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Purpose: TThis study examined the effect of repetitive magnetic stimulation (RMS) on the viability and proliferative 
response of human adipose tissue‐derived stromal cells (hATSCs) in vitro. 

Methods: The hATSCs were cultured primarily from human adipose tissue harvested by liposuction and incubated in a 
37℃ plastic chamber. The cells were exposed to a repetitive magnetic field using a customized magnetic stimulator 
(Biocon‐5000, Mcube Technology). The RMS parameters were set as follows: repetition rate=10Hz, 25Hz (stimulus 
intensity 100%= 0.1 Tesla, at 4cm from the coil), stimulated time= 1, 5, and 20 minutes. Twenty four hours after one 
application of RMS, the hATSCs were compared with the sham stimulation, which were kept under the same conditions 
without the application of RMS. The cells were observed by optical microscopy to determine the morphology and 
assessed by trypan blue staining for cell proliferation. The apoptosis and viability of the hATSCs were also analyzed by 
fluorescence‐activated cell sorting (FACS) analysis of Annexin V and MTT assay. 

Results: After RMS, the morphology of the hATSCs was not changed and the apoptosis of hATSCs were not increased 
compared to the sham stimulation. The viability of the cells was similar to the cells given the sham stimulation. 
Interestingly, the level of hATSC proliferation was significantly higher in all RMS groups. 

Conclusion: The application of RMS may not cause a change in morphology and viability of hATSCs but can increase 
the level of cell proliferation in vitro. RMS might be useful as an adjuvant tool in combination with stem cell therapy 
without adverse effects. 
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I. 서론    

뇌손상 및 척수손상 후 장애를 최소화하고 신경기능의 회복을 

촉진시키기 위하여 여러 가지 치료방법을 시도하고 있다. 최근

에는 신경 재생을 유도하기 위한 치료적 접근으로서 배아 줄기

세포, 간엽 줄기세포, 조혈모세포, 신경줄기세포, 후각신경의 신

경아교세포 및 인체지방조직에서 분리된 기질세포 등을 이식하

는 줄기세포 이식치료가 많이 시도되고 있다.1 그 중에서 기질
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줄기세포인 지방줄기세포를 이용한 세포이식 치료는 다른 줄기

세포와 비교하여 세포를 구하기가 용이하며, 윤리적인 문제로 

인한 제약이 적은 장점이 있다. 또한 지방줄기세포를 뇌경색과 

척수손상 모델에 이식하여 기능향상을 유도한 실험들이 계속 

보고되고 있다.2,3 하지만 임상적으로 괄목할 만한 호전을 보인 

경우는 아직 없는 상태이다. 따라서 보다 효과적인 치료성과를 

얻기 위하여 줄기세포 이식치료 단독적인 방법에 보조적인 치

료방법을 병행한 복합적인 치료적 접근이 필요하다. 

반복자기자극은 비침습적인 방법으로서 통증과 부작용이 적

으면서 조직에 깊숙이 침투할 수 있어 신경, 근골격계 물리치료 

분야에서 이용이 많아지고 있으며, 피부재생, 신경손상에 의한 

근위축 감소, 골절치료 등에 응용되고 있다.4‐6 반복자기자극은 

기능적 자기자극으로서 편마비 환자의 견관절 아탈구의 호전과 

척수손상 후 호흡기능, 소화기능, 방광기능의 회복을 위하여 사

용되어 지고 있으며,7,8 복압성 요실금 등 비뇨기계 질환에서도 

많이 사용되어지고 있다.9 또한 경두개 반복자기자극은 우울증, 

파킨슨병에 효과적일 뿐 아니라10,11 대뇌피질의 흥분도를 변화

시키고, 운동 및 인지기능, 실어증, 난치성 신경병증성 통증 등

에도 긍정적 효과를 보고하고 있다.12‐16 그 외에도 실험적 연구

에서 반복자기자극이 신경 손상 후 신경세포의 돌기(dendrite)

의 성장, 축삭의 길이 증가 등에도 효과가 있다고 보고 되면서 

신경재생을 위한 치료의 한 방법으로서 관심이 증가하고 있

다.17‐19 반복자기자극의 치료효과에 대한 많은 연구와 함께 세

포 독성 및 안정성에 대한 연구로서 반복자기자극이 여러 종류

의 세포에서 세포막변화, 세포증식, 세포활성 등에 영향을 미친

다고 보고되고 있지만20‐22 반복자기자극이 줄기세포에 어떠한 

영향을 미치는지에 대해서는 아직 연구된 바가 없다. 이에 저자

들은 줄기세포 이식치료와 병행한 반복자기자극의 치료효과를 

알아보기에 앞서, 반복자기자극이 사람의 지방줄기세포의 유래

가 되는 지방유래 중간엽 줄기세포의 모양, 증식, 세포사멸

(apoptosis), 활성(viability) 등에 어떠한 영향을 미치는지 관찰

함으로써 반복자기자극의 지방유래 중간엽 줄기세포에 대한 생

리학적인 영향과 안전성에 대하여 알아보고자 하였다.

II. 연구방법

1. 지방유래 중간엽 줄기세포 초대배양

수술실에서 공여자로부터 얻은 지방조직을 PBS가 담긴 50ml 

튜브에 담아 무균대로 옮겨와서70% 에탄올이 담긴 새 접시로 

옮겨 5‐10초 정도 빨리 소독하고 새 접시로 두 차례 더 옮겨가

며 PBS로 헹궈주었다. 지방조직에서 세포 분리를 위해 diges-

tion buffer (collagenase type I, 1 mg/ml, GibcoBRL)를 넣어 

가위로 충분히 세절하여 50ml 튜브에 넣어 37°C 교반항온수

조에서 250 rpm으로 20분간 반응시킨 후 동량의10% 우태아

혈청(FBS)을 포함한 Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

(DMEM, low glucose)을 넣어 효소의 작용을 막았다. 혼합액

을 구멍의 직경이 각각300μm, 100μm 인 스테인레스 스틸 그

물에 차례대로 통과시켜 불필요한 지방조직을 걸러냈다. 50ml 

튜브에 걸러진 용액을 넣고 2000rpm에서 3분 동안 원심분리

하여 상층액을 버린후, 새 배지를 넣어 한 번 더 원심분리한 후

에 직경 35mm의 배양용 접시에 세포를 넣고 10% FBS, 1% 

antibiotics가 포함된 DMEM 배지를 첨가하여37°C, 5% CO2 

조건으로 배양기에서 배양하였다. 

2. 반복자기자극 

지방유래 중간엽 줄기세포에 대한 자기장 자극을 위하여 

BioCon‐5000 (M‐cube technology, 한국) 기종의 주문제작한 

반복자기자극 기기를 이용하였다. 자기장 자극시 세포를37°C가 

유지되는 환경을 만들기 위하여 가로, 세로, 높이가12✕15✕
6cm인 플라스틱 상자에 항온수조를 연결하여 상자안의 온도가

37°C가 되도록 자체 제작하였다. 상자안에 배양접시를 넣고 코

일에서 4 cm 떨어진 위치에 두어 진동이 전달되지 않은 상태

로 자기장 자극이 가능하도록 하였다(Figure 1). 지방유래 중간

엽 줄기세포에 적용되는 자기장 자극의 조건은 0.1 tesla (T)의 

자극강도로 하였고, 자극빈도와 기간를 각각10Hz, 25Hz(자극3

초‐휴식6초)와 1분, 5분, 20분으로 설정하였다. 여섯군의 자기

장 자극군(RMS group)을 설정하여 각 군들에 대하여 반복자

기자극을 1회 시행하였다. 모든 배양접시는 자기장 자극 1일전

에 새 배지로 교체하였으며, 대조군은 각각 자기장 자극군과 동

일한 시간동안 같은 조건으로 37°C 상자에 두면서 자기장 자

극만 적용하지 않은 샴 자극군(sham stimulation group)과 

37°C, 5% CO2 환경의 배양기에 그대로 둔 상태로 배양한 대

조군(control group)으로 하였다.

3. 세포의 형태, 세포사멸과 활성도 및 세포증식의 확인

자기장 자극을 시행하기 전에 추출한 지방유래 중간엽 줄기세

포를 배양접시에 담고 배양 4일째 자기장 자극군과 대조군 모

두에서 세포들이 제대로 부착(adhesion)되어 초대배양이 정상

적으로 이루어졌는지를 먼저 광학현미경으로 확인하였다. 여섯

군의 자기장 자극군을 각각의 조건으로 자기장 자극을 시행한 

후 1일간 배양기에서 배양한 뒤 광학현미경으로 지방유래 중간

엽 줄기세포들의 형태변화를 다시 관찰하였다. 

반복자기자극 후 지방유래 중간엽 줄기세포의 세포사멸 정

도를 확인하기 위하여 Annexin V detection kit (BD 

Biosciences, 미국)을 이용하여 분석하였다. 이 방법은 세포사멸
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A B

Figure 1. Human ATSCs plated on petridish (35mm diameter) were incubated in plastic chamber (A) 
in which the temperature of 37±0.5 °C was maintained by circulating warmed water, and placed at the
center of the top surface with 4 cm distance from the coil of the customized repetitive magnetic 
stimulator (B). ATSCs: adipose tissue‐derived stromal cells.

이 시작되면 세포막 안쪽에 위치하는 phosphatidylserine (PS)

이 세포 밖으로 노출되어 칼슘의존성 인지질 결합 단백질인 

Annexin V와 결합하게 되는데, 이 결합한 세포를 검출하는 방

식이다. 간단히 요약하면, 반복자기자극 1일 후 지방유래 중간

엽 줄기세포를 모아서 phosphate buffered saline (PBS)를 첨

가하여 원심분리한 후 binding buffer 100μL를 첨가하고 

Annexin V‐fluorescein isothiocyanate (FITC)를 5μL 첨가하

여 암실에서 15분간 반응시킨 뒤 binding buffer 400μL를 더 

첨가하여 FACS (Fluorescence activated cell sorter, BD, 미

국)를 이용하여 분석하였다. 

또한 지방유래 중간엽 줄기세포의 세포 활성도를 측정하기 

위해 MTT (3‐(4,5‐dimethylthiazol‐2‐yl)‐2,5‐diphenyl‐tetrazo-

lium bromide) colormetric reduction assay를 이용하였으며, 

이는 탈수소 효소작용에 의하여 노란색의 수용성 기질인 MTT 

tetrazolium을 청자색을 띄는 비수용성의 MTT formazan으로 

환원시키는 미토콘드리아의 능력을 이용하는 검사 방법으로, 

세포가 살아있으며 대사가 왕성한 세포의 정도를 반영한다. 자

기장 자극이 끝난 지방유래 중간엽 줄기세포를 96‐공 플레이트

(96‐well plate)에 옮겨 2일 더 배양하고 난 뒤 배지를 제거하

고 200μL 새배지를 첨가하고 50μL/well(2mg/ml) MTT 시약

을 처리하여 암상태로 4시간 두었다. MTT 시약이 들어있는 

배지를 제거하고 DMSO(Dimethyl sulfoxide, Sigma, 미국)를 

처리하여 천천히 흔들어준 후 formarzan 결정체가 용해된 후 

microplate reader(EL800, 미국) 로 570nm에서 흡광도를 측

정했다.

반복자기자극이 지방유래 중간엽 줄기세포의 증식에 미치는 

영향을 알아보기 위하여 반복자기자극을 시행한 후 2일간 더 

배양하였다. 자기장 자극군과 대조군을 각각 trypan blue 시약

으로 염색한 후 혈구계(hemocytometer)를 이용하여 증식된 세

포의 수를 계산하여 비교하였다.

4. 통계처리

자기장 자극군과 대조군 간의 차이를 SPSS version 14.0을 이

용하여 Student’s t‐test로 통계처리 하였으며 통계학적인 유의

수준은 p 값이 0.05 미만인 경우로 하였으며, 측정변수의 값은 

평균±표준편차로 표시하였다. 

III. 결과

1. 지방유래 중간엽 줄기세포의 형태 변화 

반복자기자극을 시행하기 전 자기장 자극군과 대조군 모두에서 

지방유래 중간엽 줄기세포들이 배양접시에 정상적으로 부착하

여 자라고 있음을 광학현미경으로 확인하였으며(Figure 2A), 

두 군간의 차이는 없었다. 다양한 조건의 반복자기자극 시행 1

일 후 세포들의 형태 변화를 다시 관찰하였다. 반복자기자극 후 

지방유래 중간엽 줄기세포의 형태적인 변화는 샴 자극군(Figure 

2B) 및 대조군(Figure 2C)과 비교하여 차이가 없음을 확인하

였다(Figure 2D‐2I). 

2. 반복자기자극이 세포사멸에 미치는 영향

반복자기자극에 의한 세포사멸이 일어나는 정도를 확인하고 사
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A B C

D E F

G H I

Figure 2. Morphology of hATSCs. The hATSCs were cultured primarily in poly‐l‐lysine‐coated dish (35mm) for 4 days 
(A). One dish was placed in a chamber without RMS for sham stimulation (B) and another dish in an incubator for 
control (C). The others were placed in a chamber with RMS (D:10Hz 1min, E:10Hz 2min, F:10Hz 5min, G:25Hz 1min, 
H:25Hz 5min, I:25Hz 20min). Photographs were taken on 5th days. There was no difference in morphology of hATSCs 
among all groups. hATSCs: human adipose tissue‐derived stromal cells, RMS: repetitive magnetic stimulation, Scale bar 
= 50 μm. 

멸되는 세포수를 정량하기 위해 Annexin V 로 염색하였다. 샴 

자극군과 대조군 사이의 Annexin V와의 결합 정도는 차이가 

없었으며 온도만 37°C로 유지시킨 샴 자극군이 이산화탄소

(CO2) 농도 5%, 온도 37°C로 유지시킨 대조군과 마찬가지로 

세포사멸이 거의 일어나지 않는 것으로 확인하였다. 다양한 반

복자기자극 시행 1일 후 자기장 자극군에서도 세포사멸이 거의 

일어나지 않았고, 세포사멸 정도는 샴 자극군과 비교하여 유의

한 차이가 없었다(Figure 3).  

Figure 3. Effect of RMS on apoptosis of hATSCs 
measured by Annexin V. Apoptosis of hATSCs was not 
increased after RMS in all groups of RMS. hATSCs: 
human adipose tissue‐derived stromal cells, RMS: 
repetitive magnetic stimulation.
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3. 반복자기자극이 세포활성에 미치는 영향

반복자기자극이 세포사멸을 거의 일으키지 않는 것을 확인한 

후 살아있는 세포의 활성에 미치는 영향을 알아보고자 자기장 

자극 후 96‐공 플레이트에 지방유래 중간엽 줄기세포를 옮겨 2

일간 배양한 뒤에 MTT 분석을 시행하였다. 10Hz와 20Hz로 

20분간 반복자기자극을 시행한 자극군에서의 세포활성도는 각

각 94.80±1.03%, 90.88±0.92%였으며, 샴 자극군에 비해 약

간 감소하는 경향이 있었으나 통계적으로 유의하진 않았다

(Figure 4). 반복자기자극이 지방유래 중간엽 줄기세포에 대하

여 유의한 세포활성도의 감소와 세포독성을 보이지 않았다.

Figure 4. Cytotoxicity of RMS on hATSCs measured by 
MTT assay. MTT assay showed that the viability of hATSCs
was about the same value, compared with sham 
stimulation and RMS groups. hATSCs: human adipose 
tissue‐derived stromal cells, RMS: repetitive magnetic 
stimulation.

4. 자기장 자극이 세포증식에 미치는 영향

반복자기자극을 시행하고 2일간 더 배양한 후에 자기장 자극군

과 대조군을 trypan blue 염색을 이용하여 증식된 세포의 수를 

계산하였다. 전반적으로 지방유래 중간엽 줄기세포의 수가 증

가되었으며, 샴 자극군은 대조군과 비교할 때 동일한 증식률

(100±0%)을 보였다. 샴 자극군을 기준으로 하여 10Hz의 빈도

로 1분, 5분, 20분간 자극한 자극군의 증식률은 각각 109.38± 

4.2%, 125±5.3%, 117.19±4.5%로 증가하였다. 또한 25Hz로 

1분, 5분, 20분간 자극한 자극군의 증식률도 125±4.5%, 

102.23±3.8%, 125±5.2%로 증가하였다(Figure 5). 모든 자기

장 자극군의 증식률은 sham 대조군과 비교하여 유의한 증가를 

보였다(p<0.05). 

Figure 5. Effect of RMS on proliferation of hATSCs. In all
groups of RMS, the cell number of hATSCs was increased
significantly compared with sham stimulation and control
on 2 days after RMS (*p<0.05). hATSCs: human adipose
tissue‐derived stromal cells, RMS: repetitive magnetic 
stimulation.

IV. 고찰

본 연구에서는 다양한 조건의 반복자기자극이 대조군과 비교하

여 지방유래 중간엽 줄기세포의 형태변화, 세포사멸, 세포활성

도 변화 및 세포독성에 유의한 차이를 보이지 않은 반면, 반복

자기자극 후 지방유래 중간엽 줄기세포의 수가 유의하게 증가

되는 것을 관찰하였다. 

반복자기자극은 여러 종류의 세포에서 세포막변화, 세포증

식, 세포활성 등에 영향을 미치는 것으로 알려져 있다.20‐22 Post 

등은 HT 22 세포에 4T, 20Hz의 조건으로 8시간 동안 자기

장을 자극하고 광학현미경하에서 세포 형태를 관찰한 결과 형

태적 변화가 없었다고 보고하였다.19 Tenuzzo 등은 초대배양세

포(흉선세포, 림프구), 형질전환세포, 확립된 세포주 등에 6mT

의 정자기장(static magnetic field)을 처리하여 형태를 비교 관

찰하여 세포주에 따라 세포의 형태변화가 없을 수도 혹은 있을 

수도 있음을 보고하였으며, 이는 자기장 자극시간과 세포주의 

종류에 따라 달라질 수 있다고 보고하였다.22 본 연구에서는 반

복자기자극을 이전 연구와는 달리 지방유래 중간엽 줄기세포에 

적용하였으며, 자극빈도와 자극 시간을 다르게 하여 다양한 자

극을 준 후 줄기세포의 형태변화를 관찰하였지만 비정상적인 

형태변화는 없었다. 한편, Battocletti 등은 box coil을 이용하여 

15Hz로 18시간 자기장 자극 후 18시간 뒤에 흰쥐의 후근신경

절의 신경돌기(neurite)가 일정한 방향으로 뻗어 자란 것을 보

고하였고, Macias 등도 15Hz~25Hz의 자극 빈도로 자기장 자

극을 주었을 때 흰쥐의 후근신경절의 신경돌기가 자기장의 직

류 방향으로 자란 것을 보고하였다.18,23 하지만 이러한 형태의 
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변화는 반복자기자극에 의한 세포의 비정상적인 형태변화라기 

보다는 오히려 반복자기자극이 신경보호 및 신경재생에 효과가 

있음을 의미하는 연구라고 볼 수 있다. 

자기장 자극의 세포에 대한 안전성은 세포독성과 세포활성

도의 변화를 통하여 확인할 수 있으며, 여러 세포들을 대상으로 

한 이전 연구에 의하면 비교적 자극세기가 높은 7T로 3시간 

혹은 24시간 동안 P388 세포(mouse leukemia cell)와 V79 세

포(Chinese hamster fibroblast cell)를 자극하여도 세포활성 정

도가 자기장 자극군이 대조군과 전혀 차이가 없었고, 부유하여 

자라는 세포와 부착하여 자라는 세포 모두에서 자기장 자극에 

의한 세포사멸이 일어나지 않았다.24 또한 B16‐BL6 흑색종 쥐

의 암조직을 0.25T로 자극하였을 때도 암조직의 무게가 감소

되는 항암작용과 함께 B16‐BL6 세포에 대한 MTT assay 결과

는 대조군과 비교하여 세포활성에는 차이를 보이지 않았다.25 

그러나 세포의 종류에 따라 세포사멸이 발생하기도 하며, 자기

장 자극을 하는 동안 세포내로의 칼슘 유입의 정도에 따라 세

포사멸이 유도 될 수도 있다.22 지방유래 중간엽 줄기세포를 대

상으로 한 본 연구에서도 이전 연구와 마찬가지로 샴 자극군에 

비하여 자기장 자극군에서 유의한 세포 활성도의 감소를 보이

지 않아 반복자기자극이 지방유래 중간엽 줄기세포의 활성 저

하에 영향을 미치지 않고 세포독성도 없음을 확인하였다. 

자기장 자극은 세포의 증식을 증가시키거나 혹은 억제할 수

도 있는 것으로 알려져 있다. Grassi 등은 IMR32와 GH3 신

경세포주에 1일에서 4일 동안 1mT, 50Hz로 자기자극 한 후

에 trypan blue 염색법을 이용하여 세포수를 확인한 결과 대조

군에 비해 40% 가까이 세포수가 증가되었다고 보고하였다.26 

또한 Pezzetti 등도 인간유래 연골세포를 2.3mT, 75Hz로 자극

하여 세포증식이 증가되었음을 보고하였다.4 하지만 림프구에 

0.3‐1.2T, 30Hz, 60‐330초로 조건을 달리하여 자기장 자극한 

결과 mitogen에 의한 세포증식이 억제된 보고도 있었다.21 이

는 각 세포의 종류, 세포의 주기, 세포내의 이온변화, 세포 성

장에 관여하는 물질의 변화와 자기장 자극의 조건에 따라 증식

과 억제로 결과가 다르게 나타날 것으로 생각된다. 본 연구에서

도 이전 연구와 마찬가지로 반복자기자극 후 지방유래 중간엽 

줄기세포의 수가 샴자극군에 비해 최대 25% 증가된 것으로 나

타났다. 반복자기자극은 지방유래 중간엽 줄기세포에 대하여 

다른 세포에서와 같이 세포의 증식을 증가시키는 것에 도움이 

될 것으로 생각된다. 

본 연구의 제한점으로는 반복자기자극의 지방유래 중간엽 

줄기세포의 형태, 세포사멸과 세포 활성도, 세포증식에 영향을 

미치는 기전에 대하여 확인하지 못한 점이라고 생각되며, 향후 

자기장 자극에 의한 세포내의 마이크로 단위 이하의 소기관의 

변화유무를 확인하거나 세포분비물질의 변화와 유전자 수준에

서의 변화를 확인하는 추가적인 연구가 필요할 것으로 생각된

다. 또한 본 연구결과를 토대로 반복자기자극의 세기와 자극부

위에 따른 추가적인 동물 실험연구가 필요할 것이다. 

V. 결론 

본 연구에서 저자들은 반복자기자극이 지방유래 중간엽 줄기세

포에 대하여 세포의 형태변화, 세포사멸, 세포의 활성도의 감소 

등 안정성에는 크게 영향을 주지 않으며, 오히려 지방유래 중간

엽 줄기세포의 증식을 유도하는 긍정적인 효과가 있음을 확인

하였다. 향후 반복자기자극을 이용한 치료는 척수손상 및 뇌손

상 후 임상적 호전을 위하여 줄기세포 치료와 함께 병행가능한 

안전하면서도 효과적인 보조적 치료법중의 하나로 기대된다. 
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