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－Abstract－

Background: Atherosclerosis has emerged as the leading cause of death in developed 

countries. At present, human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) are most commonly 

used for the investigation of Endothelial cells (EC). However, HUVEC are not found in 

arteries but only in veins. Currently there are many reports on methods used to isolate EC;, 

most of these methods require special equipment to remove contaminating smooth muscle 

cells (SMC). 

Materials and Methods: The method described here may be used to isolate not only ECs 

but also SMCs;,the approach presented here did not require special equipment. Rat aorta was 

treated with 2 mg/ml of type Ⅱ collagenase solution for 45 minutes. The isolated cells from 

the aorta were incubated in medium G for a week;, only ECs could be separated. After the 

collagenase treatment, the rest of aorta was cut lengthwise, and left undisturbed to obtain 

SMCs in the culture dish for 10 days. To verify the purity of the isolated cells, we performed 

immunofluorescence and evaluated the results with transmission electron microscopy analysis.

Results: The immunofluorescence study demonstrated specific expression of CD31 and α

-smooth muscle actin in the isolated ECs and SMCs, respectively. Cultured ECs and SMCs 

showed their own fine structure characteristics. 

Conclusion:  These results suggest that this method for isolating ECs and SMCs may be
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서    론

 

죽상경화는 다양한 크기의 동맥에서 발생하

는 국소적인 혈관내막질환이다. 죽상경화증의 

발생 기전에 있어서, 그 시작은 내피세포의 손

상에 있다. 콜레스테롤과 이를 운반하는 지질

단백들 중 초저비중 지질단백(VLDL)과 저 비

중 지질단백(LDL)이 내피세포가 선택적 장벽

으로서의 기능을 잃어버린 것을 틈타 중간막으

로 여과 침착 한다. 이들 지질단백은 중간막의 

민무늬근육세포 내막으로 이동하여 동맥벽은 

두꺼워지고 탄력을 잃는다. 이와 같이 반복되는 

손상에 의하여 심혈관계 질환의 하나인 죽상경

화가 발생한다. 따라서 내피세포와 민무늬근육

세포를 이용한 다양한 실험 모델을 이용하면 

죽상경화의 발생기전을 연구하는데 유용하다.

대동맥의 벽은 3개의 막으로 구성되는데, 내

막에는 대개 내피세포들이 있고, 중간막에는 

민무늬근육세포들과 바탕질로 구성되며, 그리

고 바깥막에는 주로 섬유모세포들이 있다.1) 쥐

의 대동맥 벽은 3개의 막으로 절개될 수 있는 

구조적으로 분명한 기관이다. 그러나 쥐의 대

동맥은 내피세포의 분리가 상대적으로 어렵기 

때문에 중간막의 민무늬근육세포
2)
와 바깥막의 

섬유모세포3)들이 배양된다. 따라서 혈관내피세

포들은 주로 소4)와 돼지에서 배양되고 쥐의 

내막으로부터 혈관내피세포를 직접 분리하여 

사용하는 경우는 드물다.

조직배양기술의 발전으로 미세혈관내피세포

가 뇌,
5)
 진피,

6)
 콩팥,

7)
 윤활액,

8)
 코의 점막,

7)
 망

막, 탈락막,9) 허파,10) 젖10) 및 지방조직 등에서

도 사람 혈관내피세포를 분리할 수 있게 되었

다. 다양한 동물에서 큰 혈관의 내막을 어내

거나11) 동맥과 정맥의 속 공간으로 collagenase

를 관류12-14)시킨 실험에서 내피세포의 대부분

의 기능이 밝혀졌다.

생쥐나 흰쥐에서 대동맥의 내피세포를 분리

하는 기존의 방법에서는 민무늬근육세포가 같

이 분리되는 것을 막기 위해서 항체를 붙인 

magnetic bead를 이용하거나, FACS라는 기계

를 이용한다. 이러한 방법들은 번거로운 과정으

로 인하여 손쉽게 내피세포를 분리하는 방법의 

정립이 필요하다. 이 실험에서 우리는 collagensae

를 이용한 효소반응15, 16)으로 내피세포와 민무

늬근육세포를 분리할 수 있었고, 내피세포와 민

무늬근육세포의 표지인자를 이용하여 각 세포

의 종류를 확인하 다. HE 염색과 면역세포화

학법을 통해서 세포의 형태를 관찰하 고, 투

과전자현미경으로 그 미세구조를 확인하 다.

재료 및 방법

실험재료

혈관내피세포와 민무늬근육세포의 분리를 위

해 암수 구분 없이 6∼7주령 된 무게 120∼150 

g 정도의 Sprague-Dawley계 흰쥐로부터 가슴 

및 배 대동맥만을 사용하 다. 

대동맥 분리를 위해서 마취용 에테르와 거

즈, 수술기구를 위한 70% 알코올, 수술용 가

위, 핀셋, 켈리 등을 사용하 다. 먼저 분리 할 

especially useful for the study of atherosclerosis.

Key Words: Atherosclerosis, Endothelial cell, Smooth muscle cell, CD31, α-smooth muscle actin
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내피세포의 효소반응을 유도하기 위해서 Pasteur 

pipet과 Type 2 Collagenase (Worthington, 

U.S.A.), syring filter, Hanks’ Balanced Salt 

Solution (Invitrogen, U.S.A. 이하 HBSS로 표

기함), Dulbecco’s Modified Medium-low glucose 

(Gibco, U.S.A 이하 DMEM으로 표기함), Fetal 

Bovine Serum (Gibco, 이하 FBS로 표기함), 

L-Glutamin (Gibco) 1× non-essential amino 

acids (Gibco), 1× sodium pyruvate (Gibco), 

4-(2-Hydroxyethyl)-1-Piperazineethanesulfoni

cacid (pH 7-7.6), 25 mM HEPES (Gibco), 

Endothelial Cell Growth Supplement (Gibco, 

이하 ECGS로 표기함), Gelatin(Sigma, U.S.A.), 

15 T와 25 T flask를 사용하 다. 세포계대 배

양 시에는 Trypsin-EDTA (Gibco, 이하 TE로 

표기함)를 사용하 다.

면역형광염색을 수행하기 위해서 3.7% para- 

formaldehyde (PFA), 인산완충용액, Chamber 

Slide, CD31 primary Ab (Abcam), Alpha 

Smooth Muscle Actin Ab (Abcam), FITC 

conjugated secondary Ab (Abcam), Propium 

Iodide (Molecular Probes, 이하 PI로 표기함), 

ProLong Gold antifade reagent (Invitrogen)을 

사용하 다. 

투과전자현미경 시약은 Glutaraldehyde (Merck, 

Germany), OsO4 (Polyscience, Germany), 

polybed 812 (Polyscience), DDSA (Polyscience), 

MNA (Polyscience) 및 DMP 30 (Polyscience)

을 사용하 다. 그 외에 일반적으로 사용되어

지는 HE 시약과 탄력섬유 염색시약을 사용하

다.

실험방법

대동맥 분리

흰쥐를 에테르를 이용해서 마취시킨 후에 

수술용 가위를 이용해서 복강을 열어 핀셋과 

가위를 이용해서 가슴부터 복부까지의 대동맥

을 잘라내었고, DMEM배양액에 담궈 두었다. 

핀셋을 이용해서 대동맥의 혈액과 지방조직 및 

결합조직등을 제거하 다. Pasteur pipet으로 

대동맥 안으로 DMEM배양액을 넣어 대동맥 

내벽을 깨끗하게 해주었다. 이 대동맥은 세포

들을 분리하기 위해 준비해 두었다. 그리고 일

부분은 메스를 이용해서 0.5 cm로 잘랐고, 일

반염색조직표본과 면역형광염색조직표본을 만

들었다.

내피세포 분리

분리하여 준비된 대동맥을 20% FBS와 

penicillin 100 U/ml, Streptomycin 100 ㎍/ml

가 함유된 DMEM배양액에 담궈, 대동맥 안쪽

을 씻었다. 37℃로 준비한 항온수조에서 대동

맥을 효소와 45분 동안 반응시켰다. 이때 효소

는 2 mg/ml Type 2 collagenase를 이용하

다. 효소와의 반응 시에는 분당 90회의 속도로 

항온수조를 움직 고, 효소반응이 끝난 후에는 

대동맥 조직을 건져내었다. 나머지 용액은 1200 

rpm에 5분 동안 원심분리 시켜 상층액은 버렸

고, 남은 세포는 내피세포 배양액인 Medium G

를 이용해서 15 T 플라스크에 배양하 다. Medium 

G의 조성은 20% FBS, 2 mM L-Glutamin, 1× 

non-essential amino acids, 1× sodium pyruvate, 

25 mM HEPES (pH 7-7.6), ECGS (Endothelial 

Cell Growth Supple ment)을 DMEM 배양액

에 섞은 것이다. 이때 사용하는 플라스크의 바

닥은 바로 전날 0.1% 젤라틴으로 처리하 다. 

젤라틴으로 처리해서 사용하는 방법은 아래와 
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같다. 배양 플라스크에 0.1% 젤라틴을 녹인 인

산완충용액을 바닥이 잠길 정도로 넣어 두었

다. 세포배양기 안에서 적어도 두 시간 이상 

보관하 다. 그 후 0.1% 젤라틴 용액을 제거하

고, 멸균한 증류수로 플라스크 바닥을 세척

하 다. 

위의 과정을 거쳐 분리된 내피세포들은 1주

일 동안 세포배양기 안에서 보관하 고, 보관 

시에는 어떤 방해도 하지 않았다. 그 이후부터

는 도립현미경(Olympus)으로 내피세포를 관찰

하 다.

민무늬근육세포의 분리

내피세포가 분리되고 남은 대동맥 조직은 

메스를 이용해서 잘랐다. 잘게 잘린 조직을 모

아서 1200 rpm에 5분 동안 원심분리 시켰고, 

침전된 조직을 10% FBS가 첨가된 DMEM배

지에다가 잘 섞어 25T 플라스크에 배양하 다. 

세포는 10일 동안 세포 배양기에서 보관하

고, 보관 시에는 어떤 방해도 하지 않았다. 10

일 후부터는 현미경으로 민무늬근육세포를 관

찰하 다.

세포배양

자라나온 내피세포들은 새로운 배지로 갈아

주었고, 이후 내피세포를 배양할 때도 Medium 

G를 사용하 다. 배양액 교체 후에 2∼3일 정

도 지나면 세포가 배양액용기에서 80%이상 자

라있는 것을 확인 한 후 계대배양하 다. 계대

배양 시에는 TE를 사용하여 부착된 세포를 떼

어 내었고, 3일마다 계대배양하 다. 실험목적

에 따라 젤라틴으로 처리된 chamber slide 또

는 플라스크를 사용하여 내피세포를 키웠다.

민무늬근육세포의 경우에는 분리 10일 후, 

새로운 배지로 갈아주었고 그 배지는 DMEM

에 FBS가 10%첨가된 것을 사용하 다. 내피

세포와 같은 방법으로 계대배양 하여 민무늬근

육세포를 키웠다. 실험에 따라 젤라틴으로 처

리된 chamber slide 또는 플라스크에 민무늬근

육세포를 배양하 다.

특수염색

각각의 조직과 세포의 모양을 광학현미경 

상에서 관찰하기 위해서 HE염색을 하 고, 대

동맥 조직에서 탄력섬유만을 염색하게 위해서 

Verhoeff elastic 염색법을 시행하 다.

면역염색

3.7% paraformaldehyde로 대동맥 조직과 분

리한 내피세포 및 민무늬근육세포를 15분 동안 

고정하고, 인산완충용액으로 세척하 다. 0.2% 

Triton X-100을 10분간 반응시켰고, 그 후 인

산완충용액으로 씻어주었다. 0.2% BSA을 처

리하 고, 일차항체를 두 시간 동안 반응시켜

주었다. 내피세포의 경우에는 세포확인을 위해

서 CD31을 사용하 고, 민무늬근육세포의 경

우에는 α-smooth muscle actin을 이용하 다. 

세 번 정도 인산완충용액으로 씻어준 다음에 

이차항체를 각 일차항체에 대하여 1시간 동안 

반응시켰다. 이때 이차항체는 FITC가 연결되

어 있는 것을 사용하 다. 1시간이 지나면 인

산완충용액으로 씻어주고, 필요에 따라 PI로 

핵을 대조염색하 다. Prolong Gold Antifade

를 이용해 봉입하 다. 건조시킨 후에 형광현

미경(Leitz Wetzlar Aristoplan)을 이용해서 관

찰하 다. 

투과전자현미경
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표본을 제작하기 위하여 먼저 Falcon flask

에 들어있는 배양액을 제거하 고 인산완충용

액으로 세척한 후, 2.5% glutaraldehyde에서 5

분간 고정하 다. 1% OsO4에서 30분간 다시 

고정한 후 일상적인 탈수과정을 거쳤다. Isopropyl 

alcohol을 사용하여 치환하 고, epoxy resin에 

포매하여 60℃ 배양기에서 48시간 중합시켰다. 

중합된 resin을 배양용기에서 떼어내어 다듬은 

후 다이아몬드 칼을 이용하여 50∼70 nm의 절

편을 만들었고, uranyl acetate와 lead citrate에 

각각 10분씩 이중 염색하여 투과전자현미경 

H-7000B (Hitachi)으로 관찰하 다.

결    과

광학현미경하에서 내피세포와 민무늬근육세포

바깥막을 제거한 대동맥조직을 파라핀 표본

으로 만들어 Hematoxylin-eosin 염색을 하

고 그 결과 바깥막이 거의 제거된 채 중간막과 

내막으로만 구성된 대동맥을 확인 할 수 있었

다(Fig. 1A). 중간막에 있는 탄력섬유만을 특

이적으로 염색하는 Verhoeff elastic 염색법을 

이용해서 염색을 수행하 다(Fig. 1B).

대동맥으로 내피세포를 먼저 분리하고, 그 

후에 민무늬근육세포의 조직 덩어리를 얻는데, 

내피세포의 분리에 있어서는 효소반응을 이용

하 다. 실험을 통하여 얻어낸 내피세포의 최

적 분리 조건은 2 mg/ml collagenase 용액으

로 분당 90회의 속도로 shaking incubator 안

에서 45분 처리하는 것이었다. 효소를 처리하

는 과정에서 37℃ 항온수조에서 반응이 이루어

지게 하 고, 분당 90회 정도로 수조를 흔들어 

주었다. 이 과정이 초기의 플라스크에 붙게 되

는 내피세포의 양을 증가시키는데 아주 중요하

다. 동일한 조건으로 실험하더라도 교반을 

하지 않은 경우에는 내피세포가 분리되지 않았

다. 그리고 초기에 대동맥 분리가 이루어질 때, 

대동맥 안을 pasteur pipet으로 씻어주는 과정

이 있는데, 이 과정을 거쳐야만 내피세포가 잘 

분리되었다.

Type 2 collagenase 용액 2 mg/ml으로 분

당 90회의 속도로 45분 처리된 대동맥은 형태

가 온전하게 남아 있었고, 민무늬근육세포의 

분리를 위해서 분리된 내피세포를 제외한 조직

Fig. 1. Hematoxylin-eosin staining (1A) and verhoeff elastic fiber staining (1B) in isolated aorta after 

removing tunica adventitia. Isolated aorta almost consists of tunica intima and tunica media. Scale 

bar; 10 ㎛
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은 메스를 이용해서 잘게 잘랐다.

내피세포는 1주일 뒤에 배양기에서 꺼내서 

광학현미경으로 관찰하 다. 미리 37℃로 데워

진 Medium G로 기존의 배양액을 갈아준 다음 

관찰하 다. 광학현미경 상에서 여러 무리로 

자라고 있는 내피세포를 확인하 다. 내피세포

들은 시간이 지남에 따라 조약돌모양의 형태로 

자리 잡는 것을 볼 수 있었다. 민무늬근육세포

는 10일 뒤에 배양기에서 꺼내고, 배양액을 바

꿔 준 다음 세포의 모양을 확인하 다. 민무늬

근육세포는 세포들이 무리지어 자라 있는 것을 

볼 수 있었고, 세포 각각이 방추사모양을 가지

는 것을 확인할 수 있었다. 이와 같이 광학도

립위상차현미경으로 관찰된 특징적인 세포 모양

을 HE염색을 통해서 다시 확인하 다(Fig. 2).

내피세포의 경우에는 민무늬근육세포에 비

해서 둥 고 큰 핵이 두드러지고, 대체로 조약

돌모양으로 자리 잡고 있다(Fig. 2A). 내피세

포의 작은 물질의 이동인 pinocytosis 때문인

지 소포체가 두드러지게 많이 있는 것을 볼 수 

있다. 민무늬근육세포의 경우에는 방추사모양

이 염색으로 인하여 더욱더 확연하게 보 다 

(Fig. 2B).

면역형광염색 소견

내피세포의 표지인자로 널리 알려진 CD31을 

이용해서 분리한 내피세포를 면역형광염색을 하

다. CD31은 PECAM-1 (Platelet Endothelial 

Cell Adhesion Molecule-1)과 같은 물질로 알

려져 있다. PECAM-1은 막 관통단백질로써 

내피세포의 표면에서 발현되며, 내피세포 상호

간의 부착을 매개한다. CD31은 내피세포와 혈

소판에서만 특이적으로 발현하는 당 단백질이

다. 이미 기존에 알려져 있는 내피세포 표지인

자인 von Willebrand factor의 경우에는 분자

량이 CD31에 비해서 상대적으로 매우 크다. 

따라서 근래에는 분자량이 작아서 항원항체반

응에 좀 더 유리한 CD31을 내피세포의 표지인

자로 널리 사용하고 있다. 본 연구자들은 효소

반응과 조건배지를 이용해서 분리한 내피세포

가 정확한지를 알아보기 위해서 각각의 계대 

배양 시점마다 면역형광염색을 하 다. CD31 

일차항체의 농도는 1：50에서 가장 강하게 발

현되었다. CD31이 세포의 핵이 아닌 세포질에

Fig. 2. Hematoxylin-eosin staining of endothelial cell (2A) and smooth muscle cell (2B) cultivating in 

falcon flask. They show typical pattern of the endothelial cell, having cobble-stone shape and the 

smooth muscle cell, consisting of spindle shape, respectively. Scale bar; 10 ㎛
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서 초록색으로 강하게 발현됨을 확인 하 다(Fig. 

3A, 3B). 이것은 같은 현미경 시야에서 PI에 

의해 핵이 빨갛게 염색되는 것을 보면 알 수 

있다(Fig. 3B).

민무늬근육세포의 경우에는 그 세포의 표지 인

자 α-smooth muscle actin을 이용해서 형광면역

염색을 수행하 다(Fig. 3C). α-smooth muscle 

actin의 일차항체의 농도는 1：100에서 가장 강

하게 발현되는 것을 확인하 다.

조직상에서의 내피세포와 민무늬근육세포의 

위치 및 모양을 확인하기 위해서 흰쥐에서 분

리한 대동맥 조직으로 미리 냉동표본을 만들어 

HE 염색을 수행하 다. 그리고 같은 절편을 앞서

서 세포에서 수행한 두 가지 표지인자인 CD31

과 α-smooth  muscle actin을 이용해서 면역

염색을 수행 하 다(Fig. 4). 세포에서의 면역

형광염색과 같은 농도로 실험을 시행하 다. 

흰쥐 대동맥의 구조상 내피세포는 대동맥 가장 

안쪽의 내막에 존재하고, 세포가 한 줄로 배열

되어 있다. 민무늬근육세포의 경우에는 중간막

에 탄력섬유와 섞여져 있다. CD31의 대동맥 

조직에서의 염색은 강도가 약하기는 하 지만 

내막의 내피세포에 형광이 보이는 것을 확인하

다(Fig. 4A). 일차항체의 농도는 1：50으로 

하 고, 반응시간은 2시간을 두었다. 대동맥에

서 민무늬근육세포를 둘러싸고 있는 탄력섬유

는 그 자체가 형광현미경에 형광 반응한다는 

사실은 이미 알려져 있다. CD31 조직형광염색

에서 중간막에서 형광으로 반응하는 곳이 탄력

섬유임을 Verhoeff elastic 염색법으로 확인하

다(Fig. 1B, 4A). α-smooth muscle actin은 

염색의 강도가 CD31에 비해 상대적으로 강하

면서 중간막에 널리 분포하 다(Fig. 4B).

Fig. 3. Immuno-fluorescence staining of CD31 in 

endothelial cell (3A) grown on chamber 

slide. PI counter-staining of nuclei showing 

red color in cultured endothelial cell (3B). 

This is the same microscopic field with 3A. 

Immuno-fluorescence staining α-smooth muscle 

actin in smooth muscle cell (3C) grown on 

chamber slide. Scale bar; 10 ㎛
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미세구조 모습

앞서서 광학현미경 상에서 분리한 내피세포

와 민무늬근육세포를 키워서 HE염색을 수행하

고, HE염색을 통해서 전체적인 세포의 모양

을 확인하 다. 보다 정 한 미세구조로써 분리

한 내피세포와 민무늬근육세포의 정확성을 확

인하기 위해서 투과전자현미경 표본을 만들어

서 그 미세내부구조를 확인하 다. 혈관내피세포

는 전형적이고 가늘게 이어진 소낭인 Weibel- 

Palade Body를 가지고 있다17). 이것은 혈관에 

상처가 있을 때 혈소판의 응고와 부착을 통제

하는데 중요한 역할을 하는 플라즈마 단백질인 

von Willebrand factor의 저장고 역할을 수행 

한다.

우리가 분리한 내피세포의 투과전자현미경

표본을 살펴보면 우선 세포마다 핵이 하나씩 

있었고, 내피세포의 경우에는 Pinocytosis로 인

한 소포들의 왕성한 활동을 볼 수 있었다. 핵

에서 세포질 바깥쪽으로 여러 크기의 리보소체

들이 줄지어 있는 모습을 볼 수 있었다. 이러

Fig. 4. Immuno-fluorescence staining of CD31 (4A) and α-smooth muscle actin (4B) in frozen Rat aorta 

section removing tunica adventitia. Scale bar; 10 ㎛

Fig 5. Transmission electron micrograph of endothelial cell (5A) and smooth muscle cell (5B) cultured in 

falcon flask. Arrows of (5A) indicate pinocytic vesicle or vesicle in endothelial cell. Arrows of 

(5B) indicate several mitochondira. Scale bar; 1 ㎛
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한 미세구조의 확인을 통해서 우리가 분리한 

대동맥 내피세포의 정확성을 검증할 수 있었다

(Fig. 5A). 

전형적인 민무늬근육세포는 핵주위에 활면

소포체(smooth endoplasmic reticulum)와 많은 

수의 미토콘드리아를 가지고 있는 것을 특징으

로 한다. 활면소포체의 경우에는 칼슘의 저장

고 역할을 하기 위해 존재하고, 미토콘드리아

는 세포수축에 필요한 ATP를 공급하기 위해

서 민무늬근육세포 내에 존재한다. 분리 배양

하여 키운 민무늬근육세포의 전자현미경 표본

에서는 우선 핵주위에 많은 수의 미토콘드리아

를 볼 수 있었다. 그리고 내피세포에서 두드러

지게 관찰할 수 있었던 리보소체들은 보이지 

않았었다. 이로서, 다른 세포의 오염 없이 민무

늬근육세포가 분리되었다는 것이 확인되어졌다 

(Fig. 5B).

고    찰

흰쥐 대동맥에서 내피세포를 분리하는 방법

은 이미 여러 가지 방법들이 알려져 있다. 그 

중에서도 손쉽게 효소반응을 이용해서 내피세

포를 분리하는 방법이 알려져 있다. 우리는 위

의 분리 방법을 조금 변형해서 실험을 수행하

고, Kobayashi18) 그룹보다는 내피세포와 민

무늬근육세포의 형태, 면역형광염색소견, 미세

구조의 연구에 중점을 두고 수행하 다.

위와 같이 본 연구자들에 의해 새롭게 정립

된 효소반응조건 또는 medium G배지 등을 이

용한 대동맥에서의 내피세포와 민무늬근육세포

의 분리방법은 많은 장비나 시약을 필요로 하

지 않고 그 방법이 간편하다. 본 실험에서는 

각각의 세포의 고유의 특성을 유지하기 위해 

계대배양 하는 횟수를 3회로 제한했다. 그러나 

계대배양이 4회를 넘어도 세포들이 활발하게 

분열하는 것을 확인하 다.

처음 방법을 정립하는 동안 효소반응 시간

이나 반응상황에서 가하는 기계적인 충격에 있

어서 여러 조건을 두고 실험을 수행하 다. 내

피세포의 분리에 있어서는 45분 정도의 시간이 

적당하고 시간을 더 주는 경우에는 민무늬근육

세포에 의해 오염되 있었다. Medium G에는 

내피세포가 잘 자랄 수 있는 ECGS 등이 첨가

되어 있고, 효소 반응하는 동안 shaking 정도

는 분당 90회에서 최대효율을 올릴 수 있었으

나 shaking이 없는 경우에는 내피세포의 분리

가 일어나지 않았다.

내피세포의 경우에는 일주일, 민무늬근육세

포의 경우에는 10일정도 부착되는 기간을 가지

는데 그 동안은 어떠한 충격도 주지 않는 것이 

좋다. 각각의 부착기간이 지난 후에 현미경으

로 세포를 확인하면 플라스크 여러 곳에 세포

가 무리지어 자라고 있는 것을 확인할 수 있

다. 배양액을 갈아주고 그 상태에서 플라스크

가 80%이상 되도록 세포를 키운다. 내피세포

의 경우에는 세포를 부착시키고 유지하는 동안 

계속 Medium G를 사용한다. 

민무늬근육세포는 내피세포의 분리 반응이 

끝난 후에, 남아 있는 대동맥 조직을 메스로 

1mm정도로 잘게 잘라야 플라스크의 바닥에 

부착이 쉬워진다. 그리고 세포부착을 증가시키

기 위해서 배지 양을 일반적인 양보다 줄이는 

경우가 있는데, 배지 양 조건을 변화시켜서 실

험을 수행한 결과 5 ml/25T 정도를 넣어주는 

것이 부착효율을 증가시키는데 바람직하다는 

것을 알 수 있었다.

따라서 Wolinsky와 Glagov에 의하면 큰 동
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맥의 외막은 주로 섬유모세포로 되어 있고,
1)
 

Battle 등은 쥐 대동맥의 섬유모세포는 매우 

빨리 배양 용기에 부착, 성장한다고 보고하

다. 혈관내피세포의 분리과정 중 핀셋을 이용

하여 외막을 제거하 는데, 이것은 외막의 섬

유모세포를 제거하는 중요한 단계이며 내피세

포 분리 후 섬유모세포에 의한 오염을 방지 할 

수 있을 것으로 생각된다.

분리한 내피세포와 민무늬근육세포를 CD31

과 α-smooth muscle actin으로 형광면역염색

을 시행하 고, 대동맥 조직에서도 같은 실험

을 수행하 다. 내피세포에는 세포질에 CD31

이 강하게 발현되는 것을 확인하 다. CD31이 

내피세포 표면에서 발현된다는 기존의 연구와 

실험의 결과가 일치한다고 할 수 있다. 조직의 

경우에는 그 절편이 얇고, 실험수행과정에서 

소실에 의해서인지 세포에서보다는 약하게 발

현되는 것을 확인 할 수 있었다. 민무늬근육세

포의 경우, α-smooth muscle actin이 강하게 

발현되는 것을 볼 수 있고, 조직상에서도 중간

막에서 강하게 발현되는 것을 확인하 다. 이

로서 분리한 세포들의 순수도를 확인 할 수 있

었다.

요    약

죽상경화는 선진국에서 사망의 주요 원인이 

되고 있다. 현재, 사람배꼽정맥내피세포는 대부

분의 내피세포의 연구에 사용되고 있다. 그래

도 사람배꼽정맥내피세포는 동맥이 아닌 정맥

에서 유래하는 근본적인 문제가 있다. 현재 내

피세포를 분리하는 방법이 여러 가지 보고가 

되어있으나 이들 방법 대부분은 민무늬근육세

포에 의해 오염되는 것을 제거하기 위해 특별

한 장비가 필요하다.

여기서 시행한 방법은 내피세포와 민무늬근

육세포를 분리하는데 있어서 어떤 특별한 장비

들을 요하지 않는다. 쥐 대동맥의 내막에 2 

mg/ml의 농도인 제2형 교원질분해효소 용액을 

사용하여 내피세포를 분리하는데, 다른 세포의 

오염을 막기 위해서 Medium G 배지를 사용하

다. 1주일 후가 되면 내피세포만이 분리가 된

다. 교원질분해효소를 처리하고 남은 대동맥의 

나머지는 길이방향으로 잘라 10일간 DMEM 

용액에 배양하 다. 10일이 지나면 민무늬근육

세포가 분리된다. 순수도를 검증하기위해 면역

형광염색과 투과전자현미경으로 분석을 하

다. 면역형광염색상 분리된 내피세포에서는 

CD31, 민무늬근육세포에서는 α-smooth muscle 

actin이 특이하게 발현되었다. 배양된 내피세포

와 민무늬근육세포에서는 미세구조상 세포의 

종류에 따른 특징적 소견을 보 다.

따라서 이 연구에서 시행한 내피세포와 민

무늬근육세포를 분리하는 방법은 죽상경화를 

연구하는데 있어 특히 유용하게 사용될 수 있

을 것이다.
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