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나로 널리 사용되고 있다[1-3]. 이식 성적을 향상시키기 위해서는 

제대혈에 대한 엄격한 품질 관리가 필요하다. 

제대혈 품질에 관련된 여러 가지 요소 중 세포생존율은 제대혈

이식의 생착과 예후에 중요한 요소이며, 제대혈 채취 후 공정까지 

소요되는 시간은 세포생존율에 가장 큰 영향을 미친다[4, 5]. 따라

서 제대혈의 품질 관리를 위해 미국 및 유럽의 경우 채취 후 보관

처리 전까지의 시간이나 세포생존율을 제대혈 보관 여부를 결정

하는 기준에 포함시켜 제시하고 있다. Cord Blood Transplantation 

Study (COBLT)와 NetCord-Foundation for the Accreditation of 

Cellular Therapy (FACT)에서는 제대혈 채취부터 동결 저장까지의 

시간을 48시간 이내로, 세포생존율을 90% 이상으로 규정하고 있

다[6, 7]. 최근 시행된 국내의 “제대혈 관리 및 연구에 관한 법률”에

서는 채취 후 36시간 이내에 보관 처리를 시행하고, 80% 이상의 세

포생존율을 보관 기준으로 명시하고 있다[8]. 세포생존율을 측정

서  론

제대혈(umbilical cord blood)은 조혈줄기세포(hematopoietic 

stem cell)가 풍부하게 포함되어 조혈모세포 이식의 공급원 중 하
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Background: The quality of cord blood largely depends on cell viability. Viability assessments using trypan blue or 7-aminoactinomycin (7-AAD) 
staining, which are commonly used methods, may not reflect early apoptosis of cord blood cells. We aimed to investigate early apoptosis in cord 
blood cells following elapsed time after collection using double staining with annexin V and 7-AAD and to compare the result with that of viability 
evaluation using trypan blue or 7-AAD staining. 
Methods: Umbilical cord blood samples were obtained from 30 pregnant women at the time of delivery between July 2012 and March 2013. Via-
bility of cord blood cells was determined at 0 (T0), 24, and 48 hr after collection by using trypan blue exclusion assay, 7-AAD staining, and 7-AAD/
annexin V staining.
Results: Viabilities defined by 7-AAD/annexin V staining at T0, 24, and 48 hr after collection were respectively as follows: total nucleated cells, 
92.8±4.5%, 78.4±7.8%, and 65.5±8.1%; mononuclear cells, 94.4±1.7%, 90.8±4.2%, and 84.2±6.7%; and CD34-positive cells, 92.4±

3.0%, 90.7±4.7%, and 89.3±7.0%. The viability using trypan blue was more than 90% until 48 hr after collection. 
Conclusions: The mean viability of total nucleated cells using 7-AAD/annexin V staining decreased to less than 80% at 24 hr after collection; 
however, the viability of CD34-positive cells was more than 85% until 48 hr. Our study’s data will provide useful information for the assessing the 
quality of cord blood products.
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하는 방법에 대해서는 구체적으로 제시되어 있지 않지만, 일반적

으로 제대혈은행에서는 trypan blue법으로 총유핵세포의 생존율

을 검사하여 저장 전 제대혈 보관의 적합 유무를 판정하고 있다. 

최근에는 유세포분석기를 이용하여 CD34 양성세포수 측정과 

7-aminoactinomycin (7-AAD) 생존율을 동시에 시행하는 방법이 

상용화되어 있다. 그러나 trypan blue나 7-AAD를 이용한 세포생존

율 측정은 진행된 세포사멸 단계를 검출하며, 초기세포사멸은 반

영하지 못한다[9, 10]. 즉, 제대혈의 세포생존율이 기존의 방법으로 

높은 결과를 보였더라도 초기세포사멸이 진행된 세포가 상당수 

있을 수 있고, 이는 조혈모세포 이식의 성적에 직접적으로 영향을 

미칠 수 있다[11]. 따라서, 조혈모세포 이식의 성적을 보다 정확하

게 예측하고 향상시키기 위해서는 초기세포사멸이 일어난 세포를 

배제하여 정확한 세포생존율을 측정하는 것이 필요하다.

현재 국내에서는 초기세포사멸을 검출할 수 있는 민감한 방법

을 이용한 제대혈의 세포생존율 측정에 대한 연구가 미흡한 실정

이다. 이에 저자들은 7-AAD에 초기세포사멸을 검출할 수 있는 

annexin V를 추가하여 제대혈 채취 후 시간 경과에 따른 세포생존

율을 측정하고 이를 기존의 trypan blue 및 7-AAD 만을 이용한 생

존율과 비교하고자 하였다. 

대상 및 방법 

1. 연구 대상

2012년 7월부터 2013년 3월까지 분당차병원에서 만삭에 분만한 

산모 30명에서 채취한 제대혈을 대상으로 하였다. 본 연구는 분당

차병원 의학연구윤리심의위원회의 심의를 통과하였으며(BD2012-

096D), 모든 대상 산모들에게 연구 참가 동의서를 받은 후 시행되

었다.

2. 방법

1) 검체 수집 

태아 만출 직후 제대를 결찰하고 EDTA 채혈관에 제대혈 3 mL

를 채취하였다. 채취된 제대혈은 즉시 검사실로 운반하였고, 검사 

전까지 실온 보관하였다. 

2) 세포생존율 측정 

제대혈은 채취 후 6시간 이내에 trypan blue, 7-AAD 단독 및 

7-AAD/annexin V를 이용하여 각각 세포생존율을 측정하고(T0), 

이후 24 및 48시간 경과 시점에서 세포생존율을 반복 측정하였다. 

(1) Trypan blue 염색법

생리식염수로 1:10 비율로 희석한 제대혈 10 μL를 trypan blue 

(0.4%, Gibco, Grand Island, NY, USA) 10 μL와 혼합 후 100개의 세

포를 계수하여 푸르게 염색된 세포를 사멸이 일어난 것으로 판정

하여 백분율로 나타내었다.

(2) 유세포분석기를 이용한 7-AAD/annexin V 염색법

상품화된 Stem-Kit Reagents (Beckman Coulter, Fullerton, CA, 

USA)에 annexin V-allophycocyanin (APC; BD Biosciences, San 

Jose, CA, USA)을 추가하여 CD34양성세포수와 7-AAD/annexin V

를 이용하여 세포생존율을 동시에 측정하였다[12]. 유세포분석기

는 FACSCalibur (BD Biosciences)를 사용하였고 CellQuest Pro 

(BD Biosciences) 프로그램을 이용하여 분석하였다. 

제대혈 100 μL에 CD45-fluorescein isothiocyanate (FITC)/

CD34-phycoerythrin (PE) 시약 20 μL를 넣고 실온에서 20분간 반

응시켰다. NH4Cl lysing solution 2 mL를 첨가하여 실온에서 10분 

동안 적혈구를 용혈 시킨 후 2,000 rpm으로 5분간 원심 분리하여 

상층액을 제거하였다. Annexin V 염색을 위하여 annexin V bind-

ing buffer (BD Biosciences) 500 μL를 넣어 만든 부유액에annexin 

V-APC 10 μL와 7-AAD 10 μL를 첨가한 후 잘 혼합하여 15분간 실

온에서 반응시켰다. 유세포분석 전 Stem-Count Fluorosphere 100 

μL를 첨가하여 5초간 혼합한 후 분석하였다. 

세포생존율 분석을 위해서 총유핵세포, 단핵구 및 CD34 양성세

포 구역을 7-AAD/annexin V plot에서 분석하였다. 7-AAD 생존율

은 각 구역의 세포 중 7-AAD 음성인 세포의 분획을 퍼센트로 나타

내었다. 7-AAD/annexin V 생존율은 각 구역의 세포 중 7-AAD와 

annexin V에서 동시에 음성을 보이는 세포의 분획을 퍼센트로 나

타내었다. 분석시 Stem-Kit Reagents (Beckman Coulter)를 이용해 

CD34 양성세포 측정만 시행하고 7-AAD 및 annexin V로는 염색하

지 않은 시험관을 음성대조로 하여 각 세포군별 양성과 음성을 구

분하는 cut-off를 결정하였다(Fig. 1).

3) 통계 분석

총유핵세포, 단핵구 및 CD34 양성세포 분획들 간의 생존율 비

교 및 각 염색법에 따른 생존율 비교를 위해 일원분산분석(one-

way ANOVA)를 사용하였고, Tukey 방법으로 사후검정을 하였으

며 P-value가 0.05 이하일 경우 통계적으로 유의하다고 판정하였

다. 통계 프로그램으로는 SPSS 20 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)을 

사용하였다.

결  과

Trypan blue, 7-AAD 및 7-AAD/annexin V를 이용해 측정한 시

간 경과에 따른 제대혈의 세포생존율은 Table 1에 제시하였다. 모
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든 측정 시점에서 총유핵세포의 생존율은 통계학적으로 유의하게 

trypan blue 염색법이 가장 높았고, 7-AAD, 7-AAD/annexin V 순

이었으며, 단핵구 및 CD34 양성세포의 생존율은 7-AAD법이 

7-AAD/annexin V법 보다 유의하게 높았다(P<0.001). 

7-AAD/annexin V를 이용해 측정한 총유핵세포의 생존율은 채

취 직후, 24 및 48시간 경과 시점에서 각각 92.8±4.5%, 78.4±7.8%, 

65.5±8.1%로 24시간 경과 시점 이후부터 평균 80% 이하를 나타내

었다. 단핵구의 시간 경과에 따른 세포생존율은 각각 94.4±1.7%, 

90.8±4.2%, 84.2±6.7%로 48시간 경과 시점까지 평균 80% 이상

을 유지하였다. CD34 양성세포의 생존율은 측정 시간 순서대로 각

각 92.4±3.0%, 90.7±4.7%, 89.3±7.0%로 48시간 경과 시점에도 

평균 85% 이상의 생존율을 보였다. 채취 직후에는 총유핵세포, 단

핵구 및 CD34 양성세포의 생존율이 유의한 차이를 보이지 않았으

나, 24시간 경과 시점부터는 CD34 양성세포와 단핵구가 총유핵세

포보다 높은 세포생존율을 보였고, 48시간 경과 시점부터는 CD34 

양성세포, 단핵구, 총유핵세포 순으로 통계학적으로 유의하게 높

은 세포생존율을 보였다(Fig. 2A).

7-AAD를 이용해 측정한 세포생존율도 7-AAD/annexin V를 이용

한 결과와 유사하게 시간 경과에 따라 감소하였으며, 각 시점에서 

총유핵세포, 단핵구 및 CD34 양성세포의 생존율 차이도 7-AAD/

annexin V와 동일한 양상을 보였다(Fig. 2B). 초기세포사멸 단계의 

세포(7-AAD 음성, annexin V 양성)의 분획은 2.5-6.4%였고, 시간경
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과에 따라 증가하는 경향을 보였다(Table 1).

Trypan blue로 측정한 총유핵세포의 생존율은 채취 직후에 

99.6%, 24시간에 95.5%이었으며, 48시간 경과 시점까지 90.1%의 

높은 생존율을 유지하였다. 

고  찰

성공적인 제대혈이식을 위해서는 제대혈에 포함된 조혈모세포

수도 중요하지만 제대혈 세포의 기능적 생존율(functional viabil-

ity)을 반영하는 집락형성단위(Colony forming unit, CFU)가 이식

성적을 더 정확하게 예측한다고 알려져 있다[13, 14]. 그러나 집락

형성단위의 측정은 2주 이상의 기간이 소요되고 표준화가 어려워 

실제 임상에서 사용하기 어려우므로 이를 대체할 정확한 세포생

존율의 측정이 필요하다. 

세포생존율은 제대혈의 품질과 관련된 중요한 지표이지만, 검사

방법에 따라 민감도의 차이가 있어 상당한 생존율의 차이를 보일 

수 있다. 통상적으로 대부분의 제대혈은행에서는 신속하고 간편한 

trypan blue법을 사용하여 총유핵세포의 생존율을 측정하고 있

다. 그러나 trypan blue법은 검사자 간에 주관적인 오차가 있을 수 

있고, 적은 수를 세므로 정확도가 낮으며, 염색 후 짧은 시간 경과

에도 결과의 차이를 보이고, 세포 사멸이 완전히 일어난 세포만이 

염색되므로 초기단계를 검출하지 못하는 단점이 있다. 더구나 총

유핵세포의 생존율을 측정하므로 실제 골수이식의 생착과 예후에 

중요한 CD34 양성 조혈모세포의 생존율은 정확하게 반영되지 않

을 가능성이 있다[10, 15]. 7-AAD를 이용해 유세포 분석을 시행할 

경우 trypan blue보다 민감하게 세포사멸을 검출할 수 있고, CD34 

양성세포 측정과 7-AAD 염색을 같이 시행할 경우 총유핵세포, 단

핵구 및 CD34 양성세포 군에 따른 각각의 생존율을 알 수 있는 장

점이 있다[4]. 그러나 세포사멸은 세포막의 변화, 세포질과 핵의 응

축, DNA 분절 등의 순서로 진행되는데[16, 17], 7-AAD는 핵산염색 

물질이므로 초기 세포막의 변화를 검출하지는 못한다. 초기세포

사멸 단계의 세포를 검출하기 위해서는 Syto16이나 annexin V 등

의 표지자가 흔히 이용되는데 Syto16이 annexin V 보다 민감도가 

높은 것으로 알려져 있다[18, 19]. 여러 연구자들에 의하면 진행된 

세포사멸을 검출하는 7-AAD나 propidium iodide로 염색되지 않

는 조혈모세포 중에 상당수가 초기세포사멸을 검출하는 Syto16 

혹은 annexin V에 염색이 되며, 초기세포사멸이 진행된 세포는 골

수 생착력 및 집락형성능이 현저히 감소된다고 보고하였다[11, 19, 

20]. 따라서, 제대혈 품질관리 중 세포생존율의 기준은 측정 방법

에 따른 특성을 고려할 필요가 있으며, 이를 위해서는 각 방법에 

대해 제대혈 채취 후 시간 경과에 따른 생존율 자료가 필요하다.

본 연구에서는 기존에 사용되던 trypan blue 및 7-AAD 생존율

을 초기세포사멸을 반영한 7-AAD/annexin V 생존율과 비교하였

으며, 채취 후 시간 경과에 따라 세포군별 생존율의 변화를 검토하

였다. 가장 낮은 민감도를 보이는 trypan blue의 경우 모든 측정시

간에서 가장 높은 세포생존율을 나타내었는데, 채취 직후에는 

99.6%였고, 48시간 경과시점에는 평균 90.1%로 90% 이상의 생존

율을 유지하였다. 이는 Solomon 등이 보고한 결과보다 높았으나

[4], 이 등의 결과와는 유사하였다[21]. 

7-AAD 및 7-AAD/annexin V 생존율의 경우 초기세포사멸정도

를 반영한 7-AAD/annexin V법이 7-AAD법에 비해 모든 세포군들 

및 측정시간에서 2.5-6.4% 정도 낮은 생존율을 보였다. 두 방법 모

Table 1. Comparison of cell viabilities (%) measured using the trypan blue, 7-AAD, and 7-AAD/annexin V methods following elapsed time after 
collection 

Elapsed time Trypan blue 7-AAD 7-AAD/annexin V
Early apoptosis

(7-AAD-/annexin V+)

T0* TNC 99.6±0.9 95.8±4.2 92.8±4.5 2.9±1.3

MNC NA 97.3±1.0 94.4±1.7 2.5±1.2

CD34+ cell NA 97.2±1.1 92.4±3.0 4.8±2.4†,‡

P NA 0.051 0.058 <0.001

T0+24 hr TNC 95.5±5.3 82.8±8.1 78.4±7.8 4.2±1.2

MNC NA 94.1±3.7† 90.8±4.2† 3.7±1.4

CD34+ cell NA 95.8±2.6† 90.7±4.7† 5.1±2.9‡

P NA <0.001 <0.001 0.021

T0+48 hr TNC 90.1±8.6 71.5±8.2 65.5±8.1 5.9±1.5

MNC NA 90.1±5.3† 84.2±6.7† 5.3±2.3

CD34+ cell NA 95.6±2.9† ‡ 89.3±7.0†,‡ 6.4±4.4

P NA <0.001 <0.001 0.326

*T0 represents data obtained immediately after receipt in the laboratory, which was within 6 hr after collection. Statistical comparisons were made by one-way ANOVA tech-
niques with post hoc analysis by the Tukey’s method. †P<0.05 vs TNC at each time; ‡P<0.05 vs MNC at each time.
Abbreviations: 7-AAD, 7-aminoactinomycin D; TNC, total nucleated cells; MNC, mononuclear cell; NA, not applicable.
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두 채취 직후에는 총유핵세포, 단핵구 및 CD34 양성세포군 사이

에 차이를 보이지 않았으나, 시간의 흐름에 따라 세포군 별로 생존

율 차이를 보였는데 그 중 총유핵세포의 생존율 감소가 가장 빠르

게, CD34 양성세포의 생존율 감소가 가장 느리게 나타났고 이런 

경향은 이전의 연구 보고와 일치하였다[4]. 48시간 경과시점에서 

총유핵세포의 평균 세포생존율은 71.5% (7-AAD법) 및 65.5% (7-

AAD/annexin V법)로 80% 이하였으나, CD34 양성세포군은 95.6% 

(7-AAD법) 및 89.3% (7-AAD/annexin V법)로 비교적 높은 생존율

을 유지하였다. 총유핵세포의 생존율 감소가 가장 빠른 것은 제대

혈의 40-70%를 구성하는 과립구에서 채혈 후 12-24시간 이내에 가

장 빨리 세포사멸이 시작되기 때문으로 생각되었다[22-24]. CD34 

양성세포 군은 시간경과 후에도 다른 세포군 보다 높은 생존율을 

유지하였는데 같은 환경에 노출되었을 때 다른 단핵구들에 비해 

항세포자멸(anti-apoptosis) 유전자인 Bcl-2와 Bcl-x가 높게 발현

되고 세포자멸의 표지자인 caspase-3의 활성이 낮기 때문으로 추

정되고 있다[10].

7-AAD/annexin V법으로 제대혈의 세포생존율을 측정한 결과 

기존의 trypan blue 또는 7-AAD법보다 낮은 세포 생존율을 보였으

나, 48시간 경과시점에서 단핵구 및 CD34 양성세포군의 생존율은 

각각 평균 84.2%와 89.3%였고, 36시간 경과시점에서의 세포생존

율을 유추해 본 결과 각각 87.5%와 90.0%였다. 따라서 현재 시행되

고 있는 국내 제대혈 관리법의 80% 세포생존율 기준 및 채취 후 보

관처리 전까지의 36시간 기준을 충분히 충족시킬 수 있을 것으로 

추정된다. 또한, 국내 제대혈 관리법은 미국이나 유럽 등에서 제시

하는 채취 후 보관처리 전까지 48시간, 세포생존율 기준 90%에 비

해 더 짧은 시간과 낮은 세포 생존율을 기준으로 하고 있는데 통상

적으로 제대혈은행에서 시행하고 있는 trypan blue법을 사용하여 

세포생존율을 측정한다고 가정하였을 때 외국의 경우와 같이 보

관처리까지의 시간을 48시간으로 연장하거나, 세포생존율 기준을 

90%로 설정하여도 품질 기준을 충족시킬 것으로 판단된다.

현재 국내 제대혈은행에서는 통상적으로 보관 전 제대혈의 세포

생존율 측정을 위해 trypan blue법을 사용하고 있는데 상용화된 

제품을 이용해 CD34 양성세포수와 7-AAD법에 의한 세포생존율

을 동시에 측정할 경우 trypan blue법보다 민감하게 세포생존율을 

측정할 수 있고, 제대혈의 품질에 중요한 단핵구 및 CD34 양성세

포의 생존율을 따로 구할 수 있어 제대혈의 품질관리에 도움이 될 

것으로 판단된다. 또한 제대혈 이식을 위해 보관 제대혈을 사용하

는 경우에는 제대혈 이식의 성적 예측 및 냉동 보관 된 제대혈의 

품질평가를 위해 초기세포사멸을 반영할 수 있는 7-AAD/annexin 

V법으로 세포생존율을 측정하는 것이 보다 유용할 것으로 생각되

며, 이때 본 연구 결과에서 제시하는 보관 전 제대혈의 세포생존율 

자료가 냉동보관 제대혈의 품질을 평가하는데 이용될 수 있을 것

으로 기대한다. 

본 연구는 제대혈 채취시 일반적으로 사용하는 CPDA-1 항응고

제가 포함된 채취백 대신에 EDTA 시험관을 사용하였으며, 보관처

리를 위한 공정을 실시하지 않았으므로 실제 제대혈 보관 전 세포

생존율을 측정하는 검체의 조건과는 일부 차이가 있다. 이에 저자

들은 항응고제 종류에 따른 세포생존율의 차이를 확인하기 위해 

추가로 10예의 제대혈을 CPDA-1 항응고제백에 채취하여 세포생존

율을 측정한 후 본 연구에서 얻은 EDTA 시험관 결과와 비교하였

다. Trypan blue법으로 측정한 총유핵세포와 7-AAD 및 7-AAD/an-

nexin V법에 의한 단핵구 및 CD34 양성세포의 세포생존율은 모든 

측정 시점에서 항응고제 종류에 따른 차이는 관찰되지 않았다. 단, 

7-AAD 및 7-AAD/annexin V법으로 측정한 총유핵세포의 생존율

은 채취 직후에는 차이가 없었으나, 시간 경과에 따라 EDTA 항응

고제를 사용한 경우에서 CPDA-1 보다 8.2-11.9% 낮게 측정되어 본 

연구 결과를 해석할 때 고려되어야 할 것으로 생각된다.

저자들은 본 연구에서 7-AAD와 초기세포사멸을 검출 할 수 있

는 annexin V를 이용하여 제대혈 채취 후 시간 경과에 따른 세포

생존율을 측정하고 이를 기존의 trypan blue 및 7-AAD 염색만을 

이용한 생존율과 비교하였다. 7-AAD/annexin V법으로 측정한 세

포생존율은 모든 측정 시점 및 세포군별 비교에서 기존의 검사법

들에 비하여 통계적으로 유의하게 낮은 결과를 보였으나, 제대혈 

채취 후 48시간 경과 시점까지 CD34 양성세포의 생존율은 평균 

85% 이상을 유지하였다. 7-AAD/annexin V법의 경우 기존의 검사

법들에 비해 제대혈 이식시 생착에 가장 중요한 CD34 양성세포의 

세포생존율을 따로 구할 수 있고, 초기세포사멸 정도를 측정하여 

냉동 보관 된 제대혈의 품질 평가에 이용할 뿐 아니라 이식의 성적

을 보다 정확하게 예측할 수 있는 장점이 있다. 저자들은 본 연구 

결과가 향후 제대혈의 품질을 평가하는 기초자료로 활용될 수 있

을 것으로 기대한다. 

 

요  약

배경: 세포생존율은 제대혈의 품질을 결정하는 중요한 지표이다. 

제대혈의 세포생존율을 측정하기 위해 trypan blue나 7-amino-

actinomycin (7-AAD)를 이용한 방법이 일반적으로 사용되고 있으

나, 이들 방법은 초기세포사멸은 검출할 수 없다. 저자들은 7-AAD

와 초기세포사멸을 반영하는 annexin V를 동시에 이용하여 제대

혈 채취 후 시간 경과에 따른 세포생존율을 측정하고, 기존의 try-

pan blue 및 7-AAD를 이용한 방법과 비교하고자 하였다. 

방법: 2012년 7월부터 2013년 3월까지 분당차병원에서 출산한 산

모 30명에서 채취한 제대혈을 대상으로 하였다. 제대혈은 채취 직

후, 24, 48시간이 경과한 시점에서 trypan blue, 7-AAD, 7-AAD/an-
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nexin V를 이용하여 세포생존율을 반복 측정하였다. 

결과: 7-AAD/annexin V를 이용하여 제대혈 채취 직후, 24, 48시간 

경과 후에 측정한 총유핵세포의 생존율은 측정시간 순서대로 각

각 92.8±4.5%, 78.4±7.8%, 65.5±8.1%, 단핵구는 94.4±1.7%, 

90.8±4.2%, 84.2±6.7%, CD34 양성세포군은 92.4±3.0%, 90.7±

4.7%, 89.3±7.0%였다. Trypan blue법으로 측정한 세포생존율은 

48시간까지 90% 이상을 보였다.

결론: 7-AAD/annexin V를 이용해 측정한 제대혈의 세포생존율은 

총유핵세포의 경우 24시간 경과 시점부터 평균 80% 이하였으나, 

제대혈이식에서 생착에 가장 중요한 CD34 양성세포의 생존율은 

48시간 경과 시점까지 85% 이상을 유지하였다. 저자들은 본 연구 

결과가 향후 제대혈의 품질을 평가하는 기초자료로 활용될 수 있

을 것으로 기대한다.
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