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유세포분석을 이용한 레즈브라트롤이 인체 테논낭 섬유아세포의 
생존에 미치는 영향에 대한 연구

Flow Cytometric Analysis of the Effects of Resveratrol on the Survival of 
Human Tennon’s Capsule Fibroblasts
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Purpose: Resveratrol exerts cytoprotective or cytotoxic effects according to cell type. This study was performed to evaluate the 
effects of resveratrol on the survival of cultured human Tenon’s capsule fibroblasts (HTFBs).
Methods: Primarily cultured HTFBs were exposed to 0, 10, or 100 μM resveratrol for 3 days. Cellular survival was assessed us-
ing the MTT assay and degree of apoptosis was analyzed with flow cytometry using annexin-V/propidium iodide double staining.
Results: Resveratrol decreased the survival of HTFBs after exposure to 10 μM (p = 0.04). In flow cytometric analysis, 10 μM re-
sveratrol did not affect the degree of apoptosis (p = 0.89), but 100 μM resveratrol increased the degree of apoptosis (p = 0.003). 
Both 10 and 100 μM resveratrol did not affect the degree of necrosis (p = 0.74, 0.33). 
Conclusions: Resveratrol decreased cellular survival of cultured HTFBs and induced apoptosis. Thus, resveratrol may exert an-
tiproliferative effects on HTFBs.
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섬유아세포는 창상치유에 중요한 역할을 하고, 녹내장의 

수술적 치료법으로 흔히 시술되는 섬유주절제술의 실패는 

테논낭 섬유아세포의 과다한 증식에 의한 여과포의 반흔형

성이 주된 원인이며1 이를 억제하기 위하여 미토마이신 C 

(mitomycin C, MMC)를 임상적으로 많이 사용하고 있다.2,3 

그러나 항암제의 일종인 MMC는 저안압증을 비롯한 여러 

합병증을 유발할 수 있으므로,4-6 이를 개선하기 위한 다양

한 종류의 항증식제가 연구되고 있다.7,8    

레즈브라트롤(Resveratrol, trans-3, 5, 4=-trihydroxystilbene, 

RES)은 적포도주나 땅콩, 포도 등에 많이 함유되어 있는 

자연산 폴리페놀로서 항산화작용을 나타내며 항암제의 보

조적 요법으로 사용되고 있다.9-11 안구 내에서는 망막혈관

을 이완시켜 혈류를 증가시키며, 허혈성 손상 등에 대해 망

막신경절세포를 보호하는 역할을 한다.12-14 녹내장의 경우 

RES는 안압상승에 의한 산화스트레스를 감소시켜 망막신

경절세포를 보호하며, 섬유주세포에 대해서 만성 산화스트

레스에 의한 손상을 줄이는 작용을 나타낸다.15,16 

세포보호작용을 나타내는 RES의 또 다른 작용으로는 평

활근세포에서는 세포고사(apoptosis)를 유발하며 세포주기를 

중단시키는 작용도 나타내고,17 세포의 증식을 억제하며18,19 
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Figure 1. Effects of resveratrol on the survival of human 
Tenon's capsule fibroblasts. Resveratrol decreased cellular 
survival significantly in a dose-dependent manner. *p <  0.05.

간이나 신장에서는 섬유화를 억제하는 작용을 나타낸다.20,21 

이렇게 RES는 세포의 종류에 따라 세포의 손상을 막아주거

나 세포의 증식을 억제하기도 하는데 인체의 테논낭 섬유아

세포(human Tenon’s capsule fibroblasts, HTFB)에 대해 세

포의 생존에 미치는 영향은 아직 알려지지 않았다. 

이에 저자들은 HTFB에 대해 RES가 항증식작용을 나타

내는지 알아보기 위하여 RES가 세포의 생존에 미치는 영

향을 알아보고 유세포분석을 이용하여 세포고사를 유발하

는지와 일산화질소(nitric oxide, NO)의 생성과의 관련성을 

알아보고자 하였다. 

대상과 방법

세포배양과 약물처리 

환자의 허락하에 다른 안질환이나 안수술력이 없었던 45세 

남자 환자의 백내장 수술 도중 테논낭 일부를 절제하여 섬

유아세포를 일차배양하였다. 먼저 테논낭 조직을 염류용액

(phosphate buffered saline, Gibco, Carlsbad, CA, USA) 용

액으로 세척한 후 10%의 혈청이 포함된 Dulbecco’s modi-

fied Eagle medium (DMEM, Gibco, Carlsbad, CA, USA)을 

배지로 하여 5% CO2 배양기에서 배양하였다. 세포가 조직 

주위로 자라나는 것을 확인한 후 조직을 제거하고 세포가 

배양접시에 충만해지면 0.05% 트립신(trypsin, Gibco, Carlsbad, 

CA, USA)을 이용하여 계대배양하였다. 배양한 사람의 테

논낭 섬유아세포를 24 well 배양접시에 분주하여 24시간 

동안 배양기에 넣어 세포를 부착시킨 후 배지를 제거하고 

나서 0, 10, 100 μM의 RES (Sigma, St Louis, MO, USA)에 

3일간 노출시켰다. 이때 대조군으로는 RES를 녹일 때 사용

한 1 μM의 dimethyl sulfoxide (Sigma, St Louis, MO, 

USA)에 노출시킨 군으로 하였다. 

MTT 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, 

St Louis, MO, USA) assay를 이용하였다.22 약물처리한 세

포의 배지에 MTT를 각 well당 100 μL씩 투여한 후 4시간 

동안 정치배양하였다. 염류용액으로 씻어낸 후 dimethylsulf-

oxide를 각 well당 0.5 mL씩 넣어 10분 이상 흔든 다음 96-well 

배양접시에 200 μL씩 옮겨 분광광도계(FLUOstar OPTIMA, 

BMG labtech, Offenburg, Germany)로 570 nm에서 흡광도

를 측정하였다. 이때 세포의 생존 정도는 실험군의 값을 약

물처리를 하지 않은 대조군의 비로 나누어 백분율로 나타

내었다.

Annexin-propidium iodide (PI) 이중염색을 이용한 

유세포 분석

세포고사의 정도를 정량적으로 분석하기 위하여 상용의 

kit (TACS Annexin V-FITC apoptosis detection kit, R&D 

systems, Minneapolis, MN, USA)를 사용하여 annexin-V와 

propidium iodide (PI)로 이중염색을 한 후 유세포분석을 시

행하였다. 트립신 처리한 세포를 원심분리한 후 차가운 염

류용액으로 세척한 다음 5 μL의 annexin V와 1 μL의 PI를 

100 μL의 세포부유액에 넣은 후 상온에서 15분간 배양하

였다. 그 다음 400 μL의 완충액으로 부드럽게 섞은 후 유세

포분석기(Gallios, Beckam Coulter, Brea, CA, USA)를 이용

하여 fluorescence emission 530 nm와 575 nm 이상의 파장

에서 유세포분석을 시행하였다. 

Griess assay 

섬유아세포에서 NO의 생성은 Griess assay를 이용하여 

측정하였다.23 일차배양한 섬유아세포를 RES에 농도와 시간

별로 노출시킨 다음, 배지에 동량의 Griess reagent (Sigma, 

St Louis, MO, USA)를 섞은 후 96-well plate에 옮겨 분광

광도계(FLUOstar Optima, BMG Labtech)로 540 nm에서 

흡광도를 측정하였다. 이때 표준치를 구하기 위해 sodium 

nitrite (Sigma, St Louis, MO, USA)를 단계적으로 희석하

여 사용하였다.

통계적 처리

모든 실험은 3계대에서 5계대 사이의 세포를 이용하였

고 3회 이상 반복하여 시행하였다. 모든 실험에서 대조군은 

약물처리를 하지 않은 군으로 하여 unpaired t-test를 이용

하였으며 유의수준은 0.05로 정하였다.  
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Figure 2. Flow cytometric analysis of apoptosis using annexin-PI double staining. Cells in quadrant B1, B2, B3, B4 rep-
resents necrotic cells, late apoptotic cells, living cells and early apoptotic cells, respectively. (A) Unstained control. (B) 
Exposed to 100 μM resveratrol. FITC = fluorescein isothiocyanate; PI = propidium iodide.

Figure 3. Flow cytometric analysis of apoptosis using annex-
in-PI double staining. 100 μM resveratrol increased the degree 
of apoptosis significantly compared to non-exposed control. PI 
= propidium iodide. *p <  0.05.

Figure 4. Flow cytometric analysis of necrosis using annex-
in-PI double staining. 10, 100 μM resveratrol did not affect the 
degree of necrosis significantly compared to non-exposed con-
trol (p > 0.05). PI = propidium iodide.

결 과

RES가 섬유아세포의 생존에 미치는 영향

RES는 10 μM의 농도에서부터 약물에 노출되지 않은 대

조군에 비하여 섬유아세포의 생존을 유의하게 감소시켰다

(Fig. 1). 10 μM의 농도에서는 93.12%, 100 μM의 농도에서

는 85.24%로 세포의 생존을 유의하게 감소시켰다(p=0.018, 

0.001). 한편 500 μM의 RES는 세포의 생존을 22.39%까지 

감소시켜 심한 독성을 나타내었다. 따라서 세포고사의 정

도를 알아보기 위한 유세포분석 실험을 위해 100 μM 이하

의 농도에서 아래의 실험을 시행하였다. 

RES가 섬유아세포의 세포고사에 미치는 영향

세포고사가 일어나게 되면 세포막의 포스파디딜세린이 

노출되게 되는데, annexin-V/PI 이중염색을 시행하면 an-

nexin-V는 세포고사가 일어나는 세포 외막의 포스파디딜세

린과 결합하게 되며, 괴사되는 세포는 PI에 염색된다. 따라

서 정상적인 살아있는 세포는 annexin-V 음성이면서 PI 음

성, 세포고사의 경우 annexin-V에 양성이면서 PI에 음성으

로, 그리고 세포괴사(necrosis)의 경우에는 annexin-V에 양

성이면서 PI에도 양성으로 나타난다(Fig. 2). 

RES는 10 μM의 농도에서는 약물에 노출되지 않은 대조

군에 비하여 세포고사를 유발하는 정도에 있어서 유의한 차이

를 나타내지 않았으나(p=0.89) 100 μM의 농도에서는 10.46%

로 세포고사의 정도를 유의하게 증가시켰다(p=0.003) (Fig. 3). 

한편 10 μM와 100 μM RES는 세포괴사를 유발하는 정도

에 있어서 약물에 노출되지 않은 대조군에 비해 유의한 차

A B
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Figure 5. Effect of resveratrol on the production of nitric ox-
ide in human Tenon's capsule fibroblasts. Resveratrol in-
creased nitric oxide production significantly in a dose-depend-
ent manner. *p < 0.05.

이를 나타내지 않았다(p=0.74, 0.33) (Fig. 4). 

RES가 섬유아세포에서 NO의 생성에 미치는 영향

RES는 10 μM의 농도에서는 약물에 노출되지 않은 대조

군에 비하여 배지에서의 NO 생성에 유의한 영향을 미치지 

않았으나(p=0.142), 100 μM와 500 μM의 농도에서는 농도

에 비례하여 NO의 생성을 유의하게 증가시켰다(p=0.021, 

0.037) (Fig. 5).

고 찰

본 연구의 결과는 RES가 고농도에서는 HTFB에 대해 항

증식효과를 나타낼 가능성이 있음을 보여준다.

RES는 허혈성 손상이나 산화스트레스에 대해 세포를 보

호하는 역할을 하지만12-16 세포의 증식을 억제하거나 섬유

화를 억제하기도 하는데18-21 만일 RES가 섬유아세포에 대

해 항증식효과를 나타내어 여과포의 섬유화를 억제할 수 

있다면 섬유주절제술에서 유용한 보조 약제로 고려될 수 

있을 것이다. 이에 저자들은 RES가 인체의 테논낭 섬유아

세포에 대해서도 항증식작용과 세포고사를 유발하는지 알

아보기 위하여 본 실험을 시행하였다. 그 결과 RES는 농도

에 비례하여 HTFB의 생존을 유의하게 감소시켜 항증식작

용을 나타내었다.

RES를 복용하였을 경우에는 혈중 농도가 낮게 나타나지

만 실제 혈액 내에서 복합 형태의 전체 농도는 높게 나타나

며, 본 실험의 경우처럼 국소적 효과는 10-100 μM의 농도

에서 나타난다.19,24 

MMC는 HTFB의 생존을 저하시키는 동시에 세포고사를 

유발하는데13 RES가 HTFB에 대해 세포고사를 유발하는지 

알아보기 위하여 시행한 유세포분석의 결과 100 μM의 고

농도에서 유의하게 세포고사를 유발하였다. 또한 RES가 

세포괴사를 유발하는지 알아보기 위하여 유세포분석을 시

행한 결과 100 μM의 고농도에서도 유의하게 세포괴사를 

유발하지 않았다. 따라서 RES가 HTFB의 생존을 저하시키

는 주된 기전은 세포괴사가 아닌 세포고사에 의한 것으로 

생각된다. 혈관평활근세포를 이용한 연구에서는 10 μM 또

는 100 μM의 농도에서 농도에 비례하여 세포의 증식을 억

제하고 세포고사를 유발하는데,17 100 μM 이하에서 세포의 

성장을 50%에서 억제하였으며,19 쥐의 섬유아세포의 경우 

90 μM에서 세포의 성장을 50%에서 억제하였다는 보고가 

있는데18 저농도에서는 세포주기를 중단시켰다가 농도가 

높아질수록 세포고사를 유발한다고 한다.19,24 본 연구의 결

과에서 500 μM의 고농도 RES는 세포의 생존을 급격히 저

하시키는 것으로 보아 RES를 항증식작용을 위한 목적으로 

사용할 경우 100 μM의 농도가 적절할 것으로 생각되나 향

후 동물실험 등을 통해서 더 자세한 연구를 요한다. 

RES가 항산화작용으로 세포보호작용을 나타내는 기전

은 NO와 관련이 있는데, 세포가 스트레스를 받을 경우 

RES는 NO의 생성을 증가시켜 해로운 자유유리기들을 제

거함으로써 작용을 나타낸다.12,24 이렇게 RES가 항산화작

용에 의해 세포보호작용을 가지고 있음에도 불구하고 본 

연구의 결과 HTFB에 대해서는 세포독성을 유발하여 항증

식작용을 나타내었는데, Oktema et al25은 그 이유를 증식

하거나 분화 중인 세포에 대해서는 RES가 세포고사를 조

장하는 반면, 손상을 받은 세포에서는 세포고사를 억제하

는 작용을 나타내기 때문이라고 하였다. NO는 세포보호작

용을 나타내거나 세포독성을 나타낼 수 있는데 본 연구의 

결과 RES는 세포의 생존을 저하시키면서 NO의 생성을 증

가시켰으므로 RES의 항증식효과는 NO의 생성 증가와도 

관련이 있을 가능성이 있다.26,27

본 실험에서 RES는 세포의 생존을 감소시키면서 세포고

사를 유발하였으며, 교원질 겔의 합성을 억제한다는 보고

도 있었으므로19 섬유주절제술 후 여과포의 기능을 유지하

기 위해 사용해 볼 수 있을 것이다. 또한 MMC에 RES를 

추가로 사용할 경우 각 약물의 농도에 비례하여 세포고사

를 더 유발하면서 유의한 항증식작용을 나타낼 가능성이 

있으나28 본 연구의 결과는 세포배양을 이용한 실험실 내의 

조건에서 행한 것이므로 향후 실제 동물실험 등을 통한 다

양한 연구가 필요할 것이다. 

결론적으로 RES는 배양된 HTFB의 생존을 저하시켰으

며 세포고사를 유발하였으므로 RES는 섬유아세포에 대해 

항증식작용을 나타낼 수 있을 것으로 생각되며, 실제 녹내

장 여과수술에 사용해서 수술 성공률을 높이는 데 사용하
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기 위한 임상적 유용성에 대해서는 향후 보다 자세한 연구

가 필요할 것이다.
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= 국문초록 = 

유세포분석을 이용한 레즈브라트롤이 인체 테논낭 섬유아세포의 
생존에 미치는 영향에 대한 연구

목적: 레즈브라트롤은 세포의 종류에 따라 세포보호 효과를 나타내거나 독성을 나타낸다. 레즈브라트롤이 배양된 인체 테논낭 섬유아

세포의 생존에 미치는 영향에 대해 알아보고자 하였다.

대상과 방법: 일차배양한 섬유아세포에 0, 10, 100 μM의 레즈브라트롤에 3일간 노출시킨 후 MTT assay를 이용하여 세포의 생존을 

측정하였고, annexin-V/propidium iodide 이중염색 후 유세포분석을 시행하여 세포고사에 미치는 영향을 측정하였다.

결과: 레즈브라트롤은 10 μM의 농도에서부터 섬유아세포의 생존을 유의하게 저하시켰다(p=0.04). 유세포분석에서 10 μM의 농도에서

는 섬유아세포의 세포고사를 유의하게 유발하지 않았으나(p=0.89), 100 μM의 농도에서는 섬유아세포의 세포고사를 유의하게 증가시

켰다(p=0.003). 10 μM와 100 μM의 농도에서 세포괴사에는 유의한 영향을 미치지 않았다(p=0.74, 0.33). 
결론: 배양된 인체의 테논낭섬유아세포에 대해 레즈브라트롤은 세포의 생존을 저하시키며 세포고사를 유발하므로 인체의 테논낭섬유

아세포에 대해 레즈브라트롤은 항증식작용을 나타낼 수 있을 것이다. 
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