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Abstract

A Short-Term DryEyeAnimalModelbyIntramuscular
InjectionofAtropine

Seong-WonYang
Advisor:Nam-CheolJiM.D.,PhD.
DepartmentofMedicine
GraduateSchoolofChosunUniversity

Purposes:Tofigureoutifwecoulduseashortterm modelofdryeyebyan
intramuscular injection of atropine to rabbits,and the estimation of tear
secretionamountandtheevaluationofthecornealandconjunctivalchanges

SubjectsandMethods:Among10rabbits,fiveofthem wereinjected1mg/kg
of1% atropinesulfateeveryday,andotherfiveofthem ascontrolgroupwere
injected 1 mg/kg ofnormalsaline.Then,Schirmertestwas performed to
estimatetheratiooftearsecretionbeforeandafteratropineinjection.After1%
fluorescencedyewasinstilled,thedegreeofdyingwasobservedbyusingslit
lamp,thendividedintogradesbystainingofcornea.In10days,impression
cytologytestwasusedtomeasuregobletcellsforallrabbits.

Results:Schirmertestwasperformedfor10days.Itwasdoneafterevery
atropine injection.Aftertwo days,the ratio oftearsecretion amountwas
significantlydecreased.Thestainingofcorneawasgradedfrom 0to1before
theatropineinjection,butitwasstillgradedfrom 0to1in 10days.The
significantdifferencewasnotobservedbetweentheexperimentalandcontrol
groups.The numberofaverage gobletcells was 14.02±4.447 (cells/㎟)in
experimentalgroupwhichwasinjectedwiththeatropine,and43.32±7.531(cells/
㎟)in the controlgroup which was injected with the normalsaline.The
significantdifferencewasfoundbetweenthetwogroups(P<0.05).
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Conclusions:A Significantdifferencewasobserved in association with the
ratiooftearsecretion,butatropinedoesnotaffectsthefluorescencegradeof
corneasignificantly.Attheimpression cytology test,thenumberofaverage
gobletcellwaschangedsignificantlyincontrasttothecontrolgroup.
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서 론

아트로핀은 belladonnaalkaloid계 약물로 안과 영역에서는 0.125%에서 2% 정도
의 농도로 점안액이나 점안 연고로 사용되며 동공 괄약근을 마비시켜 동공을 산대
시키며,홍채 모양체염이나 각막염 환자에서 홍채 후유착을 막기 위하여 점안용으
로 사용되고 있다.그러나 알레르기 및 독성반응 등의 부작용으로,일부환자에 있
어서는 그 사용이 제한되기도 한다.건성안은 미국에서 30∼60세 인구에서는 10%,
65세 이상의 인구에서는 15%이상에서 나타날 만큼 흔한 질병이다.1건성안은 눈물
의 분비 부족 및 눈물막의 과도한 증발로 노출된 눈꺼풀 틈새의 안구표면 손상으
로 눈의 불쾌감 및 자극증상을 일으키는 눈물막의 질환으로,성인의 약 10-20%에
서 나타나며 특히 여성에서 더 많이 발생하는 질환이다.1,2건성안은 눈물분비의 감
소,눈물증발의 증가 등으로 인해 건성각결막염(keratoconjunctivitissicca)를 일으
킬 수 있는데,그 기전으로는 눈물층의 삼투압 증가3,눈물 성분 중 각막표면의 정
상구조를 유지하기 위한 성분의 감소4및 눈물 내 염증유발 물질의 증가5등이 거
론되고 있다.최근 건성안의 이해와 치료에 있어 안구 표면,안검,그리고 눈물샘을
신경 되돌림 회로(neuralfeedbackloop)와 연결되는 하나의 통합된 단위로 이해하
고 있으며,이에 대한 치료도 특이한 면역학적 개념에 기초를 둔 염증질환이라는
쪽으로 관심이 모아지고 있다.6-8건성각결막염의 조직학적 변화는 안구표면세포의
비정상적인 증식과 분화,술잔세포 밀도의 감소,뮤신의 분비 감소,비정상적인 뮤
신의 분비 및 상피세포 장벽의 변화 등이 있을 수 있다.9,10건성안의 다양한 기전
연구에 있어서는 동물 모델이 필수적인데,몇몇 건성안 모델이 제안되고 있다.토
끼에서 Gilbard등은 수술적으로 주눈물샘과 덧눈물샘(haderiangland)및 순막을
제거한 후 사람에서의 건성안과 비슷한 결막 및 눈물의 변화를 관찰함을 보고하였
고11,Fujihara등은 1∼3시간 동안 개검기를 이용하여 강제로 눈을 벌림으로써 건
성안 모델을 만들기도 하였다.12Burgalassi등은 1일 3회 atropinesulfate점안 후
눈물 분비가 감소되고,건성각결막염과 비슷한 변화를 관찰하였다고 하였고13,Zhu
등은 눈물샘 상피세포와 함께 배양된 말초혈액림프구를 눈물샘에 주입한 후 눈물
분비의 감소와 건성안과 비슷한 각막변화를 관찰함을 보고하는14등 다양한 방법으
로 고안된 건성안 모델이 보고되고는 있으나,재현성 및 실용성에서 문제점이 있을
수 있다.이에 저자는 아트로핀을 토끼에 근육주사하여 눈물분비량과 각막 및 결막
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의 변화를 관찰하여 단기간의 건성안 모델로 활용할 수 있는지를 알아보고자 실험
을 시행하였다.
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연구 대상 및 방법

1.대상
2-3kg의 백색 가토 10마리를 대상으로 시행하였으며 모든 토끼는 헬싱키선언의
원칙 및 제시기준에 따라 다루어 졌다.5마리의 토끼에 날마다 1mg/kg의 1%
atropinesulfate를 근육 주사하였으며,대조군에서 1ml/kg의 생리식염수를 근육주
사 하였다.

2.눈물분비량의 비
모든 토끼를 대상으로 ketamine30mg/kg와 xylazine5mg/kg근육주사로 마취
한 다음 표준 Schirmerstrip을 하결막낭 외측 1/3부위에 삽입한 후 5분 뒤에 접
힌 부분으로부터 누액으로 적셔진 부분의 길이를 mm 단위로 측정하였다.각 눈의
눈물분비량의 변이를 없애기 위해서 아트로핀 주사 후 측정한 값을 주사 전 측정
값으로 나누어 눈물분비량의 비로 나타내었다.

3.각막 형광염색
토끼의 눈을 개검기로 벌리고 1% 형광염색약을 점안한 후 3분 후에 휴대용 세극
등 현미경의 cobaltblue빛을 최대로 밝고 크게하여 각막의 점상염색 정도를 관찰
하였다.각막의 점상염색은 Grade에 따라 분류되었는데 점상 염색이 없는 경우를
Grade0,1/8이내로 염색된 경우를 Grade1,1/4이내로 염색된 경우를 Grade2,
1/2이내로 염색된 경우를 Grade3,1/2이상 염색된 경우를 Grade4로 분류하였다.

4.압흔세포검사
술 후 10일째 모든 토끼를 대상으로 압흔 세포검사를 시행하였다.5x5mm 크기의
여과지(Millpore,Billerica,USA)를 윤부에서 2-3mm 떨어진 상부 결막에 놓은 뒤
1ml주사기 끝의 둥글고 평편한 면으로 10초간 압박하였다.그 후 10% 포르말린
용액에 고정한 다음 Periodicacid–Schiff(PAS)염색과 hematoxylin염색을 시행
하였다.각 검체는 200배의 시야에서 보이는 술잔세포의 수를 모두 세었으며 서로
다른 부위에 겹치지 않도록 하여 5회 반복한 후 평균값을 구하였다.
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5.통계방법
통계프로그램은 SPSS 12.0영문버전을 사용하여 연구 목적에 따라 눈물분비량의
비율 측정은 반복측정을 시행하였으며, 압흔세포검사의 평균값은 t-test를 사용하
여 자료를 분석하였다.그리고 P<0.05인 경우는 통계적으로 의의가 있는 것으로 간
주하였다.
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결 과

1.눈물분비량 비
아트로핀 주사 전과 주사 후 1일 간격으로 10일간 Schirmertest를 시행하고,주
사 후 측정값을 주사 전 측정값으로 나누어 준 눈물분비량의 비는 base와 1일간에
는 차이가 없으나(F=3.136,P>0.05),base와 2일부터 10일간에는 차이가 있음을 알
수 있었다(p<0.05).시간에 따른 눈물분비량 비율의 감소는 통계적으로 유의한 차
이가 있으며(F=5.696,p<0.05),아트로핀 주사 그룹과 생리식염수 주사 그룹 간에는
통계적으로 유의한 차이(F=75.710,p<0.05)가 있음을 알 수 있다(Figure1,2).

2.각막 형광염색
각막의 점상 염색은 아트로핀 주사 전에는 grade0-1이었는데 실험 10일 후에도
grade0-1이었고,실험군과 대조군에서 유의한 차이를 보이지 않았다.

3.압흔세포검사
아트로핀을 주사한 실험군과 생리식염수를 주사한 실험군의 검정결과 아트로핀을
주사한 실험군에서의 평균 술잔 세포수는 14.02±4.447(cells/㎟)였고,생리식염수를
주입한 대조군에서 측정된 술잔세포의 수는 43.32±7.531(cells/㎟)로 통계적으로 두
군 간에는 유의한 차이가 있었다.아트로핀의 평균이 생리 식염수보다 상대적으로
낮게 나타남(p<0.05)을 알 수 있다(Table1,Figure3-A,B).
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고 찰

아트로핀은 콜린성 수용체 중에서 무스카린성 수용체를 선택적으로 봉쇄하는 항
무스카린성 약물로 부교감신경을 억제할 목적으로 광범위하게 사용된다.안과 영역
에서 보면 아트로핀은 홍채 괄약근과 모양근에 있는 무스카린성 수용체를 봉쇄하
여 동공의 산동을 일으키며 조절 마비를 일으킨다.눈에 국소적으로 적용하기 위하
여 점안하게 되면 눈에 국한하여 작용이 이루어지므로 각종 안질환의 치료 및 진
단의 목적으로 많이 사용되고 있다.건성안은 “눈물분비의 감소 및 과도한 증발로
인한 눈물층의 질환으로 눈꺼풀 사이 안구표면에 손상을 가져와 안구자극증상을
일으키는 질환”으로 정의할 수 있다.16눈물분비의 감소 및 과도한 증발은 건성각결
막염을 유발할 수 있는데,이에 대한 정확한 기전은 아직 밝혀지지는 않았다.그러
나 눈물 분비량이 감소되고,눈물의 반사적 분비가 결여된 환자에서 눈물의 삼투압
이 증가되며 이런 삼투압의 증가가 안구표면의 상피세포의 기능 및 분화에 악영향
을 미친다고 알려져 있다.17그리고 이러한 환자에서는 눈물샘에서 분비되는 성장인
자(growthfactor)도 감소해 있는데 이러한 성장 인자의 감소가 안구표면의 상피세
포의 만성적인 외상치유반응을 유발시킬 수 있는 것으로 알려져 있다.18만성적인
염증반응은 현재 건성각결막염의 중요 원인으로 생각되고 있으며 그에 대한 예로
갱년기 여성에서 남성호르몬(androgen)의 결핍으로 인해 눈물샘의 분비조직에서의
면역학적 염증반응과 눈물샘에서의 염증매개물질의 분비가 촉진된 경우를 들 수
있다.19이러한 갱년기 여성에서는 또한 정상적으로는 세포자살에 의해 계획된 세포
사를 보여야 할 T cell을 활성화시켜 비정상적인 눈물샘상피세포의 세포자살을 일
으키며,눈물을 통해 분비된 염증 사이토카인이 안구표면에 염증을 일으켜 상피세
포와 염증세포에서도 세포자살을 일으킨다고 알려져 있다.20즉,Tcell을 활성화 시
키는 concanavlinA(conA)는 눈물샘에서 염증유발과 이로 인한 결막 상피세포의
고사를 통한 건성안 모델을 확립하는데 역할을 할 것으로 생각된다.건성안 동물
모델 확립을 위하여 여러 가지 연구가 진행되고 있으며,NonobeseDiabetic(NOD)
mouse나 쇼그렌 모델인 MRL/lprmousemodel등 쥐의 눈물샘의 T cell침윤과
관련된 모델과,토끼에서 자가 혈액이나 concanavalinA(ConA)등을 주입하여 눈물
샘염증을 유발한 모델,쥐에 CFA와 Bordetellapertussis을 주입하여 눈물샘염증을
유발한 모델,증발성 건상안 모델로 쥐를 이용한 모델,고삼투압 효과를 이용하여
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상피병증을 유발한 모델 등 다양하게 연구 되고 있고 생체내가 아닌 생체외 돼지
상피세포를 이용하여 건성안 연구모델을 수립하려는 연구도 진행되고 있다.21-26최
근에 botulinum toxinB를 주입한 쥐에서 장기간의 건성안을 유발한 모델도 개발
되었다.27botulinum toxin을 주입한 쥐 모델은 장기간 건성안 모델로서 활용 가능
성이 주목받고 있으나 botulinum toxinB가 고가의 약품이어서 실험비용이 많이
들고 아직까지 국내에는 botulinum toxinB가 정식으로 수입되지 않아 이를 구하
는데 어려움이 많다.또한 mouse의 눈표면적이 매우 작아 건성안의 약제 시험용으
로는 적합하나 건성안에서 어떤 시술의 유용성을 검증하려고 할 때 시술이 어려워
시술 검증용 모델로는 제한점이 있을 수 있다.그리고 botulinum toxin제재가
neuromuscularjunction의 acetylcholine신호전달을 방해함으로써 작용을 하기 때
문에 눈물샘에서의 분비억제뿐만 아니라 각막의 신경영양성 상피세포증식 억제가
포함되어 일반적인 건성안의 기전과 약간의 차이를 보일 수 있다.토끼를 이용한
모델은 각결막 표면적이 넓어 검사를 적용하기가 용이하고,눈물샘에 주입이 용이
하며 눈물선 염증에 의한 건성안 모델은 일차 또는 이차성 쇼그렌 증후군에 상응
하는 기전으로 평가할 수 있는 장점이 있는 반면,환경적용을 통한 증발성 모델을
같이 수립하기는 쥐에 비해 어려운 단점이 있고,건성안 유발기간이 짧은 것이 제
한점이 되겠다.그러나 ConA를 1주 간격으로 지속적으로 여러 번 반복하여 주사하
면 장기건성안 수립 모델도 가능할 수 있을 것으로 사료된다.염증 유발을 위한 눈
물샘 내에 주입하는 물질도 다양하게 연구되고 있는데,최근 Nagelhout등은 토끼
의 눈물샘에 ConA의 주사는 MMP-9,IL-ß1,IL-8및 TGF-ß등을 증가시키고,눈
물형광 청소율(tearfluorescenceinclearance)및 눈물막 파괴시간을 감소시킴으로
써 본 연구와 비슷한 염증성 건성안모델을 유발함을 보고하였다.28본 연구에서는
염증매개물질에 대한 평가는 시행하지 않았으나,개체간의 차이를 극복하기 위하여
술 후 눈물분비량을 술 전 눈물분비량으로 나누어준 눈물분비량의 비를 이용하여
10일간 지속적으로 관찰하였고,10일째 각막 및 결막의 세포자살 및 술잔세포수를
측정하였다.Maitchouk등이 다람쥐 원숭이에서 시행한 눈물샘제거 건성안 모델에
서는 눈물분비량이 술 후 1주에는 80%,술 후 20주에는 32%까지 감소되었으나,각
막이나 결막의 조직학적 변화는 관찰할 수 없었다고 보고하고29있으나,본 실험에
서 시행한 눈물샘의 아트로핀의 주입은 술 후 10일까지 눈물샘에서 염증세포의 침
윤 및 눈물샘분비 조직의 파괴를 유발시킴을 관찰할 수 있었고,주입안에서 시행한
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쉬르머 검사에서는 눈물 분비량이 약 34%정도까지 감소됨을 관찰할 수 있었으며,
술 후 10일째 시행한 압흔세포검사에서는 통계학적으로 유의한 술잔세포 수의 감
소(p<0.05)함을 볼 수 있었다.건성안 모델을 수립할 시에 안표면의 변화 뿐 아니
고,눈물량 분비의 감소를 지속적으로 유발하는 것이 매우 중요한데,최근
diquafosol30등과 같이 눈물분비량을 증가시키는 기전으로 개발된 건성안 약제들의
효능을 검증하는데 중요한 역할을 할 수 있을 것으로 사료된다.한편,건성안 에서
보이는 안표면에 대한 연구도 많이 이루어져 왔는데,압흔세포검사상 술잔세포의
감소31,결막상피의 평편상피화32,33및 세포자살의 증가34등이 대표적인 변화로 알려
져 있다.건성안 약제를 개발함에 있어서 이러한 안표면의 변화를 재건하는 것이
매우 중요하다.왜냐하면 cyclosporin제재와 같이 안표면의 염증을 감소시킴으로써
건성안 치료 효과가 있는 건성안약물33,34의 치료효과를 판정함에 있어서도 안표면
의 변화는 중요한 지표로 사용될 수 있기 때문이다.따라서 본 연구에 의한 동물
모델은 기전이 다른 두 종류의 건성안 약제 모두에 대해서 단기간 효과 판정에 역
할을 할 수 있을 것으로 판단된다.ConA를 이용하여 만든 토끼모델은,토끼의 눈
물샘에 ConA를 두 번 주입함으로써 10일간의 건성안 모델이 만들어져서 단기 모
델로 유용하게 이용할 수 있지만,토끼의 눈물샘에 정확하게 주사가 되지 않은 경
우 주변 조직에 염증이 발생하여 결막충혈 및 부종 등이 발생할 수 있으므로 숙련
된 실험자가 실험을 하는 것이 필요하다.하지만,본 실험에서는 토끼에 아트로핀
을 근육 주사함으로써 초보자도 쉽게 모델을 설립할 수 있고,토끼의 각결막 표면
적이 넓어 검사를 시행하기에 용이하다는 장점이 있지만,쥐에 비해서 환경작용을
통한 건성안 모델을 수립하기는 어렵다는 단점이 있다.
본 연구에서 토끼에게 아트로핀을 주사하면 눈물 분비량이 감소하며,안 표면에

변화가 생기는 것을 관찰하였다.이는 토끼의 단기 건성안 모델로 사용가능함을 시
사하는 것으로 추후 이 모델을 사용하여 건성안 치료약제의 개발에서 단기 효과
판정에 활용될 수 있을 것으로 사료된다.
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TTTaaabbbllleee111...TTThhheeecccooouuunnntttooofffGGGooobbbllleeetttccceeellllllsss(((ccceeellllllsss///㎟㎟㎟)))bbbyyyiiimmmppprrreeessssssiiiooonnncccyyytttooolllooogggyyywwwiiittthhh
pppeeerrriiiooodddiiicccaaaccciiiddd---SSSccchhhiiiffffff(((PPPAAASSS)))ssstttaaaiiinnnwwwaaasssdddeeecccrrreeeaaassseeedddmmmaaarrrkkkeeedddlllyyyiiinnnttthhheeeaaatttrrrooopppiiinnneee
---iiinnnjjjeeecccttteeedddgggrrrooouuupppcccooommmpppaaarrreeedddwwwiiittthhhcccooonnntttrrrooolllgggrrrooouuuppp...
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FFFiiiggg...111...TTThhheeeaaavvveeerrraaagggeeeaaammmooouuunnntttooofffttteeeaaarrrssseeecccrrreeetttiiiooonnn...AfterSchirmertest,thegroup
after normalsaline intramuscular(IM)injection was notchange,
butthegroupafteratropineIM injectionwasdecreasedsignificantly
(F=205.920,p<0.05)Therewassignificantrelationshipbetweenthe
timetoadministrationofatropine.(F=5.609,p<0.05).
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FFFiiiggg...222...TTThhheeerrraaatttiiioooooofffttthhheeettteeeaaarrrssseeecccrrreeetttiiiooonnn aaammmooouuunnnttt...Significantdifferencewas
seeninassociationwiththeratiooftearsecretionfrom 2to10
days(P<0.05).Therewassignificantrelationshipbetweenthetime
toadministrationofatropine.(F=5.696,p<0.05).
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FFFiiiggg...333... PPPhhhoootttooommmiiicccrrrooogggrrraaappphhh ooofff cccooonnnjjjuuunnnccctttiiivvvaaalll eeepppiiittthhheeellliiiuuummm wwwiiittthhh pppeeerrriiiooodddiiiccc
aaaccciiiddd---SSSccchhhiiiffffff(((PPPAAASSS)))---pppooosssiiitttiiivvveeessstttaaaiiinnniiinnnggggggooobbbllleeetttccceeellllllsss...(((×××222000000)))Gobletcell
counts using impression cytology at the 10 days after atropine
injection (A)and in the controlgroup with saline injection (B).
Amountofconjunctivalgobletcellwasnoticeablydecreasedinthe
atropineinjectiongroup.

A. B.
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