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벤잘코니움의 장기 노출이 섬유주세포의 노화에 미치는 영향

Effect of Chronic Benzalkonium Chloride Exposure on Senescence in 
Trabecular Meshwork Cells
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Purpose: To determine the possible effects of chronic exposure of low dose benzalkonium chloride (BAK) on trabecular mesh-
work cells, and to characterize the pathways involved in the effects.
Methods: Trabecular meshwork cells were treated with 0.0005%, 0.00075%, 0.001%, and 0.0025% BAK for 10 minutes; then, 
the cells were transferred to a new medium for 24 hours. This process was repeated three times. Cell survival was assessed us-
ing the MTT assay to determine the non-apoptotic BAK concentration. Senescence-associated (SA)-β-gal staining was per-
formed to compare quantitatively the cellular senescence of BAK-treated cells with the control group. Cells treated with BAK 
were analyzed by western blot to determine whether the expressions of cell cycle regulators were affected.
Results: Two concentrations (0.0005% and 0.00075%) showed persistent cell viability and were chosen for further experiments. 
After SA-β-gal staining, cells treated with 0.0005% and 0.00075% BAK showed 28% (± 2.08), 37% (± 2.08) increases in cellular 
senescence expression, respectively, when compared with control cells (p < 0.05). To identify the molecular pathways involved 
in cell cycle arrest via BAK, western blot analysis was performed on trabecular meshwork cells, resulting in decreased ex-
pressions of cyclin E/CDK2, and increased expressions of the upper stream control molecules, p53 and p21. 
Conclusions: Chronic exposure to low dose BAK accelerated cell senescence through cell cycle arrest. Because senescent cells 
of the trabecular meshwork can inhibit its outflow pathway function and ultimately worsen the glaucomatous process, long-term 
usage of topical glaucoma medications containing BAK should be conducted with caution.
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녹내장은 만성적인 질환으로 상승한 안압을 하강시키는 

것이 치료의 핵심이기 때문에 대부분의 환자들은 여러 종

류의 안압하강제를 장기적으로 사용한다.1,2 약제에 포함된 

대표적인 보존제인 benzalkonium chloride (BAK)가 안구 

표면에 급성 괴사와 세포 사멸, 및 산화 스트레스를 유발하

여 안구표면질환을 일으키는 것에 대해서는 이미 여러 연

구가 보고되었다.3-8 그러나 일반 녹내장 환자의 전방각과 

같은 환경에서 저농도의 BAK가 세포사멸을 일으키지 않

고 방수 내 장기간 존재할 경우, 그에 노출된 세포에 어떤 

유해한 변화가 일어나는지에 대하여는 아직 국내에서 발표
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된 바 없다. 실제로 BAK의 친유화적(lipophilic) 성질로 인

해 장기간 사용했을 때 안구 내 섬유주뿐 아니라 맥락막과 

같은 깊은 조직까지 침투하여 오랜 기간 축적될 수 있다고 

알려졌으며,9,10 수술 전 BAK에 노출된 정도가 많을수록 섬

유주절제술의 실패율이 증가하여 두 인자 사이에 유의한 

상관관계가 보고된 연구가 있다.11 또한 개방각녹내장의 특

징적 소견 중 하나로 세포노화가 있는데
12 세포노화는 세포

주기가 비가역적으로 억제된 상태로 조직의 기능 감소에 

기여하며 그 기전에는 p53 경로가 중요한 것으로 알려졌

다.13 그 외에도 BAK가 녹내장을 악화시킬 수 있다는 최근 

연구 결과들이 보고되었다.1,14 이런 보고들을 바탕으로 BAK

의 만성적인 노출이 섬유주세포에 유발하는 변화와 그 기

전을 알아보고자 하였다. 본 연구에서는 1) 일반 녹내장 환

자의 안구와 유사하게 저농도의 BAK를 지속적으로 처리

한 섬유주세포의 노화 정도를 노화특이적인 senescence- 

associated (SA)-β-gal 염색을 통해 정량적으로 측정하고 비

교 분석하였으며, 2) 노화 촉진 기전을 세포주기 억제와 관

련된 단백질 표지자인 cyclin E/CDK2와 cyclin D1/CDK4, 

그리고 그 상위기전 조절인자인 p53, p21, p16의 발현성을 

통해 세포 주기와의 연관성을 확인하였다.

대상과 방법

1. 세포배양

섬유주세포(primary human trabecular meshwork cells, 

HTM cells)는 ScienCell Research Laboratories로부터 구매 

후 5% CO2를 함유한 37°C 배양기에서 2% 우태아혈청(FBS; 

HyClone, Logan, UT, USA)과 trabecular meshwork cell 

growth supplement (TMCGS, ScienCell Research Laboratories, 

Carlsbad, CA, USA)를 포함한 Trabecular Meshwork Cell 

Medium (TMCM, ScienCell Research Laboratories)으로 배

양하였다.

2. 약물처리

Benzalkonium chloride (BAK, Sigma Aldrich, St. Louis, 

MO, USA)의 지속적인 노출이 섬유주세포에 미치는 영향

을 확인하기 위해 배양 접시에 일차 배양한 섬유주세포를 

6 well plate에 1.7×105 cells/mL로 분주한 후, 5% CO2를 함

유한 37°C 배양기에서 24시간 동안 배양하였다. 이후 배지

를 흡입 제거하고 2% 우태아혈청만 첨가한 배양액으로 4시

간 배양한 후, BAK를 0.00075%, 0.0005%를 10분간 처리

하여 배지를 제거하고 새로운 배양액을 넣은 후 5% CO2를 

함유한 37°C 배양기에서 24시간 동안 배양하였다. 이 과정

을 3회 반복하였다.

3. 세포생존율 측정

세포의 생존에 대한 효과는 세포생존과 세포독성의 

screening test로 이용되고 있는 발색검사법의 일종인 MTT 

(3-[4, 5-dimethylthiazol-2-yl]-2, 5-diphenyltetrazolium bro-

mide, Sigma Aldrich, St Louis, MO, USA) assay를 이용하

였다. MTT assay는 96 well plate에 5×104 cells/mL로 분주

한 뒤, 5% CO2를 함유한 37°C 배양기에서 24시간 동안 배

양하였다. 그 후 BAK를 처리한 세포의 배지에 MTT 시약을 

각 well 당 20 μL씩 투여한 후 2시간 동안 정치배양한 배양

액을 제거한 다음 dimethylsulfoxide (DMSO, Sigma Aldrich)

를 각 well당 100 μL씩 넣고, 10분 이상 흔들어 spectropho-

tometer (SpectramaxTM 340PC384 microplate photometer, 

Spectra Max Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA)로 

570 nm에서 흡광도를 측정하였다. 이때 세포의 생존 정도

는 실험군의 값을 약물처리를 하지 않은 대조군의 비로 나

누어 백분율로 나타내었다.

4. 섬유주세포의 노화

노화된 세포에서 특징적으로 발현되는 β-galactosidase의 

활성을 측정하기 위해 상용의 senescence-associated β

-galactosidase kit (SA-β-gal, Cell Signaling Technology, 

Danvers, MA, USA)를 이용하였고 제조사에서 제공되는 실

험 방법에 따라 실험을 진행하였다. BAK 처리가 된 세포들

의 배지를 흡입 제거하고 염류용액으로 세척한 후 세포를 고

정한 다음 SA-β-gal 염색액을 넣어 37°C에 18시간 동안 반

응시켰다. 이때 노화된 세포는 β-galactosidase를 발현하여 

푸른 색을 나타내므로 광학현미경으로 β-galactosidase 양성

인 푸르게 염색된 노화된 세포수와 전체 세포수를 세어서 노

화된 세포의 정도를 백분율로 표시하였다.

5. Western blot analysis

BAK가 처리된 섬유주세포를 PRO-PREP™ (iNtRON 

Biotechnology Inc., Seongnam, Korea)으로 용해한 뒤 얼음 

위에서 30분 동안 반응시킨 후, 13,000 rpm에서 10분 동안 

원심분리한 후 상등액을 얻었다. Bicinchoninic acid (BCA)  

(Pierce™ BCA Protein Assay Kit, Pierce Biotechnology, 

Inc., Rockford, IL, USA)법으로 단백질 농도를 측정한 후 

30 μg의 단백질을 sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide 

gel electrophoresis (SDS-PAGE)로 분리한 뒤 nitrocellulose 

membrane (Pall Corporation, Port Washington, NY, USA)

에 옮겼다. Membrane을 상온에서 5% 탈지분유를 포함한 

1X TBST (50 mM NaCl, 20 mM Tris, 0.05% Tween 20)로 

블리킹(blocking)한 후, 4°C에서 항체 p53, p27, p16 CDK2, 

CDK4, cyclin D1, cyclin E (1:1,000, Cell Signaling Technology)
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Figure 1. Cell viability was measuresd by MTT assay. BAK 
decreased the survival of trabecular meshwork cells sig-
nificantly from concentrations 0.001% to 0.0025% (*p <  
0.05, **p < 0.001). Veh = vehicle; MTT assay = 3-[4, 5-di-
methylthiazol-2-yl]-2, 5-diphenyltetrazolium bromide assay; 
BAK = benzalkonium chloride.

Figure 2. Senescence detection by senescence-associated (SA) β-galactosidase staining. Photograph of SA-β-gal positive senescent 
trabecular meshwork cells (blue color) after being exposed to 0.0005%, 0.00075% of BAK. Both 0.0005% and 0.00075% BAK 
showed concentration depedent increase of blue stained senescent cells compared to non-exposed control (×200). Veh = vehicle; 
BAK = benzalkonium chloride.

와 β-actin (1:2000, Sigma Aldrich)을 overnight으로 반응시

켰다. 세척 후, membrane을 horseradish peroxidase가 붙은 

항 mouse IgG 항체 또는 항 rabbit IgG 항체(1:2000, Santa 

Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)와 반응시킨 뒤, 

chemiluminescence Western Blotting detection kit (Pierce 

Biotechnology, Inc.)를 실시하였다.

6. 통계적 처리

모든 실험은 3계대에서 5계대 사이의 세포를 이용하였고 

한 세트씩 3회 이상 반복하여 시행하였다. 모든 실험에서 

음성 대조군은 BAK 적용을 제외한 나머지 과정을 동일하

게 시행하였으며, 실험군과 대조군의 비교는 Student's t-test

를 사용하였으며 유의수준은 p<0.05로 정하였다.

결 과

1. 섬유주세포의 생존에 미치는 영향

96 well plate에 배양한 섬유주세포에 0.0005%, 0.00075%, 

0.001%, 0.0025% BAK를 10분간 처리한 후, 배지를 제거

하고 새로운 배양액을 넣은 다음 24시간 배양하였으며 이

전 과정을 3회 반복하였다. 대조군에 비하여 BAK는 0.0005%, 

0.00075%에서는 섬유주세포의 생존에 영향을 미치지 않았

으나, 0.001%와 0.0025%의 농도에서는 각각 26% (p<0.05)와 

86% (p<0.001)로 세포의 생존을 유의하게 감소시켰다(Fig. 1). 

본 실험에서는 지속적인 BAK의 처리가 섬유주세포의 노

화에 미치는 영향을 확인하기 위해 세포 생존에 영향의 미

치지 않는 농도인 0.0005%와 0.00075%의 BAK를 사용하

여 실험을 진행하였다.

2. BAK에 의한 섬유주세포의 노화에 미치는 영향

6 well plate에 배양한 섬유주세포에 0.0005%, 0.00075% 

BAK를 10분간 처리한 후 배지를 제거하고 새로운 배양액

을 넣고, 24시간 배양하였으며 본 과정을 3회 반복하였다. 

노화된 섬유주세포는 SA-β-gal에 의해 푸르게 염색되었다

(Fig. 2). 음성 대조군에 비해 BAK의 농도 0.0005%와 

0.00075%를 처리한 군에서 섬유주세포의 노화가 촉진되었

고, 0.0005%에 비해 0.00075% BAK를 처리한 군에서 노화

된 세포가 9% 더 유의하게 증가되었다(p<0.05) (Fig. 3).

3. BAK에 의한 세포주기에 미치는 영향

BAK에 의한 세포주기억제를 생화학적으로 분석하기 위

하여 세포주기 조절에 관련된 단백질 표지자의 발현 정도

를 확인하였다. 음성대조군과 비교하여 0.00075% BAK를 

처리한 군에서 G1기와 S기의 활성인자인 CDK2와 cyclin 

E의 발현이 억제되는 것으로 관찰되었으며, CDK4와 cy-
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Figure 4. Effect of BAK on cell cycle regulator molecules of tra-
becular meshwork cells. β-actin, also known as a “housekeeping"
protein, acts as a loading control. (A) Expressions of cyclin E and 
CDK2 are decreased with 0.00075% BAK while expressions of 
cyclin D1 and CDK4 seem to be unaffected. (B) The ex-
pressions of phosphorylated p53 and p21 show concentration 
dependent increase with 0.0005% and 0.00075% BAK. BAK 
= benzalkonium chloride; CDK = cyclin-dependent kinase.

Figure 3. Effect of BAK on senescence of trabecular mesh-
work cells. BAK concentrations more than 0.0005% increased 
cell senescence significantly (*p <  0.05). Veh = vehicle; 
BAK = benzalkonium chloride.

clin D1의 발현의 변화는 관찰되지 않았다(Fig. 4A). 상위

기전 분석을 위해 종양억제 유전자인 인산화된 p53, CDK 

inhibitor인 p21, 세포주기 억제자인 p16의 단백질 발현을 

확인하였고 그 결과, 섬유주세포에 BAK를 처리한 군에서 

인산화된 p53과 p21의 단백질 발현은 증가하였으나, p16의 

발현의 변화는 없었다(Fig. 4B).

고 찰

개방각녹내장은 안압 증가로 인한 영구적인 시신경 손상

을 초래하는 만성적인 질환으로 여러 가지 기전 중의 하나

로 다양한 메커니즘에 의해 변성된 섬유주로 인한 방수유

출로의 저항 증가가 있다.5,12,15 섬유주의 변성을 설명하는 

특징적인 소견으로 세포외기질의 증가, 세포소실, 세포골격

의 변화, 세포 조기 노화가 있는데, 그중 세포노화를 유발

할 수 있는 요인에 대하여 알려진 바는 많지 않다.14,16 세포

노화는 세포 스스로 수차례의 세포증식 또는 다양한 외부 

자극 요인들(stress-induced premature senescence, SIPS)에 

의해 유도될 수 있는데,17-19 섬유주세포 자체의 세포주기 

회전율이 매우 낮은 것을 고려하면 복제 잠재력의 고갈보

다 외부 자극에 의한 세포 조기 노화 유발의 가능성이 더 

크다고 볼 수 있다.14,20

세포분열은 CDK와 cyclin의 결합에 의해서 조절되며 cy-

clin E/CDK2 복합체는 노화에 관여하는 작용 회로도에서 

노화의 주요 활성인자로 알려진 p53 경로의 S기 활성인자

로 작용한다.21,22 인산화에 의해 활성화된 p53은 p21의 발

현을 유도하여 cyclin E와 CDK2를 억제하게 되는데 이는 

결국 S기를 진행시키는 전사인자 E2F를 억제하여 노화를 

유도하게 된다. 따라서 세포노화를 유도하기 위해서는 인

산화된 p53과 p21의 발현 증가, 그리고 cyclin E/CDK2의 

발현 감소와 같이 각 관문에서 조절인자들의 상대적인 비

율이 중요하다.13,23-25 세포 분열이 정상적으로 조절되지 못하

는 세포는 노화에 빠지게 된다. 노화된 세포는 크기가 커지고 

편평해지며 조직 수복, 재생, 대사순환을 할 수 없고, 이러한 

세포가 축적되면 결국 조직의 기능이 저하된다.24,26-28 

녹내장 환자는 대부분 여러 종류의 안압하강제를 장기간 

사용하기 때문에 점안약에 포함된 대표적인 보존제인 BAK

에 안구가 만성적으로 노출되는 것을 피할 수 없다. BAK

는 현재 시판 중인 안과용 점안액의 약 70%에 포함되어 있

고, 다른 보존제를 사용하는 점안액은 10% 정도 밖에 이르

지 않는다.29 BAK가 안구 표면 및 전방 내에서 세포사멸 

및 산화 스트레스를 유발하는 것은 이미 많은 연구를 통해 

A 

B
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증명되었으며,30-34 특히 최근 연구에 의하면 BAK는 개방각

녹내장안의 섬유주와 같은 더 깊은 조직에도 축적되어 있

고, 장기간 사용 시 녹내장을 악화시킬 가능성이 있다고 발

표되었다.3,9,14 Yu et al5의 연구 결과에 의하면 BAK와 함께 

산화 스트레스를 처리한 섬유주세포에서 세포노화가 유발

되었으나, 본 실험보다 높은 농도의 BAK를 사용하여 세포

사멸도 함께 나타났으며 노화를 유발하는 기전에 대해서는 

아직 많은 연구가 필요하다고 제기하였다. 본 연구에서는 

녹내장 환자의 섬유주에서 증가되어 관찰되는 세포의 조기

노화가 일반적인 녹내장의 병리적인 과정에 의한 것보다는 

저농도의 BAK의 지속적인 노출에 의해 유발될 수 있다는 

가설을 세웠고, 세포노화가 유발되는지, 그리고 노화가 일

어난다면 어떤 기전과 연관성이 있는지 알아보고자 하였다.

본 연구에서는 실제 녹내장 환자의 안구와 같은 환경을 

조성하기 위하여 세포사멸이 일어나지 않고 섬유주세포의 

생존이 유지되는 농도군인 0.0005%, 0.00075%의 BAK에 

노출시킨 뒤, 노화세포 특이적 SA-β-gal 염색을 통하여 대

조군에 비해 세포의 조기노화가 유도되는 것을 확인할 수 

있었다.35 세포노화의 정도는 BAK의 농도와 비례하여 증가

하였는데, 이러한 결과는 매우 낮은 농도의 BAK (0.00002%)

에 처리했을 때 섬유주세포의 밀도 감소 및 증식을 억제한 

Samples et al36
의 연구 결과와도 상응하였다. 노화에 빠지

게 되는 기전과 관련된 경로를 설명하기 위하여 세포 주기

에서 중요한 역할을 하는 p53, p21, p16 CDK2, CDK4, cy-

clin D1, cyclin E 분자들의 발현성을 western blot를 통해 

확인하였다.37,38 음성대조군과 비교했을 때 BAK를 처리한 

군에서 세포주기 G1기에서 S기로 전환을 촉진하는 CDK2

와 cyclin E의 발현이 0.00075%에서 의미 있게 억제되었으

나 0.0005%에서 증가한 결과는 여러 가지 실험 조건이나 

기간에 따른 좀 더 상세한 연구가 필요할 것이라 생각된다. 

Cyclin D1/CDK4의 발현은 두 농도에서 모두 변화를 보이

지 않았지만 cyclin E/CDK2의 발현은 0.00075%에서 의미 

있게 감소함을 보여준다. 이런 실험 결과는 cyclin E/CDK2 

복합체가 관여하는 p53 의존적 경로가 BAK에 의한 섬유주 

세포의 조기노화와 상관관계가 있는 반면, cyclin D1/CDK4

가 관여하는 p16 의존적 경로는 섬유주의 세포노화에는 의

미 있게 관여하지 않다는 점을 시사한다.13,39 

결론적으로 BAK의 지속적인 처리는 p53 경로를 통해 

세포분열을 억제하여 섬유주세포의 조기노화를 유발하는 

것으로 보인다. 개방각녹내장안의 섬유주에 노화된 세포가 

쌓이면 방수 유출이 잘 이루어지지 않아 안압이 오르게 되

고, 이를 개선하기 위해 안압하강 점안제를 사용하면 약제

에 포함되어 있는 BAK로 인해 오히려 노화가 더 촉진되는 

악순환이 진행될 것이다. 이런 현상이 약으로 안압이 잘 조

절되는 환자임에도 불구하고 질환의 진행이 계속되는 상황

과도 연관이 있을 것으로 사료된다. 현재 녹내장의 많은 치

료용 점안약에는 BAK가 대부분 포함되어 있기 때문에 본 

연구 결과에 따르면 장기간 치료를 할수록 세포노화가 유

도되어 약을 통해 얻을 수 있는 치료적 효과에는 어느 정도 

한계가 있을 것으로 생각된다. 한편 BAK 자체의 살균 역

할을 고려하면 그 중요성 또한 간과할 수 없으므로 장기 치

료로 인해 얻는 비용 및 이익 또한 고려해야 한다. 그러므

로 현 치료에서 섬유주세포의 조기노화를 억제하며 치료적 

효과를 극대화할 수 있는 새로운 치료제의 개발에 대한 연

구가 수행되고 위에 제기한 문제에 대한 더 다양한 연구가 

진행되어야 할 것이다.
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= 국문초록 = 

벤잘코니움의 장기 노출이 섬유주세포의 노화에 미치는 영향

목적: 섬유주를 저농도의 벤잘코니움(BAK)에 장기간 노출하였을 때, 섬유주세포에 어떤 변화가 유발되는지 알아보고, 그와 관련된 

경로를 분석하였다. 

대상과 방법: 섬유주세포에 0.0005%, 0.00075%, 0.001%, 0.0025% BAK를 10분간 처리한 후, 새로운 배양액에 24시간 배양하는 과정

을 3회 반복하였다. MTT = 3-[4, 5-dimethylthiazol-2-yl]-2, 5-diphenyltetrazolium bromide assay를 통해 세포생존율을 측정하여 

세포사멸이 일어나지 않는 농도를 결정하였다. BAK를 처리한 후 섬유주세포를 노화특이적인 Senescence-associated (SA)-β-gal 
염색을 통해 푸르게 염색된 세포 수를 음성 대조군과 비교하였고, Western blot를 통해 세포주기 조절 관련된 표지자들의 발현 정도를 

확인하였다. 

결과: 섬유주세포의 생존에 영향을 미치지 않는 BAK 농도는 0.0005%와 0.00075%로 확인하였고, 이 농도들을 실험에 사용하였다. 

섬유주세포에 SA-β-gal 염색을 하였을 때 세포노화는 음성대조군에 비해 0.0005% BAK 처리군에서 28% (± 2.08), 0.00075% BAK

처리군에서 37% (± 2.08)로 유의하게 증가하였다(p<0.05). BAK에 의한 세포주기 조절인자의 분자적 분석을 위해 시행한 Western 

blot에서 cyclin E/CDK2의 발현이 억제되었고, 그 상위기전 조절인자인 p53와 p21의 발현이 증가하였다. 

결론: 저농도 BAK의 만성적인 처리는 세포주기 억제를 통한 세포의 조기노화를 유발할 수 있을 것이다. 노화된 섬유주는 방수유출 

기능이 저하되어 녹내장을 악화시킬 수 있기 때문에, 녹내장 환자에게 BAK가 포함된 안약을 장기적으로 사용할 시 이를 고려해야 

할 것이다.

<대한안과학회지 2019;60(1):55-61>  
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