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석결명이 TGF-β1로 유도된 망막색소상피세포의 증식에 미치는 
영향

한송이1, 이중회1, 김재훈1,2*

1제주대학교 아열대열대생물유전자원센터, 2제주대학교 생명공학과

Effects of Abalone Shell Extract on Proliferation of Retinal Pigment 
Epithelial Cells Induced by TGF-β1

Song-I Han1, Jungwhoi Lee1, Jae-Hoon Kim1,2*

1Subtropical/tropical Organism Gene Bank, Jeju National University
2Faculty of Biotechnology, Jeju National University

요  약  본 연구는 석결명을 초산화 하여 추출물을 획득하고, 초산화한 석결명 추출물이 TGF-β1로 유도된 망막색소상피
세포에서의 전이에 미치는 영향과 그 기본 메커니즘을 조사하고자 하였다. 먼저 석결명 가루를 초산화 과정을 거쳐 추출
한 후 초산화한 석결명 추출물의 세포 독성을 확인하고자 WST-1 assay법을 이용하여 측정하였고, TGF-β1과 초산화한
석결명 추출물을 동시에 망막색소상피세포에 처리한 후 morphology의 변화를 확인한 결과 TGF-β1으로 신장된 망막
색소상피세포의 증식을 약 40%로 감소시켰다. 또한 이동능을 확인하기 위해 wound healing assay를 한 결과 초산화
한 석결명 추출물이 망막색소상피세포에서 TGF-β1에 의한 이동능을 약 20% 억제하는 것을 확인하였다. 다음으로 초산
화한 석결명 추출물을 처리한 망막색소상피세포에서 기본 메커니즘을 확인하기 위해 western blot을 수행하였다. 
MMP-2와 인산화된 FAK의 단백질 발현 수준을 확인한 결과 초산화한 석결명 추출물에 의해 감소하는 것을 확인하였
다. 이러한 결과는 초산화된 석결명 추출물이 TGF-β1에 의해 유도된 망막색소상피세포의 증식과 전이를 억제하며 
TGF-β1에 의해 촉진되어 병인으로 작용하는 증식유리체망막병증과 같은 망막질환을 예방하는데 도움이 될 것으로 기
대된다.

Abstract  In this study, an extract was obtained by super-oxidizing abalone shell. The effect of 
super-oxidized abalone shell extract (SA) on TGF-β1-induced retinal pigment epithelial cell metastasis 
and its fundamental mechanism was investigated. First, abalone shell powder was extracted through a 
superoxidation process and measured using the WST-1 assay method to confirm the cytotoxicity. After 
treating retinal pigment epithelial cells with TGF-β1 and SA, the change in morphology was confirmed. 
TGF-β1 reduced the proliferation of elongated retinal pigment epithelial cells by approximately 40%. In 
addition, the wound healing assay to confirm the migratory ability confirmed that SA inhibited the 
migratory ability by TGF-β1 by approximately 20% in retinal pigment epithelial cells. Western blot was
performed to confirm the basic mechanism in retinal pigment epithelial cells treated with SA. The 
protein expression levels of MMP-2 and phosphorylated FAK confirmed that they were decreased by SA.
These results are expected to inhibit the proliferation and metastasis of retinal pigment epithelial cells
induced by TGF-β1 and help prevent retinal diseases, such as proliferative vitreoretinopathy promoted 
by TGF-β1.

Keywords : Abalone shell, ARPE-19 cell, Peithelial-mesenchymal transition, Proliferative vitreoretinopathy,
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1. 서론

증식유리체망막병증(Proliferative vitreoretinopathy, 
PVR)은 망막색소상피세포(Retinal pigment epithelial, 
RPE)가 비정상적인 증식으로 인해 섬유세포로 변형되는 
망막박리의 가장 심한 합병증의 하나이다[1,2]. 망막색소
상피세포는 증식유리체망막병증의 진행에 영향을 미치는 
중요한 세포 유형으로 망막박리가 발생하면 망막색소상
피세포는 망막의 장벽 손상으로 인해 증식, 전이, 상피-
중간엽전이(Epithelial-mesenchymal transition, EMT)
와 같은 병리학적 현상이 나타나게 된다[3-6]. 상피-중
간엽 전이는 tumor necrosis factor-α (TNF-α), 
interleukin-6 (IL-6), 그리고 transforming growth 
factor-β (TGF-β)와 같은 cytokine이 관여하고 있는 
것으로 알려져 있다[7,8]. 상피-중간엽 전이에 관여하는 
cytokine 중 TGF-β는 상피세포의 상피 표현형을 중간
엽 특성을 가진 것으로 바꾸도록 유발하고 TGF-β에 의
해 유도된 망막색소상피세포의 증식, 이동을 촉진하여 
상피-중간엽 전이를 가속화한다고 보고되었다[9,10]. 

전복은 동아시아, 호주 등 기타 여러 지역에서 널리 
양식되며 영양가가 높은 것으로 알려져 있다. 석결명은 
전복과의 조개껍질로 예로부터 두통, 현기증 뿐만 아니
라 백내장과 같은 안과질환 등에 사용되는 약재로 이용
되고 있다. 또한 항산화 및 항노화, 항염증, 급성 간 손상 
보호효과 등에 대한 연구가 보고 되어 있다[11-13]. 위
와 같이 석결명에 대한 연구가 보고되었으나, TGF-β에 
의해 유도된 망막색소상피세포에 대한 연구결과는 아직 
보고된 것이 없다. 석결명과 같은 패각의 주성분은 탄산
칼슘으로 초산과 같은 유기산과 반응하게 되면 산성에서 
용해도가 높아져 수용성의 초산칼슘이 되어 채내 용해도
가 높아질 뿐만 아니라, 흡수율 또한 개선이 된다[14]. 따
라서 본 연구는 석결명을 초산화한 후  TGF-β에 의해 
유도된 인간망막색소상피세포의 증식 및 전이에 미치는 
영향을 알아보고자 하였다.

2. 재료 및 방법

2.1 재료 준비
실험에 사용된 추출물은 ㈜대양에서 제공받아 실험에 

이용하였다. 실험재료인 석결명은 steel wool을 사용하
여 석결명에 부착된 이물질을 제거하여 세척하였다. 세
척한 석결명을 80 ℃에서 30분간 증숙 과정을 세 번 거

친 후 5 % 발효식초를 넣은 후 25 ℃에서 24시간 초산화 
시키는 방법을 3번 반복하였다[15]. 석결명으로부터 소
성분말을 제조하기 위해 200 ℃에서 10분간 소성 처리 
한 후 고속분쇄기를 이용하여 50 mesh로 분쇄하였다
[16]. 분쇄한 석결명 분말 1 kg을 초고속진공저온농축기
(COSMOS660, Incheon, Korea)를 이용하여 80℃에
서 24시간 추출한 후 1L의 추출액을 제조하였다. 제조한 
추출액을 세포 배양배지의 10 %되도록 첨가하여 실험에 
이용하였다. 

Fig. 1. SA extraction process

2.2 세포주 배양
인체망막색소상피세포주(ARPE-19)SMS American 

Type Ceulture Collection (ATCC, Manassas, USA)
에서 구입하였으며 DMEM/F-12 (ATCC) 배지에 10% 
FBS (Gibco BRL), 100 U/mL penicillin, 100 μg/mL 
streptomycin (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)을 첨
가하여  37 ℃, 5 % CO2 incubator에서 배양하였다. 
배양액은 2~3일마다 새로 교환하였다. 

2.3 Cell viability 측정
Cell viability는 WST-1 assay 방법을 사용하여 측

정하였다(Dogen bio, Seoul, South Korea). ARPE-19 
세포를 24 well plate에 5 x 104/ml의 농도로 seeding 
후 37°C, 5 % CO2 incubator에서 24시간 배양시켰다. 
초산화한 석결명추출물(SA)을 처리하고 48시간 반응하
였다. 반응 후 WST-1 reagent를 반응시킨 후 microplate 
reader를 이용하여 450 nm에서 흡광도를 측정하였다.

2.4 Wound healing assay
Scratch에 의한 SA의 재생효과를 확인하기 위해 

ARPE-19 세포를 6-well plate에 8 x 104/ml로 접종한 
후, 37 ℃에서 24시간 배양했다. 배양 후 세포의 배지를 
FBS가 없는 배지로 갈아주고 yellow tip을 사용하여 단
일 세포층을 scratch 한 후, 20 ng/ml의 TGF-β1과 SA
를 처리하여 세포의 이동성을 48시간 동안 관찰하였다. 
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2.5 Western blotting
TGF-β1과 SA를 처리하여 배양된 ARPE-19 세포는 

lysis buffer를 이용하여 단백질을 회수하였으며, BSA 
protein assay kit (Bio-Rad, Hercules, USA)를 이용
하여 단백질 정량하였다. SDS-PAGE 전기영동 후에 
nitrocellulose membrane (Amersham Bioscience, 
Little Chalfont, UK)에 transfer 하였다. 1차 항체인 
MMP-2, MMP-9 (Cell signaling technology, Danvers, 
USA)는 1X TBST로 1:1000으로 희석하였고, GAPDH 
(Santa cruz Biotechnology, USA)는 1:4000으로 희
석한뒤 4 ℃에서 overnight으로 반응시켰다. 2차항체는 
상온에서 1시간 반응시킨 후 ECL kit (Biosesang, 
Sungnam, Korea)를 이용하여 현상하였다.

2.6 통계 처리
데이터의 통계분석은 one-way ANOVA-Tukey's 

multiple comparison test (GraphPad Prism, 
version 5.0, Graphpad Software Inc, San Diego , 
CA)를 이용하여 통계분석을 하였다. 통계적 유의적 검증
은 p<0.05 수준에서 유의적 차이를 확인하였다. 

3. 결과 및 고찰

3.1 ARPE-19 세포에서 SA가 TGF-β1로 유도된 
   세포 증식에 미치는 영향

초산화한 석결명추출물(SA)이 ARPE-19 세포에 세포
독성을 갖는지 실험하기 위해 WST-1 assay로 확인하였
다(Fig. 1). 세포 생존율이 대조군과 비교하여 약 98% 수
준을 보여 ARPE-19 세포에 대한 독성이 나타나지 않음
을 확인하였다. 

Fig. 2. Effect of SA on cell viability of ARPE-19 cells. 
Cell viability was detected sung WST-1 assay. 
CTR; control

TGF-β는 세포의 증식, 성장, 분화에 중요한 역할을 
하는 세포 성장 억제인자로 알려져 있다. TGF-β는 
TGF-β1, TGF-β2, TGF-β3의 세가지 유형으로 나눌 
수 있는데, 그 중 TGF-β1이 가장 많이 연구되고 있으며 
안구 내 조직의 섬유화를 유발하는 단백질로 알려져 있
다[17]. 따라서 우리는 ARPE-19 세포에 TGF-β1 및 SA
를 처리한 후의 세포형태 변화와 SA가 세포 이동에 미치
는 영향에 대해 실험하였다. 

TGF-β1로 처리된 ARPE-19 세포는 위상차 현미경
으로 관찰된 바와 같이 신장된 섬유아세포 형태를 보였
다(Fig. 2). SA로 처리한 세포는 TGF-β1 단독 처리된 
세포와 비교하여 ARPE-19 세포의 연장된 섬유아세포 
형태가 감소하는 것을 확인하였다.

 

Fig. 3. Morphology of ARPE-19 cells in treated 
conditions. CTR; control, TGF-β1; cell treated 
TGF-β1 alone; TGF-β1 + SA; co treated with 
TGF-β1 and SA. **p<0.01. 

Fig. 4. Effects of SA on scratch wound closure in 
TGF-β1 in ARPE-19 cells. The cells were 
imaged at 0 and 48 hours after scratch. CTR; 
control, TGF-β1; cell treated TGF-β1 alone; 
TGF-β1 + SA; co treated with TGF-β1 and SA 
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SA가 ARPE-19 세포의 이동에 미치는 영향을 확인하
기 위해 wound healing assay를 실시하였다. SA를 처
리한 실험군과 TGF-β1을 처리한 대조군을 비교한 결과, 
SA를 처리한 후 wound healing area가 약 20% 감소
되었음을 확인하였다. 위의 결과를 통해 SA가 ARPE-19 
세포의 증식을 억제하고 있음을 확인하였다. 

3.2 ARPE-19 세포에서 SA가 TGF-β1로 유도된 
    MMP-2, MMP-9 및 phospho FAK 발현에 
    미치는 영향

MMP (matrix metalloproteinases)는 상피-중간엽 
전이와 같은 과정에 관여하는 세포 재생, 혈관신생 및 상
처 복구와 같은 다양한 생리학적 과정에 중요한 조절자 
이다[18]. 주로 MMP-2와 MMP-9는 주로 암 침윤 및 
암 전이와 연관된 세포외 기질을 가수분해하는 효소로 
알려져 있으다[19]. MMP-2와 MMP-9은 증식유리체망
막병증의 막 형성과 세포 이동을 촉진하며 증식유리체망
막병증 환자의 경우 MMP-2, MMP-9의 발현이 더 높은 
것으로 보고되어 있다[20]. 또한 망막색소상피세포에서 
MMP-2와 MMP-9이 분비되며 망막하 막 형성과 세포 
이동에 중요한 역할을 한다고 알려져 있다[21-23]. 본 
연구에서는 SA가 ARPE-19 세포의 이동에 관여하는 
MMP-2와 MMP-9의 발현을 확인하였다(Fig. 4A). 20 
ng/ml의 TGF-β1를 48시간 처리하였을 때 MMP-2와 
MMP-9의 단백질 발현양이 증가한 것을 확인할 수 있으
며, SA를 처리하였을 때 MMP-2의 발현은 감소되었으나 
MMP-9의 단백질 발현은 유의미한 결과를 얻을 수 없었
다. 이는 MMP-2와 MMP-9은 비슷한 구조를 갖으나 작
용 기질 및 기전에 차이가 있기 때문이라고 생각할 수 있
었다[24].

FAK (fokal adhesion kinase)은 Src (proto 
oncogene tyrosine-protein kinase SRC)와 PI3K 
(phosphatidylinositol-3-kinase)/AKT와 같은 하위 
신호 경로를 활성화하는 비수용체 tyrosine kinsae로써, 
주로 암세포에서 세포 생존 및 증식, 이동에 중요한 역할
을 하는 것으로 알려져 있다[25]. FAK은 간세포에서 
TGF-β에 의해 상피-중간엽 전이를 자극하기도 하고 전
이에도 관여하는 중요한 매개자 역할도 한다[26]. FAK
의 활성화는 세포 매개 콜라겐 겔 수축뿐만 아니라 세포
외 기질에 대한 이동 및 침입 등 망막색소상피세포의 행
동을 조절할 수 있는 것으로 보고되었다[27]. 20 ng/ml
의 TGF-β1은 48시간 처리하였을 때 p-FAK의 단백질 
발현이 증가하였으며, SA를 TGF-β1과 동시 처리하였을 

때, 감소하는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 4B). 위의 결과
를 통해 SA가 MMP-2와 인산화된 FAK을 조절함으로써 
망막색소세포의 전이를 억제시키는 것을 알 수 있었다.

Fig. 5. The protein expression levels of MMP-2 and 
MMP-9 in ARPE-19 cells by western blot 
analysis. ARPE-19 cells were treated with 10 
ng/ml TGF-β1 with or without AC for 48 h. 
GAPDH was used as an internal control.

3. 결론

본 연구는 TGF-β1으로 유도된 망막색소상피세포에 
대한 초산화한 석결명 추출물의 증식, 이동과 상피-중간
엽 전이(EMT) 마커의 조절에 미치는 영향을 알아보고자 
하였다. 먼저, 초산화한 석결명 추출물이 망막색소상피
세포에서 세포 독성을 갖지 않는 조건에서 실험을 진행
하고자 세포독성을 확인하였다. 그 결과 초산한 석결명 
추출물은 대조군과 비교하였을 때 세포독성이 없는 것으
로 확인하였다. 망막색소상피세포에 TGF-β1을 유도하
여 morphology를 확인한 결과 대조군에 비해 가늘고 
길어지는 형태를 확인하였고 TGF-β1과 초산화한 석결
명 추출물을 동시에 처리한 후의 세포 morphology가 
변화하는 것을 확인하였다. 또한 전이능을 확인하기 위
해 scratch wound healing assay를 진행 한 결과 대조
군과 TGF-β1을 유도한 망막색소상피세포는 비슷하게 
상처 낸 부위가 회복되는 것을 확인하였으나 TGF-β1과 
초산화한 석결명 추출물을 동시 처리하였을 때에는 
wound healing area가 TGF-β1을 유도한 세포에 비
해 감소한 것을 확인하였다. 초산화한 석결명 추출물이 
망막색소상피세포의 메커니즘을 밝히고자 EMT 조절 마
커인 MMP-2와 MMP-9의 단백질 발현 수준을 확인하
였고, 그 결과 MMP-2의 단백질 발현이 줄어드는 것을 
확인하였다. 그리고 초산화한 석결명 추출물은 FAK의 
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인산화를 감소시키는 것을 확인하였다. 위의 실험 결과
들로 미루어 보아, 초산화한 석결명 추출물은 TGF-β1으
로 유도된 망막색소상피세포의 증식, 이동을 억제하여 
망막질환은 망막색소상피세포에서 TGF-β1에 의해 유도
된 EMT를 잠재적으로 예방하므로 증식유리체망막병증
의 예방 및 치료의 잠재적 가치가 있을 것으로 기대된다. 
또한, 버려지고 있는 패각을 이용한 망막 질환의 연구에 
중요한 기초자료가 될 것이며 기능성 식품 등의 바이오 
소재 개발에 적용 가능성이 있을 것으로 사료된다. 
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