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배양된 사람 코점막 섬유아세포에 대한 양막추출물의 효과

Effect of Amniotic Membrane Extract on Cultured Human Nasal 
Mucosa Fibroblasts 
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Purpose: To investigate the effects of amniotic membrane extract (AME) on the survival of cultured human nasal mucosa 
fibroblasts.
Methods: Primary cultured human nasal mucosa fibroblasts were exposed to 0, 10, 20, or 30 μg/mL AME for 3 days. The survival 
of the human nasal mucosa fibroblasts was measured using the MTT assay and apoptosis was evaluated with flow cytometry us-
ing annexin-V/propidium iodide double staining. 
Results: AME decreased significantly in fibroblast proliferation after exposure to 10 μg/mL (p = 0.000), and caused significant 
apoptosis of the fibroblasts after exposure to 10 μg/mL (p = 0.024). 
Conclusions: AME decreased fibroblast proliferation in vitro at least through induction of apoptosis. Therefore, adjuvant use of 
AME during endonasal dacryocystorhinostomy may improve clinical outcomes.
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코눈물관폐쇄 치료의 수술방법인 코경유 눈물주머니코

안연결술 후 수술 실패의 가장 흔한 원인은 코안 골공 부위

의 폐쇄로 골공 부위에 점차적인 반흔이나 육아종 형성으

로 인해 발생하는 것으로 알려져 있다.1-3 골공 부위를 가능

한 한 크게 만드는 것이 재발의 위험성을 감소시킬 수 있지

만, 섬유아세포의 반응과 이로 인한 반흔 형성을 줄이는 것

이 주요 관건이다.4,5 그래서 수술 중 0.4 mg/mL 마이토마

이신 C나 5 mg/mL 5-플루오로우라실을 코안 골공 부위에 

5분간 처치하거나, 수술이 끝날 때 Sodium hyaluronate와 

sodium carboxymethylcellulose를 혼합하여 제조한 용액형 

유착방지제를 골공 부위에 사용하기도 한다.6-8 또한 일부에

서는 수술 직후 양막충전술을 시행하기도 하는데, 사용된 

양막이 창상의 염증을 줄이고 초기 육아종 발생을 줄인다

고 한다.9

양막은 1940년 De Rötth10가 결막붙음증과 결손의 치료

를 위해 처음 안과 영역에 사용한 이후 최근까지 다양한 안

과 영역에서 널리 사용되고 있다. 양막은 태반의 가장 안쪽

에 있는 막으로 두꺼운 기저막과 풍부한 무혈관성 기질로 

구성되며, 조직적합성 항원이 표시되지 않아 이식을 하여

도 거부반응이 없고 충분한 양을 손쉽게 얻을 수 있다.11,12 

임상적으로 양막은 상피화를 촉진시키고 염증을 감소시키

며 신생혈관과 반흔형성을 억제하는 효과가 있다고 알려져 

있다.11,13-16 
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본 연구는 코경유 눈물주머니코안연결술 중 양막추출물

의 보조적인 사용이 코점막 섬유아세포에 미치는 영향과 

창상의 수축에 미치는 영향을 알아보기 위해 일차배양한 

사람의 코점막 섬유아세포를 0, 10, 20, 30 μg/mL 농도의 

양막추출물에 3일간 노출시킨 후 섬유아세포의 증식에 대

해 억제 효과를 가지는지 측정하고 그 기전에 세포 자가소

멸(apoptosis)이 관련되어 있는지 알아보았다. 

대상과 방법

사람 코점막 섬유아세포의 배양 

알레르기 비염, 용종 등의 이비인후과적 질환이나 코 수

술의 과거력이 없이 원발 후천 코눈물관폐쇄로 수술할 예

정인 10명의 환자에서 코내시경을 이용한 코경유 눈물주머

니코안연결술 도중 중간코선반의 부착지점 바로 앞쪽의 코

점막 조직 일부를 절제하였다. 절제한 코점막 조직을 phos-

phate-buffered saline (PBS, Gibco, Carlsbad, CA, USA) 용

액으로 세척한 후 10% 우태아 혈청(fetal bovine serum, 

Gibco, Carlsbad, CA, USA)과 함께 1% 항생제와 항진균제

(antibiotic-antimycotic, Gibco, Carlsbad, CA, USA)가 포함

된 Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM, Gibco, 

Carlsbad, CA, USA) 배지로 하여 5% 이산화탄소가 공급되

는 37℃ 배양기에서 일차배양하였다. 세포가 조직 주위로 

바닥에 자라나오는 것을 확인한 후 조직을 제거하고 배양

을 계속해 세포가 배양접시에 밀집하게 되면 0.05% tryp-

sin-EDTA (Gibco, Carlsbad, CA, USA)를 처리하여 계대배

양하였고, 모든 실험에는 4차 계대 세포를 이용하였다.

양막추출물의 제조와 처치

양막 채취를 위해 제왕절개술이 예정되어 있으며 B형 간

염, C형 간염, 후천성면역결핍증, 매독 등에 대한 혈청검사

상 음성인 산모에게 제왕절개술을 시행하기 전날 미리 양막 

사용에 대한 피험자 동의서를 받았다. 제왕절개술 직후 나온 

태반을 즉시 항생제가 포함된 PBS로 여러 번 세척한 후 융모

막에서 양막을 분리하였다. 이 양막을 -80℃ 냉장고에서 얼

린 후 분쇄하여 균질화시켰다. 이후 4℃에서 하룻밤 동안 교

반시킨 후 원심분리하여 주사기 필터로 여과시켰다. 양막추

출물에 포함된 단백질의 양은 595 nm 흡광도에서 Bradford 

assay17로 측정하였으며, 표준단백질은 우혈청 알부민(bovine 

serum albumin, Sigma, St Louis, MO, USA)을 사용하였다.

배양된 섬유아세포를 형태학적으로 확인한 다음 24 well 

plate의 각 well에 1×105 cells/mL의 농도로 분주한 후 10% 

우태아 혈청과 함께 1% 항생제와 항진균제가 포함된 

DMEM 배지를 공급하여 24시간 동안 37℃, 5% 이산화탄

소 배양기에 넣어 배양시켜서 세포를 바닥에 부착시켰다. 그

리고 부착된 섬유아세포에 양막추출물을 10, 20, 30 μg/mL의 

농도로 3일간 노출시켰다. 

MTT assay

양막추출물이 섬유아세포의 증식에 영향을 주는지 알아

보기 위하여 MTT assay를 시행하였다.17 여러 농도의 양막

추출물로 처치한 섬유아세포를 3일 동안 배양한 후 각 well

당 5 mg/mL 농도의 MTT (Sigma, St Louis, MO, USA) 

100 μL와 DMEM 배지 400 μL를 넣고 4시간 동안 배양하

였다. 상층액을 버린 후 각 well을 다시 PBS로 1회 씻어낸 

후 Dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma, St Louis, MO, 

USA)를 well당 500 μL씩 넣고 실온에서 24 well plate를 

15분간 흔들어 반응이 잘 일어나게 하였다. 각 well에서 

200 μL씩을 96 well plate로 옮긴 후 분광광도계(FLUOstar 

OPTIMD, BMG Labtech, Offenburg, Germany)를 이용하여 

540 nm에서 흡광도를 측정하였다. 이때 섬유아세포의 증

식 정도는 실험군의 값을 양막추출물로 처치하지 않은 대

조군의 비로 나누어 백분율로 나타내었다.

Annexin-propidium iodide (PI) 이중염색을 이용한 

유세포분석

양막추출물에 유발되는 세포 자가소멸의 정도를 정량적

으로 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 이

중염색한 후 유세포분석을 실시하였다. Trypsin 처리한 세

포를 원심분리하고 차가운 PBS로 세척한 다음 5 μL의 

Annexin V와 1 μL의 PI를 100 μL의 세포부유액에 넣었다. 

이를 상온에서 15분간 배양한 다음 400 μL의 완충액에서 

부드럽게 섞은 후 유세포분석기(Gallios, Beckman Coulter,  
Brea, CA, USA)를 이용하여 형광 emission 530 nm와 575 

nm 이상의 파장에서 유세포분석을 시행하였다.

통계학적 처리

모든 실험은 총 3회 이상 반복하여 시행하였다. 모든 실

험에서 대조군은 양막추출물에 노출되지 않은 군으로 하였

고, 실험군과 대조군의 비교는 unpaired t 검정을 사용하였

으며, 통계학적 유의수준은 p<0.05로 정하였다.

결 과

MTT assay

섬유아세포를 양막추출물에 3일간 노출시켰을 때 10, 20, 
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Figure 1. Effect of amniotic membrane extract (AME) on the 
survival of the cultured human nasal mucosa fibroblasts. AME 
decreased fibroblast proliferation significantly in a dose-de-
pendent manner compared to non-exposed control. *p <  0.05.

Figure 2. Flow cytometric analysis of apoptosis using annexin-PI double staining. Cells in quadrant B1, B2, B3, B4 represents ne-
crotic cells, late apoptotic cells, living cells and early apoptotic cells, respectively. (A) Unstained control. (B) Exposed to 20 μg/mL 
amniotic membrane extract. FITC = fluorescein isothiocyanate; PI = propidium iodide.

Figure 3. Flow cytometric analysis of apoptosis using annex-
in-PI double staining. 10, 20, 30 μg/mL amniotic membrane 
extract increased the degree of apoptosis significantly com-
pared to non-exposed control. PI = propidium iodide.*p < 0.05.

30 μg/mL의 모든 농도에서 양막추출물에 노출시키지 않은 

대조군에 비하여 섬유아세포의 증식을 유의하게 감소시켰

다(p=0.000) (Fig. 1). 10 μg/mL의 농도에서는 91.71%, 20 μg/mL

의 농도에서는 88.13%, 30 μg/mL의 농도에서는 84.24%로 

섬유아세포의 생존을 유의하게 감소시켰다(p=0.000, p=0.000, 

p=0.000). 

Annexin-propidium iodide (PI) 이중염색을 이용한 

유세포분석

Annexin-V/PI 이중염색 후 유세포분석에서 살아있는 정

상 세포는 annexin-V에 음성이면서 PI에도 음성으로, 세포 

자가소멸의 경우는 annexin-V에 양성이면서 PI에 음성으

로, 세포 괴사(necrosis)의 경우는 annexin-V에 양성이면서 

PI에도 양성으로 나타난다(Fig. 2). 양막추출물에 3일간 노

출시켰을 때, 10, 20, 30 μg/mL 농도의 양막추출물 모두에

서 세포 자가소멸의 정도를 유의하게 증가시켰다(p=0.024, 

p=0.002, p=0.002) (Fig. 3). 그리고 20, 30 μg/mL 농도의 양

막추출물은 대조군에 비하여 세포 괴사를 유발하는 정도에 

있어서 유의한 차이를 나타냈다(p=0.005, p=0.000) (Fig. 4).

고 찰

양막은 Davis18가 1910년 최초로 피부이식을 위해 사용

하였고, 안과 영역에서는 1940년 De Rötth10가 결막붙음증

과 결손의 치료를 위해 처음 사용하였다. 1995년 이후부터 

안과 영역에서 다양한 안구표면질환의 적응증에 사용되고 

있는데, 널리 사용되기 시작한 것은 1997년 냉동보존방법

이 알려지면서부터이다.

A B
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Figure 4. Flow cytometric analysis of necrosis using annex-
in-PI double staining. 20, 30 μg/mL amniotic membrane ex-
tract affected the degree of necrosis significantly compared to 
non-exposed control. PI = propidium iodide. *p <  0.05.

양막은 표피성장인자(epidermal growth factor), 각질세포성

장인자(keratinocyte growth factor), 간세포성장인자(hepatocyte 

growth factor) 등의 각종 성장인자들을 함유하고 있어 상피

세포의 이동, 분화, 유착을 강화시키고 창상의 상피화를 증

진시키며,19,20 IL-1 receptor antagonist, IL-10 등의 항염증단

백을 함유하여 항염증작용을 한다.21 또한 양막은 조직적합

항원이 표현되지 않아서 이식 거부반응이 없고,22,23 TGF-β 

신호전달체계를 억제하여 반흔 형성을 줄여준다.24,25

이러한 상피화 촉진 효과를 이용하여 지속각막상피결손, 

노출성 각막염, 헤르페스성 각막염, 수포각막병증, 각막화

상, 각막궤양 및 각막천공 등의 다양한 각막표면질환에서 

양막이식이 이용되고 있다.26,27 또한 군날개의 재발률을 낮

추기 위해 사용하는 항대사물질을 양막이식으로 대체하기

도 하며,28 엑시머레이저 각막절제술 후 양막연고를 도포하

여 염증과 반흔을 줄이고 근시 진행을 억제하려는 보고도 

있었다.29

Choi et al9은 코경유 눈물주머니코안연결술 시 양막으로 

감싼 Merocel® 충전술을 시행하여 창상의 염증을 감소시키

고 치유속도를 증가시키며, 초기 2개월까지 육아종 발생을 

줄일 수 있었다고 보고한 바 있다. 하지만 이 방법은 양막

으로 감싼 Merocel®을 10-14일간 충전하고 있어야 하기 때

문에 환자의 불편함과 감염관리를 철저히 해야 한다는 단

점이 있고, Merocel® 제거 후에는 양막의 영향이 감소하여 

실리콘관의 지속적인 기계적 자극으로 인한 만성적인 염증

반응을 줄이지 못하므로 결국 6개월째에는 육아종 발생을 

줄이지 못했다는 제한점이 있었다.

본 연구는 양막의 섬유아세포에 대한 영향에 의거하여 

코경유 눈물주머니코안연결술 중 양막추출물의 보조적인 

사용이 코점막 섬유아세포에 대해 항증식 효과를 가지는지 

확인하고, 세포 자가소멸과 창상의 수축에 미치는 영향을 

알아보았다. 그 결과 양막추출물은 낮은 농도에서도 섬유

아세포의 증식을 억제시켰으며, 농도가 높아지면서 점차 

섬유아세포의 증식을 많이 억제시키는 농도 의존성 변화를 

보였다. 양막추출물은 10 μg/mL의 낮은 농도에서부터 세

포 자가소멸을 유발시키는 것으로 나타났는데, 이는 섬유

아세포의 증식을 억제시키는 데 세포 자가소멸이 연관되어 

있을 가능성을 시사한다. 또한 20, 30 μg/mL의 높은 농도

에서는 오히려 세포괴사를 유발하는 것으로 나타났는데, 

세포배양상태에서는 세포 자가소멸을 일으킨 세포 성분을 

탐식할 세포들이 주위에 없으므로 세포 자가소멸을 일으킨 

세포들이 세포괴사의 양상을 나타낼 수도 있다는 점을 고

려해야 한다.30-32 그러나 고농도의 양막추출물을 사용하게 

되면 코점막에 손상을 유발할 가능성이 낮게나마 있을 수

도 있으므로 이에 대한 추가적인 생체 내 실험이 필요할 것

으로 보인다.

본 연구의 결과를 바탕으로 눈물주머니코안연결술의 성

공률을 높이기 위하여 수술 시 Choi et al9이 시행한 대로 

양막을 감싼 Merocel®을 만들어 3일간만 유지한 후 제거하

여 코를 막는 기간을 줄여서 시행해 보거나 양막추출물을 

상품화하여 창상 부위에 뿌리는 새로운 방법을 시도해 볼 

수도 있을 것이다. 이는 Choi et al9의 보고에서처럼 장시간

의 Merocel® 충전이 불필요하며, 코에 직접 뿌리는 방법은 

효과가 저하될 때 다시 시술하기가 간편하다는 장점이 있

을 것으로 보인다. 그러나 이는 신선한 양막을 사용할 때에 

해당되는 방법들로 기존에 상품화되어 나와있는 양막을 위

와 같은 방법으로 코점막에 처치하게 된다면 상이한 결과

가 나올 수 있을 것으로 보인다. 

본 연구는 생체 외 실험이므로 생체 내에서 유효성을 가

지는지에 대한 태생적인 한계가 있으며, 양막추출물이 섬

유아세포의 증식을 억제하는 효과를 노출 시간에 따라 장

기적으로 관찰하지 못하였다는 한계점이 있다. 따라서 임

상적인 적용에 앞서 6개월 이상의 장기간 동안 양막추출물

의 영향 및 재노출 시에도 초기 노출과 같은 효과를 나타내

는지에 대한 연구가 필요할 것이다. 

결론적으로 양막추출물은 생체 외 환경에서 배양된 사

람 코점막 섬유아세포의 증식을 억제하였으며, 세포 자가

소멸이 어느 정도 그 기전에 연관성이 있는 것으로 보인

다. 그러므로 코경유 눈물주머니코안연결술 시 양막추출

물의 보조적인 사용은 수술 결과를 향상시킬 수 있을 것으

로 보인다.
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= 국문초록 = 

배양된 사람 코점막 섬유아세포에 대한 양막추출물의 효과

목적: 양막추출물이 배양된 사람의 코점막 섬유아세포의 생존에 미치는 효과에 대해 알아보고자 하였다. 

대상과 방법: 일차배양한 사람의 비점막 섬유아세포를 0, 10, 20, 30 μg/mL의 양막추출물에 3일간 노출시킨 후 섬유아세포의 생존은 

MTT assay로, 세포의 자가소멸은 annexin-V/propidium iodide 이중염색 후 유세포분석으로 평가하였다. 

결과: 양막추출물은 10 μg/mL의 농도에서부터 섬유아세포의 증식을 유의하게 억제시켰으며(p=0.000), 유세포분석에서 10 μg/mL의 

농도에서부터 섬유아세포의 자가소멸을 유의하게 증가시켰다(p=0.024). 
결론: 양막추출물은 생체 외 환경에서 섬유아세포의 증식을 억제하였으며, 세포 자가소멸이 어느 정도 그 기전에 연관성이 있는 것으

로 보인다. 그러므로 코경유 눈물주머니코안연결술 시 양막추출물의 보조적인 사용은 수술 결과를 향상시킬 수 있을 것으로 보인다.
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