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배지에 따른 제 라피쉬(Danio rerio) 배아 유래세포의 성장 효과에 한 연구
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ABSTRACT : To optimize the cell culture conditions of zebrafish embryonic cells, we compared the efficiency of three 
types of medium, DMEM, K-NAC and D-NAC. In this study, we showed that the cells grown in K-NAC have better plating 
efficiency than DMEM, especially in the case of low cell seeding density. However, cells grew slower in K-NAC than 
those in DMEM in confluent cultures. The effect of 0.1% zebrafish embryo extracts was minimal. The presence of 1% 
trout serum in culture medium significantly increased the growth rate of cells (p<0.05). No difference was found at 2～
3×105 cell seeding density (p<0.05). At 4～5×105 cell seeding density, cells grew better in DMEM than K-NAC (p<0.1). 
The results suggest that supplementation of NAC and A2P in Keratinocyte SFM may improves plating efficiency when 
cells are plated at low population. No difference was found for cell growth in either medium with 5%, 10% or 15% FBS 
supplemented (p<0.05). Cells culture in D-NAC grew significantly better than those in DMEM (p<0.05). Our results clearly 
showed that the use of NAC and A2P in the culture medium has a positive effect on cell growth regardless of the amount 
of FBS added.
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요  약 : 제 라피쉬 배아 유래세포의 최  성장조건을 확립하기 해 3종류의 배지 DMEM, K-NAC, D-NAC 그룹에서의 

세포 성장률을 비교하 다. 실험 결과, 종 도에 따른 성장률의 경우, DMEM에 비해 K-NAC 그룹에서 기 종 효율

이 높게 나타났으며, 후기 성장률은 DMEM 그룹에서 높게 나타났다. K-NAC, DMEM 그룹 모두 FBS 농도에 의한 성장차

는 보이지 않았으며, 0.1% embryo extract를 첨가한 배지에서 효과는 낮게 나타났으나 1% trout serum 첨가한 경우 매우 

높은 성장률을 보 다(p<0.05). 2－3×105 도로 종한 그룹에서는 유의차가 없었으나, 4～5×105 도에서는 DMEM 그
룹이 K-NAC 그룹보다 다소 높은 성장률을 보 다(p<0.1). DMEM과 D-NAC 그룹에서의 FBS 농도에 따른 성장률을 비교

한 결과, FBS 농도에 따른 성장차는 유의하지 않았으나(p<0.05), D-NAC의 모든 실험군이 DMEM 그룹에 비해 높은 성장

률을 보 다(p<0.05).
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서  론
제 라피쉬와 같은 작은 어류는 척추동물 발생이나 독성

학 분야에서 매우 인기 있는 모델 생물이다(Powers, 1989; 
Rossant and Hopkins, 1992). 제 라피쉬는 빠른 성장과 3개

월 만에 성성숙 시기, 빠른 난 발생 시간, 주기기에 의한 

산란  체외수정의 특성으로 모델 생물로 많이 이용되고 있

는 어류이다(Streinsinger et al., 1981). 
2002년 최 로 제 라피쉬(lee et al., 2002)가 복제된 이

후 여러 연구자들에 의해 연구가 진행되고 있지만(Bubensh-
chikova et al, 2005; Di Berardino, 2006), 이 기술은 효율이 

낮은 문제 으로 인해 아직까지 응용 범 에 제한 이다. 어
류의 핵치환 효율을 높이기 해서는 세포의 재 로그래  

등 세포의 특성을 이해하는 것이 필수 이다. 어류의 복제효

율은 실험단계상 수많은 환경요인  표 으로 1) 수핵란
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으로 사용되어지는 미수정란의 난질 상태, 2) 공여핵원으로 

사용되어지는 세포의 세포주기  활성상태, 3) 실험자의 물

리  정교함 등이 있지만, 이  공여핵원으로 사용되는 세포

의 상태에 따른 요인이 크게 작용한다. 이러한 환경요소들로 

인해 어류의 복제에 더 이상의 큰 기술  진보를 보이지 못

하고 있으며, 지속 인 해결책이 요구되어지고 있다.  
재까지 제 라피쉬(Danio rerio)의 세포배양에 한 연

구보고로는, 제 라피쉬의 배아 세포배양(Helmrich et al., 
1999; Fan et al., 2004), 포배기의 배아와 성체조직으로부터

의 세포의 배양(Lee et al., 2002; Colloid et al., 1992; Dri-
ever and Rangini, 1993; Ghosh and Collodi, 1994)  배아 

유래의 세포를 이용한 생식계열 키메라(Chimeras)의 생산 

(Chunguang et al., 2001) 등이 보고되었다. 이들 보고는 

부분 배지 성분으로 bovine insulin, trout embryo extract, 낮
은 농도의 trout serum, fetal bovine serum 등이 이용되어졌

다. 그러나 세포의 후기 Passage에서 찰된 세포의 느린 

성장과 고배수성은 유 자 조작에서의 세포주의 생장을 지

체시켰고(Lee et al., 2002) 성장 단계별 최  배양조건에 

한 체계 인 연구 보고는 매우 미흡하다. 지 까지의 어

류 세포배양은 단일 종류의 배지를 이용하여 기배양에서 

후기배양까지 이루어졌으며, 배지 조성에 따른 기  후

기 성장에 한 비교 데이터가 무하 다. 한, 세포배양

액에 첨가되는 인자들이 부분 포유동물 세포배양에 근간

을 두고 있기 때문에 낮은 세포배양 효율 등 문제 으로 지

되고 있다.
이에 본 연구는 상기한 문제 을 극복하고자 어류 세포 배

양조건의 최 화의 일환으로 제 라피쉬 배아 유래 세포주

를 이용하여 NAC, A2P와 같은 성분들의 조성에 따른 세포

의 성장단계별 능력  특성을 평가하 다.

재료 및 방법
본 연구는 순환여과식으로 사육하고 있는 Tubingen Line

의 제 라피쉬(Danio rerio)를 이용하 다. 실험어 사육을 

해 라인슈림 (Artemia)와 인공사료를 공 하 고, 28℃ 
항온실에서 주기(14L/10D)에 의해 산란을 유도하 다. 어
미의 산란을 유도한 후 채란된 난을 말라카이트그린(mala-
chite green)으로 일차 처리한 후 세정하여 5～20 somite 단
계까지 발생시켜 세포배양 실험에 이용하 다. 

본 실험에 사용한 배양액은 사용 에 미리 조제하여 비

하여 냉장실에 보 하면서 실험에 이용하 다. 세포배양은 

DMEM {15% fetal bovine serum, 1% trout serum (TS), 
0.1% embryonic extracts (EE), 10 ng/mL bovine insulin이 

첨가된 Dulbecco’s Modified Eagle Media}, K-NAC {5% 
fetal bovine serum (FBS), 1% trout serum (TS), N-acetyl-L_ 
cysteine (NAC), L-ascorbic acid 2-phosphate sesquimagnesium 
salt (A2P)가 첨가된 Keratinocyte SFM}, D-NAC {5% fe-
tal bovine serum (FBS), 1% trout serum (TS), 0.1% em-
bryonic extracts (EE), 10 ng/mL bovine insulin, N-acetyl-L_ 
cysteine (NAC), L-ascorbic acid 2-phosphate sesquimagne-
sium salt (A2P)가 첨가된 Dulbecco’s Modified Eagle Me-
dia}의 3 종류 배양액을 이용하여 수행되었다.

세포배양은 제 라피쉬 최  생육온도인 28.5℃와 5% CO2 
농도 조건을 갖춘 incubator에서 수행되었으며, 다음과 같은 

과정으로 세포를 확보하 다. 자연교배 후 수정된 수정란들

을 세정한 다음 외형 으로 정상 인 깨끗한 수정란만을 골

라서 페트리디쉬에 옮긴 후 체 단계의 배아(5～20 somite)
를 확보하 다. 분리된 배아에 3 mg/mL의 Pronase (Sima)
를 첨가하여 난막(chorion)을 제거하 으며, 난막이 제거

된 이들 배아를 Holtfreter's solution (3.5 g NaCl, 0.2 g 
NaHCO3, 0.12 g CaCl2․H2O, 0.05 g KCl, pH 6.5～7.1)으
로 3차례 세척 후 항생제(100 units/mL penicillin, 100 μ
g/mL streptomycin)가 첨가된 0.9×PBS (Sigma)를 사용하여 

세척하 다. 세척된 배아에 0.04% bleach (Sigma)을 3분간 

처리하 고, 이들 배아에 0.25% 트립신을 첨가한 다음 세포

분쇄 후 인큐베이터에서 10분간 방치하 다. 이들 세포를 

Dulbecco's Modified Eagle Media (Gibco BRL)으로 두 차

례 세척 후 각 배양액을 첨가한 다음 배양용기에 종하여 

세포배양을 실시하 다.
실험 결과의 통계 처리는 SigmaStat version 3.1 (Jandel 

Scientific, San Rafael, CA)를 이용하여 ANOVA-test에 의

해 실시하 으며 P-value 0.05 이하를 통계 으로 유의하다

고 정하 다.

결  과
1. 세포의 접종 밀도별 DMEM과 K-NAC 그룹에서의 성

장률
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Fig. 1. Zebrafish embryonic cells at one day after plating in 
DMEM supplemented (×100). 

Fig. 2. Zebrafish embryonic cells at one day after plating in 
K-NAC supplemented (×100). 

제 라피쉬의 배아(수정 후 15～25시간) 유래의 세포에 

DMEM과 K-NAC 배지를 각각 첨가하여 세포배양하 으며, 
첫 2주 동안은 멜라닌 색소의 침착을 억제하기 해 25 ng/ 
mL의 basic fibroblast growth factor (Invitrogen)을 배지에 

첨가하여 수행하 다. 종 후 24시간에 각각의 배지에서의 

세포 성장 상태를 비교한 결과, 도 배양에서 K-NAC 그
룹에서의 종 효율이 DMEM 그룹보다 더 높게 나타났으

며. 특히 낮은 종 도에서 효율이 높은 것으로 나타났다

(Fig. 1, 2). 
그러나 종 후 4일째, K-NAC의 경우 세포가 고 도에 

도달하는 시 에서 DMEM보다 더딘 성장을 보 다(Fig. 3). 
0.5×104 (p=0.003)과 1×105 (p=0.007)의 도에서의 세포 

성장률은 DMEM보다 1%의 TS가 첨가된 K-NAC에서 더 

높게 나타났다. 2～3×105의 세포 도에서는 DMEM과 K-NAC 
의 차이 이 거의 없었으며(p<0.05), 4～5×105 세포 도에

서 K-NAC보다 DMEM에서의 세포 성장률이 더 높았다(p< 
0.1). 

Fig. 3. Comparison of cell performance in DMEM supplemented
and K-NAC supplemented. Cell concentration varied from
0.5 to 5×105 cells/3.8 cm2 was propagated in both me-
dia. Number of cells were counted at day 7 after plat-
ing(error bar=standard deviation).

2. FBS 농도별 DMEM 그룹에서의 1%의 TS, 0.1%의 
EE 그리고 1% TS와 0.1% EE의 혼합 배양시 세포의 성장률

종 후 7일째 각각의 배지에서의 세포 성장을 확인하

다. 실험결과, 5% FBS 그룹에서 약간 높은 성장률을 보 지

만 10% FBS 그룹과 큰 차이는 없었다. 
1%의 TS를 첨가하 을 때는 첨가하지 않은 그룹의 2배 

정도로 배양 상태가 좋았지만 역시 FBS의 농도와는 상 이 

없었다. 즉, 1%의 TS를 첨가한 그룹에서의 세포 성장률은 

상당히 증가되었으며, FBS의 농도는 향을 미치지 않았다

(p<0.05).
0.1%의 EE만을 첨가한 배양액의 경우, 5%의 FBS에서는 

배양상태의 변화가 거의 없었지만, 10%의 FBS 배양조건에

서의 세포 성장률이 약간 증가하 음을 보여주었다. 그러나 

1%의 TS만은 첨가한 그룹에 비해 세포의 성장률은 아주 

조하 으며, 1%의 TS와 0.1%의 EE를 혼합하여 첨가한 배

양액에서의 세포의 성장률이 가장 높게 나타났다(Fig. 4).

3. FBS 농도별 DMEM과 D-NAC에서의 세포 성장률
FBS의 농도를 달리한 DMEM과 D-NAC 그룹에서의 세

포 성장효과를 비교하기 해 종 후 4일째 확인한 결과

(Fig. 5), 앞선 실험 결과와 마찬가지로 배양액 FBS의 5%, 
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Fig. 4. Identification of essential supplements added to DMEM. 
DMEM supplemented with 10 ng/mL bovine insulin, 
5% (solid bar) or 10% (blank bar) of FBS and combi-
nation with either 1% TS, 0.1% EE or both TS and EE. 
Total of 1×105 cells/3.8 cm2 were propagated. Numbers 
of cells were counted at day 7 after plating (error bar= 
standard deviation).

Fig. 5. Comparison of cell performance in DMEM and D-NAC. 
Cells seeding numbers varied from 1, 2 and 3×105 cells/ 
3.8 cm2 were propagated in both media. Numbers of 
cells were counted at day 4 after plating (error bar= 
standard deviation).

10%, 15%의 농도 그룹에서 세포 성장률에 큰 차이를 보이

지 않았고(p<0.05), D-NAC 그룹에서는 DMEM 그룹(p<0.05)
에 비해 세포 성장이 상당히 좋은 것으로 나타났다.

4. 배양 밀도별 D-NAC와 K-NAC 그룹에서의 세포 성장률

Fig. 6. Comparison of cell performance in D-NAC and K-NAC. 
Cell concentration varied from 0.5 to 5×105 cells/3.8 
cm2 was propagated in both media. Numbers of cells 
were counted at day 5 after plating (error bar=standard 
deviation).

D-NAC와 K-NAC 그룹에서의 배양 도에 따른 성장률

을 종 후 5일째 비교한 결과, 성장률에 있어 그룹간의 두드

러진 차이 은 없었다. 하지만 Fig. 6에서 보듯이 4×105 cells/ 
3.8 cm2 미만의 배양 도에서는 K-NAC 그룹이, 4×105 cells/ 
3.8 cm2 이상에서는 D-NAC 그룹이 더 높게 나타났다. 

고  찰
제 라피쉬는 생리  특성과 많은 유 정보가 밝 진 이

유로 재까지 많은 발생학자들에게 유용한 모델동물로 이

용되고 있다(Streisinger et al., 1986; Nusslein-Volhard 1994; 
Fishman et al., 2001). 한, 핵치환기법이 성공함에 따라 

target-selected mutagenesiss 연구로의 응용 가능성을 보여

주었다(Lee et al, 2002; Weinholds et al, 2002). 그럼에도 

불구하고 아직까지 어류에 있어서 핵치환기법의 낮은 효율

로 인해 이 기법의 응용 범 가 제한 으로 진행되고 있다. 
이러한 원인은 다양한 요인이 있을 수 있으나 핵치환에 이용

되는 공여핵원의 상태 한 요한 요인으로 인식되고 있다. 
따라서 공여핵원으로 이용되는 세포의 배지 조성에 따라, 성
장단계에 따른 최  배양조건을 확립할 필요가 제된다. 지

까지 어류의 세포배양에는 세포의 종류에 따라 여러 종류

의 배지를 이용한 보고가 있으나(Collodi et al., 1992; Brad-
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ford et al., 1994; Ghosh et al., 1994; Helmrich et al., 1999; 
Fan et al., 2004), 부분 포유동물 유래의 배지 조성으로 수

행되었으며, 한 세포의 종 도  성장단계에 따른 성

장률에 해서는 간과되어왔다.  
본 연구에서는 제 라피쉬 배아로부터 확보한 세포를 기

존에 보고된 방법(Collodi et al., 1992)을 기 로 하여 Dul-
becco’s Modified Eagle Media에서 배아 유래 세포주를 확

립한 다음 3가지 종류의 배지(DMEM, K-NAC, D-NAC)상
에서 종 도별, 각 그룹에서의 성분별, 성장 단계별로 효

율을 비교하 다. 실험 결과, 종 도와 기  후기에서 

서로 다른 성장률을 보 다. 즉, 종 후 24시간에 세포 성장

상태는 도 배양의 경우 K-NAC에서의 종 효율이 DMEM 
보다 더 높게 나타났다. FBS의 농도를 달리한 DMEM과 

D-NAC 그룹에서는, FBS 5%, 10%, 15%의 농도 그룹에서 

세포 성장률에 큰 차이를 보이지 않았지만(p<0.05), D-NAC 
그룹에서 DMEM 그룹(p<0.05)에 비해 세포 성장이 상당히 

좋은 것으로 나타났다. 이러한 결과는 배양액에서의 NAC와 

A2P의 사용이 FBS 첨가량에 상 없이 정 인 효과가 있

다는 것을 보여주며, 이는 낮은 칼슘 농도의 K-NAC 배지에

서 기세포의 성장과 분열이 증가하다는 보고(Lin et al., 
2005)와 연 이 있는 것으로 사료된다. 높은 칼슘 농도는 세

포의 분화를 진하는 것으로 알려져 있기 때문에(Rheinwald 
et al., 1975; Yuspa and Morgan, 1981) 낮은 칼슘 농도의 

K-NAC는 이들 세포의 분화를 억제하고 수명을 지속시킨 것

으로 단된다. 한, K-NAC에 존재하는 NAC와 A2P는 

glutathionine의 생성을 진하는 것으로(De et al., 2001), 이
들 두 성분의 첨가에 의해 세포의 분열능과 수명을 지속시킨

다는 보고와 련되어 보인다(Smith et al., 2000; Studer et 
al., 2000).

한, FBS 농도(5%, 10%)에 따른 세포 성장을 확인한 결

과, 5% FBS 그룹에서 약간 더 높은 성장률을 보 지만 유의

차는 없었다. 즉, 본 비교그룹 내에서의 FBS의 농도는 성장

률에 큰 향을 미치지 않는다는 것을 확인할 수 있었다. 그
러나 TS를 첨가한 배지에서 첨가하지 않은 그룹에 비해 2배 

정도의 성장을 보 으며, 역시 같은 그룹 내에서 FBS의 농

도와는 상 이 없었다(p<0.05). 이는 포유동물 유래의 serum
에 비해 유사한 어류 유래의 serum에 의한 성장 효과로 단

된다. D-NAC와 K-NAC 그룹에서의 배양 도에 따른 성장

률에 있어 그룹간의 두드러진 차이 은 없었으나, 낮은 배양

도에서는 K-NAC 그룹이, 높은 배양 도에서는 D-NAC 
그룹이 높게 나타났으며, 이는 DMEM과 K-NAC 비교 그룹

에서와 마찬가지로 유사한 결과를 보 다.  
이상의 결과를 종합하여 보면 부분 배양세포를 이용한 

유 자조작이나 핵치환이 배양 기상태의 세포를 이용한다

는 에서 볼 때, 기 종시에 NAC와 A2P  어류 유

래의 serum이 함유된 K-NAC 배지가 어류 세포의 기 

종에 유리한 것으로 단된다. 하지만 이들 인자들의 어류 

세포 내에서의 정확한 기작과 최  조건에 해서는 더 많은 

연구가 필요할 것으로 사료된다. 
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