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인체 혈청이 배양된 인체 각막상피세포에 미치는 영향

Effects of Human Serum on Human Corneal Epithelial Cells in Vitro
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Purpose: To investigate the effect of human serum on corneal epithelial cells.
Methods: Changes of corneal epithelial cells were evaluated after 1, 4, 12, and 24 hours (hrs) of exposure to various concen-
trations of human serum (3, 5, 8, and 16%). Cellular metabolic activity and the extent of cellular damage were measured. Effect 
of human serum on cell migration was also examined. Concentration of procollagen type-I COOH-terminal peptide (PIP), epi-
dermal growth factor (EGF), and laminin after exposure to human serum was further observed.
Results: In every concentration of human serum, metabolic activity of the corneal epithelial cells temporarily decreased at 4 hrs 
of exposure and recovered to baseline levels afterward. With the same exposure time, there was no statistically significant differ-
ence in metabolic activity between the human serum-exposed group and the control group. Cellular toxicity of human serum ex-
hibited a time- and dose-dependent relationship. Cellular migration was observed after 24 hrs of exposure to 5% concentration 
of human serum and after 12 hrs of exposure to 8% and 16% concentration of human serum. The PIP, EGF, and laminin titers 
increased in time- and dose-dependent manners.
Conclusions: Human serum does not decrease the metabolic activity of corneal epithelial cells as the concentration and ex-
posure time increase, but it can induce cytotoxicity. Considering cellular migration, a serum concentration of 5% or higher should 
be used.
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일반적으로 창상의 치유는 손상 조직의 혈류 공급과 연

관되는 경우가 많으며, 생리적인 혈관 신생은 세포에 적절

한 혈류 공급을 통해 창상 치유에 필요한 영양분을 공급한

다.1,2 정상적인 각막은 혈관이 없는 조직이기에 창상 치유 

과정에서 직접적인 혈류 공급을 받지 못하여 눈물과 방수 

그리고 윤부 혈관을 통해 영양분을 공급받으며, 혈청 내 인

자들은 각막의 대사와 창상 치유에 있어 도움을 주는 것으

로 알려져 있다.3,4 

각막이 손상을 받으면 각막상피세포는 epidermal growth 

factor (EGF) 또는 transforming growth factor beta (TGF-b) 

등과 같은 성장 인자들의 자극을 통해 창상을 치유한다. 인

체 혈청은 각막상피세포의 분화, 성장 및 이동에 필요한 

EGF, TGF-b, fibronectin, insulin-like growth factor 1, sub-
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stance P, 그리고 nerve growth factor와 같은 성분들을 포함

한다.3,4 1984년 Fox et al5에 의해 안구건조증 환자에서 인

체 혈청 점안액의 효과가 발표된 이후, 현재에는 쇼그렌 증

후군, 이식편대숙주병, 스티븐스존슨증후군, 반복각막진무

름, 그리고 지속상피결손 등 다양한 안 표면 질환에서 인체 

혈청 점안액이 유용하게 사용되고 있다.6-9

이 연구는 배양된 각막상피세포에 대한 인체 혈청 점안

액의 효과와 독성을 알아보고, 인체 혈청 점안액의 농도에 

따른 차이를 비교하여 안전하고 효과적인 인체 혈청 점안

액의 농도를 알아보고자 하였다.

대상과 방법

각막상피세포 배양

본 연구의 모든 과정은 헬싱키 선언(Declaration of Helsinki)

에 입각하여 진행되었으며, 부산대학교병원 의학연구소 연

구윤리심의위원회의 승인을 받았다. 인체 각막상피세포 일

차배양은 각막 이식 시 공여 각막을 사용하고 남은 주변부

의 각막 조직을 이용하였다.10 조직 배양 후드 내 현미경을 

이용하여 각막 조직 중 데스메막, 각막 내피, 그리고 뒤쪽 각

막 실질을 박리하였다. 정상적인 각막 상피와 앞쪽 각막 실질

을 포함한 조직을 Ca2+, Mg2+가 함유되지 않은 1.2 unit/mL 

Dispase II (Boehringer, Mannheim, Germany)에 담가 95% 

air - 5% CO2가 공급되는 37℃ 배양기에 1시간 처리하였

다. 이후 5분간 1,000분당 회전수(revolutions per minute, 

rpm)에서 각막상피세포를 원심분리하였다.

각막상피세포를 분리한 다음 세포 침전물을 부유시켜 세포

를 모은 후 Dulbecco's modified Eagel’s medium (DMEM: 

Gibco BRL, Rockville, MD, USA)에 10% fetal bovine se-

rum (FBS: Gibco BRL, Rockville, MD, USA), 20 ng/mL 

EGF (Gibco BRL, Rockville, MD, USA), 100 units/mL 

penicillin (Gibco BRL, Rockville, MD, USA) 및 100 μg/mg 

streptomycin (Gibco BRL, Rockville, MD, USA)을 포함하

는 35 mm 크기의 조직 배양 접시(Corning Incorporated, 

Corning, NY, USA)로 옮겨 95% air - 5% CO2가 공급되는 

37℃ 배양기에서 일차 배양하였다. 배양액은 매 2-3일마다 

교체하였다. 각막상피세포는 대개 18-21일 이내에 합류

(confluent growth)되었다. 합류가 되면 배양 배지를 완전히 

제거한 후 Dulbecco’s phosphate buffered saline (D-PBS: 

Gibco BRL, Rockville, MD, USA)으로 한 번 세척하고 10분

간 0.25% trypsin-0.002% ethylenediamine tetraacetic acid 

(EDTA: Irvine Scientific, Santa Ana, CA, USA)를 처리하여 

세포를 배양 접시로부터 분리하였다. 세포가 배양접시에서 

완전히 이탈되면 10분간 400 rpm에서 각막상피세포를 원심 

분리한 뒤, 상층액은 제거하고 새로운 조직 배양접시에 분

리된 세포가 포함된 배양액을 약 1 mL 넣고 신선한 배양액

을 약 2 mL 첨가시켜 세포를 다시 배양하였다. 본 실험의 모

든 과정에는 2세대(Second-passage) 각막상피세포가 사용되

었으며, Coulter counter로 세포 수를 측정하여 배양액에 각

막상피 세포 5×103 cell/mL가 되도록 부유시킨 다음 96 well 

plate에 200 μL씩 분주하였다. 이후 인체 혈청을 추가하기 

전 37℃, 95% air - 5% CO2의 배양기에서 1 mL 배양액과 

함께 24시간 배양하여 세포가 well의 바닥에 안착할 수 있도

록 하였다. 이때 세포 수가 너무 빽빽할 경우 인체 혈청 등 

실험 약제에 의한 효과가 저평가될 수 있어, 배지에서 각막

상피 세포가 80-90% 정도 성장할 때까지 4-5일 정도 배양시

켰다.

세포의 대사 활성도 분석: MTT Assay

세포의 대사 활성도를 객관적으로 측정하기 위해 colori-

metric tetrazolium salt MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol- 2-yl]- 

2,5-diphenyltetrazolium bromide) (Sigma, St. Louis, MO, 

USA) 용액을 이용한 MTT assay를 시행하였다.11 MTT as-

say는 대사 능력을 가진 세포 내 미토콘드리아 효소에 의해 

노란색의 tetrazolium salt가 formazan 화합물로 바뀌는 원

리를 이용한 것으로, 세포의 대사 활성도 정도를 흡광도를 

이용하여 측정하는 방식이다. 

배양된 각막상피세포를 4×103 cells/well의 농도로 96 

well plate에 심은 후, 하나의 층을 형성하도록 24시간을 기

다렸다. 이후 세포들은 150 mL의 DMEM을 포함한 3, 5, 8, 

그리고 16% 인체 혈청에 1, 4, 12, 그리고 24시간 동안 노

출하였다. 노출 이후 D-PBS로 2회 세척한 후 24시간 정도 

세포 배양기에 넣어 배양한 다음 MTT assay를 실시하였다. 

실험군과 동일한 방법으로 각막상피세포를 배양한 후, 인

체 혈청에 노출한 실험군과는 달리 대조군에서는 balanced 

salt solution을 각막상피세포에 노출시킨 후 세포 대사 활

성도를 측정하였다.12,13

세포의 흡광도를 측정하기 위해 인체 혈청에 노출된 세

포의 배지에 5 mg/mL 농도의 MTT solution을 100 μL 첨

가하여 알루미늄 호일로 plate를 가린 후 37℃에서 4시간 

동안 정치배양하였다. 이후 D-PBS 용액으로 세척한 뒤 

DMSO (Dimethyl sulfoxide: Sigma, St. Louis, MO, USA; 

Cat. D-5869)를 100 μL 넣어 실온에서 20분간 흔들어 혼합시

키고 automatic plate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, 

CA, USA)로 570 nm에서 흡광도를 측정하였다. 세포 대사 

활성도(%)는 각 well의 흡광도 수치를 대조군 well의 흡광

도 수치로 나눈 백분율 즉, 각 well의 흡광도/대조군 well의 

흡광도×100으로 나타내었다. 이러한 과정들을 3회 반복하
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여 각 농도와 노출 시간별로 측정된 흡광도의 평균을 구하

여 Kruskal-Wallis test를 이용하여 통계학적으로 분석하였으

며 p<0.05인 경우를 유의하다 평가하였다.12

세포 독성 분석: 젖산탈수효소(lactate dehydrogenase, 

LDH) assay

Lactate dehydrogenase assay는 세포질 내 LDH가 세포 

외로 누출된 양을 측정하는 방법이다. 세포 배양 배지 내 

LDH의 존재는 세포벽의 손상을 대변하며 이를 통해 세포 

독성의 정도를 확인할 수 있다. LDH assay를 위해 배양된 

각막상피세포를 4×103 cells/well의 농도로 96 well plate에 

심은 후, 하나의 층을 형성하도록 24시간을 기다렸다. 이후 

각막상피세포를 3, 5, 8, 그리고 16% 농도의 인체 혈청에 

노출한 뒤 1, 4, 12, 14시간째 LDH 농도를 측정하였다. 각 

well의 상층액을 추출하여 세포질에서 유리된 LDH 양을 

37℃ 온도의 암순응상태에서 CytoTox 96, a nonradioactive 

cytotoxicity assay kit (Promega, Madison, WI, USA)를 이

용하여 측정하였다. 대조군으로는 balanced salt solution에 

노출된 각막상피세포를 사용하였으며, 490 nm의 파장에서 

각각의 파장을 측정하여 노출시간에 따른 농도의 차이를 

비교하였다. 모든 실험군과 대조군은 각각 10개의 배양된 

각막상피 세포를 대상으로 실험을 하였으며, 평균 LDH 역

가를 산출하여 대조군과의 통계학적인 비교를 하였다. 이러

한 과정들을 3회 반복하여 각 농도와 노출 시간별로 측정된 

평균을 구하여 Kruskal-Wallis test를 이용하여 통계학적으로 

분석하였으며 p<0.05인 경우를 유의하다 평가하였다.12

Procollagen type I COOH-terminal peptide (PIP), 

Laminin, 그리고 EGF의 측정 

인체 혈청이 창상 치유와 관련된 인자들에 미치는 영향을 

알아보기 위해, 창상회복 과정에서 중요한 역할을 하는 것으

로 알려진 세포외기질 관련 인자로써 PIP와 laminin,14,15 그

리고 성장인자 중 EGF16,17의 변화를 확인하였다. 각 well당 

1×104 cells/mL의 각막상피세포를 24 well plate에 심은 후 4

일 정도 충분히 배양한 다음 배지를 제거하고 D-PBS를 이용

하여 세척한 뒤 3, 5, 8, 그리고 16%의 인체 혈청에 1, 4, 12, 

그리고 24시간 동안 노출하였다. 이후 상층액을 제거하고 

D-PBS로 1회 세척한 후 신선한 DMEM 배지를 첨가하여 24

시간 배양한 배지를 채취하여 -80℃에 보관하였다. 세포층은 

0.5% Triton X-100, 1 mM EDTA, 1 mM phenylmethyl-

sulfonyl fluoride (pH 7.2)가 함유된 PBS 0.5 mL로 추출하여 

-80℃에 보관하였다. 각 배양배지와 세포추출물의 PIP, Laminin 

및 EGF의 농도는 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 

(ELISA) kits (Takara, Tokyo, Japan)로 시행하였다. 

약제에 따른 각막상피세포의 창상 회복 정도 검사: 

Scratch-Wound Assay

각막상피세포의 창상 회복에 인체 혈청이 미치는 영향을 

알아보기 위해 Scratch-Wound Assay가 시행되었다. 각막상

피세포를 24 well plate에 심은 후 배양하여 합류에 도달하

면, 5×103 cell/well이 되도록 부유시킨 다음 6 well plate에 

500 μL씩 심어 37℃, 95% air - 5% CO2의 배양기에서 배양

하였다. Subconfluence에 도달한 각막상피세포의 배지에 100 

μL 피펫 끝으로 긁어 스크래치를 낸 후 떨어진 세포를 제거

하기 위해 상층의 배지를 제거하고, 다양한 농도(3, 5, 8, 그

리고 16%)의 인체 혈청 및 대조군에 1, 4, 12, 그리고 24시간 

동안 노출시켰다. 대조군으로는 balanced salt solution에 노

출된 각막상피세포를 사용하였다. 노출 후 역상 광학 현미경

(inverted-contrast light microscope)으로 세포가 스크래치 모

서리 부분으로 자라 들어오는 정도를 촬영하였다. 창상의 크

기는 Image J software (US National Institutes of Health, 

Bethesda, MD, USA)의 ROI manager를 이용하여 측정하였

으며, 창상과 각막상피세포의 경계를 명확하게 하기 위해 

versatile magic wand tool을 이용하여 각막상피세포의 대비

감도를 높여 창상 부위를 시각화한 뒤 창상 영역의 픽셀 수

를 프로그램상의 자동화된 계산 방식을 통해 확인하였다. 창

상의 크기 측정은 10회 반복하여 그 평균을 이용하였으며, 

측정된 평균은 Kruskal-Wallis test를 이용하여 통계학적으로 

분석하였고 p<0.05인 경우를 유의하다 평가하였다.

결 과

세포의 대사 활성도

인체 혈청 노출 후 각막상피세포 대사 활성도 변화를 

MTT assay를 통해 관찰하였다. 각막상피세포 대사 활성도

는 인체 혈청의 모든 농도에서 노출 4시간째 일시적으로 

감소한 후, 노출 시간이 증가함에 따라 지속적으로 증가하

는 경향을 나타내었다. 대조군과 3, 5, 8, 그리고 16% 인체 

혈청 농도 사이의 결과를 비교하였을 때, 노출 시간이 동일

할 경우 대조군과 각 군 간의 유의한 세포 대사 활성도 차

이는 관찰되지 않았다(p>0.05, Fig. 1). 동일한 혈청 농도에서 

노출 시간에 따른 세포 대사 활성도 변화를 관찰하였을 경우, 

5%와 8%의 인체 혈청 농도에서만 노출 후 24시간째 유의한 

세포 대사 활성도 증가가 관찰되었다(p<0.01, Fig. 1). 

세포 독성

인체 혈청의 각막상피세포 독성 여부를 LDH assay를 이

용하여 확인했을 때, 노출 시간이 동일할 경우 모든 인체 

혈청의 농도에서 대조군에 비하여 높은 각막상피세포 독성
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Figure 1. The absorption rate of the water-insoluble formazan 
dye in corneal epithelial cells. Metabolic activity of the cor-
neal epithelial cells temporarily decreased at 4 hrs of exposure 
and recovered to baseline levels afterward. W ith the same ex-
posure time, there was no statistically significant difference in 
metabolic activity between the human serum-exposed group 
and the control group. *p <  0.05 (Kruskal-Walis test, in-
tra-group comparison).  hr = hour(s).

Figure 2. Lactate dehydrogenase (LDH) assay results. LDH 
titers of cultured corneal epithelial cells exposed to human 
serum. ¥: Significant changes (p <  0.05, Kruskal-Walis test) 
compared with the control group. hr = hour(s).

이 확인되었다(Fig. 2). LDH 수치는 노출 시간이 증가함에 

따라, 그리고 인체 혈청의 농도가 증가함에 따라 증가하는 

양상을 보였다(Fig. 2).

세포외기질 관련 인자 및 성장인자의 변화

각막상피세포는 모든 농도의 인체 혈청에서 노출 후 1시

간째부터 PIP와 EGF를 발현하였으며, 높은 농도의 인체 혈

청에 노출된 각막상피세포일수록 많은 양의 PIP와 EGF를 

발현하였다(Fig. 3A, B). PIP는 인체 혈청 농도의 증가와 

이에 대한 노출 시간이 증가함에 따라 지속적으로 증가하

였다. Laminin의 경우, 8%와 16% 농도의 인체 혈청에 노

출된 각막상피세포에서는 1시간째부터 측정되어 이후에도 

지속적으로 확인되었고, 5% 농도의 인체 혈청의 경우 노출 

4시간째부터, 3% 농도의 인체혈청의 경우 노출 24시간째

에서야 측정되었다(Fig. 3C). 

창상 회복

대조군과 3% 농도 인체 혈청의 경우 노출 24시간까지도 

유의한 각막 창상의 회복이 관찰되지 않았다. 5% 농도 인

체 혈청의 경우 24시간째에서야 임상적으로 유의한 창상 

회복이 관찰된 것과 달리, 8%와 16% 농도 인체 혈청의 경우 

12시간째부터 유의한 각막 창상 회복이 관찰되어 24시간째

까지도 유의한 창상 회복이 지속되었다(Table 1, Fig. 4). 

16% 농도의 인체 혈청에 노출된 각막상피세포의 경우 낮

은 농도의 인체 혈청에서보다 노출 시간이 증가함에 따라 

현저한 각막 창상 회복을 보였다(Fig. 4).

고 찰

안구건조증을 포함한 안구 표면 장애에서 인체 혈청의 

효과에 대한 보고는 많다.6-9 이러한 긍정적 효과는 인체 혈

청이 눈물과 유사한 생체 역학을 가지며, 여러 가지 성장인

자와 영양인자를 포함하여 각막 표면의 회복을 유도하기 

때문이다. 자가 혈청에 포함된 PIP와 laminin 및 EGF, vita-

min A, TGF-β, fibronectin 등의 인자들은 각막상피세포의 

증식, 분화 및 이주에 관여하는 것으로 알려져 있다. 세포

외기질인 PIP와 laminin은 상피세포의 분화, 성숙, 이동에 

관여하며,14,15 성장인자인 EGF는 각막상피세포의 증식을 

자극하고 자멸사를 억제하는 것으로 알려져 있다.18-23 반복

적인 채혈의 불편함, 인체 혈청 조제를 위한 연구실과 인력

의 필요성, 그리고 점안 용기 2차 오염의 가능성 등 인체 

혈청의 많은 단점에도 불구하고, 심한 안구건조증을 포함

한 다양한 안표면질환에서 인체 혈청은 이미 임상에서 광

범위하게 사용되고 있다.6-9 하지만, 현재까지도 임상적인 

사용에 있어 안전한 인체 혈청의 농도는 확립되지 않았으

며, 대부분의 인체 혈청에 대한 보고들은 임상 보고 수준에 

머물러 있고, 세포를 이용한 안전성 연구는 전무하다. 일부 

연구에서는 인체 혈청이 눈물보다 5배 이상 높은 TGF-b를 함

유하기에, 희석 없이 사용할 경우 인체 혈청 내 높은 TGF-b가 

각막상피세포 증식 억제인자로 작용하여 각막 상피 회복을 

더디게 할 수 있음을 보고하고, 이에 인체 혈청을 20% 이

하로 희석하여 사용할 것을 권고하였다.6,13 이에 본 연구는 

20% 이하의 인체 혈청이 배양된 각막상피세포에 미치는 

영향을 확인하여 임상에서의 안전한 사용 기반을 마련하고

자 하였다.

본 연구의 MTT assay 결과에 따르면 모든 농도의 인체 

혈청에서 혈청 노출 4시간째 각막상피세포의 세포 대사 활
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Figure 3. Procollagen type I COOH-terminal peptide (PIP),
Laminin, and epidermal growth factor (EGF) titers of cul-
tured corneal epithelial cells exposed to human serum. The 
PIP (A), EGF (B), and laminin (C) titers increased in time- 
and dose-dependent manners. hr = hour(s).

A B

C

성도가 일시적인 감소를 보인 후, 노출 12시간을 지나면서 

세포 대사 활성도가 지속적으로 증가하는 양상을 나타내었

다. 또한, LDH assay 결과에서는 인체 혈청에의 노출 시간

이 증가하고 농도가 증가함에 따라 각막상피세포 독성이 

유의하게 증가하였다. 즉, 인체 혈청의 농도가 증가하고 이

에 대한 노출 시간이 증가함에 따라 각막상피세포의 대사 

활성도의 저하는 관찰되지 않았으나, 각막상피세포에 대한 

독성은 증가하는 것을 알 수 있다. 본 연구에서는 MTT as-

say와 LDH assay 결과가 일부 불일치하여, 인체 혈청의 농

도 및 노출시간이 증가함에 따라 세포 독성은 증가하는 데 

반해 세포 대사 활성도는 유지되는 양상을 보였다. MTT 

assay의 결과는 세포막이 손상되지 않은 세포뿐만 아니라 

lysates에 의해서도 영향을 받을 수 있으며, LDH assay의 

경우 세포막이 손상된 세포에 의해서만 수치가 증가하기에 

이러한 차이가 본 연구의 결과에 일부 영향을 미친 것으로 

생각할 수 있다. 이와 관련하여 일부 보고에서는 MTT as-

say의 부정확성을 제시하며 추가 검사의 필요성을 언급한 

바 있으며,24 본 연구 역시 이를 바탕으로 MTT assay 결과

뿐만 아니라 LDH assay를 추가 시행하여 결과를 재확인하

였다. LDH assay 역시도 칼슘 이온의 농도에 따라 결과의 

차이를 나타낼 수 있는 것으로 알려져 있으며,25 본 연구에 

사용된 인체 혈청 역시 칼슘을 일부 포함하고 있기에, 인체 

혈청의 농도와 그 노출 시간에 따른 칼슘 이온 농도 차이가 

LDH assay의 결과에 영향을 미쳤을 가능성 또한 배제할 

수 없어 연구의 제한점으로 생각된다. 향후의 연구는 동일 

검사 방법에 의한 여러 번 반복하는 것을 넘어 추가적인 세

포 독성 검사법을 이용한 재확인이 필요할 수 있을 것으로 

생각된다.

동일한 조건에서 시행된 송아지 혈청을 이용한 연구에

서, 8%와 16% 농도의 송아지 혈청의 경우 노출 4시간째부

터 유의한 각막상피세포 대사 활성도의 감소가 발생하여 

노출시간이 늘어남에 따라 지속적으로 대사 활성도의 감소

가 관찰되었다.13 이 결과는 인체 혈청 노출 12시간째부터 

세포 대사 활성도의 증가가 관찰된 본 연구의 결과와 차이

를 보인다. 또한, 각막상피세포 독성을 나타내는 LDH 수치 

증가의 절대값 역시 송아지 혈청을 이용한 기존의 보고에

서보다 인체 혈청을 이용한 본 연구가 낮았다.13 비록, 본 

연구와 송아지 혈청을 이용한 기존 연구가 동시에 진행되

지는 않았으나 동일 저자들에 의해 동일한 실험 조건에서 

시행되었다는 것을 가정할 때, 인체 혈청이 송아지 혈청에

서와 달리 세포 대사 활성도 감소를 초래하지 않았고, 세포 

독성은 더 낮은 것을 유추해 볼 수 있다. 하지만, 향후 인체 

혈청과 송아지 혈청의 비교 연구가 수행되어야 할 것으로 

평가되며, 혈청 구성 성분에 대한 비교 분석이 필수적일 것

으로 사료된다. 특히, 혈청 제제의 임상적 사용 농도 결정

에 있어 중요한 역할을 하는 TGF-b의 농도를 비교해 보는 

것이 반드시 필요할 것으로 생각된다.

Procollagen type I COOH-terminal peptide (PIP)의 분비

는 각막 상피가 손상으로부터 회복하기 위해 각막 상피세

포를 이동시키는 데 있어 필수적이다.26 PIP 분비를 억제하

는 치료가 각막 상피 세포의 이동과 성장을 저해한다는 발

표 또한 이를 뒷받침한다.27,28 Laminin은 인체 각막상피세
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Table 1. Comparison of the cell migration assay after exposure to human serum

Control H-serum 3% H-serum 5% H-serum 8% H-serum 16%
1 h Acellular Zone (number of pixels) 19,782 ± 258 21,685 ± 229 19,834 ± 257 23,105 ± 251 16,751 ± 250
12 h Acellular Zone (number of pixels) 14,660 ± 349 10,915 ± 136 10,927 ± 304 13,126 ± 245 4,315 ± 159

p-value 0.25 0.06 0.12 0.04 <0.01
24 h Acellular Zone (number of pixels) 10,465 ± 259  9,014 ± 244  5,547 ± 236  4,315 ± 121   945 ± 111

p-value 0.06 0.07 0.04 <0.01 <0.01

Acellular Zone: values are mean ± standard deviation. p-value: Kruskal-Wallis test (1 h vs. tested h).
h = hour(s).

Figure 4. Scratch assay of corneal epithelial cells after exposure to human serum. Cellular migration was observed after 24 hrs of 
exposure to 5% concentration of human serum and after 12 hrs of exposure to 8% and 16% concentration of human serum. hr =  
hour(s).

포에서 생산되어 각막 상피 바닥막의 세포외기질로 분비되

며, 각막 상피의 바닥막에서 표현되어 anchoring filaments

와 함께 국소화된다.14,29 일부 연구는 laminin이 각막상피세

포의 부착에 필수적인 요소로 평가하였으며, laminin의 부

재는 각막 상피의 안정성을 손상시켜 epidermolysis bullosa 

등을 유발할 수 있다고 하였다.30,31 많은 연구에서 EGF의 

각막 상처 회복에 있어서의 유용성이 발표된 바 있으며, 이

는 EGF가 각막상피세포의 증식을 자극하기 때문으로 밝혀

졌다.18-20 또한, EGF는 각막의 tensile strength 증가에도 기

여하는 것으로 알려져 있다. 본 연구 결과에 따르면, 인체 
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혈청 농도의 증가 및 이에 대한 노출 시간이 증가함에 따라 

PIP, laminin, 그리고 EGF 발현의 증가가 관찰되었다. 또한 

실제적으로 본 연구의 Scratch wound assay 결과 역시 인체 

혈청의 농도가 높아지고 이에 대한 노출시간이 증가할수록 

창상 회복이 현저하게 관찰되어 이 결과를 뒷받침하였다. 

하지만, 3% 농도의 인체 혈청에 노출된 각막상피세포의 경

우 노출 24시간째에서야 소량의 laminin이 측정되었으며, 

Scratch wound assay에서도 5% 이상 농도의 인체 혈청에서 

12시간 이상 노출 시부터 창상 회복이 관찰된 것과 달리 

3% 인체 혈청의 경우 노출 24시간까지도 창상 회복이 관찰

되지 않았다. 이는 각막 창상 회복은 최소 5% 이상의 인체 

혈청 농도에 12시간 이상 노출되어야 함을 유추할 수 있다. 

창상 회복 정도와 Laminin을 포함한 세포외기질 관련 인자 

및 EGF 수치 변화와의 연관성 파악을 위해서는 더 많은 표

본을 이용한 추가적인 연구가 필요할 것으로 생각된다.

본 연구는 각막 이식 후 남은 주변 각막 조직에서 데스메

막, 각막 내피, 그리고 뒤쪽 각막 실질을 박리하여 세포를 

획득 배양하였다.10 해당 방식이 각막상피세포를 배양하기 

위해 흔히 이용되는 방법 중 하나이지만, 배양된 세포가 실

제 각막상피세포인지를 확인하는 과정이 생략되었다는 점

이 본 연구의 제한점으로 생각된다. 향후의 연구는 각막상

피세포를 특징하는 것으로 알려진 p63, K3 등32을 이용한 면

역조직화학염색 방법을 통해 배양된 세포가 각막상피세포임

을 명확히 하는 과정이 추가되어야 할 것으로 생각된다.

결론적으로 인체 혈청은 농도가 증가하고 노출 시간이 

증가함에 따라 각막상피세포의 대사 활성도 감소를 초래하

지는 않지만 세포 독성을 초래할 수 있다. 또한, 각막 창상 

회복을 위해서는 최소 5% 이상 농도의 인체 혈청에 12시간 

이상 노출이 필요할 것으로 생각된다. 본 연구의 경우 각막

상피세포를 장시간 지속적으로 혈청에 노출시킨 후 그 변

화를 관찰한 것으로 실제 점안액의 형태로 점안하는 것과

는 많은 차이를 보일 것으로 평가되며, 혈청 점안 횟수에 

따라서도 많은 차이가 있을 것으로 생각되어, 해당 연구의 

결과를 임상에 바로 적용하는 것은 무리가 있다 생각된다. 

하지만, 본 연구 결과를 통한다면 인체 혈청의 안전한 임상 

사용을 위한 농도와 사용 기간을 정하기 위한 기반이 될 수 

있을 것으로 생각된다. 
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= 국문초록 = 

인체 혈청이 배양된 인체 각막상피세포에 미치는 영향

목적: 인체 각막상피세포에 대한 인체 혈청의 영향을 알아보고자 하였다.

대상과 방법: 인체 각막상피세포를 배양하여 3, 5, 8, 그리고 16% 농도의 인체 혈청에 1, 4, 12, 24시간 동안 접촉시킨 후, 세포 대사 

활성도 변화와 세포 독성을 확인하였다. 혈청 노출 후 Procollagen type-I COOH-terminal peptide (PIP), epidermal growth factor 

(EGF), 그리고 laminin 수치 변화를 측정하였으며, 창상 회복력을 확인하였다.

결과: 각막상피세포 대사 활성도는 인체 혈청의 모든 농도에서 노출 4시간째 일시적으로 감소한 후, 노출 시간이 증가함에 따라 지속

적으로 증가하는 경향을 나타내었다. 노출 시간이 동일할 경우, 대조군과 혈청 노출군 사이 유의한 세포 대사 활성도 차이는 관찰되지 

않았다. 세포 독성은 인체 혈청의 농도와 노출 시간이 증가함에 따라 증가하는 양상을 보였다. 5% 농도 인체 혈청의 경우 24시간째, 

8%와 16% 농도의 경우 12시간째부터 유의한 각막 창상 회복이 관찰되었다. 높은 농도의 인체 혈청에 노출된 각막상피세포일수록 

많은 양의 PIP, EGF, 그리고 laminin을 발현하였다.

결론: 인체 혈청은 농도가 증가하고 노출 시간이 증가함에 따라 각막상피세포의 대사 활성도 감소를 초래하지는 않지만 세포 독성을 

초래할 수 있다. 또한 각막 창상 회복을 위해서는 최소 5% 이상 농도의 인체 혈청에 12시간 이상 노출이 필요할 것으로 생각된다.
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