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Ⅰ. 서 론

손상에 따른 창상 치유는 지혈, 섬유소 응괴, 염증 세포의 단계

별 출현으로 시작되며 섬유아 세포의 주입과 세포외 기질 합성

및 재형성 단계 등 일련의 치유 다단계를 거친다1). 이 단계에 필

요한 화학적인 신호 인자를 사이토카인이라 부르며, 이는 염증

과면역반응, 창상치유, 세포의분화와증식및형태유도, 손상

된신경의치유, 신생혈관형성과암발생등다양한기능에관여

한다2,3). 그 중에서도 Transforming growth factor-β(TGF-β)는 390개

의 아미노산(TGF-β1)이나 412개의 아미노산(TGF-β2와 β3)의 전구

체로 만들어지며4-7), 각각의 전구체는 잠복기와 관계하는 폴리펩

티드로 긴 전구 분절인 N 말단과 성숙한 TGF-β단량체를 구성하

는 112개의아미노산으로구성된펩티드인 C 말단으로구성되어
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PRODUCTION OF TRANSFORMING GROWTH FACTOR-β1 IN HUMAN FIBROBLASTS 
INDUCED WITH BACTERIAL TOXINS 
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TGF-β1 is a potent chemotactic factor for inflammatory cells and fibroblasts. It also stimulates the celluar source and components of
extracellular matrix and the production of proteinase inhibitors. Collectively, these biologic activities lead to the accumulation and sta-
bilization of the nascent matrix, which is vital to wound healing. 

The objective of this study is to investigate production of TGF-β1 in vitro fibroblast culture in the presence of Staphylococcus enterotox-
in B(SEB) and/or lipopolysaccharide(LPS) and to elucidate the role of TGF-β1 which may be responsible for wound healing 

The fibroblasts were originated from facial dermis and hypertrophic scar in 26 year-old male patient. In the presence of LPS(0.0l㎍,
0.1㎍, 1.0㎍), SEB(0.0l㎍, 0.1㎍, 1.0㎍) respectively, cells(5×103ml) were cultivated in vitro. At 1, 3, and 5 days after incubation, cells
were counted. Also, cells(2.5×105ml) were cultivated in EMEM with LPS(0.01, 0.1 and 1.0㎍), SEB(0.01, 0.1 and 1.0㎍) respectively and
LPS(0.1㎍) and SEB(0.1㎍) in combination for 24, 48, and 72 hours respectively. Culture supernatants were harvested at 1, 2, and 3
days after incubation period and triplicate culture supernatants were pooled and TGF-β1 was assayed in duplicate. 

The results were as follows. 
1. In facial dermal fibroblast induced with SEB and LPS respectively or in combination, the suppression of cell proliferation occurred

very significantly at 1 day after incubation, compared with the control. In SEB exposure, the production of TGF-β1 was decreased
very significantly at 1 day after incubation, compared with the control. However, in LPS, SEB and LPS exposure, the production of
TGF-β1 was increased very significantly at 1 day after incubation, compared with the control. 

2. In hypertrophic scar fibroblast induced with SEB and LPS respectively or in combination, the suppression of cell proliferation did
not occur at 1 day after incubation, compared with the control. In SEB and LPS exposure in combination, the production of TGF-β1

was increased very significantly at 1 day after incubation, compared with the control. However, the production of TGF-β1 did not
occur in SEB and LPS exposure respectively. 

In conclusion, the concentration of bacterial toxins and the incubation period correlated with cell proliferation and production of
TGF-β1 very significantly and both fibroblasts have different phenotype each other in this regard. This data suggest that the significant
production of TGF-β1 may develope abnormal wound healing associated with tissue fibroproliferative disorder, such as hypertrophic
scar and keloid formation. 
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있다. 최근에 TGF-β에 한 두개의 횡단막 수용체의 보고와 함

께, 이수용체의광범위한분포와 TGF-β의생물학적인효과를고

려할때작용부위에이를때까지비활성화상태로남아있는것

이유리하다는것이밝혀졌다3). 이러한비활성화된 TGF-β는 plas-

min과 cathepsin같은 단백질 분해 효소에 의해 전구 분절이 분해

되어 활성화되며8-10), 염증 세포의 효과적인 화학 주성제로서 다

양한 염증전 및 창상 치유 사이토카인를 유도하며 염증 반응의

기시와 증폭 및 조절에 중요한 역할을 한다11-17). 또, TGF-β는 손상

부위에서 세포외 기질 성분의 주요한 세포 기원인 섬유아 세포

의 주입을 위한 효과적인 화학 주성제로서 역할을 하는 데18) 미

성숙한 섬유아 세포의 증식을 촉진하며19), 세포외 기질의 수많은

단백질의 합성과 분비를 유도하고3,20), 단백질 분해 효소 억제제

의생성을촉진하며, 기질단백분해효소의생성을억제하여21,22),

세포외 기질의 축척과 안정화를 통해 창상의 치유를 조절한다.

만약 창상 부위에서 지속적인 TGF-β의 작용에 의한 콜라겐의 과

잉 침착으로 인해 비후성 반흔이나 킬로이드 등과 같은 섬유 증

식성 장애를 초래할 수 있는 데23), 이는 안면 비후성 반흔 섬유아

세포가 정상적인 섬유아 세포에 비해 TGF-β의 증가된 분비를 할

수 있는 상태를 반 한다는 보고24)와 킬로이드 섬유아 세포에서

진피 섬유아 세포에서보다 절 적인 콜라겐의 합성이 증가되었

다는 보고25) 등이 뒷바침한다. 그러므로, TGF-β는 손상받은 부위

와창상치유의단계에따라염증및면역반응을조절하고세포

외기질의축척및안정화를통해창상치유를조절하는주인자

로인정받고있다23). 

본 연구는 외상성 손상시 관여하는 그램 양성 세균의 Staphy-
lococcus enterotoxin B(SEB)와 그램 음성 세균의 lipopolysaccharide

(LPS)를 생체외 배양한 안면 진피 및 비후성 반흔의 섬유아 세포

에각기다른농도로단독혹은함께작용시킨후섬유아세포의

증식을 확인하 고 TGF-β1의 생성량을 측정하여 창상 치유에 도

움을줄수있는기초자료를마련코자계획하 다. 

Ⅱ. 연구재료 및 방법

1. 섬유아 세포의 배양

안면 부위의 외상을 수상하여 1차 봉합술을 받은 후 약 1년이

경과한 26세 남성 환자의 안면부의 진피 및 비후성 반흔의 조직

절편 5mm3를 무균적으로 채취하 다. 이 시료를 각각 1mm3 크

기로 절편한 후 우태아혈청(fetal calf serum, FCS, Boehringer

Mannheim, Mannhelm, Germany)을 10% 추가하여 만든 Eagle’s

minimum essential medium(EMEM, Gibco, Grand Island, USA) 2ml

을 적하한 60mm 조직 배양용 접시(Costar, Cambridge, USA)에 정

치하고 멸균된 cover slip으로 고정한 뒤 37℃, 5% CO2 배양기에

넣어 3�4일간격으로배지를교환하면서배양하 다. 약 3주후

에 배양용 접시 전체에 단층으로 형성된 섬유아 세포로부터 배

지를 흡입하여 버리고 phosphate buffered saline(PBS)로 1회 세척

하고 0.25% trypsin 0.3ml을 첨가한 후 배양기에서 5분 동안 방치

하 다 박리된 세포들은 10% FCS EMEM으로 재부유시켜 세균의

독소 존재하의 세포 증식 유도 및 TGF-β1 생성 세포로 사용하

다. 이때 사용된 세균의 독소는 Staphylococcus enterotoxin B(SEB,

Sigma, USA)와 lipopolysaccharide(LPS, Sigma, USA) 으며, 세균의

독소를 작용시키지 않은 경우를 조군으로, 세균의 독소를 작

용시킨경우를실험군으로하 다. 

2. 세포 증식

부유시킨 각각의 섬유아 세포 0.1ml(5×104개/ml)씩을 96 wells

배양용 plate(Corning, NY, USA)에 분주한 후 ml 당 SEB 0.0l㎍, 0.1

㎍, 1.0㎍과 LPS 0.0l㎍, 0.1㎍, 1.0㎍을 각각 작용시킨 후 37℃, 5%

CO2 배양기에서 1, 3, 5일동안충분한습도를유지시키면서배양

하 다. 1, 3, 5일 배양후에 plate의 각 well에 MTT액 10㎕ (PBS 1

ml 당 5mg의 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium

bromide)씩을 적하하고 4.5시간 추가 배양하 다. 시간이 경과된

후 10% SDS-0.02M HCl액 25㎕씩을 well에 적하하여 암실조건에

서 하룻밤동안 실온에 방치하 다. Optical density(OD)는

microplate reader (Model 550 microplate reader, Bio-Rad, Richmond,

USA)를이용하여 540nm에서측정하 다. 

3. TGF-β1의 생성

부유시킨 섬유아 세포 1ml(2.5×10i/m1)씩을 24wells 배양용

plate(Corning, NY, USA)에 분주한 후 ml 당 SEB 0.01㎍, 0.1㎍, 1.0

㎍와 LPS 0.0l㎍, 0.1㎍, 1.0㎍을각각작용시킨 후 37℃, 5% CO2 배

양기에서 1, 2, 3일 동안 배양하여 상층액을 수거하 다. 용량별

시험 well은 triplicate로 시행하 다. 수거된 배양 상층액은 300g

에서 30분간 원침시킨 후 그 상층액을 수거하여 -70℃에 보관하

여 TGF-β1의측정을위해사용되었다. 

4. TGF-β1의 측정

TGF-β1의 측정은 PREDICTA� Human TGF-β1 ELISA kit

(Genzyme, Cambridge, USA)을이용하 다. 

1) 표준 TGF-β1과시료의활성화

비활성화 상태의 표준 TGF-β1과 시료의 활성화를 위하여 1N

HCI을작용하여 4℃에서 60분간작용시킨다음 1N NaOH로중화

시켰다. 

2) TGF-β1의정량분석

미리 TGF-β1에 한 모노클론 항체가 부착된 96 wells

microplate의 각 well에 시료 100㎕ 씩을 적하하여 37℃에 1시간

동안 방치하 다. 세척용 완충액으로 5번 세척한 후 HRP-conju-

gated 항체액 100㎕씩을적하하여다시 37℃에서 1시간동안방

치하 다. 세척용 완충액으로 5번 세척한 후 기질액 100㎕ 씩을

적하하여 다시 실온에서 27분 동안 방치한 다음 stop액 100㎕ 씩

을 가하 다 Optical density(OD)는 microplate reader (Model 550
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microplate reader, Bio-Rad, Richmond, USA)를 이용하여 450nm에

서측정하 다

5. 통계학적 분석

실험 성적은 평균±표준편차로 나타냈으며, 실험군과 조군

간의통계학적 검정에는 Student’s t-test를사용하여 P값이 0.05 이

하일 때 의미가 있는 것으로, p값이 0.01 이하일 때 유의성이 큰

것으로 간주하 고, 섬유아 세포의 배양된 시간과 작용시킨 독

소의 농도 및 이들의 상관 관계에 한 통계학적 검정을 위해서

는 SAS system을 이용한 이변량 분산분석(two-way ANOYA)을 시

행하 다. 

Ⅲ. 연구 결과

1 세포 증식

안면 진피와 비후성 반흔 섬유아 세포(5×104/m1) 0.1ml 씩을

96 wells 배양용 plate(Corning, NY, USA)에 분주한 후 ml 당 SEB

0.0l㎍, 0.1㎍, 1.0㎍, LPS 0.01㎍, 0.1㎍, 1.0㎍를 각각 작용시킨 후 1,

3, 5일 배양 후에 microplate reader(Model 550 microplate reader,

Bio-Rad, Richmond, USA)를이용하여 540nm에서 Optical density를

측정한결과는다음과같다. 

1) SEB를작용한경우

안면 진피 섬유아 세포에서 조군에 비해 배양후 1일째 0.01

㎍과 1.0㎍에서각각 P<0.05, p<0.01로세포의증식억제를보 으

며, 3일째에도 0.0l㎍, 0.1㎍에서 P<0.05로 세포의 증식 억제를 보

으며, 5일째에도 0.l㎍에서 P<0.01로, 0.0l㎍, 1.0㎍에서 P<0.05로

세포의 증식이 억제되었다. 배양시간과 작용시킨 독소의 농도

및이둘의상호관계에있어서도 P<0.01로유의하 다(Fig. 1). 비

후성 반흔 섬유아 세포에서 조군에 비해 배양후 5일째 0.01㎍

에서 P<0.05로, 0.1㎍, 1.0㎍에서 P<0.01로 세포의 증식이 억제되

었다. 배양시간과 작용시킨 독소의 농도 및 이 둘의 상호 관계에

있어서도 P<0.01로유의하 다(Fig. 2). 

Fig. 1. Proliferation of facial dermal fibroblasts(5×103) with 0.01, 0.1, and 1.0μg

of SEB. At 1, 3, and 5 days after incubation, cells were counted. Data repre-

sent means±SD of triplicate cultures.

*P<0.05 and **P<0.01 compared with control.

Fig. 2. Proliferation of hypertrophic scar fibroblasts(5×103) with 0.01, 0.1, and

1.0μg of SEB. At 1, 3, and 5 days after incubation, cells were counted. Data

represent means±SD of triplicate cultures.

*P<0.05 and **P<0.01 compared with control.

Fig. 3. Proliferation of facial dermal fibroblasts(5×103) with 0.01, 0.1, and 1.0μg

of LPS. At 1, 3, and 5 days after incubation, cells were counted. Data repre-

sent means±SD of triplicate cultures.

*P<0.05 and **P<0.01 compared with control.

Fig. 4. Proliferation of hypertrophic scar fibroblasts(5×103) with 0.01, 0.1, and

1.0μg of LPS. At 1, 3, and 5 days after incubation, cells were counted. Data

represent means±SD of triplicate cultures.

*P<0.05 and **P<0.01 compared with control.
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Fig. 5. Proliferation of TGF-β1 by facial dermal fibroblasts(2.5×105) with 0.01,

0.1, and 1.0μg of SEB for 24, 48, and 72 hrs respectively in MEM. Culture

supernatants were harvested after each incubation time and TGF--β1 was

assayed. Data represent means±SD.

*P<0.05 compared with control.

Fig. 6. Proliferation of TGF-β1 by hypertrophic scar fibroblasts(2.5×105) with

0.01, 0.1, 1.0μg of SEB for 24, 48, and 72 hrs respectively in MEM. Culture

supernatants were harvested after each incubation time and TGF--β1 was

assayed. Data represent means±SD.

*P<0.05 compared with control.

Fig. 7. Proliferation of TGF-β1 by facial dermal fibroblasts(2.5×105) with 0.01,

0.1, 1.0μg of LPS for 24, 48, and 72 hrs respectively in MEM. Culture super-

natants were harvested after each incubation time and TGF--β1 was assayed.

Data represent means±SD.

*P<0.05 and **P<0.01 compared with control.

Fig. 8. Proliferation of TGF-β1 by hypertrophic scar fibroblasts(2.5×105) with

0.01, 0.1, 1.0μg of LPS for 24, 48, and 72 hrs respectively in MEM. Culture

supernatants were harvested after each incubation time and TGF--β1 was

assayed. Data represent means±SD.

*P<0.05 and **P<0.01 compared with control.

2) LPS를작용한경우

안면 진피 섬유아세포에서 조군에 비해 배양후 3일째까지

0.01㎍, 0.l㎍에서 P<0.05로, 1.0㎍에서 P<0.01로세포의증식이억

제되었으며, 5일째에 모든 농도에서 조군에 비해 P<0.01로 세

포의 증식이 억제되었다. 배양시간과 작용시킨 독소의 농도에

있어 P<0.01로 나타났지만, 이 둘의 상호 관계에 있어서는

P>0.05를보 다(Fig. 3). 비후성반흔섬유아세포에서 조군에

비해 3일째 0.01㎍에서 P<0.01로, 5일째에 0.1㎍에서 P<0.01로

0.01㎍, 1.0㎍에서 P<0.05로세포의증식이억제되었다. 배양시간

과 작용시킨 독소의 농도 및 이 둘의 상호 관계에 있어서도

P<0.01로유의하 다(Fig. 4). 

2. TGF-β1 정량 분석

안면 진피 및 비후성 반흔 섬유아 세포(2.5×105/ml)에 ml 당

SEB 0.1㎍, LPS 0.1㎍을각각작용시킨후, EMEM에서 1, 2, 3일동

안 배양하여 수거된 상층액에서 미리 TGF-β1에 한 모노클론

항체가 부착된 96 wells microplate의 각 well에 시효 100㎕ 씩을

적하하여 microplate reader(Model 550 microplate reader, Bio-Rad,

Richmond, USA)를 이용하여 450nm에서 Optical density를 측정

한결과는다음과같다. 

1) SEB를작용한경우

안면 진피 섬유아 세포에서 생성된 TGF-β1은 조군에 비해

배양 후 3일째 0.01㎍에서 P<0.05로 증가되었다. 배양시간에서

P<0.01로, 작용시킨 독소의 농도에서 P<0.05로, 이 둘의 상호 관

계에 있어서는 유의성을 보이지 않았다(Fig. 5) 비후성 반흔 섬

유아 세포에서 생성된 TGF-β1는 조군에 비해 배양 후 2일째

0.0l㎍ 에서 P<0.01로 증가되었다 배양시간 및 배양시간과 작용

시킨독소의농도에서는 P<0.01로유의하 지만, 작용시킨독소
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의농도에서 P>0.05를보 다(Fig. 6). 

2) LPS를작용한경우

안면진피섬유아세포에서생성된 TGF-β1는 조군에비해배

양 후 1일째 모든 농도에서 P<0.01로, 2일째 0.01㎍에서 P<0.05로,

3일째 0.1㎍, 1.0㎍농도에서 P<0.01로증가되었다. 배양시간과작

용시킨 독소의 농도 및 이 둘의 상호 관계에 있어 P<0.01로 유의

하 다(Fig. 7). 비후성반흔섬유아 세포에서생성된 TGF-β1는

조군에 비해 배양후 2일째 0.01㎍에서 P<0.05로 감소되었고, 0.1

㎍ 농도에서 P<0.01로 증가되었다. 3일째 1.0㎍ 농도에서 P<0.01

로 감소되었다 배양시간과 작용시킨 독소의 농도 및 이 둘의 상

호관계에있어 P<0.01로유의하 다(Fig. 8). 

3) SEB(0.1㎍)와 LPS(0.1㎍)를함께작용한경우

안면진피섬유아세포에서생성된 TGF-β1는 조군에비해배

양후 2일째에 P<0.01로 감소되었고, 3일째에는 오히려 P<0.01로

증가되었다. 배양시간과 작용시킨 독소의 농도 및 이 둘의 상호

관계에 있어 P<0.01로 유의하 다(Fig. 9). 비후성 반흔 안면 진피

섬유아 세포에서 생성된 TGF-β1는 조군에 비해 배양후 1, 2일

째에서 각각 P<0.05, P<0.01로 증가되었다. 배양시간과 작용시킨

독소의 농도 및 이 둘의 상호 관계에 있어 P<0.01로 유의하 다

(Fig. 10). 

Ⅳ. 총괄 및 고찰

손상 부위로 출혈과 혈장이 유리되면, 이것이 내인성 및 외인

성 응고 경로를 활성화하며 섬유소 침착과 일시적인 기질의 확

립을 초래한다. 응고 과정 동안 혈소판 활성화와 탈과립이 일어

나며 지혈 및 체액과 전해질의 조절에 필요한 응고 인자를 방출

하고 치유 반응을 기시하는 사이토카인을 단계별로 방출하여26-

28), 일시적인 기질에 사이토카인을 침착시킨다 이러한 사이토카

인들에는 TGF-α, TGF-β, platelet derivated growth factor(PDGF), 및

혈소판의 기본적인 단백질의 단백질 분해 분활 산물인 neu-

trophil activating peptide-2(NAP-2)가포함된다. 이러한사이토카인

들은 조직의 수복에 중요한 백혈구, 내피세포, 섬유아 세포, 및

각질세포를 유도하는 중요한 growth factor 혹은 chemotaxin이다
29). 그러므로, 응고와 혈소판 활성화가 일련의 세포들의 보충을

위한 초기의 토 가 된다. 섬유소 응괴는 적혈구를 응집시켜 지

혈을 조절하며 fibonectin으로 덮히면30), 손상시에 유리된 다양한

사이토카인을 결합한다. 섬유소 망은 초기 기질에 약간의 안정

성를 준다31). 호중구는 30�60분내에 창상 부위에 처음 도달하여

24시간까지 우세한 세포로서 이물질과 사이토카인을 분비하는

세균을 식작용하여 제거한다. 염증 부위에서의 이 세포의 보충

및활성화는호중구와활성화된혈관내피세포사이에초기낮은

친화성의 결합을 보이며 이에 의해 세포 표면에 β2 integrin의 발

현과 함께 호중구를 충분히 활성화게 해 준다. TNF, interleukin-

1(IL-1), 혹은 LPS에의해내피 세포가더활성화되면유착 분자들

의증가된발현을초래해호중구를내피세포에견고하게부착시

킨다. 이러한 견고하게 부착된 호중구는 protease, oxidant, 및

phospholipid를 유리하여 내피세포의 손상과 미세혈관의 투과성

이증가해화학주성인자인 IL-8에의해혈관외로빠져나오게된

다. 이 세포는 창상 치유의 진행을 조화롭게 하는 사이토카인을

생성한다. 이러한사이토카인들에는 Interferon-α(IFN-α), TNF, IL-1,

IL-1 receptor antagonist(IL-lra), IL-6, IL-8, macrophage inflammatory

protein-1-α및 TGF-β를 포함한다. 호중구가 초기 숙주의 방어를

위해 중요한 반면에, 4�5 시간내에 출현하는 단핵구는 창상 수

복의 진행에 중요한 역할을 하며 일시적인 기질을 더 성숙한 육

아 조직으로 변형시키는 데 중요한 염증성 매개체를 유리한다32-

35). 이러한 염증 세포에서 많은 폴리펩티드 인자가 유리된다36-43).

창상 부위로의 염증 반응은 부분적으로는 염증전 사이토카인

TNF, IL-1, IL-6의 유리에 의해서 매개된다23,44). 이 시기에 유리된

TGF-β가 염증 부위에서 효과적으로 단핵구를 끌어 들여 활성화

시켜 여러 가지 성장 인자와 염증 매개체들인 TNF-α, IL-1, PDGF,

fibroblast growth factor(FGF) 및 TGF-β1의발현과유리를유도시킨

Fig. 9. Proliferation of TGF-β1 by facial dermal fibroblasts with SEB(0.1μg),

LPS(0.1μg), and SEB+LPS. Cells(2.5×105) were cultivated for 24, 48, and 72

hrs respectively in MEM. Culture supernatants were harvested after each incu-

bation time and TGF--β1 was assayed. Data represent means±SD.

*P<0.05 compared with control.

Fig. 10. Proliferation of TGF-β1 by hypertrophic scar fibroblasts with SEB(0.1μ

g), LPS(0.1μg), and SEB+LPS. Cells(2.5×105) were cultivated for 24, 48, and

72 hrs respectively in MEM. Culture supernatants were harvested after each

incubation time and TGF--β1 was assayed. Data represent means±SD.

*P<0.05 and **P<0.01 compared with control.
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다. 이러한 매개체는 상처 부위에서 염증 반응의 기시와 증폭 및

회복 과정을 기시하는 데 중요한 역할을 한다12-17). 식세포는 외

상후 48시간까지 주요한 세포로서37), 창상 부위의 이물질과 세균

뿐만 아니라 비기능적인 숙주세포를 제거한다. 창상이 생기면,

결합조직의기질에정상적으로존재하는말초단핵구가창상의

식세포가 되며 창상 부위에 섬유아 세포의 주입을 조절하는

사이토카인인 PDGF와 TGF-β를 분비한다26-27). 일단 단핵구가

식 세포로 분화되면, TGF-β는 효과적으로 식 세포를 비활성화

시켜 활성화된 식 세포에 의해 유리되는 과산화물과 일산화

질소의 생산을 억제시킨다 이러한 억제는 IFN-γ와 TNF-α같은 활

성화제에의해반전되는것을볼수있다14). TGF-β는혈관내막에

호중구와 T 임파구의 유착을 억제시키고 염증 반응을 억제하며,

T 및 B 임파구, 흉선 세포, 자연사(natural killer, NK) 세포, 및 lym-

phokine activated killer(LAK) 세포의증식을억제한다16,17). 또 IFN-γ,

TNF-α와 TNF-β와 IL-1, IL-2, IL-3의 생성, 및 IL-2 수용체의 발현을

억제한다. 그러므로, 생체내에서 TGF-β는 여러 가지 사이토카인

들에 의해 유도된 작용의 중요한 길항제 역할을 하며, 이것은

TGF-β와 TNF-α의 조되는작용에서잘나타난다14,15).

TGF-β는 이러한 염증 세포뿐만 아니라11,12), 섬유아 세포를 위한

효과적인 화학 주성제이며18), 섬유아 세포에서 생성되기도 한다.

그것은 부분의 세포의 증식을 억제하지만, 몇가지 간엽세포의

성장을 촉진한다. 또한 미성숙한 섬유아 세포의 증식을 촉진하

며19), 손상 부위에 세포외 기질 성분의 주요한 세포 기원인 섬유

아 세포의 증가된 군집을 초래한다. 이 시기에 세포로부터 일단

유리되면, 잠복중이지만 활동적인 TGF-β가 세포외 기질과 기저

막에 있는 단백질과 상호 작용을 한다3). 이러한 작용에는 첫째

TGF-β가 collagen, fibronectin, thrombospondin, tenascin, osteopon-

tin, osteonectin 및 proteoglycans을 포함하는 세포외 기질의 수많

은단백질의합성과분비를유도한다3,20,23,45-47). 이러한단백질의증

가된 침착이 세포외 기질의 증가된 형성을 유도한다3). 또한,

TGF-β는 tissue inhibitor of metalloproteinase(TIMP), plasminogen-

activator inhibitor를 포함하는 단백질 분해 효소 억제제의 생성을

촉진하고 collagenase와 plasminogen activator같은 기질 단백 분해

효소의 생성을 억제한다21-23,48,49). 둘째 TGF-β가 세포 유착 수용체

인 integrin의 발현을 증가시켜 세포내 유전자 발현과 세포의 분

화에 향을 주며, 빈번히 세포와 세포외 기질의 접착성을 증가

시킨다50). Carver 등51)은α1β2 integrin 복합체가형태형성과창상치

유에서보이는기질의재형성과관계하는세포와세포간콜라겐

의 상호 작용에 중요한 역할을 한다고 보고하 다. 콜라겐 분자

는 hydroxyproline에 의해 안전한 3중 나선 구조가 되며52), lysyl

oxidase에의해안전한교차결합이이루어진다53). 이러한중요한

교차 결합 단계가 콜라겐에 강도와 안정성을 주며 정상의 약

80%에이른다54). 손상후 10시간이내에증가된콜라겐합성의증

거가 있으며, 5일에서 7일까지 절정에 이르며 그 이후로 점차 감

소한다. 이후 섬유아 세포, 호중구 및 식세포에 있는 특이한

collagenase에 의해 3/4 및 1/4 분절로 분해되고 다른 단백 분해

효소에 의해 소화된다23). TGF-β는 창상 치유의 일련의 단계에 관

여하는 모든 세포들에서 분비되어4,5) 이들 분비 세포들과 자가자

극인자 혹은 인접자극인자 형태로 작용하면서 이러한 단계들을

조절하는 주 인자이다23). 만약, TGF-β에 의해 창상 치유 사이토

카인들이 잘 조절되지 않으면, 이것의 과잉 활동으로 창상 부위

에 너무 많은 콜라겐의 침착으로 인한 비후성 반흔이나 킬로이

드, 폐섬유화, 간경화, 공피증, 건유착증, 동맥 경화증 섬유성 골

유합, 신경의 손상에 따른 전달 장애, Crohn 질환, 식도 및 요도

협착증, 유방 임플란트 주위의 피막 및 Peyronie’s 질환을 일으키

는 막에서의 창상 등과 같은 섬유 증식성 장애를 초래할 수 있

다23-25,55-57). 이러한 비후성 반흔과 킬로이드의 형성에 관여하는 인

자로는55) 유전, 병소의 위치, 장력, 나이, 손상후 경과한 시기56),

비만 세포57), 콜라겐 결절58), α-smooth muscle actin 근섬유아 세포

(myofibroblast)59), 미세환경적인 인자인 열과 산60), 분화도61,62) 및

산소 포화도63), proline hydroxylase의 작용64,65), 세포외 기질의 성

분들66), 낮은 도67), 스테로이드 호르몬68), 및 세포 형태 변화와

cytoskeleton69,70), 콜라겐 사의 조절(collagenase와 TIMP-1), 및

TGF-β를 포함한 사이토카인들24,25,56,71-75) 등을 들 수 있다. 반 로,

콜라겐에 hydroxyproline이 존재하지 않는 혐기성 혹은 괴혈병

상태에서는 콜라겐이 낮은 나선 구조를 가지므로 보다 빨리 더

낮은 농도에서 변성을 겪으며48), 창상은 약해져서 열개를 초래

한다23-25,55-57). 

본연구에서는외상성손상시관여하는그램양성세균의독소

인 SEB와그램음성세균의내독소인 LPS를각기다른농도로생

체외배양한안면진피및비후성반흔의섬유아세포에단독혹

은 함께 작용시킨 후, 세균 독소 존재하에서의 섬유아 세포의 증

식과 생성되는 TGF-β을 정량적으로 측정하여 통계학적 검증을

하 다. 먼저 안면 진피 섬유아 세포, 비후성 반흔 섬유아 세포

모두에서 SEB로 처리하 을 때(Fig. 1, 2), 안면 진피 섬유아 세포

에서배양후 1일째 조군에비해 0.01㎍, 0.1㎍애서유의할만하

게 세포의 증식 억제를 보 으며, 안면 진피 섬유아 세포에서

조군에 비해 배양 후 3일째까지 0.0l㎍, 0.l㎍에서 유의성 있게 세

포의 증식이 억제되었으며, 7일째에 모든 세포에서 조군에 비

해 유의성 있게 세포의 증식이 억제되었다. 안면 진피 섬유아 세

포는 조군에 비해 배양 후 1일째부터 관찰한 5일째까지 유의

할 만한 세포의 성장을 억제시켰다. 비후성 반흔 섬유아 세포에

서는 배양 후 5일전까지는 유의할 만한 억제가 없었지만, 5일째

에는농도에따라유의할만한혹은유의성이큰세포의성장억

제가있었다그러므로, SEB로처리한세가지섬유아세포에서배

양시간에따라안면진피, 비후성반흔섬유아세포의순서로세

포의 증식을 억제시켰다. 다음으로 LPS로 두가지 섬유아 세포를

처리하 을 때(Fig. 3, 4), 안면 진피 섬유아 세포에서 배양후 3일

째까지 모든 농도에서 세포의 증식을 보 지만 유의할 만한 변

화는없었으나, 5일째에모두세포에서 조군에비해유의성있

게 세포의 증식이 억제되었다 하지만, 안면 진피 섬유아 세포에

서는 조군에비해배양후 1일째에모든농도에서, 비후성반흔

섬유아 세포에서는 배양 후 3일째 0.01㎍에서 유의할 만한 세포

의 증식 억제를 보여 주목할 만하 다. LPS로 처리한 세가지 섬

유아 세포에서 배양 시간에 따라 안면 진피, 비후성 반흔 섬유아

세포의 순서로 세포의 증식을 억제시켰다. 이들 세균의 독소로
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처리한 섬유아 세포의 증식에 관한 실험 결과들을 고찰해 보면,

안면 진피 섬유아 세포에서 나머지 두 세포보다 SEB와 LPS 둘다

에배양후초기에세포의성장이억제됨을알수있었다. 이러한

결과는 숙주의 scarless wound healing에 유리할 것으로 사료된다

반면, 비후성반흔섬유아세포에서는 SEB와 LPS 둘다에안면진

피보다 배양 후 후기에 세포의 성장을 억제시킴을 알 수 있었다

이는 창상의 초기에 섬유아 세포의 다량 주입에 의한 비정상적

인 창상의 치유와 관계가 있을 것으로 여겨진다. 섬유아 세포의

배양시간과 작용시킨 독소의 농도에 한 이변량 분산분석에서

위의 두가지 섬유아세포 모두에서 배양 후 3일째에 증식이 최고

조에 달하고 그 이후로 5일째로 가면서 증식이 억제됨을 알 수

있었다. 또 두가지 섬유아 세포 모두에서 세포의 증식에 관한 배

양시간과작용시킨두가지독소인 SEB와 LPS 및배양시간과작

용시킨독소의상호관계에있어유의성이큼을알수있었다하

지만, LPS 작용시안면진피섬유아세포에서배양시간과작용시

킨 LPS사이의 상호관계에 유의할 만한 변화가 없었다. TGF-β1의

생성 변화에 한 정량적 분석을 위해, SEB와 LPS으로 단독 혹은

병용 작용시켜 농도에 따른 TGF-β1의 생성량을 측정하 다. SEB

로 처리한 안면 진피 섬유아 세포에서 생성된 TGF-β1는 배양후 1

일째 0.01㎍에서 조군에 비해 유의하게 증가되었고, 비후성 반

흔섬유아세포에서는배양후 2일째같은농도에서 조군에비

해 매우 유의하게 증가되었다. 그러므로, SEB로 처리한 두가지

섬유아 세포에서의 TGF-β1의 생성은 가해진 독소의 농도와 배양

시간에 따라 유의할 만한 변화가 없었다. 이는 그램 양성 세균에

의한감염시초기에증가된 TGF-β1의생성에의한섬유화로만성

적인 감염으로 잘 진행될 수 있게 할 것으로 여겨진다(Fig. 5, 6).

LPS로 처리한 안면 진피 섬유아 세포에서 생성된 TGF-β1는 배양

후 1일째 모든 농도에서, 2일째 0.01㎍에서, 3일째 0.l㎍, 1.0㎍ 농

도에서 조군에 비해 매우 유의성 있게 증가되었다. 이는 농도

에 무관하게 배양 초기에 조군에 비해 더 많은 TGF-β1의 생성

을 보 다. 이는 안면 진피 섬유아 세포가 창상 치유측면에서 비

정상적인 창상을 초래할 수 있음을 보여준다. 반면, 비후성 반흔

섬유아 세포에서 생성된 TGF-β1는 배양후 2일째 0.01㎍에서 조

군에 비해 오히려 유의할 만하게 감소되었고, 0.1㎍ 농도에서는

매우 유의성 있게 증가되었으나, 3일째에 다시 1.0㎍ 농도에서

조군에 비해 유의성 있게 감소되어 안면 진피 세포와 비교해

서그램음성세균의내독소인 LPS에 한반응에서가해진독소

의 농도와 배양 시간에 따라 TGF-β1 생성의 증가와 감소를 보

다(Fig. 7, 8). 혼합 감염시 독소에 따른 TGF-β1의 생성을 살펴보기

위해 위의 두가지 섬유아 세포에다 SEB(0.1㎍)와 LPS(0.1㎍)를 함

께 처리하 다. 안면 진피 세포에서는 배양후 2, 3일째에서 매우

유의하게 증가되었고, 비후성 반흔 세포에서는 배양후 1, 2일째

에서 조군에 비해 각각 유의하게, 매우 유의할 만하게 증가되

었다. 즉비후성섬유아세포는배양후 1일째부터 조군에비해

TGF-β1의생성이유의할만하게증가하지만, 안면진피세포에서

는 배양 후 2일째부터 조군에 비해 TGF-β1의 생성이 유의할 만

하게 증가하 다. 그러므로, SEB(0.1㎍)와 LPS(0.1㎍)로 처리한 서

로 다른 기원의 섬유아 세포에서 독소의 농도와 배양 시간에 따

라 TGF-β1의생성이다름을알수있다(Fig. 9, 10). 안면진피섬유

아 세포에서 독소 작용시 세포의 성장이 배양 초기에 억제되고

SEB에 한 TGF-β1의 생성이 유의할 만하게 감소되어 상흔이 적

은창상치유에유리함을알수있었다. 하지만, 비후성반흔섬유

아 세포에서는 SEB(0.1㎍)와 LPS(0.1㎍)에 한 세균의 성장 억제

가 배양의초기에 이루어지지않고, SEB(0.1㎍) 혹은 LPS(0.1㎍)의

단독 작용시 TGF-β1의 생성이 유의할 만하게 증가하지 않았지만

양독소의작용시배양초기부터 TGF-β1의생성이유의할만하게

증가하는 것으로 보아, 개방창이나 오염된 창상에서 섬유아 세

포의다량주입과 TGF-β1의유의할만한생성으로지속적인콜라

겐 합성을 초래해 비정상적인 창상 치유 형태를 나타낸 것으로

사료된다. 이는 Younai 등이 비후성 반흔 섬유아 세포가 정상적

인 섬유아 세포에 비해 TGF-β의 증가된 분비를 할 수 있는 상태

를 반 한다는 보고24)와 Yang 등이 정상 및 비후성 반흔 섬유아

세포로 군집한 콜라겐 격자에 PDGF-BB, TGF-β1, βFGF, 및 epider-

mal growth factor(EGF)를 작용시켜 수축에 관한 효과의 검사시

단지 TGF-β1만이 P<0.01로 통계학적으로 유의할 만 하 다는 보

고74) 및 Sporn과 Robert의 보고40)와 Bettinger 등의 보고25) 등이 본

연구 결과와 일치함으로 논제에 의미를 부여할 수가 있었다. 하

지만, SEB(0.1㎍) 혹은 LPS(0.1㎍)의 단독 작용시 TGF-β1의 생성에

있어 유의할 만하게 증가하지 않았는 데, 이는 양독소가 TGF-β1

의 생성에 있어 서로 길항 작용을 보임을 알 수 있었다. 이것은

쥐의 창상 섬유아 세포에 LPS를 노출시킨 반응에서 정상적인 진

피 섬유아 세포들보다 활발한 TNF 반응을 일으킨다는 Fahey 등

의 보고76)가 뒷받침한다. 또한, SEB, LPS 및 SEB과 LPS을 함께 사

용한 것을 각각 두가지 섬유아 세포에 작용시킨 후 TGF-β1의 생

성에 관한 이변량 분산 분석을 시행한 결과 세포의 배양 시간과

작용시킨독소의농도및이둘의상호관계에있어유의성이큼

을 알 수 있었다. 하지만, SEB를 작용시킨 후 안면 진피 섬유아

세포에서는배양시간과작용시킨독소의농도와의상호관계에

서, 비후성 반흔 섬유아 세포에서는 작용시킨 농도에서 유의할

만한변화가없었다. 

그러므로, TGF-β1는 각기 다른 기원의 섬유아 세포에서 작용하

는단계와작용시킨인자에따라다양한사이토카인을분비하여

창상 치유시 비정상적인 반응을 나타낼 수 있음을 알 수 있다.

Lin 등75,77)은 사람 태아의 창상 치유에서 TGF-β1이 중요한 조정자

이며항 TGF-β1의전략이성인의창상에서 scarless healing을촉진

할는지도 모른다고 하 다. Colman 등78)은 초기 태아 쥐의 피부

섬유아세포에서 collagen gel의수축이일어나며, 후기태아나성

인의피부섬유아세포에서보다다소덜 TGF-β를분비하고활성

화시킨다. 하지만, 이러한 창상이 발생적인 전이를 겪으며 이러

한 전이는 성장 인자와 섬유아 세포의 상호 작용에 의해 향을

받는 데, plasmin을 유리시켜 TGF-β를 활성화 시킬 수 있는 능력

을 가지는 피부 섬유아 세포의 출현과 관계가 있다고 하 다 또,

Younai 등24)은비후성반흔섬유아세포에의한섬유소응괴의수

축 혹은 킬로이드 섬유아 세포에 의한 콜라겐 합성을 감소시킬

수 있는 항 TGF-β항체의 능력이 섬유화와 창상 수축 치료의 항

체 사용에 한 약물학적 유용성을 지시한다고 하 다. Edwards
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등79)은 국소적으로 합성된 TGF-β가 비후성 반흔에서 콜라겐

사의 조절에 한 역할을 한다고 보고하 다. 그러므로, 미래에

창상 치유 과정에서의 TGF-β의 역할에 한 수많은 연구들에 의

해 더 나은 창상 치유를 얻을 수 있을 것이다. 본 연구에서 저자

등은세균의독소존재시섬유아세포의증식과 TGF-β1의생성을

관찰하여 본 바, 비록 이러한 결과들이 생체내의 복잡한 환경을

반 하지않은생체외에서배양한섬유아세포에서얻어진결과

이지만, 이 둘의 상호 관계에 한 조화로운 이해로 향후 창상의

치유에관한유용한정보를얻을수있을것으로사료된다. 

Ⅴ. 결 론

안면 진피, 및 비후성 반흔의 섬유아 세포를 생체외 배양하여

Staphylococcus enterotoxin B(SEB)와 lipopolysaccharide(LPS)를 단

독혹은병용처리한후나타나는세포의증식과생성되는 TGF-β1

를측정한결과다음과같은결론을얻었다. 

1. 독소작용시안면진피및비후성반흔의섬유아세포모두에

서 배양 후 3일째에 최고로 증식되었고 5일째로 가면서 증식

이 억제되었으며, 섬유아 세포의 배양 시간과 작용시킨 독소

의 농도 및 상호간에 유의성이 컸다. 하지만, LPS 작용시 안면

진피 섬유아 세포에서는 배양시간과 작용시킨 LPS사이의 상

호관계에유의할만한변화가없었다

2. SEB, LPS 및 SEB와 LPS의 병용한 각각을 두가지 섬유아 세포

에 작용시켰을 때, TGF-β1의 생성에 있어 세포의 배양 시간과

작용시킨독소의농도및이둘의상호관계에있어유의성이

컸다. 하지만, SEB를 작용시킨 안면 진피 섬유아 세포에서는

배양 시간과 작용시킨 독소의 농도의 상호 관계에서 유의성

을 보이지 않았고, 비후성 반흔 섬유아 세포에서는 작용시킨

독소의농도에서유의성을보이지않았다. 

3. 안면 진피 섬유아 세포에서 독소 작용시 세포의 증식이 배양

초기에 억제되고 SEB에 한 TGF-β1의 생성이 유의할 만하게

감소되어 안면 진피 섬유아 세포는 창상 치유의 관점에서 유

리함을 알 수 있다. 반면에, LPS와 SEB(0.1㎍)와 LPS(0.1㎍)를

병용한경우에서는 TGF-β1의생성이초기에유의할만하게증

가를보여비정상적인창상치유형태를나타낼수있을것으

로생각된다

5. 비후성 반흔 섬유아 세포에서 SEB(0.1㎍)와 LPS(0.1㎍)에 한

세균의 증식 억제가 배양의 초기에 이루어지지 않고, 양 독소

의 작용시 배양 초기부터 TGF-β1의 생성이 유의할 만하게 증

가하는 것으로 보아 비정상적인 창상 형태를 나타낼 수 있을

것으로 사료된다. 하지만, SEB(0.1㎍) 혹은 LPS(0.1㎍)의 단독

작용시 TGF-β1의생성이유의하게증가되지않았다. 

그러므로, 안면 진피 및 비후성 반흔 섬유아 세포는 서로 다른

표현형을 가지며, 자극시킨 인자에 따라 다양한 TGF-β의 생성으

로창상의치유를조절할것으로사료된다. 
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