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망막색소상피세포에서 포도당이 반응성산소종의 

생성에 미치는 영향

이재형⋅김재우

대구가톨릭대학교 의과대학 안과학교실

목적: 망막색소상피세포에서 고농도의 포도당이 반응성산소종의 생성에 미치는 영향을 알아보고자 하였다.
대상과 방법: 수립세포주인 ARPE-19세포를 고농도(25 mM)와 저농도(5 mM)의 포도당이 포함된 배지에 각각 3일간 노출시켰다. 이때 
50 μM N-acetyl cysteine, 100 μM L-arginine에 동시에 노출시켰다. 일산화질소의 농도는 Griess assay로 측정하였으며, DCFH-DA
와 modified cytochrome c assay로 반응성산소종과 superoxide의 생성량을 측정하였다.
결과: 고농도 포도당은 저농도 포도당에 비해 일산화질소와 반응성산소종, superoxide의 생성을 유의하게 증가시켰으며, 항산화제인 
N-acetyl cysteine과 일산화질소 생성의 기질인L-arginine은 고포도당에 의한 superoxide와 반응성산소종의 생성증가를 억제시켰다.
결론: 고포도당은 망막색소상피세포에서 반응성산소종의 생성을 증가시켰으며 항산화제에 의해 반응성산소종의 생성이 억제되었다. 
따라서 고포도당은 산화스트레스를 유발하여 망막의 기능을 저하시킬 수 있을 것으로 생각된다.
<대한안과학회지 2010;51(2):276-281>
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자유유리기는 산화스트레스를 유발하여 다양한 병인으

로 작용한다. 녹내장의 경우 산화스트레스는 세포손상을 유

발할 수 있으며,1,2 시야손상의 정도가 산화스트레스에 의한 

핵산의 손상 정도와 비례하는 것으로 알려졌다.3 녹내장에

서 글루탐산에 의해 망막신경절세포의 세포고사가 유발될 

수 있는데, 이러한 세포손상 기전의 하나인 글루탐산 등에 

의한 흥분성 세포독성에 일산화질소(nitric oxide, NO)가 

관련이 있는 것으로 알려져 있다.4-6
 안구 내에서 다양한 조

직에 영향을 끼치는 NO는 세포의 종류와 농도에 따라 생리

적인 매개체일 뿐만 아니라 병리적 역할을 나타냄으로써 

세포고사를 유발하기도 한다.7,8
 혈관내피세포의 경우 고농

도의 포도당에 노출되면 NO의 생성이 저하되며, 다양한 종

류의 반응성산소종(reactive oxygen species, ROS)이 증

가하여 산화스트레스가 유발되는 것으로 알려져 있다.9,10
 

또한 당뇨병이 있는 경우 녹내장이 발병할 위험이 높다는 

보고도 있는데11
 당뇨병 환자의 방수에서 포도당 농도가 정

상인에 비해 약 2배 정도 높다고 하였다.12
 

망막색소상피세포는 망막의 광수용체와 맥락막 모세혈

관 사이에 있는 세포로서 생리적으로 광수용체의 영양공급

과 대사물질의 배출 및 세포탈락물의 탐식 등 시력의 유지

에 중요한 역할을 하며 산소의 소모량이 많아 산소유리기

의 생성도 많은 것으로 알려져 있다.13
 이러한 망막색소상

피의 산화적 손상은 연령관련성황반변성과도 밀접한 관련

이 있다.14
 고농도의 포도당에 산소 소모량이 많은 망막색

소상피세포가 노출될 경우 NO와 ROS의 생성에 영향을 미

쳐 산화스트레스를 유발할 수 있을 것으로 생각되지만 이

에 관한 연구는 없는 실정이다.
본 연구에서는 사람에서 유래하여 수립된 망막색소상피

세포주의 일종인 ARPE-19 세포를 이용한 것으로15
 고농

도의 포도당이 NO를 비롯한 ROS의 생성에 미치는 영향을 

조사하여 산화스트레스를 유발하는 지, 그리고 이에 대해 

항산화물이 어떤 영향을 미치는지 알아보았다. 

대상과 방법

세포배양

수립된 망막색소상피세포주[ARPE-19: ATCC No. CRL- 
2302]를 penicillin, streptomycin, amphotericin B가 포함

된 항생제(Gibco, USA)와 10% 우태아혈청(Hyclone, USA)
이 포함된 Dulbecco’s modified Eagle’s medium 배지

(DMEM, Gibco, USA)를 사용하여 5% CO2 배양기에서 배

양하였다. 세포가 배양접시에 충만해지면 10% 우태아혈청
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Figure 1. Effect of high glucose on the survival of ARPE-19 cells. High glucose (HG, 25 mM) increased cellular 
survival significantly compared with low glucose (LG, 5 mM) (*p<0.05). Co-exposed 50 μM N-acetyl cysteine 
(NAC) or 100 μM L-arginine (L-Arg) did not affect the survival(p>0.05).

(Gibco, USA)을 포함한 배지로 1:4의 비율로 트립신 처리

하여 계대 배양하였다.

약물처리

배양한 ARPE-19 세포를 24-well plate에 옮겨 분주한 

후 24시간 동안 배양기에 넣어 세포를 부착시킨 후 배지를 

제거하고 나서 저농도(5 mM, low glucose, LG)와 고농도

(25 mM, high glucose, HG)의 포도당을 각각 포함한 

DMEM배지를 이용하여 3일간 배양하였다. 이때 항산화제

인 50 μM N-acetyl cysteine과 NO 합성의 기질로 작용하

는 100 μM L-arginine (Sigma, USA)을 각각 첨가하여 동

시에 배양하였다. 

MTT assay와 Griess assay

세포의 생존에 대한 효과는 세포생존과 세포독성의 선별

검사로 흔히 이용되고 있는 발색검사의 일종인 MTT (3- 
[4, 5–dimethylthiazol-2-yl]-2, 5-diphenyltetrazolium 
bromide, Sigma, USA) assay를16

 이용하였고 NO의 생성

은 Griess assay를17
 이용하였다. MTT assay는 약물 처리

한 세포의 배지에 MTT를 각 well당 100 μl씩 투여한 후 4
시간 동안 정치배양한 다음 염류용액 (D-PBS, Dulbecco’s 
phosphate-buffered saline, Gibco, USA)으로 씻어낸 후 

dimethylsulfoxide를 각 well당 0.5 ml씩 넣어 10분 이상 

흔든 다음 96-well 배양접시에 200 μl씩 옮겨 분광광도계

(FLUOstar OPTIMA, BMG labtech, Germany)로 570 nm

에서 흡광도를 측정하였다. 이때 세포의 생존정도는 실험군

의 값을 약물처리를 하지 않은 대조군의 비로 나누어 백분

율로 나타내었다. Griess assay는 3일간 약물 처리해서 배

양한 세포의 배지를 24-well plate에 옮긴 다음 동량의 

Griess 반응액(Sigma, USA)를 섞은 후 96-well 배양접시

에 각각 옮겨 배지에 생성된 일산화질소 반응물인 아질산

염의 양을 분광광도계로 540 nm에서 흡광도를 측정하였

다. 이때 상용의 sodium nitrite (Sigma, USA)를 단계적으

로 희석하여 표준직선식을 구한 다음 측정한 아질산염의 

양을 표준치와 대조하여 정량하였다.

Superoxide와 ROS의 생성 측정

과산화물인 superoxide의 측정은 cytochrome c 환원법

을 변형한 microplate reader assay를 시행하여 측정하였

다.18,19
 96-well 배양접시에 세포를 부착시켜 저농도와 고

농도의 포도당을 각각 포함한 배지에서 3일간 배양한 후 

160 μM의 cytochrome c (Sigma, USA)와 100 U/ml의 

superoxide dismutase (Sigma, USA)를 혼합하여 반응용

액을 만든 다음 반응액을 100 μl씩 각 well에 넣어 20분간 

노출시킨 후 60분간 540nm의 흡광도에서 환원되는 cyto- 
chrome c의 양을 측정하였다. 2.1x104/M/cm의 net extin- 
ction coefficient로 106개의 세포에서 환원되는 cytochrome 
c의 양을 nmol로 나타내어 시간당 값으로 환산하여 superxide
의 양을 nmol/106 cell/h로 나타내었다.

ROS의 전반적인 생성을 알아보기 위하여 dichloro-
fluorescin diacetate assay를 시행하였다.20

 96-well 배양
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Figure 2. Effect of high glucose on the production of nitric oxide in ARPE-19 cells. High glucose (HG, 25 mM) 
increased nitric oxide production significantly compared with low glucose (LG, 5 mM) (*p<0.05). Co-exposed 50 
μM N-acetyl cysteine (NAC) or 100 μM L-arginine (L-Arg) did not affect the production of nitric oxide compared 
to HG alone (p>0.05).

접시에 세포를 부착시켜 저농도와 고농도의 포도당을 각각 

포함한 배지에서 3일간 배양한 후 배지를 제거하고 D-PBS
로 세척한 후 5 μM의 dichlorofluorescin diacetate (Sigma, 
USA)을 넣어 30분간 배양한 다음 D-PBS로 씻어낸 후 산

화된 dichlorofluorescin을 형광분석계(FLUOstar OPTIMA, 
BMG labtech, Germany)를 이용하여 excitation 488 nm, 
emission 527 nm의 파장에서 60분간 형광도의 변화를 측

정하였다. 

통계 처리

모든 실험은 3회 반복하여 시행하였다. 모든 실험에서 대

조군은 약물처리를 하지 않은 군으로 하였으며, 실험군과 

대조군의 비교는 unpaired t-test를 사용하였으며 유의수

준은 0.05%로 정하였다.  

결 과

HG가 ARPE-19세포의 생존에 미치는 영향

HG를 포함한 배지에서 3일간 배양하였을 때 LG를 포함하

여 배양한 대조군에 비하여 세포의 생존은 34.2% 증가하였

으며(p=0.001) HG에 동시에 투여한 N-acetyl cysteine과 

L-arginine은 세포의 생존에는 영향을 미치지 않았다(Fig. 1).

HG가 NO의 생성에 미치는 영향

HG를 포함한 배지에서 3일간 배양하였을 때 LG를 포함

하여 배양한 대조군에 비하여 NO의 생성이 유의하게 증가

되었으나(p=0.028), HG에 동시에 투여한 50 μM N-acetyl 
cysteine과 100 μM L-arginine은 NO의 생성을 감소시키

는 경향이 있었으나 통계학적으로 유의하게 영향을 미치지 

않았다(p=0.362, 0.255)(Fig. 2).

HG가 superoxide와 ROS의 생성에 미치는 영향

HG는 LG에 비해 유의하게 superoxide의 생성을 증가시

켰다(p=0.001). HG에 의한 superoxide의 생성증가는 HG
에 동시에 노출시킨 항산화제인 50 μM N-acetyl cysteine
과 NO 생성의 기질로 작용하는 100 μM L-arginine에 의

해 유의하게 감소하였다(p=0.001, 0.005)(Fig. 3). 또한 

전반적인 ROS의 생성을 나타내는 DCFH-DA assay의 결

과에서 HG는 LG에 비해 유의하게 ROS의 생성을 증가시켰

으며(p=0.015) 이러한 생성증가는 HG에 동시에 노출시킨 

50 μM N-acetyl cysteine과 100 μM L-arginie에 의해 

유의하게 감소하였다 (p=0.038, 0.009)(Fig. 4).

고 찰

본 연구의 결과는 고농도의 포도당이 망막색소상피세포
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Figure 3. Effect of high glucose on the production of superoxide in ARPE-19 cells. High glucose (HG, 25 mM) 
increased superoxide production significantly compared with low glucose (LG, 5 mM) (*p<0.05). HG-induced incr- 
eased production of superoxide was abolished by co-exposed 50 μM N-acetyl cysteine (NAC) or 100 μM L-arginine 
(L-Arg), respectively (**p<0.05).
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Figure 4. Effect of high glucose on the production of reactive oxygen species (ROS) in ARPE-19 cells. High gluc- 
ose (HG, 25 mM) increased ROS production significantly compared with low glucose (LG, 5 mM) (*p<0.05). HG-induced 
increased production of ROS was abolished by co-exposed 50 μM N-acetyl cysteine (NAC) or 100 μM L-arginine 
(L-Arg), respectively(**p<0.05).
에서 superoxide를 포함한 다양한 ROS의 생성을 증가시켜 

산화스트레스를 유발할 가능성이 있다는 것을 보여주고 있다.
NO는 자유유리기로서 안구 내 다양한 조직에서 발현되

며 저농도에서는 중요한 생리적 조절인자로 작용하지만 고

농도에서는 반응성산소종을 생성하여 세포에 병적인 손상

을 유발하기도 한다.21,22
 또한 고농도의 포도당은 망막의 혈

관내피세포를 비롯한 다양한 종류의 세포에서 NO의 생성

에 영향을 주어 산화스트레스를 유발하는 것으로 알려져 

있다.23
 맥락막혈관에서 시신경세포에 산소와 영양성분의 

교환과 대사에 중요한 역할을 하는 망막색소상피세포는 산
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소소비량이 많으므로 그에 따른 superoxide를 비롯한 ROS
의 생성이 많은 상태일 것인데 만일 다른 요인에 의해 ROS
의 생성이 생리적 방어 수단 보다 더 촉진되어 생성된다면 

산화스트레스를 유발할 수 있을 것이다. 
본 연구의 결과에서 망막색소상피세포가 고농도의 포도

당에 노출될 경우 NO의 생성이 유의하게 증가될 뿐만 아니

라 ROS의 일종인 superoxide의 생성과 전반적인 ROS의 

생성도 유의하게 증가되는 것으로 보아 고농도의 포도당은 

망막색소상피세포에서 산화스트레스를 유발할 수 있음을 

의미한다. 이러한 과다한 ROS의 생성은 망막색소상피세포 

자체뿐만 아니라 주변의 망막신경세포에도 해로운 영향을 

끼칠 수 있을 것이다. 
고농도의 포도당에 의한 ROS의 생성증가는 NO 합성을 

위한 기질물질로 작용하는 L-arginine에 의해 감소하는 것

으로 보아 NO의 생성과 대사과정을 정상적인 생리적 수준

으로 유지하는 것이 자유유리기의 생성을 감소시킴으로써 

산화스트레스를 억제하는 데 중요한 역할을 하고 있으며, 
항산화제인 N-acetyl cysteine에 의해 ROS의 생성이 감소

하는 것을 보아 항산화제가 산화스트레스를 감소시켜 손상

을 줄일 가능성이 있음을 알 수 있다. 
본 연구에서는 망막색소상피세포가 고농도의 포도당에 

장기간 노출될 경우에 미치는 영향을 알 수 없었다. 그러나 

망막신경세포에서 고농도의 포도당에 노출될 경우 산화스

트레스와 세포고사를 유발하며 이에 대한 신경세포보호를 

위한 연구가 보고되고 있으므로,24-26
 고농도의 포도당이 망

막색소상피세포에 미치는 장기간의 영향에 대한 연구가 필

요할 것이다. 그리고 향후 생체 내 실험을 통하여 고농도의 

포도당이 망막색소상피세포에 미치는 구조적, 기능적 변화

와 주변 신경세포에 미치는 영향에 대한 보다 상세한 연구

가 필요할 것으로 생각된다.
결론적으로 고농도의 포도당은 망막색소상피세포에서

NO와 superoxide를 비롯한 ROS의 생성을 증가시켜 산화

스트레스를 유발할 가능성이 있음을 알 수 있었으며, 이에 

대해 NO의 생성을 유지하거나 항산화제를 사용함으로써 

고농도의 포도당에 의해 유발되는 산화스트레스에 대해 망

막신경세포를 보호할 수 있을 것으로 생각된다. 
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=ABSTRACT=

Effect of Glucose on the Production of Reactive Oxygen 
Species in Retinal Pigment Epithelial Cells

Jae Hyung Lee, MD, Jae Woo Kim, MD, PhD

Department of Ophthalmology, College of Medicine, Catholic University of Daegu, Daegu, Korea

Purpose: To investigate the effect of high glucose (HG) on the production of reactive oxygen species (ROS) in retinal pigment 
epithelial (RPE) cells.
Methods: ARPE-19 cells were exposed to low glucose (5 mM) and high glucose (HG, 25 mM) for three days. Additionally, 50 
μM N-acetyl cysteine (NAC) and 100 μM L-arginine were co-exposed. Productions of nitric oxide (NO), ROS, and superoxide 
were determined by Griess assay, DCFH-DA assay, and modified cytochrome c assay, respectively.
Results: HG increased production of NO, ROS, and superoxide. HG-induced cells increased production of superoxide and ROS 
but were suppressed by NAC and L-arginine (substrate for NO production) as an antioxidant.
Conclusions: HG increased ROS production in RPE cells. Thus, HG may cause cellular dysfunction and damage by inducing 
oxidative stress in RPE cells.
J Korean Ophthalmol Soc 2010;51(2):276-281
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