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= 증례보고 =

쥐의 외안근 부분 절개술 후 데코린과 

종양성장인자-베타의 발현

임영진1⋅김규남1⋅이나은1⋅김성재1⋅유지명1,2

경상대학교 의학전문대학원 안과학교실1, 경상대학교 건강과학연구원2

목적: 쥐의 외안근에 부분 절개를 시행한 후, decorin과 TGF-β의 발현을 확인해보고자 하였다.
대상과 방법: 수컷 Sprague-Dawley (SD)계 흰쥐 열 마리의 우안 상직근을 노출시킨 후 부분 절개술을 시행하였고, 좌안은 상직근을 
노출시킨 후 결막을 다시 봉합하였다. 수술 2주일 후 양안에서 상직근을 채취하여 Hematoxylin-eosin, Masson’s trichrome 염색 및 
면역조직화학염색을 시행하였다.
결과: 대조군에 비해 실험군에서 Hematoxylin-Eosin 및 Masson’s trichrome으로 염색한 조직 주변으로 불규칙하고 밀집되어 있는 
섬유 다발이 많이 관찰되었으며, 면역조직화학법에서 손상 받은 근육 세포주변에서 decorin과 TGF-β가 강하게 발현한 것을 확인할 
수 있었으며, 이중염색에서 TGF-β가 발현한 자리에서 decorin이 함께 발현한 모습을 확인할 수 있었다. 
결론: 쥐의 외안근을 부분 절개한 실험군에서 decorin이 발현하는 것을 확인할 수 있었으며, 이중 면역조직화학염색을 통해 TGF-β가 
발현하는 위치에서 decorin이 함께 발현하는 것을 확인하였다.
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사시 수술 후 흔히 발생할 수 있는 외안근의 섬유화는, 
수술 후 과교정 혹은 저교정을 유발할 수 있고 심한 경우 

안구운동의 장애를 가져올 수 있으며, 사시수술 후 조정술

이나 재수술을 어렵게 만든다.1,2
 이러한 수술부위의 섬유화

는 과도한 출혈, 부주의한 술기나 반복적인 수술에 의한 조

직손상, 봉합물질 같은 이물질에 대한 조직반응, 수술 후 감

염 등에 의해 발생한다.3
수술 후 외안근의 섬유화를 막기 위해 Hwang and 

Chang4,5은 조정봉합술을 시행한 사시환자에서 점탄물질, 
polytetrafluoroethylene 등을 사용하여 외안근 섬유화가 지

연되는 것을 실험적으로 증명하였지만, 일시적으로 섬유화

의 진행을 늦추는 것에 국한되어 조정봉합술 후 재조정 할 

때까지의 짧은 기간 동안에만 효과가 있다는 단점이 있다.
보다 지속적인 항섬유화 효과를 얻기 위해, 사시 수술 후 

외안근에서 발생하는 섬유모세포의 증식을 억제할 목적으

로 스테로이드, mitomycin C, 5-FU 등의 항섬유화제제를 

사용하였다.6-8
 하지만 항섬유화제제의 사용은 넓은 범위의 

세포괴사, 안압상승 등의 시력에 위협이 되는 합병증을 유

발하는 단점이 있다.
위 물질들과 같이 decorin은 tumor growth factor-β 

(TGF-β)의 antagonist로 작용하면서 TGF-β의 기능을 

저하시켜 조직의 섬유화를 차단하는 역할을 한다고 알려졌

다. 이 물질은 혈관 내부의 민무늬 근육의 손상 후 회복과

정과 골격근의 이형성증과 같은 근육질환에서 정상적으로 

발현한다.9-12
 외안근에서도 decorin의 발현 여부를 확인하

기 위해 쥐의 외안근에 부분 절개를 시행한 후, 정상적인 

치유과정에서 decorin과 TGF-β의 발현을 확인하였다.

대상과 방법

실험동물은 생후 8주, 체중 200-300 g의 수컷 Sprague- 

Dawley (SD)계 흰쥐 열 마리(KOATEC, Pyeongtaek-si, 
Gyeonggi-do, Korea)를 사용하였다. 사육장 내 빛의 강도

는 명주기 동안은 300 lux, 암주기 동안 3-5 lux로, 12시
간 간격으로 명암주기환경을 설정하였다. 내부온도와 습도

는 각각 22-23℃, 70%로 유지하였으며, 개별적으로 사육

을 하였으며 경상대학교 의과대학 및 동물실험실에서의 동

물사용에 관한 규정(Institutional Animal Car and Use 
Committee of Gyeongsang National University)을 준수하

여 동물실험에 사용하였다.
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모든 실험은 한 수술자에 의해 수술 현미경하에서 시행

되었다. 육안적으로 안구에 병변이 없는 흰쥐 10마리의 우

안에 상직근 부분 절개술을 시행하였다. 흰쥐를 Ketamine 
hydrochloride (KetamineⓇ

 50 mg/ml) 100 mg/Kg과 xy-
lazine hydrochloride (RumpunⓇ 32 mg/ml) 10 mg/kg을 

근육주사를 하여 마취를 시킨 후, 실험군인 우안의 결막을 

각막주변부에서 박리시키고 상직근을 노출시켜 상직근 부

착부에서 2 mm 지점에서 상직근 넓이의 절반 길이로 부분 

절개를 한 후 다시 결막을 7-0 nylon봉합사를 이용하여 봉

합하였다. 대조군인 좌안은 각막주변부에서 결막을 박리시

키고 상직근을 노출시킨 후, 다시 결막을 7-0 nylon 봉합

사로 봉합하였다.
수술 후 대조군과 실험군 모두에서 창상의 치유과정을 

육안으로 확인하였으며, 염증이나 창상 벌어짐과 같은 합병

증의 발생이 없음을 확인하였다. 2차적인 세균감염을 막기 

위해 1주일 동안 하루에 2번 Moxifloxacin HCl 5.45 mg 
(VigamoxⓇ)을 투여하였다. 조직학적 변화를 확인하기 위해, 
2주일 후 10마리의 흰쥐 모두에서 KetamineⓇ

 100 mg/kg과 

XylazineⓇ
 10 mg/kg으로 근육주사하여 마취한 후 희생시키

고, 양안에서 각각 상직근을 채취하여 4% paraformaldehyde
에 고정한 후 Ethanlo와 Xylene용액에 순차적으로 처리하여 

탈수시키고 공기방울 제거를 위해 진공상태에서 파라핀에 

침투시켰다. 5 μm 두께의 연속절편으로 만든 후 gelatin- 
coated superfrost glass slides에 mounting하였다.

Hematoxylin-Eosin 염색은 근육의 위치나 일반적 형태

를 관찰하기 위해 실시하였다. 두 군의 근육조직 모두를 

Ethanol와 Xylene에 담가 파라핀을 제거한 후 각각의 슬라

이드를 Hematoxylin solution (Sigma, St Louis, CA)로 염

색 후 세척하고 HCl 용액에 침적 후 다시 세척한 다음, 
Eosin solution (Sigma)에 염색 후 탈수시켰다. 준비된 조

직은 수술자가 아닌 한 명의 관찰자에 의해 광학현미경하

에서 40배와 100배의 비율로 관찰하였다. 
근육 조직 주변의 교원섬유의 차이를 비교하기 위해 

Masson’s trichrome염색을 실시하였다. 각각의 조직 절편 

슬라이드의 파라핀을 제거하고 Bouin’s solution (Sigma)
으로 매염시켰다. Phosphotungstic acid-phosphomolybdic 
acid (Sigma)와 aniline blue (Sigma)로 교원섬유를 염색하

였다. 염색이 끝난 조직은 수술자가 아닌 한 명의 관찰자에 

의해 광학현미경하에서 40배와 100배의 비율로 교원섬유

의 차이를 관찰하였다.
Decorin과 TGF-β의 발현을 확인하기 위해 면역조직화

학법을 사용하였다. 이를 위하여 두 군 모두에서 적출한 상

직근의 절편 중 일부를 10% 파라핀에 포매시킨 후 조직을 

10 μm 두께로 잘라 절편을 제작하였으며 Xylene에 담가 

파라핀을 제거하였고, 100%, 95%, 90%, 80%, 70% 
Ethanol에 각기 담수시키고 증류수로 세척한 후 0.5% H2O2
를 포함한 methanol로 반응시켰다. 1차 항체는 polyclonal 
anti-rabbit decorin antibody (Santa Cruz Biotechnology, 
Santa Cruz, CA, USA)와 monoclonal anti-tumor growth 
factor antibody (Sigma)를 사용하였고, 2차 항체로 bio-
tinylated anti-rabbit IgG antibody (Sigma, St. Louis, 
MO, USA)를 사용하였다. 면역형광 염색은 Alexa FluorTM 

-594 goat anti-rabbit IgG (Pierce [Rockford, Il, USA] 
and Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)와 Alexa FluorTM 

-488 chicken anti-goat IgG (Pierce [Rockford, Il, 
USA] and Invitrogen)로 실온에서 반응시킨 후, 0.025% 
3,3’-diaminobenzidine tetrahydrocholoride (DAB), (Sigma)
를 0.003% H2O2로 처리하여 발색시켜 IX2-DSU disk 
scanning confocal microscope (Olympus, Wendenstrasse, 
Hamburg, Germany)를 사용하여 관찰하였다. 

결 과

모든 실험에서 수술 후 감염이나 수술부위의 괴사와 같

은 합병증은 나타나지 않았다. 수술 후 2주일째, 대조군 10
안에 비해 실험군 10안에서 조직의 섬유화가 더욱 많이 발

생한 것을 확인할 수 있었다. Hematoxylin-Eosin으로 염

색한 조직표본을 광학 현미경으로 관찰한 결과 실험군에서 

근육 세포 주변으로 불규칙하고 밀집되어 있는 섬유 다발

이 관찰되었으며(Fig. 1), Masson’s trichrome으로 염색한 

실험군에서 회복된 근세포 사이로 밀집되어 있는 섬유 다발

이 불규칙하게 배열되어 있는 것을 확인할 수 있다(Fig. 2). 
면역조직화학법으로 decorin과 TGF-β의 발현여부를 확

인한 결과, 실험군의 손상 받은 근육 세포주변에 decorin과 

TGF-β가 발현한 것을 확인할 수 있었으며, 이중염색을 한 

조직에서는 TGF-β가 발현한 자리에서 decorin이 같이 발

현한 모습을 확인할 수 있었다(Fig. 3).

고 찰

Decorin은 24개의 leucine이 풍부한 아미노산으로 구성

된 중심단백질에 하나의 glycosaminoglycan side chain으
로 연결된 크기가 작은 proteoglycan이다.13

 Decorin은 신

체의 다양한 조직에서 발견되며, 여러 단백질과 반응하여 

기질의 구조유지와 세포의 유착, 이동 및 증식에 생화학적

으로 중요한 역할을 하고 있다.14-16
 Decorin은 성장인자들

과 직접적으로 반응하여(p21, p27) cyclin-dependent 
kinase 억제물질들을 증가시켜 세포의 증식을 억제하는 효
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Control
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myotomy

A B

C D

Figure 1. Light microscopic findings of the superior rectus muscles at 2 weeks after operation (H&E stain). (A, 
×40; B, ×100) Control group. (C, ×40; D, ×100) Experimental group. The increasing density of fibrosis is 
observed in the experimental groups compared with control groups. SR = superior rectus.

Control

Partial
myotomy

A B

C D

Figure 2. Light microscopic findings of the superior rectus muscles at 2 weeks after operation (Masson’s trichrome 
stain). (A, ×40; B, ×100) Control group. (C, ×40; D, ×100) Experimental group. The irregularity of fibrotic 
bands is observed more than in the experimental groups compared with control groups. SR = superior rectus.
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A D

B E

C F

Decorin

TGF-β

Merge

Control Partial myotomy

Figure 3. The immunohistoche- mical staining of decorin (A, D ×200), TGF-β (B, E ×200) and merging (C, F 
×200) at 2 weeks after operation. (A, B, C) No definite immune activity decorin or TGF-βwere found. (D, E) The 
immune activity of decorin and TGF-β is observed. (F) Decorin and TGF-β are expressed at the same sites.

과를 나타내며,17,18
 상처 치유 인자인 TGF-β와 결합하여 

생화학적 활성도를 억제하여 섬유화 반응의 억제에 영향을 

주는 것으로 알려졌다.19,20
 Honardoust et al21는 정상 피부에

서 비후흉터(Hypertrophic scar)보다 많은 decorin이 발현되

는 것을 면역화학염색을 통해 밝혀내었고, Reich-Schupke 

et al22은 Varicose vein 수술 중에 채취한 조직을 분석한 

결과 잘린 정맥 끝에서 보다 신생혈관이 자라난 부분에서 

decorin이 더욱 많이 발현한다 하였다. 저자들은 외안근에

서도 이와 같은 반응이 일어나는지 알아보기 위해서 쥐에

서 외안근을 실험적으로 손상시킨 후, decorin과 TGF-β가 

발현되는 것을 확인하고자 하였다.
Grefte et al23은 쥐의 가자미근을 완전 절제를 한 후 2주

일 후에 섬유화 골격이 가장 활발하게 형성된다고 실험적

으로 증명하였으며, Aärimaa et al24은 근육이 손상된 후 1주
일 후에 근 섬유들이 재생되기 시작하여 2주일 후에 섬유화 

반응이 가장 활발하며 근섬유들의 재생이 멈춘다고 하였다. 

이에 본 실험에서는 쥐에서 근절개술 후 2주일 후에 근육조

직을 대조군과 동시에 채취하였고 Hematoxylin-Eosion, 
Masson’s trichrome으로 염색한 후 광학현미경으로 관찰

하였다. 실험군에서 회복된 근세포 사이로 밀집되어 있는 

섬유 다발이 불규칙하게 배열되어 있는 것을 확인할 수 있

었으며, 이와 같은 소견은 Woo et al25이 토끼의 외안근을 

절제한 후 2주일 후에 채취한 조직을 광학현미경으로 관찰

했을 때 나타난 불규칙하고 밀집되어 있는 섬유 다발의 모

습과 유사한 형태이었다.
Border et al26은 사구체 신염을 앓고 있는 쥐에 TGF-β

를 주입하면 decorin의 발현이 증가하고 이는 생화학적으

로 TGF-β의 활성을 떨어뜨려 세포 외 기질물질의 합성을 

저하시키면서 섬유화 반응을 감소시킨다 하였다. 또한

Mohan et al27은 상처를 일으킨 각막이 치유되는 과정에서 

TGF-β가 발현되어 keratocyte를 myofibroblast로 전환시

키며 각막의 섬유화를 유발하는 것과 동시에 decorin이 과
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-임영진 외 : 쥐 외안근에서 데코린의 발현-

도발현(overexpression)되면서 TGF-β을 억제시켜 각막

의 섬유화를 저하시키면서 각막의 투명성을 유지할 수 있

다고 하였다. 본 실험에서는 면역조직화학염색 결과에서 외

안근의 부분절개를 시행했을 경우, 손상을 받았을 것으로 

생각되는 근육세포 사이의 교원질섬유층을 따라 decorin이 

발현되는 것을 확인할 수 있었다. 특히, TGF-β와 decorin
을 이중면역조직화학염색을 시행했을 경우, 실험군의 근육

세포 사이에서 TGF-β가 발현되는 곳과 같은 위치에서 

decorin이 발현하는 것을 볼 수 있다. 이는 TGF-β와 de-
corin이 생화학적으로 직접적인 상호작용이 있다고 생각할 

수 있다. 
Decorin의 섬유화 억제반응 대한 연구는 신장, 폐, 골격

근 등의 여러 장기에서 실험적으로 시도 되었지만,28-31
 외

안근에서 직접적으로 decorin의 발현이 증명된 연구는 없

었다. 저자들은 실험적으로 쥐의 외안근을 부분 절제한 후, 
정상적인 치유과정 중에 decorin이 발현하는 것을 확인할 

수 있다. 특히 이중 면역조직화학염색을 통해 TGF-β가 발

현하는 위치를 따라 decorin이 함께 발현하는 것을 확인할 

수 있었다. 앞으로 외안근에서 decorin이 작용하는 항섬유

화 기능에 대한 연구로 외상환자에서 외안근의 손상이 있

을 경우나 사시 수술 후에 외안근의 과도한 섬유화를 예방

할 수 있는 방법을 모색해 볼 수 있을 것이며, 이를 위해서

는 향후 발현 decorin의 발현시기에 따른 정량적 분석을 위

한 연구와 decorin이 외안근 상처 치유과정에 미치는 영향

에 대한 연구가 더 필요할 것으로 생각한다.
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Decorin and TGF-β Expression after Partial Myotomy of the 
Extraocular Muscle in Rat 
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Purpose: To report the expression of decorin and TGF-β in partial myotomy of the extraocular muscle in rats.
Methods: Partial myotomy of the superior rectus muscle was performed on the right eye of 10 Sprague-Dawley rats fol-
lowed by exposure of the left superior rectus muscle and a simple suture of the conjunctiva. The bilateral superior rectus 
muscle was obtained from all rats at 2 weeks postoperatively. The tissues were observed under light microscopy with hem-
atoxylin-eosin, Masson’s trichrome staining and immunohistochemistry.
Results: Histological examinations of the surgical area at 2 weeks after postoperatively showed irregularly concentrated 
fibrosis on light microscopy with hematoxylin-eosin and Masson’s trichrome staining of the experimental eyes. 
Immnohistochemistry showed that expression of decorin was in the same location as TGF-β in the experimental group.
Conclusions: The expression of decorin was found in the healing process after partial myotomy of the extraocular muscle 
in rats. Immunohistochemistry showed that expression of decorin was in the same location as with TGF-β.
J Korean Ophthalmol Soc 2013;54(1):143-148 
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