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I. 서 론

최근에 성형외과 영역에서 자가지방이식술(auto-

logous fat graft)을 임상에 많이 사용하고 있다. 자가지

방은 쉽게 채취가 가능하고, 상대적으로 저렴하며, 체내

이물반응 등 합병증의 위험이 적은 안전한 보형물로 인

식되고 있으나, 자가지방이식의 조건에 따라 흡수율 차이

가 많아 그 결과를 예측할 수 없는 단점이 있다. 따라서

지방세포의 생착률을 최대로 높이기 위한 지방세포의 채

취, 분리 및 재주입 과정에 대해 많은 연구가 진행되어

왔으며, 최근에는 채취된 자가지방의 일부를 냉동보관한

후 일정시간이 지난 뒤 흡수된 만큼 이식부위에 재주입

하는 방법이 시도되고 있다. 이에, 냉동보관된 자가지방

의 재주입 시 생착률을 높이기 위한 냉동지방의 변화에

대한 연구가 중요한 문제로 대두되고 있다.1-5

지방세포(adipocyte)는 영하 20℃에서 7일간 냉동보

관 시 지방세포의 미토콘드리아 활성(mitochondrial ac-

tivity)이 유지되며, 냉동 전 상태와 비교 시 지방세포의

파괴 및 변화가 미미하다고 보고된 바 있으나,4 실제 임

상에서 냉동지방의 이용 가능한 시기는 이식된 지방의

완전한 생착이 이뤄지는 시기인 이식 후 1개월 경과 후

이므로,3 1개월 이상 장기간 냉동보관된 지방세포의 변

화 및 효과적인 보존기간에 대한 연구가 필요한 현실이
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다. 일반적으로 세포를 냉동보관 시 직접적인 세포손상

(direct freezing injury)의 결과로, 세포형태의 변화가

일어나고, 미토콘드리아 활성이 감소되며, 세포막의 파

괴로 세포내 구성물의 외부 유출과 함께 세포막을 구성

하고 있는 지질성분의 변성 및 조성의 변화가 일어난

다.6-8 특히 지방세포는 세포 내 성분의 대부분이 지질로

구성되어 있으므로, 지방세포가 냉동으로 인한 세포손

상을 받게 되는 경우, 세포막 지질성분의 변성 외에도,

세포내 성분인 지질이 외부로 유출되며 지질류의 대사

가 일어나고 지방산(fatty acid)의 변화가 일어난다.7,8 이

에, 1개월 이상 영하 20℃ 냉동보관된 지방세포의 육안

적 부피변화, 세포형태의 변형 정도, 미토콘드리아 활성

변화, 지방세포가 파괴될 때 나오는 부산물인 지질의 성

분 분석 및 조성 변화를 관찰함으로써 지방세포에 미치

는 냉동보관의 안전성 여부를 알아보고, 냉동보관된 지

방세포의 효과적인 보관시기를 결정하여 임상에 응용

하고자 한다.

II. 재료 및 방법

가. 실험 대상 준비(Sample preparation)

2004년 7월부터 12월까지 지방이식술을 목적으로 본

원(룩성형외과)을 내원한 환자들 중 21 - 45세의 여성 70

명을 대상으로 하였다. 투메슨트 마취(Tumescent anes-

thesia) 후 3 mm coleman 흡입관(Coleman cannula,

Byron medical, Tuscan, Ariz)과 10 cc 주사기를 이용하

여 저압 주사기흡입술(syringe aspiration)을 하여 복부

지방조직을 흡입 채취하였다. 흡입된 지방조직을 3600

rpm에서 1분간 원심분리(centrifuge)하여, 상층의 지질

(oil)과 파괴된 세포 파편들(cell debris), 중간층의 지방

세포가 다량 함유된 조직 층(지방세포 층), 하층의 혈액

성분으로 분리하였다. 상층과 하층 부분을 제거하고 남

은 지방세포 층을 얻은 후, 시료 양을 각각 10 cc로 수집

한 후, 지방세포의 가장 효과적인 보관 온도로 알려진

영하 20℃ 냉동고(Operon, iso 9001, Korea)에 냉동보관

하였다. 채취 직후의 지방조직을 대조군으로 하였다. 대

조군의 처리과정은 원심분리 후 분리 수집된 샘플 10 cc

을 다시 3600 rpm으로 1분간 원심분리 하였는데, 이는

체취 당시 취약한 지방세포가 외부 압력에 의해 단순

파괴된 결과로 간주하였다(0군, n=10). 냉동보관 1개월

경과 후 보관된 시료를 꺼내어 실온에서 자연해동 후

3600 rpm에서 1분간 원심분리 한 후 육안적 부피 변화

를 관찰하였으며, 중간 지방세포층의 지방세포들을 각

각 2 cc씩 취하여 지방세포의 형태 분석 및 미토콘드리

아 활성 측정에 이용하였다. 상층 지질층을 수집하여 지

방질 함량 분석과 지방산 조성 분석을 하였다(1군,

n=10). 냉동 2 - 6개월의 시료들도 마찬가지 방법으로 실

험하였다(2 - 6군, n=10).

나. 실험방법

1) 감소된 지방세포 부피 측정

원심분리 후, 분리된 상층 지질층을 제외한 지방세포

층의 부피를 측정한 후, 냉동 전 상태의 대조군과 비교

하여 감소한 지방세포의 비율의 평균과 표준편차를 구

하였다. 연구결과의 통계학적 분석은 Kruskal-Wallis

test(SPSS version 11.0)를 이용하였고, 95% 신뢰도 구간

에서 p<0.05 인 경우를 의미있는 결과로 보았다.

2) 총지방질 함량 분석

생체지질의 총지방질 함량은 Folch 등의 방법에 따라

행하였다.7 즉, 분석 시료를 비이커에 1 g정도 취하여 메

탄올(methanol) 10 cc를 가하고 1분간 균질화(homo-

genization)한 후 클로로포름(chroloform) 20 cc를 가해

2분간 균질화하였다. 이 혼합물을 여과하고 남은 잔사

에클로로포름과메탄올을 2 : 1로혼합한혼합용액 30 cc

를 가해 3분간 균질화하고, 여과한 후 고체 잔사는 다시

클로로포름 20 cc와 메탄올 10 cc를 가해 세척(washing)

하였다. 모인 여과액을 비이커에 옮겨 여과액의 1/4만

큼 0.88% 염화칼륨(KCl)을 가해 반응시킨 후, 상층액은

버리고 하층액의 1/4만큼 취해 증류수와 메탄올의 1 : 1

혼합 용액을 가해 하층을 분리하였다. 분리된 하층을 미

리 함량을 구해놓은 수기에 넣어 감압 농축하여 건조한

후 수기의 함량을 구하였다.

W1: 시료의 무게

W2: 감압농축수기의 함량

W3: 실험 후 감압농축수기의 함량

3) 지방산 조성의 분석

생체지질의 지방산 조성은 AOCS방법 Ce-2-669에 따

라 메틸에스테르(methyl ester)화하여 gas liquid chro-

matography에 의해 분석하였다. 즉, 시료를 50 cc 반응
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플라스크에 1 g 정도 취한 다음 0.5 N NaOH/methanol

을 4 cc 가한 후 환류, 냉각하면서 10분간 가열하였다.

다음으로 14% BF3/methanol 5 cc를 가하고 2분간 반응

시킨 다음 hexane 5 cc를 가하고 1분간 가열하였다. 반

응 후 삼각 플라스크를 분리 냉각시키고, 이를 시험관에

옮겨 염화나트륨 포화 수용액을 가하고 상층의 hexane

층을 분취하여 분석 시료로 하였다. 이때 사용한 장치와

조작 조건은 Table I과 같았으며, 이들 분석 지방산의

체류시간(retention time)은 Fig. 1과 같았다.

4) 지방세포의 형태학적 분석

각 군의 지방세포를 2 cc씩 수집하여 세포원심분리

(cytocentrifuge)와 세포군집 절편(cell block) 후 Hema-

toxylin and Eosin 염색하여 200배 광학현미경으로 전

체 지방세포들에 대한 정상적인 지방세포와 비전형적인

지방세포의 비율을 측정하였다. 이때 정상 지방세포의 형

태적 판단 기준은 다음과 같다. 정상 복부 지방세포는 채

취부위에 따라 세포 크기가 다양하나 비교적 둥근 형태

를 유지한다. 전체적인 세포들의 배열은 불규칙적이며,

군데군데 loose collagen이 일부 관찰되기도 한다.10

5) 지방세포의 미토콘드리아 활성 측정

지방세포의 미토콘드리아 활성 측정은 XTT-tetrazo-

lium assay([2,3-bis-5-carbonyl]-2H-tetrazolium hydrox-

ide) 방법으로 시행하였다. 즉, 각 군의 지방세포 1 cc씩

을 비이커에 취한 후 15,000 rpm에서 1분간 원심분리

(Hitachi-CR 21, Japan)하여 균질화시킨 후 시료로 사용

하였다. 준비된 시료 0.2 cc씩 24 well plate에 나누어 담

은 후, DMEM(Dulbecco's Modified Eagle Medium) 배

지 0.5 cc를 가하였다. 상품화된 XTT reagent kit(Cell

proliferation kit, Biological industries, Israel)를 이용하

여, XTT 시약(reagent) 15.0 mL와 전자 결합 시약(elect-

ron coupling reagent) 0.3 mL을 혼합한 후 혼합액을

1.5 cc씩 각각의 well에 나누어 가한 후, 37도 항온 수조

(water bath)에 3시간 동안 부화(incubation)시킨 후 반

응시켰다. 반응액을 16,000 rpm에서 20분간 원심분리한

후 상층액을 취하여 492 nm 분광광도계(spectrophoto-

meter, Tu-1800, Korea)로 흡광도(OD, optical density)

를 측정하였다. 이때 OD 측정의 대조군으로 지방세포

를 넣지 않은 반응액만을 가지고 OD를 측정하였으며,

각각의 시료의 오차를 줄이기 위해 음성대조군(nega-

tive control)으로 각 군의 지방세포 1 cc씩 추가로 취하

여 70도 항온기에서 10분간 가열한 후, 같은 방법으로

XTT 반응 후 OD를 측정하였다.

III. 결 과

가. 감소된 지방세포 비율 측정

냉동기간에 따른 지방세포의 부피 변화는 0군(대조
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군)의 경우 감소된 지방세포의 부피는 0.3%였고, 영하 2

0℃ 냉동 1 - 6개월에 걸쳐 지방세포의 부피 감소는 각각

0.82%, 3.07%, 12.83%, 15.06%, 15.67%, 16.15%로서

(Table II, Fig. 2), 대조군과 비교시 냉동 3개월 이후에서

의의있는 부피 차이를 보였다(Kruskal-Wallis test, p<

0.05). 냉동기간별로는 2개월까지부피감소의 차이는없

었으나, 2개월에서 3개월로 변화할 때 의의있는 부피 감

소가 관찰되었다. 냉동 3개월 이후에는 냉동기간에 따른

추가적인 지방세포의 감소는 관찰되지 않았다(Table III).

나. 총지방질 함량 및 지방산 분석

취약한 지방세포가 단순 파괴된 부산물(0군)의 총지

방질 함량은 89.44%였으며, 생체지방질 중에는 myristic

acid(C14:0), palmitic acid(C16:0), palmitoleic acid (C16:

1), stearic acid(C18:0), oleic acid(C18:1) 및 linoleic acid

(C18:2)의 6개의 지방산이 검출되었으며, 이들의 함량은

각각 2.7%, 24.9%, 4.8%, 4.6%, 42.1% 및 20.9%이었다

(Table IV). 한편 생체 지방질의 포화 지방산(saturated

fatty acid), 단가불포화 지방산(monounsaturated fatty

acid) 및 다가불포화 지방산(polyunsaturated fatty acid)

의함량은각각 32.2%, 46.9% 및 20.9%이고, 포화지방산

에 대한 다가불포화 지방산의 비(P/S)는 0.65였다(Table

V). 실험군들의 경우, 냉동기간에 따른 총지방질 함량, 생

체 지방질의 조성, 함량 및 P/S의 비율은 전 군에서 대조

군과 유사한 결과를 보였다(Table IV, V, Fig. 3, 4).

다. 지방세포형태학적 분석

대조군(0군)의 경우 투메슨트 마취의 영향으로 팽윤

된 형상을 보이기는 하나 대부분 세포막의 파괴없이 둥

근 형태를 유지하고 있었으며, 세포막이 파괴되어 깨어

진 세포들(ruptured cell) 및 원추형으로 신장된 비전형

적인(atypical) 지방세포들은 20% 정도의 비율로 관찰

되었다(Fig. 5).

냉동기간별 비전형적인 지방세포는 냉동 2개월의 경

우 40%, 냉동 4개의 경우 30% 비율로 증가한 소견을 보

였다. 그러나, 냉동 1, 3, 5, 6개월의 경우 20% 비율로 대

조군과 차이가 없어, 비전형적인 세포비의 증가와 냉동

기간과의 연관성을 관찰할 수 없었다(Fig. 6).
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라. 지방세포 미토콘드리아 활성 측정

취약한 지방세포가 단순 파괴된 부산물(0군)의 OD는

1.304였으며, 냉동 1, 2, 3, 6개월의 OD는 각각 0.848,

1.007, 0.791, 0.836으로측정되었다. 시간적경과에따른

OD의 감소는 35%, 23%, 39%, 35%로서, 냉동 1개월 시

점에서 이미 미토콘드리아 활성이 감소되는 소견을 보였

으나, 냉동기간이 장기화됨에 따른 미토콘드리아 활성 변

화는 없었으며, 냉동 전 기간에 걸쳐서 지방세포의 미토

콘드리아 활성이 50% 이상 유지되는 소견을 보였다(Fig.

7).

IV. 고 찰

이식된 지방의 흡수는 2단계로 진행된다. 먼저 취약

한 지방세포가 파괴되는 세포수의 감소가 일어난 후, 파

괴된 지방세포에서 유출된 지질성분이 흡수되어 최종

적인 부피 감소가 일어나기 때문에 살아있는 세포의 수

와 지방세포의 형태 및 부피 유지 모두가 이식된 지방

의 생착에 중요한 역할을 담당한다고 볼 수 있다.2,3 세

포손상(cellular damage)은 세포손상이 전무한 단계(1단

계, grade I), 가역적 세포손상(2단계, grade II), 비가역

적 세포손상(3단계, grade III)의 3단계로 나뉜다. 가역

적 세포손상은 세포부종(edema), 미토콘드리아 팽윤

(swelling) 및 세포형태의 변화가 나타나지만 아직 세포

막 파괴는 없는 단계이며, 비가역적 세포손상은 세포막

의 파괴 및 미토콘드리아 막의 파괴로 표현된다.11,12 즉

세포손상의 가역성을 결정하는 것은 세포막의 보존 여

부와 밀접한 관계가 있으며, 세포 보관방법 중 하나인
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냉동보관(cryopreservation) 역시 냉동보존의 주 목적은

세포막의 안전한 보존에 있으며, 채취 당시의 세포막의

손상 정도가 세포의 기능 유지와 밀접한 관련을 지니고

있다. 냉동보관으로 인한 세포손상은 세포가 어떠한 온

도에 어떤 속도로 노출되느냐에 따라 한랭손상(cold

injury)의 정도가 다르다. 냉동으로 인한 세포손상의 기

전은 크게 세포 내 얼음결정(ice crystal) 형성과 냉동되

는 과정에서 삼투압에 의한 세포의 탈수현상(dehydra-

tion)으로 나뉘며,12,13 지방세포는 영하 20℃ 완속냉동

(slow freezing) 시에 7일까지보관시이러한 한랭손상을

최소화할 수 있다는 실험결과가 있으나,1 장기간 냉동

시에도 이러한 손상이 최소화되는 지에 대한 연구는 아

직 미진하다. 특히, 지방이식에 사용되는 지방세포는 이

미 체취 단계에서 세포질의 팽윤 및 세포막의 약화가

일어난 상태이므로 약화된 세포의 장기 냉동보관 시의

변화에 대한 연구가 필요하다.

지방세포의 생존력 연구는 지방이식을 받은 환자의

수술 전후 사진 비교, H & E 염색을 통한 세포형태의

관찰, trypan blue 염색을 통한 살아있는 세포의 염색,1

G3PDH 등의 효소검사,14 세포의 미토콘드리아 활동도

를 측정하는 XTT 검사 방법이나,2 MTT 검사 방법 등4,5

이 있다. 그 외의 지방세포 분석 방법으로 동정이 어려

운 지방세포를 직접적으로 분석하는 것이 아니라, 지방

세포에서 생성되는 유리 지방산들을 분석하는 방법을

통해서 지방세포의 지방분해(lipolysis) 능력을 파악하

는 방법도 연구되고 있다.15 그러나, 임상에서 흡입지방

세포들은 세포주변의 간질조직(stromal tissue)을 완전

제거, 순수한 지방세포만으로 분리하기가 어렵고, 미세

한 실험조건의 변화에도 생존력의 변화가 클 뿐 아니라,

지방세포의 분리(isolation) 과정을 거치면서 세포파괴

의 가능성이 높은 단점이 있다.5 또한 변형된 세포의 형

태 유지 정도와 살아있는 세포 수를 함께 측정하는 것
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이 보다 정확한 지방세포의 생착 정도를 예측할 수 있

기 때문에, 어느 한 가지 방법만으로는 정확한 지방세포

의 생존능력 연구가 어려운 측면이 있다. 이에 저자들은

채취 직후의 지방조직, 즉, 지방조직을 채취할 당시 여

러 가지 채취 과정을 통해 이미 취약해진 지방세포가

냉동과정과 무관하게 단순파괴되는 경우를 대조군으로

하여 효과적인 지방세포 보관 온도로 알려진 영하 20℃

냉동보관된 지방세포들의 육안적 부피 감소 및 형태학

적 변화를 관찰하여 냉동기간에 따른 세포파괴의 정도,

지질성분의 분석을 통해 냉동으로 인한 세포 변성 정도

를 파악하고, 냉동된 세포의 미토콘드리아 활동도 변화

를 측정, 각각의 결과를 비교하고 이를 토대로 냉동지방

의 생존력 및 세포냉동의 안정성을 파악하여 효과적인

냉동기간을 알아보았다.

냉동된 지방세포의 육안적 부피 변화에 대한 실험결

과, 지방세포의 부피는 냉동 1, 2개월 동안은 변화가 적
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고, 냉동 3개월째 이르러 급속한 감소를 보였으나, 냉동

3개월 이후에는 추가적인 감소 소견은 없었다(Table II,

III, Fig. 2). 지방세포의 변성(denaturation)이나 형태학

적 변화를 제외한 육안적 지방세포의 변화만으로 본다

면 영하 20℃ 냉동은 냉동 3개월을 지나면서 부피 감소

가 나타나므로 냉동 3개월 이전까지는 비교적 안전한

보관 방법이며, 냉동기간이 길어짐에 따라 추가적인 변

화는 없으므로 냉동으로 인한 효과는 초기 3개월 이내

에 결정된다고 가정할 수 있다. 물론 이러한 변화가 과

연 실제 냉동보관된 지방세포의 성상 변화와 일치하는

지 알 수 없으므로, 이 때의 부산물의 성분 분석과 육안

적으로 형태가 유지되는 지방세포의 형태 및 미토콘드

리아 활성 분석을 통해, 냉동된 지방세포의 변화를 함께

파악하는 것이 중요하다. 일반적으로 지방세포 채취 당

시 취약한 세포의 조작과정에서 일어나는 외력에 의한

세포 파괴의 결과는 세포내 구성물의 유출로 인한 부피

의 감소 및 세포형태의 변화를 일으킬 수 있지만, 세포

내 구성물의 조성을 변화시키고 불안정한 불포화지방

산의 가수분해를 유발하지는 않으며, 동 종간에는 일반

적으로 비슷한 지질 조성은 유지된다. 최근 냉동보관된

피부세포의 연구,13 흉부외과 영역에서 판막(valve)의 보

관,7 불임(infertility) 영역에서 난자, 정자의 냉동보관에

대한 실험 결과, 세포 냉동보관 시 열에너지가 소실되는

과정에서, 세포막의 주성분인 인지질(phospholipid) 및

당지질(phospholipid)을 포함한 세포내 지질성분의 변

성이 일어나며, 그 결과 지질 조성의 변화가 유발되고,

세포 변성이 가속화된다고 하였다. 특히 불안정한 불포

화지방산의 가수분해가 일어나며 상대적인 탄소수가

많은 다가불포화 지방산(polyunsaturated fatty acid)의

비율이 감소할수록, 지질성분의 조성 변화가 클수록 세

포손상이 크다고 알려져 있다.6,8 지방세포는 세포막뿐

아니라, 세포내 대부분의 성분이 글리세라이드, 콜레스

테롤에스터, 당지질, 인지질 등 지질로 꽉 차있는 세포

로서 지방세포가 파괴될 때 세포내 성분인 지질이 외부

로 유출되므로, 이러한 지질류의 변화가 다른 세포보다

쉽게 측정 가능하다.9 따라서, 지방세포가 파괴될 때 유

출된 지질 및 지방산의 조성과 함량 변화는 변성된 지

방세포의 증가로 해석될 수 있다. 본 실험에서 이들 냉

동보관된 지방세포의 부산물을 이용하여, 냉동보관 기

간 동안의 지방세포의 변성 정도를 측정하였는데, 세포

막의 파괴와 부가 반응(adverse reaction)이 유발될 경

우 민감하게 변화할 것으로 예측되는 총 지방산의 조성

및 함량이 냉동 전 기간에 걸쳐 비교적 일정하게 유지

되었으며, 냉동 전 기간에 걸쳐 유출된 지질의 조성 역

시 취약한 지방세포가 단순 파괴된 부산물인 대조군과

차이가 없었다(Table IV, Fig. 3). 결국, 육안적으로 관찰

된 냉동 3개월 시 증가된 부산물은 지방추출을 위한 각

종 조작 과정에서 세포막이 취약해진 지방세포들이 파

괴되어 그 세포막과 지질 내용물이 단순 유출된 총량

(summation) 이라고 보여지며, 영하 20℃ 냉동보관은

지방세포에 해로운 부가반응을 유발하지 않음을 가정

할 수 있다. 이러한 사실들은 또한 특히 불안정한 상태

로 존재하여 세포변성이 유발되면 감소되는 다가불포

화 지방산의 의의 있는 변화 역시 나타나지 않은 점으

로 확인될 수 있다(Table V, Fig. 4).

그 외, 냉동된 지방세포에 대한 직접적인 형태학적 변

화를 관찰한 결과, 주사기 흡입(syringe suction)을 실시

하였을 때, 대개의 지방세포가 정상 지방세포와 같은 둥

근 모양을 유지하고 있으며 20% 정도에서 파괴되거나 형

태가 신장(elongation)된 비전형적인 지방세포들이 관찰

되었다(Fig. 5). 냉동보관된 지방세포의 경우, 냉동 1, 3,

5, 6개월 지방세포의 형태학적 모양은 흡입 직후의 지방

세포의 모양과 유사한 형태를 보였다(Fig. 6, Above left

& right, Below center, Right). 다만 냉동 2개월의 경우

부분적으로 비전형적인 세포들의 비율이 40%정도까지

증가하는 소견이 관찰되었고(Fig. 6, Above center), 냉

동 4개월 시 30%로 증가된 소견을 보였는데(Fig. 6,

Below left), 이러한 냉동 2,4개월의 비전형적인 세포비

율의 부분적인 증가는 지방세포를 H & E 염색하는 과

정에서 거치게 되는 세포원심분리(cytocentrifuge)와 세

포군집 절편(cell block) 과정에 의한 세포파괴 결과로

사료되며, 냉동기간에 따른 유의적 차이는 없는 것으로

보인다. 따라서 냉동 5, 6개월까지 보관된 지방세포의

형태학적 모양이 흡입 직후의 지방세포의 모양과 유사

한 형태를 보이며(Fig. 6), 세포 부산물 성분 분석 결과와

일치되는 것으로 미루어 볼 때, 냉동 자체가 지방세포

변성을 유발하지는 않는 것으로 파악될 수 있다. 또한

흡입 지방세포들은 약간의 조작에도 세포파괴의 가능성

이 높으므로, 취약한 흡입 당시의 세포손상을 최소로 하

는 것이 중요함을 다시 한번 확인할 수 있다 그러나, H

& E 염색을 통한 지방세포형태 관찰 외에 취약한 냉동

지방세포의 추가적인 손상 없이 세포형태를 정확하게

관찰할 수 있는 보다 안정된 지방세포 염색법에 대한 추

가적인 연구가 필요할 것으로 보이며, 이러한 방법 외에
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실제 생체 내 이식되어 생착과 밀접한 관련을 지니는 부

분인 냉동된 지방세포에 대한 직접적인 세포 활성도 분

석이 보다 중요하다.

XTT 분석법은 미토콘드리아의 호흡사슬에 존재하여

생존세포에만 활성이 있는 succinate-tetrazolium-re-

ductase에 의해 Tetrazolium salt가 분광광도법으로 측

정이 가능한 수용성의 청색의 formazan 결정을 형성하

는 특성을 이용하는 방법으로. 생존 세포수가 증가하면

시료 중의 미토콘드리아 탈수소효소 전체의 활성이 증

가하고, 이 효소 활성의 증가가 formazan 색소의 생성

증가를 유도하기 때문에 formazan 색소와 배지 중의 대

사 활성이 있는 세포의 수와는 직선적인 상관을 나타내

게 된다. 특히 XTT formazan의 흡광도는 490 nm의 파

장에서 최대가 되며, 이 파장에서 측정된 OD는 살아있

고 대사가 왕성한 세포의 농도를 반영한다.2,11 실험 결

과 대조군과 비교 시 냉동군에서 냉동기간에 따른 OD

변화는 모든 경우에서 50% 이하의 수치 감소를 보였다

(Fig. 7). 즉, 영하 20℃ 냉동 보존된 세포의 미토콘드리

아 활성은 이미 냉동 1개월 시 35%로 감소된 결과를 보

였으나, 냉동기간에 따른 추가적인 감소는 없었다. 그러

나, 미토콘드리아 활성의 감소는 세포손상 단계 중 비가

역적 세포손상(3단계 세포손상)과 밀접한 연관이 있을

뿐 아니라, 미토콘드리아 활성도가 낮다는 것은 잠재적

Apoptosis와 밀접한 관련이 있다는 연구 결과들을 종합

해 볼 때,16 지방세포의 채취 단계에서 세포막의 손상을

입어 가역적 세포손상 단계에 진입한 지방세포들은 영

하 20℃ 냉동 환경을 견디지 못하고 냉동 1개월 이내에

이미 비가역적 손상 단계로 진행하여 미토콘드리아 활

성의 감소가 나타났음을 알 수 있다. 또한 이러한 미토

콘드리아 활성 감소가 냉동기간에 따라 추가적으로 감

소하지 않는 것으로 보아, 냉동 당시 취약한 지방세포들

대부분이 냉동 1개월 이내에 이미 비가역적 손상 상태

로 진행되었으며, 반면 냉동 시점에 정상 소견을 보이는

지방세포들은 냉동 과정을 거치면서 비가역적 변화를

보이지는 않는 것으로 가정할 수 있다. 물론 냉동보관된

지방세포의 미토콘드리아 활성 감소가 23 - 39% 정도로

나타난 본 실험 결과, 지방세포를 냉동보관 시에 비가역

적 세포손상(3단계 세포손상) 및 Apoptosis로 진행되는

세포가 23 - 39% 이상일 가능성이 높아, 채취 직후의 지

방세포와 비교해 보면 세포손상이 큰 보관방법임에는

틀림없다. 그러나, 냉동이라는 상태에서 살아있는 세포

의 미토콘드리아 활성도 자체가 낮게 측정되는 면을 감

안하고, 냉동보관을 하지 않은 경우에 지방세포의 미토

콘드리아 활성이 보관 일주일 이내에 70% 이상 감소되

는 연구 논문들과 비교해 본다면,4,5 지방세포를 보관해

야 할 경우에는, 영하 20℃ 냉동보관이 세포손상을 적게

하는 보관 방법임에는 틀림없다.

결론적으로 냉동 기간별로 지방세포의 부피변화 및

지질층 분석, 형태학적 변화 및 미토콘드리아 활성 측

정 결과를 종합해 볼 때, 지방세포들의 영하 20℃ 장기

간 냉동보관은 1단계 세포손상 지방세포의 변화를 일

으키지 않아 세포형태나 세포용적이 유지되는 효과적

인 보관방법이나, 채취 당시 흡입과정을 포함한 각종

조작들로 세포벽이 약화되어, 2단계 세포손상으로 진

행된 지방세포들은 영하 20℃ 냉동 환경을 견디지 못

하고 냉동 1개월 이내에 이미 3단계 세포손상인 비가

역적 손상으로 진행하게 되며, 비가역적 손상 단계에

진입한 지방세포들은 서서히 세포막의 파괴와 내용물

의 유출이 일어나, 냉동 3개월을 전후하여 세포 파괴

및 내용물 유출이 완료됨을 가정할 수 있다. 즉, 냉동 3

개월 이후의 유의한 지방세포의 부피감소는 채취 당시

취약한 지방세포의 단순파괴 및 미토콘드리아 활성이

떨어지거나 이미 세포형태의 변형이 일어난 지방세포

에서 유출된 내용물의 단순 합산 결과이며, 냉동 자체

로 인한 추가적인 지방세포의 변성(denaturation)이나

부가반응(adverse reaction)으로 인한 성분변화는 없으

며, 6개월 동안 장기간 보관 시라도 세포막 손상이 없는

지방세포의 경우 그 모양과 상태가 냉동 전 상태와 일

정하게 유지되므로 냉동보관된 지방세포의 생체내 재

주입(reinjection)이 비교적 안전한 방법임을 확인할 수

있었다.

따라서, 지방세포의 생착률을 최대화하기 위해서는

미토콘드리아 활성도가 최대로 유지되는 냉동 이전의

상태 혹은 냉동기간을 최소로 하는 시점이 좋으나, 실제

임상에서 냉동지방의 이용 가능한 시기는 이식된 지방

의 완전한 생착이 이뤄지는 시기인 이식 후 1개월 이후

이므로,3 영하 20℃에서 1개월 이상 지방세포를 냉동보

관 시 가역적 손상에서 비가역적 손상으로 진행되는 정

도가 최소화되고, 부피 및 형태가 채취 직후의 지방세포

와 유사하게 유지되는 시점인 냉동 3개월 이전의 지방

세포를 이용하는 것이 지방이식으로 인한 최대의 부피

확장 효과를 얻을 수 있을 것으로 보여진다. 그러나, 본

실험결과 채취 단계에서 취약한 지방세포의 장기간 냉

동보관이 어려우므로, 손상받지 않은 지방세포를 채취
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할 수 있는 방법에 대한 자세한 연구가 필요할 뿐 아니

라, 가역적 손상세포들이 비가역적 손상단계로 진행되

지 않고, 미토콘드리아 활성을 유지할 수 있는 냉동 조

건에 대한 연구가 추가적으로 필요할 것으로 보여지며,

이러한 냉동보관된 지방세포를 실제 생체 내 이식하였

을 때, 생착률 변화와의 연관성에 대해서도 보다 자세한

연구가 필요할 것이다.

V. 결 론

채취 당시 2단계 세포손상으로 진행된 지방세포들은

-20℃ 냉동 1개월 이내에 비가역적 손상으로 진행하게

되어, 냉동 3개월을 전후하여 채취된 지방의 유의한 부

피감소가 유발되나, 이 때의 부피감소는 손상된 지방세

포의 단순 파괴와 미토콘드리아 활성이 떨어지고 이미

세포형태의 변형이 일어난 지방세포에서 유출된 내용

물의 결과로서, 냉동 자체로 인한 추가적인 지방세포의

변성이나 부가반응으로 인한 지질성분의 변화는 없었

다. 또한 6개월 동안 냉동보관 시라도 50% 이상의 미토

콘드리아 활성을 유지되면서 형태와 부피가 일정하게

유지되었다. 이로써, 지방세포의 -20℃ 냉동보관은 안전

하고 효과적인 방법임을 확인할 수 있었으며, 이식 시

수혜부의 연부조직 형태와 부피유지를 최대로 유지할

수 있기 위해서는 지방세포의 부피가 최대로 유지되는

냉동 3개월 이전의 지방세포를 이용하는 것이 지방이식

으로 인한 최대의 부피 확장 효과를 얻을 수 있을 것으

로 사료된다.
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