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Ascorbic Ac i d의 각막내피세포의 기능에 대한 영향

김기기기산

〓 요 약 〓

아스코르빈산( A A )은 각막내피세포에 흡수되어 산화반응에 의한 손상으로부터 내피세포를 보

호하는 것으로 보고된 바 있다. 저자들은 각막내피세포의 기능에 아스코르빈산이 어떠한 영향을

미치는지 알아 보고자 하였다. 토끼의 각막을 실험용 경면현미경에 부착된 관류장치에 고정하고

각막내피세포를 먼저 A A용액( 3 . 0 m M )으로 관류하여 각막부종률과 각막내피세포의 투과도를 측

정하였다. 그리고 o u a b a i n용액으로 각막내피세포를 두시간 동안 미리 관류한 후 A A를 첨가하

여 다시 두시간 가량 관류하였다. 또한 이와는 역순으로도 관류하였다. 그리고 A A의 흡수를 억

제하는 p h l o r e t i n을 A A와 함께 관류하였다. 또 o u a b a i n으로 관류한 후 o u a b a i n을 배제하고

glutathione-bicarbonate-Ringer(GBR) 또는 A A용액으로 교체하여 관류하였다. 관류동안

매 1 5분마다 각막의 두께를 측정하여 각막부종률을 계산하였다. AA용액으로 관류한 후 각막부

종은 일어나지 않았고 오히려 대조군(GBR 용액)보다 부종률이 낮았다(p=0.027). 각막내피세포

의 투과도는 변화가 없었다. Ouabain으로 미리 관류한 경우에 A A를 첨가하여 관류하니

o u a b a i n단독으로 관류한 경우보다 낮은 부종률을 보였다(19.9 vs. 40.5㎛/hr). AA으로 미리

관류한 후 o u a b a i n을 첨가하여 관류한 경우 역시 낮은 부종률을 보였다(21.7 vs. 28.6㎛/ h r ) .

P h l o r e t i n을 함께 관류한 경우 A A에 의한 부종률감소를 보이지 않았다. Ouabain으로 관류하

다가 도중에 o u a b a i n을 제거하고 A A으로 관류한 경우 더 이상의 부종은 없었지만 정상으로 회

복되지는 않았다. 이로 미루어 A A는 각막의 펌프기능을 증가시키는 작용을 하리라 생각된다

(한안지 41:1040~1046, 2000).

〓 A b s t r a c t 〓

E ffect of Ascorbic Acid on Corneal Endothelial Function
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— 김기산 : Ascorbic acid와 각막내피기능 —

Ascorbic acid는 정상적으로 사람의 전방내에

약 1.0mM 정도 존재하며1 ) 이는 혈장에서의 농

도보다 약 2 0배로 훨씬 높다. 전방 내에서의

ascorbic acid의 역할은 자외선에 의해 생성되는

유리기를 제거하는 항산화작용을 하는 것으로 알

려져 있고 특히 방사선에 의한 수정체손상을 방지

한다는 보고도 있다2 ). 저자의 이전 연구에서는

ascorbic acid가 H2O2에 의한 각막내피세포 손

상을 어느 정도 억제하는 것을 관찰하였다. 그러

나 각막에서의 ascorbic acid의 생물학적 기능에

관해서는 아직 모르는 것이 많다. Ascorbic acid

는 전방내에서 산화되고 각막내피세포내로 흡수되

어 다시 환원되어 각막내피세포보호에 이용된다고

하고 이러한 ascorbic acid의 흡수는 o u a b a i n에

의해 억제되지 않는다고 보고되었으며 3 ) 또한

ascorbic acid는 모양체상피세포에서 s o d i u m의

이동을 증가시키므로 Na/K pump의 활동을 증

가시킬 수도 있다고 하였다4 ). 본 연구에서는 정상

적으로 전방내에 높은 농도로 존재하면서 그 역할

에 대해서는 아직 밝혀지지 않은 ascorbic acid

가 각막내피세포의 장벽기능과 펌프기능에 어떠한

영향을 미치는지를 알아 보고자 하였다.

대상 및 방법

1. 각막내피세포의 관류실험

2 ~ 3㎏의 백색토끼 5마리를 대상으로 하여 한

눈은 실험군으로, 반대편 눈은 대조군으로 하였

다. 과량의 pentothal sodium을 정맥주사하여

토끼를 희생시킨 후 양안을 적출하고 약 2 ~ 3㎜

의 공막연이 포함되게 각막을 잘라낸 후 d u a l -

chambered specular microscope을 변형시킨

perfusion system에 공막연을 포함한 각막을 고

정하여 인공전방을 형성하였다5 ). 각막상피세포가

건조됨을 방지하고 또한 현미경의 대물렌즈가 접

촉될 때 깨끗한 상을 얻기 위해 각막상피세포표면

위를 실리콘유(한국다우코닝주식회사, 한국)로 도

포하였다. 실험군, 대조군 모두 g l u t a t h i o n e -

It has been reported that ascorbic acid(AA) appears to be actively taken up

by the corneal endothelium and protect the endothelium against harmful

effects of the oxidative reactions. To investigate the effect of ascorbic acid

on the corneal endothelial function, rabbit’s corneas were mounted in the in

vitro specular microscope. Corneal endothelium was perfused with ascorbic

acid, then switched to AA plus ouabain solution, and vice versa. Also,

phloretin was perfused onto the endothelium with AA and ouabain. And

corneal endothelium was perfused with GBR or AA solution followed by per-

fusion with ouabain. Corneal thickness was measured during the perfusion

and the corneal swelling rate calculated. Corneal endothelial permeability

was also measured after perfusion of ascorbic acid. Perfusion with AA

showed no corneal swelling, but swelling rate was even lower than GBR con-

trol. Corneal endothelial permeability did not change upon AA perfusion. In

corneas preperfused with ouabain, AA added to ouabain solution decreased

corneal swelling rates induced by ouabain solution(19.9 vs. 40.5㎛/hr). The

corneas preperfused with AA also showed decreased swelling rates with sub-

sequent perfusion of ouabain added to AA solution(21.7 vs. 28.6㎛/ h r ) .

Phloretin inhibited the effect of AA. However, when ouabain was removed,

the corneal swelling plateaued but did not return to baseline thickness in

both AA and GBR perfusion. The results of this study showed that AA can

increase corneal endothelial pump function and reduce corneal swelling

caused by ouabain(J Korean Ophthalmol Soc 41:1040~1046, 2000).

Key Words : Ascorbic acid, Corneal endothelium, Corneal swelling rate,

Ouabain, Phloretin



bicarbonate-ringer(GBR) 용액으로 약 1시간

동안 각막내피세포를 관류하였으며 G B R용액은

NaCl 111.56mM, KCl 4.82mM, NaHCO3

29.20mM, glucose 5.01mM, CaCl2 2 H2O

1.04mM, MgCl2 6 H2O 0.78mM, NaH2P O4

0.86mM, glutathione 0.30mM를 용해하여

pH 7.4로 조정하고 삼투압은 약 2 8 5 m O s m이

되게 하여 사용하였다. 이때 관류액의 온도는

3 4˚C로 유지하고 관류속도는 Harvard pump로

0 . 1㎖/ m i n으로 일정하게 관류하고 인공전방내의

압력은 약 1 5 ~ 2 0㎜H g가 되도록 하면서 관류를

하는 동안 매 1 5분마다 각막두께를 측정하여 각

막두께가 안정이 되면 관류액을 실험약제로 대체

하여 다시 약 4시간 가량 관류하고 관류동안 역시

매 1 5분마다 각막두께를 측정하였다. 측정된 각

막두께를 이용하여 선상회기분석에 의해 각막부종

률을 구하였다.

2. 각막내피세포의 투과도 측정

또한 각막내피세포의 장벽기능을 측정하였는데

그 방법을 간단히 보면 백색토끼 5마리를 대상으

로 각막내피세포 관류실험시와 같은 방법으로 준

비하되 각막상피를 미리 제거하고 관류하였고 각

막두께가 안정되면 실리콘유를 제거하고 0 . 3㎖의

2 . 6×1 0- 4M carboxyfluorescein(CF)용액을 각

막간질 위에 3 0초간 둔 후 제거하였다. 그 후 공

기방울을 outflow 관의 시작부위에 주입하고 이

공기방울이 다 빠진 후부터 나오는 관류액을 3 0분

간 모았다. 이후 관류장치를 해체하고 각막을 들어

내어 2 0㎖의 B S S용액에 담구어 4˚C에서 4 8시간

두어 각막간질내의 C F가 빠져 나오게 하고( e l u-

ate) 관류액과 e l u a t e내의 C F량을 형광측정기로

측정하여 각막내피세포 투과도를 계산하였다.

실험군은 다음과 같이 나누어 시행하였다. 먼저

ascorbic acid 자체에 의한 각막내피세포에 대한

영향을 보기 위해 ascorbic acid 3.0mM을 혼합

한 G B R용액으로 관류하여 각막부종률을 구하였

고 또한 각막내피세포의 투과도를 측정하였다. 다

음으로 각막내피세포의 펌프기능에 대한 a s c o r b i c

a c i d ( A A )의 영향을 보기 위해 각막내피세포를 먼

저 1 0- 5M ouabain으로 약 2시간 동안 관류하여

각막의 부종을 유발한 후 3.0mM ascorbic acid

를 추가로 혼합하여 다시 2시간 동안 관류하고 부

종률을 측정하였다. 대조군은 ascorbic acid를 혼

합하지 않고 계속 o u a b a i n으로 관류하였다. 또

다른 실험군에서는 위의 실험의 순서와는 반대로

먼저 한쪽은 3.0mM ascorbic acid용액으로 관

류한 뒤에 1 0- 6M ouabain을 추가로 혼합하여 관

류하고 다른 쪽은 처음에는 G B R용액으로 관류하

다가 2시간 후 o u a b a i n을 혼합하여 관류하였다.

그리고 o u a b a i n으로 먼저 관류하다가, ascorbic

a c i d의 흡수를 억제하는 작용이 있는 것으로 알려

진 phloretin 0.5mM을 ascorbic acid와 함께

관류하여 ascorbic acid의 흡수를 차단한 후 각막

부종률을 측정하였다. 또한 먼저 양쪽 다 1 0- 6M

o u a b a i n으로 관류한 뒤에 한쪽은 3 . 0 m M

ascorbic acid로 교환하여 관류하고 반대편 대조

군은 G B R용액만으로 관류하여 o u a b a i n으로 인

한 각막부종이 회복되는지를 보았다.

결 과

GBR 용액에 ascorbic acid를 혼합하여 관류한

결과 각막부종률은 1 . 4 3±1 . 4 2㎛/ h r로 GBR 용액

으로만 관류한 대조군의 6 . 1 5±0 . 3 3㎛/hr 에 비해

미미한 차이이지만 낮은 부종률을 보였다

(p=0.0274)(Fig. 1). ascorbic acid용액으로 관류

하여 각막내피세포의 투과도를 측정한 결과 4 . 7 8±

0 . 8 6×1 0- 4㎝/min 로써 대조군의 4 . 6 4±0 . 6 0×1 0- 4

㎝/ m i n과 차이를 보이지 않았다(p>0.1)(Fig. 2).

1 0( 1 0 4 2 )
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Figure 1. Rabbit corneal endothelial perfusion

with ascorbic acid showed slightly low swelling

rate compared to control cornea perfused with

glutathione-bicarbonate-Ringer solution.
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— 김기산 : Ascorbic acid와 각막내피기능 —

각막내피세포를 o u a b a i n으로 2시간 동안 미리

관류를 하고 난 뒤 ascorbic acid를 o u a b a i n과

함께 관류한 경우의 각막부종률은 1 9 . 9 4±4 . 4 3

㎛/ h r였고, 계속 o u a b a i n만으로 관류한 경우는

4 0 . 5 1±3 . 6 4㎛/ h r의 부종률을 보여 a s c o r b i c

a c i d에 의해 현저한 각막부종률의 감소를 보였다

(p<0.001)(Fig. 3). 미리 ascorbic acid용액으로

관류하고 o u a b a i n을 추가로 혼합하여 관류한 경

우는 부종률이 2 1 . 6 5±1 . 4 8㎛/ h r이었고, GBR용

액으로 관류하고 o u a b a i n만을 혼합하여 관류한

경우는 2 8 . 5 7±1 . 4 2㎛/ h r의 부종률을 보여 역시

ascorbic acid에 의해 통계학적으로 의의있는 부

종률의 감소를 보였다(p<0.001)(Fig. 4).

O u a b a i n으로 미리 2시간 관류한 후 한쪽은

o u a b a i n만으로 계속 관류하여 3 4 . 5 4±1 . 9 7㎛

/ h r의 부종률을 보였으며 o u a b a i n용액에 a s c o r-

bic acid와 0.5mM phloretin을 함께 관류한 결

과 2 9 . 5 5±2 . 6 2㎛/ h r로 ascorbic acid에 의한

부종률 감소를 보이지 않았다(p>0.05)(Fig. 5).

양쪽 다 o u a b a i n으로 미리 관류하고 한쪽을

ascorbic acid용액으로만 관류한 경우 3 . 7 9±

2 . 8 5㎛/hr 의 부종률을 보였고, GBR용액으로만

Figure 2. Rabbit corneal endothelial permeability

after perfusion with ascorbic acid. No differences

were found comparing to the perfusion with glu-

tathione-bicarbonate-Ringer solution.

Figure 3. Rabbit corneal endothelial perfusion with

ouabain for two hours, then switched to ascorbic

acid plus ouabain solution. Corneal swelling rates

were lower in corneas perfused with ouabain plus

ascorbic acid than in those with ouabain only.

Figure 4. Rabbit corneal endothelial perfusion

with ascorbic acid for two hours, then switched to

ascorbic acid plus ouabain solution. Corneal

swelling rates were lower in corneas perfused

with ascorbic acid plus ouabain than in those

with ouabain only.

Figure 5. Rabbit corneal endothelial perfusion

with ouabain for two hours, then switched to

ouabain plus ascorbic acid and phloretin solution.

Corneal swelling rates were not decreased in

corneas perfused with ouabain plus ascorbic acid

and phloretin.



관류한 경우는 1 . 8 2±0 . 6 9㎛/ h r의 부종률을 보여

양쪽 다 더 이상의 부종은 없었으나 a s c o r b i c

a c i d가 o u a b a i n에 의한 각막부종을 부종이전의

상태로 회복시키지는 못하였다(p>0.1)(Fig. 6).

고 찰

안조직은 방사선이나 산소유리기의 독성효과에

의해 손상받기 쉽다. 현재까지 superoxide dis-

m u t a s e나 catalase 등의 효소에 의한 산소유리

기제거에 관한 연구가 많았었는데 여기에 비해 상

대적으로 ascorbic acid의 기능에 관하여는 아직

정확하게 밝혀지지 않고 있다. Ascorbic acid는

여러 안구내 조직이나 용액에 고농도로 존재하여

낮에 활동하는 동물들에서 자외선에 의한 손상으

로부터 보호하는 작용을 하는 것으로 알려져 있

다. Ascorbic acid는 사람에서는 혈장에서 보다

약 2 0배의 높은 농도로 전방내에 있으며 대부분

은 환원형으로 존재하여 자외선에 의해 생성된 유

리기를 제거하므로써 안조직을 독성으로부터 방지

하는 역할을 한다고 생각되고 있다. Ascorbic

a c i d는 이러한 독성물질 처리과정에서 산화되어

dehydro-L-ascorbic acid로 되어 독성을 유발할

수 있는데 각막내피세포는 전방수와 항상 접촉하

고 있으므로 이러한 독성으로부터 피할 수 있는

기전이 있으리라고 예상된다.

Ascorbic acid의 운반은 모양체상피세포에서

일어나는데 혈장에서부터 ascorbic acid를 전방

내로 운반하여 높은 농도로 축적시킨 후 각막내피

세포 속으로 흡수가 된다. 전방내의 a s c o r b i c

a c i d의 산화는 빛과 r i b o f l a v i n에 의해 훨씬 가

속화된다1 ). 1996년 Costagliola 등6 )은 e x c i m e r

laser 조사후에 전방내의 H2O2의 증가와 a s c o r-

bic acid의 감소와 reduced glutathione(GSH)

의 감소, oxidized glutathione(GSSG)의 증가

가 일어났고 2 0분후에는 정상으로 회복되었다고

보고하여 엑시머레이저조사후에 각막내피세포나

수정체가 영향을 받았으리라는 것을 시사하였다.

Ascorbic acid는 산화되어 H2O2를 생성하기도

하지만 항산화제로써도 잘 알려져 있다7 - 9 ). 전방내

에 ascorbic acid의 산화등으로 부터 유래되는

H2O2농도는 수정체나 각막에 해가 되는 농도보다

약간 낮은 농도가 되므로, 전방내 높은 농도로 존

재하는 ascorbic acid의 주요기능은 단순히 H2O2

의 생성만은 아닌 것 같고 아마 다른 역할로써 산

소유리기나, H2O2를 제거하는 역할( s c a v e n g e r )

을 하는 것으로 생각된다. Ascorbic acid는 공기

가 존재하는 용액에서 s u p e r o x i d e를 제거하나

H2O2는 제거하지 않는 것으로 보고되었는데1 0 ) 일

반적으로 ascorbic acid는 산화되어 H2O2를 생

성하지만 g l u c o s e가 있든지 g l u t a t h i o n e이 존재

하면 그 산화가 제한된다. 또한 산소가 없는 상황

에서는 H2O2를 생성하지 않을 뿐 아니라 기존의

H2O2와 반응하여 오히려 H2O2를 제거할 수 있다

는 보고도 있다1 1 ). H2O2용액에 ascorbic acid를

첨가하고 공기를 차단하면 첨가된 ascorbic acid

의 농도가 높을수록 H2O2의 농도가 낮아지는 것

으로 봐서 위의 사실을 확인할 수 있다.

Ascorbic acid는 각막내피세포에 능동적으로

흡수되어 포도당 등의 물질보다 더 높은 농도로

유지된다고 하였다1 2 ). 각막내피세포에 흡수되는

ascorbic acid 중 흡수가 잘 되는 형이 환원형인

지 산화형인지에 관한 연구를 보면 Na 의존형인

활동형 운반체계는 ascorbic acid가 더 잘 흡수

되고 활동성 운반을 하지 않는 백혈구 적혈구같은

것은 산화형인 dehydro-L-ascorbic acid가 더

잘 흡수된다고 한다. 각막은 전방수에서 d e h y-

dro-L-ascorbic acid를 추출하여 환원시키는 운

1 2( 1 0 4 4 )
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Figure 6. Rabbit corneal endothelial perfusion

with ouabain for two hours, then switched to

ascorbic acid or glutathione-bicarbonate-Ringer

solution with ouabain. Corneal swelling was nei-

ther increased but nor returned to normal level.
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반 및 대사능력을 갖고 있어서 각막을 보호하기

위한 ascorbic acid을 제공하고 또한 전방수내의

ascorbic acid를 환원상태로 유지한다고 하였다
1 3 ). 또한 이러한 ascorbic acid의 흡수는

o u a b a i n에 의해서는 억제되지 않는다고 하였다.

Hou 등1 4 )이 발표한 바에 의하면 ascorbic acid

가 모양체의 상피세포에 흡수되고 이것이 s o d i-

u m의 흡수를 증가시켜 Na/K 펌프기능을 증가시

킨다고 보고하였고 ascorbic acid의 흡수를 억제

하는 p h l o r i d z i n이나 p h l o r e t i n을 투여하였을 때

세포내의 Na 증가를 차단하여 Na/K 펌프작용을

감소시킨다고 하였다. 세포내 N a의 농도가 증가

되는 이유로는 Na-Ascorbate cotransporter 때

문이며 부분적으로는 Na-H exchanger나

amiloride-sensitive Na channel을 통해서 일

어 난다고 하였다1 4 ).

본 연구에서 ascorbic acid가 각막내피세포의

기능에 미치는 영향을 본 결과 ascorbic acid만

으로 관류시 각막부종률이 대조군에 비해 오히려

낮았으며 내피세포의 투과도에는 변화가 없어서

정상상태에서도 다소 펌프기능이 증가되는게 아닌

가 생각되었다. Ouabain으로 N a / K - A T P a s e를

차단한 경우에도 ascorbic acid는 각막부종률을

감소시키는 효과를 보였다. 그리고 p h l o r e t i n으

로 ascorbic acid흡수를 차단한 후에는 각막부종

률감소 효과가 나타나지 않은 것으로 보아 a s c o r-

bic acid는 각막내피세포의 펌프기능을 항진시키

는 효과가 있는 것으로 생각되었다. 즉, 전방내의

ascorbic acid가 각막내피세포내로 흡수되어

Na/K 펌프기능을 항진시키거나 또는 다른 기전

에 의해 각막부종이 감소된 것이라고 생각된다.

O u a b a i n으로 미리 관류한 경우에 각막내피세포

내로의 ascorbic acid의 흡수가 억제되지 않으므

로, Na/K- ATPase가 차단된 상태에서라도 차

단되지 않은 Na/K- ATPase의 기능을 항진시키

는 것인지 아니면 다른 기전에 의한 것인지 알기

위해서는 계속적인 연구가 필요하리라 생각된다.
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