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미세먼지 노출이 안구조직과 경부림프절에서 NLRP3 인플라마좀  
발현에 미치는 효과

Effect of Particulate Matter on the NLRP3 Inflammasomes in 
Ocular Tissues and Cervical Lymph Nodes

강수연⋅강보람⋅김효명⋅송종석
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고려대학교 의과대학 안과학교실

Department of Ophthalmology, Korea University College of Medicine, Seoul, Korea

Purpose: To evaluate changes of the NLRP3 inflammasome complex and proinflammatory cytokine interleukin (IL)-1β in ocular 
tissues and cervical lymph nodes when the ocular surface was exposed to particulate matter.
Methods: Five-week-old Sprague Dawley male rats, each weighing 250–300 g, were used in this study. The rats were randomly 
divided into two groups involving the TiO2-exposed group (n = 12) and control group (n = 12). Rats in the TiO2-exposed group 
were exposed to airborne TiO2 microparticles in the exposure chamber twice daily for 2 hours for 5 days. The mean particulate 
matter (PM) 10 concentration in the exposure chamber was 331 ± 83 µg/m3. The score of corneal fluorescein staining for evaluat-
ing ocular surface damage and the size of cervical lymph nodes for evaluating the immune response in the lymphatic drainage 
pathway were measured. The expression of the nucleotide-binding domain leucine-rich repeats, pyrin domain-containing 3 
(NLRP3) inflammasome complex (NLRP3, apoptosis-associated speck-like protein containing a caspase activation and recruit-
ment domain (CARD) domain [ASC], and caspase-1) and IL-1β was quantitatively evaluated. 
Results: In the TiO2-exposed group, the mean corneal stain score was significantly increased compared to that of the control 
group (p = 0.002), and the size of the cervical lymph nodes in the TiO2-exposed group was greater than that of the control group 
(p = 0.004). The expression of NLRP3 and ASC was significantly increased in the corneo-conjunctival tissue and cervical lymph 
nodes after TiO2 exposure (both, p = 0.037). Inactive precursor forms of caspase-1 and IL-1β were decreased, but active forms 
of caspase-1 and IL-1β were increased after TiO2 exposure (both, p = 0.037).
Conclusions: When the ocular surface was exposed to ambient particulate matter, the signal pathway of the NLRP3 in-
flammasome complex was activated, resulting in increased expression of the proinflammatory cytokine, IL-1β. The results sug-
gested that the NLRP3 inflammasome complex was involved in the pathogenesis of ocular surface inflammation caused by ex-
posure to particulate matter.
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우리나라 대기오염과 관련하여 최근 가장 문제가 되는 

것은 미세먼지이다. 미세먼지는 일반적으로 미세먼지 입자

의 크기에 따라 분류하는데 10 μm 이하의 미세먼지를 

PM10으로 그보다 적은 2.5 μm 이하의 미세먼지는 PM2.5

로 정의하고 있다. 이러한 미세먼지에 노출되는 경우 호흡

기질환은 물론 심혈관계질환을 유발하며 사망률도 증가시

키는 것으로 보고되고 있다.1-3 미세먼지는 호흡기를 통해 

인체로 들어오는 것만 주로 생각하지만 안구표면도 미세먼
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지에 노출되는 점막조직으로 반복해서 노출되는 경우 안구

표면의 손상과 함께 염증반응을 유발하게 된다.4-6 

Nucleotide-binding domain leucine-rich repeats, pyrin do-

main-containing 3 (NLRP3)는 유형인식수용체(pattern rec-

ognition receptor)와 연관된 신호전달체계에서 중요한 역할

을 하는 물질로 선천면역반응에 관여한다.7 감염이나 손상에 

의해 NLRP3가 활성화되면 apoptosis-associated speck-like 

protein containing a caspase activation and recruitment do-

main (CARD) domain (ASC)과 결합하게 되고, 그 다음 불

활성 상태의 caspase-1 전구체와 결합하여 NLRP3 인플라

마좀을 형성하게 된다. 그 후 caspase-1 전구체는 활성화되

어 불활성 상태의 IL-1β 전구체를 분해하여 활성화시키며 

세포에서 분비된 IL-1β는 급성염증반응을 일으키게 된다.8,9

건성안 동물모델에서 NLRP3 인플라마좀 발현이 증가하

고 활성화된 IL-1β가 증가하는 것으로 보고되었고 건성안 

환자의 눈물에서도 IL-1β의 농도가 증가하는 것으로 알려

져 있다.10,11 따라서 본 연구에서는 안구표면이 미세먼지에 

노출되었을 때 NLRP3 인플라마좀 복합체가 염증반응에 

관여하는지 알아보고자 안구조직과 함께 경부 림프절에서 

NLRP3 인플라마좀 복합체와 염증 사이토카인인 IL-1β의 

발현이 어떻게 변화하는지 알아보고자 하였다.

대상과 방법

5주된 Sprague-Dawley 수컷 쥐(무게, 250-300 g) 24마리

를 대상으로 하였다. 쥐는 무작위로 티타늄디옥사이드 마

이크로입자에 노출시킨 실험군(n=12)과 정상 대조군(n=12)

으로 나누어 진행하였다. 모든 실험 과정은 the Association 

for Research in Vision and Ophthalmology (ARVO) 동물실

험 규정을 준수하였다. 전신마취는 염산 싸이라진(Rompun 2%; 

Bayer, Leverkusen, Germany)과 졸레틸(Virbac Laboratories, 

Carros, France)을 근육 주사하여 각막염색이나 안락사 전 시

행하였다.

티타늄디옥사이드 마이크로입자 노출

미세먼지를 대기에서 노출할 수 있도록 특수 제작된 챔

버를 이용하여 티타늄디옥사이드 마이크로입자를 안구표

면에 노출시켰다. 티타늄디옥사이드 마이크로입자(평균 직

경, 1.0-2.0 µm)는 독일의 Johnson Matthey 회사에서 구입

하였고 노출 농도를 조절하여 MetOne831 Aerosol Mass 

Monitor (Met One, Grants Pass, OR, USA)로 측정한 PM10

의 농도가 평균 331 ± 83 µg/m3가 되는 환경에서 쥐를 5일

간 하루 2시간씩 2회 노출시켰다. PM10 농도가 331 µg/m3인 

환경에 하루에 4시간 노출시키는 것은 하루 평균 PM10 농도

가 대략 55 µg/m3로 이 수치는 World Health Organization 

(WHO)에서 하루 평균 권고기준인 50 µg/m3와 유사한 수치

이며, 실제로 우리나라에서 안내하는 미세먼지의 나쁨 상태는 

미세먼지 PM10 기준으로 80 µg/m3 이상일 때로 실제 우리가 

일상생활에서 노출될 수 있는 정도의 미세먼지 농도이다. 

각막형광염색

마지막 티타늄디옥사이드 노출 24시간 후 전신마취를 시

킨 상태에서 각막형광염색 점수를 양쪽 각막에서 National 

Eye Institute (NEI) 평가 기준에 따라 점수를 매기고 양쪽 

눈의 평균값을 이용하여 통계분석을 시행하였다. 시행 방법

은 상품화된 형광염색 종이(Haag-Streit, Bern, Switzerland)

에 5 µL의 생리식염수를 묻힌 후 쥐의 위눈꺼풀을 젖히고 

형광염색액을 안구결막에 묻힌 뒤 쥐의 눈을 5회 손으로 

깜박거리게 한 후 휴대용 세극등현미경을 이용하여 각막염

색점수를 평가하였다. 

경부림프절 적출 및 크기 측정

실험군 6마리와 대조군 6마리를 마취한 후 이산화탄소 챔

버에서 안락사시킨 후 경부절개를 통해 경부 림부절을 노출

시켰다. 좌우 경부 림프절 중 가장 큰 림프절을 절제하여 사

진을 찍은 후 ImageJ 프로그램(1.4u; http://rsb.info.nih.gov/ij/; 

provided in the public domain by the National Institutes of 

Health, Bethesda, MD, USA)을 이용하여 림프절 면적을 측

정한 후 대조군에 비해 실험군에서 림프절의 크기가 얼마

나 증가했는지 평가하였다. 

NLRP3 인플라마좀 복합체의 발현 

각결막 안구조직에서 NLRP3 인플라마좀 복합체의 발현

을 정량적으로 평가하기 위해 쥐의 양쪽안구의 전안부를 

절제한 후 단백질분해효소 억제제가 들어있는 T-per tissue 

protein extraction reagent (Thermo Scientific, Rockford, IL, 

USA)에 넣어 균질화시킨 후 추출액을 이용하여(n=3 for 

each group) NLRP3, ASC, pre-caspase-1/caspase-1, preIL-1

β/IL-1β에 대한 western blot 분석을 시행하였다. 또한 경부림

프절에서의 변화를 평가하기 위해 제거한 경부림프절을 균질

화시킨 후 NLRP3 인플라마좀 복합체 각각에 대한 western 

blot 분석을 시행하였다. 일차항체는 상품화되어 있는 제품을 

구입하였으며 각각의 희석배수와 구입처는 다음과 같다: 

NLRP3 (1:1,000, NBP2-12446, Novus Biologicals, Littleton, 

CO, USA), ASC (1:1,000, sc-22514-R, Santa Cruz Biotechnology, 

Dallas, TX, USA), Caspase-1 (1:1,000, sc-514, Santa Cruz 

Biotechnology, Dallas, TX, USA), IL-1β (1:1,000, sc-7884, 

Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA), β-actin 
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Figure 1. The mean corneal staining scores of the control and TiO2-exposed groups were compared. (A) Representative photographs 
of rat eyes after fluorescein staining in both groups. (B) A comparison of the mean corneal staining scores between the two groups. 
An asterisk (*) indicates a p-value < 0.05 by the Mann-Whitney U  test (p = 0.002). Standard deviations are indicated by error bars. 

Figure 2. The mean relative size of cervical lymph nodes in the control and TiO2-exposed groups were compared. (A) 
Representative photographs of cervical lymph nodes in both groups. (B) A comparison of cervical lymph node size between the two 
groups. An asterisk (*) indicates a p-value <  0.05 by the Mann-Whitney U  test (n = 6, each group). Standard deviations are in-
dicated by error bars. LN = lymph node. 

(1:20,000, #5125, Cell Signal Technology, Boston, MA, 

USA). 2차 항체는 horseradish peroxidase (HRP) linked anti-rab-

bit immunoglobulin G (IgG) (#7074, Cell Signal Technology, 

Boston, MA, USA)를 이용하였다. 

통계분석은 SPSS version 12.0 (IBM Corp., Armonk, 

NY, USA)의 Mann-Whitney U-test를 이용하였고, western 

blot에서는 β-actin에 대한 비율로 표시하였다. 통계결과는 

p값이 0.05 미만인 경우 유의하다고 정의하였다. 

결 과

각막형광염색

티타늄디옥사이드 마이크로입자에 하루에 2시간씩 2회

씩 5일간 노출한 후 실험군(n=6)의 형광염색 점수는 중앙

값 3.25 [2.625–3.5]로 대조군(n=6)의 중앙값 0.75 [0.125–

1.0]보다 유의하게 높게 평가되었다(p=0.002) (Fig. 1). 

경부림프절의 크기

경부림프절 크기는 대조군(n=6)과 비교하여 티타늄디옥

사이드에 노출된 실험군(n=6)에서 약 1.56배 크기가 증가하

였고 통계적으로도 유의한 차이를 보였다(p=0.004) (Fig. 2).

NLRP3 인플라마좀 복합체의 발현

각결막 조직에서 시행한 western blot 검사에서 NLRP3

와 ASC의 발현은 대조군(n=3)에 비해 티타늄디옥사이드에 

노출된 실험군(n=3)에서 통계적으로 유의하게 증가하였다

A B

A B
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A B

Figure 3. The expression of nucleotide-binding domain leucine-rich repeats, pyrin domain-containing 3 (NLRP3) and apoptosis-as-
sociated speck-like protein containing a caspase activation and recruitment domain (CARD) domain (ASC) in the corneo-con-
junctival tissues in the control and TiO 2-exposed groups (n = 3, each group). (A) A representative example of a Western blot gel 
image and densitometry analysis for NLRP3. (B) A representative example of a Western blot gel image and densitometry analysis 
for ASC. β-Actin was used as an internal loading control for the Wetern blot. An asterisk (*) indicates a significant difference (p-value 
< 0.05) in the expression of NLRP3 and ASC in the TiO2-exposed group compared with the control group by the Mann-Whitney 
U  test. Standard deviations are indicated by error bars.

A B

Figure 4. The expression of inactive precursor and active forms of caspase-1 and interleukin (IL)-1β in the corneo-conjunctival tissues 
in the control and TiO2-exposed groups (n = 3, each group). (A) A representative example of a Western blot gel image and densi-
tometry analysis for pro-caspase-1 and caspase-1. (B) A representative example of a Western blot gel image and densitometry analysis 
for pro-IL-1β and IL-1β. β-Actin was used as an internal loading control for the Wetern blot. An asterisk (*) indicates a significant 
difference (p-value < 0.05) in the expression of inactive precursor and active forms of caspase-1 and IL-1β in the TiO2-exposed 
group compared with the control group by the Mann-Whitney U  test. Standard deviations are indicated by error bars.



134

-대한안과학회지  2018년  제 59 권  제 2 호-

A B

Figure 5. The expression of nucleotide-binding domain leucine-rich repeats, pyrin domain-containing 3 (NLRP3) and apoptosis-as-
sociated speck-like protein containing a caspase activation and recruitment domain (CARD) domain (ASC) in the cervical lymph no-
des in the control and TiO2-exposed groups (n = 3, each group). (A) A representative example of a Western blot gel image and den-
sitometry analysis for NLRP3. (B) A representative example of a Western blot gel image and densitometry analysis for ASC. β
-Actin was used as an internal loading control for the Wetern blot. An asterisk (*) indicates a significant difference (p-value < 0.05) 
in the expression of NLRP3 and ASC in the TiO2-exposed group compared with the control group by the Mann-Whitney U  test. 
Standard deviations are indicated by error bars.

A B

Figure 6. The expression of inactive precursor and active forms of caspase-1 and interleukin (IL)-1β in the cervical lymph nodes in 
the control and TiO2-exposed groups (n = 3, each group). (A) A representative example of a Western blot gel image and densi-
tometry analysis for pro-caspase-1 and caspase-1. (B) A representative example of a Western blot gel image and densitometry analy-
sis for pro-IL-1βand IL-1β. β-Actin was used as an internal loading control for the Wetern blot. An asterisk (*) indicates a significant 
difference (p-value < 0.05) in the expression of inactive precursor and active forms of caspase-1 and IL-1β in the TiO2-exposed 
group compared with the control group by the Mann-Whitney U  test. Standard deviations are indicated by error bars.
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(both, p=0.037) (Fig. 3). Caspase-1의 경우 대조군(n=3)에 

비해 티타늄디옥사이드에 노출된 실험군(n=3)에서 45 kDa

의 caspase-1 전구체의 발현은 감소하였으나 10 kDa인 활

성화된 caspase-1의 발현은 증가하였다(p=0.037) (Fig. 4). 

NLRP3 인플라마좀의 최종 산물인 IL-1β의 경우도 대조군

(n=3)에 비해 티타늄디옥사이드에 노출된 실험군(n=3)에서 

31 kDa의 IL-1β 전구체의 발현은 감소하였으나 17 kDa인 

활성화 IL-1β의 발현은 유의하게 증가하였다(p=0.037) 

(Fig. 4). 

경부림프절에서 시행한 western blot 검사에서도 각결막 

조직에서와 동일하게 NLRP3와 ASC의 발현은 대조군

(n=3)에 비해 티타늄디옥사이드에 노출된 실험군(n=3)에서 

통계적으로 유의하게 증가하였고(both, p=0.037) (Fig. 5), 

caspase-1과 IL-1β도 불활성 상태인 전구체의 발현은 감소

하였으나 활성화 상태인 caspase-1과 IL-1β의 발현은 대조

군에 비해 유의하게 증가하였다(both, p=0.037) (Fig. 6).

고 찰

티타늄디옥사이드 마이크로입자는 미세한 크리스탈 파

우더로 페이트, 화장품, 직물 등에 사용되고 있으며 미세먼

지에 의한 영향을 평가하기 위해 호흡기질환 연구에 사용

되는 물질이다.12 기관지세포가 티타늄디옥사이드에 노출

될 경우 뮤신을 분비하고 염증반응을 유발하여 다양한 호

흡기질환을 유발하거나 악화시키는 것으로 알려져 있다.13-15 

이전 저자들의 연구에서 안구표면에 티타늄디옥사이드가 

반복해서 노출되었을 경우 안구표면의 손상과 함께 눈물 내 

lactate dehydrogenase (LDH)의 활성도가 증가하였고, 이러

한 현상은 건성안 유발 쥐에서 더 유의하게 증가하였다.16-18 

이는 안구표면의 보호작용을 하는 눈물분비가 감소한 경우 

동일한 농도의 미세먼지에 노출되어도 안구표면의 손상이 

건성안 환자에서 더 심해질 수 있다는 것을 뒷받침한다. 

이번 실험에서는 미세먼지에 의해 유발되는 안구표면의 

염증반응에 NLRP3 인플라마좀 복합체가 관여하는지 알아

보고자 하였다. 각결막 조직을 이용한 western blot 검사에

서 NLRP3 신호전달체계에 관여하는 NLRP3와 ASC의 발

현은 대조군에 비해 유의하게 증가하였으며, caspase-1과 

IL-1β의 경우 불활성 상태인 전구체의 양은 감소하였으나 

활성화 형태의 발현은 대조군에 비해 유의하게 증가하여 

미세먼지에 노출된 경우 NLRP3 인플라마좀 복합체의 신

호전달체계에 의해 주요 염증 사이토카인인 IL-1β의 생성

이 증가하여 안구표면에 염증이 유발되는 것을 확인하였다. 

이러한 NLRP3 인플라마좀 복합체의 증가는 미세먼지에 

노출된 안구조직뿐 아니라 크기가 증가한 경부림프절에서

도 동일하게 관찰되었다. 

건성안 유병률 연구를 보면 한국, 일본, 중국, 대만 등 아

시아 국가의 건성안 유병률이 서양 국가에 비해 높아 아시

아 인종이 건성안의 위험인자 중 하나로 분류되고 있다.19,20 

이러한 연구결과는 인종에 따른 차이일 수도 있지만 아시

아 국가의 대기오염 상태가 심하고 특히 황사에 영향을 받

는 동북아시아의 지정학적 위치도 영향을 끼칠 수 있다고 

생각된다. 건성안 동물모델에서 NLRP3 인플라마좀 신호전

달체계가 관여하여 IL-1β의 분비를 증가시키므로 염증반응

을 유발한다는 이전 연구보고가 있다.10,11 따라서 이미 건성

안으로 유발된 안구표면의 염증반응에 미세먼지 노출이 동

반된다면 안구표면의 염증반응은 더 심해지고 그에 따라 

손상이 더 심해지리라 생각된다. 미세먼지에 대한 노출은 

비단 호흡기계에서만 일어나는 것이 아니라 안구표면도 미

세먼지 노출에 따른 손상이 발생하며 안구표면 손상뿐 아

니라 경부림프절을 통해 전신적으로도 염증반응을 유발할 

수 있으므로 마스크를 착용하듯 미세먼지가 심한 경우 보

호안경을 착용하여 미세먼지 노출을 최소화하는 노력이 필

요하다고 생각된다. 

본 연구에서는 안구표면이 티타늄디옥사이드 마이크로

입자에 노출되었을 때 각결막 등 안구조직은 물론 경부림

프절에서 NLRP3 인플라마좀 복합체의 신호전달체계가 활

성화되어 IL-1β 발현이 증가하는 것을 처음으로 확인하였

다. 이러한 현상을 통해 유추해 볼 때 미세먼지에 안구표면

이 만성적으로 노출될 경우 염증반응을 유발하여 건성안을 

일으키거나 악화시킬 가능성이 있으며 이러한 상호작용에 

대해서는 추가적인 연구가 필요하리라 생각된다.
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= 국문초록 = 

미세먼지 노출이 안구조직과 경부림프절에서 NLRP3 인플라마좀  
발현에 미치는 효과

목적: 안구표면이 미세먼지에 노출되었을 때 안구조직과 경부 림프절에서 nucleotide-binding domain leucine-rich repeats, pyrin 

domain-containing 3 (NLRP3) 인플라마좀 복합체와 주요 염증 사이토카인인 interleukin (IL)-1β의 발현이 어떻게 변화하는지 알아

보고자 하였다.

대상과 방법: 5주된 Sprague-Dawley 수컷 쥐(무게, 250-300g)를 대상으로 하였다. 쥐는 무작위로 공기 중에서 티타늄디옥사이드 

마이크로입자에 노출시킨 실험군(n=12)과 정상 대조군(n=12)으로 나누어 진행하였다. 티타늄디옥사이드 마이크로입자에 의해 지름 

10마이크로미터 이하의 미세먼지 농도(particulate matter [PM] 10)가 평균 331 ± 83 μg/m3가 되는 환경에서 쥐를 하루 2시간씩 2회, 

5일간 노출시켰다. 안구표면의 손상을 평가하기 위해 각막형광염색을 시행하였고, 염증반응이 국소 림프절에 전달되는지 평가하기 

위해 경부림프절 크기를 측정하였으며 각결막 조직과 경부림프절에서 NLRP3 인플라마좀 복합체의 발현을 정량적으로 평가하였다. 

결과: 티타늄디옥사이드 마이크로입자에 노출시킨 실험군에서 대조군에 비해 각막형광염색점수가 유의하게 증가하였고(p=0.002) 경
부 림프절의 크기도 증가하였다(p=0.004). 각결막 조직과 경부림프절에서 NLRP3 신호전달체계에 관여하는 NLRP3와 apoptosis- 

associated speck-like protein containing a caspase activation and recruitment domain (CARD) domain (ASC)의 발현은 대조군

에 비해 유의하게 증가하였으며(각각, p=0.037), caspase-1과 IL-1β의 경우 불활성 상태인 전구체의 양은 감소하였으나 활성화 형태

의 발현은 대조군에 비해 유의하게 증가하였다(각각, p=0.037). 
결론: 안구표면이 미세먼지에 노출되었을 때 NLRP3 인플라마좀 복합체 신호전달체계가 활성화되어 염증 사이토카인인 IL-1β의 생성

이 증가하였으며 이러한 기전이 미세먼지에 의한 안구표면 염증반응에 관여하는 것으로 판단된다.
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