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Polyampholyte가 소난관상피세포의 초자화 동결방법에 미치는 
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요  약  본 연구의 목적은 가축의 조직에서 유래한 동물세포를 재생산하기 위하여 세포를 동결하는 방법으로 초자화
동결법을 간단하게 이용하는 조건을 확립하고자 하였다. 소난관상피세포를 초자화 동결법에 적용하기 위하여 소 난관상
피세포를 0.25ml 스트로에 밀봉하여 액체질소에 직접 노출하였다. 발정 3.5일자의 난관에서 추출된 소 난관상피세포는
polyampholyte가 주성분인 StemCell KeepTM을 구매하여 초자화 동결을 유도하였고 5, 10, 25, 50, 75 및 100%
농도에서 생존율을 조사하였다. 세포의 생존성은 트립판 블루염색기법과 SYTO-13/PI 핵 염색시약을 이용하여 차별적 
생사염색기법을 이용하여 분석하였다. Trypan blue 염색법에서는 각각 5.6±11.8, 12.5±7.2, 53.0±2.7, 85.1±6.9, 
79.8±0.6 및 60.7±6.7%의 생존율이 관찰되었고, SYTO-13/PI 염색시약에서는 각각 4.6±2.5, 30.8±12.1, 
58.4±2.5, 85.5±1.2, 79.8±0.6 및 71.2±1.2%의 생존율이 관찰되었다. 이러한 결과는 소 난관상피세포는 50% 
StemCell KeepTM 농도의 동결배양액을 이용하여 동결 보존하는 것이 가장 우수한 생존율을 얻을 수 있었고 세포 유전
자원 은행을 위한 영구보존에 적절할 것으로 판단된다. 

Abstract  The purpose of this study was to establish a simple vitrification protocols to preserve animal
cell lines derived from tissues of livestock that could be recultured. Bovine oviduct epithelial cells (BOEC)
were used for the vitrification process using a 0.25 ml straw to increase cryopreservation efficiency. 
BOEC was cultured from the oviduct of 3.5-day estrus state, and the commercially available 
polyampholyte StemCell KeepTM was used as a cryoprotective agent. Using different concentrations, the
viability rates of BOEC in 5, 10, 25, 50, 75, and 100% in freezing media were investigated. Survivability 
was determined using a differential staining technique using a trypan blue test and a CYTO-13/PI 
staining protocol. The viability rates of BOEC in the trypan blue test were 5.6±11.8, 12.5±7.2, 53.0±2.7,
85.1±6.9, 79.8±0.6, and 60.7±6.7% with a respective concentration of StemCell KeepTM. The viability 
rates in CYTO-13/PI staining were 4.6±2.5, 30.8±12.1, 58.4±2.5, 85.5±1.2, 79.8±0.6, and 71.2±1.2%, 
respectively. These results indicate that BOEC could be preserved with StemCell KeepTM without toxicity
in a 0.25-ml straw. The optimal concentration of vitrification solution with StemCell KeepTM was 
determined to be 50% and can be considered as a proper preservation method for cryobanking.
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1. 서론

동결유전자원으로서 세포를 동결 보존하는 기술은 정
자, 수정란 및 난자를 동결하는 것과 마찬가지로 주요 국
가유전자원을 생산하는 주요 방법 중 하나라고 알려져 
있다[1]. 정자나 수정란과 같은 동결유전자원과 다르게 
세포 유전자원은 필요에 따라 실험실에서 융해하여 적절
한 방법으로 배양하게 되면 세포수를 크게 증식시킬  수 
있다. 이를 다시 동결하면 유전자원의 재생산이 가능하며 
융해된 세포는 생명공학기술에 의하여 여러 가지 방법으
로 활용될 수 있고 핵이식을 이용한 수정란 이식기술은 
멸실된 개체를 복원하는 방법으로 그 가치가 높다[2-4]. 
동결 보존된 세포는 비교적 간단한 방법으로 DNA를 제
공할 수 있어 종축의 우수한 형질을 분석하는데 활용될 
수 있어 미래 연구자원으로 활용될 수 있다[4]. 

세포를 영구보존하기 위하여 동결 보존하는 것은 거의 
모든 세포관련 실험실에서 실시되고 있으나, 세포의 융해 후 
생존율과 분화능력은 실험자 및 실험실 마다 결과가 상이한 
경우가 대부분이다[5]. 특히 건강한 생체조직에서 유래한 
1차 배양 세포(primary cultured cell line)는 암세포
(cancer cell line)와 달리 동결보존액 충격에 민감한 경
우가 대부분이다[6, 7]. 세포 동결 연구영역에서 특히 줄
기 세포(stem cell line)는 미분화된 상태를 유지하는 것
이 매우 중요하다. 이 때 동결보호제와 보존온도는 줄기
세포의 분화능력을 저하시키는 문제점이 최근 보고되고 
있어 세포 동결은 중요한 연구영역으로 판단된다[8, 12].  

세포를 동결하는 가장 일반적인 방법은 세포배양법으로 
증폭된 세포를 효소를 이용하여 단일세포화 시키고, 동결
보호제가 포함된 배양액으로 적절한 농도로 부유하여 초저
온냉동고에서 세포를 0.3-1℃/min의 냉각속도로 동결하
는 방법이다[5, 9]. 이러한 방법을 완만동결법(slow 
freezing protocol, SFP)이라고 부르며 가장 많이 이용되
고 있다. 그러나 초저온냉동고의 냉각속도는 냉동고의 크
기와 위치에 따라 상이하므로 동결속도를 균일하게 유지하
기가 힘들며 동일한 실험방법을 이용하더라도 생존율에 대
한 변이가 커서 세포주를 다시 녹이고 다른 실험을 준비하
는 과정에서 균일성을 유지하기가 힘든 점이 존재한다. 

세포주의 생존성이 우수한 동결기술을 개발하는 것은 
실험시간을 단축할 수 있으며 고가의 배양액을 절약할 
수 있어 경제적 가치가 높다. 이러한 문제점을 해결하기 
위하여 동결보호제를 활용하지 않고 액체질소에 직접 세
포를 노출하여 동결하는 유리화 동결기술(vitrification 
freezing protocol, VFP)이 최근 개발되었으며 줄기세

포의 동결보존에 활용되고 있다[9-12]. 
VFP는 고농도의 동결보호제를 이용하거나 점성이 높고 

분자구조상 얼음결정형성이 쉽게 되지 않는 물질을 이용
한다[9]. VFP는 높은 삼투압을 이용하여 세포 내부의 물 
성분을 제거하고 동결보호제로 치환하는 과정과 급격한 
온도 변화를 유도하여 세포 내 외부의 얼음결정이 정형화 
되지 않은 상태를 유지하는 과정으로 나누어 볼 수 있다. 
세포내부의 동결과정 중 형성되는 얼음 결정(ice crystal, 
IC)은 부피를 증가시키고 날카로운 형태로 세포막을 파괴
하여 세포의 생존성을 낮추는 기능을 수행한다[9, 13, 15, 16]. 
IC는 여러 가지 동결보호제와 주변 환경에 따라 다양한 
크기로 형성된다고 알려져 있어 다양한 방법을 적용하여 
동결 보존을 실시한다[9, 14, 15]. VFP에 이용되는 다른 
방법은 IC형성을 방해하는 단백질(antifreezing protein 
or peptide, AFP)을 첨가하여 비 정형 얼음결정을 유도
하는는 방법이 최근 보고되었다[14-16]. 이에 반하여 SFP
은 냉각속도를 최대한 낮추어 미세한 얼음결정이 형성되
도록 유도한다. 주로 포유류 수정란 동결에 많이 사용되었
으며 수정란 이식의 간편화를 위하여 낮은 농도의 
glycerol과 ethylene glycol을 이용하기도 한다.

AFP는 극한 지역에서 적응한 생물에서 발견되는 물질
로 미생물, 곤충 및 식물에서 발견되고 있다. 생물의 진화 
과정에서 자연적으로 동결을 방지하여 생존성을 높이는 
물질로 진화된 AFP는 최근 동결보존액의 원료 물질로 
주목받고 있다. 이러한 물질은 SFP나 VFP에 모두 적용
이 가능한 것으로 알려져 있으나 생물에 대한 독성이 존
재하는 문제점이 있다[17-19]. AFP 특징을 가진 합성폴
리머분자는 이러한 독성이 낮은 것으로 알려져 왔는데, 항 
동결 분자 중 하나인 polyampholytes는 ε-poly-L-lysine 
유도체(PPLs)는 세포의 초자화 동결에 이용되었다[20-21]. 
이러한 PPLs는 StemCell KeepTM (SCK, Abnova, 
Taiwan)라는 상호로 판매되고 있으며 단일 합성물질로 
동물유래 바이러스에 대한 오염이 없는 장점이 있다. 
PPLs의 형태는 AFP와 유사하여 IC형성을 억제하여 세
포막의 손상을 방지하는 것으로 알려졌다[21]. 

본 연구는 소난관상피세포(bovine oviduct epithelial 
cell, BOEC)를 3.5일자의 발정기 암소의 난관에서 추출
하여 2~3주간 배양하였다. 세포 동결보존의 효율성을 높
이기 위하여 VFP를 적용하였다. 이 때 사용되는 동결보
호제는 PPLs를 주성분으로 시판되고 있는 SCK을 구입
하여 이용하였다. BOEC의 동결보존 최적화를 위하여 배
양액을 이용하여 다양한 농도에서 VFP를 실시하였고 융
해된 세포의 생존성을 조사하였다.  



Polyampholyte가 소난관상피세포의 초자화 동결방법에 미치는 영향

529

2. 재료 및 방법

2.1 BOEC의 추출 및 배양
한우 발정기 3.5일째의 난관을 도축장에서 확보하고 

6시간이내에 실험실로 이송하였다. 멸균 거즈를 항생제
(penicillin, streptomycin)가 첨가된 calcium and 
magnesium free phosphate buffered saline(PBS)에 
적셔 분리된 난관조직을 싸고 보온병에서 32~35℃를 유
지하였다. 멸균실험대에서 난관을 외과용 수술칼로 약 
3-4mm의 크기로 세절하였고, 20% FBS가 함유된 세포
배양 플라스크에서 10-15일 동안 배양하였다. 배양기는 
온도를 38.5℃로 맞추었으며 조직이 배양접시에 점착하
도록 유지하였으며 3~4일마다 배양액을 절반가량 교체
하여 조직에서 떨어져 나온 세포가 바닥에서 증식하도록 
유도하였다. 0.05% 트립신을 이용하여 트립신에 먼저 반
응하는 섬유아세포를 제거하였고, BOEC를 회수하기 위
하여 내막세포 고유의 형태를 가진 세포주 콜로니를 
0.5% 트립신과 Scraper를 이용하여 회수하여 계대 배양
하였다. 80~95%의 세포밀도(confluency)가 될 때, 계
대를 실시하여 세포를 증식하였고 계대회수가 약 4~10
의 세포를 이용하여 세포 동결에 공시하였다.  

2.2 동결배양액의 제조
20% FBS(Gibco, USA)가 함유된 DMEM/F12 배양

액(Gibco, USA)을 기본배양액으로 동결배양액을 제조
하였다. SCK가 5, 10, 25, 50, 75 및 100%가 함유되도
록 첨가하여 BOEC를 초자화 동결하였고 모든 처리는 3
반복 수행하여 생존성 분석에 사용되었다.

2.3 BOEC세포의 동결
80~90%의 밀도로 배양된 세포를 0.25% 트립신을 

2~3분간 37℃에서 처리하여 75cm2 세포배양 플라스크 
바닥에 붙어 있는 BOEC를 구형화하여 회수하였다. 15ml 
원심분리관에서 약 5~10번의 피펫팅을 통하여 단일구형
세포를 형성시켰고 0.3% FBS가 함유된 PBS를 첨가하여 
트립신의 활성을 제거하였다. 부유된 세포를 300G 원심
분리 값으로 10분간 처리한 후, 상층액을 제거하였다. 실
험용 얼음에 옮겨 세포괴를 3~5분간 노출시켰으며 미리 
실험용 얼음에 노출된 동결배양액을 첨가하여 천천히 피
펫팅을 10회 실시하였다. 분산된 형태의 세포 부유물을 
0.25ml 스트로에 봉입하였고 얼음 위 알루미늄 호일에 
정치하여 5분간 안정화를 실시하였다. 봉입 시 2~3mm

크기의 공기가 1~2개 포함되도록 조절하였으며 초음파 
스트로실링장치(Ultra seal 21, Minitube, Germany)로 
밀봉하였다. 냉각된 세포는 액체질소(liquid nitrogen, 
LN2)에 바로 침지하여 초자화 동결을 실시하였다.

Fig. 1. The image of bovine oviduct originated cells 
         A : Bovine fibroblast cell (red circle) and BOEC 

(yellow circle). B : BOEC colony. The measuring 
white bar is 100 ㎛

Fig. 2. Trypan blue test of BOECs
         The red circles designated TB positive cells and 

the yellow circle shows survived TB negative cells. 
The measuring white bar is 100 ㎛.
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Fig. 3. Analysis of Live/Dead staining with SYTO-13 and PI in vitrified/thawed BOEC.  
         A. The transmission image, B. SYTO-13 accumulated cell with green color. C. PI stained dead cells. D. Merged Image.
         PI (propidium iodine) 

2.4 동결 BOEC의 융해
정액 보존용 알루미늄 케인에 보존된 0.25ml 스트로

는 20~25℃ 공기 중에서 5초, 37℃에서 20초간 융해하
였으며 1ml 1회용 주사기를 이용하여 37℃로 미리 가온
된 희석액 2~3ml에 직접 주입하였다. 동일한 원심분리
력으로 희석된 동결보존액을 제거하고 기본배양액을 첨
가하여 배양을 실시하였다.

2.5 융해된 BOEC세포의 생존율 조사 
융해된 세포의 생존성을 검증하기 위하여 2가지 방법

으로 검사하였다. 가장 흔히 이용되고 있는 4%의 trypan 
blue (TB) 용액을 이용하여 세포의 생존율을 조사하였
다. 세포부유액과 TB를 1:1희석하여 2-3분간 반응시키
고 죽은 세포를 염색하였다. 세포계수기 (cell counting 
chamber)와 현미경 10배 대물렌즈를 이용하여 생사 염
색을 판정하였다. TB에 의한 BOEC의 염색도는 Fig. 2
와 같이 관찰되었으며 붉은색으로 표지된 영역은 TB 양
성(+)으로 동결과정에서 막손상이 일어나 TB가 세포질
로 침투하여 짙은 파랑으로 염색되었으나 노란색 원으로 

표지된 영역의 세포는 막손상이 없어 둥근 형태의 세포
를 유지하고 있으며 염색이 되지 않고 세포막 주위가 흰
색으로 빛에 의하여 반사된 형태를 보여주고 있다. 

형광염색을 위하여 PBS에 propidium iodine (PI, 
Molecular Probes, USA) 0.5 µM과 SYTO-13 (Molecular 
Probes, USA) 1 µM 농도가 되도록 첨가하여 부유된 세
포와 1:1로 희석하여 배양기에서 25분간 배양한 후 형광
현미경으로 관찰하였다. 세포막손상에 의하여 사멸된 세
포는 PI에 의하여 붉게 관찰되었으며 살아 있는 세포는 
SYTO-13에 의하여 녹색으로 관찰되었다. 배양접시 위
에 염색된 세포 부유물로 10~20㎕ 소적을 만들어 5분간 
배양기에서 정치한 후 형광현미경(Olympus IX-71, 
Tokyo, Japan)으로 관찰하였다. SYTO-13으로 염색된 
세포는 녹색형광필터(Ex 469-495, Em 510IF)로 관찰
하였으며 PI는 적색형광필터(Ex 530-550, Em 575IF)
로 관찰하면서 사진을 촬영하였다. 디지털사진기(DP20 
Olympus, Japan)로 얻은 이미지는 Image J 프로그램
을 이용하여 세포수를 분석하였고 Fig. 3에서 보는 바와 
같이 유리화 동결 후 BOEC세포를 SYTO-13과 PI용액
으로 염색하면 각각 녹색과 붉은색의 형광으로 표지되었다.



Polyampholyte가 소난관상피세포의 초자화 동결방법에 미치는 영향

531

2.6 통계 분석
융해된 세포의 생존율을 One-way ANOVA test를 

실시하여 분석하였으며 분석된 자료의 평균간 유의성은 
Duncan의 다중검증법(Duncan’s multiple range test)로 
분석을 실시하였다.

3. 실험결과

3.1 Trypsin 처리에 의한 BOEC의 분리
도축장에서 얻은 생식기에서 난관을 오염을 방지하면

서 멸균가위로 조직에서 분리하였다. 배양 4~5일째, 배
양된 세절 난관은 세포배양 플라스크 바닥에 점착되어 
상피세포와 일부 섬유아세포가 동시에 자라는 경향을 관
찰할 수 있었다.  Fig. 1A에서 보는 바와 같이 난관유래
세포주는 2가지 형태의 세포로 관찰되었다. 붉은 원으로 
표지된 영역은 전형적인 섬유아세포의 형태를 보여주고 
있으며 노란색원으로 표지된 영역은 BOEC로 판단되었
고 도톰한 형태의 세포로 관찰되었다. Fig. 1B에서 관찰
된 BOEC세포는 콜로니를 형성하고 있었으며 배양 5일
째에 세포사이의 공간이 촘촘한 형태의 밀집된 콜로니를 
형성하였다. 

% of SCK
% of cell viability

TB SYTO13/PI

5 5.6±9.6 4.6±2.5a

10 15.3±5.5 30.8±12.1b

25 53.0±2.1a 58.4±2.5cA

50 93.5±2.0b 95.9±2.9d

75 76.7±6.5c 79.8±0.6e

100 63.0±4.1d 71.2±1.2fA

Means with capital letters of superscripts were significantly 
different between groups (p<0.05).
Means with small letters of superscripts were significantly 
different within groups (p<0.05).
Data are expressed as the mean±SD for three independent 
experiments. TB is trypan blue and PI is propdium iodine. 
StemCell KeepTM is trademark of polyampholites agent from 
Abnova company.

Table 1. The effects of StemCell KeepTM concentration
on the viability of frozen/thawed BOEC.

3.2 SCK농도가 BOEC 생존율에 미치는 영향
동결된 세포는 약 3일에서 2주간 액체질소탱크에 보

존되었으며 융해 후 원심분리방법으로 동결보호제가 제
거된 세포는 trypan blue 염색법과 SYTO-13염색법으

로 생사를 판단하였다. 5, 10, 25, 50, 75 및 100%의 
SCK가 함유된 동결배양액에서 각각 초자화 동결을 실시
하였으며 융해된 세포의 생존율을 조사하였다. 표 1에서 
보는 바와 같이 TB 염색법에서는 5, 10, 25, 50, 75 및 
100% 처리군에서 생존율이 각각 5.6±9.6, 15.3±5.5, 
53.0±2.1, 93.5±2.0, 76.7±6.5 및 63.0±4.1%로 관찰
되었다. 5%와 10% SCK처리는 유의성이 없는 것으로 판
단되었으나, 25, 50, 75 및 100%의 처리는 유의성이 있
는 것으로 판단되었다. SYTO-13/PI염색시약을 이용한 
생존율 판단은 각각 4.6±2.5, 30.8±12.1, 58.4±2.5, 
95.9±2.9, 79.8±0.6 및 71.2±1.2%의 생존율이 관찰
되었다. SCK처리 농도에 따라 모든 처리 군에서 유의성
이 있는 것으로 판단되었다. TB분석법과 SYTO-13/PI
분석법에 따라 25%와 100% SCK 처리군에서 유의적 차
이가 있었으며 다른 농도에서는 분석방법에 따른 유의적 
차이가 없는 것으로 관찰되었다. 

4. 고찰

세포 동결기술은 실험실에서 가장 먼저 습득하는 기술
로서 많은 연구자가 활용하고 있으며 손쉽게 세포를 다
시 증식시켜 이용할 수 있다. 그러나 동결 후 생존한 세
포가 적더라도 비교적 쉽게 증식되므로 생존 효율에 대
한 관심사가 낮은 편이다. 그럼에도 불구하고 조직에서 
추출된 신선한 세포는 동결이 어려우며 이러한 세포중 
primary cell과 줄기세포는 기능적인 특성을 유지하면
서 동결 보존하여야 한다. 특히, 단백질을 분비하는 포유
류 세포의 경우, 세포 주를 유지하고 관리하는 것은 매우 
중요한 문제라고 판단된다. 

포유류의 난관은 정자의 수정능획득과 난자의 수정 및 
초기 할구의 발생에 적절한 환경을 제공하는 것으로 알
려져 있다 [23]. 여기에서 BOEC는 중요한 기능을 담당
하는 세포로서 정자와 난자와 직접 접촉하는 세포로 알
려져 있다. 특히, 종 특이적 수정란 발생에 중요한 당단백
질을 분비하는 것으로 알려져 있고, 수정란 체외 발생에 
많이 이용되는 세포로서 산업적 이용성이 높다. 또한, 호
르몬에 반응하여 세포 분화가 일어나는 세포로 분화 및 
역 분화에 대한 연구재료로 이용성이 높으므로 세포 유
전자원의 동결 보존 연구에 적합한 세포라고 판단된다.  

세포 동결보존을 위하여 초창기에 사용된 동결보호제
는 glycerol로 Polge에 의하여 1949년 소 정자 동결 연
구에서 처음 보고되었다[24]. 그 후 Lovelock 등[25]에 
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의하여 1959년 DMSO의 이용성이 소개되었고, DMSO
는 시약 값이 저렴하고 glycerol보다 세포 침투속도가 
빨라 현재까지 많이 이용되고 있다. 그러나 glycerol과 
마찬가지로 침투성 동결보호제가 가진 문제점이 존재하
며 이는 세포의 분화에 영향을 끼치는 것으로 보고되었
다[26, 27]. 침투형 동결보호제로서 DMSO는 유리화동
결을 실시하기 위하여 10%보다 높은 농도로 동결배양액
을 만들어 세포에 처리할 때 독성이 높아지는 문제점이 
있고 초저온냉동고에서 완만동결을 유도할 경우에도 2시
간 이상의 냉각 과정에서 세포의 독성이 나타난다. 초자
화 동결은 이러한 문제점을 회피하기 위하여 액체질소에 
바로 침지하거나 정자와 같이 액체질소 위 약 5cm 위에
서 10분간 노출하여 유리화 동결을 유도하기도 한다. 또
한, AFP는 VFP에 도움이 되는 물질로서 물과 결합하는 
성격이 강한 아미노산의 중합체로 이루어진 AFP는 새로
운 물질로서 유리화 동결에 소개되었으며 주로 곤충과 
극지방의 어류와 일부 식물에서 한랭한 환경에 적응하기 
위하여 진화된 물질로 알려져 있다[17-19]. 본 연구에서 
사용된 SCK는 일본 교토대 현승휴 교수가 개발한 물질
로 poly-L-Lysine과 succinic anhydride의 중합으로 
합성되었다[20]. 이 물질은 AFP와 유사한 특성을 가지고 
있음이 보고되었고 다양한 세포의 동결 보존에 이용될 
수 있음이 밝혀졌다[20-22]. SCK는 PPLs를 주성분으로 
줄기세포의 동결배양용으로 판매되었으나, 판매회사의 
동결법에 따라 100%의 용액으로 VFP를 적용할 때 
BOEC의 생존율은 약 70% 내외의 생존율이 관찰되었다. 
SCK는 단백질이 필요 없는 동결보존액으로 추천되었으
나, 본 연구에 따르면 BOEC 동결 최적화를 위하여 약 
10% FBS가 최종 농도로 필요하다는 것을 알 수 있으며 
융해 후 생존성이 95.9%로 최적화 할 수 있었다. 그러므
로 세포특성에 따라, SCK의 농도를 조절할 필요성이 있
고 필요에 따라 FBS가 함유된 배양액을 첨가하는 것이 
유리하다고 판단된다.   

본 연구에서 동결 보존된 세포의 융해 후 생존율을 조
사하는 방법으로 TB와 SYTO-13/PI염색법을 모두 이용
하여 BOEC의 융해 후 생존율을 조사하였다. BOEC의 
생존율에서 TB와 SYTO-13/PI 분석법에 의한 자료는 
통계적 차이가 존재하였다. 그럼에도 불구하고 모두 50% 
SCK 농도에서 가장 우수한 생존성을 관찰 할 수 있었는
데, 이는 TB분석법의 특성상 세포계수기를 이용하고 비
교적 적은 수의 세포 분석량에 의한 차이라고 판단된다. 
즉, 많은 연구자들은 육안으로 계수하는 방법에 의하여 
세포계수기 자체의 오차가 심하다고 보고하고 있으며 낮

은 농도에서 오차범위가 큰 것은 이에 따른 결과라고 판
단된다. 본 연구에서는 수정란 동결에 이용되는 0.25 ml 
스트로를 이용하여 BOEC를 봉입한 후 액체질소에 바로 
침지를 실시하였는데 이는 일반 세포 동결용기(cryo 
vial)보다 더 우수한 성적을 얻은 원인으로 간주되었다. 
0.25 ml 스트로는 동일한 부피공간에서 동결용기보다 
더 많은 세포를 보존할 수 있다는 장점이 존재한다. 보통, 
1.8 ml 세포동결보존용기는 5개 정도 1개의 케인에 보
존할 수 있으나, 0.25 ml 스트로는 동일한 크기의 케인
에서 약 20 개 스트로를 보존할 수 있으므로 대형 액체
질소용기 내부의 부피를 줄일 수 있다. 이는 실험실에서 
액체질소 탱크를 유지 관리하고 세포유전자원을 영구보
존하는 방법으로 매우 중요한 장점이라고 판단된다. 또한 
0.25 ml 스트로를 사용 할 때, 적절한 크기의 내부 공기
방울이 없을 경우 팽창되는 얼음 결정에 의하여 파손되
는 경우가 있으므로 주의가 요구된다. 전통적인 세포 동
결 방법으로 SFP을 활용하면, 회복되는 세포는 약 
10~30% 내외로 보고되고 있으며 민감한 세포의 경우 
5~10%로 보고되고 있다. VFP에서 고농도의 DMSO와 
ethylene glycol의 혼합동결보호제를 이용하여 세포를 
동결하는 경우, 약 75% 생존율이 보고되고 있다. 본 연
구의 VFP에서 BOEC의 생존율이 95%이상을 보여주는 
것은 우수한 성적이며 이는 다른 연구자의 PPLs를 이용
한 VFP 성적과 동일한 수준으로 관찰되었다.  

본 연구에서는 동결된 세포의 생존율을 분석하기 위하
여 SYTO-13/PI염색기법을 사용하였다. 이 분석법은 육
안으로 생사를 판단하는 TB분석법보다 더 많은 세포를 
빠르게 분석할 수 있어 정확도가 더 높다고 판단된다. 특
히 SYTO-13은 배양시간에 따라 세포 내 농도가 높아지
는 특성이 있으므로 살아 있는 세포의 DNA와 일부 세포
질의 RNA도 염색되는 것으로 알려져 있다[28, 29]. 또
한 SYTO-13은 DNA에 대한 결합력이 PI보다 떨어지므
로 세포손상이 일어나게 되면, 쉽게 탈염할 수 있으며 
DNA와 겹합력이 강한 PI에 의하여 색상이 전변되는 것
으로 관찰되었다. 그러므로 TB염색보다 세포동결이나 다
른 세포독성실험에 대한 반응도를 조사하는데 정확한 자
료를 제시할 수 있을 것으로 기대된다.

5. 결론

본 실험을 종합해 보면, BOEC를 동결하는 방법에 있
어서 PPLs는 이용성이 큰 것으로 판단된다. 또한 세포 
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동결에 필요한 최적의 조건을 제시함으로써 다른 세포 
동결의 효율성 증진에 대한 기초자료로 활용될 수 있을 
것으로 기대된다. 또한 세포의 생사염색기법으로 SYTO-13과 
PI의 차별적 염색은 생존율 분석에 효율성이 높을 것으
로 판단되며 국가유전자원으로 영구 보존되는 세포에 대
한 가치평가에 이용될 수 있을 것으로 판단된다. 
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