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겔형태 인공누액이 각막실질세포 및 결막상피세포에 

미치는 영향
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목적: 겔형태 인공누액이 인체각막실질세포 및 결막상피세포에 미치는 영향을 비교하고자 하였다.
대상과 방법: 인체 각막실질세포 및 결막상피세포를 배양하여 SootheⓇ, SystaneⓇ 농도별로 접촉 후 MTT 분석법으로 세포 생존율, 젖산
탈수소효소(lactate dehydrogenase, LDH) 분석법으로 세포손상정도를 측정하였다. 세포자멸사 유무 확인 위해 형광현미경 및 유세포
분석을 시행하고 전자현미경상 세포형태학적변화를 관찰하였다.
결과: SootheⓇ와 SystaneⓇ에서 약물농도가 높을수록, 접촉시간이 길수록 각결막세포의 증식억제력이 증가되었다. 각결막세포 모두에
서 SootheⓇ는 노출시간과 농도에 비례하여 높은 LDH가 측정되나 SystaneⓇ은 안정적이었다. 두 약제 모두 형광현미경상 세포사소견
을 보였고 유세포분석상 세포자멸사를 보였다. SootheⓇ에 비해 SystaneⓇ에서 세포형태학적 손상이 경미하였다.
결론: SootheⓇ와 SystaneⓇ의 각막실질세포 및 결막상피세포 증식억제는 세포자멸사와 연관 있으며, 약물의 농도 및 노출시간에 비례
하여 심하게 나타났고, SystaneⓇ이 SootheⓇ보다 각결막세포에 미치는 손상이 적었다.
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안구건조증은 임상에서 흔히 볼 수 있는 질환이며1 일반

적인 치료 방법으로는 인공누액 점안, 스테로이드 점안, 사
이클로스포린 투여, 치료용 콘택트렌즈 착용, 보호안경의 

착용, 눈물점 폐쇄 등이 있고 보통 인공누액 점안이 기본적

으로 행하여지고 있다.2-4
 이러한 안구건조증의 원인으로는 

눈물층 중 수성층의 부족, 점액층의 부족, 마이봄샘 질환에 

의한 지질층의 부족, 그리고 다른 여러 가지의 경우로 생각

할 수 있다.3 그 중 눈물막의 불안정성은 안구 건조증의 중

요한 요인 중 한 가지로 지질층의 두께가 눈물막의 안정성

과 연관성이 매우 높다.5 이러한 지질층의 두께를 증가시키

고 눈물막의 안정성을 향상시키는 목적으로 최근 Soothe®
 

(Alimera Science, Inc., Alpharetta, GA, USA)와 Systane®
 

(Alcon Laboratories, Inc., Fort Worth, TX, USA)이 개발

되어 임상에 사용되고 있다. Soothe®는 oil-in-water 
emulsion으로 지질층을 두텁게 하여 강화시키는 약제이고,6 
Systane®은 hydroxypropyl guar (HP-guar)와 윤활성분인 

polyethylene glycol 400, propylene glycol로 구성되어 pH 7.5 
정도의 염기성인 안구표면에 점안 시 붕산과 교차결합 후, 젤
과 같은 기질을 형성하게 되어 안구표면 점액층을 보완한다. 
특히 점액 성분이 부족한 안구건조증의 경우 점액성을 보강하

여 주기에 안구 표면의 윤활 및 보존 기능을 함으로써 안구건

조증 증상 완화에 유의한 효과가 있다고 알려져 있다.7-10
 

인공누액은 장기간 사용되는 점안약이므로 결막 및 각막 

등에 독성이 가능한 적어야 한다. 또한 안구건조증 환자에

서 각막찰과상이 있거나 상피층의 결손이 종종 동반되며 이 

경우 점안되는 약제의 투과성이 증가하여 각막실질세포에 

미치는 영향이 더욱 크게 작용할 수 있다. 뿐만 아니라 인공

누액은 각막상피가 외상으로 벗겨진 경우, 각막궤양으로 상

피가 손상된 경우에 보조적으로 사용될 수 있으므로 약제들

의 각막실질세포에 미치는 영향에 대한 연구가 필요하다. 
아직 국내에는 이 약제들의 농도 및 노출 시간에 따른 각막

실질세포 및 결막상피세포에서의 영향과 연관된 연구는 없

다. 이에 저자들은 Soothe®와 Systane®의 독성 유무 및 세

포변화를 관찰하고자 배양된 인체의 각막실질세포 및 결막

상피세포를 이용하여 약제의 농도와 접촉시간에 따라 

MTT 분석법으로 세포의 대사력을 측정하고 젖산탈수소효

소 분석법(lactate dehydrogenase (LDH) leakage assay) 
을 시도하였으며, 유세포분석기 및 형광현미경을 이용하여 

세포자멸사 반응을, 전자현미경을 통해 형태학적 변화를 비

교하고자 하였다.
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대상과 방법

1. 세포배양과 처치

각막실질세포의 경우, 각막이식에 필요한 공여각막을 

사용하고 남은 주변부의 각막조직을 이용하여 endothe-
lium-free explant method로 계대 배양시켰다. 먼저 멸균

상태에서 10% fetal bovine serum, 5% chondroitin sul-
fate, 아미노산이 함유된 배지 EMEM/NEAA (Gibco BRL, 
Rockville, NY, USA) 2 cc를 60 mm 크기의 조직배양접시 

(Corning, NY, USA)에 넣은 후 고르게 배지가 바닥에 묻도

록 하였다. 각막이식을 사용하고 남은 공여각막의 주변조직

을 멸균상태에서 12 mm2 크기로 절제하고 각막의 내피층

과 상피층을 knife로 제거한 후, 각막상피층의 면이 배양접

시의 바닥쪽으로 오게 하고 조직이 배지에 충분히 잠기도록 

얹어 놓았다. 그리고 37℃, 5% CO2-95% air 보육기에 넣

고 세포가 충분히 자랄 때까지 배양액을 주면서 세포를 발

육시켰다. 세포가 충분히 자랐을 때(confluence), 배지를 

완전히 제거하고 0.25% trypsin-0.02% EDTA를 처리하

여 세포를 배양접시로부터 분리시킨 후, 배양액을 약 5 cc 
정도 넣고 피펫으로 바닥면에 부착된 세포를 분리시켰다. 
각막실질세포가 배양접시에서 완전히 이탈되면, 새로운 조

직배양접시에 분리된 세포가 포함된 배양액을 약 1 cc 넣고 

신선한 배양액을 약 2 cc 첨가시켜 세포를 재배양시켰다. 
Coulter counter로 세포수를 측정하여 배양액에 각막간질

세포 5×103
 cell/mL이 되도록 부유시킨 다음, 96 well 

plate에 200 μL씩 심은 후 37℃, 5% CO2-95% air의 배양

기에서 다시 배양시켰는데, 이때 세포수가 너무 빽빽할 경우 

각 약물에 의한 영향이 적을 수 있으므로 배지에서 각막실질세

포가 80~90% 정도 성장할 때까지 4~5일 정도 배양시켰다. 
모든 실험은 3계대에서 5계대 사이의 세포를 이용하였다. 

결막상피세포의 경우, 인체의 결막조직을 채취하여 trans-
fer media에 담아 실험실로 옮긴 후 25 cm2

 flask에 배양시

켰다. 2×2 mm의 크기로 결막조직을 절제한 후 배양접시에 외

이식법으로 배양하였는데, 배양액으로는 10% 송아지 혈청

(Gibo, USA)을 첨가한 Dulbecco’s minimal essential medium 
(DMEM, Gibco, USA)을 사용하였고, 감염예방을 위해 50 μ
g/mL gentamicin, 2 μg/mL fungizone을 첨가하였다. 37℃ 온

도에서 5% CO2-95% air의 배양기에서 결막상피세포를 3일
간 배양하였다. 나머지는 각막과 동일한 방법으로 진행하였다.

2. MTT 분석법을 사용한 세포의 흡광도 측정

세포의 대사능력을 측정하기 위해 calorimetric assay를 

이용하여 세포 내에 존재하는 formazan 화합물의 흡광도를 

측정하여 세포 증식억제력을 비교하였다. 세포의 대사능력을 

측정하기 위해 MTT solution (3-[4, 5-Dimethylthiazol- 
2-yl]-2, 5-diphenyltetrazolium bromide) (Sigma, St. 
Louis, USA)를 이용한 분석법을 사용하였는데,13

 이 방법

은 노란색의 tetrazolium salt가 미토콘드리아 효소에 의해 

청색의 formazan 화합물로 바뀌는 원리를 이용한 것이다. 
생존하고 있는 세포 즉, 대사작용이 왕성한 세포내의 미토

콘드리아에서 형성되는 formazan 화합물의 흡광도를 이용

하여 생존하는 세포율을 측정하는 방법이다.
흡광도 측정을 위해 5 mg의 MTT 용액을 PBS 1 mL에 

녹여 0.2 μm syringe filter로 거른 후 DMEM 배지에 10배 

희석하여 사용하였다. 상층의 배지를 140 μL 정도 제거한 

후 MTT 용액을 100 μL 첨가하여 알루미늄 호일로 plate를 

가린 후 37℃에서 4시간 반응시켰다. 다시 상층을 110 μL 
제거한 후 DMSO (Dimethyl sulfoxide: Sigma, St. Louis, 
USA)를 100 μL 넣어 실온에서 20분간 흔들어 혼합시키고 

ELISA reader로 570 nm에서 흡광도를 측정하였다.
이러한 과정들을 3회 반복하여 점안액 10, 20, 30% 농도로 

30분, 4, 12, 24시간에 따라 측정된 흡광도의 평균을 구하여 

각 세포의 생존율을 구하였는데, 세포 생존률은 각 칸의 흡광

도 수치를 대조군칸의 흡광도 수치로 나눈 백분율 즉, 세포의 

생존율(%)=각 칸의 흡광도/대조군칸의 흡광도×100으로 나

타냈고, 상기의 실험은 각 농도별로 3번씩 시도하여 각 군과의 

통계학적 유의성을 비교하였다(Student’s t test, p<0.05).

3. 약제의 농도 및 노출시간에 따른 LDH Assay

Soothe®와 Systane® 두 가지 약제는 96 well 배지의 전

체 양 200 μL에서 각각 10, 20, 30% 농도가 되도록 점안약

을 배지액에 넣은 후 각각 30분, 4시간, 12시간, 24시간 동

안 접촉시켰다. 약물에 노출된 후 세포질에서 유리된 LDH양

을 37℃ 온도의 암순응상태에서 ELISA reader (Moleculae 

Devices, USA)를 이용하여 측정하였고, 대조군으로 평형

염액(Balanced salt solution)을 처리하여 490 nm의 파장

에서 각각의 파장을 측정하여 노출시간에 따른 농도의 차이

를 비교하였다. 모든 실험군과 대조군은 각각 10개의 배양

된 각막 및 결막세포를 대상으로 실험을 하였으며, 평균 LDH 
역가를 산출하여 대조군과의 통계학적인 비교를 하였다. 유
의 수준은 95% 수준이었고, ANOVA 검사법을 사용하였다.

4. 유세포 분석기를 이용한 세포자멸사 비교

세포자멸사를 확인하기 위해 배양액에 세포가 5×105
 cell/mL
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이 되도록 부유시킨 후 세포를 증식시켜 10, 20, 30% 농도

의 약제를 각각 30분, 4시간 접촉시킨 후 반응을 관찰하였

다. 트립신을 이용하여 세포를 원심 분리시킨 후 4℃에서 

12,000 rpm으로 5분간 원심 분리시켜 세포를 대상으로 

binding buffer 200 μL 넣고 씻은 후 다시 5분간 4℃에서 

12,000 rpm으로 원심분리시킨다. 이런 과정을 한번 더 시

행한 후 세포자멸사에 빠진 세포를 정량화하기위하여 pro-
pidium iodide (PI) 5 μL와 FITC-labeled annexin V 10 
μL를 각각 첨가시켰다. 15분간 암실에서 둔 후 완충액으로 

씻은 후 이중 색상 유세포분석(two-color flow cytometry)
을 시행하였다. 이 때 세포자멸사(apoptosis)에 빠진 세포

들은 annexin V에만 반응을 나타내고, 세포괴사(necrosis) 
상태의 세포는 annexin V과 PI에 모두 양성을 나타내며, 이
들 각각의 세포분율을 구하였고, 통계학적 유의성을 비교하

였다(Student’s t test, p<0.05). 유세포 분석은 CYTOMICS 

FC500®×(BECKMAN COULTER, USA)를 이용하였다.

5. 형광현미경을 이용한 세포자멸사 확인

세포자멸사를 확인하기 위해 Lab-Tek®
 Chamber SlideTM

 

system (No 177380, Sigma, USA)을 이용하여 각결막세

포에 10, 20, 30% 농도의 약제를 30분, 4시간 노출시킨 후 

반응을 관찰하였다. Binding buffer로 씻은 후 200μL 용량

의 binding buffer에 propidium iodide (PI) 5μL와 FITC- 
labeled annexin V 10 μL의 농도를 첨가하여 슬라이드에 

떨어뜨려 접촉시킨다. 슬라이드가 마르지 않게 암소에 15
분간 반응시킨 후 binding buffer로 재차 씻고 2% 포름알데

히드로 5분간 고정시키고, cover slip을 사용하여 덮은 후 

형광현미경으로 200배의 배율로 관찰하였다.

6. 약제에 따른 세포의 형태학적 변화 관찰

10, 20, 30% 농도의 약제에 4시간 노출 후 세포의 형태

학적인 변화를 관찰하였다. 그 방법은 배양액에 약제 노출

된 각각의 각결막세포를 각각 5×103
 cell/ml이 되도록 부유

시킨 다음 6 well plate에 500 μL씩 분 seeding한 후 37℃, 
5% CO2-95% air의 배양기에서 24시간 배양하였다. 그 

후 배양액을 제거하고 각 군의 각막실질세포 및 결막세포들

은 0.1 M sodium cacodylate buffer로 씻어내고, 약 2시간 

동안 Karnosky fixative (2% paraformaldehyde, 2.5% 
glutaraldehyde, and 0.1 M sodium cacodylate buffer)에 

고정시킨 후 0.1 M sodium cacodylate buffer로 3차례에 

걸쳐 세척한 후 세포를 osmium tetroxide로 고정시키고 계

열 ethanol 용액으로 탈수한 후 Epon으로 포매하였다. 60~ 

80 nm의 절편을 만들고 uranyl acetate와 lead citrate로 이

중 염색시켜 투과전자현미경(JEOL, 1200 EX, Japan)으로 

세포의 미세구조를 관찰하였다.

결 과

1. MTT 분석법을 사용한 세포의 대사력 측정 

DMEM 배지를 이용하여 Soothe®와 Systane®의 각막실

질세포 및 결막상피세포의 세포대사능력을 측정한 결과, 두 

약제 모두에서 농도가 증가할수록, 노출시간이 길어질수록 

세포대사력이 낮게 측정되고 세포 증식이 억제되는 경향을 

보였다.
각막실질세포에서 Soothe®는 4시간 노출 시 20%, 12시

간이상 노출 시 10% 농도부터 50%이상 세포활성도가 저

하되었다. 그러나 Systane®은 각막실질세포 대사력이 완만

하게 감소하였으며, 12시간 이상 노출 시 30% 농도에서만 

50% 이상의 억제력을 보였다(Fig. 1).
결막상피세포에서는 Soothe®는 4시간 노출 시 30%, 12

시간이상 노출 시 20%의 농도부터 50% 이상의 억제력이 

나타났고, Systane®은 노출 시간이 길수록, 노출 농도가 높

을수록 결막세포 대사력이 서서히 감소하였으나 50% 이상

의 억제력을 보인 경우는 없었다(Fig. 2).

2. 약제의 농도 및 노출시간에 따른 LDH Assay

각막실질세포와 결막상피세포 모두에서 Soothe®는 노출 

시간이 길어질수록, 농도가 높을수록 LDH가 급격히 증가

하는 양상을 보였으나 Systane®은 LDH 수치가 대조군과 

비교하여 큰 변화가 없었다. 각막실질세포에서 Soothe®는 

4시간 노출 시 30%, 12시간 이상 노출 시 10%의 농도부터 

LDH가 급격히 증가하였으나, Systane®은 높은 농도 및 24
시간 노출시간까지도 LDH 수치의 큰 변화가 없었다(Fig. 
3). 배양된 결막상피세포에서 Soothe®는 4시간 노출 시 

30%, 12시간 이상 노출 시 20%의 농도부터 LDH의 급격

한 증가가 나타났으며, Systane®은 어느 농도에서도 24시
간 노출까지 LDH 수치가 비교적 안정적이었다(Fig. 4).

3. 유세포 분석기를 이용한 세포자멸사 비교

대조군에서 PI 및 Annexin V에 음성을 보인 반면, Soothe®

와 Systane®로 처리 시에서는 30분 노출시는 세포자멸사가 

거의 관찰되지 않았고(Fig. 5), 4시간 노출 시부터 세포자
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Figure 1. The absorption rate of the water-insolubale for-
mazan dye in corneal keratocytes exposed in Soothe® and 
Systane® by a scanning spectrometer (ELISA reader). Metabolic
activity of keratocytes was decreased, at the higher concen-
tration and longer the exposure duration in both artificial tears. 
The survival rate of Systane® was higher value than that of 
Soothe®. 
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Figure 2.  Metabolic activities of cultured human conjunctival 
epithelial cells showed the dose-response and time-response. 
Soothe® has more inhibitory effect than Systane®. 
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Figure 3. LDH activities of cultured human corneal kerato-
cytes showed that Systane® didn’t affect LDH activity sig-
nificantly, but Soothe® has showed that by dose and time-de-
pendent response relationship. 

0

100

200

300

400

500

600

700

800

900

1000

systane soothe systane soothe systane soothe systane soothe

LD
H

 a
ct

iv
ity

 (
%

 o
f 
co

nt
ro

l) 
  

.

10%

20%

30%

control 

30 mins 4 hrs 12 hrs 24 hrs

Figure 4. LDH activities of cultured human conjunctival epi-
thelial cells in Soothe® and Systane®. Soothe® showed greater 
LDH titer of the conjunctival cells than that of Systane®, espe-
cially in the rate of dilution of 20 and 30% after 12 hours 
exposure. 

멸사가 관찰되었다(Fig. 6). Soothe®는 20% 농도 이상으

로 4시간 노출 시 뚜렷한 세포자멸사를 보였고, Systane®

은 30% 농도로 4시간 노출 시 뚜렷한 세포자멸사를 보였

다. 그러나 대조군과 비교 시 의미 있는 세포자멸사의 변화

차이는 없었다. 

4. 형광현미경을 이용한 세포자멸사 확인

대조군에서 보이는 방추형의 무형광인 각막실질세포에 

비해 4시간 약물에 노출된 Soothe®와 Systane®의 경우 모

두에서 핵막의 손상으로 인해 세포질 내로 유출된 DNA와 

결합하여 형광을 발하는 세포자멸사를 관찰할 수 있었다. 
Soothe®는 결막상피 및 각막실질세포 모두에서 10% 농도

로 4시간 노출 시부터 양성 형광반응을 보였고, Systane®

은 결막상피 및 각막실질세포 모두에서 30% 농도로 4시간 

노출 시에만 양성 형광반응을 보였다(Fig. 7). 

5. 약제의 농도 및 노출시간에 따른 세포의 형태학적 비교

대조군에서 각막실질세포의 전자현미경적 소견은 정상적

인 원형질막에 미세융모가 있으면서 세포질과 핵질의 분포

가 균일하고 형태가 뚜렷하게 관찰되었다. 10% Soothe®에 

4시간 접촉한 경우 정상적인 각막실질세포에 비해 원형질

막의 미세융모가 소실되면서, 세포질내의 사립체 및 과립세

포질의 확대, 소공형성이 관찰되었다. 20% Soothe®에 4시
간 노출된 경우 핵막주변부로의 핵질농축과 세포질내 소공

화가 보이며, 세포자멸사의 초기 소견을 관찰할 수 있었다. 
Systane®의 경우 30%의 농도로 4시간 접촉 시부터 전자현

미경상 원형질막의 미세융모 소실 및 세포질내 소공 등의 

비정상적인 전자현미경 소견을 나타내었다(Fig. 8A, B, C). 
결막상피세포의 경우 Soothe®는 4시간 노출 시 20% 농
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Figure 5. Flow cytometric analysis of apoptotic cells using Annexin V-FITC at 30 minutes after exposure. Human corneal kerato-
cytes were left untreated (A) or were treated with 10% (B), 20% (C), and 30% (D) by Soothe®, were treated with 10% (E), 20%  
(F), and 30% (G) by Systane®. After 30 minutes exposure, most corneal keratocytes in both artificial tears were primarily Annexin 
V and PI negative. 

A B C D

E F G

Figure 6. Flow cytometric analysis of apoptotic cells using Annexin V-FITC at 4 hours after exposure. Human corneal keratocytes 
were left untreated (A) or were treated with 10% (B), 20% (C), and 30% (D) by Soothe®, were treated with 10% (E), 20% (F), and 
30% (G) by Systane®. After 20% Soothe®, 30% Soothe® and 30% Systane® exposure, a number of cells are positive Annexin V and 
negative PI (C, D, G) indicating that the cells were in the stage of apoptosis.

도부터 전자현미경상 세포질내 소공화 및 미세융모의 소실, 
정상 구조의 불규칙화가 나타났으며, Systane®은 4시간 

30% 농도에서부터 불규칙한 핵막, 무정형의 세포내 소기

관 및 세포질내 소공형성을 보였다(Fig. 8D, E, F). 

고 찰

안구건조증은 눈물분비의 감소 및 과도한 증발로 인한 

눈물층의 질환으로 눈꺼풀 사이 안구표면에 손상을 가져와 

안구자극증상을 일으키는 질환으로 정의된다.1 미국에서 

30~60세 인구에서는 10%, 65세 이상의 인구에서는 15% 
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Figure 7. Fluorescent microscopic findings of human conjunctival epithelial cells (A, B, C) and corneal keratocytes (D, E, F) at 4 
hours after exposure (original magnification, ×200). (A, D) control. (B, E) 10% Soothe®. (C, F) 30% Systane®. After treating with 
Soothe® and Systane®, apoptotic cells were visible, which represent fluorescence after binding DNA flowing into cytoplasm due to 
disruption of nuclear membrane.

이상에서 나타날 정도로 흔한 질병이다.11
 최근 제대혈청 

점안 및 국소 테스토스테론 젤을 눈꺼풀 주위에 사용하는 

등의 새로운 치료법이 소개되고 있지만,12,13
 기본적으로 사

용하는 1차 치료는 인공누액제를 점안하는 것이다. 임상에

서 많은 종류의 인공누액이 사용되고 있으나 지질층에 영향

을 미치는 인공누액으로는 Soothe®와 Systane®이 최근 외

국에서 많이 사용되고 있다. 눈물막 파괴시간이 짧아진 안

구 건조증의 경우 마이봄샘 질환 등에 의한 지질층의 이상, 
점액층 결핍 등의 가능성이 높으며, 대부분의 인공누액은 

지질층 두께를 감소시키는 반면,14
 Soothe®와 Systane®

 모

두 지질층 두께를 증가시킨다. Soothe®은 두 배 이상으로, 
Systane®은 약 16%의 지질층의 두께를 증가시키기에 눈물

막 파괴시간이 짧아진 안구 건조증의 경우 Soothe®와 

Systane®의 임상적 유용성이 매우 효과적일 수 있다.15,16
  

Soothe®는 2003년 승인된 점안약으로 새로운 지질 회복

제(lipid restorative)인 Restoryl을 포함하여 지질층을 빠

르게 회복시켜 조직 윤활을 증가시키고 눈물 증발을 감소시

킨다. 반면, Systane®은 HP-guar와 borate 성분을 포함하

여, pH에 관계한 polymerization mechanism을 통해 점안

시 교차결합(cross-link)을 유도하여 안구 표면에 보호장

벽을 형성한다.11
 이러한 약제들의 사용이 안구건조증에서 

기존의 약제에 비해 특히 점액 성분이 부족한 안건조증의 

증상과 증후를 더욱 호전시킨다는 보고들도 있다.16-18
 

장기간 사용하게 되는 인공누액제의 독성에 관한 연구는 

매우 중요하다. 현재까지 인체 각막 및 결막세포를 대상으

로 하여 안약의 보존제에 대한 독성을 보고한 경우는 많다. 
Adams et al19 흔히 상용되는 안약의 보존제 유무에 따른 

세포생존률을 보고하였다. 폴리비닐알콜(polyvinyl alco-
hol)과 벤잘코니움클로라이드(benazlkonium chloride)의 

보존제가 포함된 점안약, 하이드록시프로필 메틸셀룰로스 

(hydroxypropylmethylcellulos formulation) 계열, 보존제

를 포함하지 않은 폴리비닐 알코올(polyvinyl alcohol-based 

product), 카르복시메틸셀룰로스(carboxymethylcellulose 

based product) 순으로 각막상피세포의 손상이 나타났다. 또
한 Berdy et al20은 보존제가 없는 인공 누액제 (Hypotears®, 
Refresh®)에서 0.02% 벤잘코니움클로라이드(benazlkonium 
chloride)가 포함된 점안약에 비해 각막 상피세포의 독성

이 적다고 발표하였다. Diebold et al21 겔 형태의 인공누
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Figure 8. Transmission electron micrograph of human corneal keratocytes (A, B, C) and human conjunctival epithelial cell (D, E, 
F) appeared after 4 hours exposure to (A, D) control, (B, E) 20% Soothe®, (C, F) 30% Systane®. (Bar length 2 μm, original magnifi-
cation, ×3,000~4,000). In general, the plasma membrane with microvilli (black arrow), nuclear membrane, and nuclei of corneal 
keratocytes were visible. 20% Soothe® had more severe and damaged cellular structures, such as the plasma membranes with micro-
villi being disrupted (white arrow), vacuoles enlarge (black arrow head). The chromatin of the nuclear remnant had condensed along 
the nuclear periphery (white arrow head). The keratocyte and conjunctival epithelial cell showed loss of microvilli, vacuoles for-
mation suspected swollen cytoplasmic organelles at the cytoplasm (black arrow head) compared with control after 4 hours exposure 
to 30% Systane®.  

액제와 기존의 인공누액제의 각막세포에 미치는 독성을 보

고하였다. Carbomer gel formulation  (Lacrivisc®, Lacrivisc 
unit-doses®, Viscotear®)와 카르복시메틸셀룰로오스  

(carboxymethylcellulose, Celluvisc®, Cellufresh®)에서 전

자가 각막 세포에 더 많은 독성을 나타내며, 30분의 짧은 

노출시간에서 심한 독성이 나타났다.
그러나 눈물의 증발을 방지하는 오일 성분을 포함한 인

공누액제인 Soothe®나 점액 성분을 대체하는 글리세린 인

공누액제 Systane®에 의한 안표면에서의 독성은 거의 알려

진 보고가 없다. 단지 Kasper et al22은 Hydroypropyl guar 
(HP-guar, 겔 형성 매질, gel forming matrix)와 보존제 

Polyquad®가 혼합된 점안약 Systane®에서 안표면의 독성

을 연구한 결과, 보존제가 있는 경우와 없는 경우 모두 

HP-guar 성분의 점안약 사용 시 사람의 각막 및 결막 세포

에서, 보존제가 없는 하이드록시프로필메틸 셀룰로오스

(Hydroxypropylmethyl cellulose, HPMC)보다 낮은 ATP 
활성을 나타냈다고 보고하였다. 

본 연구에서 MTT solution을 이용한 세포생존율을 살펴

보면, 두 약제 모두에서 농도가 높을수록, 노출시간이 길수

록 세포생존율이 감소하였으며, Systane®에 비해 Soothe®

에서 보다 현저한 세포생존율 감소를 확인할 수 있었다. 
LDH 효소 측정에서도 높은 농도, 긴 노출시간에서 역가가 

증가하는 양상을 보이며, Systane®에 비해 Soothe®에서 

LDH 활성이 유의하게 증가하였다. 약제에 의한 세포의 독

성은 크게 세포괴사와 세포자멸사로 나누어지는데, 인공누

액의 경우 세포 손상은 주로 세포자멸사로 이루어지며, 이
는 염증반응과 연관되어 초기에 발생하고, 유기체내 항상성

의 유지, 감염, 창상 치유의 과정에 주로 관여한다.23,24
 약제

에 의한 세포자멸사 유도를 확인하고자 본 연구에서는 두 

가지 점안약에 의해 나타나는 세포자멸사의 반응 정도를 
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Annexin V와 PI을 이용한 유세포분석의 결과로 분석하였

다. 각막상피세포는 2가지 약제 모두 노출 후 4시간째 세포

자멸사 현상이 나타났으며, Soothe®가 20%의 농도에서 세

포자멸사가 측정되어, 세포 손상에 따른 LDH 역가와 관련

이 있을 것으로 생각되지만, 세포 괴사소견은 뚜렷하게 관

찰되지 않았다. 또한 세포자멸사 현상을 형광현미경 소견으

로도 입증하였는데, 초기에는 세포막에 Annexin V가 결합

하여 초록형광을 나타내지만, 후기에는 세포핵에 PI가 결합

하여 오렌지색 형광을 발하는 것으로서 대조군의 정상적인 

결막상피 및 각막실질세포와 분명한 형광의 차이를 보였다. 
본 연구의 결과에 의하면, Soothe®의 경우 결막상피와 각막

실질세포 모두 10% 농도에서, Systane®의 경우 30% 농도

에서 세포자멸사가 현저히 발생하여, Soothe®의 경우 

Systane®에 비해 더 낮은 농도에서 세포자멸사를 일으킬 

수 있음을 보여주었다. 전자현미경상 Systane®에 비해 

Soothe®에서 세포들이 더 심한 손상을 받아 세포막이 파괴

되고 과립세포질망이 확장되며, 미토콘드리아가 비대해진 

모습을 보였으며, 미세융모가 소실되고 크로마틴이 핵의 주

변부로 몰리는 변화가 현저하게 나타났다. 즉, Soothe®는 

LDH 역가가 높을 뿐만 아니라, 세포 손상이 심하게 관찰되

었다. 
임상적으로 사용되는 점안약은 장기간 사용하거나 과량

을 사용했을 때 보존제에 의한 안내 독성을 야기할 수 있는

데, Soothe®는 polyhexamethylene biguanide hydrochloride 
(PHMB)가, Systane®은 polyquaternium (Polyquad®)가 각

각 보존제로 사용된다. Maller and Kramer25는 benzalko-
nium (BAK), PHMB, cetylpyridinium chloride (CPC), 
chlorhexidine digluconate (CHX) 등의 세포독성을 비교 

분석하였으며, 이 중 PHMB가 가장 세포독성이 심하고, 
CHX, BAK, CPC 순으로 세포독성이 덜하였다. Meloni et 
al26은 Polyquad®와 BAK 보존제가 들어있는 인공누액에서 

세포 생존능력을 비교하였고, BAK이 함유된 인공누액에서

는 현저한 세포 생존능 감소를, Polyquad®가 포함된 인공누

액에서는 중등도의 세포 생존능력 저하를 보고하였다. 이를 

미루어 볼 때, 장시간 노출 시, PHMB 보존제가 포함된 점

안약이 Polyquad®가 포함된 점안약보다 높은 세포 독성을 

보이는 것으로 추정되며, 본 연구에서도 PHMB 보존제가 

포함된 Soothe®와 Polyquad®
 보존제가 포함된 Systane®

 

비교해 본 결과 유사한 소견이 나타났다. 즉, Systane®보다 

Soothe®에서 인체 결막상피 및 각막실질세포의 세포손상이 

크며, 유의한 결막 및 각막실질세포 증식 억제를 알 수 있었

고, 두 약제 모두 세포의 증식억제는 세포자멸사 작용과 연관

성을 가지고 있음을 관찰할 수 있었다. 향후 이 약제들의 주

성분 자체의 약동학적 연구 및 임상적 연구가 필요할 것이다.
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=ABSTRACT=

Effects of Gel Type Artificial Tears on Human Corneal 
Keratocytes and Conjunctival Epithelial Cells

Jong Soo Lee, MD, PhD1, Eun Hee Kim, MD2, Soo Jin Kim, MD1, Ji Eun Lee, MD, PhD3, Na Mi Kim, MD1

Department of Ophthalmology, Pusan National University College of Medicine1, Busan, Korea
Department of Ophthalmology, Pusan St. Mary’s Medical Center2, Busan, Korea

Department of Ophthalmology, Pusan National University Yangsan Hospital3, Busan, Korea

Purpose: To evaluate the biological effects and cytotoxicity of gel-type artificial tears on human corneal keratocytes and 
conjunctival cells in vitro.
Methods: Human corneal keratocytes and conjunctival epithelial cells were exposed to Soothe® and Systane® at variable 
concentrations. Evaluations were conducted through an MTT-based calorimetric assay to measure the metabolic activity 
and through a lactate dehydrogenase (LDH) assay to assess cellular damage. Apoptotic response was examined using 
fluorescent microscopy and flow cytometric analysis, and cellular morphologic results were evaluated with a transmission 
electron microscope.
Results: The inhibitory effects of corneal keratocyte and conjunctival cell proliferations increased at higher concentrations 
and longer exposure times to Soothe® and Systane®. The LDH titers increased after Soothe® exposure, but showed no sig-
nificant difference after Systane® exposure. Soothe® and Systane® treatments both produced fluorescence, representing 
apoptotic cells. In flow cytometry, the maximal apoptotic response was observed for both types of artificial tears, although 
Systane® showed less edema, as well as reduced cytoplasmic and nuclear cell degeneration compared to those of 
Soothe®.
Conclusions: The apoptotic responses of Soothe® and Systane® are associated with inhibitory effects of human corneal 
keratocyte and conjunctival epithelial cell proliferations. To inhibit the cellular proliferation of human corneal keratocytes 
and conjunctival epithelial cells, Systane® may be less severe than Soothe® at higher concentrations and longer exposure 
times. 
J Korean Ophthalmol Soc 2010;51(12):1643-1651
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