등을 측정하여 대조군으로 하여야 하였으

나, 퇴행성 변화를 일으킨 적은 양의 추간판 조직에서 분리하였

기에 이러한 분석에 이용할만한 세포 수를 얻기가 불가능하여 

시행하지 못하였다. 또한 추간판 세포는 퇴행성 변화를 일으킨 

정도에 따라서 체외 단층 배양 할 때 성장이나 표현형의 발현에

서 차이가 있을 것으로 사료되며 이러한 퇴행성 변화에 따른 표

현형의 결과는 앞으로 더 진행해야 할 연구라고 생각된다. 정상

적인 추간판 조직의 획득이 어려워 정상적인 섬유륜 세포와 수

핵 세포의 계대 배양 횟수에 따른 표현형의 변화를 대조군으로 

하여 비교 분석하지 못한 점도 본 논문의 제한점이라고 사료된

다.

결론 

퇴행성 변화를 일으킨 추간판의 섬유륜 및 수핵 세포는 체외

에서 계대 배양의 횟수가 증가함에 따라서 점차적으로 고유의 

표현형을 잃어버리며 3차 계대 배양에서는 추간판 세포의 특유

의 성질인 제 2형 교원질과 단백 다당의 유전자 발현이 되지 않

았다. 이에 추간판의 퇴행성 변화의 세포치료에 있어서 체외에

서 단층 배양 시 3번 이상의 계대 배양을 거치지 않는 것이 바람

직할 것으로 사료된다. 또한 적은 횟수의 계대 배양으로 많은 양

의 세포를 얻고, 또한 세포의 증식이나 생존율 및 세포 외 기질

의 합성 증가를 위해서는 성장인자나 기계적인 자극을 이용한 

방법을 고려해야 할 것으로 사료된다. 
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세포 치료를 위한 인간 추간판 세포의 적절한 체외 계대 배양 횟수 -세포의 성장 및 표현형- 
김용찬 • 김기복 • 박문수 • 김석우
한림대학교 의과대학 정형외과학교실

연구 계획: 시험관 실험적 연구

목적: 사람의 퇴행성 추간판 세포를 체외에서 배양하면서 계대 배양의 횟수에 따른 성장 및 표현형의 변화를 분석하고자 한다.

선행문헌의 요약: 세포 치료, 조직공학 및 추간판 세포의 생물학적 특성의 분석을 위해서는 퇴행성 추간판 세포의 계대 배양을 거쳐 많은 양의 세포를 

획득하여야 한다.

대상 및 방법:. 적출된 추간판 조직을 수핵과 섬유륜 부분으로 나누어서 단층 배양하였다. 계대 배양을 거치면서 세포의 형태 변화, 부착율, 증식율 및 생

존율 분석을 진행하였다. 또한 RT-PCR 검사를 시행하여 제 1, 2형 교원질 (type I, II collagen) 및 단백다당 (proteoglycan) mRNA 발현을 유전자 수준에서 

분석하였다.  

결과: 세포의 모양은 수핵 및 섬유륜 세포 모두 점차적으로 방추형인 섬유모세포 모양을 나타냈으며, 부착율은 2차 및 3차 계대 배양에서 상대적으로 

증가하였고, 증식율은 2차 계대 배양에서 가장 우수했으며, 세포의 생존율은 배양을 거치기 전에는 현저히 낮았다. RT-PCR 분석 상 수핵 세포의 제2형 

교원질 발현은 점차적으로 감소하는 양상을 보였으며, 섬유륜 세포의 제 2형 교원질은 2차 계대 배양 시부터 발현이 되지 않았다. 단백 다당의 발현은 

수핵 및 섬유륜 세포 모두에서 점차 감소하는 양상을 보였다. 

결론: 퇴행성 변화를 일으킨 추간판의 섬유륜 및 수핵 세포는 체외에서 계대 배양의 횟수가 3차 계대 배양에서는 고유의 성장과 표현형을 잃어버렸다. 

이에 세포치료에 있어서 체외에서 단층 배양 시 3번 이상의 계대 배양을 거치지 않는 것이 바람직할 것으로 사료된다. 

색인 단어: 추간판, 퇴행성 변화, 표현형, 계대 배양

약칭 제목: 세포치료를 위한 추간판의 계대배양


