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1. 서 론 

심근 포에 한 근 연 는 물리적  전

적 극  한 포  질 나(1) 심근

포  계적 질  한  동  

제    움직  통한 맥동 상  특

 하는 연 (2) 등  루어졌다. 

HL-1 포( 하 HL-1)는 AT-1  심 암 포

 해 낸 심근 포계 , 사람  심근 포  가  

사한  지니 , 닥에 착하여 하는 

포  착 후에도 스스  수 과  복하는 

특 (3)  지 않고 라는 특징  다. 

HL-1  착하  하여 포  질 물질

(Extracellular matrix, or ECM)  양  12 시

간 상 처리하는 , 존연 에 는 각각 gelatin

과 fibronectin  합 수 액,(3) fibronectin 수 액, 

gelatin 수 액, collagen 수 액(4) 등  사 했다. 

하는 포는 포에 하는 전단 , 

Key Words : Cardiomyocyte(심근 포), Surface Coating Chemical(  처리 물질), Extracellular 

Matrix( 포  질 물질), Cell Culture( 포 양) 

: HL-1 포(심근 포주)는 AT-1  심 암 포에  한 심근 포 , 특별한 약물  주  없 도 

맥동 상  보 , 여러  계  양 후에도 그 수  지 않는 특  어 에 적 하  

하다. 본 연 에 는 포  질물질(ECM: extra cellular matrix)  향에  HL-1  과 질변  

하 다. HL-1 포  ECM  처리 지 않  과  다  3 가지 ECM  gelatin 수 액, fibronectin 

수 액  gelatin 과 fibronectin  합 수 액  처리  에 양하여 포  ECM  상   포  

 찰하 다. 포 양 직후  양후 4 지  포  변   역 염색  (immunostaining)  

하여 하 다. 포 식  Hoechst  EthD-1  통해 찰하 고, DAPI 염색  포핵  phalloidin 

염색  통해 F-actin  찰하 다. fibronectin 수 액  ECM  사 하  , 포   질 지에가  

과적  것  나타났다.  본 연  결과는 HL-1 포  ECM  상    포   해하는  

료   수 리라 다. 

Abstract: We present here the effect of extracellular matrix (ECM) on the proliferation and physiology of HL-1 cardiac 
cells. HL-1 cell is from AT-1 mouse atrial cardiomyocyte tumor lineage. HL-1 cell can be serially passaged, yet they 
maintain the ability to contract which is a promising character of HL-1 cell for the cell based biosensors. HL-1 cells 
grow up on the ECM which can affect on the attachment and growth of HL-1. In this paper, we discuss HL-1 cell-ECM 
interactions with three different ECMs and non-treated surface. HL-1 cells are grown for 4 days after seeding then 
observed their attachment. Also they were immunostained by hoechst and EthD-1 for proliferation, phalloidin for F-
actin, and DAPI for nuclei. Fibronectin was revealed as the proper ECM material for HL-1 cell culture. This study can 
provide basic information for understanding the cell-ECM interactions and growth of HL-1 cells. 
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포간 상 , 포 ECM 간  상 에 

해 향  는다. 특 , ECM  포  착에 

도움   뿐만 아니라 그 에도 향  주  

문에(5) ECM 에 라 포   비   

하는 것  포  한 연 에 하다.  

본 연 에 는 gelatin 수 액과 fibronectin 수

액 그리고 fibronectin, gelatin 합 수 액  3 가지 

ECM 과, ECM  처리하지 않  에 HL-1 포

 4  동안 양하고, ECM 에  HL-1  

 여러 가지 역염색  통하여 그 식과 생

존  태 등  비  했다. 

2. 실험 

2.1 HL-1 양 

HL-1  루 지애나 주립 학  William C. 

Claycomb 수  양 았  양 시

에는 0.02%  gelatin 199ml 에 0.1% fibronectin 

1ml  합한 ECM  사 하여 양플라스크  

 처리하여 사 했다. 지는 Claycomb media 

(Sigma) 87%, Fetal bovine serum(Sigma) 10%, Penicillin/ 
Streptomycin(Life Technologies) 1%, Norepinephinre(Sigma) 

1%, L-Glutamine(Sigma) 1%  합해  사 했다.  

양  산 탄 (CO2) 도 5%  공 95%, 

37℃  지 는 습식 큐 에  루어졌고 

계 양비 1:3  3~4  간격  계 양했

다. 실험 시에 지는 매  체했다. 

 

2.2 ECM 표면 처리 

ECM  120℃에  20 간 고압 균 독한 

수에 0.1%  fibronectin  1:200  비  한 

fibronectin 수 액, 동  수에 한 0.02% gelatin

수 액, 그리고 0.02% gelatin 수 액 199ml 에 0.1% 

fibronectin 1ml  gelatin 과 fibronectin 합액 지  

3 종  사 하 다.  또한, ECM 처리 과 비 하

 하여 수  척   Negative control  

사 하 다. 든 처리는 24 well plate에 루어졌

다. 

Fig. 1 Phage contrast images of HL-1 cells cultured on different surfaces at different times. All surfaces are treated 

with each ECM solutions during overnight. The scale bar is 100μm 
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2.3 면역 염색 분석 

포 식  해 Hoechst  EthD-1   

역염색했다. 양 플라스크  DPBS(Dulbecco’s 

phosphate buffered salin(Ca-Mg free), Invitrogen)  빠

게 1  씻어낸 후 Hoechst(DPBS  1:1000), 

EthD-1(DPBS 에 4mM 도)  처리하여 큐

에  20 간 염색한 후 DPBS  1  척하고, 

각각 전체 포  핵과 죽  포  도립  

미경(Ti-u Nikon, Tokyo, Japan)  하여 찰했다. 

1280*1024 pixel 적  다  역   택

하여 seeding 후 첫째 날  포 수  째 날  

포 수  계산했다. 

포 태  해  phalloidin  F-actin

 DAPI  포핵  역염색했다. 양 플라스

크  DPBS  빠 게 2  척 한 후 상 에  

3.7%  포 알 드  20  동안 고정시키고, 20

간 blocking solution(1% BSA, 0.3% Triton-X, 10mM 

PBS)  permeabilization 했다. Filamentous 

actin(Phalloidin, 1:200)  1 시간 염색하고, 2 간 핵 

염색(DAPI 1:5000) 후 mounting 한 후 어 찰했

다. 매 순 가 끝나고 DPBS  빠 게 3  척

했다.  

3. 결과 

3.1 표면 부착 

HL-1  착  시간에 라 찰한 결과 ECM

처리  하지 않  에  란 HL-1  포  

포가 균 하지 않고 뭉쳐  라는 것  할 

수 다(Fig. 1(m)). 또한, 다  ECM 에  란 HL-

1 보다 포 수가 저  어지는 , 는 

seeding 후 첫날 지  에 미처 에 착

지 않  원  포(Fig. 1(i))가 어져 나간 경우

도 제할 수 없다. Gelatin  경우에도 seeding 4

시간 후 지는 에 미 착 상태 다(Fig. 1(f)). 

1  후 는 거  든 포가 에 착한 

것  할 수 다(Fig. 1(j)). Fibronectin  사

한 경우에 seeding 후 30  경과(Fig. 1(c)) 후에 

과  원 한 상  착  빠 다는 것

 알 수 , 4 시간 후에는 든 포가 

에 착한 양  보 다(Fig 1(g)) 1  후 는 

식 원 하게 루어지고  할 수 다

(Fig.1 (k)). Fibronectin 과 gelatin 합액( 하, FG 

solution)에 는 4 시간 경과 후 상당  많  양  

HL-1  닥에 착했  할 수 다. FG 

solution 에  라는 경우 HL-1  에 착하

는  는 시간  5~6 시간 상  고 할 

, HL-1  착  돕는 ECM 는 fibronectin  

가  과적  알 수 다. 

(a)

(d)(c)

(b)

 
Fig. 2 Fluorescence images of HL-1 cells immunostained with Hoechst (blue, 

live cells) and EthD-1(red, dead cells) on different ECMs at day 4. (a) 

Non-treated, (b)gelatin, (c)fibronectin, (d)fibronectin/gelatin solution. 
The scale bar is 100μm 
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Fig. 3 Comparisons of the cell proliferation on different 

ECMs. (Student paired T-test, n=5, *, p<0.05) 
 

 

3.2 세포 증식 

Hoechst(Fig. 2)  EthD-1  염색 결과  ECM

 HL-1  식 도에 한 향  알 수 다. 4

째  포 식  비 (Fig. 3)해 보 , FG solution

 ECM  사 했  (Fig. 2(d))보다 fibronectin

 사 했  (Fig. 2(c))  HL-1  욱 빠  

것  알 수 다. Hoechst  EthD-1  염색 결과  

포  포도 또한 략적  할 수 다.  

 

3.3 면역염색 

ECM  처리하지 않는 에 는 포  

ECM 사  상   루어지지 않고 

 포간 상  욱 강하게 루어져 포

간  그룹 가 욱 강하게 루어진 것  나타

났다(Fig. 4(a)). Gelatin  처리한 에  

한 HL-1  포생존 나 식에 어 는 

Fibronectin 나 FG solution 과 비 해  어지

는 결과  보 지는 않았지만, F-actin 염색 결과 

포들간  상  족한 것  었다

(Fig. 4(b)). Fibronectin 에  한 HL-1  포  

포  상 에 한 근 단 질 결합에 어

도 다  ECM 보다 강한 결합  볼 수 었다

(Fig. 4(c)). FG solution  경우도 근  단 질  

포가 어느 정도 균 하여 포  ECM  포간

 상  적절  루어지는 것  

었다(Fig. 4(d)). 

4. 결 론 

 연 에 는 포 양  ECM 물질   

  

(a) (b)

(c) (d)
 

Fig.4 Fluorescence images of HL-1 cells immunostained 

with phalloidin(red, F-actin), and DAPI(blue, 
nuclei) on different ECMs at day 4 (a) Non-treated 

(b) gelatin (c) fibronectin (d) fibronectin/gelatin 

solution. The scale bar is 20 μm 
 

다 게 하여 HL-1  4 간 양하여 얻  심근 

포에 Hoechst, EthD-1  염색  생존  

하고 phalloidin, DAPI 염색  HL-1  

질  찰하 다.  

 실험 HL-1  에는 ECM  드

시 필 하고, 생존 과  도가 ECM 에 해 

향  는다는 것  알 수 었다.  

Fibronectin   처리한 경우 포  

에 한 원 한 착  포  식  생존

 게 나타났다. 또한, 그 도가 다  종

 ECM 에 비해 빠 고, 생존  또한 적  

사 는 FG solution  처리한 경우  비 했  

 좋  결과  나타냈다. 러한 결과는 후 

HL-1  한 다양한 심근 포 연 에 

료   수 리라 다. 

후 기 

 문  하 학  지원에 하여 연

었 . 
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