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트리판 블루가 배양된 섬유주세포의 생존에 미치는 영향

Effect of Trypan Blue on the Survival of Cultured Trabecular Meshwork Cells
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Purpose: To evaluate the effects of trypan blue (TB) on the survival of cultured human trabecular meshwork cells (HTMCs).
Methods: Primarily cultured HTMCs were exposed to 0.05, 0.10 or 0.50% TB for 1, 5 or 30 min. Cellular survival was assessed 
using the MTT assay and degree of apoptosis was analyzed with flow cytometry using annexin-V/propidium iodide double 
staining.
Results: Long-term exposure or high concentration of TB decreased the survival of HTMCs (p < 0.05). In flow cytometric analy-
sis, exposure to 0.50% TB for 30 min increased the degree of apoptosis (p < 0.05). Commercial TB decreased cell survival after 
exposure for 5 min and increased the degree of apoptosis after exposure for 30 min (p < 0.05).
Conclusions: TB may cause cellular damage of cultured HTMCs and apoptosis could be the underlying mechanism. In TB-as-
sisted cataract surgery, TB should be used for the shortest time possible and removed completely.
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안과영역에서 백내장, 망막유리체, 각막, 녹내장의 수술 

등을 시행할 때 조직을 좀 더 명확하게 인지하기 위하여 플

루오레신, 인도시아닌 그린, 젠티안 바이올렛 등이 생체염

색물질로 사용되고 있다.1 특히 백내장 수술에서 안저반사

가 불분명할 때 많이 사용되고 있는데, 그중 트리판 블루

(trypan blue, TB)는 성숙백내장 수술 시 수정체전낭절개술

을 시행할 때 전낭의 시야를 확보하기 위해 많이 사용되고 

있다.2,3 

TB는 비교적 안전한 것으로 알려져 있지만 각막내피세

포의 경우 농도가 높거나 노출시간이 길 경우 독성을 나타

낸다.4,5 수정체상피세포에서는 0.025%에서 5.0 mg/mL의 

농도에서는 세포의 생존에 유의한 영향을 미치지 않지만 

0.0125%의 TB는 수정체상피세포의 밀도를 유의하게 감소

시킨다는 보고도 있다.6,7  

섬유주세포는 녹내장에서 방수유출로의 조절에 중요한 

역할을 하는데, 섬유주의 손상이나 변성으로 인해 방수유

출로의 저항이 증가되면 개방각녹내장을 유발할 수 있는 

기전이 된다.8,9 기존의 보고들에서 TB가 안압을 유의하게 

상승시킨다는 보고는 없지만2,10-12 노출시간이나 농도에 따

라 섬유주세포의 생존이나 기능에 영향을 미칠 가능성은 

있다. 또한 TB는 수정체상피세포의 탄력성을 감소시키므

로13 섬유주에 노출될 경우 농도와 노출시간에 따라 섬유주

의 기능에도 영향을 미칠 수 있을 것이다. 

따라서 TB가 섬유주에 노출될 경우 안압을 상승시킬 가

능성이 있으나 TB가 인체의 섬유주세포에 미치는 영향에 
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관한 연구는 아직 자세히 되어 있지 않다. 본 연구에서는 

사람의 섬유주세포를 일차배양하여 TB가 농도와 노출시간

에 따라 인체의 섬유주세포의 생존에 미치는 영향과 그 기

전을 알아보고자 하였다. 

대상과 방법

세포배양

본 연구는 대구가톨릭대학교병원 의학윤리심의위원회

(institutional review board, IRB)의 승인을 받았고(승인번

호: CR-16-097) 헬싱키 선언을 따라 시행되었다. 안구이식

에 동의한 55세 환자로부터 안구은행에서 얻은 사후 6시간 

이내에 적출한 안구의 전방각에서 섬유주를 벗겨내어 폴리

라이신(Sigma, St. Louis, MO, USA)으로 처리한 배양접시

에 옮긴 후 항생제(Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)

와 15% 우태아혈청(Hyclone, Thermoscientific, Carlsbad, 

CA, USA)이 포함된 Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

배지(DMEM, Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)를 사

용하여 5% CO2 배양기에서 초대배양하였다. 섬유주세포가 

이식된 조직편 주위로 자라나온 것을 확인한 후 섬유주조직

의 이식편을 제거하고 배양을 계속하였으며 세포가 배양접시

에 충만해지면 10% 우태아혈청(Hyclone, Thermoscientific)

을 포함한 배지로 1:3의 비율로 트립신 처리하여 계대배양

하였다.

약물처리

24 well 배양접시에 2 × 104 cells/mL의 농도로 각 well에 

세포를 분주한 후 24시간 동안 배양기에 넣어 세포를 부착

시킨 후 배지를 제거하고 나서 1% 혈청이 포함된 DMEM 

배지를 이용하여 TB (Sigma, St. Louis, MO, USA)를 0.05%, 

0.1%, 0.5%의 농도로 단계적으로 희석한 후 1분, 5분, 30분

간 각각 노출시켰다. 대조군은 염류용액을 사용하였으며, 백

내장 수술용으로 상용으로 사용되는 0.06% TB인 VisionBlue 

(VB; DORC, Zuidland, Netherland)에도 노출시켰다. 

MTT assay

세포의 생존에 대한 효과는 세포생존과 세포독성의 선별

검사로 흔히 이용되고 있는 발색검사의 일종인 3-[4, 5 –di-

methylthiazol-2-yl]-2, 5-diphenyltetrazolium bromide (MTT, 

Sigma, St. Louis, MO, USA) assay를 이용하였다.14 약물처

리한 세포의 배지에 MTT를 각 well당 100 μL씩 투여한 후 

4시간 동안 정치배양하였다. 염류용액으로 씻어낸 후 di-

methylsulfoxide를 각 well당 0.5 mL씩 넣어 10분 이상 흔

든 다음 96-well 배양접시에 200 μL씩 옮겨 분광광도계

(FLUOstar OPTIMA, BMG labtech, Offenburg, Germany)

로 570 nm에서 흡광도를 측정하였다. 이때 세포의 생존 정

도는 실험군의 값을 약물처리 하지 않은 대조군의 비로 나

누어 백분율로 나타내었다.

Annexin-propidium iodide (PI) 이중염색을 이용한 유

세포 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 PI와 

함께 100 μL의 세포부유액에 넣은 후 상온에서 15분간 배

양하였다. 그 다음 400 μL의 완충액으로 부드럽게 섞은 후 

유세포분석기(Gallios, Beckam Coulter, Brea, CA, USA)를 

이용하여 fluorescence emission 530 nm와 575 nm 이상의 

파장에서 유세포분석을 시행하였다. 

통계적 처리

모든 실험은 3계대에서 5계대 사이의 세포를 이용하였고 

3회 이상 반복하여 시행하여 평균과 표준오차로 나타내었

다. 모든 실험에서 대조군은 약물처리를 하지 않은 군으로 

하여 unpaired t-test를 이용하였으며 유의수준은 0.05로 정

하였다.

결 과

세포배양 

초대배양 7일째부터 섬유주 조직의 이식편 주위로 섬유

주세포가 자라 나오기 시작하였으며 섬유주세포의 확인은 

세포들이 밀집해서 단층을 형성하며 세포들 사이에 분지를 

내어 서로 연접하며 약간 길다란 모양의 세포체를 가지는 

편평한 모양의 특징적 형태학적인 양상과 섬유주 조직의 

이식편 주위에서 위성양상으로 자라나는 섬유주세포의 특

징적인 성장양상으로 확인하였다.15,16

TB가 섬유주세포의 생존에 미치는 영향

섬유주세포에 TB를 1분간 노출시킨 경우 0.05%, 0.1%의 

농도에서는 세포의 생존에 유의한 영향을 미치지 않았으나, 

0.5%의 농도에서는 세포의 생존이 60.9%로 유의하게 감소

하였다(p<0.05) (Fig. 1). 5분간 노출시킨 경우 역시 0.5%의 

농도에서는 세포의 생존이 59.9%로 유의하게 감소하였다

(p<0.05) (Fig. 2). 섬유주세포에 TB를 30분간 노출시킨 경



329

-강혜리 외 : 트리판 블루와 섬유주세포-

Figure 1. Effects of trypan blue on the survival of human tra-
becular meshwork cells. Exposure to trypan blue for 1 minute 
decreased cellular survival significantly at the concentration 
of 0.50%. *p <  0.05. 

Figure 3. Effects of trypan blue on the survival of human tra-
becular meshwork cells. Exposure to trypan blue for 30 mi-
nutes decreased cellular survival significantly at the concen-
tration of 0.10% and 0.50%. *p <  0.05. 

Figure 2. Effects of trypan blue on the survival of human tra-
becular meshwork cells. Exposure to trypan blue for 5 mi-
nutes decreased cellular survival significantly at the concen-
tration of 0.50%. *p <  0.05.

Figure 4. Effects of 0.06% commercial trypan blue on the sur-
vival of human trabecular meshwork cells. Exposure to trypan 
blue for 5 minutes or 30 minutes decreased cellular survival. 
*p <  0.05.

우 0.05%의 농도에서는 세포의 생존에 유의한 영향을 미치

지 않았으나, 0.1%와 0.5%의 농도에서는 50.0%와 22.3%로 

세포의 생존이 각각 유의하게 감소하였다(p<0.05) (Fig. 3).

상용의 VB에 노출시킨 경우 1분간 노출시켰을 때는 세

포의 생존에 유의한 영향을 미치지 않았으나, 5분 또는 30

분간 노출시킨 경우 59.9%와 30.5%로 세포의 생존이 각각 

유의하게 감소하였다(p<0.05) (Fig. 4).

TB가 섬유주세포의 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. 

섬유주세포에 각 농도의 TB를 1분 또는 5분간 노출시킨 

경우 염류용액에 노출시킨 대조군에 비하여 세포고사를 유

발하는 정도에 있어서 각 농도에서 유의한 차이를 나타내

지 않았다(p>0.05, data not shown). 그러나 TB를 30분간 

노출시킨 경우 0.5%의 농도에서 대조군의 14.3%에 비해 

26.5%로 유의하게 세포고사를 증가시켰다(p<0.05) (Fig. 5).

상용의 VB는 1분 또는 5분간 노출시킨 경우 유의하게 

세포고사를 유발하지 않았으나 30분간 노출시킨 경우에는 

유의하게 대조군에 비해 유의하게 세포고사를 증가시켰다

(p<0.05) (Fig. 6).

고 찰

안과 영역에서 수술 보조제로 여러 종류의 생체염색제가 

이용되고 있다. 그중 TB는 친수성의 azo 염색제의 일종으

로 1999년에 처음 백내장 수술에 사용된 이후 많이 사용되

고 있으며 상용의 제품으로도 출시되어 있는데 유리체절제
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Figure 5. Flow cytometric analysis of apoptosis using annex-
in-PI double staining. Exposure to 0.50% trypan blue for 30 
minutes increased the degree of apoptosis significantly com-
pared to non-exposed control. *p <  0.05.

Figure 6. Flow cytometric analysis of apoptosis using annex-
in-propidium iodide double staining. 0.06% commercial try-
pan blue exposed for 30 minutes increased the degree of apop-
tosis significantly compared to non-exposed control. *p <  
0.05.

술용으로 0.15%, 백내장 수술용으로 0.06%의 제품이 나와 

있다.1,2 백내장 수술 시 수정체 전낭을 염색할 때 TB의 노

출시간은 대개 1분 정도인데, 그 부작용에 대한 보고는 비

교적 적은 편이다. 안압상승에 미치는 영향은 적은 것으로 

알려져 있으나10-12 노출시간이 길어지거나 완전히 제거를 

못한 경우 또는 섬유주에 접촉한 경우 섬유주에 손상을 줄 

가능성이 있다. 토끼를 이용한 동물실험에서는 0.2% TB를 

유리체 내에 주사하였을 때 최소한 4주 이상 지속된다고 

한다.17 특히 거짓비늘증후군이나 외상성 백내장의 경우처

럼 모양체소대가 약해진 경우에는 안구전방으로 흘러 나올 

가능성이 있다. 

Tsaousis et al18은 상용의 0.06% TB를 섬유주세포에 1분

까지는 노출시킨 경우 독성을 나타내지 않았으나 5분 이상 

노출시킨 경우 형태학적 변화와 함께 독성 효과가 나타난

다고 보고하였는데, 본 연구의 결과에서도 TB는 농도와 노

출시간에 따라서 섬유주세포에 손상을 줄 가능이 있음을 

보여 준다. TB가 섬유주세포의 생존에 미치는 영향을 알아

본 결과 0.5%의 고농도에서는 1분만 노출되어도 세포의 생

존을 저하시키며, 0.1%의 농도에서도 5분간 노출된 경우 

세포의 생존이 감소되었다. 또한 0.06%의 농도로 사용되는 

상용의 TB는 5분 이상 노출된 경우 섬유주세포의 생존이 

감소하였다. 

TB는 망막색소상피에서 노출시간과 농도에 비례하여 세

포고사를 유발하는 것으로 알려져 있으므로,19 섬유주세포

에서도 TB가 세포의 생존을 저하시키는 기전으로 세포고

사를 유발할 가능성이 있는데 이 경우 즉각적인 손상을 주

지 않더라도 시간이 경과함에 따라 세포의 생존을 저하시

키는 기전이 될 수 있다. 본 연구의 결과에서 30분간 0.5%

의 TB에 노출시킨 경우 세포고사가 유의하게 증가하였으

므로 고농도로 장시간 노출될 경우 세포고사에 의해서도 

섬유주세포의 손상을 유발할 가능성이 있다. 또한 0.06% 

농도인 상용의 TB에 노출시킨 경우에도 30분간 노출되면 

섬유주세포의 세포고사를 유발함을 알 수 있었다. 뿐만 아

니라 TB는 수정체 전낭의 기계적 성질에도 영향을 미쳐서 

수정체 전낭의 탄성을 감소시키는 것으로 보고되어 있

다.13,20 따라서 TB는 방수유출의 조절에 능동적으로 관여하

는 섬유주의 탄성에도 영향을 줄 가능성도 배제할 수 없을 

것이다.21 이러한 결과들을 종합해 보면 TB를 고농도로 사

용하거나, 상용의 TB인 경우에도 장기간 노출될 경우 세포

의 생존을 저하시키며 세포고사를 유발할 수 있음을 보여 

준다. 따라서 섬유주세포의 손상을 줄이기 위하여 TB를 사

용할 경우 저농도로 단시간 사용하는 것이 안전하며, 특히 

점탄물질을 사용할 경우 가능한 한 완전히 TB를 제거해서 

섬유주와의 직접적 접촉을 되도록 피하도록 할 것이다.

백내장 수술뿐 아니라 녹내장 수술에서도 TB를 사용하

기도 하는데, 섬유주절제술을 시행할 때 0.1% TB를 항대

사제와 섞어 항대사제에 노출된 공막 부위를 확인하는데 

사용하며, 여과포가 형성되어 있는 경우 백내장 수술을 시

행할 때 전방 내에 TB를 주입하여 여과포의 기능을 확인하

는 데 이용하고, 밸브삽입술에서 튜브의 개구부에 직접적

으로 TB를 주입하여 개통 여부를 확인하는 데 사용하기도 

한다.22-25 이러한 경우에도 가능한 한 노출시간을 줄이고 

섬유주와의 접촉을 피하여 섬유주의 손상을 유발하지 않도

록 주의해야 할 것이다. 이외에도 TB는 낭포황반부종과 독

성 전안부 증후군을 유발하여 각막의 비가역적 손상을 유

발한 심각한 부작용도 보고되어 있다.26,27 

본 연구의 결과는 세포배양을 이용한 실험실 내의 조건

에서 행한 것이므로 향후 안정성과 적정 농도에 대해서는 
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실제 동물실험 등을 통한 다양한 연구가 필요할 것이며, 다

른 종류의 생체염색제에 대한 비교 연구도 필요할 것이다. 

또한 실제 수술에서 전방 내에 주입할 경우 TB의 농도가 

희석될 수 있으므로 실제 임상적 유의성에 대해서는 향후 

보다 자세한 연구가 필요할 것이다. 결론적으로 고농도 또

는 장시간 노출시킨 경우 TB는 배양된 섬유주세포의 생존

을 저하시켰으며 세포고사를 유발할 수 있으므로 안과 수

술 시 TB를 사용할 경우 섬유주에 손상을 줄 가능성이 있

음을 고려하여 짧은 시간 내에 사용하며, 가능한 한 완전히 

제거하는 것이 안전할 것으로 생각된다.
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= 국문초록 = 

트리판 블루가 배양된 섬유주세포의 생존에 미치는 영향

목적: 백내장 수술에 사용하는 트리판 블루가 배양된 섬유주세포의 생존에 미치는 영향을 알아보고자 하였다.

대상과 방법: 일차배양한 인체의 섬유주세포에 0.05%, 0.10%, 0.50%의 트리판 블루에 1분, 5분, 30분간 노출시켰으며, 상용의 0.06% 

트리판 블루에도 노출시켰다. 세포의 생존은 MTT assay로 알아보았고, 세포고사의 유발을 알아보기 위하여 Annexin-propidium 

iodide 이중염색을 이용하여 유세포분석을 시행하였다.

결과: 트리판 블루는 농도와 노출시간에 비례하여 유의하게 세포의 생존을 감소시켰으며, 0.50%의 농도에 30분간 노출시킨 경우 유

의하게 세포고사를 유발하였다(p<0.05). 상용의 트리판 블루는 5분 이상 노출시킨 경우 세포의 생존을 저하시켰으며 30분간 노출시

킨 경우 세포고사를 유발하였다(p<0.05).
결론: 트리판 블루는 저농도에서도 섬유주세포에 장시간 노출시킬 경우 세포손상을 유발할 수 있으며 그 기전에는 세포고사가 관여한

다. 따라서 백내장 수술 시 트리판 블루를 사용할 경우 가능한 한 단시간 사용하고 완전히 제거해야 할 것으로 생각된다.
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