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Purpose: To investigate the effect of cysteamine on mixed peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)-chemically injured kera-
tocytes reaction (mixed lymphocyte-keratocyte reaction; MLKR).
Methods: PBMC stimulation assay was performed after keratocytes were chemically injured with 0.05 N NaOH for 60 seconds. 
MLKR was treated with various concentrations of cysteamine (0-10 mM). Intracellular reactive oxygen species (ROS) formation 
was measured using the oxidation-sensitive fluorescent probe, 2′7′-dichlorofluorescein diacetate (DCF-DA). Proliferation rate of 
PBMCs stimulated by NaOH-treated keratocytes and secretion profiles of matrix metalloprotease-9 (MMP-9), transforming 
growth factor-beta1 (TGF-β1), interleukin-6 (IL-6), and macrophage migration inhibitory factor (MIF) were determined using the 
bromodeoxyuridine proliferation assay and enzyme-linked immunosorbent assay, respectively.
Results: Proliferation rate of PMBCs was suppressed by cysteamine in a dose-dependent manner (p = 0.019). Fluorescence of 
DCF-DA decreased depending on cysteamine concentration (p < 0.001). MMP-9, IL-6 and TGF-β1 levels were suppressed by cyste-
amine in a dose-dependent manner (p < 0.05), whereas MIF levels increased with cysteamine concentration of 0.5-10 mM (p = 0.008).
Conclusions: These study results indicate that cysteamine induced the ROS-mediated inhibition of inflammatory cytokine re-
lease and proliferation of PBMCs stimulated by chemically injured keratocytes. Thus, cysteamine can be used in the treatment 
of chemical corneal burns.
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각막의 화학적 화상은 손상 정도가 각막의 재상피화를 

방해하고 신생혈관과 각막혼탁을 일으킬 정도로 심한 경우

에 실명을 유발할 수 있는 질환이다. 알칼리성 물질은 안구

조직을 깊숙이 침투하고 각막과 안구 내 조직을 손상시킨

다.1 기본적인 재생 과정과 궤양형성 과정은 광범위하게 연
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구되고 있으며,1-4 양막이식을 포함하는 수술적 치료가 발전

하고 있다.1,5 그럼에도 불구하고, 알칼리 물질에 의한 손상

을 최소화하는 새로운 치료 방법의 개발이 필요하며 다양

한 물질들이 각막의 화학적 화상의 예후를 향상시키기 위

해 연구되고 있다.6,7 각막의 화학적 화상에 대한 치료제로 

연구되는 물질은 lactoferrin, Na-hyaluronan 등이 있다.6,7 이

러한 물질은 화상 후 재생에 있어 염증매개물질의 발현을 

억제함으로써 과도한 염증 반응을 조절하는 역할을 한다.6,7 

이처럼 각막 재생의 촉진뿐만 아니라 염증의 조절이 보다 

나은 결과를 얻기 위해 반드시 선행되어야 할 점이라고 여

러 연구에서 보고된 바가 있다.1,8 최근에 산화스트레스가 

각막의 화학적 화상에 있어 중요한 역할을 한다고 보고되

었다.9 활성산소물질은 슈퍼옥사이드 라디칼(superoxide rad-

ical, O2
-), 히드록시 라디칼(•OH), 과산화수소(H2O2)를 포함

하며, 반응성이 강한 물질이다. 적정량의 활성산소물질은 

세포의 항상성 유지에 있어 중요한 기능을 담당한다. 하지

만 과도한 활성산소물질은 세포사, 노화, 질병의 발생에 관

여한다.9 활성산소물질은 화학적 손상 이후 발생되는 염증

단계보다 선행하며, 혈관표피성장인자(vascular endothelial 

growth factor, VEGF), 인터류킨(interleukin, IL), 종양괴사인

자(tumor necrosis factor, TNF) 등의 염증 매개물질의 생성

을 유발한다.9 이러한 반응은 외인성 항산화물질에 의해 회

복될 수 있는데, Kubota et al9은 등장성의 수소용액이 활성

산소물질의 감소를 통해 알칼리 화상으로 인한 각막의 신

생혈관을 억제하였다고 보고하였다. 수소용액은 히드록시 

라디칼(•OH)을 H2O2로 전환시키는 역할을 한다.9 쥐를 이용

한 동물실험모델을 통해 밝혀진 기존의 연구는 알칼리 화

상의 치료제로써 황산화물질의 사용 가능성을 제시하였다.9 

시스테아민은 시스틴증의 치료에 사용되며, cystine을 감소

시키는 세포질의 구성물질이다.10,11 이 물질은 방사선 노출

에 의한 자가세포사를 감소시키고, 자유라디칼을 제거시키

며, glutathione의 양을 증가시킴으로써 glutathione의 산화-

환원 반응을 회복시킨다고 알려져 있다.11,12 따라서 시스테

아민은 항산화물질로 작용하여 활성산소물질을 감소시키

고, 과도한 면역반응을 억제하여 각막의 화학적 손상의 치

료제로 사용될 수 있다. 

각막세포는 각막기질을 구성하는 기본단위이다.13 각막

세포는 화학적 화상, 감염과 같은 각막 기질의 손상 후 회

복과정에 있어 중요한 역할을 한다.13 각막내피세포와 달

리, 각막세포들은 각막의 감염과 손상 중에 변화하며 방

어기능을 지닌 대식세포의 기능을 가지고 있다고 보고되

었다.13 형질전환성장인자-베타1 (transforming growth factor- 

beta1: TGF-β1)과 같은 자극에 반응하여, 각막세포는 각막

의 섬유화 반응과 반흔 형성에 있어 중심적인 역할을 하

는 근섬유아세포로 전환되어 분화한다.14 이에 본 연구에

서는 말초혈액단핵구와 화학적으로 손상된 각막세포의 

혼합 반응에 대한 시스테아민의 효과와 이를 매개하는 활

성산소물질의 역할을 알아보고자 한다. 

대상과 방법

이 연구는 Helsinki 선언에 따라 수행되었고 한림대학교 

의료원 임상시험연구윤리위원회가 검토하고 승인하였다

(2011-02-16). 각막은 모든 각막조직의 보관 및 배양을 허가 

받은 Lion eye bank (USA)에서 구매하였다. 각막세포는 전층

각막이식술 후 폐기된 각공막고리에서 얻었다. 이 조직들은 배

양될 때까지 OptisolTM-GS (Bausch and Lomb Inc., Rochester, 

NY, USA)에서 4℃에 보관되었다.

대상

Dulbecco's Modification of Eagle's Medium (DMEM)/F12

와 Rosewell Park Memorial Institute (RPMI) 1640은 

Gibco-Invitrogen (Grand Island, NY, USA)에서 구입하였

다. Ficoll-Hypaque, 시스테아민, mitomycin C, 2’,7’- di-

chlorofluorescein diacetate (DCF-DA), phytohemagglutinin 

(PHA)는 Sigma Chemical Co. (Saint Louis, MO, USA)에서 

구매하였다. Bromodeoxyuridine (BrdU) proliferation assay는 

Roche Diagnostics (Indianapolis, IN, USA)에서 구입하였

다. 사람의 인터류킨-6 (interleukin-6), 대식세포이동저해

인자(macrophage migration inhibitory factor, MIF), 형질전

환성장인자-베타1 (transforming growth factor-beta1, TGFβ

1), 기질분해효소-9 (matrix metalloprotease-9, MMP-9)를 측

정하기 위한 enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

kits는 R&D Systems (Minneapolis, MN, USA)에서 구입하

였다. 사람의 각막세포는 전층각막이식술 후 폐기된 cor-

neal-scleral rings에서 얻었다. 말초혈액은 건강한 자원자

를 대상으로 전완부 정맥에서 50 mL 주사기로 얻은 후 

바로 헤파린으로 처리된 용기에 넣어 섞었다. 

사람 각막세포의 배양

데스메막과 상피는 겸자와 안과용 칼로 제거되었고 기질

은 층판으로 분리하였다. 중간기질과 후부기질이 24-well 

plates에서 배양되었다.15,16 각막기질은 4등분으로 나누었

으며 하룻밤 동안 37℃의 DMEM에서 2.0 mg/mL 콜라겐

분해효소(Roche, Basel, Switzerland)로 분해하였다. 각각

의 세포들은 DMEM으로 처리한 후 10% Fetal Bovine 

Serum (FBS; Gibco-Invitrogen, Grand Island, NY, USA)이 

첨가되어 있는 DMEM/F12에서 배양되었다.17 이 세포들
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은 4×104 cells/cm2로 배양되었다.

말초혈액단핵구의 분리

헤파린이 처리된 신선한 전혈(10 IU heparin/mL)이 

phosphate buffered saline (PBS) 용액과 1:2 비율로 희석되

었다. 말초혈액단핵구를 Ficoll- Hypaque 방법을 통하여 

원심분리를 시행하여 얻었다. 그 다음, 세포들은 배양되

기 전에 PBS로 세척되었다. 말초혈액단핵구는 1×106 cells/well

의 밀도로 5% (vol/vol) fetal calf serum이 첨가된 RPMI 배

지에서 37℃, 24시간 동안 배양되었다. 말초혈액단핵구

의 생존 능력은 트리판블루염색배제로 3분 이내에 측정

하였고 생존력은 지속적으로 98% 이상이었다. 이후 세포들

은 RPMI-1640 (Invitrogen-Life Technologies, Grand Island, 

NY, USA)로 현탁하였다.

말초혈액단핵구와 손상된 각막세포의 혼합반응

말초혈액단핵구 자극검사는 기존에 기술된 방법으로 

면역반응성을 알아보기 위해 시행하였다.18,19 이 연구에서 

0.05 N NaOH를 처리한 각막세포(5×105/mL)가 자극제로 

사용되었다. 간단하게 말하자면, 각막세포가 5% CO2-배

양기에서 각막세포의 증식을 막기 위하여 25 μg/mL 

mitomycin C로 처리한 후 30분 동안 배양되었다.20 잔류된 

mitomycin C는 10% 우태아혈청(fetal bovine serum, FBS)

을 함유한 RPMI-1640으로 3회에 걸쳐 세척해 제거하였

다. 각막세포는 0.05 N NaOH로 60초 동안 처리하였다. 

잔류된 0.05 N NaOH는 10% FBS를 함유한 RPMI-1640으로 

3회에 걸쳐 세척해 제거하였다. 반응세포(1×106 cells/well)

와 자극세포는 96-well plates에서 200 µL의 RPMI-1640에

서 함께 배양되었다. 각각의 plates는 0-10 mM 시스테아

민을 이용하여 48시간 동안 배양하였고, 말초혈액단핵구 증

식 정도는 상품화된 bromodeoxyuridine (BrdU) proliferation 

assay kit (Roche Diagnostics, GmbH., Mannheim, Germany)

로 측정되었다. 1×106 말초혈액단핵구/mL 농도의 세포현

택액 중 100 µL가 둥근 바닥 모양의 96-well plates 중 6 

wells에 첨가되었다. 본 연구에서는 림프구의 반응을 보기 위

하여 suspension cell을 이용하였기 때문에 round bottom 96 well

을 사용하였다. 자극되지 않은 말초혈액단핵구는 음성 대조군

으로 사용되었고, phytohemagglutinin (PHA, 5 µg/mL, Sigma 

Chemical Co., Saint Louis, MO, USA) 처리한 말초혈액단핵

구는 양성 대조군으로 사용되었다. 두 실험 모두 4회에 걸쳐 

실행되었다. 반응의 광학밀도는 450 nm 파장에서 ELISA 판

독기로 측정되었다. 결과들은 평균과 표준편차로 표현하였

다. 말초혈액단핵구세포의 증식 속도는 음성 대조군과 양성 

대조군 배지 사이에 증가된 세포 수의 분율로 계산되었다.

세포 내 활성산소물질의 측정

세포 내 활성산소물질의 형성은 산화반응에 민감한 형광

탐침자와 2’,7’-dichlorofluorescein diacetate (DCF-DA; 

Sigma- Aldrich, D6665, St. Louis, MO, USA)로 측정되었

다. 이는 활성산소물질을 매개로 DCF-DA가 2’7’-dichloro-

flurescein (DCF)으로 산화되는 것을 이용하였다. Mixed 

lymphocyte- keratocyte reaction (MLKR)은 0-10 mM 시스

테아민과 함께 48시간 동안 배양된 후 10분 동안 1,400 

rpm의 속도로 원심분리되었다. 원심분리 후 상층액은 제

거하였고 가라앉은 세포현탁액은 PBS로 세척하였다. 세포

현탁액은 10분 동안 1,400 rpm의 속도로 원심분리를 재시

행하였다. 그 후에 DCF-DA (10 µM) 200 µL가 첨가되고 

세포들은 37℃ 암실에서 30분간 배양되었다. 이 세포들은 

그 후 PBS로 세척하였다. 세포 내 reactive oxygen species 

(ROS) 생성은 이전에 언급한 DCF-DA microplate assay 

방법으로 측정되었다.21 저자들은 ROS 생성을 측정하기 

위해 495 nm의 여기파장, 530 nm의 방사파장을 이용하여 

형광광도를 측정하는 spectrofluorometer (SFM 25, 

Kontron Instruments,  Basel, Switzerland)를 사용하였다. 

각각의 시스테아민의 농도에 다섯 개의 well이 사용되었

다. DCF 형광의 상대적인 강도는 blank의 형광강도를 뺀 

후에 PHA-자극군의 형광세기를 100%로 설정하여 상대적 

강도로 계산하였다.

효소결합면역흡착검사(ELISA)

10분 동안 2,000 rpm으로 원심분리를 시행한 후 상층액

을 얻었으며, 사이토카인의 농도를 측정하기 전까지 -70℃
에서 냉동보관을 하였다. 말초혈액단핵구 배양배지의 인

터류킨-6, 대식세포이동저해인자, 형질전환성장인자-베타

1, 기질분해효소-9 농도는 제조사의 프로토콜에 따라 상

품화된 인간 인터류킨-6, 대식세포이동저해인자, 형질전환

성장인자-베타1, 기질분해효소-9 ELISA kits (R&D systems, 

Minneapolis, MN, USA)를 이용하여 측정하였다. ELISA 

kits의 검출 농도 한계는 ~15 pg/mL이다. 간단히 말하자

면, anti-human 기질분해효소-9, 형질전환성장인자-베타1, 

대식세포이동저해인자, 인터류킨-6 항체가 각각의 96-well 

microtiter plates에 추가되었고 실온에서 하룻밤 동안 배양

하였다. 다음 날, 각각의 well은 세척완충액으로 세척하였

다. 모든 well은 1% 소혈청알부민을 포함하는 blocking 

buffer (pH 7.4)로 채웠고, 실온에서 1시간 유지하였다. 적

절한 다중클론 항체로 코팅된 96-wells microtiter plate에 

사람기질분해효소-9, 형질전환성장인자-베타1, 대식세포

이동저해인자, 인터류킨-6의 표준 희석액 100 µL를 추가

하였다. 각각의 plate는 밀봉된 상태로 실온에서 2시간 동
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Figure 1. Inverted phase-contrast image and immunofluorescent vimentin staining of human keratocytes. (A) Keratocytes were ob-
served growing parallel to the etched lines. Magnification, ×200. (B) Immunofluorescence with anti-vimentin antibody, a general 
marker of keratocyte, revealed the morphology. The nuclei were stained using Hoechst 33342 (blue). Magnification, ×400. 

Figure 2. Peripheral blood monocular cell (PBMC) stimulation 
test. NaOH-treated human keratocytes served as the stimulators. 
Cysteamine suppressed the PBMC proliferation in a dose-de-
pendent manner (p = 0.019, Kruskal-Wallis test). PBMC pro-
liferation was suppressed with ≥5 mM of cysteamine (p = 0.034 
and 0.021, respectively, Mann-Whitney U-test). PBMC pro-
liferation with 0-5 mM of cysteamine was higher than that of neg-
ative control (p = 0.008 for all, Mann- Whitney U-test), whereas 
it was lower than that of negative control in 10 mM of cysteamine 
(p = 0.008). BrdU = bromodeoxyuridine. *Statistically sig-
nificant by Mann-Whitney U-test.

안 배양되었다. 배양 후, plates를 4회에 걸쳐 세척하였고, 

horseradish peroxidase에 결합한 goat anti-human 기질분해

효소-9, 형질전환성장인자-베타1, 대식세포이동저해인자, 

인터류킨-6항체 100 µL가 각각의 well에 추가되었고, 이

후에 실온에서 2시간 동안 배양되었다. 그러고 난 후 염

색 시약(3, 3’, 5, 5’- tetramethylbenzidine [TMB]) 100 µL를 

파란색으로 염색하기 위해 plates에 20분 동안 사용하였고 

이후 1 M H2SO4 50 µL를 첨가하여 반응을 멈추었다. 흡

광도는 570 nm 파장을 reference로 하여 450 nm에서 자동 

흡광 측정기를 이용하여 측정하였다.

결 과

사람각막세포의 배양

배양된 각막세포는 새겨진 선에 평행하게 자라는 것이 

관찰되었다(Fig. 1A). 각막세포의 표지자로 잘 알려진 anti- 

vimentin 항체의 면역형광검사는 세포의 형태를 나타내었다

(Fig. 1B). 세포의 핵은 Hoechst 33342로 염색되었다.

말초혈액단핵구 자극 검사

NaOH로 처리된 사람각막세포가 자극세포로 작용하였

다. NaOH로 처리한 사람각막세포와 말초혈액단핵구 혼

합군은 0 mM 시스테아민 농도에서 음성 대조군에 비해 

말초혈액단핵구의 증식이 통계적으로 유의하게 증가하였

다(p=0.008, Mann-Whitney U-test). 시스테아민이 용량-의

존적으로 말초혈액단핵구의 증식을 억제하였다(p=0.019, 

Kruskal-Wallis test; Fig. 2). 말초혈액단핵구 증식은 5 mM 

이상의 시스테아민에서 억제되었다(p=0.034, and 0.021, 

Mann-Whitney U-test). 시스테아민 0.5-5 mM 농도에서 말

초혈액단핵구 증식은 음성 대조군에 비해 유의하게 높았

고(p=0.008 for all, Mann-Whitney U-test), 10 mM 농도에

서는 음성 대조군에 비해 유의하게 낮았다(p=0.008). 

A B
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Figure 3. Relative 2’,7’-dichlorofluorescein diacetate (DCF- 
DA) fluorescence. Intracellular ROS levels measured by rela-
tive DCF fluorescence decreased by 0-10 mM cysteamine in a 
dose-dependent manner (p < 0.001; Kruskal-Wallis test). Cyst-
eamine concentration of ≥1 mM significantly lowered the intra-
cellular ROS levels (p = 0.014, 0.014 and 0.014, respectively; 
Mann-Whitney U -test). Intracellular ROS levels with 0-1 mM  
of cysteamine was higher than that of negative control (p =  
0.016, 0.008, and 0.008, respectively, Mann-Whitney U-test). 
However, there was no significant difference of intracelluar 
ROS level between 5-10 mM of cysteamine and negative 
control. ROS = reactive oxygen species; DCF = 2‘7’-dichl-
oroflurescein. *Statistically significant by Mann-Whitney U-test.

Figure 4. MMP-9 levels measured by ELISA. MMP-9 levels 
decreased in a dose-dependent manner by 0-10 mM cysteamine 
(p = 0.001; Kruskal-Wallis test). Cysteamine concentration of 
≥5 mM significantly lowered the MMP-9 levels (p = 0.016, 
and 0.009, respectively; Mann-Whitney U-test). MMP-9 lev-
els with 0-5 mM of cysteamine was higher compared with neg-
ative control (p = 0.016, 0.016, 0.008, and 0.008, respectively, 
Mann-Whitney U-test). However, there was no significant dif-
ference of intracelluar ROS level between 10 mM of cysteamine 
and negative control. MMP-9 = matrix metalloprotease-9; 
ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay; ROS = reactive 
oxygen species. *Statistically significant by Mann-Whitney U-test.

세포 내 활성산소물질

NaOH로 처리한 사람각막세포와 말초혈액단핵구 혼합

군은 0 mM 시스테아민 농도에서 DCF 형광이 음성 대조

군보다는 통계적으로 유의하게 크게 관찰되었다(p=0.016, 

Mann-Whitney U-test). 시스테아민은 용량-의존적으로 DCF 

형광을 감소시켰다(p<0.001, Kruskal-Wallis test) (Fig. 3). 

1 mM 이상의 시스테아민이 통계적으로 유의하게 세포 내 

ROS 양을 감소시켰다(p=0.014, 0.014, 0.014, Mann-Whitney 

U-test). 시스테아민 0.5-1 mM 농도에서 DCF 형광은 음성 

대조군에 비해 유의하게 높았고(p=0.008 for both, Mann- 

Whitney U-test), 5 mM 농도에서는 음성 대조군과 차이를 

보이지 않았다. 시스테아민 10 mM 농도에서 DCF 형광은 

음성 대조군보다 낮았지만, 유의한 차이는 아니었다(p=0.056).

활성화된 말초혈액단핵구의 염증성 사이토카인 분비

NaOH로 처리한 사람각막세포와 말초혈액단핵구 혼합

군은 0 mM 시스테아민 농도에서 기질분해효소-9는 음성 

대조군보다는 통계적으로 유의하게 증가하였다(p=0.016, 

Mann- Whitney U-test). 1 mM 이상의 시스테아민을 첨가

하였을 때, 증가된 기질분해효소-9의 수치는 감소되었다

(p=0.001, Kruskal-Wallis test; Fig. 4). 특히, 5 mM 이상에

서 용량-의존적으로 시스테아민이 기질분해효소-9 수치를 

통계적으로 유의하게 감소시켰다(p=0.016, 0.009, Mann- 

Whitney U-test). 시스테아민 0.5-5 mM 농도에서 기질분

해효소-9는 음성 대조군에 비해 유의하게 높았고(p=0.016, 

0.008, and 0.008, respectively, Mann-Whitney U-test), 시스

테아민 10 mM 농도에서는 음성 대조군과 차이를 보이지 

않았다. NaOH로 처리한 사람각막세포와 말초혈액단핵구 

혼합군은 0 mM 시스테아민 농도에서 인터류킨-6는 음성 

대조군보다는 통계적으로 유의하게 증가하였다(p=0.016, 

Mann-Whitney U-test). 다양한 농도의 시스테아민을 첨가

하였을 때, 용량-의존적으로 증가된 인터류킨-6 수치가 감

소되었다(p=0.003, Kruskal-Wallis test) (Fig. 5). 특히 1, 5, 

10 mM에서 용량-의존적으로 인터류킨-6 수치를 통계적

으로 유의하게 감소시켰다(p=0.043, 0.021, 0.021, Mann- 

Whitney U-test). 시스테아민 0.5 mM 농도에서 인터류킨

-6는 음성 대조군에 비해 유의하게 높았지만(p=0.032, 

Mann- Whitney U-test), 1 mM 농도에서는 유의미한 차이

를 보이지는 않았다. 하지만 시스테아민 5, 10 mM 농도에

서 인터류킨-6는 음성 대조군에 비해 통계적으로 유의하게 

작았다(p=0.032, and 0.016, Mann-Whitney U-test). NaOH로 

처리한 사람각막세포와 말초혈액단핵구 혼합군은 0 mM 
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Figure 5. IL-6 levels measured by ELISA. Cysteamine decreased 
IL-6 levels in a dose-dependent manner (p = 0.003; Kruskal- 
Wallis test). Cysteamine concentration of ≥1 mM significantly 
lowered the IL-6 levels (p = 0.043, 0.021, and 0.021, respectively; 
Mann-Whitney U-test). IL-6 levels with 0-0.5 mM of cysteamine 
was higher than that of negative control (p = 0.016, and 0.032, 
respectively, Mann-Whitney U-test), whereas IL-6 levels with 
cysteamine concentration of ≥5 mM were lower than that of neg-
ative control (p = 0.032, and 0.016, respectively; Mann-Whitney
U-test). IL-6 = interleukin-6; ELISA = enzyme-linked immunosorbent 
assay. *Statistically significant by Mann- Whitney U -test.

Figure 6. TGF-β1 levels measured by ELISA. TGF-β1 level 
was slightly elevated in a low (0.05 mM) cysteamine concen-
tration (p = 0.016; Mann-Whitney U -test). However, it de-
creased at high concentrations (5 mM and 10 mM) (p = 0.009 
and 0.009; Mann-Whitney U -test). TGF-β1 levels with 0.5 
mM of cysteamine was higher than that of negative control (p
= 0.016, Mann-Whitney U -test), whereas TGF-β1 levels with 
cysteamine concentration of ≥5 mM were lower than that of 
negative control (p = 0.016 for both). TGF-β1 = trans-
forming growth factor-beta 1; ELISA = enzyme-linked im-
munosorbent assay. *Statistically significant by Mann-Whitney 
U-test.

Figure 7. MIF levels measured by ELISA. Cysteamine in-
creased MIF levels at high concentrations (≥ 1 mM) (p =  
0.014, 0.014, and 0.027, respectively; Mann-Whitney U-test). 
MIF levels with 0-10 mM of cysteamine was higher than that 
of negative control (p = 0.016, 0.008, 0.008, 0.008, and 0.008, 
respectively). MIF = macrophage migration inhibitory factor; 
ELISA = enzyme-linked immunosorbent assay. *Statistically
significant by Mann-Whitney U -test.

시스테아민 농도에서 음성대조군 사이에 형질전환성장인

자-베타1은 유의한 차이를 보이지 않았다. 시스테아민이 

용량-의존적으로 형질전환성장인자-베타1 수치를 감소시

켰다(p<0.001, Kruskal-Wallis test) (Fig. 6). 시스테아민은 

5, 10 mM에서 형질전환성장인자-베타1 농도를 감소시켰

다(p=0.009, 0.009, Mann-Whitney U-test) (Fig. 6). 하지만 

0.5 mM의 시스테아민이 첨가된 군에서 형질전환성장인

자-베타1 농도는 상승하였다(p=0.016, Mann- Whitney 

U-test). 시스테아민 0.5 mM 농도에서 형질전환성장인자-

베타1은 음성 대조군에 비해 유의하게 높았지만(p=0.016, 

Mann-Whitney U-test), 1 mM 농도에서는 유의미한 차이

를 보이지는 않았다. 하지만 시스테아민 5, 10 mM 농도

에서 형질전환성장인자-베타1은 음성 대조군에 비해 통계

적으로 유의하게 작았다(p=0.016 for both, Mann-Whitney 

U-test). NaOH로 처리한 사람각막세포와 말초혈액단핵구 

혼합군은 0 mM 시스테아민 농도에서 대식세포이동저해

인자는 음성대조군에 비해 통계적으로 유의하게 증가하

였다(p=0.016, Mann-Whitney U-test). 앞서 기술된 염증매

개물질과는 달리, 다양한 농도의 시스테아민은 대식세포이

동저해인자의 수치를 증가시켰는데(p=0.008, Kruskal-Wallis 

test) (Fig. 7), 특히 1 mM 이상의 시스테아민은 대식세포

이동저해인자의 수치를 통계적으로 유의하게 증가시켰다

(p=0.014, 0.014, and 0.027, Mann- Whitney U-test). 또한 

모든 농도의 시스테아민에서 대식세포이동저해인자는 음성 

대조군에 비해 통계적으로 유의하게 컸다(p=0.008 for all).
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고 찰

알칼리 화학화상은 각막조직의 심각한 손상을 일으키

고 현저한 염증세포의 침윤, 반흔조직의 과형성, 재발성 

각막미란, 궤양, 간질부종, 신생혈관형성을 야기한다.22 염

증의 조절은 화학적 각막화상의 합병증을 억제함에 있어 

중요하다.22-24 본 연구에서 혈액에서 분리된 말초혈액단핵

구는 화학적으로 손상된 각막세포로부터 자극을 받았다. 

각막세포는 각막기질의 가장 기본세포이고 각막의 재생, 

유지를 담당한다.17,25 알칼리성 물질은 세포막의 용해와 

세포 괴사를 유발하여 염증을 일으킨다. 게다가 각막세포

는 정상 환경에서 상대적으로 비활성이고, 정적임에 반해 

화학적 각막손상에서 탐식작용과 콜라겐, 염증매개물, 사

이토카인의 분비 등의 기능이 활성화된다.1,26 각막손상 상

태에서 각막세포가 이동하고 단핵구가 섬유모세포로 전환

된다는 보고가 있다.1,27 즉 손상된 각막세포는 화학적 각

막화상 연구에서 염증을 유발하는 핵심세포를 의미한다.

시스테아민은 용량-의존적으로 세포 내 활성산소물질 

형성의 감소를 통해서(Fig. 3) 화학적으로 손상된 각막세

포의 자극을 받은 말초혈액단핵구의 증식을 억제하였다

(Fig. 2). 활성산소물질은 고농도에서는 그 자체만으로 세

포손상을 유발하여 세포사를 일으키지만 저농도에서는 

조직손상, 감염 등에 대한 면역 및 염증 반응의 중요한 2

차 신호물질로 알려져 있으며 상처의 회복에도 관여한

다.28 따라서 활성산소물질의 조절을 통해 염증 반응과 상

처의 회복을 적절하게 유지할 수 있다. 세포 내의 산화스

트레스에 민감한 전사인자로, 대표적으로 nuclear factor 

erythroid 2-related factor 2 (Nrf2)가 있다. Nrf2는 산화물

질에 대한 방어작용을 매개하는 중요한 전사인자로, 

NAD(P)H와 glutathione의 생성을 통해 활성산소물질을 

제거한다.29 또한 산화 스트레스는 중요한 신호전달 경로

들과 histone modifications를 조절하는 것으로 알려져 있

다.23 시스테아민은 항산화제일 뿐 아니라10 활성산소

(reactive oxygen species)를 제거시키고, glutathione을 증

가시키는 역할을 한다고 보고되었다.11,30 따라서 시스테아

민은 활성산소물질 억제를 통해서 말초혈액단핵구 증식

을 감소시킬 것이다. 또 시스테아민은 용량-의존적으로 

인터류킨-6, 형질전환성장인자-베타1, 기질분해효소-9와 

같은 염증성 사이토카인의 생산을 억제한다(Fig. 4, 5, 6). 

흥미롭게도, 형질전환성장인자-베타1만 작은 농도의 시스

테아민(0.5 mM)에서 유의하게 상승하였다. 형질전환성장

인자-베타1은 각막 화학화상에서 상처의 회복과 흉터를 

조절한다고 알려져 있다.31 형질전환성장인자-베타1은 각

막 상피세포, 기질세포의 이동을 촉진하고 각막 기질세포

의 근섬유모세포로 전환되어 분화가 일어나는데, 결과적

으로 각막상피와 기질의 재생을 도와주게 된다.24,31,32 하

지만 과도하게 발현된 형질전환성장인자-베타1은 각막손

상 이후에 각막기질에 근섬유모세포가 축적됨으로써 각막

의 혼탁을 유발하게 되는데, 이는 근섬유모세포가 변형된 

crystalline을 생성하고 각막 기질세포보다 덜 투명하기 때

문이다.33 또한 형질전환성장인자-베타1은 기질분해효소

-9, 인터류킨-6, monocyte/macrophage chemotactic pro-

tein-1을 포함한 다른 사이토카인의 발현을 유발하는 능력

을 가지고 있다.24,32,34 인터류킨-6는 염증성 사이토카인으

로 알칼리 각막화상에서 증가된다고 보고되었다.7 기질분

해효소-9는 단백분해 효소(proteolytic enzyme)로 병적인 

안구 상태나 화학적 각막손상 후 상승한다고 알려져 있

다.3,34 게다가, 기질분해효소-9는 세포외 기질의 분해나 

재형성에 참여한다고 보고되었다.35

흥미롭게도, 본 연구에서 시스테아민의 농도가 높을 때

(≥1 mM) 대식세포이동저해인자 수치의 증가가 관찰되었

다. 대식세포이동저해인자는 innate 면역의 조절이나 염증 

유발에 있어 중요한 역할을 하는 것으로 알려져 있다.36,37 

비록 대식세포이동저해인자가 말초혈액단핵구에 의해서 

분비되기도 하지만, 대식세포이동저해인자는 가벼운 각

막화상에서 각막 기질세포에 의해 표현되기도 한다.2,37 우

리 연구에서 각막세포는 0.05 N NaOH에 의해서 직접적

으로 손상되었다. 대식세포이동저해인자는 말초혈액단핵

구와 함께 화학적 손상을 입은 각막세포에 의해서 분비된 

것으로 생각된다. 본 연구에서 시스테아민이 대식세포이

동저해인자의 발현을 억제하지 못했다. 다른 염증성 사이

토카인을 조절하는 대식세포이동저해인자의 수치증가는 

염증을 유발하는 사이토카인의 감소에 따른 반동증가로 

생각되는데 그 이유는 대식세포이동저해인자는 innate 면

역을 조절하는 기능을 하기 때문이다. 시스테아민과 대식

세포이동저해인자 사이의 관계를 알아보기 위해서는 추

가적인 연구가 필요할 것으로 생각된다.

기존 연구에서 배양된 각막내피세포에서 높은 농도의 

시스테아민은 세포독성을 보였다는 보고가 있다.38 본 연

구에서는 각막세포에 대한 시스테아민의 독성을 조사하

지는 않았는데 본 연구는 시스테아민이 NaOH로 손상된 

각막세포에 대한 말초혈액단핵구의 염증반응을 억제할 

수 있는가에 대해 주안점을 둔 연구로 향후 시스테아민의 

농도에 따른 각막세포에 대한 독성의 연구가 필요할 것으

로 생각된다. 흥미롭게도 본 연구에서 고농도의 시스테아

민은 말초혈액단핵구의 증식과 대식세포이동저해인자와 

기질분해효소-9를 제외한 인터류킨-6와 형질전환성장인

자-베타1의 염증성 사이토카인의 분비를 음성 대조군보
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다도 감소시켰는데 이는 고농도의 시스테아민이 정상적

으로 자극되지 않은 말초혈액단핵구에서도 세포 독성이 

있을 가능성을 시사한다.38

각막 화학화상 후 말초혈액단핵구의 사이토카인 방출

을 연구하기 위해 본 연구에서 화학적으로 손상된 각막 

기질세포를 사용하였다. 화학적 손상은 각막 기질세포의 

괴사를 유발하게 되고 이는 더 심한 각막의 염증을 유발

한다.1,8 각막기질의 염증은 신생혈관과 섬유화를 일으키

는데, 이는 각막이식수술이 필요한 정도의 심한 시각 장

애를 일으킨다.1,8 각막기질 손상이 발생하면 각막세포는 

대식세포와 같이 변화한다고 보고되었다.13 반면, 새로운 

신생혈관은 각막 내피세포와 데스메막에서 형성되지 않

는다고 알려져 있다.39 이전의 연구와는 달리 우리는 기질

분해효소-9와 대식세포이동저해인자 등 더 많은 사이토

카인의 발현에 대해 알아보았는데, 이는 화학적 각막화상 

연구에서 발현되며 중요한 역할을 한다고 보고되었다.2,3 

본 연구에서 시스테아민은 활성산소물질의 감소를 통해 

말초혈액단핵구의 증식과 여러 가지 염증 매개물질의 분

비를 억제하였고, 이를 통해서 각막 화학화상의 치료제로 

시스테아민의 사용 가능성을 제기하였다. 더 나아가 시스

테아민의 생체 내 사용을 위한 적절한 농도를 알기 위한 

추가적인 연구가 필요할 것으로 생각된다. 

결론적으로, 비록 시스테아민은 대식세포이동저해인자 

수치를 증가시키지만 세포 내 활성산소물질의 감소를 통

해 화학적 손상을 입은 각막세포에 의해 자극을 받은 말

초혈액단핵구의 증식과 염증성 사이토카인의 분비를 억

제한다. 활성산소물질을 매개로 시스테아민이 손상된 각

막세포로부터 자극된 말초혈액단핵구에서 염증성 사이토

카인의 분비를 억제한다는 점을 고려해 볼 때 각막 화학

화상에서 치료에 사용될 수 있을 것이다.
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= 국문초록 = 

말초혈액단핵구와 화학적으로 손상된 각막세포의 
혼합반응에 대한 시스테아민의 효과

목적: 말초혈액단핵구와 화학적으로 손상된 각막세포의 혼합반응에 대한 시스테아민의 효과를 알아보고자 하였다.

대상과 방법: 사람각막간질세포를 0.05 N NaOH로 60초간 처리하여 화학적으로 손상시킨 후 말초혈액단핵구자극 검사를 시행하였다. 

혼합 말초혈액단핵구-각막세포반응은 이후 다양한 농도의 시스테아민(0-10 mM)으로 처리되었다. 세포 내 활성산소물질 형성 정도는 

산화에 민감한 형광탐침자인 2′,7′-dichlorofluorescein diacetate (DCF-DA)를 사용하여 측정되었다. NaOH로 처리된 각막세포에 의

해 촉진된 말초혈액단핵구의 증식 속도와 염증성 사이토카인 분비는 각각 bromodeoxyuridine 증식분석검사와 효소결합 면역흡수분

석법으로 측정하였다.

결과: 말초혈액단핵구 증식은 시스테아민의 농도에 비례하여 억제되었다(p=0.019). DCF-DA 형광은 시스테아민 농도에 비례하여 감소

하였다(p＜0.001). 시스테아민의 농도에 비례하여 기질분해효소-9 (matrix metalloprotease-9, MMP-9), 인터류킨-6 (interleukin-6, 

IL-6), 형질전환성장인자-베타1 (transforming growth factor-beta 1, TGF-β1)은 억제되었고(p＜0.05), 대식세포이동저해인자(macrophage

migration inhibitory factor, MIF)는 증가하였다(p=0.008).
결론: 시스테아민이 활성산소물질의 억제를 통하여 화학적으로 손상된 각막세포에 의해 유발된 말초혈액단핵구의 증식과 염증 사이

토카인의 분비를 억제하였다. 따라서 시스테아민이 화학적 각막손상 환자에서 치료제로 사용될 수 있을 것으로 기대된다.
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