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서      론

  근육질환 중 뒤시엔느(Duchenne)형 근디스트로피는 점차

적인 근력약화를 일으키는 질환으로 성염색체에 의해 열성 

유전되며 X 염색체의 단완(Xp21)에 위치한 디스트로핀

(dystrophin) 유전자의 변이에 의해 출생 남아 3,500명 중 1

명의 빈도로 발생한다.
2,17,32,50) 뒤시엔느형 근디스트로피는 

대개 2∼3세에 근력약화에 의한 보행 장애 등의 임상증상

이 나타나기 시작하여 대부분 12세 이전에 보행능력을 상

실하게 되며, 평균 사망 연령이 20세인 치명적인 질환이다. 

현재까지는 근본 원인을 치료할 수 있는 방법이 확립되지 

않았으며 병의 진행과 합병증을 최소화하는 물리치료, 운

동치료 및 호흡 재활치료 등 재활의학적 치료에 그치고 있

다.
43)
 다행히 최근 정상적인 근육모세포(myoblast)를 환자의 

근육에 주입하면 정상 세포가 환자의 근육세포와 융합되어 

디스트로핀 단백질을 생성하도록 유도하는 근육모세포 이식

법이 개발되어 그 효과에 대한 연구가 보고되고 있다.
21,33,36) 

그러나 배양과정 중 비근육생성 세포(non-myogenic cell), 특

히 섬유모세포(fibroblast)의 과도한 성장이 큰 장애로 나타나

며 더구나 정상 성인의 근육조직에서 얻어진 근육모세포의 

배양은 태아 조직에서 유리된 세포와 비교하여 성장률이 현

저히 떨어지므로 이를 분리하고 배양하는 것이 쉽지 않

다.
1,46,47)

  분리된 근육모세포는 배양 과정 중 근관세포(myotube)로 

분화하지 않고 위성세포(satellite cell) 상태로 증식되어야 세

포이식에 이용할 수 있는데, 이러한 유지 방법 중 하나가 

성장인자(growth factor)를 첨가하여 세포의 분화와 성장을 

조절하는 것이다. 그러나 성장인자는 섬유모세포에도 같이 

영향을 줄 수 있어 근육모세포에만 작용되는 것이 중요한 

요소이다. 과거 근육모세포의 증식을 자극하는 것으로 알

려진 성장인자로는 interleukin 1과 6 (IL-1, IL-6), fibroblast 
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Objective: Recently, cultured myoblast transplantation has 
been extensively studied as a gene complementation ap-
proach in such genetic diseases as Duchenne muscular dys-
trophy (DMD). In the present work we investigated the sti-
mulating effects of the growth factors, such as basic fi-
broblast growth factor (bFGF), leukemia inhibitory factor 
(LIF) and interleukin-1 (IL-1), on growth rate and differen-
tiation of myoblast.
Method: Human myoblasts were cultured from biopsy and 
treated in vitro with various concentration of bFGF, LIF and 
IL-1. In serum-free defined medium the following observa-
tion were made to evaluate differentiation.
Results: bFGF and LIF except IL-1 were found to have

stimulating effect of myoblast proliferation comparing to 
control group (p＜0.05), yet there were no statistically sig-
nificant differences among each growth factors (p＞0.05). 
The most significant growth stimulation of myoblasts in cul-
ture was achieved by adding 3.0 ng/ml of bFGF, producing 
a stimulation effect up to 2.01-fold. All myoblasts treated 
with growth factors differentiated into myotube.
Conclusion: Our findings indicate that bFGF and LIF stim-
ulate the proliferation of myoblast, which may result in an 
effective way in producing large numbers of myoblasts for 
clinical myoblast transplantation in DMD patients. (J Kor-
ean Acad Rehab Med 2002; 26: 426-431)

ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
Key Words: Myoblast, Growth factor, Basic fibroblast growth factor (bFGF), Leukemia inhibitory factor (LIF), Interleukin- 

1 (IL-1)

접수일: 2002년 3월 13일, 게재승인일: 2002년 6월 11일

교신저자: 박윤길, 서울시 강남구 도곡동 146-92

ꂕ 135-270, 영동세브란스병원 재활의학과

Tel: 02-3497-3493, Fax: 02-3463-7585

E-mail: drtlc@yumc.yonsei.ac.kr

본 연구는 연세대학교 의과대학 2001년도 교수연구비에 의하여 

이루어졌음(과제번호: 2001-11).



박윤길 외 4인：성장인자 FGF, LIF 및 IL-1이 근육모세포 증식에 미치는 영향  427

growth factor (FGF), leukemia inhibitory factor (LIF), epidermal 

growth factor (EGF), platelet-derived growth factor (PDGF), 

transforming growth factor-beta (TGF-beta) 등이 있는데 이들

은 단독 또는 상호작용에 의해 영향을 주는 것으로 밝혀졌

다.3,4,12,38) 이 중 FGF는 섬유모세포의 증식을 유도하는 것으

로 알려졌으며 인체에서도 신장의 섬유모세포 증식에 중요

한 역할을 한다는 연구가 있다.
34,8,42) 그 외에도 FGF는 근육

모세포의 성장을 촉진하고 근관세포로 분화를 억제하는 기

능이 있는 것으로 보고되고 있다.12,49)

  LIF는 murine myeloid leukemic cell의 분화를 유도하는 역

할을 하는 것으로 알려진 cytokine으로 줄기세포(stem cell)

의 분화를 억제하고 증식을 유도하는 데 많이 이용되고 있

다.
16,31) 또한 mouse와 human myoblast의 증식을 유도하며 분

화를 억제하는 작용을 한다.3,4,25)

  최근 Interleukin에 의한 근육모세포 증식 조절이 논란이 

되고 있는데, IL-6는 근육모세포의 증식에 관여하지만
3) 

IL-2는 3T3 fibroblast 증식을 억제하는 것으로 알려져 있

다.
38) IL-1은 염증반응뿐만 아니라 생체 내에서와 배양된 여

러 세포들에서도 다양한 작용을 일으키는 것으로 밝혀지고 

있다. 이 중 하나가 섬유모세포 증식에 관여하는 것으로 알

려져 있으나 근육모세포에 대한 연구는 드물 뿐만 아니라 

주로 심근세포 배양에서 관찰된 결과를 보고한 것이다.
35)

  본 연구의 목적은 세포의 증식을 위해 사용되는 성장인

자가 인체 골격근의 근육모세포 증식과 분화에 어떤 영향

을 미치는지 조사하여 향후 효율적인 근육모세포 배양에 

이용하고자 한다.

연구대상 및 방법

    1) 연구대상

  2001년 8월부터 2002년 1월까지 연세의대 영동세브란스

병원 외과계 수술 중 얻어진 인체 근육조직을 사용하였다. 

모든 공여자는 수술 전에 신체 검진과 혈액 검사를 통해 

신경근육계 질환의 여부를 확인하였다.

    2) 방 법

  (1) 세포 분리 및 일차배양(primary culture): 채취된 근육 

조직을 phosphate buffered saline (PBS; GIBCO BRL, Grand 

Island, NY, USA)에 넣어 세척한 다음 칼로 잘게 다져 분해

용액(dissociation solution; 0.05% trypsin-0.53 mM EDTA 2 ml, 

collagenase-type IV 4 ml, 1×PBS 14 ml)으로 37
oC, 5% CO2 

에서 1시간 동안 처리하여 세포를 분리하였다. 분해용액의 

작용을 약화시키기 위해 20% fetal bovin serum (FBS; GIBCO)

을 포함한 Dulbeco's modified Eagles medium (DMEM; GIBCO)

을 넣은 후, 1,100 rpm에서 10분간 원심분리하여 세포를 침

전시켰다. 침전된 세포에 20% FBS-DMEM 세포배양액과 

gentamycin (GIBCO)을 50 ug/ml로 첨가하여 부유시킨 후 80 

cm
2 culture flask (NUNC, Rosklde, Denmark)에 1×106/ml의 

세포수로 접종하였다. 배양은 37oC, 5% CO2 배양기에서 유

지하였으며 배양액은 일주일 경과한 후 교환하였다. 배양

접시에서 세포가 차지하는 비율(confluence)이 50% 이상이 

되면 0.05% trypsin-0.53 mM EDTA로 세포를 배양접시에서 

분리시키고 원심 분리하여 계대배양을 시행하였다. 이 후 

배양액은 3일마다 교체하였다.

  (2) 근육모세포 증식에 대한 성장인자(bFGF, LIF, IL-1)

의 영향: 일차 배양된 근육모세포와 섬유모세포의 혼합 세

포군을 나누어, 제1군은 성장인자가 포함되지 않은 20% 

FBS-DMEM만을 이용하여 배양한 대조군으로 하였고, 제2

군은 basic FGF (bFGF; GIBCO)를 1.5 ng/ml, 3.0 ng/ml, 30.0 

ng/ml의 농도로, 제3군은 LIF (Sigma)를 0.03 ng/ml, 0.3 

ng/ml, 3.0 ng/ml로, 제4군은 IL-1 (PharMigen, San Diego, CA, 

USA)을 0.01 ng/ml, 0.1 ng/ml, 1.0 ng/ml의 농도로 투여하였

다. 6일간 배양한 후 세포수를 측정하여 결과를 분석하였다.

  (3) 근육모세포 관찰 및 분석-면역화학 염색: 배양된 세포

는 슬라이드에서 tris-buffered saline (TBS; DAKO corporation, 

Carpinteria, CA, USA)으로 세척한 후 실온에서 10분간 건조

시켰다. 이후 10분간 3% H2O2를 처리하여 내인성 과산화 

효소를 차단한 다음 TBS로 세척하였다. 일차항체로 monoclonal 

mouse anti-human desmin (DAKO)을 사용하여 실온에서 1시

간 동안 반응시킨 다음 DAKO LSAB system (DAKO)를 이

용하여 biotin이 부착된 이차항체를 15분간 실온에서 처치

하고 다시 TBS로 세척하였다. Streptavidin-horseradish peroxidase

로 15분간 반응시킨 후 3-amino-9-ethylcarbazole (AEC)로 발

색한 다음 hematoxylin으로 대조 염색하였다. Desmin으로 

양성반응이 나타나 붉게 염색된 세포를 근육모세포로 판독

하였고 hematoxylin에 의해 대조 염색되는 세포를 섬유모세

포 등 비근육생성 세포(non-myogenic cell)로 판단하였다

(Fig. 1). 매회 실험마다 14구획씩으로 나누어 광학현미경으

로 숫자를 파악하여 대조군에 대한 근육모세포의 비를 구

하였다.

  (4) 근육모세포의 분화: 성장인자로 처리된 근육모세포가 

근섬유로 분화하는 기능을 유지하고 있는지 알아보기 위해 

각 단계의 실험이 끝난 후 나머지 세포를 1% FBS-DMEM 

에서 배양하면서 근관세포 형성을 위상차 현미경을 통해 

확인하였다.

    3) 통계처리

  각 단계의 실험은 오차를 줄이기 위하여 3회 이상 반복하

였으며 수집된 자료는 SPSS 통계 프로그램(SPSS for Windows 

10.0)을 이용하여 비모수검정법인 Mann-Whitney test로 대

조군과 실험군 두 집단 간에 차이를 검정하였으며, 같은 성

장인자 내에서 농도 차이에 따른 평가에는 Kruscal-Wallis 

test를 이용하였다.
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결      과

    1) 근육모세포 증식에 대한 성장인자의 영향

  성장인자 투여가 근육모세포의 증식에 미치는 영향을 알

아보기 위해 배양 후 6일이 지나서 세포수를 측정하여 대조

군과 비교한 결과 IL-1을 투여한 제4군을 제외하고 bFGF와 

LIF를 투여한 제2군과 제3군에서는 통계적으로 유의한 증

가가 있었다(p＜0.05). 또한 성장인자의 농도에 따른 변화는 

LIF가 0.03 ng/ml, bFGF는 3.0 ng/ml을 투여했던 군에서 증

식이 가장 많이 일어났다(Table 1). 그러나 같은 성장인자 

내에서 농도에 따른 근육모세포 증식은 통계적으로 유의한 

차이가 없었다(p＞0.05).

    2) 근육모세포의 분화

  각 성장인자로 처리된 실험군에서 근육모세포의 분화 기

능을 관찰한 결과 모든 군에서 배양액 교환 후 5∼7일이 지

나서 근관세포로 분화되었다(Fig. 2).

고      찰

  최근 뒤시엔느형 근디스트로피를 포함한 근이영양증 환

자의 치료를 위해 유전자 치료와 줄기세포(stem cell) 이식 

및 조직 배양을 이용한 치료 등이 활발히 연구되고 있다. 

이와 더불어 근육모세포 이식이 향후 실현 가능한 치료법

으로 여겨지고 있는데 동물실험을 통하여 어느 정도 효과

가 확인되었고, 이후 시행된 임상실험에서도 주입된 정상 

근육모세포가 환자의 근육세포와 융합하여 디스트로핀을 

생성하고 정상 근육세포로 복원되어 근력을 증진시키는 것

으로 보고된 바 있다.
14,15,20,22,24,26,29,45) 그러나 이 방법은 현재

까지 이식 후 세포 확산도의 저하와 면역거부 반응 등 여러 

가지 제한점이 있으며,
5,10,13,19,30,41,44) 이를 극복하기 위한 방

법 중의 하나가 순수한 다량의 근육모세포 배양과 면역거

부 반응의 억제이다. 따라서 근육모세포의 순수배양은 근

육세포이식의 기초이며 실험실 연구의 중요한 단계이다. 

  근육모세포의 증식과 분화에 관련된 여러 가지 성장인자

들 중 FGF는 근육모세포의 증식을 촉진하며 근육모세포가 

근관세포로 분화하는 과정을 억제하는 것으로 알려져 있으

나 이 같은 결과는 척추 동물 내에서도 종에 따라 차이가 

있는 것으로 보고되었다.
12)
 이러한 근육모세포에 대한 영향

Fig. 1. Myoblasts were positively stained for desmin (dark brown) 

and counterstained fibroblasts in the background (×100).

Table 1. Stimulating Effects of Growth Factors on Myoblast 
Proliferation

ꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧꠧ
Group Growth factor Ratio to control1) (range)
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
Group 2 bFGF 1.5 ng/ml 1.02 (1.01∼2.43)*

bFGF 3.0 ng/ml 2.01 (1.74∼2.77)*

bFGF 30.0 ng/ml 1.49 (1.24∼2.83)*

Group 3 LIF 0.03 ng/ml 1.79 (1.33∼1.90)*

LIF 0.3 ng/ml 1.58 (1.29∼1.62)*

LIF 3.0 ng/ml 1.17 (1.03∼1.30)*

Group 4 IL-1 0.01 ng/ml 0.97 (0.64∼1.75)

IL-1 0.1 ng/ml 0.73 (0.61∼1.30)

IL-1 1.0 ng/ml 0.64 (0.63∼1.10)
ꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏꠏ
Values are median.

1. Group 1

*p＜0.05

Fig. 2. Differentiation of myoblasts into myotubes. Myoblasts growing 

in growth factor containing medium were transferred to 1% 

FBS-DMEM. Five to seven days later the cells were examined by 

contrast microscope. Myoblasts were fused into myotubes (arrow) 

(×400).
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은 acidic FGF보다 basic FGF가 20배 이상 강한 작용을 가지

고 있으며 bFGF는 myogenic regulatory factor인 MyoD 발현

을 불활성화시키고 이와 더불어 MyoD나 Myf-5에 의한 

myogenin gene의 활성화를 억제하여 분화가 일어나지 않게 

유도하는 것으로 알려져 있다.11,48) Gospodarowicz 등12)은 

FGF를 bovine myoblast에 1.0 mg/ml를 투여하여 배양한 후 

대조군과 비교한 결과 10배 이상의 증식 효과를 보았다고 

하였다. 그러나 이때 사용된 FGF는 정제되지 않은 상태의 

추출물이어서 많은 양이 필요하였을 것으로 생각된다. 본 

실험에서 bFGF를 사용하여 근육모세포의 증식을 상승시키

는 결과를 얻었으며 특히 3.0 ng/ml에서 대조군과 비교하여 

2.01배의 증식 효과가 있었다. 

  LIF는 embryogenic stem cell의 분화를 억제하고 골재 형

성을 촉진하며,
35) 근육모세포의 증식을 유도하며 분화를 억

제하는 작용을 하는 것으로 알려져 있다.
3,4,25) Austin과 

Burgess 등
4)은 LIF를 0.012 ng/ml 투여하여 mouse myoblast

를 대조군에 비해 30배 이상 증식시킬 수 있었고 고농도군

에서 오히려 약간의 증식억제 효과가 나타났다고 보고하였

다. 본 실험에서 0.03 ng/ml, 0.3 ng/ml, 3.0 ng/ml 세 가지 농

도 중 0.03 ng/ml에서 대조군보다 1.79배로 근육모세포가 증

가되어 고농도보다 저농도에서 근육모세포의 증식 비율이 

커지는 양상을 보였으나 통계적으로 의미는 없었다(p＞

0.05).

  Interleukin은 그 종류에 따라 세포증식에 대한 결과도 다

양하게 나타난다. IL-1은 염증반응에 주로 관여하는 것 외

에도 최근 세포 성장과 증식에 다양한 작용을 일으키는 것

으로 밝혀지고 있다. 이 중 염증반응과 연관되어 섬유모세

포의 증식을 촉진 혹은 억제한다는 상반된 보고가 있는데 

이는 섬유모세포가 유리된 조직과 장기에 따라 다양한 결

과를 나타내었다.
9,28,37,39,40) 이러한 작용은 IL-1이 단백질 합

성 단계가 아니라 DNA와 RNA의 합성에도 영향을 주기 때

문이다.6,7,27) IL-1의 근육모세포에 대한 영향은 주로 심근모

세포를 이용하여 실험하였는데 rat의 심근세포 배양에서 

IL-1이 간접적으로 단백질과 RNA 합성을 감소시키며,
18) 최

근에는 IL-1이 심근세포의 성장은 유도하면서 섬유모세포

의 증식을 억제하는 것으로 보고되었다.49) 그러나 골격근세

포에 대한 IL-1의 영향을 세포배양과정에서 관찰한 실험은 

드물어서 IL-1이 tumor necrosis factor-alpha (TNF-alpha)와 

같이 근육모세포의 증식과 분화를 억제하며 저농도에서 억

제에 대한 상호작용이 증가한다는 것 외에 순수 배양을 위

해 IL-1을 이용한 연구는 거의 없는 실정이다.
23) 본 연구에

서 세 가지 농도로 IL-1을 투여하였고 모두 대조군에 비해 

오히려 증식률이 감소하였으며 농도가 증가할수록 증식률

이 더 감소하는 양상을 보였으나 통계적으로 의미있는 차

이는 아니었다.

  성장인자의 투여가 근육모세포의 성장과 분화에 영향을 

주는지 확인하기 위해 각 단계별 실험이 끝난 후 근육모세

포가 근관세포로 분화하는 과정을 관찰한 결과 모든 군에

서 근관세포로 분화가 이루어져 실험 과정이 근육모세포의 

기능에는 큰 영향을 미치지 않는 것으로 나타났다. 그러나 

좀더 정확한 판정을 위해 근관세포 단백질의 정성적인 분

석과 수축 상태 등 기능적 평가가 필요할 것으로 생각된다. 

또한 향후 각 성장인자가 상호작용을 하였을 때의 결과를 

분석하기 위해서는 성장인자를 동시에 투여하여 근육모세

포의 증식 결과를 관찰하는 것이 필요하며 기타 다른 여러 

성장인자에 대한 영향 평가가 이루어져야 하겠다.

결      론

  성장인자인 bFGF, LIF가 근육모세포의 증식을 촉진시킨 

반면 IL-1은 근육모세포의 증식률을 감소시키는 양상을 확

인할 수 있었다. 성장인자의 투여 농도에 따른 변화에서 

bFGF를 3.0 ng/ml 투여한 경우가 대조군에 비해서 근육모세

포의 수가 2.01배로 가장 많이 증가되었으나, 같은 성장인

자 내의 투여 농도에 대한 의미 있는 차이는 없었다(p＞

0.05). 또한 성장인자로 처리된 근육모세포가 성장인자가 

첨가되지 않은 배양액으로 교체 후 모두 근관세포로 분화

되었는데 이는 성장인자가 근육모세포의 분화 기능에는 영

향을 미치지 않는다는 사실을 알 수 있었다.

  따라서 근육조직에서 적절한 방법으로 근육모세포를 분

리한 후 선택적으로 증식시키는 성장인자를 사용한다면 근

육모세포의 특성을 변화시키지 않은 상태에서 대량 배양이 

가능할 것으로 판단된다. 향후 각 성장인자를 같이 사용하

였을 경우의 상승 작용과 이에 따른 근육모세포의 기능에 

대한 평가가 좀 더 구체적으로 이루어진다면 근육모세포이

식을 위한 근육모세포 배양에 유용하게 쓰일 수 있을 것으

로 생각된다.
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