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이종 심장 판막 및 대혈관 이식편과 심낭에서 효과적인 탈세포화 
방법에 관한 연구: 탈세포화의 최적화
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Study on Effective Decellularization Technique for Xenograft Cardiac Valve, Arterial 
Wall and Pericardium; Optimization of Decellularization

Chun Soo Park, M.D.*, Yong-Jin Kim, M.D., Ph.D.*, Si-Chan Sung, M.D., Ph.D**, Ji Eun Park*, 
Sun-Young Choi*, Woong-Han Kim, M.D., Ph.D.*, Kyung-Hwan Kim, M.D., Ph.D.*

Background: We attempted to reproduce a previously reported method that is known to be effective for decellulari-
zation, and we sought to find the optimal condition for decellularization by introducing some modificationsto this 
method. Material and Method: Porcine semilunar valves, arterial walls and pericardium were processed for decellu-
larization with using a variety of combinations and concentrations of decellularizing agents under different conditions 
of temperature, osmolarity and incubation time. The degree of decellularization and the preservation of the ex-
tracellular matrix wereevaluated by staining with hematoxylin and eosin and with alpha-Gal and DAPI in some of 
the decellularized tissues. Result: Decellularization was achieved in the specimens that were treated with sodium 
deoxycholate, sodium dodesyl sulfate, Triton X-100 and sodium dodesyl sulfate with Triton X-100 as single-step 
methods, and this was also achieved in the specimens that were treated with hypotonic solution → Triton X-100 
→ sodium dodesyl sulfate, sodium deoxycholate → hypotonic solution → sodium dodesyl sulfate, and hypotonic 
solution sodium dodesyl sulfate as multi-step methods. Conclusion: Considering the number and the amount of the 
chemicals that were used, the incubation time and the degree of damage to the extracellular matrix, a single-step 
method with sodium dodesyl sulfate and Triton X-100 and a multi-step method with hypotonic solution followed by 
sodium dodesyl sulfate were both relatively optimal methods for decellularization in this study.

(Korean J Thorac Cardiovasc Surg 2008;41:550-562)
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서      론

  현재까지 판막질환의 치료에 있어서 많은 부분에서 상

용화된 기계 또는 이종 조직판막, 그리고 동종 이식편을 

이용한 치환 술이 시행되고 있다. 그러나 이러한 판막들

은 성장잠재력의 문제, 기계판막의 경우 역시 성장의 제

한 및 기계적 고장, 평생 항 응고치료가 필요하고 또한 이

와 관련된 출혈성 합병증의 문제가 있으며, 이종조직판막

이나 동종이식편의 경우 퇴행성 변화나 석회화에 의한 판

막기능 손상으로 인해 그 사용기간에 한계가 있다. 결국 
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Fig. 1. Control specimens show 
distinct nuclei on whole area. All 
tissues are stained with hematox-
ylin and eosin. LM ×400. (A) 
Aortic valve. (B) Pulmonary arterial 
wall.

이상적인 인공조직판막은 조직의 퇴행성변화로 인해 판

막부전으로 이어지는 가장 중요한 기전으로 알려진 급, 

만성면역반응을 최소화 하면서, 특히 소아환자에 적용될 

경우 성장 잠재력을 가지면서, 그 기계적인 특성을 최대

한 유지할 수 있어야 하겠다. 이에 이종 장기를 이용한 조

직판막의 제조나, 동종 조직판막의 처리, 더 나아가 조직

공학분야에서 여러 연구들이 시행되어 왔다. 이중 가장 

초기단계의 연구로서 이종조직의 세포성분에 대한 면역

반응을 없애기 위한 탈세포화에 대한 연구가 여러 연구자

들에 의해 시행되어 왔으며, 여러 가지 방법으로 다양한 

연구결과들을 보고하고 있다. 탈세포화를 만족스럽게 이

루기 위해서는 조직의 세포성분을 완전히 제거할 수 있어

야 하고, 조직의 물리적인 성질을 유지하면서, 조직공학분

야에서 조직 지지체로서 사용되는 세포 외 기질이 되도록 

온전히 보존되어야 하며, 처리과정에서 사용된 여러 세정

제나 화학물질들이 완전히 제거될 수 있어야 하겠다. 이

에 저자들은 기존의 탈세포화 연구들에서 효과가 있다고 

보고되었던 방법들을 변형, 재현해봄으로써 보다 단순하

고 조직손상을 최소화할 수 있는 방법을 찾아, 이를 바탕

으로 최적의 탈세포화를 얻을 수 있는 조건을 찾고자 하

였다.

대상 및 방법

1) 실험조직채취

  도살장에서 도살된 건강한 돼지의 심장과 심낭 및 소의 

심낭을 수의사의 협조 하에 채취하여, 즉시 잔존 혈액을 

세척한 후 4oC 생리식염수에 담아 냉장상자에 보관하여 

실험실로 가져온다. 실험실에서, 채취된 신선한 돼지 심장

을 박리하여 대동맥판막 도관과 폐동맥판막 도관을 얻고, 

이미 채취된 돼지의 심낭절편과 소의 심낭절편을 생리식

염수로 여러번 세척하여 복합항균제제(1 cc/L, antibiotic & 

antimycotic solution, Sigma)를 섞은 인산염완충 식염수

(phosphate buffered saline, PBS pH 7.4)에 약 1∼2시간동안 

4oC에서 냉장 보관한 후 탈세포화 작업을 진행한다.

2) 탈세포화실험

  (1) 일반적인 원칙: 일반적으로 탈세포화처리를 시작하

기 전에 복합항균제제(1 cc/L, antibiotic & antimycotic sol-

ution, Sigma, 100 U penicillin, 0.1 mg streptomycin, 0.25 

g/mL amphotericin)에 의한 생체균주부담완화(Bioburden re-

duction)시도를 하였고, 이후 탈세포화 과정 중에는 항생제

를 사용하지 않았다. 탈세포화실험은 각각의 처리과정 중 

분당 최저 100회 이상속도로 회전 진탕기(rotating shaker)

에서 배양(incubation) 하였고, 다른 용액에 옮길 때에는 잔

존 용매나 세정제제의 잔류를 최소화하기 위해 생리용액

(50 mL PBS)에 5∼10분간 3회 이상 세척하였다. 

  기본적으로 탈세포화를 위해 사용되는 용액은 시료조

직부피(무게)의 15∼20배를 사용하는 것을 원칙으로 하였

다. 일부 실험에서 이용되는 저장성 완충용액과 등장성 

완충용액, 고장성 완충용액은 다음과 같은 조성 및 산도

로 제작하여 사용하였다(저장성 완충용액: Tris, 10 

mmol/L; ethylendiamine tetraacetic acid, 0.1%; and aprotinin, 

10 KIU/mL, neomycin trisulfate 100 mg/L; pH 8, 등장성 완

충용액: Tris, 50 mmol/L; NaCl, 0.15 mol/L; ethylendiamine 

tetraacetic acid, 0.1%; aprotinin, 10 KIU/mL, neomycin tri-

sulfate 100 mg/L; pH 8, 고장성 완충용액: Tris, 100 

mmol/L; NaCl, 0.3 mol/L; ethylendiamine tetraacetic acid, 

0.1%; aprotinin, 10 KIU/mL, neomycin trisulfate 100 mg/L; 

pH 8). 그 외에 사용된 용액제제들로는 사용 용매나 세정
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제에 따라 인산생리용액(PBS), 증류수, 생리식염수 등이 

사용되었다. 탈세포화 과정 후에는 조직을 생리식염수에 

세척하고 10%포르말린에고정하여 조직검사와 그 외 필요

한 검사들을 의뢰하였다. 탈세포화와 세포 외 기질의 보

존 정도는 hematoxylin-eosin (H&E)염색으로 표본을 만들

고100, 200, 400배율에서 관찰하였다. 탈세포화를 평가하

기 위해 탈세포화 처리를 하지 않은 시료를 H&E염색하여 

대조군 표본으로 사용하였다(Fig. 1). 일부 탈세포화 된 조

직에서는 이종항원면역제거 정도를 파악하는 alpha-Gal 염

색과 DAPI 염색을 함께 시행하였다. 

  (2) 단일단계(single step)방법: 단일단계의 탈세포화 

과정을 거치는 방법

  ① Polyethylene glycol (PEG); 증류수에 각 1 g/mL, 0.5 

g/mL, 0.3 g/mL로 다른 농도의 PEG가 섞인 용액(200 mL)

에 실온상태에서 30분, 1시간, 3시간, 6시간으로 배양시간

을 달리하여 검체를 손으로 부드럽게 여러 차례 누른 다

음 회전 진탕기에 흔들면서 배양한다. 정해진 배양시간이 

지나면 잔존하는 PEG제거를 위해 50 mL 인산완충용액에

(PBS) 3차례 헹구고 항생제(100 U penicillin, 0.1 mg strep-

tomycin, 0.25 g/mL amphotericin)가 포함된 PBS 50 mL에 

4oC 및 실온에서 최소 12∼24시간씩 부드럽게 흔들리는 

상태(stirring condition)에서 헹군다.

  ② Sodium deoxycholate (DOA); 0.5%에서 1% 농도를 가

진 DOA가 포함된 PBS나 생리식염수에 각각 4oC, 15oC, 

37oC에서, 배양시간을 3시간, 6시간, 14시간, 20시간으로 

각각 처리한다. 이후 잔존하는 세정제와 세포 부스러기들

을 제거하기 위하여 penicillin과 streptomycin (100 mg/mL, 

P/S, Biochrom)이 섞인 PBS에 각 12시간 동안 6차례 헹군

다.

  ③ Sodium dodesyl sulfate (SDS); 0.1% 및 0.25% SDS가 

포함된 PBS에 24시간 동안 4oC에서 배양 후 PBS에 부드

럽게 흔들리는 상태(stirring condition)에서 12시간 헹군다.

  ④ Peracetic acid (PAA); 0.1%, 0.2% PAA를 4% 에탄올

이 포함된 증류수에 검체와 함께 넣고 실온에서 3시간 동

안 잘 흔들어준다. 그 후 PBS로 3차례, 탈이온수로(dei-

onized water) 3차례 각 10분 동안 세척하고, 4oC에서 PBS

에 최소 12시간 동안 부드럽게 흔들리는 상태(stirring con-

dition)에서 헹군다.

  ⑤ Triton X-100＋SDS; 0.25% Triton X-100과 0.1%, 

0.25%로 농도가 다른 SDS가 섞인 저장성 완충용액에 실

온과 4oC에서 각각 6시간, 12시간, 18시간, 24시간 배양하

고, 그 후 PBS에 4oC에서 12시간 헹군다.

  ⑥ Triton X-100＋DOA; 0.25% Triton X-100과 0.25% 

DOA가 섞인 PBS에 실온에서 6시간 및 12시간, 4oC에서 

12시간, 18시간, 24시간 배양한 후 PBS용액(M-199 media)

에 4oC에서 12시간 헹군다.

  (3) 다단계(multi-step)방법: 여러 단계의 탈세포화 과

정을 거치는 방법

  ① Hypotonic solution → SDS; 4oC 환경에서 저장성 완

충용액에 4시간, 6시간, 8시간 처리한 후 0.1% 및 0.25%로 

농도가 다른 SDS가 포함된 저장성 완충용액에 8시간, 10

시간, 12시간, 16시간 배양한 뒤 등장성 완충용액에 4시

간, 6시간, 8시간, 10시간, 12시간, 16시간 각각 처리한다.

  ② Hypotonic solution → SDS → Triton X-100; 4oC 환경

에서 저장성 완충용액에 10시간 처리한 후, 0.1% SDS가 

포함된 저장성 완충용액에 12시간 배양하고, 0.25% Triton 

X-100이 포함된 PBS에서 12시간 배양한 후 PBS (M-199 

medium)에서 12시간 헹군다.

  ③ Hypotonic solution → Triton X-100 → SDS; 4oC 환경

에서 저장성 완충용액에 8시간 처리한 후 0.25% Triton 

X-100가 섞인 PBS에 실온 및 4oC에서 8시간 배양한다. 이

후 4oC에서 0.1% SDS가 섞인 저장성 완충용액에 12시간 

배양한 후 등장성 완충용액에 8시간 처리한다

  ④ Hypotonic solution → SDS → DOA; 4oC에서 저장성 

완충용액에 10시간, 0.1% SDS가 포함된 저장성 완충용액

에 12시간 배양한 후 10분간 3차례 세척 후 0.25% DOA가 

포함된 PBS에 12시간 배양하고 PBS (M-199 medium)로 12

시간 동안 헹군다.

  ⑤ Hypotonic solution → SDS → Triton X-100; 4oC에서 

저장성 완충용액에 10시간, 0.1% SDS가 포함된 저장성 완

충용액에 12시간 배양한다. 10분간 3차례 세척 후 0.25% 

Triton X-100 가 포함된 PBS 에 12시간 배양한 후 PBS 

(M-199 medium)로 12시간 동안 헹군다.

  ⑥ DOA → Hypotonic solution SDS; 4oC 및 15oC에서 

0.5% DOA에 6시간 배양한 후 PBS에 10분간 3차례 헹군

다. 4oC에서 저장성 완충용액에 8시간 및 12시간 처리 후 

0.1% 및 0.25% SDS가 포함된 저장성 완충용액에 8시간 

및 12시간 배양하고 등장성 완충용액에 8시간 처리한다.

  ⑦ Triton X-100 → Hypotonic solution → SDS; 4oC 및 

15oC에서 0.25% Triton X-100에 6시간 배양한 후 PBS에 

10분간 3차례 세척한다. 4oC에서 저장성 완충용액에 8시

간 및 12시간 처리한 후 0.1% SDS가 포함된 저장성 완충

용액에 12시간 배양하고 등장성 완충용액에 8시간 처리한

다. 
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Fig. 2. 0.25% SDS in PBS for 24 hours at 4oC and wash for 12 hours. All tissues are stained with hematoxylin and eosin. LM ×400.
(A) Pulmonary valve. (B) Aortic valve.

  ⑧ PEG → Hypotonic solution → SDS; 실온에서 0.5 

g/mL, 1 g/mL의 PEG를 포함한 증류수에서 검체를 부드럽

게 손으로 누르며 3시간 배양한 후 PBS에 3차례 세척한

다. 그 후 4
o
C에서 저장성 완충용액에 8시간처리하고 

0.1% SDS가 포함된 저장성 완충용액에서 12시간 배양한 

후 등장성 완충용액에 8시간 처리한다.

  ⑨ Hypotonic solution → PAA; 저장성 완충용액에 12시

간 처리하고 0.25% 및 0.5% PAA와 4% ethanol이 포함된 

증류수에 3시간 실온에서 배양한다. 이후 PBS에 3차례, 

탈이온수에 3차례 각 10분간 헹군다.

결      과

1) 단일단계(single step)방법: 단일단계의 탈세포화 

과정을 거치는 방법

  (1) Polyethylene glycol (PEG): PEG의 농도, 처리시간, 

헹굼시간을 달리하여 실험하였고, 모든 검체에서 탈세포

화가 이루어 지지 않았다. 

  (2) Sodium deoxycholate (DOA): 첫 번째 실험에서는 

온도조건과 처리시간을 달리하였고, 4oC에서 시간이 증가

될 수록 세포가 줄어드는 경향이 보이나 세포 외 조직이 

현저히 손상되는 경향을 보였다. 15oC는 4oC에서 처리한 

것보다 탈세포화가 상대적으로 더 잘 되는 양상으로 보였

다. 37oC에서는 처리시간이 3시간을 넘게 되면서 세포 외 

조직의 손상되는 정도가 두드러진다. 마지막으로 DOA의 

농도를 0.5%및 1%로 달리하여 4
o
C에서 실행한 시험에서

는 1% DOA를 사용한 실험에서 대동맥 판막에서만 탈세

포화가 이루어졌다.

  (3) Sodium dodesyl sulfate (SDS): 0.25% SDS를 PBS용

액에 단독으로 4
o
C에서 24시간 배양하는 실험을 1차례 시

행하였으며 대동맥 판막과 폐동맥 판막에서 탈세포화는 

효과적이었으나 세포 외 조직의 손상을 보였으며(Fig. 2), 

대동맥과 폐동맥 혈관에서는 탈세포화가 이루어지지 않

았다. 

  (4) Peracetic acid (PAA): 0.1%, 0.2% PAA로 농도를 달

리하여 실온에서 실험을 시행하였으며, 핵잔유물질(azuro-

philic substance)을 제거하기 위해 DNase 처리도 시행하였

으나, 탈세포화가 이루어 지지 않았다.

  (5) Triton X-100＋SDS: 0.25% Triton X-100과 0.25% 

SDS가 포함된 저장성 완충용액에 4
o
C에서 24시간 처리했

을 때 탈세포화가 전반적으로 잘 이루어 졌다(Fig. 3).

  (6) Triton X-100＋DOA: 모든 검체에서 탈세포화가 이

루어지지 않았다.

2) 다단계(multi-step)방법: 여러 단계의 탈세포화 과

정을 거치는 방법

  (1) Hypotonic solution SDS: 4oC 환경에서 저장성 완충

용액에 8시간 처리한 후 0.25% SDS가 포함된 저장성 완

충용액에 12시간 배양한 뒤 등장성 완충용액에 8 시간 처

리한 실험에서 대동맥판막과 폐동맥판막에서 탈세포화가 
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이루어 졌다(Fig. 4A∼D). 4oC 환경에서 저장성 완충용액

에 8시간 처리한 후 0.1%로 농도를 낮춘 SDS가 포함된 저

장성 완충용액에 시간을 늘려 16시간 배양하고 등장성 완

충용액에 8시간 처리한 실험에서는 대동맥판막과 폐동맥

판막에서 탈세포화가 잘 이루어 졌다(Fig. 4E, F). 4oC 환

경에서 저장성 완충용액에 시간을 늘려 10시간 처리한 후 

0.2%로 SDS농도를 높인 저장성 완충용액에 12시간 배양

한 뒤 등장성 완충용액에 8 시간 처리한 실험에서는 대동

Fig. 3. 0.25% Triton X-100+0.25% SDS in hypotonic solution for 
24 hours at 4oC → PBS washing for 12 hours at 4oC. All tis-
sues are stained with hematoxylin and eosin. LM ×400. (A) Aortic 
valve. (B) Pulmonary valve. (C) Pulmonary wall. (D) porcine peri-
cardium. (E) bovine pericardium.
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Fig. 4. Multi-step method based on hypotonic solution and SDS with different concentrations. All tissues are stained with hematoxylin and 
eosin. LM ×400. (A∼D) Hypotonic solution for 8 hours → 0.25% SDS in hypotonic solution for 12 hours → isotonic solution for 8 hours 
at 4oC. (A) aortic valve. (B) pulmonary valve. (C) pulmonary wall. (D) aortic wall. (E, F) Hypotonic solution for 8 hours → 0.1% SDS in 
hypotonic solution for 16 hours → isotonic solution for 8 hours at 4oC. (E) aortic valve. (F) pulmonary valve. (G∼I) Hypotonic solution 
for 10 hours → 0.2% SDS in hypotonic solution for 12 hours → isotonic solution for 8 hours 4oC. (G) aortic valve. (H) pulmonary valve. 
(I) pericardium. (J∼L) Hypotonic solution for 10 hours → 0.1% SDS in hypotonic solution for 18 hours → isotonic solution for 8 hours 
at 4oC. (J) aortic valve. (K) pulmonary valve. (L) pericardium.

맥판막과 폐동맥판막 및 심낭에서 탈세포화가 잘 이루어 

졌다(Fig. 4G∼I). 4oC 환경에서 저장성 완충용액에 10시간 

처리한 후 0.1%로 SDS 농도를 낮춘 저장성 완충용액에 

시간을 늘려 18시간 배양한 뒤 등장성 완충용액에 8시간 

처리한 실험에서는 폐동맥판막과 심낭에서만 탈세포화를 

얻을 수 있었다(Fig. 4J∼L).

  위 결과에 비추어, 만족할만하고 지속적으로 재현 가능

한(reproducible) 탈세포화를 이루기 위해서는 SDS 농도는 

0.2% 이상, 저장성 완충용액에 배양시간은 12시간 이상은 

되어야 할 것으로 생각되었다. 이를 바탕으로 4oC에서 저

장성 완충용액에 6시간, 8시간 처리하고, 0.25% SDS용액

이 포함된 저장성 완충용액에 16시간 처리한 후, 등장성 

완충용액에 8시간 처리한 실험에서는 모든 검체에서 탈 

세포화가 잘 이루어 졌다(Fig. 5).

  (2) Hypotonic solution → SDS → Triton X-100: 모든 

검체에서 탈세포화가 이루어지지 않았다.

  (3) Hypotonic solution → Triton → X-100 SDS: 4oC 환

경에서 저장성 완충용액에 8시간 처리한 후 0.25% Triton 

X-100에 8시간 배양한 뒤 0.1% SDS가 섞인 용액에 12시

간 처리 후 등장성 완충용액에 8시간 처리한 실험에서 대

동맥판막 및 폐동맥판막에서 탈세포화가 잘 이루어 졌다

(Fig. 6).

  (4) Hypotonic solution → SDS → DOA: 심낭과 폐동맥 

판막에서 탈세포화가 이루어 졌으나, 이외에는 탈세포화

가 이루어 지지 않았다(Fig. 7).

  (5) Hypotonic solution → SDS → Triton X-100: 심낭

과 폐동맥 판막에서 부분적인 탈세포화가 이루어졌고, 이

외에는 대부분 탈세포화가 이루어 지지 않았다

  (6) DOA → Hypotonic solution → SDS: 4oC 환경에서 

0.5% DOA에 6시간 배양한 후 저장성 완충용액에서 8시
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Fig. 5. Multi-step method based on hypotonic solution and 0.25% SDS. All tissues are stained with hematoxylin and eosin. LM ×400. (A
∼E) Hypotonic solution for 8 hours at 4oC → 0.25% SDS in hypotonic solution for 16 hours → isotonic solution for 8 hours at 4oC. 
(A) aortic valve. (B) pulmonary valve. (C) pulmonary wall. (D) porcine pericardium. (E) bovine pericardium. (F∼J) Hypotonic solution for 6 
hours at 4oC → 0.25% SDS in hypotonic solution for 16 hours → isotonic solution for 8 hours at 4oC. (F) aortic valve. (G) pulmonary 
valve. (H) pulmonary wall. (I) porcine pericardium. (J) bovine pericardium. (K∼O) Hypotonic solution for 6 hours at 4oC → 0.25% SDS in 
hypotonic solution for 16 hours → isotonic solution for 2 hours at 4oC. (K) aortic valve. (L) pulmonary valve. (M) pulmonary wall. (N) por-
cine pericardium. (O) bovine pericardium.

간 배양한 후 0.25% SDS가 포함된 저장성 완충용액에서 

8시간 배양하고 4oC에서 등장성 완충용액에 8시간처리한 

실험에서 대동맥판막 및 폐동맥판막에서 탈세포화가 잘 

이루어졌다(Fig. 8A, B). 또한 SDS가 포함된 저장성 완충

용액 처리시간을 12시간으로 늘렸을 때에 대동맥판막, 폐

동맥판막 및 폐동맥벽에서 탈세포화가 전반적으로 잘 되

었다(Fig. 8C∼E).

  (7) Triton X-100 → Hypotonic solution → SDS: 전반

적으로 탈 세포화가 잘 이루어지지 않았다.

  (8) PEG → Hypotonic solution → SDS: PEG의 농도에 

따라 약간의 차이는 있으나 전반적으로 탈세포화가 이루

어지지 않았다.

  (9) PAA → Hypotonic solution: 전반적으로 탈세포화

가 이루어지지 않았다.

  단일단계방법으로는 DOA, SDS, Triton X-100+SDS에서, 

다단계방법으로는 저장성 완충용액 → Triton X-100 → 

SDS, DOA → 저장성 완충용액 → SDS, 저장성 완충용액 

→ SDS에서 탈세포화가 효과적으로 이루어 졌다. DOA는 

다른 탈세포화 방법에 비해 세포 외 기질의 파괴가 심하

였고, 특히 실험온도가 높아질 수록 세포 외 기질의 파괴
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Fig. 6. Hypotonic solution for 8 hours at 4oC → 0.25% Triton X-100 +PBS at 4oC for 12 hours → 0.1% SDS in hypotonic solution for 
12 hours → isotonic solution for 8 hours at 4oC. All tissues are stained with hematoxylin and eosin. LM ×400. (A) aortic valve. (B) pul-
monary valve.

가 더욱 현저함을 알 수 있었다. 사용되는 화학물질의 종

류, 양, 처리시간 및 세포 외 기질의 파괴 정도를 고려하

여 지속적으로 재현 가능한 탈세포화에 가장 적합한 조합 

및 조건은 단일단계방법으로 4oC에서 SDS와 Triton X-100

를 포함한 저장성용액에 24시간 배양하는 방법과 다단계

방법으로 저장성 용액과 SDS를 연속적으로 사용하는 방

법으로, 4oC에서 0.25% SDS가 섞인 저장성 완충용액에 16

시간 배양하는 방법이 가장 유효하고 재현성과 탈세포화 

정도가 완전하였다.

고      찰

  탈세포화과정이 조직의 이종항원 면역을 완전히 제거

하는 것은 아니지만, 특히 조직공학분야에서 세포성분에 

대한 조직 항원을 없애기 위한 가장 효과적인 방법으로 

사용되고 있다. 그 동안 알려진 탈세포화 방법으로는 크

게 물리적인 방법, 화학적인 방법, 효소를 이용한 방법이 

있다[1]. 지금까지의 연구에서는 각각의 방법에 따라, 사

용되는 조직에 따라 그 결과가 매우 다양하게 보고되고 

있으며, 아직 최적의 탈세포화 방법은 확립되지 못한 실

정이다. 본 연구에서는 최적의 탈세포화를 위한 조건을 

찾고자 하였으며, 이를 위해 기존에 여러 연구에서 사용

된 방법들을 판막, 혈관조직 및 심낭조직에 적용하여 재

현해 보고 이를 토대로 기존의 방법들을 변형한 추가적인 

변수실험, 즉 온도조건, 처리시간, 농도 등을 달리하여 실

험을 진행하였다. 탈세포화의 목표는 세포 외 기질(extra-

cellural matrix)의 조성(composition), 생물학적 활성도(bio-

logical activity), 물리적 성질(mechanical integrity)에 최소한

의 영향을 주면서 모든 세포와 세포핵 물질을 완전하게 

제거하는 것이다. 이러한 효과적인 탈세포화를 확인하는 

방법은 여러 가지가 있으나, 본 연구에서는 가장 기본이 

되는 방법인 hematoxylin-eosin (H&E) 염색을 통해 세포 및 

세포핵의 잔존여부를 확인하고, 세포 외 기질의 조밀성을 

눈으로 확인함으로써 효과적인 탈세포화의 여부를 판단

하였다.

  Uchimura 등[2]이 세정제 없이 PEG을 단독으로 이용하

여 효과적인 탈세포화를 보고하였고, 본 연구에서도 이 

방법으로 탈세포화를 재현해 보았다. 그러나 Uchimura의 

protocol 및 농도와 처리시간에도 변화를 준 추가적인 변

수실험을 통해서도 탈세포화를 이루지 못했다.

  PAA는 주로 비뇨기계 조직의 지지체를 만드는데 사용

되어 왔으며, 대개 0.1∼0.15%의 농도에서 세포 외 기질의 

손상을 거의 시키지 않으면서 효과적인 탈세포화를 얻을 

수 있는 것으로 보고되고 있다[3,4]. 그러나 본 연구에서는 

전혀 탈세포화가 이루어 지지 않았으며, 이는 본 실험에

서의 대상 조직이 이전 실험에서 사용된 비뇨기계 조직과

는 차이가 있는 데에 기인하였을 것으로 생각된다.

  DOA는 이온성 세정제로, 매우 효과적으로 세포 잔존물
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Fig. 7. Hypotonic solution for 10 hours → 0.1% SDS in hypotonic solution for 12 hours → 0.25% DOA in PBS for 12 hours at 4oC →
PBS for 12 hours. All tissues are stained with hematoxylin and eosin. LM ×400. (A) aortic valve. (B) pulmonary valve. (C) pulmonary wall. 
(D) pericardium.

을 제거할 수 있으나, 자가 조직 구성을 상당히 파괴하는 

것으로 알려져 있다[1]. 그러나 보통 단독으로 사용되는 

경우는 거의 없고, 타 세정제들과 함께 사용된다[5-8]. 본 

연구에서는 먼저 DOA 단독으로 온도조건, 처리시간, 농

도를 달리하여 실험을 진행하였고, 이후 다른 탈세포화에 

사용되는 용액과 함께 단일 단계로 실험하거나, 여러 단

계로 실험을 시행하였다. DOA 단독으로 시행한 실험에서 

온도를 높이거나 처리기간을 연장할수록 세포의 제거는 

잘 이루어졌지만, 이와 동시에 특히 온도가 높아질수록 

세포 외 조직의 손상이 심해지는 경향을 보였다. DOA 농

도가 높아질수록 세포 외 조직의 손상이 심해지는 것은 

이미 알려져 있으나[1] 온도가 높아질 수록 세포 외 조직

의 손상이 심해지는 것은 고온에서 세포조직의 분해에 관

계된 효소들의 활성도가 훨씬 강함을 시사하는 바이며, 

이후 탈세포화 실험에서 충분히 반영되어야 할 것이다.

  SDS는 탈세포 효과가 매우 강력한 이온성 세정제로서 

세포의 세포막 구성성분인 산성인지질(acidic phospholi-

pids)을 제거한다[9]. 이러한 기전을 통해 SDS는 다른 세

정제들과 비교하여 잔존 핵물질(Azurophilic substance)이나 

vimentin 같은 세포질 단백을 거의 완전하게 제거할 수 있

다고 한다[10,11]. 그러나 SDS는 고유조직구조를 파괴하는 

경향이 있어 glycoaminoglycan (GAG)의 감소나 콜라겐의 
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Fig. 8. Multi-step method based on DOA, hypotonic solution and SDS.All tissues are stained with hematoxylin and eosin. LM ×400. (A∼B) 
0.5% DOA in PBS for 6hours at 4oC → hypotonic solution for 8 hours → 0.25% SDS in hypotonic solution for 8 hours → isotonic sol-
ution for 8 hours. (A) aortic valve. (B) pulmonary valve. (C∼E) 0.5% DOA in PBS for 6 h at 4oC → hypotonic solution for 8 hours →
0.1% SDS in hypotonic solution for 12 hours → isotonic solution for 8 hours at 4oC. (C) aortic valve. (D) pulmonary valve. (E) pulmonary 
wall.

구조(integrity)를 약화 시킬 수 있다고 알려져 있다[11]. 대

개 실험에 사용되는 SDS 농도는 0.03%에서 1%로 등장성 

완충용액(isotonic buffer solution) 혹은 증류수에 섞어 쓰기

도 하나 저장성 완충용액에 가장 많이 섞어 사용한다. 그 

이유는 저장성 완충용액과 함께 사용 함으로서 낮은 삼투

압을 이용해 저장성 용액 함께 세포 내로 잘 들어갈 것이

라고 생각되기 때문이다[12]. 본 연구에서는 0.25% SDS 

단독으로 4oC에서 24시간 처리하는 실험을 1차례 시행하

였는데 탈세포화는 효과적이었으나, 세포외기질의 손상이 

현저하였다. 이러한 세포 외 기질의 손상은 기존의 실험

에서 사용된 가장 낮은 수준의 SDS 농도를 사용하였고, 

효소활성이 낮은 온도조건에서 실험을 진행한 것으로 보

아 처리시간이 길었기 때문으로 생각된다. 이 결과에 따

라 이후 실험에서는 SDS 처리시간을 줄여 실험을 시행하

였고, 세포제거의 효과를 높이기 위해 다른 세정제나 중

합체, 저장성 완충용액을 추가하여 비이온성 세정제인 

Triton X-100, 이온성 세정제인 DOA, 중합체인 PEG 및 저

장성 완충용액을 SDS와 섞어서 단일단계로 또는 함께 섞

거나, 연속적으로 여러 단계로 탈세포화 실험을 시행하였

다. 단일단계실험 중 Triton X-100를 섞어서 시행한 실험

에서 24시간 처리하였을 때 탈세포화를 얻을 수 있었는데 

본 연구에서 탈세포화의 적정성을 평가하기 위해 사용된 

H&E 염색에서는 세포 외 기질의 구조가 비교적 잘 유지

되는 것으로 보였으나, 앞서 SDS 단독 실험결과에서 세포 

외 기질의 손상을 보였던 것을 고려하였을 때 향후 세포 

외 기질의 보존에 대한 추가적인 평가작업을 통해 적절한 

탈세포화인지 여부를 확인해야 할 것이다. 여러 단계의 

실험 중에는 DOA와 저장성 완충용액에 연속적으로 배양
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한 후 SDS에 배양하는 실험에서 탈세포화를 얻을 수 있

었는데, 같은 조건에서 DOA를 빼고 저장성 완충용액에 

처리한 후 SDS에 배양하는 실험에서의 탈세포화 결과와 

차이가 없었다. 그래서 이후 실험에서는 DOA를 빼고, 저

장성 완충용액에 처리한 후 SDS에 배양하는 실험방법을 

농도, 시간변수를 달리하여 추가적인 변수실험을 시행하

였고, 4oC에서 0.25%농도의 SDS로 16시간 배양 함으로서 

지속적으로 재현 가능한 효과적인 탈 세포화를 얻었다.

  SDS를 이용하여 탈세포화된 조직을 실제 사용할 경우 

남아 있을 수 있는 미량의 SDS는 숙주세포(host cell)들의 

정착을 방해하거나 세포독성 물질(cytotoxic agent)로 작용

하여 세포를 파괴시킬 수 있다고 알려져 있다[13]. 그러므

로 재세포화를 위한 조직 지지체로 사용하는 경우, 가능

하면저 농도의 SDS로 짧은 시간 동안 배양해야 할 것이

다. 본 실험에서는 단일단계방법으로 4oC에서 SDS와 Triton 

X-100를 포함한 저장성 완충용액에서 24시간 배양하는 방

법과, 다단계방법으로 4oC에서 저장성 완충용액과 0.25%

농도의 SDS가 섞인 저장성 완충용액 16시간 동안 연속적

으로 배양시키는 방법으로 지속적으로 재현 가능한 효과

적인 탈 세포화를 얻었고, 일단 이러한 조건에 큰 변화가 

생기기는 어려울 것으로 생각되므로, 앞서 지적한 대로 숙

주세포의 정착을 방해하거나 세포독성물질로 작용하는 것

을 최소화 하기 위해서는, SDS로 배양 후 세척단계에 대

한 추가적인 연구도 함께 이루어져야 할 것으로 생각된다.

  조직을 저장성 완충용액으로 처치하는 것은 삼투압을 

이용하여 세포를 팽창시켜 세포막을 터트려 세포를 파괴

하는 매우 간단한 방법이나, 탈세포화에 있어 저장성 용

액의 효과에 대해서는 알려진 것이 많이 없다. 저장성 용

액을 통한 삼투압 충격만으로는 세포를 완전히 제거할 수 

없고[14], 세포 찌꺼기(cell debris)를 제거하기 위해 효소적 

혹은 화학적 처치가 필요하다[1]. 가장 보편적으로 사용하

는 용액은 10 mM Tris 완충용액(buffer solution)으로 여기

에 킬레이트 시약(chelating agent) 인 EDTA (ethylenediami-

netetraacetic acid)를 섞어 세포와 세포 외 기질과의 결합

(binding)을 약화 시켜 세포를 잘 빠져 나오게 하고 세포의 

파괴 시 유출되는 세포 내 여러 효소의 활성을 방지하기 

위해 Ph가 높은 완충용액(buffered solution)과, 단백분해효

소 억제제(protease inhibitor)인 phenylmethyl-sulfonylfluo-

ride, aprotinin, leupeptin 등과 하이알우론산분해효소 억제

제(hyaluronidase inhibitor)인 sulphated neomycin 등을 첨가

하여 사용한다. 본 연구에서는 10 mM Tris 완충용액(buf-

fer solution)에 EDTA와 aprotinin, neomycin trisulphate를 첨

가하여 사용하였다.

  실제 임상에서 탈세포화 후 이식된 이종이식편(xeno-

graft)의 면역반응에 의한 기능부전에서 보이듯이 완전한 

탈세포화 후에도 조직의 세포 외 기질(extracellular matrix)

에 잔존하는 당단백질(glycoprotein)내의 이종항원의 제거

를 위해서도 적절한 처치가 필요하며[15,16], 이에 대한 연

구가 진행되어야 할 것이다.

  본 연구에서 사용된 방법 중 PEG나 PAA를 사용한 방

법은 탈세포화가 거의 이루어 지지 않았는데, 이는 기존 

다른 연구에서 실험했던 대상 조직과 본 연구에서 사용된 

조직의 종류가 다르기 때문일 것으로 생각된다.

  실험과정 중간중간에 있는 흔들기(shaking)나, 헹굼

(washing), 실험 기간 중 실험조건(온도, 시간)의 정확한 유

지는 탈세포화의 성공에 매우 중요하다. 본 연구에서도 

저장성 완충용액과 SDS에 검체를 연속적으로 배양하는 

실험을 두 차례 반복적으로 시행하였고, 첫 실험에서는 

탈세포화를 얻지 못했으나, 반복실험에서는 탈세포화를 

얻을 수 있었다. 이 실험과정에 대한 검토과정 중, 첫 실

험에서 조직을 대상 용액에서 흔들어주는(shaking) 과정이 

적절하지 못했고, 배양시간이 정확히 지켜지지 못했다는 

결론이 내려졌고, 재 실험에서 이 부분을 보완하여 진행

한 후 탈세포화를 얻을 수 있었다.

  본 연구에서는 탈세포화를 평가하기 위해 H&E 염색법

을 이용하였다. 이 비교적 간단한 방법으로 세포의 제거

를 간편하게 확인할 수 있지만, 세포 외 기질에 대한 조직

의 적절한 보전에 관한 평가방법으로서는 그 해석에 한계

가 있으며, 향후 실험에서 이를 확인하기 위한 추가적인 

보완평가가 이루어져야 할 것이다.

결      론

  본 연구에서 탈세포화를 보였던 실험 방법 중 단일단계

방법으로 4oC에서 sodium dodesyl sulfate와 Triton X-100을 

포함한 저장성용액에서 24시간 배양하는 방법과, 다단계

방법으로 저장성 완충용액과 SDS를 연속적으로 사용하는 

방법(4oC의 배양조건, 0.25% 농도의 SDS, 16시간의 배양

시간)을 통해 세포 외 기질을 보존하면서 적은 수의 탈세

포화 용액을 사용하여 비교적으로 효과적인 탈세포화를 

얻을 수 있었다. 향후 위 방법을 더욱 적정화 하기 위한 

세밀한 실험이 이루어져야 할 것이며, 좀더완전한 탈세포

화와 세포 외 기질(extracellular matrix)의 보존 및 완전한 

이종면역제거를 이루기 위한 추가적인 처리(예. DNase, 



박천수 외

이종 조직 탈세포화의 최적화

− 561 −

RNase, α-galactosidase 등)가 필요하겠다. 또한 탈세포화

의 궁극적인 목표인 항원성의 제거를 확인하기 위한 추가

적인 조직학적, 면역학적 평가도 함께 이루어져야 할 것

이다.
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=국문 초록=

배경: 조직공학분야에서 이종조직의 세포성분에 대한 면역반응을 없애기 위한 기본적인 과정으로 조

직의 탈세포화에 대한 연구가 있어왔다. 본 연구는 기존에 탈세포화에 효과적이었다고 보고되었던 

방법들을 변형 혹은 재현해 보고, 이를 통해 최적의 탈세포화를 얻을 수 있는 조건을 찾고자 하였다. 
대상 및 방법: 돼지의 대동맥 및 폐동맥판막, 대동맥 및 폐동맥벽, 심낭을 탈세포화 세정제(deter-
gents)에 대한 농도 및 배양시간, 온도조건, 용질에 대한 삼투압 등을 달리하고, 여러 탈세포화용액 

및 그 조합을 통해 단일단계 및 여러 단계의 방법으로 배양하여 탈세포화를 시행하였다. 이렇게 탈세

포화 실험을 마친 조직은 hematoxylin-eosin (H&E) 염색을 통해 탈세포화의 정도와 세포 외 기질의 

보존 정도를 평가하였고, 일부탈세포화된 조직에서는 이종항원면역제거 정도를 파악하는 alpha-Gal 
염색과 DAPI 염색을 동시 시행하여 관찰하였다. 결과: Polyethylene glycol이나 peracetic acid를 이용

한 방법에서는 탈세포화가 되지 않았다. 단일단계방법으로는 sodium deoxycholate (DOA), sodium 
dodesyl sulfate (SDS), Triton X-100, SDS와 Triton X-100을 섞은 용액에서, 다단계방법으로는 저장성 

완충용액 → Triton X-100 → SDS, DOA → 저장성 완충용액 → SDS, 저장성 완충용액 → SDS에서 

탈세포화가 이루어 졌다. DOA는 다른 탈세포화 방법에 비해 세포 외 기질의 파괴가 심하였고, 특히 

실험온도가 높아질 수록 세포 외 기질의 파괴가 더욱 현저함을 알 수 있었다. 사용되는 화학물질의 

종류, 양, 처리시간 및 세포 외 기질의 파괴 정도를 고려하여 지속적으로 재현 가능한 탈세포화에 비

교적 적합한 조합 및 조건은 단일단계방법으로 4oC에서 SDS와 Triton X-100를 섞은 저장성용액에서 

24시간 배양하는 방법과, 다단계방법으로 저장성 완충용액과 SDS를 연속적으로 사용하는 방법으로, 
4oC에서 6∼8시간 이상 저장성 완충용액에 처리한 후, 0.25% SDS가 섞인 저장성 완충용액에 16시간 

배양 후 등장성 완충용액에 처리하는 방법이었다. 결론: 4oC에서 SDS 과 Triton X-100을 섞은 저장

성 완충용액에서 24시간 배양하는 단일단계방법이나, 저장성완충용과 SDS를 연속적으로 사용하는 

다단계 방법을 통해 세포 외 조직을 비교적 잘 보존하면서 적은 수의 탈세포화 용액을 사용하여 효

과적인 탈세포화를 얻을 수 있었다.
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