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Ceramide는 apoptosis를 일으키는 이차적 전령

물질로 알려져 있으며 tumor necrosis factorα, 

fas ligand, 방사선. 항암제, interferon β, inter-

feron γ, 열손상, 화학적손상 등의 자극에 의해서 분

비 된다.
1-9
 이러한 자극은 sphingomyelin경로를 활

성화 시키고 sphingomyelin-specific sphingo-

myelinase는 ceramide synthetase와 함께 sphin-

gomyelin을 ceramide로 변화시킨다. Ceramide는 

JNK/SAPK, c-jun/AP-1, CPP32-like protease

등의 활성화를 통해 apoptosis를 유발하며 이에 따른 

Fas경로의 활성화 및 protein kinase c의 세포질 내

로의 분비가 알려져 있다.
1-9

그러나 생체 내 ceramide는 정상적인 세포막을 통

과할 수 없으므로 직접적인 치료목적으로 사용될 수 없

기에 생체 내에서의 ceramide와 효과가 비슷한 

ceramide 유사체가 개발되었다. 특히 생체 내의 

ceramide의 long-chain fatty acid를 short-acyl 

group으로 대체하여 세포막 통과를 용이하게 한 

ceramide가 배양 백혈병 세포에서의 생체 내 cera-

mide와 유사한 효과가 보고된 바 있다.10-12 Phyto-

ceramide(N-acyl-4D-ribo-phytoshpingosines)

는 효모의 성장과 스트레스 반응을 조절하는 물질로 영

장류에서의 ceramide에 해당되는 물질로 ceramide

와의 차이점은 sphingolipid의 5번째 탄소기에 

hydrogen 대신 hydroxyl기가 있다는 점이다. 

Ceramide와의 효능 차이는 이견이 많으나 phyto-

ceramide의 대량 생산 가능성의 제시 및 효과는 이미 

증명된 사실이다. 따라서 phytoceramide는 cera-

mide의 대용물로서 연구되고 있다.9,13-17

각막의 뒷면은 단층의 내피세포로 이루어져 있다. 내

피세포는 다각형 세포로 대부분은 육각형모양이며 젊은 

사람에 있어서는 그 수가 대략 3500 개/mm2 이다. 내

피세포의 세포질 내에는 큰 핵과 많은 수의 미토콘드리

아와 골지 복합체가 있어서 활동적인 대사에 관여한다. 

이러한 장벽기능과 펌프기능으로 인해 각막의 수분함유

량이 78%(3.8mg water/mg dry weight)으로 유

지되며 각막 간질의 투명도가 유지된다.
18
 

최근 굴절교정 수술 이후의 보다 나은 결과를 위해 

각막세포의 창상 치유 과정이 활발히 연구 되고 있으

각막내피세포에서 Ceramide에 의해 유발된 Apoptosis
이선영․김태임․차흥원

울산대학교 의과대학 안과학교실

목적 : 여러 종류의 ceramide가 각막 내피세포의 apoptosis를 유발 여부와 그 경로를 알아보고자 하였다. 
대상과 방법 : 가토의 각막내피세포를 배양 후 10, 20, 40, 80M의 ceramide type 2, 6, phytoceramide type 2, 6을 
처리한 다음, apoptosis를 확인하기 위해 LDH 분석과 Hechst 염색 및 Annexin V 염색을 이용한 flow cytometry분석을 
시행하였다. 경로를 알아보기 위해 내피세포를 CPP32-like protease inhibitor, caspase-8 inhibitor, caspase-9 
inhibitor로 처리한 뒤 20M의 ceramide와 phytoceramide에 노출시키고 LDH assay를 통해 세포사 정도를 평가하였
다. 4종류의 ceramide에 노출시킨 뒤 cytochrome c 면역염색을 시행하였다.
결과 : Hoechst 염색상 세포질의 위축, apoptosis체 형성, 핵 조각화를 보였으며 Flow cytometry 분석검사상 초기 
apoptosis 반응이 나타났다. Ceramide와 phytoceramide는 10M 이상, 12시간 이후에 유의한 apoptosis를 유발하였
다. CPP32-like protease inhibitor, caspase-8, 9 inhibitor는 이러한 apoptosis의 과정을 억제하였고. Ceramide와 
phytoceramide를 처리한 모든 내피세포에서 cytochrome c 염색에서 양성을 보였다.
결론 : 모든 ceramide와 phytoceramide는 각막내피세포에 있어서 apoptosis를 유발하였고 그 경로는 caspase 및 
미토콘드리아경로와의 관련을 보였다. 
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며, 저자들은 각막실질세포와 ceramide의 관계를 연

구한 바 있다. 이 연구에서 ceramide는 각막세포의 

apoptosis를 유발하였고 그 경로는 caspase및 미토

콘드리아경로와 관련을 보였다. 또한 백내장 수술 이후

의 후낭 혼탁에의 ceramide의 예방 효과를 알아보고

자 한 저자들의 수정체 상피세포와 ceramide의 관계 

연구에서 ceramide가 수정체 상피세포에 있어서도 

apoptosis를 유발하였다. 즉 ceramide는 각막 세포

의 창상 치유 과정과 수정체 상피세포의 증식과정을 조

절 할 수 있는 물질로 생각되며 임상적용을 위해서는 

안정성의 평가가 이루어져야 하겠다. 이에 저자들은 본 

연구를 통해 ceramide와의 처리에 따른 각막 내피세

포의 안정성을 알아보고자 하였다. 

대상과 방법

1. 각막 내피세포 배양

가토의 안구를 적출하고 phosphate buffered 

saline(PBS)으로 씻은 다음 각막 윤부에서 3∼4mm

떨어진 부위를 따라 절제하여 각공막편을 얻은 후 수술

용 현미경하에서 내피세포 층과 데스메막을 각막의 간

질세포로부터 떼낸 다음 Ca
2+
-와 MG

2+
- free 

Hanks’ balanced salt 용액 내에서 0.05% 

trypsin과 0.53mM EDTA을 첨가하여 5분간처리 

한 후 1400 rpm에서 원심분리하였다. 상청액은 버리

고 남은 세포에 20 ml의 배양액을 넣은 다음 조직배양 

flask에 넣고 CO2 incubator (5% CO2, 100% 

humidity, 37℃)내에서 세포가 충분히 많아질 때까지 

배양하였다. 3차례의 계대배양을 거친 각막 내피세포를 

사용하였고 Well당 세포수가 3×103∼5×103개가 담

기도록 96개의 well plate에 나누어 담은 후 10%의 

FBS DMEM내에서 24∼48시간 동안 다시 배양하였

다. 

2. Ceramide, phytoceramide 처리 및 apoptosis 염색

1) Hoechst-EthD (Molecular probe
Ⓡ
, Netherlands) 

염색 

내피세포들을 20 μM의 ceramide type 2(C2) 

와 6(C6), phytoceramide type 2(PC2)와 

6(PC6)로 12시간 동안 처리 한 다음 1 μg/ml 

Hoechst 33342로 37℃에서 30분간 염색 하고 

phosphate-buffered saline (PBS)에 세 차례 세

척한 후 형광 현미경과 광학 현미경으로 관찰하였다. 

2) Flow cytometriy 분석(Annexin V FITC
Ⓡ
, Caltag 

laboratories, USA)

20 μM의 각각의 ceramide를 12시간 동안 처리한 

내피세포와 ceramide 처리를 하지 않은 내피세포를 

PI 함유 buffer용액과 함께 Annexin V-FITC
Ⓡ
 염

색 후 flow cytometry 분석을 시행 하였다. 

3. Ceramide의 농도와 처리시간에 따른 세포사의 변화

10, 20, 40, 80 μM 의 C2, C6와 PC2, PC6를 

24시간 동안 내피세포에 처리한 다음 LDH assay 

(CytoTox 96R Non-Radioactive Cytotoxicity 

Assay
Ⓡ 
Promega, USA)를 통해 세포사의 정도를 

측정하였다. 또한 시간에 따른 세포사의 정도를 알아보

기 위해 20 μM의 ceramide와 phytoceramide를 

각각 0, 6, 12, 24 시간동안 처리 한 다음 LDH 

assay를 하였다. 

4. Apoptosis의 경로 분석 

내피세포를 0, 10, 100, 1000, 10000 nM의 농도

의 CPP32-like protease inhibitor (Z-VAD- 

FMK
Ⓡ
, Calbiochem, Germany)를 세시간 동안 처

리한 후 20 μM의 ceramide와 phytoceramide를 각

각 처리하였다. 같은 방법으로 0, 50, 100, 200 μM 의 

specific caspase-8 inhibitor (IETD-CHO
Ⓡ
, 

Calbiochem, Germany and Z-IETDⓇ, Calbio-

chem, Germany)와 caspase-9 inhibitor (Z- 

LEHD-FMK
Ⓡ
, Calbiochem, Germany)를 한시간 

동안 처리한 후 20 μM의 ceramide와 phytocer-

amide를 각각 첨가하였다. 12시간 후에 LDH assay

를 시행하여 세포사의 억제정도를 평가 하였다. 20 μ

M의 ceramide와 phytoceramide를 처리한 다음 내

피세포를 4% paraformaldehyde로 4℃ 에서 25분

간 고정시킨 다음 cytochrome c rabbit polyclonal 

antibody (Santa Cruz Biotechnology, USA)로 

형광 염색을 시행하고 12시간 후에 광학 현미경을 통하

여 관찰 하였다. 

5. 통계분석

내피세포의 apoptosis 평가를 위하여 ANOVA 

test를 이용하였다. P-value가 0.05 미만인 경우를 

통계적 유의성을 가지는 것으로 정의하였고 자료의 분

석을 SPSS 10.0 for WindowsⓇ (SPSS Inc, 

USA)를 이용하였다.
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Figure 1. Photographs of corneal endo-
thelial cells exposed to ceramide type 2 
(C2) for 12 h(C, D),ceramide type 6 
(C6) for 12 h (E, F), phytoceramide type 
2 (PC2) for 12 h (G, H), phytoceramide 
type 6 (PC6) for 12 h (I, J), and control
cells (A, B). Cells were treated with a 
fixed concentration of all ceramide types 
(20 μM). A, C, E, G, and I were stained 
with 1 μg/ml Hoechst 33342 and photo-
graphed using fluorescence microscopy. 
B, D, F, H, and J were photographed 
using phase-contrast microscopy. Ceramide 
treated groups displayed more fluores-
cence and chromatin condensation than 
the control group. In phase-contrast 
microscopy, apoptotic features such as 
shrinkage of cytoplasm was more evident 
Magnification; ×200. 
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결    과

1. Ceramide 와 phytoceramide를 처리한 후 내피세

포의 apoptosis

Hoechst 염색에서 ceramide 및 phytoceramide

로 처리된 내피 세포들은 대조군에 비해 핵 조각화 및 

세포질의 위축의 특징적 소견을 보였다(Fig. 1). 

Flow cytometry 분석에서 대조군은 Annexin 

V-FITC 및 PI에 음성을 보여 apoptosis 과정이 일

어나지 않은 소견을 보인 반면, 12시간동안의 20 μM 

ceramide 및 phytoceramide 처리 군에서 의미 있

는 Annexin V 및 PI 양성 소견을 보여 apoptosis가 

진행된 소견을 보였다 (Fig. 2B, C, D, E). 

2. Ceramide와 phytoceramide의 농도와 처리시간에 

따른 세포사 

Ceramide 및 phytoceramide 모두 10 μM 이상

의 농도에서 세포사가 의미 있게 증가하였다(p<0.01). 

그러나 10, 20, 40, 80 μM 농도간의 통계학적으로 

유의한 있는 차이는 없었다. 

처리시간에 따른 세포사 평가 에서 C2, C6, PC2군

에서 24시간 까지 처리시간에 따른 세포사가 증가하였

으며(Fig. 3) 특히 C2와 C6군에서 12시간째, PC2 

및 PC 6군에서는 24시간째에 세포사가 의미 있게 증

가하였다(p<0.05).

3. Apoptosis 의 경로 분석 

CPP32-like protease inhibitor를 처리한 모든 

군에서 의미 있는 LDH 활성도의 감소를 보였다

(p<0.05). 그러나 고농도의 CPP32-like protease 

inhibitor를 처리한 군에서는 LDH의 활성도가 증가

하였다. 이는 CPP32-like protease inhibitor에 의

한 세포 독성이 작용하였으리라 생각된다(Fig. 4). 

Caspase-8 inhibitor는 C6, PC2, PC6군에서 

LDH 활성화를 의미 있게 감소 시켰고(p<0.01%), 

Figure 2. Flow cytometric analysis of apoptotic cells using Annexin V-FITC. Rabbit cornea endothelial cells were left untreated 
(A) or were treated with ceramide type 2, C2 (B), ceramide type 6, C6 (C), and phytoceramide type 2,PC2(D),phytoceramide type 
6, PC6 (E) for 12hours. Cells were incubated with Annexin V-FITC in a buffer containing PI and analyzed by flow cytometry. 
Untreated cells were primarily Annexin V-FITC and PI negative (lower left quadrant, panel A), indicating that the cells were viable
and not undergoing apoptosis. After treatment with ceramides and phytoceramides, populations of cells have progressed to a later 
stage of apoptosis and are stained with both PI and Annexin V, indicating that the cells are no longer viable. 
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Figure 4. The effect of CPP32-like protease inhibitor on rabbit corneal endothelial cells. Endothelial cells were preincubated for 
3 h with various concentrations of CPP32-like inhibitor, Z-VAD-FMK. At 12 h after treatment with each ceramide type (20 μ
M), cell toxicity was assayed using the LDH assay. Z-VAD-FMK significantly reduced LDH activities in ceramide type 2 (C2), 
ceramide type 6 (C6), phytoceramide type 2 (PC2), and phytoceramide type 6 (PC6) (p<0.05). But, at higher concentration of 
ceramides, LDH activities were increased

Figure 3. Cell death in primary rabbit corneal endothelial cells was induced by various ceramides (ceramide type2 (C2), 
ceramide type 6(C6),phytoceramide type 6(PC2),phytoceramide type 6 (PC6)). (A) Dose-dependent cytotoxicity at 24 h after 
application of each ceramide type. (B 1, 2) Time-course of cell death following treatment with various ceramides at a fixed 
concentration (20 μM). Cell toxicity was analyzed using the LDH assay.
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C2군에서는 LDH활성도가 감소하는 경향을 보였으

나 통계학적으로 유의한 감소는 아니였다. caspase-9 

inhibitor는 C2, C6, PC2, PC6의 모든 군에서 

LDH활성화를 감소시켰다(p<0.01%)(Fig. 6). Cytoc-

hrome c 형광 염색상 모든 ceramide와 phytocera-

mide 처리 군에서 세포질 내에 점상의 갈색 색소를 보

였으며 이는 ceramide와 phytoceramide에 의해 유

도되는 apoptosis과정 중 미토콘드리아에서 cyto-

chrome c의 유리가 동반됨을 나타낸 것이라 할 수 있

다(Fig. 7).

고    찰

Ceramide type 2, 6과 phytoceramide type 2, 

6는 모두 각막 내피세포의 apoptosis를 유발하였다. 이

는 Hoechst-EthD 염색과 Annexin V FITCⓇ를 이

용한 flow cytometry분석을 통해서 확인되었다. 

Hoechst-EthD 염색 및 Flow cytomery 분석에서 

apoptosis의 특징적인 소견인 세포질의 위축, 핵 조각

화, 염색체의 응축이 ceramide와 phytoceramide를 

24시간 처리 한 후에 관찰 되었다. Ceramide와 

phytoceramide를 24시간 동안 처리한 경우에는 LDH 

활성화의 의미 있는 증가를 보였는데 이는 세포 괴사와 

apoptosis이외의 다른 종류의 세포 독성이 있을 수 있

는 가능성을 고려할 수 있겠다.19,20 즉, ceramide는 어

떠한 조건에서는 세포괴사를 야기 할 수 있을 것이다. 

Hetz CA 등
20
 은 림프세포에서 ceramide에 의한 두 

종류의 세포사를 보고한 바 있다. 이는 apoptosis 와 

Figure 6. The effect of the caspase-9 inhibitor, Z-LEHD-FMK on rabbit endothelial cells. Endothelial cells were preincubated for
1 h with various concentrations of Z-LEHD-FMK. At 12 h following treatment with each ceramide (20 μM), cell toxicity was 
assayed using the LDH assay. Z-LEHD-FMK reduced the apoptotic response induced by all the ceramides (ceramide type 2 
(C2), ceramide type 6 (C6), phytoceramide type 2 (PC2), phytoceramide type 6 (PC6))examined.

Figure 5. The effect of caspase-8 inhibitor, LIETD-CHO on rabbit corneal endothelial cells. Endothelial cells were preincubated 
for 1 h in various concentrations of LIETD-CHO. At 12 h after treatment with each ceramide type (20 μM), cell toxicity was 
analyzed using the LDH assay. Caspase-8 inhibitor reduced LDH activities in ceramide type 6 (C6), phytoceramide type 2 (PC2)
and phytoceramide type 6 (PC6)-treated cells (p<0.05). but, couldn't reduced LDH activities in ceramide type 2 (C2) 
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세포괴사로 이중 세포괴사는 세포 내 ceramide의 지연 

증가와 관련이 있음을 보고 하였다. 

따라서, 치료적 목적에서 ceramide와 phytocera-

mide의 적절한 적용 시간이 중요하다. 또한 10 M이상

의 농도에서는 LDH의 활성화 정도가 더 이상 증가하지 

않았다. 이는 ceramide 와 phytoceramide의 농도 

10 μM이 내피세포의 apoptosis유발에 적절한 농도라 

할 수 있겠다. 물론 이 결론은 사람의 내피세포에 직접 

적용할 수는 없으며 이를 위해서는 안전하고 효과적인 

농도 및 적용 시간의 규명이 필요할 것이라 생각된다.

광범위 caspase inhibitor 인 CPP32-like pro-

tease inhibitor는 ceramide와 phytoceramide

에 의한 모든 apoptosis 반응을 의미 있게 억제하였

다. Caspase 8 inhibitor는 C6, PC2, PC6 군에서 

apoptosis 반응을 의미 있게 억제 하였고, caspase 

9 inhibitor는 또한 모든 군에서 apoptosis 반응을 

의미 있게 억제 하였다. 또한 저자들은 apoptosis를 

유발하는데 있어서 미토콘드리아와의 관계를 평가 하기 

위해 세포용해 물질의 하나인 cytochrome c염색을 

실시하였고 그 결과 모든 ceramide와 phytocera-

mide군에서 cytochrome c 양성의 염색소견을 보였

다. 본 연구의 결과를 바탕으로 ceramide에 의한 각막

Figure 7. Involvement of cytochrome C in ceramide-induced 
apoptosis. Photographs of cultured primary rabbit endothelial 
cells exposed to ceramide type 2, C2 (B), ceramide type 6, C6 
(C), and phytoceramide type 2, PC2 (D) and phytoceramide type 
6, PC6 (E) for 12 h, and control cells (A). Cells were treated 
with all ceramide types (20 μM), stained with cytochrome C 
and photographed using phase-contrast microscopy. B, C, D and 
E are cytochrome C-positive, while A is cytochrome C-negative. 
Magnification; ×200.
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내피세포의 apoptosis는 caspase 8, caspase 9, 미

토콘드리아 경로를 통해 일어난다 하겠다. 

Inoue K21 는 지질대사 장애 시 축적 산물인 

cholestanol에 의한 각막 내피세포 및 수정체 상피세

포의 apoptosis를 보고 한 바 있으나, 이는 지질 대사

장애인 cerebrotendinous xanthomatosis에서 백

내장 형성 및 각막 혼탁의 병리 생리기전을 규명하고자 

한 연구였으며, 수정체 상피세포보다 각막 내피세포의 

손상으로 인해 cholestanol은 후낭 혼탁을 예방하기 

위한 치료제로 부적합 하다고 하였다. 

Ceramide는 정상적 세포 내 존재하는 물질로서, 외

상이나, 스트레스에 의해 증가 되며, 증가된 ceramide

는 각막내피세포의 apoptosis를 유발할 수 있을 것이

다. 정상 상태, 수술 중, 외상후의 안내 ceramide 의 

농도를 측정하여, 만약 ceramide가 확인된다면, 

ceramide inhibitor나 apoptosis inhibitor가 각

막의 내피세포의 손상을 방지하는 물질로 사용 될 수 

있을 것이다. 

이미 저자들은 ceramide와 phytoceramide가 각

막세포와 수정체 상피세포의 apoptosis 유발을 관찰

한 바 있다. 이러한 ceramide와 phytoceramide가 

백내장 수술후의 후낭 혼탁 및 굴절교정수술후의 각막 

혼탁의 예방을 위해 사용 되어지려면 각막 내피의 손상 

없이 수정체 상피 세포의 apoptosis를 유발해야 할 것

이다. 그러나 본 연구 결과에서 나타난 바와 같이 

ceramide와 phytoceramide는 각막 세포, 수정체 

상피 세포뿐만 아니라 각막 내피세포의 apoptosis 역

시 유발 시켰다. 따라서 ceramide와 phytocera-

mide의 임상적용은 각 세포에 선택적으로 apoptosis

를 유발 하는 농도 및 적용 시간의 연구가 인간의 세포

를 대상으로 선행되어 안정성을 확보할 수 있을 때까지 

미루어져야 할 것이다. 
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=ABSTRACT=

The Apoptosis Induced by Ceramide in the Endothelial Cell

Sun Young Lee, M.D., Tae Im Kim, M.D., Hungwon Tchag, M.D.

Department of Ophthalmology, College of Medicine, University of Ulsan, Asan Medical Center

Purpose: To evaluate the effect of variable ceramides on the apoptosis of corneal endothelial cell and then, 
if ceramide induce the apoptosis in endothelial cells, via which pathway apoptosis occur.
Methods: Corneal endothelial cells were isolated from fresh rabbit cornea and cultured. Cultured corneal 
endothelial cells were exposed to 10, 20, 40 and 80 μM of ceramide type II, VI and phytoceramide type 
II, VI. And then, apoptosis was evaluated with Hoechst staining and flow cytometric analysis with Annexin 
V for evaluation of apoptotic response. Corneal endothelial cells were preincubated in various concentrations 
of CPP32-like protease inhibitor (Z-VAD-FMKⓇ), specific caspase-8 inhibitor(IETD-CHOⓇ) and specific 
caspase-9 inhibitor (Z-LEHD-FMKⓇ), then treated with 20 M of 4 types of ceramide. 12 hours later, LDH 
assay was done. Cytochrome c immunostaining was done after exposure to 4 types of ceramide.
Results: Shrinkage of cytoplasm, formation of apoptotic bodies, and nuclear fragmentation were observed on 
Hoechst staining. In flow cytometric analysis, early apoptotic responses were identified. Apoptotic response 
increased significantly at the concentration of 10M and more 12 hours later. CPP32-like protease inhibitor, 
caspase-8, 9 inhibitor reduced the LDH activity. Apoptotic endothelial cells induced by ceramide were stained 
with cytochrome c antibody.
Conclusions: Ceramide induced apoptosis in cultured corneal endothelial cells. This apoptosis developed via 
caspase and mitochondrial pathway. 
J Korean Ophthalmol Soc 44(9):2128-2136, 2003 
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