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국문요약 

 

 자궁경부암 동물모델의 제작과  

특성분석을 통한 항암제 감수성 평가 

 

자궁경부암은 2012 년도에만 전 세계적으로 약 266,000 명이 사망한 중요한 여성 

암이다. 자궁경부암의 치료를 위한 여러 가지 시도들이 있어왔는데, 최근 들어 

자궁경부암 항암치료의 개인적인 적합성을 고려한 항암제 감수성 검사(HDRA)가 

시도되고 있다. 암의 생물학적 특성과 항암제의 작용을 치료 전 평가하기 위한 

이러한 기술은 적절한 소동물 모델을 필요로 한다. 그러나 현재 이러한 효능성을 

평가하기 위한 소동물 모델(small animal model)의 연구는 현재 미비한 수준이다. 이 

에 본 연구에서는 이러한 소동물 모델을 자궁경부 암세포주를 이용하여 제작하여 

현재 사용 되어 지고 있는 항암제에 대한 감수성 검사를 시행 하였으며, 소 동물 

모델제작을 통한 항암제 감수성 검사의 유용성을 확인하였다. 이러한 항암효과에 

대한 예측은 치료에 대한 반응을 개선하고 이상반응을 줄여 줌으로서 자궁경부암 

환자의 삶의 질을 향상시켜주며, 개인적 특성에 맞는 치료의 가능성을 열어준다. 

종합적으로, 자궁경부암 동물모델을 이용한 항암제 감수성 검사(HDRA)가 자궁경부암 

치료를 위한 개별적 치료전략수립에 유용한 방법임을 보여 주었다. 

 

핵심되는 말 : 자궁경부암, 소동물모델, 항암제 감수성 검사(HDRA) 
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특성분석을 통한 항암제 감수성 평가 

 

 

<지도교수 차 동 수> 

 

연세대학교 대학원 의학과 

 

최 현 일 

 

 

I. 서론 

 

자궁 경부 암은 전 세계 여성 암 발생률 중 유방암에 이어 두 번째로 흔한 암이며, 

매년 528,000명 이상이 신규로 발생하고 2012년에는 약 266,000명이 사망하여 

세계보건학적 측면에서 매우 중요한 질환으로 간주되고 있다. 우리나라의 경우 

2013년에 발표된 중앙 암 등록본부 자료에 의하면 2011년에 우리나라에서는 연 

218,017건의 암이 발생되었는데, 그 중 상피내암을 제외시킨 자궁 경부 암은 연 

3,728으로 전체 암 발생의 1.7%로 여성의 암 중에서는 갑상선 암과 유방암에 이어 

3위를 차지하였다. 자궁 경부 암의 치료는 수술과 방사선 및 항암화학요법이다. 이 중 

항암화학요법의 경우 같은 약제에 대해서도 환자 개개인에 따라 다양한 치료반응과 
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결과를 보이므로 가장 효과적인 항암제를 선택하기 위한 많은 연구가 진행되어 왔다 

(Hoffman, 1993). 환자의 적출된 암 조직을 사용하여 항암제의 효과를 예측하는 

검사인 항암제 감수성 검사는 세포배양을 이용한 2차원 모델과 조직배양을 이용한 

3차원 모델로 크게 나눌 수 있는데, 2차원 모델은 비교적 배양방법이 간단하여 쉽게 

할 수 있다는 장점이 있어 널리 사용되고 있지만 암세포에 있어 중요한 인자인 

주변세포와의 상호작용이 배제되어 인체 내의 조직에 존재하는 암세포와 유전자 발현 

등에서 차이가 있다고 보고되고 있다 (Kim et al. 2004). 이러한 이유로 in vitro 

배양방법은 일정한 한계를 내포하고 있어 있어 인간의 질병 연구뿐만 아니라 관련 

연구에 있어 실험동물들의 중요성이 증대되고 있는데, 질환 모델 제작을 위한 동물로 

설치류 특히 마우스가 가장 자주 사용되나, 최근 수의 종양학 (veterinary oncology) 

연구에 있어 대형동물 특히 개의 사용하는 가치가 중요하게 부각되고 있어 최근 

osteosarcoma, GIST 및 전립선 암, 자궁 경부 암 등에서 부분적인 개 모델 (canine 

model)을 확립하였으나 인간 종양세포의 생물학, 유전학 및 병리학적 특성을 

반영하는데 있어서는 다소 약점을 가지고 있다는 평가를 받고 있다. 

Xenograft 모델은 nude mouse 또는 SCID/NOD mouse에 암세포나 조직을 이식한 

소동물 모델로서 항암제 후보물질의 항암효과를 예측하기 위한 전 임상 단계 (pre-

clinical phase)에서 광범위하게 사용되고 있으며 적절한 환경 하에서는 임상의 결과를 

예측하는 용도로 사용되고 있다. 최근에는 환자로부터 적출한 암 조직을 면역기능이 

없는 마우스에 이식하고 제한된 계대를 통해 제작된 소동물 모델로서, 환자의 암 
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조직과 비교하여 tumor stromal cell, cancer stem cell component, 유전자 발현 양상, 

암유전자 상태를 비롯한 생물학적 특성이 동일하다고 평가되고 있는 tumorgraft 

모델이 개발되고 있다 (Duan et al. 2012). 종양세포 또는 조직의 이식 부위에 따라 

실험동물의 피하조직에 이식하는 subcutaneous 모델과 종양의 원발부위에 이식하는 

orthotopic 모델로 구분할 수 있는데 각기 장단점이 있는데, 피하조직 모델은 이식이 

간단하여 특별한 기술이 요하지 않고 종양의 크기 변화나 형태 등을 쉽게 관찰할 수 

있다는 장점이 있으나 암세포와 host와의 관계 (호르몬, 조직 특이성, 주변세포와의 

상호작용 등이 실제 환자의 상태와는 많은 차이를 보인다는 단점이 있다(Chung et al. 

2009). 이러한 문제점을 해결하기 위하여 대부분의 연구에서는 형광발현을 이용한 

EGFP (enhanced Green Fluorescent Protein)가 안정적으로 발현이 되도록 하는 viral 

vector를 이용한 EGFP transfection을 사용하는데, 암세포주의 경우에는 비교적 

수월하나 환자의 암 조직은 성공률도 낮고 transfected cell의 selection 과정이 필요 

하는 등 많은 시간이 소요된다는 문제점이 있다. 국내의 경우 자궁 경부 암에 관한 

xenograft 모델로는 HeLa 세포주 (HeLa cell line)를 마우스에 주입하여 PEG/PLLA 

copolymer system을 사용한 항암제 paclitaxel의 효과를 평가한 연구와 마우스에 

HPV16 E6/E7 유전자를 주입하여 형질전환 마우스를 제작하여 피부발암원성 평가를 

수행한 연구 (Ryoo et al. 2005)가 있다.  

본 연구에서는 대표적인 자궁 경부 암 세포주인 HeLa cell line을 GFP 단백질이 

발현되도록 하여 쉽게 관찰이 가능한 GFP-HeLa 세포주를 이용하여 nude mouse의 
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피하조직에 자궁 경부 암 조직을 형성한 GFP-HeLa xenograft 모델을 만들고 유효한 

항암제의 효능을 in vivo에서 평가하여 in vitro 실험인 2차원 세포배양, 3차원 

조직배양을 이용한 항암제 감수성 검사 결과와 비교하여 각 방법에 따른 항암제 

감수성 검사 결과를 비교 분석 후 항암제를 이용한 암 치료 시 약제의 유효성을 

예측하여 실제 임상에서의 적용 가능성을 확인 하였다. 
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II. 재료 및 방법  

 

 

1. 실험 세포주 및 배양 

 

본 연구에서 사용한 GFP-HeLa 세포주는 GFP 유전자를 transfection시켜 제작한 

세포주로서 메타바이오주식회사 (한국)에서 분양 받아 사용하였다. GFP-HeLa 세포주

를 1% antibiotics, 10% FBS가 함유된 Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) 

배지에서 37℃, 5 % 농도의 CO2가 유지되는 CO2 배양기에서 세포가 100Ø dish의 

70-80 %정도의 밀접도가 되도록 배양하였다. 배양이 끝난 후 Trypsin-EDTA 1 ml 

넣고 배양기에서 2분간 반응 후 세포를 100Ø dish로부터 떼어내고 10 ml의 PBS를 

첨가하여 혼탁시킨 후 1,000rpm으로 원심분리한 후 상층액을 제거하여 세척하였다. 

2회의 세척과정이 끝난 세포는 1% antibiotics, 10% FBS가 함유된 DMEM 배지, 세

포 혼탁액과 DMSO(dimethyl sulfoxide, Sigma)을 각각 5 : 4 : 1의 비율로 섞어 실험

에 사용할 때까지 액체질소 탱크에 보관하였으며, 배양된 세포는 GFP imaging 

system (UVP Inc., USA)이 장착된 현미경을 통하여 관찰하였다. 
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2. 시약 및 항암제 

 

본 연구에 사용된 시약은 Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA)로부터 구입하여 

사용하였으며 항암제인 Adiamycin, Topotecan (일동제약주식회사, 한국), Docetaxe 

(신풍제약주식회사, 한국), Bleomycin (동아에스티, 한국), Carboplatin 

(호스피라코리아, 한국), Cisplatin (중외제약주식회사, 한국), Cyclophosphamide, 

Ifosphamide (부광약품주식회사, 한국), VP16(etoposide) (보령제약주식회사, 한국), 

Gemcitabine (한국릴리, 한국), Paclitaxel (한국 BMS, 한국) 을 각각 구입하여 

실험에 사용하였다. 실험에 사용된 항암제들은 각 제조사 사용 및 관리지침에 따라 

사용하였으며, 보관은 4 ℃ 냉동고에 하였다. 

 

3. 실험동물 

 

실험동물은 동물실험 윤리가이드라인을 따라 수행 되었으며, 동물실험윤리위원회

의 승인을 거쳐 (동물실험윤리위원회 승인번호 : MBIACUC201420) 5주령의 암컷 

nude mouse (BALB/c)를 Samtako사 (한국)로부터 구입하여 온도 23 ± 3 ℃, 상대습

도 55 ± 15 %로 항온 항습 장치를 이용하여 약 일주일 동안 적응시킨 후 실험에 사

용하였다. 동물사육 cage는 IVC Rack을 사용하며, 미세여과기를 이용하여 멸균한 물

과 멸균 사료를 자유 섭취하도록 사육하였다. 3 ~ 4일에 한번 멸균된 깔짚으로 교환
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하여 세균에 감염되지 않도록 사육하였다. 동물실험에 관련한 모든 시설은 GLP 

(Good Laboratory Practice) 기준을 따랐으며, 실험에 사용된 모든 동물들은 SPF 

(Specific Pathogen Free) 상태를 유지하였다. 

 

4. in vitro 항암제 감수성 검사(2 차원 세포배양) 

 

계대 배양 중인 세포를 96 well plate에 각 well 당 1X103개/180㎕가 되도록 분주

하고 37℃, 5% CO2 배양기에서 하룻밤 동안 배양하였다. 배양된 각 well에 

Bleomycin, Carboplatin, Cisplatin Cyclophosphamide, Adriamycin, Docetaxel, 

VP16 (etoposide), Gemcitabine, Ifosphamide, Paclitaxel, Topotecan의 항암제를 3-

D HDRA에 사용하는 농도의 1/10을 되도록 20㎕의 약제를 첨가한 후 (Bleomycin : 

2㎍/ml, Carboplatin : 5㎍/ml, Cisplatin : 1㎍/ml, Cyclophosphamide : 2㎍/ml, 

Adiamycin : 0.6㎍/ml, Docetaxel : 7.5㎍/ml, VP16 : 5㎍/ml, Gemcitabine : 5㎍/ml, 

Ifosphamide : 25㎍/ml, Paclitaxel : 1㎍/ml, Topotecan : 1㎍/ml), 72시간 동안 37℃, 

5% CO2 배양기에서 72시간 동안 배양하였다. 배양이 끝난 후 각 well에 배양한 세포

의 생존율을 확인하기 위하여 MTT assay를 수행하였으며, ELISA reader기로 540㎚

/630㎚에서 IR (Inhibition Rate)값을 측정하였다. 측정된 흡광도를 이용하여 다음의 

공식을 이용하여 IR을 계산하였다. IR이 30% 이상이면 각 drug의 cutoff 농도에 대한 

tumor의 감수성이 양성인 것으로 판정하였다. 
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 Inhibition rate (%) = ( 1 - T/C ) × 100 

T 약제를 처리한 well의 조직 그람 (g)당 흡광도 (absorbance) 

C Control well의 조직 그람 (g)당 흡광도 (absorbance) 

 

 

    5. in vitro 항암제 감수성 검사 (3 차원 세포배양, 3-D HDRA) 

 

종괴가 형성된 마우스로부터 적출한 암 종괴를 실험에 사용할 때까지 transport 

media에 넣어 4 ℃를 유지하였으며 실험의 모든 단계에서 세척액은 4 ℃로 cooling된 

것을 사용하였으며, 암종괴는 약 1X1X1 mm3의 크기로 자른 후 배양액을 4.5 ㎖ 넣

고 4 ㎎/㎖ MTS (CellTiter 96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay kit, 

Promega, USA)를 500㎕ 첨가하고, 37 ℃ CO2 incubator에서 1~2시간 배양한 후 실

험에 사용 하였다. 전날 미리 준비된 96well culture plate의 각 well에 동일한 무게

의 암조직을 넣은 후 미리 준비된 10X농도의 약제를 20㎕를 첨가하였다. 실험은 2회 

반복실험을 기본으로 하였으며, 약제를 첨가한 후 72시간 동안 37℃, 5% CO2 배양기

에서 배양하고, 배양이 끝난 후 각 well에 배양한 세포의 생존율을 확인하기 위하여 

MTT assay를 수행하였다. ELISA reader기로 측정된 흡광도를 이용하여 다음의 공식

을 이용하여 IR을 계산하였다. IR이 30% 이상이면 각 drug의 cutoff 농도에 대한 

tumor의 감수성이 양성인 것으로 판정하였다. 
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 Inhibition rate (%) = ( 1 - T/C ) × 100 

T 약제를 처리한 well의 조직 그람 (g)당 흡광도 (absorbance) 

C Control well의 조직 그람 (g)당 흡광도 (absorbance) 

 

MTT assay와 동시에 glucose consumption assay를 실시하였다. glucose 

consumption assay는 각 well의 배양액 20㎕를 v-plate에 옮긴 후 gucose solution 

(95% Acetic acid, 5% O-Toluidine, 0.25% Thiourea)을 첨가하였다. 첨가한 well을 

8~12분간 중탕하며 반응시키고 얼음에서 충분히 냉각식킨 후 새로운 96well plate에 

옮겨 ELISA reader기로 630nm의 파장으로 O.D값을 측정하였다. 

 

       6. GFP-HeLa 자궁경부암 세포주를 nude mouse 의 피하조직에 

주사하여 xenograft 모델 제작 

 

분양 받은 세포주는 DMEM배지에 37℃, 5% CO2 인큐베이터에서 배양하였다. 5주

령의 암컷 nude mouse를 온도가 23 ± 3 ℃, 상대습도 55 ± 15 %로 항온 항습 장

치를 이용하여 약 일주일 동안 적응시킨 후, 배양된 HeLa cell 0.2ml (6X106 

cell/mouse)가 되도록 준비하고 nude mouse의 피하에 주사기로 이식하고 종양의 형

성 유무를 관찰하였다. 동물사육 cage는 IVC Rack을 사용하였으며 3 ~ 4일에 한번 

멸균된 깔짚으로 교환해 주었고 미세여과기를 이용하여 멸균한 물과 멸균 사료를 자

유 섭취하도록 사육하였다. 



 

 11 

7. 피하조직 xenograft 모델에서 적출한 암종괴를 nude mouse 의 

피하조직에 이식하여 xenograft 모델 제작 

 

피하조직에 형성된 종양이 크기가 약 250mm3 정도가 되면 마우스로부터 암조직

을 적출하여 이식 때까지 4 ℃ transport media에 보관하였다. 약 5주령의 암컷 nude 

mouse를 온도가 23 ± 3 ℃, 상대습도 55 ± 15 %로 항온 항습 장치를 이용하여 약 

일주일 동안 적응시킨 후 이식에 사용하였는데 암종괴를 2X2X2 mm의 크기로 잘라 

1 조각을 nude mouse의 피하조직에 미세수술을 통하여 이식하였다. 생성된 암종괴는 

GFP imaging system(UVP Inc., USA, 그림 1)을 이용하여 관찰하였다. 

 

 

<Fig. 1> GFP-Imaging System. a) GFP-Imaging System의 외관 b) GFP-Imaging 

System의 Observation Chamber. 

a) 소동물 in vivo에 발현된 다양한 형광물질을 검출하여 이미지화 할 수 있는 

장치로 proteomics, plant and animal research에 이용된다. b) 실험에 사용된 

누드마우스 종양에 발현된 GFP를 측정하여 종양의 크기를 관찰한다. 
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8. in vivo 항암제 효능실험 

 

종괴가 형성된 마우스로부터 적출한 암종괴를 2X2X2 mm 의 크기로 작게 잘라 

1 조각을 nude mouse 의 피하조직에 미세수술을 통하여 15 수의 nude mouse 의 

피하조직에 이식한 후 3 주후부터 암종괴의 크기를 측정하고 암종괴의 크기가 다른 

마우스에 비해 차이가 나는 3 수를 제외한 12 수를 VEHICLE (PBS), Group 1 

(Docetaxel)과 group 2 (Adriamycin)의 3 군으로 나누어 각각 PBS, Docetaxel 과 

Adriamycin 을 3 주 간격으로 꼬리정맥에 투여하였다. Xenograft 모델에 투여하는 

항암제의 양은 체중 Kg 당 1.2~2.4 ㎎ (역가)을 1 회 정맥주사하고 3 주간 

방치하였다. 주당 1 회씩 GFP-Imaging system 을 이용하여 암종괴의 성장을 

관찰하였으며 11 주까지 관찰한 후 실험을 종료하였다. 전체적인 실험 시간표는 

그림 2 와 같다. 

<Fig. 2> GFP-HeLa xenograft 모델을 이용한 in vivo 항암제 효능실험의 시간표. 
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Xenograft 모델인 실험동물을 세 그룹으로 구분하여 11가지 항암제를 11주 동안 

약제 투여 시기 (1-3차)에 따라 누드마우스의 꼬리 정맥을 통하여 주사하였다. 약제 

투여 일정은 제시된 실험 시간표에 제시된 일정에 따라 진행 하였다. 

 

9. 분석 및 통계처리 

 

항암제 감수성의 유의성 검사를 위해 15수의 누드 마우스의 암종괴 크기를 육안

으로 관찰 한 후 Vernier calipers를 사용하여 암종괴의 가로 및 세로 크기를 측정하

여 평균값 (mm3)을 구하였다. Group 1 (DTAX)군과 Group 2 (ADR)군 및 대조군으로 

Vehicle (PBS)군과 종양 사이즈의 비교를 통해 항암제 유의성을 분석하였으며 마우스 

희생일 대조군과 항암제 처리 실험군과의 암종괴 사이즈 비교 시 0.0배일 경우 “무변

화”, 1.0-2.0배일 경우 시 “효과”, 2.0배 이상은 “최적”으로 정의하였다. 항암제 반응

에 영향을 미치는 실험동물 개체 및 그룹간 비교와 측정값은 각 실험 그룹에 사용된 

누드 마우스 4수 각각의 독립된 암종괴 사이즈 측정값의 평균값과 표준편차 

(Mean±SD)로 표현하였다. 
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III. 결과  
 

 

1. GFP-HeLa 세포주 배양 

 

본 연구에 사용된 GFP-HeLa 세포주는 성장속도에 있어 기본 적인 HeLa 세포와 

동일하였으며 약 2일에 한 번씩 계대배양하였다. 배양과정 중에 관찰하였을 때 

395/475 nm의 광원 하에서 뚜렷하게 형광을 나타내었다 (그림 3). 

 

<Fig. 3> GFP-HeLa 세포주의 관찰. a) 가시광선하에서 관찰, b) 395/475 nm 광에서 

관찰. a) GFP가 발현되도록 gene cloning한 HeLa cell을 일반광학현미경하에서 관찰

한 morphology. b) 자외선 영역에서 GFP발현 HeLa cell은 정상적으로 GFP를 발현 

하였다. 
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2. GFP-HeLa 세포주의 in vitro 항암제 감수성 검사 (2차원 

세포배양) 

 

GFP-HeLa 세포의 항암제 감수성 profile을 확인하고자 2차원적 배양방법을 사용

하여 항암제 감수성 검사를 수행하였다. 통상적으로 2차원적인 배양에서는 배양세포

는 배양용기의 바닥에 고착되어 자라기 때문에 배양배지로부터 직접 영양분과 항암제

에 노출이 되어있다. 이러한 이유로 3차원적인 조직배양에 사용되는 항암제에 비해 

1/10 ~ 1/100의 항암제를 사용하는데 본 연구에서는 1/10농도와 1/100농도 2가지를 

모두 시행하였다. 그러나 1/100 농도에서는 3차원조직배양 방법을 사용한 항암제 감

수성과 많은 차이를 보여 1/10 농도의 항암제를 사용한 결과를 분석에 사용하였다. 

기본적으로 자궁경부암에 통상적으로 사용되는 약제인 Bleomycin, Carboplatin, 

Cisplatin Cyclophosphamide, Adriamycin, Docetaxel, VP16 (etoposide), 

Gemcitabine, Ifosphamide, Paclitaxel, Topotecan의 11가지 약제에 대한 항암제 감

수성 profile은 각각 6%, 77%, 71%, 19%, 19%, 25%, 46%, 54%, 48%, 35%, 62%의 

inhibition rate를 나타내었다. IR에 대한 cut-off는 30%로서, 30% 이하일 때 항암제

에 대한 감수성이 없는 것으로 판정한다. 결과에 따르면 Carboplatin, Cisplatin, 

VP16 (etoposide), Gemcitabine, Ifosphamide, Paclitaxel, Topotecan에 대하여 감수

성이 있는 것으로 판정되었다 (그림 4). 
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<Fig. 4> GFP-HeLa 세포주의 2차원 세포배양법을 이용한 항암제 감수성 profile. 

CBP (77%), CDDP (71%), TOP (62%)순으로 효과적인 HeLa cell 저해율을 보였으며, 

BLM (6%), CTX (19%), ADR (19%)는 상대적으로 낮은 저해율을 나타내었다. 

 

 

3. GFP-HeLa 세포주의 in vitro 항암제 감수성 검사 (3차원 

세포배양) 

 

3차원 조직배양 항암제 감수성 검사 (3-Dimensioal Histoculture Drug Resonse 

Assay)는 1980년대 말에 미국의 AntiCancer Inc.에서 개발된 기술로서 일본과 한국

에서 환자 치료에 사용되는 검사법이다. 검사에 사용되는 항암제의 농도는 대부분 평

균혈중농도를 사용하며 데 검사실마다 항암제 농도와 cut-off에서 약간의 차이를 보

이고 있다. 본 연구에서는 국내에서 사용되는 항암제 농도를 사용하였는데 최종 농도

는 Bleomycin : 20㎍/ml, Carboplatin : 50㎍/ml, Cisplatin : 10㎍/ml, 
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Cyclophosphamide : 20㎍/ml, Adiamycin : 6㎍/ml, Docetaxel : 75㎍/ml, VP16 : 50

㎍/ml, Gemcitabine : 50㎍/ml, Ifosphamide : 250㎍/ml, Paclitaxel : 10㎍/ml, 

Topotecan : 10㎍/ml을 사용하였다.  

각 항암제에 대한 감수성 profile은 각각 11%, 82%, 75%, 19%, 45%, 82%, 54%, 

45%, 31%, 18%, 51%의 IR을 나타내었다. 2차원 세포배양과의 결과와 비교하면 

inhibition rate의 수치에서 약간의 차이를 보이나 대부분 동일한 반응을 나타내었다. 

그러나 Adriamycin, Docetaxel과 Paclitaxel에서는 항암제에 대한 반응이 상반되게 

나타났다. 3차원 조직배양 방법에서는 Adriamycin, Docetaxel에 감수성을 나타내었으

나 2차원 배양방법에서는 감수성 없는 것으로 나타났으며 paclitaxel의 경우는 이와 

반대로 나타났다 (그림 5). 

 

 

<Fig. 5>  GFP-HeLa 암종괴의 3차원 조직배양법을 이용한 항암제 감수성 profile.  
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3 차원 종양배양 방법에서는 CBP (82%), DTAX (82%), CDDP (75%)순으로 HeLa 

cell 저해율을 나타냈으며, BLM (11%), Taxol (18%), CTX (19%)은 상대적으로 

세포성장 저해율이 낮았다. 

 

4. 배양 세포주 이식 

 

GFP-HeLa 세포주를 이용한 xenograft 모델을 제작하기 위하여 GFP-HeLa 세포

주를 배양하여 1수당 6X106개가 되도록 배양하였다. 배양된 세포는 2회의 PBS 세척 

후에 1% antibiotics, 10% FBS가 함유된 DMEM 배지로 6X106 cell/0.2ml이 되도록 

혼탁하여 준비하였다. 일 주일 동안 적응시킨 5주령 암컷 BALB/c nude mouse의 피

하조직에 주사하고 23 ± 3 ℃, 상대습도 55 ± 15 %로 항온 항습 장치를 이용하여 

사육하며 암종괴의 형성과 성장을 관찰하였다. 암세포 주입 후 2주후부터 암종괴의 

형성이 관찰되었으며 5주 후에는 직경이 1cm 정도로 관찰 되었으며 10주후에는 괴

사된 조직들이 관찰되었다 (그림 6). 
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<Fig. 6> GFP-HeLa 세포주 이식 후 종괴의 성장 과정. a), b) 암세포 주입 후 2주 

경과, c), d) 암세포 주입 후 5주 경과 e), f) 암세포 주입 후 10주 경과, a), c), e) 

가시광선하에서 관찰, b), d), f) 395/475 nm 광에서 관찰. 적색화살표 : GFP-HeLa 

암종괴. 
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5. in vivo 항암제 효능실험 결과 

 

GFP-HeLa 세포주를 주입하여 암종괴를 형성한 마우스를 희생시키고 암조직을 적

출하였다. 종괴가 형성된 마우스로부터 적출한 암종괴를 2X2X2 mm의 크기로 작게 잘

라 1조각을 nude mouse의 피하조직에 미세수술을 통하여 15수의 nude 마우스의 이식

하고 항온 항습 장치에서 사육하였다. 이식날로부터 3주후 암종괴의 크기를 측정한 결

과 대부분의 마우스에서 암종괴가 형성되었으며 그 크기는 폭이 5mm~7mm, 너비가 

5.3~9mm였으며 종괴의 부피는 69~169mm3이었다. 이들 중 크기에서 큰 차이를 보이

는 3수를 제외하고 12수를 3군으로 나누어 VEHICLE (PBS), Group 1 (Docetaxel)과 

group 2 (Adriamycin)의 3군으로 나누어 각각 PBS, Docetaxel과 Adriamycin을 3주 

간격으로 꼬리정맥에 투여하며 매주 종양의 성장을 확인하였다 (Table 1). 

 

<Table 1> GFP-HeLa 종괴에 대한 항암제의 효과. [Standard Deviation: SD] 

Days after 

implantation 
21 28 35 42 49 56 63 70 77 

Average 

Tumor 

Volume 

(mm
3
) 

VEHICLE 
(PBS) 

135 197 315 409 598 652 764 1,363 2,006 

SD 10.1 5.1 7.8 6.8 8.4 6.9 7.7 8.9 4.1 

GROUP 1 
(DTAX) 

131 117 115 120 108 120 131 215 358 

SD 5.9 8.1 4.3 6.7 9.5 4.6 12.1 3.9 6.7 

GROUP 2 
(ADR) 

132 139 145 147 178 206 239 404 739 

SD 3.7 6.4 6.9 4.7 7.8 7.0 10.4 6.8 4.9 
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<Fig. 7> 약제 투여에 따른 GFP-HeLa 종괴의 성장 비교. Group 1(DTAX), Group 2 

(ADR), Group 3-Vehicle (PBS)간 종괴의 크기 비교에서 Group 1, 2는 대체로 유사

한 종양크기가 유지되었으나 control group인 Group 3-Vehicle (PBS)에서는 종괴 이

식 후 21일부터 GFP-HeLa 발현 종괴가 빠른 속도록 성장하는 양상을 나타내었다 

 

암종괴 이식 후 3주 (21일)부터 종괴의 크기를 측정한 결과 Vehicle(PBS)군은 계

속 종괴가 성장하였으며 일부는 9주 (63일) 후부터 종괴의 괴사도 관찰되었다. 그러

나 Group 1 (DTAX)군과 Group 2 (ADR)군에서는 종괴 성장이 Vehicle (PBS)군과 크

게 차이를 보였다. Group 1(DTAX) 군의 경우 오히려 암종괴의 크기가 7주 (49일) 후

까지 감소되다가 성장이 진행되는 양상을 보였다 (그림 7).  

11주까지 사육한 후에 실험동물을 희생시키고 종괴의 크기와 GFP-Imaging 

system을 이용하여 확인하였다 (그림 8). 
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 23 

<Fig. 8> 11주 후 GFP-HeLa 종괴의 크기. a) Vehicle (PBS), b) Group 1 (DTAX), c) 

Group 2 (ADR). GFP-Imaging System하에서 각 Group간 GFP발현 정도를 관찰한 

결과 Vehicle Group의 종괴 크기가 Group 2, 3에 비해 약 2.7-5.5배 정도 크게 성장

한 것을 관찰하였다.  
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IV. 고찰 

 

항암화학요법이란 항암제를 사용하여 암세포를 사멸하는 치료방법으로서, 1960년

대부터 사용되어왔지만 초기에 사용된 항암제들은 치료효과에 있어 뚜렷한 장점을 보

이지 못하였으며 심각한 부작용을 동반하였다. 항암제의 부작용은 최소화하며 최대의 

치료효과를 얻기 위하여 여러 가지 접근법들이 진행되어 왔다. 그 중 가장 최근에 연

구되고 있는 접근법은 환자 개인별 유전자 발현 양상에 따른 항암제의 처방 또는 환

자 암조직을 특별한 in vitro 환경에서 배양하며 항암제의 효과를 예측하여 가장 효과

적인 항암제를 선택하여 치료하는 개인 맞춤 항암치료이다. in vitro 항암제 감수성 검

사는 세포배양을 이용한 2차원 모델과 조직배양을 이용한 3차원 모델로 크게 나눌 

수 있는데, 2차원 모델은 비교적 쉽게 할 수 있다는 장점이 있어 널리 사용되고 있지

만 암세포에 있어 중요한 인자인 주변세포와의 상호작용이 배제되어 인체 내의 조직

에 존재하는 암세포와 유전자 발현 등에서 차이가 있다고 보고되고 있다 (Kim et al., 

2004). 그러나 이러한 in vitro 항암제 감수성 검사는 배양형태에 따라 실제 생체 내

의 환경과 많은 차이를 보이고 있어 항암제에 대한 반응이 실제 임상과 차이를 보이

는데 이러한 차이를 극복하기 위하여 1980년대 이래로 마우스를 이용한 소동물 모델

을 제작하여 항암제의 효능을 정확하게 예측하고자 하는 시도들의 연구결과 보고되고 

있으며, 최근에는 새로운 항암제의 효과를 평가하기 위한 전임상 과정에서 확립된 세

포주를 이용한 screening 이후에 마우스에 암세포주를 주입하여 제작한 xenograft 
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모델을 많이 사용하고 있다. xenograft 모델은 nude mouse 또는 SCID/NOD mouse

에 암세포나 조직을 이식한 소동물 모델로서 적절한 환경 하에서는 임상의 결과를 예

측하는 용도로 사용되고 있지만 두 가지 면에서 한계를 보이고 있는데 1) 암의 발생

과 발달과정에 대한 정보를 연구하기 불가능하며 2) 암세포 자체에 대한 연구만 가능

할 뿐 암세포와 숙주와의 복잡한 상호작용에 대한 연구는 불가능하다는 것이다 (Lee 

et al., 2012). 이러한 한계를 극복하기 위하여 환자로부터 적출한 암조직을 면역기능

이 없는 마우스에 이식하고 제한된 계대를 통해 제작된 소동물 모델인 tumorgraft 모

델이 시도되고 있다. tumorgraft 모델은 환자의 암조직과 비교하여 tumor stroma cell, 

cancer stem cell component, 유전자 발현 양상, 암유전자 상태를 비롯한 생물학적 

특성이 동일하다고 평가되고 있어, 특정 약제의 임상적 효과를 예측하기 위한 연구뿐

만 아니라 암에 관련된 in vivo 연구의 가장 중요한 모델로서 사용되고 있다 (Duan 

et al. 2012).  

본 연구에서는 가장 대표적인 자궁경부암 세포주인 HeLa 세포주에 GFP(Green 

Fluorescent Protein)이 발현되도록 한 GFP-HeLa 세포주를 이용하여 자궁경부암 종

괴를 가진 xenograft 마우스 모델을 제작하였다. 이 마우스 모델로부터 적출한 종괴

를 3차원조직배양 항암제 감수성 검사 (3-D HDRA)를 이용하여 종괴의 항암제 감수

성 profile을 확인하였다. 실험에 사용한 항암제는 자궁경부암 치료에 사용되는 

Bleomycin, Carboplatin, Cisplatin Cyclophosphamide, Adriamycin, Docetaxel, 

VP16(etoposide), Gemcitabine, Ifosphamide, Paclitaxel, Topotecan의 11가지를 사
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용하였는데, 시행한 3차원 조직배양 항암제 감수성 검사에서 cut-off는 30%로서 30%

를 넘는 inhibition rate를 나타내면 감수성이 있는 것으로 30% 이하이면 감수성이 

없는 것으로 판정하였다. 2차원 배양 방식을 이용한 항암제 감수성 검사에서는 각각

의 항암제에 대하여 6%, 77%, 71%, 19%, 19%, 25%, 46%, 54%, 48%, 35%, 62%를 

나타내었으며 3차원적인 배양방법을 사용한 검사 결과에서는 각각 11%, 82%, 75%, 

19%, 45%, 82%, 54%, 45%, 31%, 18%, 51%의 inhibition rate를 나타내었다. 두 가

지 결과를 비교해 보면 대부분 항암제 감수성이 유사하지만 adriamycin, docetaxel과 

paclitaxel에서 차이를 보이고 있다. 차이를 보이는 3가지 항암제 중에서 큰 차이를 

보이고 있는 adriamycin과 docetaxel의 항암제 감수성을 확인하기 위하여 GFP-

HeLa 세포주를 이용하여 xenograft 모델을 제작하고 in vivo test를 시행하였다. 제

작된 12수의 GFP-HeLa xenograft 모델을 3군으로 나누어 약제를 전달하는데 사용

한 vehicle (PBS), group 1 (docetaxel), group 2 (adrimycin)을 종괴 이식 3주 후부

터 3주 간격으로 약제를 주사하고 주당 1회로 종괴의 크기를 측정하였다. 측정결과 

vehicle (PBS)군에 비해 group 1 (adriamycin)과 group 2 (docetaxel)에서 뚜렷한 종

괴의 성장억제를 나타내었다. 이상의 결과를 종합해보면 같은 세포라도 세포의 존재

형태에 따라 항암제에 대한 반응이 다름을 알 수 있었는데, 이러한 결과는 암세포에 

있어 주변세포와의 상호작용이 매우 중요한 인자이기 때문에 2차원적인 배양환경과 

생체 내의 조직에 존재하는 암세포와 유전자 발현 등에서 차이가 있으며, 더욱이 암

의 발생과 진행 형태는 매우 다양한 모습을 보이는데, 이것은 조직의 미세환경 내에
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서 세포와 세포간의 지속적인 상호작용에 의한 것으로 판단되며 호르몬과 성장인자, 

부착물질, 사이토카인 등에 의한 신호전달체계가 관여하고 있다는 연구결과 (Jacks et 

al. 2003)와 일치하고 있다. 따라서 암세포의 연구에 생체 내의 환경과 유사한 환경에

서의 연구가 필수적이며, in vitro 환경보다는 in vivo 환경에서의 연구가 중요함을 의

미한다.  
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V. 결론 

 

본 연구에서는 대표적인 자궁경부암 세포주인 HeLa 세포주를 이용하여 nude 

mouse의 피하조직에 자궁경부암 조직을 형성한 GFP-HeLa xenograft 모델을 만들

어 세포 배양 방법에 따른 암세포의 항암제 감수성을 확인하였다. 실험결과는 

Hoffman등이 발표한 ‘The clinical benefit of the histoculture drug response assay’

에서 제시한 3차원적 세포배양에 의한 항암제 감수성 검사와 유사한 결과를 보여 주

었으며, 사용된 암세포는 주변 환경에 따른 생물학적 차이가 확인되었는데, 암의 연구

와 치료적인 측면에서 동물모델이 또 하나의 중요한 도구가 될 수 있을 것으로 사료

된다. 향 후 확립된 동물모델에 이식한 암조직과 암 조직 제공자 암조직과의 병리 및 

분자 유전학 등 생물학적 특성을 비교 분석하여 실제 암환자 치료 시 항암제 투여 전 

환자의 항암제 감수성에 관한 예후를 간접적으로 예측하여 치료의 효과를 높일 수 있

는 길이 되리라고 기대되며, 향 후 다양한 암 모델과 많은 환자군을 대상으로 임상실

험을 진행한다면 보다 유의성 있는 임상적 결과를 토대로 환자치료의 좋은 대안적 방

법으로 제시 될 수 있으며, 항암제 효과에 관한 예비 검사를 통해 최적화된 약제를 

투여함으로써 부작용을 최소화하여 환자의 삶의 질 개선에도 기여하는데 임상적 의미

와 가치가 있으리라 사료된다. 그러나 동물모델 제작에 소요되는 시간적 고려와 환자

와 동물모델의 암 조직간 유전학 및 병리학적 측면에서 동일성을 평가하는 연구는 추 

후 연구를 통해 진행되어야 할 것으로 생각된다. 
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Abstract 

 

 Production and Characteristic Analysis of Cervical Cancer 

Xenograft Animal Model for Anticancer Drug Activity 

 

Hyun-Il Choi 

Dept. of Medicine 

The Graduate School 

Yonsei University 

 

Cervical cancer is a cancer arising from the uterine cervix. Estimated deaths 

from cervical cancer in 2012 are 266,000 worldwide. Considering  both proper 

treatment and patient quality of life, the histoculture drug response assay (HDRA) 

would be clinically essential to patients. In this study, we evaluated the efficacy of 

xenografted animal model of the HDRA in human cervical cancer. We have 

investigated the correlation between in vitro chemosensitivity, as determined by 

the HDRA and cervical cancer xenografted animal model. The results propose that 

the HDRA is capable of predicting the response to anti-cancer chemotherapy in 

patients with cervical cancer. Therefore, it seems that HDRA can assess the 
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sensitivity to anticancer drugs in conditions similar to those in vivo conditions. 

Prediction to chemotherapy would be beneficial for cervical cancer patients 

through offering better outcomes as well as reducing adverse events, thereby 

allowing for customized chemotherapy. Collectively, our study shows that HDRA 

could provide useful information and prediction for designing individual 

chemotherapy strategies in patients with cervical cancer patients. 
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