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국문요약 

간암 세포 주에서 암 줄기세포 특성을 위한  

최적의 구체 형성 배양 조건 

 

<지도교수 김 경 식> 

연세대학교 대학원 나노과학기술협동과정 

 

민 선 옥 

 

전이와 재발이 높은 간암에서 암 줄기세포를 얻기 위하여 배양 시 환경은 매

우 중요하다. 구성 형성 배양은 암 줄기세포가 세포배양 접시에 부착하지 않

고도 잘 자란다는 줄기세포적 특징을 이용한 방법으로서 많이 사용되고 있다. 

본 실험에서는 간암 세포 주를 이용하여 세가지 종류의 배양액에서 구체 형성 

배양의 효율을 비교 하였다. 

간암 세포 주 Huh7, HepG2를 이용하여 각각 다른 배양액에 구성 형성 배양을 

하였다. 각 군의 구체 형성 세포의 줄기세포적 특징을 분석하기 위하여 세포 

증식률을 비교 하였으며, 역전위 중합 효소 연쇄 반응으로 줄기세포성 유전자 



2 

 

Oct4, Nanog, Sox2와 간암줄기세포에서 많이 발현된다는 EpCAM 간암의 전이와 

증식에 관련 된 Connexin32, Connexin43의 발현을 확인하였다. 또한 면역세포

염색법으로 암 줄기세포에서 많이 발현되는 표지자들 CD90, CD133, E-

cadherin, β-catenin, 을 확인하였다. 발현되는 세포의 측정을 위하여 흐름

세포 측정법을 사용하여 줄기세포 표지자들 Oct4, Nanog, Sox2와 CD133, 

Connexin32의 발현을 확인하였다. 

구체 형성 배양 초기에는 control 배양액의 세포의 증식률이 DMEM(+)FBS, 

DMEM(-)FBS 배양액의 세포와 비교했을 때 높은 것을 알 수 있었다. 하지만 15

일 이후부터 DMEM(+)FBS 배양액의 세포의 증식률이 높았으며 control 배양액

의 세포는 줄어드는 것을 관찰 할 수 있었다. DMEM(-)FBS 배양액의 세포는 구

체 형성을 하지 못하였으며 세포가 사멸 된 것을 볼 수 있었다. control, 

DMEM(+)FBS 군의 세포들은 유전자의 발현과 표지자의 발현이 유사하게 발현되

는 것을 알 수 있었다. 

위의 결과들로 보아 control, DMEM(+)FBS 배양액의 구체 형성 세포들은 유사

한 특징을 갖고 있었으며, 성장인자를 넣어주지 않고 혈청이 포함된 배양액에

서도 구체 형성을 하며, 증식이 가능하고 암 줄기세포의 특징을 갖고 있는 것

을 확인할 수 있었다. 본 연구는 구체 형성 배양 시 성장인자의 첨가 없이 암 

줄기세포의 구성 형성 배양이 가능하다면 더 간단한 방법으로 암 줄기세포의 
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배양이 가능할 것이며 비용적인 면에서 절감할 수 있을 것이라고 생각한다. 

------------------------------------------------------------------------------------------------------------ 

핵심 되는 말: 암 줄기세포, 간암세포 주, 줄기세포성, 구체 형성 배양, 배양

액, 성장인자. 
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간암 세포 주에서 암 줄기세포 특성을 유지하기 위한  

최적의 구체 형성 배양 조건 

 

민 선 옥 

연세대학교 대학원 나노과학기술협동과정 

<지도교수 김 경 식> 

 

1 서 론 

1. 암 줄기세포(Cancer stem cells) 

암 줄기세포(Cancer stem cells, CSCs) 이론에 따르면, 악성종양은 암 줄기세

포에 의해 형성(formation), 진행(progression) 되어, 항암제에 대한 내성 획

득과 암의 재발에 중요한 역할을 한다고 알려져 있다.1 암 줄기세포는 암 조

직에 약 1~2% 정도로 굉장히 적은 부분이지만, 특이하게 항암제, 방사선 치료

에 대한 내성이 있어서 죽지 않고 잠재되어 있다가 다시 암세포로 분화되어 

다른 곳으로의 전이를 일으키며 무한증식이 가능하다. 줄기세포에서 암이 생

성될 것이라는 가능성은 1875년 cohnheim에 의해서 이미 제안되었지만2 다시 

가능성을 제시 하면서 연구가 되어 지식이 축적됨에 따라 더욱 체계화 되었

다.3 특히 고형 암에서는 유방암에서 최초로 암 줄기세포가 입증되면서 점차 
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다른 암 종으로 연구가 확대되었다. 4  

 

2. 간세포성 간암(Hepatocellular carcinoma) 

간세포성 간암(Hepatocellular carcinoma, HCC)은 세계에서 다섯 번째로 흔한 

암이며, 암에 의한 사망률 3위를 차지하는 악성 종양이다.5 Barcelona Clinic 

Liver Cancer(BCLC) staging system에서 조사 한 바에 따르면, 간세포성 간암

은 간 절제 간이식 방사선 치료 등의 치료법이 있지만 치료율이 낮으며 이러

한 치료법도 초기 간세포 암에 제한적이다. 많은 간암세포 환자들은 암이 어

느 정도 진행 된 경우가 많기 때문에6 높은 재발율을 줄이기 위한 노력으로 

간암에서 암 줄기세포의 연관성에 대해 많은 연구자들이 연구를 진행하고 있

으나 정확한 표지자와 분리 방법에 대해서는 논란의 여지가 있는 실정이다. 

암 재발에 중요한 역할을 한다고 알려져 있는 암 줄기세포를 겨냥한 약물 치

료 등의 표적 치료를 시행한다면 보다 효율적인 암 치료가 될 것이며 이러한 

이유 때문에 간암세포 주를 이용하여 암 줄기세포의 특성을 확인하는 시도가 

계속되고 있다.7  

3. 구체 형성 배양(Sphere-forming culture) 

실제 환자에게서 얻은 암세포로부터 암 줄기세포를 효율적으로 체외배양 할 
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수 있는 방법이 확립되어야 하는데 그러기 위해서 효율적이고 적절한 배양환

경이 필요하다.  

구체 형성 배양법(Sphere-forming culture)은 암 줄기세포를 배양하는 방법으

로서 Reynold and Weiss 등이 최초로 인간의 뇌에서 얻은 줄기세포를 분리할 

때 시도한 이래로 널리 적용되고 있다.8 세포는 세포 외 기질(Extracellular 

matrix, ECM)에 부착되어 세포 외 기질을 통해 세포의 성장, 증식, 분화에 영

향을 받는다. 세포가 세포 외 기질에 부착되지 못하고 부유상태로 자라게 되

면 아노이키스(anoikis)를 통해 세포가 죽게 된다.3,9 하지만 줄기세포의 성질

을 갖는 세포들은 세포 외 기질의 영향을 받지 않고도 세포간의 부착을 통해 

상호작용만으로 세포가 증식하며 자라게 된다. 이러한 특징을 이용하여 앞에

서 언급한 바와 같이 최초로 인간의 뇌에서 얻은 줄기세포에 유리부유구체

(free floating sphere) 배양을 시도하였으며 이것을 신경구체(neurosphere) 

라고 불렀다.8 암 줄기세포 역시 암세포로 분화가 된다는 점과 줄기세포에서 

발현되는 CD133, CD44, CD90등 표지자(surface marker)들이 암 줄기세포에서

도 발현이 된다는 점 때문에 줄기세포와 그 특징이 유사할 것이라고 생각되었

다. 그래서 구체 형성(sphere-forming) 조건에서 자라나는 세포는 암 줄기세

포의 특징을 갖고 있을 것이며, 생존력이 굉장히 강한 세포일 것이라는 이론

적 근거로 유방암, 난소 암 등의 악성 고형 암에서도 암 줄기세포의 구체 형

성 배양법(sphere-forming culture) 방법이 사용되어 왔다.4 실제로 부착된 
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상태에서 단층(monolayer) 형태로 자란 암세포 보다 구체 형성(sphere-

forming)으로 자란 암세포의 생존율이 더 높았으며, 줄기세포에서 나타나는 

Oct4, ov6, CD133등의 여러 가지 표지자들이 더 잘 발현되었고, 더 적은 수의 

구체 형성 배양(sphere-forming culture)법으로 얻은 세포를 마우스에 이식 

하였을 때 같은 수의 단층 배양 세포(monolayer cells)보다 암 형성이 더 잘 

되었다.10 

구체 형성 배양(Sphere-forming culture)에 있어서 가장 중요한 환경 중 하나

는 배양액(culture media)이다. 단층 배양(monolayer culture)에서 사용하는 

배양액과 구체 형성 배양(sphere-forming culture)에서 사용하는 배양액은 서

로 다르다. 구체 형성 배양(sphere-forming culture)은 혈청이 없는 배양액

(serum-free media)을 기본으로 상피세포 성장인자(epidermal growth factor, 

EGF), 섬유아세포 성장인자 (basic fibroblast growth factor, bFGF), b27 첨

가제(b27 supplement)의 여러 가지 성장인자를 첨가한다. 첨가되는 성장인자

들의 농도는 세포 종류에 따라 조금씩 다르며, 각각의 성장인자가 세포에 미

치는 영향 또한 다르다. 상피세포 성장인자(EGF)에 의한 신호전달(signaling)

은 상피세포성장인자 수용체(EGF receptor)을 통하여 활성화(activation) 되

며, 신경교종 줄기세포에서 줄기세포성(stemness)을 유지하는데 중요한 역할

을 한다고 알려져 있다.11 섬유아세포배양인자(FGF)는 신경교종 줄기세포에서 

종양 구체 (tumor sphere)의 형성과 면집단(side population)의 증가에 중요
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한 역할을 한다고 알려져 있다.12 B27 역시 종양 구체(tumor sphere) 형성과 

계대 배양 시 구체 형성 세포(sphere-forming cells)의 성격을 유지시켜 주는 

역할을 한다고 한다.13 

하지만 성장인자의 첨가 없이도 암 줄기세포의 구체 형성(sphere-forming) 성

장이 가능한 암세포도 있다. 아교모세포종(glioblastoma) 줄기세포(stem 

cells)의 경우에는 외부 성장인자를 넣어 주지 않아도 자가분비인자

(autocrine factors)만으로도 증식되고 성장된다고 알려져 있다.14 

4. 연구목적(Purpose) 

본 연구자 역시 성장인자를 넣지 않고도 혈청(serum)만을 첨가한 배양액

(media)에서 간암세포주의 구체 형성(sphere forming)이 가능한 것을 관찰 할 

수 있었으며 이것을 간암세포 주에 적용하여 성장인자를 넣은 배양액에서 구

체 형성 세포(sphere-forming cells)와 성장인자를 넣지 않고 혈청(serum)만

을 첨가한 배양액에서의 구체 형성 세포(sphere-forming cells) 간의 암 줄기

세포(CSCs)로서의 성상을 비교해 보았으며 암 줄기세포로서 특징을 유지하면

서 최적의 구성형성을 하는 배양 조건을 설정하고자 하였다.  
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Ⅱ. 재료 및 방법 

1. 세포배양(Cell culture) 

가. 단층배양(monolayer culture) 

간암 세포주인 Huh7, HepG2 세포 주(cell line)를 일반 배양 접시(culture 

plate)에 1x104cells/cm2 밀도로 10% 소 태아혈청(fetal bovine serum)과 1X 

antibiotic-antimycotics가 첨가된 DMEM-High glucose (GibcoBRL, Grand 

Island, NY, USA) 배양액에 분주하고 37℃, 5% CO2 조건에서 단층 배양 하였

다. 

 

나. 구체형성배양(Sphere-forming culture) 

    융합(confluence) 정도가 80% 가 되면 1x trypsin-EDTA를 사용하여 세포를 뗀 

후 24-well ultra-low attachment plate (Corning, USA)에 1x104cells/ml의 

밀도로 임의로 명명한 세 종류의 배양액 

Control(1X supplement b27, 20ng/ml Epidermal growth factor(EGF), basic 

fibroblast growth factor(bFGF, Invitrogen, CA)의 성장인자들이 첨가 된 

DMEM/F12, 1X Antiniotic-Antimycotic (GibcoBRL, Grand Island, NY, USA)), 

DMEM(+)FBS(10% 소 태아혈청(FBS)이 첨가 된 DMEM-High glucose, 1X 

Antiniotic-Antimycotic(GibcoBRL, Grand Island, NY, USA)), DMEM(-)FBS(소 

태아혈청(FBS)이 첨가 되지 않은 DMEM-High glucose, 1X Antiniotic-
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Antimycotic(GibcoBRL, Grand Island, NY, USA)) 에서 구체 형성 배양하였다. 

 

2. 세포 형태 관찰(Cell morphology) 

구체 형성 배양(sphere-forming culture)후 배양액 군을 각 각   3, 7, 15, 

20일 후 도립 현미경(inverted microscope)으로 세포의 형태를 관찰하였다. 

 

3. 세포 증식 검사(cell proliferation assay)  

구체 형성 배양(sphere-forming culture) 후 각 배양액 별로 3, 7, 15, 20일 

째 증식 속도를 Cell counting kit-8 (Dojindo Laboratories, Kumamoto, 

Japan)을 이용하여 흡광도 450nm에서 효소결합 면역흡착 측정법 (Enzyme-

Linked ImmunoSorbent Assay, ELISA) 판독기(reader)로 측정하였다. 

 

4. 역전위 중합 효소 연쇄 반응(Reverse transcription polymerase chain 

reaction) 

구체 형성 배양(sphere-forming culture) 후 각 배양액 별로 3, 7, 15, 20일 

째 세포를 회수하여 트리졸(trizol(Invitrogen, CA)) 방법을 이용하여 추출한 

리보핵산(ribonucleic acid, RNA) 2μg를 통해 역전위 중합 효소 연쇄반응
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(RT-PCR)을 하여 얻은 cDNA를 PCR을 한 후 1.6% 우무겔 전기이동(agarosegel 

electrophoresis)를 사용하여 유전자발현의 유무를 확인하였다. 역전사 중합 

효소 연쇄 반응(RT-PCR) primer sequence 는 표 1과 같다. 

 

Table 1. Primer list for RT-PCR  

 

5. 면역세포염색(Immunocytochemistry) 

구체 형성 배양 후 각 배양액 별로 7, 15, 20일째 세포를 회수하였다. 회수 

된 구체 형성 세포들을 PBS 수세 후 바로 10% 포름알데히드 용액

(formaldehyde solution)에 30분 간 고정 하고, 세포원심분리법(cytospin) 한 

다음 같은 방법으로 고정하였다. 각각의 세포들은 CD133(abcam, 

messachusetts, USA) CD90, E-cadherin, β-catenin등의 일차항체(primary 
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antibody (Santa cruz, Texas, USA))를 붙이고 24시간 후 (Anti- rabbit IgG 

HRL-F(ab)2-PE, Anti-goat IgG - FITC (Santa cruz, Texas, USA)등의 이차항

체(secondary antibody)를 붙인다. 면역염색 된 세포들을 형광 현미경을 통하

여 관찰하였다.(OLYMPUS, Tokyo, Japan) 

 

6. 흐름세포 측정법(Flow cytometry) 

1x Trypsin-EDTA를 사용하여 구체 형성 세포(sphere-forming cells)를 단일세

포(single cells)로 분리하여 원심 분리하여 세포를 침전 시킨 후 완충액

(buffer: 0.5% BSA and 2mM EDTA in PBS)으로 수세한다. 줄기세포성

(Stemness) 표지자 Oct4, Nanog, Sox2를 BD Human pluripotent stem cell 

transcription factor analysis kit (BD bioscience, California, USA)를 사

용하여 흐름 세포 측정법으로 측정한다. 

암 줄기세포 표지자 CD133 발현 세포를 측정하기 위하여 위의 방법으로 세포 

분리 분리 후 PE-conjugated antihuman CD133/2 monoclonal antibody (mAb) 

(Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany)를 첨가한 후 1시간 동안 실

온 방치 후 완충액(buffer)을 이용하여 수세 후 흐름세포 측정법(flow 

cytometry)으로 측정한다. 위와 동일한 방법으로 세포 침전물(pellet)을 획득 

한 후, 일차항체(primary antibody) connexin32 (abcam, Massachusetts, USA) 
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를 4℃에서 1시간 방치 후 이차항체(secondary antibody)로 donkey anti goat 

IgG-FITC(Santa Cruz, Texas, USA) 1시간 실온 방치 후 흐름 세포 측정법

(flow cytometry)으로 측정한다. 

 

7. 분석 방법(Statistical Analysis) 

세포 증식과 image j를 통한 수치 분석은 Graphpad prism 5(GraphPad 

Software, Inc., USA) 통계패키지가 이용되었다.  
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Ⅲ. 결과 

1. 간암 세포 주 구체 형성(sphere-forming culture of liver cancer cell 

line) 

세 가지 타입의 배양액(media) control, DMEM(+)FBS, DMEM(-)FBS 를 사용하여 

구체 형성(sphere-forming)을 유도하였다. Huh7, HepG2 세포 주에서 Control, 

DMEM(+)FBS 의 구체 (sphere)의 크기는 비슷하였다. 구체 형성 세포(sphere-

forming cells)는 서로 붙는 성질이 강하기 때문에 서로 부착되기 

시작하였으며 15일 후부터 control 의 구체(sphere)들은 형태가 변하기 

시작하였다. 반면에 DMEM(+)FBS 의 구체 형성 세포(sphere-forming cells)는 

크기의 증가와 함께 형태가 유지되는 것을 관찰 할 수 있었다. 두 세포 주 

모두 DMEM(-)FBS 세포는 구체 형성(sphere-forming)이 되지 않았다. (Fig 1.) 
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Fig 1. Hepatocellular carcinoma cells formed the anchorage-independent, self-

renewing spheres at 3, 7, 15 and 20 days on sphere forming cultivation. 

Hepatocellular carcinoma cell lines, including (A) Huh7 and (B) HepG2, could form the 

spheres in control and DMEM(+)FBS medium. Scale bar: 100 µm 
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2. 구체 형성 간암 세포 주 증식 비교 분석(Self-renewal capacity of 

sphere-forming cells) 

자가증식 비교를 위하여 증식률 비교를 하였다. Huh7과 HepG2 구체 형성 

세포는 DMEM(+)FBS 배양액에서 7일까지 눈에 띄는 증가는 볼 수 없었으며 

control 배양액 세포의 증식속도가 증가하였다. 배양 15일 후 control 배양액 

세포의 증식속도는 줄어들었으며, Huh7과 HepG2 구체 형성 세포는 DMEM(+)FBS 

배양액 세포의 증식속도가 증가하였고 control 배양액에서는 감소하였다. 

20일에는 DMEM(+)FBS 배양액의 세포 증식률이 높은 것을 알 수 있었다. 

DMEM(-)FBS 배양액의 세포는 구체 형성(sphere-forming)이 일어나지 않았으며, 

세포증식이 되지 않았다. (Fig 2.) 
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Fig 2. Proliferation analysis of sphere-forming cells  

Cells proliferation rate were performed at day 3, 7, 15 and 20. (A) The Huh7 sphere-

forming cells showed a cell proliferation. Cells in DMEM(+)FBS media were increased 

on 3 to 20 days. However, cells in control media were decreased from 7 days. Cells in 

DMEM(-)FBS media did not increased. (B) The HepG2 sphere-forming cells showed a 

cell proliferation. Cells in DMEM(+)FBS media were increased for 15 days and in 

control media decreased from 7days. 
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3. 구체 형성 간암 세포주의 암 줄기세포 유전자 발현(Expression of cancer 

stem cell markers in sphere-forming cells) 

줄기세포 유전자(stemness genes) 와 암 줄기세포(CSC)의 유전자(gene) 

발현을 역전위 중합 효소 연쇄반응(RT-PCR)을 시행하여 확인하고 image j 

(National Institutes of Health, Maryland, USA) 프로그램을 통해서 발현을 

수치화 하여 비교하였다. 줄기세포 유전자들의 발현은 배양 초기에는 Huh7, 

HepG2 모두 control 배양액의 구체 형성 세포에서 높았으나 Huh7 세포 주는 

15일부터 눈에 띄는 차이를 보이지 않았으며 배양기간이 길어지면서 

증가하였다. HepG2는 7일부터 비슷한 발현 양을 보였다. 암 줄기세포에서 

발현하는 대표적인 유전자(gene)로 알려져 있는 상피세포 

부착분자(Epithelial cell adhesion molecule, EpCAM)의 발현량은 Huh7, 

HepG2 모두 두 군이 비슷한 것을 볼 수 있었고 눈에 띄는 확연한 차이는 

보이지 않았다. 간암에서 증식과 성장, 전이에 관여하는 Connexin32(Cx32), 

Connexin43(Cx43) 모두 큰 차이를 보이지 않았다. (Fig 3.) 
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Fig 3. Expression of stemness genes and cancer stem cell genes in sphere-forming 

cells. RT-PCR analysis with stemness (Oct4, Nanog, Sox2), cancer stem cell genes 

(EpCAM, Cx32, Cx43) in (A) Huh7 sphere-forming cells and (B) HepG2 sphere-forming 

cells. Expression of gene levels were measured by image j 



20 

 

4. 구체 형성 간암 세포 주에서 암 줄기세포 표면 단백질의 발현(Expression 

of Cancer stem cell surface markers in sphere-forming cells) 

암 줄기세포 표면 표지자로서 사용되는 CD90, CD133은 Huh7, HepG2 모두 발현 

되었다. 세포간 결합과 증식에 관여하는 E-cadherin은 7일에 DMEM(+)FBS 배양

액 세포에서는 거의 발현 되지 않았지만 15, 20일에는 두 군에서 모두 발현 

되었다. 암 줄기세포의 증식을 알 수 있는 베타 카테닌(β-catenin)은 Huh7 

세포 주에서 7, 15일에는 모두 발현 되었으나 20일에는 DMEM(+)FBS 배양액의 

세포가 상대적으로 더 발현 되는 것을 볼 수 있었다. HepG2 세포 주 역시 표

지자 모두 발현 되는 것을 관찰 할 수 있었다. 두 세포주의 구체 형성 세포는 

암 줄기세포의 특징을 모두 갖고 있으며, 성장인자의 유무는 큰 영향을 끼치

지 않는 것으로 사료 되었다.(Fig 4.)   
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Fig 4. Immunofluorescence staining showed that Cancer stem cells markers were 

highly expressed in sphere forming cells. (A) Huh7 sphere-forming cells and (B) 

HepG2 sphere-forming cells expressed the CSC markers, as observed under fluorescence 

microscope. Sphere-forming cells showed they were positive for cancer stem cells 

markers of CD90(red), CD133(red), E-cadherin(red), beta-catenin(green). (C) Negative 

control staining of Huh7 and HepG2 sphere-forming cells.  Scale bar: 100µm 
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5. 구체 형성 간암 세포 주에서 발현하는 암 줄기세포 표지자 발현 

(Expression of cancer stem cell markers in hepatocellular carcinoma cell 

line) 

줄기세포성(stemness) 표지자(markers)로서 Oct4, Nanog, Sox2의 발현을 확인

하였다. Huh7 세포 주에서 7일째 control배양액 세포에서 Oct4+ 0.09%, Nanog 

+ 19.14%, Sox2+ 48.02% 이며, DMEM(+)FBS 배양액 세포에서 Oct4+ 세포는 

12.04%, Nanog+ 11.04%, Sox2+ 31.65% 로서 두 배양액의 구체형성 세포에서 

각 표지자들의 비율은 유사하게 보였다. 15일 후 control 배양액에서 Oct4+ 

10.04%, Nanog+ 72.84%, Sox2+ 49.44% 였으며, DMEM(+)FBS 배양액의 세포에서

는 Oct4+ 40.66%, Nanog+ 59.89%, Sox2+ 42.24% 였다. 20일 후 control 배양

액에서는 Oct4+ 71.83%, Nanog+ 72.08%, Sox2+ 51.13% 의 비율을 보였으며, 

DMEM(+)FBS 배양액 군에서는 Oct4+ 57.14%, Nanog+ 80.48%, Sox2+ 55.51%로서 

배양기간이 길어질수록 각 표지자를 발현하는 세포의 비율이 증가 되는 것을 

확인할 수 있었다. HepG2 세포 주에서는 7일째 control 배양액 세포에서 

Oct4+ 0.66%, Nanog+ 40.1%, Sox2+ 12.93% 이며, DMEM(+)FBS 배양액 세포에서 

Oct4+ 세포는 4.44%, Nanog+ 14.74%, Sox2+ 5.25% 의 발현세포 비율을 확인할 

수 있었으며, 15일 후 control 배양액에서 Oct4+ 25.79%, Nanog+ 42.61%, 

Sox2+ 17.85% 였으며, DMEM(+)FBS 배양액의 세포에서는 Oct4+ 14.50%, Nanog+ 

27.40%, Sox2+ 6.56% 였다. 20일 후 control 배양액에서는 Oct4+ 8.39%, 
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Nanog+ 55.14%, Sox2+ 63.58% 의 비율을 보였으며, DMEM(+)FBS 배양액 군에서

는 Oct4+ 4.72%, Nanog+ 49.03%, Sox2+ 65.02%로서 각 세포 주에서 control, 

DMEM(+)FBS 배양액의 구체 형성 세포에서 발현되는 표지자의 양상은 유사 했

으며, 배양 기간이 길어질 수록 각 표지자를 발현하는 세포의 비율은 증가하

였다. Huh7과 HepG2 세포 주에서 발현되는 표지자의 양상은 서로 다른 것을 

알 수 있었다. (Fig 5.) 
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Fig 5. Expression of stemness markers in sphere- forming cells. Flow cytometry 

assays for pluripotency markers. Oct4, Nanog, Sox2 were increased similar to the number 

of sphere-forming cells in both media. (A) Huh7 sphere-forming cells (B) HepG2 sphere-

forming cells  
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Connexin32(Cx32)의 발현량을 흐름세포 측정법(Flow cytometry)을 통해서 확

인하였다.  Huh7 세포 주는 control, DMEM(+)FBS 군 세포 모두 큰 차이는 없

었으며, 두 그룹 모두 시간이 지날수록 Cx32가 발현되는 세포가 적어지는 것

을 알 수 있었다. HepG2 세포주의 경우 control 배양액에서는 배양기간이 길

어지면서 발현되는 세포의 양이 증가되기는 하였으나 5% 이내였다. 하지만 

DMEM(+)FBS 배양액 세포에서 7일째 40%이내 발현하였고, 15일째 감소하였고 

20일째 다소 증가하였다. 두 배양액의 발현 양상은 유사한 것을 알 수 있었다. 

암 줄기세포의 대표적 표지자로서 CD133을 흐름세포 측정법(Flow cytometry)

를 통하여 발현량을 측정하였다. Huh7 세포 주는 구체 형성(Sphere-forming) 

배양 7일째와 15일째 측정한 결과 큰 차이 없는 것을 알 수 있었으며, 20일째 

두 그룹 모두 CD133을 발현하는 세포의 양이 감소하였다.(Fig 6.)  

두 배양액의 구체 형성 세포에서 표지자의 발현 차이가 없는 것으로 보였다. 
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Fig 6. Expression of cancer stem cells markers in sphere- forming cells. (A) Huh7 

sphere-forming cells were positive for CD133, Connexin32. (B) HepG2 sphere-forming 

cells were positive for CD133 and Connexin32 
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Ⅳ. 논의 

세포 배양 시 세포 배양 접시(cell culture plate)에 부착되지 않고 부유 상

태로 배양되는 구체 형성 배양법(sphere-forming culture)은 신경, 전립선

(prostate), 유방(mammary) 등의 성체줄기세포(adult stem cell)에서 사용되

어 왔다.15,16 이러한 고형 암 조직의 암 줄기세포의 구체 형성 배양 시 사용

되는 배양액은 혈청(serum)을 첨가하지 않고 성장인자 (Epidermal growth 

factor(EGF), basic fibroblast growth factor(bFGF))를 첨가하여 증식 시킨

다고 알려져 있다.4,10 하지만 유방암세포주인 MCF7과 폐암세포주인 A549에서

는 이러한 성장인자가 포함되지 않은 배양액에서 상피성장인자(EGF)의 자가분

비(autocrine)가 오히려 증가되며 그에 따른 상피성장인자 수용체(EGFR)가 활

성화 되어 암 줄기세포의 구체 형성이 촉진되고 증가된다고 한다. 하지만 기

본 섬유아세포 성장인자(basic fibroblast growth factor, bFGF)의 분비는 억

제되었을 때 구체 형성(sphere formation)이 증가 되었으며 반대로 이것이 증

가 되었을 때에는 암 줄기세포의 구체 형성을 억제시킨다고 한다.4  

본 실험에서는 배양액에 성장인자를 첨가하지 않고 혈청만 첨가하여 구체 형

성을 비교하였다. 성장인자의 유무와 관계 없이 구체 형성이 모두 잘 되었으

며, 암 줄기세포 특징도 눈에 띄는 차이를 보이지 않았다. 성장인자(growth 

factors)와 혈청(serum) 모두 첨가 되지 않은 DMEM(-)FBS 배양액의 세포는 구
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체 형성(sphere-forming)이 되지 않았으며 증식하지 못하고 대부분 사멸되는 

것을 관찰 할 수 있었다. 그래서 이후 실험에서는 DMEM(-)FBS 배양액의 세포

는 제외하였다.  

구체 형성(sphere-forming)은 세포간의 활성에 의해 자가증식(self-renewal)

을 하면서 구체(sphere) 형태로 증식하기 때문에 두 배양액의 세포 증식률 비

교 실험을 진행 하였고 배양 후 7일까지 control 배양액의 세포들의 증식률이 

증가했으며 이것은 성장인자의 영향으로 세포가 급격하게 증식하는 것 같다. 

15일 후 두 배양액 군의 눈에 띄는 차이는 없었으며 초반에 성장인자가 증식

률에 영향을 끼치지만 배양 기간이 길어지면 큰 영향을 끼치지 않는 것 같다. 

두 군 모두 배양기간이 길어지면서 증식률이 감소하였다. 암 줄기세포는 앞서 

언급한 바와 같이 암세포로 분화 할 수 있으며 자가증식이 가능하다는 점에서 

줄기세포와 비슷한 특징을 갖고 있기 때문에 다능성 줄기세포에서 발현하는 

주요 전사인자인 Oct4, Nanog, Sox2의 발현을 비교하였다. Huh7 구체 형성 세

포에서 DMEM(+)FBS 배양액의 세포와 비교했을 때 약하게 발현하였으나 15일 

이후부터 DMEM(+)FBS, control 배양액의 세포들 모두 발현 되었고 큰 차이가 

없었다. HepG2 구체 형성 세포는 DMEM(+)FBS 배양액에서 3일째 Oct4가 약하게 

발현 하였으나 7일 이후부터 DMEM(+)FBS, control 배양액에서 모두 발현하였

다. 결과로 도출 할 수 있는 것은 증식률과 마찬가지로 성장인자 첨가의 유무

는 배양 기간이 길어지면 세포의 줄기세포성(stemness)에 큰 영향을 끼치지 
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않는 것 같다. 표지자 단백질의 발현을 비교 시 Huh7 세포 주는 배양 초기에

는 거의 발현되지 않았으나 배양 기간이 지날수록 표지자의 발현이 증가하였

다. 두 군 모두 발현하는 세포의 양상이 비슷한 것으로 보아 두 배양액의 큰 

차이는 없는 것으로 보였다. HepG2 세포 주 에서는 7일과 15일 Nanog 발현 세

포의 비율이 높았으며 20일째에는 Sox2 발현 세포의 비율이 증가하였다. 이것

은 배양 후 15일까지 증식률이 증가 했으나 그 이후 감소했던 결과를 뒷받침 

해 줄 수 있는데 Nanog 의 발현량이 증가되는 세포에서 암 줄기세포의 증식률

이 증가하기 때문이다. 세포주간의 차이는 있었으나 배양액 그룹간의 차이는 

없었다. 줄기세포 표지자간의 상호작용과 신호체계에 대한 연구가 필요 할 것

으로 생각한다. 암에서의 암 줄기세포의 대표적인 표지자인 CD133 발현 역시 

이 세포들이 암 줄기세포로서의 특징을 가지고 있음을 설명해 주고 있다. 

간세포 암(HCC)의 악성(premalignant)의 예후 인자이며 초기간세포 암(early 

HCC)의 생물학적 지표(biomarker)로서 사용되고 암개시세포(tumor-initiating 

cells) 또는 줄기세포의 특성을 갖고 있는 간암세포에서 확인되는 상피세포 

부착분자(Epithelial cell adhesion molecule, EpCAM)은17 두 그룹 모두 강하

게 발현하는 것으로 보아 암 줄기세포로서의 특징을 갖고 있다는 것을 의미한

다. 유전자 발현과 함께 암 줄기세포의 표면인자로 확인되는 표지자(marker)

들을 확인할 필요가 있었다. E-cadherin은 암, 식도암에서 종양세포의 악성 

분화도와 침윤, 전이와 관련 있다고 보고되었다.18-20 E-cadherin의 발현 감소
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는 actin cytoskeleton과의 연결을 매개하는 β-catenin의 발현도 감소시키며 

β-catenin 자체의 이상에 의해서도 세포막의 β-catenin의 발현이 감소하게 

된다. 이러한 E-cadherin, β-catenin의 감소가 종양의 침윤과 전이와 상관관

계가 있다고 알려져 있다. 21 본 연구의 결과 HepG2는 구체 형성 세포 배양 

기간 동안 모두 발현이 되었고 Huh7의 경우 배양 7일에 DMEM(+)FBS 세포 군은 

E-cadherin은 거의 발현 되지 않았으나 β-catenin은 발현 되었다. 20일에는 

E-cadherin은 발현 되었으나 β-catenin은 약하게 발현하였다. 구체 형성 세

포의 생존률 결과와 비교했을 때 E-cadherin과 β-catenin의 상관관계는 구체 

형성 세포의 생존율과는 크게 연관이 없는 것으로 생각된다. β-catenin은 

Wnt/β-catenin signaling과도 관련이 있는데 이것은 간섬유아세포

(Hepatoblast)의 증식과 분화에 관여 한다고 알려져 있는 표지자로서 β-

catenin의 발현증가를 유도하게 되면 간섬유아세포암(hepatoblastoma), 간세

포 암(hepatocellular carcinoma)의 증식과 성장을 증가시킨다고 한다.22 실

험 결과 두 세포주의 control, DMEM(+)FBS 배양액 두 군 모두 발현 되었으며 

이것은 세포가 증식과 성장을 하고 있다고 볼 수 있다. 본 연구 에서는 세포

막에서의 발현만을 관찰하였으나 암 줄기세포의 전이 및 생존율의 관계성을 

밝히기 위해서는 핵 내 또는 세포질의 β-catenin 발현에 대한 연구를 같이 

시행 하는 것이 필요할 것으로 사료된다. 간을 포함한 뇌, 췌장 등 많은 암 

조직으로부터 암 줄기세포로 동정되는 중요한 표지자로서 많이 이용되고 있는 
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CD133이 발현되는 세포의 증가는 암의 전이성과 암 줄기세포의 팽창

(expansion), 자가증식(self-renewal)이 활성화 되었다는 것을 의미한다.23,24 

Huh7 세포주는 두 군 모두 Connexin32(Cx32) 유전자의 발현을 관찰 할 수 있

었고 Cx32를 발현하는 세포의 비율은 유사했으며 CD133을 발현하는 control, 

DMEM(+)FBS 배양액의 구체형성세포(sphere-forming cells)의 비율도 큰 차이

가 없었다. 하지만 HepG2 세포 주 에서 Cx32를 발현하는 세포의 비율이 상대

적으로 적은 세포 비율을 보였다. Cx32는 간에서 간극결합(gap junction)의 

주요 구성 단백질이라고 알려져 있으며25 악성 간암 세포 에서는 이러한 간극

결합(gap junction)이 정상 간 세포와 비교 했을 때 상대적으로 소실 되어 있

기 때문에 connexin family의 발현이 감소하거나 정상적으로 발현되지 않는다

고 한다. 그래서 Cx32는 마우스에서 간암 발생 동안 초기에 감소 된다는 보고

가 있다.26 HepG2 세포 주는 비 부착(anchorage-independent) 환경에서 악성 

간암 세포로 성장한다고 알려져 있기 때문에27 부유 상태에서 배양하는 본 연

구와 같은 환경에서 성장하는 것이므로 Huh7 구체 형성 세포와 비교하였을 때 

HepG2에서 발현되는 세포의 비율이 상대적으로 적은 것으로 생각된다. Huh7 

세포 주는 Cx32 발현 세포의 비율이 20일째 감소하였다. 두 세포 주 에서 모

두 CD133의 발현 세포 비율이 20일째 많이 감소하였다. 이것은 CD133 발현 세

포가 줄기세포의 특징인 분화성(differentiation)을 갖고 있으며 성장인자와 

혈청(serum)의 지속적인 첨가로 인하여 CD133 발현 세포들이 CD133이 발현되



33 

 

지 않는 세포로 분화되었다고 볼 수 있다. 실제로 간암세포 주에서 CD133, 

EpCAM 발현 세포들이 배양 기간이 길어지면서 CD133, EpCAM이 발현되지 않는 

세포로 분화 되었다는 논문이 발표된 바 있다.28 간암줄기세포에서 발현된다

는 CD90은 두 그룹 모두 발현 되었으며 암 발생을 일으키는 암 줄기세포의 특

징을 갖고 있다고 볼 수 있다. 앞의 결과들을 바탕으로 간암세포의 단층배양

에서 사용하는 혈청이 포함된 배양액에서도 암 줄기세포의 구체 형성 배양이 

가능하다는 것을 알 수 있었으며, 암 줄기세포의 특징을 갖고 있다는 것을 확

인할 수 있었다. 구체 형성(sphere-forming) 시 배양 초반에는 성장인자가 첨

가 된 배양액이 암 줄기세포 배양 시 효율적이라고 볼 수 있었다. 하지만 성

장인자의 첨가 유무는 장기적인 배양을 봤을 때 큰 차이가 없을 것으로 생각

한다. 외부의 성장인자 첨가 없이도 배양 기간이 길어짐에 따라 스스로 분비

되는 인자(factors)에 의하여 성장과 증식이 되는 것으로 생각된다. 이러한 

결과로 더 나아가 세포에 영향을 끼치는 자가분비인자(autocrine factors)의 

분석이 필요할 것이다. 

Ⅴ. 결론 

성장인자를 넣어주지 않은 것과 큰 차이가 없는 것으로 보아 성장인자를 넣지 

않고도 암 줄기세포의 구체 형성(sphere-forming) 배양을 할 수 있다면 환자

의 비용적인 부담이 적어질 것으로 생각된다. 암 줄기세포를 장기간 배양하게 
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되면 성장인자 또는 혈청에 의하여 세포의 특징을 변화시킬 수 있으므로 분화 

표지자 등의 발현 유무의 확인이 필요하다. 또한 암 줄기세포의 암세포의 분

화를 확인하기 위하여 구체 형성 배양세포(sphere-forming cells)를 동물 모

델로의 이식을 통하여 종양형성(tumorigenesis)의 확인 및 비교가 필요할 것

으로 사료된다. 그리고 세포 주에서 발현되는 표지자들의 발현양상이 다른 것

으로 보아 환자 개개인의 암 조직에서 분리 되는 암 줄기세포 역시 그 특징이 

다를 것으로 생각된다. 더 나아가 환자에게 적용하기 위해서는 세포 주 이외

에 환자에게서 얻은 암 줄기세포에서의 연구가 필요할 것으로 생각된다. 
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Cancer stem cells are one of the biggest causes of tumor metastasis and recurrence. 

Culture environments are very important to obtain the cancer stem cells in vitro. Sphere 

formation is a culture method for cancer stem cells. In this study, we validated to optimal 

culture condition for sphere formation of hepatocellular carcinoma cell line using three 

different types of culture media.  

Huh7 and HepG2 cells were plated in different culture media allowed for sphere 

formation. To confirm the stemness characteristics of sphere cells, the proliferation, and 

expression of stem cell markers of Huh7 sphere-forming cells were checked. And we 
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evaluated the gene expression of cancer stem cells by RT-PCR analysis with EpCAM, 

Connexin32 and Connexin43 primers and Immunocytochemistry assay with CD90, 

CD133, E-cadherin, β-catenin, antibodies on sphere-forming cells. Flow cytometry was 

provided to confirm stem cell markers and Connexin32, CD133. 

Huh7 and HepG2 sphere-forming Cells in control media showed higher level of cell 

proliferation than in DMEM(+)FBS or DMEM(-)FBS media cells on 7 days, while 

DMEM(+)FBS media cells exhibited higher level than others on post 20 days. 

Proliferation of DMEM(-)FBS media cells did not improve; consequently, it was 

impossible to obtain sufficient amount of cell for further analysis. DMEM(+)FBS and 

control media cells had similar tendency on expression of cell surface markers. In results 

of flow cytometry, there were no significant differences between two groups. 

In conclusion, results showed that sphere-forming cells in DMEM(+)FBS and control 

media had similar character. So, it is assumed that a growth factor-free medium is 

adaptable or efficient tool for in vitro cultivation of cancer stem cells, because the tool 

shall be reduced expense for experiments without the adding of growth factors.  
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