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섬유주세포에서 산화스트레스에 대한 아스코르빈산의 역할

류지용․김재우

대구가톨릭대학교 의과대학 안과학교실

목적: 아스코르빈산이 과산화수소에 의한 산화스트레스에 대해 섬유주세포의 생존에 미치는 영향과 산화질소 생성의 연

관성에 대해 알아보고자 하였다.

대상과 방법: 섬유주세포를 일차배양한 뒤 1, 10, 100 µM의 과산화수소에 노출시킨 후 이틀간 배양하였으며 1 mM

의 과산화수소에도 일회 노출시켰다. 아스코르빈산에도 동시에 노출시켜 섬유주세포의 생존과 산화질소의 생성을 MTT 

assay와 Griess assay로 조사하였으며 Annexin-PI 이중염색을 한 후 유세포분석을 시행하여 세포고사를 조사하였다. 

결과: 과산화수소는 농도에 따라 유의하게 섬유주세포의 생존을 억제하였으며 산화질소의 생성을 감소시켰다. 아스코르

빈산을 동시에 처리한 경우 산화질소의 생성이 증가되면서 세포의 생존이 증가하였으며 산화질소의 생성량과 세포의 

생존율 사이에는 유의한 상관관계를 나타내었다. 유세포분석에서는 아스코르빈산이 과산화수소에 의한 세포고사를 억제

하였다.

결론: 섬유주세포에서 아스코르빈산은 과산화수소에 산화스트레스에 대해 산화질소의 생성증가가 동반되어 세포보호효

과를 나타내었으므로 아스코르빈산의 세포보호효과는 산화질소의 보존작용에 의한 것임을 알 수 있었다.
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안구 내에서는 항상 활성산소가 방출되며 방수 내에

도 다량의 활성산소가 존재하고 이에 따른 조직의 손상

을 막기 위한 다양한 형태의 항산화 방어체계가 존재한

다. 방수내에서도 활성산소가 지속적으로 생성되므로 

방수유출의 중요한 경로인 섬유주는 항상 활성산소에 

노출되어 있다. 따라서 섬유주는 이러한 활성산소에 노

출되어 산화스트레스를 받을 가능성이 높은 조직이며 

섬유주가 손상을 받을 경우 방수유출로의 저항을 증가

시켜 녹내장을 유발할 수 있을 것이다. 방수 내에는 항

산화제로 작용하는 아스코르빈산이 비교적 높은 농도로 

존재하며
1,2

 최근에는 아스코르빈산이 혈관내피세포뿐

만 아니라 섬유주세포에서도 산화질소(nitric oxide, 

NO)의 생성을 촉진하는 것으로 보고되었다.
3,4

 NO는 

자유 유리기로서 생체막을 투과하여 내피세포에서의 이

완작용, 신경계에서의 조절작용, 면역계에서의 면역매

개물질 등의 생체에서 중요한 역할을 하는 것으로 알려

져 있는데
5-8

 섬유주에서도 NO합성효소가 발현되어
9-11

 

섬유주를 이완시켜 방수유출을 촉진하는 역할을 하지만 

녹내장의 경우 이러한 NO의 합성에 장애가 일어나는 

것으로 알려져 있다.
12-15

그러나 섬유주에서 산화스트레스가 유발되었을 때 

아스코르빈산이 섬유주세포의 생존에 미치는 영향과 아

스코르빈산에 의한 NO의 생성에 미치는 영향, 그리고 

NO의 생성 변화가 세포의 생존과 어떻게 연관되어 있

는지는 아직 알려져 있지 않다. 따라서 본 연구에서는 

섬유주세포를 과산화수소에 노출시켜 산화스트레스를 

유발한 후 아스코르빈산이 이러한 산화스트레스에 대하

여 섬유주세포의 생존에 미치는 영향과 NO와의 관련

성을 알아보고자 하였다.

대상과 방법

세포배양

안구은행에서 특이한 병력이 없는 사후 6시간 이내에 

적출한 인체의 안구를 이용하여 섬유주세포를 일차배양

하였다. 먼저 앞방각 주위 조직을 제거한 후 앞방각에

서 섬유주를 벗겨내어 폴리라이신(Sigma, USA)로 

처리한 배양접시에 옮긴 후 항생제(Gibco, USA)와 

15% 우태아혈청(Gibco, USA)이 포함된 Dulbec 
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co’s modified Eagle’s medium 배지(DMEM, 

Gibco, USA)를 사용하여 5% CO2 배양기에서 초대

배양을 시작하였다. 섬유주세포가 이식된 조직편 주위

로 자라나온 것을 확인한 후 섬유주 조직의 이식편을 

제거하고 배양을 계속하였으며 세포가 배양접시에 충

만해지면 트립신 처리하여 10% 우태아혈청(Gibco, 

USA)을 포함한 배지로 1:3의 비율로 계대배양하였다.

약물처리

과산화수소가 섬유주세포의 생존에 미치는 영향을 

알아보기 위하여 일차배양된 섬유주세포를 트립신으로 

처리하고 나서 24-well plate에 분주하여 6시간 동안 

부착시킨 후 0, 10, 100 µM의 과산화수소(Sigma, 

USA)에 노출시켜 이틀간 배양하였는데 이때 혈청단백

이 과산화수소의 작용에 미치는 영향을 피하기 위하여 

무혈청배지를 사용하였다. 또한 고농도의 과산화수소가 

단시간에 미치는 영향을 알아보기 위하여 1,000 µM의 

과산화수소에 30분간 노출시킨 후 정상배지로 교환하

여 이틀간 배양하였다. 그리고 아스코르빈산(L-asco 

rbic acid, Sigma, USA)이 과산화질소에 의한 산화

스트레스에 대해 섬유주세포의 생존과 NO의 생성에 

미치는 영향을 알아보기 위하여 0, 1, 10, 100, 1,000 

µM의 농도로 동시에 노출시켰다. 한편 섬유주세포에서

의 NO 생성여부를 알아보기 위해 NO 합성저해제인 

N
ω
-Nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME, 

Sigma, USA)를 0.5 mM 첨가한 후 동일한 실험을 

반복하였다.

MTT assay와 Griess assay

MTT assay는 약물처리한 세포의 배지에 methyl 

thiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide (MTT, 

Sigma, USA)를 각 well당 100 µl씩 투여한 후 4

시간 동안 정치배양한 다음 염류용액으로 씻어낸 후 

dimethylsulfoxide (Sigma, USA)를 각 well당 

0.5 ml 씩 넣어 10분 이상 흔든 다음 96-well plate

에 200 µl씩 옮겨 570 nm에서 흡광도를 측정하였다. 

이때 세포의 증식정도는 실험군의 값을 약물처리를 하

지않은 대조군의 비로 나누어 백분율로 나타내었다. 

NO의 생성은 NO의 대사물인 아질산염의 양을 측정하

는 Griess assay를16 이용하였는데 약물처리한 세포

의 배지에 동량의 Griess 반응액(Sigma, USA)을 섞

은 후 96-well plate에 옮겨 540 nm에서 흡광도를 

측정하였다. 표준곡선은 sodium nitrite (Sigma, 

USA)를 단계적으로 희석하여 구하였다.

유세포분석

과산화수소가 세포고사를 유발하는지 알아보기 위

하여 상용의 kit (TACS Annexin V-FITC apop 

tosis detection kit TA4638, Molecular probes, 

USA)를 사용하여 fluorescein isothiocyanite- 

labeled Annexin V/propidium iodide (PI) 이중

염색을 한 후 유세포분석을 시행하였다. 섬유주세포를 

12-well plate에 분주하여 10, 100 µM의 과산화수

소에 노출시켰으며 이때 아스코르빈산이 세포고사에 미

치는 영향을 알아보기 위하여 100 µM의 아스코르빈산

을 각각 추가하여 노출시킨 후 이틀간 정치배양하였다. 

트립신으로 분리한 세포를 원심분리하여 세척한 다음 5 

µl의 Annexin V와 1 µl의 PI를 100 µl의 세포부유물

에 추가하여 15분간 실온에서 정치배양한 후 400 µl의 

완충액을 넣어 섞어 유세포분석기 (Cytomics 500, 

Beckman Coulter, USA)를 이용하여 분석하였는데 

이때 fluorescence emission은 530 nm와 575 nm 

이상으로 하였다. 

통계적 처리

모든 실험은 4계에서 6계대 사이의 세포를 이용하였

고 3회 이상 반복하여 시행하였다. 모든 실험에서 대조

군은 약물처리를 하지 않은 군으로 하였고 실험군과 대

조군의 비교는 unpaired t-test를 이용하였으며 유의

수준은 0.05% 이하로 정하였다. 또한 세포의 생존율과 

NO의 관련성을 알아보기 위해 상관계수를 구하였다.

결     과

세포배양

초대배양 2주째부터 섬유주 조직의 이식편 주위로 섬

유주세포가 자라 나오기 시작하였으며 섬유주세포의 확

인은 형태학적인 특징적 양상과 섬유주 조직의 이식편 

주위에서 위성양상으로 자라나는 섬유주세포의 특징적

인 성장양상으로 확인하였다.
17,18

과산화수소와 아스코르빈산이 섬유주세포의 생존에 

미치는 영향 

아스코르빈산은 약물에 노출시키지 않은 대조군에서 

10 µM부터 농도에 비례하여 유의하게 세포의 생존을 

증가시켰다(p<0.05)(Fig. 1). 과산화수소는 10 µM과 

100 µM의 농도에서 유의하게 세포의 생존을 감소시켰
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Figure 1. Effect of L-ascorbic acid on the survival of 
cultured trabecular meshwork cells. L-ascorbic acid increased 
cellular survival in a dose-dependent manner. (* p<0.05)
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Figure 2. Effect of hydrogen peroxide on the survival of 
cultured TM cells exposed to 10, 100 µM for 2 days, or 1 
mM single exposure. Hydrogen peroxide decreased cellular 
survival significantly in both conditions. (* p<0.05)
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Figure 3. L-ascorbic acid increased survival of cultured 
trabecular meshwork cells exposed to 10, or 100 µM
hydrogen peroxide. (* p<0.05)

20

40

60

80

100

120

140

L-NAME LAA Hydrogen peroxide

%
 c

on
tro

l
*

*

Figure 4. Comparison of the effects of 0.5 mM L-NAME, 
100 µM L-ascorbic acid (LAA), or 100 µM hydrogen 
peroxide on the survival of cultured trabecular meshwork 
cells. (* p<0.05)

으며 1,000 µM의 고농도에 30분간 단시간 노출시킨 

경우에는 더욱 생존이 감소하였다(p<0.05)(Fig. 2). 

산화스트레스에 대한 아스코르빈산의 세포보호작용을 

알아보기 위하여 동시에 노출시킨 경우에는 아스코르빈

산은 100 µM 농도부터 섬유주세포의 생존을 유의하게 

증가시켰다(p<0.05)(Fig. 3). NO합성저해제인 L-N 

AME와 아스코르빈산 그리고 과산화수소의 영향을 

비교해보면 약물처리를 하지 않은 대조군에 비하여 

L-NAME는 세포의 생존에 뚜렷한 영향을 끼치지 않

았으나 아스코르빈산은 세포의 생존을 증가시킨데 반하

여 과산화수소는 세포의 생존을 저하시켰음을 알 수 있

었다(p<0.05)(Fig. 4).

과산화수소와 아스코르빈산이 섬유주세포의 NO 생

성에 미치는 영향 

아스코르빈산은 약물에 노출시키지 않은 대조군에서 

100 µM부터 농도에 비례하여 유의하게 NO의 생성을 

증가시켰다(p<0.05)(Fig. 5). 그러나 과산화수소는 

10 µM의 농도에서부터 유의하게 NO의 생성을 감소시

켰으며 1,000 µM의 고농도에 30분간 단시간 노출시킨 

경우에는 더욱 생성이 감소하였다(p<0.05)(Fig. 6). 

NO합성저해제인 L-NAME와 아스코르빈산 그리고 

과산화수소의 NO의 생성에 미치는 영향을 비교해보면 

L-NAME는 약물처리를 하지 않은 대조군에 비해 

NO의 생성이 유의하게 감소하여 섬유주세포 자체에서 

NO를 생성하는 것을 알 수 있었다. 그러나 100 µM의 

농도에서 아스코르빈산은 NO의 생성을 유의하게 증가

시킨 데 반하여 과산화수소는 NO의 생성을 감소시켰

다(p<0.05)(Fig. 7). 산화스트레스가 유발된 경우 아

스코르빈산에 의한 NO의 영향을 알아보기 위하여 과

산화수소와 아스코르빈산을 동시에 노출시킨 경우에는 

아스코르빈산은 각 농도에서 과산화수소에 의한 NO 

생성억제작용을 상쇄시켰다(p<0.05)(Fig. 8).

위의 자료에 근거하여 아스코르빈산과 과산화수소에 

의한 세포의 생존율과 NO 생성과의 관련성을 알아보

기 위한 상관계수를 구한 결과 상관계수는 0.924로 매

* * *
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Figure 5. Effect of L-ascorbic acid (LAA) on the 
production of nitric oxide in cultured trabecular meshwork 
cells. LAA increased nitric oxide production in a 
dose-dependent manner. (* p<0.05)
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Figure 6. Effect of hydrogen peroxide on the production of 
nitric oxide in cultured trabecular meshwork cells. Hydrogen 
peroxide decreased nitric oxide production significantly. (* 
p<0.05)
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Figure 7. Effect of L-NAME, 100 µM L-ascorbic acid 
(LAA), or 100 µM hydrogen peroxide on the production of 
nitric oxide. (* p<0.05)
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Figure 8. Effect of L-ascorbic acid (LAA) on the production
of nitric oxide under oxidative stress induced by hydrogen 
peroxide. LAA abolished the inhibitory effect of hydrogrn 
peroxide on the NO production.

0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

80 85 90 95 100 105 110 115 120

% survival

N
it
ri
te

 (
μ
M

)

Figure 9. High correlation between nitrite production and 
cellular survival (r=0.924).
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Figure 10. Annexin-PI flow cytometric analysis of the effect 
of L-ascorbic acid on the hydrogen peroxide-induced 
apoptosis in cultured trabecular meshwork cells. L-ascorbic 
acid (100 µM) decreased apoptosis significantly. (* p<0.05)

우 높은 상관관계를 나타내어 산화스트레스가 유발되었

을 때 NO의 생성이 세포의 생존과 서로 연관되어 있음

을 알 수 있었다(p<0.05)(Fig. 9).

과산화수소에 의한 세포고사에 대한 아스코르빈산

의 역할

Annexin-PI 이중염색으로 유세포분석을 시행하면 세

포고사의 경우 Annexin에만, 세포괴사의 경우 PI에

만 염색이 되므로 세포고사의 정도를 정량분석할 수 있

는데 과산화수소는 농도에 비례하여 섬유주세포의 세포

고사를 유발하였으며 100 µM의 아스코르빈산을 동시

에 노출시킨 경우에는 과산화수소에 의한 세포고사가 

유의하게 감소됨을 알 수 있었다(p<0.05)(Fig. 10).
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고     찰

섬유주세포는 섬유주를 통한 방수유출을 정상적으로 

유지하는 중요한 역할을 하며 따라서 섬유주세포가 손

상을 받으면 섬유주의 방수유출기능이 저하되어 녹내장

이 유발되거나 악화될 수 있다. 방수내에는 다량의 활

성산소가 발생하고 이에 의한 산화스트레스에 의해 섬

유주를 비롯한 다양한 안구조직이 손상받을 수 있으며 

이에 대한 방어체계 역시 다양하게 존재하는 것으로 잘 

알려져 있는데 아스코르빈산은 혈액에 비해 방수내에서 

매우 고농도로 존재하며 중요한 항산화물질로 작용한

다.
1,2

 또한 아스코르빈산은 잘 알려진 항산화작용 뿐만 

아니라 적절한 양의 NO의 생성장애에 의해 유발되는 

혈관내피세포의 기능장애에 대하여19 혈관내피세포에서

의 NO합성을 촉진하여 내피세포의 기능장애를 방지하

는 역할을 하는 것으로도 알려져 있고
3,20

 그 기전은 혈

관내피세포의 경우 NO합성의 필수적인 요소인 tet 

rahydrobipterin를 화학적으로 안정화시켜 활성산소

에 의한 NO의 산화적 변성을 방지하여 NO를 유지하

는 것으로 보고되었다.21,22 

NO는 농도나 환경 등의 조건에 따라 생리적인 매개

물질로 작용하거나 또는 세포의 고사를 유발하는 병적

인 역할을 한다.5-7 본 연구의 결과를 보면 과산화수소

에 의한 산화스트레스는 섬유주세포의 생존을 저하시키

는 동시에 NO의 생성을 저하시켰고 이와 대조적으로 

아스코르빈산은 산화스트레스에 대해 섬유주세포의 세

포보호효과를 나타내면서 NO의 생성도 증가되는 것으

로 나타났다. 이러한 결과는 아스코르빈산이 tetrahy 

drobiopterin을 안정화시켜 NO의 생성과 농도를 유

지할 것임을 시사하며 이에 따라 NO의 합성을 지속시

켜 NO의 생리적 농도를 일정하게 유지하는 것이 섬유

주세포를 보호하는 데 있어 매우 중요하다는 것을 보여

주고 있다. 만일 tetrahdrobiopterin 등이 제대로 공

급되지 않는다면 NO의 합성저하와 함께 활성산소종의 

생성이 증가되어 세포에 산화스트레스를 주어 손상을 

유발 할 것이다. 

본 연구에서 섬유주세포에서 산화스트레스를 유발하

기 위하여 과산화수소를 이용하였는데 농도에 비례하여 

세포의 생존이 감소하면서 동시에 NO의 생성도 감소

하였다. 이때 저농도에 이틀간 지속적으로 노출된 경우

뿐만 아니라 고농도에 30분간 단시간 노출시킨 후 정상

배지로 교환한 경우에도 저농도에 노출된 경우처럼 세

포의 생존이 감소하였다. 또한 과산화수소는 농도에 비

례하여 섬유주세포의 세포고사를 유발하였는데 이에 대

해 아스코르빈산은 과산화수소에 의해 유도된 세포고사

에 대해 억제효과를 나타내어 아스코르빈산이 산화스트

레스에 의한 세포고사에 대해 세포보호효과를 나타냄을 

알 수 있었다. 그러나 인체의 경우 활성산소가 지속적

으로 생성되고 방수를 통해 순환되지만 세포배양을 이

용한 경우의 실험적 조건은 실제 안구 앞방 내의 조건

과의 차이가 있는데 실험실내 조건에서는 배양세포를 

과산화수소에 노출시키더라도 과산화수소는 짧은 시간 

내에 배지에서 그 활성을 잃어버리는 점도 함께 고려해

야 할 것이다.
23
 따라서 실험조건에 사용된 농도와 실제 

인체 안구의 앞방 내 농도와는 차이가 있을 것이다. 

섬유주에서 산화스트레스에 대해 아스코르빈산이 

NO의 생성을 유지시키는 것은 다음과 같은 측면에서 

그 의의가 있다. 즉 방수 내에서 NO의 농도를 적절하

게 유지함으로써 혈관이완제의 경우처럼 섬유주의 이완

상태를 유지시켜 방수유출을 조절할 뿐만 아니라, NO

의 생성이 감소할 경우에 다른 유해한 활성산소가 발생

하는 소위 uncoupling을 방지함으로써
23,24

 산화스트

레스에 대해 섬유주세포를 보호하는 작용을 나타낼 것

이며 본 연구의 결과에 의하면 NO의 생성저하를 억제

하면서 섬유주세포의 세포고사를 억제하여 세포보호효

과를 나타내는 것으로 생각된다. 이때 NO 농도를 적절

하게 유지하는 기전은 이미 잘 알려진 바와 같이 NO의 

합성경로에서 tetrahydrobiopterin의 안정화에 의

할 것으로 생각된다.

섬유주의 변성 또는 노화에 따른 기능의 저하는 개방

각녹내장의 중요한 발생기전으로 여겨지고 있는데
26-29

 

NO는 세포노화의 원인인 telomerase를 활성화시켜 

세포노화를 방지하는 역할도 하는 것으로 알려져 있

다.
30
 즉 산화스트레스에 의해서 섬유주세포의 구조적 

변성을 유발하여 세포외 기질에의 부착성을 감소시켜 

세포의 소실을 유발하는 것으로 알려져 있으며31 이때 

활성산소의 발생이 세포노화의 중요한 기전의 하나로 

받아들여 지고 있다.
32-34

 따라서 활성산소에 지속적을 

노출되어 있는 섬유주세포의 경우 이러한 산화스트레스

에 대한 방어체계는 섬유주의 노화를 방지하여 그 기능

을 정상적으로 유지하는 데 매우 중요할 것으로 생각된

다. 향후 새로운 치료방법의 하나로 항산화제를 이용하

여 NO의 생성을 유지시키고 세포의 노화를 방지하여 

정상적인 기능을 회복하려는 시도와 연구가 활발히 행

해지고 있으며,35,36 녹내장의 경우에도 활성산소와 관

련하여 섬유주의 기능을 유지하고 노화를 방지하기 위

한 연구가 앞으로 많이 이루어 질 것으로 예상된다.
37

결론적으로 과산화수소에 의한 산화스트레스는 섬유

주세포의 생존을 억제하였고 동시에 NO의 생성이 억

제되었다. 이에 대하여 아스코르빈산은 세포의 생존을 

보호하면서 NO의 생성을 유지하였다. 따라서 섬유주

세포에서 산화스트레스에 대한 방어기전으로 NO의 유
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지가 중요한 역할을 하는 것을 알 수 있었으며 산화스

트레스가 섬유주의 노화에 미치는 영향에 대한 보다 자

세한 연구가 필요할 것으로 생각된다.
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=ABSTRACT=

Role of Ascorbic Acid Against the Oxidative Stress in Trabecular 
Meshwork Cells

Ji-Yong Ryu, M.D., Jae Woo Kim, M.D., Ph.D.

Department of Ophthalmology, Catholic University of Daegu College of Medicine, Daegu, Korea

Purpose: To investigate the role of L-ascorbic acid (LAA) on the survival and its association with nitric oxide 
(NO) production against hydrogen peroxide-induced oxidative stress in trabecular meshwork (TM) cells.
Methods: Primarily cultured human TM cells were exposed to hydrogen peroxide; 10, 100 µM for 2 days, 
or 1 mM single exposure with or without co-exposure of LAA. Cellular survival and nitrite production were 
assessed with MTT and Griess assays, respectively. Flow cytometry using annexin/PI double staining was 
performed to evaluate apoptosis.
Results: Hydrogen peroxide decreased cellular survival significantly in a dose-dependent manner accompanied 
with decreased NO production. However cellular survival and NO production were increased significantly with 
co-exposure of LAA. Cellular survival and NO were highly correlated. Flow cytometric analysis revealed that 
LAA inhibited hydrogen peroxide-induced apoptosis.
Conclusions: LAA demonstrated a cytoprotective effect against the hydrogen peroxide-induced oxidative stress 
accompanied with increased NO production. The cytoprotective effect of LAA may be mediated by preserving 
NO in TM cells.
J Korean Ophthalmol Soc 2008;49(12):1989-1995 
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