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ABSTRACT - The rapid development of biotechnology has increased the importance of microorganisms or their

genetic information. Thus, the Nagoya Protocol on access to genetic resources and the fair and equitable sharing of

benefits arising from their utilization was established, and countries are working to secure industrially and academi-

cally useful bioresources to deal with the agreement. In the case of Korea, because 67% of bioresources are imported

from abroad, we are required to secure domestic bioresources as well. The number of isolated foodborne illness-caus-

ing microorganisms is predicted to invrease based on the incresing number of outbreaks of foodborne illness each

year. Consequently, appropriate long-term preservation methods are necessary to secure the isolated microorganisms

for the purpose of research and resourcification. Therefore, the long-term preservation methods for bacteria, fungi,

viruses, and protozoa were investigated in this study, from domestic and international bioresource banks, and the func-

tions of the cryoprotectants were reviewed and discussed. This review should be informative in the preservation of

microorganisms and contribute to the development of biotechnology.
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생명공학 기술의 급속한 발전으로 미생물을 비롯한 유

전자원에 대한 중요성이 부각되고 있다. 이에 따라, 유전

자원의 이용에 관한 각국의 이해관계에 대립이 발생하면

서 ‘유전자원의 접근과 이용 시 발생하는 이익에 대한 공

정하고 공평한 공유’에 관한 나고야의정서가 2010년 채택

된 바 있다. 나고야의정서가 채택되면서 생물자원을 이용

하고 고부가가치화하는 모든 분야에서 국외 생물유전자원

의 국내 반입 시 원산국의 사전통보승인을 받고 이익 공

유방법 및 절차에 대한 계약을 체결하며, 로열티를 지불

하는 등 자원 확보 및 이용에 영향을 받게 되었다1). 이에

대응하기 위해서 각국에서는 산업적, 학술적으로 유용한

생물유전자원을 확보하고 있다. 특히 국내에서 생물자원

사용량 중 67%가 수입에 의존하고 있어2), 해외 의존도를

낮추기 위해 국가적, 범부처 차원의 생물자원 확보가 요

구되고 있다.

매해 지속적으로 식중독이 발생하고 있고3), 이에 따라

보유 식중독 균주는 증가할 것으로 예상된다. 국내에서는

식품의약품안전처에서 국내 식중독 분리 균주를 자원화하

고 식중독 원인 조사 등의 연구 목적으로 확보하고 있다.

식중독 균주의 해외 의존도를 낮추기 위해 연구자의 기탁

및 연구를 통한 균주의 양적 수집이 필요하나, 무엇보다

자원의 최적 보존 상태 확보 등 질적 수준이 마련되어야

한다.

국내에 대표적으로 식중독 세균과 같은 병원체를 다루는

균주 보존기관으로 질병관리청의 국가병원체자원은행(National
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Culture Collection for Pathogens; Cheongju-si, Republic of

Korea, NCCP), 한국생명공학연구원의 생물자원센터(Korean

Culture for Type Cultures, KCTC; Jeongeup-si, Republic

of Korea), 국립농업과학원 미생물은행(Korean Agricultural

Culture Collection; Wanju-gun, Republic of Korea, KACC)이

존재한다. 국가병원체자원은행은 ‘병원체자원의 수집·관리

및 활용 촉진에 관한 법률’ 제8조에 의해 설치 및 운영되

어 병원체를 확보하고 자원화, 관리, 분양하는 업무를 수

행한다. 또한 병원체 자원의 다양성 및 전문성을 고려하

여 병원체 자원 별로 수집 네트워크를 구축하고 병원체자

원전문은행으로 지정하여 병원체 자원을 효과적으로 관리

하고 있다. 국가병원체자원은행은 2021년 기준으로 세균

4,875주, 곰팡이 481주, 바이러스 390주, 파생물질 1,489개

자원을 보유하고 있다4).

생물자원센터는 미생물 자원의 확보, 보존 및 국내외 분

양, 생물자원의 배양 및 보존과 관련하여 연구 인력을 교

육하는 업무를 수행한다. 최근에는 질병치료, 미생물치료

제제, 인체공생미생물, 프로바이오틱스 소재 등 고부가가

치 창출을 위한 생물자원을 확보하고 있다5). 생물자원센

터에서는 세균, 곰팡이, 바이러스 뿐만 아니라 효모, 식물세

포주, 동물세포주, 미세조류, 고세균, 플라스미드 등의 생물

자원도 보유하고 있다. 2021년 기준으로 세균 7,668주, 곰

팡이 1,695주, 효모 511주, 식물세포주 733주, 미세조류 244

주, 동물세포주 53주, 고세균 33주, 플라스미드 156개의 다

양한 생물자원을 보유하고 있다6).

국립농업과학원 미생물은행은 다양한 농식품미생물을 산

업, 연구, 교육적으로 이용하기 위해서 미생물 자원을 수

집하고 동정, 장기보존 및 정보화 하는 업무를 수행한다7).

보존하고 있는 생물자원은 세균, 곰팡이가 주를 이루며 이

외에 효모, 방선균, 버섯, 유전자를 보유하고 있다. 2021

년 기준으로 세균 11,815주, 곰팡이 13,510주를 보유하고

있다8).

본 총설에서는 국내외 균주은행에서 사용하고 있는 미

생물별(세균, 곰팡이, 원충, 바이러스) 최적의 보존 방법과

보존 시 사용되는 동결보호제의 역할 및 기능에 대해서

알아보고자 한다.

본 론

국내외 균주은행의 식중독 원인 미생물 보존 방법

본 총설에서는 미생물 중 식중독 원인 미생물로 조사된

세균, 곰팡이, 원충, 바이러스를 대상으로 장기 보존 방법

을 조사하였다. 국내 균주은행은 국가병원체자원은행, 생물

자원센터, 국립농업과학원 미생물은행을 조사하였으며, 국외

균주은행은 미국 유전자은행(American Type Culture Collection,

ATCC; Virginia, USA), 독일 생물자원센터(Deutsche Sammlung

von Mikroorganismen und Zellkulturen Deutsche Sammlung

von Mikroorganismen und Zellkulturen, DSMZ; Braunschweig,

Germany), 영국 국립표준배양균주보관소(NCTC, National

Collection of Type Culture; Salisbury, UK), 영국 국립병원

성바이러스은행(National Collection of Pathogenic Viruses;

Salisbury, UK, NCPV), 영국 국립병원성진균은행(National

Collection of Pathogenic Fungi; Bristol, UK, NCPF)을 대

상으로 미생물 보존 방법을 조사하였다. 

세균

국내외 균주은행에서는 모두 공통적으로 세균을 동결보

존 및 액체질소 보존, 동결건조 방법으로 보존하고 있다.

동결보존은 동결보호제와 함께 균체를 멸균된 stock vial

(cryotube) 또는 스트로(straw)에 무균적으로 넣고 -80oC의

초저온 냉동고(deep freezer) 및 -196–-150oC의 액체질소

에 보존하는 방법이다. 동결보존 시 사용되는 동결보호제

는 주로 glycerol을 사용하며, 미국 ATCC와 독일 DSMZ

는 glycerol과 함께 DMSO (dimethyl sulfoxide)를 동결보

호제로서 사용하고 있다9,10).

동결건조 방법은 균체와 동결보호제를 혼합한 뒤 멸균

된 앰플(ampoule) 튜브에 넣고 -80oC 초저온 냉동고에 동

결시킨 뒤, 동결건조기를 이용하여 건조시켜 4oC (2–8oC)

냉장 조건 및 암실에서 보존하는 방법이다. 동결건조 시

에는 동결보호제로서 공통적으로 skim milk를 사용하고

있다. NCCP는 10% skim milk에 5% inositol을 혼합하여

사용하고 있으며11), KACC에서는 12% skim milk를 단독

으로 사용하거나, 12% skim milk에 7% trehalose를 혼합

하여 사용하고 있다7). 국외에서는 미국 ATCC의 경우, 10%

BSA (bovine serum albumin) 또는 20% sucrose medium

을 사용하며10) 독일 DSMZ에서는 10% skim milk 단독 또

는 10% skim milk에 5% sodium glutamate를 혼합하여 사

용한다9). 영국 NCTC에서는 5% inositol에 horse serum을

혼합하여 사용하고 있다.

일반적으로 실험자가 균주를 용이하게 생장시킬 수 있

는 균주의 경우에는 위의 방법과 함께 동결보호제를 사용

한다. 하지만 Vibrio종이나 Campylobacter 종, Clostridium

perfringens가 장기 보존이 어려운 것으로 알려져 있어 일

부 균주은행에서는 해당 균주에 대한 보존 최적 조건을

설정하고 있다. Vibrio 종의 경우, NCCP에서는 ‘병원체 맞

춤형 최적 장기보존법 개발(2020)’ 연구를 통해 5% inositol

을 동결보호제로 사용할 때 Vibrio종의 재생률이 높은 것

으로 나타나, 이를 동결건조 보존제로 사용하는 것을 제

시하고 있다12). Campylobacter 종은 미국 ATCC에서도 배

양이 까다로운 세균(fastidious bacteria)으로 따로 분류하고

있으며, 보존 중 손상에 민감하여 동결건조 시 균주를 안

정화하기 위해 동결 전에 현탁배지에 0.5% sodium ascorbate

를 첨가하여 사용하고 있다10). 
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곰팡이

국내외 균주은행에서는 곰팡이를 액체질소 보존, 동결건

조 방법으로 보존하고 있다. 곰팡이의 경우 세균과는 다

르게 고체배지에서 균주를 키운 채로 포자 현탁액을 사용

하여 동결보호제와 함께 stock vial에 넣어 동결한다. 또는

고체 배지 위의 균체를 코르크보러(cork borer)를 사용하

여 균주가 활발히 자라는 가장자리 부위를 떼어내 플러그

agar (plug agar, 동그랗게 작은 조각으로 잘라낸 agar)로

만들고 이를 스트로(straw)에 채워 넣어 액체질소 보존, 동

결 건조하는 방법을 사용하고 있다. KACC에서는 곰팡이

의 장기보존법으로 액체질소 동결보존 방법과 동결건조

방법을 우선적으로 고려하여 보존한다7). 포자를 형성하는

곰팡이는 동결건조, 액체질소 동결보존법으로 보존 가능

하나, 포자를 형성하지 않는 곰팡이는 동결건조 보존이 불

가능하여 액체질소 보존방법과 함께 중기보존법(냉동고 보

존법, 계대배양보존법, 물보존법, 광유보존법)으로 보존한

다7). 식중독 원인 곰팡이인 Penicillium 종, Fusarium 종,

Aspergillus 종은 포자를 형성하므로 액체질소, 동결건조

방법으로 보존한다.

동결 보존 시 -196–-150oC의 액체질소에 보존한다. 동

결보존 시 사용되는 동결보호제는 주로 10% glycerol이나

DMSO를 사용한다. 동결 건조 시에는 세균과 마찬가지로

동결건조기를 이용하여 건조시켜 4oC (2–8oC) 냉장 조건

및 암실에서 보존한다. 이 때 사용되는 동결보호제는 주

로 skim milk이며, skim milk를 단독으로 사용하거나 다

른 물질을 혼합하여 사용한다. NCCP의 경우 10% skim

milk에 5% inositol을 혼합하여 사용하며11) KACC는 12%

skim milk 단독으로 사용하거나 12% skim milk에 7%

trehalose를 혼합하여 사용하고 있다7). 미국 ATCC에서는

20% skim milk를 단독으로 사용하고 있다13).

바이러스

바이러스의 보존 절차는 국내외 균주은행 중 NCCP와

미국 ATCC에 마련되어 있었으며, 바이러스를 접종한 세

포주의 배양액을 회수한 후 stock vial에 넣고 급속 냉동

하기 위해 초저온 냉동고를 사용한 동결보존 방법을 사용

하고 있다. NCCP의 경우 세균, 곰팡이와는 다르게 동결

보호제를 사용하고 있지 않으며 생존력이 떨어지는 경우,

20–50% 농도가 되도록 FBS (fetal bovine serum)를 첨가하

여 사용하고 있다11). 미국 ATCC에서는 일반적으로 바이러

스의 동결 보존 시, FBS와 함께 DMSO를 첨가하거나

DMSO 대신 glycerol을 첨가한다. 특징적으로 식중독 바이

러스 중 Adenovirus의 동결 보존 시, ATCC에서는 DMSO

나 glycerol을 사용하지 않고 Adenovirus에 감염된 세포의

배양 배지를 그대로 stock vial에 취한 후 동결하는 방법을

제시하고 있다14). 반면, NCCP에는 식중독 원인 바이러스

에 대한 특정적인 보존 방법이 마련되어 있지 않았다.

원충

원충은 본 연구에서 조사한 국내외 균주은행 중 미국

ATCC에서만 다루고 있었으며, 원충을 포함한 원생생물의

보존방법이 마련되어 있다15). ATCC에서는 원충을 장기보

존 하는 경우에 액체질소 보존 방법을 사용할 것을 권고

한다. 동결 건조 보존 방법은 동결하는 보존 방법에 비해

안정성이 떨어져 원충을 포함한 원생생물의 배양 및 보존

시 권장하지 않고 있다15). 원충 중에서도 식중독 원인이

되는 Giardia 종, Entamoeba histolytica, Toxoplasma

gondii의 경우에는 특정적인 보존 방법을 마련하여 제시하

고 있다15).

원생생물에서 가장 흔히 사용되는 동결보호제는 glycerol,

methanol, DMSO이다. 그 중에서도 DMSO는 가장 널리

사용되고 있으며, 원생생물의 대부분 종에 사용이 가능하

다15). DMSO의 농도는 2.5%에서 12.5%로, 종에 따라 다르게

적용된다. 식중독 원인이 되는 Entamoeba 종, Giardia 종,

Toxoplasma 종의 동결 보존 시에는 DMSO가 각각 10%,

12%, 7.5%의 농도로 사용되고 있다15). Entamoeba 종은

10% DMSO에 3.5% sucrose와 20% heat-inactivated FBS

를 첨가한 동결보호제를 사용하여 동결 보존한다. Giardia

종은 12% DMSO와 4% sucrose를 혼합한 동결보호제,

Toxoplasma 종은 7.5% DMSO와 25% heat-inactivated

FBS를 혼합한 동결보호제가 사용된다. 

동결보호제의 역할

세균
 

및
 

곰팡이
 

동결보호제

세균과 곰팡이의 동결보호제는 공통적으로 사용되고 있

다. DMSO, glycerol, skim milk, trehalose, inositol가 공통

적으로 사용되며 세균에는 추가적으로 BSA, sodium

ascorbate, sodium glutamate, FBS, sucrose가 주로 쓰이고

있다(Table 1).

DMSO는 세포독성이 낮고 경제성이 좋아 국내외 균주 은

행에서 동결보호제로 많이 사용하는 물질 중 하나이다16). 세

포의 동결점을 -73oC까지 낮춰주고, 용액 내 염 농도를 낮

춰 삼투압으로 인한 스트레스를 억제한다17). Glycerol은 단

백질 용해도를 감소시켜 구조적으로 안정성을 증가시키는

특징이 있고, 물 분자와 혼합되었을 때 낮은 온도(-37.8oC)

에 도달하기 전까지 세포 바깥에 얼음 결정체가 형성되는

것을 방해하여 세포의 손상을 억제한다16,18). 또한 고농도

의 glycerol에 노출되어도 독성이 낮은 것으로 알려져 있

어 흔히 동결보호제로 사용되고 있다16). Trehalose는 glycerol

2개 분자로 이뤄진 화합물로, 흡습성이 높아 동결보호제

로 사용되고 있다. 동결보존 과정 시 물 분자가 이동하여

세포 바깥에 얼음 결정을 형성하게 되는데 이로 인해 세

포 탈수가 발생할 수 있다19). 탈수로 인해 발생하는 환경

은 세포에 손상을 직접적으로 일으킬 수 있기 때문에 흡
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습성이 높은 trehalose가 동결보호제로 사용되고 있다. 위

의 DMSO, glycerol, trehalose는 공통적으로 저분자의 세

포침투형 동결보존제로, 세포 내 수분을 치환하여 세포를

동결시킬 때 얼음 결정체가 형성되는 것을 억제한다20). 

Skim milk는 1–10%의 농도로 동결건조하여 보존 시 흔

히 사용되는 동결보호제이다. 동결 후 해동 시 미생물의

생존능을 증가시켜주는 것으로 알려져 있다21). BSA는 표

면에 이온성을 띄어 강하게 수화층(hydrating water layer)

Table 1. 세균 및 곰팡이 동결보호제의 역할

동결보호제 역할 출처

DMSO 

(dimethyl sulfoxide)

· 극성, 비극성 분자가 함께 존재하여 유기용매와 물이 쉽게 섞이도록 함.

· 경제성이 좋고 세포독성이 낮아 보존제로 주로 사용되고 있음.

· 상온 이하의 온도에서는 고체로 변하는 성질이 있어 동결 보존제로 적합함.

16)

· 물과 생체액(biological fluids)의 동결점을 낮추고, 용액 내 염의 농도를 낮추어 삼투압으로 인한 

쇼크(osmotic shock)를 억제함. 

· DMSO가 물과 혼합된 경우 최소 –73oC까지 동결점이 낮아짐.

17)

Glycerol

· Glycerol은 구조형성성(kosmotropic) 특성을 가지며 물 분자와 수소결합을 형성함.

· 구조형성성 이온은 단백질의 용해도를 감소시키며 구조적으로 안정성을 증가시키는 특징이 있음.
16,18)

· 물과 glycerol을 혼합하였을 때 매우 낮은 온도(-37.8oC)로 도달하기 전까지 얼음 결정체가 형성되

는 것을 방해함. 16)

· 고농도에서도 독성이 낮은 것으로 알려져 있음.

Skim milk

· 흔히 사용되고 있는 동결 보호제로, 동결보존 시 1-10%의 농도로 사용됨.

· 주로 동결보존보다는 동결건조 시 빈도 높게 사용되고 있음
17)

· 동결 후 해동되었을 때 미생물의 생존능을 증가시키는 것으로 알려져 있음. 21)

Trehalose
· Glucose 2개 분자로 이뤄져 있는 화합물로, 높은 흡습성에 따라 동결 보호제로 사용되고 있음.

· 무수(anhydrous) 형태의 trehalose는 즉시 수분을 머금어 수화됨.

· 동결된 균주를 녹였을 때 trehalose가 기존의 동결 방법 대비 향상된 세포 생존율을 보임.

16)

Inositol

· 당알코올로, 단백질 구조를 안정화시켜 생체 내 효소 시스템이 동결로 인한 상해(cryo-damage)를 

입지 않도록 함.
32)

· 진핵생물, 원핵생물의 세포막에 분포되어 있으며, 삼투압 균형에 관여하는 것으로 알려져 있음. 33)

BSA

(bovine serum 

albumin)

· 표면상에서 이온성을 갖는 단백질임.

· 강하게 수화층(hydrating water layer)과 결합되어 DMSO로부터 직접적으로 세포가 닿지 않도록 

하는 역할을 함.

23)

· DMSO는 극성을 가져 수소결합이 용이하고 상대적으로 작고 조밀한 구조를 가져 직접적으로 세

포에 DMSO가 닿으면 살아있는 세포 조직에 침투할 수 있음.

· BSA를 이용하여 세포에 DMSO가 세포로 침투하는 현상을 방지할 수 있음.

22)

Sodium glutamate

· Sodium glutamate는 2개 이상의 작용기를 가지고 있는 물질임.

· 동결보호제의 분자가 단백질 분자의 작용기에 이온결합 혹은 수소결합으로 ‘단백질-동결보호 복

합체(protein-cryoprotectant complex)’를 형성함.

24)

· 1-5%의 농도로 주로 glycerol이나 skim milk와 같은 화합물과 함께 사용됨. 17)

· Sodium glutamate의 아미노기와 미생물이 갖는 단백질의 카르복실기 간의 반응으로 단백질 구조가 안

정화됨.

· Sodium glutamate가 더 많은 양의 잔류 수분을 보유할 수 있어 동결건조 시 동결보호제로서 역할을 함.

25)

FBS

(fetal bovine serum)

· 세포의 회복에 도움을 주는 것으로 알려져 있음. 여러 세포주 및 조직을 동결보존 할 때 일반적으

로 DMSO와 함께 사용하며, 비투과적인 동결보호제임.
26)

· 동결 과정에서 손상된 세포로부터 나온 독성 물질을 중화(neutralized)시키며, 삼투압으로 인한 쇼

크로부터 세포를 보호하는 것으로 가설화 되었음.
27)

Sodium ascorbate

· 세포막과 세포질에 있는 단백질과 효소의 안정성을 향상시킴. 28)

· 저장 안정성을 증가시켜, 동결건조 및 보존 중 생존능에 영향을 미침. 29)

· 동결건조 배지에 아스코르브산(ascorbate)을 첨가하여 산소로 인한 유해한 영향을 제거할 수 있음. 30)

Sucrose

· Sucrose는 저온(-45oC)에서 보존 중인 세포에 필요한 영양분을 제공하는 역할을 함. 16)

· 동결 보존 후 배양 시 세포 회복과 생존율을 향상시켜 DMSO와 함께 사용할 때 효과적임. 16,31)

· 미생물 동결보존 시 1-68% 농도(중간값: 10%) 범위로 많이 사용되고 있음. 17)
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과 결합하는 특징을 갖는다. DMSO는 살아있는 세포에 침

투할 수 있는 것으로 알려져 있는데22), 이로부터 직접적으

로 세포가 닿지 않도록 보호하는 역할을 한다23). Inositol

은 당알코올이며, 단백질 구조를 안정화시켜 세포의 동결

로 인해 생체 효소 시스템이 상해를 입지 않도록 보호한

다23). Sodium glutamate는 단백질 분자의 작용기에 이온결

합 또는 수소결합하여 단백질-동결보호 복합체(protein-

cyroprotectant complex)를 형성하는 것으로 알려져 있다24).

또한 sodium glutamate가 갖는 아미노기가 미생물 단백질

의 카르복실기와 반응하여 단백질 구조를 안정화시키고,

잔류 수분을 보유할 수 있는 특성으로 동결보호제로서 역

할을 한다25). FBS는 다양한 단백질 및 생장인자가 혼합되

어 있는 물질로, 세포의 회복에 도움을 주는 것으로 알려

져 있다. DMSO와 함께 주로 사용되고 있으며, 비투과적

인 동결보호제이다26). 동결되는 동안 손상된 세포에서 나

온 독성 물질을 중화하는 것으로 보고된 바 있으며, 삼투

압으로 인한 스트레스로부터 세포를 보호한다고 가설화된

바 있다27). Sodium ascorbate는 세포막 및 세포질의 단백

질과 효소를 안정화하며28), 동결건조 보존 중인 세포의 저

장 안정성을 증가시킨다고 알려져 있다29). Kurtmann 등30)

의 연구에 따르면, 아스코르브산(ascorbate)을 동결건조 배

지에 첨가하였을 때 산소로 인한 유해한 인자를 제거할

수 있다. Sucrose는 저온(-45oC)에서 보존하고 있는 세포

에 영양분을 제공하며16), 동결 보존 후 세포의 회복 및 생

존을 향상시켜 DMSO와 같이 사용되었을 때 효과적인 것

으로 알려져 있다16,31). 

바이러스
 

동결보호제

바이러스의 보존 시 동결보호제를 사용하지 않는 것이

일반적이나, 생존력이 떨어지는 민감한 바이러스의 경우

에는 DMSO와 FBS가 추가적으로 사용되고 있다(Table 2).

바이러스에서 DMSO의 동결보호제로서의 역할은 세균 및

곰팡이에서의 역할과 동일하다. Wallis 등34)의 연구에 따

르면, 바이러스 중에서도 특히 캡시드(capsid) 단백질을 가

지는 바이러스에 대해 단기 및 장기 보존성이 우수하다.

FBS는 단백질과 생장인자를 함유하며, 혈청 내 높은 단백

질 함량으로 인해 전단 응력으로부터 개체를 보호하여 동

결보호제로 많이 사용된다. 하지만 FBS는 바이러스가 세

Table 2. 바이러스 동결보호제의 역할

동결보호제 역할 출처

DMSO 

(dimethyl sulfoxide)

· 극성, 비극성 분자가 함께 존재하여 유기용매와 물이 쉽게 섞이도록 함.

· 경제적이고 세포독성도 낮아 보존제로 주로 사용하고 있음.

· 상온 이하의 온도에서는 고체로 변하는 성질이 있어 동결 보존제로 적합한 물질임.

16)

· 물과 생체액(biological fluids)의 동결점을 낮추고, 용액 내 염의 농도를 낮추어 삼투압으로 인한 

쇼크(osmotic shock)를 억제함. 

· DMSO가 물과 함께 섞여 있는 경우 최소 -73oC까지 동결점이 낮아짐.

17)

FBS

(fetal bovine serum)

· 주로 DMSO나 glycerol과 같은 동결보호제(cryoprotective agent)와 함께 10-20% 농도로 혼합되어 

사용되고 있음.
17)

· 단백질을 많이 함유하며 생장인자가 혼합되어 있음.

· 단백질 함량이 높아 전단 응력(shear stress)으로부터 개체를 안정화시켜, 동결 및 해동 과정에서 

DMSO, glycerol 등의 동결보호제가 갖는 독성으로부터 세포를 보호해줄 수 있음.

37)

Table 3. 원충 동결보호제의 역할

동결보호제 역할 출처

DMSO

 (dimethyl sulfoxide)

· 극성, 비극성 분자가 함께 존재하여 유기용매와 물이 쉽게 섞이도록 함.

· 경제적이고 세포독성도 낮아 보존제로 주로 사용하고 있음.

· 상온 이하의 온도에서는 고체로 변하는 성질이 있어 동결 보존제로 적합한 물질임.

16)

· 물과 생체액(biological fluids)의 동결점을 낮추고, 용액 내 염의 농도를 낮추어 삼투압으로 인한 쇼크

(osmotic shock)를 억제함. DMSO가 물과 함께 섞여 있는 경우 최소 -73oC까지 동결점이 낮아짐.
17)

Sucrose

· Sucrose는 저온(-45oC)에서 보존 중인 세포에 필요한 영양분을 제공하는 역할을 함. 16)

· 동결 보존 후 배양 시 세포 회복과 생존율을 향상시켜 DMSO와 함께 사용할 때 효과적임. 16,31)

· 미생물 동결보존 시 1-68% 농도(중간값: 10%) 범위로 많이 사용되고 있음 17)

FBS

(fetal bovine serum)

· 세포의 회복에 도움을 주는 것으로 알려져 있음. 여러 세포주 및 조직을 동결 보존할 때 일반적으

로 DMSO와 함께 사용하며, 세포에 비투과적인 동결보호제임.
26)

· 동결 과정에서 손상된 세포로부터 나온 독성 물질을 중화(neutralized)시킴.

· 삼투압으로 인한 쇼크로부터 세포를 보호하는 것으로 가설화된 바 있음.
27)
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포에 침투하는 현상을 억제하므로, 이를 고려하여 stock

vial을 제조하고 동결보존해야 한다35). 또 다른 예시로, C

형 간염 바이러스(hepatitis C virus)에 관한 연구에 따르면, 혈

청 첨가 배지보다 혈청이 첨가되지 않은 배지(serum free

media)를 사용하였을 때, C형 간염 바이러스에 감염된 세

포에서 바이러스의 방출(viral release)이 향상되어 더 높은

감염력을 보인 바 있다36). 따라서, 바이러스의 특성에 따

라 동결보호제의 사용 적합 유무를 판단하여 동결 보존

시 적절히 사용되어야 한다.

원충
 

동결보호제

식중독 원인이 되는 원충의 동결보호제로 DMSO가 공

통적으로 사용되고 있으며, 종에 따라 sucrose 및 FBS가

추가되어 사용되고 있다(Table 3). 각 동결보호제의 역할

은 세균 및 곰팡이 동결보호제의 역할에 언급한 바와 동

일하다. 단, DMSO의 경우에는 세포 침투성 동결보호제로

서 원생생물과 같이 크고 복잡한 구조를 가진 세포에 사

용되는 것이 적합한 것으로 알려져 있고38), 여러 선행연구

에서도 DMSO가 원충을 보존하기에 가장 효율적인 것으로

나타났다39). FBS의 경우, 보통 열을 가하여 불활성화 시킨

FBS (heat-inactivated FBS)를 동결보호제로 사용한다. FBS

에는 병원체로부터 세포를 보호하는 보체(complement)가 존

재하는데, 보체가 in vitro 상의 원충 생장을 방해할 수 있

어 이를 불활성하는 과정이 필요하다40). 

결 론

분리된 식중독 균주는 식중독 원인 조사, 분리 균주의

자원화(표준 균주 개발 등)로 활용이 될 수 있어 다양한

활용 및 고부가가치화를 위해 장기적이고 안정적인 보존

이 요구된다. 이를 위해 식중독 세균의 경우 배양이 어렵

거나 장기 보존이 어려운 자원은 최적의 보존 조건이 마

련되어야 한다. 국내외 균주은행에서는 일반적인 균주에

대한 보존 방법은 잘 마련되어 있었으나, 현재 세균 중에

서도 Vibrio 종 등 장기 보존이 어려운 세균의 경우, 최근

관련 연구를 통해 보존 방법이 보완되고 있다12).

바이러스의 경우, 국내외 균주은행에서 모두 Norovirus,

Rotavirus, Hepatitis E virus, Hepatitis A virus, Enteric

Adenovirus, Sapovirus, Astrovirus 등 식중독 원인 바이러

스에 특정적인 보존 방법을 제시하고 있지 않았다. 바이

러스도 세균과 마찬가지로 각 바이러스의 특성에 따라 보

존이 이뤄져야 하며 효율적으로 바이러스 자원 보존이 가

능한 방법이 연구되어야 한다. 예로, 바이러스성 식중독의

원인의 대부분을 차지하는 인간 노로바이러스는 세포 감

염모델에 적용이 어려워 바이러스 배양 및 장기보존이 어

려웠다. 하지만 최근 장 상피 및 장 오가노이드(organoid,

유사 장기)를 이용한 증식 및 배양 방법이 다수 연구되면

서41-43), 배양 및 보존이 불가능했던 바이러스의 장기보존

이 가능해질 것으로 전망된다. 

곰팡이는 포자 형성 유무에 따라 보존 방법을 달리하여

정립된 방법으로 보존하고 있으며, 국내외 균주은행 중에

서도 특히 KACC에서 잘 마련되어 있다. 원충의 경우, 미

국의 ATCC를 제외하고 국내에는 정립된 방법으로 균주

를 보존하고 있는 곳이 없는 실정이다. 앞으로 이를 전문

적으로 보존하기 위해 최적의 보존 방법을 연구하여 마련

하는 것이 요구될 것으로 사료된다. 
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