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섬유주세포에서 Dipyridamole이 활성산소종과 

산화스트레스에 미치는 영향

이근우⋅김재우

대구가톨릭대학교 의과대학 안과학교실

목적: 배양된 섬유주세포에서 dipyridamole (DPD)이 활성산소종의 생성과 산화스트레스에 미치는 영향을 알아보고자 하였다.
대상과 방법: DPD의 항산화능은 DPPH assay로 조사하였다. 인체의 섬유주세포를 일차배양한 후 0, 20, 50 μm DPD에 노출시켜 
DCFHDA assay로 활성산소종의 생성에 미치는 영향을 조사하였으며, t-butyhlhydroperoxide (tBHP)로 유발한 산화스트레스에 대해 
세포활성도에 미치는 영향을 resazurin assay로 조사하였다. 
결과: DPD은 유의한 항산화능을 나타내었다(p＜0.05). 인체의 섬유주세포에서 DPD은 유의하게 활성산소종의 생성을 감소시켰으며(p
＜0.05), tBHP로 유도된 산화스트레스에 대해 DPD는 유의하게 세포 활성도를 증가시켰다(p＜0.05). DPD은 일산화질소의 생성에는 
유의한 영향을 미치지 않았다. 
결론: DPD는 섬유주세포에서 항산화능력과 세포보호작용을 나타낼 수 있을 것으로 생각한다.
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섬유주세포는 방수유출로의 조절에 중요한 역할을 하는

데, 섬유주의 변성으로 인해 방수유출로의 저항이 증가되어 

개방각녹내장을 유발하는 것으로 알려졌다.1,2
 따라서 섬유

주세포를 보호하여 그 기능을 유지 또는 회복할 수 있다면 

섬유주를 통한 방수유출을 조절하는데 많은 도움이 될 것이

다. 섬유주세포는 내피세포와 식세포로서의 역할 외에도 형

태학적 연구와 전기생리학적 연구에서 평활근과 유사한 성

질을 가진 것으로 알려졌으며3,4
 일산화질소(Nitric oxide, 

NO)는 섬유주를 이완시킴으로써 섬유주를 통한 방수유출

을 촉진하는 것으로 알려졌다.5,6
 녹내장의 경우 NO의 생성

저하에 의해 섬유주를 수축시켜 안압을 상승시킬 수 있으며, 
또한 반응성산소종(reactive oxygen species, ROS)의 생

성을 유발하여 산화스트레스에 의해 섬유주의 손상을 유발

할 수 있을 것이다.7 
과다한 ROS의 생성에 의한 산화스트레스는 세포독성을 

유발할 뿐만 아니라, 세포변성, 노화 등의 여러 병적 손상을 

야기하게 되는데, NO의 생성이 저하된 경우에도 유해한 

ROS의 생성이 증가하게 된다.8,9
 방수 내에도 항상 일정한 

정도의 ROS가 생성되며 이에 대한 다양한 방어기전이 존

재한다. ROS에 노출된 상태인 섬유주는 산화스트레스에 의

해 병적인 손상을 받을 가능성이 매우 높은 조직이므로 과

다한 ROS의 생성에 의한 산화스트레스를 줄이거나 방지할 

수 있다면 섬유주의 손상을 줄여 섬유주의 기능을 유지 또

는 회복할 수 있을 것이다. 이러한 섬유주세포를 대상으로 

하여 산화스트레스를 줄이거나 방지하는 연구가 많이 시행

되고 있다.10,11

Dipyridamole (DPD)은 혈소판저해제로서 항혈전작용 외

에 혈관이완을 유발하여 조직으로의 혈류를 증가시키는 작

용이 있다.12
 또한 DPD는 자유유리기를 제거하는 항산화제

로의 성질을 가진 것으로 알려졌다.13,14
 따라서 DPD이 섬유

주세포에 작용하는 활성산소종을 제거하는 항산화작용을 

나타낼 가능성이 있으나 인체의 섬유주세포에 대한 DPD의 

항산화작용에 대해서는 아직 자세히 알려져 있지 않다.
본 연구에서는 DPD의 항산화능을 알아보고, 인체의 섬

유주세포를 일차배양하여 활성산소종의 생성에 미치는 영

향과 산화스트레스를 유발하여 DPD가 섬유주세포의 활성

에 미치는 영향을 알아보고자 하였다.

대상과 방법

DPPH assay 

DPD (Sigma, St Louis, MO, USA)의 자유유리기 제거
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효과를 알아보기 위하여 DPPH assay를 시행하였다.15-17
 

자유유리기인 DPPH (2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl, 
Sigma, St Louis, MO, USA)를 메탄올에 녹인 후 100 μm 
DPD에 단계적으로 희석한 DPD를 섞은 다음 517 nm에서 

흡광도를 측정하였다. DPD의 자유유리기 제거효과는 DPD
를 넣지 않은 대조군에 대한 DPPH의 소거 정도를 소거활

성률(%)로 나타내었다.
    

세포배양

안구은행에서 얻은 사후 6시간 이내에 적출한 안구의 앞

방각에서 섬유주를 벗겨내어 폴리라이신(Sigma, St. Louis, 
Mo. USA)으로 처리한 배양접시에 옮긴 후 항생제(Gibco, 
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)와 15% 우태아혈청(Hyclone, 
USA)이 포함된 Dulbecco’s modified Eagle’s medium 배
지(DMEM, Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)를 사

용하여 5% CO2 배양기에서 초대배양하였다. 섬유주세포가 

이식된 조직편 주위로 자라나온 것을 확인한 후 섬유주조

직의 이식편을 제거하고 배양을 계속하였으며 세포가 배양

접시에 충만해지면 10% 우태아혈청(Gibco, Invitrogen, 
Carlsbad, CA, USA)을 포함한 배지로 1:3의 비율로 트립

신 처리하여 계대배양하였다.

Dichlorofluorescin diacetate assay

섬유주세포에서 DPD가 활성산소종의 생성에 미치는 영

향을 알아보기 위하여 dichlorofluorescin diacetate assay
를 시행하였다.18

 인체의 섬유주세포를 일차배양한 후 0, 
20, 50 μm의 DPD에 노출시킨 다음 배지를 제거하고 

D-PBS로 세척한 후 10 μm의 dichlorofluorescin diac-
etate (Sigma, St Louis, MO, USA)를 넣어 30분간 배양한 

다음 D-PBS로 씻어낸 후 산화된 dichlorofluorescin을 형

광분석계(FLUOstar OPTIMA, BMG labtech, Germany)를 

이용하여 excitation 488 nm, emission 535 nm의 파장에

서 2시간 후 형광도의 변화를 측정하였으며 이때 시간의 변

화에 따라 8개의 well에서 각각 측정하여 평균치를 사용하

였다. Bradford assay를 이용하여 세포단백질의 양을 측정

한 다음 측정한 형광도 수치를 정상화하였다.

Resazurin assay

섬유주세포에서 유도된 산화스트레스에 대해 DPD가 미

치는 영향을 알아보기 위하여 resazurin assay를 이용하여 

세포활성도를 측정하였다.19
 0.1, 0.25 mM의 t-butyhlhy-

droperoxide (tBHP, Sigma, St Louis, MO, USA)을 배지

에 첨가하여 산화스트레스를 유발하였으며 0.5 μm의 DPD
를 단독 또는 첨가하여 2시간 동안 노출시킨 후 10% re-
sazurin (Sigma, St Louis, MO, USA)을 넣은 다음 형광도

를 측정하였다(excitation 550, emission 570 nm). Bradford 

assay를 이용하여 세포단백질의 양을 측정한 다음 측정한 

형광도 수치를 정상화하였다. 

MTT and Griess assays

DPD가 섬유주세포에서 내인성 일산화질소의 생성에 미

치는 영향을 알아보기 위하여 Griess assay를20
 시행하여 

배지에서의 nitrite 생성량을 측정하였으며 DPD가 섬유주

세포에 대한 세포 독성의 정도를 알아보기 위하여 screen-
ing test로 흔히 이용되고 있는 발색검사법의 일종인 MTT 
(3-[4,5–dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenylte-
trazolium bromide, Sigma, St. Louis, MO, USA) assay를 

시행하였다.21,22
 MTT assay는 약물처리한 세포의 배지에 

MTT를 각 well당 100 μl씩 투여한 후 4시간 동안 정치배

양한 다음 염류용액으로 씻어낸 후 dimethylsulfoxide 
(Sigma, St. Louis, MO, USA)를 각 well당 0.5 ml씩 넣어 

10분 이상 흔든 다음 96-well plate에 200 μl씩 옮겨 spec-
trophotometer (Fluostar Optima, BMG labtech, Offenberg, 
Germany)로 570 nm에서 흡광도를 측정하였다. 이때 세포

의 생존정도는 실험군의 값을 약물처리를 하지 않은 대조

군의 비로 나누어 백분율로 나타내었다. Griess assay는 3
일 동안 약물처리한 세포의 배지에 동량의 Griess 반응액

(Sigma, St. Louis, MO, USA)을 섞은 후 96-well plate에 

옮겨 NO생성의 반응물인 아질산염의 양을 spectropho-
tometer로 540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 이때 표준치

를 구하기 위해 sodium nitrite (Sigma, St. Louis, MO, 
USA)를 단계적으로 희석하여 사용하였다.

통계적 처리

모든 실험은 3계대에서 5계대 사이의 세포를 이용하였고 

대조군은 약물처리를 하지 않은 군으로 하였으며, 실험군과 

대조군의 비교는 unpaired t-test를 사용하였으며 유의수

준은 0.05%로 정하였다.  

결 과
  

DPPH assay에서 DPD는 20, 50, 100 μm의 농도에서 대

조군에 비해 농도에 비례하여 자유유리기인 DPPH를 유의
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Figure 1. Antioxidant property of dipyridamole with DPPH 
assay. Dipyridamole reduced DPPH in a dose-dependent man-
ner (*p <  0.05).

Fl
uo

re
sc

en
ce

/m
g 

pr
ot

ei
n

Dipyridamole ( M)µ

160

140

120

100

80

60

40

20

0
 0                                   20                                  50

*

*

Figure 2. Effect of dipyridamole on the generation of reactive 
oxygen species (ROS) in trabecular meshwork cells with 
DCFHDA assay. Dipyridamole decreased ROS significantly 
in a dose-dependent manner (*p <  0.05).
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Figure 3. Effect of dipyridamole on the tBHP-induced oxida-
tive stress in trabecular meshwork cells with resazurin assay. 
Exposure to tBHP decreased cellular activity significantly 
compared to non-exposed control (*p <  0.05). Dipyridamole 
improved cellular activity significantly after treatment with 
tBHP (**p <  0.05).
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Figure 4. Effect of dipyridamole on the production of nitric 
oxide in trabecular meshwork cells with Griess assay. 
Dipyridamole did not affect the production of nitric oxide sig-
nificantly (p >  0.05).

하게 감소시켜 DPD가 자유유리기를 제거하는 항산화능을 

가지고 있음을 알 수 있었다(p<0.05) (Fig. 1). 
인체의 섬유주세포를 일차배양한 결과 초대배양 7일째부

터 섬유주조직의 이식편 주위로 섬유주세포가 자라 나오기 

시작하였으며 섬유주세포의 확인은 세포들이 밀집해서 단

층을 형성하며 세포들 사이에 분지를 내어 서로 연접하며 

약간 길다란 모양의 세포체를 가지는 편평한 모양의 특징

적 형태학적인 양상과 섬유주 조직의 이식편 주위에서 위

성양상으로 자라나는 섬유주세포의 특징적인 성장양상으로 

확인하였다.23,24

DPD가 가진 항산화능이 섬유주세포에서의 ROS 생성에 영

향을 미치는지를 알아보기 위하여 섬유주세포에서 DCFHD 

assay로 활성산소종의 생성에 미치는 영향을 측정한 결과 

20 μm과 50 μm DPD를 첨가하였을 경우 대조군에 비해 단

위 mg당 형광도가 32.34, 72.55로 유의하게 감소하였다

(p<0.05) (Fig. 2).
산화스트레스에 의해 미토콘드리아의 호흡활성도가 저

하되게 되는데, 약물을 처리하지 않은 대조군에 비해서 

tBHP는 0.1 mM과 0.25 mM의 농도에서 유의하게 섬유주

세포의 세포활성도를 감소시켰으며, 이때 5 μm DPD를 첨가

하였을 경우 0.1 mM과 0.25 mM의 tBHP 농도에서 단위 mg
당 형광도가 각각 221, 214로 유의하게 증가하여(p<0.05) 

DPD가 tBHP에 의해 유도된 산화스트레스에 대해 세포의 

호흡활성도를 증가시키는 작용을 나타내었다(Fig. 3).

섬유주세포에서 DPD가 일산화질소의 생성과 세포의 

생존에 미치는 영향 

DPD는 일산화질소의 생성에는 유의한 영향을 미치지 않

았으며(Fig. 4), MTT assay의 결과 25, 50 μm DPD는 약

물처리를 하지 않은 대조군에 비해 섬유주세포에서 유의한 



www.ophthalmology.org 499

-이근우⋅김재우 : Dipyridamole과 섬유주세포-

세포 독성을 나타내지 않았다(Data not shown).

고 찰

자유유리기는 산화스트레스를 유발하여 인체의 노화를 

유발하는 주요한 요인으로 알려졌으며 녹내장의 경우에도 

산화스트레스는 섬유주세포의 손상을 유발할 뿐만 아니라 

섬유주세포의 노화를 촉진할 수 있는 것으로 알려졌고 안

압상승과 시야손상의 정도가 섬유주에서의 산화스트레스에 

의한 핵산의 손상 정도와 비례하는 것으로도 알려졌다.25
 

혈관내피세포의 경우 고농도의 포도당에 노출되면 NO의 

생성이 저하되며 산화스트레스가 유발되는 것으로 알려졌

다.26
 섬유주세포에 ROS가 지속적으로 노출될 경우 섬유주

세포에서의 생리적 NO의 생성에 영향을 미칠 수 있고 산화

스트레스도 유발할 수 있다. 따라서 산화스트레스는 섬유주

세포의 기능에 영향을 줄 뿐만 아니라 섬유주세포의 노화

를 촉진시킬 수 있을 것이다. 
항혈전작용을 가진 DPD은 자유유리기를 제거하는 작용

이 있어 세포막과 미토콘드리아의 과산화를 방지하거나 저

밀도지방단백의 산화변성을 유발하여 항산화작용을 나타내

는데13,27-29
 직접적으로 내인성 자유유리기 또는 질소종의 

생성을 변화시키는 지는 아직 자세히 알려져 있지 않다. 섬
유주세포는 혈관 내피세포의 성질을 가지고 있으므로 DPD
가 섬유주세포의 산화스트레스에 미치는 영향을 알아 보기 

위해 시행한 본 연구의 결과에서 DPD의 항산화능을 확인

하였으며, DPD을 추가하여 섬유주세포를 배양한 경우 ROS
의 생성이 유의하게 억제되었다. 또한 산화스트레스를 유발

하여 DPD을 추가한 경우에도 DPD을 추가하지 않은 대조군

에 비해 유의하게 세포의 활성도를 증가시켰으므로 DPD이 

산화스트레스에 노출된 섬유주세포에 대해서도 유의하게 

세포보호작용을 나타냄을 알 수 있었다. 이러한 DPD의 세

포보호작용은 신경세포에서도 나타나는 것으로 알려졌다.30

본 연구의 결과에서 DPD은 NO의 생성에는 유의한 영향

을 미치지 않았다. 이러한 결과는 DPD이 phosphodiester-
ase 저해제로서 작용하며 이는 혈관에서 DPD이 NO의 생

성 증가 또는 cGMP의 강화작용 보다는 adenosine 강화작

용에 의한 것이라도 볼 수 있다는 기존의 보고와 일치한

다.31
 또한 세포의 생존에는 유의한 영향을 미치지 않아 세

포에 대한 독성은 낮을 것으로 생각한다. 따라서 섬유주세

포에서 DPD는 NO의 생성에는 유의한 영향을 미치지 않아 

방수유출작용은 나타내지 않을 것으로 생각하나 항산화작

용을 나타내어 개방각녹내장의 병인 중 하나로 생각하는 

섬유주세포의 변성 내지 노화를 억제하는 작용을 나타낼 

수 있을 것이다.

결론적으로 DPD은 배양된 사람의 섬유주세포에서 유해

한 산화물질의 생성을 억제하였으며 산화스트레스에 대하

여 섬유주세포를 보호하는 효과도 나타내었으므로 비록 생

체 내에서의 연구는 아니지만 본 연구의 결과는 DPD이 항

산화작용을 통한 섬유주세포 보호작용을 나타낼 가능성이 

있음을 시사하며 향후 그 기전과 임상적 효과에 대해 보다 

자세한 연구가 필요할 것으로 생각한다.
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=ABSTRACT=

Effect of Dipyridamole on the Reactive Oxygen Species and Oxidative 
Stress in Trabecular Meshwork Cells

Keun Woo Lee, MD, Jae Woo Kim, MD, PhD

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

Purpose: To investigate the effects of dipyridamole (DPD) on the production of reactive oxygen species (ROS) and oxida-
tive stress in cultured human trabecular meshwork cells (HTMC).
Methods: Antioxidant activity of DPD was determined by DPPH assay. Primarily cultured HTMC were exposed to 0, 20, 
and 50 μm DPD using serum-deprived media. The effect of DPD on the production of ROS was assessed with the 
DCHFDA assay. The effect of DPD on the t-butyl hydroperoxide (tBHP)-induced oxidative stress was assessed with re-
sazurin assay. 
Results: DPD showed significant antioxidant activity. DPD significantly decreased the production of ROS (p < 0.05) and 
improved cellular activity significantly after treatment with t-BHP (p < 0.05). DPD did not affect the generation of nitric 
oxides.
Conclusions: DPD suppressed the formation of ROS and possessed cytoprotective activity against the oxidative stress in 
HTMC. 
J Korean Ophthalmol Soc 2013;54(3):496-501

Key Words: Antioxidant, Dipyridamole, Reactive oxygen species, Trabecular meshwork cells
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